
(57)【要約】

本発明は、新規ヒトプロトンゲート調節イオンチャンネ

ル（hASIC1B）およびhASIC1Bを同定しかつコードするポ

リヌクレオチドを提供する。本発明はまた、hASIC1Bを

コードする核酸配列を含んでなる遺伝子操作した発現ベ

クターおよび宿主細胞ならびにhASIC1Bを産生する方法

も提供する。本発明はまた、hASIC1Bの発現に関連する

疾患の予防および治療における、hASIC1B、およびアゴ

ニスト、hASIC1Bと特異的に結合する抗体またはアンタ

ゴニストの利用も提供する。さらに、本発明は、hASIC1

Bの発現に関連する疾患を治療するための、hASIC1Bをコ

ードするポリヌクレオチドに対するアンチセンス分子の

利用を提供する。本発明はまた、hASIC1Bと特異的に結

合するポリヌクレオチド、またはその断片もしくは補体

、および抗体を利用する診断アッセイも提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
精 製 さ れ か つ 単 離 さ れ た ヒ ト プ ロ ト ン ゲ ー ト 調 節 イ オ ン チ ャ ン ネ ル タ ン パ ク 質 （ hASIC1B
） で あ っ て 、 次 の 群 か ら 選 択 さ れ る 上 記 タ ン パ ク 質 ： 配 列 番 号 ２ に 規 定 し た ア ミ ノ 酸 配 列
と 少 な く と も 80％ 同 一 性 を 有 す る hASIC1B、 配 列 番 号 ２ に 規 定 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く
と も 85％ 同 一 性 を 有 す る hASIC1B、 配 列 番 号 ２ に 規 定 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 90％
同 一 性 を 有 す る hASIC1B、 配 列 番 号 ２ に 規 定 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 95％ 同 一 性 を
有 す る hASIC1B、 配 列 番 号 ２ に 規 定 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 98％ 同 一 性 を 有 す る hAS
IC1B、 お よ び 配 列 番 号 ２ に 規 定 し た ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 99％ 同 一 性 を 有 す る hASIC1
B。
【 請 求 項 ２ 】
プ ロ ト ン の 活 性 化 （ 酸 、 低 pH溶 液 ） を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ 】
配 列 番 号 ２ に 規 定 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ 】
請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 。
【 請 求 項 ５ 】
配 列 番 号 １ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ６ 】
配 列 番 号 １ に 規 定 し た 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 ４ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 核 酸 を 含 ん で な る 、 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ８ 】
発 現 ベ ク タ ー で あ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 ７ ま た は ８ に 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー を 含 ん で な る 宿 主 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 ８ に 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー を 含 ん で な る 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ 】
ヒ ト プ ロ ト ン ゲ ー ト 調 節 イ オ ン チ ャ ン ネ ル タ ン パ ク 質 （ hASIC1B） を 生 産 す る 方 法 で あ っ
て 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 宿 主 細 胞 を 上 記 タ ン パ ク 質 の 産 生 に 対 し て 十 分 な 条 件 の も と で 培
養 し 、 培 養 物 か ら 上 記 タ ン パ ク 質 を 回 収 す る 上 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 細 胞 を 生 産 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
さ ら に 宿 主 細 胞 を 請 求 項 ８ の 組 換 え ベ ク タ ー を 用 い て 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス
フ ェ ク ト す る こ と を 含 ん で な る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の hASIC1Bタ ン パ ク 質 に 対 し て 免 疫 特 異 的 な 抗 体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 １ ４ に 記 載 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の hASIC1Bタ ン パ ク 質 の 活 性 ま た は 発 現 の 増 強 を 必 要
と す る 被 験 者 の 治 療 方 法 で あ っ て 、
(a)被 験 者 に 治 療 上 有 効 な 量 の 、 上 記 hASIC1Bタ ン パ ク 質 に 対 す る ア ゴ ニ ス ト を 投 与 す る こ
と ； ま た は
(b)被 験 者 に 請 求 項 ４ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 核 酸 を 、 上 記 hASIC1Bタ ン パ ク 質 活 性 の
有 効 な in vivo産 生 を 生 じ る 形 態 で 与 え る こ と を 含 ん で な る 上 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の hASIC1Bタ ン パ ク 質 の 活 性 お よ び 発 現 を 阻 害 す る 必
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要 の あ る 被 験 者 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、
(a)被 験 者 に 治 療 上 有 効 な 量 の 、 上 記 hASIC1Bタ ン パ ク 質 に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト を 投 与 す
る か ； ま た は
(b)被 験 者 に 上 記 hASIC1Bタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 を 阻 害 す る 核 酸
分 子 を 投 与 す る か ； ま た は
(c)被 験 者 に 治 療 上 有 効 な 量 の 、 そ の リ ガ ン ド に 対 し て 上 記 hASIC1Bタ ン パ ク 質 と 競 合 す る
タ ン パ ク 質 を 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 上 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の hASIC1Bタ ン パ ク 質 の 発 現 ま た は 活 性 に 関 係 す る 被
験 者 の 疾 患 ま た は 疾 患 に 対 す る 感 受 性 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、
(a)上 記 被 験 者 の ゲ ノ ム 中 の 上 記 hASIC1Bタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に お け
る 突 然 変 異 の 存 在 ま た は 不 在 を 決 定 す る ス テ ッ プ ； ま た は
(b)上 記 被 験 者 か ら 誘 導 さ れ た サ ン プ ル 中 の hASIC1Bタ ン パ ク 質 発 現 の 存 在 ま た は 量 を 分 析
す る ス テ ッ プ を 含 ん で な る 上 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か 1項 に 記 載 の hASIC1Bタ ン パ ク 質 に 対 す る ア ゴ ニ ス ト を 同 定 す る 方
法 で あ っ て 、
(a)請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 に よ り 培 養 し た 細 胞 を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； お
よ び
(b)候 補 化 合 物 が 生 物 学 的 活 性 ま た は hASIC1B受 容 体 に よ り 伝 達 さ れ る シ グ ナ ル を 誘 導 ま た
は モ ジ ュ レ ー ト す る か ど う か を 決 定 す る ス テ ッ プ ； ま た は
(c)候 補 化 合 物 が 内 向 き 電 流 を 誘 導 す る か ま た は hASIC1B受 容 体 に よ り 伝 達 さ れ る プ ロ ト ン
誘 導 内 向 き 電 流 を モ ジ ュ レ ー ト す る か ど う か を 決 定 す る こ と を 含 ん で な る 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 に よ り 同 定 し た ア ゴ ニ ス ト 。
【 請 求 項 ２ １ 】
請 求 項 ２ ０ に 記 載 の ア ゴ ニ ス ト で あ っ て 、 抗 う つ 薬 、 除 感 作 薬 、 抗 精 神 病 薬 、 鎮 痛 薬 、 化
学 療 法 薬 も し く は 抗 悪 性 腫 瘍 薬 、 抗 精 神 病 薬 、 精 神 療 法 薬 、 呼 吸 お よ び 脳 刺 激 薬 、 認 知 刺
激 薬 、 記 憶 刺 激 薬 、 神 経 再 生 促 進 薬 、 細 胞 成 長 も し く は 増 殖 刺 激 薬 、 殺 虫 剤 、 農 薬 も し く
は 駆 虫 剤 、 ま た は そ れ ら の い ず れ か の 組 合 わ せ で あ る か 、 ま た は そ れ ら に 対 す る ア ジ ュ バ
ン ト で あ る 上 記 ア ゴ ニ ス ト 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の hASIC1Bタ ン パ ク 質 に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定
す る 方 法 で あ っ て 、
(a)請 求 項 １ １ の 方 法 に よ り 培 養 し た 細 胞 を 、 低 pH溶 液 （ pH＜ 7.4） ま た は 請 求 項 ２ ０ に 記
載 の ア ゴ ニ ス ト を 含 む い ず れ か の 他 の ア ゴ ニ ス ト と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ ； お よ び
(b)プ ロ ト ン ま た は 上 記 ア ゴ ニ ス ト に よ り 作 製 さ れ た シ グ ナ ル が 候 補 化 合 物 の 存 在 の も と
で モ ジ ュ レ ー ト さ れ る か 、 減 少 す る か ま た は 無 効 化 す る か ど う か を 決 定 す る こ と を 含 ん で
な る 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 方 法 に よ り 同 定 し た ア ン タ ゴ ニ ス ト 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
請 求 項 ２ ３ に 記 載 の ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ っ て 、 鎮 痛 薬 、 解 熱 薬 、 鎮 痒 薬 、 抗 不 安 薬 、 鎮 静
薬 ま た は 睡 眠 薬 、 精 神 療 法 薬 、 抗 痙 攣 薬 、 神 経 保 護 薬 、 全 身 麻 酔 薬 、 局 所 麻 酔 薬 、 降 圧 薬
、 筋 弛 緩 薬 、 止 瀉 薬 、 制 酸 薬 、 ま た は そ れ ら の い ず れ か の 組 合 わ せ で あ る か 、 ま た は そ れ
ら に 対 す る ア ジ ュ バ ン ト で あ る 上 記 ア ン タ ゴ ニ ス ト
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
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発 明 の 分 野



哺 乳 類 動 物 に お い て は 、 間 質 液 お よ び 血 液 を 含 む 細 胞 外 区 画 の pHが 厳 密 に 7.4の 一 定 値 に
調 節 さ れ か つ 維 持 さ れ る 。 酸 感 知 （ acic sensing） は 、 例 え ば 、 痙 攣 、 外 傷 、 炎 症 ま た は
低 酸 素 血 症 の 症 状 で 起 こ る 侵 害 受 容 pH不 均 衡 の 検 出 に 重 要 な 役 割 を 果 た す 化 学 受 容 （ chem
oreception） の 具 体 的 な 一 種 で あ る （ Lindahl, Adv Neurol 1974; 4: 45） 。 哺 乳 類 動 物
に お い て 、 背 根 神 経 節 （ dorsal root ganglia） お よ び 三 叉 神 経 節 （ trigeminal ganglia
） の 小 径 一 次 感 覚 ニ ュ ー ロ ン の 集 団 は 、 細 胞 外 プ ロ ト ン 濃 度 の 増 加 に よ り 活 性 化 さ れ る 特
殊 な pH感 受 性 表 面 受 容 体 を 発 現 す る （ Bevan and Yeats, J Physiol (Lond) 1991; 433: 1
45） 。 感 覚 な ら び に 中 枢 神 経 の 酸 感 受 性 は 、 構 造 的 に 線 虫 シ ー エ レ ガ ン ス （ C. elegans）
デ ゲ ネ リ ン （ degenerins） （ DEG） お よ び 哺 乳 類 上 皮 ナ ト リ ウ ム チ ャ ン ネ ル （ ENaC） に 関
係 す る プ ロ ト ン ゲ ー ト 調 節 （ proton-gated） 陽 イ オ ン チ ャ ン ネ ル の フ ァ ミ リ ー に 仲 介 さ れ
る 。 本 発 明 は こ れ ら の 酸 感 知 イ オ ン チ ャ ン ネ ル （ Acid Sensing Ion Channel） （ ASIC） に
関 す る も の で あ っ て 、 具 体 的 に は 、 こ の ク ラ ス の 受 容 体 -チ ャ ン ネ ル の 新 規 メ ン バ ー の 発
見 、 そ れ と 他 の チ ャ ン ネ ル サ ブ ユ ニ ッ ト と の 関 連 お よ び そ れ ら の 用 途 を 報 じ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

組 織 ア シ ド ー シ ス は 、 複 数 の 、 痛 み を 伴 う 生 理 学 的 （ 例 え ば 、 痙 攣 ） お よ び 病 理 学 的 （ 例
え ば 、 炎 症 、 間 欠 性 跛 行 、 心 筋 梗 塞 ） 症 状 と 関 連 す る 。 実 験 的 に 、 類 似 の 痛 み を 伴 う 事 象
を 、 皮 膚 ま た は 筋 肉 中 へ の 低 pH溶 液 の 輸 液 に よ り 再 現 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 長 期 に
わ た る 低 pH溶 液 の 皮 膚 内 輸 液 に よ り 、 特 徴 的 な 慢 性 痛 み の 痛 覚 過 敏 を 模 擬 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
さ ら に プ ロ ト ン の 効 果 お よ び そ の 痛 み と の 関 係 を 特 徴 づ け る た め に 、 低 pH溶 液 を 、 パ ッ チ
ク ラ ン プ し た 中 枢 お よ び 末 梢 感 覚 ニ ュ ー ロ ン に 適 用 し た 。 pHを 酸 性 値 ま で 低 下 さ せ る と 内
向 き 電 流 （ inward current） が 誘 導 さ れ 、 プ ロ ト ン 活 性 化 イ オ ン チ ャ ン ネ ル の 存 在 に 確 証
を 与 え た 。 ラ ッ ト お よ び ヒ ト 三 叉 お よ び 背 根 神 経 節 か ら 得 た 感 覚 ニ ュ ー ロ ン に お け る 数 タ
イ プ の 自 然 電 流 ： す な わ ち 、 急 速 に 失 活 す る 電 流 ； 非 失 活 電 流 ； お よ び 急 速 に 失 活 す る 電
流 の 後 に 非 失 活 電 流 を 示 す 二 相 電 流 を 観 察 し た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
イ オ ン 選 択 性 に 関 す る 他 の 相 違 点 も 報 じ ら れ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 複 数 の プ ロ ト ン ゲ ー ト
調 節 イ オ ン チ ャ ン ネ ル の 存 在 を 示 唆 し た 。 組 織 酸 性 化 が 誘 導 す る 長 期 に わ た る 痛 み は 、 ほ
と ん ど の 場 合 、 非 失 活 プ ロ ト ン ゲ ー ト 調 節 イ オ ン チ ャ ン ネ ル に 関 連 し て い る よ う で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】

哺 乳 類 動 物 プ ロ ト ン ゲ ー ト 調 節 （ proton-gated） 陽 イ オ ン チ ャ ン ネ ル は 最 近 ク ロ ー ニ ン グ
さ れ 、 酸 感 知 イ オ ン チ ャ ン ネ ル （ Acid Sensing Ion Channels） と し て ASICと 名 付 け ら れ
て い る 。 配 列 解 析 は 、 こ れ ら が イ オ ン チ ャ ン ネ ル の DEG/ENaCス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ
ー で あ る と 同 定 し た 。 ASIC受 容 体 の 推 定 膜 位 相 幾 何 学 （ putative membmrane topology）
は 、 上 皮 ナ ト リ ウ ム チ ャ ン ネ ル に 示 さ れ た よ う に 、 細 胞 内 区 画 に Ｎ お よ び Ｃ 両 末 端 を も つ
２ つ の 膜 貫 通 ド メ イ ン を 予 想 す る 。 ４ 種 の ASIC受 容 体 サ ブ ク ラ ス が 同 定 さ れ て い る ：
１ ． ASIC1イ オ ン チ ャ ン ネ ル は 急 速 に 失 活 す る 内 向 き 電 流 を 示 し （ Waldmannら , Nature 19
97; 386: 173） 、
２ ． ASIC2イ オ ン チ ャ ン ネ ル は 徐 々 に 失 活 す る 内 向 き 電 流 を 示 し （ Brassilanaら , J Biol 
Chem 1997; 272: 28819） 、
３ ． ASIC3イ オ ン チ ャ ン ネ ル は 、 最 初 に 急 速 に 失 活 す る 成 分 と 次 い で 持 続 し た 非 失 活 性 内
向 き 電 流 か ら な る 二 相 内 向 き 電 流 を 示 し （ Waldmannら , J Biol Chem 1997; 272: 20975；
Babinskiら , J Neurochem 1999; 72: 51） 、 そ し て
４ ． ASIC4イ オ ン チ ャ ン ネ ル は 特 徴 的 な ASIC様 配 列 モ チ ー フ を 含 有 す る が 、 ホ モ 多 量 体 結
合 （ homomultimeric association） は プ ロ ト ン に よ り 活 性 化 さ れ な い と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
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発 明 の 背 景

ク ロ ー ニ ン グ さ れ た プ ロ ト ン ゲ ー ト 調 節 イ オ ン チ ャ ン ネ ル



こ れ ら の イ オ ン チ ャ ン ネ ル に 共 通 す る 特 性 は 、 選 択 的 ス プ ラ イ ス 変 異 体 が 存 在 し て 重 要 な
機 能 差 を 発 現 す る こ と に あ る 。 実 際 、 ASIC1の 最 初 の 185個 の ア ミ ノ 酸 （ 以 後 ASIC1Aと 呼 ぶ
） を 異 な る 新 し い 172個 の ア ミ ノ 酸 の 配 列 に よ り 置 換 え る と 、 ASIC1Aと 類 似 の 電 流 動 力 学
を 有 す る が 、 活 性 化 に は さ ら に 低 い pH値 を 必 要 と す る 新 し い チ ャ ン ネ ル 、 ASIC1Bを 生 成 す
る （ ASIC1Aお よ び ASIC1Bに 対 す る pH 5 0 は そ れ ぞ れ 6.2お よ び 4.5で あ る ） 。 ASIC1Bは ま た 、
ラ ッ ト 背 根 神 経 節 に も 特 異 的 に 発 現 す る と 思 わ れ る 。 類 似 の 状 況 は ま た 、 ラ ッ ト ASIC2（
以 後 ASIC2Aと 呼 ぶ ） に つ い て も 観 察 さ れ 、 最 初 の 185個 の ア ミ ノ 酸 を 異 な る 新 し い 236個 の
ア ミ ノ 酸 の 配 列 に よ り 置 換 え る と 、 他 の ASICイ オ ン チ ャ ン ネ ル サ ブ ユ ニ ッ ト 、 ASIC2Bを 生
成 す る 。 ASIC2Bは 哺 乳 類 細 胞 ま た は ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 卵 母 細 胞 に ホ モ 多 量 体 と し て 単 独
で 発 現 す る と 、 低 pH溶 液 に よ り 活 性 化 さ れ な い と 思 わ れ る 。 し か し 、 ASIC2Bが 他 の ASICサ
ブ ユ ニ ッ ト （ 例 え ば 、 ASIC2A、 ASIC3） と と も に 同 時 発 現 す る と 、 新 規 の イ オ ン 選 択 性 ま
た は pH 5 0 値 な ど の 異 な る 特 性 を も つ ヘ テ ロ 多 量 体 イ オ ン チ ャ ン ネ ル を 生 じ る （ Lingueglia
ら , J Biol Chem 1997: 272: 29778） 。 ヒ ト に お い て 同 定 さ れ て い る ASIC3も 様 々 な 形 態
で 存 在 す る と 思 わ れ る 。 実 際 、 DRASICは ラ ッ ト で 同 定 さ れ た ASIC3様 チ ャ ン ネ ル で あ っ て
、 ヒ ト ASIC3配 列 と 85％ 同 一 性 を 表 示 し か つ 類 似 の 二 相 電 流 動 力 学 を 有 す る 。 し か し 、 組
織 分 布 、 イ オ ン 選 択 性 お よ び pH 5 0 に 重 要 な 相 違 が あ っ て 、 DRASICは ASIC3の ヒ ト の オ ル ソ
ロ グ （ othologue） で は な く む し ろ 異 な る サ ブ タ イ プ で あ り う る こ と を 示 唆 す る 。 さ ら に
、 ２ 種 の ヒ ト ASIC3の 3'ス プ ラ イ ス 変 異 体 （ 最 近 GenBankに 受 託 さ れ た 、 ASIC3Bお よ び 3C）
の 存 在 が 報 じ ら れ て い る が 、 機 能 の 差 は ま だ 立 証 さ れ て い な い 。 従 っ て 選 択 的 ス プ ラ イ シ
ン グ は ASIC受 容 体 の 多 様 性 を 増 す 重 要 な 機 構 ら し く 、 そ れ は 間 違 い な く 神 経 伝 達 、 痛 覚 ま
た は 機 械 感 覚 な ど の 神 経 系 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す と 考 え ら れ る （ 以 下 参 照 ） 。 存 在
す る ス プ ラ イ ス 変 異 体 間 に は 大 き な 相 違 が あ る の で 、 新 し い ス プ ラ イ ス 変 異 体 の 実 際 の 機
能 的 特 徴 は 予 測 で き ず 、 い ず れ の 既 知 ASIC受 容 体 と も 完 全 に 異 な る こ と も あ り う る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ７ 】

本 発 明 は 、 今 ま で 開 示 さ れ た ラ ッ ト ASIC1Bと 異 な る 特 性 を 示 す ヒ ト ASIC1B受 容 体 （ 以 後 、
hASIC1Bと 呼 ぶ ） の 発 見 を 報 じ る 。 ま た こ の 新 し い サ ブ ユ ニ ッ ト の 、 神 経 伝 達 お よ び ／ ま
た は 痛 覚 、 お よ び ／ ま た は 機 械 感 覚 、 お よ び ／ ま た は 正 常 お よ び 病 態 生 理 学 的 状 態 に お け
る そ の 他 の い ず れ の 神 経 学 的 お よ び ／ ま た は 代 謝 プ ロ セ ス と の 潜 在 的 関 わ り も 、 本 発 明 の
範 囲 内 で あ る と 意 図 す る 。 本 発 明 は ま た 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ
技 術 （ す な わ ち 、 チ ャ ン ネ ル ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ア ゴ ニ ス ト お よ び ／ ま た は モ ジ ュ レ ー タ ー
の ス ク リ ー ニ ン グ ） 、 診 断 マ ー カ ー 、 遺 伝 子 治 療 を 含 む あ ら ゆ る 治 療 標 的 と し て 、 こ の 新
し い サ ブ ユ ニ ッ ト の 利 用 を 範 囲 内 に 包 含 す る こ と も 求 め る 。 ま た 、 本 発 明 の 範 囲 に は 、 hA
SIC1Bサ ブ ユ ニ ッ ト と お 互 い と の お よ び ／ ま た は あ ら ゆ る 種 由 来 の ASICフ ァ ミ リ ー の １ 以
上 の サ ブ ユ ニ ッ ト （ 限 定 さ れ る も の で な い が 、 ASIC1、 ASIC1A、 BNaC2、 ASIC1B、 ASIC2A、
ASIC2B、 MDEG、 MDEG1、 MDEG2、 BNC1、 BNaC1、 DRASIC、 ASIC3、 ASIC4、 SPASICま た は そ れ
ら の い ず れ か の 変 異 体 を 含 む ） と の ヘ テ ロ 重 合 体 、 な ら び に hASIC1Bと あ ら ゆ る 種 由 来 の
デ ゲ ネ リ ン （ Degenerin） お よ び EnaCフ ァ ミ リ ー の あ ら ゆ る 他 メ ン バ ー と の ヘ テ ロ 重 合 体
も 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
本 発 明 の 目 的 は 、 全 長 hASIC1Bポ リ ペ プ チ ド 分 子 （ 配 列 番 号 ２ ） を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド 分 子 （ 配 列 番 号 １ ） の 好 ま し い 一 次 配 列 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 発 明 の さ ら に 他 の 目 的 は 、 受 託 番 号 AC025154、 AC074032、 お よ び AC025361で 寄 託 さ れ た
未 特 性 決 定 配 列 か ら 推 定 さ れ る hASIC1Bの 部 分 ゲ ノ ム ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 特 に 、 ク ロ
ー ン AC025154中 の １ つ の 非 断 続 コ ン テ ィ グ を 含 有 す る hASIC1Bの 特 徴 的 か つ 特 有 の 第 １ エ
キ ソ ン の 配 列 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
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mRNAの 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ り 作 製 し た ASIC受 容 体 の フ ァ ミ リ ー

発 明 の 概 要



本 発 明 は さ ら に 、 hASIC1Bを コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 、 ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） 、 そ れ ら の 断 片 、 部 分 ま た は ア ン チ セ ン ス 分 子 、 お よ び
発 現 ベ ク タ ー お よ び 宿 主 細 胞 を 特 徴 と す る 。 本 発 明 は ま た 、 hASIC1Bと 特 異 的 に 結 合 す る
抗 体 お よ び 実 質 的 に 精 製 さ れ た hASIC1Bを 含 有 す る 医 薬 組 成 物 を 特 徴 と す る 。 本 発 明 は ま
た 、 hASIC1Bの ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト の 利 用 も 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ １ 】

以 下 の 図 （ drawings） 、 図 面 （ figures） お よ び 表 （ tables） は 本 発 明 の 実 施 形 態 の 説 明
で あ っ て 、 請 求 の 範 囲 に 包 含 さ れ る 本 発 明 の 分 野 を 限 定 す る こ と を 意 味 す る も の で な い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
図 面 の 簡 単 な 説 明 に つ い て は 以 下 参 照 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ３ 】

本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 タ ン パ ク 質 お よ び 方 法 を 記 載 す る 前 に 断 わ る が 、 記 載 し た 特
定 の 方 法 論 、 プ ロ ト コ ル 、 細 胞 系 、 ベ ク タ ー 、 お よ び 試 薬 は 変 わ り う る の で あ っ て 、 本 発
明 は こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で な い と 解 釈 す る 。 ま た 、 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 専 門 用 語 は
特 定 の 実 施 形 態 を 記 載 す る こ と だ け が 目 的 で あ っ て 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る こ と を 意 図 す
る の で な く 、 本 発 明 の 範 囲 は 添 付 し た 請 求 の 範 囲 に よ っ て の み 限 定 さ れ う る と 解 釈 す る 。
本 明 細 書 に お い て お よ び 添 付 し た 請 求 の 範 囲 に お い て 使 用 し た 、 単 数 形 「 或 る （ a） 」 、
「 或 る （ an） 」 、 お よ び 「 そ の （ the） 」 は 、 そ の 文 脈 が 明 ら か に 別 の 意 味 を 指 定 し な い
限 り 、 複 数 の 意 味 を 含 む こ と に 注 意 し な け れ ば な ら な い 。 従 っ て 、 例 え ば 、 「 或 る 宿 主 細
胞 （ an host cell） 」 の 意 味 は 複 数 の そ の よ う な 宿 主 細 胞 を 含 み ； 「 そ の 抗 体 （ the anti
body） 」 の 意 味 は １ 以 上 の 抗 体 お よ び 当 業 者 に 公 知 の そ れ ら の 同 等 物 の 意 味 で あ っ て 、 以
下 同 様 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
別 の 定 義 が さ れ て い な い 限 り 、 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 全 て の 技 術 的 お よ び 科 学 的 用 語 は 、
本 発 明 が 属 す る 業 界 の 技 術 者 が 通 常 理 解 す る の と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 本 明 細 書 に 記 載 し た
の と 類 似 の ま た は 同 等 の い ず れ の 方 法 お よ び 材 料 を 本 発 明 の 実 施 ま た は 試 験 に 利 用 し て も
よ い が 、 好 ま し い 方 法 、 装 置 、 お よ び 材 料 を こ こ に 記 載 す る 。 本 明 細 書 に 記 述 し た 全 て の
開 示 物 は 、 開 示 物 に 報 じ ら れ て 本 発 明 に 関 係 し て 利 用 し う る 細 胞 系 、 ベ ク タ ー 、 お よ び 方
法 論 を 記 載 し か つ 開 示 す る 目 的 で 、 参 照 に よ り 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
別 の 規 定 が さ れ て い な い 限 り 、 本 明 細 書 に お い て 以 下 お よ び 以 上 使 用 さ れ た 用 語 「 hASIC1
B」 は 、 hASIC1Bの 全 て の 変 異 体 （ 以 下 に 定 義 し た ） を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】

本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は １ 本 鎖 ま た は ２ 本 鎖 分 子 で あ っ て 、 ヌ ク レ
オ チ ド 塩 基 Ａ 、 Ｔ 、 Ｃ お よ び Ｇ を 含 ん で な る 「 デ オ キ シ リ ボ 核 酸 」 （ DNA） で あ っ て も 、
ま た は 塩 基 Ａ 、 Ｕ （ Ｔ の 代 わ り ） 、 Ｃ お よ び Ｇ を 含 ん で な る 「 リ ボ 核 酸 」 （ RNA） で あ っ
て も よ い 上 記 分 子 を 意 味 す る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は コ ー ド 鎖 ま た は そ の 相 補 体 、 セ ン ス ま
た は ア ン チ セ ン ス 鎖 を 表 し う る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 天 然 の 配 列 と 配 列 が 同 一 で あ っ て
も よ い し 、 ま た は 天 然 の 配 列 に 見 出 さ れ る の と 同 じ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 代 わ り の コ ド ン
を 含 ん で も よ い （ Lewin： 「 Genes V（ 遺 伝 子 V） 」 、 第 ７ 章 ； Oxford University Press、
1994） 。 さ ら に 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ア ミ ノ 酸 の 保 存 的 置 換 を 表 す コ ド ン を 含 ん で も よ い
。 用 語 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は ま た 、 ゲ ノ ム DNA（ イ ン ト ロ ン と エ キ ソ ン の 両 方 ） 、 相 補
的 DNA（ cDNA） 、 cRNA、 メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA（ mRNA） な ど の 、 DNAま た は RNAの 全 て の 可 能 な
代 替 形 態 、 な ら び に ト リ チ ル 化 塩 基 な ど の 修 飾 さ れ た 塩 基 お よ び イ ノ シ ン な ど の 変 わ っ た
塩 基 を 含 む 、 ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 か ら 部 分 ま た は 全 化 学 合 成 に よ り 調 製 さ れ た DNAま た は RNA
を 含 ん で も よ い 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ま た 化 学 的 、 酵 素 的 ま た は 代 謝 的 に 改 変 さ れ た DNA
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図 面 の 説 明

発 明 の 詳 細 な 説 明

定 義



ま た は RNAの 形 態 、 な ら び に ウ イ ル ス の 特 徴 で あ る DNAお よ び RNAの 化 学 的 形 態 を 包 含 し て
も よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
用 語 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 ま た は 「 オ リ ゴ 」 は 典 型 的 に は 長 さ が 10～ 40個 の 塩 基 で あ る
、 短 い ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 お 互 い に ペ プ チ ド 結 合 ま た は 改 変 ペ プ チ ド 結 合 に よ り 接 続 さ れ た ２
個 以 上 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 分 子 （ す な わ ち 、 ア イ ソ ス タ ー （ isostere） ） を 意 味 す る 。 ア
ミ ノ 酸 は 、 自 然 状 態 で 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ た 全 部 で 20種 の ア ミ ノ 酸 な ら び に 自 然 状 態 で ま
た は 化 学 的 に 改 変 さ れ た ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 通 常 ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ペ プ チ
ド 、 ま た は オ リ ゴ マ ー と 呼 ば れ る ア ミ ノ 酸 の 短 い 鎖 、 お よ び 通 常 タ ン パ ク 質 と 呼 ば れ る さ
ら に 長 い 鎖 の 両 方 を 意 味 す る 。 従 っ て 、 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 ア ミ ノ 酸 配 列 」 は 、 天 然
の ま た は 合 成 分 子 に 対 応 す る 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は タ ン パ
ク 質 分 子 お よ び そ れ ら の 断 片 ま た は 部 分 を 意 味 す る 。 本 明 細 書 に お い て 「 ア ミ ノ 酸 配 列 」
が 天 然 の タ ン パ ク 質 分 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 意 味 し て 呼 ば れ る 場 合 、 「 ア ミ ノ 酸 配 列 」 お よ
び 同 様 の 用 語 、 例 え ば 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は 「 タ ン パ ク 質 」 は 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 を そ
の 呼 ば れ た タ ン パ ク 質 分 子 に 関 連 す る 完 全 な 、 自 然 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 限 定 す る こ と を 意 味
す る の で は な い 。 さ ら に 、 ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 翻 訳 後 プ ロ セ シ ン グ な ど の 自 然 プ ロ セ ス
に よ り 、 ま た は 当 技 術 分 野 で 周 知 の 化 学 的 改 変 技 術 に よ り 改 変 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 も 含 み
う る 。 所 与 の ポ リ ペ プ チ ド は 多 数 の タ イ プ の 改 変 を 含 有 し て も よ い し ま た は 所 与 の 改 変 は
同 じ か ま た は 様 々 な 程 度 で 所 与 の ポ リ ペ プ チ ド 中 の 複 数 部 位 に 存 在 し て も よ い 。 改 変 は 、
限 定 さ れ る も の で な い が 、 ペ プ チ ド 主 鎖 、 ア ミ ノ 酸 側 鎖 お よ び ア ミ ノ ま た は カ ル ボ キ シ 末
端 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド 中 の い ず れ の 部 位 に 存 在 し て も よ い 。 以 上 に 挙 げ た 改 変 な ら び に そ
れ ら の 実 施 は 全 て 、 研 究 文 献 に お い て 、 基 礎 的 な 教 科 書 お よ び 詳 細 な 専 攻 論 文 の 両 方 で よ
く 記 載 さ れ て い る （ 「 Proteins: Structure and Molecular Properties（ タ ン パ ク 質 ： 構
造 お よ び 分 子 的 特 性 ） 」 ; Creighton TE, Freeman WH, 第 ２ 版 , New-York, 1993； 「 Post
translational Covalent Modification of Proteins（ タ ン パ ク 質 の 翻 訳 後 共 有 結 合 に よ
る 改 変 ） 」 , Johnson BC, 編 , Academic Press, New-York, 1983； さ ら に 、 Seiterら , Me
th Enzymol 1990; 182: 626、 お よ び Rattanら , Ann NY Acad Sci 1992; 663: 48） 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 ペ プ チ ド 核 酸 」 は 、 リ シ ン な ど の ア ミ ノ 酸 残 基 お よ び ア ミ ノ 基 が
付 加 さ れ て い る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る 分 子 を 意 味 す る 。 抗 遺 伝 子 剤 と も 名 づ け
ら れ た こ れ ら の 小 分 子 は 、 そ れ ら の 相 補 的 な 核 酸 鎖 と 結 合 す る こ と に よ り 転 写 伸 長 を 停 止
す る （ Nielsenら , Anticancer Drug Des 1993; 8: 53） 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る hASIC1Bは 、 ヒ ト か ら 得 た 、 自 然 、 合 成 、 半 合 成 、 ま た は 組 換 え の
い ず れ に よ る に せ よ 、 実 質 的 に 精 製 さ れ た hASIC1Bの ア ミ ノ 酸 配 列 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 用 語 「 変 異 体 」 は 、 対 照 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド と そ
れ ぞ れ 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 典 型 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
変 異 体 は 他 の 対 照 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 異 な る 。 変 異 体 の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 の 差 は 、 対 照 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 改 変 し て
も し な く て も よ い 。 ヌ ク レ オ チ ド 変 化 は 、 以 下 に 考 察 す る よ う に 、 対 照 配 列 が コ ー ド す る
ポ リ ペ プ チ ド 中 の ア ミ ノ 酸 置 換 、 付 加 、 挿 入 、 欠 失 、 融 合 、 お よ び 末 端 切 断 を 生 じ て も よ
い 。 典 型 的 な ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 は 他 の 対 照 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 と 異 な る 。 一
般 的 に 、 対 照 ポ リ ペ プ チ ド と 変 異 体 の 配 列 の 差 は 、 全 体 に 密 接 に 類 似 し か つ 多 数 の 領 域 で
同 一 で あ る よ う な 差 で あ る 。 変 異 体 と 対 照 ポ リ ペ プ チ ド は 、 １ 以 上 の 置 換 、 付 加 、 挿 入 、
欠 失 の い ず れ の 組 合 わ せ で ア ミ ノ 酸 配 列 が 異 な っ て も よ い 。 置 換 ま た は 挿 入 さ れ る ア ミ ノ
酸 残 基 は 、 遺 伝 子 コ ー ド に よ り コ ー ド さ れ い て い て も い な く て も よ い 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 体 は 、 例 え ば １ 以 上 の 塩 基 に お け る 多 型 ま た は 突 然 変 異 を 含 む
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対 立 遺 伝 子 ま た は 擬 対 立 遺 伝 子 変 異 体 の よ う に 、 天 然 で あ っ て も よ い し 、 ま た は 天 然 で は
未 知 の 変 異 体 で あ っ て も よ い 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 非 天 然 変 異 体 は 、
突 然 変 異 誘 発 技 術 に よ り ま た は 直 接 合 成 に よ り 作 っ て も よ い 。 上 記 の 非 天 然 変 異 体 の 定 義
は 用 語 「 突 然 変 異 体 」 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 明 細 書 に お い て 以 下 に 「 ス プ ラ イ ス 変 異 体 」 と 呼 ぶ の は 、 所 与 の 遺 伝 子 中 に 存 在 す る エ
キ ソ ン の 示 差 的 ま た は 代 替 的 ス プ ラ イ シ ン グ お よ び ア セ ン ブ リ ー か ら 生 じ る 変 異 体 で あ る
。 典 型 的 に は 、 コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 は ほ と ん ど の 領 域 で 全 同 一 性 を 提 示 す る が 、 異 な
る エ キ ソ ン に よ り コ ー ド さ れ る 特 定 の 領 域 で は よ り 低 い 同 一 性 を 提 示 し う る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 欠 失 」 は 、 対 照 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 比 較 し て
、 １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 残 基 が そ れ ぞ れ 不 在 で あ る ア ミ ノ 酸 ま た は ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 に お け る 変 化 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 挿 入 」 ま た は 「 付 加 」 は 、 対 照 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド と 比 較 し て 、 １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 残 基 の 付 加 を そ れ ぞ れ も た ら す ア
ミ ノ 酸 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に お け る 変 化 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 置 換 」 は 、 対 照 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 比 較 し て
、 １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 ま た は ヌ ク レ オ チ ド の そ れ ぞ れ 異 な る ア ミ ノ 酸 ま た は ヌ ク レ オ チ ド に
よ る 置 換 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 誘 導 体 」 は 、 hASIC1Bを コ ー ド す る 核 酸 ま た は コ ー ド さ れ た hASIC
1Bの 化 学 的 修 飾 物 を 意 味 す る 。 そ の よ う な 修 飾 物 の 例 は 、 水 素 の ア ル キ ル 、 ア シ ル 、 ま た
は ア ミ ノ 基 に よ る 置 換 で あ り う る 。 核 酸 誘 導 体 は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、 そ の ポ リ ペ プ
チ ド は 自 然 分 子 の 本 質 的 な 生 物 学 的 特 徴 の い く つ か ま た は 全 て を 保 持 し う る か ま た は し な
い で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 同 一 性 」 は 、 ２ 以 上 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 が 共
通 し て 有 す る 同 一 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 の 程 度 の 基 準 を 意 味 す る 。 一 般 的 に 、 配 列
を 最 高 度 の 対 合 （ match） が 得 ら れ る よ う に 整 列 し 、 こ れ を 「 ア ラ イ ン メ ン ト （ alignment
） 」 と 呼 ぶ 。 そ の よ う な 最 適 の ア ラ イ ン メ ン ト は ギ ャ ッ プ を 利 用 し 、 ス ミ ス -ウ ォ ー タ ー
マ ン ・ ア ラ イ ン メ ン ト （ Smith-Waterman alignment） な ど の 局 所 相 同 性 ア ル ゴ リ ズ ム を 用
い て 対 合 数 を 最 大 化 す る よ う に ギ ャ ッ プ を 挿 入 す る 。 用 語 「 同 一 性 」 、 ま た は 「 類 似 性 」
、 ま た は 「 相 同 性 」 、 ま た は 「 ア ラ イ ン メ ン ト 」 は 当 業 者 に は 周 知 で あ っ て 、 ア ラ イ ン メ
ン ト を 実 施 し か つ 同 一 性 を 測 定 す る 方 法 は 、 文 献 に 広 く 記 載 さ れ か つ 教 示 さ れ て い る （ Da
yhoffら , Meth Enzymol 1983; 91:524； Lipman DJお よ び Pearson WR, Science 1985; 227
: 1435； Altschulら , J Mol Biol 1990; 215:403； Pearson WR, Genomics 1991; 11:635
； Gribskov Mお よ び Devreux J, 編  (1992) 「 Sequence Analysis Primer（ 配 列 分 析 プ ラ
イ マ ー ） 」 , WH Freeman & Cie, New York.； Altschulら , Nature Gen 1994; 6: 119） 。
さ ら に 、 ア ラ イ ン メ ン ト を 実 施 し か つ 同 一 性 お よ び 類 似 性 を 決 定 す る 方 法 は 、 コ ン ピ ュ ー
タ ー プ ロ グ ラ ム お よ び ソ フ ト ウ エ ア パ ッ ケ ー ジ に コ ー ド 化 さ れ て い て 、 そ れ ら の い く つ か
は ウ エ ブ （ web） に 基 づ く も の で も あ り 、 イ ン タ ー ネ ッ ト 上 で ア ク セ ス し う る 。 好 ま し い
ソ フ ト ウ エ ア と し て は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 Blastn、 Blastp、 Blastx、 tBlastnを
含 む BLAST（ Basic Local Alignment Search Tools） （ Altschulら , J Mol Biol 1990; 21
5: 403） 、 FastAお よ び TfastA（ Pearsonお よ び Lipman, PNAS 1988; 85: 2444） 、 Laserge
ne99（ DNASTAR, Madison WI） 、 Omiga 2.0ま た は MacVector（ Oxford Molecular Group, C
ambridge, UK） 、 Wisconsin Package（ Genetic Computer Group (GCG), Madison, WI） 、
Vector NTI Suite（ InforMaxInc., N. Bethesta, MD） 、 GeneJockey II（ Biosoft, Cambr
idge, UK） が 挙 げ ら れ る 。
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【 ０ ０ ２ ８ 】
具 体 例 と し て 、 配 列 番 号 １ の 対 照 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 少 な く と も 、 例 え ば 95％ 「 同
一 性 」 を も つ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 が 、 配 列 番 号 １ の 対 照 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 100個 の ヌ ク レ オ チ ド 当 た り ５ 個 ま
で の 点 突 然 変 異 ま た は 異 な る ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 し う る こ と を 除 く と 、 対 照 配 列 と 同 一 で
あ る こ と を 意 図 す る 。 換 言 す れ ば 、 対 照 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 少 な く と も 95％ 同 一 で
あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 得 る に は 、 対 照 配 列 中 の ヌ ク レ オ チ ド
の 5％ ま で を 欠 失 す る か ま た は 他 の ヌ ク レ オ チ ド と 置 換 す る か 、 ま た は 対 照 配 列 中 の 全 ヌ
ク レ オ チ ド の 5％ ま で の 数 の ヌ ク レ オ チ ド を 対 照 配 列 中 に 挿 入 し て も よ い 。 対 照 配 列 の こ
れ ら の 突 然 変 異 は 、 対 照 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 5'ま た は 3'末 端 位 置 に も し く は こ れ ら の 末 端
位 置 間 の い ず れ の 場 所 に 、 ま た は 対 照 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド の 間 で 個 々 に も し く は 対 照 配 列
内 に １ 以 上 の 連 続 グ ル ー プ で 点 在 し て 、 存 在 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
同 様 に 、 配 列 番 号 ２ の 対 照 ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 、 例 え ば 、 95％ 「 同 一 性 」 を
も つ ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 配 列 番
号 ２ の 対 照 ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 部 で 100個 の ア ミ ノ 酸 に 対 し て 、 ５ 個 ま で の ア ミ ノ 酸 改 変 を
含 有 し う る こ と を 除 く と 、 対 照 配 列 と 同 一 で あ る こ と を 意 図 す る 。 換 言 す れ ば 、 対 照 ア ミ
ノ 酸 配 列 に 対 し て 少 な く と も 95％ 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 得 る に
は 、 対 照 配 列 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 5％ ま で を 欠 失 す る か ま た は 他 の ア ミ ノ 酸 と 置 換 す る か 、
ま た は 対 照 配 列 に 全 ア ミ ノ 酸 残 基 の 5％ ま で の 数 の ア ミ ノ 酸 を 対 照 配 列 中 に 挿 入 し て も よ
い 。 対 照 配 列 の こ れ ら の 突 然 変 異 は 、 対 照 ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ミ ノ ま た は カ ル ボ キ シ 末 端 位
置 に も し く は こ れ ら の 末 端 位 置 間 の い ず れ の 場 所 に 、 ま た は 対 照 配 列 の 残 基 の 間 で 個 々 に
ま た は 対 照 配 列 内 に １ 以 上 の 連 続 グ ル ー プ で 点 在 し て 、 存 在 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 用 語 「 生 物 学 的 活 性 的 に 活 性 な 」 ま た は 「 生 物 学 的 活 性 」 は 、 天 然
分 子 の 構 造 的 、 調 節 的 、 生 化 学 的 、 電 気 生 理 学 的 ま た は 細 胞 の 機 能 を 有 す る タ ン パ ク 質 を
意 味 す る 。 同 様 に 、 「 免 疫 学 的 に 活 性 な 」 は 、 適 当 な 動 物 ま た は 細 胞 に お い て 特 異 的 免 疫
応 答 を 誘 発 し て 特 異 的 抗 体 と 結 合 す る 、 天 然 、 組 換 え 、 ま た は 合 成 hASIC1B、 ま た は そ れ
ら の い ず れ か の オ リ ゴ ペ プ チ ド の 能 力 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 、 「 プ ロ ト ン ゲ ー ト 調 節 （ proton-gated） 」 お よ び 「 酸 感 知 （ acid
-sensing） 」 は 、 酸 性 の 増 加 ま た は pHの 低 下 と も 呼 ぶ プ ロ ト ン イ オ ン 濃 度 の 増 加 に よ り 誘
発 さ れ る チ ャ ン ネ ル 分 子 の 陽 イ オ ン 透 過 性 増 加 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
「 機 能 の 利 得 （ gain of function） 」 は 、 存 在 す る 生 物 学 的 活 性 の 増 強 お よ び ／ ま た は 新
規 の 生 物 学 的 活 性 の 取 得 を 示 す hASIC1B誘 導 体 を 意 味 す る 。 同 様 に 、 「 機 能 の 消 失 （ loss 
of function） 」 は 、 １ 以 上 の 存 在 す る 生 物 学 的 活 性 の 部 分 的 ま た は 完 全 な 消 失 を 示 す hAS
IC1B誘 導 体 を 意 味 す る 。 表 現 「 優 性 ネ ガ テ ィ ブ 」 は 、 機 能 の 消 失 し た hASIC1B誘 導 体 で あ
っ て 、 in vivoで 例 え ば ト ラ ン ス ジ ー ン と し て ま た は in vitroで 例 え ば 特 定 の 生 物 学 的 活
性 （ 例 え ば 「 酸 感 知 」 ） を 試 験 す る た め に 用 い る ア ッ セ イ に お い て 完 全 に 機 能 的 な hASIC1
Bと 同 時 発 現 さ せ る と 、 そ の 応 答 を 支 配 し 、 そ れ と 関 連 し た 全 て の 他 の hASIC1Bサ ブ ユ ニ ッ
ト の 生 物 学 的 活 性 を 消 失 し う る 上 記 hASIC1B誘 導 体 を 意 味 す る 。 優 性 ネ ガ テ ィ ブ 効 果 は ま
た 、 優 性 ネ ガ テ ィ ブ hASIC1B誘 導 体 が 他 の 機 能 性 ASICフ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 、 例 え ば 、 限 定
さ れ る も の で な い が 、 ASIC1A、 ASIC2Aま た は ASIC3と 同 時 発 現 す る 条 件 で も 現 れ う る し 、
か つ 優 性 ネ ガ テ ィ ブ ASICサ ブ ユ ニ ッ ト が 機 能 性 hASIC1Bと 同 時 発 現 さ れ る 逆 の と き に も 、
現 れ う る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 用 語 「 ア ゴ ニ ス ト 」 は 、 hASIC1Bと 結 合 す る と 、 hASIC1Bに 変 化 を 生
じ て hASIC1Bの 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 分 子 を 意 味 す る 。 ア ゴ ニ ス ト は 、 hASIC1Bと 結 合 す
る タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 炭 水 化 物 、 ま た は い ず れ の 他 の 分 子 で あ っ て も よ い 。
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【 ０ ０ ３ ４ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 用 語 「 ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 ま た は 「 イ ン ヒ ビ タ ー 」 は 、 hASIC1Bと 結
合 す る と 、 hASIC1Bの 生 物 学 的 ま た は 免 疫 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る か ブ ロ ッ ク す る 分 子 を
意 味 す る 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト お よ び イ ン ヒ ビ タ ー は 、 hASIC1Bと 結 合 す る タ ン パ ク 質 、 核 酸
、 炭 水 化 物 、 ま た は い ず れ の 他 の 分 子 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 モ ジ ュ レ ー ト す る 」 は 、 hASIC1Bの 生 物 学 的 活 性 に お け る 変 化 ま
た は 改 変 を 意 味 す る 。 モ ジ ュ レ ー シ ョ ン は タ ン パ ク 質 活 性 の 増 加 ま た は 減 少 、 結 合 特 性 の
変 化 、 ま た は hASIC1Bの 生 物 学 的 、 機 能 的 ま た は 免 疫 学 的 特 性 に お け る 他 の い ず れ の 変 化
で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 模 倣 物 （ mimetic） 」 は 、 そ の 構 造 が hASIC1Bの 構 造 ま た は そ の 部
分 の 知 識 か ら 開 発 さ れ 、 hASIC1Bと し て い く つ か の ま た は 全 て の ASIC様 分 子 の 作 用 を 果 た
し う る 分 子 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 実 質 的 に 精 製 さ れ た 」 は 、 そ の 自 然 環 境 か ら 除 去 さ れ 、 単 離 さ れ
ま た は 分 離 さ れ た 核 酸 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 で あ っ て 、 そ の 自 然 状 態 で 随 伴 す る 他 成 分 を 少
な く と も 60％ 含 ま な い 、 好 ま し く は 75％ 含 ま な い 、 さ ら に 好 ま し く は 90%含 ま な い 、 さ ら
に な お 好 ま し く は 95％ 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 99%含 ま な い 上 記 核 酸 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列
を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 増 幅 」 は 、 核 酸 配 列 の さ ら な る コ ピ ー の 産 生 を 意 味 し 、 一 般 的 に
、 当 技 術 分 野 で 周 知 の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） 技 術 を 利 用 し て 実 施 さ れ る （ 「 PCR P
rimer: a laboratory manual（ PCRプ ラ イ マ ー ： 研 究 室 マ ニ ュ ア ル ） 」 , Dieffenbach CW
お よ び DvekslerGS, 編 , 1995, CSHL Press, Plainview, N.Y） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 は 、 核 酸 鎖 が 相 補 鎖 と 塩 基 対 合 を 介 し
て 結 合 す る あ ら ゆ る プ ロ セ ス を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 」 は 、 相 補 的 Ｇ と Ｃ 塩 基 の 間 お よ
び 相 補 的 Ａ と Ｔ 塩 基 と の 間 の 水 素 結 合 の 形 成 に よ り ２ つ の 核 酸 配 列 の 間 に 形 成 さ れ る 複 合
体 を 意 味 し ； こ れ ら の 水 素 結 合 は さ ら に 塩 基 ス タ ッ キ ン グ 相 互 作 用 に よ り 安 定 化 さ れ う る
。 ２ つ の 相 補 的 核 酸 配 列 は 逆 平 行 の コ ン フ ィ ギ ュ レ ー シ ョ ン で 水 素 結 合 す る 。 水 素 複 合 体
は 、 溶 液 中 で （ 例 え ば 、 RNア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ 分 析 ） ま た は 溶 液 中 に 存 在 す る １ つ の 核 酸
配 列 と 固 体 支 持 体 （ 例 え ば 、 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め に 細 胞 が 固 定 さ れ て
い る 膜 、 フ ィ ル タ ー 、 チ ッ プ 、 ピ ン ま た は ガ ラ ス ス ラ イ ド ） 上 に 固 定 さ れ た 他 の 核 酸 配 列
と の 間 で 形 成 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 用 語 「 相 補 的 な 」 ま た は 「 相 補 性 」 は 、 塩 基 対 合 が 許 容 さ れ る 塩 お
よ び 温 度 条 件 の も と で の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 自 然 結 合 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 配 列 「 Ａ -Ｇ -
Ｔ 」 は 相 補 的 配 列 「 Ｔ -Ｃ -Ａ 」 と 結 合 す る 。 ２ つ の １ 本 鎖 分 子 間 の 相 補 性 は 「 部 分 的 」 で
あ っ て 、 い く つ か の 核 酸 だ け が 結 合 し て も よ い し 、 ま た は 完 全 で あ っ て 、 １ 本 鎖 分 子 間 に
全 相 補 性 が 存 在 し て も よ い 。 核 酸 鎖 間 の 相 補 度 （ degree of complementarity） は 、 核 酸
鎖 間 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 効 率 お よ び 強 度 に 有 意 な 影 響 を 与 え る 。 こ れ は 核 酸 鎖 間
の 結 合 に 依 存 す る 増 幅 反 応 に お い て 特 に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 相 同 性 」 は 、 配 列 ま た は プ ロ ー ブ の 相 補 度 を 意 味 す る 。 部 分 相 同
性 ま た は 完 全 相 同 性 （ す な わ ち 、 同 一 性 ） が 存 在 し う る 。 部 分 相 同 性 配 列 は 同 一 配 列 が 標
的 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る の を 、 少 な く と も 部 分 的 に 阻 害 す る 配 列 で あ り ； 機 能 的 用 語
「 実 質 的 に 相 同 的 な 」 を 用 い て 呼 ぶ 。 完 全 に 相 補 的 な 配 列 と 標 的 配 列 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
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ー シ ョ ン の 阻 害 は 、 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ （
サ ザ ン ま た は ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、 溶 液 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン な ど ） を 利 用 し て 試 験 す る
こ と が で き る 。 実 質 的 に 相 同 的 な 配 列 ま た は プ ロ ー ブ は 、 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 下
で 、 完 全 に 相 同 的 な 配 列 ま た は プ ロ ー ブ と 標 的 配 列 と の 結 合 （ す な わ ち 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン ） に 対 し て 競 合 し か つ 阻 害 し う る 。 こ こ で 、 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 は 非 特
異 的 結 合 を 許 容 す る と い う の で は な い ； 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は ２ つ の 配 列 の お 互 い
と の 結 合 が 特 異 的 （ す な わ ち 、 選 択 的 ） 相 互 作 用 で あ る こ と を 必 要 と す る 。 非 特 異 的 結 合
の 不 在 は 、 部 分 的 相 補 度 す ら 持 た な い 第 ２ の 標 的 配 列 （ 例 え ば 、 約 30％ 未 満 の 同 一 性 ） を
使 っ て 試 験 す る こ と が で き る ； 非 特 異 的 結 合 が 不 在 の 場 合 、 プ ロ ー ブ は 第 ２ の 非 相 補 的 標
的 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
当 技 術 分 野 で は 公 知 の よ う に 、 低 ま た は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 を 含 む 多 数 の 同 等 な 条
件 を 採 用 す る こ と が で き る 。 配 列 （ DNA、 RNA、 塩 基 組 成 物 ） の 長 さ お よ び 性 質 、 標 的 （ DN
A、 RNA、 塩 基 組 成 物 、 溶 液 中 ま た は 固 定 さ れ た 存 在 、 そ の 他 ） の 性 質 、 な ら び に 塩 お よ び
他 成 分 （ 例 え ば 、 ホ ル ム ア ミ ド 、 デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 お よ び ／ ま た は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー
ル の 存 在 ま た は 非 存 在 ） の 濃 度 な ど の 因 子 を 考 慮 し 、 そ し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液
を 変 え て 以 上 に 掲 げ た 条 件 と 異 な る が 、 同 等 で あ る 低 ま た は 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件
を 作 っ て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 用 語 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 は 、 約 Tm-５ ℃ （ プ ロ ー ブ の 融 点
（ Tm） 以 下 ５ ℃ ） か ら Tm以 下 約 20～ 25℃ の 範 囲 に あ る 「 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 で あ る 。 当
業 者 で あ れ ば 理 解 し う る よ う に 、 同 一 ま た は 関 係 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 同 定 し ま た
は 検 出 す る た め に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を 変 更 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 ア ン チ セ ン ス 」 は 、 特 定 の DNAま た は RNA配 列 に 相 補 的 で あ る ヌ ク
レ オ チ ド を 意 味 す る 。 用 語 「 ア ン チ セ ン ス 鎖 」 は 、 「 セ ン ス 」 鎖 と 相 補 的 で あ る 核 酸 鎖 の
意 味 で 使 用 さ れ る 。 ア ン チ セ ン ス 分 子 は い ず れ の 方 法 に よ り 作 っ て も よ く 、 例 え ば 、 目 的
の 遺 伝 子 を 逆 方 向 で ウ イ ル ス プ ロ モ ー タ ー と ラ イ ゲ ー ト し て 相 補 鎖 の 合 成 を 可 能 に す る 方
法 を 含 む 。 い っ た ん 細 胞 中 に 導 入 さ れ る と 、 こ の 転 写 さ れ た 鎖 は 細 胞 が 産 生 す る 自 然 配 列
と 複 合 し て ２ 本 鎖 を 形 成 す る 。 次 い で こ れ ら の ２ 本 鎖 は さ ら な る 転 写 ま た は 翻 訳 を ブ ロ ッ
ク す る 。 こ の 方 法 で 、 突 然 変 異 表 現 型 を 作 製 す る こ と が で き る 。 表 現 「 ネ ガ テ ィ ブ 」 は ア
ン チ セ ン ス 鎖 の 意 味 で 時 々 使 用 さ れ 、 「 ポ ジ テ ィ ブ 」 は セ ン ス 鎖 の 意 味 で 時 々 使 用 さ れ る
。
【 ０ ０ ４ ６ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 、 タ ン パ ク 質 の 用 語 「 一 部 分 （ portion） 」 （ 「 所 与 の タ ン パ ク 質
の 一 部 分 」 の よ う に ） は そ の タ ン パ ク 質 の 断 片 を 意 味 す る 。 断 片 の サ イ ズ は ４ 個 の ア ミ ノ
酸 残 基 か ら 全 ア ミ ノ 酸 配 列 － １ 個 の ア ミ ノ 酸 ま で の 範 囲 で あ っ て も よ い 。 従 っ て 、 「 配 列
番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も １ 部 分 を 含 む 」 タ ン パ ク 質 は 全 長 ヒ ト hASIC1Bお よ び
そ の 断 片 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 明 細 書 で 定 義 さ れ る 「 形 質 転 換 （ transformation） 」 は 、 外 因 性 DNAが 受 容 体 細 胞 に 進
入 し か つ 変 化 さ せ る プ ロ セ ス を 意 味 す る 。 そ れ は 、 自 然 ま た は 人 工 の 条 件 下 で 当 技 術 分 野
で 周 知 の 様 々 な 方 法 を 用 い て 起 こ り う る 。 形 質 転 換 は 、 外 来 核 酸 配 列 を 原 核 生 物 ま た は 真
核 生 物 宿 主 細 胞 中 に 挿 入 す る た め の い ず れ の 公 知 の 方 法 に 頼 っ て も よ い 。 そ の 方 法 は 、 形
質 転 換 す る 宿 主 細 胞 に 基 づ い て 選 択 さ れ 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 ウ イ ル ス 感 染 、 エ レ
ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 お よ び 微 粒 子 ボ ン バ ー ド メ ン ト を 含 む 。 そ の よ
う な 「 形 質 転 換 さ れ た 」 細 胞 は 、 挿 入 さ れ た DNAを 自 己 複 製 プ ラ ス ミ ド と し て ま た は 宿 主
染 色 体 の 部 分 と し て 複 製 す る こ と が で き る 安 定 に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 含 む 。 こ れ は ま た
、 挿 入 さ れ た DNAま た は RNAを 限 ら れ た 時 間 だ け 一 過 的 に 発 現 す る 細 胞 も 含 む 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
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本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 抗 原 決 定 基 」 は 、 特 定 の 抗 体 と 接 触 さ せ る 分 子 の 一 部 分 （ す な わ
ち 、 エ ピ ト ー プ ） を 意 味 す る 。 タ ン パ ク 質 ま た は タ ン パ ク 質 の 断 片 を 用 い て 宿 主 動 物 を 免
疫 感 作 す る と 、 タ ン パ ク 質 の 多 数 の 領 域 は 、 タ ン パ ク 質 上 の 所 与 の 領 域 ま た は 三 次 元 構 造
と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 の 産 生 を 誘 導 す る こ と が で き る ； こ れ ら の 領 域 ま た は 構 造 を 抗 原
決 定 基 と 呼 ぶ 。 抗 原 決 定 基 は 、 抗 体 と の 結 合 に つ い て 、 元 の ま ま の 抗 原 （ す な わ ち 、 免 疫
応 答 を 誘 発 す る た め に 用 い る 免 疫 原 ） と 競 合 し う る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
抗 体 と タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド と の 相 互 作 用 を 参 照 し て 、 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る
用 語 「 特 異 的 結 合 」 ま た は 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 は 、 そ の 相 互 作 用 が 特 定 の 構 造 （ す な わ
ち 、 抗 原 決 定 基 ま た は エ ピ ト ー プ ） の 存 在 に 依 存 す る こ と を 意 味 す る ； 換 言 す れ ば 、 抗 体
は 一 般 的 に タ ン パ ク 質 よ り む し ろ 特 定 の タ ン パ ク 質 構 造 を 認 識 し て 結 合 す る 。 例 え ば 、 抗
体 が エ ピ ト ー プ 「 Ａ 」 に 特 異 的 で あ る 場 合 、 標 識 さ れ た 「 Ａ 」 と 抗 体 を 含 有 す る 反 応 物 中
に エ ピ ト ー プ Ａ を 含 有 す る タ ン パ ク 質 （ ま た は 遊 離 し た 、 無 標 識 の Ａ ） が 存 在 す る と 、 抗
体 と 結 合 し た 標 識 さ れ た Ａ の 量 は 減 少 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 用 語 「 サ ン プ ル 」 は そ の 最 も 広 い 意 味 で 使 わ れ る 。 hASIC1Bま た は
そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 有 す る と 思 わ れ る 生 物 学 的 サ ン プ ル は 、 細 胞 、 細 胞 か ら 単
離 さ れ た 染 色 体 （ 例 え ば 、 分 裂 中 期 染 色 体 の 広 が り ） 、 ゲ ノ ム DNA（ 溶 液 中 の ま た は サ ザ
ン 分 析 用 な ど の 固 体 支 持 体 と 結 合 し た ） 、 RNA（ 溶 液 中 の ま た は ノ ー ザ ン 分 析 用 な ど の 固
体 支 持 体 と 結 合 し た ） 、 cDNA（ 溶 液 中 の ま た は 固 体 支 持 体 と 結 合 し た ） 、 細 胞 ま た は 組 織
か ら の 抽 出 物 な ど を 含 み う る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 用 語 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 と 相 関 が あ る 」 は 、 ノ ー ザ ン 分 析 お
よ び ／ ま た は RT-PCRに よ る 配 列 番 号 １ に 関 係 す る リ ボ 核 酸 の 存 在 の 検 出 は 、 サ ン プ ル 中 の
hASIC1Bを コ ー ド す る mRNAの 存 在 を 示 し 、 従 っ て 、 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 転 写 物 の 発
現 と 相 関 が あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 用 語 、 配 列 番 号 １ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 「 改 変 」 は hASIC1Bを コ ー
ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 の い ず れ の 改 変 も 含 む も の で あ り 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン ア ッ セ イ を 用 い て 検 出 し う る 欠 失 、 挿 入 、 お よ び 点 突 然 変 異 を 含 む 。 こ の 定 義 に 含 ま れ
る の は 、 hASIC1Bを コ ー ド す る ゲ ノ ム DNA配 列 に 対 す る 改 変 （ 例 え ば 、 配 列 番 号 １ と ハ イ ブ
リ ダ イ ズ で き る 制 限 酵 素 切 断 断 片 長 多 型 の パ タ ー ン の 改 変 に よ る ） の 検 出 、 配 列 番 号 １ の
選 択 し た 断 片 が ゲ ノ ム DNAの サ ン プ ル と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な く な る こ と （ 例 え ば 、 対 立 遺
伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い て ） 、 お よ び hASIC1Bを コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 に 対 す る 正 常 な 染 色 体 遺 伝 子 座 以 外 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン な ど の 不
適 当 な ま た は 予 想 外 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ 例 え ば 、 分 裂 中 期 染 色 体 広 が り と の 蛍 光
in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ FISH） を 用 い て ） で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 「 抗 体 」 は 、 エ ピ ト ー プ 決 定 基 と 結 合 し う る イ ン タ ク ト の 分 子 な ら
び に Fa、 F(ab') 2 、 お よ び Fvな ど の そ の フ ラ グ メ ン ト を 意 味 す る 。 hASIC1Bポ リ ペ プ チ ド と
結 合 す る 抗 体 は 、 元 の ま ま の ポ リ ペ プ チ ド ま た は 目 的 の 小 ペ プ チ ド を 含 有 す る フ ラ グ メ ン
ト を 免 疫 感 作 抗 原 に 利 用 し て 調 製 す る こ と が で き る 。 動 物 を 免 疫 感 作 す る た め に 利 用 す る
ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド は 、 翻 訳 し た RNAか ら 誘 導 す る か ま た は 化 学 的 に 合 成 し 、 所
望 で あ れ ば 、 担 体 タ ン パ ク 質 と 結 合 し て も よ い 。 通 常 利 用 さ れ る 化 学 的 に ペ プ チ ド と 結 合
し た 担 体 と し て は 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン お よ び サ イ ロ グ ロ ブ リ ン が 挙 げ ら れ る 。 次 い で 、
結 合 し た ペ プ チ ド を 利 用 し て 動 物 （ 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト ま た は ウ サ ギ ） を 免 疫 感 作 す
る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 文 献 に よ く 記 載 さ れ て い る ： 例 え ば 、 「 Antobodies : A Laborator
y Manual（ 抗 体 ： 研 究 室 マ ニ ュ ア ル ） 」 , Harlow Eお よ び Lane D, 編 , 1998, CSHL Press
, Plainview, N. Y)。
【 ０ ０ ５ ４ 】

10

20

30

40

50

(12) JP 2005-505264 A 2005.2.24



本 明 細 書 に 使 用 さ れ る 用 語 「 ヒ ト 化 抗 体 」 は 、 元 来 の 結 合 能 力 を 保 持 し た ま ま 、 ヒ ト 抗 体
に さ ら に よ く 似 さ せ る た め に 、 非 抗 原 結 合 領 域 に お い て ア ミ ノ 酸 が 置 き 換 え ら れ て い る 抗
体 分 子 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】

本 発 明 は 、 新 規 の ヒ ト 酸 感 知 イ オ ン チ ャ ン ネ ル タ ン パ ク 質 （ human Acid Sensing Ion Cha
nnel protein） で あ る hASIC1B、 hASIC1Bを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び こ れ ら の
組 成 物 の 疾 患 の 診 断 、 予 防 、 ま た は 治 療 へ の 利 用 の 発 見 に 基 づ く 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
本 発 明 の hASIC1Bを コ ー ド す る 核 酸 を 、 GenBankデ ー タ ベ ー ス の ウ エ ブ に 基 づ く バ ー チ ャ ル
ス ク リ ー ニ ン グ （ web-based virtual screening） に よ り 、 始 め て 同 定 し た 。 TblastN検 索
（ search） を ラ ッ ト ASIC1Bア ミ ノ 酸 配 列 を 入 力 問 合 せ 配 列 （ input query sequence） に 用
い て 実 施 し た 。 ヒ ト ゲ ノ ム ク ロ ー ン AC025154（ GenBank） を こ の よ う に し て 同 定 し た 。 同
定 し た 配 列 に よ り 、 続 い て 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の 合 成 が 可 能 に な り 、 そ
の プ ラ イ マ ー に よ り 、 ヒ ト 三 叉 神 経 節 か ら 単 離 し た RNAか ら 逆 転 写 DNAを 利 用 し て RT-PCRに
よ り 配 列 番 号 １ の 全 長 hASIC1B核 酸 分 子 を 単 離 す る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
一 実 施 形 態 に お い て 本 発 明 は 、 新 規 の ヒ ト プ ロ ト ン ゲ ー ト 調 節 イ オ ン チ ャ ン ネ ル 、 す な わ
ち 図 １ に 示 し た 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 hASIC1
Bは 、 長 さ が 562個 の ア ミ ノ 酸 で あ り 、 ２ つ の 潜 在 的 疎 水 性 膜 貫 通 ド メ イ ン を 有 す る 。 図 ２
に 示 す よ う に 、 hASIC1Bは ASIC遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー と 化 学 的 お よ び 構 造 的 相
同 性 を 有 す る 。 特 に 、 複 数 の ア ミ ノ 酸 の モ チ ー フ ま た は 伸 長 部 は 、 今 ま で に 同 定 さ れ た 全
て の ASICサ ブ ユ ニ ッ ト 中 に 完 全 に 保 存 さ れ て い る 。 ヒ ト hASIC1Bは 、 開 示 さ れ た ラ ッ ト ASI
Cβ サ ブ ユ ニ ッ ト （ GenBank受 託 番 号 　 ） と 最 高 の 同 一 性 を 示 す が 、 Ｎ 末 端 側 が 47個 の ア ミ
ノ 酸 だ け さ ら に 長 い 。 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト お よ び RT-PCR分 析 は 、 hASIC1Bが 中 枢 お よ び 末 梢
神 経 系 に お い て 感 覚 神 経 節 に 強 く 集 中 し て 発 現 さ れ る こ と を 表 す 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
本 発 明 は ま た hASIC1B変 異 体 も 包 含 す る 。 好 ま し い hASIC1B変 異 体 は 、 hASIC1Bア ミ ノ 酸 配
列 （ 配 列 番 号 ２ ） に 対 し て 、 少 な く と も 80％ 、 そ し て さ ら に 好 ま し く は 90％ ア ミ ノ 酸 配 列
同 一 性 を 有 す る 変 異 体 で あ る 。 最 も 好 ま し い hASIC1B変 異 体 は 、 配 列 番 号 ２ に 対 し て 少 な
く と も 95％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る 変 異 体 で あ る が 、 97-99％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を
有 す る 変 異 体 は 特 に 最 も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
本 発 明 は ま た 、 hASIC1Bポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 包 含 す る 。 従 っ て
、 hASIC1Bの ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る い ず れ の 核 酸 配 列 を 利 用 し て hASIC1Bを 発 現 す る 組
換 え 分 子 を 作 製 し て も よ い 。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 図 １ に 示 し た 配 列 番
号 １ の 核 酸 を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
当 業 者 で あ れ ば 、 遺 伝 子 コ ー ド 縮 重 の 結 果 と し て 、 hASIC1Bを コ ー ド す る 多 数 の ヌ ク レ オ
チ ド が あ っ て 、 い ず れ の 公 知 お よ び 天 然 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と も 最 小 限 の 相 同 性 し
か 有 し な い 複 数 の 上 記 ヌ ク レ オ チ ド を 作 り う る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。 従 っ て 、 本 発 明
は 、 可 能 な コ ド ン 選 択 に 基 づ く 組 み 合 わ せ を 選 択 す る こ と に よ っ て 作 り う る 、 そ れ ぞ れ お
よ び 全 て の 可 能 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 変 異 体 を 意 図 す る 。 こ れ ら の 組 合 わ せ は 、 標 準 ト リ
プ レ ッ ト 遺 伝 子 コ ー ド を 天 然 の hASIC1Bの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 適 用 し て 作 ら れ 、 全 て の そ
の よ う な 変 異 体 は 特 定 し て 開 示 さ れ た と み な さ れ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
hASIC1Bお よ び そ の 変 異 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 天 然 の hASIC1Bの ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 と 適 当 に 選 択 し た ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る こ と が 好 ま
し い 、 し か し 実 質 的 に 異 な る コ ド ン 利 用 を 有 し て hASIC1Bま た は そ の 誘 導 体 を コ ー ド す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 作 る の が 有 利 で あ る 場 合 が あ る 。 特 定 の 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 の 発
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現 宿 主 に お い て は 、 コ ド ン を 選 択 し て ペ プ チ ド の 発 現 が 起 こ る 割 合 （ rate） を 、 宿 主 が 利
用 す る 特 定 の コ ド ン の 頻 度 に 従 っ て 増 加 さ せ る こ と が で き る 。 コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
を 変 え ず に hASIC1Bお よ び そ の 誘 導 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 実 質 的 に 変 え る 他
の 理 由 は 、 天 然 の 配 列 か ら 産 生 さ れ る 転 写 物 よ り 長 い 半 減 期 な ど の 、 さ ら に 望 ま し い 特 性
を 有 す る RNA転 写 物 の 産 生 に あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
本 発 明 は ま た 、 hASIC1Bお よ び そ の 誘 導 体 を コ ー ド す る DNA、 ま た は そ の 一 部 分 の 完 全 に 合
成 化 学 に よ る 作 製 も 包 含 す る 。 作 製 し た 後 に 、 本 特 許 出 願 の 時 点 で 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ
る 試 薬 を 用 い て 、 そ の 合 成 遺 伝 子 を 多 く の 利 用 し う る い ず れ の DNAベ ク タ ー お よ び 細 胞 系
中 に 挿 入 し て も よ い 。 さ ら に 、 合 成 化 学 を 用 い て 、 突 然 変 異 を hASIC1Bま た は そ の い ず れ
か の 部 分 を コ ー ド す る 配 列 中 に 導 入 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
本 発 明 は ま た 、 請 求 の 範 囲 に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 特 に 配 列 番 号 １ に 示 す ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 と 様 々 な ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 も 包 含 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 Bergerお よ び Kimmel（ Meth Enzymol 198
7: 152） に 教 示 さ れ た 核 酸 結 合 複 合 体 ま た は プ ロ ー ブ の 融 点 （ Tm） に 基 づ く も の で あ り 、
規 定 し た ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー で 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
本 発 明 に 包 含 さ れ る 、 hASIC1Bを コ ー ド す る 改 変 さ れ た 核 酸 配 列 は 、 同 じ ま た は 機 能 的 に
同 等 な hASIC1Bを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 生 じ る 様 々 な ヌ ク レ オ チ ド の 欠 失 、 挿 入
、 ま た は 置 換 を 含 む 。 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 も 、 機 能 的 に 同 等 な hASIC1Bを 生 じ る ア ミ
ノ 酸 残 基 の 欠 失 、 挿 入 、 ま た は 置 換 を 含 有 す る 。 本 発 明 に 包 含 さ れ る の は ま た 、 増 加 し た
ま た は 新 規 の 生 物 学 的 活 性 を も つ hASIC1Bポ リ ペ プ チ ド （ 「 機 能 の 利 得 」 ） 、 ま た は 減 少
し た ま た は 阻 害 さ れ た 生 物 学 的 活 性 を も つ hASIC1Bポ リ ペ プ チ ド （ 「 機 能 の 消 失 」 ま た は
「 優 性 ネ ガ テ ィ ブ 」 ） を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 生 じ る 欠 失 、 挿 入 ま た は 置 換 を 含
む 、 改 変 さ れ た 核 酸 配 列 で も あ る 。 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 も 、 本 明 細 書 に 以 上 記 載 し た
、 機 能 的 に 多 様 な hASIC1Bを 生 じ る ア ミ ノ 酸 残 基 の 欠 失 、 挿 入 、 ま た は 置 換 を 含 有 す る 。 h
ASIC1Bの 生 物 学 的 活 性 が 保 持 さ れ る 限 り 、 残 基 の 極 性 、 電 荷 、 溶 解 度 、 疎 水 性 、 親 水 性 、
お よ び ／ ま た は 両 親 媒 性 の 類 似 性 に 基 づ い て 熟 考 し た ア ミ ノ 酸 置 換 を 行 う こ と が で き る 。
例 え ば 、 負 荷 電 ア ミ ノ 酸 は ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び グ ル タ ミ ン 酸 を 含 ん で も よ く ； 正 荷 電 ア
ミ ノ 酸 は リ シ ン お よ び ア ル ギ ニ ン を 含 ん で も よ く ； そ し て 類 似 の 親 水 性 を 有 す る 無 荷 電 の
極 性 ヘ ッ ド 基 を も つ ア ミ ノ 酸 は ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 お よ び バ リ ン ； グ リ シ ン お よ び
ア ラ ニ ン ； ア ス パ ラ ギ ン お よ び グ ル タ ミ ン ； セ リ ン お よ び ト レ オ ニ ン ； フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン
お よ び チ ロ シ ン を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 発 明 の 範 囲 内 に は ま た 、 hASIC1Bを コ ー ド す る 遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子 も 含 ま れ る 。 本 明 細
書 に 使 用 さ れ る 用 語 「 対 立 遺 伝 子 」 ま た は 「 対 立 遺 伝 子 配 列 」 は 、 核 酸 配 列 に お け る 少 な
く と も １ つ の 突 然 変 異 か ら 得 ら れ る 代 わ り の 遺 伝 子 型 で あ る 。 対 立 遺 伝 子 は 、 そ の 構 造 ま
た は 機 能 が 改 変 さ れ て も さ れ な く て も よ い 改 変 さ れ た mRNAま た は ポ リ ペ プ チ ド を 生 じ る 。
い ず れ の 所 与 の 遺 伝 子 も ゼ ロ 、 １ 、 ま た は 多 数 の 対 立 遺 伝 子 型 を 有 し う る 。 対 立 遺 伝 子 を
生 じ る 通 常 の 突 然 変 異 性 変 化 は 、 一 般 的 に 、 ヌ ク レ オ チ ド の 自 然 の 欠 失 、 付 加 、 ま た は 置
換 に 基 づ く 。 こ れ ら の タ イ プ の 変 化 は そ れ ぞ れ 単 独 で ま た は 他 と の 組 み 合 わ せ で 、 所 与 の
配 列 中 に １ 以 上 の 回 数 、 起 こ り う る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
当 技 術 分 野 で 周 知 で あ り か つ 一 般 的 に 利 用 し う る DNA配 列 決 定 の 方 法 を 、 本 発 明 の い ず れ
の 実 施 形 態 を 実 施 す る た め に 利 用 し て も よ い 。 そ の 方 法 は 、 DNAポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ の ク レ ノ
ウ 断 片 、 シ ー ケ ナ ー ゼ II（ US Biochemical Corp、 Cleveland、 Ohio） 、 Taqポ リ メ ラ ー ゼ
（ Perkin Elmer） 、 熱 安 定 性 T7ポ リ メ ラ ー ゼ （ Amersham、 Chicago、 IL） な ど の 酵 素 、 ま
た は Gibco BRL（ Gaithersburg、 Md.） が 販 売 す る エ ロ ン ガ ー ゼ （ ELONGASE） 増 幅 系 な ど の
組 換 え ポ リ メ ラ ー ゼ と 校 正 （ proofreading） エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ の 組 合 わ せ を 採 用 し て も
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よ い 。 好 ま し く は 、 上 記 方 法 を 、 例 え ば 、 ハ ミ ル ト ン ・ マ イ ク ロ ラ ボ 2200（ Micro Lab 20
00） （ Hamilton、 Reno、 Nev.） 、 ペ ル チ エ ・ サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ Peltier Thermal Cycl
er） （ PTC200; M.J. Research、 Watertown、 Mass.） お よ び ABI 377 DNAシ ー ケ ン サ ー （ Pe
rkin Elmer） な ど の 機 械 を 用 い て 自 動 化 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
hASIC1Bを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 部 分 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 利 用 し か つ プ ロ
モ ー タ ー お よ び 調 節 配 列 な ど の 上 流 配 列 を 検 出 す る 当 技 術 分 野 で 公 知 の 様 々 な 方 法 を 用 い
て 伸 長 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 採 用 し う る １ つ の 方 法 と し て の 「 制 限 部 位 （ restrict
ion-site） 」 PCRは 、 普 遍 的 な プ ラ イ マ ー を 用 い て 既 知 遺 伝 子 座 に 隣 接 し た 未 知 配 列 を 回
収 す る こ と が で き る （ Sarkarら , PCR Meth Applic 1993; 2:318-322） 。 特 に 、 ゲ ノ ム DNA
を 、 最 初 に 、 リ ン カ ー 配 列 に 対 す る プ ラ イ マ ー と 既 知 領 域 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー の 存 在 の
も と で 増 幅 す る 。 次 に 、 増 幅 し た 配 列 を 、 同 じ リ ン カ ー プ ラ イ マ ー と 最 初 の プ ラ イ マ ー に
対 し て 内 側 の 他 の 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 第 ２ ラ ウ ン ド の PCRに か け る 。 PCRの そ れ ぞ
れ の ラ ウ ン ド の 産 物 を 適 当 な RNAポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 転 写 し 、 そ し て 逆 転 写 酵 素 を 用 い
て 配 列 決 定 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
イ ン バ ー ス PCR（ inverse PCR） も 既 知 領 域 に 基 づ く 多 様 な プ ラ イ マ ー を 用 い て 配 列 を 増 幅
ま た は 伸 長 す る の に 利 用 す る こ と が で き る （ Trigliaら , Nuc. Acid Res. 1988 ; 16: 818
6） 。 プ ラ イ マ ー は 、 GeneWorks 2.5.1ま た は MacVector 6.0.1（ Oxford Molecular Group
、 Cambridge、 UK） 、 ま た は OLIGO 4.06プ ラ イ マ ー 解 析 ソ フ ト ウ エ ア （ National Bioscien
ces Inc.、 Plymouth、 Minn.） 、 ま た は い ず れ か の 他 の 適 当 な プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 長 さ
が 22-30個 の ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 Ｇ Ｃ 含 量 が 50％ 以 上 で あ り 、 そ し て 標 的 配 列 と 約 68-72
℃ で ア ニ ー リ ン グ す る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 上 記 方 法 は 複 数 の 制 限 酵 素 を 用 い て
遺 伝 子 の 既 知 領 域 中 に 適 当 な 断 片 を 作 製 す る 。 次 い で そ の 断 片 を 分 子 内 ラ イ ゲ ー シ ョ ン に
よ り 環 状 化 し て PCRテ ン プ レ ー ト と し て 利 用 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
利 用 し う る 他 の 方 法 は キ ャ プ チ ャ ー PCRで あ り 、 こ の 方 法 は ヒ ト お よ び 酵 母 人 工 染 色 体 DNA
中 の 既 知 配 列 に 隣 接 し た DNA断 片 の PCR増 幅 に 関 わ る （ Lagerstromら , PCR Meth Applic 19
91; 1:111） 。 こ の 方 法 で は 、 PCRを 実 施 す る 前 に 、 多 重 制 限 酵 素 消 化 お よ び ラ イ ゲ ー シ ョ
ン も 利 用 し て 、 遺 伝 子 操 作 し た ２ 本 鎖 配 列 を DNA分 子 の 未 知 部 分 中 に 配 置 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
未 知 配 列 を 検 索 す る た め に 利 用 し う る 他 の 方 法 は Parkerら の 方 法 （ Nuc Acid Res. 1991; 
19: 3055） で あ る 。 さ ら に PCR、 ネ ス ト 化 プ ラ イ マ ー 、 お よ び PromoterFinder T M ラ イ ブ ラ
リ ー （ Clontech、 Palo Alto、 CA） を 利 用 し て 、 ゲ ノ ム DNA中 を 歩 行 （ walk） す る こ と が で
き る 。 こ の 方 法 は 、 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る 必 要 を な く し 、 イ ン ト ロ ン ／ エ キ
ソ ン 接 続 部 を 見 つ け る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
全 長 cDNAを ス ク リ ー ニ ン グ す る と き は 、 よ り 大 き い cDNAを 含 む よ う に サ イ ズ 選 択 さ れ て い
る ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い る の が 好 ま し い 。 ま た 、 無 作 為 プ ラ イ ミ ン グ し た ラ イ ブ ラ リ ー も 遺
伝 子 の 5'領 域 を 含 有 す る 配 列 を よ り 多 く 含 有 し う る 点 で 好 ま し い 。 無 作 為 プ ラ イ ミ ン グ し
た ラ イ ブ ラ リ ー が 特 に 好 ま し い の は 、 オ リ ゴ d(Ｔ )ラ イ ブ ラ リ ー が 全 長 cDNAを 生 じ な い 状
況 に 対 し て で あ ろ う 。 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー は 、 5'お よ び 3'非 翻 訳 調 節 領 域 中 へ の 配 列 の 伸
長 に 対 し て 有 用 で あ り う る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
市 販 さ れ る キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 シ ス テ ム を 用 い て 、 サ イ ズ を 分 析 す る か ま た は 配 列 決 定
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は PCR産 物 を 確 認 す る こ と が で き る 。 特 に 、 キ ャ ピ ラ リ ー 配 列 決
定 は 、 電 気 泳 動 分 離 の た め の 流 動 性 ポ リ マ ー 、 レ ー ザ ー 活 性 化 さ れ る ４ 種 （ 各 ヌ ク レ オ チ
ド に 対 し て １ 種 ） の 異 な る 蛍 光 染 料 、 お よ び 電 荷 結 合 素 子 カ メ ラ に よ る 発 光 波 長 の 検 出 を
採 用 す る こ と が で き る 。 出 力 ／ 光 強 度 は 、 適 当 な ソ フ ト ウ エ ア （ 例 え ば 、 ゲ ノ タ イ パ ー （
Genotyper T M ） お よ び 配 列 ナ ビ ゲ ー タ ー （ Sequence Navigator T M ） 、 Perkin Elmer） を 利

10

20

30

40

50

(15) JP 2005-505264 A 2005.2.24



用 し て 電 気 信 号 に 変 換 し 、 サ ン プ ル の 供 給 か ら コ ン ピ ュ ー タ ー 分 析 お よ び 電 子 デ ー タ 表 示
ま で の 全 プ ロ セ ス を コ ン ピ ュ ー タ ー 制 御 す る こ と が で き る 。 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 は 、 特
定 サ ン プ ル 中 に 限 ら れ た 量 し か 存 在 し え な い DNA小 片 の 配 列 決 定 用 に 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 hASIC1Bま た は 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は そ ら ら の 機 能 的
同 等 物 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ の 断 片 を 、 組 換 え DNA分 子 中 に 用 い て h
ASIC1Bの 発 現 を 指 令 す る こ と が で き る 。 遺 伝 子 コ ー ド の 固 有 の 縮 重 に よ り 、 実 質 的 に 同 じ
ま た は 機 能 的 に 同 等 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 他 の DNA配 列 を 産 生 し 、 そ し て こ れ ら の
配 列 を 用 い て hASIC1Bを ク ロ ー ニ ン グ し か つ 発 現 し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
当 業 者 で あ れ ば 理 解 し う る よ う に 、 非 天 然 コ ド ン を 持 っ て hASIC1Bを コ ー ド す る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 作 る こ と は 有 利 で あ り う る 。 例 え ば 、 特 定 の 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 に と っ て
好 ま し い コ ド ン を 選 択 し て 、 タ ン パ ク 質 発 現 の 割 合 を 増 加 す る か ま た は 所 望 の 特 性 、 例 え
ば 天 然 配 列 か ら 作 製 さ れ る 転 写 物 よ り 長 い 半 減 期 を 有 す る 組 換 え RNA転 写 物 を 産 生 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 当 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 を 用 い て 遺 伝 子 操 作 し 、 限 定 さ れ る
も の で な い が 、 遺 伝 子 産 物 の ク ロ ー ニ ン グ 、 プ ロ セ シ ン グ 、 お よ び ／ ま た は 発 現 を 修 飾 す
る 改 変 な ど の 様 々 な 理 由 で 、 hASIC1Bを コ ー ド す る 配 列 を 改 変 す る こ と が で き る 。 無 作 為
断 片 化 に よ る DNAシ ャ ッ フ リ ン グ な ら び に 遺 伝 子 断 片 お よ び 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の PCR
再 ア セ ン ブ リ ー を 利 用 し て ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 遺 伝 子 操 作 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 位
置 指 定 突 然 変 異 誘 発 を 用 い て 、 新 し い 制 限 酵 素 切 断 部 位 を 挿 入 し 、 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン
を 改 変 し 、 コ ド ン 優 先 度 を 変 え 、 ス プ ラ イ ス 変 異 体 ま た は 他 の 突 然 変 異 体 を 作 る な ど を 行
う こ と が で き る 。 あ る い は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 遺 伝 子 操 作 し て 、 hASIC1Bチ ャ ン ネ ル の
部 分 を 他 の ASICサ ブ ユ ニ ッ ト 、 例 え ば ASIC1Aま た は ASIC2Aの 同 等 部 分 に よ っ て 置 換 し た キ
メ ラ ASICチ ャ ン ネ ル を 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 hASIC1Bを コ ー ド す る 天 然 、 修 飾 、 ま た は 組 換 え ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 異 種 配 列 と ラ イ ゲ ー ト し て 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド さ せ る こ と が で き る 。
例 え ば 、 hASIC1B活 性 の イ ン ヒ ビ タ ー の ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め
に 、 市 販 の 抗 体 が 認 識 し う る キ メ ラ hASIC1Bタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る こ と は 有 用 で あ る 。
融 合 タ ン パ ク 質 は ま た 、 hASIC1Bを コ ー ド す る 配 列 と 異 種 タ ン パ ク 質 配 列 の 間 に 位 置 す る
切 断 部 位 を 含 有 す る よ う に 遺 伝 子 操 作 し て 、 hASIC1Bを 切 断 し 異 種 部 分 か ら 精 製 し て 取 出
す こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 hASIC1Bの コ ー ド 配 列 を 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 化 学 的 方 法 を 用
い て 、 全 体 ま た は 部 分 で 合 成 す る こ と が で き る （ Caruthersら , Nuc. Acids Res. Symp. S
er. 1980; 215-23； Hornら , Nuc. Acids Res. Symp. Ser. 1980; 225-232を 参 照 ） 。 あ る
い は 、 タ ン パ ク 質 自 身 を 、 化 学 的 方 法 を 用 い て 作 っ て 、 hASIC1Bア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の
部 分 を 合 成 す る こ と が で き （ Robergeら , Science 1995; 269: 202） 、 そ し て 例 え ば 、 ABI
 431A ペ プ チ ド 合 成 機 （ Perkin Elmer） を 利 用 し て 自 動 合 成 を 実 施 し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
新 し く 合 成 し た ペ プ チ ド は 、 分 取 高 速 液 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ り 実 質 的 に 精 製 し て も よ い
（ 例 え ば 、 Creighton T.(1983) 「 Proteins, Structures and Molecular Principles（ タ
ン パ ク 質 、 構 造 お よ び 分 子 的 原 理 ） 」 , W. H. Freeman & Co. , New York, N. Y.） 。 合
成 ペ プ チ ド の 組 成 は 、 ア ミ ノ 酸 分 析 ま た は 配 列 決 定 に よ り 確 認 す る こ と が で き る （ 例 え ば
、 「 the Edman degradation procedure（ エ ド マ ン 分 解 法 ） 」 ； Creighton T. (1983)、 前
掲 ） 。 さ ら に 、 hASIC1Bの ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ の い ず れ か の 部 分 を 、 直 接 合 成 中 に お よ
び ／ ま た は 化 学 的 方 法 を 用 い て 他 の タ ン パ ク 質 か ら の 配 列 も し く は そ の 部 分 を 組 合 わ せ て
改 変 し 、 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド を 作 る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ７ ９ 】
生 物 学 的 活 性 の あ る hASIC1Bを 発 現 す る 目 的 で 、 hASIC1Bま た は 機 能 的 同 等 物 を コ ー ド す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー 、 す な わ ち 、 挿 入 し た コ ー ド 配 列 の 転 写 お よ び 翻
訳 に 必 要 な エ レ メ ン ト を 含 有 す る ベ ク タ ー 中 に 挿 入 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
当 業 者 が 周 知 す る 方 法 を 利 用 し て 、 コ ー ド 配 列 な ら び に 適 当 な 転 写 お よ び 翻 訳 制 御 エ レ メ
ン ト を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 と し て は 、 in vitro
組 換 え DNA技 術 、 合 成 技 術 お よ び in vivo遺 伝 子 組 換 え が 挙 げ ら れ る 。 そ の よ う な 技 術 は 、
「 Molecular Cloning : A Laboratory Manual（ 分 子 ク ロ ー ニ ン グ ： 研 究 室 マ ニ ュ ア ル ）
」 , Sambrook J, 編 , CSHL Press, 1989, Cold Spring Harbor, N.Y.、 お よ び 「 Current 
Protocols in Molecular Biology（ 分 子 生 物 学 の 現 行 プ ロ ト コ ル ） 」 , Ausubelら , John 
Wiley & Sons, 1989, New York, N. Y.に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
hASIC1Bコ ー ド 配 列 を 含 有 し か つ 発 現 す る た め に 、 様 々 な 発 現 ベ ク タ ー ／ 宿 主 系 を 利 用 す
る こ と が で き る 。 こ れ ら と し て は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ
、 プ ラ ス ミ ド 、 ま た は コ ス ミ ド DNA発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 転 換 し た 細 菌 な ど の 微 生 物
； 酵 母 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 転 換 し た 酵 母 ； ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 バ キ ュ
ロ ウ イ ル ス ） を 用 い て 感 染 さ せ た 昆 虫 細 胞 系 ； ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 カ リ フ ラ
ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス 、 CaMV； タ バ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス 、 TMV） も し く は 細 菌 発 現 ベ ク タ
ー （ 例 え ば 、 Tiま た は pBR322プ ラ ス ミ ド ） を 用 い て 形 質 転 換 し た 植 物 細 胞 系 ； ま た は 動 物
細 胞 系 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
「 制 御 エ レ メ ン ト 」 ま た は 「 調 節 配 列 」 は 、 宿 主 細 胞 タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 し て 転 写 お よ
び 翻 訳 を 実 施 す る ベ ク タ ー の 非 翻 訳 領 域 （ エ ン ハ ン サ ー 、 プ ロ モ ー タ ー 、 5'お よ び 3'非 翻
訳 領 域 ） で あ る 。 そ の よ う な エ レ メ ン ト の 強 度 お よ び 特 異 性 は 様 々 で あ る 。 利 用 す る ベ ク
タ ー 系 お よ び 宿 主 に 依 存 し て 、 構 成 お よ び 誘 導 プ ロ モ ー タ ー を 含 む 適 当 な 転 写 お よ び 翻 訳
エ レ メ ン ト を い く つ 利 用 し て も よ い 。 例 え ば 、 細 菌 系 の ク ロ ー ニ ン グ で は 、 Bluescrip(登
録 商 標 )フ ァ ー ジ ミ ド の ハ イ ブ リ ッ ド lacZプ ロ モ ー タ ー （ Stratagene、 La Jolla、 CA） ま
た は pSport1 T M プ ラ ス ミ ド （ Gibco BRL） お よ び ptrp-lacハ イ ブ リ ッ ド な ど の 誘 導 プ ロ モ ー
タ ー を 用 い て も よ い 。 他 の 好 ま し い 原 核 生 物 ベ ク タ ー と し て は 、 限 定 さ れ る も の で な い が
、 pQE-9、 pQE60、 pQE70（ Quiagen） 、 pNH8A、 pNH16a、 pNH18a、 pNH46A（ Stratagene） 、 p
trc99a、 pKK223-3、 pKK233-3、 pDR540、 pRIT5（ Pharmacia） が 挙 げ ら れ る 。 バ キ ュ ロ ウ イ
ル ス の 多 角 体 プ ロ モ ー タ ー を 昆 虫 細 胞 に 利 用 し て も よ い 。 植 物 細 胞 の ゲ ノ ム 由 来 （ 例 え ば
、 熱 シ ョ ッ ク 、 RUBISCO； お よ び 貯 蔵 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 ） ま た は 植 物 ウ イ ル ス 由 来 （ ウ イ
ル ス プ ロ モ ー タ ー ま た は リ ー ダ ー 配 列 ） の プ ロ モ ー タ ー ま た は エ ン ハ ン サ ー を ベ ク タ ー 中
に ク ロ ー ニ ン グ し て も よ い 。 哺 乳 類 細 胞 系 に お い て は 、 哺 乳 類 遺 伝 子 由 来 ま た は 哺 乳 類 ウ
イ ル ス 由 来 の プ ロ モ ー タ ー が 好 ま し い 。 も し hASIC1Bを コ ー ド す る 配 列 の 多 コ ピ ー を 含 有
す る 細 胞 系 を 作 製 す る 必 要 が あ れ ば 、 SV40ま た は EBVに 基 づ く ベ ク タ ー を 適 当 な 選 択 マ ー
カ ー と 共 に 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
細 菌 系 で は 、 複 数 の 発 現 ベ ク タ ー を 、 hASIC1Bの 意 図 す る 用 途 に 依 っ て 選 択 す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 抗 体 を 誘 導 す る た め に 大 量 の hASIC1Bが 必 要 で あ る 場 合 、 容 易 に 精 製 し う
る 融 合 タ ン パ ク 質 の 高 レ ベ ル 発 現 を 指 令 す る ベ ク タ ー を 利 用 す る こ と が で き る 。 そ の よ う
な ベ ク タ ー と し て は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 Bluescript(登 録 商 標 )（ Stratagene、 La
 Jolla、 CA） の よ う な 多 機 能 大 腸 菌 （ E. coli） ク ロ ー ニ ン グ お よ び 発 現 ベ ク タ ー （ こ の
場 合 、 hASIC1Bを コ ー ド す る 配 列 を β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の ア ミ ノ 末 端 メ チ オ ニ ン お よ び 続
く ７ 個 の 残 基 に 対 す る 配 列 と 同 じ フ レ ー ム 内 で ベ ク タ ー 中 に ラ イ ゲ ー ト し て 、 ハ イ ブ リ ッ
ド タ ン パ ク 質 を 産 生 さ せ る こ と が で き る ） ； pINベ ク タ ー （ Van Heekeお よ び Schuster, J.
Biol. Chem. 1989; 264: 5503） ； そ の 他 が 挙 げ ら れ る ； pGEXベ ク タ ー （ Promega、 Madiso
n、 WI） も 外 来 ポ リ ペ プ チ ド を グ ル タ チ オ ン Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） と の 融 合 タ ン パ
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ク 質 と し て 発 現 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に 、 そ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質
は 可 溶 性 で あ り 、 溶 解 細 胞 か ら 、 グ ル タ チ オ ン ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ へ の 吸 着 と 続 い て 遊 離 グ
ル タ チ オ ン の 存 在 の も と で の 溶 出 に よ り 、 容 易 に 精 製 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 系 で
作 っ た タ ン パ ク 質 を 、 ヘ パ リ ン 、 ト ロ ン ビ ン 、 ま た は XA因 子 プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位 を 含 む
よ う に 設 計 し て 、 思 う ま ま に ク ロ ー ニ ン グ し た 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド を GST部 分 か ら 遊 離 し
て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
細 菌 に 加 え て 、 酵 母 な ど の 真 核 微 生 物 も 宿 主 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。 酵 母 （ Saccha
romyces cerevisiae） の 実 験 室 株 、 パ ン 酵 母 （ Baker's yeast） は 最 も よ く 利 用 さ れ て い
る が 、 他 の 複 数 の 株 ま た は 種 も 通 常 、 利 用 で き る 。 例 え ば 、 Broachら （ Meth Enzymol 198
3; 101: 307） の ２ μ 複 製 起 点 、 ま た は 他 の 酵 母 と 共 存 し う る 複 製 起 点 （ 例 え ば 、 Stinchc
ombら , Nature 1979; 282: 39； Tschumperら , Gene 1980; 10: 157； Clarkeら , Meth Enz
ymol 1983; 101: 300を 参 照 ） を 採 用 す る ベ ク タ ー を 利 用 し て も よ い 。 酵 母 ベ ク タ ー の 制
御 配 列 と し て は 、 解 糖 酵 素 の 合 成 に 対 す る プ ロ モ ー タ ー が 挙 げ ら れ る （ Hessら  J Adv Enz
yme Reg 1968; 7: 149； Hollandら , Biochemistry 1978; 17: 4900） 。 当 技 術 分 野 で 公 知
の さ ら な る プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 3-ホ ス ホ グ リ セ リ ン 酸 キ ナ ー ゼ （ Hitzemanら , J Biol
 Chem 1980; 255: 2073） 、 ア ル コ ー ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 お よ び PGHに 対 す る プ ロ モ ー タ ー が
挙 げ ら れ る 。 増 殖 条 件 お よ び ／ ま た は 遺 伝 的 背 景 に よ り 制 御 さ れ た 転 写 を 行 う 、 さ ら な る
利 点 を 有 す る 他 の プ ロ モ ー タ ー は 、 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ２ 、 イ ソ シ ト ク ロ ム Ｃ 、
酸 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 窒 素 代 謝 に 関 連 す る 分 解 酵 素 、 α 因 子 系 、 な ら び に マ ル ト ー ス お よ
び ガ ラ ク ト ー ス 利 用 に 関 わ る 酵 素 に 対 す る プ ロ モ ー タ ー 領 域 で あ る 。 ま た 、 タ ー ミ ネ ー タ
ー 配 列 は コ ー ド 配 列 の 3'末 端 に あ る こ と が 望 ま し い と 考 え ら れ る 。 そ の よ う な タ ー ミ ネ ー
タ ー は 、 酵 母 由 来 の 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 に 続 く 3'非 翻 訳 領 域 に 見 出 さ れ る 。 総 説 は 、 「 Cu
rrent Protocols in Molecular Biology（ 分 子 生 物 学 の 現 行 プ ロ ト コ ル ） 」 , Ausubelら ,
 John Wiley & Sons, 1989, New York, N. Y、 お よ び Grantら , Meth Enzymol. 1987; 153
: 516を 参 照 す る こ と 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
植 物 発 現 ベ ク タ ー を 利 用 す る 場 合 、 hASIC1Bを コ ー ド す る 配 列 の 発 現 は 、 プ ロ モ ー タ ー を
い く つ 使 っ て 駆 動 し て も よ い 。 例 え ば 、 CaMVの 35Sお よ び 19Sプ ロ モ ー タ ー な ど の ウ イ ル ス
プ ロ モ ー タ ー を 単 独 で ま た は TMV由 来 の ω （ omega） リ ー ダ ー 配 列 と 組 合 わ せ て 利 用 す る こ
と が で き る （ Takamatsuら , EMBO J. 1987; 6: 307； Brissonら , Nature 1984; 310: 511
） 。 あ る い は 、 RUBISCOの 小 サ ブ ユ ニ ッ ト ま た は 熱 シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー な ど の 植 物 プ ロ
モ ー タ ー を 利 用 し て も よ い （ Coruzziら , EMBO J 1984; 3: 1671； Broglieら , Science 19
84; 224: 838； Winterら , Results Probl. Cell Differ 1991; 17: 85） 。 こ れ ら の 構 築
物 は 、 直 接 DNA形 質 転 換 ま た は 病 原 体 媒 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 植 物 細 胞 中 に 導 入
す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 技 術 は 、 複 数 の 一 般 的 に 利 用 し う る 総 説 に 記 載 さ れ て い る
（ 例 え ば 、 Hobbs Sま た は Murry LE in 「 McGraw Hill Yearbook of Science and Technol
ogy（ McGraw Hill科 学 技 術 年 鑑 ） 」 , McGraw Hill, 1992, New York, N. Y.; pp.191-196
、 ま た は Weissbachお よ び Weissbach in 「 Methods for Plant Molecular Biology（ 植 物
分 子 生 物 学 ） 」 , Academic Press, 1988, New York, N. Y.; pp.421-463を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
昆 虫 系 も 、 hASIC1Bを 発 現 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 そ の よ う な １ つ の
系 に お い て は 、 オ ー ト グ ラ フ ァ 核 多 角 体 病 ウ イ ル ス （ Autographa californica nuclear p
olyhedrosis virus） (AcNPV)を ベ ク タ ー と し て 利 用 し て ス ポ ド プ テ ラ ・ フ ル ギ ペ ル ダ （ Sp
odoptera frugiperda） 細 胞 ま た は ト リ コ プ ル シ ア （ Trichoplusia） 幼 生 中 に 外 来 遺 伝 子
を 発 現 さ せ る 。 hASIC1Bを コ ー ド す る 配 列 を 、 多 角 体 遺 伝 子 な ど の ウ イ ル ス の 非 必 須 領 域
中 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 多 角 体 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 置 く 。 hASIC1Bの 挿 入 に 成 功 す る と
、 多 角 体 遺 伝 子 は 不 活 性 化 し て コ ー ト タ ン パ ク 質 の 欠 如 す る 組 換 え ウ イ ル ス を 産 生 す る 。
次 い で そ の 組 換 え ウ イ ル ス を 用 い て 、 例 え ば 、 Ｓ ． フ ル ギ ペ ル ダ （ S. frugiperda） 細 胞
ま た は ト リ コ プ ル シ ア （ Trichoplusia） 幼 生 に 感 染 さ せ 、 そ こ で hASIC1Bを 発 現 さ せ る こ
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と が で き る （ Smithら , J Virol 1983; 46: 584； Engelhardら , Proc Natl Acad Sci 1994
; 91: 3224） 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
哺 乳 類 宿 主 細 胞 に お い て は 、 ウ イ ル ス に 基 づ く 複 数 の 発 現 系 を 利 用 す る こ と が で き る 。 ア
デ ノ ウ イ ル ス を 発 現 ベ ク タ ー と し て 利 用 す る 場 合 、 hASIC1Bを コ ー ド す る 配 列 を 、 後 期 プ
ロ モ ー タ ー お よ び ３ 部 リ ー ダ ー 配 列 か ら な る ア デ ノ ウ イ ル ス 転 写 ／ 翻 訳 複 合 体 中 に ラ イ ゲ
ー ト し て も よ い 。 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 非 必 須 E1ま た は E3領 域 に お け る 挿 入 を 利 用 し て 、 感 染
宿 主 細 胞 で hASIC1Bを 発 現 す る こ と が で き る 生 ウ イ ル ス を 得 て も よ い （ Loganお よ び Shenk,
 Proc Natl Acad Sci 1984; 81: 3655） 。 さ ら に 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス （ RSV） エ ン ハ ン
サ ー な ど の 転 写 エ ン ハ ン サ ー を 利 用 し て 、 哺 乳 類 宿 主 細 胞 に お け る 発 現 を 増 加 さ せ て も よ
い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
特 定 の 開 始 シ グ ナ ル を 、 hASIC1Bを コ ー ド す る 配 列 の さ ら に 効 率 的 翻 訳 を 達 成 す る た め に
利 用 す る こ と も で き る 。 そ の よ う な シ グ ナ ル は 、 ATG開 始 コ ド ン お よ び 隣 接 配 列 を 含 む 。 h
ASIC1Bを コ ー ド す る 配 列 、 そ の 開 始 コ ド ン 、 お よ び 上 流 配 列 を 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー 中 に 挿
入 す る 場 合 は 、 さ ら な る 転 写 ま た は 翻 訳 制 御 シ グ ナ ル を 必 要 と し な い で あ ろ う 。 し か し 、
コ ー ド 配 列 、 ま た は そ の 部 分 だ け を 挿 入 す る 場 合 は 、 ATG開 始 コ ド ン を 含 む 外 因 性 翻 訳 制
御 シ グ ナ ル を 与 え な け れ ば な ら な い 。 さ ら に 、 開 始 コ ド ン は 、 全 イ ン サ ー ト の 正 し い 翻 訳
を 保 証 す る た め に 、 正 し い リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 に あ る こ と が 必 要 で あ る 。 外 因 性 翻 訳
エ レ メ ン ト お よ び 開 始 コ ド ン は 自 然 お よ び 合 成 両 方 の 、 様 々 な 起 源 で あ っ て よ い 。 発 現 の
効 率 は 、 文 献 に 記 載 の よ う に 、 使 用 す る 特 定 の 細 胞 系 に 適 当 で あ る エ ン ハ ン サ ー の 封 入 に
よ り 増 強 す る こ と が で き る （ Scharfら , Results Probl Cell Differ 1994; 20: 125； Bit
tnerら , Meth Enzymol 1987; 153: 516） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
さ ら に 、 宿 主 細 胞 株 は 、 挿 入 さ れ る 配 列 の 発 現 を モ ジ ュ レ ー ト す る ま た は 発 現 し た タ ン パ
ク 質 を 所 望 の 様 式 で プ ロ セ シ ン グ す る そ の 能 力 に つ い て 選 択 し て も よ い 。 ポ リ ペ プ チ ド の
そ の よ う な 修 飾 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 ア セ チ ル 化 、 カ ル ボ キ シ ル 化 、 グ リ
コ シ ル 化 、 リ ン 酸 化 、 脂 質 化 、 お よ び ア シ ル 化 が 挙 げ ら れ る 。 タ ン パ ク 質 の 「 プ レ プ ロ （
prepro） 」 型 を 切 断 す る 転 写 後 プ ロ セ シ ン グ を 利 用 し て 、 正 し い 挿 入 、 フ ォ ー ル デ ィ ン グ
お よ び ／ ま た は 機 能 を 促 進 し て も よ い 。 そ の よ う な 翻 訳 後 活 性 に 対 し て 特 定 の 細 胞 機 構 お
よ び 特 徴 的 な 機 構 を 有 す る CHO、 HeLa、 MDCK、 HEK293、 W138、 お よ び COSの よ う な 様 々 な 宿
主 細 胞 を 選 択 し て 、 外 来 タ ン パ ク 質 の 正 し い 修 飾 お よ び プ ロ セ シ ン グ を 保 証 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
好 ま し い 発 現 系 に お い て は 、 cDNA種 を 直 接 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 卵 母 細 胞 核 中 に 挿 入 し て そ
れ に よ り in vitro翻 訳 さ せ て 機 能 的 プ ロ ト ン ゲ ー ト 調 節 チ ャ ン ネ ル を 形 成 し 、 そ し て 上 記
チ ャ ン ネ ル に よ り 、 in vivo特 性 を 模 擬 す る モ デ ル ア ッ セ イ に 対 し て 、 イ オ ン 選 択 性 、 ゲ
ー ト 調 節 動 力 学 、 リ ガ ン ド 優 先 度 、 お よ び ア ミ ロ ラ イ ド な ど の 薬 剤 に 対 す る 感 受 性 を 含 む
、 自 然 の プ ロ ト ン ゲ ー ト 調 節 チ ャ ン ネ ル の 機 能 的 特 性 を 実 証 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
組 換 え タ ン パ ク 質 の 長 期 、 高 収 率 産 生 の た め に は 、 安 定 し た 発 現 が 好 ま し い 。 例 え ば 、 安
定 し て hASIC1Bを 発 現 す る 細 胞 系 を 、 ウ イ ル ス の 複 製 起 点 お よ び ／ ま た は 内 因 性 発 現 エ レ
メ ン ト お よ び 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 同 じ ま た は 別 の ベ ク タ ー 上 に 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー を
用 い て 形 質 転 換 し て も よ い 。 ベ ク タ ー の 導 入 後 、 細 胞 を １ -２ 日 間 濃 縮 培 地 中 で 増 殖 し 、
そ の 後 、 そ れ ら を 選 択 培 地 に 切 換 え る 。 選 択 マ ー カ ー の 目 的 は 選 択 耐 性 を 与 え る こ と で あ
り 、 そ の 存 在 は 導 入 し た 配 列 を 成 功 裏 に 発 現 す る 細 胞 の 増 殖 お よ び 回 収 を 可 能 に す る 。 安
定 し て 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 の 耐 性 ク ロ ー ン を 、 そ の 細 胞 型 に 適 当 な 組 織 培 養 技 術 を 用 い て
増 殖 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
選 択 系 を い く つ 使 っ て 形 質 転 換 細 胞 系 を 回 収 し て も よ い 。 そ れ ら と し て は 、 限 定 さ れ る も
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の で な い が 、 ヘ ル ペ ス シ ン プ レ ッ ク ス ウ イ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （ Wiglerら , Cell 1977;
 11: 223） お よ び ア デ ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Lowyら , Cell 1980; 22:
 817） 遺 伝 子 が 挙 げ ら れ 、 そ れ ぞ れ tk+-ま た は aprt+-cellsに お い て 採 用 す る こ と が で き
る 。 ま た 、 抗 代 謝 物 、 抗 生 物 質 、 ま た は 除 草 剤 耐 性 を 選 択 の ベ ー ス と し て 利 用 す る こ と が
で き る ； 例 え ば 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 耐 性 を 与 え る dhfr（ Wiglerら , Proc Natl Acad Sci 1
980; 77: 3567） ； ア ミ ノ グ リ コ シ ド ネ オ マ イ シ ン お よ び G-418耐 性 を 与 え る npt（ Colbere
-Garapinら , J Mol Biol 1981; 150: 1） 、 そ し て そ れ ぞ れ ク ロ ル ス ル フ ロ ン お よ び ホ ス
フ ィ ノ ト リ シ ン ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 耐 性 を 与 え る alsま た は pat（ Murry LE、 前 掲
） が 挙 げ ら れ る 。 さ ら な る 選 択 遺 伝 子 が 記 載 さ れ て い て 、 例 え ば 、 細 胞 が ト リ プ ト フ ァ ン
の 代 わ り に イ ン ド ー ル を 利 用 す る こ と を 可 能 に す る trpB、 ま た は 細 胞 が ヒ ス チ ジ ン の 代 わ
り に ヒ ス チ ノ ー ル を 利 用 す る こ と を 可 能 に す る hisD（ Hartmanお よ び Mulligan, Proc Natl
 Acad Sci 1988 ; 85: 8047） が 挙 げ ら れ る 。 最 近 、 可 視 マ ー カ ー の 利 用 が ア ン ト シ ア ニ
ン 、 β -グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ お よ び そ の 基 質 GUSな ど の マ ー カ ー に よ っ て 普 及 し 、 か つ ル シ フ
ェ ラ ー ゼ お よ び そ の 基 質 ル シ フ ェ リ ン は 形 質 転 換 体 を 同 定 す る た め だ け で な く 特 定 の ベ ク
タ ー 系 に 帰 属 す る 一 過 性 ま た は 安 定 し た タ ン パ ク 質 発 現 の 量 を 定 量 す る た め に も 使 わ れ て
い る （ Rhodesら , Methods Mol Biol 1995; 55: 121） 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
マ ー カ ー 遺 伝 子 発 現 の 存 在 ／ 不 在 は 目 的 の 遺 伝 子 も 存 在 す る こ と を 示 唆 す る が 、 そ の 存 在
お よ び 発 現 を 確 認 す る 必 要 が あ り う る 。 例 え ば 、 も し hASIC1Bを コ ー ド す る 配 列 を あ る マ
ー カ ー 遺 伝 子 配 列 中 に 挿 入 す れ ば 、 hASIC1Bを コ ー ド す る 配 列 を 含 有 す る 組 換 え 細 胞 は マ
ー カ ー 遺 伝 子 機 能 の 不 在 に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 、 単
一 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で hASIC1Bを コ ー ド す る 配 列 と 直 列 に 配 置 し て も よ い 。 誘 導 ま た
は 選 択 に 応 答 す る マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 は 通 常 、 直 列 配 置 遺 伝 子 の 発 現 も 示 す 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
あ る い は 、 hASIC1Bの コ ー ド 配 列 を 含 有 し か つ hASIC1Bを 発 現 す る 宿 主 細 胞 は 、 当 業 者 に 公
知 の 様 々 な 方 法 に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で
な い が 、 DNA-DNAま た は DNA-RNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び タ ン パ ク 質 バ イ オ ア ッ セ イ
ま た は イ ム ノ ア ッ セ イ 技 術 が 挙 げ ら れ 、 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 を 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量
す る た め の 膜 、 溶 液 、 ま た は チ ッ プ に 基 づ く 技 術 を 含 む も の で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
hASIC1Bを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 存 在 は 、 hASIC1Bを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド の プ ロ ー ブ ま た は 部 分 ま た は 断 片 を 用 い る DNA-DNAま た は DNA-RNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン ま た は 増 幅 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 核 酸 増 幅 に 基 づ く ア ッ セ イ は 、 hASIC1Bを
コ ー ド す る 配 列 に 基 づ く オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ マ ー を 利 用 し て hASIC1Bを コ ー
ド す る RNAま た は DNAを 含 有 す る 形 質 転 換 を 検 出 す る こ と に 関 わ る 。 本 明 細 書 に 使 用 さ れ る
「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 ま た は 「 オ リ ゴ マ ー 」 は 、 プ ロ ー ブ ま た は ア ン プ ラ イ マ ー （ ampl
imer） と し て 利 用 す る こ と が で き る 、 少 な く と も 約 10個 の ヌ ク レ オ チ ド お よ び 約 60個 の 数
の ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま し く は 約 15～ 30個 の ヌ ク レ オ チ ド 、 そ し て さ ら に 好 ま し く は 約 20～
25個 の ヌ ク レ オ チ ド の 核 酸 配 列 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 利 用 し て 、 hASIC1Bの
発 現 を 検 出 し か つ 測 定 す る 様 々 な プ ロ ト コ ル が 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 。 例 と し て は 、
酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ （ ELISA） 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ RIA） 、 お よ び 蛍 光 活 性 化
細 胞 ソ ー テ ィ ン グ （ FACS） が 挙 げ ら れ る 。 hASIC1B上 の ２ つ の 非 妨 害 エ ピ ト ー プ と 反 応 性
の あ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 利 用 す る ２ 部 位 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル に 基 づ く イ ム ノ ア ッ セ イ が
好 ま し い が 、 競 合 結 合 ア ッ セ イ を 採 用 し て も よ い 。 こ れ ら の お よ び 他 の ア ッ セ イ は 、 他 の
場 所 の な か で も 、 「 Serological Methods: A Laboratory Manual（ 血 清 学 的 方 法 ： 研 究 室
マ ニ ュ ア ル ） 」 , Hamptonら , APS Press, 1990, St-Paul, MI、 お よ び Maddoxら , J Exp M
ed 1983; 158: 1211） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
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多 様 な 標 識 お よ び コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 技 術 が 当 業 者 に 知 ら れ て い て 、 様 々 な 核 酸 技 術 お よ
び ア ミ ノ 酸 ア ッ セ イ に 利 用 す る こ と が で き る 。 hASIC1Bを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に
関 係 し た 配 列 を 検 出 す る た め の 標 識 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は PCRプ ロ ー ブ を 作 る 方
法 と し て は 、 標 識 し た ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る 、 オ リ ゴ ラ ベ リ ン グ 、 ニ ッ ク 翻 訳 、 末 端 ラ ベ
リ ン グ ま た は PCR増 幅 が 挙 げ ら れ る 。 あ る い は 、 hASIC1Bま た は そ の い ず れ か の 部 分 を コ ー
ド す る 配 列 を 、 mRNAプ ロ ー ブ を 産 生 す る ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ し て も よ い 。 そ の よ う
な ベ ク タ ー は 当 技 術 分 野 で は 知 ら れ て お り 市 販 さ れ て い て 、 こ れ ら を 利 用 し て T7、 T3ま た
は SP6な ど の 適 当 な RNAポ リ メ ラ ー ゼ お よ び 標 識 し た ヌ ク レ オ チ ド を 加 え る こ と に よ り RNA
プ ロ ー ブ を in vitro合 成 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 様 々 な 市 販 キ ッ ト ： 例 え ば
、 Pharmacia & Upjohn,（ Kalamazoo、 MI） ； Promega（ Madison、 WI） ； お よ び U. S. Bioc
hemical Corp.（ Cleveland、 Ohio） 、 ま た は Ambion（ Austin、 TX） を 用 い て 実 施 し て も よ
い 。 利 用 し う る 適 当 な レ ポ ー タ ー 分 子 ま た は 標 識 と し て は 、 放 射 核 種 、 酵 素 、 蛍 光 、 化 学
発 光 、 ま た は 色 素 生 産 剤 な ら び に 基 質 、 補 因 子 、 イ ン ヒ ビ タ ー 、 磁 気 粒 子 な ど が 挙 げ ら れ
る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
hASIC1Bを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 用 い て 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 を 、 細 胞 培 養 物 か
ら タ ン パ ク 質 を 発 現 し か つ 回 収 す る の に 適 当 な 条 件 の も と で 培 養 し て も よ い 。 組 換 え 細 胞
に よ り 産 生 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 使 用 す る 配 列 お よ び ／ ま た は ベ ク タ ー に 依 存 し て 、 分 泌
さ れ る か 細 胞 内 に 含 有 さ れ る 。 当 業 者 で あ れ ば 理 解 し う る よ う に 、 hASIC1Bを コ ー ド す る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー を 、 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 細 胞 膜 を 通 し て hA
SIC1Bの 分 泌 を 指 令 す る シ グ ナ ル 配 列 を 含 有 す る よ う に 、 設 計 す る こ と が で き る 。 他 の 組
換 え 構 築 物 を 利 用 し て 、 hASIC1Bを コ ー ド す る 配 列 を 、 可 溶 性 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 容 易 に
し う る ポ リ ペ プ チ ド ド メ イ ン を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 接 続 し て も よ い 。 そ の よ う
な 精 製 を 容 易 に す る ド メ イ ン と し て は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 固 定 し た 金 属 上 の 精 製
を 可 能 に す る ヒ ス チ ジ ン -ト リ プ ト フ ァ ン モ ジ ュ ー ル な ど の 金 属 キ レ ー ト 化 ペ プ チ ド 、 固
定 し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン 上 の 精 製 を 可 能 に す る プ ロ テ イ ン Ａ ド メ イ ン 、 お よ び FLAGS伸 長 ／
ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 系 で 利 用 さ れ る ド メ イ ン （ Immunex Corp.、 Seattle、 WA） が 挙 げ ら れ る
。 精 製 ド メ イ ン と hASIC1Bの 間 に 因 子 XAま た は エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ （ Invitrogen、 San Diego
、 CA） に 特 異 的 な リ ン カ ー 配 列 を 封 入 す る と 、 こ れ を 利 用 し て 精 製 を 容 易 に す る こ と が で
き る 。 そ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー の １ つ は 、 hASIC1B、 チ オ レ ド キ シ ン ま た は エ ン テ ロ キ ナ
ー ゼ 切 断 部 位 、 お よ び 続 い て ６ 個 の ヒ ス チ ジ ン 残 基 を 含 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る
。 ヒ ス チ ジ ン 残 基 は IMIAC（ 固 定 金 属 イ オ ン ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 Porathら , P
rot Exp Purif 1992; 3: 263に 記 載 ） に よ る 精 製 を 容 易 に す る 一 方 、 エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ 切
断 部 位 は 融 合 タ ン パ ク 質 か ら hASIC1Bを 精 製 す る 方 法 を 与 え る 。 融 合 タ ン パ ク 質 を 含 有 す
る ベ ク タ ー の 考 察 は 、 Krollら （ DNA Cell Biol 1993; 12: 441） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
組 換 え 産 生 の ほ か に 、 hASIC1Bの 断 片 を 、 固 相 技 術 を 利 用 し て 直 接 ペ プ チ ド 合 成 に よ り 作
る こ と が で き る （ Stewartら , 「 Solid-Phase Peptide Synthesis（ 固 相 ペ プ チ ド 合 成 ） 」
, WH Freeman & Co., 1969, San Francisco, CA.； Merrifieldら , J Am Chem Soc 1963; 
85: 2149を 参 照 ） 。 化 学 合 成 は 手 作 業 技 術 で ま た は 自 動 化 を 利 用 し て 実 施 し て も よ い 。 自
動 化 合 成 は 、 例 え ば 、 ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム 431A（ Applied Biosystems 431A） ペ
プ チ ド 合 成 機 （ Perkin Elmer） を 用 い て 実 施 で き る 。 hASIC1Bの 様 々 な 断 片 を 別 々 に 化 学
合 成 し 、 化 学 的 方 法 を 用 い て 組 合 わ せ て 全 長 分 子 を 作 っ て も よ い 。
【 ０ １ ０ ０ 】
従 っ て 、 本 明 細 書 に 述 べ た よ う に 、 本 発 明 は プ ロ ト ン ゲ ー ト 調 節 チ ャ ン ネ ル タ ン パ ク 質 の
新 規 サ ブ フ ァ ミ リ ー で あ っ て 、 図 １ （ 配 列 番 号 ） に 記 述 し た 新 規 DNA配 列 、 な ら び に 本 発
明 の cDNAの 最 初 の 単 離 で 採 用 し た ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 と 等 し い か そ れ よ り 高 い ス ト
リ ン ジ ェ ン シ ー の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の も と で そ れ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNA配
列 、 お よ び 少 な く と も 部 分 的 に 縮 重 コ ド ン の 利 用 を 介 し て 上 記 対 立 遺 伝 子 変 異 ま た は 類 似
の プ ロ ト ン ゲ ー ト 調 節 チ ャ ン ネ ル タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA配 列 で 例 示 さ れ る 上 記 新 規
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サ ブ フ ァ ミ リ ー を 提 供 す る 。 本 配 列 は ま た 、 Cannessaら （ Nature 1994; 367: 463） に 記
載 の 、 他 の 密 接 に 関 係 し た こ の サ ブ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー を 位 置 付 け し か つ 同 定 す る た め
に も 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
本 発 明 の 新 規 タ ン パ ク 質 産 物 は 、 図 １ お よ び 配 列 番 号 ２ で 記 述 し た プ ロ ト ン ゲ ー ト 調 節 チ
ャ ン ネ ル タ ン パ ク 質 の 一 次 構 造 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン （ す な わ ち 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ） を も つ ポ
リ ペ プ チ ド 、 な ら び に そ の ペ プ チ ド 断 片 お よ び そ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 複 製 で あ る 組 み 立 て た
合 成 ペ プ チ ド を 含 む 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 タ ン パ ク 質 断 片 お よ び 合 成 タ ン パ ク 質 も し く
は ペ プ チ ド は 、 診 療 、 診 断 、 お よ び 予 後 ア ッ セ イ お よ び プ ロ ト コ ル を 含 む 、 先 に 記 載 し た
用 途 を 有 す る こ と を 計 画 し 、 チ ャ ン ネ ル タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 反 応 性 の あ る モ ノ ク ロ ー ナ
ル お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 基 礎 を 提 供 し う る 。
【 ０ １ ０ ２ 】

本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 hASIC1Bま た は そ の 断 片 を 治 療 目 的 に 使 用 す る こ と が
で き る 。 hASIC1B（ 配 列 番 号 2） お よ び 他 の ASIC受 容 体 （ 図 ２ ） の 間 の 化 学 的 お よ び 構 造 的
相 同 性 、 な ら び に hASIC1B転 写 物 は 独 占 的 で な い が 主 に 末 梢 お よ び 中 枢 神 経 系 の 細 胞 に 関
連 す る こ と を 示 す RT-PCRお よ び ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に 基 づ い て 、 hASIC1Bは 神 経 伝 達 物
質 放 出 、 神 経 興 奮 性 、 興 奮 毒 性 ま た は 機 械 感 覚 の 調 節 に 或 る 役 割 を 果 た す と 考 え ら れ る 。
実 際 、 分 泌 顆 粒 お よ び シ ナ プ ス 小 胞 は 高 濃 度 の プ ロ ト ン （ 低 い 小 胞 内 pH） を 含 有 す る こ と
が 知 ら れ て い て 、 こ の プ ロ ト ン は 調 節 さ れ た か つ 構 成 的 な 開 口 分 泌 中 に 他 の 神 経 伝 達 物 質
と 同 時 放 出 さ れ る 。 こ う し て 、 放 出 さ れ た プ ロ ト ン は 前 お よ び ／ ま た は 後 シ ナ プ ス 、 ま た
は シ ナ プ ス 外 の hASIC1B受 容 体 を 活 性 化 し う る 。 実 際 、 あ る 特 定 の 条 件 下 で は 、 低 pHま た
は 細 胞 外 ア シ ド ー シ ス は シ ナ プ ス 伝 達 な ら び に 長 期 増 強 の 誘 導 に 影 響 を 与 え る こ と が 示 さ
れ て い る （ Igelmundら , Brain Res 1995; 689: 9； Velisekら , Hippocampus 1998; 8: 24
） 。 ま た 、 あ る 特 定 の 動 物 発 作 モ デ ル に お い て 、 低 pHの 神 経 保 護 効 果 も 観 察 さ れ て い る （
Velisekら , Exp Brain Res 1994; 101: 44） 。 ASIC2Aは ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 を 用 い る 機 械 検
出 に 直 接 関 係 づ け ら れ て い る 。 さ ら に 、 hASIC1Bの 第 １ エ キ ソ ン 中 の 特 定 の 反 復 構 造 は 、
細 胞 骨 格 と の 相 互 作 用 ま た は ア ン カ リ ン グ な ど の 複 数 の 特 定 機 能 を 示 し う る 。 従 っ て 、 hA
SIC1Bは 機 械 ゲ ー ト 調 節 イ オ ン チ ャ ン ネ ル （ mechanogated ion channel） の 重 要 な 要 素 を
構 成 し う る 。 従 っ て 、 hASIC1Bの 重 要 な 用 途 は 、 神 経 伝 達 物 質 放 出 、 シ ナ プ ス 効 力 、 神 経
興 奮 性 、 ま た は 神 経 毒 性 を 調 節 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ で あ る 。 こ の よ う な 化 合 物 は
、 例 え ば 、 認 知 、 知 覚 、 学 習 、 記 憶 、 痛 み お よ び そ の 他 多 く の 関 係 す る 複 数 の 生 理 学 的 お
よ び 病 理 学 的 状 況 に お い て 有 用 で あ り う る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
一 実 施 形 態 に お い て は 、 該 タ ン パ ク 質 の ア ン タ ゴ ニ ス ト も し く は イ ン ヒ ビ タ ー ま た は ア ン
チ セ ン ス 配 列 を 発 現 す る ベ ク タ ー を 用 い て 、 改 変 さ れ た イ オ ン 輸 送 、 シ グ ナ ル 伝 達 、 お よ
び ア ポ ト ー シ ス か ら 生 じ る 神 経 系 の 障 害 お よ び 疾 患 を 治 療 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な
疾 患 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 慢 性 痛 み 、 炎 症 性 痛 み 、 糖 尿 病 、 癌 お よ び AIDS
に 関 係 す る 神 経 障 害 性 痛 み 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 ク ロ
イ ツ フ ェ ル ト ‐ ヤ ー コ プ 病 、 お よ び 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 な ど の 神 経 変 性 疾 患 、 お よ び AIDS
に 関 係 す る も の を 含 む 痴 呆 、 な ら び に 、 痙 攣 、 癲 癇 、 卒 中 、 お よ び 不 安 と 鬱 病 が 挙 げ ら れ
る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 タ ン パ ク 質 の ア ン タ ゴ ニ ス ト も し く は イ ン ヒ ビ タ ー ま た は ア
ン チ セ ン ス 配 列 を 発 現 す る ベ ク タ ー を 用 い て 、 ア ン ギ ナ 、 鬱 血 性 心 疾 患 、 血 管 狭 窄 、 高 血
圧 症 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 再 狭 窄 、 お よ び 出 血 な ど の 循 環 器 病 を 治 療 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 タ ン パ ク 質 の ア ン タ ゴ ニ ス ト も し く は イ ン ヒ ビ タ ー ま た は ア
ン チ セ ン ス 配 列 を 発 現 す る ベ ク タ ー を 用 い て 、 生 殖 系 、 特 に 雄 性 不 妊 症 の 障 害 お よ び 疾 患
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を 治 療 す る こ と が で き る し 、 あ る い は こ れ ら を 雄 性 避 妊 剤 と し て 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
活 性 を 増 強 す る ア ゴ ニ ス ト お よ び hASIC1Bの 効 果 を ブ ロ ッ ク ま た は モ ジ ュ レ ー ト す る ア ン
タ ゴ ニ ス ト を 、 そ の よ う な 増 強 ま た は 阻 害 が 治 療 上 所 望 で あ る 状 況 の も と で 用 い る こ と が
で き る 。 そ の よ う な ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は イ ン ヒ ビ タ ー は 、 当 技 術 分 野 で 一
般 的 に 知 ら れ る 方 法 を 利 用 し て 作 る こ と が で き 、 特 に 精 製 hASIC1Bを 用 い て 抗 体 を 産 生 さ
せ る か ま た は 医 薬 の ラ イ ブ ラ リ ー を hASIC1Bと 特 異 的 に 結 合 す る 医 薬 に つ い て ス ク リ ー ニ
ン グ す る こ と に 関 わ る 。 例 え ば 、 一 態 様 に お い て は 、 hASIC1Bに 対 し て 特 異 的 で あ る 抗 体
を 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 直 接 利 用 す る か 、 ま た は hASIC1Bを 発 現 す る 細 胞 も し く は 組 織
へ 医 薬 を 運 ぶ た め の タ ー ゲ テ ィ ン グ ま た は 送 達 機 構 と し て 間 接 的 に 利 用 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ０ ７ 】
抗 体 は 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 を 利 用 し て 作 製 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 抗 体 と し て
は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 キ メ ラ 、 １ 本 鎖 、 Fab
フ ラ グ メ ン ト 、 お よ び Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ ー に よ り 産 生 し た フ ラ グ メ ン ト が 挙 げ ら れ る 。
中 和 化 抗 体 （ す な わ ち 、 二 量 体 形 成 を 阻 害 す る 抗 体 ） は 治 療 用 途 に 特 に 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ ８ 】
抗 体 を 生 産 す る た め に 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ヒ ト 、 そ の 他 を 含 む 様 々 な 宿 主
を 、 hASIC1Bま た は 免 疫 原 性 を 有 す る そ の い ず れ か の 断 片 ま た は オ リ ゴ ペ プ チ ド を 用 い る
注 射 に よ り 免 疫 感 作 し て も よ い 。 宿 主 種 に 依 存 し て 、 様 々 な ア ジ ュ バ ン ト を 用 い て 免 疫 応
答 を 増 加 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な ア ジ ュ バ ン ト と し て は 、 限 定 さ れ る も の で な い が
、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム な ど の フ ロ イ ン ト の ミ ネ ラ ル ゲ ル 、 お よ び リ ゾ レ シ チ ン な ど の 表 面
活 性 剤 、 プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ ー ル 、 ポ リ ア ニ オ ン 、 ペ プ チ ド 、 油 乳 化 液 、 キ ー ホ ー ル リ ン
ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン 、 お よ び ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル が 挙 げ ら れ る 。 ヒ ト に 用 い る ア ジ ュ バ ン
ト の 中 で は 、 BCG（ bacilli Calmette-Guerin） お よ び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ パ ル ヴ ム （ Co
rynebacterium parvum） が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ ９ 】
hASIC1Bに 対 す る 抗 体 を 誘 導 す る た め に 用 い る ペ プ チ ド 、 断 片 、 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド は 少 な く と も ５ 個 の ア ミ ノ 酸 、 さ ら に 好 ま し く は 少 な く と も 10個 の ア ミ ノ 酸 か ら な る ア
ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る こ と が 好 ま し い 。 そ れ ら が 自 然 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 部 分 と 同
一 で あ り 、 そ し て 小 さ い 天 然 分 子 の 全 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 し う る こ と も 好 ま し い 。 hASIC1
Bア ミ ノ 酸 の 短 い 伸 長 部 を キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン お よ び キ メ ラ 分 子 に 対 し て
産 生 し た 抗 体 な ど の 他 の タ ン パ ク 質 の 伸 長 部 と 融 合 し て も よ い 。
【 ０ １ １ ０ 】
hASIC1Bに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 連 続 培 養 細 胞 系 に よ り 抗 体 分 子 を 産 生 す る い ず
れ の 技 術 を 利 用 し て 調 製 し て も よ い 。 こ れ ら と し て は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 ハ イ ブ
リ ド ー マ 技 術 、 ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 お よ び EBV-ハ イ ド ー マ 技 術 が 挙 げ ら れ る
（ Koehlerら  Nature 1975; 256: 495； Kosborら , Immunol Today 1983; 4: 72； Coteら , 
Proc Natl Acad Sci 1983; 80: 2026； Coleら , 「 Monoclonal Antibodies and Cancer Th
erapy（ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 癌 治 療 ） 」 , Alan R. Liss Inc., 1985, New York, NY, pp
.77-96） 。
【 ０ １ １ １ 】
さ ら に 、 「 キ メ ラ 抗 体 」 を 産 生 す る た め に 開 発 さ れ た 技 術 で あ っ て 、 マ ウ ス 抗 体 遺 伝 子 を
ス プ ラ イ シ ン グ し て ヒ ト 抗 体 遺 伝 子 と し 、 適 当 な 抗 原 特 異 性 お よ び 生 物 学 的 活 性 を も つ 分
子 を 得 る 上 記 技 術 を 利 用 す る こ と が で き る （ Morrisonら  (1984) Proc. Natl. Acad. Sci.
 81: 6851-6855； Neubergerら  (1984) Nature 312: 604-608； Takedaら  (1985) Nature 3
14: 452-454） 。 あ る い は 、 １ 本 鎖 抗 体 を 産 生 す る た め の 記 載 さ れ た 技 術 を 、 当 技 術 分 野
で 知 ら れ る 方 法 を 用 い て 、 hASIC1B特 異 的 １ 本 鎖 抗 体 を 産 生 す る の に 適 応 さ せ る こ と が で
き る 。 関 係 す る 特 異 性 を も つ が 、 異 な る イ デ ィ オ タ イ プ 組 成 の 抗 体 を 無 作 為 コ ン ビ ナ ト リ
ア ル 免 疫 グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ ー か ら チ ェ ー ン シ ャ ッ フ リ ン グ （ chain shuffling） を 利
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用 し て 作 製 し て も よ い （ Burton, D. R. (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. 88: 11120-3）
。
【 ０ １ １ ２ 】
抗 体 は ま た 、 リ ン パ 球 集 団 で in vivo産 生 を 誘 導 す る こ と に よ り 、 ま た は 免 疫 グ ロ ブ リ ン
ラ イ ブ ラ リ ー も し く は 高 度 に 特 異 的 結 合 を す る 試 薬 の パ ネ ル を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に
よ り 産 生 す る こ と が で き 、 こ れ ら は 文 献 に 開 示 さ れ て い る （ Orlandiら  (1989) Proc. Nat
l. Acad. Sci. 86: 3833-3837； Winter, G.ら  (1991) Nature 349: 293-299） 。
【 ０ １ １ ３ 】
hASIC1Bと の 特 異 的 結 合 部 位 を 含 有 す る 抗 体 フ ラ グ メ ン ト を 作 製 す る こ と も で き る 。 例 え
ば 、 そ の よ う な フ ラ グ メ ン ト と し て は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 抗 体 分 子 の ペ プ シ ン 消
化 に よ り 作 る こ と が で き る F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト お よ び F(ab') 2 フ ラ グ メ ン ト の ジ ス ル フ ィ
ド 架 橋 を 還 元 す る こ と に よ り 作 製 す る こ と が で き る Fabフ ラ グ メ ン ト が 挙 げ ら れ る 。 あ る
い は 、 Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し て 、 所 望 の 特 異 性 を も つ モ ノ ク ロ ー ナ ル Fabフ ラ グ メ
ン ト を 迅 速 か つ 容 易 に 同 定 で き る よ う に し て も よ い （ Huseら  (1989) Science 256: 1275-
1281）
様 々 な イ ム ノ ア ッ セ イ を 利 用 し て ス ク リ ー ニ ン グ を 行 い 、 所 望 の 特 異 性 を 有 す る 抗 体 を 同
定 す る こ と が で き る 。 確 立 さ れ た 特 異 性 を も つ ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 利 用 す る 競 合 結 合 ま た は 免 疫 放 射 線 測 定 ア ッ セ イ 用 の 多 数 の プ ロ ト コ ル が 、 当 技 術 分 野
で は 周 知 で あ る 。 そ の よ う な イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 典 型 的 に は 、 hASIC1Bと そ の 特 異 的 抗 体
と の 複 合 体 形 成 の 測 定 に 関 わ る 。 ２ つ の 非 干 渉 性 hASIC1Bエ ピ ト ー プ と 反 応 性 の あ る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 利 用 す る ２ 部 位 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル に 基 づ く イ ム ノ ア ッ セ イ が 好 ま し い 、
し か し 競 合 ア ッ セ イ を 採 用 し て も よ い （ Maddox、 前 掲 ） 。
【 ０ １ １ ４ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 hASIC1B、 ま た は そ の い ず れ か の 断 片 を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は ア ン チ セ ン ス 配 列 を 治 療 目 的 に 使 用 す る こ と が で き る 。 一 態 様 に
お い て は 、 タ ン パ ク 質 の 合 成 を ブ ロ ッ ク す る の が 所 望 で あ る 状 況 に お い て 、 hASIC1Bを コ
ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る ア ン チ セ ン ス を 利 用 し て も よ い 。 特 に 、 細 胞 を 、 hASI
C1Bを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 相 補 的 な 配 列 を 用 い て 形 質 転 換 し て も よ い 。 従 っ て
、 ア ン チ セ ン ス 配 列 を 利 用 し て hASIC1B活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る か 、 ま た は 遺 伝 子 機 能 の
調 節 を 達 成 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 技 術 は 現 在 、 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ り 、 hASIC1
Bを コ ー ド す る 配 列 の コ ー ド 領 域 ま た は 制 御 領 域 に 沿 っ た 様 々 な 位 置 か ら な る 、 セ ン ス ま
た は ア ン チ セ ン ス の オ リ ゴ マ ー ま た は さ ら に 大 き な 断 片 を 設 計 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス も し く は ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス か ら 、 ま た は 様
々 な 細 菌 プ ラ ス ミ ド か ら 誘 導 さ れ た 発 現 ベ ク タ ー を 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 標 的 器 官 、 組 織
ま た は 細 胞 集 団 に 送 達 す る た め に 利 用 す る こ と が で き る 。 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 を 利 用
し て 、 hASIC1Bを コ ー ド す る 遺 伝 子 の ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 し う る 組 換 え
ベ ク タ ー を 構 築 し て も よ い 。 こ れ ら の 技 術 は 、 Sambrookら （ 前 掲 ） と Ausubelら （ 前 掲 ）
の 両 方 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ６ 】
hASIC1Bを コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、 hASIC1Bを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 断 片 を
高 レ ベ ル で 発 現 す る 発 現 ベ ク タ ー に よ っ て 細 胞 ま た は 組 織 を 形 質 転 換 す る こ と に よ り 、 消
す （ turn off） こ と が で き る 。 そ の よ う な 構 築 物 を 用 い て 翻 訳 不 能 な セ ン ス ま た は ア ン チ
セ ン ス 配 列 を 細 胞 中 に 導 入 す る こ と が で き る 。 DNA中 に 組 込 ま れ な く て も そ の よ う な ベ ク
タ ー は 、 最 後 に 全 コ ピ ー は 内 因 性 ヌ ク レ ア ー ゼ に よ り 無 能 化 さ れ る ま で RNA分 子 を 転 写 し
続 け る 。
【 ０ １ １ ７ 】
非 複 製 ベ ク タ ー に よ る 一 過 性 発 現 は １ ヶ 月 以 上 、 も し 適 当 な 複 製 エ レ メ ン ト が ベ ク タ ー 系
の 部 分 で あ れ ば も っ と 長 く 持 続 し う る 。
【 ０ １ １ ８ 】
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以 上 述 べ た よ う に 、 遺 伝 子 発 現 の 改 変 は 、 hASIC1Bを コ ー ド す る 遺 伝 子 の 制 御 領 域 、 す な
わ ち 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 お よ び イ ン ト ロ ン に 対 す る ア ン チ セ ン ス 分 子 、 DNA
、 RNAま た は PNAを 設 計 す る こ と に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 転 写 開 始 部 位 、 例 え ば 、 転
写 物 の 5'末 端 か ら の 位 置 -10お よ び +10の 間 、 か ら 誘 導 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 好 ま し い
。 同 様 に 、 阻 害 は 、 「 ３ 重 ら せ ん 体 （ triple helix） 」 に 基 づ く 対 合 手 法 に よ っ て 達 成 す
る こ と が で き る 。 ３ 重 ら せ ん 体 対 合 が 有 用 で あ る の は 、 そ れ が ２ 重 ら せ ん 体 の ポ リ メ ラ ー
ゼ 、 転 写 因 子 、 も し く は 調 節 分 子 と 結 合 す る た め に 十 分 に 開 く 能 力 を 阻 害 す る か ら で あ る
。 最 近 の ３ 本 鎖 DNAを 用 い る 治 療 の 進 歩 は 文 献 に 記 載 さ れ て い る （ Gee, J. E.ら  (1994) I
n : Huber, B. E.お よ び Carr, B. I. 「 Molecular and Immunologic Approaches（ 分 子 お
よ び 免 疫 学 的 手 法 ） 」 , Futura Publishing Co., Mt. Kisco, N.Y.） 。 ア ン チ セ ン ス 分 子
も 、 転 写 物 の リ ボ ソ ー ム と の 結 合 を 阻 止 す る こ と に よ り 、 mRNAの 翻 訳 を ブ ロ ッ ク す る よ う
に 設 計 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
リ ボ ザ イ ム 、 す な わ ち 酵 素 RNA分 子 も 、 RNAの 特 異 的 切 断 を 触 媒 す る の に 利 用 す る こ と が で
き る 。 リ ボ ザ イ ム の 作 用 機 構 は 、 リ ボ ザ イ ム 分 子 の 相 補 的 な 標 的 RNAと の 配 列 特 異 的 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン と そ れ に 続 く ヌ ク レ オ チ ド 鎖 分 解 に よ る 切 断 に 関 わ る 。 利 用 し う る 例
と し て は 遺 伝 子 操 作 し た ハ ン マ ー ヘ ッ ド モ チ ー フ リ ボ ザ イ ム 分 子 が 挙 げ ら れ 、 hASIC1Bを
コ ー ド す る 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド 鎖 分 解 切 断 を 特 異 的 か つ 効 率 的 に 触 媒 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
最 初 に 標 的 分 子 を GUA、 GUU、 お よ び GUCの 配 列 を 含 む リ ボ ザ イ ム 切 断 部 位 に つ い て 走 査 す
る こ と に よ っ て 、 あ ら ゆ る 潜 在 的 RNA標 的 内 の 特 異 的 リ ボ ザ イ ム 切 断 部 位 を 同 定 す る 。 い
っ た ん 同 定 さ れ れ ば 、 切 断 部 位 を 含 有 す る 標 的 遺 伝 子 の 領 域 に 対 応 す る 15～ 20個 の リ ボ ヌ
ク レ オ チ ド の 短 い RNA配 列 を 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 機 能 し な い よ う に す る 二 次 構 造 的 特
徴 に つ い て 評 価 す る こ と が で き る 。 候 補 標 的 の 適 性 は ま た 、 リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ
イ を 用 い て 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 対 す る ア ク セ シ ビ リ
テ ィ を 試 験 す る こ と に よ っ て 評 価 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
本 発 明 の ア ン チ セ ン ス 分 子 お よ び リ ボ ザ イ ム は 、 RNA分 子 の 合 成 に 対 す る 当 技 術 分 野 で 知
ら れ る い ず れ の 方 法 に よ り 調 製 し て も よ い 。 こ れ ら は 、 固 相 ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト 化 学 合 成
な ど の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 化 学 的 に 合 成 す る 技 術 を 含 む 。 あ る い は 、 RNA分 子 を hASIC1B
を コ ー ド す る DNA配 列 の in vitroお よ び in vivo転 写 に よ り 作 製 し て も よ い 。 そ の よ う な DN
A配 列 を 様 々 な ベ ク タ ー 中 に 、 T7ま た は SP6な ど の 適 当 な RNAポ リ メ ラ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー と
と も に 組 込 む こ と が で き る 。 あ る い は 、 ア ン チ セ ン ス RNAを 構 成 的 に ま た は 誘 導 的 に 合 成
す る こ れ ら の cDNA構 築 物 を 、 細 胞 系 、 細 胞 、 ま た は 組 織 中 に 導 入 し て も よ い 。
【 ０ １ ２ ２ 】
RNA分 子 を 改 変 し て 細 胞 内 安 定 性 お よ び 半 減 期 を 増 加 す る こ と が で き る 。 可 能 な 改 変 と し
て は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 分 子 の 5'お よ び ／ ま た は 3'末 端 に お け る フ ラ ン キ ン グ 配
列 の 付 加 、 ま た は 分 子 の 主 鎖 内 で の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 よ り む し ろ ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト
ま た は 2'O-メ チ ル の 使 用 が 挙 げ ら れ る 。 こ の 概 念 は PNAの 産 生 に 固 有 の も の で あ っ て 、 内
因 性 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ に よ り 容 易 に 認 識 さ れ な い イ ノ シ ン 、 キ ュ ー オ シ ン 、 お よ び ワ イ
ブ ト シ ン 、 な ら び に ア デ ニ ン 、 シ チ ジ ン 、 グ ア ニ ン 、 チ ミ ン 、 お よ び ウ リ ジ ン の ア セ チ ル
-、 メ チ ル -、 チ オ -、 お よ び 類 似 の 改 変 型 な ど の 非 伝 統 的 塩 基 を 含 む こ れ ら の 分 子 の 全 て
に 拡 張 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
ベ ク タ ー を 細 胞 ま た は 組 織 中 に 導 入 す る た め の 多 く の 方 法 が 、 in vivo、 in vitro、 お よ
び ex vivoの 使 用 に 利 用 し う る し か つ 等 し く 適 当 で あ る 。 ex vivo治 療 の た め 、 ベ ク タ ー を
患 者 か ら 採 取 し た 幹 細 胞 中 に 導 入 し 、 ク ロ ー ニ ン グ に よ り 増 殖 し て 自 家 移 植 体 と し て 同 じ
患 者 に 戻 す こ と が で き る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ る お よ び リ ポ ソ ー ム 注 入 に よ る 送 達
は 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 を 利 用 し て 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
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上 記 の あ ら ゆ る 治 療 法 は 、 例 え ば イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ウ サ ギ 、 サ ル 、 お よ び 最 も 好
ま し く は ヒ ト な ど の 哺 乳 類 動 物 を 含 む い ず れ の 適 当 な 被 験 体 に も 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
本 発 明 の さ ら な る 実 施 形 態 は 、 以 上 考 察 し た い ず れ か の 治 療 効 果 を あ げ る た め に 、 医 薬 組
成 物 を 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 と 一 緒 に 投 与 す る こ と に 関 す る 。 そ の よ う な 医 薬 組 成 物 は 、
hASIC1B、 hASIC1Bに 対 す る 抗 体 、 hASIC1Bの 模 倣 物 （ mimetic） 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ
ス ト 、 ま た は イ ン ヒ ビ タ ー で あ り う る 。 該 組 成 物 は 単 独 で 、 ま た は い ず れ か の 安 定 化 化 合
物 な ど の 少 な く と も １ つ の 他 の 薬 剤 と 組 合 わ せ て 投 与 し て も よ く 、 限 定 さ れ る も の で な い
が 、 塩 類 、 緩 衝 化 塩 類 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 お よ び 水 を 含 む 無 菌 で 生 体 適 合 性 の 製 薬 担 体 に
入 れ て 投 与 し て も よ い 。 組 成 物 を 単 独 で ま た は 他 の 薬 剤 、 薬 物 ま た は ホ ル モ ン と 一 緒 に 患
者 に 投 与 し て も よ い 。
【 ０ １ ２ ６ 】
本 発 明 に お い て 利 用 す る 医 薬 組 成 物 は 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 経 口 、 静 脈 内 、 筋 内 、
動 脈 内 、 髄 内 、 く も 膜 下 腔 内 、 脳 室 内 、 経 皮 、 皮 下 、 腹 腔 内 、 鼻 腔 内 、 腸 内 、 局 所 、 舌 下
、 ま た は 直 腸 に よ る 方 法 を 含 む い ず れ の 数 の 径 路 に よ り 投 与 し て も よ い 。 こ れ ら の 医 薬 組
成 物 は 、 活 性 成 分 の ほ か に 、 活 性 化 合 物 の 医 薬 上 使 用 し う る 調 製 物 へ の 加 工 を 容 易 に す る
賦 形 剤 お よ び 助 剤 を 含 む 適 当 な 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 有 し て も よ い 。 製 剤 お よ び 投 与
の た め の 技 術 の さ ら な る 詳 細 は 、 「 Remington's Pharmaceutical Sciences（ レ ミ ン ト ン
の 製 薬 科 学 ） 」 （ Maack Publishing Co., Easton, Pa.） の 最 新 版 に 見 出 し う る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
経 口 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 用 い て 経 口 投 与
に 適 し た 投 与 量 で 製 剤 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 担 体 に よ り 、 医 薬 組 成 物 を 患 者 に よ
る 摂 取 の た め の 錠 剤 、 ピ ル 、 糖 剤 、 カ プ セ ル 、 液 剤 、 ジ ェ ル 、 シ ロ ッ プ 、 ス ラ リ ー 、 懸 濁
剤 な ど と し て 製 剤 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
経 口 用 の 医 薬 調 製 物 は 、 活 性 化 合 物 と 固 体 賦 形 剤 と を 組 合 わ せ 、 場 合 に よ っ て は 得 ら れ る
混 合 物 を 粉 砕 し か つ 、 も し 所 望 で あ れ ば 、 錠 剤 ま た は 糖 衣 コ ア を 得 る た め の 適 当 な 助 剤 を
加 え た 後 に 顆 粒 の 混 合 物 を 加 工 す る こ と を 通 し て 、 得 る こ と が で き る 。 適 当 な 賦 形 剤 は 、
炭 水 化 物 ま た は タ ン パ ク 質 フ ィ ラ ー 、 例 え ば 、 ラ ク ト ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル 、
ま た は ソ ル ビ ト ー ル を 含 む 糖 類 ； ト ウ モ ロ コ シ 、 コ ム ギ 、 コ メ 、 ジ ャ ガ イ モ 、 ま た は 他 の
植 物 か ら の デ ン プ ン ； メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル -セ ル ロ ー ス 、 ま た
は ナ ト リ ウ ム カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス な ど の セ ル ロ ー ス ； ア ラ ビ ッ ク お よ び ト ラ ガ カ
ン ト を 含 む ガ ム ； な ら び に ゼ ラ チ ン お よ び コ ラ ー ゲ ン な ど の タ ン パ ク 質 で あ る 。 も し 所 望
で あ れ ば 、 架 橋 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 寒 天 、 ア ル ギ ン 酸 、 ま た は そ れ ら の 塩 、 例 え ば ア
ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム な ど の 崩 壊 剤 ま た は 可 溶 化 剤 を 加 え て も よ い 。
【 ０ １ ２ ９ 】
糖 剤 コ ア を 、 ア ラ ビ ッ ク ゴ ム 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 カ ル ボ ポ ル ジ ェ ル （ carbopol gel
） 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 お よ び ／ ま た は 二 酸 化 チ タ ン 、 ラ ッ カ ー 溶 液 、 お よ び 有 機
溶 媒 ま た は 溶 媒 混 合 液 も 含 有 す る 高 濃 度 糖 溶 液 の よ う な 、 適 当 な コ ー テ ィ ン グ と 一 緒 に 使
っ て も よ い 。 製 品 同 定 の た め に ま た は 活 性 化 合 物 の 量 す な わ ち 、 投 与 量 を 特 徴 付 け る た め
に 、 染 料 ま た は 含 量 を 錠 剤 ま た は 糖 剤 コ ー テ ィ ン グ に 加 え て も よ い 。
【 ０ １ ３ ０ 】
経 口 用 に 使 用 し う る 医 薬 調 製 物 と し て は 、 ゼ ラ チ ン で 作 っ た プ ッ シ ュ -フ ィ ッ ト カ プ セ ル
、 な ら び に ゼ ラ チ ン お よ び グ リ セ ロ ー ル ま た は ソ ル ビ ト ー ル な ど の コ ー テ ィ ン グ で 作 っ た
シ ー ル し た ソ フ ト カ プ セ ル が 挙 げ ら れ る 。 プ ッ シ ュ -フ ィ ッ ト カ プ セ ル は 、 ラ ク ト ー ス ま
た は デ ン プ ン な ど の フ ィ ラ ー ま た は 結 合 剤 、 タ ル ク ま た は ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム な ど
の 潤 滑 剤 、 お よ び 場 合 に よ っ て は 、 安 定 剤 と 混 合 し た 活 性 成 分 を 含 有 し て も よ い 。 ソ フ ト
カ プ セ ル で は 、 活 性 化 合 物 を 、 脂 肪 油 液 、 ま た は 液 状 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど の 適 当
な 液 中 に 安 定 剤 と と も に ま た は な し で 溶 解 ま た は 懸 濁 し て も よ い 。
【 ０ １ ３ １ 】
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非 経 口 投 与 用 に 適 当 で あ る 医 薬 製 剤 は 、 水 溶 液 、 好 ま し く は ハ ン ク （ Hank） 溶 液 、 リ ン ゲ
ル （ Ringer） 溶 液 、 ま た は 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 な ど の 生 理 学 的 に 適 合 し う る バ ッ フ ァ ー に 入
れ て 製 剤 す る こ と が で き る 。 水 性 注 射 懸 濁 液 は 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ソ ル ビ ト
ー ル 、 ま た は デ キ ス ト ラ ン な ど の 懸 濁 液 の 粘 度 を 増 加 す る 物 質 を 含 有 し て も よ い 。 さ ら に
、 活 性 化 合 物 の 懸 濁 液 は 、 適 当 な 油 性 注 射 懸 濁 液 と し て 調 製 す る こ と も で き る 。 適 当 な 親
油 性 溶 媒 ま た は ビ ヒ ク ル と し て は 、 ゴ マ 油 な ど の 脂 肪 油 、 ま た は オ レ イ ン 酸 エ チ ル も し く
は ト リ グ リ セ リ ド な ど の 合 成 脂 肪 酸 エ ス テ ル 、 ま た は リ ポ ソ ー ム が 挙 げ ら れ る 。 場 合 に よ
っ て は 、 懸 濁 液 は ま た 、 適 当 な 安 定 剤 ま た は 化 合 物 の 溶 解 度 を 増 加 し て 高 濃 度 溶 液 の 調 製
を 可 能 に す る 薬 剤 を 含 有 し て も よ い 。
【 ０ １ ３ ２ 】
局 所 ま た は 経 鼻 投 与 に 対 し て は 、 透 過 す べ き 特 定 の バ リ ヤ ー に と っ て 適 当 な 貫 入 剤 を 製 剤
に 用 い る 。 そ の よ う な 貫 入 剤 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ る 方 法 、 例 え ば 、 通 常 の 混 合 、 溶 解 、 造 粒 、
糖 衣 、 磨 砕 、 乳 化 、 カ プ セ ル 化 、 封 入 ま た は 凍 結 乾 燥 の 方 法 に よ り 製 造 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ３ ４ 】
医 薬 組 成 物 は 、 塩 と し て 与 え て も よ く 、 か つ 、 限 定 さ れ る も の で な い が 、 塩 酸 、 硫 酸 、 酢
酸 、 乳 酸 、 酒 石 酸 、 リ ン ゴ 酸 、 コ ハ ク 酸 な ど の 多 数 の 酸 を 用 い て 作 る こ と が で き る 。 塩 は
、 対 応 す る 遊 離 塩 基 形 態 よ り も 水 溶 液 ま た は 他 の プ ロ ト ン 性 溶 媒 中 に よ く 溶 解 す る 傾 向 が
あ る 。 他 の 事 例 で は 、 好 ま し い 調 製 物 は 凍 結 乾 燥 粉 末 で あ っ て 、 1-50mM ヒ ス チ ジ ン 、 0.1
％ -2％ ス ク ロ ー ス 、 お よ び 2-7％ マ ン ニ ト ー ル の い ず れ か ま た は 全 て を 含 有 し て も よ く 、 p
H範 囲 は 4.5か ら 5.5で あ り 、 使 用 前 に バ ッ フ ァ ー と 組 合 わ せ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
医 薬 組 成 物 を 調 製 し た 後 に 、 そ れ ら を 適 当 な 容 器 に 収 納 し て 治 療 の 適 応 症 に 対 す る ラ ベ ル
を 付 け る 。 そ の よ う な ラ ベ ル は 、 hASIC1Bの 投 与 に つ い て の 量 、 頻 度 、 お よ び 治 療 方 法 を
含 み う る 。 本 発 明 に お け る 使 用 に 適 当 な 医 薬 組 成 物 は 、 活 性 成 分 を 意 図 す る 目 的 を 達 成 す
る た め に 有 効 な 量 だ け 含 有 す る 組 成 物 を 含 む 。 有 効 な 用 量 は 当 業 者 の 能 力 に よ り 十 分 決 定
で き る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
い ず れ の 化 合 物 に つ い て も 、 治 療 上 有 効 な 用 量 は 、 最 初 に 、 例 え ば 新 生 物 細 胞 の 細 胞 培 養
ア ッ セ イ 、 ま た は 、 通 常 、 マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ 、 ま た は ブ タ で あ る 動 物 モ デ ル に お い て
評 価 す る こ と が で き る 。 動 物 モ デ ル は ま た 、 適 当 な 濃 度 範 囲 お よ び 投 与 径 路 を 決 定 す る た
め に 利 用 し て も よ い 。 次 い で 、 そ の よ う な 情 報 を 用 い て ヒ ト に お け る 投 与 に 対 す る 有 効 な
用 量 お よ び 径 路 を 決 定 す る 。 治 療 上 有 効 な 用 量 は 、 症 候 群 ま た は 症 状 を 改 善 す る 活 性 成 分
、 例 え ば hASIC1Bま た は そ の 断 片 、 hASIC1Bの 抗 体 、 hASIC1Bの ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス
ト ま た は イ ン ヒ ビ タ ー の 量 を 意 味 す る 。 治 療 有 効 性 お よ び 毒 性 は 、 細 胞 培 養 ま た は 実 験 動
物 に お い て 標 準 の 製 薬 上 の 方 法 に よ り 決 定 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 ED50（ 集 団 の 50％ に
お い て 治 療 上 有 効 な 用 量 ） お よ び LD50（ 集 団 の 50％ に 対 す る 致 死 用 量 ） で あ る 。 治 療 と 毒
性 効 果 の 間 の 用 量 比 が 治 療 指 数 で あ り 、 比 LD50/ED50と し て 表 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
大 き 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 お よ び 動 物 研 究 か ら 得 た
デ ー タ を ヒ ト に 用 い る 用 量 範 囲 を 製 剤 す る の に 利 用 す る 。 そ の よ う な 組 成 物 に 含 有 さ れ る
投 与 量 は 、 好 ま し く は ED50を 含 み か つ 毒 性 が 少 し し か な い か ま た は 全 く 無 い 循 環 濃 度 の 範
囲 内 に あ る 。 投 与 量 は こ の 範 囲 内 で 、 利 用 す る 投 与 剤 形 、 患 者 の 感 受 性 、 お よ び 投 与 径 路
に 依 存 し て 変 化 す る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
正 確 な 投 与 量 は 、 開 業 医 が 、 治 療 を 必 要 と す る 被 験 者 に 関 す る 諸 因 子 を 照 合 し て 決 定 し う
る 。 投 与 量 お よ び 投 与 は 、 十 分 な レ ベ ル の 活 性 部 分 を 与 え る か ま た は 所 望 の 効 果 を 維 持 す
る よ う に 調 節 す る 。 考 慮 す べ き 因 子 と し て は 、 病 状 の 重 篤 度 、 被 験 者 の 一 般 的 健 康 状 態 、
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年 齢 、 体 重 、 お よ び 被 験 者 の 性 別 、 食 事 、 投 与 の 時 間 お よ び 頻 度 、 薬 物 組 合 わ せ 、 反 応 感
受 性 、 な ら び に 治 療 に 対 す る 耐 性 ／ 応 答 性 が 挙 げ ら れ る 。 長 期 作 用 医 薬 組 成 物 を 、 特 定 の
製 剤 の 半 減 期 お よ び ク リ ア ラ ン ス 率 に 依 存 し て 、 ３ ま た は ４ 日 毎 、 毎 週 、 ま た は 隔 週 投 与
し て も よ い 。
【 ０ １ ３ ９ 】
通 常 の 投 与 量 は 、 投 与 径 路 に 依 存 し て 、 0.1～ 100,000μ g、 全 用 量 約 １ ｇ ま で 変 化 し う る
。 特 定 の 投 与 量 お よ び 送 達 の 方 法 に 関 す る 手 引 き は 文 献 に 与 え ら れ て い て 、 一 般 的 に 当 技
術 分 野 の 開 業 医 は 利 用 し う る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て は 、 タ ン パ ク 質 ま
た は そ の イ ン ヒ ビ タ ー に 対 す る の と 異 な る 製 剤 を 採 用 す る で あ ろ う 。 同 様 に ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 送 達 は 特 定 の 細 胞 、 条 件 、 部 位 な ど に 対 し て 特 異 的 で あ ろ う 。
【 ０ １ ４ ０ 】

他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 hASIC1Bと 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 、 hASIC1Bの 発 現 が 特 徴 で あ
る 症 状 ま た は 疾 患 の 診 断 に 、 ま た は hASIC1B、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト ま た は イ ン ヒ
ビ タ ー を 用 い て 治 療 す る 患 者 を モ ニ タ ー す る ア ッ セ イ に 利 用 す る こ と が で き る 。 診 断 の 目
的 に 有 用 な 抗 体 は 、 上 記 の 治 療 用 抗 体 と 同 じ 要 領 で 調 製 す る こ と が で き る 。 hASIC1Bの 診
断 ア ッ セ イ は 、 ヒ ト の 体 液 ま た は 細 胞 も し く は 組 織 の 抽 出 物 中 の hASIC1Bを 検 出 す る た め
に 抗 体 お よ び 標 識 を 利 用 す る 方 法 を 含 む 。 抗 体 は 、 改 変 し て ま た は 改 変 し な い で 利 用 し て
も よ く 、 か つ そ れ ら を 共 有 結 合 も し く は 非 共 有 結 合 に よ り レ ポ ー タ ー 分 子 と 接 続 す る こ と
に よ り 標 識 し て も よ い 。 当 技 術 分 野 で 知 ら れ る 広 範 囲 の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 利 用 す る こ と
が で き る の で あ っ て 、 そ れ ら の 数 例 を 上 に 記 載 し た 。
【 ０ １ ４ １ 】
hASIC1Bを 測 定 す る た め の 、 ELISA、 RIA、 お よ び FACSを 含 む 様 々 な プ ロ ト コ ル が 当 技 術 分
野 で は 知 ら れ て い て 、 改 変 さ れ た ま た は 異 常 な hASIC1B発 現 の レ ベ ル を 診 断 す る 基 準 を 提
供 す る 。 hASIC1B発 現 の 正 常 ま た は 標 準 値 は 、 正 常 な 哺 乳 類 被 験 者 、 好 ま し く は ヒ ト か ら
採 取 し た 体 液 ま た は 細 胞 抽 出 物 を hASIC1Bに 対 す る 抗 体 と 、 複 合 体 形 成 に 適 当 な 条 件 の も
と で 組 合 わ せ る こ と に よ り 確 立 す る 。 標 準 複 合 体 形 成 の 量 は 、 様 々 な 方 法 に よ り 、 好 ま し
く は 測 光 手 段 に よ り 定 量 す る こ と が で き る 。 対 照 お よ び 罹 患 被 験 者 に お い て 生 検 組 織 か ら
の サ ン プ ル に 発 現 し た hASIC1Bの 量 を 標 準 値 と 比 較 す る 。 標 準 値 と 被 験 者 値 の 間 の 偏 差 が
、 疾 患 を 診 断 す る た め の パ ラ メ ー タ ー と な る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 hASIC1Bを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 診 断 の 目 的
に 利 用 す る こ と が で き る 。 利 用 し う る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と し て は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 、 ア ン チ セ ン ス RNAお よ び DNA分 子 、 お よ び PNAが 挙 げ ら れ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 hAS
IC1Bの 発 現 が 疾 患 と 相 関 の あ る 生 検 組 織 中 の 遺 伝 子 発 現 を 検 出 し か つ 定 量 す る の に 利 用 す
る こ と が で き る 。 診 断 ア ッ セ イ を 利 用 し て 、 hASIC1Bの 不 在 、 存 在 、 お よ び 過 剰 発 現 を 識
別 し 、 か つ 治 療 介 入 中 の hASIC1Bレ ベ ル の 調 節 を モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
一 態 様 に お い て は 、 hASIC1Bも し く は 密 接 に 関 係 し た 分 子 を コ ー ド す る 、 ゲ ノ ム 配 列 を 含
む 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 検 出 で き る PCRプ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 利 用 し て
、 hASIC1Bを コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 同 定 す る こ と が で き る 。 プ ロ ー ブ の 特 異 性 、 す な わ ち
、 そ れ が 高 度 に 特 異 的 領 域 、 例 え ば 、 5'調 節 領 域 に お け る 10個 の ユ ニ ー ク な ヌ ク レ オ チ ド
、 ま た は 例 え ば 、 特 に 3'コ ー ド 領 域 に お け る 低 度 に 特 異 的 領 域 か ら な る か ど う か 、 お よ び
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は 増 幅 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー （ 最 大 、 高 、 中 、 ま た は 低 ） が
、 そ の プ ロ ー ブ が hASIC1Bを コ ー ド す る 天 然 配 列 だ け 、 対 立 遺 伝 子 、 ま た は 関 係 す る 配 列
を 同 定 す る か ど う か を 決 定 し う る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
プ ロ ー ブ は ま た 、 関 係 配 列 を 検 出 す る た め に 利 用 す る こ と も で き 、 そ の 場 合 、 好 ま し く は
hASIC1Bを コ ー ド す る 配 列 の い ず れ か 由 来 の ヌ ク レ オ チ ド を 少 な く と も 50％ を 含 有 し な け
れ ば な ら な い 。 本 発 明 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は DNAま た は RNAで あ っ て も よ く
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、 か つ 配 列 番 号 １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら ま た は 天 然 hASIC1Bの プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン
サ ー エ レ メ ン ト 、 お よ び イ ン ト ロ ン を 含 む ゲ ノ ム 配 列 か ら 誘 導 し て も よ い 。
【 ０ １ ４ ５ 】
hASIC1Bを コ ー ド す る DNAに 対 す る 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 産 生 す る 方 法
は 、 hASIC1Bま た は hASIC1B誘 導 体 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 、 mRNAプ ロ ー ブ を 産 生 す る ベ ク
タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ す る ス テ ッ プ を 含 む 。 そ の よ う な ベ ク タ ー は 当 技 術 分 野 で 知 ら れ か
つ 市 販 さ れ て い る の で 、 そ れ を 用 い て 、 適 当 な RNAポ リ メ ラ ー ゼ と 適 当 な 標 識 し た ヌ ク レ
オ チ ド を 加 え る 方 法 に よ り 、 RNAプ ロ ー ブ を in vitro合 成 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は 、 様 々 な レ ポ ー タ ー グ ル ー プ 、 例 え ば 、 32Pま た は 35Sな ど の 放 射
性 核 種 、 ま た は ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン 結 合 系 を 経 由 し て プ ロ ー ブ と 結 合 し た ア ル カ リ ホ ス フ
ァ タ ー ゼ な ど の 酵 素 標 識 な ど に よ り 標 識 す る こ と が で き る 。 hASIC1Bを コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 は 、 hASIC1Bの 発 現 に 関 連 す る 症 状 ま た は 疾 患 の 診 断 に 利 用 す る こ と が で
き る 。 症 状 ま た は 疾 患 の 例 と し て は 、 慢 性 痛 み 、 糖 尿 病 、 癌 、 お よ び AIDSに 関 係 す る 神 経
障 害 性 痛 み 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 ハ ン チ ン ソ ン 病 、 ク ロ イ ツ フ ェ ル ト ‐
ヤ ー コ プ 病 、 お よ び 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 な ど の 神 経 変 性 疾 患 、 お よ び AIDSに 関 係 す る も の
な ど の 痴 呆 、 な ら び に 、 痙 攣 、 癲 癇 、 卒 中 、 お よ び 不 安 と 鬱 病 、 ア ン ギ ナ 、 鬱 血 性 心 疾 患
、 血 管 狭 窄 、 高 血 圧 症 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 再 狭 窄 、 お よ び 出 血 な ど の 循 環 器 病 が
挙 げ ら れ る 。 患 者 生 検 か ら 得 た 体 液 ま た は 組 織 を 用 い る サ ザ ン ま た は ノ ー ザ ン 分 析 、 ド ッ
ト ブ ロ ッ ト 、 ま た は 他 の 膜 に 基 づ く 技 術 ； PCR技 術 ； ま た は デ ィ ッ プ ス テ ィ ッ ク （ dip sti
ck） 、 ピ ン 、 ELISAま た は チ ッ プ ア ッ セ イ に お い て 、 hASIC1Bを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 利 用 し て 、 hASIC1Bの 改 変 さ れ た 発 現 を 検 出 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 定 性
ま た は 定 量 的 方 法 は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
特 定 の 態 様 に お い て は 、 hASIC1Bを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 様 々 な 神 経 学 的 ま た は
他 の 非 神 経 学 的 障 害 、 特 に 以 上 記 載 し た 障 害 を 検 出 す る ア ッ セ イ に 有 用 で あ る 。 hASIC1B
を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 標 準 の 方 法 に よ り 標 識 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合
体 の 形 成 に 適 当 で あ る 条 件 下 で 、 患 者 か ら 採 取 し た 液 ま た は 組 織 サ ン プ ル に 加 え て も よ い
。 適 当 な イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 の 後 、 サ ン プ ル を 洗 浄 し て シ グ ナ ル を 定 量 し て 標 準 値 と
比 較 す る 。 も し 生 検 も し く は 抽 出 サ ン プ ル 中 の シ グ ナ ル の 量 が 比 較 し う る 対 照 サ ン プ ル の
そ れ か ら 有 意 に 変 化 し て い れ ば 、 上 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は サ ン プ ル 中 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い て 、 サ ン プ ル 中 の hASIC1Bを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の レ ベ
ル の 変 化 が 関 連 疾 患 の 存 在 を 示 す 。 ま た そ の よ う な ア ッ セ イ を 利 用 し て 、 動 物 研 究 、 臨 床
研 究 、 ま た は 個 々 の 患 者 の 治 療 モ ニ タ リ ン グ に お け る 特 定 の 治 療 処 置 体 制 の 有 効 性 を 評 価
す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
hASIC1Bの 発 現 に 関 連 す る 疾 患 の 診 断 に 対 す る 基 準 を 与 え る た め に 、 発 現 の 正 常 ま た は 標
準 プ ロ フ ィ ー ル を 確 立 し た 。 こ れ は 、 動 物 ま た は ヒ ト の 正 常 な 被 験 者 か ら 採 取 し た 体 液 ま
た は 細 胞 抽 出 物 を 、 hASIC1Bを コ ー ド す る 配 列 も し く は そ の 断 片 と 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン ま た は 増 幅 に 適 当 な 条 件 下 で 組 合 わ せ る こ と に よ り 実 施 す る こ と が で き る 。 標 準 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 正 常 な 被 験 者 か ら 得 た 値 と 実 質 的 に 精 製 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
既 知 量 を 用 い た 実 験 か ら 得 た 値 と を 比 較 す る こ と に よ り 定 量 す る こ と が で き る 。 正 常 な サ
ン プ ル か ら 得 た 標 準 値 を 疾 患 の 徴 候 が あ る 患 者 由 来 の サ ン プ ル か ら 得 た 値 と 比 較 し て も よ
い 。 標 準 と 被 験 者 値 と の 間 の 偏 差 を 用 い て 疾 患 の 存 在 を 確 立 す る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
い っ た ん 疾 患 を 確 立 し て 処 置 プ ロ ト コ ル を 開 始 す る と 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ
を 定 期 的 基 準 で 繰 返 し 、 患 者 に お け る 発 現 の レ ベ ル が 通 常 の 患 者 で 観 察 さ れ る レ ベ ル に 近
づ き 始 め る か ど う か を 評 価 す る 。 逐 次 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 期 間 に わ た る 治 療 の 有 効 性 を 示 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
神 経 学 的 疾 患 に 関 し て 、 個 人 か ら の 生 検 組 織 中 の 転 写 物 の 比 較 的 高 い 量 は 、 そ の 疾 患 の 発
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生 に 対 す る 素 因 を 示 す か ま た は 実 際 の 臨 床 症 候 群 出 現 に 先 立 っ て 疾 患 を 検 出 す る 手 段 を 提
供 し う る 。 こ の タ イ プ の よ り 明 確 な 診 断 に よ り 、 保 健 専 門 家 は 予 防 的 対 策 ま た は 攻 撃 的 治
療 を 早 い 段 階 で 採 用 し 、 そ れ に よ り 疾 患 の 発 生 ま た は さ ら な る 進 行 を 防 止 す る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
hASIC1Bを コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の さ ら な る 診 断 上 の 用 途 は 、 PCRの 用 途 に 関 わ り
う る 。 そ の よ う な オ リ ゴ マ ー は 、 化 学 的 に 合 成 し 、 酵 素 に よ っ て 作 製 し 、 ま た は 組 換 え 供
給 源 か ら 産 生 す る こ と が で き る 。 オ リ ゴ マ ー は 好 ま し く は ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 １ つ
は セ ン ス 方 向 そ し て 他 の １ つ は ア ン チ セ ン ス か ら な り 、 特 定 の 遺 伝 子 ま た は 症 状 を 同 定 す
る た め の 最 適 な 条 件 の も と で 使 用 す る 。 同 じ ２ つ の オ リ ゴ マ ー 、 す な わ ち オ リ ゴ マ ー の ネ
ス ト 化 セ ッ ト ま た は オ リ ゴ マ ー の 縮 重 プ ー ル で も 、 よ り 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 下
で 、 密 接 に 関 連 し た DNAま た は RNA配 列 の 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 に 利 用 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ５ １ 】
hASIC1Bの 発 現 を 定 量 す る た め に 利 用 し う る 方 法 と し て は ま た 、 放 射 標 識 ま た は ビ オ チ ン
化 ヌ ク レ オ チ ド 、 対 照 核 酸 の 同 時 増 幅 、 お よ び 実 験 結 果 を 内 挿 し た 標 準 曲 線 も 挙 げ ら れ る
（ Melby, P. C.ら  (1993) J. Immunol. Methods, 159: 235-244； Duplaa, C.ら  (1993) A
nal. Biochem. 229-236） 。 多 サ ン プ ル の 定 量 速 度 は 、 ア ッ セ イ を 、 目 的 の オ リ ゴ マ ー を
様 々 な 希 釈 度 で 提 示 し か つ 分 光 光 度 ま た は 比 色 応 答 が 高 速 の 定 量 値 を 与 え る ELISAフ ォ ー
マ ッ ト で 実 施 す る こ と に よ り 加 速 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 hASIC1Bを コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 利 用 し て 、 天 然 ゲ ノ
ム 配 列 を マ ッ ピ ン グ す る の に 有 用 で あ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 作 製 す る こ と
も で き る 。 周 知 の 技 術 を 用 い て 、 配 列 を 特 定 の 染 色 体 に 、 ま た は 染 色 体 の 特 定 領 域 に マ ッ
ピ ン グ す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 技 術 と し て は 、 FISH、 FACS、 ま た は 酵 母 人 工 染 色 体
な ど の 人 工 染 色 体 構 築 物 、 細 菌 人 工 染 色 体 、 細 菌 P1構 築 物 ま た は 単 一 染 色 体 cDNAラ イ ブ ラ
リ ー が 挙 げ ら れ 、 Price, C. M.（ 1993; Blood Rev. 7: 127-134） お よ び Trask, B. J.（ 1
991; Trends Genet. 7: 149-154） の 総 説 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
FISH（ Vermaら  (1988) 「 Human Chromosomes: A Manual of Basic Techniques（ ヒ ト 染 色
体 ： 基 礎 技 術 の マ ニ ュ ア ル ） 」 , Pergamon Press, New York, N.Y.に 記 載 ） は 他 の 物 理 的
染 色 体 マ ッ ピ ン グ 技 術 お よ び 遺 伝 子 マ ッ プ デ ー タ と 相 関 が あ り う る 。 遺 伝 マ ッ プ デ ー タ の
例 は 、 1994年 「 Genome Issue of Science（ Scienceの ゲ ノ ム 特 集 号 ） 」 （ 265:1981f） に
見 る こ と が で き る 。 hASIC1Bを コ ー ド す る 遺 伝 子 の 物 理 的 染 色 体 マ ッ プ 上 の 位 置 と 特 定 疾
患 ま た は 特 定 疾 患 に 対 す る 素 因 と の 相 関 は 、 遺 伝 病 に 関 連 す る DNAの 領 域 を 限 定 す る の に
役 立 ち う る 。 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 用 い て 、 正 常 者 、 保 有 者 、 ま た は 罹 患 者 の 間 の
遺 伝 子 配 列 の 差 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
染 色 体 調 製 物 の in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 確 立 し た 染 色 体 マ ー カ ー を 用 い る
連 鎖 解 析 な ど の 物 理 的 マ ッ ピ ン グ 技 術 は 、 遺 伝 地 図 を 広 げ る た め に 利 用 す る こ と が で き る
。 特 定 の ヒ ト 染 色 体 の 番 号 ま た は ア ー ム が 未 知 で あ っ て も 、 し ば し ば 、 マ ウ ス な ど の 他 の
哺 乳 類 動 物 種 の 染 色 体 上 の 遺 伝 子 の 配 置 が 関 連 す る マ ー カ ー を 示 し う る 。 物 理 的 マ ッ ピ ン
グ に よ り 、 新 し い 配 列 を 、 染 色 体 ア ー ム ま た は そ の 部 分 に 割 当 て る こ と が で き る 。 こ れ は
、 研 究 者 が 位 置 ク ロ ー ニ ン グ ま た は 他 の 遺 伝 子 発 見 技 術 を 用 い て 疾 患 遺 伝 子 を 探 す た め の
貴 重 な 情 報 を 与 え る 。 い っ た ん 疾 患 ま た は 症 候 群 が 、 遺 伝 連 鎖 に よ り 、 大 雑 把 に 特 定 の ゲ
ノ ム 領 域 、 例 え ば AT～ 11q22-23に 局 在 化 さ れ る と （ Gattiら  (1988) Nature 336: 577-580
） 、 そ の 領 域 に マ ッ ピ ン グ す る い ず れ の 配 列 も さ ら な る 研 究 の た め の 関 連 ま た は 調 節 遺 伝
子 と な り う る 。 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は ま た 、 正 常 者 、 保 有 者 、 ま た は 罹 患 者 の 間 の
転 座 （ translocation） 、 逆 位 （ inversion） な ど に よ る 染 色 体 位 置 の 差 を 検 出 す る の に 利
用 す る こ と も で き る 。

10

20

30

40

50

(30) JP 2005-505264 A 2005.2.24



【 ０ １ ５ ５ 】

本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 hASIC1B、 そ の 触 媒 ま た は 免 疫 原 性 断 片 ま た は そ の オ
リ ゴ マ ー を 利 用 し て 、 様 々 な 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 の い ず れ か に お い て 、 化 合 物 の ラ イ
ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 そ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ に 採 用 す る 断 片
は 、 溶 液 中 に 遊 離 し て い て も 、 固 体 支 持 体 に 付 着 し て い て も 、 細 胞 表 面 上 に 保 持 さ れ て い
て も 、 ま た は 細 胞 内 に 位 置 し て も よ い 。 hASIC1Bと 試 験 す る 薬 剤 と の 間 の 結 合 複 合 体 の 形
成 を 測 定 し て も よ い 。 こ の よ う に し て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 小 分 子 基 質 と 、 例
え ば 、 細 胞 、 無 細 胞 調 製 物 、 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー 、 お よ び 自 然 産 物 混 合 物 中 の リ ガ ン ド と の
結 合 を 評 価 す る た め に 利 用 し て も よ い 。 こ れ ら の 基 質 と リ ガ ン ド は 自 然 の 基 質 と リ ガ ン ド
で あ っ て も よ い し ま た は 構 造 的 も し く は 機 能 的 模 倣 物 で あ っ て も よ い 。 一 般 的 に 、 そ の よ
う な ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 そ の 表 面 上 に 本 発 明 の 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 適 当 な
細 胞 を 作 る こ と に 関 わ る 。 そ の よ う な 細 胞 と し て は 、 哺 乳 類 動 物 、 酵 母 、 昆 虫 （ 例 え ば 、
シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ ） ま た は 細 菌 （ 例 え ば 、 大 腸 菌 （ E. coli） ） が 挙 げ ら れ る 。 次 に 、 受
容 体 を 発 現 す る 細 胞 （ ま た は 、 発 現 し た 受 容 体 を 含 有 す る 細 胞 膜 ） を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ
せ て 、 結 合 、 ま た は 機 能 的 応 答 の 刺 激 も し く は 抑 制 （ 例 え ば 、 プ ロ ト ン 活 性 化 電 流 の 抑 制
） を 観 察 す る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
ア ッ セ イ は 候 補 化 合 物 の 結 合 を 単 純 に 試 験 し て も よ く 、 そ の 場 合 、 受 容 体 を 担 う 細 胞 に 対
す る 接 着 を 、 直 接 ま た は 間 接 に 候 補 化 合 物 に 関 連 す る 標 識 を 使 う こ と に よ る か 、 ま た は 標
識 し た 競 合 物 と の 競 合 に 関 わ る ア ッ セ イ で 検 出 す る 。 さ ら に 、 こ れ ら の ア ッ セ イ は 、 受 容
体 の 活 性 化 に よ り 発 生 す る シ グ ナ ル を 候 補 化 合 物 が 生 じ る か ど う か を 、 そ の 表 面 に 受 容 体
を 担 う 細 胞 に 適 当 な 検 出 系 （ 例 え ば 、 パ ッ チ ク ラ ン プ に よ る か 、 ま た は 好 ま し く は イ オ ン
イ メ ー ジ ン グ に よ り 測 定 し た イ オ ン 透 過 の 増 加 ） を 用 い て 試 験 し て も よ い 。 活 性 化 の イ ン
ヒ ビ タ ー は 一 般 的 に 既 知 の ア ゴ ニ ス ト （ agonist） （ 例 え ば 、 プ ロ ト ン ） の 存 在 の も と で
ア ッ セ イ し 、 ア ゴ ニ ス ト に よ る 活 性 化 に 対 す る 候 補 化 合 物 の 効 果 を 観 察 す る 。 そ の よ う な
ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 実 施 す る 標 準 的 方 法 は 当 技 術 分 野 で は 十 分 理 解 さ れ て い る 。 典
型 的 に は 、 そ の 応 答 を 細 胞 の 電 圧 固 定 （ voltage clamping） の よ う な 測 定 方 法 を 伴 う マ イ
ク ロ 電 極 技 術 を 利 用 し て 測 定 し 、 そ の 場 合 、 イ オ ン チ ャ ン ネ ル の 活 性 化 は マ イ ク ロ 電 極 を
用 い て 検 出 し た 内 向 き ま た は 外 向 き 電 流 に よ り 確 認 す る こ と が で き る 。 2 2 Na、 8 6 Rb、 4 5 Ca
放 射 標 識 陽 イ オ ン ま た は 1 4 Cも し く は 3 Hグ ア ニ ジ ン を 用 い て そ の よ う な イ オ ン 流 束 を 評 価
し て も よ い ； ナ ト リ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム ま た は カ リ ウ ム イ オ ン 感 受 性 染 料 （ 例 え ば 、 フ ラ -
２ （ Fura-2） 、 ま た は イ ン ド （ Indo） ） を 用 い て 受 容 体 イ オ ン チ ャ ン ネ ル を 通 し て の イ オ
ン 通 過 を モ ニ タ ー し て も よ い し 、 ま た は 電 位 感 受 性 染 料 を 用 い て 脱 分 極 な ど の 電 位 変 化 を
モ ニ タ ー し て も よ い 。
【 ０ １ ５ ７ 】
あ る い は 、 構 成 的 活 性 hASIC1Bチ ャ ン ネ ル を 作 る 目 的 で 、 hASIC1B cDNAを 突 然 変 異 す る こ
と も 可 能 で あ り 、 こ れ は 他 の DEG/EnaCフ ァ ミ リ ー メ ン バ ー で 示 さ れ て い る （ Huangら , Nat
ure 367: 467； Waldmanら , J Biol Chem 1997: 271; 10433） 。 そ し て 、 構 成 的 活 性 hASIC
1Bチ ャ ン ネ ル を 宿 主 細 胞 に 発 現 さ せ て 、 チ ャ ン ネ ル 活 性 が 不 変 で あ る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ
セ イ を 作 る こ と が で き る 。 チ ャ ン ネ ル 活 性 の 記 録 は 、 直 接 的 に （ 例 え ば 、 パ ッ チ ク ラ ン プ
） も し く は 間 接 的 に （ 例 え ば 、 蛍 光 プ ロ ー ブ ） 膜 電 圧 分 析 に よ り ま た は ナ ト リ ウ ム 進 入 測
定 （ 放 射 性 ナ ト リ ウ ム 流 入 流 束 、 蛍 光 プ ロ ー ブ 、 ま た は レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 ） に よ り 実 施 す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
利 用 し う る 他 の 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ の 技 術 は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 と 適 当 な 結 合 ア フ ィ ニ テ
ィ を 有 す る 化 合 物 の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ・ ス ク リ ー ニ ン グ を 提 供 し 、 公 開 PCT出 願 特 許 W084/
03564に 記 載 の 通 り で あ る 。 こ の 方 法 に お い て は 、 hASIC1Bに 適 用 す る 場 合 、 多 数 の 様 々 な
小 分 子 試 験 化 合 物 を 固 相 基 質 、 例 え ば 、 プ ラ ス チ ッ ク ピ ン ま た は そ の 他 の 表 面 上 に 合 成 す
る 。 該 試 験 化 合 物 を hASIC1Bま た は そ の 断 片 と 反 応 さ せ 、 そ し て 洗 浄 す る 。 結 合 し た hASIC
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1Bを 次 い で 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ り 検 出 す る 。 精 製 し た hASIC1Bを 直 接 プ レ ー ト 上
に コ ー ト し て 上 記 の 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に 利 用 し て も よ い 。 あ る い は 、 非 中 和 化 抗 体
を 利 用 し て ペ プ チ ド を 捕 獲 し て そ れ を 固 体 支 持 体 上 に 固 定 し て も よ い 。
【 ０ １ ５ ９ 】
他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 hASIC1Bと 結 合 し う る 中 和 化 抗 体 が hASIC1Bと の 結 合 に つ い て 試
験 化 合 物 と 特 異 的 に 競 合 す る 、 競 合 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 利 用 し て も よ い 。 こ の
方 式 に お い て は 、 抗 体 を 用 い て 、 １ 以 上 の 抗 原 決 定 基 を hASIC1Bと 共 有 す る あ ら ゆ る ペ プ
チ ド の 存 在 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
さ ら な る 実 施 形 態 に お い て は 、 hASIC1Bを コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 今 後 開 発 さ れ る
い ず れ の 分 子 生 物 学 技 術 に 使 用 し て も よ い 、 た だ し 、 上 記 新 技 術 は 、 限 定 さ れ る も の で な
い が 、 ト リ プ レ ッ ト 遺 伝 子 コ ー ド お よ び 特 定 の 塩 基 対 相 互 作 用 の よ う な 特 性 を 含 む 、 現 在
公 知 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 特 性 に 依 る こ と を 条 件 と す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ６ １ 】

以 下 の 実 施 例 は 本 発 明 を さ ら に 説 明 す る こ と を 意 図 す る も の で あ り 、 本 発 明 の 範 囲 を い ず
れ の 方 法 で も 限 定 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。 今 ま で ま た は 以 下 の 実 施 例 に お い て
の い ず れ で あ れ 、 本 明 細 書 に 引 用 し た 全 て の 参 考 文 献 は 、 そ の 全 文 が 参 照 に よ り 明 白 に 組
み 入 れ ら れ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】

ラ ッ ト ASIC1B Ｎ 末 端 ポ リ ペ プ チ ド の 特 徴 を も つ 選 択 し た ポ リ ペ プ チ ド モ チ ー フ を 用 い る
全 GenBankデ ー タ ベ ー ス の blastサ ー チ に よ り 、 ヒ ト ゲ ノ ム ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 分 子 （ GenBan
k受 託 ： AC025154、 AC074032、 AC025361） を 検 索 し た 。 次 い で 、 上 に 引 用 し た ゲ ノ ム cDNA
配 列 の 、 ク ロ ー ニ ン グ し た ASICフ ァ ミ リ ー メ ン バ ー と の 配 列 比 較 お よ び ア ラ イ ン メ ン ト な
ら び に コ ン セ ン サ ス イ ン ト ロ ン ／ エ キ ソ ン ス プ ラ イ シ ン グ 部 位 に 基 づ く 方 法 論 的 解 析 に よ
り 、 新 規 ヒ ト ASICサ ブ ユ ニ ッ ト （ 本 明 細 書 で hASIC1Bと 名 づ け た ） を 同 定 す る こ と が で き
た 。 開 示 さ れ た ラ ッ ト ASIC1Bと の ア ラ イ ン メ ン ト は 、 両 方 の 受 容 体 が 5-プ ラ イ ム 末 端 で 異
な る こ と お よ び ヒ ト 受 容 体 の 開 始 メ チ オ ニ ン が 明 ら か で な い こ と を 直 接 、 示 し た 。 同 定 し
た ヒ ト 配 列 は ３ つ の 潜 在 的 開 始 部 位 を 含 有 す る の で （ 図 １ 参 照 ） 、 ３ つ の 推 定 hASIC1B構
築 物 を 調 製 し た 。 機 能 分 析 は hASIC1B受 容 体 の 最 長 バ ー ジ ョ ン だ け が 機 能 的 で あ っ た こ と
を 表 し た の で 、 こ れ が 実 際 の ヒ ト 受 容 体 を 構 成 す る も の で あ り 、 そ れ を RT-PCRに よ り 確 認
し た 。 ASIC受 容 体 の コ ー ド 領 域 の ア ラ イ ン メ ン ト は 、 hASIC1B開 始 セ グ メ ン ト が hASIC4領
域 と 類 似 性 を 示 す こ と を 表 す 。 hASIC1Bの 実 際 の 構 築 は 、 配 列 番 号 ３ お よ び 配 列 番 号 ４ の
特 定 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 逆 転 写 ヒ ト 三 叉 神 経 節 cDNAか ら hASIC1B
の 5-プ ラ イ ム 末 端 の RT-PCR増 幅 に よ り 達 成 し た 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） は 、 Taqお
よ び Pwoポ リ メ ラ ー ゼ （ Roche Diagnostics、 以 前 は Boehringer Mannheimか ら ） の 両 方 を
含 有 す る EXPANDロ ン グ テ ン プ レ ー ト ポ リ メ ラ ー ゼ ミ ッ ク ス （ long-template polymerase m
ix） を 用 い て 実 施 し た 。 反 応 条 件 は 製 造 業 者 の 指 示 書 に 従 っ た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 反 応
混 合 物 は ： dNTPs 0.5mM、 フ ォ ワ ー ド お よ び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー そ れ ぞ れ 1μ M、 RT-cDNAテ
ン プ レ ー ト 5μ L、 10x PCRバ ッ フ ァ ー 5μ Lお よ び ポ リ メ ラ ー ゼ 酵 素 ミ ッ ク ス 0.75μ Lを 含 み
、 全 部 で 最 終 容 積 50μ Lと し た 。 サ ン プ ル を ４ ℃ に 保 っ て 、 酵 素 ミ ッ ク ス を 最 後 に 加 え た
。 次 い で チ ュ ー ブ を サ ー マ ル サ イ ク ラ ー に 直 接 移 し て 94℃ に 予 熱 し 、 そ の 後 、 サ イ ク リ ン
グ を 始 動 し た 。 典 型 的 な サ イ ク リ ン グ 条 件 は 次 の 通 り で あ っ た ： 最 初 の 変 性 ス テ ッ プ ： 94
℃ に て ２ 分 間 、 次 い で 94℃ に て 45秒 、 58℃ に て 45秒 お よ び 72℃ に て ２ 分 間 の 40サ イ ク ル 、
そ の 後 に 72℃ に て 10分 間 の 最 終 伸 長 ス テ ッ プ 。 ヒ ト 三 叉 神 経 節 由 来 の RT-cDNAは 、 RNAま た
は mRNAか ら ス ー パ ー ス ク リ プ ト （ Superscript） ま た は サ ー モ ス ク リ プ ト （ Thermoscript
） 酵 素 ミ ッ ク ス を 用 い て 製 造 業 者 （ Gibco Life Sciences） 指 示 に 従 っ て 調 製 し た 。 RNAお
よ び mRNAは 、 Maniatisら （ 上 記 参 照 ） に 記 載 の よ う な 標 準 分 子 生 物 学 プ ロ ト コ ル を 用 い て
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実 施 例

実 施 例 １ ： hASIC1Bタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 全 長 cDNAの ク ロ ー ニ ン グ



、 ま た は 、 例 え ば S.N.A.P.全 RNA単 離 キ ッ ト 、 Fast Track 2.0、 お よ び マ イ ク ロ Fast Trac
k 2.0 mRNA単 離 キ ッ ト （ InVitrogen） な ど の 市 販 キ ッ ト を 用 い て 調 製 し た 。 増 幅 断 片 を 次
い で 精 製 し 、 HindIIIお よ び Notlで 制 限 酵 素 に よ り 消 化 し 、 そ し て 両 方 の ス プ ラ イ ス 変 異
体 の 共 通 領 域 で あ る hASIC1Aの 3-プ ラ イ ム 断 片 と ラ イ ゲ ー ト し た 。
【 ０ １ ６ ３ 】

配 列 番 号 １ か ら 誘 導 し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ を 用 い て 、 cDNA、 ゲ ノ ム cDNAま
た は mRNAを ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 約 20塩 基 対 か ら な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 標 識 付 け を 具
体 的 に 記 載 す る が 、 さ ら に 長 い cDNA断 片 に つ い て も 本 質 的 に 同 じ 方 法 を 用 い る 。 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を Gene Works2.5.1（ Oxford Molecular） の よ う な 業 界 最 新 技 術 の ソ フ ト ウ エ
ア を 用 い て 設 計 し 、 そ れ ぞ れ の オ リ ゴ マ ー の 50pmolお よ び γ 3 2 Ｐ ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸 （ Am
ersham） の 250μ Ciお よ び T4ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ （ DuPont NEN、 Boston、 Mass.） を
組 合 わ せ る こ と に よ り 標 識 す る 。 標 識 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 セ フ ァ デ ッ ク ス （ Seph
adex） G-25ス ー パ ー フ ァ イ ン 樹 脂 カ ラ ム （ Pharmacia & Upjohn） を 用 い て 実 質 的 に 精 製 す
る 。 次 い で 標 識 し た セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 次 の エ ン ド ヌ ク レ
ア ー ゼ （ Ase I、 Bgl II、 Eco RI、 Pst I、 Xba 1ま た は Pvu II； DuPont NEN） の １ つ を 用
い て 消 化 し た ヒ ト ゲ ノ ム DNAの 、 典 型 的 な 膜 に 基 づ く ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 解 析 に お い
て 利 用 す る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
そ れ ぞ れ の 消 化 物 か ら 得 た DNAを 0.7％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 画 し 、 ナ イ ロ ン 膜 に 移 す （ Ny
tran Plus, Schleicher & Schuell,Durham, N. H.） 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 40℃ に
て 16時 間 実 施 す る 。 非 特 異 的 シ グ ナ ル を 除 去 す る た め に 、 ブ ロ ッ ト を 、 室 温 に て 、 0.1 x
ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 生 理 食 塩 水 お よ び 0.5％ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム ま で 増 加 す る ス ト リ
ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 の も と で 洗 浄 す る 。 XOMAT ARフ ィ ル ム （ Kodak、 Rochester、 N.Y.） を
ホ ス ホ イ メ ー ジ ャ ー カ セ ッ ト （ Molecular Dynamics、 Sunnyvale、 CA） の ブ ロ ッ ト に 数 時
間 露 光 さ せ た 後 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン パ タ ー ン を 視 覚 で 比 較 す る 。
【 ０ １ ６ ５ 】

ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は 、 遺 伝 子 転 写 物 の 存 在 を 検 出 す る た め に 利 用 す る 実 験 室 技 術 で あ
り 、 標 識 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、 特 定 の 細 胞 型 ま た は 組 織 由 来 の RNAを 結 合 し た 膜 と の
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 関 わ る （ Sambrookら 、 前 掲 ） 。
【 ０ １ ６ ６ 】
特 定 の 成 人 ヒ ト 組 織 か ら ま た は 脳 の 切 片 か ら 単 離 し た ポ リ (A)＋ RNAの ２ μ gを 含 有 す る ノ
ー ザ ン ブ ロ ッ ト を 販 売 元 （ Clontech） か ら 入 手 す る 。 プ ロ ー ブ を 、 無 作 為 プ ラ イ ム ラ ベ リ
ン グ （ Pharmacia Biotech Inc.） に よ り 、 ま た は 上 記 の よ う に 、 調 製 す る 。 hASIC1Bの 第
１ エ キ ソ ン の タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 の 5'お よ び 3'末 端 に 特 異 的 な PCRプ ラ イ マ ー （ 配 列 番
号 ５ お よ び 配 列 番 号 ６ ） を PCR反 応 に 利 用 し て 、 全 hASIC1B特 異 的 配 列 を 含 有 す る 断 片 を 作
製 し た 。 こ の 断 片 を pBluescriptベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ し て 利 用 し 、 複 数 の 組 織 ブ ロ
ッ ト を プ ロ ー ブ し た 。 フ ィ ル タ ー を 、 50％ ホ ル ム ア ミ ド 、 5 X SSPE、 ２ ％  SDS、 10 X デ
ン ハ ル ト （ Denhardt's） 溶 液 、 お よ び 100μ g/mlサ ケ 精 子 DNAを 含 有 す る バ ッ フ ァ ー 中 で 一
夜 42℃ に て ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 フ ィ ル タ ー を 、 0.1 X SSC、 0.1％  SDSを 用 い て 55℃ に て
洗 浄 し 、 そ し て Kodak X-Omat ARフ ィ ル ム に ４ 日 間 、 70℃ に て 露 光 し た 。 結 果 は 、 hASIC1B
が 末 梢 組 織 中 に 検 出 さ れ ず 、 主 に 神 経 細 胞 組 織 中 に 発 現 す る こ と を 示 し た 。 脳 に お い て は
、 hASIC1Bは 主 に 視 床 、 尾 側 核 （ caudal nucleus） 、 皮 質 の p.g.、 小 脳 、 黒 質 、 延 髄 、 被
殻 に 発 現 し 、 脳 梁 に 低 レ ベ ル で 発 現 し た 。
【 ０ １ ６ ７ 】

hASIC1Bを 、 pCDNA3中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た hASIC1B cDNA（ 1-5ng） の 核 注 射 に よ り 、 ア
フ リ カ ツ メ ガ エ ル 卵 母 細 胞 に 発 現 さ せ た 。 対 照 卵 母 細 胞 は H 2 Oを 注 射 し た 。 卵 母 細 胞 を 改
変 バ ー ス （ Barth） 溶 液 中 で 18℃ に 維 持 し た 。 注 射 後 1-3日 に 、 電 流 を ２ 電 極 電 圧 固 定 法 に
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実 施 例 ２ ： ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ の 標 識 付 け と 利 用

実 施 例 ３ ： ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 分 析

実 施 例 ４ ： ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル （ Xenopus laevis） 卵 母 細 胞 に お け る hASIC1Bの 発 現



よ り 測 定 し た 。 電 圧 固 定 （ -60 mV/-100 mV） 中 、 卵 母 細 胞 を 116 mM NaCl、 2mM KCl、 1.8m
M CaCl 2 、 10mM 酢 酸 お よ び 5mM Hepes（ NaOHを 用 い て pH 7.4） の 浴 中 に 保 っ た 。 プ ロ ト ン
ゲ ー ト 調 節 （ proton-gating） を 確 認 す る た め に 、 浴 液 を 速 や か に pH 5の 溶 液 に 10秒 間 切
替 え 、 次 い で 浴 液 を 戻 し て 洗 い 流 し た 。 刺 激 溶 液 は 、 元 の 浴 液 の pHを 塩 酸 で 低 下 す る こ と
に よ り 調 製 し た 。 溶 液 の 浸 透 圧 を 浸 透 圧 計 を 用 い て 確 認 し 、 マ ン ニ ト ー ル ま た は 塩 化 コ リ
ン を 用 い て 補 正 し た 。 イ オ ン 選 択 性 を 実 証 す る た め に 、 NaClを LiClま た は KClと 置 換 え た
。 電 流 -電 圧 関 係 を 、 低 pH溶 液 に よ る 刺 激 前 お よ び 中 の 10秒 間 、 -60mVの 保 持 電 位 か ら -100
お よ び +60 mVの 間 の 電 位 へ ス テ ッ プ を 踏 む こ と に よ り 決 定 し た 。 類 似 の 機 能 特 性 決 定 を 、
hASIC1Bを 含 有 す る pcDNAベ ク タ ー を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た COS細 胞 を 用 い て パ ッ チ
ク ラ ン プ （ patch-clamp） で も 実 施 し た 。 pH５ に 応 答 す る 典 型 的 な 電 流 を 、 COS細 胞 お よ び
卵 母 細 胞 を そ れ ぞ れ 用 い て 図 ５ お よ び 図 ６ に 示 し た 。 hASIC1Bチ ャ ン ネ ル に 対 す る pHを 変
化 さ せ た 用 量 -応 答 曲 線 （ 図 ７ ） な ら び に Ｉ ／ Ｖ 曲 線 （ 図 ８ ） を 同 様 な 方 法 で 得 た 。
【 ０ １ ６ ８ 】

DEG/EnaCイ オ ン チ ャ ン ネ ル サ ブ ユ ニ ッ ト は 結 合 し て ホ モ お よ び ／ ま た は へ テ ロ 多 量 体 複 合
体 に な っ て 実 チ ャ ン ネ ル を 形 成 す る 。 従 っ て 、 所 与 の 配 列 中 の 特 定 の ア ミ ノ 酸 を 人 工 的 に
改 変 し て 、 特 定 の サ ブ ユ ニ ッ ト を 、 例 え ば 、 チ ャ ン ネ ル 活 性 に つ い て 無 機 能 で あ る が そ れ
で も 他 の サ ブ ユ ニ ッ ト と 相 互 作 用 す る 能 力 を 保 持 さ せ る こ と が で き る 。 得 ら れ る 、 そ の よ
う な 無 機 能 の 突 然 変 異 を 有 す る 複 合 体 は ア ゴ ニ ス ト が 存 在 し て も 不 活 性 で あ る 。 標 的 と す
る ア ミ ノ 酸 は 、 好 ま し く は 所 与 の イ オ ン チ ャ ン ネ ル サ ブ ユ ニ ッ ト の フ ァ ミ リ ー 全 体 に 高 度
に 保 存 さ れ る も の で あ る 。 本 発 明 者 ら は ASICフ ァ ミ リ ー の あ る 特 定 の ア ミ ノ 酸 を 標 的 と し
た が 、 或 る 保 存 さ れ た Gly残 基 （ す な わ ち 、 ヒ ト ASIC3の 位 置 439、 ま た は hASIC1Bの 位 置 46
9） が 、 Arg残 基 に よ り 置 換 さ れ る と 、 優 性 ネ ガ テ ィ ブ 突 然 変 異 体 を 作 製 す る こ と を 見 出 し
た 。 hASIC3-G439Rを 卵 母 細 胞 で 単 独 に 発 現 さ せ る と 、 電 圧 固 定 条 件 下 で 低 pHに 応 答 す る 電
流 が 観 察 さ れ な い 。 さ ら に 、 こ の 突 然 変 異 体 を 野 生 型 ASIC3サ ブ ユ ニ ッ ト と と も に 同 時 注
射 す る と 、 G439R突 然 変 異 体 の 優 性 ネ ガ テ ィ ブ 効 果 の た め に 、 無 機 能 の チ ャ ン ネ ル が 発 現
し た 。 hASIC1B由 来 の Gly-469の Arg残 基 の 置 換 は 、 市 販 の 突 然 変 異 誘 発 キ ッ ト 「 ク イ ッ ク
チ ェ ン ジ （ QuickChange） 」 （ Stragene） を 用 い て 、 キ ッ ト の 指 示 に 従 っ て 行 っ た 。 簡 単
に 説 明 す る と 、 同 じ 領 域 に お い て そ れ ぞ れ 反 対 の 鎖 に 相 補 的 で あ る ２ つ の 反 平 行 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー で あ っ て 、 単 一 ミ ス マ ッ チ （ Gly-469を コ ー ド す る コ ド ン の 最 初 の
位 置 の 「 Ｃ 」 を 「 Ｇ 」 に 置 換 わ り 、 ヌ ク レ オ チ ド の 残 部 は 同 一 で あ る ） の 所 望 の 突 然 変 異
を 運 ぶ 上 記 プ ラ イ マ ー を 合 成 し た 。 次 い で オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 、 PfuTurbo D
NAポ リ メ ラ ー ゼ に よ り 、 全 長 hASIC1Bを コ ー ド す る cDNAを 含 有 す る テ ン プ レ ー ト と し て pCD
NA3プ ラ ス ミ ド を 用 い て 、 温 度 サ イ ク リ ン グ 処 理 を し て 伸 長 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ
ラ イ マ ー を 組 み 込 む と 、 ね じ れ た ニ ッ ク （ staggered nick） を 含 有 す る 突 然 変 異 プ ラ ス ミ
ド が 作 製 さ れ た 。 温 度 サ イ ク リ ン グ の 後 、 産 物 を Dpn Iを 用 い て 処 理 し た 。 Dpn Iを 用 い て
親 DNAテ ン プ レ ー ト を 消 化 し 、 突 然 変 異 を 含 有 す る 合 成 さ れ た DNAを 選 択 す る 。 ほ と ん ど の
大 腸 菌 （ E. coli） 株 か ら 単 離 さ れ る DNAは damメ チ ル 化 さ れ て い る の で 、 メ チ ル 化 お よ び
ヘ ミ メ チ ル 化 DNAに 特 異 的 で あ る Dpn I消 化 に 感 受 性 が あ る 。 次 い で 、 所 望 の 突 然 変 異 を 組
込 ん で い る ニ ッ ク の あ る ベ ク タ ー DNAを 大 腸 菌 （ E. coli） 中 に 形 質 転 換 す る 。 い っ た ん 正
し い 突 然 変 異 が 配 列 決 定 に よ り 確 認 さ れ れ ば 、 突 然 変 異 hASIC1Bを 卵 母 細 胞 ま た は 哺 乳 類
動 物 発 現 系 に お い て 、 本 明 細 書 に 記 載 の よ う に 試 験 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
優 性 ネ ガ テ ィ ブ 突 然 変 異 を 運 ぶ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 育 種 す る こ と に よ り 、 そ の よ う
な 優 性 ネ ガ テ ィ ブ 突 然 変 異 体 を ツ ー ル に 利 用 し て 、 サ ブ ユ ニ ッ ト 相 互 作 用 の 様 々 な 組 合 わ
せ を 研 究 し 、 か つ hASIC1Bの 生 理 学 的 役 割 お よ び そ の 病 態 生 理 学 的 症 状 と の 関 わ り を 学 ぶ
こ と が で き る 。 こ れ ら の 突 然 変 異 体 は ま た 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 代 わ り に
、 例 え ば 遺 伝 子 治 療 に 利 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
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実 施 例 ５ ： 位 置 指 定 突 然 変 異 に よ り 作 製 し た 非 機 能 的 優 性 ネ ガ テ ィ ブ hASIC1Bサ ブ ユ ニ ッ
ト



全 長 hASIC1Bを コ ー ド す る 核 酸 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） を 利 用 し て 、 部 分 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
全 長 へ 広 げ る た め の 、 ま た は ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー か ら 5'も し く は 3'、 イ ン ト ロ ン ま た は 他
の 制 御 配 列 を 取 得 す る た め の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 設 計 す る 。 １ つ の プ ラ イ マ
ー を ア ン チ セ ン ス 方 向 （ Ｒ ） の 伸 長 を 開 始 す る よ う に 合 成 し か つ 他 の プ ラ イ マ ー を セ ン ス
方 向 （ Ｆ ） に 伸 長 す る よ う に 合 成 す る 。 プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 既 知 配 列 の 伸 長 を 促 進 し か
つ 目 的 の 領 域 に 対 す る 新 し い 未 知 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 有 す る ア ン プ リ コ ン を 「 外 側 」 に
作 製 す る 。 最 初 の プ ラ イ マ ー は 、 cDNAか ら 、 GeneWorks 5.0.1（ Oxford Molecular, Cambr
idge, UK） ま た は 他 の 適 当 な プ ロ グ ラ ム を 用 い て 設 計 し 、 長 さ が 22-30個 の ヌ ク レ オ チ ド
で あ っ て 、 50％ 以 上 の Ｇ Ｃ 含 量 を 有 し 、 か つ 標 的 配 列 と 温 度 約 68-72℃ に て ア ニ ー リ ン グ
す る こ と に す る 。 ヘ ア ピ ン 構 造 お よ び プ ラ イ マ ー -プ ラ イ マ ー ２ 量 体 化 を 生 じ う る ヌ ク レ
オ チ ド の 伸 長 部 は い ず れ も 避 け る 。
【 ０ １ ７ １ 】
元 の 、 選 択 し た cDNAラ イ ブ ラ リ ー 、 ま た は ヒ ト ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 、 配 列 を 伸 長
す る ； 5'上 流 領 域 を 得 る た め に は 後 者 が 最 も 好 ま し い 。 も し さ ら な る 伸 長 が 必 要 で あ る か
ま た は 所 望 で あ れ ば 、 さ ら な る プ ラ イ マ ー の セ ッ ト を 設 計 し て 既 知 領 域 を さ ら に 伸 長 す る
。
【 ０ １ ７ ２ 】
EXPANDロ ン グ テ ン プ レ ー ト PCRキ ッ ト （ Roche Diagnostics） の 指 示 書 に 従 い か つ 酵 素 と 反
応 ミ ッ ク ス と を 十 分 混 合 す る こ と に よ り 、 高 忠 実 度 の 増 幅 が 得 ら れ る 。 そ れ ぞ れ の プ ラ イ
マ ー の 40pmolお よ び キ ッ ト の 全 て の 他 成 分 の 推 奨 濃 度 を 用 い て 開 始 し 、 PCRを Peltierサ ー
マ ル サ イ ク ラ ー （ PTC200； M.J. Research、 Watertown, Mass.） お よ び 次 の パ ラ メ ー タ ー
を 用 い て 実 施 す る ：
ス テ ッ プ １ 　 94℃ 、 １ 分 間 （ 最 初 の 変 性 ）
ス テ ッ プ ２ 　 65℃ 、 １ 分 間
ス テ ッ プ ３ 　 68℃ 、 ６ 分 間
ス テ ッ プ ４ 　 94℃ 、 15秒 間
ス テ ッ プ ５ 　 65℃ 、 １ 分 間
ス テ ッ プ ６ 　 68℃ 、 ７ 分 間
ス テ ッ プ ７ 　 ス テ ッ プ ４ -６ を さ ら に 15サ イ ク ル 繰 り 返 す
ス テ ッ プ ８ 　 94℃ 、 15秒 間
ス テ ッ プ ９ 　 65℃ 、 １ 分 間
ス テ ッ プ 10　 68℃ 、 ７ 分 15秒 間
ス テ ッ プ 11　 ス テ ッ プ ８ -10を 12サ イ ク ル 繰 り 返 す
ス テ ッ プ 12　 72℃ 、 ８ 分 間
ス テ ッ プ 13　 4℃ （ お よ び 保 持 ）
反 応 混 合 物 の 5-10uLア リ コ ー ト を 、 低 濃 度 （ 約 0.6-0.8％ ） ア ガ ロ ー ス ミ ニ ゲ ル 上 の 電 気
泳 動 に よ り 分 析 し て 、 ど の 反 応 物 が 配 列 を 伸 長 す る の に 成 功 し た か を 決 定 す る 。 最 大 産 物
を 含 有 す る と 考 え ら れ る バ ン ド を 選 択 し て ゲ ル か ら 除 去 す る 。 さ ら な る 精 製 は 、 QIAQuick
.TM.（ QIAGEN Inc., Chatsworth, CA） の よ う な 商 業 用 ゲ ル 抽 出 法 を 利 用 す る 。 DNAの 回 収
後 、 ク レ ノ ウ 酵 素 を 用 い て １ 本 鎖 、 ヌ ク レ オ チ ド オ ー バ ー ハ ン グ を ト リ ミ ン グ し て 、 再 ラ
イ ゲ ー シ ョ ン お よ び ク ロ ー ニ ン グ を 容 易 に す る 平 滑 末 端 を 作 製 す る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
エ タ ノ ー ル 沈 降 の 後 、 生 成 物 を 13uLの ラ イ ゲ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー に 再 溶 解 し 、 １ μ L T4-D
NAリ ガ ー ゼ （ 15単 位 ） お よ び １ μ L T4ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ を 加 え 、 そ し て 混 合 物 を
室 温 に て ２ -３ 時 間 ま た は 16℃ に て 一 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 コ ン ピ テ ン ト な 大 腸 菌 （ E. 
coli） 細 胞 （ 40μ l中 の 適 当 な 培 地 に 入 っ た ） を ３ μ lの ラ イ ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 を 用 い て 形
質 転 換 し 、 80μ lの SOC培 地 中 で 培 養 す る （ Sambrookら 、 前 掲 ） 。 １ 時 間 、 37℃ で の イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン 後 に 、 全 形 質 転 換 混 合 物 を 、 ２ 倍 の Carb.を 含 有 す る ル リ ア ・ ベ ル タ ー ニ （ L
uria Bertani） （ LB） -寒 天 上 に プ レ ー テ ィ ン グ す る （ Sambrookら 、 前 掲 ） 。 翌 日 、 複 数
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実 施 例 ６ ： hASIC1Bを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 全 長 へ の 伸 長 ま た は 調 節 配 列 の 回 収



の コ ロ ニ ー を そ れ ぞ れ の プ レ ー ト か ら 無 作 為 に 拾 い 、 適 当 な 市 販 の 無 菌 96ウ エ ル マ イ ク ロ
タ イ タ ー プ レ ー ト の 個 々 の ウ エ ル 中 に 配 置 し た 150μ lの 液 LB/２ 倍 Carb培 地 中 で 培 養 す る
。 翌 日 、 そ れ ぞ れ の 一 夜 培 養 物 の ５ μ lを 非 無 菌 96ウ エ ル プ レ ー ト 中 に 移 し 、 水 に よ り １
： 10に 希 釈 後 、 そ れ ぞ れ の サ ン プ ル の ５ μ lを PCRア レ イ に 移 す 。
【 ０ １ ７ ４ 】
PCR増 幅 に つ い て は 、 ４ 単 位 の rTth DNAポ リ メ ラ ー ゼ 、 ベ ク タ ー プ ラ イ マ ー 、 お よ び 伸 長
反 応 に 用 い る 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー の １ つ ま た は 両 方 を 含 有 す る 18μ lの 濃 縮 PCR反 応 混
合 物 （ 3.3倍 ） を 、 そ れ ぞ れ の ウ エ ル に 加 え る 。 増 幅 は 次 の 条 件 を 用 い て 実 施 す る ：
ス テ ッ プ １ 　 94℃ 、 60秒 間
ス テ ッ プ ２ 　 94℃ 、 20秒 間
ス テ ッ プ ３ 　 55℃ 、 30秒 間
ス テ ッ プ ４ 　 72℃ 、 90秒 間
ス テ ッ プ ５ 　 ス テ ッ プ ２ -４ を さ ら に 29サ イ ク ル 繰 り 返 す
ス テ ッ プ ６ 　 72℃ 、 180秒 間
ス テ ッ プ ７ 　 4℃ （ お よ び 保 持 ）
PCR反 応 の ア リ コ ー ト を 分 子 量 マ ー カ ー と 一 緒 に ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 泳 動 さ せ る 。 PCR産 物
の サ イ ズ を 元 の 部 分 cDNAと 比 較 し 、 適 当 な ク ロ ー ン を 選 択 し 、 プ ラ ス ミ ド 中 に ラ イ ゲ ー ト
し 、 そ し て 配 列 決 定 す る 。
【 ０ １ ７ ５ 】

hASIC1Bを コ ー ド す る ま た は そ の 部 分 に 対 す る ア ン チ セ ン ス 分 子 を 用 い て 、 天 然 の hASIC1B
の in vivoま た は in vitro発 現 を 阻 害 す る こ と が で き る 。 約 20塩 基 対 を 含 む ア ン チ セ ン ス
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 を 具 体 的 に 記 載 す る が 、 さ ら に 大 き い cDNA断 片 に つ い て も 本 質
的 に 同 じ 方 法 を 使 用 す る 。 図 １ に 示 す よ う な hASIC1Bの コ ー ド 配 列 に 基 づ く オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を 使 用 し て 天 然 の hASIC1Bの 発 現 を 阻 害 す る 。 相 補 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 図 １ に
示 し た よ う な 最 も ユ ニ ー ク な 5'配 列 か ら 設 計 し 、 上 流 の 未 転 写 配 列 と の 結 合 を 阻 害 す る こ
と に よ り 転 写 を 、 ま た は リ ボ ソ ー ム と の 結 合 を 防 止 す る こ と に よ り hASIC1Bを コ ー ド す る
転 写 物 の 翻 訳 を 阻 害 す る 。 配 列 番 号 １ の 5'配 列 の 適 当 な 一 部 分 を 用 い る 、 有 効 な ア ン チ セ
ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 図 １ に 示 し た ポ リ ペ プ チ ド の 5'コ ー ド 配 列 中 に 翻 訳 さ れ る 領
域 に ま た が る あ ら ゆ る 15-20個 の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
【 ０ １ ７ ６ 】

hASIC1Bの 発 現 を 、 そ の cDNAを 適 当 な ベ ク タ ー 中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し か つ そ の ベ ク タ ー
を 宿 主 細 胞 中 に 形 質 転 換 す る こ と に よ り 実 施 す る 。 本 実 施 例 の 場 合 、 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ
ー 、 pSportを 用 い て 大 腸 菌 （ E. coli） に hASIC1Bを 発 現 す る 。 こ の ベ ク タ ー は 、 ク ロ ー ニ
ン グ 部 位 の 上 流 に 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 用 の プ ロ モ ー タ ー 、 続 い て ア ミ ノ 末 端 Metを 含 有
す る 配 列 お よ び 次 い で ７ 個 の β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 含 有 す る 。 こ れ ら の ８ 個 の 残 基 の 直
後 に 、 転 写 に 有 用 な バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ プ ロ モ ー タ ー お よ び 複 数 の ユ ニ ー ク な 制 限 酵 素 切
断 部 位 を 含 有 す る リ ン カ ー が 存 在 す る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
単 離 し 、 標 準 方 法 を 用 い て IPTGに よ り 形 質 転 換 し た 細 菌 株 を 誘 導 す る と 、 最 初 に ８ 個 の β
-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 残 基 、 約 ５ ～ 15個 の リ ン カ ー の 残 基 、 お よ び 全 長 タ ン パ ク 質 か ら な
る 融 合 タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 。 シ グ ナ ル 残 基 が 細 菌 増 殖 培 地 中 へ の hASIC1Bの 分 泌 を 指 令
し 、 こ れ を 次 の 活 性 に 対 す る ア ッ セ イ に 直 接 利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ８ 】

PAGE電 気 泳 動 （ Sambrook、 前 掲 ） ま た は 他 の 精 製 技 術 を 利 用 し て 実 質 的 に 精 製 し た hASIC1
Bを 用 い て ウ サ ギ を 免 疫 感 作 し 、 標 準 プ ロ ト コ ル を 利 用 し て 抗 体 を 産 生 さ せ る 。 配 列 番 号
２ か ら 推 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を MacVector 6.0.1（ Oxford Molecular） を 用 い て 解 析 し
、 高 免 疫 原 性 の 領 域 を 決 定 し 、 そ し て 対 応 す る オ リ ゴ ペ プ チ ド を 合 成 し 、 こ れ を 使 っ て 当
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実 施 例 ７ ： ア ン チ セ ン ス 分 子

実 施 例 ８ ： hASIC1Bの 発 現

実 施 例 ９ ： hASIC1B特 異 的 抗 体 の 産 生



業 者 に 知 ら れ る 方 法 に よ り 抗 体 を 産 生 さ せ る 。 Ｃ 末 端 に 近 い ま た は 親 水 性 領 域 に あ る な ど
の 適 当 な エ ピ ト ー プ の 選 択 は 、 Ausubelら （ 前 掲 ） そ の 他 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
典 型 的 に は 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド は 長 さ が 約 15残 基 で あ り 、 fmoc化 学 を 利 用 す る ア プ ラ イ ド ・
バ イ オ シ ス テ ム モ デ ル 431A（ Applied Biosystems Model 431A） ペ プ チ ド 合 成 機 （ Perkin 
Elmer） を 用 い て 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
と の 反 応 に よ り キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ KLH, Sigma, St. Louis, Mo.） と カ
ッ プ リ ン グ さ せ る （ MBS； 「 Antobodies: A Laboratory Manual（ 抗 体 ： 研 究 室 マ ニ ュ ア ル
） 」 ", Harlow Eお よ び Lane D, 編 , 1998, CSHL Press, Plainview, N. Yを 参 照 ） 。 ウ サ
ギ を 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 中 の オ リ ゴ ペ プ チ ド -KLH複 合 体 を 用 い て 免 疫 感 作 す る
。 得 ら れ る 抗 血 清 を 抗 ペ プ チ ド 活 性 に つ い て 試 験 す る 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド を プ ラ ス チ ッ ク
と 結 合 し 、 1％ BSAを 用 い て ブ ロ ッ キ ン グ し 、 ウ サ ギ 抗 血 清 と 反 応 さ せ 、 洗 浄 し 、 そ し て 放
射 性 ヨ ー ド で 標 識 し た ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgGと 反 応 さ せ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】

天 然 ま た は 組 換 え hASIC1Bを 、 hASIC1Bに 特 異 的 な 抗 体 を 用 い て 免 疫 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ に よ り 実 質 的 に 精 製 す る こ と が で き る 。 免 疫 ア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム は 、 hASIC1B抗
体 を CnBr活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス （ Pharmacia & Upjohn） な ど の 活 性 化 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 樹 脂
に 共 有 結 合 で カ ッ プ リ ン グ す る こ と に よ り 構 築 す る 。 カ ッ プ リ ン グ の 後 、 樹 脂 を ブ ロ ッ ク
し 、 製 造 業 者 の 指 示 書 に 従 っ て 洗 浄 す る 。
【 ０ １ ８ １ 】
hASIC1Bを 含 有 す る 培 地 を 免 疫 ア フ ィ ニ テ ィ カ ラ ム に 通 し て 、 カ ラ ム を hASIC1Bが 優 先 的 に
吸 収 さ れ る 条 件 （ 例 え ば 、 界 面 活 性 剤 が 存 在 す る 高 イ オ ン 強 度 バ ッ フ ァ ー ） の も と で 洗 浄
す る 。 そ の カ ラ ム を 抗 体 ／ hASIC1B結 合 を 破 壊 す る 条 件 （ 例 え ば 、 pH 2-3、 ま た は 高 濃 度
の 尿 素 ま た は チ オ シ ア ネ ー ト イ オ ン な ど の カ オ ト ロ ー プ ） の も と で 溶 出 し て 、 hASIC1Bを
回 収 す る 。
【 ０ １ ８ ２ 】

マ ル チ ウ エ ル プ レ ー ト 中 の 永 続 的 に ま た は 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て hASIC1Bを 発
現 す る COS細 胞 系 に 、 電 位 感 受 性 染 料 を 供 給 し 、 低 pHバ ッ フ ァ ー （ pH 5.0） を 適 用 し た 後
に 蛍 光 放 出 を 測 定 す る 。 候 補 化 合 物 の 存 在 お よ び 不 在 の も と で の 応 答 を 比 較 し て 、 hASIC1
Bを 刺 激 し 、 抑 制 し ま た は モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 を 同 定 す る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
あ る い は 、 hASIC1Bま た は そ の 生 物 学 的 活 性 断 片 を 1 2 5 I-ボ ル ト ン ・ ハ ン タ ー （ Bolton-Hun
ter） 試 薬 （ Boltonら , (1973) Biochem. J. 133: 529） に よ っ て 標 識 す る 。 マ ル チ ウ エ ル
プ レ ー ト の ウ エ ル 中 に 予 め ア レ イ し て お い た 候 補 分 子 を 標 識 し た hASIC1Bと と も に イ ン キ
ュ ベ ー ト し 、 洗 浄 し 、 全 て の ウ エ ル を 、 標 識 し た hASIC1B複 合 体 に つ い て ア ッ セ イ す る 。
様 々 な 濃 度 の hASIC1Bを 用 い て 得 た デ ー タ を 利 用 し て 、 番 号 、 ア フ ィ ニ テ ィ 、 お よ び hASIC
1Bの 候 補 分 子 と の 結 合 に 対 す る 値 を 求 め る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
以 上 の 明 細 書 で 記 述 し た 全 て の 開 示 は 本 明 細 書 に 参 照 に よ り 組 み 入 れ ら れ る 。 本 発 明 の 範
囲 と 精 神 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 記 載 し た 本 発 明 の 方 法 お よ び 系 の 様 々 な 修 飾 お よ び 改 変
が 当 業 者 に は 明 白 で あ ろ う 。 本 発 明 は 特 定 の 好 ま し い 実 施 形 態 と 関 連 づ け て 記 載 し て い る
が 、 請 求 し た 本 発 明 は そ の よ う な 特 定 の 実 施 形 態 に 不 当 に 限 定 さ れ る も の で な い こ と は 理
解 さ れ な け れ ば な ら な い 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ８ ５ 】
【 図 １ － Ａ 】 全 長 hASIC1Bの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 配 列 番 号 １ 、 お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配
列 で あ る 配 列 番 号 ２ を 示 す 。 矢 印 は イ ン ト ロ ン ／ エ キ ソ ン ス プ ラ イ ス 部 位 を 示 す 。
【 図 １ － Ｂ 】 全 長 hASIC1Bの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 配 列 番 号 １ 、 お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配
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実 施 例 １ ０ ： 特 異 的 抗 体 を 用 い る 天 然 hASIC1Bの 精 製

実 施 例 １ １ ： hASIC1Bと 相 互 作 用 す る 分 子 の 同 定



列 で あ る 配 列 番 号 ２ を 示 す 。 矢 印 は イ ン ト ロ ン ／ エ キ ソ ン ス プ ラ イ ス 部 位 を 示 す 。
【 図 １ － Ｃ 】 全 長 hASIC1Bの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 配 列 番 号 １ 、 お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配
列 で あ る 配 列 番 号 ２ を 示 す 。 矢 印 は イ ン ト ロ ン ／ エ キ ソ ン ス プ ラ イ ス 部 位 を 示 す 。
【 図 ２ － Ａ 】 hASIC1Bの ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ） と ク ロ ー ニ ン グ し た ASICフ ァ ミ リ ー
メ ン バ ー （ ヒ ト ASIC1A、 ヒ ト ASIC2A、 ヒ ト ASIC2B、 ヒ ト ASIC3、 ヒ ト ASIC4お よ び ラ ッ ト AS
IC1Bを 含 む ） の ア ミ ノ 酸 配 列 と の 構 造 比 較 を 図 解 す る 。 保 存 ア ミ ノ 酸 を グ レ ー の 箱 で 囲 み
、 最 良 の ア ラ イ ン メ ン ト ス コ ア を 得 る た め の 挿 入 ギ ャ ッ プ を ダ ッ シ ュ （ -） で 表 す 。
【 図 ２ － Ｂ 】 hASIC1Bの ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ） と ク ロ ー ニ ン グ し た ASICフ ァ ミ リ ー
メ ン バ ー （ ヒ ト ASIC1A、 ヒ ト ASIC2A、 ヒ ト ASIC2B、 ヒ ト ASIC3、 ヒ ト ASIC4お よ び ラ ッ ト AS
IC1Bを 含 む ） の ア ミ ノ 酸 配 列 と の 構 造 比 較 を 図 解 す る 。 保 存 ア ミ ノ 酸 を グ レ ー の 箱 で 囲 み
、 最 良 の ア ラ イ ン メ ン ト ス コ ア を 得 る た め の 挿 入 ギ ャ ッ プ を ダ ッ シ ュ （ -） で 表 す 。
【 図 ２ － Ｃ 】 hASIC1Bの ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ） と ク ロ ー ニ ン グ し た ASICフ ァ ミ リ ー
メ ン バ ー （ ヒ ト ASIC1A、 ヒ ト ASIC2A、 ヒ ト ASIC2B、 ヒ ト ASIC3、 ヒ ト ASIC4お よ び ラ ッ ト AS
IC1Bを 含 む ） の ア ミ ノ 酸 配 列 と の 構 造 比 較 を 図 解 す る 。 保 存 ア ミ ノ 酸 を グ レ ー の 箱 で 囲 み
、 最 良 の ア ラ イ ン メ ン ト ス コ ア を 得 る た め の 挿 入 ギ ャ ッ プ を ダ ッ シ ュ （ -） で 表 す 。
【 図 ２ － Ｄ 】 hASIC1Bの ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ） と ク ロ ー ニ ン グ し た ASICフ ァ ミ リ ー
メ ン バ ー （ ヒ ト ASIC1A、 ヒ ト ASIC2A、 ヒ ト ASIC2B、 ヒ ト ASIC3、 ヒ ト ASIC4お よ び ラ ッ ト AS
IC1Bを 含 む ） の ア ミ ノ 酸 配 列 と の 構 造 比 較 を 図 解 す る 。 保 存 ア ミ ノ 酸 を グ レ ー の 箱 で 囲 み
、 最 良 の ア ラ イ ン メ ン ト ス コ ア を 得 る た め の 挿 入 ギ ャ ッ プ を ダ ッ シ ュ （ -） で 表 す 。
【 図 ２ － Ｅ 】 hASIC1Bの ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ） と ク ロ ー ニ ン グ し た ASICフ ァ ミ リ ー
メ ン バ ー （ ヒ ト ASIC1A、 ヒ ト ASIC2A、 ヒ ト ASIC2B、 ヒ ト ASIC3、 ヒ ト ASIC4お よ び ラ ッ ト AS
IC1Bを 含 む ） の ア ミ ノ 酸 配 列 と の 構 造 比 較 を 図 解 す る 。 保 存 ア ミ ノ 酸 を グ レ ー の 箱 で 囲 み
、 最 良 の ア ラ イ ン メ ン ト ス コ ア を 得 る た め の 挿 入 ギ ャ ッ プ を ダ ッ シ ュ （ -） で 表 す 。
【 図 ３ － Ａ 】 hASIC1B（ 配 列 番 号 2） の ア ミ ノ 酸 配 列 と ラ ッ ト ASIC1Bの ア ミ ノ 酸 配 列 と の 具
体 的 な 構 造 比 較 を 図 解 す る 。 保 存 ア ミ ノ 酸 を グ レ ー の 箱 で 囲 み 、 最 良 の ア ラ イ ン メ ン ト ス
コ ア を 得 る た め の 挿 入 ギ ャ ッ プ を ダ ッ シ ュ （ -） で 表 す 。
【 図 ３ － Ｂ 】 hASIC1B（ 配 列 番 号 2） の ア ミ ノ 酸 配 列 と ラ ッ ト ASIC1Bの ア ミ ノ 酸 配 列 と の 具
体 的 な 構 造 比 較 を 図 解 す る 。 保 存 ア ミ ノ 酸 を グ レ ー の 箱 で 囲 み 、 最 良 の ア ラ イ ン メ ン ト ス
コ ア を 得 る た め の 挿 入 ギ ャ ッ プ を ダ ッ シ ュ （ -） で 表 す 。
【 図 ４ － Ａ 】 hASIC1B（ 配 列 番 号 2） の ア ミ ノ 酸 配 列 と ヒ ト ASIC4の ア ミ ノ 酸 配 列 と の 具 体
的 な 構 造 比 較 を 図 解 す る 。 保 存 ア ミ ノ 酸 を グ レ ー の 箱 で 囲 み 、 最 良 の ア ラ イ ン メ ン ト ス コ
ア を 得 る た め の 挿 入 ギ ャ ッ プ を ダ ッ シ ュ （ -） で 表 す 。
【 図 ４ － Ｂ 】 hASIC1B（ 配 列 番 号 2） の ア ミ ノ 酸 配 列 と ヒ ト ASIC4の ア ミ ノ 酸 配 列 と の 具 体
的 な 構 造 比 較 を 図 解 す る 。 保 存 ア ミ ノ 酸 を グ レ ー の 箱 で 囲 み 、 最 良 の ア ラ イ ン メ ン ト ス コ
ア を 得 る た め の 挿 入 ギ ャ ッ プ を ダ ッ シ ュ （ -） で 表 す 。
【 図 ５ 】 hASIC1B、 ラ ッ ト ASIC1Bま た は ヒ ト ASIC1Aを 発 現 す る 電 圧 固 定 し た COS細 胞 を 用 い
て 記 録 し た 、 pH活 性 化 内 向 き 電 流 を 図 解 す る 。
【 図 ６ 】 電 圧 固 定 し た hASIC1Bを 発 現 す る ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 卵 母 細 胞 を 用 い て 記 録 し た
、 pH活 性 化 内 向 き 電 流 を 図 解 す る 。
【 図 ７ 】 COS細 胞 に 発 現 し た hASIC1Bお よ び ヒ ト ASIC1Aの プ ロ ト ン 用 量 応 答 曲 線 を 図 解 す る
。
【 図 ８ 】 COS細 胞 に 発 現 し た hASIC1Bお よ び ヒ ト ASIC1Aの Ｉ ／ Ｖ 曲 線 を 図 解 す る 。
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【 図 １ － Ａ 】 【 図 １ － Ｂ 】

【 図 １ － Ｃ 】

【 図 ２ － Ａ 】

【 図 ２ － Ｂ 】
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【 図 ２ － Ｃ 】 【 図 ２ － Ｄ 】

【 図 ２ － Ｅ 】 【 図 ３ － Ａ 】
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【 図 ３ － Ｂ 】 【 図 ４ － Ａ 】

【 図 ４ － Ｂ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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