
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】

【請求項２】

【請求項３】

【請求項４】

【請求項５】

【請求項６】
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以下の（ａ）または（ｂ）からなるポリペプチド：
（ａ）配列番号：２２で示されるアミノ酸配列からなるポリペプチド、
（ｂ）配列番号：２２で示されるアミノ酸配列において、１若しくは数個のアミノ酸が欠
失、置換または付加された改変されたアミノ酸配列からなるポリペプチドであって、且つ
ユビキチン結合活性を有するポリペプチド。

以下の（ａ）または（ｂ）のＤＮＡ配列：
（ａ）配列番号：２３で示される塩基配列からなるＤＮＡ配列、またはそれらの相補鎖、
（ｂ）上記（ａ）のＤＮＡ配列と、 0.1× SSC/0.05%SDS、 50℃の洗浄条件でハイブリダイ
ズし、且つユビキチン結合活性を有するポリペプチドを発現可能なＤＮＡ配列。

請求項２に記載のＤＮＡ配列を含有する発現ベクター。

請求項３に記載の発現ベクターを含有する形質転換体。

請求項４に記載の形質転換体を培養し、ユビキチン結合活性を有するポリペプチドを採取
することを特徴とするユビキチン結合活性を有するポリペプチドの製造方法。



【請求項７】

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
  本発明は、ヒトの疾患の予防、診断及び治療の指針として有用な遺伝子、より詳しくは
ラット、マウス、酵母、線虫やヒト遺伝子などと類似性を有する新規なヒト遺伝子に関し
、該遺伝子の cDNA解析、 cDNA染色体へのマッピング及び cDNAの機能解析により、該遺伝子
を用いた遺伝子診断並びに新しい治療法の開発に利用可能な新規なヒト遺伝子に関する。
【背景技術】
【０００２】
　生物の遺伝情報は、細胞の核内に存在する A、 C、 G及び Tの 4種の塩基の列び (DNA)として
蓄積され、この遺伝情報は個々の生物の系統維持と個体発生のために保存されている。
【０００３】
　ヒトの場合、その塩基数は約 30億 (3x109 )といわれ、その中に 5-10万の遺伝子があると
推測されている。これらの遺伝情報は遺伝子 (DNA)から mRNAが転写され、次に蛋白質に翻
訳されるという流れに沿い、調節蛋白質、構造蛋白質あるいは酵素が作られ、生命現象を
維持している。上記遺伝子から蛋白質翻訳までの流れの異常は、細胞の増殖・分化などの
生命維持システムの異常を惹起し、各種疾患の原因となるとされている。
【０００４】
　これまでの遺伝子解析の結果から、インスリン受容体や LDL受容体などの各種受容体や
細胞の増殖・分化に関わるもの、プロテアーゼ、 ATPase、スーパーオキシドディスムター
ゼのような代謝酵素などの医薬品開発にとって有用な素材となると思われる遺伝子が多く
見つかっている。
【０００５】
　しかしながら、ヒト遺伝子の解析とそれら解析された遺伝子の機能及び解析遺伝子と各
種疾患との係わりについての研究は、まだ始まったばかりであり、不明な点が多く、更な
る新しい遺伝子の解析、それらの遺伝子の機能の解析、解析された遺伝子と疾患の係わり
の研究、惹いては解析された遺伝子の利用による遺伝子診断、該遺伝子の医薬用途への応
用研究などが当業界で望まれている。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　上記新たなヒト遺伝子が提供できれば、各細胞での発現レベルやその構造及び機能を解
析でき、またその発現物の解析などにより、これらの関与する疾患、例えば遺伝子病、癌
などの病態解明や診断、治療などが可能となると考えられ、本発明は、かかる新たなヒト
の遺伝子を提供することを目的とする。
【０００７】
　本発明者らは、上記目的より鋭意研究を重ねた結果、以下の知見を得、ここに本発明を
完成するに至った。
【０００８】
　即ち、本発明者らは、ヒト胎児脳、成人血管、胎盤などの各種組織より抽出した mRNAよ
り cDNAを合成し、これをベクターに組込んでライブラリーを構築し、該ライブラリーでト
ランスフォームした大腸菌コロニーを寒天培地上に形成させ、該コロニーをランダムにピ
ックアップして 96ウェルマイクロプレートに移し、ヒト遺伝子を含む多数の大腸菌クロー
ンを登録した。
【０００９】
　登録した各クローンは、少量培養後、 DNAを抽出精製し、抽出した cDNAを鋳型としてデ
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請求項５に記載の製造方法によって得られる組換え体ポリペプチド。

請求項１に記載のポリペプチドまたは請求項６に記載の組換え体ポリペプチドに結合する
抗体。



オキシターミネーター法により 4種の塩基特異的に停止する伸長反応を行ない、自動 DNAシ
ークエンサーにより、遺伝子の 5'末端から約 400塩基配列を決定した。かくして得られた
塩基配列情報について、公知のバクテリアから酵母、線虫、マウス及びヒトなどの動植物
種に類似性を有する新規なファミリー遺伝子を検索した。
【００１０】
　上記 cDNA解析方法については、本発明者のひとりである藤原らによって細述されている
(藤原力 , 細胞工学 , , 645-654(1995))。
【００１１】
　このグループの中には新しいレセプター、 DNA結合ドメインを有する転写調節因子やシ
グナル伝達系因子、代謝酵素などがあり、遺伝子解析によって得られた本発明の新規な遺
伝子と類似性ある遺伝子との相同性から、およそのその遺伝子産物、即ち蛋白質がどのよ
うな機能を有するか類推することが可能である。更に、その候補遺伝子を発現ベクターに
組込み、リコンビナントを作製し、酵素活性や結合活性などの機能を調べることができる
。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
  本発明によれば、配列番号： 1、： 4、： 7、： 10、： 13、： 16、： 19、： 22、： 25、： 2
8、： 31、： 34、： 37及び： 40で示されるアミノ酸配列をコードする塩基配列を含むこと
を特徴とする新規なヒト遺伝子、前記各アミノ酸をコードする配列番号： 2、： 5、： 8、
： 11、： 14、： 17、： 20、： 23、： 26、： 29、： 32、： 35、： 38及び： 41で示される塩基
配列を含むことを特徴とするヒト遺伝子、並びに配列番号： 3、： 6、： 9、： 12、： 15、
： 18、： 21、： 24、： 27、： 30、： 33、： 36、： 39及び： 42で示される塩基配列であるこ
とを特徴とする新規なヒト遺伝子が提供される。
【００１３】
  以下、本明細書におけるアミノ酸、ペプチド、塩基配列、核酸などの略号による表示は
、 IUPAC、 IUBの規定、「塩基配列又はアミノ酸配列を含む明細書などの作成のためのガイ
ドライン」（特許庁編）及び当該分野における慣用記号に従うものとする。
【００１４】
  かかる本発明遺伝子の一具体例としては、後述する実施例 1～ 11に示される「 GEN-501D0
8」、「 GEN-080G01」、「 GEN-025F07」、「 GEN-076C09」、「 GEN-331G07」、「 GEN-163D0
9」、「 GEN-078D05TA13」、「 GEN-423A12」、「 GEN-092E10」、「 GEN-428B12」、「 GEN-0
73E07」、「 GEN-093E05」及び「 GEN-077A09」とそれぞれ名付けられた各クローンの有す
る DNA配列から演繹されるものを挙げることができ、それらの各塩基配列は、配列表に示
される通りである。
【００１５】
　また、これら各クローンは、同配列表に示される各アミノ酸でコードされるヌクレオチ
ド（核酸）のオープンリーディングフレームを有しており、それぞれ後記実施例に示され
る分子量を有していると計算された。従って、本発明の各ヒト遺伝子を、以下後記実施例
1～ 11に示される通りにいうことがある。
【００１６】
  以下、本発明ヒト遺伝子につき詳述する。
【００１７】
  上述の如く、本発明ヒト遺伝子のそれぞれは、ラット、マウス、酵母、線虫及び公知の
ヒト遺伝子などと類似性を有し、それら類似性ある遺伝子の情報に基づくヒト遺伝子の解
析とそれら解析された遺伝子の機能及び解析遺伝子と各種疾患との係わりについての研究
に利用でき、遺伝子と関係ある疾患への遺伝子診断並びに該遺伝子の医薬用途への応用研
究に用いることが可能である。
【００１８】
   本発明遺伝子は、例えば配列番号： 2に示されるように、一本鎖 DNA配列で表されるが
、本発明はかかる一本鎖 DNA配列に相補的な DNA配列やこれらの両者を含むコンポーネント
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もまた包含する。尚、配列番号： 3n-1（ n＝ 1～ 14の整数）に示す本発明遺伝子の配列は、
これによりコードされる各アミノ酸残基を示すコドンの一つの組合わせ例であり、本発明
遺伝子はこれに限らず、各アミノ酸残基に対して任意のコドンを組合わせ選択した DNA塩
基配列を有することも勿論可能である。該コドンの選択は常法に従うことができ、例えば
利用する宿主のコドン使用頻度を考慮することができる〔 Ncl.Acids Res., , 43-74 (19
81)〕。
【００１９】
  更に本発明遺伝子には、上記で示されるアミノ酸配列の一部のアミノ酸乃至アミノ酸配
列を置換、欠失、付加などにより改変してなり、同様の機能を有する同効物をコードする
DNA配列もまた包含される。これらポリペプチドの製造、改変（変異）などは天然に生じ
ることもあり、また翻訳後の修飾により、或は遺伝子工学的手法により天然の遺伝子（本
発明遺伝子）を、例えばサイトスペシフィック・ミュータゲネシス〔 Methods in Enzymol
ogy, , p350, 367-382 (1987)；同 , p468 (1983) ； Nucleic Acids Research, ,
 p9441 (1984)；続生化学実験講座 1「遺伝子研究法 II」、日本生化学会編 , p105 (1986) 
〕などの方法により改変したり、リン酸トリエステル法やリン酸アミダイト法などの化学
合成手段〔 J. Am. Chem. Soc., , p4801 (1967)；同 , p3350 (1969)； Science, ,
 p178 (1968) ； Tetrahedron Lett., , p1859 (1981)；同 , p245 (1983)〕により変
異させた DNAを合成したり、それらの組合せにより収得することができる。
【００２０】
  本発明遺伝子は、これを利用して、即ち例えばこれを微生物のベクターに組込み、形質
転換された微生物を培養することによって、上記各遺伝子によりコードされる蛋白を容易
にかつ安定して発現できる。
【００２１】
  また本発明の遺伝子を利用して得られる各蛋白は、これを用いて、特異抗体を作成する
こともできる。ここで抗原として用いられるコンポーネントは、上記遺伝子工学的手法に
従って大量に産生される蛋白を用いることができ、得られる抗体はポリクローナル抗体及
びモノクローナル抗体のいずれでもよく、これら抗体はそれぞれの蛋白の精製、測定、識
別などに有利に利用できる。
【００２２】
  本発明遺伝子の製造は、本発明によって開示された本発明遺伝子についての配列情報に
よれば、一般的遺伝子工学的手法により容易に実施できる〔 Molecular Cloning 2nd Ed, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)；続生化学実験講座「遺伝子研究法 I、 II
、 III」、日本生化学会編  (1986) など参照〕。
【００２３】
  これは、例えばヒト cDNAライブラリー（各遺伝子の発現される適当な起源細胞より常法
に従い調製されたもの）から、本発明遺伝子に特有の適当なプローブや抗体を用いて所望
クローンを選択することにより実施できる〔 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, , 6613 (19
81) ; Science, , 778 (1983)など〕。
【００２４】
  上記方法において、起源細胞としては、目的の遺伝子を発現する各種の細胞、組織やこ
れらに由来する培養細胞などが例示され、これからの全 RNAの分離、 mRNAの分離や精製、 c
DNAへの変換（合成）とそのクローニングなどはいずれも常法に従い実施できる。また、 c
DNAライブラリーは市販されてもおり、本発明においてはそれら cDNAライブラリー、例え
ばクローンテック社（ Clontech Lab. Inc.）より市販の各種 cDNAライブラリーなどを用い
ることもできる。
【００２５】
  cDNAライブラリーからの本発明遺伝子のスクリーニングは、前記通常の方法に従い実施
することができる。該スクリーニング方法としては、例えば cDNAの産生する蛋白質に対し
て、該蛋白質特異抗体を使用した免疫的スクリーニングにより、対応する cDNAクローンを
選択する方法、目的の DNA配列に選択的に結合するプローブを用いたプラークハイブリダ
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イゼーション、コロニーハイブリダイゼーションなどやこれらの組合せを例示できる。こ
こで用いられるプローブとしては、本発明遺伝子の DNA配列に関する情報をもとにして化
学合成された DNA配列などを用いるのが一般的であり、勿論既に取得された本発明遺伝子
やその断片もかかるプローブとして利用できる。
【００２６】
　更に各細胞、組織より抽出、単離精製された天然抽出物の部分アミノ酸配列情報に基づ
き、センス・プライマー、アンチセンス・プライマーをスクリーニング用プローブとして
用いることもできる。
【００２７】
  また、本発明遺伝子の取得に際しては、 PCR法〔 Science, , 1350-1354 (1985)〕に
よる DNA/RNA増幅法が好適に利用できる。殊にライブラリーから全長の cDNAが得られ難い
ような場合に、レース法（ RACE： Rapid amplification of cDNA ends；実験医学、 (6),
 35-38 (1994)）、殊に 5′レース（ 5′ RACE）法（ Frohman,M.A., et al., Proc. Natl. A
cad. Sci., USA., , 8998-9002(1988)）の採用が好適である。かかる PCR法の採用に際し
て使用されるプライマーは、既に本発明によって明らかにされた本発明遺伝子の配列情報
に基づいて適宜設定することができ、これは常法に従い合成することができる。
【００２８】
  尚、増幅させた DNA/RNA断片の単離精製は前記の通り常法に従うことができ、例えばゲ
ル電気泳動法などによればよい。
【００２９】
  上記で得られる本発明遺伝子或は各種 DNA断片などの塩基配列の決定も、常法に従うこ
とができ、例えばジデオキシ法〔 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, , 5463-5467 (1977)〕
やマキサム -ギルバート法〔 Method in Enzymology, , 499 (1980)〕などにより行なう
ことができる。かかる塩基配列の決定は、市販のシークエンスキットなどを用いても容易
に行ない得る。
【００３０】
  本発明遺伝子の利用によれば、通常の遺伝子組換え技術〔例えば、 Science, , p143
1 (1984) ; Biochem. Biophys. Res. Comm., , p692 (1985) ； Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA, , p5990 (1983)及び前記引用文献など参照〕に従うことにより、各組換え体蛋
白を得ることができる。該蛋白の製造は、より詳細には、本発明遺伝子が宿主細胞中で発
現できる組換え DNAを作成し、これを宿主細胞に導入して形質転換し、該形質転換体を培
養することにより行なわれる。
【００３１】
  ここで宿主細胞としては、真核生物及び原核生物のいずれも用いることができる。該真
核生物の細胞には、脊椎動物、酵母などの細胞が含まれ、脊椎動物細胞としては、例えば
サルの細胞である COS細胞〔 Cell, , 175-182 (1981)〕やチャイニーズ・ハムスター卵
巣細胞及びそのジヒドロ葉酸レダクターゼ欠損株〔 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, , 42
16-4220 (1980)〕などがよく用いられているが、これらに限定される訳ではない。
【００３２】
  脊椎動物の発現ベクターとしては、通常発現しようとする遺伝子の上流に位置するプロ
モーター、 RNAのスプライス部位、ポリアデニル化部位及び転写終了配列などを保有する
ものを使用でき、これは更に必要により複製起点を有していてもよい。該発現ベクターの
例としては、例えば、 SV40の初期プロモーターを保有する pSV2dhfr〔 Mol. Cell. Biol., 
, 854 (1981）〕などを例示できる。また、真核微生物としては、酵母が一般によく用い

られ、中でもサッカロミセス属酵母を有利に利用できる。該酵母などの真核微生物の発現
ベクターとしては、例えば酸性ホスフアターゼ遺伝子に対するプロモーターを有する pAM8
2〔 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, , 1-5 (1983)〕などを利用できる。
【００３３】
  また、本発明遺伝子の発現ベクターとしては、原核生物遺伝子融合ベクターを好ましく
利用することができ、該ベクターの具体例としては、例えば分子量 26000の GSTドメイン（
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S.japonicum 由来）を有する pGEX-2TKや pGEX-4T-2などを例示することができる。
【００３４】
  原核生物の宿主としては、大腸菌や枯草菌が一般によく用いられる。これらを宿主とす
る場合、本発明では、例えば該宿主菌中で複製可能なプラスミドベクターを用い、このベ
クター中に本発明遺伝子が発現できるように該遺伝子の上流にプロモーター及び SD（シヤ
イン・アンド・ダルガーノ）塩基配列、更に蛋白合成開始に必要な開始コドン（例えば AT
G）を付与した発現プラスミドを利用するのが好ましい。上記宿主としての大腸菌として
は、エシエリヒア・コリ（ Escherichia coli） K12株などがよく用いられ、ベクターとし
ては一般に pBR322及びその改良ベクターがよく用いられるが、これらに限定されず公知の
各種の菌株及びベクターをも利用できる。プロモーターとしては、例えばトリプトファン
(trp)プロモーター、 lppプロモーター、 lacプロモーター、 PL/PRプロモーターなどを使用
できる。
【００３５】
  かくして得られる所望の組換え DNAの宿主細胞への導入方法及びこれによる形質転換方
法としては、一般的な各種方法を採用できる。また得られる形質転換体は、常法に従い培
養でき、該培養により本発明遺伝子によりコードされる目的の蛋白が生産、発現される。
該培養に用いられる培地としては、採用した宿主細胞に応じて慣用される各種のものを適
宜選択利用でき、その培養も宿主細胞の生育に適した条件下で実施できる。
【００３６】
  上記により、形質転換体の細胞内、細胞外乃至は細胞膜上に目的とする組換え蛋白が発
現、生産、蓄積乃至分泌される。
【００３７】
  各組換え蛋白は、所望により、その物理的性質、化学的性質などを利用した各種の分離
操作〔「生化学データーブック II」、 1175-1259 頁、第 1版第 1刷、 1980年  6月 23日株式会
社東京化学同人発行； Biochemistry, (25), 8274-8277 (1986); Eur. J. Biochem., 
, 313-321 (1987) など参照〕により分離、精製できる。該方法としては、具体的には例

えば通常の再構成処理、蛋白沈澱剤による処理（塩析法）、遠心分離、浸透圧ショック法
、超音波破砕、限外濾過、分子篩クロマトグラフィー（ゲル濾過）、吸着クロマトグラフ
ィー、イオン交換クロマトグラフィー、アフィニティクロマトグラフィー、高速液体クロ
マトグラフィー（ HPLC）などの各種液体クロマトグラフィー、透析法、これらの組合せな
どを例示でき、特に好ましい上記方法としては所望の蛋白を結合させたカラムを利用した
アフィニティクロマトグラフィーを例示できる。
【００３８】
  また、本発明によって明らかにされた本発明遺伝子の配列情報を基にすれば、例えば該
遺伝子の一部又は全部の塩基配列を利用することにより、各種ヒト組織における本発明遺
伝子の発現の検出を行なうことができる。これは常法に従って行なうことができ、例えば
RT-PCR（ Reverse transcribed-Polymerase chain reaction）（ Kawasaki, E.S., et al.,
 Amplification of RNA. In PCR Protocol, A Guide to methods and applications, Aca
demic Press, Inc., SanDiego, 21-27(1991)）による RNA増幅により、またノーザンブロ
ッティング解析（ Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory(1989)）などによ
り、いずれも良好に実施し得る。
【００３９】
  尚、前記 PCR法を採用する場合において、用いられるプライマーは、本発明遺伝子のみ
を特異的に増幅できる本発明遺伝子に特有のものである限りなんら限定はなく、本発明遺
伝情報に基いてその配列を適宜設定することができる。通常これは常法に従って 20～ 30ヌ
クレオチド程度の部分配列を有するものとすることができる。その好適な例は、後記実施
例 1-11に示すとおりである。
【００４０】
  しかして、本発明はかかる新規なヒト遺伝子に特有の検出に有用なプライマー及び／又
はプローブをも提供するものである。
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【発明の効果】
【００４１】
  本発明によれば、新規なヒト遺伝子が提供され、該遺伝子を用いれば、該遺伝子の各種
組織での発現の検出や、その構造及び機能を解析でき、また、該遺伝子でコードされるヒ
ト蛋白の遺伝子工学的製造が可能となり、これらにより、その発現物の解析などや、これ
らの関与する疾患、例えば遺伝子病、癌などの病態解明や診断、治療などが可能となる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００４２】
  以下、本発明を更に詳しく説明するため、実施例を挙げる。
【実施例１】
【００４３】
GDP解離促進蛋白遺伝子
（ 1） GDP解離促進蛋白遺伝子のクローニング及び DNAシークエンシング
  ヒト胎児脳、成人血管、胎盤の各組織より抽出した mRNAをクローンテック社より購入し
、出発材料とした。
【００４４】
　上記各 mRNAより cDNAを合成し、ベクターλ ZAPII（ストラタジーン社製）に挿入し、 cDN
Aライブラリーを構築した（大塚 GENリサーチ・インスティチュート、大塚製薬株式会社）
。
【００４５】
　インビボ・エキシジョン法（ in vivo excision : Short, J. M., et al., Nucleic Aci
ds Res., , 7583-7600 (1988)）によって、寒天培地上にヒト遺伝子を含む大腸菌コロ
ニーを形成させ、ランダムにそのコロニーをピックアップし、 96ウエルマイクロプレート
にヒト遺伝子を含む大腸菌クローンを登録した。登録されたクローンは、 -80℃にて保存
した。
【００４６】
　次に登録した各クローンを 1.5mlの LB培地で一昼夜培養し、プラスミド自動抽出装置 PI-
100（クラボウ社製）を用いて DNAを抽出精製した。尚、コンタミした大腸菌の RNAは、 RNa
se処理により分解除去した。最終的に 30μ lに溶解し、 2μ lは、ミニゲルによりおおまか
に DNAのサイズ、量をチェックし、 7μ lをシークエンス反応用に用い、残りの 21μ lは、プ
ラスミド DNAとして 4℃に保存した。
【００４７】
　この方法によれば、若干のプログラム変更によって、後記各実施例で示される FISH（ fl
uoresence in situ hybridization）のプローブ用としても使用可能なコスミドを抽出す
ることができる。
【００４８】
　続いて、 T3、 T7或は合成オリゴヌクレオチド・プライマーを用いるサンガーらのジデオ
キシターミネーター法（ Sanger, F., et al.,  Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., , 54
63-5467 (1977)）或はジデオキシターミネーター法に PCR法を加味した方法であるサイク
ルシークエンス法（ Carothers, A.M., et al., Bio. Techniques, , 494-499 (1989)）
を実施した。これらは、少量のプラスミド DNA(およそ 0.1-0.5μ g)をテンプレート (鋳型 )
として 4種の塩基特異的に停止する伸長反応させる方法である。
【００４９】
　シークエンスプライマーとしては、 FITC（ fluorescein isothiocyanate）の蛍光標識し
たものを使用し、 Taqポリメラーゼにより通常約 25サイクル反応させた。その PCR産物はポ
リアクリルアミド・尿素ゲルで分離し、蛍光標識した DNA断片を自動 DNAシークエンサー、
ALFT M DNAシークエンサー（ファルマシア社製）により cDNAの 5'末端側から約 400塩基の配
列を決定した。
【００５０】
　また、 3'非翻訳領域は各遺伝子のヘテロジェナイティ (heterogeneity)が高く、個々の
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遺伝子を区別するには適しているので、場合によっては、 3'側のシークエンスも行なった
。
【００５１】
　 DNAシークエンサーで得られた膨大な塩基配列情報は、 64ビットのコンピューター DEC34
00に転送し、コンピューターによるホモロジー解析に用いた。ホモロジー解析には、 UWGC
Gの FASTAプログラム（ Pearson, W.R. and Lipman, D. J., Proc.Natl.Acad.Sci., USA., 
, 2444-2448(1988)）によるデーターベース（ GenBank, EMBL）検索により行なった。

【００５２】
　上記方法によって任意に選択し、 cDNAの配列解析により、 GEN-501D08と名付けた 0.8キ
ロベースの挿入を持つ一つのクローンがヒト RalGDP解離促進蛋白 (RalGDS: Ral guanine n
ucleotide dissociation stimulator）の遺伝子の C末端領域に対して高い相同性を示した
。 RalGDSは、シグナルの伝達経路になんらかの役割を演ずると考えられるので、更にその
ヒト相同物を提供する cDNA挿入部の完全塩基配列を決定した。
【００５３】
　低分子 GTPアーゼは、細胞の増殖、分化、転写を含む多くの細胞の機能に対してシグナ
ルを送ることにおいて重大な役割を演じている（ Bourne, H. R., et al., Nature, , 
125-132 (1990); Bourne et al., Nature, , 117-127 (1991)）。
【００５４】
　それらの間で、 ras遺伝子ファミリーによってコードされた蛋白は、分子スィッチとし
て機能すること、即ち、 ras遺伝子ファミリーの機能が生物学的に非活性な GDP結合蛋白或
は活性 GDP結合蛋白などの結合蛋白の異なる条件下によって調整されること、これら 2つの
条件が GTPアーゼ活性化蛋白 (GAPs)或は GDSによって誘導されることがよく知られている。
前者の酵素は結合 GTPの加水分解を刺激することによって GDP結合を誘導し、後者の酵素は
、結合 GDPを遊離することによって定められた GTP結合を誘導する（ Bogusuki, M.S. and M
cCormick, F., Nature, , 643-654 (1993)）。
【００５５】
　 RalGDSは、形質転換活性のない ras遺伝子ファミリーのメンバーの一つとして、 RASに対
する特異的な GDP解離促進蛋白として、最初に見つけられた（ Chardin, P. and Tavitian,
 A., EMBO J., , 2203-2208(1986); Albright, C. F., et al., EMBO J., , 339-347 
(1993)）。
【００５６】
　 Ralに加えて、 RalGDSは、これらの蛋白との相互作用によって N-ras， H-ras， K-ras， Ra
pのエフェクター分子として機能することが見つけ出された（ Spaargaren, M. and Bischo
ff, J. R., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., , 12609-12613 (1994)）。
【００５７】
　配列番号： 3に GEN-501D08と命名された cDNAクローンの核酸配列、配列番号： 2にそのク
ローンのコードディング領域の核酸配列並びに配列番号： 1に該核酸配列でコードされる
アミノ酸配列を示す。
【００５８】
　この cDNAは、 842塩基からなり、 122アミノ酸をコードする 366塩基のオープン・リーデ
ィング・フレームを含んでいた。転写開始コドンは 28番目の核酸残基に位置していた。
【００５９】
　一般のデータ・ベース中において知られている RalGDS蛋白とこの cDNAによって推定され
たアミノ酸配列を比較した結果、この cDNAをコードする蛋白は、ヒトの RalGDSの C末端領
域に対する相同物であることが明らかとなった。この新規な遺伝子でコードされるアミノ
酸配列は、 rasに結合するために必要であると考えられている RalGDSの C末端領域に対して
39.5％の同一性を持っていた。
【００６０】
　従って前述のごとく、この遺伝子産物が rasファミリー蛋白と相互作用をしているかも
しれないこと、或は ras介在シグナル変換経路に影響を与えるかもしれないと考えられる
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。しかしながら、この新規な遺伝子は、 GDS活性領域をコードする領域を含んでおらず、 G
DS蛋白と異なる機能を有しているようである。しかして、本発明者らはこの遺伝子をヒト
RalGDSと名付けた。
（ 2）ノーザンブロット分析
  正常ヒト組織における RalGDS蛋白の mRNAの発現をランダム・オリゴヌクレオチド・プラ
イミング法によって標識したヒト cDNAクローンをプローブとするノーザンブロットにより
評価した。
【００６１】
  ノーザンブロット分析は、製品使用法に従い、ヒト MTNブロット（ Human Multiple Tiss
ue Nothern blot ; クローンテック社製、パロ・アルト、カリフォルニア、米国）を用い
て実施した。
【００６２】
  即ち、上記 GEN-501D08クローンの PCR増幅産物を〔 3 2 P〕 -dCTP（ランダムプライムド DNA
ラベリングキット、ベーリンガーマンハイム社）により標識してプローブとした。
【００６３】
  ブロッティングは、 42℃で一晩、 50％ホルムアミド /5× SSC/50×デンハルツ溶液 /0.1％
SDS溶液（ 100μ g/ml変性サケ精子 DNA含有）の溶液中でハイブリダイズした。 2× SSC/0.01
％ SDSにて室温下にて 2回洗浄後、次いで 0.1× SSC/0.05％ SDSにて 50℃下に 40分間で 3回洗
浄した。フィルターは -70℃下に 18時間、 X線フィルム（コダック社製）に対して露光した
。
【００６４】
　その結果、 900塩基の転写体が、試験した全てのヒト組織内に発現していることが明ら
かとなった。加えて、 3.2キロ転写体が心臓と骨格筋内に特異的に観察された。これらの
異なるサイズを有する転写体の発現は、二者択一的なスプライシングに負うか或は相同遺
伝子に対するクロス -ハイブリダイゼーションに負うのかもしれない。
（ 3） FISHによるコスミド・クローンと染色体の局在
　 FISHは、コスミド・ベクター pWE15中にクローン化されたヒト染色体のライブラリーを c
DNAクローンの 0.8キロ塩基挿入部をプローブとしてスクリーニングすることにより実施し
た（ Sambrook, J., et al., Molecular Cloning, 2nd Ed., pp.3.1-3.58, Cold Spring H
arbor Laboratory Press. Cold Spring Harbor, New York(1989)）。
【００６５】
　染色体の座位決定のための FISHは、 Gバンドパターンを比較することによって確認する
イナザワらの方法と同様に実施した（ Inazawa, J.. et al., Genomics, , 153-162 (19
93)）。
【００６６】
　染色体のスクリーニングから得られた GEN-501D08に対応するコスミド DNA0.5μ gをニッ
ク・トランスレーションによってビオチン 16dUTPで標識し、プローブとした。
【００６７】
　また、反復配列に起因するバック・グラウンド・ノイズを取り除くために、超音波処理
したヒト胎盤 DNA（ 10mg/ml）の 0.5μ lをプローブ液の 9.5μ lに加えた。混合液は 80℃で 5
分間変性させ、 20％デキストラン硫酸を含む 4xSSCの等量を混合した。ついでハイブリダ
イゼーション混合液を、変性したスライド上に播種し、パラフィンで覆った後、 37℃で 16
-18時間、湿箱内にてインキュベートした。 50％ホルムアミド /2xSSCで 37℃で 15分間洗浄
後、 2xSSCで 15分間、更に 1xSSCで 15分間それぞれ洗浄を行なった。
【００６８】
　ついでスライドは、アビジン -FITC（ 5μ g/ml）を含む商品名「 1％ BlockAce」（大日本
製薬社製）を加えた 4xSSC中で 37℃、 40分間インキュベートした。その後、スライドは 4xS
SC、 0.05％トリトン X-100を含む 4xSSCで各々 10分間洗浄し、 1％ DABCO（ PBS（ -）：グリセ
ロールを 1： 9（ v： v）に 1％ DABCO、シグマ社製）を含む抗除色液 PPD液（ PPD（和光カタロ
グ No.164-015321） 100mg及び PBS（ -）（ pH7.4） 10mlを 0.5M Na2 CO3 /0.5M NaHCO3（ 9： 1，
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v/v）の緩衝液（ pH9.0）で pHを 8.0に調整した後、グリセリンを追加し、総容量を 100mlと
したもの）中に浸して、 DAPI(4,6-ジアミノ -2-フェニルインドール：シグマ社製 )で対比
染色した。
【００６９】
　試験した 100以上の分裂中期の細胞から、他の染色体上のシグナルがない特異的なハイ
ブリダイゼーションシグナルを染色体バンド 6p21.3上に観察し、 RalGDS遺伝子が染色体 6p
21.3に座位していることを確認した。
【００７０】
  この実施例で得られた本発明の新規なヒト RalGDS関連遺伝子の利用によれば、該遺伝子
の各種組織での発現の検出や、ヒト RalGDS蛋白の遺伝子工学的製造が可能となり、これら
により、発現蛋白と ras介在のシグナルの形質導入経路への役割の研究やこれらの関与す
る疾患、例えば癌などの病態解明や診断、治療などが可能となると考えられるほか、本発
明 RalGDS蛋白遺伝子の染色体の転座を同じくする強直性脊椎炎、心房中隔欠損症、色素性
網膜症、失読症などの各種疾患の発生と進展との係わりを研究することが可能となる。
【実施例２】
【００７１】
細胞骨格関連蛋白 2遺伝子 (CKAP2遺伝子 )
（ 1）細胞骨格関連蛋白 2遺伝子のクローニング及び DNAシークエンシング
  実施例 1-(1)と同様の方法でヒト胎児脳 cDNAライブラリーから任意に選択した cDNAクロ
ーンの配列解析により、ヒト細胞骨格関連蛋白遺伝子（ cytoskeleton-associated protei
n : CAP）の CAP-グリシン領域を含有するいくつかの CAPファミリー遺伝子と相同性の高い
塩基配列を有するクローンを見いだし、これを GEN-080G01と名付けた。
【００７２】
　ところで、細胞骨格は真核生物の細胞の細胞質や細胞膜のすぐ内側に存在し、線維状物
質が複雑に絡み合った網目状の構造体である。該細胞骨格は、チューブリンからなる微小
官、アクチンからなる微小線維、デスミンやビメンチンからなる中間径線維などから構成
されている。細胞骨格は細胞の骨組み的な役割を担うだけでなく、線維系の重合・脱重合
により細胞の形態的変化を起こすなど動的な機能も果たしている。細胞骨格は、細胞内小
器官や細胞膜の受容器、イオン・チャンネルと結合し、それらの細胞内での移動や局在性
の保持に重要な役割を果たしているほか、活性の調節や相互の情報伝達の機能を有すると
され、細胞全体の生理活性の調節において、非常に重要な位置を占めていると推測される
。特に癌細胞は、正常細胞と違った形態、認識反応応答を示すことから、細胞の癌化と細
胞骨格の質的変化の関係が注目される。
【００７３】
　この細胞骨格の活性は、多くの細胞骨格関連蛋白（ CAPs）によって調節されている。 CA
Psのひとつのグループは、微小官との関連に貢献していると推定されている高く保存され
たグリシン・モチーフによって特徴付けられている（ CAP-GLY領域 : Riehemann K. and So
ng C., Trends Biochem. Sci., , 82-83(1993)）。
【００７４】
　 CAPsのこのグループのメンバーは、 CLIP-170， 150kDa　 DAP（ dynein-associated prote
in, or dynactin）、 D. melanogaster GLUED, S. cerevisiae BIK1，リスティン（ restin
: Bilbe G., et al., EMBO J., , 2103-2113 (1992); Hilliker C., et al., Cytogene
t. Cell Genet., , 172-176(1994)）と C. elegansの 113.5kDa蛋白（ Wilson R., et al.
, Nature, , 32-38(1994)）を含んでおり、後者の 2つの蛋白を除いて、それらは、微
小官と相互作用を及ぼすことのできることが直接的或は間接的証拠によって提言されてい
る。
【００７５】
　上記 CLIP-170は、インビトロにおいて微小官に対する内分泌の小胞の結合にとって重要
であり、内分泌細胞小器官とともに局在する（ Rickard J.E. and Kreis T.E., J. Biol. 
Chem., , 82-83 (1990); Pierre P., et al., Cell, , 887-900 (1992)）。
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【００７６】
　上記ダイナクチンは、逆行性の小胞の輸送に働く（ Schroer T.A. and Sheetz M.P., J.
 Cell Biol., , 1309-1318(1991)）か或は多分、有糸分裂期間中の染色体の動きに働
くとされる（ Pfarr C.M., et al., Nature, , 263-265(1990); Steuer E.R., et al.,
 Nature, , 266-268 (1990); Wordeman L., et al., J. Cell Biol., , 285-294(1
991)）細胞質のダイニン運動を構築している因子のひとつである。
【００７７】
　哺乳動物のダイナクチンの相同遺伝子のショウジョウバエ (Drosophila)GLUEDは、ほと
んど全ての細胞の生存にとって重要であり、いくつかの神経細胞の形成にとって重要であ
る（ Swaroop A., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., , 6501-6505 (1987); Hol
zbaur E.L.F., et al., Nature, , 579-583 (1991)）。
【００７８】
　 BIK1は微小官と相互作用を示し、酵母の有糸分裂期間中のスピンドル形成に重要な役割
を演じている（ Trueheart J., et al., Mol. Cell. Biol., , 2316-2326 (1987); Berli
n V., et al., J. Cell. Biol., , 2573-2586 (1990)）。
【００７９】
　現在、これらの遺伝子は、 CAPファミリー (CAPs)と分類されている。
【００８０】
  データ・ベースの検索の結果、 463塩基 (ポリ Aシグナルを除いて )の上記 cDNAクローンは
、レスティンと CLIP-170をコードする遺伝子と有意な核酸配列相同性を示した。しかしな
がら、レスティン遺伝子と比較した時、このクローンは 5'部分を欠いていたので、この欠
けているセグメントを単離するために 5'レースの技術を用いた（ Frohman M.A., et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., , 8998-9002 (1988)）。
（ 2） 5′レース法（ 5'RACE： 5'rapid amplification of cDNA ends）
  本発明遺伝子の 5′部分を含む cDNAクローンの単離・解析は、製品使用プロトコールの
一部修飾させ、市販キット（ 5'-Rapid AmpliFinder RACE Kit, クローンテック社）を用
いた 5′レース法により、以下の通り単離した。
【００８１】
  ここで用いた遺伝子特異的プライマー P1及びプライマー P2は常法に従い合成されたもの
であり、その塩基配列はそれぞれ配列番号： 43（プライマー P1）及び 44（プライマー P2）
に示す通りである。またアンカー・プライマーは、市販キットに付属のものを用いた。
【００８２】
  ヒト胎児脳ポリ（ A）＋ RNAの 0.1μ gを逆転写酵素（ Superscript TMII RNase H Reverse
 Transcriptase, Life Technologies社）を用いたランダムヘキサマーにより逆転写して c
DNAを得、これを P1プライマー及びアンカープライマーを用いた第 1の PCRによるワタナベ
らの方法（ Watanabe T., et al., Cell Genet., ）により増幅させた。
【００８３】
　即ち、上記ポリ（ A）＋ RNAの 0.1μ gに 2.5mMdNTP／ 1xTaq緩衝液 (宝酒造社製 )/0.2μ M P1
プライマー、 0.2μ Mアダプター・プライマー /ExTaq酵素 (宝酒造社製 )0.25単位を併せて全
量を 50μ lとし、これにアンカー・プライマーを加えて室温で反応させた後、 PCRに供した
。即ち、 94℃ 1分間、次いで 94℃ 45秒、 60℃ 45秒、 72℃ 2分のサイクルを 35サイクル行ない
、 72℃で 5分間反応させた。
【００８４】
  その後、第 1の PCR反応物 50μ l中の 1μ lを特異的ネスティッド P2プライマーとアンカー
・プライマーを用いる第 2の PCR反応により増幅させた。第 2の PCR産物は、 1.5％アガロー
ス・ゲル電気泳動により分析した。
【００８５】
　アガロース・ゲル電気泳動により、およそ 650塩基の大きさを示す単一のバンドを検出
し、このバンドの産物をベクター（ pT7Blue（ R） T-Vector，ノバゲン (Novagen) 社）に挿
入し、適当なサイズの挿入がみられる複数のクローンを選別した。
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【００８６】
  PCR反応物から得られた 5'レース・クローンの 6つが同じ配列を有しているが、異なる長
さであった。 GEN-080G01と GEN-080G0149の 2つの重なりを持つ cDNAクローンをシークェン
シングすることによって、蛋白質をコードしている配列と、 5'と 3'フランキング配列と全
長 1015塩基の配列を決定し、該遺伝子を細胞骨格関連蛋白 2遺伝子 (CKAP2遺伝子 )と命名し
た。
【００８７】
　配列番号： 6に上記 GEN-080G01と GEN-080G0149の 2つの重なっている cDNAクローンから得
られた核酸配列、配列番号： 5にそのクローンのコードディング領域の核酸配列、並びに
配列番号： 4に核酸配列によってコードされるアミノ酸配列をそれぞれ示す。
【００８８】
　 CKAP2遺伝子は、配列番号： 6で示されるように、その 5'非コード領域が相対的に GC-リ
ッチであり、 (CAG)4(CGG)4(CTG)(CGG)の不完全なトリプレットが 40-69塩基の位置に存在
していた。
【００８９】
　その 274-276塩基の位置の ATGは、推定されるスタート・コドンである。ストップ・コド
ン (TGA)は、 853-855塩基に位置していた。ポリアデニレーション・シグナル (ATTAAA)は、
ポリ (A)スタートの前の 16塩基にあった。推定されたオープン・リーディング・フレーム
は、 21， 800の計算された分子量を持つ 193アミノ酸をコードする 579塩基からなっている
。
【００９０】
　更に RT-PCRによってコード領域を増幅し、得られた合成配列が cDNAのキメラであるとい
う可能性を排除した。
（ 2）他の CRPsと CKAP2との類似性
　 CKAP2の配列は、レスティンと CLIP-170の配列との相同性を明らかにしたが、相同性領
域は、 CAP-GLYドメインの短い配列に限定されていた。アミノ酸レベルにおいて、推定さ
れた CKAP2は、他の 5つの CAPsとも高い相同性を示した。
【００９１】
　 CKAP2は、アルファ -ヘリックス・ロッド、亜鉛フィンガー・モチーフのようないくつか
の CAPsの特徴的な他のモチーフを保有していなかった。アルファ -ヘリックス・ロッドは
、 2量体形成や微小管結合能を増加させることに貢献していると思われた（ Pierre P., et
 al., Cell, , 887-900, (1992)）。アルファ -ヘリックス領域の欠失は、 CKAP2がホモ -
或はヘテロ -・ダイマー形成することのできないことを意味するかもしれない。
【００９２】
　これらの蛋白の CAP-GLY領域を並べると、グリシンの他に保存された残基もまた CKAP2中
にあることが明らかとなった。また、 CAP-GLY領域を持つ CAPsは、細胞小器官の活動にお
いて、そして微小官とそれらの相互作用に関係すると考えられた。 CKAP2は、上記の如く C
AP-GLY領域を含んでいるので、これらのファミリーの中に位置付けされる。
【００９３】
　 Gluedの変異体を用いた研究によれば、 Glued産物は、ほとんど全ての細胞において重大
な役割を演ずること（ Swaroop A., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., , 6501-
6505 (1987)）及び神経細胞内において他の神経 -特異的な機能を演じること（ Meyerowizt
 E.M. and Kankel D.R., Dev. Biol., , 112-142 (1978)）が明らかにされている。こ
れらの微小官関連蛋白は、小胞輸送と有糸分裂に働くと思われている。故に、神経細胞に
おける小胞輸送システムの重要性は、これらのコンポーネントの欠損が異常な神経細胞系
に導くかもしれない。
【００９４】
　このようなことから、 CKAP2は本質的な細胞機能と同様に特異的な神経細胞の機能に関
係しているかもしれない。
（ 3）ノーザンブロット分析
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  正常ヒト組織におけるヒト CKAP2mRNAの発現を、実施例 1-(2)と同様にして GEN-080G01ク
ローン（ 553-1015塩基に相当する）をプローブとするノーザンブロットにより評価した。
【００９５】
　その結果、試験したヒト心臓、脳、胎盤、肺、肝臓、骨格筋、腎臓、膵臓の 8つの全て
の組織において、 CKAP2の cDNAのサイズに一致する 1.0kbの転写体を検出した。該 1.0kbの
転写体は、試験した他の組織より、心臓、脳において有意に高いレベルで発現されていた
。 3.4kbと 4.6kbの 2つの弱いバントがそれぞれ全ての組織において検出された。
【００９６】
　ノーザン・ブロット分析によれば、上記 3.4kbと 4.6kbの転写体は、選択的スプライシン
グによって、 CKAP2の 1.0kb転写体をコードする同じ遺伝子から誘導されているか、もしく
は、別の関連遺伝子から転写されたものである可能性も存在する。これらの転写体の特徴
は、 CKAP2が、 CAP-GLY領域を有し、α -ヘリックスも有するような蛋白をもコードしてい
るかもしれない。
（ 4）ダイレクト・ R-バインディング FISHによるコスミド・クローンと染色体上の局在
　 CKAP2cDNAに対応する 2つのコスミドを得た。それらの 2つのコスミド・クローンを実施
例 1-(3)と同様にしてダイレクト・ R-バインディング FISHによって CKAP2の染色体の座位の
マッピングを行なった。
【００９７】
　また、反復配列によるバックグラウンドの抑制のために、リヒター（ Lichter P. et al
., Proc. Natl. Sci. U.S.A., , 6634-6638(1990)）によって記載されたように 20倍過
剰のヒト Cot-I  DNA(BRL社製 )を加えた。プロビア 100フィルム (フジ ISO100；フジ・フィ
ルム社製 )を、顕微鏡写真撮影のために用いた。
【００９８】
 その結果、 CKAP2は、染色体バンド 19q13.11-q13.12上にマップされた。
【００９９】
　 DNAマーカー D19S221と D19S222の間の CADASIL（大脳皮質梗塞及び大脳白質萎縮を持つ大
脳の常染色体優性動脈疾患）と D19S215と D19S216の間の FHM(家族性片麻痺性偏頭痛 )の 2つ
の常染色体性の優性神経疾患が、連鎖分析によってこの領域に局在されている。これら 2
つの疾患は、同じ遺伝子の対立遺伝子による疾患であるかもしれない（ Tournier-Lasserv
e E. et al., Nature Genet., , 256-259(1993); Joutel A. et al., Nature Genet., 
, 40-45(1993)）。
【０１００】
　 FHMと、或は CADASIL候補遺伝子として CKAP2を支持するための証拠はないが、その変異
体は、なんらかの神経細胞の疾患に導くかもしれないと考えられる。
【０１０１】
　この実施例により得られる本発明の新規なヒト CKAP2遺伝子を用いれば、該遺伝子の各
種組織での発現の検出や、ヒト CKAP2の遺伝子工学的製造が可能となり、これらにより、
前述したように多様で且つ細胞に本質的な活動に深く関与しているヒト CKAP2システム乃
至ヒト CKAP2の機能の解析や、これが関与する各種神経疾患、例えば家族性偏頭痛、など
の診断などを行なうことができ、またこれらの治療及び予防薬のスクリーニングや評価な
どをも行なうことができる。
【実施例３】
【０１０２】
OTK27遺伝子
（ 1） OTK27遺伝子のクローニング及び DNAシークエンシング
  実施例 1-（ 1）と同様の方法でヒト胎児脳 cDNAライブラリーから任意に選択した cDNAク
ローンの配列解析とデータ・ベースの検索の結果、酵母核蛋白（ Saccharomyces cerevisi
ae: Kolodrubetz, D. and Burgum, A., YEAST, , 79-90 (1991)）、 NHP2に対して高い相
同性を有する蛋白をコードする cDNAクローン、 GEN-025F07を見出し、 OTK27と命名した。
【０１０３】
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　核蛋白質は、染色体、リボソームなどの細胞の基本構成成分であり、この核蛋白質は細
胞増殖、生存能力に対して本質的な役割を演じていると考えられている。酵母の核蛋白質
である NHP2は、 High-mobility group（ HMG） -like proteinで、 HMGと同様に細胞の生存能
力に対して必須の機能を有していると報告されている（ Kolodrubetz, D. and Burgum, A.
, YEAST, , 79-90 (1991)）。
【０１０４】
　上記酵母 NHP2に高い相同性を有する本発明の新規なヒト遺伝子、 OTK27遺伝子もまた同
様な機能を有していると推測される。
【０１０５】
　上記該 GEN-025F07クローンの塩基配列は、配列番号： 9で示されるように 1493塩基から
なり、配列番号： 8で示される 384塩基のオープン・リーディング・フレームを含んでおり
、これによりコードされるアミノ酸配列は、配列番号： 7に示される通り 128アミノ酸から
なっていた。開始コドンは、配列番号： 9の塩基配列番号の 95-97番目から始まり、 479-48
1番目が終始コドンを示していた。
【０１０６】
　 OTK27ペプチドは、 NHP2とアミノ酸レベルにおいて 38％の高い相同性を示した。また、
シロイヌナズナ（ Arabidopsis thaliana: Newman, T., unpublished ; GENEMBL Accessio
n No. T14197）からの cDNAの核酸配列から推定された蛋白に対して 83％同一であった。
（ 2）ノーザンブロット分析
　正常ヒト組織におけるヒト OTK27mRNAの発現を、 OTK27cDNAクローンのインサート部分を
PCRにより増幅し、該 PCR産物を精製し、〔 3 2 P〕 -dCTP（ランダムプライムド DNAラベリン
グキット、ベーリンガーマンハイム社）により標識してプローブとし、実施例 1-(2)に準
じてノーザンブロッティングを行なった。
【０１０７】
  ノーザンブロット分析の結果、この遺伝子からの 2つの可能性ある転写体を示している
およそ 1.6キロ塩基と 0.7キロ塩基の位置に 2つのバンドを検出した。両サイズの転写体が
試験した全ての正常成人組織に発現されていたが、 0.7キロ塩基の転写体の発現は脳にお
いて有意に減少し、試験した他の組織に比べて心臓、骨格筋、睾丸においてより多く発現
されていた。
【０１０８】
　これらの 2つの転写体の更なる試験のために睾丸 cDNAライブラリーから 11の cDNAクロー
ンを単離し、実施例 1-(1)と同様にそれら DNA配列を決定した。
【０１０９】
　その結果、 6つのクローンにおいて、それらは 0.7キロ塩基の転写体に一致しており、ポ
リ A配列は 600番目辺りの塩基に始まり、これらのクローンのうち 2つのクローンにおいて
ポリ A配列が 598番目の塩基、 3つのクローンが 606番目の塩基、 1つのクローンが 613番目の
塩基で始まっていた。
【０１１０】
　これら 6つのクローンにおいて、 583-588番目の塩基で“ TATAAA”配列が、ポリ Aシグナ
ルとしておそらく認められた。また、この遺伝子の上流ポリ Aシグナル“ TATAAA”は、脳
においてほとんど影響せず、他の組織より上記した 3つの組織においてより効果的である
と認識され、各転写体の安定性は種々の組織間で異なっている可能性も考えられた。
【０１１１】
　更に、ズー・ブロット分析の結果より、この遺伝子は他の脊椎動物においてもよく保存
されていることが示された。この遺伝子は、正常成人組織のいたるところで発現されてお
り、種間の広い範囲で保存されていたので、その遺伝子産物は重要な生理学的な役割を演
じると考えられる。 NHP2を欠いている酵母は生存できないことから、ヒトの相同物もまた
細胞の生存能力に対して本質的であるかもしれないと提言され得る。
（ 3）ダイレクト・ R-バィンディング FISHによる OKT27染色体の局在
　プローブとして OTK27cDNAのインサートを用いて cDNA OTK27に対応する 1つのコスミド・
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クローンを全ヒト染色体コスミド・ライブラリー（ 5ゲノムに相当）から単離し、実施例 1
-(3)に準じてダイレクト・ R-バィンディング FISHを実施し、 OTK27の染色体の局在を決定
した。
【０１１２】
　その結果、明瞭な 2つのスポットが染色体 12q24.3のバンド上に観察された。
【０１１３】
　本発明 OTK27遺伝子は、ヒト核蛋白質、 OTK27蛋白の発現及び検出に利用でき、かくして
該蛋白の関与する各種の疾患の診断、病態解明、例えば細胞増殖や分化に関わることから
ある種の癌の治療及び予防薬のスクリーニングや評価に利用できる。
【実施例４】
【０１１４】
OTK18遺伝子
（ 1） OTK18遺伝子のクローニング及び DNAシークエンシング
　亜鉛 -フィンガー蛋白は、真核生物の転写調節を行なう蛋白の大きなファミリーと定義
されており、進化的に保存された構造モチーフを含んでいる（ Kadonaga, J. T., et al.,
 Cell, , 1079-1090 (1987); Klung, A. and Rhodes, D., Trends Biol. Sci., , 46
4-469 (1987); Evans, R. M. and Hollenberg, S. M., Cell, , 1-3 (1988)）。
【０１１５】
　亜鉛イオンと、システィンとヒスチジンの 2残基の相互作用によって形作られたループ
様モチーフである亜鉛フィンガーは、 RNA又は DNAに対する蛋白の特異的結合に関係してい
る。亜鉛フィンガー・モチーフは当初、カエル ( )の転写因子 IIIAのアミノ酸配列
内において確認されていた（ Miller, J., et al., EMBO J., , 1609-1614 (1986)）。
【０１１６】
　 C2 H2フィンガーモチーフは、通常いくつか繰り返され、その間には 7或は 8アミノ酸の介
在配列が進化的に保存されている。この介在している広がりは、当初、ショウジョウバエ
のクルッペルセグメンテーション遺伝子において確認された（ Rosenberg, U. B., et al.
, Nature, , 336-339 (1986)）。それ以来、脊椎動物ゲノムは、数百の C2 H2亜鉛フィ
ンガー蛋白をコードする遺伝子が発見されている。
【０１１７】
　実施例 1-(1)と同様の方法でヒト胎児脳 cDNAライブラリーから任意に選択した cDNAクロ
ーンの配列解析とデータ・ベースの検索の結果、亜鉛フィンガー構造を含むいくつかのク
ローンを確認し、ここにクルッペル・タイプの亜鉛フィンガー構造をもつクローンを見い
出した。
【０１１８】
　このクローンは転写体の 5'部分が欠けていたので、プローブとして cDNAクローンの約 1.
8キロ塩基のインサートを使用し、胎児脳 cDNAライブラリーをプラーク・ハイブリダイゼ
ーションして、 3つのクローンを単離し、実施例 1-(1)と同様にそれらの塩基配列を決定し
た。
【０１１９】
　この 3つクローンのうちインサートの最も大きいクローンは、 711アミノ酸をコードする
2133塩基のオープン・リーデイング・フレームを持つ 3754塩基長に及んでおり、該クロー
ンは、ヒト ZNF41とショウジョウバエのクルッペル遺伝子に対して、亜鉛フィンガー領域
で高い類似性を有するペプチドをコードする新規なヒト遺伝子を含んでいた。この遺伝子
を OTK18遺伝子（ GEN-076C09クローン由来）と命名した。
【０１２０】
　 OTK18遺伝子の cDNAクローンの核酸配列は、配列番号： 12で示され、またコード領域を
含む塩基配列は、配列番号： 11で示され、該 OTK18遺伝子によりコードされる推定アミノ
酸配列は、配列番号： 10で示される通りである。
【０１２１】
　尚、配列番号： 12から、 OTK18の推定されたペプチド配列は、その蛋白がそのカルボキ
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シ側で 13のフィンガー・モチーフを含んでいることが判明した。
（ 2）他の亜鉛フィンガー・モチーフを有する遺伝子との比較
　 OTK18、ヒト ZNF41、ショウジョウバエのクルッペル遺伝子の比較により、各フィンガー
・モチーフは、共通配列 CXECGKAFXQKSXLX2 HQRXHに対して大部分保存されていた。
【０１２２】
　ヒト ZNF41とショウジョウバエのクルッペル遺伝子に対する OTK18の亜鉛フィンガー・モ
チーフの共通配列の比較は、クルッペルタイプ・モチーフが OTK18遺伝子によりコードさ
れた蛋白内によく保存されていた。しかしながら、配列の類似性は亜鉛フィンガー領域に
限定されており、他の領域では有意なホモロジーは示さなかった。
【０１２３】
　また、亜鉛フィンガー領域は、標的 DNAと特異的相互作用し、約 5塩基の配列を認識して
、 DNAのヘリックスと特異的に結合する（ Rhodes, D. and Klug, A., Cell, , 123-132 
(1986)）。
【０１２４】
　このことからマルチ・モデュール（亜鉛フィンガーがタンデムにつながっていること）
は、 DNAの広い範囲と相互作用することができるとする考えに基づいて、 13の繰り返し単
位を含んでいるこの遺伝子産物の標的 DNAは、およそ 65塩基長のひとつの DNA断片であるこ
とが推測される。
（ 3）ノーザンブロット分析
  ノーザンブロット分析は、実施例 1-(2)に準じて、正常ヒト組織におけるヒト OTK18mRNA
の発現を、 OTK18cDNAクローンのインサートを PCRにより増幅し、該 PCR産物を精製し、〔 3

2 P〕 -dCTP（ランダムプライムド DNAラベリングキット、ベーリンガーマンハイム社）によ
り標識してプローブとして MTNブロットを用いて実施した。
【０１２５】
　ノーザンブロット分析の結果、 OTK18の転写体がおよそ 4.3キロ塩基の長さであることが
明らかとなり、これは種々の正常成人組織内いたるところに発現されていた。しかしなが
ら、肝臓と末梢血リンパ球における発現のレベルは試験した他の臓器においてより低いと
思われた。
（ 4）ダイレクト・ R-バィンディング FISHによるコスミド・クローンと染色体の局在
　 OTK18の染色体の局在を実施例 1-(3)に準じて行なった。
【０１２６】
　その結果、 8サンプルで 2つの完全なスポットが確認され、 23サンプルはどちらか一方或
は両方に不完全なシグナル又は 2つのスポットを呈した。全てのシグナルは染色体 19の q13
.4バンドに現われた。他の染色体上には 2つのスポットは観察されなかった。
【０１２７】
　このように FISHの結果、この遺伝子が染色体バンド 19q13.4に局在することが判った。
この領域は亜鉛フィンガー領域のオリゴヌクレオチドとハイブリダイズする多くの DNAセ
グメントを含んでいることが知られている（ Hoovers, J. M. N., et al., Genomics, ,
 254-263 (1992)）。しかも、亜鉛フィンガー蛋白をコードする少なくとも一つの他の遺
伝子は、この領域で見つけられている（ Marine, J.-C., et al., Genomics, , 285-286
 (1994)）。
【０１２８】
　このことから染色体 19q13は、転写を調節する蛋白をコードする多くのマルチ遺伝子が
集まっている部位であると推測される。
【０１２９】
  この実施例により提供される新規なヒト OTK18遺伝子を用いれば、該遺伝子の各種組織
での発現の検出や、ヒト OTK18蛋白の遺伝子工学的製造が可能となり、これらにより、前
述したように多様で且つ細胞に基本的な活動に深く関与しているヒト転写調節蛋白質遺伝
子システム乃至ヒト転写調節蛋白質の機能の解析や、これが関与する各種疾患、例えば発
生分化異常の奇形や癌、或は神経系発生異常の精神、神経障害などの診断などを行なうこ

10

20

30

40

50

(16) JP 4022771 B2 2007.12.19

46

12

21



とができ、またこれらの治療及び予防薬のスクリーニングや評価などをも行なうことがで
きる。
【実施例５】
【０１３０】
ヒト 26Sプロテアソーム構成成分 P42蛋白質及び P27蛋白質遺伝子
（ 1）ヒト 26Sプロテアソーム構成成分 P42蛋白質及び P27蛋白質の各遺伝子のクローニング
及び DNAシークエンシング
　多機能プロテアーゼであるプロテアソームは、酵母からヒトに至る真核生物に広く存在
し、細胞内でエネルギー依存的にユビキチン結合蛋白質を分解する酵素である。該プロテ
アソームは、構造的には分子量 21～ 31キロダルトンの種々の構成成分からなる 20Sプロテ
アソームと、 30～ 112キロダルトンの種々の構成成分からなる沈降係数 22Sの PA700制御蛋
白質群とで構成され、全体として沈降係数 26S、分子量約 200万ダルトンの巨大分子を形成
している〔 Rechsteiner, M., et al., J.Biol.Chem., , 6065-6068 (1993)、 Yoshimur
a, T., et al., J.Struct.Biol., , 200-211 (1993)、 Tanaka, K., et al., New Biol
ogist, , 173-187 (1992)〕。
【０１３１】
　その構造的及び機械的な解析からも尚、該プロテアソームの全容は明らかになっていな
いが、主として酵母とマウスを用いた研究から、以下の機能が報告され、その機能は次第
に明らかになりつつある。
【０１３２】
　即ち、細胞内におけるエネルギー依存性の蛋白質分解機構は、ユビキチン結合による蛋
白質の選別にはじまるが、ユビキチン化蛋白質を分解する ATP依存的な活性は 20Sプロテア
ソームにはなく、 26Sプロテアソームにある〔 Chu-Ping et al., J.Biol.Chem., , 353
9-3547 (1994)〕。このことから、ヒト 26Sプロテアソームは、エネルギー依存性の蛋白質
分解機構の解明に有用であると考えられる。
【０１３３】
　細胞周期の調節に関与する因子は、一般に半減期が短く、厳格な量的制御を受けている
場合が多い。実際、癌遺伝子産物である Mos、 Myc、 Fosなどはエネルギー、ユビキチン依
存的に 26Sプロテアソームにより分解されることが明らかにされ〔 Ishida, N., et al., F
EBS Lett., , 345-348 (1993)、 Hershko,A., and Ciechanover, A., Annu.Rev.Bioche
m., , 761-807 (1992)〕、細胞周期制御におけるプロテアソームの重要性が認識されつ
つある。
【０１３４】
  また免疫系における重要性も指摘されており、クラス I主要組織適合複合体抗原提示に
おいて、プロテアソームが積極的に関与していることも示唆され〔 Michalek MT., et al.
, Nature, , 552-554 (1993)〕、さらにアルツハイマー患者の脳内において、ユビキ
チン化蛋白質が異常に蓄積してるという現象〔 Kitaguchi, N., et al., Nature, , 53
0-532 (1988)〕から、アルツハイマー病にもプロテアソームが関与していることが示唆さ
れるなど、プロテアソームは多彩な機能を有するという点で、各種病態の診断や治療にそ
の有用性が注目されてきている。
【０１３５】
　また、 26Sプロテアソームの主たる機能は、ユビキチン化蛋白質を分解する活性である
。中でも c-Mycをはじめとする癌遺伝子産物やサイクリンのような細胞周期関連遺伝子産
物の分解が、ユビキチン依存の経路で分解されることが判明している。また肝癌細胞、腎
癌細胞、白血病細胞などにおいてプロテアソーム遺伝子は、正常細胞に比較して異常発現
しており〔 Kanayama, H., et al., Cancer Res., , 6677-6685 (1991)〕、腫瘍細胞核
にプロテアソームが異常蓄積していることが観察されている。このことから、ヒトプロテ
アソームの構成成分はこれらの癌化のメカニズムの解明や癌の診断あるいは治療に有用と
なることが期待される。
【０１３６】
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　更に、プロテアソームの発現がインターフェロンγなどによって誘導され、細胞内での
抗原提示に深く関与することが知られている〔 Aki, M., et al., J.Biochem., , 257-
269 (1994)〕。このことから、ヒトプロテアソームの構成成分は免疫系の抗原提示のメカ
ニズムの解明や免疫制御剤の開発にも期待できる。
【０１３７】
　加えて、プロテアソームはアルツハイマー患者の脳内に異常蓄積しているユビキチンと
も深く関わっているとも考えられ、この点より、ヒトプロテアソームの構成成分は、アル
ツハイマー病の原因解明やその治療にもその有用性が示唆されている。
【０１３８】
　このように、多機能が期待できるプロテアソームは、該酵素自体の利用以外にも、その
各構成成分を抗原として抗体を作製すれば、かかる抗体が免疫測定法により各種病態の診
断に用い得るとも考えられ、この診断分野での有用性も着目されている。
【０１３９】
　ところで、ヒト 26Sプロテアソームの特性を有する蛋白質については、例えば特開平 5-2
92964号に開示があり、また、ラットプロテアソーム構成蛋白質については、特開平 5-268
957号及び特開平 5-317059号に開示があるが、ヒト 26Sプロテアソームの構成成分について
は知られていない。そこで本発明者らは、ヒト 26Sプロテアソームの構成成分について更
なる検索を行い 2つの新たなヒト 26Sプロテアソーム構成成分蛋白質であるヒト 26Sプロテ
アソーム構成成分 P42蛋白質及びヒト 26Sプロテアソーム構成成分 P27蛋白質を得、以下に
示される方法にて該遺伝子のクローニング及び DNAシークエンシングを行なった。
（ 1）ヒト 26Sプロテアソーム構成成分 P42蛋白質及び P27蛋白質の精製
　新鮮なヒト腎臓約 100gを用い、特開平 5-292964号公報に記載されているヒトプロテアソ
ームの精製法に従い、バイオゲル A-1.5m（ 5× 90cm、バイオラッド製）、ハイドロキシア
パタイト（ 1.5× 15cm、バイオラッド製）、 Q-セファロース（ 1.5× 15cm、ファルマシア製
）によるカラムクロマトグラフィー及びグリセロール密度勾配遠心法により、ヒトプロテ
アソームの精製を行なった。
【０１４０】
　得られたヒトプロテアソームを、日立 L6200型高速液体クロマトグラフィー（ HPLC）シ
ステムより、逆相 HPLCを行なった。カラムは、 Shodex RS Pak D4-613（ 0.6× 15cm、昭和
電工製）を用い、以下の 2液によるグラジエント溶出を行なった。
第 1液： 0.06％トリフルオロ酢酸
第 2液： 0.05％トリフルオロ酢酸、 70％アセトニトリル
　各溶出画分につき、その一部をジチオスレイトール還元下、 8.5％ SDS-ポリアクリルア
ミド電気泳動を行ない検出し、 P42蛋白質及び P27蛋白質をそれぞれ単離精製した。
【０１４１】
　精製した P42及び P27蛋白質について、それぞれ 0.1Mトリス緩衝液（ pH7.8）、 2M尿素中
、 1μ gのトリプシンにより 37℃で 8時間消化を行ない、得られた部分ペプチド断片を逆相 H
PLCで分離し、エドマン分解により配列を決定した。その結果は、それぞれ下記表 1に示す
通りであった。
【０１４２】
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【表１】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 2） cDNAライブラリーの検索、クローンの単離及び cDNA塩基配列の決定
　本発明者らは、実施例 1-（ 1）に示すように、ヒト胎児脳、血管動脈、胎盤 cDNAライブ
ラリーの大量 DNA配列の決定から、約 3万個の cDNAデーターを含むデーターベースを構築し
ている。
【０１４３】
　上記（ 1）で得られた各アミノ酸配列をもとにコンピューターによる FASTA検索（アミノ
酸配列に対して、 DNAデーターベースから推測されたアミノ酸配列とのホモロジー検索）
を行なった結果、 P42については、 2つのアミノ酸配列（表 2に示す (2)及び (7)）が一致す
るクローン（ GEN-331G07）を、また P27についても、 2つのアミノ酸配列（表 2に示す (1)及
び (8)）が一致するクローン（ GEN-163D09）を見出した。
【０１４４】
　これら各クローンにつき、実施例 2-(2)と同様にして、 5′ RACE法により、 5′側の配列
を決定し、合わせて、それぞれの全配列を決定した。
【０１４５】
　その結果、上記 P42クローンである GEN-331G07は、配列番号： 15に示される 1566塩基配
列から構成され、その中に配列番号： 14で示される 1167塩基の翻訳領域を含み、これによ
ってコードされるアミノ酸配列は、配列番号： 13に示す 389アミノ酸配列であることが明
らかとなった。

10

20

30

40

50

(19) JP 4022771 B2 2007.12.19



【０１４６】
　 P42蛋白質は、コンピューターを用いたホモロジー検索の結果、 AAA（ ATPases associat
ed with a variety of cellular activities）蛋白質ファミリー（例えば、 P45、 TBP1、 T
BP7、 S4、 MSS1など）と、有意なホモロジーを有することが認められ、このことから AAA蛋
白質ファミリーの新しい一員であると示唆された。
【０１４７】
　また、 P27クローンである GEN-163D09は、配列番号： 18に示される 1128塩基配列から構
成され、その中に配列番号： 17で示される 669塩基の翻訳領域を含み、これによってコー
ドされるアミノ酸配列は、配列番号： 16に示す 223アミノ酸配列であることが明らかとな
った。
【０１４８】
　 P27蛋白質は、コンピューターを用いたホモロジー検索の結果、パブリックなデーター
バンク内にホモロジーを示す遺伝子は認められず、未知の機能を持つ新規な遺伝子と考え
られた。
【０１４９】
　しかして、上記 P42及び P27の両遺伝子産物は、もともとプロテアソーム複合体の調節サ
ブユニット成分として精製されたものであり、これらは、いずれも蛋白質分解を介して種
々の生体機能にとって重要な役割、例えば ATP分解によるエネルギー供給のための役割を
演じるていると考えられ、これらの点よりヒト 26Sプロテアソームの機能解明のみならず
、上記生体機能の低下などに起因する各種病態の診断、治療などに有用であると考えられ
る。
【実施例６】
【０１５０】
BNAP遺伝子
（ 1） BNAP遺伝子のクローニング及び DNAシークエンシング
　 DNAとヒストンで構成されるヌクレオソームは、真核生物の細胞において染色体を構成
する基本構造で、種を越えてよく保存されている。この構造は、 DNAの複製過程と転写に
強く関連している。しかしながら、ヌクレオソームの形成については、完全には理解され
ておらず、ヌクレオソーム構築（ nucleosome assembly: NAPs）に係わるいくつかの特異
的な因子が確認されているのみである。即ち、既に 2つの酸性蛋白であるヌクレオプラス
ミン (nucleoplasmin)と N1が、ヌクレオソーム構築を容易にすることが確認されている（ K
leinschmidt, J.A., et al., J. Biol. Chem., , 1166-1176 (1985): Dilworth, S. M
., et al., Cell, , 1009-1018 (1987)）。
【０１５１】
　モノクローナル抗体を用いて、酵母 NAP-Iの遺伝子が単離され、その組換え蛋白が、イ
ン・ビトロにおいてヌクレオソーム構築活性を保有するかどうかが調べられた。
【０１５２】
　更に近年、酵母の NAP-Iの哺乳動物相同物であるマウスの NAP-I遺伝子（ Okuda, A.: reg
istered in database as an accession number D12618）、マウス DN38遺伝子（ Kato, K.,
 Eur. J. Neurosci., , 704-711 (1990)）及びヒトヌクレオソーム構築蛋白（ human nuc
leosome assembly protein: hNRP）がそれぞれクローニングされ（ Simon, H. U., et al.
, Biochem. J., , 389-397(1994)）、 hNRP遺伝子は、多くの組織において発現され、 T
-リンパ球の増殖に関連することが示された。
【０１５３】
　本発明者らは、実施例 1-(1)と同様の方法でヒト胎児脳 cDNAライブラリーから任意に選
択した cDNAクローンの配列解析とデータ・ベースの検索の結果、 1125塩基 cDNAクローンの
GEN-078D05(ポリ Aを含んでいない）が、ヌクレオソーム構築に関連しているヌクレオソー
ム構築蛋白 (NAPs)の遺伝子であるマウス NAP-Iの遺伝子、マウスの部分 cDNAクローン DN38
及び hNRPと有意に高い相同性を有することを解明した。
【０１５４】
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　該 GEN-078D05は、 5'領域を欠いていたので、全体のコード領域を得るために、実施例 2-
（ 2）と同様の方法で 5'レース法を行なった。この 5'レース法のために、配列番号： 45及
び 46に示す各塩基配列のプライマー P1及び P2を用いた。
【０１５５】
　最初の 5'レースの後、得られたものは配列長が 1300塩基のシングルバンドであった。こ
の産物を pT7Blue（ R） T-Vecterに挿入し、適当なサイズのインサートを持ついくつかのク
ローンを選択した。
【０１５６】
　 2つの独立した PCR反応から得られた、 5'レース・クローン、 10クローンを配列決定し、
最も長いクローン GEN-078D05TA13(およそ 1300塩基長 )を更に分析した。
【０１５７】
　 2つの重複している cDNAクローン GEN-078D05と GEN-078D05TA13の両ストランドを配列決
定することによって、 2つのクローンがまだ全体のコード領域をカバーしていないことを
確認したので、更なる第 2の 5'レース法を実施した。 2回目の 5'レース法には、配列番号：
47及び 48に示す各塩基配列のプライマー P3及び P4を用いた。
【０１５８】
　 2回目の 5'レース法によって得られたクローン GEN-078D0508は、 300塩基長であった。こ
のクローンは推定の開始コドンと 3つの先行するイン -フレーム停止コドンを含んでいた。
これらの重複している 3つのクローンから 2636塩基からなる全体のコード配列が明らかと
なり、この遺伝子を脳特異的ヌクレオソーム構築蛋白 (Brain-specific Nucleosome Assem
bly Protein:BNAP)遺伝子と命名した。
【０１５９】
　 BNAP遺伝子は、配列番号： 20で示される 1518塩基のオープン・リーディング・フレーム
を含んでいて、これによってコードされるアミノ酸は、配列番号： 19で示されるように 50
6アミノ酸残基を有し、 BNAPの全 cDNAクローンの核酸配列は、配列番号： 21で示されると
おりである。
【０１６０】
　配列番号： 21で示されるように、該遺伝子の 5'非コード領域は、総体的に GCリッチであ
った。開始コドンの候補配列は、塩基配列番号 266-268番目、 287-289番目及び 329-331番
目に見られた。これらの 3つの配列は、すべて開始コドン周辺でよく保存されている配列
を持っていた（ Kozak, M., J. Biol. Chem., , 19867-19870 (1991)）。
【０１６１】
　スキャンニング・モデルに従えば、 cDNAクローンの最初の ATG（塩基配列番号 266-268番
目）が開始コドンであるかもしれない。停止コドンは、塩基配列番号 1784-1786番目に位
置していた。
【０１６２】
　 3'非コード領域は全体的に ATリッチであり、 2つのポリ・アデニレーション・シグナル (
AATAAA)は、塩基配列番号 2606-2611番目と 2610-2615番目にそれぞれ位置していた。
【０１６３】
　最も長いオープン・リーディング・フレームは、 506のアミノ酸をコードしている 1518
塩基からなり、 BNAP遺伝子産物の計算された分子量は、 57,600ダルトンであった。
【０１６４】
　親水性プロットは、 BNAPが他の NAPsのように極めて親水性であることを示した。
【０１６５】
　組換え BNAPの発現と精製、そして BNAPの遺伝子配列が 5'レースの段階によって 3つのキ
メラのクローンを構成しているかもしれないと考えられる可能性を排除するために、セン
ス・プライマーとして配列番号 326-356番目の配列と、アンチ・センスプライマーとして
配列番号 1758-1786番目の配列とを用い、 RT-PCRを実施した。
【０１６６】
　その結果、単一の約 1500塩基対の産物が得られ、該配列がキメラではなく、単一転写産
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物であることが確認された。
（ 2） BNAPと NAPsとの比較
　 BNAPの推定アミノ酸配列は、 hNRPと 46％の同一性と 65％の類似性を示した。
【０１６７】
　推定された BNAP遺伝子産物は、既に報告された NAPsにおいて見られたものと BNAPに特徴
的なモチーフを持っていた。一般に C末端の半分はヒト及び酵母の間で強く、よく保存さ
れていた。
【０１６８】
　第 1のモチーフ (ドメイン I)は、 KGIPDYWLI（ 309-317番目のアミノ酸残基に相当）で、こ
れは hNRP（ KGIPSFWLT）及び酵母 NAP-I（ KGIPEFWLT）においても認められた。
【０１６９】
　第 2のモチーフ (ドメイン II)は、 ASFFNFFSPP（ 437-446番目のアミノ酸残基に相当）で、
これは hNRPにおいては、 DSFFNFFAPPとして、酵母 NAP-Iにおいては、 ESFFNFFSPとして表わ
された。
【０１７０】
　これら 2つのモチーフもまたマウス NAP-Iと DN38の推定ペプチドにおいて保存されていた
。両者の保存されたモチーフは、親水性のクラスターで、 402番目の Cysもまた保存されて
いた。
【０１７１】
　 N末端の半分は酵母から哺乳動物の種にいたるまで厳格に保存されたモチーフを有して
おらず、一方では、哺乳動物種の間で保存されたモチーフが見つけられた。
【０１７２】
　例えば、哺乳動物特異的機能に関係しているかもしれない、 HDLERKYA（ 130-137番目の
アミノ酸残基に相当）と IINAEYEPTEEECEW（ 150-164のアミノ酸残基に相当）は、厳格に保
存されていた。
【０１７３】
　 NAPsは、ヒストン又は他の塩基性蛋白に結合し易いと信じられている酸性のストレッチ
を有していた。全ての NAPsは 3つの酸性のストレッチを持っていたが、それらのストレッ
チの位置は保存されていなかった。
【０１７４】
　 BNAPはそのような 3つの酸性ストレッチを有しておらず、代わりとして、 98アミノ酸残
基のうち 41の酸性アミノ酸残基を含んでいるひとつの長い酸性のクラスターを有していた
3つのくり返し配列（ 194-207番目、 208-221番目及び 222-235番目のアミノ酸残基に相当）
があり、そのコンセンサスは、 ExxKExPEVKxEEK（ xは保存されておらず、たいていは疎水
性残基である )であった。
【０１７５】
　更に、 BNAP配列は、いくつかの BNAP特異的モチーフを有していることが明らかとなった
。即ち、 49アミノ酸残基のうち 33残基（ 67％）がセリンである極端にセリンーリッチ領域
(24-72番目のアミノ酸残基に相当 )が N末端部分に見られた。それは核酸レベルでは不完全
な AGCくり返しとして見出された。
【０１７６】
　このセリンーリッチ領域に続いて、 19のうち 10の塩基性アミノ酸残基を含んでいる塩基
性領域 (71-89番目のアミノ酸残基に相当）が現れた。
【０１７７】
　 BNAPは核に局在すると考えられ、 2つの可能性のある核局在シグナルが見られた (NLSs)
。第一のシグナルは BNAPの塩基性ドメインに見つけられ、その配列 YRKKR（ 75-79番目のア
ミノ酸残基に相当）は、 HIV-1の Tatの NLS（ GRKKR）に類似していた。第二のシグナルは、
C末端に位置しており、その配列 KKYRK（ 502-506番目のアミノ酸残基に相当）は、 SV40の
ラージ T抗原の NLS（ KKKRK）に類似していた。これら 2つの推定 NLSsがあることから、 BNAP
は核に局在しているようであったが、他の塩基性クラスターが NLSsとして働くという可能
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性を排除できなかった。
【０１７８】
　 BNAPはいくつかのリン酸化部位を有しており、リン酸化により BNAPの活性を調節するか
もしれない。
（ 3）ノーザンブロット分析
  ノーザンブロット分析は、実施例 1-(2)に準じて、正常ヒト組織における BNAPmRNAの発
現を、クローン GEN-078D05TA13(BNAP遺伝子の配列番号 323から 1558番目に相当する )を PCR
により増幅し、該 PCR産物を精製し、［ 3 2 P］ -dCTP（ランダムプライムド DNAラベリングキ
ット、ベーリンガーマンハイム社）により標識し、プローブとして MTNブロットに用いて
試験した。
【０１７９】
　ノーザンブロット分析の結果、試験した 8つのヒト成人組織、心臓、脳、胎盤、肺、肝
臓、骨格筋、腎臓及び膵臓のうち、脳において BNAPの 3.0キロの転写体が検出された (8時
間露光 )、そしてより長い露光 (24時間露光 )で同じサイズのぼんやりしたバンドが心臓に
おいて検出された。
【０１８０】
　 BNAPは試験した脳のいくつかの部位で等しく発現していたが、他の組織においては、 72
時間露光によってもいかなるシグナルも検出されなかった。 hNRPmRNAは、試験したヒト組
織においていたるところに発現されていたけれども、 BNAPmRNAは組織特異的な手法で発現
されていた。
（ 4）ラディエーション・ハイブリッド・マッピング（ Radiation Hybrid Mapping）
　ラディエーション・ハイブリッド・マッピングによって、 BNAPのクローンの染色体マッ
ピングを行なった（ Cox, D.R., et al., Science, , 245-250 (1990)）。
【０１８１】
　即ち、全ヒト・ゲノムのラディエーション・ハイブリッド・クローン (G3RH)のパネルを
リサーチ・ジェネティックス社 (Research Genetics, Inc., AL, U.S.A.)より購入し、製
品の使用説明書に従い、配列番号： 49及び 50に示す各塩基配列の A1プライマーと A2プライ
マーを用いて染色体マッピング分析のための PCR反応を実施した。
【０１８２】
　得られた結果をインターネット上で使用可能なソフトウェアによって分析した（ Boehnk
e, M., et al., Am. J. Hum. Genet., , 581-586 (1991)）。
【０１８３】
　その結果、 BNAP遺伝子はマーカー DXS990（ LOD＝ 1000， cR8000＝ -0.00）に強く連鎖して
いた。マーカー DXS990は、染色体上の Xq21.3-q22に局在したマーカーであることから、 BN
APは、いくつかの X染色体と連関する精神遅延が局在する染色体位置 Xq21.3-q22に局在さ
れていることが確認された。
【０１８４】
　ヌクレオソームの構造真核生物に特徴的で基本的な染色体の構造単位だけでなく、遺伝
子発現の調節単位である。いくつかの結果から、転写活性の高い遺伝子は、ヌクレアーゼ
処理に感受性があり、転写活性により染色体の構造が変化することを示唆している（ Elgi
n, S.C.R., J. Biol. Chem., , 19259-19262(1988)）。
【０１８５】
　 NAP-Iは、酵母、マウス、ヒトにおいてクローニングされており、イン・ビトロにおい
てヌクレオソーム構築を促進する能力を持つ因子の一つである。実施された配列に関する
研究において、特異抗体 4A8のエピトープを含んでいる NAPsがヒト、マウス、カエル、シ
ョウジョウバエ、酵母 (サッカロミセス・セレビシェ : . )において検出された
（ Ishimi, Y., et al., Eur. J. Biochem., , 19-24 (1987)）。
【０１８６】
　これらの実験において NAPsは、 SDS-PAGE分析によって 50-60kDaの間に電気泳動されたが
、組換え BNAPは、およそ 80kDaの位置にゆっくりと電気泳動された。 4A8のエピトープは、
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2番目のよく保存された疎水性モチーフの中に局在されていることが示された。そして、 F
NFのトリプレットが、エピトープの一部として重要であることが同時に示された（ Fujii-
Nakata T., et al., J. Biol. Chem., , 20980-20986 (1992)）。
【０１８７】
　 BNAPもまたこの一致モチーフをドメイン IIに含んでいた。ドメイン IIは、著しく疎水的
である事実とドメイン IIが免疫システムによって認識されることができる事実は、それが
BNAP表面でおそらく提示され、蛋白 -蛋白相互作用に関与する可能性を持つことが提言さ
れる。
【０１８８】
　ドメイン Iもまた蛋白 -蛋白相互作用に関与しているかもしれない。保存された領域の機
能的な意味はいまだに不明であるが、これらの NAPs間の比較的低いが総体的に保存されて
いることを考えると、それらはヌクレオソーム構築のためには本質的であらねばならない
と考えられる。
【０１８９】
　 hNRP遺伝子は、甲状腺、胃、腎臓、腸、白血病、肺癌、乳癌などに発現される（ Simon,
 H. U., et al., Biochem. J., , 389-397 (1994)）。一方、 NAPsは、いたるところに
発現されていて、基本的なヌクレオソーム形成において重要な役割を演じていると考えら
れる。
【０１９０】
　 BNAPは、脳特異的ヌクレオソーム形成に関与するかもしれず、その不全は、逸脱した神
経細胞の機能の結果として神経学上の疾患や精神的な遅延を起こすかもしれない。
【０１９１】
　 BNAPは、いくつかの X染色体と連鎖した精神的な遅延が、局在される X染色体 q21.3-q22
上のマーカーに対して強く連鎖していた。この X染色体の中心周囲領域は、α -サラセミア
や精神的遅延 (ATR-X)のような、精神的な遅延に対して責任ある遺伝子が多かった（ Gibbo
ns,  R. J., et al., Cell, , 837-845 (1995)）。ヌクレオソーム構造を調節すると思
われる ATR-X遺伝子の分析と同様に、本発明者らは、 BNAPが X染色体と連鎖した精神遅延の
あるタイプに関係しているかもしれないと考える。
【０１９２】
  本実施例によれば、新規な BNAP遺伝子が提供され、該遺伝子を用いれば、該遺伝子の各
種組織での発現の検出や、 BNAP蛋白の遺伝子工学的製造が可能となり、これらにより、前
述したように多様で且つ細胞に基本的な活動に深く関与している脳ヌクレオソーム形成の
研究や脳神経細胞の機能の研究及びこれらが関与する各種神経学上の疾患や精神遅延の診
断などを行なうことができ、これらの治療及び予防薬のスクリーニングや評価などをも行
なうことができる。
【実施例７】
【０１９３】
ヒト骨格筋特異的ユビキチン結合酵素遺伝子（ UBE2G遺伝子）
　ユビキチン・システムは、細胞プロセスに必須の酵素グループのひとつであり、酵母か
らヒトにいたるまで保存されている。該システムは、ユビキチン活性酵素 (ubiquitin-act
ivating enzymes: UBAs)、ユビキチン結合酵素 (ubiquitin-conjugating enzymes: UBCs)
、ユビキチン蛋白リガーゼ (ubiquitin protein ligases: UBRs)及び 26Sプロテアソーム粒
子から構成されている。
【０１９４】
　ユビキチンは、上記 UBAから数種の UBCに移されて活性化される。 UBCは、 UBRの関与を受
けるものと、もしくは受けないで、ユビキチンを目標蛋白にトランスファーする。これら
ユビキチン化された目標蛋白は、多くの細胞応答、例えば蛋白分解、蛋白修飾、蛋白輸送
、 DNA修復、細胞サイクル制御、複製制御、ストレス応答などや免疫応答を引き起こすと
されている（ Jentsch, S., et al., Biochim. Biophys. Acta, , 127-139 (1991): H
ershko, A. and Ciechanover, A., Annu. Rev. Biochem., , 761-807 (1992) : Jentsc
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h, S., Annu. Rev. Genet., , 179-207 (1992): Ciechanover, A., Cell, , 13-21 (
1994)）。
【０１９５】
　 UBCsは、このシステムの重要な構成成分であり、異なる基質特異性を有し、異なった機
能を調節すると思われる。例えば、サッカロミセス・セレビシェ ( . )の UBC7
は、カドミウムによって誘導され、カドミウム中毒に対する抵抗性に関与していると思わ
れる（ Jungmann, J., et al., Nature, , 369-371 (1993)）。 MAT-α 2の分解もまた UB
C7と UBC6によって実行される（ Chen, P., et al., Cell, , 357-369 (1993)）。
【０１９６】
　本実施例で得られた新規な遺伝子は、酵母細胞周期遺伝子 UBC9と Hus5に対して高い相同
性を持っていて、ヒト骨格筋において強く発現するヒト UBC7様遺伝子であり、以下にその
クローニング及び DNAのシークェンシングについて述べる。
（ 1）ヒト骨格筋特異的ユビキチン結合酵素遺伝子（ UBE2G遺伝子）のクローニング及び DN
Aシークエンシング
　実施例 1-(1)と同様の方法でヒト胎児脳 cDNAライブラリーから任意に選択した cDNAクロ
ーンの配列解析とデータ・ベースの検索の結果、 GEN-423A12cDNAクローンが様々な種のユ
ビキチン結合酵素 (ubiquitin-conjugating enzymes: UBCs)をコードする遺伝子と有意に
高い相同性を有する持つことが分かった。
【０１９７】
　該 GEN-423A12は、 5'側が欠けていたので、全体のコード領域を得るために実施例 2-(2)
と同様の方法で 5'レース法を行なった。
【０１９８】
　 5'レース法のために、配列番号： 51及び 52に示す各塩基配列の P1プライマー及び P2プラ
イマーを用いた。
【０１９９】
　 5'レース産物を pT7Blue（ R） T-Vecterに挿入し、適当なサイズのインサートを持ついく
つかのクローンを選択した。
【０２００】
　 2つの独立した PCR反応から得られ、 5'レース・クローンの 4つのクローンが同じ配列を
持っているが異なった長さであった。
【０２０１】
　上記クローン配列決定によって、新しい遺伝子の翻訳配列と隣接する 5'-と 3'-フランキ
ング配列を決定した。
【０２０２】
　その結果、全配列が 617塩基の新しい遺伝子が明らかとなり、この遺伝子をヒト骨格筋
特異的ユビキチン結合酵素遺伝子（ UBE2G遺伝子）と命名した。
【０２０３】
　また、この配列がキメラ・クローンである可能性を排除するために、ヒト胎児脳 cDNAラ
イブラリーから増幅するために前記実施例 6-(1)に準じて、センス・プライマーを用い RT-
PCRを実施した。その結果、単一の PCR産物が得られ、その配列がキメラでないことが確認
された。
【０２０４】
　 UBE2G遺伝子は、配列番号： 23で示される 510塩基のオープン・リーディング・フレーム
を含んでいて、これによってコードされるアミノ酸は、配列番号： 22で示されるように 17
0アミノ酸残基を有し、 UBE2Gの全 cDNAクローンの核酸配列は、配列番号： 24で示されると
おりである。
【０２０５】
　配列番号： 24で示されるように推定された開始コドンは、 cDNAクローンの最初の ATGト
リプレットである塩基配列番号 19-21番目に位置していた。この ATGに先行したイン・フレ
ーム停止コドンがなかったので、このクローンは、以下の理由から全体のオープン・リー
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ディング・フレームを含んでいると演繹した。
【０２０６】
　即ち、（ a）サッカロミセス・セレビシェ（ . ） UBC7とアミノ酸配列の相同
性が高く、酵母の UBC7の開始コドンと一致しておりこの ATGを支持した。
（ b） AGGATGAの配列は、開始コドン周辺のコンセンサス配列（ A/G） CCATGG（ Kozak, M., 
J. Biol. Chem., , 19867-19870 (1991)）に類似していた。
（ 2） UBE2Gと UBCsとのアミノ酸配列との比較
　 UBE2Gと UBCsとのアミノ酸配列の比較から、ユビキチンに結合することができる活性部
位システィンは、 90番目のシスティン残基であるように思えた。これらの遺伝子でコード
されるペプチドは、同じファミリーに属しているようである。
（ 3）ノーザンブロット分析
  ノーザンブロット分析は、実施例 1-(2)に準じて、正常ヒト組織における UBE2GmRNAの発
現を、 UBE2Gの全配列を PCRにより増幅し、該 PCR産物を精製し、［ 3 2 P］ -dCTP（ランダム
プライムド DNAラベリングキット、ベーリンガーマンハイム社）により標識し、プローブ
として用い、メンブレンは、 MTNブロットを用いて実施した。
【０２０７】
　ノーザンブロット分析の結果、試験した 16のヒト成人組織、心臓、脳、胎盤、肺、肝臓
、骨格筋、腎臓、膵臓、脾臓、甲状腺、膀胱、睾丸、卵巣、小腸、大腸及び末梢血白血球
において、 18時間の露光の後、 4.4キロ塩基対、 2.4キロ塩基対、と 1.6キロ塩基対の転写
体が検出可能であった、そして骨格筋においてこれらの転写体の強い発現が観察された。
（ 4）ラディエーション・ハイブリッド・マッピング（ Radiation Hybrid Mapping）
　ラディエーション・ハイブリッド・マッピングによって前記実施例 6-(4)と同様の方法
で UBE2Gのクローンの染色体マッピングを行なった。
【０２０８】
　尚、染色体マッピング分析のために PCR反応のために用いた C1プライマー及び C4プライ
マーは、配列番号： 24の配列の配列番号 415-435番目及び配列番号 509-528番目にそれぞれ
相当しており、その塩基配列は配列番号： 53及び 54に示す通りである。
【０２０９】
　その結果、 UBE2G遺伝子はマーカー D1S446（ LOD＝ 12.52， cR8000＝ 8.60）と D1S235（ LOD
＝ 9.14， cR8000＝ 22.46）に連鎖していた。これらのマーカーは、染色体バンド lq42.13-q
42.3に局在した。
【０２１０】
　 UBE2Gは、骨格筋において強く発現し、試験した全ての組織において非常に弱く発現さ
れた。全ての他の UBCsは細胞サイクルの調節のような必須の細胞機能に関係しており、そ
れら UBCsは組織のいたるところに発現している。しかしながら、 UBE2Gの発現パターンは
、筋肉特異的な役割が提言されるかもしれない。
【０２１１】
　 3つの異なるサイズの転写体が検出されたが、それらのどれが cDNAクローンに相当する
ものであるかを確認することはできなかった。 UBE2G産物の主要な構造は、酵母の UBC7に
対して強い相同性を示した。また、線虫類の UBC7は、一方では酵母 UBC7に対して強い相同
性を示した。それは、レプレッサーの分解に関連しており、更に酵母におけるカドミウム
に対する抵抗を与える。これらの蛋白間の類似性から、それらが同じファミリーに属して
いることが提言される。
【０２１２】
　 UBE2Gは、筋特異的蛋白の分解に関与しており、該遺伝子の不全は、結果として筋ジス
トロフィーのような疾患になると考えられる。近年、別の蛋白質分解酵素、カルパイン 3
（ Calpain3）が肢体筋ジストロフィー・タイプ 2Aの原因であると証明された（ Richard, I
., et al.,Cell, , 27-40 (1995)）。該遺伝子が UBE2Gの染色体の位置からいかなる遺
伝性筋疾患とも現在のところ有意な関連はないが、今後のリンケージ解析から、該遺伝子
との関係が見つかる可能性があると思われる。
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【０２１３】
  本実施例によれば、新規な UBE2G遺伝子が提供され、該遺伝子を用いれば、該遺伝子の
各種組織での発現の検出や、 UBE2G蛋白の遺伝子工学的製造が可能となり、これらにより
、前述したように多様で且つ細胞に基本的な活動に深く関与している筋特異的蛋白分解の
研究や骨格筋の機能の研究及びこれらが関与する各種筋疾患、例えば筋ジストロフィーの
診断などを行なうことができ、これらの治療及び予防薬のスクリーニングや評価などをも
行なうことができる。
【実施例８】
【０２１４】
TMP-2遺伝子
（ 1） TMP-2遺伝子のクローニング及び DNAシークエンシング
　実施例 1-(1)と同様の方法でヒト胎児脳 cDNAライブラリーから任意に選択した cDNAクロ
ーンの配列解析とデータ・ベースの検索の結果、膜蛋白遺伝子 (transmembrane protein:
アクセッション No.； U19878)に相同性の高い cDNA配列を有するクローン（ GEN-092E10）を
見出した。
【０２１５】
　しかして従来、膜蛋白遺伝子は、カエル (  )とヒトにおいてクローニング
されており、之等はフォリスタチン・モデュル (follistatin module)と EGF領域 (epiderma
l growth factor domain)を有する細胞膜貫通型のタンパク質の遺伝子であると考えられ
る（アクセッション No.； U19878)。
【０２１６】
　上記タンパク質遺伝子の配列情報から、 GEN-092E10クローンは、 5'領域を欠いていたの
で、λ gt10cDNAライブラリー（ Human Fetal Brain 5'-STRETCH PLUS cDNA; クローンテッ
ク社製）を、 GEN-092E10クローンをプローブとしてスクリーニングすることにより、さら
に 5'上流を含む cDNAクローンを単離した。
【０２１７】
　この cDNAクローンの両ストランドを配列決定することによって、全体のコード領域をカ
バーしている配列が明らかになり、この遺伝子を TMP-2遺伝子と命名した。
【０２１８】
　 TMP-2遺伝子は、配列番号： 26で示される 1122塩基のオープン・リーディング・フレー
ムを含んでいて、これによってコードされるアミノ酸は、配列番号： 25で示されるように
374アミノ酸残基を有し、 TMP-2の全 cDNAクローンの核酸配列は、配列番号： 27で示される
とおり、 1721塩基からなっていた。
【０２１９】
　配列番号： 27で示されるように 5'非コード領域は、総体的に GCリッチであった。開始コ
ドンの候補配列は、いくつか存在したが、スキャンニング・モデルに従えば、 cDNAクロー
ンの 5番目の ATG（塩基配列番号 368-370番目）が開始コドンと推定された。停止コドンは
、塩基配列番号 1490-1492番目に位置していた。ポリ・アデニレーション・シグナル (AATA
AA)は、塩基配列番号 1703-1708番目に位置していた。 TMP-2遺伝子産物の計算された分子
量は、 41,400ダルトンであった。
【０２２０】
　上記したように膜蛋白遺伝子は、フォリスタチン・モデュルと EGF領域を有しているが
、本発明の新規なヒト遺伝子においても、これらのモチーフが保存されていた。
【０２２１】
  また、本発明の TMP-2遺伝子は、 TGF-α（ transforming growth factor-α ; Derynck, R
., et al., Cell, , 287-297 (1984)）、 beta-cellulin（ Igarashi, K. and Folkman, 
J., Science, , 1604-1607 (1993)）、ヘパリン結合 EGF様成長因子（ heparin-binding
 EGF-like growth factor; Higashiyama, S., et al., Science, , 936-939 (1991)）
及びシュワノマ誘導成長因子（ Schwannoma-derived growth factor; Kimura, H., et al.
, Nature, , 257-260 (1990)）と、 EGF領域を超えてアミノ酸レベルで相同性を有する
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ことなどから、細胞の増殖や細胞間のコミュニケーションに重要な役割を果たすと考えら
れる。
（ 2）ノーザンブロット分析
  ノーザンブロット分析は、実施例 1-(2)に準じて、正常ヒト組織における TMP-2mRNAの発
現を、クローン GEN-092E10を PCRにより増幅し、該 PCR産物を精製し、［ 3 2 P］ -dCTP（ラン
ダムプライムド DNAラベリングキット、ベーリンガーマンハイム社）により標識し、プロ
ーブとして MTNブロットを用いて実施した。
【０２２２】
　ノーザン分析の結果、脳と前立腺において高い発現が検出された。該 TMP-2遺伝子の mRN
Aのサイズは、約 2kbであった。
【０２２３】
  本発明によれば、新規なヒト TMP-2遺伝子が提供され、該遺伝子を用いれば、該遺伝子
の各種組織での発現の検出や、ヒト TMP-2蛋白の遺伝子工学的製造が可能となり、これら
により、前述したように細胞増殖や細胞間コミュニケーションに深く関与している脳腫瘍
や前立腺癌の研究及びこれらの疾患の診断等を行なうことができ、これらの治療及び予防
薬のスクリーニングや評価等をも行なうことができる。
【実施例９】
【０２２４】
ヒト NPIK遺伝子
（ 1）ヒト NPIK遺伝子のクローニング及び DNAシークエンシング
　実施例 1及び 2と同様の方法で、ヒト胎児脳 cDNAライブラリーから任意に選択した cDNAク
ローンの配列解析とデータ・ベースの検索の結果、フォスファチジルイノシトール (phosp
hatidylinositol)3及び 4キナーゼに保存されているアミノ酸配列をコードする遺伝子（ Ku
nz, J., et al., Cell, , 585-596 (1993)）に高い相同性を有する 2つの cDNAクローン
を得、これらを GEN-428B12c1及び GEN-428B12c2と命名し、これらの全配列を、前記各実施
例に準じて決定した。
【０２２５】
　その結果、 GEN-428B12c1cDNAクローンと GEN-428B12c2クローンは、 5'末端の 12のアミノ
酸残基のみが異なるコード配列を有することが判明し、 GEN-428B12c1cDNAクローンが 12ア
ミノ酸残基長かった。
【０２２６】
　ヒト NPIK遺伝子の GEN-428B12c1cDNA配列は、配列番号： 32で示される 2487塩基のオープ
ン・リーディング・フレームを含んでいて、これによってコードされるアミノ酸は、配列
番号： 31で示されるように 829アミノ酸残基を有し、全長 cDNAクローンの核酸配列は、配
列番号： 33で示されるとおり、 3324塩基からなっていた。
【０２２７】
　配列番号： 33で示されるように推定された開始コドンは、 cDNAクローンの 2番目の ATGト
リプレットである塩基配列番号 115-117番目に位置していた。また、停止コドンは塩基配
列番号の 2602-2604番目に位置していた。ポリ・アデニレーション・シグナル (AATAAA)は
塩基配列番号 3305-3310番目位置していた。
【０２２８】
　一方、ヒト NPIK遺伝子の GEN-428B12c2cDNA配列は、配列番号： 29で示される 2451塩基の
オープン・リーディング・フレームを含んでいて、これによってコードされるアミノ酸は
、配列番号： 28で示されるように 817アミノ酸残基を有し、全長 cDNAクローンの核酸配列
は、配列番号： 30で示されるとおり、 3602塩基からなっていた。
【０２２９】
　配列番号： 30で示されるように推定された開始コドンは、 cDNAクローンの 7番目の ATGト
リプレットである塩基配列番号 429-431番目に位置していた。また、停止コドンは塩基配
列番号の 2880-2882番目に位置していた。ポリ・アデニレーション・シグナル (AATAAA)は
塩基配列番号 3583-3588番目位置していた。
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（ 2）ノーザンブロット分析
  ノーザンブロット分析は、実施例 1-(2)に準じて、正常ヒト組織におけるヒト NPIKmRNA
の発現を、ヒト NPIKの全配列を PCRにより増幅し、該 PCR産物を精製し、［ 3 2 P］ -dCTP（ラ
ンダムプライムド DNAラベリングキット、ベーリンガーマンハイム社）により標識し、プ
ローブとして用い、メンブレンは、 MTNブロットを用いて実施した。
【０２３０】
　ノーザン分析の結果、ヒト NPIK遺伝子は、試験した 16のヒト成人組織の様々な臓器でそ
の発現が認められ、約 3.8kbと約 5kbの転写体が検出可能であった。
【０２３１】
　 GEN-428B12c2cDNA配列の開始コドンを含む、配列番号： 55及び 56に示す塩基配列のプラ
イマー Aと終止コドンを含むプライマー Bとを用いて、 Human Fetal Brain Marathon-Ready
 cDNA（クロンテック社製）をテンプレートとして PCRを行ない、該 PCR産物の塩基配列を
決定した。
【０２３２】
　その結果、発現されたヒト NPIKmRNAには、 GEN-428B12c1cDNA配列の配列番号： 33の塩基
配列番号 1060-1104番目 (アミノ酸残基の配列番号： 31のアミノ酸配列番号 316-330番目 )を
欠くもの及び配列番号： 33の塩基配列番号 1897-1911番目 (アミノ酸残基の配列番号： 31の
アミノ酸配列番号 595-599番目 )を欠くものがあることが判明した。
【０２３３】
　更にこの遺伝子には、 GEN-428B12c1cDNA配列の配列番号： 33の塩基配列番号 1941-1966
番目の領域に、下記表 2に示されるポリモルフィズムが存在し (428B12c1.fasta)、これに
より GEN-428B12c1アミノ酸残基の配列番号： 31のアミノ酸配列番号 610-618番目の IQDSCEI
TTが YKILVISAに変異した変異体タンパク質がコードされることが判明した。
【０２３４】
【表２】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 3） FISHによるヒト NPIK遺伝子の染色体のマッピング
　実施例 1-(3)に準じて FISHによるヒト NPIK遺伝子の染色体のマッピングを行なった。
【０２３５】
　その結果、ヒト NPIK遺伝子は、染色体の座位が 1q21.1-q21.3の位置にあることが判明し
た。
【０２３６】
　本発明の新規なヒト遺伝子であるヒト NPIK遺伝子は、上記したように、 5'領域の異なる
2つの cDNAが存在し、それらは、それぞれ 829と 817のアミノ酸をコードしうる領域を含ん
でいた。また、この遺伝子の mRNAに 2つの欠失しうる部位が存在すること並びに GEN-428B1
2c1アミノ酸残基の配列番号： 31のアミノ酸配列番号 610-618番目に相当する特定領域にポ
リモルフィズムが存在し、変異タンパク質がコードされることから、ヒト NPIKには、いく
つかの組合わせから成るヒト NPIK、ヒト NPIK欠失体、ヒト NPIK変異体及び／又はヒト NPIK
変異・欠失体の存在することが考えられる。
【０２３７】
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　近年、上記 PI3及び 4キナーゼのファミリーに属する数種類のタンパク質に、タンパク質
キナーゼ活性があることが示された（ Dhand, R., et al., EMBO J., , 522-533 (1994)
: Stack, J. H. and Emr, S. D., J. Biol. Chem., , 31552-31562 (1994): Hartley,
 K. O., et al., Cell, , 849-856 (1995)）。
【０２３８】
　また、このファミリーに属するタンパク質が DNAの損傷の修復に関与していること（ Har
tley, K. o., et al., Cell, , 849-856 (1995)）、アタキシア（運動失調症）の原因
遺伝子であることが明らかとなった（ Savitsky, K., et al., Science, , 1749-1753 
(1995)）。
【０２３９】
　これら PIキナーゼのファミリーと高い相同性を有するヒト NPIK遺伝子でコードされるタ
ンパク質は、脂質あるいはタンパク質をリン酸化する新しい酵素であることが予想できる
。
【０２４０】
  本実施例によれば、新規ヒト NPIK遺伝子が提供され、該遺伝子を用いれば、該遺伝子の
各種組織での発現の検出や、ヒト NPIK蛋白の遺伝子工学的製造が可能となり、これらによ
り、前述したように脂質あるいはタンパク質のリン酸化酵素の研究、 DNAの修復の研究及
びこれらが関与する疾患、例えば癌の研究や診断等を行なうことができ、これらのの治療
及び予防薬のスクリーニングや評価等をも行なうことができる。
【実施例１０】
【０２４１】
nel関連蛋白タイプ 1(NRP1）遺伝子及び nel関連蛋白タイプ 2(NRP2）遺伝子
（ 1） NRP1遺伝子及び NRP2遺伝子のクローニング及び DNAシークエンシング
　 EGF様反復配列は、多くの膜蛋白質において確認されており、成長調節と分化に関連す
る蛋白中において確認されている。このモチーフは蛋白間相互作用に関係しているように
思われている。
【０２４２】
　近年 5つの EGF様反復配列を含んでいる新規なペプチド、 nelをコードする遺伝子がニワ
トリ胚の cDNAライブラリーからクローニングされた（ Matsuhashi, S., et al., Dev. Dyn
amics., , 212-222(1995)）。この産物は、細胞外ドメインにその EGF様反復配列を持
っている膜分子であると考えられている。 nelmRNAの 4.5kbの転写体が胚期において様々な
組織において発現され、生後は、脳と網膜にもっぱら発現されている。
【０２４３】
　実施例 1-(1)と同様の方法でヒト胎児脳 cDNAライブラリーから任意に選択した cDNAクロ
ーンの配列解析とデータ・ベースの検索の結果、上記 nelと有意に相同性の高い 2つの cDNA
クローンを見出し、それぞれ GEN-073E07と GEN-093E05と名付けた。
【０２４４】
　両クローンとも 5'領域を欠いていたので、全体のコード領域を得るために実施例 2-(2)
と同様の方法で 5'レース法を行なった。
【０２４５】
　 5'レース法のためのプライマーを、上記クローンの cDNA配列から得た任意の配列を有す
るプライマーを合成し、アンカープライマーは市販のキットに付属のものをプライマーと
して用いた。
【０２４６】
　 PCR反応から得られた 5'レース・クローンのいくつかを配列決定し、全体のコード領域
をカバーしていると思われる配列を明らかにし、この遺伝子をそれぞれ nel関連蛋白 1(nel
-related protein type 1： NRP1）遺伝子と nel関連蛋白 2(nel-related protein type 2：
NRP2）遺伝子とそれぞれ命名した。
【０２４７】
　 NRP1遺伝子は、配列番号： 35で示される 2430塩基のオープン・リーディング・フレーム
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を含んでいて、これによってコードされる推定アミノ酸は、配列番号： 34で示されるよう
に 810アミノ酸残基を有しており、該 NRP1遺伝子の全 cDNAクローンの核酸配列は、配列番
号： 36で示されるとおり 2977塩基からなっている。
【０２４８】
　一方、 NRP2遺伝子は、配列番号： 38で示される 2448塩基のオープン・リーディング・フ
レームを含んでいて、これによってコードされる推定アミノ酸は、配列番号： 37で示され
るように 816アミノ酸残基を有しており、該 NRP2遺伝子の全 cDNAクローンの核酸配列は、
配列番号： 39で示されるとおり 3198塩基からなっている。
【０２４９】
　更に RT-PCRによってコード領域を増幅し、得られた配列が cDNAのキメラであるという可
能性を排除した。
【０２５０】
　推定された NRP1と NRP2遺伝子産物の両者は、膜挿入のためのシグナル・ペプチドとして
機能することができる高い疎水性の N末端を有していた。ニワトリ胚の nelと比較すると、
どちらも疎水性の膜貫通ドメインを保有していないように見えた。 NRP1、 NRP2及び nel間
の推定ペプチド配列を比較したところ、アミノ酸レベルで NRP2は 80％の相同性を有してお
り、 NRP1のそれの 50％より nelにより近い関連があった。システィン -リッチ・ドメインと
EGF様反復配列内のシスティン残基は、完全に保存されていた。
【０２５１】
　 NRPsとニワトリ蛋白の最も目立つ差異は、ヒト相同物が nelの推定膜ドメインを欠いて
いることであったが、この欠けている領域においても NRPsと nelの核酸配列は、大変類似
していた。更に 2つの NRPは、 6つの EGF様反復配列を保有していたが、一方、 nelは 5つのみ
であった。
【０２５２】
　マツハシらによって報告された nelの他のユニークなモチーフ（ Matsuhashi, S., et al
., Dev. Dynamics., , 212-222(1995)）は、同じ位置で NRPsにおいても見つけられた
。上記したように 2つの NRPの推定されたペプチドは、膜貫通タンパクではないことを示し
ており、 NRPsは分泌された蛋白或は翻訳後修飾によって膜に対して固定された蛋白である
かもしれない。
【０２５３】
　本発明者らは NRPsが EGFレセプターのような他の分子を刺激することによってリガンド
として機能するかもしれないと考えている。また本発明者らは、 nelの膜ドメイン領域を
フレーム -シフトすることによって nelに余分の EGF様反復配列がコードされることを見つ
け出した。
【０２５４】
　 NRP2と nelを整列比較した時、このフレーム -シフトされた 3アミノ酸配列は、 NRP2と nel
間の全領域で類似性を示した。このことは、 NRP2が nelのヒトの対応物であるかもしれな
いことを提言している。対照的に、 NRP1はヒトの nel対応遺伝子ではなく類似性遺伝子で
あると考えられる。
（ 2）ノーザンブロット分析
  ノーザンブロット分析は、実施例 1-(2)に準じて、正常ヒト組織における NRPsmRNAの発
現を、両クローンした cDNAsの全体の配列を PCRにより増幅し、該 PCR産物を精製し、［ 3 2 P
］ -dCTP（ランダムプライムド DNAラベリングキット、ベーリンガーマンハイム社）により
標識し、 2つのプローブとして MTNブロットに用いて実施した。
【０２５５】
　 16の成人組織と 4つのヒト胎児組織において 2つの NRPsの発現パターンを評価した。
【０２５６】
　ノーザン分析の結果、 NRP1の 3.5kbの転写体が、胎児と成人の脳と腎臓において弱く発
現されていることが分かった。 NRP2の 3.6kbの転写体が、成人と胎児の脳においてのみ強
く発現されたが、胎児の腎臓においてもわずかであるが発現されていた。
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【０２５７】
　このことから NRPsが成長調節のためのシグナル分子のような脳特異的役割を演ずること
が提言される。加えて、これらの遺伝子は、腎臓において特別な機能を持っているかもし
れない。
（ 3） FISHによる NRP1遺伝子及び NRP2遺伝子の染色体のマッピング
　実施例 1-(3)に準じて FISHによる NRP1遺伝子及び NRP2遺伝子の染色体のマッピングを行
なった。
【０２５８】
　その結果、 NRP1遺伝子は、染色体の座位が 11p15.1-p15.2に、 NRP2遺伝子は、染色体の
座位が 12q13.11-q13.12の位置にそれぞれあることが判明した。
【０２５９】
  本発明によれば、新規なヒト NRP1遺伝子及び NRP2遺伝子が提供され、該遺伝子を用いれ
ば、該遺伝子の各種組織での発現の検出や、ヒト NRP1及び NRP2蛋白の遺伝子工学的製造が
可能となり、脳の神経伝達経路関する研究に利用でき、更に脳の神経伝達経路に関連する
各種疾患の診断等を行なうことができ、これらのの治療及び予防薬のスクリーニングや評
価等をも行なうことができる。また、 EGFドメインを持つこれら NRPsは脳内に成長因子的
に働いている可能性が示唆され、各種脳内腫瘍の診断や治療、更に退行性神経疾患におけ
る神経の再生に奏効すると考えられる。
【実施例１１】
【０２６０】
GSPT1関連蛋白 (GSPT1-TK）遺伝子
（ 1） GSPT1-TK遺伝子のクローニング及び DNAシークエンシング
　ヒト GSPT1遺伝子は、細胞サイクルの G1期から S期転位に重要な GTP結合蛋白をコードす
る酵母の GST1遺伝子のヒト相同遺伝子のひとつである。サッカロミセス・セレビシェ (

 )の温度感受性 gst1（ G1-to-S転位）変異体を補って完全にするこ
とができる蛋白として、最初に特定された酵母の GST1遺伝子は、酵母の染色体ライブラリ
ーから単離された（ Kikuchi,Y., Shimatake, H. and Kikuchi, A., EMBO J. , 1175-118
2 (1988)）、該遺伝子は、 cAMP依存性蛋白キナーゼの標的部位と GTPaseドメインを持つ蛋
白をコードしていた。
【０２６１】
　ヒト GSPT1遺伝子は、酵母 GST1遺伝子をプローブとして用いるハイブリダイゼーション
によって KB細胞の cDNAライブラリーから単離された（ Hoshino, S., Miyazawa, H., Enomo
to, T., Hanaoka, F., Kikucho, Y., Kikuchi, a. and Ui, m., EMBO J. , 3807-3814 (
1989)）。該 GSPT1遺伝子の推定蛋白もまた酵母 GST1のそれと同様に、 GTP結合領域と GTPas
e活性センター部位を有しており、細胞の増殖に重要な役割を演じている。
【０２６２】
　更に、染色体の再配列に対する中断点は急性非リンパ性白血病（ ANLL）を持つ患者の GS
PT1遺伝子が染色体座位 16p13.3に観察されている (Ozawa, K., Murakami, Y., Eki, T., Y
okoyama, K., Soeda, E., Hoshino, S., Ui, M. and Hanaoka, F., Somatic Cell and Mo
lecular Genet., Vol.18, 189-194 (1992)）。
【０２６３】
　実施例 1-(1)と同様の方法でヒト胎児脳 cDNAライブラリーから任意に選択した cDNAクロ
ーンの配列解析とデータ・ベースの検索の結果、上記 GSPT1に相同性の高い 0.3kbの cDNA配
列を有するクローンを見出し、 GEN-077A09と名付けた。 GEN-077A09クローンは、 5'領域を
欠いていると思われたので、全体のコード領域を得るために実施例 2-(2)と同様の方法で 5
'RACE法を行なった。
【０２６４】
　 5'RACER法のために、上記 cDNAクローンの分かっている cDNA配列から得た配列番号： 59
及び 60に示す各塩基配列の P1プライマー及び P2プライマーを用い、また、アンカープライ
マーとしては市販のキットに付属のものをプライマーとして用いた。 PCR反応は、 94℃で 4
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5秒、 58℃で 45秒、 72℃で 2分を 35サイクル行ない、、最後に 72℃で 7分間延長反応させた
。
【０２６５】
　 PCR反応から得られた 5'RACE・クローンのいくつかを配列決定し、この 5'RACE・クロー
ンと GEN-077A09クローンの 2つの重複している cDNAクローンの塩基配列を決定することに
よって、全体のコード領域をカバーしていると考えられる配列を明らかにし、これを GSPT
1関連蛋白「 GSPT1-TK遺伝子」と命名した。
【０２６６】
　 GSPT1-TK遺伝子は、配列番号： 41で示される 1497塩基のオープン・リーディング・フレ
ームを含んでいて、これによってコードされる推定アミノ酸は、配列番号： 40で示される
とおり 499アミノ酸残基を有していた。
【０２６７】
　 GSPT1-TK遺伝子の全 cDNAクローンの核酸配列は、配列番号： 42で示されるとおり 2057塩
基からなり、計算された分子量は 55,740ダルトンであった。
【０２６８】
　オープン・リーディング・フレームの最初のメチオニン（ ATG）は、イン -フレームに停
止コドンが存在していなかったが、この ATGは転写の開始に対するコザックの一致配列に
類似する配列によって囲まれていたので、この配列番号 144-146番目に位置する ATGトリプ
レットを開始コドンと結論づけた。
【０２６９】
　また、 1つのポリアデニールシグナル AATAAAがポリアデニレーション部位から 13塩基上
流に認められた。
【０２７０】
　ヒト GSPT1-TKは、 N末端近くにグルタミン酸リッチ領域を含んでおり、 GSPT1-TKのこの
領域に存在する 20のグルタミン酸のうち 18が、保存されていて、ヒト GSPT1蛋白のそれと
完全に整列している。 GSPT1-TK蛋白は、ヒト GSPT1蛋白のそれらの領域と同様にグアニン
核酸結合と水解を担う GTP結合蛋白のいくつかの領域 (G1、 G2、 G3、 G4及び G5)が保存され
ていた。
【０２７１】
　よって、ヒト GSPT1-TKは、細胞サイクルの G1期から S期転位に重要な役割を演じると考
えられるヒト GSPT1と DNA配列において 89.4％、推定されたアミノ酸配列において 92.4％の
同一性を明らかにした。また、酵母の GST1とはアミノ酸配列において 50.8％の同一性を示
した。
（ 2）ノーザンブロット分析
  ノーザンブロット分析は、実施例 1- (2)に準じて、正常ヒト組織における GSPT1-TKmRNA
の発現を、 GEN-077A09cDNAクローンを PCRにより増幅し、該 PCR産物を精製し、［ 3 2 P］ -dC
TP（ランダムプライムド DNAラベリングキット、ベーリンガーマンハイム社）により標識
し、プローブとして MTNブロットに用いて実施した。
【０２７２】
　ノーザン分析の結果、様々の組織において 2.7kbの主要な転写体が検出された。ヒト GSP
T1-TK発現レベルは、脳と睾丸において最も発現が高いように思われた。
（ 3） FISHによる GSPT1-TK遺伝子の染色体のマッピング
　実施例 1-(3)に準じて FISHによる GSPT1-TK遺伝子の染色体のマッピングを行なった。
【０２７３】
　その結果、 GSPT1-TK遺伝子は、染色体の座位が 19p13.3の位置にあることが判明した。
この染色体局在部位には急性リンパ性白血病（ acute lymphocytic leukemia: ALL）と急
性ミエロイド白血病（ acute myeloid leukemia: AML）からの相互の座位が高くしばしば
観察されている。加えて、急性非リンパ性白血病（ acute nonlymphocytic leukemia: ANL
L）がヒト GSPT1の領域を含んでいる再配列と関連されることが報告されている（ Ozawa, K
., Murakami, Y., Eki, T., Yokoyama, K., Soeda, E., Hoshino, S., Ui, M. and Hanao
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ka, F., Somatic Cell and Molecular Genet., Vol.18, 189-194 (1992)）。
【０２７４】
　これらのことから ALLと AMLがこの遺伝子と関連している最も候補遺伝子であることが考
えられる。
【０２７５】
  本発明によれば、新規なヒト GSPT1-TK遺伝子が提供され、該遺伝子を用いれば、該遺伝
子の各種組織での発現の検出や、ヒト GSPT1-TK蛋白の遺伝子工学的製造が可能となり、こ
れらは、前述したように細胞増殖に関する研究に用いることが出来、この遺伝子の染色体
の座位に関連する各種疾患、例えば急性骨髄性白血病等の診断等を行なうことも可能とな
る。即ち、これは、この遺伝子の転座により、 GSPT1-TK遺伝子が破壊され、更にこの転座
により発現される融合タンパクが之等の疾患の原因となっていると考えられるためである
。
【０２７６】
　更に、上記融合タンパクに対する抗体を作成し、細胞内局在を明らかにして、之等疾患
に特異的な発現を調べることにより、その診断や治療も可能となると予想される。従って
本発明遺伝子の利用によれば、これらの治療及び予防薬のスクリーニングや評価等をも行
なうことができると考えられる。
【産業上の利用可能性】
【０２７７】
　本発明によれば新規なヒト遺伝子が提供され、該遺伝子を用いれば、該遺伝子の各種組
織での発現が検出でき、該遺伝子によりコードされる蛋白質およびこれに対する抗体が製
造できる。これらの遺伝子及び蛋白質は、細胞増殖に関する研究、これらが関連する各種
疾患の診断等に有用である。また、上記蛋白質に対する抗体は、関連する疾患の診断や治
療に利用できる。更に、本発明遺伝子の利用によれば、関連する疾患の治療及び予防薬の
スクリーニングや評価も行ない得る。
【配列表フリーテキスト】
【０２７８】
配列番号： 43～ 60は、 5'レース法のためのプライマーの塩基配列である。
【配列表】
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