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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 5月 1日 (2006.5.1)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 名 称 】 ア ポ ト ー シ ス 調 節 に 関 す る 核 酸 、 ポ リ ペ プ チ ド 及 び 方 法
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 真 核 細 胞 翻 訳 開 始 因 子 -5A(eIF-5A)及 び デ オ キ シ ハ イ プ
シ ン 合 成 酵 素 (DHS)の 核 酸 及 び ポ リ ペ プ チ ド 、 並 び に ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A及 び DHS

(2) JP 2005-524410 A5 2006.6.22

発 明 の 技 術 分 野



を 使 用 す る 細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス を 調 節 す る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 ア ポ ト ー シ ス は 、 細 胞 縮 小 、 ク ロ マ チ ン 凝 縮 、 核 断 片 化 及 び 膜 泡 の よ う な 、 良 く 定 義 さ
れ た 形 態 学 的 特 徴 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 、 遺 伝 的 に プ ロ グ ラ ム さ れ た 細 胞 事 象 で あ る 。 Ke
rrら 、 Br. J. Cancer、 26: 239-257 (1972)； Wyllieら 、 Int. Rev. Cytol、 68: 251-306 
(1980)。 こ れ は 、 正 常 組 織 の 発 達 及 び ホ メ オ ス タ シ ス に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し 、 並 び
に ア ポ ト ー シ ス プ ロ グ ラ ム の 欠 損 は 、 神 経 変 性 性 及 び 自 己 免 疫 系 の 障 害 か ら 新 生 物 ま で の
広 範 な ヒ ト 障 害 の 原 因 で あ る と 考 え ら れ る 。 Thompson、 Science、 267: 1456-1462 (1995)
； Mullauerら 、 Mutat. Res、 488: 211-231 (2001)。 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 形 態 学 的 特 徴 は
、 良 く 特 徴 付 け ら れ て い る が 、 こ の プ ロ セ ス を 調 節 す る 分 子 経 路 は 解 明 さ れ 始 め た ば か り
で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ア ポ ト ー シ ス に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す と 考 え ら れ る タ ン パ ク 質 の 一 群 は 、 カ ス パ ー
ゼ と 称 さ れ る 、 シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ フ ァ ミ リ ー で あ り 、 こ れ は ア ポ ト ー シ ス の ほ と ん
ど の 経 路 に と っ て 必 要 で あ る よ う に 見 え る 。 Creagh及 び Martin、 Biochem. Soc. Trans、 2
9: 696-701 (2001)； Dalesら 、 Leuk Lymphoma、 41: 247-253 (2001)。 カ ス パ ー ゼ は 、 様
々 な 細 胞 タ ン パ ク 質 を 切 断 す る こ と に よ る ア ポ ト ー シ ス 刺 激 に 反 応 し て 、 ア ポ ト ー シ ス を
引 き 起 こ し 、 こ れ は 細 胞 縮 小 、 膜 泡 及 び DNA断 片 化 を 含 む 、 古 典 的 ア ポ ト ー シ ス 徴 候 を 生
じ る 。 Chang及 び Yang、 Microbiol. Mol. Biol. Rev.、 64: 821-846 (2000)。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Bax又 は Bakの よ う な プ ロ -ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 も 、 ミ ト コ ン ド リ ア シ ト ク ロ ム cの よ
う な カ ス パ ー ゼ -活 性 化 分 子 を 放 出 し 、 こ れ に よ り ア ポ ト ー シ ス に よ る 細 胞 死 を 促 進 す る
こ と に よ り 、 ア ポ ト ー シ ス 経 路 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 。 Martinou及 び Green
、 Nat. Rev. Mol. Cell. Biol.、 2: 63-67 (2001)； Zouら 、 Cell、 90: 405-413 (1997)。
Bcl-2の よ う な 抗 -ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 は 、 プ ロ -ア ポ ト ー シ ス タ ン パ ク 質 Bax及 び Bak
の 活 性 と 拮 抗 す る こ と に よ り 、 細 胞 生 存 を 促 進 す る 。 Tsujimoto、 Genes Cells、 3: 697-7
07 (1998)； Kroemer、 Nature Med.、 3: 614-620 (1997)。 Bax： Bcl-2の 比 は 、 細 胞 の 運 命
を 決 定 す る 方 法 の ひ と つ で あ る と 考 え ら れ ； 過 剰 な Baxは ア ポ ト ー シ ス を 促 進 し 、 及 び 過
剰 な Bcl-2は 細 胞 生 存 を 促 進 す る 。 Salomonsら 、 Int. J. Cancer、 71: 959-965 (1997)； W
allace-Brodeur及 び Lowe、 Cell　 Mol. Life Sci.、 55: 64-75 (1999)。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ア ポ ト ー シ ス に 関 連 し た 別 の 重 要 な タ ン パ ク 質 は 、 腫 瘍 抑 制 遺 伝 子 p53に よ り コ ー ド さ
れ た も の で あ る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 恐 ら く Baxの ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 通 じ 、 細 胞
増 殖 を 調 節 し 並 び に 損 傷 さ れ 及 び 遺 伝 的 に 不 安 定 な 細 胞 に お い て ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る
転 写 因 子 で あ る 。 Boldら 、 Surgical Oncology、 6: 133-142 (1997)； Ronenら 、 1996； Sch
uler及 び Green、 Biochem. Soc. Trans.、 29: 684-688 (2001)； Ryanら 、 Curr. Opin. Cel
l Biol.、 13: 332-337 (2001)； Zornigら 、 Biochem. Biophys. Acta、 1551: F1-F37 (200
1)。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ア ポ ト ー シ ス を 受 け る 細 胞 を 特 徴 付 け る 個 別 の 形 態 学 的 特 徴 は 、 ア ポ ト ー シ ス の 開 始 及
び 進 行 を 評 価 す る た め の 多 く の 方 法 を 生 み 出 し て い る 。 そ れ ら の 検 出 の た め に 利 用 す る こ
と が で き る こ の よ う な ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 特 徴 の ひ と つ は 、 形 質 膜 の 内 側 リ ー フ レ ッ ト に
通 常 局 在 化 さ れ る リ ン 脂 質 で あ る ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン の 外 向 き 輸 送 (externalization)
を 生 じ る フ リ ッ パ ー ゼ の 活 性 化 で あ る 。 Fadokら 、 J. Immunol.、 149: 4029-4035 (1992)
。 外 向 き 輸 送 さ れ た ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン を 生 じ る ア ポ ト ー シ ス 細 胞 は 、 蛍 光 色 素 に 複 合
さ れ た ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン -結 合 タ ン パ ク 質 で あ る ア ネ キ シ ン Vに よ る 染 色 に よ り 検 出 す
る こ と が で き る 。 ア ポ ト ー シ ス プ ロ セ ス の 過 程 に お い て 生 じ る 特 徴 的 DNA断 片 化 は 、 フ ル
オ レ セ イ ン -標 識 し た デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド に よ る DNA断 片 の 露 出 さ れ た 3'-OH末 端 の 標 識
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に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。  33258の よ う な 、 核 酸 に 結 合 す る 蛍 光 色 素 は 、 ア
ポ ト ー シ ス 細 胞 に お け る ク ロ マ チ ン 凝 縮 及 び 核 断 片 化 を 検 出 す る た め に 使 用 す る こ と が で
き る 。 細 胞 集 団 内 の ア ポ ト ー シ ス の 程 度 は 、 細 胞 抽 出 物 中 に 存 在 す る カ ス パ ー ゼ の タ ン パ
ク 質 分 解 性 活 性 の 程 度 に よ り 推 測 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 遺 伝 的 に 定 義 さ れ た プ ロ セ ス の よ う に 、 ア ポ ト ー シ ス は 、 他 の 発 生 プ ロ グ ラ ム 同 様 、 突
然 変 異 に よ り 破 壊 す る こ と が で き る 。 ア ポ ト ー シ ス 経 路 に お け る 変 更 は 、 癌 を 含 む 、 多 く
の 疾 患 プ ロ セ ス に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す と 考 え ら れ る 。 Wyllieら 、 Int. Rev. Cytol.
、 68: 251-306 (1980)； Thompson、 Science、 267: 1456-1462 (1995)； Sen及 び D'Incalci
、 FEBS Letters、 307: 122-127 (1992)； McDonnellら 、 Seminars in Cancer and Biology
、 6: 53-60 (1995)。 癌 発 生 及 び 進 行 の 研 究 は 、 伝 統 的 に 細 胞 増 殖 に 焦 点 を 当 て て い る 。
し か し 、 ア ポ ト ー シ ス が 腫 瘍 形 成 に お い て 果 た す 重 要 な 役 割 が 、 最 近 明 ら か に な っ て き て
い る 。 実 際 に 、 ア ポ ト ー シ ス の 制 御 は 腫 瘍 細 胞 に お い て 何 ら か の 方 法 で 常 に 変 更 さ れ て い
る の で 、 現 在 ア ポ ト ー シ ス に つ い て 分 か っ て い る 多 く は 、 腫 瘍 モ デ ル を 用 い 研 究 さ れ て い
る 。 Boldら 、 Surgical Oncology、 6: 133-142 (1997)。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ア ポ ト ー シ ス は 、 様 々 な シ グ ナ ル に よ り 腫 瘍 発 生 時 に 引 き 金 を 引 く こ と が で き る 。 細 胞
外 シ グ ナ ル は 、 増 殖 因 子 又 は 生 存 因 子 の 枯 渇 、 低 酸 素 及 び 電 離 放 射 線 を 含 む 。 ア ポ ト ー シ
ス の 引 き 金 を ひ く こ と が で き る 内 部 シ グ ナ ル は 、 不 適 切 な 増 殖 シ グ ナ ル を 生 じ る 、 DNA損
傷 、 テ ロ メ ア の 短 縮 化 、 及 び 腫 瘍 形 成 性 突 然 変 異 を 含 む 。 Lowe及 び Lin、 Carcinogenesis
、 21: 485-495 (2000)。 悪 性 疾 患 の 治 療 に 使 用 さ れ る 電 離 放 射 線 及 び ほ ぼ 全 て の 細 胞 毒 性
化 学 療 法 剤 は 、 内 因 性 ア ポ ト ー シ ス 機 構 の 引 き 金 を ひ く こ と に よ り 、 細 胞 死 を 誘 導 す る よ
う に 働 く と 考 え ら れ る 。 Rowan及 び Fisher、 Leukemia、 11: 457-465 (1997)； Kerrら 、 Can
cer、 73: 2013-2026 (1994)； Martin及 び Schwartz、 Oncology Research、 9: 1-5 (1997)
。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 癌 進 行 の 初 期 に お い て 、 腫 瘍 細 胞 は 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る 物 質 (例 え ば 、 電 離 放 射
線 又 は 化 学 療 法 剤 )に 対 し て 感 受 性 が あ る こ と を 示 唆 す る 証 拠 が あ る 。 し か し 、 腫 瘍 が 進
行 す る に つ れ て 、 こ れ ら の 細 胞 は 、 ア ポ ト ー シ ス 刺 激 に 対 す る 抵 抗 性 を 発 揮 す る 。 Naikら
、 Genes and Development、 10: 2105-2116 (1996)。 こ れ は 、 初 期 癌 が 、 よ り 進 行 し た 病
巣 よ り も 、 治 療 に よ り 良 く 反 応 す る 理 由 を 説 明 す る こ と が で き る 。 後 期 癌 の 化 学 療 法 及 び
放 射 線 療 法 に 抵 抗 性 を 発 揮 す る 能 力 は 、 腫 瘍 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス 刺 激 に 反 応 す る 能 力 を 制
限 す る ア ポ ト ー シ ス 経 路 の 変 更 に 結 び つ け ら れ て い る よ う に 見 え る 。 Reedら 、 Journal of
 Cellular Biology、 60: 23-32 (1996)； Meynら 、 Cancer Metastasis Reviewws、 15: 119
-131 (1996)； Hannun、 Blood、 89: 1845-1853 (1997)； Reed、 Toxicology Letters、 82-8
3: 155-158 (1995)； Hickman、 European Journal of Cancer、 32A: 921-926 (1996)。 化
学 療 法 に 対 す る 抵 抗 性 は 、 慢 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 及 び 結 腸 癌 に お い て 、 各 々 、 抗 -ア ポ ト
ー シ ス 遺 伝 子 bcl-2の 過 剰 発 現 、 及 び プ ロ ア ポ ト ー シ ス bax遺 伝 子 の 欠 失 又 は 突 然 変 異 と 相
関 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 腫 瘍 細 胞 の 播 種 性 転 移 を う ま く 確 立 す る 能 力 も 、 ア ポ ト ー シ ス 経 路 の 変 更 に 関 与 し て い
る よ う に 見 え る 。 Boldら 、 Surgical Oncology、 6: 133-142 (1997)。 例 え ば 、 腫 瘍 抑 制 遺
伝 子 p53の 突 然 変 異 は 、 腫 瘍 の 70％ で 生 じ る よ う に 思 わ れ る 。 Evanら 、 Curr. Opin. Cell 
Biol.、 7: 825-834 (1995)。 p53を 失 活 す る 突 然 変 異 は 、 DNA損 傷 に 反 応 し て ア ポ ト ー シ ス
を 誘 導 す る 細 胞 の 能 力 を 制 限 し 、 そ の 細 胞 を 更 な る 突 然 変 異 に 攻 撃 さ れ や す い よ う に す る
。 Ko及 び Prives、 Genes and Development、 10: 1054-1072 (1996)。
【 ０ ０ １ １ 】
　 従 っ て ア ポ ト ー シ ス は 、 新 生 物 の 悪 性 転 換 及 び 転 移 の 発 生 及 び 進 行 に 密 に 関 連 し 、 関 連
し た ア ポ ト ー シ ス 経 路 の よ り 良 い 理 解 は 、 遺 伝 子 療 法 の ア プ ロ ー チ を 通 じ て の ア ポ ト ー シ
ス 経 路 の 調 節 に よ り 、 癌 治 療 の 新 た な 可 能 性 の あ る 標 的 に つ な が り 得 る 。 Boldら 、 Surgic
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al Oncology、 6: 133-142 (1997)。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 デ オ キ シ ハ イ プ シ ン 合 成 酵 素 (DHS)及 び ハ イ プ シ ン -含 有 真 核 細 胞 翻 訳 開 始 因 子 -5A(eIF-
5A)は 、 細 胞 増 殖 及 び 分 化 を 含 む 多 く の 細 胞 プ ロ セ ス に お い て 、 重 要 な 役 割 を 果 た す こ と
が 知 ら れ て い る 。 独 特 な ア ミ ノ 酸 で あ る ハ イ プ シ ン は 、 全 て の 試 験 さ れ た 真 核 生 物 及 び 古
細 菌 に お い て 発 見 さ れ て い る が 、 真 正 細 菌 に お い て は 発 見 さ れ ず 、 並 び に eIF-5Aは 唯 一 の
公 知 の ハ イ プ シ ン -含 有 タ ン パ ク 質 で あ る 。 Park、 J. Biol. Chem.、 263: 7447-7449 (198
8)； Schumann及 び Klink、 System. Appl. Microbiol.、 11: 103-107 (1989)； Bartigら 、 S
ystem. Appl. Microbiol、 13: 112-116 (1990)； Gordonら 、 J. Biol. Chem.、 262: 16585
-16589 (1987a)。 活 性 eIF-5Aは 、 ふ た つ の 翻 訳 後 工 程 に お い て 形 成 さ れ る ： 第 一 の 工 程 は
、 デ オ キ シ ハ イ プ シ ン 合 成 酵 素 に よ り 触 媒 さ れ た 、 ス ペ ル ミ ジ ン の 4-ア ミ ノ ブ チ ル 部 分 の
、 前 駆 体 eIF-5Aの 特 異 的 リ シ ン の α -ア ミ ノ 基 へ の 転 移 に よ る 、 デ オ キ シ ハ イ プ シ ン 残 基
の 形 成 で あ り ； 第 二 の 工 程 は 、 デ オ キ シ ハ イ プ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ に よ る こ の 4-ア ミ ノ
ブ チ ル 部 分 を ヒ ド ロ キ シ ル 化 し 、 ハ イ プ シ ン を 生 成 す る こ と が 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 eIF-5Aの ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 種 間 で 良 く 保 存 さ れ て お り 、 eIF-5Aの ハ イ プ シ ン 残 基 の 周 囲
の ア ミ ノ 酸 配 列 の 厳 密 な 保 存 が 存 在 し 、 こ の こ と は こ の 修 飾 が 生 存 に 重 要 で あ る こ と を 示
唆 し て い る 。 Parkら 、 Biofactors、 4: 95-104 (1993)。 こ の 推 定 は 更 に 、 酵 母 に お い て 今
日 ま で に 認 め ら れ た eIF-5Aの 両 ア イ ソ フ ォ ー ム の 不 活 性 化 、 又 は そ れ ら の 活 性 化 の 最 初 の
工 程 を 触 媒 す る DHS遺 伝 子 の 不 活 性 化 は 、 細 胞 分 裂 を ブ ロ ッ ク す る と い う 知 見 に よ り 裏 付
け ら れ て い る 。 Schnierら 、 Mol. Cell. Biol.、 11: 3105-3114 (1991)； Sasakiら 、 FEBS 
Lett.、 384: 151-154 (1996)； Parkら 、 J. Biol. Chem.、 273: 1677-1683 (1998)。 し か
し 、 酵 母 に お け る eIF-5Aタ ン パ ク 質 の 枯 渇 は 、 総 タ ン パ ク 質 合 成 の わ ず か な 減 少 の み を 生
じ 、 こ れ は 、 eIF-5Aは 、 タ ン パ ク 質 の 全 合 成 よ り も む し ろ 、 mRNAの 特 異 的 サ ブ セ ッ ト の 翻
訳 に 必 要 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 Kangら 、 「 Effect of initiation factor eIF-5A d
epletion on cell proliferation and protein synthesis」 、 Tuite, M.(編 集 )、 Protein
 Synthesis and Targeting in Yeast、 NATO Series H、 (1993)。 eIF-5Aに 結 合 す る リ ガ ン
ド は 、 高 度 に 保 存 さ れ た 部 分 を 共 有 す る と い う 最 新 の 知 見 も 、 eIF-5Aの 重 要 性 を 裏 付 け て
い る 。 Xu及 び Chen、 J. Biol.Chem.、 276: 2555-2561 (2001)。 加 え て 、 修 飾 さ れ た eIF-5A
の ハ イ プ シ ン 残 基 は 、 RNAへ の 配 列 -特 異 的 結 合 に と っ て 必 須 で あ り 、 及 び 結 合 は 、 リ ボ ヌ
ク レ ア ー ゼ か ら の 保 護 を 提 供 し な い こ と が 認 め ら れ た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 eIF-5Aの 最 初 の cDNAは 、 1989年 に Smit-McBrideら に よ り 、 ヒ ト か ら ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、
そ れ 以 降 eIF-5Aの cDNA又 は 遺 伝 子 が 、 酵 母 、 ラ ッ ト 、 ニ ワ ト リ 胚 、 ア ル フ ァ ル フ ァ 、 及 び
ト マ ト を 含 む 様 々 な 真 核 生 物 か ら ク ロ ー ニ ン グ さ れ て い る 。 Smit-McBrideら 、 J.Biol. Ch
em.、 264: 1578-1583 (1989a)； Schnierら 、 (1991)(酵 母 )； Sano, A.、 Imahori, M.ら (編
集 )、 「 Polyamines, Basic and Clinical Aspects」 、 VNU Science Press社 、 オ ラ ン ダ 、
81-88 (1995)(ラ ッ ト )； Rinaudo及 び Park、 FASEB J.、 6: A453 (1992)(ニ ワ ト リ 胚 )； Pay
ら 、 Plant Mol. Biol.、 17: 927-929 (1991)(ア ル フ ァ ル フ ァ )； Wangら 、 J. Biol. Chem.
、 276: 17541-17549 (2001)(ト マ ト )。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 加 え て 、 eIF-5Aの 細 胞 内 欠 乏 は 、 核 内 で の 特 異 的 mRNAの 有 意 な 蓄 積 を 生 じ 、 こ れ は 、 eI
F-5Aは 、 核 か ら 細 胞 質 へ の mRNAの 特 異 的 ク ラ ス の シ ャ ト ル 輸 送 の 原 因 で あ り 得 る こ と を 示
唆 す る 。 Liu及 び Tartakoff、 「 Molecular Biology of the Cell」 補 遺 、 8: 426a (1997)
。 第 37回  American Society for Cell Biology Annual Meetingの 要 約 集 No.2476。 核 膜 孔
-会 合 し た 核 内 フ ィ ラ メ ン ト へ の eIF-5Aの 蓄 積 及 び そ の 一 般 的 核 輸 送 受 容 体 と の 相 互 作 用
は 更 に 、 eIF-5Aは 、 ポ リ ソ ー ム の 構 成 要 素 よ り も む し ろ 、 核 原 形 質 の シ ャ ト ル 輸 送 タ ン パ
ク 質 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 Rosoriusら 、 J. Cell Science、 112: 2369-2380 (1999)
。
【 ０ ０ １ ６ 】
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　 eIF-5A mRNAの 発 現 は 、 様 々 な ヒ ト 組 織 及 び 哺 乳 類 細 胞 株 に お い て 調 べ ら れ て い る 。 例
え ば 、 eIF-5A発 現 の 変 化 が 、 ヒ ト 線 維 芽 細 胞 に お い て 、 血 清 枯 渇 に 続 く 血 清 の 添 加 後 に 認
め ら れ て い る 。 Pang及 び Chen、 J. Cell Physio1.、 160: 531-538 (1994)。 デ オ キ シ ハ イ
プ シ ン 合 成 酵 素 活 性 及 び 前 駆 体 eIF-5Aの 豊 富 さ の 年 齢 に 関 連 し た 減 少 も 、 老 化 し た 線 維 芽
細 胞 に お い て 認 め ら れ て い る が 、 こ れ が ア イ ソ フ ォ ー ム の デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル な 変 化 の 平
均 化 を 反 映 す る 可 能 性 に つ い て は 、 決 定 さ れ て い な い 。 Chen及 び Chen、 J. Cell Physiol.
、 170: 248-254 (1997b)。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 eIF-5Aは 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス I型 Revタ ン パ ク 質 及 び ヒ ト T細 胞 白 血 病 ウ イ ル ス I型 Re
xタ ン パ ク 質 な ど の 、 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の 細 胞 標 的 で あ る こ と が 、 研 究 に よ り 示 さ れ て
い る 。 Ruhlら 、 J. Cell Biol.、 123: 1309-1320 (1993)； Katahiraら 、 J. Virol.、 69: 3
125-3133 (1995)。 予 備 試 験 は 、 eIF-5Aは 、 Revの よ う な 他 の RNA-結 合 タ ン パ ク 質 と の 相 互
作 用 に よ り 、 RNAを 標 的 化 す る こ と が で き 、 こ の こ と は こ れ ら の ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 は 、
ウ イ ル ス の RNAプ ロ セ シ ン グ の た め に eIF-5Aを 動 員 す る こ と が で き る こ と を 示 唆 し て い る
。 Liuら 、 Biol. Signals、 6: 166-174 (1997)。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 デ オ キ シ ハ イ プ シ ン 合 成 酵 素 及 び eIF-5Aは 、 細 胞 増 殖 及 び 老 化 を 含 む 、 鍵 と な る 細 胞 プ
ロ セ ス に お い て 、 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る こ と が わ か っ て い る 。 例 え ば 、 植 物 に お け る
デ オ キ シ ハ イ プ シ ン 合 成 酵 素 発 現 の ア ン チ セ ン ス 減 少 は 、 葉 及 び 果 実 の 老 化 の 遅 延 を 生 じ
、 こ れ は 、 植 物 に お い て eIF-5Aの 老 化 を 誘 導 す る ア イ ソ フ ォ ー ム が 存 在 す る こ と を 示 唆 し
て い る 。 国 際 公 開 公 報 第 01/02592号 ； PCT/US01/44505号 ； 米 国 特 許 出 願 第 09/909,796号 を
参 照 の こ と 。 酵 母 に お け る デ オ キ シ ハ イ プ シ ン 合 成 酵 素 又 は eIF-5Aの 遺 伝 子 の 不 活 性 化 は
、 細 胞 分 裂 の 阻 害 を 生 じ る 。 Schnierら 、 Mol. Cell. Biol.、 11: 3105-3114 (1991)； Sas
akiら 、 FEBS Lett.、 384: 151-154 (1996)； Parkら 、 J. Biol. Chem.、 273: 1677-1683 (
1998)。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ス ペ ル ミ ジ ン ア ナ ロ グ は 、 in vitroに お け る デ オ キ シ ハ イ プ シ ン 合 成 酵 素 の 阻 害 に 加 え
、 in vivoに お け る ハ イ プ シ ン 形 成 の 阻 害 に お い て う ま く 利 用 さ れ て お り 、 こ れ は タ ン パ
ク 質 合 成 及 び 細 胞 増 殖 の 阻 害 を 随 伴 し て い る 。 Jakusら 、 J. Biol. Chem.、 268: 13151-13
159 (1993)； Parkら 、 J Biol. Chem.、 269: 27827-27832 (1994)。 ポ リ ア ミ ン 、 特 に プ ト
レ ス シ ン 及 び ス ペ ル ミ ジ ン は そ れ ら 自 身 も 、 細 胞 増 殖 及 び 分 化 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た
す よ う に 見 え る 。 Tabor及 び Tabor、 Annu. Rev. Biochem.、 53: 749-790 (1984)； Pegg、 C
ancer Res.、 48: 759-774 (1988)。 例 え ば 、 ポ リ ア ミ ン 生 合 成 経 路 が ブ ロ ッ ク さ れ て い る
酵 母 変 異 体 は 、 外 来 性 ポ リ ア ミ ン が 提 供 さ れ な い 限 り は 、 増 殖 す る こ と が で き な い 。 Cohn
ら 、 J. Bacteriol.、 134: 208-213 (1980)。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ポ リ ア ミ ン は 、 ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 か ら 細 胞 を 保 護 す る こ と も 示 さ れ て い る 。 例 え ば 、
胸 腺 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス は 、 ス ペ ル ミ ジ ン 及 び ス ペ ル ミ ン へ の 曝 露 に よ り ブ ロ ッ ク さ れ 、
そ の 機 構 は エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 化 の 妨 害 で あ る と 思 わ れ る 。 Desiderioら 、 Cell Grow
th Differ.、 6: 505-513 (1995)； Bruneら 、 Exp. Cell Res.、 195: 323-329 (1991)。 加
え て 、 外 来 性 ポ リ ア ミ ン は 、 B細 胞 受 容 体 -媒 介 し た ア ポ ト ー シ ス に 加 え 、 単 細 胞 寄 生 体 ト
リ パ ノ ソ ー マ (Trypanosoma cruzi)に お け る ア ポ ト ー シ ス も 抑 制 す る こ と が 示 さ れ て い る
。 Nittaら 、 Exptl. Cell Res.、 265: 174-183 (2001)； Piacenzaら 、 Proc. Natl. Acad. 
Sci., USA、 98: 7301-7306 (2001)。 低 濃 度 の ス ペ ル ミ ン 及 び ス ペ ル ミ ジ ン は 、 新 生 仔 ラ
ッ ト の 正 常 な 発 達 時 に 、 神 経 細 胞 喪 失 の 数 を 低 下 す る こ と に 加 え 、 脳 虚 血 時 に 脳 を 神 経 損
傷 か ら 保 護 す る こ と も 観 察 さ れ て い る 。 Giladら 、 Brain Res.、 348: 363-366 (1985)； Gi
lad及 び Gilad、 Exp. Neurol.、 111: 349-355 (1991)。 ポ リ ア ミ ン は 更 に 、 植 物 組 織 に お
け る プ ロ グ ラ ム さ れ た 細 胞 死 の 形 で あ る 老 化 も 阻 害 す る 。 ス ペ ル ミ ン 及 び プ ト レ ス シ ン は
、 カ ー ネ ー シ ョ ン の 花 及 び 切 り 離 し た ラ デ ィ ッ シ ュ の 葉 の 収 穫 後 老 化 を 遅 延 す る こ と が 示
さ れ て い る 。 Wang及 び Baker、 HortScience、 15: 805-806 (1980)(カ ー ネ ー シ ョ ン の 花 )；
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Altman、 Physiol. Plant.、 54: 189-193 (1982)(切 り 離 し た ラ デ ィ ッ シ ュ の 葉 )。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 し か し 別 の 研 究 に お い て 、 ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 が 、 外 来 性 ポ リ ア ミ ン に 対 す る 反 応 に お
い て 観 察 さ れ て い る 。 例 え ば 、 ヒ ト 乳 癌 細 胞 株 は 、 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 に よ り ポ リ ア ミ ン ア
ナ ロ グ に 反 応 し 、 そ し て 過 剰 な プ ト レ ス シ ン は 、 DH23A細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス を 誘 導
す る こ と が 示 さ れ て い る 。 McCloskeyら 、 Cancer Res.、 55: 3233-3236 (1995)； Tomeら 、
Biochem. J.、 328: 847-854 (1997)。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ポ リ ア ミ ン を 用 い る こ れ ら の 実 験 の 結 果 は 、 eIF-5Aの 特 異 的 ア イ ソ フ ォ ー ム の 存 在 が 、
ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 に お い て 役 割 を 果 た す こ と を 集 合 的 に 示 唆 し て る 。 具 体 的 に は 、 こ の
デ ー タ は 、 DHSに よ り 活 性 化 さ れ る 、 eIF-5Aの ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 ア イ ソ フ ォ ー ム が 存 在
す る と い う 観 点 と 一 致 し て い る 。 こ の DHS反 応 は ス ペ ル ミ ジ ン を 必 要 と す る と い う 事 実 は
、 ポ リ ア ミ ン は 、 ア ポ ト ー シ ス -関 連 し た タ ン パ ク 質 分 解 の 重 要 な 実 行 者 (executor)で あ
る カ ス パ ー ゼ の 活 性 化 を 誘 起 す る こ と を 示 す 知 見 と 一 致 し て い る 。 Stefanelliら 、 Bioche
m. J.、 347: 875-880 (2000)； Stefanelliら 、 FEBS Lett.、 451: 95-98 (1999)。 同 様 の
筋 道 (vein)に お い て 、 ポ リ ア ミ ン 合 成 の イ ン ヒ ビ タ ー は 、 ア ポ ト ー シ ス を 遅 延 す る こ と が
で き る 。 Dasら 、 Oncol. Res., 9, 565-572(1997)；  Montiら 、 Life Sci.、 72: 799-806 (
1998)； Rayら 、 Am. J. Physiol.、 278: C480-C489 (2000)； Packham及 び Cleveland、 Mol.
 Cell Biol.、 14: 5741-5747 (1994)。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 外 来 性 ポ リ ア ミ ン は 、 ア ポ ト ー シ ス を 阻 害 及 び 促 進 の 両 方 を 行 う と い う 知 見 は 、 適 用 さ
れ た レ ベ ル に 応 じ て 、 こ れ ら は 、 DHS反 応 を 阻 害 し 、 eIF-5Aの 活 性 化 に つ な が り 、 そ の 結
果 ア ポ ト ー シ ス を 妨 げ る こ と が で き る と い う 事 実 か 、 又 は 、 毒 性 の 理 由 に よ り 、 ア ポ ト ー
シ ス を 誘 導 す る こ と が で き る と い う 事 実 の い ず れ か に よ り 説 明 す る こ と が で き る 。 低 濃 度
の 外 来 性 ポ リ ア ミ ン は 、 植 物 及 び 動 物 シ ス テ ム に お い て ア ポ ト ー シ ス を ブ ロ ッ ク す る と い
う 知 見 は 、 低 濃 度 の ポ リ ア ミ ン 及 び そ れ ら の ア ナ ロ グ は 、 DHS反 応 の 競 合 的 イ ン ヒ ビ タ ー
と し て 作 用 す る と い う 事 実 と 一 致 す る 。 実 際 、 DHS反 応 の 基 質 で あ る 、 外 来 性 ス ペ ル ミ ジ
ン で あ っ て も 、 基 質 阻 害 を 通 じ て 反 応 を 妨 げ る で あ ろ う 。 Jakusら 、 J. Biol. Chem.、 268
: 13153-13159 (1993)。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 し か し 、 全 て の ポ リ ア ミ ン 及 び そ れ ら の ア ナ ロ グ は 、 高 濃 度 で は 毒 性 が あ り 、 且 つ ア ポ
ト ー シ ス を 誘 導 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 以 下 の ふ た つ の 理 由 で 、 eIF-5Aの 推 定 の ア ポ
ト ー シ ス -特 異 的 ア イ ソ フ ォ ー ム の 活 性 化 を 阻 害 す る そ れ ら の 能 力 の 代 わ り に 、 生 じ る 。
第 一 に 、 活 性 化 さ れ た eIF-5Aは 、 長 い 半 減 期 を 有 す る 。 Torrelioら 、 Biochem. Biophys. 
Res. Commun.、 145: 1335-1341 (1987)； Dou及 び Chen、 Biochim. Biophys. Acta.、 1036:
 128-137 (1990)。 従 っ て 、 デ オ キ シ ハ イ プ シ ン 合 成 酵 素 活 性 の 阻 害 か ら 生 じ る 活 性 化 さ
れ た ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aの 枯 渇 は 、 ス ペ ル ミ ジ ン の 毒 性 作 用 に よ り 引 き 起 こ さ れ
た ア ポ ト ー シ ス を 時 間 内 に ブ ロ ッ ク す る こ と は 生 じ な い 。 第 二 に 、 ポ リ ア ミ ン は 、 デ オ キ
シ ハ イ プ シ ン 反 応 の 競 合 的 イ ン ヒ ビ タ ー で あ り 、 従 っ て 恐 ら く 、 毒 性 の あ る 濃 度 で あ っ て
も こ の 反 応 を 完 全 に は ブ ロ ッ ク し な い で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は 、 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 の 直 前 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る eIF-5A cDNAの ク
ロ ー ニ ン グ に 関 連 し て い る 。 こ の ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aは 、 ア ポ ト ー シ ス 経 路 に 関
連 し た 下 流 の エ フ ェ ク タ ー 及 び 転 写 因 子 の 転 写 後 調 節 の レ ベ ル で 作 用 す る よ う に 見 え る の
で 、 恐 ら く こ れ は ア ポ ト ー シ ス -惹 起 す る 病 態 の 介 入 に と っ て 適 当 な 標 的 で あ ろ う 。 特 に
、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aは 、 核 か ら 細 胞 質 へ の ア ポ ト ー シ ス の 下 流 の エ フ ェ ク タ ー
及 び 転 写 因 子 を コ ー ド し て い る mRNAの 転 位 を 選 択 的 に 促 進 し 、 そ こ で こ れ ら は 引 き 続 き 翻
訳 さ れ る よ う に 見 え る 。 ア ポ ト ー シ ス を 開 始 す る 最 終 決 定 は 、 内 部 及 び 外 部 の プ ロ -及 び
抗 -ア ポ ト ー シ ス シ グ ナ ル の 間 の 複 雑 な 相 互 作 用 に 起 因 す る よ う に 見 え る 。 Lowe及 び Lin、
Carcinogenesis、 21: 485-495 (2000)。 下 流 ア ポ ト ー シ ス エ フ ェ ク タ ー 及 び 転 写 因 子 の 翻

(7) JP 2005-524410 A5 2006.6.22



訳 を 促 進 す る そ の 能 力 に も か か わ ら ず 、 ア ポ ト ー シ ス に 関 連 し た eIF-5Aは 、 ア ポ ト ー シ ス
に 好 ま し い こ れ ら の シ グ ナ ル 間 の バ ラ ン ス を 傾 け る (tip)よ う に 見 え る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 先 に 説 明 さ れ た よ う に 、 抗 癌 剤 は ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る こ と 、 及 び ア ポ ト ー シ ス 経 路
の 変 更 は 、 薬 物 が 誘 導 し た 細 胞 死 を 減 弱 す る こ と が で き る こ と は 、 よ く 確 立 さ れ て い る 。
Schmitt及 び Lowe、 J. Pathol.、 187: 127-137 (1999)。 例 え ば 、 多 く の 抗 癌 剤 は 、 p53を
ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン し 、 及 び p53を 喪 失 し た 腫 瘍 細 胞 は 、 こ れ ら の 薬 物 に 対 す る 抵 抗
性 を 生 じ る 。 し か し ほ ぼ 全 て の 化 学 療 法 剤 は 、 用 量 が 十 分 で あ る 場 合 、 p53と は 無 関 係 に
ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る こ と が で き 、 こ れ は 例 え 薬 物 -抵 抗 性 腫 瘍 に お い て も 、 ア ポ ト ー
シ ス へ の 経 路 は 完 全 に は ブ ロ ッ ク さ れ な い こ と を 示 し て い る 。 Wallace-Brodeur及 び Lowe
、 Cell Mol. Life Sci.、 55: 64-75 (1999)。 こ れ は 、 ア ポ ト ー シ ス eIF-5Aの 誘 導 は 、 例
え 突 然 変 異 さ れ た 遺 伝 子 を 補 正 す る こ と は で き な い と し て も 、 p53-依 存 型 経 路 を 迂 回 し 、
及 び 代 替 経 路 を 促 進 す る こ と に よ り 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る こ と が で き る こ と を 示 唆 し
て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ア ポ ト ー シ ス に 関 連 し た eIF-5Aの 誘 導 は 、 正 常 な 隣 接 細 胞 に は ほ と ん ど 又 は 全 く 作 用 を
有 さ ず に 、 癌 細 胞 を 選 択 的 に タ ー ゲ テ ィ ン グ す る 能 力 を 有 す る 。 こ れ は 、 腫 瘍 細 胞 に お い
て 発 現 さ れ た 分 裂 促 進 性 癌 遺 伝 子 は 、 正 常 細 胞 に は 存 在 し な い mRNAの 特 異 的 種 の 形 で ア ポ
ト ー シ ス シ グ ナ ル を 提 供 す る こ と か ら 生 じ る 。 Loweら 、 Cell、 74:954-967 (1993)； Lowe
及 び Lin、 Carcinogenesis、 21: 485-495 (2000)。 例 え ば 、 p53-変 異 体 腫 瘍 細 胞 に お け る
野 生 型 p53の 回 復 は 、 ア ポ ト ー シ ス を 直 接 誘 導 し 、 更 に は 腫 瘍 細 胞 株 及 び 異 種 移 植 片 に お
け る 薬 物 感 受 性 を 増 大 す る (Spitzら 、 1996； Badieら 、 1998)。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ア ポ ト ー シ ス -eIF-5Aの 選 択 性 は 、 核 か ら 細 胞 質 へ の そ れ ら の 転 位 を 媒 介 す る こ と に よ
り 、 下 流 ア ポ ト ー シ ス エ フ ェ ク タ ー 及 び 転 写 因 子 の mRNAの 翻 訳 を 選 択 的 に 促 進 す る と い う
事 実 か ら 生 じ る 。 従 っ て 、 ア ポ ト ー シ ス eIF-5Aが 作 用 を 有 す る た め に 、 こ れ ら の エ フ ェ ク
タ ー 及 び 転 写 因 子 の mRNAは 、 転 写 さ れ な け れ ば な ら な い 。 こ れ ら の mRNAは 癌 細 胞 に お い て
転 写 さ れ る が 隣 接 正 常 細 胞 に お い て は 転 写 さ れ な い の で 、 ア ポ ト ー シ ス eIF-5Aは 、 癌 細 胞
の ア ポ ト ー シ ス は 促 進 す る が 、 正 常 細 胞 に 対 す る 作 用 は あ っ た と し て も 最 小 で あ る と 予 想
さ れ る 。 従 っ て 、 ア ポ ト ー シ ス -関 連 し た eIF-5Aに よ る 腫 瘍 細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス 能
の 回 復 は 、 腫 瘍 細 胞 の 選 択 的 タ ー ゲ テ ィ ン グ の た め に 、 癌 患 者 が 経 験 し た 毒 性 及 び 副 作 用
を 減 弱 す る こ と が で き る 。 ア ポ ト ー シ ス eIF-5Aの 誘 導 も 、 抗 -癌 剤 に 対 す る 腫 瘍 細 胞 の 反
応 を 強 化 し 、 こ れ に よ り 薬 物 -抵 抗 性 腫 瘍 に 対 す る こ れ ら の 物 質 の 有 効 性 を 改 善 す る 能 力
を 有 す る 。 こ れ は 次 に 、 効 能 に 関 す る 抗 癌 剤 の 用 量 低 下 及 び 患 者 へ の 低 下 し た 毒 性 を も た
ら す こ と が で き る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ２ ９ 】

　 本 発 明 は 、 単 離 さ れ た 及 び ／ 又 は 精 製 さ れ た ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A及 び DHS
の 核 酸 及 び ポ リ ペ プ チ ド 、 並 び に ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A及 び DHSの ア ン チ セ ン ス オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 す る 本 発 明 は 、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A及
び DHSを 使 用 す る 、 ア ポ ト ー シ ス を 調 節 す る 方 法 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】

　 本 発 明 は 、 一 部 、 ア ポ ト ー シ ス に 関 連 し て い る (ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 )、 ラ ッ ト 黄 体 か
ら 単 離 さ れ た eIF-5Aを コ ー ド し て い る 完 全 長 cDNAの 発 見 及 び 特 徴 決 定 を 基 に し て い る 。 従
っ て 、 ひ と つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 さ れ た 核 酸 を 提 供 す る 。 本 発 明 に よ り 、
ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 精 製 さ れ た ポ リ ペ
プ チ ド も 提 供 さ れ る 。 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aポ リ ペ プ チ ド は 、 ア ポ ト ー シ ス
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細 胞 に お い て デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル に 発 現 さ れ て お り 、 且 つ 、 デ オ キ シ ハ イ プ シ ン 合 成 酵 素
に よ り 触 媒 さ れ た ス ペ ル ミ ジ ン の 4-ア ミ ノ ブ チ ル 部 分 の 前 駆 体 eIF-5Aの 特 異 的 に 保 存 さ れ
た リ シ ン の α -ア ミ ノ 基 へ の 転 位 に よ る デ オ キ シ ハ イ プ シ ン 残 基 の 形 成 、 及 び こ の 4-ア ミ
ノ ブ チ ル 部 分 の デ オ キ シ ハ イ プ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ に よ る ヒ ド ロ キ シ ル 化 に よ る ハ イ プ
シ ン 形 成 、 か ら 生 じ 、 そ の 結 果 eIF-5Aを 活 性 化 す る 、 ラ ッ ト に 特 異 的 な い ず れ か の ポ リ ペ
プ チ ド を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 加 え て 、 本 発 明 の ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A配 列 の 核 酸 及 び ポ リ ペ プ チ ド を 使
用 し 、 他 の 細 胞 、 組 織 、 臓 器 又 は 動 物 か ら 、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 な 核 酸 及 び ポ リ ペ プ チ
ド を 、 本 願 明 細 書 記 載 の 指 針 及 び 当 業 者 に 周 知 の 技 術 を 用 い 、 単 離 す る こ と が で き る 。 本
発 明 は 更 に 、 本 発 明 の ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る
核 酸 の 検 出 の た め の プ ラ イ マ ー 又 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て 適 し て い る 核
酸 分 子 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 核 酸 は 、 DNA、 RNA、 DNA/RNA二 重 鎖 、 タ ン パ ク 質 -核 酸 (PNA)、 又 は そ れ ら の 誘
導 体 で あ る こ と が で き る 。 本 願 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 核 酸 又 は ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ れ
が 、 細 胞 材 料 を 実 質 的 に 含 ま な い 又 は 化 学 物 質 前 駆 体 も し く は 他 の 化 学 物 質 を 含 ま な い 場
合 に 、 「 単 離 さ れ た 」 又 は 「 精 製 さ れ た 」 と 称 さ れ る 。 用 語 と し て の 単 離 さ れ た 又 は 精 製
さ れ た は 、 無 数 の 他 の 配 列 断 片 を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー -型 調 製 物 は 意 味 し な い こ と は 理 解 さ
れ な け れ ば な ら な い 。 本 発 明 の 核 酸 又 は ポ リ ペ プ チ ド は 、 均 質 に 又 は 他 の 純 度 に 精 製 す る
こ と が で き る 。 精 製 レ ベ ル は 、 意 図 さ れ た 用 途 を 基 に し て い る 。 重 要 な 特 徴 は 、 こ の 調 製
は 、 他 の 成 分 の か な り の 量 の 存 在 下 で あ っ た と し て も 、 核 酸 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 所 望 の 機
能 を 可 能 に す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 こ れ を 天 然 に 発 現 す る 細 胞 か ら 精 製 す る か 、 こ れ を 発 現 す
る よ う に 変 更 さ れ た (組 換 え )細 胞 か ら 精 製 す る か 、 又 は 公 知 の タ ン パ ク 質 合 成 法 を 用 い 合
成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 の 組 換 え 生 成 は 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る eIF-
5A又 は DHSの い ず れ か を コ ー ド し て い る 核 酸 分 子 の 発 現 ベ ク タ ー へ の ク ロ ー ニ ン グ に 関 連
し て い る 。 こ の 発 現 ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 へ 導 入 さ れ 、 及 び こ の タ ン パ ク 質 は 、 宿 主 細 胞
に お い て 発 現 さ れ る 。 そ の 後 こ の タ ン パ ク 質 は 、 標 準 の タ ン パ ク 質 精 製 技 術 を 使 用 す る 、
い ず れ か 適 当 な 精 製 法 に よ り 細 胞 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い
る 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 配 列 番 号 :1の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し 、 及 び 本 発 明 の 精 製 さ れ た ポ
リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 本 発 明 の ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異
的 eIF-5A核 酸 及 び ポ リ ペ プ チ ド は 、 各 々 、 配 列 番 号 :1及 び 配 列 番 号 :2と 同 じ 又 は 相 同 で あ
る 実 質 的 配 列 を 有 す る 配 列 に 加 え 、 そ れ ら の 機 能 的 誘 導 体 及 び 変 種 も 包 含 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 願 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 用 語 「 実 質 的 配 列 同 一 性 」 又 は 「 実 質 的 相 同 性 」 は 、 配
列 が 、 別 の 配 列 と 実 質 的 な 構 造 又 は 機 能 の 同 等 性 を 示 す こ と を 示 す た め に 使 用 さ れ る 。 実
質 的 配 列 同 一 性 又 は 実 質 的 相 同 性 を 有 す る 配 列 間 の 構 造 的 又 は 機 能 的 差 異 は 、 最 小 で あ り
(de minimus)； す な わ ち 、 こ れ ら は 、 望 ま し い 用 途 に お い て 示 さ れ る よ う に 機 能 す る 配 列
の 能 力 に 影 響 を 及 ぼ さ な い で あ ろ う 。 差 異 は 、 例 え ば 異 種 間 の コ ド ン 使 用 頻 度 に お け る 固
有 の 変 動 に 起 因 し て も よ い 。 2つ 又 は そ れ よ り も 多 い 異 な る 配 列 間 に 有 意 量 の 配 列 の 重 複
も し く は 類 似 性 が 存 在 す る 場 合 、 又 は 例 え 配 列 が 長 さ も し く は 構 造 が 異 な る 場 合 で あ っ て
も 異 な る 配 列 が 類 似 し た 物 理 特 性 を 示 す 場 合 に は 、 構 造 的 差 異 は 、 最 小 で あ る と 考 え ら れ
る 。 こ の よ う な 特 性 は 、 例 え ば 、 規 定 さ れ た 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 能 力 、 又 は タ ン
パ ク 質 の 場 合 は 、 免 疫 学 的 交 差 反 応 性 、 類 似 し た 酵 素 活 性 な ど を 含 む 。 当 業 者 は 、 当 該 技
術 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 に よ り こ れ ら の 特 性 を 各 々 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
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　 加 え て 、 2つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 こ れ ら の 配 列 が 、 少 な く と も 約 70％ 又 は そ れ よ り
も 多 く 、 よ り 好 ま し く は 80％ 又 は そ れ よ り も 多 く 、 更 に よ り 好 ま し く は 約 90％ 又 は そ れ よ
り も 多 く 、 及 び 最 も 好 ま し く は 約 95％ 又 は そ れ よ り も 多 く そ れ ら の 間 に 配 列 類 似 性 を 有 す
る 場 合 に 、 「 実 質 的 に 相 補 的 」 で あ る 。 2つ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 こ れ ら が 、 少 な く と も 50
％ 、 好 ま し く は 少 な く と も 70％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 80％ 、 更 に よ り 好 ま し く は 少
な く と も 90％ 、 及 び 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 95％ の 類 似 性 を 有 す る 場 合 に 、 ポ リ ペ プ チ
ド の 活 性 の あ る 、 又 は 作 用 可 能 に 関 連 し た 部 分 の 間 で 実 質 的 に 相 同 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ふ た つ の 配 列 の ％ 同 一 性 を 決 定 す る た め に 、 こ れ ら の 配 列 を 、 最 適 な 比 較 を 目 的 と し て
並 置 し た (例 え ば 、 ギ ャ ッ プ を 、 最 適 ア ラ イ ン メ ン ト の た め に 、 第 一 及 び 第 二 の ア ミ ノ 酸
又 は 核 酸 配 列 の 一 方 又 は 両 方 に 導 入 す る こ と が で き 、 並 び に 非 相 同 配 列 は 、 比 較 目 的 に 無
視 す る こ と が で き る 。 )。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 参 照 配 列 の 長 さ の 少 な く と も 30％ 、 40
％ 、 50％ 、 60％ 、 70％ 、 80％ 又 は 90％ 又 は そ れ よ り も 多 く が 、 比 較 目 的 の た め に 並 置 さ れ
る 。 そ の 後 対 応 す る ア ミ ノ 酸 位 置 又 は ヌ ク レ オ チ ド 位 置 で ア ミ ノ 酸 残 基 又 は ヌ ク レ オ チ ド
が 比 較 さ れ る 。 第 一 の 配 列 の 位 置 が 、 第 二 の 配 列 の 対 応 す る 位 置 と 同 じ ア ミ ノ 酸 残 基 又 は
ヌ ク レ オ チ ド に よ り 占 拠 さ れ て い る 場 合 は 、 結 果 的 に こ の 分 子 は 、 そ の 位 置 で 同 一 で あ る
(本 願 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る ア ミ ノ 酸 又 は 核 酸 の 「 同 一 性 」 は 、 ア ミ ノ 酸 又 は 核 酸 の
「 相 同 性 」 と 同 等 で あ る 。 )。 ふ た つ の 配 列 の 間 の ％ 同 一 性 は 、 こ れ ら の ふ た つ の 配 列 の
最 適 ア ラ イ ン メ ン ト の た め に 導 入 さ れ る 必 要 が あ る 、 ギ ャ ッ プ の 数 、 及 び 各 ギ ャ ッ プ の 長
さ を 考 慮 し 、 こ れ ら の 配 列 に よ り 共 有 さ れ る 同 一 で あ る 位 置 の 数 の 関 数 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ふ た つ の 配 列 間 の 配 列 の 比 較 並 び に 同 一 性 及 び 類 似 性 の 割 合 の 決 定 は 、 数 学 的 ア ル ゴ リ
ズ ム を 用 い て 実 現 す る こ と が で き る 。 (Computational Molecular Biology、 Lesk, A. M.
編 集 、 Oxford University Press社 、 NY、 1988； Biocomputing: Informatics and Genome 
Projects、 Smith, D. W.編 集 、 Academic Press社 、 NY、 1993； Computer Analysis of Seq
uence Data, Part 1、 Griffin, A. M.及 び Griffin, H. G.編 集 、 Humana Press社 、 NJ、 19
94； Sequence Analysis in Molecular Biology、 von Heinje, G.、 Academic Press社 、 19
87； 及 び 、 Sequence Analysis Primer、 Gribskov,M.及 び Devereux, J.編 集 、 M Stockton 
Press社 、 NY、 1991)。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 核 酸 配 列 及 び タ ン パ ク 質 配 列 は 更 に 、 例 え ば 他 の フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 又 は 関 連
し た 配 列 を 同 定 す る た め に 、 「 ク エ リ ー 配 列 」 と し て 用 い 、 配 列 デ ー タ ベ ー ス に 対 す る 検
索 を 行 う こ と が で き る 。 こ の よ う な 検 索 は 、 Altschulら の 論 文 (J. Mol. Biol.、 215: 403
-10 (1990))の NBLAST及 び XBLASTプ ロ グ ラ ム (version 2.0)を 用 い 行 う こ と が で き る 。 BLAS
Tヌ ク レ オ チ ド 検 索 は 、 NBLASTプ ロ グ ラ ム に よ り 行 う こ と が で き る 。 BLASTタ ン パ ク 質 検 索
は 、 XBLASTプ ロ グ ラ ム に よ り 行 い 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 得 る こ と
が で き る 。 比 較 目 的 で ギ ャ ッ プ 付 き ア ラ イ ン メ ン ト を 得 る た め に 、 Gapped BLASTを 、 Alts
chulら の 論 文 (Nucleic Acids Res.、 25(17): 3389-3402 (1997))に 説 明 さ れ た よ う に 利 用
す る こ と が で き る 。 BLAST及 び ギ ャ ッ プ 付 き BLASTプ ロ グ ラ ム を 利 用 す る 場 合 、 各 プ ロ グ ラ
ム (例 え ば 、 XBLAST及 び NBLAST)の デ フ ォ ル ト の パ ラ メ ー タ を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 用 語 と し て の 核 酸 の 「 機 能 的 誘 導 体 」 は 、 遺 伝 子 又 は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ホ モ ロ グ 又 は
ア ナ ロ グ を 意 味 す る よ う に 本 願 明 細 書 に お い て は 使 用 さ れ る 。 機 能 的 誘 導 体 は 、 所 定 の 遺
伝 子 の 機 能 の 少 な く と も 一 部 は 保 持 す る こ と が で き 、 こ れ は 本 発 明 に お け る そ の 利 用 を 可
能 に す る 。 本 願 明 細 書 に 説 明 さ れ た ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aポ リ ペ プ チ ド の 「 機 能 的
誘 導 体 」 は 、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A活 性 の 少 な く と も 一 部 、 又 は ア ポ ト ー シ ス -特 異
的 eIF-5Aに 特 異 的 で あ る 抗 体 と の 免 疫 交 差 反 応 性 を 保 持 す る 、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5
Aの 断 片 、 変 種 、 ア ナ ロ グ 、 又 は 化 学 物 質 誘 導 体 で あ る 。 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aポ リ
ペ プ チ ド の 断 片 は 、 こ の 分 子 の い ず れ か の サ ブ セ ッ ト を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
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　 機 能 的 変 種 は 、 機 能 の 変 化 を 生 じ な い か 又 は 些 細 な 変 化 を 生 じ る 類 似 ア ミ ノ 酸 の 置 換 も
含 む こ と が で き る 。 機 能 に 本 質 的 で あ る ア ミ ノ 酸 は 、 位 置 指 定 突 然 変 異 誘 発 又 は ア ラ ニ ン
-ス キ ャ ニ ン グ 突 然 変 異 誘 発 (Cunninghamら 、 Science、 244: 1081-1085 (1989))の よ う な
、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。 後 者 の 手 順 は 、 単 独 の
ア ラ ニ ン 突 然 変 異 を 、 そ の 分 子 の 各 残 基 に 導 入 す る 。 そ の 後 得 ら れ る 突 然 変 異 分 子 は 、 キ
ナ ー ゼ 活 性 の よ う な 生 物 学 的 活 性 に つ い て 、 又 は in vitro増 殖 活 性 の よ う な ア ッ セ イ に お
い て 試 験 さ れ る 。 結 合 パ ー ト ナ ー ／ 基 質 結 合 に つ い て 重 要 で あ る 位 置 も 、 結 晶 化 、 核 磁 気
共 鳴 又 は 光 親 和 性 標 識 (Smithら 、 J.Mol. Biol.、 224: 899-904 (1992)； de Vosら 、 Scien
ce、 255: 306-312 (1992))の よ う な 、 構 造 分 析 に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 「 変 種 」 は 、 1個 又 は 複 数 の 置 換 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る が 、 特 定 の 遺 伝 子 に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る 能 力 又 は 未 変 性 の DNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る mRNA転 写 産 物 を コ ー ド す る 能
力 は 維 持 し て い る ヌ ク レ オ チ ド 置 換 変 種 の よ う に 、 全 遺 伝 子 又 は そ れ ら の 断 片 の い ず れ か
に 実 質 的 に 類 似 し た 分 子 を 意 味 す る 。 「 ホ モ ロ グ 」 は 、 異 な る 動 物 属 又 は 種 由 来 の 断 片 又
は 変 種 配 列 を 意 味 す る 。 「 ア ナ ロ グ 」 は 、 全 分 子 、 そ れ ら の 変 種 又 は 断 片 と 実 質 的 に 類 似
し た 又 は そ れ ら に 関 連 し て 機 能 す る 天 然 に 存 在 し な い 分 子 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 変 種 ペ プ チ ド は 、 天 然 の 変 種 に 加 え 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 に よ り 製 造 さ れ
た も の を 含 む 。 こ の よ う な 変 種 は 、 本 願 明 細 書 に 明 ら か に さ れ た 分 子 技 術 及 び 配 列 情 報 を
用 い 、 容 易 に 同 定 ／ 産 生 す る こ と が で き る 。 更 に 、 こ の よ う な 変 種 は 、 本 発 明 の eIF-5A又
は DHSタ ン パ ク 質 に 対 す る 配 列 及 び ／ 又 は 構 造 的 相 同 性 を 基 に 、 他 の タ ン パ ク 質 か ら 容 易
に 識 別 す る こ と が で き る 。 存 在 す る 相 同 性 ／ 同 一 性 の 程 度 は 主 に 、 そ の タ ン パ ク 質 が 機 能
的 変 種 又 は 非 -機 能 的 変 種 で あ る か ど う か 、 偽 推 理 (paralog)フ ァ ミ リ ー に 存 在 す る 多 様 性
の 大 き さ 、 及 び こ れ ら の 相 同 分 子 種 間 の 進 化 の 距 離 を 基 に す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の eIF-5A又 は DHSタ ン パ ク 質 の 天 然 に 存 在 し な い 変 種 は 、 組 換 え 技 術 を 用 い 容 易
に 産 生 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 変 種 は 、 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 欠 失 、 付 加 及
び 置 換 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 例 え ば 、 置 換 の ひ と つ の ク ラ ス は 、
保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 で あ る 。 こ の よ う な 置 換 は 、 タ ン パ ク 質 の 所 定 の ア ミ ノ 酸 を 同 様 の 特
性 の 他 の ア ミ ノ 酸 と 置 換 す る も の で あ る 。 典 型 的 に は 、 保 存 的 置 換 は 、 脂 肪 族 ア ミ ノ 酸 Al
a、 Val、 Leu及 び Ileの 間 の ひ と つ の 別 と の 交 換 ； Ser及 び Thrの ヒ ド ロ キ シ ル 基 の 相 互 交 換
； Asp及 び Gluの 酸 性 基 の 交 換 ； Asn及 び Glnの ア ミ ド 基 間 の 置 換 ； Lys及 び Argの 塩 基 性 基 の
交 換 ； 並 び に 、 Phe及 び Tyrの 芳 香 族 残 基 の 交 換 で あ る こ と が 認 め ら れ る 。 ど の ア ミ ノ 酸 の
変 化 が 恐 ら く 表 現 型 と し て サ イ レ ン ト で あ る か に 関 す る 指 針 は 、 Bowieら の 論 文 (Science
、 247: 1306-1310 (1990))に 認 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 代 わ り に 、 し か し 同 じ く 好 ま し く は 、 本 発 明 の ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 核 酸 は 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 、 配 列 番 号 :1の そ れ と 相
補 的 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 本 願 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 用 語
「 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 は 一 般 に 、 プ ロ ー ブ 配 列 及 び 標 的 配 列 の 性 質 に 応 じ て 、 当 業
者 に 容 易 に 明 ら か で あ る よ う な 、 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 適 当 な 条 件 で の 、 核 酸 の ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 意 味 す る よ う に 使 用 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 洗 浄 の 条 件 は
、 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 そ し て イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 、 温 度 及 び ／ 又 は 溶
液 の イ オ ン 強 度 を 変 動 す る こ と に よ る 所 望 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に よ っ て 決 ま る 条 件 は 、
容 易 に 調 節 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Sambrook, J.ら の 著 書 「 Molecular Cloning: A L
aboratory Manual」 第 2版 、 Cold Spring Harbour Press社 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー
、 NY、 1989を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 条 件 の 選 択 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ る 配 列 の 長 さ 、 特 に プ ロ ー ブ 配 列 の 長 さ 、 核 酸 の 相
対 G-C含 量 、 及 び 許 さ れ る ミ ス マ ッ チ の 量 に よ り 指 示 さ れ る 。 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件
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は 、 相 補 度 が よ り 低 い 鎖 間 の 部 分 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 望 ま し い 場 合 に 好 ま し い 。
完 全 な 又 は ほ ぼ 完 全 な 相 補 性 が 望 ま し い 場 合 に は 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 が 好 ま し い
。 典 型 的 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 に 関 し て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 は 、 6xS.S.C.
、 0.01M EDTA、 1xデ ン ハ ル ト 液 及 び 0.5％ SDSを 含 有 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ク
ロ ー ニ ン グ さ れ た DNA断 片 に つ い て 、 約 68℃ で 約 3～ 4時 間 、 並 び に 全 真 核 細 胞 DNAに つ い て
約 12～ 16時 間 実 行 さ れ る 。 よ り 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に つ い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン の 温 度 は 、 そ の 二 重 鎖 の 融 解 温 度 (T m )よ り も 低 い 約 42℃ に 低 下 さ れ る 。 T m は 、 G-C含 量
及 び 二 重 鎖 長 に 加 え 、 溶 液 の イ オ ン 強 度 の 関 数 と し て 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 願 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る 語 句 と し て の 、 DNA又 は RNA分 子 の 「 対 応 す る 部 分 に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る 」 は 、 例 え ば オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は い ず れ か の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 (セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス 方 向 )に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 分 子 が 、 適 当 な 条 件
下 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 達 成 す る よ う に 、 ほ ぼ 同 じ サ イ ズ で あ り 及 び 十 分 な 配 列 類
似 性 を 有 す る 別 の 核 酸 分 子 の 配 列 を 認 識 し 及 び ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と を 意 味 す る 。 例 え
ば 、 約 70％ 又 は そ れ よ り も 多 い 配 列 類 似 性 が ふ た つ の 配 列 間 に 存 在 す る 限 り は 、 100個 の
ヌ ク レ オ チ ド 長 の セ ン ス 分 子 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の お よ そ 100個 の ヌ ク レ オ チ ド 部 分 を
認 識 し 及 び こ れ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る で あ ろ う 。 「 対 応 す る 部 分 」 の サ イ ズ は 、 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お け る い く つ か の ミ ス マ ッ チ を 可 能 に し 、 そ の 結 果 「 対 応 す る 部 分 」 は
、 そ れ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 分 子 よ り も よ り 小 さ い 又 は よ り 大 き い 、 例 え ば 例 え ば 20～ 30
％ 長 い 又 は 短 い 、 好 ま し く は 約 12～ 15％ を 超 え ず に よ り 長 い 又 は よ り 短 い こ と も 理 解 さ れ
る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 加 え て 、 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 変 種 は 、 機 能 の 変 化 を 生 じ な い か 又 は 些 細 な 変 化 を 生 じ
る 類 似 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 も 含 む こ と が で き る 。 機 能 に 必 須 で あ る ア ミ ノ 酸 は 、 部 位 指 定 突
然 変 異 誘 発 又 は ア ラ ニ ン -ス キ ャ ニ ン グ 突 然 変 異 誘 発 (Cunninghamら 、 Science、 244: 1081
-1085 (1989))な ど の 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。
後 者 の 手 法 は 、 単 独 の ア ラ ニ ン 突 然 変 異 を そ の 分 子 の 各 残 基 に 導 入 す る 。 そ の 後 得 ら れ る
変 異 体 分 子 を 、 生 物 学 的 活 性 又 は ア ッ セ イ に お い て 試 験 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 例 え ば 、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aの ア ナ ロ グ は 、 全 タ ン パ ク 質 又 は そ れ ら の 断 片 の
い ず れ か に 実 質 的 に 類 似 し て い る 天 然 に 存 在 し な い タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド ミ メ テ ィ ッ ク
を 意 味 す る 。 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aの 化 学 誘 導 体 は 、 通 常 は ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド
断 片 の 一 部 で は な い 追 加 の 化 学 部 分 を 含 む 。 修 飾 は 、 ペ プ チ ド 又 は そ れ ら の 断 片 に 、 そ の
ペ プ チ ド の 標 的 化 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 を 、 選 択 さ れ た 側 鎖 又 は 末 端 残 基 と 反 応 す る こ と が
可 能 で あ る 有 機 誘 導 体 化 物 質 と 反 応 す る こ と に よ り 、 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ラ ッ ト 黄 体 か ら 単 離 さ れ た ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aを コ ー ド し て い る 完 全 長 cDNAの
最 初 の 発 見 及 び 特 徴 決 定 は 、 DHSを コ ー ド し て い る 部 分 長 cDNAク ロ ー ン の 発 見 及 び 特 徴 決
定 に つ な が り 、 こ れ も 、 ラ ッ ト 黄 体 か ら 単 離 さ れ 、 そ し て ア ポ ト ー シ ス に 関 連 し て い る 。
従 っ て 追 加 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 DHSポ リ ペ プ チ ド を コ
ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 単 離 さ れ た 核 酸 を 提 供 す る 。 同 じ く 、 ラ ッ ト ア ポ
ト ー シ ス -特 異 的 DHSポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 精 製 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド も 提 供 さ
れ る 。 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 DHSポ リ ペ プ チ ド は 、 ア ポ ト ー シ ス 状 態 の 細 胞 に お い て
デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル に 発 現 さ れ 、 且 つ ス ペ ル ミ ジ ン の 4-ア ミ ノ ブ チ ル 部 分 の 、 非 活 性 eIF-
5Aの 特 異 的 に 保 存 さ れ た リ シ ン の α -ア ミ ノ 基 へ の 転 位 に よ り 、 デ オ キ シ ハ イ プ シ ン 残 基
の 形 成 を 触 媒 し て デ オ キ シ ハ イ プ シ ン を 形 成 せ し め 、 そ れ に よ り eIF-5Aを 活 性 化 す る よ う
な 、 ラ ッ ト に 特 異 的 な い ず れ か 適 当 な ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 DHSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 単
離 さ れ た 核 酸 は 、 配 列 番 号 :6の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し 、 そ し て 本 発 明 の 精 製 さ れ た ポ リ
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ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 :7の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 本 発 明 の ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 D
HS核 酸 及 び ポ リ ペ プ チ ド は 、 各 々 、 配 列 番 号 :6及 び 配 列 番 号 :7と 実 質 的 配 列 同 一 性 又 は 相
同 性 を 有 す る 配 列 に 加 え 、 先 に 説 明 さ れ て い る よ う な 、 そ れ ら の 機 能 的 誘 導 体 及 び 変 種 も
包 含 し て い る 。 あ る い は 、 及 び 好 ま し く は 、 本 発 明 の 単 離 さ れ た 核 酸 は 、 高 ス ト リ ン ジ ェ
ン ト 条 件 下 で 、 配 列 番 号 :6の 相 補 体 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 し 、 こ れ
も 先 に 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 願 明 細 書 に 説 明 し た ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A配 列 の 核 酸 及 び ポ リ ペ プ チ ド
の 場 合 の よ う に 、 本 発 明 の ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 DHS配 列 の 核 酸 及 び ポ リ ペ プ チ ド を
使 用 し 、 ヒ ト を 含 む 他 の 動 物 か ら ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 DHS核 酸 及 び ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 す
る こ と が で き る 。 こ の よ う な DHS配 列 の 動 物 及 び ヒ ト か ら の 単 離 は 、 種 を 超 え て 少 な く と
も 80％ の 配 列 類 似 性 を 基 に 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 及 び 本 願 明 細 書 に 提 供 さ れ
た 指 針 を 用 い 実 現 す る こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 本 発 明 の ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 DHS
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 核 酸 の 検 出 の た め の 、 プ ラ イ マ ー 又 は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン プ ロ ー ブ と し て 適 し て い る 核 酸 分 子 も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A及 び DHSは 、 ア ポ ト ー シ ス 経 路 に 関 与 す る 下 流 の エ フ ェ ク タ
ー 及 び 転 写 因 子 の 転 写 後 調 節 に お い て 恐 ら く 作 用 す る の で 、 こ れ は 、 疾 患 プ ロ セ ス の 基 礎
と な る ア ポ ト ー シ ス を 含 む 、 ア ポ ト ー シ ス の 調 節 に 適 し た 標 的 で あ る 。 従 っ て 本 発 明 は 、
ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A及 び ／ 又 は DHS機 能 を 調 節 す る 物 質 を 細 胞 に 投 与 す る こ と に よ
る 、 細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス を 調 節 す る 方 法 も 提 供 す る 。 当 業 者 に よ り 、 こ の 物 質 は 、
ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A機 能 の み 、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 DHS機 能 単 独 の み 、 又 は ア ポ
ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A及 び DHSの 両 機 能 を 調 節 す る も の で あ る こ と が で き る こ と は 理 解 さ
れ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ア ポ ト ー シ ス は 、 細 胞 に お け る 正 常 レ ベ ル の ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A及 び ／ 又 は DHS
機 能 の 適 当 な 変 更 に よ り 、 調 節 す る こ と が で き る 。 本 願 明 細 書 に お い て 意 図 さ れ る よ う に
、 修 飾 又 は 変 更 は 、 完 全 も し く は 部 分 的 で あ る こ と が で き 、 並 び に 転 写 も し く は 翻 訳 の 制
御 の 変 化 又 は 細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A及 び ／ 又 は DHS機 能 を 変 更 す る そ の
他 の 変 化 を 含 む こ と が で き る 。 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A又 は DHS機 能 は 、 DHSに よ り 触
媒 さ れ る 、 ス ペ ル ミ ジ ン の 4-ア ミ ノ ブ チ 部 分 の 、 前 駆 体 eIF-5Aに 特 異 的 に 保 存 さ れ た リ シ
ン の α -ア ミ ノ 基 へ の 転 位 に よ る デ オ キ シ ハ イ プ シ ン 残 基 の 形 成 、 並 び に ハ イ プ シ ン を 形
成 し て eIF-5Aを 活 性 化 す る た め の 、 こ の 4-ア ミ ノ ブ チ ル 部 分 の 、 デ オ キ シ ハ イ プ シ ン ヒ ド
ロ キ シ ラ ー ゼ に よ る ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の ひ と つ の 態 様 に お い て 、 こ の 物 質 は 、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A及 び ／ 又 は D
HS機 能 を 阻 害 し 、 こ れ に よ り ア ポ ト ー シ ス を 阻 害 す る こ と が で き る 。 ア ポ ト ー シ ス の 阻 害
は 、 強 度 及 び ／ も し く は 数 の 減 少 、 並 び に ／ 又 は 例 え ば 、 細 胞 縮 小 、 ク ロ マ チ ン 凝 縮 、 核
断 片 化 、 及 び 膜 泡 な ど の 、 い ず れ か も し く は 全 て の 良 く 定 義 さ れ た ア ポ ト ー シ ス の 形 態 学
的 特 徴 の 開 始 の 遅 延 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A及 び ／ 又 は DHS機 能 を 阻 害 す る こ と が で き る ひ と つ の 物 質 は
、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 好 ま し く は 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aポ リ ペ プ チ ド 及 び ／ 又 は ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 DHSポ リ
ペ プ チ ド の 一 部 を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 。 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5
Aポ リ ペ プ チ ド 及 び ／ 又 は DHSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 多 く の 適 当 な 核 酸 配 列 は 、 当
該 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 配 列 番 号 :1、 3、 4、 5、 11、 15、 19、 20、 及 び 2
1(ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A核 酸 配 列 )、 配 列 番 号 :6及 び 8(ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 DHS核 酸
配 列 )、 配 列 番 号 :12及 び 16(ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aポ リ ペ プ チ ド 配 列 )、 並 び に 配 列
番 号 :7(ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 DHSポ リ ペ プ チ ド 配 列 )、 又 は そ れ ら の 一 部 は 、 適 当 な 配 列 を
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提 供 す る 。 他 の 適 当 な 配 列 は 、 本 願 明 細 書 に 説 明 し た 方 法 に 従 う プ ロ ー ブ と し て 公 知 の 配
列 を 用 い 、 見 つ け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 従 っ て 本 発 明 は 、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aポ リ ペ プ チ ド 及 び ／ 又 は ア ポ ト ー シ ス -特
異 的 DHSポ リ ペ プ チ ド の 一 部 を コ ー ド し て い る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は そ
れ ら の 相 補 体 も 提 供 す る 。 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 RNA又 は DNAの 形
、 例 え ば cDNA、 ゲ ノ ム DNA、 又 は 合 成 RNAも し く は DNAで あ る こ と が で き る 。 DNAは 、 二 本 鎖
又 は 一 本 鎖 で あ る こ と が で き 、 そ し て 一 本 鎖 で あ る な ら ば 、 コ ー ド 鎖 又 は 非 コ ー ド 鎖 で あ
る こ と が で き る 。 オ リ ゴ マ ー 化 合 物 の そ の 標 的 核 酸 と の 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は
、 こ の 核 酸 の 正 常 機 能 の 妨 害 を 生 じ 、 こ れ は 一 般 に 「 ア ン チ セ ン ス 」 と 称 さ れ る 。 妨 害 さ
れ る DNAの 機 能 は 、 複 製 及 び 転 写 を 含 む 。 妨 害 さ れ る RNAの 機 能 は 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 翻
訳 部 位 へ の RNAの 転 位 、 RNAか ら の タ ン パ ク 質 翻 訳 、 RNAの ス プ ラ イ シ ン グ に よ る 1種 又 は 複
数 の mRNA種 の 産 生 、 及 び RNAに よ り 保 証 さ れ た (engage)又 は 促 進 さ れ る 触 媒 活 性 を 含 む 。
こ の よ う な ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 全 般 的 作 用 は 、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5
A及 び ／ も し く は DHSの 発 現 の 阻 害 、 並 び に ／ 又 は 生 成 し た 活 性 化 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF
-5Aの 量 の 阻 害 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 あ る い は 、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aの ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 DHSに よ る 活 性 化 は 、 DHS
酵 素 反 応 を 阻 害 す る 化 学 物 質 の 投 与 に よ り 阻 害 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ラ ッ ト 黄 体 に
お け る ア ポ ト ー シ ス を 反 映 し て い る DNAラ ダ ー の 開 始 は 、 PGF-2α の 注 射 に よ る ア ポ ト ー シ
ス 誘 導 後 の DHS反 応 の イ ン ヒ ビ タ ー で あ る ス ペ ル ミ ジ ン で 動 物 が 処 置 さ れ た 場 合 に は 、 遅
延 さ れ る (図 18-19)。 Jakus ら 、 J. Biol. Chem.、 268: 13151-13159 (1993)。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ア ポ ト ー シ ス は 、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aの DNA、 RNA、 も し く は タ ン パ ク 質 を 分 解
す る 物 質 、 又 は ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 DHSの DNA、 RNA、 も し く は タ ン パ ク 質 を 分 解 す る 物 質
の 添 加 に よ り 阻 害 さ れ る こ と も あ り 又 は 実 質 的 に 減 少 す る こ と も あ り 、 そ の 結 果 ア ポ ト ー
シ ス -特 異 的 DHSに よ る ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aの 活 性 化 が 妨 害 さ れ る 。 別 の 本 発 明 の
態 様 に お い て 、 内 因 性 哺 乳 類 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 DHS、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A、 又
は 両 方 の 発 現 の 阻 害 は 、 リ ボ ザ イ ム の 使 用 を 通 じ て 影 響 を 受 け る 。 適 当 な 薬 物 の 例 は 、 ア
ポ ト ー シ ス -特 異 的 DHSに よ る ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aの 活 性 化 を 阻 害 す る も の 、 デ オ
キ シ ハ イ プ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ に よ る ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aの 活 性 化 を 阻 害 す る
も の 、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 DHSの 転 写 及 び ／ 又 は 翻 訳 を 阻 害 す る も の 、 並 び に ア ポ ト ー シ
ス -特 異 的 デ オ キ シ ハ イ プ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ の 転 写 及 び ／ 又 は 翻 訳 を 阻 害 す る も の 、
ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aの 転 写 又 は 翻 訳 を 阻 害 す る も の を 含 む 。 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的
DHSに よ る eIF-5Aの 活 性 化 を 阻 害 す る 薬 物 の 例 は 、 ス ペ ル ミ ジ ン 、 1,3-ジ ア ミ ノ -プ ロ パ ン
、 1,4-ジ ア ミ ノ -ブ タ ン (プ ト レ ス シ ン )、 1,7-ジ ア ミ ノ -ヘ プ タ ン 、 又 は 1,8-ジ ア ミ ノ -オ
ク タ ン が あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aを コ ー ド し て い る 遺 伝 子 の 不 活 性 化 に よ り 、
ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aを 阻 害 す る こ と も 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 不 活 性 化 は 、 細 胞
に お け る 遺 伝 子 の 欠 失 、 又 は 遺 伝 子 へ の 欠 失 も し く は 突 然 変 異 の 導 入 及 び こ れ に よ る そ の
遺 伝 子 の 不 活 性 化 に よ り 生 じ る こ と が で き る 。 こ の 遺 伝 子 は 、 別 の DNA断 片 へ 挿 入 す る こ
と に よ り 不 活 性 化 し 、 そ の 結 果 内 因 性 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aタ ン パ ク 質 の 発 現 が 生
じ な い こ と も で き る 。 同 様 に 、 細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 DHSを コ ー ド し て い る 遺
伝 子 の 不 活 性 化 に よ り 、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aの 活 性 化 を 阻 害 す る こ と も 可 能 で あ
る 。 欠 失 及 び 挿 入 の よ う な 突 然 変 異 を 真 核 細 胞 遺 伝 子 へ 導 入 す る 方 法 は 、 例 え ば 米 国 特 許
第 5,464,764号 な ど 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 細 胞 に お け る 遺 伝 子 の 突 然 変 異
に 有 用 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 発 現 ベ ク タ ー は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 及 び
本 願 明 細 書 に 提 供 さ れ た 指 針 に 従 い 産 生 す る こ と が で き ； 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の 産 生 及 び 発 現 に 有 用 な 方 法 を 使 用 し 、 細 胞 に お け る 遺 伝 子 の 突 然 変 異 に 有 用
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な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 発 現 ベ ク タ ー を 産 生 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aを コ ー ド し て い る 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る こ
と に よ り 、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aの 発 現 を 阻 害 す る こ と も 可 能 で あ る 。 こ の よ う な
不 活 性 化 は 、 共 抑 制 を 介 し て 、 例 え ば 、 共 抑 制 を 生 じ る よ う な ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5
Aを コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (複 数 )の 細 胞 へ の 導 入 に よ っ て 、 実 現 す る こ と が で
き る 。 同 様 に 、 共 抑 制 を 介 す る 、 細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 DHSを コ ー ド し て い る
遺 伝 子 の 発 現 の 抑 制 に よ り 、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aの 活 性 化 を 阻 害 す る こ と が 可 能
で あ る 。 共 抑 制 に 有 用 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 発 現 ベ ク タ ー は 、 当 該 技 術 分 野 に お い て
公 知 の 方 法 及 び 本 願 明 細 書 に 提 供 し た 指 針 に 従 い 産 生 す る こ と が で き ； 例 え ば 、 ア ン チ セ
ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 産 生 及 び 発 現 に 有 用 な 方 法 は 、 共 抑 制 に 有 用 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 及 び 発 現 ベ ク タ ー の 産 生 に 使 用 す る こ と が で き る 。 共 抑 制 の 方 法 は 、 例 え ば 米 国 特 許
第 5,686,649号 の よ う に 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 阻 害 (例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス 、 突 然 変 異 、 又 は 共 抑 制 に よ る )の ひ と つ の 結 果 は 、 内 因 性
の 翻 訳 可 能 な ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A又 は DHSを コ ー ド し て い る mRNAの 量 の 減 少 で あ る
。 結 果 的 に 、 生 成 さ れ た ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 DHSタ ン パ ク 質 の 量 は 、 減 少 さ れ 、 こ れ に よ
り 活 性 化 さ れ た eIF-5Aの 量 が 減 少 し 、 こ の こ と は 次 に ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 タ ン パ ク 質 の
翻 訳 を 減 少 す る 。 従 っ て 新 規 タ ン パ ク 質 合 成 が ア ポ ト ー シ ス の 開 始 に は 必 要 で あ る の で 、
ア ポ ト ー シ ス は 阻 害 又 は 遅 延 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 別 の 本 発 明 の 態 様 に お い て 、 こ の 物 質 は 、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A又 は DHS機 能 を 誘
導 し 、 こ れ に よ り ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る こ と が で き る 。 ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 は 、 細 胞 縮
小 、 ク ロ マ チ ン 凝 縮 、 核 断 片 化 、 及 び 膜 泡 の よ う な 、 ア ポ ト ー シ ス の 特 徴 的 な 良 く 定 義 さ
れ た 形 態 学 的 特 性 の い ず れ か 又 は 全 て の 、 強 度 も し く は 数 の い ず れ か の 増 加 、 又 は 開 始 の
促 進 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A及 び ／ 又 は DHSの 機 能 を 誘 導 す る い ず れ か 適 当 な 物 質 を 使 用
す る こ と が で き る 。 当 業 者 に は 、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aの 非 活 性 型 及 び 活 性 型 の 両
方 を 投 与 す る こ と が で き る こ と が 理 解 さ れ る 。 非 活 性 型 、 又 は ハ イ プ シ ン 非 修 飾 型 が 投 与
さ れ る 場 合 、 未 変 性 の ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 DHSは 、 eIF-5Aを 活 性 化 す る で あ ろ う 。 ア ポ ト
ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aポ リ ペ プ チ ド 及 び ／ 又 は DHSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 多 く の 適
当 な 核 酸 配 列 が 、 当 該 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 配 列 番 号 :1、 3、 4、 5、 11
、 15、 19、 20及 び 21(ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A核 酸 配 列 )、 配 列 番 号 :6及 び 8(ア ポ ト ー
シ ス -特 異 的 DHS核 酸 配 列 )、 配 列 番 号 :12及 び 16(ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aポ リ ペ プ チ ド
配 列 )、 並 び に 配 列 番 号 :7(ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 DHSポ リ ペ プ チ ド 配 列 )、 又 は そ れ ら の 一
部 は 、 適 当 な 配 列 を 提 供 す る 。 他 の 適 当 な 配 列 は 、 既 知 の 配 列 を 本 願 明 細 書 記 載 の 方 法 に
従 い プ ロ ー ブ と し て 用 い 見 つ け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 例 え ば 、 裸 の 核 酸 (オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は プ ラ ス ミ ド の よ う な 裸 の DNAベ ク タ ー )、 又
は 組 換 え に よ り 産 生 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 、 細 胞 に 投 与 す る こ と が で
き る 。 組 換 え に よ り 産 生 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 eIF-5A又 は DHSタ ン パ ク 質 を コ ー ド し て
い る DNA配 列 が 、 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー に 配 置 さ れ る こ と を 意 味 し 、 こ れ は 以 下 に 詳 述 さ れ
る 。 宿 主 は 、 こ の 発 現 ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ 、 そ の 後 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド
を 産 生 す る 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の 後 宿 主 細 胞 か ら 単 離 さ れ る 。 組 換 え ア ポ ト ー シ ス
を 誘 導 す る eIF-5Aタ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 、 当 業 者 に よ り 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 (C
HO)細 胞 に お い て 産 生 さ れ 、 及 び 組 換 え DHSを 用 い 活 性 化 す る こ と が で き る 。 Wangら 、 J Bi
ol. Chem.、 276: 17541-17549 (2001)； Erikssonら 、 Semin. Hematol、 38: 24-31 (2001)
。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド も 合 成 す る こ と が で き 、 こ れ は 公 知 の タ ン パ ク 質 合 成 法 を 用 い 合
成 さ れ る 。
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【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 取 込 み は 、 例 え ば 、 広 範 な 細 胞 へ の 取 込 み を 媒 介 す る 炭 疽 菌 由 来 の リ ガ ン
ド の よ う な 、 リ ガ ン ド を 用 い 促 進 す る こ と が で き る 。 Liuら 、 J. Biol.Chem.、 276: 46326
-46332 (2001)。 組 換 え タ ン パ ク 質 は 、 リ ポ ソ ー ム を 用 い 、 哺 乳 類 の 標 的 細 胞 、 組 織 、 及
び 臓 器 に 投 与 す る こ と も で き る 。 本 タ ン パ ク 質 を 閉 じ 込 め て い る リ ポ ソ ー ム は 、 静 脈 内 投
与 さ れ る 。 タ ー ゲ テ ィ ン グ は 、 リ ポ ソ ー ム へ の 細 胞 受 容 体 に 特 異 的 な リ ガ ン ド の 組 込 み に
よ り 実 現 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Kaneda、 Adv Drug Delivery Rev、 43: 197-205 (20
00)を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A又 は DHSの 機 能 を 誘 導 す る ひ と つ の 好 ま し い 物 質 は 、 発 現 ベ
ク タ ー で あ る 。 従 っ て 本 発 明 は 、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aポ リ ペ プ チ ド 及 び ／ 又 は DHS
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 核 酸 に 作 用 可 能 に 連 結 さ れ た プ ロ モ ー タ ー を 有 す る 発 現 ベ
ク タ ー を 提 供 す る 。 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 RNA又 は DNAの 形 、 例 え ば 、 cDNA、 ゲ ノ ム DN
A、 又 は 合 成 の RNAも し く は DNAで あ る こ と が で き る 。 こ の DNAは 、 二 本 鎖 又 は 一 本 鎖 で あ る
こ と が で き 、 一 本 鎖 で あ る 場 合 は 、 コ ー ド 鎖 又 は 非 コ ー ド 鎖 で あ る こ と が で き る 。 い ず れ
か 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー (例 え ば 、 Pouwelsら 、 Cloning Vectors: A Laboratory Manual、 (E
lsevior, N.Y.： 1985)参 照 )を 使 用 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 発 現 ベ ク タ ー は 、 ア ポ ト
ー シ ス -特 異 的 (関 連 し た )eIF-5Aポ リ ペ プ チ ド 及 び ／ 又 は ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 (関 連 し た )
DHSポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 作 用 可 能 に 連 結 さ れ た プ ロ モ ー タ
ー 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 こ の 発 現 ベ ク タ ー に お い て 、 所 望 の 核 酸 及 び プ ロ モ ー タ ー は 作 用 可 能 に 連 結 さ れ 、 そ の
結 果 プ ロ モ ー タ ー は 核 酸 の 発 現 を 駆 動 す る こ と が で き る 。 核 酸 が 発 現 さ れ る と い う 条 件 で
、 い ず れ か 適 当 な プ ロ モ ー タ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 適 当 な プ ロ モ ー タ ー
の 例 は 、 様 々 な ウ イ ル ス の プ ロ モ ー タ ー 、 真 核 細 胞 プ ロ モ ー タ ー 、 及 び 構 成 的 に 活 性 の あ
る プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 こ の 作 用 可 能 な 連 結 が 維 持 さ れ る 限 り は 、 発 現 ベ ク タ ー は 、 1以
上 の 核 酸 (例 え ば 、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A及 び ／ 又 は DHSの 両 方 を コ ー ド し て い る 核
酸 )を 含 む こ と が で き る 。 こ の 発 現 ベ ク タ ー は 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 部
位 (RES)、 転 写 調 節 エ レ メ ン ト (例 え ば 、 エ ン ハ ン サ ー 、 サ イ レ ン サ ー な ど )、 そ の ベ ク タ
ー も し く は 転 写 産 物 の 安 定 性 又 は 細 胞 内 の 所 望 の 転 写 産 物 の 翻 訳 も し く は プ ロ セ シ ン グ を
増 強 す る 他 の 配 列 (例 え ば 、 分 泌 シ グ ナ ル 、 リ ー ダ ー な ど )又 は い ず れ か 他 の 適 当 な エ レ メ
ン ト の よ う な 、 そ の 他 の エ レ メ ン ト を 任 意 に 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 発 現 ベ ク タ ー は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ
イ ル ス 又 は レ ン チ ウ イ ル ス の よ う な 、 ウ イ ル ス 類 に 由 来 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 発 現
ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 へ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と が で き 、 こ れ は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル
ス シ ス テ ム を 含 む 、 細 菌 種 、 哺 乳 類 又 は 昆 虫 の 宿 主 細 胞 シ ス テ ム (例 え ば 、 Luckowら 、 Bio
/Technology、 6: 47 (1988)参 照 )、 並 び に 293、 COS-7、 C127、 3T3、 CHO、 HeLa、 BHKの よ
う な 確 立 さ れ た 細 胞 株 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 プ ラ ス ミ ド 及 び 他 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー (例 え ば 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス )と は 異 な り 、 ア
デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 分 裂 及 び 非 分 裂 の 両 細 胞 に お い て 遺 伝 子 導 入 を 実 現 し 、 心 筋 、
血 管 内 皮 、 及 び 骨 格 筋 の よ う な 心 臓 血 管 系 関 連 部 位 に お い て 高 レ ベ ル の タ ン パ ク 質 発 現 を
伴 う の で 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 好 ま し い 。 更 に ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ り 導 入
さ れ た 遺 伝 子 は 、 染 色 体 外 (epichromosomal)の 位 置 で 機 能 し 、 そ の 結 果 導 入 遺 伝 子 の 宿 主
ゲ ノ ム の 重 要 な 部 位 へ の 不 適 切 な 挿 入 の リ ス ク が ほ と ん ど な い 。 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー
は 、 望 ま し く は ウ イ ル ス 複 製 に 必 要 な 少 な く と も 1つ の 遺 伝 子 機 能 を 欠 損 し て も い る 。 好
ま し く は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ゲ ノ ム の E1、 E2、 及 び ／ 又 は E4領
域 の 少 な く と も 1つ の 必 須 遺 伝 子 機 能 を 欠 損 し て い る 。 よ り 好 ま し く は 、 追 加 的 に こ の ベ
ク タ ー は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ゲ ノ ム の E3領 域 の 少 な く と も 一 部 を 欠 損 し て い る (例 え ば 、 E3
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領 域 の XbaI欠 失 )。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 組 換 え ア デ ノ ウ イ ル ス は 、 こ の ウ イ ル ス を 、 培 養 培 地 へ 単 に 添 加 す る こ と に よ り 、 培 養
さ れ た 細 胞 へ 送 達 す る こ と が で き る 。 宿 主 動 物 ／ ヒ ト の 感 染 は 、 こ の ウ イ ル ス 粒 子 を 血 流
又 は 望 ま し い 組 織 へ 直 接 注 射 す る こ と に よ り 、 実 現 す る こ と が で き る 。 こ の ウ イ ル ス の 血
清 中 半 減 期 は 、 ウ イ ル ス を リ ポ ソ ー ム (例 え ば 、 Lipofectin、 Life Technologies社 )又 は
ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル と 複 合 す る こ と に よ り 延 長 す る こ と が で き る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ
ク タ ー は 、 通 常 ウ イ ル ス の フ ァ イ バ ー タ ン パ ク 質 の knobド メ イ ン と 、 コ ク サ ッ キ ー ウ イ ル
ス ／ ア デ ノ ウ イ ル ス 受 容 体 (CAR)の 間 の 相 互 作 用 を 介 し て 、 細 胞 に 侵 入 す る 。 こ の ウ イ ル
ス ベ ク タ ー は 、 あ る 種 の 細 胞 受 容 体 に 特 異 的 な リ ガ ン ド を 発 現 す る よ う に ウ イ ル ス を 遺 伝
子 操 作 す る こ と に よ り 、 特 異 的 細 胞 、 又 は CARを 発 現 し な い 細 胞 へ 方 向 付 け る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 ア ポ ト ー シ ス は 、 内 因 性 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A、 も し く は ア
ポ ト ー シ ス -特 異 的 DHS、 又 は 両 方 の 転 写 を 、 化 学 物 質 に よ り 化 学 的 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ
ョ ン す る か 、 も し く は ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aの 活 性 化 を 化 学 的 に 増 強 す る こ と に よ
り 、 開 始 又 は 増 強 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 態 様 の ひ と つ に お い て 、 DHS及 び eIF-5A
の 転 写 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン す る た め に 、 PGF-2α を 動 物 ／ ヒ ト の 癌 細 胞 又 は 腫 瘍 へ
投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aは 、 ア ポ ト ー シ ス 経 路 に 関 連 し た 下 流 の エ フ ェ ク タ ー 及 び
転 写 因 子 の 転 写 後 調 節 に お い て 恐 ら く 作 用 す る の で 、 こ れ は 、 疾 患 プ ロ セ ス の 基 礎 と な る
ア ポ ト ー シ ス を 含 む 、 ア ポ ト ー シ ス の 調 節 の た め の 適 当 な 標 的 で あ る 。 ア ポ ト ー シ ス -特
異 的 eIF-5A及 び ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 DHSを 、 い ず れ か 単 独 で 又 は 組 合 せ て 調 節 す る 本 発 明
の 方 法 は 、 動 物 の 細 胞 に お い て 実 現 す る こ と が で き 、 ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 又 は 増 強 を 生 じ
、 並 び に ア ポ ト ー シ ス を 受 け る 細 胞 の 不 能 に 関 連 し た 病 因 を 生 じ る 、 さ も な け れ ば 病 因 を
有 す る こ と に よ り 引 き 起 こ さ れ た 疾 患 の 治 療 及 び 予 防 の た め の 新 規 方 法 及 び 組 成 物 を も た
ら す 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 多 く の 重 要 な ヒ ト 疾 患 が 、 ア ポ ト ー シ ス 制 御 の 異 常 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 。 こ れ ら の 異
常 は 、 細 胞 数 の 病 的 増 加 (例 え ば 、 癌 )又 は 細 胞 の 損 傷 を 及 ぼ す 喪 失 (例 え ば 、 変 性 性 疾 患 )
を 生 じ る こ と が で き る 。 非 限 定 的 例 と し て 、 本 発 明 の 方 法 及 び 組 成 物 を 使 用 し 、 下 記 の ア
ポ ト ー シ ス -関 連 疾 患 及 び 障 害 を 予 防 又 は 治 療 す る こ と が で き る ： 神 経 学 的 ／ 神 経 変 性 性
障 害 (例 え ば 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化
症 (ル ー ・ ゲ ー リ ン グ 病 )、 自 己 免 疫 疾 患 (例 え ば 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 全 身 性 紅 斑 狼 瘡 (SL
E)、 多 発 性 硬 化 症 )、 デ ュ シ ェ ン ヌ 型 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー (DMD)、 運 動 神 経 障 害 、 虚 血 、 慢 性
心 不 全 、 卒 中 、 乳 児 脊 髄 性 筋 萎 縮 症 、 心 停 止 、 腎 不 全 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 敗 血 症 及 び 敗
血 症 性 シ ョ ッ ク 、 AIDS、 肝 炎 、 緑 内 障 、 糖 尿 病 (1型 及 び 2型 )、 喘 息 、 色 素 性 網 膜 炎 、 骨 粗
鬆 症 、 異 種 移 植 片 拒 絶 反 応 、 及 び 火 傷 損 傷 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 癌 細 胞 を 殺 傷 す る か 又 は 腫 瘍 の 進 行 を 阻 害 す る の に 十 分 な 量 で 、 各 々
、 癌 細 胞 を 有 す る 動 物 又 は 腫 瘍 に 罹 患 し た 動 物 の 治 療 的 処 置 の た め に 使 用 す る こ と が で き
る 。 こ れ を 実 現 す る の に 適 当 な 量 は 、 治 療 的 有 効 量 と し て 定 義 さ れ る 。 こ の 用 途 に 関 す る
有 効 量 は 、 疾 患 の 重 症 度 及 び 動 物 自 身 の 免 疫 系 の 全 般 的 状 態 に 応 じ て 決 ま る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 腫 瘍 増 殖 の 阻 害 は 、 例 え ば 、 腫 瘍 の 増 殖 、 浸 潤 、 転 移 及 び ／ 又 は 再 発 の よ う な 、 腫 瘍 の
進 行 の 予 防 又 は 低 下 を 意 味 す る 。 本 発 明 の 方 法 を 使 用 し 、 例 え ば 、 乳 房 、 心 臓 、 肺 、 小 腸
、 結 腸 、 脾 臓 、 腎 臓 、 膀 胱 、 頭 部 及 び 頸 部 、 卵 巣 、 前 立 腺 、 脳 、 膵 臓 、 皮 膚 、 骨 、 骨 髄 、
血 液 、 胸 腺 、 子 宮 、 精 巣 、 頚 管 又 は 肝 臓 の 腫 瘍 を 含 む 、 適 当 な 腫 瘍 を 治 療 す る こ と が で き
る 。 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 類 、 及 び よ り 好 ま し く は ヒ ト は 、 本 発 明 の 組 成 物 及 び 方 法 を 用

(17) JP 2005-524410 A5 2006.6.22



い 治 療 す る こ と が で き る 。 従 っ て 本 発 明 の 方 法 は 、 in vitro、 ex vivo、 又 は in vivoで 行
う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル は 、 病 態 及 び 動 物 の 状 態 に よ っ て も 変 動 し 、 並 び に 典 型 的 に は 単 回 ボ
ー ラ ス 用 量 又 は 連 続 注 入 か ら 、 1日 あ た り の 反 復 投 与 (例 え ば 、 4～ 6時 間 毎 )ま で の 範 囲 で
あ る か 、 又 は 治 療 及 び 動 物 の 状 態 に よ り 示 さ れ る で あ ろ う 。 し か し 、 本 発 明 は 、 い ず れ か
特 定 の 用 量 に 限 定 さ れ な い こ と は 注 意 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 、 投 与 の た め に は 、 例 え ば 、 経 口 、 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 皮 下 、 又 は 筋 肉 内
投 与 な ど の 、 い ず れ か 適 当 な 方 法 又 は 経 路 を 使 用 す る こ と が で き る 。 投 与 さ れ る ア ン タ ゴ
ニ ス ト の 投 与 量 は 、 多 く の 要 因 に よ っ て 決 ま り 、 こ れ は 例 え ば 投 与 さ れ る 分 子 の 種 類 、 治
療 さ れ る 腫 瘍 の 種 類 及 び 重 症 度 、 並 び に 投 与 経 路 を 含 む 。 し か し 、 本 発 明 は 、 い ず れ か 特
定 の 投 与 方 法 又 は 経 路 に 限 定 さ れ な い こ と は 強 調 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ひ と つ の 代 わ り の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 1又 は 複 数 の 従 来 の 療 法 と 組 合 せ て
使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 化 学 療 法 剤 又 は 放 射 線 照 射 の よ う な 、 適 当 な 抗 新 生 物 形
成 性 物 質 を 使 用 す る こ と が で き る 。 追 加 の 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 1種 又 は
複 数 の 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト 、 例 え ば サ イ ト カ イ ン (例 え ば IL-10及 び IL-13)又 は 他 の 免 疫 賦
活 剤 と 組 合 せ て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 別 の 代 わ り の 態 様 に お い て 、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A及 び 増 殖 性 eIF-5Aを 使 用 し 、
ア ポ ト ー シ ス -関 連 し た 障 害 の 診 断 を 行 う こ と が で き 、 増 殖 し て い る eIF-5Aは 、 ア ポ ト ー
シ ス -特 異 的 eIF-5Aと は 、 異 な る プ ロ モ ー タ ー で 異 な る 位 置 か ら 転 写 さ れ る 点 が 異 な る ；
こ れ ら ふ た つ は 、 構 造 的 に 相 同 で あ る か 、 カ ル ボ キ シ 末 端 が 異 な る 。 本 発 明 の 診 断 法 は 、
所 定 の 細 胞 内 に 存 在 す る 増 殖 性 eIF-5Aの 量 の 、 同 じ 細 胞 に 存 在 す る ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 e
IF-5Aの 量 と の 比 較 に 関 連 し て い る 。 正 常 に 機 能 す る 期 間 に 、 細 胞 は 、

よ り も よ り 多 く の 量 有 す る 。 し か し 、 一 部 の 癌 細 胞 に お い て 、
正 常 調 節 機 構 は 消 失 し (go awry)、 及 び 増 殖 性 eIF-5Aの 量 に 対 す る ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eI
F-5Aの 量 は 、 変 更 さ れ る 。 こ れ は 恐 ら く 、 細 胞 の 表 現 型 の 変 化 の 前 に 、 細 胞 の 癌 性 と し て
診 断 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 更 に 別 の 態 様 に お い て 、 増 殖 性 eIF-5Aの ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aに 対 す る 比 を 、 薬
物 ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 所 定 の 細 胞 に 存 在
す る 増 殖 性 eIF-5Aの 量 の 、 同 じ 細 胞 に 存 在 す る ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A量 と の 比 較 に
も 関 連 し て い る 。 増 殖 性 eIF-5Aの ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aに 対 す る 正 常 な 比 は 、 細 胞
を 薬 物 候 補 物 質 と 接 触 し た 後 の 増 殖 性 eIF-5Aの ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aへ の 比 と 比 較
さ れ る で あ ろ う 。 接 触 後 の 増 殖 性 eIF-5Aの ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aに 対 す る 比 の 変 更
は 、 こ れ ら の ア ポ ト ー シ ス -調 節 活 性 を 有 す る 候 補 物 質 の 同 定 を 可 能 に す る 。 ア ポ ト ー シ
ス 調 節 活 性 を 有 す る 候 補 物 質 は 、 ア ポ ト ー シ ス の 阻 害 又 は 誘 導 の い ず れ か を 通 じ 、 ア ポ ト
ー シ ス に 関 連 し た 疾 患 の 治 療 に お い て 有 用 で あ る 。 加 え て 、 増 殖 性 eIF-5Aの ア ポ ト ー シ ス
-特 異 的 eIF-5Aに 対 す る 比 の 変 更 を 用 い 、 ア ポ ト ー シ ス を 調 節 す る こ と が で き 、 こ れ は 異
常 ア ポ ト ー シ ス に 関 連 し て 本 願 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ た 状 態 の い ず れ か の 治 療 に お い て
有 用 で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 こ の 方 法 を 使 用 し 、 大 量 の 可 能 性 の あ る 候 補 物 質 、 す な わ ち ラ イ ブ ラ リ ー を 、 効 果 的 に
ス ク リ ー ニ ン グ し 、 ア ポ ト ー シ ス を 調 節 す る ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー を 同 定 す る こ と が で
き る 。 い ず れ か の 候 補 物 質 又 は 候 補 物 質 の ラ イ ブ ラ リ ー を 、 本 方 法 を 用 い ス ク リ ー ニ ン グ
す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ア ポ ト ー シ ス モ ジ ュ レ ー タ ー と し て 有 望 で あ る こ と が 示 さ れ
た 生 物 学 的 反 応 修 飾 剤 は 、 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 変 更 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 TRAIL(Apo2
リ ガ ン ド )の よ う な サ イ ト カ イ ン 、 レ チ ノ イ ド ／ ス テ ロ イ ド フ ァ ミ リ ー 核 受 容 体 の リ ガ ン
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ド 、 並 び に プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ に 結 合 及 び 阻 害 す る 小 -分 子 化 合 物 を 含 み 、 こ れ ら は 本 発
明 の 方 法 を 用 い 、 規 定 さ れ た ア ポ ト ー シ ス 調 節 す る 活 性 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 ひ と つ の 適 当 な 候 補 物 質 は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ C-α ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
、 ISIS 3521(ISIS Pharmaceuticals社 、 カ ー ル ス パ ッ ド 、 CA)で あ り 、 こ れ は 抗 -腫 瘍 活 性
を 有 す る 。 別 の 特 異 的 候 補 物 質 は 、 カ ス パ ー ゼ (Idun Pharmaceuticals社 、 サ ン デ ィ エ ゴ
、 CA)、 こ れ は 、 癌 及 び 神 経 変 性 性 疾 患 に つ な が る 様 々 な 細 胞 種 に お け る ア ポ ト ー シ ス の
惹 起 及 び 実 行 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す こ と が 知 ら れ て い る ； GENASENSE(商 標 )(Genta
社 、 バ ー ク レ ー ハ イ ツ 、 NJ)、 こ れ は Bcl-2の 生 成 を ブ ロ ッ ク す る ア ン チ セ ン ス 薬 物 で あ る
； INGN 241(Introgen Therapeutics社 、 ヒ ュ ー ス ト ン 、 TX)、 こ れ は P53を 標 的 と す る 遺 伝
子 療 法 で あ る ； リ ツ キ シ マ ブ (IDEC社 、 大 阪 、 日 本 )、 こ れ は 抗 -CD20モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
で あ る ； 並 び に 、 心 臓 血 管 系 疾 患 及 び 癌 の た め の 全 般 的 ア ポ ト ー シ ス 駆 動 療 法 (AEgera Th
erapeutics社 、 ケ ベ ッ ク 、 カ ナ ダ )を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の 核 酸 及 び ポ リ ペ プ チ ド は 、 予 防 又 は 治 療 の 目 的 で 動 物 に お い て 使 用 さ れ る 場 合
に は 、 医 薬 と し て 許 容 で き る 担 体 を 追 加 的 に 含 有 す る 組 成 物 の 形 で 投 与 さ れ る こ と は 理 解
さ れ る 。 適 当 な 医 薬 と し て 許 容 で き る 担 体 は 、 例 え ば 、 1又 は 複 数 の 水 、 生 理 食 塩 水 、 リ
ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 グ リ セ ロ ー ル 、 エ タ ノ ー ル な ど に 加 え 、 そ れ ら の
組 合 せ を 含 む 。 医 薬 と し て 許 容 で き る 担 体 は 更 に 、 湿 潤 剤 又 は 乳 化 剤 、 保 存 剤 又 は 緩 衝 剤
の よ う な 少 量 の 佐 剤 を 含 有 し 、 こ れ ら は 結 合 タ ン パ ク 質 の 貯 蔵 期 間 又 は 有 効 性 を 増 強 す る
。 当 該 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る よ う に 、 注 射 剤 組 成 物 を 、 哺 乳 類 へ の 投 与 後 、 活 性 成
分 の 即 時 、 持 続 又 は 遅 延 さ れ た 放 出 を 提 供 す る た め に 、 製 剤 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 様 々 な 形 で あ る こ と が で き る 。 こ れ ら は 、 例 え ば 、 固 形 、 半 固 形 及
び 液 体 の 剤 形 、 例 え ば 錠 剤 、 丸 剤 、 散 剤 、 液 体 の 液 剤 、 分 散 剤 又 は 懸 濁 剤 、 リ ポ ソ ー ム 、
坐 剤 、 注 射 用 及 び 点 滴 用 液 剤 を 含 む 。 好 ま し い 形 は 、 意 図 さ れ た 投 与 様 式 及 び 治 療 用 途 に
よ っ て 決 ま る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 こ の よ う な 組 成 物 は 、 医 薬 の 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 で 調 製 す る こ と が で き る 。 こ
の 組 成 物 の 製 造 に お い て 、 活 性 成 分 は 通 常 、 担 体 と 混 合 さ れ る か 、 又 は 担 体 で 希 釈 さ れ る
か 、 及 び ／ 又 は 例 え ば カ プ セ ル 、 サ シ ェ 、 紙 も し く は 他 の 容 器 の よ う な 担 体 内 に 封 入 さ れ
る 。 担 体 が 希 釈 剤 と し て 利 用 さ れ る 場 合 、 こ れ は 、 固 形 、 半 固 形 又 は 液 体 の 材 料 で あ り 、
こ れ は 、 活 性 成 分 の 溶 媒 、 賦 形 剤 又 は 媒 質 と し て 作 用 す る 。 従 っ て 本 組 成 物 は 、 錠 剤 、 ト
ロ ー チ 剤 、 サ シ ェ 剤 、 カ シ ェ 剤 、 エ リ キ シ ル 剤 、 懸 濁 剤 、 エ ア ロ ゾ ル (固 形 物 と し て 又 は
液 体 媒 質 中 )、 例 え ば 最 大 10質 量 ％ の 活 性 成 分 を 含 有 す る 軟 膏 剤 、 軟 及 び 硬 ゼ ラ チ ン カ プ
セ ル 剤 、 坐 剤 、 注 射 用 液 剤 、 懸 濁 剤 、 無 菌 包 装 し た 散 剤 、 及 び 局 所 用 貼 付 剤 の 形 で あ る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 こ こ で 本 願 明 細 書 に お い て 一 般 的 に 説 明 さ れ た よ う に 、 同 じ も の が 、 例 証 の た め に 提 供
さ れ る 下 記 実 施 例 を 参 照 し よ り 容 易 に 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 こ れ ら の 実 施 例 は 、 本 発 明 の
理 解 を 補 助 す る た め に 示 さ れ て い る が 、 い か な る 意 味 に お い て も そ の 範 囲 を 制 限 す る こ と
は 意 図 さ れ ず 、 そ の よ う に は 構 築 さ れ て い な い 。 こ れ ら の 実 施 例 は 、 通 常 の 方 法 の 詳 細 な
説 明 は 含 ま な い 。 こ の よ う な 方 法 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ り 、 及 び 多 く の 刊 行 物 に お い て
説 明 さ れ て い る 。 ベ ク タ ー 及 び プ ラ ス ミ ド の 構 築 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 核 酸 の
そ の よ う な ベ ク タ ー 及 び プ ラ ス ミ ド へ の 挿 入 、 プ ラ ス ミ ド の 宿 主 細 胞 へ の 導 入 、 並 び に 遺
伝 子 及 び 遺 伝 子 産 物 の そ れ ら の 発 現 及 び 決 定 に お い て 使 用 さ れ る も の の よ う な 、 通 常 の 方
法 の 詳 細 な 説 明 は 、 Sambrook, J.ら の 著 書 (Molecular Cloning: A Laboratory Manual、
第 2版 、 Cold Spring Harbor Laboratory Press社 (1989))を 含 む 、 多 く の 刊 行 物 か ら 得 る
こ と が で き る 。 本 願 明 細 書 に お い て 言 及 さ れ た 全 て の 参 考 文 献 は 、 そ れ ら の 全 体 が 組 込 ま
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れ て い る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ８ ８ 】

　 本 実 施 例 は 、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 発 現 を 示 し て い る ラ ッ ト eIF-5A核 酸 を コ ー ド し て い
る 完 全 長 cDNAの 単 離 及 び 特 徴 決 定 を 説 明 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】

　 幼 体 (21-30日 齢 )雌 ラ ッ ト を 、 PMSG(妊 馬 血 清 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン )50IUを 、 そ し て 60～ 65時
間 後 に HCG(ヒ ト 絨 毛 性 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン )50IUを 皮 下 注 射 す る こ と に よ り 、 過 剰 排 卵 さ せ た
。 HCGに よ る 処 置 後 7日 目 に 、 PGF-2α を 500mg皮 下 注 射 す る こ と に よ り 黄 体 ア ポ ト ー シ ス を
誘 導 し た 。 ラ ッ ト は 、 PGF-2α 処 置 後 異 な る 時 点 (例 え ば 、 1、 8、 及 び 24時 間 )で 屠 殺 し 、
黄 体 を 摘 出 し 、 液 体 窒 素 中 に 入 れ た 。 対 照 黄 体 組 織 を 、 PGF-2α 処 置 直 前 に 屠 殺 し た ラ ッ
ト か ら 摘 出 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】

　 過 排 卵 の 6～ 9日 後 、 ラ ッ ト を 、 PGF-2α  500mgの 複 数 部 位 へ の 皮 下 注 射 に よ り 処 置 し た
。 15～ 30分 後 、 過 剰 排 卵 し た ラ ッ ト か ら 卵 巣 を 摘 出 し 、 及 び 氷 上 の EBSS(Gibco社 )中 に 入
れ 、 乾 く ま で ふ き 取 り 、 秤 量 し た 。 結 合 組 織 を 取 り 除 き 、 カ ミ ソ リ の 刃 で 卵 巣 を 細 か く 細
断 し 、 及 び EBSS 2Xで 2回 洗 浄 し た 。 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 溶 液 を 、 EBSS 5ml中 で コ ラ ゲ ナ ー ゼ (Sig
ma社 、 カ タ ロ グ 番 号 C5138)6.5mgを 激 し く 攪 拌 す る こ と に よ り 調 製 し た 。 8個 の 卵 巣 か ら 細
断 し た 組 織 を 、 50mlエ レ ン マ イ ヤ ー フ ラ ス コ に 入 っ た EBSS中 の コ ラ ゲ ナ ー ゼ 5mlに 添 加 し
、 Diamedピ ペ ッ ト に 数 回 吸 引 (withdrawing)す る こ と に よ り ゆ っ く り 攪 拌 し た 。 そ の 後 細
断 し た 組 織 の 入 っ た フ ラ ス コ を 、 95％ 空 気 、 5％ CO 2 下 で 、 穏 や か に 攪 拌 (GFLイ ン キ ュ ベ ー
タ ー に お い て 位 置 45で )し な が ら 37℃ の 水 浴 中 に 20分 間 配 置 し た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 こ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 フ ラ ス コ を 氷 上 に 配 置 し 、 細 胞 浮 遊 液 を プ ラ ス チ ッ ク 製 全
容 ピ ペ ッ ト に よ り 、 Swiss Nitex Nylon Monofilament(75m)を 装 着 し た Nitexフ ィ ル タ ー 上
に 移 し た 。 濾 液 を 、 15mlの Falcon試 験 管 に 収 集 し た 。 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 溶 液 (コ ラ ゲ ナ ー ゼ 6.5
mg／ EBSS 5ml)の 第 二 の ア リ コ ー ト (2.5ml)を 、 50mlの エ レ ン マ イ ヤ ー フ ラ ス コ に 残 留 し て
い る 細 断 し た 組 織 に 添 加 し 、 ピ ペ ッ ト を 用 い て 穏 や か に 攪 拌 し 、 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン し 、 前 述 の よ う に 濾 過 し た 。 こ れ ら ふ た つ の 濾 液 を 一 緒 に し 、 臨 床 用 遠 心 機 (～ 200g)で
5分 間 室 温 で 遠 心 し た 。 2ml以 下 を 残 し て 全 て の 上 清 を 、 ピ ペ ッ ト で 除 去 し 、 廃 棄 し 、 沈 殿
し た 細 胞 を 、 残 留 す る 上 清 2ml中 に 再 浮 遊 さ せ た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 こ れ ら の 細 胞 を 、 MEM 5mlを 添 加 し 及 び 遠 心 し 及 び 前 述 の よ う に 再 浮 遊 す る こ と に よ り
、 2回 洗 浄 し た 。 洗 浄 し た 細 胞 を 、 50mlの エ レ ン マ イ ヤ ー フ ラ ス コ 中 で 10mMグ ル タ ミ ン を
含 有 す る MEM 30ml中 に 再 浮 遊 し 、 及 び 振 盪 せ ず に 37℃ で 、 95％ 空 気 、 5％ CO 2 下 で 1時 間 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 そ の 後 細 胞 を 、 前 述 の よ う に 遠 心 し 、 10mMグ ル タ ミ ン を 含 有 す る
MEM中 に 再 浮 遊 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 分 散 し た 細 胞 の 濃 度 を 、 血 球 計 数 器 を 用 い て 決 定 し 、 そ し て 、 生 存 度 を ト リ パ ン ブ ル ー
色 素 を 用 い て 評 価 し た 。 細 胞 2～ 5x10 5 個 の ア リ コ ー ト を 、 12x75mm試 験 管 中 に 配 置 し 、 振
盪 せ ず に 、 37℃ で 、 95％ 空 気 、 5％ CO 2 下 で 2～ 5時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 こ の 期 間 の
間 の ア ポ ト ー シ ス の 進 行 を 、 DNAラ ダ ー の 程 度 の 評 価 に よ り モ ニ タ リ ン グ し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】

　 ア ポ ト ー シ ス の 程 度 を 、 DNAラ ダ ー に よ り 決 定 し た 。 ゲ ノ ム DNAを 、 分 散 さ れ た 黄 体 細 胞
又 は 摘 出 さ れ た 黄 体 組 織 か ら 、 QIAamp DNA Blood Kit(Qiagen社 )を 製 造 業 者 の 指 示 に 従 い
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実 施 例
実 施 例 1

ラ ッ ト 黄 体 に お け る 過 排 卵 及 び ア ポ ト ー シ ス 誘 導

ラ ッ ト 卵 巣 卵 黄 細 胞 の 分 散

DNAラ ダ ー に よ る ラ ッ ト 黄 体 ア ポ ト ー シ ス の 可 視 化



使 用 し 、 単 離 し た 。 黄 体 組 織 を 、 PGF-2α 処 置 に よ る ア ポ ト ー シ ス 誘 導 前 に 、 ア ポ ト ー シ
ス 誘 導 後 1及 び 24時 間 で 摘 出 し た 。 単 離 さ れ た DNAは 、 DNAの 500ngを 、 0.2μ Ci [ - 3 2 P]dC
TP、 1mM Tris、 0.5mM EDTA、 3単 位 の ク レ ノ ウ 酵 素 、 並 び に 各 0.2pMの dATP、 dGTP、 及 び dT
TPと 共 に 、 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 、 末 端 -標 識 し た 。 組 込 ま れ
な か っ た ヌ ク レ オ チ ド を 、 Sambrookら に 従 い 、 1ml Sepadex G-50カ ラ ム 中 を 試 料 を 通 す こ
と に よ り 除 去 し た 。 そ の 後 試 料 を 、 Tris-酢 酸 -EDTA(1.8％ )ゲ ル 電 気 泳 動 に お い て 分 離 し
た 。 ゲ ル を 、 減 圧 下 、 室 温 で 30分 間 乾 燥 し 、 x-線 フ ィ ル ム に -80℃ で 24時 間 曝 露 し た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 ひ と つ の 実 験 に お い て 、 過 剰 排 卵 し た ラ ッ ト 黄 体 の ア ポ ト ー シ ス の 程 度 を 、 PGF-2α の
注 射 後 、 0、 1、 又 は 24時 間 の い ず れ か で 試 験 し た 。 0時 間 対 照 に お い て は 、 卵 巣 を 、 PGF-2
α 注 射 せ ず に 摘 出 し た 。 ア ポ ト ー シ ス に 関 連 し た ヌ ク レ ア ー ゼ 活 性 を 反 映 し て い る 低 分 子
量 DNA断 片 の ラ ダ ー は 、 PGF-2α 処 置 前 に 摘 出 し た 対 照 黄 体 組 織 に お い て は 明 ら か で は な い
が 、 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 後 1時 間 以 内 に 認 識 可 能 と な り 、 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 後 24時 間 ま で に
顕 著 と な り 、 こ れ は 図 16に 示 し た 。 こ の 図 に お い て 、 上 側 パ ネ ル は 、 ラ ッ ト 黄 体 ア ポ ト ー
シ ス -特 異 的 DHS cDNAの 3 2 P-dCTP-標 識 さ れ た 3'-非 翻 訳 領 域 で プ ロ ー ビ ン グ し た ノ ー ザ ン
ブ ロ ッ ト の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー で あ る 。 下 側 パ ネ ル は 、 総 RNAの 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色
し た ゲ ル で あ る 。 各 レ ー ン は 、 10μ g RNAを 含 ん だ 。 こ の デ ー タ は 、 血 清 採 取 後 eIF-5A転
写 産 物 が ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 別 の 実 施 例 に お い て は 、 対 応 す る 対 照 動 物 を 、 PGF-2α の 代 わ り に 生 理 食 塩 水 で 処 置 し
た 。 生 理 食 塩 水 又 は PGF-2α に よ る 処 置 の 15分 後 、 黄 体 を 動 物 か ら 摘 出 し た 。 ゲ ノ ム DNAを
、 動 物 か ら の 組 織 の 摘 出 後 3時 間 及 び 6時 間 で 、 黄 体 か ら 単 離 し た 。 DNAラ ダ ー 及 び ゲ ノ ム D
NAの 増 大 し た 末 端 標 識 が 、 PGF-2α -処 置 し た 動 物 か ら の 組 織 の 摘 出 後 6時 間 で 明 ら か で あ
っ た が 、 組 織 摘 出 後 3時 間 で は 明 ら か で は な か っ た 。 図 17参 照 。 黄 体 を 、 PGF-2α で 処 置 後
15分 で 摘 出 し 、 そ し て EBSS(Gibco社 )中 の in vitro条 件 下 で 6時 間 維 持 し た 場 合 に も 、 ア ポ
ト ー シ ス を 反 映 し て い る DNAラ ダ ー が 明 ら か で あ っ た 。 ア ポ ト ー シ ス に 関 連 し た ヌ ク レ ア
ー ゼ 活 性 も 、 ゲ ノ ム DNAの よ り 多 数 の 末 端 標 識 か ら 明 ら か で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 別 の 実 験 に お い て 、 過 排 卵 は 、 PGF-2α  500μ gの 皮 下 注 射 に よ り 誘 導 し た 。 対 照 ラ ッ ト
は 、 等 量 の 生 理 食 塩 水 で 処 置 し た 。 15～ 30分 後 に 、 卵 巣 を 摘 出 し 、 そ し て コ ラ ゲ ナ ー ゼ と
共 に 細 断 し た 。 PGF-2α 処 理 し た ラ ッ ト 由 来 の 分 散 さ れ た 細 胞 を 、 10mMグ ル タ ミ ン ＋ 10mM
ス ペ ル ミ ジ ン 中 で 1時 間 及 び 更 に ス ペ ル ミ ジ ン を 伴 わ ず に 10mMグ ル タ ミ ン 中 で 5時 間 (レ ー
ン 2)、 又 は 10mMグ ル タ ミ ン ＋ 10mMス ペ ル ミ ジ ン で 1時 間 及 び 更 に 10mMグ ル タ ミ ン ＋ 1mMス ペ
ル ミ ジ ン 中 で 5時 間 (レ ー ン 3)イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 生 理 食 塩 水 で 処 置 し た ラ ッ ト 由 来
の 対 照 細 胞 は 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ で 分 散 し 、 そ し て グ ル タ ミ ン 単 独 中 で 1時 間 及 び 更 に 5時 間 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た (レ ー ン 1)。 各 試 料 か ら 500ngの DNAを 、 ク レ ノ ウ 酵 素 を 用 い [α - 3 2 P
]-dCTPで 標 識 し 、 1.8％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 離 し 、 及 び フ ィ ル ム に 24時 間 曝 露 し た 。 結
果 を 図 18に 示 し た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 更 に 別 の 実 験 に お い て 、 過 剰 排 卵 し た ラ ッ ト に 、 ス ペ ル ミ ジ ン 1mg/100g体 重 を 皮 下 注 射
し 、 PGF-2α の 500μ gの 皮 下 注 射 の 24、 12、 及 び 2時 間 前 に 3回 、 0.333mg/100g体 重 の 等 用
量 で 送 達 し た 。 対 照 ラ ッ ト は 3セ ッ ト に 分 け た ： 無 注 射 、 ス ペ ル ミ ジ ン の 3回 注 射 、 PGF-2
α な し ； 及 び 、 PGF-2α 処 置 前 の 等 量 の 生 理 食 塩 水 の 3回 注 射 。 卵 巣 を 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ
ン 処 置 後 1時 間 35分 又 は 3時 間 45分 後 の い ず れ か で 、 ラ ッ ト か ら 摘 出 し 、 そ し て DNAの 単 離
に 使 用 し た 。 各 試 料 か ら の 500ngの DNAを 、 ク レ ノ ウ 酵 素 を 用 い [α - 3 2 P]-dCTPで 標 識 し 、 1
.8％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 分 離 し 、 及 び フ ィ ル ム に 24時 間 曝 露 し た ： レ ー ン 1、 無 注 射 (動 物 は
、 レ ー ン 3-5と 同 時 に 屠 殺 し た )； レ ー ン 2、 ス ペ ル ミ ジ ン の 3回 の 注 射 (動 物 は 、 レ ー ン 3-5
と 同 時 に 屠 殺 し た )； レ ー ン 3、 生 理 食 塩 水 で 3回 の 注 射 、 そ の 後 の PGF-2α の 注 射 (動 物 は
、 PGF-2α 処 置 後 、 1時 間 35分 で 屠 殺 し た )； レ ー ン 4、 ス ペ ル ミ ジ ン の 3回 の 注 射 、 そ の 後
の PGF-2α の 注 射 (動 物 は 、 PGF-2α 処 置 後 、 1時 間 35分 で 屠 殺 し た )； レ ー ン 5、 ス ペ ル ミ ジ
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ン の 3回 の 注 射 、 そ の 後 の PGF-2α の 注 射 (動 物 は 、 PGF-2α 処 置 後 、 1時 間 35分 で 屠 殺 し た )
； レ ー ン 6、 ス ペ ル ミ ジ ン の 3回 の 注 射 、 そ の 後 の PGF-2α の 注 射 (動 物 は 、 PGF-2α 処 置 後
、 3時 間 45分 で 屠 殺 し た )； レ ー ン 7、 ス ペ ル ミ ジ ン の 3回 の 注 射 、 そ の 後 の PGF-2α の 注 射 (
動 物 は 、 PGF-2α 処 置 後 、 3時 間 45分 で 屠 殺 し た )。 結 果 を 図 19に 示 し た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】

　 総 RNAを 、 PGF-2α に よ る ア ポ ト ー シ ス 誘 導 後 、 様 々 な 時 点 で 、 ラ ッ ト か ら 摘 出 し た 黄 体
組 織 か ら 単 離 し た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 組 織 (5g)を 、 液 体 窒 素 中 で 粉 砕 し た 。 粉 砕 し た 粉 末
を 、 グ ア ニ ジ ウ ム 緩 衝 液 30ml(4Mグ ア ニ ジ ニ ウ ム イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 2.5mM NaOAc、 pH8.
5、 0.8％ β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル )と 混 合 し た 。 こ の 混 合 物 を 、 4層 の Miraclothを 通 し て
濾 過 し 、 10,000g、 4℃ で 30分 間 遠 心 し た 。 そ の 後 上 清 を 、 11,200gで 20時 間 、 塩 化 セ シ ウ
ム 密 度 勾 配 遠 心 分 離 を 施 し た 。 ペ レ ッ ト 化 し た RNAを 、 75％ エ タ ノ ー ル で 洗 浄 し 、 DEPC-処
理 水 600ml中 に 再 懸 濁 し 、 95％ エ タ ノ ー ル 1.5ml及 び 3M NaOAc 60mlに よ り 、 RNAを -70℃ で
沈 殿 し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】

　 ゲ ノ ム DNAを 、 QIAamp DNA Blood Kit(Qiagen社 )を 製 造 業 者 の 指 示 に 従 い 用 い 、 抽 出 さ
れ た 黄 体 組 織 又 は 分 散 さ れ た 黄 体 細 胞 か ら 、 単 離 し た 。 DNAは 、 500ngの DNAを 、 0.2μ Ci [
α - 3 2 P]dCTP、 1mM Tris、 0.5mM EDTA、 3単 位 ク レ ノ ウ 酵 素 、 及 び 各 0.2pMの dATP、 dGTP、
及 び dTTPと 共 に 、 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 末 端 -標 識 し た 。 組 込 ま れ な か っ
た ヌ ク レ オ チ ド を 、 Maniatisに 説 明 さ れ た 方 法 に 従 い 、 1ml Sepadex G-50カ ラ ム 中 に 試 料
を 通 す こ と に よ り 除 去 し た 。 そ の 後 試 料 を 、 Tris-酢 酸 -EDTA(2％ )ゲ ル 電 気 泳 動 に お い て
分 離 し た 。 ゲ ル を 、 減 圧 下 、 室 温 で 30分 間 乾 燥 し 、 x-線 フ ィ ル ム に -80℃ で 24時 間 曝 露 し
た 。
【 ０ １ ０ １ 】

　 Sambrookら (前 掲 )の 説 明 し た 、 ア ル カ リ 溶 解 法 を 用 い 、 プ ラ ス ミ ド DNAを 単 離 し た 。 完
全 長 陽 性 (positive)cDNAク ロ ー ン を 、 ジ デ オ キ シ 配 列 決 定 法 を 用 い 、 配 列 決 定 し た 。 Sang
erら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA、 74: 5463-5467。 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を
集 計 し 、 及 び BLAST検 索 (GenBank、 ベ セ ス ダ 、 MD)を 用 い て 解 析 し 、 そ し て 配 列 ア ラ イ ン メ
ン ト を 、 BCM Search Launcher: Multiple Sequence Alignments Pattern-Induced Multip
le Alignment Methodを 用 い て 行 っ た (F. Corpet、 Nuc. Acids Res.、 16: 10881-10890 (1
987)参 照 )。 配 列 及 び 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 図 5-11に 示 す 。
【 ０ １ ０ ２ 】

　 ア ポ ト ー シ ス の 様 々 な 段 階 で ラ ッ ト 黄 体 か ら 単 離 し た 総 RNA 20mgを 、 1％ 変 性 ホ ル ム ア
ル デ ヒ ド ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 離 し 、 ナ イ ロ ン 膜 に 固 定 し た 。 ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー キ ッ ト
(Boehringer社 )を 用 い て 3 2 P-dCTPで 標 識 さ れ た 完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A 
cDNA(配 列 番 号 :1)を 用 い 、 膜 を プ ロ ー ビ ン グ し た (7x10 7 )。 あ る い は 、 ラ ン ダ ム プ ラ イ マ
ー キ ッ ト (Boehringer社 )を 用 い 3 2 P-dCTPで 標 識 さ れ た 完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 D
HS cDNA(配 列 番 号 :6)を 用 い 、 膜 を プ ロ ー ビ ン グ し た (7x10 7 cpm)。 こ れ ら の 膜 を 、 1x SSC
、 0.1％ SDSで 室 温 で 1回 、 及 び 0.2xSSC、 0.1％ SDS、 65℃ で 3回 洗 浄 し た 。 こ れ ら の 膜 を 乾
燥 し 、 X-線 フ ィ ル ム に 一 晩 -70℃ で 曝 露 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 認 め る こ と が で き る よ う に 、 eIF-5A及 び DHSは 両 方 と も 、 ア ポ ト ー シ ス 状 態 の 黄 体 組 織
に お い て 、 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た 。 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aの 発 現 は 、 PGF-2
α 処 置 に よ る ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 後 に 有 意 に 増 強 さ れ － 0時 に は 低 い が 、 処 理 の 1時 間 以 内
に 実 質 的 に 増 大 さ れ 、 処 理 の 8時 間 以 内 に さ ら に よ り 増 大 さ れ 、 処 理 の 24時 間 以 内 に わ ず
か に 増 大 さ れ た (図 14)。 DHSの 発 現 は 、 0時 に 低 く 、 処 理 の 1時 間 以 内 に 実 質 的 に 増 大 さ れ
、 処 理 の 8時 間 以 内 に さ ら に よ り 増 大 さ れ 、 処 理 の 24時 間 以 内 に 再 度 わ ず か に 増 大 さ れ た (
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図 15)。
【 ０ １ ０ ４ 】

　 こ の 遺 伝 子 の 3'末 端 に 相 当 す る 部 分 長 の ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A配 列 (配 列 番 号 :11)
を 、 ア ポ ト ー シ ス 状 態 の ラ ッ ト 黄 体 RNA鋳 型 か ら 、 酵 母 、 真 菌 及 び ヒ ト eIF-5A配 列 か ら デ
ザ イ ン さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 す る 、 RT-PCRに よ り 産 生 し た 。 ラ ッ
ト eIF-5A遺 伝 子 の 3'末 端 の 単 離 に 使 用 し た 上 流 プ ラ イ マ ー は 、 20ヌ ク レ オ チ ド 縮 重 プ ラ イ
マ ー ： 5' TCSAARACHGGNAAGCAYGG 3'(配 列 番 号 :9)、 こ こ で Sは 、 C及 び Gか ら 選 択 さ れ ； Rは
、 A及 び Gか ら 選 択 さ れ ； Hは 、 A、 T、 及 び Cか ら 選 択 さ れ ； Yは 、 C及 び Tか ら 選 択 さ れ ； そ
し て 、 Nは 、 い ず れ か の 核 酸 で あ る 。 ラ ッ ト eIF-5A遺 伝 子 の 3'末 端 の 単 離 に 使 用 さ れ た 下
流 プ ラ イ マ ー は 、 42ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ： 5' GCGAAGCTTCCATGGCTCGAGTTTTTTTTTTTTTTTT T
TTTT 3'(配 列 番 号 :10)。 逆 転 写 酵 素 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (RT-PCR)を 行 っ た 。 簡 単 に 述 べ
る と 、 下 流 プ ラ イ マ ー 5mgを 使 用 し 、 cDNAの 第 一 鎖 を 合 成 し た 。 そ の 後 第 一 鎖 を 、 上 流 及
び 下 流 両 プ ラ イ マ ー を 使 用 す る 、 RT-PCRの 鋳 型 と し て 使 用 し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 の RT-PCR産 物 の 分 離 は 、 900bp断 片 の 存 在 を 明 ら か に し 、 こ れ を 、 平
滑 末 端 ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 使 用 し pBluescript(商 標 )(Stratagene Cloning Systems社 、 ラ ホ
ヤ 、 CA)に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ し て 配 列 決 定 し た (配 列 番 号 :11)。 3'末 端 の cDNA配 列 は
、 配 列 番 号 :11で あ り 、 そ し て 3'末 端 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 :12で あ る 。 図 1-2参 照
。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 こ の 遺 伝 子 の 5'末 端 に 相 当 す る 部 分 長 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A配 列 (配 列 番 号 :15)及
び 3'末 端 と の 重 複 を 、 ア ポ ト ー シ ス 状 態 の ラ ッ ト 黄 体 RNA鋳 型 か ら 、 RT-PCRに よ り 産 生 し
た 。 5'プ ラ イ マ ー は 、 配 列 5' CAGGTCTAGAGTTGGAATCGAAGC 3' (配 列 番 号 :13)を 有 す る 24-m
erで あ り 、 こ れ は ヒ ト eIF-5A配 列 か ら デ ザ イ ン さ れ た 。 3'プ ラ イ マ ー は 、 配 列 5' ATATCTC
GAGCCTTGATTGCAACAGCTGCC 3'(配 列 番 号 :14)を 有 す る 30-merで あ り 、 こ れ は 3'末 端 RT-PCR
断 片 に 従 い デ ザ イ ン し た 。 逆 転 写 酵 素 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (RT-PCR)を 行 っ た 。 簡 単 に 述
べ る と 、 下 流 プ ラ イ マ ー 5mgを 使 用 し 、 cDNAの 第 一 鎖 を 合 成 し た 。 そ の 後 第 一 鎖 を 、 上 流
及 び 下 流 両 プ ラ イ マ ー を 使 用 す る 、 RT-PCRの 鋳 型 と し て 使 用 し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 の RT-PCR産 物 の 分 離 は 、 500bp断 片 の 存 在 を 明 ら か に し 、 こ れ を 、 そ
れ ぞ れ 、 上 流 及 び 下 流 プ ラ イ マ ー に 存 在 す る XbaI及 び XhoIク ロ ー ニ ン グ 部 位 を 使 用 し pBlu
escript(商 標 )(Stratagene Cloning Systems社 、 ラ ホ ヤ 、 CA)に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 並
び に 配 列 決 定 し た (配 列 番 号 :15)。 5'末 端 の cDNA配 列 は 、 配 列 番 号 :15で あ り 、 そ し て 5'末
端 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 :16で あ る 。 図 2参 照 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aの 3'及 び 5'末 端 の 配 列 (各 々 、 配 列 番 号 :11及 び 配 列
番 号 :15)は 、 重 複 し 、 及 び 完 全 長 cDNA配 列 (配 列 番 号 :1)を 生 じ た 。 こ の 完 全 長 配 列 を 並 置
し 、 そ し て GeneBankデ ー タ ベ ー ス の 配 列 と 比 較 し た 。 図 1-2参 照 。 こ の cDNAク ロ ー ン は 、
計 算 分 子 質 量 16.8KDaを 持 つ 154個 の ア ミ ノ 酸 ポ リ ペ プ チ ド (配 列 番 号 :2)を コ ー ド し て い る
。 RT-PCRに よ り 得 ら れ た ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 黄 体 eIF-5A遺 伝 子 の 完 全 長 cDNAの ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 :1は 、 図 3に 示 し 、 そ し て 対 応 す る 由 来 し た ア ミ ノ 酸 配 列 は 、
配 列 番 号 :9で あ る 。 由 来 し た eIF-5Aの 完 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 ヒ ト 及 び マ ウ ス eIF-5a配 列
と 並 置 し た 。 図 7-9参 照 。
【 ０ １ ０ ９ 】

　 こ の 遺 伝 子 の 3'末 端 に 相 当 す る 部 分 長 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 DHS配 列 (配 列 番 号 :6)を 、 ア
ポ ト ー シ ス 状 態 の ラ ッ ト 黄 体 RNA鋳 型 か ら 、 ヒ ト DHS配 列 か ら デ ザ イ ン し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ
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酵 母 、 真 菌 、 及 び ヒ ト eIF-5A配 列 を 基 に し た プ ラ イ マ ー を 使 用 す る ア ポ ト ー シ ス 状 態 の ラ
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の 産 生



チ ド プ ラ イ マ ー 対 を 使 用 す る 、 RT-PCRに よ り 産 生 し た 。 5'プ ラ イ マ ー は 、 配 列 5'GTCTGTGT
ATTATTGGGCCC 3' (配 列 番 号 :17)を 有 す る 20-merで あ り ； 3'プ ラ イ マ ー は 、 配 列 5' GCGAAG
CTTCCATGGCTCGAGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 3'(配 列 番 号 : )を 有 す る 42-merで あ る 。 逆 転 写
酵 素 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (RT-PCR)を 行 っ た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 下 流 プ ラ イ マ ー 5mgを 使
用 し 、 cDNAの 第 一 鎖 を 合 成 し た 。 そ の 後 第 一 鎖 を 、 上 流 及 び 下 流 両 プ ラ イ マ ー を 使 用 す る
、 RT-PCRの 鋳 型 と し て 使 用 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 の RT-PCR産 物 の 分 離 は 、 606bp断 片 の 存 在 を 明 ら か に し 、 こ れ を 、 平
滑 末 端 ラ イ ゲ ー シ ョ ン を 使 用 し pBluescript(商 標 )(Stratagene Cloning Systems社 、 ラ ホ
ヤ 、 CA)に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 及 び 配 列 決 定 し た (配 列 番 号 :6)。 RT-PCRに よ り 得 ら れ た ラ
ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 黄 体 DHS遺 伝 子 の 部 分 長 cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (配 列 番 号 :6)を
、 図 4に 示 し 、 及 び 対 応 す る 由 来 し た ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 配 列 番 号 :7で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】

　 サ ザ ン ブ ロ ッ ト の た め の ゲ ノ ム DNAを 、 摘 出 し た ラ ッ ト 卵 巣 か ら 単 離 し た 。 卵 巣 組 織 約 1
00mgを 、 小 片 に 分 割 し 、 15mlの チ ュ ー ブ 内 に 入 れ た 。 こ の 組 織 を 、 PBS 1mlと 共 に 組 織 浮
遊 液 を 穏 や か に 振 盪 す る こ と に よ り 2回 洗 浄 し 、 そ の 後 ピ ペ ッ ト を 用 い PBSを 除 去 し た 。 こ
の 組 織 を 、 DNA-緩 衝 液 (0.2M Tris-HCl、 pH8.0及 び 0.1mM EDTA)2.06ml中 に 再 懸 濁 さ せ 、 並
び に 10％ SDS 240μ l及 び プ ロ テ ア ー ゼ K(Boehringer Manheim社 ； 10mg/ml)100μ lを 添 加 し
た 。 こ の 組 織 を 、 振 盪 し て い る 水 浴 中 に 45℃ で 一 晩 放 置 し た 。 翌 日 、 別 の プ ロ テ ア ー ゼ K(
10mg/ml)100μ lを 添 加 し 、 そ し て 組 織 浮 遊 液 を 、 45℃ の 水 浴 中 で 更 に 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 こ の 組 織 浮 遊 液 を 、 等 量 の フ ェ ノ ー ル ： ク ロ ロ ホ ル
ム ： イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル (25:24:1)で 1回 、 そ し て 等 量 の ク ロ ロ ホ ル ム ： イ ソ ア ミ ル ア ル
コ ー ル (24:1)で 1回 抽 出 し た 。 抽 出 後 、 1/10量 の 3M酢 酸 ナ ト リ ウ ム (pH5.2)及 び 2容 量 の エ
タ ノ ー ル を 添 加 し た 。 ブ ン ゼ ン バ ー ナ ー を 用 い 密 封 し 及 び フ ッ ク (hook)を 形 成 し た ガ ラ ス
製 ピ ペ ッ ト を 用 い 、 溶 液 か ら DNA糸 を 吸 い 込 み 、 こ の DNAを 、 清 潔 な 微 量 遠 心 管 に 移 し た 。
こ の DNAを 、 1回 70％ エ タ ノ ー ル で 洗 浄 し 、 そ し て 10分 間 風 乾 し た 。 DNAペ レ ッ ト を 、 500μ
lの 10mM Tris-HCl(pH8.0)中 に 溶 解 し 、 そ し て 10μ l RNase A(10mg/ml)を 添 加 し 、 そ し て
こ の DNAを 、 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 DNAを 、 フ ェ ノ ー ル ： ク ロ ロ ホ ル ム ：
イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル (25:24:1)で 1回 抽 出 し 、 そ し て こ の DNAを 、 1/10容 量 の 3M酢 酸 ナ ト
リ ウ ム (pH5.2)及 び 2容 量 の エ タ ノ ー ル を 添 加 す る こ と に よ り 沈 殿 さ せ た 。 DNAを 、 13,000x
g、 4℃ で 10分 間 遠 心 す る こ と に よ り 、 ペ レ ッ ト 化 し た 。 DNAペ レ ッ ト を 、 70％ エ タ ノ ー ル
で 1回 洗 浄 し 、 そ し て DNAを 200μ lの 10mM Tris-HCl(pH8.0)中 で 4℃ で 一 晩 回 転 す る こ と に
よ り 、 溶 解 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の た め に 、 ラ ッ ト 卵 巣 か ら 単 離 さ れ た ゲ ノ ム DNAを 、 内 在 性 遺 伝 子
を 切 断 し な い か 又 は 1回 の み 切 断 す る よ う な 様 々 な 制 限 酵 素 に よ り 消 化 し た 。 こ れ を 実 現
す る た め に 、 10μ gの ゲ ノ ム DNA、 20μ l 10x反 応 緩 衝 液 及 び 100U制 限 酵 素 を 、 5～ 6時 間 、
総 反 応 容 量 200μ l中 で 反 応 さ せ た 。 消 化 し た DNAを 、 0.7％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 に 負 荷 し 、 そ
し て 40Vで 6時 間 又 は 15Vで 一 晩 の い ず れ か で 電 気 泳 動 を 行 っ た 。 電 気 泳 動 後 、 ゲ ル を 、 0.2
N HCl中 で 10分 間 脱 プ リ ン 化 (depurinate)し 、 そ の 後 2回 変 性 溶 液 (0.5M NaOH、 1.5M NaCl)
中 で 15分 間 の 洗 浄 、 並 び に 中 和 緩 衝 液 (1.5M NaCl、 0.5M Tris-HCl、 pH7.4)中 で の 15分 間
の 洗 浄 を 2回 行 っ た 。 DNAを 、 ナ イ ロ ン 膜 に 転 写 し 、 及 び こ の 膜 を 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 溶 液 (40％ ホ ル ム ア ミ ド 、 6xSSC、 5xDenhart's液 (1xDenhart's液 は 、 0.02％ Ficoll、 0.0
2％ PVP、 及 び 0.02％ BSAで あ る 。 )、 0.5％ SDS、 及 び 1.5mg変 性 サ ケ 精 子 DNA)中 で 予 備 ハ イ
ブ リ ダ イ ズ し た 。 ラ ッ ト eIF-5A cDNA(650bpの 3'UTR及 び 50bpの コ ー ド 領 域 )の 3'UTRの 700b
p PCR断 片 を 、 ラ ン ダ ム プ ラ イ ミ ン グ に よ り [α 3 2 P]-dCTPで 標 識 し 、 及 び こ の 膜 に 1 x 10 6

cpm/mlで 添 加 し た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 同 様 に 、 ラ ッ ト DHS cDNA(450bpの コ ー ド 領 域 及 び 156bpの 3'UTR)の 606bp PCR断 片 を 、 ラ

(24) JP 2005-524410 A5 2006.6.22

18

ゲ ノ ム DNAの 単 離 及 び サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析



ン ダ ム プ ラ イ ム し 、 [ 3 2 P]-dCTPで 標 識 し 、 そ し て 第 二 の 同 定 膜 へ 、 1 x 10 6 cpm/mlで 添
加 し た 。 こ れ ら の ブ ロ ッ ト を 、 一 晩 、 42℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ の 後 2xSSC及 び 0.1％ SD
Sで 2回 42℃ で 、 並 び に 1xSSC及 び 0.1％ SDSで 2回 42℃ で 洗 浄 し た 。 そ の 後 こ れ ら の ブ ロ ッ ト
を 、 3～ 10日 間 、 フ ィ ル ム に 曝 露 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 ラ ッ ト 黄 体 (corpus)ゲ ノ ム DNAを 、 図 20に 示 さ れ た 制 限 酵 素 に よ り 切 断 し 、 そ し て 3 2 P-d
CTP-標 識 さ れ た 完 全 長 eIF-5A cDNAで プ ロ ー ビ ン グ し た 。 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 下 で
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 完 全 長 cDNAプ ロ ー ブ の 、 各 制 限 酵 素 が 消 化 し た DNA試 料 の
い く つ か の 制 限 断 片 へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 明 ら か に し 、 こ の こ と は 、 eIF-5Aの い
く つ か の ア イ ソ フ ォ ー ム の 存 在 を 示 し て い る 。 特 に 注 目 す べ き は 、 ラ ッ ト ゲ ノ ム DNAを 、
ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aの オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 に 制 限 部 位 を 有 す る EcoRV
で 消 化 し た 場 合 に は 、 eIF-5Aの ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 ア イ ソ フ ォ ー ム の ふ た つ の 制 限 断 片
が 、 サ ザ ン ブ ロ ッ ト で 検 出 可 能 で あ る こ と で あ る 。 こ れ ら ふ た つ の 断 片 は 、 図 20に お い て
2個 の 矢 印 で 示 し た 。 eIF-5Aの ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 ア イ ソ フ ォ ー ム に 対 応 す る 制 限 断 片 は
、 EcoR1及 び BamH1で 標 識 さ れ た レ ー ン に お い て 1個 の 矢 印 で 示 し 、 こ れ ら の 制 限 酵 素 は 、
オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 に 切 断 部 位 を 有 さ な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ア ポ ト ー
シ ス -特 異 的 eIF-5Aは 、 ラ ッ ト に お い て 単 コ ピ ー 遺 伝 子 で あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 図 5か
ら 13に 示 し た よ う に 、 eIF-5A遺 伝 子 は 、 種 を 超 え て 高 度 に 保 存 さ れ て お り 、 そ の 結 果 、 あ
ら ゆ る 種 内 の ア イ ソ フ ォ ー ム 間 に は 著 し い 量 の 保 存 が 存 在 す る と 予 想 さ れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 図 21は 、 3 2 P-dCTP標 識 さ れ た 部 分 長 ラ ッ ト 黄 体 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 DHS cDNAで プ ロ ー
ビ ン グ し た ラ ッ ト ゲ ノ ム DNAの サ ザ ン ブ ロ ッ ト を 示 し て い る 。 こ の ゲ ノ ム DNAは 、 EcoRVで
切 断 し た が 、 こ の 制 限 酵 素 は 、 プ ロ ー ブ と し て 使 用 し た 部 分 長 cDNAは 切 断 し な い 。 2個 の
制 限 断 片 が 明 ら か で あ り 、 こ の こ と は そ の 遺 伝 子 の 2種 の コ ピ ー が 存 在 す る か 、 又 は こ の
遺 伝 子 は EcoRV部 位 を 伴 う イ ン ト ロ ン を 含 む こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ １ ６ 】

　 本 実 施 例 は 、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A及 び DHSに よ る ア ポ ト ー シ ス の 調 節 を 明 ら か に
し て い る 。
【 ０ １ １ ７ 】

　 野 生 型 T抗 原 を コ ー ド し て い る SV40変 異 体 に よ り 形 質 転 換 さ れ た ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル 腎
臓 線 維 芽 細 胞 様 細 胞 株 で あ る COS-7を 、 全 て の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン -ベ ー ス の 実 験 に 使 用
し た 。 COS-7細 胞 を 、 L-グ ル タ ミ ン 0.584g/L、 グ ル コ ー ス 4.5g/L、 及 び 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ
ム 0.37％ を 含 有 す る 、 ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 (DMEM)に お い て 培 養 し た 。 こ の 培 養 培
地 に 、 10％ ウ シ 胎 仔 血 清 (FBS)及 び 100Uペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 補 充 し た 。 細
胞 を 、 5％ CO 2 及 び 95％ 空 気 の 加 湿 環 境 下 、 37℃ で 増 殖 し た 。 細 胞 を 、 0.25％ ト リ プ シ ン 及
び 1mM EDTAの 溶 液 で 接 着 細 胞 を 剥 離 す る こ と に よ り 、 3～ 4日 毎 に 、 継 代 培 養 し た 。 剥 離 し
た 細 胞 は 、 新 た な 培 地 が 入 っ た 新 規 培 養 皿 に 分 割 比 1:10で 分 配 し た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 RNA単 離 に 使 用 し た COS-7細 胞 は 、 150-mm組 織 培 養 処 理 皿 (Coming社 )に お い て 増 殖 し た 。
こ れ ら の 細 胞 を ト リ プ シ ン -EDTA溶 液 で 剥 離 す る こ と に よ り 、 そ れ ら を 収 集 し た 。 剥 離 し
た 細 胞 は 、 遠 心 管 に 収 集 し 、 そ し て 細 胞 を 3000rpmで 5分 間 の 遠 心 に よ り ペ レ ッ ト 化 し た 。
上 清 を 除 去 し 、 及 び 細 胞 ペ レ ッ ト を 、 液 体 窒 素 中 で 瞬 間 凍 結 し た 。 RNAは 、 GenElute Mamm
alian Total RNA Miniprepキ ッ ト (Sigma社 )を 製 造 業 者 の 指 示 に 従 い 使 用 し 、 凍 結 細 胞 か
ら 単 離 し た 。
【 ０ １ １ ９ 】

　 セ ン ス 方 向 に ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス eIF-5Aの 完 全 長 コ ー ド 配 列 及 び ア ン チ セ ン ス 方 向 に ラ
ッ ト ア ポ ト ー シ ス eIF-5Aの 3'非 翻 訳 領 域 (UTR)を 保 持 す る 組 換 え プ ラ ス ミ ド を 、 哺 乳 類 エ
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ピ ト ー プ タ グ 発 現 ベ ク タ ー pHM6(Roche Molecular Biochemicals社 )を 用 い て 構 築 し 、 こ れ
は 図 21に 示 し た 。 こ の ベ ク タ ー は 、 下 記 を 含 む ： CMVプ ロ モ ー タ ー － ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ
イ ル ス 即 時 型 プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー ； HA－ イ ン フ ル エ ン ザ ヘ マ グ ル チ ニ ン 由 来 の ノ
ナ ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ タ グ ； BGH pA－ ウ シ 成 長 ホ ル モ ン ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル ； f1 ori
－ f1起 点 (origin)； SV40 ori－ SV40初 期 プ ロ モ ー タ ー 及 び 起 点 ； ネ オ マ イ シ ン － ネ オ マ イ
シ ン 耐 性 (G418)遺 伝 子 ； SV40 pA－ SV40ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 シ グ ナ ル ； Col E1－ ColE1起 点
； ア ン ピ シ リ ン － ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 。 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス eIF-5Aの 完 全 長 コ ー ド 配
列 及 び ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス eIF-5Aの 3'UTRは 、 pBluescript内 の 当 初 の ラ ッ ト eIF-5A RT-PC
R断 片 (配 列 番 号 :1)か ら 、 PCRに よ り 増 幅 し た 。 完 全 長 eIF-5Aを 増 幅 す る た め に 、 使 用 し た
プ ラ イ マ ー は 以 下 で あ っ た ： フ ォ ワ ー ド 5' GCC AATGGCAGATGATTTGG 3' 

、 及 び リ バ ー ス 5' CT CAGTTATTTTGCCATGG 3' 。 3'
UTRラ ッ ト eIF-5Aを 増 幅 す る た め に 、 使 用 し た プ ラ イ マ ー は 以 下 で あ っ た ： フ ォ ワ ー ド 5'A
AT CGCCATGACAGAGGAGGC 3' 及 び リ バ ー ス 5'GCG CCATGGCT
CGAGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 3'  (配 列 番 号 :10)。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 後 に 単 離 さ れ た 完 全 長 ラ ッ ト eIF-5A PCR産 物 は 、 長 さ 430bpで
あ る の に 対 し 、 3'UTRラ ッ ト eIF-5A PCR産 物 は 、 長 さ 697bpで あ っ た 。 両 方 の PCR産 物 を 、 p
HM6の Hind 3及 び EcoR1部 位 へ サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 pHM6-完 全 長 eIF-5A及 び pHM6-ア ン チ セ
ン ス 3'UTR eIF-5Aを 産 生 し た 。 こ の 完 全 長 ラ ッ ト eIF-5A PCR産 物 を 、 抗 -[HA]-ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ 抗 体 を 用 い 組 換 え タ ン パ ク 質 の 検 出 を 可 能 に す る た め に 、 複 数 の ク ロ ー ニ ン グ 部 位
の 上 流 に 存 在 す る イ ン フ ル エ ン ザ ヘ マ グ ル チ ニ ン (HA)由 来 の ノ ナ ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ タ グ
で 、 イ ン フ レ ー ム で サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 発 現 は 、 ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 即 時 型 初
期 プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー に よ り 駆 動 し 、 哺 乳 類 細 胞 株 に お け る 高 レ ベ ル の 発 現 を 確
実 に し た 。 こ の プ ラ ス ミ ド は 、 安 定 し た ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト の 選 択 を 可 能 に す る ネ オ マ
イ シ ン 耐 性 (G418)遺 伝 子 、 及 び SV40ラ ー ジ T抗 原 を 発 現 し て い る 細 胞 、 例 え ば COS-7に お け
る エ ピ ソ ー ム 複 製 を 可 能 に す る SV40初 期 プ ロ モ ー タ ー 及 び 起 点 も 特 徴 と し て い る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 実 験 に 使 用 さ れ る COS-7細 胞 は 、 タ ン パ ク 質 抽 出 に 使 用 さ れ る 細
胞 の た め の 24ウ ェ ル 細 胞 培 養 プ レ ー ト (Corning社 )、 又 は 染 色 に 使 用 す る 細 胞 の た め の 4チ
ャ ン バ ー 培 養 ス ラ イ ド (Falcon社 )の い ず れ か に お い て 培 養 し た 。 細 胞 は 、 10％ FBSを 補 充
し た が 、 ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 欠 い た 、 DMEM培 地 に お い て 、 集 密 度 50～ 70％
ま で 増 殖 し た 。 24-ウ ェ ル プ レ ー ト の 1個 の ウ ェ ル 又 は 培 養 ス ラ イ ド に 十 分 な ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン 培 地 を 、 無 血 清 DMEMの 42.5μ l中 で 0.32μ gの プ ラ ス ミ ド DNAを 希 釈 し 、 そ し て こ
の 混 合 物 を 室 温 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 調 製 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン 試 薬 LipofectAMINE(Gibco, BRL社 )1.6μ lを 、 無 血 清 DMEM 42.5μ l中 に 希 釈 し 、 室 温
で 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 5分 後 、 LipofectAMINE混 合 物 を 、 DNA混 合 物 に 添 加 し 、
室 温 で 30～ 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る 細 胞 は 、 無 血 清
DMEMに よ り 1回 洗 浄 し 、 そ の 後 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 培 地 に 積 層 し 、 そ し て 細 胞 を 増 殖 チ
ャ ン バ ー に 戻 し 4時 間 放 置 し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 DMEM 0.17ml＋ 20％ FBSを 、 こ れ ら の 細 胞 に 添 加 し た 。 こ れ ら の
細 胞 を 、 更 に 40時 間 培 養 し 、 そ の 後 ア ポ ト ー シ ス を 受 け る よ う に 誘 導 し 、 そ の 後 染 色 又 は
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の た め に 収 集 し た 。 対 照 と し て 、 プ ラ ス ミ ド DNAを 、 ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン 培 地 か ら 除 い た 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン も 行 っ た 。
【 ０ １ ２ ３ 】

　 タ ン パ ク 質 を 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 か ら 、 PBS(8g/L NaCl、 0.2g/L KCl、 1
.44g/L Na 2 HPO 4 、 及 び 0.24g/L KH 2 PO 4 )中 の 細 胞 の 2回 の 洗 浄 に よ り 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト
の た め に 単 離 し 、 そ の 後 150μ lの 熱 SDSゲ ル -負 荷 緩 衝 液 (50mM Tris-HCl、 pH6.8、 100mMジ
チ オ ス レ イ ト ー ル 、 2％ SDS、 0.1％ ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 、 及 び 10％ グ リ セ ロ ー ル )を 添
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加 し た 。 細 胞 ラ イ ゼ ー ト を 、 微 量 遠 心 管 に 収 集 し 、 95℃ で 10分 間 加 熱 し 、 そ の 後 13,000xg
で 10分 間 遠 心 し た 。 上 清 を 、 新 た な 微 量 遠 心 管 に 移 し 、 -20℃ で 使 用 時 ま で 貯 蔵 し た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の た め に 、 総 タ ン パ ク 質 の 2.5又 は 5μ gを 、 12％ SDSポ リ ア ク リ ル ア
ミ ド ゲ ル 上 で 分 離 し た 。 分 離 し た タ ン パ ク 質 を 、 二 フ ッ 化 ポ リ ビ ニ リ デ ン 膜 に 転 写 し た 。
次 に こ の 膜 を 、 ブ ロ ッ ク 液 (PBS中 の 5％ ス キ ム ミ ル ク 粉 末 、 0.02％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム )中 で
1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 そ し て PBS-T(PBS＋ 0.05％ Tween-20)中 で 15分 間 か け て 3回 洗
浄 し た 。 こ の 膜 を 、 一 晩 、 PBS-T中 で 4℃ で 保 存 し た 。 翌 日 室 温 ま で 温 め た 後 、 こ の 膜 を 、
1μ g/mlポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 中 で 、 30秒 間 ブ ロ ッ ク し た 。 こ の 膜 を 、 脱 イ オ ン 水 で 5回 す
す ぎ 、 及 び PBSを 溶 媒 と す る 5％ ミ ル ク 溶 液 で 30分 間 ブ ロ ッ ク し た 。 一 次 抗 体 を 、 PBSを 溶
媒 と す る 5％ ミ ル ク 溶 液 で 30分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 そ の 後 膜 と イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン し た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 い く つ か の 一 次 抗 体 を 使 用 し た 。 抗 -[HA]-ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 抗 体 (Roche Molecular Bio
chemicals社 )を 、 希 釈 1:5000で 用 い 、 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 を 検 出 し た 。 こ の 抗 体 は 、
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に 複 合 さ れ て い る の で 、 二 次 抗 体 は 不 要 で あ り 、 そ し て こ の ブ ロ ッ ト を
洗 浄 し 、 及 び 化 学 発 光 に よ り 展 開 し た 。 使 用 し た 別 の 一 次 抗 体 は 、 p53(Ab-6)、 Bcl-2(Ab-
1)、 及 び c-Myc(Ab-2)を 認 識 す る 癌 遺 伝 子 由 来 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 p53に 対 す る
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 0.1μ g/mlの 希 釈 で 使 用 し 、 並 び に Bcl-2及 び c-Mycに 対 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 両 方 と も 、 希 釈 0.83μ g/mlで 使 用 し た 。 一 次 抗 体 と 60～ 90分 間 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し た 後 、 こ の 膜 を 、 PBS-Tで 15分 か け て 3回 洗 浄 し た 。 次 に 二 次 抗 体 を 、 PBSを
溶 媒 と す る 1％ ミ ル ク 中 に 希 釈 し 、 及 び 膜 と 共 に 60～ 90分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 p53
(Ab-6)を 一 次 抗 体 と し て 使 用 す る 場 合 、 使 用 し た 二 次 抗 体 は 、 1:1000希 釈 し た ア ル カ リ ホ
ス フ ァ タ ー ゼ に 複 合 し た ヤ ギ 抗 -マ ウ ス IgG(Rockland社 )で あ る 。 Bcl-2(Ab-1)及 び c-Myc(A
b-2)を 一 次 抗 体 と し て 使 用 す る 場 合 は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に 複 合 さ れ た ウ サ ギ 抗 -マ ウ ス I
gG(Sigma社 )を 、 希 釈 1:5000で 使 用 し た 。 二 次 抗 体 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 膜 を PBS-T
で 3回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 比 色 法 及 び 化 学 発 光 法 の ふ た つ の 検 出 法 を 用 い 、 ブ ロ ッ ト を 展 開 し た 。 比 色 法 は 、 p53(
Ab-6)を 一 次 抗 体 と し て ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 複 合 し た 二 次 抗 体 と 複 合 し て 使 用 し た
場 合 の み 使 用 し た 。 結 合 し た 抗 体 は 、 0.33mg/mLニ ト ロ ブ ル ー ・ テ ト ラ ゾ リ ウ ム 、 0.165mg
/mL 5-ブ ロ モ -4-ク ロ ロ -3-イ ン ド リ ル リ ン 酸 、 100mM NaCl、 5mM MgCl 2 、 及 び 100mM Tris-
HCl(pH9.5)の 溶 液 中 で の 、 暗 所 に お け る ブ ロ ッ ト の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 可 視 化 し た
。 呈 色 反 応 は 、 ブ ロ ッ ト の 、 PBSを 溶 媒 と す る 2mM EDTA中 で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り
停 止 し た 。 化 学 発 光 検 出 法 は 、 抗 -[HA]ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 Bcl-2(Ab-1)、 及 び c-Myc(Ab-2
)を 含 む 、 他 の 全 て の 一 次 抗 体 に つ い て 使 用 し た 。 ECL Plusウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 検 出 キ ッ
ト (Amersham Pharmacia Biotech社 )を 用 い 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ -複 合 し た 結 合 し た 抗 体 を
検 出 し た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 膜 を 、 わ ず か に 乾 く ま で ふ き 取 り 、 次 に 暗 所 に お い て 、 試 薬
A及 び 試 薬 Bの 40:1混 合 物 と 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 膜 を 乾 く ま で ふ き 取 り 、 ア セ
テ ー ト シ ー ト の 間 に 配 置 し 、 そ し て X-線 フ ィ ル ム に 10秒 ～ 10分 間 の 変 動 す る 期 間 曝 露 し た
。
【 ０ １ ２ ７ 】

　 ふ た つ の 方 法 、 血 清 枯 渇 及 び 、 ス ト レ プ ト マ イ セ ス 種 (Calbiochem社 )の ア ク チ ノ マ イ シ
ン Dに よ る 処 理 を 使 用 し 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た COS-7細 胞 に ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し
た 。 両 方 の 処 置 に つ い て は 、 培 地 を 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 40時 間 で 除 去 し た 。 血 清 飢
餓 実 験 に つ い て は 、 培 地 を 、 血 清 -及 び 抗 生 物 質 -非 含 有 DMEMと 交 換 し た 。 10％ FBSを 補 充
し た 抗 生 物 質 -非 含 有 DMEMに お い て 増 殖 し た 細 胞 を 、 対 照 と し て 使 用 し た 。 ア ポ ト ー シ ス
の ア ク チ ノ マ イ シ ン D誘 導 に つ い て は 、 培 地 を 、 10％ FBS及 び メ タ ノ ー ル に 溶 解 し た 1μ g/m
lア ク チ ノ マ イ シ ン Dを 補 充 し た 抗 生 物 質 -非 含 有 DMEMと 交 換 し た 。 対 照 細 胞 は 、 10％ FBS及
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び 等 量 の メ タ ノ ー ル を 補 充 し た 抗 生 物 質 -非 含 有 DMEM中 で 増 殖 し た 。 両 方 の 方 法 に つ い て
、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 の 割 合 を 、 Hoescht又 は ア ネ キ シ ン  V-Cy3の い ず れ か で 染 色 後 48時 間
で 決 定 し た 。 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ っ て も 確 認 し 、 図 22に 示 し
た 。
【 ０ １ ２ ８ 】

　 核 断 片 化 及 び 凝 縮 の よ う な 、 形 態 学 的 特 徴 を 基 に ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 同 定 す る た め に 、
核 染 色 Hoeschtを 使 用 し 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た COS-7細 胞 の 核 を 標 識 し た 。 無 水 メ
タ ノ ー ル 及 び 氷 酢 酸 の 3:1混 合 物 か ら な る 固 定 液 を 、 使 用 直 前 に 調 製 し た 。 等 量 の 固 定 液
を 、 培 養 ス ラ イ ド 上 で 増 殖 し て い る COS-7細 胞 の 培 地 に 添 加 し 、 そ し て 2分 間 イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン し た 。 培 地 ／ 固 定 液 混 合 物 を 、 細 胞 か ら 除 去 及 び 廃 棄 し 、 そ し て 固 定 液 1mlを 細 胞
に 添 加 し た 。 5分 後 、 固 定 液 を 廃 棄 し 、 そ し て 新 た な 固 定 液 1mlを 細 胞 に 添 加 し 、 そ し て 5
分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 固 定 液 を 廃 棄 し 、 細 胞 を 4分 間 風 乾 し 、 そ の 後 Hoescht染 色
液 (PBS中 0.5μ g/ml Hoescht 33258)1mlを 添 加 し た 。 暗 所 で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後
、 染 色 液 を 廃 棄 し 、 ス ラ イ ド を 、 脱 イ オ ン 水 で 1分 間 か け て 3回 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 McIlva
ine's緩 衝 液 (0.021Mク エ ン 酸 、 0.058M Na 2 HPO 4 ・ 7H 2 O； pH5.6)1mlを 細 胞 に 添 加 し 、 そ し
て 、 こ れ ら を 暗 所 で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 緩 衝 液 を 廃 棄 し 、 細 胞 を 、 暗 所 で 5
分 間 風 乾 し 、 培 養 ス ラ イ ド の ウ ェ ル を 分 離 し て い る チ ャ ン バ ー を 取 り 除 い た 。 蛍 光 の た め
の Vectashieldマ ウ ン ト 培 地 (Vector Laboratories社 )数 滴 を 、 ス ラ イ ド に 添 加 し 、 カ バ ー
ス リ ッ プ を 重 ね た 。 染 色 し た 細 胞 を 、 UVフ ィ ル タ ー を 使 用 し 、 蛍 光 顕 微 鏡 下 で 観 察 し た 。
明 る く 染 色 さ れ 及 び 断 片 化 さ れ た 核 を 伴 う 細 胞 を 、 ア ポ ト ー シ ス に つ い て ス コ ア 化 し た 。
【 ０ １ ２ ９ 】

　 ア ネ キ シ ン V-Cy3ア ポ ト ー シ ス 検 出 キ ッ ト (Sigma社 )を 用 い 、 ア ポ ト ー シ ス 細 胞 上 の 外 向
き 輸 送 さ れ た ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン を 蛍 光 標 識 し た 。 こ の キ ッ ト を 、 下 記 の よ う に 変 更 し
、 他 は 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い 使 用 し た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 4個 の チ ャ ン バ ー 培 養
ス ラ イ ド 上 で 増 殖 す る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た COS-7細 胞 を 、 PBSで 2回 、 及 び 1x結 合
緩 衝 液 で 3回 洗 浄 し た 。 染 色 液 (1x結 合 緩 衝 液 中 の 1μ g/ml AnnCy3)150μ lを 添 加 し 、 そ し
て 細 胞 を 暗 所 で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 そ の 後 染 色 液 を 除 去 し 、 細 胞 を 、 1x結 合
緩 衝 液 で 5回 洗 浄 し た 。 チ ャ ン バ ー 壁 を 、 培 養 ス ラ イ ド か ら 取 り 出 し 、 1x結 合 緩 衝 液 数 滴
を 、 細 胞 上 に の せ 、 そ し て カ バ ー ス リ ッ プ を 重 ね た 。 染 色 し た 細 胞 を 、 グ リ ー ン フ ィ ル タ
ー を 用 い 、 蛍 光 顕 微 鏡 に よ り 分 析 し 、 陽 性 染 色 さ れ た (ア ポ ト ー シ ス )細 胞 の 赤 色 蛍 光 を 可
視 化 し た 。 総 細 胞 占 有 (population)を 、 可 視 光 下 で 細 胞 数 を 計 測 す る こ と に よ り 決 定 し た
。
【 ０ １ ３ ０ 】

　 本 実 施 例 は 、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A及 び DHSに よ る 、 ア ポ ト ー シ ス の 調 節 を 明 ら か
に し て い る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 図 23は 、 先 の 実 施 例 に お い て 説 明 さ れ た 一 般 的 手 法 及 び 方 法 を 用 い る 、 COS-7細 胞 の 一
過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 手 順 を 例 示 し て い る フ ロ ー チ ャ ー ト で あ り 、 こ こ で は 無 血 清
培 地 中 の 細 胞 を 、 lipofectAMINE中 の プ ラ ス ミ ド DNA中 で 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 血
清 を 添 加 し 、 そ し て 細 胞 を 更 に 40時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 そ の 後 細 胞 を 、 分 析 前 に
通 常 の 培 地 で 48時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン (す な わ ち 、 更 な る 処 理 を し な い )す る か 、 分 析 前
に ア ポ ト ー シ ス 誘 導 す る た め に 48時 間 血 清 枯 渇 す る か 、 も し く は 分 析 前 に ア ポ ト ー シ ス 誘
導 す る た め に 48時 間 ア ク チ ノ マ イ シ ン Dで 処 理 す る か の い ず れ か を 行 っ た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 図 22は 、 pHM6で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 の COS-7細 胞 に お け る 外 来 タ ン パ ク 質 の 一 過 性
発 現 を 例 示 し て い る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で あ る 。 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 又 は pHM6-Lac
Z、 pHM6-ア ン チ セ ン ス 3'rF5A(pHM6-ア ン チ セ ン ス 3'UTRラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス eIF-5A)、 も し
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く は pHM6-セ ン ス rF5A(pHM6-完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス eIF-5A)で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の
い ず れ か を 行 っ た 48時 間 後 に 、 タ ン パ ク 質 を 、 COS-7細 胞 か ら 単 離 し た 。 各 試 料 か ら の タ
ン パ ク 質 5μ gを 、 SDS-PAGEに よ り 分 画 し 、 PVDF膜 に 転 写 し 、 そ し て 抗 -[HA]ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ で ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト し た 。 結 合 し た 抗 体 を 、 化 学 発 光 に よ り 検 出 し 、 及 び x-線 フ ィ
ル ム に 30秒 間 曝 露 し た 。 LacZ(レ ー ン 2)及 び セ ン ス ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス eIF-5A(レ ー ン 4)の
発 現 は 、 明 確 に 認 識 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 前 述 の よ う に 、 COS-7細 胞 は 、 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る か 、 又 は pHM6-セ ン ス rF5A(p
HM6-完 全 長 ラ ッ ト eIF-5A)で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る か の い ず れ か を 行 っ た 。 ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン の 40時 間 後 、 こ れ ら の 細 胞 を 、 血 清 の 48時 間 の 回 収 に よ り 、 ア ポ ト ー シ ス を
受 け る よ う に 誘 導 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 抽 出 物 に お け る カ ス パ ー ゼ タ ン
パ ク 質 分 解 活 性 を 、 蛍 光 定 量 均 質 (fluorometric homogenous)カ ス パ ー ゼ ア ッ セ イ キ ッ ト (
Roche Diagnostics社 )を 用 い て 測 定 し た 。 DNA断 片 化 も 、 DNA断 片 の 露 出 し た 3'-OH末 端 を
、 フ ル オ レ セ イ ン -標 識 さ れ た デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド で 標 識 す る 、 FragEL DNA断 片 化 ア ポ
ト ー シ ス 検 出 キ ッ ト (Oncogene社 )を 用 い て 測 定 し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 追 加 の COS-7細 胞 は 、 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る か 、 又 は pHM6-セ ン ス rF5A(pHM6-完 全
長 ラ ッ ト eIF-5A)で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る か の い ず れ か を 行 っ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン の 40時 間 後 、 細 胞 を 、 更 に 48時 間 血 清 を 含 有 す る 通 常 の 培 地 に お い て 増 殖 す る (更 な
る 処 理 な し )か 、 48時 間 の 血 清 回 収 に よ り ア ポ ト ー シ ス を 受 け る よ う に 誘 導 す る か 、 又 は
ア ク チ ノ マ イ シ ン Dの 0.5μ g/mlで 48時 間 ア ポ ト ー シ ス を 受 け る よ う に 誘 導 す る か の い ず れ
か を 行 っ た 。 細 胞 を 、 ア ポ ト ー シ ス に 付 随 す る 核 断 片 化 を 示 す Hoescht 33258で 染 色 す る
か 、 又 は ア ポ ト ー シ ス に 付 随 す る ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 露 出 を 示 す ア ネ キ シ ン V-Cy3の い
ず れ か で 染 色 し た 。 染 色 し た 細 胞 は 、 グ リ ー ン フ ィ ル タ ー を 使 用 す る 蛍 光 顕 微 鏡 で も 可 視
化 し 、 そ し て 計 数 し 、 ア ポ ト ー シ ス を 受 け て い る 細 胞 の 割 合 を 決 定 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 図 25は 、 COS-7細 胞 が セ ン ス 方 向 に 完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -誘 導 し た eIF-5Aを 含 有 す
る pHM6で 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 場 合 の 、 増 大 し た カ ス パ ー ゼ 活 性 に よ り 反
映 さ れ る よ う な 、 増 強 さ れ た ア ポ ト ー シ ス を 例 示 し て い る 。 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -誘 導 し
た eIF-5Aの 発 現 は 、 カ ス パ ー ゼ 活 性 の 60％ の 増 加 を 生 じ た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 図 26は 、 COS-7細 胞 が セ ン ス 方 向 で 完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -誘 導 し た eIF-5Aを 含 む pH
M6で 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 場 合 の 、 増 大 さ れ た DNA断 片 化 に よ り 反 映 さ れ
る よ う な 、 増 強 さ れ た ア ポ ト ー シ ス を 例 示 し て い る 。 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -誘 導 し た eIF-5
Aの 発 現 は 、 DNA断 片 化 の 273％ の 増 加 を 生 じ た 。 図 27は 、 COS-7細 胞 が セ ン ス 方 向 で 完 全 長
ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -誘 導 し た eIF-5Aを 含 む pHM6で 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た
場 合 の 、 増 大 さ れ た DNA断 片 化 に よ り 反 映 さ れ る よ う な 、 ア ポ ト ー シ ス の 検 出 を 例 示 し て
い る 。 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -誘 導 し た eIF-5Aを 発 現 し て い る 細 胞 に お い て 、 よ り 大 き い DNA
断 片 化 の 発 生 率 が 存 在 し た 。 図 28は 、 COS-7細 胞 が セ ン ス 方 向 で 完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ
ス -誘 導 し た eIF-5Aを 含 む pHM6で 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 場 合 の 、 増 大 さ れ
た 核 断 片 化 に よ り 反 映 さ れ る よ う な 、 増 強 さ れ た ア ポ ト ー シ ス を 例 示 し て い る 。 ラ ッ ト ア
ポ ト ー シ ス -誘 導 し た eIF-5Aの 発 現 は 、 非 血 清 飢 餓 試 料 及 び 血 清 飢 餓 試 料 に お い て 、 各 々
、 対 照 を 上 回 る 核 断 片 化 の 27％ 及 び 63％ の 増 加 を 生 じ た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 図 29は 、 COS-7細 胞 が セ ン ス 方 向 で 完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -誘 導 し た eIF-5Aを 含 む pH
M6で 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 場 合 の 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 露 出 に よ り 反 映
さ れ る よ う な 、 ア ポ ト ー シ ス の 検 出 を 例 示 し て い る 。 図 30は 、 COS-7細 胞 が セ ン ス 方 向 で
完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -誘 導 し た eIF-5Aを 含 む pHM6で 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
さ れ た 場 合 の 、 増 加 し た ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 露 出 に よ り 反 映 さ れ る よ う な 、 増 強 さ れ た
ア ポ ト ー シ ス を 例 示 し て い る 。 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -誘 導 し た eIF-5Aの 発 現 は 、 非 -血 清 飢
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餓 試 料 及 び 血 清 飢 餓 試 料 に お い て 、 各 々 、 対 照 を 上 回 る ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 曝 露 の 140
％ 及 び 198％ の 増 加 を 生 じ た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 図 31は 、 COS-7細 胞 が セ ン ス 方 向 で 完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -誘 導 し た eIF-5Aを 含 む pH
M6で 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 場 合 の 、 増 加 し た 核 断 片 化 に よ り 反 映 さ れ る よ
う な 、 増 強 さ れ た ア ポ ト ー シ ス を 例 示 し て い る 。 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス 誘 導 し た eIF-5Aの 発
現 は 、 未 処 理 試 料 及 び 処 理 試 料 に お い て 、 各 々 、 対 照 を 上 回 る 核 断 片 化 の 115％ 及 び 62％
の 増 加 を 生 じ た 。 図 32は 、 セ ン ス 方 向 で 完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -誘 導 し た eIF-5Aを 含
む pHM6で 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た COS-7細 胞 が 、 更 な る 処 理 な し 又 は ア ポ ト
ー シ ス を 誘 導 す る 処 理 あ り の 条 件 下 で 比 較 し た 、 増 強 さ れ た ア ポ ト ー シ ス の 比 較 を 例 示 し
て い る 。
【 ０ １ ３ ９ 】

　 本 実 施 例 は 、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A及 び DHSの 投 与 後 の 、 ア ポ ト ー シ ス 活 性 の 調 節
を 明 ら か に し て い る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 更 に 、 COS-7細 胞 は 、 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る か 、 pHM6-LacZで ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン す る か 、 又 は pHM6-セ ン ス rF5A(pHM6-完 全 長 ラ ッ ト eIF-5A)で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、
及 び 40時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 各 試 料 か ら の タ ン パ ク 質 抽 出 物 試 料 5μ gを 、 SDS-PA
GEに よ り 分 画 し 、 PVDF膜 に 転 写 し 、 及 び Bcl-2を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で ウ ェ ス タ
ン ブ ロ ッ ト し た 。 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に 複 合 し た ウ サ ギ 抗 -マ ウ ス IgGを 二 次 抗 体 と し て 用 い
、 そ し て 結 合 し た 抗 体 を 、 化 学 発 光 及 び x-線 フ ィ ル ム へ の 曝 露 に よ り 検 出 し た 。 結 果 を 図
32に 示 し た 。 pHM6-LacZで ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 よ り も 、 pHM6-セ ン ス rF5Aで ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 に お い て 、 少 な い Bcl-2が 検 出 可 能 で あ り ； そ の 結 果 、 Bcl
-2は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 追 加 の COS-7細 胞 を 、 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る か 、 pHM6-ア ン チ セ ン ス 3'rF5A(ラ ッ
ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aの pHM6-ア ン チ セ ン ス 3'UTR)で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る か
、 又 は pHM6-セ ン ス rF5A(pHM6-完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A)で ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 40時 間 後 、 こ れ ら の 細 胞 に 、 48時 間 の 血 清 回 収 に
よ り 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 し た 。 各 試 料 か ら の タ ン パ ク 質 抽 出 物 試 料 5μ gを 、 SDS-PAGEに
よ り 分 画 し 、 PVDF膜 に 転 写 し 、 及 び Bcl-2を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で ウ ェ ス タ ン ブ
ロ ッ ト し た 。 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に 複 合 し た ウ サ ギ 抗 -マ ウ ス IgGを 、 二 次 抗 体 と し て 用 い 、
及 び 結 合 し た 抗 体 を 、 化 学 発 光 及 び x-線 フ ィ ル ム へ の 曝 露 に よ り 検 出 し た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 更 に 加 え て 、 COS-7細 胞 を 、 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る か 、 pHM6-LacZで ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン す る か 、 又 は pHM6セ ン ス rF5A(pHM6-完 全 長 ラ ッ ト eIF-5A)で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン し 、 並 び に 40時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 各 試 料 か ら の タ ン パ ク 質 抽 出 物 試 料 5μ gを
、 SDS-PAGEに よ り 分 画 し 、 PVDF膜 に 転 写 し 、 そ し て p53を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で
ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト し た 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 複 合 し た ヤ ギ 抗 -マ ウ ス IgGを 、 二 次
抗 体 と し て 用 い 、 及 び 結 合 し た 抗 体 を 、 比 色 法 に よ り 検 出 し た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 最 後 に 、 COS-7細 胞 を 、 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る か 、 pHM6-LacZで ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン す る か 、 又 は pHM6-セ ン ス rF5A(pHM6-完 全 長 ラ ッ ト eIF-5A)で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し
、 並 び に 40時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 各 試 料 か ら の タ ン パ ク 質 抽 出 物 試 料 5μ gを 、 SD
S-PAGEに よ り 分 画 し 、 PVDF膜 に 転 写 し 、 そ し て p53を 認 識 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で プ ロ
ー ビ ン グ し た 。 対 応 す る タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト を 、 抗 -[HA]-ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で プ ロ ー ビ ン
グ し 、 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A発 現 の レ ベ ル を 決 定 し た 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ
ー ゼ に 複 合 し た ヤ ギ 抗 -マ ウ ス IgGを 、 二 次 抗 体 と し て 用 い 、 及 び 結 合 し た 抗 体 を 、 化 学 発
光 に よ り 検 出 し た 。
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【 ０ １ ４ ４ 】
　 図 33は 、 COS-7細 胞 を 、 セ ン ス 方 向 に 完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -誘 導 し た eIF-5Aを 含 む
pHM6で 、 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 場 合 の 、 Bcl-2の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を
示 す 。 上 側 パ ネ ル は 、 ク マ シ ー ブ ル ー -染 色 し た タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト を 示 し ； 下 側 パ ネ ル
は 、 対 応 す る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 し て い る 。 pHM6-LacZで ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ
た 細 胞 よ り も 、 pHM6-セ ン ス rF5Aで ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 に お い て 、 よ り 少 な
い Bcl-2が 検 出 可 能 で あ っ た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 図 34は 、 COS-7細 胞 を 、 ア ン チ セ ン ス 方 向 に 完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -誘 導 し た eIF-5A
を 含 む pHM6で 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 場 合 の 、 Bcl-2の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ
ン を 示 し て い る 。 上 側 パ ネ ル は 、 ク マ シ ー ブ ル ー -染 色 し た タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト を 示 し ；
下 側 パ ネ ル は 、 対 応 す る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 し て い る 。 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ
た 細 胞 又 は pHM6-セ ン ス rF5Aで ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 よ り も 、 pHM6-ア ン チ セ ン
ス 3'rF5Aで ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 に お い て 、 よ り 多 い Bcl-2が 検 出 可 能 で あ っ
た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 図 35は 、 COS-7細 胞 を 、 セ ン ス 方 向 に 完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -誘 導 し た eIF-5Aを 含 む
pHM6で 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 場 合 の 、 c-Mycの ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示
し て い る 。 上 側 パ ネ ル は 、 ク マ シ ー ブ ル ー -染 色 し た タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト を 示 し ； 下 側 パ
ネ ル は 、 対 応 す る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 し て い る 。 pHM6-LacZで ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
さ れ た 細 胞 又 は 偽 対 照 よ り も 、 pHM6-セ ン ス rF5Aで ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 に お
い て 、 よ り 多 い c-Mycが 検 出 可 能 で あ っ た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 図 36は 、 COS-7細 胞 を 、 セ ン ス 方 向 に 完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -誘 導 し た eIF-5Aを 含 む
pHM6で 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 場 合 の 、 p53の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 し
て い る 。 上 側 パ ネ ル は 、 ク マ シ ー ブ ル ー -染 色 し た タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト を 示 し ； 下 側 パ ネ
ル は 、 対 応 す る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 し て い る 。 pHM6-LacZで ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ
れ た 細 胞 又 は 偽 対 照 よ り も 、 pHM6-セ ン ス rF5Aで ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 に お い
て 、 よ り 多 い p53が 検 出 可 能 で あ っ た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 図 37は 、 COS-7細 胞 に お け る 、 pHM6-完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -誘 導 し た eIF-5Aの 発 現
に 対 す る p53ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の 依 存 性 を 示 し て い る 。 抗 -[HA]-ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
で プ ロ ー ビ ン グ し た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に お い て 、 上 側 パ ネ ル は 、 ク マ シ ー ブ ル ー -染 色
さ れ た タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト を 示 し 、 及 び 下 側 パ ネ ル は 、 対 応 す る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示
し て い る 。 第 二 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン よ り も 、 第 一 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン で 、 よ り 多
い ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -誘 導 し た eIF-5Aが 検 出 可 能 で あ っ た 。 抗 -p53で プ ロ ー ビ ン グ さ れ
た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に お い て 、 Aの 上 側 パ ネ ル は 、 対 応 す る ク マ シ ー ブ ル ー -染 色 し た タ
ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト を 示 し 、 そ し て 下 側 パ ネ ル は 、 p53に よ る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 し て
い る 。 第 一 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に つ い て 、 pHM6-LacZで ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た
細 胞 又 は 偽 対 照 よ り も 、 pHM6-セ ン ス rF5Aに よ り ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 に お い
て 、 よ り 多 く の p53が 検 出 可 能 で あ っ た 。 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -誘 導 し た eIF-5Aの よ り 少 な
い 発 現 が 存 在 す る 第 二 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に つ い て 、 pHM6-セ ン ス rF5A、 pHM6-LacZで
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 又 は 偽 対 照 の 間 で 、 p53レ ベ ル の 差 異 は 検 出 不 可 能 で あ
っ た 。
【 ０ １ ４ ９ 】

　 本 実 施 例 は 、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aは 、 活 性 p53を 伴 う 細 胞 (RKO細 胞 )及 び 活 性 p53
を 伴 わ な い 細 胞 (RKO-E6細 胞 )に お い て ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る こ と が で き る こ と を 明 ら か
に し て お り 、 こ の こ と は ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aは 、 p53経 路 以 外 の 経 路 (複 数 )を 介 し
て ア ポ ト ー シ ス を 開 始 す る こ と が で き る こ と を 示 し て い る 。 こ の こ と は 、 こ れ は 、 上 流 で
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作 用 し 、 そ し て 恐 ら く 広 範 な 異 な る 癌 型 を 殺 傷 す る こ と が で き る と い う 本 発 明 者 ら の 主 張
も 裏 付 け る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 実 施 例 は 、 eIF-5A1の 活 性 部 位 は 、 恐 ら く RNA結 合 ド メ イ ン を 含 む 、 タ ン パ ク 質 の カ ル
ボ キ シ 末 端 (す な わ ち 、 切 断 型 eIF-5A1に よ る 実 験 を 参 照 )で あ る こ と も 示 し て い る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 更 に 、 本 実 施 例 は 、 ヒ ト eIF-5A2は 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る こ と が で き な い の で 、 こ
れ は た い て い は 増 殖 性 eIF-5Aで あ る こ と も 示 し て い る 。 従 っ て 、 こ れ は ヒ ト デ ー タ バ ン ク
の ふ た つ の eIF-5A遺 伝 子 で あ り 、 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A1は ア ポ ト ー シ ス 遺 伝 子 で あ
り 、 そ し て eIF-5A2は 増 殖 遺 伝 子 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】

　 野 生 型 p53を 発 現 し て い る ヒ ト 結 腸 癌 細 胞 株 で あ る RKO(ア メ リ カ ン タ イ プ カ ル チ ャ ー コ
レ ク シ ョ ン (ATCC) CRL-2577)、 及 び 正 常 p53レ ベ ル 及 び 機 能 の 低 下 を 引 き 起 こ す 安 定 し て
組 込 ま れ た ヒ ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス E6癌 遺 伝 子 を 含 む RKO由 来 の 細 胞 株 で あ る  RKO-E6(ATC
C CRL2578)を 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン -ベ ー ス の 実 験 に 使 用 し た 。 RKO及 び RKO-E6細 胞 は 、
非 必 須 ア ミ ノ 酸 、 Earle's塩 、 及 び L-グ ル タ ミ ン を 含 む イ ー グ ル 最 小 必 須 培 地 (MEM)に お い
て 培 養 し た 。 培 養 培 地 に は 、 10％ ウ シ 胎 仔 血 清 (FBS)及 び 100Uペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ
イ シ ン を 補 充 し た 。 細 胞 を 、 5％ CO 2 及 び 95％ 空 気 の 加 湿 し た 環 境 で 37℃ で 増 殖 し た 。 こ れ
ら の 細 胞 は 、 0.25％ ト リ プ シ ン 及 び 1mM EDTAの 溶 液 で 、 接 着 細 胞 を 剥 離 す る こ と に よ り 、
3～ 4日 毎 に 継 代 し た 。 剥 離 さ れ た 細 胞 は 、 新 た な 培 地 を 入 れ た 新 規 培 養 皿 に 、 分 離 比 1:10
～ 1:12で 分 配 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】

　 ヒ ト eIF5A2は 、 GenBank(寄 託 番 号 XM 113401)か ら 入 手 可 能 な ヒ ト eIF5A2の 配 列 に 対 し て
デ ザ イ ン し た プ ラ イ マ ー を 用 い 、 RKO細 胞 か ら 単 離 さ れ た RNAか ら 、 RT-PCRに よ り 単 離 し た
。 図 38は 、 RKO細 胞 か ら 単 離 さ れ た ヒ ト eIF-5Aの ヒ ト eIF-5A2の 配 列 と の ア ラ イ ン メ ン ト を
提 供 す る 。 RNAは 、 GenElute Mammalian Total RNA Miniprep Kit (Sigma社 )を 用 い 、 RKO
細 胞 か ら 単 離 し た 。 eIF5A2を 増 幅 す る た め に 使 用 し た フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー は 、 配 列 5' A
AACTACCATCTCCCCTGCC 3'(配 列 番 号 :24)を 有 し 、 そ し て リ バ ー ス プ ラ イ マ ー は 、 配 列 5' TG
CCCTACACAGGCTGAAAG 3'(配 列 番 号 :25)を 有 し た 。 得 ら れ る 936bp PCR産 物 を 、 pGEM-T Easy
 Vector (Promega社 )に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 配 列 決 定 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 そ の 後 pGEM-T Easy-eIF5A2構 築 体 を 鋳 型 と し て 使 用 し 、 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー pHM6(Roche
社 )へ イ ン フ レ ー ム で サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ヒ ト eIF5A2を 増 幅 す る た め に 使 用 し た フ ォ
ワ ー ド プ ラ イ マ ー は 、 5'ATCAAGCTTGCCCACCATGGCAGACG 3'(配 列 番 号 :26)で あ り 、 そ し て リ
バ ー ス プ ラ イ マ ー は 、 5' AACGAATTCCATGCCTGATGTTTCCG 3'(配 列 番 号 :27)で あ っ た 。 得 ら
れ る 505bp PCR産 物 を 、 Hind3及 び EcoR1で 消 化 し 、 及 び pHM6の Hind3及 び EcoR1部 位 に ク ロ
ー ニ ン グ し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】

　 eIF5A1の カ ル ボ キ シ -末 端 領 域 は 、 そ の ア ポ ト ー シ ス -誘 導 活 性 に と っ て 重 要 で あ る か ど
う か を 決 定 す る た め に 、 カ ル ボ キ シ -末 端 を 欠 失 し た eIF5A1を 構 築 し た 。 ア ミ ノ 酸 1～ 127
を コ ー ド し て い る 切 断 型 eIF5A1を 、 pBS-ラ ッ ト eIF5AIを 鋳 型 と し て 用 い 、 PCRに よ り 産 生
し た 。 フ ォ ワ ー ド PCRプ ラ イ マ ー は 、 5' GCCAAGCTTAATGGCAGATGATTTGG 3'(配 列 番 号 :18)で
あ り 、 そ し て リ バ ー ス プ ラ イ マ ー は 、 5' TCCGAATTCGTACTTCTGCTCAATC 3'(配 列 番 号 :28)で
あ っ た 。 得 ら れ る 390bp PCR産 物 を 、 EcoR1及 び Hind3で 消 化 し 、 及 び pHM6の EcoR1及 び Hind
3部 位 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
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　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 実 験 に お い て 使 用 し た RKO又 は RKO-E6細 胞 を 、 Hoescht染 色 に 使 用
さ れ る 細 胞 に つ い て は 8ウ ェ ル チ ャ ン バ ー 培 養 ス ラ イ ド (Falcon社 )に お い て 、 そ し て フ ロ
ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 分 析 さ れ る 細 胞 に つ い て は 6ウ ェ ル プ レ ー ト に お い て 培 養 し た 。
こ れ ら の 細 胞 を 、 10％ FBSを 補 充 し た が 、 ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 欠 い た MEM培
地 で 、 集 密 度 70～ 80％ ま で 培 養 し た 。 8ウ ェ ル 培 養 ス ラ イ ド の 1個 の ウ ェ ル に 十 分 な ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン 培 地 は 、 無 血 清 MEMの 22μ l中 に プ ラ ス ミ ド DNA 0.425μ gを 希 釈 し 、 及 び こ
の 混 合 物 を 室 温 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 調 製 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン 試 薬 LipofectAMINE(Gibco, BRL社 )0.85μ lを 、 無 血 清 MEMの 22μ l中 に 希 釈 し 、 及 び 室
温 で 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 5分 後 、 LipofectAMINE混 合 物 を 、 こ の DNA混 合 物 に 添
加 し 、 室 温 で 30～ 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 を 、
無 血 清 MEMで 1回 洗 浄 し 、 そ の 後 MEMの 44μ lを ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 培 地 へ 添 加 し 、 そ し て
こ れ を 細 胞 に 積 層 し た 。 こ れ ら の 細 胞 を 、 増 殖 チ ャ ン バ ー へ 戻 し 4時 間 放 置 し た 。 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 MEM 88μ l＋ 20％ FBSを 、 細 胞 へ 添 加 し た 。 そ の 後 細 胞 を 、 更 に 44時 間 培
養 し 、 そ の 後 Hoescht 33258に よ り 先 に 説 明 さ れ た よ う に 染 色 し た 。 別 の 実 験 セ ッ ト に お
い て 、 8-ウ ェ ル 培 養 ス ラ イ ド 中 の RKO又 は RKO-E6細 胞 を 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 、 ア ク
チ ノ マ イ シ ン D 0.25μ g/mlで 24時 間 処 理 し 、 そ し て そ の 後 Hoeschtで 20時 間 染 色 し た 。 6-
ウ ェ ル プ レ ー ト に お い て 実 施 し た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 全 て の 試 薬 を 4.81倍 に 増 加 し
た 以 外 は 、 同 じ 方 法 で 行 っ た 。 6ウ ェ ル プ レ ー ト に お い て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た RKO細
胞 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 48時 間 で 収 集 し 、 下 記 の よ う に フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ
り 分 析 す る た め に 固 定 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】

　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 は 、 pHM6-LacZ-ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 を 5-ブ ロ モ
-4-ク ロ ロ -3-イ ン ド リ ル -β -D-ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド (X-GAL)に よ り 染 色 す る こ と に よ り 決
定 し た 。 青 色 染 色 さ れ た 細 胞 は 、 LacZ-発 現 し て い る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 で
あ り 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 は 、 細 胞 総 数 で 除 算 し た 青 色 染 色 さ れ た 細 胞 の 数 と し て
計 算 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 48時 間 染 色 し た
。 こ れ ら の 細 胞 を 、 PBSで 2回 洗 浄 し 、 そ の 後 0.5％ グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド ／ PBSに よ り 室 温 で
10分 間 固 定 し た 。 こ れ ら の 細 胞 を 、 1mM MgCl 2 /PBSで 3回 洗 浄 し 、 そ の 後 染 色 液 [PBS中 の 5m
M K 4 Fe(CN) 6 ・ 3H 2 O、 5mM K 3 Fe(CN) 6 、 1mM MgCl 2 、 0.1％ X-GAL]と 共 に 、 青 色 染 色 さ れ た 細
胞 が 出 現 す る ま で 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】

　 核 断 片 化 及 び 凝 縮 を 基 に ア ポ ト ー シ ス 細 胞 を 同 定 す る た め に 、 核 染 色 用 Hoeschtを 使 用
し 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た RKO及 び RKO-E6細 胞 の 核 を 標 識 し た 。 無 水 メ タ ノ ー ル 及
び 氷 酢 酸 の 3:1混 合 物 か ら な る 固 定 液 を 、 使 用 直 前 に 調 製 し た 。 等 量 の 固 定 液 を 、 培 養 ス
ラ イ ド 上 の 増 殖 し て い る 細 胞 の 培 地 に 添 加 し 、 2分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 培 地 ／ 固
定 液 混 合 物 を 、 細 胞 か ら 除 去 及 び 廃 棄 し 、 そ し て 固 定 液 1mlを 、 細 胞 へ 添 加 し た 。 5分 後 、
固 定 液 を 廃 棄 し 、 そ し て 新 鮮 な 固 定 液 1mlを 、 細 胞 に 添 加 し 、 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し
た 。 固 定 液 を 廃 棄 し 、 細 胞 を 4分 間 風 乾 し 、 そ の 後 Hoescht染 色 液 (PBS中 の 0.5μ g/ml Hoes
cht 33258)1mlを 添 加 し た 。 暗 所 で 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 染 色 液 を 廃 棄 し 、
こ の ス ラ イ ド を 、 脱 イ オ ン 水 で 1分 間 3回 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 McIlvaine's緩 衝 液 (0.021Mク
エ ン 酸 、 0.058M Na 2 HPO 4 ・ 7H 2 O； pH5.6)1mlを 、 細 胞 へ 添 加 し 、 暗 所 で 20分 間 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン し た 。 緩 衝 液 を 廃 棄 し 、 細 胞 を 暗 所 で 5分 間 風 乾 し 、 培 養 ス ラ イ ド の ウ ェ ル を 仕
切 っ て い る チ ャ ン バ ー を 取 り 外 し た 。 蛍 光 の た め の 数 滴 の Vectashieldマ ウ ン ト 培 地 (Vect
or Laboratories社 )を 、 ス ラ イ ド へ 添 加 し 、 カ バ ー ス リ ッ プ を か ぶ せ た 。 染 色 し た 細 胞 を
、 UVフ ィ ル タ ー を 使 用 し 、 蛍 光 顕 微 鏡 下 で 視 認 し た 。 明 色 に 染 色 さ れ た 細 胞 又 は 断 片 化 さ
れ た 核 を 、 ア ポ ト ー シ ス と し て ス コ ア 化 し た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
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　 ア ポ ト ー シ ス の 間 に 産 生 さ れ た DNA断 片 を 、 フ ル オ レ セ イ ン -FragELTM DNA断 片 化 検 出 キ
ッ ト (Oncogene Research Products社 )を 用 い 、 フ ル オ レ セ イ ン -標 識 さ れ た デ オ キ シ ヌ ク
レ オ チ ド で 標 識 し た 。 6ウ ェ ル 培 養 プ レ ー ト 内 で 様 々 な 構 築 体 に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン さ れ た 細 胞 を 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 48時 間 で ト リ プ シ ン 処 理 に よ り 収 集 し 、 そ し て
製 造 業 者 の 指 示 に 従 い 固 定 及 び 標 識 し た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 細 胞 を 、 1000xgで 5分 間 4℃ で
ペ レ ッ ト 化 し 、 及 び 一 回 PBS(8g/L NaCl、 0.2g/L KCl、 1.44g/L Na 2 HPO 4 、 及 び 0.24g/L KH

2 PO 4 )中 で 洗 浄 し た 。 細 胞 を 、 4％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ／ PBS中 で 再 懸 濁 し 、 室 温 で 10分 間 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 こ れ ら の 細 胞 を 、 再 度 ペ レ ッ ト 化 し 、 80％ エ タ ノ ー ル 1ml中 に 再
懸 濁 し 、 4℃ で 貯 蔵 し た 。 分 析 の 日 に 、 固 定 し た 細 胞 1ml(1x10 6 個 細 胞 /ml)を 、 微 量 遠 心 管
に 移 し 、 細 胞 を 、 1000xgで 5分 間 の 遠 心 分 離 に よ り ペ レ ッ ト 化 し た 。 ペ レ ッ ト 化 し た 細 胞
を 、 1xTBS(20mM Tris、 pH7.6、 140mM NaCl)200μ l中 に 再 懸 濁 し 、 及 び 室 温 で 10～ 15分 間
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 そ の 後 こ れ ら の 細 胞 を 、 再 度 ペ レ ッ ト 化 し 、 及 び 20μ g/mlプ ロ
テ ア ー ゼ K 100μ l中 に 再 懸 濁 し 、 室 温 で 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 こ れ ら の 細 胞 を
、 ペ レ ッ ト 化 し 、 及 び 1xTdT平 衡 化 緩 衝 液 100μ l中 に 再 懸 濁 し 、 室 温 で 10～ 30分 間 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 そ の 後 細 胞 を 、 遠 心 に よ り ペ レ ッ ト 化 し 、 TdT標 識 反 応 混 合 物 60μ l中
に 再 懸 濁 し 、 暗 所 で 1～ 1.5時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 細 胞 を
、 遠 心 に よ り ペ レ ッ ト 化 し 、 1xTBS 200μ lで 2回 洗 浄 し た 。 こ れ ら の 細 胞 を 、 最 終 容 量 0.5
mlの 1xTBS中 に 再 懸 濁 し 、 そ し て 488nmア ル ゴ ン イ オ ン レ ー ザ ー 給 源 を 備 え た フ ロ ー サ イ ト
メ ー タ ー に よ り 分 析 し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】

　 タ ン パ ク 質 を 、 細 胞 の PBSで 2回 の 洗 浄 、 そ の 後 の 温 SDSゲ ル -負 荷 用 緩 衝 液 (50mM Tris-H
Cl、 pH6.8、 100mMジ チ オ ス レ イ ト ー ル 、 2％ SDS、 0.1％ ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 、 及 び 10
％ グ リ セ ロ ー ル )の 150μ lの 添 加 に よ り 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 か ら ウ ェ ス タ
ン ブ ロ ッ ト の た め に 単 離 し た 。 細 胞 ラ イ ゼ ー ト を 、 微 量 遠 心 管 に 収 集 し 、 95℃ で 10分 間 加
熱 し 、 そ の 後 13,000xgで 10分 間 遠 心 し た 。 上 清 を 、 新 た な 微 量 遠 心 管 に 移 し 、 使 用 時 ま で
-20℃ で 貯 蔵 し た 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の た め に 、 総 タ ン パ ク 質 5μ g又 は 10μ gを 、 12％ SDSポ リ ア ク リ ル ア
ミ ド ゲ ル 上 で 分 離 し た 。 分 離 し た タ ン パ ク 質 を 、 二 フ ッ 化 ポ リ ビ ニ リ デ ン 膜 に 転 写 し た 。
そ の 後 こ の 膜 を 、 ブ ロ ッ ク 液 (PBS中 の 5％ ス キ ム ミ ル ク 粉 末 、 0.02％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム )で
1時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 PBS-T(PBS＋ 0.05％ Tween-20)中 で 15分 間 3回 洗 浄 し た 。 こ の
膜 を 、 PBS-T中 で 4℃ で 一 晩 貯 蔵 し た 。 翌 日 室 温 に 温 め た 後 、 膜 を 、 1μ g/mlポ リ ビ ニ ル ア
ル コ ー ル 中 で 30秒 間 ブ ロ ッ ク し た 。 こ の 膜 を 、 脱 イ オ ン 水 で 5回 洗 浄 し 、 そ の 後 PBS中 の 5
％ ミ ル ク 溶 液 で 、 30分 間 ブ ロ ッ ク し た 。 一 次 抗 体 を 、 PBS／ 0.025％ Tween-20中 の 5％ ミ ル
ク 溶 液 で 、 30分 間 ブ ロ ッ ク し 、 そ の 後 、 こ の 膜 と 一 緒 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 こ れ ら の 膜 を 、 p53を 認 識 す る 癌 遺 伝 子 由 来 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (Ab-6)、 又 は ニ ワ ト
リ に お い て 生 じ た ヒ ト eIF5A1の c-末 端 に 相 同 な 合 成 ペ プ チ ド (ア ミ ノ -CRLPEGDLGKEIEQKYD-
カ ル ボ キ シ )に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い ず れ か に よ り 、 ブ ロ ッ ト し た 。 p53に 対 す る
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 希 釈 0.1μ g/mlで 使 用 し 、 eIF5A1に 対 す る 抗 体 は 、 希 釈 1:1000で
使 用 し た 。 膜 を 、 60～ 90分 間 一 次 抗 体 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 PBS-Tで 15分 か け
て 3回 洗 浄 し た 。 次 に 二 次 抗 体 を 、 PBS/0.025％ Tween-20中 の 1％ ミ ル ク で 希 釈 し 、 そ し て 6
0～ 90分 間 膜 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 p53(Ab-6)を 一 次 抗 体 と し て 使 用 し た 場 合 、
使 用 し た 二 次 抗 体 は 1:1000に 希 釈 し た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 複 合 し た ヤ ギ 抗 -マ ウ ス I
gG(Rockland社 )で あ っ た 。 抗 -eIF5A1を 一 次 抗 体 と し て 使 用 し た 場 合 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
に 複 合 し た ウ サ ギ 抗 -ニ ワ ト リ IgY(Gallus Immunotech社 )を 、 希 釈 1:10000で 用 い た 。 二 次
抗 体 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 膜 を 、 PBS-Tで 3回 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 比 色 法 及 び 化 学 発 光 法 の ふ た つ の 検 出 法 を 用 い 、 こ れ ら の ブ ロ ッ ト を 発 色 し た 。 比 色 法
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は 、 p53(Ab-6)を 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 複 合 し た 二 次 抗 体 に 複 合 し て い る 一 次 抗 体 と
し て 使 用 し た 場 合 に の み 使 用 し た 。 結 合 し た 抗 体 は 、 0.33mg/mLニ ト ロ ブ ル ー テ ト ラ ゾ リ
ウ ム 、 0.165mg/mL 5-ブ ロ モ -4-ク ロ ロ -3-イ ン ド リ ル リ ン 酸 、 100mM NaCl、 5mM MgCl 2 、 及
び 100mM Tris-HCl(pH9.5)の 溶 液 中 の 暗 所 に お け る ブ ロ ッ ト の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り
可 視 化 し た 。 呈 色 反 応 は 、 ブ ロ ッ ト の PBS中 の 2mM EDTA中 で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り
停 止 し た 。 化 学 発 光 検 出 法 は 、 抗 -[HA]ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 及 び 抗 -eIF5A1を 含 む 、 全 て の 他
の 一 次 抗 体 に つ い て 使 用 し た 。 ECL Plusウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 検 出 キ ッ ト (Amersham Pharma
cia Biotech社 )を 使 用 し 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ -複 合 し た 結 合 し た 抗 体 を 検 出 し た 。 簡 単 に
述 べ る と 、 膜 を 、 乾 く ま で わ ず か に ふ き 取 り 、 そ の 後 試 薬 A及 び 試 薬 Bの 40:1混 合 物 と 暗 所
に お い て 5分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 膜 を 、 乾 く ま で ふ き 取 り 、 ア セ テ ー ト シ ー ト
の 間 に 配 置 し 、 X-線 フ ィ ル ム に 、 10秒 ～ 30分 間 の 変 動 す る 期 間 曝 露 し た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 図 39は 、 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 に RKO及 び RKO-E6細 胞 で 生 じ る ア ポ ト ー シ ス の
割 合 を 示 す グ ラ フ を 示 し て い る 。 RKO及 び RKO-E6細 胞 は 、 pHM6-LacZ又 は pHM6-eIF5A1に よ
り 、 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 24時 間 後 、 こ れ ら の 細 胞 を 、 0.25μ g/mlア ク チ
ノ マ イ シ ン D又 は 等 量 の メ タ ノ ー ル (対 照 )の い ず れ か に よ り 処 理 し た 。 こ れ ら の 細 胞 を 、 2
0時 間 後 Hoeschtで 染 色 し 、 蛍 光 顕 微 鏡 下 で 、 UVフ ィ ル タ ー を 用 い 、 目 視 し た 。 凝 縮 し た ク
ロ マ チ ン の た め に 明 る く 染 色 し た 細 胞 を 、 ア ポ ト ー シ ス 度 と し て ス コ ア 化 し た 。 前 記 実 験
は 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン Dで 処 理 し 且 つ pHM6-eIF5A1で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た RKO細 胞 は
、 ア ク チ ノ マ イ シ ン Dで 処 理 し な か っ た pHM6-LacZで ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 と 比 べ
て 、 ア ポ ト ー シ ス の 240％ の 増 加 を 示 し た こ と を 明 ら か に し た 。 ア ク チ ノ マ イ シ ン Dで 処 理
し 且 つ pHM6-eIF5A1で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た RKO-E6細 胞 は 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン Dで 処 理
し な か っ た pHM6-LacZで ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 に 対 し 、 ア ポ ト ー シ ス の 105％ の 増
加 を 示 し た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 図 40は 、 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 に RKO細 胞 で 生 じ る ア ポ ト ー シ ス の 割 合 を 示 す
グ ラ フ を 提 供 し て い る 。 RKO細 胞 は 、 pHM6-LacZ、 pHM6-eIF5A1、 pHM6-eIF5A2、 又 は pHM6-
切 断 型 eIF5A1に よ り 、 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 44時 間 後 、 こ れ ら の 細 胞 を 、
Hoeschtで 染 色 し 、 蛍 光 顕 微 鏡 下 で 、 UVフ ィ ル タ ー を 用 い 、 目 視 し た 。 凝 縮 し た ク ロ マ チ
ン の た め に 明 る く 染 色 し た 細 胞 を 、 ア ポ ト ー シ ス 度 と し て ス コ ア 化 し た 。 pHM6-eIF5A1で
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 は 、 pHM6-LacZで ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 対 照 細 胞 に 対
し て 、 ア ポ ト ー シ ス 度 の 25％ の 増 加 を 示 し た 。 こ の 増 加 は 、 pHM6-eIF5A2又 は pHM6-切 断 型
eIF5A1で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 に つ い て は 、 明 ら か で は な か っ た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 図 41は 、 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 に RKO細 胞 で 生 じ る ア ポ ト ー シ ス の 割 合 を 示 す
グ ラ フ を 提 供 し て い る 。 RKO細 胞 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し な い か 、 又 は pHM6-LacZも し
く は pHM6-eIF5A1に よ り 、 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 44時 間 後 、 こ れ ら の 細 胞
を 、 Hoeschtで 染 色 し 、 蛍 光 顕 微 鏡 下 で 、 UVフ ィ ル タ ー を 用 い 、 目 視 し た 。 凝 縮 し た ク ロ
マ チ ン の た め に 明 る く 染 色 し た 細 胞 を 、 ア ポ ト ー シ ス 度 と し て ス コ ア 化 し た 。 ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン 効 率 を 補 正 し た 後 、 pHM6-eIF5A1で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 の 60％ は
、 ア ポ ト ー シ ス で あ っ た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 図 42は 、 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 後 の 、 RKO細 胞 ア ポ ト ー シ ス の フ ロ ー サ
イ ト メ ト リ ー 分 析 を 提 供 し て い る 。 RKO細 胞 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し な い か 、 又 は pHM
6-LacZ、 pHM6-eIF5A1、 pHM6-eIF5A2、 も し く は pHM6-切 断 型 eIF5A1で 一 過 性 に ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン し た か の い ず れ か で あ っ た 。 48時 間 後 、 細 胞 を 収 集 し 、 そ し て 固 定 し た 。 ア ポ
ト ー シ ス を 反 映 し て い る 断 片 化 し た DNAを 、 フ ル オ レ セ イ ン -複 合 し た デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ
ド で 標 識 し 、 及 び 488nmア ル ゴ ン イ オ ン レ ー ザ ー 給 源 を 備 え た フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に お
い て 分 析 し た 。 ゲ ー ト Eに お い て 生 じ る 蛍 光 は 、 非 -ア ポ ト ー シ ス 細 胞 由 来 で あ り 、 ゲ ー ト
Fに お い て 生 じ る 蛍 光 は 、 ア ポ ト ー シ ス が 進 行 し て い る 細 胞 に 由 来 す る 。 こ の 表 は 、 各 ゲ
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ー ト ピ ー ク 下 面 積 を 基 に 計 算 さ れ た ア ポ ト ー シ ス が 進 行 し て い る 細 胞 の 割 合 を 示 し て い る
。 非 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 細 胞 に お け る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ア ポ ト ー シ ス 及 び ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン 効 率 に つ い て 補 正 後 、 pHM6-eIF5A1で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 の 80％ は
、 ア ポ ト ー シ ス を 示 し た 。 pHM6-LacZ、 pHM6-eIF5A2又 は pHM6-切 断 型 eIF5A1で ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 は 、 ア ポ ト ー シ ス の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル の み を 示 し た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 図 43は 、 0.25μ g/mlア ク チ ノ マ イ シ ン Dで 、 0、 3、 7、 24、 及 び 48時 間 処 理 し た RKO細 胞
か ら 抽 出 さ れ た タ ン パ ク 質 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 提 供 す る 。 総 タ ン パ ク 質 5μ g(抗 -eIF5
A1)又 は 10μ g(抗 -p53)を 、 12％ SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 で 分 離 し 、 そ し て 二 フ ッ 化
ポ リ ビ ニ リ デ ン 膜 に 転 写 し た 。 上 側 パ ネ ル は 、 一 次 抗 体 と し て 抗 -p53を 使 用 す る ウ ェ ス タ
ン ブ ロ ッ ト を 示 し て い る 。 中 央 パ ネ ル は 、 抗 -eIF5A1を 一 次 抗 体 と し て 使 用 す る ウ ェ ス タ
ン ブ ロ ッ ト を 示 し て い る 。 下 側 パ ネ ル は 、 等 量 の 負 荷 を 証 明 す る た め に 化 学 発 光 検 出 後 ク
マ シ ー ブ ル ー で 染 色 し た 抗 -eIF5A1ブ ロ ッ ト を 使 用 し た 膜 を 示 し て い る 。 p53及 び eIF5A1は
両 方 と も 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン D処 理 に よ り ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ６ ９ 】
【 図 １ 】 図 1は 、 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aの 3'末 端 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び こ れ
に 由 来 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 2は 、 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A cDNAの 5'末 端 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及
び こ れ に 由 来 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 3は 、 ラ ッ ト 黄 体 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A完 全 長 cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
示 す 。
【 図 ４ 】 図 4は 、 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 DHS cDNAの 3'末 端 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び こ
れ に 由 来 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 5は 、 ラ ッ ト 黄 体 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A cDNAの 完 全 長 ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の 、 ヒ ト eIF-5Aヌ ク レ オ チ ド 配 列 (寄 託 番 号 BC000751又 は NM_001970、 配 列 番 号 :3)と の ア
ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 6は 、 ラ ッ ト 黄 体 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A cDNAの 完 全 長 ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の 、 ヒ ト eIF-5Aヌ ク レ オ チ ド 配 列 (寄 託 番 号 NM-020390、 配 列 番 号 :4)と の ア ラ イ ン メ ン ト
を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 7は 、 ラ ッ ト 黄 体 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A cDNAの 完 全 長 ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の 、 マ ウ ス eIF-5Aヌ ク レ オ チ ド 配 列 (寄 託 番 号 BC003889)と の ア ラ イ ン メ ン ト を 示 す 。 マ ウ
ス ヌ ク レ オ チ ド 配 列 (寄 託 番 号 BC003889)は 、 配 列 番 号 :5で あ る 。
【 図 ８ 】 図 8は 、 ラ ッ ト 黄 体 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A由 来 の 完 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 の 、 ヒ
ト eIF-5A由 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 (寄 託 番 号 BCO000751又 は NM 001970)と の ア ラ イ ン メ ン ト で あ
る 。
【 図 ９ 】 図 9は 、 ラ ッ ト 黄 体 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A由 来 の 完 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 の 、 ヒ
ト eIF-5A由 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 (寄 託 番 号 NM 020390)と の ア ラ イ ン メ ン ト で あ る 。
【 図 １ ０ 】 図 10は 、 ラ ッ ト 黄 体 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A由 来 の 完 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 の
、 マ ウ ス eIF-5A由 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 (寄 託 番 号 BC003889)と の ア ラ イ ン メ ン ト で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 11は 、 ラ ッ ト 黄 体 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 DHS cDNAの 部 分 長 の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 の 、 ヒ ト DHSヌ ク レ オ チ ド 配 列 (寄 託 番 号 BC000333、 配 列 番 号 :8)と の ア ラ イ ン メ ン ト で
あ る 。
【 図 １ ２ 】 図 12は 、 ラ ッ ト 黄 体 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A cDNAの 制 限 地 図 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 図 13は 、 部 分 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 DHS cDNAの 制 限 地 図 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 図 14は 、 ラ ッ ト 黄 体 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A cDNAの 3 2 P-dCTP-標 識 さ れ た 3
'-末 端 に よ り プ ロ ー ビ ン グ さ れ た 総 RNAの ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト (図 14A)及 び 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染
色 し た ゲ ル (図 14B)で あ る 。
【 図 １ ５ 】 図 15は 、 ラ ッ ト 黄 体 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 DHS cDNAの 3 2 P-dCTP-標 識 さ れ た 3'-
末 端 に よ り プ ロ ー ビ ン グ さ れ た 総 RNAの ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト (図 15A)及 び 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色
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し た ゲ ル (図 15B)で あ る 。
【 図 １ ６ 】 図 16は 、 過 剰 排 卵 し た ラ ッ ト 黄 体 に お け る ア ポ ト ー シ ス の 程 度 を 、 PGF-2α の
注 射 後 に 試 験 し た DNAラ ダ ー 実 験 を 示 す 。
【 図 １ ７ 】 図 17は 、 ラ ッ ト の PGF-2α 処 置 後 の DNAラ ダ ー を 示 す 、 ア ポ ト ー シ ス 状 態 の ラ ッ
ト 黄 体 か ら 単 離 さ れ た ゲ ノ ム DNAの ア ガ ロ ー ス ゲ ル で あ る 。
【 図 １ ８ 】 図 18は 、 過 剰 排 卵 し た ラ ッ ト 黄 体 の 分 散 さ れ た 細 胞 に お け る ア ポ ト ー シ ス の 程
度 を 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン F-2α (PGF-2α )に 曝 露 さ れ る 前 に 、 ス ペ ル ミ ジ ン で 処 置 し た ラ
ッ ト に お い て 試 験 し た DNAラ ダ ー 実 験 を 示 す 。
【 図 １ ９ 】 図 19は 、 過 剰 排 卵 し た ラ ッ ト 黄 体 に お け る ア ポ ト ー シ ス の 程 度 を 、 ス ペ ル ミ ジ
ン 及 び ／ 又 は PGF-2α で 処 置 し た ラ ッ ト に お い て 試 験 し た DNAラ ダ ー 実 験 を 示 す 。
【 図 ２ ０ 】 図 20は 、 3 2 P-dCTP-標 識 さ れ た 部 分 長 ラ ッ ト 黄 体 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A c
DNAに よ り プ ロ ー ビ ン グ さ れ た ラ ッ ト ゲ ノ ム DNAの サ ザ ン ブ ロ ッ ト で あ る 。
【 図 ２ １ 】 図 21は 、 哺 乳 類 エ ピ ト ー プ タ グ 発 現 ベ ク タ ー pHM6を 示 す (Roche Molecular Bio
chemicals社 )。
【 図 ２ ２ 】 図 22は 、 ラ ッ ト 黄 体 ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 DHS cDNAの 3 2 P-dCTP-標 識 さ れ た 3'-
非 翻 訳 領 域 で プ ロ ー ビ ン グ さ れ た 血 清 の 除 去 に よ る ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 後 、 COS-7細 胞 か
ら 単 離 さ れ た 総 RNAの ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト (図 22A)及 び 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色 し た ゲ ル (図 22B)
を 示 す 。
【 図 ２ ３ 】 図 23は 、 COS-7細 胞 の 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 手 順 を 例 示 し て い る フ ロ
ー チ ャ ー ト で あ る 。
【 図 ２ ４ 】 図 24は 、 pHM6に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 の 、 COS-7細 胞 に お け る 前 記 タ ン
パ ク 質 の 一 過 性 発 現 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で あ る 。
【 図 ２ ５ 】 図 25は 、 COS-7細 胞 を セ ン ス 方 向 で 完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aを
含 む pHM6で 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 場 合 に 、 増 大 し た カ ス パ ー ゼ 活 性 に よ り 反 映
さ れ る 、 増 強 さ れ た ア ポ ト ー シ ス を 例 示 し て い る 。
【 図 ２ ６ 】 図 26は 、 COS-7細 胞 を 、 セ ン ス 方 向 に 完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A
を 含 む pHM6に よ り 、 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 場 合 に 、 増 大 し た DNA断 片 化 に よ
り 反 映 さ れ る 増 強 さ れ た ア ポ ト ー シ ス を 例 示 し て い る 。
【 図 ２ ７ 】 図 27は 、 COS-7細 胞 を 、 セ ン ス 方 向 に 完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A
を 含 む pHM6に よ り 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 場 合 に 、 増 大 し た 核 断 片 化 に よ り 反
映 さ れ る ア ポ ト ー シ ス の 検 出 を 例 示 し て い る 。
【 図 ２ ８ 】 図 28は 、 COS-7細 胞 を 、 セ ン ス 方 向 に 完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A
を 含 む pHM6に よ り 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 場 合 に 、 増 加 し た 核 断 片 化 に よ り 反
映 さ れ る 増 強 さ れ た ア ポ ト ー シ ス を 例 示 し て い る 。
【 図 ２ ９ 】 図 29は 、 COS-7細 胞 を 、 セ ン ス 方 向 に 完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A
を 含 む pHM6に よ り 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 場 合 に 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 曝 露
に よ り 反 映 さ れ た ア ポ ト ー シ ス の 検 出 を 例 示 し て い る 。
【 図 ３ ０ 】 図 30は 、 COS-7細 胞 を 、 セ ン ス 方 向 に 完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A
を 含 む pHM6に よ り 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 場 合 に 、 増 大 し た ホ ス フ ァ チ ジ ル セ
リ ン 曝 露 に よ り 反 映 さ れ る 増 強 さ れ た ア ポ ト ー シ ス を 例 示 し て い る 。
【 図 ３ １ 】 図 31は 、 COS-7細 胞 を 、 セ ン ス 方 向 に 完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A
を 含 む p11MGに よ り 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 場 合 に 、 増 大 し た 核 断 片 化 に よ り
反 映 さ れ た 増 強 さ れ た ア ポ ト ー シ ス を 例 示 し て い る 。
【 図 ３ ２ 】 図 32は 、 COS-7細 胞 を 、 セ ン ス 方 向 に 完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A
を 含 む pHM6で 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 場 合 に 、 増 強 さ れ た ア ポ ト ー シ ス を 例 示
し て い る 。
【 図 ３ ３ 】 図 33は 、 COS-7細 胞 を 、 セ ン ス 方 向 に 完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5A
を 含 む pHM6で 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 場 合 の 、 Bcl-2の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ
ン を 例 示 し て い る 。 図 Aは 、 ク マ シ ー ブ ル ー -染 色 し た タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト で あ り ； 図
Bは 、 対 応 す る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で あ る 。
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【 図 ３ ４ 】 図 34は 、 プ ロ ー ブ と し て Bcl-2を 使 用 す る 、 ア ン チ セ ン ス 方 向 に 完 全 長 ラ ッ ト
ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aを 含 む pHM6に よ り 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た COS-7細
胞 の 、 ク マ シ ー ブ ル ー -染 色 し た タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト 及 び 対 応 す る ウ ェ ス タ
ン ブ ロ ッ ト で あ る 。
【 図 ３ ５ 】 図 35は 、 プ ロ ー ブ と し て c-Mycを 使 用 す る 、 セ ン ス 方 向 に 完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト
ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aを 含 む pHM6に よ り 、 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た COS-7細 胞 の
ク マ シ ー ブ ル ー -染 色 さ れ た タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト 及 び 対 応 す る ウ ェ ス タ ン ブ
ロ ッ ト で あ る 。
【 図 ３ ６ 】 図 36は 、 p53が プ ロ ー ブ と し て 使 用 さ れ た 場 合 に 、 セ ン ス 方 向 に 完 全 長 ラ ッ ト
ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aを 含 む pHM6に よ り 、 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た COS-7
細 胞 の ク マ シ ー ブ ル ー -染 色 し た タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト 及 び 対 応 す る ウ ェ ス タ
ン ブ ロ ッ ト で あ る 。
【 図 ３ ７ Ａ 】 図 37は 、 抗 -[HA]-ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ プ ロ ー ブ を 使 用 す る 、 COS-7細 胞 に お け
る pHM6-完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aの 発 現 の ク マ シ ー ブ ル ー -染 色 し た タ ン
パ ク 質 ブ ロ ッ ト 及 び 対 応 す る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 並 び に p53
プ ロ ー ブ が 使 用 さ れ る 場 合 の 、 COS-7細 胞 に お け る pHM6-完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異
的 eIF-5Aの 発 現 の ク マ シ ー ブ ル ー -染 色 し た タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト 及 び 対 応 す る ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ ト で あ る 。
【 図 ３ ７ Ｂ 】

【 図 ３ ７ Ｃ 】

【 図 ３ ８ 】 図 38は 、 RKO細 胞 か ら 単 離 さ れ た ヒ ト eIF5A2の 、 ヒ ト eIF5A2の 配 列 (Genbank寄
託 番 号 XM 113401)と の ア ラ イ ン メ ン ト で あ る 。
【 図 ３ ９ 】 図 39は 、 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 の RKO及 び RKO-E6細 胞 に お い て 生 じ る
ア ポ ト ー シ ス の 割 合 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 RKO及 び RKO-E6細 胞 は 、 pHM6-LacZ又 は pHM6-eIF
5A1に よ り 、 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 RKO細 胞 は 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン Dで 処 理
し 、 そ し て pRM6-eIF5A1で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン Dで 処 理 し な か っ た
pHM6-LacZで ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 と 比 べ 、 ア ポ ト ー シ ス の 240％ の 増 加 を 示 し
た 。 RKO-E6細 胞 は 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン Dで 処 理 し 、 及 び pHM6-eIF5A1で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン し 、 こ れ は ア ク チ ノ マ イ シ ン Dで 処 理 し な か っ た pHM6-LacZで ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た
細 胞 と 比 べ 、 ア ポ ト ー シ ス の 105％ の 増 加 を 示 し た 。
【 図 ４ ０ 】 図 40は 、 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 の RKO細 胞 に お い て 生 じ る ア ポ ト ー シ
ス の 割 合 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 RKO細 胞 は 、 pHM6-LacZ、 pHM6-eIF5A1、 pHM6-eIF5A2、 又 は
pHM6-切 断 型 eIF5A1に よ り 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 pHM6-eIF5A1で ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン し た 細 胞 は 、 pHM6LacZで ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 対 照 細 胞 と 比 べ 、 ア ポ ト ー シ
ス の 25％ の 増 加 を 示 し た 。 こ の 増 加 は 、 pHM6-eIF5A2又 は pHM6-切 断 型 eIF5A1に よ り ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 で は 明 ら か で は な か っ た 。
【 図 ４ １ 】 図 41は 、 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 の RKO細 胞 に お い て 生 じ る ア ポ ト ー シ
ス の 割 合 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 RKO細 胞 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し な い か 、 又 は pHM6-La
cZも し く は pHM6-eIF5A1に よ り 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る か の い ず れ か で あ っ た
。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 の 補 正 後 、 pHM6-eIF5A1で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 の 6
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図 37は 、 抗 -[HA]-ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ プ ロ ー ブ を 使 用 す る 、 COS-7細 胞 に お け

る pHM6-完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aの 発 現 の ク マ シ ー ブ ル ー -染 色 し た タ ン
パ ク 質 ブ ロ ッ ト （ 図 ３ ７ Ａ ） 及 び 対 応 す る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト （ 図 ３ ７ Ｂ ） 、 並 び に p53
プ ロ ー ブ が 使 用 さ れ る 場 合 の 、 COS-7細 胞 に お け る pHM6-完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異
的 eIF-5Aの 発 現 の ク マ シ ー ブ ル ー -染 色 し た タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト 及 び 対 応 す る ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ ト （ 図 ３ ７ Ｃ ） で あ る 。

図 37は 、 抗 -[HA]-ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ プ ロ ー ブ を 使 用 す る 、 COS-7細 胞 に お け
る pHM6-完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異 的 eIF-5Aの 発 現 の ク マ シ ー ブ ル ー -染 色 し た タ ン
パ ク 質 ブ ロ ッ ト （ 図 ３ ７ Ａ ） 及 び 対 応 す る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト （ 図 ３ ７ Ｂ ） 、 並 び に p53
プ ロ ー ブ が 使 用 さ れ る 場 合 の 、 COS-7細 胞 に お け る pHM6-完 全 長 ラ ッ ト ア ポ ト ー シ ス -特 異
的 eIF-5Aの 発 現 の ク マ シ ー ブ ル ー -染 色 し た タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト 及 び 対 応 す る ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ ト （ 図 ３ ７ Ｃ ） で あ る 。

 



0％ は 、 ア ポ ト ー シ ス で あ っ た 。
【 図 ４ ２ Ａ 】 図 ４ ２ は 、 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 の RKO細 胞 ア ポ ト ー シ ス の フ ロ
ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 の 結 果 を 提 供 し て い る 。 RKO細 胞 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し な い
か 、 又 は pHM6-LacZ、 pHM6-eIF5A1、 pHM6-eIF5A2、 も し く は pHM6-切 断 型 eIF5A1に よ り 一 過
性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た か の い ず れ か で あ っ た 。
【 図 ４ ２ Ｂ 】

【 図 ４ ３ 】 図 43は 、 0.25μ g/mlア ク チ ノ マ イ シ ン Dで 、 0、 3、 7、 24、 及 び 48時 間 処 理 し た
RKO細 胞 か ら 抽 出 さ れ た タ ン パ ク 質 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 提 供 す る 。 上 側 パ ネ ル は 、 一
次 抗 体 と し て 抗 -p53を 使 用 す る 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 し て い る 。 中 央 パ ネ ル は 、 一 次
抗 体 と し て 抗 -eIF5A1を 使 用 す る 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 し て い る 。 下 側 パ ネ ル は 、 等
量 負 荷 を 明 ら か に す る た め の 、 化 学 発 光 検 出 後 の ク マ シ ー ブ ル ー で 染 色 し た 抗 -eIF5A1ブ
ロ ッ ト を 使 用 し た 膜 を 示 し て い る 。 p53及 び eIF5A1は 両 方 と も 、 ア ク チ ノ マ イ シ ン D処 理 に
よ り ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ た 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 図 面
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 図
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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Ａ

図 ４ ２ Ｂ の 表 は 、 各 ゲ ー ト ピ ー ク 下 面 積 を 基 に 計 算 さ れ た ア ポ ト ー シ ス を 受
け て い る 細 胞 の 割 合 を 示 す 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ な い 細 胞 の ア ポ ト ー シ ス を バ ッ ク
グ ラ ン ド と し ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 の 補 正 後 、 pHM6-eIF5A1で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
し た 細 胞 の 80％ は 、 ア ポ ト ー シ ス を 示 し た 。 pHM6-LacZ、 pHM6-eIF5A2又 は pHM6-切 断 型 eIF
5A1で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 は 、 単 に バ ッ ク グ ラ ン ド レ ベ ル の み を 示 し た 。
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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(48) JP 2005-524410 A5 2006.6.22



【 図 ３ ８ 】 【 図 ３ ９ 】

【 図 ４ ０ 】 【 図 ４ １ 】

(49) JP 2005-524410 A5 2006.6.22



【 図 ４ ２ Ａ 】

【 図 ４ ２ Ｂ 】

【 図 ４ ３ 】

(50) JP 2005-524410 A5 2006.6.22


	header
	written-amendment

