
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
テロメラーゼＲＮＡと会合するときテロメラーゼ触媒活性を有するポリペプチドをコード
する、単離された、合成の、実質的に純粋な、または組換えのポリヌクレオチドであって
：
（ａ）配列番号１に示される配列を有するポリヌクレオチド；または
（ｂ）該（ａ）に正確に相補的なポリヌクレオチドにストリンジェントな条件下でハイブ
リダイズするポリヌクレオチド；または
（ｃ）配列番号２に記載のアミノ酸配列、または該アミノ酸配列中に

置換、付加、または、欠失を含むアミノ酸配列を有するポリペプ
チドをコードするポリヌクレオチドである、
ポリヌクレオチド。
【請求項２】
配列番号１に示される配列の少なくとも１４の連続するヌクレオチドの対をポリヌクレオ
チドプライマーとして含む、配列番号１の部分を特異的に増幅するための組成物。
【請求項３】
配列番号１に示される配列の５０ヌクレオチドから３ｋｂを標識されたプローブとして含
む、配列番号１またはその相補物に特異的にハイブリダイズするための組成物。
【請求項４】
前記ポリヌクレオチドプライマーまたは標識されたプローブが１またはそれ以上の天然に
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存在しない合成ヌクレオチドを含む、請求項２または３に記載の組成物。
【請求項５】
配列番号２に記載のアミノ酸配列、または該アミノ酸配列中に

置換、付加、または、欠失を含むアミノ酸配列を有する組換えポリペプ
チドであって、テロメラーゼＲＮＡと会合した場合にテロメラーゼ触媒活性を有する組換
えポリペプチド。
【請求項６】
テロメラーゼＲＮＡ成分、および請求項５に記載のポリペプチドの組合せを含む組成物で
あって、ここで該組合せがテロメラーゼ触媒活性を有する、組成物。
【請求項７】
請求項１に記載の組換えポリヌクレオチドを含む細胞。
【請求項８】
請求項１に記載のポリヌクレオチドを発現するようにトランスフェクションされた、単離
されたヒト細
【請求項９】
筋肉細胞；肝細胞；神経細胞、膠星状細胞、神経膠；脂肪細胞；線維芽細胞；血管内皮細
胞；インスリン分泌細胞；上皮細胞；血液細胞、Ｔ細胞、Ｂ細胞、肥満細胞、好酸球、単
球；骨芽細胞；軟骨細胞；または成体幹細胞である、請求項８に記載の細胞。
【請求項１０】
単離された抗体であって、配列番号２の配列を有するタンパク質と特異的に結合する、抗
体。
【請求項１１】
試験化合物がヒトテロメラーゼ逆転写酵素（ｈＴＲＴ）活性のモジュレーターであるかど
うかを決定する方法であって、
　ａ）請求項５に記載のｈＴＲＴタンパク質 を含む組成物を提供
する工程；
　ｂ）該組成物中の該ｈＴＲＴタンパク質を該試験化合物と接触させる工程；および
　ｃ）該ｈＴＲＴタンパク質の逆転写酵素活性を測定する工程であって、該試験化合物の
非存在下での逆転写酵素活性と比較して、該試験化合物の存在下で測定された逆転写酵素
活性の変化が、該試験化合物がテロメラーゼ逆転写酵素活性を調節することの決定を提供
する、工程、
を包含する、方法。
【請求項１２】
テロメラーゼ触媒活性を有するタンパク質－ＲＮＡ複合体を調製する方法であって、
　ａ）請求項５に記載のポリペプチドを、テロメラーゼＲＮＡ成分と、該ポリペプチドお
よび該テロメラーゼＲＮＡ成分が会合してテロメラーゼ基質へのヌクレオチドの付加を触
媒するテロメラーゼ酵素を形成する条件下で接触させる工程；または
　ｂ）請求項１に記載のポリヌクレオチドを、テロメラーゼＲＮＡ成分もまた発現する細
胞中で発現させる工程、
のいずれかを包含する、方法。
【請求項１３】
サンプル中のヒトテロメラーゼ逆転写酵素（ｈＴＲＴ）をコードする核酸を検出する方法
であって：
　ａ）該サンプルを、配列番号１に示される配列の５０ヌクレオチドから３ｋｂを含むポ
リヌクレオチドプローブと組み合わせる工程であって、ここで該工程は該プローブが該サ
ンプル中の該ｈＴＲＴ核酸に特異的にハイブリダイズする条件下で行われる、工程；およ
び結果として形成された任意のハイブリッドを検出する工程；または
　ｂ）該サンプルを、配列番号１に示される配列の少なくとも１４ヌクレオチドを含むポ
リヌクレオチドプライマーと組み合わせる工程であって、ここで該工程は該プライマーが
該サンプル中の該ｈＴＲＴ核酸を特異的に増幅する条件下で行われる、工程；および結果
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として形成された任意の増幅産物を検出する工程；
のいずれかを包含し、
　ここで、該複合体または増幅産物の存在を、該生物学的サンプル中の該ｈＴＲＴ遺伝子
産物の存在と相関づける、方法。
【請求項１４】
生物学的サンプル中のｈＴＲＴポリペプチドを検出する方法であって、
ａ）該サンプルを、該ｈＴＲＴポリペプチドに特異的に結合する抗体と接触させて複合体
を形成する工程；および
ｂ）該複合体を検出する工程であって、該複合体の存在を、該生物学的サンプル中のｈＴ
ＲＴポリペプチドの存在と相関づける工程を包含し、
　ここで、該ｈＴＲＴポリペプチドが、請求項１に記載のポリヌクレオチドによりコード
される配列を有する、方法。
【請求項１５】
前記サンプルがガン細胞を含む、請求項１３または１４に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の分野】
本発明は、テロメラーゼの触媒サブユニットおよび関連するポリペプチドをコードする新
規な核酸に関する。特に、本発明は、ヒトのテロメラーゼ触媒サブユニットに関する。本
発明は、医学、分子生物学、化学、薬理学、ならびに医学的診断および予後の技術に関す
る方法および組成物を提供する。
【０００２】
【発明の背景】
以下の議論は、読者に本発明の分野を紹介することを意図する。
【０００３】
真核生物染色体の末端の完全な複製には特定の細胞成分が必要であると、長く認識されて
きた（ Watson、 1972、 Nature New Biol.、 239:197； Olovnikov、 1973、 J. Theor. Biol.
、 41:181）。従来の DNAポリメラーゼによる線状 DNA鎖の複製は、 RNAプライマーを必要と
し、そして５ '末端から３ '末端へのみ進行し得る。真核生物の染色体 DNA鎖の５ '最末端に
結合した RNAがはずれるとき、ギャップが挿入される。これは、複製が繰り返されるたび
に、娘鎖の連続的短鎖化を導く。テロメア（染色体の末端に物理的に位置しているタンパ
ク質－ DNA構造体）のこの短鎖化は、インビトロおよびインビボでの正常なヒトの体細胞
の細胞老化または加齢現象を説明すると考えられている（例えば、 Goldstein、 1990、 Sci
ence 249:1129； Martinら、 1979、 Lab. Invest. 23:86； Goldsteinら、 1969、 Proc. Natl
. Acad. Sci. USA、 64:155；および Schneiderおよび Mitsui, 1976, Proc. Natl. Acad. S
ci. USA, 73:3584を参照のこと )。
【０００４】
従って、テロメアの長さおよび完全性（ integrity）は、老化段階（すなわち、増殖能の
欠如）への細胞の進入と関係する。さらに、細胞がテロメアの長さを維持（または増大）
する能力によって、細胞が老化するのを免れる、すなわち細胞を不死化させる。
【０００５】
テロメアおよびテロメリック DNAの構造は、数多くの系において研究されてきた（例えば
、 Harleyおよび Villeponteau、 1995、 Curr.Opin.Genet.Dev. 5:249を参照のこと )。ほと
んどの生物において、テロメリック DNAは、タンデム（ tandem）配置の非常に単純な配列
からなる；ヒトおよび他の脊椎動物では、テロメリック DNAは、配列 TTAGGGが数百から数
千のタンデム反復からなる。細胞中でのテロメアの長さを決定および調節する方法は、 PC
T公開 WO 93/23572および WO 96/41016に記載されている。
【０００６】
テロメアの維持は、テロメラーゼとして知られるテロメアに特異的な DNAポリメラーゼの
機能である。テロメラーゼは、その RNA部分の一部をテロメア反復の DNA合成のための鋳型
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として用いるリボ核タンパク質（ RNP）である（ Morin、 1997, Eur. J. Cancer 33:750； Y
uら、 1990, Nature 344:126； Singerおよび Gottschling、 1994、 Science 266:404； Autex
ierおよび Greider、 1994, Genes Develop., 8:563； Gilleyら、 1995, Genes Develop., 9
:2214； McEachernおよび Blackburn、 1995, Nature 367:403； Blackburn、 1992, Ann. Rev
. Biochem., 61:113； Greider、 1996, Ann. Rev. Biochem., 65:337）。ヒトおよび他の
テロメラーゼの RNA成分は、クローン化および特徴付けされている（ PCT公開 WO 96/01835
および Fengら、 1995, Science 269:1236を参照のこと )。しかしながら、テロメラーゼの
タンパク質成分の特徴付けは困難であった。これは、テロメラーゼ RNP（これは、発現さ
れる細胞中で、極めて低レベルで存在する）の精製が困難であることが証明されたことが
一因である。例えば、高レベルのテロメラーゼ活性を発現すると知られているヒト細胞は
、１細胞当たりわずか約 100分子の酵素しか有しないと見積もられている。
【０００７】
テロメアおよびテロメラーゼと細胞の増殖能（すなわち、細胞が無限に分裂する能力）と
の関係に一致して、テロメラーゼ活性は、不死の細胞株および非常に多様なセットの腫瘍
組織中に検出されるが、正常な体細胞培養物または腫瘍に隣接する正常な組織中には検出
されない（すなわち、存在しないか、またはアッセイの閾を下回った）（米国特許第 5,62
9,154号；同第 5,489,508号；同第 5,648,215号；および同第 5,639,613号参照のこと；また
、 Morin、 1989, Cell 59:521； Shayおよび Bacchetti 1997, Eur. J. Cancer 33:787； Kim
ら、 1994, Science 266:2011； Counterら、 1992, EMBO J. 11:1921； Counterら、 1994, P
roc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91, 2900； Counterら、 1994, J. Virol. 68:3410も参照
のこと )。さらに、腫瘍中のテロメラーゼ活性のレベルと、患者の適切な臨床結果との相
関関係が報告されている（例えば、米国特許第 5,639,613号（前出）； Langfordら、 1997,
 Hum. Pathol. 28:416)。テロメラーゼ活性はまた、ヒトの生殖細胞、増殖中の幹細胞ま
たは始原細胞、および活性化されたリンパ球で検出されている。体細胞の幹細胞または始
原細胞、および活性化されたリンパ球では、テロメラーゼ活性は、典型的には、非常に低
いか、または一時的にのみ発現されるかのいづれかである（ Chiuら、 1996, Stem Cells 1
4:239； Bodnarら、 1996, Exp. Cell Res. 228:58； Taylorら、 1996, J. Invest. Dermato
logy 106:759を参照のこと )。
【０００８】
ヒトテロメラーゼは、細胞の増殖および老化に関連するヒトの疾患（例えば、ガン）の診
断および処置のための理想的な標的である。ヒトにおけるガンおよび他のテロメラーゼ関
連の疾患を診断および処置する方法は、米国特許第 5,489,508号、同第 5,639,613号および
同第 5,645,986号に記載されている。テロメラーゼをモニターすることにより、腫瘍の進
行を予想するための方法は、米国特許第 5,639,613号に記載されている。ヒトテロメラー
ゼの触媒タンパク質サブユニットの発見および特徴付けは、テロメラーゼ、ならびに疾患
の診断および治療のためのさらなる有用なアッセイを提供する。さらに、触媒タンパク質
サブユニットの一次配列のクローニングおよび決定は、ヒトのガンおよび細胞増殖能およ
び老化に関連した他の疾患のためのより効果的な治療を可能にする。
【０００９】
【発明の要旨】
本発明は、ヒトテロメラーゼ逆転写酵素 (hTRT)タンパク質、その変異体またはそのフラグ
メントの、単離された、実質的に純粋な、または組換えタンパク質調製物を提供する。
【００１０】
本発明は、 hTRTタンパク質の、単離された、実質的に純粋な、または組換えのタンパク質
調製物であって、該タンパク質が、図１７の hTRTタンパク質と少なくとも 75％の配列同一
性を有するアミノ酸配列、その変異体またはそのフラグメントを有することにより特徴づ
けられる、タンパク質調製物を提供する。
【００１１】
１つの実施態様において、上記 hTRTタンパク質は図１６の配列またはそのフラグメントを
有する。
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【００１２】
１つの実施態様において、上記 hTRTタンパク質、変異体またはフラグメントはテロメラー
ゼ触媒活性を有する。
【００１３】
１つの実施態様において、上記タンパク質、変異体またはフラグメントは、テロメラーゼ
触媒活性を有さない。
【００１４】
１つの実施態様において、上記タンパク質フラグメントは、少なくとも６アミノ酸残基を
含む。
【００１５】
本発明は、本発明の hTRTタンパク質および RNAを含む組成物を提供する。
【００１６】
この組成物の１つの実施態様において、上記 RNAはテロメラーゼ RNAである。
【００１７】
この組成物の１つの実施態様において、上記 RNAはヒトテロメラーゼ RNA(hTR)である。
【００１８】
この組成物の１つの実施態様において、上記 hTRTタンパク質および hTRは、テロメラーゼ
活性を有するリボ核タンパク質複合体を形成する。
【００１９】
この組成物の１つの実施態様において、上記 hTRTタンパク質は図１７に記載の配列を有す
る。
【００２０】
本発明は、 hTRTおよび hTRを含む、実質的に純粋なヒトテロメラーゼを提供する。
【００２１】
１つの実施態様において、このテロメラーゼは少なくとも約 95％の純度である。
【００２２】
１つの実施態様において、このヒトテロメラーゼは細胞から単離される。
【００２３】
本発明は、 hTRTタンパク質またはそのフラグメントをコードする核酸配列を含む、単離さ
れた、合成の、実質的に純粋な、または組換えのポリヌクレオチドを提供する。
【００２４】
本発明は、図１７に記載のアミノ酸配列、または該アミノ酸配列中の１またはそれ以上の
保存的置換を含む配列を有する hTRTタンパク質をコードするヌクレオチド配列を含む、単
離された、合成の、実質的に純粋な、または組換えのポリヌクレオチドを提供する。
【００２５】
このポリヌクレオチドの１つの実施態様において、上記 hTRTタンパク質は図１７に記載の
アミノ酸配列を有する。
【００２６】
本発明は、 hTRTタンパク質、フラグメントまたは変異体をコードする組換えポリヌクレオ
チドであって、該ポリヌクレオチドのヌクレオチド配列が、デフォルトパラメータを使用
する BLASTアルゴリズムを使用して図１６に記載のヌクレオチド配列と比較した場合、約 0
.5未満の最小合計確率 (smallest sum probability)を有する、組換えポリヌクレオチドを
提供する。
【００２７】
１つの実施態様において、このポリヌクレオチドは、ストリンジェントな条件下で、図１
６に記載の配列を有するポリヌクレオチドとハイブリダイズする。
【００２８】
１つの実施態様において、このポリペプチドは、上記 hTRTタンパク質をコードする配列に
、作動可能に連結したプロモーター配列を含む。
【００２９】
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ポリヌクレオチドの１つの実施態様において、上記プロモーターは天然に存在する hTRTプ
ロモーター以外のプロモーターである。
【００３０】
本発明は、本発明のポリヌクレオチドを含む発現ベクターを提供する。
【００３１】
本発明は、長さが少なくとも 10ヌクレオチドから３ kbであり、そして天然に存在する hTRT
遺伝子または hTRT mRNA中の連続配列と同一かまたは正確に相補的である少なくとも 10ヌ
クレオチドの連続配列を含む、単離された、合成の、実質的に純粋な、または組換えのポ
リヌクレオチドを提供する。
【００３２】
１つの実施態様において、上記ポリヌクレオチドは DNAである。
【００３３】
１つの実施態様において、上記ポリヌクレオチドは RNAである。
【００３４】
１つの実施態様において、上記ポリヌクレオチドは、１またはそれ以上の天然に存在しな
い合成ヌクレオチドを含む。
【００３５】
１つの実施態様において、上記ポリヌクレオチドは、天然に存在する hTRT遺伝子または hT
RT mRNA中の前記連続配列と同一である。
【００３６】
１つの実施態様において、上記ポリヌクレオチドは、天然に存在する hTRT遺伝子または hT
RT mRNA中の前記連続配列と正確に相補的である。
【００３７】
１つの実施態様において、上記ポリヌクレオチドは、アンチセンスポリヌクレオチドであ
る。
【００３８】
１つの実施態様において、このアンチセンスポリヌクレオチドは、少なくとも約 20ヌクレ
オチドを含む。
【００３９】
本発明は、本発明の組換えポリヌクレオチドを含む細胞を提供する。
【００４０】
１つの実施態様において、この細胞はヒト細胞である。
【００４１】
１つの実施態様において、この細胞は、増殖能以外は同一であるが前記組換えポリヌクレ
オチドを含まない細胞に対して増加した増殖能を有する。
【００４２】
１つの実施態様において、この細胞は、テロメラーゼ活性以外は同一であるが前記組換え
ポリヌクレオチドを含まない細胞に対して増加したテロメラーゼ活性レベルを有する。
【００４３】
１つの実施態様において、この細胞は不死である。
【００４４】
本発明は、 hTRTポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む非ヒト生物を提供する
。
【００４５】
この生物の１つの実施態様において、上記生物はマウス、酵母または細菌である。
【００４６】
本発明は、単離された抗体または組換え抗体、あるいはそのフラグメントであって、該抗
体またはフラグメントが hTRTタンパク質と特異的に結合する、抗体またはフラグメントを
提供する。
【００４７】
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１つの実施態様において、上記抗体は少なくとも約 108Ｍ - 1のアフィニティーで結合する
。
【００４８】
本発明は、本発明の抗体を分泌し得る細胞を提供する。
【００４９】
１つの実施態様において、この細胞はハイブリドーマである。
【００５０】
本発明は、本発明の抗体を含む組成物を提供する。
【００５１】
この組成物の１つの実施態様において、上記抗体はモノクローナル抗体である。
【００５２】
本発明は、化合物または処置が hTRTの活性または発現のモジュレーターであるかどうかを
決定する方法であって、該化合物または処置の施行後に、 hTRTタンパク質またはポリヌク
レオチドを含む細胞、動物、または組成物において、活性または発現の変化を検出する工
程を包含する方法を提供する。
【００５３】
本発明は、試験化合物がテロメラーゼ逆転写酵素活性のモジュレーターであるかどうかを
決定する方法を提供する。この方法は、以下の工程を包含する：
ａ） hTRTタンパク質を含む組成物を提供する工程；
ｂ）この hTRTタンパク質を上記試験化合物と接触させる工程；および
ｃ）この hTRTの活性を測定する工程であって、上記試験化合物の非存在下での hTRT活性と
比較して上記試験化合物の存在下で測定された hTRT活性の変化が、上記試験化合物がテロ
メラーゼ逆転写酵素活性を調節することの決定を提供する、工程。
【００５４】
この方法の１つの実施態様において、上記組成物は組換え hTRTタンパク質を含む細胞であ
る。
【００５５】
この方法の１つの実施態様において、上記組成物は hTRTタンパク質を含む非ヒト生物であ
る。
【００５６】
この方法の１つの実施態様において、上記 hTRTタンパク質はインビトロ発現の産物である
。
【００５７】
この方法の１つの実施態様において、上記 hTRT活性は、テロメラーゼの基質中へのヌクレ
オチド標識の組込みをモニターすることによって測定される。
【００５８】
この方法の１つの実施態様において、上記 hTRT活性は、拡張されたテロメラーゼ基質への
プローブのハイブリダイゼーションをモニターすることによって測定される。
【００５９】
この方法の１つの実施態様において、上記 hTRT活性は、拡張されたテロメラーゼ基質の増
幅をモニターすることによって測定される。
【００６０】
この方法の１つの実施態様において、上記 hTRT活性は、前記試験化合物に曝された細胞の
テロメア長をモニターすることによって測定される。
【００６１】
この方法の１つの実施態様において、上記 hTRT活性は、テロメラーゼが染色体に結合する
能力の喪失をモニターすることによって測定される。
【００６２】
本発明は、 hTRT活性を調節する化合物を同定する方法であって、 hTRTを該化合物と接触さ
せる工程、および該 hTRTの特性または活性の変化を測定する工程を包含し、ここで、統計
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的に有意な変化が、該化合物を hTRT活性を調節するものとして同定する方法を提供する。
【００６３】
本発明は、組換えテロメラーゼを調製する方法であって、組換え hTRTタンパク質とテロメ
ラーゼ RNA成分とを、該組換えタンパク質と該テロメラーゼ RNA成分が会合して、テロメラ
ーゼ基質へのヌクレオチドの付加を触媒し得るテロメラーゼ酵素を形成する条件下で接触
させる工程を包含する方法を提供する。
【００６４】
この方法の１つの実施態様において、上記 hTRTタンパク質は図１７に記載の配列を有する
。
【００６５】
この方法の１つの実施態様において、上記 hTRTタンパク質はインビトロ発現系において産
生される。
【００６６】
この方法の１つの実施態様において、テロメラーゼ RNAはインビトロ発現系において共発
現する。
【００６７】
この方法の１つの実施態様において、上記テロメラーゼ RNAは hTRである。
【００６８】
この方法の１つの実施態様において、上記テロメラーゼ RNAは hTRTと混合される。
【００６９】
この方法の１つの実施態様において、上記接触させる工程は細胞中で生じる。
【００７０】
この方法の１つの実施態様において、上記テロメラーゼ RNAは前記細胞により天然に発現
する。
【００７１】
この方法の１つの実施態様において、上記細胞は、前記接触させる工程の前には、テロメ
ラーゼ活性を発現しない。
【００７２】
この方法の１つの実施態様において、上記細胞は、前記接触させる工程の後に、テロメラ
ーゼ活性を発現する。
【００７３】
この方法の１つの実施態様において、上記細胞はヒト細胞である。
【００７４】
本発明は、サンプル中の hTRT遺伝子産物を検出する方法であって、
ａ）上記サンプルを、上記遺伝子産物に特異的に結合するプローブと接触させる工程であ
って、ここで、このプローブおよび上記遺伝子産物が複合体を形成する、工程、およびこ
の複合体を検出する工程；または
ｂ）上記生物学的サンプル中の上記遺伝子産物を特異的に増幅する工程であって、ここで
、上記遺伝子産物が核酸である、工程、およびこの増幅産物を検出する工程
を包含し、ここで、この複合体または増幅産物の存在を、上記生物学的サンプルにおける
上記 hTRT遺伝子産物の存在と相関づける、方法を提供する。
【００７５】
この方法の１つの実施態様において、上記遺伝子産物は RNAである。
【００７６】
この方法の１つの実施態様において、上記プローブは核酸である。
【００７７】
この方法の１つの実施態様において、上記遺伝子産物はポリペプチドである。
【００７８】
この方法の１つの実施態様において、上記プローブは抗体である。
【００７９】
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この方法の１つの実施態様において、上記サンプルはヒト由来である。
【００８０】
この方法の１つの実施態様において、上記サンプルは少なくとも１つの細胞を含む。
【００８１】
この方法の１つの実施態様において、上記接触させる工程または増幅させる工程はインタ
クトな細胞中で生じる。
【００８２】
この方法の１つの実施態様において、上記接触させる工程または増幅させる工程は細胞抽
出物中で生じる。
【００８３】
この方法の１つの実施態様において、上記細胞はヒト細胞である。
【００８４】
本発明は、ヒト細胞を含む生物学的サンプル中の少なくとも１つのテロメラーゼ陽性ヒト
細胞の存在を検出する方法であって、
ａ）上記サンプル中の hTRT遺伝子産物の量を測定する工程、
ｂ）この測定した量をテロメラーゼ陽性細胞を欠くサンプルに相関するコントロールと比
較する工程
を包含し、ここで、このコントロールと比較して、上記サンプルにおける上記 hTRT遺伝子
産物のより高いレベルの存在を、上記生物学的サンプルにおけるテロメラーゼ陽性細胞の
存在と相関づける、方法を提供する。
【００８５】
この方法の１つの実施態様において、上記テロメラーゼ陽性細胞はガン細胞である。
【００８６】
この方法の１つの実施態様において、上記テロメラーゼ陽性細胞は不死細胞である。
【００８７】
この方法の１つの実施態様において、上記テロメラーゼ陽性細胞は胎児細胞である。
【００８８】
本発明は、患者におけるテロメラーゼ関連状態を診断するための方法であって、　ａ）上
記患者から細胞または組織サンプルを得る工程；
ｂ）この細胞または組織中の hTRT遺伝子産物の量を測定する工程；および
ｃ）この細胞または組織中の hRTR遺伝子産物の量を、同じタイプの健常な細胞または組織
中の量と比較する工程
を包含する方法を提供し、ここで、上記患者由来のサンプル中の hTRT遺伝子産物の量と、
健常な細胞または組織中の量との差異が、テロメラーゼ関連状態の診断である。
【００８９】
この方法の１つの実施態様において、上記サンプル中の量は、前記健常細胞または組織中
の量より高く、そして前記テロメラーゼ関連状態はガンである。
【００９０】
本発明は、患者においてガンを診断する方法であって、この方法は以下の工程：
ａ）上記患者から生物学的サンプルを得る工程；および
ｂ）上記患者のサンプルにおいて hTRT遺伝子産物を検出する工程
を包含する方法を提供し、ここで、上記サンプルにおける hTRT遺伝子産物の検出を、ガン
の診断に相関づける。
【００９１】
本発明は、患者においてガンを診断する方法であって、この方法は以下の工程：
ａ）患者のサンプルを得る工程；
ｂ）上記患者のサンプル中の hTRT遺伝子産物の量を測定する工程；および
ｃ） hTRT遺伝子産物の量を正常値と比較する工程
を包含する方法を提供し、ここで、この正常値より高い、患者における上記 hTRT遺伝子産
物の量が、ガンの診断である。
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【００９２】
本発明は、患者においてガンを診断する方法であって、この方法は以下の工程：
ａ）少なくとも１つの細胞を含む患者サンプルを得る工程；
ｂ）上記サンプル中の細胞における hTRT遺伝子産物の量を測定する工程；および
ｃ）この細胞中の hTRT遺伝子産物の量を、この細胞の正常値と比較する工程
を包含する方法を提供し、ここで、この正常値より多い上記サンプル中の hTRT遺伝子産物
の量が、ガンの診断である。
【００９３】
この方法の１つの実施態様において、上記サンプルは少なくとも１つの悪性細胞を含む。
【００９４】
本発明は、ガン患者に予後を提供する方法であって、この方法は以下の工程：
ａ）上記患者から得たガン細胞中の hTRT遺伝子産物の量を測定する工程；および
ｂ）このガン細胞中の hTRTの量を、このガンの予後と一致する、１つのガン細胞あたりの
hTRTの予後値と比較する工程
を包含する方法を提供し、これによって、この予後値である、上記サンプル中の１細胞あ
たりの hTRの量が特定の予後を提供する。
【００９５】
本発明は、抗ガン処置が、患者におけるガン細胞の増殖能を減少させる能力をモニターす
る方法であって、
ａ）上記患者由来の少なくとも１つのガン細胞中の hTRT遺伝子産物の量の第１の測定を行
う工程；
ｂ）上記患者由来の少なくとも１つのガン細胞中の hTRT遺伝子産物のレベルの第２の測定
を行う工程であって、ここで、この抗ガン処置が該第２の測定の前に上記患者に施行され
る、工程；および
ｃ）この第１および第２の測定値を比較する工程であって、この第２の測定値における hT
RT遺伝子産物のより低いレベルを、抗ガン処置が上記患者におけるガン細胞の増殖能を減
少させる能力と相関づける、工程
を包含する方法を提供する。
【００９６】
本発明は、 hTRT遺伝子または遺伝子産物の検出のためのキットであって、 hTRT核酸または
その部分配列 (subsequence)、 hTRTポリペプチドまたはその部分配列、および抗 hTRT抗体
から選択される分子を含む容器を含む、キットを提供する。
【００９７】
１つの実施態様において、このキットは、 hTRT遺伝子または hTRT mRNAの部分を増幅する
ために使用され得る一対のプライマーを含む。
【００９８】
１つの実施態様において、このキットは、 hTRT mRNAに特異的にハイブリダイズし得るオ
リゴヌクレオチドプローブを含む。
【００９９】
本発明は、脊椎動物細胞中に組換え hTRTポリヌクレオチドを導入することによって、上記
脊椎動物細胞の増殖能を増大させるための方法であって、ここで、この配列がプロモータ
ーに作動可能に連結される方法を提供する。
【０１００】
この方法の１つの実施態様において、上記ポリヌクレオチドによりコードされる hTRTは、
テロメラーゼ触媒活性を有する。
【０１０１】
この方法の１つの実施態様において、上記 hTRTポリペプチドは、図１７に記載の配列を有
する。
【０１０２】
この方法の１つの実施態様において、上記細胞は哺乳動物細胞である。
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【０１０３】
この方法の１つの実施態様において、上記細胞はヒト細胞である。
【０１０４】
この方法の１つの実施態様において、上記細胞はヒト患者由来である。
【０１０５】
この方法の１つの実施態様において、上記細胞はインビトロで培養される。
【０１０６】
１つの実施態様において、この方法は、上記細胞をヒト患者に再導入する工程をさらに包
含する。
【０１０７】
この方法の１つの実施態様において、上記組換えポリヌクレオチドは、遺伝子治療ベクタ
ーを使用して患者の少なくとも１つの細胞に導入される。
【０１０８】
１つの実施態様において、この方法は、上記細胞に、プロモーターに作動可能に連結され
た、 hTRをコードする配列を含むポリヌクレオチドを導入する工程をさらに包含する。
【０１０９】
本発明は、脊椎動物細胞の増殖能を増大させる方法であって、上記細胞中に有効量の hTRT
ポリペプチドを導入する工程を包含する、方法を提供する。
【０１１０】
この方法の１つの実施態様において、上記 hTRTポリペプチドはテロメラーゼ触媒活性を有
する。
【０１１１】
本発明は、薬学的に受容可能なキャリア、ならびに hTRTポリペプチド、 hTRT抗体、 hTRTポ
リペプチドをコードするポリヌクレオチド、および hTRT核酸またはその部分配列から選択
される分子を含む、薬学組成物を提供する。
【０１１２】
本発明は、細胞内のテロメラーゼ活性レベルの上昇に関連する状態を治療する方法であっ
て、上記細胞中に、治療有効量の上記テロメラーゼ活性のインヒビターを導入する工程を
包含し、ここで、このインヒビターが hTRTポリペプチド、 hTRTに結合する抗体、または hT
RTポリヌクレオチドである、方法を提供する。
【０１１３】
この方法の１つの実施態様において、上記インヒビターは、図１６に記載の配列、または
その部分配列または変異体を含むポリペプチドである。
【０１１４】
この方法の１つの実施態様において、上記ポリペプチドは、非標準的なまたは誘導体化さ
れた残基を含む。
【０１１５】
この方法の１つの実施態様において、上記ポリペプチドは、内因性 hTRTの hTRへの結合を
阻害する。
【０１１６】
この方法の１つの実施態様において、前記細胞に前記インヒビターを導入する上記工程は
、前記 hTRTポリペプチドをコードするポリヌクレオチドまたは hTRTポリヌクレオチドで、
前記細胞または祖先を形質転換する工程を包含する。
【０１１７】
本発明は、 hTRTポリペプチドおよびアジュバントを含むワクチンを提供する。
【０１１８】
本発明は、 hTRT遺伝子を含むトランスジェニック非ヒト生物を提供する。
【０１１９】
本発明は、 hTRTタンパク質の配列またはその部分配列を含む融合タンパク質をコードする
ポリヌクレオチドを提供する。
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【０１２０】
本発明は、 hTRTプロモーター配列を含む組換えポリヌクレオチドを提供する。
【０１２１】
このポリヌクレオチドの１つの実施態様において、上記 hTRTプロモーター配列は、タンパ
ク質コード配列に作動可能に連結される。
【０１２２】
このポリヌクレオチドの１つの実施態様において、上記タンパク質コード配列は、 hTRT以
外のタンパク質をコードする。
【０１２３】
本発明は、より大きな核酸中に含まれている未知の配列の選択された核酸を単離するため
の方法であって、
（ａ）上記核酸を一対のオリゴヌクレオチドプライマーと、このプライマーが上記核酸中
の相補配列とハイブリダイズし、そしてこのプライマーの３ '末端へのヌクレオチドの付
加によって伸長して、上記核酸にハイブリダイズする伸長プライマーを形成するする条件
下で接触させて反応混合物を形成させる工程であって、ここで、この一対のオリゴヌクレ
オチドプライマーは、異なる配列のプライマーの混合物である少なくとも１つのプライマ
ーを含み、そして該プライマーのうち少なくとも１つは結合部分で標識されている、工程
；
（ｂ）工程 (ａ )において形成された反応混合物を加熱するかまたはそうでなければ処置し
て、上記核酸とハイブリダイズする伸長プライマーを変性させ、次いで上記接触させる工
程 (ａ )を繰り返す工程；
（ｃ）工程 (ｂ )を少なくとも１回から 10回繰り返す工程；
（ｄ）この反応混合物を固体支持体上に固定された薬剤と、二本鎖核酸が上記接触させる
工程の間変性しない条件下で接触させる工程であって、この薬剤は上記結合部分と特異的
に結合し、したがって上記結合部分を含む上記伸長プライマーに結合する、工程；
（ｅ）非特異的に結合した物質を該固体支持体から除去して、支持体に結合した核酸混合
物を調製する工程；
（ｆ）上記薬剤は該結合部分に結合したままであり、そして二本鎖核酸は変性されて一本
鎖核酸を形成する条件下で、上記支持体に結合した核酸混合物を加熱またはそうでなけれ
ば変性させる工程；および
（ｇ）加熱する工程 (ｅ )の後、上記支持体に結合していない任意の一本鎖核酸を単離する
工程
を包含する、方法を提供する。
【０１２４】
この方法の１つの実施態様において、本法は、工程 (ｇ )で単離された一本鎖核酸を使用す
る第２の増幅反応を行う工程をさらに包含する。
【０１２５】
この方法の１つの実施態様において、上記結合部分はビオチンであり、そして上記薬剤は
アビジンまたはアビジン化分子である。
【０１２６】
本発明は、ヒトテロメラーゼ逆転写酵素 (hTRT)タンパク質またはその変異体またはそれら
のフラグメントの、単離された、実質的に純粋な、または組換えタンパク質調製物を提供
する。
【０１２７】
本発明は、図１７に記載の hTRTタンパク質と少なくとも 75％の配列同一性を有するアミノ
酸配列またはその変異体またはそのフラグメントを有することによって特徴付けられる、
単離された、実質的に純粋な、または組換え hTRTタンパク質を提供する。
【０１２８】
１つの実施態様において、このタンパク質は図１７に記載の配列を有する。
【０１２９】
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本発明は、 hTRTタンパク質またはそのフラグメントをコードする核酸配列を含む、単離さ
れた、合成の、実質的に純粋な、または組換えポリヌクレオチドを提供する。
【０１３０】
１つの実施態様において、このポリヌクレオチドは図１６に記載された配列を有する。
【０１３１】
本発明は、 hTRT遺伝子配列または hTRT mRNAをアッセイまたはスクリーニングすることに
おいて、長さが少なくとも 10ヌクレオチドから 10kbであり、そして天然に存在する hTRT遺
伝子または hTRT mRNA中の連続配列と同一かまたは正確に相補的である少なくとも 10ヌク
レオチドの連続配列を含むポリヌクレオチドの使用を提供する。
【０１３２】
本発明は、組換え宿主細胞を調製することにおいて、長さが少なくとも 10ヌクレオチドか
ら 10kbであり、そして天然に存在する hTRT遺伝子または hTRT mRNA中の連続配列と同一か
または正確に相補的である少なくとも 10ヌクレオチドの連続配列を含むポリヌクレオチド
の使用を提供する。
【０１３３】
本発明は、本発明において規定されるポリヌクレオチドを含む細胞を提供する。
【０１３４】
本発明は、 hTRTタンパク質に特異的に結合する、抗体またはその結合フラグメントを提供
する。
【０１３５】
本発明は、化合物または処置が hTRTの活性または発現のモジュレーターであるかどうかを
決定する方法であって、上記化合物または処置の施行後に、 hTRT組換えタンパク質または
ポリヌクレオチドを含む細胞、動物、または組成物において、活性または発現の変化を検
出する工程を包含する、方法を提供する。
【０１３６】
本発明は、試験化合物が hTRT活性のモジュレーターであるかどうかを決定する方法を提供
し、この方法は以下の工程：
（ａ）本発明の hTRTタンパク質を上記試験化合物と接触させる工程；および
（ｂ）上記 hTRTタンパク質の活性を測定する工程であって、上記試験化合物の非存在下で
の hTRT活性と比較して上記試験化合物の存在下で測定された hTRT活性の変化が、該試験化
合物がテロメラーゼ逆転写酵素活性を調節することの決定を提供する、工程
を包含する。
【０１３７】
本発明は、組換えテロメラーゼを調製する方法を提供し、この方法は以下の工程：
本発明の組換え hTRTタンパク質とテロメラーゼ RNA成分とを、この組換えタンパク質とこ
のテロメラーゼ RNA成分が会合して、テロメラーゼ基質へのヌクレオチドの付加を触媒し
得るテロメラーゼ酵素を形成する条件下で接触させる工程を包含する。
【０１３８】
本発明は、サンプル中の hTRT遺伝子産物を検出する方法であって、
（ａ）上記サンプルを、上記遺伝子産物に特異的に結合するプローブと接触させる工程で
あって、ここで、このプローブおよび上記遺伝子産物が複合体を形成する、工程、および
この複合体を検出する工程；または
（ｂ）上記生物学的サンプル中の上記遺伝子産物を特異的に増幅する工程であって、ここ
で、上記遺伝子産物が核酸である、工程、およびこの増幅産物を検出する工程
を包含する方法を提供し、ここで、この複合体または増幅産物の存在を、上記生物学的サ
ンプル中の上記 hTRT遺伝子産物の存在と相関づける。
【０１３９】
本発明は、ヒト細胞を含む生物学的サンプル中の少なくとも１つのテロメラーゼ陽性ヒト
細胞の存在を検出する方法を提供し、この方法は以下の工程：
（ａ）上記サンプル中の hTRT遺伝子産物の量を測定する工程、
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（ｂ）この測定した量をテロメラーゼ陽性細胞を欠くサンプルに相関するコントロールと
比較する工程
を包含し、ここでこのコントロールと比較して、上記サンプル中の上記 hTRT遺伝子産物の
より高いレベルの存在を、上記生物学的サンプルにおけるテロメラーゼ陽性細胞の存在と
相関づける。
【０１４０】
本発明は、患者におけるテロメラーゼ関連状態を診断するための方法であって、　（ａ）
上記患者から細胞または組織サンプルを得る工程；
（ｂ）上記細胞または組織中の hTRT遺伝子産物の量を測定する工程；および
（ｃ）上記細胞または組織中の hTRT遺伝子産物の量を、同じタイプの健常な細胞または組
織中の量と比較する工程
を包含する方法を提供し、ここで、上記患者由来のサンプル中の hTRT遺伝子産物の量と、
健常な細胞または組織中の量との差異が、テロメラーゼ関連状態を診断する。
【０１４１】
本発明は、脊椎動物細胞における hTRTの発現を増大させることによる、インビトロでの該
脊椎動物細胞の増殖能を増大させるための方法を提供する。
【０１４２】
本発明は、脊椎動物細胞の増殖能が増大することにより特徴付けられる状態を処置するた
めの医薬の製造における、 hTRTの発現を増大させる薬剤の使用を提供する。
【０１４３】
この使用の１つの実施態様において、上記医薬は、老化の影響を阻害するためである。
【０１４４】
本発明は、受容可能なキャリア、ならびに本発明の hTRTタンパク質、変異体またはフラグ
メント、本発明の hTRT抗体または結合フラグメント、本発明で規定される hTRTタンパク質
、変異体またはフラグメントをコードするポリヌクレオチド、あるいは hTRTタンパク質を
コードする核酸またはその部分配列を含む、薬学組成物を提供する。
【０１４５】
本発明は、ヒト細胞内のテロメラーゼ活性レベルの上昇に関連する状態を処置するための
医薬の製造における、テロメラーゼ活性のインヒビターの使用を提供する。
【０１４６】
１つの実施態様において、タンパク質、変異体またはフラグメントは、薬物として使用す
る。
【０１４７】
１つの実施態様において、タンパク質、変異体またはフラグメントは、医薬の製造におい
て使用される。
【０１４８】
１つの実施態様において、タンパク質、変異体またはフラグメントは、老化またはガンの
影響を阻害するための医薬の製造において使用される。
【０１４９】
１つの実施態様において、ポリヌクレオチドまたはフラグメントは、薬物として使用され
る。
【０１５０】
１つの実施態様において、ポリヌクレオチドまたはフラグメントは、医薬の製造において
使用される。
【０１５１】
１つの実施態様において、ポリヌクレオチドまたはフラグメントは、老化またはガンの影
響を阻害するための医薬の製造において使用される。
【０１５２】
本発明は、（ａ）図１６に記載される配列を有する DNA；
（ｂ）この DNAにハイブリダイズし、そして hTRTタンパク質または変異体をコードする少
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なくとも 10ヌクレオチドのポリヌクレオチド；
（ｃ）遺伝コードの結果として、 (ａ )および (ｂ )に規定される DNA配列に縮重し、そして h
TRTポリペプチドまたは変異体をコードする DNA配列
から選択されるポリヌクレオチドを提供する。
【０１５３】
本発明は、テロメラーゼ逆転写酵素タンパク質またはその変異体、あるいはそれらのフラ
グメントの単離されたタンパク質調製物、実質的に純粋なタンパク質調製物、または組換
えタンパク質調製物を提供する。１つの実施態様において、このタンパク質は、以下のア
ミノ酸配列を有する定義されたモチーフを有することにより特徴付けられる：
Trp-R1 -X7 -R1 -R1 -R2 -X-Phe-Phe-Tyr-X-Thr-Glu-X8 ～ 9 -R3 -R3 -Arg-R4 -X2 -Trp
ここで、Ｘは任意のアミノ酸でありかつ下付き文字は連続する残基の数をいい、 R1はロイ
シンまたはイソロイシンであり、 R2はグルタミンまたはアルギニンであり、 R3はフェニル
アラニンまたはチロシンであり、そして R4はリジンまたはヒスチジンである。１つの実施
態様において、このタンパク質は、ヒト TRTの配列を有する。他の実施態様において、本
発明は、このようなタンパク質の部分配列と実質的な配列同一性を有するペプチドおよび
ポリペプチドに関する。
【０１５４】
関連する実施態様において、本発明は、テロメラーゼ逆転写酵素タンパク質をコードする
、単離された核酸、実質的に純粋な核酸、または組換え核酸を提供する。１つの実施態様
において、この核酸は、以下のアミノ酸配列を含むタンパク質をコードする：
Trp-R1 -X7 -R1 -R1 -R2 -X-Phe-Phe-Tyr-X-Thr-Glu-X8 ～ 9 -R3 -R3 -Arg-R4 -X2 -Trp
。
別の実施態様において、この核酸はヒト TRTタンパク質をコードする配列を有する。他の
実施態様において、本発明は、このような核酸の部分配列と実質的な配列同一性または相
補性を共有するオリゴヌクレオチドおよびポリヌクレオチドに関する。
【０１５５】
１つの実施態様において、本発明は、ヒトテロメラーゼ逆転写酵素（ hTRT）タンパク質に
関する。従って、１つの実施態様において、本発明は、 hTRTタンパク質またはその変異体
、あるいはそれらのフラグメントの、単離されたタンパク質調製物、実質的に純粋なタン
パク質調製物、または組換えタンパク質調製物を提供する。１つの実施態様において、こ
のタンパク質は、図 17の hTRTタンパク質（配列番号２）またはその変異体、あるいはそれ
らのフラグメントと少なくとも約 75％または少なくとも約 80％の配列同一性を有するアミ
ノ酸配列を有することにより特徴付けられる。関連する局面において、 hTRTタンパク質は
、配列番号２の配列を有する。いくつかの実施態様において、タンパク質は、１つ以上の
テロメラーゼ活性（例えば、触媒活性）を有する。１つの実施態様において、 hTRTタンパ
ク質のフラグメントは、少なくとも６つのアミノ酸残基を有する。
【０１５６】
本発明はまた、 hTRTタンパク質および RNAを含む組成物を提供する。 RNAは、テロメラーゼ
RNA（例えば、ヒトテロメラーゼ RNA）であり得る。１つの実施態様において、 hTRTタンパ
ク質およびヒトテロメラーゼ RNA（ hTR）は、テロメラーゼ活性を有するリボ核タンパク質
複合体に由来する。
【０１５７】
１つの実施態様において、本発明は、 hTRTタンパク質を含む単離されたヒトテロメラーゼ
（例えば、 hTRTタンパク質を含み、そして hTRを含む、実質的に純粋なヒトテロメラーゼ
）を提供する。１つの実施態様において、テロメラーゼは、少なくとも約 95％純粋である
。テロメラーゼは、細胞（例えば、組換え宿主細胞またはテロメラーゼ活性を発現する細
胞）から単離され得る。
【０１５８】
別の局面において、本発明は、 hTRTタンパク質をコードする核酸配列を含む、単離された
ポリヌクレオチド、合成のポリヌクレオチド、実質的に純粋なポリヌクレオチド、または
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組換えポリヌクレオチドを提供する。１つの実施態様において、このポリヌクレオチドは
、図 17（配列番号２）に示すアミノ酸配列を有する hTRTタンパク質をコードするヌクレオ
チド配列、あるいはこのアミノ酸配列中に１つ以上の保存的アミノ酸（またはコドン）置
換、または１つ以上の活性を変化させるアミノ酸（またはコドン）置換を含む配列を有す
る。関連する局面において、このポリヌクレオチドは、図 16（配列番号１）に示す配列を
有するポリヌクレオチドにストリンジェントな条件下でハイブリダイズする。別の関連す
る局面において、このポリヌクレオチドのヌクレオチド配列は、デフォルトパラメーター
を有する BLASTアルゴリズムを用いて図 16（配列番号１）に示すヌクレオチド配列と比較
した場合、約 0.5未満の最小合計確率を有する。
【０１５９】
別の局面において、本発明は、 hTRTタンパク質をコードする配列に作動可能に連結された
プロモーター配列を有するポリヌクレオチドを提供する。このプロモーターは、天然に存
在する hTRTプロモーター以外のプロモーターであり得る。関連する局面において、本発明
は、 hTRTのプロモーターを含む発現ベクターを提供する。
【０１６０】
本発明はまた、少なくとも 10ヌクレオチドの長さであり、そして天然に存在する hTRT遺伝
子または hTRT mRNA中の連続する配列に同一であるかまたは正確に相補的である少なくと
も 10ヌクレオチドの連続する配列を含む、単離されたポリヌクレオチド、合成のポリヌク
レオチド、実質的に純粋なポリヌクレオチド、または組換えポリヌクレオチドを提供する
。いくつかの実施態様において、このポリヌクレオチドは、 RNA、 DNAであるか、または１
つ以上の天然に存在しない合成ヌクレオチドを含む。１つの局面において、このポリヌク
レオチドは、天然に存在する hTRT遺伝子または hTRT mRNA中の少なくとも 10の連続するヌ
クレオチドの連続する配列に同一であるかまたは正確に相補的である。例えば、このポリ
ヌクレオチドは、アンチセンスポリヌクレオチドであり得る。１つの実施態様において、
アンチセンスポリヌクレオチドは、少なくとも約 20ヌクレオチドを含む。
【０１６１】
本発明は、組換えタンパク質とテロメラーゼ RNA成分とが会合して、テロメラーゼ基質へ
のヌクレオチドの添加を触媒し得るテロメラーゼ酵素を形成するような条件下で、この組
換え hTRTタンパク質とこのテロメラーゼ RNA成分とを接触させることにより、組換えテロ
メラーゼを調製する方法をさらに提供する。１つの実施態様において、 hTRTタンパク質は
、図 17（配列番号２）に示す配列を有する。 hTRTタンパク質は、インビトロ発現系で産生
され得、そしてテロメラーゼ RNAと混合され得るか、または別の実施態様において、テロ
メラーゼ RNAはインビトロ発現系で同時に発現され得る。１つの実施態様において、テロ
メラーゼ RNAは hTRである。別の実施態様において、接触は、ヒト細胞のような細胞中で生
じる。１つの実施態様において、細胞は、 hTRTと RNAとの接触、またはトランスフェクシ
ョンによるような hTRTポリヌクレオチドの導入の前にはテロメラーゼ活性を有さない。１
つの実施態様において、テロメラーゼ RNAはこの細胞によって天然に発現される。
【０１６２】
本発明はまた、本発明の組換えポリヌクレオチド（例えば、プロモーターを作動可能に連
結した hTRTタンパク質コード配列を有するポリヌクレオチド）を含む細胞（例えば、ヒト
、マウス、または酵母の細胞）を提供する。特定の局面において、細胞は、哺乳動物（例
えば、ヒト）由来の細胞のような脊椎動物細胞であり、そして組換えポリヌクレオチドを
含まないこと以外は同一である細胞と比較して増加した増殖能力を有するか、または組換
えポリヌクレオチドを含まないこと以外は同一である細胞と比較して増加したテロメラー
ゼ活性レベルを有する。いくつかの実施態様において、細胞は不死である。
【０１６３】
関連する実施態様において、本発明は、ヒトテロメラーゼ逆転写酵素ポリペプチドをコー
ドするポリヌクレオチドを含む生物および細胞（例えば、酵母、植物、細菌、または非ヒ
ト動物（例えば、マウス）のようなトランスジェニック非ヒト生物）を提供する。本発明
はまた、 hTRT遺伝子が欠失している（ノックアウトの）、またはこの遺伝子が天然に存在
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する hTRT遺伝子産物を発現しないように変異したトランスジェニック動物および細胞を提
供する。従って、別の実施態様において、トランスジェニック非ヒト動物は、変異したテ
ロメラーゼ遺伝子を有し、テロメラーゼ活性を欠損した動物であり、 TRT欠損が、野生型 T
RTと比較して減少したレベルのテロメラーゼ活性を有する TRTをコードする変異した遺伝
子の結果である動物であり、そしてミスセンス変異、ナンセンス変異、挿入、または欠失
を含む１つ以上の変異を有する変異した TRT遺伝子を有する動物である。
【０１６４】
本発明はまた、 hTRTタンパク質に特異的に結合する、単離された抗体または組換え抗体、
あるいはそのフラグメントを提供する。１つの実施態様において、抗体は、少なくとも約
108Ｍ - 1の親和性で結合する。抗体は、モノクローナルであり得るか、またはポリクロー
ナル抗血清のようなポリクローナル組成物であり得る。関連する局面において、本発明は
、ハイブリドーマのような、抗体を分泌し得る細胞を提供する。
【０１６５】
本発明はまた、化合物または処置が、テロメラーゼ逆転写酵素活性または hTRT発現のモジ
ュレーターであるか否かを決定するための方法を提供する。この方法は、化合物の投与ま
たは処置の後に、 hTRTタンパク質またはポリヌクレオチドを含む、細胞、動物、または組
成物中の活性または発現における変化を検出またはモニタリングする工程を包含する。１
つの実施態様において、この方法は、以下の工程を含む： TRT組成物を提供する工程、 TRT
を試験化合物と接触させる工程、および TRTの活性を測定する工程。ここで、試験化合物
の存在下での TRT活性の変化は、その試験化合物が TRT活性を調節することの指標である。
特定の実施態様において、組成物は、 hTRTポリペプチドをコードする組換えポリヌクレオ
チドを含む、細胞、生物、トランスジェニック生物、または発現系のようなインビトロの
系である。従って、この方法の hTRTは、インビトロ発現の産物であり得る。種々の実施態
様において、テロメラーゼ活性または発現の検出は、 hTRT遺伝子産物の発生量の変化を検
出すること、テロメラーゼに対する基質へのヌクレオチド標識の取り込みをモニタリング
すること、伸長したテロメラーゼ基質へのプローブのハイブリダイゼーションをモニタリ
ングすること、伸長したテロメラーゼ基質の増幅をモニタリングすること、試験化合物に
曝された細胞のテロメア長をモニタリングすること、テロメラーゼの染色体への結合能力
の喪失をモニタリングすること、またはテロメア構造の蓄積または喪失を測定することに
より行われ得る。
【０１６６】
１つの局面において、本発明は、生物学的試料を遺伝子産物と特異的に結合するプローブ
と接触させ（ここで、プローブと遺伝子産物は複合体を形成する）、そして複合体を検出
する（ここで、複合体の存在は、生物学的試料中の hTRT遺伝子産物の存在に相関する）こ
とにより、生物学的試料中の hTRT遺伝子産物を検出する方法を提供する。遺伝子産物は、
RNA、 DNA、またはポリペプチドであり得る。検出のために使用され得るプローブの例とし
ては、核酸および抗体が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１６７】
１つの実施態様において、遺伝子産物は、遺伝子を増幅し、そして増幅産物を検出するこ
とにより検出される核酸である。ここで、複合体または増幅産物の存在は、生物学的試料
中の hTRT遺伝子産物の存在に相関する。
【０１６８】
１つの実施態様において、生物学的試料は、ヒト患者のような患者由来である。別の実施
態様において、生物学的試料は、ヒト細胞培養物のようなインビトロ細胞培養物に由来す
る少なくとも１つの細胞を含む。
【０１６９】
本発明はさらに、ヒト細胞を含む生物学的試料中の少なくとも１つの不死またはテロメラ
ーゼ陽性のヒト細胞の存在を検出する方法を提供する。この方法は、ヒト細胞を含む生物
学的試料を得る工程；および高レベルの hTRT遺伝子産物を有する細胞の試料中の存在を検
出する工程を含み、ここで高レベルの hTRT遺伝子産物を有する細胞の存在は、生物学的試
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料中の不死またはテロメラーゼ陽性の細胞の存在に相関する。
【０１７０】
本発明はまた、患者におけるテロメラーゼに関連する状態を診断するための方法を提供す
る。この方法は、患者から細胞または組織の試料を得る工程、細胞または組織中の hTRT遺
伝子産物の量を決定する工程；および細胞または組織中の hTRT遺伝子産物の量を、同じタ
イプの健康な細胞または組織中の量と比較する工程を含み、ここで、患者および健康な細
胞または組織由来の試料中の hTRT遺伝子産物との間の量の差異は、テロメラーゼに関連す
る状態を診断する。１つの実施態様において、テロメラーゼに関連する状態はガンであり
、そしてより多量の hTRT遺伝子産物が試料中に検出される。
【０１７１】
本発明はさらに、患者においてガンを診断する方法を提供する。この方法は、患者から生
物学的試料を得る工程、および患者の試料中の hTRT遺伝子産物を検出する工程を含み、こ
こで、試料中での hTRT遺伝子産物の検出は、ガンの診断に相関する。
【０１７２】
本発明はさらに、患者においてガンを診断する方法を提供する。この方法は、患者の試料
を得る工程、患者の試料中の hTRT遺伝子産物の量を決定する工程；および hTRT遺伝子産物
の量を正常値またはコントロール値と比較する工程を含み、ここで正常値またはコントロ
ール値よりも多い量の患者における hTRT遺伝子産物は、ガンを診断する。
【０１７３】
本発明はまた、患者においてガンを診断する方法を提供する。この方法は、少なくとも１
つの細胞を含む患者の試料を得る工程；試料中の細胞における hTRT遺伝子産物の量を決定
する工程；および細胞の hTRT遺伝子産物の量をこの細胞についての正常値と比較する工程
を含み、ここで、正常値よりも多量の hTRT遺伝子産物は、ガンを診断する。１つの実施態
様において、試料は、少なくとも１つの悪性細胞を含むと考えられる。
【０１７４】
本発明はまた、ガン患者を予測する（ prognose）ための方法を提供する。この方法は、患
者から得たガン細胞における hTRT遺伝子産物の量を決定する工程；およびガン細胞中の hT
RTの量をガンの予測と一致する hTRTの予測値と比較する工程を含み；ここで、予測値であ
る量の試料中の hTRTは、特定の予測を提供する。
【０１７５】
本発明はまた、患者においてガン細胞の増殖能を減少させるための抗ガン処置の能力をモ
ニタリングするための方法を提供する。この方法は、患者由来の少なくとも１つのガン細
胞における hTRT遺伝子産物の量を１回目に測定する工程、患者由来の少なくとも１つのガ
ン細胞の hTRT遺伝子産物のレベルを２回目に測定する工程（ここで、抗ガン処置は２回目
の測定の前に患者に投与される）；そして１回目と２回目の測定値を比較する工程（ここ
で、２回目の測定における hTRT遺伝子産物のより低いレベルは、患者においてガン細胞の
増殖能を減少させるための抗ガン処置の能力に相関する）を含む。
【０１７６】
本発明はまた、 hTRT遺伝子または遺伝子産物の検出のためのキットを提供する。１つの実
施態様において、キットは、 hTRT核酸またはその部分配列、 hTRTポリペプチドまたはその
部分配列、および抗 hTRT抗体から選択される分子を含有する容器を含む。
【０１７７】
本発明はまた、ヒト疾患の処置方法を提供する。１つの実施態様において、本発明は、哺
乳動物細胞のような脊椎動物細胞の増殖能を増大させるための方法を提供する。この方法
は、組換えポリヌクレオチドを細胞に導入する工程を含み、ここで、このポリヌクレオチ
ドは hTRTポリペプチドをコードする配列を含む。１つの実施態様において、 hTRTポリペプ
チドは、図 17に示されるような配列を有する。１つの実施態様において、配列は、プロモ
ーターに作動可能に連結される。１つの実施態様において、 hTRTは、テロメラーゼ触媒活
性を有する。１つの実施態様において、細胞は、ヒト患者中の細胞のようなヒトである。
別の実施態様において、細胞はインビトロで培養される。関連する実施態様において、細

10

20

30

40

50

(18) JP 3869092 B2 2007.1.17



胞はヒト患者中に導入される。
【０１７８】
本発明はさらに、ヒト疾患を処置するための方法を提供する。この方法は、患者中の少な
くとも１つの細胞に組換え hTRTポリヌクレオチドを導入する工程を含む。１つの実施態様
において、遺伝子治療ベクターが使用される。関連する実施態様において、この方法はさ
らに、 hTRをコードする配列を含むポリヌクレオチド（例えば、プロモーターに作動可能
に連結された hTRポリヌクレオチド）を細胞に導入する工程を含む。
【０１７９】
本発明はまた、脊椎動物細胞の増殖能を増大させるための方法を提供する。この方法は、
細胞に有効量の hTRTポリペプチドを導入する工程を包含する。１つの実施態様において、
hTRTポリペプチドは、テロメラーゼ触媒活性を有する。本発明はさらに、増大した増殖能
を有する細胞および細胞の子孫を提供する。
【０１８０】
本発明はまた、細胞内で上昇したレベルのテロメラーゼ活性に関連する状態を処置するた
めの方法を提供する。この方法は、この細胞にこのテロメラーゼ活性のインヒビターの治
療的有効量を導入する工程を含み、ここで、このインヒビターは、 hTRTポリペプチドまた
は hTRTポリヌクレオチドである。１つの実施態様において、インヒビターは、例えば、図
16、 17、または 20に示される配列の少なくとも１つの部分配列を含むポリペプチドまたは
ポリヌクレオチドである。さらなる実施態様において、ポリペプチドまたはポリヌクレオ
チドは、テロメラーゼ RNAへの内在性 TRTの結合のような、 TRT活性を阻害する。
【０１８１】
本発明はまた、 hTRTポリペプチドおよびアジュバントを含むワクチンを提供する。本発明
はまた、薬学的に受容可能なキャリアおよび以下から選択される分子を含む薬理学的組成
物を提供する： hTRTポリペプチド、 hTRTポリペプチドをコードするポリヌクレオチド、お
よび hTRT核酸またはその部分配列。
【発明の詳細な説明】
【０１８２】
Ｉ．序文
テロメラーゼは、 RNA成分および触媒タンパク質成分を含むリボ核タンパク質複合体（ RNP
）である。本発明は、本明細書中で以下、「 TRT」（テロメラーゼ逆転写酵素）という、
テロメラーゼの触媒タンパク質成分のクローン化および特徴付けに関する。 TRTは、この
タンパク質が、テロメラーゼ RNA成分（本明細書中以下、「 TR」）を用いて、テロメア DNA
反復配列の合成を指示する RNA依存性 DNAポリメラーゼ（逆転写酵素）として作用するので
、このように命名される。さらに、 TRTは、進化的に他の逆転写酵素と関連する（実施例 1
2を参照のこと）。
【０１８３】
１つの局面において、本発明は、本明細書中以下「 hTRT」という、ヒトテロメラーゼの触
媒タンパク質成分のクローン化および特徴付けに関する。前述のように、ヒト（および他
の哺乳動物細胞）におけるテロメラーゼ活性は、細胞増殖能、細胞不死、および新生物表
現型の発生に相関するので、ヒト TRTは、並外れて興味深く、そして価値があるものであ
る。例えば、テロメラーゼ活性、および以下の実施例２に実証されるように、ヒト TRT遺
伝子産物のレベルは、有寿命性細胞（例えば、ほとんどのヒト体細胞）と比較して不死の
ヒト細胞（例えば、悪性腫瘍細胞および不死細胞株）において上昇する。
【０１８４】
本発明はさらに、以下でいくらか詳細に記載するように、ヒトの疾患および疾患状態の診
断、予測、および処置のために価値のある方法および組成物を提供する。細胞の不死化（
インビボおよびエクスビボ）、所望の特徴を有するトランスジェニック動物の作製、およ
び多くの他の使用（その多くは以下に記載される）に有用な方法および試薬もまた提供さ
れる。本発明はまた、繊毛虫、真菌類、哺乳動物のような脊椎動物、および他の生物から
TRT遺伝子およびそのタンパク質を調製、クローン化、または再クローン化するために有
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用な方法および試薬を提供する。
【０１８５】
以下に詳細に記載されるように、 TRTは最初に、繊毛虫の Euplotes aediculatus由来のテ
ロメラーゼの精製後に特徴付けられた。 RNAアフィニティークロマトグラフィーおよび他
の方法を用いて、 E.aediculatusテロメラーゼの十分な精製により、タンパク質「 p123」
が得られた。驚くべきことに、 p123は、テロメラーゼホロ酵素のタンパク質サブユニット
を構成すると以前に考えられていたタンパク質（すなわち、 Tetrahymena thermophilaの p
80および p95タンパク質）と関連しない。 p123 DNAおよびタンパク質の配列（ GenBank受託
番号 U95964；図 13および 14）の分析により、テロメラーゼの触媒サブユニットとしての p1
23の役割と一致する逆転写酵素（ RT）モチーフが明らかになった（図１、４、および 11を
参照のこと）。さらに、 p123は、 S.cerevisiae（酵母）タンパク質 Est2pに関連する。 Est
2pは、 S.cerevisiae（ GenBank受託番号 S5396）においてテロメアの維持に役割を果たすこ
とが知られていたが、本発明の以前にはテロメラーゼ触媒サブユニットタンパク質をコー
ドするとは認識されていなかった（例えば、 Lendvayら , 1996, Genetics, 144： 1399を参
照のこと）。
【０１８６】
１つの局面において、本発明は、開示された TRTポリヌクレオチドから作製されるかまた
はこれに由来する核酸プローブおよびプライマー（例えば、 TRT遺伝子および cDNAのクロ
ーン化のため）を用いて；モチーフまたはモチーフ配列あるいは他の TRTエピトープを特
異的に認識する抗体（例えば、クローン化 TRT遺伝子の発現または TRTタンパク質の精製の
ため）を用いて；コンピューターデータベースをスクリーニングすることにより；あるい
は他の手段を用いて、新規の TRTを同定およびクローン化するための試薬および方法を提
供する。例えば、実施例１に記載のように、 S.pombe DNAの PCR（ポリメラーゼ連鎖反応）
増幅を、 Euplotesの p123 RTモチーフのＢ 'およびＣから設計した縮重配列プライマーを用
いて行った。作製した４つの顕著な産物のうち、１つは、 Euplotesの p123および S.cerevi
siaeの Est2pに相同なペプチド配列をコードした。この PCR産物をプローブとして用いて、
S.pombe cDNAおよびゲノムライブラリーをスクリーニングし、そして逆転写および PCR（ R
T-PCR）により S.pombe RNAを増幅することにより、 S.pombe TRTホモログの完全な配列を
得た。 S.pombe遺伝子の完全な配列（「 trt1」； GenBank受託番号 AF015783；図 15）により
、 p123および Est2pとの相同性が、逆転写酵素モチーフにおいて特に高いことが明らかに
なった。 S.pombe trt1はまた、 tez1とも呼ばれる。
【０１８７】
テロメラーゼ RTモチーフに由来する縮重プライマーを用いる増幅をまた、実施例１に記載
のように、 Oxytricha trifallaxおよび Tetrahymena thermophilaにおける TRT遺伝子配列
を得るために用いた。
【０１８８】
本発明の Euplotes p123、 S.pombe trt1、および S.cerevisiae Est2pの核酸配列を、プロ
グラム BLAST（ Altschulら , 1990, J.Mol. Biol. 215: 403）を用いるヒトの発現配列タグ
（ EST）のコンピューター処理化データベースの検索に使用した。 Est2p配列を用いたこの
データベースの検索は、マッチングを示さなかったが、 p123および trt1配列を用いた検索
は、実施例１に記載のように、推定的に相同タンパク質をコードするヒト EST（ GenBank受
託番号 AA281296；配列番号８を参照のこと）を同定した。この ESTを含む cDNAクローン（
本明細書中以下、「クローン 712562」、配列番号３を参照のこと）の完全な配列決定によ
り、７つの RTモチーフが存在することが示された。しかし、このクローンは７つ全てのモ
チーフを有する連続するヒト TRTをコードしなかった。なぜなら、モチーフＢ '、Ｃ、Ｄ，
およびＥは、より NH2末端のモチーフとは異なるオープンリーディングフレーム（ ORF）に
含まれたからである。さらに、モチーフＡおよびＢ 'の距離は、３つの以前に特徴付けら
れた TRTの距離よりも実質的に短かかった。クローン 712562を、 I.M.A.G.E.Consortium; L
ennonら , 1996, Genomics 33： 151より得た。
【０１８９】
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機能的な hTRT（図 16、配列番号１を参照のこと）をコードする cDNAクローンの pGRN121を
、実施例１に記載されるようなヒト 293細胞株に由来する cDNAライブラリーから単離した
。クローン 712562と pGRN121との比較により、クローン 712562が 182塩基対（図 24、配列番
号９を参照のこと）の欠失をモチーフＡとモチーフＢ 'との間に有することが示された。 p
GRN121に存在する付加的な 182塩基対は、単一のオープンリーディングフレームの TRTモチ
ーフの全てを配置し、そして他の公知の TRTと一致する距離に、モチーフＡとモチーフＢ '
領域との間の間隔を増加させる。以下の実施例（例えば、実施例７）に記載されるように
、配列番号１は、配列番号２の配列を有する触媒的に活性なテロメラーゼタンパク質をコ
ードする。配列番号２のポリペプチドは、 1132残基を有し、そして約 127キロダルトン（ k
D）の計算分子量を有する。
【０１９０】
以下で議論し、そして以下の実施例９で記載するように、クローン 712562の 182塩基対の
欠失の特徴を有する TRT cDNAは、テロメラーゼ陽性細胞（例えば、精巣および 293細胞）
由来の RNAの逆転写後に検出される。この 182塩基対の配列を欠く hTRT RNAは、一般に「Δ
182変異体」といわれ、そして１、２、または数種を表わし得る。 pGRN121 cDNAに見出さ
れる 182塩基対の配列を欠く hTRT変異体は完全に活性なテロメラーゼ触媒酵素をコードし
ないようであるが、これらは以下に議論するように、テロメラーゼ調節に役割を有し得、
および／または以下に議論するように、テロメア結合活性または hTR結合活性のような部
分的テロメラーゼ活性を有し得る。
【０１９１】
従って、１つの局面において、本発明は、天然に存在するヒト TRT遺伝子または mRNAの配
列を有する単離されたポリヌクレオチド（図 16に示すような配列（配列番号１）を有する
ポリヌクレオチドを含むがこれに限定されない）を提供する。関連する局面において、本
発明は、 hTRTタンパク質、フラグメント、変異体、または誘導体をコードするポリヌクレ
オチドを提供する。別の関連する局面において、本発明は、 hTRT遺伝子または mRNAに結合
するセンスおよびアンチセンス核酸を提供する。本発明はさらに、 hTRTタンパク質（合成
されたかまたは天然の供給源から単離されたかによらない）、ならびに hTRTタンパク質ま
たはそのフラグメントに特異的に結合する抗体および他の薬剤を提供する。本発明はまた
、例えば、ヒトの疾患に対する診断アッセイおよび予測アッセイを提供することにより前
述の組成物を用いる方法、テロメラーゼ会合タンパク質の治療薬の開発方法および治療方
法、テロメラーゼ会合タンパク質の同定方法、ならびにテロメラーゼ活性を活性化または
阻害し得る薬剤のスクリーニング方法を含む、多くの新規の方法を提供する。本発明の多
くの他の局面および実施態様を以下に提供する。
【０１９２】
本発明の１つの局面は、少なくとも 10ヌクレオチド～約 10kb以上の長さであり、そして天
然に存在する hTRT遺伝子または hTRT mRNA中の連続する配列に同一であるかまたは正確に
相補的である少なくとも 10ヌクレオチドの連続する配列を含むポリヌクレオチドの、 hTRT
遺伝子配列または hTRT mRNAのアッセイまたはスクリーニング、あるいは組換え宿主細胞
の調製における使用である。
【０１９３】
本発明のさらなる局面は、脊椎動物細胞の増大した増殖能に焦点をあてられる状態の処置
のための医薬品の製造における hTRTの発現を増大させる薬剤の使用である。必要に応じて
、この医薬品は加齢の効果を阻害するためのものである。
【０１９４】
本発明のなおさらなる局面は、ヒト細胞内のテロメラーゼ活性のレベルの上昇と関連する
状態の処置のための医薬品の製造における、テロメラーゼ活性のインヒビターの使用であ
る。
【０１９５】
本発明のタンパク質、変異体、およびそのフラグメント、ならびにコードするポリヌクレ
オチドまたはそのフラグメントはまた、それぞれ薬剤としての使用のための本発明のさら
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なる局面において提供される。
【０１９６】
本発明はさらに、本明細書中で定義されるそれぞれの場合における、医薬品の製造におけ
る（例えば、加齢またはガンの効果を阻害するための医薬品の製造における）、タンパク
質、変異体、またはそのフラグメント、あるいはポリヌクレオチドまたはそのフラグメン
トの使用を含む。
【０１９７】
本発明の特定の実施態様において、 hTRTポリヌクレオチドは、配列番号８の 389ヌクレオ
チドのポリヌクレオチド以外、および／またはインサートを含むプラスミドであるクロー
ン 712562以外であり、このインサートの配列は図 18（配列番号３）に示される。
【０１９８】
以下の記載は、論題により系統立てられる。第 II部はさらに、 TRTタンパク質のアミノ酸
モチーフの特徴、およびこのようなモチーフを有するタンパク質をコードする TRT遺伝子
を記載する。第 III部～第 VI部は、とりわけ、特にヒトの TRT関連組成物に焦点をおいて、
本発明の核酸、タンパク質、抗体、および精製された組成物を記載する。第 VII部は、と
りわけ、ヒトの疾患の処置に有用な本発明の方法および組成物を記載する。第 VIII部は、
不死化ヒト細胞株の作製および同定を記載する。第 IX部は、とりわけ、ヒトの疾患の診断
のための、本発明の核酸、ポリヌクレオチド、および他の組成物の使用を記載する。第Ｘ
部は、とりわけ、テロメラーゼ活性または発現を調節（例えば、阻害または促進）する薬
剤および処置をスクリーニングおよび同定するのに有用な本発明の方法および組成物を記
載する。第 XI部は、とりわけ、トランスジェニック動物（例えば、テロメラーゼノックア
ウト動物および細胞）を記載する。第 XII部は、第Ｉ部～第 XI部で使用された用語の用語
解説である。第 XIII部は、本発明の特定の実施態様に関する実施例を記載する。論題およ
び副次的な論題による本発明の記載の系統立ては、明確さを提供し、そしてどのような方
法においても限定されない。
【０１９９】
II． TRT遺伝子およびタンパク質
本発明は、単離形態または組換え形態の、天然に存在する形態のこのような遺伝子および
タンパク質を含むがこれらに限定されない、テロメラーゼ触媒サブユニットタンパク質（
すなわち、テロメラーゼ逆転写酵素）の配列を有する、単離されたおよび／または組換え
遺伝子およびタンパク質を提供する。代表的には、 TRTは、本明細書中に開示されるよう
に、逆転写酵素（ RT）およびテロメラーゼ特異的（Ｔ）アミノ酸モチーフを有する大きな
塩基性のタンパク質である。これらのモチーフは多様な生物にわたって保存されているの
で、多くの生物の TRT遺伝子を、本発明の方法を用いて得ることができるか、または本発
明のプライマー、核酸プローブ、および抗体（例えば、１つ以上のモチーフ配列に特異的
なもの）を用いて同定し得る。
【０２００】
他の逆転写酵素に見出されるものと類似であるが、 TRTに見出される７つの RTモチーフは
、特定の顕著な特徴を有する。例えば、図４に示すように、 TRT RTモチーフ内に、他の RT
間で高度に保存される残基中に多くのアミノ酸置換（矢印で示す）がある。例えば、モチ
ーフＣにおいては、活性部位金属イオンと配位結合する２つのアスパラギン酸残基（ DD）
（ Kohlstaedtら , 1992, Science 256： 1783; Jacobo-Molinaら , 1993, Proc.Natl.Acad.S
ci. U.S.A. 90： 6320； Patelら , 1995, Biochemistry 34： 5351を参照のこと）が、他の R
Tにおける（ F/Y） xDDhと比較して、テロメラーゼ RTにおいては hxDD(F/Y)の関係で存在す
る（ここで、「ｈ」は、疎水性アミノ酸であり、そして「ｘ」は任意のアミノ酸である；
Xiongら , 1990, EMBO J. 9： 3353； Eickbush, The Evolutionary Biology of Viruses,(S
.Morse編 , Raven Press, NY, 121頁 , 1994)を参照のこと）。テロメラーゼサブグループ
の別の規則正しい変化の特徴はモチーフＥに存在し、ここで、 WxGxSxはコンセンサス配列
であるかまたはテロメラーゼタンパク質間で保存されているが、 hLGxxhは他の RTの特徴で
ある（ Xiongら、前出； Eickbush、前出）。このモチーフＥは、「プライマーグリップ」
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と呼ばれ、そしてこの領域における変異が RNAプライミングに影響するが DNAプライミング
に影響しないことが報告されている（ Powellら , 1997, J.Biol.Chem. 272： 13262）。テ
ロメラーゼは DNAプライマー（例えば、染色体 3'末端）を必要とするので、テロメラーゼ
がプライマーグリップ領域で他の RTと異なっているはずであることは意外ではない。さら
に、モチーフＡとモチーフＢ 'との間の距離は、他の RTの典型的な距離よりも TRTで長い。
これは、右手に似た構造の「フィンガー」領域内の挿入を示し得る（図３： Kohlstaedtら
、前出； Jacobo-Molinaら、前出；および Patelら、前出を参照のこと）。
【０２０１】
さらに、前述のように、モチーフＴは、 TRTタンパク質のさらなる顕著な特徴である。こ
のモチーフＴは、例えば、図４に示すように（ W-L-X-Y-X-X-h-h-X-h-h-X-p-F-F-T-E-X-p-
X-X-X-p-X-X-X-Y-X-R-K-X-X-W[Ｘは任意のアミノ酸であり、ｈは疎水性であり、ｐは極性
である ]）、以下の式を用いて記載され得る配列からなる：
Trp-R1 -X7 -R1 -R1 -R2 -X-Phe-Phe-Tyr-X-Thr-Glu-X8 ～ 9 -R3 -R3 -Arg-R4 -X2 -Trp、
ここで、Ｘは任意のアミノ酸であり、そして下付きは連続する残基の数をいい、 R1はロイ
シンまたはイソロイシンであり、 R2はグルタミンまたはアルギニンであり、 R3はフェニル
アラニンまたはチロシンであり、そして R4はリジンまたはヒスチジンである。
【０２０２】
Ｔモチーフはまた、以下の式を用いて記載され得る：
Trp-R1 -X4 -h-h-X-h-h-R2 -p-Phe-Phe-Tyr-X-Thr-Glu-X-p-X3 -p-X2 ～ 3 -R3 -R3 -Arg-R4 -X2 -Tr
p、
ここで、Ｘは任意のアミノ酸であり、そして下付きは連続する残基の数をいい、 R1はロイ
シンまたはイソロイシンであり、 R2はグルタミンまたはアルギニンであり、 R3はフェニル
アラニンまたはチロシンであり、 R4はリジンまたはヒスチジンであり、ｈは Ala、 Leu、 Il
e、 Val、 Pro、 Phe、 Trp、および Metから選択される疎水性アミノ酸であり、そしてｐは Gl
y、 Ser、 Thr、 Tyr、 Cys、 Asn、および Glnから選択される極性アミノ酸である。
【０２０３】
１つの実施態様において、本発明は、図 11に例示されるモチーフ（例えば以下）の１つ以
上を含む単離された天然に存在する TRTタンパク質、および組換え TRTタンパク質を提供す
る：
モチーフＴ　　　 W-X1 2 -FFY-X-TE-X1 0 ～ 1 1 -R-X3 -W-X7 -I
モチーフＴ '　　  E-X2 -V-X
モチーフ１　　　 X3 -R-X2 -PK-X3
モチーフ２　　　 X-R-X-I-X
モチーフＡ　　　 X4 -F-X3 -D-X4 -YD-X2
モチーフＢ ' 　　 Y-X4 -G-X2 -QG-X3 -S-X3
モチーフＣ　　　 X6 -DD-X-L-X3  。
示した TRTタンパク質が１つより多くの TRTモチーフを含む場合、その順序（ NH2 － > COOH
）は図 11に示される通りである。
【０２０４】
１つの実施態様において、本発明は、以下のスーパーモチーフを含む単離された天然に存
在する TRTタンパク質を提供する：
(NH2 )-X3 0 0 ～ 6 0 0 -W-X1 2 -FFY-X-TE-X1 0 ～ 1 1 -R-X3 -W-X7 -I-X5 ～ 2 0 -E-X2 -V-X-X5 ～ 2 0 -X3 -R-X

2 -PK-X4 ～ 1 0 -R-X-I-X-X6 0 ～ 8 0 -X4 -F-X3 -D-X4 -YD-X2 -X8 0 ～ 1 3 0 -Y-X4 -G-X2 -QG-X3 -S-X8 -X5
～ 3 5 -X6 -DD-X-L-X3 -X1 0 ～ 2 0 -X1 2 -K 。
【０２０５】
これらの試薬について本明細書中に開示される TRT配列を含む試薬ならびに本明細書中に
提供される方法および指針（以下で記載される特定の方法論を含む）が提供されれば、 TR
T遺伝子およびタンパク質が当業者により得られ得、単離され得、そして組換え形態で産
生され得ることは当業者には明らかである。例えば、 TRTの特徴的な RTおよびＴモチーフ
をコードする遺伝子配列にハイブリダイズするプライマー（例えば、縮重増幅プライマー

10

20

30

40

50

(23) JP 3869092 B2 2007.1.17



）が提供される。例えば、Ｔモチーフの FFYXTE領域、他の TRTモチーフ（以下に議論する
ように）、またはモチーフまたはコンセンサス配列の組み合わせをコードする配列にハイ
ブリダイズする１つ以上のプライマーまたは縮重プライマーが、標的生物のコドンの使用
法に基づいて調製され得、そして標的生物から調製したゲノム DNAまたは cDNAから TRT遺伝
子配列を増幅するために使用され得る。縮重プライマーの使用は、当該分野において周知
であり、そして標的生物のコドン優先度および使用法を考慮し、そして PCRのアニーリン
グ工程における塩基のミスマッチを可能にするのに適切な増幅（例えば、 PCR）条件を用
いることにより、標的モチーフのアミノ酸を潜在的にコードし得る核酸配列のセットにハ
イブリダイズするプライマーのセットの使用を伴う。代表的には、２つのプライマーセッ
トを用いる；しかし、１つのプライマー（またはこの場合、１つの縮重プライマーセット
）増幅系が周知であり、そして TRT遺伝子を得るために使用され得る。
【０２０６】
表１は、新規の TRT核酸を、特に脊椎動物（例えば、ヒトおよび他の哺乳動物）のものか
ら増幅するために使用され得る本発明の例示的なプライマーを提供する。「Ｎ」は、４つ
全てのヌクレオチドの等モル混合物であり、そして括弧内のヌクレオチドは示したヌクレ
オチドの等モル混合物である。
【０２０７】
【表１】
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【０２０８】
１つの実施態様において、増幅された TRT核酸は、標的生物から作製されたライブラリー
（例えば、 cDNAライブラリー）に対するコロニーハイブリダイゼーションのためのハイブ
リダイゼーションプローブとして使用され、それにより TRTタンパク質コード配列全体ま
たはその実質的な部分を有する核酸が同定および単離またはクローン化される。まさに記
載したもののような試薬および方法を、本明細書中に記載される方法に従って用いて、以
下に詳細に記載されるように、 Oxytricha trifallaxおよび Tetrahymena thermophilaの TR
T遺伝子配列を得た。以前に特徴付けられなかった TRT遺伝子のクローン化の後に、配列が
通常の方法により決定され得、そしてコードされるポリペプチドが合成され、そして TRT
活性（例えば、テロメラーゼ触媒活性）について（本明細書中に記載されるように、およ
び／または当該分野で公知のテロメラーゼアッセイにより）アッセイされ得ることが認識
される。
【０２０９】
本発明の種々のクローン化方法のいずれかを用いて TRT遺伝子がクローン化され得ること
もまた、当業者には明らかである。なぜなら、 TRTモチーフ配列およびこのような配列を
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含む本発明の核酸は、このような広範な種々の方法において使用され得るからである。例
えば、実施例１に記載のように、公知の TRTの配列に基づくプローブを用いる、標的生物
由来の DNAライブラリーまたは他の核酸ライブラリーへのハイブリダイゼーションが使用
され得る。縮重 PCRプライマーまたは前述のもののようなこれらの増幅産物がそれ自体標
識され得、そしてハイブリダイゼーションプローブとして使用され得ることが評価される
。別の実施態様において、発現クローン化方法が用いられる。例えば、 TRTモチーフまた
は他の TRTエピトープ（例えば、 FFYXTEモチーフ）にまたがるペプチドに特異的に結合す
る１つ以上の抗体が、 TRTタンパク質を含むリボゾーム複合体およびそれをコードする mRN
Aを単離するために用いられ得る。本発明のこのような抗体を作製するために、ペプチド
免疫原は、代表的には６アミノ酸と 30アミノ酸との間の長さ、より多くの場合約 10～ 20ア
ミノ酸の長さである。抗体はまた、 TRT配列をコードするクローンを同定するために、目
的の生物に由来する cDNA発現ライブラリーをプローブするのに使用され得る。別の実施態
様において、公知の TRTで保存される配列を含む DNAについての DNAデータベースのコンピ
ューター検索もまた、 TRT配列を含むクローンを同定するために用いられ得る。
【０２１０】
１つの局面において、本発明は、天然に存在する TRTタンパク質のアミノ酸配列を有する
単離されたまたは組換えのポリペプチドを含む組成物を提供する。通常、天然に存在する
TRTは、約 80,000ダルトン（Ｄ）と約 150,000Ｄとの間、最も多くの場合約 95,000Ｄと約 13
0,000Ｄとの間の分子量を有する。代表的には、天然に存在する TRTは、 pH７で正味の正電
荷（代表的には９より大きな計算された pI）を有する。１つの実施態様において、ポリペ
プチドは、本明細書中に定義されるようなテロメラーゼ活性を示す。関連する実施態様に
おいて、ポリペプチドは TRT特異的領域（Ｔモチーフ）配列を有し、そしてテロメラーゼ
活性を示す。本発明はさらに、このようなポリペプチドのフラグメントを提供する。本発
明はまた、 TRTタンパク質をコードする天然に存在する遺伝子の配列を有する単離された
または組換えのポリヌクレオチドを提供する。本発明は、非脊椎動物（例えば、酵母）、
および哺乳動物のような脊椎動物（例えば、マウスまたはヒト）から TRTの配列を単離す
るために有用な試薬を提供する。単離されたポリヌクレオチドは、他の天然に存在するあ
るいは組換えまたは合成のベクター核酸配列に関連し得る。代表的には、単離された核酸
は、約 300kbより小さく、しばしば約 50kb未満であり、より多くの場合約 20kb未満であり
、頻繁には約 10kb未満であり、そして時々約５ kbまたは２ kb未満の長さである。いくつか
の実施態様において、単離された TRTポリヌクレオチドは、約１ kb未満または 0.1kb未満の
遺伝子フラグメント、プライマー、またはプローブのように、さらに小さい。
【０２１１】
III．核酸
Ａ）概要
本発明は、 Euplotes、 Tetrahymena、 S.pombe、またはヒトに由来する組換え TRT遺伝子の
ような、テロメラーゼ触媒サブユニットタンパク質（ TRT）をコードするポリヌクレオチ
ドの配列を有する単離されたそして組換えの核酸を提供する。例示的なポリヌクレオチド
は、図 13（ Euplotes）；図 15（ S.pombe）；および図 16（ヒト、 GenBank受託番号 AF015950
）において提供される。本発明は、プローブ、プライマー、 TRTタンパク質コードポリヌ
クレオチドなどを含む、 TRT遺伝子配列を有するセンスおよびアンチセンスのポリヌクレ
オチドを提供する。
【０２１２】
Ｂ）ヒト TRT
本発明は、ヒト由来のテロメラーゼ触媒サブユニット（すなわち、 hTRT）の配列を有する
核酸を提供する。
【０２１３】
１つの局面において、本発明は、ヒト TRT遺伝子または RNAの配列または部分配列を有する
ポリヌクレオチドを提供する。１つの実施態様において、本発明のポリヌクレオチドは、
図 16に示す配列番号１の配列またはその部分配列を有する。別の実施態様において、ポリ
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ヌクレオチドは、配列番号３（図 18）、配列番号４（図 20）の配列、またはそれらの部分
配列を有する。本発明はまた、本明細書中に開示される hTRT核酸の配列に実質的な配列同
一性を有するポリヌクレオチドを提供する。本明細書中に開示される hTRT核酸の配列は、
例えば、配列番号１ [図 16]、配列番号４ [図 20]、配列番号６ [図 21]、および配列番号７を
包含するがこれらに限定されない。従って、本発明は、ヒト TRT遺伝子の天然に存在する
対立遺伝子および本明細書中に開示される hTRT核酸配列に関して１つ以上のヌクレオチド
の欠失、挿入、または置換を有する変異ポリヌクレオチド配列を提供する。以下に記載さ
れるように、変異核酸は、以下に記載される組換え法または合成法を用いて、あるいは他
の手段により作製され得る。
【０２１４】
本発明はまた、ヒト TRT遺伝子の隣接領域に由来する配列を有する単離されたおよび組換
えのポリヌクレオチドを提供する。このようなポリヌクレオチドは、 hTRT mRNAの非翻訳
領域のゲノム配列に由来するポリヌクレオチドを含む。代表的なゲノム配列を図 21（配列
番号６）に示す。実施例４に記載するように、配列番号６を、ヒトゲノムライブラリーか
ら単離されたクローンλ GФ 5を配列決定することにより得た。λ GФ 5は、 hTRTコード配列
の 5'側におよそ 13,000塩基を含む 15キロ塩基対（ kbp）のインサートを含む。このクロー
ンは、 hTRTプロモーター配列および他の hTRT遺伝子調節配列（例えば、エンハンサー）を
含む。
【０２１５】
本発明はまた、ヒト TRT遺伝子のイントロン領域に由来する配列を有する単離されたおよ
び組換えポリヌクレオチドを提供する。代表的なイントロン配列を、図 21（配列番号７；
実施例３を参照のこと）に示す。いくつかの実施態様において、 hTRTイントロンは、真核
生物細胞における hTRTタンパク質の改良された発現のための「ミニ遺伝子」に含まれる。
【０２１６】
関連する局面において、本発明は、改変された hTRTポリペプチド、変化した hTRTポリペプ
チド、および変異 hTRTポリペプチドを含む、 hTRTタンパク質またはタンパク質のフラグメ
ントをコードするポリヌクレオチドを提供する。１つの実施態様において、コードされる
hTRTタンパク質またはフラグメントは、図 17（配列番号２）に示されるようなアミノ酸配
列を有するか、または配列番号２の保存的置換を伴うアミノ酸配列を有する。１つの実施
態様において、コードされる hTRTタンパク質またはフラグメントは、タンパク質の活性（
例えば、テロメラーゼ触媒活性）を変化させる置換を有する。
【０２１７】
遺伝コードの縮重の結果として、 hTRTタンパク質をコードする核酸が、天然に存在する hT
RT遺伝子の配列を有する必要はないが、多数のポリヌクレオチドが配列番号２のアミノ酸
配列を有する hTRTポリペプチドをコードし得ることが理解される。本発明は、公知のトリ
プレット遺伝コードに従ってなされる可能なコドン選択に基づいて組み合わせを選択する
ことにより作製され得るヌクレオチド配列のそれぞれのそして全ての可能な変異を提供し
、そしてすべてのこのような変異が本明細書により特に開示される。従って、いくつかの
場合には天然に存在する配列のヌクレオチド配列にハイブリダイズし得る（適切に選択さ
れたストリンジェンシーの条件下で） hTRTポリペプチドコードヌクレオチド配列が好まし
いが、他の場合には実質的に異なるコドンの使用法を用い、それゆえおそらく天然に存在
する配列を有する核酸にハイブリダイズしない hTRTをコードするヌクレオチド配列を作製
することが有利であり得る。
【０２１８】
特定の実施態様において、本発明は、本明細書中に開示される hTRT核酸の部分配列（例え
ば、配列番号１および６）を含む、 hTRTオリゴヌクレオチドおよびポリヌクレオチドを提
供する。本発明の核酸は、代表的に、例示的な hTRTポリヌクレオチドの少なくとも約 10、
より多くの場合少なくとも約 12、または約 15の連続する塩基を含有する。しばしば、本発
明の核酸は、例えば、ポリペプチドまたは完全長 hTRTタンパク質の発現が意図される場合
、より長い配列（例えば、少なくとも約 25、約 50、約 100、約 200、または少なくとも約 50
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0～ 3000塩基の長さ）を含む。
【０２１９】
なお他の実施態様において、本発明は、配列番号３または配列番号４のような天然に存在
するかまたは天然に存在しない hTRTポリヌクレオチドに配列相同性または相補性を有する
「Δ 182hTRT」ポリヌクレオチドを提供する。これらは、 pGRN121に見出される 182ヌクレ
オチドの配列（配列番号９ [図 24]）を含まない（そしてまたクローン 712562にも存在しな
い）。これらのポリヌクレオチドは、部分的に興味深い。なぜなら、これらは、 pGRN121
によりコードされるような「完全長」 hTRTポリペプチド（配列番号２）に見出されるのと
は異なる組み合わせまたは配置の TRTモチーフを含むポリペプチドをコードするからであ
る。以下に議論するように、これらのポリペプチドが天然で（例えば、細胞内のテロメラ
ーゼ発現の調節において）生物学的役割を果たし得、および／または治療剤として（例え
ば、野生型タンパク質の機能を阻害するドミナントネガティブ（ dominannt-negative）産
物として）の用途が見出され得ること、あるいは例えば、本明細書中に記載されたような
他の役割および用途を有し得ることが意図される。
【０２２０】
例えば、 pGRN121によりコードされるポリペプチドとは対照的に、クローン 712562は、お
よそ 30kDの計算された分子量を有する 259残基のタンパク質（本明細書では以後「 712562 
hTRT」）をコードする。 712562 hTRTポリペプチド（配列番号 10[図 19]）は、モチーフＴ
，１、２、およびＡを含むが、モチーフＢ '、Ｃ、Ｄ、およびＥを含まない（図４を参照
のこと）。同様に、治療活性および他の活性を有する変異 hTRTポリペプチドは、 pGRN121 
cDNAと類似の核酸から発現され得るが、例えば、図 20（配列番号４）に示される配列を有
するクローン 712562において失われている 182塩基対を欠く。この核酸（本明細書では以
後「 pro90 hTRT」）は（これは、本明細書中に記載のような通常の合成または組換え法を
用いて合成され得る）、配列番号１によりコードされる hTRTタンパク質と同じアミノ末端
配列を共有するが、カルボキシ末端領域で異なる 807残基（およそ 90kDの計算分子量）の
タンパク質をコードする（最初の 763残基は共通であり、 pro90 hTRTの最後の 44残基が「
完全長」 hTRTとは異なる）。 pro90 hTRTポリペプチドは、モチーフＴ、１、２、およびＡ
を含むが、モチーフＢ、Ｃ、Ｄ、Ｅを含まず、従って、いくつかのテロメラーゼ活性は有
し得るが、全てのテロメラーゼ活性は有さないようである。
【０２２１】
Ｃ）ヒト TRT核酸の産生
本発明のポリヌクレオチドは、 hTRTをコードするポリペプチドまたはそのフラグメントの
発現、天然に存在する hTRT遺伝子または RNAのハイブリダイゼーションおよび／または増
幅のためのセンスまたはアンチセンスのプローブまたはプライマーとしての使用（例えば
、診断適用または予測適用）、および治療剤（例えば、アンチセンス、３重鎖、またはリ
ボザイムの組成物）としての使用を含むがこれらに限定されない多くの用途を有する。本
開示を精査すれば明らかであるように、これらの用途は、加齢、ガン、および受精能力、
ならびに成長、生殖、および細胞に基づく産物の製造に関連するヒトの疾患の診断および
処置に巨大な影響を有する。以下の節で記載するように、本発明の hTRT核酸は、当該分野
で周知の技術を用いて作製（例えば、クローン化、合成、または増幅）され得る。
【０２２２】
１）クローン化、増幅、および組換え産生
１つの実施態様において、 hTRT遺伝子または cDNAは、 hTRT mRNA、 cDNA、またはゲノム DNA
に特異的にハイブリダイズする核酸プローブを用いてクローン化される。この目的に適切
な１つのプローブは、図 16（配列番号１）に提供される配列の全てまたは一部を有するポ
リヌクレオチド（例えば、その部分配列を含むプローブ）である。代表的には、標的 hTRT
ゲノム DNAまたは cDNAは、ベクター（例えば、プラスミド、ファージ、ウイルス、酵母人
工染色体など）に連結され、そしてゲノムまたは cDNAライブラリー（例えば、ヒトの胎盤
cDNAライブラリー）から単離され得る。一旦、 hTRT核酸が同定されれば、これは、当業者
に公知の標準的な方法に従って単離され得る。 hTRT遺伝子についてのヒト cDNAライブラリ
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ーのスクリーニングの例示的な例を実施例１に提供する；同様に、ヒトゲノムライブラリ
ーのスクリーニングの例は、実施例３および４に見出される。クローン化方法は周知であ
り、そして例えば、以下に記載される： Ausubelら , Current Protocols in Molecular Bi
ology, Greene Publishing and Wiley-Interscience, New York (1997)； Bergerおよび Ki
mmel (1987) Methods in Enzymology, 第 152巻： Guide to Molecular Cloning Technique
s, San Diego: Academic Press,Inc.； Sambrookら  (1989) Molecular Cloning： A Labora
tory Manual, 第２版、第１～３巻 , Cold Spring Harbor Laboratory（本明細書では以後
「 Sambrook」）； Cashionら、米国特許第 5,017,478号；および Carr、欧州特許第 0,246,86
4号。
【０２２３】
本発明はまた、ポリメラーゼ連鎖反応（ PCR）のような増幅方法により単離された hTRTの
ゲノムまたは cDNAの核酸を提供する。１つの実施態様において、 hTRTタンパク質コード配
列は、プライマー 5'-GTGAAGGCACTGTTCAGCG-3'（「 TCP1.1」）および 5'-CGCGTGGGTGAGGTGA
GGTG-3'（「 TCP1.15」）を用いて、 RNAまたは cDNA試料（例えば、２本鎖胎盤 cDNA（ Clont
ech, Palo Alto CA))から増幅される。いくつかの実施態様において、特異性を増加させ
るために、例えば、「ネスティッド PCR」用に、第３のプライマーまたは第２のプライマ
ー対が用いられ得る。第２のプライマー対の１例は、 5'-CTGTGCTGGGCCTGGACGATA-3'（「 b
ill TCP6」）および 5'-AGCTTGTTCTCCATGTCGCCGTAG-3'（「 TCP1.14」）である。 hTRT核酸
の増幅のために有用な多くの他のプライマーおよびプライマーの組み合わせが本発明によ
り提供されることは当業者には明らかである。
【０２２４】
さらに、本発明は、 hTRTゲノム DNA、 cDNA、または RNAの任意の特定の領域（例えば、コー
ド領域、プロモーター領域、および／またはイントロン）または部分配列を増幅するプラ
イマーを提供する。例えば、配列番号１の 274/275の位置の hTRTイントロン（実施例３を
参照のこと）は、プライマー TCP1.57および TCP1.52（プライマー対１）またはプライマー
TCP1.49および TCP1.50（プライマー対２）を用いて（例えば、ゲノムクローンの検出のた
めに）増幅され得る。（プライマー名は、以下の表２に列挙するプライマーをいう。）プ
ライマー対は、個別にまたはネスティッド PCRにおいて（ここで、プライマーセット１が
最初に使用される）使用され得る。別の例示的な例は、（例えば、 cDNAクローンの大きさ
または完全性を評価するために）特異的に増幅し、それゆえ hTRT mRNAの 5'末端または hTR
T遺伝子の 5'末端をコードするエキソンを検出するプライマーに関する。以下のプライマ
ー対は、 hTRTの 5'末端を増幅するために有用である：プライマー K320および K321（プライ
マー対３）；プライマー K320および TCP1.61（プライマー対４）；プライマー K320および K
322（プライマー対５）。このプライマーセットは、セット５の次にセット４またはセッ
ト３、あるいはセット４またはセット５の次にセット３の順番で、ネスティッド PCRにお
いて使用され得る。さらに別の例示的な例は、 mRNAのほぼ真ん中の３分の１（ the middle
 third）を含む保存された hTRT TRTモチーフ領域を増幅または特異的に検出するために選
択されたプライマーを含む（例えば、（例えば、非ヒト生物由来の） TRTクローンを同定
するためのハイブリダイゼーションプローブとして使用するために）。以下のプライマー
対は、 hTRT核酸の TRTモチーフ領域を増幅するために有用である：プライマー K304および T
CP1.8（プライマー対６）、またはプライマー LT1および TCP1.15（プライマー対７）。こ
のプライマーセットは、ネスティッド PCR実験においてセット６の次にセット７の順番で
使用され得る。
【０２２５】
適切な PCR増幅条件は、当業者に公知であり、そして１単位の Taqポリメラーゼ（ Perkin E
lmer, Norwalk CT）、 100μ Mの各 dNTP（ dATP、 dCTP、 dGTP、 dTTP）、１× PCR緩衝液（ 50m
M KCl、 10mM Tris、室温にて pH8.3、 1.5mM MgCl2、 0.01％ゼラチン）および 0.5μ Mプライ
マーを含み、 94°にて 45秒間、 55°にて 45秒間、および 72°にて 90秒間を約 30サイクルの
増幅操作を伴う（しかし、これらに限定されない）。他の熱安定性 DNAポリメラーゼ、反
応条件、およびサイクリングパラメーターもまた、適切な増幅を提供することが当業者に
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は理解される。 hTRT核酸を得るために使用され得る他の適切なインビトロ増幅方法は、本
明細書中以下に記載のものを含むがこれらに限定されない。一旦増幅されれば、 hTRT核酸
は、所望であれば、通常の分子生物学的方法を用いて任意の種々のベクター中にクローン
化され得るか、または検出され得るか、さもなければ本発明の方法に従って利用され得る
。
【０２２６】
当業者は、上記のように得られたクローン化または増幅された hTRT核酸が、化学合成、ま
たは E.coliのような細菌系（例えば、 Ausubelら、前出を参照のこと）、哺乳動物のよう
な真核生物発現系に形質転換することによる複製のような他の方法を用いて調製または増
加され得ることを認識する。同様に、 hTRT RNAが、本発明のインビトロ方法に従って、ま
たは例えば、 T7、 T3、または SP6のような RNAポリメラーゼにより認識されるプロモーター
を含む市販のベクターを用いる E.coliのような細菌系において、または RNAポリメラーゼ
プロモーターを含むプライマーを用いる PCR増幅により生成した DNAの転写により発現され
得る。
【０２２７】
本発明はさらに、変化または改変された hTRT核酸を提供する。得られたクローン化または
増幅された hTRT核酸が、当該分野で周知の方法（例えば、部位特異的変異誘発、リンカー
スキャニング変異誘発）により改変（例えば、短縮化、誘導体化、変化）され得るか、ま
たは下記のように新たに簡単に合成され得ることは、当業者により認識される。変化また
は改変した hTRT核酸は、 hTRT遺伝子または遺伝子産物のクローン化または操作を容易にす
ること、あるいは変異 hTRT遺伝子産物を発現することを含むがこれらに限定されない種々
の適用に有用である。例えば、１つの実施態様において、 hTRT遺伝子配列は、以下に詳細
に議論するように、例えば、 hTRTの保存されたモチーフにおける変異により、変化した特
性または活性を有する hTRTポリペプチドをコードするように変化される。別の例示的な例
において、 hTRT核酸のタンパク質コード領域における変異は、グリコシル化のパターンを
変化させる、コドン優先度を変化させる、スプライス変異体を産生する、プロテアーゼ感
受性部位を除去する、抗原性ドメインを生じる、比活性を変化させるなどのために導入さ
れ得る。他の実施態様において、 hTRTおよびその誘導体をコードするヌクレオチド配列は
、コードされるアミノ酸配列を変化させずに変化される。例えば、より望ましい特性（例
えば、天然に存在する配列から産生される転写物と比較して増加した転写効率あるいはよ
り大きなまたはより短い半減期）を有する RNA転写物が産生される。さらに別の実施態様
において、変化したコドンは、特定の原核生物または真核生物の発現宿主において生じる
ペプチドの発現速度を増加させるために、特定のコドンが宿主により利用される頻度に従
って選択される。本発明の変異 hTRTポリヌクレオチドを調製するために使用され得る有用
なインビトロおよびインビボ組換え技術は、 Sambrookらおよび Ausubelら（両方とも前出
）に見出される。
【０２２８】
上記のように、本発明は、 hTRT遺伝子の隣接（ 5'または 3'）配列およびイントロン配列を
有する核酸を提供する。この核酸は、とりわけ、興味深い。なぜなら、これらは hTRT調節
に関与し、ならびに hTRTおよび他の組換えタンパク質または RNA遺伝子産物の発現に有用
であるプロモーターおよび他の調節エレメントを含むからである。配列番号６および７に
提供される核酸配列に加えて、さらなる hTRTイントロンおよび隣接配列が、通常の分子生
物学的技術を用いて容易に得られ得ることが明らかである。例えば、さらなる hTRTゲノム
配列は、上記および実施例４に記載のλクローン GΦ 5（ ATCC受託番号 ）から得られ
得る。さらに他の hTRTゲノムクローンおよび配列は、配列番号１由来の配列または部分配
列を有する hTRT核酸プローブを用いてヒトゲノムライブラリーをスクリーニングすること
により得られ得る。さらなるクローンおよび配列（例えば、さらにより上流）が、λ GΦ 5
に由来する標識された配列またはサブクローンを用いて適切なライブラリーをプローブす
ることにより得られ得る。 hTRT隣接配列をさらに特徴付けるための他の有用な方法は、 Go
bindaら , 1993, PCR Meth.Applic. 2： 318； Trigliaら , 1988, Nucleic Acids Res. 16：
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8186； Lagerstromら , 1991, PCR Methods Applic. 1： 111；および Parkerら , 1991, Nucl
eic Acids Res. 19： 3055により記載される一般的な方法を含む。
【０２２９】
イントロン配列は、 hTRTゲノム配列を hTRT cDNA配列と比較すること（例えば、実施例３
を参照のこと）、 S1分析（ Ausubelら、前出、第４章を参照のこと）、または当該分野で
公知の種々の他の手段のような通常の手段により同定され得る。イントロン配列はまた、
細胞 RNAの逆転写後に増幅またはクローン化され得る、プレ mRNA（すなわち、スプライシ
ングされていないかまたは不完全にスプライシングされた mRNA前駆体）中に見出され得る
。
【０２３０】
所望の場合は、クローン化、増幅、さもなければ合成された hTRTまたは他の TRT核酸の配
列は、当該分野で周知の DNA配列決定方法（例えば、 Ausubelら、前出を参照のこと）を用
いて決定または確認され得る。配列決定の有用な方法は、 DNAポリメラーゼＩの Klenowフ
ラグメント、 Sequenase（ US Biochemical Corp, Cleveland OH）、 Taq DNAポリメラーゼ
（ Perkin Elmer, Norwalk CT）、熱安定性 T7ポリメラーゼ（ Amersham, Chicago IL）、ま
たは Gibco BRL（ Gaithersburg MD）により販売される ELONGASE増幅システムのような組換
えポリメラーゼと校正エキソヌクレアーゼとの組み合わせのような酵素を用いる。オリゴ
ヌクレオチド（例えば、化学合成により新たに作製されたオリゴヌクレオチド）の配列を
配列決定または確認する場合、 Maxamおよび Gilbertの方法が好ましいかもしれない（ Maxa
mおよび Gilbert, 1980, Meth.Enz. 65： 499； Ausubelら、前出、第７章）。
【０２３１】
hTRTまたは他の TRT mRNAの 5'非翻訳配列は、 mRNAの逆転写およびその後の得られた cDNAの
クローン化および配列決定のような標準的な方法を用いて、「完全長」 hTRTまたは他の cD
NAをクローン化することにより、直接決定され得る。より大きな cDNAを含むようにサイズ
により選択された完全長 cDNAをスクリーニングまたは増幅するために好ましいオリゴ（ dT
）プライムライブラリーが、好ましいかもしれない。ランダムプライムライブラリーもま
た適切であり、そしてしばしば遺伝子の 5'領域を含むより大きな部分のクローンを含む。
Frohmanら , 1988, Proc.Nat.Acad.Sci USA 85： 8998に記載される RACEプロトコルのよう
な、 5'RNA配列を得るための他の周知の方法もまた使用され得る。所望である場合、 hTRT
または他の TRTの mRNAの転写開始部位が、本明細書中に提供される核酸（例えば、配列番
号１の配列を有する）を用いて、通常の方法により決定され得る。１つの方法は、配列番
号１の 5'領域に由来する配列を有する標識された DNAを用いる S1ヌクレアーゼ分析（ Ausub
elら、前出）である。
【０２３２】
２）核酸の化学合成
本発明はまた、直接化学合成により生成される hTRTポリヌクレオチド（ RNA、 DNA、または
修飾された）を提供する。化学合成は、一般的に、オリゴヌクレオチドの生成に、または
非標準的ヌクレオチドを含むオリゴヌクレオチドおよびポリヌクレオチド（例えば、プロ
ーブ、プライマー、およびアンチセンスオリゴヌクレオチド）に好ましい。核酸の直接化
学合成は、当該分野で公知の方法により達成され得、例えば、 Narangら、 1979, Meth. En
zymol. 68:90のホスホトリエステル法； Brownら、 Meth. Enzymol. 68:109 (1979)のホス
ホジエステル法； Beaucageら、 Tetra. Lett., 22:1859 (1981)のジエチルホスホルアミダ
イト法；および米国特許第 4,458,066号の固体支持体法がある。化学合成は、代表的には
、一本鎖オリゴヌクレオチドを生成し、これは相補配列とのハイブリダイゼーションによ
って、またはテンプレートとして一本鎖を用いる DNAポリメラーゼおよびオリゴヌクレオ
チドプライマーでの重合化によって、二本鎖 DNAに変換され得る。 DNAの化学合成は、しば
しば、約 100または 150塩基の配列に限定されるが、より長い配列は、より短い配列の連結
によって、またはより精巧な合成方法によって得られ得ることが、当業者には認識される
。
【０２３３】
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本発明の hTRT（あるいは hTRまたは他の）ポリヌクレオチドおよびオリゴヌクレオチドが
、所望の特性（例えば、増加したヌクレアーゼ耐性、より堅い結合、安定性、または所望
のＴ M）を与えるために、非標準塩基（例えば、アデニン、シチジン、グアニン、チミン
、およびウリジン以外）または非標準骨格構造を用いて作製され得ることが認識される。
オリゴヌクレオチドをヌクレアーゼ耐性にするための技法には、 PCT公開公報 WO 94/12633
に記載される技法が挙げられる。広範な種々の有用な修飾されたオリゴヌクレオチドが生
成され得、ペプチド -核酸（ PNA）骨格（ Nielsenら、 1991, Science 254:1497）を有する
オリゴヌクレオチド、または 2'-O-メチルリボヌクレオチド、ホスホロチオエートヌクレ
オチド、メチルホスホネートヌクレオチド、ホスホトリエステルヌクレオチド、ホスホロ
チオエートヌクレオチド、ホスホルアミデートを組み込んだオリゴヌクレオチドが挙げら
れる。さらに他の有用なオリゴヌクレオチドは、 2'位に以下の１つを含むアルキルおよび
ハロゲンで置換された糖部分を含み得る： OH、 SH、 SCH3、 F、 OCN、 OCH3 OCH3、 OCH3 O(CH2 )

n CH3、 O(CH2 )n NH2、または O(CH2 )n CH3、ここで、 nは１～約 10である； C1～ C1 0低級アルキ
ル、置換低級アルキル、アルカリル、またはアラルキル； Cl； Br； CN； CF3； OCF3； 0-、 S
-、または N-アルキル； O-、 S-、または N-アルケニル； SOCH3； SO2 CH3； ONO2； NO2； N3； N
H2；ヘテロシクロアルキル；ヘテロシクロアルカリル；アミノアルキルアミノ；ポリアル
キルアミノ；置換シリル； RNA切断基；コレステリル基；葉酸基；レポーター基；インタ
ーカレーター；オリゴヌクレオチドの薬物動態学特性を改良するための基；あるいはオリ
ゴヌクレオチドおよび同様の特性を有する他の置換基の薬力学特性を改良するための基。
葉酸、コレステロール、またはオリゴヌクレオチドの取り込みを促進する他の基（例えば
、脂質アナログ）は、任意のヌクレオシドの 2'位で、あるいは 3'末端または 5'末端のヌク
レオシドのそれぞれ 3'または 5'位で、直接またはリンカーを介して結合され得る。１つ以
上のこのような結合体が使用され得る。オリゴヌクレオチドはまた、ペントフラノシル基
の代わりにシクロブチルのような糖模倣物を有し得る。他の実施態様は、少なくとも１つ
の修飾された塩基形態またはイノシンのような「普遍塩基」、あるいは、キューオシン（
queosin）およびワイブトシン（ wybutosine）のような他の非標準塩基ならびに内因性エ
ンドヌクレアーゼにより容易に認識されないアデニン、シチジン、グアニン、チミジン、
およびウリジンのアセチル、メチル、チオ、および同様に修飾された形態の含有物を含み
得る。本発明はさらに、例えば、ホスホジエステル、ホスホロチオエート、ホスホロジチ
オエート、メチルホスホネート、ホスホルアミデート、アルキルホスホトリエステル、ス
ルファメート、 3'-チオアセタール、メチレン（メチリミノ）、 3'-N-カルバメート、モル
ホリノカルバメート、キラルメチルホスホネートのような骨格アナログを有するオリゴヌ
クレオチド、短鎖アルキルまたはシクロアルキル糖間結合、短鎖ヘテロ原子またはヘテロ
環糖間（「骨格」）結合、または CH2 -NH-O-CH2、 CH2 -N(CH3 )-OCH2、 CH2 -O-N(CH3 )-CH2、 C
H2 -N(CH3 )-N(CH3 )-CH2、および O-N(CH3 )-CH2 -CH2骨格を有するヌクレオチド（ここで、ホ
スホジエステルは O-P-O-CH2である）、またはこれらの混合物を提供する。モルホリノ骨
格構造を有するオリゴヌクレオチドもまた有用である（米国特許第 5,034,506号）。
【０２３４】
有用な参考文献としては、 Oligonucleotides and Analogues, A Practical Approach, F.
 Eckstein編 , IRL Press at Oxford University Press (1991)； Antisense Strategies, 
Annals of the New York Academy of Sciences, 600巻 , Basergaおよび Denhardt編  (NYAS
 1992)； Milliganら、 1993年 7月 9日 , J. Med. Chem. 36(14):1923-1937； Antisense Rese
arch and Applications (1993, CRC Press)その全体および特に Sanghviによる「核酸のヘ
テロ環塩基修飾およびアンチセンスオリゴヌクレオチドにおけるその適用」という表題の
15章、 Antisense Therapeutics, Sudhir Agrawal編  (Humana Press, Totowa, New Jersey
, 1996)が挙げられる。
【０２３５】
Ｄ）核酸の標識
例えば、 hTRTまたは他のオリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドが核酸プローブとし
て用いられるべき場合、本発明の核酸を標識することはしばしば有用である。標識（以下
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を参照のこと）は、当業者に周知の多くの手段により組み込まれ得る。１つの実施態様で
は、増幅されていない核酸（例えば、 mRNA、ポリ A mRNA、 cDNA）が標識される。標識され
た核酸を生成する手段は、当業者に周知であり、そして、例えば、ニックトランスレーシ
ョン、ランダムプライマー標識、末端標識（例えば、キナーゼを用いて）、および化学結
合（例えば、光ビオチン化）または合成が挙げられる。他の実施態様では、標識は、試料
核酸の調製における増幅工程中に同時に組み込まれる。したがって、例えば、標識された
プライマーまたは標識されたヌクレオチドを用いるポリメラーゼ連鎖反応（ PCR）または
他の核酸増幅方法は、標識された増幅産物を提供する。他の実施態様では、標識されたヌ
クレオチド（例えば、フルオレセイン標識 UTPおよび／または CTP）を用いる転写増幅が、
転写された核酸中に標識を組み込む。増幅産物はまた、またはあるいは、増幅が完了した
後に標識され得る。
【０２３６】
Ｅ）例示のオリゴヌクレオチド
上記および以下に詳細に論じるように、オリゴヌクレオチドは、プライマー、プローブ、
治療剤、または他のアンチセンスオリゴヌクレオチド、三重鎖オリゴヌクレオチドとして
の用途を含む種々の用途、ならびに本開示から明らかな多くの他の用途について、使用さ
れる。表２～６は、本発明の実施に使用され得るある例示の特定のオリゴヌクレオチドを
提供する。本発明の多くの他の有用なオリゴヌクレオチドは、当業者によって本明細書中
に提供される指針に従って合成され得る。
【０２３７】
表２～６において、「 seq」は、そのプライマーが配列決定に用いられたかまたは有用で
あることを意味し；「 PCR」は、そのプライマーが PCRに用いられたかまたは有用であるこ
とを意味し；「 AS」は、そのプライマーがテロメラーゼ活性のアンチセンス阻害に用いら
れたかまたは有用であることを意味し；「 CL」は、そのプライマーが hTRT遺伝子または RN
Aのクローニング領域に用いられたかまたは有用であることを意味し；「 mut」は、そのプ
ライマーが hTRT遺伝子または遺伝子産物の変異体を構築するために用いられたかまたは有
用であることを意味する。「 UC」は「大文字」を意味し、そして「 lc」は「小文字」を意
味する。ミスマッチおよび挿入（配列番号１に対して）を下線により示し；欠失を「 -」
により示す。表２～６においては、任意の１つの用途またはセットの用途への任意の特定
のオリゴヌクレオチドの使用を制限することは意図されないことが理解される。
【０２３８】
【表２】
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【０２３９】
【表３】
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【０２４０】
【表４】
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【０２４１】
【表５】
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【０２４２】
【表６】
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【０２４３】
IV． TRTタンパク質およびペプチド
Ａ）一般
本発明は、特に、テロメラーゼ活性の産生、細胞内でのテロメラーゼ活性の阻害、抗 TRT
免疫応答の誘導に有用な種々の広範囲の hTRTタンパク質を、治療剤として、または臨床ア
ッセイでの標準あるいはコントロールとして、 hTRTまたはテロメラーゼの活性を活性化ま
たは阻害し得る化合物のスクリーニングでの標的として提供し、そして、当業者に明白で
あるか、またはそうでなければ本明細書中に記載されている多数のその他の使用を提供す
る。本発明の hTRTは、以下に例示を目的として詳細に記載されているように、（例えば、
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テロメラーゼ陰性細胞でのテロメラーゼ活性を確認するために有用な）機能的に活性なタ
ンパク質および（例えば、細胞でのテロメラーゼ活性を阻害するために有用な）変異体、
不活性変異体、 hTRTポリペプチド、ならびに、天然に存在する hTRTおよびテロメラーゼの
１種、数種、または全ての機能活性を示すテロメラーゼ RNP（例えば、タンパク質を含有
するリボ核タンパク質複合体）を包含する。
【０２４４】
１つの実施態様では、本発明の hTRTタンパク質は、図 17（配列番号２）に示される配列、
あるいはそのフラグメントを有するポリペプチドである。別の実施態様では、 hTRTポリペ
プチドは、アミノ酸残基の内部の欠損、挿入、または保存的置換によって、配列番号２と
は異なる。関連の実施態様では、本発明は、配列番号２と実質的な類似性を有する hTRTポ
リペプチドを提供する。本発明はさらに、配列番号２のアミノ酸配列に関して、例えば、
切形、変異、誘導体化、または他の配列との融合（例えば、融合タンパク質を形成する）
の様式で、改変された hTRTポリペプチドを提供する。さらに、本発明は、テンプレート RN
A（例えば、 hTR）と複合体化された本発明の hTRTタンパク質を含有するテロメラーゼ RNP
を提供する。他の実施態様では、１種以上のテロメラーゼ会合タンパク質は、 hTRTタンパ
ク質および／または hTRと会合する。
【０２４５】
本発明はまた、配列番号５（図 20）、配列番号 10（図 19）の配列、またはそれらと実質的
な類似性を有するタンパク質、およびそのフラグメント、変異体または誘導体のような他
の天然に存在する hTRT種または天然に存在しない変異体を提供する。
【０２４６】
本発明は、さらに、他の hTRT種および変異体を提供する。 hTRT変異体の１つの例は、クロ
ーン 712562（配列番号３ (図 18)）または配列番号４ (図 20)に示される pro90変異体 hTRTに
よりコードされる mRNAのリボソームフレームシフトより得られ得、従って、全 TRTモチー
フを有する hTRTポリプチドを合成し得る（一般的な例は、例えば、 Tsuchihashiら、 1990,
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2516； Craigengenら、 1987, Cell 50:1 Weiss, 1990, 
Cell 62:117を参照のこと）。リボソームフレームシフトは、特定の mRNA配列または二次
構造が、リボソームを停止させ、そして配列中で１ヌクレオチドを前方または後方に飛ば
すときに、生じ得る。従って、 712562 mRNAでのリボソームフレームシフト事象は、約 523
アミノ酸残基ポリペプチドの合成をなし得る。 pro90配列でのリボソームフレームシフト
事象は、約 1071残基を有するタンパク質をもたらし得る。リボソームフレームシフトから
得られるタンパク質はまた、本発明によって提供される合成または組換え法によって発現
され得ることが理解される。
【０２４７】
ヒト TRTタンパク質、ペプチド、および機能的に等価のタンパク質が、下記により詳細に
議論されているような、精製、化学合成、または組換え産生によって得られ得る。
【０２４８】
Ｂ） TRTタンパク質活性
本発明の TRTポリペプチド（フラグメント、変異体、オルタナティブ (alternative)対立遺
伝子産物、および融合タンパク質を含む）は、天然 hTRTに関連する１つ以上または全ての
機能活性を有し得る。本明細書に使用されているように、記載以外に hTRTまたは他の TRT
ポリペプチドは、活性が、会合 RNA（例えば、 hTR）を有さない hTRTタンパク質または hTRT
会合 RNA（例えば、 hTR）複合体中の hTRTタンパク質のいずれかによって示されるときには
、特定の活性を有すると考えられる。 hTRTの hTR結合活性は、 hTRTタンパク質に関連する
活性の１つの例である。本発明の核酸（例えば、 hTR）および hTRTポリペプチドの複合体
を産生する方法は、以下に記載される。
【０２４９】
hTRTタンパク質の、天然 hTRTと異なる補体活性を有するような改変（例えば、 hTRTポリペ
プチドをコードするポリヌクレオチドの変異または改変、または天然ポリヌクレオチド配
列と異なる配列を有するポリヌクレオチドの化学合成を含む、化学的または組換え方法に
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よる）は、治療適用、あるいは hTRTまたはテロメラーゼの活性の特異的モジュレーターの
スクリーニングに有用であり得る。さらに、種々の hTRT活性についてのアッセイは、 hTRT
またはテロメラーゼと相互作用してテロメラーゼ活性を変化させる薬剤（例えば、活性調
節剤）を同定するのに特に有用であり得る。
【０２５０】
下記に議論されているように、天然 hTRTの活性は、以下を包含する：テロメラーゼ触媒活
性（前進 (processive)活性または非前進 (non-processive)活性のいずれかであり得る）；
テロメラーゼ前進性；従来の逆転写活性；ヌクレオチド分解活性；プライマーまたは基質
（テロメアまたは合成テロメラーゼ基質またはプライマー）結合活性； dNTP結合活性； RN
A（すなわち、 hTR）結合活性；およびタンパク質結合活性（例えば、テロメラーゼ会合タ
ンパク質、テロメア結合タンパク質、またはタンパク質－テロメリック DNA複合体への結
合）。しかし、本発明はまた、任意の特定の hTRT活性を有さないが、 hTRTまたは他の TRT
タンパク質（例えば、特定の典型的に短い免疫原ペプチド、阻害性ペプチド）に関連する
なんらかの有用活性を有する hTRT組成物を提供することが理解される。
【０２５１】
１）テロメラーゼ触媒活性
本明細書で使用されているように、本発明のポリペプドは、ポリペプチドが、テンプレー
ト核酸（例えば、 hTR）によってコードされる配列の１つの反復（例えば、 TTAGGG）の、
部分的、１つ、または２つ以上の付加によってテロメラーゼ基質として機能する DNAプラ
イマーを伸長し得るとき、「テロメラーゼ触媒活性」を有する。この活性は、前進的また
は非前進的であり得る。前進活性は、 DNAが酵素複合体によって放出される前に、テロメ
ラーゼ RNPがプライマーまたはテロメラーゼに複数の反復を付加するときに生じる。非前
進活性は、テロメラーゼが、プライマーに、部分的、または１つのみの反復を付加し、そ
して放出されるときに、生じる。しかし、インビボにおいて、非前進反応は、引き続く一
連の会合、伸長、および解離により、複数の反復を付加し得る。これはインビトロにおい
て同様に生じ得るが、標準的なアッセイでのテロメラーゼを超える大過剰モルのプライマ
ーによる標準的なアッセイ条件下では典型的に観察されない。
【０２５２】
非前進活性を有するとして hTRTポリペプチドを特徴づけるために、従来のテロメラーゼ反
応が、典型的に最高の効果を有する温度および dGTPを伴う、非前進反応に好ましい条件、
例えば、高温（すなわち、 35～ 45℃、典型的には 37℃）、低 dGTP濃度（ 1μ M以下）、高プ
ライマー濃度（ 5μ M以上）、および高 dATP/TTP濃度（２ mM以上）を用いて実施される。前
進活性を有するとして hTRTポリペプチドを特徴づけるために、従来のテロメラーゼ反応が
、典型的に最も臨界的である温度および dGTP濃度を伴う、非前進反応に好ましい条件（例
えば、 27～ 34℃、典型的には 30℃）、高 dGTP濃度（ 10μ M以上）、低プライマー濃度（１
μ M以下）、および／または低 dATPおよび TTP濃度（ 0.3-１ mM）を用いて、実施される。あ
るいは、 TRAPアッセイ（前進活性または適度な前進活性について）、またはドットブロッ
トアッセイおよびゲルブロットアッセイ（前進活性について）が使用され得る。本発明の
hTRTポリペプチドは、非前進活性を有し得るが、前進活性（例えば、 hTRTポリペプチドの
代替が、転位（ translocation）する能力を減少または除去するときに）は、単に前進的
であり得るか、または両方の活性を有し得る。
【０２５３】
ａ）非前進活性
非前進テロメラーゼ触媒活性は、 3'末端が RNAテンプレートにアニールする位置からテン
プレート配列の 5'末端に DNAプライマーを伸長し得、典型的には最初のＧ残基の付加で終
わる（例えば、テンプレートが hTRである場合）。表７に示されているように、付加され
るヌクレオチドの正確な数は、 TTAGGG反復配列におけるプライマーの 3'末端ヌクレオチド
の位置に依存する。
【０２５４】
【表７】
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【０２５５】
従って、４ヌクレオチドが、 --TTAGGGプライマーに付加され (i)、一方、６ヌクレオチド
が --TTAGプライマーに付加される (ii)。前進反応においてテロメラーゼによって付加され
る最初の反復は、この工程と等価である；しかし、前進反応では、テロメラーゼは、 3'末
端が放出され、別の反復のプライマー付加に十分な位置でのテンプレートの 3'領域で再結
合する転位工程を実施する（ Morin, 1997,
Eur. J. Cancer 33:750を参照のこと）。
【０２５６】
完全な非前進反応は、１つの合成プライマーを使用して、従来のアッセイにおいて１バン
ドのみを産生する。この得られたものはまた、末端トランスフェラーゼ活性のような他の
酵素によって産生され得るので、産物がテロメラーゼ触媒活性の結果であることを証明す
ることは、いくつかの適用で望まれ得る。テロメラーゼ（ hTRTを有する）により生じたバ
ンドは、いくつかのさらなる特徴によって区別され得る。プライマー末端に付加されるヌ
クレオチド数は、プライマー 3'末端の位置に一致するはずである。従って、 --TTAGGGプラ
イマーは、４ヌクレオチドが付加するはずであり、 --TTAGプライマーは、６ヌクレオチド
が付加するはずである（上記を参照のこと）。実際に、２つ以上の配列が入れ換ったプラ
イマーが使用され得、これらは、同じ全長を有するが、異なる 5'終端および 3'終端を有す
る。例として、プライマー 5'-TTAGGGTTAGGGTTAGGGおよび 5'-GTTAGGGTTAGGGTTAGGの非前進
伸長は、その絶対長が１ヌクレオチド差である産物を生成し得る（ 22ntの全長のために 5'
-TTAGGGTTAGGGTTAGGGに４つが付加され、 23ntのために全長のために 5'-GTTAGGGTTAGGGTTA
GGに５つが付加される）。反応のヌクレオチド依存性は、プライマー末端の位置に一致す
るはずである。従って、 --TTAGGGプライマー産物は、 dGTP、 TTP、および dATPを要求する
が、 dCTPは必要としないはずであり、そして ---AGGGTTプライマー産物は、 dGTPおよび dAT
Pを要求し、 TTPまたは dCTPを必要としないはずである。活性は、 hTRを分解して、その結
果テンプレート除去する条件下での RNAaseまたはミクロコッカスヌクレアーゼの前処理に
対して感受性であるはずである（ Morin, 1989, Cell 59:521を参照のこと）。
【０２５７】
ｂ）前進活性
実際には、前進活性は、従来のアッセイ、 TRAPアッセイ、またはゲルブロットアッセイで
の６ヌクレオチドラダーの出現によって容易に観察される。ドットブロットアッセイもま
た使用され得るが、このような方法ではラダーは検出されない。従来のアッセイは、 Mori
n, 1989, Cell 59:521に記載され、これは、その全体において、そして全目的のために本
明細書中で援用される。 TRAPアッセイは、米国特許第 5,629,154号に記載されており、 PCT
公開  WO 97/15687、 PCT公開  WO 95/13381； Kruppら、 Nucleic Acids Res., 1997, 25:919
；および、 Wrightら、 1995, Nuc. Acids Res. 23:3794もまた参照のこと。これらの各々
は、その全体において、そして全目的のために本明細書中で援用される。ドットブロット
アッセイは、活性を検出するために使用される（ CCCUAA)nプローブの安定なハイブリダイ
ゼーションに要求される３つ以上の反復を付加しない非前進活性が、同じものが前進性を
生じるかどうか、すなわち、プローブが、予測されるテロメラーゼ基質を検出するかどう
かを決定するために、化合物または hTRT変異体を用いて試験され、次いでその化合物また
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は変異体が非前進活性を前進活性に変化し得る様式で、使用され得る。前進テロメラーゼ
触媒活性についての他のアッセイもまた、例えば、 Tatematsuら、 1996, Oncogene 13:226
5のストレッチ PCRアッセイで使用され得る。従来のアッセイとドットブロットアッセイと
の組み合わせのゲルブロットアッセイもまた、使用され得る。この変法で、従来アッセイ
が、放射標識ヌクレオチドなしに、そして高い dGTP濃度（例えば、 0.1～２ mM）で実施さ
れる。従来アッセイの実施後、合成された DNAは、変性 PAGEによって分離され、そしてメ
ンブレン（例えば、ニトロセルロース）に移される。次に、テロメリック DNA（テロメラ
ーゼ産物－伸長したテロメラーゼプライマーまたは基質）が、標識されたテロメリック DN
Aプローブ（例えば、前出のドットブロットアッセイで使用されたような CCCTAA配列を有
するプローブ）を使用するハイブリダイゼーションのような方法によって検出され得る。
この技術の利点は、従来アッセイよりも感度が高く、合成フラグメントのサイズ、および
反応の前進性についての情報を提供することである。
【０２５８】
ｃ）活性測定
hTRTポリペプチドのテロメラーゼ活性は、未精製、部分精製、または実質的に純粋な hTRT
ポリペプチド（例えば、 hTRとの会合で）を使用して、インビトロで、またはインビボ発
現後に測定され得る。例えば、細胞（例えば、本発明の組換え hTRTポリペプチドを発現す
る細胞）でのテロメラーゼ活性は、テロメアの長さの増加または減少を検出することによ
ってアッセイされ得る。テロメラーゼ触媒活性の典型的なアッセイは、 hTRと複合体化さ
れた hTRTを使用して実施され得る；しかし、オルタナティブテロメラーゼテンプレート RN
Aが置換され得るか、またはテロメラーゼ－プライマー結合のような別の活性を測定する
ためのアッセイが行われ得る。テロメアの長さを測定するアッセイは、当該分野で公知で
あり、そしてテロメリック DNAへのプローブのハイブリダイゼーション（増幅工程が包含
され得る）、および TRF分析、すなわち、制限エンドヌクレアーゼ切断後のテロメリック D
NA制限フラグメント [TRF]の分析、を包含する。 PCT公開 WO 93/23572および WO 96/41016；
Counterら、 1992, EMBO J. 11:1921； Allsoppら、 1992, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 8
9:10114； Sanno, 1996, Am J Clin Pathol 106:16,および Sanno, 1997, Neuroendocrinol
ogy 65:299を参照のこと。
【０２５９】
hTRTポリペプチドのテロメラーゼ触媒活性は、前出のアッセイおよびその他のテロメラー
ゼ触媒活性アッセイを使用する多数の方法で測定され得る。１つの方法に従って、 hTRTタ
ンパク質が、 hTRが発現される（すなわち、細胞で正常に、または組換え発現によるいず
れかで）テロメラーゼ陰性ヒト細胞で、発現され（例えば、以下に記載されるように）、
そして細胞または細胞溶解物中のテロメラーゼ活性の存在または非存在が測定される。適
切なテロメラーゼ陰性細胞の例は、 IMR 90（ ATCC, #CCL-186）または BJ細胞（ヒト包皮線
維芽細胞株；例えば、 Fengら、 1995, Science 269:1236を参照のこと）。その他の例は、
網膜着色上皮細胞（ RPE）、ヒト臍帯静脈内皮細胞（ HUVEC; ATCC #CRL-1730）、ヒト大動
脈内皮細胞（ HAEC; Clonetics Corp, #CC-2535）、およびヒト乳房上皮細胞（ HME; Hammo
ndら、 1984, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 81:5435; Stampfer, 1985, J. Tissue Cultu
re Methods 9:107）を包含する。別の実施態様では、 hTRTポリペプチドは、テロメラーゼ
陽性細胞で発現され（例えば、 hTRT発現ベクターでのトランスフェクションによって）、
そしてトランスフェクトされていないコントロール細胞に比較して、細胞でのテロメラー
ゼ活性の増加が、ポリペプチドがテロメラーゼ触媒活性を有する場合に検出される。通常
、 hTRTを発現する適切な発現ベクターでトランスフェクトされた細胞でのテロメラーゼ触
媒活性は、トランスフェクトされていない（コントロール）細胞より、少なくとも約２倍
、少なくとも約５倍、または少なくとも約 10倍～ 100倍さえ、または 1000倍でさえ、有意
に大きく増加する。
【０２６０】
別の実施態様では、 hTRTタンパク質が、精製目的のための標識、すなわち「エピトープタ
グ」を有する融合タンパク質として（下記を参照のこと）、細胞 (例えば、 hTRが発現され
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るテロメラーゼ陰性細胞で )発現される。１つの実施態様では、 RNPは、タグを特異的に認
識する抗体を使用して細胞から回収される。好ましいタグは、典型的に、短いかまたは小
さく、そして切断部位、または hTRTポリペプチドからタグを除去し得る他の特性を有し得
る。適切なタグの例は、 XpressT Mエピトープ（ Invitrogen, Inc., San Diego CA）、およ
び、抗体または核酸、あるいは実施例６に記載されているような他の等価な方法によって
、特異的に結合され得る他の部分を包含する。別のタグは、例えば、配列番号２のタンパ
ク質の翻訳を開始する ATGコドンの上流の配列番号１に挿入される配列によってコードさ
れるものを包含し、これは、上流配列への（新しい）メチオニン開始コドンの挿入を包含
し得る。
【０２６１】
hTRT変異体が、（例えば、融合タンパク質として）細胞で発現され、次に（例えば、リボ
核タンパク質複合体として）単離されるとき、他の細胞タンパク質（すなわち、テロメラ
ーゼ会合タンパク質）が、単離された複合体と会合し得る (それに直接的または間接的に
結合し得る )ことが理解される。このような場合に、 hTRT、 hTR、および関連タンパク質を
含有する複合体についてテロメラーゼ活性をアッセイすることが、ときに望まれる。
【０２６２】
２）他のテロメラーゼまたは TRTタンパク質の活性
本発明の hTRTポリペプチドは、テロメラーゼ触媒活性を欠くが、１つ以上の他のテロメラ
ーゼ活性を保持する変異体を包含する。これらの他の活性、および、このような活性を測
定する本発明の方法は、（限定されないが）以下の節に議論されているものを包含する。
【０２６３】
ａ）従来の転写酵素活性
テロメラーゼの従来の逆転写活性は、例えば、 Morin, 1997,前出、および Spenceら、 1995
, Science 267:988に記載されている。 hTRTは、逆転写触媒活性に要求される保存された
アミノ酸モチーフを有するので、 hTRTは、ある種の外因性（例えば、非 hTR） RNAを転写す
る能力を有する。従来の RTアッセイは、アニールした DNAプライマーを伸長することによ
って、 RNAテンプレートを転写する酵素の能力を測定する。逆転写活性は、当該分野で公
知の多数の方法、例えば、標識核酸プライマー（例えば、 RNAまたは DNA）のサイズの増加
、または標識 dNTPの取り込みを測定することによって測定され得る (例えば、前出 Ausubel
らを参照こと )。
【０２６４】
hTRTは hTRと特異的に会合するので、従来の RTアッセイに対する DNAプライマー／ RNAテン
プレートが、 hTRおよび／またはテロメリック DNAプライマーに関連する特徴を有するよう
に改変され得ることは、理解される。例えば、 RNAは、配列（ CCCTAA)nを有し得、ここで
、ｎは、少なくとも１または少なくとも３、あるいは少なくとも 10以上である。１つの実
施態様では、（ CCCTAA)n領域は、 RNAの 5'末端またはその付近に存在する（テロメラーゼ R
NAでのテンプレート領域の 5'位置に類似する）。同様に、 DNAプライマーは、 TTAGGGテロ
メア配列の部分を有する 3'末端、例えば、 Xn TTAG、 Xn AGGG、 Xn（ TTAGGG） q TTAGなどを有
し得、ここで、 Xは、非テロメリック配列であり、そして nは、 8～ 20または 6～ 30であり、
qは、 1～ 4である。別の実施態様では、 DNAプライマーは RNAテンプレートに相補的でない 5
'末端を有し、その結果、プライマーが RNAにアニールされるとき、プライマーの 5'末端が
結合されずに残る。本発明の方法に適用され得る標準的な逆転写アッセイのさらなる改変
が、当該分野で公知である。
【０２６５】
ｂ）ヌクレオチド分解活性
テロメラーゼのヌクレオチド分解活性は、例えば、 Morin, 1997,前出； Collinsおよび Gri
eder, 1993, Genes and Development 7:1364に記載されている。テロメラーゼは、ヌクレ
オチド分解活性を有する (Joyceおよび Steitz, 1987, Trends Biochem, Sci. 12:288)；し
かし、テロメラーゼ活性は定義されている特性を有する。テロメラーゼは、ヒトおよび Te
trahymenaでは、 DNAの 3'末端が、 DNAテンプレート配列の 5'境界に位置するときに、オリ
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ゴヌクレオチドの 3'末端から、優先的にヌクレオチドを通常１つだけ除去する。このヌク
レチドは、テロメリック反復（ヒトでは TTAGGである）の最初のＧである。テロメラーゼ
は、優先的にＧ残基を除去するが、その他のヌクレオチドに対するヌクレオチド分解活性
を有する。この活性は、モニターされ得る。２つの異なる方法が、例示目的に本明細書に
記載されている。１つの方法は、全テンプレート配列に結合するプライマーとの従来のテ
ロメラーゼ反応（すなわち、テンプレート境界；ヒトでは 5'-TAGGGATTAGでの終止）であ
る。ヌクレオチド分解活性は、最終 dG残基の、アッセイで提供される放射標識 dGTPとの置
換をモニターすることによって観察される。この置換は、ゲル電気泳動およびオートラジ
オグラフィーによって示される、開始プライマーのサイズでのバンドの出現によってモニ
ターされる。
【０２６６】
好ましい方法は、テロメラーゼによって伸長され得ない「ブロックされた」 3'末端を有す
る DNAプライマーを使用する。 3'ブロックプライマーは、標準的なテロメラーゼアッセイ
で使用され得るが、 3'ヌクレオチドがテロメラーゼのヌクレオチド分解活性によって除去
されない限り、伸長されない。この方法の利点は、テロメラーゼ活性が、いくつかの標準
的な方法のいずれによりモニターされ得、そのシグナルが強く、そして定量が容易である
ことである。プライマーの 3'末端のブロックは、いくつかの方法によって完了され得る。
１つの方法は、標準的なオリゴヌクレトチド合成法を用いる、プライマーの 3'末端での 3'
-デオキシ -dNTP残基の付加である。この末端は、 2'OHを有するが、テロメラーゼに必要な
3'OHを有さない。 3'末端をブロックする他の方法は、例えば、 3'ジデオキシ末端、 3'アミ
ン末端などに存在する。 hTRTヌクレオチド分解アッセイに対するプライマーの例は、 5'-T
TAGGGTTAGGGTTA(G3 ' H )であり、ここで、最後の残基は、 3'-デオキシグアノシン残基を示
す（ Glen Research, Sterling, VA）。本開示に基づく適切なプライマーに対する多数の
他の変化は、当業者に公知である。
【０２６７】
ｃ）プライマー（テロメア）結合活性
テロメラーゼプライマー（テロメア）結合活性は、例えば、 Morin, 1997,前出； Collins
ら、 1995, Cell 81:677; Harringtonら、 1995, J. Biol. Chem. 270:8893に記載されてい
る。テロメラーゼは、テロメリック DNAプライマーに結合する２つの部位を有すると考え
られる。プライマー結合に関連する RTモチーフは、 hTRTおよび／または hTRT/hTRは DNAプ
ライマー結合活性を有することを示す。プライマー結合活性をアッセイするいくつかの方
法が存在する；しかし、ほとんどの方法に共通する工程は、適切な結合条件下における、
標識 DNAプライマーの、 hTRTあるいは hTRT/hTRまたは他の TRT/TR組み合わせとのインキュ
ベーションである。さらに、ほとんどの方法は、非結合 DNAを、タンパク質結合 DNAから分
離する手段を用いる；これらの方法は、以下を包含する。
【０２６８】
ｉ）ゲルシフトアッセイ（電気泳動／移動度シフトアッセイとも呼ばれる）は、非結合 DN
Aプライマーが、タンパク質結合 DNAプライマーから、非変性ゲル上での電気泳動によって
分離されるアッセイである（ Ausubelら、前出）。
【０２６９】
ii）マトリックス結合アッセイは、基本技術に対していくつかの変法を包含し、これは、
標識プライマーとのインキュベーションの前または後のいずれかで、 hTRまたは hTRT/hTR
複合体のマトリックス（例えば、ニトロセルロース）への結合を包含する。 hTRTのマトリ
クッスへの結合によって、非結合プライマーが、結合プライマーから機械的に分離され得
る。残りの非結合 DNAは、定量前にメンブレンを洗浄することによって除去され得る。当
業者は、化学的、光化学的、 UV架橋結合、抗体／エピトープ、および非共有的（疎水的、
静電気的など）な相互作用を含む、このようなマトリックス、固体支持体、およびメンブ
レンへの、タンパク質の結合方法がいくつか存在することを認識する。
【０２７０】
DNAプライマーは、テロメラーゼに対して親和性を有する任意の DNA、例えば、（ TTAGGG)n
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（ここで、 nは、 1～ 10であり得、典型的には 3～ 5である）のようなテロメリック DNAプラ
イマーであり得る。 3'末端および 5'末端は、反復配列の任意の位置で終わり得る。プライ
マーはまた、標識または欠損を促進し得る非テロメリック DNAの 5'または 3'の伸長を有し
得る。プライマーはまた、例えば、検出または単離を促進するように誘導体化され得る。
【０２７１】
ｄ） dNTP結合活性
テロメラーゼの dNTP結合活性は、例えば、 Morin, 1997、前出； Spenceら、前出に記載さ
れている。テロメラーゼは、 DNAを合成するために dNTPを必要とする。 hTRTタンパク質は
、ヌクレオチド結合活性を有し、そして他のヌクレオチド結合タンパク質と同様の様式（
Kantrowitzら、 1980,Trends Biochem. Sci. 5:124）で、 dNTP結合についてアッセイされ
得る。典型的には、標識された dNTPまたは dNTPのアナログの結合は、当該分野で公知であ
るように、非テロメラーゼ RTタンパク質についてモニターされ得る。
【０２７２】
ｅ） RNA（すなわち、 hTR）結合活性
テロメラーゼの RNA（すなわち、 hTR）結合活性は、例えば、 Morin, 1997、前出 ; Harring
tonら、 1997, Science 275:973; Collinsら、 1995, Cell 81:677に記載されている。本発
明の TRTタンパク質の RNA結合活性は、標識 RNAプローブを用いる、前記の DNAプライマー結
合アッセイと同様の様式でアッセイされ得る。結合および非結合の RNAの分離方法、およ
び RNAの検出方法は、当該分野で周知であり、 DNAプライマー結合アッセイについて記載さ
れているのと同様の様式で、本発明の活性アッセイに適用され得る。 RNAは、全長 hTR、 hT
Rのフラグメント、またはテロメラーゼまたは hTRTに対して親和性を有することが実証さ
れた他の RNAであり得る。米国特許第 5,583,016号および PCT公開第 96/40868号を参照のこ
と。
【０２７３】
３）標的としてのテロメラーゼモチーフ
本発明は、前記のように、活性の完全な相補性（前記のような）を有する組換え hTRTに加
えて、天然に存在するテロメラーゼまたは hTRTまたは他の TRTタンパク質のテロメラーゼ
活性の完全な相補性より少ない hTRTポリペプチドを提供する。 RTおよび TRTのテロメラー
ゼ特異的モチーフの本明細書の開示を考慮して、前記のモチーフ配列中に認められるよう
な、保存されたアミノ酸残基の変化または変異は、治療、薬剤スクリーニング、および特
徴づけ、および他の使用に有用である、活性を失なった変異体をもたらすことが理解され
る。例えば、実施例１に記載されているように、 S. pombeの外因性 TRT遺伝子の RTドメイ
ンでのモチーフＢ～Ｄの欠失は、テロメアが、テロメアプローブのテロメリック反復への
ハイブリダイゼーションがほとんど検出されない位置に順次短くされたハプロイド細胞を
もたらす。このことは、テロメラーゼ触媒活性の消失を示す。同様に、モチーフ Eの WxGxS
部位での変化は、テロメラーゼ DNAプライマーの結合または機能に影響し得る。さらに、
モチーフ A、 B'、および Cでのアミノ酸変化は、テロメラーゼの触媒活性に影響し得る。 hT
RTの DDモチーフの変異は、テロメラーゼ活性を、有意に減少または無くし得る（実施例１
６を参照のこと）。
【０２７４】
ｃ） hTRTおよびその他の TRTポリペプチドの合成
本発明は、本明細書に開示されている hTRTおよび他の TRTポリペプチドを生産する種々の
方法を提供する。下記の節に、 hTRTタンパク質の化学合成合および組換え発現（融合タン
パク質を含む）が、いくぶん詳細に記載されている。
【０２７５】
１）化学合成
本発明は、当該分野で周知の一般的な化学的な方法を使用して、全体または部分的に合成
された hTRTポリペプチドを提供する（例えば、 Caruthersら、 1980, Nucleic Acids Res.S
ymp. Ser., 215-223;および、 Hornら、 1980, Nucleic Acids Res. Symp. Ser., 225-232
）。例えば、ペプチド合成は、自動化された合成（例えば、製造者によって提供された使
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用説明書に従う、 Perkin Elmer ABI 431A Peptide Synthesizerを使用する）を含む、種
々の固相法 (Robergeら、 1995,Science 269;202)を使用して実施され得る。全長のタンパ
ク質が必要なときは、より短いポリペプチドが、ペプチド結合を形成するために、１つの
分子のアミノ末端と他の分子のカルボキシル末端との縮合によって融合され得る。
【０２７６】
新たに合成されたペプチドは、例えば、調製用高速液体クロマトグラフィー（例えば、 Cr
eighton, Proteins, Structures and Molecular Principles, WH Freeman and Co, New Y
ork NY [1983]）によって、実質的に精製され得る。合成ペプチド（または、本発明の任
意の他のペプチドまたはポリペプチド）の組成物は、アミノ酸分析または配列決定（例え
ば、 Edman分解法； Creighton,前出）によって確認され得る。重要なことは、 hTRTのアミ
ノ酸配列またはその任意の部分が、直接合成の間に変化され得るか、および／または化学
的方法を用いて、他のタンパク質からの配列またはそうでなければその任意の部分と任意
の目的のために組合わされ得て、本発明の変異体ポリペプチドを産生する。
【０２７７】
２） hTRTおよびその他の TRTタンパク質の組換え発現
本発明は、インビトロ（無細胞の）、エクソビボ、またはインビボ（細胞または生物に基
づく）組換え発現系を使用する、 hTRTポリペプチドおよび核酸の発現に有用な方法、試薬
、ベクター、および細胞を提供する。１つの実施態様では、 hTRTタンパク質またはそのフ
ラグメントの発現は、適切な発現ベクター（すなわち、使用される発現系に要求される、
挿入されたコード配列の転写および翻訳に必須エレメントを有するベクター）へコード配
列を挿入する工程を包含する。従って、１つの局面で、本発明は、 hTRT遺伝子のコード配
列に対する配列において、少なくとも 25ヌクレオチド、および多くの適用に好ましくは、
本発明の hTRT cDNAまたは遺伝子の 50～ 100ヌクレオチド以上が実質的に同一であるポリヌ
クレオチドを提供する。これは、 hTRTポリペプチドを発現し得る転写ユニットを形成する
ために、プロモーターに作動可能に連結される。当業者に周知の方法を用いて、 hTRT配列
、および、本発明によって提供される適切な転写または翻訳制御を有する発現ベクターを
構築し得る（例えば、 Sambrookら、前出、および Ausubelら、前出および本発明の開示を
参照のこと）。
【０２７８】
本発明によって提供される hTRTポリペプチドは、 hTRTポリペプチドまたは hTRTタンパク質
のフラグメントを含有する融合タンパク質を包含する。融合タンパク質は、化学合成によ
ってもまた産生され得るが、典型的には組換え方法によって産生される。融合タンパク質
は、 hTRTポリペプチド構築物の増強された発現の提供、または、他の所望の特性（例えば
、標識（例えば、酵素リポーター基）、結合基、または抗体エピトープを含む）を有する
hTRTポリペプチドの産生に有用であり得る。 hTRTおよび増強グリーン蛍光タンパク質（ EG
FP）配列を有する融合タンパク質の例が、以下の実施例１５に記載される。実施例１５お
よび本明細書の他のところに議論されている使用および適用が、特定の融合タンパク質に
限定されるのではなく、種々の融合構築物の使用の例示であることは、当業者には明白で
ある。
【０２７９】
本発明の融合タンパク質系はまた、 hTRTタンパク質またはペプチドの効率的な産生および
単離を促進するために使用され得る。例えば、いくつかの実施態様では、融合タンパク質
の非 hTRT配列部分は、融合タンパク質が非結合成分（例えば細胞溶解物中の非関連タンパ
ク質）から分離され得るように、固定化分子に特異的に結合され得る短いペプチドを有す
る。１つの例は、特異抗体に結合されるペプチド配列である。別の例は、ニッケルまたは
銅イオンを含有する樹脂（すなわち、金属ーキレートアフィニティークロマトグラフィー
）により結合され得る、ポリヒスチジン部、例えば、（ His)6またはヒスチジン－トリプ
トファン配列を有するペプチドである。他の例は、固定化免疫グロブリンでの精製を可能
にするプロテイン Aのドメインまたはフラグメント、および、 FLAGS伸長／アフィニティー
精製システム（ Immunex Corp, Seattle WA）で使用されるドメインを包含する。いくつか
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の実施態様では、融合タンパク質は、 hTRTまたは他の TRTポリペプチド配列が、非 hTRTペ
プチドまたはタンパク質の配列から容易に分離され得るような、切断部位を有する。この
場合、切断は、化学的（例えば、臭化シアン、 2-(2-ニトロフェニルスルフェニル )-3-メ
チル -3'-ブロモインドレン、ヒドロキシルアミン、または低い pH）、または酵素的（例え
ば、 Xa因子、エンテロキナーゼ）であり得る。融合および切断システムの選択は、部分的
には、発現される hTRTポリペプチドの部分（すなわち、配列）に依存し得る。融合タンパ
ク質は、 Ausubelら、前出、 16節 , Krollら、 1993, DNA Cell. Biol. 12:441、および Invi
trogen 1997カタログ（ Invitrogen Inc, San Diego CA）に一般的に記載されている。エ
ピトープタグまたはタグおよび切断部位を有する本発明の融合タンパク質の他の例は、下
記の実施例６に提供される。
【０２８０】
この節に議論されている発現系は hTRTポリペプチドの発現に注目しているが、同じまたは
類似の細胞、ベクター、および方法が、 hTRTポリヌクレオチドの必ずしも所望する産生を
ともなうことなく、センスおよびアンチセンスのポリヌクレオチドを含む、本発明の hTRT
ポリヌクレオチドを発現するために使用され得ることは、当業者に理解される。典型的に
は、ポリペプチドの発現は、適切な開始コドン（例えば、メチオニン）、オープンリーデ
ィングフレーム、および、タンパク質を産生するための核酸配列の翻訳が所望されないと
きには省略され得る翻訳調節シグナル（例えば、リボソーム結合部位、終止コドン）を必
要とする。
【０２８１】
hTRTポリペプチドおよびポリヌクレオチドの発現は、本発明によって提供される、任意の
いくつかの関連する利点を達成するように実施され得る。例示的な利点の１つは、それら
が発現される細胞からその後に単離される hTRTポリペプチドの発現である（例えば、ワク
チンとして、またはテロメラーゼ活性を調節する化合物を同定するためのスクリーニング
適用での使用のための多量の hTRT産生のため）。第二の例示的な利点は、細胞の表現型を
変化させるために、細胞での hTRT発現（遺伝子治療の適用のように）である。非哺乳動物
細胞が、精製のために hTRTの発現に使用され得、一方、特定の真核哺乳動物細胞（例えば
、ヒト細胞）は、 hTRTの単離および精製のみならず、細胞での表現型の変化が望まれると
きに（例えば、遺伝子治療適用でのように増殖能力の変化に影響するように）、 hTRTの発
現にも使用され得る。例示および非限定の目的として、１つ以上のテロメラーゼ活性（例
えば、テロメラーゼ触媒活性）を有する hTRTポリペプチドは、細胞の増殖能力を増加する
（例えば、細胞を不死化する）ために宿主細胞で発現され得る。逆に、 hTRTアンチセンス
ポリヌクレオチドまたは阻害ポリペプチドは、典型的に、細胞（例えば、テロメラーゼ陽
性の悪性腫瘍細胞）の増殖能力を減少させるために発現され得る。多数の特定の適用が、
本明細書中、例えば、以下の治療適用のための本発明の試薬および方法の使用の議論に記
載されている。
【０２８２】
本発明の例示的な有用な発現系（細胞、調節エレメント、ベクター、および発現）は、当
該分野で周知の一般的な方法（例えば、 Ausubelら (前出 )の 10節を参照のこと）に従って
、 hTRTポリヌクレオチドを使用する、網状赤血球溶解物および小麦胚芽系のような多数の
無細胞系を包含する。別の実施態様では、本発明は、原核細胞または真核細胞での hTRT発
現のための試薬および方法を提供する。従って、本発明は、 hTRTポリヌクレオチド、タン
パク質、タンパク質部分配列、または融合タンパク質をコードする核酸を提供する。これ
らは、単離細胞、細胞株、細胞培養物、組織および全生物を含み、当該分野で公知のヒト
細胞発現系を含む細菌、真菌、植物、昆虫、および動物で発現され得る。当業者により理
解されるように、宿主細胞または無細胞系発現系に導入される hTRTポリヌクレオチドは、
通常、各宿主または無細胞系に対して適切な発現制御配列に作動可能に連結される。
【０２８３】
有用な細菌発現系は、 E. coli、バチルス属（例えば、 Bacillus subtilus）、他の腸内細
菌（例えば、 Salmonella、 Serratia、および種々の Pseudomonas種）、または他の細菌宿
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主（例えば、 Streptococcus cremoris、 Streptococcus lactis、 Streptococcus thermoph
ilus、 Leuconostoc citrovorum、 Leuconostoc mesenteroides、 Lactobacillus acidophil
us、 Lactobacillus lactis、 Bifidobacterium bifidum、 Bifidobacterium breve、および
Bifidobacterium longum）を、包含する。原核生物で有用な hTRT発現構築物は、組換えバ
クテリオファージ、プラスミドまたはコスミド DNA発現ベクターなどを包含し、代表的に
は、プロモーター配列を包含する。プロモーターの例は、 lacプロモーター、 Bluescript7
 phagemid(Stratagene, La Jolla CA)または pSport1(Gibco BRL)のハイブリッド lacZプロ
モーターのような誘導プロモーター；ファージーλプロモーター系；トリプトファン（ tr
p）プロモーター系；および、 ptrp-lacハイブリッドなどを包含する。細菌発現構築物は
、必要に応じて、リボソーム結合部位、および転写終止シグナル調節配列を包含する。発
現に有用な特定のベクターの例は、例えば、 pTrcHis2（ Invitrogen, San Diego CA）、 pT
hioHis A、 B、および C、ならびに当該分野で公知または開発され得る他の多数のベクター
（例えば、 Ausbelを参照のこと）を包含する。細菌に有用なベクターは、 hTRT融合タンパ
ク質の産生を促進するものを包含する。細菌細胞での融合タンパク質の高レベル発現に有
用なベクターは、以下に限定されないが、上記の Bluescript7（ Stratagene）のような、
多重機能性 E. coliクローニングおよび発現ベクターを包含し、そこで、 hTRTタンパク質
、 hTRT融合タンパク質、または hTRTフラグメントをコードする配列が、ハイブリッドタン
パク質が産生されるように、アミノ末端 Metおよび後続のβ -ガラクトシダーゼの７残基に
対する配列に、インフレームでベクターに連結され得る（例えば、 pINベクター ; Van Hee
keおよび Schuster, 1989, J. Biol. Chem., 264:5503）。 pGEXベクター（例えば、 pGEX-2
TK; Pharmacia Biotech）のようなベクターもまた、グルタチオン S-トランスフェラーゼ
（ GST）を有する融合タンパク質として、 hTRTタンパク質のような外来ポリペプチドを発
現するために使用され得る。このような融合タンパク質は、グルタチオン－アガロースビ
ーズへの吸着、その後の遊離グルタチオンの存在下での溶出によって、溶解細胞から精製
され得る。このような系で産生されたタンパク質は、精製または他の適用に有用であり得
るような、エンテロキナーゼ、トロンビン、または Xa因子プロテアーゼ切断部位をしばし
ば含み、その結果目的のクローニングされたポリペプチドが GST部分から放出され得る。
他の例は、 hTRTおよび E. coliマルトース結合タンパク質（ MBP）または E. coliチオレド
キシンを含む融合タンパク質である。細菌細胞で有用な hTRT発現構築物の例は、以下の実
施例６に提供される。
【０２８４】
本発明はさらに、 Dictyosteliumのような真菌系、および、好ましくは Saccharomyces cer
evisiae, Pichia pastoris, Torulopsis holmil, Saccharomyces fragilis, Saccharomyc
es lactis, Hansenula polymorpha、および Candida pseudotropicalisのような酵母で発
現される hTRTポリペプチドを提供する。 hTRTが酵母で発現されるときは、プラスミドおよ
び酵母人工染色体（ YAC）ベクターを含む、多数の適切なベクターが入手可能である。ベ
クターは、代表的に、構成または誘導プロモーター（例えば、α因子、アルコールオキシ
ダーゼ、 PGH、および 3-ホスホグリセレートキナーゼまたは他の解糖酵素）のような発現
制御配列、および、必要であれば、複製起点、終結配列などを包含する。 Pichiaでの使用
に適切なベクターは、 pPICZ、 His6/pPICZB、 pPICZα、 pPIC3.5K、 pPIC9K、 pA0815、 pGAP2
A、 B、および C、 pGAP2α A、 B、および C（ Invitrogen, San Diego, CA）、ならびに当該分
野で公知または開発されるべき多数のベクターを包含する。１つの実施態様では、ベクタ
ー His6/pPICZB（ Invitrogen, San Diego, CA）が、酵母 Pichia pastorisで His6 -hTRT融合
タンパク質を発現するために使用される。 Saccharomycesで有用なベクターの例は、 pYES2
（ Invitrogen, San Diego, CA）である。酵母で有用な hTRT発現構築物の例は、以下の実
施例６に提供される。
【０２８５】
本発明の hTRTポリペプチドはまた、植物または植物ウイルス発現ベクター（例えば、カリ
フラワーモザイクウイルス、 CaMV；タバコモザイクウイルス、 TMV）でトランスフェクト
されるか、または細菌発現ベクター（例えば、 Tiまたは pBR322プラスミド）で形質転換さ
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れる植物細胞系で発現され得る。植物ウイルス発現ベクターが使用される場合には、 hTRT
コード配列の発現は、任意の多数のプロモーターによって駆動され得る。例えば、 CaMVの
35Sおよび 19Sプロモーター（ Brissonら , 1984, Nature 310:511-514）のようなウイルス
プロモーターは、単独または TMVからのオメガリーダー配列（ Takamatsuら、 1987, EMBO J
., 6:307-311）との組み合わせで、使用され得る。あるいは、 RUBISCOのスモールサブユ
ニット遺伝子由来のプロモーター（ Coruzziら、 1984, EMBO J., 3:1671-1680； Broglieら
、 1984, Science 224:838-843）のような植物プロモーター、または熱ショックプロモー
ター（ Winterおよび Sinibaldi, 1991, Results Probl. Cell Differ., 17:85）、または
貯蔵タンパク質遺伝子プロモーターが、使用され得る。これらの構築物は、直接 DNA形質
転換または病原体媒介トランスフェクションによって、植物細胞へ導入され得る（このよ
うな技術の総説は、 Hobbsまたは Murry, 1992,MCGRAW HILL YEARBOOK OF SCIENCE AND TEC
HONOLOGY McGraw Hill New York NY, 191-196頁  (1992)；または、 Weissbachおよび Weiss
bach, 1988, METHODS FOR PLANT MOLECULAR BIOLOGY, Academic Press, New York NY, 42
1-463頁を参照のこと）。
【０２８６】
本発明によって提供される hTRTタンパク質の発現についての他の発現系は、昆虫系である
。好ましい系は、バキュロウイルスポリヘドリンプロモーターを使用する。このような系
の１つは、 Autographa californica核ポリヘドロシスウイルス（ AcNPV）が、 Spodoptera 
frugiperda細胞または Trichoplusia larvaeにおいて外来遺伝子を発現するためのベクタ
ーとして使用される。目的の遺伝子をコードする配列が、ポリヘドリン遺伝子のようなウ
イルスの非必須領域にクローニングされ得、ポリヘドリンプロモーターの制御下に置かれ
得る。 hTRTタンパク質をコードするような配列の首尾よい挿入は、ポリヘドリン遺伝子を
不活性化し、コートタンパク質を欠く組換えウイルスを産生する。次いで、組換えウイル
スは、 S. frugiperda細胞または Trichoplusia larvaeを感染させるために使用され、ここ
で、次いで、 hTRT配列が発現される（一般的な方法については、 Smithら、 J. Virol., 46
:584(1983)； Engelhardら、 Proc. Natl. Acad. Sci. 91:3224-7(1994)を参照のこと）。
バキュロウイルス発現についての有用なベクターは、 pBlueBacHis2A、 Bおよび C、 pBlueBa
c4.5、 pMelBacBならびに当該分野で公知ならびに開発されるべき多数の他のベクターを包
含する。昆虫細胞に有用な hTRT発現構築物の例は、以下の実施例６に提供される。
【０２８７】
本発明はまた、哺乳動物および哺乳動物細胞での発現系を提供する。上記のように、 hTRT
ポリヌクレオチドは、 hTRTポリペプチドの大量生産（例えば、精製のため）、または標的
細胞の表現型を変化するために（例えば、遺伝子療法、細胞不死化などの目的のために）
、哺乳動物細胞（例えば、ヒト細胞）で発現され得る。後者の場合には、発現される hTRT
ポリヌクレオチドは、テロメラーゼ触媒活性を有するポリペプチドをコードし得るか、ま
たはコードしなくてもよい。すなわち、発現が、センスまたはアンチセンスポリヌクレオ
チド、阻害または刺激ポリペプチド、ゼロまたは１以上のテロメラーゼ活性を有するポリ
ペプチド、ならびに、本明細書に開示またはこの開示の概説から当業者に明白なその他の
組み合わせおよび変異体であり得る。
【０２８８】
本発明の核酸を発現するための適切な哺乳動物宿主組織培養細胞は、 SV40で形質転換され
たサル腎 CV1株（ COS-7, ATCC CRL 1651）；ヒト胚腎株（ 293； Grahamら、 J. Gen. Virol.
 36:59 (1977)）；仔ハムスター腎細胞（ BHK, ATCC CCL 10）； CHO（ ATCC CCL 61および C
RL 9618）；マウスセルトリ細胞（ TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:243-251 (1980)）；
サル腎細胞（ CV1 ATCC CCL 70）；アフリカミドリザル腎細胞（ VERO-76, ATCC CRL 1587
）；ヒトけい管ガン細胞（ HeLa, ATCC CCL 2）；イヌ腎細胞（ MDCK, ATCC CCL 34）；バ
ッファロラット肝細胞（ BRL 3A, ATCC CRL 1442）；ヒト肺細胞（ W138, ATCC CCL75）；
ヒト肝細胞（ Hep G2,HB 8065）；マウス乳腫瘍（ MMT 060562, ATCC CCL51）； TRI細胞（ M
atherら、 Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-46 (1982)； MDCK細胞（ ATCC CCL 34および CRL
 6253）； HEK 293細胞（ ATCC CRL 1573）、および、 WI-38細胞（ ATCC CCL 75; ATCC:Amer
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ican Type Culture Collection、 Rockville, MD）を含む、任意の正常有限寿命動物もし
くはヒト細胞あるいは正常または異常な不死化動物もしくはヒト細胞を包含する。ポリペ
プチドを発現するための哺乳動物組織細胞培養物の使用は、 Winnacker, FROM GENE TO CL
ONES(VCH Publishers, N.Y., N.Y., 1987）に全般的に考察されている。
【０２８９】
哺乳動物宿主細胞について、ウイルスベースおよび非ウイルス発現系が提供される。非ウ
イルスベクターおよび系は、代表的に、タンパク質または RNAおよびヒト人工染色体を発
現するための発現カセットを有する、プラスミドおよびエピソームベクターを包含する（
例えば、 Harringtonら、 1997, Nat Genet 15:345を参照のこと）。例えば、哺乳動物（例
えば、ヒト）細胞での hTRTポリヌクレオチドおよびポリペプチドの発現に有用な非ウイル
スベクターは、 pcDNA3.1/His、 pEBVHisA、 B、および C（ Invitrogen, San Diego CA）、 MP
SVベクター、 Invitrogen 1997カタログ（ Invitrogen Inc, San Diego CA）（その全体が
本明細書中で援用される）に記載されている他のベクター、および他のタンパク質につい
ての当該分野で公知の多数の他のベクターを包含する。哺乳動物細胞で有用な hTRT発現構
築物の例は、以下の実施例６に提供される。
【０２９０】
有用なウイルスベクターは、レトロウイルス、アデノウイルス、アデノ関連ウイルス、ヘ
ルペスウイルスに基づくベクター、 SV40、パピローマウイルス、 HBPエプスタインバーウ
イルスに基づくベクター、ワクシニアウイルスベクター、およびセムリキ森林ウイルス（
SFV）を包含する。 SFVおよびワクシニアベクターは、一般的に前出の Ausubelらの第 16章
で議論されている。ときにはウイルスベクターは、ネイクド形態で導入されるか、または
ウイルスタンパク質以外のタンパク質でコートされるが、これらのベクターは、しばしば
、２つの成分である、改変されたウイルスゲノムおよびそれを囲むコート構造からなる（
一般的に、 Smith、  1995, Annu. Rev. Microbiol. 49:807を参照のこと）。しかし、ベク
ター中のウイルス核酸は、例えば、遺伝子療法用に設計されるときには、多くの様式で変
化され得る。これらの変化の目的は、入手可能なパッケージングまたはヘルパー細胞中で
ベクター形態で増殖し得るその能力を維持しながら、標的細胞中でウイルスを増殖不能に
すること、外因性 DNA配列の挿入のためにウイルスゲノム内に空間を提供すること、およ
び目的遺伝子をコードし、そして適切な発現を可能にする新たな配列を組み込むことであ
る。従って、ベクター核酸は、一般的に２つの成分を含む：ヘルパー株での複製およびパ
ッケージングのための必須 cis作用ウイルス配列、および外因性遺伝子のための転写ユニ
ット。他のウイルス機能は、特定のパッケージングまたはヘルパー細胞株でトランスで発
現される。アデノウイルスベクター（例えば、ヒト遺伝子療法における使用のため）は、
例えば、 Rosenfeldら、 1992, Cell 68:143； PCT公開公報 WO 94/12650；同 94/12649；同 94
/12629に記載されている。アデノウイルスが発現ベクターとして使用される場合に、 hTRT
をコードする配列は、後期プロモーターおよび３部分からなるリーダー配列からなる、ア
デノウイルス転写／翻訳複合体に連結され得る。ウイルスゲノムの E1または E3の非必須領
域での挿入は、感染宿主細胞で発現し得る生ウイルスをもたらす（ Loganおよび Shenk, 19
84, Proc. Natl. Acad. Sci., 81:3655）。レトロウイルスゲノム部分としての治療ポリ
ヌクレオチド配列を有する、複製欠損レトロウイルスベクターが、例えば、 Millerら、 19
90, Mol. Cell. Biol. 10:4239； Kolberg, 1992, J. NIH Res. 4:43；および、 Cornetta
ら、 1991, Hum. Gene Ther. 2:215に記載されている。
【０２９１】
哺乳動物細胞系では、哺乳動物遺伝子または哺乳動物ウイルスからのプロモーターが、し
ばしば適切である。適切なプロモーターは、構成的、細胞型特異的、ステージ特異的、お
よび／または制御もしくは調節可能（例えば、グルココルチコイドのようなホルモンによ
る）であり得る。有用なプロモーターは、以下に限定されないが、メタロチオネインプロ
モーター、構成的アデノウイル主要後期プロモーター、デキサメタゾン誘導 MMTVプロモー
ター、 SV40プロモーター、 MRPpolIIIプロモーター、構成的 MPSVプロモーター、テトラサ
イクリン誘導 CMVプロモーター、（例えば、ヒト即時初期 CMVプロモーター）、構成的 CMV
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プロモーター、および当該分野で公知のプロモーター -エンハンサー組み合わせを包含す
る。
【０２９２】
他の調節エレメントもまた、 hTRTポリヌクレオチドの効果的な発現および／または hTRTタ
ンパク質をコードする配列の翻訳に必要とされ得るかまたは望まれ得る。翻訳のために、
これらのエレメントは、代表的に、 ATG開始コドンおよび隣接のリボソーム結合部位また
は他の配列を含む。 hTRTタンパク質をコードする配列では、その開始コドンおよび上流の
プロモーター配列が発現ベクターに挿入されているならば、さらなる翻訳または他の制御
シグナルが必要とされなくてもよい。しかし、コード配列、またはその部分のみが挿入さ
れるている場合は、外因性転写および／または翻訳制御シグナル（例えば、プロモーター
、リボソーム結合部位、および ATG開始コドン）は、しばしば提供されなければならない
。さらに、開始コドンは、代表的に、所望のタンパク質の翻訳を確実にするように正しい
読み取り枠でなければならない。外因性転写エレメントおよび開始コドンは、天然および
合成の両方の種々の起源のものであり得る。さらに、発現効率は、使用する細胞系に適切
なエンハンサーを含むことによって促進され得る（ Scharfら、 1994, Results Probl. Cel
l Differ. 20:125；および、 Bittnerら、 1987, Meth. Enzymol., 153:516）。例えば、 SV
40エンハンサーまたは CMVエンハンサーが、哺乳動物宿主細胞での発現を増加するために
使用され得る。
【０２９３】
hTRT遺伝子産物の発現はまた、ヒト細胞（例えばテロメラーゼ陰性細胞株）のような細胞
で、 hTRTプロモーターまたはエンハンサーの活性化によりなされ（増加され）得る。活性
化は、外因性プロモーター活性化因子の投与、または hTRT遺伝子の発現を抑制する細胞成
分の阻害を含む、種々の方法によって実施され得る。逆に、以下に記載されるように、プ
ロモーター機能の阻害が hTRT遺伝子発現を減少させることが理解される。
【０２９４】
本発明は、エクジソン（ Ecdysone）誘導発現系（ Invitrogen）のような系、および Clonte
chからの Tet-Onおよび Tet-offテトラサイクリン制御系を使用して、 hTRTポリペプチドの
誘導可能および抑制可能な発現を提供する。エクジソン誘導発現系は、ステロイドホルモ
ンエクジソンアナログ、ムリステロン Aを使用して、ヘテロ二量体核レセプターを通じて
組換えタンパク質の発現を活性化する（ Noら、 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:33
46）。本発明の１つの実施態様では、 hTRTは、 pINDベクター（ Clontech）にクローニング
され、これは、最小の熱ショックプロモーター上流の５つの改変エクジソン応答エレメン
ト（ E/GRE）および複数のクローニング部位を含む。次いで、その構築物は、エクジソン
レセプターを安定に発現する細胞株にトランスフェクトされる。トランスフェクション後
、細胞は、ムリステロン Aによって処理され、 pINDからの細胞内発現を誘導する。本発明
の別の実施態様では、 hTRTポリペプチドは、 Tet-onおよび Tet-off発現系（ Clontech）を
使用して発現され、制御された高レベルの遺伝子発現を提供する（ Gossenら、 1992, Proc
. Natl. Acad. Sci. USA 89:5547； Gossenら、 1995, Science 268:1766）。
【０２９５】
本発明の hTRTベクターは、細胞、組織、器官、患者、または動物に、種々の方法で導入さ
れ得る。本発明の核酸発現ベクター（代表的に dsDNA）が、塩化カルシウム形質転換（細
菌系用）、エレクトロポレーション、リン酸カルシウム処理、リポソーム媒介形質転換、
インジェクションおよびマイクロインジェクション、弾道法（ ballistic method）、バイ
ロソム（ virosome）、イムノリポソーム、ポリカチオン：核酸複合体、ネイクド DNA、人
工ビリオン、ヘルペスウイルス構造タンパク質 VP22（ Elliotおよび O'Hare, Cell 88:223
）への融合、 DNAの薬剤促進取り込み、およびエクスビボ形質導入のような、周知の方法
によって、選択された宿主細胞に導入され得る。有用なリポソーム媒介 DNA輸送法は、米
国特許第 5,049,386号、同第 4,946,787号；および同第 4,897,355号； PCT公開公報 WO 91/17
424、同 WO 91/16024； Wangおよび Huang, 1987, Biochem. Biophys. Res. Commun. 147:98
0； Wangおよび Huang, 1989, Biochemistry 28:9508； Litzingerおよび Huang,1992, Bioch
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em. Biophys. Acta 1113:201; Gaoおよび Huang, 1991, Biochem. Biophys. Res. Commun.
 179:280に記載されている。イムノリポソームは、外因性ポリヌクレオチドのキャリアと
して記載されており（ Wangおよび Huang, 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84:7851
； Trubetskoyら、 1992, Biochem. Biophys. Acta 1131:311）、おそらく特定の細胞型で
表面抗原に結合する特異的な抗体の封入により、リポソームと比較すると、改良された細
胞型特異性を有し得る。 Behrら、 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86:6982は、リ
ポソームを形成するための任意のさらなるリン脂質の必要なしに、それ自身のトランスフ
ェクションを媒介する試薬としてリポポリアミンを使用することを報告している。適切な
送達方法は、受容可能な実施および制御要求（例えば、遺伝子療法についてかまたは組換
えタンパク質の発現のための細胞株の産生について）の観点により、実施者によって選択
される。先に挙げた送達方法は、遺伝子療法目的のための細胞に、組織培養細胞などに核
酸を輸送するために使用され得ることが理解される。
【０２９６】
組換えタンパク質の長期間の高収量生産のために、しばしば安定な発現が望まれる。例え
ば、 hTRTを安定に発現する細胞株は、ウイルス複製起点または外因性発現エレメント、お
よび選択マーカー遺伝子を含む本発明の発現ベクターを使用して調製され得る。ベクター
の導入後、細胞は、選択培地に交換される前に、栄養培地中で 1～ 2日間増殖され得る。選
択マーカーの目的は、選択に対する耐性を付与することであり、その存在は、選択培地中
で導入された配列を首尾良く発現する細胞の増殖を可能にする。耐性で安定にトランスフ
ェクトされた細胞が、細胞型に適切な組織培養技術を使用して、増殖され得る。例えば、
当該分野で周知の方法に従って DHFR遺伝子でトランスフェクトされた細胞にメチルトレキ
セートを投与することによる、増幅工程が包含され得る。
【０２９７】
さらに、宿主細胞株が、挿入配列の発現を調節するその能力、または所望の様式で発現さ
れたタンパク質をプロセシングするその能力について選択され得る。ポリペプチドのこの
ような修飾は、これらに限定されないが、アセチル化、カルボキシル化、リン酸化、脂質
化、およびアシル化を包含する。翻訳後のプロセシングもまた、正しい挿入、折り畳み、
および／または機能に重要であり得る。異なる宿主細胞は、このような翻訳後の活性につ
いて各細胞について特異的な細胞機関および特徴的機構を有するので、特定の細胞が、導
入された外来タンパク質の正しい修飾およびプロセシングを確実にするために選択され得
る。
【０２９８】
本発明はまた、 hTRTまたは他の TRTポリヌクレオチドまたはポリペプチドを発現する、ト
ランスジェニック動物（すなわち、ヒトまたは他の TRT遺伝子配列についてのトランスジ
ェニック哺乳動物）を提供する。１つの実施態様では、 hTRTは、トランスジェニックウシ
、ヤギ、またはウサギのような、トランスジェニック哺乳動物の乳汁中に分泌される。こ
のような動物の作製方法は、例えば、 Heynekerらの PCT WO 91/08216に見出され得る。
【０２９９】
本明細書中、前記で開示される発現系を使用して作製された、本発明の hTRTタンパク質お
よび複合体は、本発明（例えば、下記）によって提供された特定の方法に従って、当該分
野で公知の一般的な種々の方法を用いて精製され得る。当業者は、化学合成、生物発現、
または精製後に、 hTRTタンパク質が、天然に存在するテロメラーゼの天然のコンフォメー
ションとは異なるコンフォメーションを有することを理解する。それは、ある場合には、
ポリペプチドを変性し（例えば、ジスルフィドまたは他の結合の還元を含む）、次いで、
ポリペプチドに好ましいコンフォメーションに再度折り畳むことをもたらすために有用で
あるか、または必要でさえあり得る。生産的な再折り畳みはまた、 hTR（または hTRフラグ
メント）の存在を必要とする。タンパク質の還元および変性、および再折り畳みの誘導方
法は、当業者に周知である（例えば、 Debinskiら、 1993., J. Biol. Chem., 268:14065；
Kreitmanおよび Pastan, 1993, Bioconjug. Chem., 4:581；および、 Buchnerら、 1992, An
al. Biochem., 205:263；および、 McCamanら、 1985, J. Biotech. 2:177を参照のこと）
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。さらに、前出の PCT公開公報 WO 96/40868を参照のこと。
【０３００】
Ｄ）ヒト TRTおよびヒトテロメラーゼ RNA、テロメラーゼ会合タンパク質、ならびに同時発
現およびその他の方法によって産生された他の生体分子の複合体
本発明の hTRTポリペプチドは、インビボおよびインビトロにおいて、 RNA（例えば、 hTR）
、タンパク質（例えば、テロメラーゼ会合タンパク質）、 DNA（例えば、テロメリック DNA
、 [T2 AG3 ]N）、および（デオキシ）リボヌクレオチドトリホスフェートのようなヌクレオ
チドを含む他の生体分子と会合し得る。これらの会合は、本発明の方法に従って、 hTRTの
存在または機能のアッセイ、 hTRTまたはテロメラーゼ会合分子の同定または精製、および
hTRTまたはテロメラーゼの構造または機能の分析に利用され得る。
【０３０１】
１つの実施態様では、本発明は、例えば、テロメラーゼホロ酵素を産生するために、核酸
、通常は RNAと複合体化（例えば、会合または結合された） hTRTを提供する。１つの実施
態様では、結合 RNAは、テロメラーゼ媒介 DNA合成のテンプレートとして作用し得る。 hTRT
ポリペプチドと複合体化され得る RNAの例は、天然に存在する宿主細胞テロメラーゼ RNA、
ヒトテロメラーゼ RNA（例えば、 hTR;米国特許第 5,583,016号）、 hTRサブ配列またはドメ
イン、合成 RNA、または他の RNAを包含する。 RNA-hTRTタンパク質複合体（ RNP）は、代表
的に、テロメラーゼ触媒活性のような、１つ以上のテロメラーゼ活性を示す。これらの hT
RT-hTR RNP（または、他の hTRT-RNA複合体）は、 hTRTおよび hTR（または、他の RNA）のイ
ンビトロ（すなわち、細胞を含まない系での）同時発現によるインビトロ再構築、インビ
ボ再構築、またはエクスビボ再構築を含む、例示目的で以下に記載されるような、種々の
方法によって産生され得る。
【０３０２】
従って、本発明は、１つの実施態様で、別々に精製された成分を混合することによって、
インビトロで形成された hTRT-hTR複合体（または、他の hTRT-RNA複合体）を提供する（「
インビトロ再構築」；例えば、再構築の記載については米国特許第 5,583,016号を参照の
こと；さらに、 Autexierら、 EMBO J. 15:5928を参照のこと）。
【０３０３】
別の実施態様では、本発明は、細胞を含まない転写 -翻訳系（例えば、小麦胚芽またはウ
サギ網状赤血球溶解物）で、インビトロにおいて hTRTポリペプチドおよび RNA（例えば、 h
TR）を同時発現することによって産生された、テロメラーゼ RNPを提供する。実施例７に
示されるように、組換え hTRTポリペプチドおよび hTRのインビトロにおける同時発現は、
テロメラーゼ触媒活性（ TRAPアッセイによって測定されるような）の産生をもたらす。
【０３０４】
本発明によってさらに、 hTRが天然で発現されるか、または hTR（または、 hTRTタンパク質
と複合体を形成し得る別の RNA）が組換え方法によって導入または発現される細胞（例え
ば、哺乳動物細胞）で、 hTRTポリペプチドを発現することによって産生されるテロメラー
ゼ RNPが提供される。従って、１つの実施態様で、 hTRTは、 hTRが存在するテロメラーゼ陰
性ヒト細胞（例えば、 BJまたは IMP90細胞）で発現され、それは、２分子を RNPにアセンブ
リし得る。別の実施態様では、 hTRTは、 hTRが組換え的に発現されるヒト細胞または非ヒ
ト細胞で発現される。細胞での hTR発現方法は、米国特許第 5,583,016号に見出される。さ
らに、テロメラーゼの RNA成分をコードする cDNAを含有するクローンは、 pGRN33（ ATCC 75
926）として寄託されている。ヒトテロメラーゼの RNA成分をコードするゲノム配列もまた
、λクローン 28-1の約 15 kbの SauIIIAから HindIIIの挿入物（ ATCC 75925）で寄託されて
いる。真核生物細胞での発現には、 hTRT配列は、代表的に、転写開始配列（ RNAポリメラ
ーゼ結合部位）および転写終結配列に作動可能に連結される（例えば、 PCT公開公報 WO 96
/01835； Fengら、 1995, Science 269:1236を参照のこと）。
【０３０５】
本発明はさらに、いわゆる「テロメラーゼ会合タンパク質」と同時発現および／または会
合される、組換え産生されたかまたは実質的に精製された hTRTポリペプチドを提供する。
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従って、本発明は、他のタンパク質（例えば、テロメラーゼ会合タンパク質）と同時発現
または複合体化された hTRTを提供する。テロメラーゼ会合タンパク質は、ヒトテロメラー
ゼと同時精製するタンパク質、および／またはテロメラーゼ機能または活性を、例えば、
テロメラーゼをテロメリック DNAとの会合に関与させることによって調節する役割をなし
得るタンパク質である。テロメラーゼ会合タンパク質の例は、以下に限定されないが、以
下のタンパク質および／またはそれらのヒトホモログを包含する：ヌクレオリン（ Srivas
tavaら、 1989, FEBS Letts. 250:99を参照のこと）； EF2H（伸長因子２ホモログ； Nomura
ら、 1994, DNA Res. (Japan) 1:27, GENBANK受託番号 D21163を参照のこと）； TP1/TLP1（
Harringtonら、 1997, Science 275:973； Nakayama, 1997, Cell 88:875）； Tetrahymena 
p95のヒトホモログまたは p95それ自身（ Collinsら、 1995, Cell 81:677）； TPC2（テロメ
ア長調節タンパク質； ATCC寄託番号 97708； TPC3（これもまた、テロメア長調節タンパク
質； ATCC受託番号 97707； DNA結合タンパク質 B（ dbpB; Horwitzら、 1994, J. Biol. Chem.
 269:14130；および、テロメア反復結合因子（ TRF1および 2； Changら、 1995, Science 27
0:1663; Chongら、 1997, Hum Mol Genet 6:69）； EST1、 3、および 4（ Lendvayら、 1996, 
Genetics 144:1399, Nugentら、 1996, Science 274:249, Lundbladら、 1989, Cell 57:63
3）；および、エンドキャッピング因子（ Cardenasら、 1993, Genes Dev. 7:883）。
【０３０６】
テロメラーゼ会合タンパク質は、 hTRTタンパク質または hTRT-hTR RNPとの同時精製または
結合に基づいて、同定され得る。あるいは、それらは、 hTRT融合タンパク質、例えば、 GS
T-hTRT融合タンパク質などとの結合に基づいて、アフィニティー精製（ Ausubelら、第 20
章を参照のこと）によって測定されるように、同定され得る。 hTRT会合タンパク質を同定
するために適用し得る、タンパク質 -タンパク質相互作用を評価するために特に有用な技
術は、 Chienら（ Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:9578 (1991)；さらに、前出の Ausubel
らの第 20章を参照のこと）の２ハイブリッドスクリーニング法である。このスクリーニン
グは、転写アクチベーターである酵母 Gal4転写タンパク質（ Fieldおよび Song, 1989, Nat
ure 340:245を参照のこと）の再構築を通じて、インビボでのタンパク質 -タンパク質相互
作用を同定する。この方法は、 DNA結合および転写活性化をもたらす別々のドメインから
なる酵母 Gal4タンパク質の特性に基づく。２つのハイブリッドタンパク質をコードするポ
リヌクレオチド、通常は発現ベクターが構築される。１つのポリヌクレオチドは、 hTRT相
互作用について試験されるべきタンパク質（例えば、ヌクレオリンまたは EF2H）のポリペ
チド配列に融合された、酵母 Gal4 DNA結合ドメインを含む。あるいは、酵母 Gal4 DNA結合
ドメインはヒト細胞からの cDNAに融合されており、従って、テロメラーゼ会合タンパク質
についてのスクリーニングのための Gal4 DNA結合ドメインに融合されたヒトタンパク質の
ライブラリーを作成する。他のポリヌクレオチドは、 hTRTポリペプチド配列に融合された
Gal4活性化ドメインを含む。その構築物は、酵母宿主細胞に導入される。発現に際して、
hTHTと試験タンパク質との間の分子間結合は、 Gal4活性化ドメインを有する Gal4 DNA結合
ドメインを再構築し得る。これは、 Gal4結合部位に作動可能に結合されたレポーター遺伝
子（例えば、 lacZ、 HIS3）の転写活性化を導く。レポーターの選択またはアッセイによっ
て、 hTRT相互作用タンパク質またはテロメラーゼ会合タンパク質を含有する細胞の遺伝子
コロニーが、同定され得る。当業者は、 2-ハイブリッドスクリーニングの多数の変法、例
えば、 LexA系（ Bartelら、 1993, Cellular Interactions in Development: A Practical 
Approach Hartley, D.A.編 (Oxford Univ. Press) 153-79頁）が存在することを、理解す
る。
【０３０７】
テロメラーゼ会合タンパク質を同定するために有用な他の方法は、 3-ハイブリッド系であ
る（例えば、 Zhangら、 1996, Anal. Biochem. 242:68;Licitraら、 1996, Proc. Natl. Ac
ad. Sci. USA 93:12817を参照のこと）。テロメラーゼ RNA成分は、 TRTまたは hTRTタンパ
ク質および試験タンパク質を含むこの系において、利用され得る。相互作用タンパク質（
すなわち、ヘテロ二量体化するかまたは高次のヘテロ多量体を形成するタンパク質）を同
定するために有用な他の方法は、 E. coli/BCCP相互作用スクリーニング系である（ Germin

10

20

30

40

50

(54) JP 3869092 B2 2007.1.17



oら、 (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:933； Guarente (1993) Proc. Natl. Ac
ad. Sci. (U.S.A.) 90:1639を参照のこと）。
【０３０８】
本発明はまた、テロメア結合タンパク質（テロメラーゼ会合タンパク質であり得るか、ま
たはそうでなくてもよい）と、 hTRT（ hTR、その他の RNA、または１つ以上のテロメラーゼ
会合タンパク質と複合体化され得るか、またはされなくてもよい）との複合体を提供する
。テロメア結合タンパク質の例は、 TRF1および TRF2（前出）； mpA1、 mpA2、 RAP1（ Buchma
nら、 1988, Mol. Cell. Biol. 8:210, Buchmanら、 1988, Mol. Cell. Biol. 8:5086）、 S
IR3および SIR4（ Aparicioら、 1991, Cell 66:1279）、 TEL1（ Greenwellら、 1995, Cell 8
2:823； Morrowら、 1995, Cell 82:831）； ATM（ Savitskyら、 1995, Science 268:1749）
、エンドキャッピング因子（ Cardenasら、 1993, Genes Dev. 7:883）、および対応するヒ
トホモログを包含する。前述の複合体は、一般的に、 hTRTおよび hTRまたはテロメラーゼ
会合タンパク質の複合体についての前出の記載のように、例えばインビトロまたはインビ
ボでの混合または同時発現によって産生され得る。
【０３０９】
V．抗体および他の結合薬剤
関連する局面において、本発明は、ポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体、抗体
フラグメント、一本鎖抗体、ヒトおよびキメラ抗体を含み、ファージ外皮もしくは細胞表
面タンパク質に融合した抗体または抗体フラグメント、および当該分野で公知であり、か
つ本明細書中に記載の他のものを含む、 hTRTと特異的に免疫反応する抗体を提供する。本
発明の抗体は、図 17に記載したアミノ酸配列（配列番号２）と実質的に同一のアミノ酸配
列を有するポリペプチド、もしくはその免疫原性フラグメントまたはそれにより定義され
るタンパク質上のエピトープを特異的に認識し得、そして結合し得る。本発明の抗体は、
少なくとも約 107、 108、 109または 101 0Ｍ - 1の hTRTに対する特異的結合親和性を示し得、
そしてこれはポリクローナル、モノクローナル、組換えまたは他の産物であり得る。本発
明はまた、 hTRT構造エピトープ（例えば、 hTRTタンパク質またはテロメラーゼ RNPの表面
上のエピトープ）を認識する抗 hTRT抗体を提供する。同様に、所望ならば、 hTRTタンパク
質配列のコンピューターアシスト分析、 HIV-1の p66サブユニットのような関連する逆転写
酵素のコンフォメーションに対する比較（例えば、図３参照）によって、あるいは経験的
にコンフォメーショナルエピトープを同定し得る。コンフォメーショナルエピトープを認
識する抗 hTRT抗体は、特に、ヒトテロメラーゼの検出および精製において、ならびにヒト
疾患の診断および処置において有用性を有する。
【０３１０】
抗 hTRT抗体の産生については、ヤギ、ヒツジ、ウシ、モルモット、ウサギ、ラットまたは
マウスのような宿主を、 hTRTタンパク質または免疫原性特性を保持するその任意の部位、
フラグメントまたはオリゴペプチドでの注射によって免疫化し得る。抗体誘導のための hT
RTポリペプチドの選択において、生物学的活性を保持する必要はない；しかし、タンパク
質フラグメントまたはオリゴペプチドは、免疫原性、および好ましくは抗原性でなければ
ならない。免疫原性は、ポリペプチドおよびアジュバントを動物（例えば、ウサギ）に注
射し、そして注射したポリペプチドに対して指向する抗体の出現をアッセイすることによ
り測定し得る（例えば、 Harlowおよび Lane, ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL, COLD SP
RING HARBOR LABORATORY, New York (1988)参照。すべての目的のために（例えば第５章
において）本明細書中に全部が参考として援用される）。特異的抗体を誘導するために使
用されるペプチドは、典型的には、少なくとも５個のアミノ酸、好ましくは少なくとも８
個のアミノ酸、より好ましくは少なくとも 10個のアミノ酸から成るアミノ酸配列を有する
。通常、それらは、配列番号２のタンパク質のアミノ酸配列の全てまたは隣接部分を模倣
するか、またはそれと実質的な配列同一性を有する。 hTRTタンパク質アミノ酸の短い領域
は、キーホールリンペットヘモシアニン、およびキメラ分子に対して産生された抗 hTRT抗
体のような別のタンパク質の領域に融合され得る。宿主の種に応じて、種々のアジュバン
トを用いて免疫学的反応を増大し得る。
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【０３１１】
抗原は、動物に適した方法によって決定された様式で免疫系に対して提示される。これら
のおよび他のパラメーターは、一般に、免疫学者に周知である。典型的には、注射は肉趾
、筋肉内、皮内、リンパ節周辺または腹腔内に投与する。アフィニティー精製を含む日常
的な方法によって、宿主によって産生された免疫グロブリンを沈殿し、単離し、精製し得
る。
【０３１２】
免疫原性 hTRTペプチドの例示的な例を実施例８に提供する。さらに、実施例８は抗 hTRTポ
リクローナル抗体の産生および使用を記載する。
【０３１３】
Ａ）モノクローナル抗体
hTRTタンパク質およびペプチドに対するモノクローナル抗体は、培養中の連続する細胞株
による、抗体分子の産生を提供する任意の技術を用いる本発明の方法に従って調製し得る
。これらは、 Koehlerおよび Milstein (Nature 256:495 [1975])によって最初に記載され
たハイブリドーマ技術、ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術（ Kosborら ,1983, Immunol. Toda
y 4:72； Coteら , 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80:2026)、および EBVハイブリド
ーマ技術（ Coleら , MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R Liss Inc., Ne
w York,NY, 77-96頁  [1985])を含むがこれらに限定されない。
【０３１４】
ある実施態様において、適切な動物を選択し、適切な免疫化プロトコルを続けて行う。非
ヒトモノクローナル抗体（例えば、ネズミ、ウサギ、ウマ）の産生は周知であり、そして
例えば、 hTRTまたはそのフラグメントを含有する調製物で動物を免疫化することによって
達成し得る。ある方法において、適切な時間の後、動物の脾臓を切り出し、個々の脾臓細
胞を、典型的には、適切な選択条件下で不死化骨髄腫細胞に融合する。その後、細胞をク
ローンに分離し、各クローン（例えば、ハイブリドーマ）の上清を、抗原の所望の領域に
対して特異的な適切な抗体の産生につき試験する。抗体を産生する技術は当該分野で周知
である。例えば、 Godingら , MONOCLONAL ANTIBODIES: PRINCIPLES AND PRACTICE (第 2版 )
 Acad. Press, N.Y.および Harlowおよび Lane(前出 )を参照のこと（そのそれぞれにつき、
その全部は全ての目的で本明細書に援用される）。他の適切な技術は、抗原性ポリペプチ
ドに対する、あるいは、ファージまたは同様のベクターにおける抗体（後述を参照）のラ
イブラリーの選択に対するリンパ球のインビトロ暴露を含む。
【０３１５】
Ｂ）ヒト抗体
本発明の別の局面において、 hTRTポリペプチドに対するヒト抗体が提供される。ヒト免疫
系のエレメントを有するトランスジェニック動物を用いて（例えば、米国特許第 5,569,82
5号および第 5,545,806号参照、これらの両方は全目的のためそれらの全部が本明細書中に
参考として援用される）、あるいはヒト末梢血液細胞を用いて（ Casaliら , 1986, Scienc
e 234:476)、既知の抗原に対するヒトモノクローナル抗体をまた作成し得る。いくつかの
ヒト抗体は、競合結合実験によって、あるいは特定のマウス抗体と同一のエピトープ特異
性を有するように選択される。
【０３１６】
別の実施態様において、 hTRTポリペプチドに対するヒト抗体は、 Huseら , 1989, Science 
246:1275（本明細書中に参考として援用される）によって概説されている一般的なプロト
コルに従って、ヒトＢ細胞由来の DNAライブラリーをスクリーニングすることにより生産
し得る。 hTRTポリペプチドに結合する抗体を選択する。次いで、このような抗体（または
結合フラグメント）をコードする配列をクローン化し、そして増幅する。 Huseによって記
載されているプロトコルは、しばしばファージティスプレイ技術とともに使用される。
【０３１７】
Ｃ）ヒト化もしくはキメラ抗体
本発明はまた、キメラ、ヒト様またはヒト化されて、それらの標的に対するそれらの親和
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性を低下させることなく、それらの潜在的抗原性を低下させた抗 hTRT抗体を提供する。キ
メラ、ヒト様およびヒト化抗体の調製は当該分野で記載されている（例えば、米国特許第
5,585,089号および第 5,530,101号； Queenら , 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86:10
029;および Verhoeyanら , 1988, Science 239:1534を参照 ;その全部は全目的のために本明
細書中に参考として援用される。ヒト化免疫グロブリンは、実質的にヒト免疫グロブリン
由来の可変フレームワーク領域（アクセプター免疫グロブリンという）および実質的に非
ヒト（例えば、マウス）免疫グロブリン由来の相補性決定領域（ドナー免疫グロブリンと
いう）を有する。もし存在すれば、定常領域は実質的にヒト免疫グロブリン由来である。
【０３１８】
ヒト患者への投与のようないくつかの適用において、本発明のヒト化（ならびにヒト）抗
hTRT抗体は、ネズミまたは他の種由来の抗体よりも優れたいくつかの利点を提供する：（
１）ヒト免疫系は、ヒト化抗体のフレームワークまたは定常領域を外来性のものとして認
識するはずがなく、従って、このような注射された抗体に対する抗体応答は、全体的に外
来性のマウス抗体または部分的に外来性のキメラ抗体に対してより低いはずである；（２
）ヒト化抗体のエフェクター部分はヒトのものであるので、ヒト免疫系の他の部分とより
良好に相互作用し得る；および（３）注射されたヒト化抗体は、天然に生じるヒト抗体と
実質的に等しい半減期を有し、他の種の抗体よりも少なく、より低い頻度の用量を可能と
する。前述のことから暗に意味されるように、抗 hTRT抗体は疾患の処置に、すなわち、テ
ロメラーゼ陽性細胞を標的化するための適用を有する。
【０３１９】
Ｄ）ファージディスプレイ
本発明はまた、ファージディスプレイ法（例えば、 Dowerら , WO91/17271および McCaffert
yら , WO92/01047；および Vaughanら , 1996, Nature Biotechnology, 14:309；その全部は
全目的のために本明細書中に参考として援用される）によって生産された抗 hTRT抗体（ま
たは結合性組成物）を提供する。これらの方法において、ファージのライブラリーが生産
される。ここで、メンバーはそれらの外表面上に異なる抗体を提示する。抗体は、通常、
Fvまたは Fabフラグメントとして提示される。所望の特異性を有する抗体を表示するファ
ージは、 hTRTポリペプチドに対する親和性の豊富さによって選択される。
【０３２０】
ファージディスプレイ法の変形において、選択されたネズミ抗体の結合特異性を有するヒ
ト化抗体が生産され得る。この方法において、選択されたネズミ抗体の重鎖または軽鎖可
変領域のいずれかを出発物質として用いる。もし、例えば、軽鎖可変領域が出発物質とし
て選択される場合、メンバーが同一の軽鎖可変領域（すなわち、ネズミ出発物質）および
異なる重鎖可変領域を示すファージライブラリーが構築される。重鎖可変領域は、再編成
されたヒト重鎖可変領域のライブラリーから得られる。 hTRTポリペプチドに対する強力な
特異的結合を示すファージ（例えば、少なくとも 108Ｍ - 1および好ましくは少なくとも 109

Ｍ - 1）が選択される。次いで、このファージ由来のヒト重鎖可変領域は、さらなるファー
ジライブラリーを構築するための出発物質として働く。このライブラリーにおいて、各フ
ァージは同一の重鎖可変領域（すなわち、最初のディスプレイライブラリーから同定され
た領域）、および異なる軽鎖可変領域を表示する。軽鎖可変領域は、再編成されたヒト可
変軽鎖領域のライブラリーから得られる。再度、強力な特異的結合を示すファージが選択
される。これらのファージは完全なヒト抗 hTRT抗体の可変領域を表示する。これらの抗体
は、通常、ネズミ出発物質と同一または同様のエピトープ特異性を有する。
【０３２１】
Ｅ）ハイブリッド抗体
本発明はまた、 hTRTポリペプチドに対する抗体の特異性を共有するが、第２の部位にも特
異的に結合し得るハイブリッド抗体を提供する。このようなハイブリッド抗体において、
一方の重鎖および軽鎖対は、通常、抗 hTRT抗体由来であり、他の対は別のエピトープまた
はタンパク質に対して惹起された抗体由来である。この結果、多機能価の特性、すなわち
、少なくとも２つの異なるエピトープに同時に結合する能力が得られ、ここで、少なくと

10

20

30

40

50

(57) JP 3869092 B2 2007.1.17



も１つのエピトープは、抗複合体抗体が結合するエピトープである。このようなハイブリ
ッドは、各成分抗体を生産するハイブリドーマの融合によって、あるいは組換え技術によ
って形成され得る。このようなハイブリッドは化合物（すなわち、薬物）をテロメラーゼ
陽性細胞に運搬するために使用され得る（すなわち、細胞傷害薬剤がガン細胞に送達され
る）。
【０３２２】
本発明の免疫グロブリンをまた、他の遺伝子由来の機能的領域（例えば、酵素）に融合さ
せて、有用な特性を有する融合タンパク質（例えば、イムノトキシン）を生産し得る。
【０３２３】
Ｆ）抗イディオタイプ抗体
また、上記の手法によって単離し得る抗イディオタイプ抗体もまた有用である。抗イディ
オタイプ抗体は、例えば、動物の一次抗体（すなわち、抗 hTRT抗体またはその hTRT-結合
性フラグメント）での免疫化によって調製し得る。抗 hTRT抗体については、一次抗体への
その結合が hTRTポリペプチドまたはそのフラグメントによって阻害されるその抗イディオ
タイプ抗体が選択される。抗イディオタイプ抗体および hTRTポリペプチドまたはそのフラ
グメントは共に一次免疫グロブリンに結合するので、抗イディオタイプ免疫グロブリンは
エピトープの「内部イメージ」を表し得、そして従って、アッセイにおいて hTRTポリペプ
チドに置換し得、あるいはそれを用いて、例えば患者において抗 hTRT抗体を結合（すなわ
ち、不活化し得る。抗イディオタイプ抗体をまた、テロメラーゼ会合タンパク質と相互作
用し得る。このような抗体の投与は、 hTRT会合タンパク質への結合において hTRTで滴定す
るか、あるいは競合させることによってテロメラーゼ機能に影響し得る。
【０３２４】
Ｇ）一般
本発明の抗体は任意のイディオタイプ、例えば、 IgM、 IgD、 IgG、 IgAおよび IgEであり得
、 IgG、 IgAおよび IgMがしばしば好ましい。ヒト化抗体は１より多いクラスまたはイソタ
イプ由来の配列を含み得る。
【０３２５】
本発明の別の実施態様において、上述のインタクトな抗体のフラグメントが提供される。
典型的には、これらのフラグメントは、それらが由来するインタクトな抗体と hTRTポリペ
プチドへの特異的結合について競合し得、少なくとも 107、 108、 109Ｍ - 1、または 101 0Ｍ -

1の親和性で結合し得る。抗体フラグメントは別々の重鎖、軽鎖、 Fab、 Fab'、 (ab')2、 Fa
bc、および Fvを含む。フラグメントは、インタクトな免疫グロブリンの酵素的または化学
的分離によって生じ得る。例えば、 F(ab')2フラグメントは、 Harlowおよび Lane（前出）
に記載されたような標準的な方法を用い、 pH3.0～ 3.5においてペプシンでタンパク消化す
ることによって IgG分子から得ることができる。 Fabフラグメントは、限定的還元によって
F(ab')2フラグメントから、あるいは還元剤の存在下でのパパインでの消化によって全抗
体から得ることができる（一般には、 Paul, W.編 , FUNDAMENTAL IMMUNOLOGY第 2版  Raven 
Press, N.Y., 1989, 第 7章を参照，その全部はすべての目的のために参考として援用され
る）。フラグメントはまた、組換え DNA技術によって産生され得る。選択されたフラグメ
ントをコードする核酸のセグメントは、制限酵素での全長コード配列の消化によって、あ
るいはデノボ合成によって産生される。フラグメントはしばしば、ファージ外皮融合タン
パク質の形態で発現される。
【０３２６】
上述の免疫グロブリンの多くは、結合特異性あるいはエフェクター機能の損失、または結
合親和性の過剰な低下（すなわち、約 107Ｍ - 1未満）の欠失なしに、可変および定常領域
双方において、重要でないアミノ酸置換、付加または欠失を受けることができる。通常、
このような改変を取り入んだ免疫グロブリンは、それらが由来する参照免疫グロブリンに
対して実質的な配列同一性を示す。それが由来する参照免疫グロブリンと比較して同一の
特異性および増加した親和性を有する、変異免疫グロブリンを選択し得る。ファージディ
スプレイ技術はこのような免疫グロブリンを選択するための有用な技術を供する。例えば
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、 Dowerら , WO 91/17271 McCattertyら , WO 92/01047；および Huse, WO 92/06204参照。
【０３２７】
本発明の抗体は、修飾を施しても施さなくても使用し得る。しばしば、抗体は、検出可能
な標識に共有結合的または非共有結合的のいずれかで結合することによって標識される。
標識結合体として、本発明の抗体は診断適用において特に有用である。
【０３２８】
本発明の抗 hTRT抗体は、周知の方法を用いて精製し得る。本発明の全抗体、それらのダイ
マー、個々の軽鎖および重鎖、または他の免疫グロブリン形態は、硫酸アンモニウム沈殿
、アフィニティーカラム、カラムクロマトグラフィー、ゲル電気泳動等を含む当該分野の
標準的な手順に従って、本発明の方法および試薬を用いて精製し得る（一般には、 Scopes
, PROTEIN PURIFICATION; PRINCIPLES AND PRACTICE 第 3版 , (Springer-Verlag, N.Y., 1
993)を参照 )。少なくとも約 90～ 95％、または 98～ 99％さえの、またはそれを以上の均一
性の実質的に純粋な免疫グロブリンが好ましい。
【０３２９】
VI．ヒトテロメラーゼの精製
本発明は、前例のない純度の単離されたヒトテロメラーゼを提供する。特に、本発明は：
組換えまたは非組換え起源の精製 hTRT；必要に応じて１以上のテロメラーゼ会合タンパク
質を含む組換え、非組換え、または混合起源の精製 hTRT-hTR複合体（すなわち、 RNP）；
精製された天然に生じるヒトテロメラーゼ等を提供する。さらに、本発明は、変異体、融
合タンパク質、天然に生じるタンパク質等を含む前記分子および複合体（集合的に、「 hT
RTおよび／または hTRT複合体という）を部分的に、実質的にまたは高度に精製するための
方法および試薬を提供する。
【０３３０】
本開示に先立って、テロメラーゼ酵素複合体を均一となるまで精製しようとする試みは、
限定的な成功に終わった。前記の適用で供される方法は、粗製細胞抽出物と比較して、約
60,000倍またはそれ以上のテロメラーゼの精製を提供する。本発明は、部分的には、本発
明の新規のイムノアフィニティー試薬（例えば、抗 hTRT抗体）、および／または hTRTの組
換え発現について本明細書中に提供される試薬、細胞、および方法によって、より高い純
度の hTRTおよび hTRT複合体をも提供する。 hTRTおよび hTRT複合体の組換え発現は精製を容
易とする。なぜなら、天然に生じるほとんどの細胞発現で見い出されるよりもかなり高い
レベルで所望の分子を産生し得る。そして／または組換え hTRT分子を、容易に精製し得る
よう（例えば、エピトープタグとの融合によって）修飾し得るからである。
【０３３１】
天然に存在するテロメラーゼは任意のテロメラーゼ陽性細胞から精製し得ること、および
とりわけ、インビトロ、インビボ、もしくはエクソビボ、または前出の開示の植物もしく
は動物発現系、あるいは当該分野で公知の他のもの／系のいずれかを用いて、組換え hTRT
および hTRT複合体を発現させ、そして精製し得ることが認識させる。
【０３３２】
１つの実施態様において、本発明の hTRT、テロメラーゼおよび他の組成物は、イムノアフ
ィニティー工程を、単独でまたは他の精製工程と組み合わせて用いて精製される。典型的
には、本発明によって提供されるような固定化されたまたは固定化され得る抗 hTRT抗体を
、抗 hTRT抗体が hTRT抗原に結合する条件下で所望の hTRTまたは hTRT－含有複合体を含有す
る、細胞溶解物のようなサンプルと接触させる。当該分野で周知の方法によってサンプル
の未結合成分を除去した後、 hTRT組成物を、所望ならば、実質的に純粋な形態で、抗体か
ら溶出し得る。１つの実施態様において、当該分野で周知のイムノアフィニティークロマ
トグラフィー法（例えば、 Harlowおよび Lane、  前出 ; および Ausubel, 前出； Hermansan
ら , 1992, IMMOBILIZED AFFINITY LIGAND TECHNIQUES (Academic Press, San Diego)を参
照）を、本発明の方法に従って用いる。別の例示的な実施態様において、抗 hTRT免疫グロ
ブリン－ hTRT複合体の免疫沈降を固定化プロテインＡを用いて行う。本発明の方法および
試薬に従って使用するのに適した多数の改変および別のイムノアフィニティー精製プロト
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コルは当業者に周知である。
【０３３３】
別の実施態様では、それらの高レベルの発現の結果として、イムノアフィニティー方法に
代えて、またはそれに加えて、硫酸アンモニウム沈殿、アフィニティーカラム（例えば、
イムノアフィニティー）、サイズ排除、アニオンおよびカチオン交換クロマトグラフィー
、ゲル電気泳動等のような日常的なタンパク質精製法を用いて、組換え hTRTタンパク質を
精製し得る（一般に、 R. Scopes, PROTEIN PURIFICATION, Springer-Verlag, N.Y. (1982
)および Deutscher, METHODS IN ENZYMOLOGY VOL.182: GUIDE TO PROTEIN PURIFICATION, 
Academic Press, Inc. N.Y. (1990)を参照 )。カチオン交換法は、 hTRTタンパク質の塩基
性 pIのため特に有用であり得る。例えば、固定化ホスフェートを、カチオン交換官能基と
して使用し得る（例えば、 P-11 Phosphocellulose, Whatman カタログ # 4071または Cellu
lose Phosphate, Sigmaカタログ #C 3145)。固定化ホスフェートは、 hTRT精製につき２つ
の有利な特徴を有する。それは、カチオン交換樹脂であり、それは核酸のホスフェート骨
格に対して物理的類似性を示す。これはアフィニティークロマトグラフィーを可能とする
。なぜなら、 hTRTは hTRおよびテロメリック DNAに結合するからである。また、他の非特異
的および特異的核酸アフィニティークロマトグラフィー法もまた精製に有用である（例え
ば、 Albertsら , 1971, Methods Enzymol. 21:198； Arnt-Jovinら , 1975, Eur. J. Bioche
m. 54:411； Pharmaciaカタログ #27-5575-02）。 hTRTのこの結合機能のさらなる開発は、
精製のための特異的核酸（例えば、テロメラーゼプライマーまたは hTR）アフィニティー
クロマトグラフィーの使用を包含し得（ Chodoshら , 1986, Mol. Cell. Biol. 6:4723; Wu
ら , 1987, Science 238:1247; Kadonaga, 1991, Methods Enzymol. 208:10); ヌクレオチ
ドに対する物理的類似性を示す固定化シブリコンブルー色素は、ヌクレオチドの hTRT結合
に起因する（例えば、 DNA合成のための基質として）、 hTRT精製のための別の有用な樹脂
である（ Pharmaciaカタログ #17-0948-01または Sigmaカタログ #C 1285)。
【０３３４】
１つの実施態様において、 hTRTタンパク質は、他のテロメラーゼ成分が同時発現されない
インビトロまたはインビボ発現系から直接単離される。単離された hTRTタンパク質はまた
、例えば、（例えば、温和なまたは他の変性剤への暴露によって）テロメラーゼ RNPを破
壊し、そして（例えば、クロマトグラフィーまたはイムノアフィニティークロマトグラフ
ィーのようなルーチンの手段によって） RNP成分を分離することによって、精製ヒトテロ
メラーゼまたは hTRT複合体から容易に取得し得ることが認識される。
【０３３５】
テロメラーゼ精製は、（例えば、 ELISAによって） hTRTの富化を測定することによって、 h
TRの富化を測定することによって、または当該分野で公知の他の方法によってテロメラー
ゼ活性アッセイ（例えば、 TRAPアッセイ、慣習的アッセイ、またはプライマー結合アッセ
イ）を用いてモニターし得る。
【０３３６】
本発明によって提供される精製されたヒトテロメラーゼ、 hTRTタンパク質、および hTRT複
合体は、１つの実施態様において、高度に精製されている（すなわち、少なくとも約 90％
均一、より頻繁には少なくとも約 95％均一）。均一性は、 SDS－ポリアクリルアミドゲル
電気泳動および当該分野で公知の他の手段（例えば、 Ausubelら、前出を参照）のような
標準的手段によって測定し得る。高度に精製されたヒトテロメラーゼ、 hTRTタンパク質、
または hTRT複合体が時には望ましいが、実質的に精製された（例えば、少なくとも約 75％
均一）または部分的に精製された（例えば、少なくとも約 20％均一）ヒトテロメラーゼ、
hTRTタンパク質、または hTRT複合体が多くの適用で有用であり、本発明によってまた提供
されることが理解される。例えば、部分的に精製されたテロメラーゼは、テロメラーゼ調
節活性、および他の使用のための試験化合物をスクリーニングするのに有用である（例え
ば、後出および前出参照；米国特許第 5,645,986号参照）。
【０３３７】
VII．テロメラーゼ関連疾患の処置
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Ａ）序
本発明は、ヒト疾患および疾患状態の処置のために有用な hTRTポリヌクレオチド、ポリペ
プチドおよび抗体を提供する。本発明の組換えおよび合成 hTRT遺伝子産物（タンパク質お
よび mRNA）を用いて、細胞中のテロメラーゼ活性を生じさせまたは上昇させ、ならびにそ
れが所望でない細胞中のテロメラーゼ活性を阻害し得る。従って、細胞中のテロメラーゼ
活性（例えば、テロメラーゼ触媒活性、忠実度、前進性（ processivity）、テロメア結合
等）の阻害、活性化または改変を用いて、細胞の増殖能力を変化させ得る。例えば、悪性
腫瘍細胞のような不死化細胞におけるテロメラーゼ活性の低下は、細胞を有寿命性ものと
し得る。逆に、有寿命性細胞（例えば、ほとんどのヒト体細胞）におけるテロメラーゼ活
性の増加は、細胞の増殖能力を増加させ得る。例えば、それによりテロメア長を増加させ
る皮膚線維芽細胞における hTRTタンパク質の発現の結果、線維芽細胞増殖能力の増加を生
じ；このような発現は創傷閉塞の年齢 -依存性遅延化を遅延し得るかまたは転地し得る（
例えば、 West, 1994, Arch. Derm. 130:87を参照 )。
【０３３８】
従って、１つの局面において、本発明は、細胞におけるヒトテロメラーゼ活性の存在、不
存在、または量によって特徴付けられ、本明細書で開示される組成物および方法を用いる
処置に感受性である疾患および病的状態を処置するのに有用である試薬および方法を提供
する。これらの疾患は、以下により詳細に記載されるように、ガン、細胞増殖の他の疾患
（特に、老化の疾患）、免疫学的障害、不妊症（または受精能）などを含む。
【０３３９】
Ｂ）ガンの処置
本発明は、腫瘍細胞におけるテロメラーゼ活性を低下させるため、およびガンを処置する
ための方法および組成物を提供する。組成物は、アンチセンスオリゴヌクレオチド、ペプ
チド、アンチセンスオリゴヌクレオチドまたは活性改変タンパク質をコードする遺伝子治
療ベクター、および抗 hTRT抗体を含む。テロメラーゼ活性（テロメラーゼ陽性細胞）を発
現するガン細胞（例えば、悪性腫瘍細胞）は、内因性テロメラーゼ活性を低下または阻害
することによって死滅化し得る。さらに、テロメラーゼレベルは転移可能性のような疾患
特徴に相関するので（例えば、米国特許第 5,639,613号；第 5,648,215号；第 5,489,508号
； Panditaら , 1996, Proc. Am. Ass. Cancer Res. 37:559)、テロメラーゼ活性における
いずれの低下も疾患状態まで癌の攻撃的性質を低下させ得る。（従来の介在の有効性を増
加する）より処置できる
本発明は、固体腫瘍および白血病を含む、広範なタイプのいずれのガンの処置にも有用な
組成物および方法を提供する。処置し得るガンのタイプは、限定されないが、：乳房、前
立腺および結腸の腺ガン；肺の全ての形態の気管支原性ガン；骨髄腫；黒色腫；肝ガン；
神経芽腫；乳頭腫；アプドーマ；分離腫；鰓腫；悪性類ガン腫症候群；類ガン腫心臓病；
ガン腫（例えば、ウォーカーガン、基底細胞ガン、基底有棘細胞ガン、ブラウン－ペアス
ガン、腺管ガン、エーリッヒ腫瘍、上皮内ガン、クレブス２ガン、メルケル細胞ガン、粘
液性ガン腫、非小細胞肺ガン、燕麦細胞ガン、乳頭状ガン、硬性ガン、細気管支ガン、気
管支原生ガン、偏平上皮ガン、および移行上皮ガン）、組織球障害；白血病（例えば、Ｂ
細胞性白血病、混合細胞性白血病、ヌル細胞性白血病、Ｔ細胞性白血病、Ｔ細胞性慢性白
血病、 HTLV-II関連白血病、リンパ性急性白血病、リンパ性慢性白血病、肥満細胞性白血
病、および骨髄様白血病）；悪性組織球症；ホジキン病；免疫増殖小；非ホジキンリンパ
腫；形質細胞腫；細網内皮症；黒色腫；軟骨芽細胞腫；軟骨腫；軟骨肉腫；線維腫；線維
肉腫；巨大細胞腫；組織球腫；脂肪腫；脂肪肉腫；中皮腫；粘液腫；粘液肉腫；骨腫；骨
肉腫；ユーイング肉腫；骨膜腫；腺線維症；腺リンパ腫；ガン肉腫；脊索腫；頭蓋咽頭腫
；未分化胚細胞腫；過誤腫；間葉腫；中腎腫；筋肉腫；エナメル上皮腫；セメント質腫；
歯牙腫；奇形腫；胸腺腫；栄養膜腫；腺ガン；腺腫；胆管腫；コレステリン腫；円柱腫；
嚢胞腺ガン；嚢胞腺腫；顆粒層腫；半陰陽性卵巣腫瘍；肝ガン；汗腺腫；島細胞腫；レイ
ディッヒ細胞腫；乳頭腫；セルトリ細胞腫；膜細胞腫；平滑筋腫；平滑筋肉腫；筋芽細胞
腫；筋細胞腫；筋肉腫；横紋筋腫；横紋筋肉腫；脳室上衣細胞腫；神経節細胞腫；神経膠
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腫；髄芽細胞腫；髄膜腫；神経鞘腫；神経芽細胞腫；神経上皮腫；神経線維腫；神経腫；
傍神経節腫；非クロム親和性傍神経節腫；被角血管腫；好酸球増加随半性血管類リンパ組
織増殖症；血管腫硬化症；血管腫症；グロムス血管腫；血管内皮腫；血管腫；血管周囲細
胞腫；血管肉腫；リンパ管腫；リンパ管筋肉腫；リンパ管肉腫；松果体腫；ガン肉腫；軟
骨肉腫；葉状嚢肉腫；線維肉腫；血管肉腫；平滑筋肉腫；白血肉腫；脂肪肉腫；リンパ管
肉腫；筋肉腫；粘液肉腫；卵巣ガン；横紋筋肉腫；肉腫（例えば、ユーイング肉腫、実験
的肉腫、カポシ肉腫；および肥満細胞肉腫）；新生物（例えば、骨、乳房、消化系、結直
腸、肝臓、膵臓、下垂体、精巣、眼窩、頭部および頸部、中枢神経系、聴覚、骨盤、呼吸
管、および尿生殖器）；神経線維腫症、および子宮頸部形成異常）を含む。本発明は、例
えば、 hTRT、テロメラーゼ酵素、またはテロメラーゼ活性の脱調節（例えば、異常に高い
発現）によって、不死化または過剰増殖状態となった他の病的の状態の処置のための有用
な組成物および方法を提供する。
【０３４０】
本発明は、さらに、抗 hTRTワクチン、テロメラーゼ活性化を妨げる遺伝子治療ベクター、
およびテロメラーゼ陽性細胞の特異的死滅を生じる遺伝子治療ベクターを含む、ガンの予
防のための組成物および方法を提供する。関連する局面において、後述する遺伝子置換治
療法は、ガンについての遺伝子偏好を「処置する」ために使用され得る。
【０３４１】
Ｃ）他の病的状態の処置
本発明はまた、テロメラーゼまたは hTRT遺伝子産物の過少発現または過剰発現によって特
徴付けられる疾患または疾患状態（ガンに加えて）の処置に有用な組成物および方法を提
供する。例としては、細胞増殖の疾患、細胞老化から生じる疾患（特に、加齢の疾患）、
免疫学的障害、不妊症、免疫不全の疾患などが挙げられる。
【０３４２】
加齢のある種の疾患は、細胞におけるテロメラーゼ活性の不存在（またはそのかなり低い
レベル）から生じる、減少したテロメア長（より若い細胞と比較して）による細胞老化に
関連する変化によって特徴付けられる。減少したテロメア長および低下した複製能は後述
のような疾患に寄与する。テロメラーゼ活性およびテロメア長は、例えば、細胞における
hTRT遺伝子産物（タンパク質および mRNA）のレベルを増加させることによって増加し得る
。 hTRT発現が処置となり得る細胞老化に関連する病的状態の部分的なリストには、アルツ
ハイマー病、パーキンソン病、ハンチントン病、および卒中；年齢関連疾患（例えば皮膚
萎縮症、エラストリシスおよび皮膚皺形成）、皮脂腺過形成、老人性黒子、毛髪の白髪化
および脱毛、慢性皮膚潰瘍、および創傷治癒の年齢関連不全；変性関節病；骨粗鬆症：（
例えば、ＢおよびＴリンパ球、単球、好中球、好酸球、好塩基球、 NK細胞およびそれらの
各始原細胞のような細胞が関与する）年齢関連免疫系不全；アテローム性動脈硬化症、カ
ルシウム沈着、血栓症、および動脈瘤を含む血管系の年齢関連疾患；糖尿病、筋肉萎縮症
、呼吸器疾患、肝臓および GI管の疾患、代謝疾患、内分泌腺疾患（例えば、下垂体および
副腎の障害）、生殖疾患、および年齢関連斑点変性が含まれる。これらの疾患および状態
は、細胞中の hTRT遺伝子産物のレベルを増加させて、テロメア長を増加させ、それにより
細胞により大きな複製能力を回復させるかまたは付与することによって処置され得る。こ
のような方法はエクスビボで培養した細胞またはインビボの細胞に対して実行され得る。
１つの実施態様において、細胞を、テロメラーゼを活性化し、そしてテロメアを長くする
ようまず処置し、次いで、 hTRT遺伝子およびテロメラーゼ活性を不活化するよう処理する
。好ましい実施態様において、テロメラーゼ活性は、分化に先立ってまたは分化の間に胚
性の生殖細胞または幹細胞において本発明のベクターによって生じる。
【０３４３】
また、本発明は、不妊を処置するに有用な方法および組成物を提供する。ヒト生殖系細胞
（例えば、精原細胞、それらの祖先または子孫）は不定期に増殖し得、そして高テロメラ
ーゼ活性によって特徴付けられる。異常なまたは低下したレベルの hTRT遺伝子産物は、例
えば、精子の不適切または異常な産生を生じ、不妊または生殖の障害に至る。従って、「
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テロメラーゼをベースとする」不妊は、テロメラーゼレベルを増加させるための本明細書
に記載した方法および組成物を用いて処置され得る。同様に、テロメラーゼの阻害は、精
子形成、卵子形成、および精子および卵子の生存能に負に影響（ impact)し得るので、本
発明のテロメラーゼ阻害性組成物は、生殖系列細胞における hTRT遺伝子産物レベルを低下
させるために使用される場合、避妊効果を有し得る。
【０３４４】
さらに、本発明は、テロメラーゼ活性を低下させることによって、テロメラーゼ陽性細胞
（例えば、活性化リンパ球および造血幹細胞）の増殖能力を減少させるに有用な方法およ
び組成物を提供する。従って、本発明は、免疫抑制を行う手段を提供する。逆に、本発明
の方法および試薬は、処置的介入に先立って、低レベルのテロメラーゼを発現するかまた
はテロメラーゼを発現しない細胞（例えば、幹細胞）におけるテロメラーゼ活性および増
殖能力を増加させるに有用である。
【０３４５】
Ｄ）介入の態様
前記の議論から明らかなように、細胞のテロメラーゼのレベルまたはテロメラーゼ活性の
調節は、細胞の増殖能力に対して絶大な効果を有し得、従って、疾患の処置において顕著
な有用性を有する。やはり明らかなように、この調節は、テロメラーゼ活性の減少または
活性の増大のいずれであってもよい。本発明のテロメラーゼ調節分子は、多数のメカニズ
ムにより作用し得る；これらのうちのいくつかを、このサブセクションおよび以下のサブ
セクションに、処置剤を選択する際に実施者を助けるために記載する。しかしながら、本
出願人らは、本明細書に記載した新規な処置剤化合物、組成物および方法についていずれ
かの特定の作用メカニズムに限定する意図はない。
【０３４６】
テロメラーゼ活性は、いくつかのメカニズムのうちの任意のもの、またはメカニズムの組
合せにより減少させ得る。１つのメカニズムは、テロメラーゼ活性を低下させるための hT
RT遺伝子発現の低下である。この低下は、 hTRT遺伝子の mRNAへの転写、プロセシング（例
えば、スプライシング）、 mRNAの核輸送または安定性、 hTRTタンパク質を産出するための
mRNAの翻訳、または hTRTタンパク質の安定性および機能のレベルにおけるものであり得る
。別のメカニズムは、本明細書中に開示した方法を用いて同定され得るか、あるいは本明
細書に開示した組成物によって供される阻害性の核酸、ポリペプチドまたは他の薬剤（例
えば、模倣物、小分子、薬物およびプロドラッグ）を用いる、テロメラーゼの１またはそ
れ以上の活性（例えば、逆転写酵素触媒活性、または hTR結合活性）の干渉である。他の
メカニズムは、 hTRおよび／またはテロメラーゼ会合タンパク質の隔離、およびその成分
サブユニットからのテロメラーゼ RNPの組立ての干渉を含む。関連するメカニズムにおい
て、 hTRTプロモーター配列は、トキシンをコードする遺伝子に作動可能に連結され細胞に
導入される； hTRT転写アクチベーターが細胞において発現されるか、または活性化される
場合、トキシンが発現され、その結果、特定の細胞の死滅を生じる。
【０３４７】
細胞の増殖能を低下させる関連方法は、異常なテロメリック反復が合成されるように、低
い忠実度合を有する hTRT変異型（すなわち、高い、例えば１％を超えるエラー率を有する
hTRT変異型）を導入することを含む。これらの異常な反復は、テロメアタンパク質結合に
影響し、そして染色体の再配置および異常に至り、そして／または細胞死に至る。
【０３４８】
同様に、テロメラーゼ活性は、いくつかのメカニズムのうちの任意のもの、またはメカニ
ズムの組合せにより増大させ得る。これらは、細胞における hTRTの量を増大させることを
含む。通常、これは、 hTRTポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを、細胞中に導入
することによって行われる（例えば、プロモーターに作動可能に連結された hTRT DNA配列
を含む組換えにより産生されたポリペプチド、または安定な hTRT mRNA）。あるいは、触
媒的に活性な hTRTポリペプチドは、それ自体、例えば、マイクロインジェクションまたは
当該分野で公知の他の手段によって、細胞または組織中に導入され得る。他のメカニズム
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において、細胞における内因性 hTRT遺伝子からの発現または hTRT遺伝子産物の安定性は、
増大させ得る。また、細胞におけるテロメラーゼ活性は、内因性テロメラーゼインヒビタ
ーとテロメラーゼ RNPとの、または内因性 hTRT転写リプレッサーと hTRT遺伝子との相互作
用を干渉すること； hTRT転写アクチベーターの発現または活性を増大させること；および
本開示を精査して当業者に明らかな他の手段によって増大させ得る。
【０３４９】
Ｅ）介入薬剤
１） TRTタンパク質およびペプチド
１つの実施態様において、本発明は、（例えば、注入、リポソーム媒介融合、ヒドロゲル
の腫瘍［例えば、黒色腫］表面への適用、ヘルペスウイルス構造タンパク質 VP22への融合
または付着、および本明細書に記載されたおよび当該分野で公知の他の手段によって）標
的細胞中に直接的に導入され得るテロメラーゼ活性を増大または減少させるテロメラーゼ
調節ポリペプチド（すなわち、タンパク質、ポリペプチド、およびペプチド）を提供する
。第２の実施態様において、本発明のテロメラーゼ調節タンパク質およびペプチドは、所
望のタンパク質またはペプチドをコードする核酸（例えば、 DNA発現ベクターまたは mRNA
）を細胞中に導入することによって、細胞において発現される。発現は、ベクターおよび
プロモーターの選択に依存して、構成的または誘導性のいずれかであり得る（下記の議論
を参照）。 hTRTをコードするメッセンジャー RNA調製物は、一過性発現（例えば、テロメ
ラーゼの一過性活性化）のみが所望である場合、特に有用である。細胞中への核酸導入お
よび発現のための方法は、当該分野で周知である（また、本明細書の他の箇所、例えば、
オリゴヌクレオチド、遺伝子治療方法のセクションを参照）。
【０３５０】
本発明の１つの局面において、細胞においてテロメラーゼ活性を増大させるテロメラーゼ
調節ポリペプチドが提供される。１つの実施態様において、ポリペプチドは、ヒトテロメ
リック DNAの合成（ hTRのような RNAテンプレートと組み合わせた）を指示し得る触媒的に
活性な hTRTポリペプチドである。この活性は、例えば、 TRAPアッセイのようなテロメラー
ゼ活性アッセイを用い、前記のように、測定され得る。１つの実施態様において、ポリペ
プチドは、配列番号２の 1132残基の配列を有するか、またはその配列と実質的に同一の配
列を有する完全長 hTRTタンパク質である。別の実施態様において、ポリペプチドは、配列
番号２の hTRTタンパク質の変異型（例えば、融合ポリペプチド、誘導体化ポリペプチド、
短縮型ポリペプチド、保存的に置換されたポリペプチド、活性が修飾されたポリペプチド
など）である。融合または誘導体化タンパク質は、細胞膜を横切るポリペプチドの能力を
増大させるか、あるいはポリペプチドを特定された細胞タイプ（例えば、肝臓細胞または
腫瘍細胞）または細胞区画（例えば、核区画）に優先的に送達されるようにする標的化部
分（ targeting moiety)を含み得る。標的化部分の例は、脂質テイル、アミノ酸配列（例
えば、アンテナペディアペプチド）または核局在化シグナル（ NLS；例えば、 Xenopusヌク
レオプラスミン　 Robbinsら , 1991, Cell 64:615)を含む。天然に存在する hTRTタンパク
質（例えば、配列番号２の配列またはそれと実質的に同一な配列を有する）は、細胞核で
作用する。従って、配列番号２の１またはそれ以上のサブ配列（例えば、残基 193～ 196(P
RRR)および残基 235～ 240(PKRPRR)）は、核局在化シグナルとして作用するようである。こ
の小領域は、多くの NLSが、塩基性アミノ酸（ＫまたはＲ）から構成されるか、あるいは
３塩基性アミノ酸（ＫまたはＲ）およびＨまたはＰから構成される４残基パターン；Ｐか
ら始まり、３残基内に、４残基のうちに３つのＫまたはＲ残基を含有する塩基性セグメン
トが続くパターンを含むという観察（例えば、 Nakaiら , 1992, Genomics 14:897を参照 )
に基づく NLSであるようである。これらの配列のうちの１つまたは両方および／またはさ
らなる局所化配列の欠失は、核への hTRT輸送に干渉し、そして／または hTRTの代謝回転を
増加させると予測され、その核基質へのテロメラーゼの接近を妨げ、そして増殖能力を減
少させるために有用である。さらに、 NSLを欠く変異型 hTRTポリペプチドは、テロメア長
を維持し得ないため RNPに組み立て得る。何故ならば、得られる酵素が核に侵入し得ない
からである。
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【０３５１】
本発明の hTRTポリペプチドは、代表的には、特に、それらが、細胞におけるテロメラーゼ
活性を増大させるために使用される場合、標的細胞においてテロメラーゼ RNA（例えば、 h
TR）とで会合する。１つの実施態様において、導入された hTRTポリペプチドは内因性 hTR
と会合して、触媒的に活性な RNP（例えば、 hTRおよび配列番号２の配列を有する完全長ポ
リペプチドを含む RNP）を形成する。また、このように形成された RNPは、他のタンパク質
（例えば、テロメラーゼ会合タンパク質）と会合し得る。他の実施態様において、テロメ
ラーゼ RNP（ hTRTタンパク質、 hTRおよび必要に応じて他の成分を含有する）は、複合体と
して標的細胞に導入される。
【０３５２】
関連する実施態様において、 hTRT発現ベクターは、テロメラーゼ RNA（例えば、 hTR）発現
ベクターを同時にまたは引き続いて導入されるか、または前もって導入された細胞（また
はこの細胞の子孫）に導入される。この実施態様において、 hTRTタンパク質およびテロメ
ラーゼ RNAは、細胞において共発現され、そして集合（ assemble）してテロメラーゼ RNPを
形成する。好ましいテロメラーゼ RNAは、 hTRである。細胞における hTRの発現に有用な発
現ベクターは、前述されている（米国特許第 5,583,016号を参照）。さらに別の実施態様
において、 hTRTポリペプチドおよび hTR RNA（または均等物）は、インビトロで会合して
複合体を形成し、次いで、この複合体は、例えば、リポソーム媒介移入によって標的細胞
に導入される。
【０３５３】
別の局面において、本発明は、細胞においてテロメラーゼ活性を低下させるに有用な hTRT
ポリペプチドを提供する。上記のように、これらの「阻害性」ポリペプチドは、直接的に
、または組換え核酸の発現によって細胞に導入され得る。ペプチド模倣物、または非標準
的アミノ酸（すなわち、遺伝コードによりコードされる 20アミノ酸またはそれらの通常の
誘導体以外のアミノ酸）を含むポリペプチドは、代表的には、直接的に導入されることが
理解される。
【０３５４】
１つの実施態様において、テロメラーゼ活性の阻害は、正確なテロメア伸長に必要とされ
る成分の隔離に由来から生じる。このような成分の例は、 hTRTおよび hTRである。従って
、 hTRに結合するが、テロメラーゼ触媒活性を有しないポリペプチドの投与は、細胞にお
いて内因性テロメラーゼ活性を低下させ得る。関連する実施態様において、 hTRTポリペプ
チドは、 hTR以外の細胞成分（例えば、１またはそれ以上のテロメラーゼ会合タンパク質
）に結合され得、それにより細胞においてテロメラーゼ活性に干渉する。
【０３５５】
別の実施態様において、本発明の hTRTポリペプチドは、内因性に発現される hTRTタンパク
質と、テロメラーゼ機能に必要な別の細胞成分（例えば hTR、テロメリック DNA、テロメラ
ーゼ会合タンパク質、テロメア会合タンパク質、テロメア、細胞周期制御タンパク質、 DN
A修復酵素、ヒストンまたは非ヒストン染色体タンパク質など）の相互作用に（例えば、
競合によって）干渉する。
【０３５６】
内因性に発現される hTRTタンパク質と他の細胞成分との相互作用に影響する本発明の分子
（例えば、ポリペプチド）を選択することにおいて、本明細書に記載されるように、 hTRT
タンパク質の１またはそれ以上の保存されたモチーフを含む分子が好ましくあり得る。こ
れらの領域の進化論的保存は、これらのモチーフが寄与するヒトテロメラーゼの適切な機
能化において重要な機能を示し、従ってこのモチーフは、一般的には、 hTRTタンパク質機
能を変化させて、本発明の変異型 hTRTタンパク質を作製するための有用な部位である。従
って、保存されたモチーフ変異を有する変異型 hTRTポリペプチドは、本発明のいくつかの
適用に特に有用である。
【０３５７】
別の実施態様において、内因性 hTRT遺伝子の発現は、大量の hTRTポリペプチド（例えば、
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代表的には、内因レベルより少なくとも２倍多い、よりしばしば、少なくとも約 10倍～約
100倍）の細胞への導入によって抑制される。この大量の hTRTは、フィードバックループ
を介して作用して、 hTRT遺伝子の転写、 hTRTプレ mRNAのプロセシング、 hTRT mRNAの翻訳
、またはテロメラーゼ RNPの組立ておよび輸送を阻害する。
【０３５８】
２）オリゴヌクレオチド
ａ）アンチセンス構築物
本発明は、 hTRT遺伝子産物の発現をインビトロまたはインビボで低下させるために使用さ
れ得る、方法およびアンチセンスオリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチド試薬を提供
する。本発明のアンチセンス試薬の標的細胞への投与は、テロメラーゼ活性の低下を生じ
、そして高テロメラーゼ活性によって特徴付けられる疾患（例えば、ガン）の処置に特に
有用である。いずれかの特定のメカニズムに限定する意図はないが、アンチセンスオリゴ
ヌクレオチドは、センス hTRT mRNAに結合し、センス hTRT mRNAの翻訳に干渉すると考えら
れている。あるいは、アンチセンス分子は、 hTRT mRNAをヌクレアーゼ消化に対して感受
性とし、転写に干渉し、プロセシング、局在化またはそうでなければ RNA前駆体（「プレ m
RNA」）に干渉し、 hTRT遺伝子からの mRNAの転写を抑制し、あるいはいくつかの他のメカ
ニズムを介して作用し得る。しかし、アンチセンス分子が hTRT発現を低下させる特定のメ
カニズムは、重要ではない。
【０３５９】
本発明のアンチセンスポリヌクレオチドは、 hTRTをコードする mRNAまたは hTRT遺伝子から
転写される mRNA由来の配列に特異的にハイブリダイズする、少なくとも７～ 10～代表的に
は 20またはそれ以上のヌクレオチドのアンチセンス配列を含む。よりしばしば、本発明の
アンチセンスポリヌクレオチドは、約 10～約 50ヌクレオチド長、または約 14～約 35ヌクレ
オチド長である。他の実施態様において、アンチセンスポリヌクレオチドは、約 100ヌク
レオチド未満または約 200ヌクレオチド未満のポリヌクレオチドである。一般に、アンチ
センスポリヌクレオチドは、安定な二重鎖を形成するに十分な長さであるが、所望であれ
ば、インビボに投与するに、十分に短く（送達の様式に応じて）あるべきである。標的配
列への特異的ハイブリダイゼーションに必要なポリヌクレオチドの最小の長さは、とりわ
け、いくつかの因子（例えば G/C含有量、ミスマッチ塩基の位置（もしあれば）、標的ポ
リヌクレオチドの集団と比較した場合の配列の独自性の程度、およびポリヌクレオチドの
化学的性質（例えば、メチルホスホネート骨格、ペプチド核酸、ホスホロチオエート））
に依存する。
【０３６０】
一般に、特異的ハイブリダイゼーションを確実にするために、アンチセンス配列は、標的
hTRT mRNA配列と実質的に相補的である。特定の実施態様において、アンチセンス配列は
、標的配列に正確に相補的である。しかし、アンチセンスポリヌクレオチドはまた、 hTRT
 RNAまたはその遺伝子に対応する関連標的配列への特異的結合が、ポリヌクレオチドの機
能的特性として保持される限り、ヌクレオチドの置換、付加、欠失、トランジション、転
位、または修飾、あるいは他の核酸配列または非核酸部分を含み得る。
【０３６１】
１つの実施態様において、アンチセンス配列は、 hTRT mRNAの比較的接近可能な配列（例
えば、二次構造を比較的欠く配列）に相補的である。これは、例えば、 MFOLDプログラム
（ Genetics Computer Group, Madison, WI)を用いて、予測される RNA二次構造を解析し、
そして当該分野で公知のようにインビトロまたはインビボで試験することによって決定さ
れ得る。 hTRT機能のアンチセンス抑制について、細胞において試験され得るオリゴヌクレ
オチドの例は、配列番号１の配列の以下の位置： 40-60； 260-280； 500-520； 770-790； 88
5-905； 1000-1020； 1300-1320； 1520-1540； 2110-2130； 2295-2315； 2450-2470； 2670-26
90； 3080-3110； 3140-3160；および 3690-3710にハイブリダイズし得る（すなわち、実質
的に相補的であり得る。）オリゴヌクレオチドである。効果的なアンチセンス組成物を同
定するために有用な別の方法は、オリゴヌクレオチドの組合せ整列（ combinatorial arra
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y）を使用する（例えば、 Milnerら , 1997, Nature Biotechnology 15:537)。
【０３６２】
また、本発明は、アンチセンス配列に加えて（すなわち、アンチ hTRTセンス配列に加えて
）、配列を有するアンチセンスポリヌクレオチドを提供する。この場合、アンチセンス配
列は、より長い配列のポリヌクレオチド内に含まれる。別の実施態様において、ポリヌク
レオチドの配列は、アンチセンス配列から実質的になるか、あるいはアンチセンス配列で
ある。
【０３６３】
アンチセンス核酸（ DNA、 RNA、修飾されたもの、アナログなど）は、核酸を生成する任意
の適切な方法（例えば、化学合成および本明細書に開示された組換え法）を用いて作製さ
れ得る。１つの実施態様において、例えば、本発明のアンチセンス RNA分子は、デノボ（ d
e novo）化学合成によって、あるいはクローニングによって調製され得る。例えば、 hTRT
 mRNAにハイブリダイズするアンチセンス RNAは、ベクター（例えば、プラスミド）中のプ
ロモーター作動可能に逆方向に連結した hTRT DNA配列（例えば、配列番号１、またはその
フラグメント）を、挿入（連結）することによって作製され得る。プロモーターならびに
、好ましくは終止シグナルおよびポリアデニル化シグナルが適切に配置される場合、非コ
ード鎖に対応する挿入された配列の鎖が転写され、そして本発明のアンチセンスオリゴヌ
クレオチドとして作用する。
【０３６４】
本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチドは、無細胞抽出物、細胞および動物（哺乳動物
およびヒトを含む）においてテロメラーゼ活性を阻害するために使用され得る。例えば、
以下のホスホロチオエートアンチセンスオリゴヌクレオチドはテロメラーゼ活性を阻害す
るために使用され得る：
【０３６５】
【化１】
　
　
　
　
　
【０３６６】
10マイクロモル濃度において、各オリゴヌクレオチド、オリゴヌクレオチドＡおよびＢ；
Ａ、Ｂ、ＣおよびＤ；ならびにＡ、ＣおよびＤの混合物は、１日当たり１回、７日間処理
した場合、 293個の細胞においてテロメラーゼ活性を阻害した。また、アンチセンス hTR分
子（ 5'-GCTCTAGAATGAAGGGTG-3'がオリゴヌクレオチドＡ、ＢおよびＣ；Ａ、ＢおよびＤ；
ならびにＡおよびＣと併用された場合、阻害が観察された。このような実験で有用なコン
トロールオリゴヌクレオチドは：
【０３６７】
【化２】
　
　
　
　
【０３６８】
を含む。
【０３６９】
目的の特定の適用のために最適な本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチドを決定するた
めに、本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチドのセットを用いてスキャンを行い得る。
１つの例示的なセットは、 hTRT mRNAにわたり（ span）、そしてあるものから次のものへ 1
5ヌクレオチドだけずれる 30量体オリゴヌクレオチドである（すなわち、 ON1は位置 1-30に
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対応し、 TCCCACGTGCGCAGCAGGACGCAGCGCTGCであり、 ON2は位置 16-45に対応し、 GCCGGGGCCA
GGGCTTCCCACGTGCGCAGCであり、 ON3は位置 31-60に対応し、 GGCATCGCGGGGGTGGCCGGGGCCAGGG
CTであり、そして mRNAの最後まで同様に続く）。このセットの各メンバーは、本明細書に
開示するように阻害活性について試験され得る。次いで、目的の条件下で阻害活性を示す
オリゴヌクレオチドは、目的の領域を同定し、そして目的の領域に対応する本発明の他の
オリゴヌクレオチド（すなわち、８量体、 10量体、 15量体など）が、適用のための好まし
い活性を有するオリゴヌクレオチドを同定ために試験され得る。
【０３７０】
アンチセンスポリヌクレオチドに関する一般的方法については、 ANTISENSE RNA AND DNA,
 (1988), D.A. Melton編 , Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY)を
参照。また、 Dagleら , 1991, Nucleic Acids Research, 19:1805も参照。アンチセンス処
置の概説については、例えば、 Uhlmannら , Chem. Reviews, 90:543-584 (1990)を参照。
【０３７１】
ｂ）三重鎖のオリゴヌクレオチドおよびポリヌクレオチド
本発明は、（例えば、 hTRT RNAの折り畳まれた領域（ folded region）において、または h
TRT遺伝子において）二本鎖または二重鎖の hTRT核酸に結合し、三重らせん含有または「
三重鎖」の核酸を形成するオリゴヌクレオチドおよびポリヌクレオチド（例えば、 DNA、 R
NA、 PNAなど）を提供する。三重らせんの形成は、例えば、 hTRT遺伝子の転写を妨げるこ
とによって hTRT発現の阻害を生じ、従って、細胞においてテロメラーゼ活性を低下させる
かまたは消失させる。いずれかの特定のメカニズムに限定する意図はないが、三重らせん
対合は、ポリメラーゼ、転写因子、または調整分子の結合が起こるに十分に、二重らせん
が開く能力を弱めると考えられる。
【０３７２】
本発明の三重鎖のオリゴヌクレオチドおよびポリヌクレオチドは、三重らせん形成の塩基
対合則（例えば、 Chengら , 1988, J. Biol. Chem. 263: 15110； Ferrinおよび Camerini-O
tero, 1991, Science 354: 1494； Ramdasら , 1989, J. Biol. CHem. 264:17395； Strobel
ら , 1991, Science 254:1639；および Rigasら , 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.83
:9591；これらのそれぞれを本明細書中で参考として援用する）ならびに hTRT mRNAおよび
／または遺伝子配列を用いて構築される。代表的には、本発明の三重鎖形成オリゴヌクレ
オチドは、 hTRT RNAまたは遺伝子中の特定配列に「相補的な」、約 10から少なくとも約 25
ヌクレオチドまたはそれ以上の特定配列を含む（すなわち、安定な三重らせんを形成する
に十分長いが、所望であれば、送達の様式に応じて、インビボに投与するに十分短い）。
この意味で、「相補的な」とは、安定な三重らせんを形成し得ることを意味する。１つの
実施態様において、オリゴヌクレオチドは、 hTRT遺伝子の調節領域（例えば、 hTRT5'フラ
ンキング配列、プロモーターおよびエンハンサー）、あるいは転写開始部位（例えば、転
写開始部位から -10と +10と間）に特異的に結合するように設計される。三重鎖 DNAを用い
る最近の処置の進歩の概説については、 Geeら ,1994, MOLECULAR AND IMMUNOLOGIC APPROA
CHES（ Huber および Carr） , Futura Publishing Co. Mt Kisco NY、および Rinislandら , 
1997, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:5854（共に本明細書中で参考として援用する )。
を参照。
【０３７３】
ｃ）リボザイム
本発明はまた、テロメラーゼ活性の阻害に有用なリボザイムを提供する。本発明のリボザ
イムは hTRT mRNAに結合し、それを特異的に切断し、不活化する。有用なリボザイムは hTR
T mRNAに相補的な５ 'および３ '末端配列を含み得、そして本明細書に開示される hTRT mRN
A配列に基づいて当業者によって設計され得る（ PCT国際公開 WO 93/23572参照、前掲）。
本発明のリボザイムは、グループＩイントロンリボザイム（ Cech, 1995, Biotechnology 
13:323)、およびハンマーヘッドリボザイムの他のもの（ Edgington, 1992, Biotechnolog
y 10:256)の特徴を有するものを含む。
【０３７４】
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本発明のリボザイムは GUA、 GUUおよび GUCのような切断部位を有するものを含む。本発明
におけるテロメラーゼ活性のリボザイム媒介阻害のための他の最適切断部位は、 PCT国際
公開 WO 94/02595および WO 93/23569（共に、本明細書中で参考として援用する）に記載さ
れたものを含む。切断部位を含有する標的 hTRT遺伝子の領域に対応する長さが 15および 20
リボヌクレオチドの間の短い RNAオリゴヌクレオチドは、オリゴヌクレオチドをより望ま
しくし得る二次構造の特徴について評価され得る。切断部位の適合性はまた、リボヌクレ
アーゼ保護アッセイを用いて相補的オリゴヌクレオチドとのハイブリダイゼーションへの
接近性を試験することによって、あるいは当該分野で公知の標準的な手法に従ってインビ
トロリボザイム活性について試験することによって、評価され得る。
【０３７５】
Huら、 PCT国際公開 WO 94/03596（本明細書中で参考として援用する）によって記載されて
いるように、アンチセンスおよびリボザイム機能を単一オリゴヌクレオチドにおいて組み
合わせ得る。さらに、リボザイムは、本発明の例示的なアンチセンスオリゴヌクレオチド
の記載と組み合わせた、前記のように、１以上の修飾されたヌクレオチドまたはヌクレオ
チド間の修飾された結合を含み得る。
【０３７６】
１つの実施態様において、本発明のリボザイムはインビトロで生成され、細胞または患者
に導入される。別の実施態様において、遺伝子治療法が、エクスビボまたはインビボでの
標的細胞におけるリボザイムの発現のために使用される。
【０３７７】
ｄ）オリゴヌクレオチドの投与
典型的には、本発明の治療方法は、インビボ生理学的条件下でテロメラーゼ活性を阻害ま
たは刺激するように機能し、かつ治療的効果のために十分な時間の間その条件下で比較的
安定であるオリゴヌクレオチドの投与を含む。前記したように、修飾された核酸は、この
ような安定性を付与することにおいて、ならびに所望の組織、器官、または細胞へのオリ
ゴヌクレオチドの送達を標的化するために有用であり得る。
【０３７８】
オリゴ－およびポリ－ヌクレオチドは、適切な医薬処方物中の薬物として直接的に、ある
いは本明細書に記載されるようなリポソーム、イムノリポソーム、バリスティックス、細
胞への直接取り込みなどを含む、核酸の細胞への導入手段によって間接的に送達され得る
。疾患の治療のために、本発明のオリゴヌクレオチドは、治療的有効量で患者に投与され
る。治療的有効量は、疾患の徴候を寛解するのに、あるいは例えば、ＴＲＡＰアッセイも
しくはテロメラーゼの生物学的機能の他の適切なアッセイを用いて測定できるように、標
的細胞におけるテロメラーゼ活性を調節させるのに十分な量である。治療目的のためのオ
リゴヌクレオチドの送達に有用な方法は、本明細書中で参考として援用する米国特許第 5,
272,065号に記載されている。薬学的に活性な化合物の投与の他の詳細は下記にて提供す
る。他の実施態様において、オリゴ－およびポリ－ヌクレオチドは、本発明の遺伝子治療
および組換え DNA発現プラスミドを用いて送達され得る。
【０３７９】
３）遺伝子治療
遺伝子治療とは、それが導入される（典型的には）哺乳動物細胞において医学的に有用な
表現型効果を生じる外因性ポリヌクレオチドの導入をいう。１つの局面において、本発明
は、テロメラーゼ関連状態の処置のための遺伝子治療法および組成物を提供する。例示的
な実施態様において、遺伝子治療は、 hTRT遺伝子産物（例えば、テロメラーゼ活性を増加
させるための配列番号２の配列を有する hTRTポリペプチドに実質的に類似した hTRTタンパ
ク質）または活性を低下させるための阻害性 hTRTポリペプチドを発現するか、 hTRT遺伝子
または mRNA配列を有する核酸（例えば、テロメラーゼ活性を低下させるためのアンチセン
ス RNA）を発現するか、 hTRT遺伝子産物の発現に影響するポリペプチドまたはポリヌクレ
オチド（例えば、テロメラーゼ活性を低下させるための hTRT mRNAに指向するリボザイム
）を発現するか、あるいは内因性 hTRT配列を置換または破壊する（例えば、それぞれ、遺
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伝子置換および「遺伝子ノックアウト」）ベクターを細胞に導入することを含む。多数の
他の実施態様が、本明細書の開示を考慮して当業者に明らかである。１つの実施態様にお
いて、 hTRをコードするベクターもまた導入される。他の実施態様において、テロメラー
ゼ会合タンパク質をコードするベクターもまた hTRのためのベクターと共にまたはそれを
ともなうことなく導入される。
【０３８０】
hTRT遺伝子治療で有用なベクターはウイルスまたは非ウイルスであり得、本発明の hTRT発
現系に関連して上記したものを含む。遺伝子治療ベクターが本開示で記載されているよう
なプロモーターおよび他の調節またはプロセシング配列を含み得ることは当業者によって
理解される。通常、ベクターは、オリゴリボヌクレオチドの転写を駆動するように働くプ
ロモーターおよび、必要に応じて（プロモーター配列内に含まれるいずれかのものとも別
の）エンハンサー、ならびに所望であれば、エビソーム維持または染色体組込みおよび高
レベル転写を提供する他の調節エレメントを含む。遺伝子治療に有用なプラスミドは、選
択マーカー、同定領域、および他の配列のような他の機能的エレメントを含み得る。さら
なる配列は、細胞外部または細胞内の両方における安定性の付与、特定の器官、組織、ま
たは細胞集団への hTRTヌクレオチド配列（センスまたはアンチセンス）の送達の標的化、
細胞への侵入の媒介、細胞の核への侵入の媒介、および／または核 DNA内への組込みの媒
介において役割を有し得る。例えば、アプタマー様 DNA構造、または他のタンパク質結合
部位を用いて、細胞表面レセプター、またはレセプターへ結合する血清タンパク質へのベ
クターの結合を媒介させ、それにより細胞への DNA導入の効率を増大させ得る。他の DNA部
位および構造は、核膜中のレセプター、あるいは核に進みそれによりベクターの核取り込
みを促進する他のタンパク質に直接的にまたは間接的に結合し得る。
【０３８１】
適切な遺伝子治療ベクターは、複製起点を有しても有していなくてもよい。例えば、患者
への投与前のベクターの増殖のためにベクター中に複製起点を含ませることは有用である
。しかし、宿主染色体 DNAに組み込まれるか、あるいは宿主 mRNAまたは DNAに結合するよう
にベクターを設計すれば、投与前に複製起点をしばしば除去できる。いくつかの状況（例
えば、腫瘍細胞）において、外因性 DNAを導入細胞に安定に取り込ませる必要はないであ
ろう。なぜなら、一過性発現は腫瘍細胞を死滅させるのに十分であり得るからである。
【０３８２】
上記のように、本発明はまた、遺伝子置換処置（すなわち、内因性 hTRT遺伝子の組換え遺
伝子での相同組換えによる置換）のための方法および試薬を提供する。相同組換えによる
組込みのために特別に設計したベクターを使用することもできる。相同組換えを最適化す
るための重要な因子は、染色体配列に対する配列同一性の程度および相同性の長さを含む
。相同組換えを媒介する特異的配列もまた重要である。何故ならば、組込みは転写的に活
性な DNAでかなり容易に起こるからである。相同標的化構築物を構築するための方法およ
び材料は例えば Mansourら , 1988, Nature 336:348； Bradleyら , 1992, Bio/Technology 1
0:534によって記載されている。また、米国特許第 5,627,059号；第 5,487,992号；第 5,631
,153号；および第 5,464,764号も参照のこと。１つの実施態様において、遺伝子置換処置
は、調節すべき hTRT遺伝子の発現を制御する調節配列の全てまたは一部を改変または置換
することを含む。例えば、 hTRTプロモーター配列（例えば、配列番号６に見い出されるよ
うな）は、（ hTRT発現を低下させるか、あるいは転写調節部位を廃止させるために破壊さ
れ得、あるいは外因性プロモーターは、（例えば、 hTRT発現を増加させるために）置換さ
れ得る。
【０３８３】
本発明はまた、 hTRT「遺伝子ノックアウト」（すなわち、組換えにより産生されたベクタ
ーを用いる内因性 hTRT遺伝子の相同組換えによる欠失または破壊）のための方法および試
薬を提供する。遺伝子ノックアウトにおいて、標的化される配列は調節配列（例えば、 hT
RTプロモーター）、または RNAもしくはタンパク質コード配列であり得る。内因性遺伝子
の発現を変化させるための相同組換えの使用は米国特許第 5,272,071号（および上記で引
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用した米国特許）、 WO 91/09955、 WO 93/09222、 WO 96/29411、 WO 95/31560、および Wo 9
1/12650に詳細に記載されている。また、 Moynahanら , 1996, Hum. Mol. Genet. 5:875参
照。
【０３８４】
本発明は、さらに、細胞に対して毒性であるタンパク質の発現を調節するための hTRT遺伝
子プロモーターを用いて、テロメラーゼ陽性細胞を特異的に死滅させるか、あるいはテロ
メラーゼ陰性細胞のテロメラーゼ陽性状態への形質転換を妨げるための方法を提供する。
実施例 14に示すように、 hTRTプロモーター配列は、このプロモーターの活性化がレポータ
ー遺伝子によってコードされるタンパク質の発現が生じるように、レポーター遺伝子に作
動可能に連結させられ得る。レポータータンパク質の代わりに、コードされるタンパク質
が細胞に対して毒性である場合、プロモーターの活性化は細胞の病的状態または死滅に至
る。本発明の１つの実施態様において、毒性タンパク質をコードする遺伝子に作動可能に
連結した hTRTプロモーターを含むベクターは、ヒト細胞（例えばヒト患者の細胞）のよう
な細胞に導入され、 hTRTプロモーター活性化因子が発現されるガン細胞のような細胞の細
胞死を生じる。関連する実施態様において、コードされるタンパク質はそれ自体細胞に対
して毒性ではないが、細胞を他の非毒性薬物に対して感受性にする活性をコードする。例
えば、 hTRT－プロモーター－ヘルペスチミジンキナーゼ (TK)遺伝子融合構築物を腫瘍細胞
に導入し、そしてガンシクロビル（ gancyclovir)またはその等価物を投与することによっ
て腫瘍を処置し得る（例えば、 Mooltonおよび Wells, 1990, J. Nat'l Canc. Inst. 82:29
7参照 )。当該分野では、本開示を考慮して当業者により本発明に従って改変され、そして
適用され得る（ hTRT以外のプロモーター配列を用いる）多数の他の適切な毒性のまたは潜
在的に毒性のタンパク質および系が知られている。
【０３８５】
遺伝子治療ベクターは、インビボ、インビトロ、またはエクスビボで細胞または組織に導
入され得る。エクスビボ治療のために、ベクターは、細胞、例えば、患者から採取され、
同一患者に自己移植で戻すためにクローン的に増殖させられる幹細胞に導入され得る（例
えば、その開示が本明細書中で参考として採用される米国特許第 5,399,493号および第 5,4
37,994号参照）。標的細胞のテロメラーゼ活性を増加させることを狙った hTRT遺伝子治療
のために標的化され得る細胞としては、胚幹細胞または胚細胞、前記した特に霊長類また
はヒト細胞、造血幹細胞（ AIDSおよび化学療法後）、血管内皮細胞（心臓および大脳血管
病）、皮膚線維芽細胞および基底皮膚ケラチノサイト（創傷治癒および火傷）、軟骨細胞
（関節炎）、脳の膠星状細胞および小膠細胞（アルツハイマー病）、骨芽細胞（骨粗鬆症
）、網膜細胞（眼病）、および膵臓島細胞（Ｉ型糖尿病）および下記表８～１７に列挙し
た細胞のいずれか、ならびに分裂することが知られている任意の他の細胞タイプが挙げら
れるが、これらに限定されない。
【０３８６】
本発明の１つの実施態様において、 TRT（例えば hTRT）コード配列（または変異体）に作
動可能に連結した誘導性プロモーターは、インビボまたはインビトロで細胞の増殖能力を
調節するために用いられる。特別の実施態様において、例えば、誘導性プロモーターの制
御下にある hTRT発現ベクターでトランスフェクトしたインスリン－産生膵臓細胞が患者に
導入される。次いで、細胞がそれまで可能であったよりも増殖することを可能にするプロ
モーター活性化剤（例えば、テトラサイクリン）の患者への投与によって、細胞の増殖能
力を制御することができる。次いで、治療する医師によって望まれるように、細胞増殖が
停止され、継続され、あるいは再開される。
【０３８７】
４）ワクチンおよび抗体
hTRT配列を有する免疫原性ペプチドおよびポリペプチドは、患者において抗 hTRT免疫応答
を誘発し得る（すなわち、ワクチンとして作用し得る）。例示的な免疫原性 hTRTペプチド
およびポリペプチドは後記実施例６および８に記載される。免疫応答は、目的のポリペプ
チドをコードするプラスミドベクターの送達（すなわち、「ネイクド DNA」の投与）によ
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って惹起させ得る。目的の核酸は、注入、リポソーム、または他の投与手段によって送達
することができる。１つの実施態様において、被検体においてテロメラーゼ発現細胞に対
するクラス I MHC拘束細胞傷害性リンパ球応答を誘発する免疫様式が選択される。一旦免
疫化されれば、個体または動物は、高レベルのテロメラーゼを発現する細胞（例えば、悪
性細胞）に対して高い免疫応答を誘発する。
【０３８８】
抗 hTRT抗体（例えば、ネズミ、ヒト、またはヒト化モノクローナル抗体）が患者に投与さ
れて（例えば、受動免疫化）、テロメラーゼ発現細胞に対する免疫応答を達成し得る。
【０３８９】
Ｆ）薬学的組成物
関連する局面において、本発明は、 hTRTオリゴおよびポリヌクレオチド、ポリペプチド、
および抗体、アゴニスト、アンタゴニスト、またはインヒビターを単独で、または安定化
化合物、希釈剤、担体、または別の成分または薬剤のような他の薬剤と組み合わせて含む
薬学的組成物を提供する。
【０３９０】
本発明の治療用薬剤は、任意の無菌生体適合性薬学的キャリアー（生理食塩水、緩衝化生
理食塩水、デキストロース、および水を含むが、それらに限定されない）中で投与され得
る。これらの分子のいずれも、適切な賦形剤、アジュバント、および／または薬学的に受
容可能なキャリアーと混合する薬学的組成物中にて、単独で、あるいは他の薬剤、薬物、
またはホルモンと組み合わせて患者に投与され得る。本発明の１の実施態様において、薬
学的に受容可能なキャリアーは薬学的に不活性である。
【０３９１】
薬学的組成物の投与は経口または非経口により達成される。非経口送達の方法としては、
局所、動脈内（例えば、腫瘍に直接的に）、筋肉内、皮下、髄内、クモ膜下腔内、脳室内
、静脈内、腹腔内、または鼻孔内の投与が挙げられる。活性成分に加えて、これらの薬学
的組成物は、賦形剤または薬学的に使用できる製剤への活性化合物のプロセシングを促進
する他の化合物を含む適切な薬学的に受容可能なキャリアーを含有し得る。処方および投
与のための技術のさらなる詳細は「 REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES」  (Maack Pub
lishing Co., Easton, PA)の最終版に見い出され得る。
【０３９２】
経口投与のための薬学的組成物は、経口投与に適した投与形において当該分野で周知の薬
学的に受容可能なキャリアを用いて処方され得る。このような担体は、薬学的組成物が患
者による摂取に適した錠剤、丸剤、糖衣剤、カプセル、液体、ゲル、シロップ、スラリー
、懸濁物などに処方されることを可能とする。 PCT国際公開 WO 93/23572参照。
【０３９３】
経口使用のための薬学的組成物は、活性化合物を固体賦形剤と組合せ、所望により得られ
た混合物を粉砕し、所望ならば、錠剤または糖衣剤のコアを得るために、適切なさらなる
化合物を添加した後、顆粒の混合物をプロセシングすることを介して得られ得る。適切な
賦形剤は炭水化物またはタンパク質充填剤であり、以下を含むが、それらに限定されない
：ラクトース、スクロース、マンニトール、またはソルビトールを含む糖；トウモロコシ
、コムギ、イネ、ジャガイモ、または他の植物由来のデンプン；メチルセルロース、ヒド
ロキシプロピルメチルセルロース、またはカルボキシメチルセルロースナトリウムのよう
なセルロース；ならびにアラビアゴムおよびトラガカントゴムを含むゴム；ならびにゼラ
チンおよびコラーゲンのようなタンパク質。所望ならば、架橋されたポリビニルピロリド
ン、寒天、アルギン酸またはその塩（例えば、アルギン酸ナトリウム）のような崩壊剤ま
たは可溶化剤が添加され得る。
【０３９４】
糖衣剤コアは、濃縮糖溶液のような適切なコーティングとともに提供される。これはまた
、アラビアガム、タルク、ポリビニルピロリドン、カルボポルゲル、ポリエチレングリコ
ール、および／または二酸化チタン、ラツカー溶液、および適切な有機溶媒または溶媒混
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合液をも含有し得る。製品同定のため、または活性化合物の量（すなわち、用量）を特徴
付けるために、染料または色素が錠剤または糖衣剤に添加され得る。
【０３９５】
経口で使用され得る薬学的製剤は、ゼラチンよりなる押込ばめ（ push-fit）カプセル、な
らびにゼラチンおよびコーティング（例えば、グリセロールまたはソルビトール）よりな
るソフト封着カプセルを含む。押込ばめカプセルは、ラクトースまたは澱粉のような充填
剤またはバインダー、タルクまたはステアリン酸マグネシウムのような潤滑剤、および所
望により安定化剤と混合した活性な成分を含有し得る。ソフトカプセルでは、活性化合物
は、安定化剤とともにまたはともなわずに脂肪油、流動パラフィンまたは液状ポリエチレ
ングリコールのような適切な液体に溶解または懸濁され得る。
【０３９６】
非経口投与用の薬学的処方物は活性化合物の水溶液を含む。注射のために、本発明の薬学
的組成物は水溶液、好ましくはハンクスの溶液、リンゲル溶液、または緩衝化生理食塩水
のような生理学的に適合する緩衝液中に処方され得る。水性注射懸濁物は、懸濁物の粘度
を増加させる物質（例えば、ナトリウムカルボキシメチルセルロース、ソルビトール、ま
たはデキストラン）を含有し得る。さらに、活性化合物の懸濁物は、適切な油状注射懸濁
物として調製され得る。適切な親油性溶媒またはビヒクルは、ゴマ油のような脂肪酸、あ
るいはオレイン酸エチルまたはトリグリセリドのような合成脂肪酸エステル、またはリポ
ソームを含む。所望により、懸濁物は、高濃度溶液の製剤を可能にする安定化剤または化
合物の溶解度を増加させる適切な薬剤または試薬を含有し得る。
【０３９７】
局所または鼻孔投与のために、浸透されるべき特定のバリアに対して適切な浸透剤が処方
物中で使用される。このような浸透剤は一般に当該分野で公知である。
【０３９８】
本発明の薬学的組成物は、当該分野で公知の様式と同様の様式（例えば、従来的な混合、
溶解、顆粒化、糖衣剤作製、水簸、乳化、カプセル化、包括、または凍結乾燥の手段によ
って）で製造され得る。
【０３９９】
薬学的組成物は塩として提供され得、塩酸、硫酸、酢酸、乳酸、酒石酸、マレイン酸、コ
ハク酸等を含むが、それらに限定されない多くの酸を用いて形成され得る。塩は、対応す
る遊離塩基形態である水性溶媒または他のプロトン性溶媒により可溶性である傾向にある
。他の場合において、好ましい調製物は、使用に先だって、緩衝液と組み合わせた、 4.5
～ 5.5の pH範囲の 1mM-50mMヒスチジン、 0.1％～２％スクロース、２％～７％マンニトール
中の凍結乾燥粉体であり得る。
【０４００】
受容可能なキャリアー中に処方した本発明の化合物を含む薬学的組成物が調製された後、
それらは適切な容器に入れられ、そして示された状態の治療のために標識され得る。ヒト
テロメラーゼタンパク質および核酸の投与のために、このような標識は投与の量、頻度、
および方法を含む。
【０４０１】
本発明で使用するのに適した薬学的組成物は、活性成分が意図される目的を達成するのに
有効な量で含有される組成物を含む。「治療的有効量」または「薬理学的有効量」は十分
に認識されているフレーズであり、意図される薬理学的結果を生じるのに有効な薬剤の量
をいう。従って、治療的有効量は、処置されるべき疾患の徴候を軽減するのに十分な量で
ある。所定の適用のための有効量（例えば、治療的有効量）を確認する１つの有用なアッ
セイは、標的細胞におけるテロメラーゼ活性に対する効果を測定することである。実際に
投与される量は、処置が適用されるべき個体に依存し、好ましくは、所望の効果が顕著な
副作用をともなうことなく達成されるように最適化された量である。治療的有効用量の決
定は十分に当業者の能力内にある。
【０４０２】
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いずれの化合物についても、治療的有効用量は、細胞培養アッセイまたは任意の適切な動
物モデルのいずれかにおいて、最初に見積もられ得る。動物モデルはまた、所望の濃度範
囲および投与経路を達成するために用いられる。次いで、このような情報を用いて、ヒト
における投与に有用な用量および経路を決定することができる。
【０４０３】
治療的有効量とは、徴候または状態を軽減するタンパク質、ポリペプチド、ペプチド、抗
体、オリゴまたはポリヌクレオチド、アゴニスト、またはアンタゴニストの量をいう。こ
のような化合物の治療効果および毒性は、細胞培養または実験動物における標準的な薬学
的手順（例えば、 ED5 0、集団の 50％において治療的に有効な用量；および LD5 0、集団の 50
％に対して致死的である用量）によって決定され得る。治療効果と毒性効果との間の用量
比は治療係数であり、それは比率 ED5 0／ LD5 0として表され得る。大きな治療係数を呈する
薬学的組成物が好ましい。細胞培養アッセイおよび動物実験から得られたデータが、ヒト
での使用のための量の範囲を公式化するのに使用される。このような化合物の用量は、好
ましくは、毒性をほとんどまたは全くともなわない ED5 0を含む循環濃度の範囲内にある。
この用量は、使用される投与形態、患者の感受性、および投与経路に依存してこの範囲内
で変化する。
【０４０４】
正確な用量は、治療されるべき患者を考慮して、個々の臨床医によって選択される。用量
および投与は、十分なレベルの活性部分を提供するか、または所望の効果を維持するよう
に調整される。考慮され得るさらなる因子としては、疾患状態の重症度（例えば、腫瘍の
サイズおよび位置；患者の年齢、体重、および性別；投与の食餌制限時間、および頻度、
薬物組合せ、反応感受性、および治療に対する耐性／応答）が挙げられる。特定の処方物
の半減期およびクリアランス速度に応じて、持続作用性薬学的組成物は、３～４日毎に、
毎週、または２週間に１回、投与され得る。特定の用量および送達の方法に関するガイダ
ンスは文献に提供されている（本明細書中で参考として援用する米国特許第 4,657,760号
；第 5,206,344号；および第 5,225,212号参照）。当業者は、典型的には、タンパク質また
はそれらのインヒビターよりもヌクレオチドについての異なる処方物を使用する。同様に
、ポリヌクレオチドまたはポリペプチドの送達は特定の細胞、状態、位置などに対して特
異的であり得る。
【０４０５】
VIII．不死化した細胞、細胞株および動物の増大した増殖能力および産生
前記で議論したように、ほとんどの脊椎動物細胞は、培養において限定された数の分裂（
例えば、 50～ 100分裂）の後に老化する。しかしながら、ある変異細胞は、培養中に無限
に分裂し得（例えば、 HeLa細胞、 293細胞）、そしてこの理由により、研究および産業的
適用に有用である。通常、これらの不死化細胞株は自然発生的に生じる腫瘍に由来するか
、あるいは照射または腫瘍誘導ウイルスもしくは化学物質にさらすことによる形質転換に
由来する。あいにく、分化した細胞機能を示す細胞株（特にヒト細胞株）の限定的選択し
か利用できない。さらに、現在利用可能な不死化細胞株は染色体異常（例えば、異数性、
遺伝子再編成、または変異）によって特徴付けられる。さらに、多くの長期間樹立細胞株
は比較的未分化である（例えば、それらは特定の組織または器官をユニークに特徴付ける
種類の高度に特殊化した産物を産生しない）。従って、不死化細胞（特にヒト細胞）を生
成する新しい方法に対する必要性がある。不死化細胞についての１つの用途は、天然タン
パク質および組換えタンパク質（例えば、エリスロポエチン、ヒト成長ホルモン、インス
リン等のような治療的ポリペプチド）、または抗体の生産においてであり、そのために安
定で遺伝的に正常な細胞株が好適である。いくつかの組換えタンパク質の生産について、
特殊化された細胞型もまた好適であり得る（例えば、ヒトインスリンの産生のための膵臓
細胞）。さらには不死化細胞について、または（非改変細胞と比較して）増大した増殖能
力を有する死ぬべき運命の細胞でさえ、別の用途は、遺伝子治療のため、または疾患もし
くは損傷細胞または損傷組織の置換のための患者への導入である。例えば、本発明の組換
え hTRT遺伝子またはポリペプチドを含有するまたは発現する自己免疫細胞を、攻撃的ガン
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治療（例えば全身照射）の後に、患者における細胞置換のために使用し得る。不死化細胞
についての別の用途は、治療的用途のための「人工」組織または器官（例えば、皮膚）の
エクスビボ産生のためである。このような細胞について別の用途は、テロメラーゼ阻害性
薬物のような薬物のスクリーニングまたは有効化のため、あるいはワクチンまたは生物学
的試薬の生産における使用のためである。本発明の細胞のさらなる用途は当業者に明らか
である。
【０４０６】
本発明の不死化細胞および細胞株、ならびに単に複製能力の増大したものは、細胞におい
てテロメラーゼ活性を増加させることによって作成される。テロメラーゼ活性を増加させ
るための本明細書に開示した任意の方法が使用され得る。従って、１つの実施態様におい
て、細胞は、細胞中の hTRTポリペプチドの量を増加させることによって不死化される。１
つの実施態様において、 hTRTレベルは、（時々は好ましい安定なトランスフェクションに
より） hTRT発現ベクターを細胞に導入することによって増大される。先に議論したように
、 hTRTコード配列は、通常、細胞中で誘導性または構成的に活性であり得るプロモーター
に作動可能に連結される。
【０４０７】
１つの実施態様において、配列番号２（この配列はプロモーター（例えば、構成的に発現
されるプロモーター、例えば、配列番号６の配列）に作動可能に連結している）のポリペ
プチドをコードする配列からなるポリヌクレオチドを細胞に導入する。１つの実施態様に
おいて、ポリヌクレオチドは配列番号１の配列を含む。好ましくは、ポリヌクレオチドは
ポリアデニル化および終結シグナルを含む。別の実施態様において、エンハンサーまたは
前出議論の他のもののようなさらなるエレメントが含まれる。別の実施態様において、ポ
リヌクレオチドはプロモーター配列を含まず、このような配列は導入されたポリヌクレオ
チドの組込み（例えば、組換え、例えば、相同組換え）により標的細胞の内因性ゲノムに
よって提供される。ポリヌクレオチドは、リポフェクション、エレクトロポレーション、
ビロソーム、リポソーム、イムノリポソーム、ポリカチオン：核酸コンジュゲート、ネイ
クド DNAのような本明細書中に開示された任意の方法を含むあらゆる方法によって標的細
胞に導入され得る。
【０４０８】
本発明の方法を用いて、任意の脊椎動物細胞が、培養において、増大した増殖能力を有す
るように誘導され得るか、または不死化されそして培養において無限に維持されるように
さえされ得る。１つの実施態様において、細胞は哺乳動物のものであり、ヒト細胞が多く
の適用について好ましい。不死化され得るヒト細胞の例は表８～１７に列挙されたものを
含む。
【０４０９】
後記する本発明の「診断」アッセイを用いて、本発明の不死化細胞を同定および特徴付け
得ることが理解される。
【０４１０】
【表８】
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【０４１１】
【表９】
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【０４１２】
【表１０】

10

20

30

40

(77) JP 3869092 B2 2007.1.17



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０４１３】
【表１１】
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【０４１４】
【表１２】
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【０４１５】
【表１３】
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【０４１６】
【表１４】
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【０４１７】
【表１５】
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【０４１８】
【表１６】
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【０４１９】
【表１７】

10

20

30

40

(84) JP 3869092 B2 2007.1.17



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０４２０】
IX．診断アッセイ
Ａ）はじめに
１） TRTアッセイ
本発明は、 TRT、好ましくは hTRTおよびテロメラーゼに対する非常に多様なアッセイを提
供する。これらのアッセイは、とりわけ、ガンがその例示的な例である多数のヒトの疾患
の診断および予後について、感度良好、安価、簡便で広範囲に適用できるアッセイの基礎
を提供する。前記したように、 hTRT遺伝子産物（タンパク質および mRNA）は、通常、ほと
んどの正常な死すべき細胞に対する不滅化ヒト細胞（すなわち、テロメラーゼ－陰性細胞
およびほとんどのテロメラーゼ－陽性正常成体体細胞）において上昇する。従って、１つ
の局面において、本発明は、（悪性腫瘍細胞のような）不滅化または（成体におけるほと
んどの正常体細胞のような）死すべき、あるいはテロメラーゼ陽性または陰性として細胞
を、特徴付けるために、ヒトまたは他の哺乳動物あるいは真核生物細胞からの、またはそ
れを含む試料における hTRT遺伝子産物の存在、不存在または量を検出または測定するのに
有用なアッセイを提供する。
【０４２１】
hTRT遺伝子産物（すなわち、タンパク質または RNA）の存在または不存在によって特徴付
けられるいずれの障害も、本明細書に開示する方法および物質を用いて診断され得る。後
記にてより十分に記載するように、これらは、ガン、加速された細胞増殖の他の疾患、免
疫学的障害、受精、不妊症その他を含む。さらに、テロメラーゼ活性がガン細胞において
上昇する程度は転移能力のような腫瘍の特徴と相関するので、 hTRT、 mRNAまたはタンパク
質レベルのモニタリングを用いて、腫瘍の将来のありそうな進行を見積もりまたは予測す
ることがされ得る。
【０４２２】
１の局面において、本発明の診断および予後方法は、ヒト TRT遺伝子産物が（例えば、患
者由来の）生物学的試料中に存在するか否かを測定することを含む。第２の局面において
、（例えば、患者由来の）生物学的試料における hTRT遺伝子産物の豊富さを測定し、コン
トロール試料（例えば、正常細胞または組織）における存在量と比較する。第３の局面に
おいて、 hTRT遺伝子産物の細胞または細胞内局在性を細胞または組織試料において決定す
る。第４の局面において、宿主（例えば、患者）細胞をアッセイして、異常 hTRT遺伝子発
現（異常な量、調節、または産物）についての遺伝性の性質に特徴的な配列を持つ核酸を
同定する。これは、例えば遺伝子スクリーニングまたは遺伝カウンセリングにおいて有用
である。第５の局面において、本発明のアッセイを用いて、（例えば、患者血清中の）抗
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hTRT抗体の存在を検出する。以下にいくらか詳細に記載する方法は、本明細書中に開示し
た配列および関係を用いて実施し得る有用なアッセイを示す。しかし、これらのアッセイ
の多数の変形または他の適用は、本開示を考慮すれば、当業者に明らかである。
【０４２３】
後記するアッセイは診断および予後方法につき提示するが、それらは hTRT遺伝子、遺伝子
産物、または変異体が検出され、定量され、あるいは特徴付けられる場合はいつでも使用
され得ることは認識される。従って、例えば、後記する「診断」方法は、 hTRTまたはヒト
テロメラーゼの生産および精製の間における hTRTまたはテロメラーゼのアッセイに、（例
えば、不死株を同定するための）ヒト細胞に由来する細胞株の特徴付けに、ヒト TRT遺伝
子または遺伝子産物（またはそのフラグメント）を含む細胞、非ヒト動物、植物、菌類、
細菌または他の生物の特徴付けに有用である。
【０４２４】
本明細書中で用いる用語「診断」は、病気（例えば、ガン）、障害（例えば、不妊症、活
性化）、または状態（例えば、受精）の存在または性質を同定するその通常の意味を有し
、そして用語「予後」は、疾患または障害のありそうな進展および／または結果を予測す
るその通常の意味を有する。これらの２つの用語は臨床的な場では幾分異なるように使用
されるが、「診断の」との関係において以下に開示されるアッセイまたはアッセイ様式の
いずれも予後の判定に同等に適していることが理解される。なぜならば、より高いテロメ
ラーゼ活性レベルはガン患者についてのより貧弱な予後に関係することが、十分確立され
ており、そして本発明が、細胞中のテロメラーゼ活性と密接に相関するレベルで発現され
る、 hTRTに特異的な検出方法を提供するからである。
【０４２５】
２）ガンの診断および予後
正常または標準範囲を超える hTRT遺伝子、 mRNAまたはタンパク質のレベルの測定は、テロ
メラーゼ－陽性細胞または不死化細胞（ある種の腫瘍がその例である）の存在の指標とな
る。ある種の胚性および胎児細胞、ならびにある種の成体幹細胞はテロメラーゼを発現す
るので、本発明はまた、母血液からのテロメラーゼ陽性胎児細胞の検出または単離によっ
て、妊娠のような他の状態を測定する方法も提供する。これらの値を用いて、細胞がガン
性として分類されていない、あるいは伝統的方法を用いて検出もしくは分類されていない
場合でさえ、診断、あるいは診断の補助をすることができる。従って、本発明の方法は、
少なくともいくつかの例においては初期の段階において、増大した信頼性をもって、テロ
メラーゼに関連するガン性または他の障害の検出または検証を可能とする。本発明のアッ
セイは、 hTRT遺伝子または遺伝子産物についての定量的アッセイを供し、それにより適切
な治療レジメンの選択および正確な診断を容易とすることにより、ヒト腫瘍または他の細
胞増殖病の異なるクラスおよびグレードの間に区別を可能とする。さらに、テロメラーゼ
活性のレベルを用いて、良性および悪性腫瘍の間を識別し得（例えば、米国特許第 5,489,
508号； Hiyamaら , 1997, Proc. Am Ass. Cancer Res. 38:637)、侵潤の内在性を予測し（
例えば、米国特許第 5,639,613号； Yashimaら , 1997, Proc. Am Ass. Cancer Res. 38:326
)、そして転移可能性と相関付け得る（例えば、米国特許第 5,648,215号； Panditaら , 199
6,Proc. Am Ass. Cancer Res. 37:559)ので、これらのアッセイは広範囲のヒトガンの予
防、検出および治療に有用である。
【０４２６】
ガン（または上昇したテロメラーゼによって特徴付けられる他の疾患または障害）の予後
については、特定の腫瘍タイプ、クラスまたはグレードについての hTRT遺伝子産物（ mRNA
またはタンパク質）または活性の予後値を後記するように測定する。患者における hTRTタ
ンパク質または mRNAレベルまたはテロメラーゼ活性はまた（例えば、本明細書中で開示し
たアッセイを用いて）測定し、予後レベルと比較し得る。
【０４２７】
使用するアッセイに応じて、ある場合には、試料中の hTRT遺伝子産物の存在量は、アッセ
イで検出され得る場合は常に上昇していると考えられる。テロメラーゼ－陽性細胞におい
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てさえ hTRT mRNAおよびタンパク質の存在量は低く、そしてこれらの遺伝子産物は、正常
またはテロメラーゼ－陰性細胞中では希薄であるかまたは存在しないため、もし正常細胞
中に少しでも存在するならば、 hTRT遺伝子産物を検出するためには、高感度のアッセイ必
要がある。もし感度のより低いアッセイが選択されると、 hTRT遺伝子産物は健康組織では
検出不能であるが、テロメラーゼ陽性ガンまたは他のテロメラーゼ陽性細胞では検出可能
である。代表的には、上昇した試料における hTRT遺伝子産物の量は、テロメラーゼ陰性コ
ントロール細胞または成体における健康組織由来の細胞におけるレベルよりも少なくとも
約５倍、頻繁には少なくとも約 10倍、より頻繁には少なくとも約 50倍、非常に頻繁には少
なくとも約 100～ 1000倍高く、ここで、テロメラーゼ陽性正常細胞のパーセントは非常に
低い。
【０４２８】
本発明の診断および予後の方法は、あらゆる起源のあらゆる細胞もしくは組織型でも使用
され得、そしてそれを用いて、あらゆる起源の不死化または新生物細胞または腫瘍組織、
あるいはガンも検出することができる。検出され得るガンの型は、 hTRTの治療的適用の議
論で前記でリストした全てのものを含むが、これらに限定されない。
【０４２９】
また、本発明のアッセイは、抗ガン剤レジメンで治療されている患者において治療介入の
効果をモニターするのにも有用である。モニターされ得る抗ガン剤レジメンは（化学療法
、放射線療法および外科手術を含めた）全ての現在認められている治療を含み、また、本
明細書に記載するようにテロメラーゼ阻害または活性化療法のような将来承認される治療
をも含む（例えば、 PCT国際公開第 96/01835号および第 96/40868号および米国特許第 5,583
,016号を参照のこと。それらは全て、その全体が、本明細書中に参考として援用される）
。
【０４３０】
別の局面において、後記するアッセイは、テロメラーゼ活性の異常調節に関連したガンま
たは他の障害（不妊症、早期老化）に関して偏向を示す hTRT遺伝子配列におけるある種の
変異（変異および遺伝性 hTRT対立遺伝子）を検出するのに有用である。
【０４３１】
３）ガン以外の障害の診断
ガンの診断に加えて、本発明のアッセイは多数の他の適用を有する。本発明は、細胞にお
けるテロメラーゼまたは hTRT遺伝子産物の過小または過剰発現により特徴付けられる障害
または疾患の試薬および方法／診断を提供する。成体においては、低レベルのテロメラー
ゼ活性は、通常、正常ヒト体細胞、例えば幹細胞、活性化リンパ球および生殖細胞の限定
された補集合中に見い出され、そして他の体細胞では存在しない。従って、通常は存在せ
ずまたは不活化されている細胞における hTRTまたはテロメラーゼ活性の検出、または hTRT
が通常は低レベルで存在する細胞（例えば、幹細胞、活性化リンパ球および生殖細胞）に
おける異常（すなわち、正常よりも高いまたは低い）レベルでの検出は、テロメラーゼ関
連疾患または障害の診断となり得るか、あるいはそれを用いて特定の細胞型を同定しまた
は単離（すなわち、幹細胞を単離）し得る。このような疾患および障害の例として、細胞
増殖の疾患、免疫学的障害、不妊症、免疫細胞機能の疾患、妊娠、胎児異常、早期老化な
どが挙げられる。さらに、本発明のアッセイは、患者または細胞－もしくは動物－ベース
のアッセイにおいて、（テロメラーゼ活性を調節する薬物を含むが、これらに限定されな
い）治療介入の有効性をモニターするのに有用である。
【０４３２】
１つの局面において、本発明は、不妊症を診断するのに有用なアッセイを提供する。ヒト
生殖細胞（例えば、精原細胞、それらの祖先または子孫）は無限増殖が可能であり、そし
て高テロメラーゼ活性によって特徴付けられる。 hTRT遺伝子産物の異常なレベルまたは産
物あるいは低下したレベルは、不適当なまたは異常な精子の産生をもたらし得、それは不
妊症または生殖障害につながる。従って、本発明は、「テロメラーゼベースの」生殖障害
の診断および治療のためのアッセイ（方法および試薬）を提供する。同様に、該アッセイ

10

20

30

40

50

(87) JP 3869092 B2 2007.1.17



を用いて、精子生産を標的とするかあるいはそれに間接的に影響する（そして、 hTRTレベ
ルまたはテロメラーゼ活性を低下させる）避妊薬（例えば、男性避妊薬）の効率をモニタ
ーし得る。
【０４３３】
別の局面において、本発明は、幹細胞、胎児細胞、胚細胞、活性化リンパ球および造血幹
細胞におけるテロメラーゼおよび hTRTのレベルおよび機能を分析するためのアッセイを提
供する。例えば、 hTRT遺伝子産物検出についてのアッセイを用いて、（例えば、活性化リ
ンパ球の罹患率または始原幹細胞の存在量をモニターすることにより）一般的に免疫機能
をモニターし、（上昇した hTRTレベルに基づいて）活性化リンパ球または幹細胞を同定し
または選択しまたは単離し、そして、これらの組織を標的とする治療介入（例えば、免疫
抑制剤または幹細胞集団を増やす治療的試み）の効率をモニターし得る。
【０４３４】
本発明はまた、（患者由来の血清中に見い出される）抗テロメラーゼおよび抗 TRT免疫グ
ロブリンの同定のための有用なアッセイも提供する。本明細書中に記載される物質および
アッセイを用いて、このような自己免疫抗体が見い出される患者を同定し、その免疫グロ
ブリンに関連する障害の診断および治療を可能にし得る。
【０４３５】
４）培養中細胞のモニタリング
本明細書中に記載されるアッセイはまた、エクスビボまたはインビトロの細胞中の hTRT遺
伝子産物の発現および hTRT遺伝子の特徴付けをモニターするのにも有用である。上昇した
hTRTレベルは不死化細胞に特徴的であるので、本発明のアッセイは、例えば、不死化細胞
をスクリーニング、または同定するのに、あるいは hTRT発現または機能を阻害することに
より不死化細胞を死化し得る薬剤を同定するのに使用され得る。例えば、このアッセイは
、細胞における hTRTの増大した発現によって、例えば、組換え hTRTの発現により、あるい
は内因的にコードされた hTRTの（例えば、プロモーター活性化による）増大した発現によ
り不死化した細胞を同定するのに有用である。
【０４３６】
同様に、これらのアッセイを用いて、トランスジェニック動物または細胞（例えば、 hTRT
遺伝子を含む酵母またはヒト細胞）における hTRT発現をモニターし得る。特に、本発明の
hTRTを発現するヒトおよび非ヒト細胞における hTRTレベルに対するある種の処置（例えば
、公知のまたは推定テロメラーゼアンタゴニストの適用）の効果は、有用な薬物および薬
物候補（例えば、テロメラーゼ－活性調節薬物）を同定するのに使用され得る。
【０４３７】
Ｂ）正常な診断値、および予後値
hTRT遺伝子産物の存在または量についてのアッセイは、アッセイ形式、アッセイすべき試
料の性質および求められる情報に依存して、種々の方法で行われ、その結果は解釈され得
る。例えば、 hTRT遺伝子産物の定常状態の存在量はほとんどのヒト体細胞で組織では非常
に低いので、特定のアッセイにより検出不能である。さらに、一般に、これらの組織の細
胞ではテロメラーゼ活性はなく、活性の確認をかなり容易とする。逆に、 hTRTタンパク質
および／または hTRT mRNAまたはテロメラーゼは、他のテロメラーゼ陽性組織、例えば悪
性腫瘍においては十分に豊富であり、従って、同じことが同一のアッセイを用いて検出さ
れ得る。低レベルのテロメラーゼ活性が通常は検出され得る体細胞タイプにおいてさえ（
例えば、幹細胞およびある種の活性化された造血系細胞）、 hTRT mRNAのレベルおよびテ
ロメラーゼ活性は不死化細胞においてレベルの小分率（例えば、約１％またはそれ未満と
見積もられる）であり；従って、不死化および死すべき細胞は本発明の方法により容易に
区別され得る。「感度がより低い」アッセイを用いる場合、生物学的試料における hTRT遺
伝子産物の単なる検出は、さらなる分析の必要性なくして、それ自体で診断となり得ると
理解される。さらに、後記するアッセイはかなり高感度となし得るが、それらはまた、所
望ならば、 (例えば、緩衝液、洗浄条件、増幅のラウンド数、試薬の賢明な選択、および /
またはシグナル増幅剤の選択により )低感度にもされ得る。従って、実質的にあらゆるア
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ッセイか、それが、 hTRT遺伝子産物が特別の濃度にて、例えば健康なまたは他のコントロ
ール組織よりも高濃度で存在する生物学的試料においてのみ hTRT遺伝子産物を検出するよ
うに設計され得る。この場合、 hTRT mRNAまたはタンパク質のあらゆる検出可能なレベル
が、（造血細胞および他の幹細胞以外の）誕生後ヒト体細胞組織由来の細胞中で上昇する
と考えられる。
【０４３８】
しかし、いくつかの場合には、特に、正常体細胞に存在し得る hTRT遺伝子産物の非常に低
レベルを検出し得る非常な高感度のアッセイが用いられる場合には、 hTRT遺伝子産物発現
レベルについて正常またはベースライン値（または範囲）を確立するのが望ましい。発現
または正常発現産物の正常レベルは、当業者に周知の方法に従い且つ本発明の方法および
試薬を用いて、生物のあらゆる特定の集団、サブ集団、またはグループについても決定さ
れ得る。一般に、 hTRTタンパク質または hTRT mRNAのベースライン（正常）レベルは、正
常な（健常な）披験体、例えばヒト被験体から得られた生物学的試料（例えば、体液、細
胞または組織）における hTRTタンパク質および／または hTRTmRNAの量を定量することによ
り測定される。特定の試料および目的のために、細胞当たり、または腫瘍細胞当たりのベ
ースで hTRT遺伝子産物の量を定量することを所望し得る。試料の細胞性 (cellularity)を
測定するために、構成的に発現される遺伝子産物または試料が採取されたタイプの細胞に
おける既知レベルで発現される他の遺伝子産物のレベルを測定し得る。あるいは、 hTRTタ
ンパク質または hTRT mRNAの正常値は、疾患（または恐らくは疾患の）細胞が収集された
のと同一患者から、または健常な個体から得られる、健康であることが知られた細胞また
は組織における hTRTタンパク質／ RNAの量を定量することにより測定され得る。あるいは
、ベースラインレベルは、培養中の非不死化ヒト体細胞に存在するレベルとして、ある場
合には定義され得る。正常（ベースライン）値は、異なる細胞型の間で（例えば、 hTRT m
RNAレベルは腎臓よりも睾丸において高い）、患者の年齢、性別または身体的状態に従っ
て、幾分異なり得る可能性がある。従って、例えば、アッセイを用いてガンに関連する hT
RTレベルの変化を測定する場合は、 hTRT遺伝子産物発現の正常範囲を測定するのに使用さ
れる細胞は、調査の性質に依存して、同一または異なる年齢の個人からの細胞であり得る
。分子遺伝学で使用される標準的な統計方法の適用は、発現のベースラインレベルの決定
を可能とし、ならびにこのようなベースラインレベルからの有意な偏差の同定を可能とす
る。
【０４３９】
前記した本発明の診断および予後方法を行うにおいて、「診断値」および「予後値」に言
及するのが時には有用である。本明細書中で用いる「診断値」とは、 hTRT遺伝子産物の正
常（または「ベースライン」）範囲と比較して、疾患の存在の指標となる試料中に検出さ
れた hTRT遺伝子産物について決定された値をいう。この疾患は高テロメラーゼ活性（例え
ば、ガン）、テロメラーゼ活性の不存在（例えば、不妊症）、またはいくつかの中間体値
により特徴付けられ得る。「予後値」とは、その疾患（例えば、ガン）について特定の診
断および予後に合致する所与の細胞型（例えば、悪性腫瘍細胞）中に検出された hTRT遺伝
子産物の量をいう。試料中に検出された hTRT遺伝子産物の（ゼロ量を含める）量は、その
値の相対的比較が疾患の存在または疾患（例えば、ガン）の進行のありそうな結果を示す
ように、細胞についての予後値と比較される。１つの実施態様において、例えば、腫瘍予
後を評価するために、データが収集され、異なる腫瘍クラスまたはグレートに関する hTRT
レベルの統計的に有意な相関を得る。既知の臨床的結果を有する被験体から得られた同一
の細胞または組織試料につき、所定の範囲の hTRTレベルを確立する。十分な数の測定を行
い、比較がなされる統計的に有意な値（または値の範囲）を得る。次いで、所与の細胞ま
たは組織試料についての所定の範囲の hTRTレベルまたは活性を用いて、有利な（または不
利ではない）予後（例えば、ガンの場合には「低レベル」）に相関する hTRT遺伝子産物の
レベルについての値または範囲を測定する。ガンの場合の不利な（またはより不利な）予
後に相関する「高レベル」に対応する範囲が同様に測定され得る。次いで、生物学的試料
（例えば、患者試料）からの hTRT遺伝子産物のレベルを測定し、低いおよび高い範囲と比
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較し、それを用いて臨床的結果を予測し得る。
【０４４０】
前記議論は、例示としてガンに対して言及するものであるが、診断値および予後値はまた
他の疾患（例えば、細胞増殖の疾患）および障害についても測定され得、そして、ガン以
外の疾患または障害については、「高」レベルは所望の結果と相関され得、「低」レベル
は不利な結果と相関され得ることが理解される。例えば、いくつかの疾患は、幹細胞、活
性化リンパ球、または生殖系細胞におけるテロメラーゼ活性の欠陥（例えば、低レベル）
により特徴付けられ得る。このような場合、（例えば、他の患者または特定の患者におけ
る他の組織由来の）同様の年齢および／またはタイプの細胞に対する hTRT遺伝子産物の「
高」レベルは有利な結果と相関させられ得る。
【０４４１】
このアッセイ方法は、そのように所望されない限り、 hTRTの絶対値の測定を必ずしも要し
ないことが理解される。なぜならば、相対値は本発明の方法の多くの適用で十分だからで
ある。定量が望ましい場合、本発明は、遺伝子産物を定量するためのあらゆる既知の方法
が実質的に使用され得るような試薬を提供する。
【０４４２】
また本発明のアッセイを用いて、動物実験、臨床試験において、あるいは個々の患者の処
置をモニターするにおける、特定の治療的処置レジメンの効率を評価し得る。これらの場
合、治療を開始する前に患者に対してベースラインを確立し、通常は正規ベースに基づい
て、治療経過を介して１回以上アッセイを反復し、治療の結果として、所望の終点（例え
ば、アッセイがガンについてのものであれば hTRTの発現の低下）に向かって hTRTレベルが
動いているか否かを評価するのが望ましい。
【０４４３】
当業者は、 hTRT遺伝子産物の量または存在量に加えて、正常発現レベルおよび正常発現産
物との比較により、変異体または異常な発現パターン（例えば、 RNAスプライシング変異
体の異常量）あるいは変異体または異常発現産物（例えば、変異した転写体、切り詰めら
れたもしくはナンセンスポリペプチド）が同定され得ることを認識する。これらの場合に
おいて、「正常」または「ベースライン」の測定は、健康な生物および／または組織（す
なわち、 hTRT発現不調または新生物増殖のない生物および／または組織）を同定する工程
、および変異体 hTRT遺伝子産物（例えば、スプライシング変異体）の発現レベルを測定す
る工程、あるいは hTRT遺伝子、 mRNA、または逆転写された cDNAを配列決定しまたは検出し
て、代表的な（正常な）配列変化を得るまたは検出する工程を含む。分子遺伝学で使用さ
れる標準的な統計方法の適用は、このようなベースラインレベルからの有意な偏りの決定
を可能とする。
【０４４４】
Ｃ） TRT遺伝子産物の検出および定量
本明細書中で強調してきたように、 hTRT遺伝子産物は通常は極端に低いレベルにてほとん
どの正常体細胞で見い出される。例えば、 hTRTタンパク質をコードする mRNAは、これまで
に調べた全てのテロメラーゼ－陰性細胞型では極端に稀であるかまたは存在しない。 293
細胞のような不死化細胞においては、 hTRT mRNAは細胞当たり約 100コピーのみで存在し得
る一方、正常な体細胞は細胞当たり１または０コピーしか有し得ない。このように、 hTRT
遺伝子産物につき高感度のアッセイが望まれる場合、シグナルまたは標的増幅技術をアッ
セイ形式に組み入れるのが時々有利であることが明らかである。例えば、 Plenatら , 1997
, Ann. Pathol. 17:17（フルオレセイニル -チラミドのシグナル増幅）； Zehbeら , 1997, 
J. Pathol. 150:1553（触媒されたレポーター沈殿） ;本明細書中に挙げた他の文献 (例え
ば、 bDNAシグナル増幅、 PCRおよび他の標的増幅形式につき );および当該分野で知られた
他の技術を参照のこと。
前記したように、本明細書で開示するアッセイでは hTRT mRNAまたはタンパク質を定量す
る必要のないことが多い。なぜならば、（その産物がコントロールの中で、例えばテロメ
ラーゼ陰性細胞では検出されないアッセイ条件下での） hTRT遺伝子産物の検出はそれ自体
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で診断に十分だからである。別の例として、試験（例えば、腫瘍）およびコントロール（
例えば、健常細胞）試料中に見い出された産物のレベルが直接比較される場合、定量は不
必要であり得る。
【０４４５】
しかし、所望ならば、本明細書中に記載するアッセイで測定される hTRT遺伝子産物の量は
、測定の方法および便宜に依存して、種々の方法で記載され得る。従って、正常、診断、
予後、高量または低量の hTRTタンパク質／ mRNAは、生物学的試料の量当たりの重量の標準
単位として（例えば、グラム組織当たりのピコグラム、 101 2細胞当たりのピコグラム）、
生物学的試料の量当たりの分子の数として（例えば、転写物／細胞、モル／細胞）、細胞
当たりまたは他の単位量当たりの活性の単位として、あるいは同様の方法により表現され
得る。 hTRT遺伝子産物の量はまた、別の分子の量に対して表現され得；その例として：試
料中の hTRT転写物の数／試料中の 28S rRNA転写物の数： hTRTタンパク質のナノグラム／全
タンパク質のナノグラム等が挙げられる。
【０４４６】
２つ（またはそれ以上）の異なる試料における hTRT遺伝子産物を測定する場合、２つの試
料に対する比較の共通のベースを有することが時々有用である。例えば、正常組織の試料
とガン性組織の試料とを比較する場合、等量の組織（重量、容量、細胞数等）が比較され
得る。あるいは、マーカー分子の等価物（例えば、 28S rRNA、 hTR、テロメラーゼ活性、
テロメア長、アクチン）が使用され得る。例えば、 28S rRNAの 10ピコグラムを含む健常組
織試料中の hTRTタンパク質の量が、 28S rRNAの同一量を含む疾患組織の試料と比較され得
る。
【０４４７】
また、本明細書中に記載したあらゆるアッセイが実質的に定量的であるように設計され得
ることは当業者により認識される。代表的には、既知の量または供給源の hTRT遺伝子産物
（例えば、本発明の方法および組成物を用いて生産したもの）を用いて該アッセイを較正
する。
【０４４８】
特定の実施態様において、試料中（または代表的なサンプリング中の）各細胞における hT
RT対立遺伝子または遺伝子産物の存在、不存在、または存在量を検出するアッセイ形式が
選択される。このような形式の例として、組織学（例えば、シグナル増強または標的増強
増幅工程を伴う免疫組織化学）または蛍光活性化細胞分析もしくは細胞ソーティング（ FA
CS）によるシグナルを検出するものが挙げられる。これらの形式は、高度に異種の細胞集
団（例えば、１または数個のタイプのみが上昇した hTRTレベルを有する多数の細胞型、ま
たは異なるレベルでテロメラーゼを発現する同様の細胞の集団を含む）を取り扱う場合は
、特に有用である。
【０４４９】
Ｄ）試料収集
hTRT遺伝子または遺伝子産物（すなわち、 mRNAまたはポリペプチド）は、好ましくは、生
物学的試料中で検出および／または定量される。このような試料は、限定されるものでは
ないが、細胞（全細胞、細胞画分、細胞抽出物、および培養された細胞または細胞株を含
む）、組織（血液、血液細胞（例えば、白血球細胞）、および（例えば、前立腺、乳房、
甲状腺等からの）微小針バイオプシー試料のような組織試料、体液（例えば、尿、痰、羊
膜液、血液、腹腔液、胸腔液、精液）またはそれから収集した細胞（例えば、尿からの膀
胱細胞、血液からのリンパ球）、培地（培養細胞または細胞株からのもの）、および洗液
（例えば、膀胱および肺）を含む。また、生物学的試料は、組織学的目的で採取された凍
結切片のような組織の切片も含む。ガンの診断および予後では、試料はガン性または前ガ
ン性あるいは疑われるガン性組織または腫瘍から得られる。後者の分析では（例えば、薬
物処理の効果をモニターする場合）、生物学的試料を凍結するのが時々望ましいであろう
。
【０４５０】
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ある場合には、細胞または組織は、分析の前に分画される。例えば、患者からの組織パイ
オプシーにおいて、周知の方法に従い、セルソーター（例えば、蛍光活性化セルソーター
）を使用して、表面抗原（例えば、腫瘍表面抗原）の発現のような特徴に従って細胞を分
けることができる。
【０４５１】
試料は典型的にはヒト患者または細胞株から採取されるが、このアッセイを用いて、他の
動物からの試料における hTRT相同遺伝子または遺伝子産物を検出し得る。あるいは、 hTRT
遺伝子および遺伝子産物は、ヒト TRTタンパク質または核酸配列を発現するトランスジェ
ニック動物または生物でアッセイし得る。
【０４５２】
試料は、所望すれば、適切な緩衝溶液での希釈によって必要により前処理し得、あるいは
濃縮し得る。生理学的 pHでのリン酸塩、トリス緩衝液等のような種々の緩衝液を使用する
任意の多数の標準的水性緩衝液が使用され得る。
【０４５３】
患者から得られた「生物学的試料」は、「生物学的試料」または「患者試料」のいずれか
として呼び得る。「患者試料」の分析が患者からの細胞または組織の除去を必ずしも要し
ないことが認識される。例えば、適切に標識された hTRT結合剤（例えば、抗体または核酸
）を患者に注射し、標準的な画像化技術（例えば、 CAT、 NMR等）を用いて（標識に結合し
ている場合には）可視化し得る。
【０４５４】
Ｅ）核酸アッセイ
１つの実施態様において、本発明は、（スプライシングまたは配列変異体およびオルナタ
ナティブ対立遺伝子を含む） hTRT mRNAの発現を検出および／または定量する方法を提供
する。別の実施態様において、本発明は、正常または異常な hTRT遺伝子（またはそのフラ
グメント）を検出し、そして分析する方法を提供する。このような定性または定量アッセ
イの形態は、限定されるものではないが、シグナルを増幅するまたは増幅しない増幅に基
づくアッセイ、ハイブリダイゼーションに基づくアッセイ、および組合せ増幅ハイブリダ
イゼーションアッセイを含み得る。ハイブリダイゼーションと増幅との間の区別は便宜的
にすぎないと当業者によって認識される；以下の実施例で説明するように、多くのアッセ
イ様式はハイブリダイゼーションおよび増幅の両方の要素を含み、そのため、類別はある
場合では幾分任意的である。
【０４５５】
１）核酸の調製
いくつかの実施態様において、試験すべき細胞、組織、生物、または細胞株から単離した
核酸の試料で核酸アッセイを行う。核酸（例えば、ゲノム DNA、 RNAまたは cDNA）は、当業
者に周知の任意の多数の方法に従って試料から「単離」され得る。この文脈で、「単離さ
れた」とは、混合物中の任意の他の物質から検出されるべき種または標的のいずれかの分
離をいうが、標的の精製の有意な程度を必ずしも示さない。当業者は、 hTRT遺伝子のコピ
ー数の変化を検出すべき場合、ゲノム DNAが検出すべき標的であることを認識する。逆に
、遺伝子または複数の遺伝子の発現レベルを検出すべき場合、 RNAが核酸に基づくアッセ
イで検出すべき標的である。１つの好ましい実施態様において、核酸試料は生物学的試料
中の全 mRNA（すなわち、ポリ (A)+ RNA）である。核酸を単離する方法は、当業者に周知で
あり、そして例えば、 Tijssen, P.編  LABORATORY TECHNIQUES IN BIOCHEMISTRY AND MOLE
CULAR BIOLOGY: HYBRIDIZATION WITH NUCLEIC ACID PROBES, PART I. THEORY AND NUCLEI
C ACID PREPARATION, Elsevier, N.Y. (1993)第３章（本明細書中で参考として援用され
る）に記載されている。１つの実施態様において、全核酸は、酸グアニジニウム－フェノ
ール－クロロホルム抽出法を用いて所定の試料から単離され、そしてオリゴ－ dTカラムク
ロマトグラフィーによって、あるいは (dT)n磁性ビーズを用いることによって、ポリ (A)+m
RNAは単離される（例えば、 Sambrookら , および Ausubelら , 前出を参照）。
【０４５６】
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別の実施態様において、増幅、ハイブリダイゼーションまたは他のアッセイを行う前に核
酸（例えば、全 RNAまたはポリ A+ RNA）を生物学的試料から単離する必要はない。これらの
実施態様は、 hTRT RNAを測定すべき場合にある利点を有する。なぜなら、それらは単離お
よび取り扱いの間に hTRT mRNAの喪失の可能性を低下させるからである。例えば、前記 PCR
および RT-PCRのような多くの増幅技術を、浸透した細胞（組織学的検体および FACS分析）
、全溶解細胞、またはある細胞抽出物のような粗細胞画分を用いて行い得る。好ましくは
、工程は、要すれば、標的核酸（例えば、 mRNA）の完全性を保持するように行われる（例
えば RNAaseインヒビターの添加）。増幅およびハイブリダイゼーションアッセイはまた、
例えば、バイオプシー試料からの薄い組織切片または細胞単層（例えば、血液細胞または
解離させた組織培養細胞）からの薄い組織切片においてインサイチュで行い得る。増幅は
また、インタクトな全細胞または固定した細胞で行い得る。例えば、標的 hTRT RNAまたは
DNAを増幅するために、固定し、予め浸透させた、またはミイクロインジョンした細胞に
ついて、ポリメラーゼまたはリガーゼ、プライマー、および（デオキシ）リボヌクレオシ
ド三リン酸（ポリメラーゼを使用する場合）、および逆転写酵素およびプライマー（ RNA
を転写し、 cDNAを検出すべき場合）を用いて、インサイチュで当該分野で周知のように、
PCR、 RT-PCR、または LCR増幅法を行い得る。次いで、 hTRT RNAを含有する細胞（例えば、
テロメラーゼ陽性細胞）または目的の hTRT DNA配列を検出し得る。この方法は、蛍光標識
dNTP、プライマーまたは他の成分を顕微鏡、 FACS分析または同等のものと組み合わせて使
用する場合にしばしば有用である。
【０４５７】
２）増幅に基づくアッセイ
１つの実施態様において、本発明のアッセイは、 hTRT遺伝子または遺伝子産物の検出のた
めの増幅に基づくアッセイである。増幅に基づくアッセイにおいて、 hTRT遺伝子または転
写物（例えば、 mRNAまたは cDNA：本明細書中以後、「標的」ともいう）の全てまたは一部
を増幅し、次いで、増幅産物を直接的または間接的に検出する。テンプレートとして作用
すべき基礎となる遺伝子または遺伝子産物がない場合、（例えば、予測されるサイズの）
増幅産物は生産されず、あるいは増幅は非特異的であり、そして典型的には、単一の増幅
産物はない。対照的に、基礎となる遺伝子または遺伝子産物が存在する場合、標的配列が
増幅され、基礎となる遺伝子または mRNAの存在および／または量の指標が提供される。標
的の増幅に基づくアッセイは当業者に周知である。
【０４５８】
本発明は、 hTRT遺伝子および遺伝子産物を検出するための広範囲のプライマーおよびプロ
ーブを提供する。このようなプライマーおよびプローブは、標的核酸にハイブリダイズす
るために hTRT遺伝子または遺伝子産物に対して十分に相補的である。プライマーは、典型
的には、少なくとも６塩基、通常は約 10と約 100塩基との間、典型的には、約 12と約 50塩
基との間の長さであり、そしてしばしば約 14と約 25塩基との間の長さである。本開示を再
検討した当業者は、日常的方法を用いて、プライマーを選択して hTRT遺伝子または遺伝子
産物の全部または任意の部分を増幅するか、あるいは変異体遺伝子産物と hTRT対立遺伝子
等との間を区別し得る。表２は hTRT、または特定の hTRT遺伝子産物または領域の PCR増幅
に有用な例示的プライマーを列挙する。当該分野で知られているように、単一オリゴマー
（例えば、米国特許第 5,545,522号）、オリゴマーのネステッド組、またはオリゴマーの
変性プールさえも、例えば、後出の Tetrahymena TRT cDNAの増幅によって例示されるよう
に、増幅について使用され得る。
【０４５９】
本発明は、ポリメラーゼ鎖反応（全ての改変、例えば、逆転写酵素－ PCR； Sunrise Ampli
fication System (Oncor, Inc., Gaithersburg, MD);および当該分野で公知の多数の他の
ものを含む）を含む、 hTRT遺伝子または遺伝子産物を増幅しそして検出するための多数の
方法を提供する。１つの例示的実施態様において、 PCR増幅は、核酸試料（例えば、 hTRT 
RNAの逆転写を介して得られた cDNA）、 100μ lの各 dNTP（ dATP、 dCTP、 dGTPおよび dTTP； P
harmacia LKB Biotechnology, NJ)、 hTRT－特異的 PCRプライマー、１単位／ Taqポリメラ
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ーゼ（ Perkin Elmer, Norwalk, CT)、 1× PCR緩衝液（ 50mM KCl、 10mM Tris、室温で pH8.3
、 1.5mM MgCl2、 0.01％ゼラチン）を含有する 50μ l溶液中で行い、 94℃で 45秒間、 55℃で
45秒間および 72℃で 90秒間の約 30サイクルの増幅を行う。しかし、評価されるように、多
数の改変を行って、任意の特定の反応のために PCR増幅を最適化し得る。
【０４６０】
他の適切な標的増幅法は、リガーゼ鎖反応（ LCR：例えば、 Wu および Wallace, 1989, Gen
omics 4:560； Landegrenら , 1988, Science, 241:1077, Barany, 1991, Proc. Natl. Acd
. Sci. USA 88:189および Barringerら , 1990, Gene, 89:117)；鎖置換増幅（ SDA：例えば
、  Walkerら , 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:392-396)；転写増幅（例えば、 Kwo
hら , 1989, Proc. Natl. Acd. Sci. USA 86: 1173)；自己維持配列複製（ 3SR；例えば、 F
ahyら , 1992, PCR Methods Appl. 1:25, Guatelliら , 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. US
A， 87:1874)；核酸配列に基づく増幅（ NASBA, Cangene, Mississauga, Ontario；例えば ,
 Compton, 1991, Nature 350:91)；転写に基づく増幅系（ TAS)；および自己維持配列複製
系（ SSR）を含む。前記した文献のそれぞれを本明細書中で参考として援用する。１つの
有用な PCRの改変は PCR ELISAである（例えば、 Boehringer Mannheimカタログ番号 1636111
)であり、ここで、ジゴキシゲニン－ dUTPが PCR産物に組み込まれる。 PCR反応混合物を変
性し、そして PCR産物の内部配列にアニールするように設計されたビオチン標識化オリゴ
ヌクレオチドとハイブリダイズさせる。ハイブリダイゼーション産物をストレプトアビジ
ン被覆プレートに固定化し、抗ジゴキシゲニン抗体を用いて検出する。インビトロ増幅法
を介して当業者を指示するのに十分な技術の例は、 PCR TECHNOLOGY: PRINCIPLES AND APP
LICATION FOR DNA AMPLIFICATION, H. Erlich編、 Freeman Press, New York, NY (1992);
 PCR PROTOCOLS: A GUIDE TO METHODS AND APPLICATIONS, Innis, Gelfland, Sniskyおよ
び White編 , Academic Press, San Diego,CA (1990)； Mattilaら , 1991, Nucleic Acids R
es. 19:4967； Eckertおよび Kunkel, (1991) PCR METHODS AND APPLICATIONS 1:17; PCR, 
McPherson, Quirkesおよび Taylor編 , IRL Press, Oxford，  米国特許第 4,683,195号、第 4
,683,202号および第 4,965,188号； Barringerら , 1990, Gene, 89:117; Lomellら , 1989, 
J. Clin. Chem., 35:1826（すべての目的についてそれぞれを本明細書中に参考として援
用する）に見い出される。
【０４６１】
増幅産物を、例えば、ゲル電気泳動により決定されたサイズによって；ビーズ、膜、スラ
イドまたはチップのような固体支持体に固定化した標的核酸へのハイブリダイゼーション
によって；配列決定によって；免疫学的に、例えば、 PCR-ELISAによって、蛍光、リン光
、または放射性シグナルによって；または任意の種々の他の周知の手段によって直接分析
し得る。例えば、検出方法の例示的な例は、プライマーが折り畳みが解けてそれらの標的
に結合し、複製が起こる場合のみ蛍光が放射されるように、フルオレセインに連結したヘ
アピンループおよびクエンチャーとして働く安息香酸誘導体で増加した PCRプライマーを
使用する。
【０４６２】
hTRT mRNAは、典型的には、テロメラーゼ陽性細胞においてさえ非常に低レベルの極度に
稀な転写物として発現するので、増幅工程から生じたシグナルを最適化または増大するこ
とがしばしば望ましい。これを行う１つの方法は、増幅のサイクル数を増加することであ
る。例えば、 20～ 25サイクルが標準的な反応条件下でポリメラーゼ鎖反応反応を用いるほ
とんどの mRNAの増幅に適するが、多くの試料における hTRT mRNAの検出は、検出様式およ
び増幅の効率に応じて、 30～ 35サイクルもの増殖を要し得る。増幅サイクル数を含む増幅
条件の賢明な選択を用いて、試験試料中の標的の閾値量が存在する場合のみ（すなわち、
高レベルの hTRT mRNAを有する試料のみが「陽性」結果を生じる）増幅産物が生じるアッ
セイを設計し得ることが認識される。さらに、標的配列の増幅によって産生されたシグナ
ルを増加するための方法は既知である。増幅された標的を検出する能力を増加させる方法
は：分岐 DNAシグナル増幅（例えば、米国特許第 5,124,246号； Urdea, 1994, Bio/Tech. 1
2:926)；チラミドシグナル増幅（ TSA）系（ Du Pont):触媒的シグナル増幅 (CSA; Dako)；
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Ｑβレプリカーゼ系（ Tyagiら , 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA; 93:5395)等のよう
なシグナル増幅系を含む。
【０４６３】
当業者は、いずれの増幅法を用いても、定量が所望であれば、当該分野で公知の種々の定
量方法を使用し得ることを認識する。例えば、所望の場合、２以上のポリヌクレオチドを
単一試料において共増幅し得る。この方法は試料中の hTRT mRNAの量を定量する簡便な方
法として使用し得る。なぜなら、逆転写反応および増幅反応を標的およびコントロールの
ポリヌクレオチドに対して同一反応で行うからである。コントロールのポリヌクレオチド
（通常は既知の濃度またはコピー数で存在させる）の共増幅を、試料中の hTRTの量と比較
して試料中の細胞数に対する正規化に使用し得る。共増幅反応のための適切なコントロー
ルのポリヌクレオチドは、ハウスキーピング遺伝子、構成的に発現される遺伝子から発現
された DNA、 RNA、および反応混合物に添加されたインビトロ合成された RNAまたは DNAを含
む。内因性コントロールのポリヌクレオチドは試料中に既に存在するものであり、一方、
外因性コントロールのポリヌクレオチドは試料に添加されて、「スパイク」反応を生じる
。例示的なコントロールの RNAは、βアクチン RNA、 GAPDH RNA、 snRNA、 hTRおよび内因的
に発現された 28S rRNAを含む（ Khanら , 1992, Neurosci. Lett. 147:114参照）。外因性
コントロールのポリヌクレオチドは合成 AW106 cRNAを含み、これは T7ポリメラーゼによっ
て pAW106からセンス鎖として合成され得る。共増幅法が定量に有用となるためには、コン
トロールおよび標的ポリヌクレオチドが典型的には共に直線的範囲で増幅されなければな
らないことが理解される。定量 PCRについての詳細なプロトコルは、 PCR PROTOCOLS, A GU
IDE TO METHODS AND APPLICATIONS, Innisら , Acdemic Press, Inc. N.Y. (1990)および A
usubelら , 前出 (Unit 15)および Diaco, R. (1995)定量 PCRアッセイの設計のための実質的
な考察  84-108頁 , Innisら編 , Academic Press, New Yorkに見い出し得る。
【０４６４】
内因性または外因性標準のための配列に応じて、異なるプラスマーのセットを共増幅反応
について使用し得る。競合増幅と呼ばれる１つの方法おいて、定量 PCRは、標的核酸の増
幅に使用される同一プライマー（２つのプライマーのうち１対）を用いて、既知の量のコ
ントロールの配列を同時に共に増幅することを含む。非競合的競合として公知の別の実施
態様において、コントロールの配列および標的配列（例えば、 hTRT cDNA）を異なるプラ
イマー（すなわち、２つのプライマーのうち２対）を用いて増幅する。半競合的増幅と呼
ばれる別の実施態様において、３つのプライマーを用い、このうちの１つは hTRT特異的で
あり、このうちの１つはコントロール特異的であり、このうちの１つは標的およびコント
ロールの配列の両方にアニールすることができる。半競合的増幅は、本明細書中で参考と
して援用される米国特許第 5,629,154号に記載される。
【０４６５】
３）ハイブリダイゼーションをベースとするアッセイ
ａ）一般
核酸ハイブリダイゼーション技術を用いる特異的 DNAおよび RNA測定のための種々の方法が
当業者に公知である（ Sambrookら ,前出 )。ハイブリダイゼーションに基づくアッセイとは
、プローブ核酸が標的核酸にハイブリダイズするアッセイをいう。通常、本発明の核酸ハ
イブリダイゼーションプローブは、 hTRT遺伝子または RNA配列の隣接配列に全くまたは実
質的に同一である。好ましくは、核酸プローブは少なくとも約 10塩基、しばしば少なくと
も約 20塩基、そして時々は少なくとも約 200塩基以上の長さである。核酸ハイブリダイゼ
ーションで用いる核酸プローブ配列を選択する方法は、 Sambrookら（前出）に議論されて
いる。いくつかの様式において、標的およびプローブのうちの少なくとも一方を固定化す
る。固定化核酸は、 DNA、 RNAまたは別のオリゴヌクレオチドもしくはポリヌクレオチドで
あり得、そしてまた、天然または非天然に存在するヌクレオチド、ヌクレオチドアナログ
、または骨格を含み得る。このようなアッセイはサザンブロット、ノーザンブロット、ド
ットブロットおよびスロットブロット、高密度ポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチ
ドアレイ（例えば、 GeneChipT M  Affymetrix)、ディップスティック、ピン、チップ、また
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はビーズを含む任意のいくつかの様式のいずれかであり得る。これらの技術の全ては当該
分野で周知であり、多くの市販の診断キットの基礎である。ハイブリダイゼーション技術
は、一般に、 Hamesら編 , NUCLEIC ACID HYBRIDIZATION, A PRACTICAL APPROACH IRL Pres
s, (1985)； Gallおよび Pardue, Proc. Natl. Acd. Sci. USA., 63:378-383 (1969)；およ
び Johnら , Nature, 223: 582-587 (1969)に記載される。
【０４６６】
種々の核酸ハイブリダイゼーション様式が当業者に公知である。例えば、１つの通常の様
式は、直接ハイブリダイゼーションであり、ここで、標的核酸は標識された相補的なプロ
ーブにハイブリダイズする。典型的には、標識された核酸をハイブリダイゼーションに使
用し、この標識は検出可能なシグナルを供する。 hTRT mRNAの存在、不在または量を評価
する１つの方法は、実施例２に例示されるように、試料からの RNAのノーザン転移および
標識 hTRT特異的核酸プローブのハイブリダイゼーションを行うことである。前述したよう
に、全てが存在する場合、 hTRT mRNAは、ほとんどの細胞で非常に少ない量で存在する。
従って、ノーザンハイブリダイゼーションを用いる場合、増幅工程（または、あるいは、
大量の出発 RNA）を用いることがしばしば望ましい。試料中の hTRTタンパク質をコードす
る DNAの存在、不在または量を評価するための有用な方法は、試料からの DNAのサザン転移
および標識 hTRT特異的核酸プローブのハイブリダイゼーションを含む。
【０４６７】
他の通常のハイブリダイゼーション様式は、サンドイッチアッセイおよび競合アッセイま
たは置換アッセイを含む。サンドイッチアッセイは、核酸配列を検出するかまたは単離す
る商業的に有用なハイブリダイゼーションアッセイである。このようなアッセイは、固体
支持体に共有結合により固定化された「捕獲」核酸および溶液中の「シグナル」核酸を利
用する。生物学的または臨床的試料は標的核酸を提供する。「捕獲」核酸および「シグナ
ル」核酸プローブは標的核酸とハイブリダイズして、「サンドイッチ」ハイブリダイゼー
ション複合体を形成する。効果的にするために、シグナル核酸は捕獲核酸とはハイブリダ
イズし得ない。
【０４６８】
ｂ）チップに基づくアッセイおよびスライドに基づくアッセイ
本発明はまた、 hTRT核酸がそれにハイブリダイズし得る（すなわち、固定化オリゴ－また
はポリ－ヌクレオチドのいくらかに対して、しかし通常は全てではなくほとんどである）
固定化オリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチドのアレイを使用する hTRT遺伝子産物の
ためのプローブに基づくハイブリダイゼーションアッセイを提供する。高密度オリゴヌク
レオチドアレイまたはポリヌクレオチドアレイは、標的核酸（例えば、 hTRT遺伝子、 mRNA
または cDNA）の存在および特徴（例えば、配列）を効率的に検出するための手段を提供す
る。インサイチュ合成のための写真平板技術を用いる表面上で規定された位置で、定義さ
れた配列に相補的な数 1000のオリゴヌクレオチドを含有するアレイを産生する技術（例え
ば、米国特許第 5,578,832号；第 5,556,752号；および第 5,510,270号； Foderら , 1991, Sc
ience 251: 767; Peaseら , 1994, Proc. Natl. Acd. Sci. USA 91:5022；および Lockhart
ら , 1996, Nature Biotech 14:1675)または規定されたオリゴヌクレオチドの迅速な合成
および沈積のための他の方法（ Blanchardら , 1996, Biosensors & Bioelectronics, 11:6
87)が公知である。これらの方法を用いる場合、既知配列のオリゴヌクレオチド（例えば
、 20マー）を誘導体化されたガラススライドのような表面上に直接合成する。通常、産生
されたアレイは冗長であり、検出されるべき hTRTポリヌクレオチドに特異的なチップ上の
いくつかのオリゴヌクレオチドプローブを有する。
【０４６９】
オリゴヌクレオチドプローブの組合せは、オルタナティブスプライシングされた mRNAを検
出するか、または種々の hTRT対立遺伝子のどれが特定の試料で発現するかを同定するよう
に設計し得る。
【０４７０】
１つの例示的な実施態様において、試験細胞からの全 RNAの逆転写によって調製された cDN
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Aを増幅する（例えば、 PCRを用いて）。典型的には、増幅産物を、例えば、蛍光標識した
dNTPの取り込みによって標識する。次いで、標識 cDNAを、 hTRT遺伝子の種々のサブ配列に
相補的なオリゴヌクレオチドプローブを含むチップにハイブリダイズさせる。ハイブリダ
イゼーションの位置を、（例えば、 Shalonら , 1996, Genome Research 6:639または Shena
ら , 1996, Genome Res. 6;639の一般的な方法に従い )決定し、そして配列（または他の情
報）を当該分野で周知の手段によってハイブリダイゼーションパターンから推定する。
【０４７１】
１つの実施態様において、２つの cDNA試料（それぞれは異なる蛍光基で標識される）を同
一チップにハイブリダイズさせる。次いで、 hTRT遺伝子に相補的な部位への各標識試料の
ハイブリダイゼーションの比率をアッセイする。両試料が同一量の hTRT mRNAを含有する
ならば、２つの蛍光の比率は１：１である（蛍光由来のシグナルは蛍光のモル感度のいず
れの差異のために調節する必要はないことが認識される）。対照的に、第１の試料が健康
（またはコントロール）組織由来であり、第２の試料がガン性組織由来のものであれば、
第２の試料で使用する蛍光は優勢である。
【０４７２】
ｃ）インサイチュハイブリダイゼーション
hTRTタンパク質をコードする遺伝子の発現を検出する別の手段は、インサイチュハイブリ
ダイゼーションである。インサイチュハイブリダイゼーションアッセイは周知であり、一
般に、 Angererら , METHODS ENZYMOL., 152:649-660 (1987)および Ausubelら ,前出に記載
されている。インサイチュハイブリダイゼーションアッセイでは、細胞または組織検体を
、代表的には浸透状態で、代表的にはガラススライド上の固体支持体に固定する。次いで
、細胞を中程度の温度でハイブリダイゼーション溶液と接触させて、 hTRTに完全にまたは
実質的に相補的な標識核酸プローブ（例えば、 3 5 S－標識リボプローブ、蛍光標識プロー
ブ）のアニーリングを行う。当該分野で公知のように、洗浄および／またはヌクレアーゼ
消化によって遊離プローブを除去し、そしてオートラジオグラフィーまたは適切な画像化
技術によって結合プローブをスライド上で直接可視化する。
【０４７３】
４）変異体の特異的検出
前記および実施例（例えば、実施例９）で説明するように、増幅プライマーまたはプロー
ブを選択して、特定の欠失、切形、および挿入にまたがり、それにより hTRT mRNAにおけ
る特定の変異体または異常性の検出を容易とする増幅産物を供し得る。
【０４７４】
検出され得る hTRT変異体遺伝子産物の１つの例は、前記および実施例９に記載された産物
（配列番号４）のような hTRT RNAである。Δ 182変異体の、生物学的機能は、あったとし
ても、知られていない；しかしながら、この変異体によって推定的にコードされる切形 hT
RTタンパク質は、例えば、テロメラーゼ成分を決定する非機能的テロメラーゼ RNPを組み
立てることによって、テロメラーゼ活性の調節に関与し得る。あるいはテロメラーゼ活性
の負の調節は、全長 mRNAを除去し、そして hTRT mRNAレベルを低下させ、そしてΔ 182 hTR
T RNAレベルを増加させるに至るように、 hTRTプレ mRNA（未成熟の mRNA）のプロセシング
を指示することによって達成され得る。これらおよび他の理由で、Δ 182変異体を検出し
得ることは有用である。さらに、それらの相対的および／または絶対的な量を比較するこ
とは、（Δ 182 hTRT RNA、および全長 hTRTタンパク質をコードする hTRT RNAのような） hT
RT RNAの２つの種が存在する試料においては時には望ましい。
【０４７５】
本発明はΔ 182変異型を検出するための種々の方法を提供する。例えば、 182塩基対欠失を
またがるプライマー対を用いる増幅により、欠失および非欠失の hTRT RNAに対応する異な
るサイズの産物が得られる。もし両者が存在すれば、（例えば、ゲル電気泳動によって）
サイズに基づいて区別できる。 182bp欠失をまたがる領域を増幅するのに有用なプライマ
ー対の例は、 TCP1.14および TCP1.15（プライマー組１）、または TCP1.25および bTCP6（プ
ライマー組２）を含む（表２～６参照）。これらのプライマー対を、個々に、あるいはプ
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ライマー組１をまず用いるネステッド PCR実験で使用することができる。また、本発明の h
TRT核酸プローブを用いるハイブリダイゼーション方法（例えば、ノーザンハイブリダイ
ゼーション）または RNAse保護アッセイを用いて hTRT RNA変異体を検出し、そして区別す
ることができることは、当業者には明らかである。
【０４７６】
別の適切な方法は、３つのプライマーを用いる PCR増幅（または同等のもの）を含む。前
記にてより詳細に記載した半競合的な定量的 PCR方法と類似して、１つのプライマーは、
（例えば、表１８に例示するように） hTRT RNA種のそれぞれに対して特異的であり、そし
て１つのプライマーは、両方の種に相補的である（例えば、 TCP1.25(2270-2288））。配
列番号１に特異的なプライマーの例は、 182ヌクレオチド配列（すなわち、配列番号１の
ヌクレオチド 2345～ 2526）内にアニールするものである（例えば、 TCP1.73（ 2465～ 2445
））。例えば、配列番号４（Δ 182変異体）に特異的なプライマーは、配列番号４のヌク
レオチド 2358～ 2339（すなわち、配列番号１における 182ヌクレオチド挿入に対応する部
位）にてアニールするものである。Δ 182 hTRT mRNA種の絶対的な量、または全長 hTRTタ
ンパク質をコードする種と比較したその相対的な量を、細胞状態（例えば、無限増殖の能
力）に対して相関させるために分析することができる。多数の他のプライマーまたは増幅
方法もしくは検出方法を本開示に基づいて選択できることが認識される。
【０４７７】
【表１８】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０４７８】
検出できる他の変異体 hTRTの遺伝子または遺伝子産物は、成熟前の停止コドン、欠失、置
換、または挿入によって特徴付けられるものを含む。欠失は、遺伝子、 mRNA転写物、また
は cDNAの減少したサイズによって検出できる。同様に、挿入は、遺伝子、 mRNA転写物、ま
たは cDNAの増加したサイズによって検出できる。挿入および欠失はまた、成熟前の停止コ
ドンまたはより長いオープンリーディングフレームに至るリーディングフレームのシフト
を引き起こし得る。置換、欠失、および挿入は、またプローブハイブリダイゼーションに
よっても検出できる。変化はまた、（例えば、ウェスタン分析によって）変異体 hTRTポリ
ペプチドのサイズの変化を観察することによって、あるいは適切なようにハイブリダイゼ
ーションまたは特異的増幅によって検出され得る。あるいは、変異は、標準的な方法に従
って遺伝子または遺伝子産物を配列決定することによって決定することができる。さらに
、前記のように、増幅アッセイおよびハイブリダイゼーションプローブを選択して、特定
の異常性を特異的に標的化することができる。例えば、欠失、置換、または挿入を含む領
域に、それぞれ、特異的に、ハイブリダイズするか、あるいはそれを増幅する核酸プロー
ブまたは増幅プライマーが選択され得る。 hTRT遺伝子がそのような変異を有する場合、プ
ローブは、（１）ハイブリダイズしないか、あるいは増幅反応は特異的な増幅を提供しな
いか、または増幅産物もしくはハイブリダイゼーションシグナルのサイズの変化を引き起
こすか；あるいは（２）プローブまたは増幅反応は、全欠失または欠失のいずれかの端部
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（欠失連結部）を含むか；あるいは（３）同様に、プローブおよび増幅プライマーは、点
変異または挿入を特異的に標的化するように選択できるかのいずれかである。
【０４７９】
５）変異 hTRT対立遺伝子の検出
hTRT遺伝子中の変異は、疾患開始の原因となり得るか、あるいは疾患状態に寄与し得る。
hTRTのゲノム DNAの変化は、遺伝子転写のレベルに影響し、 hTRTタンパク質中のアミノ酸
残基を変化させ、産生されるべき切形 hTRTポリペプチドの産生を引き起こし、プレ mRNAの
プロセシング経路を変化させ（これは、 hTRT mRNAレベルを変化させ得る）、同様に他の
結果を引き起こし得る。
【０４８０】
非 hTRT遺伝子座におけるゲノム DNAの変化はまた、 hTRT、 hTR、およびテロメラーゼ会合タ
ンパク質の発現およびプロセシングならびに RNPアセンブリーおよび輸送の調節を担う酵
素または細胞プロセスを変化させることによって hTRTまたはテロメラーゼの発現に影響し
得る。 hTRTの発現、プロセシング、または RNPアセンブリーに影響する変化は、ガンの進
行、加齢の疾患、 DNA損傷疾患、およびその他で重要であり得る。
【０４８１】
hTRT mRNAまたはその遺伝子および遺伝子制御エレメントにおける変異の検出は、複数の
方法にて、本明細書中の方法に従って達成することができる。例示的な例は以下のものを
含む：プライマースクリーニングと呼ばれる技術を使用できる；その 3'末端が、恐らくは
変異した試料 DNA（または RNA）中のヌクレオチドにアニールする PCRプライマーを設計す
る。この DNA（または RNA）をプライマーによって増幅する場合、 3'末端は遺伝子中のヌク
レオチドにマッチする；この DNAが増幅されない場合、一方または両方の末端は遺伝子中
のヌクレオチドにマッチせず、これは、変異が存在したことを示す。同様のプライマー設
計を用いて、リガーゼ連鎖反応（ LCR、前記）を用いて点変異についてアッセイすること
ができる。制限フラグメント長多型、 RFLP（ Pourzand, C., Cerutti, P. (1993) Mutat. 
Res. 288:113-121)は、本方法で適用できる別の技術である。種々の制限酵素で消化した
ヒトゲノム DNAのサザンブロットを、 hTRT特異的プローブで探る。試料とコントロールと
の間のフラグメントの数またはサイズの差は、実験試料の変化、通常は挿入または欠失を
示す。一本鎖コンホメーション多型、 SSCP（ Orrita, M.ら (1989) PNAS USA 86:2766-70)
は、本方法で適用され得る別の技術である。 SSCPは、変性した野生型および変異体の一本
鎖 DNA（通常は PCRによって生じる）の異なる移動に基づく。一本鎖 DNAは、配列特異的な
三次元コンホメーションを採る。１塩基変化ほどの少ない配列の差異は、非変性ゲルでの
移動度の変化をもたらす。 SSCPは、その簡便さのために最も広範囲に使用される変異スク
リーニング方法の１つである。変性グラジエントゲル電気泳動、 DGGE（ Myers, R. M., Ma
niatis, T.および Lerman, L., （ 1987) Methods in Enzymology, 155:501-527)は、本方
法で適用され得る別の技術である。 DGGEは、二本鎖 DNAの融解挙動に基づいて変異を同定
する。特殊化された変性電気泳動装置を利用して、実験およびコントロール DNAの融解プ
ロフィールを観察する；変異を含む DNAは、これらのゲル系においてコントロールと比較
して異なる移動度を有する。議論した例は、通常に使用される方法を示す；当業者により
公知であり、そして本明細書における教示に従って適用され得る多くの他の技術が存在す
る。
【０４８２】
Ｆ．核型分析
本発明は、さらに、 hTRT配列プローブを用い、および／またはヒト患者、ヒト細胞株、ま
たは非ヒト細胞由来の染色体における hTRT遺伝子配列を検出するかまたは位置決定する核
型分析または他の染色体分析用の方法および試薬を提供する。１つの実施態様において、
増幅（すなわち、コピー数の変化）、欠失（すなわち、部分的欠失）、挿入、置換、また
は hTRT遺伝子の染色体位置の変化（すなわち、転座）を、病理学的状態の存在または病理
学的状態（例えば、ガン）を発症する素因と関連付けることができる。
【０４８３】
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本発明により、正常ヒト細胞において、 hTRT遺伝子が染色体 5pのテロメアの近くにマップ
されると決定された（後記実施例５参照）。最も近い STSマーカーは D5S678である（実施
例８参照）。この位置を用いて、 hTRT遺伝子に密接に連鎖しているマーカーを同定するこ
とができる。このマーカーを用いて、 YAC、 STS、コスミド、 BAC、ラムダ、または P1ファ
ージ、あるいは hTRTゲノム配列またはコントロールエレメントを含む他のクローンを同定
することができる。このマーカーまたは遺伝子の位置を用いて、ガンまたは疾患のタイプ
の出現と関連する正常 hTRT遺伝子位置、編成化または配列の変化についてヒト組織試料を
調べることができる。この情報は、関連する疾患またはガンについての診断または予後の
方法で使用できる。さらに、 hTRT遺伝子に対するいずれかの変化の性質は、細胞が不死化
する性質に関する情報を与えることができる。例えば、転座事象は、 hTRT発現の活性化が
、 hTRTプロモーターを不適切な様式で hTRT転写を指示する別のプロモーターで置き換える
ことによってある場合には生じることを示し得る。このタイプの本発明の方法および試薬
を用いて、 hTRT活性化を阻害することができる。この位置はまた、正常体細胞における hT
RT遺伝子抑制の性質、例えば、この位置が非発現性のヘテロクロマチンの一部であるか否
かを決定するために有用であり得る。ヘテロクロマチンおよびユークロマチンを区別する
ためのヌクレアーゼ過剰感度アッセイは、例えば、 Wuら , 1979, Cell 16:797; Groudine
および Weintraub, 1982, Cell 30:131 Grossおよび Garrard, 1988, Ann. Rev. Biochem. 
57:159に記載されている。
【０４８４】
１つの実施態様において、 hTRT遺伝子に対する変化は、当該分野で公知の種々の方法のい
ずれかを用いる核型分析によって同定される。１つの有用な技術はインサイチュハイブリ
ダイゼーション（ ISH）である。典型的には、インサイチュハイブリダイゼーション技術
を核型分析で使用する場合、検出可能なまたは検出可能に標識されたプローブをインサイ
チュで染色体試料にハイブリダイズさせて、 hTRT遺伝子配列の位置を決定する。一般に、
ISHは、以下の１つ以上の工程よりなる：（１）分析すべき組織、細胞、または他の生物
学的組織の固定；（２）標的 DNAの接近性を増大させ（例えば、加熱またはアルカリでの
変性）、および（例えばヒトゲノム DNAを用い、反復配列のハイブリダイゼーション能力
を、例えばブロックすることによって）非特異的結合を低下させるための、生物学的組織
のプレハイブリダイゼーション処理；（３）１種以上の核酸プローブ（例えば、通常の核
酸、 PNA、または他の核酸アナログを含有するプローブ）の、生物学的組織または組織中
の核酸へのハイブリダイゼーション；（４）ハイブリダイゼーションにおいて結合しなか
った核酸フラグメントを除去するためのハイブリダイゼーション後の洗浄；および（５）
ハイブリダイズした核酸フラグメントの検出。これらの各工程で使用する試薬およびそれ
らの使用のための条件は、個々の適用に応じて変化する。これらの工程が当業者に周知の
種々の方法で改変できることは理解される。
【０４８５】
ISHの１つの実施態様において、 hTRTプローブを蛍光標識で標識する（蛍光インサイチュ
ハイブリダイゼーション、「 FISH」）。典型的には、二重色素蛍光インサイチュハイブリ
ダイゼーションの使用が望ましく、これは、２つのプローブを利用し、それぞれは異なる
蛍光色素によって標識される。目的の hTRT配列にハイブリダイズする試験プローブを１つ
の色素で標識し、そして異なる領域にハイブリダイズするコントロールプローブを第２の
色素で標識する。動原体領域のような、目的の染色体の安定な部分にハイブリダイズする
核酸を、コントロールプローブとして用いることができる。このようにして、試料間でハ
イブリダイゼーションの効率の差を設けることができる。
【０４８６】
染色体の異常性を検出するための ISH方法（例えば、 FISH）は、対象核酸のナノグラム量
に対して行うことができる。新鮮なまたは凍結した材料、組織または切片で可能なように
、パラフィン包埋した正常組織または腫瘍の切片を用いることができる。 FISHは限定され
た材料に適用され得るので、非培養の原発性腫瘍から調製したタッチ (touch）調製物もま
た使用できる（例えば、 Kallioniemiら , 1992, Cytogenet. Cell Genet. 60:190)。例え
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ば、腫瘍由来の小さなバイオプシー組織試料を、タッチ調製物に使用できる（例えば、 Ka
llioniemiら，前掲参照）。吸引バイオプシーから得られた少数の細胞、または体液（例
えば、血液、尿、痰等）中の細胞も分析できる。出生前診断において、適切な試料は、羊
水、母親血液等を含む。本明細書に開示する方法および試薬に適用可能な有用なハイブリ
ダイゼーションプロトコルは、 Pinkeloら , 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85:9138
； EPO公開第 430,402号； Choo編 , METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY 第 33巻 ; IN SITU HYBRI
DIZATION PROTOCOLS, Humana Press, Totowa, New Jersey, (1994)；および Kallioniemi
ら、前掲に記載されている。
【０４８７】
核型分析に有用な他の技術は、例えば、生物学的試料中の染色体における hTRT配列の増幅
、欠失、挿入、置換、または他の再配置を同定するのに使用され得本発明の hTRTプローブ
およびプライマーを用いる、定量的サザンブロッティング、定量的 PCR、または比較ゲノ
ムハイブリダイゼーション（ Kallioniemiら， 1992, Science, 258:818)のような技術を含
む。
【０４８８】
Ｇ． TRTポリペプチドアッセイ
１）一般
本発明は、 hTRTポリペプチドを検出し、そして定量する方法および試薬を提供する。これ
らの方法は、電気泳動、質量分析、ゲルシフト、キャピラリー電気泳動のような分析生化
学的方法、サイズ排除クロマトグラフィー、高速液体クロマトグラフィー（ HPLC）、薄層
クロマトグラフィー（ TLC）、高拡散クロマトグラフィー等のようなクロマトグラフィー
方法、あるいは流体またはゲル沈降素反応、免疫拡散（一重または二重）、免疫電気泳動
、ラジオイムノアッセイ（ RIA）、酵素結合イムノソルベントアッセイ（ ELISA）、免疫蛍
光アッセイ、ウェスタンブロッティングのような質量分析などの免疫学的方法、および後
記の、そして本開示を考慮して当業者に明らかな他のものを含む。
【０４８９】
２）電気泳動アッセイ
１つの実施態様において、 hTRTポリペプチドは電気泳動タンパク質分離で検出される；１
つの局面において、二次元電気泳動系が使用される。電気泳動技術を用いるタンパク質の
検出手段は当業者に周知である（一般に、 R. Scopes (1982) PROTEIN PURIFICATION, Spr
inger-Verlag, N.Y.; Deutscher, (1990) METHODS IN ENZYMOLOGY 第 182巻 : GUIDE TO PR
OTEIN PURIFICATION, Academic Press, Inc. N.Y.)。
【０４９０】
関連する実施態様において、移動度シフトアッセイ（例えば、 Ausubelら、前掲参照）を
使用する。例えば、標識 hTRは、 hTRTと会合し、非変性ポリアクリルアミドゲル等での電
気泳動に際して変化した移動度で移動する。従って、例えば、もし（必要に応じて標識さ
れた） hTRプローブまたは（必要に応じて標識された）テロメラーゼプライマーを、 hTRT
を含有する試料と混合するか、あるいは（例えば、無細胞発現系において） hTRTと共に共
発現させれば、試料中の hTRTタンパク質（または hTRTをコードするポリヌクレオチド）の
存在は、 hTR移動度の検出可能な変化をもたらす。
【０４９１】
３）イムノアッセイ
ａ）一般
本発明はまた、本発明の１種以上の抗体試薬を使用する hTRTポリペプチドの検出のための
方法を提供する（すなわち、イムノアッセイ）。本明細書中で使用されるように、イムノ
アッセイは、 hTRTポリペプチドまたはエピトープと特異的に結合する抗体（本明細書では
広く定義されるように、そして特に、フラグメント、キメラおよび他の結合剤を含む）を
利用するアッセイである。本発明の抗体は、例えば、前記したように、当業者に周知の種
々の手段によって作成できる。
【０４９２】
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本発明の実施に適した多数の十分に確立された免疫学的結合アッセイ形式が公知である（
例えば、米国特許第 4,366,241号；同第 4,376,110号；同第 4,517,288号；および同第 4,837
,168号参照）。例えば、 METHODS IN CELL BIOLOGY　第 37巻 : ANTIBODIES IN CELL BIOLOG
Y, Asai編 , Academic Press, Inc. New York (1993); BASIC AND CLINICAL IMMUNOLOGY 
第 7版 , Stites & Terr編 , (1991); Harlowおよび Lane, 前掲 [例えば、第 14章］、および A
usubelら ,前掲 [例えば、第 11章］ (そのそれぞれは、参考として、その全体および全目的
で援用される）参照。典型的には、免疫学的結合アッセイ（またはイムノアッセイ）は、
分析物に特異的に結合し、そしてしばしばこれを固定化する「捕獲剤」を利用する。１つ
の実施態様において、捕獲剤は、抗 hTRT抗体のような、 hTRTポリペプチドまたはサブ配列
に特異的に結合する部分である。別の実施態様において、捕獲剤は、 hTRT会合分子が（も
し hTRT会合分子が固定化されれば、 hTRTタンパク質が同様に固定化されるように） hTRTに
結合されたままとなる条件下で hTRT会合タンパク質または RNAに結合することができる。 h
TRT会合分子が捕獲されるアッセイにおいては、例えば、抗 hTRT抗体等を用い、会合する h
TRTタンパク質が通常存在し、従って、出できることが理解される。タンパク質複合体を
検出するイムノアッセイは当該分野で公知である（例えば、 Harlowおよび Lane（ 583頁）
前掲参照）。
【０４９３】
通常、アッセイされる hTRT遺伝子産物は、検出可能な標識を用いて直接的または間接的に
検出される。アッセイで使用する個々の標識または検出可能な基は、アッセイで使用する
抗体の特異的な結合を有意に妨害しない限り、通常、本発明の重要な局面ではない。標識
は、捕獲剤（例えば、抗 TRT抗体）に共有結合により結合させることができるか、あるい
は別の抗体のような第３の部分に結合させることができる。それは、例えば以下のものに
特異的に結合する：（捕獲剤によって認識される異なるエピトープにおいて） hTRTポリペ
プチド、捕獲剤（例えば、抗（第１の抗体）免疫グロブリン；抗 TRT抗体；抗 TRT抗体に結
合する抗体；または（例えば、テロメラーゼ関連タンパク質のような関連分子への結合を
介する）抗体／テロメラーゼ複合体。プロテインＡまたはプロテインＧのような、アッセ
イで使用される抗体を結合し得る他のタンパク質をまた、標識してもよい。いくつかの実
施態様において、２つ以上の標識分子（すなわち、相互に区別できるもの）を使用するこ
とは有用である。さらに、捕獲剤（例えば、抗 hTRT抗体）によって結合した（例えば、固
定化された）標的が、複合体（すなわち、 hTRTと TRT会合タンパク質、 hTR、または他の TR
T会合分子との複合体）である場合、タンパク質または hTRTタンパク質と会合した RNAを認
識する標識抗体が使用できる。複合体がタンパク質－核酸複合体（例えば、 TRT-hTR）で
ある場合、レポーター分子は、この複合体の RNA成分を認識するポリヌクレオチドまたは
他の分子（例えば、酵素）であり得る。
【０４９４】
特定のイムノアッセイ形式は、標識成分の使用を要しない。例えば、凝集アッセイを用い
て、標的抗体の存在を検出することができる。この場合、標的抗体を含む試料によって抗
原でコートされた粒子は凝集する。この形式において、この成分は標識されている必要は
なく、標的抗体の存在は単純な視覚的観察によって検出できる。
【０４９５】
ｂ）非競合的アッセイ形式
本発明は、 hTRTポリペプチドを検出する競合的および非競合的イムノアッセイのための方
法および試薬を提供する。非競合的イムノアッセイは、捕獲された分析物（この場合、 hT
RT）の量が直接的に測定されるアッセイである。１つのこのようなアッセイは、 hTRTタン
パク質上の２つの非干渉性エピトープに対して反応性のモノクローナル抗体を利用する２
部位モノクローナルに基づくイムノアッセイである。背景情報については、例えば、 Madd
oxら , 1983, J. Exp. Med., 158:1211参照。１つの好ましい「サンドイッチ」アッセイに
おいて、捕獲剤（例えば、抗 TRT抗体）を固定化される固体基板に直接的に結合させる。
次いで、これらの固定化抗体は、試験試料中に存在する任意の hTRTタンパク質を捕獲する
。次いで、このように固定化された hTRTは、すなわち標識を有する第２の抗 hTRT抗体に結
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合させることによって標識することができる。あるいは、第２の抗 hTRT抗体は、標識を欠
くものであってもよいが、第２の抗体が由来する種の抗体に対して特異的な標識された第
３の抗体によって結合されてもよい。あるいは、酵素標識のストレプトアビジンのような
、第３の標識分子が特異的に結合できるビオチンのような検出可能部分で、第２の抗体を
修飾することができる。
【０４９６】
ｃ）競合アッセイ形式
競合アッセイにおいて、試料中に存在する hTRTタンパク質の量は、試料中に存在する hTRT
タンパク質によって捕獲剤（例えば、抗 TRT抗体）から置き換えられた（または、競合し
てはずされた）添加された（外因性） hTRTの量を測定することによって間接的に測定され
る。１つの競合アッセイにおいて、既知量の標識 hTRTタンパク質を試料に添加し、次いで
、試料を捕獲剤（例えば、 hTRTタンパク質を特異的に結合する抗体）と接触させる。抗体
に結合した外因性（標識） hTRTタンパク質の量は、試料に存在する hTRTタンパク質の濃度
に反比例する。１つの実施態様において、抗体を固体基質に固定化する。抗体に結合した
hTRTタンパク質の量は、 TRT／抗体複合体中に存在する hTRTタンパク質の量を測定するこ
と、あるいは残存する非複合体化 TRTタンパク質の量を測定することのいずれかによって
決定され得る。 hTRTタンパク質の量は、標識された hTRT分子を提供することによって検出
され得る。
【０４９７】
ハプテン阻害アッセイは、競合アッセイの別の１例である。このアッセイでは、 hTRTタン
パク質を固体基質に固定化する。既知量の抗 TRT抗体を試料に添加し、次いで、試料を固
定化した hTRTタンパク質と接触させる。この場合、固定化した hTRTタンパク質に結合した
抗 TRT抗体の量は、試料中に存在する hTRTタンパク質の量に反比例する。固定化抗体の量
は、抗体の固定化画分または溶液中に残存する抗体の画分のいずれかを検出することによ
って検出され得る。この局面において、検出は、抗体が標識される場合は、直接的であり
得、または上記のように抗体に特異的に結合する分子に標識を結合させる場合は間接的で
あり得る。
【０４９８】
ｄ）他のアッセイ形式
本発明はまた、イムノブロット（ウェスタンブロット）形式を使用することによって、試
料中の hTRTの存在を検出および定量するための試薬および方法を提供する。この形式にお
いては、試料中の hTRTポリペプチドを（例えば、分子量に基づいて）ゲル電気泳動によっ
て他の試料成分から分離し、分離されたタンパク質を適切な固体支持体（例えば、ニトロ
セルロースフィルター、ナイロンフィルター、誘導体化ナイロンフィルターなど）に移し
、そして支持体を本発明の抗 TRT抗体と共にインキュベートする。抗 TRT抗体は、固体支持
体上の hTRTまたは他の TRTに特異的に結合する。これらの抗体は、直接標識され得るか、
あるいはその後標識された抗体（例えば、標識されたヒツジ抗マウス抗体）または抗 TRT
抗体に特異的に結合する他の標識試薬を用いて検出され得る。
【０４９９】
他のアッセイ形式は、リポソームイムノアッセイ（ LIA）を含み、これは特定の分子（例
えば、抗体）に結合し、そしてカプセルに包まれた試薬またはマーカーを放出するように
設計されたリポソームを使用する。次いで、放出された化学物質を、標準的な技術に従っ
て検出し得る（ Monroeら , 1986, Amer. Clin. Prod. Rev. 5:34参照 )。
【０５００】
前記したように、 FACS（および同等の機器または方法）を用いるアッセイ形式は、不均一
な試料（例えば、正常細胞および悪性細胞の両方を含有するバイオプシー試料）中の hTRT
遺伝子産物を測定する場合に利点を有する。
【０５０１】
ｅ）基質、固体支持体、メンブレン、フィルター
前記したように、アッセイに応じて、抗原、標的抗体、または抗 hTRT抗体を含む様々な成
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分を、固体表面または支持体（すなわち、基質、メンブレン、または濾紙）に結合させ得
る。種々の固体表面に生体分子を固定化する多くの方法は、当該分野で公知である。例え
ば、固体表面は、メンブレン（例えば、ニトロセルロース）、マイクロタイターディッシ
ュ（例えば、 PVC、ポリプロピレン、またはポリスチレン）、試験管（ガラスまたはプラ
スチック）、計量棒（例えば、ガラス、 PVC、ポリプロピレン、ポリスチレン、ラテック
スなど）、微量遠心分離管、またはガラスもしくはプラスチックのビーズであり得る。所
望の成分を、非特異的結合を介して共有結合または非共有結合させることができる。
【０５０２】
広範囲な種々の有機ポリマーおよび無機ポリマー（天然および合成の両方）を、固体表面
のための材料として使用し得る。例示的なポリマーは、ポリエチレン、ポリプロピレン、
ポリ (4-メチルブテン）、ポリスチレン、ポリメタクリレート、ポリ (エチレンテレフタレ
ート）、レーヨン、ナイロン、ポリ (ビニルブチレート）、ポリビニリデンジフルオリド
（ PVDF）、シリコーン、ポリホルムアルデヒド、セルロース、酢酸セルロース、ニトロセ
ルロースなどを含む。使用され得る他の材料は、紙、ガラス、セラミックス、金属、メタ
ロイド、半導体材料、セメントなどを含む。さらに、タンパク質（例えば、ゼラチン）、
リポ多糖、シリケート、アガロース、およびポリアクリルアミドのようなゲルを形成する
物質を使用し得る。デキストラン、ポリアルキレングリコールのようないくかの水相を形
成するポリマー、またはリン脂質、長鎖（ 12～ 24個の炭素原子）アルキルアンモニウム塩
などのような界面活性剤も適切である。固体表面が多孔質である場合、システムの性質に
応じて種々の孔サイズを使用し得る。
【０５０３】
表面の調製において、複数の異なる材料を、特にラミネートとして使用して、種々の特性
を得ることが可能である。例えば、ゼラチンのようなタンパク質コーティングを用いて、
非特異的結合の回避、共有結合の単純化、シグナル検出の増強などを行い得る。
【０５０４】
化合物と表面との間の共有結合が所望される場合、表面は、通常、多官能性であるか、ま
たは多官能性化され得る。表面に存在し、そして、結合に使用され得る官能基は、カルボ
ン酸、アルデヒド、アミノ基、シアノ基、エチレン基、ヒドロキシル基、メルカプト基な
どを含み得る。広範囲の種々の化合物を種々の表面に結合させる方法は周知であり、そし
て文献に十分に説明される。例えば、 Immobilized Enzymes, Ichiro Chibata, Halsted P
ress, New York, 1978および Cuatrecasas (1970), J. Biol. Chem. 245 3039参照。
【０５０５】
共有結合に加えて、アッセイ成分を非共有結合させる種々の方法を使用し得る。非共有結
合は、典型的には表面への化合物の非特異的吸着である。
【０５０６】
当業者は、イムノアッセイにおいて非特異的結合を低下させるのがしばしば望ましいこと
を認識する。特に、アッセイが固体基質上に固定化された抗原または抗体を含む場合、基
質への非特異的結合の量を最小化するのが望ましい。このような非特異的結合を低下させ
る手段は、当業者に周知である。典型的には、これは、タンパク質組成物で基質をコーテ
ィングすることを含む。特に、ウシ血清アルブミン（ BSA）、脱脂粉乳、およびゼラチン
のようなタンパク質組成物が広く使用され、粉乳が時々好ましい。あるいは、表面を、そ
れが１つの成分に非特異的に結合するが、別の成分には有意に結合しないように設計する
。例えば、コンカナバリンＡのようなレクチンを有する表面は、炭水化物含有化合物を結
合するが、グリコシル化を欠く標識タンパク質には結合しない。アッセイ成分の非共有結
合に用いられる種々の固体表面は、米国特許第 4,447,576号および同第 4,254,082号に概説
される。
【０５０７】
Ｈ）抗 TRT抗体についてのアッセイ
本発明はまた、 hTRT特異的免疫グロブリンを検出するための試薬およびアッセイを提供す
る。１つの実施態様において、固定化 hTRT（例えば、マイクロアッセイプレートウェルに
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結合した組換え hTRT）を、抗 hTRT抗体が存在する場合、固定化 hTRTを結合する条件下で患
者からの血清と共にインキュベートする。洗浄して非特異的に結合した免疫グロブリンを
除去した後、結合した血清抗体を、もしこれらが存在する場合、検出可能に標識された抗
（ヒト Ig）抗体を添加することによって検出し得る（別の実施態様および変形は当業者に
周知である；例えば、 Harlow、前出、第 14章参照）。これらのアッセイは、動物もしくは
ヒトの血清または生理食塩水のようなキャリアを含むいずれかの供給源中の抗 hTRT抗体を
検出するのに有用である。１つの実施態様において、アッセイを用いて、患者における hT
RTタンパク質に対する免疫応答、特に自己免疫（例えば、抗テロメラーゼ）応答を検出ま
たはモニターする。抗 hTRT抗体は、自己免疫疾患または他の病的状態を罹う患者からの血
清または他の組織または液体中に存在し得る。
【０５０８】
Ｉ）アッセイの組合せ
本明細書に記載される診断アッセイおよび予後アッセイは、種々の組み合わせで実施し得
、そしてまた他の診断試験または予後試験と組み合わせて実施し得る。例えば、本方法を
使用して患者の試料中に存在するガン細胞の存在を検出する場合、 hTRTの存在を用いて、
疾患の段階、特定の腫瘍が隣接する組織を侵襲しそうか、または遠くの位置に転移しそう
か、およびガンの再発がありそうかを決定し得る。さらなる情報を提供し得る試験は、バ
イオプシー試料の顕微鏡分析、腫瘍形成性に関連する抗原（例えば、細胞表面マーカー）
の検出（例えば、組織細胞化学、 FACSなどを用いて）、画像化方法（例えば、患者への標
識した抗腫瘍抗体の投与に際して）、テロメラーゼ活性アッセイ、テロメア長アッセイ、
hTRアッセイなどを含む。このような組合せ試験は、疾患の進行に関する有用な情報を提
供し得る。
【０５０９】
アッセイの組合せが有用な情報を提供し得ることもまた認識される。例えば、前記したよ
うに、 hTRT mRNAについてのアッセイを hTR（ヒトテロメラーゼ RNA）についてのアッセイ
またはテロメラーゼ活性（すなわち、 TRAP）アッセイと組み合わせて、テロメラーゼのア
センブリーおよび機能についての情報を提供し得る。
【０５１０】
Ｊ）キット
本発明はまた、テロメラーゼに関連する病的状態を有する患者のスクリーニング、モニタ
リング、診断、および予後に、または細胞または細胞株における hTRTの発現レベルの決定
に有用なキットを提供する。キットは、 hTRT遺伝子産物（ RNAまたはタンパク質）の存在
または非存在を測定するため、または hTRT遺伝子の発現を定量するための１つ以上の試薬
を含む。好ましい試薬は、 hTRTの遺伝子、 RNA、 cDNA、またはその部分に特異的に結合す
る核酸プライマーおよびプローブに加えて、タンパク質、ペプチド、抗体、ならびにコン
トロールのプライマー、プローブ、オリゴヌクレオチド、タンパク質、ペプチドおよび抗
体を含む。酵素（例えば、逆転写酵素、 DNAポリメラーゼ、リガーゼ）、緩衝液、試薬（
標識、 dNTP）を含む他の材料を含み得る。
【０５１１】
あるいは、キットは、本明細書に記載されるいずれかの他の成分、 hTRTポリペプチドまた
はそのサブ配列に特異的に結合する抗体を含み得るか、またはそれらと組み合わせ得る。
抗体はモノクローナルまたはポリクローナルであり得る。抗体を、標識のような別の部分
に結合させ得るか、および／またはそれを固体支持体（基質）上に固定化し得る。キット
（単数または複数）はまた、 hTRTポリペプチド／抗体複合体の検出のため、またはハイブ
リダイズした核酸プローブ、ならびにコントロールまたは他の試薬として使用する１つ以
上の hTRTペプチドまたは hTRTタンパク質の検出のための第２の抗体を含み得る。
【０５１２】
抗体またはハイブリダイゼーションプローブは、遊離であるか、または試験管、マイクロ
タイタープレート、計量棒などのような固体支持体に固定化され得る。キットはまた、 TR
Tの検出のためのアッセイにおける、抗体またはハイブリダイゼーションプローブの使用
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を教示する説明教材を含み得る。キットは、標識の検出のため、または陽性コントロール
および陰性コントロールを標識するための適切な試薬、洗浄溶液、希釈緩衝液などを含み
得る。
【０５１３】
１つの実施態様において、キットは、 hTRT mRNAを増幅するためのプライマー対を含む。
このようなキットはまた、 hTRTの増幅された DNAについてのプローブ、および／またはポ
リメラーゼ、緩衝液、 dNTPなどを含み得る。別の実施態様において、キットは、プローブ
、任意に、標識されたプローブを含む。別の実施態様において、キットは抗体を含む。
【０５１４】
Ｘ．テロメラーゼ活性のモジュレーターの同定
Ａ．概説
本発明は、テロメラーゼまたはテロメラーゼ成分（例えば、 hTRTタンパク質）の活性また
は発現を調節する化合物および処理を提供する。本発明はまた、テロメラーゼの活性また
は発現を調節する化合物および処理を同定するためのアッセイおよびスクリーニング方法
（高処理量スクリーニングを含む）を提供する。テロメラーゼの活性および発現のこれら
のモジュレーター（本明細書では以後、「モジュレーター」という）は、テロメラーゼア
ゴニスト（これはテロメラーゼの活性および／または発現を増加させる）およびテロメラ
ーゼアンタゴニスト（これはテロメラーゼの活性および／また発現を減少させる）を含む
。
【０５１５】
本発明のモジュレーターは、広範囲の種々の用途を有する。例えば、テロメラーゼモジュ
レーターはヒトの疾患の処置のための有効な処置用薬剤であることが意図される。アゴニ
スト活性および転写もしくは翻訳のアクチベーターについてのスクリーニングは、細胞内
のテロメラーゼ活性（テロメア依存性複製能、または「部分的」テロメラーゼ活性を含む
）を増加させる組成物を提供する。このようなアゴニスト組成物は、有用なタンパク質を
発現し得る細胞を含む、他の点では正常な非形質転換細胞を不死化させる方法を提供する
。このようなアゴニストはまた、細胞老化を制御する方法を提供し得る。逆に、アンタゴ
ニスト活性についてのスクリーニングは、テロメア依存性複製能を低下させ、それにより
、ガン細胞のように、そうでなければ不死の細胞を有寿命にする (mortalizing）組成物を
提供する。アンタゴニスト活性についてのスクリーニングは、テロメラーゼ活性を低下さ
せ、それにより、ガン細胞のような調節されない細胞増殖を示す細胞の無制限な細胞分裂
を防ぐ組成物を提供する。モジュレーターを用いて処置され得る例示的な疾患および病的
状態は、本明細書において、例えば、第 VII節および第 IX節（前出）に列記される。一般
に、本発明のモジュレーターは、細胞または生物においてテロメラーゼ活性を増加または
減少させるのが所望される場合は常に使用され得る。従って、疾患の処置での使用に加え
て、 hTRTの発現レベルを増大させるモジュレーターを用いて、一般的には第 VIII節（前出
）に記載される特性を有する培養ヒト細胞株を作製し得、そして当業者に明らかである種
々の他の用途に使用され得る。
【０５１６】
化合物または処置は、化合物の投与または処置がテロメラーゼ成分をコードする遺伝子（
例えば、 hTRT mRNAをコードする遺伝子）の転写の速度またはレベルを変化させるか、テ
ロメラーゼ成分をコードする RNAの安定性または転写後プロセシング（例えば、輸送、ス
プライシング、ポリアデニル化、または他の修飾）に影響を与えるか、コードされるタン
パク質（例えば、 hTRT）の翻訳、安定性、翻訳後プロセシング、または修飾に影響を与え
るか、あるいはさもなければ機能的（例えば、触媒的に活性な）テロメラーゼ RNPのレベ
ルを変化させる場合に、テロメラーゼまたはテロメラーゼ成分の「発現」を調節する。化
合物または処置は化合物の投与または処置が、第 IV(B)章（前出）に記載されたいずれか
の活性（例えば、進行的または非進行的なテロメラーゼ活性；テロメラーゼ進行性；従来
の逆転写酵素活性；核酸分解活性；プライマーまたは基質結合活性； dNTP結合活性； RNA
結合活性；テロメラーゼ RNPアセンブリー；およびタンパク質結合活性を含む）のような
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テロメラーゼ活性を変化させる場合、テロメラーゼ「活性」に影響を与える。「活性」に
おける変化と「発現」における変化との間には必ずしもはっきりした記述ないこと、およ
びこれらの用語は限定のためではなく議論を容易にするために使用されることが認識され
る。本発明のモジュレーターが、例えば、標的細胞の非特異的毒殺によってテロメラーゼ
成分の発現を低下させるよりもむしろ、テロメラーゼの活性または発現に特異的に（例え
ば、一般に、アクチンのようなハウスキーピングタンパク質の発現を変化させることなく
）影響を与えるべきであることもまた認識される。
【０５１７】
Ｂ．テロメラーゼモジュレーターの同定のためのアッセイ
本発明は、テロメラーゼまたはテロメラーゼ成分の発現に影響を与えることができるか、
テロメラーゼの DNA複製能を改変し得るか、あるいはさもなければテロメラーゼ酵素およ
び TRTタンパク質がテロメリック DNAを合成する能力（「全活性」）を改変する組成物また
は化合物をスクリーニングするための方法および試薬を提供する。本発明はまた、 hTRTの
「部分的活性」のいずれかまたは全てのモジュレーターについてのスクリーニングを提供
する。従って、本発明は、例えば、通常は hTRTタンパク質またはテロメラーゼが発現され
ない細胞においてそれを発現させることによって、またはテロメラーゼ陽性細胞において
テロメラーゼの活性レベルを増加させることによって、テロメラーゼの活性を増加させる
薬剤をスクリーニングするのに使用され得るアッセイを提供する。
【０５１８】
テロメラーゼまたはテロメラーゼサブユニットタンパク質またはそれらの触媒的または免
疫原性のフラグメントまたはそのオリゴペプチドを、種々の薬物スクリーニング技術のい
ずれかにおいて処置的化合物をスクリーニングするのに使用し得る。このような試験で使
用されるフラグメントは、溶液中で遊離であるか、固体支持体に付着しているか、細胞表
面に生じるか、または細胞内に位置し得る。テロメラーゼまたはサブユニットタンパク質
と試験される薬剤との間の結合複合体の形成は測定され得る。
【０５１９】
種々の実施態様において、本発明は、酵素の活性部位に結合するか；その RNA部位、テロ
メラーゼ会合タンパク質、ヌクレオチド、またはテロメリック DNAのテロメラーゼまたは h
TRTタンパク質への会合を阻害するか；酵素複合体の解離を促進するか；テロメラーゼ RNA
部位（例えば、 hTR）の転写を妨げるか；または本明細書に記載される「部分活性」のい
ずれかを阻害するアンタゴニストをスクリーニングする方法を含む。本発明は、 hTRと hTR
Tとの会合または hTRTと p80もしくは p95のヒトホモログまたは別の関連タンパク質との会
合、または hTRTとテロメラーゼもしくはヌクレオチドとの会合のような、核酸および／ま
たはテロメラーゼ関連組成物と hTRTとの会合を阻害する組成物についてスクリーニングす
る方法； hTRまたは hTRTに対する抗体のような、酵素複合体の解離を促進するか、または
その会合（すなわち、アセンブリー）を促進する組成物についてスクリーニングする方法
；酵素の進行的に影響を与える薬剤についてスクリーニングする方法；および hTRに相補
的な核酸のような、テロメラーゼに結合する、核酸および他の組成物についてスクリーニ
ングする方法を提供する。本発明は、さらに、 hTRT遺伝子の転写および／または hTRT遺伝
子産物の翻訳を増加または減少させる組成物についてのスクリーニングを意図する。本発
明はまた、１つの実施態様において、トランスジェニック動物のような動物において、テ
ロメラーゼ活性または抗テロメラーゼ活性を再構成することによって、動物におけるテロ
メラーゼモジュレーターをスクリーニングする方法を意図する。本発明は、「ノックアウ
ト」モデルを含むインビボアッセイシステムを提供し、ここで、１または数単位の内因性
テロメラーゼ、テロメラーゼ RNA部位、および／またはテロメラーゼ会合タンパク質が欠
失または阻害される。内因性テロメラーゼ活性（完全または部分的）が残存または欠損し
得る。１つの実施態様において、外因性テロメラーゼ活性（完全活性または部分的）を再
構成する。
【０５２０】
本発明の１つの実施態様において、テロメラーゼ活性の種々の異なるクラスのモジュレー
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ターを同定するための、種々の部分的活性テロメラーゼアッセイが提供される。本発明の
「部分的活性」アッセイは、「全活性」テロメラーゼアッセイで検出されないかも知れな
いクラスのテロメラーゼ活性モジュレーターの同定を可能とする。１つの部分的活性アッ
セイは、 TRTおよびテロメラーゼの非進行的活性を含む。テロメラーゼの進行的性質は、 M
orin (1989) Cell 59:521-529に記載される； Prowse (1993) 「 Identification of a non
processive telomerase activity from mouse cells」  Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:
1493-1497も参照。本発明の別の部分的活性アッセイは、テロメラーゼの「逆転写酵素様
」活性を利用する。これらのアッセイでは、 hTRTタンパク質の逆転写酵素活性をアッセイ
する。 Lingner (1997) 「 Reverse transcriptase motifs in the catalytic subunit of 
telomerase」  Science 276:561-567参照。本発明の別の部分的活性アッセイは、プライマ
ーの 3'鎖からの少なくとも１つのヌクレオチド、典型的にはグアノシンの酵素の除去を含
む、 hTRTおよびテロメラーゼの「核酸分解活性」を利用する。この核酸分解活性は、 Coll
ins (1993) 「 Tetrahymena telomerase catalyzes nucleolytic cleavage and nonproces
sive elongation」  Genes Dev 7:1364-1376による、テトラヒメナテロメラーゼにおいて
観察されている。本発明の別の部分的活性アッセイは、この酵素的進行的 DNA重合活性の
一部としてヌクレオチドに結合する、 hTRTおよびテロメラーゼの能力を分析することを含
む。本発明の別の部分的活性アッセイは、テロメア合成のためのテンプレートとして使用
される、その RNA部位、すなわちヒト細胞についての hTRに結合する、 hTRTまたはテロメラ
ーゼの能力を分析することを含む。本発明のさらなる部分的活性アッセイは、インビボで
染色体に結合する、またはインビトロもしくは再構成システムにおいてオリゴヌクレチオ
ドプライマーに結合する、あるいは染色体構造に関連するタンパク質（このようなタンパ
ク質の例については、 Harrington (1995) J Biol Chem 270: 8893-8901を参照 )に結合す
る、 hTRTおよびテロメラーゼの能力を分析することを含む。 hTRTに結合する染色体構造は
、例えば、テロメリック反復 DNA、テロメアタンパク質、ヒストン、核マトリックスタン
パク質、細胞分裂／細胞周期制御タンパク質などを含む。
【０５２１】
１つの実施態様において、モジュレーターの同定のためのアッセイは、１つ以上の細胞（
すなわち、「試験細胞」）を試験化合物と接触させる工程、および試験化合物が細胞にお
いてテロメラーゼ（またはテロメラーゼ成分）の発現または活性に影響を与えるか否かを
決定する工程を含む。通常、この決定は、試験化合物と接触させていない同様の細胞また
は複数の細胞（すなわち、コントロール細胞）に対して、試験細胞における活性または発
現を比較する工程を含む。あるいは、細胞抽出物を、インタクトな細胞の代わりに使用し
得る。関連する実施態様において、試験化合物を多細胞生物（例えば、植物または動物）
に投与する。テロメラーゼまたはテロメラーゼ成分は、細胞または多細胞生物にとって全
く内因性であり得るか（すなわち、天然に生じる内因性遺伝子によってコードされる）、
または１種以上の組換えにより発現されるテロメラーゼ成分（例えば、 hTRT、 hTR、テロ
メラーゼ会合タンパク質）を含む組換え細胞またはトランスジェニック生物であり得るか
、または内因性成分および組換え成分の両方を有し得る。従って、１つの実施態様におい
て、テロメラーゼ活性モジュレーターを有寿命細胞に投与する。別の実施形態様において
、テロメラーゼ活性モジュレーターを不死化細胞に投与する。例えば、推定の阻害性組成
物を、ガン細胞のような顕著な量のテロメラーゼ活性を示すことが知られる細胞に投与し
、そしてテロメラーゼ活性、テロメア長、または増殖能力の減少（これらの全てがアンタ
ゴニスト活性を有する化合物の指標である）が観察されるか否かを測定することによって
、テロメラーゼ媒介 DNA複製のアンタゴニストを同定し得る。
【０５２２】
別の実施態様において、 TRT（例えば、 hTRT）およびテンプレート RNA（例えば、 hTR）を
含むリボ核タンパク質複合体（ RNP）のテロメラーゼ活性の変化をモニターすることによ
ってモジュレーターが同定され、（例えば、実施例７、後出に記載されているように）そ
の RNPはインビトロで再構築される。
【０５２３】
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さらに別の実施態様において、細胞、動物、インビトロ発現系、または他の発現系におい
て、 TRT遺伝子産物（例えば、 RNAまたはタンパク質）の発現の変化をモニターすることに
よってモジュレーターが同定される。
【０５２４】
さらに別の実施態様において、プロモーターまたはエンハンサーのような天然に存在する
TRT調節要素によって全体的にまたは部分的にその発現が調節される、実施例 15に記載の
ような、レポーター遺伝子の発現を変化させることによってモジュレーターが同定される
。関連する実施態様において、テロメラーゼ成分（例えば、 hTRT）、 RNA、または遺伝子
調節配列（例えば、 TRT遺伝子プロモーター）に結合する試験化合物の能力をアッセイす
る。
【０５２５】
別の実施態様において、 hTRTプレ mRNAプロセシング、例えば、オルタナティブスプライシ
ングされた産物、オルタナティブポリ－アデニル化事象、 RNA切断などの変化を観察する
ことによってモジュレーターが同定される。関連する実施態様において、変異型 hTRTポリ
ペプチド（そのうちのいくつかは、優性的に陰性のテロメラーゼ調節活性を有し得る）の
産生をモニターすることによってモジュレーターの活性を観察することができる。
【０５２６】
タンパク質の発現および活性に影響する化合物の同定のためのアッセイ様式は、バイオテ
クノロジーおよび医薬産業において周知であり、多数のさらなるアッセイおよび後記にて
提供する例示的アッセイの変形が当業者に明らかである。
【０５２７】
テロメラーゼの活性または発現の変化は、任意の適切な方法によって測定され得る。テロ
メラーゼ成分（例えば、 hTRTタンパク質）または前駆体（例えば、 hTRT mRNA）の発現の
レベルの変化は、当業者に周知の方法を用いてアッセイされ得る。そのうちのいくつかは
例えば第 IX節にて前記され、（例えば、本発明の TRTプローブおよびプライマーを用いる
）ハイブリダイゼーション、（例えば、本発明の抗 TRT抗体を用いる）イムノアッセイ、 R
Nase保護アッセイ、増幅アッセイ、または本明細書中に記載のもしくは当該分野で公知の
任意の他の適切な検出手段によって TRT遺伝子産物（例えば、タンパク質および RNA）のレ
ベルをモニターすることを含む。試料中の核酸の量を定量すること（例えば、 RNA、例え
ば、 hTRまたは hTRT mRNAのレベルの評価）もまた、シス－またはトランス－転写レギュレ
ーターを評価するにおいて有用である。
【０５２８】
同様に、テロメラーゼ活性の変化は、本明細書中に記載の方法（例えば、第（ IV(B)節、
前出）またはテロメラーゼ機能の他のアッセイのような方法を用いて測定され得る。望ま
れる場合、テロメラーゼ活性の定量は、本明細書中に記載した方法を含む任意の方法によ
って行い得る。テロメリック構造の喪失を引き起しまたは促進し得るテロメラーゼアンタ
ゴニストは、インビボ、エクスビボまたはインビトロでテロメラーゼ活性に対するそれら
の効果をモニターおよび測定することによって、または（染色、タグ化したハイブリダイ
ゼーションプローブまたは他の手段の使用によって測定されたまたは検出された）テロメ
ア長に対するそれらの効果によって、あるいはテロメラーゼ陽性ガン細胞の細胞分裂の阻
害によって（テロメアの臨界的短鎖化は「危機」またはＭ２老化と呼ばれる現象に至る（
Shay, 1991、 Biochem. Biophys. Acta 1072:1-7) 同定され得、それは、ガン細胞はテロ
メラーゼの活性化によって迂回するが、テロメラーゼの不存在下では、染色体の欠失およ
び再配置を介するそれらの老化または死滅に至る。ヒトテロメラーゼ活性のインビボでの
再構築は、任意の供給源からの細胞または動物においてテロメラーゼモジュレーターのた
めのスクリーニング方法を提供する。このようなアゴニストは、テロメア長の変化の測定
を含む、本発明の活性アッセイで同定され得る。細胞においてテロメラーゼ活性を測定す
るアッセイの他の例は、テロメア構造の蓄積または喪失のためのアッセイ、 TRAPアッセイ
または定量的ポリメラーゼ連鎖反応アッセイを含む。
【０５２９】
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１つの実施態様において、本発明のアッセイはまた、試験化合物を欠く平行反応において
組み込まれた標識の相対量と比較して、標識ヌクレオチドの基質への組込みによって測定
して、 hTRTの活性の統計学的に有意な減少を試験化合物が生じ、それにより、試験化合物
がテロメラーゼインヒビターであると判断される方法を含む。
【０５３０】
また、本発明の方法は、科学および特許文献に記載され、そして当該分野で公知のプロト
コルの改作に従う。例えば、本発明のテロメラーゼまたは TRTタンパク質を用いて、テロ
メラーゼ活性のモジュレーターとして作用する組成物を同定する場合、非常に多数の潜在
的に有用な分子を単一の試験でスクリーニングすることができる。モジュレーターは、テ
ロメラーゼ活性に対して阻害性（アンタゴニスト）または増強性（アゴニスト）効果を有
し得る。例えば、もし 1000のインヒビターのパネルをスクリーニングすべきであれば、全
ての 1000のインヒビターを潜在的に１つのマイクロタイターウェルに入れ、同時に試験す
ることができる。もしこのようなインヒビターが見つかれば、 1000のプールを 100の 10プ
ールに分け、個々のインヒビターが同定されるまでプロセスを反復することができる。
【０５３１】
薬物スクリーニングにおいて、多数の化合物をテロメラーゼモジュレーターとして作用す
るそれらの能力について調べる（高処理能力スクリーニングの技術によって多いに加速さ
れるプロセス）。本明細書に記載のテロメラーゼ活性についてのアッセイ（全てまたは部
分）を、高処理能力技術で使用するのに適合させることができる。この目的を達成するた
めに多数の方法が存在することは当業者には明らかである。
【０５３２】
テロメラーゼまたはテロメラーゼタンパク質サブユニットに対して適切な結合親和性を有
する化合物の高処理能力スクリーニングに適用し得る薬物スクリーニングについての別の
技術は、 Geysenによる「 Determination of Amino Acid Sequence Antigenicity」（本明
細書中で参考として援用される、 Geysen, 1984年９月 13日に公開された WO国際公開 84/035
64）に詳細に記載されている。要約すると、非常に多数の異なる小ペプチド試験化合物を
、プラスチックピンまたはいくつかの他の表面のような固体基板上で合成する。ペプチド
試験化合物をテロメラーゼのフラグメントまたはテロメラーゼタンパク質サブユニットと
反応させ、そして洗浄する。次いで、結合したテロメラーゼまたはテロメラーゼタンパク
質サブユニットを、当該分野で周知の方法によって検出する。実質的に精製したテロメラ
ーゼまたはテロメラーゼタンパク質サブユニットはまた、前記薬物スクリーニング技術で
使用するプレート上に直接被覆され得る。あるいは、非中和抗体を用いてペプチドを捕獲
し、固体支持体に固定化し得る。
【０５３３】
本発明はまた、テロメラーゼまたはサブユニットタンパク質に結合し得る中和抗体を、テ
ロメラーゼまたはサブユニットタンパク質への結合のために試験化合物と特異的に競合さ
せる競合的薬物スクリーニングアッセイの使用を意図する。また、抗体を用いて、テロメ
ラーゼまたはサブユニットタンパク質で１つ以上の抗原決定基を共有する任意のペプチド
の存在も検出し得る。
【０５３４】
テロメラーゼ活性のモジュレーターを同定するさらなる方法は、米国特許第 5,645,986号
に記載されており、これは、本明細書中で参考として援用される。本発明は、 hTRTポリヌ
クレオチド、プローブおよびプライマー、高度に精製された hTR、 hTRTおよびテロメラー
ゼ、ならびに抗テロメラーゼおよび抗 TRT抗体のような試薬（その全てを、アッセイ、例
えば、コントロール、標準、結合剤またはハイブリダイゼーション剤などとして使用し得
る）を供することによって部分的に、以前に知られた方法の改良を提供することが認識さ
れる。
【０５３５】
本発明の組換えにより産生されたテロメラーゼおよび TRT（例えば、 hTRT）はモジュレー
ターの同定のためのアッセイで有用であると認識される。このスクリーニングアッセイは
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、テロメラーゼ活性の全体的もしくは部分的再構成によって、または存在する活性の増加
によって得られたテロメラーゼまたは hTRTを利用し得る。上記のように、一般に、本発明
によって提供されるアッセイおよびスクリーニングを用いて、テロメアーゼのテロメリッ
ク DNAを合成する能力を試験し得るか、または hTRTおよび TRTのいくつかまたはすべての「
部分的活性」を試験し得る。このアッセイは、その RNA部分または関連タンパク質と共に
または無しでテロメラーゼを発現するように操作された細胞のエクスビボ改変を取り入れ
ることができ、これらを動物に再移植し得、そしてインビボ試験で使用し得る。従って、
本発明は、インビボアッセイおよびそこで有用なトランスジェニック動物を提供する。こ
れらのインビボアッセイ系は、１または数単位の内因性テロメラーゼ酵素複合体が欠失ま
たは阻害されている「ノックアウト」細胞、ならびに外因性または内因性テロメラーゼ活
性が再構成されまたは活性化されている細胞を使用し得る。
【０５３６】
（部位特異的変異によって）部位特異的様式で改変して、テロメラーゼ酵素または TRTタ
ンパク質のいずれかまたは全ての機能を改変または欠失させたテロメラーゼおよび TRTタ
ンパク質もまた、治療用薬剤を発見するために本発明のスクリーニングで使用し得る。例
えば、基質 DNAに結合する、その RNA部位（例えば hTR）に結合する、テロメリック DNAの付
加を触媒する、デオキシヌクレオチド基質に結合する、核酸分解活性を有する、テロメア
会合タンパク質または染色体構造に結合するなどのその能力を喪失するように TRTを操作
し得る。得られた「変異タンパク質」または「ムテイン（ muteen）」を用いて、 TRTタン
パク質またはテロメラーゼの１つ、いくつかの、または全ての機能または活性を特異的に
調節する化合物を同定し得る。
【０５３７】
Ｃ．例示的テロメラーゼモジュレーター
１）一般
前記にて言及した試験化合物は、ポリマー（例えば、オリゴペプチド、ポリペプチド、オ
リゴヌクレオチド、およびポリヌクレオチド）、小分子、抗体（本明細書では広く定義さ
れる）、糖、脂肪酸、ヌクレオチドおよびヌクレオチドアナログ、天然に存在する構造の
アナログ（例えば、ペプチド模倣物、核酸アナログ等）、および多数の他の化合物を含む
、広範な種々の化合物（天然および合成の両方、有機および無機の両方）であり得る。
【０５３８】
本発明は、任意の特定の作用メカニズムの制限なしで、全てのタイプのモジュレーターを
提供する。例示目的で、モジュレーターの例は、以下の化合物または処置を含む：
（ i） hTRTポリペプチド（例えば、酵素の活性部位）または他のテロメラーゼ成分に結合
し、そしてテロメラーゼ活性に影響する；
（ ii）テロメラーゼ成分（例えば、 hTRTまたは hTRT-hTR RNP）の（例えば、前記第 IV(D)
節に記載したものを含む）テロメラーゼ会合タンパク質との会合を阻害もしくは促進し、
またはそれからの解離を阻害もしくは促進する；
（ iii）テロメラーゼポリペプチド（例えば、 hTRT）の、テロメラーゼ RNA（例えば、 hTR
）との会合を阻害しもしくは促進し、またはそれらの解離を阻害しもしくは促進する；
（ iv）テロメラーゼポリペプチド（例えば、 hTRT）の、染色体（例えば、テロメア）また
は染色体 DNA（例えば、テロメリック DNA）との会合を阻害しもしくは促進し、またはそれ
からの解離を阻害しもしくは促進する；
（ｖ）（例えば、 hTRT遺伝子または別のテロメラーゼ成分の転写に影響する因子（例えば
、転写調節タンパク質）と相互作用することによって）遺伝子または遺伝子産物に結合す
ることによって、 TRT遺伝子の転写、または遺伝子産物の翻訳、輸送または安定性の速度
またはレベルを変化させることを包含する、テロメラーゼ成分遺伝子産物（例えば、 hTRT
遺伝子の産物）の発現を増加させまたは減少させる。
【０５３９】
２）ペプチドモジュレーター
テロメラーゼ活性の潜在的なモジュレーターはまた、ペプチド（例えば、阻害性ペプチド
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モジュレイター（アンタゴニスト）およびアクチベーターペプチドモジュレーター（アゴ
ニスト）も含む。例えば、ランダムに生じた配列を有するオリゴペプチドをスクリーニン
グして、テロメラーゼ活性のペプチドモジュレーター（アゴニストまたはインヒビター）
を発見し得る。このようなペプチドを直接薬物として用いて、テロメラーゼ活性を阻害し
得る官能基の配向または位置を見い出し得、次いで、これは小分子インヒビターの設計ま
たは試験に導かれ、あるいは薬理学的利用性を増大させる化学修飾の基礎となる。ペプチ
ドは構造的模倣物であり得、テロメラーゼ酵素および hTRTタンパク質の特徴的二次構造お
よび／または三次構造に基づいて模倣物を設計するための分子モデリングプログラムを用
いることができる。このような構造的模倣物もまた、テロメラーゼ活性のモジュレーター
（アゴニストおよびアンタゴニスト）としてインビボで治療的に用い得る。構造的模倣物
はまた、抗テロメラーゼまたは抗 TRTタンパク質抗体を若起するための免疫原として使用
され得る。
【０５４０】
３）テロメラーゼ活性のモジュレーターとしての阻害性天然化合物
さらに、非常に多数の潜在的に有用な活性修飾化合物を、供給源物質として天然物質から
の抽出物でスリーニングし得る。このような抽出物の供給源は、菌類、放線菌、藻類、昆
虫、原生動物、植物および細菌の多数の種由来であり得る。次いで、阻害性活性を示すこ
れらの抽出物を分析して、活性分子を単離し得る。例えば、 Turner (1996) J. Ethnophar
macol. 51 (1-3);39-43 ;Suh (1995) Anticancer Res. 15:233-239を参照のこと。
【０５４１】
４）阻害性オリゴヌクレオチド
本発明によって提供される１つの特に有用な組のインヒビターは、機能的 hTRTタンパク質
の産生を妨げるかまたは阻害するいずれの場合にも、 hTRTタンパク質をコードする mRNAま
たは hTRT遺伝子のいずれかに結合し得るオリゴヌクレオチドを含む。本発明の他のオリゴ
ヌクレオチドは、 hTRのようなテロメラーゼの RNA部位と相互作用するか、あるいはテロメ
ラーゼまたは hTRTのその DNA標的への、または１つのテロメラーゼ成分の別の成分または
基質への結合を妨げ得る。このようなオリゴヌクレオチドはまた、テロメラーゼ酵素、 hT
RTタンパク質、または双方のタンパク質および RNAの両方に結合し得、そしてその進行的
活性、その逆転写酵素活性、その核酸分解活性等のような上記の部分的活性を阻害する。
会合は、別の核酸への配列特異的ハイブリダイゼーションによるか、またはアプタマーに
おけるように一般的結合によるか、または両方により得る。
【０５４２】
テロメラーゼ活性は、 hTRT mRNAに結合し得るアンチセンスオリゴヌクレオチドで hTRT mR
NAを標的化することによって阻害し得る。
【０５４３】
インヒビターの別の有用なクラスは、 hTRT mRNAまたは hTRの不活化または切断を引き起こ
すオリゴヌクレオチドを含む。すなわち、オリゴヌクレオチドは、化学的に修飾されるか
、あるいはリボザイム、 EDTA結合オリゴヌクレオチド、またはプソラレンもしくはオリゴ
ヌクレオチドに結合した他の架橋試薬のような共有結合オリゴヌクレオチドの場合のよう
に、このような切断を生じる酵素活性を有する。上記ように、所望の活性を有するものに
ついての多くの異なるこのようなオリゴヌクレオチドのプールをスクリーニングし得る。
【０５４４】
別の有用なクラスのインヒビターは、ポリペプチドに結合するオリゴヌクレオチドを含む
。特異的なポリペプチド標的に結合する二本鎖または一本鎖の DNAあるいは二本鎖または
一本鎖の RNA分子は、「アプタマー」と呼ばれる。特異的オリゴヌクレオチド－ポリペプ
チド会合は、静電的相互作用によって媒介され得る。例えば、アプタマーは、ポリアニオ
ン性のヘパリンに生理学的に結合する、トロンビン上のアニオン結合性エクソサイトに特
異的に結合する（ Bock (1992) Nature 355:564-566)。 hTRTタンパク質は hTRおよびその DN
A基質の両方に結合するので、そして本発明は大量の精製された形態の hTRTおよび他の TRT
タンパク質を提供するので、当業者は本発明の方法を用い、 TRT結合性アプタマーについ
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て容易にスクリーニングし得る。
【０５４５】
テロメラーゼ、 hTRT、 hTR、またはその部分に結合するオリゴヌクレオチド（例えば、 RNA
オリゴヌクレオチド）は、 SELEXの技術を用いて産生し得る（ Tuerk, 1977, Methods Mol.
 Biol. 67, 2190)。この技術において、標的への結合に対して高親和性を有する分子およ
び低親和性を有する分子の間の高程度の区別を引き起こす条件を用いて、ランダム配列核
酸の非常に大きなプール（ 106-109）を標的（例えば、 hTRT）に結合させる。結合した分
子を非結合分子から分離し、そして末端に含まれる特異的核酸配列および適切な増幅試薬
によって結合分子を増幅する。このプロセスを、標的に対して高親和性を有する比較的少
数の分子が残るまで数回反復する。次いで、本明細書中に記載のように、これらの分子を
、テロメラーゼ活性を調節するそれらの能力について試験する。
【０５４６】
テロメラーゼ媒介 DNA複製のアンタゴニストはまた、リボザイムを介するように、相補的
配列の認識または切断を介して、 hTRの阻害（ Norton (1996) Nature Biotechnology 14:6
15-619)に基づき得る。
【０５４７】
本発明の阻害性オリゴヌクレオチドは、当該分野で周知の種々の技術を用い、細胞に移入
することができる。例えば、特異的修飾なしでオリゴヌクレオチドを細胞質に送達し得る
。あるいは、それらは、細胞の表面膜タンパク質レセプターに付着し、その結果飲食され
る、細胞膜と融合するかまたは飲食されるリポソームの使用によって、すなわち、リポソ
ームに付着した、またはオリゴヌクレオチドに直接付着したリガンドの使用により送達し
得る。あるいは、細胞を透過性として、宿主細胞を傷つけることなく、オリゴヌクレオチ
ドの細胞への輸送を増強し得る。オリゴヌクレオチドを細胞への輸送が公知の、 DNA結合
性タンパク質、例えば HBGF-1を使用できる。
【０５４８】
５）阻害性リボザイム
標的 RNAを切断するリボザイムの酵素部分に近くに保持されたリボザイムの標的 RNA結合部
分を介して標的 RNAに結合することによって、リボザイムは作用する。従って、リボザイ
ムは通常は相補的塩基対形成を介して標的 RNAを認識しそれに結合し、そして一旦正しい
部位に結合すれば、酵素的に作用して、標的 RNAを切断し不活化させる。そのような様式
における標的 RNAの切断は、切断がコード配列内で起った場合、コードされたタンパク質
の合成を指向するその能力を破壊する。リボザイムがその RNA標的に結合しそれを切断し
た後、典型的には、それは RNAから遊離され、従って、新規の標的に反復して結合しそれ
を切断できる。
【０５４９】
６）モジュレーターとしての使用のためのテロメラーゼ会合タンパク質の同定本発明の１
つの実施態様において、テロメラーゼを用いて、テロメラーゼ活性を調節するか、または
さもなければそれを補うテロメラーゼ会合タンパク質、すなわち、テロメラーゼアクセサ
リータンパク質を同定する。上記のように、これらのタンパク質またはそのフラグメント
は、テロメラーゼ酵素複合体の解離を引き起こし、またはその会合を妨げることによって
、テロメラーゼ複合体の構築を妨げることによって、 hTRTがその核酸相補体にまたはその
DNAテンプレートに結合するのを妨げることによって、 hTRTがヌクレオチドを結合するこ
とを妨げることによりまたは上記のテロメラーゼ酵素もしくは hTRTタンパク質の部分的活
性のいずれか、またはいくつか、または全てを妨げ、増大させ、または阻害することによ
って機能を調節し得る。
【０５５０】
当業者は、本発明の方法を用いて、これらのテロメラーゼ会合タンパク質どの部分（例え
ば、ドメイン）がテロメラーゼに接触するのかを同定し得る。本発明の１つの実施態様に
おいて、これらのテロメラーゼ会合タンパク質またはそのフラグメントは、テロメラーゼ
活性のモジュレーターとして使用される。
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【０５５１】
７）ドミナントネガティブ（ dominant negative）変異体としてのテロメラーゼ関連タン
パク質
本発明の１つの実施態様において、テロメラーゼ会合タンパク質は、テロメラーゼ活性の
モジュレーターとして使用される。テロメラーゼ活性タンパク質は、ヒストン、核マトリ
ックスタンパク質、細胞分裂および細胞周期制御タンパク質等のような染色体構造を含む
。本発明の目的のためにモジュレーターとして使用し得る他のテロメラーゼ会合タンパク
質は、 p80および p95タンパク質ならびに TP1および TRF-1のようなそれらのヒトホモログを
含む（ Chong, 1995, Science 270:1663-1667)。さらに、これらのテロメラーゼ会合タン
パク質のフラグメントは、本発明の方法により当業者によって同定され得、そしてテロメ
ラーゼ活性のモジュレーターとして使用し得る。
【０５５２】
８）ドミナントネガティブ変異体
上記のように、８つの高度に保存されたモチーフが、異なる非ヒト種の TRTの間で同定さ
れている（ Lingner (1997) Science 276:561-567もまた、参照のこと )。図４は、 S. pomb
e Trtlp, Euplotes p123および S. cerevisiae Est2pと比較して、（ pGRN121からの）ヒト
TRTアミノ酸配列および RTモチーフの概略を示す。本発明は、これらのモチーフの８個全
ての、それぞれにおける保存されたアミノ酸残基に対するコドンが、単独で、あるいは１
以上のさらなるコドンと組み合わされて、他のコドンのそれぞれに変更された組換えおよ
び合成核酸を提供する。種々の得られたコード配列は非機能的 hTRTを発現する。例えば、
実施例 16を参照のこと。従って、本発明は、例えば、テロメラーゼの部分的活性を有する
が、全活性を有しない非常に広範囲の「変異した」テロメラーゼ酵素および TRTタンパク
質を提供する。例えば、１つのこのようなテロメラーゼはテロメリック構造に結合し得る
が、テロメラーゼ会合 RNA(すなわち、 hTR）に結合し得ない。もし十分に高いレベルで発
現されれば、このようなテロメラーゼ変異体は、必要なテロメラーゼ成分（例えば、 hTR
）を枯渇させ得、それにより、野生型テロメラーゼ活性のインヒビターとして機能する。
このように作用する変異したテロメラーゼは、アンタゴニストまたはいわゆる「ドミナン
トネガティブ」変異体である。
【０５５３】
９）抗体
一般に、本発明の抗体を用いて、テロメラーゼ酵素および hTRTタンパク質のいずれかのま
たは全ての活性を同定し、精製し、または阻害することができる。抗体は、種々の方法、
例えば、テロメラーゼ複合体またはヌクレオチドがその DNA基質に結合するのを妨げるこ
とによって、テロメラーゼの成分が活性複合体を形成するのを妨げることによって、機能
的（テロメラーゼ複合体）４次構造を維持することによって、または活性に対してアロス
テリック効果を有する酵素の活性部位または他の部位の１つに結合することによって、テ
ロメラーゼ活性のアンタゴニストとして作用できる（テロメラーゼの異なる部分的活性は
本明細書の他の箇所に詳細に記載されている）。
【０５５４】
Ｄ）モジュレーターの合成
本発明のテロメラーゼモジュレーターは、コンビナトリアル法および合理的な薬物デザイ
ン技術を含む、薬学的分野で周知の方法を用いて作製されることが意図される。
【０５５５】
１）コンビナトリアル化学方法論
合成分子の大ライブラリーの作製および同時スクリーニングは、コンビナトリアル化学に
おける周知の技術を用いて行い得る。例えば、 van Breemen (1997) Anal. Chem. 69:2159
-2164； Lam (1997) Anticancer Drug Des. 12:145-167 (1997)参照。
【０５５６】
上記のように、コンビナトリアル化学方法論を用いて、本発明の TRTタンパク質のような
、任意の標的に対する適切な結合親和性および特異性を有する特異的オリゴヌクレオチド
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（または化合物）について迅速にスクリーニングし得る膨大な数のオリゴヌクレオチド（
または他の化合物）を作製し、利用し得る（一般的背景情報については、 Gold (1995) J.
 of Biol. Chem. 270: 13581-13584を参照のこと）。
【０５５７】
２）合理的薬物デザイン
合理的薬物デザインは、標的分子の構造解析、合成化学、および進歩したコンピューター
手段を含む方法論の一体化された組を含む。テロメラーゼ酵素および hTRTタンパク質のよ
うな、タンパク質標的のアンタゴニスト／インヒビターのようなモジュレーターを設計す
るのに使用する場合、合理的薬物デザインの目的は、分子の三次元の形状および化学を理
解することにある。合理的薬物デザインはＸ線結晶解析データまたは NMRデータによって
支援され、今や、本発明によって提供される方法に従い、本発明によって提供される試薬
を用い、 hTRTタンパク質およびテロメラーゼ酵素について測定し得る。静電気学、疎水性
および溶媒接近性についての計算も助けになる。例えば、 Goldren (1997) Proc. Natl. A
cad. Sci. USA 94:6635-6640を参照のこと。
【０５５８】
Ｅ）キット
本発明はまた、試験化合物が TRT活性のモジュレーターであるか否かの決定を助けるのに
使用され得るキットを提供する。このキットは、典型的には、１つ以上の以下の成分：実
質的に精製された TRTポリペプチドまたはポリヌクレオチド（プローブおよびプライマー
含む）：細胞または無細胞発現系に導入された場合に TRT（例えば、 hTRT）を発現できる
プラスミド；細胞または無細胞発現系に導入された場合に TR（例えば、 hTR）を発現でき
るプラスミド；細胞または細胞株； TRT活性の変化を検出するための組成物；および試験
化合物の存在下におけるテロメラーゼ活性の変化は、試験化合物がテロメラーゼ活性を調
節する指標であることを示す、 TRT活性の変化を検出し測定するための手段を教示する教
示物質、ならびに１つ以上の容器を含む。このキットはまた、 TRT活性の変化を測定する
ための、 TRAPアッセイ試薬または定量的ポリメラーゼ連鎖反応アッセイ用の試薬のような
手段を含むことができる。このキットはまた、試験化合物の存在下におけるテロメラーゼ
活性の変化が試験化合物がテロメラーゼ活性を調節する指標であることを示す、 TRT活性
の変化を検出し測定するための手段を教示する教示物質を含み得る。
【０５５９】
XI．トランスジェニック生物（テロメラーゼノックアウト細胞および動物モデル）
本発明はまた、コード配列または調節（例えば、プロモーター）配列であり得る、外因性
TRT遺伝子配列を含むトランスジェニック非ヒト多細胞生物（例えば、植物または非ヒト
動物）または単細胞生物（例えば、酵母）を提供する。１つの実施態様において、この生
物は、ヒト TRTタンパク質の配列を有する外因性 TRTポリペプチドを発現する。この関連す
る実施態様において、この生物はまた、テロメラーゼ RNA成分（例えば、 hTR）を発現する
。
【０５６０】
本発明はまた、テロメラーゼ成分（例えば、 TRTまたは TR）またはテロメラーゼ会合タン
パク質をコードする少なくとも１つの遺伝子が、天然のテロメラーゼが発現されないか、
または野生型細胞または野生型生物と比較した場合低下したレベルまたは異なる活性で発
現されるように、変異または欠失している（すなわち、コード領域または調節領域におい
て）単細胞および多細胞生物（またはそれ由来の細胞）を提供する。このような細胞およ
び生物は、しばしば、「遺伝子ノックアウト」細胞または生物といわれる。
【０５６１】
本発明は、さらに、内因性テロメラーゼ遺伝子（例えば、マウス TRT）が存在しているか
、または所望により変異または欠失され、そして外因性テロメラーゼ遺伝子または変異体
（例えば、ヒト TRT）が導入され発現される細胞および生物を提供する。このタイプの細
胞および生物は、例えば、 hTRT活性または発現のモジュレーターの同定；テロメラーゼ成
分遺伝子における変異の効果の決定、およびテロメラーゼ活性の発生タイミングおよび組
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織位置の効果の決定のような他の使用（例えば、テロメラーゼモジュレーターをいつ投与
すべきかの評価、および任意の可能な副作用の評価）のためのモデル系として有用である
。
【０５６２】
多細胞生物の例としては、植物、昆虫、ならびにマウス、ラット、ウサギ、サル、類人猿
、ブタおよび他の非ヒト哺乳動物のような非ヒト動物が挙げられる。単細胞生物の例は酵
母である。
【０５６３】
特定の遺伝子（例えば、内因性 TRT遺伝子）の改変または破壊の方法は当業者に周知であ
る。例えば、 Baudinら , 1993, Nucl. Acids Res. 21:3329； Wachら , 1994, Yeast 10:179
3; Rothstein, 1991, Methods Enzymol. 194:281； Anderson, 1995, Methods Cell Biol.
 48:31； Pettittら , 1996, Development 122:4149-4157; Ramirez-Solisら , 1993, Metho
ds Enzymol. 225:855；および Thomasら , 1987, Cell 51:503を参照のこと、そのそれぞれ
は、その全体が全ての目的のために本明細書中で参考として援用される。
【０５６４】
本発明の「ノックアウト」細胞および動物は、１または数単位の内因性テロメラーゼ酵素
複合体が欠失または阻害されている細胞および動物を含む。テロメラーゼ活性の再構成は
、細胞または動物を老化から、またはガン細胞については、テロメアを維持するその無能
力によって引き起こされる細胞死から救済する。内因性遺伝子の発現を改変する方法は、
当業者に周知である。典型的には、このような方法は、調節すべき特定の遺伝子の発現を
制御する全てのまたは一部の調節配列を改変するかまたは置き換えることを含む。調節配
列（例えば、天然プロモーター）は改変され得る。遺伝子の標的変異のための従来の技術
は、目的の遺伝子を含有するゲノム DNAフラグメントをベクターに入れ、続いてチミジン
キナーゼを含有するベクター中の選択可能なネオマイシン－耐性カセットの回りに標的化
遺伝子の関連する２つのゲノムアームをクローニングすることを含む。次いで、この「ノ
ックアウト」構築物を適切な宿主細胞、すなわち、マウス胚性幹（ ES）細胞にトランスフ
ェクトし、これを引き続いてノックアウトベクターで相同組換えを受けた細胞の選択を可
能にする陽性選択（例えば、ネオマイシン耐性について選択するために G418を使用）およ
び陰性選択（例えば、チミジンキナーゼを欠く細胞を排除するために FIAUを使用）に供す
る。このアプローチは、目的の遺伝子の不活化に導く。例えば、米国特許第 5,464,764号
；同第 5,631,153号；同第 5,487,992号；および同第 5,627,059号を参照のこと。
【０５６５】
内因性遺伝子の「ノックアウト」発現はまた、相同組換えを使用して異種の核酸を目的の
遺伝子の調節配列（例えば、プロモーター）に導入することによって達成され得る。機能
的酵素または産物の発現を妨ぐためには、リーディングフレームを改変するか、あるいは
プロモーターを破壊する単純な変異が適切であり得る。発現をアップレギュレートするた
めに、天然プロモーターは、より高レベルの転写を誘導する異種プロモーターで置換され
得る。また、例えば、 Holzschu (1997) Transgenic Res. 6:97-106に記載されているよう
に、「遺伝子トラップ挿入」を用いて宿主遺伝子を破壊することができ、マウス ES細胞を
用いてノックアウトトランスジェニック動物を生産することができる。
【０５６６】
相同組換えによる内因性遺伝子の発現の改変はまた、問題の構造遺伝子を含む核酸配列を
用いることによって達成され得る。異種組換え構築物を標的化するために上流配列を利用
する。配列番号１のような TRT構造遺伝子配列情報を利用し、当業者は、日常的な実験の
みにより相同組換え構築物を作製することができる。内因性遺伝子の発現を改変するため
の相同組換えは、米国特許第 5,272,071号、および WO 91/09955、 WO 93/09222、 WO96/2941
1、 WO95/31560、および WO91/12650に記載されている。マイコバクテリウムにおける相同
組換えは、 Azad (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:4787; Baulard (1996) J. Bact
eriol. 178:3091；および Pelicic (1996) Mol. Microbiol. 20:919によって記載されてい
る。動物における相同組換えは、 Moynahan (1996) Hum. Mol. Genet. 5:875によって、植
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物における相同組換えは Offinga (1990) EMBO J. 9:3077によって記載されている。
【０５６７】
XII．用語解説
以下の用語を以下に定義し、本発明の実施において当業者にさらなるガイダンスを提供す
る：アジュバント、対立遺伝子（および対立遺伝子配列）、アミノ酸（疎水性、極性、荷
電を含む）、保存的置換、制御エレメント（および調節配列）、誘導体化、検出可能な標
識、上昇したレベル、エピトープ、好ましい予後または好ましくない予後、融合タンパク
質、遺伝子産物、 hTR、不死の、免疫原および免疫原性、単離された、モジュレーター、
モチーフ、核酸（およびポリヌクレオチド）、オリゴヌクレオチド（およびオリゴマー）
、作動可能に連結された、ポリペプチド、プローブ（核酸プローブおよび抗体プローブ含
む）、組換え体、選択系、配列、特異的結合、ストリンジェントなハイブリダイゼーショ
ン条件（およびストリンジェンシィー）、実質的な同一性（および実質的な類似性）、実
質的に純粋な（および実質的に精製された）、テロメラーゼ陰性およびテロメラーゼ陽性
細胞、テロメラーゼ触媒活性、テロメラーゼに関連した、および試験化合物。
【０５６８】
本明細書中で使用する用語「アジュバント」は、それが混合される抗原に対する免疫応答
を増強する任意の物質のその通常の意味をいう。本発明において有用なアジュバントは、
フロイントのアジュバント、水酸化アルミニウムのような無機物ゲル、ならびにリゾレシ
チン、プルロニックポリオール、ポリアニオン、ペプチド、油エマルジョン、キーホール
リンペットヘモシアニン、およびジニトロフェノールのような表面活性物質を含むが、こ
れらに限定されない。 BCG（ Bacillus Calmette-Guerin)および Corynebacterium parvumは
、潜在的に有用なアジュバントである。
【０５６９】
本明細書中で使用する用語「対立遺伝子」または「対立遺伝子配列」は、核酸配列（すな
わち、 hTRTタンパク質をコードする核酸）の別の形態をいう。対立遺伝子は変異（すなわ
ち、核酸配列における変化）から生じ、一般に、改変されたおよび／または異なって調節
される mRNAまたはポリペプチドを生成し、その構造および／または機能は改変されてもよ
く、または改変されていなくてもよい。対立遺伝子を生じさせる通常の変異変化は、一般
に、コードされるアミノ酸に影響し得るか、または影響し得ないヌクレオチドの天然の欠
失、付加、または置換に帰せられる。これらの型の変化のそれぞれは、単独で、他と組み
合わせて、または所定の遺伝子、染色体もしくは他の細胞核酸内で１回以上起こり得る。
いずれの所定の遺伝子も対立遺伝子形態を全く有さないか、１つまたは多くの対立遺伝子
形態を有し得る。本明細書中で使用する用語「対立遺伝子」は、遺伝子またはこの遺伝子
から転写された mRNAのいずれか、または両方をいう。
【０５７０】
本明細書中で使用する「アミノ酸」は、時々標準的な以下の一文字コードを用いて明記さ
れる：アラニン（Ａ）、セリン（Ｓ）、スレオニン（Ｔ）、アスパラギン酸（Ｄ）、グル
タミン酸（Ｅ）、アスパラギン（Ｎ）、グルタミン（Ｑ）、アルギニン（Ｒ）、リジン（
Ｋ）、イソロイシン（Ｉ）、ロイシン（Ｌ）、メチオニン（Ｍ）、バリン（Ｖ）、フェニ
ルアラニン（Ｆ）、チロシン（Ｙ）、トリプトファン（Ｗ）、プロリン（Ｐ）、グリシン
（Ｇ）、ヒスチジン（Ｈ）、システイン（Ｃ）。合成および非天然アミノ酸アナログ（お
よび／またはペプチド結合）が含まれる。
【０５７１】
本明細書中で使用する「疎水性アミノ酸」とは、Ａ、Ｌ、Ｉ、Ｖ、Ｐ、Ｆ、ＷおよびＭを
いう。本明細書中で使用する「極性アミノ酸」とは、Ｇ、Ｓ、Ｔ、Ｙ、Ｃ、ＮおよびＱを
いう。本明細書中で使用する「荷電アミノ酸」とは、Ｄ、Ｅ、Ｈ、ＫおよびＲをいう。
【０５７２】
タンパク質を記載する場合、本明細書中で使用する「保存的置換」は、実質的にタンパク
質の活性を改変しないタンパク質のアミノ酸組成の変化をいう。従って、特定のアミノ酸
配列の「保存的に修飾された変形」とは、タンパク質活性に重要でないアミノ酸のアミノ
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酸置換、または重要なアミノ酸の置換でも実質的に活性を改変しないような、類似の特性
（例えば、酸性、塩基性、正にまたは負に荷電した、極性または非極性等）を有する他の
アミノ酸でのアミノ酸の置換をいう。機能的に類似のアミノ酸を提供する保存的置換の表
は、当該分野で周知である。以下の６つの群はそれぞれ、互いについて保存的置換である
アミノ酸を含む：１）アラニン（Ａ）、セリン（Ｓ）、スレオニン（Ｔ）；２）アスパラ
ギン酸（Ｄ）、グルタミン酸（Ｅ）；３）アスパラギン（Ｎ）、グルタミン（Ｑ）；４）
アルギニン（Ｒ）、リシン（Ｋ）；５）イソロイシン（Ｉ）、ロイシン（Ｌ）、メチオニ
ン（Ｍ）、バリン（Ｖ）；および６）フェニルアラニン（Ｆ）、チロシン（Ｙ）、トリプ
トファン（Ｗ）（ Creighton (1984) Proteins, W. H. Freeman and Companyも参照のこと
)。当業者は、前記の置換が唯一可能な保存的置換ではないことを認識する。例えば、全
ての荷電アミノ酸は、それらが正または負であるかにかかわらず、互いについて保存的置
換であると考えられ得る。さらに、コードされた配列において単一のアミノ酸または低い
割合のアミノ酸を変化させ、付加しまたは欠失させる個々の置換、欠失または付加もまた
、「保存的に修飾された変形」であり得る。天然または野生型遺伝子によって使用される
コドンとは異なる１つ以上のコドンを利用することによって、組換えタンパク質中に「保
存的置換」がなされ得る。この場合、保存的置換はまた、アミノ酸のコドンを同一のアミ
ノ酸の異なるコドンで置き換えることを含む。
【０５７３】
本明細書中で使用する「制御エレメント」または「調節配列」は、エンハンサー、プロモ
ーター、転写ターミネーター、複製起点、染色体組込み配列、 5'および 3'非翻訳領域を含
み、これらとタンパク質または他の生物分子が相互作用して転写および翻訳を行う。真核
生物細胞について、制御配列は、プロモーターおよび好ましくはエンハンサー（例えば、
免疫グロブリン遺伝子、 SV40、サイトメガロウイルス、およびポリアデニル化配列由来す
る）を含み、そしてスプライスドナーおよびアクセプター配列を含み得る。利用されるベ
クター系および宿主に依存して任意の数の適切な転写および翻訳エレメント（構成的およ
び誘導性プロモーターを含む）が使用され得る。
【０５７４】
本明細書中で使用する「誘導体化」ポリヌクレオチド、オリゴヌクレオチドまたは核酸は
、誘導体化置換基を含むオリゴヌクレオチドおよびポリヌクレオチドをいう。いくつかの
実施態様において、置換基は、相補的なポリヌクレオチドへのハイブリダイゼーションに
関して実質的に干渉しない。（例えば、既に合成されたオリゴヌクレオチドまたはポリヌ
クレオチドの修飾によるか、または合成の間に修飾塩基または骨格アナログを取り込むこ
とによって）付加された化学置換基で修飾された誘導体化オリゴヌクレオチドまたはポリ
ヌクレオチドを、代謝的に活性な真核生物細胞に導入して、 hTRT DNA、 RNAまたはタンパ
ク質にハイブリダイズさせ得る。ここで、それらは局所的な DNA、 RNA、またはタンパク質
に対する改変または化学的修飾を生じる。あるいは、誘導体化オリゴヌクレオチドまたは
、ポリヌクレオチドは、 hTRTポリペプチド、テロメラーゼ－関連タンパク質、あるいは hT
RT DNAもしくは hTRT遺伝子産物と相互作用するか、または hTRT DNA、 RNAもしくはタンパ
ク質の発現もしくは機能を改変するか、もしくは調節する他の因子と相互作用させ、そし
てそれを改変し得る。例示的な付着化学置換基は：ユーロピウム（ III）テキサフィリン
（ texaphyrin）、架橋剤、プソラレン、金属キレート（例えば、鉄により触媒される切断
についての鉄／ EDTAキレート）、トポイソメラーゼ、エンドヌクレアーゼ、エキソヌクレ
アーゼ、リガーゼ、ホスホジエステラーゼ、光力学ポリフィリン、化学療法剤（例えば、
アドリアマイシン、ドキシルビシン（ doxirubicin）、インターカレート剤、塩基修飾剤
、免疫グロブリン鎖、およびオリゴヌクレオチドを含む。鉄／ EDTAキレートは、ポリヌク
レオチド配列の局所的切断が所望される場合にしばしば使用される化学置換基である（ He
rtzbergら , 1982, J. Am. Chem. Soc. 104:313； Hertzbergおよび Dervan, 1984, Biochem
istry 23:3934； Taylorら , 1984, Tetrahedron 40:457； Dervan, 1986, Science 232: 46
4）。例示的な付着化学は、例えば、付加された反応性アミノ基を介する直接的結合（ Cor
eyおよび Schultz (1988) Science 238:1401, これは本明細書中で参考として援用される
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）および他の直接的結合化学を含むがストレプトアビジン /ビオチンおよびジゴキシゲニ
ン／抗ジゴキシゲニン抗体結合法もまた使用され得る。化学置換基を結合する方法は、本
明細書中で参考として援用される米国特許第 5,135,720号、同第 5,093,245号および同第 5,
055,556号に提供されている。他の結合化学は、従業者の裁量にて使用され得る。
【０５７５】
本明細書で使用する「検出可能な標識」は、当該分野における通常の意味を有し、そして
分子の存在を（例えば、物理的または化学的特性により）検出するか、分子の存在を示す
か、または共有結合もしくは別の方法で会合する別の分子の結合を可能するために使用さ
れるか、または使用され得る原子（例えば、放射性核種）、分子（例えば、フルオレセイ
ン）、または複合体をいう。用語「標識」はまた、基質に作用して検出可能な原子、分子
または複合体を生じる共有結合した分子、または別の方法で会合した分子（例えば、酵素
のような生物分子）をいう。本発明で使用するのに適した検出可能な標識は、分光学的、
光化学的、生化学的、免疫化学的、電子的、光学的または化学的手段によって検出可能な
任意の組成を含む。本発明において有用な標識は、標識したストレプトアビジン結合体で
染色するためのビオチン、磁性ビーズ（例えば、 DynabeadsT M）、蛍光色素（例えば、フ
ルオレセイン、テキサスレッド、ローダミン、緑色蛍光タンパク質、増強された緑色蛍光
タンパク質、リサミン、フィコエリトリン、 Cy2、 Cy3、 Cy3.5、 Cy5、 Cy5.5、 Cy7、 Fluor
Ｘ［ Amersham］、 SyBRグリーン I＆ II［ Molecular Probes］等）、放射性標識（例えば、 3

Ｈ、 1 2 5 I、 3 5 S、 1 4 Cまたは 3 2Ｐ）、酵素（例えば、ヒドロラーゼ、特にアルカリ性ホスフ
ァターゼのようなホスファターゼ、エステラーゼおよびグリコシダーゼ、またはオキシド
レダクターゼ、特に西洋ワサビペルオキシダーゼのようなペルオキシダーゼ、および ELIS
Aにおいて常用される他のもの）、基質、補因子、インヒビター、化学ルミネセンス基、
発色剤、およびコロイド金またはまたは有色ガラスもしくはプラスチック（例えば、ポリ
スチレン、ポリプロピレン、ラテックス等）ビーズのような比色標識を含む。このような
標識の使用を教示する特許は、米国特許第 3,817,837号；同第 3,850,752号；同第 3,939,35
0号；同第 3,996,345号；同第 4,277,437号；同第 4,275,149号；および同第 4,366,241号を
含む。このような標識を検出する手段は、当業者に周知である。従って、例えば、放射性
標識および化学ルミネセンス標識は、写真フィルムまたはシンチレーションカウンターを
用いて検出され得、蛍光マーカーは、（例えば、蛍光活性化セルソーティングにおけるよ
うな）放射された光を検出するための光検出器を用いて検出され得る。酵素標識は、典型
的には、基質と共に酵素を提供し、基質に対する酵素の作用によって生じた反応産物を検
出することによって検出され、比色標識は、有色標識を単に可視化することにより検出さ
れる。従って、標識は、分光学的、光化学的、生化学的、免疫化学的、電子的、光学的ま
たは化学的手段によって検出可能な任意の組成物である。標識は、当該分野で周知の方法
に従って、アッセイの所望の成分に直接的または間接的にカップリングされ得る。非放射
性標識は、しばしば間接的手段によって付着される。一般に、リガンド分子（例えば、ビ
オチン）は、分子に共有結合している。次いで、このリガンドは、本質的に検出可能であ
るか、またはシグナル発生系（例えば、検出可能な酵素、蛍光化合物、もしくは化学ルミ
ネセンス化合物）に共有結合した抗リガンド（例えば、ストレプトアビジン）分子に結合
させる。多数のリガンドおよび抗リガンドが使用され得る。リガンドが天然の抗リガンド
（例えば、ビオチン、チロキシンおよびコルチゾル）を有する場合、それを標識された天
然の抗リガンドと共に使用することができる。あるいは、いずれのハプテン化合物または
抗原化合物も抗体と組み合わせて用いることができる。また、この分子は、例えば、酵素
または発蛍光団と抱合することによってシグナル発生化合物に直接結合させることもでき
る。標識を検出する手段は、当業者に周知である。従って、例えば、標識が放射性標識で
ある場合、検出のための手段は、シンチレーションカウンター、オートラジオグラフィー
におけるような写真フィルム、または貯蔵（ storage）蛍光体画像化を含む。標識が蛍光
標識である場合、それは蛍光色素を適切な波長の光で励起し、そして得られた蛍光を検出
することによって検出することができる。蛍光は目で、写真フィルムによって、電荷結合
デバイス（ charge coupled device） (CCD)または光電子増倍管等のような電子検出器の使
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用によって検出することができる。同様に、酵素標識は、酵素に対する適切な基質を提供
し、得られた反応産物を検出することによって検出できる。また、単純な比色標識は、標
識に結合する色を観察することによって検出できる。発蛍光団の対をアッセイで使用する
場合、それらは容易に識別され得るように異なる放射パターン（波長）を有することがし
ばしば好ましいことが認識される。
【０５７６】
用語「上昇したレベル」は、コントロール標準におけるレベル（例えば、診断については
、個体または疾患に罹っていない個体における正常なテロメラーゼ陰性細胞におけるレベ
ル、および予後については、例えば、種々のグレードまたはクラスの腫瘍由来の腫瘍細胞
におけるレベル）よりも上昇したか、またはそれよりも高い細胞における hTRT遺伝子産物
（または他の特定の物質または活性）の量をいう。
【０５７７】
本明細書中で使用する用語「エピトープ」は、抗体によって認識される抗原上の部位の通
常の意味を有する。エピトープは、典型的には、全タンパク質の小さな部分であるアミノ
酸のセグメントである。エピトープは、立体配座的（すなわち、不連続的）であり得る。
すなわち、それらは、タンパク質のフォールディングによって並べられた一次配列の非隣
接部分によってコードされるアミノ酸から形成されるものであり得る。
【０５７８】
用語「好ましい予後」および「好ましくない予後」は、当該分野で公知である。ガンに関
して、「好ましい予後」は、好ましくない予後を有するものと比較して好ましい予後を有
する患者について、腫瘍の後退またはより長い生存期間の見込みがあることを意味し、他
方、「好ましくない予後」は、腫瘍がより攻撃的となるらしいことを、すなわち、より速
く増殖しおよび／または転移し、その結果、患者について貧弱な成果または疾患進行のよ
り迅速な経過をもたらすらしいことを意味する。
【０５７９】
本明細書中で使用する用語「融合タンパク質」は、複合タンパク質、すなわち、単一のア
ミノ酸配列においては通常、共に融合されない２つの（またはそれより多くの）異なる異
種ポリペプチドよりなる、単一の隣接するアミノ酸配列をいう。従って、融合タンパク質
は、２つの全く異なるアミノ酸配列または２つの類似したもしくは同一のポリペプチド配
列を含有する単一のアミノ酸配列を含み得る。但し、これらの配列は、天然で見い出され
る単一のアミノ酸配列における同一の立体配座では通常、共に見い出されない。融合タン
パク質は、一般に、組換え核酸法（すなわち、その融合が本発明のポリペプチドをコード
するセグメントおよび異種タンパク質をコードするセグメントを含む、組換え遺伝子融合
産物の転写および翻訳の結果として）、または当該分野で周知の化学合成法のいずれかを
用いることによって調製することができる。融合タンパク質の非 hTRT領域（単数または複
数）は、 hTRTポリペプチドのアミノ末端もしくはカルボキシル末端、または両方に融合さ
れることができ、あるいは（部位挿入によって、またはアミノ酸を置き換えることによっ
て）非 hTRT領域は、タンパク質配列の内部に挿入されることができ、あるいは前記のもの
を組合せて行うことができる。
【０５８０】
本明細書中で使用する用語「遺伝子産物」は、遺伝子から転写された RNA分子、または遺
伝子によってコードされるか、もしくは RNAから翻訳されたタンパク質をいう。
【０５８１】
本明細書中で使用する「 hTR」（ヒトテロメラーゼ RNA( uman elomerase NA)）とは、ヒ
トテロメラーゼおよび任意の天然に存在する対立遺伝子および変異体または組換え変異体
の RNA成分をいう。 hTRは、その全体が全目的のために、本明細書において参考として援用
される米国特許第 5,583,016号に詳細に記載されている。
【０５８２】
本明細書中で使用する用語「不死」は、細胞について言及している場合、テロメラーゼ技
術においてはその通常の意味を有し、明らかに制限されない複製能力を有する細胞をいう
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。不死はまたそれらの非修飾対照物に対して増大した増殖能を有する細胞を得る。不死化
ヒト細胞の例は、悪性腫瘍細胞、生殖系列細胞、およびインビトロで培養された特定の形
質転換ヒト細胞株（例えば、ウイルス性オンコジーンまたはその他による形質転換により
不死化した細胞）である。対照的に、最も正常なヒト体細胞は有寿命性ものであり、すな
わち、制限された複製能を有し、有限数の細胞分裂の後に老化する。
【０５８３】
本明細書中で使用する用語「免疫原」および「免疫原性」は、当該分野におけるそれらの
通常の意味を有する。すなわち、免疫原は、ヒトまたは動物への注入に際して適応した免
疫応答を誘導できる分子（例えば、タンパク質または他の抗原）である。
【０５８４】
本明細書中で使用する「単離された」は、例えば、 RNP（例えば、少なくとも１つのタン
パク質および少なくとも１つの RNA）のような分子または組成物を言及する場合、分子ま
たは組成物が、それがインビボまたは天然で生じる状態において会合する少なくとも１つ
の他の化合物（例えば、タンパク質、他の RNAまたは他の汚染物）から分離されているこ
とを意味する。従って、 RNPが天然で会合する任意の他の成分（例えば、細胞抽出物にお
ける細胞膜）から単離された場合、この RNPは単離されたと考えられる。しかしながら、
単離された組成物はまた実質的に純粋であり得る。
【０５８５】
本明細書で使用する「モジュレーター」とは、テロメラーゼ逆転写酵素（ TRT）の「完全
な」またはいずれかの「部分的活性」のいずれかまたは両方を、何らかの方法で変化させ
得る任意の合成または天然の化合物または組成物をいう。モジュレーターは、アゴニスト
またはアンタゴニストであり得る。モジュレーターは、任意の有機および無機化合物であ
り得る（例えば、小分子、ペプチド、タンパク質、糖、核酸、脂肪酸等を含むが、これら
に限定されない）。
【０５８６】
本明細書中で使用する「モチーフ」とは、規定されるクラスまたは型の全てのタンパク質
に共通の、または保存されるタンパク質における特徴または構造を規定する隣接アミノ酸
の配列（または隣接アミノ酸の配列をコードする核酸配列）をいう。モチーフまたはコン
センサス配列は、保存された残基および保存されていない残基の両方を含み得る。モチー
フ配列における保存された残基は、保存された残基または残基のクラス（すなわち、疎水
性、極性、非極性、または他のクラス）が、典型的には、モチーフによって規定されるタ
ンパク質のクラスの各タンパク質（または遺伝子または mRNA）において示された位置に存
在することを示す。モチーフはタンパク質のクラスに従って異なり得る。従って、例えば
、逆転写酵素は、１つ以上のモチーフによって規定され得るタンパク質のクラスを形成し
、そしてこのクラスはテロメラーゼ酵素を含む。しかしながら、テロメラーゼ酵素はまた
、そのクラスに特徴的なモチーフを有する酵素のクラスとしても規定できる。当業者は、
モチーフにおける保存された残基としての残基の同定は、モチーフによって規定されるク
ラスの各メンバーが示された位置において示された残基（または残基のクラス）を有し、
そしてクラスの１以上のメンバーが保存された位置において異なる残基を有し得ることを
認識する。
【０５８７】
本明細書中で使用する用語「核酸」および「ポリヌクレオチド」は、相互変換的に使用さ
れる。用語「ポリヌクレオチド」の使用は、オリゴヌクレオチド（すなわち、短いポリヌ
クレオチド）を排除することを意図せず、そして合成および／または非天然核酸（すなわ
ち、核酸アナログまたは修飾された骨格残基または結合を含む）をいう。
【０５８８】
本明細書中で使用する「オリゴヌクレオチド」または「オリゴマー」とは、約７ヌクレオ
チドまたはそれ以上の核酸配列、および約 100程度のヌクレオチドをいい、これは、プラ
イマー、プローブまたはアンプリマー (amplimer)として使用できる。オリゴヌクレオチド
は、しばしば、約 10と約 50ヌクレオチドとの間の長さ、よりしばしば約 14と約 35ヌクレオ
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チドとの間、非常にしばしば約 15と約 25ヌクレオチドとの間であり、そしてオリゴヌクレ
オチドまたはオリゴマーはまた、合成および／または非天然核酸（すなわち、核酸アナロ
グまたは修飾された骨格残基または結合を含む）もいう。
【０５８９】
本明細書中で使用する用語「作動可能に連結した」は、２つ以上の核酸（例えば、 DNA）
セグメントの間の機能的関係をいい；例えば、プロモーターまたはエンハンサーは、それ
が適切な宿主細胞または他の発現系においてコード配列の転写を刺激する場合、コード配
列に作動可能に連結している。一般に、作動可能に連結している配列は隣接しており、シ
グナル配列の場合には、隣接相およびリーディング相の両方である。しかしながら、エン
ハンサーは、その転写をエンハンサーが増強するコード配列に密接して配置される必要は
ない。
【０５９０】
本明細書中で使用する用語「ポリペプチド」は、用語「タンパク質」と本明細書中で相互
変換可能に使用され、アミド結合によって結合されたアミノ酸残基からなるポリマー（ア
ミノ酸および結合）をいい、合成の、天然に存在するおよび天然に存在しないそのアナロ
グを含む。ペプチドはポリペプチドの例である。
【０５９１】
本明細書中で使用する「プローブ」は、特異的に別の分子に結合する分子をいう。プロー
ブの１つの例は、実質的に相補的な核酸に特異的に結合する（すなわち、アニールまたは
ハイブリダイズする）「核酸プローブ」である。プローブの別の例は、対応する抗原また
はエピトープに特異的に結合する「抗体プローブ」である。
【０５９２】
本明細書中で使用する「組換え」とは、合成されたかまたはそうでなければインビトロで
操作されたポリヌクレオチド（例えば、「組換えポリヌクレオチド」）、細胞もしくは他
の生物学的系において遺伝子産物を産生するための組換えポリヌクレオチドを用いる方法
、または組換えポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチド（「組換えタンパク
質」）をいう。
【０５９３】
本明細書中で使用する「選択系」とは、安定に形質転換された細胞株の情況において、目
的の組換え核酸を含有する細胞を同定しおよび／または選択する方法をいう。非常に多様
な選択系が形質転換細胞の同定のために知られており、そして本発明での使用に適切であ
る。例えば、プラスミドまたは他のベクターにより形質転換された細胞は、周知の amp、 g
pt、 neoおよび hyg遺伝子、またはそれぞれ tk-細胞または aprt-細胞において使用できる単
純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼ（ Wiglerら , Cell 11:223-32 [1977])遺伝子および
アデニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（ Lowyら , Cell 22:817 [1980])遺伝子のよ
うな他の遺伝子のような、プラスミド上に含まれる遺伝子によって付与される抗生物質に
対する耐性によって選択できる。また、抗代謝産物耐性、抗生物質耐性または除草剤耐性
を選択のための基準として使用することもできる；例えば、耐性をメトトレキセートに付
与し、遺伝子増幅にも有用である dhfr（ Wiglerら , Proc. Natl. Acad. Sci., 77:3567 [1
980])；アミノグリコシドネオマイシンおよび G418に対して耐性を付与する npt（ Colbere-
Garapinら , J. Mol. Biol. 150:1 [1981])および、それぞれ、クロロスルフロン (chlorsu
lfuron)およびホスフィノトリシン (phosphinotricin)アセチルトランスフェラーゼに対す
る耐性を付与する alsまたは pat（ Murry, McGraw Hill Yearbook of Science and Technol
ogy, McGraw Hill, New York NY, 191-196頁  [1992])。さらなる選択可能な遺伝子が記載
されている。例えば、トリプトファンの代わりにインドールを細胞が利用すること可能に
するハイグロマイシン耐性付与遺伝子 trpB、ヒスチジンの代わりにヒスチノールを細胞が
利用することを可能にする hisD（ Hartmanおよび Mulligan, Proc, Natl. Acad. Sci, 85:8
047 [1988])。最近、可視化マーカーが好まれ、アントシアニン、β -グルクロニダーゼお
よびその基質の GUS、ならびにルシフェラーゼおよびその基質のルシフェリンのようなマ
ーカーが、形質転換体を同定するためだけでなく、特異的ベクター系に帰せられる一過性
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または安定なタンパク質発現の量を定量するために広く利用されている。（ Rhodesら , Me
th, Mol. Biol., 55:121 [1995])。
【０５９４】
本明細書中で使用する（他で特に言及しない限り）遺伝子、核酸、タンパク質、またはペ
プチドの「配列」は、二本鎖 DNA分子の片鎖または両鎖におけるヌクレオチドの順序、例
えば、コード鎖およびその相補体の両方の配列、または一本鎖核酸分子の配列をいい、ま
た、ペプチドまたはタンパク質におけるアミノ酸の順序をいう。
【０５９５】
本明細書中で使用する「特異的結合」は、多くの他の多様な分子の存在においてでさえ他
方の特異的分子と接触および会合する一方の分子、典型的には抗体またはポリヌクレオチ
ドの能力をいう。例えば、一本鎖ポリヌクレオチドは配列が相補的である一本鎖ポリヌク
レオチドに特異的に結合でき、そして抗体はその対応する抗原に特異的に結合できる（ま
たは「それと特異的に免疫反応する」）。
【０５９６】
本明細書中で使用する「ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件」または「スト
リンジェンシー」は、標的に対する正確なほとんど正確な相補性を有する標的配列および
プローブの融解温度（Ｔ m）未満の約５℃～約 20℃または 25℃の範囲の条件をいう。本明
細書中で使用するように融解温度は、二本鎖核酸分子の集団が半解離して一本鎖になる温
度である。核酸のＴ mを計算する方法は当該分野において周知である（例えば、 Bergerお
よび Kimmel (1987) METHODS IN ENZYMOLOGY, VOL. 152:GUIDE TO MOLECULAR CLONING TEC
HNIQUES, San Diego： Academic Press， Inc．および Sambrooksら、 (1989)　 MOLECULAR CL
ONING : A LABORATORY MANUAL, 第２版 , 第 1-3巻  Cold Spring Harbor Laboratory、以後
「 Sambrook」 ) (共に本明細書中で参考として援用される )。標準的な文献によって示され
るように、Ｔ m値の簡単な見積もりは、核酸が 1M NaClの水溶液中に存在する場合等式：Ｔ

m＝ 81.5＋ 0.41（ %G+C）によって計算することができる。（例えば、  Andersonおよび Youn
g, Quantitative Filter Hybridization in NUCLEIC ACID HYBRIDIZATION (1985) を参照
のこと )。他の文献は、Ｔ mの計算に構造ならびに配列特徴を考慮するより精巧な計算を含
む。ハイブリッドの融解温度（従ってストリンジェントなハイブリダイゼーションについ
ての条件）は、プローブの長さおよび性質（ DNA、 RNA、塩基組成物）および標的の性質（
溶液中に存在するまたは固定化される DNA、 RNA、塩基組成物）、ならびに塩および他の成
分の濃度（例えば、ホルムアミド、デキストラン硫酸、ポリエチレングリコールの存在お
よび非存在）のような種々の因子によって影響される。これらの因子の影響は周知であり
、当該分野における標準的な文献で考察されている。例えば、 Sambrook（前掲）および Au
subelら（前掲）を参照のこと。典型的には、ストリンジェントなハイブリダイゼーショ
ン条件は、 pH7.0～ 8.3の約 1.0M未満のナトリウムイオン塩濃度、典型的には、約 0.01～ 1.
0Mのナトリウムイオンの塩濃度、ならびに短いプローブ（例えば、 10～ 50ヌクレオチド）
については少なくとも約 30℃の温度、長いプローブ（例えば、 50を超えるヌクレオチド）
については少なくとも約 60℃の温度である。前記したように、ストリンジェントな条件は
、ホルムアミドのような不安定化剤の添加で達成することもでき、この場合、より低い温
度が使用され得る。
【０５９７】
本明細書中で使用する用語「実質的な同一性」、「実質的な配列同一性」または「実質的
な類似性」は、核酸の情況においては、２つのポリヌクレオチドの間の配列類似性の尺度
をいう。実質的な配列同一性はストリンジェントな条件下でのハイブリダイゼーション、
直接的比較、または他の手段によって決定される。例えば、２つのポリヌクレオチドは、
それらがストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下で相互に特異的にハイブリダ
イズし得る場合、実質的配列同一性を有するとして同定される。配列同一性の他の程度（
例えば、「実質的」未満）は、異なるストリンジェンシーの条件下でのハイブリダイゼー
ションによって特徴付けることができる。あるいは、実質的な配列同一性は、２つのヌク
レオチド（またはポリペプチド）配列の間のパーセント同一性として記載できる。２つの
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配列は、それらが少なくとも約 60％同一である場合、好ましくは少なくとも約 70％同一で
ある場合、または少なくとも約 80％同一である場合、または少なくとも約 90％同一である
場合、または少なくとも約 95％もしくは 98％～ 100％同一である場合、実質的に同一であ
ると考えられる。配列（ヌクレオチドまたはアミノ酸）のパーセント同一性は、典型的に
は、２つの配列の間の最適アライメントを決定し、そして２つの配列を比較することによ
って算定される。例えば、タンパク質発現で用いる外因性転写物は、参照配列（例えば、
対応する内因性配列）と比較した同一性または類似性の特定のパーセントを有するとして
記載され得る。配列の最適アライメントが Needlemanおよび Wunsch (1970) J. Mol. Biol.
 48:443の相同性アライメントアルゴリズムによって、 Pearsonおよび Lipman (1988) Proc
. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444の類似性方法のためのサーチによって、これらのアルゴ
リズムのコンピューター実行によって（ Wisconsin Genetics Software Package, Genetic
s Computer Group, 575 Science Dr.、 Madison、 WIにおける GAP、 BESTFIT、 FASTA、およ
び TFASTA)、または検分によって、 Smithおよび Waterman (1981) Adv. Appl. Math. 2:482
の局所相同性アルゴリズムを用いて行われ得る。種々の方法によって得られた最良のアラ
イメント（すなわち、最高パーセントの同一が得られること )を選択する。典型的には、
これらのアルゴリズムは「比較ウィンドウ」 (通常は少なくとも 18ヌクレオチドの長さ )に
わたって 2つの配列を比較して、配列類似性の局所的領域を同定および比較し、従って、
小さい付加または欠失 (すなわち、ギャップ )を可能にする。付加および欠失は、典型的に
は、付加または欠失を含まない参照配列に対して配列の 20パーセント以下の長さである。
特定の長さまたは領域を参照して、２つの配列の間の配列同一性を記載することが時々望
ましい (例えば、２つの配列は、少なくとも 500塩基対の長さにわたって少なくとも 95％の
同一性を有するとして記載され得る )。通常、長さは少なくとも約 50、 100、 200、 300、 40
0、または 500塩基対、アミノ酸、または他の残基である。配列同一性のパーセントは、比
較の領域にわたって最適にアライメントされた２つの配列を比較する工程、同一の核酸塩
基 (例えば、 A、 T、 C、 Gまたは U)が両配列に生じる位置の数を決定して適合された位置の
数が得られ、そして参照配列または比較領域における塩基の総数と比較して適合した位置
の数 (またはパーセント )を決定する工程によって計算される。配列類似性を測定するのに
適したさらなるアルゴリズムは BLASTアルゴリズムであり、これは Altschul (1990) J. Mo
l. Biol. 215:403-410；および Shpaer (1996) Genomics 38:179-191に記載されている。 B
LAST解析を実行するためのソフトウェアは、 National Center for Biotechnology Inform
ation (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)で公的に入手可能である。このアルゴリズムは、
データベース配列における同一長さのワードとアラインされる場合に、いくつかの陽性評
価された閾値スコアＴに適合するかまたはそれを満足するかのいずれかである問題の配列
中に長さＷの短いワードを同定することによって、最初に高スコアの配列対（ HSP）を同
定することを含む。Ｔは隣接するワードスコア閾値といわれる（ Altschulら、前掲 )。こ
れらの最初の隣接ワードのヒットは、それらを含むより長い HSPを見い出すためのサーチ
を開始するための核として作用する。ワードのヒットは、累積アライメントスコアが増加
し得る限り、各配列に沿って両方向に拡張される。各方向におけるワードヒットの拡張は
：累積アライメントスコアがその最大達成値から未知数Ｘだけ遠ざかる場合；累積スコア
が、１以上の負のスコアリング残基アライメントの累積のために０以下になる場合；また
はいずれかの配列の端に到達する場合に停止される。 BLASTアルゴリズムのパラメーター
であるＷ、Ｔ、およびＸはアライメントの感度およびスピードを決定する。 BLASTプログ
ラムは、デフォールトとして、 11のワード長（Ｗ）、 BLOSUM62スコアリングマトリックス
（ Henikoff (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915-10919を参照のこと )の 50のア
ライメント（Ｂ）、 10の予測（Ｅ）、 M=5、 N=4、および両鎖の比較を使用する。用語 BLAS
Tは、２つの配列の間の類似性の統計的解析を行う BLASTアルゴリズムをいう。 Karlin (19
93) Proc. Natl. Acd. Sci. USA 90:5873-5787を参照のこと。 BLASTアルゴリズムによっ
て提供される類似性の１つの尺度は、最小合計確率（ P(N)）であり、これは２つの核酸配
列またはアミノ酸配列の間の適合性が偶然に起こる確率の指標を提供する。例えば、 TRT
核酸に対する試験核酸の比較において最小合計確率が約 0.5、 0.2、 0.1、 0.01、または 0.0
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01未満である場合、核酸は TRT核酸に類似すると考えられ得る。あるいは、２つの核酸配
列が類似するという別の指標は、第１の核酸がコードするポリペプチドが、第２の核酸に
よってコードされるポリペプチドと免疫学的に交差反応性であるということである。
【０５９８】
本明細書中で使用する用語「実質的な同一性」、「実質的な配列同一性」または「実質的
な類似性」は、ポリペプチドの情況においては、２つのポリペプチドの間の類似性の程度
をいい、ここで、ポリペプチドは、参照配列に対して少なくとも 70％の配列同一性、また
は参照配列に対して 80％、または 85％、または 100％の配列同一性、または最も好ましく
は 10～ 20アミノ酸残基の比較ウィンドウにわたって、 90％の同一性を有する配列を含む。
アミノ酸配列類似性または配列同一性は、必要であれば、必要とされるギャップを導入す
ることによって、残基の適合を最適化することによって決定される。 Needlehamら , (1970
) J. Mol. Biol. 48:443-453; および Sankoffら , 1983, Time Warps, String Edits, お
よび Macromolecules, The Theory and Practice of Sequence Comparison, 第１章， Addi
son-Wesley, Reading, MA; ならびに IntelliGenetics, Mountain View, CA、および the U
niversity of Wisconsin Genetics Computer Group, Madison, WIからのソフトウェアパ
ッケージを参照のこと。当業者に明らかなように、用語「実質的な同一性」、「実質的な
類似性」および「実質的な配列同一性」は、ポリペプチドまたはポリヌクレオチドに関し
て相互変換的に使用できる。
【０５９９】
本明細書中で使用する用語「実質的に純粋な」または「実質的に精製された」は、抗体（
例えば、抗 hTRT抗体）のような特定の試薬を含む組成物をいう場合、この特定の試薬がこ
の組成物（例えば、溶媒または緩衝液は含まない）の少なくとも約 75％、または少なくと
も約 90％、または少なくとも約 95％、または少なくとも約 99％以上であることを意味する
。従って、例えば、 hTRTポリペプチドに特異的に結合する本発明の好ましい免疫グロブリ
ン調製物が実質的に精製されている。
【０６００】
本明細書中で使用する「テロメラーゼ陰性」細胞は、テロメラーゼが発現されない、すな
わちテロメラーゼ触媒活性のための通常のアッセイまたは TRAPアッセイを用いてテロメラ
ーゼ触媒活性が検出できない細胞である。本明細書中で使用する「テロメラーゼ陽性」細
胞は、テロメラーゼが発現される（すなわち、テロメラーゼ活性が検出できる）細胞であ
る。
【０６０１】
本明細書中で使用する「テロメラーゼ関連性」疾患または症状とは、個人の細胞における
テロメラーゼ活性の異常に高いレベルと相関するか、ほとんどの正常体細胞についてのい
ずれのテロメラーゼ活性をも含み得るか、または正常細胞機能の減損を生じる低レベルの
テロメラーゼ活性と相関する、被験体における疾患または症状である。テロメラーゼ関連
性疾患の例としては、例えば、ガン（悪性細胞における高いテロメラーゼ活性）および不
妊症（生殖系細胞における低いテロメラーゼ活性）が挙げられる。
【０６０２】
本明細書中で使用する「試験化合物」または「薬剤」は、任意の合成または天然の化合物
または組成物をいう。この用語は、全ての有機化合物および無機化合物を含み；例えば、
小分子、ペプチド、タンパク質、糖、核酸、脂肪酸などが挙げられる。
【０６０３】
XIII．実施例
以下の実施例は本発明を説明するために提供され、本発明を限定するものではない。
【０６０４】
以下の節において、以下の略語が適用される； eq(当量）；Ｍ（モル濃度）；μ M（マイク
ロモル濃度）； N（規定）； mol（モル）； mmol（ミリモル）；μ mol（マイクロモル）； n
mol（ナノモル）；ｇ（グラム）； mg（ミリグラム）；μ g（マイクログラム）； ng（ナノ
グラム）；ｌまたはＬ（リットル）； ml（ミリリットル）；μ l（マイクロリットル）； c
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m（センチメートル）； mm（ミリメートル）；μ m（マイクロメートル）； nm（ナノメート
ル）；℃（度摂氏）； RPN（リボ核タンパク質）； mreN（ 2'-O-メチルリボヌクレオチド）
； dNTP（デオキシリボヌクレオチド）； dH2 O（蒸留水）； DDT（ジチオスレイトール）； P
MSF（フッ化フェニルメチルスルホニル）； TE（ 10mM Tris HCl、 1mM EDTA、約 pH7.2）； K
Glu（グルタミン酸カリウム）； SSC（塩およびクエン酸ナトリウム緩衝液）； SDS（ドデ
シル硫酸ナトリウム）； PAGE（ポリアクリルアミドゲル電気泳動）； Novex（ Novex, San 
Diego, CA); BioRad（ Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA）； Pharmacia (Pharmacia B
iotech, Piscataway, NJ)； Boehringer-Mannheim (Boehringer-Mannheim Corp., Concord
, CA)； Amersham (Amersham, Inc.,Chicago, IL)； Strategene (Strategene Cloning Sys
tem, La Jolla, CA)； NEB(New England Biolabs, Beverly, MA); Pierce (Pierce Chemic
al Co., Rockford, IL)； Beckman (Beckman Instruments, Fullerton, CA)； Lab Industr
ies (Lab Industries, Inc., Berkeley,CA)； Eppendorf (Eppendorf Scientific, Madiso
n, WI)；および Molecular Dynamics (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA)。
【０６０５】
実施例１
テロメラーゼタンパク質およびクローンの単離
以下の実施例は、種々の生物からのテロメラーゼタンパク質およびクローンの単離（ eupl
otes p.123の hTRT、 TRT、および S. pombe TRTテロメラーゼ cDNAクローンを含む）を詳細
に記載する。
【０６０６】
Ａ．背景
ｉ）序説
この節は、 TRT遺伝子の精製およびクローニングの概説を提供し、本実施例の以下の節に
おいてより詳細に記載する。テロメラーゼ RNAサブユニットは、繊毛虫、酵母および哺乳
動物において同定されてきたが、この酵素のタンパク質サブユニットは、本発明の前には
、それ自体が同定されていなかった。繊毛虫原生動物の Euplotes aediculatus由来のテロ
メラーゼの精製により、 p123および p43と呼ばれる２つのタンパク質が得られた（以下を
参照 ; Lingner (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93:10712)。 Euplotes aediculat
usは、約 8× 107個のテロメアおよび約 3× 105個のテロメラーゼ分子を含有する大核を有す
る貧毛の（ hypotrichous）繊毛虫である。精製の後、活性なテロメラーゼ複合体は、 66kD
 RNAサブユニットおよび約 123kDおよび 43kDの２つのタンパク質に対応する約 230kDの分子
量を有した（ Linger (1996), 前掲 )。光架橋実験により、より大きい p123タンパク質がテ
ロメア DNA基質の特異的結合に関与することが示された（ Lingner, (1996), 前掲 )。
【０６０７】
この p123および p43タンパク質を配列決定し、そしてこれらのタンパク質をコードする cDN
Aクローンが単離された。これらの Euplotes配列は、 Tetrahymenaのテロメラーゼ会合性タ
ンパク質である p80および p95に関連しないことが見出された。 Euplotes p123の配列解析
により逆転写酵素（ RT）モチーフが示された。さらに、他の配列との比較による Euplotes
 p123の配列解析により、 Est2タンパク質と呼ばれる酵母ホモログが示された（ Lingner (
1997) Science 276:561)。酵母 Est2はインビボにおけるテロメラーゼ維持に必須であるこ
とは以前に示されているが（ Lendvay (1996) Genetics 144:1399)、テロメラーゼ触媒タ
ンパク質としては同定されていなかった。部位特異的変異誘発により、酵母 Est2の RTモチ
ーフがインビボおよびインビトロでのテロメア DNA合成のために必須であることが示され
た（ Lingner(1997)、前掲 )。
【０６０８】
ii） S. pombeのテロメラーゼの同定および特徴付け
S. pombeの DNAの PCR増幅を、以下に記載する Euplotes p123RTモチーフから設計された縮
重配列プライマーを用いて行った。生成された４つの顕著な PCR産物のうち、 120塩基対バ
ンドが、 p123および Est2に相同なペプチド配列をコードしていた。この PCR産物をコロニ
ーハイブリダイゼーションにおいてプローブとして用い、 S. pombeのゲノムライブラリー
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から重複する２つのクローンを、および S. pombe cDNAライブラリーから３つのクローン
を同定した。配列分析により、３つの S. pombe cDNAクローンのうちのいずれもが全長で
はないことが示され、従って、 RT-PCRを用いてタンパク質のＮ末端をコードする配列を得
た。
【０６０９】
これらのクローンの完全な配列決定により、推定の S. pombeテロメラーゼ RT遺伝子、 trt1
が示された。 trt1の完全なヌクレオチド配列は、 GenBankに、アクセス番号 AF015783で寄
託された（図 15を参照のこと）。
【０６１０】
（触媒サブユニットとしての） S. pombe trt1を試験するために、２つの欠失構築物を作
製した。配列の解析により、 trt1が 116kDの予測される分子量を有する塩基性タンパク質
をコードすることが示された。 p123および Est2との相同性は、７つの逆転写酵素モチーフ
（下線を施し、およびモチーフ１、２、Ａ、Ｂ、Ｃ、ＤおよびＥと命名する（図 63参照）
）において特に高いことが見出された。別のテロメラーゼ－特異的モチーフ（Ｔ－モチー
フと命名）がまた見出された。 36～ 71塩基対の大きさの範囲の 15個のイントロンが、コー
ド配列を中断していた。
【０６１１】
触媒サブユニットとしての S. pombe trt1を試験するために、２つの欠失構築物を作製し
た。１つは RTドメインにおいてモチーフＢ～Ｄのみを除去した。２つ目は、オープンリー
ディングフレームの 99％を除去した。
【０６１２】
S. pombeの両方の変異体の胞子から増殖させたハプロイド細胞は、テロメア反復に対する
ハイブリダイゼーションがほとんど検出できなくなる点までの進行的テロメア短鎖化を示
した。 trt1+ /trt1-ディプロイドは胞子を形成し、得られたテトラドを切り開き、アミノ
酸を補足した酵母エキス培地で発芽させた（ YESプレート、 Alfa（ 1993) Experiments wit
h Fission Yeast, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY)。
各胞子に由来するコロニーを３日間 32℃で増殖させ、３日毎に新鮮な YESプレートに順次
、ストリークした。各ラウンドからのコロニーを、 32℃で、６ mlの YES液体培養に入れ、
そして静止期まで増殖させた。ゲノム DNAを調製した。 ApaIでの消化した後、 DNAを 2.3％
アガロースゲル上での電気泳動に供し、エチジウムブロミドで染色して、各レーンにおけ
るほぼ等しいローディングを確認し、次いで、ナイロンメンブレンに移し、テロメア DNA
プローブにハイブリダイズさせた。
【０６１３】
（典型的には、発芽後の第４ストリークにおいて）寒天上で増殖の開始が遅延するかまた
は増殖できないことによって、およびぎざぎざの縁が増大するコロニーによって（図 22C
に示したコロニー形態）によって、および細長い細胞の高画分率が増大することによって
（図 22Dに示す）、老化が示された。細胞を、写真をとる前に、塩化アンモニウムをグル
タミン酸で置き換えた最小培地（ Alfa (1993)，前掲 )上で、 32℃で２日間、平板培養した
。
【０６１４】
個々の拡大された細胞を、解剖顕微鏡で分離した場合、大部分がさらなる分裂を受けない
ことが見出された。同じテロメラーゼ陰性（ trt1-）細胞集団は、分裂を続けるが、頻繁
に非分裂子孫を産生する正常な大きさの細胞を常に含んだ。テロメラーゼ陰性生存種は、
種々のテロメア－複製遺伝子が欠失された発芽酵母株について記載されているテロメア維
持の組換え態様を使用し得る（ Lendvay (1996), 前掲 , Lundblad (1993) Cell 73:347)。
【０６１５】
iii）ヒトテロメラーゼの同定および特徴付け
Euplotesの 123kDaペプチドおよび核酸配列、ならびに Schizosaccharomycesタンパク質お
よび対応する cDNA（ tez1）配列を用いる、 dbEST（発現された配列タグ） Genbankデータベ
ースの BLASTサーチによって、ヒトテロメラーゼ逆転写酵素（ hTRT） cDNAに由来する EST（
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発現された配列タグ）を同定した。 Genbank AA28196と命名された ESTは、 389ヌクレオチ
ド長であり、これはクローン 712562の 1679～ 2076位 (図 18)に対応し、 I.M.A.G.E. Consort
ium (Human Gemone Center, DOE, Lawrence Livermore National Laboratory, Livermore
, CA)から得られた。このクローンは、扁桃腺細胞のフローソーティングによって得られ
た胚芽Ｂ細胞の cDNAライブラリーから得られた。この hTRTcDNAクローンの完全な配列決定
は、８つのテロメラーゼ RT（ TRT）モチーフの全てを示した。しかし、この hTRTクローン
は、 RTモチーフＢ’、Ｃ、Ｄ、およびＥが、よりＮ末端側の RTモチーフではなく異なるオ
ープンリーディングフレームに含まれていたので、 TRTの隣接部分をコードしなかった。
さらに、 RTモチーフＡとＢとの間の距離は、３つの以前に知られている（非ヒト） TRTの
ものよりも実質的に短かった。
【０６１６】
全長 cDNAクローンを単離するために、高レベルのテロメラーゼ活性を発現するヒト 293細
胞株（前記）に由来する cDNAライブラリーをスクリーニングした。 293細胞株由来のλ cDN
Aライブラリーを、各約 200,000プラークを含有する 25プールに分配した。プライマー対、
５ '-CGGAAGAGTGTCTGGAGCAA-３ 'および５ '-GGATGAAGCGGAGTCTGGA-３ 'での PCRによって各プ
ールをスクリーニングした。１つの陽性一次プールの６つのサブプールを、この同じプラ
イマー対を使用する PCRによってさらにスクリーニングした。一次および二次サブプール
スクリーニングの両方について、 hTRTを 94℃、 45秒； 60℃、 45秒；および 72℃、 90秒での
合計 31サイクルで増幅した。コントロールとして、ハウスキーピング酵素 GAPDHの RNAを、
プライマー対５ '-CTCAGACACCATGGGGAAGGTGA-３ 'および５ '-ATGATCTTGAGGCTGTTGTCATA-３ '
を用い、 94℃、 45秒； 55℃、 45秒；および 72℃、 90秒での合計 16サイクルで増幅した。
【０６１７】
次いで、二次スクリーニングからの１つの hTRT陽性サブプールを、クローン #712562の 5'
領域由来のプローブを用いたプラークハイブリダイゼーションによってスクリーニングし
た。１つのファージは陽性として同定された（λファージ 25-1.1と命名、 ATCC209024、 19
97年５月 12日に寄託）。これは、約４ kbのインサートを含有した。このインサートを切り
出し、そして EcoRIフラグメントとして pBluescript II SK+ベクター（ Stratagene, San D
iego、 CA）の EcoRI部位にサブクローニングした。この cDNAクローンを含有するプラスミ
ドを、 pGRN121と命名した。 cDNAインサートは、合計で約４ kb対である。ヒト hTRT cDNA（
pGRN121）の完全なヌクレオチド配列を、 Genbankに寄託し（アクセス番号 AF015950）、そ
してプラスミドを ATCCに寄託した（ 1997年５月６日寄託； ATCC209016）。
【０６１８】
Ｂ． Euplotes aediculatusの増殖
この実施例では、 E. aediculatusの培養物は、 David Prescott博士（ MCDB、 University o
f Colorado）から入手した。 Prescott博士は最初にこの培養を池の水から単離したが、こ
の培養物は ATCC（ ATCC#30859）からも入手できる。栄養源として Chlorogoniumを含有する
15リットルのガラス製容器中、非滅菌条件下で、 Swantonら  (Swantonら , Chromosoma 77:
203 [1980])によって記載されているように培養物を増殖させた。密度が約 104細胞／ mlに
到達した時に、生物を培養物から収集した。
【０６１９】
Ｃ．核抽出物の調製
本実施例では、後記するように、 E. aediculatusの核抽出物を Lingnerら  (Lingnerら , Ge
nes Develop., 8:1984 [1994])の方法をわずかに改変して用いて調製した。簡潔には、パ
ートＢに記載したように増殖した細胞を 15μ m Nytexフィルターで濃縮し、そして氷上で
冷却した。細胞ペレットを 110mlの最終容量の TMS/PMSF/スペルミジンリン酸緩衝液に再懸
濁した。ストックの TMS/PMSF/スペルミジンリン酸緩衝液は、 0.075gのスペルミジンリン
酸（ USB）および 0.75mlの PMSF（エタノール中で調製した 100mMストック由来の）を 150ml
の TMSに添加することによって調製した。 TMSは 10mM Tris酢酸、 10mM MgCl2、 85.5752gの
スクロース /リットル、および 0.33297gの CaCl2 /リットル、 pH7.5を含む。
【０６２０】
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TMS/PMSF/スペルミジンリン酸緩衝液での再懸濁の後、 8.8mlの 10％ NP-40および 94.1gのス
クロースを添加し、そして混合物を、オーバーヘッドモーターに連結させたステンレス鋼
撹拌ロッド付きのシリコンガラスビーカーに入れた。混合物を、細胞が完全に溶解するま
で撹拌した（約 20分）。次いで、 Beckman JS-13 スイングアウトローターを用いて、４℃
で、 7500rpm(8950× g)で 10分間、混合物を遠心分離した。上清を除去し、そして核ペレッ
トを TMS/PMSF/スペルミジンリン酸緩衝液で再懸濁し、そして Beckman JS-13 スイングア
ウトローターを用いて、４℃で、 7500rpm(8950× g)で５分間、再度遠心分離した。
【０６２１】
上清を除去し、そして核ペレットを、 10ｇの採集細胞あたり 0.5ml緩衝液の容量で、 50mM 
Tris酢酸、 10mM MgCl2、 10％グリセロール、 0.1％ NP-40、 0.4M KGlu、 0.5mM PMSF、 pH7.5
を含む緩衝液で再懸濁した。次いで、再懸濁した核を約 50ストロークでガラスホモジナイ
ザーに入れ、次いで、 Eppendorf遠心分離機で、４℃で、 14,000rpmにて 25分間遠心分離し
た。核抽出物を含有する上清を収集し、液体窒素中で凍結し、そして使用するまで -80℃
で保存した。
【０６２２】
Ｄ．テロメラーゼの精製
本実施例では、パートＣに記載したように調製した核抽出物を用いて、 E. aediculatusテ
ロメラーゼを精製した。この精製プロトコルにおいて、 Affi-Gel-ヘパリンカラムのクロ
マトグラフィーによってまずテロメラーゼを富化し、そして次いで、アンチセンスオリゴ
ヌクレオチドを用いるアフィニティー精製によつて大量に精製した。テロメラーゼ RNAの
テンプレート領域は、テロメラーゼ RNP粒子におけるハイブリダイゼーションに利用でき
るので、テロメラーゼについての親和性罠 (bait)としてのこのテンプレート領域に相補的
なアンチセンスオリゴヌクレオチド（すなわち、「アフィニティーオリゴヌクレオチド」
）を合成した。ビオチン残基を、それをアビジンカラムに固定化するために、オリゴヌク
レオチドの 5'末端に含めた。
【０６２３】
テロメラーゼのオリゴヌクレオチドへの結合、および徹底的な洗浄に続き、置換オリゴヌ
クレオチドの使用によってテロメラーゼを溶出させた。アフィニティーオリゴヌクレオチ
ドは、テロメラーゼ－特異的配列の 5'側のテロメラーゼ RNAに相補的ではない DNA塩基を含
んだ。置換オリゴヌクレオチドは、その全長につきアフィニティーオリゴヌクレオチドに
相補的であったので、アフィニティーオリゴヌクレオチドに結合したテロメラーゼよりも
よりさらに熱力学的に安定な二本鎖を形成し得た。従って、置換オリゴヌクレオチドの添
加により、カラムからテロメラーゼが溶出された。
【０６２４】
45リットル培養から調製した核抽出物を、合計 34mlの核抽出物が収集されるまで凍結した
。これは 630リットルの培養物（すなわち、約４× 109細胞）に対応した。核抽出物を緩衝
液で 410mlに希釈して、最終濃度 20mMの Tris酢酸、 1mM MgCl2、 0.1mM EDTA、 33mM KGlu、 1
0％（容量 /容量）グリセロール、１ mMジチオスレイトール（ DTT）、および 0.5mMフッ化フ
ェニルメチルスルホニル（ PMSF）（ pH7.5）を得た。
【０６２５】
希釈した核抽出物を、同じ緩衝液で平衡化した、 230mlベッド容量および５ cm直径の、 Aff
i-Gel-ヘパリンゲルカラム（ Bio-Rad)に適用し、そして 33～ 450mM KGluグラジエント２リ
ットルで溶出し、カラムを、１カラム容量 /時間の流速で、４℃で流した。各 50mlの画分
を収集し、そしてパートＥに記載したようにテロメラーゼ活性につき検定した。テロメラ
ーゼを約 170mM KGluでカラムから溶出した。テロメラーゼを含有する画分（約 440ml）を
プールし、そして 20mMTris酢酸、 10mM MgCl2、１ mM EDTA、 300mM KGlu、 10％グリセロー
ル、 1mM DTTおよび１％ Nonidet P-40に調整した。この緩衝液を「 WB」と命名した。
【０６２６】
この調製物に、このプール１ mlあたり、各 1.5nmolの２種類の競合体 DNAオリゴヌクレオチ
ド (5'-TAGACCTGTTAGTGTACATTTGAATTGAAGC-3'および 5'-TAGACCTGTTAGGTTGGATTTGTGGCATCA-
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3')、 50μ g酵母 RNA（ Sigma)、および 0.3nmolのビオチン標識化テロメラーゼ特異的オリゴ
ヌクレオチド (5'-ビオチン -TAGACCTGTTA-(mreG)2 -(rmeU)4 -(rmeG)4 -(rmeU)4 -remG-3')を
添加した。テロメラーゼ特異的オリゴヌクレオチドの２ -ο -メチルリボヌクレオチドは、
テロメラーゼ RNA；テンプレート領域に相補的であり；このデオキシリボヌクレオチドは
相補的ではなかった。競合体の非特異的 DNAオリゴヌクレオチドの含有は、アフィニティ
ーオリゴヌクレオチドに結合するかまたは混合物からテロメラーゼを除去するであろう混
合物中の核酸結合性タンパク質および他の成分の効果が最小化されるので、精製の効率は
増加した。
【０６２７】
次いで、この物質を、プール１ mlあたり 60μ lの懸濁液の容量で、 Ultralink固定化ニュー
トラアビジン（ neutravidin）添加（ Pierce)カラム物質に添加した。 0.01％  Nonidet P-4
0、 0.5mg BSA、 0.5mg/mlリゾチーム、 0.05mg/mlグリコーゲン、および０ .１ mg/ml酵母 RNA
を含有する WBの調製物で、カラム物質を各ブロッキングについて 15分間、２回プレブロッ
クした。ブロッキングは、４℃で回転ホイール (rotating Wheel)を用いて行い、カラム物
質を徹底的にブロックした。最初のブロッキング工程の後、そして第２のブロッキング工
程前に、カラム物質を 200×ｇで２分間遠心分離してマトリックスをペレット化した。
【０６２８】
プール -カラム混合物を、回転ホイール（約 10rpm； Labindustries)で、 30℃で８分間、次
いでさらに４℃で２時間インキュベートして結合させた。次いで、プール -カラム混合物
を 200×ｇで２分間遠心分離し、未結合物質を含む上清を除去した。次いで、プール -カラ
ム混合物を洗浄した。この洗浄プロセスは、プール -カラム混合物を４℃で WBでリンスす
る工程、混合物を 15分間４℃で WBで洗浄する工程、 WBでリンスする工程、 0.6M KGluを含
有し Nonidet P-40を含有しない WBで 30℃で５分間洗浄する工程、 WBで 25℃で５分間洗浄す
る工程、そして最後に WBで再度リンスする工程を包含した。最終洗浄後に残る容量を少量
に保って、約１：１の緩衝液に対するカラム物質の比率を生じた。
【０６２９】
テロメラーゼを、カラム物質１ mlあたり１ nmolの置換デオキシオリゴヌクレオチド (5'-CA

4 C4 A4 C2 TA2 CAG2 TCTA-3')を添加し、そして 25℃で 30分間インキュベートすることによって
、カラム物質から溶出させた。この物質を、微量遠心分離機（ Eppendorf)で、 14,000rpm
で２分間遠心分離し、そして溶出物を回集した。毎回新しい置換オリゴヌクレオチドを用
い、溶出手順をさらに２回反復した。前記したように、置換オリゴヌクレオチドはアフィ
ニティーオリゴヌクレオチドに相補的であったので、 P-40よりアフィニティーオリゴヌク
レオチドとより熱力学的に安定な複合体を形成した。従って、置換オリゴヌクレオチドの
アフィニティー -結合テロメラーゼへの添加により、天然条件下でテロメラーゼの十分な
溶出が得られた。テロメラーゼは、タンパク質ゲルでの分析によって判断した場合、この
段階で約 50％の純度であるようであった。テロメラーゼのアフィニティー精製および置換
オリゴヌクレオチドでの溶出を、図 26（それぞれ、パネルＡおよびＢ）に示す。この図に
おいて、アフィニティーオリゴヌクレオチドの２ '-ο -メチル糖は太線によって示される
。この図中の黒色および陰影を施した楕円は、本発明のタンパク質サブユニットを写実的
に表示することが意図される。
【０６３０】
Affi-Gel-ヘパリンカラムクロマトグラフィー後得られた抽出物および物質のタンパク質
濃度は、標準として BSAを用い、 Bradford (Bradford, Anal. Biochem., 72:248 [1976])
の方法を用いて測定した。テロメラーゼ調製物の画分のみをグリセロールグラジエントで
さらに精製した。
【０６３１】
テロメラーゼの沈降係数をパートＩに記載したようにグリセロールグラジエント遠心分離
によって決定した。
【０６３２】
以下の表１９は本実施例の方法に従って精製したテロメラーゼの精製の表である。このテ
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ロメラーゼは、回収率 80％で全細胞抽出物と比較して核抽出物が 12倍富化されている；テ
ロメラーゼの 85％は抽出に際して核から可溶化された。
【０６３３】
【表１９】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０６３４】
*ＮＡ＝利用できず
* *この値は（タンパク質ゲルに基づき） 50％の純度を仮定することにより、テロメラーゼ
の測定量（ 680pmol）から計算した。
【０６３５】
Ｅ．テロメラーゼ活性
テロメラーゼの精製の各工程において、本実施例に記載されるように、３つの別のアッセ
イ（このうちの１つは活性であった）によって分析した。一般に、テロメラーゼアッセイ
は、 0.003～ 0.3μ lの核抽出物、 50mM Tris-Cl（ pH7.5）、 50mM KGlu、 10mM MgCl2、１ mM 
DTT、 125μ M dTTP、 125μ M dGTP、および約 0.2pmolの 5'-3 2Ｐ -標識オリゴヌクレオチド基
質（すなわち、約 400,000cpm）を含有する 40μ lで行った。オリゴヌクレオチドプライマ
ーを、反応混合物へのそれらの添加に先立って熱変性した。反応物を氷上に集め、 25℃で
30分間インキュベートした。 200μ lの 10mM Tris-Cl（ pH7.5）、 15mM EDTA、 0.6％ SDS、お
よび 0.05mg/mlプロテイナーゼＫの添加によって反応を停止させ、そして 45℃で少なくと
も 30分間インキュベートした。エタノール沈殿の後、当該分野で公知のように（例えば、
 Sambrookら、 1989参照）、生成物を変性８％ PAGEゲルで分析した。
【０６３６】
Ｆ．テロメラーゼ活性の定量
本実施例では、精製手順を通じてのテロメラーゼ活性の定量を記載する。 dGTPおよび［α
-3 2Ｐ］ dTTPの存在下でオリゴヌクレオチドプライマーの伸長をアッセイすることによっ
て定量を達成した。簡潔には、記載されるように、（ Lingnerら , Genes Develop., 8:198
4 [1994])、２μ lの［α -3 2 P］ dTTP（ 10mC i /ml、 400Ci/mmol：１ Ci＝ 37GBq)の存在下で、
１μ Mの 5'-(G4 T4 )2 -3'オリゴヌクレオチドを 20μ lの反応混合物中で伸長させ、記載され
るように８％ PAGE配列決定ゲルにロードした。
【０６３７】
この実験の結果を図 28に示す。レーン１では、テロメラーゼは存在せず（すなわち、陰性
コントロール）；レーン２、５、８および 11は 0.14fmolのテロメラーゼを含有し；レーン
３、６、９および 12は、 0.42fmolのテロメラーゼを含有し；そしてレーン４、７、 10およ
び 13は、 1.3fmolのテロメラーゼを含有した。製造業者の指示を用いて、 PhosphorImager 
(Molecular Dynamics)を用いて活性を定量した。これらの条件下では、 30分以内に、１ fm
olのアフィニティー -精製テロメラーゼが 21fmolの dTTPを取り込んだとことが決定された
。
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【０６３８】
図 28に示されるように、テロメラーゼの特異的活性は精製手順を通じて有意に変化しなか
った。アフィニティー -精製テロメラーゼは十分に活性であった。しかしながら、高濃度
では、阻害活性が検出され、そして粗抽出物の活性は直線的でないと決定された。従って
、図 28に示したアッセイにおいて、粗抽出物を 700-7000倍希釈した。精製に際し、この阻
害活性は除去され、そして阻害効果は、高酵素濃度においてさえ精製テロメラーゼ調製物
では検出されなかった。
【０６３９】
Ｇ．ゲル電気泳動およびノーザンブロット
パートＥに述べたように、テロメラーゼの精製における各工程では、調製物を３つの別々
のアッセイによって分析した。本実施例は、画分に存在するテロメラーゼ RNAを定量し、
そしてテロメラーゼリボ核タンパク質粒子の全部を分析するために使用したゲル電気泳動
およびブロッティング手順を記載する。
【０６４０】
ｉ）変性ゲルおよびノーザンブロット
本実施例では、既知の濃度の合成 T7-転写テロメラーゼ RNAを標準として供した。この調査
を通じて、 RNA成分をテロメラーゼの尺度として用いた。
【０６４１】
E. aediculatusテロメラーゼ RNAのファージ T7 RNAポリメラーゼ転写のための構築物を（ P
CR）を用いて生成した。テロメラーゼ RNA遺伝子を、遺伝子のいずれかの末端にアニール
するプライマーを用いて増幅した。５ '末端にアニールするプライマーはまた、転写され
た RNAの切断に際しての天然の５ '末端、 T7-プロモーター配列、およびサブクローニング
のための EcoRI部位を生成するためのハンマーヘッド (hammerhead)リボザイム配列もコー
ドした。この５ 'プライマーの配列は、 5'-GCGGGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGAAGAAACTCTGA
TGAGGCCGAAAGGCCGAAACTCCACGAAAGTGGAGTAAGTTTCTCGATAATTGATCTGTAG-3'であった。３ 'プ
ライマーは、天然の３ '末端に転写終結のための EarI部位、およびクローニングのための B
amHI部位を含んだ。この３ 'プライマーの配列は 5'-CGGGGATCCTCTTCAAAAGATGAGAGGACAGCAA
AC-3'であった。 PCR増幅産物を EcoRIおよび BamHIで切断し、そして pUC19（ NEB）の各部位
にサブクローンして「 pEaT7」を得た。このインサートの正確さを DNA配列決定によって確
認した。 T7転写は、 Zaugら , Biochemistry 33:14935[1994]によって記載されているよう
に、 EarI線状化プラスミドで行った。 RNAをゲル精製し、そして濃度を測定した（１＝ 40
μ g/mlのＡ 2 6 0）。この RNAを標準として使用して、テロメラーゼの種々の調製物に存在す
るテロメラーゼ RNAを決定した。
【０６４２】
ハイブリダイゼーションのシグナルはテロメラーゼ RNAの量に比例し、そして由来する RNA
濃度は天然のゲル電気泳動によって得られたものと合致したが、それよりもわずかに高か
った。既知の T7の RNA転写物濃度の連続希釈物に対する全細胞 RNAにおける全テロメラーゼ
RNAの量の比較は、各 E. aediculatus細胞が約 300,000テロメラーゼ分子を含有することを
示した。
【０６４３】
テロメラーゼの可視化を、記載されている方法を用い（ Libgnerら , Genes Develop., 8:1
984 [1994])、その RNA成分に対するノーザンブロットハイブリダイゼーションによって達
成した。簡潔には、当該分野で公知のように（例えば、  Sambrookら , 1989参照）、 RNA（
0.5μ g/レーン未満または等価）を、８％ PAGEで分解し、そして Hybond-N膜（ Amersham)に
電気ブロットした。このブロットを、 10mlの 4× SSC、 10×デンハルト溶液、 0.1％ SDS、お
よび 50μ g/ml変性ニシン精子 DNA中で一晩ハイブリダイズし、３時間のプレハイブリダイ
ズの後、 2× 106 cpmプローブ /mlハイブリダイゼーション溶液を添加した。ランダムに標識
したプローブ、全テロメラーゼ RNA遺伝子をカバーする PCR産物であった。ブロットを 2× S
CC、 0.1％ SDS中で 30分間、そして次いで、 45℃で 0.1× SSCおよび 0.1％ SDS中で１時間、緩
衝液を数回交換しながら洗浄した。
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【０６４４】
ii）天然ゲルおよびノーザンブロット
本実験では、当該分野で公知であり、そして記載されているように（ Lamondおよび Sproat
 [1994], 前出 )、精製したテロメラーゼ調製物を、 3.5％ポリアクリルアミドおよび 0.33
％アガロースの天然（すなわち、非変性）ゲルで泳動した。テロメラーゼはキシレンシア
ノール色素とほとんど一緒に移動した。
【０６４５】
天然ゲルにより、テロメラーゼが精製プロトコルを通じて RNPとして維持されることを示
した。図 27は、非変性ゲル上の異なる画分におけるテロメラーゼならびにインビトロ転写
されたテロメラーゼの移動度を示すノーザンブロットの写真である。この図において、レ
ーン１は 1.5fmolのテロメラーゼ RNAを含有し、レーン２は 4.6fmolのテロメラーゼ RNAを含
有し、レーン３は 14fmolのテロメラーゼ RNAを含有し、レーン４は 41fmolのテロメラーゼ R
NAを含有し、レーン５は核抽出物（ 42fmolテロメラーゼ）を含有し、レーン６は Affi-Gel
-ヘパリン -精製テロメラーゼ（ 47fmolテロメラーゼ）を含有し、レーン７はアティニティ
ー -精製テロメラーゼ（ 68fmol）を含有し、そしてレーン８はグリセロールグラジエント -
精製テロメラーゼ（ 35fmol）を含有した。
【０６４６】
図 27に示すように、核抽出物においては、テロメラーゼは RNP粒子にアセンブルし、これ
はアセンブルしていないテロメラーゼ RNAよりもゆっくりと移動した。１％未満の遊離 RNA
がこの方法によって検出された。しかし、よりゆっくりと移動するテロメラーゼ RNP複合
体もまた抽出物中で時々検出された。 Affi-Gel-ヘパリンカラムでの精製に際して、テロ
メラーゼ RNP粒子は移動度が変化しなかった（図 27、レーン６）。しかし、アティニティ
ー精製に際して、 RNA粒子の移動度はわずかに増加し（図 27、レーン７）、これはおそら
く、タンパク質サブユニットまたはフラグメントが喪失したことを示す。グリセロールグ
ラジエントでは、アティニティー精製テロメラーゼはサイズが変化しなかったが、約２％
の遊離テロメラーゼ RNAが検出され（図 27、レーン８）、これは少量の RNP粒子のジアセン
ブルが起こったことを示す。
【０６４７】
Ｈ．テロメラーゼタンパク質組成
本実施例では、精製されたテロメラーゼタンパク質組成の分析を記載する。
【０６４８】
パートＤに記載したように得られたグリセロールグラジエント画分を、４～ 20％のポリア
クリルアミドゲル（ Novex)で分離した。電気泳動に続き、ゲルをクーマシーブリリアント
ブルーで染色した。図 29はゲルの写真を示す。図 29に示すゲルの左側に示すように、レー
ン１および２は分子量マーカー（ Pharmacia)を含んだ。レーン３～５はゲルの頂部に示す
ようにグリセロールグラジエント画分プールを含んだ（すなわち、レーン３は画分９～ 14
を含み、レーン４は画分 15～ 22を含み、レーン５は画分 23～ 32を含んだ）。レーン４は、
１ pmolのテロメラーゼ RNAを含むプールを含有した。レーン６～９では、図 29のゲルの頂
部に示される濃度で BSA標準を泳動させた（すなわち、レーン６は 0.5pmolの BSAを含み、
レーン７は 1.5pmolの BSAを含み、レーン８は 4.5BSAを含み、そしてレーン９は 15pmolの BS
Aを含んだ）。
【０６４９】
図 29に示すように、 120および 43kDaの分子量を有するポリペプチドをテロメラーゼと共に
精製した。 43kDaポリペプチドはダブレットとして観察された。レーン３における約 43kDa
のポリペプチドが、レーン４のダブレットとは異なって移動したことに注意した；それは
無関係なタンパク質であろう。 120kDaおよび 43kDaダブレットはそれぞれ、 BSA標準と比較
した場合、約１ pmolのレベルで、クーマシーブリリアントブルーで染色された。この画分
は１ pmolのテロメラーゼ RNA（その全ては RNP粒子にアセンブルした（図 27、レーン８参照
））を含有したので、テロメラーゼ RNAに対して化学量論的な２種のポリペプチドサブユ
ニットがあるようであった。しかし、 43kDa近辺の２つのタンパク質が別々の酵素サブユ
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ニットである可能性もある。
【０６５０】
グリセロールグラジエントでの分画に付さなかったアフィニティー -精製テロメラーゼは
、それぞれ、 35kDaおよび 37kDaの見かけの分子量を有するさらなるポリペプチドを含有し
た。この後者の画分は、少なくとも 50％の純度であると見積もられた。しかし、アフィニ
ティー -精製物質中に存在する 35kDaおよび 37kDaポリペプチドは、グリセロールグラジエ
ント遠心分離によって再現性よくは分離されなかった。これらのポリペプチドは混成物で
あり得る。というのは、それらは全ての活性含有調製物中で見られなかったからである。
【０６５１】
Ｉ．沈降係数
テロメラーゼについての沈降係数は、グリセロールグラジエント遠心分離によって決定し
た。本実施例では、核抽出物およびアフィニティー -精製テロメラーゼを、１ mM MgCl2、 0
.1mM EDTA、 300mM KGlu、および１ mM DTT、 pH7.5を有する 20mM Tris酢酸を含有する 15～ 4
0％グリセロールグラジエントで分画した。グリセロールグラジエントを、５ ml（ 13× 51m
m）チューブに注ぎ、そして SW55Tiローター（ Beckman)を用いて、 55,000rpmで４℃で 14時
間遠心分離した。
【０６５２】
マーカータンパク質を平行グラジエントで泳動し、アルコールデヒドロゲナーゼ（ ADH）
については 7.6Ｓの沈降係数、カタラーゼについては 113Ｓ、アポフェリチンについては 17
.3Ｓ、およびチログロブリンについては 19.3Ｓの沈降係数を有した。テロメラーゼピーク
を、グラジエント画分の天然ゲル電気泳動、その後の RNA成分へのブロットハイブリダイ
ゼーションによって同定した。
【０６５３】
図 30は、テロメラーゼについての沈降係数を示すグラフである。図に示されるように、ア
フィニティー -精製テロメラーゼは 11.5Ｓでカタラーゼと共に移動し、一方、核抽出物中
のテロメラーゼはわずかに速く沈降し、 12.5Ｓ辺りにピークがあった。従って、天然ゲル
における酵素の移動度と一致して、精製されたテロメラーゼは、タンパク質分解フラグメ
ントまたはゆるく会合したサブユニットを喪失したように見える。
【０６５４】
計算したテロメラーゼについての分子量は、それが１つの 120kDaタンパク質サブユニット
、１つの 43kDaサブユニット、および 66kDaの１つの RNAサブユニットより成ると仮定する
と、 229kDaの合計値となる。これは、カタラーゼの 232kDaの分子量とかなり一致する。し
かし、沈降係数は分子量、ならびに分子の部分特異的な容量および摩擦係数（共に、 Eupl
otesテロメラーゼ RNPについては知られていない）の関数である。
【０６５５】
Ｊ．基質の利用性
本実施例では、 Euplotesテロメラーゼの基質要件を調べた。 DNA末端複製に対する１つの
簡単なモデルは、半保存的 DNA複製の後、テロメラーゼは二本鎖を延長し、 DNA分子を平滑
末端とすることを予測する。このモデルの変形において、一本鎖 3'末端がヘリカーゼまた
はヌクレアーゼによって複製後に作製される。次いで、結合および伸長のために、この３
'末端をテロメラーゼによって使用する。
【０６５６】
テロメラーゼが平滑末端分子を伸長できるか否かを決定するために、モデルヘアピンを、
それらの 3'末端に位置するテロメリック反復で合成した。これらのプライマー基質をゲル
精製し、ポリヌクレオチドキナーゼで 5'末端を標識し、 0.4μ Mで 80℃で５分間加熱し、次
いで、加熱ブロック中でゆっくりと室温まで冷却して、ヘアピンの再生およびヘリックス
形成を行った。非変性ゲル上での基質移動度は、二量体と比較して非常に有効なヘアピン
形成が存在することを示した。
【０６５７】
pH7.5の 10mM MgCl2、 50mM KGlu、および 1mM DTTを有する 20mMトリス酢酸を含有する 10μ l
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の反応混合物中、未標識 125μ M dGTP、 125μ M dTTP、および 0.02μ M 5'末端標識プライマ
ー（ 5' 3 2Ｐ標識オリゴヌクレオチド基質）を用いてアッセイを行った。これらの混合物
を 25℃で 30分間インキュベートした。ホルムアミド負荷緩衝液（すなわち、 TBS、ホルム
アミド、ブロモチモールブルー、およびシアノール、 Sambrook, 1989, 前出 )を添加する
ことによって反応を停止させた。
【０６５８】
プライマーをテロメラーゼ無しで（「－」）、 5.9fmolのアフィニティー精製テロメラー
ゼ有りで（「＋」）、または 17.6fmolのアフィニティー精製テロメラーゼ有りで（「＋＋
＋」）インキュベートした。このアッセイで使用したアフィニティー精製テロメラーゼを
、 100kDaの分子量カットオフを有する膜で透析して置換オリゴヌクレオチドを除去した。
反応作製物を、 36％ホルムアミドを含有する８％の PAGE/尿素ゲルで分離してヘアピンを
変性した。この研究で使用したプライマーの配列、ならびにそれらのレーン帰属を表２０
に示す。
【０６５９】
【表２０】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０６６０】
ゲルの結果を図 31に示す。レーン 1～ 15は 4つのＧ残基で終わるテロメリック反復を有する
基質を含有した。レーン 16～ 30は、 4つのＴ残基で終わるテロメリック反復を有する基質
を含有した。テロメラーゼ RNAテンプレート上の推定の配置を図 32に示す。プライマー対
は図 32（すなわち、それぞれ、パネルＡおよびパネルＢ）に示されるテンプレート中の２
つの非常に異なる位置でアニールすると推定された。これは、それらの結合および /また
は伸長速度に影響を与えるかも知れない。
【０６６１】
図 33は、図 31におけるレーン 25～ 30のより弱い露光を示す。図 33のより弱い露光を行って
、付加されたヌクレオチドおよび伸長産物における中断位置を可視化した。各対における
第３のレーンの伸長させた基質のパーセントは、図 31の底部で示したように PhosphorImag
erで定量した。
【０６６２】
これらのヘアピンについての基質効率を、異なる長さの突出を有する二本鎖テロメア様基
質と比較した。４つのＧ残基で終わったモデル基質（図 31のレーン１～ 15参照）は、それ
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を平滑末端とした場合には伸長しなかった（レーン１～３参照）。しかし、わずかな伸長
が２塩基の突出長で観察され；伸長は、突出が少なくとも４塩基長である場合には十分と
なった。テロメラーゼは、４つのＴ残基で終わる二本鎖基質と同様に作用し、６塩基突出
はかなり十分な伸長を要した。図 31においては、テロメラーゼとは無関係のレーン 10～ 15
におけるプライマー下方のかすかなバンドは、プライマー調製におけるより短いオリゴヌ
クレオチドを表す。
【０６６３】
図 33におけるレーン 25～ 30のより弱い露光は伸長産物のラダーを示し、（ Lingnerら , Gen
es Develop., 8:1984 [1994]によって記載されているように )最も暗いバンドはテンプレ
ートの推定 5'境界に対応する。テンプレートにおける他の位置に対応する産物の豊富さは
、中断および /または解離が、精製テロメラーゼでの転位の部位以外の部位で起こること
を示唆した。
【０６６４】
図 31に示すように、二本鎖の平滑末端オリゴヌクレオチドは、テロメラーゼに対する基質
ではなかった。これらの分子がテロメラーゼに結合するか否かを診断するために、競合実
験を行った。本実験では、 2nMの配列 (G4 T4 )2を有する 5'末端標識基質、または６塩基突出
を有するヘアピン基質を 0.125nMテロメラーゼで伸長させた（図 31、レーン 25～ 27）。同
一の未標識オリゴヌクレオチド基質は、伸長につき標識基質と十分に競合したが、二本鎖
平滑末端ヘアピンオリゴヌクレオチドを競合体として使用した場合は、 100倍過剰のヘア
ピンの存在下においてさえ、活性の低下は観察されなかった。
【０６６５】
これらの結果は、二本鎖の平滑末端オリゴヌクレオチドは、本実施例で試験した濃度およ
び条件においてテロメラーゼに結合できないことを示した。むしろ、一本鎖 3'末端が結合
には必要である。この 3'末端はテロメラーゼ RNAテンプレートとの塩基対に対して必要な
ようである。
【０６６６】
Ｋ． 123kDaポリペプチドのクローニング＆配列決定
本実施例では、 Euplotesテロメラーゼの 123kDaポリペプチド（すなわち、 123kDaタンパク
質サブユニット）のクローニングを記載する。本実験では、前記パートＤで得られた精製
ポリペプチドから得られたペプチド配列にマッチするように設計されたオリゴヌクレオチ
ドプライマーを用いて、テロメラーゼ遺伝子の内部フラグメントを PCRにより増幅した。
当該分野で公知の、そして Calvioら ,RNA 1:724-733 [1995]によって記載の nanoESタンデ
ム質量分析方法を用いてポリペプチド配列を決定した。本実施例で使用したオリゴヌクレ
オチドプライマーは以下の配列を有し、縮重位置は括弧に入れて示す。
【０６６７】
5'-TCT(G/A)AA(G/A)TA(G/A)TG(T/G/A)GT(G/A/T/C)A(T/G/A)(G/A)TT(G/A)TTCAT-3'および 5
'-GCGGATCCATGAA(T/C)CC(A/T)GA(G/A)AA(T/C)CC(A/T)AA(T/C)GT-3'。
【０６６８】
50μ lの反応物は 0.2mM dNTP、 0.15μ gE. aediculatus染色体 DNA、 0.5μ l Taq（ Boehringe
r-Mannheim)、 0.8μ gの各プライマー、および 1×反応緩衝液（ Boehringer-Mannheim）を
含有した。反応物でサーモサイクラー（ Perkin-Elmer)中で以下を使用してインキュベー
トした： 95℃における 5分間、続いての 94℃での 1分間、 52℃での 1分間、およぴ 72℃での 2
分間の 30サイクル。反応は 72℃で 10分間のインキュベーションによって完了した。
【０６６９】
ゲノム DNAライブラリーは、平滑末端 DNAを pCR－ Scriptプラスミドベクターの SmaI部位に
クローニングすることによって染色体 E. aediculatusDNAから調製した（図 14）（ Stratag
ene)。このライブラリーは、放射性標識したゲル精製 PCR産物でのコロニーハイブリダイ
ゼーションによってスクリーニングした。陽性クローンのプラスミド DNAを調製し、そし
て自動シーケンサー（ ABI）の使用により、ジデオキシ方法（ Sangerら , Proc. Natl. Aca
d. Sci., 74:5463 [1977])または手動によって配列決定した。このポリヌクレオチドをコ
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ードする遺伝子の DNA配列を図 13に示す。 DNA配列から帰結されるこの配列における停止コ
ドンはヌクレオチド位置 101に位置付けられ、そしてオープンリーディングフレーム末端
は 3193位に位置付けられる。 Euplotesの遺伝コードは、「 UGA」コドンがシステイン残基
をコードする点で、他の生物とは異なる。 DNA配列から帰結されるポリヌクレオチドのア
ミノ酸配列を図 14に示し、異常アミノ酸は翻訳の間に挿入され、翻訳後修飾は起こらない
と推定される。
【０６７０】
Ｌ． 43kDaポリペプチドのクローニング＆配列決定
本実施例では、テロメラーゼの 43kDaポリペプチド（すなわち、 43kDaタンパク質サブユニ
ット）のクローニングを記載する。本実験では、対応するテロメラーゼ遺伝子の内部フラ
グメントを、前記パートＤで得られた精製ポリペプチドから得られたペプチド配列に適合
するように設計されたオリゴヌクレオチドプライマーを用いて、 PCRによって増幅した。
ポリペプチド配列は、当該分野で公知で、 Calvioら ,前出によって記載された nanoESタン
デム質量分析方法を用いて決定した。本実施例で使用したオリゴヌクレオチドプライマー
は、以下の配列を有した。
【０６７１】
5'-NNNGTNAC(C/T/A)GG(C/T/A)AT(C/T/A)AA(C/T)AA-3'、および 5'-(T/G/A)G(T/G/A)GT(C/T
)TC(T/C)TG(G/A)TC(G/A)TT(G/A)TA-3'。この配列において「Ｎ」は４種のヌクレオチド（
すなわち、Ａ、Ｔ、ＧまたはＣ）のいずれかの存在を示す。
【０６７２】
PCRはパートＫに記載したように行った。
【０６７３】
ゲノム DNAライブララリーを調製し、パートＫに記載したようにスクリーニングした。こ
のポリペプチドをコードする遺伝子の DNA配列を図 34に示す。図 35に示すように、３つの
可能なリーディングフレームをこの配列につき示す。明瞭性のため、アミノ酸配列を、す
べての３つのリーディングフレームにおけるヌクレオチド配列の下方に示す。これらのリ
ーディングフレームを「ａ」、「ｂ」および「ｃ」と命名する。可能な開始コドンは、リ
ーディングフレーム「ｃ」中のヌクレオチド 84位でコードされる。コード領域は、リーデ
ィングフレーム「ｂ」中の 1501位で終わり得る。この図中のアステリスクによって示され
る初期停止コドンは、ヌクレオチド位置 337～ 350の間の全ての３つのリーディングフレー
ムにおいて起こる。
【０６７４】
「 La－ドメイン」は太字で示す。さらに下流では、３つのフレームは停止コドンによって
いずれも中断されないので、タンパク質配列は、異なるリーディングフレームによってコ
ードされるようである。さらに、精製タンパク質からのペプチド配列は全ての３つのフレ
ームにおいてコードされる。従って、この遺伝子は介入配列を含有するようであり、ある
いは、 RNAが編集される。他の可能性は、リボソームフレームシフティングまたは配列エ
ラーを含む。しかし、 La－タンパク質配列に対する相同性は非常に興味深いままである。
また、 Euplotesにおいては、「 UGA」コドンはシステイン残基をコードする。
【０６７５】
Ｍ．アミノ酸および核酸比較
本実施例では、種々の報告された配列および 123kDaおよび 43kDaテロメラーゼサブユニッ
トポリペプチドの配列の間の比較を行った。
【０６７６】
ｉ） 123kDaの E. aediculatusテロメラーゼサブユニットとの比較
123kDaの Euplotes. aediculatusポリペプチドのアミノ酸配列を、 Tetrahymena thermophi
la（ GenBank受託番号 #U25641)の 80kDaテロメラーゼタンパク質サブユニットの配列と比較
して、それらの類似性を調べた。このタンパク質をコードする GenBankから得られたヌク
レオチド配列を図 42に示す。 GenBankから得られたこのタンパク質のアミノ酸配列を図 43
に示す。 123kDaの E. aediculatusおよび 89kDaの T. thermophilaの間の配列比較を図 36に
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示す。この図では、 E. aediculatus配列は上の配列であり、他方、 T. thermophila配列は
下の配列である。観察された同一性は約 19％であると決定され、他方、パーセント類似性
は約 45％であった（この値はいずれのランダムタンパク質配列でも観察されるであろうも
のと同様である）。図 36-39において、同一性は垂直棒線によって示され、他方、配列間
の単一のドットは幾分類似のアミノ酸を示し、配列間の二重ドットはより類似のアミノ酸
を示す。
【０６７７】
123kDanoEuplotes aediculatusポリペプチドのアミノ酸配列をまた、 Tetrahymena therm
ｏ phila（ GenBank受託番号 #U25642)の 95kDaテロメラーゼタンパク質サブユニットの配列
と比較して、それらの類似性を調べた。このタンパク質をコードする GenBankから得られ
たヌクレオチド配列を図 44に示す。 GenBankから得られたこのタンパク質のアミノ酸配列
を図 45に示す。この配列比較を図 37に示す。この図では、 E. aediculatus配列は上の配列
であり、他方、 T. thermｏ phila配列は下の配列である。観察された同一性は約 20％であ
ると決定され、他方、パーセント類似性は約 43％（いずれのランダムタンパク質配列でも
観察されるであろうものと同様の値）であった。
【０６７８】
特徴的には、 123kDaの E. aediculatusポリペプチドのアミノ酸配列は、逆転写酵素の５モ
チーフ特徴を含む。この 123kDaポリペプチドをまた、種々の逆転写酵素のポリメラーゼド
メインと比較した。図 40は推定酵母ホモログ（ L8543.12または ESTp）と 123kDaポリペプチ
ドとのアライメントを示す。 GenBankから得られた L8543.12のアミノ酸配列を図 46に示す
。
【０６７９】
この比較において４つのモチーフ（Ａ、Ｂ、ＣおよびＤ）が含まれていた。この図 40にお
いて、高度に保存された残基は、黒色バックグラウンド上の白色文字によって示される。
他の配列において保存されている E. aediculatus配列の残基を太文字で示し；「ｈ」は疎
水性アミノ酸の存在を示す。モチーフのアミノ酸残基の間に位置する数字は配列における
ギャップの長さを示す。例えば、モチーフＡおよびＢの間に示す「 100」はモチーフ間の
配列における 100アミノ酸ギャップを反映する。
【０６８０】
前記したように、 GenBankサーチは、 E. aediculatusの 123kDaのテロメラーゼサブユニッ
トに対していくらかの相同性を示すアミノ酸配列を含有するかまたはコードする酵母タン
パク質（ GenBank受託番号 #u20618）、および遺伝子 L8543.12（ Est2)を同定した。両タン
パク質は、それらの C-末端領域に逆転写酵素モチーフを含有する ;両タンパク質は、逆転
写酵素モチーフの外部の領域における類似性を有する ;このタンパク質は、同様に塩基性
である（ E. aediculatusでは pI=10.1、および酵母については pI=10.0）；および両タンパ
ク質は大きい（ E. aediculatusでは 123kDaおよび酵母では 103kDa）という観察に基づくと
、これらの配列はそれらの各テロメラーゼの触媒コアを含む。 E. aediculatusおよび酵母
としての２つの系統発生的に区別される生物における相同性のこの観察に基づいて、ヒト
テロメラーゼは同一の特徴（すなわち、逆転写酵素モチーフ、塩基性である、および大き
い［ >100kDa］）タンパク質を含有するであろうと考えられた。
【０６８１】
ii） 43kDaの E. aediculatusテロメラーゼサブユニットとの比較
43kDの Euplotes aediculatusポリペプチドの「 La－ドメイン」のアミノ酸配列を Tetrahym
ena thermophila（前記）の 95kDaのテロメラーゼタンパク質サブユニットの配列と比較し
てそれらの類似性を調べた。この配列比較を図 38に示し、他方、 T. thermophila配列は下
の配列である。観察された同一性は約 23％であると判断され、他方、パーセント類似性は
約 46％（任意のランダムタンパク質配列でも観察されるであろうものに類似の値）であっ
た。
【０６８２】
43kDaの Euplotes aediculatusポリペプチドの「 La－ドメイン」のアミノ酸配列を Tetrahy
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mena thermophila（前記）の 80kDaテロメラーゼタンパク質サブユニットの配列と比較し
てそれらの類似性を調べた。この配列比較を図 39に示す。この図においては、 E. aedicul
atus配列は上の配列であり、他方、 T. thermophila)配列は下の配列である。観察された
同一性は約 26％であると判断され、他方、パーセント類似性は約 49％（いずれのランダム
タンパク質配列で観察されるであろうものと類似の値）であった。
【０６８３】
また、 43kDaの E. aediculatusポリペプチドのドメインのアミノ酸配列を、種々の他の生
物からの Laタンパク質と比較した。これらの比較を図 41に示す。この図においては、高度
に保存された残基は黒色バックグラウンド上の白色文字によって示される。他の配列にお
いて保存されている E. aediculatus配列の残基は太字で示す。
【０６８４】
Ｎ．別のもう 1つの生物におけるテロメラーゼタンパク質サブユニットの同定　本実施例
では、前記これまでの実施例で同定された配列を用いて、 Oxytricha　 tallaｘ (E. aedicu
latusとは非常に区別される関係の繊毛虫 )のテロメラーゼタンパク質サブユニットを同定
した。プライマーは、逆転写酵素ドメインモチーフを含む E. aediculatusの 123kDaのポリ
ペプチドの保存された領域に基づいて選択した。適切なプライマーを合成し、そして Oxyt
richaからの全 DNAを用いる PCR反応で使用した。 Oxytrichaの DNAは、当該分野で公知の方
法に従って調製した。次いで、 PCR産物をクローン化し、そして当該分野で公知の方法を
用いて配列決定した。
【０６８５】
プライマーとして使用したオリゴヌクレオチド配列は以下の通りであった：
5'-(T/C)A(A/G)AC(T/A/C)AA(G/A)GG(T/A/C)AT(T/C)CC(C/T/A)(C/T)A(G/A)GG-3'および 5'-
(G/A/T)GT(G/A/T)ATNA(G/A)NA(G/A)（ G/A） )TA(G/A)TC(G/A)TC-3')。
縮重している位置は括弧に入れて示し、オルタナティブ塩基は括弧内に示す。「Ｎ」は 4
つのヌクレオチドのいずれかを表す。
【０６８６】
PCR反応において、 50μ l反応物は 0.2mM dTNP、 0.3μ g Oxytricha trifallax染色体 DNA、 1
μ l Taqポリメラーゼ（ Boehringer-Mannheim)、２マイクロモルの各プライマー、 1×反応
緩衝液（ Boehringer-Mannheim）を含有した。以下の条件： 95℃における 5分、次の 94℃に
おける 1分、 53℃における 1分、および 72℃における 1分からなる 30サイクル、続いての 72
℃における 10分間のインキュベーションで、反応物をサーモサイクラー（ Perkin-Elmer)
中でインキュベートした。 PCR産物をゲル精製し、ジデオキシ法（例えば、 Sangerら , Pro
c, Natl. Acad. Sci. 74, 5463-5467(1977))によって配列決定した。
【０６８７】
PCR産物の推定されるアミノ酸配列を決定し、そして E. aediculatusの配列と比較した。
図 47は、これらの配列のアライメントアラインメントを示し、 O. trifallax配列は頂部上
列に、 E. aediculatus配列は下部列に示す。この図から分かるように、本実施例で同定さ
れた O. trifallaxポリペプチド配列と E. aediculatusポリペプチド配列との間には非常に
大きな同性がある。従って、本発明で同定された配列は、他の真核生物における相同性テ
ロメラーゼタンパク質サブユニットの同定で有用である。事実、本発明の開発は、本明細
書中に記載のように多数の多様な種において相同性テロメラーゼ配列を同定した。
【０６８８】
Ｏ．テトラヒメナ・テロメラーゼ配列の同定
本実施例では、 Euplotes配列、および EST2pとの相同性を共有する Thtrahymenaクローンを
生成させた。
【０６８９】
この実験は、保存されたモチーフに向けられた縮重オリゴヌクレオチドプライマーを用い
る PCRを利用して、 Thtrahymena、 Euplotes、および EST2p配列の間の相同性の領域を同定
した。本実施例で用いた PCR方法は、複合体混合物からの稀な DNA配列を特異的に増幅する
ように設計された新規の方法である。この方法は、 PCRクローニング方法で通常に遭遇す
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る両端部における同一の PCRプライマーを用いる DNA産物（すなわち、単一プライマー産物
）の増幅の問題を回避する。これらの単一プライマー産物は望まないバックグラウンドを
生じ、そしてしばしば、所望の２つのプライマー産物の増幅および検出を曖昧にし得る。
本実施例で使用した方法は２つのプライマー産物につき優先的に選択する。特に、１つの
プライマーをビオチン化し、他方はそうしない。数ラウンドの PCR増幅の後、ストレプト
アビジン磁性ビーズを用いて産物を精製し、そして熱変性を用いて２つのプライマー産物
を特異的に溶出する。この方法は、本実施例に記載の実験以外のセッティングにも使用さ
れる。事実、この方法は、 5'および 3'； RACEのようなクローニング方法、および PCRにお
いて縮重プライマーを使用する任意の方法における予備的工程を含有する、稀な DNA配列
を特異的に増幅することが望まれる適用において使用される。
【０６９０】
第１の PCR実行は、当該分野で公知の方法、および FFYXTE領域に対応する「 K231」と命名
された配列 5'ビオチン -GCCTATTT(TC)TT(TC)TA(TC)(GATC)(GATC)(GATC)AC(GATC)GA-3'を有
する 24量体正方向プライマー、および DDFL(FIL)I領域に対応する「 K220」と命名した配列
5'-CCAGATAT(GATC)A(TGA)(GATC)A(AG)(AG)AA(AG)TC(AG)TC-3'を有する 23量体逆方向プラ
イマーを用いて単離した Tetrahymenaテンプレート巨大分子 DNAを用いて行った。この PCR
反応は、 2.5μ l DNA(50ng)、 4μ lの各プライマー（ 20μ M）、 3μ l 10xPCR緩衝液、 3μ l 1
0xdTNP、 2μ l Mg、 0.3μ l Taqおよび 11.2μ l dH2 Oを含有した。混合物を 45秒間の 94℃、 4
5秒間の 37℃、および 1分間の 72℃の８サイクルで行った。
【０６９１】
この PCR反応物を 200μ lストレプトアビジン磁性ビーズに結合させ、 200μ l TEで洗浄し、
20μ l dH2 Oに再懸濁し、次いで、 100℃で 2分間沸騰させることによって熱変性させた。ビ
ーズを引き寄せ、溶出物を取り出した。次いで、α -3 2 P dATPの 0.3μ lを含め、 PCRを 33サ
イクル行った以外は、前記条件を用いて 2.5μ lのこの溶出物を引き続いて再増幅した。こ
の反応を５％変性ポリアクリルアミドゲルで泳動させ、適切な領域をゲルから切り出した
。次いで、これらの産物を、 42℃アニーリング温度を用いた以外は前記した条件下でさら
に 34サイクル再増幅した。
【０６９２】
第２の PCR実行は、当該分野で公知の方法、ならびに領域 R(LI)(LI)PKKに対応する「 K228
」と命名した配列 5'-ACAATG(CA)G(GATC)(TCA)T(GATC)(TCA)T(GATC)CC(GATC)AA(AG)AA-3'
を有する 23量体正方向プライマー、およびＣＹＤＳＩＰＲ領域に対応する「 K224」と命名
した配列 5'-ACGAAT'C(GT)(GATC)GG(TAG)AT(GATC)(GC)(TA)(AG)TC(AG)TA(AG)CA-3'を有す
る逆方向プライマーを用いて単離した Tetrahymena巨大分子 DNAテンプレートを用いて行っ
た。この PCR反応は 2.5μ l DNA(50ng)、４μ lの各プライマー（ 20μ M）、３μ l 10xPCR緩
衝液、３μ l 10xdNTP、２μ l Mg、 0.3μ l α -3 2 P dATP、 0.3μ l Taq、および 10.9μ l dH2
Oを含有した。この反応を５％変性ポリアクリルアミドゲルで泳動させ、適当な領域をゲ
ルから切り出した。これらの産物を、 42℃アニーリング温度を用いた以外は前記した条件
下でさらに 34サイクル再増幅した。
【０６９３】
泳動１からの 10μ lの反応作製物を 200μ lTE中のストレプトアビジン被覆磁性ビーズに結
合させた。ビーズを 200μ l TEで洗浄し、次いで、 20μ l dH2 Oに再懸濁し、熱変性し、溶
出物を取り出した。次いで、泳動２からの反応作製物をビーズに添加し、 30μ l 0.5× SSC
で希釈した。混合物を 94℃～ 50℃で加熱した。溶出物を取り出し、ビーズを 55℃で 0.5xSS
C中で 3回洗浄した。次いで、ビーズを 20μ l dH2 Oに再懸濁し、加熱変性し、溶出物を取り
出し、「ラウンド１溶出物」と命名し、保存した。
【０６９４】
Tetrahymenaのバンドを単離するために、ラウンド１溶出物を、正方向プライマー K228お
よび DIKSCYD領域に対応する配列 5'-CAATTCTC(AG)TA(AG)CA(GATC)(CG)(TA)(CT)TT(AGT)AT(
GA)TC-3'を有する逆方向プライマー K227で再増幅した。 PCR反応を前記したように行った
。反応作製物を５％ポリアクリルアミドゲルで泳動させ；約 295ヌクレオチドに対応する
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バンドをゲルから取り出し、配列決定した。
【０６９５】
168-3と命名したクローンを配列決定した。（プライマー配列を含めた） DNA配列は以下の
ように見い出された：
【０６９６】
【化３】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０６９７】
この遺伝子のさらなる配列は、配列 5'-GAGTGACATAATATACGTGA-3'を有する 168-3(「 K297」
)からの配列；および K231(FFYXTE)プライマーに適合するように設計した１つの独特なプ
ライマーを用いる PCRによって得られた。 168-3と共に、この反応で得られたフラグメント
の配列は以下の通りである（プライマー配列無し）：
【０６９８】
【化４】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０６９９】
この DNAフラグメントに対応するアミノ酸配列は以下のように見い出された：
【０７００】
【化５】
　
　
　
　
　
　
【０７０１】
次いで、アミノ酸配列を他のテロメラーゼ遺伝子（ EST2p、および Euplotes）とアライン
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メントさせた。このアラインメントを図 53に示す。コンセンサス配列もこの図に示す。
【０７０２】
Ｐ． Schizosaccharomyces pombeテロメラーゼ配列の同定
本実施例において、 S. pombeの tez1配列は、 E.aediculatus p123、および S. cerevisiae 
Est2pのホモログとして同定された。
【０７０３】
図 55はこれらの実験の総じての要約を提供する。この図において、頂部（パネルＡ）は 2
つの重複するゲノムクローンの関係および配列決定した 5825bpの部分を示す。「 tez1+」
と命名した領域は、同様に示すフランキング配列をともなう、タンパク質コード領域であ
り、 5825bp領域の下の四角は、下記のように tez1破壊構築物を作製するのに使用した約 2k
bの HindIIIフラグメントである。
【０７０４】
図 55の底部半分（パネルＢ）は DNAのこの同一領域の「クローズアップ」模式図である。
「オリジナル PCR」と命名した配列は、記載するように、 Euplotes配列モチーフ 4（Ｂ’）
およびモチーフ 5（Ｃ）に基づいて設計した縮重オリゴヌクレオチドプライマー対で生じ
させたオリジナルの縮重 PCRフラグメントである。
【０７０５】
ｉ）縮重プライマーでの PCR
縮重プライマーを用いる PCRを用いて、 S. pombeにおける E. aediculatus p123のホモログ
を見出した。図 56は、この反応で使用した縮重プライマー（「ポリ 4」および「ポリ 1」と
命名した）の配列を示す。 PCR反応 (run)は、 94℃における 5分間のランプ時間、続いての 3
0秒間の 94℃、 45秒間の 50℃、および 30秒間の 72℃の 30サイクル、ならびに 72℃の 7分間で
、先の実施例（例えば、前記パートＫを参照のこと）に記載したのと同一の緩衝液を用い
て行い、続いて 4℃で貯蔵した。 PCR反応を、変化する条件（すなわち、種々の S. pombe D
NAの濃度および MgCl2濃度）を用いて行った。 PCR産物をアガロースゲルで泳動し、そして
前記したようにエチジウムブロミドで染色した。いくつかの PCR反応の結果、 3つのバンド
の生成を生じた（「Ｔ」、「Ｍ」および「Ｂ」と命名した）。前記したのと同一の条件を
用い、これらのバンドを再増幅し、そしてゲルで泳動した。図 57に示すように、 4つのバ
ンドがこの再増幅の後に観察された（「Ｔ」、「Ｍ 1」、「Ｍ 2」および「Ｂ」）。次いで
、これらの 4つのバンドを、前記したのと同一条件を用いて再増幅した。図 57におけるレ
ーンの頂部から第 3のバンドは、テロメラーゼタンパク質についての正しい配列を含有す
るものとして同定された。 M2と命名した PCR産物は、図 58に示すように、他のテロメラー
ゼタンパク質との合理的なマッチを示すことが見い出された。示したアラインメントに加
えて、この図も tez1の実際の配列を示す。この図において、アステリスクはすべての 4つ
の配列で共有された残基を示す（ Oxytricha 「 Ot」 ; E. aediculatus「 Ea p123」； S. c
erevisiae「 Sc p103；および M2）、他方、丸（すなわち、ドット）は類似のアミノ酸残
基を示す。
【０７０６】
ii） 3'RT PCR
さらなる配列情報を得るために、 3'および 5'RT PCRを、図 58に同定されるテロメラーゼ候
補に対して行った。図 59は使用した 3'RT PCR戦略の模式図を提供する。まず、オリゴヌク
レオチドプライマー「 QT」 (5'-CCA GTG AGC AGA GTG ACG AGG ACT CGA GCT CAA GCT TTT 
TTT TTT TTT TT-3')を用いて mRNAから cDNAを調製し、次いでこの cDNAを「 QO」 (5'-CCA GT
G AGC AGA GTG ACG-3')、およびオリジナルの縮重 PCR反応に基づいて設計されたプライマ
ー（すなわち、配列 5'-G TGT CAT TTC TAT ATG GAA GAT TTG ATT GAT G-3'を有する「 M2-
T」）にての PCR用のテンプレートとして用いた。「 Ql」 (5'-GAG GAC TCG AGC TCA AGC-3'
)、およびオリジナル縮重 PCR反応に由来する配列を用いて設計した別の PCRプライマーま
たは「 M2-T2」 (5'-AC CTA TCG TTT ACG AAA AAG AAA GGA TCA GTG-3')にての第 2の PCR反
応（すなわち、ネステッド (nested)PCR）。この PCRで使用した緩衝液は前記したのと同一
であり、５分間の 94℃のランプアップで開始し、続いての 30秒間の 94℃、 30秒間の 55℃、
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および 3分間の 72℃の 30サイクル、続いての 72℃の 7分間にて増幅を行った。反応産物は使
用するまで 4℃で保存した。
【０７０７】
iii）ゲノムライブラリーおよび cDNAライブラリーのスクリーニング
このさらなる配列情報を得た後、いくつかのゲノムライブラリーおよび cDNAライブラリー
をスクリーニングして、このテロメラーゼ候補遺伝子を含有するすべてのライブラリーを
同定した。使用したアプローチ、ならびにライブラリーおよび結果を、図 60に示す。この
図において、パネルＡはこの実験で試験したライブラリーを列挙し；パネルＢは使用した
領域を示し；パネルＣおよびＤはこれらのライブラリーで得られたドットブロットハイブ
リダイゼーションの結果を示す。次いで、コロニーハイブリダイゼーションによって陽性
ライブラリーをスクリーニングして、 tez1遺伝子のゲノムおよび cDNAバージョンを得た。
本実験において、 HindIIIゲノムライブラリーからの約 3× 104コロニーをスクリーニング
し、そして 6つの陽性クローンを同定した（約 0.01％）。次いで、 DNAを 2つの独立したク
ローン（Ａ 5およびＢ 2）から調製した。図 61は、 HindIII消化したＡ 5およびＢ 2陽性ゲノ
ムクローンで得られた結果を示す。
【０７０８】
さらに、 cDNA REPライブラリーを使用した。約 3× 105コロニーをスクリーニングし、そし
て 5つの陽性クローンを同定した（ 0.002％）。３つの独立したクローン（ 2-3、 4-1、およ
び 5-20）から DNAを調製した。後の実験において、クローン 2-3および 5-20は同一のインサ
ートを含有すると判断された。
【０７０９】
iv） 5'RT PCR
この時点までに生成された遺伝子の cDNAバージョンは完全ではなかったので、 5'RT-PCRを
行って全長クローンを得た。戦略を模式的に図 62で示す。この実験において、以前に同定
した tez1の既知領域から設計した DNAオリゴヌクレオチドプライマー「 M2-B」 (5'-CAC TGA
 TCC TTT CTT TTT CGT AAA CGA TAG GT-3')および「 M2-B2」 (5'-C ATC AAT CAA ATC TTC 
CAT ATA GAA ATG ACA-3')を用いて cDNAを調製した。次いで、リン酸化 5'末端（「Ｐ」）
を有するオリゴヌクレオチドリンカー PCR Adapt SfiI(P-GGG CCG TGT TGG CCT AGT TCT C
TG CTC-3')を、この cDNAの 3'末端にて連結し、そしてこの構築物をネステッド PCR用のテ
ンプレートとして使用した。 PCRの最初のラウンドにおいて、 PCR Adapt SFIおよび M2-Bを
プライマーとして使用し；他方、 PCR Adapt SfiII(5'-GAG GAG GAG AAG AGC AGA GAA CTA
 GGC CAA CAC GCC CC-3')、および M2-B2を第 2ラウンドにおけるプライマーとして使用し
た。ネステッド PCRを使用して反応の特異性を増大させた。
【０７１０】
ｖ）配列アラインメント
一旦 tez1の配列を同定したら、それを以前に記載された配列と比較した。図 63は S. pombe
（「 S.p. Tezlp」）、 S. cerevisiae（「 S.c. Est2p」）および E. aediculatus p123(「 E
.a. p123」 )のテロメラーゼ触媒サブユニットからの RTドメインのアラインメントを示す
。この図において、「ｈ」は疎水性残基を示し、他方、「ｐ」は小極性残基を示し、そし
て「ｃ」は荷電残基を示す。アラインメントの上に示したアミノ酸残基は、 Y. Xiongおよ
び T.H. Eickbush の既知コンセンサス RTモチーフを示す (Y. Xiongおよび T. H. Eickbush,
 EMBO J., 9: 3353-3362 [1990])。アステリスクは全ての 3つのタンパク質で保存された
残基を示す。「モチーフＯ」が、本明細書および図 63において、このテロメラーゼサブユ
ニットに対して特異的であり、そして一般に逆転写酵素では見出されないモチーフとして
同定される。従って、それは、テロメラーゼ触媒サブユニットとしての他のアミノ酸配列
を同定するにおいて価値がある。
【０７１１】
図 64は、 Euplotes（「 Ea p123」、 S. cerevisiae（「 Sc Est2p」）、および S. pombe（「
Sp Tezlp」）からの全体の配列のアラインメントを示す。パネルＡにおいて、陰影を施し
た領域は 2つの配列の間で共有される残基を示す。パネルＢにおいて、陰影を施した領域
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は全ての 3つの配列の間で共有された残基を示す。
【０７１２】
vi） tezlの遺伝子破壊
本実施例では、 tezlの破壊の効果を調べた。テロメラーゼはテロメア維持に関与するので
、もし tezlが実際にテロメラーゼ成分であれば、 tezlの破壊は徐々にテロメアの短縮化を
引き起こすであろうと仮定した。
【０７１３】
これらの実験において、相同組換えを用いて、 S. pombeにおける tezl遺伝子を特異的に破
壊した。このアプローチを図 65に模式的に示す。図 65に示すように、野生型 tezlを、 ura4
または LEU2マーカーを含有するフラグメントで置き換えた。
【０７１４】
tezl遺伝子の破壊を PCRによって確認し（図 66）、そしてサザンブロットを行って、テロ
メア長につきチェックした。図 67はこの実験についてのサザンブロットの結果を示す。 Ap
aI制限酵素部位が S. pombeにおけるテロメア配列に直ぐに隣接して存在するので、 S. pom
beゲノム DNA調製物の ApaI消化はテロメア長の分析を可能とする。従って、 S. pombeから
の DNAを ApaIで消化し、そして消化産物をアガロースゲルで泳動し、そしてテロメア配列
特異的プローブでプローブして、破壊した S. pombe細胞のテロメアが短縮化されたか否か
を判断した。結果を図 67に示す。これらの結果から、 tezl遺伝子の破壊がテロメアの短縮
化を引き起こしたことが明らかである。
【０７１５】
Ｑ．ヒトテロメラーゼタンパク質および cDNAのクローニングおよび特徴付け　本実施例で
は、ヒトテロメラーゼについての核酸およびアミノ酸配列情報を決定した。 Euplotes 123
kDaペプチドおよび核酸配列、ならびに Schizosaccharomycesタンパク質および対応する cD
NA(tezl)配列を用いて行った BLASTサーチにおいて、部分相同配列をまず同定した。ヒト
配列（「 hTCP1.1」ともいう）を部分 cDNAクローン（クローン 712562）から同定した。こ
のクローンからの配列を先の実施例に記載したように決定した配列とアラインメントした
。
【０７１６】
図１は、 Euplotes（「 p123」）、 Schizosaccharomyces(「 tezl」 )、 Est2p（すなわち、 Es
t2核酸配列によってコードされ、本明細書において「 L8543.12」ともいう S. cerevisiae
タンパク質）、およびこの比較サーチで同定されたヒトホモログの配列アラインメントを
示す。図 51は tezlのアミノ酸配列を示し、他方、図 52は tezlの DNA配列を示す。図 52にお
いて、イントロンおよび他の非コード領域を小文字で示し、他方、エキソン（すなわち、
コード領域）を大文字で示す。
【０７１７】
図に示すように、これらのタンパク質の間で高度に保存された領域がある。例えば、図 1
に示すように、「モチーフ 0」、「モチーフ 1」、「モチーフ 2」および「モチーフ 3」にお
ける同一性の領域がある。同一のアミノ酸はアステリスク (* )で示し、他方、類似のアミ
ノ酸残基は丸（●）で示す。このことは、酵母から繊毛虫からヒトまでの範囲にわたり、
広範な真核生物の間で保存された領域がテロメラーゼモチーフ内にあることを示す。さら
なる生物は同様に配列のこのような保存された領域を含むと考えられる。図 49はヒトテロ
メラーゼモチーフの部分的アミノ酸配列を示し、他方、図 50は対応する DNA配列を示す。
【０７１８】
当該分野で公知の、 Sangerのジデオキシ配列決定およびその他の方法を用いて、クローン
712562の完全な配列情報を得た。配列決定で使用したプライマーのいくつかを表 7に示す
。これらのプライマーを、プラスミド骨格配列またはクローン中のヒト cDNAインサートの
配列のいずれかに相補的な配列に基づいて、クローンにハイブリダイズするように設計し
た。
【０７１９】
【表２１】
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【０７２０】
これらの実験より、クローン 712562の EcoRI-NotIインサートは、ヒトテロメラーゼタンパ
ク質についての部分的オープンリーディングフレームのみを含有するが、そのタンパク質
の活性フラグメントをコードし得ると判断された。このクローンにおけるオープンリーデ
ィングフレームは約 63kDのタンパク質をコードする。同定された最長オープンリーディン
グフレームの配列を図 68に示す。 ORFは図に示した「 met」にての ATGコドンで始まる。配
列の 3'末端におけるポリＡテールも示す。図 69はヒト配列（ヒトテロメラーゼコアタンパ
ク質 1、「 Hs TCP1」）、 E. aediculatus p123(「 Ep p123」 )、 S. pombe tezl(「 Sp Tezl
」 )、 S. cerevisiae EST2(Sc Est2)、およびコンセンサス配列からのテロメラーゼ逆転写
酵素タンパク質の仮の予備的アラインメントを示す。この図では、種々のモチーフが示さ
れる。
【０７２１】
全長クローンを得るために、 cDNAライブラリーのプロービングおよび 5'-RACEを用いて、
以前にクローン化されなかった領域の部分をコードするクローンを得た。これらの実験に
おいて、 RACE（ cDNA末端の迅速増幅；例えば、 M. A. Frohman, 「 RACE: cDNA末端の迅速
増幅」， Innisら (編 ), PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications [1990], 
28-38頁 ;および Frohmanら , Proc. Natl. Acad. Sci., 85:8998-9002 [1988])を用いて、
配列分析用の材料を生成させた。 4つのこのようなクローンを生成させ、そしてこれを用
いてさらなる 5'配列情報を提供した（ pFWRP5、 6、 19および 20）。
【０７２２】
さらに、ヒト cDNAライブラリー（λへ挿入された）をクローンの EcoRI-NotIフラグメント
でプローブした。「λ 25-1.1」と命名した 1つのλクローン（ ATCC受託番号 #209024）は相
補的配列を有するものとして同定された。図 75は、このλクローンの制限地図を示す。こ
のクローンからのヒト cDNAインサートを、市販のファージミド pBluescriptIISK+（ Strata
gene)の EcoRI部位へ EcoRI制限フラグメントとしてサブクローン化して、プラスミド「 pGR
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N121」を作製し、これを ATCCに寄託した（ ATCC受託番号 #209016）。予備的結果は、プラ
スミド pGRN121はヒトテロメラーゼタンパク質をコードする全体のオープンリーディング
フレーム（ ORF）を含有することを示した。
【０７２３】
当該分野で公知の技術を用い、プラスミド pGRN121の cDNAインサートを配列決定した。図 7
0は、この予備的作業に基づいて同定されたプラスミド pGRN121の制限部位および機能地図
を提供する。この予備的配列分析の結果を図 71に示す。この分析から、および図 70に示す
ように、コード領域についての推定開始部位は、 EcoRI部位（ 707位に位置する）から約 50
ヌクレオチドにて同定され、そしてヌクレオチド #3571における推定終止部位に加えて、
テロメラーゼ－特異的モチーフ「 FFYVTE」、「 PKP」、「 AYD」、「 QG」および「 DD」の位
置が同定された（図 72を参照のこと、これは、 DNAおよび配列中のオープンリーディング
フレーム（「ａ」、「ｂ」および「ｃ」）に対応するアミノ酸配列を示す）。しかし、初
期の配列決定作業の予備的性質のため、種々のモチーフについてのリーディングフレーム
はアラインメントにおいては見出されなかった。
【０７２４】
pGRN121に対して行ったさらなる分析は、このプラスミドが、クローン 712562に存在しな
いコード配列の 5'末端からの有意な部分を含有したことを示した。さらに、 pGRN121は、
約 182ヌクレオチドのインサートを含む変異体コード配列を含有することが判明した。こ
のインサートはこのクローンには存在しないことが判明した。 E. aediculatus配列に関し
ては、このような変異体は、テロメラーゼアッセイのような機能的アッセイにおいて試験
して、試料中の機能的テロメラーゼの存在を検出し得る。
【０７２５】
さらなる配列分析は、 pGRN121の cDNA配列を解明して、図 74に示すように約 127,000ダルト
ンの分子量、および 1132アミノ酸の部分をコードする連続したオープンリーディングフレ
ームを提供した。この分析に基づく pGRN121の洗練された地図を図 73に提供する。 hTRT cD
NAのさらなる配列分析の結果を図 16に示す（配列番号 1）。
【０７２６】
実施例２
hTRTの豊富さと細胞不死性との相関
hTRT mRNAの相対的豊富さを、 6つのテロメラーゼ陰性の有寿命細胞株および 6つのテロメ
ラーゼ陽性不死細胞株において評価した（図 5）。 hTRT mRNAの定常状態レベルは、以前に
活性テロメラーゼを有することが示されている不死細胞株において有意に増加した。より
低レベルの hTRT mRNAが、いくつかのテロメラーゼ陰性細胞株において検出された。
【０７２７】
hTRT、 hTR、 TP1（ Tetrahymena p80に関連するテロメラーゼ会合タンパク質［ Harrington
ら , 1997, Science 275:973:Nakayamaら , 1997, Cell 88:875])および（ RNAテンプレート
の同等量について標準化するための） GAPDHについての RT-PCRを以下の細胞に由来する RNA
に対して行った：（ 1）ヒト胎児肺線維芽細胞 GFL、（ 2）ヒト胎児皮膚線維芽細胞 GFS、（
3）成人前立腺線維芽細胞 31YO、（ 4）ヒト胎児膝滑膜線維芽細胞 HFS、（ 5）新生児包皮線
維芽細胞 BJ、（ 6）ヒト胎児肺線維芽細胞 IMR90、および不死化細胞株；（ 7）メラノーマ L
OX IMVI、（ 8）白血病 U251、（ 9） NCI H23肺ガン、（ 10）結腸腺ガン SW620、（ 11）乳腫
瘍 MCF7、（ 12） 293アデノウイルスＥ 1形質転換ヒト胚腎臓細胞株。
【０７２８】
合計 31サイクルの間（ 94℃ 45秒間、 60℃ 45秒間、 72℃ 90秒間）、オリゴヌクレオチドプラ
イマー LT5および LT6（表２～６）を用い、 hTRT核酸を cDNAから増幅した。合計 16サイクル
（ 94℃ 45秒間、 55℃ 45秒間、 72℃ 90秒間）の間、プライマー KI36(5'-CTCAGACACCATGGGGAA
GGTGA)および K137(5'-ATGATCTTGAGGCTGTTGTCATA)を用い、 GAPDHを増幅した。合計 22サイ
クルの間（ 94℃ 45秒間、 55℃ 45秒間、 72℃ 90秒間）、プライマー F3b(5'-TCTAACCCTAACTGA
GAAGGGCGTAG)および R3c(5'-GTTTGCTCTAGAATGAACGGTGGAAG)を用い、 hTRを増幅した。 28サ
イクル（ hTRTと同じサイクル）の間、プライマー TP1.1および TP1.2を用い、 TP1 mRNAを増

10

20

30

40

50

(146) JP 3869092 B2 2007.1.17



幅した。反応産物を 8％ポリアクリルアミドゲルで分離し、 SYBR Green（ Molecular Probe
s)で染色し、そして Strom860 (Molecular Dynamics)でスキャニングすることによって可
視化した。図５に示す結果は、 hTRT mRNAレベルは試験した細胞におけるテロメラーゼ活
性と直接的に相関することを示す。
【０７２９】
実施例３
hTRTイントロン配列の特徴付け
まず、本実施例に記載したように、ヒトゲノム DNAの PCR増幅によって推定イントロンを同
定し、引き続いて、ゲノムクローンλＧφ 5を配列決定することによって確認した（実施
例４を参照のこと）。逆方向プライマー TCP1.46、 TCP1.48、 TCP1.50、 TCP1.52、 TCP1.54
、 TCP1.56、および TCP1.58（表２～６を参照のこと）と個々に対とした正方向プライマー
TCP1.57を用い、 PCR増幅を行った。 TCP1.57/TCP1.46、 TCP1.48、 TCP1.50、 TCP1.52、 TCP1
.54または TCP1.56増幅のゲノム DNAからの産物は、 pGRN121増幅の産物よりも約 100塩基対
大きかった。 TCP1.57/TCP1.58増幅は、ゲノム DNAまたは pGRN121 DNAのいずれについても
同一であった。このことは、ゲノム DNAが TCP1.58および TCP1.50についての部位の間に挿
入を含有したことを示した。 TCP1.57/TCP1.50および TCP1.57/TCP1.52の PCR産物を、プラ
イマー TCP1.39、 TCP1.57、および TCP1.49を用い、サブクローニングすることなく、直接
配列決定した。
【０７３０】
以下で示すように、 104塩基のイントロン配列（配列番号７）が、図 16の塩基 274および 27
5に対応する部位において、 hTRT mRNAに挿入される（太字で示す）。
【０７３１】
【化６】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０７３２】
「 /」は、スプライス部位を示す；配列はヒトイントロンに典型的なコンセンサス 5'およ
び 3'スプライス部位配列に対して良好なマッチを示す。
【０７３３】
このイントロンは、トポイソメラーゼ II切断部位および NFκ B結合部位に特徴的なモチー
フを含有する（図 21を参照のこと）。部分的には、トポイソメラーゼ IIの発現はほとんど
の腫瘍においてアップレギュレートされるので、これらのモチーフは興味深い。それは、
DNAを切断し、巻き戻し、従って、特定の遺伝子の発現を増大させることによって、 DNAを
弛緩させるように機能する。トポイソメラーゼ IIのインヒビターは抗腫瘍剤として作用す
ることが示されている。 NFκ Bの場合には、この転写因子は、発生の間のテロメラーゼの
初期抑制におけるような、末端分化の間にテロメラーゼの調節において役割を果たし得、
従って、細胞においてテロメラーゼ活性を調節する処置的介入のための別の標的である。
【０７３４】
実施例４
λファージＧφ５のクローニングおよび hTRTゲノム配列の特徴付け
Ａ．λＧφ 5
PCRおよびハイブリダイゼーションによってヒトゲノム DNAライブラリーをスクリーニング
して、 hTRT RNAコード配列を含有するゲノムクローンを同定した。ライブラリーは WI38肺
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線維芽細胞からの DNAを用いて作製したヒト線維芽細胞ゲノムライブラリーであった（ Str
atagene, カタログ番号 946204)。このライブラリーにおいて、部分的 Sau3AIフラグメント
を Lambda FIX(登録商標 )RIIベクター（ Stratagene）の XhoI部位に、 9～ 22kbのインサート
サイズを有して連結した。
【０７３５】
ゲノムライブラリーを各 150,000ファージのプールに分割し、そして各プールをネステッ
ド PCR（外側プライマー対 TCP1.52および TCP1.57；内側対 TCP1.49および TCP1.50、表 1を参
照のこと）によってスクリーニングした。これらのプライマー対は、 hTRTのゲノム DNAに
おける推定イントロン（実施例 3、上記を参照のこと）にわたり、そして PCR産物が hTRT c
DNAクローンによる混入からではなくゲノム供給源由来であることを確認した。陽性プー
ルをさらに、 2000ファージのプールが得られるまで細分化した。このプールを低密度でプ
レーティングし、そして図 16の塩基対 1552～ 2108（それぞれ、制限部位 SphIおよび EcoRV
）を含む DNAフラグメントとのハイブリダイゼーションを介してスクリーニングした。
【０７３６】
２つの陽性クローンを単離し、前記したようにネステッド PCRを介して再度スクリーニン
グし；両クローンは PCRにより陽性であった。クローンの 1つ (λ GΦ 5)を NotIで消化し、約
20kbのインサートサイズが明らかとなった。引き続いてのマッピング（下記を参照のこと
）は、インサートサイズが 15kbであること、およびファージ GΦ 5が cDNA配列の開始部位の
上流約 13kbの DNAを含有することを示した。
【０７３７】
ファージ GΦ 5を、制限酵素消化および DNA配列決定によってマップした。得られたマップ
を図 7に示す。ファージ DNAを NcoIで消化し、そしてフラグメントを pBBS167にクローン化
した。得られたサブクローンを PCRによってスクリーニングして、 hTRT cDNAの 5'領域に対
応する配列を含有するものを同定した。（ hTRT遺伝子配列および 4～ 5kbのλベクター配列
を有する） 9kb NcoIフラグメントを含むサブクローン (pGRN140)を部分的に配列決定して
、インサートの方向を決定した。 SalIを用いて pGRN140を消化して、λベクター配列を除
去して、 pGRN144を得た。次いで、 pGRN144を配列決定した。配列決定の結果を図 21に提供
する。 hTRTmRNAの 5'末端は図 21の塩基 2441に対応する。図 7に示すように、 2つの Alu配列
エレメントが hTRT cDNAの 5'末端の 1700塩基対上流に位置し、そして hTRTのプロモーター
領域に対してそれらしい上流限界を提供する。この配列はまた、実施例 3（上記）に記載
したイントロンの 3'側に、図 21における塩基 4173に位置するイントロンを明らかとした。
【０７３８】
Ｂ．さらなるゲノムクローン
前記したゲノムクローンに加えて、２つの P1バクテリオファージクローンおよび 1つのヒ
ト BACクローンが本発明の例示的実施態様として提供される。 P1インサートは、通常、 75
～ 100kbであって、 BACインサートは、通常、 100 Kbを超える。
【０７３９】
P1クローン（ DMPC-HFF#1-477(F6)-GS#15371および DMPC-HEF#1-1103(H6)-GS#15372)を、 hT
RTの 3'末端を増幅するプライマー TCP1.12および UTR2を用い、ヒト包皮線維芽細胞（ Sheph
erdら , 1994, PNAS USA 91:2629)に由来するヒト P1ライブラリーの PCRスクリーニングに
よって得た。これらのクローンの両方は、 hTRTの 5'末端を増幅するプライマーで、陰性（
増幅されない）であった。
【０７４０】
ヒト BACクローン（ 326E20）は、 RTモチーフ領域を含む pGRN121（図 16；塩基 1552～ 2695）
の 1143 bp Sph1/Xmn1フラグメントを用い、 BACヒトゲノムライブラリーのハイブリダイゼ
ーションスクリーニングで得た。このクローンは遺伝子の 5'末端を含むと考えられている
。本実施例における hTRTゲノムクローンは全体の hTRT遺伝子を含むと考えられる。
【０７４１】
実施例５
hTRT遺伝子の染色体位置
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hTRT遺伝子は、全ヒトゲノム（ Stanford Human Genome Centerで作製された )の 83RHクロ
ーンの中解像度 (medium resolution)Stanford Ｇ 3パネルを用い、照射 (radiation)ハイブ
リッドマッピング（ Boehnkeら , 1991, Am J Hum Genet 49:1174; Walterら , 1994, Natur
e Genet 7:22)によって、染色体 5ｐに位置付けられた。ヒトリンパ芽球様細胞株（ドナー
： rM）を 10,000ラドのＸ線に暴露し、次いで、非照射ハムスターレシピエント細胞（ A3）
と融合させた。 83の独立した体細胞ハイブリッドクローンを単離し、そしてそれぞれは照
射ドナー細胞とレシピエントハムスター細胞との間の融合事象を表す。 G3 DNAのパネルを
、目的の領域においてマーカーを順序付けるため、ならびにこれらのマーカー間の距離を
確立するために使用した。
【０７４２】
RHマッピングで使用したプラスマーは、 Boehringer Mannheim Taq緩衝液および Perkin-El
mer Taqを用いる 94℃ 45秒間、 55℃ 45秒間、 72℃ 45秒間の 45サイクルの増幅条件での TCP1.
12および UTR2であった。 83プールを独立して増幅し、そして 14(17％ )が（ 346bpバンドの
出現によって） hTRTについて陽性であると評価した。増幅結果を Stanford RHサーバーに
提出し、次いで、これはマップ位置 5pおよび最も密接なマーカー STS D5S678を提供した。
【０７４３】
Genethonゲノムマッピングウェブサイトを問うことによって、マツプ位置は、 STSマーカ
ー D5S678:CEPH YAC 780 C 3サイズ： 390,660kbを含有する YACを同定した。この YACはまた
、染色体 17マーカー含有した。この結果は、 hTRT遺伝子は染色体 5上のテロメア末端近く
にあることを示した。多数の腫瘍において 5pのコピー数が増大した。猫鳴き症候群もまた
、この領域における欠失に対してマップされている。
【０７４４】
実施例６
hTRTタンパク質およびポリヌクレオチドの発現用ベクターの設計および構築
細菌における hTRTの発現
本実施例の以下の部分は、大量の全長の生物学的活性 hTRTを生成させるための hTRT発現細
菌および真核生物細胞の発現ベクターの設計を詳細に記載する。この方法での生物学的に
活性な hTRTタンパク質の生成は、いくつかの例として、テロメラーゼ再構築アッセイ、テ
ロメラーゼ活性モジュレーターのアッセイ、 hTRTの新しく単離された種の活性の分析、 hT
RTと特異的に会合する化合物の同定および単離、部位特異的に変異した hTRT変異型タンパ
ク質の活性の分析に、および免疫原として有用である。
【０７４５】
pThioHis A/h TRT細菌発現ベクター
大量の全長 hTRTを生成させるために、細菌発現ベクター pThioHis A（ Invitrogen, San Di
ego、 CA)を発現系として選択した。 hTRT－コーディングインサートは、プラスミド pGRN12
1における hTRTインサートのヌクレオチド 707～ 4776を含む。このヌクレオチド配列は、 hT
RTタンパク質の完全なコード配列を含む。
【０７４６】
本発明のこの発現ベクターは、細菌における誘導性発現のために設計される。このベクタ
ーを誘導して、 E. coliにおいて、切断可能な HISタグしたチオレドキシン部分および全長
hTRTタンパク質よりなる高レベルの融合タンパク質を発現させ得る。この発現系の使用は
、製造業者の説明書に実質的に従った。本発明の得られたベクターによってコードされる
融合タンパク質のアミノ酸配列を以下に示す ;(-*-)はエンテロキナーゼ切断部位を示す。
【０７４７】
【化７】
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【０７４８】
pGRN121の hTRTヌクレオチド 3272～ 4177を有する pGEX-2TK
本発明のこの構築物を用いて、例えば、 hTRTタンパク質に対するポリクローナル抗体およ
びモノクローナル抗体を産生させる目的で、融合タンパク質を生成させる。 hTRTのフラグ
メントはまた、例えば、ドミナントネガティブ変異体としてテロメラーゼ活性を調節する
か、あるいはテロメラーゼ成分と他のタンパク質または核酸との会合を防げるような、他
の目的のために使用され得る。
【０７４９】
大量の hTRTタンパク質フラグメントを生成させるために、 E. coli発現ベクター pGEX-2TK
（ Pharmacia Biotech, Piscataway N.J)を選択し、そして製造業者の説明書に本質的に従
って用いて、本発明の発現ベクターを作製した。得られた構築物はプラスミド pGRN121に
おける hTRTインサートのヌクレオチド 3272から 4177に由来するインサートを含有する。こ
のベクターは、下記に示すように、グルタチオン -S-トランスフェラーゼ配列（下方に下
線）、トロンビン切断配列（二重下線）、心筋タンパク質キナーゼの認識配列（イタリッ
ク体）、括弧中のクローニングによって導入された残基（ [GSVTK]）および hTRTタンパク
質フラグメント（太字）よりなる高レベルの融合タンパク質の E. coliにおける発現を指
向する。
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【０７５０】
【化８】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０７５１】
この融合タンパク質を発現させると、それは不溶性凝集物を形成した。それを、封入体か
らのタンパク質の精製と題した節において前記したように一般的に処理した。具体的には
、誘導された細胞を PBS（ 20mMリン酸ナトリウム、 pH7.4、 150mM　 NaCl）に懸濁し、そし
て超音波処理によって破壊した。 NP－ 40を 0.1％まで添加し、そして混合物を穏やかに混
合しつつ 4℃で 30分間インキュベートした。 4℃で 30分間 25,000ｇで遠心分離することによ
って、不溶性物質を収集した。不溶性物質を PBS中の 4Ｍ尿素中で 1回洗浄し、遠心分離に
よって収集し、次いで PBS中で再度洗浄した。収集したペレットは、 75％を超える融合タ
ンパク質を含有すると評価された。この物質をスピードバキューム (speed vacuum)中で乾
燥し、次いで、抗体の生成のためのマウスおよびウサギへの注射用のアジュバントに懸濁
した。グルタチオン -S-トランスフェラーゼ部分からの組換えタンパク質の分離は、製造
業者のに従ってトロンビンを用いる部位特異的タンパク分解によって達成される。
【０７５２】
HIS-8タグを含む pGRN121の hTRTヌクレオチド 2426～ 3274を有する pGEX-2TK
大量の hTRTのフラグメントを生成させるために、別の E. coli発現ベクター pGEX－ 2TK構築
物を調製した。この構築物はプラスミド pGRN121における hTRTインサートのヌクレオチド 2
426～ 3274に由来するインサートおよび 8つの連続的ヒスチジン残基（ HIS-8タグ）をコー
ドする配列を含有する。 HIS-8 TAGを挿入するために、 pGRN121の hTRTヌクレオチド 2426～
3274を有する pGEX-2TKベクターを BamHIで線状化した。これは GST－トロンビン－心筋タン
パク質キナーゼと hTRTコード配列との間の接合においてプラスミドを開環させた。 BamHI
適合末端を有する二本鎖オリゴヌクレオチドを線状化プラスミドに連結させて、 hTRT配列
の上流の 8個のヒスチジン残基のインフレーム導入がなされた。
【０７５３】
このベクターは、 E. coliにおけるグルタチオン -S-トランスフェラーゼ配列（下線）；ト
ロンビン切断配列（二重下線）；心筋タンパク質キナーゼの認識配列（イタリック体）；
括弧内にあるクローニングによって導入された３残基の組および５残基の組（［ GSV］お
よび［ GSVTK］）； 8つの連続ヒスチジン（また二重下線）；および hTRTタンパク質フラグ
メント（太字）：よりなる融合タンパク質の高レベルの発現を指向する。
【０７５４】
【化９】
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【０７５５】
本発明の pGEX-2TKベクターのそれぞれを用いて、 hTRTタンパク質に対してポリクローナル
抗体およびモノクローナル抗体を生成させる目的のために融合タンパク質を生成させ得る
。加えて、この融合タンパク質を用いて、融合タンパク質内に含まれる hTRTペプチドに対
して生成される抗体をアフィニティー精製し得る。グルタチオンＳ -トランスフェラーゼ
部分に由来する組換えタンパク質の分離は、製造業者の指示に従ってトロンビンを用いる
部位特異的タンパク分解によって達成することができる。
【０７５６】
pGRN121の hTRTヌクレオチド 2426～ 3274を有し、 HIS-8タグを含まない pGEX-2TK大量の hTRT
のフラグメントを生成させるために、別の E. coli発現ベクター pGEX-2TK構築物を調製し
た。
【０７５７】
この構築物は、プラスミド pGRN121における hTRTインサートのヌクレオチド 2426～ 3274に
由来するインサートを含むが、前記構築物の HIS-8タグを含まない。このベクターは、グ
ルタチオン -S-トランスフェラーゼ（下線）、トロンビン切断配列（二重下線）、心筋タ
ンパク質キナーゼの認識配列（イタリック体）、括弧内のクローニングによって導入され
た残基（ [GSVTK]）、および hTRTタンパク質フラグメント（太字）よりなる融合タンパク
質の高レベルの E. coliにおける発現を指向する。
【０７５８】
【化１０】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０７５９】
pGRN121の hTRTヌクレオチド 1625～ 2458を有する pGEX-2TK
大量の hTRTタンパク質のフラグメントを生成させるために、別の E. coli発現ベクター pGE
X-2TK構築物を調製した。
【０７６０】
この構築物はプラスミド pGRN121における hTRTインサートのヌクレオチド 1625～ 2458に由
来するインサートを含有する。このベクターは、グルタチオン -S-トランスフェラーゼ（
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下線）、トロンビン切断配列（二重下線）、心筋タンパク質キナーゼの認識配列（イタリ
ック体）、括弧内のクローニングによって導入された残基（ [GSVTK]）、および hTRTタン
パク質フラグメント（太字）よりなる融合タンパク質の高レベルの E. coliにおける発現
を指示する。
【０７６１】
【化１１】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０７６２】
pGRN121の hTRTヌクレオチド 782～ 1636を有する pGEX-2TK
大量の hTRTタンパク質のフラグメントを生成させるために、別の E. coli発現ベクター pGE
X-2TK構築物を調製した。
【０７６３】
この構築物はプラスミド pGRN121における hTRTインサートのヌクレオチド 782～ 1636に由来
するインサートを含有する。このベクターは、グルタチオン -S-トランスフェラーゼ（下
線）、トロンビン切断配列（二重下線）、心筋タンパク質キナーゼについての認識配列（
イタリック体）、括弧内のクローニングによって導入された残基（ [GSVTK]）、および hTR
Tタンパク質フラグメント（太字）よりなる融合タンパク質の高レベルの E. coliにおける
発現を指向する。
【０７６４】
【化１２】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０７６５】
5'－非コード配列を欠く hTRT cDNAを有する pT7FLhTRT
前記のように、 1つの実施態様において、本発明は、いずれの 5'非翻訳 hTRT配列も有さな
い細菌、哺乳動物、酵母および昆虫の発現ベクターへのクローニングを容易にするための
部位特異的な様式で改変された hTRTを提供する。いくつかの状況において、非タンパク質
をコードする配列の量を最小にすることは、改善されたタンパク質産生（収率）および増
大した mRNA安定性を可能とする。本発明のこの実施態様において、 hTRT遺伝子の 5'非コー
ド領域を、細菌発現ベクターへのクローニングに先立って除去した。
【０７６６】
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これは、 hTRTコード配列の開始コドン（ ATG）に対してすぐ上流（ 5'側）にさらなる制限
エンドヌクレアーゼ部位を操作することによって行った（図 16）。タンパク質のコード領
域に対してすぐ 5'側の制限部位の生成は、免疫検出および精製のための、標識およびペプ
チドタグを含む融合タンパク質のような融合タンパク質をコードする広範囲のベクターの
効率的な産生を可能とする。
【０７６７】
詳細には、オリゴヌクレオチド 5'－ CCGGCCACCCCCCATATGCCGCGCGCTCCC－ 3'を前述したよう
に用いて、 hTRTcDNAの hTRTcDNAヌクレオチドの 779～ 781を GCGから CATへと改変した（図 16
）。これらの 3つのヌクレオチドは、タンパク質配列を改変しないような、 ATG開始コドン
前の最後のヌクレオチドである。配列の変化により、 hTRT cDNAにおいて唯一の NdeI制限
部位が作製された。一本鎖 hTRT DNAを部位特異的変異誘発のための DNA供給源として使用
した。得られたプラスミドを配列決定して、変異誘発の成功を確認した。
【０７６８】
この改変は、 pT7FLhTRTと命名した本発明の以下のプラスミドの構築を可能にする。部位
特異的に改変した hTRT配列（ NdeI制限部位の付加）を NdeIおよび NcoIで消化して、 hTRTを
コードする核酸フラグメントを生成した。次いで、このフラグメントを、 NdeIおよび SmaI
（また、平滑末端カッター）で予め制限消化した pSL3418プラスミドにクローン化した。 p
SL3418は、 FLAG配列（ Immunex Corp., Seattle,WA)およびエンテロキナーゼ配列が上記の
NdeI部位からすぐ上流に挿入された、改変された pAED4プラスミドである。 pT7FLhTRTと命
名されたこのプラスミドは、 T7　 RNAポリメラーゼを発現する E. coli株における（その 5'
末端に Flag－タグを有する）全長 hTRTの発現を可能とする。
【０７６９】
3'非コード配列を欠く hTRT cDNAを有するプラスミド
前述したように、本発明は、いくつかのまたは全ての非コード配列が欠失された TRTをコ
ードする核酸を含有する発現ベクターを提供する。いくつかの状況において、非タンパク
質をコードする配列の量を最小化することは、改善されたタンパク質産生（収率）を可能
にし、そして mRNA安定性を増大させる。本発明のこの実態様において、 hTRTの 3'非翻訳領
域を、細菌発現プラスミドへのクローニング前に欠失させる。
【０７７０】
前述したように、最初に全長 hTRT cDNAを含有するプラスミド pGRN121を、全ての ApaI部位
を欠失させる。これに続いて、 3’ UTRを含有する MscI-HincII hTRT制限消化酵素フラグメ
ントを欠失する。次いで、 hTRTの停止コドンを含有する NcoI-XbaI制限消化フラグメント
を、 pGRN121の NcoI-XbaI部位に挿入して、 3’ UTRを欠く以外は pGRN121と同等の pGRN124と
命名したプラスミドを作製した。
【０７７１】
抗生物質選択マーカーを用いる細菌発現ベクター
本発明はまた、形質転換細胞に選択可能表現型を付与する選択マーカー、ならびに宿主ゲ
ノムへの組み込みが必要とされないようなエピソームの維持および複製のためのコード配
列を含有し得る細菌発現ベクターを提供する。例えば、このマーカーは抗生物質耐性、特
にクロラムフェニコール（ Harrod (1977) Nucleic Acids res. 25:1720-1726を参照のこ
と )、カナマイシン、Ｇ 418、ブレオマイシン、およびハイグロマイシンに対する耐性をコ
ードし得、所望の DNA配列で形質転換したこれらの細胞の選択を可能にする。例えば、 Blo
ndelet-Rouault (1977) Gene 190:315-317;および Mahan (1995) Proc Natl Acad Sci USA
 92:669-673を参照のこと。
【０７７２】
本発明の 1つの実施態様において、 pBBS235と命名した、クロラムフェニコール抗生物質耐
性遺伝子が挿入された改変された BlueScriptプラスミドベクター (Stratagene, San Diego
、 CA)に全長 hTRTをクローン化した。 TRT ORFがベクターの Lacプロモーターの反対方向と
なるように、 hTRT ORFを含有する pGRN124（前記）からの NotIフラグメントを、 pBBS235の
NotI部位に挿入した。これは、本発明の TRT核酸のようなプラスミドインサートの変異誘
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発に適したプラスミドを作製する。 pGRN125と命名したこのプラスミド構築物は、テロメ
ラーゼ酵素および TRTタンパク質コード配列のの変異誘発を含み、 T7プロモーターを用い
る hTRTのインビトロ転写（および T3プロモーターを用いるアンチセンス hTRTのインビトロ
転写）のための本発明の方法で使用し得る。
【０７７３】
本発明の別の実施態様において、 hTRT ORFを含有する pGRN124からの NcoI制限消化フラグ
メントを、 TRT ORFがベクターの Lacプロモーターと同一方向であるように pBBS235（前記
）の NcoI部位にサブクローン化した。これは、 E. coliにおける全長 hTRTの発現で使用し
得る pGRN126と命名したプラスミドを作製する。発現された産物は、ベクター pBBS235によ
ってコードされる 29個のアミノ酸、続く hTRTの 5’ UTRによってコードされる 18個のアミノ
酸、続く全長 hTRTタンパク質を含有する。
【０７７４】
本発明のさらなる実施態様において、 pGRN125のインビトロ変異誘発を行い、 hTRT開始 ATG
コドンを kozakコンセンサスに変換し、発現ベクターへのクローン化を容易にするための E
coRIおよび BglII制限消化部位を作製させる。オリゴヌクレオチド 5'－ TGCGCACGTGGGAAGCC
CTGGCagatctgAattCcaCcATGCCGCGCGCTCCCCGCTG－ 3'（以下の場合における改変されたヌク
レオチド）を変異誘発手順で使用した。得られた発現ベクターを pGRN127と命名した。
【０７７５】
本発明の別の実施態様において、 TRT「 DDモチーフ」の第 2の Aspをアラニンに変換して、
非機能的テロメラーゼ酵素に作製し、従って、優性 /陰性変異体として使用するための変
異体 TRTタンパク質を作製する。 hTRTコード配列をオリゴヌクレオチド 5'－ CGGGACGGGCTGC
TCCTGCGTTTGGTGGAcGcgTTCTTGTTGGTGACACCTCACCTCACC－ 3'を用いてインビトロ変異誘発し
て、残基 869のアスパラギンコドン（ Asp869）をアラニン（ Ala）コドンに変換した。これ
はまた、 MluI制限酵素部位を作製した。得られた発現プラスミドを pGRN130と命名し、こ
れはまた、 pGRN127について記載した kozakコンセンサス配列含有する。
【０７７６】
本発明はまた、 hTRTのアンチセンスフラグメントを発現させるように設計したベクターを
提供する。 pGRN126プラスミドを、 MscIおよび SmaI制限酵素で完全に切断し、そして再度
連結して hTRT ORFの 95％以上を欠失させた。このプロセスの間に、 1つの SmaI-MscIフラグ
メントを再度挿入して CAT活性を再生した。この未精製プラスミドを、次いで、 SalIおよ
び EcoRIで再度消化し、そして hTRT ORFの開始コドンを含有するフラグメントを pBBS212の
SalI-EcoRI部位に挿入して、 5’ UTRおよび（哺乳動物細胞における） hTRT ORFの 73塩基対
残基にわたるアンチセンス配列を発現するアンチセンス発現プラスミドを作製した。この
プラスミドを pGRN135と命名した。
【０７７７】
酵母における hTRTテロメラーゼの発現
本発明はまた、大量の全長の生物学的に活性な hTRTを産生するための、 hTRT発現酵母発現
ベクターを提供する。
【０７７８】
Pichia pastoris発現ベクター pPICZ Bおよび全長 hTRT
大量の全長の生物学的活性 hTRTを産生させるために、 Picha pastoris発現ベクター pPICZ 
B（ Invitrogen, San Diego、 CA)を選択した。 hTRTコード配列インサートはプラスミド pGR
N121における hTRTインサートのヌクレオチド 659～ 4801に由来するものであった。このヌ
クレオチド配列は hTRTをコードする全長配列を含む。この発現ベクターは、高レベルの全
長の未修飾 hTRTタンパク質の P.pastorisにおける誘導性発現のために設計される。発現は
酵母プロモーターによって駆動されるが、発現された配列は hTRT開始および終結コドンを
利用する。外因性コドンをクローニングによって導入した。得られた pPICZ B/hTRTベクタ
ーを用いて酵母を形質転換した。
【０７７９】
Pichia pastoris発現ベクター hTRT-His6/pPICZ B
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pPICZ Bに由来する本発明の第 2の Picha pastoris発現ベクターはまた、プラスミド pGRN12
1における hTRTインサートのヌクレオチド 659～ 4801に由来する hTRTをコードする全長配列
を含む。この hTRT-His6/pPICZ B発現ベクターは、そのＣ -末端で Mycエピトープおよび His
6レポータータグ配列を融合した全長 hTRTタンパク質をコードする。 hTRT停止コドンは除
去され、そして Mycエピトープおよび His6レポータータグならびに停止コドンをコードす
るベクター配列によって置換されている。このベクターは、 hTRT配列（下線）、括弧中の
ベクター配列（［Ｌ］および［ NSAVD］）、 Mycエピトープ（二重下線）、および His6 タ
グ（イタリック体）よりなる、以下の融合タンパク質の酵母における高レベルの誘導性発
現を指示するように設計される：
【０７８０】
【化１３】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０７８１】
昆虫細胞における hTRTの発現
本発明はまた、大量の全長の生物学的に活性な hTRTを産生する hTRTテロメラーゼ発現昆虫
細胞発現ベクターを提供する。
【０７８２】
バキュロウィルス発現ベクター pVL1393および全長 hTRT
目的のテロメラーゼコード配列をバキュロウィルス発現ベクター pVL1393（ Invitrogen, S
an Diego,CA)にクローン化した。この構築物を、 Autograph california核多角体ウイルス
（ Baculogold-AcMNPV)からの線状化した DNAとともに、 Spodoptera fungupeida（ sf－ 9）
細胞に引き続いて同時トランスフェクトした。得られた組換えバキュロウイルスを引き続
いてプラーク精製し、そして標準的なプロトコルに従って増殖させた。
【０７８３】
この発現ベクターは、高レベルの全長 hTRTタンパク質の昆虫細胞における発現を提供する
。発現はバキュロウィルスポリヘドリン遺伝子プロモーターによって駆動される。外因性
コドンはクローニングによって導入されなかった。
【０７８４】
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バキュロウィルス発現ベクター pBlueBacHis2 Bおよび全長 hTRT
大量の全長の生物学的活性な hTRTを産生するために、バキュロウィルス発現ベクター pBlu
eBacHis2 B（ Invitrogen, San Diego,CA)を制御エレメントの供給源として選択した。 hTR
T-コードインサートはプラスミド pGRN121における hTRTインサートのヌクレオチド 707～ 47
76からなるものであった。
【０７８５】
His6および抗 Xpressタグ（ Invitrogen）を有する全長 hTRTをまた構築した。このベクター
はまた、プラスミド pGRN121由来の hTRTインサートのヌクレオチド 707～ 4776からなるイン
サートを含む。このベクターは、高レベルの、切断可能 6－ヒスチジンおよび抗 Xpressタ
グに融合した全長 hTRTタンパク質の昆虫細胞における高レベルの発現を指示し、そして融
合タンパク質のアミノ酸配列を以下に示す；（－＊－）はエンテロキナーゼ切断部位を示
す：
【０７８６】
【化１４】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０７８７】
バキュロウィルス発現ベクター pBlueBac4.5および全長 hTRTタンパク質
大量の全長の生物学的に活性な hTRTを産生するために、第 2のバキュロウイルス発現ベク
ター、 pBlueBac4.5 (Invitrogen, San Diego,CA)を構築した。 hTRTをコードするインサー
トはまた、プラスミド pGRN121由来の hTRTのヌクレオチド 707～ 4776よりなるものであった
。
【０７８８】
バキュロウィルス発現ベクター pMelBacBおよび全長 hTRTタンパク質
大量の全長の生物学的に活性な hTRTを産生するために、第 3のバキュロウィルス発現ベク
ター、 pMelBacB （ Invitrogen,San Diego, CA)を構築した。 hTRTをコードするインサート
はまた、プラスミド pGRN121由来の hTRTインサートのヌクレオチド 707～ 4776よりなる。
【０７８９】
pMelBacBは、メリチンシグナル配列を用いて、分泌経路を介する細胞外培地への昆虫細胞
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における全長 hTRTの発現を指示する。高レベルの全長 hTRTがこのようにして分泌される。
メリチンシグナル配列は排出される場合は切断されるが、細胞内に維持されるタンパク質
プールの一部である。この理由から、以下の配列において括弧内に示される。このベクタ
ーによってコードされる融合タンパク質の配列を下記に示す：
【０７９０】
【化１５】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０７９１】
哺乳動物細胞における hTRTの発現
本発明はまた、上で議論したように、本発明の多くの実施態様において有用である種々の
哺乳動物細胞株において全長の生物学的に活性なタンパク質として大量に hTRTを産生する
ためのベクターを提供する。
【０７９２】
MPSV-hTRT発現プラスミド
本発明はまた、コード配列を現実には修飾する（例えば、コドン使用法を最適化する）こ
となく、テロメラーゼのような組換えタンパク質の最大の可能な発現を与える哺乳動物細
胞での使用のための発現系を提供する。 1つの実施態様において、本発明は、本発明の TRT
を発現し得る MPSV哺乳動物発現プラスミド（ Lin J-H (1994) Gene 47:287-292において pM
PSV-TMとして記載されたプラスミド pBBS212由来）を提供する。 MPSVプラスミドは、安定
なクローンまたは一過性のクローンのいずれかとして発現され得る。
【０７９３】
この発現系において、 hTRTコード配列自体は変化しないが、外因性転写制御エレメントが
ベクターに組み込まれる。サイトメガロウイルス（ CMV）エンハンサーによって増強され
る骨髄増殖性肉腫ウイルス (MPSV)LTR(MPSV-LTR)プロモーターを転写開始のために組み込
む。このプロモーターは一貫して細胞株におけるより高い発現レベルを示す（ Lin J-H (1
994), 前出を参照のこと )。 Kozakコンセンサス配列を翻訳開始のために組み込み得る（ Ko
zak (1996) Mamm. Genome 7:563-574を参照のこと )。全ての外因性 5'および 3'非翻訳 hTRT
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配列を除去して、これらの配列が上記のように発現を妨げないことを確認し得る。全ての
外因性配列を有する、完全な hTRTコード配列を含有する MPSVプラスミドを pGRN133と命名
する。コントロールである hTRT「アンチセンス」プラスミドをまた構築した。このベクタ
ーは、 TRTインサートが hTRTのアンチセンス配列である以外は pGRN133と同一である（この
コントロールがベクターとして使用され得るアンチセンスを pGRN134と命名する）。全て
の他の外因性配列が除去され、そして Kozakコンセンサス配列を有する完全な hTRTコード
配列を含有する MPSVプラスミドを pGRN145と命名する。
【０７９４】
２つの選択マーカー、 PAC（プロマイシン -N-アセチル－トランスフェラーゼ＝プロマイシ
ン耐性）および HygB（ハイグロマイシンＢ＝ハイグロマイシン耐性）はトランスフェクシ
ョン後のプラスミドの選択のために存在する（上記の選択マーカーに言及する議論を参照
のこと）。ベクターポリリンカーの両側のマーカーを使用する二重選択は hTRTコード配列
の安定性を増大させるはずである。 DHFR（ジヒドロ葉酸レダクターゼ）コード配列を含ま
せて、安定なクローンが作製された後に発現カセットの増幅を可能とする。また、遺伝子
増幅の他の手段を使用して、組換えタンパク質収率を増大させ得る。
【０７９５】
本発明はまた、 hTRT融合タンパク質を含有する MPSV哺乳動物発現プラスミドを提供する。
１つの実施態様において、 hTRT配列を、その 5'非翻訳領域を保持したまま、 IBI FLAG（ In
ternational Biotechnologies Inc. (IBI), Kodak, New Haven, CT)のようなエピトープ
フラッグに連結させ、そして MPSV発現プラスミドに挿入する（ pGRN147と命名する）。こ
の特定の構築物は、 Kozak翻訳開始部位を含む。発現された融合タンパク質は、 M-1抗 FLAG
オクタペプチドモノクローナル抗体（ IBI, Kodak,前出）を用いて精製され得る。
【０７９６】
別の実施態様において、 hTRTは部位特異的に改変される。１つのアミノ酸残基コドンを変
異誘発し、 869位のアスパラギン酸をアラニンに変化させる。その 5'非翻訳領域を保持し
、そして Kozak配列を組み込むこの Asp869→ Ala hTRT変異体を MPSV発現プラスミドに挿入
し、そして pGRN146と命名した。 Asp869→ Ala hTRT変異体を、さらに、上記のように FLAG
配列を含有するように操作し、そしてこのインサートを MPSV発現プラスミドにクローン化
した。この発現プラスミドを pGRN154と命名する。特に、 pGRN154については、 hTRTの「先
端」（ 5'セグメント）を含有する Kozak配列を含む pGRN146由来の Eam1105I制限消化フラグ
メントを pGRN147（上記を参照のこと）の Eam1105I部位にクローン化して、 Kozak配列、上
記のＤ 869－ >Ａ変異、および IBIフラッグを有する hTRTを発現し得る MPSV発現プラスミド
を作製する。
【０７９７】
本発明の別の実施態様は pGRN146由来の発現プラスミドである。 pGRN152と命名された哺乳
動物発現プラスミドを、（ hTRT ORFを含有する）プラスミド pGRN146から EcoRIフラグメン
トを切り出すことによって生成し、そして pBBS212の EcoRI部位にクローン化して、 hTRTの
5’ UTRを除去した。この hTRTは、その発現が MPSVプロモーターによって制御されるような
方向である。これにより、 Kozakコンセンサス配列およびＤ 869－ >Ａ変異を有する hTRTを
発現する哺乳動物発現プラスミドを作成し、そして MPSVプロモーターを使用する。
【０７９８】
本発明は、 hTRTを、 hTRTコード配列が MPSVプロモーターによって駆動されるような方向と
した哺乳動物発現ベクターを提供する。例えば、 hTRTオープンリーディングフレーム（ OR
F）を含有する pGRN137由来の EcoRI制限消化フラグメントを pBBS212（下記参照のこと）の
EcoRI部位にクローン化し、このようにして、 hTRTの 5'非翻訳領域（ 5'-UTR）を除去した
。 pGRN137を、 pGRN136の Sal 1-SSE 8387I部位への hTRTの Kozak変異を有する後記の pGRN13
0から SalI-Sse8387Iフラグメントを切り出し、 MPSVプロモーターから離れて Kozakコンセ
ンサス配列を含有する hTRTを発現する哺乳動物発現プラスミドを作製することによって構
築した。プラスミド pGRN136を、 hTRT ORFを含有する pGRN126から HindIII SalIフラグメン
トを切り出し、そしてそれをプラスミド pBBS242の HindIII SalI部位にクローニングし、 M
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PSVプロモーターから離れて hTRTを発現する哺乳動物発現プラスミドを作製することによ
って構築した。これにより、 MPSVプロモーターを用いて、 Kozakコンセンサス配列を有す
る hTRTを発現する pGRN145と命名された哺乳動物発現プラスミドが作製される。下記の pGR
N152 MPSVプロモーター駆動性哺乳動物発現ベクターも参照のこと。
【０７９９】
エピソームベクター pEBVHisを用いる 293細胞で発現される hTRT
エピソームベクター pEBVHis（ Invitrogen, San Diego, CA)を、Ｎ末端発現エピトープタ
グ、 Xpressエピトープ（ Invitrogen, San Diego, CA)に融合した hTRTを含む hTRT融合タン
パク質を発現するように操作した（ pGRN122と命名した）。 hTRT ORFを含有する pGRN121由
来の NotI hTRTフラグメントを、 hTRT ORFがベクターのラウス肉腫ウイルス（ RSV）プロモ
ーターと同一方向になるように、 pEBVHisAの NotI部位にクローン化した。この方向におい
て、 His6フラッグは hTRTのＮ末端に比較的近かった。
【０８００】
ベクターをまた、 hTRTのアンチセンス配列およびエピトープタグをインサートとして含む
ように構築した（コントロールとして使用できるプラスミド pGRN123と命名した）。この
ベクターを 293細胞にトランスフェクトし、そして Xpressエピトープに対して特異的な抗
体を用いて、翻訳された hTRTを同定し、そして単離した。 pEBVHisは、Ｎ末端ペプチドに
融合した目的のタンパク質を発現するハイグロマイシン耐性 EBVエピソームベクターであ
る。このベクターを有する細胞を選択し、そして増殖させ、次いで、核および細胞質抽出
物を調製した。これらおよびコントロール抽出物を抗 Xpress抗体で免疫沈降させ、免疫沈
降したビーズを通常のアッセイによってテロメラーゼ活性について試験する。
【０８０１】
有寿命性正常ディプロイドヒト細胞における組換え hTRTの発現
本発明の１つの実施態様において、組換え hTRTおよび必要なテロメラーゼ酵素複合体成分
を、正常なディプロイド有寿命性細胞で発現させて、それらの増殖能力を増大、あるいは
それらを不死化させ、またはそれらの不死化を促進し得る。これにより、さもなければ正
常な表現型および核型（ karotype）を有するディプロイドの不死化細胞を得ることができ
る。上記の、テロメラーゼのこの用途は膨大な商業的利用性を有する。
【０８０２】
センス hTRT（図 16）およびアンチセンス hTRTを CMVベクターにクローン化した。これらの
ベクターを精製し、そして２つの正常な有寿命性のディプロイドヒト細胞クローンに一過
性にトランスフェクトした。ヒトクローンは若い継代のディプロイドヒト BJおよび IMR90
細胞株であった。
【０８０３】
TRAPezeT Mキット（ Oncor, Inc., Gaithersburg,MD)を利用する TRAPアッセイを用いるテロ
メラーゼ活性の分析は、アンチセンス hTRTではなくセンス hTRTのトランスフェクションが
BJおよび IMR90の両方の細胞株でテロメラーゼ活性を生じたことを示した。
【０８０４】
不死化 IMR90ヒト細胞における組換え hTRTの発現
上記のディプロイドヒト BJおよび IMR90細胞株研究で使用した CMVベクターにクローン化し
た同一 hTRTセンス構築物を用いて、不死化 SW13ALT経路細胞株（ SV40抗原で不死化した IMR
90細胞）を一過性にトランスフェクトした。 TRAPアッセイ（ TRAPeze, Oncor, Inc., Gait
hersburg, MD)は、テロメラーゼ活性がセンス構築物でトランスフェクトした細胞で生じ
たことを示した。
【０８０５】
哺乳動物細胞における hTRTの調節された発現のためのベクター： hTRTの誘導性および抑制
性発現
本発明は、 hTRTのような本発明の TRTの発現を誘導または抑制するように操作され得るベ
クターを提供する。例えば、 hTRTコード配列を、 Invitrogen (San Diego,CA)によるエク
ジソン (Ecdysone)誘導性発現系および Clontech Laboratories, Inc. (Palo Alto, CA)に
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よる Tet-Onおよび Tet-offテトラサイクリン調節系にクローン化し得る。このような誘導
性発現系は、トランスフェクトした TRTの転写のレベルまたは速度を制御することが重要
である本発明の方法で使用するために提供される。例えば、本発明は、 hTRTの発現を介し
て不死化された細胞株を提供し；このような細胞は、 Tet-Off系によって提供されるもの
のような、転写制御を介する、ベクターによる hTRT発現の阻害によって「有寿命性」にし
得る。本発明はまた、 hTRTの構成的発現を回避するために TRTを一時的にのみ発現する方
法を提供し、これは上記のように、トランスフェクトした細胞の所望されない「不死化」
を導き得る。
【０８０６】
エクジソン誘導性哺乳動物発現系は、哺乳動物細胞における目的の遺伝子の調節された発
現を可能にするように設計される。この系は、哺乳動物細胞においてほとんど検出されな
い基底発現および 200倍よりも大きい誘導性を可能とするその厳密に調節されたメカニズ
ムによって区別される。この発現系は Drosophilaのヘテロダイマーエクジソンレセプター
に基づく。エクジソン誘導性発現系は、ヘテロダイマー核レセプターを介して hTRTの発現
を活性化するためにステロイドホルモンエクジソンアナログ、ムリステロンＡを使用する
。発現レベルは、基底レベルよりも 200倍を超え、哺乳動物細胞生理学に対する効果を有
さないと報告されている（「 Ecdysone-Inducible Gene Expression in Mammalian Cells 
and Transgenic Mice」  (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 3346-3351)。一旦、レ
セプターがエクジソンまたはムリステロン（エクジソンのアナログ）に結合すると、レセ
プターはエクジソン応答性プロモーターを活性化して、目的の遺伝子の制御された発現を
ももたらす。エクジソン誘導性哺乳動物発現系において、ヘテロダイマーレセプターの両
方のモノマーは同じベクターである pVgRXRから構成的に発現される。最終的に、目的の遺
伝子の発現を駆動するエクジソン応答性プロモーターは、目的の遺伝子の転写を駆動する
第 2のベクター pIND上に位置する。
【０８０７】
hTRTコード配列を、最小の熱ショックプロモーターおよび複数クローニング部位の上流の
5つの修飾されたエクジソン応答エレメント（ E/GRE）を含有する pINDベクター（ Clontech
 Laboratories, Inc., Palo Alto,CA)にクローン化する。次いで、この構築物を、エクジ
ソンレセプターを安定に発現するように予め操作された細胞株にトランスフェクトする。
トランスフェクション後、細胞をムリステロンＡで処理して、 pIND由来の細胞内発現を誘
導する。
【０８０８】
Tet-onおよび Tet-off発現系（ Clontech， Palo Alto， CA)は、 Tet-Off転写抑制系について
は Gossen (1992)「 Tight control of gene expression in mammalian cells by tetracyc
line responsive promoters」  Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:5547-5551；および Tet-O
n誘導性転写系については Gossen (1995) 「 Transcriptional activation by tetracyclin
e in mammalian cells」  Science 268:1766-1769によって記載された、調節された高レベ
ル遺伝子発現系を利用する。「 Tet-Off」形質転換細胞株においては、テトラサイクリン
（ Tc）またはドキシサイクリン（「 Dox」は Tc誘導体）が培養培地から除去された場合に
遺伝子発現はスイッチが入る。対照的に、 Tcまたは Doxの培地への添加によって Tet-On細
胞株では発現にスイッチが入る。両方の系は、種々の濃度の Tcまたは Doxに応答して厳密
に調節されるべきクローン化遺伝子の発現を可能にする。
【０８０９】
この系は目的の遺伝子の発現のために使用され得る応答プラスミドとして「 pTRE」を使用
する。プラスミド pTREは Tet応答性 PhCMV* -1プロモーターのすぐ下流にマルチクローニン
グ部位（ MCS）を含有する。 MCSの部位の 1つに挿入された目的の遺伝子または cDNAは、そ
れぞれ、 Tet-Offおよび Tet-On系において tTAおよび rtTA調節タンパク質に応答性である。
PhCMV* -1は、７コピーの 42bpの tetオペレーター配列（ tetO）よりなる Tet応答性エレメン
ト（ TRE）を含有する。 TREエレメントは、 pTetプラスミドにおける完全な CMVプロモータ
ーの一部であるエンハンサーを欠く最小 CMVプロモーター（ PminCMV）のすぐ上流にある。
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結果として、 PhCMV* -1は、調節タンパク質の tetO配列への結合の非存在下でサイレントで
ある。このクローン化インサートは開始コドンを有さなければならない。いくつかの場合
には、 Kozakコンセンサスリボソーム結合部位の付加は発現レベルを改善し得る；しかし
、多くの cDNAが Kozak配列の付加なくして Tet系において効果的に発現されてきた。 pTRE-G
ene Xプラスミドを pTK-Hygで同時にトランスフェクトして、安定なトランスフェクタント
の選択を可能にする。
【０８１０】
Tet-Offまたは Tet-On発現系の設定は、一般に、 TREの制御下で適切な調節タンパク質およ
び TRTをコードする遺伝子の全コピーを含有する「二重 -安定」細胞株を生成させるための
２つの連続的な安定なトランスフェクションを必要とする。最初のトランスフェクション
において、適切な調節タンパク質を、適切な調節タンパク質を発現する、 pTet-Offまたは
pTet-Onベクターのような「調節プラスミド」のトランスフェクションによって、選択し
た細胞株に導入する。次いで、 pTRE「応答プラスミド」にクローン化された hTRTを第 2の
トランスフェクションにおいて導入して、二重 -安定 Tet-Offまたは Tet-On細胞株を作製す
る。両方の系は遺伝子発現の非常に厳密な on/off制御、調節された用量 -依存性誘導、お
よび高い絶対レベルの遺伝子発現を与える。
【０８１１】
DHFRおよびアデノウイルス配列を有する組換え hTRTの発現
pGRN155プラスミド構築物を、哺乳動物細胞における hTRT cDNAの一過性発現のために設計
した。 Kozakコンセンサスを hTRT配列の 5'末端に挿入する。 hTRTインサートは 3'または 5’
UTRを有さない。 hTRT cDNAを p91023(Ｂ )（ Wong (1985) Science 228:810-815)の EcoRI部
位に挿入する。 hTRTインサートは DHFR ORFと同一方向である。これにより、一過性発現の
ため特に有用な発現ベクターを作製する。
【０８１２】
プラスミド pGRN155は、アデノウイルスプロモーターのすぐ上流の SV40起点およびエンハ
ンサー、テトラサイクリン耐性遺伝子、 E. coli起点、ならびにアデノウイルス VAIおよび
VAII遺伝子領域を有する。この発現カセットは、以下の順序で以下のものを含む：アデノ
ウイルス主要後期プロモーター；アデノウイルス三部分リーダー；この三部分リーダーの
第１のエクソン由来の 5'スプライス部位およびマウス免疫グロブリン遺伝子由来の 3'スプ
ライス部位からなるハイブリッドイントロン： hTRT cDNA；マウス DHFRコード配列；およ
び SV40ポリアデニル化シグナル。
【０８１３】
アデノウイルス三部分リーダーおよび VA RNAは、ポリシストロン性 mRNAが翻訳される効率
を増大させることが報告されている。 DHFR配列は、ハイブリッド mRNAの安定性を増大する
ことが報告されている。また、 DHFR配列は、ベクター配列の選択および増幅のためのマー
カーを提供し得る。 Logan (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3655); Kaufman (198
5) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:689；および Kaufman (1988) Focus (Life Technolog
ies, Inc.), 第 10巻 , 3号 )を参照のこと。
【０８１４】
本発明の他の発現プラスミドを、例示の目的で記載する。
【０８１５】
pGRN121
hTRTタンパク質をコードする全 cDNAを含有するラムダクローン 25-1.1.6由来の EcoRIフラ
グメントを、 cDNAの 5'末端がベクター中のＴ 7プロモーター近くになるように、 pBluescri
ptIISK+の EcoRI部位に挿入した。このベクターで使用される選択マーカーはアンピシリン
である。
【０８１６】
pGRN122
hTRT ORFを含有する pGRN121由来の NotIフラグメントを、コード配列が RSVプロモーターに
作動可能に連結されるように pEBVHisAの NotI部位に挿入した。このプラスミドは、 hTRTタ
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ンパク質のＮ末端に融合した His6フラッグからなる融合タンパク質を発現する。このベク
ターで使用される選択マーカーはアンピシリンまたはハイグロマイシンである。
【０８１７】
pGRN123
hTRT ORFを含有する pGRN121由来の NotIフラグメントを、コード配列が RSVプロモーターと
反対方向になるように pEBVHisAの NotI部位に挿入した。従ってアンチセンス hTRTを発現す
る。
【０８１８】
pGRN124
プラスミド pGRN121を、全ての ApaI部位を欠失させ、続いて 3’ UTRを含有する MscI-HincII
フラグメントを欠失させた。次いで、 hTRTコード配列の停止コドンを含有する Nco-XbaIフ
ラグメントを pGRN121の Nco-XbaI部位に挿入して、 3’ UTRを欠く以外は pGRN121と同等のプ
ラスミドを作製した。これはいくつかの細胞において増大した発現レベルのために好適で
あり得る。
【０８１９】
pGRN125
hTRTコード配列を含有する pGRN124からの NotIフラグメントを、オープンリーディングフ
レームが Lacプロモーターの反対方向となるように pBBS235の NotI部位に挿入した。このベ
クターで使用する選択マーカーはクロラムフェニコールである。
【０８２０】
pGRN126
hTRTコード配列を含有する pGRN124からの NotIフラグメントを、挿入された hTRTコード配
列が Lacプロモーターと同一方向となるように pBBS235の NotI部位に挿入した。
【０８２１】
pGRN127
オリゴヌクレオチド 5'－ＴＧＣＧＣＡＣＧＴＧＧＧＡＡＧＣＣＣＴＧＧＣａｇａｔｃｔｇ
ＡａｔｔＣＣａＣｃＡＴＧＣＣＧＣＧＣＧＣＴＣＣＣＣＧＣＴＧ－ 3'を pGRN125のインビ
トロ変異誘発で使用して、 hTRTコード配列の開始 ATGコドンを kozakコンセンサス配列に変
換し、クローニングのための EcoRIおよび BglII部位を作製した。また、オリゴヌクレオチ
ド COD2866を用いて、 AmpSを AmpR（アンピシリン耐性）に変換し、オリゴヌクレオチド COD
1941を用いて CatR（クロラムフェニコール耐性）を CatS（クロラムフェニコール感受性）
に変換した。
【０８２２】
pGRN128
オリゴヌクレオチド 5'－ＴＧＣＧＣＡＣＧＴＧＧＧＡＡＧＣＣＣＴＧＧＣａｇａｔｃｔｇ
ＡａｔｔＣＣａＣｃＡＴＧＣＣＧＣＧＣＧＣＴＣＣＣＣＧＣＴＧ－ 3'をインビトロ変異誘
発で用いて、 hTRTの開始 ATGコドンを kozakコンセンサスに変換し、クローニングのための
EcoRIおよび BglII部位を作製した。また、オリゴ 5'－ＣＴＧＣＣＣＴＣＡＧＡＣＴＴＣＡ
ＡＧＡＣＣＡＴＣＣＴＧＧＡＣＴＡＣＡＡＧＧＡＣＧＡＣＧＡＴＧＡＣＡＡＡＴＧＡＡＴ
ＴＣＡＧＡＴＣＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＡＣＣＧＣＧＧＴＧＧＡＧＣＴＣＣＡＧＣ－ 3'を用
いて、Ｃ末端に IBI Flag（ International Biotechnologies Inc. (IBI), Kodak, New Hav
en, CT)を挿入し、クローニングのための EcoRIおよび BglII部位を作製した。また、 COD28
66を用いて、 AmpSを AmpRに変換し、 COD1941を用いて CatRを CatSに変換した。
【０８２３】
pGRN129
オリゴヌクレオチド 5'－ＣＧＧＧＡＣＧＧＧＣＴＧＣＴＣＣＴＧＣＧＴＴＴＧＧＴＧＧＡ
ｃＧｃｇＴＴＣＴＴＧＴＴＧＧＴＧＡＣＡＣＣＴＣＡＣＣＴＣＡＣＣ－ 3'をインビトロ変
異誘発によって用いて、 Asp869を Alaコドンに変換した（すなわち、 DDモチーフの第 2Asp
をアラニンに変換して、優性／陰性 hTRT変異体を作製した）。これはまた、 MluI部位も生
じた。また、オリゴヌクレオチド 5'－ＣＴＧＣＣＣＴＣＡＧＡＣＴＴＣＡＡＧＡＣＣＡＴ
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ＣＣＴＧＧＡＣＴＡＣＡＡＧＧＡＣＧＡＣＧＡＴＧＡＣＡＡＡＴＧＡＡＴＴＣＡＧＡＴＣ
ＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＡＣＣＧＣＧＧＴＧＧＡＧＣＴＣＣＡＧＣ－ 3'）を用いて、Ｃ末端
に IBI Flagを挿入し、クローニングのための EcoRIおよび BglII部位を作製した。また、 CO
D2866を用いて、 AmpSを AmpRに変換し、 COD1941を用いて CatRを CatSに変換した。
【０８２４】
pGRN130
オリゴヌクレオチド 5'－ＣＧＧＧＡＣＧＧＧＣＴＧＣＴＣＣＴＧＣＧＴＴＴＧＧＴＧＧＡ
ｃＧｃｇＴＴＣＴＴＧＴＴＧＧＴＧＡＣＡＣＣＴＣＡＣＣＴＣＡＣＣ－ 3'をインビトロ変
異誘発で用いて Asp869コドンを Alaコドンに変換した（すなわち、 DDモチーフの第 2Aspを
アラニンに変換して優性／陰性変異型タンパク質を作製した）。これはまた、 部位を
生じた。また、オリゴヌクレオチド 5'－ＴＧＣＧＣＡＣＧＴＧＧＧＡＡＧＣＣＣＴＧＧＧ
ａｇａｔｃｔｇＡａｔｔＣＣａＣｃＡＴＧＣＣＧＣＧＣＧＣＴＣＣＣＣＧＣＴＧ－ 3'をイ
ンビトロ変異誘発で用いて、 hTRTコード配列の開始 ATGコドンを kozakコンセンサス配列に
変換し、クローニングのための EcoRIおよび BglII部位を作製した。また、 COD2866を用い
て AmpSを AmpRに変換し、 COD1941を用いて CatRを変換した。
【０８２５】
pGRN131
kozak配列および IBI Flag変異と共に hTRT ORFを含有する pGRN128からの EcoRIフラグメン
トを、 hTRT ORFが MPSVプロモーターから離れて発現されるように、 pBBS212の EcoRI部位に
挿入する。プラスミド pBBS212は MPSVプロモーター、 CMVエンハンサー、および SV40ポリア
デニル化部位を含有する。
【０８２６】
pGRN132
kozak配列および IBI Flag変異と共に hTRT ORFを含有する pGRN128からの EcoRIフラグメン
トを、 hTRT ORFのアンチセンスが MPSVプロモーターから離れて発現されるように pBBS212
の EcoRI部位に挿入する。
【０８２７】
pGRN133
hTRTコード配列を含有する pGRN121からの EcoRIフラグメントを、 hTRTタンパク質が MPSVプ
ロモーターの制御下で発現されるように、 pBBS212の EcoRI部位に挿入した。
【０８２８】
pGRN134
hTRTコード配列を含有する pGRN121からの EcoRIフラグメントを、 hTRTコード配列のアンチ
センスが MPSVプロモーターの制御下で発現されるように、 pBBS212の EcoRI部位に挿入した
。このベクターで使用した選択マーカーは Chlor/HygB/PACである。
【０８２９】
pGRN135
プラスミド pGRN126を MscIおよび SmaIで完全に消化し、再度連結して、挿入された hTRTコ
ード配列の 95％以上を欠失させた。 1つの SmaI-MscIフラグメントをこのプロセスの間に再
度挿入して、選択用の Cat活性を再度生じさせた。次いで、この未精製プラスミドを SalI
および EcoRIで再度消化し、 hTRTコード配列の開始コドンを含有するフラグメントを pBBS2
12の SalI-EcoRI部位に挿入した。これにより、 5’ UTRのアンチセンスおよびコード配列の
73塩基を発現するアンチセンス発現プラスミドが作成される。このベクターで使用した選
択マーカーは Chlor/HygB/PACである。
【０８３０】
pGRN136
hTRTコード配列を含有する pGRN126からの HindIII-SalIフラグメントを pBBS242の HindIII-
SalI部位に挿入した。
【０８３１】
pGRN137
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kozak配列を含有する pGRN130からの SalI-Sse8387Ｉフラグメントを pGRN136の SalI-Sse838
7Ｉ部位に挿入した。
【０８３２】
pGRN138
hTRTマイナス 3’ UTRを含有する pGRN124からの EcoRIフラグメントを、 hTRTの方向が EGFPド
メインと同一になるように、 pEGFP-C2の EcoRI部位に挿入した。
【０８３３】
pGRN139
オリゴヌクレオチド 5'－ＣＴＧＣＣＣＴＣＡＧＡＣＴＴＣＡＡＧＡＣＣＡＴＣＣＴＧＧＡ
ＣＴＡＣＡＡＧＧＡＣＧＡＣＧＡＴＧＡＣＡＡＡＴＧＡＡＴＴＣＡＧＡＴＣＴＧＣＧＧＣ
ＣＧＣＣＡＣＣＧＣＧＧＴＧＧＡＧＣＴＣＣＡＧＣ－ 3'をインビトロ変異誘発で使用して
、 pGRN125における hTRTのＣ末端に IBI Flagを挿入し、クローニングのための EcoRIおよび
BglIIを作製した。また、 COD2866を用いて AmpSを AmpRに変換し、 COD1941を用いて CatRを C
atSに変換した。
【０８３４】
pGRN140
ゲノム hTRTの上流配列およびラムダＧ 55からの hTRTの第１イントロンを含有する NcoIフラ
グメントを pBBS167の NcoI部位に挿入した。このフラグメントは hTRTが Lacプロモーターと
同一方向になるような方向とする。
【０８３５】
pGRN141
ゲノム hTRTの上流配列およびラムダＧ 55からの hTRTの第 1イントロンを含有する NcoIフラ
グメントを pBBS167の NcoI部位に挿入した。このフラグメントを、 hTRTが Lacプロモーター
と反対方向となるような方向とする。
【０８３６】
pGRN142
hTRT遺伝子プロモーター領域を含む完全～ 15kbpゲノムインサートを含有するラムダ Gphi5
からの NotIフラグメントを、プラスミド pBBS185の NotI部位に挿入した。このフラグメン
トは、 hTRT ORFが Lacプロモーターと反対方向となるような方向とする。
【０８３７】
pGRN143
hTRT遺伝子プロモーター領域を含む完全～ 15kbpゲノムインサートを含有するラムダ Gphi5
からの NotIフラグメントを、プラスミド pBBS185の NotI部位に挿入した。このフラグメン
トは、 hTRT ORFが Lacプロモーターと同一方向となるような方向とする。
【０８３８】
pGRN144
ラムダ配列を除去するための pGRN140の SAL1を欠失。
【０８３９】
pGRN145
このベクターを、哺乳動物細胞における hTRT配列の発現用に構築した。 hTRTコード配列を
含有する pGRN137からの EcoRIフラグメントを、 pBBS212の EcoRI部位に挿入して、 hTRT mRN
Aの 5’ UTRに対応する配列の一部を除去した。 hTRTコード配列は、それが MPSVプロモータ
ーの制御下で発現されるような方向とする。このベクターで使用した選択マーカーは Chlo
r/HygB/PACである。
【０８４０】
pGRN146
このベクターを、哺乳動物細胞における hTRT配列の発現のために構築した。 hTRTのＤ 869
Ａ変異を含有する pGRN130からの Sse8387I－ NcoIフラグメントを pGRN137の Sse8387I－ NcoI
部位に挿入した。このベクターで使用した選択マーカーはアンピシリン／ HygB／ PACであ
る。
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【０８４１】
pGRN147
IBI Flagを含有する pGRN139からの Sse8387I－ NotIフラグメントを pGRN137の Sse8387I－ No
tｇ I部位に挿入した。
【０８４２】
pGRN148
hTRTのプロモーター領域を含有する pGRN144からの BglII-Eco47IIIフラグメントを pSEAP2
の BglII-NruI部位に挿入して hTRTプロモーター／レポーター構築物を作製した。
【０８４３】
pGRN149
このベクターは、ｈ TRT融合タンパク質発現ベクターを構築するための中間ベクターであ
る。
【０８４４】
変異誘発オリゴ 5'－ｃｔｔｃａａｇａｃｃａｔｃｃｔｇｇａｃｔｔｔｃｇａａａｃｇｃｇ
ｇｃｃｇｃｃａｃｃｇｃｇｇｔｇｇａｇｃｔｃｃ－ 3'を用いて、 pGRN125のインビトロ変
異誘発によって hTRTのＣ末端に CSP45I部位を付加した。 hTRTの「停止」コドンを欠失させ
、 Csp45I部位で置き換えた。このベクターで使用する選択マーカーはアンピシリンである
。
【０８４５】
pGRN150
hTRTのプロモーター領域を含有する pGRN144からの BglII-FspIフラグメントを pSEAP2の Bgl
II-NruI部位に挿入して、 hTRTプロモーター／レポーター構築物を作製した。
【０８４６】
pGRN151
このベクターを、哺乳動物細胞における hTRT配列の発現のために構築した。 hTRTコード配
列を含有する pGRN147からの EcoRIフラグメントを pBBS212の EcoRI部位に挿入して、 hTRT m
RNAの 5’ UTRに対応する配列の一部を除去した。 hTRTコード配列は、それが MPSVプロモー
ターの制御下で発現されるような方向とする。このベクターで使用する選択マーカーは Ch
lor/HygB/PACである。
【０８４７】
pGRN152
hTRTコード配列を含有する pGRN146からの EcoRIフラグメントを pBBS212の EcoRI部位に挿入
して、 hTRTの 5’ UTRに対応する配列の一部を除去した。 hTRTコード配列は、それが MPSＶ
プロモーターの制御下で発現されるような方向とする。
【０８４８】
pGRN153
hTRTのＤ 869－ >Ａ変異を含有する pGRN130からの StyIフラグメント（ hTRT変異型コード配
列）を pGRN158の StyI部位に挿入して、その 5'末端に kozakコンセンサス配列、その 3'末端
に IBI FLAG配列（Ｃ－末端コード領域）、およびＤ 869→Ａ変異を有する hTRTコード配列
を含有するプラスミドを得た。
【０８４９】
pGRN154
hTRT遺伝子を含有する pGRN153の EcoRIフラグメントを、 hTRT ORFが MPSVプロモーターと同
一方向に配向されるような方向で、プラスミド pBS212の EcoRI部位に挿入した。これによ
り、そのアミノ末端で kozakコンセンサス配列、そのカルボキシ末端で IBI FLAG、および
Ｄ 869→Ａ変異を有する hTRTタンパク質を発現する MPSV－指向性発現プラスミドが作製さ
れる。
【０８５０】
pGRN155
このベクターを、哺乳動物細胞における hTRT配列の発現のために構築した。このインサー
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トは、 5'および 3’ UTRを有さない hTRTの全長 cDNA、および kozak配列を含んだ。 kozakコン
センサスを有しかつ 3’ UTRも 5’ UTRも有さない hTRT cDNAを含有する pGRN145からの EcoRI
フラグメントを、 hTRTが DHFR ORFと同一方向になるように、ｐ 91023（Ｂ）の EcoRI部位に
挿入した。これにより、 hTRTのための一過性発現ベクターが作製される。このベクターで
使用した選択マーカーはテトラサイクリンである。
【０８５１】
pGRN156
このベクターを、哺乳動物細胞における hTRT配列の発現のために構築した。 kozakコンセ
ンサス配列を有しかつ 3’ UTRも 5’ UTRも有さない hTRT cDNAのＤ 869Ａ変異を含有する pGRN
146からの EcoRIフラグメントを、 hTRTが DHFR ORFと同一方向となるようにｐ 91023（Ｂ）
の EcoRI部位に挿入した。これにより、 hTRTについての一過性発現ベクターが作製される
。このインサートは、 5’および 3’ UTRを有さない hTRTの全長 cDNA、Ｄ 869Ａ、および koza
k配列を含んだ。このベクターで使用した選択マーカーはテトラサイクリンである。
【０８５２】
pGRN157
このベクターを、哺乳動物細胞におけるｈ TRT配列の発現用に構築した。Ｃ－末端の IBI F
LAG； kozakコンセンサスを有しかつ 3’ UTRも 5’ UTRも有さない hTRT cDNAを含有する pGRN1
47からの EcoRIフラグメントを、 hTRTが DHFR ORFと同一方向となるように、ｐ 91023（Ｂ）
の EcoRI部位に挿入した。これにより、 hTRT用の一過性発現ベクターが作製される。この
インサートは、 5’および 3’ UTRを有さない hTRTの全長 cDNA、 FLAG配列、および kozak配列
を含んだ。このベクターで使用した選択マーカーはテトラサイクリンである。
【０８５３】
pGRN158
このベクターを、 E. coliにおける TRT配列の発現および変異誘発のために構築した。 hTRT
 ORFを含有する pGRN151からの EcoRIフラグメントを、 hTRT ORFが Lacプロモーターと反対
方向の方向となるように、 pBBS183の EcoRI部位に挿入した。このインサートは 5'および 3
’ UTRを有さない hTRTの全長 cDNA、 FLAG配列、および kozak配列を含んだ。 hTRTコード配列
はＴ 7プロモーターによって駆動される。このベクターで使用した選択マーカーはアンピ
シリンである。
【０８５４】
pGRN159
このベクターを、 E. coliにおける TRT配列の発現および変異誘発のために構築した。 EGFP
から hTRT融合を含有する pGRN138由来の HeI-KpnIフラグメントを pBluescriptIIKS+の XbaI-
KpnI部位に挿入した。これにより、融合タンパク質のためのＴ 7発現ベクターが作製され
る（コード配列はＴ 7プロモーターによって駆動される）。インサートは、 EGFPを含む融
合タンパク質として 3’ UTRを有さない hTRTの全長 cDNAを含んだ。このベクターで使用した
選択マーカーはアンピシリンである。
【０８５５】
pGRN160
このベクターを、哺乳動物細胞におけるアンチセンス hTR配列の発現のために構築した。
コード配列は、 MPSVプロモーターに作動可能に連結されている。全長 hTR ORFを含有する p
GRN90からの XhoI-NsiIフラグメントを pBBS295の SalI-Sse8387I部位に挿入した。これによ
り、 hTRアンチセンス RNAを発現する一過性／安定ベクターが作製される。 GPTマーカーを
ベクターに組み込んだ。このベクターで使用する選択マーカーは Chlor/gpt/PACである。
【０８５６】
pGRN161
このベクターを、哺乳動物細胞においてセンス hTR配列の発現のために構築した。全長 hTR
 ORFを含有する pGRN89からの XhoI-NniIフラグメントを pBBS295の SalI-Sse8387I部位に挿
入した。これにより、センス方向で hTRを発現する一過性／安定ベクターが作製される。
コード配列は MPSVプロモーターによって駆動される。 GPTマーカーをベクターに組み込ん
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だ。このベクターで使用する選択マーカーは Chlor/gpt/PACである。
【０８５７】
pGRN162
全長 hTR ORFを含有する pGRN87からの XhoI-NsiIフラグメントを、 pBBS295の SalI-Sse8387I
部位に挿入した。これにより、センス方向に短縮された hTR（＋ 108位～＋ 435位）を発現
する一過性／安定ベクターが作製される。
【０８５８】
pGRN163
このベクターを、 E. coliにおける TRT配列の発現および変異誘発のために構築した。コー
ド配列はＴ 7プロモーターによって駆動される。オリゴヌクレオチドＲＡ 45（ 5'－ＧＣＣ
ＡＣＣＣＣＣＧＣＧＣＴＧＣＣＴＣＧＡＧＣＴＣＣＣＣＧＣＴＧＣ－ 3'）をインビトロ変
異誘発で使用して、 hTRTにおける開始 metを Leuに変化させ、そして Leu後の次の 2つのコド
ンにおいて XhoI部位を導入する。また、 COD1941を用いて、 CatRを CatSに変化させ、 BSPH1
部位を導入し、そして COD2866を用いて、 AmpSを AmpRに変化させて、 FSP1部位を導入する
。このベクターで使用する選択マーカーはアンピシリンである。
【０８５９】
pGRN164
このベクターを、 E. coliにおける hTR配列の発現のために構築した。プライマー hTR+1　 5
'－ＧＧＧＧＡＡＧＣＴＴＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＴＴＧＣＧＧＡＧ
ＧＧＴＧＧＧＣＣＴＧ－ 3'および hTR＋ 445　 5'－ＣＣＣＣＧＧＡＴＣＣＴＧＣＧＣＡＴＧ
ＴＧＴＧＡＧＣＣＧＡＧＴＣＣＴＧＧＧ－ 3'を用いて、（ hTR＋ 1におけるように） PCRに
より 5'末端にＴ 7プロモーターを有する全長 hTRを含有する pGRN33からのフラグメントを増
幅した。 PCR産物の BamHI-HindIII消化物を pUC119の BamHI-HindIII部位に挿入した。コー
ド配列はＴ 7プロモーターに作動可能に連結した。このベクターで使用する選択マーカー
はアンピシリンである。
【０８６０】
pGRN165
このベクターを、 E. coliにおける hTRT配列の発現および変異誘発のために構築した。コ
ード配列はＴ 7プロモーターに作動可能に連結する。 kozak前方末端と共に hTRT ORFを含有
する pGRN145からの EcoRIフラグメントを、 hTRTがＴ 7プロモーターと同一方向の方向とな
るように、 pBluescriptIISK+の EcoRI部位に挿入した。このベクターで使用する選択マー
カーはアンピシリンである。
【０８６１】
pGRN166
このベクターを、哺乳動物細胞における TRT配列の発現および変異誘発のために構築した
。コード配列はＴ 7プロモーターに作動可能に連結する。 kozak前方末端および後方末端の
IBI flagと共に hTRT ORFを含有する pGRN151からの EcoRIフラグメントを、 hTRT ORFがＴ 7
プロモーターと同一方向の方向となるように pBluescriptIISK+の EcoRI部位に挿入した。
このインサートは 5'および 3’ UTRを有さない hTRTの全長 cDNA、 FLAG配列（ Immunex Corp.,
Seattle、 WA)、および kozak配列を含んだ。このベクターで使用する選択マーカーはアン
ピシリンである。
【０８６２】
pGRN167
hTRT ORFの 5'末端を含有する pGRN144からの AvRII-StuIフラグメントを、 pBBS161の XbaI-S
tuI部位に挿入した。
【０８６３】
pGRN168
最適化 hTRT発現カセットを含有する pGRN145からの EcoRIフラグメントを、 hTRTコード配列
がミニ CMVプロモーターと同一方向となるように、 pINDの EcoRI部位に挿入した。
【０８６４】
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pGRN169
最適化 hTRT発現カセットを含有する pGRN145からの EcoRIフラグメントを、 hTRTがミニ CMV
プロモーターと逆方向になるように、 pINDの EcoRI部位に挿入した。
【０８６５】
pGRN170
最適化 hTRT発現カセットを含有する pGRN145からの EcoRIフラグメントを、 hTRTがミニ CMV
プロモーターと逆方向になるように、 pIND(sp1)の EcoRI部位に挿入した。
【０８６６】
pGRN171
pGRN163からの Eco47III-NarIフラグメントを、 pGRN167の Eco47III-NarI部位に挿入し、 Ml
L変異を hTRTゲノム DNAのフラグメントに入れた。
【０８６７】
pGRN172
hTRT ORFにおける Metから Leuの変異を含有する pGRN171からの BamHI-StuIフラグメントを
、 pSEAP2-Basicの BglII-NruI部位に挿入した。
【０８６８】
pGRN173
hTRTプロモーター領域の 5'末端を含有する pGRN144からの EcoRV-ECO47IIIフラグメントを
、 pGRN172の SrfI-Eco47III部位に挿入した。これにより、 Met1－ >Leu変異と共に、 hTRT O
RFの開始からほぼ 2.3kb上流からコード領域における第 1イントロンの直後までの hTRTのプ
ロモーター領域を含有するプロモーターレポータープラスミドが作製される。
【０８６９】
pGRN174
「最適化」 hTRT発現カセットを含有する pGRN145からの EcoRIフラグメントを、 hTRTがミニ
CMVプロモーターと同一方向になるように、 pIND(sp1)の EcoRI部位に挿入した。
【０８７０】
実施例７
テロメラーゼ活性の再構成
Ａ．インビトロにおける hTRTおよび hTRの共発現
本実施例では、インビトロ無細胞発現系を用いる hTRTおよび hTRの共発現を記載する。こ
れらの結果は、 pGRN121によってコードされる hTRTポリペプチドが触媒的に活性なテロメ
ラーゼタンパク質をコードし、テロメラーゼ RNPのインビトロ再構成（ IVR）が組換えによ
り発現された hTRTおよび hTRを用いて達成できることを示す。
【０８７１】
カップリングした転写－翻訳網状赤血球溶解物系（ Promega TNTT M )に、 hTRT（ pGRN121;Xb
aIで消化した 1μ g DNA）および hTR（ phTR+1;FspIで消化した 1μｇ）の線状化プラスミド
を添加することによって、テロメラーゼ活性を復元した。 phTR+1は、 FspIで線状化し、次
いで、 T7 RNAポリメラーゼによって転写した場合に、ヌクレオチド＋ 1で始まり、 hTRのヌ
クレオチド 446まで伸びる 445ヌクレオチド転写体を生じるプラスミドである（ Autexierら
, 1996, EMBO J. 15:5928)。 50μ l反応につき、以下の成分を添加した： 2μ l TNTT M緩衝
液、 1μ l TNTT M  T7 RNAポリメラーゼ、 1μ l 1mMアミノ酸混合物、 40ユニット RnasinT M  RN
aseインヒビター、 1μ gの各線状化テンプレート DNA、および 25μ l TNTT M網状赤血球溶解
物。成分は製造業者によって推奨される比率で添加し、 30℃で 90分間インキュベートした
。転写は、Ｔ 7プロモーターの指示下にあり、また、網状赤血球溶解物の添加に先立って
行うことができ、同様の結果であった。インキュベーションの後、プログラムされた転写
－翻訳反応の 5および 10μ lを、シグナルを増幅するために 20サイクルの PCRを用い、前記
したように TRAPによってテロメラーゼ活性についてアッセイした（ Autexierら ,前掲 )。
【０８７２】
再構成の結果を図 10に示す。アッセイした各転写／翻訳反応につき、 3レーンがある。最
初の 2レーンは二連アッセイであって、第 3レーンは、 PCR生成人工物をなくするための TRA
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P相に先立って熱変性した（ 95℃、 5分）二連試料である。
【０８７３】
図 10に示すように、網状赤血球溶解物は単独では検出可能なテロメラーゼ活性を有さない
（レーン 6）。同様に、 hTR単独（レーン 1）または全長 hTRT遺伝子（レーン 4）のいずれか
を溶解物に添加した場合、検出可能な活性は観察されない。両成分を添加した場合（レー
ン 2）、特徴的な反復ラダーパターンによって示されるようにテロメラーゼ活性が生じて
いる。 hTRT遺伝子のカルボキシル末端領域を、 NcoIでのベクターの消化によって除去した
場合（「切形 hTRT」）、テロメラーゼ活性はなくなる（レーン 3）。レーン 5は、切形 hTRT
単独の翻訳はテロメラーゼ活性を生じないことを示す。レーン「Ｒ 8」は、 TSR8の TRAPに
よって生じたテロメラーゼ産物ラダーについての陽性コントロールを示す（ 5'－ＡＴＴＣ
ＣＧＴＣＧＡＧＣＡＧＡＧＴＴＡＧ［ＧＧＴＴＡＧ］ 7－ 3'のヌクレオチド配列を有する
合成テロメラーゼ産物）。
【０８７４】
Ｂ．インビトロでの hTRTおよび hTRの混合
テロメラーゼ活性のインビトロ再構成もまた、混合によって達成された。 hTRプラスミド
を添加しないこと以外は前記のように、 hTRTを転写し、翻訳させた。テロメラーゼ RNPの
復元は、次いで、 hTRT翻訳混合物と（ phTR+1-Fspから T7 RNAポリメラーゼ転写により予め
生じた） hTRとを、 hTRの 2μ l（ 1μ g）に対して hTRT翻訳混合物 2μｌの比で混合し、次い
で、 30℃で 90分間インキュベートされることによって達成された。 hTRT/hTR復元のこの方
法を「連結復元」または「連結 IVR」と呼ぶ。この混合物においてテロメラーゼ活性は存
在する（すなわち、検出することができる）。 DEAEクロマトグラフィーによる活性の部分
的精製の後に、改良されたシグナルが観察された。この場合、 Millipore Ultrafree-MC D
EAE Centrifugal Filter Devicesを製造業者に指示に従って使用した。使用した緩衝液は
、 hypo0.1、 hypo0.2、および hypo1.0であり、ここで hypoは、 20mM Hepes-KOH、 pH7.9、 2m
M MgCl2、 1mM EGTA、 10％グリセロール、 0.1％  NP-40、 1mM DTT、 1mMメタ重亜硫酸ナトリ
ウム、 1mMベンズアミジン、および 0.2mMフッ化フェニルメチルスルホニル（ PMSF）であり
、そしてここで 0.1、 0.2および 1.0は、 0.1、 0.2または 1.0M HClをいう。フィルターを hyp
o1.0で予備コンディショニングし、 hypo0.1で洗浄し、復元されたテロメラーゼを添加し
、カラムを hypo0.1次いで hypo0.2で洗浄し、そして再構成されたテロメラーゼを添加した
容量の半分にて hypo1.0で溶出した。この処方物は、－ 70℃にて凍結保存することができ
、活性を保持する。
【０８７５】
テロメラーゼ活性を、 2工程手法でアッセイした。工程 1において、放射性標識を使用しな
かったことを除き、 Morin, 1989, Cell 59:521に記載されているように、通常のテロメラ
ーゼアッセイを行った。工程 2において、前記したように、 TRAP手法によって、 20～ 30サ
イクルで、アリコートをアッセイした。 25mMトリス－ HCl、 pH8.3、 50mM酢酸カリウム、 1m
M EGTA、 1mM MgCl2、 2mM dATP、 2mM TTP、 10μ M dGTP、および 1μＭプライマー（通常、
Ｍ 2， 5'－ＡＡＴＣＣＧＴＣＧＡＧＣＡＧＡＧＴＴ）の 40～ 50μ lの最終容量中にて、 30℃
で 60～ 180分間、 1-10μｌの再構成テロメラーゼをアッセイすることによって、通常のア
ッセイを行った。 95℃で 5分間加熱することによって反応を停止し、 1～ 10μｌの第 1工程
混合物を工程 2の TRAP反応（ 50μｌ）で続けた。
【０８７６】
さらなる実験において、インビトロ復元間の hTRTおよび hTRの合成を、それぞれ、 3 5Ｓ－
メチオニン取り込みおよびノーザンブロッティングによってモニターした。ほぼ予測され
たサイズのタンパク質が、相互に対してほぼ等モル量にて、 hTRT（ 127kD）、 hTRT-Nco（ 8
5kD）、および pro90hTRT（ 90kD）について合成された。ノーザン分析は、 hTR合成が正し
いサイズ（ 445ヌクレオチド）であって、インタクトが優勢であることを示した。
【０８７７】
再構成プロトコル（前掲）の変形は当業者には明らかである。例えば、復元の時間および
温度、および一価塩（例えば、 NaCl、 KCl、酢酸カリウム、グルタミン酸カリウムなど）
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、二価塩（ MgCl2、 MnCl2、 MgSO4など）。変性剤（尿素、ホルムアミドなど）、界面活性
剤（ NP-40、 Tween、 CHAPSなど）のような成分の存在または濃度、（免疫沈降、アフィニ
ティーまたは標準的クロマトグラフイーのような）別の改良された精製手法を使用するこ
とができる。これらのおよび他のパラメーターは、特定のアッセイまたは他の再構成プロ
トコルに対する条件を最適化するために体系的に変化させることができる。
【０８７８】
Ｃ． hTRT変異型および融合タンパク質を用いる再構成
ほぼ野生型レベルで、 EGFP-hTRT、増強された緑色蛍光タンパク質と hTRTとの融合物（実
施例 6および 15参照）、またはエピトープタグ化 hTRT（ IBI FLAG、実施例 6参照）両再構成
テロメラーゼ活性を hTRを用いて共発現させた場合、テロメラーゼ触媒活性の再構成が起
こった。
【０８７９】
対照的に、変異型 hTRT、 pro90hTRT（ RTモチーフＢ’、Ｃ、ＤおよびＥを欠く）を使用し
た場合、テロメラーゼ活性は復元されなかった。これは、 pro90hTRTが他の部分的活性（
例えば、 RNA［すなわち、 hTR］結合能力）を有し、前記したようにインビボでテロメラー
ゼのドミナントネガティブなレギュレーターとして機能し得るが、十分なテロメラーゼ触
媒活性を保有しないことを示す。
【０８８０】
Ｄ．ゲルブロットおよび通常のテロメラーゼアッセイを用いるインビトロ再構成テロメラ
ーゼ活性のアッセイ
以下の実施例は、インビトロ復元した（ IVR）テロメラーゼが増幅に基づくアッセイ（す
なわち、 TRAP）に加えて通常のテロメラーゼアッセイを用いてアッセイできることを示す
。以下の反応条件： 30℃における 180分間の、 40μｌ最終容量の 25mMトリス－ HCl、 pH8.3
、 50mM酢酸カリウム、 1mM EGTA、 1mM MgCl2、 0.8mM dATP、 0.8mM TTP、 1.0mM dGTP、およ
び 1μＭプライマー（Ｍ 2、前掲；またはＨ 3.03、 5'－ＴＴＡＧＧＧＴＴＡＧＧＧＴＴＡＧ
ＧＧ）中の 1-10μ lの連結した IVRテロメラーゼを用いるゲルブロットアッセイを使用して
、パート（Ｂ）に記載したような IVRテロメラーゼ（前掲）（「連結復元方法」）、続い
て前記したように DEAE精製を行った IVRテロメラーゼをアッセイした。合成されたテロメ
リック DNAを標準的な手法によって単離し、 8％ポリアクリルアミド／ 8Ｍ尿素ゲルで分離
し、ナイロン膜に移し、ドットブロットアッセイで用いた 3 2 P-(CCCTAA)nリボプローブを
用いてプローブした。このプローブは、モノＱおよびヘパリンクロマトグラフイーによっ
て精製された 5μ lの天然核テロメラーゼにつき観察されたラダーと同等の 10μｌの IVRテ
ロメラーゼを表すレーンにおいて、 6ヌクレオチドラダーを同定した。結果は、 IVRテロメ
ラーゼが天然テロメラーゼと同等の進行的テロメラーゼ触媒活性を保有することを示す。
【０８８１】
また、通常の 3 2 P-dGTP取り込みテロメラーゼアッセイによって、連結 IVRテロメラーゼを
アッセイした。前記したように、連結再構成方法により調製し、続いて DEAE精製を行った
IVRテロメラーゼを、進行的および非進行的の両反応条件下でアッセイした。アッセイ条
件は、 30℃［進行的反応］または 37℃［非進行的反応用］における 180分間の、 10μ M 3 2 P
-dGTP（ 72Ci／ミリモル）［進行的条件のアッセイ用］または 1μ M 3 2 P-dGTP（ 720Ci／ミ
リモル）［非進行的用］、および 1μＭプライマー（すなわち、Ｈ 3.03、前掲）を含む、 2
5mMトリス－ HCl、 pH8.3、 50mM酢酸カリウム、 1mM EGTA、 1mM MgCl2、 2mM dATP、 2mM TTP
の 40μ lの最終容量の中の 5～ 10μｌ連結 IVRテロメラーゼであった。合成されたテロメリ
ック DNAを標準的な手法によって単離し、そして 8％ポリアクリルアミド／ 8Ｍ尿素ゲル配
列決定ゲルで分離した。進行的反応は、進行的テロメラーゼ反応と合致する弱い 6ヌクレ
オチドラダーを示し、そして非進行的反応は、 1の反復を付加した。これは、天然テロメ
ラーゼ調製物を用いるコントロール反応と同等のパターンである。 IVRテロメラーゼを用
いる通常のアッセイは、本明細書に記載するテロメラーゼモジュレーターについてのスク
リーニング、ならびにテロメラーゼの構造および機能特性の解明のような他の用途で有用
である。
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【０８８２】
Ｅ．インビトロ復元テロメラーゼはプライマー 3'末端を認識する
本実験は、 IVRテロメラーゼが、天然（精製）テロメラーゼと同等にプライマー 3'末端を
認識することを示す。テロメラーゼはプライマー 3'末端および hTRのテンプレート領域と
の間に塩基対合二重鎖を形成し、そして次の特定されるヌクレオチドを付加する（ Morin,
 1989,前掲）。 IVR（組換え）テロメラーゼが同一特性を有することを確認するために、
前記にて詳細に記載した 2工程の通常／ TRAPアッセイによってアッセイした IVRおよび天然
のテロメラーゼを用い、－－－ＧＧＧまたは－－－ＴＡＧ 3'末端を有するプラマー（ＡＡ
ＴＣＣＧＴＣＧＡＧＣＡＧＡＧＧＧおよびＡＡＴＣＣＧＴＣＧＡＧＣＡＧＡＴＡＧ）の反
応を、－－－ＧＴＴ 3'末端（Ｍ 2前掲）を有するプライマーと比較した。標準プライマー
（－－－ＧＴＴ 3'末端）と比較すると、－－－ＧＧＧおよび－－－ＴＡＧプライマーの産
物ラダーは、それぞれ、＋ 4および＋ 2シフトし、天然テロメラーゼで観察されたものと同
一効果であった。この実験は、 IVRおよび天然のテロメラーゼが同様にプライマー末端を
認識することを示す。
【０８８３】
これらの結果は、（ IVRテロメラーゼが進行的および非進行的な両触媒活性を保有するこ
とを示す前掲の結果と共に） IVRテロメラーゼが天然もしくは精製のテロメラーゼと比較
して同様の構造および特性を有することを示す。
【０８８４】
実施例８
抗 hTRT抗体の生産
Ａ． hTRTペプチドに対する抗 hTRT抗体の生産
抗 hTRT抗体を生産するために、アミノ末端残基としてＣ（システイン）を付加させて、 hT
RT由来の以下のペプチドを合成した（図 54参照）。
【０８８５】
【化１６】
　
　
　
　
　
　
　
　
【０８８６】
システイン部分を用いて、ペプチドを BSAおよび KLH［キイホールリンペットヘモシアニン
］キャリアータンパク質に固定化（すなわち、共有結合）させた。 KLH－ペプチドを抗原
として使用した。 BSA－ペプチドコンジュゲートを、免疫抗血清の特異性を試験するため
に ELISA用材料として供した。
【０８８７】
KLH－ペプチドコンジュゲートをニュージーランド白ウサギに注射した。初回の注射は腋
窩および鼠径リンパ節近位に注射物を置くことによってなされる。追加注射は筋肉内で行
った。初回の注射のために、抗原をフロイントの完全アジュバントで乳化し；追加注射の
ために、フロイントの不完全アジュバントを用いた。ウサギには続いて 3週間のブースト
サイクルを行い、ここで、 20～ 25mlの血清を生じる 50mlの血液を各ブーストの 10日後に採
取する。ウェスタンブロットに際して、 4つのペプチドのそれぞれに対する抗血清は、組
換え hTRT融合タンパク質の hTRT部分（ GST-HIS8 -hTRT－フラグメント 2426～ 3274；実施例 6
参照）を認識した。
【０８８８】
PCT出願第 97／ 06012号に記載されているように生産されたヒト 293細胞からの部分的精製
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テロメラーゼ画分（粗製核抽出物と比較してほぼ 1000倍精製）およびアフィニティー精製
抗Ｓ－ 2抗体を用い、 130kdタンパク質のダブレットがウェスタンブロットで検出できた。
感受性化学ルミネセンス検出方法を用いた（ SuperSignal化学ルミネセンス基質、 Pierce
）が、ブロットでのシグナルは弱く、これは、 hTRTがこれらの不死化細胞では低いまたは
非常に低い量で存在することを示す。ダブレットの観察は、 hTRTの翻訳後修飾、すなわち
、リン酸化またはグリコシル化と合致する。
【０８８９】
アフィニティー精製のために、 S-2ペプチドを、製造業者のプロトコルに従ってそのＮ末
端システイン残基を介して SulfoLink (Pierce, Rockford、 IL）に固定化した。 KLH-S-2ペ
プチド抗原で免疫化したウサギからの第 1の採血血清を S-2-SulfoLinkに添加し、そしてＳ
－ 2ペプチドに特異的に結合した抗体を溶出させた。
【０８９０】
Ｂ． hTRT融合タンパク質に対する抗 hTRT抗体の生産
GST-hTRT融合タンパク質を、実施例 6に記載した GST-hTRTフラグメント＃ 4（ヌクレオチド
3272～ 4177）および GST-HIS8－ hTRTフラグメント＃ 3（ヌクレオチド 2426～ 3274）タンパ
ク質として E. coliで発現させた。融合タンパク質を不溶性タンパク質として精製し、そ
して抗原の純度を SDSポリアクリルアミドゲルによってアッセイし、 GST-hTRTフラグメン
ト＃ 4組換えタンパク質につき約 75％の純度、および GST-HIS8-hTRTフラグメント＃ 3組換
えタンパク質につき 75％を超える純度が見積もられた。日常的な方法が、 90％を超える純
度でこれらのおよび他の融合タンパク質を得るために用いることができる。これらの組換
えタンパク質を用いて、ウサギおよびマウスの双方を前記したように免疫化した。
【０８９１】
マウスおよびウサギ双方からの第 1および第 2採血を、固定化 GSTを含有するマトリックス
を用いて、抗 GST抗体の除去後における抗 hTRT抗体の存在について、試験した。抗血清を
、固定化組換え GST-hTRT融合タンパク質を用いるウェスタンブロッティングによって、お
よび部分的に精製した天然テロメラーゼ酵素を用いる免疫沈降によって、抗 hTRT抗体につ
いて試験した。これらの初期採血ではシグナルは観察されなかったが、予測されるような
抗 hTRT抗体の力価は引き続いての採血で増加した。
【０８９２】
実施例９
Δ 182　 RNA変異体に対応する hTRT mRNAの検出
ヒト睾丸および 293細胞株からのポリ A+ RNAを、 RT-PCRおよびネスト化プラスマーを用い、
hTRT mRNAについて分析した。第 1プライマーセットは TCP1.1および TCP1.15であり；第 2プ
ライマーセットは TCP1.14および BTCP6であった。それぞれからの増幅は 182bpだけ異なる 2
つの産物を与えた；睾丸 RNAからの大および小産物を配列決定し、それぞれ、確かに pGRN1
21（図 16）および 712562クローン（図 18）に相当することが判明した。変異型 hTRT RNA産
物は SW39i、 OVCAR4、 293、および睾丸からの mRNAで観察された。
【０８９３】
さらなる実験を行って、Δ 182 cDNAが逆転写の人工物ではないことが示された。略言すれ
ば、全長 hTRT RNA（すなわち、欠失なし）を、 RT-PCR用のテンプレートとして使用する pG
RN121のインビトロ転写によって生産した。 42℃または 50℃で、ランダム－プライマーま
たは特異的プライマーにて、 Superscriptョ逆転写酵素 (Bethesda Research Laboratories
, Bethesda, MD)を用いて別々の cDNA合成反応を行った。 15PCRサイクル後、長い産物が検
出できた；しかしながら、小さな産物（すなわち、欠失に対応する）は 30以上のサイクル
の後でも検出できなかった。これは、 RT-PCR産物が人工物ではないことを示す。
【０８９４】
実施例１０
睾丸 hTRT mRNAの配列決定
hTRT RNAの睾丸形態の配列は、 ThermoSequenase放射性標識ターミネーターサイクル配列
決定キット（ Amersham Life Science)を用い、睾丸 cDNA（ Marathon Testes cDNA, Clonte
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ch, San Diego, CA)からの PCRによって生成した DNAフラグメントの直接的手動配列決定に
よって決定した。 PCR工程は表２２に示すようにネスト化 PCRによって行った。全ての場合
において、 cDNAなしのプライマーとの陰性コントロール反応を行った。コントロール反応
において産物が存在しないことは、存在する cDNAとの反応に由来する産物が、 pGRN121ま
たは他の細胞供給源（例えば、 293細胞）からの hTRTの汚染によるものではないことを示
した。 DNAフラグメントをアガロースゲルから切り出して、配列決定に先立って、 DNAを精
製した。
【０８９５】
pGRN121挿入配列の塩基 27～ 3553に対応し、全 hTRT ORF（塩基 56～ 3451）を含有する睾丸 m
RNA配列が得られた。この領域において、睾丸および pGRN121配列の間で差異はなかった。
【０８９６】
【表２２】
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【０８９７】
実施例１１
RNase保護による hTRT mRNAの検出
RNase保護アッセイを、 hTRT mRNAまたは変異型 mRNAの存在を検出し、モニターし、または
診断するために用いることができる。 1の例示的 RNase保護プローブは、 hTRT mRNA配列に
相補的な配列ならびに追加の非相補的配列よりなるインビトロ合成した RNAである。後者
の配列は、アッセイにおける陽性結果から生じるプローブのフラグメントと全長プローブ
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とを区別するために含まれる。陽性アッセイでは、プローブの相補的配列は RNase消化か
ら保護される。何故ならば、それらは hTRT mRNAにハイブリダイズするからである。非相
補的配列を、 RNaseおよび標的相補的核酸の存在下で、プローブから消化して取り去る。
【０８９８】
2つの RNase保護プローブを例示のために記載する：いずれもアッセイで使用できる。プロ
ーブは hTRTに相補的なそれらの配列において異なるが、本実施態様では、 SV40後期 mRNAリ
ーダー配列に由来する同一の非相補的配列を含有する。 5'から 3'へ、 1のプローブは、非
相補的配列の 33ヌクレオチドおよび 227ヌクレオチドの全長プローブサイズの hTRTヌクレ
オチド 2513－ 2707に相補的な配列の 194ヌクレオチドよりなる。 5'から 3'へ、第 2のプロー
ブは、非相補的配列の 33ヌクレオチドおよび 231ヌクレオチドの全長プローブサイズの hTR
Tヌクレオチド 2837－ 3035に相補的な配列の 198ヌクレオチドよりなる。アッセイを行うた
めには、いずれかのプローブを、試験試料からの RNA、すなわちポリ A+RNAにハイブリダイ
ズさせることができ、次いで、Ｔ 1リボヌクレアーゼまたは RNaseAを添加する。消化の後
、プローブ RNAを精製し、ゲル電気泳動によって分析する。 227ヌクレオチドプローブの 19
4ヌクレオチドフラグメントおよび 231ヌクレオチドプローブの 198ヌクレオチドフラグメ
ントは試料における hTRT mRNAの指標である。
【０８９９】
本実施例に記載した例示的 RNase保護プローブは、 T7 RNAポリメラーゼを用い、インビト
ロ転写によって生じさせることができる。放射性または他の方法で標識したリボヌクレオ
チドを標識プローブの合成用に含ませることができる。 RNAプローブを生産するインビト
ロ転写反応のためのテンプレートは PCR産物である。これらの例示的プロープは、 hTRT遺
伝子または mRNAの対応する相補的領域にまたがるプライマーを用いる pGRN121 DNAの PCR増
幅後にＴ 7ポリメラーゼを用いて、合成することができる。加えて、下流プライマーは T7 
RNAポリメラーゼプロモーター配列および非相補的配列を含有する。
【０９００】
第 1の RNase保護プローブの生成のために、以下のプライマー対（Ｔ 701およびリバース 01
）からの PCR産物を用いる：
【０９０１】
【化１７】
　
　
　
　
　
　
【０９０２】
第 2の RNase保護プローブの生成のために、以下のプライマー対（Ｔ 702およびリバース 02
）からの PCR産物を用いる；
【０９０３】
【化１８】
　
　
　
　
　
　
【０９０４】
実施例１２
hTRTおよび他の逆転写酵素を比較する系統樹の構築
系統樹（図 6）を、 Xiongおよび Eickbush (1990, EMBO J. 9:3353)によって定義された 7つ
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の RTドメインの比較によって構築した。 4つの TRT、 67の RT、および 3つの RNAポリメラーゼ
からのモチーフ 1、 2、およびＡ－Ｅの配列アラインメントの後、 NJ（隣接結合 )方法 (Sait
ouおよび Nei, 1987, Mol. Biol. Evol. 4:406)を用いて系統樹を構築した。系統樹の同一
枝に位置する同一クラスからの要素をボックスとして単純化する。各ボックスの長さは、
そのボックス内の最も発散した要素に対応する。
【０９０５】
TRTは、 LTR－レトロトランスポゾンおよびウイルス RTよりも、 msDNA、グループ IIイント
ロン、および非 LTR（長末端反復）レトロトランスポゾンに関連する RTに、より密接に関
係するようである。これらの後者の要素がショウジョウバエにおいてテロメア維持のため
にテロメラーゼを置き換えたとすれば、レトロ要素の非 LTR枝に対するテロメラーゼ RTの
関係は興味深い。しかしながら、最も驚くべき発見は、 TRTが、以前に知られている RTの
いずれかに関してポリオウイルスのようなプラス鎖 RNAウイルスの RNA依存性 RNAポリメラ
ーゼにほとんど密接に関連している離れた亜群を形成するということである。 4つのテロ
メラーゼ遺伝子が進化的に距離のある生物－－原生動物、菌類、および哺乳動物－－に由
来することを考慮すると、この別々のグループ分けは、データセットにおける系統発散の
欠如によって説明することができない。事実、この深い分岐は、テロメラーゼＲＴが、恐
らくは第 1真核生物とともに始まる古代群であることを示唆する。
【０９０６】
系統樹分析で使用した GenBankタンパク質同定または受託番号は以下の通りであった： msD
NA（ 94535、 134069、 134074、 134075、 134078）、グループＩＩイントロン（ 483039、 101
880、 1332208、 1334433、 1334435、 133345、 1353081）、ミトコンドリアプラスミド／ RTL
（ 903835、 134084）、非ＬＴＲレトロトランスポゾン（ 140023、 84806、 103221、 103353
、 134083、 435415、 103015、 1335673、 85020、 141475、 106903、 130402、Ｕ 0551、 903695
、 940390、 2055276、Ｌ 08889）、ＬＴＲレトロトランスポゾン（ 74599、 85105、 130582、
99712、 83589、 84126、 479443、 224319、 130398、 130583、 1335652、 173088、 226407、 10
1042、 1078824）、ヘパドナウイルス（Ｉ 18876、 1706510、 118894）、カウリモウイルス
（ 331554、 130600、 130593、 93553）、レトロウイルス（ 130601、 325465、 74601、 130587
、 130671、 130607、 130629、 130589、 130631、 1346746、 130651、 130635、 1780973、 1306
46）。アラインメントは ClustalW 1.5[J. D. Thompson, D. G. Higgins, T. J. Gibson, 
Nucleic Acids Res. 22, 4673 (1994)]および PHYLIP 3.5[J. Felsenstein, Cladisfics 5
, 164 (1989)]を用いて分析した。
【０９０７】
実施例１３
コントロールプラスミドおよび hTRTをコードするプラスミドでの培養ヒト線維芽細胞（ BJ
）のトランスフェクション
本実施例は、哺乳動物細胞における組換え hTRTタンパク質の発現の結果、活性テロメラー
ゼが生成されることを示す。
【０９０８】
サブコンフルエントな BJ線維芽細胞をトリプシン処理し、そして 4× 106細胞／ mlの濃度に
て、新鮮な培地（ 10％ウシ胎児血清を含有する DMEM／ 199）に再懸濁した。 BioRad Gene P
ulserT Mエレクトロポレーターでのエレクトロポレーションを用い、細胞をトランスフェ
クトした。必要に応じて、製造業者の指示に従い、 SuperfectT M試薬 (Qiagen）を用い、細
胞をトランスフェクトしてもよい。エレクトロポレーションでは、 500μｌの細胞懸濁液
をエレクトロポレーションキュベット（ BioRad, 0.4cm電極ギャップ）に入れた。プラス
ミド DNA（ 2μ g）をキュベットに添加し、懸濁液を静かに混合し、そして氷上で５分間イ
ンキュベートした。コントロールプラスミド（ pBBS212）は、 MPSVプロモーターの後には
インサートを含まず、実験プラスミド（ pGRN133）は MPSVプロモーターから hTRTを発現し
た。 300ボルトおよび 960μ FDで細胞をエレクトロポレートした。パルスを送った後、キュ
ベットを氷上に約 5分間置き、その後、 100mm組織培養皿で培地中に播種した。 6時間後、
培地を新鮮な培地で置き換えた。トランスフェクションの 72時間後、細胞をトリプシン処

10

20

30

40

50

(177) JP 3869092 B2 2007.1.17



理し、 PBSで 1回洗浄し、ペレット化し、そして－ 80℃で凍結保存した。細胞抽出物を、改
変された界面活性剤溶解法（ Bodnarら , 1996, Exp. Cell. Res. 228:58; Kimら , 1994, S
cience 266:2011参照 ,および前掲の TRAPアッセイに関連する特許および出版物に記載され
る）によって 25,000細胞／μ lの濃度で調製し、そして細胞抽出物におけるテロメラーゼ
活性を、改変された PCRに基づく TRAPアッセイ（ Kimら , 1994, Bodnarら , 1996)を用いて
測定した。略言すれば、 5× 104細胞当量を反応のテロメラーゼプライマー伸長部分で用い
た。抽出物は、典型的には、 PCR増幅に対するテロメラーゼ伸長反応から直接採取された
が、また、 PCR増幅に先立って、フェノール／クロロホルムで 1回、およびクロロホルムで
1回洗浄抽出され得る。 1／ 5の物質を TRAP反応の PCR増幅部分で使用した（ほぼ 10,000細胞
当量）。 TRAP反応の 1／ 2を、図 25における各レーンが 5,000細胞当量からの反応産物を表
すように、分析のためにゲルに負荷した。 pGRN133でトランスフェクトした細胞由来の抽
出物はテロメラーゼ活性につき陽性であり、他方、トランスフェクトされない（示さず）
またはコントロールプラスミドでトランスフェクトされた細胞由来の抽出物はテロメラー
ゼ活性を示さなかった。 RPE細胞を用いる同様の実験は、同一の結果を与えた。
【０９０９】
また、 BJ細胞における再構成はまた、他の hTRT構築物（すなわち、 pGRN145、 pGRN155およ
び pGRN138）を用いて行った。これらの構築物を用いる再構成は、 pGRN133トランスフェク
ト細胞におけるよりも多くのテロメラーゼ活性が生じるようであった。
【０９１０】
最高レベルのテロメラーゼ活性は、 pGRN155を用いて達成された。前記にて議論したよう
に、 pGRN155は、 hTRTの発現のための制御エレメントとしてアデノウイルス主要後期プロ
モーターを含有するベクターであり、 BJ細胞にトランスフェクトした場合、テロメラーゼ
活性を再構成することが示された。
【０９１１】
注目すべきことに、 hTRT-GFP融合タンパク質（これは核に局在化する、後記実施例 15参照
）を用いて再構成が行われた場合、 pGRN138は、インビトロ（実施例 7参照）またはインビ
ボ（ BJ細胞へのトランスフェクション）のいずれかのテロメラーゼ活性が得られた。例え
ば、前記のように BJ細胞へのトランスフェクションによって、テロメラーゼ活性は、 pGRN
133または pGRN145を用いるインビトロ再構成から得らる活性に匹敵した。
【０９１２】
同様の結果が、本発明の hTRT発現ベクターを用いる、正常ヒト網膜色素沈着上皮（ RPE）
のトランスフェクションに際して得られた。 RPE細胞の老化は、老化関連の斑状変性の疾
患に寄与するか、あるいはそれを引き起こすと考えられる。本発明の hTRT発現ベクターを
用いる本発明の方法により処理した RPE細胞は、未処理細胞と比較して、遅延した老化を
示すはずであり、従って、老化関連の斑状変性を処置または防止する移植療法で有用であ
る。
【０９１３】
実施例１４
プロモーターレポーター構築物
本実施例は、レポーター遺伝子がプロモーターエレメントを含有する hTRT上流配列に作動
可能に連結したプラスミドの構築を記載する。ベクターは、インビボでのシスおよびトラ
ンスの転写調節因子の同定および hTRT発現を調節（例えば、活性化または阻害）し得る薬
剤のスクリーニング（例えば、薬物スクリーニング）を含む多数の用途を有する。多数の
レポーターを使用できるが（例えば、ホタルルシフェラーゼ、β－グルクロニダーゼ、β
－ガラクトシダーゼ、クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ、および GFP等
）、ヒト分泌アルカリホスファターゼ（ SEAP、 Clone Tech)を最初の実験で使用した。 SEA
Pレポーター遺伝子は、膜固定ドメインを欠く胎盤酵素の切形形態をコードし、それによ
りタンパク質がトランスフェクト細胞から効果的に分泌されることを可能とする。培養培
地中で検出される SEAP活性のレベルは、 SEAP mRNAおよびタンパク質の細胞内濃度の変化
に直接比例することが示されている（ Bergerら , 1988, Gene 66:1; Cullenら , 1992, Met
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h. Enzymol. 216:362)。
【０９１４】
4つの構築物（ pGRN148、 pGRN150、「 pSEAP2ベーシック」（プロモーター配列無し＝陰性
コントロール）および「 pSEAP2コントロール」（ SV40初期プロモーターおよびエンハンサ
ーを含有）を、有寿命性細胞および不死細胞に三連にてトランスフェクトした。
【０９１５】
プラスミド pGRN148を、図 9に例示するように構築した。略言すると、 pGRN144からの Bgl2-
Eco47IIIフラグメントを消化し、そして pSeapBasic（ Clonetech, San Diego、 CA)の BglII
-NruI部位にクローン化した。第 2のレポーター－プロモーター、プラスミド pGRN150は、
実施例 3に記載した hTRTイントロンからの配列を含み、このイントロンに存在し得る調節
配列を使用する。プロモーター領域後の第 2の ATGが SEAP ORFの開始 ATGとなるように、開
始 Metを Leuに変異する。
【０９１６】
（ hTRTプロモーターを含む） pGRN148および pGRN150構築物を有寿命性細胞（ BJ細胞）およ
び不死細胞（ 293）にトランスフェクトした。全てのトランスフェクションを 2つのコント
ロールプラスミド： 1つの陰性コントロールプラスミド（ pSEAPベーシック）および 1つの
陽性コントロールプラスミド（ SV40初期プロモーターおよび SV40エンハンサーを含有する
pSEAPコントロール）と平行して行った。
【０９１７】
不死細胞では、 pGRN148および pGRN150構築物は、（ SV40初期プロモーターおよびエンハン
サーを含有する） pSEAP2陽性コントロールと同程度に効果的に SEAP発現を行うようである
。対照的に、不死細胞においては、 pSEAP2コントロールのみが検出可能な活性を与えた。
これらの結果は、予測されるように、 hTRTプロモーター配列が有寿命性細胞ではなく、腫
瘍細胞で活性であることを示す。
【０９１８】
同様の結果が、別の正常細胞株（ RPE、または網膜色素沈着上皮細胞）を用いて得られた
。（ 2.2KBの上流ゲノム配列を含有する） pGRN150でトランスフェクトした RPE細胞におい
て、 hTRTプロモーター領域は不活性であり、他方、 pSEAP2コントロールプラスミドは活性
であった。
【０９１９】
前記したように、レポーター遺伝子が、プロモーターエレメントを含有する hTRT上流配列
に作動可能に連結しているプラスミドは、一過性および安定なトランスフェクション技術
の両方を用いる、テロメラーゼ活性調節剤の同定およびスクリーニングで極めて有用であ
る。 1つのアプローチにおいて、例えば、 Ausubelら (1997)(前掲）に従って、（ neoのよう
な）真核生物の選択マーカーとの共トランスフェクションによって、 pGRN148の安定な形
質転換が、テロメラーゼ陰性およびテロメラーゼ陽性の細胞でなされる。得られた細胞株
は、例えば、試験化合物の存在下または非存在下で、 hTRT－プロモーター－駆動の発現を
比較することによって、推定テロメラーゼ調節剤のスクリーニングに使用される。
【０９２０】
本発明のプロモーター－レポーター（および他の）ベクターはまた、トランス－およびシ
ス－作用性の転写および翻訳調節エレメントを同定するために使用される。シス－作用性
転写調節エレメントの例は、テロメラーゼ遺伝子のプロモーターおよびエンハンサーを含
む。シス－およびトランス－作用性の調節剤の同定および単離は、テロメラーゼの転写お
よび翻訳を調節する薬剤を同定するためのさらなる方法および試薬を提供する。
【０９２１】
実施例１５
hTRTの細胞下 (subcellular)局在化
hTRTおよび増強された緑色蛍光タンパク質（ EGFP； Cormackら , 1996, Gene 173:33)の領
域を有する融合タンパク質を後記するように構築した。 EGFP部分は、融合タンパク質の存
在または位置が容易に決定できるような検出可能なタグまたはシグナルを提供する。 EGFP
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－融合タンパク質は正しい細胞区画に局在化するので、この構築物を用いて、 hTRTタンパ
ク質の細胞下局在化を決定することができる。
【０９２２】
Ａ． pGRN138の構築
哺乳動物細胞における hTRT-EGFP融合タンパク質の発現用ベクターは、 pGRN124（実施例 6
参照）由来の EcoRIインサートを pEGFP-C2（ Clonetech,San Diego, CA)の EcoRI部位に入れ
ることによって構築した。融合タンパク質のアミノ酸配列を以下に提供する。 EGFP残基は
太字で示し、 hTRT mRNAの 5'非翻訳領域によってコードされる残基には下線を施し、そし
て hTRTタンパク質配列は通常の字体で示す。
【０９２３】
【化１９】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０９２４】
部分的（例えば、切形的） hTRTコード配列を用い、他の EGFP融合構築物を作製することが
でき、後記するようににこれを用いて、 hTRTポリペプチドの特定の領域の活性を同定する
ことができる。
【０９２５】
Ｂ． pGRN138の核局所化および使用
pGRN138での MIH293細胞および BJ細胞のトランスフェクションにより、組換えにより発現
された hTRTの核局所化が確認された。 pGRN138（ EGEP-hTRT）および（ EGFPのみを発現する
）コントロール構築物で細胞をトランスフェクトした。 EGFP-hTRTの核局所化は、蛍光顕
微鏡により両細胞タイプで明らかである。前記したように、 pGRN138 hTRT-GFP融合タンパ
ク質は、 BJ細胞にトランスフェクトした場合にはインビトロ転写翻訳系およびインビボ系
の双方で、テロメラーゼ活性の再構成を支持する。
【０９２６】
hTRT-EGFP融合タンパク質（または同様の検出可能な融合タンパク質）を種々の適用で使
用することができる。例えば、本実施例で記載する融合構築物、または EGFPの構築物およ
び hTRTの切形形態を用いて、 hTRT、ならびに細胞核に侵入し、および／または染色体末端
に局所化する変異型を能力を評価することができる。さらに、 pGRN138を用いて安定また
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は一過的にトランスフェクトされた細胞は、テロメラーゼ調節薬物または化合物を同定す
るための化合物をスクリーニングするのに使用される。核局所化またはテロメラーゼ局所
化を妨害する薬剤は、テロメラーゼインヒビターとして同定できる。 EGFP-hTRTを安定に
発現する腫瘍細胞株はこの目的に有用であり得る。テロメラーゼの潜在的なモジュレータ
ーを、これらのトランスフェクトされた細胞に投与し、そして EGFP-hTRTの局所化が評価
される。さらに、 FACSまたは他の蛍光に基づく方法は、 hTRTを発現する細胞を選択して、
特に細胞の一過性トランスフェクションを使用する場合に、薬物スクリーニングのための
同種集団を提供するために使用され得る。
【０９２７】
別の適用において、 hTRTの領域を変異誘発させて、抗テロメラーゼ薬物（テロメラーゼ活
性モジュレーター）についての標的である、核局所化に必要な領域（例えば、残基 193－ 1
96（ PRRR）および 235－ 240（ PKRPRR）を同定することができる。他の適切な適用は、以下
を含む；
一過性トランスフェクション実験のため、および EGFP-hTRTを発現する安定な細胞株を確
立する場合のための両方の効率的な細胞トランスフェクションの蛍光マーカーとしての融
合タンパク質の使用；
hTRT変異体－ EGFPが、 hTRを細胞質に保持し、テロメラーゼ維持を防止する不死細胞の全
ての hTRを一掃するように、不死細胞における（核局所化に不十分な）変異した核局所化
シグナルを伴う hTRT-EGFP融合の発現；および
免疫沈降のためのタグ化タンパク質としての使用。
【０９２８】
実施例１６
テロメラーゼ触媒活性に対する変異の効果
本実施例は、変化したアミノ酸および変化した触媒活性を有する hTRT変異型タンパク質を
記載する。アミノ酸置換、続いての機能的分析は、ポリペプチド配列の重要性および機能
を評価する標準的手段である。本実施例は、逆転写酵素（ RT）およびテロメラーゼ（Ｔ）
のモチーフの変化がテロメラーゼ触媒活性に影響することを示す。
【０９２９】
通常の命名法を用いて、変異体を記載する；天然分子（ hTRT）における標的残基は、一文
字コードおよび位置によって同定され、変異タンパク質における対応する残基は、一文字
コードによって示される。従って、例えば、「 K626A」は、 hTRTの 626位における（すなわ
ち、モチーフ 1における）リジンがアラニンに変化した変異体を特定する。
【０９３０】
Ａ． hTRT FFYxTEモチーフの変異
最初の実験において、標準的な技術を用いる pGRN121の部位特異的変異誘発によって hTRT
のアミノ酸 560がフェニルアラニン（Ｆ）からアラニン（Ａ）に変化した、 hTRT変異タン
パク質「 F560A」をコードするベクターを産生した。この変異は、 TRTの FFYxTEモチーフを
破壊する。得られた F560A変異ポリヌクレオチドは、 3 5 S－メチオニンの存在下での無細胞
の網状赤血球溶解物転写／翻訳系を用いて評価されるように、全長 hTRTタンパク質の合成
を行うことが示された。
【０９３１】
変異ポリペプチドを実施例 7で記載したように hTRTと共翻訳した場合、 20サイクルの PCRを
用いる TRAPにより観測されるように、テロメラーゼ活性は検出されなかったが、コントロ
ール hTRT/hTR共翻訳は活性を再構成した。 TRAPアッセイにおける 30サイクルの PCRで、テ
ロメラーゼ活性は変異 hTRTで観察できたが、コントロール（野生型） hTRTよりもかなり低
かった。
【０９３２】
Ｂ． hTRTアミノ酸残基のさらなる部位特異的変異誘発
標準的な部位特異的変異誘発技術（例えば、 Ausubel,前掲参照 )を用い、 6つの RTモチーフ
における保存されたアミノ酸をアラニンに変化させて、触媒活性に対するそれらの貢献を
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評価した。実施例 7に詳細に記載した 2工程の通常の／ TRAPアッセイを用いる IVRテロメラ
ーゼを用い、変異体をアッセイした。
【０９３３】
K626A（モチーフ 1）、 R631A（モチーフ 2）、 D712A（モチーフＡ）、 Y717A（モチーフＡ）
、 D868A（モチーフＣ）の変異体は、大きく減少したかまたは検出できないテロメラーゼ
活性を有したが、 Q833A（モチーフＢ）および G932A（モチーフＥ）の変異体は中レベルの
活性を呈した。 RTモチーフの外側の 2つの変異体、 R688Aおよび D897Aは、野生型 hTRTと同
等の活性を有した。これらの結果は、逆転写酵素における類似の変異と合致し（ Joyceら ,
 1994, Ann. Rev. Biochem. 63:777)、そして Est2pで得られた結果と同様である（ Lingne
r, 1997, Science 276:561参照）。実験は、酵素活性に重要および重要でないＲＴモチー
フにおける残基を同定し、そして hTRTがヒトテロメラーゼの触媒タンパク質であることを
示す。変異は、例えば、テロメラーゼ活性の優性／陰性のレギュレーターとしての利用性
を有する変異 hTRTポリペプチドを提供する。
【０９３４】
既知の TRTのアミノ酸のアライメントは、テロメラーゼ特異的モチーフ、モチーフＴ（前
掲参照）を同定した。 hTRTにおけるこのモチーフの触媒的な役割を決定するために、標準
的な部位特異的変異誘発技術（ Ausubel,前掲 )を用いてこのモチーフにおける 6つのアミノ
酸欠失（Δ 560－ 565； FFYxTE）を構築した。実施例 7に詳細を記載した 2段階の通常／ TRAP
アッセイを用い、欠失を IVRテロメラーゼを用いてアッセイした。Δ 560－ 565変異体は観
察可能なテロメラーゼ活性を 25サイクルの PCRの後に有さず、他方、野生型 hTRT IVRテロ
メラーゼは強力なシグナルを生じた。モチーフＴ内の各残基における各アミノ酸を同様な
方法で独立して調べた；変異体 F560A、 Y562A、 T564、および E565Aは中レベルのテロメラ
ーゼ活性を保持し、他方、コントロール変異体 F487Aは活性に対して最小の影響を有した
。注目すべきは、変異体 F561Aは、大きく減少したかまたは検出できないテロメラーゼ活
性を有し、他方、活性はその「復帰変異体」 F561A561Fで完全に復帰した。 F561A561Fは、
変異位置をその元のフェニルアラニンに変化させる。これは、観察された低下した活性を
説明し得るプラスミドに対して他のアミノ酸変化が起こらなかったことを示すコントロー
ルである。従って、Ｔモチーフは、テロメラーゼ活性で絶対的に必要とされることが示さ
れた最初の非 RTモチーフである。
【０９３５】
モチーフＴは他の生物由来の TRTの同定で用いることができ、そしてこのモチーフの変異
型を含む hTRTタンパク質を、テロメラーゼ活性の優性／陰性レギュレーターとして使用す
ることができる。多くの他の RTとは異なり、テロメラーゼは単一 RNAの小部分（すなわち
、 hTR）と安定に会合し、そして前進的にそれをコピーし、従って、モチーフＴは hTR結合
の媒介、反応の進行性、またはテロメラーゼ RTに対してユニークな他の機能に関与し得る
。
【０９３６】
実施例１７
組換えにより発現されたテロメラーゼ成分を用いるテロメラーゼ活性モジュレーターにつ
いてのスクリーニング
本実施例は、テロメラーゼ活性モジュレーターをスクリーニングし、同定するためのイン
ビトロ再構成されたテロメラーゼの使用を記載する。記載したアッセイは、容易に（例え
ば、マルチウェルプレートおよび／またはロボット系を用いる）高処理能力の方法に適合
される。アッセイの工程に対する多数の変形は、この開示のレビューの後に当業者に明ら
かである。
【０９３７】
テロメラーゼ成分（例えば、 hTRTおよび hTR）についての組換えクローンを、製造者の指
示に従い、米国特許第 5,324,637号に記載されている TNT(登録商標 )Coupled Reticulocyte
溶解物系（ Promega)を使用、以下のインビトロ反応で、そして前記実施例 7に記載されて
いるように、転写および翻訳する（ hTRTのみ）。
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【０９３８】
試薬　　　　　　　　　　　　　　　　　　反応当たりの量（μＬ）
TNTウサギ網状赤血球溶解物　　　　　　　　　　  25
TNT反応緩衝液　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 2
TNT T7 RNA Pol.　　　　　　　　　　　　　　　　 1
AA混合物（完全）　　　　　　　　　　　　　　　  1
プライム RNaseインヒビター　　　　　　　　　　　 1
無ヌクレアーゼ水　　　　　　　　　　　　　　　 16
XbaI切断の pGRN121[hTRT](0.5μ g)　　　　　　　　  2
FspI切断の pGRN164[hTR](0.5μ g)　　　　　　　　　 2
反応物を 30℃で 2時間インキュベートする。次いで、生成物を ultrafree－ MC DEAEフィル
ター（ Millipore)で精製する。
【０９３９】
DMSOに溶解した試験化合物の複数の濃度（例えば、 10μＭ－ 100μＭ）の存在下および非
存在下で組換えテロメラーゼ産物（ IVRP）をアッセイする。 2.5μ L IVRP、 2.5％ DMSO、お
よび 1X TRAP緩衝液（ 20mM Tris－ HCl、 pH8.3、 1.5mM MgCl2、 63mM KCl、 0.05％ Tween20、
1.0mM EGTA、 0.1mg／ mlウシ血清アルブミン）の存在下、室温にて、試験化合物を 25μＬ
の合計容量中で 30分間プレインキュベートする。プレインキュベーションの後、 25μＬの
TRAPアッセイ反応混合物を各試料に添加する。 TRAPアッセイ反応混合物は、 1X TRAP緩衝
液、 50μ l dNTP、 2.0μ g/mlプライマー ACX、 4μ g/mlプライマーＵ 2、 0.8attomol／ ml TSU
2、 2ユニット／ 50μ l Taqポリメラーゼ（ Perkin Elmer)、および 2μ g/ml［ 3 2Ｐ］ 5'末端
標識プライマー TS（ 3000Ci／ mmol）からなる。次いで、反応チューブを PCRサーモサイク
ラー（ MJ Research)に入れ、そして PCRは以下のように行う： 30℃における 60分間、 20サ
イクルの｛ 94℃における 30秒、 60℃における 30秒、 72℃における 30秒｝、 72℃における 1
分、 10℃への冷却。 TRAPアッセイは、米国特許第 5,629,154号において、前記したように
記載されている。使用されたプライマーおよび基質は以下の配列を有する :
【０９４０】
【化２０】
　
　
　
　
　
　
　
　
【０９４１】
PCR工程の完了後、ブロモフェノールブルーを含有する 4μ lの 10Ｘ負荷緩衝液を各反応チ
ューブに添加し、生成物（ 20μ l）を 400Ｖにおいて 0.5X TBE中の 12.5％非変性 PAGEで泳動
する。完了したゲルを続いて乾燥し、 TRAP生成物を Phosphorimagerまたはオートラジオグ
ラフィーによって可視化する。試験化合物の存在下におけるテロメラーゼ活性を、薬剤を
欠く平行反応に対して反応生成物中の標識の取り込みを比較することによって測定する。
【０９４２】
実施例に記載する以下のクローンを、 American Type Culture Collection, Rockville, M
D 20852, USAに寄託した：
ラムダファージλ 25－ 1.1　　　 ATCC受託番号 209024
pGRN121　　　　　　　　　　　 ATCC受託番号 209016
ラムダファージλＧФ５　　　　 ATCC受託番号 98505
本発明は、 hTRTに関する新規な方法および物質、ならびにテロメラーゼ関連疾患の診断お
よび処置を提供する。特定の実施例を提供したが、前記の記載は例示的なものであって限
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定的なものではない。本発明の多くの変形が本明細書のレビューにより当業者に明らかに
なる。従って、本発明の範囲は、前記の記載を参照することなく決定されるべきであり、
代わりに、等価物のその全範囲と共に添付の請求の範囲を参照して決定されるべきである
。
【０９４３】
本出願で引用された全ての刊行物および特許書類は、それぞれ個々の刊行物または特許書
類が個々に示されるのと同程度に全ての目的でその全体において参考として援用される。
【図面の簡単な説明】
【図１】　ヒト、 S.pombe（ tezl)、 S.cerevisiae（ EST2）、および Euplotes aediculatus
（ p123）由来の TRTモチーフにおける、高度に保存された残基を示す。同一のアミノ酸は
アスタリスク（ *）［わずかに上付き］で示し、他方、類似のアミノ酸残基は、ドット（
・）によって示す。図におけるモチーフ「 0」はモチーフＴとも呼ばれ、モチーフ「 3」は
モチーフＡとも呼ばれる。
【図２】　テロメラーゼタンパク質および他の逆転写酵素のテロメラーゼ－特異的および
RT特異的配列モチーフの位置を示す。テロメラーゼ特異的モチーフＴおよび保存された RT
モチーフ 1.2およびＡ－Ｅの位置を、ボックスによって示す。白い正方形で示した HIV-1 R
Tは、図 3に示したこのタンパク質の一部を示す。
【図３】　 HIV-1逆転写酵素の p66サブユニットの結晶構造を示す（ Brookhavenコード 1HNV
）。この図は、全てのモチーフが示され得るように右側の裏からのものである。
【図４】　複数のテロメラーゼ RT（ Sp Trtlp（ S.pombeTRT）［本明細書では「 tezlp」と
もいう］； hTRT（ヒト TRT）； Ea p123（ Euplotesp123）； Sc Est2p（ S.cerevisiaeEs2p）
）、および他の RTファミリーのメンバー（ Sc al、 S.cerevisiaeミトコンドリア由来のシ
トクロムオキシダーゼのグループ IIイントロン１－がコードするタンパク質）、 Dm TART
（ Drosophila melanogaster)の TART非 LTRレトロトランスポゾンエレメント由来の逆転写
酵素）； HIV-1（ヒト免疫不全ウイルス逆転写酵素）配列アライメントを示す。 TRTconお
よび RTconは、テロメラーゼ RTおよび非テロメラーゼ RTについてのコンセンサス配列を表
す。アミノ酸はｈ（疎水性）；ｐ（極性）；ｃ（荷電）で示される。三角形は、テロメラ
ーゼタンパク質間で保存されているが、他の RTでは異なる残基を示す。モチーフＥ下方の
実線は、プライマーグリップ領域を示す。
【図５】　実施例 2に記載したテロメラーゼ陰性の有寿命細胞株およびテロメラーゼ陽性
不死細胞株の hTRT RNA発現を示す。
【図６】　 RNA依存性 RNAポリメラーゼに基づくテロメラーゼおよびレトロエレメントの可
能性のある系統樹を示す。
【図７】　λローンＧφ 5の制限地図を示す。
【図８】　示された（ hTRT遺伝子の近くに位置する） STSマーカー D5S678の位置と共に染
色体 5pの地図を示す。
【図９】　 hTRTプロモーター－レポータープラスミドの構築物を示す。
【図１０】　触媒的に活性なヒトテロメラーゼを生産するための hTRTおよび hTRのインビ
トロでの同時発現を示す。
【図１１】　触媒的に活性なヒトテロメラーゼを生産するための hTRTおよび hTRのインビ
トロでの同時発現を示す。
【図１２】　 4つの TRTタンパク質からの配列のアラインメントを示し、そして目的のモチ
ーフを同定する。 TRTconは、 TRTコンセンサス配列を示す。 RTconは、他の逆転写酵素につ
いてのコンセンサス残基を示す。上方の場合のコンセンサス残基は、 TRTタンパク質にお
ける絶対的な保存を示す。
【図１３】　 4つの TRTタンパク質からの配列のアラインメントを示し、そして目的のモチ
ーフを同定する。 TRTconは、 TRTコンセンサス配列を示す。 RTconは、他の逆転写酵素につ
いてのコンセンサス残基を示す。上方の場合のコンセンサス残基は、 TRTタンパク質にお
ける絶対的な保存を示す。
【図１４】　配列番号７に対応する示された配列と共に、 hTRTイントロンにおけるトポイ
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ソメラーゼ II切断部位および NFkB結合性部位を示す。
【図１５】　 Euplotes123kDaテロメラーゼタンパク質サブユニット（ EuplotesTRT）をコ
ードする DNAの配列を示す。
【図１６】　 Euplotes123kDaテロメラーゼタンパク質サブユニット（ EuplotesTRT）をコ
ードする DNAの配列 を示す。
【図１７】　 Euplotes123kDaテロメラーゼタンパク質サブユニット（ EuplotesTRTタンパ
ク質）のアミノ酸配列を示す。
【図１８】　 S.pombeテロメラーゼ触媒サブユニット（ S.pombeTRT）の DNAおよびアミノ酸
配列を示す。
【図１９】　 S.pombeテロメラーゼ触媒サブユニット（ S.pombeTRT）の DNAおよびアミノ酸
配列を示す 。
【図２０】　 S.pombeテロメラーゼ触媒サブユニット（ S.pombeTRT）の DNAおよびアミノ酸
配列を示す 。
【図２１】　 S.pombeテロメラーゼ触媒サブユニット（ S.pombeTRT）の DNAおよびアミノ酸
配列を示す 。
【図２２】　 S.pombeテロメラーゼ触媒サブユニット（ S.pombeTRT）の DNAおよびアミノ酸
配列を示す 。
【図２３】　１に hTRT cDNA配列を示し、この示された配列は配列番号１に対応する。
【図２４】　１に hTRT cDNA配列 を示し、この示された配列は配列番号１に対応
する。
【図２５】　図 の cDNAによってコードされる hTRTタンパク質を示す。こ
の示されたタンパク質配列は配列番号２に対応する。
【図２６】　クローン 712562の配列を示し、この示された配列は配列番号３に対応する。
【図２７】　クローン 712562によってコードされた 259残基タンパク質を示し、この示さ
れた配列は配列番号１０に対応する。
【図２８】　Δ 182変異ポリペプチドをコードするオープンリーディングフレームを有す
る核酸の配列を示し、この示された配列は配列番号４に対応する。また、この図は、この
Δ 182変異ポリペプチドのアミノ酸配列を示し、この示されたアミノ酸配列は配列番号５
に対応する。
【図２９】　Δ 182変異ポリペプチドをコードするオープンリーディングフレームを有す
る核酸の配列を示し、この示された配列は配列番号４に対応する。また、この図は、この
Δ 182変異ポリペプチドのアミノ酸配列を示し、この示されたアミノ酸配列は配列番号５
に対応する。
【図３０】　Δ 182変異ポリペプチドをコードするオープンリーディングフレームを有す
る核酸の配列を示し、この示された配列は配列番号４に対応する。また、この図は、この
Δ 182変異ポリペプチドのアミノ酸配列を示し、この示されたアミノ酸配列は配列番号５
に対応する。
【図３１】　Δ 182変異ポリペプチドをコードするオープンリーディングフレームを有す
る核酸の配列を示し、この示された配列は配列番号４に対応する。また、この図は、この
Δ 182変異ポリペプチドのアミノ酸配列を示し、この示されたアミノ酸配列は配列番号５
に対応する。
【図３２】　Δ 182変異ポリペプチドをコードするオープンリーディングフレームを有す
る核酸の配列を示し、この示された配列は配列番号４に対応する。また、この図は、この
Δ 182変異ポリペプチドのアミノ酸配列を示し、この示されたアミノ酸配列は配列番号５
に対応する。
【図３３】　Δ 182変異ポリペプチドをコードするオープンリーディングフレームを有す
る核酸の配列を示し、この示された配列は配列番号４に対応する。また、この図は、この
Δ 182変異ポリペプチドのアミノ酸配列を示し、この示されたアミノ酸配列は配列番号５
に対応する。
【図３４】　Δ 182変異ポリペプチドをコードするオープンリーディングフレームを有す

10

20

30

40

50

(185) JP 3869092 B2 2007.1.17

（続き）

（続き）

（続き）

（続き）

（続き）

（続き）

２３および図２４



る核酸の配列を示し、この示された配列は配列番号４に対応する。また、この図は、この
Δ 182変異ポリペプチドのアミノ酸配列を示し、この示されたアミノ酸配列は配列番号５
に対応する。
【図３５－１】Ｅｕｐｌｏｔｅｓ由来の４３ｋＤａテロメラーゼタンパク質サブユニット
の３つ全てのオープンリーディングフレームのＤＮＡ配列ならびにアミノ酸配列の一部を
示す図である。
【図３５－２】Ｅｕｐｌｏｔｅｓ由来の４３ｋＤａテロメラーゼタンパク質サブユニット
の３つ全てのオープンリーディングフレームのＤＮＡ配列ならびにアミノ酸配列の一部を
示す図である。図３５－１の続きの配列を示す図である。
【図３５－３】Ｅｕｐｌｏｔｅｓ由来の４３ｋＤａテロメラーゼタンパク質サブユニット
の３つ全てのオープンリーディングフレームのＤＮＡ配列ならびにアミノ酸配列の一部を
示す図である。図３５－２の続きの配列を示す図である。
【図３５－４】Ｅｕｐｌｏｔｅｓ由来の４３ｋＤａテロメラーゼタンパク質サブユニット
の３つ全てのオープンリーディングフレームのＤＮＡ配列ならびにアミノ酸配列の一部を
示す図である。図３５－３の続きの配列を示す図である。
【図３５】　 hTRTゲノムクローン由来の配列を示し、この示された配列は配列番号６に対
応するコンセンサスモチーフおよびエレメントを示し、トポイソメラーゼ II切断部位、 NF
κ B結合性部位、 Alu配列、および他の配列エレメントに特徴的な配列を含む。
【図３６】　 hTRTゲノムクローン由来の配列 を示し、この示された配列は配列番
号６に対応するコンセンサスモチーフおよびエレメントを示し、トポイソメラーゼ II切断
部位、 NFκ B結合性部位、 Alu配列、および他の配列エレメントに特徴的な配列を含む。
【図３７】　 hTRTゲノムクローン由来の配列 を示し、この示された配列は配列番
号６に対応するコンセンサスモチーフおよびエレメントを示し、トポイソメラーゼ II切断
部位、 NFκ B結合性部位、 Alu配列、および他の配列エレメントに特徴的な配列を含む。
【図３８】　 hTRTゲノムクローン由来の配列 を示し、この示された配列は配列番
号６に対応するコンセンサスモチーフおよびエレメントを示し、トポイソメラーゼ II切断
部位、 NFκ B結合性部位、 Alu配列、および他の配列エレメントに特徴的な配列を含む。
【図３９】　 hTRTゲノムクローン由来の配列 を示し、この示された配列は配列番
号６に対応するコンセンサスモチーフおよびエレメントを示し、トポイソメラーゼ II切断
部位、 NFκ B結合性部位、 Alu配列、および他の配列エレメントに特徴的な配列を含む。
【図４０】　 hTRTゲノムクローン由来の配列 を示し、この示された配列は配列番
号６に対応するコンセンサスモチーフおよびエレメントを示し、トポイソメラーゼ II切断
部位、 NFκ B結合性部位、 Alu配列、および他の配列エレメントに特徴的な配列を含む。
【図４１】　実施例１に記載した、酵母における TRT遺伝子の変異の効果を示す。
【図４２】　配列番号８に対応する、 EST AA281296の配列を示す。
【図４３】　クローン 712562において欠失された 182塩基対の配列を示し、この示された
配列は配列番号９に対応する。
【図４４】　実施例 13に記載した hTRTタンパク質をコードする発現ベクター（ pGRN133）
またはコントロールプラスミド（ pBBS212）でトランスフェクトした BJ細胞からのテロメ
ラーゼ活性についてのアッセイの結果を示す。
【図４５】　結合および置換溶出工程を示すテロメラーゼのアフィニティー精製の模式図
である。
【図４６】　実施例１に記載した精製プロトコルの間に得られたテロメラーゼ調製物のノ
ーザンブロットの写真である。レーン１は、 1.5fmolテロメラーゼ RNAを含有し、レーン２
は 4.6fmolテロメラーゼ RNAを含有し、レーン３は 14fmolテロメラーゼ RNAを含有し、レー
ン４は 41fmolテロメラーゼ RNAを含有し、レーン５は核抽出物（ 42fmolテロメラーゼ）を
含有し、レーン６は Affi-Gel-ヘパリン精製テロメラーゼ（ 47fmolテロメラーゼ）を含有
し、レーン７はアフィニティー精製テロメラーゼ（ 68fmol）を含有し、レーン８はグリセ
ロールグラジエント精製テロメラーゼ（ 35fmol)を含有した。
【図４７】　精製プロトコルによるテロメラーゼ活性を示す。
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【図４８】　 SDS-PAGEゲルの写真であり、 Euplotes aediculatus由来の約 123kDaポリペプ
チドおよび約 43kDaダブレットの存在を示す。
【図４９】　 Euplotes aediculatusテロメラーゼの沈降係数を示すグラフである。
【図５０】　 Euplotesテロメラーゼの基質利用性を示す 36％ホルムアミドでのポリアクリ
ルアミド／尿素ゲルの写真である。
【図５１】　テロメラーゼ RNAテンプレート、およびテロメラーゼ RNAを有するヘアピンプ
ライマーの推定のアラインメントを示す。
【図５２】　より明るい露光レベルで示した、図 に示したゲルのレーン 25－ 30の写真
である。
【図５３】　 Euplotes由来の 43kDaテロメラーゼタンパク質サブユニットをコードする遺
伝子の DNA配列を示す。
【図５４】　 Euplotes由来の 43kDaテロメラーゼタンパク質サブユニットの３つ全てのオ
ープンリーディングフレームの DNA配列ならびにアミノ酸配列を示す。
【図５５】　 Euplotes由来の 43kDaテロメラーゼタンパク質サブユニットの３つ全てのオ
ープンリーディングフレームの DNA配列ならびにアミノ酸配列を示す 。
【図５６】　 Euplotes由来の 43kDaテロメラーゼタンパク質サブユニットの３つ全てのオ
ープンリーディングフレームの DNA配列ならびにアミノ酸配列を示す 。
【図５７】　 Euplotes由来の 43kDaテロメラーゼタンパク質サブユニットの３つ全てのオ
ープンリーディングフレームの DNA配列ならびにアミノ酸配列を示す 。
【図５８】　 Euplotesの 123kDaテロメラーゼタンパク質サブユニット（上方配列）と T.th
ermophilaの 80kDaポリペプチドサブユニット（下方配列）との間の配列比較を示す。
【図５９】　 E. aediculatusの 123kDaテロメラーゼタンパク質サブユニット（上方配列）
と T.thermophilaの 95kDaテロメラーゼポリペプチド（下方配列）との間の配列比較を示す
。
【図６０】　 E. aediculatusの 43kDaテロメラーゼタンパク質サブユニットの「 Laドメイ
ン」の一部（上方配列）と T.thermophilaの 95kDaポリペプチドサブユニットの一部（下方
配列）との間のベストフィットアラインメントを示す。
【図６１】　 E. aediculatusの 43kDaテロメラーゼタンパク質サブユニットの「 La－ドメ
イン」の一部（上方配列）と T.thermophilaの 80kDaポリペプチドサブユニットの一部（下
方配列）との間のベストフィットアラインメントを示す。
【図６２】　 E. aediculatusの 123kDaテロメラーゼタンパク質サブユニットのポリメラー
ゼドメインおよび S.cerevisiaeミトコンドリアからのシトクロムオキシダーゼグループ II
イントロン１がコードするタンパク質（ al S.c.（グループ II））、 Dong (LINE)、および
酵母 ESTp (L8543.12)を含む、種々の逆転写酵素のポリメラーゼドメインのアラインメン
トおよびモチーフを示す。
【図６３】　 43kDaテロメラーゼタンパク質サブユニットのドメインと、種々の Laタンパ
ク質とのアラインメントを示す。
【図６４】　 T.thermophila80kDaタンパク質サブユニットをコードするヌクレオチド配列
を示す。
【図６５】　 T.thermophila80kDaタンパク質サブユニットのアミノ酸配列を示す。
【図６６】　 T.thermophila95kDaタンパク質サブユニットをコードするヌクレオチド配列
を示す。
【図６７】　 T.thermophila95kDaタンパク質サブユニットのアミノ酸配列を示す。
【図６８】　Ｌ 8543.12（「 Est2p」）のアミノ酸配列を示す。
【図６９】　 OxytrichaPCR産物によってコードされるアミノ酸配列と Euplotesp123配列と
のアラインメントを示す。
【図７０】　 Est2の DNA配列を示す。
【図７１】　ヒトテロメラーゼペプチドモチーフをコードする cDNAクローンからの部分的
アミノ酸配列を示す。
【図７２】　ヒトテロメラーゼペプチドモチーフをコードする cDNAクローンの部分 DNA配
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列を示す。
【図７３】　 S.pombetrtとも呼ばれる tezlのアミノ酸配列を示す。
【図７４】　 tez1の DNA配列を示す。イントロンおよび他の非コード領域は小文字で示し
、エクソン（すなわち、コード領域）大文字で示す。
【図７５】　 tezlの DNA配列を示す 。イントロンおよび他の非コード領域は小文
字で示し、エクソン（すなわち、コード領域）大文字で示す。
【図７６】　 EST2p、 Euplotes、および Tetrahymena配列、ならびにコンセンサス配列のア
ラインメントを示す。
【図７７】　抗 hTRT抗体の産生に有用なペプチドの配列を示す。
【図７８】　 tezl+は配列決定実験を模式的にまとめる。
【図７９】　 E. aediculatusp123配列の S.pombeホモログを同定するための PCRで使用する
２つの縮重プライマーを示す。
【図８０】　 E. aediculatusp123配列の S.pombeホモログを同定するための縮重プライマ
ーを用いる PCRで生じた４つの主要なバンドを示す。
【図８１】　 M2 PCR産物と、 E. aediculatusp123、 S.cerevisiae、および Oxytricaテロメ
ラーゼタンパク質配列とのアラインメントを示す。
【図８２】　 E. aediculatusp123の S.pombeホモログを同定するための 3’ RT PCR戦略を模
式的に示す。
【図８３】　 S.pombeテロメラーゼタンパク質配列をスクリーニングするために使用する
ライブラリーの特徴を示し、そして S.pombeテロメラーゼタンパク質配列についてライブ
ラリーをスクリーニングした結果を示す。
【図８４】　 S.pombeテロメラーゼ配列を含有する HindIII－消化された陽性ゲノムクロー
ンを用いて得られた陽性結果を示す。
【図８５】　全長 S.pombeTRTクローンを得るために使用した、 5'RT PCR戦略を模式的に示
す。
【図８６】　 S.pombe（ S.p.）、 S.cerevisiae（ S.c.）および E. aediculatus（ E.a.）に
ついての、テロメラーゼ触媒サブユニット由来の RTドメインのアラインメントを示す。
【図８７】　 Euplotes（「 Ea p123」、 S.cerevisiae（「 Sc Est2p」）、および S.pombe（
「 Sp Tezlp」）由来の配列のアラインメントを示す。パネルＡにおいて影をつけた領域は
、２つの配列間で共有される残基を示す。パネルＢにおいて、影をつけた領域は、３つの
全ての配列間で共有される残基を示す。
【図８８】　 S.pombeにおけるテロメラーゼ遺伝子を用いる中断戦略を示す。
【図８９】　 tezlの中断を確認する実験結果を示す。
【図９０】　 tezl中断に起因する S.pombeにおけるテロメアの進行的短縮化を示す。
【図９１】　クローン 712562の EcoRI-NotIインサートによってコードされる約 63kDaのテ
ロメラーゼタンパク質をコードする ORFの DNAおよびアミノ酸またはそのフラグメントを示
す。
【図９２】　クローン 712562の EcoRI-NotIインサートによってコードされる約 63kDaのテ
ロメラーゼタンパク質をコードする ORFの DNAおよびアミノ酸またはそのフラグメントを示
す 。
【図９３】　クローン 712562の EcoRI-NotIインサートによってコードされる約 63kDaのテ
ロメラーゼタンパク質をコードする ORFの DNAおよびアミノ酸またはそのフラグメントを示
す 。
【図９４】　クローン 712562の EcoRI-NotIインサートによってコードされる約 63kDaのテ
ロメラーゼタンパク質をコードする ORFの DNAおよびアミノ酸またはそのフラグメントを示
す 。
【図９５】　種々の供給源由来の逆転写酵素モチーフのアラインメントを示す。
【図９６】　プラスミド pGRN121の制限地図および機能地図を提供する。
【図９７】　 hTRT cDNA配列の予備的核酸配列決定解析の結果を示す。
【図９８】　 hTRT cDNA配列の予備的核酸配列決定解析の結果を示す 。
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【図９９】　 hTRTの予備的核酸配列および 3つのリーディングフレームにおける推定の ORF
配列を示す。
【図１００】　 hTRTの予備的核酸配列および 3つのリーディングフレームにおける推定の O
RF配列を示す 。
【図１０１】　 hTRTの予備的核酸配列および 3つのリーディングフレームにおける推定の O
RF配列を示す 。
【図１０２】　 hTRTの予備的核酸配列および 3つのリーディングフレームにおける推定の O
RF配列を示す 。
【図１０３】　 hTRTの予備的核酸配列および 3つのリーディングフレームにおける推定の O
RF配列を示す 。
【図１０４】　 hTRTの予備的核酸配列および 3つのリーディングフレームにおける推定の O
RF配列を示す 。
【図１０５】　 hTRTの予備的核酸配列および 3つのリーディングフレームにおける推定の O
RF配列を示す 。
【図１０６】　 hTRTの予備的核酸配列および 3つのリーディングフレームにおける推定の O
RF配列を示す 。
【図１０７】　 hTRTの予備的核酸配列および 3つのリーディングフレームにおける推定の O
RF配列を示す 。
【図１０８】　 hTRTの予備的核酸配列および 3つのリーディングフレームにおける推定の O
RF配列を示す 。
【図１０９】　プラスミド pGRN121の制限地図および機能地図を提供する。
【図１１０】　 hTRTの精密な核酸配列および推定の ORF配列を示す。
【図１１１】　 hTRTの精密な核酸配列および推定の ORF配列を示す 。
【図１１２】　 hTRTの精密な核酸配列および推定の ORF配列を示す 。
【図１１３】　 hTRTの精密な核酸配列および推定の ORF配列を示す 。
【図１１４】　 hTRTの精密な核酸配列および推定の ORF配列を示す 。
【図１１５】　 hTRTの精密な核酸配列および推定の ORF配列を示す 。
【図１１６】　 hTRTの精密な核酸配列および推定の ORF配列を示す 。
【図１１７】　 hTRTの精密な核酸配列および推定の ORF配列を示す 。
【図１１８】　λクローン 25－ 1.1の制限地図を示す。
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