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【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 名 称 】 樹 状 突 起 ス パ イ ン 移 行 配 列
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 神 経 細 胞 の 樹 状 突 起 の ス パ イ ン で の 局 在 が 顕 著 で あ る

由 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ペ プ チ ド や 該 ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ や 、
こ れ ら ペ プ チ ド や Ｄ Ｎ Ａ を 利 用 す る ペ プ チ ド 系 薬 剤 等 の 所 望 の ペ プ チ ド を 神 経 細 胞 の 樹 状
突 起 の ス パ イ ン 等 の 細 胞 内 小 器 官 へ デ リ バ リ ー す る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 発 生 過 程 の 神 経 細 胞 に 多 量 発 現 す る ア ク チ ン 結 合 タ ン パ ク ド レ ブ リ ン （
Drebrin） を 世 界 に 先 駆 け て 発 見 し （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ 及 び ２ 参 照 ） 、 こ の ド レ ブ リ
ン が ア ク チ ン フ ァ イ バ ー の 性 状 を 変 え る こ と に よ り 神 経 細 胞 の 形 態 形 成 、 特 に 突 起 形 成 に
関 わ っ て い る こ と （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ３ ～ ５ 参 照 ） や 、 発 生 中 で 移 動 し て い る 神 経 細 胞
で は 、 細 胞 体 と 突 起 全 体 に 存 在 す る が 、 成 熟 し た 神 経 細 胞 で は 棘 構 造 中 に 特 異 的 に 存 在 す
る こ と （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ６ ～ ８ 参 照 ） を 既 に 証 明 し て い る 。 ド レ ブ リ ン に は 、 胚 性 型
（ embryonic type） の ド レ ブ リ ン Ｅ と 成 体 型 （ adult type） の ド レ ブ リ ン Ａ と い う ２ つ の
ア イ ソ フ ォ ー ム が 存 在 し て お り （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 ９ 参 照 ） 、 成 熟 し た 神 経 細 胞 の ス パ
イ ン に 特 異 的 に 見 ら れ る ド レ ブ リ ン Ａ は 、 神 経 細 胞 に し か 発 現 し な い と い う 特 徴 を 有 し て
い る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ ０ 及 び １ １ 参 照 ） 。 ま た 、 本 発 明 者 ら は 、 ド レ ブ リ ン Ａ を 初
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代 培 養 神 経 細 胞 に 発 現 さ せ る と 自 動 的 に 樹 状 突 起 ス パ イ ン に 集 ま り 、 し か も そ の 長 さ を 長
く す る こ と を 見 い 出 し た 。 こ の 発 見 は 、 あ る 一 つ の 蛋 白 合 成 量 を 変 化 さ せ る こ と に よ っ て
ス パ イ ン の 形 態 を 変 化 さ せ る こ と が で き る こ と を 発 見 し た 世 界 で 最 初 の 報 告 で あ る （ 例 え
ば 、 非 特 許 文 献 １ ２ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 ま た 、 ド レ ブ リ ン の 結 合 タ ン パ ク 質 で あ る を 酵 母 ツ ー ハ イ
ブ リ ッ ド （ yeast two hybrid） 法 に よ り ラ ッ ト か ら 単 離 し 、 が １ ２ ０ ８ ア ミ
ノ 酸 か ら な り 、 神 経 細 胞 の 核 、 細 胞 質 、 ス パ イ ン に 存 在 す る こ と 、 核 に 移 行 す る の に 重 要
な 配 列 が Ｎ 末 端 ド メ イ ン に 存 在 す る こ と 、 及 び 、 細 胞 質 に 移 行 す る の に 重 要 な 配 列 が Ｃ 末
端 ド メ イ ン に 存 在 す る こ と を 発 表 し て い る （ 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ ３ ～ １ ７ 参 照 ） が 、 そ
れ ら の 詳 細 に つ い て は わ か っ て い な か っ た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 J. Neurochem. 44, 1210-1216, 1985
【 非 特 許 文 献 ２ 】 J. Biochem. 117, 231-236, 1995
【 非 特 許 文 献 ３ 】 J. Neurosci. Res. 38: 149-159, 1994
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Exp. Cell Res. 215:145-153, 1994
【 非 特 許 文 献 ５ 】 J. Biol. Chem. 269:29928-29933, 1994
【 非 特 許 文 献 ６ 】 J. Neurosci. 15: 7161-7170, 1996
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Dev. Brain Res. 29, 233-244, 1986
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Brain Res. 413, 374-378, 1987
【 非 特 許 文 献 ９ 】 J. Biochem.117, 231-236, 1995
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Dev. Brain Res. 29, 233-244, 1986
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Brain Res. 413, 374-378, 1987
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 J. Neurosci. 19, 3918-3925, 1999
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 第 ７ ９ 回 日 本 生 理 学 会 大 会 （ 広 島 ） ２ ０ ０ ２ 年 ３ 月 ２ ８ ～ ３ ０ 日
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 第 ２ ５ 回 日 本 神 経 科 学 大 会 （ 東 京 ） ２ ０ ０ ２ 年 ７ 月 ７ ～ ９ 日
【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 第 ４ ５ 回 日 本 神 経 化 学 大 会 （ 札 幌 ） ２ ０ ０ ２ 年 ７ 月 １ ７ ～ １ ９ 日
【 非 特 許 文 献 １ ６ 】 第 ２ ６ 回 日 本 神 経 科 学 大 会 （ 名 古 屋 ） ２ ０ ０ ３ 年 ７ 月 ２ ３ ～ ２ ５ 日
【 非 特 許 文 献 １ ７ 】 第 ４ ６ 回 日 本 神 経 化 学 大 会 （ 新 潟 ） ２ ０ ０ ３ 年 ９ 月 ２ ４ ～ ２ ６ 日
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 脳 の 神 経 細 胞 か ら は 長 い 「 軸 索 」 と 「 樹 状 突 起 」 が 伸 び て お り 、 軸 索 か ら 別 の 神 経 細 胞
の 樹 状 突 起 へ の 情 報 伝 達 の 場 が シ ナ プ ス で あ る 。 記 憶 な ど を 司 る 興 奮 性 シ ナ プ ス の 受 け 手
側 の 樹 状 突 起 に は ス パ イ ン （ 棘 ） と 呼 ば れ る 小 さ な 突 起 が 存 在 す る 。 本 発 明 の 課 題 は 、 神
経 細 胞 の 樹 状 突 起 の ス パ イ ン で の 局 在 が 顕 著 で あ る 由 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る ペ プ チ ド や 該 ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ や 、 こ れ ら ペ プ チ ド や Ｄ Ｎ Ａ を 利 用 す る ペ
プ チ ド 系 薬 剤 等 の 所 望 の ペ プ チ ド を 神 経 細 胞 の 樹 状 突 起 の ス パ イ ン 等 の 細 胞 内 小 器 官 へ デ
リ バ リ ー す る 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 の 部 分 配 列 や 変 異 配 列 を Ｃ Ｏ Ｓ ７ 細 胞 又 は 初 代 培 養 海 馬 神
経 細 胞 に 導 入 し 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る の ア ミ ノ 酸 配 列 （ こ の 塩 基 配 列 が 配
列 番 号 １ ） の う ち 、 １ 番 目 か ら ８ ９ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ ａ ａ １ ～ ８ ９ ； 配 列 番 号 ４ ／ こ
の 塩 基 配 列 が 配 列 番 号 ３ ） が 核 移 行 配 列 、 ４ ３ 番 目 か ら ４ ７ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ ａ ａ ４
３ ～ ４ ７ ； 配 列 番 号 ６ ／ こ の 塩 基 配 列 が 配 列 番 号 ５ ） が 核 移 行 シ グ ナ ル 、 ９ ４ ０ 番 目 か ら
１ ０ ４ １ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ ａ ａ ９ ４ ０ ～ １ ０ ４ １ ； 配 列 番 号 ８ ／ こ の 塩 基 配 列 が 配 列
番 号 ７ ） が 核 外 移 行 配 列 、 ８ ２ ０ 番 目 か ら １ ０ ４ １ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ ａ ａ ８ ２ ０ ～ １
０ ４ １ ； 配 列 番 号 １ ０ ／ こ の 塩 基 配 列 が 配 列 番 号 ９ ） が ス パ イ ン 移 行 配 列 で あ る こ と を 見
い 出 し 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。
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【 ０ ０ ０ ７ 】
　 す な わ ち 本 発 明 は 、 （ １ ） （ Ａ ） 配 列 番 号 １ ０ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ
ド を コ ー ド す る 塩 基 配 列 ； （ Ｂ ） 配 列 番 号 １ ０ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し
く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 神 経 細
胞 の 樹 状 突 起 の ス パ イ ン へ の 移 行 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド を コ ー ド す る 塩 基 配 列 ； （ Ｃ ） 配
列 番 号 １ ０ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ６ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配
列 か ら な り 、 か つ 神 経 細 胞 の 樹 状 突 起 の ス パ イ ン へ の 移 行 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 塩 基 配 列 ； （ Ｄ ） 配 列 番 号 ９ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 ； （ Ｅ ） 配 列 番 号 ９ に 示 さ れ る 塩 基
配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の 塩 基 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た 塩 基 配 列 か ら な り
、 か つ 神 経 細 胞 の 樹 状 突 起 の ス パ イ ン へ の 移 行 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド を コ ー ド す る 塩 基 配
列 ； （ Ｆ ） 配 列 番 号 ９ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ
し 、 か つ 神 経 細 胞 の 樹 状 突 起 の ス パ イ ン へ の 移 行 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド を コ ー ド す る 塩 基
配 列 ； の 何 れ か の 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ や 、 （ ２ ） （ Ａ ） 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ
酸 配 列 ； （ Ｂ ） 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸
が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 で あ っ て 、 か つ 該 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ
プ チ ド が 神 経 細 胞 の 樹 状 突 起 の ス パ イ ン へ の 移 行 活 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 ； （ Ｃ ） 配 列
番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ６ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 で
あ っ て 、 か つ 該 ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド が 神 経 細 胞 の 樹 状 突 起 の ス パ イ ン へ の 移 行
活 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 ； の 何 れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 （ ３ ） 上 記 （ ２ ） 記 載 の ペ プ チ ド と マ ー カ ー タ ン パ ク 質 及 び ／ 又 は ペ プ
チ ド タ グ と が 結 合 し て い る 融 合 ペ プ チ ド や 、 （ ４ ） 上 記 （ １ ） 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ と 所 望 の ペ プ
チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ と を イ ン フ レ ー ム で 連 結 し 、 上 記 （ ２ ） 記 載 の ペ プ チ ド と 所 望 の
ペ プ チ ド と の 融 合 ペ プ チ ド を 発 現 す る こ と が で き る 組 換 え ベ ク タ ー に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 （ ５ ） 上 記 （ ４ ） 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー を 細 胞 内 に 導 入 す る こ と を 特
徴 と す る 細 胞 内 小 器 官 へ 所 望 の ペ プ チ ド を デ リ バ リ ー す る 方 法 や 、 （ ６ ） 上 記 （ ２ ） 記 載
の ペ プ チ ド と 所 望 の ペ プ チ ド と の 結 合 ペ プ チ ド を 細 胞 内 に 導 入 す る こ と を 特 徴 と す る 細 胞
内 小 器 官 へ 所 望 の ペ プ チ ド を デ リ バ リ ー す る 方 法 や 、 （ ７ ） 細 胞 内 小 器 官 が 神 経 細 胞 の 樹
状 突 起 の ス パ イ ン で あ る こ と を 特 徴 と す る 上 記 （ ５ ） 又 は （ ６ ） 記 載 の 細 胞 内 小 器 官 へ 所
望 の ペ プ チ ド を デ リ バ リ ー す る 方 法 に 関 す る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 神 経 細 胞 の 樹 状 突 起 の ス パ イ ン で の 局 在 が 顕 著 で あ る 由 来 の ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 す る 本 発 明 の ペ プ チ ド や 該 ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 利 用 す る と 、 神 経 細 胞 の 樹
状 突 起 の ス パ イ ン 等 の 細 胞 内 小 器 官 へ ペ プ チ ド 系 薬 剤 等 の 所 望 の ペ プ チ ド を デ リ バ リ ー す
る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ と し て は 、 （ Ａ ） 配 列 番 号 １ ０ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩
基 配 列 ； （ Ｂ ） 配 列 番 号 １ ０ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ
酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 神 経 細 胞 の 樹 状 突 起 の ス
パ イ ン へ の 移 行 活 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 ； （ Ｃ ） 配 列 番 号 １ ０ に
示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ６ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、
か つ 神 経 細 胞 の 樹 状 突 起 の ス パ イ ン へ の 移 行 活 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基
配 列 ； （ Ｄ ） 配 列 番 号 ９ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 ； （ Ｅ ） 配 列 番 号 ９ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 に お
い て 、 １ 若 し く は 数 個 の 塩 基 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た 塩 基 配 列 か ら な り 、 か つ 神
経 細 胞 の 樹 状 突 起 の ス パ イ ン へ の 移 行 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド を コ ー ド す る 塩 基 配 列 ； 又 は
（ Ｆ ） 配 列 番 号 ９ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、
か つ 神 経 細 胞 の 樹 状 突 起 の ス パ イ ン へ の 移 行 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド を コ ー ド す る 塩 基 配 列
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； の 何 れ か の 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ ず 、 ま た 、 本 発 明 の ペ プ チ ド
と し て は 、 （ Ａ ） 配 列 番 号 １ ０ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ； （ Ｂ ） 配 列 番 号 １ ０ に 示 さ れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ
ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 神 経 細 胞 の 樹 状 突 起 の ス パ イ ン へ の 移 行 活 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配
列 ； 又 は （ Ｃ ） 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ６ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有
す る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ 神 経 細 胞 の 樹 状 突 起 の ス パ イ ン へ の 移 行 活 性 を 有 す る ア
ミ ノ 酸 配 列 ； の 何 れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ ず 、 こ こ で
「 神 経 細 胞 の 樹 状 突 起 の ス パ イ ン へ の 移 行 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド 」 と は 、 ス パ イ ン へ 移 行
し 、 ス パ イ ン で の 局 在 が 顕 著 で あ る ペ プ チ ド を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 上 記 配 列 番 号 ９ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ と し て は 、 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る

を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 の う ち ２ ５ ３ ０ 番 目 か ら ３ １ ９ ５ 番 目 の 塩 基 配 列 を 、
配 列 番 号 １ ０ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド と し て は 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る

の ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち ８ ２ ０ 番 目 か ら １ ０ ４ １ 番 目 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 そ れ ぞ
れ 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 上 記 「 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 」 と は
、 例 え ば １ ～ ２ ０ 個 、 好 ま し く は １ ～ １ ５ 個 、 よ り 好 ま し く は １ ～ １ ０ 個 、 さ ら に 好 ま し
く は １ ～ ５ 個 の 任 意 の 数 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 意 味
す る 。 ま た 、 上 記 「 １ 若 し く は 数 個 の 塩 基 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た 塩 基 配 列 」 と
は 、 例 え ば １ ～ ２ ０ 個 、 好 ま し く は １ ～ １ ５ 個 、 よ り 好 ま し く は １ ～ １ ０ 個 、 さ ら に 好 ま
し く は １ ～ ５ 個 の 任 意 の 数 の 塩 基 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た 塩 基 配 列 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 例 え ば 、 こ れ ら １ 若 し く は 数 個 の 塩 基 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た 塩 基 配 列 か ら な
る Ｄ Ｎ Ａ （ 変 異 Ｄ Ｎ Ａ ） は 、 化 学 合 成 、 Ｄ Ｎ Ａ 工 学 的 手 法 、 突 然 変 異 誘 発 な ど の 当 業 者 に
既 知 の 任 意 の 方 法 に よ り 作 製 す る こ と も で き る 。 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 ９ に 示 さ れ る 塩 基
配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ に 対 し 、 変 異 原 と な る 薬 剤 と 接 触 作 用 さ せ る 方 法 、 紫 外 線 を 照 射 す る
方 法 、 Ｄ Ｎ Ａ 工 学 的 な 手 法 等 を 用 い て 、 こ れ ら Ｄ Ｎ Ａ に 変 異 を 導 入 す る こ と に よ り 、 変 異
Ｄ Ｎ Ａ を 取 得 す る こ と が で き る 。 Ｄ Ｎ Ａ 工 学 的 手 法 の 一 つ で あ る 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 法 は
特 定 の 位 置 に 特 定 の 変 異 を 導 入 で き る 手 法 で あ る こ と か ら 有 用 で あ り 、 Molecular Clonin
g: A laboratory Mannual, 2nd Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Har
bor, NY.,1989. 以 後 "モ レ キ ュ ラ ー ク ロ ー ニ ン グ 第 ２ 版 " と 略 す ） 、 Current Protocols
 in Molecular Biology, Supplement 1～ 38,John Wiley & Sons (1987-1997)等 に 記 載 の
方 法 に 準 じ て 行 う こ と が で き る 。 こ の 変 異 Ｄ Ｎ Ａ を 適 切 な 発 現 系 を 用 い て 発 現 さ せ る こ と
に よ り 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る ペ プ チ ド を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 上 記 「 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ６ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ア
ミ ノ 酸 配 列 」 と は 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と の 相 同 性 が ６ ０ ％ 以 上 で あ れ ば
特 に 制 限 さ れ る も の で は な く 、 例 え ば 、 ６ ０ ％ 以 上 、 好 ま し く は ７ ０ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し
く は ８ ０ ％ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は ９ ０ ％ 以 上 、 特 に 好 ま し く は ９ ５ ％ 以 上 、 最 も 好 ま し
く は ９ ８ ％ 以 上 で あ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 上 記 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 塩 基 配 列 」 と は 、 Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ
Ｎ Ａ な ど の 核 酸 を プ ロ ー ブ と し て 使 用 し 、 コ ロ ニ ー ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 、 プ ラ ー
ク ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 、 あ る い は サ ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 等 を 用
い る こ と に よ り 得 ら れ る 塩 基 配 列 を 意 味 し 、 具 体 的 に は 、 コ ロ ニ ー あ る い は プ ラ ー ク 由 来
の Ｄ Ｎ Ａ ま た は 該 Ｄ Ｎ Ａ の 断 片 を 固 定 化 し た フ ィ ル タ ー を 用 い て 、 ０ ． ７ ～ １ ． ０ Ｍ の Ｎ
ａ Ｃ ｌ 存 在 下 、 ６ ５ ℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 後 、 ０ ． １ ～ ２ 倍 程 度 の Ｓ Ｓ Ｃ
溶 液 （ １ 倍 濃 度 の Ｓ Ｓ Ｃ 溶 液 の 組 成 は 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 １ ５ ｍ Ｍ ク エ ン 酸 ナ
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ト リ ウ ム ） を 用 い 、 ６ ５ ℃ 条 件 下 で フ ィ ル タ ー を 洗 浄 す る こ と に よ り 同 定 で き る Ｄ Ｎ Ａ を
あ げ る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 モ レ キ ュ ラ ー ク ロ ー ニ ン グ 第 ２ 版 等 に
記 載 さ れ て い る 方 法 に 準 じ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 例 え ば 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る Ｄ Ｎ Ａ と し て は
、 プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 と 一 定 以 上 の 相 同 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ が 挙 げ る
こ と が で き 、 例 え ば ６ ０ ％ 以 上 、 好 ま し く は ７ ０ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は ８ ０ ％ 以 上 、 さ
ら に 好 ま し く は ９ ０ ％ 以 上 、 特 に 好 ま し く は ９ ５ ％ 以 上 、 最 も 好 ま し く は ９ ８ ％ 以 上 の 相
同 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 好 適 に 例 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の 取 得 方 法 や 調 製 方 法 は 特 に 限 定 さ れ る も の で な く 、 本 明 細 書 中 に 開 示
し た 配 列 番 号 ９ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 情 報 又 は 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 情 報 に 基
づ い て 適 当 な ブ ロ ー ブ や プ ラ イ マ ー を 調 製 し 、 そ れ ら を 用 い て 当 該 Ｄ Ｎ Ａ が 存 在 す る こ と
が 予 測 さ れ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 目 的 の Ｄ Ｎ Ａ を 単 離
し た り 、 あ る い は 、 常 法 に 従 っ て 化 学 合 成 に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 具 体 的 に は 、 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 単 離 さ れ た ラ ッ ト 神 経 細 胞 や 脳 も し く は 他 の 臓
器 よ り 、 常 法 に 従 っ て ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 し 、 次 い で 、 こ の ラ イ ブ ラ リ ー か ら 、
本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ に 特 有 の 適 当 な プ ロ ー ブ を 用 い て 所 望 ク ロ ー ン を 選 抜 す る こ と に よ り 、 本
発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 取 得 す る こ と が で き る 。 上 記 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 起 源 と し て は 、 各 種 の 動 物 細 胞 ま
た は 組 織 を 例 示 す る こ と が で き 、 ま た 、 こ れ ら の 細 胞 又 は 組 織 か ら の 全 Ｒ Ｎ Ａ の 分 離 、 ｍ
Ｒ Ｎ Ａ の 分 離 や 精 製 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 取 得 と そ の ク ロ ー ニ ン グ な ど は い ず れ も 常 法 に 従 っ て 実
施 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら ス ク リ ー ニ ン グ す る 方
法 は 、 例 え ば 、 モ レ キ ュ ラ ー ク ロ ー ニ ン グ 第 ２ 版 に 記 載 の 方 法 等 、 当 業 者 に よ り 常 用 さ れ
る 方 法 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 、 上 記 （ Ｂ ） ～ （ Ｆ ） の い ず れ か に 示 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る 本 発 明 の 変 異 Ｄ Ｎ Ａ
又 は 相 同 Ｄ Ｎ Ａ と し て は 、 配 列 番 号 ９ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 又 は そ の 一 部 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 断
片 を 利 用 し 、 他 の 生 物 体 等 よ り 、 該 Ｄ Ｎ Ａ の ホ モ ロ グ を 適 当 な 条 件 下 で ス ク リ ー ニ ン グ す
る こ と に よ り 単 離 す る こ と が で き る 。 そ の 他 、 前 述 の 変 異 Ｄ Ｎ Ａ の 作 製 方 法 に よ り 調 製 す
る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の ペ プ チ ド の 取 得 ・ 調 製 方 法 は 特 に 限 定 さ れ ず 、 化 学 合 成 し た ペ プ チ ド で も 、 Ｄ
Ｎ Ａ 組 換 え 技 術 に よ り 作 製 し た 組 み 換 え ペ プ チ ド の 何 れ で も よ い 。 化 学 合 成 に よ り ペ プ チ
ド を 調 製 す る 場 合 に は 、 例 え ば 、 Fmoc法 (フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 法 )、 tBoc
法 (t－ ブ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 法 )等 の 化 学 合 成 法 に 従 っ て 本 発 明 の ペ プ チ ド を 合 成 す る
こ と が で き る 。 ま た 、 各 種 の 市 販 の ペ プ チ ド 合 成 機 を 利 用 し て 本 発 明 の ペ プ チ ド を 合 成 す
る こ と も で き る 。 Ｄ Ｎ Ａ 組 換 え 技 術 に よ り ペ プ チ ド を 調 製 す る 場 合 に は 、 該 ペ プ チ ド を コ
ー ド す る 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ を 好 適 な 発 現 系 に 導 入 す る こ と に よ り 本 発 明 の ペ プ チ ド
を 調 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 中 で も 、 比 較 的 容 易 な 操 作 で か つ 大 量 に 調 製 す る こ と
が 可 能 な Ｄ Ｎ Ａ 組 換 え 技 術 に よ る 調 製 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 例 え ば 、 Ｄ Ｎ Ａ 組 換 え 技 術 に よ っ て 、 本 発 明 の ペ プ チ ド を 調 製 す る 場 合 、 か か る ペ プ チ
ド を 細 胞 培 養 物 か ら 回 収 し 精 製 す る に は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム ま た は エ タ ノ ー ル 沈 殿 、 酸 抽
出 、 ア ニ オ ン ま た は カ チ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ホ ス ホ セ ル ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 、 疎 水 性 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ハ イ ド
ロ キ シ ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び レ ク チ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 め た 公 知 の
方 法 、 好 ま し く は 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー が 用 い ら れ る 。 特 に 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 用 い る カ ラ ム と し て は 、 例 え ば 、 本 発 明 の ペ プ チ ド に 対 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 等 の 抗 体 を 結 合 さ せ た カ ラ ム や 、 上 記 本 発 明 の ペ プ チ ド に 通 常 の ペ プ チ ド タ グ
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を 付 加 し た 場 合 は 、 こ の ペ プ チ ド タ グ に 親 和 性 の あ る 物 質 を 結 合 し た カ ラ ム を 用 い る こ と
に よ り 、 こ れ ら の ペ プ チ ド の 精 製 物 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 さ ら に 、 配 列 番 号 １ ０ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠
失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド 、 又 は 配 列 番 号 １ ０ に 示 さ れ
る ア ミ ノ 酸 配 列 と ６ ０ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ペ プ チ ド は 、 配 列 番
号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 の 一 例 を 示 す 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る 塩
基 配 列 の 情 報 に 基 づ い て 当 業 者 で あ れ ば 適 宜 調 製 又 は 取 得 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 配
列 番 号 １ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 又 は そ の 一 部 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を プ ロ ー ブ と し て ラ ッ ト 以 外 の
動 物 よ り 、 該 Ｄ Ｎ Ａ の ホ モ ロ グ を 適 当 な 条 件 下 で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 単 離 す る
こ と が で き る 。 こ の ホ モ ロ グ Ｄ Ｎ Ａ の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ を ク ロ ー ニ ン グ 後 、 常 法 に よ り 配 列 番 号
９ に 示 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ を 取 得 し 、 こ れ を 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 み 適 当 な 宿 主 で 発 現 さ せ る こ
と に よ り 、 該 ホ モ ロ グ Ｄ Ｎ Ａ に よ り コ ー ド さ れ る ペ プ チ ド を 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 上 記 本 発 明 の ペ プ チ ド と マ ー カ ー タ ン パ ク 質 及 び ／ 又 は ペ プ チ ド タ グ と が 結 合 し て い る
本 発 明 の 融 合 ペ プ チ ド と し て は 特 に 制 限 さ れ ず 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 と し て は 、 従 来 知 ら
れ て い る マ ー カ ー タ ン パ ク 質 で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ る も の で は な く 、 例 え ば 、 ア ル カ リ フ
ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 Ｈ Ｒ Ｐ 等 の 酵 素 、 抗 体 の Ｆ ｃ 領 域 、 Ｇ Ｆ Ｐ 等 の 蛍 光 物 質 な ど を 具 体 的 に
挙 げ る こ と が で き 、 ま た 本 発 明 に お け る ペ プ チ ド タ グ と し て は 、 Ｈ Ａ 、 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ 、 Ｍ ｙ ｃ
等 の エ ピ ト ー プ タ グ や 、 Ｇ Ｓ Ｔ 、 マ ル ト ー ス 結 合 ペ プ チ ド 、 ビ オ チ ン 化 ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ
ヒ ス チ ジ ン 等 の 親 和 性 タ グ な ど の 従 来 知 ら れ て い る ペ プ チ ド タ グ を 具 体 的 に 例 示 す る こ と
が で き る 。 か か る 融 合 ペ プ チ ド は 、 常 法 に よ り 作 製 す る こ と が で き 、 Ｎ ｉ － Ｎ Ｔ Ａ と Ｈ ｉ
ｓ タ グ の 親 和 性 を 利 用 し た 本 発 明 の ペ プ チ ド の 精 製 や 、 本 発 明 の ペ プ チ ド の 検 出 や 、 本 発
明 の ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 の 定 量 や 、 そ の 他 当 該 分 野 の 研 究 用 試 薬 と し て も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 組 換 え ベ ク タ ー と し て は 、 前 記 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ に 所 望 の ペ プ チ ド を コ ー ド す る
Ｄ Ｎ Ａ を イ ン フ レ ー ム で 連 結 し 、 本 発 明 の ペ プ チ ド と 所 望 の ペ プ チ ド と の 融 合 ペ プ チ ド を
発 現 す る こ と が で き る 組 換 え ベ ク タ ー で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ ず 、 上 記 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ と 所
望 の ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ と が 連 結 し た 連 結 体 Ｄ Ｎ Ａ と し て は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の
下 流 に 所 望 の ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ が 連 結 さ れ た も の や 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の 上 流 に
所 望 の ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ が 連 結 さ れ た も の の ど ち ら で も よ い 。 本 発 明 の 組 換 え
ベ ク タ ー は 、 か か る 連 結 体 Ｄ Ｎ Ａ を 動 物 細 胞 用 の 発 現 ベ ク タ ー に 適 切 に イ ン テ グ レ イ ト す
る こ と に よ り 構 築 す る こ と が で き る 。 か か る 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 宿 主 細 胞 に お い て 自
立 複 製 可 能 で あ る も の や 、 あ る い は 宿 主 細 胞 の 染 色 体 中 へ 組 込 み 可 能 で あ る も の が 好 ま し
く 、 ま た 、 上 記 連 結 体 Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 で き る 位 置 に プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 タ ー ミ ネ
ー タ ー 等 の 制 御 配 列 を 含 有 し て い る も の を 好 適 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 動 物 細 胞 用 の 発 現 ベ ク タ ー と し て 、 例 え ば 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ -Ｃ １ （ Clontech社 製 ） 、 ｐ Ｇ Ｂ
Ｔ － ９ (Clontech社 製 )、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ Ｉ （ フ ナ コ シ 社 製 ） 、 ｐ ｃ Ｄ Ｍ ８ （ フ ナ コ シ 社 製 ） 、
ｐ Ａ Ｇ Ｅ １ ０ ７ （ Cytotechnology, 3, 133, 1990） 、 ｐ Ｃ Ｄ Ｍ ８ （ Nature, 329, 840, 19
87） 、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ Ｉ ／ Ａ ｍ Ｐ （ Invitrogen社 製 ） 、 ｐ Ｒ Ｅ Ｐ ４ （ Invitrogen社 製 ） 、 ｐ Ａ
Ｇ Ｅ １ ０ ３ （ J.Blochem., 101, 1307, 1987） 、 ｐ Ａ Ｇ Ｅ ２ １ ０ 等 を 例 示 す る こ と が で き
る 。 動 物 細 胞 用 の プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 例 え ば 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ ヒ ト Ｃ Ｍ Ｖ ）
の Ｉ Ｅ （ immediate early） 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 、 Ｓ Ｖ ４ ０ の 初 期 プ ロ モ ー タ ー 、 レ ト
ロ ウ イ ル ス の プ ロ モ ー タ ー 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン プ ロ モ ー タ ー 、 ヒ ー ト シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ
ー 、 Ｓ Ｒ α プ ロ モ ー タ ー 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 細 胞 内 小 器 官 へ 所 望 の ペ プ チ ド を デ リ バ リ ー す る 方 法 と し て は 、 上 記 本
発 明 の 組 換 え ベ ク タ ー を 細 胞 内 に 導 入 す る 方 法 や 、 前 記 本 発 明 の ペ プ チ ド と 所 望 の ペ プ チ
ド と の 結 合 ペ プ チ ド を 細 胞 内 に 導 入 す る 方 法 で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ ず 、 上 記 結 合 ペ プ チ ド
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と し て は 、 発 現 産 物 で あ る 融 合 ペ プ チ ド や 化 学 反 応 に よ り 結 合 し た 化 学 結 合 ペ プ チ ド を 例
示 す る こ と が で き る 。 組 み 換 え ベ ク タ ー の 動 物 細 胞 へ の 導 入 は 、 例 え ば 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ
ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン 媒 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 ト ラ ン ス
ベ ク シ ョ ン (transvection)、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 カ チ オ ン 性 脂 質 媒 介 ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 形 質 導 入 、 ス ク レ ー プ ロ ー デ ィ ン グ  (scrape loa
ding)、 弾 丸 導 入 (ballistic introduction)、 感 染 等 に よ り 行 う こ と が で き 、 ま た 、 本 発
明 の ペ プ チ ド と 所 望 の ペ プ チ ド と の 融 合 ペ プ チ ド の 細 胞 内 へ の 導 入 に は 、 巨 大 分 子 と 非 共
有 結 合 体 を 形 成 し 、 タ ン パ ク 質 等 の 巨 大 分 子 の 構 造 を 変 化 さ せ 、 タ ン パ ク 質 等 の 巨 大 分 子
を 細 胞 内 に デ リ バ リ ー す る こ と が で き る Chariot（ Active Motif社 製 ） 等 の 細 胞 毒 性 の な
い 試 薬 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 上 記 細 胞 内 小 器 官 と し て は 、 神 経 細 胞 の 樹 状 突 起 の ス パ イ ン の 他 、 ミ ト コ ン ド リ ア 、 小
胞 体 、 ゴ ル ジ 装 置 、 核 、 ラ イ ソ ソ ー ム 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 本 発 明 の ス パ イ ン 移 行 配
列 は 神 経 細 胞 突 起 内 を 輸 送 さ れ る た め に 必 要 な 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 上 記 所 望 の ペ プ チ ド と し て は 、 ペ プ チ ド 系 抗 生 物 質 、 サ イ ト カ イ ン 、 造 血 因 子 、 ペ プ チ
ド ホ ル モ ン 、 心 臓 血 管 系 に 作 用 す る 因 子 、 中 枢 お よ び 末 梢 神 経 系 に 作 用 す る 因 子 、 体 液 電
解 質 お よ び 血 液 有 機 物 質 に 作 用 す る 因 子 、 骨 お よ び 骨 格 系 に 作 用 す る 因 子 、 腎 臓 お よ び 尿
路 系 に 作 用 す る 因 子 、 感 覚 器 官 に 作 用 す る 因 子 、 免 疫 系 に 作 用 す る 因 子 、 呼 吸 器 系 に 作 用
す る 因 子 、 生 殖 器 系 に 作 用 す る 因 子 、 及 び 酵 素 の 群 か ら 選 択 さ れ た 医 薬 活 性 を 有 す る ペ プ
チ ド を 挙 げ る こ と が で き る 。 上 記 ペ プ チ ド 系 抗 生 物 質 と し て は 、 バ ン コ マ イ シ ン 、 ポ リ ミ
キ シ ン Ａ ～ Ｄ 、 コ リ ス チ ン 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 上 記 サ イ ト カ イ ン と し て は 、 イ ン タ
ー フ ェ ロ ン （ ア ル フ ァ 、 ベ ー タ 、 ガ ン マ ） ， イ ン タ ー ロ イ キ ン （ Ｉ Ｌ － ２ ～ Ｉ Ｌ － １ １ ）
、 Ｉ Ｌ － １ 、 腫 瘍 壊 死 因 子 （ Ｔ Ｎ Ｆ α ） 、 白 血 病 細 胞 阻 止 因 子 （ Ｌ Ｉ Ｆ ） 等 を 挙 げ る こ と
が で き る 。 上 記 造 血 因 子 の 例 と し て は 、 エ リ ス ロ ポ エ チ ン 、 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ Ｇ
－ Ｃ Ｓ Ｆ ） 、 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ ） 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ
コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ ） 、 ト ロ ン ボ ポ エ チ ン 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 上 記 ペ プ
チ ド ホ ル モ ン と し て は 、 イ ン ス リ ン ， 成 長 ホ ル モ ン 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 上 記 心 臓 血
管 系 に 作 用 す る 因 子 と し て は 、 エ ン ド セ リ ン 、 バ ソ プ レ シ ン 、 レ ニ ン 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン
類 、 心 房 性 ナ ト リ ウ ム 利 尿 ペ プ チ ド （ Ａ Ｎ Ｐ ） 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 上 記 中 枢 お よ び
末 梢 神 経 系 に 作 用 す る 因 子 の 例 と し て 、 エ ン ケ フ ァ リ ン 、 エ ン ド ル フ ィ ン 、 カ ル シ ト ニ ン
等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 上 記 体 液 電 解 質 お よ び 血 液 有 機 物 質 に 作 用 す る 因 子 の 例 と し て
、 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン （ Ｐ Ｔ Ｈ ） 、 カ ル シ ト ニ ン 、 ア ポ プ ロ テ イ ン Ｅ ， ヒ ル デ ィ ン 等 を 挙 げ
る こ と が で き る 。 上 記 生 殖 器 系 に 作 用 す る 因 子 の 例 と し て 、 黄 体 形 成 ホ ル モ ン 放 出 ホ ル モ
ン （ Ｌ Ｈ － Ｒ Ｈ ） 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 上 記 酵 素 の 例 と し て ス ー パ ー オ キ サ イ ド デ ィ
ス ミ ュ タ ー ゼ （ Ｓ Ｏ Ｄ ） 、 テ ィ ッ シ ュ ー プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク テ ィ ベ ー タ ー （ Ｔ Ｐ Ａ ） 、
カ リ ク レ イ ン 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 以 下 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を よ り 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 は こ れ ら の
例 示 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ３ １ 】
（ ド レ ブ リ ン 結 合 タ ン パ ク 質 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ニ ン グ ）
　 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ド レ ブ リ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 の う ち １ 番 目 か ら ２ ３ ３ 番 目 の ア ミ ノ
酸 配 列 （ ａ ａ １ ～ ２ ３ ３ ） を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 、 ｐ Ａ Ｓ ４ ０ ４ (Clontech社 製 ｐ Ａ Ｓ １
を 改 変 し た も の 。 Sekiguchi etal, J. Biol. Chem. 276:7246-7257.)に 組 み 入 れ 、 得 ら れ
た プ ラ ス ミ ド を 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム の ス ク リ ー ニ ン グ 用 の ベ イ ト （ bait） と し
て 使 用 し た 。 ま ず 、 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド を 酵 母 （ Ｙ １ ９ ０ 株 ） に ト ラ ン ス フ ォ ー ム し 、 こ
れ を 用 い て ラ ッ ト 神 経 細 胞 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー （ Clontech社 製 ） を ス ク リ ー ニ ン グ し
た 。 上 記 酵 母 を 選 択 培 地 （ a3-aminotriazole (25 mM) plus SD-Trp, Leu, and His plate
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） 上 で 培 養 し 、 生 長 し て き た 酵 母 コ ロ ニ ー を 採 取 し た 。 そ の 結 果 、 ８ ９ 個 の 独 立 し た ク ロ
ー ン が 得 ら れ た 。 こ れ ら ク ロ ー ン か ら プ ラ ス ミ ド を 採 取 し シ ィ ー ク エ ン ス を 行 っ た と こ ろ
、 そ の う ち ６ ４ 個 が 同 じ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て い る こ と が わ か っ た 。 こ の ク ロ ー ン を 用
い て 、 よ り 長 い ク ロ ー ン を 得 る た め 、 ラ ッ ト 神 経 細 胞 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー
ニ ン グ し た 。 さ ら に ５ ′ ／ ３ ′ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ キ ッ ト （ Ｔ Ａ Ｋ Ａ Ｒ Ａ 社 製 ） に 提 示 さ れ た プ ロ ト
コ ー ル に 基 づ き 、 指 定 の プ ラ イ マ ー を 使 用 し 、 ５ ′ Ｒ Ａ Ｃ Ｅ  (Rapid Amplification of c
Ｄ Ｎ Ａ  ends)（ Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 8998-9002, 1988） 反 応 を 行 い 、 不 足 部
分 の 配 列 を 取 得 し て 全 長 配 列 を 得 た 。 こ の 遺 伝 子 が コ ー ド す る ド レ ブ リ ン 結 合 タ ン パ ク 質
を と 命 名 し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ３ ２ 】
（ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 及 び 細 胞 内 局 在 の 観 察 ）
　 の 全 長 配 列 （ ａ ａ １ ～ １ ２ ０ ８ ） と 部 分 配 列 （ ａ ａ １ ～ ８ ８ ， ａ ａ ８ ８ ～
１ ２ ０ ８ ， ａ ａ ５ ２ ２ ～ ５ ９ ６ ， ａ ａ ３ ８ ３ ～ ４ ８ ８ ， ａ ａ ８ ２ ０ ～ １ ０ ４ １ ， ａ ａ ９ ４
０ ～ １ ０ ４ １ ， Δ ９ ４ ０ ～ １ ０ ４ １ ） 及 び の 全 長 配 列 の ４ ５ ， ４ ６ 番 目 の リ
シ ン を ト レ オ ニ ン に 置 換 し た 変 異 配 列 （ mutNSL-ａ ａ １ ～ １ ２ ０ ８ ） を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ
を そ れ ぞ れ 調 製 し 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ -Ｃ １ ベ ク タ ー (Clontech社 製 )の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト
に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た （ 図 １ 参 照 ） 。 こ れ ら 組 換 え ベ ク タ ー を 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 を
用 い て 、 Ｃ Ｏ Ｓ ７ 細 胞 又 は 初 代 培 養 海 馬 神 経 細 胞 に 導 入 し 、 次 い で 免 疫 化 染 色 を 行 い 蛍 光
顕 微 鏡 で 観 察 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 上 記 ７ 個 の フ ラ グ メ ン ト に し て 、 そ れ ら の 細 胞 内 局 在 を 観 察
し た 。 そ の 結 果 、 Ｎ 末 端 領 域 に 核 局 在 配 列 が 存 在 す る こ と が 示 さ れ た 。 図 ２ に は 、 特 徴 的
な ３ つ の 像 が 示 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 Ｃ Ｏ Ｓ ７ 細 胞 に Ｇ Ｆ Ｐ 標 識 及 び 欠 失
配 列 を 導 入 し て 蛍 光 顕 微 鏡 で 観 察 し た と こ ろ 、 Ｎ 末 端 が 欠 失 し た ａ ａ ８ ８ ～ １ ２ ０ ８ で は
、 ａ ａ １ ～ １ ２ ０ ８ （ 全 長 配 列 ） や Ｎ 末 端 配 列 ａ ａ １ ～ ８ ８ に 比 べ て 核 局 在 性 が 認 め ら れ
ず 、 の 核 へ の 局 在 に は Ｎ 末 端 領 域 が 重 要 で あ る こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 Ｎ 末 端 の 核 局 在 配 列 と 予 想 さ れ る 配 列 の ア ミ ノ 酸 を ２ 箇 所 置 換 し た 変 異 体 、 す な わ ち

の 全 長 配 列 の ４ ５ ， ４ ６ 番 目 の リ シ ン を ト レ オ ニ ン に 置 換 し た 変 異 体 （ mutNSL
-ａ ａ １ ～ １ ２ ０ ８ ） は 、 図 ３ に 示 さ れ る よ う に 核 局 在 性 が 認 め ら れ ず 、 Ｃ Ｏ Ｓ ７ 細 胞 及
び 初 代 培 養 海 馬 神 経 細 胞 （ 14DIV neuron） の 核 に は い る こ と が で き な い こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 同 様 に し て 、 の フ ラ グ メ ン ト の 核 外 移 行 性 に つ い て 調 べ た 。 一 般 に 分 子 量
の 小 さ い タ ン パ ク 質 は 拡 散 に よ っ て 核 膜 孔 を 通 過 し て 核 内 に は い る こ と が で き る 。 図 ４ に
示 さ れ る よ う に 、 ａ ａ ５ ２ ２ ～ ５ ９ ６ や ａ ａ ３ ８ ３ ～ ４ ８ ８ の よ う な フ ラ グ メ ン ト は 核 内
に も 局 在 す る が 、 ａ ａ ９ ４ ０ ～ １ ０ ４ １ は 核 内 よ り も 核 外 で の 局 在 が 顕 著 で あ る こ と が Ｃ
Ｏ Ｓ ７ 細 胞 で 観 察 さ れ た 。 ま た 、 ａ ａ ９ ４ ０ ～ １ ０ ４ １ を 欠 失 し た 変 異 体 で あ る Δ ９ ４ ０
～ １ ０ ４ １ は 核 外 に 移 行 す る こ と が で き な い こ と も 観 察 さ れ た 。 以 上 の 観 察 結 果 は 、 ａ ａ
９ ４ ０ ～ １ ０ ４ １ に 核 外 移 行 配 列 が 存 在 す る こ と を 示 唆 し て い る 。 図 ５ に 示 す よ う に 、 同
様 の 結 果 が 、 初 代 培 養 海 馬 神 経 細 胞 に お い て も 観 察 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 の 部 分 配 列 の 樹 状 突 起 に お け る 局 在 を 調 べ た と こ ろ 、 ａ ａ ８ ２ ０ ～ １ ０ ４
１ は ス パ イ ン で の 局 在 が 顕 著 で あ る こ と が 観 察 さ れ た （ 図 ６ ） 。 こ れ に 対 し て 、 ａ ａ ３ ８
３ ～ ４ ８ ８ ， ａ ａ ５ ２ ２ ～ ５ ９ ６ 等 の 短 い フ ラ グ メ ン ト は 樹 状 突 起 で は 広 汎 に 局 在 す る こ
と が 観 察 さ れ た 。 以 上 の 観 察 結 果 は 、 の ス パ イ ン で の 局 在 に は ａ ａ ８ ２ ０ ～
１ ０ ４ １ が 重 要 な 働 き を し て お り 、 こ の 部 位 に ス パ イ ン 局 在 配 列 が あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ ７ 】
【 図 １ 】 実 施 例 に 用 い た Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ -Ｃ １ ベ ク タ ー の 概 略 構 造 を 示 す 図 で あ る 。 図 １ 中 、 ｐ
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Ｃ Ｍ Ｖ は サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス の プ ロ モ ー タ を 、 Ｇ Ｆ Ｐ は グ リ ー ン 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 、 Ｍ
Ｃ Ｓ は マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト を 、 Ｓ Ｖ ４ ０ poly Ａ は Ｓ Ｖ ４ ０ ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ
ル を そ れ ぞ れ 示 す 。
【 図 ２ 】 及 び そ の 部 分 配 列 の Ｃ Ｏ Ｓ ７ 細 胞 内 局 在 を 蛍 光 顕 微 鏡 観 察 し た 結 果
を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 の 全 長 配 列 の ４ ５ ， ４ ６ 番 目 の リ シ ン を ト レ オ ニ ン に 置 換 し た 変 異
体 （ mutNSL-ａ ａ １ ～ １ ２ ０ ８ ） の 細 胞 内 局 在 を 蛍 光 顕 微 鏡 観 察 し た 結 果 を 示 す 図 で あ る
。
【 図 ４ 】 の 部 分 配 列 （ ａ ａ ９ ４ ０ ～ １ ０ ４ １ な ど ） の Ｃ Ｏ Ｓ ７ 細 胞 内 局 在 を
蛍 光 顕 微 鏡 観 察 し た 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 及 び そ の 欠 失 変 異 体 （ Δ ９ ４ ０ ～ １ ０ ４ １ ） 配 列 の 細 胞 内 局 在 を 蛍
光 顕 微 鏡 観 察 し た 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 図 ５ 中 、 上 段 左 の 小 さ な 四 角 は 露 光 時 間 を 短 く し
て 撮 影 し た 像 を 示 す 。 ま た 、 緑 は Ｇ Ｆ Ｐ 蛍 光 を 、 赤 は ド レ ブ リ ン 染 色 像 を 示 す 。
【 図 ６ 】 の 部 分 配 列 （ ａ ａ ８ ２ ０ ～ １ ０ ４ １ ） の 樹 状 突 起 に お け る ス パ イ ン
で の 蛍 光 顕 微 鏡 観 察 し た 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
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