
(57)【要約】
本発明は、ヒトゲノム中の遺伝子によりコードされる、本発明の輸送体ペプチドのアミノ
酸配列を提供する。本発明は、特に、単離ペプチドおよび核酸分子、輸送体ペプチドのオ
ルソログおよびパラログを同定する方法、ならびに輸送体ペプチドのモジュレータを同定
する方法を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
下 記 の 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 単 離 ペ プ チ ド ：
(a)配 列 番 号 ： 3お よ び 配 列 番 号 ： 4か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ；
(b)配 列 番 号 ： 3お よ び 配 列 番 号 ： 4か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 対 立 変 異 体
の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ っ て 、 該 対 立 変 異 体 が 、 配 列 番 号 ： 1、 配 列 番 号 ： 2、 お よ び 配 列 番 号
： 5か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 分 子 の 対 向 鎖 に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 ；
(c)配 列 番 号 ： 3お よ び 配 列 番 号 ： 4か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の オ ル ソ ロ グ
の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ っ て 、 該 オ ル ソ ロ グ が 、 配 列 番 号 ： 1、 配 列 番 号 ： 2、 お よ び 配 列 番 号
： 5か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 分 子 の 対 向 鎖 に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 ； お よ び
(d)配 列 番 号 ： 3お よ び 配 列 番 号 ： 4か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 断 片 で あ っ
て 、 少 な く と も 10個 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 の 断 片 。
【 請 求 項 ２ 】
下 記 の 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 単 離 ペ プ チ ド ：
(a)配 列 番 号 ： 3お よ び 配 列 番 号 ： 4か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 ；
(b)配 列 番 号 ： 3お よ び 配 列 番 号 ： 4か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 対 立 変 異 体
の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ っ て 、 該 対 立 変 異 体 が 、 配 列 番 号 ： 1、 配 列 番 号 ： 2、 お よ び 配 列 番 号
： 5か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 分 子 の 対 向 鎖 に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 ；
(c)配 列 番 号 ： 3お よ び 配 列 番 号 ： 4か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の オ ル ソ ロ グ
の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ っ て 、 該 オ ル ソ ロ グ が 、 配 列 番 号 ： 1、 配 列 番 号 ： 2、 お よ び 配 列 番 号
： 5か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 分 子 の 対 向 鎖 に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る 核 酸 分 子 に よ っ て コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 ； お よ び
(d)配 列 番 号 ： 3お よ び 配 列 番 号 ： 4か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 断 片 で あ っ
て 、 少 な く と も 10個 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 の 断 片 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 2記 載 の ペ プ チ ド に 選 択 的 に 結 合 す る 単 離 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
下 記 の 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 単 離 核 酸 分 子 ：
(a)配 列 番 号 ： 3お よ び 配 列 番 号 ： 4か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
(b)配 列 番 号 ： 3お よ び 配 列 番 号 ： 4か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 対 立 変 異 体
の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 配 列 番 号 ： 1、 配 列 番 号 ： 2、 お
よ び 配 列 番 号 ： 5か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 分 子 の 対 向 鎖 に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
(c)配 列 番 号 ： 3お よ び 配 列 番 号 ： 4か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の オ ル ソ ロ グ
を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 配 列 番 号 ： 1、 配 列 番 号 ： 2、 お よ び 配 列 番 号 ：
5か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 分 子 の 対 向 鎖 に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
(d)配 列 番 号 ： 3お よ び 配 列 番 号 ： 4か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 断 片 を コ ー
ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 該 断 片 が 、 少 な く と も 10個 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； お よ び
(e)(a)～ (d)の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
【 請 求 項 ５ 】
下 記 の 群 よ り 選 択 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 単 離 核 酸 分 子 ：
(a)配 列 番 号 ： 3お よ び 配 列 番 号 ： 4か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
(b)配 列 番 号 ： 3お よ び 配 列 番 号 ： 4か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 対 立 変 異 体
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の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 配 列 番 号 ： 1、 配 列 番 号 ： 2、 お
よ び 配 列 番 号 ： 5か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 分 子 の 対 向 鎖 に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
(c)配 列 番 号 ： 3お よ び 配 列 番 号 ： 4か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の オ ル ソ ロ グ
を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 配 列 番 号 ： 1、 配 列 番 号 ： 2、 お よ び 配 列 番 号 ：
5か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 分 子 の 対 向 鎖 に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
(d)配 列 番 号 ： 3お よ び 配 列 番 号 ： 4か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 断 片 を コ ー
ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て 、 該 断 片 が 、 少 な く と も 10個 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； お よ び
(e) (a)～ (d)の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
【 請 求 項 ６ 】
請 求 項 5記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む 遺 伝 子 チ ッ プ 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 5記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 5記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む 核 酸 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 8記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 1記 載 の い ず れ か の ペ プ チ ド を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、 (a)～ (d)の い ず れ か の ア ミ
ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 宿 主 細 胞 内 に 導 入 す る 段 階 、 お よ び ペ プ チ ド が
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 発 現 さ れ る 条 件 下 で 宿 主 細 胞 を 培 養 す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 2記 載 の い ず れ か の ペ プ チ ド を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、 (a)～ (d)の い ず れ か の ア ミ
ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 宿 主 細 胞 に 導 入 す る 段 階 、 お よ び ペ プ チ ド が ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 か ら 発 現 さ れ る 条 件 下 で 宿 主 細 胞 を 培 養 す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
試 料 中 に お け る 請 求 項 2記 載 の い ず れ か の ペ プ チ ド の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 試 料
中 に お け る 該 ペ プ チ ド の 存 在 を 特 異 的 に 検 出 す る 検 出 試 薬 と 試 料 を 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ
び 該 ペ プ チ ド の 存 在 を 検 出 す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
試 料 中 に お け る 請 求 項 5記 載 の 核 酸 分 子 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 ス ト リ ン ジ ェ ン
ト な 条 件 下 で 該 核 酸 分 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 試 料 を 接 触 さ せ る 段
階 、 お よ び 試 料 中 の 該 核 酸 分 子 と オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 結 合 す る か ど う か を 判 定 す る 段 階
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 2記 載 の ペ プ チ ド の モ ジ ュ レ ー タ を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 該 ペ プ チ ド を 試 薬 と 接
触 さ せ る 段 階 、 お よ び 該 試 薬 が 該 ペ プ チ ド の 機 能 ま た は 活 性 を 調 節 し た か ど う か を 判 定 す
る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
試 薬 が ペ プ チ ド を 発 現 す る 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 に 投 与 さ れ る 、 請 求 項 14記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 2記 載 の い ず れ か の ペ プ チ ド に 結 合 す る 試 薬 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 ペ プ チ ド と
試 薬 を 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び 接 触 混 合 物 を ア ッ セ イ し て 、 ペ プ チ ド と 試 薬 と の 複 合 体 が
形 成 さ れ る か ど う か を 判 定 す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
請 求 項 16記 載 の 方 法 に よ り 同 定 さ れ た 試 薬 と 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る そ れ ら の 担 体 と を 含 む
薬 学 的 組 成 物 。
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【 請 求 項 １ ８ 】
ヒ ト 輸 送 体 タ ン パ ク 質 に よ り 媒 介 さ れ る 疾 患 ま た は 症 状 を 治 療 す る 方 法 で あ っ て 、 薬 学 的
に 有 効 な 量 の 請 求 項 16記 載 の 方 法 で 同 定 さ れ た 試 薬 を 患 者 に 投 与 す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
請 求 項 2記 載 の ペ プ チ ド の 発 現 の モ ジ ュ レ ー タ を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 該 ペ プ チ ド を 発
現 す る 細 胞 と 試 薬 と を 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び 該 試 薬 が 該 ペ プ チ ド の 発 現 を 調 節 し た か ど
う か を 判 定 す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
配 列 番 号 ： 3お よ び 配 列 番 号 ： 4か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 70％
の 相 同 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 単 離 ヒ ト 輸 送 体 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ １ 】
配 列 番 号 ： 3お よ び 配 列 番 号 ： 4か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も 90％
の 相 同 性 を 持 つ ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 20記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
ヒ ト 輸 送 体 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 核 酸 分 子 で あ っ て 、 配 列 番 号 ： 1、 配 列 番 号 ： 2、 お
よ び 配 列 番 号 ： 5か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 分 子 と 少 な く と も 80％ の 相 同 性 を 有 す る
核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
配 列 番 号 ： 1、 配 列 番 号 ： 2、 お よ び 配 列 番 号 ： 5か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 核 酸 分 子 と 少
な く と も 90％ の 相 同 性 を 有 し て い る 、 請 求 項 22記 載 の 核 酸 分 子 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

本 出 願 は 、 2000年 12月 12日 に 提 出 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 60/254,553号 （ 代 理 人 整 理 番 号 　 CL
001014-PROV） お よ び 2000年 12月 19日 に 提 出 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 09/739,457号 （ 代 理 人
整 理 番 号 　 CL001014） の 優 先 権 を 請 求 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

本 発 明 は 、 糖 輸 送 体 サ ブ フ ァ ミ リ ー と 関 連 の あ る 輸 送 体 タ ン パ ク 質 、 組 換 え DNA分 子 、 お
よ び タ ン パ ク 質 の 産 生 の 分 野 に 属 す る 。 本 発 明 は 特 に 、 リ ガ ン ド 輸 送 を 行 う 新 規 ペ プ チ ド
お よ び タ ン パ ク 質 、 な ら び に こ の よ う な ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 分 子 を コ ー ド す る 核 酸
分 子 を 提 供 し 、 こ れ ら は 全 て ヒ ト 治 療 法 な ら び に 診 断 用 の 組 成 物 お よ び 方 法 の 開 発 に 有 用
で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】

輸 送 体 タ ン パ ク 質 は 、 イ オ ン お よ び 高 分 子 な ど の 分 子 の 細 胞 の 内 外 へ の 流 れ を 調 節 す る こ
と に よ り 、 細 胞 増 殖 、 分 化 お よ び シ グ ナ ル 伝 達 の 過 程 を 含 む 、 細 胞 の 多 く の 異 な る 機 能 を
調 節 す る 。 輸 送 体 は 真 核 生 物 に お い て 事 実 上 全 て の 細 胞 の 原 形 質 膜 に 認 め ら れ る 。 輸 送 体
は 、 膜 電 位 の 調 節 な ら び に 細 胞 膜 を 介 し た 分 子 お よ び イ オ ン の 吸 収 お よ び 分 泌 を 含 む 、 様
々 な 細 胞 機 能 を 媒 介 す る 。 ゴ ル ジ 装 置 お よ び エ ン ド サ イ ト ー シ ス 小 胞 の 細 胞 内 膜 に 存 在 す
る 場 合 、 塩 素 イ オ ン チ ャ ネ ル な ど の 輸 送 体 は 細 胞 小 器 官 の pHも 調 節 す る 。 総 説 に つ い て は
、 グ レ ガ ー  R.（ Greger, R.） （ 1988） Annu. Rev. Physiol. 50： 111～ 122を 参 照 さ れ た
い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
輸 送 体 は 一 般 に 構 造 お よ び 作 用 様 式 の 種 類 に よ っ て 分 類 さ れ る 。 さ ら に 輸 送 体 は 時 に は 輸
送 さ れ る 分 子 の 種 類 に よ っ て 分 類 さ れ 、 例 え ば 、 糖 輸 送 体 、 塩 素 イ オ ン チ ャ ネ ル 、 カ リ ウ
ム チ ャ ネ ル な ど が あ る 。 単 一 種 類 の 分 子 を 輸 送 す る チ ャ ネ ル に は 多 く の ク ラ ス が あ る （ チ
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ャ ネ ル の 種 類 に 関 す る 詳 細 な 総 説 は 、 Alexander, S.P.H.お よ び J.A. Peters： 「 受 容 体 お
よ び 輸 送 体 の 命 名 法 ・ 増 補 版 （ Receptor and transporter nomenclature supplement） 」
、 Trends Phamacol. Sci.、 Elsevier、 pp. 65～ 68（ 1997） な ら び に

に 記 載 さ れ て い る ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
以 下 の 一 般 的 な 分 類 方 式 が 当 技 術 分 野 で は 公 知 で あ り 、 こ れ は 本 発 見 に も 用 い ら れ て い る
。
【 ０ ０ ０ ６ 】
チ ャ ネ ル 型 輸 送 体
こ の ク ラ ス の 膜 貫 通 型 チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 は 、 細 菌 か ら 高 等 真 核 生 物 ま で の あ ら ゆ る 種 類
の 生 物 の 膜 に 遍 在 的 に 認 め ら れ る 。 こ の タ イ プ の 輸 送 系 は 、 担 体 を 介 し た 機 構 の 証 拠 が な
い 、 膜 貫 通 水 性 孔 ま た は チ ャ ネ ル を 介 し た 通 過 に よ り 、 促 進 拡 散 （ エ ネ ル ギ ー 非 依 存 的 過
程 に よ る ） を 触 媒 す る 。 こ れ ら の チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 は 通 常 、 主 に a-ヘ リ ッ ク ス 性 貫 通 体
か ら な る が 、 b-ス ト ラ ン ド も 存 在 す る こ と が あ り 、 チ ャ ネ ル を 構 成 す る こ と さ え も あ る 。
し か し 、 外 膜 ポ ー リ ン 型 チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 は こ の ク ラ ス か ら 除 外 さ れ 、 代 わ り に ク ラ ス
9に 含 め ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
担 体 型 輸 送 体
輸 送 系 は 、 担 体 を 介 し た 過 程 を 利 用 し て 単 輸 送 （ 促 進 拡 散 に よ り 単 一 種 が 輸 送 さ れ る ） 、
対 向 輸 送 （ 化 学 浸 透 圧 エ ネ ル ギ ー 以 外 の 直 接 的 形 態 の エ ネ ル ギ ー と は 共 役 し て い な い 、 強
固 に 共 役 し た 過 程 に よ り 、 2つ ま た は そ れ 以 上 の 種 が 逆 向 き に 輸 送 さ れ る ） お よ び /ま た は
共 輸 送 （ 化 学 浸 透 圧 エ ネ ル ギ ー 以 外 の 直 接 的 形 態 の エ ネ ル ギ ー と は 共 役 し て い な い 、 強 固
に 共 役 し た 過 程 に よ り 、 2つ ま た は そ れ 以 上 の 種 が 同 じ 向 き に 輸 送 さ れ る ） を 触 媒 す る 場
合 、 こ の ク ラ ス に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
ピ ロ リ ン 酸 結 合 加 水 分 解 駆 動 型 の 能 動 輸 送 体
輸 送 系 は 、 ATPま た は 別 の ヌ ク レ オ シ ド 三 リ ン 酸 に お け る ピ ロ リ ン 酸 ま た は 末 端 ピ ロ リ ン
酸 結 合 を 加 水 分 解 し て 、 1つ ま た は 複 数 の 溶 質 の 能 動 的 な 取 り 込 み お よ び /ま た は 排 出 を 駆
動 す る 場 合 、 こ の ク ラ ス に 含 ま れ る 。 輸 送 タ ン パ ク 質 は 一 過 性 に リ ン 酸 化 さ れ て も リ ン 酸
化 さ れ な く て も よ い が 、 基 質 は リ ン 酸 化 さ れ な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
PEP依 存 的 な ホ ス ホ リ ル 転 移 駆 動 型 グ ル ー プ 輸 送 体
細 菌 ホ ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸 ： 糖 ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 系 の 輸 送 系 は 、 こ の ク ラ ス
に 含 ま れ る 。 細 胞 外 の 糖 に 由 来 す る 反 応 産 物 は 細 胞 質 糖 リ ン 酸 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
脱 炭 酸 駆 動 型 能 動 輸 送 体
細 胞 質 基 質 の 脱 炭 酸 に よ っ て 溶 質 （ 例 え ば 、 イ オ ン ） の 取 り 込 み ま た は 排 出 を 駆 動 す る 輸
送 系 は 、 こ の ク ラ ス に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
酸 化 還 元 駆 動 型 能 動 輸 送 体
還 元 型 基 質 か ら 酸 化 型 基 質 へ の 電 子 流 に よ っ て 賦 活 さ れ る 溶 質 （ 例 え ば 、 イ オ ン ） の 輸 送
を 駆 動 す る 輸 送 系 は 、 こ の ク ラ ス に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
光 駆 動 型 能 動 輸 送 体
光 エ ネ ル ギ ー を 利 用 し て 溶 質 （ 例 え ば 、 イ オ ン ） の 輸 送 を 駆 動 す る 輸 送 系 は 、 こ の ク ラ ス
に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
機 械 的 駆 動 型 能 動 輸 送 体
輸 送 系 は 、 イ オ ン （ ま た は 他 の 溶 質 ） が 膜 を 介 し て 電 気 化 学 的 勾 配 の 下 方 に 流 れ る の を 可
能 に す る こ と に よ り 、 細 胞 ま た は 細 胞 小 器 官 の 移 動 を 駆 動 す る 場 合 、 こ の ク ラ ス に 含 ま れ
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る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
（ b-構 造 の ） 外 膜 ポ ー リ ン
こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 溶 質 の 膜 を 介 し た エ ネ ル ギ ー 非 依 存 的 な 通 過 を 通 常 可 能 に す る 、
膜 貫 通 孔 ま た は チ ャ ネ ル を 形 成 す る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 膜 貫 通 部 分 は 、 b-バ レ ル を 形
成 す る b-ス ト ラ ン ド の み か ら な る 。 こ れ ら の ポ ー リ ン 型 タ ン パ ク 質 は 、 グ ラ ム 陰 性 細 菌 、
ミ ト コ ン ド リ ア お よ び 真 核 生 物 色 素 体 の 外 膜 に 認 め ら れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 駆 動 型 能 動 輸 送 体
現 在 、 こ の カ テ ゴ リ ー に 入 る の は 、 唯 一 特 徴 づ け ら れ て い る タ ン パ ク 質 で あ る 、 Na + 輸 送
メ チ ル テ ト ラ ヒ ド ロ メ タ ノ プ テ リ ン ： コ エ ン ザ イ ム Mメ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
非 リ ボ ソ ー ム 合 成 型 チ ャ ネ ル 形 成 ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド 様 分 子
こ れ ら の 分 子 は 通 常 、 L-ア ミ ノ 酸 お よ び D-ア ミ ノ 酸 な ら び に 乳 酸 な ど の 他 の 低 分 子 構 成 単
位 の 連 鎖 で あ り 、 オ リ ゴ マ ー 膜 貫 通 型 イ オ ン チ ャ ネ ル を 形 成 す る 。 電 位 は 膜 貫 通 型 チ ャ ネ
ル の 集 合 を 促 進 す る こ と に よ っ て 、 チ ャ ネ ル 形 成 を 誘 導 し う る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド は し ば
し ば 細 菌 お よ び 真 菌 に よ っ て 、 生 物 闘 争 の 作 用 物 質 と し て 作 ら れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
非 タ ン パ ク 質 性 輸 送 複 合 体
タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド か ら 構 成 さ れ ず 、 い ず れ か に 由 来 し な い 生 体 膜 中 の イ オ ン 伝 導
性 物 質 は 、 こ の カ テ ゴ リ ー に 入 る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
機 能 的 な 特 徴 づ け は な さ れ て い る が 、 配 列 デ ー タ の な い 輸 送 体
フ ァ ミ リ ー の 指 定 は で き な い が 、 特 別 な 生 理 的 意 義 の あ る 輸 送 体 は こ の カ テ ゴ リ ー に 含 ま
れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー が 輸 送 体 と し て 確 立 さ れ て い な い 、 推 定 の 輸 送 体
推 定 の 輸 送 体 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー は こ の 項 目 に 分 類 さ れ 、 メ ン バ ー の 輸 送 機 能 が 確 立 さ
れ れ ば 別 の も の に 分 類 さ れ 、 提 唱 さ れ た 輸 送 機 能 が 反 証 さ れ れ ば TC分 類 系 か ら 除 外 さ れ る
と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の フ ァ ミ リ ー は 、 輸 送 機 能 は 示 唆 さ れ て い る が そ の よ う な 機 能 に 関
す る 証 拠 に 説 得 力 が な い 、 1つ ま た は 複 数 の メ ン バ ー を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
補 助 輸 送 体 タ ン パ ク 質
1つ ま た は 複 数 の 生 体 膜 を 介 し た 輸 送 を 何 ら か の 様 式 で 促 進 す る が 、 そ れ 自 体 は 輸 送 に 直
接 関 与 し な い タ ン パ ク 質 は 、 こ の ク ラ ス に 含 ま れ る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 常 に 1つ ま た
は 複 数 の 輸 送 タ ン パ ク 質 と と も に 機 能 す る 。 こ れ ら は 輸 送 と の エ ネ ル ギ ー 共 役 と 連 結 し た
機 能 を 提 供 す る こ と が で き 、 複 合 体 形 成 に お い て 構 造 的 役 割 を 果 た す こ と が で き 、 調 節 機
能 を 果 た す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
分 類 不 明 の 輸 送 体
分 類 不 明 の 輸 送 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー は こ の 項 目 に 分 類 さ れ 、 輸 送 過 程 お よ び エ ネ ル ギ ー
共 役 機 序 が 特 徴 づ け ら れ れ ば 別 の も の に 分 類 さ れ る と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の フ ァ ミ リ ー は
、 輸 送 機 能 は 確 立 さ れ て い る が 輸 送 様 式 ま た は エ ネ ル ギ ー 共 役 機 序 が 不 明 で あ る 、 少 な く
と も 1つ の メ ン バ ー を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】

重 要 な タ イ プ の 輸 送 体 は イ オ ン チ ャ ネ ル で あ る 。 イ オ ン チ ャ ネ ル は 、 細 胞 の 内 外 へ の イ オ
ン の 流 れ を 調 節 す る こ と に よ り 、 多 く の 異 な る 細 胞 増 殖 、 分 化 お よ び シ グ ナ ル 伝 達 の 過 程
を 調 節 す る 。 イ オ ン チ ャ ネ ル は 真 核 生 物 に お い て 事 実 上 全 て の 細 胞 の 原 形 質 膜 に 認 め ら れ
る 。 イ オ ン チ ャ ネ ル は 、 膜 電 位 の 調 節 な ら び に 上 皮 膜 を 介 し た イ オ ン の 吸 収 お よ び 分 泌 を
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含 む 、 様 々 な 細 胞 機 能 を 媒 介 す る 。 ゴ ル ジ 装 置 お よ び エ ン ド サ イ ト ー シ ス 小 胞 の 細 胞 内 膜
に 存 在 す る 場 合 、 塩 素 イ オ ン チ ャ ネ ル な ど の イ オ ン チ ャ ネ ル は 細 胞 小 器 官 の pHも 調 節 す る
。 総 説 に つ い て は 、 グ レ ガ ー  R.（ Greger, R.） （ 1988） Annu. Rev. Physiol. 50： 111～
122を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
イ オ ン チ ャ ネ ル は 一 般 に 構 造 お よ び 作 用 様 式 の 種 類 に よ っ て 分 類 さ れ る 。 例 え ば 、 細 胞 外
リ ガ ン ド 依 存 性 チ ャ ネ ル （ ELG） は 5つ の ポ リ ペ プ チ ド 性 サ ブ ユ ニ ッ ト か ら 構 成 さ れ （ 各 サ
ブ ユ ニ ッ ト は 4つ の 膜 貫 通 ド メ イ ン を 有 す る ） 、 細 胞 外 リ ガ ン ド の チ ャ ネ ル と の 結 合 に よ
っ て 活 性 化 さ れ る 。 さ ら に 、 チ ャ ネ ル は 時 に は 輸 送 さ れ る イ オ ン の 種 類 、 例 え ば 、 塩 素 イ
オ ン チ ャ ネ ル 、 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル な ど に よ っ て も 分 類 さ れ る 。 単 一 種 類 の イ オ ン を 輸 送 す
る チ ャ ネ ル に は 多 く の ク ラ ス が あ る （ チ ャ ネ ル の 種 類 に 関 す る 詳 細 な 総 説 は 、 Alexander,
 S.P.H.お よ び J.A. Peters： 「 受 容 体 お よ び イ オ ン チ ャ ネ ル の 命 名 法 ・ 増 補 版 （ Receptor
 and ion channel nomenclature supplement） 」 、 Trends Phamacol. Sci.、 Elsevier、 p
p. 65～ 68（ 1997） な ら び に http://wwwbiology.ucsd.edu/～ msaier/transport/toc.html
に 認 め ら れ る ） 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
イ オ ン チ ャ ネ ル に は 構 造 に 基 づ く 多 く の 種 類 が あ る 。 例 え ば 、 多 く の イ オ ン チ ャ ネ ル は 以
下 の 群 の 1つ に 入 る ： 細 胞 外 リ ガ ン ド 依 存 性 チ ャ ネ ル （ ELG） 、 細 胞 内 リ ガ ン ド 依 存 性 チ ャ
ネ ル （ ILG） 、 内 向 き 整 流 チ ャ ネ ル （ INR） 、 細 胞 間 （ ギ ャ ッ プ 結 合  ） チ ャ ネ ル 、 お よ び
電 位 依 存 性 チ ャ ネ ル （ VIC） 。 輸 送 さ れ る イ オ ン の 種 類 、 細 胞 の 位 置 お よ び 薬 剤 感 受 性 に
基 づ く 他 の チ ャ ネ ル フ ァ ミ リ ー も 、 さ ら に 認 識 さ れ て い る 。 こ れ ら の そ れ ぞ れ に 関 す る 情
報 で あ る 、 そ れ ら の 活 性 、 リ ガ ン ド の 種 類 、 イ オ ン の 種 類 、 疾 患 と の 関 連 、 薬 ら し さ （ dr
ugability） 、 お よ び 本 発 明 に 関 係 す る 他 の 情 報 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
細 胞 外 リ ガ ン ド 依 存 性 チ ャ ネ ル 、 す な わ ち ELGは 、 一 般 に 5つ の ポ リ ペ プ チ ド サ ブ ユ ニ ッ ト
か ら 構 成 さ れ る 。 ア ン ウ ィ ン  N.（ Unwin, N.） （ 1993） 、 Cell 72： 31～ 41； ア ン ウ ィ ン  
N.（ Unwin, N.） （ 1995） 、 Nature 373： 37～ 43； ユ チ ョ ウ  F.（ Hucho, F.） ら （ 1996） J
. Neurochem. 66： 1781～ 1792； ユ チ ョ ウ  F.（ Hucho, F.） ら （ 1996） Eur. J. Biochem. 
239： 539～ 557； ア レ キ サ ン ダ ー  S.P.H.（ Alexander, S.P.H.） お よ び J.A. ピ ー タ ー ス （
J.A. Peters） （ 1997） 、 Trends Pharmacol. Sci.、 Elsevier、 pp. 4～ 6； 36～ 40； 42～ 4
4； な ら び に シ ュ ウ  H.（ Xue, H.） （ 1998） J. Mol. Evol. 47： 323～ 333。 各 サ ブ ユ ニ ッ
ト は 4つ の 膜 貫 通 領 域 を 有 す る ： こ れ は ELGフ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 の 他 の メ ン バ ー を 同 定
す る 手 段 と し て 役 立 つ 。 ELGは リ ガ ン ド と 結 合 し 、 そ れ に 反 応 し て イ オ ン 流 を 調 節 す る 。 E
LGの 例 に は 、 神 経 伝 達 物 質 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 の ほ と ん ど の メ ン バ ー 、 例 え ば
、 GABAI受 容 体 が 含 ま れ る 。 こ の フ ァ ミ リ ー の イ オ ン チ ャ ネ ル の 他 の メ ン バ ー に は 、 グ リ
シ ン 受 容 体 、 リ ア ノ ジ ン 受 容 体 お よ び リ ガ ン ド 依 存 性 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】

VICフ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 は 、 広 範 囲 の 細 菌 、 古 細 菌 お よ び 真 核 生 物 に 認 め ら れ る イ オ
ン 選 択 的 チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 で あ る 。 ヒ ル  B.（ Hille, B.） （ 1992） 、 「 興 奮 性 膜 の イ オ
ン チ ャ ネ ル （ Ionic Channels of Excitable Membranes） 」 第 2版 、 Sinaur Assoc. Inc.、
Pubs.、 サ ン ダ ー ラ ン ド 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ の 第 9章 ： 「 チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 構 造 （ Stru
cture of channel proteins） 」 ； 第 20章 ： 「 進 化 お よ び 多 様 性 （ Evolution and diversi
ty） 」 、 ； シ グ ワ ー ス  F.J.（ Sigworth, F.J.） （ 1993） 、 Quart. Rev. Biophys. 27： 1
～ 40； サ ル コ フ  L.（ Salkoff, L.） お よ び T. イ ェ ー グ ラ （ T. Jegla） （ 1995） 、 Neuron 
15： 489～ 492； ア レ キ サ ン ダ ー  S.P.H.（ Alexander, S.P.H.） ら .（ 1997） 、 Trends Phar
macol. Sci.、 Elsevier、 pp. 76～ 84； ヤ ン  L.Y.（ Jan, L.Y.） ら .（ 1997） 、 Annu. Rev.
 Neurosci. 20： 91～ 123； ド イ ル  D.A（ Doyle, D.A） ら （ 1998） Science 280： 69～ 77；
テ ル ロ ー  H.（ Terlau, H.） お よ び W. ス チ ュ ー マ ー （ W. Stuhmer） （ 1998） 、 Naturwisse
nschaften 85： 437～ 444。 そ れ ら は ホ モ オ リ ゴ マ ー 構 造 ま た は い く つ か の 異 な る サ ブ ユ ニ
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ッ ト を 有 す る ヘ テ ロ オ リ ゴ マ ー 構 造 で あ る こ と が 多 い が （ 例 え ば 、 a1-a2-d-b Ca 2 + チ ャ ネ
ル 、 ab 1 b 2  Na

+ チ ャ ネ ル 、 ま た は (a) 4 -b K
+ チ ャ ネ ル ） 、 チ ャ ネ ル お よ び 一 次 受 容 体 は 通 常

、 a（ ま た は a1） サ ブ ユ ニ ッ ト と 結 合 す る 。 機 能 的 に 特 徴 づ け ら れ た メ ン バ ー は K + 、 Na + ま
た は Ca 2 + に 対 し て 特 異 的 で あ る 。 K + チ ャ ネ ル は 通 常 、 各 々 の a-サ ブ ユ ニ ッ ト が 6つ の 膜 貫
通 体 （ TMS） を 有 す る ヘ テ ロ 四 量 体 構 造 か ら な る 。 Ca 2 + お よ び Na + チ ャ ネ ル の a1お よ び aサ
ブ ユ ニ ッ ト は そ れ ぞ れ ほ ぼ 4倍 の 大 き さ で 、 親 水 性 ル ー プ に よ っ て 隔 て ら れ た 6個 の TMSを
そ れ ぞ れ 備 え た 4個 の 単 位 を 有 し 、 合 計 24個 の TMSを 持 つ 。 こ れ ら の 大 き な チ ャ ネ ル タ ン パ
ク 質 は 、 ほ と ん ど の K + チ ャ ネ ル の ホ モ 四 量 体 構 造 に 相 当 す る 、 ヘ テ ロ 四 量 体 構 造 を 形 成 す
る 。 Ca 2 + お よ び Na + チ ャ ネ ル の 4つ の 単 位 は い ず れ も 、 ホ モ 四 量 体 型 K + チ ャ ネ ル の 単 一 の 単
位 と 相 同 で あ る 。 真 核 生 物 チ ャ ネ ル を 介 し た イ オ ン 流 は 、 一 般 に 膜 内 外 電 位 差 に よ っ て 制
御 さ れ る が （ 電 位 感 受 性 と い う 名 称 は こ れ に よ る ） 、 リ ガ ン ド ま た は 受 容 体 の 結 合 に よ っ
て 制 御 さ れ る も の も あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
VICフ ァ ミ リ ー の K + 選 択 的 チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 と 推 定 さ れ る も の が 、 い く つ か 原 核 生 物 で
同 定 さ れ て い る 。 そ の 1つ で あ る ス ト レ プ ト マ イ セ ス ・ リ ビ ダ ン ス （ Streptomyces livida
ns） の KcsA K + チ ャ ネ ル は 、 分 解 能 3.2Å で 解 明 さ れ て い る 。 こ の タ ン パ ク 質 は 、 4つ の 同
一 な サ ブ ユ ニ ッ ト を 有 し 、 そ れ ぞ れ が 2つ の 膜 貫 通 ヘ リ ッ ク ス を 有 し 、 逆 テ ン ト 型 ま た は
円 錐 型 に 配 置 さ れ て い る 。 錐 体 は 外 端 で 「 選 択 性 フ ィ ル タ ー 」 Pド メ イ ン を 支 え る 。 選 択
性 フ ィ ル タ ー は 細 く 、 長 さ は 12Å に 過 ぎ な い が 、 チ ャ ネ ル の 残 り の 部 分 は 幅 広 く 、 疎 水 性
残 基 が 並 ぶ 。 水 で 満 た さ れ た 大 き な 空 洞 と ヘ リ ッ ク ス 双 極 子 が 孔 内 の K + を 安 定 化 す る 。 選
択 性 フ ィ ル タ ー は 互 い に 約 7.5Å を 隔 て て 結 合 し て い る 2つ の K + イ オ ン を 有 す る 。 イ オ ン の
伝 導 は 静 電 気 的 引 力 と 斥 力 と の バ ラ ン ス に 起 因 す る と 提 唱 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
真 核 生 物 で は 、 VICフ ァ ミ リ ー チ ャ ネ ル の 各 タ イ プ に は 、 薬 理 学 的 お よ び 電 気 生 理 学 的 デ
ー タ に 基 づ く サ ブ タ イ プ が い く つ か あ る 。 す な わ ち 、 Ca 2 + チ ャ ネ ル に は 5個 の タ イ プ が あ
る （ L、 N、 P、 Qお よ び T） 。 K + チ ャ ネ ル に は 少 な く と も 10個 の タ イ プ が あ り 、 そ れ ぞ れ は
異 な る 刺 激 に 対 し て 異 な る 様 式 で 反 応 す る ： 電 位 感 受 性 型 ［ Ka、 Ky、 Kvr、 Kvsお よ び Ksr
］ 、 Ca 2 + 感 受 性 型 ［ BK C a 、 IK C a お よ び SK C a ］ な ら び に 受 容 体 共 役 型 ［ K M お よ び K A C h ］ 。 Na
+ チ ャ ネ ル に は 少 な く と も 6個 の タ イ プ が あ る （ I、 II、 III、 μ 1、 H1お よ び PN3） 。 原 核 生
物 お よ び 真 核 生 物 の 両 方 に 由 来 す る 四 量 体 チ ャ ネ ル が 公 知 で あ り 、 こ れ ら の チ ャ ネ ル で は
、 各 a-サ ブ ユ ニ ッ ト が 6個 で は な く 2個 の TMSを 有 し 、 こ れ ら 2つ の TMSが 電 位 感 受 性 チ ャ ネ
ル タ ン パ ク 質 に 認 め ら れ る 6つ の TMS単 位 の う ち TMS 5お よ び 6と 相 同 で あ る 。 S.リ ビ ダ ン ス
（ S. lividans） の KcsAは こ の 種 の 2 TMS型 チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 の 一 例 で あ る 。 こ れ ら の チ
ャ ネ ル に は 、 K N a （ Na

+ 活 性 化 ） お よ び K V o l （ 細 胞 容 積 感 受 性 ） K + チ ャ ネ ル 、 な ら び に 酵 母
の Tok1 K + チ ャ ネ ル 、 マ ウ ス の TWIK-1内 向 き 整 流 K + チ ャ ネ ル 、 お よ び マ ウ ス の TREK-1 K + チ
ャ ネ ル の よ う な 、 遠 い 関 係 に あ る チ ャ ネ ル も 含 ま れ る 。 VICフ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 と の
配 列 類 似 性 が 十 分 で な い た め 、 単 一 の Pド メ イ ン お よ び 2つ の 隣 接 す る TMSを 有 す る 内 向 き
整 流 K +  IRKチ ャ ネ ル （ ATP調 節 性 ； G-タ ン パ ク 質 活 性 化 型 ） は 異 な る フ ァ ミ リ ー に 分 類 さ
れ る 。 し か し 、 P領 域 に お け る 実 質 的 な 配 列 類 似 性 に よ り 、 そ れ ら は 相 同 で あ る こ と が 示
唆 さ れ る 。 VICフ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の b、 gお よ び dサ ブ ユ ニ ッ ト は 、 存 在 す る 場 合 、 チ ャ ネ
ル の 活 性 化 /不 活 性 化 に お い て 調 節 的 役 割 を 果 た す こ と が 多 い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】

ENaCフ ァ ミ リ ー は 、 配 列 が 決 定 さ れ た 24個 を 上 回 る タ ン パ ク 質 か ら な る （ Canessa, C.M.
ら （ 1994） 、 Nature 367： 463～ 467、 Le, T.お よ び M.H. Saier, Jr.（ 1996） 、 Mol. Memb
r. Biol. 13： 149～ 157； Garty, H.お よ び L.G. Palmer（ 1997） 、 Physiol. Rev. 77： 359
～ 396； Waldmann, R.ら （ 1997） 、 Nature 386： 173～ 177； Darboux, I.ら （ 1998） 、 J. B
iol. Chem. 273： 9424～ 9429； Firsov, D.ら （ 1998） 、 EMBO J. 17： 344～ 352； Horisber
ger, J.-D.（ 1998） 、 Curr. Opin. Struc. Biol. 10： 443～ 449） 。 こ れ ら は い ず れ も 動
物 由 来 で あ り 、 他 の 真 核 生 物 お よ び 細 菌 に お け る 相 同 体 は 認 め ら れ て い な い 。 上 皮 細 胞 由
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来 の 脊 椎 動 物 ENaCタ ン パ ク 質 は 、 系 統 樹 の 上 で 互 い に 密 に 集 ま っ て い る ： 電 位 感 受 性 の な
い ENaC相 同 体 も 脳 に 認 め ら れ る 。 デ ジ ェ ネ リ ン を 含 む 、 配 列 が 決 定 さ れ た 11個 の 線 虫 （ C.
 elegans） タ ン パ ク 質 は 、 互 い と 同 様 に 脊 椎 動 物 タ ン パ ク 質 と 遠 い 関 係 に あ る 。 こ れ ら の
タ ン パ ク 質 の 少 な く と も い く つ か は 、 接 触 感 受 性 の た め の 機 械 変 換 複 合 体 の 一 部 を 形 成 す
る 。 相 同 な ヘ リ ッ ク ス ・ ア ス ペ ル サ （ Helix aspersa） （ FMRF-ア ミ ド ） 活 性 化 型 Na + チ ャ
ネ ル は 、 配 列 が 決 定 さ れ た 最 初 の ペ プ チ ド 神 経 伝 達 物 質 依 存 性 イ オ ン チ ャ ネ ル 型 受 容 体 で
あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
こ の フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 メ ン バ ー は 全 て 、 外 見 上 同 一 の 空 間 配 置 を 示 し 、 そ れ ぞ れ 、
細 胞 の 内 側 に N末 端 お よ び C末 端 、 2つ の 両 親 媒 性 膜 貫 通 部 分 、 な ら び に 大 き な 細 胞 外 ル ー
プ を 有 す る 。 細 胞 外 ド メ イ ン は 高 度 に 保 存 さ れ た 多 数 の シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む 。 こ れ ら は
受 容 体 機 能 に 役 立 つ と 提 唱 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
哺 乳 類 ENaCは Na + バ ラ ン ス の 維 持 お よ び 血 圧 の 調 節 に 重 要 で あ る 。 3つ の 相 同 な ENaCサ ブ ユ
ニ ッ ト で あ る α 、 β お よ び γ が 集 合 し 、 Na + 選 択 性 の 高 い チ ャ ネ ル を 形 成 す る こ と が 示 さ
れ て い る 。 3つ の サ ブ ユ ニ ッ ト の 化 学 量 論 は 、 1つ の ヘ テ ロ 四 量 体 構 造 に お い て α 2、 β 1、
γ 1で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】

GICフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は ヘ テ ロ 五 量 体 複 合 体 で あ り 、 5つ の サ ブ ユ ニ ッ ト は そ れ ぞ れ 80
0～ 1000ア ミ ノ ア シ ル 残 基 長 で あ る （ Nakanishi, N.ら （ 1990） 、 Neuron 5： 569～ 581； Un
win, N.（ 1993） 、 Cell 72： 31～ 41； Alexander, S.P.H.お よ び J.A. Peters（ 1997） Tren
ds Pharmacol. Sci.、 Elsevier、 pp. 36～ 40） 。 こ れ ら の サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 推 定 の a-ヘ リ
ッ ク ス と し て 膜 を 3回 ま た は 5回 貫 通 し 、 N末 端 （ グ ル タ ミ ン 酸 結 合 ド メ イ ン ） は 細 胞 外 に
位 置 し 、 C末 端 は 細 胞 質 に 位 置 す る 。 こ れ ら は リ ガ ン ド 依 存 性 イ オ ン チ ャ ネ ル と 遠 い 関 係
に あ る 可 能 性 が あ り 、 そ う で あ れ ば 、 こ れ ら は 膜 貫 通 領 域 中 に 実 質 的 な b-構 造 を 有 す る 可
能 性 が あ る 。 し か し 、 こ れ ら の 2つ の フ ァ ミ リ ー 間 の 相 同 性 は 、 配 列 比 較 の み を 基 に し て
は 確 定 で き な い 。 サ ブ ユ ニ ッ ト は 6つ の サ ブ フ ァ ミ リ ー ： a、 b、 g、 d、 eお よ び zに 分 類 さ
れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
GICチ ャ ネ ル は 、 以 下 の 3つ の タ イ プ に 分 か れ る ： （ 1） a-ア ミ ノ -3-ヒ ド ロ キ シ -5-メ チ ル -
4-イ ソ キ サ ゾ ー ル プ ロ ピ オ ン 酸 （ AMPA） 選 択 的 グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 （ 2） カ イ ニ ン 酸 選 択
的 グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 お よ び （ 3） N-メ チ ル -D-ア ス パ ラ ギ ン 酸 （ NMDA） 選 択 的 グ ル タ ミ ン
酸 受 容 体 。 AMPAお よ び カ イ ニ ン 酸 ク ラ ス の サ ブ ユ ニ ッ ト は 互 い に 35％ ～ 40％ の 同 一 性 を 示
す が 、 NMDA受 容 体 の サ ブ ユ ニ ッ ト は 前 記 サ ブ ユ ニ ッ ト に 22％ ～ 24％ の 同 一 性 を 示 す 。 こ れ
ら は グ ラ ム 陰 性 細 菌 の ABC型 取 り 込 み 透 過 酵 素 の 周 辺 質 グ ル タ ミ ン 受 容 体 お よ び グ ル タ ミ
ン 酸 受 容 体 に 相 同 な 、 細 胞 外 グ ル タ ミ ン 酸 結 合 ド メ イ ン で あ る 、 大 き な N末 端 を 有 し す る
。 GICフ ァ ミ リ ー の 公 知 の メ ン バ ー は 全 て 動 物 由 来 で あ る 。 異 な る タ イ プ の チ ャ ネ ル （ 受
容 体 ） は 異 な る イ オ ン 選 択 性 お よ び 伝 導 特 性 を 示 す 。 NMDA選 択 的 な 高 伝 導 度 チ ャ ネ ル は 、
一 価 陽 イ オ ン お よ び Ca 2 + の 透 過 性 が 高 い 。 AMPA選 択 的 お よ び カ イ ニ ン 酸 選 択 的 な イ オ ン チ
ャ ネ ル は 主 と し て 一 価 陽 イ オ ン 透 過 性 で あ り 、 Ca 2 + に 対 す る 透 過 性 は わ ず か に 過 ぎ な い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】

ClCフ ァ ミ リ ー は 、 グ ラ ム 陰 性 菌 お よ び グ ラ ム 陽 性 菌 、 シ ア ノ バ ク テ リ ア 、 古 細 菌 、 酵 母
、 植 物 な ら び に 動 物 に 由 来 す る 、 配 列 が 決 定 さ れ た 数 十 も の タ ン パ ク 質 か ら な る 大 規 模 な
フ ァ ミ リ ー で あ る （ Steinmeyer, K.ら （ 1991） 、 Nature 354： 301～ 304； Uchida, S.ら （
1993） 、 J. Biol. Chem. 268： 3821～ 3824； Huang, M.-E.ら （ 1994） 、 J. Mol. Biol. 24
2： 595～ 598； Kawasaki, M.ら （ 1994） 、 Neuron 12： 597～ 604； Fisher, W.E.ら （ 1995）
、 Genomics. 29： 598～ 606； お よ び Foskett, J.K.（ 1998） 、 Annu. Rev. Physiol. 60： 6
89～ 717） 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ 菌 （ Haemophilus influenzae） 、 マ
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イ コ プ ラ ズ マ ・ ゲ ニ タ リ ウ ム （ Mycoplasma genitalium） お よ び 肺 炎 マ イ コ プ ラ ズ マ （ Myc
oplasma pneumoniae） の ゲ ノ ム 中 に は コ ー ド さ れ て い な い が 、 本 質 的 に 遍 在 性 で あ る 。 配
列 が 決 定 さ れ た タ ン パ ク 質 の サ イ ズ は 、 395ア ミ ノ ア シ ル 残 基 （ M. jannaschii） か ら 988
残 基 （ ヒ ト ） ま で さ ま ざ ま で あ る 。 い く つ か の 生 物 は 複 数 の ClCフ ァ ミ リ ー パ ラ ロ グ を 含
む 。 例 え ば 、 シ ネ コ キ ス チ ス （ Synechocystis） は 2つ の パ ラ ロ グ を 含 み 、 1つ は 451残 基 長
で あ り 、 も う 1つ は 899残 基 長 で あ る 。 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ （ Arabidopsis thaliana） は 配 列 が
決 定 さ れ た パ ラ ロ グ を 少 な く と も 4つ 含 み （ 775～ 792残 基 ） 、 ヒ ト も 少 な く と も 5つ の パ ラ
ロ グ を 含 ん で お り （ 820～ 988残 基 ） 、 線 虫 （ C. elegans） も 少 な く と も 5つ を 含 む （ 810～
950残 基 ） 。 哺 乳 類 で は 9つ の メ ン バ ー が 公 知 で あ り 、 対 応 す る 遺 伝 子 の う ち の 3つ に お け
る 変 異 は ヒ ト 疾 患 の 原 因 と な る 。 大 腸 菌 （ E. coli） 、 メ タ ン 生 成 菌 （ Methanococcus jan
naschii） お よ び 出 芽 酵 母 （ Saccharomyces cerevisiae） は 、 各 ClCフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー
を 1つ だ け 有 す る 。 よ り 長 い シ ネ コ キ ス チ ス の パ ラ ロ グ を 例 外 と し て 、 細 菌 タ ン パ ク 質 は
全 て 小 型 で あ る が （ 395～ 492残 基 ） が 、 真 核 生 物 タ ン パ ク 質 は 全 て 大 型 で あ る （ 687～ 988
残 基 ） 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 10個 ～ 12個 の 推 定 の a-ヘ リ ッ ク ス 性 膜 貫 通 体 （ TMS） を 示
し 、 ホ モ 二 量 体 と し て 膜 内 に 存 在 す る よ う で あ る 。 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の 1つ で あ る シ
ビ レ エ イ の ClC-Oは 、 サ ブ ユ ニ ッ ト 毎 に 1つ ず つ 、 計 2つ の チ ャ ネ ル を 有 す る と 報 告 さ れ て
い る が 、 他 の も の に は 1つ し か な い と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
機 能 的 に 特 徴 付 け ら れ た ClCフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 全 て 塩 素 イ オ ン を 輸 送 し 、 電 位 で 調
節 さ れ る 過 程 で 輸 送 す る も の も あ る 。 こ れ ら の チ ャ ネ ル は 様 々 な 生 理 機 能 に 役 立 つ （ 細 胞
容 積 の 調 節 ； 膜 電 位 の 安 定 化 ； シ グ ナ ル 伝 達 ； 経 上 皮 輸 送 な ど ） 。 ヒ ト に お け る 種 々 の ホ
モ ロ グ は 異 な る 陰 イ オ ン 選 択 性 を 示 し 、 す な わ ち 、 ClC4お よ び ClC5は NO 3

- ＞ Cl - ＞ Br - ＞ I -

の 順 序 の 伝 導 度 を 共 有 す る が 、 ClC3の 選 択 性 は I - ＞ Cl - で あ る 。 ClC4お よ び ClC5チ ャ ネ ル
な ど は 、 +20mVよ り も 高 い 電 位 で の み 外 向 き 整 流 電 流 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ６ 】

IRKチ ャ ネ ル は 、 VICフ ァ ミ リ ー の チ ャ ネ ル タ ン パ ク 質 に 特 徴 的 な 唯 一 の Pド メ イ ン 、 お よ
び 2つ の 隣 接 し た 膜 貫 通 体 を 備 え た 、 「 最 小 チ ャ ネ ル 形 成 構 造 」 を 有 す る （ Shuck, M.E.ら
（ 1994） 、 J. Biol. Chem. 269： 24261～ 24270； Ashen, M.D.ら （ 1995） 、 Am. J. Physio
l. 268： H506～ H511； Salkoff, L.お よ び T. Jegla（ 1995） 、 Neuron 15： 489～ 492； Agui
lar-Bryan, L.ら （ 1998） 、 Physiol. Rev. 78： 227～ 245； Ruknudin, A.ら （ 1998） 、 J. 
Biol. Chem. 273： 14165～ 14171） 。 こ れ ら は 膜 内 に ホ モ オ リ ゴ マ ー ま た は ヘ テ ロ オ リ ゴ
マ ー と し て 存 在 し う る 。 こ れ ら は K + 流 を 細 胞 外 に 流 出 さ せ る よ り も 細 胞 内 に 流 入 さ せ る 傾
向 が 強 い 。 電 位 依 存 性 は 外 部 K + 、 内 部 Mg 2 + 、 内 部 ATPお よ び /ま た は Gタ ン パ ク 質 に よ る 調
節 を 受 け る 。 IRKチ ャ ネ ル の Pド メ イ ン は VICフ ァ ミ リ ー の も の と あ る 程 度 の 配 列 類 似 性 を
示 す が 、 こ の 配 列 類 似 性 は 相 同 性 を 確 定 す る に は 不 十 分 で あ る 。 内 向 き 整 流 は 細 胞 膜 電 位
の 設 定 に お い て 役 割 を 果 た し 、 脱 分 極 時 の こ れ ら の チ ャ ネ ル の 閉 鎖 に よ り 、 プ ラ ト ー 相 を
伴 う 活 動 電 位 が 長 時 間 持 続 す る こ と が 可 能 に な る 。 内 向 き 整 流 に は 、 VICフ ァ ミ リ ー チ ャ
ネ ル に 認 め ら れ る 固 有 の 電 位 感 知 ヘ リ ッ ク ス は な い 。 少 数 の 場 合 、 例 え ば Kir1.1aお よ び K
ir6.2の 場 合 は 、 ABCス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー と の 直 接 的 な 相 互 作 用 に よ り 、 ATP感
受 性 を 含 む 特 有 の 機 能 的 お よ び 調 節 的 な 特 性 が ヘ テ ロ マ ー 複 合 体 に 付 与 さ れ る と 提 唱 さ れ
て い る 。 SUR1ス ル ホ ニ ル 尿 素 受 容 体 （ spQ09428） は ATPに 反 応 し て Kir6.2チ ャ ネ ル を 調 節
す る ABCタ ン パ ク 質 で あ り 、 CFTRは Kir1.1aを 調 節 し う る 。 SUR1に お け る 変 異 は 、 膵 臓 に お
け る 未 制 御 の イ ン ス リ ン 分 泌 を 特 徴 と す る 、 常 染 色 体 劣 性 障 害 で あ る 、 新 生 児 期 の 家 族 性
持 続 性 高 イ ン ス リ ン 性 低 血 糖 （ PHHI） の 原 因 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】

ACCフ ァ ミ リ ー （ P2X受 容 体 と も 呼 ば れ る ） の メ ン バ ー は 、 多 く の 種 類 の ニ ュ ー ロ ン か ら エ
キ ソ サ イ ト ー シ ス に よ っ て 放 出 さ れ る 機 能 性 神 経 伝 達 物 質 で あ る 、 ATPに 反 応 す る （ North
, R.A.（ 1996） 、 Curr. Opin. Cell Biol. 8： 474～ 483； Soto, F.、 M. Garcia-Guzmanお
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よ び W. Stuhmer（ 1997） 、 J. Membr. Biol. 160： 91～ 100） 。 こ れ ら は 薬 理 学 的 特 性 に 基
づ い て 7つ の 群 （ P2X 1 ～ P2X 7 ） に 分 類 さ れ て い る 。 こ れ ら の チ ャ ネ ル は ニ ュ ー ロ ン -ニ ュ ー
ロ ン 接 続 お よ び ニ ュ ー ロ ン -筋 接 合 部 で 働 き 、 血 圧 お よ び 痛 覚 の 制 御 に お い て 役 割 を 果 た
し う る 。 こ れ ら は リ ン パ 球 お よ び 血 小 板 の 生 理 的 作 用 に お い て も 機 能 す る 。 こ れ ら は 動 物
で の み 認 め ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
ACCフ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 は 配 列 が 非 常 に 類 似 し て い る が （ 35％ を 超 え る 同 一 性 ） 、 主
と し て C末 端 ド メ イ ン に 位 置 す る 、 380個 ～ 1000個 の 様 々 な 長 さ の ア ミ ノ ア シ ル 残 基 を 各 サ
ブ ユ ニ ッ ト ご と に 有 す る 。 こ れ ら は 2つ の 膜 貫 通 体 を 有 し 、 1つ は N末 端 か ら の 約 30～ 50残
基 で あ り 、 も う 1つ は 近 傍 の 320～ 340残 基 で あ る 。 こ れ ら 2つ の 膜 貫 通 体 （ 約 270残 基 ） の
間 に あ る 細 胞 外 受 容 体 ド メ イ ン は よ く 保 存 さ れ て お り 、 保 存 さ れ た グ リ シ ル お よ び シ ス テ
イ ル 残 基 を 数 多 く 有 す る 。 親 水 性 C末 端 の 長 さ は 25～ 240残 基 と さ ま ざ ま で あ る 。 こ れ ら は
、 （ a） 細 胞 内 に 位 置 す る N末 端 お よ び C末 端 、 （ b） 2つ の 推 定 の 膜 貫 通 体 、 （ c） 大 き な 細
胞 外 ル ー プ ド メ イ ン 、 な ら び に （ d） 保 存 さ れ た 多 く の 細 胞 外 シ ス テ イ ル 残 基 を 有 す る 点
で 、 上 皮 Na + チ ャ ネ ル （ ENaC） タ ン パ ク 質 と 空 間 配 置 が 類 似 し て い る 。 し か し 、 ACCフ ァ ミ
リ ー の メ ン バ ー に は そ れ ら と の 明 ら か な 相 同 性 は な い 。 ACCチ ャ ネ ル は お そ ら く ヘ テ ロ 多
量 体 ま た は ホ モ 多 量 体 で あ り 、 小 型 の 一 価 陽 イ オ ン （ Me + ） を 輸 送 す る 。 Ca 2 + を 輸 送 す る
も の も あ る ； 少 数 は 低 分 子 代 謝 産 物 も 輸 送 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】

リ ア ノ ジ ン （ Ry） 感 受 性 お よ び イ ノ シ ト ー ル 1,4,5-三 リ ン 酸 （ IP3） 感 受 性 の Ca 2 + 放 出 チ
ャ ネ ル は 、 動 物 細 胞 内 の 細 胞 内 貯 蔵 部 位 か ら の Ca 2 + の 放 出 に お い て 機 能 し 、 そ れ に よ っ て
様 々 な Ca 2 + 依 存 的 生 理 過 程 を 調 節 す る （ Hasan, G.ら （ 1992） Development 116： 967～ 975
； Michikawa, T.ら （ 1994） 、 J. Biol. Chem. 269： 9184～ 9189； Tunwell, R.E.A.（ 1996
） 、 Biochem. J. 318： 477～ 487； Lee, A.G.（ 1996） Biomembranes、 Vol. 6、 「 膜 貫 通 型
受 容 体 お よ び チ ャ ネ ル （ Transmernbrane Receptors and Channels） 」 （ A.G. Lee編 ） 、 J
AI Press、 Denver、 CO.、 pp 291～ 326； Mikoshiba, K.ら （ 1996） J. Biochem. Biomem. 6
： 273～ 289） 。 Ry受 容 体 は 主 に 筋 細 胞 の 筋 小 胞 体 （ SR） 膜 に 存 在 し 、 IP3受 容 体 は 主 に 脳
細 胞 の 小 胞 体 （ ER） 膜 に 存 在 し 、 こ こ で チ ャ ネ ル が 活 性 化 （ 開 口 ） す る と Ca 2 + を 細 胞 質 に
放 出 さ せ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
Ry受 容 体 は ジ ヒ ド ロ ピ リ ジ ン 感 受 性 Ca 2 + チ ャ ネ ル の 活 動 の 結 果 と し て 活 性 化 さ れ る 。 後 者
は 電 位 感 受 性 イ オ ン チ ャ ネ ル （ VIC） フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る 。 ジ ヒ ド ロ ピ リ ジ ン 感
受 性 チ ャ ネ ル は 筋 組 織 の T管 系 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
Ry受 容 体 は ホ モ 四 量 体 複 合 体 で あ り 、 各 サ ブ ユ ニ ッ ト は 500,000ダ ル ト ン （ 約 5,000ア ミ ノ
ア シ ル 残 基 ） を 上 回 る 分 子 サ イ ズ を 示 す 。 こ れ ら は 推 定 の a-ヘ リ ッ ク ス 性 膜 貫 通 体 （ TMS
） を 6つ 備 え た C末 端 ド メ イ ン を 有 す る 。 VICフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー に つ い て 示 唆 さ れ て い
る よ う に 、 推 定 の 孔 形 成 配 列 が 5番 目 お よ び 6番 目 の TMSの 間 に 存 在 す る 。 大 き な N末 端 親 水
性 ド メ イ ン お よ び 小 さ な C末 端 親 水 性 ド メ イ ン が 細 胞 質 に 位 置 す る 。 低 分 解 能 の 三 次 元 構
造 デ ー タ が 利 用 で き る 。 哺 乳 類 は 、 哺 乳 類 種 の 分 岐 進 化 の 前 に お そ ら く 遺 伝 子 の 重 複 お よ
び 分 岐 に よ っ て 生 じ た 、 少 な く と も 3つ の ア イ ソ フ ォ ー ム を 有 す る 。 ヒ ト お よ び 線 虫 （ Cae
norabditis elegans） に は ホ モ ロ グ が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
IP 3 受 容 体 は 多 く の 点 で Ry受 容 体 と 類 似 し て い る 。 （ 1） こ れ ら は ホ モ 四 量 体 複 合 体 で あ り
、 各 サ ブ ユ ニ ッ ト は 300,000ダ ル ト ン （ 約 2,700ア ミ ノ ア シ ル 残 基 ） を 上 回 る 分 子 サ イ ズ を
示 す 。 （ 2） こ れ ら は Ry受 容 体 の も の と 相 同 な C末 端 チ ャ ネ ル ド メ イ ン を 有 す る 。 （ 3） チ
ャ ネ ル ド メ イ ン に 推 定 の TMSが 6つ あ り 、 TMS 5お よ び 6の 間 に 推 定 の チ ャ ネ ル 内 層 領 域 が あ
る 。 （ 4） 大 き な N末 端 ド メ イ ン お よ び 小 さ な C末 端 尾 部 が 細 胞 質 に 面 し て い る 。 （ 5） こ れ
ら は チ ャ ネ ル ド メ イ ン の 細 胞 質 外 ル ー プ 上 に 共 有 結 合 し た 糖 質 を 有 す る 。 （ 6） こ れ ら に
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リ ア ノ ジ ン -イ ノ シ ト ー ル 1,4,5-三 リ ン 酸 受 容 体 Ca 2 + チ ャ ネ ル （ RIR-CaC） フ ァ ミ リ ー



は 現 在 、 異 な る 調 節 を 受 け 、 組 織 分 布 の 異 な る 哺 乳 類 で 認 め ら れ て い る 3つ の ア イ ソ フ ォ
ー ム （ 1型 、 2型 お よ び 3型 ） が あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
IP 3 受 容 体 は 、 N末 端 IP 3 結 合 ド メ イ ン 、 中 央 の 結 合 ド メ イ ン ま た は 調 節 ド メ イ ン 、 お よ び C
末 端 チ ャ ネ ル ド メ イ ン と い う 、 3つ の ド メ イ ン を 有 す る 。 チ ャ ネ ル は IP 3 結 合 に よ っ て 活 性
化 さ れ 、 Ry受 容 体 と 同 じ く 、 IP 3 受 容 体 チ ャ ネ ル の 活 性 は 、 種 々 の プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ に
よ っ て 触 媒 さ れ る 調 節 ド メ イ ン の リ ン 酸 化 に よ っ て 調 節 さ れ る 。 こ れ ら は 脳 内 の 様 々 な 細
胞 型 の 小 胞 体 膜 に お い て 主 体 と な っ て い る が 、 種 々 の 組 織 に 由 来 す る い く つ か の 神 経 細 胞
の 原 形 質 膜 で も 認 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
Ry受 容 体 お よ び IP 3 受 容 体 の チ ャ ネ ル ド メ イ ン は 一 貫 性 の あ る フ ァ ミ リ ー を 構 成 し 、 外 見
上 の 構 造 類 似 性 に も か か わ ら ず 、 VICフ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 と は そ れ ほ ど 高 い 配 列 類 似
性 は 示 さ な い 。 Ry受 容 体 お よ び IP 3 受 容 体 は RIR-CaCフ ァ ミ リ ー の 系 統 樹 上 に 別 々 に ク ラ ス
タ ー を 形 成 す る 。 そ れ ら は い ず れ も シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ Drosophila） に ホ モ ロ グ が あ る 。
フ ァ ミ リ ー の 系 統 樹 に 基 づ き 、 こ の フ ァ ミ リ ー は お そ ら く 以 下 の 順 序 で 進 化 し た ： （ 1）
遺 伝 子 重 複 事 象 が 起 こ り 、 無 脊 椎 動 物 で Ry受 容 体 お よ び IP 3 受 容 体 が 生 じ た 、 （ 2） 無 脊 椎
動 物 か ら 脊 椎 動 物 が 進 化 し た 、 （ 3） 2つ の 異 な る 遺 伝 子 の 重 複 事 象 の 結 果 と し て 、 各 受 容
体 の 3つ の ア イ ソ フ ォ ー ム が 生 じ た 、 （ 4） こ れ ら の ア イ ソ フ ォ ー ム は 哺 乳 類 種 の 分 岐 の 前
に 哺 乳 類 に 移 行 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】

O-ClCフ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 は 、 動 物 細 胞 の 細 胞 内 膜 に 認 め ら れ る が 原 形 質 膜 に は 認 め
ら れ な い 、 電 位 感 受 性 塩 素 イ オ ン チ ャ ネ ル で あ る （ Landry, Dら （ 1993） 、 J. Biol. Chem
. 268： 14948～ 14955； Valenzuela, Sら （ 1997） 、 J. Biol. Chem. 272： 12575～ 12582；
お よ び Duncan, R.R.ら （ 1997） 、 J. Biol. Chem. 272： 23880～ 23886） 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
こ れ ら は ヒ ト 核 膜 内 に 認 め ら れ 、 ウ シ タ ン パ ク 質 を ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル （ Xenopus laevis
） 卵 母 細 胞 で 発 現 さ せ る と 、 ミ ク ロ ソ ー ム に 向 か う が 原 形 質 膜 に は 向 か わ な い 。 こ れ ら の
タ ン パ ク 質 は 膜 電 位 の 調 節 な ら び に 腎 臓 に お け る 経 上 皮 イ オ ン 吸 収 お よ び 分 泌 に お い て 機
能 す る と 考 え ら れ る 。 こ れ ら は 推 定 の 細 胞 質 N末 端 お よ び C末 端 、 な ら び に グ リ コ シ ル 化 さ
れ う る 大 き な 管 腔 ル ー プ を 備 え た 、 a-ヘ リ ッ ク ス 性 膜 貫 通 体 （ TMS） を 2つ 有 す る 。 ウ シ タ
ン パ ク 質 は 437ア ミ ノ ア シ ル 残 基 長 で あ り 、 223位 ～ 239位 お よ び 367位 ～ 385位 に 推 定 の TMS
を 2つ 有 す る 。 ヒ ト 核 タ ン パ ク 質 は は る か に 小 さ い （ 241残 基 ） 。 線 虫 （ C. elegans） ホ モ
ロ グ は 260残 基 長 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】

有 機 基 質 （ 糖 、 ア ミ ノ 酸 、 カ ル ボ ン 酸 お よ び 神 経 伝 達 物 質 ） は 、 Na+共 輸 送 に よ っ て 真 核
細 胞 内 へ 能 動 的 に 輸 送 さ れ る 。 輸 送 タ ン パ ク 質 に は 同 定 さ れ て い る も の も あ り （ 例 え ば 、
腸 管 刷 子 縁 Na+/グ ル コ ー ス 輸 送 体 お よ び Na+/プ ロ リ ン 輸 送 体 、 な ら び に 脳 Na+/Cl-/GABA輸
送 体 ） 、 そ れ ら の 活 性 部 位 を 特 定 し 、 そ れ ら の 高 次 構 造 の 状 態 を 調 べ る こ と に お い て 進 展
が あ っ た 。 典 型 的 な Na+駆 動 型 輸 送 体 は 腸 管 刷 子 縁 Na+/グ ル コ ー ス 共 輸 送 体 で あ り 、 共 輸
送 体 に お け る 欠 陥 は 先 天 性 グ ル コ ー ス -ガ ラ ク ト ー ス 吸 収 不 良 症 候 群 の 原 因 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
共 輸 送 体 は 、 膜 タ ン パ ク 質 の 主 要 な ク ラ ス で あ り 、 こ れ は 典 型 的 に は 13個 の 膜 貫 通 へ リ ッ
ク ス を 持 つ 。 そ れ ら は 、 膜 を 隔 て た 分 子 （ 栄 養 素 、 神 経 伝 達 物 質 、 オ ス モ リ ー ト （ osmoly
te） お よ び イ オ ン ） の 濃 度 の 原 因 と な る 。 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 、 糖 、 ヌ ク レ オ シ ド お よ び ビ
タ ミ ン の 共 輸 送 体 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
Na+/グ ル コ ー ス 共 輸 送 体 （ SGLT1） は 、 ボ ブ  ク レ イ ン （ Bob Crane） に よ っ て 1960年 に 報
告 さ れ た 。 ナ ト リ ウ ム 依 存 性 グ ル コ ー ス 輸 送 は 、 動 物 の 腎 臓 お よ び 腸 の 両 方 で 起 こ る 。 こ
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細 胞 小 器 官 の 塩 素 イ オ ン チ ャ ネ ル （ O-ClC） フ ァ ミ リ ー

糖 輸 送 体



れ ら の 輸 送 体 の 両 方 は 、 互 い に 近 い 類 似 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
こ れ ら の 輸 送 体 は 、 多 機 能 性 で あ る こ と が 報 告 さ れ 、 以 下 の 4つ の 方 法 で 機 能 す る こ と が
示 さ れ て い る ： 1） 脱 共 役 型 受 動 Na+輸 送 、 2） 下 り 坂 水 輸 送 （ Downhill water transport
） 、 3） Na+輸 送 お よ び 基 質 輸 送 、 4） Na+輸 送 、 水 輸 送 お よ び 基 質 輸 送 。 本 発 明 に 関 す る 更
な る 情 報 に つ い て は 、 マ ツ オ （ Matsuo） ら 、 Biochem Biophys Res Commun 1997 Sep 8； 2
38（ 1)： 126-9を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ５ １ 】
哺 乳 動 物 細 胞 へ の ヘ キ ソ ー ス 輸 送 は 、 特 異 的 な 機 能 を 有 し 、 か つ 組 織 分 布 が 異 な る 44kD～
55kDの 膜 タ ン パ ク 質 の 小 さ い フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー に よ っ て 触 媒 さ れ て い る 。 観 察 さ れ る
ヘ キ ソ ー ス 輸 送 体 は 、 12個 の 膜 貫 通 へ リ ッ ク ス 、 お よ び い く つ か の 重 要 な 保 存 残 基 を 有 す
る 。 保 存 さ れ た GLUT配 列 を 含 む ク ロ ー ン に つ い て ESTデ ー タ ベ ー ス を 検 索 し 、 そ の 後 ラ ッ
ト の 組 織 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ 、 お よ び 5'末 端 RACEを 行 う こ と に よ っ て 、 イ バ ー ソ ン
（ Ibberson） ら お よ び ド ー ジ ェ （ Doege） ら は 、 新 規 の グ ル コ ー ス 輸 送 体 を コ ー ド す る 齧
歯 類 と ヒ ト の cDNAを 同 定 し た （ Ibberson, M.ら 、 J. Biol. Chem. 275： 4607-4612、 2000
、 PubMed ID： 10671487； お よ び Doege, H.ら 、 J. Biol. Chem. 275： 16275-16280、 2000
、 PubMed ID： 10821868） 。 ヒ ト cDNAは 、 GLUT8ま た は GLUTX1と 指 定 さ れ た 、 477ア ミ ノ 酸
と 推 測 さ れ る タ ン パ ク 質 を コ ー ド し 、 マ ウ ス 配 列 と 85％ の 配 列 相 同 性 を 示 す 。 イ バ ー ソ ン
ら に よ っ て 、 内 部 移 行 シ グ ナ ル と し て 働 く こ と が で き る N末 端 の ジ ロ イ シ ン モ チ ー フ が ア
ラ ニ ン に 変 異 導 入 さ れ な い 限 り 、 カ エ ル 卵 母 細 胞 で 発 現 す る 約 37kDの ラ ッ ト Glutx1は グ ル
コ ー ス の 取 り 込 み が 不 可 能 で あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 免 疫 蛍 光 解 析 に よ っ て 、 Glutx1（ LL
-AA） が 原 形 質 膜 に お い て 発 現 し て い る の に 対 し て 、 Glutx1が 細 胞 内 で 発 現 し て い る こ と
が 実 証 さ れ た 。 明 ら か に 対 照 的 に 、 ド ー ジ ェ ら は 、 GLUT8を 発 現 す る 細 胞 か ら の 膜 調 製 物
が グ ル コ ー ス 存 在 下 で サ イ ト カ ラ シ ン Bを 結 合 で き ず 、 リ ポ ソ ー ム に 再 構 成 さ れ た 場 合 に D
-グ ル コ ー ス 輸 送 活 性 が 上 昇 す る こ と を 見 出 し た 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ っ て 、 ド
ー ジ ェ ら は 、 ヒ ト GLUT8が 42kDタ ン パ ク 質 と し て 発 現 す る こ と を 決 定 し た 。 ノ ー ザ ン ブ ロ
ッ ト 解 析 に よ り 、 精 巣 に お い て 最 も 強 い 発 現 を し 、 甲 状 腺 を 除 く 他 の 組 織 に お い て 中 程 度
の 発 現 を す る 、 2.4kbの 転 写 物 の 発 現 が 明 ら か と な っ た 。 さ ら に 、 ド ー ジ ェ ら は 、 2人 の 精
巣 癌 患 者 に お い て 、 ま た は エ ス ト ロ ゲ ン で 治 療 し た 4人 の 患 者 の 精 巣 組 織 に お い て 、 GLUT8
が 検 出 不 可 能 で あ る こ と を 見 出 し た 。 彼 ら は 、 思 春 期 お よ び 成 体 で は あ る が 思 春 期 前 で は
な い ラ ッ ト の 精 巣 で Glut8 mRNAが 検 出 可 能 で あ る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
移 植 前 マ ウ ス 初 期 胚 に お け る グ ル コ ー ス 輸 送 活 性 は 、 公 知 の 促 通 性 （ facilitative） グ ル
コ ー ス 輸 送 体 GLUT1（ SLC2A1； 138140） 、 GLUT2（ SLC2A2； 138160） 、 お よ び GLUT3（ SLC2A
3； 138170） に 起 因 し て い た 。 GLUT1は 、 1細 胞 胚 期 か ら 始 ま り 胚 盤 胞 期 で 終 わ る 、 移 植 前
の 期 間 を 通 じ て 存 在 す る 。 GLUT2お よ び GLUT3は 、 最 初 に 8細 胞 期 後 期 に 発 現 し 、 残 り の 移
植 前 の 期 間 で 存 在 し 続 け る 。 3つ の 輸 送 体 す べ て の 同 時 出 現 は 、 胚 燃 料 代 謝 （ embryonic f
uel metabolism） が ク レ ブ ス 回 路 お よ び 酸 化 的 リ ン 酸 化 に よ る ラ ク テ ー ト お よ び ピ ル ベ ー
ト の 酸 化 か ら 、 糖 新 生 に よ る グ ル コ ー ス の 嫌 気 的 代 謝 に 切 り 換 わ る 、 哺 乳 類 の 発 生 に お け
る 重 要 な 時 期 と 一 致 す る 。 哺 乳 類 の 移 植 前 胚 盤 胞 は 、 唯 一 公 知 の イ ン シ ュ リ ン 制 御 輸 送 体
で あ る GLUT4（ SLC2A4； 138190） が 欠 如 し て い る に も か か わ ら ず 、 イ ン シ ュ リ ン 刺 激 性 の
グ ル コ ー ス 取 り 込 み を 示 す 。 カ ラ ヤ ノ ポ ウ ロ ス （ Carayannopoulos） ら は 、 マ ウ ス の Glut8
が Glut1、 Glut3、 お よ び Glut4と 20％ ～ 25％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 示 す こ と を 見 出 し た
（ Carayannopoulos, M. O.ら 、 Proc. Nat. Acad. Sci. 97： 7313-7318、 2000、 PubMed ID
： 10860996） 。 イ ン シ ュ リ ン は 、 こ の タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 局 在 の 変 化 を 誘 導 し 、 こ れ は 胚
盤 胞 へ の グ ル コ ー ス 取 り 込 み を 増 加 さ せ 、 こ の 過 程 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ プ ロ ー ブ に よ っ
て 阻 害 さ れ る 。 こ の 輸 送 体 の 存 在 は 、 胚 盤 胞 発 生 、 燃 料 代 謝 、 お よ び そ の 後 の 移 植 の 成 功
に 必 要 な 場 合 で あ り 得 る 。 代 替 の 輸 送 体 の 存 在 に よ り 、 Glut4非 存 在 下 の イ ン シ ュ リ ン 制
御 グ ル コ ー ス 輸 送 の 、 他 の 組 織 に お け る 例 を 説 明 で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
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ド ー ジ ェ ら は 、 国 際 放 射 ハ イ ブ リ ッ ド マ ッ ピ ン グ コ ン ソ ー シ ア ム （ International Radiat
ion Hybrid Mapping Consortium） が 第 9染 色 体 に GLUT8遺 伝 子 が 存 在 す る こ と （ A005N15）
を 突 き 止 め た こ と に 注 目 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
輸 送 体 タ ン パ ク 質 、 特 に 糖 輸 送 体 サ ブ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 、 薬 物 の 作 用 お よ び 開 発 の
主 な 標 的 で あ る 。 し た が っ て 、 こ れ ま で 知 ら れ て い な い 輸 送 体 タ ン パ ク 質 の 同 定 お よ び 特
徴 づ け を 行 う こ と は 、 医 薬 品 開 発 の 分 野 に と っ て 有 意 義 で あ る 。 本 発 明 は 、 こ れ ま で 同 定
さ れ て い な い ヒ ト 輸 送 体 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る こ と に よ り 、 最 先 端 技 術 を 前 進 さ せ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ５ ５ 】

本 発 明 は 一 部 に は 、 糖 輸 送 体 サ ブ フ ァ ミ リ ー と 関 連 の あ る ヒ ト 輸 送 体 ペ プ チ ド お よ び タ ン
パ ク 質 、 な ら び に そ れ ら の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 お よ び 他 の 哺 乳 類 で の オ ル ソ ロ グ の 、 ア ミ ノ
酸 配 列 の 同 定 に 基 づ く 。 こ れ ら の 特 有 の ペ プ チ ド 配 列 、 お よ び こ れ ら の ペ プ チ ド を コ ー ド
す る 核 酸 配 列 は 、 ヒ ト の 治 療 標 的 の 開 発 の た め の モ デ ル と し て 用 い る こ と が で き 、 治 療 用
タ ン パ ク 質 の 同 定 を 補 助 す る こ と が で き 、 な ら び に 輸 送 体 を 発 現 す る 細 胞 お よ び 組 織 に お
け る 輸 送 体 活 性 を 調 整 す る 、 ヒ ト 治 療 薬 の 開 発 の た め の 標 的 と し て 働 く こ と が で き る 。 図
1に 提 供 し た 実 験 デ ー タ は 、 卵 巣 （ 腺 癌 組 織 ） 、 子 宮 （ 平 滑 筋 肉 腫 組 織 ） 、 頸 部 、 腎 臓 、
腎 臓 癌 組 織 （ 副 腎 腫 ） 、 胚 中 心 B細 胞 、 結 腸 、 お よ び 乳 児 脳 で の 発 現 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】

本 発 明 は 、 ヒ ト ゲ ノ ム の 配 列 決 定 に 基 づ い て い る 。 ヒ ト ゲ ノ ム の 配 列 決 定 お よ び 構 築 に 際
し て 、 配 列 情 報 を 解 析 す る こ と に よ っ て 、 当 技 術 分 野 に お い て 輸 送 体 タ ン パ ク 質 、 ま た は
輸 送 体 タ ン パ ク 質 の 一 部 で あ る と 同 定 お よ び 特 徴 付 け さ れ 、 ま た 糖 輸 送 体 サ ブ フ ァ ミ リ ー
に 関 連 付 け ら れ る タ ン パ ク 質 /ペ プ チ ド /ド メ イ ン に 対 し て 、 構 造 お よ び /ま た は 配 列 の 相
同 性 を 有 す る ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ヒ ト ゲ ノ ム の 未 同 定 の 断 片 が 明 ら か に な っ た 。 こ れ
ら の 配 列 を 用 い て 、 付 加 的 な ゲ ノ ム 配 列 を 構 築 、 転 写 し 、 お よ び /ま た は cDNA配 列 を 単 離
し 、 特 徴 付 け た 。 こ の 解 析 に 基 づ き 、 本 発 明 は 、 糖 輸 送 体 サ ブ フ ァ ミ リ ー に 関 連 す る ヒ ト
輸 送 体 ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 、 こ れ ら の 輸 送 体 ペ プ チ ド お よ び タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る 転 写 配 列 、 cDNA配 列 、 お よ び /ま た は ゲ ノ ム 配 列 形 態 に お け る 核 酸 配 列
、 核 酸 変 異 （ 対 立 遺 伝 子 情 報 ） 、 発 現 の 組 織 分 布 、 な ら び に 本 発 明 の 輸 送 体 に 対 し て 構 造
ま た は 配 列 の 相 同 性 を 有 す る 、 最 も 関 連 性 の 高 い 既 知 の タ ン パ ク 質 /ペ プ チ ド /ド メ イ ン に
関 す る 情 報 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
本 発 明 に お い て 提 供 さ れ る ペ プ チ ド は 、 従 来 よ り 未 知 で あ る こ と に 加 え て 、 商 業 的 に 重 要
な 製 品 お よ び サ ー ビ ス の 開 発 に と っ て 有 用 で あ る と い う 能 力 に 基 づ い て 、 選 択 さ れ 得 る 。
特 に 、 本 発 明 の ペ プ チ ド は 、 糖 輸 送 体 サ ブ フ ァ ミ リ ー に お け る 既 知 の 輸 送 体 タ ン パ ク 質 に
対 し て 相 同 性 お よ び /ま た は 構 造 上 の 相 関 性 を 有 し 、 な ら び に 発 現 パ タ ー ン が 観 察 さ れ る
こ と に 基 づ い て 選 択 さ れ る 。 図 1の 実 験 デ ー タ は 、 卵 巣 （ 腺 癌 組 織 ） 、 子 宮 （ 平 滑 筋 肉 腫
組 織 ） 、 頸 部 、 腎 臓 、 腎 臓 癌 組 織 （ 副 腎 腫 ） 、 胚 中 心 B細 胞 、 結 腸 、 お よ び 乳 児 脳 で の 発
現 を 示 す 。 こ の 技 術 は 、 こ の フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 、 お よ び 本 発 明 の 遺 伝 子 に 類 似 し た
発 現 パ タ ー ン を 有 す る タ ン パ ク 質 の 商 業 的 な 重 要 性 を 明 確 に 確 立 す る も の で あ る 。 本 発 明
の ペ プ チ ド に つ い て の よ り 特 異 的 な 性 質 、 お よ び そ の 使 用 に つ い て は 、 本 明 細 書 、 特 に 発
明 の 背 景 、 図 面 の 注 釈 に 記 載 さ れ 、 お よ び /ま た は 既 知 の 糖 輸 送 体 フ ァ ミ リ ー も し く は 輸
送 体 タ ン パ ク 質 サ ブ フ ァ ミ リ ー の そ れ ぞ れ に つ い て は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】

本 発 明 は 、 輸 送 体 フ ァ ミ リ ー の タ ン パ ク 質 の メ ン バ ー で あ る と 同 定 さ れ た タ ン パ ク 質 分 子
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を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 提 供 す る も の で あ り 、 こ れ ら は 糖 輸 送 体 サ ブ フ ァ ミ リ ー (図 2に タ
ン パ ク 質 配 列 、 図 1に 転 写 /cDNA配 列 、 図 3に ゲ ノ ム 配 列 を 示 す )に 関 連 付 け ら れ る 。 図 2に
は ペ プ チ ド 配 列 が 記 載 さ れ 、 明 ら か な 変 異 体 、 特 に 本 明 細 書 お よ び 図 3の 情 報 を 用 い て 同
定 さ れ る 対 立 遺 伝 子 変 異 体 も 記 載 さ れ て お り 、 こ れ ら は 、 本 明 細 書 に お い て 、 本 発 明 の 輸
送 体 ペ プ チ ド 、 輸 送 体 ペ プ チ ド 、 ま た は 本 発 明 の ペ プ チ ド /タ ン パ ク 質 と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
本 発 明 は 、 図 2に 示 す 輸 送 体 ペ プ チ ド （ 図 1の 転 写 /cDNA、 ま た は 図 3の ゲ ノ ム 配 列 に 示 さ れ
る 核 酸 分 子 に よ り コ ー ド さ れ る ） の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 、 ま た は 実 質 的 に こ れ ら か ら な
る 、 ま た は こ れ ら を 含 む 、 単 離 ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 分 子 を 提 供 す る と と も に 、 本 技
術 に 含 ま れ 、 作 製 お よ び 使 用 さ れ る こ れ ら の ペ プ チ ド の 全 て の 明 ら か な 変 異 体 を 提 供 す る
も の で あ る 。 こ れ ら の 変 異 体 に つ い て は 、 以 下 で 詳 述 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
本 明 細 書 で 使 用 さ れ て い る よ う に 、 ペ プ チ ド が 細 胞 物 質 を 実 質 的 に 含 ま な い 、 ま た は 化 学
前 駆 物 質 も し く は 他 の 化 学 物 質 を 含 ま な い 場 合 に 、 ペ プ チ ド は 「 単 離 」 ま た は 「 精 製 」 さ
れ た と い う 。 本 発 明 の ペ プ チ ド は 、 均 一 、 ま た は 他 の 純 度 に な る ま で 精 製 す る こ と が で き
る 。 精 製 の レ ベ ル は 使 用 目 的 に 基 づ く と 考 え ら れ る 。 重 要 な 性 質 は 、 調 製 物 中 に 他 の 成 分
が 多 量 に 存 在 し て い た と し て も 、 所 望 の ペ プ チ ド の 機 能 を 発 揮 で き る と い う こ と で あ る （
単 離 核 酸 分 子 の 性 質 に つ い て は 、 後 述 す る ） 。
【 ０ ０ ６ １ 】
い く つ か の 使 用 で は 、 「 実 質 的 に 細 胞 物 質 を 含 ま な い 」 と は 、 他 の タ ン パ ク 質 （ す な わ ち
汚 染 タ ン パ ク 質 ） を 約 30％ （ 乾 燥 重 量 ） 未 満 、 他 の タ ン パ ク 質 を 約 20％ 未 満 、 他 の タ ン パ
ク 質 を 約 10％ 未 満 、 ま た は 、 他 の タ ン パ ク 質 を 約 5％ 未 満 有 す る ペ プ チ ド 調 製 物 を 含 む 。
ペ プ チ ド が 組 換 え に よ り 製 造 さ れ る 場 合 、 培 地 が タ ン パ ク 質 調 製 物 の 容 量 に 対 し て 20％ 未
満 の 場 合 に は 、 実 質 的 に 培 地 を 含 ま な い と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
「 実 質 的 に 化 学 前 駆 物 質 ま た は 他 の 化 学 物 質 を 含 ま な い 」 と い う 用 語 は 、 合 成 に 関 与 し た
化 学 前 駆 物 質 ま た は 他 の 化 学 物 質 か ら 分 離 さ れ た ペ プ チ ド 調 製 物 を 含 む 。 あ る 態 様 に お い
て は 、 「 実 質 的 に 化 学 前 駆 物 質 ま た は 他 の 化 学 物 質 を 含 ま な い 」 と い う 用 語 は 、 化 学 前 駆
物 質 も し く は 他 の 化 学 物 質 を 約 30％ （ 乾 燥 重 量 ） 未 満 、 化 学 前 駆 物 質 も し く は 他 の 化 学 物
質 を 約 20％ 未 満 、 化 学 前 駆 物 質 も し く は 他 の 化 学 物 質 を 約 10％ 未 満 、 ま た は 化 学 前 駆 物 質
も し く は 他 の 化 学 物 質 を 約 5％ 未 満 有 す る 輸 送 体 ペ プ チ ド 調 製 物 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
単 離 輸 送 体 ペ プ チ ド は 、 そ れ を 天 然 に 発 現 す る 細 胞 、 そ れ を 発 現 さ せ る た め に 変 化 さ せ た
（ 組 換 え ら れ た ） 細 胞 か ら 精 製 す る か 、 ま た は 、 既 知 の タ ン パ ク 質 合 成 方 法 を 用 い て 合 成
す る こ と が で き る 。 図 1の 実 験 デ ー タ は 、 卵 巣 （ 腺 癌 組 織 ） 、 子 宮 （ 平 滑 筋 肉 腫 組 織 ） 、
頸 部 、 腎 臓 、 腎 臓 癌 組 織 （ 副 腎 腫 ） 、 胚 中 心 B細 胞 、 結 腸 、 お よ び 乳 児 脳 で の 発 現 を 示 す
。 例 え ば 、 輸 送 体 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 発 現 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ
、 さ ら に こ の 発 現 ベ ク タ ー は 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ て 、 タ ン パ ク 質 が 宿 主 細 胞 内 で 発 現 す る
。 そ の 後 、 タ ン パ ク 質 は 標 準 の タ ン パ ク 質 精 製 技 術 を 用 い た 適 当 な 精 製 ス キ ー ム に よ っ て
、 細 胞 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 多 く の 技 術 に つ い て は 、 以 下 で 詳 述 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
し た が っ て 、 本 発 明 は 、 図 2に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列  (配 列 番 号 ： 3お よ び 配 列 番 号 ： 4)か
ら な る タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 図 1に 示 さ れ る 転 写 /cDNA核 酸 配 列  (配 列 番 号 ： 1お よ び 配 列
番 号 ： 2)な ら び に 図 3に 示 さ れ る ゲ ノ ム 配 列  (配 列 番 号 ： 5） に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク
質 を 提 供 す る も の で あ る 。 こ の よ う な タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 2に 示 す 。 こ の よ う
な タ ン パ ク 質 の 最 終 的 な ア ミ ノ 酸 配 列 が こ の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 場 合 、 タ ン パ ク 質 は ア ミ
ノ 酸 配 列 か ら な る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 発 明 は さ ら に 、 図 2に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列  (配 列 番 号 ： 3お よ び 配 列 番 号 ： 4)か ら 実 質
的 に な る タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 図 1に 示 さ れ る 転 写 /cDNA核 酸 配 列  (配 列 番 号 ： 1お よ び 配
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列 番 号 ： 2)な ら び に 図 3に 示 さ れ る ゲ ノ ム 配 列  (配 列 番 号 ： 5） に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ
ク 質 を 提 供 す る も の で あ る 。 こ の よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 に 数 個 の 付 加 ア ミ ノ 酸 残 基 、 例 え ば
、 最 終 的 な タ ン パ ク 質 中 に 約 1個 ～ 約 100個 程 度 の 付 加 残 基 、 一 般 的 に は 1個 ～ 約 20個 の 付
加 残 基 が 存 在 す る 場 合 、 タ ン パ ク 質 は ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 実 質 的 に な る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
本 発 明 は さ ら に 、 図 2に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列  (配 列 番 号 ： 3お よ び 配 列 番 号 ： 4)を 含 む タ
ン パ ク 質 、 例 え ば 、 図 1に 示 さ れ る 転 写 /cDNA核 酸 配 列  (配 列 番 号 ： 1お よ び 配 列 番 号 ： 2）
な ら び に 図 3に 示 さ れ る ゲ ノ ム 配 列 （ 配 列 番 号 ： 5） に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 提 供
す る も の で あ る 。 こ の ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 タ ン パ ク 質 の 最 終 的 な ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も
一 部 で あ る 場 合 、 タ ン パ ク 質 は ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 。 こ の よ う な 場 合 、 タ ン パ ク 質 は ペ プ
チ ド の み で あ る か 、 ま た は タ ン パ ク 質 と 天 然 に 結 合 し て い る ア ミ ノ 酸 残 基 （ 連 続 す る コ ー
ド 配 列 ） も し く は 非 相 同 ア ミ ノ 酸 残 基 /ペ プ チ ド 配 列 の よ う な 付 加 ア ミ ノ 酸 分 子 を 有 す る
こ と が で き る 。 こ の よ う な タ ン パ ク 質 は 、 数 個 の 付 加 ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る か 、 ま た は 数
百 も し く は そ れ 以 上 の 付 加 ア ミ ノ 酸 を 含 む こ と が で き る 。 本 発 明 の 輸 送 体 ペ プ チ ド が 含 ま
れ る タ ン パ ク 質 の 好 ま し い 種 と し て 、 天 然 の 成 熟 タ ン パ ク 質 が あ る 。 こ れ ら の 様 々 な 種 の
タ ン パ ク 質 を 調 製 /単 離 す る 方 法 に つ い て 、 以 下 に 簡 単 に 述 べ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
本 発 明 の 輸 送 体 ペ プ チ ド は 、 キ メ ラ ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 を 形 成 す る た め に 、 非 相 同 性 の
配 列 に 結 合 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な キ メ ラ お よ び 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 輸 送 体 ペ プ チ
ド に 対 し て 実 質 的 に 相 同 性 の な い ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 非 相 同 タ ン パ ク 質 に 、 機 能 的 に 結
合 さ れ る 輸 送 体 ペ プ チ ド を 含 む 。 「 機 能 的 に 結 合 さ れ る 」 と は 、 輸 送 体 ペ プ チ ド と 非 相 同
タ ン パ ク 質 が フ レ ー ム 中 で 融 合 し て い る こ と を 意 味 す る 。 非 相 同 タ ン パ ク 質 は 、 輸 送 体 ペ
プ チ ド の N末 端 ま た は C末 端 に 融 合 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
い く つ か の 使 用 に お い て 、 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 輸 送 体 ペ プ チ ド 自 体 の 活 性 に 影 響 を 及 ぼ さ
な い 。 例 え ば 、 融 合 タ ン パ ク 質 に は 、 β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 融 合 、 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド GA
L融 合 、 ポ リ His融 合 、 MYC標 識 、 HI標 識 お よ び Ig融 合 な ど の 酵 素 融 合 タ ン パ ク 質 が 含 ま れ
る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 こ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 、 特 に ポ リ His融 合
は 、 組 換 え 輸 送 体 ペ プ チ ド の 精 製 を 容 易 に す る こ と が で き る 。 あ る 種 の 宿 主 細 胞 （ 例 え ば
哺 乳 類 の 宿 主 細 胞 ） に お い て は 、 タ ン パ ク 質 の 発 現 お よ び /ま た は 分 泌 は 、 非 相 同 シ グ ナ
ル 配 列 を 用 い る こ と に よ り 増 加 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
キ メ ラ ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 標 準 の 組 換 え DNA技 術 に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。 例
え ば 、 異 な る タ ン パ ク 質 配 列 を コ ー ド す る DNA断 片 は 、 従 来 技 術 に 従 っ て フ レ ー ム 中 に 共
に 連 結 さ れ る 。 他 の 態 様 で は 、 融 合 遺 伝 子 は 、 自 動 DNA合 成 機 を 含 む 従 来 技 術 に よ り 合 成
す る こ と が 可 能 で あ る 。 あ る い は 、 遺 伝 子 断 片 の PCR増 幅 に ア ン カ ー プ ラ イ マ ー を 用 い 、 2
つ の 連 続 的 な 遺 伝 子 断 片 間 に 相 補 的 な 突 出 部 を 形 成 し 、 そ の 後 ア ニ ー リ ン グ し 、 再 増 幅 し
て 、 キ メ ラ 遺 伝 子 配 列 を 作 製 す る こ と が で き る  (Ausubelら 、 「 分 子 生 物 学 の 最 新 プ ロ ト
コ ー ル （ Current Protocols in Molecular Biology） 」 、 1992参 照 ) 。 さ ら に 、 既 に 融 合
部 分 （ 例 え ば GSTタ ン パ ク 質 ） を コ ー ド し た 多 く の 発 現 ベ ク タ ー が 市 販 さ れ て い る 。 輸 送
体 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 を 、 融 合 部 が フ レ ー ム 中 で 輸 送 体 ペ プ チ ド に 結 合 す る よ う に
し て 、 こ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
以 上 説 明 し た よ う に 、 本 発 明 は ま た 、 天 然 の ペ プ チ ド 成 熟 形 態 、 ペ プ チ ド の 対 立 遺 伝 子 /
配 列 変 異 体 、 非 天 然 の ペ プ チ ド の 組 換 え 誘 導 変 異 体 、 な ら び に ペ プ チ ド の オ ル ソ ロ グ お よ
び パ ラ ロ グ な ど 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 明 ら か な 変 異 体 を 提 供 、 お
よ び 実 施 可 能 に す る も の で あ る 。 こ の よ う な 変 異 体 は 、 核 酸 組 換 え 技 術 お よ び タ ン パ ク 質
生 化 学 の 分 野 で 公 知 の 技 術 を 用 い る こ と に よ り 、 容 易 に 生 成 す る こ と が で き る 。 し か し 、
当 然 の こ と な が ら 、 こ の 変 異 体 に は 、 本 発 明 以 前 に 開 示 さ れ て い る い ず れ の ア ミ ノ 酸 配 列
も 含 ま れ な い も の で あ る 。
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【 ０ ０ ７ １ 】
こ の よ う な 変 異 体 は 、 本 明 細 書 に 示 さ れ る 分 子 技 術 お よ び 配 列 情 報 を 用 い る こ と に よ り 、
容 易 に 同 定 /製 造 す る こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 こ の よ う な 変 異 体 は 、 本 発 明 の 輸 送 体
ペ プ チ ド に 対 す る 配 列 お よ び /ま た は 構 造 上 の 相 同 性 に 基 づ い て 、 他 の ペ プ チ ド と 容 易 に
区 別 す る こ と が で き る 。 こ の 相 同 性 /同 一 性 の 程 度 は 、 主 に 、 ペ プ チ ド が 機 能 的 な 変 異 体
で あ る か 非 機 能 的 な 変 異 体 で あ る か 、 パ ラ ロ グ フ ァ ミ リ ー 中 に 存 在 す る 相 違 量 、 お よ び オ
ル ソ ロ グ 間 の 進 化 距 離 に 基 づ い て 判 断 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
2つ の ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 2つ の 核 酸 配 列 の 同 一 性 割 合 （ ％ ） を 決 定 す る た め に 、 最 適 な
比 較 を 行 う 目 的 で 配 列 は 整 列 さ れ る （ 例 え ば 、 最 適 な ア ラ イ メ ン ト の た め に 、 ギ ャ ッ プ が
第 一 お よ び 第 二 ア ミ ノ 酸 ま た は 核 酸 配 列 の 一 方 ま た は 両 方 に 導 入 さ れ 、 非 相 同 性 配 列 は 比
較 を 行 う 目 的 の た め に 無 視 す る こ と が で き る ） 。 好 ま し い 態 様 と し て は 、 基 準 配 列 の 少 な
く と も 30％ 、 40％ 、 50％ 、 60％ 、 70％ 、 80％ 、 90％ ま た は そ れ 以 上 が 、 比 較 目 的 に 応 じ て
整 列 化 さ れ る 。 そ の 後 、 対 応 す る ア ミ ノ 酸 の 位 置 ま た は ヌ ク レ オ チ ド の 位 置 上 の ア ミ ノ 酸
残 基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド が 比 較 さ れ る 。 第 一 配 列 で の 位 置 が 、 第 二 配 列 に お い て 対 応 す る
位 置 と 同 じ ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 占 め ら れ て い る 場 合 、 分 子 は そ の 位
置 と 同 一 で あ る （ こ こ で 用 い ら れ て い る ア ミ ノ 酸 ま た は 核 酸 の 「 同 一 性 」 は 、 ア ミ ノ 酸 ま
た は 核 酸 の 「 相 同 性 」 と 同 等 で あ る ） 。 2つ の 配 列 間 の 同 一 性 割 合 （ ％ ） は 、 配 列 に お い
て 共 有 さ れ る 同 一 配 置 数 の 関 数 で あ り 、 ギ ャ ッ プ 数 お よ び 各 ギ ャ ッ プ 長 さ を 考 慮 し 、 ギ ャ
ッ プ は 2つ の 配 列 の 最 適 な ア ラ イ メ ン ト の た め に 導 入 さ れ る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
2つ の 配 列 間 に お け る 、 配 列 の 比 較 な ら び に 同 一 性 割 合 （ ％ ） お よ び 類 似 性 割 合 （ ％ ） の
決 定 は 、 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 行 う こ と が で き る (「 計 算 分 子 生 物 学 （ Computation
al Molecular Biology） 」 、 Lesk, A.M.編 、 Oxford University Press、 New York、 1988;
「 バ イ オ コ ン ピ ュ ー テ ィ ン グ ： 情 報 学 お よ び ゲ ノ ム プ ロ ジ ェ ク ト （ Biocomputing:　 Infor
matics and Genome Projects） 」 、 Smith, D.W.編 、 Academic Press、 New York、 1993;「
配 列 デ ー タ の コ ン ピ ュ ー タ 解 析 、 パ ー ト 1（ Computer Analysis of Sequence Data, Part 
1） 」 、 Griffin, A.M.,お よ び Griffin, H.G.編 、 Humana Press、 New Jersey、 1994;「 分
子 生 物 学 に お け る 配 列 解 析 （ Sequence Analysis in Molecular Biology） 」 、 von Heinje
, G.、 Academic Press、 1987;な ら び に 「 配 列 解 析 プ ラ イ マ ー （ Sequence Analysis Prime
r） 」 、 Gribskov, M.お よ び Devereux, J.編 、 M Stockton Press、 New York、 1991)。 好 ま
し い 態 様 と し て 、 2つ の ア ミ ノ 酸 配 列 間 の 同 一 性 割 合 （ ％ ） は GCGソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ
（ で 入 手 可 能 ） の GAPプ ロ グ ラ ム に 組 み 込 ま れ た ニ ー ド ル マ ン （ Needl
eman） お よ び ヴ ン シ ュ （ Wunsch） ア ル ゴ リ ズ ム （ J. Mol. Biol. (48):444-453 (1970)）
を 用 い 、 Blossom62マ ト リ ッ ク ス ま た は PAM250マ ト リ ッ ク ス の い ず れ か 、 な ら び に ギ ャ ッ
プ 重 量 16、 14、 12、 10、 8、 6ま た は 4、 お よ び 長 さ 重 量 1、 2、 3、 4、 5ま た は 6を 用 い て 決
定 さ れ る 。 さ ら に 好 ま し い 態 様 と し て は 、 2つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 同 一 性 割 合 （ ％ ）
は 、 GCGソ フ ト ウ ェ ア パ ッ ケ ー ジ （ で 入 手 可 能 ） の GAPプ ロ グ ラ ム  (De
vereux, J.,ら 、 (Nucleic Acids Res. 12(1) : 387 (1984))を 用 い 、 NWSgapdna. CMPマ ト
リ ッ ク ス 、 な ら び に ギ ャ ッ プ 重 量 40、 50、 60、 70ま た は 80、 お よ び 長 さ 重 量 1、 2、 3、 4、
5ま た は 6を 用 い て 決 定 さ れ る 。 他 の 態 様 と し て は 、 2つ の ア ミ ノ 酸 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 配
列 間 の 同 一 性 割 合 （ ％ ） は 、 ALIGNプ ロ グ ラ ム （ バ ー ジ ョ ン 2.0） に 組 み 込 ま れ た E. メ イ
ヤ ー （ E. Myers） お よ び W. ミ ラ ー （ W. Miller） の ア ル ゴ リ ズ ム  (CABIOS、 4:11-17 (198
9))を 用 い 、 PAM120重 量 残 基 表 、 ギ ャ ッ プ 長 ペ ナ ル テ ィ 12、 お よ び ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ 4を
用 い て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
本 発 明 の 核 酸 お よ び タ ン パ ク 質 配 列 を 、 例 え ば 他 の フ ァ ミ リ ー ま た は 関 連 し た 配 列 を 同 定
す る た め に 、 配 列 デ ー タ ベ ー ス に 対 し て 検 索 を 行 う 「 ク エ リ ー 配 列 」 と し て さ ら に 使 用 す
る こ と が で き る 。 こ の よ う な 検 索 は 、 ア ル ツ シ ュ ル （ Altschul） ら の NBLAST、 お よ び XBLA
STプ ロ グ ラ ム （ バ ー ジ ョ ン 2.0） (J. Mol. Biol. 215:403-10 (1990))を 用 い て 行 う こ と が
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で き る 。 BLASTヌ ク レ オ チ ド 検 索 は 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 に 相 同 性 の あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 得 る た め に 、 NBLASTプ ロ グ ラ ム を 用 い 、 ス コ ア （ score） =100、 ワ ー ド 長 （ wordlength
） =12で 行 う こ と が で き る 。 BLASTタ ン パ ク 質 検 索 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 に 相 同 性 の あ る
ア ミ ノ 酸 配 列 を 得 る た め に 、 XBLASTプ ロ グ ラ ム を 用 い 、 ス コ ア =50、 ワ ー ド 長 =3で 行 う こ
と が で き る 。 比 較 目 的 の ギ ャ ッ プ ア ラ イ メ ン ト を 得 る た め に 、 ア ル ツ シ ュ ル （ Altschul）
ら の 記 載 の よ う に 、 ギ ャ ッ プ BLAST(Gapped BLAST)(Nucleic Acids Res. 25(17):3389-340
2 (1997))を 用 い る こ と が で き る 。 BLASTお よ び ギ ャ ッ プ BLASTプ ロ グ ラ ム を 用 い る 際 に は
、 各 プ ロ グ ラ ム （ 例 え ば XBLASTお よ び NBLAST） の 既 定 の パ ラ メ ー タ を 用 い る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ７ ５ 】
本 発 明 の ペ プ チ ド の 1つ を 含 む 、 プ ロ セ シ ン グ 前 の 全 長 型 、 な ら び に プ ロ セ シ ン グ を 受 け
た 成 熟 型 の タ ン パ ク 質 は 、 本 発 明 の 輸 送 体 ペ プ チ ド の 1つ と 完 全 な 配 列 同 一 性 を 有 す る も
の と し て 、 な ら び に 本 明 細 書 に 提 供 す る 輸 送 体 ペ プ チ ド と 同 じ 遺 伝 子 座 に よ っ て コ ー ド さ
れ る も の と し て 、 容 易 に 同 定 す る こ と が で き る 。 図 3に 提 示 し た デ ー タ が 示 す よ う に 、 マ
ッ プ 位 置 は 第 1染 色 体 上 に あ る こ と が 決 定 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
輸 送 体 ペ プ チ ド の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 は 、 輸 送 体 ペ プ チ ド の 少 な く と も 一 部 に 対 し て 高 度 の
（ 有 意 な ） 配 列 相 同 性 /同 一 性 を 有 す る ヒ ト タ ン パ ク 質 と し て 、 な ら び に 本 明 細 書 に 提 供
す る 輸 送 体 ペ プ チ ド と 同 じ 遺 伝 子 座 に よ っ て コ ー ド さ れ る も の と し て 、 容 易 に 同 定 す る こ
と が で き る 。 遺 伝 子 座 は 、 ヒ ト 基 準 （ reference human） に 対 し て 位 置 づ け ら れ た ゲ ノ ム
配 列 な ど の 、 図 3に 提 供 し た ゲ ノ ム 情 報 に 基 づ い て 容 易 に 決 定 し う る 。 図 3に 提 示 し た デ ー
タ が 示 す よ う に 、 マ ッ プ 位 置 は 第 1染 色 体 上 に あ る こ と が 決 定 さ れ た 。 本 明 細 書 で 用 い る
場 合 、 ア ミ ノ 酸 配 列 が 典 型 的 に は 少 な く と も 約 70％ ～ 80％ 、 80％ ～ 90％ 、 よ り 典 型 的 に は
少 な く と も 約 90％ ～ 95％ ま た は そ れ 以 上 相 同 な と き 、 2つ の タ ン パ ク 質 （ ま た は タ ン パ ク
質 の 領 域 ） は 有 意 な 相 同 性 を 有 す る 。 本 発 明 に よ る 有 意 に 相 同 な ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 輸 送 体
ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 と 、 以 下 に さ ら に 詳 細 に 説 明 す る ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件
下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
図 3は 、 本 発 明 の 輸 送 体 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 内 で 見 い だ さ れ た 、 SNPに 関 す る 情
報 を 提 供 す る 。 イ ン ト ロ ン 内 な ら び に ORFの 5'お よ び 3'領 域 内 に お い て 、 42個 の 異 な る ヌ
ク レ オ チ ド 位 置 で SNPが 同 定 さ れ た 。 イ ン ト ロ ン 内 お よ び ORFの 外 側 の そ の よ う な SNPは 、
制 御 /調 節 要 素 に 影 響 を 及 ぼ し う る 。 エ キ ソ ン に お け る 2つ の SNPの う ち 、 1つ は ア ミ ノ 酸 配
列 の 変 化 を も た ら す （ す な わ ち 、 非 同 義 SNP） 。 こ れ ら の SNPが も た ら す ア ミ ノ 酸 配 列 の 変
化 は 図 3に 示 さ れ 、 普 遍 的 遺 伝 暗 号 お よ び 参 照 と し て 図 2に 提 供 さ れ る タ ン パ ク 質 配 列 を 用
い て 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
輸 送 体 ペ プ チ ド の パ ラ ロ グ は 、 輸 送 体 ペ プ チ ド の 少 な く と も 一 部 に 対 し て 、 あ る 程 度 の 著
し い 配 列 相 同 性 /同 一 性 を 有 し 、 ヒ ト 由 来 の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ 、 か つ 同 様 の 活 性
ま た は 機 能 を 有 し て い る も の と し て 、 容 易 に 同 定 す る こ と が で き る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 所
与 の 領 域 ま た は ド メ イ ン を 通 じ て 、 典 型 的 に 少 な く と も 約 60％ ま た は そ れ 以 上 、 さ ら に 典
型 的 に は 少 な く と も 約 70％ ま た は そ れ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る 場 合 、 2つ の タ ン パ ク 質 は 典
型 的 に は パ ラ ロ グ で あ る と 考 え ら れ る 。 こ の よ う な パ ラ ロ グ は 、 よ り 詳 細 に は 以 下 に 述 べ
ら れ る よ う な 穏 や か な 条 件 か ら ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 、 輸 送 体 ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 核 酸 分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
輸 送 体 ペ プ チ ド の オ ル ソ ロ グ は 、 輸 送 体 ペ プ チ ド の 少 な く と も 一 部 に 対 し て あ る 程 度 の 著
し い 配 列 相 同 性 /同 一 性 を 有 し 、 他 の 生 物 由 来 の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る も の と
し て 、 容 易 に 同 定 す る こ と が で き る 。 好 ま し い オ ル ソ ロ グ は 、 哺 乳 類 、 好 ま し く は 霊 長 類
か ら 単 離 さ れ 、 ヒ ト の 治 療 標 的 お よ び 治 療 薬 剤 の 開 発 の た め に 用 い ら れ る 。 こ の よ う な オ
ル ソ ロ グ は 、 よ り 詳 細 に は 以 下 に 述 べ ら れ る よ う な 、 穏 や か な 条 件 か ら ス ト リ ン ジ ェ ン ト
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な 条 件 下 で 、 輸 送 体 ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 分 子 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う な 核 酸 配 列
に よ り コ ー ド さ れ る と 考 え ら れ 、 こ れ は タ ン パ ク 質 を 生 成 す る 2つ の 生 物 の 関 連 性 の 程 度
に 依 存 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
本 発 明 の 輸 送 体 ペ プ チ ド の 非 天 然 の 変 異 体 は 、 組 換 え 技 術 を 用 い て 容 易 に 生 成 す る こ と が
で き る 。 こ の よ う な 変 異 体 に は 、 輸 送 体 ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 中 に お け る 欠 失 、 付 加 、
お よ び 置 換 に よ る も の が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 例 え ば 、 置 換 の
1種 と し て 、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 が 挙 げ ら れ る 。 こ の 置 換 は 、 輸 送 体 ペ プ チ ド に お け る 所
与 の ア ミ ノ 酸 が 同 様 の 特 徴 を 持 つ 他 の ア ミ ノ 酸 に よ っ て 置 換 さ れ る も の で あ る 。 保 存 的 置
換 と し て 典 型 的 に 見 ら れ る も の に は 、 脂 肪 族 の ア ミ ノ 酸 Ala、 Val、 Leuお よ び Ileの 中 の 一
つ か ら 他 の 一 つ へ の 置 換 、 ヒ ド ロ キ シ ル 残 基 Serと Thr間 の 置 換 、 酸 性 残 基 Aspと Gluと の 置
換 、 ア ミ ド 残 基 Asnと Gln間 の 置 換 、 塩 基 性 残 基 Lysと Argと の 置 換 、 な ら び に 芳 香 族 残 基 Ph
eと Tyrと の 置 換 が あ る 。 ど の ア ミ ノ 酸 変 化 が 表 現 型 と し て サ イ レ ン ト に な る 可 能 性 を 有 す
る か に 関 す る 指 針 に つ い て は 、 ボ ウ イ （ Bowie） ら 、 Science 247:1306-1310 (1990)に 述
べ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
変 異 輸 送 体 ペ プ チ ド は 、 完 全 に 機 能 し て い る か 、 ま た は 例 え ば リ ガ ン ド 結 合 能 、 リ ガ ン ド
輸 送 能 、 シ グ ナ ル 伝 達 調 節 能 な ど の 一 つ も し く は 複 数 の 活 性 に お い て 機 能 が 欠 失 し て い る
こ と が あ る 。 完 全 に 機 能 的 な 変 異 体 に は 、 典 型 的 に 、 保 存 的 な 変 異 、 ま た は 致 命 的 で な い
残 基 に お け る 変 異 も し く は 致 命 的 で な い 領 域 内 で の 変 異 の み が 含 ま れ る 。 図 2は 、 タ ン パ
ク 質 分 析 の 結 果 を 示 し て お り 、 致 命 的 ド メ イ ン /領 域 を 同 定 す る の に 使 用 す る こ と が で き
る 。 機 能 的 変 異 体 に は 、 機 能 が 変 化 し な い 、 ま た は 著 し い 機 能 変 化 の 無 い 類 似 ア ミ ノ 酸 の
置 換 も 含 ま れ る う る 。 他 方 、 こ の よ う な 置 換 は 、 あ る 程 度 機 能 に 対 し て 正 ま た は 負 の 影 響
を 及 ぼ す こ と が あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
非 機 能 的 変 異 体 に は 、 典 型 的 に 、 1つ も し く は 複 数 の 非 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 、
挿 入 、 反 転 も し く は 切 断 、 ま た は 致 命 的 な 残 基 も し く は 致 命 的 な 領 域 内 で の 置 換 、 挿 入 、
反 転 も し く は 欠 失 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
機 能 に お い て 必 須 の ア ミ ノ 酸 は 、 例 え ば 、 特 定 部 位 の 突 然 変 異 誘 発 、 ま た は ア ラ ニ ン ス キ
ャ ニ ン グ 突 然 変 異 誘 発 （ Cunninghamら 、 Science 244:1081-1085 (1989)） 等 の 当 技 術 分 野
に お け る 既 知 の 方 法 に よ り 、 特 に 図 2に 示 す 結 果 を 用 い て 同 定 す る こ と が で き る 。 ア ラ ニ
ン ス キ ャ ニ ン グ 突 然 変 異 誘 発 で は 、 分 子 内 の 全 て の 残 基 に お い て 、 単 独 の ア ラ ニ ン 突 然 変
異 を 導 入 す る 。 こ の 結 果 生 じ た 変 異 分 子 は 、 そ の 後 、 輸 送 体 活 性 の よ う な 生 物 活 性 、 ま た
は イ ン ビ ト ロ 増 殖 活 性 分 析 の よ う な ア ッ セ イ の た め に 試 験 さ れ る 。 結 合 対 象 /基 質 結 合 に
と っ て 重 要 な 部 位 は 、 結 晶 化 、 核 磁 気 共 鳴 、 ま た は 光 学 的 親 和 性 標 識 等 の 構 造 解 析 に よ っ
て 決 定 さ れ る （ Smithら 、 J. Mol. Biol. 224:899-904 (1992) ; de Vosら 、 Science 255:
306-312 (1992) ） 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
本 発 明 は さ ら に 、 輸 送 体 ペ プ チ ド の 断 片 を 提 供 し 、 こ の よ う な 断 片 を 含 む 、 お よ び こ の よ
う な 断 片 か ら な る タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド に 加 え 、 特 に 図 2に 同 定 さ れ た 残 基 を 含 む タ
ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド を 提 供 す る も の で あ る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 に 関 連 す る 断 片 は
、 本 発 明 よ り 以 前 に 公 開 さ れ て い る 断 片 を 含 む も の と は 見 な さ れ な い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
本 明 細 書 で 使 用 さ れ る よ う に 、 断 片 は 、 輸 送 体 ペ プ チ ド の 少 な く と も 8個 、 10個 、 12個 、 1
4個 、 16個 ま た は そ れ 以 上 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 こ の よ う な 断 片 は 、 輸 送 体 ペ プ チ
ド の 1つ も し く は 複 数 の 生 物 活 性 を 保 持 す る 能 力 に 基 づ い て 選 択 さ れ る か 、 ま た は 基 質 と
の 結 合 も し く は 抗 原 と し て の 作 用 等 の 機 能 を 果 た す 能 力 に よ っ て 選 択 さ れ 得 る 。 特 に 重 要
な 断 片 は 生 物 活 性 断 片 で あ り 、 こ れ は 例 え ば 、 約 8個 ま た は そ れ 以 上 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 の
ペ プ チ ド で あ る 。 こ の よ う な 断 片 は 、 典 型 的 に は 、 例 え ば 活 性 部 位 、 膜 貫 通 ド メ イ ン ま た
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は 基 質 結 合 ド メ イ ン の よ う な 、 輸 送 体 ペ プ チ ド の ド メ イ ン ま た は モ チ ー フ を 含 む と 考 え ら
れ る 。 さ ら に 、 可 能 な 断 片 と し て は 、 ド メ イ ン ま た は モ チ ー フ 含 有 断 片 、 可 溶 性 ペ プ チ ド
断 片 、 免 疫 原 性 構 造 含 有 断 片 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 推 定 さ れ る ド
メ イ ン お よ び 機 能 性 部 位 は 、 当 業 者 に と っ て 容 易 に 入 手 可 能 な 公 知 の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ
ラ ム （ 例 え ば PROSITE分 析 ） に よ り 、 容 易 に 確 認 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 分 析 の 1つ
に よ る 結 果 を 図 2に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
ポ リ ペ プ チ ド は 、 一 般 に 、 20天 然 ア ミ ノ 酸 と 呼 ば れ て い る 20種 の ア ミ ノ 酸 以 外 の ア ミ ノ 酸
を し ば し ば 含 む 。 さ ら に 、 末 端 ア ミ ノ 酸 を 含 む 多 く の ア ミ ノ 酸 は 、 プ ロ セ シ ン グ お よ び 他
の 翻 訳 後 修 飾 等 の 天 然 の 過 程 、 ま た は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 化 学 修 飾 技 術 に よ っ て 修
飾 さ れ 得 る 。 輸 送 体 ペ プ チ ド に お い て 天 然 に 生 じ る 一 般 的 な 修 飾 に つ い て は 、 基 本 的 な テ
キ ス ト 、 詳 細 な 文 献 お よ び 研 究 論 文 に 記 述 さ れ て お り 、 こ れ は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 （ こ
れ ら の 特 性 の い く つ か は 図 2に お い て 確 認 さ れ る ） 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
既 知 の 修 飾 と し て は 、 ア セ チ ル 化 、 ア シ ル 化 、 ADPリ ボ シ ル 化 、 ア ミ ド 化 、 フ ラ ビ ン の 共
有 結 合 付 加 、 ヘ ム 部 分 の 共 有 結 合 付 加 、 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 の 共 有 結
合 付 加 、 脂 質 ま た は 脂 質 誘 導 体 の 共 有 結 合 付 加 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル の 共 有 結 合
付 加 、 架 橋 結 合 、 環 化 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成 、 脱 メ チ ル 化 、 共 有 結 合 架 橋 の 形 成 、 シ ス
チ ン の 形 成 、 ピ ロ グ ル タ ミ ン 酸 塩 の 形 成 、 ホ ル ミ ル 化 、 γ -カ ル ボ キ シ ル 化 、 グ リ コ シ ル
化 、 GPIア ン カ ー 形 成 、 ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 ヨ ウ 素 化 、 メ チ ル 化 、 ミ リ ス ト イ ル 化 、 酸 化 、
タ ン パ ク 質 分 解 プ ロ セ シ ン グ 、 リ ン 酸 化 、 プ レ ニ ル 化 、 ラ セ ミ 化 、 セ レ ノ イ ル 化 、 硫 酸 化
、 ア ル ギ ニ ン 化 な ど の タ ン パ ク 質 へ の ア ミ ノ 酸 の 転 写 RNA媒 介 付 加 、 お よ び ユ ビ キ チ ン 化
を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
こ の よ う な 修 飾 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ り 、 科 学 文 献 に 非 常 に 詳 細 に 記 載 さ れ て き た 。 グ
リ コ シ ル 化 、 脂 質 付 加 、 硫 酸 化 、 グ ル タ ミ ン 酸 残 基 の γ -カ ル ボ キ シ ル 化 、 ヒ ド ロ キ シ ル
化 、 お よ び ADPリ ボ シ ル 化 な ど 、 い く つ か の 特 に 一 般 的 な 修 飾 は 、 「 タ ン パ ク 質 -構 造 と 分
子 特 性 （ Proteins - Structure and Molecular Properties） 」 、 第 2版 、 T.E. Creighton
、 W. H. Freeman and Company、 New York (1993) の よ う な 多 く の 基 本 テ キ ス ト に 記 載 さ
れ て い る 。 こ の 点 に 関 す る 詳 細 な 総 説 と し て は 、 ウ ォ ル ド  F.（ Wold, F.） 、 「 タ ン パ ク
質 の 翻 訳 後 共 有 結 合 修 飾 （ Posttranslational Covalent Modification of Proteins） 」
、 B.C. ジ ョ ン ソ ン （ B.C. Johnson） 編 、 Academic Press、 New York 1-12 (1983); セ イ
フ タ ー （ Seifter） ら 、 (Meth. Enzymol. 182: 626-646 (1990))お よ び ラ タ ン （ Rattan）
ら 、 (Ann. N.Y. Acad. Sci. 663:48-62 (1992)) の よ う な 多 く の 総 説 を 利 用 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
し た が っ て 、 本 発 明 の 輸 送 体 ペ プ チ ド は 、 誘 導 体 ま た は 類 似 体 を も 包 括 す る も の で あ り 、
こ こ で 、 置 換 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 は 遺 伝 子 コ ー ド に よ っ て コ ー ド さ れ る も の で は な く 、 置
換 基 が 含 ま れ 、 成 熟 輸 送 体 ペ プ チ ド が 、 輸 送 体 ペ プ チ ド の 半 減 期 を 増 加 さ せ る 化 合 物 （ 例
え ば 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） の よ う な 他 の 化 合 物 と 融 合 す る か 、 ま た は 付 加 ア ミ ノ 酸
が 、 リ ー ダ ー 配 列 、 分 泌 配 列 、 成 熟 輸 送 体 ペ プ チ ド の 精 製 配 列 、 ま た は プ ロ -タ ン パ ク 質
（ pro-protein） 配 列 の よ う な 成 熟 輸 送 体 ペ プ チ ド と 融 合 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】

本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 図 面 に 示 さ れ る 機 能 情 報 に 関 連 し た 、 実 質 的 か つ 特 異 的 な ア ッ セ
イ 法 に お い て 、 例 え ば 、 抗 体 を 産 生 さ せ る 、 ま た は 他 の 免 疫 反 応 を 誘 導 す る た め ； 生 物 液
中 に お け る タ ン パ ク 質 （ ま た は そ の 結 合 対 象 、 ま た は リ ガ ン ド ） レ ベ ル の 定 量 の た め の ア
ッ セ イ 法 に 用 い る 試 薬 （ 標 識 試 薬 を 含 む ） と し て ； お よ び 対 応 す る タ ン パ ク 質 を 選 択 的 に
発 現 す る （ 組 織 の 分 化 も し く は 発 達 ま た は 疾 患 の 状 態 に お い て 、 構 成 的 も し く は 特 定 の 段
階 の い ず れ か で 発 現 す る ） 組 織 の マ ー カ ー と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 が 、
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別 の タ ン パ ク 質 も し く は リ ガ ン ド と 結 合 す る か 、 ま た は 結 合 す る 可 能 性 を 有 す る 場 合 、 例
え ば 、 輸 送 体 -エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 、 ま た は 輸 送 体 -リ ガ ン ド の 相 互 作 用 に
お い て 、 こ の タ ン パ ク 質 を 用 い て 結 合 対 象 /リ ガ ン ド を 特 定 し 、 結 合 相 互 作 用 の 阻 害 因 子
を 同 定 す る シ ス テ ム を 開 発 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 一 部 ま た は 全 て の 使 用 に よ り 、 商
業 製 品 と し て 製 品 化 す る た め の 試 薬 グ レ ー ド ま た は キ ッ ト 形 式 へ と 発 展 さ せ る こ と が 可 能
と な る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
上 に 列 記 し た 使 用 を 実 施 す る 方 法 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 こ の よ う な 方 法 を 開 示 し て い
る 参 考 文 献 と し て は 、 「 分 子 ク ロ ー ニ ン グ ： 実 験 マ ニ ュ ア ル （ Molecular Cloning: A Lab
oratory Manual） 」 、 第 2版 、 Cold Spring Harbor Laboratory Press、 サ ム ブ ル ッ ク  J.
（ Sambrook, J.） 、 E.F. フ リ ッ ツ （ E. F. Fritsch） お よ び T. マ ニ ア テ ィ ス （ T. Maniat
is） 編 、 1989、 な ら び に 「 酵 素 学 の 方 法 ： 分 子 ク ロ ー ニ ン グ 技 術 へ の ガ イ ド （ Methods in
 Enzymology: Guide to Molecular Cloning Techniques） 」 、 Academic Press、 バ ー ガ ー
 S.L.（ Berger, S. L.） お よ び A.R. キ メ ル （ A. R. Kimmel） 編 、 1987が あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 糖 輸 送 タ ン パ ク 質 と 新 生 児 マ ウ ス の 海 馬 で 発 現 す る 糖 輸 送 体 と の 間
で 実 質 的 な 化 学 的 お よ び 構 造 的 相 同 性 が あ る （ 図 １ 参 照 ） 。 背 景 で 議 論 さ れ て い る よ う に
、 新 生 児 マ ウ ス の 海 馬 で 発 現 す る 糖 輸 送 体 が 、 糖 吸 収 に 関 与 す る こ と は 当 技 術 分 野 に お い
て 公 知 で あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る 糖 輸 送 タ ン パ ク 質 、 お よ び こ れ を
コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 神 経 精 神 医 学 的 障 害 、 海 馬 の 糖 輸 送 体 に 関 連 す る 糖 吸 収 不 良 お よ び
他 の 障 害 の 治 療 、 予 防 、 な ら び に ／ ま た は 診 断 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
本 発 明 の ペ プ チ ド の 可 能 な 用 途 は 、 主 と し て タ ン パ ク 質 の 供 給 源 な ら び に タ ン パ ク 質 の ク
ラ ス /作 用 に 基 づ く 。 例 え ば 、 ヒ ト か ら 単 離 さ れ た 輸 送 体 お よ び そ の ヒ ト /哺 乳 類 オ ル ソ ロ
グ は 、 哺 乳 類 の 治 療 的 応 用 、 例 え ば ヒ ト 用 薬 物 、 特 に 輸 送 体 を 発 現 す る 細 胞 ま た は 組 織 に
お け る 生 物 反 応 ま た は 病 的 反 応 の 調 整 に 用 い ら れ る 、 作 用 物 質 を 同 定 す る た め の 標 的 と し
て 役 立 つ 。 図 1に 提 供 し た 実 験 デ ー タ は 、 バ ー チ ャ ル ・ ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト に よ り 、 本 発 明
の 輸 送 体 タ ン パ ク 質 が 、 卵 巣 （ 腺 癌 組 織 ） 、 子 宮 （ 平 滑 筋 肉 腫 組 織 ） 、 頸 部 、 腎 臓 癌 組 織
（ 副 腎 腫 ） 、 胚 中 心 B細 胞 、 結 腸 、 お よ び 乳 児 脳 に お い て 発 現 さ れ る こ と を 示 す 。 さ ら に
、 PCRに 基 づ く 組 織 ス ク リ ー ニ ン グ パ ネ ル に よ り 、 腎 臓 に お け る 発 現 が 示 さ れ る 。 輸 送 体
タ ン パ ク 質 、 特 に 糖 輸 送 体 サ ブ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の 活 性 を 調 整 す る 医 薬 品 が か な り 高
い 比 率 で 開 発 さ れ つ つ あ る （ 「 背 景 技 術 」 を 参 照 ） 。 背 景 技 術 お よ び 図 面 に 提 供 し た 構 造
情 報 お よ び 機 能 情 報 は 、 特 に 図 1に 提 供 し た 発 現 情 報 と 共 に 、 本 発 明 の 分 子 の 具 体 的 お よ
び 実 質 的 な 用 途 を 提 供 す る 。 図 1に 提 供 し た 実 験 デ ー タ は 、 卵 巣 （ 腺 癌 組 織 ） 、 子 宮 （ 平
滑 筋 肉 腫 組 織 ） 、 頸 部 、 腎 臓 、 腎 臓 癌 組 織 （ 副 腎 腫 ） 、 胚 中 心 B細 胞 、 結 腸 、 お よ び 乳 児
脳 で の 発 現 を 示 す 。 こ の よ う な 用 途 は 、 当 技 術 分 野 お よ び 日 常 的 な 実 験 に お い て 公 知 の 、
本 明 細 書 に 提 供 し た 情 報 を 用 い て 、 容 易 に 判 断 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
本 発 明 の タ ン パ ク 質 （ 本 発 明 の 前 に 開 示 さ れ た 可 能 性 の あ る 変 異 体 お よ び 断 片 も 含 む ） は
、 糖 輸 送 体 サ ブ フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー と 関 連 の あ る 輸 送 体 に 関 連 す る 、 生 物 学 的 ア ッ セ イ
法 に 有 用 で あ る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ 法 は 、 本 発 明 が 属 す る 輸 送 体 の サ ブ フ ァ ミ リ ー に 対
し て 特 異 的 な 輸 送 体 関 連 状 態 、 特 に 輸 送 体 を 発 現 す る 細 胞 お よ び 組 織 に お け る 輸 送 体 関 連
状 態 の 診 断 お よ び 治 療 に 有 用 な 、 公 知 の 輸 送 体 機 能 も し く は 活 性 ま た は 特 性 の い ず れ か を
必 要 と す る 。 図 1に 提 供 し た 実 験 デ ー タ は 、 バ ー チ ャ ル ・ ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト に よ り 、 本 発
明 の 輸 送 体 タ ン パ ク 質 が 、 卵 巣 （ 腺 癌 組 織 ） 、 子 宮 （ 平 滑 筋 肉 腫 組 織 ） 、 頸 部 、 腎 臓 癌 組
織 （ 副 腎 腫 ） 、 胚 中 心 B細 胞 、 結 腸 、 お よ び 乳 児 脳 に お い て 発 現 さ れ る こ と を 示 す 。 さ ら
に 、 PCRに 基 づ く 組 織 ス ク リ ー ニ ン グ パ ネ ル に よ り 、 腎 臓 に お け る 発 現 が 示 さ れ る 。 本 発
明 の タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 系 ま た は 無 細 胞 系 に お け る 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に も 有 用
で あ る （ Hodgson、 Bio/technology、 1992、 Sept 10（ 9） ； 973～ 80） 。 細 胞 系 は 自 然 状 態
の も の 、 す な わ ち 、 生 検 材 料 ま た は 細 胞 培 養 下 で 増 殖 し た 、 輸 送 体 を 通 常 発 現 す る 細 胞 で
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よ い 。 図 1に 提 供 し た 実 験 デ ー タ は 、 卵 巣 （ 腺 癌 組 織 ） 、 子 宮 （ 平 滑 筋 肉 腫 組 織 ） 、 頸 部
、 腎 臓 、 腎 臓 癌 組 織 （ 副 腎 腫 ） 、 胚 中 心 B細 胞 、 結 腸 、 お よ び 乳 児 脳 に お け る 発 現 を 示 す
。 1つ の 代 替 的 な 態 様 で は 、 細 胞 系 ア ッ セ イ 法 は 、 輸 送 体 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 組 換 え 宿
主 細 胞 を 伴 う 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
ポ リ ペ プ チ ド は 、 天 然 の 状 態 、 ま た は 輸 送 体 に 関 連 す る 特 定 の 疾 患 も し く は 症 状 を 引 き 起
こ す 改 変 さ れ た 形 態 に お け る 、 タ ン パ ク 質 の 輸 送 体 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め
に 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 の 輸 送 体 、 な ら び に 適 当 な 変 異 体 お よ び 断 片 は い ず れ も 、
こ の 輸 送 体 に 対 し て 結 合 能 力 を 持 つ 候 補 化 合 物 を ア ッ セ イ す る た め の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ・
ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 化 合 物 は 、 さ ら に 、 こ れ ら の 輸
送 体 活 性 に 対 す る 化 合 物 の 作 用 を 判 定 す る た め に 、 機 能 性 の 輸 送 体 に 対 し て ス ク リ ー ニ ン
グ を 行 う こ と が で き る 。 さ ら に こ れ ら の 化 合 物 は 、 動 物 ま た は 無 脊 椎 動 物 系 に お い て 、 活
性 /効 果 を 判 定 す る た め に 試 験 す る こ と が で き る 。 化 合 物 は 、 輸 送 体 を 望 ま し い 程 度 ま で
活 性 化 （ ア ゴ ニ ス ト ） ま た は 不 活 化 （ ア ン タ ゴ ニ ス ト ） す る か ど う か が 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
さ ら に 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 は 、 輸 送 体 タ ン パ ク 質 と 、 該 輸 送 体 タ ン パ ク 質 と 通 常 相 互 作
用 す る 分 子 （ 例 え ば 、 輸 送 体 タ ン パ ク 質 が 通 常 相 互 作 用 す る シ グ ナ ル 経 路 の 基 質 ま た は 構
成 要 素 （ 例 え ば 別 の 輸 送 体 ） ） と の 間 で の 相 互 作 用 を 刺 激 ま た は 阻 害 す る 能 力 に つ い て 、
化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ 法 に は 、 一
般 的 に 、 輸 送 体 タ ン パ ク 質 も し く は 断 片 が 標 的 分 子 と 相 互 作 用 し 、 か つ タ ン パ ク 質 と 標 的
と の 複 合 物 形 成 を 検 出 す る こ と が 可 能 な 条 件 、 ま た は 膜 電 位 変 化 、 タ ン パ ク 質 リ ン 酸 化 、
cAMPの 代 謝 回 転 、 お よ び ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ の 活 性 化 な ど の 、 シ グ ナ ル 伝 達 の 関 連 作 用
の い ず れ か の よ う な 、 輸 送 体 タ ン パ ク 質 と 標 的 と の 相 互 作 用 の 生 化 学 的 結 果 を 検 出 す る こ
と が 可 能 な 条 件 で 、 輸 送 体 タ ン パ ク 質 と 候 補 化 合 物 が 結 合 さ れ る 工 程 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
候 補 化 合 物 と し て は 、 例 え ば 、 1)最 終 部 が Igの 融 合 ペ プ チ ド 、 お よ び ラ ン ダ ム ペ プ チ ド ラ
イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー を 含 む 可 溶 性 ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 Lamら 、 Nature 354:82-84 (1991)
; Houghtenら 、 Nature 354:84-86 (1991)参 照 ） 、 な ら び に D型 お よ び /ま た は L型 ア ミ ノ 酸
か ら 構 成 さ れ る コ ン ビ ナ ト リ ア ル ケ ミ ス ト リ ー に 由 来 の 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー を 含
む ペ プ チ ド ； 2)ホ ス ホ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 ラ ン ダ ム お よ び 部 分 的 に 変 更 さ れ た ホ ス ホ ペ プ
チ ド ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー ； 例 え ば 、 Songyangら 、 Cell 72:767-778 (1993)参 照 ） ； 3)
抗 体 （ 例 え ば 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 抗 イ デ ィ オ タ イ
プ 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 お よ び 単 鎖 抗 体 、 な ら び に Fab、 F(ab') 2 、 Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ ー 断
片 、 お よ び 抗 体 の エ ピ ト ー プ 結 合 断 片 ） ； な ら び に 4)小 型 の 有 機 分 子 お よ び 無 機 分 子 （ 例
え ば 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル お よ び 天 然 生 成 物 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 ら れ る 分 子 ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
あ る 候 補 化 合 物 は 、 リ ガ ン ド 結 合 に お い て 競 合 す る 受 容 体 の 可 溶 性 断 片 で あ る 。 他 の 候 補
化 合 物 に は 、 変 異 輸 送 体 、 ま た は 輸 送 体 機 能 に 影 響 を 及 ぼ す 変 異 を 含 む 適 切 な 断 片 が 含 ま
れ 、 こ の た め 、 リ ガ ン ド と 競 合 す る 。 し た が っ て 、 例 え ば 高 い 親 和 性 を 有 す る か 、 ま た は
断 片 が リ ガ ン ド と 結 合 す る が 解 離 し な い よ う な 、 リ ガ ン ド と 競 合 す る 断 片 が 本 発 明 に 包 含
さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
本 発 明 は さ ら に 、 輸 送 体 活 性 を 調 節 （ 刺 激 ま た は 阻 害 ） す る 化 合 物 を 同 定 す る た め の 、 他
の エ ン ド ポ イ ン ト ア ッ セ イ 法 を 含 む 。 こ の ア ッ セ イ 法 は 、 一 般 的 に 、 輸 送 体 活 性 を 示 す シ
グ ナ ル 伝 達 経 路 に お け る 事 象 の ア ッ セ イ を 伴 う 。 こ の た め 、 輸 送 体 タ ン パ ク 質 依 存 性 シ グ
ナ ル カ ス ケ ー ド に 対 す る 応 答 を 促 進 ま た は 抑 制 す る よ う 調 節 さ れ る 、 リ ガ ン ド の 輸 送 、 細
胞 膜 電 位 の 変 化 、 タ ン パ ク 質 の 活 性 化 、 遺 伝 子 発 現 の 変 化 に つ い て の ア ッ セ イ が 行 わ れ る
。
【 ０ １ ０ ０ 】
輸 送 体 に よ り 媒 介 さ れ る 生 物 学 的 ま た は 生 化 学 的 な 機 能 は 、 い ず れ も エ ン ド ポ イ ン ト ア ッ
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セ イ 法 と し て 使 用 さ れ う る 。 こ れ ら は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る 全 て の 生 化 学 的 ま た は
生 化 学 的 /生 物 学 的 な 事 象 を 含 み 、 本 明 細 書 に 引 用 さ れ る 文 献 に は 、 こ れ ら の エ ン ド ポ イ
ン ト ア ッ セ イ 法 の 標 的 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ 、 ま た 、 こ れ ら は 、 当 業 者 に
公 知 で あ る か 、 ま た は 図 面 、 特 に 図 2の 情 報 を 用 い て 、 容 易 に 同 定 す る こ と が で き る 他 の
機 能 を 含 む 。 特 に 、 輸 送 体 を 発 現 す る 細 胞 ま た は 組 織 の 生 物 学 的 機 能 に つ い て ア ッ セ イ を
行 う こ と が で き る 。 図 1の 実 験 デ ー タ は 、 バ ー チ ャ ル ・ ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト に よ り 、 本 発 明
の 輸 送 体 タ ン パ ク 質 が 、 卵 巣 （ 腺 癌 組 織 ） 、 子 宮 （ 平 滑 筋 肉 腫 組 織 ） 、 頸 部 、 腎 臓 癌 組 織
（ 副 腎 腫 ） 、 胚 中 心 B細 胞 、 結 腸 、 お よ び 乳 児 脳 に お い て 発 現 さ れ る こ と を 示 す 。 加 え て
、 PCRに 基 づ く 組 織 ス ク リ ー ニ ン グ パ ネ ル に よ り 、 腎 臓 に お け る 発 現 が 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ １ 】
結 合 お よ び /ま た は 活 性 化 化 合 物 は ま た 、 キ メ ラ 輸 送 体 タ ン パ ク 質 を 用 い る こ と に よ り ス
ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と が で き 、 そ れ は ア ミ ノ 末 端 細 胞 外 ド メ イ ン ま た は そ の 一 部 、 7回
膜 貫 通 セ グ メ ン ト ま た は 細 胞 内 も し く は 細 胞 外 ル ー プ の よ う な 膜 貫 通 ド メ イ ン 全 体 ま た は
小 領 域 、 お よ び カ ル ボ キ シ ル 末 端 細 胞 内 ド メ イ ン ま た は そ の 一 部 に お い て 、 異 種 ド メ イ ン
も し く は 小 領 域 に 置 換 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 異 な る リ ガ ン ド と 相 互 作 用 し さ ら に 未 処 理 の 輸
送 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 、 リ ガ ン ド 結 合 領 域 を 用 い る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 異 な る
セ ッ ト の シ グ ナ ル 伝 達 構 成 要 素 を 活 性 化 の エ ン ド ポ イ ン ト ア ッ セ イ 法 と し て 利 用 す る こ と
が で き る 。 こ の よ う な 方 法 に よ り 、 輸 送 体 が 由 来 す る 特 定 の 宿 主 細 胞 以 外 で ア ッ セ イ を 行
う こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
本 発 明 の タ ン パ ク 質 は ま た 、 輸 送 体 と 相 互 作 用 す る 化 合 物 （ 例 え ば 、 結 合 対 象 お よ び /ま
た は リ ガ ン ド ） を 発 見 す る た め に 設 計 さ れ た 方 法 で あ る 、 競 争 結 合 ア ッ セ イ 法 に も 有 用 で
あ る 。 こ の た め に 、 化 合 物 が ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 ま た は 相 互 作 用 可 能 な 条 件 下 で 、 化 合 物
を 輸 送 体 ポ リ ペ プ チ ド と 接 触 さ せ る 。 可 溶 性 輸 送 体 ポ リ ペ プ チ ド も ま た 混 合 物 中 に 加 え ら
れ る 。 被 験 化 合 物 が 可 溶 性 輸 送 体 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 場 合 、 輸 送 体 標 的 か ら 形 成
さ れ る 複 合 体 の 量 、 ま た は 活 性 は 減 少 す る 。 こ の タ イ プ の ア ッ セ イ 法 は 特 に 輸 送 体 の 特 定
領 域 と 相 互 作 用 す る 化 合 物 を 検 索 す る 場 合 に 有 用 で あ る 。 し た が っ て 、 標 的 の 輸 送 体 領 域
と 競 合 す る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド は 、 対 象 と な る 領 域 に 対 応 し た ペ プ チ ド 配 列 を 含 む よ う に
設 計 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
無 細 胞 系 の 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 行 う た め に は 、 タ ン パ ク 質 の 一 方 ま た は 両 方 の
非 複 合 形 態 か ら の 複 合 体 の 分 離 を 促 進 し 、 ア ッ セ イ の 自 動 化 に 適 応 さ せ る た め に 、 輸 送 体
タ ン パ ク 質 も し く は 断 片 、 ま た は そ の 標 的 分 子 の い ず れ か を 固 定 化 す る こ と が 望 ま し い 場
合 が あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 に お い て は 、 マ ト リ ッ ク ス に タ ン パ ク 質 を 固 定 化 す る 技 術
を 使 用 す る こ と が で き る 。 あ る 態 様 で は 、 融 合 タ ン パ ク 質 に は タ ン パ ク 質 を マ ト リ ッ ク ス
に 結 合 す る こ と の で き る ド メ イ ン を 付 加 す る こ と が で き る 。 例 え ば グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ
ン ス フ ェ ラ ー ゼ 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 グ ル タ チ オ ン セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ （ Sigma Chemica1、
St. Louis、 M0） ま た は グ ル タ チ オ ン 誘 導 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 に 吸 着 す る こ と が
で き 、 次 い で 細 胞 溶 解 物 （ 例 え ば 、 3 5 S標 識 ） と 候 補 化 合 物 と が 結 合 さ れ 、 複 合 体 形 成 誘
導 条 件 （ 例 え ば 、 塩 お よ び pHの 生 理 学 的 条 件 ） の 下 で 混 合 物 が イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン さ れ る
。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 非 結 合 標 識 の 除 去 の た め に ビ ー ズ を 洗 浄 し 、 マ ト リ ッ ク ス を
固 定 化 し て 、 放 射 性 標 識 を 直 接 、 ま た は 複 合 体 を 分 離 し た 後 の 上 澄 み を 測 定 す る 。 あ る い
は 、 複 合 体 は SDS-PAGEに よ り マ ト リ ッ ク ス か ら 分 離 す る こ と が で き 、 標 準 の 電 気 泳 動 技 術
を 用 い る こ と に よ っ て 、 ゲ ル か ら ビ ー ズ 画 分 中 の 輸 送 体 結 合 タ ン パ ク 質 の レ ベ ル を 定 量 す
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 標 的 分 子 の い ず れ か は 、 当 技 術 分 野 に
周 知 の 技 術 を 利 用 し て 、 ビ オ チ ン お よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の 結 合 を 用 い て 固 定 化 さ れ る
。 あ る い は 、 タ ン パ ク 質 と 反 応 し 、 タ ン パ ク 質 と 標 的 分 子 と の 結 合 を 妨 げ な い 抗 体 は 、 プ
レ ー ト の ウ ェ ル に 誘 導 化 さ れ 、 こ の タ ン パ ク 質 は 抗 体 と の 結 合 に よ り そ の ウ ェ ル の 中 に 捕
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ら え ら れ る 。 輸 送 体 結 合 タ ン パ ク 質 お よ び 候 補 化 合 物 の 調 製 物 は 、 輸 送 体 タ ン パ ク 質 の 存
在 す る ウ ェ ル 中 で 培 養 さ れ 、 ウ ェ ル に 捕 ら え ら れ た 複 合 体 の 量 を 定 量 す る こ と が で き る 。
こ の よ う な 複 合 体 を 検 出 す る 方 法 と し て は 、 GST固 定 複 合 体 に よ る 前 述 の 方 法 に 加 え て 、
輸 送 体 タ ン パ ク 質 標 的 分 子 に 反 応 性 の あ る 抗 体 、 ま た は 、 輸 送 体 タ ン パ ク 質 に 反 応 性 が あ
り 標 的 分 子 と 競 合 す る 抗 体 を 用 い た 複 合 体 の 免 疫 検 出 法 、 お よ び 標 的 分 子 と 関 連 す る 酵 素
活 性 の 検 出 に 基 づ く 酵 素 結 合 ア ッ セ イ 法 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
本 発 明 の 輸 送 体 の う ち の 1つ を 調 節 す る 物 質 は 、 上 述 の ア ッ セ イ 法 の 1つ ま た は 複 数 を 単 独
ま た は 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と に よ り 同 定 す る こ と が で き る 。 一 般 的 に は 、 最 初 に 細 胞 系
ま た は 無 細 胞 系 を 用 い 、 次 に 動 物 ま た は 他 の モ デ ル 系 に お け る 活 性 を 確 認 す る こ と が 好 ま
し い 。 こ の よ う な モ デ ル 系 は 、 当 技 術 分 野 に 周 知 で あ り 、 本 記 載 に お い て 容 易 に 用 い る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
こ れ ら の 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 輸 送 体 タ ン パ ク 質 活 性 の モ ジ
ュ レ ー タ は 、 輸 送 体 を 発 現 す る 細 胞 ま た は 組 織 に 処 理 す る こ と に よ っ て 、 輸 送 体 経 路 に よ
り 媒 介 さ れ る 疾 患 に 罹 患 す る 患 者 の 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。 図 1の 実 験 デ ー タ は 、 卵
巣 （ 腺 癌 組 織 ） 、 子 宮 （ 平 滑 筋 肉 腫 組 織 ） 、 頸 部 、 腎 臓 、 腎 臓 癌 組 織 （ 副 腎 腫 ） 、 胚 中 心
B細 胞 、 結 腸 、 お よ び 乳 児 脳 に お け る 発 現 を 示 す 。 こ れ ら の 治 療 方 法 に は 、 薬 学 的 組 成 物
中 の 輸 送 体 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ を 患 者 の 治 療 に 必 要 な 量 投 与 す る 工 程 が 含 ま れ て お り 、 こ
の モ ジ ュ レ ー タ は 本 明 細 書 に 記 載 の よ う に し て 同 定 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
本 発 明 の 他 の 局 面 で は 、 輸 送 体 と 結 合 ま た は 相 互 作 用 し 、 輸 送 体 活 性 に 関 連 し て い る 他 の
タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め に 、 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド ア ッ セ イ 法 ま た は ス リ ー ハ イ ブ リ ッ ド ア
ッ セ イ 法  (米 国 特 許 第 5,283,317号 ; Zervosら 、 (1993) Cell 72:223-232; Maduraら 、 (19
93) J. Biol. Chem. 268:12046-12054; Bartelら 、 (1993)　 Biotechniques 14:920-924; 
Iwabuchiら 、 (1993) Oncogene 8:1693-1696;お よ び Brent国 際 公 開 公 報 第 94/10300号 参 照
） に お い て 、 輸 送 体 タ ン パ ク 質 を 「 ベ イ ト （ bait） タ ン パ ク 質 」 と し て 使 用 す る こ と が で
き る 。 こ の よ う な 輸 送 体 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 例 え ば 、 輸 送 体 媒 介 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 下 流
要 素 と し て の 、 輸 送 体 タ ン パ ク 質 ま た は 輸 送 体 標 的 に よ る シ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 し て い る 可
能 性 が あ る 。 あ る い は 、 こ の よ う な 輸 送 体 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 輸 送 体 阻 害 因 子 で あ る 可 能
性 も 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム は 、 分 離 可 能 な DNA結 合 ド メ イ ン お よ び 活 性 化 ド メ イ ン か ら な
る 大 部 分 の 転 写 因 子 の モ ジ ュ ラ ー 性 に 基 づ い て い る 。 簡 単 に 言 う と 、 こ の ア ッ セ イ 法 で は
2つ の 異 な る DNA構 造 を 利 用 す る 。 一 方 の 構 造 に お い て は 、 輸 送 体 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
遺 伝 子 は 、 既 知 の 転 写 因 子 （ 例 え ば GAL4） の DNA結 合 ド メ イ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 融 合
さ れ る 。 他 方 の 構 造 に お い て は 、 DNA配 列 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 得 ら れ 、 未 知 の タ ン パ ク 質 （
「 プ レ イ （ pray） 」 ま た は 「 サ ン プ ル （ sample） 」 ） を コ ー ド す る DNA配 列 が 既 知 の 転 写
因 子 の 活 性 化 ド メ イ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 融 合 さ れ る 。 「 ベ イ ト タ ン パ ク 質 」 お よ び 「
プ レ イ タ ン パ ク 質 」 が イ ン ビ ボ で 相 互 作 用 す る こ と が で き 、 輸 送 体 依 存 性 の 複 合 体 を 形 成
す る 場 合 、 転 写 因 子 の DNA結 合 ド メ イ ン お よ び 活 性 化 ド メ イ ン は 近 接 す る 。 こ の 近 接 に よ
り 、 転 写 因 子 に 反 応 す る 転 写 調 節 部 位 に 機 能 的 に 結 合 す る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 （ 例 え ば LacZ
） の 転 写 を 行 う こ と が で き る 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 す る こ と が 可 能 で あ り 、 機
能 的 転 写 調 節 因 子 を 含 む 細 胞 コ ロ ニ ー を 単 離 お よ び 使 用 し て 、 輸 送 体 タ ン パ ク 質 と 相 互 作
用 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ク ロ ー ン 遺 伝 子 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
本 発 明 は さ ら に 、 前 述 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 に よ っ て 同 定 さ れ る 新 規 の 物 質 に も 関
係 す る 。 し た が っ て 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う に し て 同 定 さ れ た 物 質 を 適 当 な 動 物 の モ
デ ル に 使 用 す る こ と も 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 例 え ば 、 本 明 細 書 に 記 載 の よ う に 同 定 さ れ
た 物 質 （ 例 え ば 輸 送 体 調 節 物 質 、 ア ン チ セ ン ス 輸 送 体 核 酸 分 子 、 輸 送 体 特 異 的 抗 体 、 ま た
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は 輸 送 体 結 合 対 象 ） を 、 こ れ ら の 物 質 に よ る 治 療 の 有 効 性 、 毒 性 、 ま た は 副 作 用 を 判 定 す
る た め に 、 動 物 、 ま た は 他 の モ デ ル で 用 い る こ と が で き る 。 あ る い は 、 本 明 細 書 に 記 載 の
よ う に 同 定 さ れ た 物 質 を 、 こ の よ う な 物 質 の 作 用 機 構 を 決 定 す る た め に 、 動 物 ま た は 他 の
モ デ ル で 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の よ う に 治 療 の た め の
前 記 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 に よ り 同 定 さ れ た 新 規 の 薬 物 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
本 発 明 の 輸 送 体 タ ン パ ク 質 は 、 ペ プ チ ド に よ り 媒 介 さ れ る 疾 患 ま た は 素 因 の 診 断 の た め の
標 的 を 提 供 す る の に 有 用 で あ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 細 胞 、 組 織 、 も し く は 生 体 中 の
タ ン パ ク 質 （ ま た は コ ー ド す る mRNA） の 存 在 、 ま た は そ の レ ベ ル を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す
る も の で あ る 。 図 1の 実 験 デ ー タ は 、 卵 巣 （ 腺 癌 組 織 ） 、 子 宮 （ 平 滑 筋 肉 腫 組 織 ） 、 頸 部
、 腎 臓 、 腎 臓 癌 組 織 （ 副 腎 腫 ） 、 胚 中 心 B細 胞 、 結 腸 、 お よ び 乳 児 脳 で の 発 現 を 示 す 。 方
法 に は 、 輸 送 体 タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 能 を 有 し 、 そ の 相 互 作 用 が 検 出 可 能 な 化 合 物 と 生
物 試 料 と を 接 触 さ せ る 工 程 が 含 ま れ る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ 法 は 、 単 一 の 検 出 形 態 、 ま た
は 抗 体 チ ッ プ ア レ イ の よ う な マ ル チ 検 出 形 態 で 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
試 料 中 の タ ン パ ク 質 を 検 出 す る 1つ の 物 質 は 、 タ ン パ ク 質 に 選 択 的 に 結 合 す る こ と の で き
る 抗 体 で あ る 。 生 物 試 料 に は 、 被 験 者 か ら 単 離 さ れ た 組 織 、 細 胞 、 お よ び 体 液 、 な ら び に
被 験 者 の 内 部 に 存 在 す る 組 織 、 細 胞 、 お よ び 体 液 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
本 発 明 の ペ プ チ ド は ま た 、 変 異 ペ プ チ ド を 持 つ 患 者 に お け る 、 タ ン パ ク 質 の 活 性 、 疾 患 ま
た は 素 因 、 特 に 現 存 す る タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー で 知 ら れ る 活 性 お よ び 症 状
の 診 断 に 用 い る た め の 標 的 を 提 供 す る も の で あ る 。 し た が っ て 、 ペ プ チ ド を 生 物 試 料 か ら
単 離 す る こ と が で き 、 か つ 異 常 ペ プ チ ド を 生 じ る 遺 伝 子 突 然 変 異 の 存 在 に つ い て ア ッ セ イ
を 行 う こ と が で き る 。 こ れ は 、 ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 、 挿 入 、 再 配 置 （ 異 常 な ス プ ラ イ シ
ン グ 事 象 の 結 果 生 じ る ） 、 お よ び 不 適 当 な 翻 訳 後 の 修 飾 を 含 む 。 分 析 方 法 と し て は 、 電 気
泳 動 移 動 度 の 変 化 、 ト リ プ シ ン ペ プ チ ド 消 化 の 変 化 、 細 胞 系 ま た は 無 細 胞 の ア ッ セ イ 法 に
よ る 輸 送 体 活 性 の 変 化 、 リ ガ ン ド ま た は 抗 体 の 結 合 パ タ ー ン の 変 化 、 等 電 点 の 変 化 、 直 接
ア ミ ノ 酸 配 列 決 定 、 お よ び タ ン パ ク 質 の 変 異 の 検 出 に 有 用 な 他 の 公 知 の ア ッ セ イ 技 術 を 含
む 。 こ の よ う な ア ッ セ イ 法 は 、 単 一 の 検 出 形 態 、 ま た は 抗 体 チ ッ プ ア レ イ の よ う な 、 マ ル
チ 検 出 形 態 で 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
ペ プ チ ド の イ ン ビ ト ロ 検 出 技 術 と し て は 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ 法 （ ELISA） 、 ウ ェ
ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 抗 体 、 ま た は タ ン パ ク 質 結 合 剤 の よ う な 検 出 試 薬 を 用 い た 免 疫 沈 降 お よ
び 免 疫 蛍 光 検 査 法 を 含 む 。 あ る い は 、 標 識 さ れ た 抗 ペ プ チ ド 抗 体 、 ま た は 他 の タ イ プ の 検
出 物 質 を 被 験 者 に 導 入 す る こ と に よ り 、 被 験 者 中 で ペ プ チ ド の イ ン ビ ボ 検 出 を 行 う こ と が
で き る 、 例 え ば 、 抗 体 は 放 射 性 マ ー カ ー に よ り 標 識 す る こ と が で き 、 被 験 者 中 の こ の マ ー
カ ー の 存 在 お よ び 位 置 は 、 標 準 画 像 化 技 術 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 被 験 者 に お い
て 発 現 さ れ た ペ プ チ ド の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 を 検 出 す る 方 法 、 お よ び 試 料 中 の ペ プ チ ド 断 片
を 検 出 す る 方 法 は 、 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
ペ プ チ ド は ま た 、 薬 理 遺 伝 学 的 分 析 に お い て も 有 用 で あ る 。 薬 理 遺 伝 学 で は 、 薬 物 の 変 化
の 傾 向 と 、 影 響 を 受 け た ヒ ト の 異 常 作 用 に 従 っ て 、 薬 物 に 対 す る 応 答 に お け る 臨 床 的 に 著
し い 遺 伝 的 変 異 に つ い て 取 り 扱 う 。 例 え ば 、 ア イ ヒ ェ ル バ ウ ム  M.（ Eichelbaum, M.）  (C
lin. Exp. Pharmacol. Physiol. 23(10-11):983-985 (1996))、 お よ び リ ン ダ ー  M.W.（ Li
nder, M.W.） (Clin. Chem. 43(2):254-266 (1997))参 照 。 こ れ ら の 変 異 の 臨 床 的 な 結 果 は
、 個 体 の 代 謝 変 異 の 結 果 と し て 、 あ る 個 体 に 対 し て は 治 療 薬 物 が 重 い 毒 性 を も た ら し 、 ま
た は あ る 個 体 に 対 し て は 治 療 の 失 敗 に 終 わ る 。 こ の よ う に 、 個 体 の 遺 伝 子 型 は 、 体 内 で 治
療 化 合 物 を 作 用 さ せ る 方 法 、 ま た は 体 が 化 合 物 を 代 謝 す る 方 法 を 決 定 す る こ と が で き る 。
さ ら に 、 酵 素 を 代 謝 さ せ る 薬 物 の 活 性 は 、 薬 物 作 用 の 強 度 と 期 間 の 両 方 に 影 響 す る 。 こ の
よ う に 、 個 体 の 薬 理 遺 伝 学 は 、 個 体 の 遺 伝 子 型 に 基 づ い た 予 防 、 ま た は 治 療 的 な 処 置 に お
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い て 、 効 果 的 な 化 合 物 、 お よ び こ の よ う な 化 合 物 の 効 果 的 な 投 与 量 の 選 択 を 可 能 と す る 。
酵 素 代 謝 性 の 薬 物 に お け る 、 遺 伝 子 多 形 性 の 発 見 に よ り 、 あ る 患 者 は 期 待 さ れ る 薬 効 を 得
ら れ な い 、 過 度 の 薬 効 を 示 す 、 ま た は 標 準 の 投 薬 量 か ら 重 大 な 毒 性 を 被 る と い っ た こ と の
理 由 を 説 明 す る こ と が で き る 。 多 形 性 は 、 代 謝 能 の 高 い 個 体 (extensive metabolizer)の
表 現 型 と 代 謝 能 の 低 い 個 体 (poor metabolizer)の 表 現 型 で 表 さ れ る こ と が で き る 。 し た が
っ て 、 遺 伝 子 の 多 形 性 は 、 あ る 集 団 の 輸 送 体 機 能 の 1つ ま た は 複 数 が 他 の 集 団 の そ れ と 異
な る よ う な 、 輸 送 体 タ ン パ ク 質 の 対 立 遺 伝 子 タ ン パ ク 質 変 異 に 至 る か も し れ な い 。 こ の よ
う に 、 ペ プ チ ド は 治 療 法 に 影 響 し う る 遺 伝 子 の 素 因 を 確 認 す る た め の 標 的 と な り 得 る 。 こ
の た め 、 リ ガ ン ド ベ ー ス の 治 療 に お い て 、 多 形 性 に よ り 、 リ ガ ン ド 結 合 活 性 お よ び 輸 送 体
活 性 化 活 性 が よ り 高 い ま た は よ り 低 い 、 ア ミ ノ 末 端 細 胞 外 ド メ イ ン お よ び /ま た は 他 の リ
ガ ン ド 結 合 領 域 が 生 じ う る 。 し た が っ て 、 多 形 性 を 含 む 所 与 の 集 団 に お い て は 、 治 療 効 果
を 最 大 に す る よ う に 、 リ ガ ン ド 投 与 量 は 必 然 的 に 修 正 さ れ る と 考 え ら れ る 。 遺 伝 子 型 同 定
に 代 わ る も の と し て は 、 特 定 の 多 形 性 の ペ プ チ ド を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
ペ プ チ ド は ま た 、 タ ン パ ク 質 の 発 現 が な い 、 タ ン パ ク 質 の 発 現 が 不 適 当 で あ る 、 ま た は タ
ン パ ク 質 の 発 現 が 望 ま し く な い こ と に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 障 害 を 治 療 す る た め に 有 用 で
あ る 。 図 1の 実 験 デ ー タ は 、 卵 巣 （ 腺 癌 組 織 ） 、 子 宮 （ 平 滑 筋 肉 腫 組 織 ） 、 頸 部 、 腎 臓 、
腎 臓 癌 組 織 （ 副 腎 腫 ） 、 胚 中 心 B細 胞 、 結 腸 、 お よ び 乳 児 脳 で の 発 現 を 示 す 。 し た が っ て
、 治 療 方 法 に は 、 輸 送 体 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 の 使 用 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ６ 】

本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の ペ プ チ ド 、 こ の よ う な ペ プ チ ド を 含 む タ ン パ ク 質 、 そ れ ら の 変 異
体 お よ び そ の 断 片 の 1つ に 選 択 的 に 結 合 す る 抗 体 を 提 供 す る も の で あ る 。 本 明 細 書 で 用 い
ら れ て い る よ う に 、 抗 体 が 標 的 ペ プ チ ド と 結 合 し 、 無 関 係 な タ ン パ ク 質 と 強 く 結 合 し な い
よ う な 場 合 、 抗 体 は 標 的 ペ プ チ ド と 選 択 的 に 結 合 し て い る 。 標 的 ペ プ チ ド と 実 質 的 に 相 同
性 の 無 い 他 の タ ン パ ク 質 と 結 合 し て い て も 、 そ の タ ン パ ク 質 が 抗 体 の 標 的 と な る ペ プ チ ド
の 断 片 ま た は ド メ イ ン と 相 同 性 を 有 し て い る 限 り 、 抗 体 は 選 択 的 に ペ プ チ ド と 結 合 す る と
考 え ら れ る 。 こ の 場 合 、 ペ プ チ ド に 結 合 し て い る 抗 体 は 、 あ る 程 度 の 交 差 反 応 性 を 持 つ に
も 関 わ ら ず 、 な お 選 択 的 で あ る と 理 解 さ れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
本 明 細 書 で 用 い ら れ る よ う に 、 抗 体 は 当 技 術 分 野 で 認 め ら れ て い る も の と 同 じ 用 語 で 定 義
さ れ 、 こ れ ら は 、 抗 原 の 投 与 に 応 答 し て 哺 乳 類 生 物 に よ り 生 成 さ れ る マ ル チ サ ブ ユ ニ ッ ト
タ ン パ ク 質 で あ る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 お よ び
こ れ ら の 抗 体 の 断 片 を 含 み 、 Fabま た は F(ab') 2 、 お よ び Fv断 片 を 含 む が 、 こ れ に 限 定 さ れ
る も の で は な い 。
【 ０ １ １ ８ 】
所 与 の 標 的 ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 の 生 成 お よ び /ま た は 同 定 に つ い て 、 多 く の 方 法 が 知 ら
れ て い る 。 こ の よ う な 方 法 の い く つ か は 、 ハ ー ロ ウ （ Harlow） 、 「 抗 体 （ Antibodies） 」
、 Cold Spring Harbor Press、 (1989) に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ９ 】
一 般 に 、 抗 体 を 生 成 す る た め に は 、 単 離 ペ プ チ ド を 免 疫 原 と し て 用 い 、 例 え ば ラ ッ ト 、 ウ
サ ギ 、 ま た は マ ウ ス の よ う な 哺 乳 類 生 物 に 投 与 す る 。 全 長 タ ン パ ク 質 、 抗 原 性 ペ プ チ ド 断
片 ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い る こ と が で き る 。 特 に 重 要 な 断 片 は 、 図 2に お い て 同 定 さ
れ る ド メ イ ン の よ う な 、 機 能 ド メ イ ン を 含 む も の で あ り 、 タ ン パ ク 質 ア ラ イ メ ン ト 方 法 を
使 用 し て 容 易 に 同 定 す る こ と が で き 、 図 面 に 示 さ れ て い る よ う な フ ァ ミ リ ー と 配 列 相 同 性
ま た は 相 違 性 を 持 つ ド メ イ ン で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
抗 体 は 、 好 ま し く は 輸 送 体 タ ン パ ク 質 の 領 域 、 ま た は 単 離 さ れ た 断 片 か ら 調 製 さ れ る 。 抗
体 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う に 、 ペ プ チ ド の い か な る 領 城 か ら で も 調 製 す る こ と が で
き る 。 し か し な が ら 、 好 ま し い 領 域 に は 、 機 能 /活 性 、 お よ び /ま た は 輸 送 体 /結 合 対 象 の
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相 互 作 用 に 関 係 し て い る 領 域 が 含 ま れ る と 考 え ら れ る 。 図 2は 特 に 重 要 な 領 域 を 同 定 す る
の に 用 い る こ と が で き 、 こ の 時 、 配 列 ア ラ イ メ ン ト は 保 存 さ れ た 特 有 の 配 列 断 片 を 同 定 す
る の に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
抗 原 性 断 片 は 、 一 般 的 に 、 少 な く と も 8個 の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む と 考 え ら れ る 。
抗 原 性 ペ プ チ ド は 、 少 な く と も 10個 、 12個 、 14個 、 16個 ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 を
含 む こ と が で き る 。 こ の よ う な 断 片 は 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 の 表 面 上 に 位 置 す る 領 域 、 例
え ば 、 親 水 性 の 領 域 に 対 応 す る 断 片 の よ う な 物 理 的 な 性 質 、 ま た は 配 列 の 特 異 性 （ 図 2参
照 ） に 基 づ い て 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
本 発 明 の 抗 体 の 検 出 は 、 検 出 可 能 な 物 質 と 抗 体 と の カ ッ プ リ ン グ （ す な わ ち 、 物 理 的 な 結
合 ） に よ っ て 容 易 に 行 う こ と が で き る 。 検 出 可 能 な 物 質 の 例 と し て は 、 種 々 の 酵 素 、 補 欠
分 子 族 、 蛍 光 性 物 質 、 発 光 性 物 質 、 生 物 発 光 性 物 質 、 お よ び 放 射 性 物 質 が 含 ま れ る 。 好 適
な 酵 素 の 例 と し て は 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β ガ ラ ク
ト シ ダ ー ゼ 、 ま た は ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ を 含 み 、 好 適 な 補 欠 分 子 族 複 合 体 の 例 と
し て は 、 ス ト レ プ ト ア ピ ジ ン /ビ オ チ ン 、 お よ び ア ビ ジ ン /ビ オ チ ン を 含 み 、 好 適 な 蛍 光 性
物 質 の 例 と し て は 、 ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン ・ イ ソ チ オ シ ア
ネ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 、 ジ ク ロ ロ ト リ ア ジ ニ ル ア ミ ン フ ル オ レ セ イ ン 、 ダ ン シ ル ク ロ ラ イ ド
、 ま た は フ ィ コ エ リ ト リ ン を 含 み 、 発 光 性 物 質 の 例 と し て は 、 ル ミ ノ ー ル を 含 み 、 生 物 発
光 性 物 質 の 例 と し て は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ル シ フ ェ リ ン 、 お よ び エ ク オ リ ン を 含 み 、 な ら
び に 好 適 な 放 射 性 物 質 の 例 と し て 、 は 1 2 5 I、 1 3 1 I、 3 5 S、 ま た は 3 Hを 含 む 。
【 ０ １ ２ ３ 】

抗 体 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 1つ を 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 ま た は 免 疫 沈 降
の よ う な 標 準 の 技 術 に よ っ て 単 離 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 抗 体 は 、 細 胞 か ら の 天
然 型 タ ン パ ク 質 、 お よ び 宿 主 細 胞 で 発 現 さ れ る 組 換 え に よ っ て 産 生 さ れ た タ ン パ ク 質 の 精
製 を 容 易 に す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 こ の よ う な 抗 体 は 、 生 体 内 の 様 々 な 組 織 ま た は 通
常 の 発 達 工 程 に お け る タ ン パ ク 質 の 発 現 パ タ ー ン を 決 定 す る た め 、 細 胞 ま た は 組 織 内 に お
け る 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 存 在 の 検 出 に 有 用 で あ る 。 図 1の 実 験 デ ー タ は 、 バ ー チ ャ ル ・
ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト に よ り 、 本 発 明 の 輸 送 体 タ ン パ ク 質 が 、 卵 巣 （ 腺 癌 組 織 ） 、 子 宮 （ 平 滑
筋 肉 腫 組 織 ） 、 頸 部 、 腎 臓 癌 組 織 （ 副 腎 腫 ） 、 胚 中 心 B細 胞 、 結 腸 、 お よ び 乳 児 脳 に お い
て 発 現 さ れ る こ と を 示 す 。 加 え て 、 PCRに 基 づ く 組 織 ス ク リ ー ニ ン グ パ ネ ル に よ り 、 腎 臓
に お け る 発 現 が 示 さ れ て い る 。 さ ら に 、 こ の よ う な 抗 体 は 、 発 現 の 量 お よ び パ タ ー ン を 評
価 す る た め の 、 イ ン サ イ チ ュ ー 、 イ ン ビ ト ロ 、 細 胞 溶 解 物 中 、 お よ び 上 澄 み 中 で の タ ン パ
ク 質 の 検 出 に 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 こ の よ う な 抗 体 は 、 生 物 学 的 状 態 の 発 達 ま た は
進 行 の 間 、 異 常 な 組 織 分 布 ま た は 異 常 な 発 現 を 評 価 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 全 長 タ
ン パ ク 質 の 循 環 断 片 に お け る 抗 体 検 出 は 、 代 謝 回 転 を 同 定 す る の に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
さ ら に 、 抗 体 は 、 タ ン パ ク 質 に 関 連 し た 疾 患 の 活 発 な 段 階 、 ま た は 該 疾 患 素 因 を 持 つ 個 体
な ど の 、 疾 患 状 態 に お け る 発 現 を 評 価 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 障 害 が 不 適 当 な 組 織
分 布 、 発 生 に お け る 発 現 、 タ ン パ ク 質 の 発 現 レ ベ ル 、 ま た は 発 現 /進 行 状 態 に 起 因 す る 場
合 、 抗 体 は 通 常 の タ ン パ ク 質 に 対 し て 調 製 さ れ る 。 図 1の 実 験 デ ー タ は 、 卵 巣 （ 腺 癌 組 織
） 、 子 宮 （ 平 滑 筋 肉 腫 組 織 ） 、 頸 部 、 腎 臓 、 腎 臓 癌 組 織 （ 副 腎 腫 ） 、 胚 中 心 B細 胞 、 結 腸
、 お よ び 乳 児 脳 で の 発 現 を 示 す 。 障 害 が タ ン パ ク 質 の 特 定 の 変 異 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 場
合 、 こ の 変 異 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 体 を 、 特 定 の 変 異 タ ン パ ク 質 の 存 在 に つ い て ア ッ セ
イ す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
抗 体 は ま た 、 生 体 内 の 各 種 組 織 に お け る 、 細 胞 の 正 常 ま た は 異 常 な 細 胞 内 局 在 を 評 価 す る
の に 用 い る こ と が で き る 。 図 1の 実 験 デ ー タ は 、 卵 巣 （ 腺 癌 組 織 ） 、 子 宮 （ 平 滑 筋 肉 腫 組
織 ） 、 頸 部 、 腎 臓 、 腎 臓 癌 組 織 （ 副 腎 腫 ） 、 胚 中 心 B細 胞 、 結 腸 、 お よ び 乳 児 脳 で の 発 現
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を 示 す 。 診 断 と し て の 使 用 は 、 遺 伝 子 の 試 験 だ け で な く 、 治 療 法 を モ ニ タ ー す る こ と に も
適 用 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 治 療 が 最 終 的 に 、 発 現 レ ベ ル 、 ま た は 異 常 配 列 お よ
び 異 常 組 織 分 布 の 存 在 、 ま た は 発 生 に お け る 発 現 を 修 正 す る こ と を 目 指 す も の で あ る 場 合
、 タ ン パ ク 質 ま た は 関 連 す る 断 片 に 対 し て 誘 導 さ れ た 抗 体 を 、 治 療 の 有 効 性 を モ ニ タ ー す
る の に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
さ ら に 、 抗 体 は 薬 理 遺 伝 学 的 分 析 に 有 用 で あ る 。 こ の よ う に 、 多 形 性 の タ ン パ ク 質 に 対 し
て 調 製 さ れ る 抗 体 は 、 治 療 法 の 修 正 を 必 要 と す る 個 体 を 特 定 す る た め に 用 い る こ と が で き
る 。 抗 体 は 、 ま た 、 電 気 泳 動 移 動 度 、 等 電 点 、 ト リ プ シ ン ペ プ チ ド 消 化 、 お よ び 当 業 者 に
周 知 の 他 の 物 理 的 な ア ッ セ イ 法 に よ っ て 分 析 さ れ る 異 常 タ ン パ ク 質 の 免 疫 学 的 な マ ー カ ー
の よ う な 診 断 上 の 手 段 と し て も 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
抗 体 は ま た 、 組 織 型 の 分 類 に も 有 用 で あ る 。 図 1の 実 験 デ ー タ に よ り 、 卵 巣 （ 腺 癌 組 織 ）
、 子 宮 （ 平 滑 筋 肉 腫 組 織 ） 、 頸 部 、 腎 臓 、 腎 臓 癌 組 織 （ 副 腎 腫 ） 、 胚 中 心 B細 胞 、 結 腸 、
お よ び 乳 児 脳 で の 発 現 が 示 さ れ て い る 。 こ の よ う に 、 特 定 の タ ン パ ク 質 が 特 定 の 組 織 中 の
発 現 と 相 関 し て い た 場 合 、 こ の タ ン パ ク 質 に 特 異 的 で あ る 抗 体 を 、 組 織 型 を 同 定 す る た め
に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
抗 体 は ま た 、 タ ン パ ク 質 機 能 を 阻 害 す る の に 有 用 で あ り 、 例 え ば 、 リ ガ ン ド ま た は タ ン パ
ク 質 結 合 対 象 の よ う な 結 合 対 象 へ の 輸 送 体 ペ プ チ ド の 結 合 を 妨 害 す る 。 こ れ ら の 使 用 は タ
ン パ ク 質 の 機 能 阻 害 に 関 連 す る 治 療 状 況 に お い て 適 用 さ れ る こ と が で き る 。 抗 体 は 、 例 え
ば 、 結 合 を 妨 害 し 、 ペ プ チ ド 活 性 を 調 節 （ ア ゴ ナ イ ズ ま た は ア ン タ ゴ ナ イ ズ ） す る こ と に
用 い る こ と が で き る 。 抗 体 は 、 機 能 の た め に 必 要 な 部 位 を 含 む 特 定 の 断 片 に 対 し て 、 ま た
は 細 胞 も し く は 細 胞 膜 と 関 係 し て い る 完 全 タ ン パ ク 質 に 対 し て 調 製 さ れ る 。 図 2に 、 本 発
明 の タ ン パ ク 質 に 関 す る 構 造 情 報 を 示 す 。
【 ０ １ ２ ９ 】
本 発 明 は ま た 、 生 物 試 料 中 の タ ン パ ク 質 の 存 在 を 検 出 す る た め に 抗 体 を 用 い た キ ッ ト を 包
含 す る 。 キ ッ ト に は 、 標 識 さ れ た 抗 体 ま た は 標 識 可 能 な 抗 体 、 お よ び 生 物 試 料 中 で タ ン パ
ク 質 を 検 出 す る た め の 化 合 物 ま た は 試 薬 ； 試 料 中 の タ ン パ ク 質 量 を 決 定 す る 手 段 ； 試 料 中
の タ ン パ ク 質 量 と 標 準 の 量 と を 比 較 す る 手 段 ； な ら び に 使 用 の た め の 説 明 を 含 む 。 こ の よ
う な キ ッ ト は 、 単 一 の タ ン パ ク 質 も し く は エ ピ ト ー プ を 検 出 す る た め に 提 供 さ れ る か 、 ま
た は 抗 体 検 出 ア レ イ の よ う に 、 多 数 の エ ピ ト ー プ の う ち の 1つ を 検 出 す る よ う に 設 定 さ れ
る こ と が で き る 。 ア レ イ と し て は 、 核 酸 ア レ イ が 詳 細 に 後 述 さ れ 、 抗 体 ア レ イ の た め の 同
様 の 方 法 も 開 発 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ０ 】

本 発 明 は 、 さ ら に 本 発 明 の 輸 送 体 ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 単 離 核 酸 分 子 （
cDNA、 転 写 、 お よ び ゲ ノ ム 配 列 ） を 提 供 す る も の で あ る 。 こ の よ う な 核 酸 分 子 は 、 本 発 明
の 輸 送 体 ペ プ チ ド の 1つ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 こ れ ら の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 、 ま
た は こ れ ら の オ ル ソ ロ グ も し く は パ ラ ロ グ か ら な る 、 本 質 的 に な る 、 ま た は 含 む と 考 え ら
れ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
本 明 細 書 に 用 い ら れ て い る よ う に 、 「 単 離 」 核 酸 分 子 は 、 核 酸 の 天 然 起 源 に 存 在 す る 他 の
核 酸 か ら 分 離 さ れ た も の で あ る 。 好 ま し く は 、 「 単 離 」 核 酸 は そ の 核 酸 の 由 来 と な る 生 物
の ゲ ノ ム DNAに お い て 、 核 酸 に 天 然 に 隣 接 す る 配 列 （ す な わ ち 、 核 酸 の 5'末 端 お よ び 3'末
端 に 位 置 す る 配 列 ） は 含 ま な い 。 し か し な が ら 、 例 え ば 、 約 5KB、 4KB、 3KB、 2KBま た は 1K
B未 満 ま で 、 特 に 連 続 す る ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 、 お よ び 同 一 遺 伝 子 内 で あ る が 、 ゲ
ノ ム 配 列 中 の イ ン ト ロ ン に よ り 分 離 さ れ て い る ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 の よ う な 、 い く
つ か の 隣 接 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が あ る 。 重 要 な 点 は 、 核 酸 が 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る よ う な
特 定 の 操 作 、 例 え ば 、 組 換 え 発 現 、 プ ロ ー ブ や プ ラ イ マ 一 の 調 製 、 お よ び 核 酸 配 列 の た め
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の 他 の 特 定 の 使 用 等 に 取 り 扱 う こ と が で き る よ う に 、 離 れ た 重 要 で な い 隣 接 配 列 か ら 分 離
さ れ て い る と い う こ と で あ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
さ ら に 、 例 え ば 、 転 写 /cDNA分 子 の よ う な 「 単 離 」 核 酸 分 子 は 、 他 の 細 胞 物 質 、 組 換 え 技
術 に よ り 製 造 さ れ る 場 合 に は 培 地 、 ま た は 化 学 的 に 合 成 さ れ る 場 合 に は 化 学 前 駆 体 も し く
は 他 の 化 学 物 質 を 、 実 質 的 に 含 ま な い 。 し か し な が ら 、 こ の 核 酸 分 子 は 、 他 の コ ー ド 配 列
ま た は 他 の 調 節 配 列 に 融 合 さ れ る こ と が で き る が 、 こ れ は 単 離 さ れ た も の と し て 考 え ら れ
る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
例 え ば 、 ベ ク タ ー に 含 ま れ る 組 換 え DNA分 子 は 、 単 離 さ れ た も の と し て 考 え ら れ る 。 さ ら
な る 単 離 DNA分 子 の 例 に は 、 非 相 同 性 の 宿 主 細 胞 中 に 保 持 さ れ た 組 換 え DNA分 子 、 ま た は 溶
液 中 の 精 製 （ 部 分 的 ま た は 実 質 的 に ） さ れ た DNA分 子 が 含 ま れ る 。 単 離 さ れ た RNA分 子 は 、
本 発 明 の 単 離 DNA分 子 の 、 イ ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト ロ で の RNA転 写 産 物 を 含 む 。 本 発 明 に よ
る 単 離 核 酸 分 子 と し て は 、 合 成 的 に 製 造 さ れ た 分 子 を さ ら に 含 む 。
【 ０ １ ３ ４ 】
し た が っ て 、 本 発 明 は 、 図 1も し く は 図 3（ 配 列 番 号 ： 1お よ び 配 列 番 号 ： 2、 転 写 配 列 、 な
ら び に 配 列 番 号 ： 5、 ゲ ノ ム 配 列 ） に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 核 酸 分 子 、 ま た は
図 2（ 配 列 番 号 ： 3お よ び 配 列 番 号 ： 4） に 記 載 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 任 意 の 核 酸 分 子
を 提 供 す る も の で あ る 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が こ の 核 酸 分 子 の 完 全 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ
る と き 、 核 酸 分 子 は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
本 発 明 は さ ら に 、 図 1も し く は 図 3（ 配 列 番 号 ： 1お よ び 配 列 番 号 ： 2、 転 写 配 列 、 な ら び に
配 列 番 号 ： 5、 ゲ ノ ム 配 列 ） に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 実 質 的 に な る 核 酸 分 子 、 ま た
は 図 2（ 配 列 番 号 ： 3お よ び 配 列 番 号 ： 4） に 記 載 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 任 意 の 核 酸 分
子 を 提 供 す る も の で あ る 。 最 終 的 な 核 酸 分 子 に お い て 、 こ の よ う な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が ご
く わ ず か の 付 加 核 酸 残 基 と と も に 存 在 す る と き 、 核 酸 分 子 は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 実 質 的
に な る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
本 発 明 は さ ら に 、 図 1ま た は 図 3（ 配 列 番 号 ： 1お よ び 配 列 番 号 ： 2、 転 写 配 列 、 な ら び に 配
列 番 号 ： 5、 ゲ ノ ム 配 列 ） に 記 載 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 核 酸 分 子 、 ま た は 図 2（ 配 列 番
号 ： 3お よ び 配 列 番 号 ： 4） に 記 載 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 任 意 の 核 酸 分 子 を 提 供 す る も
の で あ る 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 核 酸 分 子 の 最 終 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 少 な く と も 一 部 で
あ る 場 合 、 核 酸 分 子 は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 こ れ に よ る と 、 核 酸 分 子 は 、 そ の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 だ け で あ る か 、 ま た は 付 加 的 な 核 酸 残 基 、 例 え ば 、 そ れ に 天 然 に 関 連 す る 核 酸
残 基 、 ま た は 非 相 同 性 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る こ と も で き る 。 こ の よ う な 核 酸 分 子 は
、 ご く わ ず か の 付 加 的 な ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る か 、 ま た は 数 百 も し く は そ れ 以 上 の 付 加 的
な ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ と も で き る 。 こ れ ら の 種 々 の タ イ プ の 核 酸 分 子 を 容 易 に 生 成 /単
離 す る 方 法 に つ い て 、 以 下 に 簡 単 に 述 べ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
図 1お よ び 図 3に 、 コ ー ド 配 列 お よ び 非 コ ー ド の 配 列 の 両 者 が 示 さ れ る 。 本 発 明 の 起 源 で あ
る 、 ヒ ト ゲ ノ ム 配 列 （ 図 3） 、 お よ び cDNA/転 写 配 列 （ 図 1） の た め 、 図 面 中 の 核 酸 分 子 は
、 ゲ ノ ム イ ン ト ロ ン 配 列 、 5'と 3'の 非 コ ー ド 配 列 、 遺 伝 子 調 節 領 城 、 お よ び 非 コ ー ド 遺 伝
子 間 配 列 を 含 む と 考 え ら れ る 。 一 般 に 、 こ の よ う な 配 列 の 特 徴 は 、 図 1お よ び 図 3の 両 方 に
お い て 記 載 さ れ て い る か 、 ま た は 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 計 算 手 段 を 用 い て 容 易 に 同 定
す る こ と が で き る 。 以 下 で 議 論 さ れ る よ う に 、 い く つ か の 非 コ ー ド 領 域 、 特 に プ ロ モ ー タ
ー の よ う な 遺 伝 子 調 節 要 素 は 、 例 え ば 、 非 相 同 性 の 遺 伝 子 発 現 の 制 御 、 遺 伝 子 活 性 を 調 節
す る 化 合 物 同 定 の た め の 標 的 等 の 種 々 の 目 的 に と っ て 有 用 で あ り 、 ま た 特 に 、 本 明 細 書 で
提 供 さ れ る ゲ ノ ム 配 列 の 断 片 と し て 主 張 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
単 離 核 酸 分 子 は 、 成 熟 し た タ ン パ ク 質 と 付 加 的 ア ミ ノ 末 端 も し く は カ ル ボ キ シ ル 未 端 ア ミ
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ノ 酸 、 ま た は 成 熟 ペ プ チ ド 内 の ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば 、 成 熟 形 態 が 1つ よ り 多 く の ペ プ チ ド 鎖
を 有 す る 場 合 ） を コ ー ド す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 配 列 は 、 前 駆 体 か ら 成 熟 し た 形 態
へ の タ ン パ ク 質 の プ ロ セ シ ン グ に お い て 、 タ ン パ ク 質 搬 送 の 促 進 、 タ ン パ ク 質 半 減 期 の 延
長 も し く は 短 縮 、 ま た は タ ン パ ク 質 の ア ッ セ イ も し く は 製 造 の 際 の 操 作 の 効 率 化 、 ま た は
他 の 事 象 に お け る 役 割 を 果 た し 得 る 。 一 般 に 、 イ ン サ イ チ ュ ー の 場 合 、 付 加 ア ミ ノ 酸 は 細
胞 酵 素 に よ っ て 成 熟 し た タ ン パ ク 質 へ と プ ロ セ シ ン グ さ れ て も よ い 。
【 ０ １ ３ ９ 】
上 述 し た よ う に 、 単 離 核 酸 分 子 は 、 輸 送 体 ペ プ チ ド の み を コ ー ド す る 配 列 、 成 熟 し た ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 配 列 、 お よ び リ ー ダ ー 配 列 ま た は 分 泌 配 列 （ 例 え ば 、 プ レ -プ ロ （ pre-p
ro） 、 プ ロ -タ ン パ ク 質 配 列 ） の よ う な 付 加 的 な コ ー ド 配 列 を 含 む が 、 こ れ に 限 定 さ れ る
も の で は な く 、 付 加 的 な コ ー ド 配 列 お よ び 付 加 的 な 非 コ ー ド 配 列 、 例 え ば 、 イ ン ト ロ ン と
非 コ ー ド 5'配 列 お よ び 3'配 列 の よ う な 、 転 写 さ れ る が 翻 訳 は さ れ な い 、 転 写 、 mRNAプ ロ セ
シ ン グ （ ス プ ラ イ シ ン グ お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル を 含 む ） 、 リ ボ ソ ー ム の 結 合 、 お
よ び mRNAの 安 定 性 の 役 割 を 果 た す も の を 含 ん で も 含 ま な く て も 良 い 。 加 え て 、 核 酸 分 子 は
、 例 え ば 、 精 製 を 容 易 に す る ペ プ チ ド を コ ー ド す る マ ー カ ー 配 列 と 融 合 さ れ る こ と も で き
る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
単 離 核 酸 分 子 は 、 mRNAの よ う な RNAの 形 態 、 ま た は ク ロ ー ニ ン グ に よ っ て 得 ら れ る か も し
く は 化 学 合 成 技 術 も し く は そ の 組 み 合 わ せ に よ っ て 生 成 さ れ る cDNAお よ び ゲ ノ ム DNAを 含
む 、 DNAの 形 態 を と り 得 る 。 核 酸 、 特 に DNAは 、 二 本 鎖 、 ま た は 一 本 鎖 で あ り 得 る 。 一 本 鎖
の 核 酸 は 、 コ ー ド 鎖 （ セ ン ス 鎖 ） 、 ま た は 非 コ ー ド 鎖 （ ア ン チ セ ン ス 鎖 ） で あ り 得 る 。
【 ０ １ ４ １ 】
本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の ペ プ チ ド の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 と 同 様 に 、 上 記 し た よ う
な 本 発 明 の 輸 送 体 タ ン パ ク 質 の 明 ら か な 変 異 体 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 提 供 す る も の で あ
る 。 こ の よ う な 核 酸 分 子 は 、 対 立 遺 伝 子 変 異 体 （ 同 一 遺 伝 子 座 ） 、 パ ラ ロ グ （ 異 な る 遺 伝
子 座 ） 、 お よ び オ ル ソ ロ グ （ 異 な る 生 物 ） の よ う に 天 然 に 発 生 す る か 、 ま た は 組 換 え DNA
法 も し く は 化 学 合 成 に よ っ て 生 成 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 非 天 然 に 発 生 す る 変 異 体 は 、 核 酸
分 子 、 細 胞 ま た は 生 物 に 適 用 さ れ る 技 術 を 含 む 突 然 変 異 誘 発 技 術 に よ っ て 生 成 さ れ 得 る 。
し た が っ て 、 上 述 し た よ う に 、 変 異 体 に は ヌ ク レ オ チ ド の 置 換 、 欠 失 、 反 転 、 お よ び 挿 入
が 含 ま れ う る 。 変 異 は 、 コ ー ド 領 域 お よ び 非 コ ー ド 領 域 の い ず れ か 、 ま た は 両 方 で 起 こ り
う る 。 変 異 は 、 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 お よ び 非 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 の 両 方 を 生 じ る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
本 発 明 は さ ら に 、 図 1お よ び 図 3に 示 さ れ る 核 酸 分 子 の 非 コ ー ド の 断 片 を 提 供 す る も の で あ
る 。 好 ま し い 非 コ ー ド の 断 片 と し て は 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 、 エ ン ハ ン サ ー 配 列 、 遺 伝 子 調
節 配 列 、 お よ び 遺 伝 子 終 結 配 列 が 含 ま れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 こ の よ う
な 断 片 は 、 非 相 同 性 の 遺 伝 子 発 現 の 制 御 、 お よ び 遺 伝 子 調 節 物 質 の 同 定 を 行 う た め の ス ク
リ ー ニ ン グ の 開 発 に お い て 有 用 で あ る 。 プ ロ モ ー タ ー は 、 図 3の ゲ ノ ム 配 列 に お け る 5'か
ら ATG開 始 部 位 に お い て 容 易 に 同 定 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
断 片 は 、 12個 ま た は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。 さ ら に
、 断 片 は 少 な く と も 30個 、 40個 、 50個 、 100個 、 250個 、 ま た は 500個 の ヌ ク レ オ チ ド 長 で
あ り 得 る 。 断 片 の 長 さ は 使 用 目 的 に 基 づ く 。 例 え ば 断 片 は 、 ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ 関 連 領
域 を コ ー ド す る こ と が で き る か 、 ま た は DNAプ ロ ー ブ お よ び DNAプ ラ イ マ ー と し て 有 用 で あ
る 。 こ の よ う な 断 片 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 合 成 す る た め の 既 知 の ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 用 い て 単 離 す る こ と が で き る 。 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ は 、 コ ー ド 領 域 と 対 応 す る 核
酸 を 単 離 す る た め 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー 、 ゲ ノ ム DNAラ イ ブ ラ リ ー 、 ま た は mRNAの ス ク リ ー
ニ ン グ に 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 、 プ ラ イ マ ー は 、 遺 伝 子 の 特 定 領 域 を ク ロ ー ニ ン グ
す る た め の PCR反 応 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
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プ ロ ー ブ /プ ラ イ マ ー は 一 般 的 に 、 実 質 的 に 精 製 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 対 を 含 む 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 一 般 に 、 少 な く と も 約 12個 、 20個 、 25個
、 40個 、 50個 ま た は そ れ 以 上 の 連 続 す る 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 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 領 域 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ５ 】
オ ル ソ ロ グ 、 ホ モ ロ グ 、 お よ び 対 立 遺 伝 子 変 異 体 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 を 用
い て 同 定 す る こ と が で き る 。 ペ プ チ ド の 項 で 述 べ た よ う に 、 こ れ ら の 変 異 体 は 、 ペ プ チ ド
を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、 図 面 に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た は こ の 配
列 の 断 片 に 対 し て 、 典 型 的 に は 、 60％ ～ 70％ 、 70％ ～ 80％ 、 80％ ～ 90％ 、 よ り 典 型 的 に は
、 少 な く と も 約 90％ ～ 95％ ま た は そ れ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る も の で あ る 。 こ の よ う な 核 酸
分 子 は 、 穏 や か な 条 件 か ら ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 の 下 で 、 図 面 に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 ま た は こ の 配 列 の 断 片 に 対 し て ハ イ ブ リ ダ イ ズ が 可 能 な も の と し て 、 容 易 に 同 定 す る
こ と が で き る 。 対 立 遺 伝 子 変 異 体 は 、 コ ー ド す る 遺 伝 子 の 遺 伝 子 座 で 容 易 に 決 定 さ れ る こ
と が で き る 。 図 3に 提 示 し た デ ー タ が 示 す よ う に 、 マ ッ プ 位 置 は 第 1染 色 体 上 に あ る こ と が
決 定 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
図 3に 、 本 発 明 の 輸 送 体 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 内 に お い て 見 出 さ れ た 、 SNPに つ い
て の 情 報 が 示 さ れ る 。 イ ン ト ロ ン 内 な ら び に ORFの 5'お よ び 3'領 域 内 に お い て 、 42個 の 異
な る ヌ ク レ オ チ ド 位 置 で SNPが 同 定 さ れ た 。 イ ン ト ロ ン 内 お よ び ORFの 外 側 の そ の よ う な SN
Pは 、 制 御 /調 節 要 素 に 影 響 を 及 ぼ し う る 。
エ キ ソ ン に お け る 2つ の SNPの う ち 、 1つ は ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 を も た ら す （ す な わ ち 、 非
同 義 SNP） 。 こ れ ら の SNPが も た ら す ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 は 図 3に 示 さ れ 、 普 遍 的 遺 伝 暗 号
お よ び 参 照 と し て 図 2に 提 供 さ れ る タ ン パ ク 質 配 列 を 用 い て 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ４ ７ 】
本 明 細 書 に 用 い ら れ る よ う に 、 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 と い
う 用 語 は 、 ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 、 互 い に 少 な く と も 60％ ～ 70％ の 相
同 性 を 有 し 、 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ま ま で あ る 程 度 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ お よ び 洗 浄 が 行
わ れ る 条 件 を 意 味 し て い る 。 こ の 条 件 は 、 互 い に 少 な く と も 約 60％ 、 少 な く と も 約 70％ 、
少 な く と も 約 80％ 、 ま た は そ れ 以 上 の 配 列 相 同 性 を 有 す る よ う な 配 列 が 、 典 型 的 に は 互 い
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ま ま で あ る よ う な 条 件 で あ り う る 。 こ の よ う な ス ト リ ン ジ ェ ン ト な
条 件 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 「 分 子 生 物 学 の 最 新 プ ロ ト コ ー ル （ Current Protocols in
 Molecular Biology） 」 、 John Wiley & Sons、 N.Y. (1989)、 6.3.1-6.3.6. に 記 載 さ れ
て い る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ズ 条 件 の 1つ の 例 で は 、 6× 塩 化 ナ ト リ ウ ム /ク
エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ SSC） 中 、 約 45℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 そ の 後 、 0.2× SSC、 0.1％  SDS
中 、 50℃ ～ 65℃ で 1回 ま た は 複 数 回 洗 浄 す る 。 穏 や か な 、 低 ス ト リ ン ジ ェ ン ト の ハ イ ブ リ
ダ イ ズ 条 件 の 例 は 、 当 業 者 に お い て 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】

本 発 明 の 核 酸 分 子 は 、 プ ロ ー ブ 、 プ ラ イ マ ー 、 化 学 合 成 中 間 体 、 お よ び 生 物 学 的 ア ッ セ イ
法 に お い て 有 用 で あ る 。 核 酸 分 子 は 、 図 2に 示 さ れ て い る ペ プ チ ド を コ ー ド す る 全 長 cDNA
お よ び ゲ ノ ム ク ロ ー ン を 単 離 す る た め 、 な ら び に 図 2に 示 す ペ プ チ ド と 同 一 ま た は 関 連 し
た ペ プ チ ド を 生 成 す る 変 異 体 （ 対 立 遺 伝 子 、 オ ル ソ ロ グ 等 ） に 対 応 す る cDNAお よ び ゲ ノ ム
ク ロ ー ン を 単 離 す る た め に 、 メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA、 転 写 /cDNA、 お よ び ゲ ノ ム DNAの ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て 有 用 で あ る 。 図 3に 説 明 さ れ て い る よ う に 、 挿 入 /欠 失 変
異 体 （ 「 イ ン デ ル 」 ） を 含 む SNPが 、 42個 の 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 位 置 で 同 定 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
プ ロ ー ブ は 、 図 面 に 示 さ れ て い る 核 酸 分 子 の 全 長 に お い て 、 い か な る 配 列 と も 対 応 す る こ
と が で き る 。 し た が っ て 、 そ れ は 5'非 コ ー ド 領 域 、 コ ー ド 領 域 、 お よ び 3'非 コ ー ド 領 域 か
ら 誘 導 す る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 す で に 述 べ た よ う に 、 断 片 は 、 本 発 明 以 前 に 開

10

20

30

40

50

(31) JP 2005-500007 A 2005.1.6

核 酸 分 子 の 使 用



示 さ れ た 断 片 を 含 む も の と し て 見 な さ れ る こ と は な い 。
【 ０ １ ５ ０ 】
核 酸 分 子 は ま た 、 核 酸 分 子 の い ず れ か の 所 与 の 領 域 を 増 幅 す る PCRの プ ラ イ マ ー と し て も
有 用 で あ り 、 所 望 の 長 さ お よ び 配 列 の ア ン チ セ ン ス 分 子 の 合 成 に お い て も 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
核 酸 分 子 は ま た 、 組 換 え ベ ク タ ー の 構 築 に も 有 用 で あ る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー に は 、 ペ プ
チ ド 配 列 の 一 部 ま た は 全 部 を 発 現 す る 発 現 ベ ク タ ー が 含 ま れ る 。 ベ ク タ ー は ま た 、 挿 入 ベ
ク タ ー も 含 み 、 こ れ は 例 え ば 細 胞 ゲ ノ ム 中 の よ う な 他 の 核 酸 分 子 中 に 組 み 込 ま れ 、 遺 伝 子
お よ び /ま た は 遺 伝 子 産 物 の イ ン サ イ チ ュ ー 発 現 を 変 化 さ せ る た め に 用 い ら れ る 。 例 え ば
、 内 因 性 コ ー ド 配 列 で は 、 1つ ま た は 複 数 の 特 異 的 に 導 入 さ れ た 変 異 を 含 む コ ー ド 領 域 の
全 部 ま た は 一 部 と の 相 同 組 換 え を 経 て 置 換 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
核 酸 分 子 は ま た 、 タ ン パ ク 質 の 抗 原 部 分 を 発 現 す る た め に も 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
核 酸 分 子 は ま た 、 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ り 、 核 酸 分 子 の 染 色 体 位
置 を 決 定 す る た め の プ ロ ー ブ と し て も 有 用 で あ る 。 図 3に 提 示 し た デ ー タ が 示 す よ う に 、
マ ッ プ 位 置 は 第 1染 色 体 上 に あ る こ と が 決 定 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
核 酸 分 子 は ま た 、 本 発 明 の 核 酸 分 子 の 遺 伝 子 調 節 領 域 を 含 む ベ ク タ ー の 製 造 に も 有 用 で あ
る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
核 酸 分 子 は ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 核 酸 分 子 か ら 生 成 さ れ る mRNAの 全 部 ま た は 一 部 と
対 応 し て い る リ ボ ザ イ ム の 設 計 に も 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
核 酸 分 子 は ま た 、 ペ プ チ ド の 一 部 ま た は 全 部 を 発 現 す る ベ ク タ ー の 製 造 に も 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
核 酸 分 子 は ま た 、 核 酸 分 子 お よ び ペ プ チ ド の 一 部 ま た は 全 部 を 発 現 す る 宿 主 細 胞 の 構 築 に
も 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
核 酸 分 子 は ま た 、 核 酸 分 子 お よ び ペ プ チ ド の 一 部 ま た は 全 部 を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 動 物 の 製 造 に も 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
核 酸 分 子 は ま た 、 核 酸 発 現 の 存 在 、 レ ベ ル 、 形 態 、 お よ び 分 布 を 決 定 す る た め の ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て も 有 用 で あ る 。 図 1の 実 験 デ ー タ は 、 バ ー チ ャ ル ・ ノ ー ザ
ン ブ ロ ッ ト に よ り 、 本 発 明 の 輸 送 体 タ ン パ ク 質 が 、 卵 巣 （ 腺 癌 組 織 ） 、 子 宮 （ 平 滑 筋 肉 腫
組 織 ） 、 頸 部 、 腎 臓 癌 組 織 （ 副 腎 腫 ） 、 胚 中 心 B細 胞 、 結 腸 、 お よ び 乳 児 脳 に お い て 発 現
さ れ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ６ ０ 】
し た が っ て 、 こ の プ ロ ー ブ は 、 細 胞 、 組 織 お よ び 生 物 中 で の 特 定 の 核 酸 分 子 の 存 在 を 検 出
す る か 、 ま た は そ の レ ベ ル を 測 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 レ ベ ル が 測 定 さ れ る
核 酸 は 、 DNAま た は RNAで あ り う る 。 し た が っ て 、 本 明 細 書 で 述 べ ら れ る ペ プ チ ド に 対 応 す
る プ ロ ー ブ は 、 所 与 の 細 胞 、 組 織 お よ び 生 物 に お け る 発 現 、 な ら び に /ま た は 遺 伝 子 コ ピ
ー 数 の 評 価 に 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら の 使 用 は 、 正 常 値 と 比 較 し て 上 昇 ま た は 低 下 し
て い る 輸 送 体 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 含 む 障 害 の 診 断 に 適 当 で あ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
mRNAを 検 出 す る イ ン ビ ト ロ の 技 術 に は 、 ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び イ ン サ イ
チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 含 ま れ る 。 DNAを 検 出 す る イ ン ビ ト ロ の 技 術 に は 、 サ ザ
ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
プ ロ ー ブ は 、 例 え ば mRNAも し く は ゲ ノ ム DNAな ど の 被 験 者 由 来 の 試 料 細 胞 中 で 輸 送 体 を コ
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ー ド す る 核 酸 の レ ベ ル を 測 定 し た り 、 ま た は 輸 送 体 遺 伝 子 が 変 異 し て い る か ど う か を 確 認
す る こ と に よ り 、 輸 送 体 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 も し く は 組 織 を 同 定 す る 診 断 試 験 キ ッ
ト の 一 部 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 図 1の 実 験 デ ー タ は 、 バ ー チ ャ ル ・ ノ ー ザ ン ブ ロ
ッ ト に よ り 、 本 発 明 の 輸 送 体 タ ン パ ク 質 が 、 卵 巣 （ 腺 癌 組 織 ） 、 子 宮 （ 平 滑 筋 肉 腫 組 織 ）
、 頸 部 、 腎 臓 癌 組 織 （ 副 腎 腫 ） 、 胚 中 心 B細 胞 、 結 腸 、 お よ び 乳 児 脳 に お い て 発 現 さ れ る
こ と を 示 す 。 加 え て 、 PCRに 基 づ く 組 織 ス ク リ ー ニ ン グ パ ネ ル に よ り 、 腎 臓 に お け る 発 現
が 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
核 酸 発 現 ア ッ セ イ 法 は 、 輸 送 体 の 核 酸 発 現 を 調 節 す る 化 合 物 を 同 定 す る 薬 物 ス ク リ ー ニ ン
グ に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
し た が っ て 、 本 発 明 は 、 輸 送 体 遺 伝 子 の 核 酸 発 現 に 関 連 し た 障 害 、 特 に そ れ を 発 現 す る 細
胞 お よ び 組 織 に お い て 、 輸 送 体 が 媒 介 す る 生 物 学 的 過 程 お よ び 病 理 学 的 過 程 に 関 連 し た 障
害 の 治 療 に 使 用 可 能 な 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 図 1の 実 験 デ ー タ に よ り 、 卵 巣
（ 腺 癌 組 織 ） 、 子 宮 （ 平 滑 筋 肉 腫 組 織 ） 、 頸 部 、 腎 臓 、 腎 臓 癌 組 織 （ 副 腎 腫 ） 、 胚 中 心 B
細 胞 、 結 腸 、 お よ び 乳 児 脳 で の 発 現 を 示 す 。 こ の 方 法 は 、 典 型 的 に は 、 輸 送 体 核 酸 の 発 現
を 調 節 す る 化 合 物 の 能 力 に つ い て ア ッ セ イ を 行 う 工 程 、 お よ び 望 ま し く な い 輸 送 体 核 酸 発
現 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 障 害 を 治 療 す る の に 用 い る こ と が で き る 化 合 物 を 同 定 す る 工 程 を
含 む 。 こ の ア ッ セ イ 法 は 、 細 胞 系 お よ び 無 細 胞 系 に お い て 実 施 す る こ と が で き る 。 細 胞 系
の ア ッ セ イ 法 に は 、 天 然 に 輸 送 体 核 酸 を 発 現 す る 細 胞 、 ま た は 特 定 の 核 酸 配 列 を 発 現 す る
た め に 遺 伝 子 操 作 さ れ た 組 換 え 細 胞 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
輸 送 体 核 酸 発 現 の ア ッ セ イ 法 は 、 例 え ば mRNAレ ベ ル の よ う な 核 酸 レ ベ ル 、 ま た は シ グ ナ ル
経 路 に 関 連 す る 副 次 化 合 物 の 直 接 的 な ア ッ セ イ 法 と 関 連 し て い る 。 さ ら に 、 輸 送 体 タ ン パ
ク 質 シ グ ナ ル 経 路 に お け る 応 答 性 を 上 方 調 節 ま た は 下 方 調 節 す る 遺 伝 子 の 発 現 に つ い て も
ア ッ セ イ さ れ る 。 こ の 態 様 に お い て 、 こ れ ら の 遺 伝 子 調 節 領 域 は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ の よ う
な レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に 機 能 的 に 結 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
し た が っ て 、 輸 送 体 遺 伝 子 発 現 の モ ジ ュ レ ー タ は 、 細 胞 と 候 補 化 合 物 と を 接 触 さ せ 、 mRNA
の 発 現 を 判 定 す る 方 法 に よ り 同 定 さ れ う る 。 候 補 化 合 物 の 存 在 下 で の 輸 送 体 mRNAの 発 現 レ
ベ ル は 、 候 補 化 合 物 非 存 在 下 で の 輸 送 体 mRNAの 発 現 レ ベ ル と 比 較 さ れ る 。 こ の 比 較 に 基 づ
い て 、 候 補 化 合 物 は 核 酸 発 現 の モ ジ ュ レ ー タ と し て 同 定 さ れ 、 例 え ば 、 異 常 核 酸 発 現 に よ
り 特 徴 付 け ら れ る 障 害 の 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。 候 補 化 合 物 存 在 下 で の mRNAの 発 現 が
、 非 存 在 下 の も の と 比 較 し て 統 計 的 に 有 意 に 大 き い 場 合 、 候 補 化 合 物 は 核 酸 発 現 の 刺 激 因
子 と し て 同 定 さ れ る 。 候 補 化 合 物 存 在 下 で の 核 酸 発 現 が 、 非 存 在 下 の も の と 比 較 し て 統 計
的 に 有 意 に 小 さ い 場 合 、 候 補 化 合 物 は 核 酸 発 現 の 阻 害 因 子 と し て 同 定 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
本 発 明 は さ ら に 、 輸 送 体 を 発 現 す る 細 胞 お よ び 組 織 に お い て 輸 送 体 核 酸 発 現 を 調 節 す る 遺
伝 子 モ ジ ュ レ ー タ と し て の 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ を 経 て 同 定 さ れ た 化 合 物 を 用 い 、 標 的 と し
て 核 酸 を 用 い る 治 療 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。 図 1の 実 験 デ ー タ が 、 バ ー チ ャ ル ・ ノ ー
ザ ン ブ ロ ッ ト に よ り 、 本 発 明 の 輸 送 体 タ ン パ ク 質 が 、 卵 巣 （ 腺 癌 組 織 ） 、 子 宮 （ 平 滑 筋 肉
腫 組 織 ） 、 頸 部 、 腎 臓 癌 組 織 （ 副 腎 腫 ） 、 胚 中 心 B細 胞 、 結 腸 、 お よ び 乳 児 脳 に お い て 発
現 さ れ る こ と を 示 す 。 加 え て 、 PCRに 基 づ く 組 織 ス ク リ ー ニ ン グ パ ネ ル に よ り 、 腎 臓 に お
け る 発 現 が 示 さ れ て い る 。 調 節 は 、 上 方 調 節 （ 即 ち 、 活 性 化 も し く は ア ゴ ニ ゼ ー シ ョ ン ）
も し く は 下 方 調 節 （ 抑 制 も し く は ア ン タ ゴ ニ ゼ ー シ ョ ン ） の 両 者 、 ま た は 核 酸 発 現 を 含 む
。
【 ０ １ ６ ８ 】
あ る い は 、 薬 物 ま た は 小 分 子 が タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 お よ び 組 織 中 で 輸 送 体 核 酸 発 現
を 阻 害 す る も の で あ る 限 り 、 輸 送 体 核 酸 発 現 の モ ジ ュ レ ー タ は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る ス
ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 を 用 い て 同 定 さ れ る 小 分 子 ま た は 薬 物 で あ り 得 る 。 図 1の 実 験 デ
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ー タ は 、 卵 巣 （ 腺 癌 組 織 ） 、 子 宮 （ 平 滑 筋 肉 腫 組 織 ） 、 頸 部 、 腎 臓 、 腎 臓 癌 組 織 （ 副 腎 腫
） 、 胚 中 心 B細 胞 、 結 腸 、 お よ び 乳 児 脳 で の 発 現 を 示 す 。
【 ０ １ ６ ９ 】
核 酸 分 子 は ま た 、 臨 床 試 験 ま た は 治 療 方 法 に お い て 、 輸 送 体 遺 伝 子 の 発 現 ま た は 活 性 に 対
す る 調 節 化 合 物 の 効 果 を モ ニ タ ー す る の に 有 用 で あ る 。 し た が っ て 、 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン
は 、 化 合 物 、 特 に 患 者 の 耐 性 を 向 上 さ せ る 化 合 物 を 用 い た 治 療 に お け る 、 継 続 的 効 果 の バ
ロ メ ー タ と な り 得 る 。 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン は ま た 、 化 合 物 に 対 し て 影 響 を 受 け た 細 胞 の 生
理 的 反 応 を 示 す マ ー カ ー と な り 得 る 。 し た が っ て 、 こ の よ う な モ ニ タ リ ン グ に よ り 、 化 合
物 の 投 与 量 の 増 加 、 ま た は 患 者 が 耐 性 を 示 さ な い 代 替 化 合 物 の 投 与 を 行 う こ と が で き る 。
同 様 に 、 核 酸 発 現 の レ ベ ル が 望 ま し い レ ベ ル ま で 低 下 し た 場 合 に は 、 化 合 物 の 投 与 を こ れ
に 比 例 し て 減 少 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
核 酸 分 子 は ま た 、 輸 送 体 核 酸 発 現 の 質 的 変 化 、 特 に 疾 患 に 至 る 質 的 変 化 の 診 断 ア ッ セ イ 法
に も 有 用 で あ る 。 核 酸 分 子 は 、 輸 送 体 遺 伝 子 お よ び mRNAの よ う な 遺 伝 子 発 現 産 物 に お け る
突 然 変 異 の 検 出 に 用 い る こ と が で き る 。 核 酸 分 子 は 、 輸 送 体 遺 伝 子 に お い て 天 然 に 発 生 し
た 遺 伝 子 突 然 変 異 を 検 出 し 、 そ れ に よ っ て 、 そ の 変 異 を 持 つ 被 験 者 が 変 異 に よ り 生 じ る 障
害 の 危 険 性 を 有 し て い る か ど う か を 判 定 す る た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し
て 用 い る こ と が で き る 。 突 然 変 異 は 、 遺 伝 子 内 の 1つ も し く は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド の 欠 失
、 付 加 、 ま た は 置 換 、 反 転 も し く は 転 位 の よ う な 染 色 体 の 再 編 成 、 異 常 メ チ ル 化 パ タ ー ン
の よ う な ゲ ノ ム DNAの 修 飾 、 ま た は 増 幅 の よ う な 遺 伝 子 コ ピ ー 数 の 変 化 を 含 む 。 機 能 障 害
に 関 連 す る 輸 送 体 遺 伝 子 の 変 異 型 の 検 出 は 、 疾 患 が 輸 送 体 タ ン パ ク 質 の 過 剰 発 現 、 過 小 発
現 、 ま た は 発 現 の 変 化 の 結 果 生 じ る 場 合 に 、 疾 患 の 活 性 ま た は 感 受 性 の 診 断 手 段 を 提 供 す
る も の で あ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
輸 送 体 遺 伝 子 内 に 突 然 変 異 を 有 す る 個 体 は 、 種 々 の 技 術 に よ っ て 核 酸 レ ベ ル に お い て 検 出
さ れ う る 。 図 3に 、 本 発 明 の 輸 送 体 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 内 に お い て 見 出 さ れ た S
NPに つ い て の 情 報 が 示 さ れ る 。 イ ン ト ロ ン 内 な ら び に ORFの 5'お よ び 3'領 域 内 に お い て 、 4
2個 の 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 位 置 で SNPが 同 定 さ れ た 。 イ ン ト ロ ン 内 お よ び ORFの 外 側 の そ の
よ う な SNPは 、 制 御 /調 節 要 素 に 影 響 を 及 ぼ し う る 。 エ キ ソ ン に お け る 2つ の SNPの う ち 、 1
つ は ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 を も た ら す （ す な わ ち 、 非 同 義 SNP） 。 こ れ ら の SNPが も た ら す ア
ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 は 図 3に 示 さ れ 、 普 遍 的 遺 伝 暗 号 お よ び 参 照 と し て 図 2に 提 供 さ れ る タ ン
パ ク 質 配 列 を 用 い て 容 易 に 決 定 す る こ と が で き る 。 図 3に 提 示 し た デ ー タ が 示 す よ う に 、
マ ッ プ 位 置 は 第 1染 色 体 上 に あ る こ と が 決 定 さ れ た 。 ゲ ノ ム DNAは 直 接 分 析 し て も よ く 、 ま
た は 予 め PCRを 用 い て 増 幅 し た 後 で 分 析 し て も よ い 。 RNAま た は cDNAも 、 同 様 に 用 い る こ と
が で き る 。 あ る 使 用 に お い て は 、 突 然 変 異 の 検 出 は 、 ア ン カ ー PCRも し く は RACE PCRの よ
う な 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,683,195号 お よ び 同 第 4,683,
202号 参 照 ） 、 ま た は 他 の も の と し て 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 連 鎖 反 応 （ LCR） （ 例 え ば 、 Landeg
ranら 、 Science 241:1077-1080 (1988);お よ び Nakazawaら 、 PNAS 91:360-364 (1994) 参
照 ） に お い て 、 プ ロ ー ブ /プ ラ イ マ ー の 使 用 に 関 連 し 、 後 者 は 遺 伝 子 内 の 点 突 然 変 異 の 検
出 に 特 に 有 用 で あ る （ Abravayaら 、 Nucleic Acids Res. 23:675-682 (1995)参 照 ） 。 こ の
方 法 に は 、 患 者 か ら 細 胞 試 料 を 回 収 す る 工 程 ； 試 料 細 胞 か ら 核 酸 （ 例 え ば 、 ゲ ノ ム 、 mRNA
、 ま た は そ の 両 方 ） を 単 離 す る 工 程 ； 遺 伝 子 （ 存 在 す る 場 合 ） の ハ イ ブ リ ダ イ ズ お よ び 増
幅 が 起 こ る 条 件 下 で 遺 伝 子 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 1つ ま た は 複 数 の プ ラ イ マ ー と
、 核 酸 試 料 と を 接 触 さ せ る 工 程 ； な ら び に 増 幅 産 物 の 存 在 の 有 無 を 検 出 す る か 、 ま た は 増
幅 産 物 の サ イ ズ を 検 出 し 、 対 照 試 料 の 長 さ と 比 較 す る 工 程 を 含 む 。 欠 失 お よ び 挿 入 は 、 増
幅 産 物 の サ イ ズ の 変 化 を 、 正 常 な 遺 伝 子 型 の も の と 比 較 す る こ と に よ り 検 出 す る こ と が で
き る 。 点 突 然 変 異 は 、 増 幅 DNAと 正 常 な RNAま た は ア ン チ セ ン ス DNA配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る こ と に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
あ る い は 、 輸 送 体 遺 伝 子 の 突 然 変 異 は 、 例 え ば 、 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 決 定 さ れ る 制 限 酵 素
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消 化 パ タ ー ン の 変 化 に よ り 、 直 接 的 に 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
さ ら に 、 配 列 特 異 的 リ ボ ザ イ ム （ 米 国 特 許 第 5,498,531号 ） を 、 リ ボ ザ イ ム 開 裂 部 位 の 発
生 ま た は 滅 少 に よ り 、 特 定 の 変 異 の 存 在 の ス コ ア 化 に 用 い る こ と が で き る 。 完 全 に 一 致 す
る 配 列 は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 開 裂 消 化 ア ッ セ イ 法 、 ま た は 融 解 温 度 の 違 い に よ っ て 、 不 一 致 の
配 列 か ら 識 別 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
特 定 位 置 で の 配 列 変 化 は ま た 、 RNA分 解 酵 素 お よ び S1保 護 、 ま た は 化 学 開 裂 法 の よ う な ヌ
ク レ ア ー ゼ 保 護 ア ッ セ イ 法 に よ っ て 評 価 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 変 異 輸 送 体 遺 伝 子 と
野 生 型 遺 伝 子 と の 配 列 の 相 違 は 、 直 接 DNA配 列 決 定 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 種 々
の 自 動 化 さ れ た 配 列 決 定 手 段 は 、 診 断 ア ッ セ イ 法 （ Naeve, C.W.、 (1995) Biotechniques 
19:448） の 実 施 に 有 用 す る こ と が で き 、 こ れ ら に は 、 質 量 分 析 に よ る 配 列 決 定 （ 例 え ば 、
国 際 公 開 公 報 第 94/16101号 ; Cohenら 、 Adv. Chromatogr. 36:127-162 (1996);お よ び Grif
finら 、 Appl. Biochem. Biotechnol. 38:147-159 (1993) 参 照 ） も 含 ま れ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
遺 伝 子 内 の 突 然 変 異 を 検 出 す る 他 の 方 法 に は 、 RNA/RNAま た は RNA/DNA二 本 鎖 か ら 不 一 致 の
塩 基 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る 、 開 裂 試 薬 か ら 保 護 す る 方 法 （ Myersら 、 Science 230:1
242 (1985)） ; Cottonら 、 PNAS 85:4397 (1988); Saleebaら 、 Meth. Enzymol. 217:286-2
95 (1992)） 、 変 異 体 と 野 生 型 の 核 酸 の 電 気 泳 動 移 動 度 を 比 較 す る 方 法 （ Oritaら 、 PNAS 8
6:2766 (1989); Cottonら 、 Mutat. Res. 285:125-144 (1993);お よ び Hayashiら 、 Genet. 
Anal. Tech. Appl. 9:73-79 (1992)） 、 お よ び 変 性 剤 の 勾 配 を 含 む ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ
ル 中 で の 変 異 体 ま た は 野 生 型 の 断 片 の 動 き を 、 変 性 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 を 用 い て ア ッ セ イ す
る 方 法 （ Myersら 、 Nature 313:495 (1985)） が 含 ま れ る 。 点 突 然 変 異 を 検 出 す る 他 の 技 術
の 例 と し て は 、 選 択 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 選 択 的 増 幅 、 お よ び
選 択 的 プ ラ イ マ ー 伸 長 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
核 酸 分 子 は 、 治 療 方 法 と し て の 効 果 を 持 つ に も 関 わ ら ず 、 必 ず し も 疾 患 を 引 き 起 こ す わ け
で は な い 遺 伝 子 型 の た め の 個 体 試 験 に お い て も 有 用 で あ る 。 こ の た め 、 核 酸 分 子 は 、 個 体
の 遺 伝 子 型 と 、 治 療 に 用 い ら れ る 化 合 物 に 対 す る 個 体 の 応 答 と の 相 関 （ 薬 理 遺 伝 学 的 相 関
） に つ い て の 研 究 に 用 い る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 核 酸 分 子 は
、 治 療 の た め の 適 切 な 化 合 物 ま た は 投 与 計 画 を 選 択 す る た め に 、 個 体 に お け る 輸 送 体 遺 伝
子 の 変 異 含 量 の 評 価 に 用 い る こ と が で き る 。 図 3に 、 本 発 明 の 輸 送 体 タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る 遺 伝 子 内 に お い て 見 出
イ ン ト ロ ン 内 な ら び に ORFの 5'お よ び 3'領 域 内 に お い て 、 42個 の 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 位 置
で SNPが 同 定 さ れ た 。 イ ン ト ロ ン 内 お よ び ORFの 外 側 の そ の よ う な SNPは 、 制 御 /調 節 要 素 に
影 響 を 及 ぼ し う る 。 エ キ ソ ン に お け る 2つ の SNPの う ち 、 1つ は ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 を も た
ら す （ す な わ ち 、 非 同 義 SNP） 。 こ れ ら の SNPが も た ら す ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 は 図 3に 示 さ
れ 、 普 遍 的 遺 伝 暗 号 お よ び 参 照 と し て 図 2に 提 供 さ れ る タ ン パ ク 質 配 列 を 用 い て 容 易 に 決
定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
こ の よ う に 、 治 療 に 影 響 す る 遺 伝 子 変 異 を 示 す 核 酸 分 子 は 、 個 体 に お け る 目 的 に 適 合 さ せ
た 治 療 に 使 用 可 能 な 診 断 標 的 を 提 供 す る も の で あ る 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 多 形 性 を 含 む
組 換 え 細 胞 お よ び 組 換 え 動 物 の 製 造 は 、 治 療 化 合 物 お よ び 投 与 計 画 に つ い て の 効 果 的 な 臨
床 設 計 を 可 能 と す る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
し た が っ て 、 核 酸 分 子 は 、 細 胞 、 組 織 、 お よ び 生 物 に お け る 輸 送 体 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る
た め の ア ン チ セ ン ス 構 築 物 と し て 有 用 で あ る 。 DNAア ン チ セ ン ス 核 酸 分 子 は 、 転 写 に 関 連
す る 遺 伝 子 領 域 に 対 し て 相 補 的 に な る よ う 設 計 さ れ 、 輸 送 体 タ ン パ ク 質 の 転 写 お よ び 産 生
を 阻 害 す る 。 ア ン チ セ ン ス RNAま た は DNA核 酸 分 子 は mRNAと ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 こ れ に よ り
輸 送 体 タ ン パ ク 質 へ の mRNAの 翻 訳 が 妨 害 さ れ る 。
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【 ０ １ ７ ９ 】
あ る い は 、 あ る ク ラ ス の ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 輸 送 体 核 酸 の 発 現 を 減 少 さ せ る た め の mRNA
の 不 活 性 化 に 用 い る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 分 子 は 、 異 常 ま た は 望 ま し く な
い 輸 送 体 核 酸 の 発 現 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 障 害 の 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。 こ の 技 術 は
、 mRNAの 翻 訳 能 力 を 減 少 さ せ る よ う な 、 mRNAの 1つ ま た は 複 数 の 領 域 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 を 含 む リ ボ ザ イ ム 手 段 に よ る 開 裂 に 関 連 し て い る 。 可 能 な 領 域 と し て は 、 コ ー ド
領 域 、 特 に 、 リ ガ ン ド 結 合 の よ う な 輸 送 体 タ ン パ ク 質 の 触 媒 活 性 お よ び 他 の 機 能 活 性 に 対
応 し た コ ー ド 領 域 を 含 む 。
【 ０ １ ８ ０ 】
核 酸 分 子 は ま た 、 輸 送 体 遺 伝 子 発 現 に お い て 異 常 な 細 胞 を 持 つ 患 者 の 遺 伝 子 治 療 の た め の
ベ ク タ ー を 提 供 す る も の で あ る 。 エ キ ソ ビ ボ で 操 作 さ れ 患 者 に 戻 さ れ る 患 者 の 細 胞 を 含 む
組 換 え 細 胞 は 、 個 体 の 体 内 に 導 入 さ れ 、 個 体 細 胞 内 で 、 個 体 の 治 療 の た め に 所 望 の 輸 送 体
タ ン パ ク 質 を 産 生 す る 。
【 ０ １ ８ １ 】
本 発 明 は 、 生 物 試 料 中 の 輸 送 体 核 酸 の 存 在 を 検 出 す る た め の キ ッ ト も 包 含 す る 。 図 1の 実
験 は 、 バ ー チ ャ ル ・ ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト に よ り 、 本 発 明 の 輸 送 体 タ ン パ ク 質 が 、 卵 巣 （ 腺 癌
組 織 ） 、 子 宮 （ 平 滑 筋 肉 腫 組 織 ） 、 頸 部 、 腎 臓 癌 組 織 （ 副 腎 腫 ） 、 胚 中 心 B細 胞 、 結 腸 、
お よ び 乳 児 脳 に お い て 発 現 さ れ る こ と を 示 す 。 加 え て 、 PCRに 基 づ く 組 織 ス ク リ ー ニ ン グ
パ ネ ル に よ り 、 腎 臓 に お け る 発 現 が 示 さ れ て い る 。 例 え ば 、 キ ッ ト は 、 標 識 さ れ た 核 酸 も
し く は 標 識 可 能 な 核 酸 、 ま た は 生 物 試 料 中 で 輸 送 体 核 酸 を 検 出 可 能 な 物 質 を 含 む 試 薬 ； 試
料 中 の 輸 送 体 核 酸 量 を 決 定 す る 手 段 ； お よ び 試 料 中 の 輸 送 体 核 酸 量 と 標 準 の 量 と を 比 較 す
る 手 段 を 含 む こ と が で き る 。 こ の 化 合 物 ま た は 物 質 は 適 当 な 容 器 に 封 入 す る こ と が で き る
。 こ の キ ッ ト は 、 輸 送 体 タ ン パ ク 質 mRNAま た は DNAの 検 出 キ ッ ト と し て 使 用 す る た め の 説
明 を さ ら に 含 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ２ 】

本 発 明 は さ ら に 、 核 酸 検 出 キ ッ ト を 提 供 す る も の で あ り 、 こ れ ら は 、 例 え ば 、 図 1お よ び
図 3（ 配 列 番 号 ： 1、 2、 お よ び 5） に 示 さ れ る 配 列 情 報 に 基 づ い た 核 酸 分 子 の ア レ イ ま た は
マ イ ク ロ ア レ イ で あ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
本 明 細 書 に 用 い ら れ る 「 ア レ イ 」 ま た は 「 マ イ ク ロ ア レ イ 」 は 、 紙 、 ナ イ ロ ン ま た は 他 の
タ イ プ の 膜 、 フ ィ ル タ 、 チ ッ プ 、 ガ ラ ス ス ラ イ ド 、 ま た は 他 の 適 当 な 固 形 支 持 体 の よ う な
基 板 上 で 合 成 さ れ た 異 な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ア レ イ を 意 味 す
る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 マ イ ク ロ ア レ イ は 、 米 国 特 許 第 5,837,832号 、 チ ー （ Chee） ら 、
国 際 公 開 公 報 第 95/11995号 (Cheeら )、 ロ ッ ク ハ ー ト  D.J.（ Lockhart, D. J.） ら (1996; N
at. Biotech. 14: 1675-1680)、 お よ び ス キ ー ナ  M.（ Schena, M.） ら (1996; Proc. Natl.
 Acad. Sci. 93: 10614-10619)に 記 載 さ れ る 方 法 に し た が っ て 調 製 お よ び 使 用 さ れ 、 こ れ
ら の 全 て は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。 他 の 態 様 に お い て 、 こ の よ う な ア レ イ
は 、 ブ ラ ウ ン （ Brown） ら 、 米 国 特 許 第 5,807,522号 に 記 載 さ れ る 方 法 に よ り 製 造 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
マ イ ク ロ ア レ イ ま た は 検 出 キ ッ ト は 、 好 ま し く は 、 多 数 の 特 有 の 一 本 鎖 核 酸 配 列 に よ り 構
成 さ れ 、 通 常 は 合 成 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か 、 ま た は cDNAの 断 片 の い ず れ か が
固 体 支 持 体 上 に 固 定 さ れ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 好 ま し く は 約 6個 ～ 60個 の ヌ ク レ オ
チ ド 長 、 よ り 好 ま し く は 15個 ～ 30個 の ヌ ク レ オ チ ド 長 、 最 も 好 ま し く は 約 20個 ～ 25個 の ヌ
ク レ オ チ ド 長 で あ る 。 あ る タ イ プ の マ イ ク ロ ア レ イ ま た は 検 出 キ ッ ト の た め に は 、 7個 ～ 2
0個 の み の ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 う こ と が 好 適 で あ り 得 る 。 マ イ
ク ロ ア レ イ ま た は 検 出 キ ッ ト は 、 既 知 の 5'配 列 ま た は 3'配 列 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
全 長 配 列 を 含 む 連 続 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 配 列 の 長 さ に お い て 特 定 領 域 か ら 選
択 さ れ た 特 有 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む も の で あ り 得 る 。 マ イ ク ロ ア レ イ ま た は 検 出 キ
ッ ト に お い て 用 い ら れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 遺 伝 子 ま た は 対 象 と な る 遺 伝 子 に 対 し て 特
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異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 得 る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
マ イ ク ロ ア レ イ ま た は 検 出 キ ッ ト の た め の 既 知 の 配 列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 製 造 す る た
め に 、 対 象 と な る 遺 伝 子 （ ま た は 本 発 明 の コ ン テ ィ グ か ら 同 定 さ れ た ORF） は 典 型 的 に は
コ ン ピ ュ ー タ ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 試 験 さ れ 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 5'末 端 ま た は 3'末 端 か
ら 開 始 さ れ る 。 典 型 的 な ア ル ゴ リ ズ ム で は 、 遺 伝 子 に 特 有 で あ る 規 定 さ れ た 長 さ の オ リ ゴ
マ ー が 同 定 さ れ 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 好 適 な 範 囲 の GC含 量 を 持 ち 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン を 妨 害 し う る 予 測 さ れ る 二 次 構 造 を 持 た な い 。 あ る 条 件 で は 、 マ イ ク ロ ア レ イ ま
た は 検 出 キ ッ ト に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 対 を 用 い る こ と が 好 適 で あ り 得 る 。 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド の 「 対 」 は 、 好 ま し く は 、 配 列 の 中 央 に 位 置 す る 1つ の ヌ ク レ オ チ ド を 除 い
て 、 同 一 で あ る 。 第 二 の 対 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ 一 方 と は 不 一 致 ） は 対 照 と し て 用 い ら
れ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 対 の 数 は 、 2か ら 100万 の 間 で あ り う る 。 オ リ ゴ マ ー は 、 光 誘 導
化 学 プ ロ セ ス を 用 い て 、 基 板 上 の 指 定 領 域 で 合 成 さ れ る 。 基 板 は 、 紙 、 ナ イ ロ ン ま た は 他
の タ イ プ の 膜 、 フ ィ ル タ 、 チ ッ プ 、 ガ ラ ス ス ラ イ ド 、 ま た は 他 の 適 当 な 固 形 支 持 体 で あ る
。
【 ０ １ ８ ６ 】
他 の 局 面 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 国 際 公 開 公 報 第 95/251116号 (Baldeschweiler
ら )に 記 載 さ れ る よ う に 、 化 学 カ ッ プ リ ン グ 手 段 、 お よ び イ ン ク ジ ェ ッ ト ア プ リ ケ ー シ ョ
ン 装 置 を 用 い て 基 板 の 表 面 上 で 合 成 さ れ 、 こ れ ら の 全 て は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ
ら れ る 。 他 の 局 面 に お い て 、 ド ッ ト （ ま た は ス ロ ッ ト ） ブ ロ ッ ト と 類 似 し た 「 グ リ ッ ド 」
ア レ イ で は 、 真 空 シ ス テ ム 、 加 熱 、 UV、 力 学 的 ま た は 化 学 的 結 合 工 程 を 用 い て 、 cDNA断 片
、 ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 基 板 の 表 面 上 に 配 列 し 、 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 上 記 の
よ う な ア レ イ は 、 手 工 ま た は 利 用 可 能 な 装 置 （ ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 、 ま た は ド ッ ト ブ ロ ッ ト
装 置 ） 、 材 料 （ 任 意 の 適 当 な 固 形 支 持 体 ） 、 お よ び 機 械 （ ロ ボ ッ ト 装 置 を 含 む ） を 用 い て
製 造 さ れ 、 8、 24、 96、 384、 1536、 6144も し く は こ れ 以 上 、 ま た は 市 販 の 装 置 に 効 果 的 に
使 用 さ れ る 2か ら 100万 の 間 の 他 の 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で も い て も 良 い 。
【 ０ １ ８ ７ 】
マ イ ク ロ ア レ イ ま た は 検 出 キ ッ ト を 用 い て 試 料 の 分 析 を 行 う た め に 、 生 物 試 料 か ら 得 ら れ
た RNAま た は DNAは 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ に 調 製 さ れ る 。 mRNAが 単 離 さ れ 、 cD
NAが 調 製 さ れ 、 ア ン チ セ ン ス の RNA（ aRNA） を 調 製 す る た め の テ ン プ レ ー ト と し て 用 い ら
れ る 。 aRNAを 蛍 光 性 ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 下 で 増 幅 し 、 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ を マ イ ク ロ ア レ
イ ま た は 検 出 キ ッ ト と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 プ ロ ー ブ の 配 列 が マ イ ク ロ ア レ イ ま た は 検
出 キ ッ ト 中 の 相 補 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 条
件 は 、 正 確 に 相 補 的 に 一 致 し て い る か 、 ま た は 様 々 な 程 度 の よ り 低 い 相 補 性 で ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン が 起 こ る よ う に 調 節 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て い な い プ ロ ー ブ を 除 去 し た
後 、 蛍 光 の レ ベ ル お よ び パ タ ー ン を 判 定 す る た め に ス キ ャ ナ が 用 い ら れ る 。 ス キ ャ ン さ れ
た 画 像 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ ま た は 検 出 キ ッ ト 上 の 、 相 補 性 の 程 度 お よ び 各 々 の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 の 相 補 性 の 程 度 お よ び 相 対 的 な 量 を 決 定 す る た め に 試 験 さ れ る 。 生 物 試 料 は
、 任 意 の 体 液 （ 例 え ば 血 、 尿 、 唾 液 、 痰 、 胃 液 な ど ） 、 培 養 細 胞 、 生 検 材 料 、 ま た は 他 の
組 織 調 製 物 か ら 得 ら れ る 。 検 出 シ ス テ ム で は 、 全 て の 異 な る 配 列 に お い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン の 存 在 、 非 存 在 、 お よ び 量 を 、 同 時 に 測 定 す る た め に 用 い ら れ る 。 こ の デ ー タ
は 、 試 料 間 で の 、 配 列 、 発 現 パ タ ー ン 、 変 異 、 変 異 体 、 ま た は 多 形 性 と い っ た 、 大 規 模 な
相 関 性 の 研 究 に 用 い ら れ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
本 発 明 は 、 こ の よ う な ア レ イ を 用 い て 、 本 発 明 の 輸 送 体 タ ン パ ク 質 /ペ プ チ ド の 発 現 を 同
定 す る た め の 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。 詳 細 に は 、 こ の よ う な 方 法 は 、 被 験 試 料 と 1つ
ま た は 複 数 の 核 酸 分 子 と を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 、 お よ び 被 験 試 料 中 の 構 成 要 素 と 核 酸
分 子 と の 結 合 に つ い て ア ッ セ イ を 行 う 工 程 を 含 む 。 こ の よ う な ア ッ セ イ 法 は 、 典 型 的 に は
、 遺 伝 子 の 少 な く と も 1つ が 本 発 明 の 遺 伝 子 お よ び /ま た は 本 発 明 の 輸 送 体 遺 伝 子 の 対 立 遺
伝 子 で あ る 、 多 く の 遺 伝 子 を 含 む ア レ イ に 関 連 し て い る 。 図 3に 、 本 発 明 の 輸 送 体 タ ン パ

10

20

30

40

50

(37) JP 2005-500007 A 2005.1.6



ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 内 に お い て 見 出 さ れ た 、 SNPに つ い て の 情 報 が 示 さ れ る 。 イ ン ト
ロ ン 内 な ら び に ORFの 5'お よ び 3'領 域 内 に お い て 、 42個 の 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 位 置 で SNPが
同 定 さ れ た 。 イ ン ト ロ ン 内 お よ び ORFの 外 側 の そ の よ う な SNPは 、 制 御 /調 節 要 素 に 影 響 を
及 ぼ し う る 。 エ キ ソ ン に お け る 2つ の SNPの う ち 、 1つ は ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 を も た ら す （
す な わ ち 、 非 同 義 SNP） 。 こ れ ら の SNPが も た ら す ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 は 図 3に 示 さ れ 、 普
遍 的 遺 伝 暗 号 お よ び 参 照 と し て 図 2に 提 供 さ れ る タ ン パ ク 質 配 列 を 用 い て 容 易 に 決 定 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
被 験 試 料 と 核 酸 分 子 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 条 件 は 変 化 す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 条 件 は 、
使 用 さ れ る ア ッ セ イ 法 の 形 式 、 使 用 さ れ る 検 出 方 法 、 お よ び ア ッ セ イ 法 に 使 用 さ れ る 核 酸
分 子 の タ イ プ お よ び 性 質 に 依 存 す る 。 当 業 者 は 、 一 般 的 に 利 用 可 能 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 、 増 幅 、 ま た は ア レ イ ア ッ セ イ 法 の 形 式 を 認 識 し て い る と 思 わ れ 、 こ れ ら は 本 明 細 書
に 開 示 さ れ る ヒ ト ゲ ノ ム の 新 規 断 片 を 使 用 す る た め に 容 易 に 適 用 す る こ と が で き る 。 こ の
よ う な ア ッ セ イ 法 の 例 は 、 チ ャ ー ド  T.（ Chard, T.） 、 「 放 射 標 識 免 疫 ア ッ セ イ 法 お よ び
関 連 す る 技 術 の 概 論 （ An Introduction to Radioimmunoassay and Related Techniques）
」 、 Elsevier Science Publishers、 Amsterdam、 The Netherlands (1986); ブ ロ ッ ク  G.R
.（ Bullock, G. R.） ら 、 「 免 疫 細 胞 化 学 に お け る 技 術 （ Techniques in Immunocytochemi
stry） 」 、 Academic Press、 Orlando, FL、 第 1巻 (1982)、 第 2巻 (1983)、 第 3巻 (1985); テ
ィ ユ セ ン  P.（ Tijssen, P.） 、 「 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ 法 の 実 践 と 理 論 ： 生 化 学 お よ び 分 子 生
物 学 の 実 験 技 術 （ Practice and Theory of Enzyme Immunoassays: Laboratory Technique
s in Biochemistry and Molecular Biology） 」 、 Elsevier Science Publishers、 Amster
dam、 The Netherlands (1985) に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
本 発 明 の 被 験 試 料 は 、 細 胞 、 タ ン パ ク 質 、 ま た は 細 胞 か ら の 膜 抽 出 物 を 含 む 。 上 記 の 方 法
に 用 い ら れ る 被 験 試 料 は 、 ア ッ セ イ 法 の 形 式 、 検 出 方 法 の 性 質 、 お よ び ア ッ セ イ 法 の 試 料
と し て 用 い ら れ る 組 織 、 細 胞 、 ま た は そ の 抽 出 物 に 基 づ い て 変 化 す る 。 核 酸 抽 出 物 ま た は
細 胞 抽 出 物 の 調 製 方 法 は 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、 使 用 さ れ る シ ス テ ム と 適 合 す る
試 料 を 得 ら れ る よ う に 、 容 易 に 適 用 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ １ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 と し て は 、 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 を 行 う た め に 必 要 な 試 薬 を 含 む キ ッ ト が
提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
特 に 、 本 発 明 は 、 （ a） 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る ヒ ト ゲ ノ ム の 断 片 と 結 合 可 能 な 核 酸 分 子 を
含 む 第 一 の 容 器 と 、 （ b） 1つ ま た は 複 数 の 洗 浄 試 薬 、 結 合 核 酸 の 存 在 を 検 出 可 能 な 試 薬 を
含 む 、 1つ ま た は 複 数 の 他 の 容 器 と を 含 む 、 1つ ま た は 複 数 の 容 器 に 閉 鎖 的 に 封 入 さ れ 、 区
分 さ れ た キ ッ ト を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
詳 細 に は 、 区 分 さ れ た キ ッ ト に は 、 試 薬 が 別 々 の 容 器 に 含 ま れ て い る 任 意 の キ ッ ト を 含 む
。 こ の よ う な 容 器 と し て は 、 小 さ い ガ ラ ス の 容 器 、 プ ラ ス チ ッ ク 容 器 、 帯 状 の プ ラ ス チ ッ
ク 、 ガ ラ ス も し く は 紙 、 ま た は 二 酸 化 ケ イ 素 の よ う な ア レ イ 材 料 を 含 む 。 こ の よ う な 容 器
は 、 試 料 と 試 薬 が 交 叉 汚 染 し な い よ う に 、 1つ の 区 分 か ら 他 の 区 分 へ と 試 薬 を 効 率 的 に 移
動 さ せ る こ と が で き 、 そ れ ぞ れ の 容 器 の 試 薬 ま た は 溶 液 は 、 1つ の 区 分 か ら 他 の 区 分 へ と
定 量 的 に 添 加 さ れ る こ と が で き る 。 こ の よ う な 容 器 に は 、 被 験 試 料 を 入 れ る 容 器 、 核 酸 プ
ロ ー ブ を 含 む 容 器 、 洗 浄 試 薬 （ 例 え ば 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 、 ト リ ス 緩 衝 液 等 ） を 含 む 容 器
、 お よ び 結 合 プ ロ ー ブ の 検 出 に 用 い ら れ る 試 薬 を 含 む 容 器 を 含 む と 考 え ら れ る 。 当 業 者 は
、 本 発 明 に か か る 従 来 よ り 未 知 の 輸 送 体 遺 伝 子 を 認 識 し 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 配 列 情 報
を 用 い て 日 常 的 に 同 定 す る こ と が で き 、 さ ら に こ れ を 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 の 確 立 さ れ
た キ ッ ト 形 式 、 特 に 発 現 ア レ イ に 容 易 に 組 み 込 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
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本 発 明 は ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー を 提 供 す る も の で あ る 。 「
ベ ク タ ー 」 と い う 用 語 は 、 媒 体 の こ と を 言 い 、 好 ま し く は 核 酸 分 子 で あ り 、 核 酸 分 子 を 輸
送 す る こ と が で き る も の で あ る 。 ベ ク タ ー が 核 酸 分 子 で あ る 場 合 、 核 酸 分 子 は ベ ク タ ー の
核 酸 と 共 有 結 合 し て い る 。 本 発 明 の こ の 局 面 で は 、 ベ ク タ ー は 、 プ ラ ス ミ ド 、 一 本 鎖 も し
く は 二 本 鎖 の フ ァ ー ジ 、 一 本 鎖 も し く は 二 本 鎖 の DNAも し く は RNAウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ま た
は BAC、 PAC、 YACも し く は MACの よ う な 人 工 染 色 体 を 含 む 。
【 ０ １ ９ ５ 】
ベ ク タ ー は 宿 主 細 胞 中 に 染 色 体 外 の 要 素 と し て 保 持 さ れ て も よ く 、 そ こ で 核 酸 分 子 の 付 加
的 な コ ピ ー を 複 製 お よ び 生 成 す る 。 あ る い は 、 ベ ク タ ー は 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム 中 に 組 み 込 ま
れ て も よ く 、 宿 主 細 胞 の 複 製 の 際 に 核 酸 分 子 の 付 加 的 な コ ピ ー を 生 成 す る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
本 発 明 は 、 核 酸 分 子 の 維 持 の た め の ベ ク タ ー （ ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー ） 、 ま た は 核 酸 分 子
の 発 現 の た め の ベ ク タ ー （ 発 現 ベ ク タ ー ） を 提 供 す る も の で あ る 。 こ の ベ ク タ ー は 、 原 核
生 物 細 胞 も し く は 真 核 生 物 細 胞 、 ま た は そ の 両 方 で 機 能 す る こ と が で き る （ シ ャ ト ル ベ ク
タ ー ） 。
【 ０ １ ９ ７ 】
発 現 ベ ク タ ー は 、 ベ ク タ ー 中 で 核 酸 分 子 と 機 能 的 に 結 合 さ れ た シ ス 作 用 性 調 節 領 域 を 含 み
、 こ れ に よ り 宿 主 細 胞 中 で の 核 酸 分 子 の 転 写 が 可 能 と な る 。 こ の 核 酸 分 子 は 転 写 に 影 響 を
及 ぼ し う る 核 酸 分 子 と 別 々 に 、 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 第 二 の
核 酸 分 子 は 、 ベ ク タ ー か ら の 核 酸 分 子 の 転 写 を 可 能 に す る シ ス 調 節 制 御 領 域 と 相 互 作 用 す
る ト ラ ン ス 作 用 性 因 子 を 提 供 す る も の で あ る 。 あ る い は 、 ト ラ ン ス 作 用 性 因 子 は 宿 主 細 胞
に よ り 提 供 さ れ て も よ い 。 最 終 的 に 、 ト ラ ン ス 作 用 性 因 子 は 、 ベ ク タ ー 自 身 か ら 作 り 出 す
こ と が で き る 。 し か し 、 い く つ か の 態 様 で は 、 核 酸 分 子 の 転 写 お よ び /ま た は 翻 訳 は 無 細
胞 系 で も 起 こ り 得 る こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 核 酸 分 子 が 機 能 的 に 結 合 で き る 調 節 配 列 は 、 mRNA転 写 を 誘 導 す る た
め の プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 こ れ ら に は 、 パ ク テ リ オ フ ァ ー ジ λ か ら の 左 部 プ ロ モ ー タ ー 、
大 腸 菌 （ E. coli） か ら 得 ら れ た lac、 TRP、 お よ び TACプ ロ モ ー タ ー 、 SV40か ら 得 ら れ た 初
期 お よ び 後 期 プ ロ モ ー タ ー 、 CMV極 初 期 プ ロ モ ー タ ー 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 初 期 お よ び 後 期 プ
ロ モ ー タ ー 、 な ら び に レ ト ロ ウ イ ル ス の 末 端 反 復 配 列 が 含 ま れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ る も
の で は な い 。
【 ０ １ ９ ９ 】
転 写 を 促 進 す る 制 御 領 域 に 加 え て 、 発 現 ベ ク タ ー は ま た 、 リ プ レ ッ サ ー 結 合 部 位 お よ び エ
ン ハ ン サ ー の よ う な 転 写 を 調 節 す る 領 域 を 含 む も の で あ り 得 る 。 こ の 例 と し て は 、 SV40エ
ン ハ ン サ ー 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス の 極 初 期 の エ ン ハ ン サ ー 、 ポ リ オ ー マ エ ン ハ ン サ ー 、
ア デ ノ ウ イ ル ス エ ン ハ ン サ ー 、 お よ び レ ト ロ ウ イ ル ス LTRエ ン ハ ン サ ー が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
転 写 の 開 始 お よ び 制 御 部 位 に 加 え て 、 発 現 ベ ク タ ー は ま た 、 転 写 終 了 の た め に 必 要 な 配 列
、 お よ び 転 写 領 域 に お け る 転 写 の た め の リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 を 含 む こ と が で き る 。 他 の 発
現 調 節 制 御 要 素 と し て は 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル と 同 様 に 、 開 始 お よ び 停 止 コ ド ン が 含
ま れ る 。 当 業 者 に は 、 発 現 ベ ク タ ー に 有 用 な 多 数 の 調 節 配 列 が 既 知 で あ る と 思 わ れ る 。 こ
の よ う な 調 節 配 列 は 、 例 え ば 、 サ ム ブ ル ッ ク （ Sambrook） ら 、 「 分 子 ク ロ ー ニ ン グ ： 実 験
マ ニ ュ ア ル （ Molecular Cloning: A Laboratory Manual） 」 、 第 2版 、 Cold Spring Harbo
r Laboratory Press、 Cold Spring Harbor、 NY、 (1989) に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
様 々 な 発 現 ベ ク タ ー を 、 核 酸 分 子 の 発 現 に 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な ベ ク タ ー に は
、 染 色 体 、 エ ピ ソ ー ム 、 お よ び ウ イ ル ス 由 来 の ベ ク タ ー が 含 ま れ 、 こ れ ら は 例 え ば 、 細 菌
プ ラ ス ミ ド 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 酵 母 エ ピ ソ ー ム 、 人 工 酵 母 染 色 体 を 含 む 酵 母 染 色 体 要
素 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 、 SV40の よ う な パ ポ バ ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ
ル ス 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス 、 お よ び レ ト ロ ウ イ ル ス の よ う な ウ イ ル ス
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由 来 の ベ ク タ ー で あ る 。 ベ ク タ ー は ま た 、 こ れ ら の 起 源 の 組 み 合 わ せ か ら 得 る こ と が で き
、 例 え ば 、 コ ス ミ ド と フ ァ ー ジ ミ ド の よ う な プ ラ ス ミ ド と バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の 遺 伝 子 要
素 か ら 得 る こ と が で き る 。 原 核 お よ び 真 核 生 物 の 宿 主 細 胞 の た め の 適 切 な ク ロ ー ニ ン グ ベ
ク タ ー お よ び 発 現 ベ ク タ ー は 、 サ ム ブ ル ッ ク （ Sambrook） ら 、 「 分 子 ク ロ ー ニ ン グ ： 実 験
マ ニ ュ ア ル （ Molecular Cloning: A Laboratory Manual） 」 、 第 2版 、 Cold Spring Harbo
r Laboratory Press、 Cold Spring Harbor、 NY、 (1989) に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
調 節 配 列 は 、 1つ も し く は 複 数 の 宿 主 細 胞 の 構 成 的 な 発 現 （ す な わ ち 組 織 特 異 性 ） ま た は
、 温 度 、 養 分 添 加 、 ま た は ホ ル モ ン も し く は 他 の リ ガ ン ド の よ う な 外 因 性 因 子 に よ る 1つ
も し く は 複 数 の 細 胞 タ イ プ で の 誘 導 性 の 発 現 を 提 供 す る も の で あ る 。 原 核 お よ び 真 核 生 物
の 宿 主 細 胞 に お い て 構 成 的 お よ び 誘 導 的 に 発 現 す る 種 々 の ベ ク タ ー は 、 当 業 者 に 周 知 で あ
る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
核 酸 分 子 を 、 周 知 の 方 法 に よ っ て ベ ク タ ー 核 酸 内 に 導 入 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 最 終
的 に 発 現 す る DNA配 列 は 、 1つ ま た は 複 数 の 制 限 酵 素 に よ り DNA配 列 と 発 現 ベ ク タ ー と が 開
裂 し 、 断 片 が 互 い に ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て 、 発 現 べ ク タ ー と 結 合 さ れ る 。 制 限
酵 素 の 消 化 お よ び ラ イ ゲ ー シ ョ ン の 手 順 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
適 切 な 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー は 、 公 知 の 技 術 を 用 い て 、 増 殖 ま た は 発 現 の た め に 適 切 な
宿 主 細 胞 内 へ 導 入 す る こ と が で き る 。 細 菌 細 胞 に は 、 大 腸 菌 （ E. coli） 、 放 線 菌 （ Strep
tomyces） 、 お よ び ネ ズ ミ チ フ ス 菌 （ Salmonella typhimurium） が 含 ま れ る が 、 こ れ に 限
定 さ れ る も の で は な い 。 真 核 生 物 細 胞 に は 、 酵 母 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ Drosophila） の よ
う な 昆 虫 細 胞 、 COSお よ び CHO細 胞 の よ う な 動 物 細 胞 、 な ら び に 植 物 細 胞 が 含 ま れ る が 、 こ
れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
本 明 細 書 に 記 載 の よ う に 、 融 合 タ ン パ ク 質 と し て の ペ プ チ ド の 発 現 が 望 ま し い と 考 え ら れ
る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は ペ プ チ ド の 産 生 を 可 能 に す る 融 合 ベ ク タ ー を 提 供 す る も の で あ
る 。 融 合 ベ ク タ ー は 組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 お よ び 組 換 え タ ン パ ク 質 の 溶 解 性 を 向 上 さ せ
る こ と が で き 、 ま た 、 例 え ば 、 ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 の た め の リ ガ ン ド の 作 用 に よ っ て タ ン パ
ク 質 精 製 を 促 進 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 分 解 性 開 裂 部 位 は 、 融 合 部 分 と の 結 合 位 置
に 導 入 さ れ 、 こ の た め に 、 所 望 の ペ プ チ ド を 最 終 的 に 融 合 部 分 か ら 分 離 す る こ と が で き る
。 タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 は 、 フ ァ ク タ ー Xa、 ト ロ ン ビ ン 、 お よ び エ ン テ ロ ト ラ ン ス ポ ー タ ー
（ enterotransporter） を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 典 型 的 な 融 合 発 現 ベ ク タ ー と
し て は 、 グ ル タ チ オ ン -S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） 、 マ ル ト ー ス E結 合 タ ン パ ク 質 、 ま
た は タ ン パ ク 質 Aの そ れ ぞ れ を 、 標 的 組 換 え タ ン パ ク 質 に 融 合 し た 、 pGEX (Smithら 、 Gene
 67:31-40 (1988))、 pMAL (New England Biolabs、 Beverly、 MA)、 お よ び pRIT5 (Pharmac
ia、 Piscataway、 NJ) が 含 ま れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 好 適 な 誘 導 性 の 非
融 合 大 腸 菌 （ E. coli） 発 現 ベ ク タ ー の 例 と し て は 、 pTrc (Amannら 、 Gene 69:301-315 (1
988))、 お よ び pET 11d (Studierら 、 「 遺 伝 子 発 現 技 術 ： 酵 素 学 に お け る 方 法 （ Gene Expr
ession Technology: Methods in Enzymology） 」 、 185:60-89 (1990))が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
組 換 え タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 宿 主 細 胞 に お い て 、 組 換 え タ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 分 解 性 の
開 裂 欠 損 能 力 を 持 つ 遺 伝 的 背 景 を 提 供 す る こ と に よ っ て 、 宿 主 細 菌 に お い て 最 大 化 す る こ
と が で き る  (Gottesman, S.、 「 遺 伝 子 発 現 技 術 ： 酵 素 学 に お け る 方 法 （ Gene Expression
 Technology: Methods in Enzymology） 」 、 185、 Academic Press、 San Diego、 Californ
ia (1990) 119-128)。 あ る い は 、 対 象 と な る 核 酸 分 子 の 配 列 は 、 例 え ば 、 大 腸 菌 （ E. col
i） の よ う な 特 定 の 宿 主 細 胞 の た め に 優 先 的 に 使 用 さ れ る コ ド ン と な る よ う に 変 更 さ れ る
こ と が で き る  (Wadaら 、 Nucleic Acids Res. 20:2111-2118 (1992))。
【 ０ ２ ０ ７ 】
核 酸 分 子 は ま た 、 酵 母 に お い て 作 用 す る 発 現 ベ ク タ ー に よ り 発 現 さ れ る こ と も で き る 。 S.
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セ レ ビ シ エ （ S. cerevisiae） の よ う な 酵 母 中 で 発 現 す る ベ ク タ ー の 例 と し て は 、 pYepSec
1 (Baldariら 、 EMBO J. 6:229-234 (1987))、 pMFa (Kurjanら 、 Cell 30:933-943(1982))
、 pJRY88 (Schultzら 、 Gene 54:113-123 (1987))、 お よ び pYES2 (Invitrogen Corporatio
n、 San Diego、 CA) を 含 む 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
核 酸 分 子 は ま た 、 例 え ば 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 、 昆 虫 細 胞 内 で 発 現 さ
れ る こ と も で き る 。 培 養 昆 虫 細 胞 （ 例 え ば 、 Sf9細 胞 ） 中 の タ ン パ ク 質 の 発 現 に 利 用 さ れ
る バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 pAcシ リ ー ズ  (Smithら 、 Mol. Cell Biol. 3:2156-2165 
(1983)) お よ び pVLシ リ ー ズ  (Lucklowら 、 Virology 170:31-39 (1989))を 含 む 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
本 発 明 の あ る 態 様 に お い て は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 核 酸 分 子 は 、 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー を
用 い て 哺 乳 類 細 胞 内 で 発 現 さ れ る 。 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー の 例 と し て は 、 pCDM8 (Seed, B. 
Nature 329:840(1987))お よ び pMT2PC (Kaufmanら 、 EMBO J. 6:187-195 (1987)) を 含 む 。
【 ０ ２ １ ０ 】
本 明 細 書 に 列 記 さ れ て い る 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 核 酸 分 子 を 発 現 す る た め に 有 用 で あ り
、 当 業 者 が 利 用 可 能 な 周 知 の ベ ク タ ー の み が 例 示 さ れ て い る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 核 酸
分 子 の 維 持 増 殖 ま た は 発 現 に お い て 、 好 適 な 他 の ベ ク タ ー は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る と 思 わ
れ る 。 こ れ ら は 、 例 え ば 、 サ ム ブ ル ッ ク  J.（ Sambrook, J.） 、 フ リ ッ ツ  E.F.（ Fritsh, 
E. F.） ,お よ び マ ニ ア テ ィ ス  T.（ Maniatis, T.） 、 「 分 子 ク ロ ー ニ ン グ ： 実 験 マ ニ ュ ア
ル （ Molecular Cloning:　 A Laboratory Manual） 」 、 第 2版 、 Cold Spring Harbor Labor
atory、 Cold Spring Harbor Laboratory Press、 Cold Spring Harbor、 NY、 1989に 記 載 さ
れ て い る 。
【 ０ ２ １ １ 】
本 発 明 は ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 核 酸 配 列 が ベ ク タ ー 中 に 逆 方 向 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ
た ベ ク タ ー を 含 む も の で あ り 、 こ の ベ ク タ ー は 、 ア ン チ セ ン ス RNAの 転 写 を 可 能 に す る 調
節 配 列 と 機 能 的 に 結 合 さ れ る 。 こ の よ う に 、 ア ン チ セ ン ス 転 写 は 、 コ ー ド 領 域 お よ び 非 コ
ー ド 領 域 の 両 方 が 含 ま れ 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 核 酸 分 子 配 列 の 全 部 ま た は 一 部 を 産 生 す
る こ と が で き る 。 こ の ア ン チ セ ン ス RNAの 発 現 は 、 セ ン ス RNAの 発 現 （ 調 節 配 列 、 構 成 的 ま
た は 誘 導 性 の 発 現 、 組 織 特 異 的 発 現 ） に 関 し て 、 前 記 し た 各 パ ラ メ ー タ に 対 応 す る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
本 発 明 は ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る ベ ク タ ー を 含 む 組 換 え 宿 主 細 胞 に 関 連 す る も の で あ
る 。 し た が っ て 、 宿 主 細 胞 は 、 原 核 生 物 細 胞 、 酵 母 の よ う な 下 等 真 核 生 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞
の よ う な 他 の 真 核 生 物 細 胞 、 お よ び 哺 乳 類 細 胞 の よ う な 高 等 真 核 生 物 細 胞 を 含 む 。
【 ０ ２ １ ３ 】
組 換 え 宿 主 細 胞 は 、 当 業 者 が 容 易 に 利 用 可 能 な 技 術 に よ り 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る ベ ク タ
ー 構 築 物 を 細 胞 中 に 導 入 す る こ と に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら に は 、 リ ン 酸 カ ル
シ ウ ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 DEAEデ キ ス ト ラ ン 媒 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 陽 イ 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 、 ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン 、 イ ン フ
ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 お よ び サ ム ブ ル ッ ク （ Sambrook） ら 、 (「 分 子 ク ロ ー ニ
ン グ ： 実 験 マ ニ ュ ア ル （ Molecular Cloning: A Laboratory Manual） 」 、 第 2版 、 Cold Sp
ring Harbor Laboratory、 Cold Spring Harbor Laboratory Press、 Cold Spring Harbor
、 NY、 1989) に 記 載 さ れ る よ う な 他 の 技 術 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な
い 。
【 ０ ２ １ ４ 】
宿 主 細 胞 は 、 1つ ま た は 複 数 の ベ ク タ ー を 含 む こ と が で き る 。 こ の た め 、 異 な る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 が 、 同 じ 細 胞 の 異 な る ベ ク タ ー 中 に 導 入 さ れ る こ と が で き る 。 同 様 に 、 核 酸 分 子
は 、 単 独 で 、 ま た は 発 現 ベ ク タ ー の ト ラ ン ス 作 用 性 因 子 を 提 供 し て い る よ う な 関 連 の な い
他 の 核 酸 分 子 と 共 に 導 入 さ れ る こ と が で き る 。 1つ ま た は 複 数 の ベ ク タ ー が 細 胞 内 に 導 入
さ れ る 場 合 、 ベ ク タ ー は 単 独 で 導 入 さ れ る か 、 共 に 導 入 さ れ る か 、 ま た は 核 酸 分 子 ベ ク タ
ー に 結 合 し て 導 入 さ れ る こ と が で き る 。
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【 ０ ２ １ ５ 】
バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ お よ び ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 場 合 、 こ れ ら は イ ン フ ェ ク シ ョ ン お よ び ト
ラ ン ス ダ ク シ ョ ン の 標 準 的 な 操 作 に よ り 、 封 入 ま た は カ プ セ ル 化 さ れ た ウ イ ル ス と し て 細
胞 内 に 導 入 さ れ る こ と が で き る 。 ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 複 製 可 能 、 ま た は 複 製 欠 陥 で あ り
得 る 。 ウ イ ル ス の 複 製 に 欠 陥 が あ る 場 合 、 複 製 は 欠 陥 を 相 補 す る 機 能 が 提 供 さ れ る 宿 主 細
胞 内 で 起 こ り 得 る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
ベ ク タ ー は 一 般 に 、 組 換 え ベ ク タ ー の 構 築 物 を 含 む 細 胞 の 部 分 母 集 団 の 選 択 を 可 能 と す る
選 択 マ ー カ ー を 含 む 。 こ の マ ー カ ー は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 核 酸 分 子 を 含 む 同 一 の ベ ク
タ ー 内 か 、 ま た は 別 の ベ ク タ ー 中 に 含 ま れ る こ と が で き る 。 マ ー カ ー は 、 原 核 生 物 宿 主 細
胞 の た め の テ ト ラ サ イ ク リ ン ま た は ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 、 お よ び 真 核 生 物 宿 主 細 胞 の
た め の ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 ま た は ネ オ マ イ シ ン 耐 性 を 含 む 。 し か し な が ら 、 表 現 型 特 性
の 選 択 性 を 提 供 す る マ ー カ ー は い ず れ も 有 効 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
成 熟 タ ン パ ク 質 は 、 適 切 な 調 節 配 列 の 制 御 下 で 、 細 菌 、 酵 母 、 哺 乳 類 細 胞 、 お よ び 他 の 細
胞 で 産 生 さ れ る こ と が で き る が 、 無 細 胞 転 写 系 お よ び 翻 訳 系 も ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ
る DNA構 築 物 に 由 来 の RNAを 用 い 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 を 産 生 す る た め に 用 い る こ と が で き
る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
ペ プ チ ド の 分 泌 が 必 要 と さ れ る 場 合 、 輸 送 体 の よ う な タ ン パ ク 質 を 含 む 複 数 回 膜 貫 通 ド メ
イ ン で 達 成 す る こ と は 困 難 で あ り 、 適 切 な 分 泌 シ グ ナ ル が ベ ク タ ー 中 に 組 み 込 ま れ る 。 シ
グ ナ ル 配 列 は 、 こ れ ら の ペ プ チ ド に 対 し て 内 因 性 で あ る か 、 ま た は ペ プ チ ド に 対 し て 非 相
同 性 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
ペ プ チ ド が 培 地 中 に 分 泌 さ れ な い 場 合 、 典 型 的 に は 輸 送 体 の 場 合 、 タ ン パ ク 質 を 、 凍 結 融
解 、 超 音 波 処 理 、 機 械 的 破 壊 、 分 解 物 質 の 使 用 等 を 含 む 標 準 的 な 破 壊 操 作 に よ っ て 、 宿 主
細 胞 か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 ペ プ チ ド は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 、 酸 抽 出 、 ま た は 陰
イ オ ン も し く は 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 ホ ス ホ セ ル ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 疎
水 性 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 ヒ ド ロ キ シ ル ア パ タ イ
ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 レ ク チ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 、 ま た は 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 含
む 、 公 知 の 精 製 方 法 に よ っ て 、 回 収 お よ び 精 製 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る ペ プ チ ド の 組 換 え 産 生 に お い て は 宿 主 細 胞 に 依 存 し て お り 、
ペ プ チ ド は 細 胞 に 依 存 し て 種 々 の グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 持 ち 、 細 菌 内 で 産 生 さ れ る 場 合
に は グ リ コ シ ル 化 さ れ な い で あ ろ う こ と が 理 解 さ れ る 。 さ ら に 、 ペ プ チ ド は 、 宿 主 を 媒 介
す る 過 程 の 結 果 と し て 、 い く つ か の 場 合 で 最 初 に 修 飾 さ れ た メ チ オ ニ ン を 含 む も の で あ り
得 る 。
【 ０ ２ ２ １ 】

本 明 細 書 に 記 載 さ れ る ペ プ チ ド を 発 現 す る 組 換 え 宿 主 細 胞 に は 、 種 々 の 用 途 が あ る 。 ま ず
、 こ の 細 胞 は 、 所 望 の 量 の 輸 送 体 タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 を 産 生 す る た め 、 さ ら に 精 製 を 行
う こ と の で き る 輸 送 体 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 産 生 に 有 用 で あ る 。 こ の た め 、 発 現 ベ
ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 は 、 ペ プ チ ド の 産 生 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
宿 主 細 胞 は ま た 、 輸 送 体 タ ン パ ク 質 ま た は 輸 送 体 タ ン パ ク 質 断 片 に 関 連 し て い る 細 胞 系 の
ア ッ セ イ 法 、 例 え ば 上 記 し た も の お よ び 当 技 術 分 野 に 周 知 の 他 の 形 態 の も の の 実 施 に お い
て 有 用 で あ る 。 こ の た め 、 天 然 の 輸 送 体 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 組 換 え 宿 主 細 胞 は 、 輸 送 体
タ ン パ ク 質 機 能 を 刺 激 ま た は 阻 害 す る 化 合 物 の ア ッ セ イ に 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
宿 主 細 胞 は ま た 、 機 能 が 影 響 を 受 け る 輸 送 体 タ ン パ ク 質 変 異 体 を 同 定 す る た め に 有 用 で あ
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る 。 変 異 が 天 然 に 生 じ 病 理 を 引 き 起 こ す よ う な 場 合 、 突 然 変 異 を 含 む 宿 主 細 胞 は 、 天 然 の
輸 送 体 タ ン パ ク 質 の 効 果 を 示 さ ず に 、 輸 送 体 タ ン パ ク 質 変 異 体 に 望 ま し い 効 果 （ 例 え ば 、
機 能 を 刺 激 ま た は 阻 害 ） を 持 つ 化 合 物 の ア ッ セ イ に 有 用 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
遺 伝 的 に 操 作 さ れ た 宿 主 細 胞 は 、 さ ら に ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 産 生 す る た
め に 用 い る こ と が で き る 。 遺 伝 子 組 換 え 動 物 は 、 好 ま し く は 哺 乳 類 で あ り 、 例 え ば 、 こ の
動 物 の 1つ ま た は 複 数 の 細 胞 が 導 入 遺 伝 子 を 含 む ラ ッ ト ま た は マ ウ ス の よ う な 齧 歯 類 動 物
で あ る 。 導 入 遺 伝 子 は 発 達 中 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 細 胞 の ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ 、 1
つ ま た は 複 数 の 細 胞 型 ま た は 組 織 に お い て 、 成 熟 し た 動 物 の ゲ ノ ム 中 に 残 存 す る 外 因 性 の
DNAで あ る 。 こ れ ら の 動 物 は 、 輸 送 体 タ ン パ ク 質 の 機 能 の 研 究 、 な ら び に 輸 送 体 タ ン パ ク
質 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ の 同 定 お よ び 評 価 に 有 用 で あ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 他 の 例
と し て は 、 ヒ ト 以 外 の 霊 長 類 、 ヒ ツ ジ 、 イ ヌ 、 ウ シ 、 ヤ ギ 、 ニ ワ ト リ 、 お よ び 両 生 類 が 含
ま れ る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 例 え ば 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 感 染 に
よ っ て 、 受 精 卵 母 細 胞 の 雄 性 前 核 内 に 核 酸 を 導 入 し 、 卵 母 細 胞 を 偽 妊 娠 性 の 雌 性 育 成 動 物
中 で 発 達 さ せ る こ と に よ り 作 製 さ れ る 。 任 意 の 輸 送 体 タ ン パ ク 質 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 マ
ウ ス の よ う な ヒ ト 以 外 の 動 物 の ゲ ノ ム 中 に 導 入 遺 伝 子 と し て 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
発 現 ベ ク タ ー に 有 用 な 調 節 配 列 ま た は 他 の 配 列 は 、 い ず れ も 導 入 遺 伝 子 配 列 の 一 部 分 を 形
成 す る こ と が で き る 。 こ れ に は 、 既 に 含 ま れ な い 場 合 、 イ ン ト ロ ン 配 列 お よ び ポ リ ア デ ニ
ル 化 シ グ ナ ル が 含 ま れ る 。 組 織 特 異 性 調 節 配 列 は 、 特 定 の 細 胞 に 対 し 輸 送 体 タ ン パ ク 質 が
直 接 発 現 す る た め に 、 導 入 遺 伝 子 に 機 能 的 に 結 合 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
胚 操 作 お よ び マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン を 通 し て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 産 生 す る 方
法 、 特 に マ ウ ス の よ う な 動 物 を 用 い る 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 一 般 化 さ れ て お り 、 例
え ば 、 リ ー ダ ー （ Leder） ら の 米 国 特 許 第 4,736,866号 お よ び 同 第 4,870,009号 、 ワ グ ナ ー
（ Wagner） ら の 米 国 特 許 第 4,873,191号 、 お よ び ホ ー ガ ン  B.（ Hogan, B.） 、 「 マ ウ ス 胚
の 操 作 （ Manipulating the Mouse Embryo） 」 、 (Cold Spring Harbor Laboratory Press
、 Cold Spring Harbor、 N.Y.、 1986) に 記 載 さ れ て い る 。 同 様 の 方 法 が 、 他 の ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 動 物 の 産 生 の た め に 用 い ら れ て い る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 創 始 動 物 を 、 ゲ ノ ム 中
の 導 入 遺 伝 子 の 存 在 お よ び /ま た は 動 物 の 組 織 も し く は 細 胞 内 で の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク mRN
Aの 発 現 に 基 づ い て 確 認 す る こ と が で き る 。 そ の 後 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 創 始 動 物 を 、 さ
ら に 導 入 遺 伝 子 を 有 す る 動 物 を 繋 殖 さ せ る た め に 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 、 導 入 遺 伝
子 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 、 さ ら に 他 の 導 入 遺 伝 子 を 有 す る 他 の ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク 動 物 と 交 配 す る こ と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は ま た 、 動 物 全 体 ま た は 動
物 の 組 織 が 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 相 同 的 な 組 換 え 宿 主 細 胞 を 用 い て 作 製 さ れ た 動 物 を 含 む
。
【 ０ ２ ２ ８ 】
他 の 態 様 で は 、 ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 導 入 遺 伝 子 の 調 節 さ れ た 発 現 を 行
う 選 択 シ ス テ ム を 含 む も の と し て 産 生 さ れ る こ と が で き る 。 こ の よ う な シ ス テ ム の 1つ の
例 は 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ P1の cre/loxPリ コ ン ビ ナ ー ゼ シ ス テ ム で あ る 。 cre/loxPリ コ ン
ビ ナ ー ゼ シ ス テ ム に つ い て の 記 載 は 、 例 え ば 、 ラ ク ソ （ Lakso） ら 、  PNAS 89:6232-6236 
(1992) 参 照 。 リ コ ン ビ ナ ー ゼ シ ス テ ム の も う 一 つ の 例 は 、 S.セ レ ビ シ エ （ S. cerevisiae
） の FLPリ コ ン ビ ナ ー ゼ シ ス テ ム で あ る  (O'Gormanら 、 Science 251:1351-1355 (1991)。 c
re/loxPリ コ ン ビ ナ ー ゼ シ ス テ ム が 導 入 遺 伝 子 の 発 現 の 調 節 に 用 い ら れ る 場 合 は 、 動 物 に
お い て 、 creリ コ ン ビ ナ ー ゼ お よ び 選 択 さ れ た タ ン パ ク 質 の 両 者 を コ ー ド す る 導 入 遺 伝 子
が 含 ま れ て い る こ と が 必 要 で あ る 。 こ の よ う な 動 物 は 、 例 え ば 、 一 方 は 選 択 さ れ た タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る 導 入 遺 伝 子 を 持 ち 、 他 方 は リ コ ン ビ ナ ー ゼ を コ ー ド す る 導 入 遺 伝 子 を 持
っ た 2つ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 交 配 さ せ る こ と に よ り 、 「 二 重 」 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
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ク 動 物 を 作 製 す る こ と に よ っ て 提 供 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
本 明 細 書 に 記 載 さ れ る ヒ ト 以 外 の 遺 伝 子 組 換 え 動 物 の ク ロ ー ン は ま た 、 ウ ィ ル ム ト  I.（ W
ilmut, I.） ら 、 Nature 385:810-813 (1997)お よ び 国 際 公 開 公 報 第 97/07668号 お よ び 国 際
公 開 公 報 第 97/07669号 に 記 載 さ れ る 方 法 に 従 っ て 産 生 さ れ る こ と が で き る 。 簡 単 に 述 べ る
と 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら の 細 胞 、 例 え ば 体 細 胞 を 単 離 し 、 増 殖 周 期 か ら 出 て G 0 期
に 入 る よ う に 誘 導 す る こ と が で き る 。 静 止 細 胞 を 、 例 え ば 電 気 パ ル ス の 使 用 に よ っ て 、 静
止 細 胞 を 単 離 し た 動 物 と 同 種 の 動 物 の 除 核 し た 卵 母 細 胞 と 融 合 す る こ と が で き る 。 再 構 成
さ れ た 卵 母 細 胞 は 、 桑 実 胚 ま た は 胚 盤 胞 に 発 達 す る よ う 培 養 さ れ 、 そ の 後 、 偽 妊 娠 性 の 雌
性 育 成 動 物 中 に 移 さ れ る 。 こ の 雌 性 育 成 動 物 か ら 誕 生 す る 子 孫 は 、 細 胞 、 例 え ば 体 細 胞 を
単 離 し た 動 物 の ク ロ ー ン と な る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
本 明 細 書 に 記 載 さ れ る ペ プ チ ド を 発 現 す る 組 換 え 細 胞 を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、
イ ン ビ ボ の 環 境 で 、 本 明 細 書 に 記 載 し た よ う な ア ッ セ イ を 行 う た め に 有 用 で あ る 。 し た が
っ て 、 イ ン ビ ボ に 存 在 し 、 リ ガ ン ド 結 合 、 輸 送 体 タ ン パ ク 質 活 性 化 、 シ グ ナ ル 伝 達 に 影 響
を 与 え う る 各 種 の 生 理 学 的 因 子 は 、 イ ン ビ ト ロ の 無 細 胞 ま た は 細 胞 系 の ア ッ セ イ 法 で は 明
ら か に な ら な い 可 能 性 が あ る 。 し た が っ て 、 こ れ ら は 、 リ ガ ン ド 相 互 作 用 、 輸 送 体 タ ン パ
ク 質 機 能 お よ び リ ガ ン ド 相 互 作 用 に 対 す る 特 定 の 変 異 輸 送 体 タ ン パ ク 質 の 影 響 、 な ら び に
キ メ ラ 輸 送 体 タ ン パ ク 質 の 影 響 を 含 む 、 イ ン ビ ボ で の 輸 送 体 タ ン パ ク 質 機 能 を ア ッ セ イ す
る た め の 、 ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 提 供 す る た め に 有 用 で あ る 。 ま た 、 実 質
的 に ま た は 完 全 に 1つ ま た は 複 数 の 輸 送 体 タ ン パ ク 質 機 能 を 除 去 す る 突 然 変 異 で あ る 、 ヌ
ル 変 異 の 影 響 を 評 価 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
本 明 細 書 に お い て 、 上 記 の 全 て の 刊 行 物 お よ び 特 許 は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ
る 。 本 発 明 に 記 載 さ れ た 方 法 お よ び シ ス テ ム の 各 種 修 正 お よ び 変 形 は 、 本 発 明 の 範 囲 お よ
び 趣 旨 か ら 逸 脱 し な い 限 り 、 当 業 者 に お い て 明 ら か な も の で あ る と 思 わ れ る 。 本 発 明 は 、
特 定 の 好 ま し い 態 様 に 関 連 し て 記 述 さ れ て い る が 、 特 許 請 求 の 範 囲 に 記 載 さ れ た 発 明 は 、
こ の よ う な 特 定 の 態 様 に 不 当 に 限 定 さ れ な い と 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 実 際 に 、 本 発 明 を
実 施 す る た め の 上 記 方 法 の 各 種 変 形 は 、 分 子 生 物 学 ま た は 関 連 す る 分 野 の 業 者 に お い て 明
ら か で あ り 、 こ の よ う な も の も 特 許 請 求 の 範 囲 に 含 ま れ る こ と が 意 図 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ３ ２ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の 輸 送 体 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る cDNA分 子 お よ び 転 写 配 列 の の ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 提 供 す る 。 加 え て 、 こ の 分 子 配 列 に 基 づ い て 本 発 明 の 具 体 的 な 用 途 を 容 易 に 決 定
す る こ と を 可 能 に す る 、 ATG開 始 コ ド ン 、 停 止 コ ド ン 、 お よ び 組 織 分 布 な ど の 入 手 可 能 な
構 造 お よ び 機 能 情 報 も 提 供 す る 。 図 1に 提 供 し た 実 験 デ ー タ は 、 卵 巣 （ 腺 癌 組 織 ） 、 子 宮
（ 平 滑 筋 肉 腫 組 織 ） 、 頸 部 、 腎 臓 、 腎 臓 癌 組 織 （ 副 腎 腫 ） 、 胚 中 心 B細 胞 、 結 腸 、 お よ び
乳 児 脳 で の 発 現 を 示 す 。
【 図 ２ 】 本 発 明 の 輸 送 体 の 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 提 供 す る 。 加 え て 、 こ の 分 子 配 列 に
基 づ い て 本 発 明 の 具 体 的 な 用 途 を 容 易 に 決 定 す る こ と を 可 能 に す る 、 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ
ー 、 機 能 、 お よ び 修 飾 部 位 な ど の 入 手 可 能 な 構 造 お よ び 機 能 情 報 も 提 供 す る 。
【 図 ３ 】 本 発 明 の 輸 送 体 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 全 域 に わ た る ゲ ノ ム 配 列 を 提 供
す る 。 加 え て 、 こ の 分 子 配 列 に 基 づ い て 本 発 明 の 具 体 的 な 用 途 を 容 易 に 決 定 す る こ と を 可
能 に す る 、 イ ン ト ロ ン /エ キ ソ ン 構 造 、 プ ロ モ ー タ ー 位 置 な ど の 入 手 可 能 な 構 造 お よ び 機
能 情 報 も 提 供 す る 。 図 3に 示 す よ う に 、 挿 入 /欠 失 変 異 体 （ 「 イ ン デ ル 」 ） を 含 む SNPが 、 4
2個 の 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 位 置 で 同 定 さ れ た 。
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【 図 １ Ａ 】 【 図 １ Ｂ 】

【 図 １ Ｃ 】 【 図 ２ Ａ 】
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【 図 ２ Ｂ 】 【 図 ２ Ｃ 】

【 図 ２ Ｄ 】 【 図 ３ Ａ 】
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【 図 ３ Ｂ 】 【 図 ３ Ｃ 】

【 図 ３ Ｄ 】 【 図 ３ Ｅ 】
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【 図 ３ Ｆ 】 【 図 ３ Ｇ 】

【 図 ３ Ｈ 】 【 図 ３ Ｉ 】
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【 図 ３ Ｊ 】 【 図 ３ Ｋ 】

【 図 ３ Ｌ 】 【 図 ３ Ｍ 】
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【 図 ３ Ｎ 】 【 図 ３ Ｏ 】

【 図 ３ Ｐ 】 【 図 ３ Ｑ 】
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【 図 ３ Ｒ 】 【 図 ３ Ｓ 】

【 図 ３ Ｔ 】 【 図 ３ Ｕ 】
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【 図 ３ Ｖ 】 【 図 ３ Ｗ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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