
(57)【要約】

本発明は、糖尿病を予防、治療、および診断するための

方法および組成物を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 糖 尿 病 ま た は 前 糖 尿 病 の 個 体 を 治 療 す る た め の 薬 剤 を 同 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 以
下 の 工 程 を 含 む 方 法 ：
　 （ i） 配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :4、 配 列 番 号 :6、 ま た は 配 列 番 号 :9を コ ー ド す る 核 酸 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 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を
含 む 溶 液 と 薬 剤 を 接 触 さ せ る 工 程 ；
　 （ ii） ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 も し く は 活 性 を 減 少 さ せ る 薬 剤 ま た は 該 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合
す る 薬 剤 を 選 択 す る 工 程 ； お よ び
　 （ iii） 選 択 さ れ た 薬 剤 を 、 細 胞 中 で の イ ン ス リ ン 感 受 性 を 調 節 す る 能 力 に つ い て 試 験
し 、 そ れ に よ っ て 細 胞 中 で の イ ン ス リ ン 感 受 性 を 調 節 す る こ と が で き る 薬 剤 を 同 定 す る 工
程 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 減 少 さ せ る 薬 剤 を 選 択 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 減 少 さ せ る 薬 剤 を 選 択 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 薬 剤 を 選 択 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 接 触 さ せ る 工 程 が イ ン ビ ト ロ で 実 行 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 試 験 す る 工 程 が 、 動 物 に 薬 剤 を 投 与 す る 工 程 、 お よ び イ ン ス リ ン 感 受 性 の 調 節 に つ い て
動 物 を 試 験 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 動 物 が 投 与 の 前 に イ ン ス リ ン 抵 抗 性 を 示 す 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 試 験 す る 工 程 が 、 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 を 薬 剤 と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び イ ン ス
リ ン 感 受 性 の 調 節 に つ い て 細 胞 を 試 験 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 試 験 す る 工 程 が 、 薬 剤 と 接 触 さ せ て い な い 細 胞 と 比 較 し て 、 細 胞 中 の グ ル コ ー ス の 取 り
込 み を 増 加 さ せ る 薬 剤 を 選 択 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 試 験 す る 工 程 が 、 薬 剤 と 接 触 さ せ て い な い 細 胞 と 比 較 し て 、 細 胞 中 の GLUT4移 行 を 増 加
さ せ る 薬 剤 を 選 択 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 細 胞 が 脂 肪 細 胞 、 心 臓 細 胞 、 ま た は 骨 格 筋 細 胞 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 細 胞 が ヒ ト 細 胞 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 が 配 列 番 号 :2を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 が 配 列 番 号 :4を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 が 配 列 番 号 :6を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 が 配 列 番 号 :9を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 薬 剤 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ９ 】
　 薬 剤 が ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 試 験 す る 工 程 が 細 胞 の グ ル コ ー ス の 取 り 込 み を 試 験 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 試 験 す る 工 程 が 細 胞 中 の GLUT4移 行 を 試 験 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 請 求 項 1記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た 薬 剤 の 治 療 的 有 効 量 を 動 物 に 投 与 す る 工 程 を 含
む 、 糖 尿 病 ま た は 前 糖 尿 病 の 動 物 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 薬 剤 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 薬 剤 が ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 動 物 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 配 列 番 号 :2に 特 異 的 に 結 合 す る 薬 剤 の 治 療 的 有 効 量 を 動 物 に 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 糖 尿
病 ま た は 前 糖 尿 病 の 動 物 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 薬 剤 が ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 薬 剤 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 薬 剤 が ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 動 物 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 配 列 番 号 :2を コ ー ド す る 核 酸 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 に
よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 、 個 体 か ら の 試 料 中 で 検 出 す る 工 程 を 含 む 、
糖 尿 病 ま た は 前 糖 尿 病 の 個 体 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、
　 痩 せ た 人 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル 、 ま た は 個 体 か ら の 以 前 の 試 料 に お け る ポ リ ペ
プ チ ド の レ ベ ル と 比 較 し て 、 試 料 中 の ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル が 増 加 す れ ば 、 個 体 が 糖 尿 病
ま た は 前 糖 尿 病 で あ る こ と を 示 す 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 個 体 が 2型 糖 尿 病 を 有 す る 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 個 体 が 前 糖 尿 病 で あ る 、 請 求 項 27記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 試 料 が 血 液 試 料 、 尿 試 料 、 ま た は 組 織 試 料 で あ る 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 検 出 す る 工 程 が 、 試 料 を ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 に 接 触 さ せ る 工 程 を 含 む
、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 配 列 番 号 :2を コ ー ド す る 核 酸 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の レ ベ ル を 、 個 体 か ら の 試 料 中 で 検 出 す る 工 程 を 含 む 、 2型 糖 尿 病 を 有 す る か
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、 ま た は 前 糖 尿 病 で あ る 個 体 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、
　 痩 せ た 人 に お け る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の レ ベ ル 、 ま た は 個 体 か ら の 以 前 の 試 料 の ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド の レ ベ ル と 比 較 し て 、 試 料 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の レ ベ ル が 増 加 す れ ば 、 個 体 が
糖 尿 病 ま た は 前 糖 尿 病 で あ る こ と を 示 す 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 検 出 す る 段 階 が 、 配 列 番 号 :2を コ ー ド す る 核 酸 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る mRNAを 定 量 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 mRNAが 逆 転 写 さ れ 、 か つ ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 で 増 幅 さ れ る 、 請 求 項 39記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 試 料 が 血 液 試 料 、 尿 試 料 、 ま た は 組 織 試 料 で あ る 、 請 求 項 38記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 351～ 379位
　 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 388～ 416位
　 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 40～ 84位
　 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 90～ 153位 ； お よ び /ま た は
　 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 216～ 281位
を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 配 列 番 号 :2を 含 む 、 請 求 項 42記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 配 列 番 号 :1で あ る 、 請 求 項 42記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 請 求 項 42記 載 の 核 酸 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 異 種 プ ロ モ ー タ ー を 含 む 発 現 カ セ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 請 求 項 42記 載 の 核 酸 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 ヒ ト 細 胞 で あ る 、 請 求 項 46記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 細 菌 で あ る 、 請 求 項 46記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 351～ 379位
　 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 388～ 416位
　 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 40～ 84位
　 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 90～ 153位 ； お よ び /ま た は
　 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 216～ 281位
を 含 む 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 配 列 番 号 :2を 含 む 、 請 求 項 49記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 異 種 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た プ ロ モ ー タ ー を 含 む 発 現 カ セ ッ ト で あ っ
て 、 プ ロ モ ー タ ー が 配 列 番 号 :10ま た は 配 列 番 号 :11を 含 む 、 発 現 カ セ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 請 求 項 51記 載 の 発 現 カ セ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 産 物 で あ る 、 請 求 項 51記 載 の 発 現 カ セ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 請 求 項 51記 載 の 発 現 カ セ ッ ト を 含 む 細 胞 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 異 種 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た プ ロ モ ー タ ー を 含 む 発 現 カ セ ッ ト を 導 入
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す る 工 程 を 含 む 、 筋 肉 細 胞 中 で ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 す る 方 法 で あ っ て 、 プ ロ モ ー タ ー
が 配 列 番 号 :10ま た は 配 列 番 号 :11を 含 む 、 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
関 連 出 願 の 相 互 参 照
　 本 願 は 、 2002年 6月 13日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願 番 号 60/388716号 （ こ れ は す べ て の
目 的 の た め に 参 照 と し て 組 み 入 れ ら れ る ） に 対 す る 優 先 権 の 利 益 を 主 張 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 糖 尿 病 を 予 防 、 治 療 、 お よ び 診 断 す る た め の 方 法 お よ び 組 成 物 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
発 明 の 背 景
　 タ ン パ ク 質 分 解 は 、 タ ン パ ク 質 の 機 能 お よ び 運 命 を 調 節 す る た め に 細 胞 が 利 用 す る 遍 在
性 の メ カ ニ ズ ム で あ る 。 従 っ て 、 同 定 さ れ た プ ロ テ ア ー ゼ の 数 は 多 い 。 プ ロ テ ア ー ゼ が 広
範 な 生 理 学 的 プ ロ セ ス に お い て 果 た す 機 能 に つ い て の 認 識 は 大 き く な り つ つ あ る 。 プ ロ テ
ア ー ゼ は 、 組 織 損 傷 お よ び 感 染 に 対 し て 保 護 す る 防 御 メ カ ニ ズ ム に お い て 役 割 を 果 た す こ
と （ 例 え ば 、 血 液 凝 固 の タ ン パ ク 質 分 解 性 カ ス ケ ー ド 、 フ ィ ブ リ ン 溶 解 、 お よ び 補 体 系 ）
、 プ ロ ホ ル モ ン お よ び チ モ ー ゲ ン の タ ン パ ク 質 分 解 性 活 性 化 を 通 し て 調 節 エ レ メ ン ト と し
て 作 用 す る こ と 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 破 壊 を 誘 導 す る こ と 、 組 織 の タ ー ン オ ー バ ー お よ
び 再 組 織 化 を 制 御 す る こ と 、 な ら び に 、 リ ソ ソ ー ム に お い て タ ン パ ク 質 分 解 を 可 能 に す る
こ と が 見 い 出 さ れ て き た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 プ ロ テ ア ー ゼ は 、 タ ン パ ク 質 基 質 お よ び ペ プ チ ド 基 質 に お い て ペ プ チ ド 結 合 の 触 媒 的 切
断 の 一 般 的 メ カ ニ ズ ム を 共 有 す る 加 水 分 解 酵 素 で あ る 。 プ ロ テ ア ー ゼ は 4つ の 主 要 な グ ル
ー プ に 分 類 さ れ る ： セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 、 シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 プ ロ
テ ア ー ゼ 、 お よ び メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ で あ る 。 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ の 例 に は 、 ト リ プ シ ン
、 キ モ ト リ プ シ ン 、 エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ 、 血 清 補 体 、 血 清 凝 固 因 子 が 挙 げ ら れ る （ Vindigni
、 Combinatorial & High Throughput Screening, 2139 (1999)） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ は 2つ の ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー に グ ル ー プ 化 さ れ 得 る ： イ ン タ ー
ロ イ キ ン 1β 転 換 酵 素 （ ICE） に 関 連 す る 酵 素 の フ ァ ミ リ ー お よ び パ パ イ ン ス ー パ ー フ ァ ミ
リ ー で あ る 。 ICEは 炎 症 お よ び プ ロ グ ラ ム さ れ た 細 胞 死 に お い て 役 割 を 果 た す 。 パ パ イ ン
フ ァ ミ リ ー の シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ は 、 大 部 分 リ ソ ソ ー ム に 局 在 し 、 シ ス テ イ ン カ テ プ
シ ン を 含 む 。 こ れ ら の 酵 素 は 、 大 部 分 、 リ ソ ソ ー ム に 侵 入 す る エ ン ド サ イ ト ー シ ス さ れ た
タ ン パ ク 質 お よ び 内 因 性 タ ン パ ク 質 の 末 端 の 消 化 の た め の メ デ ィ エ ー タ ー と 見 な さ れ て き
た （ Chapmanら 、 Annu. Rev. Physiol., 59:63 (1997); McGrath, Annu. Rev. Biophys. B
iolmol. Struct., 28:181 (1999); Buhlingら 、 Cellular Peptidases in Immune Functio
n and Diseases（ Langnerお よ び Ansorge編 ） 241-254頁 ; Turkら 、 EMBO. J., 20:4629 (20
01)） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ア ス パ ラ ギ ン 酸 プ ロ テ ア ー ゼ に は 、 カ テ プ シ ン D、 ガ ス ト リ シ ン 、 ペ プ シ ン 、 お よ び レ
ニ ン が 挙 げ ら れ る 。 結 合 組 織 再 構 築 に は 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 分 解 、 お よ び し ば し ば 再
合 成 が 含 ま れ る 。 ECMの 修 飾 は 、 創 傷 治 癒 、 血 管 形 成 、 排 卵 、 胚 形 成 、 お よ び 成 長 板 再 構
築 を 含 む 多 く の 生 物 学 的 事 象 の 重 要 な 構 成 要 素 で あ る 。 ECMは 、 コ ラ ー ゲ ン 、 ゼ ラ チ ン 、
エ ラ ス チ ン 、 プ ロ テ オ グ リ カ ン 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 、 ラ ミ ニ ン 、 お よ び 種 々 の タ ン パ ク 質
か ら な り 、 そ の 結 果 、 い く つ か の プ ロ テ ア ー ゼ が そ れ を 分 解 す る た め に 必 要 と さ れ る 。 こ
の よ う な 酵 素 の 最 も 顕 著 な グ ル ー プ は マ ト リ ッ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ （ MMP） で あ り 、
こ れ に は コ ラ ゲ ナ ー ゼ 、 ゼ ラ チ ナ ー ゼ 、 ス ト ロ メ ラ イ シ ン 、 お よ び マ ト リ リ シ ン が 含 ま れ
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る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 生 理 学 的 な 観 点 か ら 必 要 で あ る の に 加 え て 、 プ ロ テ ア ー ゼ は 、 周 囲 の 細 胞 環 境 に 対 し て
潜 在 的 に 危 険 で あ り 、 そ れ ゆ え に 、 そ れ ら の 活 性 は そ れ ぞ れ の 細 胞 ま た は 組 織 に よ っ て 正
確 に 制 御 さ れ な く て は な ら な い 。 プ ロ テ ア ー ゼ の 制 御 は 、 通 常 、 プ ロ -プ ロ テ ア ー ゼ の 発
現 ま た は 分 泌 ま た は 活 性 の 調 節 に よ っ て 、 成 熟 酵 素 の 分 解 に よ っ て 、 お よ び そ れ ら の タ ン
パ ク 質 分 解 活 性 の 阻 害 に よ っ て 達 成 さ れ る 。 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 物 質 は 、 小 さ な も の か ら そ
れ ら の 標 的 酵 素 よ り も は る か に 大 き い 、 巨 大 な 高 分 子 構 造 ま で の サ イ ズ の 範 囲 で あ る 、 多
く の 異 な る 構 造 を 取 る 。 非 常 に 広 い 特 異 性 を 有 す る α 2-マ ク ロ グ ロ ブ リ ン を 除 い て 、 プ ロ
テ ア ー ゼ 阻 害 物 質 は 、 そ れ ら が 阻 害 す る プ ロ テ ア ー ゼ の 型 に 非 常 に 特 異 的 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 少 な く と も 4つ の 別 個 の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 物 質 の フ ァ ミ リ ー が 哺 乳 動 物 に お い て
知 ら れ て い る ： セ ル ピ ン 型 、 Kazal型 、 Kunitz型 、 お よ び ロ イ コ -プ ロ テ ア ー ゼ 型 で あ る （
Otlewskiら 、 Acta Biochem. Polonica, 46:531 (1999)） 。 多 く の セ ル ピ ン は セ リ ン プ ロ
テ ア ー ゼ に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 血 清 タ ン パ ク 質 で あ り 、 そ の 触 媒 活 性 は 血 液 凝 固 お よ び
フ ィ ブ リ ン 溶 解 の よ う な プ ロ セ ス を 制 御 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 Kunitz型 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 物 質 は 、 通 常 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 阻 害 ド メ イ ン を 有 す る
低 分 子 量 タ ン パ ク 質 で あ り 、 凝 血 に お け る よ う な タ ン パ ク 質 分 解 反 応 の カ ス ケ ー ド を 制 御
す る 必 要 性 が 存 在 す る 場 合 に 特 に 重 要 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 Kazal阻 害 物 質 は 、 Kunitz型 フ ァ ミ リ ー と 酷 似 し て 、 3つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 維
持 さ れ た そ れ ら の 構 造 を 用 い て 機 能 す る 。 最 も 広 く 研 究 さ れ て い る Kazalフ ァ ミ リ ー メ ン
バ ー は オ バ ム コ イ ド で あ り 、 こ れ は 、 6つ ま で の Kazal型 ド メ イ ン を 含 む ト リ 卵 白 プ ロ テ ア
ー ゼ 阻 害 物 質 で あ り 、 ト リ プ シ ン 、 キ モ ト リ プ シ ン 、 エ ラ ス タ ー ゼ 、 お よ び ス ブ チ リ シ ン
を 阻 害 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ロ イ コ プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 物 質 は 一 般 的 に 低 分 子 量 で あ り 、 各 々 が 4つ の 保 存 性 ジ ス ル フ
ィ ド を 含 む 2つ の 阻 害 性 ド メ イ ン か ら な る 。 ロ イ コ プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 物 質 は 、 ほ ぼ 確 実 に
、 肺 に お い て 好 中 球 か ら 放 出 さ れ る エ ラ ス タ ー ゼ を 含 む 粘 膜 表 面 を 損 傷 さ せ 得 る プ ロ テ ア
ー ゼ の 活 性 を 制 御 す る た め に 働 く 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ の 阻 害 物 質 は 、 大 部 分 2つ の フ ァ ミ リ ー ： シ ス タ チ ン お よ び キ
ニ ノ ー ゲ ン に グ ル ー プ 化 さ れ 得 る 。 シ ス タ チ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー は 2つ の 別 個 の フ ァ ミ
リ ー に グ ル ー プ 化 さ れ 得 る 。 第 1の フ ァ ミ リ ー で あ る ス テ フ ィ ン は 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 お
よ び 炭 水 化 物 を 欠 く タ ン パ ク 質 で あ る 。 ス テ フ ィ ン に は 、 シ ス タ チ ン Aお よ び シ ス タ チ ン B
が 含 ま れ る 。 第 2の フ ァ ミ リ ー は 2つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 し 、 シ ス タ チ ン C、 シ ス タ チ
ン D、 シ ス タ チ ン S、 シ ス タ チ ン SN、 シ ス タ チ ン SA、 お よ び サ ル コ シ ス タ チ ン Aを 含 む 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 キ ニ ノ ー ゲ ン は 血 漿 糖 タ ン パ ク 質 で あ り 、 9個 ま で の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 す る 。 シ ス
タ チ ン は 、 植 物 酵 素 パ パ イ ン 、 パ パ イ ヤ プ ロ テ ア ー ゼ III、 お よ び 哺 乳 動 物 酵 素 ジ ペ プ チ
ジ ル ペ プ チ ダ ー ゼ I（ カ テ プ シ ン C） 、 な ら び に リ ソ ソ ー ム の カ テ プ シ ン B、 カ テ プ シ ン H、
お よ び カ テ プ シ ン Lの よ う な シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ の 活 性 を 阻 害 す る 。 MMPの 不 活 性 化 を
も た ら す 主 要 な メ カ ニ ズ ム は 、 2つ の ク ラ ス の 阻 害 物 質 、 α 2-マ ク ロ グ ロ ブ リ ン ま た は メ
タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ の 組 織 阻 害 物 質 （ TIMP） へ の 結 合 を 通 し て で あ る （ Robertsら 、 Critica
l Rev. Euk. Gene Exp., 5:385 (1995)） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 す べ て の 公 知 の プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 物 質 は 、 立 体 障 害 を 通 し て プ ロ テ ア ー ゼ 触 媒 中 心 へ の
基 質 の 接 近 を 妨 害 す る 。 プ ロ テ イ ン 阻 害 物 質 と 標 的 プ ロ テ ア ー ゼ と の 間 の こ の 相 互 作 用 を
媒 介 す る ド メ イ ン が 記 載 さ れ て い る 。 多 く の 場 合 に お い て 、 特 異 的 阻 害 物 質 フ ァ ミ リ ー の
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す べ て の メ ン バ ー は 、 同 じ ク ラ ス の 標 的 プ ロ テ ア ー ゼ に 対 し て 指 向 さ れ る 。 ほ ん の わ ず か
の み の プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 物 質 が 、 異 な る ク ラ ス か ら の プ ロ テ ア ー ゼ に 対 し て 同 時 に 働 く 二
重 活 性 を 示 す 。 1つ の 例 は 、 規 範 的 な 基 質 様 様 式 で セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ の 活 性 部 位 に 結 合
す る こ と が 見 い 出 さ れ て い る KAZALド メ イ ン で あ る 。 プ ロ ト タ イ プ KAZAL阻 害 物 質 は 、 す べ
て の 動 物 に お い て 存 在 す る よ う で あ る 膵 臓 分 泌 性 ト リ プ シ ン 阻 害 物 質 で あ る 。 KAZAL阻 害
物 質 は 3つ の ジ ス ル フ ィ ド に よ っ て 維 持 さ れ る そ れ ら の 構 造 を 用 い て 機 能 す る 。 サ イ ロ グ
ロ ブ リ ン -1反 復 は 種 々 の 異 な る 機 能 の タ ン パ ク 質 に お い て 見 い 出 さ れ る 。 こ の 反 復 は 、 タ
ン パ ク 質 分 解 性 の 分 解 の 制 御 に 関 与 す る と 考 え ら れ て い る （ Guncarら 、 EMBO J., 18, 793
-803 (1999)） 。 こ の ド メ イ ン は 通 常 6つ の 保 存 性 シ ス テ イ ン を 含 む 。 こ れ ら は 、 3つ の ジ
ス ル フ ィ ド 架 橋 を 形 成 す る 。 サ イ ロ グ ロ ブ リ ン -1反 復 ド メ イ ン は 、 プ ロ テ ア ー ゼ に 結 合 し
か つ こ れ を 阻 害 す る こ と を 通 し て IGFBP-4の 分 解 を 阻 害 す る こ と に よ っ て IGFの 増 殖 刺 激 効
果 を 阻 害 す る 大 き な タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー を 表 す IGFBP中 に も 見 い 出 さ れ る （ Fowlkesら
、 Endocrinol., 138:2280 (1997)） 。 Kunitz型 阻 害 ド メ イ ン は 、 3つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合
を 形 成 す る 6つ の シ ス テ イ ン 残 基 の 保 存 性 配 置 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 糖 尿 病 は 2つ の 臨 床 的 な 症 候 群 で あ る 、 1型 糖 尿 病 お よ び 2型 糖 尿 病 に 分 け ら れ 得 る 。 1型
す な わ ち イ ン ス リ ン 依 存 性 糖 尿 病 （ IDDM） は 、 イ ン ス リ ン を 産 生 す る 膵 臓 の ラ ン ゲ ル ハ ン
ス 島 に お け る β 細 胞 の 広 範 な 喪 失 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 慢 性 自 己 免 疫 疾 患 で あ る 。 こ れ
ら の 細 胞 が 進 行 性 に 破 壊 さ れ る に つ れ て 、 分 泌 さ れ る イ ン ス リ ン の 量 が 減 少 し 、 分 泌 さ れ
る イ ン ス リ ン の 量 が 正 常 血 糖 （ 正 常 な 血 液 グ ル コ ー ス レ ベ ル ） の た め に 必 要 と さ れ る レ ベ
ル よ り 下 に 下 が っ た 場 合 に 、 最 終 的 に 高 血 糖 （ 異 常 に 高 い レ ベ ル の 血 液 中 グ ル コ ー ス ） を
も た ら す 。 こ の 免 疫 応 答 の た め の 正 確 な ト リ ガ ー は 未 知 で あ る が 、 IDDMの 患 者 は 膵 臓 β 細
胞 に お い て 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 に 対 す る 高 レ ベ ル の 抗 体 を 有 す る 。 し か し 、 こ れ ら の 高
レ ベ ル の 抗 体 を 有 す る す べ て の 患 者 が IDDMを 発 症 す る わ け で は な い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 2型 糖 尿 病 （ 非 イ ン ス リ ン 依 存 性 糖 尿 病 （ NIDDM） と も い わ れ る ） は 、 筋 肉 細 胞 、 脂 肪 細
胞 、 お よ び 肝 細 胞 が イ ン ス リ ン に 対 し て 正 常 に 応 答 す る こ と に 失 敗 す る 場 合 に 発 症 す る 。
こ の 応 答 す る こ と の 失 敗 （ イ ン ス リ ン 抵 抗 性 と 呼 ば れ る ） は 、 こ れ ら の 細 胞 上 の イ ン ス リ
ン レ セ プ タ ー の 数 の 減 少 、 ま た は 細 胞 内 で の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 機 能 不 全 、 あ る い は こ れ
ら の 両 方 に 起 因 し 得 る 。 こ の β 細 胞 は 、 初 期 に イ ン ス リ ン ア ウ ト プ ッ ト の 増 加 に よ る こ の
イ ン ス リ ン 抵 抗 性 を 補 償 す る 。 長 期 間 に わ た り 、 こ れ ら の 細 胞 は 正 常 な グ ル コ ー ス レ ベ ル
を 維 持 す る た め の 十 分 な イ ン ス リ ン を 産 生 す る こ と が で き な く な り 、 こ の こ と は 2型 糖 尿
病 へ の 進 行 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 2型 糖 尿 病 は 、 遺 伝 的 な リ ス ク 要 因 お よ び 後 天 的 な リ ス ク 要 因 （ 高 脂 肪 食 、 運 動 不 足 、
お よ び 加 齢 を 含 む ） の 組 み 合 わ せ に よ っ て 生 じ る 。 全 世 界 規 模 で 、 2型 糖 尿 病 は 蔓 延 し て
お り 、 肥 満 お よ び 座 り が ち の ラ イ フ ス タ イ ル の 増 加 、 西 洋 風 の 食 習 慣 の 広 範 囲 な 採 用 、 な
ら び に 多 く の 国 に お け る 人 口 の 一 般 的 な 高 齢 化 に よ っ て 後 押 し さ れ て い る 。 1985年 に お い
て 、 全 世 界 で 3000万 人 が 糖 尿 病 で あ っ た と 見 積 も ら れ た --2000年 ま で に 、 こ の 数 字 は 5倍
増 加 し 、 1億 5400万 人 ま で と 見 積 も ら れ た 。 糖 尿 病 を 有 す る ヒ ト の 数 は 現 在 か ら 2025年 ま
で の 間 に 2倍 の 約 3億 人 ま で に な る と 予 測 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 2型 糖 尿 病 は グ ル コ ー ス 代 謝 お よ び 脂 質 代 謝 の 欠 損 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 複 雑 な 疾 患
で あ る 。 代 表 的 に は 、 絶 食 血 漿 グ ル コ ー ス レ ベ ル 、 脂 肪 酸 レ ベ ル 、 お よ び ト リ グ リ セ リ ド
レ ベ ル の 増 加 、 な ら び に HDL/LDL比 の 減 少 を 含 む 多 く の 代 謝 的 パ ラ メ ー タ ー の 変 動 が 存 在
す る 。 上 記 に 議 論 し た よ う に 、 根 底 に あ る 糖 尿 病 の 主 要 な 原 因 の 1つ は 末 梢 組 織 （ 主 に 筋
肉 お よ び 脂 肪 ） に お け る イ ン ス リ ン 抵 抗 性 の 増 加 で あ る と 考 え ら れ て い る 。 本 発 明 は こ の
問 題 お よ び 他 の 問 題 に 取 り 組 む 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ９ 】
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発 明 の 要 旨
　 本 発 明 は 、 平 滑 筋 結 合 タ ン パ ク 質 -2（ SMAP-2） に 関 連 す る 組 成 物 お よ び 方 法 を 提 供 す る
。 例 え ば 、 本 発 明 は 、 糖 尿 病 ま た は 前 糖 尿 病 の 個 体 を 治 療 す る た め の 薬 剤 を 同 定 す る た め
の 方 法 を 提 供 す る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は 以 下 の 工 程 を 含 む ： （ i）
配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :4、 配 列 番 号 :6、 ま た は 配 列 番 号 :9を コ ー ド す る 核 酸 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 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 溶 液
と 薬 剤 を 接 触 さ せ る 工 程 ； （ ii） 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 も し く は 活 性 を 減 少 さ せ る 薬 剤
ま た は 上 記 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 薬 剤 を 選 択 す る 工 程 ； お よ び （ iii） 細 胞 中 で の イ ン
ス リ ン 感 受 性 を 調 節 す る 能 力 に つ い て 該 選 択 さ れ た 薬 剤 を 試 験 し 、 そ れ に よ っ て 細 胞 中 で
の イ ン ス リ ン 感 受 性 を 調 節 す る こ と が で き る 薬 剤 を 同 定 す る 工 程 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 減 少 さ せ る 薬 剤 を 選
択 す る 工 程 を 含 む 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 減
少 さ せ る 薬 剤 を 選 択 す る 工 程 を 含 む 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 ポ リ ペ
プ チ ド に 結 合 す る 薬 剤 を 選 択 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 接 触 さ せ る 工 程 は イ ン ビ ト ロ で 実 行 さ れ る 。 い く つ か の
実 施 態 様 に お い て 、 試 験 す る 工 程 は 、 動 物 に 薬 剤 を 投 与 す る 工 程 、 お よ び イ ン ス リ ン 感 受
性 の 調 節 に つ い て 上 記 動 物 を 試 験 す る 工 程 を 含 む 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 動 物 は
投 与 の 前 に イ ン ス リ ン 抵 抗 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 試 験 す る 工 程 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 を 薬 剤 と
接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び イ ン ス リ ン 感 受 性 の 調 節 に つ い て 上 記 細 胞 を 試 験 す る 工 程 を 含 む
。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 試 験 す る 工 程 は 、 薬 剤 に 接 触 さ れ て い な い 細 胞 と 比 較 し
て 、 細 胞 中 で グ ル コ ー ス の 取 り 込 み を 増 加 さ せ る 薬 剤 を 選 択 す る 工 程 を 含 む 。 い く つ か の
実 施 態 様 に お い て 、 試 験 す る 工 程 は 、 薬 剤 に 接 触 さ れ て い な い 細 胞 と 比 較 し て 、 細 胞 中 で
GLUT4移 行 を 増 加 さ せ る 薬 剤 を 選 択 さ せ る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 細 胞 は 脂 肪 細 胞 、 心 臓 細 胞 、 ま た は 骨 格 筋 細 胞 で あ る 。
い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 細 胞 は ヒ ト 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 :2を 含 む 。 い く つ か の 実 施 態 様
に お い て 、 ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 :4を 含 む 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 配
列 は 配 列 番 号 :6を 含 む 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 :9を 含 む
。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 薬 剤 は 抗 体 で あ る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 抗 体
は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 薬 剤 は ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 試 験 す る 工 程 は 細 胞 の グ ル コ ー ス の 取 り 込 み を 試 験 す る
工 程 を 含 む 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 試 験 す る 工 程 は 細 胞 中 の GLUT4移 行 を 試 験 す
る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 糖 尿 病 ま た は 前 糖 尿 病 の 動 物 を 治 療 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 い く つ
か の 実 施 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 以 下 の 工 程 に よ っ て 同 定 さ れ る 薬 剤 の 治 療 的 有 効 量
を 動 物 に 投 与 す る 工 程 を 含 む ： （ i） 配 列 番 号 :2を コ ー ド す る 核 酸 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 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 溶 液 と 薬 剤 を
接 触 さ せ る 工 程 ； （ ii） 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 も し く は 活 性 を 減 少 さ せ る 薬 剤 ま た は 上
記 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 薬 剤 を 選 択 す る 工 程 ； お よ び （ iii） 細 胞 中 で の イ ン ス リ ン 感
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受 性 を 調 節 す る 能 力 に つ い て 上 記 選 択 さ れ た 薬 剤 を 試 験 す る 工 程 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 薬 剤 は 抗 体 で あ る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 抗 体
は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 薬 剤 は ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド で あ る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 動 物 は ヒ ト で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 配 列 番 号 :2に 特 異 的 に 結 合 す る 薬 剤 の 治 療
的 有 効 量 を 動 物 に 投 与 す る 工 程 を 含 む 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 薬 剤 は ポ リ ペ プ チ
ド で あ る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 薬 剤 は 抗 体 で あ る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い
て 、 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 動 物 は ヒ ト で あ る
。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 薬 剤 は ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 糖 尿 病 ま た は 前 糖 尿 病 の 個 体 を 診 断 す る 方 法 を 提 供 す る 。 い く つ か の 実
施 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 配 列 番 号 :2を コ ー ド す る 核 酸 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 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 個 体 か ら の 試 料
中 で 検 出 す る 工 程 を 包 含 し 、 こ こ で 、 痩 せ た 人 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル ま た は 上 記
個 体 か ら の 以 前 の 試 料 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル と 比 較 し て 、 試 料 中 の ポ リ ペ プ チ ド
の レ ベ ル の 増 加 は 、 上 記 個 体 が 糖 尿 病 ま た は 前 糖 尿 病 で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 個 体 は 2型 糖 尿 病 を 有 す る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い
て 、 個 体 は 前 糖 尿 病 で あ る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 試 料 は 血 液 試 料 、 尿 試 料 、 ま
た は 組 織 試 料 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 検 出 す る 工 程 は 、 試 料 を ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す
る 抗 体 に 接 触 さ せ る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 配 列 番 号 :2を コ ー ド す る 核 酸 に ス ト リ ン ジ
ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 個 体 か ら の 試 料 中 で 検 出 す
る 工 程 を 包 含 し 、 こ こ で 、 痩 せ た 人 に お け る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の レ ベ ル ま た は 上 記 個 体 か
ら の 以 前 の 試 料 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の レ ベ ル と 比 較 し て 、 試 料 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の レ
ベ ル の 増 加 は 、 上 記 個 体 が 糖 尿 病 ま た は 前 糖 尿 病 で あ る こ と を 示 す 。 い く つ か の 実 施 態 様
に お い て 、 検 出 す る 段 階 は 、 配 列 番 号 :2を コ ー ド す る 核 酸 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る mRNAを 定 量 す る 工 程 を 含 む 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 mRNAは 逆
転 写 さ れ 、 か つ ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 に お い て 増 幅 さ れ る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て
、 試 料 は 血 液 試 料 、 尿 試 料 、 ま た は 組 織 試 料 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 は ま た 、 1つ ま た は 2つ の EFカ ル シ ウ ム 結 合 ハ ン ド （ 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 351～ 3
79位 お よ び 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 388～ 416位 ） 、 Kazalド メ イ ン （ 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 4
0～ 84位 ） 、 お よ び /ま た は 2つ の サ イ ロ グ ロ ブ リ ン -1反 復 ド メ イ ン （ 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ
酸 90～ 153位 お よ び 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 216～ 281位 ） を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 単 離 さ れ た 核 酸 を 提 供 す る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 こ の
ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 :2に 示 さ れ る よ う な ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に
お い て 、 こ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 配 列 番 号 :1で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 :2に 示 さ れ る よ う な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 含 む 核 酸 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 異 種 プ ロ モ ー タ ー を 含 む 発 現 カ セ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 配 列 番 号 :2に 示 さ れ る よ う な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド を 含 む 核 酸 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 宿 主 細 胞 を 提 供 す る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い
て 、 こ の 宿 主 細 胞 は ヒ ト 細 胞 で あ る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 こ の 宿 主 細 胞 は 細 菌
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で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 1つ ま た は 2つ の EFカ ル シ ウ ム 結 合 ハ ン ド （ 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 351～ 3
79位 お よ び 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 388～ 416位 ） 、 Kazalド メ イ ン （ 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 4
0～ 84位 ） 、 お よ び /ま た は 2つ の サ イ ロ グ ロ ブ リ ン -1反 復 ド メ イ ン （ 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ
酸 90～ 153位 お よ び 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 216～ 281位 ） を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を
提 供 す る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 :2を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 異 種 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た プ ロ モ ー タ ー を 含 む 発 現
カ セ ッ ト を 提 供 し 、 こ こ で 、 上 記 プ ロ モ ー タ ー は 配 列 番 号 :10ま た は 配 列 番 号 :11を 含 む 。
い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 こ の 発 現 カ セ ッ ト は ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 含 む 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド は レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 産 物
で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 異 種 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た プ ロ モ ー タ ー を 含 む 発 現
カ セ ッ ト を 含 む 細 胞 を 提 供 し 、 こ こ で 、 上 記 プ ロ モ ー タ ー は 配 列 番 号 :10ま た は 配 列 番 号 :
11を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 筋 肉 細 胞 中 で ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 す る 方 法 を 提 供 す る 。 い く つ か の
実 施 態 様 に お い て 、 こ の 方 法 は 、 異 種 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た プ ロ モ ー
タ ー を 含 む 発 現 カ セ ッ ト を 導 入 す る 工 程 を 包 含 し 、 こ こ で 、 上 記 プ ロ モ ー タ ー は 、 配 列 番
号 :10ま た は 配 列 番 号 :11を 含 む 。
【 ０ ０ ４ １ 】
定 義
　 「 イ ン ス リ ン 感 受 性 」 と は 、 細 胞 に お け る グ ル コ ー ス の 取 り 込 み に 対 す る イ ン ス リ ン の
効 果 を い う 。 感 受 性 は 、 生 物 体 レ ベ ル 、 組 織 レ ベ ル 、 ま た は 細 胞 レ ベ ル で 決 定 さ れ 得 る 。
例 え ば 、 グ ル コ ー ス 抵 抗 性 試 験 後 の 血 液 ま た は 尿 の グ ル コ ー ス レ ベ ル は イ ン ス リ ン 感 受 性
を 示 す 。 イ ン ス リ ン 感 受 性 を 測 定 す る 他 の 方 法 に は 、 例 え ば 、 グ ル コ ー ス の 取 り 込 み の 測
定 （ 例 え ば 、 Garcia de Herreros, A.お よ び Birnbaum, M.J.、  J. Biol. Chem., 264, 19
994-19999 (1989); Klip, A.、 Li, G.、 お よ び Logan, W.J.、 Am. J. Physiol. 247, E291
-296 (1984)を 参 照 さ れ た い ） 、 組 織 （ 例 え ば 骨 格 筋 ） へ の グ ル コ ー ス 注 入 速 度 （ GINF）
の 測 定 （ 例 え ば 、 Ludvikら 、 J. Clin. Invest. 100:2354 (1997); Friasら 、 Diabates Ca
re 23:64, (2000)を 参 照 さ れ た い ） 、 お よ び イ ン ス リ ン に 応 答 し た GLUT4移 行 （ 例 え ば 、
本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る よ う な も の ） の 感 受 性 の 測 定 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 「 糖 尿 病 に 対 す る 素 因 」 と は 、 人 が 糖 尿 病 を 発 症 す る 高 い リ ス ク が あ る 場 合 に そ の 人 に
存 在 す る 。 多 く の リ ス ク 要 因 が 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 こ れ ら に は 、 遺 伝 的 要 因 （ 例 え ば
、 平 均 的 な 集 団 に お け る よ り も 糖 尿 病 の 高 い 発 症 を 生 じ る 対 立 遺 伝 子 を 有 す る こ と 、 ま た
は 糖 尿 病 の 親 も し く は 兄 弟 を 持 っ て い る こ と ） ； 太 り す ぎ （ 例 え ば 、 肥 満 度 指 数 （ BMI）
が 25kg/m 2 以 上 ） ； 習 慣 性 肉 体 的 不 活 発 ； 人 種 /民 族 性 （ 例 え ば 、 ア フ リ カ 系 ア メ リ カ 人 、
ヒ ス パ ニ ッ ク 系 ア メ リ カ 人 、 ネ イ テ ィ ブ ア メ リ カ ン 、 ア ジ ア 系 ア メ リ カ 人 、 太 平 洋 信 託 統
治 諸 島 の 住 民 ） ； 以 前 に 同 定 さ れ た 、 絶 食 グ ル コ ー ス 障 害 ま た は グ ル コ ー ス 耐 性 の 障 害 ；
高 血 圧 （ 例 え ば 、 成 人 に お い て 140/90mmHg以 上 ） ； 35mg/dl以 上 の HDLコ レ ス テ ロ ー ル ； 25
0mg/dl以 上 の ト リ グ リ セ リ ド レ ベ ル ； 妊 娠 糖 尿 病 も し く は 9ポ ン ド を 超 え る 新 生 児 の 出 産
； お よ び /ま た は 多 嚢 胞 性 卵 巣 症 候 群 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 「 Report of the Expert Comm
ittee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus」 お よ び 「 Screenin
g for Diabetes」 Diabetes Care 25(1): S5-S24 (2002)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 「 痩 せ た 個 体 」 は 、 患 者 か ら の 試 料 と 比 較 す る た め に 使 用 さ れ る 場 合 、 110mg/dl未 満 の
絶 食 血 液 グ ル コ ー ス レ ベ ル ま た は 140mg/dlの 2時 間 PGの 読 み 取 り を 有 す る 成 人 を い う 。 「
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絶 食 」 と は 少 な く と も 8時 間 カ ロ リ ー 摂 取 が な い こ と を い う 。 「 2時 間 PG」 は 、 患 者 を 水 に
溶 解 し た 75gの 無 水 グ ル コ ー ス の 当 量 を 含 む グ ル コ ー ス 負 荷 に チ ャ レ ン ジ し た 後 の 、 血 液
グ ル コ ー ス の レ ベ ル を い う 。 全 体 の 試 験 は 、 一 般 的 に は 、 経 口 グ ル コ ー ス 耐 性 試 験 （ OGTT
） と い わ れ る 。 例 え ば 、 Diabete Care、 補 遺 2002、  American Diabetes Association: Cl
inical Practice Recommendations 2002を 参 照 さ れ た い 。 痩 せ た 個 体 に お け る ポ リ ペ プ チ
ド の レ ベ ル は 、 単 一 の 個 体 か ら の 読 み 取 り で あ り 得 る が 、 代 表 的 に は 、 痩 せ た 個 体 の 群 か
ら の 統 計 的 な 関 連 し た 平 均 値 で あ る 。 痩 せ た 個 体 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル は 、 例 え
ば 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム に お け る 値 と し て 表 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 「 前 糖 尿 病 個 体 」 と は 、 患 者 か ら の 試 料 と 比 較 し て 使 用 さ れ る 場 合 、 110mg/dlよ り 上 で
あ る が 126mg/dl未 満 で あ る 絶 食 血 液 グ ル コ ー ス レ ベ ル 、 ま た は 140mg/dlよ り 上 で あ る が 20
0mg/dl未 満 で あ る 2時 間 PGの 読 み 取 り を 有 す る 成 体 を い う 。 「 糖 尿 病 個 体 」 と は 、 患 者 か
ら の 試 料 と 比 較 し て 使 用 さ れ る 場 合 、 126mg/dlよ り 上 の 絶 食 血 液 グ ル コ ー ス レ ベ ル 、 ま た
は 200mg/dlよ り 上 の 2時 間 PGの 読 み 取 り を 有 す る 成 体 を い う 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 「 SMAP-2核 酸 」 ま た は 「 SMAP-2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 SMAP-2ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る 遺 伝 子 の サ ブ 配 列 ま た は 全 長 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る 。 本 発 明 の 典 型 的 な
SMAP-2核 酸 に は 、 配 列 番 号 :1、 3、 5、 7、 お よ び 8と 実 質 的 に 同 一 の 配 列 が 含 ま れ る 。 ヒ ト
SMAP-2を コ ー ド す る い く つ か の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 Genbankに 寄 託 さ れ て い る （ 例 え ば
、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AB014737お よ び AB014730） 。 SMAP-2の マ ウ ス オ ル ト ロ グ （ 分 泌 型 モ
ジ ュ ラ ー カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 -2（ Secreted Modular Calcium-Binding Protein-2）
（ SMOC-2） と 呼 ば れ る ） を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は AJ249901の ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号
で Genbankに 寄 託 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ヒ ト SMAP-2を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AB014730で Genbank
に 寄 託 さ れ て お り 、 21位 で 開 始 し 1361位 の 終 止 コ ド ン で 終 了 す る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ
レ ー ム を 有 す る 。 配 列 番 号 :3も ま た 参 照 さ れ た い 。 AB014730の ヌ ク レ オ チ ド 21～ 83は シ グ
ナ ル ペ プ チ ド を コ ー ド し 、 ヌ ク レ オ チ ド 138～ 272は Kazalド メ イ ン を コ ー ド し 、 ヌ ク レ オ
チ ド 288～ 479お よ び 666～ 863は 2つ の サ イ ロ グ ロ ブ リ ン -1反 復 ド メ イ ン を コ ー ド し 、 な ら
び に ヌ ク レ オ チ ド 1071～ 1157お よ び 1182～ 1268は 2つ の EFハ ン ド ド メ イ ン を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 「 SMAP-2ポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は 「 SMAP-2」 と は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 物 質 で あ り 、 か つ 配
列 番 号 :2、 配 列 番 号 :4、 配 列 番 号 :6、 お よ び 配 列 番 号 :9、 な ら び に 配 列 番 号 :7に よ っ て コ
ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的 に 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を い う 。
SMAP-2配 列 の 構 成 成 分 に は 、 例 え ば 、 搬 出 シ グ ナ ル 配 列 （ 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 1～ 21）
、 1つ ま た は 2つ の EFカ ル シ ウ ム 結 合 ハ ン ド （ 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 351～ 379お よ び ア ミ ノ
酸 388～ 416） （ Kawasaki, Hお よ び Kretsinger R.H. Protein Profile, 2, 297-490 (1995
); Kawasakiら 、 Biometals 11, 277-295 (1998)） 、 Kasalド メ イ ン （ 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ
酸 40～ 84） （ Luら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 98, 1410-1415 (2001)） 、 お よ び 2つ
の サ イ ロ グ ロ ブ リ ン -1反 復 ド メ イ ン （ 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 90～ 153お よ び ア ミ ノ 酸 216～
281） （ Molinaら 、 Eur. J. Biochem., 240:125-133 (1996); Fowlkesら 、 Endocrinol., 1
38:2280-2285 (1997)） が 含 ま れ 得 る 。 サ イ ロ グ ロ ブ リ ン -1反 復 ド メ イ ン の コ ン セ ン サ ス
配 列 は 配 列 類 似 性 サ ー チ に 由 来 し て い る 。 サ イ ロ グ ロ ブ リ ン -1反 復 ド メ イ ン は 2つ の 高 度
に 保 存 性 の モ チ ー フ 、 QCお よ び CWCVを 含 む 保 存 性 残 基 の 中 心 コ ア を 含 む こ と が 見 い だ さ れ
て い る （ Molinaら 、 Eur. J. Biochem. 240:125-133 (1996)） 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 「 SMAP-2活 性 」 と は 、 第 2の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る SMAP-2ポ リ ペ プ チ ド の 能 力 を い う
。 い く つ か の 場 合 に お い て 、 第 2の タ ン パ ク 質 は プ ロ テ ア ー ゼ で あ り 、 SMAP-2の プ ロ テ ア
ー ゼ へ の 結 合 は 、 そ の プ ロ テ ア ー ゼ の 活 性 を 阻 害 す る 。 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 、 お よ び そ れ ゆ
え に プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 阻 害 は 、 プ ロ テ ア ー ゼ の 存 在 下 で 時 間 の 経 過 と と も に 切 断 さ れ る
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プ ロ テ ア ー ゼ 基 質 の 量 を 決 定 す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ 得 る 。 阻 害 は 、 SMAP-2の 存 在 下 お
よ び 非 存 在 下 に お け る プ ロ テ ア ー ゼ の タ ン パ ク 質 切 断 活 性 を 決 定 す る こ と に よ っ て 測 定 さ
れ 得 る 。 し か し 、 SMAP-2活 性 は プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 に 限 定 さ れ な い 。 SMAP-2活 性 は 、 シ グ ナ
ル 伝 達 を 調 節 す る 他 の 型 の タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 含 み 得 る 。 例 え ば 、 プ ロ テ
ア ー ゼ 阻 害 以 外 の 方 法 に よ っ て シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 物 質 を 記 載 す る
、 Hoegyら 、 J. Biol. Chem. 276(5):3203-3214 (2001) を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 SMAP-2活 性 は ま た 、 SMAP-2の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 細 胞 の イ ン ス リ ン 感 受 性 を モ ニ タ
ー す る こ と に よ っ て 間 接 的 に 測 定 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 SMAP-2の 活 性 は 、 脂 肪 細 胞 の よ う な
細 胞 中 で SMAP-2を 発 現 さ せ る こ と 、 な ら び に GLUT4移 行 お よ び /ま た は グ ル コ ー ス の 取 り 込
み を モ ニ タ ー す る こ と に よ っ て 分 析 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 分 子 ま た は 他 の SMAP-2修 飾 物 質
を 用 い る 処 理 に 応 答 し た GLUT4移 行 の 変 化 は 、 SMAP-2活 性 の 変 化 の 測 定 を 提 供 す る 。 相 対
的 な SMAP-2活 性 は 、 脂 肪 細 胞 に お け る GLUT4移 行 お よ び /ま た は グ ル コ ー ス の 取 り 込 み の 阻
害 に 比 例 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 「 SMAP-2の ア ゴ ニ ス ト 」 と は 、 SMAP-2と 結 合 す る 、 SMAP-2の 活 性 ま た は 発 現 を 賦 活 す る
、 増 加 さ せ る 、 活 性 化 す る 、 促 進 さ せ る 、 増 強 す る 、 作 用 物 質 の こ と を 指 す 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 「 SMAP-2の ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 と は 、 SMAP-2と 結 合 す る 、 SMAP-2の 賦 活 を 部 分 的 も し く は
完 全 に 阻 止 す る 、 活 性 化 を 減 少 さ せ る 、 妨 げ る 、 遅 ら せ る 、 そ の 活 性 も し く は 発 現 を 不 活
性 化 す る 、 感 受 性 を 低 下 さ せ る 、 ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る 、 作 用 物 質 の こ と を 指 す
。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 「 抗 体 」 と は 、 分 析 物 （ 抗 原 ） と 特 異 的 に 結 合 し て そ れ を 認 識 す る 、 1つ ま た は 複 数 の
免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 に よ っ て 実 質 的 に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 断 片 の こ と
を 指 す 。 一 般 に 認 め ら れ て い る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 に は 、 κ 、 λ 、 α 、 γ 、 δ 、 ε お よ
び μ 定 常 領 域 遺 伝 子 の ほ か 、 極 め て 多 数 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 領 域 遺 伝 子 が 含 ま れ る 。 軽
鎖 は κ ま た は λ の い ず れ か に 分 類 さ れ る 。 重 鎖 は γ 、 μ 、 α 、 δ ま た は ε に 分 類 さ れ 、 こ
れ に よ っ て そ れ ぞ れ IgG、 IgM、 IgA、 IgDお よ び IgBと い う 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ク ラ ス が 規 定
さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 典 型 的 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ 抗 体 ） の 構 造 単 位 は 四 量 体 か ら 構 成 さ れ る 。 各 四 量 体 は 2つ
の 同 一 な ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 対 か ら 構 成 さ れ 、 そ れ ぞ れ の 対 は 1つ の 「 軽 鎖 」 （ 約 25kDa） お
よ び 1つ の 「 重 鎖 」 （ 約 50～ 70kDa） を 有 す る 。 各 鎖 の N末 端 に は 、 抗 原 認 識 を 主 に 担 う 約 1
00～ 110ア ミ ノ 酸 ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 か ら な る 可 変 領 域 が 定 め ら れ て い る 。 可 変 軽
鎖 （ VL） お よ び 可 変 重 鎖 （ VH） と い う 用 語 は そ れ ぞ れ 、 こ れ ら の 軽 鎖 お よ び 重 鎖 の こ と を
指 す 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 抗 体 は 、 例 え ば 、 完 全 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 ま た は 種 々 の ペ プ チ ダ ー ゼ に よ る 消 化 に よ っ
て 生 じ る 、 詳 細 に 特 徴 づ け ら れ て い る さ ま ざ ま な 断 片 と し て 存 在 す る 。 す な わ ち 、 例 え ば
ペ プ シ ン は 、 ヒ ン ジ 領 域 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 下 方 で 抗 体 を 切 断 し 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に
よ っ て VH-CH1と 連 結 し た 軽 鎖 で あ る Fabの 二 量 体 、 F(ab)'２ を 生 成 す る 。 ヒ ン ジ 領 域 の ジ
ス ル フ ィ ド 結 合 を 切 断 す る た め に F(ab)'２ を 穏 和 な 条 件 下 で 還 元 し 、 そ れ に よ っ て F(ab)'

２ 二 量 体 を Fab'単 量 体 に 変 換 す る こ と も で き る 。 Fab'単 量 体 は 本 質 的 に は ヒ ン ジ 領 域 の 一
部 を 伴 う Fabで あ る （ Paul（ 編 ） 「 Fundamental Immunology」 第 3版 、 Raven Press, NY (1
993)を 参 照 さ れ た い ） 。 さ ま ざ ま な 抗 体 断 片 が 完 全 抗 体 の 消 化 の 見 地 か ら 定 義 さ れ て い る
が 、 当 業 者 は 、 こ の よ う な 断 片 を 化 学 的 ま た は 組 換 え DNA法 を 用 い て デ ノ ボ 合 成 し う る こ
と を 理 解 す る と 考 え ら れ る 。 こ の た め 、 本 明 細 書 で 用 い る 抗 体 と い う 用 語 に は 、 抗 体 全 体
の 改 変 に よ っ て 生 じ る 抗 体 断 片 、 ま た は 組 換 え DNA法 を 用 い て デ ノ ボ 合 成 さ れ た も の （ 例
え ば 、 一 本 鎖 Fv） も 含 ま れ る 。
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【 ０ ０ ５ ５ 】
　 「 ペ プ チ ド 模 倣 物 （ peptidomimetic） 」 お よ び 「 模 倣 物 （ mimetic） 」 と い う 用 語 は 、
本 発 明 の SMAP-2ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ま た は SMAP-2ア ゴ ニ ス ト と 実 質 的 に 同 じ 構 造 的 お よ び 機
能 的 な 特 徴 を 有 す る 合 成 化 合 物 の こ と を 指 す 。 ペ プ チ ド 類 似 体 は 一 般 に 、 テ ン プ レ ー ト ペ
プ チ ド と 類 似 し た 特 性 を 備 え た 非 ペ プ チ ド 薬 と し て 製 薬 産 業 で 用 い ら れ て い る 。 こ の 種 の
非 ペ プ チ ド 化 合 物 は 「 ペ プ チ ド 模 倣 物 （ peptide mimetic） 」 ま た は 「 ペ プ チ ド 模 倣 物 （ p
eptidemimetic） 」 と 呼 ば れ る （ Fauchere, J. Adv. Drug Res. 15: 29 (1986)； Veberお
よ び Freidinger、 TINS p. 392 (1985)； お よ び Evansら 、 J. Med. Chem. 30: 1229 (1987)
、 こ れ ら は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） 。 治 療 的 に 有 用 な ペ プ チ ド と 構 造 的 に
類 似 し た ペ プ チ ド 模 倣 物 を 用 い る こ と で 、 同 等 ま た は 向 上 し た 治 療 効 果 ま た は 予 防 効 果 が
得 ら れ る 可 能 性 が あ る 。 一 般 に 、 ペ プ チ ド 模 倣 物 は 、 SMAP-2ポ リ ペ プ チ ド ア ン タ ゴ ニ ス ト
の よ う な 、 模 範 ポ リ ペ プ チ ド （ す な わ ち 、 生 物 活 性 ま た は 薬 理 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
） と 構 造 的 に 類 似 し て い る が 、 CH2NH-、 -CH2S、 -CH2-CH2-、 -CH=CH-（ シ ス お よ び ト ラ ン
ス ） 、 -COCH2-、 -CH(OH)CH2-お よ び CH2SO-な ど か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 連 鎖 に よ っ て 随
意 に 置 換 さ れ た 1つ ま た は 複 数 の ペ プ チ ド 連 鎖 を 有 す る 。 模 倣 物 は 合 成 性 で 非 天 然 性 の ア
ミ ノ 酸 類 似 体 か ら す べ て 構 成 さ れ て も よ く 、 ま た は 、 一 部 が 天 然 ペ プ チ ド ア ミ ノ 酸 で 一 部
が 非 天 然 性 の ア ミ ノ 酸 類 似 体 で あ る キ メ ラ 分 子 で あ っ て も よ い 。 模 倣 物 は ま た 、 天 然 ア ミ
ノ 酸 の 保 存 的 置 換 物 の 任 意 の 量 を 、 こ の よ う な 置 換 が 模 倣 物 の 構 造 お よ び /ま た は 活 性 を
実 質 的 に 変 化 さ せ な い 限 り 、 包 含 し う る 。 例 え ば 、 模 倣 物 組 成 物 は 、 そ れ が SMAP-2ま た は
SMAP-2ア ゴ ニ ス ト も し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 結 合 活 性 も し く は 他 の 活 性 を 達 成 す る こ と が
で き る な ら ば 、 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 「 遺 伝 子 」 と い う 用 語 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 産 生 に 関 与 す る DNAの セ グ メ ン ト の こ と を
意 味 す る ； こ れ に は 、 コ ー ド 領 域 （ リ ー ダ ー お よ び ト レ ー ラ ー ） の 前 お よ び 後 の 領 域 、 さ
ら に は 個 々 の コ ー ド セ グ メ ン ト （ エ ク ソ ン ） の 間 の 介 在 配 列 （ イ ン ト ロ ン ） も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 「 単 離 さ れ た 」 と い う 用 語 は 、 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 に 適 用 さ れ る 場 合 、 核 酸 ま た は タ
ン パ ク 質 が 、 天 然 の 状 態 で そ れ に 付 随 す る 他 の 細 胞 成 分 を 本 質 的 に 含 ま な い こ と を 表 す 。
こ れ は 均 一 な 状 態 に あ る こ と が 好 ま し い が 、 乾 燥 し て い て も 水 溶 液 中 に あ っ て も よ い 。 純
度 お よ び 均 一 性 は 通 常 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 ま た は 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー な ど の 分 析 化 学 の 技 術 を 用 い て 決 定 さ れ る 。 調 製 物 中 に 存 在 す る 最 も 多 数 を 占 め る 種
で あ る タ ン パ ク 質 は 、 実 質 的 に 精 製 さ れ て い る 。 特 に 、 単 離 さ れ た 遺 伝 子 は 、 そ の 遺 伝 子
に 隣 接 し て 目 的 の 遺 伝 子 以 外 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム か
ら 分 離 さ れ て い る 。 「 精 製 さ れ た 」 と い う 用 語 は 、 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 が 、 電 気 泳 動 ゲ
ル 中 に 本 質 的 に は 1つ の バ ン ド を 生 じ る こ と を 表 す 。 こ れ は 詳 細 に は 、 核 酸 ま た は タ ン パ
ク 質 の 純 度 が 、 少 な く と も 85％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 95％ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く
と も 99％ で あ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 「 核 酸 」 お よ び 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 交 換 可 能 に
使 用 さ れ る 。 用 語 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 の 使 用 に は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ す な わ ち 、 短 い
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） が 含 ま れ る 。 こ の 用 語 は ま た 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ ヌ ク
レ オ チ ド 、 お よ び 天 然 に 存 在 す る 改 変 体 を い い 、 ま た 、 合 成 核 酸 お よ び /ま た は 天 然 に は
存 在 し な い 核 酸 （ す な わ ち 、 核 酸 ア ナ ロ グ ま た は 修 飾 さ れ た バ ッ ク ボ ー ン 残 基 も し く は 連
結 を 含 む ） を い い 得 、 例 え ば 、 非 限 定 的 に 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ル ア ミ デ ー ト 、
メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 キ ラ ル -メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 2-O-メ チ ル リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 ペ プ
チ ド 核 酸 （ PNA） な ど の よ う な も の で あ る 。 別 に 指 示 し な い 限 り 、 個 々 の 核 酸 配 列 に は 、
明 示 的 に 指 定 さ れ た 配 列 の ほ か に 、 保 存 的 に 改 変 さ れ た そ の バ リ ア ン ト （ 例 え ば 、 縮 重 コ
ド ン 置 換 物 ） お よ び 相 補 的 配 列 が 暗 黙 的 に 含 ま れ る 。 詳 細 に は 、 縮 重 コ ド ン 置 換 は 、 1つ
ま た は 複 数 の 選 択 し た （ ま た は す べ て の ） コ ド ン の 第 3の 位 置 が 、 混 合 塩 基 お よ び /ま た は
デ オ キ シ イ ノ シ ン 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ た 配 列 を 生 じ さ せ る こ と に よ っ て 行 い う る （ Batz
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erら 、 Nucleic Acids Res. 19: 5081 (1991)； Ohtsukaら 、 J. Biol. Chem. 260: 2605-26
08 (1985)； お よ び Cassolら (1992)； Rossoliniら 、 Mol. Cell. Probes 8: 91-98 (1994)
） 。 核 酸 と い う 用 語 は 、 遺 伝 子 、 cDNA、 お よ び 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る mRNAと 互 換 的
に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 、 「 ペ プ チ ド 」 、 お よ び 「 タ ン パ ク 質 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 に お
い て 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の 重 合 体 を 指 す 目 的 で 互 換 的 に 用 い ら れ る 。 こ れ ら の 用 語 は 、 天 然 ア
ミ ノ 酸 重 合 体 お よ び 非 天 然 ア ミ ノ 酸 重 合 体 の ほ か 、 1つ ま た は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 対 応
す る 天 然 ア ミ ノ 酸 の 人 工 的 な 化 学 的 模 倣 物 で あ る ア ミ ノ 酸 重 合 体 に 対 し て も 適 用 さ れ る 。
本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 こ れ ら の 用 語 に は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 が 共 有 ペ プ チ ド 結 合 に よ っ て 連
結 さ れ た 、 完 全 長 タ ン パ ク 質 （ す な わ ち 、 抗 原 ） を 含 む 任 意 の 長 さ の ア ミ ノ 酸 鎖 が 含 ま れ
る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 「 ア ミ ノ 酸 」 と い う 用 語 は 、 天 然 ア ミ ノ 酸 お よ び 合 成 ア ミ ノ 酸 の ほ か 、 天 然 の ア ミ ノ 酸
と 類 似 し た 様 式 で 機 能 す る ア ミ ノ 酸 類 似 体 お よ び ア ミ ノ 酸 模 倣 物 の こ と も 指 す 。 天 然 の ア
ミ ノ 酸 と は 、 遺 伝 暗 号 に よ っ て コ ー ド さ れ る も の の ほ か 、 そ の 後 に 修 飾 さ れ た ア ミ ノ 酸 、
例 え ば ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 、 γ -カ ル ボ キ シ グ ル タ ミ ン 酸 お よ び O-ホ ス ホ セ リ ン な ど の の
こ と も い う 。 ア ミ ノ 酸 類 似 体 と は 、 天 然 の ア ミ ノ 酸 と 同 じ 基 本 的 な 化 学 構 造 を 有 す る 、 す
な わ ち 、 水 素 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 ア ミ ノ 基 お よ び R基 と 結 合 し た α 炭 素 を 有 す る 化 合 物 、
例 え ば 、 ホ モ セ リ ン 、 ノ ル ロ イ シ ン 、 メ チ オ ニ ン ス ル ホ キ シ ド 、 メ チ オ ニ ン メ チ ル ス ル ホ
ニ ウ ム の こ と を 指 す 。 こ の 種 の 類 似 体 は 、 改 変 さ れ た R基 （ 例 え ば 、 ノ ル ロ イ シ ン ） ま た
は 改 変 さ れ た ペ プ チ ド 骨 格 を 有 す る が 、 天 然 ア ミ ノ 酸 と 同 じ 基 本 的 な 化 学 構 造 を 保 持 し て
い る 。 「 ア ミ ノ 酸 模 倣 物 」 と は 、 ア ミ ノ 酸 の 一 般 的 な 化 学 構 造 と は 異 な る 構 造 を 有 す る も
の の 天 然 ア ミ ノ 酸 と 類 似 し た 様 式 で 機 能 す る 化 合 物 の こ と を 指 す 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 明 細 書 で は ア ミ ノ 酸 を 、 一 般 的 に 知 ら れ た 三 文 字 記 号 、 ま た は IUPAC-IUBの 生 化 学 物
質 命 名 委 員 会 （ Biochemical Nomenclature Commission） が 推 奨 し て い る 一 文 字 記 号 の い
ず れ か に よ っ て 参 照 す る 。 ヌ ク レ オ チ ド も 同 じ く 、 一 般 的 に 認 め ら れ て い る 一 文 字 記 号 に
よ っ て 参 照 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 「 保 存 的 に 改 変 さ れ た バ リ ア ン ト 」 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び 核 酸 配 列 の 両 方 に 対 し て 適
用 さ れ る 。 個 々 の 核 酸 配 列 に 関 し て 、 「 保 存 的 に 改 変 さ れ た バ リ ア ン ト 」 と は 、 同 一 も し
く は 本 質 的 に 同 一 な ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 の こ と を 指 し 、 ま た は 、 核 酸 が ア ミ ノ
酸 配 列 を コ ー ド し な い 場 合 に は 本 質 的 に 同 一 な 配 列 の こ と を 指 す 。 遺 伝 暗 号 の 縮 重 性 の た
め に 、 任 意 の タ ン パ ク 質 は 多 数 の 機 能 的 に 同 一 な 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ う る 。 例 え ば 、
コ ド ン GCA、 GCC、 GCGお よ び GCUは す べ て ア ラ ニ ン と い う ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 。 こ の た め
、 コ ド ン に よ っ て ア ラ ニ ン が 指 定 さ れ る あ ら ゆ る 位 置 で 、 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 変
化 さ せ ず に 、 そ の コ ド ン を 対 応 す る 上 記 の コ ド ン の い ず れ か に 変 化 さ せ る こ と が で き る 。
こ の よ う な 核 酸 変 形 物 は 「 サ イ レ ン ト 変 形 物 」 で あ り 、 保 存 的 に 改 変 さ れ た 変 形 物 の 一 種
で あ る 。 何 ら か の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 本 明 細 書 の あ ら ゆ る 核 酸 配 列 は 、 そ の 核 酸 の
あ ら ゆ る 可 能 な サ イ レ ン ト 変 形 物 に つ い て も 述 べ て い る 。 当 業 者 は 、 核 酸 内 の 各 コ ド ン （
通 常 は メ チ オ ニ ン に 対 す る 唯 一 の コ ド ン で あ る AUG、 お よ び 通 常 は ト リ プ ト フ ァ ン に 対 す
る 唯 一 の コ ド ン で あ る TGGを 除 く ） を 改 変 し て 、 機 能 的 に 同 一 な 分 子 を 作 製 し う る こ と を
理 解 す る と 考 え ら れ る 。 し た が っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 各 々 の サ イ レ ン ト
変 形 物 は 、 記 載 す る 各 配 列 に 黙 示 的 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 し て 、 当 業 者 は 、 コ ー ド さ れ る 配 列 中 の 単 一 の ア ミ ノ 酸 ま た は 少 数 の
ア ミ ノ 酸 が 改 変 、 付 加 ま た は 除 去 さ れ る 、 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク
質 の 配 列 に 対 す る 個 々 の 置 換 物 、 欠 失 物 ま た は 付 加 物 が 、 改 変 に よ っ て ア ミ ノ 酸 が 化 学 的
に 類 似 し た ア ミ ノ 酸 に 置 換 さ れ る よ う な 「 保 存 的 に 改 変 さ れ た バ リ ア ン ト 」 で あ る こ と を
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理 解 す る と 考 え ら れ る 。 機 能 的 に 類 似 し た ア ミ ノ 酸 が 得 ら れ る 保 存 的 置 換 の 表 も 当 技 術 分
野 で 周 知 で あ る 。 こ の よ う な 保 存 的 に 改 変 さ れ た バ リ ア ン ト は 、 本 発 明 の 多 型 バ リ ア ン ト
、 種 間 相 同 体 お よ び 対 立 遺 伝 子 に 加 わ る も の で あ り 、 そ れ ら が 除 外 さ れ る わ け で は な い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 以 下 の 8つ の 群 は そ れ ぞ れ 、 互 い に 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 を 含 む ：
　 1） ア ラ ニ ン （ A） 、 グ リ シ ン （ G） ；
　 2） ア ス パ ラ ギ ン 酸 （ D） 、 グ ル タ ミ ン 酸 （ E） ；
　 3） ア ス パ ラ ギ ン （ N） 、 グ ル タ ミ ン （ Q） ；
　 4） ア ル ギ ニ ン （ R） 、 リ ジ ン （ K） ；
　 5） イ ソ ロ イ シ ン （ I） 、 ロ イ シ ン （ L） 、 メ チ オ ニ ン （ M） 、 バ リ ン （ V） ；
　 6） フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ F） 、 チ ロ シ ン （ Y） 、 ト リ プ ト フ ァ ン （ W） ；
　 7） セ リ ン （ S） 、 ト レ オ ニ ン （ T） ； お よ び
　 8） シ ス テ イ ン （ C） 、 メ チ オ ニ ン （ M）
（ 例 え ば 、 Creighton、 「 タ ン パ ク 質 （ Proteins） 」 （ 1984） を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 「 配 列 一 致 率 （ percentage of sequence identity） 」 は 、 最 適 な ア ラ イ ン メ ン ト が な
さ れ た 2つ の 配 列 を 比 較 域 （ comparison window） に わ た っ て 比 較 す る こ と に よ っ て 決 定 さ
れ 、 こ の 際 、 比 較 域 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 分 は 、 2つ の 配 列 の 最 適 な ア ラ イ ン
メ ン ト の た め に 、 参 照 配 列 （ こ れ は 付 加 も 欠 失 も 含 ま な い ） と 比 較 し て 付 加 ま た は 欠 失 （
す な わ ち 、 ギ ャ ッ プ ） を 含 ん で よ い 。 こ の 率 は 、 両 方 の 配 列 に 同 一 の 核 酸 塩 基 ま た は 残 基
が 存 在 す る 位 置 の 数 を 決 定 し て 一 致 す る 位 置 の 数 を 求 め 、 一 致 し た 位 置 の 数 を 比 較 域 に お
け る 位 置 の 総 数 で 除 算 し 、 そ の 結 果 に 100を 掛 け て 配 列 一 致 率 を 求 め る こ と に よ っ て 算 出
さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 2つ ま た は そ れ 以 上 の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 文 脈 に お い て 、 「 同 一 で あ る 」 ま
た は 「 一 致 」 率 と い う 用 語 は 、 一 定 の 比 較 域 に わ た っ て 、 ま た は 以 下 の 配 列 比 較 ア ル ゴ リ
ズ ム の 1つ を 用 い る か も し く は 手 作 業 に よ る ア ラ イ ン メ ン ト お よ び 目 視 検 査 に よ っ て 指 定
さ れ た 領 域 に わ た っ て 、 最 大 の 対 応 関 係 が 得 ら れ る よ う に 比 較 お よ び ア ラ イ ン メ ン ト を 行
っ た 場 合 に 、 同 じ で あ る 、 ま た は 同 じ ア ミ ノ 酸 残 基 も し く は ヌ ク レ オ チ ド が 指 定 さ れ た 比
率 で あ る （ す な わ ち 、 指 定 さ れ た 領 域 に わ た っ て 、 ま た は 、 指 定 さ れ な い 場 合 は 全 配 列 に
わ た っ て 、 60％ の 同 一 性 、 選 択 的 に は 65％ 、 70％ 、 75％ 、 80％ 、 85％ 、 90％ 、 95％ 、 98％
、 99％ の 同 一 性 ） 、 2つ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 ま た は 部 分 配 列 の こ と を 指 す 。 こ の よ う な
配 列 を 「 実 質 的 に 同 一 で あ る 」 と 言 う 。 こ の 定 義 は 、 被 験 配 列 の 相 補 物 の こ と も 指 す 。 同
様 に 「 実 質 的 に 相 補 的 な 」 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 指 定 さ れ た 領 域 に わ た っ て 、 ま た は 、 指
定 さ れ な い 場 合 は 全 配 列 に わ た っ て 、 少 な く と も 60％ 相 補 的 、 選 択 的 に は 65％ 、 70％ 、 75
％ 、 80％ 、 85％ 、 90％ 、 95％ 、 98％ 、 99％ 相 補 的 で あ る 。 選 択 的 に は 、 同 一 性 ま た は 相 補
性 は 、 少 な く と も 約 50ヌ ク レ オ チ ド 長 の 領 域 に わ た っ て 、 ま た は よ り 好 ま し く は 100～ 500
ヌ ク レ オ チ ド 長 も し く は 1000ヌ ク レ オ チ ド 長 ま た は そ れ 以 上 の 領 域 に わ た っ て 存 在 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 2つ ま た は そ れ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 文 脈 に お い て 、 「 類 似 性 」 ま た は 「 類 似 」 率
と い う 用 語 は 、 一 定 の 比 較 域 に わ た っ て 、 ま た は 以 下 の 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム の 1つ を 用
い る か も し く は 手 作 業 に よ る ア ラ イ ン メ ン ト お よ び 目 視 検 査 に よ っ て 指 定 さ れ た 領 域 に わ
た っ て 、 最 大 の 対 応 関 係 が 得 ら れ る よ う に 比 較 お よ び ア ラ イ ン メ ン ト を 行 っ た 場 合 に 、 同
じ で あ る 、 ま た は 上 に 定 義 し た 8種 の 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 の 定 義 に よ る 類 似 性 の あ る ア ミ
ノ 酸 残 基 が 指 定 さ れ た 比 率 で あ る （ す な わ ち 、 指 定 さ れ た 領 域 に わ た っ て 、 ま た は 、 指 定
さ れ な い 場 合 は 全 配 列 に わ た っ て 、 60％ 、 選 択 的 に は 65％ 、 70％ 、 75％ 、 80％ 、 85％ 、 90
％ 、 95％ 、 98％ 、 ま た は 99％ の 類 似 性 ） 、 2つ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 ま た は 部 分 配 列 の こ
と を 指 す 。 こ の よ う な 配 列 を 「 実 質 的 に 類 似 し て い る 」 と 言 う 。 選 択 的 に は 、 こ の 同 一 性
は 、 少 な く と も 約 50ヌ ク レ オ チ ド 長 の 領 域 に わ た っ て 、 ま た は よ り 好 ま し く は 少 な く と も
約 100、 200、 300、 400、 500ア ミ ノ 酸 長 ま た は 1000も し く は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 長 の 領 域
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に わ た っ て 存 在 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 配 列 比 較 の た め に は 、 1つ の 配 列 を 、 被 験 配 列 と 比 較 す る た め の 参 照 配 列 と し て 用 い る
こ と が 一 般 的 で あ る 。 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い る 場 合 に は 、 被 験 配 列 お よ び 参 照 配 列
を コ ン ピ ュ ー タ に 入 力 し 、 必 要 に 応 じ て 部 分 配 列 の 座 標 を 指 定 し て 、 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム プ
ロ グ ラ ム の パ ラ メ ー タ ー を 指 定 す る 。 デ フ ォ ー ル ト の プ ロ グ ラ ム パ ラ メ ー タ ー を 用 い る こ
と も で き 、 別 の パ ラ メ ー タ ー を 指 定 す る こ と も で き る 。 続 い て 、 プ ロ グ ラ ム の パ ラ メ ー タ
ー に 基 づ い て 、 参 照 配 列 に 対 す る 被 験 配 列 の 配 列 一 致 率 ま た は 類 似 率 を 配 列 比 較 ア ル ゴ リ
ズ ム で 計 算 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 比 較 域 （ comparison window） 」 は 、 2つ の 配 列 の 最 適 な ア ラ イ ン メ
ン ト を 行 っ た 後 に 、 あ る 配 列 を 同 じ 数 の 連 続 し た 位 置 を 持 つ 参 照 配 列 と 比 較 し う る よ う な
、 20～ 600個 、 通 常 は 約 50～ 約 200個 、 よ り 一 般 的 に は 約 100～ 約 150個 か ら な る 群 か ら 選 択
さ れ る 数 の 連 続 し た 位 置 の い ず れ か 1つ の 区 域 に 対 す る 言 及 を 含 ん で い る 。 比 較 の た め の
配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト の 方 法 は 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 比 較 の た め の 配 列 の 最 適 な ア ラ
イ ン メ ン ト は 、 Smithお よ び Waterman (1970) Adv. Appl. Math. 2: 482cの 局 所 的 相 同 性
ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 、 Needlemanお よ び Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48: 443の 相 同 性 ア
ラ イ ン メ ン ト ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 、 Pearsonお よ び Lipman (1988) Proc. Nat'l. Acad. Sc
i.USA 85: 2444の 類 似 性 検 索 法 に よ り 、 こ れ ら の ア ル ゴ リ ズ ム の コ ン ピ ュ ー タ ・ イ ン プ リ
メ ン テ ー シ ョ ン （ Wisconsin Genetics Software Package（ Genetics Computer Group, 57
5 Science Dr., Madison, WI） の GAP、 BESTFIT、 FASTAお よ び TFASTA） に よ り 、 ま た は 手
作 業 に よ る ア ラ イ ン メ ン ト お よ び 目 視 検 査 に よ っ て 行 う こ と が で き る （ 例 え ば 、 Ausubel
ら 、 「 Current Protocols in Molecular Biology」 （ 1995年 補 遺 ） を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 有 用 な ア ル ゴ リ ズ ム の 一 例 が PILEUPで あ る 。 PILEUPは 漸 進 的 な 対 形 式 の ア ラ イ ン メ ン ト
を 用 い て 一 群 の 関 連 配 列 か ら 多 数 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト を 作 成 し 、 関 連 性 お よ び 配 列 一 致
率 を 提 示 す る 。 こ れ は ア ラ イ ン メ ン ト を 作 成 す る た め に 用 い た ク ラ ス タ ー 化 の 関 係 を 示 す
樹 状 図 ま た は デ ン ド ロ グ ラ ム の プ ロ ッ ト も 行 う 。 PILEUPは 、 Fengお よ び Doolittle、 J. Mo
l. Evol. 35: 351-360 (1987)の 漸 進 的 ア ラ イ ン メ ン ト 法 を 単 純 化 し た も の を 用 い て い る
。 用 い て い る 方 法 は 、 Higginsお よ び Sharp、 CABIOS 5: 151-153 (1989)と 類 似 し て い る 。
こ の プ ロ グ ラ ム は 、 そ れ ぞ れ 最 大 長 が 5,000ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 で あ る 最 大 300個
の 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 行 う こ と が で き る 。 最 も 類 似 し た 2つ の 配 列 の 対 形 式 の ア ラ イ
ン メ ン ト か ら 多 数 の ア ラ イ ン メ ン ト 手 順 が 始 ま り 、 ア ラ イ ン メ ン ト さ れ た 2つ の 配 列 の ク
ラ ス タ ー が 作 成 さ れ る 。 続 い て こ の ク ラ ス タ ー を 、 次 に 最 も 関 連 性 の 高 い 配 列 、 ま た は ア
ラ イ ン メ ン ト さ れ た 配 列 の ク ラ ス タ ー に 対 し て ア ラ イ ン メ ン ト を 行 う 。 2つ の 配 列 ク ラ ス
タ ー は 、 個 々 の 2つ の 配 列 の 対 形 式 の ア ラ イ ン メ ン ト を 単 純 に 拡 張 す る こ と に よ っ て ア ラ
イ ン メ ン ト を 行 う 。 最 終 的 な ア ラ イ ン メ ン ト は 、 一 連 の 漸 進 的 な 対 形 式 の ア ラ イ ン メ ン ト
を 行 う こ と に よ っ て 得 ら れ る 。 こ の プ ロ グ ラ ム は 、 配 列 を 比 較 す る 領 域 に 関 し て 特 定 の 配
列 お よ び そ の ア ミ ノ 酸 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 座 標 を 指 定 す る こ と に よ り 、 な ら び に プ ロ グ ラ
ム パ ラ メ ー タ ー を 指 定 す る こ と に よ っ て 実 行 さ れ る 。 PILEUPを 用 い る 場 合 に は 、 以 下 の パ
ラ メ ー タ ー を 用 い て 参 照 配 列 を 他 の 被 験 配 列 と 比 較 し て 、 配 列 一 致 率 を 決 定 す る ： デ フ ォ
ー ル ト の ギ ャ ッ プ ウ ェ イ ト （ gap weight） （ 3.00） 、 デ フ ォ ー ル ト の ギ ャ ッ プ 長 ウ ェ イ ト
（ gap length weight） （ 0.10） お よ び 重 み 付 け エ ン ド ギ ャ ッ プ （ weighted end gap） 。 P
ILEUPは 、 GCC配 列 解 析 ソ フ ト ウ エ ア パ ッ ケ ー ジ 、 例 え ば 、 バ ー ジ ョ ン 7.0（ Devereauxら  (
1984)、 Nuc. Acids Res. 12: 387-395） か ら 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 配 列 一 致 率 お よ び 配 列 類 似 性 の 決 定 の た め に 適 し た 1つ の ア ル ゴ リ ズ ム の 別 の 例 が 、 BLA
STお よ び BLAST 2.0ア ル ゴ リ ズ ム で あ り 、 そ れ ぞ れ Altschulら 、 Nuc. Acids Res. 25: 338
9-3402 (1977)お よ び Altschulら 、 J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990)に 記 載 さ れ て い る
。 BLAST解 析 を 行 う た め の ソ フ ト ウ エ ア は 米 国 国 立 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー （ Nat
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ional Center for Biotechnology Information） （ http://www.ncbi.n1m.nih.gov/） に 公
開 さ れ て い る 。 こ の ア ル ゴ リ ズ ム で は 、 デ ー タ ベ ー ス 配 列 中 の 同 じ 長 さ の ワ ー ド と 整 列 化
し た 場 合 に 何 ら か の 正 値 の 閾 値 ス コ ア Tと 一 致 す る 、 ま た は そ れ を 満 た す 、 長 さ Wの 短 い ワ
ー ド を 検 索 配 列 中 に 同 定 す る こ と に よ り 、 高 ス コ ア の 配 列 ペ ア （ HSP） を ま ず 同 定 す る 。 T
は 近 隣 ワ ー ド ス コ ア 閾 値 と 呼 ば れ る （ Altschulら 、 前 記 ） 。 こ れ ら の 初 期 の 近 隣 ワ ー ド で
の ヒ ッ ト は 、 そ れ ら を 含 む 長 い HSPを 見 い だ す た め の 検 索 を 開 始 す る 源 と な る 。 ワ ー ド の
検 索 は 、 累 積 ア ラ イ ン メ ン ト ス コ ア が 増 加 す る 限 り 、 各 配 列 の 両 方 向 に 対 し て 延 長 さ れ る
。 累 積 ス コ ア は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 場 合 に は パ ラ メ ー タ ー M（ 一 致 す る 残 基 対 に 関 す る
報 酬 ス コ ア ； 常 に ＞ 0） お よ び N（ ミ ス マ ッ チ 残 基 に 関 す る ペ ナ ル テ ィ ス コ ア ； 常 に ＜ 0）
を 用 い て 算 出 す る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 の 場 合 に は 、 累 積 ス コ ア の 算 出 に ス コ ア 行 列 を 用 い る 。
各 方 向 へ の ワ ー ド 検 索 の 延 長 は 以 下 の 場 合 に 停 止 す る ： 累 積 ア ラ イ ン メ ン ト ス コ ア が 最 大
達 成 値 に 比 べ て 量 Xよ り 低 く な っ た 場 合 ： 1つ も し く は 複 数 の 負 ス コ ア の 残 基 ア ラ イ ン メ ン
ト の 蓄 積 の た め に 累 積 ス コ ア が ゼ ロ ま た は そ れ 未 満 に な っ た 場 合 ； ま た は 配 列 の い ず れ か
の 端 に 達 し た 場 合 。 BLASTア ル ゴ リ ズ ム の パ ラ メ ー タ ー で あ る W、 Tお よ び Xは 整 列 化 の 感 度
お よ び 速 度 を 決 定 す る 。 BLASTNプ ロ グ ラ ム は （ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 場 合 ） 、 デ フ ォ ー ル ト
と し て ワ ー ド 長 （ W） 11、 期 待 値 （ E） 10、 M＝ 5、 N＝ -4お よ び 両 ス ト ラ ン ド の 比 較 を 用 い
る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 の 場 合 、 BLASTPプ ロ グ ラ ム は デ フ ォ ー ル ト と し て ワ ー ド 長 3お よ び 期 待
値 （ E） 10、 な ら び に BLOSUM62ス コ ア 行 列 （ Henikoffお よ び Henikoff、 Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA 89： 10915 (1989)を 参 照 ） の ア ラ イ ン メ ン ト （ B） 50、 期 待 値 （ E） 10、 M＝ 5、
N＝ -4お よ び 両 ス ト ラ ン ド の 比 較 を 用 い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 BLASTア ル ゴ リ ズ ム は 、 2つ の 配 列 の 間 の 類 似 性 に 関 す る 統 計 分 析 も 行 う （ 例 え ば 、 Kahn
お よ び Altschul (1993)、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5787を 参 照 ） 。 BLASTア
ル ゴ リ ズ ム に よ っ て 得 ら れ る 類 似 性 の 指 標 の 1つ は 最 小 合 計 確 率 （ smallest sum probabil
ity） （ P(N)） で あ り 、 こ れ は 2つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 の 間 の 一 致 が 偶
然 に 起 こ る 確 率 の 指 標 と な る 。 例 え ば 、 あ る 核 酸 は 、 被 験 核 酸 と 参 照 核 酸 と の 比 較 に よ る
最 小 合 計 確 率 が 約 0.2未 満 、 よ り 好 ま し く は 約 0.01未 満 、 最 も 好 ま し く は 約 0.001未 満 の 場
合 に 、 参 照 配 列 と 類 似 し て い る と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 2つ の 核 酸 配 列 ま た は ポ リ ペ プ チ ド が 実 質 的 に 同 一 で あ る と い う 指 標 の 1つ は 、 以 下 に 述
べ る よ う に 、 第 1の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 、 第 2の 核 酸 に よ っ て コ ー ド
さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 産 生 さ れ た 抗 体 と 免 疫 学 的 に 交 差 反 応 す る こ と で あ る 。 し た
が っ て 、 例 え ば 、 2つ の ペ プ チ ド が 保 存 的 置 換 の み の 点 で 異 な る 場 合 、 ポ リ ペ プ チ ド は 一
般 に 第 2の ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的 に 同 一 で あ る 。 2つ の 核 酸 配 列 が 実 質 的 に 同 一 で あ る と い
う も う 1つ の 指 標 は 、 以 下 に 述 べ る よ う に 、 2つ の 分 子 ま た は そ の 相 補 物 が ス ト リ ン ジ ェ ン
ト な 条 件 下 で 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と で あ る 。 2つ の 核 酸 配 列 が 実 質 的 に 同 一 で あ
る と い う さ ら に も う 1つ の 指 標 は 、 配 列 の 増 幅 に 同 じ プ ラ イ マ ー を 用 い う る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 「 選 択 的 に （ ま た は 特 異 的 に ） ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 と い う 語 句 は 、 あ る 分 子 の 結 合 、
二 重 鎖 形 成 ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 、 そ の 配 列 が 複 合 混 合 物 （ 例 え ば 、 全 細 胞 ま
た は ラ イ ブ ラ リ ー の DNAま た は RNA） 中 に 存 在 す る 場 合 に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の み に 対 し て 起 こ る こ と を 指 す 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 」 と い う 語 句 は 、 一 般 的 に は 核 酸 の
複 合 混 合 物 に お い て 、 プ ロ ー ブ が そ の 標 的 部 分 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る が 、 他 の 配 列 と
は ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い と 考 え ら れ る 条 件 の こ と を 指 す 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 配 列
依 存 的 で あ り 、 環 境 が 異 な れ ば 異 な る と 考 え ら れ る 。 配 列 が 長 い ほ ど 高 い 温 度 で 特 異 的 に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る と 考 え ら れ る 。 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 関 す る 詳 細 な 手 引 き
は 、 Tijssen、 「 Techniques in Biochemistry and Molecular Biology-Hybridization wi
th Nucleic Probes」 、 「 Overview of principles of hybridization and the strategy 
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of nucleic acid assays」 （ 1993） に 記 載 が あ る 。 一 般 に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、
規 定 の イ オ ン 強 度 お よ び pHで の 特 定 の 配 列 の 融 点 （ Tｍ ） よ り も 約 5～ 10℃ 低 く な る よ う に
選 択 す る 。 Tｍ は 、 標 的 に 対 し て 相 補 的 な プ ロ ー ブ の 50％ が 平 衡 状 態 で 標 的 配 列 と ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る 温 度 （ 規 定 の イ オ ン 強 度 、 pHお よ び 核 酸 濃 度 の 下 で ） で あ る （ 標 的 配 列 が 過
剰 に 存 在 す る た め 、 Tｍ で は 平 衡 状 態 で プ ロ ー ブ の 50％ が 占 有 さ れ る ） 。 ス ト リ ン ジ ェ ン
ト な 条 件 は 、 塩 濃 度 が ナ ト リ ウ ム イ オ ン 濃 度 で 約 1.0M未 満 、 一 般 的 に は ナ ト リ ウ ム イ オ ン
（ ま た は 他 の 塩 の ） 濃 度 で 約 0.01～ 1.0M、 pH7.0～ 8.3で あ り 、 温 度 は 短 い プ ロ ー ブ （ 例 え
ば 、 10～ 50ヌ ク レ オ チ ド ） に 関 し て は 少 な く と も 約 30℃ で あ っ て 、 （ 例 え ば 、 50ヌ ク レ オ
チ ド を 上 回 る も の ） に 関 し て は 少 な く と も 約 60℃ で あ る と 考 え ら れ る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト
な 条 件 は 、 ホ ル ム ア ミ ド な ど の 脱 安 定 剤 の 添 加 に よ っ て も 得 ら れ る 。 選 択 的 ま た は 特 異 的
な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 場 合 、 陽 性 シ グ ナ ル は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 値 の 少 な く と も 2倍
、 選 択 的 に は バ ッ ク グ ラ ウ ン ド で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 10倍 で あ る 。 ス ト リ ン ジ ェ
ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 例 と し て は 以 下 の も の が 考 え ら れ る ： 50％ ホ ル ム ア
ミ ド 、 5× SSCお よ び 1％ SDS、 42℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト を 行 い 、 ま た は 5× SSC、 1％ SDS、 65℃
で イ ン キ ュ ベ ー ト を 行 い 、 そ の 上 で 0.2× SSCお よ び 0.1％ SDS、 55℃ 、 60℃ 、 ま た は 65℃ で
洗 浄 す る 。 こ の よ う な 洗 浄 は 5、 15、 30、 60、 120分 ま た は さ ら に 多 く の 分 数 に わ た っ て 行
い う る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 核 酸 も 、 そ れ ら を コ ー ド す る
ポ リ ペ プ チ ド が 実 質 的 に 同 一 で あ れ ば 、 や は り 実 質 的 に 同 一 で あ る 。 こ れ は 例 え ば 、 遺 伝
暗 号 に よ っ て 許 容 さ れ る 最 大 の コ ド ン 縮 重 性 を 用 い て 生 じ た 核 酸 の コ ピ ー の 場 合 に 起 こ る
。 こ の よ う な 場 合 に は 、 核 酸 は 一 般 に 、 中 程 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 「 中 程 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 条 件 」 の 例 に は 、 40％ ホ ル ム ア ミ ド 、 1M NaCl、 1％ SDS、 37℃ の 緩 衝 液 中 で の ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び 1× SSC、 45℃ で の 洗 浄 が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 洗 浄 は 、 5、 15、 3
0、 60、 120分 ま た は さ ら に 多 く の 分 数 に わ た っ て 行 い う る 。 陽 性 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 少 な く と も 2倍 で あ る 。 代 替 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ
び 洗 浄 の 条 件 を 用 い て 同 様 に 厳 密 な 条 件 が 得 ら れ る こ と を 、 当 業 者 は 容 易 に 認 識 す る と 考
え ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 「 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 」 と い う 語 句 は 、 rRNA、 tRNAな ど の 構 造 RNA、 ま た は 特 定 の タ
ン パ ク 質 も し く は ペ プ チ ド の 一 次 ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は ト ラ ン ス 作 用 性 調 節 因 子 の 結 合 部
位 に 関 す る 配 列 情 報 を 含 む 核 酸 の こ と を 指 す 。 こ の 語 句 に は 特 に 、 特 定 の 宿 主 細 胞 に お け
る コ ド ン 選 好 性 に 適 合 す る よ う に 導 入 し う る 、 1つ ま た は 複 数 の 天 然 配 列 の 縮 重 コ ド ン （
す な わ ち 、 単 一 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 複 数 種 の コ ド ン ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 細 胞 、 核 酸 、 タ ン パ ク 質 ま た は ベ ク タ ー な ど に 言 及 し て 用 い る 場 合 、 「 組 換 え 」 と い う
用 語 は 、 細 胞 、 核 酸 、 タ ン パ ク 質 ま た は ベ ク タ ー が 、 異 種 核 酸 も し く は タ ン パ ク 質 の 導 入
ま た は 天 然 の 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 の 改 変 に よ っ て 改 変 さ れ た こ と 、 ま た は 細 胞 が そ の よ
う に 改 変 さ れ た 細 胞 に 由 来 す る こ と を 意 味 す る 。 こ の た め 、 例 え ば 、 組 換 え 細 胞 は 、 天 然
型 （ 非 組 換 え 型 ） の 細 胞 に 認 め ら れ な い 遺 伝 子 を 発 現 す る 、 ま た は 、 通 常 で あ れ ば 異 常 発
現 さ れ る 、 低 発 現 さ れ る 、 も し く は 全 く 発 現 さ れ な い よ う な 天 然 遺 伝 子 を 発 現 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 核 酸 の 部 分 に 言 及 し て 用 い る 場 合 、 「 異 種 」 と い う 用 語 は 、 核 酸 が 、 自 然 下 で は お 互 い
に 同 じ 関 係 で は 認 め ら れ な い 2つ ま た は そ れ 以 上 の 部 分 配 列 を 含 む こ と を 意 味 す る 。 例 え
ば 、 核 酸 は 一 般 に 、 例 え ば 、 1つ の 源 か ら の プ ロ モ ー タ ー お よ び 別 の 源 か ら の コ ー ド 領 域
と い う よ う に 、 関 連 の な い 遺 伝 子 に 由 来 す る 2つ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 が 新 た な 機 能 的 核
酸 を 生 じ る よ う に 配 置 さ れ た 形 で 、 組 換 え 法 に よ っ て 産 生 さ れ る 。 同 様 に 、 異 種 タ ン パ ク
質 と は 、 タ ン パ ク 質 が 、 自 然 下 で は お 互 い に 同 じ 関 係 で は 認 め ら れ な い 2つ ま た は そ れ 以
上 の 部 分 配 列 を 含 む こ と を 意 味 す る （ 例 え ば 、 融 合 タ ン パ ク 質 ） 。
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【 ０ ０ ８ ０ 】
　 「 発 現 ベ ク タ ー 」 と は 、 宿 主 細 胞 内 で の 特 定 の 核 酸 の 転 写 を 許 容 す る 一 連 の 指 定 さ れ た
核 酸 配 列 を 有 す る 、 組 換 え 法 ま た は 合 成 に よ っ て 作 製 さ れ た 核 酸 構 築 物 の こ と で あ る 。 発
現 ベ ク タ ー は プ ラ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス ま た は 核 酸 断 片 の 部 分 で あ っ て も よ い 。 発 現 ベ ク タ ー
は 、 プ ロ モ ー タ ー と 機 能 的 に 結 合 し た 転 写 用 の 核 酸 を 含 む こ と が 一 般 的 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 「 抗 体 と 特 異 的 に （ も し く は 選 択 的 に ） 結 合 す る 」 ま た は 「 と の 特 異 的 な （ も し く は 選
択 的 な ） 免 疫 反 応 性 が あ る 」 と い う 語 句 は 、 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド に つ い て 言 及 す る
場 合 、 タ ン パ ク 質 お よ び 他 の 生 体 物 質 の 不 均 一 な 集 団 の 存 在 下 で そ の タ ン パ ク 質 の 存 在 を
決 定 づ け る 結 合 反 応 の こ と を 指 す 。 す な わ ち 、 指 示 さ れ た イ ム ノ ア ッ セ イ 条 件 下 で 、 指 定
さ れ た 抗 体 は 試 料 中 に 存 在 す る あ る 特 定 の タ ン パ ク 質 と 結 合 し 、 他 の タ ン パ ク 質 と は 有 効
な 量 で は 結 合 し な い 。 こ の よ う な 条 件 下 で の 抗 体 に 対 す る 特 異 的 結 合 に は 、 特 定 の タ ン パ
ク 質 に 対 す る 特 異 性 の 点 か ら 選 択 さ れ た 抗 体 が 必 要 と 思 わ れ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の い ず れ
か の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 に 対 し て 産
生 さ れ た 抗 体 を 選 択 し て 、 そ の タ ン パ ク 質 と は 特 異 的 に 免 疫 反 応 し 、 多 型 バ リ ア ン ト を 除
く 他 の タ ン パ ク 質 と は 反 応 し な い 抗 体 を 得 る こ と が で き る 。 特 定 の 抗 体 に 対 す る 特 異 的 な
免 疫 反 応 性 の あ る 抗 原 を 選 択 す る た め に は 、 さ ま ざ ま な イ ム ノ ア ッ セ イ 形 式 を 用 い う る 。
例 え ば 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー お よ び FACS分 析 ま た は 免 疫 組 織 化 学 が 、 あ る タ ン パ ク 質 と
特 異 的 に 免 疫 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 選 択 す る た め に ル ー チ ン 的 に 用 い ら れ て い る
。 特 異 的 免 疫 反 応 性 の 決 定 に 用 い う る イ ム ノ ア ッ セ イ の 形 式 お よ び 条 件 の 記 載 に つ い て は
、 例 え ば 、 Harlowお よ び Lane、 「 Antibodies, Laboratory Manual」 、 Cold Spring Harbo
r Publications, NY (1988)を 参 照 さ れ た い 。 通 常 、 特 異 的 ま た は 選 択 的 な 反 応 は 、 バ ッ
ク グ ラ ウ ン ド の 信 号 ま た は 雑 音 の 少 な く と も 2倍 で あ る と 考 え ら れ 、 よ り 一 般 的 に は バ ッ
ク グ ラ ウ ン ド の 10～ 100倍 を 上 回 る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 SMAP-2の 発 現 ま た は SMAP-2活 性 の 「 阻 害 物 質 」 「 活 性 化 物 質 」 お よ び 「 修 飾 物 質 」 は 、
SMAP-2の 発 現 ま た は SMAP-2活 性 に 関 す る イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ で の ア ッ セ イ 法 を 用 い
て 同 定 さ れ た 、 そ れ ぞ れ 阻 害 性 、 活 性 化 性 ま た は 修 飾 性 の 分 子 、 例 え ば 、 リ ガ ン ド 、 ア ゴ
ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト な ら び に そ れ ら の 相 同 体 お よ び 模 倣 物 を 指 し て 用 い ら れ る 。 「 修
飾 物 質 」 と い う 用 語 に は 阻 害 物 質 お よ び 活 性 化 物 質 が 含 ま れ る 。 阻 害 物 質 と は 、 例 え ば 、
SMAP-2の 発 現 を 阻 害 す る 、 ま た は SMAP-2と 結 合 す る 、 賦 活 も し く は プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 活 性
を 部 分 的 も し く は 完 全 に 阻 止 す る 、 SMAP-2の 活 性 を 低 下 さ せ る 、 妨 げ る 、 活 性 化 を 遅 ら せ
る 、 不 活 性 化 す る 、 感 受 性 を 低 下 さ せ る 、 も し く は 活 性 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト す る 作 用 物
質 、 例 え ば ア ン タ ゴ ニ ス ト の こ と で あ る 。 活 性 化 物 質 と は 、 例 え ば 、 SMAP-2の 発 現 を 誘 導
も し く は 活 性 化 す る 、 ま た は SMAP-2と 結 合 す る 、 そ れ を 賦 活 す る 、 増 加 さ せ る 、 開 口 さ せ
る 、 活 性 化 す る 、 促 進 す る 、 活 性 化 も し く は プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 活 性 を 増 強 す る 、 感 受 性 を
高 め る 、 も し く は そ の 活 性 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト す る 作 用 物 質 、 例 え ば ア ゴ ニ ス ト の こ と
で あ る 。 修 飾 物 質 に は 、 天 然 お よ び 合 成 性 の リ ガ ン ド 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト な ら び に ア ゴ ニ ス
ト （ 例 え ば 、 ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト の い ず れ か と し て 機 能 す る 低 分 子 量 化 学 分
子 、 抗 体 な ど ） が 含 ま れ る 。 阻 害 物 質 お よ び 活 性 化 物 質 に 関 す る こ の 種 の ア ッ セ イ 法 に は
、 例 え ば 、 修 飾 性 化 合 物 と 推 定 さ れ る も の を SMAP-2発 現 細 胞 に 対 し て 適 用 し た 後 に 、 上 記
の よ う に 、 SMAP-2活 性 に 対 す る 機 能 的 な 影 響 を 判 定 す る こ と が 含 ま れ る 。 影 響 の 程 度 を 検
討 す る に は 、 活 性 化 物 質 、 阻 害 物 質 ま た は 修 飾 物 質 の 候 補 に よ っ て 処 理 し た SMAP-2を 含 む
試 料 ま た は ア ッ セ イ 物 を 、 阻 害 物 質 、 活 性 化 物 質 ま た は 修 飾 物 質 を 含 ま な い 対 照 試 料 と 比
較 す る 。 対 照 試 料 （ 阻 害 物 質 で 処 理 し て い な い も の ） を SMAP-2の 相 対 活 性 値 100％ と 指 定
す る 。 SMAP-2の 阻 害 は 、 SMAP-2の 活 性 値 が 対 照 に 比 し て 約 80％ 、 選 択 的 に は 50％ ま た は 25
％ 、 10％ 、 5％ 、 ま た は 1％ で あ る 場 合 に 達 成 さ れ る 。 SMAP-2の 活 性 化 は 、 SMAP-2の 活 性 値
が 対 照 に 比 し て 110％ 、 選 択 的 に は 150％ 、 選 択 的 に は 200％ 、 300％ 、 400％ 、 500％ ま た は
1000～ 3000％ ま た は そ れ 以 上 の 高 さ で あ る 場 合 に 達 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
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発 明 の 詳 細 な 説 明
1. 緒 言
　 本 発 明 は 、 驚 く べ き こ と に 、 SMAP-2と 呼 ば れ る プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 物 質 が 糖 尿 病 患 者 中 で
ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る と い う こ と を 実 証 す る 。 SMAP-2は 、 糖 尿 病 の 細 胞 お よ び 組 織 （
例 え ば 、 脂 肪 細 胞 お よ び 骨 格 筋 を 含 む ） に お い て イ ン ス リ ン 感 受 性 を 調 節 す る 。 少 な く と
も 4種 の ヒ ト SMAP-2の 改 変 体 が 本 明 細 書 中 で 提 供 さ れ る （ 配 列 番 号 :2、 4、 お よ び 6、 な ら
び に 配 列 番 号 :7に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ） 。 さ ら に 、 SMOC-2と 名 付 け ら れ た マ
ウ ス オ ル ト ロ グ が 配 列 番 号 :9と し て 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン ま た は ア デ ノ ウ イ ル ス の い ず れ か に よ る 3T3-L1脂 肪 細 胞 中 で の
ヒ ト SMAP-2の 過 剰 発 現 は 、 イ ン ス リ ン に よ っ て 刺 激 さ れ た GLUT4移 行 お よ び グ ル コ ー ス の
取 り 込 み を 阻 害 す る 。 従 っ て 、 糖 尿 病 骨 格 筋 に お け る SMAP-2の 過 剰 発 現 は 、 そ の 組 織 の グ
ル コ ー ス を 処 理 す る 能 力 を 減 少 さ せ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 SMAP-2は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト に よ る 阻 害 の た め の 標 的 を 提 供 す る 。 こ の よ う な ア ン タ ゴ ニ
ス ト は 、 糖 尿 病 患 者 お よ び 前 糖 尿 病 個 体 を 治 療 す る た め に 有 用 で あ る 。 い く つ か の 実 施 態
様 に お い て 、 SMAP-2ア ン タ ゴ ニ ス ト を 用 い る 処 理 は 、 骨 格 筋 お よ び /ま た は 脂 肪 細 胞 に お
け る グ ル コ ー ス の 取 り 込 み を 増 加 さ せ る 。 SMAP-2の 発 現 レ ベ ル の 検 出 は 、 糖 尿 病 ま た は 前
糖 尿 病 の 個 体 の 診 断 の た め に 有 用 で あ る
【 ０ ０ ８ ６ 】
II. 本 発 明 を 用 い る 使 用 の た め の 一 般 的 な 組 換 え 核 酸 方 法
　 本 発 明 の 多 数 の 実 施 態 様 に お い て 、 関 心 対 象 の SMAP-2を コ ー ド す る 核 酸 が 組 換 え 方 法 を
使 用 し て 単 離 お よ び ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。 こ の よ う な 実 施 態 様 は 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 発
現 の た め 、 ま た は SMAP-2ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 配 列 番 号 :2、 配 列 番 号 :4、 配 列 番 号 :6、
配 列 番 号 :9、 お よ び 、 配 列 番 号 :7に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド ） に 由 来 す る 改 変 体
、 誘 導 体 、 発 現 カ セ ッ ト 、 も し く は 他 の 配 列 の 生 成 の 間 に 、 SMAP-2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 例
え ば 、 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :3、 配 列 番 号 :5、 配 列 番 号 :7、 お よ び 配 列 番 号 :8） を 単 離 す
る た め に 、 遺 伝 子 発 現 を モ ニ タ ー す る た め に 、 異 な る 種 に お け る SMAP-2配 列 の 単 離 も し く
は 検 出 の た め 、 患 者 に お け る 診 断 目 的 の た め 、 例 え ば 、 SMAP-2に お け る 変 異 を 検 出 す る た
め 、 ま た は 核 酸 の 発 現 レ ベ ル も し く は ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る 。 い く つ
か の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 は 、 異 種 プ ロ モ ー タ ー に
作 動 可 能 に 連 結 さ れ る 。 1つ の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 核 酸 は 、 例 え ば 、 ヒ ト 、 マ ウ
ス 、 ラ ッ ト な ど を 含 む 任 意 の 動 物 か ら で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
A． 一 般 的 な 組 換 え 核 酸 方 法
　 本 発 明 は 、 組 換 え 遺 伝 学 の 分 野 に お け る ル ー チ ン 的 な 技 術 に 依 拠 し て い る 。 本 発 明 に お
け る 一 般 的 な 使 用 方 法 を 開 示 し て い る 基 本 的 な テ キ ス ト に は 、 Sambrookら 、 「 Molecular 
Cloning、 Laboratory Manual」 （ 第 3版 、 2001） ； Kriegler、 「 Gene Transfer and Expre
ssion： A Laboratory Manual」 （ 1990） ； お よ び 「 Current Protocols in Molecular Bio
logy」 （ Ausubelら 編 、 1994） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 核 酸 の 場 合 、 サ イ ズ は キ ロ ベ ー ス （ kb） ま た は 塩 基 対 （ bp） の い ず れ か に よ っ て 表 す 。
こ れ ら は 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル ま た は ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で の 電 気 泳 動 、 配 列 が 決 定 さ れ た 核
酸 、 ま た は 公 表 さ れ た DNA配 列 か ら 得 ら れ る 推 定 値 で あ る 。 タ ン パ ク 質 の 場 合 、 サ イ ズ は
キ ロ ダ ル ト ン （ kDa） ま た は ア ミ ノ 酸 残 基 数 に よ っ て 表 す 。 タ ン パ ク 質 の サ イ ズ は 、 ゲ ル
電 気 泳 動 、 配 列 が 決 定 さ れ た タ ン パ ク 質 、 導 き 出 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 公 表 さ れ た
タ ン パ ク 質 配 列 か ら 推 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 市 販 さ れ て い な い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Beaucage & Caruthers, Tetrahedron Letts.
 22: 1859-1862 (1981)に よ っ て 最 初 に 記 載 さ れ た 固 相 ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ド ト リ エ ス テ ル
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法 に 従 っ て 、 Van Devanterら 、 Nucleic Acid Res. 12: 6159-6168 (1984)に 記 載 さ れ た 自
動 合 成 装 置 を 用 い て 化 学 合 成 す る こ と が で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 精 製 は 、 未 変 性 ア
ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 、 ま た は Pearson & Reanier, J. Chrom. 255: 137-149 (1983)
に 記 載 さ れ た 陰 イ オ ン 交 換 HPLCに よ っ て 行 う 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 遺 伝 子 お よ び 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 は 、 例 え ば 、 Wallace
ら 、 Gene 16: 21-26 (1981)に よ る 二 本 鎖 テ ン プ レ ー ト の シ ー ク エ ン シ ン グ 用 の 連 鎖 停 止
法 な ど を 用 い た ク ロ ー ニ ン グ の 後 に 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
B． 所 望 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 単 離 の た め の ク ロ ー ニ ン グ 法
　 一 般 に 、 主 題 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 cDNAま た は ゲ ノ ム DNAを コ ー ド す る よ う
に 作 製 さ れ た DNA配 列 ラ イ ブ ラ リ ー か ら ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。 特 定 の 配 列 の 位 置 は オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ っ て 決 定 可 能 で あ り 、 後 者 の 配 列
は 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 配 列 か ら 導 く こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 配 列 は ま た 、
PCRプ ラ イ マ ー 用 の 基 準 と な る 上 に 、 SMAP-2特 異 的 プ ロ ー ブ を 単 離 す る の に 適 し た 領 域 を
規 定 す る 。 ま た は 、 配 列 を 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ す る 場 合 に は 、 発 現 さ れ た
組 換 え タ ン パ ク 質 を 、 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド （ 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た も の を 含 む ） に 対 し て
作 製 さ れ た 抗 血 清 ま た は 精 製 抗 体 を 用 い て 免 疫 学 的 に 検 出 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー お よ び cDNAラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 方 法
は 当 業 者 に 周 知 で あ る （ 例 え ば 、 Gublerお よ び Hoffman、 Gene 25: 263-269 (1983)； Bent
onお よ び Davis、 Science, 196: 180-182 (1977)； お よ び Sambrook、 前 記 を 参 照 さ れ た い
） 。 心 臓 細 胞 お よ び 大 網 細 胞 （ omental cell） は SMAP-2 RNAを 単 離 す る の に 適 し た 細 胞 の
一 例 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 簡 潔 に 述 べ る と 、 cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め に は 、 mRNAを 豊 富 に 含 む 源 を 選 択 す
る 必 要 が あ る 。 続 い て 、 mRNAを cDNAに し 、 組 換 え ベ ク タ ー 中 に 連 結 し た 上 で 、 増 殖 、 ス ク
リ ー ニ ン グ お よ び ク ロ ー ニ ン グ の た め に 組 換 え 宿 主 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 ゲ ノ ム ラ イ
ブ ラ リ ー の 場 合 に は 、 DNAを 組 織 ま た は 細 胞 か ら 抽 出 し 、 機 械 的 剪 断 ま た は 酵 素 消 化 の い
ず れ か に よ り 、 好 ま し く は 約 5～ 100kbの 断 片 を 得 る 。 続 い て 勾 配 遠 心 に よ っ て 断 片 を 望 ま
し く な い サ イ ズ の も の か ら 分 離 し 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ λ ベ ク タ ー 中 に 構 築 す る 。 こ れ ら
の ベ ク タ ー お よ び フ ァ ー ジ の パ ッ ケ ー ジ ン グ を イ ン ビ ト ロ で 行 い 、 組 換 え フ ァ ー ジ を プ ラ
ー ク ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 分 析 す る 。 コ ロ ニ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 Gr
unsteinら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72: 3961-3965 (1975)に 一 般 的 に 記 載 さ れ た 通
り に 行 う 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 代 替 的 な 1つ の 方 法 で は 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の 使 用 と mRNAま た は DNAテ
ン プ レ ー ト の 増 幅 と を 組 み 合 わ せ る 。 適 し た プ ラ イ マ ー は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 特 定 の
SMAP-2配 列 か ら 設 計 す る こ と が で き る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） 法 で は 、 目 的 の タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 、 mRNA、 cDNA、 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー ま た は cDNAラ イ ブ ラ リ ー
か ら 直 接 増 幅 す る 。 制 限 酵 素 部 位 を プ ラ イ マ ー に 組 み 入 れ る こ と が で き る 。 ポ リ メ ラ ー ゼ
連 鎖 反 応 ま た は 他 の イ ン ビ ト ロ 増 幅 法 は 、 例 え ば 、 特 定 の タ ン パ ク 質 を ク ロ ー ニ ン グ し て
前 駆 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る た め 、 生 理 的 試 料 中 の 本 発 明 の SMAP-2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る mRNAの 存 在 を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ と し て 用 い る た め の 核 酸 を 合 成 す る た め 、 核 酸
シ ー ク エ ン シ ン グ の た め 、 ま た は そ の 他 の 目 的 の た め に も 有 用 と 思 わ れ る （ 米 国 特 許 第 4,
683,195号 お よ び 第 4,683,202号 を 参 照 ） 。 PCR反 応 に よ っ て 増 幅 さ れ た 遺 伝 子 は ア ガ ロ ー
ス ゲ ル か ら 精 製 し 、 適 し た ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 哺 乳 動 物 組 織 か ら 同 定 す る た め に 適 切 な プ
ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ は 、 本 明 細 書 で 提 供 す る 配 列 か ら 導 く こ と が で き る 。 PCRの 一 般
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的 な 概 説 に つ い て は 、 Innisら 、 「 PCR Protocols: A Guide to Methods and Application
s」 、 Academic Press、 San Diego (1990)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 遺 伝 子 の 構 築 に 用 い る こ と が で き る 。 こ れ は 、 遺 伝 子 の セ ン
ス 鎖 お よ び 非 セ ン ス 鎖 の 両 方 に 相 当 す る 、 通 常 は 長 さ 40～ 120bpの 一 連 の 重 複 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 用 い て 行 わ れ る 。 続 い て 、 こ れ ら の DNA断 片 の ア ニ ー リ ン グ 、 連 結 お よ び ク ロ
ー ニ ン グ を 行 う 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 の SMAP-2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 、 発 現 の た め に 哺 乳 動 物
細 胞 へ の 形 質 転 換 導 入 を 行 う 前 に 、 中 間 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 こ
れ ら の 中 間 ベ ク タ ー は 原 核 生 物 ベ ク タ ー ま た は シ ャ ト ル ベ ク タ ー で あ る こ と が 一 般 的 で あ
る 。 タ ン パ ク 質 は 、 当 業 者 に 周 知 の 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 に 発 現
さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
III. 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 精 製
　 天 然 に 存 在 す る か ま た は 組 換 え の い ず れ か の SMAP-2が 機 能 ア ッ セ イ に お け る 使 用 の た め
に 精 製 さ れ 得 る 。 天 然 に 存 在 す る SMAP-2は 、 例 え ば 、 心 臓 、 大 網 組 織 、 ま た は SMAP-2オ ル
ト ロ グ の 任 意 の 他 の 供 給 源 か ら 精 製 さ れ 得 る 。 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド は 、 任 意 の 適 切 な 発 現
系 か ら 精 製 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム な ど の 物 質 に よ る 選 択 的 沈 殿 、 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 免 疫 精 製
法 な ど を 含 む 標 準 的 な 技 術 に よ り 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 実 質 的 に 純 粋 に な る ま で 精 製
す る こ と も で き る （ 例 え ば 、 Scopes, 「 Protein Purification: Principles and Practic
e」 (1982)； 米 国 特 許 第 4,673,641号 ； Ausubelら 、 前 記 ； お よ び Sambrookら 、 前 記 を 参 照
） 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る 場 合 に は さ ま ざ ま な 方 法 を 用 い う る 。 例 え ば 、 分 子 接 着
特 性 が 立 証 さ れ て い る タ ン パ ク 質 を SMAP-2と 可 逆 的 に 融 合 さ せ る こ と が で き る 。 適 切 な リ
ガ ン ド を 用 い て 、 い ず れ か の タ ン パ ク 質 を 精 製 カ ラ ム に 選 択 的 に 吸 着 さ せ 、 次 に そ れ を カ
ラ ム か ら 比 較 的 純 粋 な 形 で 遊 離 さ せ る こ と が で き る 。 続 い て 、 酵 素 活 性 に よ っ て 融 合 タ ン
パ ク 質 を 分 離 す る こ と が で き る 。 イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム を 用 い て ポ リ ペ プ チ ド を 精
製 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
A． 組 換 え 細 菌 か ら の タ ン パ ク 質 の 精 製
　 組 換 え タ ン パ ク 質 を 形 質 転 換 細 菌 に よ っ て 大 量 に 発 現 さ せ る 場 合 に （ 通 常 は プ ロ モ ー タ
ー 誘 導 に よ る 、 た だ し 発 現 は 構 成 性 で も よ い ） 、 タ ン パ ク 質 が 不 溶 性 凝 集 物 を 形 成 す る こ
と が あ る 。 タ ン パ ク 質 封 入 体 の 精 製 に 適 し た プ ロ ト コ ー ル が い く つ か あ る 。 例 え ば 、 凝 集
タ ン パ ク 質 （ 本 明 細 書 で は 以 後 、 封 入 体 と 称 す る ） の 精 製 に は 一 般 に 、 通 常 は 約 100～ 150
μ g/mlリ ソ ソ ー ム お よ び 0.1％ ノ ニ デ ッ ト P-40（ 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 ） を 含 む 緩 衝 液 中
で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ る （ た だ し 、 こ れ に は 限 定 さ れ な い ） 細 菌 細 胞 の 破 壊 に よ り
、 封 入 体 の 抽 出 、 分 離 お よ び /ま た は 精 製 が 行 わ れ る 。 細 胞 浮 遊 液 は Polytronグ ラ イ ン ダ
ー （ Brinkman Instruments, Westbury, NY） を 用 い て 破 砕 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 細
胞 を 氷 上 で 超 音 波 処 理 す る こ と も で き る 。 細 菌 を 可 溶 化 す る 代 替 的 な 方 法 は 、 Sambrookら
、 前 記 お よ び Ausubelら 、 前 記 に 記 載 さ れ て お り 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ る と 考 え ら れ る
。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 細 胞 浮 遊 液 を 一 般 的 に は 遠 心 し 、 封 入 体 を 含 む ペ レ ッ ト を 、 封 入 体 を 溶 解 さ せ る こ と は
な い が 洗 浄 は 行 え る 緩 衝 液 、 例 え ば 、 20mM Tris-HCl（ pH 7.2） 、 1mM EDTA、 150mM NaCl
お よ び 2％ Triton-X 100（ 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 ） 中 に 再 懸 濁 す る 。 で き る だ け 多 く の 壊
死 細 胞 片 を 除 去 す る た め に 、 洗 浄 の 段 階 を 繰 り 返 す こ と が 必 要 な こ と も あ る 。 封 入 体 の 残
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り の ペ レ ッ ト を 、 適 切 な 緩 衝 液 （ 例 え ば 、 20mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH 6.8、 150mM NaCl）
中 に 再 懸 濁 し て も よ い 。 そ の 他 の 適 切 な 緩 衝 液 は 当 業 者 に 明 ら か で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 洗 浄 段 階 の 後 に 、 強 力 な 水 素 受 容 体 で あ り 、 か つ 強 力 な 水 素 供 与 体 で も あ る 溶 媒 （ ま た
は こ れ ら の 特 性 の 一 方 を そ れ ぞ れ が 有 す る 溶 媒 の 組 み 合 わ せ ） の 添 加 に よ っ て 封 入 体 を 可
溶 化 す る 。 続 い て 、 封 入 体 を 形 成 し た タ ン パ ク 質 を 、 適 合 性 の あ る 緩 衝 液 に よ る 希 釈 ま た
は 透 析 に よ っ て 再 生 さ せ る こ と が で き る 。 適 し た 溶 媒 に は 、 尿 素 （ 約 4M～ 約 8M） 、 ホ ル ム
ア ミ ド （ 容 積 /容 積 比 で 少 な く と も 約 80％ ） お よ び 塩 酸 グ ア ニ ジ ン （ 約 4M～ 約 8M） が 含 ま
れ る 。 凝 集 体 形 成 性 タ ン パ ク 質 を 可 溶 化 し う る い く つ か の 溶 媒 、 例 え ば SDS（ ド デ シ ル 硫
酸 ナ ト リ ウ ム ） お よ び 70％ ギ 酸 は 、 タ ン パ ク 質 が 非 可 逆 的 に 変 性 し 、 免 疫 原 性 お よ び /ま
た は 活 性 が な く な る 恐 れ が あ る た め 、 こ の 手 順 に 用 い る に は 適 し て い な い 。 塩 酸 グ ア ニ ジ
ン お よ び 類 似 の 薬 剤 は 変 性 剤 で あ る が 、 こ の 変 性 は 非 可 逆 的 で は な く 、 変 性 剤 を 除 去 （ 例
え ば 、 透 析 に よ る ） ま た は 希 釈 す る と 再 生 が 起 こ り 、 目 的 の 免 疫 学 的 お よ び /ま た は 生 物
学 的 に 活 性 の あ る タ ン パ ク 質 が 再 構 成 さ れ る 。 可 溶 化 の 後 に は 、 標 準 的 な 分 離 法 に よ り 、
タ ン パ ク 質 を 他 の 細 菌 タ ン パ ク 質 か ら 分 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 ま た は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 細 菌 の 周 辺 質 か ら 精 製 す る こ と も 可 能 で あ る 。 タ ン パ ク 質 が 細
菌 の 周 辺 質 に 輸 出 さ れ た 時 点 で 、 細 菌 の 周 辺 質 画 分 を 低 温 浸 透 圧 シ ョ ッ ク 、 さ ら に は 当 技
術 分 野 で 知 ら れ た 他 の 方 法 に よ っ て 単 離 す る こ と が で き る （ Ausubelら 、 前 記 を 参 照 ） 。
周 辺 質 か ら 組 換 え タ ン パ ク 質 を 単 離 す る た め に は 、 細 菌 細 胞 に 遠 心 処 理 を 行 っ て ペ レ ッ ト
化 す る 。 こ の ペ レ ッ ト を 20％ ス ク ロ ー ス を 含 む 緩 衝 液 中 に 再 懸 濁 す る 。 細 胞 を 可 溶 化 す る
た め に は 、 細 菌 を 遠 心 し 、 氷 冷 し た 5mM MgSO4中 に ペ レ ッ ト を 再 懸 濁 し て 、 氷 浴 中 に 約 10
分 間 お く 。 こ の 細 胞 浮 遊 液 を 遠 心 し 、 上 清 を デ カ ン ト し て 回 収 す る 。 上 清 中 に 存 在 す る 組
換 え タ ン パ ク 質 は 、 当 業 者 に 知 ら れ た 標 準 的 な 分 離 法 に よ っ て 宿 主 タ ン パ ク 質 か ら 分 離 す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
B． 昆 虫 細 胞 か ら の タ ン パ ク 質 の 精 製
　 タ ン パ ク 質 を 、 例 え ば Fernandezお よ び Hoeffler、 「 Gene Expression Systems」 (1999)
に 記 載 さ れ た よ う な 真 核 生 物 遺 伝 子 発 現 系 か ら 精 製 す る こ と も で き る 。 い く つ か の 態 様 に
お い て 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 は 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 単 離 す る た め に 用 い ら れ る 。 組
換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス は 一 般 に 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の ポ リ へ ド ロ ン コ ー ド 配 列 を 、 発 現 さ
せ よ う と す る 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 SMAP-2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ） で 置 き 換 え る こ と に よ っ て 作 製
さ れ る 。 ポ リ へ ド ロ ン 遺 伝 子 を 欠 く ウ イ ル ス は 特 有 の プ ラ ー ク 形 態 を 有 し て い る た め 、 認
識 が 容 易 で あ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス は 目 的 の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が ポ リ へ ド ロ ン プ ロ モ ー タ ー と 機 能 的 に 結 合 す る よ う に 、 導
入 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 pUCを ベ ー ス と す る ベ ク タ ー ） 中 に ま ず ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ
っ て 作 製 さ れ る 。 導 入 ベ ク タ ー を 野 生 型 DNAと と も に 昆 虫 細 胞 （ 例 え ば 、 Sf9細 胞 、 Sf21細
胞 ま た は BT1-TN-5B1-4細 胞 ） に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 、 野 生 型 ウ イ ル ス DNA中 の ポ リ へ ド
ロ ン 遺 伝 子 と 目 的 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と の 相 同 組 換 え お よ び 置 換 を 生 じ さ せ る 。 続 い て ウ
イ ル ス を 生 じ さ せ 、 プ ラ ー ク を 精 製 す る こ と が で き る 。 昆 虫 細 胞 の ウ イ ル ス 感 染 に よ っ て
タ ン パ ク 質 発 現 が 起 こ る 。 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 分 泌 さ れ る 場 合 に は 細 胞 上 清 か ら 収
集 で き 、 細 胞 内 に あ る 場 合 に は 細 胞 可 溶 化 物 か ら 収 集 で き る 。 例 え ば 、 Ausubelら 、 お よ
び Fernandezお よ び Hoeffler、 前 記 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ０ ６ 】
C． タ ン パ ク 質 を 精 製 す る た め の 標 準 的 な タ ン パ ク 質 分 離 法

　 し ば し ば 最 初 の 工 程 と し て 、 さ ら に タ ン パ ク 質 混 合 物 が 複 合 体 で あ る 場 合 に は 、 最 初 に
塩 分 別 を 行 う こ と に よ り 、 不 要 な 宿 主 細 胞 タ ン パ ク 質 （ ま た は 細 胞 培 養 液 に 由 来 す る タ ン
パ ク 質 ） の 多 く を 目 的 の 組 換 え タ ン パ ク 質 か ら 分 離 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 塩 は 、 例
え ば 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム で あ り う る 。 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム は 、 タ ン パ ク 質 混 合 物 中 の 水 の 量 を
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効 果 的 に 減 ら す こ と に よ っ て タ ン パ ク 質 を 沈 殿 さ せ る 。 そ こ で タ ン パ ク 質 は 溶 解 性 の 点 か
ら 沈 殿 す る 。 タ ン パ ク 質 の 疎 水 性 が 高 い ほ ど 、 よ り 低 い 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 濃 度 で 沈 殿 す る
可 能 性 が 高 い 。 典 型 的 な プ ロ ト コ ー ル で は 、 タ ン パ ク 質 溶 液 に 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 飽 和 溶 液
を 添 加 し 、 そ の 結 果 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 濃 度 が 20～ 30％ と な る よ う に す る 。 こ れ に よ っ て
最 も 疎 水 性 の 高 い タ ン パ ク 質 が 沈 殿 す る と 考 え ら れ る 。 次 に 沈 殿 物 を 廃 棄 し （ 目 的 の タ ン
パ ク 質 が 疎 水 性 で な い 場 合 ） 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 上 清 に 添 加 し 、 目 的 の タ ン パ ク 質 が 沈
殿 す る こ と が 知 ら れ た 濃 度 に す る 。 続 い て 、 沈 殿 物 を 緩 衝 液 に 溶 解 し 、 必 要 で あ れ ば 過 剰
な 塩 を 透 析 ま た は 透 析 濾 過 に よ っ て 除 去 す る 。 低 温 エ タ ノ ー ル 沈 殿 法 な ど の 、 タ ン パ ク 質
の 溶 解 性 に 依 拠 す る そ の 他 の 方 法 も 当 業 者 に 知 ら れ て お り 、 複 合 タ ン パ ク 質 混 合 物 の 分 別
に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ７ 】

　 算 出 さ れ た 分 子 量 に 基 づ き 、 種 々 の 孔 径 の 膜 （ 例 え ば 、 Amicon社 ま た は Millipore社 の
膜 ） を 通 過 さ せ る 限 外 濾 過 を 用 い て 、 そ れ よ り も サ イ ズ が 大 き い ま た は 小 さ い タ ン パ ク 質
を 単 離 す る こ と が で き る 。 第 1の 工 程 と し て 、 分 子 量 カ ッ ト オ フ 値 が 目 的 の タ ン パ ク 質 の
分 子 量 よ り も 低 い 孔 径 の 膜 を 通 し て タ ン パ ク 質 混 合 物 の 限 外 濾 過 を 行 う 。 続 い て 、 限 外 濾
過 後 の 保 持 物 質 に 、 分 子 量 カ ッ ト オ フ 値 が 目 的 の タ ン パ ク 質 の 分 子 量 よ り も 高 い 膜 に 対 す
る 限 外 濾 過 を 行 う 。 組 換 え タ ン パ ク 質 は こ の 膜 を 通 過 し て 濾 液 に 入 る と 考 え ら れ る 。 続 い
て 、 以 下 に 述 べ る よ う に 濾 液 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】

　 目 的 の タ ン パ ク 質 を 、 そ の サ イ ズ 、 正 味 の 表 面 電 荷 、 疎 水 性 お よ び 異 種 分 子 に 対 す る 親
和 性 に 基 づ い て 他 の タ ン パ ク 質 か ら 分 離 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、 タ ン パ ク 質 に 対 し て
産 生 さ れ た 抗 体 を カ ラ ム 基 質 に 結 合 さ せ て 、 タ ン パ ク 質 の 免 疫 精 製 を 行 う こ と も で き る 。
こ れ ら の 方 法 は す べ て 当 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 赤 血 球 凝 集 素 （ HA） 、 FLAG、 Xpress、 Myc、 ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン （ His） 、 お よ び グ ル タ チ
オ ン Sト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） な ど の よ う な 様 々 な ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ に 対 し て 産 生 さ
れ た 抗 体 を 用 い た イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る
た め に 用 い る こ と が で き る 。 Hisタ グ も あ る 金 属 （ 例 え ば 、 Ni） の キ レ ー ト 剤 と し て 作 用
し 、 従 っ て 、 そ の 金 属 も His含 有 ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 精
製 後 、 タ グ は 任 意 で 、 特 異 的 な タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 に よ り 除 去 さ れ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 を 任 意 の 規 模 で 、 し か も さ ま ざ ま な 製 造 者 （ 例 え ば 、 Pharmacia 
Biotech） に よ る 装 置 を 用 い て 行 え る こ と は 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
IV． 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 検 出
　 当 業 者 は 、 SMAP-2ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 の 検 出 に は 多 く の 用 途 が あ る こ と を 認 識 す る
と 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 本 明 細 書 で 考 察 す る よ う に 、 患 者 に お け る SMAP-2レ ベ ル の 検 出 は
、 糖 尿 病 を 、 ま た は 糖 尿 病 の 病 的 な 影 響 の 少 な く と も い く つ か に 対 す る 素 因 を 診 断 す る た
め に 有 用 で あ る 。 さ ら に 、 遺 伝 子 発 現 の 検 出 は SMAP-2発 現 の 修 飾 物 質 を 同 定 す る の に 有 用
で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 を 用 い た 特 定 の DNAお よ び RNAの さ ま ざ ま な 測 定 方 法 が 当
業 者 に 知 ら れ て い る （ Sambrook、 前 記 を 参 照 ） 。 い く つ か の 方 法 は 電 気 泳 動 分 離 を 用 い る
が （ 例 え ば 、 DNAの 検 出 の た め の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 お よ び RNAの 検 出 の た め の ノ ー ザ ン ブ
ロ ッ ト 法 ） 、 DNAお よ び RNAの 測 定 を 電 気 泳 動 分 離 を 用 い ず に 行 う こ と も で き る （ 例 え ば 、
ド ッ ト ブ ロ ッ ト に よ る ） 。 ゲ ノ ム DNA（ 例 え ば 、 ヒ ト か ら の も の ） の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 は
、 本 発 明 の SMAP-2ポ リ ペ プ チ ド に 影 響 を 及 ぼ す 遺 伝 的 障 害 の 存 在 を 検 出 す る た め の 制 限 断
片 長 多 型 （ RFLP） に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る こ と が で き る 。
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2． サ イ ズ の 差 に 基 づ く 濾 過

3． カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー



【 ０ １ １ ３ 】
　 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 形 式 の 選 択 は 特 に 重 要 で は な い 。 さ ま ざ ま な 核 酸 ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 形 式 が 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 一 般 的 な 形 式 に は サ ン ド イ ッ チ
ア ッ セ イ 法 お よ び 競 合 ア ッ セ イ 法 ま た は 置 換 （ displacement） ア ッ セ イ 法 が 含 ま れ る 。 ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 の 概 論 は 、 Hamesお よ び Higgins、 「 Nucleic Acid Hybridization
, A Practical Approach」 、 IRL Press (1985)； Gallお よ び Pardue、 Proc. Natl. Acad. 
Sci. U.S.A., 63: 378-383 (1969)； な ら び に Johnら 、 Nature, 223: 582-587 (1969)に 記
載 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 検 出 に は 、 シ グ ナ ル を 生 成 す る 複 合 体 が 、 標 的 と プ ロ
ー ブ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 核 酸 と の 二 重 鎖 と 結 合 す る 必 要 が あ る と 思 わ れ る 。 一 般 に 、
こ の 種 の 結 合 は 、 リ ガ ン ド 結 合 プ ロ ー ブ と シ グ ナ ル が 結 合 し た ア ン チ リ ガ ン ド （ anti-lig
and） と の 間 の よ う な 、 リ ガ ン ド と ア ン チ リ ガ ン ド と の 相 互 作 用 に よ っ て 生 じ る 。 シ グ ナ
ル 生 成 複 合 体 の 結 合 は 、 超 音 波 エ ネ ル ギ ー に 対 す る 曝 露 に よ る 促 進 に も 容 易 に 適 用 し う る
。
【 ０ １ １ ５ 】
　 標 識 に よ り 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 間 接 的 な 検 出 も 可 能 と な る 。 例 え ば 、 標
識 が ハ プ テ ン ま た は 抗 原 で あ る 場 合 に は 、 抗 体 を 用 い る こ と に よ っ て 試 料 を 検 出 し う る 。
こ れ ら の 系 に お い て 、 シ グ ナ ル は 、 蛍 光 分 子 も し く は 酵 素 分 子 が 抗 体 と 結 合 す る こ と に よ
り 、 ま た は 場 合 に よ っ て は 放 射 性 標 識 と の 結 合 に よ っ て 生 成 さ れ る （ 例 え ば 、 Tijssen, 
「 Practice and Theory of Enzyme Immunoassays」 、 「 Laboratory Techniques in Bioch
emistry and Molecular Biology」 、 Burdonお よ び van Knippenberg編 、 Elsevier (1985)
、 pp. 9-20を 参 照 ） 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 プ ロ ー ブ は 一 般 に 、 同 位 体 、 発 色 団 、 発 光 団 （ lumiphore） 、 色 素 体 の 場 合 の よ う に 直
接 標 識 さ れ る か 、 後 に ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 複 合 体 が 結 合 す る ビ オ チ ン の 場 合 の よ う に 間 接
的 に 標 識 さ れ る 。 こ の た め 、 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 に 用 い ら れ る 検 出 可 能 な 標 識 は 、 一 次 標
識 （ 標 識 が 直 接 検 出 可 能 な 因 子 を 含 む か 、 直 接 検 出 可 能 な 因 子 を 生 成 す る 場 合 ） で も 二 次
標 識 （ 免 疫 学 的 標 識 に お い て 一 般 的 な よ う に 、 検 出 さ れ る 標 識 が 一 次 標 識 と 結 合 す る 場 合
） で も よ い 。 一 般 に 、 標 識 さ れ た シ グ ナ ル 核 酸 が ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 検 出 に 用 い ら
れ る 。 相 補 的 核 酸 ま た は シ グ ナ ル 核 酸 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 の
検 出 に 通 常 用 い ら れ る い く つ か の 方 法 の 任 意 の 1つ に よ っ て 標 識 し う る 。 最 も 一 般 的 な 検
出 方 法 は 、 ３ H、 1 2 5 I、 3 5 S、 1 4 Cま た は 3 2 Pで 標 識 し た プ ロ ー ブ な ど を 用 い る オ ー ト ラ ジ オ
グ ラ フ ィ ー の 使 用 で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 他 の 標 識 に は 、 例 え ば 、 標 識 さ れ た 抗 体 と 結 合 す る リ ガ ン ド 、 蛍 光 団 、 化 学 発 光 物 質 、
酵 素 、 お よ び 、 標 識 さ れ た リ ガ ン ド に 対 す る 特 異 的 な 結 合 対 の メ ン バ ー と し て 作 用 す る 抗
体 が 含 ま れ る 。 標 識 、 標 識 手 順 お よ び 標 識 の 検 出 に 関 す る 手 引 き は 、 Polakお よ び Van Noo
rden、 「 Introduction to Immunocytochemistry」 第 2版 、 Springer Verlag、 NY (1997)；
な ら び に Molecular Probes, Inc.に よ っ て 刊 行 さ れ た 総 合 的 な ハ ン ド ブ ッ ク お よ び カ タ ロ
グ で あ る Haugland「 Handbook of Fluoroscent Probes and Research Chemicals」 (1996)
に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 一 般 に は 、 検 出 用 試 薬 の 標 識 の 検 出 に は 、 特 定 の プ ロ ー ブ ま た は プ ロ ー ブ の 組 み 合 わ せ
を 観 測 す る 検 出 器 を 用 い る 。 典 型 的 な 検 出 器 は 、 分 光 光 度 計 、 光 電 管 お よ び 光 ダ イ オ ー ド
、 顕 微 鏡 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー 、 カ メ ラ 、 フ ィ ル ム な ど 、 さ ら に は そ れ ら の 組 み
合 わ せ を 含 む 。 適 し た 検 出 器 の 例 は 、 当 業 者 に 知 ら れ た さ ま ざ ま な 販 売 元 か ら 広 く 入 手 可
能 で あ る 。 一 般 的 に は 、 結 合 し た 標 識 部 分 （ labeling moiety） を 含 む 基 質 の 光 学 画 像 を
以 後 の コ ン ピ ュ ー タ 解 析 の た め に デ ジ タ ル 化 す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
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　 例 え ば RNAの 量 は 、 検 出 試 薬 の 結 合 に よ っ て 固 体 支 持 体 に 固 定 さ れ た 標 識 の 量 を 定 量 す
る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る 。 一 般 に 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 中 に 修 飾 物 質 が 存 在 す る こ と に
よ り 、 固 体 支 持 体 と 結 合 し た 標 識 の 量 は 、 修 飾 物 質 を 含 ま な い 対 照 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン と
比 べ て 、 ま た は 個 々 の 反 応 の 種 類 に 対 し て 確 立 さ れ た ベ ー ス ラ イ ン と 比 べ て 、 増 加 ま た は
減 少 す る と 考 え ら れ る 。 標 識 の 検 出 お よ び 定 量 の た め の 手 段 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て は 、 標 的 核 酸 ま た は プ ロ ー ブ を 固 体 支 持 体 に 対 し て 固 定 化 す る
。 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 に 用 い る の に 適 し た 固 体 支 持 体 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 本 明 細 書 で
用 い る 場 合 、 固 体 支 持 体 と は 、 実 質 的 に 固 定 さ れ た 配 置 に あ る 材 料 の マ ト リ ッ ク ス の こ と
で あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 さ ま ざ ま な 自 動 化 固 相 ア ッ セ イ 法 も 適 し て い る 。 例 え ば 、 Affymetrix, Inc.（ Santa Cl
ara, CA） か ら 入 手 し う る 超 大 規 模 固 定 化 ポ リ マ ー ア レ イ （ VLSIPS（ 商 標 ） ） す な わ ち 、
ジ ー ン チ ッ プ ま た は マ イ ク ロ ア レ イ を 、 同 一 の 調 節 経 路 に 関 与 す る 複 数 の 遺 伝 子 の 発 現 レ
ベ ル の 変 化 を 同 時 に 検 出 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 Tijssen、 前 記 .、 Fodorら  (199
1) Science, 251: 767-777； Sheldonら  (1993) Clinical Chemistry 39(4) : 718-719お
よ び Kozalら  (1996) Nature Medicine 2(7): 753-759を 参 照 さ れ た い 。 同 様 に 、 ス ポ ッ ト
さ れ た cDNAア レ イ （ ナ イ ロ ン 、 ガ ラ ス 、 ま た は 他 の 固 体 支 持 体 に 結 合 す る cDNA配 列 ア レ イ
） も ま た 、 多 数 の 遺 伝 子 の 発 現 を モ ニ タ ー す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 通 常 、 ア レ イ の 構 成 要 素 は 、 各 構 成 要 素 が 基 板 上 の 指 定 さ れ た 位 置 に 存 在 す る よ う な 秩
序 立 っ た 様 式 で 構 成 さ れ て い る 。 ア レ イ の 構 成 要 素 は 基 板 上 の 指 定 さ れ た 位 置 に あ る た め
、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の パ タ ー ン お よ び 強 度 （ こ の 両 者 に よ っ て 一 意 的 な 発 現 プ ロ フ
ァ イ ル が 生 成 さ れ る ） を 特 定 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル に 関 し て 解 釈 こ と が で き 、 特 定 の 疾 患
も し く は 状 態 ま た は 治 療 と 関 連 づ け る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Schenaら 、 Science 270: 4
67-470 (1995)お よ び （ Lockhartら 、 Nature Biotech. 14: 1675-1680 (1996)） を 参 照 さ
れ た い 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 特 異 性 は 、 特 異 性 -対 照 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 、 試 料 に 既
知 の 量 を 添 加 し た 特 異 性 -対 照 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 比
較 す る こ と に よ っ て 評 価 し う る 。 特 異 性 -対 照 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に は 、 対 応 す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 比 し て 1つ ま た は 複 数 の 配 列 ミ ス マ ッ チ が あ っ て も よ い 。 こ の 方 式 に
よ り 、 相 補 的 な 標 的 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の み が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る
か 、 そ れ と も ミ ス マ ッ チ の あ る ハ イ ブ リ ッ ド 二 重 鎖 が 形 成 さ れ る か が 判 定 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 は 、 絶 対 的 ま た は 示 差 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 形 式 で
行 う こ と が で き る 。 絶 対 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 形 式 で は 、 1つ の 試 料 由 来 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を マ イ ク ロ ア レ イ 形 式 に あ る 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ 、 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 複 合 体 の 形 成 後 に 検 出 さ れ た 信 号 を 試 料 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の レ
ベ ル と 相 関 づ け る 。 示 差 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 形 式 で は 、 2つ の 生 物 試 料 に お け る
遺 伝 子 セ ッ ト の 発 現 の 差 異 を 分 析 す る 。 示 差 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め に は 、 両 方
の 生 物 試 料 か ら ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 調 製 し 、 異 な る 標 識 部 分 （ labeling moiety
） を 用 い て 標 識 す る 。 2種 類 の 標 識 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 混 合 物 を マ イ ク ロ ア レ イ
に 添 加 す る 。 続 い て マ イ ク ロ ア レ イ を 、 2種 類 の 異 な る 標 識 か ら の 発 光 を 個 別 に 検 出 し う
る 条 件 下 で 検 査 す る 。 両 方 の 生 物 試 料 に 由 来 す る 実 質 的 に 同 数 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー
ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た マ イ ク ロ ア レ イ 中 の 配 列 は 、 異 な る 複 合 蛍 光 を 発 す る （ Shalon
ら 、 国 際 公 開 公 報 第 95／ 35505号 ） 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 標 識 は 識 別 可 能 な 発 光 ス
ペ ク ト ル を 有 す る 蛍 光 性 標 識 、 例 え ば Cy3お よ び Cy5蛍 光 団 で あ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な か っ た 核 酸 を 除 去 す る た め に マ イ ク
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ロ ア レ イ を 洗 浄 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し う る ア レ イ 構 成 要 素 と ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と
の 複 合 体 形 成 を 検 出 す る 。 複 合 体 形 成 の 検 出 の た め の 方 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 い く つ
か の 態 様 に お い て は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 蛍 光 性 標 識 で 標 識 し 、 複 合 体 形 成 を 示
す 蛍 光 の レ ベ ル お よ び パ タ ー ン の 測 定 は 、 共 焦 点 蛍 光 顕 微 鏡 な ど の 蛍 光 顕 微 鏡 に よ っ て 行
わ れ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 示 差 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験 で は 、 2種 類 ま た は そ れ 以 上 の 異 な る 生 物 試 料 か ら
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 、 発 光 波 長 の 異 な る 2種 類 ま た は そ れ 以 上 の 異 な る 蛍 光 性
標 識 に よ っ て 標 識 す る 。 蛍 光 シ グ ナ ル は 、 特 定 の 波 長 を 検 出 す る よ う に 設 定 し た 異 な る 光
電 子 倍 増 管 を 用 い て 検 出 す る 。 2つ ま た は そ れ 以 上 の 試 料 に お け る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ
ー ブ の 相 対 量 ／ 発 現 レ ベ ル を 求 め る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 通 常 、 複 数 の マ イ ク ロ ア レ イ を 同 様 の 試 験 条 件 下 で 用 い る 場 合 に は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 強 度 の ば ら つ き を 考 慮 に 入 れ る た め に マ イ ク ロ ア レ イ の 蛍 光 強 度 を 標 準 化 す る こ と
が で き る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 個 々 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ ／ 標 的 複 合 体 の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 強 度 は 、 各 マ イ ク ロ ア レ イ 上 に 含 ま れ る 内 部 標 準 化 対 照 か ら 得 ら れ
た 強 度 を 用 い て 標 準 化 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 核 酸 の 検 出 は 例 え ば 、 二 重 鎖 核 酸 と 特 異 的 に 結 合 す る 標 識 さ れ た 検 出 用 部 分 （ 例 え ば 、
RNA-DNA二 重 鎖 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 ） を 用 い て 行 い う る 。 1つ の 例 で は 、 抗 体 が 酵 素 と 結
合 し た 、 DNA-RNAヘ テ ロ 二 重 鎖 を 認 識 す る 抗 体 を 用 い る （ 通 常 、 組 換 え ま た は 共 有 化 学 結
合 に よ る ） 。 抗 体 は 、 酵 素 が そ の 基 質 と 反 応 し て 検 出 可 能 な 生 成 物 が 生 じ た 場 合 に 検 出 さ
れ る 。 Coutleeら (1989) Analytical Biochemistry 181: 153-162； Bogulavski (1986)ら
、 J. Immunol. Methods 89: 123-130； Prooijen-Knegt (1982) Exp. Cell Res. 141： 397
-407； Rudkin (1976) Nature 265: 472-473、 Stollar (1970) PNAS 65: 993-1000； Balla
rd (1982) Mol. Immunol. 19: 793-799； Pisetskyお よ び Caster (1982) Mol. Immunol. 1
9： 645-650； Viscidiら (1988) J Clin. Microbial. 41: 199-209； な ら び に Kineyら (1989
) J. Clin. Microbiol. 27: 6-12は 、 ホ モ 二 重 鎖 お よ び ヘ テ ロ 二 重 鎖 を 含 む RNA二 重 鎖 に
対 す る 抗 体 を 記 載 し て い る 。 DNA： RNAハ イ ブ リ ッ ド に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 含 む キ ッ ト は
、 例 え ば 、 Digene Diagnostics, Inc.（ Beltsville, MD） か ら 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 入 手 可 能 な 抗 体 に 加 え て 、 当 業 者 は 、 核 酸 二 重 鎖 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 を 既 存 の 技 術 を
用 い て 容 易 に 作 製 す る こ と が で き 、 ま た は 商 業 的 も し く は 公 的 に 入 手 可 能 な 抗 体 を 改 変 す
る こ と も で き る 。 以 上 に 言 及 し た 技 術 に 加 え て 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 作 製 す る た め の 一 般 的 な 方 法 が 当 業 者 に 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 Paul（ 編 ） 、 「
Fundamental Immunology, Third Edition」 Raven Press, Ltd., NY (1993)； Coligan, 「
Current Protocols in Immunology」 、 Wiley/Greene, NY (1991)； Harlowお よ び Lane、 「
Antibodies: A Laboratory Manual」 Cold Spring Harbor Press, NY (1989)； Stitesら （
編 ） 「 Basic and Clinical Immunology」 （ 第 4版 ） Lange Medical Publications, Los Al
tos, CAお よ び そ こ に 引 用 さ れ た 参 考 文 献 ； Goding、 「 Monoclonal Antibodies: Principl
es and Practice」 （ 第 2版 ） Academic Press, New York, NY, (1986)； な ら び に Kohlerお
よ び Milstein、 Nature 256: 495-497 (1975)を 参 照 さ れ た い ） 。 抗 体 調 製 の た め に 適 し た
他 の 技 術 に は 、 フ ァ ー ジ ベ ク タ ー ま た は 類 似 の ベ ク タ ー に お け る 組 換 え 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー
の 選 択 が 含 ま れ る （ 例 え ば 、 Huseら 、 Science 246: 1275-1281 (1989)； お よ び Wardら 、 N
ature 341: 544-546 (1989)を 参 照 ） 。 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 な ら び に 抗 血 清 は 、 通 常 、 少 な く と も 約 0.1μ Mの KＤ 、 好 ま し く は 少 な く と も 約 0.0
1μ Mま た は そ れ 未 満 、 最 も 一 般 的 か つ 好 ま し く は 0.001μ Mま た は そ れ 未 満 の KＤ で 結 合 す
る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 本 発 明 に 用 い ら れ る 核 酸 は 、 陽 性 プ ロ ー ブ で も 陰 性 プ ロ ー ブ で も よ い 。 陽 性 プ ロ ー ブ は

10

20

30

40

50

(27) JP 2005-529603 A 2005.10.6



そ の 標 的 と 結 合 し 、 二 重 鎖 形 成 の 存 在 が 標 的 の 存 在 の 証 拠 と な る 。 陰 性 プ ロ ー ブ は 疑 わ れ
る 標 的 と は 結 合 せ ず 、 二 重 鎖 形 成 が 存 在 し な い こ と が 標 的 の 存 在 の 証 拠 と な る 。 例 え ば 、
野 生 型 特 異 的 な 核 酸 プ ロ ー ブ ま た は PCRプ ラ イ マ ー の 使 用 は 、 目 的 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
み が 存 在 す る 場 合 、 ア ッ セ イ 試 料 に お け る 陰 性 プ ロ ー ブ と し て 役 立 ち う る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ 法 の 感 度 を 、 検 出 し よ う と す る 標 的 核 酸 を 増 加 さ せ る
核 酸 増 幅 シ ス テ ム を 用 い る こ と に よ っ て 高 め る こ と も で き る 。 こ の よ う な シ ス テ ム の 例 に
は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） シ ス テ ム お よ び リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ LCR） シ ス テ ム が 含
ま れ る 。 当 技 術 分 野 で 最 近 記 載 さ れ て い る そ の 他 の 方 法 に は 、 核 酸 配 列 に 基 づ く 増 幅 （ NA
SBA, Cangene, Mississauga, Ontario） お よ び Q Betaレ プ リ カ ー ゼ シ ス テ ム が あ る 。 こ れ
ら の シ ス テ ム は 、 選 択 し た 配 列 が 存 在 す る 場 合 に の み PCRプ ラ イ マ ー ま た は LCRプ ラ イ マ ー
が 伸 長 ま た は 連 結 す る よ う に 設 計 さ れ て い る 場 合 、 変 異 体 を 直 接 同 定 す る た め に 用 い う る
。 ま た は 、 選 択 し た 配 列 を 、 例 え ば 非 特 異 的 な PCRプ ラ イ マ ー を 用 い て 全 体 的 に 増 幅 し 、
増 幅 さ れ た 標 的 領 域 を そ の 後 、 変 異 の 指 標 と な る 特 定 の 配 列 に 対 し て 検 索 す る こ と も で き
る 。 Taqmanお よ び 分 子 ビ ー コ ン プ ロ ー ブ を 含 む 様 々 な 検 出 プ ロ ー ブ を 増 幅 反 応 産 物 を 、 例
え ば 即 時 に モ ニ タ ー す る た め に 用 い る こ と が で き る こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 核 酸 の 発 現 レ ベ ル を 決 定 す る た め の 代 替 的 な 手 段 の 一 つ は 、 イ ン サ イ チ ュ ー ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で あ る 。 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ 法 は よ く
知 ら れ て お り 、 Angererら 、 Methods Enzymol. 152: 649-660 (1987)に 概 論 が 記 載 さ れ て
い る 。 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ 法 で は 、 細 胞 、 好 ま し く は 小 脳 ま
た は 海 馬 由 来 の ヒ ト 細 胞 を 固 体 支 持 体 、 一 般 的 に は ス ラ イ ド グ ラ ス に 対 し て 固 定 す る 。 DN
Aを 検 索 し よ う と す る 場 合 に は 、 細 胞 を 熱 ま た は ア ル カ リ に よ っ て 変 性 さ せ る 。 続 い て 細
胞 を 、 標 識 さ れ た 特 異 的 プ ロ ー ブ の ア ニ ー リ ン グ を 可 能 に す る 中 程 度 の 温 度 の ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 と 接 触 さ せ る 。 プ ロ ー ブ は 放 射 性 同 位 体 ま た は 蛍 光 レ ポ ー タ ー に よ っ て
標 識 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 一 塩 基 多 型 （ SNP） 解 析 も 、 SMAP-2遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子 間 の 違 い を 検 出 す る た め に 有 用
で あ る 。 SMAP-2と 関 連 の あ る SNPは 、 例 え ば 患 者 に お け る SMAP-2関 連 疾 患 （ 例 え ば 糖 尿 病
ま た は そ の よ う な 疾 患 の 素 因 ） の 診 断 に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 あ る 個 体 が SMAP-2関 連 SNP
の 少 な く と も 1つ の 対 立 遺 伝 子 を 有 し て い れ ば 、 そ の 個 体 は そ れ ら の 疾 患 の 1つ ま た は 複 数
に 対 す る 素 因 を 持 つ 可 能 性 が 高 い 。 個 体 が 疾 患 関 連 SMAP-2の SNPに 関 し て ホ モ 接 合 性 で あ
れ ば 、 そ の 個 体 の SMAP-2関 連 疾 患 （ 例 え ば 糖 尿 病 ） に 対 す る 素 因 は 特 に 大 き い 。 い く つ か
の 態 様 に お い て 、 SMAP-2関 連 疾 患 に 関 連 す る SNPは 、 SMAP-2を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド の 300,000塩 基 対 ； 200,000塩 基 対 ； 100,000塩 基 対 ； 75,000塩 基 対 ； 50,000塩 基 対 ； 10,
000塩 基 対 ； 5,000塩 基 対 ； 2,000塩 基 対 ； ま た は 1,000塩 基 対 の 範 囲 内 に 位 置 す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 Taqmanま た は 分 子 ビ ー コ ン を 用 い る ア ッ セ イ 法 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,210,015号 ； 同
第 5,487,972号 ； Tyagiら 、 Nature Biotechnology 14: 303 (1996)； お よ び 国 際 公 開 公 報
第 95／ 13399号 ） な ど を 含 む さ ま ざ ま な リ ア ル タ イ ム PCR法 は 、 SNPの 有 無 を 観 測 す る た め
に 有 用 で あ る 。 そ の ほ か の SNP検 出 法 に は 、 例 え ば 、 DNAシ ー ク エ ン シ ン グ 、 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン に よ る シ ー ク エ ン シ ン グ 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア レ イ （ DN
Aチ ッ プ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 分 析 が 含 ま れ 、 ま た は 例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,177,249号
； Landegrenら 、 Genome Research, 8: 769-776 (1998)； Botsteinら 、 Am J Human Geneti
cs 32: 314-331 (1980)； Meyersら 、 Methods in Enzymology 155: 501-527 (1987)； Keen
ら 、 Trends in Genetics 7: 5 (1991)； Myersら 、 Science 230: 1242-1246 (1985)； お よ
び Kwokら 、 Genomics 23: 138144 (1994)に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
V． SMAP-2の 免 疫 学 的 検 出
　 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 技 術 を 用 い た SMAP-2遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子 発 現 の 検 出 の ほ か
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に 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 用 い て SMAP-2ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る こ と も 可 能 で あ る 。 イ ム ノ
ア ッ セ イ 法 を 用 い て 、 SMAP-2を 定 性 的 ま た は 定 量 的 に 分 析 す る こ と が で き る 。 適 用 可 能 な
技 術 に 関 す る 一 般 的 な 概 要 は 、 Harlowお よ び Lane、 「 Antibodies: A Laboratory Manual
」 (1988)に 記 載 が あ る 。 当 業 者 は 、 検 出 目 的 に 有 用 な 抗 体 が 治 療 薬 と し て も 有 用 で あ る こ
と （ す な わ ち 、 SMAP-2ア ン タ ゴ ニ ス ト ） を 認 識 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
A． 標 的 タ ン パ ク 質 ま た は 他 の 免 疫 原 に 対 す る 抗 体
　 目 的 の タ ン パ ク 質 ま た は 他 の 免 疫 原 と 特 異 的 に 反 応 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 の た め の 方 法 は 当 業 者 に 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 Coligan、 前 記 ； H
arlowお よ び Lane、 前 記 ； Stitesら 、 前 記 お よ び そ れ に 引 用 さ れ た 参 考 文 献 ； Goding、 前
記 ； な ら び に Kohlerお よ び Milstein、 Nature, 256: 495-497 (1975)を 参 照 さ れ た い ） 。
こ の よ う な 技 術 に は 、 フ ァ ー ジ ベ ク タ ー ま た は 類 似 の ベ ク タ ー に お け る 組 換 え 抗 体 の ラ イ
ブ ラ リ ー か ら の 抗 体 の 選 択 に よ る 抗 体 の 調 製 が 含 ま れ る （ 例 え ば 、 Huseら 、 前 記 ； お よ び
Wardら 、 前 記 を 参 照 の こ と ） 。 例 え ば 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に 用 い る た め の 抗 血 清 を 作 製 す
る た め に は 、 本 明 細 書 の 記 載 の よ う に 、 目 的 の タ ン パ ク 質 ま た は そ の 抗 原 性 断 片 を 単 離 す
る 。 例 え ば 、 組 換 え タ ン パ ク 質 を 形 質 転 換 細 胞 系 に お い て 産 生 さ せ る 。 マ ウ ス ま た は ウ サ
ギ の 近 交 系 に 対 し て 、 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト な ど の 標 準 的 ア ジ ュ バ ン ト お よ び 標 準 的 な
免 疫 処 置 プ ロ ト コ ー ル を 用 い て タ ン パ ク 質 の 免 疫 処 置 を 行 う 。 ま た は 、 本 明 細 書 に 開 示 す
る SMAP-2配 列 に 由 来 す る 合 成 ペ プ チ ド は 、 担 体 タ ン パ ク 質 と 結 合 さ せ 、 か つ 免 疫 原 と し て
用 い ら れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 を 収 集 し 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 、 例 え ば 、 固 体 支 持 体 上 に 固 定 し た 免
疫 原 を 用 い る 固 相 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に お い て 、 免 疫 原 に 対 す る 力 価 測 定 を 行 う 。 力 価 が 10
４ ま た は そ れ 以 上 で あ る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 を 選 択 し 、 競 合 結 合 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 用
い て 、 非 SMAP-2タ ン パ ク 質 、 ま た は 場 合 に よ っ て は 他 の 相 同 タ ン パ ク 質 と の 交 差 反 応 性 を
調 べ る 。 特 異 的 な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 通 常 、 少 な く と も 約 0.
1mMの KＤ 、 よ り 一 般 的 に は 少 な く と も 約 1μ M、 好 ま し く は 少 な く と も 約 0.1μ Mま た は そ れ
未 満 、 最 も 好 ま し く は 0.01μ Mま た は そ れ 未 満 の KＤ で 結 合 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 免 疫 原 を 含 む 本 発 明 の 多 く の タ ン パ ク 質 を 、 目 的 の タ ン パ ク 質 と 特 異 的 ま た は 選 択 的 に
反 応 す る 抗 体 の 作 製 に 用 い る こ と が で き る 。 組 換 え タ ン パ ク 質 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま
た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 の た め に 好 ま し い 免 疫 原 で あ る 。 天 然 の タ ン パ ク 質 を 純 粋
ま た は 不 純 な 状 態 で 用 い て も よ い 。 本 明 細 書 に 記 載 し た タ ン パ ク 質 配 列 を 用 い て 作 製 し た
合 成 ペ プ チ ド を 、 そ の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 の 作 製 の た め の 免 疫 原 と し て 用 い る こ と も
で き る 。 組 換 え タ ン パ ク 質 を 真 核 細 胞 ま た は 原 核 細 胞 に お い て 発 現 さ せ 、 上 に 一 般 的 に 述
べ た 通 り に 精 製 す る こ と が で き る 。 続 い て 、 抗 体 を 産 生 し う る 動 物 の 体 内 に そ の 生 成 物 を
注 入 す る 。 タ ン パ ク 質 を 測 定 す る た め の イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に 後 で 用 い る た め に 、 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の い ず れ を 作 製 し て も よ い 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 作 製 方 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 簡 潔 に 述 べ る と 、 免 疫 原 、 好 ま
し く は 精 製 タ ン パ ク 質 を ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 し た 上 で 、 動 物 に 免 疫 処 置 を 行 う 。 検 査 採 血
を 行 い 、 SMAP-2に 対 す る 反 応 性 の 力 価 を 測 定 す る こ と に よ り 、 免 疫 原 調 製 物 に 対 す る 動 物
の 免 疫 応 答 を 観 測 す る 。 免 疫 原 に 対 し て 適 切 な 高 い 力 価 を 持 つ 抗 体 が 得 ら れ た 時 点 で 、 動
物 か ら 血 液 を 採 取 し 、 抗 血 清 を 調 製 す る 。 必 要 に 応 じ て 、 タ ン パ ク 質 に 反 応 す る 抗 体 を 濃
縮 す る た め に 抗 血 清 を さ ら に 分 画 す る こ と も で き る （ Harlowお よ び Lane、 前 記 を 参 照 ） 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 種 々 の 技 術 に よ っ て 入 手 し う る 。 通 常 は
、 望 ま し い 抗 原 に よ る 免 疫 処 置 を 受 け た 動 物 か ら 得 た 脾 細 胞 を 、 一 般 的 に は 骨 髄 腫 細 胞 と
の 融 合 に よ っ て 不 死 化 さ せ る （ Kohlerお よ び Milstein、 Eur. J. Immunol. 6: 511-519 (1
976)を 参 照 ） 。 代 替 的 な 不 死 化 の 方 法 に は 、 エ プ ス タ イ ン -バ ー ウ イ ル ス 、 癌 遺 伝 子 も し
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く は レ ト ロ ウ イ ル ス に よ る 形 質 転 換 、 ま た は 当 技 術 分 野 で 周 知 の 他 の 方 法 が 含 ま れ る 。 単
一 の 不 死 化 細 胞 か ら 生 じ た ク ロ ー ン を 抗 原 に 対 す る 望 ま し い 特 異 性 お よ び 親 和 性 に 関 し て
ス ク リ ー ニ ン グ し 、 こ の よ う な 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 収 量 を 、 脊
椎 動 物 宿 主 の 腹 腔 内 へ の 注 射 を 含 む 種 々 の 技 術 に よ っ て 高 め る こ と も で き る 。 ま た は 、 Hu
seら 、 Science 246: 1275-1281 (1989)に 概 要 が 示 さ れ た 一 般 的 な プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て
ヒ ト B細 胞 由 来 の DNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
ま た は そ の 結 合 性 断 片 を コ ー ド す る DNA配 列 を 単 離 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 標 的 免 疫 原 に 特 異 的 な 抗 体 が ひ と た び 得 ら れ れ ば 、 臨 床 医 が 利 用 し う る 定 性 的 お よ び 定
量 的 な 結 果 が 得 ら れ る 種 々 の イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に よ っ て そ の 免 疫 原 を 測 定 す る こ と が で き
る 。 免 疫 学 的 手 順 お よ び イ ム ノ ア ッ セ イ 手 順 の 概 説 に つ い て は 、 Stites、 前 記 を 参 照 さ れ
た い 。 さ ら に 、 本 発 明 の イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 、 Maggio, 「 Enzyme Immunoassay」 、 CRC Pr
ess, Boca Raton, Florida (1980)； Tijssen、 前 記 ； な ら び に Harlowお よ び Lane、 前 記 に
詳 細 に 概 説 が な さ れ た 複 数 の 方 式 の う ち 任 意 の 形 式 で 行 う こ と も で き る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 ヒ ト 試 料 中 の 標 的 タ ン パ ク 質 を 測 定 す る た め の イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に 、 タ ン パ ク 質 （ 例 え
ば 、 SMAP-2） ま た は そ の 断 片 に 対 し て 産 生 さ れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 を 用 い て も よ い 。
こ の 抗 血 清 は 非 SMAP-2タ ン パ ク 質 に 対 す る 交 差 反 応 性 が 低 く な る よ う に 選 択 し 、 イ ム ノ ア
ッ セ イ 法 に 用 い る 前 に こ の 種 の 交 差 反 応 性 を 免 疫 吸 着 に よ っ て 除 去 す る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
B． 免 疫 学 的 結 合 ア ッ セ イ 法
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 目 的 の タ ン パ ク 質 は 、 よ く 知 ら れ た さ ま ざ ま な 免 疫 学 的 結 合
ア ッ セ イ 法 の う ち 任 意 の も の を 用 い て 検 出 お よ び /ま た は 定 量 化 さ れ る （ 例 え ば 、 米 国 特
許 第 4,366,241号 ； 第 4,376,110号 ； 第 4,517,288号 ； お よ び 第 4,837,168号 を 参 照 ） 。 一 般
的 な イ ム ノ ア ッ セ イ 法 の 概 説 に つ い て は 、 Asai,「 Methods in Cell Biology Volume 37: 
Antibodies in Cell Biology」 、 Academic Press, Inc. NY (1993)； Stites、 前 記 を 参 照
さ れ た い 。 免 疫 学 的 結 合 ア ッ セ イ 法 （ ま た は イ ム ノ ア ッ セ イ 法 ） に は 一 般 に 、 分 析 物 （ SM
AP-2、 ま た は そ の 抗 原 性 部 分 配 列 ） と 特 異 的 に 結 合 し 、 し ば し ば そ れ を 固 定 化 す る 「 捕 捉
剤 （ capture agent） 」 が 用 い ら れ る 。 捕 捉 剤 は 分 析 物 と 特 異 的 に 結 合 す る 部 分 （ moiety
） で あ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 捕 捉 剤 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の SMAP-2ポ リ ペ プ チ ド と 特
異 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ る 。 抗 体 （ 例 え ば 、 抗 SMAP-2抗 体 ） を 、 当 業 者 に 周 知 の 数 多 く の
手 段 お よ び 上 記 の 手 段 の う ち 任 意 の も の を 用 い て 作 製 し て も よ い 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に は 、 捕 捉 剤 お よ び 分 析 物 に よ っ て 形 成 さ れ た 複 合 体 と 特 異 的 に 結 合
し 、 そ れ を 標 識 す る 標 識 剤 （ labeling agent） も し ば し ば 用 い ら れ る 。 標 識 剤 は そ れ 自 体
が 抗 体 /抗 原 複 合 体 を 含 む 部 分 の 1つ で あ っ て も よ い 。 ま た は 、 標 識 剤 が 、 抗 体 /タ ン パ ク
質 複 合 体 と 特 異 的 に 結 合 す る 、 別 の 抗 体 な ど の 第 3の 部 分 で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 標 識 剤 は 、 標 識 を 有 す る 第 2の 抗 体 で あ る 。 ま た は 、 第 2の 抗 体 は
標 識 を 有 し て お ら ず 、 そ の 代 わ り に 、 第 2の 抗 体 の 由 来 と な っ た 種 の 抗 体 に 対 し て 特 異 的
な 標 識 さ れ た 第 3の 抗 体 が 結 合 し て い て も よ い 。 第 2の 抗 体 は 、 酵 素 標 識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ
ン な ど の 第 3の 標 識 分 子 が 特 異 的 に 結 合 し う る 、 ビ オ チ ン な ど の 標 識 可 能 な 部 分 に よ っ て
修 飾 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 と 特 異 的 に 結 合 し う る プ ロ テ イ ン Aま た は プ ロ テ イ ン Gな ど の 他
の タ ン パ ク 質 を 標 識 剤 と し て も 用 い て も よ い 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 連 鎖 球 菌 の 細 胞 壁
の 通 常 の 構 成 要 素 で あ る 。 そ れ ら は 、 さ ま ざ ま な 種 に 由 来 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 に
対 し て 強 い 非 免 疫 原 性 反 応 性 を 示 す （ 例 え ば 、 概 論 に つ い て は 、 Kronvalら 、 J. Immunol.
 111: 1401-1406 (1973)； お よ び Akerstromら 、 J. Immunol. 135: 2589-2542 (1985)を 参
照 ） 。
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【 ０ １ ４ ７ 】
　 ア ッ セ イ 全 体 を 通 じ て 、 試 薬 の 各 々 の 組 み 合 わ せ を 用 い た 後 に は 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
お よ び /ま た は 洗 浄 の 工 程 が 必 要 と 思 わ れ る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 工 程 は 、 約 5秒 か ら 数
時 間 、 例 え ば 約 5分 か ら 約 24時 間 の 範 囲 で さ ま ざ ま で あ り う る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間
は 、 ア ッ セ イ 形 式 、 分 析 物 、 溶 液 の 容 積 、 濃 度 な ど に 依 存 す る と 考 え ら れ る 。 通 常 、 ア ッ
セ イ は 室 温 で 行 う が 、 10℃ ～ 40℃ と い っ た 一 定 範 囲 の 温 度 で 行 う こ と も で き る 。
【 ０ １ ４ ８ 】

　 組 織 試 料 か ら 目 的 の タ ン パ ク 質 ま た は 分 析 物 を 検 出 す る た め の イ ム ノ ア ッ セ イ 法 は 競 合
的 で も 非 競 合 的 で も よ い 。 非 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 は 、 捕 捉 さ れ た タ ン パ ク 質 ま た は 分 析
物 の 量 を 直 接 測 定 す る ア ッ セ イ 法 で あ る 。 例 え ば 、 1つ の 好 ま し い 「 サ ン ド イ ッ チ 」 ア ッ
セ イ 法 で は 、 捕 捉 剤 （ 例 え ば 、 SMAP-2抗 体 ） を 、 そ れ を 固 定 化 す る た め の 固 体 基 質 に 対 し
て 直 接 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 続 い て 、 こ れ ら の 固 定 化 さ れ た 抗 体 は 、 被 験 試 料 中 に 存
在 す る SMAP-2を 捕 捉 す る 。 こ の よ う に し て 固 定 化 さ れ た SMAP-2に 対 し て 、 次 に 、 標 識 を 有
す る 第 2の 抗 SMAP-2抗 体 な ど の 標 識 剤 を 結 合 さ せ る 。 ま た は 、 第 2の 抗 体 に は 標 識 が な く 、
そ の 代 わ り に 、 第 2の 抗 体 の 由 来 と な っ た 種 の 抗 体 に 対 し て 特 異 的 な 第 3の 抗 体 を そ れ と 結
合 さ せ て も よ い 。 第 2の 抗 体 は 、 酵 素 標 識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン な ど の 第 3の 標 識 分 子 が 特 異
的 に 結 合 し う る 、 ビ オ チ ン な ど の 標 識 可 能 な 部 分 に よ っ て 修 飾 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ９ 】

　 競 合 ア ッ セ イ 法 で は 、 試 料 中 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 ま た は 分 析 物 に よ っ て 特 異 的 捕 捉 剤
（ 例 え ば 、 SMAP-2に 対 す る 抗 体 ） か ら 解 離 し た （ 競 合 に 敗 れ た ） 、 添 加 し た （ 外 因 性 の ）
タ ン パ ク 質 ま た は 分 析 物 （ す な わ ち 、 目 的 の SMAP-2） の 量 を 測 定 す る こ と に よ り 、 試 料 中
に 存 在 す る タ ン パ ク 質 ま た は 分 析 物 の 量 を 間 接 的 に 測 定 す る 。 抗 体 と 結 合 し た SMAP-2の 量
は 、 試 料 中 に 存 在 す る 免 疫 原 の 濃 度 と 反 比 例 す る 。 1つ の 特 に 好 ま し い 態 様 で は 、 抗 体 を
固 体 基 質 上 に 固 定 化 す る 。 分 析 物 の 量 は 、 標 識 さ れ た 分 析 対 象 分 子 を 用 意 す る こ と に よ っ
て 検 出 し う る 。 標 識 に 、 例 え ば 放 射 性 標 識 の ほ か に 、 抗 体 な ど の 検 出 試 薬 に よ っ て 認 識 さ
れ う る ペ プ チ ド ま た は そ の 他 の タ グ 標 識 も 含 ま れ う る こ と は 、 認 識 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 競 合 結 合 形 式 の イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 、 交 差 反 応 性 の 決 定 に 用 い る こ と も で き る 。 例 え ば
、 本 明 細 書 に 提 供 す る 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 、 固 体 支 持 体 上 に 固 定 化 す
る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 を ア ッ セ イ 系 に 添 加 し 、 固 定 化 さ れ た 抗 原 に 対 す る 抗 血 清 の
結 合 と 競 合 す る 。 上 記 の タ ン パ ク 質 が 、 固 定 化 さ れ た タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 血 清 の 結 合 と
競 合 す る 能 力 を 、 本 明 細 書 に 提 供 す る い ず れ か の 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の
も の と 比 較 す る 。 上 記 の タ ン パ ク 質 に 関 す る 交 差 反 応 性 の 比 率 を 、 標 準 的 な 計 算 を 用 い て
算 出 す る 。 上 に 挙 げ た 添 加 し た タ ン パ ク 質 の そ れ ぞ れ と の 交 差 反 応 性 が 10％ 未 満 で あ る よ
う な 抗 血 清 を 選 択 し て プ ー ル す る 。 交 差 反 応 性 の あ る 抗 体 は 、 選 択 的 に は 、 例 え ば 近 縁 性
の 低 い ホ モ ロ グ と い っ た 考 慮 さ れ た タ ン パ ク 質 に よ る 免 疫 吸 着 に よ り 、 プ ー ル し た 抗 血 清
か ら 除 去 さ れ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 免 疫 吸 着 が な さ れ て プ ー ル さ れ た 抗 血 清 は 次 に 、 お そ ら く 本 発 明 の タ ン パ ク 質 で あ る と
考 え ら れ る 第 2の タ ン パ ク 質 を 、 免 疫 原 タ ン パ ク 質 と 比 較 す る た め に 、 上 記 の 競 合 結 合 イ
ム ノ ア ッ セ イ 法 に 用 い ら れ る 。 こ の 比 較 を 行 う た め に は 、 こ の 2つ の タ ン パ ク 質 を 広 範 囲
の 濃 度 に わ た っ て 互 い に ア ッ セ イ し 、 抗 血 清 と 固 定 さ れ た タ ン パ ク 質 と の 結 合 の 50％ を 抑
制 す る の に 必 要 な 各 タ ン パ ク 質 の 量 を 決 定 す る 。 必 要 な 第 2の タ ン パ ク 質 の 量 が 、 必 要 な
本 明 細 書 の 蛋 白 質 に よ っ て 部 分 的 に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 量 の 10分 の 1未 満 で あ れ ば
、 第 2の タ ン パ ク 質 は 標 的 タ ン パ ク 質 か ら な る 免 疫 原 に 対 し て 産 生 さ れ た 抗 体 と 特 異 的 に
結 合 す る と い わ れ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
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1． 非 競 合 ア ッ セ イ 形 式

2． 競 合 ア ッ セ イ 形 式

3． そ の 他 の ア ッ セ イ 形 式



　 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト （ イ ム ノ ブ ロ ッ ト ） 分 析 が 、 試 料 中
の 本 発 明 の SMAP-2の 存 在 を 検 出 お よ び 定 量 化 す る た め に 用 い ら れ る 。 こ の 技 術 は 一 般 に 、
試 料 の タ ン パ ク 質 を 分 子 量 に 基 づ い て ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 分 離 し 、 分 離 さ れ た タ ン パ ク
質 を 適 し た 固 体 支 持 体 （ ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー 、 ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー ま た は 誘 導 体
化 ナ イ ロ ン フ ィ ル タ ー な ど ） に 移 行 さ せ た 上 で 、 目 的 の タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗
体 と と も に 試 料 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と を 含 む 。 例 え ば 、 抗 SMAP-2抗 体 は 、 固 体 支 持 体
上 の SMAP-2と 特 異 的 に 結 合 す る 。 こ れ ら の 抗 体 を 直 接 標 識 し て も よ く 、 ま た は 、 目 的 の タ
ン パ ク 質 と 特 異 的 に 結 合 す る 標 識 抗 体 （ 例 え ば 、 標 識 し た ヒ ツ ジ 抗 マ ウ ス 抗 体 ） を 用 い て
後 に 検 出 し て も よ い 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 そ の 他 の ア ッ セ イ 形 式 に は 、 特 定 の 分 子 （ 例 え ば 、 抗 体 ） と 結 合 し 、 封 入 さ れ た 試 薬 ま
た は マ ー カ ー を 放 出 す る よ う に 設 計 さ れ た リ ポ ソ ー ム を 用 い る リ ポ ソ ー ム イ ム ノ ア ッ セ イ
法 （ LIA） が 含 ま れ る 。 続 い て 、 放 出 さ れ た 化 学 物 質 を 標 準 的 な 技 術 に 従 っ て 検 出 す る （ M
onroeら 、 Amer. Clin. Prod. Rev. 5: 34-41 (1986)を 参 照 ） 。
【 ０ １ ５ ４ 】

　 ア ッ セ イ 法 に 用 い る 特 定 の 標 識 ま た は 検 出 可 能 基 は 、 ア ッ セ イ 法 に 用 い る 抗 体 の 特 異 的
結 合 に 大 き な 妨 げ と な ら な い 限 り 、 本 発 明 の 特 に 重 要 な 面 で は な い 。 検 出 可 能 基 は 、 検 出
可 能 な 物 理 的 ま た は 化 学 的 特 性 を 有 す る 任 意 の 物 質 で あ り う る 。 こ の よ う な 検 出 可 能 な 標
識 は イ ム ノ ア ッ セ イ 法 の 分 野 で は 十 分 に 開 発 さ れ て お り 、 通 常 、 こ の よ う な 方 法 に 有 用 な
ほ と ん ど す べ て の 標 識 を 本 発 明 に 適 用 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 標 識 は 、 分 光 学 的 、
光 化 学 的 、 生 化 学 的 、 免 疫 化 学 的 、 電 子 的 、 工 学 的 ま た は 化 学 的 な 手 段 に よ っ て 検 出 可 能
な 任 意 の 組 成 物 で あ る 。 本 発 明 に お い て 有 用 な 標 識 に は 、 磁 気 ビ ー ズ （ 例 え ば 、 Dynabead
s（ 商 標 ） ） 、 蛍 光 色 素 （ 例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 テ キ サ ス レ ッ
ド 、 ロ ー ダ ミ ン な ど ） 、 放 射 性 標 識 （ 例 え ば 、 ３ H、 １ ２ ５ I、 ３ ５ S、 １ ４ Cま た は ３ ２ P
） 、 酵 素 （ 例 え ば 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 お よ び ELIS
Aに 一 般 に 用 い ら れ る 他 の も の ） 、 お よ び コ ロ イ ド 金 ま た は 着 色 ガ ラ ス ま た は プ ラ ス チ ッ
ク ビ ー ズ （ 例 え ば 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン 、 ラ テ ッ ク ス な ど ） な ど の 比 色 定 量 用
標 識 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 標 識 を 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 に 従 っ て 、 ア ッ セ イ 法 の 望 ま し い 構 成 要 素 に 直 接 的 ま
た は 間 接 的 に 結 合 さ せ て も よ い 。 以 上 に 示 し た 通 り 、 非 常 に さ ま ざ ま な 標 識 を 用 い る こ と
が で き 、 標 識 の 選 択 は 必 要 な 感 度 、 化 合 物 と の 結 合 の 容 易 さ 、 安 定 性 の 必 要 条 件 、 用 い う
る 装 置 、 お よ び 廃 棄 へ の 対 応 に 依 存 す る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 非 放 射 性 標 識 は し ば し ば 間 接 的 な 手 段 に よ っ て 結 合 さ せ る 。 酵 素 ま た は 蛍 光 団 と の 結 合
な ど に よ り 、 分 子 を シ グ ナ ル 生 成 化 合 物 と 直 接 結 合 さ せ る こ と も で き る 。 種 々 の 酵 素 お よ
び 蛍 光 化 合 物 を 本 発 明 の 方 法 に 用 い る こ と が で き 、 こ れ ら は 当 業 者 に 周 知 で あ る （ 用 い う
る さ ま ざ ま な 標 識 シ ス テ ム ま た は シ グ ナ ル 生 成 シ ス テ ム の 概 説 に つ い て は 、 例 え ば 、 米 国
特 許 第 4,391,904号 を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 標 識 の 検 出 手 段 は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 す な わ ち 、 例 え ば 、 標 識 が 放 射 性 標 識 で あ れ ば
、 検 出 の た め の 手 段 に は 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー ま た は オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー の
場 合 の 写 真 フ ィ ル ム が 含 ま れ る 。 標 識 が 蛍 光 標 識 で あ れ ば 、 適 切 な 波 長 の 光 で 蛍 光 色 素 を
励 起 さ せ 、 そ の 結 果 生 じ た 蛍 光 を 検 出 す る こ と に よ っ て そ れ を 検 出 し う る 。 蛍 光 は 、 肉 眼
的 に 、 写 真 フ ィ ル ム に よ り 、 電 荷 結 合 素 子 （ CCD） ま た は 光 電 子 増 倍 管 な ど の 電 子 検 出 装
置 の 使 用 に よ っ て 検 出 し う る 。 同 様 に 、 酵 素 標 識 は 、 酵 素 に 対 す る 適 切 な 基 質 を 提 供 し 、
そ の 結 果 得 ら れ た 反 応 生 成 物 を 検 出 す る こ と に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 単 純
な 比 色 定 量 標 識 は 、 標 識 に 伴 う 色 を 単 に 観 察 す る こ と に よ っ て 検 出 し う る 。 す な わ ち 、 種
々 の 試 験 紙 ア ッ セ イ 法 に お い て 、 結 合 し た 金 は し ば し ば 薄 赤 色 に 見 え 、 一 方 、 種 々 の 結 合
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ビ ー ズ は ビ ー ズ の 色 に 見 え る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 い く つ か の ア ッ セ イ 形 式 に は 、 標 識 成 分 を 用 い る 必 要 が な い 。 例 え ば 、 凝 集 ア ッ セ イ 法
を 用 い て 標 識 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 に は 、 標 的 抗 体 を 含 む 試 料 に
よ り 、 抗 原 を コ ー テ ィ ン グ し た 粒 子 を 凝 集 さ せ る 。 こ の 形 式 で は 、 ど の 成 分 も 標 識 す る 必
要 は な く 、 単 純 な 肉 眼 検 査 に よ っ て 標 的 抗 体 の 存 在 が 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
VI． SMAP-2の 修 飾 物 質 の 同 定
　 SMAP-2の 修 飾 物 質 、 す な わ ち SMAP-2活 性 、 ま た は SMAP-2ポ リ ペ プ チ ド も し く は ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド の 発 現 に 対 す る ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 糖 尿 病 を 含 む さ ま ざ ま な ヒ
ト 疾 患 の 治 療 に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 SMAP-2ア ン タ ゴ ニ ス ト の 投 与 は 、 糖 尿 病 の 患 者 ま た
は イ ン ス リ ン 抵 抗 性 の あ る 個 体 を 治 療 し 、 糖 尿 病 の 進 行 を 防 ぎ 、 そ れ に よ っ て 糖 尿 病 に 関
連 す る 症 状 を 防 ぐ た め に 用 い う る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
A． SMAP-2を 調 節 す る 作 用 物 質
　 SMAP-2の 修 飾 物 質 と し て の 試 験 を 行 う 作 用 物 質 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 糖 、 核 酸 ま た は 脂 質
な ど の 任 意 の 低 分 子 化 合 物 ま た は 生 物 的 実 体 で よ い 。 一 般 に 、 被 験 化 合 物 は 低 分 子 化 合 物
お よ び ペ プ チ ド で あ る と 考 え ら れ る 。 本 質 的 に は あ ら ゆ る 化 合 物 を 、 本 発 明 の ア ッ セ イ 法
に お け る 修 飾 物 質 ま た は リ ガ ン ド の 候 補 と し て 用 い る こ と が で き る が 、 水 性 溶 液 ま た は 有
機 溶 液 （ 特 に DMSOを ベ ー ス と す る も の ） 中 に 溶 解 し う る 化 合 物 を 用 い る こ と が 最 も 多 い 。
ア ッ セ イ 法 は 、 ア ッ セ イ 法 の 工 程 を 自 動 化 し 、 任 意 の 好 都 合 な 源 か ら 化 合 物 を ア ッ セ イ 法
に 提 供 し 、 一 般 に は そ れ を 平 行 し て 稼 働 さ せ る こ と に よ り （ 例 え ば 、 自 動 化 ア ッ セ イ 法 で
の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 で の マ イ ク ロ タ イ タ ー 形 式 に よ る ） 、 大 規 模 化 学 ラ イ ブ ラ
リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る よ う に 設 計 す る 。 修 飾 物 質 に は 、 SMAP-2mRNAの レ ベ ル を 低 下 さ
せ る よ う に 設 計 さ れ た 作 用 物 質 （ 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 、 リ ボ ザ イ ム 、 DNAザ イ ム （ D
NAzyme） 、 短 鎖 抑 制 性 RNA（ small inhibitory RNA） な ど ） ま た は mRNAか ら の 翻 訳 の レ ベ
ル を 低 下 さ せ る よ う に 設 計 さ れ た 作 用 物 質 （ 例 え ば 、 mRNA分 子 上 の 翻 訳 開 始 配 列 ま た は 他
の 配 列 に 対 し て 相 補 的 な ア ン チ セ ン ス 分 子 な ど の 翻 訳 遮 断 物 質 ） も 含 ま れ る 。 化 合 物 の 供
給 元 が 、 Sigma社 （ St. Louis, MO） 、 Aldrich社 （ St. Louis, MO） 、 Sigma-Aldrich社 （ S
t. Louis, MO） 、 Fluka Chemika-Biochemica Analytika社 （ Buchs, Switzerland） な ど を
含 め 、 数 多 く あ る こ と は 知 ら れ て い る で あ ろ う 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 数 多 く の 治 療 的 化
合 物 の 候 補 （ 修 飾 性 化 合 物 の 候 補 ） を 含 む コ ン ビ ナ ト リ ア ル 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー ま た は ペ プ
チ ド リ ガ ン ド ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る こ と を 含 む 。 続 い て 、 こ の よ う な 「 コ ン ビ ナ ト リ ア
ル 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー 」 ま た は 「 リ ガ ン ド ラ イ ブ ラ リ ー 」 を 、 望 ま し い 特 徴 的 な 活 性 を 示 す
ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー （ 特 定 の 化 学 種 ま た は サ ブ ク ラ ス ） を 同 定 す る た め に 、 本 明 細 書
に 記 載 す る よ う な 1つ ま た は 複 数 の ア ッ セ イ 法 に お い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 こ の よ う に
し て 同 定 さ れ た 化 合 物 は 、 通 常 の 「 リ ー ド 化 合 物 」 と し て 役 立 ち 、 ま た は そ れ 自 体 を 治 療
薬 の 候 補 も し く は 実 際 の 治 療 薬 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 試 薬 な ど の 化 学 的 「 構 成 単 位 （ building block
） 」 を 数 多 く 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 化 学 合 成 ま た は 生 物 的 合 成 に よ っ て 生 成 さ れ た 多
様 な 化 合 物 か ら な る 集 成 物 で あ る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー な ど の 直 鎖 状 コ ン
ビ ナ ト リ ア ル 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 一 群 の 構 成 化 学 単 位 （ ア ミ ノ 酸 ） を 所 定 の 化 合 物 の 長
さ （ す な わ ち 、 ポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 に お け る ア ミ ノ 酸 の 数 ） に 関 し て 考 え ら れ る す べ て の
や り 方 で 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 生 成 さ れ る 。 構 成 化 学 単 位 の こ の よ う な コ ン ビ ナ ト リ
ア ル 混 合 に よ り 、 何 百 万 も の 化 合 物 を 合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ は 当 業 者 に 周 知 で あ る
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。 こ の よ う な コ ン ビ ナ ト リ ア ル 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー に は 、 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 、
米 国 特 許 第 5,010,175号 、 Furka, Int. J. Pept. Prot. Res. 37: 487-493 (1991)お よ び H
oughtonら 、 Nature 354: 84-88 (1991)を 参 照 ） が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 多 様 性 の あ る 化
学 物 質 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め に そ の 他 の 化 学 物 質 を 用 い る こ と も で き る 。 こ の よ う
な 化 学 物 質 に は 、 ぺ プ ト イ ド （ 例 え ば 、 国 際 公 開 公 報 第 91／ 19735号 ） 、 コ ー ド 化 ペ プ チ
ド （ 例 え ば 、 国 際 公 開 公 報 第 93／ 20242号 ） 、 ラ ン ダ ム バ イ オ オ リ ゴ マ ー （ 例 え ば 、 国 際
公 開 公 報 第 92／ 00091号 ） 、 ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,288,514号 ） 、 ヒ ダ
ン ト イ ン 、 ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン お よ び ジ ペ プ チ ド な ど の ダ イ バ ー ソ マ ー （ diversomer） （ Ho
bbsら 、 Proc. Nat. Acad. Sci. USA 90: 6909-6913 (1993)） 、 ビ ニ ル 性 ポ リ ペ プ チ ド （ H
agiharaら 、 J. Amer. Chem. Soc. 114: 6568 (1992)） 、 グ ル コ ー ス ス カ フ ォ ー ル デ ィ ン
グ を 有 す る 非 ペ プ チ ド 性 ペ プ チ ド 模 倣 物 （ Hirschmannら 、 J. Amer. Chem. Soc. 114: 921
7-9218 (1992)） 、 低 分 子 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー の 類 似 の 有 機 合 成 （ Chenら 、 J. Amer. Chem
. Soc. 116: 2661 (1994)） 、 オ リ ゴ カ ル バ メ ー ト （ Choら 、 Science 261: 1303 (1993)）
、 お よ び ／ ま た は ペ プ チ ジ ル ホ ス ホ ネ ー ト （ Campbellら 、 J. Org. Chem. 59: 658 (1994)
） 、 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー （ Ausubel、 Bergerお よ び Sambrook、 い ず れ も 前 記 、 を 参 照 ） 、 ペ
プ チ ド 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,539,083号 を 参 照 ） 、 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー
（ 例 え ば 、 Vaughnら 、 Nature Biotechnology, 14(3): 309-314 (1996)お よ び 国 際 特 許 出
願 番 号 PCT／ US96／ 10287を 参 照 ） 、 炭 水 化 物 ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 、 Liangら 、 Science, 
274: 1520-1522 (1996)お よ び 米 国 特 許 第 5,593,853号 を 参 照 ） 、 有 機 低 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー
（ 例 え ば 、 ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン 、 Baum C&EN, Jan 18, p.33(1993)； イ ソ プ レ ノ イ ド 、 米 国
特 許 第 5,569,588号 ； チ ア ゾ リ ジ ノ ン お よ び メ タ チ ア ザ ノ ン 、 米 国 特 許 第 5,549,974号 ； ピ
ロ リ ジ ン 、 米 国 特 許 第 5,525,735号 お よ び 第 5,519,134号 ； モ ル ホ リ ノ 化 合 物 、 米 国 特 許 第
5,506,337号 ； ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン 、 米 国 特 許 第 5,288,514号 な ど を 参 照 ） が 非 制 限 的 に 含 ま
れ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 用 の 装 置 は 市 販 さ れ て い る （ 例 え ば 、 357 MPS, 3
90 MPS, Advanced Chem Tech, Louisville KY, Symphony, Rainin, Woburn, MA, 433A Ap
plied Biosystems, Foster City, CA, 9050 Plus, Millipore, Bedford, MAを 参 照 ） 。 加
え て 、 数 多 く の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー が そ れ 自 体 、 市 販 さ れ て い る （ 例 え ば 、 Co
mGenex, Princeton, N.J., Tripos, Inc., St. Louis, MO, 3D Pharmaceuticals, Exton,
 PA, Martek Biosciences, Columbia, MDな ど ） 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 上 記 に 記 載 さ れ る よ う に 、 本 発 明 は ま た 、 SMAP-2関 連 条 件 を 検 出 、 診 断 、 お よ び 治 療 す
る た め の ア ン チ セ ン ス 分 子 を 提 供 す る 。 ア ン チ セ ン ス 化 合 物 に は 、 リ ボ ザ イ ム 、 外 部 ガ イ
ド 配 列 （ EGS） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （ オ リ ゴ ザ イ ム ） 、 お よ び 標 的 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ
し か つ そ の 発 現 を 調 節 す る 他 の 短 い 触 媒 RNAま た は 触 媒 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 含 ま れ る 。
ア ン チ セ ン ス 分 子 は SMAP-2核 酸 （ 例 え ば 、 配 列 番 号 :1、 配 列 番 号 :3、 配 列 番 号 :5、 配 列 番
号 :7、 ま た は 配 列 番 号 :8） の 連 続 す る 配 列 に 実 質 的 に 相 補 的 で あ る 。 本 発 明 の ア ン チ セ ン
ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 天 然 に 存 在 す る SMAP-2核 酸 お よ び 合 成 SMAP-2核 酸 に 特 異 的 に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る そ れ ら の 能 力 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ 、 上 流 エ レ メ ン ト 、 隣 接 エ レ メ ン ト 、
非 コ ー ド エ レ メ ン ト 、 お よ び 転 写 制 御 エ レ メ ン ト 、 プ レ mRNA、 mRNA、 cDNAな ど の い ず れ か
が 含 ま れ る 。 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 代 表 的 に は 、 少 な く と も 7ヌ ク
レ オ チ ド 、 8ヌ ク レ オ チ ド 、 9ヌ ク レ オ チ ド 、 10ヌ ク レ オ チ ド 、 11ヌ ク レ オ チ ド 、 12ヌ ク レ
オ チ ド 、 13ヌ ク レ オ チ ド 、 14ヌ ク レ オ チ ド 、 15ヌ ク レ オ チ ド 、 も し く は 18ヌ ク レ オ チ ド の
長 さ 、 少 な く と も 20ヌ ク レ オ チ ド 、 30ヌ ク レ オ チ ド 、 40ヌ ク レ オ チ ド 、 50ヌ ク レ オ チ ド 、
70ヌ ク レ オ チ ド 、 100ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ 、 ま た は 全 長 SMAP-2 mRNAで あ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 特 定 の 実 施 態 様 に お い て 、 ア ン チ セ ン ス 配 列 は 、 標 的 配 列 に 正 確 に 相 補 的 で あ る 。 し か
し 、 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ま た 、 SMAP-2 RNAま た は そ の 遺 伝 子 に 対 応 す る 関 連
し た 標 的 配 列 へ の 特 異 的 結 合 が ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 機 能 特 性 と し て 保 持 さ れ る 限 り 、 ヌ ク
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レ オ チ ド の 置 換 、 付 加 、 欠 失 、 転 位 （ transition） 、 転 移 （ transposition） 、 ま た は 修
飾 、 ま た は 、 他 の 核 酸 配 列 も し く は 非 核 酸 部 分 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 以 下 の よ う な バ ッ ク ボ ー ン ア ナ ロ グ を 含 む ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 混
合 物 が 提 供 さ れ る ： ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 、 ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 、 ホ ス ホ ロ ジ チ オ エ ー ト 、 メ
チ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 ホ ス ホ ル ア ミ デ ー ト 、 ア ル キ ル ホ ス ホ ト リ エ ス テ ル 、 ス ル フ ァ メ ー ト
、 3'-チ オ ア セ タ ー ル 、 メ チ レ ン (メ チ ル イ ミ ノ )、 3'-N-カ ル バ メ ー ト 、 モ ル ホ リ ノ カ ル バ
メ ー ト 、 キ ラ ル -メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト 、 短 鎖 ア ル キ ル ま た は シ ク ロ ア ル キ ル 糖 間 連 結 を 有
す る ヌ ク レ オ チ ド 、 短 鎖 ヘ テ ロ 原 子 ま た は ヘ テ ロ 環 式 糖 間 （ 「 バ ッ ク ボ ー ン 」 ） 結 合 、 ま
た は CH2-NH-O-CH2、 CH2-N(CH3)-OCH2、 CH2-O-N(CH3)-CH2、 CH2-N(CH3)-N(CH3)-CH2、 お よ
び O-N(CH3)-CH2-CH2バ ッ ク ボ ー ン （ こ こ で ホ ス ホ ジ エ ス テ ル は O-P-O-CH2で あ る ） 。 モ ル
ホ リ ノ バ ッ ク ボ ー ン 構 造 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も ま た 、 有 用 で あ る （ 米 国 特 許 第 5,
034,506号 ） 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 い か な る 特 定 の メ カ ニ ズ ム に も 限 定 さ れ る こ と を 意 図 す る こ と な く 、 ア ン チ セ ン ス ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は 、 セ ン ス SMAP-2 mRNAに 結 合 し 、 か つ そ の 翻 訳 に 干 渉 す る と 考 え ら れ て い
る 。 あ る い は 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 は 、 SMAP-2 mRNAを 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 消 化 に 対 し て 感 受 性
に し 得 、 転 写 を 阻 害 し 得 、 プ ロ セ シ ン グ 、 局 在 化 、 も し く は さ も な く ば RNA前 駆 体 （ 「 プ
レ mRNA」 ） を 阻 害 し 得 、 SMAP-2遺 伝 子 か ら の mRNAの 転 写 を 抑 制 し 得 、 ま た は い く つ か の 他
の メ カ ニ ズ ム を 通 し て 作 用 し 得 る 。 し か し 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 が そ れ に よ っ て SMAP-2発 現
を 減 少 さ せ る 特 定 の メ カ ニ ズ ム は 決 定 的 で は な い 。
【 ０ １ ６ ９ 】
B. SMAP-2の 修 飾 物 質 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法
　 多 数 の 異 な る ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ ト コ ー ル が 、 細 胞 （ ヒ ト 細 胞 の よ う な 哺 乳 動 物 細 胞 を
含 む ） 中 の SMAP-2の 発 現 ま た は 活 性 の レ ベ ル を 調 節 す る 薬 剤 を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ 得
る 。 一 般 的 な 用 語 に お い て 、 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 例 え ば 、 SMAP-2ポ リ ペ プ チ ド に 結 合
す る こ と 、 SMAP-2が プ ロ テ ア ー ゼ に 結 合 す る こ と を 妨 害 す る こ と 、 SMAP-2と の 阻 害 物 質 も
し く は 活 性 化 物 質 の 結 合 を 増 加 さ せ る こ と 、 ま た は SMAP-2の 発 現 を 活 性 化 も し く は 阻 害 す
る こ と に よ っ て 、 SMAP-2の 活 性 を 調 節 す る 薬 剤 を 同 定 す る た め に 、 複 数 の 薬 剤 を ス ク リ ー
ニ ン グ す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ １ ７ ０ 】
1. SMAP-2結 合 ア ッ セ イ
　 そ の よ う に し て 同 定 さ れ た 薬 剤 の 少 な く と も い く つ か が お そ ら く SMAP-2の 修 飾 物 質 で あ
る の で 、 SMAP-2に 結 合 し 得 る 薬 剤 の 能 力 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 予 備 的 な ス ク
リ ー ニ ン グ が 行 わ れ 得 る 。 例 え ば 、 SMAP-2と 相 互 作 用 す る 内 因 性 タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た
め の 結 合 ア ッ セ イ も ま た 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 抗 体 、 レ セ プ タ ー 、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 ま た は
SMAP-2を 結 合 す る 他 の 分 子 が 結 合 ア ッ セ イ に お い て 同 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 結 合 ア ッ セ イ 法 は 通 常 、 SMAP-2タ ン パ ク 質 を 1つ ま た は 複 数 の 被 験 作 用 物 質 と 接 触 さ せ
、 タ ン パ ク 質 お よ び 被 験 作 用 物 質 が 結 合 複 合 体 を 形 成 す る の に 十 分 な 時 間 を お く こ と を 含
む 。 形 成 さ れ た 結 合 複 合 体 は 、 確 立 さ れ た さ ま ざ ま な 分 析 技 術 の う ち 任 意 の も の を 用 い て
検 出 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ 法 に は 、 共 沈 、 非 変 性 SDS-ポ リ ア ク リ ル
ア ミ ド ゲ ル 上 で の 共 移 動 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 上 で の 共 移 動 を 測 定 す る 方 法 （ 例 え ば 、 Be
nnet, J.P.お よ び Yamamura, H.I. (1985)「 Neurotransmitter、 Hormone or Drug Recepto
r Binding Methods」 、 「 Neurotransmitter Receptor Binding」 （ Yamamura, H. I.ら 編
） 中 、 pp. 61-89を 参 照 ） が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。 他 の 結 合 ア ッ セ イ 法 に は 、 SMAP-2と 結
合 し た 分 子 ま た は 標 識 基 質 の 置 換 を 同 定 す る た め の 質 量 分 析 法 ま た は NMR法 の 使 用 が 含 ま
れ る 。 こ の 種 の ア ッ セ イ 法 に 用 い る SMAP-2タ ン パ ク 質 は 、 自 然 下 で 発 現 さ れ た も の で も ク
ロ ー ニ ン グ さ れ た も の で も 合 成 さ れ た も の で も よ い 。
【 ０ １ ７ ２ 】
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　 さ ら に 、 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド 法 （ 例 え ば 、 Bartel, P. L.ら 、 Methods Enzymol, 254:
 241 (1995)を 参 照 ） を 、 宿 主 細 胞 内 で 一 緒 に 発 現 さ れ た 場 合 に 相 互 作 用 ま た は 結 合 を 行
う ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 他 の 分 子 を 同 定 す る た め に 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
2. SMAP-2活 性
　 SMAP-2お よ び そ の 対 立 遺 伝 子 お よ び 多 型 バ リ ア ン ト は プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 物 質 で あ る 。 SM
AP-2ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 は 、 機 能 的 効 果 、 化 学 的 効 果 、 お よ び 物 理 的 効 果 を 決 定 す る た め
の 種 々 の イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ お よ び イ ン ビ ボ ア ッ セ イ を 使 用 し て （ 例 え ば 、 プ ロ テ ア ー ゼ
活 性 を 阻 害 す る SMAP-2の 能 力 を 測 定 し て 、 ま た は SMAP-2の 調 節 も し く は イ ン ス リ ン 感 受 性
の 効 果 を 測 定 す る こ と に よ っ て ） 、 評 価 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 候 補 SMAP-2修 飾 物 質 は 、 イ ン
ス リ ン に 応 答 し て グ ル コ ー ス を 取 り 込 む こ と が で き る SMAP-2発 現 細 胞 を 含 む 混 合 物 に 加 え
ら れ 得 る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ は 、 SMAP-2の 阻 害 物 質 お よ び 活 性 化 物 質 に つ い て 試 験 す る
た め に 使 用 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 導 入 活 性 の 修 飾 物 質 は 、 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 を 制 御 す る
た め お よ び 糖 尿 病 を 治 療 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 こ の ア ッ セ イ の SMAP-2は 、 配 列 番 号 :2、 4、 6、 9の 配 列 も し く は サ ブ 配 列 を 有 す る ポ リ
ペ プ チ ド 、 配 列 番 号 :7に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 保 存 的 に 修 飾 さ れ た そ
の 改 変 体 か ら 選 択 さ れ 得 る 。 あ る い は 、 こ の ア ッ セ イ の SMAP-2は 真 核 生 物 由 来 で あ る 。 一
般 的 に 、 オ ル ト ロ グ の SMAP-2配 列 は 配 列 番 号 :2、 4、 6、 ま た は 9と 実 質 的 に 同 一 で あ る 。
選 択 的 に 、 こ の ア ッ セ イ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の SMAP-2の ド メ イ ン 、 例
え ば 、 搬 出 シ グ ナ ル 配 列 、 1つ ま た は 2つ の EFカ ル シ ウ ム 結 合 ハ ン ド 、 Kazalド メ イ ン お よ
び 1つ ま た は 2つ の サ イ ロ グ ロ ブ リ ン -1反 復 ド メ イ ン な ど を 含 む SMAP-2の フ ラ グ メ ン ト を 含
む 。 SMAP-2ま た は そ の ド メ イ ン の い ず れ か が 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る ア ッ セ イ に お い て
使 用 さ れ る キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 作 製 す る た め に 異 種 タ ン パ ク 質 に 共 有 結 合 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 SMAP-2活 性 の 修 飾 物 質 は 、 上 記 の よ う に 、 組 換 え か ま た は 天 然 に 存 在 す る か の い ず れ か
の SMAP-2ポ リ ペ プ チ ド を 使 用 し て 、 試 験 さ れ る 。 タ ン パ ク 質 は 単 離 さ れ 得 、 細 胞 中 で 発 現
さ れ 得 、 組 織 ま た は 動 物 中 で 発 現 さ れ 得 、 組 換 え ま た は 天 然 に 存 在 し 得 る か の い ず れ か で
あ る 。 例 え ば 、 組 織 切 片 、 解 離 し た 細 胞 は 、 例 え ば SMAP-2を 発 現 す る 組 織 、 形 質 転 換 細 胞
、 ま た は 膜 か ら の も の が 使 用 さ れ 得 る 。 調 節 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る イ ン ビ ト ロ ア ッ
セ イ ま た は イ ン ビ ボ ア ッ セ イ の 1つ を 使 用 し て 試 験 さ れ る 。 さ ら に 、 関 心 対 象 の タ ン パ ク
質 の プ ロ テ ア ー ゼ 結 合 ド メ イ ン が 、 修 飾 物 質 結 合 に つ い て ア ッ セ イ す る た め に 可 溶 性 反 応
ま た は 固 体 状 態 反 応 に お い て イ ン ビ ト ロ で 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 細 胞 の イ ン ス リ ン 感 受 性 は 、 何 度 も 決 定 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 GLUT4移 行 は 、 細 胞 に 対 す
る 候 補 SMAP-2修 飾 物 質 の 効 果 を モ ニ タ ー す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 GLUT4移 行 は 、 原 形 質
膜 と 結 合 し た GLUT4の 量 を モ ニ タ ー す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 刺 激 の 後 で
、 原 形 質 膜 画 分 は 単 離 さ れ 得 、 そ の 画 分 中 の GLUT4の 量 が 測 定 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 Songら
、 J. Biol. Chem. 276:34651 (2001)を 参 照 さ れ た い 。 あ る い は 、 GLUT4-myc融 合 物 が GLUT
4の 局 在 を モ ニ タ ー す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 グ ル コ ー ス 輸 送 ア ッ セ イ も ま た 、 SMAP-2活 性 に 対 す る 薬 剤 の 効 果 を 測 定 す る た め に 使 用
さ れ 得 る 。 例 え ば 、 SMAP-2と 相 互 作 用 し 、 か つ グ ル コ ー ス の 取 り 込 み を 増 加 さ せ る 薬 剤 が
、 さ ら な る 研 究 の た め に 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 強 力 な SMAP-2の 阻 害 物 質 ま た は 活 性 化 物 質 で 処 理 さ れ た 試 料 ま た は ア ッ セ イ は 、 調 節 の
程 度 を 試 験 す る た め に 、 試 験 化 合 物 な し の 対 照 試 料 と 比 較 さ れ る 。 対 照 試 料 （ 活 性 化 物 質
ま た は 阻 害 物 質 を 用 い て 処 理 さ れ て い な い ） は 、 SMAP-2活 性 の 相 対 値 100が 割 り 当 て ら れ
る 。 SMAP-2活 性 の 値 が 、 対 照 に 対 し て 約 90％ 、 選 択 的 に 50％ 、 選 択 的 に 25-0％ で あ る と き
、 SMAP-2の 阻 害 が 達 成 さ れ る 。 SMAP-2活 性 の 値 が 、 対 照 に 対 し て 110％ 、 選 択 的 に 150％ 、
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200％ 、 300％ 、 400％ 、 500％ 、 ま た は 1000-2000％ で あ る と き 、 SMAP-2の 活 性 化 が 達 成 さ
れ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】

　 SMAP-2の 発 現 を 調 節 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ も 提 供 さ れ る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、
被 験 化 合 物 が SMAP-2を 発 現 す る 1つ ま た は 複 数 の 細 胞 と 接 触 さ せ た 後 に 、 SMAP-2の 発 現 の
増 加 ま た は 減 少 （ 転 写 物 も し く は 翻 訳 産 物 の ど ち ら か ） を 検 出 す る 細 胞 を 用 い た ア ッ セ イ
法 を 行 う こ と を 含 む 。 ア ッ セ イ 法 は 、 SMAP-2を 発 現 す る 任 意 の 細 胞 を 用 い て 行 う こ と が で
き る 。 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 SMAP-2の 発 現 は さ ま ざ ま な や り 方 で 検 出 す る こ と が で き る 。 以 下 で 述 べ る よ う に 、 細 胞
内 で の SMAP-2の 発 現 レ ベ ル は 、 SMAP-2の 転 写 物 （ ま た は そ れ に 由 来 す る 相 補 的 核 酸 ） と 特
異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ロ ー ブ を 用 い て 、 細 胞 内 で 発 現 さ れ る mRNAを 検 索 す る こ と に
よ っ て 決 定 し う る 。 プ ロ ー ブ 検 索 は 、 細 胞 を 可 溶 化 し て ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 を 行 う こ と に
よ っ て 、 ま た は 細 胞 を 可 溶 化 せ ず に イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 を 用 い る こ
と に よ っ て 実 施 し う る 。 ま た は 、 SMAP-2と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い て 細 胞 可 溶 化 物 を
検 索 す る 免 疫 学 的 な 方 法 を 用 い て 、 SMAP-2タ ン パ ク 質 を 検 出 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 別 の 細 胞 系 ア ッ セ イ 法 に 、 標 準 的 な レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 ア ッ セ イ 法 に よ り 細 胞 を 用 い て 行
わ れ る レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ 法 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ 法 は 、 SMAP-2を 発 現 す る 、
ま た は 発 現 し な い 細 胞 に お い て 行 う こ と が で き る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ 法 の あ る 種 の も の は
、 検 出 可 能 な 産 物 を コ ー ド す る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と 機 能 的 に 結 合 し た SMAP-2プ ロ モ ー タ ー
（ 例 え ば 、 配 列 番 号 ： 10ま た は 配 列 番 号 ： 11を 含 む ） を 含 む 異 種 核 酸 構 築 物 を 用 い て 行 わ
れ る 。 さ ま ざ ま な レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 利 用 し う る 。 い く つ か の レ ポ ー タ ー は 内 在 性 に 検 出
可 能 で あ る 。 こ の 種 の レ ポ ー タ ー の 例 に は 、 蛍 光 検 出 器 を 用 い て 検 出 し う る 蛍 光 を 発 す る
ル シ フ ェ ラ ー ゼ お よ び 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 別 の レ ポ ー タ ー は 検 出 可 能 な 生 成
物 を 生 じ る 。 こ の 種 の レ ポ ー タ ー は し ば し ば 酵 素 で あ る 。 酵 素 レ ポ ー タ ー の 例 に は 、 β -
グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 、 CAT（ ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ； Altonお よ
び Vapnek (1979) Nature 282: 864-869） 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ お よ び
ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Tohら  (1980) Eur. J. Biochem. 182: 231-238； お よ び Hallら
 (1983) J. Mol. Appl. Gen. 2: 101） が 非 制 限 的 に 含 ま れ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 こ れ ら の ア ッ セ イ 法 で は 、 レ ポ ー タ ー 構 築 物 を 有 す る 細 胞 を 被 験 化 合 物 と 接 触 さ せ る 。
プ ロ モ ー タ ー 発 現 の 変 化 は 、 検 出 可 能 な レ ポ ー タ ー の レ ベ ル を 検 出 す る こ と に よ っ て 観 測
さ れ る 。 さ ま ざ ま な 種 類 の SMAP-2修 飾 物 質 を こ の ア ッ セ イ 法 で 同 定 す る こ と が で き る 。 例
え ば 、 プ ロ モ ー タ ー を そ れ と の 結 合 に よ っ て 阻 害 す る 、 転 写 因 子 も し く は 他 の 調 節 因 子 と
の 結 合 に よ っ て プ ロ モ ー タ ー を 阻 害 す る 、 そ の プ ロ モ ー タ ー と 結 合 す る 、 ま た は プ ロ モ ー
タ ー を 阻 害 す る 分 子 を 生 成 す る カ ス ケ ー ド を 誘 発 す る 被 験 化 合 物 を 同 定 す る こ と が で き る
。 同 様 に 、 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー を そ れ と の 結 合 に よ っ て 活 性 化 す る 、 転 写 因 子 も し く は
他 の 調 節 因 子 と の 結 合 に よ っ て プ ロ モ ー タ ー を 活 性 化 す る 、 そ の プ ロ モ ー タ ー と 結 合 す る
、 ま た は プ ロ モ ー タ ー を 活 性 化 す る 分 子 を 生 成 す る カ ス ケ ー ド を 誘 発 す る 被 験 化 合 物 を 同
定 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 発 現 ま た は 活 性 の レ ベ ル は ベ ー ス ラ イ ン 値 と の 比 較 が 可 能 で あ る 。 ベ ー ス ラ イ ン 値 は 、
対 照 試 料 に 関 す る 値 、 ま た は 対 照 集 団 （ 例 え ば 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 痩 せ た 個 体 ） も し
く は 細 胞 （ 例 え ば 、 SMAP-2修 飾 物 質 に 曝 露 さ れ な い 組 織 培 養 細 胞 ） に 関 す る SMAP-2発 現 レ
ベ ル を 代 表 す る 統 計 値 で あ っ て よ い 。 陰 性 対 照 と し て 、 SMAP-2を 発 現 し な い 細 胞 に 関 す る
発 現 レ ベ ル を 決 定 す る こ と も で き る 。 こ の 種 の 細 胞 は 一 般 に 、 他 の 点 で は 実 質 的 に 被 験 細
胞 と 遺 伝 的 に 同 一 で あ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
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3． 発 現 ア ッ セ イ 法



　 レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ 法 に は さ ま ざ ま な 異 な る 種 類 の 細 胞 を 用 い う る 。 内 因 性 SMAP-2を 発
現 す る 細 胞 は 、 例 え ば 心 臓 細 胞 、 脂 肪 細 胞 、 お よ び 骨 格 筋 （ 例 え ば L6） 細 胞 で あ る 。 SMAP
-2を 内 因 的 に 発 現 し な い 細 胞 は 原 核 細 胞 ま た は 真 核 細 胞 で あ り う る 。 真 核 細 胞 は 、 組 換 え
核 酸 構 築 物 を 有 す る 細 胞 の 作 製 に 通 常 用 い ら れ る 細 胞 の う ち 任 意 の も の で よ い 。 例 と な る
真 核 細 胞 に は 、 酵 母 、 な ら び に HEK293、 HepG2、 COS、 CHOお よ び HeLa細 胞 株 な ど の 種 々 の
高 等 真 核 細 胞 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 観 測 さ れ た 活 性 に 信 頼 性 が あ る こ と を 確 認 す る た め に は 、 レ ポ ー タ ー 構 築 物 を 含 ま な い
細 胞 を 用 い た 同 時 並 行 反 応 を 行 う こ と 、 ま た は レ ポ ー タ ー 構 築 物 を 有 す る 細 胞 を 被 験 化 合
物 と 接 触 さ せ な い こ と を 含 め 、 さ ま ざ ま な 対 照 を お く こ と が で き る 。 化 合 物 を 以 下 の よ う
に さ ら に 確 証 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
4. 確 証
　 前 記 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の い ず れ か に よ っ て 最 初 に 同 定 さ れ る 薬 剤 は 、 見 か け の 活 性
を 確 証 す る た め に さ ら に 試 験 さ れ 得 る 。 好 ま し く は 、 こ の よ う な 研 究 は 、 適 切 な 動 物 モ デ
ル を 用 い て 行 わ れ る 。 こ の よ う な 方 法 の 基 本 的 形 式 に は 、 最 初 の ス ク リ ー ニ ン グ の 間 に 同
定 さ れ た リ ー ド 化 合 物 を 、 ヒ ト の 代 わ り の モ デ ル と し て 働 く 動 物 に 投 与 す る 工 程 、 次 い で
、 SMAP-2が 実 際 に 調 節 さ れ る か 否 か を 決 定 す る 工 程 が 包 含 さ れ る 。 化 合 物 の 効 果 は 、 正 常
な 動 物 、 糖 尿 病 動 物 ま た は 食 餌 で 誘 導 さ れ た イ ン ス リ ン 抵 抗 性 動 物 に お い て 評 価 さ れ 得 る
。 候 補 SMAP-2修 飾 物 質 の 投 与 に 応 答 し た 血 液 グ ル コ ー ス お よ び イ ン ス リ ン レ ベ ル が 決 定 さ
れ 得 る 。 確 証 研 究 に お い て 利 用 さ れ る 動 物 モ デ ル は 一 般 的 に 任 意 の 種 の 哺 乳 動 物 で あ る 。
適 切 な 動 物 の 特 定 の 例 に は 、 霊 長 類 、 マ ウ ス 、 お よ び ラ ッ ト が 含 ま れ る が こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 。 例 え ば 、 糖 尿 病 の 一 遺 伝 子 性 モ デ ル （ 例 え ば 、 ob/obマ ウ ス お よ び db/dbマ ウ ス 、
Zuckerラ ッ ト お よ び Zucker糖 尿 病 脂 肪 性 ラ ッ ト な ど ） ま た は 糖 尿 病 の 多 遺 伝 子 性 モ デ ル （
例 え ば 、 OLETFラ ッ ト 、 GKラ ッ ト 、 NSYマ ウ ス 、 お よ び KKマ ウ ス ） が 、 糖 尿 病 動 物 ま た は イ
ン ス リ ン 抵 抗 性 動 物 に お け る SMAP-2調 節 を 確 証 す る た め に 有 用 で あ り 得 る 。 さ ら に 、 ヒ ト
SMAP-2を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が 、 薬 物 候 補 を さ ら に 確 証 す る た め に 使 用 さ れ
得 る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
C． 固 相 お よ び 溶 質 の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ア ッ セ イ 法
　 本 発 明 の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ア ッ セ イ 法 で は 、 最 大 で 数 千 種 も の 異 な る 修 飾 物 質 ま た は リ
ガ ン ド を 1日 で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 。 詳 細 に は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ
ー ト の 各 ウ ェ ル を 、 選 択 し た 修 飾 物 質 の 候 補 に 対 し て 別 々 の ア ッ セ イ 法 を 実 行 す る た め に
用 い 、 ま た は 、 濃 度 も し く は イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 の 影 響 を 観 察 し よ う と す る 場 合 に は
、 単 一 の 修 飾 物 質 を 試 験 す る た め に ウ ェ ル を 5～ 10個 ず つ 用 い る こ と が で き る 。 こ の た め
、 1枚 の 標 準 的 な マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト で 、 約 100種 （ 例 え ば 、 96種 ） の 修 飾 物 質 を ア
ッ セ イ す る こ と が 可 能 で あ る 。 1536穴 の ウ ェ ル プ レ ー ト を 用 い れ ば 、 1枚 の プ レ ー ト で 約 1
00～ 約 1500種 の 異 な る 化 合 物 を ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 1日 当 た り 数 枚 の 異 な る プ レ
ー ト を ア ッ セ イ で き れ ば 、 本 発 明 の 統 合 シ ス テ ム を 用 い て 最 大 で 約 6,000～ 20,000種 類 ま
た は そ れ 以 上 の 異 な る 化 合 物 を ア ッ セ イ 法 で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら
に 、 試 薬 操 作 の た め の マ イ ク ロ 流 体 （ microfluidic） ア プ ロ ー チ を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 目 的 の 分 子 （ 例 え ば SMAP-2） を 、 共 有 結 合 ま た は タ グ を 介 し た 結 合 な ど の 非 共 有 結 合 に
よ り 、 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 固 体 成 分 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 タ グ は 種 々 の 成 分 の う
ち 任 意 の も の で よ い 。 一 般 的 に は 、 タ グ と 結 合 す る 分 子 （ タ グ 結 合 剤 ） を 固 体 支 持 体 に 固
定 し 、 タ グ の 付 い た 目 的 の 分 子 （ 例 え ば 、 SMAP-2） を 、 タ グ と タ グ 結 合 剤 と の 相 互 作 用 に
よ っ て 固 体 支 持 体 に 結 合 さ せ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 文 献 中 に 詳 細 に 記 載 さ れ た 既 知 の 分 子 相 互 作 用 に 基 づ き 、 さ ま ざ ま な タ グ お よ び タ グ 結
合 剤 の う ち 任 意 の も の を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ビ オ チ ン 、 プ ロ テ イ ン Aま た は プ
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ロ テ イ ン Gの よ う に タ グ が 天 然 の 結 合 剤 を 有 す る 場 合 に は 、 そ れ を 適 切 な タ グ 結 合 剤 （ ア
ビ ジ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ニ ュ ー ト ラ ビ ジ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Fc領 域 、 ポ リ -Hisな
ど ） と の 結 合 に 用 い る こ と が で き る 。 ビ オ チ ン な ど の 天 然 の 結 合 剤 を 備 え た 分 子 に 対 す る
抗 体 も 広 く 入 手 可 能 で あ り 、 適 切 な タ グ 結 合 剤 に つ い て も 同 様 で あ る ； 例 え ば 、 SIGMA Im
munochemicals 1998年 カ タ ロ グ 、 SIGMA, St. Louis MOを 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 同 様 に 、 任 意 の ハ プ テ ン 性 化 合 物 ま た は 抗 原 性 化 合 物 を 適 切 な 抗 体 と 組 み 合 わ せ て 用 い
て 、 タ グ /タ グ 結 合 剤 の 対 を 形 成 さ せ る こ と も で き る 。 数 千 種 も の 特 異 抗 体 が 市 販 さ れ て
お り 、 ほ か に も 多 く の 抗 体 が 文 献 中 に 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 1つ の 一 般 的 な 構 成 に お
い て 、 タ グ は 第 1の 抗 体 で あ り 、 タ グ 結 合 剤 は 第 1の 抗 体 を 認 識 す る 第 2の 抗 体 で あ る 。 抗
体 -抗 原 相 互 作 用 以 外 に 、 細 胞 膜 受 容 体 の ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト な ど の 受 容 体 -
リ ガ ン ド 相 互 作 用 も タ グ お よ び タ グ 結 合 剤 の 対 と し て 適 し て い る （ 例 え ば 、 ト ラ ン ス フ ェ
リ ン 、 c-kit、 ウ イ ル ス 受 容 体 リ ガ ン ド 、 サ イ ト カ イ ン 受 容 体 、 ケ モ カ イ ン 受 容 体 、 イ ン
タ ー ロ イ キ ン 受 容 体 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 受 容 体 お よ び 抗 体 、 カ ド ヘ リ ン フ ァ ミ リ ー 、 イ ン テ
グ リ ン フ ァ ミ リ ー 、 セ レ ク チ ン フ ァ ミ リ ー な ど の 細 胞 受 容 体 -リ ガ ン ド 相 互 作 用 ； 例 え ば
、 Pigott & power, 「 Adhesion Molecule Facts Book 1」  (1993)を 参 照 さ れ た い ） 。 同
様 に 、 毒 素 お よ び 毒 液 、 ウ イ ル ス エ ピ ト ー プ 、 ホ ル モ ン （ 例 え ば 、 オ ピ エ ー ト 、 ス テ ロ イ
ド な ど ） 、 細 胞 内 受 容 体 （ 例 え ば 、 ス テ ロ イ ド 、 甲 状 腺 ホ ル モ ン 、 レ チ ノ イ ド お よ び ビ タ
ミ ン D； ペ プ チ ド を 含 む 、 種 々 の 低 分 子 リ ガ ン ド の 作 用 を 媒 介 す る も の ） 、 薬 剤 、 レ ク チ
ン 、 糖 、 核 酸 （ 直 鎖 状 重 合 体 お よ び 環 状 重 合 体 の 両 方 の 形 態 ） 、 オ リ ゴ 糖 、 タ ン パ ク 質 、
リ ン 脂 質 お よ び 抗 体 は 、 い ず れ も 種 々 の 細 胞 受 容 体 と 相 互 作 用 し う る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 ポ リ ウ レ タ ン 、 ポ リ エ ス テ ル 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 、 ポ リ ウ レ ア 、 ポ リ ア ミ ド 、 ポ リ エ チ
レ ン イ ミ ン 、 ポ リ ア リ ー ル ス ル フ ィ ド 、 ポ リ シ ロ キ サ ン 、 ポ リ イ ミ ド お よ び ポ リ ア セ テ ー
ト な ど の 合 成 重 合 体 も 適 切 な タ グ ま た は タ グ 結 合 剤 を 形 成 し う る 。 そ の 他 の 多 く の タ グ /
タ グ 結 合 剤 の 対 も 本 明 細 書 に 記 載 の ア ッ セ イ 法 に 有 用 で あ り 、 こ れ は 本 開 示 を 吟 味 す る こ
と に よ っ て 当 業 者 に は 明 ら か で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 ペ プ チ ド 、 ポ リ エ ー テ ル な ど の 一 般 的 な リ ン カ ー も タ グ と し て 有 用 で あ り 、 こ れ に は 約
5-200ア ミ ノ 酸 の ポ リ gly配 列 な ど の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 柔 軟 性 の あ
る リ ン カ ー は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 ポ リ （ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） リ ン カ ー は 、 Sh
earwater Polymers, Inc（ Huntsville, Alabama） か ら 販 売 さ れ て い る 。 選 択 的 に は 、 こ
れ ら の リ ン カ ー は ア ミ ド 結 合 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 結 合 ま た は ヘ テ ロ 官 能 性 結 合 を 有 す る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 タ グ 結 合 剤 を 、 現 在 用 い う る 種 々 の 方 法 の う ち 任 意 の も の を 用 い て 、 固 体 基 質 に 固 定 す
る 。 固 体 基 質 は 一 般 に 、 タ グ 結 合 剤 の 一 部 と 反 応 す る 化 学 基 を 表 面 に 固 定 さ せ る 化 学 試 薬
に 基 質 の 全 体 ま た は 一 部 を 曝 露 さ せ る こ と に よ り 、 誘 導 体 化 ま た は 官 能 性 付 与 が 行 わ れ る
。 例 え ば 、 比 較 的 長 い 連 鎖 部 分 を 付 着 さ せ る の に 適 し た 基 に は 、 ア ミ ン 基 、 ヒ ド ロ キ シ ル
基 、 チ オ ー ル 基 お よ び カ ル ボ キ シ ル 基 が 含 ま れ る と 考 え ら れ る 。 ガ ラ ス 表 面 な ど の 種 々 の
表 面 に 官 能 性 を 付 与 す る た め に は 、 ア ミ ノ ア ル キ ル シ ラ ン お よ び ヒ ド ロ キ シ ア ル キ ル シ ラ
ン を 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 固 相 バ イ オ ポ リ マ ー ア レ イ の 構 築 は 文 献 に 詳 細 に 記
載 さ れ て い る （ 例 え ば 、 Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85: 2149-2154 (1963)（ ペ プ チ
ド な ど の 固 相 合 成 を 記 載 し て い る ） ； Geysenら 、 J. Immun. Meth. 102: 259-274 (1987)
（ ピ ン 上 で の 固 相 成 分 の 合 成 を 記 載 し て い る ） ； Frankお よ び Doring、 Tetrahedron 44: 6
0316040 (1988)（ セ ル ロ ー ス デ ィ ス ク 上 で の 種 々 の ペ プ チ ド 配 列 の 合 成 を 記 載 し て い る ）
； Fodorら 、 Science, 251: 767-777 (1991)； Sheldonら 、 Clinical Chemistiy 39(4):718
-719 (1993)； な ら び に Kozalら 、 Nature Medicine 2(7): 753759 (1996)（ い ず れ も 固 体
基 質 に 固 定 し た バ イ オ ポ リ マ ー の ア レ イ を 記 載 し て い る ） を 参 照 さ れ た い 。 タ グ 結 合 剤 を
基 質 に 固 定 す る 非 化 学 的 ア プ ロ ー チ に は 、 加 熱 、 UV照 射 に よ る 架 橋 な ど の 他 の 一 般 的 な 方
法 が 含 ま れ る 。
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【 ０ １ ９ ４ 】
　 本 発 明 は 、 SMAP-2の 発 現 ま た は 活 性 を 変 化 さ せ う る 化 合 物 を ハ イ ス ル ー プ ッ ト 形 式 で 同
定 す る た め の イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ 法 を 提 供 す る 。 ア ッ セ イ 系 が 高 度 に 均 一 で あ る た め 、 修
飾 物 質 の 候 補 を 含 ま な い 反 応 に お け る 細 胞 の SMAP-2活 性 を 測 定 す る 対 照 反 応 を 随 意 に 選 択
し て も よ い 。 こ の よ う な 随 意 選 択 的 な 対 照 反 応 は 、 ア ッ セ イ 法 の 信 頼 性 を 高 め う る 。 記 載
す る ア ッ セ イ 形 式 の そ れ ぞ れ に つ い て 、 修 飾 物 質 を 含 ま な い 「 修 飾 物 質 な し の 」 対 照 反 応
に よ り 、 結 合 活 性 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル が 得 ら れ る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 い く つ か の ア ッ セ イ 法 に お い て は 、 陽 性 対 照 を 用 い る こ と が 望 ま し い と 考 え ら れ る 。 少
な く と も 2種 類 の 陽 性 対 照 が 適 し て い る 。 第 1に 、 本 発 明 の SMAP-2の 既 知 の 活 性 化 物 質 を 1
つ の ア ッ セ イ 試 料 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と が で き 、 SMAP-2の 発 現 レ ベ ル ま た は 活 性 の 上
昇 に 起 因 す る 結 果 と し て の 信 号 の 増 加 を 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 決 定 す る 。 第 2に
、 SMAP-2の 既 知 の 阻 害 物 質 を 添 加 し 、 SMAP-2の 発 現 ま た は 活 性 に 関 す る 結 果 と し て の 信 号
の 低 下 を 同 様 に 検 出 す る こ と が で き る 。 通 常 で あ れ ば SMAP-2の 既 知 の 修 飾 物 質 の 存 在 に よ
っ て 引 き 起 こ さ れ る 上 昇 ま た は 存 在 を 阻 害 す る 修 飾 物 質 を 見 つ け 出 す た め に 、 修 飾 物 質 を
活 性 化 物 質 ま た は 阻 害 物 質 と 組 み 合 わ せ て も よ い こ と は 理 解 さ れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
VII． 組 成 物 、 キ ッ ト 、 お よ び 統 合 シ ス テ ム
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の SMAP-2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 、 ま た は SMAP-2タ ン パ ク 質 、
抗 SMAP-2抗 体 な ど を 用 い て 本 明 細 書 に 記 載 し た ア ッ セ イ 法 を 実 施 す る た め の 組 成 物 、 キ ッ
ト お よ び 統 合 シ ス テ ム を 提 供 す る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 本 発 明 は 、 固 相 ア ッ セ イ 法 に 用 い る た め の ア ッ セ イ 組 成 物 を 提 供 す る ； こ の よ う な 組 成
物 は 、 例 え ば 、 SMAP-2を コ ー ド す る 1つ ま た は 複 数 の 核 酸 が 固 体 支 持 体 上 に 固 定 化 さ れ た
も の 、 お よ び 標 識 試 薬 を 含 み う る 。 そ れ ぞ れ の 場 合 に 、 ア ッ セ イ 組 成 物 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン の た め に 望 ま し い 別 の 試 薬 も 含 み う る 。 本 発 明 の SMAP-2の 発 現 ま た は 活 性 に 対
す る 修 飾 物 質 を ア ッ セ イ 組 成 物 に 含 め る こ と も で き る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の ア ッ セ イ 法 を 行 う た め の キ ッ ト も 提 供 す る 。 本 キ ッ ト は 一 般 に
、 SMAP-2と 、 ま た は SMAP-2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 特 異 的 に 結
合 す る 抗 体 、 お よ び プ ロ ー ブ の 存 在 を 検 出 す る た め の 標 識 を 含 む 。 本 キ ッ ト は 本 発 明 の SM
AP-2ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 少 な く と も 一 つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み う る 。 キ ッ
ト は 上 記 の 組 成 物 の い ず れ か を 含 む こ と が で き 、 選 択 的 に は さ ら に 、 本 発 明 の SMAP-2ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 に 対 す る 、 ま た は 本 発 明 の SMAP-2ポ リ ペ プ チ ド の 活 性
に 対 す る 影 響 に 関 し て ハ イ ス ル ー プ ッ ト ア ッ セ イ 方 法 を 行 う た め の 指 示 書 と い っ た 別 の 構
成 要 素 、 1つ ま た は 複 数 の 容 器 ま た は 区 画 （ 例 え ば 、 プ ロ ー ブ 、 標 識 な ど を 保 持 す る た め
の ） 、 SMAP-2ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 ま た は 活 性 の 対 照 修 飾 物 質 、 キ ッ ト の 成 分 を 混 合 す る た
め の ロ ボ ッ ト 型 ア ー マ チ ュ ア な ど も 含 む 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の SMAP-2ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 ま た は 活 性 に 対 す る 影 響 に 関 す る 、
修 飾 物 質 の 候 補 の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 統 合 シ ス テ ム も 提 供 す る 。 本
シ ス テ ム は 、 液 体 を 源 か ら 目 的 地 ま で 移 動 さ せ る た め の ロ ボ ッ ト 型 ア ー マ チ ュ ア 、 ロ ボ ッ
ト 型 ア ー マ チ ュ ア を 制 御 す る た め の 制 御 装 置 、 標 識 検 出 器 、 標 識 検 出 を 記 録 す る デ ー タ 記
憶 装 置 、 お よ び 、 反 応 混 合 物 を 有 す る ウ ェ ル を 含 む マ イ ク ロ タ イ タ ー デ ィ ッ シ ュ 、 ま た は
固 定 さ れ た 核 酸 も し く は 固 定 化 部 分 を 含 む 基 質 な ど の ア ッ セ イ 成 分 を 含 み う る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 さ ま ざ ま な ロ ボ ッ ト 型 液 体 輸 送 シ ス テ ム が 入 手 可 能 で あ り 、 ま た は 既 存 の 構 成 部 品 を 用
い て 容 易 に 製 造 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 Microlab 2200（ Hamilton； Reno, NV） ピ ペ
ッ ト 操 作 ス テ ー シ ョ ン （ pipetting station） を 用 い る Zymate XP（ Zymark Corporation；
Hopkinton, MA） 自 動 化 ロ ボ ッ ト を 用 い て 、 並 列 的 な 試 料 を 96ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ
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レ ー ト に 移 し 、 複 数 の 同 時 並 列 的 な 結 合 ア ッ セ イ 法 を 設 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 カ メ ラ ま た は そ の 他 の 記 録 装 置 （ 例 え ば 、 光 ダ イ オ ー ド お よ び デ ー タ 記 憶 装 置 ） に よ っ
て 観 測 さ れ た （ お よ び 、 選 択 的 に は 記 録 さ れ た ） 光 学 画 像 は 、 選 択 的 に は さ ら に 、 本 明 細
書 に お け る 態 様 の い ず れ か に よ り 、 例 え ば 、 画 像 の デ ジ タ ル 化 な ら び に コ ン ピ ュ ー タ 上 で
の 画 像 の 記 録 お よ び 分 析 な ど に よ っ て 処 理 さ れ る 。 PC（ Intel x86ま た は Pentiumチ ッ プ 互
換 の DOS（ 登 録 商 標 ） 、 OS2（ 登 録 商 標 ） WINDOWS（ 登 録 商 標 ） 、 WINDOWS NT（ 登 録 商 標 ）
、 WINDOWS95（ 登 録 商 標 ） 、 WINDOWS98（ 登 録 商 標 ） 、 ま た は WINDOWS2000（ 登 録 商 標 ） ベ
ー ス の コ ン ピ ュ ー タ ） 、 MACINTOSH（ 登 録 商 標 ） ま た は UNIX（ 登 録 商 標 ） ベ ー ス の （ 例 え
ば 、 SUN（ 登 録 商 標 ） ワ ー ク ス テ ー シ ョ ン ） コ ン ピ ュ ー タ な ど を 用 い て 、 デ ジ タ ル 化 さ れ
た ビ デ オ 画 像 ま た は デ ジ タ ル 化 さ れ た 光 学 画 像 の デ ジ タ ル 化 、 保 存 お よ び 分 析 を 行 う た め
の 、 さ ま ざ ま な 市 販 の 周 辺 機 器 お よ び ソ フ ト エ ア ソ フ ト ウ エ ア が 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 従 来 の シ ス テ ム の 一 つ は 、 標 本 野 か ら の 光 を 、 当 技 術 分 野 で 一 般 的 に 用 い ら れ る 、 冷 却
し た 電 荷 結 合 素 子 （ CCD） カ メ ラ に 伝 え る 。 CCDカ メ ラ は 画 像 素 子 （ ピ ク セ ル ） の ア レ イ を
含 ん で い る 。 標 本 か ら の 光 は CCD上 で 画 像 化 さ れ る 。 標 本 の 領 域 （ 例 え ば 、 生 体 重 合 体 の
ア レ イ 上 の 個 々 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 部 位 ） に 対 応 す る 個 別 の ピ ク セ ル が サ ン プ リ ン
グ さ れ 、 各 位 置 に 関 し て 光 強 度 の 読 み 取 り 値 が 得 ら れ る 。 速 度 を 高 め る た め に 多 数 の ピ ク
セ ル が 並 列 的 に 処 理 さ れ る 。 本 発 明 の 装 置 お よ び 方 法 は 、 蛍 光 顕 微 鏡 法 ま た は 暗 視 野 顕 微
鏡 法 な ど に よ り 、 任 意 の 試 料 を 観 測 す る た め に 容 易 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
VIII． 投 与 お よ び 薬 学 的 組 成 物
　 SMAP-2の 修 飾 物 質 （ 例 え ば 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト （ SMAP-2特 異 的 抗 体 を 含 む ） 、 ま た は ア ゴ
ニ ス ト ） は 、 イ ン ビ ボ で の SMAP-2活 性 の 修 飾 の た め に 、 哺 乳 動 物 対 象 に 対 し て 直 接 投 与 す
る こ と が で き る 。 投 与 は 、 修 飾 性 化 合 物 を 導 入 し て 、 治 療 し よ う と す る 組 織 に 最 終 的 に 接
触 さ せ る た め に 通 常 用 い ら れ る 任 意 の 経 路 に よ る も の で 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る
。 個 々 の 化 合 物 の 投 与 に は 複 数 の 経 路 を 用 い る こ と が で き る が 、 あ る 特 定 の 経 路 に よ っ て
別 の 経 路 よ り も 即 時 的 か つ よ り 効 果 的 な 反 応 が 得 ら れ る こ と が し ば し ば で あ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 み う る 。 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担
体 は 、 一 部 に は 、 投 与 す る 個 々 の 組 成 物 、 さ ら に は 組 成 物 の 投 与 に 用 い る 個 々 の 方 法 に よ
っ て 決 ま る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 に は 適 し た 製 剤 が 広 範 囲 に わ た っ て 存 在
す る （ 例 え ば 、 「 Remington 's Pharmaceutical Sciences」 第 17版 、 1985） を 参 照 の こ と
） 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 SMAP-2の 発 現 ま た は 活 性 に 対 す る 修 飾 物 質 （ 例 え ば 、 ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト
） は 、 単 独 で 、 ま た は 他 の 適 し た 成 分 と 組 み 合 わ せ て 、 注 射 用 ま た は ポ ン プ 装 置 で の 使 用
の た め に 調 製 す る こ と が で き る 。 ポ ン プ 装 置 （ 「 イ ン ス リ ン ポ ン プ 」 と し て も 知 ら れ る ）
は 、 イ ン ス リ ン を 患 者 に 投 与 す る た め に 一 般 的 に 用 い ら れ て お り 、 こ の た め 、 本 発 明 の 組
成 物 を 含 む よ う に 適 合 さ せ る こ と は 容 易 で あ る 。 イ ン ス リ ン ポ ン プ の 製 造 元 に は 、 Animas
、 Disetronicお よ び MiniMedが 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 SMAP-2の 発 現 ま た は 活 性 に 対 す る 修 飾 物 質 （ 例 え ば 、 ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト
） は 、 単 独 で 、 ま た は 他 の 適 し た 成 分 と 組 み 合 わ せ て 吸 入 に よ っ て 投 与 す る た め の エ ア ロ
ゾ ル 製 剤 （ す な わ ち 、 そ れ ら は 「 噴 霧 」 す る こ と が 可 能 で あ る ） の 形 に す る こ と が で き る
。 エ ア ロ ゾ ル 製 剤 は 、 ジ ク ロ ロ ジ フ ル オ ロ メ タ ン 、 プ ロ パ ン 、 窒 素 な ど の 加 圧 さ れ た 許 容
さ れ る 噴 霧 剤 中 に 配 合 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 投 与 の た め に 適 し た 製 剤 に は 、 水 性 お よ び 非 水 性 の 溶 液 、 抗 酸 化 剤 、 緩 衝 液 、 静 菌 剤 、
お よ び 製 剤 を 等 張 化 す る 溶 質 を 含 み う る 等 張 滅 菌 溶 液 、 な ら び に 懸 濁 化 剤 、 溶 解 補 助 剤 、
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濃 稠 化 剤 、 安 定 剤 お よ び 保 存 料 を 含 み う る 水 性 お よ び 非 水 性 の 滅 菌 懸 濁 液 が 含 ま れ る 。 本
発 明 の 実 践 に 際 し て は 、 組 成 物 を 例 え ば 経 口 的 、 鼻 腔 内 、 局 所 的 、 静 脈 内 、 腹 腔 内 、 膀 胱
内 ま た は 髄 腔 内 に 投 与 す る こ と が で き る 。 化 合 物 の 製 剤 は 単 位 用 量 ま た は 複 数 回 の 用 量 が
ア ン プ ル ま た は バ イ ア ル な ど の 容 器 内 に 密 封 さ れ た 形 式 で 提 供 す る こ と が で き る 。 溶 液 お
よ び 懸 濁 液 は 、 以 前 に 記 載 さ れ た 種 類 の 滅 菌 粉 末 、 顆 粒 お よ び 錠 剤 か ら 調 製 す る こ と が で
き る 。 修 飾 物 質 を 調 製 済 み の 食 品 ま た は 薬 剤 の 一 部 と し て 投 与 す る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 患 者 に 投 与 す る 用 量 は 、 本 発 明 の 状 況 に お い て は 、 一 定 期 間 に わ た っ て 対 象 に お い て 有
益 な 反 応 を 誘 導 す る の に 十 分 で あ る 必 要 が あ る 。 用 量 は 、 用 い る 個 々 の 修 飾 物 質 の 有 効 性
、 対 象 の 年 齢 、 体 重 、 身 体 活 動 性 お よ び 食 事 内 容 を 含 む さ ま ざ ま な 要 因 、 他 の 薬 剤 と の 併
用 の 可 能 性 、 な ら び に 糖 尿 病 症 例 の 重 症 度 に 応 じ て 決 ま る と 考 え ら れ る 。 修 飾 物 質 の 一 日
投 与 量 は 、 既 知 の イ ン ス リ ン 組 成 物 の 場 合 と 同 様 の や り 方 で 、 当 業 者 に よ り 、 個 々 の 患 者
に つ い て 決 定 す る こ と が 推 奨 さ れ る 。 ま た 、 用 量 の 程 度 は 、 個 々 の 対 象 に お け る 特 定 の 化
合 物 ま た は ベ ク タ ー の 投 与 に 伴 う 何 ら か の 有 害 な 副 作 用 の 存 在 、 性 質 お よ び 程 度 に よ っ て
も 決 ま る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 投 与 す る 修 飾 物 質 の 有 効 量 を 決 定 す る 際 に 、 医 師 は 修 飾 因 子 の 循 環 血 漿 中 レ ベ ル 、 修 飾
物 質 の 毒 性 お よ び 抗 修 飾 物 質 抗 体 の 産 生 を 評 価 す る と 思 わ れ る 。 一 般 に 、 修 飾 物 質 当 量 と
し て の 用 量 は 、 一 般 的 な 対 象 の 場 合 、 約 1ng/kg～ 10mg/kgの 範 囲 で あ る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 投 与 に 関 し て は 、 本 発 明 の SMAP-2修 飾 物 質 を 、 修 飾 物 質 の LD-50、 お よ び 修 飾 物 質 の 種
々 の 濃 度 で の 副 作 用 を 対 象 の 体 重 お よ び 全 般 的 健 康 状 態 に 当 て は め る こ と に よ っ て 決 定 さ
れ る 速 度 で 投 与 す る こ と が で き る 。 投 与 は 単 回 投 与 ま た は 分 割 投 与 に よ っ て 行 え る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 （ 例 え ば 、 SMAP-2特 異 的 抗 体 ） を 、 所 望 の 標 的 療 法 に 応 じ た 1つ ま た は
複 数 の 別 の 薬 剤 と 併 用 し て 効 果 的 に 用 い る こ と も で き る （ 例 え ば 、 Turner, N.ら 、 Prog. 
Drug Res. (1998) 51: 33-94； Haffher, S., Diabetes Care (1998) 21: 160-178； お よ
び DeFronzo, R.ら （ 編 ） 、 「 Diabetes Reviews」 (1997) Vol.5, No.4を 参 照 ） 。 数 多 く の
試 験 で 、 経 口 薬 と の 併 用 療 法 の 有 益 性 が 検 討 さ れ て い る （ 例 え ば 、 Mahier, R., J. Clin.
 Endocrinol. Metab. (1999) 84: 1165-71； United Kingdom Prospective Diabetes Stud
y Group: UKPDS 28、 Diabetes Care (1998) 21: 87-92； Bardin, C. W.（ 編 ） 、 「 Curren
t Therapy In Endocrinology and Metabolism」 第 6版 （ Mosby-Year Book, Inc., St. Lou
is, MO. 1997） ； Chiasson, J.ら 、 Ann. Intern. Med. (1994) 121: 928-935； Coniff, R
.ら 、 Am. Ther. (1997) 19: 16-26； Coniff, R.ら 、 Am. J. Med. (1995) 98: 443-451；
お よ び Iwamoto, Y.ら 、 Diabet. Med. (1996) 13365-370； Kwiterovich, P., Am. J. Card
iol (1998) 82 (12A): 3U-17Uを 参 照 さ れ た い ） 。 こ れ ら の 試 験 に よ り 、 疾 患 の 中 で も 特
に 糖 尿 病 は 、 治 療 レ ジ メ ン に 第 2の 薬 剤 を 加 え る こ と に よ っ て さ ら に 改 善 さ れ う る こ と が
示 さ れ て い る 。 併 用 療 法 に は 、 本 発 明 の SMAP-2修 飾 物 質 お よ び 1つ ま た は 複 数 の 別 の 薬 剤
を 含 む 単 一 の 医 薬 製 剤 の 投 与 の ほ か に 、 SMAP-2修 飾 物 質 お よ び 別 個 の 医 薬 製 剤 と し て の 各
々 の 薬 剤 の 投 与 も 含 ま れ る 。 例 え ば 、 SMAP-2修 飾 物 質 お よ び チ ア ゾ リ ジ ン ジ オ ン を 錠 剤 も
し く は カ プ セ ル 剤 な ど の 単 一 の 経 口 投 与 用 組 成 物 と し て ヒ ト 対 象 に 投 与 す る こ と が で き 、
ま た は 各 々 の 薬 剤 を 別 個 の 経 口 投 与 用 製 剤 と し て 投 与 す る こ と も で き る 。 別 個 の 投 与 製 剤
を 用 い る 場 合 に は 、 SMAP-2修 飾 物 質 お よ び 1つ ま た は 複 数 の 別 の 薬 剤 を 、 本 質 的 に は 同 じ
時 に （ す な わ ち 、 同 時 に ） 投 与 す る こ と が で き 、 ま た は 別 個 に 時 間 を ず ら し て （ す な わ ち
、 逐 次 的 に ） 投 与 す る こ と も で き る 。 併 用 療 法 に は こ れ ら の レ ジ メ ン の す べ て が 含 ま れ る
も の と 解 釈 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 併 用 療 法 の 1つ の 例 は 、 前 糖 尿 病 の 個 体 （ 例 え ば 、 2型 糖 尿 病 へ の 進 行 を 防 ぐ ） ま た は 糖
尿 病 の 個 体 を 治 療 す る （ も し く は 糖 尿 病 お よ び そ れ に 関 連 し た 症 状 、 合 併 症 お よ び 障 害 を
治 療 す る ） 場 合 に み ら れ 、 こ の 場 合 に は 、 SMAP-2修 飾 物 質 を 例 え ば 以 下 の も の と 効 果 的 に
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併 用 す る こ と が で き る ： ス ル ホ ニ ル 尿 素 （ ク ロ ル プ ロ パ ミ ド 、 ト ル ブ タ ミ ド 、 ア セ ト ヘ キ
サ ミ ド 、 ト ラ ザ ミ ド 、 グ リ ブ リ ド 、 グ リ ク ラ ジ ド 、 グ リ ナ ー ゼ 、 グ リ メ ピ リ ド お よ び グ リ
ピ ジ ド な ど ） 、 ビ グ ア ナ イ ド 系 薬 剤 （ メ ト ホ ル ミ ン な ど ） 、 PPARβ δ ア ゴ ニ ス ト 、 PPARγ
の リ ガ ン ド ま た は ア ゴ ニ ス ト 、 例 え ば チ ア ゾ リ ジ ノ ン （ シ グ リ タ ゾ ン 、 ピ オ グ リ タ ゾ ン （
例 え ば 、 米 国 特 許 第 6,218,409号 を 参 照 ） 、 ト ロ グ リ タ ゾ ン お よ び ロ シ グ リ タ ゾ ン （ 例 え
ば 、 米 国 特 許 第 5,859,037号 を 参 照 ） な ど ） ； ク ロ フ ィ ブ ラ ー ト 、 ジ ェ ム フ ィ ブ ロ ジ ル 、
フ ェ ノ フ ィ ブ ラ ー ト 、 シ ブ ロ フ ィ ブ ラ ー ト 、 お よ び ベ ザ フ ィ ブ ラ ー ト な ど の PPARα の ア ゴ
ニ ス ト 、 デ ヒ ド ロ エ ピ ア ン ド ロ ス テ ロ ン （ DHEAま た は そ の 抱 合 硫 酸 エ ス テ ル で あ る DHEA-5
04と も 呼 ば れ る ） ； ア ン チ グ ル コ コ ル チ コ イ ド ； TNFα 阻 害 剤 ； α -グ ル コ シ ダ ー ゼ 阻 害 剤
（ ア カ ル ボ ー ス 、 ミ グ リ ト ー ル お よ び ボ グ リ ボ ー ス ） 、 ア ミ リ ン お よ び ア ミ リ ン 誘 導 体 （
プ ラ ム リ ン チ ド （ pramlintide） な ど （ 米 国 特 許 第 5,902,726号 ； 第 5,124,314号 ； 第 5,175
,145号 お よ び 第 6,143,718号 、 第 6,136,784号 も 参 照 の こ と ） ） 、 イ ン ス リ ン 分 泌 促 進 物 質
（ レ パ グ リ ニ ド 、 グ リ キ ド ン お よ び ナ テ グ リ ニ ド （ 米 国 特 許 第 6,251,856号 ； 第 6,251,865
号 ； 第 6,221,633号 ； 第 6,174,856号 も 参 照 の こ と ） ） 、 お よ び イ ン ス リ ン 。
【 ０ ２ １ ３ 】
X. 糖 尿 病 の 診 断
　 本 発 明 は ま た 、 糖 尿 病 ま た は 少 な く と も い く つ か の 糖 尿 病 の 病 理 の 素 因 を 診 断 す る 方 法
を 提 供 す る 。 診 断 は 、 個 体 の 遺 伝 子 型 の 決 定 （ 例 え ば 、 SNPを 有 す る ） 、 お よ び 糖 尿 病 ま
た は 他 の SMAP-2に 関 連 す る 疾 患 の 発 生 と 関 連 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る 対 立 遺 伝 子 を 有
す る 遺 伝 子 型 の 比 較 を 含 み 得 る 。 代 替 的 に は 、 診 断 は ま た 、 患 者 に お い て SMAP-2（ タ ン パ
ク 質 ま た は 転 写 物 ） の レ ベ ル を 決 定 す る 工 程 、 な ら び に 、 次 い で ベ ー ス ラ イ ン ま た は 範 囲
に 対 し て そ の レ ベ ル を 比 較 す る 工 程 を 含 む 。 代 表 的 に は 、 ベ ー ス ラ イ ン の 値 は 、 健 常 （ 例
え ば 、 痩 せ た ） 人 に お け る SMAP-2を 表 す 。 痩 せ た 個 体 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル は 単
一 の 個 体 か ら の 読 み 取 り で あ り 得 る が 、 代 表 的 に は 、 痩 せ た 個 体 の 群 か ら の 統 計 的 な 関 連
し た 平 均 値 で あ る 。 痩 せ た 個 体 に お け る ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル は 、 例 え ば 、 コ ン ピ ュ ー タ
プ ロ グ ラ ム に お け る 値 に よ っ て 表 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 上 記 に 議 論 し た よ う に 、 ベ ー ス ラ イ ン 範 囲 か ら の SMAP-2の レ ベ ル の 変 動 （ 例 え ば 、 高 い
レ ベ ル ） は 、 患 者 が 糖 尿 病 で あ る か 、 ま た は 少 な く と も い く つ か の 糖 尿 病 の 病 理 を 発 症 す
る リ ス ク が あ る か （ 例 え ば 、 前 糖 尿 病 ） の い ず れ か で あ る こ と を 示 す 。 い く つ か の 実 施 態
様 に お い て 、 SMAP-2の レ ベ ル は 、 患 者 か ら の 血 液 、 尿 、 ま た は 組 織 試 料 を 取 る こ と 、 お よ
び 任 意 の 数 の 検 出 方 法 （ 例 え ば 、 本 明 細 書 中 で 議 論 さ れ る 方 法 ） を 使 用 し て 試 料 中 の SMAP
-2の 量 が 測 定 さ れ る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る 。 例 え ば 、 絶 食 ま た は 食 餌 を 与 え た 場 合 の 血
液 ま た は 尿 の レ ベ ル が 試 験 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 ベ ー ス ラ イ ン レ ベ ル お よ び 個 体 か ら の 痩 せ 試 料 に お け る
レ ベ ル 、 ま た は 同 じ 個 体 か ら の 少 な く と も 2つ の 試 料 は 、 少 な く と も 、 約 5％ 、 10％ 、 20％
、 50％ 、 75％ 、 100％ 、 150％ 、 200％ 、 300％ 、 400％ 、 500％ 、 1000％ ま た は そ れ 以 上 異 な
る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 個 体 か ら の 試 料 は 、 ベ ー ス ラ イ ン レ ベ ル と 比 較 し て 、
上 記 に 列 挙 し た パ ー セ ン テ ー ジ の 少 な く と も 1つ に よ っ て よ り 大 き い 。 い く つ か の 実 施 態
様 に お い て 、 個 体 か ら の 試 料 は 、 ベ ー ス ラ イ ン レ ベ ル と 比 較 し て 、 上 記 に 列 挙 し た パ ー セ
ン テ ー ジ の 少 な く と も 1つ に よ っ て よ り 低 い 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 SMAP-2の レ ベ ル は 、 抗 糖 尿 病 治 療 剤 （ 例 え ば 、 チ ア ゾ リ
ジ ン ジ オ ン 、 メ ト ホ ル ミ ン 、 ス ル ホ ニ ル ウ レ ア 、 お よ び 他 の 標 準 的 な 治 療 剤 ） の 有 効 性 を
モ ニ タ ー す る た め に 使 用 さ れ る 。 い く つ か の 実 施 態 様 に お い て 、 SMAP-2の 活 性 ま た は 発 現
は 、 臨 床 的 な 有 効 性 の 代 理 マ ー カ ー と し て の 抗 糖 尿 病 治 療 剤 を 用 い る 糖 尿 病 患 者 ま た は 前
糖 尿 病 患 者 の 治 療 の 前 後 で 測 定 さ れ る 。 例 え ば 、 よ り 大 き な SMAP-2の 発 現 ま た は 活 性 の 減
少 は 、 よ り 大 き な 有 効 性 を 示 す 。
【 ０ ２ １ ７ 】
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　 グ ル コ ー ス 耐 性 試 験 は ま た 、 SMAP-2の レ ベ ル に 対 す る グ ル コ ー ス レ ベ ル の 効 果 を 検 出 す
る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 グ ル コ ー ス 耐 性 試 験 に お い て 、 標 準 的 な 経 口 グ ル コ ー ス 負 荷 に 耐
え る 患 者 の 能 力 は 、 グ ル コ ー ス レ ベ ル に つ い て 血 清 試 料 お よ び 尿 試 料 を 評 価 す る こ と に よ
っ て 評 価 さ れ る 。 血 液 試 料 は グ ル コ ー ス が 摂 取 さ れ る 前 に 取 ら れ 、 グ ル コ ー ス は 口 か ら 与
え ら れ 、 そ し て 血 液 お よ び 尿 の グ ル コ ー ス レ ベ ル は 設 定 さ れ た 間 隔 で グ ル コ ー ス 摂 取 の 後
に 試 験 さ れ る 。 SMAP-2レ ベ ル も ま た 決 定 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 試 験 は ま た 、 SMAP-2修 飾 物
質 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 で 実 行 さ れ 得 る 。 同 様 に 、 食 事 耐 性 試 験 も ま た 、 SMAP-2の レ ベ
ル に 対 す る 食 物 の 効 果 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
実 施 例
　 以 下 の 実 施 例 は 、 例 証 の た め に 提 供 さ れ る も の で あ っ て 、 特 許 請 求 の 範 囲 を 限 定 す る も
の で は な い 。
【 ０ ２ １ ９ 】
Affymetrix Genechip（ 商 標 ） に よ っ て 決 定 さ れ た ヒ ト 組 織 に お け る SMAP-2の 発 現 レ ベ ル
　 Genechipア レ イ に 、 骨 格 筋 、 心 臓 、 大 網 脂 肪 お よ び 皮 下 （ SubQ） 脂 肪 、 脳 、 腎 臓 、 肝 臓
、 肺 、 小 腸 （ Sm.I） 、 胸 腺 、 お よ び 膵 臓 を 含 む 種 々 の ヒ ト 組 織 か ら 調 製 さ れ る cRNAを ハ イ
ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 図 1は 、 こ れ ら の 組 織 に お け る SMAP-2に つ い て 得 ら れ た 平 均 差 ス コ ア
を 示 す 。 SMAP-2は 、 Affymetrixソ フ ト ウ ェ ア に よ っ て 、 骨 格 筋 、 心 臓 、 大 網 、 お よ び SubQ
組 織 に 存 在 し 、 他 の す べ て の 組 織 に は 存 在 し な い と 判 定 さ れ た 。 各 々 の 組 織 に つ い て の 平
均 差 ス コ ア は ： 骨 格 筋 -32、 心 臓 -652、 大 網 脂 肪 -762、 お よ び 皮 下 脂 肪 -171で あ っ た 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト に よ っ て 決 定 さ れ た イ ン ス リ ン 応 答 性 組 織 に お け る SMAP-2の 発 現
　 種 々 の ヒ ト 組 織 に 由 来 す る 複 数 の 組 織 の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト を SMAP2プ ロ ー ブ で ハ イ ブ リ
ダ イ ズ さ せ た 。 こ れ ら の 組 織 に は 、 心 臓 （ He） 、 脳 （ Br） 、 胎 盤 （ Pl） 、 肺 （ Lu） 、 肝 臓
（ Liv） 、 骨 格 筋 （ SkM） 、 腎 臓 （ Ki） 、 お よ び 膵 臓 （ Pan） が 含 ま れ る 。 図 2は 、 SMAP-2が
、 最 も 高 い レ ベ ル が 心 臓 お よ び 骨 格 筋 に お い て 観 察 さ れ た 、 制 限 さ れ た ヒ ト 組 織 発 現 パ タ
ー ン を 有 す る こ と を 実 証 す る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
Affymetrix Genechip（ 商 標 ） に よ っ て 決 定 さ れ た ヒ ト 糖 尿 病 骨 格 筋 に お け る SMAP-2の ア
ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン
　 Genechipア レ イ に 、 一 晩 絶 食 後 （ 基 礎 レ ベ ル ） ま た は 5時 間 高 イ ン ス リ ン 性 -正 常 血 糖 ク
ラ ン プ （ ク ラ ン プ ） 後 に 得 ら れ た 、 痩 せ （ n=17） 、 肥 満 （ n=16） 、 お よ び 糖 尿 病 （ n=19）
の 骨 格 筋 か ら 調 製 さ れ た cRNAで ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ た 。 図 3に 示 さ れ る よ う に 、 SMAP-2遺
伝 子 発 現 は 、 糖 尿 病 被 験 体 （ 糖 尿 病 ） に お い て 4.15倍 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ 、 痩 せ の 正
常 値 （ 痩 せ ） と 比 較 し た 場 合 に 統 計 学 的 に 有 意 で あ っ た （ ス チ ュ ー デ ン ト t-検 定 、 p値 <0.
028） 。 平 均 差 ス コ ア ± 標 準 誤 差 は ： 痩 せ 基 礎 レ ベ ル 117.8± 48.7； 痩 せ ク ラ ン プ 108.8± 4
1.1； 肥 満 基 礎 レ ベ ル 85.7± 43.8； 肥 満 ク ラ ン プ 122.1± 51.3； 糖 尿 病 基 礎 レ ベ ル 488.5± 1
49.7お よ び 糖 尿 病 ク ラ ン プ 167.3± 54.1で あ っ た 。 従 っ て 、 SMAP-2は ヒ ト 糖 尿 病 骨 格 筋 に
お い て ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ る 遺 伝 子 で あ る よ う で あ る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
ヒ ト 糖 尿 病 骨 格 筋 に お け る SMAP-2発 現 レ ベ ル の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の 定 量 的 PCRに よ
る 再 確 認
　 ヒ ト 糖 尿 病 骨 格 筋 に お け る SMAP-2の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 、 定 量 的 PCRを 用 い て 再
確 認 し た 。 PCRプ ラ イ マ ー お よ び Taqmanプ ロ ー ブ を Perkin Elmerの Primer Expressソ フ ト
ウ ェ ア （ バ ー ジ ョ ン 1.5） を 使 用 し て 設 計 し た 。 手 短 に 述 べ る と 、 プ ラ イ マ ー を 80-120ヌ
ク レ オ チ ド 長 の ア ン プ リ コ ン を 産 生 す る よ う に 選 択 す る 。 ヒ ト SMAP-2に の み ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ を 使 用 す る こ と に よ っ て 特 異 性 を 得 る 。
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【 ０ ２ ２ ３ 】
　 図 4に 示 さ れ る よ う に 、 SMAP-2レ ベ ル は 、 痩 せ と 比 較 し た 場 合 に 、 肥 満 お よ び 糖 尿 病 基
礎 レ ベ ル の 骨 格 筋 に お い て そ れ ぞ れ 1.47倍 お よ び 1.83倍 ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ た 。 相 対
的 な 発 現 レ ベ ル は 定 量 的 PCRに よ っ て 決 定 さ れ た 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
糖 尿 病 の マ ウ ス 遺 伝 モ デ ル に お け る SMOC-2の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン
　 SMOC2の 発 現 レ ベ ル を db/dbマ ウ ス に お い て 決 定 し た 。 PCRプ ラ イ マ ー を Perkin Elmerの P
rimer Expressソ フ ト ウ ェ ア （ バ ー ジ ョ ン 1.5） を 使 用 し て 設 計 し た 。 手 短 に 述 べ る と 、 プ
ラ イ マ ー を 80-120ヌ ク レ オ チ ド 長 の ア ン プ リ コ ン を 産 生 す る よ う に 選 択 す る 。 マ ウ ス SMOC
-2に の み ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ イ マ ー を 使 用 す る こ と に よ っ て 特 異 性 を 得 る 。
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 db/dbマ ウ ス は 糖 尿 病 に つ い て の 一 遺 伝 子 性 モ デ ル で あ る 。 SMOC-2は 、 正 常 な ヘ テ ロ 接
合 体 db/+と 比 較 し た 場 合 に 、 db/dbマ ウ ス か ら 単 離 さ れ た 骨 格 筋 に お い て 1.53倍 ア ッ プ レ
ギ ュ レ ー ト さ れ 、 p値 は <0.001で あ っ た 。 図 5を 参 照 さ れ た い 。 平 均 相 対 的 発 現 レ ベ ル ± 標
準 誤 差 （ n=5） は 、 定 量 的 PCRに よ っ て 決 定 さ れ た 場 合 に 、 正 常 db/+マ ウ ス か ら 調 製 さ れ た
、 精 巣 上 体 脂 肪 （ 脂 肪 ） か ら で 1.16± 0.085、 心 臓 （ 心 臓 ） か ら で 0.98± 0.012、 お よ び 骨
格 筋 （ 骨 格 筋 ） か ら で 0.92± 0.077で あ り 、 な ら び に 、 糖 尿 病 db/dbマ ウ ス か ら 調 製 さ れ た
、 精 巣 上 体 脂 肪 か ら で 1.32± 0.203、 心 臓 か ら で 1.29± 0.093、 お よ び 骨 格 筋 か ら で 1.41±
0.04で あ る 。 脂 肪 組 織 か ら 調 製 さ れ た 試 料 に お い て は 、 SMOC-2発 現 レ ベ ル へ の 効 果 は 観 察
さ れ な か っ た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
マ ウ ス 3T3-L1脂 肪 細 胞 か ら の SMAP-2の 分 泌
　 マ ウ ス 3T3-L1脂 肪 細 胞 か ら の SMAP-2の 分 泌 も ま た 分 析 し た 。 3T3-L1脂 肪 細 胞 （ 分 化 後 5-
8日 ） を 、 ト リ プ シ ン を 用 い て プ レ ー ト か ら 取 り 外 し 、 PBSで 2回 洗 浄 し 、 そ し て 20× 10 6 細
胞 /mlの 濃 度 で PBS中 に 再 懸 濁 し た 。 細 胞 を 、 300μ gの 対 照 LacZ、 ま た は 野 生 型 SMAP-2プ ラ
ス ミ ド DNAお よ び eGFP-GLUT4を コ ー ド す る DNA 50μ gの い ず れ か を 用 い て エ レ ク ト ロ ポ レ ー
シ ョ ン し た 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 後 、 細 胞 を 、 24ウ ェ ル プ レ ー ト ま た は カ バ ー ガ ラ ス
の い ず れ か の 上 に 再 配 置 し 、 10％ FBSを 含 む DMEM中 で 36時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 36時 間
後 、 培 養 上 清 を 細 胞 か ら 分 離 し た 。 図 6を 参 照 さ れ た い 。 1mlの 上 清 （ M） ま た は 100μ gの
全 細 胞 抽 出 物 （ C） を 免 疫 沈 殿 さ せ 、 エ ピ ト ー プ タ グ 抗 V5抗 体 を 用 い て イ ム ノ ブ ロ ッ ト し
た 。 標 準 分 子 量 マ ー カ ー （ KDa） を 図 6の 左 に 示 す 。 「 ++」 標 識 は 、 イ ム ノ ブ ロ ッ ト 上 で ポ
ジ テ ィ ブ 対 照 と し て 使 用 し た 組 換 え SMAP-2の ア リ コ ー ト を 示 す 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 複 数 の バ ン ド が 抗 V5抗 体 に よ っ て 認 め ら れ た 。 SMAP-2は 、 約 50kDaで 泳 動 さ れ る こ と が
予 測 さ れ 、 お そ ら く SMAP-2の グ リ コ シ ル 化 型 を 表 す よ り 移 動 度 の 大 き い タ ン パ ク 質 を 伴 っ
て い た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
マ ウ ス 3T3-L1脂 肪 細 胞 に お け る 野 生 型 SMAP-2の 過 剰 発 現 に よ る GLUT4移 行 の 阻 害
　 SMAP-2発 現 に 応 答 す る GLUT4移 行 も ま た 分 析 し た 。 マ ウ ス 3T3-L1脂 肪 細 胞 を 上 記 の よ う
に エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン し た 。 図 7は 、 3T3-L1脂 肪 細 胞 に お け る 、 対 照 （ 基 礎 レ ベ ル ）
、 ま た は 1nMも し く は 10nMイ ン ス リ ン 刺 激 後 の 代 表 的 な GLUT4.eGFP移 行 を 示 す 。 3回 の 別 々
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の 実 験 を 示 し 、 GLUT4.eGFP発 現 細 胞 の ％ と し て 表 現 し て 、 こ れ は イ ン ス リ ン に 応 答 し た 原
形 質 膜 へ の GLUT4.eGFPの 移 行 を 示 し 、 お よ び V5エ ピ ト ー プ タ グ 化 SMAP-2を 同 時 染 色 し た 。
GLUT4.eGFPの ％ ± SEは 、 LacZで は 4± 2（ 基 礎 レ ベ ル ） 、 53± 10（ 1nMイ ン ス リ ン ） 、 お よ
び 67± 5（ 10nMイ ン ス リ ン ） 、 な ら び に 野 生 型 SMAP-2を 発 現 す る 細 胞 に お い て は 4± 2（ 基
礎 レ ベ ル ） 、 10± 1（ 1nMイ ン ス リ ン 、 pv<0.046） 、 お よ び 20± 6（ 10nMイ ン ス リ ン 、 pv<0.
0003） で あ っ た 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 結 論 と し て 、 SMAP-2の 発 現 は 、 イ ン ス リ ン に 応 答 し て GLUT4.eGFPの 移 行 を 強 力 に 阻 害 し
た 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
SMAP-2の 過 剰 発 現 は 、 3T3-L1脂 肪 細 胞 に お け る 、 イ ン ス リ ン に よ っ て 刺 激 さ れ た グ ル コ ー
ス の 取 り 込 み を 阻 害 す る
　 3T3-L1脂 肪 細 胞 に 、 対 照 eGFPア デ ノ ウ イ ル ス （ eGFP） ま た は 野 生 型 SMAP-2ア デ ノ ウ イ ル
ス （ SMAP-2） の い ず れ か を 、 100ま た は 200の い ず れ か の 感 染 多 重 度 （ MOI） で 感 染 さ せ た
。 一 晩 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 細 胞 を 、 基 礎 レ ベ ル 、 0.1nM、 1nM、 ま た は 10nMで 30分 間
イ ン ス リ ン で 刺 激 し た （ INS） 。 脂 肪 細 胞 を 、 [3H]2-デ オ キ シ -グ ル コ ー ス （ 2-DOG） の 取
り 込 み の 測 定 に よ っ て グ ル コ ー ス 輸 送 活 性 に つ い て 正 確 に ア ッ セ イ し た 。 各 ア ッ セ イ を 3
連 で 行 っ た 。 結 果 を 図 8お よ び 表 1（ 下 記 ） に 示 す 。 デ ー タ は 、 100に 設 定 さ れ た eGFP基 礎
レ ベ ル と 比 較 し た 場 合 の 、 2-DOGの 取 り 込 み に お け る 倍 数 変 化 と し て 提 示 さ れ る （ n=3） 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 粗 計 数 （ raw counts） は 以 下 の 通 り で あ る ：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ２ 】
（ 表 １ ）  イ ン ス リ ン の 倍 数 変 化 が 、 グ ル コ ー ス の 取 り 込 み か ら 決 定 さ れ る よ う な 対 照 eGF
Pア デ ノ ウ イ ル ス に 対 し て グ ル コ ー ス の 取 り 込 み の 増 加 を 誘 導 し た 。 グ ル ー プ を 比 較 す る
た め に ス チ ュ ー デ ン ト t-検 定 を 使 用 し た 。 p≦ 0.05の 値 は 有 意 で あ る と 見 な さ れ た 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ３ 】
高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ の た め の SMAP-2プ ロ モ ー タ ー に 基 づ く ア ッ セ イ
　 SMAP2の 発 現 を 調 節 し 得 る 化 合 物 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 高 ス ル ー プ ッ ト ア
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ッ セ イ の 例 を 確 立 し た 。 第 6染 色 体 上 の 220kbを 含 む ヒ ト SMAP2ゲ ノ ム 配 列 の バ イ オ イ ン フ
ォ マ テ ィ ッ ク ス 分 析 は 、 転 写 開 始 部 位 が 開 始 コ ド ン の 約 320bp上 流 で あ る 可 能 性 が 高 い こ
と を 示 唆 し た 。 SMAP2プ ロ モ ー タ ー の 開 始 コ ド ン の 1.2kbゲ ノ ム 領 域 上 流 に 焦 点 を 当 て る と
、 ヒ ト と マ ウ ス 間 で 55％ の 配 列 同 一 性 が 存 在 し 、 こ の 領 域 が プ ロ モ ー タ ー と し て 機 能 す る
本 質 的 な 転 写 調 節 エ レ メ ン ト を 有 し 得 る こ と を 示 唆 す る 。 本 発 明 者 ら は 、 pGL3ル シ フ ェ ラ
ー ゼ レ ポ ー タ ー ベ ク タ ー の 上 流 に こ の 1.2kbヒ ト SMAP2プ ロ モ ー タ ー 領 域 を ク ロ ー ニ ン グ し
、 従 っ て 、 細 胞 に 基 づ く ア ッ セ イ に お い て SMAP2プ ロ モ ー タ ー の 影 響 下 で ル シ フ ェ ラ ー ゼ
の 発 現 を さ せ た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 C2C12、 L6、 CHO K1、 ま た は 293Tの い ず れ か の 細 胞 株 を 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト 形 式 で 、 対
照 （ pGL3バ ッ ク グ ラ ウ ン ド ） ま た は SMAP2プ ロ モ ー タ ー （ pGL3 SMAP2プ ロ モ ー タ ー ） の 制
御 下 で の ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー お よ び β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 発 現 を 駆 動 す る 内 部 対 照
pcDNA4 His-max-lac Zで 一 過 性 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト の 24時 間 後 、
細 胞 を ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ お よ び β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ア ッ セ イ の 両 方 の た め に 処 理 し
た 。 こ れ ら の ア ッ セ イ を 3連 で 行 っ た 。 こ れ ら の 細 胞 株 中 の SMAP2レ ポ ー タ ー の 相 対 的 ル シ
フ ェ ラ ー ゼ 活 性 （ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 /β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 ） を 以 下 の 表 に 示 す 。 対
照 pGLバ ッ ク グ ラ ウ ン ド と 比 較 し て 、 調 べ ら れ た SMAP2プ ロ モ ー タ ー は 、 試 験 さ れ た 異 な る
細 胞 型 に お い て 強 力 な プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 含 む 。 SMAP2プ ロ モ ー タ ー も ま た 、 明 ら か に 、 L
6細 胞 に お い て 最 も 強 力 な 活 性 の レ ベ ル を 有 す る 、 細 胞 型 特 異 的 調 節 に 供 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 実 施 例 お よ び 実 施 態 様 は 例 示 目 的 の み の た め で あ る こ と 、 な ら
び に 、 そ れ を 考 慮 し た 種 々 の 改 変 お よ び 変 更 が 当 業 者 に 示 唆 さ れ 、 本 願 の 精 神 お よ び 範 囲
、 お よ び 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に 含 ま れ る こ と が 理 解 さ れ る 。 本 明 細 書 中 に 引 用 さ れ る す
べ て の 刊 行 物 、 特 許 、 お よ び 特 許 出 願 は 、 す べ て の 目 的 の た め に そ れ ら の 全 体 が 参 照 と し
て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
配 列 表
配 列 番 号 :1-SMAP-2オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム
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配 列 番 号 :2-SMAP-2ポ リ ペ プ チ ド
　
　
　
　
　
　
　
配 列 番 号 :3
AB014730　 SMAP-2の ホ モ サ ピ エ ン ス （ Homo sapiens） mRNA、 完 全 cds
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20
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配 列 番 号 :4　 AB014730ポ リ ペ プ チ ド
　
　
　
　
　
　
　
　
配 列 番 号 :5
AB014737　 SMAP-2Bの ホ モ サ ピ エ ン ス mRNA、 完 全 cds

10

20

30

40

(49) JP 2005-529603 A 2005.10.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
配 列 番 号 :6　 AB014737ポ リ ペ プ チ ド
　
　
　
　
　
　
　
　
　
配 列 番 号 :7
AX073674.1|AX073674　 PCT 国 際 公 開 公 報 第 0104264号 か ら の 配 列 8
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配 列 番 号 :8
AJ249901.1|MMU249901 分 泌 型 モ ジ ュ ラ ー カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 2（ smoc2遺 伝 子 ） の
マ ウ ス （ Mus musclus） mRNA
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配 列 番 号 :9
マ ウ ス SMOC2の ア ミ ノ 酸 配 列
　
　
　
　
　
　
　
　
配 列 番 号 :10
1.2kb SMAP-2ヒ ト プ ロ モ ー タ ー
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配 列 番 号 :11
マ ウ ス SMAP2プ ロ モ ー タ ー
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ３ ８ 】
【 図 １ 】 種 々 の ヒ ト 組 織 に お け る SMAP-2の 発 現 レ ベ ル を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ 】 SMAP-2プ ロ ー ブ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 、 市 販 の ヒ ト の 複 数 の 組 織 の ノ ー ザ ン ブ ロ
ッ ト を 図 示 す る 。
【 図 ３ 】 ヒ ト 糖 尿 病 骨 格 筋 に お け る SMAP-2遺 伝 子 発 現 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 す 棒
グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ 】 ヒ ト 骨 格 筋 に お け る 定 量 的 PCRに よ っ て 決 定 さ れ る よ う な SMAP-2の 発 現 を 示 す 棒
グ ラ フ で あ る 。
【 図 ５ 】 マ ウ ス db/db骨 格 筋 に お け る SMOC-2遺 伝 子 発 現 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 す
棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ６ 】 脂 肪 細 胞 か ら の SMAP-2の 分 泌 を 示 す ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で あ る 。 標 準 分 子 量 マ ー
カ ー （ KDa） を 図 6の 左 側 に 示 す 。 「 ++」 標 識 は イ ム ノ ブ ロ ッ ト 上 の ポ ジ テ ィ ブ 対 照 と し て
使 用 さ れ る 組 換 え SMAP-2の ア リ コ ー ト を 示 す 。
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【 図 ７ 】 SMAP-2の 過 剰 発 現 が マ ウ ス 脂 肪 細 胞 中 で イ ン ス リ ン 刺 激 さ れ た GLUT4移 行 を 阻 害
す る こ と を 実 証 す る 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ８ 】 GFP対 照 （ eGFP） ま た は 、 100も し く は 200MOIで の SMAP-2の い ず れ か を 発 現 す る ア
デ ノ ウ イ ル ス で 感 染 さ せ た 細 胞 中 で の グ ル コ ー ス の 取 り 込 み を 図 示 す る 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ９ 】 ヒ ト SMAP2タ ン パ ク 質 と マ ウ ス SMAP2タ ン パ ク 質 と の 間 の ア ミ ノ 酸 ア ラ イ ン メ ン ト
を 図 示 す る 。 ヒ ト SMAP-2シ ョ ー ト は 配 列 番 号 :4で あ る 。 ヒ ト SMAP-2ロ ン グ は 配 列 番 号 :6で
あ る 。 マ ウ ス SMAP-2は 配 列 番 号 :9で あ る 。
【 配 列 表 】
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【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

(60) JP 2005-529603 A 2005.10.6



【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 2月 23日 (2005.2.23)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ４ ７
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 「 SMAP-2ポ リ ペ プ チ ド 」 ま た は 「 SMAP-2」 と は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 物 質 で あ り 、 か つ 配
列 番 号 :2、 配 列 番 号 :4、 配 列 番 号 :6、 お よ び 配 列 番 号 :9、 な ら び に 配 列 番 号 :7に よ っ て コ
ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的 に 同 一 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト を い う 。
SMAP-2配 列 の 構 成 成 分 に は 、 例 え ば 、 搬 出 シ グ ナ ル 配 列 （ 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 1～ 21）
、 1つ ま た は 2つ の EFカ ル シ ウ ム 結 合 ハ ン ド （ 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 351～ 379お よ び ア ミ ノ
酸 388～ 416） （ Kawasaki, Hお よ び Kretsinger R.H. Protein Profile, 2, 297-490 (1995
); Kawasakiら 、 Biometals 11, 277-295 (1998)） 、 Kasalド メ イ ン （ 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ
酸 40～ 84） （ Luら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 98, 1410-1415 (2001)） 、 お よ び 2つ
の サ イ ロ グ ロ ブ リ ン -1反 復 ド メ イ ン （ 配 列 番 号 :2の ア ミ ノ 酸 90～ 153お よ び ア ミ ノ 酸 216～
281） （ Molinaら 、 Eur. J. Biochem., 240:125-133 (1996); Fowlkesら 、 Endocrinol., 1
38:2280-2285 (1997)） が 含 ま れ 得 る 。 サ イ ロ グ ロ ブ リ ン -1反 復 ド メ イ ン の コ ン セ ン サ ス
配 列 は 配 列 類 似 性 サ ー チ に 由 来 し て い る 。 サ イ ロ グ ロ ブ リ ン -1反 復 ド メ イ ン は 2つ の 高 度
に 保 存 性 の モ チ ー フ 、 QCお よ び CWCV を 含 む 保 存 性 残 基 の 中 心 コ ア を 含 む
こ と が 見 い だ さ れ て い る （ Molinaら 、 Eur. J. Biochem. 240:125-133 (1996)） 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ０ ９
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ０ ９ 】
　 赤 血 球 凝 集 素 （ HA） 、 FLAG、 Xpress、 Myc、 ヘ キ サ ヒ ス チ ジ ン （ His）
、 お よ び グ ル タ チ オ ン Sト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ GST） な ど の よ う な 様 々 な ア フ ィ ニ テ ィ ー タ
グ に 対 し て 産 生 さ れ た 抗 体 を 用 い た イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 、 ポ リ ペ
プ チ ド を 精 製 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 Hisタ グ も あ る 金 属 （ 例 え ば 、 Ni） の キ レ
ー ト 剤 と し て 作 用 し 、 従 っ て 、 そ の 金 属 も His含 有 ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る た め に 用 い る
こ と が で き る 。 精 製 後 、 タ グ は 任 意 で 、 特 異 的 な タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 に よ り 除 去 さ れ る 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ １ ９ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ １ ９ ２ 】
　 ペ プ チ ド 、 ポ リ エ ー テ ル な ど の 一 般 的 な リ ン カ ー も タ グ と し て 有 用 で あ り 、 こ れ に は 約
5-200ア ミ ノ 酸 の ポ リ ly配 列 な ど の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 が 含 ま れ る 。 こ の
よ う な 柔 軟 性 の あ る リ ン カ ー は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 ポ リ （ エ チ レ ン グ リ コ ー ル
） リ ン カ ー は 、 Shearwater Polymers, Inc（ Huntsville, Alabama） か ら 販 売 さ れ て い る
。 選 択 的 に は 、 こ れ ら の リ ン カ ー は ア ミ ド 結 合 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 結 合 ま た は ヘ テ ロ 官 能 性
結 合 を 有 す る 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ２ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
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【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ２ ２ 】
ヒ ト 糖 尿 病 骨 格 筋 に お け る SMAP-2発 現 レ ベ ル の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン の 定 量 的 PCRに よ
る 再 確 認
　 ヒ ト 糖 尿 病 骨 格 筋 に お け る SMAP-2の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 、 定 量 的 PCRを 用 い て 再
確 認 し た 。 PCRプ ラ イ マ ー お よ び Taqmanプ ロ ー ブ を Perkin Elmerの Primer Expressソ フ ト
ウ ェ ア （ バ ー ジ ョ ン 1.5） を 使 用 し て 設 計 し た 。 手 短 に 述 べ る と 、 プ ラ イ マ ー を 80-120ヌ
ク レ オ チ ド 長 の ア ン プ リ コ ン を 産 生 す る よ う に 選 択 す る 。 ヒ ト SMAP-2に の み ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ を 使 用 す る こ と に よ っ て 特 異 性 を 得 る 。
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 ５ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ２ ４
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ２ ４ 】
糖 尿 病 の マ ウ ス 遺 伝 モ デ ル に お け る SMOC-2の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン
　 SMOC2の 発 現 レ ベ ル を db/dbマ ウ ス に お い て 決 定 し た 。 PCRプ ラ イ マ ー を Perkin Elmerの P
rimer Expressソ フ ト ウ ェ ア （ バ ー ジ ョ ン 1.5） を 使 用 し て 設 計 し た 。 手 短 に 述 べ る と 、 プ
ラ イ マ ー を 80-120ヌ ク レ オ チ ド 長 の ア ン プ リ コ ン を 産 生 す る よ う に 選 択 す る 。 マ ウ ス SMOC
-2に の み ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ イ マ ー を 使 用 す る こ と に よ っ て 特 異 性 を 得 る 。
　
　
　
　
【 手 続 補 正 ６ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ３ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ３ ８ 】
【 図 １ 】 種 々 の ヒ ト 組 織 に お け る SMAP-2の 発 現 レ ベ ル を 示 す 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ 】 SMAP-2プ ロ ー ブ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 、 市 販 の ヒ ト の 複 数 の 組 織 の ノ ー ザ ン ブ ロ
ッ ト を 図 示 す る 。
【 図 ３ 】 ヒ ト 糖 尿 病 骨 格 筋 に お け る SMAP-2遺 伝 子 発 現 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 す 棒
グ ラ フ で あ る 。
【 図 ４ 】 ヒ ト 骨 格 筋 に お け る 定 量 的 PCRに よ っ て 決 定 さ れ る よ う な SMAP-2の 発 現 を 示 す 棒
グ ラ フ で あ る 。
【 図 ５ 】 マ ウ ス db/db骨 格 筋 に お け る SMOC-2遺 伝 子 発 現 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 す
棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ６ 】 脂 肪 細 胞 か ら の SMAP-2の 分 泌 を 示 す ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で あ る 。 標 準 分 子 量 マ ー
カ ー （ KDa） を 図 6の 左 側 に 示 す 。 「 ++」 標 識 は イ ム ノ ブ ロ ッ ト 上 の ポ ジ テ ィ ブ 対 照 と し て
使 用 さ れ る 組 換 え SMAP-2の ア リ コ ー ト を 示 す 。
【 図 ７ 】 SMAP-2の 過 剰 発 現 が マ ウ ス 脂 肪 細 胞 中 で イ ン ス リ ン 刺 激 さ れ た GLUT4移 行 を 阻 害
す る こ と を 実 証 す る 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ８ 】 GFP対 照 （ eGFP） ま た は 、 100も し く は 200MOIで の SMAP-2の い ず れ か を 発 現 す る ア
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デ ノ ウ イ ル ス で 感 染 さ せ た 細 胞 中 で の グ ル コ ー ス の 取 り 込 み を 図 示 す る 棒 グ ラ フ で あ る 。
【 図 ９ 】 ヒ ト SMAP2タ ン パ ク 質 と マ ウ ス SMAP2タ ン パ ク 質 と の 間 の ア ミ ノ 酸 ア ラ イ ン メ ン ト
を 図 示 す る 。 ヒ ト SMAP-2シ ョ ー ト は 配 列 番 号 :4で あ る 。 ヒ ト SMAP-2ロ ン グ は 配 列 番 号 :6で
あ る 。 マ ウ ス SMAP-2は 配 列 番 号 :9で あ る 。
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コ ン セ ン サ ス 配 列 ＝ 配 列 番 号 :20。



【 国 際 調 査 報 告 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(64) JP 2005-529603 A 2005.10.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(65) JP 2005-529603 A 2005.10.6



フロントページの続き

(51)Int.Cl.7                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ｃ１２Ｎ   1/19                         Ｃ１２Ｎ   1/19    　　　　          ４Ｃ０８６
   Ｃ１２Ｎ   1/21                         Ｃ１２Ｎ   1/21    　　　　          ４Ｈ０４５
   Ｃ１２Ｎ   5/10                         Ｃ１２Ｑ   1/02    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｑ   1/02                         Ｃ１２Ｑ   1/68    　　　Ａ          　　　　　
   Ｃ１２Ｑ   1/68                         Ｇ０１Ｎ  33/15    　　　Ｚ          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/15                         Ｇ０１Ｎ  33/50    　　　Ｚ          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/50                         Ｃ１２Ｎ   5/00    　　　Ａ          　　　　　
   　　　　                                Ｃ１２Ｎ   5/00    　　　Ｂ          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(GH,GM,KE,LS,MW,MZ,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),EP(AT,
BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IT,LU,MC,NL,PT,RO,SE,SI,SK,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,
GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,
EC,EE,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LV,MA,MD,MG,MK,MN,M
W,MX,MZ,NI,NO,NZ,OM,PH,PL,PT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,US,UZ,VC,VN,YU,ZA,ZM,ZW

(72)発明者  グスタフソン　トーマス　エー．
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　ダンビル　ダッチミル　ドライブ　１２２０
(72)発明者  ワン　チ－ワイ
            アメリカ合衆国　カリフォルニア州　ヘイワード　ソラップ　レーン　２８０７３
Ｆターム(参考) 2G045 AA29  AA34  AA35  FB03 
　　　　 　　  4B024 AA01  AA11  BA08  BA12  BA80  CA02  CA07  CA09  CA12  CA20 
　　　　 　　        DA02  DA03  DA05  EA02  EA04  FA02  GA11  GA14  HA11  HA13 
　　　　 　　        HA14  HA17 
　　　　 　　  4B063 QA01  QA05  QA19  QQ02  QQ08  QQ21  QQ22  QQ35  QQ41  QQ53 
　　　　 　　        QQ61  QQ79  QQ89  QR08  QR32  QR35  QR40  QR42  QR55  QR56 
　　　　 　　        QR62  QR77  QR80  QS05  QS16  QS25  QS34  QS36  QX01  QX02 
　　　　 　　        QX10 
　　　　 　　  4B065 AA01X AA58X AA72X AA87X AA90X AA91X AA93X AA93Y AB01  AC14 
　　　　 　　        AC20  BA01  BA02  BA03  CA24  CA43  CA44  CA46 
　　　　 　　  4C085 AA14  BB11  CC03  DD23  DD62 
　　　　 　　  4C086 AA01  AA02  EA16  MA01  MA04  NA14  ZC35 
　　　　 　　  4H045 AA10  AA20  AA30  BA10  BA41  CA40  EA27  EA50  FA74 

(66) JP 2005-529603 A 2005.10.6


	bibliographic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	written-amendment
	search-report
	overflow

