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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
（i）エストロゲン応答配列（以下、EREという）、TATA配列および前記EREにとって本来
外来であるレポーター配列を含むレポーター遺伝子を含む染色体、ならびに
（ii）以下の（ii-a）および（ii-b）から選択される1または複数の因子、
（ii-a）前記レポーター遺伝子を転写活性化する活性を持つ変異エストロゲンレセプター
αタンパク質（以下、ERαという）（ここに、部分抗エストロゲンおよびエストラジオー
ル（以下、E2という）の存在下における前記活性は部分抗エストロゲンおよびE2の存在下
における正常ERαの活性よりも高いか、または部分抗エストロゲンの存在下における前記
活性は部分抗エストロゲンの存在下における正常ERαの活性よりも高いものとする）、お
よび
（ii-b）前記変異ERαをコードする遺伝子、
を含む人工細胞であり、前記変異ERαは以下の（a）～（e）のいずれかであることを特徴
とする人工細胞。
（a）配列番号２で示されるアミノ酸配列からなる変異ERα。
（b）配列番号３で示されるアミノ酸配列からなる変異ERα。
（c）配列番号４で示されるアミノ酸配列からなる変異ERα。
（d）配列番号９で示されるアミノ酸配列からなる変異ERα。
（e）配列番号１０で示されるアミノ酸配列からなる変異ERα。
ここで、部分抗エストロゲンとは、正常ERαのエストロゲン受容体活性化機能１（Estrog
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en Receptor Activation Function１、略称：AF１）領域には拮抗性を示さないが、正常E
Rαのエストロゲン受容体活性化機能２（Estrogen Receptor Activation Function２、略
称：AF２）領域に拮抗性を示すものを意味する。
【請求項２】
前記部分抗エストロゲンが、タモキシフェン、ラロキシフェン、および４－ヒドロキシタ
モキシフェンからなる群より選択される一つである請求項１記載の人工細胞。
【請求項３】
　（ii-b）の遺伝子が（i）の染色体に含まれる請求項１乃至２記載のいずれかの人工細
胞。
【請求項４】
　（ii-b）の遺伝子がベクターに含まれる請求項１乃至２記載のいずれかの人工細胞。
【請求項５】
　配列番号２で示されるアミノ酸配列からなる変異エストロゲンレセプターαタンパク質
（以下、ERαという）。
【請求項６】
　配列番号３で示されるアミノ酸配列からなる変異エストロゲンレセプターαタンパク質
（以下、ERαという）。
【請求項７】
　配列番号４で示されるアミノ酸配列からなる変異エストロゲンレセプターαタンパク質
（以下、ERαという）。
【請求項８】
　配列番号９で示されるアミノ酸配列からなる変異エストロゲンレセプターαタンパク質
（以下、ERαという）。
【請求項９】
　配列番号１０で示されるアミノ酸配列からなる変異エストロゲンレセプターαタンパク
質（以下、ERαという）。
【請求項１０】
　請求項５記載の変異ERαのアミノ酸配列をコードする塩基配列からなるポリヌクレオチ
ド。
【請求項１１】
　請求項６記載の変異ERαのアミノ酸配列をコードする塩基配列からなるポリヌクレオチ
ド。
【請求項１２】
　請求項７記載の変異ERαのアミノ酸配列をコードする塩基配列からなるポリヌクレオチ
ド。
【請求項１３】
　請求項８記載の変異ERαのアミノ酸配列をコードする塩基配列からなるポリヌクレオチ
ド。
【請求項１４】
　請求項９記載の変異ERαのアミノ酸配列をコードする塩基配列からなるポリヌクレオチ
ド。
【請求項１５】
　請求項１０乃至１４記載のいずれかのポリヌクレオチドを含むベクター。
【請求項１６】
　請求項１５記載のベクターを含むウイルス。
【請求項１７】
　変異エストロゲンレセプターαタンパク質（以下、ERαという）に由来する乳癌の処置
に有用な化合物をスクリーニングする方法であって、
　請求項１乃至４記載のいずれかの人工細胞を試験化合物にばく露すること、
　前記人工細胞のレポーター遺伝子の転写活性化量を測定すること、
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を含む方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明はERαなどのリガンド依存性転写因子およびリガンド依存性転写因子をコードする
遺伝子に関する。また本発明は、リガンド依存性転写因子と前記リガンド依存性転写因子
用の所定のレポーター遺伝子とを含有する細胞に関する。
【０００２】
【従来の技術】
様々な細胞機構はリガンド依存性転写因子によって調節される。リガンド依存性転写因子
による調節は通常、当該リガンド依存性転写因子が遺伝子を転写活性化する活性を持って
いるために達成される。転写活性化では、リガンド依存性転写因子とRNAポリメラーゼII
複合体とがある遺伝子上で同時に相互作用して遺伝子発現の速度を上昇させると考えられ
ている。転写活性化は多くの場合、真核細胞中で、ある遺伝子が十分に発現されて様々な
細胞機構を調節するかどうかを決定することができる。
【０００３】
リガンド依存性転写因子によるこのような転写活性化は、リガンド依存性転写活性化因子
がその同系のリガンドおよび同系の応答配列に選択的に結合したときに起こりうる。リガ
ンド依存性転写因子がある遺伝子を転写活性化できるかどうかは、当該遺伝子に同系の応
答配列が存在するかどうか、または細胞中にその同系のリガンドが存在するかどうかによ
って決定されうる。
【０００４】
ERαは上記のようなリガンド依存性転写因子の一例である。ERαは、エストロゲンの標的
細胞、例えば卵巣細胞、乳腺細胞、子宮細胞、骨細胞などに天然に見出される。ERαの転
写活性化活性は、通例、ERαがEREとエストロゲン（E2など）に選択的に結合したときに
起こる。ERαによる異常トンラス活性化は様々な疾患の一因になりうると報告されている
。正常ERαに対して拮抗性である抗エストロゲンを使用する試みがなされている。上記の
疾患に使用されるそのような抗エストロゲンの例には、タモキシフェン、ラロキシフェン
、4-ヒドロキシタモキシフェンなどがある。
【０００５】
【課題を解決するための手段】
本発明は概して、人工細胞、単離された変異ERα、変異ERαをコードする単離されたポリ
ヌクレオチド、試験ERαによるレポーター遺伝子転写活性化活性を定量的に解析する方法
、変異リガンド依存性転写因子をスクリーニングする方法、試験ERαによるレポーター遺
伝子転写活性化活性を評価する方法、変異ERαの疾患の処置に有用な化合物をスクリーニ
ングする方法、変異ERαのエストロゲン疾患の処置に有用な医薬、変異ERαの使用、試験
ERαをコードするポリヌクレオチドの遺伝子型を診断する方法、試験ERαをコードするポ
リヌクレオチドの遺伝子型を診断する方法、および試験ERαの表現型を診断する方法を提
供する。
【０００６】
【発明の実施の形態】
5.1．定義
AR：アンドロゲン受容体タンパク質を意味する。
E2：エストラジオールを意味する。
ERα：エストロゲン受容体αタンパク質を意味する。本明細書では「変異ERα」という語
句に続けて文字-数字-文字の組み合わせを記すことによって、特定のERα変異体を表す（
例えばK303R、S309F、G390D、M396V、G415V、G494V、K531EおよびS578Pなど）。文字-数
字-文字の組み合わせにおいて、数字は変異ERα中の置換アミノ酸の相対位置を示し、数
字の前にある文字は表示した相対位置における正常ERα中のアミノ酸を示し、数字の後に
続く文字は表示した相対位置における与えられた変異ERα中の置換アミノ酸を示す。変異
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ERα中に2つの置換アミノ酸がある場合は、「変異ERα」という語句に続けて2組の文字-
数字-文字の組み合わせを記す（例えばG390D/S578Pなど）。
ERβ：エストロゲン受容体βタンパク質を意味する。
GR：グルココルチコイド受容体タンパク質を意味する。
MR：鉱質コルチコイド受容体タンパク質を意味する。
PPAR：ペルオキシソーム増殖剤応答性受容体タンパク質を意味する。
PR：プロゲステロン受容体タンパク質を意味する。
PXR：プレグナンX受容体タンパク質を意味する。
TR：甲状腺ホルモン受容体タンパク質を意味する。
VDR：ビタミンD受容体タンパク質を意味する。
DR1：次のヌクレオチド配列を持つ受容体応答配列を意味する：
5'-AGGTCAnAGGTCA-3'
（上記配列中、nはA、C、TまたはGを表す）。
DR3：次のヌクレオチド配列を持つ受容体応答配列を意味する：
5'-AGGTCAnnnAGGTCA-3'
（上記配列中、nはA、C、TまたはGを表す）。
DR4：次のヌクレオチド配列を持つ受容体応答配列を意味する：
5'-AGGTCAnnnnAGGTCA-3'
（上記配列中、nはA、C、TまたはGを表す）。
ERE：エストロゲン応答配列を意味する。
MMTV：マウス乳癌ウイルスを意味する。
【０００７】
5.2．細胞
本発明の細胞は、レポーター遺伝子を含む染色体を含む。染色体中のレポーター遺伝子は
ERE、TATA配列およびレポーター配列を含む。また本細胞は、変異ERαまたは変異ERαを
コードする遺伝子も含む。この点で、本細胞は、前記変異ERαが前記レポーター遺伝子を
転写活性化する活性を持ちうる生物学的システムになる。E2および部分抗エストロゲンが
存在する状態での変異ERαによるレポーター遺伝子転写活性化活性は、E2および前記部分
抗エストロゲンが存在する状態での正常ERαによる活性よりも一般に高い。あるいは、変
異ERαを刺激する可能性がある単独の薬剤として部分抗エストロゲンが存在する状態での
変異ERαによるレポーター遺伝子転写活性化活性は、正常ERαを刺激する可能性がある単
独の薬剤として部分抗エストロゲンが存在する状態での正常ERαによる活性よりも一般に
高い。
【０００８】
通例、ERE、TATA配列およびレポーター配列は、レポーター遺伝子中で、当該レポーター
遺伝子の転写活性化が可能になるような構成をとる。例えばレポーター遺伝子は、TATA配
列の上流に作動的に配置されたEREと、TATA配列の下流に作動的に配置されたレポーター
配列とを持つことができる。所望により、レポーター遺伝子は、当該レポーター遺伝子の
発現に有利な通常のヌクレオチド配列をさらに含有してもよい。
【０００９】
TATA配列は次のヌクレオチド配列を持ちうる：
5'-TATAA-3'。
【００１０】
天然の細胞では、EREは正常ERαの受容体応答配列である。正常ERαがE2に結合し、正常E
Rα-E2複合体がEREに結合すると、正常ERαは転写活性化活性を発揮する。本細胞では、
変異ERαに結合して変異ERαにレポーター遺伝子転写活性化活性を持たせることが、ERE
の機能である。通例、このようなEREは次のヌクレオチド配列に包含される：
5'-AGGTCAnnnTGACCTT-3'
（上記配列中、nはA、G、CまたはTを表す）。また、レポーター遺伝子におけるEREの縦列
反復により、より効率のよいレポーター遺伝子転写活性化活性を得ることができる。レポ
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ーター遺伝子にはEREの2～5回の縦列反復を使用することができる。レポーター遺伝子中
に使用することができるEREの一例として、アフリカツメガエル・ビテロゲニン遺伝子由
来のERE（Cell，57，1139-1146）がある。レポーター遺伝子用EREは、化学合成によって
、またはポリメラーゼ連鎖反応（PCR）増幅法を用いるクローニングによって調製するこ
とができる。
【００１１】
レポーター遺伝子中のレポーター配列は、EREにとって本来外来であるレポーター配列で
ある。したがってレポーター配列とEREとが天然遺伝子に一緒に見出されることはない。
また、かかるレポーター配列がレポータータンパク質をコードする場合、当該レポーター
配列は通例、細胞中で多かれ少なかれ活性なレポータータンパク質をコードする。レポー
タータンパク質の例としては、ルシフェラーゼ、分泌アルカリホスファターゼ、β-ガラ
クトシダーゼ、クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ、成長ホルモンなどが
ある。
【００１２】
ERE、TATA配列およびレポーター配列の結合には、従来の方法を使用することができる。
レポーター遺伝子を作製した後、そのレポーター遺伝子を染色体に挿入することができる
。レポーター遺伝子を宿主細胞に導入すると、レポーター遺伝子の染色体への挿入が起こ
りうる。このような宿主細胞へのレポーター遺伝子導入法については後述する。
【００１３】
細胞中の変異ERαは通例、E2および部分抗エストロゲンの存在下または変異ERαを刺激す
る可能性がある単独の薬剤としての部分抗エストロゲンの存在下にレポーター遺伝子を転
写活性化する特別な活性を持っている。E2および部分抗エストロゲンの存在下に変異ERα
がもたらす転写活性化活性は、通例、E2および前記部分抗エストロゲンの存在下に正常ER
αがもたらす活性よりも高い。変異ERαを刺激する可能性がある単独の薬剤として部分抗
エストロゲンが存在する状態での変異ERαによるレポーター遺伝子転写活性化活性は、正
常ERαを刺激する可能性がある単独の薬剤として当該部分抗エストロゲンが存在する状態
での正常ERαによる活性よりも高い。トランス活性は転写速度の増加を伴うので、正常ER
αおよび変異ERαによるこのような転写活性化は、レポーター遺伝子の発現レベルを測定
することによって観察することができる。変異ERαおよび正常ERαがもたらすレポーター
遺伝子の発現レベルを同一の点でゼロになるように調節した場合、変異ERαは正常ERαよ
りも高い発現レベルをもたらすだろう。
【００１４】
また変異ERαは、完全抗エストロゲンの存在下では、そのレポーター遺伝子転写活性化活
性が阻害されうることにも注目すべきである。変異ERαがもたらすこのようなレポーター
遺伝子転写活性化活性は、完全抗エストロゲンの存在下に正常ERαがもたらすレポーター
遺伝子転写活性化活性の阻害に似ている。
【００１５】
正常ERαは、ある種（ヒト、サル、マウス、ウサギ、ラットなど）が最も普通に持ってい
るとされるERαを包含する。例えば、ヒト正常ERαは配列番号1に示すアミノ酸配列を持
つ。このようなヒト正常ERαはTora L.ら，EMBO，第8巻，第7号，1981-1986（1989）に記
載されている。
【００１６】
部分抗エストロゲンは通例、正常ERαのAF1領域には拮抗性でなく正常ERαのAF2領域に対
して拮抗性である。正常ERαのAF2領域と、正常ERαのAF1領域は、それぞれ正常ERαによ
る転写活性化に関与する正常ERα中の領域である（Metzger D.ら，J. Biol. Chem.，270
：9535-9542（1995））。
【００１７】
部分抗エストロゲンのこのような性質は、例えばBerry M.ら，EMBO J.，9：2811-2818（1
990）に記載のレポーターアッセイを行うことによって観察することができる。このよう
なレポーターアッセイでは、例えば初代培養ニワトリ胚線維芽細胞（この細胞は例えばSo
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ことができる）など、内因性正常ERαのAF1領域が強い転写活性化活性を持つ細胞を使用
する。ニワトリ胚線維芽細胞を使用する場合は、同線維芽細胞に改変を施して、当該改変
線維芽細胞が正常ERαをコードする遺伝子をその細胞内で発現させ、かつ当該改変線維芽
細胞がレポーター遺伝子を持つようにする（以下、AF1評価用線維芽細胞という）。AF1評
価用線維芽細胞を十分量の部分抗エストロゲンにばく露すると、当該部分抗エストロゲン
が正常ERαのAF1領域に対して拮抗性を示しえないかどうかを決定することができる。こ
のような場合、部分抗エストロゲンはAF1評価用線維芽細胞におけるレポーター遺伝子の
発現レベルを増大させる。さらに初代培養ニワトリ胚線維芽細胞に2回目の改変を施して
、当該第2改変線維芽細胞がAF1領域を欠失させた切断型正常ERαをコードする遺伝子を発
現させ、かつ当該第2改変線維芽細胞がレポーター遺伝子を持つようにする（以下、AF2評
価用線維芽細胞という）。AF2評価用線維芽細胞を十分量の部分抗エストロゲンにばく露
すると、当該部分抗エストロゲンが正常ERαのAF2領域に対して拮抗性を示すかどうかを
決定することができる。このような場合、部分抗エストロゲンはAF2評価用線維芽細胞に
おけるレポーター遺伝子の発現レベルを増大させることができない。
【００１８】
このような部分抗エストロゲンの例にはタモキシフェン、4-ヒドロキシタモキシフェン、
ラロキシフェンなどがある。
【００１９】
完全抗エストロゲンは通例、正常ERαに対して完全な拮抗性を示す抗エストロゲンである
。この点で、完全抗エストロゲンはERαに対して部分的作動性を示すことはできない。AF
1評価用線維芽細胞またはAF2評価用線維芽細胞を使ったレポーターアッセイでは、完全抗
エストロゲンは、前記細胞中の正常ERαまたは切断型正常ERαによるレポーター遺伝子転
写活性化活性を実質上示さない。したがって、完全抗エストロゲンとAF1評価用線維芽細
胞またはAF2評価用線維芽細胞のいずれかとを用いるこのようなレポーターアッセイでは
、レポーター遺伝子の発現レベルは実質上増加しない。
【００２０】
このような完全抗エストロゲンの例にはICI182780（Wakeling AEら，Cancer Res.，512：
3867-3873（1991））、ZM189154（Dukes Mら，J. Endocrinol.，141：335-341（1994））
などがある。
【００２１】
変異ERαは、E2および部分抗エストロゲンの存在下または変異ERαを刺激する可能性があ
る単独の薬剤としての部分抗エストロゲンの存在下で上述のようなレポーター遺伝子転写
活性化活性を付与する1または複数の置換アミノ酸を含む。通例、前記1または複数の置換
アミノ酸は、変異ERα中の303から578までの1または複数の相対位置に存在する。例えば
変異ERαは303、309、390、396、415、494、531、578などから選択される1または複数の
相対位置に置換アミノ酸を含みうる。通例、変異ERα中のこのような相対位置は、配列番
号1に示すアミノ酸配列とのホモロジー整列に基づく。
【００２２】
一般にホモロジー整列には、与えられたアミノ酸配列のホモロジーに基づくアミノ酸配列
の整列が包含される。例えば下記表1に、配列番号1に示すアミノ酸配列（ヒト正常ERα）
、マウスERα（Genbankアクセッション番号M38651）、ラットERα(X6)（Genbankアクセッ
ション番号X61098）およびラットERα(Y0)（Genbankアクセッション番号Y00102）のホモ
ロジー整列を記載する。
【００２３】
【表１】
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【００２４】
表1において「hERa.TXT」は配列番号1に示すアミノ酸配列、「mER.TXT」はマウスERαの
アミノ酸配列、「ratER(X6).TXT」はラットERα(X6)のアミノ酸配列、「ratER(Y0)」はラ
ットERα(Y0)のアミノ酸配列を示し、アミノ酸配列はアミノ酸の1文字表記を使って記載
されている。この整列は市販のソフトウェアGENETYX-WIN SV/Rバージョン4.0（Software 
Development Co.）を使って作製した。「＊」という記号は相対位置303および578に位置
するアミノ酸を示している。
【００２５】
ホモロジー整列下での相対位置は配列番号1に示すアミノ酸の絶対位置に対応する。例え
ば相対位置303はホモロジー整列下に配列番号1に示すアミノ酸配列中のN末端から303番目
のアミノ酸と整列する変異ERα中のアミノ酸を包含する。また、相対位置578はホモロジ
ー整列下に配列番号1に示すアミノ酸配列中のN末端から578番目のアミノ酸と整列する変
異ERα中のアミノ酸を包含する。表1に関して、相対位置303の例には、配列番号1に示す
アミノ酸配列においてアミノ末端から303番目のアミノ酸であるリジン、マウスERαのア
ミノ酸配列においてアミノ末端から307番目のアミノ酸であるリジン、ラットERα(X6)の
アミノ酸配列においてアミノ末端から308番目のアミノ酸であるリジン、およびラットER
α(Y0)のアミノ酸配列においてアミノ末端から308番目のアミノ酸であるリジンがある。
また、表1に関して相対位置578の例には、配列番号1に示すアミノ酸においてアミノ末端
から578番目のアミノ酸であるセリン、マウスERαのアミノ酸配列においてアミノ末端か
ら582番目のアミノ酸であるセリン、ラットERα(X6)のアミノ酸配列においてアミノ末端
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から583番目のアミノ酸であるセリン、およびラットERα(Y0)のアミノ酸配列においてア
ミノ末端から583番目のアミノ酸であるセリンがある。
【００２６】
本発明に関連して行われるホモロジー整列では、配列番号1に示すアミノ酸配列を、変異E
Rαと配列番号1に示すアミノ酸配列とのホモロジーに基づいて、変異ERαをコードするア
ミノ酸配列と整列する。ホモロジー整列で配列番号1のアミノ酸配列に対してアミノ酸配
列を整列させると、変異ERαは通例、配列番号1に示すアミノ酸配列と少なくとも80％の
ホモロジーを持つ。
【００２７】
変異ERαは哺乳動物などの動物から得ることができる。前記哺乳動物の例としてはヒト、
サル、ウサギ、ラット、マウスなどが挙げられる。ヒト変異ERαの場合、変異ERαは一般
に595アミノ酸のアミノ酸長を持つ。
【００２８】
相対位置303に置換アミノ酸を持つ場合、変異ERαは、正常ERαの相対位置303に存在する
リジンを置換アミノ酸に変化させることによって得ることができる。このような場合、変
異ERαは相対位置303に置換アミノ酸アルギニンを持つことができる（変異ERαK303Rなど
）。ヒト変異ERαK303Rは配列番号2に示すアミノ酸配列を持つ。
【００２９】
相対位置309に置換アミノ酸を持つ場合、変異ERαは、正常ERαの相対位置309に存在する
セリンを置換アミノ酸に変化させることによって得ることができる。このような場合、変
異ERαは相対位置309に置換アミノ酸フェニルアラニンを持つことができる（変異ERαS30
9Fなど）。ヒト変異ERαS309Fは配列番号3に示すアミノ酸配列を持つ。
【００３０】
相対位置390に置換アミノ酸を持つ場合、変異ERαは、正常ERαの相対位置390に存在する
グリシンを置換アミノ酸に変化させることによって得ることができる。このような場合、
変異ERαは相対位置390に置換アミノ酸アスパラギン酸を持つことができる（変異ERαG39
0Dなど）。ヒト変異ERαG390Dは配列番号4に示すアミノ酸配列を持つ。
【００３１】
相対位置396に置換アミノ酸を持つ場合、変異ERαは、正常ERαの相対位置396に存在する
メチオニンを置換アミノ酸に変化させることによって得ることができる。このような場合
、変異ERαは相対位置396に置換アミノ酸バリンを持つことができる（変異ERαM396Vなど
）。ヒト変異ERαM396Vは配列番号5に示すアミノ酸配列を持つ。
【００３２】
相対位置415に置換アミノ酸を持つ場合、変異ERαは、正常ERαの相対位置415に存在する
グリシンを置換アミノ酸に変化させることによって得ることができる。このような場合、
変異ERαは相対位置415に置換アミノ酸バリンを持つことができる（変異ERαG415Vなど）
。ヒト変異ERαG415Vは配列番号6に示すアミノ酸配列を持つ。
【００３３】
相対位置494に置換アミノ酸を持つ場合、変異ERαは、正常ERαの相対位置494に存在する
グリシンを置換アミノ酸に変化させることによって得ることができる。このような場合、
変異ERαは相対位置494に置換アミノ酸バリンを持つことができる（変異ERαG494Vなど）
。ヒト変異ERαG494Vは配列番号7に示すアミノ酸配列を持つ。
【００３４】
相対位置531に置換アミノ酸を持つ場合、変異ERαは、正常ERαの相対位置531に存在する
リジンを置換アミノ酸に変化させることによって得ることができる。このような場合、変
異ERαは相対位置531に置換アミノ酸グルタミン酸を持つことができる（変異ERαK531Eな
ど）。ヒト変異ERαK531Eは配列番号8に示すアミノ酸配列を持つ。
【００３５】
相対位置578に置換アミノ酸を持つ場合、変異ERαは、正常ERαの相対位置578に存在する
セリンを置換アミノ酸に変化させることによって得ることができる。このような場合、変
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異ERαは相対位置578に置換アミノ酸プロリンを持つことができる（変異ERαS578Pなど）
。ヒト変異ERαS578Pは配列番号9に示すアミノ酸配列を持つ。
【００３６】
相対位置390および578に置換アミノ酸を持つ場合、変異ERαは、正常ERαの相対位置390
に存在するグリシンを置換アミノ酸に変化させると共に、相対位置578に存在するセリン
をもう1つの置換アミノ酸に変化させることによって得ることができる。このような場合
、変異ERαは相対位置390に置換アミノ酸アスパラギン酸を、また相対位置578に置換アミ
ノ酸プロリンを持つことができる（変異ERαG390D/S578Pなど）。ヒト変異ERαG390D/S57
8Pは配列番号10に示すアミノ酸配列を持つ。
【００３７】
変異ERαを得るには、周知の標準遺伝コードに従って変異ERαをコードする遺伝子を、細
胞によって発現させることができる。このような変異ERα遺伝子は、通例、変異ERαをコ
ードするポリヌクレオチドおよびプロモーターを含む。変異ERα遺伝子は組織試料から単
離することができる。また、正常ERαをコードするポリヌクレオチドを変異導入法により
変異ERαをコードするように変異させ、その結果得られる変異ERαをコードするポリヌク
レオチドの上流にプロモーターを作動的に連結することによって、変異ERαを作製しても
よい。正常ERαポリヌクレオチドに1または複数の変異を導入して、変異ERαポリヌクレ
オチドを得るには、部位特異的変異導入法などの変異導入法を利用することができる。ヒ
ト正常ERαポリヌクレオチドを変異させる場合は、Tora L.ら，EMBO J.，第8巻，第7号：
1981-1986（1989）に記載のヌクレオチド配列を持つヒト正常ERαポリヌクレオチドを利
用する。
【００３８】
変異ERα遺伝子中のプロモーターは、変異ERαを発現させて細胞中に変異ERαをもたらす
ことができるように転写を開始する。この点で、通常は、当該細胞内で機能することがで
きるプロモーターが、変異ERαをコードするポリヌクレオチドの上流に作動的に連結され
る。例えば、細胞が動物宿主細胞または分裂酵母縮重細胞に由来する場合、プロモーター
の例としては、ラウス肉腫ウイルス（RSV）プロモーター、サイトメガロウイルス（CMV）
プロモーター、シミアンウイルス（SV40）の初期および後期プロモーター、MMTVプロモー
ターなどを挙げることができる。細胞が出芽酵母宿主細胞由来である場合、プロモーター
の例としてADH1プロモーターなどを挙げることができる。
【００３９】
変異導入法を使用する場合は、正常ERαをコードするポリヌクレオチドを単離し、次に単
離されたERαポリヌクレオチドにオリゴヌクレオチドを使って変異を起こさせることがで
きる。次に、得られた変異ERαポリヌクレオチドを利用して、変異ERα遺伝子を作製する
ことができる。
【００４０】
オリゴヌクレオチドは、cDNAライブラリーまたは動物のcDNAから正常ERαをコードするcD
NAが特異的に増幅されるように設計し合成する。そのようなオリゴヌクレオチドは、正常
ERαをコードする周知のヌクレオチド配列（例えばTora L.ら，EMBO J.，第8巻，第7号：
1981-1986（1989）またはGenbankなどのデータベースに見出される正常ERαヌクレオチド
配列）に基づいて設計することができる。そのような正常ERαヌクレオチド配列としては
、ヒト、サル、ウサギ、ラット、マウスなどに由来する正常ERαヌクレオチド配列を利用
することができる。設計したオリゴヌクレオチドは、次にDNAシンセサイザー（モデル394
，Applied Biosystems）で合成することができる。次にポリメラーゼ連鎖反応（PCR）増
幅を利用して、正常ERαポリヌクレオチドをcDNAライブラリーまたはcDNAから単離するこ
とができる。ヒト正常ERα遺伝子の場合は、配列番号11および配列番号12に記載のオリゴ
ヌクレオチドを利用して、Tora L.ら，EMBO J.，第8巻，第7号：1981-1986（1989）に記
載のヌクレオチドを配列を持つヒト正常ERαポリヌクレオチドをPCR増幅することができ
る。
【００４１】
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cDNAはJ．Sambrook，E．F．Frisch，T．Maniatis「Molecular Cloning（第2版）」（コー
ルドスプリングハーバー研究所，1989）に記載の遺伝子工学的手法に従って動物組織（例
えばヒト、サル、ウサギ、ラットまたはマウス組織）から得ることができる。このような
手法では、肝臓または子宮などの動物組織中のRNAを当該組織から一括して抽出し、そのR
NAを一括して当該動物のcDNAに逆転写する。例えば、まず、グアニジン塩酸塩またはグア
ニジンチオシアネートなどのタンパク質変性剤を含む緩衝液中で動物組織をホモジナイズ
する。動物組織をホモジナイズすることによって得たタンパク質を変性させるために、フ
ェノールとクロロホルムを含む混合液（以下フェノール-クロロホルムという）などの試
薬をさらに加える。変性したタンパク質を遠心分離によって除去した後、回収した上清画
分からRNAを一括して抽出する。RNAは、グアニジン塩酸塩/フェノール法、SDS-フェノー
ル法、グアニジンチオシアネート/CsCl法などの方法によって、一括して抽出することが
できる。ISOGEN（ニッポンジーン）は、上記のRNA一括抽出法に基づく市販キットの一例
である。RNAを一括して抽出した後、オリゴdTプライマーをRNA中のポリA配列にアニール
させて、テンプレートたるRNAを一括して逆転写する。逆転写酵素を利用することで、RNA
を一本鎖cDNAに一括して逆転写することができる。大腸菌DNAポリメラーゼIを前記一本鎖
cDNAと共に使用することにより、一本鎖cDNAからcDNAを合成することができる。大腸菌DN
AポリメラーゼIを使用する際は、大腸菌DNAポリメラーゼIをより効率よく作動させるプラ
イマーが生成するように、大腸菌RNaseHも使用する。cDNAは通常の精製法を使って、例え
ばフェノール-クロロホルム抽出とエタノール沈殿などによって精製することができる。
このような方法に基づく市販キットの例には、cDNA Synthesis System Plus（Amersham P
harmacia Biotech）、TimeSaver cDNA Synthesis Kit（Amersham Pharmacia Biotech）な
どがある。
【００４２】
次に、正常ERαポリヌクレオチドをcDNAから単離する。正常ERαポリヌクレオチドの単離
に利用することができる単離法としては、PCR増幅の使用を挙げることができる。PCR増幅
では通例、cDNAから正常ERαポリヌクレオチドを増幅する。このPCR増幅におけるPCR混合
物は、十分量のcDNA、十分量のフォワードオリゴヌクレオチドとリバースオリゴヌクレオ
チド、耐熱性DNAポリメラーゼ（LT-Taqポリメラーゼ（宝酒造）など）、dNTP（dATP、dTT
P、dGTP、dCTP）およびPCR増幅緩衝液を含みうる。ヒト正常ERαポリヌクレオチドを増幅
するPCR混合物には、10ngのcDNAおよび各10pmolのフォワードオリゴヌクレオチドおよび
リバースオリゴヌクレオチド（配列番号11および配列番号12）を使用することができる。
次に、PCR増幅では、PCR混合物を、アニーリング、伸長および変性のためのインキュベー
ションサイクルにかける。例えばPCR増幅では、PCRsystem 9700（Applied Biosystems）
などのサーマルサイクラーを使って、95℃で1分間のインキュベーションの後、68℃で3分
間のインキュベーションを課すインキュベーションサイクルを35回繰り返すことができる
。cDNAを用いたPCR増幅後に、得られたPCR混合物の全量を低融点アガロースゲル電気泳動
（ニッポンジーン、アガロースL）にかける。正常ERαポリヌクレオチドを含むバンドが
存在することを確認した後、正常ERαポリヌクレオチドを低融点アガロースゲルから回収
する。
【００４３】
cDNAライブラリーとしては、QUICK clone cDNAs（CLONETECH製）などの市販の動物由来cD
NAライブラリーを利用することができる。cDNAライブラリーは上述のように単離すること
ができる。
【００４４】
回収された正常ERαポリヌクレオチドのヌクレオチド配列は、ダイレクトシークエンシン
グ用の正常ERαポリヌクレオチド試料を調製することによって確認することができる。ま
た、DNA蛍光シークエンシング法を使って、正常ERαポリヌクレオチドを配列決定しても
よい。この点に関して、正常ERαポリヌクレオチド試料の調製には、Dye Terminator Seq
uencing Kit FS（Applied Biosystems）などの市販の蛍光シークエンシング用試薬を利用
することができる。正常ERαポリヌクレオチドの蛍光シークエンシングは、ABI自動シー
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ことができる。また、正常ERαポリヌクレオチドは手作業で配列決定してもよい（Biotec
hniques，7，494（1989））。
【００４５】
便宜上、単離された正常ERαポリヌクレオチドを大腸菌などの宿主中で複製する能力を持
つベクターに挿入することができる。例えば、与えられた単離正常ERαポリヌクレオチド
が突出末端を持つ場合は、単離された正常ERαポリヌクレオチド約1μgの末端をDNA Blun
ting Kit（宝酒造）で処理することによって平滑化する。次にT4ポリヌクレオチドキナー
ゼを使って、平滑末端化正常ERαポリヌクレオチドの末端をリン酸化することができる。
フェノール処理の後、正常ERαポリヌクレオチドをエタノール沈殿によって精製し、大腸
菌中で複製する能力を持つベクターに挿入することができる。正常ERαポリヌクレオチド
を含むこの大腸菌ベクターは、大腸菌宿主細胞にクローニングすることができる。
【００４６】
次に、正常ERαポリヌクレオチドを含む大腸菌ベクターをクローン化大腸菌細胞から単離
することができる。次に、正常ERαポリヌクレオチドを含む単離された大腸菌ベクターを
テンプレートとして使用して、最終的に得られる変異ERαポリヌクレオチドが所望の相対
位置に置換アミノ酸をコードする変異コドンを含むように、正常ERαポリヌクレオチドに
変異を起こさせる（すなわちヌクレオチド置換を導入する）。
【００４７】
所望のヌクレオチド置換は、J．Sambrook，E.F. Frisch，T．Maniatis「Molecular Cloni
ng（第2版）」（コールドスプリングハーバー研究所，1989）に記載の部位特異的変異導
入法またはMcClary JAら，Biotechniques 1989(3)：282-289に記載の部位特異的変異導入
法に従って、正常ERαポリヌクレオチドに導入することができる。例えば所望のヌクレオ
チド置換は、Stratagene製のQuikChange Site-Directed Mutagenesis Kitなどの市販キッ
トを使用することによって、正常ERαポリヌクレオチドに導入することができる。通例、
このような部位特異的変異導入法では、所望のヌクレオチド置換を導入するオリゴヌクレ
オチドを使用する。正常ERαポリヌクレオチドに使用した部位特異的変異導入法を、Quik
Change Site-Directed Mutagenesis Kitに関して、以下に詳述する。
【００４８】
QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kitでは、2つのオリゴヌクレオチドを利用して
、正常ERαポリヌクレオチドに所望のヌクレオチド置換をもたらす。このような2つのオ
リゴヌクレオチドの組み合わせとして、配列番号13に記載のオリゴヌクレオチドと配列番
号14に記載のオリゴヌクレオチドとを含む組み合わせ、配列番号15に記載のオリゴヌクレ
オチドと配列番号16に記載のオリゴヌクレオチドとを含む組み合わせ、配列番号17に記載
のオリゴヌクレオチドと配列番号18に記載のオリゴヌクレオチドとを含む組み合わせ、配
列番号19に記載のオリゴヌクレオチドと配列番号20に記載のオリゴヌクレオチドとを含む
組み合わせ、配列番号21に記載のオリゴヌクレオチドと配列番号22に記載のオリゴヌクレ
オチドとを含む組み合わせ、配列番号23に記載のオリゴヌクレオチドと配列番号24に記載
のオリゴヌクレオチドとを含む組み合わせ、配列番号25に記載のオリゴヌクレオチドと配
列番号26に記載のオリゴヌクレオチドとを含む組み合わせ、または配列番号27に記載のオ
リゴヌクレオチドと配列番号28に記載のオリゴヌクレオチドとを含む組み合わせを、正常
ERαポリヌクレオチドに使用することができる。下記表2に、ヌクレオチド置換の位置に
コードされるアミノ酸の相対位置と、上述したオリゴヌクレオチドの組み合わせを使用す
ることによって得られる変異コドンを示す。
【００４９】
【表２】
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得られた変異ERαポリヌクレオチドを配列決定することで、所望のヌクレオチド置換が正
常ERαポリヌクレオチド中に導入されていることを確認することができる。
【００５０】
本発明細胞を作出するには、通常、変異ERα遺伝子とレポーター遺伝子とを宿主細胞に導
入する。レポーター遺伝子は、当該レポーター遺伝子が宿主細胞の染色体に挿入されるよ
うな形で、宿主細胞に導入される。変異ERα遺伝子は一過性発現が起こるように宿主細胞
に導入されるか、または宿主細胞の染色体に挿入される。変異ERα遺伝子を宿主細胞の染
色体に挿入する場合、変異ERα遺伝子とレポーター遺伝子とを1つの染色体に導入しても
よいし、変異ERα遺伝子をレポーター遺伝子に利用する染色体とは異なる染色体に挿入し
てもよい。
【００５１】
宿主細胞は通例、正常または変異ERαを発現させない。宿主細胞の例としては、CG1945（
CLONETECH）などの出芽酵母細胞、HeLa細胞、CV-1細胞、Hepa1細胞、NIH3T3細胞、HepG2
細胞、COS1細胞、BF-2細胞、CHH-1細胞および昆虫細胞などの動物細胞を挙げることがで
きる。
【００５２】
変異ERα遺伝子およびレポーター遺伝子は、変異ERα遺伝子およびレポーター遺伝子を宿
主細胞に導入することができるように、ベクターに挿入することができる。そのようなベ
クターは通例、当該ベクターが細胞中で複製できるように複製起点を持つ。所望により、
ベクターは選択マーカー遺伝子を持ってもよい。
【００５３】
出芽酵母細胞を宿主細胞として使用する場合、ベクターの例としては、プラスミドpGBT9
、pGAD424、pACT2（CLONETECH）などを挙げることができる。哺乳類細胞を宿主細胞とし
て使用する場合、ベクターの例としては、pRc/RSV、pRc/CMV（Invitrogen）などのプラス
ミド、ウイルス由来の自律複製起点を含むベクター、例えばウシ乳頭腫ウイルスプラスミ
ドpBPV（Amersham Pharmacia Biotech）、EVウイルスプラスミドpCEP4（Invitrogen）な
どを挙げることができる。
【００５４】
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変異ERαをコードするベクター（以下、変異ERαベクターという）を作製する場合、変異
ERαポリヌクレオチドをベクターに挿入することで、変異ERαベクターと一緒に変異ERα
遺伝子も作製することができるように、当該ベクターはさらにプロモーターを含むことが
好ましい。同様に、レポーター遺伝子をコードするベクター（以下、レポーターベクター
という）を作製する場合、レポーターベクターと一緒にレポーター遺伝子も作製すること
ができるように、当該ベクターはTATA配列またはEREを含むことが好ましい。
【００５５】
変異ERαベクターを動物宿主細胞用の変異ERα遺伝子と一緒に作製する際には、pRc/RSV
またはpRc/CMVを利用することができる。プラスミドpRc/RSVおよびpRc/CMVは、動物宿主
細胞由来の細胞内で機能することができるプロモーターと、前記プロモーターの下流に作
動的に配置されたクローニング部位とを含んでいる。この点で、変異ERαベクターは、変
異ERαポリヌクレオチドをpRc/RSVまたはpRc/CMVのクローニング部位に挿入することによ
り、変異ERα遺伝子と一緒に作製することができる。pRc/RSVおよびpRc/CMVはSV40の自律
複製起点（ori）も含んでいるので、pRc/RSVおよびpRc/CMVは、所望によりori(-)SV40ゲ
ノムで形質転換した動物宿主細胞に変異ERα遺伝子を導入するために使用することができ
る。ori(-)SV40ゲノムで形質転換したそのような動物宿主細胞としてはCOS細胞が挙げら
れる。ori(-)SV40ゲノムで形質転換したそのような動物宿主細胞に導入すると、pRc/RSV
またはpRc/CMVから作製した変異ERαベクターは、細胞中でかなり大きいコピー数まで増
加することができるので、変異ERα遺伝子を大量に発現させることができる。
【００５６】
変異ERαベクターを出芽酵母宿主細胞に導入する場合は、pACT2を使って変異ERαベクタ
ーを作製することが好ましい。pACT2はADH1プロモーターを持っているので、変異ERαポ
リヌクレオチドをADH1プロモーターの下流に挿入することにより、変異ERαベクターと一
緒に変異ERα遺伝子を作製することができる。このような場合、変異ERαベクターは変異
ER遺伝子を大量に発現させることができる。
【００５７】
変異ERα遺伝子の導入には、宿主細胞のタイプに応じて、従来の技術を使用することがで
きる。哺乳類細胞または昆虫細胞を宿主細胞として使用する場合は、例えばリン酸カルシ
ウム法、DEAE-デキストラン法、エレクトロポレーション、リポフェクションなどを使用
することができる。酵母細胞を宿主細胞として使用する場合は、リチウム法（例えばYeas
t Transfomation Kit（CLONETECH）を用いる方法）などを使用することができる。
【００５８】
また、変異ERα遺伝子をウイルスDNAとして宿主細胞に導入する場合、変異ERα遺伝子は
上記の技術によって宿主細胞に導入することができるばかりでなく、宿主細胞をウイルス
型のレポーター遺伝子および変異ERα遺伝子を含む組換えウイルス粒子に感染させること
によって、変異ERα遺伝子を宿主細胞に導入することもできる。例えば、動物宿主細胞に
はワクシニアウイルスなどのウイルスを利用することができ、昆虫動物細胞を宿主細胞と
して使用する場合は、バキュロウイルスなどの昆虫ウイルスを利用することができる。
【００５９】
変異ERαベクターまたはレポーターベクターが上述のように選択マーカー遺伝子を含む場
合は、その選択マーカー遺伝子を使って本発明の細胞をクローニングすることができる。
このような場合は、選択マーカー遺伝子を利用することにより、細胞に対して致死的活性
を示す選択薬に対する薬剤耐性を付与することができる。この場合は、当該選択薬を添加
した培地で細胞を培養することによって、本発明の細胞をクローニングすることができる
。選択マーカー遺伝子と選択薬の代表的な組み合わせには、ネオマイシン耐性付与選択マ
ーカー遺伝子とネオマイシンとの組み合わせ、ハイグロマイシン耐性付与選択マーカー遺
伝子とハイグロマイシンとの組み合わせ、およびブラストサイジンS耐性付与選択マーカ
ー遺伝子とブラストサイジンSとの組み合わせなどがある。選択マーカー遺伝子が細胞の
栄養要求性を補足する栄養素をコードする場合は、栄養素を実質上含まない最少培地を使
って細胞を培養することができる。また、エストロゲン結合活性を測定するアッセイも、
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細胞のクローニングに使用することができる。
【００６０】
レポーター遺伝子を宿主細胞に導入する場合、レポーター遺伝子は通常、線状遺伝子とし
て導入される。線状レポーター遺伝子により、宿主細胞染色体へのレポーター遺伝子の挿
入が可能になる。レポーターベクターを利用する場合、レポーターベクターは制限酵素消
化によって線状化することができる。線状レポーター遺伝子は、リポフェクション法を利
用して、宿主細胞に導入することができる。
【００６１】
また、変異ERα遺伝子を導入する前にレポーター遺伝子を宿主細胞に導入して、安定形質
転換カセット細胞を得ることができることに注意すべきである。安定形質転換カセット細
胞はその染色体にレポーター遺伝子を安定に含むので、レポーター遺伝子は遺伝的に子孫
世代に受け継がれることができる。安定形質転換カセット細胞を作製するために、レポー
ター遺伝子を宿主細胞の染色体に導入し、その宿主細胞を数週間培養することができる。
選択マーカー遺伝子を利用する場合は、数週間の培養後に、選択マーカー遺伝子を使って
、安定形質転換カセット細胞をクローニングすることができる。例えば、選択薬を補足し
た培地で形質転換宿主細胞を数週間継続的に培養して、安定形質転換カセット細胞をクロ
ーニングすることができる。次に変異ERα遺伝子を安定形質転換カセット細胞に導入して
、本発明の細胞を作製することができる。
【００６２】
また、変異ERα遺伝子は、宿主細胞がレポーター遺伝子と変異ERα遺伝子とで安定に形質
転換されるような形で、レポーター遺伝子を持つ宿主細胞に導入することもできる。
【００６３】
本発明の細胞は、変異ERαの疾患の処置に有用な化合物をスクリーニングするために利用
することができる。そのような変異ERαの疾患として、変異ERαによる異常な転写活性化
を伴う疾患（乳癌など）を挙げることができる。そのような化合物をスクリーニングする
には、変異ERαに対して拮抗性または作動性であると思われる有効量の試験化合物に細胞
をばく露して、レポーター遺伝子の転写活性化レベルを測定する。
【００６４】
細胞は通例、1～数日間にわたって十分量の試験化合物にばく露する。細胞は変異ERαに
対する作動条件または拮抗条件下で試験化合物にばく露することができる。作動条件では
通例、変異ERαを刺激する可能性がある単独の薬剤としての試験化合物にアッセイ細胞を
ばく露する。拮抗条件では通例、試験化合物およびE2にアッセイ細胞をばく露する。
【００６５】
ばく露後に、レポーター遺伝子の発現レベルを測定することによって、レポーター遺伝子
の転写活性化レベルを測定する。このような場合、レポータータンパク質またはレポータ
ーRNA（レポーター配列によってコードされるもの）は細胞内に貯蔵されるか、細胞から
分泌されるので、発現レベルはそれらを使って測定することができる。レポーター遺伝子
の発現レベルはノーザンブロット解析もしくはウェスタンブロット解析によって、または
レポータータンパク質の活性レベルを測定することによって測定することができる。レポ
ータータンパク質の活性レベルは通例、レポーター遺伝子の発現レベルを示す。
【００６６】
例えば、レポーター遺伝子がレポータータンパク質としてルシフェラーゼをコードする場
合、レポーター遺伝子の発現レベルは、ルシフェリンとルシフェラーゼとを反応させるこ
とによって得られるルミネセンスによって測定することができる。このような場合は、粗
細胞抽出物を細胞から調製し、その粗細胞抽出物にルシフェリンを加える。ルシフェリン
は細胞抽出物中のルシフェラーゼと室温で反応させることができる。ルシフェリンの添加
によって得られるルミネセンスは、通常、レポーター遺伝子の発現レベルの指標として測
定される。というのも、粗細胞抽出物は、細胞内で発現され粗細胞抽出物中に存在するル
シフェラーゼのレベルに比例する強度のルミネセンスをもたらすからである。得られた粗
細胞抽出物中のルミネセンスを測定するには、ルミノメーターを利用することができる。



(15) JP 4742483 B2 2011.8.10

10

20

30

40

50

【００６７】
次に、測定された転写活性化レベルをコントロールと比較して、試験化合物の作動または
拮抗作用を評価することができる。試験化合物のスクリーニングにおけるそのようなコン
トロールは、細胞を試験化合物にばく露しなかった場合のレポーター遺伝子の予想転写活
性化レベルとすることができる。作動条件下で変異ERαによるレポーター遺伝子の転写活
性化レベルがコントロールより高い場合、当該試験化合物は変異ERαに対するアゴニスト
として評価される。
【００６８】
また、細胞を拮抗条件下でE2および試験化合物にばく露する場合は、試験化合物を変異ER
αに対するアンタゴニストとして評価することができる。このような場合、コントロール
は、等量のE2の存在下で予想される変異ERαによるレポーター遺伝子の転写活性化レベル
とすることができる。変異ERαによるレポーター遺伝子の転写活性化レベルがコントロー
ルより低い場合、当該試験化合物は変異ERαに対して拮抗性であると評価される。
【００６９】
次に、変異ERαに対して作動性または拮抗性である上述のような試験化合物を、変異ERα
の疾患の処置に有用な化合物として選択することができる。このような場合、細胞を作動
条件下でばく露する時は、コントロールより有意に高いレポーター遺伝子の転写活性化レ
ベルを与える試験化合物を通常は選択する。細胞を拮抗条件下でばく露する時は、コント
ロールよりも有意に低いレポーター遺伝子の転写活性化レベルを与える試験化合物を通常
は選択する。
【００７０】
また、正常リガンド依存性転写因子の疾患を処置するための化合物をスクリーニングする
こともできる。そのような場合は、変異ERα遺伝子の代わりに正常リガンド依存性転写因
子をコードする遺伝子を宿主細胞に導入する。そのような正常リガンド依存性転写因子の
例には、正常ERβ（Genbankアクセッション番号AB006590）、正常AR（Genbankアクセッシ
ョン番号M23263）、正常GR（Genbankアクセッション番号M10901）、正常TRα（M24748）
、正常PR（Genbankアクセッション番号15716）、正常PXR（Genbankアクセッション番号AF
061056）、正常VDR（Genbankアクセッション番号J03258）などの正常親油性ビタミン受容
体、正常RAR（Genbankアクセッション番号06538）、正常MR（Genbankアクセッション番号
M16801）、正常PPARγ（Genbankアクセッション番号U79012）などがある。このような場
合、レポーター遺伝子はEREの代わりに当該正常リガンド依存性転写因子に対応する適切
な受容体応答配列を含む。
【００７１】
5.3．診断方法
本発明の診断方法では、試験ERαの表現型または試験ERαをコードするポリヌクレオチド
の遺伝子型の診断が行われる。遺伝子型診断法では、上記5.2項で述べたように、試験ER
αをコードするポリヌクレオチドがその中にレポーター遺伝子転写活性化活性を付与する
1または複数の置換アミノ酸を与える変異コドンを含むかどうかを決定することができる
。表現型診断法では、上記5.2項で述べたように、試験ERαがその中にレポーター遺伝子
転写活性化活性を付与する1または複数の置換アミノ酸を含むかどうかを決定することが
できる。
【００７２】
遺伝子型診断法では通例、試験ERαポリヌクレオチドを調製し、変異コドンを検索し、も
し存在すればその変異コドン中の変異を決定する。そのような遺伝子型診断法の例には、
PCR増幅およびヌクレオチド配列決定法、一本鎖高次構造多型（SSCP）法、制限酵素切断
断片長多型（RFLP）法、ハイブリダイゼーション法などがある。
【００７３】
遺伝子型診断法用の試験ERαポリヌクレオチドは、試験ゲノムDNAまたは試験cDNAを調製
することによって調製できる。このような場合、試験ERαポリヌクレオチドを含有する試
験ゲノムDNAまたは試験cDNAは、試験動物（例えば被験者）から得た試験試料から一括し
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て調製される。そのような試験試料は非外科的方法、外科的方法（例えば細針または生検
）などによって得ることができる。そのような試験試料の例には、試験哺乳動物の細胞組
織、例えば毛髪、末梢血、口内上皮組織、肝臓、前立腺、卵巣、子宮、乳腺などがあり、
そこから試験DNAまたは試験cDNAを抽出することができる。
【００７４】
例えば試験ゲノムDNAはTAKARA PCR Technical news No. 2（宝酒造、1991年9月）に記載
の方法に従って調製することができる。このような場合、試験哺乳動物から得た毛髪2～3
本の試験試料を滅菌水とエタノールで洗浄し、長さ2～3mmに切断する。次に毛髪中の試験
細胞を十分量（例えば200μl）のBCL緩衝液（10mM トリス-HCl（pH7.5）、5mM MgCl2、0.
32Mショ糖、1％トリトンX-100）で溶解する。溶解した試験細胞にプロテイナーゼKおよび
SDSをそれぞれ100μl/mlおよび0.5％（w/v）の最終濃度で添加し、混合することによって
、試験ゲノムDNAから不要なタンパク質を除去する。反応混合物を70℃でインキュベート
した後、試験ゲノムDNAをフェノール-クロロホルム抽出によって精製することができる。
【００７５】
また、試験試料が末梢血である場合は、例えばDNA Extraction Kit（Stratagene）で試験
試料を処理することにより、試験ゲノムDNAを一括して得ることができる。
【００７６】
また、試験試料を生検試料から得る場合は、細胞組織中のRNAを一括して逆転写すること
により、試験試料から試験cDNAを調製することができる。RNAは、好ましくは当該細胞組
織がまだ新鮮なうちに、TRIZOL試薬（Gibco）を使用することによって、細胞組織から一
括して得ることができる。
【００７７】
また、試験ゲノムDNAは、村松正實編「ラボマニュアル遺伝子工学」（丸善、1988）に記
載の方法に従って調製することもできる。
【００７８】
さらに試験cDNAは、上記5.2項で述べたように、J．Sambrook，E．F．Frisch，T．Maniati
s「Molecular Cloning（第2版）」（コールドスプリングハーバー研究所，1989）に記載
の遺伝子工学的手法に従って調製してもよい。
【００７９】
遺伝子型診断法において変異コドンを検索する場合、試験ERαポリヌクレオチド中の検索
領域には、変異コドンであると思われるコドンが含まれる。したがって試験ERαポリヌク
レオチド中の検索領域は、試験ERα中の相対位置303～578にあるアミノ酸をコードする試
験ERαポリヌクレオチド中のコドンを含みうる。例えばこのような遺伝子型診断法では、
303、309、390、396、、415、494、531、578などから選択される相対位置のアミノ酸をコ
ードする試験ERαポリヌクレオチド中のコドンを検索領域に含めることができる。
【００８０】
次に、PCR増幅および配列決定法ならびにSSCP法では、調製した試験cDNAまたは試験ゲノ
ムDNAを使って、そこから試験ERαポリヌクレオチド中の検索領域を特異的にPCR増幅する
ことができる。試験ERαポリヌクレオチド中に存在する検索領域を試験cDNAまたは試験ゲ
ノムDNAから特異的にPCR増幅するには、検索オリゴヌクレオチドを利用することができる
。
【００８１】
このPCR増幅における検索オリゴヌクレオチドは通例、試験ERαポリヌクレオチド中の検
索領域を特異的にPCR増幅するように設計される。検索オリゴヌクレオチドは8～50bp（好
ましくは15～40bp）のサイズと30％～70％のGC含量を持ちうる。このような検索オリゴヌ
クレオチドは、DNAシンセサイザーにより、β-シアノエチルホスホアミダイト法、チオホ
スファイト法などを用いて合成することができる。また、検索オリゴヌクレオチドは標識
を持たないか、非放射性の標識を持つか、または32Pなどによる放射性標識を持つことが
できる。PCR増幅では通例、フォワード検索オリゴヌクレオチドとリバース検索オリゴヌ
クレオチドとの組み合わせを利用して、試験ERαポリヌクレオチド中の検索領域を特異的
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にPCR増幅する。ヒト試験ERαポリヌクレオチド用のこのようなフォワードおよびリバー
ス検索オリゴヌクレオチドの例を、検索領域にコードされるアミノ酸の相対位置と共に下
記表3に示す。
【００８２】
【表３】
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【００８３】
試験ERαポリヌクレオチド中の検索領域は、Saikiら，Science，第230巻，1350-1354頁（
1985）に記載の方法に従って、試験cDNAまたは試験ゲノムDNAから特異的にPCR増幅するこ



(19) JP 4742483 B2 2011.8.10

10

20

30

40

50

とができる。このPCR増幅におけるPCR混合物は、1.5mM～3.0mMの塩化マグネシウム、耐熱
性DNAポリメラーゼ、dNTP（dATP、dTTP、dGTPおよびdCTP）、リバース検索オリゴヌクレ
オチドの1つと組み合わせたフォワード検索オリゴヌクレオチドの一つ、および試験ゲノ
ムDNAまたは試験cDNAを含みうる。このPCR増幅では、変性インキュベーション、アニーリ
ングインキュベーションおよび伸長インキュベーションを課すインキュベーションサイク
ルを20～50回（好ましくは25～40回）繰り返すことができる。変性インキュベーションで
は、90℃～95℃（好ましくは94℃～95℃）で1分～5分間（好ましくは1分～2分間）PCR混
合物をインキュベートすることができる。変性インキュベーションに続くアニーリングイ
ンキュベーションでは、30℃～70℃（好ましくは40℃～60℃）で3秒～3分間（好ましくは
5秒～2分間）PCR混合物をインキュベートすることができる。変性インキュベーションに
続く伸長インキュベーションでは、70℃～75℃（好ましくは72℃～73℃）で約15秒～5分
間（好ましくは30秒～4分間）PCR混合物をインキュベートすることができる。
【００８４】
PCR増幅およびヌクレオチド配列決定法を利用する場合、遺伝子型診断法では、得られたP
CR混合物を低融点アガロースゲル電気泳動にかけることができる。増幅された検索領域を
含むポリヌクレオチド（以下、検索領域ポリヌクレオチドという）を低融点アガロースゲ
ルから回収し、配列決定することにより、検索領域ポリヌクレオチドのヌクレオチド配列
を得る。
【００８５】
次に、検索領域ポリヌクレオチドを配列決定し、そのヌクレオチド配列中の変異を決定す
ることにより、変異コドンがあればその変異コドン中の変異を決定することができる。検
索領域ポリヌクレオチドを配列決定する際には、ダイレクトシークエンシング法または自
動シークエンシング法を利用することができる。ダイレクトシークエンシング法の例には
、手作業によるシークエンシング法（Maxam，A.M.およびW．Gilbert，Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA，74，560，1977に記載のMaxam Gilbert法）、Sanger法（Sanger，F.およびA．
R．Coulson，J. Mol. Biol.，94，441，1975ならびにSanger，F.，NicklenおよびA．R.，
Coulson，Proc. Natl. Acad. Sci. USA.，74，5463，1977に記載）、BioTechniques，7，
494（1989）に記載の方法などがある。ABI自動シークエンサー（モデル377、Applied Bio
systems）などの自動DNAシークエンサーを使用する場合は、ABI Big Dye Terminator Cyc
le Sequencing Ready Reaction Kitなどの適当なDNAシークエンシングキットを使って、
自動DNAシークエンサー用の検索領域を調製することができる。配列決定が終わったら、
次に、検索領域ポリヌクレオチドのヌクレオチド配列を正常ERαをコードするヌクレオチ
ド配列と比較して、検索領域中に変異コドンがあればその中の変異を決定することができ
る。
【００８６】
SSCP法を利用する場合は、得られたPCR混合物を、Hum. Mutation，第2巻，338頁に従って
非変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動にかける。このような場合、検索領域ポリヌクレ
オチドが放射標識され、その放射能を使って非変性ポリアクリルアミドゲル中の検索領域
ポリヌクレオチドを検出することができるように、上記PCR増幅では放射標識オリゴヌク
レオチドを利用することが好ましい。このようなSSCP法では、放射標識された検索領域ポ
リヌクレオチドを一本鎖ポリヌクレオチドに熱変性し、緩衝液中で非変性ポリアクリルア
ミドゲル電気泳動にかけて、各一本鎖ポリヌクレオチドを分離することができる。非変性
ポリアクリルアミドゲル電気泳動に利用することができる緩衝液の例には、トリス-リン
酸（pH7.5～8.0）、トリス-酢酸（pH7.5～8.0）、トリス-ホウ酸（pH7.5～8.3）などがあ
り、トリス-ホウ酸（pH7.5～8.3）は好ましい。さらに、EDTAなどの非変性ポリアクリル
アミドゲル電気泳動用補助成分を利用してもよい。このような非変性ポリアクリルアミド
ゲル電気泳動の条件としては、30～40Wの定電力、4℃～室温（約20～25℃）で1時間～4時
間を挙げることができる。
【００８７】
非変性ポリアクリルアミドゲル電気泳動後に、その非変性ポリアクリルアミドゲルをろ紙
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にX線フィルムを露出する。X線フィルムの露出には適当なカセットを利用することができ
る。X線フィルムの現像によって得られるオートラジオグラムにより、放射標識検索領域
ポリヌクレオチドの移動度を標準物質の移動度と比較することができる。前記標準物質の
移動度は、検索領域ポリヌクレオチドが正常ERαポリヌクレオチドの正常コドンだけから
なる場合に予想される移動度とすることができる。標準物質の移動度とは異なる放射標識
検索領域ポリヌクレオチドの移動度は、通例、当該放射標識検索領域中に1または複数の
変異コドンが存在することを示す。
【００８８】
次に、熱水または沸騰水を使って、放射標識検索領域ポリヌクレオチドを非変性ポリアク
リルアミドゲルから回収することができる。得られた放射標識検索領域は再びPCR増幅し
た後、配列決定用に調製することができる。変異コドンがある場合は、上記の方法と同様
にPCR増幅およびヌクレオチド配列法で、変異コドン中の変異を決定することができる。
【００８９】
ハイブリダイゼーション法では、通例、プローブオリゴヌクレオチドを利用して、当該プ
ローブオリゴヌクレオチドが検索領域にハイブリダイズすることができるかどうかを観察
する。ハイブリダイゼーション法では、検索領域ポリヌクレオチド、調製した試験cDNA、
調製した試験ゲノムDNA、精製した試験ERαポリヌクレオチドなどを利用することによっ
て、検索領域を用意することができる。また、ハイブリダイゼーション法では、検索領域
ポリヌクレオチドを制限酵素消化した後、制限酵素消化された検索領域ポリヌクレオチド
を利用して、プローブオリゴヌクレオチドがそれにハイブリダイズすることができるかど
うかを観察してもよい。
【００９０】
プローブオリゴヌクレオチドは15～40bpのサイズと30％～70％のGC含量を持つ。このよう
なプローブオリゴヌクレオチドはDNAシンセサイザーにより、β-シアノエチルホスホアミ
ダイト法、チオホスファイト法などを用いて合成することができる。またプローブオリゴ
ヌクレオチドは通例、非放射性の（例えばビオチンなどによる）標識を持つか、または32

Pなどによる放射標識を持つ。
【００９１】
検索領域が正常ERαポリヌクレオチドの正常コドンだけから構成される場合、プローブオ
リゴヌクレオチドは検索領域のヌクレオチド配列から構成することができる。このような
ヌクレオチド配列により、プローブオリゴヌクレオチドは、試験ERαポリヌクレオチド中
の検索領域が正常ERαポリヌクレオチドの正常コドンだけから構成される場合には、スト
リンジェントな条件で試験ERαポリヌクレオチド中の検索領域にハイブリダイズすること
ができる。ヒト試験ERαポリヌクレオチド用のこのようなプローブオリゴヌクレオチドの
例を、検索領域にコードされるアミノ酸の相対位置と共に下記表3に示す。
【００９２】
【表４】
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【００９３】
通例、ハイブリダイゼーション法はストリンジェントな条件で行われる。前記ストリンジ
ェントな条件として、例えばプレハイブリダイゼーション処理またはハイブリダイゼーシ
ョン処理を、プレハイブリダイゼーション緩衝液およびハイブリダイゼーション緩衝液中
で行い、洗浄緩衝液中で15分間の洗浄を2回行う。ハイブリダイゼーション法では、所望
により、0.1×SSC（0.015M NaCl、0.0015Mクエン酸ナトリウム）および0.5％SDSを含む緩
衝液中で30分間の洗浄をさらに行ってもよい。プレハイブリダイゼーション緩衝液として
は、6×SSC（0.9M NaCl、0.09Mクエン酸ナトリウム）、5×デンハルト液（0.1％(w/v)フ
ィコール400、0.1％(w/v)ポリピロリドンおよび0.1％BSA）、0.5％(w/v)SDSおよび100μg
/mlのサケ精子DNAを含む緩衝液を利用することができる。またプレハイブリダイゼーショ
ン緩衝液として、サケ精子DNAを100μg/mlの濃度になるように添加したDIG EASY Hyb緩衝
液（Boehringer Mannheim）を利用してもよい。さらにプレハイブリダイゼーション緩衝
液として、6×SSPE（0.9M NaCl、0.052M NaH2PO4、7.5mM EDTA）、0.5％SDS、5×デンハ
ルト液および0.1mg/mlのサケ精子DNAを含む緩衝液を利用してもよい。ハイブリダイゼー
ション緩衝液としては、プローブオリゴヌクレオチドを十分量になるように添加したプレ
ハイブリダイゼーション緩衝液を利用することができる。プレハイブリダイゼーション処
理およびハイブリダイゼーション処理の温度はプローブオリゴヌクレオチドの長さによっ
て変わりうるが、例えばプローブオリゴヌクレオチドのTm値～プローブオリゴヌクレオチ
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ドのTm値より2～3℃低い温度とすることができる。洗浄温度もオリゴヌクレオチドの長さ
によって変わりうるが、例えば室温で行うことができる。このような場合、Tm値は、ハイ
ブリダイゼーション緩衝液中でプローブオリゴヌクレオチド中のヌクレオチド単位と水素
結合を形成すべきヌクレオチド単位の量を見積もり、次に、水素結合を形成すべきプロー
ブオリゴヌクレオチド中のAまたはTヌクレオチド単位について2℃を加え、水素結合を形
成すべきプローブオリゴヌクレオチド中のGまたはTヌクレオチド単位について4℃を加え
ることによって得られる温度を加えることによって得ることができる。
【００９４】
例えばハイブリダイゼーション法は、ドットブロットハイブリダイゼーション法、ミスマ
ッチ検出法などを伴ってもよい。
【００９５】
ドットブロットハイブリダイゼーション法では、通例、試験ERαポリヌクレオチドをメン
ブレンに固定し、固定された試験ERαポリヌクレオチド中の検索領域にプローブオリゴヌ
クレオチドがハイブリダイズすることができるかどうかを評価する。試験ERαポリヌクレ
オチドをメンブレン上に固定する際には、試験ERαポリヌクレオチドとして、検索領域ポ
リヌクレオチド、調製した試験cDNA、調製した試験ゲノムDNA、精製した試験ERαポリヌ
クレオチドなどを使用することができる。試験ERポリヌクレオチドは、試験ERαポリヌク
レオチドを90～100℃で3～5分間インキュベートし、試験ERαポリヌクレオチドをメンブ
レン上にスポットし、得られたメンブレンを乾燥し、スポットした検索領域をUV光に曝露
することによって固定することができる。メンブレンとしては、Hybond N（Amerscham Ph
armacia）などのナイロンメンブレンを使用することができる。次に、プローブオリゴヌ
クレオチドを使って、当該プローブオリゴヌクレオチドが検索領域にハイブリダイズする
ことができるかどうかを評価することができる。プローブオリゴヌクレオチドは、当該プ
ローブオリゴヌクレオチドと試験ERαポリヌクレオチドとを40～50℃で10～20時間インキ
ュベートすることによって利用することができる。次に、得られたメンブレンを洗浄し、
ハイブリダイズしたプローブオリゴヌクレオチドが存在するなら、それを検出することが
できる。
【００９６】
プローブオリゴヌクレオチドが32Pで放射標識される場合、ハイブリダイズしたプローブ
オリゴヌクレオチドは（存在するとすれば）、得られたメンブレンをX線フィルムに曝露
することによって検出できる。
【００９７】
プローブオリゴヌクレオチドがビオチンを使って非放射性標識される場合、ハイブリダイ
ズしたプローブオリゴヌクレオチドは（存在するとすれば）、スペーサーおよびハイブリ
ダイゼーション検出酵素（ビオチン化アルカリホスファターゼ、ビオチン化ペルオキシダ
ーゼなど）を使って検出することができる。ビオチンで標識されたプローブオリゴヌクレ
オチドが検索領域にハイブリダイズすることができる場合、ストレプトアビジンなどのス
ペーサーは、ハイブリダイズしたビオチン標識プローブオリゴヌクレオチドに結合するこ
とができ、その結果、ハイブリダイゼーション検出酵素は、スペーサーを介して、ハイブ
リダイズしたビオチン標識プローブオリゴヌクレオチドに結合することができるようにな
る。次に、結合したハイブリダイゼーション検出酵素は反応に関与して、当該プローブオ
リゴヌクレオチドが試験ERαポリヌクレオチド中の検索領域にハイブリダイズしているか
どうかを示すことができる。この酵素反応は色の変化またはルミネセンスをもたらすこと
ができる。
【００９８】
プローブオリゴヌクレオチドが検索領域にハイブリダイズしない場合は、当該検索領域は
1または複数の変異コドンを含むと決定することができる。次に、検索領域を配列決定し
てもよい。変異コドンが存在する場合、変異コドン中の変異は、上記の方法と同様にして
、PCR増幅およびヌクレオチド配列決定法で決定することができる。
【００９９】
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ミスマッチ検出法はBiswas，I.およびHsieh，P.，J. Biol. Chem.，271(9)，5040-5048（
1996）ならびに Nippon gene information，1999，No．125（ニッポンジーン、富山）に
記載されている。このミスマッチ検出法では、Taq Mut Sなどのミスマッチ検出酵素を利
用して、検索領域に対するプローブオリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーション中の一
定のミスマッチを検索する。ミスマッチ検出酵素により、プローブオリゴヌクレオチドと
検索領域とのハイブリダイゼーション中のミスマッチを、高温（例えば75℃以下の温度）
で検出することが可能になる。通例、ミスマッチ検出酵素が結合するこのようなハイブリ
ダイゼーション中のミスマッチは、上述のようなゲルシフトアッセイまたはドットブロッ
トハイブリダイゼーション法によって検出することができる。ミスマッチ検出酵素がプロ
ーブオリゴヌクレオチドと検索領域とのミスマッチしたハイブリダイゼーションに結合す
ることができる場合は、検索領域は1または複数の変異コドンを含むと決定することがで
きる。検索領域を配列決定してもよい。変異コドンが存在するなら、その変異コドン中の
変異を、上記の方法と同様にして、PCR増幅およびヌクレオチド配列決定法で決定するこ
とができる。
【０１００】
またRFLP法では、制限酵素を反応条件下で試験ERαポリヌクレオチドと混合する。通例、
制限酵素は、変異コドンであると疑われる検索領域中のコドンとオーバーラップする制限
部位を持つ。前記制限部位での制限消化の成否により、検索領域中の変異コドンの有無を
決定することができる。制限消化の結果は例えば低融点アガロースゲル電気泳動などによ
るゲル電気泳動分析によって評価することができる。次に必要なら検索領域を配列決定す
ることができる。次に、変異コドンが存在するなら、その変異コドン中の変異は上記の方
法と同様にPCR増幅およびヌクレオチド配列決定法で決定することができる。
【０１０１】
表現型診断法では、試験ERαのアミノ酸配列中で、上記5.2項に述べたようなレポーター
遺伝子転写活性化活性を付与する1または複数の置換アミノ酸の検索を行うことができる
。置換アミノ酸を検索した後、試験ERα中に変異が存在するのであれば、試験ERαのアミ
ノ酸配列を正常ERαのアミノ酸配列と比較することによって、その変異を決定する。試験
ERα中の置換アミノ酸を検索するために、試験ERα中の検索領域は、試験ERα中の相対位
置303～578のアミノ酸を含むことができる。例えば、このような表現型診断法では、303
、309、390、396、415、494、531、578などから選択される1または複数の相対位置にある
試験ERα中のアミノ酸を検索領域に含めることができる。
【０１０２】
試験ERα中の置換アミノ酸の検索には、試験ERαの検索領域中にエピトープを持つ抗体が
役立ちうる。このような抗体の結合の成否により、試験ERαの検索領域に置換アミノ酸が
存在するかどうかを決定することができる。次に、試験ERα中の変異は、試験ERαのアミ
ノ酸配列を正常ERαのアミノ酸配列と比較することによって決定することができる。
【０１０３】
試験ERαは試験試料から細胞抽出技術によって調製することができる。また、表現型診断
法用の試験ERαは、組換え試験ERαを精製することによって調製することもできる。
【０１０４】
5.4．試験ERαを用いるレポーターアッセイ
試験ERαは、レポーター遺伝子を含む染色体と当該試験ERαとを含むアッセイ細胞を利用
することにより、上記5.2に記載のレポーター遺伝子転写活性化活性に関してアッセイす
ることができる。このような場合は、通例、アッセイ細胞をリガンドにばく露し、レポー
ター遺伝子の転写活性化レベルを測定することで、試験ERαによるレポーター遺伝子転写
活性化活性を定量的に解析する。また、試験ERαによるレポーター遺伝子転写活性化活性
は、試験ERαによるレポーター遺伝子の転写活性化レベルを標準物質によるレポーター遺
伝子の転写活性化レベルと比較することによって評価することもできる。さらにまた、試
験ERαによるレポーター遺伝子の転写活性化レベルが標準物質による転写活性化レベルと
は異なる試験ERαを選択することによって、試験ERαをスクリーニングすることもできる
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。
【０１０５】
アッセイ細胞は、試験ERαをコードする遺伝子とレポーター遺伝子とを宿主細胞に導入す
ることによって作製することができる。レポーター遺伝子は宿主細胞の染色体に挿入され
る。試験ERα遺伝子は一過性発現が起こるように宿主細胞に導入することができ、また試
験ERα遺伝子が宿主細胞の染色体に挿入されるように試験ERα遺伝子を宿主細胞に導入す
ることもできる。試験ERα遺伝子を宿主細胞の染色体に挿入する場合、試験ERα遺伝子は
、試験ERαと一緒に当該染色体に挿入してもよいし、当該宿主細胞中の別の染色体に挿入
してもよい。また、上記5.2項に記載したように、レポーター遺伝子を宿主細胞に導入し
て安定形質転換カセット細胞を作製した後、上記5.2項に記載したように、試験ERα遺伝
子を前記安定形質転換カセット細胞に導入することもできる。
【０１０６】
試験ERα遺伝子は、当該試験ERα遺伝子をアッセイ細胞中で発現させて試験ERαを得るこ
とができるように、宿主細胞に導入される。この点で、前記試験ERαは通例、試験ERαを
コードするポリヌクレオチドの上流に作動的に連結されたプロモーターを含む。
【０１０７】
試験ERα遺伝子を宿主細胞に導入するには、上記5.2項に記載したように、宿主細胞のタ
イプに従って従来の試験ERα遺伝子導入技術を適用することができる。この点に関して、
試験ERαを一過性発現用の宿主細胞に導入する場合は、環状の試験ERα遺伝子を導入する
。試験ERα遺伝子を宿主細胞の染色体に挿入する場合は、線状の試験ERαを導入する。ま
た、上記5.2項に記載したように、ベクターを利用して宿主細胞に試験ERα遺伝子または
レポーター遺伝子を導入してもよい。
【０１０８】
また、試験ERα遺伝子を安定形質転換カセット細胞に導入して、アッセイ細胞を得ること
もできる。このような場合、試験ERα遺伝子を安定形質転換カセット細胞に導入して安定
形質転換バイナリー細胞を得ることもできる。このような安定形質転換バイナリー細胞は
、試験ERα遺伝子およびレポーター遺伝子を安定に含む染色体を持っている。
【０１０９】
アッセイ細胞の作製に利用される宿主細胞は、通例、正常または変異ERαを発現させない
。宿主細胞の例には、HeLa細胞、CV-1細胞、Hepa1細胞、NIH3T3細胞、HepG2細胞、COS1細
胞、BF-2細胞、CHH-1細胞などがある。
【０１１０】
レポーターアッセイでは、通例、アッセイ細胞を十分量のリガンドに1～数日間ばく露す
る。またリガンドは試験ERαに対する作動条件または拮抗条件下でアッセイ細胞にばく露
することができる。作動条件では通例、変異ERαを刺激する可能性がある単独の薬剤とし
てのリガンドにアッセイ細胞をばく露する。拮抗条件では通例、リガンドおよびE2にアッ
セイ細胞をばく露する。
【０１１１】
リガンドとしては、通常、正常ERαに対して純粋にまたは部分的に拮抗性または作動性で
あるリガンドを利用する。そのようなリガンドの例には、タモキシフェン、4-ヒドロキシ
タモキシフェンおよびラロキシフェンなどの部分抗エストロゲン、ICI182780（Wakeling 
AEら，Cancer Res.，512：3867-3873（1991））およびZM189154（Dukes Mら，J. Endocri
nol.，141：335-341（1994））などの完全抗エストロゲンがある。
【０１１２】
ばく露後に、レポーター遺伝子の発現レベルを測定することによって、レポーター遺伝子
の転写活性化レベルを測定する。このような場合、レポータータンパク質またはレポータ
ーRNA（レポーター配列によってコードされるもの）は細胞内に貯蔵されるか、細胞から
分泌されるので、発現レベルはそれらを使って測定することができる。レポーター遺伝子
の発現レベルはノーザンブロット解析もしくはウェスタンブロット解析によって、または
レポータータンパク質の活性レベルを測定することによって測定することができる。タン
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パク質の活性レベルは通例、レポーター遺伝子の発現レベルを示す。
【０１１３】
例えば、レポーター遺伝子がレポータータンパク質としてルシフェラーゼをコードする場
合、レポーター遺伝子の発現レベルは、ルシフェリンとルシフェラーゼとを反応させるこ
とによって得られるルミネセンスによって測定することができる。このような場合は、粗
細胞抽出物を細胞から調製し、その粗細胞抽出物にルシフェリンを加える。ルシフェリン
は細胞抽出物中のルシフェラーゼと室温で反応させることができる。ルシフェリンの添加
によって得られるルミネセンスは、通常、レポーター遺伝子の発現レベルの指標として測
定される。というのも、粗細胞抽出物は、細胞内で発現され粗細胞抽出物中に存在するル
シフェラーゼのレベルに比例する強度のルミネセンスをもたらすからである。得られた粗
細胞抽出物中のルミネセンスを測定するには、ルミノメーターを利用することができる。
【０１１４】
次に、測定された転写活性化レベルを標準物質によるレポーター遺伝子の転写活性化レベ
ルと比較して、試験ERαによる転写活性化活性を評価することができる。試験ERαによる
転写活性化活性を評価する場合、前記標準物質によるレポーター遺伝子の転写活性化レベ
ルは、アッセイ細胞が（試験ERαの代わりに）正常ERαまたは表現型がわかっているERα
を発現させる場合に予想されるレポーター遺伝子の転写活性化レベルとすることができる
。試験ERαが与える転写活性化レベルの測定値が標準物質によるレポーター遺伝子の転写
活性化レベルと異なる場合は、当該試験ERαを変異ERαとして選択することができる。
【０１１５】
また、変異リガンド依存性転写因子をスクリーニングすることもできる。このような場合
は、試験ERα遺伝子の代わりに試験リガンド依存性転写因子をコードする遺伝子を宿主細
胞に導入する。このような試験リガンド依存性転写因子の例には、試験ERβ、試験AR、試
験GR、試験TR、試験PR、試験PXR、試験親油性ビタミン受容体（例えば試験VDR）および試
験RARなどがある。このような場合、レポーター遺伝子は、EREの代わりに、与えられた試
験リガンド依存性転写因子にコグネイトである適当な受容体応答配列を含む。
【０１１６】
【実施例】
6.1．実施例1　ヒト変異ERαをコードするポリヌクレオチド
6.1.1．ヒト正常ERαをコードするプラスミドの生成
ヒト肝臓cDNAライブラリー（CLONETECH、QuickクローンcDNA#7113-1）を利用して、そこ
からヒト正常ERαをコードするcDNAを特異的にPCR増幅する。このPCR増幅におけるPCR混
合物は、ヒト肝臓cDNAライブラリー10ng、配列番号11に記載のオリゴヌクレオチド10pmol
、配列番号12に記載のオリゴヌクレオチド10pmol、LA-Taqポリメラーゼ（宝酒造）、LA-T
aqポリメラーゼと一緒に提供される緩衝液、およびdNTP（dATP、dTTP、dGTP、dCTP）を含
む。配列番号11および配列番号12に記載のオリゴヌクレオチドはDNAシンセサイザー（モ
デル394、Applied Biosystems）を使って合成する。このPCR増幅では、PCRsystem 9700（
Applied Biosystems）を使って、95℃で1分間のインキュベーションの後、68℃で3分間の
インキュベーションを課すインキュベーションサイクルを35回繰り返す。
【０１１７】
得られたPCR混合物を低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、ニッポンジーン）に
かけて、PCR増幅によって増幅されたcDNAが約1.8kbのサイズを持つことを確認する。増幅
されたcDNAを低融点アガロースゲルから回収した後、Dye Terminator Sequence Kit FS（
Applied Biosystems）を使って、回収したcDNAの試料を調製する。調製したcDNA試料をAB
I自動シークエンサー（モデル377、Applied Biosystems）で配列決定することにより、当
該cDNAが配列番号1に示すアミノ酸配列を持つヒト正常ERαをコードするヌクレオチド配
列を持っていることを明らかにする。
【０１１８】
次に、もう1つのPCR増幅を同様に行って、上記cDNA中の開始コドン（ATG）のすぐ上流にK
ozakコンセンサス配列を付加する。このPCR増幅では、100ngの上記cDNAg、配列番号151に
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記載のオリゴヌクレオチドおよび配列番号12に記載のオリゴヌクレオチドを利用する。得
られたPCR混合物を低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、ニッポンジーン）にか
けて、このPCR増幅で増幅されたcDNAが約1.8kbのサイズを持つことを確認する。増幅され
たcDNAを低融点アガロースゲルから回収した後、増幅されたcDNA 1μgをDNA Blunting Ki
t（宝酒造）で処理することにより、増幅されたcDNAの末端を平滑化する。次に、前記の
処理によって得たcDNAをT4ポリヌクレオチドキナーゼと反応させて、その末端をリン酸化
する。リン酸化したcDNAをフェノール処理した後、リン酸化cDNAをエタノール沈殿させて
、精製型のリン酸化cDNAを得る。
【０１１９】
プラスミドpRc/RSV（Invitrogen）を制限酵素HindIIIで制限消化し、次に65℃で1時間、
細菌アルカリホスファターゼ（BAP）で処理する。次に、制限消化pRc/RSVをフェノール処
理とエタノール沈殿によって精製する。制限消化されたpRc/RSVをDNA Blunting Kit（宝
酒造）で処理してその末端を平滑化し、低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、
ニッポンジーン）にかける。制限消化されたpRc/RSVを低融点アガロースゲルから回収し
た後、制限消化されたpRc/RSV 100ngおよび上記精製型リン酸化cDNAの全てを、T4 DNAリ
ガーゼによるライゲーション反応に使用する。そのライゲーション反応混合物を使って、
大腸菌コンピテントDH5α細胞（東洋紡）を形質転換する。形質転換した大腸菌細胞は、
アンピシリンを50μg/mlの濃度になるように添加したLB（Luria-Bertani）培地（以下、L
B-amp培地という；J. Sambrook，E. F. Frisch，T. Maniatis「Molecular Cloning（第2
版）」（Cold Springs Harbor Laboratory Publishing，1989））で培養する。次に、ア
ンピシリン耐性を示すクローンを回収する。次に、それらクローンの一部を使って、ライ
ゲーション反応によって生成したプラスミドをそこから単離する。次に、単離された各プ
ラスミドの部分試料を、Dye Terminator Sequence Kit FS（Applied Biosystems）を使っ
て調製する。調製したプラスミドをABI自動シークエンサー（モデル377、Applied Biosys
tems）で配列決定して、配列番号1に示すアミノ酸配列を持つヒト正常ERαをコードする
ヌクレオチドを配列を持っているプラスミドが存在することを確認する。そのようなプラ
スミドを選択し、pRc/RSV-hERαKozakと名づける。
【０１２０】
6.1.2．ヒト変異ERαK303R、S309F、M396V、G415V、G494VまたはK531Eをコードするプラ
スミドの作製
6.1.2.1．変異導入用プラスミドの作製
プラスミドpRc/RSV-hERαKozakを37℃で1時間、制限酵素NotIで制限消化する。その制限
消化反応混合物を低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、ニッポンジーン）にか
けて、約1.6kbのサイズを持つDNA断片が存在することを確認する。次に、その1.6kb DNA
断片を低融点アガロースゲルから回収する。
【０１２１】
プラスミドpBluescriptII SK(+)（Stratagene）を37℃で1時間、NotIで制限消化した後、
65℃で1時間、BAPで処理する。その制限消化反応混合物を低融点アガロースゲル電気泳動
（アガロースL、ニッポンジーン）にかけて、制限消化されたpBluescriptII SK(+)を低融
点アガロースゲルから回収する。次に、上記1.6kb DNA断片100ngと回収されたpBluescrip
tII SK(+) 100ngとを、T4 DNAリガーゼによるライゲーション反応に使用する。そのライ
ゲーション反応混合物を使って大腸菌コンピテントDH5α細胞（東洋紡）を形質転換する
。形質転換した大腸菌細胞をLB-amp培地で培養する。次に、アンピシリン耐性を示すクロ
ーンを回収する。次に、それらクローンの一部を使って、上記ライゲーション反応によっ
て生成したプラスミドをそこから単離する。次に、単離された各プラスミドの部分試料を
制限酵素NotIおよびHindIIIで制限消化する。その制限消化反応混合物をアガロースゲル
電気泳動にかける。次に、プラスミドのプラス鎖がヒト正常ERαをコードするセンス鎖を
作動的なM13ミクロファージ複製起点（f1 ori）と共に含んでいるプラスミドが存在する
ことを確認する。これに関連して、f1 oriがプラスミドの一方の鎖を複製する時に、ヒト
正常ERαをコードするセンス鎖がそれと共に複製されるような構造を持つプラスミドが存
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在することを確認する。そのようなプラスミドを選択し、pSK-NNと名づける。
【０１２２】
6.1.2.2．相対位置303、309、396、415、494および531における部位特異的変異導入
McClary JAら，Biotechniques 1989(3)：282-289に記載の方法に従って、ヒト正常ERαを
コードするポリヌクレオチドに指定の変異を導入する。そのような方法を本発明との関連
で以下に説明する。
【０１２３】
上記6.1.2.1に記載のプラスミドpSK-NNを利用して大腸菌コンピテントCJ236細胞（宝酒造
）を、大腸菌CJ236細胞と一緒に提供されるプロトコールに従って形質転換する。次に、
アンピシリン耐性を示すクローンをLB-amp培地で16時間培養する。次に、そのクローンの
1コロニーを、M13ヘルパーファージを少なくとも1×1011pfu/ml-培地の濃度になるように
加えた10mlの2×YT培地（以下、2×YT-M13という）に懸濁する。クローンを2×YT-M13培
地中37℃で2時間培養した後、カナマイシンを50μg/mlの濃度になるように加え、次にそ
のクローンを22時間培養する。得られた懸濁液を遠心分離し、得られた上清8mlを15mlの
試験管に移す。次に、その上清に2mlの2.5M NaCl-40％PEG8000（Sigma）を加え、上清と
共に撹拌する。その上清を4℃で1時間冷蔵し、遠心分離（3,000rpm、2,000×g、10分間、
4℃）して、そこからファージをペレットとして集める。ファージを400μlの蒸留水に懸
濁した後、同体積のフェノールを加え、得られた懸濁液を穏やかに5分間振とうする。得
られた上清を遠心分離して、そこから水層を取り出す。次に、2回目のフェノール処理を
行うために、水層に同体積のフェノールを加え、激しく振とうする。得られた懸濁液を遠
心分離して、そこから水層を取り出す。２回目のフェノール処理によって得た水層に、同
体積のクロロホルムを加え、激しく振盪する。得られた懸濁液を遠心分離（15,000rpm、2
0,000×g、5分、4℃）して、そこから水層を取り出す。クロロホルム処理によって得た水
層に、800μlの100％エタノールと、50μlの3M酢酸ナトリウムとを加える。得られた水層
を－80℃に20分間冷却した後、その水層を遠心分離する。これによって得られるペレット
を70％エタノールですすいだ後、乾燥する。滅菌水中の残渣をペレット化した後、水溶液
の吸光度を260nmの波長で測定して、その中に含まれるヒト正常ERαをコードする一本鎖
センスDNAの量を計算する。
【０１２４】
部位特異的変異導入用のオリゴヌクレオチドを合成して、配列番号152、配列番号153、配
列番号154、配列番号155、配列番号156および配列番号157に記載のオリゴヌクレオチドを
得る。
【０１２５】
配列番号152に記載のオリゴヌクレオチドを使用すると、相対位置303にあるリジンをコー
ドするAAGコドンが、アルギニンをコードするAGGコドンに変化する。
【０１２６】
配列番号153に記載のオリゴヌクレオチドを使用すると、相対位置309にあるセリンをコー
ドするTCCコドンが、フェニルアラニンをコードするTTCコドンに変化する。
【０１２７】
配列番号154に記載のオリゴヌクレオチドを使用すると、相対位置396にあるメチオニンを
コードするATGコドンが、バリンをコードするGTGコドンに変化する。
【０１２８】
配列番号155に記載のオリゴヌクレオチドを使用すると、相対位置415にあるグリシンをコ
ードするGGAコドンが、バリンをコードするGTAコドンに変化する。
【０１２９】
配列番号156に記載のオリゴヌクレオチドを使用すると、相対位置494にあるグリシンをコ
ードするGGCコドンが、バリンをコードするGTCコドンに変化する。
【０１３０】
配列番号157に記載のオリゴヌクレオチドを使用すると、相対位置531にあるリジンをコー
ドするAAGコドンが、グルタミン酸をコードするGAGコドンに変化する。
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【０１３１】
各オリゴヌクレオチドを、10pmolのポリヌクレオチドキナーゼ（宝酒造）を使って、ポリ
ヌクレオチドキナーゼと一緒に提供される緩衝液中でリン酸化する。このリン酸化反応で
は、2mMのATPを各反応混合物に使用し、反応混合物を37℃で30分間インキュベートする。
次に、リン酸化されたオリゴヌクレオチド約1pmolを、正常ERαをコードする0.2pmolの一
本鎖センスDNA とそれぞれ混合する。次に、10μlのアニーリング反応混合物を調製する
ために、上記混合物をそれぞれアニーリング緩衝液（20mM トリス-Cl（pH7.4）、2mM MgC
l2、50mM NaCl）に加える。そのアニーリング反応混合物を70℃で10分間のインキュベー
ション、次いで37℃で60分間のインキュベーションに付した後、4℃でインキュベートす
る。次に、そのアニーリング反応混合物に、それぞれ2単位（0.25μl）のT7 DNAポリメラ
ーゼ（New England Labs）、2単位（0.25μl）のT4 DNAリガーゼ（宝酒造）および1.2μl
の合成緩衝液（175mM トリス-Cl（pH7.4）、375mM MgCl2、5mM DTT、4mM dATP、4mM dCTP
、4mM dGTP、4mM dTTPおよび7.5mM ATP）を加えることによって、合成反応混合物を調製
する。その合成反応混合物を4℃で5分間インキュベートし、室温で5分間インキュベート
し、次に37℃で2時間インキュベートして、合成DNAプラスミドを得る。
【０１３２】
次に2μlの各合成反応混合物を使って大腸菌コンピテントDH5α細胞細胞（東洋紡）を形
質転換する。形質転換した大腸菌細胞をLB-ampで培養する。次にアンピシリン耐性を示す
クローンを回収する。次に、それらクローンの一部を使って上記合成反応で得られたプラ
スミドをそこから単離する。次に、単離された各プラスミドの部分試料を、Dye Terminat
or Sequence Kit FS（Applied Biosystems）を使って調製する。単離されたプラスミドを
ABI自動シークエンサー（モデル377、Applied Biosystems）で配列決定する。
【０１３３】
上記の配列決定により、配列番号152に記載のオリゴヌクレオチドを利用することによっ
て合成される単離プラスミドは、ヒト変異ERαをコードするヌクレオチド配列中に相対位
置303に相当するAGGコドンを持っていてアルギニンをもたらす単離プラスミドを与えるこ
とを確認する。このような単離プラスミドを選択し、pSK-NN303と名づける。
【０１３４】
上記の配列決定により、配列番号153に記載のオリゴヌクレオチドから合成される単離プ
ラスミドは、ヒト変異ERαをコードするヌクレオチド配列中に相対位置309に相当するTTC
コドンを持っていてフェニルアラニンをもたらす単離プラスミドを与えることを確認する
。このような単離プラスミドを選択し、pSK-NN309と名づける。
【０１３５】
上記の配列決定により、配列番号154に記載のオリゴヌクレオチドから合成される単離プ
ラスミドは、ヒト変異ERαをコードするヌクレオチド配列中に相対位置396に相当するGTG
コドンを持っていてバリンをもたらす単離プラスミドを与えることを確認する。このよう
な単離プラスミドを選択し、pSK-NN396と名づける。
【０１３６】
上記の配列決定により、配列番号155に記載のオリゴヌクレオチドから合成される単離プ
ラスミドは、ヒト変異ERαをコードするヌクレオチド配列中に相対位置415に相当するGTA
コドンを持っていてバリンをもたらす単離プラスミドを与えることを確認する。このよう
な単離プラスミドを選択し、pSK-NN415と名づける。
【０１３７】
上記の配列決定により、配列番号156に記載のオリゴヌクレオチドから合成される単離プ
ラスミドは、ヒト変異ERαをコードするヌクレオチド配列中に相対位置494に相当するGTC
コドンを持っていてバリンをもたらす単離プラスミドを与えることを確認する。このよう
な単離プラスミドを選択し、pSK-NN494と名づける。
【０１３８】
上記の配列決定により、配列番号157に記載のオリゴヌクレオチドから合成される単離プ
ラスミドは、ヒト変異ERαをコードするヌクレオチド配列中に相対位置531に相当するGAG
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コドンを持っていてグルタミン酸をもたらす単離プラスミドを与えることを確認する。こ
のような単離プラスミドを選択し、pSK-NN531と名づける。
【０１３９】
下記表4に、使用する変異導入用オリゴヌクレオチド、それによって生成するプラスミド
、およびその結果得られるヒト変異ERαを示す。
【０１４０】
【表５】

【０１４１】
プラスミドpSK-NN303、pSK-NN309、pSK-NN396、pSK-NN415、pSK-NN494およびpSK-NN531を
それぞれ37℃で1時間、制限酵素NotIで制限消化する。次に、各制限消化反応混合物を低
融点アガロースゲル電気泳動にかけて、約1.6kbのサイズを持つDNA断片が存在することを
確認する。次に、その1.6kb DNA断片を低融点アガロースゲルから回収する。
【０１４２】
6.1.1項で得たプラスミドpRc/RSV-hERαKozakを37℃で1時間、制限酵素NotIで制限消化し
、65℃で1時間、BAPで処理する。次にその制限消化反応混合物を低融点アガロースゲル電
気泳動にかけて、約5.5kbのサイズを持つDNA断片が存在することを確認する。次にその5.
5kb DNA断片を低融点アガロースゲルから回収する。
【０１４３】
次に、回収された5.5kb DNA断片100ngをそれぞれ上記1.6kb DNA断片100ngと混合して、T4
 DNAリガーゼによるライゲーション反応を行う。そのライゲーション反応混合物を使って
大腸菌コンピテントDH5α細胞（東洋紡）を形質転換する。形質転換した大腸菌細胞をLB-
amp培地で培養する。次に、アンピシリン耐性を示すクローンを回収する。次に、それら
クローンの一部を使って、上記ライゲーション反応によって生成したプラスミドをそこか
ら単離する。次に、単離された各プラスミドの部分試料を制限酵素NotIまたはMluIで制限
消化する。次に、その制限消化反応混合物をアガロースゲル電気泳動にかける。各制限消
化によって所望のサイズを持つDNA断片を与える単離プラスミドが存在することを確認す
る。そのような単離プラスミドは、制限酵素NotIによる制限消化では5.5kbと1.6kbのサイ
ズを持つDNA断片を与え、制限酵素MluIによる制限消化では7.1kbのDNA断片を与える。
【０１４４】
次に、上記各プラスミドを、配列番号158、配列番号159および配列番号160に記載のオリ
ゴヌクレオチドを使ってPCR増幅する。これらのPCR増幅では、PCR混合物は上記プラスミ
ドの1つ、配列番号158に記載のオリゴヌクレオチド、配列番号159に記載のオリゴヌクレ
オチド、配列番号160に記載のオリゴヌクレオチド、400μM dNTP（100μM dATP、100μM 
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組換えTaq DNAポリメラーゼと一緒に提供されるPCR緩衝液を含む。これらのPCR増幅では
、94℃で30秒間のインキュベーション、次いで65℃で1分間のインキュベーションの後、7
2℃で1分45秒間のインキュベーションを課すインキュベーションサイクルを30回繰り返す
。得られた各25μlのPCR混合物のうち10μlを1％アガロースゲル電気泳動（アガロースS
、ニッポンジーン）にかけて、得られたプラスミドが約1.2kbのサイズを持つことを確認
する。次に、Dye Terminator Sequence Kit FS（Applied Biosystems）を使ってプラスミ
ドを調製する。調製したプラスミドの試料をそれぞれABI自動シークエンサー（モデル377
、Applied Biosystems）で配列決定する。
【０１４５】
上記の配列決定により、pSK-NN303から得られるプラスミドはヒト変異ERαK303R（AAG→A
GG；リジン→アルギニン；相対位置303）をコードすることが確認される。このプラスミ
ドをpRc/RSV-hERαK303R Kozakと名づける。
【０１４６】
上記の配列決定により、pSK-NN309から得られるプラスミドはヒト変異ERαS309F（TCC→T
TC；セリン→フェニルアラニン；相対位置309）をコードすることが確認される。このプ
ラスミドをpRc/RSV-hERαS309F Kozakと名づける。
【０１４７】
上記の配列決定により、pSK-NN396から得られるプラスミドはヒト変異ERαM396V（ATG→G
TG；メチオニン→バリン；相対位置396）をコードすることが確認される。このプラスミ
ドをpRc/RSV-hERαM396V Kozakと名づける。
【０１４８】
上記の配列決定により、pSK-NN415から得られるプラスミドはヒト変異ERαG415V（GGA→G
TA；グリシン→バリン；相対位置415）をコードすることが確認される。このプラスミド
をpRc/RSV-hERαG415V Kozakと名づける。
【０１４９】
上記の配列決定により、pSK-NN494から得られるプラスミドはヒト変異ERαG494V（GGC→G
TC；グリシン→バリン；相対位置494）をコードすることが確認される。このプラスミド
をpRc/RSV-hERαG494V Kozakと名づける。
【０１５０】
上記の配列決定により、pSK-NN531から得られるプラスミドはヒト変異ERαK531E（AAG→G
AG；リジン→グルタミン酸；相対位置531）をコードすることが確認される。このプラス
ミドをpRc/RSV-hERαK531E Kozakと名づける。
【０１５１】
下記表5に、プラスミドの生成に使用したプラスミド、およびそのプラスミドから結果と
して生成するプラスミドを示す。
【０１５２】
【表６】
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【０１５３】
6.1.3．ヒト変異ERαG390D、S578PまたはG390D/S578Pをコードするプラスミドの作製
6.1.3.1．ヒト変異ERαG390DおよびS578Pをコードするプラスミドの生成
QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit（Stratagene）を使って、上記6.1.1に記載
のプラスミドpRc/RSV-hERαKozakを、変異したプラスミドがヒト変異ERαG390Dまたはヒ
ト変異ERαS578Pをコードするように変異させた。配列番号17および配列番号18に記載の
オリゴヌクレオチドを使用すると、相対位置390にあるグリシンをコードするGGTコドンが
アスパラギン酸をコードするGAT変異コドンに変化する。配列番号27および配列番号28に
記載のオリゴヌクレオチドを使用すると、相対位置578にあるセリンをコードするTCCコド
ンがプロリンをコードするCCC変異コドンに変化する。QuickChange Site-Directed Mutag
enesis Kitと一緒に提供されるマニュアルを使って、プラスミドpRc/RSV-hERαG390D Koz
ak（GGT→GAT；グリシン→アスパラギン酸；相対位置390）およびpRc/RSV-hERαS578P Ko
zak（TCC→CCC；セリン→プロリン；相対位置578）を作製する。プラスミドpRc/RSV-hER
αG390D KozakとpRc/RSV-hERαS578P Kozakとを配列決定して、ヒト変異ERαをコードす
るプラスミドが相対位置390または578に所望の変異を含んでいることを確認する。
【０１５４】
次にQuickChange Site-Directed Mutagensis Kit（Stratagene）を使って、変異したプラ
スミドがヒト変異ERαG390D/S578Pをコードするように 、pRc/RSV-hERαG390D Kozakを変
異させる。配列番号27および配列番号28に記載のオリゴヌクレオチドを使って、プラスミ
ドpRc/RSV-hERαG390D/S578P Kozak（GGT→GAT；グリシン→アスパラギン酸；相対位置39
0およびTCC→CCC；セリン→プロリン；相対位置578）を作製する。プラスミドpRc/RSV-hE
RαG390D/S578P Kozakを配列決定して、ヒト変異ERαをコードするプラスミドが所望の変
異を相対位置390および578に含んでいることを確認する。
【０１５５】
6.1.3.2．ヒト変異ERαG390D/S578Pをコードするプラスミドの試験ヒト肝組織試料からの
調製
試験ヒト肝組織の凍結試料を使って、ヒト変異ERαG390D/S578Pをコードするポリヌクレ
オチドを得た。試験ヒト肝組織試料を利用するにあたって、4Mチオシアン酸グアニジウム
、0.1M トリス-HCl（pH7.5）および1％β-メルカプトエタノールを含む緩衝液5mlにて、0
.1gの試験ヒト肝組織試料をホモジナイザーでホモジナイズした。得られた緩衝液を25ml
の5.7M CsCl水溶液に重層し、90,000×gで24時間超遠心分離することにより、RNAペレッ
トを得た。そのRNAペレットを70％エタノールで濯いだ後、RNAペレットを室温で乾燥させ
た。次にそのRNAペレットを1.2μg/mlの濃度になるように滅菌水10μlに溶解した。次に
、RNA溶液中のRNAを一括して逆転写反応におけるテンプレートとして使用することにより
、試験cDNAを作製した。試験cDNAを作製するにあたって、逆転写酵素（Superscript II；
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GibcoBRL）を1μlのRNA溶液、オリゴ-dTオリゴヌクレオチド（Amerscham Pharmacia）、
および逆転写酵素と一緒に提供される緩衝液と共に使用した。逆転写反応を37℃で1時間
行って、上記試験cDNAを得た。
【０１５６】
上記6.1.1と同様に、1/50体積の試験cDNAを使ってpRc/RSV-hERαG390D/S578P Kozakを作
製した。この場合、上記試験cDNAを使用して、配列番号11および配列番号12に記載のオリ
ゴヌクレオチドにより、ヒト変異ERαG390D/S578PをコードするcDNAを試験cDNAから特異
的にPCR増幅した。次に、ヒト変異ERαG390D/S578PをコードするcDNAを、配列番号151お
よび配列番号12に記載のオリゴヌクレオチドを使ってPCR増幅して、当該cDNAの開始コド
ン（ATG）のすぐ上流にKozakコンセンサス配列を加えた。次に増幅産物をプラスミドpRc/
RSVのHindIII部位に挿入して、pRc/RSV-hERαG390D/S578P Kozakを得た。
【０１５７】
6.2　実施例2　レポーター遺伝子を含有するプラスミドの作製
配列番号161に記載のオリゴヌクレオチドと、それに相補的なヌクレオチド配列を持つオ
リゴヌクレオチドとを、DNAシンセサイザーで合成した。配列番号161に記載のオリゴヌク
レオチドは、アフリカツメガエル・ビテロゲニン遺伝子中の上流領域に由来するEREの一
方の鎖をコードするように合成した。もう一つのオリゴヌクレオチドは、配列番号161に
記載のオリゴヌクレオチドに相補的なヌクレオチド配列を持つように合成した。これら2
つのオリゴヌクレオチドを互いにアニールさせて、EREをコードするDNA（以下、ERE DNA
という）を作製した。次にERE DNAをT4 DNAリガーゼで互いに結合させて、EREが5回縦列
反復したERE×5 DNAを得た。T4ポリヌクレオチドキナーゼをERE×5 DNAと反応させて、そ
の末端をリン酸化した。
【０１５８】
次に配列番号162に記載のオリゴヌクレオチドと配列番号163に記載のオリゴヌクレオチド
とをDNAシンセサイザーで合成した。配列番号162に記載のオリゴヌクレオチドは、マウス
メタロチオネインI遺伝子に由来するTATA配列のヌクレオチド配列およびそのリーダー配
列中の一方の鎖をコードするように合成した。配列番号163に記載のオリゴヌクレオチド
は、配列番号162に記載のオリゴヌクレオチドに相補的なヌクレオチド配列をコードする
ように合成した。配列番号162と配列番号163に記載のオリゴヌクレオチドを互いにアニー
ルさせて、TATA配列をコードするDNAを作製した。T4ポリヌクレオチドキナーゼを、TATA
配列をコードする前記DNAと反応させて、その末端をリン酸化した。
【０１５９】
ホタルルシフェラーゼ遺伝子をコードするプラスミドpGL3（Promega）を、制限酵素BglII
およびHindIIIで制限消化した後、65℃で1時間、BAPで処理した。次にその制限消化反応
混合物を低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、ニッポンジーン）にかけて、ホ
タルルシフェラーゼをコードするヌクレオチド配列を持つDNA断片が存在することを確認
した。次に、ホタルルシフェラーゼをコードするヌクレオチド配列を持つDNA断片を低融
点アガロースゲルから回収した。次に、回収したDNA断片100ngと、TATA配列をコードする
DNA 1μgとをT4 DNAリガーゼによるライゲーション反応に使用して、プラスミドpGL3-TAT
Aを得た。
【０１６０】
プラスミドpGL3-TATAを制限酵素SmaIで制限消化した後、65℃で1時間、BAPで処理した。
次に、その制限消化反応混合物を低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、ニッポ
ンジーン）にかけて、TATA配列とホタルルシフェラーゼとをコードするDNA断片が存在す
ることを確認した。そのようなDNA断片を低融点アガロースゲルから回収した後、回収し
たDNA断片100ngとERE×5 DNA 1μgとをT4 DNAリガーゼによるライゲーション反応に使用
して、プラスミドpGL3-TATA-ERE×5を得た。
【０１６１】
プラスミドpUCSV-BSD（フナコシ）を制限酵素BamHIで制限消化して、ブラストサイジンS
デアミナーゼ遺伝子発現カセットをコードするDNAを調製した。また、プラスミドpGL3-TA
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TA-ERE×5を制限酵素BamHIで制限消化した後、65℃で1時間、BAPで処理した。次にブラス
トサイジンSデアミナーゼ遺伝子発現カセットをコードするDNA断片を制限消化したpGL3-T
ATA-ERE×5と混合した。次にその混合物を、T4 DNAリガーゼによるライゲーション反応に
使用して、プラスミドを得た。そのライゲーション反応混合物を使って大腸菌コンピテン
トDH5α細胞を形質転換した。形質転換細胞をLB-ampで培養する。次にアンピシリン耐性
を示すクローンを回収する。次にそれらクローンの一部を使って、上記ライゲーション反
応によって生成したプラスミドをそこから単離する。次に単離された各プラスミドの部分
試料を制限酵素BamHIで制限消化する。次に、その制限消化反応混合物をアガロースゲル
電気泳動にかけて、ブラストサイジンSデアミナーゼ遺伝子発現カセットをコードするDNA
がpGL3-TATA-ERE×5のBamHIの制限部位に挿入されている構造を持つプラスミドが存在す
るかどうかを確認した。そのような構造を持つプラスミドを選択し、pGL3-TATA-ERE×5-B
SDと名づけた。
【０１６２】
6.3．実施例3　安定形質転換カセット細胞の作製
染色体の一つに6.2項で作製したレポーター遺伝子（以下、EREレポーター遺伝子という）
を安定に含有する安定形質転換カセット細胞を作製するために、プラスミドpGL3-TATA-ER
E×5-BSDを線状化し、HeLa細胞に導入した。
【０１６３】
プラスミドpGL3-TATA-ERE×5-BSDを線状化するために、pGL3-TATA-ERE×5-BSDを制限酵素
SalIで制限消化した。
【０１６４】
直径約10cmの培養皿（Falcon）を使用し、10％FBSを含むDMEM培地（日水製薬）にて、5％
CO2下に37℃で、約5×105個のHeLa細胞を宿主細胞として1日培養した。
【０１６５】
次に、線状化したpGL3-TATA-ERE×5-BSDをリポフェクトアミン（Life Technologies）を
用いるリポフェクション法によって培養HeLa細胞に導入した。リポフェクトアミンと一緒
に提供されるマニュアルに従い、このリポフェクション法の条件には、5時間の処理、7μ
g/培養皿の上記プラスミドおよび21μl/培養皿のリポフェクトアミンを含めた。
【０１６６】
リポフェクション処理の後、DMEM培地を、10％FBSを含むDMEM培地と交換し、形質転換し
たHeLa細胞を約36時間培養した。次に、形質転換HeLa細胞をトリプシン処理によって培養
皿から除去、収集し、ブラストサイジンSを16μg/mlの濃度になるように添加した培地を
含む容器に移した。ブラストサイジンS含有培地を3、4日毎に新しいバッチのブラストサ
イジンS含有培地に交換しながら、前記ブラストサイジンS含有培地で形質転換HeLa細胞を
1ヶ月培養した。
【０１６７】
その結果増殖して1～数mmの直径を持つコロニーを形成することができたクローンを、前
もって培地を分注しておいた96ウェルViewPlate（Berthold）のウェルに、丸ごと移した
。それらクローンのコロニーをさらに培養した。コロニーが増殖してウェルの底面の50％
以上を覆うようになったら（移植の約5日後）、それらのクローンをトリプシン処理によ
って除去、収集した。次にクローンを2つの継代培養物に分割した。一方の継代培養物は9
6ウェルViewPlateに移して、それをマスタープレートとした。もう1つの継代培養物は96
ウェルViewPlateに移して、これをアッセイプレートとした。マスタープレートとアッセ
イプレートには、クローンを培養することができるように培地を含めた。マスタープレー
トは同様の条件で引き続き培養した。
【０１６８】
アッセイプレート中の継代培養物を2日間培養した後、培地をアッセイプレートのウェル
から除去し、ウェル壁に付着したクローンをPBS(-)で2回洗浄した。5倍希釈した溶解緩衝
液PGC50（東洋インキ）をアッセイプレートのウェル中の継代培養物に1ウェルあたり20μ
lずつ加えた。そのアッセイプレートを室温で30分間静置した後、自動基質注入器を装着
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キ）50μlをアッセイプレート中の各溶解クローンに自動的に分注して、各ウェル中のル
シフェラーゼ活性をルミノメーターLB96Pで測定した。高いルシフェラーゼ活性を示すク
ローン10個をそこから選択した。
【０１６９】
次に、選択した10クローンに相当するマスタープレート中のクローン試料を、直径約10cm
の培養皿（Falcon）を用いて、培地中、5％CO2下に、37℃で1～2週間培養した。
【０１７０】
次に、リポフェクトアミン（Life Technologies）を用いるリポフェクション法により、
プラスミドpRc/RSV-hERαKozakを、上で選択したクローンに導入して、2次クローンを得
た。リポフェクトアミンと一緒に提供されるマニュアルに従い、このリポフェクション法
の条件には、5時間の処理、7μg/培養皿の上記プラスミドおよび21μl/培養皿のリポフェ
クトアミンを含めた。次に、得られた2次クローンに、17β-E2を含有するDMSO溶液を、濃
度が10nMになるように添加した。2次クローンを2日間培養した後、各2次クローンについ
て上記と同様にルシフェラーゼ活性を測定した。最も高いルシフェラーゼ活性の誘導を示
す2次クローンを与えるマスタープレート中のクローンを、染色体の一つにEREレポーター
遺伝子を安定に含んでいる安定形質転換カセット細胞（以下、安定形質転換EREカセット
細胞という）として選択した。
【０１７１】
6.4．実施例4　安定形質転換バイナリー細胞の作製
EREレポーター遺伝子をヒト変異ERαG390D、S578PもしくはG390D/S578Dまたはヒト正常ER
αと共に含有する4つの安定形質転換細胞（以下、安定形質転換EREバイナリー細胞という
）を作製した。第1の安定形質転換EREバイナリー細胞は、その染色体中にレポーター遺伝
子をコードする線状化pGL3-TATA-ERE×5-BSDと、ヒト正常ERαをコードする線状化pRc/RS
V-hERαKozakとを含んだ。第2の安定形質転換EREバイナリー細胞は、その染色体中にERE
レポーター遺伝子をコードする線状化pGL3-TATA-ERE×5-BSDと、ヒト変異ERαG390Dをコ
ードする線状化pRc/RSV-hERαG390D Kozakとを含んだ。第3の安定形質転換EREバイナリー
細胞は、その染色体中にEREレポーター遺伝子をコードする線状化pGL3-TATA-ERE×5-BSD
と、ヒト変異ERαS578Pをコードする線状化pRc/RSV-hERαS578P Kozakとを含んだ。第4の
安定形質転換EREバイナリー細胞は、その染色体中にEREレポーター遺伝子をコードする線
状化pGL3-TATA-ERE×5-BSDと、ヒト変異ERαG390D/S578Pをコードする線状化pRc/RSV-hER
αG390D/S578P Kozakとを含んだ。
【０１７２】
安定形質転換EREバイナリー細胞を作製するために、プラスミドpGL3-TATA-ERE×5-BSD、p
Rc/RSV-hERαG390D Kozak、pRc/RSV-hERαS578P KozakおよびpRc/RSV-hERαG390D/S578P 
Kozakをそれぞれ線状化し、HeLa細胞に導入した。線状化するために、上記プラスミドを
制限酵素SalIで制限消化した。
【０１７３】
直径約10cmの培養皿（Falcon）を使用し、10％FBSを含むDMEM培地（日水製薬）にて、5％
CO2下に37℃で、約5×105個のHeLa細胞を宿主細胞として1日培養した。
【０１７４】
下記表6に示すように、線状pGL3-TATA-ERE×5-BSDをヒト変異ERαまたはヒト正常ERαを
コードする線状プラスミドと共にそれぞれHeLa細胞に導入した。線状化したプラスミドは
、リポフェクトアミン（Life Technologies）を用いるリポフェクション法によってHeLa
細胞に導入した。リポフェクトアミンと一緒に提供されるマニュアルに従い、このリポフ
ェクション法における各処理の条件には、5時間の処理、7μg/培養皿のプラスミド（それ
ぞれ3.5μg）および21μl/培養皿のリポフェクトアミンを含めた。
【０１７５】
【表７】
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【０１７６】
リポフェクション処理の後、DMEM培地を、10％FBSを含むDMEM培地と交換し、形質転換HeL
a細胞を約36時間培養した。次に、形質転換HeLa細胞をトリプシン処理によって培養皿か
らそれぞれ除去、収集し、ブラストサイジンSおよびG418を添加した培地を含む容器に移
した。各細胞培養物についてブラストサイジンSの濃度は16μg/mlとした。各細胞培養物
についてG418 の濃度は800μg/mlとした。培地を3、4日毎に新しいバッチのブラストサイ
ジンSおよびG418 含有培地に交換しながら、前記ブラストサイジンSおよびG418 含有培地
で形質転換HeLa細胞を1ヶ月培養した。
【０１７７】
その結果1～数mmの直径を持つコロニーまで増殖することができたクローンを、前もって
培地を分注しておいた96ウェルViewPlate（Berthold）のウェルに、それぞれ移した。そ
れらのクローンをさらに培養した。クローンが増殖してウェルの底面の50％以上を覆うよ
うになったら（移植の約5日後）、それらのクローンをトリプシン処理によって除去、収
集した。次に各クローンを3つの継代培養物に分割した。各クローンについて、1つの継代
培養物は96ウェルViewPlateに移して、マスタープレートとした。他の2つの継代培養物は
それぞれ96ウェルViewPlateに移して、アッセイプレートとした。マスタープレートとア
ッセイプレートには、クローンを培養することができるように培地を含めた。マスタープ
レートは同様の条件で引き続き培養する。第1アッセイプレート中の各継代培養物に、17
β-E2を含有するDMSO溶液を、濃度が10nMになるように添加した。第2アッセイプレート中
の継代培養物には等体積のDMSOを添加した。次に第1および第2アッセイプレートを2日間
培養した。
【０１７８】
次に第1および第2アッセイプレートのウェルから培地を除去し、ウェル壁に付着したクロ
ーンをPBS(-)で2回洗浄した。5倍希釈した溶解緩衝液PGC50（東洋インキ）を第1および第
2アッセイプレートのウェル中のクローンに1ウェルあたり20μlずつ加えた。その第1およ
び第2アッセイプレートを室温で30分間静置した後、自動基質注入器を装着したルミノメ
ーターLB96P（Berthold）にセットした。次に、基質溶液PGL100（東洋インキ）50μlをア
ッセイプレート中の各溶解クローンにそれぞれ自動的に分注して、各ウェル中のルシフェ
ラーゼ活性をルミノメーターLB96Pで測定した。2倍高いルシフェラーゼ活性の誘導（％）
を示した第1アッセイプレート中のクローンに相当するマスタープレート中のクローンを
、レポーター遺伝子とヒト変異ERαG390D、S578PもしくはG390D/S578P遺伝子またはヒト
正常ERα遺伝子とを安定に含有する安定形質転換EREバイナリー細胞として選択した。
【０１７９】
6.5．実施例5　ヒト変異ERαのレポーターアッセイ
6.5.1．レポーターアッセイ用安定形質転換EREバイナリー細胞の調製
次に、上記6.4で作製した約2×104個の安定形質転換EREバイナリー細胞を96ウェルルミノ
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メータープレート（Corning Coaster）のウェルに移し、活性炭デキストラン処理FBSを濃
度が10％（v/v）になるように添加したE-MEM培地（以下、活性炭デキストランFBS/E-MEM
という）中で安定形質転換EREバイナリー細胞を終夜培養した。
【０１８０】
6.5.2．ヒト変異ERαK303R、S309F、M396V、G415V、G494VまたはK531Eをコードするプラ
スミドの導入
それぞれに6.3項で作製した安定形質転換EREカセット細胞約2×106個を含む7つの継代培
養物を、直径約10cmの培養皿（Falcon）を使って、活性炭デキストランFBS/E-MEM培地で1
日培養した。
【０１８１】
一過性発現のために、プラスミドpRc/RSV-hERαKozak（6.1.1項で作製したもの、正常ER
αをコードする）および変異ERαをコードするプラスミド（6.1.2.2項で作製したもの、
すなわちpRc/RSV-hERαK303R Kozak、pRc/RSV-hERαS309F Kozak、pRc/RSV-hERαM396V K
ozak、pRc/RSV-hERαG415V Kozak、pRc/RSV-hERαG494V Kozak、またはpRc/RSV-hERαK53
1E Kozak、それぞれヒト変異ERαをコードする）を、リポフェクトアミン（Life Technol
ogies）を用いるリポフェクション法により、安定形質転換EREカセット細胞の継代培養物
に、それぞれ導入した。リポフェクトアミンと一緒に提供されるマニュアルに従い、この
リポフェクション法における各処理の条件には、5時間の処理、7μg/培養皿のプラスミド
および21μl/培養皿のリポフェクトアミンを含めた。得られた細胞培養物を5％CO2下に37
℃で16時間培養した後、その活性炭デキストランFBS/E-MEM培地を新しいバッチの活性炭
デキストランFBS/E-MEM培地に交換して、各細胞継代培養物をさらに3時間培養した。次に
、その細胞継代培養物をそれぞれ収集し、活性炭デキストランFBS/E-MEM培地に均一に懸
濁した。
【０１８２】
6.5.3．レポーター遺伝子転写活性化活性の測定
大別して4種類のDMSO溶液を使用して、上記6.5.1および6.5.2で調製した継代培養物中の
細胞を、様々な濃度の完全抗エストロゲンまたは部分抗エストロゲンにばく露した。第1
のDMSO溶液は様々な濃度の部分抗エストロゲン（4-ヒドロキシタモキシフェンまたはラロ
キシフェン）を含むように調製した。第2のDMSO溶液は様々な濃度の完全抗エストロゲン
（ZM189154）を含むように調製した。第3のDMSO溶液は10nMのE2と様々な濃度の部分抗エ
ストロゲン（4-ヒドロキシタモキシフェンまたはラロキシフェン）とを含むように調製し
た。第4のDMSO溶液は、10nMのE2と様々な濃度の完全抗エストロゲン（ZM189154）を含む
ように調製した。
【０１８３】
次に第1、第2、第3または第4DMSO溶液を上記6.5.1および6.5.2で調製した継代培養物に、
下記表7、8、9および10に示すように添加した。第1、第2、第3または第4DMSO溶液は、各
ウェルにおける第1、第2、第3または第4DMSO溶液の濃度が約0.1％（v/v）になるように、
96ウェルViewPlateのウェルに添加した。また、96ウェルViewPlateのウェル中の各継代培
養物について、2つのコントロールを調製した。一方のコントロールはDMSO（部分抗エス
トロゲンまたは完全抗エストロゲンを含まない）にばく露した。他方のコントロールは本
質的に100pMのE2からなるDMSO溶液にばく露した。
【０１８４】
次に、細胞を5％CO2下に37℃で36～40時間培養した。5倍希釈した溶解緩衝液PGC50（東洋
インキ）をウェル中の細胞に1ウェルあたり50μlずつ加えた。その96ウェルViewPlateを
ときどき穏やかに振とうしながら室温で30分間インキュベートした。次に、溶解した細胞
10μlをそれぞれ白色96ウェルサンプルプレート（Berthold）に移し、自動基質注入器を
装着したルミノメーターLB96P（Berthold）にセットした。次に、基質溶液PGL100（東洋
インキ）50μlを白色96ウェルサンプルプレート中の各溶解細胞にそれぞれ自動的に分注
して、各ウェル中のルシフェラーゼ活性をルミノメーターLB96Pで直ちに5秒間測定した。
【０１８５】
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6.5.2項で調製した細胞から得られるルシフェラーゼ活性を図1～32に図示する。
【０１８６】
図1および2は、ヒト正常ERαまたはヒト変異ERαK303Rを刺激する可能性がある単独の薬
剤として4-ヒドロキシタモキシフェンまたはZM189154が存在する状態でヒト正常ERαまた
はヒト変異ERαK303Rがもたらすルシフェラーゼ活性を表す。
【０１８７】
図3は、E2とZM189154とが存在する状態でヒト正常ERαおよびヒト変異ERαK303Rがもたら
すルシフェラーゼ活性を表す。
【０１８８】
図4および5は、ヒト正常ERαまたはヒト変異ERαS309Fを刺激する可能性がある単独の薬
剤として4-ヒドロキシタモキシフェンまたはZM189154が存在する状態でヒト正常ERαおよ
びヒト変異ERαS309Fがもたらすルシフェラーゼ活性を表す。
【０１８９】
図6は、E2とZM189154とが存在する状態でヒト正常ERαおよびヒト変異ERαS309Fがもたら
すルシフェラーゼ活性を表す。
【０１９０】
図7および8は、ヒト正常ERαまたはヒト変異ERαM396Vを刺激する可能性がある単独の薬
剤として4-ヒドロキシタモキシフェンまたはラロキシフェンが存在する状態でヒト正常ER
αおよびヒト変異ERαM396Vがもたらすルシフェラーゼ活性を表す。
【０１９１】
図9～11は、E2と4-ヒドロキシタモキシフェン、ラロキシフェンまたはZM189154とが存在
する状態でヒト正常ERαおよびヒト変異ERαM396Vがもたらすルシフェラーゼ活性を表す
。
【０１９２】
図12および13は、ヒト正常ERαまたはヒト変異ERαG415Vを刺激する可能性がある単独の
薬剤として4-ヒドロキシタモキシフェンまたはZM189154が存在する状態でヒト正常ERαお
よびヒト変異ERαG415Vがもたらすルシフェラーゼ活性を表す。
【０１９３】
図14および15は、E2と4-ヒドロキシタモキシフェンまたはZM189154とが存在する状態でヒ
ト正常ERαおよびヒト変異ERαG415Vがもたらすルシフェラーゼ活性を表す。
【０１９４】
図16～17は、ヒト正常ERαまたはヒト変異ERαG494Vを刺激する可能性がある単独の薬剤
として4-ヒドロキシタモキシフェンまたはラロキシフェンが存在する状態でヒト正常ERα
およびヒト変異ERαG494Vがもたらすルシフェラーゼ活性を表す。
【０１９５】
図18～20は、E2と4-ヒドロキシタモキシフェン、ラロキシフェンまたはZM189154とが存在
する状態でヒト正常ERαおよびヒト変異ERαG494Vがもたらすルシフェラーゼ活性を表す
。
【０１９６】
図21～26は、ヒト正常ERαまたはヒト変異ERαK531Eを刺激する可能性がある単独の薬剤
として4-ヒドロキシタモキシフェン、ラロキシフェンまたはZM189154が存在する状態でヒ
ト正常ERαおよびヒト変異ERαK531Eがもたらすルシフェラーゼ活性を表す。
【０１９７】
図27～32は、E2と4-ヒドロキシタモキシフェン、ラロキシフェンまたはZM189154とが存在
する状態でヒト正常ERαおよびヒト変異ERαK531Eがもたらすルシフェラーゼ活性を表す
。
【０１９８】
6.5.1項で調製した細胞から得られるルシフェラーゼ活性を図33～48に示す。
【０１９９】
図33～40は、ヒト正常ERα、ヒト変異ERαG390D、ヒト変異ERαS578Pおよびヒト変異ERα
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ロキシフェンまたはZM189154が存在する状態でヒト正常ERα、ヒト変異ERαG390D、ヒト
変異ERαS578Pおよびヒト変異ERαG390D/S578Pがもたらすルシフェラーゼ活性を表す。
【０２００】
図41～48は、E2と4-ヒドロキシタモキシフェン、ラロキシフェンまたはZM189154とが存在
する状態でヒト正常ERα、ヒト変異ERαG390D、ヒト変異ERαS578Pおよびヒト変異ERαG3
90D/S578Pがもたらすルシフェラーゼ活性を表す。
【０２０１】
【表８】

【０２０２】
【表９】
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【０２０５】
6.6．実施例6　比較用二重一過性レポーターアッセイ
約2×106個のHeLa細胞を、直径約10cmの培養皿（Falcon）を使って、活性炭デキストラン
FBS/E-MEM培地中、5％CO2下に37℃で、1日培養した。HeLa細胞を培養した後、それらHeLa
細胞を2つの継代培養物に分割した。
【０２０６】
次に、一過性発現のために、3.75μgのpRc/RSV-hERαKozakと3.75μgのpGL3-TATA-ERE×5
とを、第1継代培養物中のHeLa細胞に、リポフェクタミンを用いるリポフェクション法で
導入した。第2の継代培養物には、一過性発現のために、3.75μgのpRc/RSV-hERαK531E K
ozakと3.75μgのpGL3-TATA-ERE×5とを、リポフェクトアミンを用いるリポフェクション
法で導入した。次に、第1および第2継代培養物を5％CO2下に37℃で16時間培養した。活性
炭デキストランFBS/E-MEM培地を新しいバッチの活性炭デキストランFBS/E-MEM培地と交換
した後、第1および第2継代培養物を同様に3時間培養した。次に第1および第2継代培養物
中の細胞をそれぞれ収集し、活性炭デキストランFBS/E-MEM培地に均一に懸濁した。
【０２０７】
第1および第2継代培養物中の細胞をばく露するために、大別して2種類のDMSO溶液を調製
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した。第1DMSO溶液は様々な濃度の4-ヒドロキシタモキシフェンを含むように調製した。
第2DMSO溶液は10nMのE2と様々な濃度の4-ヒドロキシタモキシフェンとを含むように調製
した。
【０２０８】
次に第1および第2DMSO溶液をそれぞれ、96ウェルViewPlate中の第1および第2継代培養物
と、各ウェルにおける第1または第2DMSO溶液の濃度が約0.1％（v/v）になるように混合し
た。
【０２０９】
次に第1および第2継代培養物を5％CO2下に37℃で36時間培養した。5倍希釈した溶解緩衝
液PGC50（ニッポンジーン）を、ウェル中の第1および第2継代培養物に、1ウェルあたり50
μlずつ加えた。その96ウェルViewPlateをときどき穏やかに振とうしながら室温で30分間
インキュベートした。次に、得られた溶解細胞10μlをそれぞれ白色96ウェルサンプルプ
レート（Berthold）に移し、自動基質注入器を装着したルミノメーターLB96P（Berthold
）にセットした。次に、基質溶液PGL100（東洋インキ）50μlを白色96ウェルサンプルプ
レート中の各溶解細胞にそれぞれ自動的に分注して、各ウェル中のルシフェラーゼ活性を
ルミノメーターLB96Pで直ちに5秒間測定した。
【０２１０】
上記二重一過性レポーターアッセイで得られるルシフェラーゼ活性を図49～52に示す。
【０２１１】
図49および50は、ヒト正常ERαまたはヒト変異ERαK531Eを刺激する可能性がある単独の
薬剤として4-ヒドロキシタモキシフェンが存在する状態でヒト正常ERαおよびヒト変異ER
αK531Eがもたらすルシフェラーゼ活性を表す。
【０２１２】
図51および52は、E2と4-ヒドロキシタモキシフェンとが存在する状態でヒト正常ERαおよ
びヒト変異ERαK531Eがもたらすルシフェラーゼ活性を表す。
【０２１３】
6.7．実施例7　検索オリゴヌクレオチド
ヒト試験ERα中の置換アミノ酸をコードする変異コドンを検索するために、ヒト試験ERα
遺伝子がヒト正常ERαをコードする場合には検索オリゴヌクレオチドがヒト試験ERα遺伝
子中の検索領域にアニールできるように、検索オリゴヌクレオチドを設計する。検索領域
は、相対位置303のアミノ酸をコードするコドン、相対位置309のアミノ酸をコードするコ
ドン、相対位置390のアミノ酸をコードするコドン、相対位置396のアミノ酸をコードする
コドン、相対位置415のアミノ酸をコードするコドン、相対位置494のアミノ酸をコードす
るコドン、相対位置531のアミノ酸をコードするコドン、または相対位置578のアミノ酸を
コードするコドンを含む。また、上記オリゴヌクレオチドは30～70％のGC含量と20bpのサ
イズとを持つように設計する。このように設計したオリゴヌクレオチドに基づいて、上記
の本発明オリゴヌクレオチドをDNAシンセサイザー（モデル394、Applied Biosystems）で
合成する。
【０２１４】
6.8．実施例8　PCR増幅およびヌクレオチド配列決定法による遺伝子型診断
試験ヒト肝組織試料を使って、当該試料中の試験ERαポリヌクレオチドの遺伝子型を診断
する。試験ヒト肝組織試料を利用するにあたって、4Mチオシアン酸グアニジウム、0.1M 
トリス-HCl（pH7.5）および1％β-メルカプトエタノールを含む緩衝液5mlにて、0.1gの試
験ヒト肝組織試料をホモジナイザーでホモジナイズする。得られた緩衝液を25mlの5.7M C
sCl水溶液に重層し、90,000×gで24時間超遠心分離することにより、RNAペレットを得る
。そのRNAペレットを70％エタノールで濯いだ後、RNAペレットを室温で風乾する。次にそ
のRNAペレットを1.2μg/mlの濃度になるように滅菌水10μlに溶解する。次に、RNA溶液中
のRNAを逆転写反応におけるテンプレートとして一括して使用することにより、試験cDNA
の溶液を作製する。試験cDNAを作製するにあたって、Superscript II（Gibco）を1μlのR
NA溶液、オリゴ-dTオリゴヌクレオチド（Amersham-Pharmacia）、およびオリゴ-dTと一緒
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に提供される緩衝液と共に使用した。逆転写反応は37℃で1時間行った。
【０２１５】
1/50体積の試験cDNA試料を使用し、下記表11に示す検索オリゴヌクレオチドの組み合わせ
を使って、PCR増幅を行う。
【０２１６】
【表１２】

【０２１７】
これらのPCR増幅では、PCR混合物は試験cDNA、AmpliTaq DNAポリメラーゼ（Perkin Elmer
）、100μMのdNTP（dATP、dTTP、dGTP、dCTP）、検索オリゴヌクレオチドの組み合わせの
一つ、AmpliTaqポリメラーゼと一緒に提供される緩衝液を含む。このPCR増幅では、95℃
で1分間のインキュベーション、次いで55℃で30秒間のインキュベーションの後、72℃で1
分間のインキュベーションを課すインキュベーションサイクルを、各PCR増幅について35
回繰り返す。得られた検索領域ポリヌクレオチドを1％低融点アガロースゲル電気泳動（
アガロースL、ニッポンジーン）にかけて、回収する。回収された検索領域ポリヌクレオ
チドの全量を用いて、検索領域を配列決定する。検索領域のヌクレオチド配列をヒト正常
ERαをコードするヌクレオチド配列と比較する。
【０２１８】
6.9．実施例9　SSCP法による遺伝子型診断
6.9.1．試験組織試料からの試験ゲノムcDNAの抽出
TAKARA PCR Technical news No.2（宝酒造、1991年9月）に記載の方法に従って試験組織
試料から試験ゲノムDNAを調製する。この方法を本発明との関連で以下に説明する。
【０２１９】
試験対象の毛髪試料2～3本を滅菌水で洗浄した後、100％エタノールで洗浄する。毛髪試
料を風乾した後、毛髪試料を2～3mmに切断してプラスチック製試験管に移す。そこに200
μlのBCL（10mM トリス-HCl（pH7.5）、5mM MgCl2、0.32Mショ糖、1％トリトンX-100）を
加える。次に、プロテイナーゼK溶液とSDS溶液をそれぞれ100μg/mlおよび0.5％（w/v）
になるように混合する。
【０２２０】
得られた混合物を70℃で1時間インキュベートした後、その混合物をフェノール-クロロホ
ルム抽出して、そこから水層を回収する。フェノール-クロロホルム抽出では、実質的に
等体積のフェノール-クロロホルムを上記混合物に加える。その混合物を激しく振とうし



(44) JP 4742483 B2 2011.8.10

10

20

、遠心分離する（15,000rpm、20,000×g、5分、4℃）。そこから、フェノール層を乱さな
いようにピペットで水層を取り出す。次に、その水層を使って、2回目のフェノール-クロ
ロホルム抽出を同様に行う。
【０２２１】
実質的に等体積のクロロホルムを2回目のフェノール-クロロホルム抽出で得た水層と混合
して、得られたクロロホルム混合物から水層を取り出す。クロロホルムによるこの抽出で
は、クロロホルム混合物を激しく振とうし、水層をクロロホルム混合物から取り出すこと
ができるように遠心分離する。次に、クロロホルム混合物から取り出した水層に500μlの
100％エタノールを加える。その中の試験ゲノムDNAを－80℃で20分間沈殿させた後、遠心
分離して試験ゲノムDNAのペレットを得る。得られた試験ゲノムDNAのペレットを乾燥し、
試験ゲノムDNAを試験ERαポリヌクレオチドにすることができるように、滅菌水に溶解す
る。
【０２２２】
もう1つの選択肢として、末梢血を試験試料として使用し、そこから試験ゲノムDNAを得る
こともできる。10mlの血液を試験対象から採取し、DNA Extraction Kit（Stratagene）を
使ってその血液から試験ゲノムDNAを抽出する。
【０２２３】
6.9.2．PCR-SSCP法による試験ゲノムDNAの解析
試験ゲノムDNAを用いるPCR増幅のために、フォワード検索オリゴヌクレオチドとリバース
検索オリゴヌクレオチドの組み合わせを選択する。フォワードおよびリバース検索オリゴ
ヌクレオチドは、試験ERαポリヌクレオチド中の検索領域の位置に基づいて選択される。
下記表12に、フォワードおよびリバース検索オリゴヌクレオチドの組み合わせを、与えら
れた相対位置の置換アミノ酸をコードする変異コドンを含有すると疑われる検索領域と共
に示す。
【０２２４】
【表１３】
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【０２２５】
フォワードおよびリバース検索オリゴヌクレオチドの組み合わせをDNAシンセサイザーで
合成する。DNA MEGALABEL Kit（宝酒造）を使ってフォワードおよびリバース検索オリゴ
ヌクレオチドのそれぞれを32Pで標識する。次に試験ゲノムDNAをそれぞれPCR増幅に使用
して、増幅された検索領域ポリヌクレオチドを得る。これらのPCR増幅において各PCR混合
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物はAmplitaq DNAポリメラーゼ（Perkin Elmer）、400μMのdNTP（100μM dATP、100μM 
dTTP、100μM dGTPおよび100μM dCTP）、100pmolの32P標識フォワード検索オリゴヌクレ
オチド、100pmolの32P標識リバース検索オリゴヌクレオチド、1μgの試験ゲノムDNA、お
よびAmplitaq DNAポリメラーゼと一緒に提供される緩衝液を含む。各PCR増幅では、94℃
で1分間のインキュベーション、次いで55℃で30秒間のインキュベーションの後、72℃で1
分間のインキュベーションを課すインキュベーションサイクルを、各PCR増幅について35
回繰り返す。
【０２２６】
PCR増幅後に、増幅された各検索領域ポリヌクレオチドから採取した1/20体積の試料を80
％ホルムアミド中、80℃で5分間熱変性させる。次に、熱変性した各検索領域ポリヌクレ
オチドを、180mM トリス-ホウ酸緩衝液（pH8.0）を用いる5％非変性ポリアクリルアミド
ゲルでの電気泳動にかける。電気泳動の条件には室温空冷かつ40Wの定電力で60分を含め
る。電気泳動後に、その5％非変性ポリアクリルアミドゲルをX線フィルムを使って従来の
方法でオートラジオグラフィーにかけて、検索領域の放射活性を検出する。
【０２２７】
変異コドンをコードする産物は5％非変性ポリアクリルアミドゲルでは正常コドンをコー
ドする産物とは異なる移動度を持つので、検索領域ポリヌクレオチドの各移動度を、ヒト
正常ERα中の対応する領域をコードする標準ポリヌクレオチドと比較することにより、検
索領域中の変異の有無が検出される。
【０２２８】
6.9.3．変異の決定
検索領域中の変異コドンを検出したら、検索領域ポリヌクレオチドを含む1mm角の切片を5
％非変性ポリアクリルアミドゲルから切り出す。1mm角の切片のそれぞれを100μlの滅菌
水中90℃で10分間処理して、検索領域ポリヌクレオチドを1mm角の切片から回収する。次
に、検索領域ポリヌクレオチドの1/20体積試料をそれぞれ2回目のPCR増幅に使用する。こ
れらのPCR増幅では、上記6.9.2項で使用した検索オリゴヌクレオチドの組み合わせを使用
した。これらのPCR増幅における各PCR混合物は、Amplitaq DNAポリメラーゼ（ABI）、400
μMのdNTP（100μM dATP、100μM dTTP、100μM dGTPおよび100μM dCTP）、フォワード
検索オリゴヌクレオチド、リバース検索オリゴヌクレオチド、試験DNA断片の一つ、およ
びAmplitaq DNAポリメラーゼと一緒に提供される緩衝液を含む。各PCR増幅では、94℃で1
分間のインキュベーション、次いで55℃で30秒間のインキュベーションの後、72℃で1分
間のインキュベーションを課すインキュベーションサイクルを、35回繰り返す。
【０２２９】
反応の完了後に、増幅された検索領域ポリヌクレオチドを、低融点アガロースゲル電気泳
動（アガロースL、ニッポンジーン）にかける。増幅された検索領域ポリヌクレオチドを
低融点アガロースゲルから回収した後、回収された検索領域ポリヌクレオチドを、Dye Te
rminator Cycle Sequence Ready Reaction Kit（Applied Biosystems）を使って調製する
。調製した検索領域ポリヌクレオチドの試料をそれぞれABI自動シークエンサー（モデル3
77、Applied Biosystems）で配列決定して、検索領域中に変異コドンがあれば、その変異
コドン中の変異を決定する。
【０２３０】
6.10．実施例10　RFLP法による遺伝子型診断
試験ゲノムDNAまたは試験cDNAを用いるPCR増幅のために、フォワード検索オリゴヌクレオ
チドとリバース検索オリゴヌクレオチドの組み合わせを選択する。フォワードおよびリバ
ース検索オリゴヌクレオチドは、試験ERαポリヌクレオチド中の検索領域の位置に基づい
て選択される。下記表13に、フォワードおよびリバース検索オリゴヌクレオチドの組み合
わせを、与えられた相対位置の置換アミノ酸をコードする変異コドンを含有すると疑われ
る検索領域と共に示す。
【０２３１】
【表１４】
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【０２３２】
PCR増幅に試験ゲノムDNAまたは試験cDNAを使って、約100または160bpのサイズを持つ検索
領域ポリヌクレオチドを増幅する。これらのPCR増幅における各PCR混合物は、Amplitaq D
NAポリメラーゼ（ABI）、試験ゲノムDNAまたは試験cDNA、dNTP（dATP、dTTP、dGTPおよび
dCTP）、フォワード検索オリゴヌクレオチド、リバース検索オリゴヌクレオチド、および
Amplitaq DNAポリメラーゼと一緒に提供される緩衝液を含む。各PCR増幅では、94℃で1分
間のインキュベーション、次いで55℃で30秒間のインキュベーションの後、72℃で1分間
のインキュベーションを課すインキュベーションサイクルを、35回繰り返す。
【０２３３】
次に、各検索領域ポリヌクレオチドの試料をそれぞれ制限消化反応用の様々な制限酵素（
各制限消化反応につき1制限酵素）と混合し、37℃で1時間インキュベートする。その制限
消化反応混合物をアガロースゲル電気泳動にかけて、検索領域ポリヌクレオチドが様々な
制限酵素の一つによってうまく制限消化されるかどうかを確認する。下記表14および表15
に示す制限酵素による制限消化の成功により、下記表14および表15に示す与えられた相対
位置の置換アミノ酸をコードする変異コドンが検索領域中に存在するかどうかが示される
。
【０２３４】
【表１５】

【０２３５】
表14では、与えられた相対位置のアミノ酸をコードするコドンにおける与えられた制限酵
素による制限消化の不成功により、当該コドンは変異コドンであることが示される。この
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ような場合は、ABI自動シークエンサー（モデル377、Applied Biosystems）を使って当該
検索領域を配列決定して、検索領域中に変異コドンがあるなら、その変異コドン中の変異
を決定する。
【０２３６】
【表１６】

【０２３７】
表15の場合は、与えられた相対位置のアミノ酸をコードするコドンにおける与えられた制
限酵素による制限消化の成功により、当該コドンは変異コドンであることが示される。こ
のような場合は、検索領域中に変異コドンがあるとすれば、その変異コドン中の変異は上
記表15に記載のヌクレオチド配列であると決定される。
【０２３８】
6.11．実施例11　サザンハイブリダイゼーション法による遺伝子型診断
6.9.1項で得た5μgの試験ゲノムDNAを制限酵素StuIで完全に制限消化する。その制限消化
反応混合物を、4％Nusieve 3:1アガロースゲル（FMC BIO）を使って、20Vで16時間の電気
泳動にかける。キャピラリーアルカリブロット法（Hybond blotting membrane manual、A
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merscham）を使って、4％Nuseive 3:1アガロースゲル中の分離されたDNA断片をナイロン
メンブレンに2時間ブロットする。続いて、ブロットしたフィルターを2×SSC緩衝液（0.3
M NaCl、0.33M クエン酸Na、pH7.0）で軽く洗浄し、ブロットしたナイロンメンブレンを8
0℃で90分間乾燥する。
【０２３９】
ブロットしたナイロンメンブレンを55℃で16時間、プレハイブリダイゼーション緩衝液（
6×SSPE（0.9M NaCl、0.052M NaH2PO2、7.5mM EDTA）、0.5％SDS、5×デンハルト液、お
よび0.1mg/mlサケ精子DNA）で処理する。次にプレハイブリダイゼーション緩衝液を等体
積のハイブリダイゼーション緩衝液（6×SSPE（0.9M NaCl、0.052M NaH2PO2、7.5mM EDTA
）、0.5％SDS、5×デンハルト液、0.1mg/mlサケ精子DNAおよび32P標識プローブオリゴヌ
クレオチド）と交換する。ハイブリダイゼーション緩衝液中の32P標識プローブオリゴヌ
クレオチドの放射能濃度は、ハイブリダイゼーション緩衝液150ml毎に少なくとも10×108

cpmである。32P標識プローブオリゴヌクレオチドとしては、末端が32Pで標識された配列
番号81に記載のオリゴヌクレオチドを利用する。32P標識プローブは、T4ポリヌクレオチ
ドキナーゼと一緒に提供される緩衝液中で、γ-32P-ATP、T4ポリヌクレオチドキナーゼお
よび配列番号81に記載のオリゴヌクレオチド1μgを、37℃で1時間インキュベートするこ
とによって作製する。
【０２４０】
ハイブリダイゼーションの後、ブロットしたナイロンメンブレンを、1×SSC（0.15M NaCl
、15mMクエン酸ナトリウム）および0.5％SDSを含む洗浄緩衝液で2回洗浄する。ブロッテ
ィングフィルターを2回洗浄する際には、各洗浄後に、ブロットしたナイロンメンブレン
を洗浄緩衝液中、62℃で40分間インキュベートする。
【０２４１】
次にブロットしたメンブレンをX線フィルムで10日間オートラジオグラフィーにかけて、
制限酵素StuIが相対位置494の置換アミノ酸をコードする変異コドンと思われる検索領域
中のコドンとオーバーラップする制限部位を制限消化することができるかどうかを解析す
る。制限酵素StuIによる制限消化の成功は、試験ERαポリヌクレオチド中に、相対位置49
4のアミノ酸をコードするコドンとオーバーラップして、AGGCCTを包含するヌクレオチド
配列が存在することを示す。このような場合、試験ERαは正常ERαであると決定される。
対応する部位での制限酵素StuIによる制限消化の失敗は、試験ERαポリヌクレオチドの相
対位置494に置換アミノ酸をコードする変異コドンが存在することを示す。このような場
合は、ABI自動シークエンサー（モデル377、Applied Biosystems）を使って検索領域を配
列決定し、検索領域に変異コドンがあれば、その中の変異を決定する。
【０２４２】
6.12．実施例12　ヒト正常ARをコードするプラスミドの作製
ヒト前立腺cDNAライブラリー（CLONETECH、QUICK clone cDNA＃7123-1）を利用して、そ
こからヒト正常ARをコードするcDNA（Genbankアクセッション番号M23263）をPCR増幅する
。このPCR増幅におけるPCR混合物は、ヒト前立腺cDNAライブラリー10ng、配列番号176に
記載のオリゴヌクレオチド10pmol、配列番号177に記載のオリゴヌクレオチド10pmol、LA-
Taqポリメラーゼ（宝酒造）、LA-Taqポリメラーゼと一緒に提供される緩衝液、およびdNT
P（dATP、dTTP、dGTP、dCTP）を含む。配列番号176および配列番号177に記載のオリゴヌ
クレオチドは、DNAシンセサイザー（モデル394、Applied Biosystems）を使って合成する
。このPCR増幅では、PCRsystem 9700（Applied Biosystems）を使って、95℃で1分間のイ
ンキュベーションの後、68℃で3分間のインキュベーションを課すインキュベーションサ
イクルを35回繰り返す。
【０２４３】
得られたPCR混合物を低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、ニッポンジーン）に
かけて、ヒト正常ARをコードするcDNAがPCR増幅されることを臭化エチジウム染色で確認
する。増幅されたcDNAを低融点アガロースゲルから回収した後、回収したcDNAの試料をDy
e Terminator Sequence Kit FS（Applied Biosystems）を使って調製する。調製したcDNA
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試料をABI自動シークエンサー（モデル377、Applied Biosystems）で配列決定する。
【０２４４】
次に、cDNA中の開始コドン（ATG）のすぐ上流にKozakコンセンサス配列を加えるために、
新たなPCR増幅を行う。このPCR増幅におけるPCR混合物は、ヒト正常ARをコードするcDNA 
100ng、配列番号178に記載のオリゴヌクレオチドと配列番号179に記載のオリゴヌクレオ
チド、LA-Taqポリメラーゼ（宝酒造）、LA-Taqポリメラーゼと一緒に提供される緩衝液、
およびdNTP（dATP、dTTP、dGTP、dCTP）を含む。このPCR増幅では、95℃で1分間のインキ
ュベーションの後、68℃で3分間のインキュベーションを課すインキュベーションサイク
ルを25回繰り返す。得られたPCR混合物を低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、
ニッポンジーン）にかける。増幅されたcDNAを低融点アガロースゲルから回収した後、1
μgの増幅cDNAをDNA Blunting Kit（宝酒造）で処理して、増幅cDNAの末端を平滑化する
。次に、それによって得たcDNAをT4ポリヌクレオチドキナーゼと反応させて、その末端を
リン酸化する。リン酸化されたcDNAをフェノール処理した後、リン酸化cDNAをエタノール
沈殿して、精製型のリン酸化cDNAを得る。
【０２４５】
プラスミドpRc/RSV（Invitrogen）を制限酵素HindIIIで消化した後、65℃で1時間、BAPで
処理する。次に、制限消化pRc/RSVをフェノール処理およびエタノール沈殿によって精製
する。次に、制限消化pRc/RSVをDNA Blunting Kit（宝酒造）で処理してその末端を平滑
化し、低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、ニッポンジーン）にかける。制限
消化されたpRc/RSVを低融点アガロースゲルから回収した後、その制限消化pRc/RSV 100ng
および上記精製型リン酸化cDNAの全てをT4 DNAリガーゼによるライゲーション反応に使用
する。そのライゲーション反応混合物を使って大腸菌コンピテントDH5α細胞（東洋紡）
を形質転換する。形質転換した大腸菌細胞をLB-ampで培養する。次にアンピシリン耐性を
示すクローンを回収する。次にそれらクローンの一部を使って、上記ライゲーション反応
によって生成したプラスミドをそこから単離する。次に、単離された各プラスミドの部分
試料を、Dye Terminator Sequence Kit FS（Applied Biosystems）を使って調製する。単
離されたプラスミドをABI自動シークエンサー（モデル377、Applied Biosystems）で配列
決定して、ヒト正常ARをコードするプラスミドが存在することを確認する。そのようなプ
ラスミドを選択し、pRc/RSV-hAR Kozakと名づける。
【０２４６】
6.13．実施例13　ヒト正常GRをコードするプラスミドの作製
ヒト肝臓cDNAライブラリー（CLONETECH、QUICK clone cDNA＃7113-1）を利用して、そこ
からヒト正常GRをコードするcDNA（Genbankアクセッション番号M10901）をPCR増幅する。
このPCR増幅におけるPCR混合物は、ヒト肝臓cDNAライブラリー10ng、配列番号180に記載
のオリゴヌクレオチド10pmol、配列番号181に記載のオリゴヌクレオチド10pmol、LA-Taq
ポリメラーゼ（宝酒造）、LA-Taqポリメラーゼと一緒に提供される緩衝液、およびdNTP（
dATP、dTTP、dGTP、dCTP）を含む。配列番号180および配列番号181に記載のオリゴヌクレ
オチドは、DNAシンセサイザー（モデル394、Applied Biosystems）を使って合成する。こ
のPCR増幅では、PCRsystem 9700（Applied Biosystems）を使って、95℃で1分間のインキ
ュベーションの後、60℃で3分間のインキュベーションを課すインキュベーションサイク
ルを35回繰り返す。
【０２４７】
得られたPCR混合物を低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、ニッポンジーン）に
かけて、ヒト正常GRをコードするcDNAがPCR増幅されることを臭化エチジウム染色で確認
する。増幅されたcDNAを低融点アガロースゲルから回収した後、回収したcDNAの試料をDy
e Terminator Sequence Kit FS（Applied Biosystems）を使って調製する。調製したcDNA
試料をABI自動シークエンサー（モデル377、Applied Biosystems）で配列決定する。
【０２４８】
次に、cDNA中の開始コドン（ATG）のすぐ上流にKozakコンセンサス配列を加えるために、
新たなPCR増幅を行う。このPCR増幅におけるPCR混合物は、ヒト正常GRをコードするcDNA 
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100ng、配列番号182に記載のオリゴヌクレオチドと配列番号183に記載のオリゴヌクレオ
チド、LA-Taqポリメラーゼ（宝酒造）、LA-Taqポリメラーゼと一緒に提供される緩衝液、
およびdNTP（dATP、dTTP、dGTP、dCTP）を含む。このPCR増幅では、95℃で1分間のインキ
ュベーションの後、60℃で3分間のインキュベーションを課すインキュベーションサイク
ルを25回繰り返す。得られたPCR混合物を低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、
ニッポンジーン）にかける。増幅されたcDNAを低融点アガロースゲルから回収した後、1
μgの増幅cDNAをDNA Blunting Kit（宝酒造）で処理して、増幅cDNAの末端を平滑化する
。次に、それによって得たcDNAをT4ポリヌクレオチドキナーゼと反応させて、その末端を
リン酸化する。リン酸化されたcDNAをフェノール処理した後、リン酸化cDNAをエタノール
沈殿して、精製型のリン酸化cDNAを得る。
【０２４９】
プラスミドpRc/RSV（Invitrogen）を制限酵素HindIIIで消化した後、65℃で1時間、BAPで
処理する。次に、制限消化pRc/RSVをフェノール処理およびエタノール沈殿によって精製
する。次に、制限消化pRc/RSVをDNA Blunting Kit（宝酒造）で処理してその末端を平滑
化し、低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、ニッポンジーン）にかける。制限
消化されたpRc/RSVを低融点アガロースゲルから回収した後、その制限消化pRc/RSV 100ng
および上記精製型リン酸化cDNAの全てをT4 DNAリガーゼによるライゲーション反応に使用
する。その反応混合物を使って大腸菌コンピテントDH5α細胞（東洋紡）を形質転換する
。形質転換した大腸菌細胞をLB-ampで培養する。次にアンピシリン耐性を示すクローンを
回収する。次にそれらクローンの一部を使って、上記ライゲーション反応によって生成し
たプラスミドをそこから単離する。次に、単離された各プラスミドの部分試料を、Dye Te
rminator Sequence Kit FS（Applied Biosystems）を使って調製する。単離されたプラス
ミドをABI自動シークエンサー（モデル377、Applied Biosystems）で配列決定して、ヒト
正常GRをコードするプラスミドが存在することを確認する。そのようなプラスミドを選択
し、pRc/RSV-hGR Kozakと名づける。
【０２５０】
6.14．実施例14　ヒト正常PRをコードするプラスミドの作製
ヒト肝臓cDNAライブラリー（CLONETECH、QUICK clone cDNA＃7113-1）を利用して、そこ
からヒト正常PRをコードするcDNA（Genbankアクセッション番号M15716）をPCR増幅する。
このPCR増幅におけるPCR混合物は、ヒト肝臓cDNAライブラリー10ng、配列番号184に記載
のオリゴヌクレオチド10pmol、配列番号185に記載のオリゴヌクレオチド10pmol、LA-Taq
ポリメラーゼ（宝酒造）、LA-Taqポリメラーゼと一緒に提供される緩衝液、およびdNTP（
dATP、dTTP、dGTP、dCTP）を含む。配列番号184および配列番号185に記載のオリゴヌクレ
オチドは、DNAシンセサイザー（モデル394、Applied Biosystems）を使って合成する。こ
のPCR増幅では、PCRsystem 9700（Applied Biosystems）を使って、95℃で1分間のインキ
ュベーションの後、55℃で3分間のインキュベーションを課すインキュベーションサイク
ルを35回繰り返す。
【０２５１】
得られたPCR混合物を低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、ニッポンジーン）に
かけて、ヒト正常PRをコードするcDNAがPCR増幅されることを臭化エチジウム染色で確認
する。増幅されたcDNAを低融点アガロースゲルから回収した後、回収したcDNAの試料をDy
e Terminator Sequence Kit FS（Applied Biosystems）を使って調製する。調製したcDNA
試料をABI自動シークエンサー（モデル377、Applied Biosystems）で配列決定する。
【０２５２】
次に、cDNA中の開始コドン（ATG）のすぐ上流にKozakコンセンサス配列を加えるために、
新たなPCR増幅を行う。このPCR増幅におけるPCR混合物は、ヒト正常PRをコードするcDNA 
100ng、配列番号186に記載のオリゴヌクレオチドと配列番号187に記載のオリゴヌクレオ
チド、LA-Taqポリメラーゼ（宝酒造）、LA-Taqポリメラーゼと一緒に提供される緩衝液、
およびdNTP（dATP、dTTP、dGTP、dCTP）を含む。このPCR増幅では、95℃で1分間のインキ
ュベーションの後、55℃で3分間のインキュベーションを課すインキュベーションサイク
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ルを25回繰り返す。得られたPCR混合物を低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、
ニッポンジーン）にかける。増幅された試験cDNAを低融点アガロースゲルから回収した後
、1μgの増幅試験cDNAをDNA Blunting Kit（宝酒造）で処理して、増幅試験cDNAの末端を
平滑化する。次に、それによって得た試験cDNAをT4ポリヌクレオチドキナーゼと反応させ
て、cDNAの末端をリン酸化する。リン酸化された試験cDNAをフェノール処理した後、リン
酸化試験cDNAをエタノール沈殿して、精製型のリン酸化試験cDNAを得る。
【０２５３】
プラスミドpRc/RSV（Invitrogen）を制限酵素HindIIIで消化した後、65℃で1時間、BAPで
処理する。次に、制限消化pRc/RSVをフェノール処理およびエタノール沈殿によって精製
する。次に、制限消化pRc/RSVをDNA Blunting Kit（宝酒造）で処理してその末端を平滑
化し、低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、ニッポンジーン）にかける。制限
消化されたpRc/RSVを低融点アガロースゲルから回収した後、その制限消化pRc/RSV 100ng
および上記精製型リン酸化試験cDNAの全てをT4 DNAリガーゼによるライゲーション反応に
使用する。その反応混合物を使って大腸菌コンピテントDH5α細胞（東洋紡）を形質転換
する。形質転換した大腸菌細胞をLB-ampで培養する。次にアンピシリン耐性を示すクロー
ンを回収する。次にそれらクローンの一部を使って、上記ライゲーション反応によって生
成したプラスミドをそこから単離する。次に、単離された各プラスミドの部分試料を、Dy
e Terminator Sequence Kit FS（Applied Biosystems）を使って調製する。単離されたプ
ラスミドをABI自動シークエンサー（モデル377、Applied Biosystems）で配列決定して、
ヒト正常PRをコードするプラスミドが存在することを確認する。そのようなプラスミドを
選択し、pRc/RSV-hPR Kozakと名づける。
【０２５４】
6.15．ヒト正常MRをコードするプラスミドの作製
ヒト肝臓cDNAライブラリー（CLONETECH、QUICK clone cDNA＃7113-1）を利用して、そこ
からヒト正常MRをコードするcDNA（Genbankアクセッション番号M16801）をPCR増幅する。
このPCR増幅におけるPCR混合物は、ヒト肝臓cDNAライブラリー10ng、配列番号188に記載
のオリゴヌクレオチド10pmol、配列番号189に記載のオリゴヌクレオチド10pmol、LA-Taq
ポリメラーゼ（宝酒造）、LA-Taqポリメラーゼと一緒に提供される緩衝液、およびdNTP（
dATP、dTTP、dGTP、dCTP）を含む。配列番号188および配列番号189に記載のオリゴヌクレ
オチドは、DNAシンセサイザー（モデル394、Applied Biosystems）を使って合成する。こ
のPCR増幅では、PCRsystem 9700（Applied Biosystems）を使って、95℃で1分間のインキ
ュベーションの後、60℃で3分間のインキュベーションを課すインキュベーションサイク
ルを35回繰り返す。
【０２５５】
得られたPCR混合物を低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、ニッポンジーン）に
かけて、ヒト正常MRをコードするcDNAがPCR増幅されることを臭化エチジウム染色で確認
する。増幅されたcDNAを低融点アガロースゲルから回収した後、回収したcDNAの試料をDy
e Terminator Sequence Kit FS（Applied Biosystems）を使って調製する。調製したcDNA
試料をABI自動シークエンサー（モデル377、Applied Biosystems）で配列決定する。
【０２５６】
次に、cDNA中の開始コドン（ATG）のすぐ上流にKozakコンセンサス配列を加えるために、
新たなPCR増幅を行う。このPCR増幅におけるPCR混合物は、ヒト正常MRをコードするcDNA 
100ng、配列番号190に記載のオリゴヌクレオチドと配列番号191に記載のオリゴヌクレオ
チド、LA-Taqポリメラーゼ（宝酒造）、LA-Taqポリメラーゼと一緒に提供される緩衝液、
およびdNTP（dATP、dTTP、dGTP、dCTP）を含む。このPCR増幅では、95℃で1分間のインキ
ュベーションの後、60℃で3分間のインキュベーションを課すインキュベーションサイク
ルを25回繰り返す。得られたPCR混合物を低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、
ニッポンジーン）にかける。増幅されたcDNAを低融点アガロースゲルから回収した後、1
μgの増幅cDNAをDNA Blunting Kit（宝酒造）で処理して、増幅cDNAの末端を平滑化する
。次に、それによって得たcDNAをT4ポリヌクレオチドキナーゼと反応させて、その末端を
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リン酸化する。リン酸化されたcDNAをフェノール処理した後、リン酸化cDNAをエタノール
沈殿して、精製型のリン酸化cDNAを得る。
【０２５７】
プラスミドpRc/RSV（Invitrogen）を制限酵素HindIIIで消化した後、65℃で1時間、BAPで
処理する。次に、制限消化pRc/RSVをフェノール処理およびエタノール沈殿によって精製
する。次に、制限消化pRc/RSVをDNA Blunting Kit（宝酒造）で処理してその末端を平滑
化し、低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、ニッポンジーン）にかける。制限
消化されたpRc/RSVを低融点アガロースゲルから回収した後、その制限消化pRc/RSV 100ng
および上記精製型リン酸化cDNAの全てをT4 DNAリガーゼによるライゲーション反応に使用
する。その反応混合物を使って大腸菌コンピテントDH5α細胞（東洋紡）を形質転換する
。形質転換した大腸菌細胞をLB-ampで培養する。次にアンピシリン耐性を示すクローンを
回収する。次にそれらクローンの一部を使って、上記ライゲーション反応によって生成し
たプラスミドをそこから単離する。次に、単離された各プラスミドの部分試料を、Dye Te
rminator Sequence Kit FS（Applied Biosystems）を使って調製する。単離されたプラス
ミドをABI自動シークエンサー（モデル377、Applied Biosystems）で配列決定して、ヒト
正常MRをコードするプラスミドが存在することを確認する。そのようなプラスミドを選択
し、pRc/RSV-hMR Kozakと名づける。
【０２５８】
6.16．実施例16　MMTVレポーター遺伝子を染色体の一つに安定に含有する安定形質転換細
胞の作製
プラスミドpMSG（Pharmacia）を制限酵素HindIIIおよびSmaIで制限消化して、1463bpのサ
イズを持ちMMTV-LTR領域の部分配列をコードするDNA断片を得る。次にその1463bp DNA断
片をDNA Blunting Kit（宝酒造）で処理して、当該1463bp DNA断片の末端を平滑化する。
【０２５９】
ホタルルシフェラーゼ遺伝子をコードするプラスミドpGL3（Promega）を、制限酵素BglII
およびHindIIIで制限消化した後、65℃で1時間、BAPで処理する。次にその制限消化反応
混合物を低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、ニッポンジーン）にかけて、ホ
タルルシフェラーゼをコードするヌクレオチド配列を持つDNA断片が存在することを確認
した。次に、ホタルルシフェラーゼをコードするヌクレオチド配列を持つDNA断片を低融
点アガロースゲルから回収した。次に、ホタルルシフェラーゼをコードするヌクレオチド
配列を持つ回収したDNA断片100ngと、上記1463bp DNA断片1μgとを、T4 DNAリガーゼによ
るライゲーション反応に使用する。次に、そのライゲーション反応混合物を使って大腸菌
コンピテントDH5α細胞（東洋紡）を形質転換する。形質転換した大腸菌細胞をLB-ampで
培養する。次に、アンピシリン耐性を示すクローンを回収する。次に、それらクローンの
一部を使って、上記ライゲーション反応によって生成したプラスミドをそこから単離する
。次に、単離された各プラスミドの部分試料を制限酵素KpnIおよびClaIで制限消化する。
その制限消化反応混合物を、アガロースゲル電気泳動にかけて、ホタルルシフェラーゼを
コードするヌクレオチド配列を持つDNA断片の上流に作動的に配された上記1463bp DNA断
片1コピー（以下MMTVレポーター遺伝子という）を含有するプラスミドが存在することを
確認する。そのようなプラスミドを選択し、pGL3-MMTVと名づける。
【０２６０】
プラスミドpUCSV-BSD（フナコシ）を制限酵素BamHIで制限消化して、ブラストサイジンS
デアミナーゼ遺伝子発現カセットをコードするDNAを調製する。また、プラスミドpGL3-MM
TVを制限酵素BamHIで制限消化した後、65℃で1時間、BAPで処理する。得られたブラスト
サイジンSデアミナーゼ遺伝子発現カセットコードDNAと制限消化pGL3-MMTVとを混合して
、T4 DNAリガーゼによるライゲーション反応に使用する。そのライゲーション反応混合物
を使って大腸菌コンピテントDH5α細胞を形質転換する。形質転換した大腸菌細胞をLB-am
pで培養する。次にアンピシリン耐性を示すクローンを回収する。次にそれらクローンの
一部を使って、上記ライゲーション反応によって生成したプラスミドをそこから単離する
。次に単離された各プラスミドの部分試料をDye Terminator Sequence Kit FS（Applied 
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Biosystems）を使って調製する。単離されたプラスミドをABI自動シークエンサー（モデ
ル377、Applied Biosystems）で配列決定して、ブラストサイジンSデアミナーゼ遺伝子発
現カセットをコードするDNAがpGL3-MMTVのBamHIの制限部位に挿入されている構造を持つ
プラスミドが存在することを確認する。そのような構造を持つプラスミドを選択し、pGL3
-MMTV-BSDと名づける。
【０２６１】
染色体の一つにMMTVレポーター遺伝子を安定に含有する安定形質転換細胞（以下、安定形
質転換MMTVカセット細胞という）を作製するために、プラスミドpGL3-MMTV-BSDを線状化
し、HeLa細胞に導入した。
【０２６２】
プラスミドpGL3-MMTV-BSDを線状化するために、pGL3-MMTV-BSDを制限酵素SalIで制限消化
する。
【０２６３】
直径約10cmの培養皿（Falcon）を使用し、10％FBSを含むDMEM培地（日水製薬）にて、5％
CO2下に37℃で、約5×105個のHeLa細胞を宿主細胞として1日培養した。
【０２６４】
次に、線状化したpGL3-MMTV-BSDをリポフェクトアミン（Life Technologies）を用いるリ
ポフェクション法によって培養HeLa細胞に導入する。リポフェクトアミンと一緒に提供さ
れるマニュアルに従い、このリポフェクション法の条件には、5時間の処理、7μg/培養皿
の線状化pGL3-MMTV-BSDおよび21μl/培養皿のリポフェクトアミンを含めた。
【０２６５】
リポフェクション処理の後、DMEM培地を、10％FBSを含むDMEM培地と交換し、形質転換HeL
a細胞を約36時間培養する。次に、形質転換HeLa細胞をトリプシン処理によって培養皿か
ら除去、収集し、ブラストサイジンSを16μg/mlの濃度になるように添加した培地を含む
容器に移す。ブラストサイジンS含有培地を3、4日毎に新しいバッチのブラストサイジンS
含有培地に交換しながら、前記ブラストサイジンS含有培地で形質転換HeLa細胞を1ヶ月培
養する。
【０２６６】
その結果増殖して1～数mmの直径を持つコロニーを形成することができるクローンを、前
もって培地を分注しておいた96ウェルViewPlate（Berthold）のウェルに、丸ごと移す。
それらクローンのコロニーをさらに培養する。クローンが増殖して各ウェルの底面の50％
以上を覆うようになったら（移植の約5日後）、それらのクローンをトリプシン処理によ
って除去、収集する。次にクローンを2つの継代培養物に分割する。一方の継代培養物は9
6ウェルViewPlateに移して、それをマスタープレートとする。他方の継代培養物は96ウェ
ルViewPlateに移して、これをアッセイプレートとする。マスタープレートとアッセイプ
レートには、クローンを培養することができるように培地が含まれている。マスタープレ
ートは同様の条件で引き続き培養する。
【０２６７】
次に、培地をアッセイプレートのウェルから除去し、ウェル壁に付着したクローンをPBS(
-)で2回洗浄する。5倍希釈した溶解緩衝液PGC50（東洋インキ）をアッセイプレートのウ
ェル中のクローンに1ウェルあたり20μlずつ加える。そのアッセイプレートを室温で30分
間静置した後、自動基質注入器を装着したルミノメーターLB96P（Berthold）にセットす
る。次に、基質溶液PGL100（東洋インキ）50μlをアッセイプレート中の各溶解クローン
に自動的に分注して、各ウェル中のルシフェラーゼ活性をルミノメーターLB96Pで測定す
る。高いルシフェラーゼ活性を示した複数のクローンをそこから選択する。
【０２６８】
次に、選択したクローンの試料を、直径約10cmの培養皿（Falcon）を用いて、活性炭デキ
ストランFBS/E-MEM培地中、5％CO2下に、37℃で1～2週間培養する。
【０２６９】
次に、リポフェクトアミン（Life Technologies）を用いるリポフェクション法により、
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プラスミドpRc/RSV-hAR Kozakを、上で選択したクローンに導入して、2次クローンを得る
。リポフェクトアミンと一緒に提供されるマニュアルに従い、このリポフェクション法の
条件には、5時間の処理、7μg/培養皿の上記プラスミド、および21μl/培養皿のリポフェ
クトアミンを含めた。次に、得られた2次クローンに、正常ARの天然のコグネイトリガン
ドであるジヒドロテストステロン（DHT）を含有するDMSO溶液を、DHT濃度が10nMになるよ
うに添加する。2次クローンを2日間培養した後、各2次クローンについて上記と同様にル
シフェラーゼ活性を測定する。最も高いルシフェラーゼ活性の誘導を示す2次クローンを
与えたマスタープレート中のクローンを、安定形質転換MMTVカセット細胞として選択する
。
【０２７０】
ちなみに、安定形質転換MMTVカセット細胞は、AR、GR、PR、MRなどを用いるレポーターア
ッセイに使用することができる。
【０２７１】
6.17．実施例17　ヒト試験ARとしてヒト正常ARを用いるレポーターアッセイ
6.17.1．安定形質転換MMTVカセット細胞の調製
6.16項で得た安定形質転換MMTVカセット細胞約2×106個を直径約10cmの培養皿（Falcon）
を使って、5％CO2下に、活性炭デキストランFBS/E-MEM培地で1日培養する。
【０２７２】
一過性発現のために、プラスミドpRc/RSV-hAR Kozakを、リポフェクトアミン（Life Tech
nologies）を用いるリポフェクション法により、安定形質転換MMTVカセット細胞の継代培
養物に導入する。リポフェクトアミンと一緒に提供されるマニュアルに従い、このリポフ
ェクション法の条件には、5時間の処理、7μg/培養皿のpRc/RSV-hAR Kozak、および21μl
/培養皿のリポフェクトアミンを含める。得られた細胞継代培養物を5％CO2下に37℃で16
時間培養した後、活性炭デキストランFBS/E-MEM培地を新しいバッチの活性炭デキストラ
ンFBS/E-MEM培地に交換して、細胞継代培養物をさらに3時間培養する。次に、細胞継代培
養物を収集し、活性炭デキストランFBS/E-MEM培地に均一に懸濁して、その継代培養物と
する。
【０２７３】
6.17.2．MMTVレポーター遺伝子転写活性化活性の測定
第1DMSO溶液は様々な濃度のフルタミドを含むように調製する。第1DMSO溶液では、正常AR
に対するアゴニストとしてフルタミドを使用する。また、第2DMSO溶液は10nMのDHTと様々
な濃度のフルタミドとを含むように調製する。第2DMSO溶液では、正常ARに対するアンタ
ゴニストとしてフルタミドを使用する。
【０２７４】
次に、96ウェルViewPlateで、第1および第2DMSO溶液をそれぞれ上記6.17.1項で調製した
継代培養物と、各ウェル中の第1または第2DMSO溶液の濃度が約0.1％（v/v）になるように
混合する。また、標準物質として、6.17.1項で得た細胞継代培養物の試料を96ウェルView
Plateのウェルで、DHTを含有するDMSO溶液と混合する。
【０２７５】
次に、細胞を5％CO2下に37℃で40時間培養する。5倍希釈した溶解緩衝液PGC50（東洋イン
キ）をウェル中の継代培養物に1ウェルあたり50μlずつ加える。その96ウェルViewPlate
をときどき穏やかに振とうしながら室温で30分間インキュベートする。次に、溶解した細
胞10μlをそれぞれ白色96ウェルサンプルプレート（Berthold）に移し、自動基質注入器
を装着したルミノメーターLB96P（Berthold）にセットする。次に、基質溶液PGL100（東
洋インキ）50μlを白色96ウェルサンプルプレート中の各溶解細胞にそれぞれ自動的に分
注して、各ウェル中のルシフェラーゼ活性をルミノメーターLB96Pで直ちに5秒間測定する
。
【０２７６】
また、上記レポーターアッセイでは、試験ARとして変異ARを使用することもできる。この
場合は、pRc/RSV-hAR Kozakの代わりに変異ARをコードするプラスミドを使用する。変異A
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Rをコードするプラスミドを得るには、上記と同様にして、変異ARをコードするポリヌク
レオチドの上流にKozakコンセンサス配列を作動的に付加し、得られたポリヌクレオチド
をプラスミドpRc/RSV（Invitrogen）中のHindIIIの制限部位に挿入する。
【０２７７】
6.18．実施例18　ヒト試験GRとしてヒト正常GRを用いるレポーターアッセイ
6.18.1．安定形質転換MMTVカセット細胞の調製
6.16項で得た安定形質転換MMTVカセット細胞約2×106個を直径約10cmの培養皿（Falcon）
を使って、5％CO2下に、活性炭デキストランFBS/E-MEM培地で1日培養する。
【０２７８】
一過性発現のために、プラスミドpRc/RSV-hGR Kozakを、リポフェクトアミン（Life Tech
nologies）を用いるリポフェクション法により、安定形質転換MMTVカセット細胞の継代培
養物に導入する。リポフェクトアミンと一緒に提供されるマニュアルに従い、このリポフ
ェクション法の条件には、5時間の処理、7μg/培養皿のpRc/RSV-hAR Kozak、および21μl
/培養皿のリポフェクトアミンを含める。得られた細胞継代培養物を5％CO2下に37℃で16
時間培養した後、活性炭デキストランFBS/E-MEM培地を新しいバッチの活性炭デキストラ
ンFBS/E-MEM培地に交換して、細胞継代培養物をさらに3時間培養する。次に、その細胞継
代培養物を収集し、活性炭デキストランFBS/E-MEM培地に均一に懸濁する。
【０２７９】
6.18.2．MMTVレポーター遺伝子転写活性化活性の測定
第1DMSO溶液は様々な濃度のプレグナノロン16αカルボニトリル（PCN）を含むように調製
する。第1DMSO溶液では、正常GRに対するアゴニストとしてPCNを使用する。また、第2DMS
O溶液は10nMのコルチコステロンと様々な濃度のPCNとを含むように調製する。第2DMSO溶
液では、正常GRに対するアンタゴニストとしてPCNを使用する。
【０２８０】
次に、96ウェルViewPlateで、第1および第2DMSO溶液をそれぞれ上記6.18.1項で調製した
細胞継代培養物と、各ウェル中の第1または第2DMSO溶液の濃度が約0.1％（v/v）になるよ
うに混合する。また、標準物質として、上記細胞継代培養物の試料を、96ウェルViewPlat
eのウェルで、コルチコステロンを含有するDMSO溶液と混合する。
【０２８１】
次に、細胞を5％CO2下に37℃で40時間培養する。5倍希釈した溶解緩衝液PGC50（東洋イン
キ）をウェル中の継代培養物に1ウェルあたり50μlずつ加える。その96ウェルViewPlate
をときどき穏やかに振とうしながら室温で30分間インキュベートする。次に、溶解した細
胞10μlをそれぞれ白色96ウェルサンプルプレート（Berthold）に移し、自動基質注入器
を装着したルミノメーターLB96P（Berthold）にセットする。次に、基質溶液PGL100（東
洋インキ）50μlを白色96ウェルサンプルプレート中の各溶解細胞にそれぞれ自動的に分
注して、各ウェル中のルシフェラーゼ活性をルミノメーターLB96Pで直ちに5秒間測定する
。
【０２８２】
また、上記レポーターアッセイでは、試験GRとして変異GRを使用することもできる。この
場合は、pRc/RSV-hGR Kozakの代わりに変異GRをコードするプラスミドを使用する。変異G
Rをコードするプラスミドを得るには、上記と同様にして、変異GRをコードするポリヌク
レオチドの上流にKozakコンセンサス配列を作動的に付加し、得られたポリヌクレオチド
をプラスミドpRc/RSV（Invitrogen）中のHindIIIの制限部位に挿入する。
【０２８３】
6.19．実施例19　ヒト試験PRとしてヒト正常PRを用いるレポーターアッセイ
6.19.1．安定形質転換MMTVカセット細胞の調製
6.16項で得た安定形質転換MMTVカセット細胞約2×106個を直径約10cmの培養皿（Falcon）
を使って、5％CO2下に37℃で、活性炭デキストランFBS/E-MEM培地で1日培養する。
【０２８４】
一過性発現のために、プラスミドpRc/RSV-hPR Kozakを、リポフェクトアミン（Life Tech
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nologies）を用いるリポフェクション法により、安定形質転換MMTVカセット細胞の継代培
養物に導入する。リポフェクトアミンと一緒に提供されるマニュアルに従い、このリポフ
ェクション法の条件には、5時間の処理、7μg/培養皿のpRc/RSV-hAR Kozak、および21μl
/培養皿のリポフェクトアミンを含める。得られた細胞継代培養物を5％CO2下に37℃で16
時間培養した後、活性炭デキストランFBS/E-MEM培地を新しいバッチの活性炭デキストラ
ンFBS/E-MEM培地と交換して、細胞継代培養物をさらに3時間培養する。次に、その細胞継
代培養物を収集し、活性炭デキストランFBS/E-MEM培地に均一に懸濁する。
【０２８５】
6.19.2．MMTVレポーター遺伝子転写活性化活性の測定
第1DMSO溶液は様々な濃度のRU486を含むように調製する。第1DMSO溶液では、正常PRに対
するアゴニストとしてRU486を使用する。また、第2DMSO溶液は10nMのプロゲステロンと様
々な濃度のRU486とを含むように調製する。第2DMSO溶液では、正常PRに対するアンタゴニ
ストとしてRU486を使用する。
【０２８６】
96ウェルViewPlateで、第1および第2DMSO溶液をそれぞれ上記6.19.1項で調製した細胞継
代培養物と、各ウェル中の第1または第2DMSO溶液の濃度が約0.1％（v/v）になるように混
合する。また、標準物質として、上記細胞継代培養物の試料を、プロゲステロンを含有す
るDMSO溶液と混合する。
【０２８７】
次に、細胞を5％CO2下に37℃で40時間培養する。5倍希釈した溶解緩衝液PGC50（東洋イン
キ）をウェル中の細胞に1ウェルあたり50μlずつ加える。その96ウェルViewPlateをとき
どき穏やかに振とうしながら室温で30分間インキュベートする。次に、溶解した細胞10μ
lをそれぞれ白色96ウェルサンプルプレート（Berthold）に移し、自動基質注入器を装着
したルミノメーターLB96P（Berthold）にセットする。次に、基質溶液PGL100（東洋イン
キ）50μlを白色96ウェルサンプルプレート中の各溶解細胞にそれぞれ自動的に分注して
、各ウェル中のルシフェラーゼ活性をルミノメーターLB96Pで直ちに5秒間測定する。
【０２８８】
また、上記レポーターアッセイでは、試験PRとして変異PRを使用することもできる。この
場合は、pRc/RSV-hPR Kozakの代わりに変異PRをコードするプラスミドを使用する。変異P
Rをコードするプラスミドを得るには、上記と同様にして、変異PRをコードするポリヌク
レオチドの上流にKozakコンセンサス配列を作動的に付加し、得られたポリヌクレオチド
をプラスミドpRc/RSV（Invitrogen）中のHindIIIの制限部位に挿入する。
【０２８９】
6.20．実施例20　ヒト正常ERβをコードするプラスミドの作製
ヒト前立腺cDNAライブラリー（CLONETECH、QUICK clone cDNA＃7123-1）を利用して、そ
こからヒト正常ERβをコードするcDNA（Genbankアクセッション番号AB006590）をPCR増幅
する。このPCR増幅におけるPCR混合物は、ヒト肝臓cDNAライブラリー10ng、配列番号192
に記載のオリゴヌクレオチド10pmol、配列番号193に記載のオリゴヌクレオチド10pmol、L
A-Taqポリメラーゼ（宝酒造）、LA-Taqポリメラーゼと一緒に提供される緩衝液、およびd
NTP（dATP、dTTP、dGTP、dCTP）を含む。配列番号192および配列番号193に記載のオリゴ
ヌクレオチドは、DNAシンセサイザー（モデル394、Applied Biosystems）を使って合成す
る。このPCR増幅では、PCRsystem 9700（Applied Biosystems）を使って、95℃で1分間の
インキュベーションの後、68℃で3分間のインキュベーションを課すインキュベーション
サイクルを35回繰り返す。
【０２９０】
得られたPCR混合物を低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、ニッポンジーン）に
かけて、ヒト正常ERβをコードするcDNAがPCR増幅されることを臭化エチジウム染色で確
認する。増幅されたcDNAを低融点アガロースゲルから回収した後、回収したcDNAの試料を
、Dye Terminator Sequence Kit FS（Applied Biosystems）を使って調製する。調製した
cDNA試料をABI自動シークエンサー（モデル377、Applied Biosystems）で配列決定する。
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【０２９１】
次に、cDNA中の開始コドン（ATG）のすぐ上流にKozakコンセンサス配列を加えるために、
新たなPCR増幅を行う。このPCR増幅におけるPCR混合物は、上記cDNA 100ng、配列番号194
に記載のオリゴヌクレオチド10pmol、配列番号195に記載のオリゴヌクレオチド10pmol、L
A-Taqポリメラーゼ（宝酒造）、LA-Taqポリメラーゼと一緒に提供される緩衝液、およびd
NTP（dATP、dTTP、dGTP、dCTP）を含む。このPCR増幅では、95℃で1分間のインキュベー
ションの後、68℃で3分間のインキュベーションを課すインキュベーションサイクルを25
回繰り返す。得られたPCR混合物を低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、ニッポ
ンジーン）にかける。増幅されたcDNAを低融点アガロースゲルから回収した後、1μgの増
幅cDNAをDNA Blunting Kit（宝酒造）で処理して、増幅cDNAの末端を平滑化する。次に、
それによって得たcDNAをT4ポリヌクレオチドキナーゼと反応させて、当該cDNAの末端をリ
ン酸化する。リン酸化されたcDNAをフェノール処理した後、リン酸化cDNAをエタノール沈
殿して、精製型のリン酸化cDNAを得る。
【０２９２】
プラスミドpRc/RSV（Invitrogen）を制限酵素HindIIIで消化した後、65℃で1時間、BAPで
処理する。次に、制限消化pRc/RSVをフェノール処理およびエタノール沈殿によって精製
する。次に、制限消化pRc/RSVをDNA Blunting Kit（宝酒造）で処理してその末端を平滑
化し、低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、ニッポンジーン）にかける。制限
消化されたpRc/RSVを低融点アガロースゲルから回収した後、その制限消化pRc/RSV 100ng
および上記精製型リン酸化cDNAの全てをT4 DNAリガーゼによるライゲーション反応に使用
する。そのライゲーション反応混合物を使って大腸菌コンピテントDH5α細胞（東洋紡）
を形質転換する。形質転換した大腸菌細胞をLB-ampで培養する。次にアンピシリン耐性を
示すクローンを回収する。次にそれらクローンの一部を使って、上記ライゲーション反応
によって生成したプラスミドをそこから単離する。次に、単離された各プラスミドの部分
試料を、Dye Terminator Sequence Kit FS（Applied Biosystems）を使って調製する。単
離されたプラスミドをABI自動シークエンサー（モデル377、Applied Biosystems）で配列
決定して、ヒト正常ERβをコードするプラスミドが存在することを確認する。そのような
プラスミドを選択し、pRc/RSV-hERβKozakと名づける。
【０２９３】
6.21．実施例21　ヒト試験ERβとしてヒト正常ERβを用いるレポーターアッセイ
6.21.1．安定形質転換EREカセット細胞の調製
6.3項で得た安定形質転換EREカセット細胞約2×106個を直径約10cmの培養皿（Falcon）を
使って、5％CO2下に37℃で、活性炭デキストランFBS/E-MEM培地で1日培養する。
【０２９４】
一過性発現のために、プラスミドpRc/RSV-hERβKozakを、リポフェクトアミン（Life Tec
hnologies）を用いるリポフェクション法により、安定形質転換EREカセット細胞の継代培
養物に導入する。リポフェクトアミンと一緒に提供されるマニュアルに従い、このリポフ
ェクション法の条件には、5時間の処理、7μg/培養皿のpRc/RSV-hERβKozak、および21μ
l/培養皿のリポフェクトアミンを含める。得られた細胞継代培養物を5％CO2下に37℃で16
時間培養した後、活性炭デキストランFBS/E-MEM培地を新しいバッチの活性炭デキストラ
ンFBS/E-MEM培地に交換して、細胞継代培養物をさらに3時間培養する。次に、その細胞継
代培養物を収集し、活性炭デキストランFBS/E-MEM培地に均一に懸濁する。
【０２９５】
6.21.2．EREレポーター遺伝子転写活性化活性の測定
第1DMSO溶液は様々な濃度の4-ヒドロキシタモキシフェンを含むように調製する。第1DMSO
溶液では、ヒト正常ERβに対するアゴニストとして4-ヒドロキシタモキシフェンを使用す
る。また、第2DMSO溶液は10nMのE2と様々な濃度の4-ヒドロキシタモキシフェンとを含む
ように調製する。第2DMSO溶液では、ERβに対するアンタゴニストとして4-ヒドロキシタ
モキシフェンを使用する。
【０２９６】



(59) JP 4742483 B2 2011.8.10

10

20

30

40

50

96ウェルViewPlateで、第1および第2DMSO溶液をそれぞれ上記6.21.1項で調製した継代培
養物と、各ウェル中の第1または第2DMSO溶液の濃度が約0.1％（v/v）になるように混合す
る。また、標準物質として、96ウェルViewPlateのウェルで、上記細胞の試料を、E2 を含
有するDMSO溶液と混合する。
【０２９７】
次に、細胞を5％CO2下に37℃で40時間培養する。5倍希釈した溶解緩衝液PGC50（東洋イン
キ）をウェル中の細胞に1ウェルあたり50μlずつ加える。その96ウェルViewPlateをとき
どき穏やかに振とうしながら室温で30分間インキュベートする。次に、溶解した細胞10μ
lをそれぞれ白色96ウェルサンプルプレート（Berthold）に移し、自動基質注入器を装着
したルミノメーターLB96P（Berthold）にセットする。次に、基質溶液PGL100（東洋イン
キ）50μlを白色96ウェルサンプルプレート中の各溶解細胞にそれぞれ自動的に分注して
、各ウェル中のルシフェラーゼ活性をルミノメーターLB96Pで直ちに5秒間測定する。
【０２９８】
また、上記レポーターアッセイでは、試験ERβとして変異ERβを使用することもできる。
この場合は、pRc/RSV-hERβKozakの代わりに変異ERβをコードするプラスミドを使用する
。変異ERβをコードするプラスミドを得るには、上記と同様にして、変異ERβをコードす
るポリヌクレオチドの上流にKozakコンセンサス配列を作動的に付加し、得られたポリヌ
クレオチドをプラスミドpRc/RSV（Invitrogen）中のHindIIIの制限部位に挿入する。
【０２９９】
6.22．実施例22　ヒト正常TRαをコードするプラスミドの作製
ヒト肝臓cDNAライブラリー（CLONETECH、QUICK clone cDNA＃7113-1）を利用して、そこ
からヒト正常TRαをコードするcDNA（Genbankアクセッション番号M24748）をPCR増幅する
。このPCR増幅におけるPCR混合物は、ヒト肝臓cDNAライブラリー10ng、配列番号196に記
載のオリゴヌクレオチド10pmol、配列番号197に記載のオリゴヌクレオチド10pmol、LA-Ta
qポリメラーゼ（宝酒造）、LA-Taqポリメラーゼと一緒に提供される緩衝液、およびdNTP
（dATP、dTTP、dGTP、dCTP）を含む。配列番号196および配列番号197に記載のオリゴヌク
レオチドは、DNAシンセサイザー（モデル394、Applied Biosystems）を使って合成する。
このPCR増幅では、PCRsystem 9700（Applied Biosystems）を使って、95℃で1分間のイン
キュベーションの後、68℃で3分間のインキュベーションを課すインキュベーションサイ
クルを35回繰り返す。
【０３００】
得られたPCR混合物を低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、ニッポンジーン）に
かけて、ヒト正常TRαをコードするcDNAがPCR増幅されることを臭化エチジウム染色で確
認する。増幅されたcDNAを低融点アガロースゲルから回収した後、回収したcDNAの試料を
、Dye Terminator Sequence Kit FS（Applied Biosystems）を使って調製する。調製した
cDNA試料をABI自動シークエンサー（モデル377、Applied Biosystems）で配列決定する。
【０３０１】
次に、cDNA中の開始コドン（ATG）のすぐ上流にKozakコンセンサス配列を加えるために、
新たなPCR増幅を行う。このPCR増幅におけるPCR混合物は、ヒト正常TRαをコードするcDN
A 100ng、配列番号198に記載のオリゴヌクレオチド10pmol、配列番号199に記載のオリゴ
ヌクレオチド10pmol、LA-Taqポリメラーゼ（宝酒造）、LA-Taqポリメラーゼと一緒に提供
される緩衝液、およびdNTP（dATP、dTTP、dGTP、dCTP）を含む。このPCR増幅では、95℃
で1分間のインキュベーションの後、68℃で3分間のインキュベーションを課すインキュベ
ーションサイクルを25回繰り返す。得られたPCR混合物を低融点アガロースゲル電気泳動
（アガロースL、ニッポンジーン）にかける。増幅されたcDNAを低融点アガロースゲルか
ら回収した後、1μgの増幅cDNAをDNA Blunting Kit（宝酒造）で処理して、増幅cDNAの末
端を平滑化する。次に、それによって得たcDNAをT4ポリヌクレオチドキナーゼと反応させ
て、当該cDNAの末端をリン酸化する。リン酸化されたcDNAをフェノール処理した後、リン
酸化cDNAをエタノール沈殿して、精製型のリン酸化cDNAを得る。
【０３０２】
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プラスミドpRc/RSV（Invitrogen）を制限酵素HindIIIで消化した後、65℃で1時間、BAPで
処理する。次に、制限消化pRc/RSVをフェノール処理およびエタノール沈殿によって精製
する。次に、制限消化pRc/RSVをDNA Blunting Kit（宝酒造）で処理してその末端を平滑
化し、低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、ニッポンジーン）にかける。制限
消化されたpRc/RSVを低融点アガロースゲルから回収した後、その制限消化pRc/RSV 100ng
および上記精製型リン酸化cDNAの全てをT4 DNAリガーゼによるライゲーション反応に使用
する。そのライゲーション反応混合物を使って大腸菌コンピテントDH5α細胞（東洋紡）
を形質転換する。形質転換した大腸菌細胞をLB-ampで培養する。次にアンピシリン耐性を
示すクローンを回収する。次にそれらクローンの一部を使って、上記ライゲーション反応
によって生成したプラスミドをそこから単離する。次に、単離された各プラスミドの部分
試料を、Dye Terminator Sequence Kit FS（Applied Biosystems）を使って調製する。単
離されたプラスミドをABI自動シークエンサー（モデル377、Applied Biosystems）で配列
決定して、ヒト正常TRαをコードするプラスミドが存在することを確認する。そのような
プラスミドを選択し、pRc/RSV-hTRαKozakと名づける。
【０３０３】
6.23．実施例23　ヒト正常TRβをコードするプラスミドの作製
ヒト肝臓cDNAライブラリー（CLONETECH、QUICK clone cDNA＃7113-1）を利用して、そこ
からヒト正常TRβをコードするcDNA（Genbankアクセッション番号M26747）をPCR増幅する
。このPCR増幅におけるPCR混合物は、ヒト肝臓cDNAライブラリー10ng、配列番号200に記
載のオリゴヌクレオチド10pmol、配列番号201に記載のオリゴヌクレオチド10pmol、LA-Ta
qポリメラーゼ（宝酒造）、LA-Taqポリメラーゼと一緒に提供される緩衝液、およびdNTP
（dATP、dTTP、dGTP、dCTP）を含む。配列番号200および配列番号201に記載のオリゴヌク
レオチドは、DNAシンセサイザー（モデル394、Applied Biosystems）を使って合成する。
このPCR増幅では、PCRsystem 9700（Applied Biosystems）を使って、95℃で1分間のイン
キュベーションの後、68℃で3分間のインキュベーションを課すインキュベーションサイ
クルを35回繰り返す。
【０３０４】
得られたPCR混合物を低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、ニッポンジーン）に
かけて、ヒト正常TRβをコードするcDNAがPCR増幅されることを臭化エチジウム染色で確
認する。増幅されたcDNAを低融点アガロースゲルから回収した後、回収したcDNAの試料を
、Dye Terminator Sequence Kit FS（Applied Biosystems）を使って調製する。調製した
cDNA試料をABI自動シークエンサー（モデル377、Applied Biosystems）で配列決定する。
【０３０５】
次に、cDNA中の開始コドン（ATG）のすぐ上流にKozakコンセンサス配列を加えるために、
新たなPCR増幅を行う。このPCR増幅におけるPCR混合物は、ヒト正常TRαβをコードするc
DNA 100ng、配列番号202に記載のオリゴヌクレオチド10pmol、配列番号203に記載のオリ
ゴヌクレオチド10pmol、LA-Taqポリメラーゼ（宝酒造）、LA-Taqポリメラーゼと一緒に提
供される緩衝液、およびdNTP（dATP、dTTP、dGTP、dCTP）を含む。このPCR増幅では、95
℃で1分間のインキュベーションの後、68℃で3分間のインキュベーションを課すインキュ
ベーションサイクルを25回繰り返す。得られたPCR混合物を低融点アガロースゲル電気泳
動（アガロースL、ニッポンジーン）にかける。増幅されたcDNAを低融点アガロースゲル
から回収した後、1μgの増幅cDNAをDNA Blunting Kit（宝酒造）で処理して、増幅cDNAの
末端を平滑化する。次に、それによって得たcDNAをT4ポリヌクレオチドキナーゼと反応さ
せて、当該cDNAの末端をリン酸化する。リン酸化されたcDNAをフェノール処理した後、リ
ン酸化cDNAをエタノール沈殿して、精製型のリン酸化cDNAを得る。
【０３０６】
プラスミドpRc/RSV（Invitrogen）を制限酵素HindIIIで消化した後、65℃で1時間、BAPで
処理する。次に、制限消化pRc/RSVをフェノール処理およびエタノール沈殿によって精製
する。次に、制限消化pRc/RSVをDNA Blunting Kit（宝酒造）で処理してその末端を平滑
化し、低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、ニッポンジーン）にかける。制限
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消化されたpRc/RSVを低融点アガロースゲルから回収した後、その制限消化pRc/RSV 100ng
および上記精製型リン酸化cDNAの全てをT4 DNAリガーゼによるライゲーション反応に使用
する。そのライゲーション反応混合物を使って大腸菌コンピテントDH5α細胞（東洋紡）
を形質転換する。形質転換した大腸菌細胞をLB-ampで培養する。次にアンピシリン耐性を
示すクローンを回収する。次にそれらクローンの一部を使って、上記ライゲーション反応
によって生成したプラスミドをそこから単離する。次に、単離された各プラスミドの部分
試料を、Dye Terminator Sequence Kit FS（Applied Biosystems）を使って調製する。単
離されたプラスミドをABI自動シークエンサー（モデル377、Applied Biosystems）で配列
決定して、ヒト正常TRβをコードするプラスミドが存在することを確認する。そのような
プラスミドを選択し、pRc/RSV-hTRβKozakと名づける。
【０３０７】
6.24．実施例24　DR4レポーター遺伝子を含有するプラスミドの作製
配列番号204に記載のオリゴヌクレオチドと、それに相補的なヌクレオチド配列を持つオ
リゴヌクレオチドとを、DNAシンセサイザーで合成する。配列番号204に記載のオリゴヌク
レオチドは、DR4の一方の鎖をコードするように合成する。もう一つのオリゴヌクレオチ
ドは、第1オリゴヌクレオチドに相補的なヌクレオチド配列を持つように合成する。これ
ら2つのオリゴヌクレオチドを互いにアニールさせて、DR4配列をコードするDNA（以下、D
R4 DNAという）を作製する。次に、DR4 DNAをT4ポリヌクレオチドキナーゼと反応させて
、DR4 DNAの末端をリン酸化する。次に、DR4 DNAをT4 DNAリガーゼで互いに結合させて、
DR4配列が5回縦列反復したDR4×5 DNAを得る。次に、そのライゲーション反応混合物を低
融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、ニッポンジーン）にかけて、そのゲルからD
R4×5 DNAを回収する。
【０３０８】
6.2項で得たプラスミドpGL3-TATAを制限酵素SmaIで制限消化した後、65℃で1時間、BAPで
処理する。次に、その制限消化反応混合物を低融点アガロースゲル電気泳動（アガロース
L、ニッポンジーン）にかける。その低融点アガロースゲルからホタルルシフェラーゼを
コードするヌクレオチド配列を持つDNA断片を回収した後、回収したDNA断片100ngとDR4×
5 DNA 1μgとをライゲーション反応に使用する。次に、得られたライゲーション反応混合
物を使って大腸菌コンピテントDH5α細胞（東洋紡）を形質転換する。形質転換した大腸
菌細胞をLB-ampで培養する。次にアンピシリン耐性を示すクローンを回収する。次にそれ
らクローンの一部を使って、上記ライゲーション反応によって生成したプラスミドをそこ
から単離する。次に単離された各プラスミドの部分試料を制限酵素KpnIおよびXhoIで制限
消化する。その制限消化反応混合物をアガロースゲル電気泳動にかけて、DR4×5 DNAがpG
L3-TATA中の制限酵素SmaIの制限部位に挿入されている構造を持つプラスミドが存在する
ことを確認する。そのような構造を持つプラスミドを選択し、pGL3-TATA-DR4×5と名づけ
る。
【０３０９】
次に、プラスミドpGL3-TATA-DR4×5を制限酵素SalIで制限消化する。制限消化されたpGL3
-TATA-DR4×5の末端をBlunting Kit（宝酒造）で平滑化した後、その制限消化pGL3-TATA-
DR4×5を65℃で1時間、BAPで処理する。また、6.2項で得たブラストサイジンSデアミナー
ゼ遺伝子をコードするDNA断片（BamHI-BamHI断片）の末端も、Blunting Kitを使って平滑
化する。
【０３１０】
次に、ブラストサイジンSデアミナーゼ遺伝子発現カセットをコードするDNA断片と、制限
消化pGL3-TATA-DR4×5とを混合して、T4 DNAリガーゼによるライゲーション反応を行う。
そのライゲーション反応混合物を使って大腸菌コンピテントDH5α細胞（東洋紡）を形質
転換する。形質転換した大腸菌細胞をLB-ampで培養する。次に、アンピシリン耐性を示す
クローンを回収する。次にそれらクローンの一部を使って、上記ライゲーション反応によ
って生成したプラスミドをそこから単離する。次に、単離された各プラスミドの部分試料
を、Dye Terminator Sequence Kit FS（Applied Biosystems）を使って調製する。単離さ
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れたプラスミドをABI自動シークエンサー（モデル377、Applied Biosystems）で配列決定
して、ブラストサイジンSデアミナーゼ遺伝子発現カセットをコードするDNAがpGL3-TATA-
DR4×5中の制限酵素SalIの制限部位に挿入されている構造を持つプラスミドが存在するか
どうかを確認する。そのようなプラスミドを選択し、pGL3-TATA-DR4×5-BSDと名づける。
【０３１１】
6.25．実施例25　DR4レポーター遺伝子を染色体の一つに安定に含有する安定形質転換細
胞の作製
DR4レポーター遺伝子を染色体の一つに安定に含有する安定形質転換細胞（以下、安定形
質転換DR4カセット細胞という）を作製するために、プラスミドpGL3-TATA-DR4×5-BSDを
線状化し、HeLa細胞に導入した。
【０３１２】
プラスミドpGL3-TATA-DR4×5-BSDを線状化するために、pGL3-TATA-DR4×5-BSDを制限酵素
NotIで制限消化する。
【０３１３】
直径約10cmの培養皿（Falcon）を使用し、10％FBSを含むDMEM培地（日水製薬）にて、5％
CO2下に37℃で、約5×105個のHeLa細胞を宿主細胞として1日培養する。
【０３１４】
次に、線状化pGL3-TATA-DR4×5-BSDを、リポフェクトアミン（Life Technologies）を用
いるリポフェクション法によって培養HeLa細胞に導入する。リポフェクトアミンと一緒に
提供されるマニュアルに従い、このリポフェクション法の条件には、5時間の処理、7μg/
培養皿の線状化pGL3-TATA-DR4×5-BSD、および21μl/培養皿のリポフェクトアミンを含め
る。
【０３１５】
リポフェクション処理の後、DMEM培地を、10％FBSを含むDMEM培地と交換し、形質転換し
たHeLa細胞を約36時間培養する。次に、形質転換HeLa細胞をトリプシン処理によって培養
皿から除去、収集し、ブラストサイジンSを16μg/mlの濃度になるように添加した培地を
含む容器に移す。ブラストサイジンS含有培地を3、4日毎に新しいバッチのブラストサイ
ジンS含有培地に交換しながら、前記ブラストサイジンS含有培地で形質転換HeLa細胞を1
ヶ月培養する。
【０３１６】
その結果増殖して1～数mmの直径を持つコロニーを形成することができるクローンを、前
もって培地を分注しておいた96ウェルViewPlate（Berthold）のウェルに、丸ごと移す。
それらのクローンをさらに培養する。クローンが増殖してウェルの底面の50％以上を覆う
ようになったら（移植の約5日後）、それらのクローンをトリプシン処理によって除去、
収集する。次に、各クローンを2つの継代培養物に分割する。一方の継代培養物は96ウェ
ルViewPlateに移して、それをマスタープレートとする。他方の継代培養物は96ウェルVie
wPlateに移して、これをアッセイプレートとする。マスタープレートとアッセイプレート
は、クローンを培養することができるように培地を含有する。マスタープレートは同様の
条件で引き続き培養する。
【０３１７】
次に、アッセイプレートのウェル中の培地をウェルから除去し、ウェル壁に付着したクロ
ーンをPBS(-)で2回洗浄する。5倍希釈した溶解緩衝液PGC50（東洋インキ）をアッセイプ
レートのウェル中のクローンに1ウェルあたり20μlずつ加える。そのアッセイプレートを
室温で30分間静置した後、自動基質注入器を装着したルミノメーターLB96P（Berthold）
にセットする。次に、基質溶液PGL100（東洋インキ）50μlをアッセイプレート中の各溶
解クローンに自動的に分注して、各ウェル中のルシフェラーゼ活性をルミノメーターLB96
Pで測定する。ルシフェラーゼ活性を示した複数のクローンをそこから選択する。
【０３１８】
次に、選択したクローンの試料を、直径約10cmの培養皿（Falcon）を用いて、活性炭デキ
ストランFBS/E-MEM培地中、5％CO2下に、37℃で1日培養する。
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【０３１９】
次に、リポフェクトアミン（Life Technologies）を用いるリポフェクション法により、
プラスミドpRc/RSV-hTRαKozakを、上で選択したクローンに導入して、2次クローンを得
る。リポフェクトアミンと一緒に提供されるマニュアルに従い、このリポフェクション法
の条件には、5時間の処理、7μg/培養皿の上記pRc/RSV-hTRαKozak、および21μl/培養皿
のリポフェクトアミンを含めた。次に、得られた2次クローンに、ヒト正常TRαの天然の
コグネイトリガンドであるトリヨードチロニン（T3）を含有するDMSO溶液を、培地中のT3
濃度が10nMになるように加える。それらの2次クローンを2日間培養した後、各2次クロー
ンについて上記と同様にルシフェラーゼ活性を測定する。最も高いルシフェラーゼ活性の
誘導を示す2次クローンを与えたマスタープレート中のクローンを、安定形質転換DR4カセ
ット細胞として選択する。
【０３２０】
ちなみに、安定形質転換DR4カセット細胞は、TRα、TRβ、CAR、LXR、PXRなどを用いるレ
ポーターアッセイに使用することができる。
【０３２１】
6.26．実施例26　ヒト正常VDRをコードするプラスミドの作製
ヒト肝臓cDNAライブラリー（CLONETECH、QUICK clone cDNA＃7113-1）を利用して、そこ
からヒト正常VDRをコードするcDNA（Genbankアクセッション番号J03258）をPCR増幅する
。このPCR増幅におけるPCR混合物は、ヒト肝臓cDNAライブラリー10ng、配列番号205に記
載のオリゴヌクレオチド10pmol、配列番号206に記載のオリゴヌクレオチド10pmol、LA-Ta
qポリメラーゼ（宝酒造）、LA-Taqポリメラーゼと一緒に提供される緩衝液、およびdNTP
（dATP、dTTP、dGTP、dCTP）を含む。配列番号205および配列番号206に記載のオリゴヌク
レオチドは、DNAシンセサイザー（モデル394、Applied Biosystems）を使って合成する。
このPCR増幅では、PCRsystem 9700（Applied Biosystems）を使って、95℃で1分間のイン
キュベーションの後、68℃で3分間のインキュベーションを課すインキュベーションサイ
クルを35回繰り返す。
【０３２２】
得られたPCR混合物を低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、ニッポンジーン）に
かけて、ヒト正常VDRをコードするcDNAがPCR増幅されることを臭化エチジウム染色で確認
する。増幅されたcDNAを低融点アガロースゲルから回収した後、回収したcDNAの試料を、
Dye Terminator Sequence Kit FS（Applied Biosystems）を使って調製する。調製したcD
NA試料をABI自動シークエンサー（モデル377、Applied Biosystems）で配列決定する。
【０３２３】
次に、正常VDRをコードするcDNA中の開始コドン（ATG）のすぐ上流にKozakコンセンサス
配列を加えるために、新たなPCR増幅を行う。このPCR増幅におけるPCR混合物は、正常VDR
をコードするcDNA 100ng、配列番号207に記載のオリゴヌクレオチド10pmol、配列番号208
に記載のオリゴヌクレオチド10pmol、LA-Taqポリメラーゼ（宝酒造）、LA-Taqポリメラー
ゼと一緒に提供される緩衝液、およびdNTP（dATP、dTTP、dGTP、dCTP）を含む。このPCR
増幅では、95℃で1分間のインキュベーションの後、68℃で3分間のインキュベーションを
課すインキュベーションサイクルを25回繰り返す。得られたPCR混合物を低融点アガロー
スゲル電気泳動（アガロースL、ニッポンジーン）にかける。増幅されたcDNAを低融点ア
ガロースゲルから回収した後、1μgの増幅cDNAをDNA Blunting Kit（宝酒造）で処理して
、増幅cDNAの末端を平滑化する。次に、それによって得たcDNAをT4ポリヌクレオチドキナ
ーゼと反応させて、当該cDNAの末端をリン酸化する。リン酸化されたcDNAをフェノール処
理した後、リン酸化cDNAをエタノール沈殿して、精製型のリン酸化cDNAを得る。
【０３２４】
プラスミドpRc/RSV（Invitrogen）を制限酵素HindIIIで消化した後、65℃で1時間、BAPで
処理する。次に、制限消化pRc/RSVをフェノール処理およびエタノール沈殿によって精製
する。次に、制限消化pRc/RSVをDNA Blunting Kit（宝酒造）で処理してその末端を平滑
化し、低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、ニッポンジーン）にかける。制限
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消化されたpRc/RSVを低融点アガロースゲルから回収した後、その制限消化pRc/RSV 100ng
および上記精製型リン酸化cDNAの全てをT4 DNAリガーゼによるライゲーション反応に使用
する。そのライゲーション反応混合物を使って大腸菌コンピテントDH5α細胞（東洋紡）
を形質転換する。形質転換した大腸菌細胞をLB-ampで培養する。次にアンピシリン耐性を
示すクローンを回収する。次にそれらクローンの一部を使って、上記ライゲーション反応
によって生成したプラスミドをそこから単離する。次に、単離された各プラスミドの部分
試料を、Dye Terminator Sequence Kit FS（Applied Biosystems）を使って調製する。単
離されたプラスミドをABI自動シークエンサー（モデル377、Applied Biosystems）で配列
決定して、ヒト正常VDRをコードするプラスミドが存在することを確認する。そのような
プラスミドを選択し、pRc/RSV-hVDR Kozakと名づける。
【０３２５】
6.27．実施例27　DR3レポーター遺伝子を含有するプラスミドの作製
配列番号209に記載のオリゴヌクレオチドと、それに相補的なヌクレオチド配列を持つオ
リゴヌクレオチドとを、DNAシンセサイザーで合成する。配列番号209に記載のオリゴヌク
レオチドは、DR3の一方の鎖をコードするように合成する。もう一つのオリゴヌクレオチ
ドは、第1オリゴヌクレオチドに相補的なヌクレオチド配列を持つように合成する。これ
ら2つのオリゴヌクレオチドを互いにアニールさせて、DR3配列をコードするDNA（以下、D
R3 DNAという）を作製する。次に、DR3 DNAをT4ポリヌクレオチドキナーゼと反応させて
、DR3 DNAの末端をリン酸化する。次に、DR3 DNAをT4 DNAリガーゼで互いに結合させて、
DR3配列が5回縦列反復したDR3×5 DNAを得る。次に、そのライゲーション反応混合物を低
融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、ニッポンジーン）にかけて、そのゲルからD
R3×5 DNAを回収する。
【０３２６】
6.2項で得たプラスミドpGL3-TATAを制限酵素SmaIで制限消化した後、65℃で1時間、BAPで
処理する。次に、その制限消化反応混合物を低融点アガロースゲル電気泳動（アガロース
L、ニッポンジーン）にかける。その低融点アガロースゲルからホタルルシフェラーゼを
コードするヌクレオチド配列を持つDNA断片を回収した後、回収したDNA断片100ngとDR3×
5 DNA 1μgとをライゲーション反応に使用する。次に、得られたライゲーション反応混合
物を使って大腸菌コンピテントDH5α細胞（東洋紡）を形質転換する。形質転換した大腸
菌細胞をLB-ampで培養する。次にアンピシリン耐性を示すクローンを回収する。次にそれ
らクローンの一部を使って、上記ライゲーション反応によって生成したプラスミドをそこ
から単離する。次に単離された各プラスミドの部分試料を制限酵素KpnIおよびXhoIで制限
消化する。その制限消化反応混合物をアガロースゲル電気泳動にかけて、DR3×5 DNAがpG
L3-TATA中の制限酵素SmaIの制限部位に挿入されている構造を持つプラスミドが存在する
ことを確認する。そのようなプラスミドを選択し、pGL3-TATA-DR3×5と名づける。
【０３２７】
次に、プラスミドpGL3-TATA-DR3×5を制限酵素SalIで制限消化する。制限消化されたpGL3
-TATA-DR3×5の末端をBlunting Kit（宝酒造）で平滑化した後、その制限消化pGL3-TATA-
DR3×5を65℃で1時間、BAPで処理する。また、6.2項で得たブラストサイジンSデアミナー
ゼ遺伝子発現カセットを含むDNA断片（BamHI-BamHI断片）の末端も、Blunting Kitを使っ
て平滑化する。平滑末端化pGL3-TATA-DR3×5と、ブラストサイジンSデアミナーゼ遺伝子
発現カセットを含む平滑末端化DNA断片とを、T4 DNAリガーゼによるライゲーション反応
に使用する。次に、得られたライゲーション反応混合物を使って大腸菌コンピテントDH5
α細胞（東洋紡）を形質転換する。形質転換した大腸菌細胞をLB-ampで培養する。次に、
アンピシリン耐性を示すクローンを回収する。次にそれらクローンの一部を使って、上記
ライゲーション反応によって生成したプラスミドをそこから単離する。ブラストサイジン
Sデアミナーゼ遺伝子発現カセットを含むDNA断片がpGL3-TATA-DR3×5中の制限酵素SalIの
制限部位に挿入されている単離プラスミドを選択し、pGL3-TATA-DR3×5-BSDと名づける。
【０３２８】
6.28．実施例28　DR3レポーター遺伝子を染色体の一つに安定に含有する安定形質転換カ
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セット細胞の作製
DR3レポーター遺伝子を染色体の一つに安定に含有する安定形質転換細胞（以下、安定形
質転換DR3カセット細胞という）を作製するために、プラスミドpGL3-TATA-DR3×5-BSDを
線状化し、HeLa細胞に導入した。
【０３２９】
プラスミドpGL3-TATA-DR3×5-BSDを制限酵素NotIで制限消化することにより、pGL3-TATA-
DR3×5-BSDを線状化する。
【０３３０】
直径約10cmの培養皿（Falcon）を使用し、10％FBSを含むDMEM培地（日水製薬）にて、5％
CO2下に37℃で、約5×105個のHeLa細胞を宿主細胞として1日培養する。
【０３３１】
次に、リポフェクトアミン（Life Technologies）を用いるリポフェクション法によって
線状化pGL3-TATA-DR3×5-BSDを培養HeLa細胞に導入する。リポフェクトアミンと一緒に提
供されるマニュアルに従い、このリポフェクション法の条件には、5時間の処理、7μg/培
養皿の線状化pGL3-TATA-DR3×5-BSD、および21μl/培養皿のリポフェクトアミンを含める
。
【０３３２】
リポフェクション処理の後、DMEM培地を、10％FBSを含むDMEM培地と交換し、形質転換し
たHeLa細胞を約36時間培養する。次に、形質転換HeLa細胞をトリプシン処理によって培養
皿から除去、収集し、ブラストサイジンSを16μg/mlの濃度になるように添加した培地を
含む容器に移す。ブラストサイジンS含有培地を3、4日毎に新しいバッチのブラストサイ
ジンS含有DMEM培地に交換しながら、前記ブラストサイジンS含有培地で形質転換HeLa細胞
を1ヶ月培養する。
【０３３３】
増殖して1～数mmの直径を持つコロニーを形成することができるクローンを、前もって培
地を分注しておいた96ウェルViewPlate（Berthold）のウェルに、丸ごと移す。それらの
クローンをさらに培養する。クローンが増殖してウェルの底面の50％以上を覆うようにな
ったら（移植の約5日後）、それらのクローンをトリプシン処理によって除去、収集する
。次に、各クローンを2つの継代培養物に分割する。一方の継代培養物は96ウェルViewPla
teに移して、それをマスタープレートとする。他方の継代培養物は96ウェルViewPlateに
移して、これをアッセイプレートとする。マスタープレートとアッセイプレートは、クロ
ーンを培養することができるように培地を含有する。マスタープレートは同様の条件で引
き続き培養する。
【０３３４】
次に、アッセイプレートのウェル中の培地をウェルから除去し、ウェル壁に付着したクロ
ーンをPBS(-)で2回洗浄する。5倍希釈した溶解緩衝液PGC50（東洋インキ）をアッセイプ
レートのウェル中のクローンに1ウェルあたり20μlずつ加える。そのアッセイプレートを
室温で30分間静置した後、自動基質注入器を装着したルミノメーターLB96P（Berthold）
にセットする。次に、基質溶液PGL100（東洋インキ）50μlをアッセイプレート中の各溶
解クローンに自動的に分注して、各ウェル中のルシフェラーゼ活性をルミノメーターLB96
Pで測定する。ルシフェラーゼ活性を示した複数のクローンをそこから選択する。
【０３３５】
次に、選択したクローンの試料を、直径約10cmの培養皿（Falcon）を用いて、活性炭デキ
ストランFBS/E-MEM培地中、5％CO2下に、37℃で1～2週間培養する。
【０３３６】
次に、リポフェクトアミン（Life Technologies）を用いるリポフェクション法により、
プラスミドpRc/RSV-hVDR Kozakを、上で選択したクローンに導入して、2次クローンを得
る。リポフェクトアミンと一緒に提供されるマニュアルに従い、このリポフェクション法
の条件には、5時間の処理、7μg/培養皿の上記pRc/RSV-VDR Kozak、および21μl/培養皿
のリポフェクトアミンを含めた。次に、得られた2次クローンに、ヒト正常VDRの天然のコ
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グネイトリガンドである1,25-(OH)ビタミンD3を含有するDMSO溶液を、培地中の1,25-(OH)
ビタミンD3濃度が10nMになるように加える。それらの2次クローンを2日間培養した後、各
2次クローンについて上記と同様にルシフェラーゼ活性を測定する。最も高いルシフェラ
ーゼ活性の誘導を示す2次クローンを与えたマスタープレート中のクローンを、安定形質
転換DR3カセット細胞として選択する。
【０３３７】
6.29．実施例29　正常PPARγをコードするプラスミドの作製
ヒト肝臓cDNAライブラリー（CLONETECH、QUICK clone cDNA＃7113-1）を利用して、そこ
からヒト正常PPARγをコードするcDNA（Genbankアクセッション番号U79012）をPCR増幅す
る。このPCR増幅におけるPCR混合物は、ヒト肝臓cDNAライブラリー10ng、配列番号210に
記載のオリゴヌクレオチド10pmol、配列番号211に記載のオリゴヌクレオチド10pmol、LA-
Taqポリメラーゼ（宝酒造）、LA-Taqポリメラーゼと一緒に提供される緩衝液、およびdNT
P（dATP、dTTP、dGTP、dCTP）を含む。配列番号210および配列番号211に記載のオリゴヌ
クレオチドは、DNAシンセサイザー（モデル394、Applied Biosystems）を使って合成する
。このPCR増幅では、PCRsystem 9700（Applied Biosystems）を使って、95℃で1分間のイ
ンキュベーションの後、68℃で3分間のインキュベーションを課すインキュベーションサ
イクルを35回繰り返す。
【０３３８】
得られたPCR混合物を低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、ニッポンジーン）に
かけて、ヒト正常PPARγをコードするcDNAがPCR増幅されることを臭化エチジウム染色で
確認する。増幅されたcDNAを低融点アガロースゲルから回収した後、回収したcDNAの試料
を、Dye Terminator Sequence Kit FS（Applied Biosystems）を使って調製する。調製し
たcDNA試料をABI自動シークエンサー（モデル377、Applied Biosystems）で配列決定する
。
【０３３９】
次に、上記cDNA中の開始コドン（ATG）のすぐ上流にKozakコンセンサス配列を加えるため
に、新たなPCR増幅を行う。このPCR増幅におけるPCR混合物は、正常PPARγおよびKozakコ
ンセンサス配列をコードするcDNA 100ng、配列番号212に記載のオリゴヌクレオチド、配
列番号211に記載のオリゴヌクレオチド、LA-Taqポリメラーゼ（宝酒造）、LA-Taqポリメ
ラーゼと一緒に提供される緩衝液、およびdNTP（dATP、dTTP、dGTP、dCTP）を含む。この
PCR増幅では、95℃で1分間のインキュベーションの後、68℃で3分間のインキュベーショ
ンを課すインキュベーションサイクルを25回繰り返す。得られたPCR混合物を低融点アガ
ロースゲル電気泳動（アガロースL、ニッポンジーン）にかける。増幅されたcDNAを低融
点アガロースゲルから回収した後、1μgの増幅cDNAをDNA Blunting Kit（宝酒造）で処理
して、増幅cDNAの末端を平滑化する。次に、それによって得たcDNAをT4ポリヌクレオチド
キナーゼと反応させて、当該cDNAの末端をリン酸化する。リン酸化されたcDNAをフェノー
ル処理した後、リン酸化cDNAをエタノール沈殿して、精製型のリン酸化cDNAを得る。
【０３４０】
プラスミドpRc/RSV（Invitrogen）を制限酵素HindIIIで消化した後、65℃で1時間、BAPで
処理する。次に、制限消化pRc/RSVをフェノール処理およびエタノール沈殿によって精製
する。次に、制限消化pRc/RSVをDNA Blunting Kit（宝酒造）で処理してその末端を平滑
化し、低融点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、ニッポンジーン）にかける。制限
消化されたpRc/RSVを低融点アガロースゲルから回収した後、その制限消化pRc/RSV 100ng
および上記精製型リン酸化cDNAの全てをT4 DNAリガーゼによるライゲーション反応に使用
する。そのライゲーション反応混合物を使って大腸菌コンピテントDH5α細胞（東洋紡）
を形質転換する。形質転換した大腸菌細胞をLB-ampで培養する。次にアンピシリン耐性を
示すクローンを回収する。次にそれらクローンの一部を使って、上記ライゲーション反応
によって生成したプラスミドをそこから単離する。次に、単離された各プラスミドの部分
試料を、Dye Terminator Sequence Kit FS（Applied Biosystems）を使って調製する。単
離されたプラスミドをABI自動シークエンサー（モデル377、Applied Biosystems）で配列
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決定して、ヒト正常PPARγをコードするプラスミドが存在することを確認する。そのよう
なプラスミドを選択し、pRc/RSV-hPPARγKozakと名づける。
【０３４１】
6.30．実施例30　DR1レポーター遺伝子を含有するプラスミドの作製
配列番号213に記載のオリゴヌクレオチドと、それに相補的なヌクレオチド配列を持つオ
リゴヌクレオチドとを、DNAシンセサイザーで合成する。配列番号213に記載のオリゴヌク
レオチドは、DR1配列の一方の鎖をコードするように合成する。もう一つのオリゴヌクレ
オチドは、第1オリゴヌクレオチドに相補的なヌクレオチド配列を持つように合成する。
これら2つのオリゴヌクレオチドを互いにアニールさせて、DR1配列をコードするDNA（以
下、DR1 DNAという）を作製する。T4ポリヌクレオチドキナーゼをDR1 DNAと反応させて、
DR1 DNAの末端をリン酸化する。次に、DR1 DNAをT4 DNAリガーゼで互いに結合させて、DR
1配列が5回縦列反復したDR1×5 DNAを得る。次に、そのライゲーション反応混合物を低融
点アガロースゲル電気泳動（アガロースL、ニッポンジーン）にかけて、そのゲルからDR1
×5 DNAを回収する。
【０３４２】
6.2項で得たプラスミドpGL3-TATAを制限酵素SmaIで制限消化した後、65℃で1時間、BAPで
処理する。次に、その制限消化反応混合物を低融点アガロースゲル電気泳動（アガロース
L、ニッポンジーン）にかける。その低融点アガロースゲルからホタルルシフェラーゼを
コードするヌクレオチド配列を持つDNA断片を回収した後、回収したDNA断片100ngとDR1×
5 DNA 1μgとをT4 DNAリガーゼによるライゲーション反応に使用する。次に、得られたラ
イゲーション反応混合物を使って大腸菌コンピテントDH5α細胞（東洋紡）を形質転換す
る。形質転換した大腸菌細胞をLB-ampで培養する。次にアンピシリン耐性を示すクローン
を回収する。次にそれらクローンの一部を使って、上記ライゲーション反応によって生成
したプラスミドをそこから単離する。次に単離された各プラスミドの部分試料を制限酵素
KpnIおよびXhoIで制限消化する。その制限消化反応混合物をアガロースゲル電気泳動にか
けて、DR1×5 DNAがpGL3-TATA中の制限酵素SmaIの制限部位に挿入されているプラスミド
が存在することを確認する。次に、そのプラスミドをABI自動シークエンサー（モデル377
、Applied Biosystems）で配列決定して、DR1配列の5回縦列反復を持つプラスミドが得ら
れたことを確認する。そのようなプラスミドを選択し、pGL3-TATA-DR1×5と名づける。
【０３４３】
次に、プラスミドpGL3-TATA-DR1×5を制限酵素SalIで制限消化する。制限消化されたpGL3
-TATA-DR1×5の末端をBlunting Kit（宝酒造）で平滑化した後、その制限消化pGL3-TATA-
DR1×5を65℃で1時間、BAPで処理する。また、6.2項で得たブラストサイジンSデアミナー
ゼ遺伝子をコードするDNA断片（pUCSV-BSD（フナコシ）由来のBamHI-BamHI断片）の末端
も、Blunting Kitを使って平滑化する。
【０３４４】
次に、ブラストサイジンSデアミナーゼ遺伝子発現カセットをコードするDNA断片と、制限
消化したpGL3-TATA-DR1×5とを混合して、T4 DNAリガーゼによるライゲーション反応を行
う。次に、そのライゲーション反応混合物を使って大腸菌コンピテントDH5α細胞（東洋
紡）を形質転換する。形質転換した大腸菌細胞をLB-ampで培養する。次に、アンピシリン
耐性を示すクローンを回収する。次にそれらクローンの一部を使って、上記ライゲーショ
ン反応によって生成したプラスミドをそこから単離する。次に、単離された各プラスミド
の部分試料を、Dye Terminator Sequence Kit FS（Applied Biosystems）を使って調製す
る。単離されたプラスミドをABI自動シークエンサー（モデル377、Applied Biosystems）
で配列決定して、ブラストサイジンSデアミナーゼ遺伝子発現カセットをコードするDNAが
pGL3-TATA-DR1×5中の制限酵素SalIの制限部位に挿入されている構造をプラスミドが持つ
かどうかを確認する。そのプラスミドを選択し、pGL3-TATA-DR1×5-BSDと名づける。
【０３４５】
6.31．実施例31　DR1レポーター遺伝子を染色体の一つに安定に含有する安定形質転換カ
セット細胞の作製
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DR1レポーター遺伝子を染色体の一つに安定に含有する安定形質転換カセット細胞（以下
、安定形質転換DR1カセット細胞という）を作製するために、プラスミドpGL3-TATA-DR1×
5-BSDを線状化し、HeLa細胞に導入した。
【０３４６】
プラスミドpGL3-TATA-DR1×5-BSDを線状化するために、pGL3-TATA-DR1×5-BSDを制限酵素
NotIで制限消化する。
【０３４７】
直径約10cmの培養皿（Falcon）を使用し、10％FBSを含むDMEM培地（日水製薬）にて、5％
CO2下に37℃で、約5×105個のHeLa細胞を宿主細胞として1日培養する。
【０３４８】
次に、リポフェクトアミン（Life Technologies）を用いるリポフェクション法によって
線状化pGL3-TATA-DR1×5-BSDを培養HeLa細胞に導入する。リポフェクトアミンと一緒に提
供されるマニュアルに従い、このリポフェクション法の条件には、5時間の処理、7μg/培
養皿の線状化pGL3-TATA-DR1×5-BSD、および21μl/培養皿のリポフェクトアミンを含める
。
【０３４９】
リポフェクション処理の後、DMEM培地を、10％FBSを含むDMEM培地と交換し、形質転換し
たHeLa細胞を約36時間培養する。次に、形質転換HeLa細胞をトリプシン処理によって培養
皿から除去、収集し、ブラストサイジンSを16μg/mlの濃度になるように添加した培地を
含む容器に移す。ブラストサイジンS含有培地を3、4日毎に新しいバッチのブラストサイ
ジンS含有培地に交換しながら、前記ブラストサイジンS含有培地で形質転換HeLa細胞を1
ヶ月培養する。
【０３５０】
増殖して1～数mmの直径を持つコロニーを形成することができるクローンを、前もって培
地を分注しておいた96ウェルViewPlate（Berthold）のウェルに、それぞれ丸ごと移す。
それらのクローンをさらに培養する。クローンが増殖してウェルの底面の50％以上を覆う
ようになったら（移植の約5日後）、それらのクローンをトリプシン処理によって除去、
収集する。次に、各クローンを2つの継代培養物に分割する。一方の継代培養物は96ウェ
ルViewPlateに移して、それをマスタープレートとする。他方の継代培養物は96ウェルVie
wPlateに移して、これをアッセイプレートとする。マスタープレートとアッセイプレート
は、クローンを培養することができるように培地を含有する。マスタープレートは同様の
条件で引き続き培養する。
【０３５１】
次に、アッセイプレートのウェル中の培地をウェルから除去し、ウェル壁に付着したクロ
ーンをPBS(-)で2回洗浄する。5倍希釈した溶解緩衝液PGC50（東洋インキ）をアッセイプ
レートのウェル中のクローンに1ウェルあたり20μlずつ加える。そのアッセイプレートを
室温で30分間静置した後、自動基質注入器を装着したルミノメーターLB96P（Berthold）
にセットする。次に、基質溶液PGL100（東洋インキ）50μlをアッセイプレート中の各溶
解クローンに自動的に分注して、各ウェル中のルシフェラーゼ活性をルミノメーターLB96
Pで測定する。ルシフェラーゼ活性を示した複数のクローンをそこから選択する。
【０３５２】
次に、選択したクローンの試料を、直径約10cmの培養皿（Falcon）を用いて、活性炭デキ
ストランFBS/E-MEM培地中、5％CO2下に、37℃で1～2週間培養する。
【０３５３】
次に、リポフェクトアミン（Life Technologies）を用いるリポフェクション法により、
プラスミドpRc/RSV-hPPARγKozakを、上で選択したクローンに導入して、2次クローンを
得る。リポフェクトアミンと一緒に提供されるマニュアルに従い、このリポフェクション
法の条件には、5時間の処理、7μg/培養皿の上記pRc/RSV-hPPARγKozak、および21μl/培
養皿のリポフェクトアミンを含めた。次に、得られた2次クローンに、ヒト正常PPARγの
天然のコグネイトリガンドである15dプロスタグランジンJ2を含有するDMSO溶液を、培地
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中の15dプロスタグランジンJ2濃度が10nMになるように加える。それらの2次クローンを2
日間培養した後、各2次クローンについて上記と同様にルシフェラーゼ活性を測定する。
最も高いルシフェラーゼ活性の誘導を示す2次クローンを与えたマスタープレート中のク
ローンを、安定形質転換DR1カセット細胞として選択する。
【０３５４】
ちなみに、安定形質転換DR1カセット細胞は、PPAR、RAR、レチノインX受容体、HNF-4、TR
-2、TR-4などを用いるレポーターアッセイに使用することができる。
[図面の簡単な説明]
図1～32は、ヒト変異ERαまたはヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポ
ーター遺伝子は細胞の染色体から発現させた。変異ERα遺伝子は細胞中で一過性に発現さ
せた。図1、2、4、5、7、8、12、13、16、17および21～26は、ヒト変異ERαまたはヒト変
異ERαを刺激する可能性がある単独の薬剤として様々な濃度の4-ヒドロキシタモキシフェ
ン、ラロキシフェンまたはZM189154が存在する状態でのルシフェラーゼ活性を表す。図3
、6、9～11、14、15、18～20、27～32は、様々な濃度の4-ヒドロキシタモキシフェン、ラ
ロキシフェンまたはZM189154と共に様々な濃度の100pM E2が存在する状態でのルシフェラ
ーゼ活性を表す。安定形質転換カセット細胞を利用して、ヒト変異ERα遺伝子またはヒト
正常ERα遺伝子を一過性に発現させると共に、その染色体からレポーター遺伝子を発現さ
せた。図1、2、4、5、7、8、12、13、16、17および21～26では、ヒト変異ERαまたはヒト
正常ERαを（4-ヒドロキシタモキシフェン、ラロキシフェンまたはZM189154を含まない）
DMSOの存在下に置いたコントロールがもたらすルシフェラーゼ活性を使って、ルシフェラ
ーゼ活性をゼロにする。図3、6、9～11、14、15、18～20、27～32では、100pMのE2を含む
DMSO溶液の存在下にヒト変異ERαまたはヒト正常ERαを置いたコントロールがもたらすル
シフェラーゼ活性を使って、ルシフェラーゼ活性をゼロにする。ヒト変異ERαおよびヒト
正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性をゼロにする際には、コントロールによるルシフェ
ラーゼ活性を100％に設定した。図1、2、4、5、7、8、12、13、16、17および21～26では
、コントロールが与えるルシフェラーゼ活性をDMSOとして示している。図3、6、9～11、1
4、15、18～20、27～32では、コントロールが与えるルシフェラーゼ活性をDMSO＋E2とし
て示している。
図33～48は、ヒト変異ERαまたはヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポ
ーター遺伝子、ヒト変異ERα遺伝子およびヒト正常ERαは、細胞の染色体から発現させた
。図33～40は、ヒト変異ERαまたはヒト正常ERαを刺激する可能性がある単独の薬剤とし
て様々な濃度の4-ヒドロキシタモキシフェン、ZM189154またはラロキシフェンが存在する
状態でのルシフェラーゼ活性を表す。図41～48は、様々な濃度の4-ヒドロキシタモキシフ
ェン、ZM189154またはラロキシフェンと共に100pMのE2が存在する状態でのルシフェラー
ゼ活性を表す。安定形質転換バイナリー細胞を利用して、レポーター遺伝子をヒト変異ER
α遺伝子と共に、またはヒト正常ERα遺伝子と共に、染色体から発現させた。図33～40で
は、ヒト変異ERαまたはヒト正常ERαを（4-ヒドロキシタモキシフェン、ラロキシフェン
またはZM189154を含まない）DMSOの存在下に置いたコントロールがもたらすルシフェラー
ゼ活性をゼロにする。図41～48では、100pMのE2を含むDMSO溶液の存在下にヒト変異ERα
またはヒト正常ERαを置いたコントロールがもたらすルシフェラーゼ活性をゼロにする。
ヒト変異ERαおよびヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性をゼロにする際には、コン
トロールによるルシフェラーゼ活性を100％に設定した。図33～40では、コントロールが
与えるルシフェラーゼ活性をDMSOとして示している。図41～48では、コントロールが与え
るルシフェラーゼ活性をDMSO＋E2として示している。
図49～52は、比較例として、レポーター遺伝子を細胞中で一過性に発現させた場合にヒト
変異ERαK531Eまたはヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。図49および50は
、ヒト変異ERαを刺激する可能性がある単独の薬剤として様々な濃度の4-ヒドロキシタモ
キシフェンが存在する状態でのルシフェラーゼ活性を表す。図51および52は、様々な濃度
の4-ヒドロキシタモキシフェンと共に100pMのE2が存在する状態でのルシフェラーゼ活性
を表す。図49および50では、ヒト正常ERαまたはヒト変異ERαK531Eを（4-ヒドロキシタ
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モキシフェンを含まない）DMSOの存在下に置いたコントロールのルシフェラーゼ活性をゼ
ロにする。図51および52では、100pMのE2を含むDMSO溶液の存在下にヒト変異ERαK531Eを
置いたコントロールのルシフェラーゼ活性をゼロにする。ヒト変異ERαおよびヒト正常ER
αが与えるルシフェラーゼ活性をゼロにする際には、結果として得られたコントロールに
よるルシフェラーゼ活性を100％に設定する。図49および50では、コントロールが与える
ルシフェラーゼ活性をDMSOとして示している。図51および52では、コントロールが与える
ルシフェラーゼ活性をDMSO＋E2として示している。
【０３５５】
［配列表フリーテキスト］
配列番号１
ヒト正常ＥＲα
配列番号２
ヒト変異ＥＲαＫ３０３Ｒ
配列番号３
ヒト変異ＥＲαＳ３０９Ｆ
配列番号４
ヒト変異ＥＲαＧ３９０Ｄ
配列番号５
ヒト変異ＥＲαＭ３９６Ｖ
配列番号６
ヒト変異ＥＲαＧ４１５Ｖ
配列番号７
ヒト変異ＥＲαＧ４９４Ｖ
配列番号８
ヒト変異ＥＲαＫ５３１Ｅ
配列番号９
ヒト変異ＥＲαＳ５７８Ｐ
配列番号１０
ヒト変異ＥＲαＧ３９０Ｄ／Ｓ５７８Ｐ
配列番号１１
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１２
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１３
変異導入のために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１４
変異導入のために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１５
変異導入のために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１６
変異導入のために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１７
変異導入のために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１８
変異導入のために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１９
変異導入のために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号２０
変異導入のために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号２１
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変異導入のために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号２２
変異導入のために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号２３
変異導入のために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号２４
変異導入のために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号２５
変異導入のために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号２６
変異導入のために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号２７
変異導入のために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号２８
変異導入のために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号２９
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号３０
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号３１
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号３２
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号３３
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号３４
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号３５
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号３６
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号３７
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号３８
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号３９
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号４０
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号４１
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号４２
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号４３
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号４４
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号４５
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号４６
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ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号４７
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号４８
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号４９
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号５０
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号５１
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号５２
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号５３
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号５４
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号５５
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号５６
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号５７
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号５８
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号５９
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号６０
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号６１
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号６２
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号６３
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号６４
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号６５
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号６６
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号６７
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号６８
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号６９
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号７０
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号７１
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ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号７２
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号７３
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号７４
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号７５
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号７６
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号７７
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号７８
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号７９
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号８０
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号８１
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号８２
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号８３
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号８４
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号８５
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号８６
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号８７
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号８８
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号８９
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号９０
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号９１
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号９２
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号９３
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号９４
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号９５
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号９６
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ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号９７
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号９８
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号９９
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１００
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１０１
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１０２
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１０３
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１０４
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１０５
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１０６
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１０７
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１０８
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１０９
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１１０
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１１１
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１１２
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１１３
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１１４
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１１５
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１１６
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１１７
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１１８
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１１９
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１２０
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１２１
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サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１２２
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１２３
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１２４
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１２５
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１２６
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１２７
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１２８
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１２９
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１３０
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１３１
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１３２
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１３３
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１３４
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１３５
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１３６
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１３７
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１３８
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１３９
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１４０
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１４１
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１４２
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１４３
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１４４
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１４５
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１４６
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サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１４７
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１４８
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１４９
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１５０
サザンハイブリダイゼーションのために設計されたオリゴヌクレオチドプローブ
配列番号１５１
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１５２
変異導入のために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１５３
変異導入のために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１５４
変異導入のために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１５５
変異導入のために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１５６
変異導入のために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１５７
変異導入のために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１５８
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１５９
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１６０
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１６１
合成のために設計されたオリゴヌクレオチド
配列番号１６２
合成のために設計されたオリゴヌクレオチド
配列番号１６３
合成のために設計されたオリゴヌクレオチド
配列番号１６４
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１６５
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１６６
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１６７
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１６８
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１６９
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１７０
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１７１
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ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１７２
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１７３
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１７４
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１７５
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１７６
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１７７
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１７８
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１７９
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１８０
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１８１
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１８１
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１８２
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１８３
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１８４
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１８５
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１８６
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１８７
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１８８
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１８９
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１９０
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１９１
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１９２
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１９３
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１９４
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１９５
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ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１９６
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１９７
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１９８
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号１９９
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号２００
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号２０１
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号２０２
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号２０３
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号２０４
合成のために設計されたオリゴヌクレオチド
配列番号２０５
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号２０６
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号２０７
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号２０８
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号２０９
合成のために設計されたオリゴヌクレオチド
配列番号２１０
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号２１１
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号２１２
ＰＣＲのために設計されたオリゴヌクレオチドプライマー
配列番号２１３
合成のために設計されたオリゴヌクレオチド
【０３５６】
【配列表】
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【図面の簡単な説明】
【図１】　ヒト変異ERαまたはヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポー
ター遺伝子は細胞の染色体から発現させた。変異ERα遺伝子は細胞中で一過性に発現させ
た。
【図２】　ヒト変異ERαまたはヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポー
ター遺伝子は細胞の染色体から発現させた。変異ERα遺伝子は細胞中で一過性に発現させ
た。
【図３】　ヒト変異ERαまたはヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポー
ター遺伝子は細胞の染色体から発現させた。変異ERα遺伝子は細胞中で一過性に発現させ
た。
【図４】　ヒト変異ERαまたはヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポー
ター遺伝子は細胞の染色体から発現させた。変異ERα遺伝子は細胞中で一過性に発現させ
た。
【図５】　ヒト変異ERαまたはヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポー
ター遺伝子は細胞の染色体から発現させた。変異ERα遺伝子は細胞中で一過性に発現させ
た。
【図６】　ヒト変異ERαまたはヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポー
ター遺伝子は細胞の染色体から発現させた。変異ERα遺伝子は細胞中で一過性に発現させ
た。
【図７】　ヒト変異ERαまたはヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポー
ター遺伝子は細胞の染色体から発現させた。変異ERα遺伝子は細胞中で一過性に発現させ
た。
【図８】　ヒト変異ERαまたはヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポー
ター遺伝子は細胞の染色体から発現させた。変異ERα遺伝子は細胞中で一過性に発現させ
た。
【図９】　ヒト変異ERαまたはヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポー
ター遺伝子は細胞の染色体から発現させた。変異ERα遺伝子は細胞中で一過性に発現させ
た。
【図１０】　ヒト変異ERαまたはヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポ
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ーター遺伝子は細胞の染色体から発現させた。変異ERα遺伝子は細胞中で一過性に発現さ
せた。
【図１１】ヒト変異ERαまたはヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポー
ター遺伝子は細胞の染色体から発現させた。変異ERα遺伝子は細胞中で一過性に発現させ
た。
【図１２】ヒト変異ERαまたはヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポー
ター遺伝子は細胞の染色体から発現させた。変異ERα遺伝子は細胞中で一過性に発現させ
た。
【図１３】ヒト変異ERαまたはヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポー
ター遺伝子は細胞の染色体から発現させた。変異ERα遺伝子は細胞中で一過性に発現させ
た。
【図１４】ヒト変異ERαまたはヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポー
ター遺伝子は細胞の染色体から発現させた。変異ERα遺伝子は細胞中で一過性に発現させ
た。
【図１５】ヒト変異ERαまたはヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポー
ター遺伝子は細胞の染色体から発現させた。変異ERα遺伝子は細胞中で一過性に発現させ
た。
【図１６】ヒト変異ERαまたはヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポー
ター遺伝子は細胞の染色体から発現させた。変異ERα遺伝子は細胞中で一過性に発現させ
た。
【図１７】ヒト変異ERαまたはヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポー
ター遺伝子は細胞の染色体から発現させた。変異ERα遺伝子は細胞中で一過性に発現させ
た。
【図１８】ヒト変異ERαまたはヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポー
ター遺伝子は細胞の染色体から発現させた。変異ERα遺伝子は細胞中で一過性に発現させ
た。
【図１９】ヒト変異ERαまたはヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポー
ター遺伝子は細胞の染色体から発現させた。変異ERα遺伝子は細胞中で一過性に発現させ
た。
【図２０】ヒト変異ERαまたはヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポー
ター遺伝子は細胞の染色体から発現させた。変異ERα遺伝子は細胞中で一過性に発現させ
た。
【図２１】ヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポーター遺伝子は細胞の
染色体から発現させた。
【図２２】ヒト変異ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポーター遺伝子は細胞の
染色体から発現させた。変異ERα遺伝子は細胞中で一過性に発現させた。
【図２３】ヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポーター遺伝子は細胞の
染色体から発現させた。
【図２４】ヒト変異ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポーター遺伝子は細胞の
染色体から発現させた。変異ERα遺伝子は細胞中で一過性に発現させた。
【図２５】ヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポーター遺伝子は細胞の
染色体から発現させた。
【図２６】ヒト変異ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポーター遺伝子は細胞の
染色体から発現させた。変異ERα遺伝子は細胞中で一過性に発現させた。
【図２７】ヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポーター遺伝子は細胞の
染色体から発現させた。
【図２８】ヒト変異ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポーター遺伝子は細胞の
染色体から発現させた。変異ERα遺伝子は細胞中で一過性に発現させた。
【図２９】ヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポーター遺伝子は細胞の
染色体から発現させた。
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【図３０】ヒト変異ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポーター遺伝子は細胞の
染色体から発現させた。変異ERα遺伝子は細胞中で一過性に発現させた。
【図３１】ヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポーター遺伝子は細胞の
染色体から発現させた。
【図３２】ヒト変異ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポーター遺伝子は細胞の
染色体から発現させた。変異ERα遺伝子は細胞中で一過性に発現させた。
図1、2、4、5、7、8、12、13、16、17および21～26は、ヒト変異ERαまたはヒト変異ERα
を刺激する可能性がある単独の薬剤として様々な濃度の4-ヒドロキシタモキシフェン、ラ
ロキシフェンまたはZM189154が存在する状態でのルシフェラーゼ活性を表す。図3、6、9
～11、14、15、18～20、27～32は、様々な濃度の4-ヒドロキシタモキシフェン、ラロキシ
フェンまたはZM189154と共に様々な濃度の100pM E2が存在する状態でのルシフェラーゼ活
性を表す。安定形質転換カセット細胞を利用して、ヒト変異ERα遺伝子またはヒト正常ER
α遺伝子を一過性に発現させると共に、その染色体からレポーター遺伝子を発現させた。
図1、2、4、5、7、8、12、13、16、17および21～26では、ヒト変異ERαまたはヒト正常ER
αを（4-ヒドロキシタモキシフェン、ラロキシフェンまたはZM189154を含まない）DMSOの
存在下に置いたコントロールがもたらすルシフェラーゼ活性を使って、ルシフェラーゼ活
性をゼロにする。図3、6、9～11、14、15、18～20、27～32では、100pMのE2を含むDMSO溶
液の存在下にヒト変異ERαまたはヒト正常ERαを置いたコントロールがもたらすルシフェ
ラーゼ活性を使って、ルシフェラーゼ活性をゼロにする。ヒト変異ERαおよびヒト正常ER
αが与えるルシフェラーゼ活性をゼロにする際には、コントロールによるルシフェラーゼ
活性を100％に設定した。図1、2、4、5、7、8、12、13、16、17および21～26では、コン
トロールが与えるルシフェラーゼ活性をDMSOとして示している。図3、6、9～11、14、15
、18～20、27～32では、コントロールが与えるルシフェラーゼ活性をDMSO＋E2として示し
ている。
【図３３】ヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポーター遺伝子およびヒ
ト正常ERαは、細胞の染色体から発現させた。
【図３４】ヒト変異ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポーター遺伝子およびヒ
ト変異ERα遺伝子は、細胞の染色体から発現させた。
【図３５】ヒト変異ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポーター遺伝子およびヒ
ト変異ERα遺伝子は、細胞の染色体から発現させた。
【図３６】ヒト変異ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポーター遺伝子およびヒ
ト変異ERα遺伝子は、細胞の染色体から発現させた。
【図３７】ヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポーター遺伝子およびヒ
ト正常ERαは、細胞の染色体から発現させた。
【図３８】ヒト変異ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポーター遺伝子およびヒ
ト変異ERα遺伝子は、細胞の染色体から発現させた。
【図３９】ヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポーター遺伝子およびヒ
ト正常ERαは、細胞の染色体から発現させた。
【図４０】ヒト変異ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポーター遺伝子およびヒ
ト変異ERα遺伝子は、細胞の染色体から発現させた。
【図４１】ヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポーター遺伝子およびヒ
ト正常ERαは、細胞の染色体から発現させた。
【図４２】ヒト変異ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポーター遺伝子およびヒ
ト変異ERα遺伝子は、細胞の染色体から発現させた。
【図４３】ヒト変異ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポーター遺伝子およびヒ
ト変異ERα遺伝子は、細胞の染色体から発現させた。
【図４４】ヒト変異ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポーター遺伝子およびヒ
ト変異ERα遺伝子は、細胞の染色体から発現させた。
【図４５】ヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポーター遺伝子およびヒ
ト正常ERαは、細胞の染色体から発現させた。



(155) JP 4742483 B2 2011.8.10

10

20

30

【図４６】ヒト変異ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポーター遺伝子およびヒ
ト変異ERα遺伝子は、細胞の染色体から発現させた。
【図４７】ヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポーター遺伝子およびヒ
ト正常ERαは、細胞の染色体から発現させた。
【図４８】ヒト変異ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。レポーター遺伝子およびヒ
ト変異ERα遺伝子は、細胞の染色体から発現させた。
図33～40は、ヒト変異ERαまたはヒト正常ERαを刺激する可能性がある単独の薬剤として
様々な濃度の4-ヒドロキシタモキシフェン、ZM189154またはラロキシフェンが存在する状
態でのルシフェラーゼ活性を表す。図41～48は、様々な濃度の4-ヒドロキシタモキシフェ
ン、ZM189154またはラロキシフェンと共に100pMのE2が存在する状態でのルシフェラーゼ
活性を表す。安定形質転換バイナリー細胞を利用して、レポーター遺伝子をヒト変異ERα
遺伝子と共に、またはヒト正常ERα遺伝子と共に、染色体から発現させた。図33～40では
、ヒト変異ERαまたはヒト正常ERαを（4-ヒドロキシタモキシフェン、ラロキシフェンま
たはZM189154を含まない）DMSOの存在下に置いたコントロールがもたらすルシフェラーゼ
活性をゼロにする。図41～48では、100pMのE2を含むDMSO溶液の存在下にヒト変異ERαま
たはヒト正常ERαを置いたコントロールがもたらすルシフェラーゼ活性をゼロにする。ヒ
ト変異ERαおよびヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性をゼロにする際には、コント
ロールによるルシフェラーゼ活性を100％に設定した。図33～40では、コントロールが与
えるルシフェラーゼ活性をDMSOとして示している。図41～48では、コントロールが与える
ルシフェラーゼ活性をDMSO＋E2として示している。
【図４９】比較例として、レポーター遺伝子を細胞中で一過性に発現させた場合にヒト正
常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。
【図５０】比較例として、レポーター遺伝子を細胞中で一過性に発現させた場合にヒト変
異ERαK531Eが与えるルシフェラーゼ活性を表す。
【図５１】比較例として、レポーター遺伝子を細胞中で一過性に発現させた場合にヒト正
常ERαが与えるルシフェラーゼ活性を表す。
【図５２】比較例として、レポーター遺伝子を細胞中で一過性に発現させた場合にヒト変
異ERαK531Eが与えるルシフェラーゼ活性を表す。
図49および50は、ヒト変異ERαを刺激する可能性がある単独の薬剤として様々な濃度の4-
ヒドロキシタモキシフェンが存在する状態でのルシフェラーゼ活性を表す。図51および52
は、様々な濃度の4-ヒドロキシタモキシフェンと共に100pMのE2が存在する状態でのルシ
フェラーゼ活性を表す。図49および50では、ヒト正常ERαまたはヒト変異ERαK531Eを（4
-ヒドロキシタモキシフェンを含まない）DMSOの存在下に置いたコントロールのルシフェ
ラーゼ活性をゼロにする。図51および52では、100pMのE2を含むDMSO溶液の存在下にヒト
変異ERαK531Eを置いたコントロールのルシフェラーゼ活性をゼロにする。ヒト変異ERα
およびヒト正常ERαが与えるルシフェラーゼ活性をゼロにする際には、結果として得られ
たコントロールによるルシフェラーゼ活性を100％に設定する。図49および50では、コン
トロールが与えるルシフェラーゼ活性をDMSOとして示している。図51および52では、コン
トロールが与えるルシフェラーゼ活性をDMSO＋E2として示している。
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