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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
（ａ）　配列番号：２又は４の全アミノ酸配列を含有してなるトルシンポリペプチドをコ
ードするヌクレオチド配列；
（ｂ）　ＡＴＣＣ寄託番号９８４５４又は９８４５５に含まれるポリヌクレオチドクロー
ンによりコードされる全アミノ酸配列を含有してなるトルシンポリペプチドをコードする
ヌクレオチド配列；及び
（ｃ）　（ａ）又は（ｂ）のヌクレオチド配列のいずれかに相補的なヌクレオチド配列、
からなる群より選ばれるポリヌクレオチド配列を含有してなる、単離された核酸分子。
【請求項２】
分子が、配列番号：２又は４に記載の全アミノ酸配列を含有してなるポリペプチドをコー
ドするものである、請求項１記載の単離された核酸分子。
【請求項３】
トルシンポリペプチドをコードするヌクレオチド配列が、ＡＴＣＣ寄託番号９８４５４又
は９８４５５に含まれるポリヌクレオチドクローンによりコードされる全アミノ酸配列を
含有してなる、請求項１記載の単離された核酸分子。
【請求項４】
トルシンタンパク質をコードするＲＮＡ又はＤＮＡにストリンジェントな条件下で特異的
にハイブリダイズする２０～５０個のヌクレオチドからなり、請求項１記載のヌクレオチ
ド配列由来の、少なくとも２０個の連続したヌクレオチドからなるヌクレオチド配列であ
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るか、又はそれに相補的である、単離された核酸分子。
【請求項５】
（ａ）　患者から採取された試料におけるＧＡＧＧＡＧ領域（配列番号：５のヌクレオチ
ドの位置９４６～９５１）を検出する工程を含む、前記試料中のトルシンＡ核酸の特性を
評価する工程；及び
（ｂ）　患者における捻転ジストニアの発症の存在又は素因を検出する工程、ここで、前
記ＧＡＧＧＡＧ領域にＧＡＧが存在しないことは、捻転ジストニアの発症の存在又は素因
を示す、
を含む、患者における捻転ジストニアの発症の存在又は素因の検出方法。
【請求項６】
配列番号：５のヌクレオチド位置９４６～９５１の少なくとも１つの変異を検出する工程
を含み、変異がグルタミン酸の欠失を生じ、変異の存在がジストニア障害の存在を示す、
ヒトにおけるジストニア障害の存在の検出方法。
【請求項７】
変異が配列番号：５のヌクレオチド９４６～９４８の欠失である請求項６記載の方法。
【請求項８】
変異が配列番号：５のヌクレオチド９４９～９５１の欠失である請求項６記載の方法。
【請求項９】
ａ）　配列番号：５のヌクレオチド位置９４６～９５１の少なくとも１つの変異について
配列番号：５を含むジストニア遺伝子を含む生物学的試験試料を分析する工程、ここで変
異はグルタミン酸の欠失を生じる；
ｂ）　生物学的試料の分析の結果と対照試料の分析の結果とを比較する工程、ここで対照
試料は変異を有さないジストニア遺伝子を含む；および
ｃ）　対照試料中に変異が存在しないことと比較した試験試料中の変異の有無を決定する
工程、
を含み、試験試料中の変異の存在がジストニア障害の存在を示す、生物学的試料中の核酸
の変異の有無を検出する方法。
【請求項１０】
変異が配列番号：５のヌクレオチド９４６～９４８の欠失である請求項９記載の方法。
【請求項１１】
変異が配列番号：５のヌクレオチド９４９～９５１の欠失である請求項９記載の方法。
【請求項１２】
分析する工程が、ＤＹＴ１遺伝子の領域を増幅することができるオリゴヌクレオチドプラ
イマーを用いて核酸増幅反応を行うことをさらに含み、増幅領域が配列番号：５の位置９
４６～９５１のヌクレオチドを含む、請求項９記載の方法。
【請求項１３】
ａ）　ヒトから得られた生物学的試験試料と、少なくとも配列番号：５の相補体を含む核
酸プローブとを接触させる工程、ここで核酸プローブは配列番号：５のヌクレオチド位置
９４６～９５１の少なくとも１つの変異を検出し、変異がグルタミン酸の欠失を生じる；
ｂ）　生物学的試験試料および核酸プローブをハイブリダイゼーションに適切な条件下で
維持する工程；
ｃ）　生物学的試験試料と核酸プローブとの間のハイブリダイゼーションを検出する工程
；および
ｄ）　ヒト由来の生物学的試験試料中のハイブリダイゼーションと対照試料とを比較する
工程、
を含み、対照試料と比較した、生物学的試験試料と核酸プローブとの間のハイブリダイゼ
ーションの存在がヒトにおけるジストニア障害の存在を示す、ヒトにおけるジストニア障
害の存在を決定する方法。
【請求項１４】
核酸が標識される請求項１３記載の方法。
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【請求項１５】
標識が蛍光標識、放射標識、又は酵素標識を含む請求項１４記載の方法。
【請求項１６】
ａ）　配列番号：５を含む核酸を含む生物学的試験試料を、ヌクレオチド位置９４６～９
５１の少なくとも１つの変異について分析する工程、ここで変異がグルタミン酸の欠失を
生じる；
ｂ）　生物学的試料の分析の結果と対照試料の分析の結果とを比較する工程、ここで対照
試料は変異を有さない配列番号：５を含む；および
ｃ）　対照試料中に変異が存在しないことと比較した試験試料中の変異の有無を決定する
工程、
を含み、対照試料中に変異が存在しないことと比較した試験試料中の変異の存在が変異の
存在を示す、配列番号：５を含む生物学的試料中の核酸の変異の有無を検出する方法。
【請求項１７】
変異が配列番号：５の位置９４９～９５１のヌクレオチドの欠失である請求項１６記載の
方法。
【請求項１８】
変異が配列番号：５の位置９４６～９４８のヌクレオチドの欠失である請求項１６記載の
方法。
【請求項１９】
配列番号：５の位置９４６～９４８にヌクレオチドの欠失を有するヌクレオチド配列を含
む単離された核酸分子。
【請求項２０】
配列番号：５の位置９４９～９５１にヌクレオチドの欠失を有するヌクレオチド配列を含
む単離された核酸分子。
【発明の詳細な説明】
連邦政府に援助された研究及び開発の下でなされた発明に対する権利に関する記載
この発明の開発中に行われた研究の一部は、米国政府資金を利用した。米国政府は、この
発明において一定の権利を有する。
発明の背景
発明の分野
本発明は、一般に、トルシン遺伝子、好ましくは、トルシンジストニア遺伝子、ＤＹＴ１
をコードするトルシンＡに関する。特に、本発明は、トルシンタンパク質をコードする核
酸分子；精製されたトルシンタンパク質及びポリペプチド；組換え核酸分子；組換え核酸
分子を含む細胞；トルシンタンパク質及びポリペプチドに特異的な結合親和性を有する抗
体；抗体を含むハイブリドーマ；トルシンタンパク質をコードする核酸の検出用の核酸プ
ローブ；試料中のトルシンタンパク質又はポリペプチドをコードする核酸の検出方法；核
酸プローブ又は抗体を含むキット；捻転ジストニア（ｔｏｒｓｉｏｎ　ｄｙｓｔｏｎｉａ
）に罹患した哺乳類を診断、評価又は予知するための、この発明の核酸配列、タンパク質
又は抗体を用いるバイオアッセイ；治療的使用；並びに動物（好ましくは、ヒト）におけ
る捻転ジストニアの予防法に関する。
関連技術
運動障害は、脳幹神経節における異常な神経伝達が、ハンチントン病における舞踏病、パ
ーキンソン病における振せん及び硬直，並びに捻転ジストニアにおける捩じり収縮（ｔｗ
ｉｓｔｉｎｇ　ｃｏｎｔｒａｃｔｉｏｎ）等の制御不可能な身体運動に関連するヒト神経
学的疾患の群を構成する。ジストニアの症状は、多くの神経学的症状、及び薬物又は脳に
対する外傷的障害に対し続発性であることがあるが、初期又は捻転ジストニアは、他の神
経学的関与の欠如により区別され（ファーン（Ｆａｈｎ），Ｓ．，Ａｄｖ　Ｎｅｕｒｏｌ
　５０：１－８（１９８８）；チュトリアン（Ｃｈｕｔｏｒｉａｎ），Ａ．Ｈ．、Ａｃｔ
ａ　Ｎｅｕｒｏｐｅｄｉａｔｒｉｃｉａ　２：３３－４５（１９９６））、これらの他の
２つの神経変性疾患とは対照的に、顕著な神経病理学は何もない。ジストニアの臨床的兆
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候は、関与する身体領域に加えて年齢及び発症部位において幅広い多様性を示す。初期ジ
ストニアのすべての形態の罹患率は、北アメリカにおいて３／１０，０００であると見積
もられる（ナット（Ｎｕｔｔ），Ｊ．Ｇ．ら、Ｍｏｖ　Ｄｉｓｏｒｄ　３：１８８－１９
４（１９８８））。
初期発症の、汎発性のジストニアは、初期ジストニアの最も障害性の形である。症状は、
通常、１２年程（４～４４歳）で、腕又は脚から始まり、約５年以内に他の肢部が関与し
て広がる（ブレスマン（Ｂｒｅｓｓｍａｎ），Ｓ．Ｂ．ら、Ａｎｎａｌ　Ｎｅｕｒｏｌ　
３６：７７１－７７７（１９９４ｂ）；グリーン（Ｇｒｅｅｎｅ），Ｐ．ら、Ｍｏｖ　Ｄ
ｉｓｏｒｄ　１０：１４３－１５２（１９９５））。初期発症ジストニアの臨床的スペク
トルは、すべての民族群において類似しており、創始突然変異（オゼリウス（Ｏｚｅｌｉ
ｕｓ），Ｌ．ら、Ａｍ．Ｊ．Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅｔ．５０：６１９－６２８（１９９２）；
リッシュ（Ｒｉｓｃｈ），Ｎ．Ｊ．ら、Ａｍ　Ｊ　Ｈｕｍ　Ｇｅｎｅｔ　４６：５３３－
５３８（１９９０）及びリッシュ（Ｒｉｓｃｈ），Ｎ．ら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉ
ｃｓ　９：１５２－１５９（１９９５））により、アシュケナージ系ユダヤ人（本明細書
ではＡＪと称する）群に最も多くみられる（ゼーマン（Ｚｅｍａｎ），Ｗ．，＆ディーケ
ン（Ｄｙｋｅｎ），Ｐ．、Ｐｓｙｃｈｉａｔｒ　Ｎｅｕｒｏｌ　Ｎｅｕｒｏｃｈｉｒ　１
０：７７－１２１（１９６７）；コークジン（Ｋｏｒｃｚｙｎ），Ａ．Ｄ．ら、Ａｎｎ　
Ｎｅｕｒｏｌ　８：３８７－３９１（１９８０）；エルドリッジ（Ｅｌｄｒｉｄｇｅ），
Ｒ．、Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ　２０：１－７８（１９７０））。初期発症ジストニアは、３
０～４０％浸透度の遺伝の常染色体優性最頻値（ｍｏｄｅ）を伴う（ブレスマン（Ｂｒｅ
ｓｓｍａｎ），Ｓ．Ｂ．ら、Ａｎｎ　Ｎｅｕｒｏｌ　２６：６１２－６２０（１９８９）
；リッシュ（Ｒｉｓｃｈ），Ｎ．Ｊ．ら、Ａｍ　Ｊ　Ｈｕｍ　Ｇｅｎｅｔ　４６：５３３
－５３８（１９９０））。ユダヤ人及び非ユダヤ人家族における原因遺伝子は、ヒト染色
体９ｑ３４にマッピングされている（オゼリウス（Ｏｚｅｌｉｕｓ），Ｌ．ら、Ｎｅｕｒ
ｏｎ　２：１４２７－１４３４（１９８９）；クラマー（Ｋｒａｍｅｒ），Ｐ．Ｌ．ら、
Ａｎｎ　Ｎｅｕｒｏｌ　２７：１１４－１２０（１９９０）及びクラマー（Ｋｒａｍｅｒ
），Ｐ．ら、Ａｍ　Ｊ　Ｈｕｍ　Ｇｅｎ　５５：４６８－４７５（１９９４））。ＡＪ家
族における創始突然変異のハプロタイプ分析により、第９染色体上のＡＳＳ遺伝子座の１
－２ｃＭインターバルセントロメアにＤＹＴ１遺伝子の位置を決め（オゼリウス（Ｏｚｅ
ｌｉｕｓ），Ｌ．ら、Ａｍ．Ｊ．Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅｔ．５０：６１９－６２８（１９９２
））、隣接するマーカー、Ｄ９Ｓ６２ａ／ｂ及びＤ９Ｓ６３により、最も高いロッドスコ
アが得られた（リッシュ（Ｒｉｓｃｈ），Ｎ．ら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　９
：１５２－１５９（１９９５））。
発明の要約
本発明は、一般に、トルシン、好ましくは、トルシンジストニア遺伝子、ＤＹＴ１をコー
ドするトルシンＡをコードする単離された核酸分子を提供する。
さらに、本発明は、トルシンタンパク質をコードするアミノ酸配列を含有する精製された
ポリペプチドを提供する。
また、本発明は、試料中のトルシンタンパク質又はポリペプチドをコードする核酸の存在
の特異的検出用の核酸プローブを提供する。
さらに、本発明は、試料中のトルシンタンパク質をコードする核酸の検出方法を提供する
。
また、本発明は、試料中のトルシンタンパク質をコードする核酸の存在の検出用キットを
提供する。
さらに、本発明は、５’から３’に、宿主細胞で転写を開始するのに有効なプロモーター
と、上記の単離された核酸分子とを含有してなる組換え核酸分子を提供する。
また、本発明は、ベクターと上述の単離された核酸分子とを含有してなる組換え核酸分子
を提供する。
さらに、本発明は、上述のポリペプチドに対応するアミノ酸配列をコードするＲＮＡ配列
に相補的な配列を含有してなる組換え核酸分子を提供する。
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また、本発明は、上述の組換え核酸分子を含む細胞を提供する。
さらに、本発明は、上述の組換え核酸分子を含む非ヒト生物を提供する。
また、本発明は、トルシンタンパク質又はポリペプチドに特異的結合親和性を有する抗体
を提供する。
さらに、本発明は、試料中のトルシンタンパク質又はポリペプチドの検出方法を提供する
。
また、本発明は、試料中のトルシンタンパク質又はポリペプチドの量の測定方法を提供す
る。
さらに、本発明は、トルシンタンパク質又はポリペプチドに特異的な結合親和性を有する
抗体の検出方法を提供する。
さらに、本発明は、上記の抗体を含む第１容器手段、並びにモノクローナル抗体の結合パ
ートナーと標識とを含有してなるコンジュゲートを含む第２容器手段を含有してなる診断
用キットを提供する。
また、本発明は、上記のモノクローナル抗体を産生するハイブリーマを提供する。
さらに、本発明は、ヒト疾患、特に捻転ジストニアの診断方法を提供する。好ましくは、
患者における捻転ジストニアの発症の存在又は素因の診断方法が、本明細書において提供
される。より好ましくは、方法は、
（ａ）　患者から試料を採取する工程、
（ｂ）　試料におけるＧＡＧＧＡＧ領域（配列番号：５のヌクレオチドの位置９４６～９
５１）を検出する工程を含む、試料中のトルシンＡ核酸の特性を評価する工程；並びに
（ｃ）　患者における捻転ジストニアの発症の存在又は素因を診断する工程、ここで、Ｇ
ＡＧＧＡＧ領域にＧＡＧが存在しないことは、捻転ジストニアの発症の存在又は素因を示
す、
を含む。
また、本発明は、（１）トルシンタンパク質をコードする核酸配列、又は（２）トルシン
タンパク質のすべて又は一部に関する治療的使用のための方法を提供する。
本発明のさらなる目的及び利点は、以下の記載から明らかになるであろう。
定義
以下の説明では、組換えＤＮＡ（ｒＤＮＡ）技術で使用されるいくつかの用語を広範囲に
わたって使用する。本明細書と請求の範囲が、それらの用語に与えられる範囲を含めて、
明解に矛盾なく理解されるように、次の定義を行う。
単離された核酸分子：一般に理解され本明細書で使用されるところの「単離された核酸分
子」とはヌクレオチドのポリマーを指し、ＤＮＡとＲＮＡを包含するが、これらに限るわ
けではない。「単離された」核酸分子はその天然のインビボの状態から精製される。
組換えＤＮＡ：起源の異なるＤＮＡセグメントを結合することによって形成され、組換え
ＤＮＡ技術（分子遺伝子操作ともいう）を使って製造される任意のＤＮＡ分子。
ＤＮＡセグメント：一般に理解され本明細書で使用されるところの「ＤＮＡセグメント」
とは、直線的な一連のヌクレオチドからなる分子を指し、ここにそれらのヌクレオチドは
、タンパク質、タンパク質断片又はポリペプチドと呼ばれるアミノ酸残基の一次配列から
なる分子を遺伝暗号によってコードできる配列に存在する。
遺伝子：一つのポリペプチド鎖又はタンパク質に関係するＤＮＡ配列であり、本明細書で
使用される場合には、５’及び３’非翻訳末端を含む。そのポリペプチドは、そのタンパ
ク質の機能的活性が保たれる限り、全長配列又はそのコード配列の任意の部分によってコ
ードされうる。
相補ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）：メッセンジャーＲＮＡ（「ｍＲＮＡ」）の逆転写によって合成
される組換え核酸分子。
構造遺伝子：ｍＲＮＡに転写されるＤＮＡ配列であり、そのｍＲＮＡは次いで特定のポリ
ペプチドに特有なアミノ酸の配列に翻訳される。
制限エンドヌクレアーゼ：制限エンドヌクレアーゼ（制限酵素ともいう）は、ＤＮＡ分子
中の特定の塩基配列（通常４、５又は６塩基対の長さ）を認識し、この配列が現れるすべ
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ての位置でそのＤＮＡ分子を切断する能力を持つ酵素である。例えばＥｃｏＲＩはＧＡＡ
ＴＴＣ／ＣＴＴＡＡＧという塩基配列を認識する。
制限断片：制限エンドヌクレアーゼによる消化で生成するＤＮＡ分子は制限断片と呼ばれ
る。任意の得られたゲノムは特定の制限エンドヌクレアーゼにより制限断片の離散集合に
消化できる。
アガロースゲル電気泳動：制限断片の長さの多形性を検出するには、二本鎖ＤＮＡ分子を
サイズに基づいて分画する分析方法が必要である。このような分画を達成するために最も
一般的に使用される技術（ただし唯一の技術というわけではない）がアガロースゲル電気
泳動である。この方法の原理は、ＤＮＡ分子がゲルの中を、あたかもそれが、最も大きい
分子の移動を最も強く遅延させ、最も小さい分子の移動を最も弱く遅延させる篩であるか
のように移動することにある。小さいＤＮＡ断片ほどアガロースゲルでの電気泳動時に移
動度が高いことに注意されたい。
アガロースゲル電気泳動によって分画されたＤＮＡ断片は、そのパターンに含まれる断片
数が少ない場合は、染色操作によって直接的に視覚化できる。ゲノムのＤＮＡ断片は、う
まく視覚化され得る。しかしほとんどのゲノムは、ヒトゲノムを含めて、あまりにも多く
のＤＮＡ配列を含有するので、単純な制限断片パターンをもたらさない。例えばヒトゲノ
ムはＥｃｏＲＩによって約１，０００，０００種類の種々のＤＮＡ断片に消化される。こ
れらの断片の小さい部分集合を視覚化するには、サザンハイブリダイゼーション法と呼ば
れる方法論を適用できる。
サザントランスファー法：サザントランスファー法（ブロット法ともいう）の目的は、ア
ガロースゲル電気泳動で分画されたＤＮＡを、ニトロセルロース製ろ紙又は他の適当な表
面もしくは手段に、分画操作によって得られたＤＮＡ断片の相対位置を維持したまま、物
理的に移すことである。アガロースゲルからニトロセルロースへのトランスファーを達成
するために使用される方法論には、毛管現象によるゲルからニトロセルロース紙へのＤＮ
Ａの引き抜きが伴う。
核酸ハイブリダイゼーション：核酸ハイブリダイゼーションは、相補的な塩基配列を持つ
２本の一本鎖核酸分子が適切な条件で混合されると、それらが熱力学的に有利な二本鎖構
造を再形成するという原理に基づいている。２つの相補的一本鎖核酸の間には、たとえ一
方がニトロセルロースフィルターに固定化されても、二本鎖構造が形成される。サザンハ
イブリダイゼーション法では、後者の状況が生じる。既に述べたように、試験される個体
のＤＮＡは制限エンドヌクレアーゼで消化され、アガロースゲル電気泳動によって分画さ
れ、一本鎖型に変換され、ニトロセルロース紙に移されて、ハイブリダイゼーションプロ
ーブへの再アニーリングに利用できるようにされる。ハイブリダイゼーション条件の例は
Ａｕｓｕｂｅｌ，Ｆ．Ｍ．ら，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｙ　＆　Ｓｏｎｓ社、ニューヨーク州ニュ
ーヨーク（１９８９））に見出すことができる。ニトロセルロースフィルターは、５０％
ホルムアミド、高塩濃度緩衝液（５×ＳＳＣ［２０×：３Ｍ　ＮａＣｌ／０．３Ｍクエン
酸三ナトリウム］又は５×ＳＳＰＥ［２０×：３．６Ｍ　ＮａＣｌ／０．２Ｍ　ＮａＨ2

ＰＯ4／０．０２Ｍ　ＥＤＴＡ、ｐＨ７．７］）、５×デンハート液、１％ＳＤＳ及び１
００μｇ／ｍｌ変性サケ精子ＤＮＡを含む溶液中、標識されたプローブとともに６８℃で
終夜インキュベートされる。次に、所望するストリンジェンシーに基づいて選択される温
度［室温（低ストリンジェンシー）、４２℃（中等度ストリンジェンシー）又は６８℃（
高ストリンジェンシー）］の０．２×ＳＳＣ／０．１％ＳＤＳ中で数回洗浄される。選択
される温度は、そのＤＮＡハイブリッドの融解温度（Ｔｍ）に基づいて決定される。
ハイブリダイゼーションプローブ：サザンハイブリダイゼーション法で特定のＤＮＡ配列
を視覚化するために、標識されたＤＮＡ分子又はハイブリダイゼーションプローブを、ニ
トロセルロースフィルターに結合している分画済ＤＮＡに反応させる。標識されたＤＮＡ
プローブに相補的なＤＮＡ配列を持つそのフィルター上の領域は、再アニーリング反応の
結果として、それら自体が標識された状態になる。そのような標識化を示すフィルターの
領域が視覚化される。ハイブリダイゼーションプローブは、一般的には、特定ＤＮＡ配列
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の分子クローニングによって作製される。
オリゴヌクレオチド又はオリゴマー：２個以上の（好ましくは３個を超える）デオキシリ
ボヌクレオチド又はリボヌクレオチドからなる分子。その正確なサイズは多くの要因に依
存し、それらの要因もまたオリゴヌクレオチドの最終的な機能又は用途に依存する。オリ
ゴヌクレオチドは合成によるものでも、クローニングによるものでもよい。
配列増幅：大量の標的配列を生成する方法。一般に、１以上の増幅プライマーを核酸配列
にアニールさせる。適当な酵素を用いることにより、プライマーに隣接して見出される配
列又はプライマー間に見出される配列が増幅される。
増幅プライマー：核酸鎖に相補的なプライマー伸張産物の合成が開始される条件下に置い
たときに、標的配列に隣接してアニーリングし、ＤＮＡ合成の開始点として働くことがで
きるオリゴヌクレオチド。
ベクター：そこにＤＮＡを挿入してクローニングすることができるプラスミド又はファー
ジＤＮＡもしくは他のＤＮＡ配列。ベクターは宿主細胞内で自律的に複製でき、またさら
に、その位置でそのＤＮＡ配列を決定できる様式で切断してそこにＤＮＡを挿入すること
ができる１又は少数のエンドヌクレアーゼ認識部位を特徴とする。ベクターはさらに、そ
のベクターで形質転換された細胞の同定に使用するのに適したマーカーを含有できる。マ
ーカーは、例えばテトラサイクリン耐性やアンピシリン耐性などである。「ベクター」と
いう意味で「クローニング媒体」という用語をときどき使用する。
発現：発現とは構造遺伝子がポリペプチドを生産する過程をいう。これは遺伝子のｍＲＮ
Ａへの転写と、そのｍＲＮＡのポリペプチドへの翻訳を伴う。
発現ベクター：クローニングベクターに似ているが、宿主への形質転換後に、そこにクロ
ーニングされている遺伝子を発現させうるベクター又は媒体。クローン化遺伝子は通常、
プロモーター配列などの一定の制御配列の制御下に置かれる（すなわちそれら制御配列に
作動可能に連結される）。
発現制御配列は、そのベクターが作動可能に連結された遺伝子を原核宿主中で発現させる
ように設計されるのか真核宿主中で発現させるように設計されるのかに依存して変化し、
エンハンサーエレメント、終結配列、組織特異性エレメントなどの転写配列及び／又は翻
訳開始部位と翻訳終結部位をさらに含みうる。
機能的誘導体：タンパク質であれ核酸であれ、ある配列の「機能的誘導体」とは、そのタ
ンパク質又は核酸配列の生物学的活性と実質上類似する（機能上又は構造上の）生物学的
活性を有する分子をいう。タンパク質の機能的誘導体は共有結合された炭水化物などの翻
訳後修飾を、特定機能の性能に関するそのような修飾の必要性に応じて含有しうる。「機
能的誘導体」という用語は、分子の「断片」「セグメント」「変異体」「類似体」又は「
化学誘導体」を包含する。
本明細書では、ある分子が通常はもう一つの分子の一部でない追加の化学部分を含有する
場合、それをそのもう一つの分子の「化学誘導体」であるという。そのような部分は、そ
の分子の溶解性、吸収性、生物学的半減期などを改善できる。あるいは、それらの部分は
その分子の毒性を減少させたり、その分子の何らかの望ましくない副作用を排除又は減弱
することもできる。そのような効果を媒介できる部分はＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａ
ｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（１９８０）に開示されている。そのような
部分を分子に結合する方法は当該技術分野でよく知られている。
変異体：あるタンパク質又は核酸の「変異体」とは、そのタンパク質又は核酸に構造と生
物学的活性が実質的に類似する分子を指すものとする。したがって、２つの分子が共通す
る活性を持ち、互いに代用できるのであれば、たとえそれら分子の一方の組成又は二次、
三次もしくは四次構造が他方に見出されるものと同一でなくても、もしくはアミノ酸配列
又はヌクレオチド配列が同一でなくても、それらは本明細書にいうところの変異体である
とみなされる。
対立遺伝子：「対立遺伝子」とは、染色体上の所定の遺伝子座を占める遺伝子の対立型で
ある。
突然変異：「突然変異」は、娘細胞に伝達され、さらには次の世代にも伝達されて、突然
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変異型細胞又は突然変異型個体をもたらしうる、遺伝物質中の何らかの検出可能な変化で
ある。突然変異型細胞の子孫が多細胞生物中の体細胞のみをもたらす場合は、細胞の突然
変異スポット又は突然変異領域が生じる。有性生殖する生物の生殖細胞系列における突然
変異は、配偶子によって次の世代に伝達されて、その体細胞と生殖細胞の両方に新しい突
然変異条件を持つ個体をもたらしうる。突然変異は、化学的又は物理的構造、易変性、複
製、表現型機能に影響を及ぼす任意の検出可能な人為的変化（又はその組み合わせ）もし
くは１以上のデオキシリボヌクレオチドの組換えでありうる。ヌクレオチドは付加したり
、欠失させたり、置換したり、逆位したり、逆位を伴って及び逆位を伴わずに新しい位置
に転移させることができる。突然変異は自発的に起こることができ、突然変異原の適用に
よって実験的に誘発することもできる。核酸分子の突然変異型変異体は突然変異によって
もたらされる。突然変異型ポリペプチドは突然変異型核酸分子からもたらされうる。
種：「種」とは、実際に又は潜在的に交配する自然個体群の一群である。核酸分子又はタ
ンパク質内での種間変異は、種間で起こり、問題の分子のＤＮＡ配列決定によって決定す
ることができる核酸配列又はアミノ酸配列中の変化である。
ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＰＡＧＥ）：サイズに基づくポリペプチドの分画を達
成するために最も一般的に使用される技術（ただし唯一の技術というわけではない）がポ
リアクリルアミドゲル電気泳動である。この方法の原理は、ポリペプチド分子がゲル中を
、あたかもそれが、最も大きい分子の移動を最も強く遅延させ、最も小さい分子の移動を
最も弱く遅延させる篩であるかのように移動することにある。小さいポリペプチド断片ほ
どポリアクリルアミドゲルでの電気泳動時に移動度が高いことに注意されたい。電気泳動
前と電気泳動中に、通例、ポリペプチドは界面活性剤ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）
に継続的にさらされ、その条件下ではポリペプチドが変性される。非変性ゲルはＳＤＳの
非存在下で実行される。ポリアクリルアミドゲル電気泳動によって分画されたポリペプチ
ドは、ポリペプチド成分の数が少なければ、染色操作によって直接的に視覚化できる。
ウェスタントランスファー法：ウェスタントランスファー法（ブロット法ともいう）の目
的は、ポリアクリルアミドゲル電気泳動によって分画されたポリペプチドを、ニトロセル
ロース製ろ紙又は他の適当な表面もしくは手段に、分画操作によって得られたポリペプチ
ドの相対位置を維持したまま、物理的に移すことである。次に、そのブロットは、興味あ
るポリペプチドに特異的に結合する抗体でプローブされる。
精製（された）：「精製（された）」タンパク質又は核酸とは、細胞成分から分離されて
いるタンパク質又は核酸をいう。「精製（された）」タンパク質又は核酸は天然には見ら
れないレベルの純度まで精製されている。
実質上純粋な：「実質上純粋な」タンパク質又は核酸とは、他の全ての細胞成分を欠如し
たタンパク質又は核酸調製物をいう。
【図面の簡単な説明】
図１：ＤＹＴ１標的領域を横切るコスミドコンティグと転写産物マップ。水平の線はコス
ミドを表し、垂直の線は制限部位Ｘ＝ＸｈｏＩ、Ｅ＝ＥｃｏＲＩ及びＮ＝ＮｏｔＩ（Ｎｖ
、Ｘｖ、Ｅｖ＝ベクター末端）を表し、数字は断片のサイズをキロベースの単位で示す。
垂直の点線は各ｃＤＮＡの５’末端と３’末端及び組換えマーカーＤ９Ｓ２１６１とＤ９
Ｓ６３の位置を示す。一番下にある黒い水平の矢印は転写産物を表し、その矢印の向きは
転写の方向を示す。ｃＤＮＡ上の枠は捕捉されたエキソンの一部を示す。マップの作成に
使用したコスミドを両側に記載する。ＬＬが続くコスミド名はローレンスリバーモア第９
染色体特異ライブラリーに由来するもので、指定された名称の前にすべてＬＬ０９ＮＣ０
１が付く。また、ＬＡが続くものはロスアラモス第９染色体特異ライブラリーに由来する
。ＣＥＮはセントロメアを、ＴＥＬはテロメアを意味し、染色体９ｑに関してこのマップ
の向きを示す。
図２：ＤＹＴ１領域におけるｃＤＮＡ間の配列変異。図はその臨界領域における４つのｃ
ＤＮＡ転写産物それぞれの縮尺図である。斜線を引いた黒い枠は５’非翻訳配列を示し、
斜線を引いた白い枠は推定されるオープンリーディングフレームを示し、波線は３’非翻
訳配列を示す。ｃＤＮＡ　ＤＱ２とＤＱ３のオープンリーディングフレームの５’末端に
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ある破線は、最初の予想メチオニン（Ｍ）の５’側に停止コドンが見つかっていないこと
を示す。オープンリーディングフレームを示す枠の傍らにある数字はｃＤＮＡの始まりと
終わり及び予想される開始コドンと停止コドンのヌクレオチド位置を示す。ＳＳＣＰシフ
トをもたらす領域を転写産物図の上に示す。＋はそのヌクレオチド変化がまだ決定されて
いないものを示し、＊はＳＳＣＰシフトに対応する既知のヌクレオチド変化の位置を示し
、＾はｃＤＮＡ　ＤＱ２中のＧＡＧ欠失を示す。ヌクレオチド変化とその結果起こるアミ
ノ酸変換を各ｃＤＮＡの下に記載する。転写産物のサイズはノーザンブロット分析で見積
もった。
図３：ＤＱ２及びＤＱ１転写産物のノーザンブロット分析。ヒトＲＮＡのノーザンブロッ
ト（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ社）（左から右に向かって順に）－胎児：１）脳、２）肺、３）肝
臓及び４）腎臓と、成人：１）心臓、２）脳、３）胎盤、４）肺、５）肝臓、６）骨格筋
、７）腎臓及び８）膵臓。ブロットを、パネルＡではｃＤＮＡ　ＤＱ２のヌクレオチド１
４９－１３０７に対応するＰＣＲプローブに、パネルＢではｃＤＮＡ　ＤＱ１のヌクレオ
チド２８－７２８に対応するＰＣＲプローブにハイブリッド形成させた。マーカーのサイ
ズを線で示す。
図４：トルシン遺伝子ファミリーの各メンバーの予想アミノ酸配列の比較
Ａ．トルシンとｔｏｒｐの整列。トルシンＡとトルシンＢはそれぞれｃＤＮＡ　ＤＱ２と
ＤＱ１によってコードされる。ｔｏｒｐＣｅｌはＣ．エレガンス（Ｃ．ｅｌｅｇａｎｓ）
ゲノム配列由来の予想アミノ酸配列である。ｔｏｒｐ－１とｔｏｒｐ－２は、それぞれヒ
ト及びマウス由来のオーバーラップ発現配列標識ｃＤＮＡに相当する。黒ぬりの三角形は
トルシンＡ中のＧＡＧ（Ｅ）欠失部位を表す。保存されたシステイン残基を＊で表す。暗
い影付きの残基はコンセンサス配列と同一であり、明るい影付きの残基は類似している。
プロテインキナーゼ（ＰＫＣ）とカゼインキナーゼ２（ＣＫ２）に関する保存された可能
リン酸化部位を枠で囲んである。
Ｂ．各トルシンＡドメインを示す略図。Ｎ末端領域（左）は、２つの塩基性残基（Ｋ、Ｒ
）が前にあって極性残基と酸性残基（Ｑ、Ｅ）によって二分されている約４０個の疎水性
アミノ酸を含有する。ＡＴＰ結合ドメインがその保存されたＡ及びＢモチーフと共に示さ
れている。ＨＳＰ１００ファミリーで保存されているさらに２つのモチーフ（ＳＮとＩＶ
）に影をつけてある。
Ｃ．トルシン及びｔｏｒｐと、ＨＳＰ１００ファミリーの２つの代表的メンバーとの比較
。マウス由来のＳＫＤ３はクラス２ＭのＨＳＰ１００ファミリーメンバーであり、ダイズ
由来のＨＳＰ１０１はクラス１Ｂの熱ショックタンパク質である（Ｓｃｈｉｒｍｅｒ，Ｅ
．Ｃ．ら，ＴＩＢＳ　２１：２８９－２９６（１９９６））。影つきの残基はコンセンサ
ス配列と同一である。保存されたモチーフ（Ａ、Ｂ、ＳＮ及びＩＶ）は７つのタンパク質
全てに存在する。
図５：初期発症ジストニアに関係するＧＡＧ欠失の分離
Ａ．配列．プライマー６４１９を使った増幅ゲノムＤＮＡ由来の突然変異配列と正常配列
を示す配列決定ゲルのオートラジオグラフ。下から上に５’から３’の向きに示された配
列は、罹患した患者の一方の対立遺伝子上に見出されるＧＡＧ欠失を明らかにしている。
この突然変異はコード領域のヌクレオチド９４６－９４８で起こり、このタンパク質から
のＧｌｕ残基の欠失をもたらす。
Ｂ．断片のＳＳＣＰ分析．患者と対照者から得たゲノムＤＮＡのＰＣＲ－ＳＳＣＰ分析を
示すオートラジオグラフ。プライマー（６４１８と６４１９）を使って２５０ｂｐの断片
を作り、それを非変性アクリルアミドゲルで分離した。レーン１、３及び５は典型的な初
期発症ジストニアを患っている患者であり、レーン２と４は患っていない患者である。黒
ぬりの三角形はＧＡＧ欠失に関係するシフトしたバンドを示し、中空の三角形は正常な対
立遺伝子に関係する２本のバンドを示す。
Ｃ．ＢｓｅＲＩによるＰＣＲ断片の消化，プライマー６４１９とＨ４８でゲノムＤＮＡか
らＰＣＲ産物を作り、その２００ｂｐ産物をＢｓｅＲＩで消化した。対照ＤＮＡからは１
２０ｂｐと７０ｂｐのバンドが生成したが（レーン２）、ＧＡＧ欠失を持つ患者からはＢ
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ｓｅＲＩ部位の喪失により１３０ｂｐの新しいバンドが生成した（レーン１）。レーン３
と４はマーカーである：３）特定サイズのＰＣＲ産物（５０、１００及び１３０ｂｐ）、
４）１００ｂｐラダー（Ｐｈａｒｍａｃｉａ社）。
Ｄ．ＧＡＧ欠失周辺の配列。プライマーの位置（矢印）を示すトルシンＡの正常なゲノム
／ｃＤＮＡ配列；ＧＡＧ欠失が起こるＧＡＧＧＡＧ配列（括弧でくくった部分）とＢｓｅ
ＲＩ部位（＊、欠失の結果として失われる部位欠失）。
図６：年齢の関数としての初期発症ジストニアへのニューロンの関与の仮説モデル．ジス
トニア症状は大脳基底核におけるニューロンの機能不全によって起こると考えられる。脳
のこの領域のニューロンは、体内でそれらが補助する行動に対応する解剖学的パターニン
グを持ち、それは倒立した人体模型で大雑把に表すことができる。初期発症ジストニアで
は、年齢の関数としての症状の物理的発生部位と全身性化する傾向を、年齢と共に大脳基
底核中を腹側に移動する感受性ゾーン（平行線模様の領域）として表すことができる。Ａ
Ｊ創始変異のキャリアの臨床分析（Ｂｒｅｓｓｍａｎ，Ｓ．Ｂ．ら，Ａｎｎａｌ　Ｎｅｕ
ｒｏｌ．３６：７７１－７７７（１９９４ｂ））により、症状の発症が早いほど、それら
が下肢に始まる可能性が高く、全身性化して（太い黒い矢印）身体の上部に影響を及ぼす
傾向が強いことが明らかである。発症年齢が上昇するにつれて、症状は徐々により高い身
体部分に影響を及ぼす傾向を示し、なお下方に進行する傾向がある。２８歳を超える年齢
までには、初期発症遺伝子のキャリアは感受性年齢を通り過ぎており、症状が顕性化する
可能性はわずかしか残っていない。それでもなお、遺伝子キャリアとして、これらの「脱
出者」が、冒された子供を持つ危険性は、冒された遺伝子キャリアと同等である。
好ましい態様の詳細な説明
開示の明確さの目的のため、限定するものではなく、本発明の詳細な記載は、以下のサブ
セクションに分けられる。
Ｉ．　　　　トルシンポリペプチドをコードする単離された核酸分子
ＩＩ．　　　精製されたトルシンポリペプチド
ＩＩＩ．　　トルシン核酸の特異的検出用核酸プローブ
ＩＶ．　　　試料中のトルシン核酸の存在の検出方法
Ｖ．　　　　試料中のトルシン核酸の存在の検出用キット
ＶＩ．　　　トルシン核酸分子を含有するＤＮＡ構築物及びこれらの構築物を含む細胞
ＶＩＩ．　　トルシンポリペプチドに結合親和性を有する抗体及び抗体を含むハイブリド
ーマ
ＶＩＩＩ．　試料中のトルシンポリペプチド又は抗体の検出方法
ＩＸ．　　　トルシンタンパク質又は抗体を含有する診断用キット
Ｘ．　　　　診断的スクリーニング及び治療
ＸＩ．　　　トランスジェニックトルシン「ノックアウト」マウス
ＸＩＩ．　　ＨＳＶ－１アンプリコン構築物
Ｉ．トルシンポリペプチドをコードする単離された核酸分子
一態様として、本発明は、以下からなる群より選択される配列と少なくとも９０％同一（
より好ましくは９５％、９６％、９７％、９８％、９９％又は１００％同一）なポリヌク
レオチド配列を含有してなる単離された核酸分子に関する：
（ａ）配列番号：２又は４の全アミノ酸配列を含有してなるトルシンポリペプチドをコー
ドするヌクレオチド配列；
（ｂ）ＡＴＣＣ寄託番号９８４５４又は９８４５５に含まれるポリヌクレオチドクローン
によってコードされる全アミノ酸配列を含有してなるトルシンポリペプチドをコードする
ヌクレオチド配列；並びに
（ｃ）（ａ）又は（ｂ）のヌクレオチド配列のいずれかに相補的なヌクレオチド配列。
トルシン核酸は１９９７年６月１２日に、アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクショ
ン（米国、２０８５２　メリーランド州、ロックビル、パークローンドライブ　１２３０
１）に、ＡＴＣＣ寄託番号９８４５４及び９８４５５として寄託された。
好ましい一態様として、単離された核酸分子は、配列番号：１又は３に記載のヌクレオチ
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ド配列に対して９０％を超える（好ましくは９５％、９６％、９７％、９８％、９９％を
超える、もしくは１００％の）同一性又は類似性を持つトルシンヌクレオチド配列を含有
してなる。他の一つの好ましい態様として、単離された核酸分子は、配列番号：１又は３
に記載のトルシンヌクレオチド配列を含有してなる。他の一つの態様として、単離された
核酸分子は配列番号：２又は４に記載のトルシンアミノ酸配列をコードする。
また、本明細書に記載される単離された核酸分子とその誘導体の機能的均等物も本発明の
範囲に含まれる。例えば、配列番号：１又は３に記載の核酸配列は、機能的に均等な分子
を与える置換、付加又は欠失によって改変できる。ヌクレオチドコード配列の縮重ゆえに
、本発明の実施には、配列番号：２又は４に記載するものと実質的に同じアミノ酸配列を
コードする他のＤＮＡ配列を使用することができる。これらには、配列内で機能的に均等
なアミノ酸残基をコードする異なるコドンへの置換によって改変された配列番号：１又は
３に記載のトルシン核酸の全部又は一部を含有してなるヌクレオチド配列を含むが、これ
らに限るわけではない。
また、本核酸配列は、配列番号：１又は３に示す核酸式又はその誘導体の５’末端及び／
又は３’末端への少なくとも一つのヌクレオチドの付加、欠失又は置換によってもたらさ
れるヌクレオチド配列を含有してなり得る。これに関して、その付加、欠失又は置換がそ
のヌクレオチド配列によってコードされる配列番号：２又は４のアミノ酸配列を実質上変
化させないのであれば、任意のヌクレオチド又はポリヌクレオチドを使用できる。さらに
、本発明の核酸分子は、必要に応じて、その５’末端及び／又は３’末端に付加された制
限エンドヌクレアーゼ認識部位を持つことができる。したがって、遺伝暗号によって許さ
れるトルシン遺伝子のヌクレオチド配列とその断片のあらゆる変異体は本発明に含まれる
。
さらに、構造的に修飾されたポリペプチドであるが、非修飾核酸分子によって生産される
ポリペプチドと実質的に同じ有用性又は活性を持つものを生産するのに、コドンを欠失さ
せるか、１以上のコドンを縮重コドン以外のコドンで置換することができる。技術上認識
されているように、２つのポリペプチドは機能的に均等であり、それらの生産を引き起こ
す２つの核酸分子も、たとえそれら核酸分子間の相違が遺伝暗号の縮重に関係しないもの
であっても同様である。
Ａ．核酸の単離
本発明の一側面として、トルシンに対応するアミノ酸配列を持つポリペプチドをコードす
る単離された核酸分子が提供される。具体的には、本核酸分子は、トルシンＲＮＡ又はＤ
ＮＡを含む生物学的試料から単離できる。
本核酸分子は、ｃＤＮＡクローニングと差引きハイブリダイゼーションの技術を用いてト
ルシンＲＮＡを含む生物学的試料から単離できる。本核酸分子はｃＤＮＡライブラリーか
ら相同プローブを用いて単離することもできる。
本核酸分子は、ゲノムＤＮＡを含む生物学的試料又はゲノムライブラリーから単離できる
。好適な生物学的試料には、全生物、器官、組織、血液、細胞を含むが、これらに限るわ
けではない。生物学的試料を得る方法は、その試料の性質に依存して変動するだろう。
ゲノムが個体間でわずかな対立遺伝子変異を伴いうることは当業者には理解されるだろう
。したがって、単離された核酸分子は、その配列がトルシンコード配列の機能的誘導体で
ある限り、対立遺伝子変異体も包むものとする。トルシン対立遺伝子が配列番号：１又は
３に見出されるものと同一な配列をコードしない場合は、本明細書において使用したもの
と同じ技術を用いて、具体的にはＰＣＲ法を使って本明細書に開示する配列に基づくプラ
イマーで適切な遺伝子を増幅することにより、それをトルシンとして単離及び同定できる
。
当業者は、ヒト以外の生物（例えば、真核生物；より具体的には、哺乳動物、齧歯動物、
線虫類（例えば、シー・エレガンス（Ｃ．ｅｌｅｇａｎｓ））、昆虫（好ましくは、ミバ
エ、ショウジョウバエ（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ））、鳥、魚、酵母、及び植物；さらに具
体的には、ゴリラ、アカゲザル、及びチンパンジー）もトルシン遺伝子を含むであろうこ
とを理解するだろう。本発明は、上記の生物から単離されるトルシン核酸分子を包含むも
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のとするが、それらに限らない。
Ｂ．核酸の合成
本発明の単離された核酸分子には、化学的に合成されたものも含まれるものとする。例え
ば、トルシン遺伝子の発現産物をコードするヌクレオチド配列を持つ核酸分子を設計し得
、必要であれば、より小さい適当な断片に分割することができる。次に、その核酸分子又
は分割した断片のそれぞれに対応するオリゴマーを合成できる。そのような合成オリゴヌ
クレオチドは、例えばＭａｔｔｅｕｃｃｉら，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１０３：３
１８５－３１９１（１９８１）のトリエステル法か、自動ＤＮＡ合成装置を使用すること
によって調製できる。
オリゴヌクレオチドは合成的に又はクローニングによって得ることができる。必要であれ
ば、オリゴマーの５’末端をＴ４ポリヌクレオチドキナーゼを用いてリン酸化できる。ア
ニーリングに先立つ又は標識化のための一本鎖のキナーゼ処理は、過剰の当該酵素を使用
して達成できる。キナーゼ処理がプローブを標識するためである場合、ＡＴＰは比活性の
高い放射性同位体を含み得る。次に、そのＤＮＡオリゴマーをアニーリングとＴ４リガー
ゼなどによるライゲーションにかけることができる。
ＩＩ．精製されたトルシンポリペプチド
もう一つの態様として、本発明は、トルシンに対応するアミノ酸配列を持つ精製されたポ
リペプチド（好ましくは実質的に純粋なもの）又はその機能的誘導体に関する。好ましい
態様として、本ポリペプチドは、配列番号：２又は４に記載のアミノ酸配列又はその突然
変異体もしくは種変異体、又はそれと少なくとも８０％の同一性か少なくとも９０％の類
似性（好ましくは、その少なくとも９０％、９５％、９６％、９７％、９８％又は９９％
の同一性か、少なくとも９５％、９６％、９７％、９８％又は９９％の類似性）、又はそ
の少なくとも６つの連続するアミノ酸（好ましくは、その少なくとも１０、１５、２０、
２５又は５０個の連続するアミノ酸）を持つ。
好ましい態様として、本発明はトルシンエピトープに関する。これらポリペプチドのエピ
トープは免疫原性又は抗原性エピトープである。免疫原性エピトープは、そのタンパク質
全体が免疫原である場合、そのタンパク質のうち抗体反応を引き起こす部分である。抗原
性エピトープは、抗体反応を引き起こし得るタンパク質の断片である。抗原性エピトープ
断片を選択する方法は技術上よく知られている。Ｓｕｔｃｌｉｆｆｅら，Ｓｃｉｅｎｃｅ
　２１９：６６０－６６６（１９８３）を参照のこと。本発明の抗原性エピトープ保持ペ
プチドと抗原性エピトープ保持ポリペプチドは、そのポリペプチドを特異的に認識する免
疫応答を生じさせるのに役立つ。本発明の抗原性エピトープ保持ペプチドと抗原性エピト
ープ保持ポリペプチドは、本発明タンパク質の少なくとも７アミノ酸（好ましくは９、１
０、１２、１５又は２０個のアミノ酸）を含んでなる。抗原性ポリペプチド又は抗原性ペ
プチドの例には下記表１に挙げるものが含まれる。

トルシンのアミノ酸配列変異体は、そのＤＮＡ中の突然変異によって製造できる。そのよ
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うな変異体には、例えば、配列番号：２又は４に示すアミノ酸配列からの欠失や、該アミ
ノ酸配列内での残基の挿入又は置換が含まれる。最終構築物が所望の活性を有するのであ
れば、欠失、挿入及び置換をどのように組み合わせて最終構築物に到達してもよい。
アミノ酸配列変異を導入する部位は前もって決定されるが、突然変異そのものを前もって
決定しておく必要はない。例えば、所定の部位における突然変異の成果を最適化するため
に、標的コドン又は標的領域でランダム突然変異誘発を行い、発現されたトルシン変異体
を所望の活性の最適な組み合わせについてスクリーニングすることができる。既知の配列
を持つＤＮＡ中の前もって決定した部位に置換突然変異を作る技術、例えば、部位特異的
突然変異誘発法はよく知られている。
本発明のトルシン変異体の製造は、好ましくは、先に製造されたそのタンパク質の変異体
又は非変異型タンパク質をコードするＤＮＡの部位特異的突然変異誘発によって達成され
る。部位特異的突然変異誘発は、所望の突然変異のＤＮＡ配列をコードする特異的オリゴ
ヌクレオチド配列を使用したトルシン変異体の生産を可能にする。Ａｄｅｌｍａｎら，Ｄ
ＮＡ　２：１８３（１９８３）やＡｕｓｕｂｅｌら「Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌ
ｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ」（Ｊ．Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ社、
ニューヨーク州ニューヨーク、１９９６）などの刊行物が示すように、一般的に、部位特
異的突然変異誘発法は技術上よく知られている。
アミノ酸配列欠失は一般に約１ないし３０残基、より好ましくは１ないし１０残基の範囲
であり、通例は連続的である。
アミノ酸配列挿入には、１又は複数のアミノ酸残基の配列内挿入の他に、１残基から基本
的に無制限な長さのポリペプチドまでのアミノ及び／又はカルボキシル末端融合が含まれ
る。配列内挿入（すなわち全トルシン配列内での挿入）は一般に約１ないし１０残基、よ
り好ましくは１ないし５残基に及びうる。
第３の変異体群は、トルシン分子内の少なくとも一つのアミノ酸残基（好ましくは一つの
み）が除去され、その位置に異なる残基が挿入されているものである。トルシンの特徴を
細かく調節したい場合、そのような置換は好ましくは次の表２に従って施される。

機能的又は免疫学的特性の本質的な変化は、表２に記載したものよりも保存性の低い置換
を選択することによって、すなわち、（ａ）置換領域のポリペプチド主鎖の構造（例えば
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シート又はらせんコンフォメーション）、（ｂ）標的部位における分子の電荷又は疎水性
もしくは（ｃ）側鎖の嵩高さを維持する効果がより有意に異なる残基を選択することによ
って起こる。一般的に予想される置換は、（ａ）グリシン及び／又はプロリンを別のアミ
ノ酸で置換するか、それらを欠失又は挿入したもの、（ｂ）親水性残基（例えばセリル又
はスレオニル）で（を）疎水性残基（例えばロイシル、イソロイシル、フェニルアラニル
、バリル又はアラニルを（で）置換したもの、（ｃ）システイン残基で（を）他の任意の
残基を（で）置換したもの、（ｄ）正電荷側鎖を持つ残基（例えばリジル、アルギニル又
はヒスチジル）で（を）負電荷を持つ残基（例えばグルタミル又はアスパルチル）を（で
）置換したもの、又は（ｅ）嵩高い側鎖を持つ残基（例えばフェニルアラニン）で（を）
そのような側鎖を持たない残基（例えばグリシン）を（で）置換したものである。
一部の欠失と挿入及び置換はトルシンの特徴に根本的な変化をもたらさないと予想される
。しかし置換、欠失又は挿入の正確な影響を前もって予測することが困難な場合、その影
響が慣用のスクリーニングアッセイで評価されることは、当業者には理解されるだろう。
例えば、変異体は通例、天然トルシンコード核酸の部位特異的突然変異誘発、その変異体
核酸の組換え細胞培養における発現、及び随意に例えばカラムへの免疫アフィニティー吸
着（少なくとも一つの残存免疫エピトープにそれを結合させることによって変異体を吸収
するため）などによるその細胞培養からの精製によって製造される。次に、細胞溶解物又
は精製トルシン分子変異体の活性を、所望の特徴に関する適当なスクリーニングアッセイ
でスクリーニングする。例えば、与えられた抗体に対する親和性など、トルシン分子の免
疫学的特徴の変化が競争型免疫アッセイで測定される。免疫調節活性の変化は適切なアッ
セイで測定される。酸化還元安定性や熱安定性、疎水性、タンパク質分解に対する感受性
、又は担体との会合傾向、多量体への会合傾向などといったタンパク質特性の変化は、通
常の当業者によく知られる方法でアッセイされる。
本発明のペプチドを得るには、技術上知られている様々な方法論を利用できる。一態様と
して、本ペプチドは本来そのペプチドを産生する組織又は細胞から精製される。あるいは
、上述の単離された核酸断片を使って、任意の生物中でトルシンタンパク質を発現させる
ことができる。本発明の試料には細胞、細胞のタンパク質抽出物又は膜抽出物、又は生物
学的液体が含まれる。試料はアッセイの形式、検出方法、試料として使用する組織、細胞
又は抽出物の性質によって変動するだろう。
本発明のペプチドの起源としては、その起源生物が天然にそのようなペプチドを含有する
限り、どのような生物でも使用できる。本明細書で用いる「起源生物」とは、そのサブユ
ニットが発現され最終的にそこから単離される生物がなんであれ、そのサブユニットのア
ミノ酸配列が由来する元の生物を指す。
当業者は、天然の夾雑物を含まないペプチドを得るために、容易に既知のタンパク質単離
法に従うことができる。これらには、免疫クロマトグラフィー、サイズ排除クロマトグラ
フィー、ＨＰＬＣ、イオン交換クロマトグラフィー、及び免疫アフィニティークロマトグ
ラフィーが含まれるが、これらに限るわけではない。
好ましい態様として、その精製法は、イオン交換クロマトグラフィーとサイズ排除クロマ
トグラフィーからなる。技術上知られている多数のイオン交換樹脂は、例えばモノＱ、セ
ファロースＱ、マクロ－プレップＱ、ＡＧ１－Ｘ２又はＨＱを含み、いずれも使用できる
。好適なサイズ排除樹脂の例にはスーパーデックス２００、スーパーロース１２、及びセ
ファクリル２００があるが、これらに限るわけではない。溶出は０．０１Ｍから２．０Ｍ
にわたる濃度の塩化カリウム又は塩化ナトリウムの水溶液で達成できる。
ＩＩＩ．トルシン核酸の特異的検出用核酸プローブ
もう一つの態様として、本発明は、上述の核酸分子又は少なくともストリンジェント条件
でトルシン核酸に結合するその断片を含む、試料中のトルシン核酸の存在を特異的に検出
するための核酸プローブに関する。
好ましい一態様として、本発明は、トルシンのＲＮＡ又はＤＮＡと優先的にハイブリッド
形成するが、トルシンと無関係なＲＮＡ又はＤＮＡにはハイブリッド形成しない１０～１
００ヌクレオチド（好ましくは１０～５００、１０～１００、１０～５０、１０～３５、
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２０～１０００、２０～５００、２０～１００、２０～５０又は２０～３５）からなる単
離された核酸プローブに関し、ここに前記核酸プローブは、以下からなる群より選ばれる
配列と少なくとも９０％同一なポリヌクレオチド配列を含有してなる核酸分子に由来する
少なくとも１０（好ましくは１５、１８、２０、２５又は３０）個の連続するヌクレオチ
ドからなるヌクレオチド配列であるか、それに相補的なものである：
（ａ）配列番号：２又は４の全アミノ酸配列を含有してなるトルシンポリペプチドをコー
ドするヌクレオチド配列；
（ｂ）ＡＴＣＣ寄託番号９８４５４又は９８４５５に含まれるポリヌクレオチドクローン
によってコードされる全アミノ酸配列を含有してなるトルシンポリペプチドをコードする
ヌクレオチド配列；
（ｃ）（ａ）又は（ｂ）のヌクレオチド配列のいずれかに相補的なヌクレオチド配列、並
びに
（ｄ）上述したようなヌクレオチド配列。
本発明で使用できる特異的核酸プローブの例を下記表３に示す。

本核酸プローブは、もう一つの本発明の核酸分子を得るべく、通常のハイブリダイゼーシ
ョン法によって適当な染色体ライブラリー又はｃＤＮＡライブラリーをプローブするため
に使用できる。染色体ＤＮＡライブラリー又はｃＤＮＡライブラリーは、技術上知られて
いる方法に従って適当な細胞から調製できる（Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｆｒｉｔｓｃｈ，＆　
Ｍａｎｉａｔｉｓ編「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ　Ｍａｎｕａｌ」第２版（コールドスプリングハーバー研究所、１９８９）を参照のこ
と）。
別法として、トルシンアミノ酸配列のＮ末端及びＣ末端部分に対応するヌクレオチド配列
を持つ核酸プローブを得るのに化学合成を行う（表３参照のこと）。したがって、合成さ
れた核酸プローブは、本発明の断片を得るのに、適当な染色体、ｃＤＮＡ又は細胞株ライ
ブラリーを用い、基本的にＭｉｃｈａｅｌら編「ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ，　Ａ　Ｇ
ｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ」（Ａｃａｄｅｍ
ｉｃ　Ｐｒｅｓｓ社、１９９０）に準じて、認識されているＰＣＲ技術に従って行われる
ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）で、プライマーとして使用できる。
当業者は、本明細書に開示される配列に基づき、技術上知られているコンピュータによる
アラインメント及び配列分析法を用いて、そのようなプローブを容易に設計できる（Ｓａ
ｍｂｒｏｏｋ，Ｆｒｉｔｓｃｈ，＆　Ｍａｎｉａｔｉｓ編「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏ
ｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」第２版（コールドスプリングハ
ーバー研究所、１９８９）を参照のこと）。
本発明のハイブリダイゼーションプローブは、標準的な標識技術により、放射標識、酵素
標識、蛍光標識、ビオチン－アビジン標識、化学発光などで標識できる。ハイブリダイゼ
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ーション後に、プローブは既知の方法で視覚化できる。
本発明の核酸プローブにはＤＮＡプローブの他にＲＮＡプローブも含まれ、それらのプロ
ーブは技術上知られている方法で作成される。
上述した方法の一態様として、核酸プローブを固体支持体に固定化する。そのような固体
支持体の例にはポリカーボネートなどのプラスチック、アガロースやセファロースなどの
複合糖質、ポリアクリルアミドやラテックスビーズなどのアクリル樹脂があるが、これら
に限るわけではない。核酸プローブをそれら固体支持体に結合する技術は技術上よく知ら
れている。
本発明の核酸プローブ法に適した試験試料には、例えば細胞、細胞の核酸抽出物又は生物
学的液体が含まれる。上述の方法で使用される試料は、アッセイの形式、検出方法、アッ
セイしようとする組織、細胞又は抽出物の性質によって変わるだろう。細胞の核酸抽出物
を調製する方法は技術上よく知られており、使用する方法に適合する試料を得るのに容易
に適応させることができる。
ＩＶ．試料中のトルシン核酸の存在の検出方法
他の一つの態様として、本発明は、試料中のトルシン核酸の存在を検出する方法であって
、ａ）試料を上述の核酸プローブと、ハイブリダイゼーションが起こるように特異的ハイ
ブリダイゼーション条件で接触させる工程、並びにｂ）核酸分子に結合したプローブの存
在を検出する工程を含む方法に関する。当業者は、上述のように、技術上知られている方
法に従って核酸プローブを選択するだろう。試験される試料としては、ヒト組織由来のＲ
ＮＡ又はＤＮＡ試料があるが、これらに限るわけではない。
Ｖ．試料中のトルシン核酸の存在の検出用キット
他の一つの態様として、本発明は、上述の核酸プローブが配置された少なくとも一つの容
器手段を含有してなる、試料中のトルシン核酸の存在を検出するためのキットに関する。
好ましい態様として、本キットはさらに、以下の１以上を含有してなる他の容器を含有し
てなる：洗浄試薬、及び結合した核酸プローブの存在を検出できる試薬。検出試薬の例に
は、放射標識プローブ、酵素標識プローブ（セイヨウワサビペルオキシダーゼ、アルカリ
ホスファターゼ）及びアフィニティーラベルプローブ（ビオチン、アビジン又はステプト
アビジン（ｓｔｅｐｔａｖｉｄｉｎ））が含まれるが、これらに限るわけではない。
詳しく述べると、区画化されたキットには、試薬類が独立した容器に含まれている任意の
キットが含まれる。そのような容器としては、小さいガラス製容器、プラスチック製容器
又はプラスチック製もしくは紙製のストリップが含まれる。そのような容器は、試料と試
薬が相互汚染されず、各容器の薬剤又は溶液をある区画から別の区画へ定量的に加えるこ
とができるように、ある区画から別の区画への試料の効率のよい移送を可能にする。その
ような容器としては、試験試料を受け入れる容器、そのアッセイに使用するプローブ又は
プライマーを含む容器、洗浄試薬（例えばリン酸緩衝化生理的食塩水、トリス緩衝液など
）を含む容器並びにハイブリッド形成したプローブ、結合した抗体、増幅産物などを検出
するのに使用される試薬を含む容器が含まれるであろう。
本発明で記述される核酸プローブを、技術上よく知られている確立されたキット形式の一
つに容易に組み込みうることは、当業者には容易に認識されるだろう。
ＶＩ．トルシン核酸分子を含有するＤＮＡ構築物及びこれらの構築物を含む細胞
他の一つの態様として、本発明は、５’から３’に、宿主細胞で転写を開始するのに有効
なプロモーターと上述の核酸分子とを含有してなる組換えＤＮＡ分子に関する。他の一つ
の態様として、本発明は、ベクターと上述の核酸分子とを含有してなる組換えＤＮＡ分子
に関する。
他の一つの態様として、本発明は、細胞内で機能する転写制御領域、上述のポリペプチド
に対応するアミノ酸配列をコードするＲＮＡ配列に相補的な配列、及び細胞内で機能する
転写終結領域を含有してなる核酸分子に関する。
上述の分子は単離及び／又は精製されたＤＮＡ分子であることが好ましい。
他の一つの態様として、本発明は、上述の核酸分子を含有する細胞又は非ヒト生物に関す
る。
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他の一つの態様として、本ペプチドが、本ペプチドを発現するように改変された細胞から
精製される。
本明細書では、細胞が遺伝子操作によってその細胞が通常は産生しないか通常は低レベル
に産生するタンパク質を産生するようにされる場合、その細胞は「目的のペプチドを発現
するように改変される」という。当業者は、ゲノム、ｃＤＮＡ又は合成配列を真核又は原
核細胞に導入して発現させるような方法を容易にとることができる。
ＤＮＡなどの核酸分子は、それが転写及び翻訳調節情報を含むヌクレオチド配列を含み、
それらの配列があるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列に「作動可能に連結」さ
れている場合、そのポリペプチドを「発現させることができる」という。作動可能な連結
とは、調節ＤＮＡ配列と発現させようとするＤＮＡ配列が、遺伝子配列の発現を可能にす
るように連結されている連結である。遺伝子配列の発現に必要な調節領域の正確な性質は
生物ごとに異なりうるが、一般的には、原核生物では、プロモーター（これはＲＮＡ転写
の開始を指示する）と、ＲＮＡに転写されたときに合成開始のシグナルを出すＤＮＡ配列
の両方を含むプロモーター領域が含まれるだろう。そのような領域は通常、転写と翻訳の
開始に関与するＴＡＴＡボックス、キャッピング配列、ＣＡＡＴ配列などの５’非コード
配列を含むだろう。
所望であれば、トルシンコード配列の３’側にある非コード領域を上述の方法で得ること
ができる。この領域は、終結やポリアデニル化などの、その転写終結調節配列ゆえに残し
ておくことができる。このように、トルシン遺伝子をコードするＤＮＡ配列に本来隣接し
ている３’領域を保持しておくことによって、転写終結シグナルを提供できる。転写終結
シグナルが発現宿主細胞でうまく機能しない場合は、その宿主細胞で機能する３’領域に
置換できる。
２つのＤＮＡ配列（例えば、プロモーター領域配列とトルシンコード配列）は、それら２
つのＤＮＡ配列間の結合の性質が（１）フレームシフト突然変異の導入を招かず、（２）
トルシンコード配列の転写に向かわせるそのプロモーター領域配列の能力を妨害せず、又
は（３）そのプロモーター領域配列によって転写されるというトルシンコード配列の能力
を妨害しないのであれば、作動可能に連結されているという。したがって、あるプロモー
ター領域があるＤＮＡ配列の転写を達成できるのであれば、そのプロモーター領域はその
ＤＮＡ配列に作動可能に連結されていることになる。
本発明は、原核細胞又は真核細胞におけるトルシンコード配列（又はその機能的誘導体）
の発現を包含する。一般に原核宿主は組換えタンパク質の生産に最も効率的で便利であり
、したがってトルシンコード配列の発現にとって好ましい。
原核生物は様々な大腸菌株によって代表されることが最も多い。しかし、他の細菌株を含
む他の微生物株も使用できる。原核生物系では、その宿主に適合する種に由来する複製部
位と制御配列を含むプラスミドベクターを使用できる。好適なプラスミドベクターの例に
は、ｐＢＲ３２２、ｐＵＣ１８、ｐＵＣ１９、ｐＵＣ１１８、ｐＵＣ１１９などが含まれ
る；好適なファージ又はバクテリオファージベクターには、λｇｔ１０、λｇｔ１１など
が含まれる；好適なウイルスベクターには、ｐＭＡＭ－ｎｅｏ、ｐＫＲＣなどが含まれる
。選択された本発明のベクターは、選択された宿主細胞内で複製する能力を持つことが好
ましい。
認識されている原核宿主には、大腸菌、バチルス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、ストレプトミセ
ス（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）、シュードモナス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、サルモ
ネラ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）、セラチア（Ｓｅｒｒａｔｉａ）などの細菌が含まれる。
しかし、そのような条件では、ペプチドはグリコシル化されないであろう。原核宿主は発
現プラスミド中のレプリコン及び制御配列と適合しなければならない。
原核細胞でトルシンを発現させるには、トルシンコード配列を機能的原核プロモーターに
作動可能に連結する必要がある。そのようなプロモーターは構成的であってもよいし、ま
た、より好ましくは調節可能（すなわち誘導性又は抑制解除できるもの）であってもよい
。構成的プロモーターの例にはバクテリオファージλのｉｎｔプロモーター、ｐＢＲ３２
２のβ－ラクタマーゼ遺伝子配列のｂｌａプロモーター、ｐＢＲ３２５のクロラムフェニ
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コールアセチルトランスフェラーゼ遺伝子配列のＣＡＴプロモーターなどが含まれる。誘
導性原核プロモーターの例には、バクテリオファージλの主要右及び左プロモーター（Ｐ

L及びＰR）、大腸菌のｔｒｐ、ｒｅｃＡ、ｌａｃＺ、ｌａｃＩ及びｇａｌプロモーター、
枯草菌（Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ）のαアミラーゼプロモーター（Ｕｌｍａｎｅｎら，Ｊ．
Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．１６２：１７６－１８２（１９８５））とσ－２８－特異的プロモ
ーター（Ｇｉｌｍａｎら，Ｇｅｎｅ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　３２：１１－２０（１９８４）
）、バチルスのバクテリオファージのプロモーター（Ｇｒｙｃｚａｎ「Ｔｈｅ　Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｂａｃｉｌｌｉ」、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐ
ｒｅｓｓ社、ニューヨーク（１９８２））、並びにストレプトミセス・プロモーター（Ｗ
ａｒｄら，Ｍｏｌ．Ｇｅｎ．Ｇｅｎｅｔ．２０３：４６８－４７８（１９８６））が含ま
れる。原核プロモーターについては、Ｇｌｉｃｋ（Ｊ．Ｉｎｄ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．１
：２７７－２８２（１９８７））；Ｃｅｎａｔｉｅｍｐｏ（Ｂｉｏｃｈｉｍｉｅ　６８：
５０５－５１６（１９８６））；及びＧｏｔｔｅｓｍａｎ（Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｇｅｎｅｔ
．１８：４１５－４４２（１９８４））による総説がある。
原核細胞における適切な発現には、遺伝子配列コード配列の上流にリボソーム結合部位が
存在することも必要である。そのようなリボゾーム結合部位は、例えばＧｏｌｄら（Ａｎ
ｎ．Ｒｅｖ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．３５：３６５－４０４（１９８１））によって開示さ
れている。
制御配列、発現ベクター、形質転換法などの選択は、遺伝子の発現に使用する宿主細胞の
タイプに依存する。本明細書では「細胞」、「細胞株」及び「細胞培養」とは、互換的に
使用でき、このような呼称は全て子孫を含む。したがって「形質転換体」又は「形質転換
細胞」には、初代対象細胞と、継代数に関わらずそこから派生する培養とを含む。意図的
な突然変異又は偶然の突然変異により、全ての子孫がＤＮＡの内容に関して精密に同一な
わけではありえないと理解される。しかし、定義として、突然変異型子孫は、元の形質転
換細胞と同じ機能性を持つ。
本発明の発現系で使用できる宿主細胞は、それらが目的のトルシンペプチドを発現させる
のに適しているのであれば、厳密に限定されるわけではない。好適な宿主には真核細胞が
含まれる。
好ましい真核宿主には、例えば酵母、カビ、昆虫細胞、生体内又は組織培養中の哺乳類細
胞が含まれる。好ましい哺乳類細胞には、ＨｅＬａ細胞、ＶＥＲＯやＣＨＯ－Ｋ１などの
線維芽細胞起源の細胞、又はリンパ起源の細胞とそれらの誘導体が含まれる。
また、植物細胞も宿主として利用でき、カリフラワーモザイクウイルス３５Ｓ及び１９Ｓ
、ノパリンシンターゼのプロモーター並びにポリアデニル化シグナル配列など、植物細胞
に適合する制御配列が入手できる。
他の一つの好ましい宿主は、昆虫細胞、例えばショウジョウバエの幼虫である。昆虫細胞
を宿主として使用する場合、ショウジョウバエ・アルコールデヒドロゲナーゼプロモータ
ーを使用できる（Ｒｕｂｉｎ，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４０：１４５３－１４５９（１９８８
））。あるいは、大量のトルシンを昆虫細胞で発現させるのに、バキュロウイルスベクタ
ーを操作することができる（Ｊａｓｎｙ，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３８：１６５３（１９８７
）；Ｍｉｌｌｅｒら、Ｓｅｔｌｏｗ，Ｊ．Ｋら編「Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉ
ｎｇ（１９８６）」（Ｐｌｅｎｕｍ社）第８巻の２２７－２９７頁）。
異なる宿主細胞は、タンパク質の翻訳及び翻訳後のプロセッシングと修飾（例えばグリコ
シル化、切断）に特徴的で特異的な機構をもつ。適切な細胞株又は宿主系を選択すること
により、発現される外来タンパク質の望ましい修飾とプロセッシングを保証することがで
きる。
糖分解酵素をコードする活発に発現される遺伝子配列に由来するプロモーターと終結配列
を組み込んだ一連の酵母遺伝子配列発現系はいずれも利用できる。酵母をグルコースに富
む培地で生育させると、これらの酵素は大量に生産される。既知の糖分解遺伝子配列は、
極めて効率的な転写制御シグナルも提供できる。
酵母には翻訳後ペプチド修飾を行い得るという重要な利点がある。酵母における目的タン
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パク質の生産に利用できる高コピー数のプラスミドと強力なプロモーター配列を利用する
多くの組換えＤＮＡ法がある。酵母はクローン化された哺乳類遺伝子配列産物上のリーダ
ー配列を認識し、リーダー配列を保持するペプチド（すなわちプレペプチド）を分泌させ
る。哺乳類宿主には、トルシンの発現に利用できるベクター系がいくつかある。
宿主の性質に応じて、多種多様な転写及び翻訳調節配列を使用できる。転写及び翻訳調節
シグナルは、アデノウイルス、ウシパピローマウイルス、シミアンウイルスなどのウイル
ス起源のものとすることができ、それらの調節シグナルは高い発現レベルを持つ特定の遺
伝子配列に関係する。あるいは、アクチン、コラーゲン、ミオシンなどの哺乳類発現産物
に由来するプロモーターを使用できる。遺伝子配列の発現を調整することができるように
、抑制又は活性化が可能な転写開始調節シグナルを選択できる。温度感受性であって温度
を変えることによって発現を抑制するか開始することができる調節シグナルや、化学的（
例えば代謝産物）調節を受ける調節シグナルが興味深い。
上述のように、真核宿主におけるトルシンの発現には、真核調節領域を使用する必要があ
る。そのような領域は一般に、ＲＮＡ合成の開始を指示するのに十分なプロモーター領域
を含むだろう。好ましい真核プロモーターには、例えばマウスメタロチオネインＩ遺伝子
配列のプロモーター（Ｈａｍｅｒら，Ｊ．Ｍｏｌ．Ａｐｐｌ．Ｇｅｎ．１：２７３－２８
８（１９８２））；ヘルペスウイルスのＴＫプロモーター（ＭｃＫｎｉｇｈｔ，Ｃｅｌｌ
　３１：３５５－３６５（１９８２））；ＳＶ４０初期プロモーター（Ｂｅｎｏｉｓｔら
，Ｎａｔｕｒｅ（Ｌｏｎｄｏｎ）２９０：３０４－３１０（１９８１））；酵母ｇａｌ４
遺伝子配列プロモーター（Ｊｏｈｎｓｔｏｎら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．（ＵＳＡ）７９：６９７１－６９７５（１９８２）；Ｓｉｌｖｅｒら，Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）８１：５９５１－５９５５（１９８４））及びＣＭ
Ｖ極初期遺伝子プロモーター（Ｔｈｏｍｓｅｎら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ
ｉ（ＵＳＡ）８１：６５９－６６３（１９８４）が含まれる。
広く知られているように、真核ｍＲＮＡの翻訳は最初のメチオニンをコードするコドンで
開始される。そのため、真核プロモーターとトルシンコード配列の間の連結がメチオニン
をコードできる介在コドン（すなわちＡＵＧ）を決して含まないようにすることが好まし
い。そのようなコドンの存在は融合タンパク質の形成（ＡＵＧコドンがトルシンコード配
列と同じ読み枠にある場合）か、フレームシフト突然変異（ＡＵＧコドンがトルシンコー
ド配列と同じ読み枠にない場合）をもたらす。
トルシン核酸分子及び実施可能に連結されたプロモーターは、直鎖状分子であるか、より
好ましくは閉環状共有結合分子でありうる非複製ＤＮＡ（又はＲＮＡ）分子として受容原
核細胞又は受容真核細胞に導入されうる。そのような分子は、自律的に複製できないので
、遺伝子の発現は、導入配列の一過性の発現によって起こりうる。あるいは、導入ＤＮＡ
配列の宿主染色体への組み込みにより、永続的な発現も起こりうる。
一態様として、目的の遺伝子配列を宿主細胞染色体に組み込みうるベクターを使用する。
導入ＤＮＡをその染色体に安定に組み込んでいる細胞は、発現ベクターを含む宿主細胞の
選択を可能にする１以上のマーカーをも導入することによって選択できる。前記マーカー
は、栄養要求性宿主に原栄養性を与えたり、殺生物剤耐性（例えば、抗生物質、又は銅な
どの重金属など）を与えることができる。選択可能なマーカー遺伝子配列は、発現対象の
ＤＮＡ遺伝子配列に直接連結してもよいし、同じ細胞にコントランスフェクションによっ
て導入することもできる。一本鎖結合タンパク質ｍＲＮＡの最適な合成には、追加のエレ
メントが必要な場合もある。これらのエレメントとしては、スプライスシグナルならびに
転写プロモーター、エンハンサーシグナル配列及び終止シグナルが挙げられる。かかるエ
レメントを組み込んだｃＤＮＡ発現ベクターとしては、Ｏｋａｙａｍａ，Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．３：２８０（１９８３）に記載のものがが挙げられる。
好ましい態様では、導入核酸分子が、受容宿主中で自律的に複製できるプラスミド又はウ
イルスベクターに組み込まれるだろう。この目的には、多種多様なベクターのいずれも使
用できる。特定のプラスミド又はウイルスベクターを選択する際に重要な因子としては、
ベクターを含む受容細胞を認識し、該ベクターを含有しない受容細胞から選択する際の容
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易性；特定の宿主中におけるベクターの目的のコピー数；ベクターを異種宿主細胞間で「
シャトル」できることが望ましいかどうか、などが挙げられる。好ましい原核生物ベクタ
ーとしては、大腸菌で複製できるもの（例えば、ｐＢＲ３２２、ＣｏｌＥ１、ｐＳＣ１０
１、ｐＡＣＹＣ１８４、πＶＸなど）などのプラスミドがある。かかるプラスミドは、例
えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋによって開示されている（Ｓａｍｂｒｏｏｋ、Ｆｒｉｔｓｃｈ及
びＭａｎｉａｔｉｓ編、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、第２版、コールドスプリングハーバーラボラトリー、１９８９を参
照のこと）。バチルスのプラスミドとしては、ｐＣ１９４、ｐＣ２２１、ｐＴ１２７など
が挙げられる。かかるプラスミドは、Ｇｒｙｃｚａｎによって開示されている（Ｔｈｅ　
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｂａｃｉｌｌｉ、Ａｃａｄｅｍｉ
ｃ　Ｐｒｅｓｓ、ニューヨーク（１９８２）の３０７－３２９頁）。好適なストレプトミ
セス・プラスミドとしては、ｐＩＪ１０１（Ｋｅｎｄａｌｌら，Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ
．１６９：４１７７－４１８３（１９８７））と、φＣ３１などのストレプトミセス・バ
クテリオファージ（Ｃｈａｔｅｒら、Ｓｉｘｔｈ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｓｙｍ
ｐｏｓｉｕｍ　ｏｎ　Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ａｄａｄｅｍ
ｉａｉ　Ｋａｉｄｏ、ハンガリー・ブダペスト（１９８６））の４５－５４頁）が挙げら
れる。シュードモナス・プラスミドは、Ｊｏｈｎら（Ｒｅｖ．Ｉｎｆｅｃｔ．Ｄｉｓ．８
：６９３－７０４（１９８６））及びＩｚａｋｉ（Ｊｐｎ．Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．３
３：７２９－７４２（１９７８））により、総説される。
好ましい真核生物のプラスミドとしては、例えば、ＢＰＶ、ワクシニア、ＳＶ４０、２ミ
クロン環状プラスミドなど、又はそれらの誘導体が挙げられる。そのようなプラスミドは
当該技術分野でよく知られている（Ｂｏｔｓｔｅｉｎら，Ｍｉａｍｉ　Ｗｎｔｒ．Ｓｙｍ
ｐ．１９：２６５－２７４（１９８２）；Ｂｒｏａｃｈ，Ｔｈｅ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｙｅａｓｔ　Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ：　Ｌｉｆｅ
　Ｃｙｃｌｅ　ａｎｄ　Ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ、コールドスプリングハーバーラボラト
リー、ニューヨーク州コールドスプリングハーバー（１９８１）、４４５－４７０頁；Ｂ
ｒｏａｃｈ，Ｃｅｌｌ　２８：２０３－２０４（１９８２）；Ｂｏｌｌｏｎら，Ｊ．Ｃｌ
ｉｎ．Ｈｅｍｅｔｏｌ．Ｏｎｃｏｌ．１０：３９－４８（１９８０）；Ｍａｎｉａｔｉｓ
、Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ：　Ａ　Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ　Ｔｒｅａｔｉｓｅ，
　Ｖｏｌ．３，　Ｇｅｎｅ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ、Ａｃａｄｅｍｉ
ｃ　Ｐｒｅｓｓ社、ニューヨーク（１９８０））、５６３－６０８頁）。
発現のために、１又は複数の構築物を含むベクター又は核酸分子を調製し、該１又は複数
のＤＮＡ構築物を、種々の好適な手段、すなわち形質転換、トランスフェクション、接合
、プロトプラスト融合、エレクトロポレーション、パーティクルガン技術、リン酸カルシ
ウム沈殿法、直接マイクロインジェクション法などのいずれかによって、適当な宿主細胞
に導入できる。ベクターの導入後、ベクター含有細胞の生育を選択する選択培地中で、受
容細胞を生育する。１又は複数のクローン化遺伝子分子の発現は、トルシンの生産をもた
らす。このことは、形質転換細胞そのもので起こりうるか、又は（例えば神経芽腫細胞な
どへのブロモデオキシウラシルの投与により）それら細胞の分化誘導後に起こりうる。
ＶＩＩ．トルシンポリペプチドに結合親和性を有する抗体及び抗体を含むハイブリドーマ
別の態様として、本発明は、前記トルシンポリペプチドに対して特異的な結合親和性又は
トルシンポリペプチド結合断片に対して特異的な結合親和性を持つ抗体に関する。抗体は
、それが非トルシンポリペプチドに結合しないのであれば、トルシンポリペプチド（ｐｏ
ｌｐｅｐｔｉｄｅ）又はその結合断片に特異的に結合する。トルシンに選択的に結合する
ものは、限定されないが、トルシンを含む組織におけるトルシン発現変化の分析を含みう
る方法への使用のために選択されるだろう。
本発明のトルシンタンパク質は、抗体の生産、医薬組成物の同定、ＤＮＡ／タンパク質相
互作用の研究などの様々な操作と方法とに使用されうる。
本発明のトルシンペプチドは、抗体又はハイブリドーマを生産するために使用できる。抗
体を望む場合、そのようなペプチドが本明細書に記載されるように作成され、それが免疫
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原として使用されるであろうことを、当業者は認識するだろう。
本発明の抗体としては、モノクローナル抗体及びポリクローナル抗体ならびにこれらの抗
体断片が挙げられる。本発明は、さらに単鎖抗体を包む。分子のイディオタイプを含む抗
体断片は、公知の技術で作成できる。例えば、そのような断片としては、限定されないが
、Ｆ（ａｂ’）2断片；Ｆａｂ’断片；Ｆａｂ断片、Ｆｖ断片が挙げられる。
ヒトにおいて産生される、又は組換え技術もしくは他の技術によって「ヒト化」された（
すなわちヒトにおいて免疫原性でない）、トルシンに対する抗体は、本発明にとって特に
興味深い。ヒト化抗体は、例えば、抗体の免疫原性部分を、それに対応するが免疫原性で
はない部分で置換することによって生産できる（すなわちキメラ抗体）（Ｒｏｂｉｎｓｏ
ｎ，Ｒ．Ｒ．ら、国際特許出願公開ＰＣＴ／ＵＳ８６／０２２６９；Ａｋｉｒａ，Ｋ．ら
、欧州特許出願第１８４，１８７号；Ｔａｎｉｇｕｃｈｉ，Ｍ．、欧州特許出願第１７１
，４９６号；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ，Ｓ．Ｌ．ら、欧州特許出願第１７３，４９４号；Ｎｅｕ
ｂｅｒｇｅｒ，Ｍ．Ｓ．ら、ＰＣＴ出願ＷＯ８６／０１５３３；Ｃａｂｉｌｌｙ，Ｓ．ら
、欧州特許出願第１２５，０２３号；Ｂｅｔｔｅｒ，Ｍ．ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４０：
１０４１－１０４３（１９８８）；Ｌｉｕ，Ａ．Ｙ．ら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ
．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８４：３４３９－３４４３（１９８７）；Ｌｉｕ，Ａ．Ｙ．ら，Ｊ．
Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３９：３５２１－３５２６（１９８７）；Ｓｕｎ，Ｌ．Ｋ．ら，Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８４：２１４－２１８（１９８７）；Ｎｉ
ｓｈｉｍｕｒａ，Ｙ．ら，Ｃａｎｃ．Ｒｅｓ．４７：９９９－１００５（１９８７）；Ｗ
ｏｏｄ，Ｃ．Ｒ．ら，Ｎａｔｕｒｅ　３１４：４４６－４４９（１９８５）；Ｓｈａｗら
，Ｊ．Ｎａｔｌ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔ．８０：１５５３－１５５９（１９８８））。
「ヒト化」キメラ抗体に関する総説としては、Ｍｏｒｒｉｓｏｎ，Ｓ．Ｌ．（Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ，２２９：１２０２－１２０７（１９８５））とＯｉ，Ｖ．Ｔ．ら（ＢｉｏＴｅｃｈ
ｎｉｑｕｅｓ　４：２１４（１９８６））により提供される。好適な「ヒト化」抗体は、
ＣＤＲ又はＣＥＡ置換法によって二者択一的に作出することもできる（Ｊｏｎｅｓ，Ｐ．
Ｔ．ら，Ｎａｔｕｒｅ　３２１：５５２－５２５（１９８６）；Ｖｅｒｈｏｅｙａｎら，
Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：１５３４（１９８８）；Ｂｅｉｄｌｅｒ，Ｃ．Ｂ．ら，Ｊ．Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．１４１：４０５３－４０６０（１９８８））。
別の態様として、本発明は、前記モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマに関する
。ハイブリドーマは、特定のモノクローナル抗体を分泌できる不死化細胞株である。
一般に、モノクローナル抗体とハイブリドーマとを調製する技術は、当該技術分野でよく
知られている（Ｃａｍｐｂｅｌｌ、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ：Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉ
ｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｅｌｓｅｖｉｅｒ　Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ、オランダ・アムステルダム（１９８４）；Ｓｔ．Ｇｒｏ
ｔｈら，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　３５：１－２１（１９８０））。
抗体を産生することが知られている、いかなる動物（マウス、ウサギなど）も選択したポ
リペプチドで免疫できる。免疫法は、当該技術分野でよく知られている。かかる方法とし
ては、ポリペプチドの皮下又は腹腔内注射が挙げられる。当業者は、免疫化に使用するポ
リペプチドの量が、免疫する動物、該ポリペプチドの抗原性及び注射の部位に基づき変動
するであろうことを認識するであろう。
ペプチド抗原性を増加させるために、ポリペプチドを修飾するか、アジュバントに入れて
投与できる。ポリペプチドの抗原性を増加させる方法は、当該技術分野でよく知られてい
る。かかる手法としては、抗原と異種タンパク質（グロブリン又はβ－ガラクトシダーゼ
など）とカップリングすることや、免疫化中にアジュバントを含めることなどが挙げられ
る。
モノクローナル抗体に関して、免疫動物から脾臓を取り出し、骨髄腫細胞と融合し、モノ
クローナル抗体産生ハイブリドーマ細胞にする。
目的の特徴を持つ抗体を産生するハイブリドーマ細胞を同定するには、当該技術分野でよ
く知られているいくつかの方法をいずれかを使用できる。これらには、ＥＬＩＳＡアッセ
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イ、ウエスタンブロット解析又はラジオイムノアッセイによるハイブリドーマのスクリー
ニングが含まれる（Ｌｕｔｚら，Ｅｘｐ．Ｃｅｌｌ．Ｒｅｓ．１７５：１０９－１２４（
１９８８））。
当該技術分野で知られている方法を用いて、目的の抗体を分泌するハイブリドーマをクロ
ーン化し、クラスとサブクラスを決定する（前出Ｃａｍｐｂｅｌｌ、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａ
ｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｔｅｃｈｎｉｑ
ｕｅｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇ
ｙ、（１９８４））。
ポリクローナル抗体に関して、抗体含有抗血清を免疫動物から単離し、目的の特異性を持
つ抗体の存在を前記方法の１つを用いてスクリーニングする。
本発明の別の態様では、前記抗体を検出可能に標識する。抗体は放射性同位体、アフィニ
ティーラベル（ビオチン、アビジンなど）、酵素標識（西洋ワサビペルオキシダーゼ、ア
ルカリホスファターゼなど）、蛍光標識（ＦＩＴＣ又はローダミンなど）、常磁性原子な
どを使って検出可能に標識できる。かかる標識を達成する方法は、当該技術分野でよく知
られている。例えば、〔Ｓｔｅｒｎｂｅｒｇｅｒら，Ｊ．Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ．Ｃｙｔｏ
ｃｈｅｍ．１８：３１５（１９７０）；Ｂａｙｅｒら，Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍ．６２：３
０８（１９７９）；Ｅｎｇｖａｌら，Ｉｍｍｕｎｏｌ．１０９：１２９（１９７２）；Ｇ
ｏｄｉｎｇ，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．１３：２１５（１９７６）〕を参照のこと
。本発明の標識抗体は、特定のペプチドを発現させる細胞又は組織を同定するためのイン
ビトロ、インビボ及びインサイチュアッセイに使用できる。
本発明の別の態様では、前記抗体を固体支持体に固定化する。そのような固体支持体の例
示としては、ポリカーボネートなどのプラスチック、アガロースやセファロースなどの複
合糖質、ポリアクリルアミドやラテックスビーズなどのアクリル樹脂がある。抗体をかか
る固体支持体にカップリングする技術は、当該技術分野でよく知られている（Ｗｅｉｒら
「Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ」第４版
（Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ、イングラン
ド・オックスフォード、第１０章（１９８６）；Ｊａｃｏｂｙら，Ｍｅｒｈ．Ｅｎｚｙｍ
．３４、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、ニューヨーク、（１９７４））。本発明の固定
化抗体はインビトロ、インビボ及びインサイチュアッセイと免疫クロマトグラフィーに使
用できる。
さらに、当業者は、現在利用可能な手法、ならびに抗体に関して上述した技術、方法及び
キットを、合理的に設計された抗ペプチド・ペプチドを作成するために、特定のペプチド
配列に結合できるペプチドが生成するよう、容易に適合させることができる。例えば、Ｓ
ｙｎｔｈｅｔｉｃ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ，Ａ　Ｕｓｅｒ　ｓ　Ｇｕｉｄｅ、Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅ
ｅｍａｎ、ニューヨーク、２８９－３０７頁、Ｈｕｒｂｙら、「合成ペプチドの応用：ア
ンチセンスペプチド」（１９９２）やＫａｓｐｃｚａｋら，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　
２８：９２３０－８（１９８９）を参照のこと。
抗ペプチドペプチドは、２つの方法で１つで作成できる。まず、抗ペプチドペプチドは、
トルシンペプチド配列中に見出される塩基性アミノ酸残基を酸性残基で置換し、疎水性基
と非電荷極性基を維持しておくことによって作成できる。例えば、リジン、アルギニン及
び／又はヒスチジンをアスパラギン酸やグルタミン酸で置換し、グルタミン酸残基をリジ
ン、アルギニン又はヒスチジンで置換する。
ＶＩＩＩ．試料中のトルシンポリペプチド又は抗体の検出方法
別の態様として、本発明は、ａ）試料を、前記抗体（又はタンパク質）と、免疫複合体が
形成されるような条件下で接触させる工程、及びｂ）前記ポリペプチドに結合した前記抗
体の存在を検出する工程を含む、試料中のトルシンポリペプチドを検出する方法に関する
。詳細に述べると、この方法は、試験試料と１以上の本発明抗体とをインキュベートする
工程及び抗体が試験試料に結合したかどうかをアッセイする工程を含む。正常なレベルと
比較して変化した試料中のトルシンレベルは、特定の疾患を示しうる。
さらなる態様として、本発明は、ａ）試料と前記トルシントルシンタンパク質とを、免疫
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複合体が形成するような条件で接触させる工程及びｂ）該抗体に結合したタンパク質又は
タンパク質に結合した抗体の存在を検出する工程を含む、試料中のトルシン抗体を検出す
る方法に関する。詳細に述べると、この方法は、試験試料と１以上の本発明タンパク質と
をインキュベートする工程及び抗体が試験試料に結合したかどうかをアッセイする工程を
含む。
抗体と試験試料とをインキュベートする条件は様々である。インキュベーション条件は、
そのアッセイで使用する形式、使用する検出方法、そのアッセイで使用する抗体のタイプ
と性質に依存する。当業者は、一般に利用可能な免疫アッセイの形式（ラジオイムノアッ
セイ、酵素結合免疫吸着アッセイ、拡散型オクタロニー法、ロケット免疫蛍光アッセイな
ど）は、いずれも本発明の抗体を使用するように容易に適応させうることを認識するであ
ろう。かかるアッセイの例示は、Ｃｈａｒｄ「Ａｎ　Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　
Ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　ａｎｄ　Ｒｅｌａｔｅｄ　Ｔｅｃｈｃｎｉｑｕｅｓ
」、Ｅｌｓｅｖｉｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ、オランダ・アムステル
ダム、（１９８６）；Ｂｕｌｌｏｃｋら、Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｃ
ｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、フロリダ州オーランド、第
１巻（１９８２）、第２巻（１９８３）、第３巻（１９８５）；Ｔｉｊｓｓｅｎ、Ｐｒａ
ｃｔｉｃｅ　ａｎｄ　Ｔｈｅｏｒｙ　ｏｆ　Ｅｎｚｙｍｅ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙｓ：
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａ
ｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ」、Ｅｌｓｅｖｉｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｐ
ｕｂｌｉｓｈｅｒｓ社（オランダ・アムステルダム）（１９８５）に見い出すことができ
る。
本発明の免疫学的アッセイの試験試料には、細胞、細胞のタンパク質又は膜抽出物、血液
、血清血漿、尿などの生体液がある。前記方法で使用される試験試料は、アッセイの形式
、検出法の性質、試験されるべき試料として使用する組織、細胞又は抽出物によって変化
するだろう。細胞のタンパク質抽出物又は膜抽出物を調製する方法は、当該技術分野でよ
く知られており、使用する系で有効な試料を得るために容易に適合させることができる。
ＩＸ．トルシンタンパク質又は抗体を含有する診断用キット
本発明の別の態様として、先に記述した検出方法を行うための全ての必要な試薬類を含む
キットが提供される。
本キットは、ｉ）前記抗体を含む第１容器手段と、ii）抗体の結合パートナーと標識とを
含有したコンジュゲートを含む第２容器手段とを含みうる。
本キットは、ｉ）前記タンパク質を含有する第１容器手段と、好ましくはii）該タンパク
質の結合パートナーと抗体とを含有したコンジュゲートを含む第２容器手段とを含有しう
る。より具体的には、診断用キットは、感染した可能性がある動物又は人の血清中の抗体
を検出するために、前記トルシンタンパク質を含有する。
別の好ましい態様として、本キットは、下記：洗浄試薬及び結合した抗体の存在を検出で
きる試薬の１以上を含有した１以上の他の容器をさらに含有する。検出試薬の例示として
は、限定されないが、標識二次抗体、あるいは一次抗体が標識されている場合は、標識抗
体と反応できる発色試薬、酵素試薬又は抗体結合試薬などが挙げられる。区画化されたキ
ットは、核酸プローブキットについて前記した通りでありうる。
本発明で記載された抗体を当該技術分野でよく知られている確立されたキット形式の一つ
に容易に組み込みうることは、当業者には容易に理解されるだろう。
Ｘ．診断的スクリーニング及び治療
下記の議論は特にヒト患者に向けられたものであるが、それが教示するところはトルシン
を発現させるどの動物にも適用できると理解すべきである。
本発明の診断及びスクリーニング法は、家族歴に基づくトルシン発現量の変化に関係する
疾患を発症する危険があると疑われる患者、又はトルシン関連疾患を診断することが望ま
れる患者にとりわけ有用である。
好ましくは、ＤＮＡ診断を、ジストニアの様々な形の鑑別診断の手段として使用する。次
に、遺伝相談や、個別化された治療法に関して患者を分類する際に、この情報を使用する
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。
本発明によれば、そのようなスクリーニングを必要とする個体の前兆（ｐｒｅｓｙｍｐｔ
ｏｍａｔｉｃ）スクリーニングが、本発明のトルシンタンパク質をコードするＤＮＡを使
って、ここに可能になった。本発明のスクリーニング法は、個体における欠落した又は異
常なトルシン遺伝子の存在の、出生前診断を含む前兆診断を可能にし、したがって、その
ような個体がトルシン関連疾患を発症する可能性又は発症している可能性に関する見解を
可能にする。これは、例えばトルシン関連疾患の家族歴を持つ個体から、変異した又は欠
落したトルシン遺伝子のキャリアの同定にとりわけ価値がある。また、初期診断は、適切
で時宜を得た介入を最大限増加させるためにも望ましい。
症状発症前の遺伝子キャリアの同定は、症状の発症を誘発する遺伝的、及び環境的要因の
評価を可能にする。変更遺伝的要因としてはトルシン（特にトルシンＡ）における多形変
異、又は関連する若しくは付随するタンパク質における突然変異が含まれ得、環境的要因
には乱用や外傷によって引き起こされるような、感受性ニューロンによって促進される身
体の部分に対する感覚過負荷（Ｇａｓｓｅｒ，Ｔ．ら、Ｍｏｖ　Ｄｉｓｏｒｄ　１１：１
６３－１６６（１９９６））；高体温；又は毒物へのばく露が含まれる。
本スクリーニング法の好ましい一態様において、組織試料をそのような個体から採取し、
（１）「正常な」トルシン遺伝子の存在、（２）トルシンｍＲＮＡの存在及び／又は（３
）トルシンタンパク質の存在についてスクリーニングするであろう。正常なヒト遺伝子は
、例えば、本発明が教示するトルシン配列（又はその機能的断片）に対して調製したＤＮ
Ａプローブを使った、ＲＦＬＰ分析を含む、患者のＤＮＡに対する「正常」なＤＮＡの制
限消化パターンの検出に基づいて特徴づけることができる。同様に、トルシンｍＲＮＡを
、類似のプローブを使って特徴づけ、トルシン関連疾患を発症する危険のないヒト集団に
見出されるような正常なトルシンｍＲＮＡの（ａ）量及び／又は（ｂ）サイズと比較でき
る。最後に、トルシンタンパク質は、トルシン活性に関する生物学的アッセイを使って、
又は免疫学的アッセイ及びトルシン抗体を使って、（ａ）検出及び／又は（ｂ）定量でき
る。トルシンタンパク質をアッセイする場合は、その速さゆえに免疫学的アッセイが好ま
しい。（１）異常なトルシンＤＮＡサイズパターン、及び／又は（２）異常なトルシンｍ
ＲＮＡサイズもしくは量及び／又は（３）異常なトルシンタンパク質量は、その患者がト
ルシン関連疾患を発症する危険にさらされていることを示すだろう。
より具体的には、患者における捻転ジストニアの発症の存在は又は素因の診断方法が、本
明細書において提供される。その方法は：
ａ）その患者から試料を採取する工程、
ｂ）その試料におけるＧＡＧＧＡＧ領域（配列番号：５のヌクレオチド位置９４６～９５
１）を検出する工程を含む、前記試料中のトルシンＡ核酸の特性を評価する工程；並びに
、
ｃ）患者における捻転ジストニアの発症の存在又素因を診断する工程、ここで、ＧＡＧＧ
ＡＧ領域にＧＡＧが存在しないことは、捻転ジストニアの発症の存在又は素因を示す、を
含む。
本発明のスクリーニング及び診断法では、トルシンＤＮＡコード配列全体をプローブとし
て使用する必要はない。むしろ、正常な又は罹患した個体由来のＤＮＡ調製物中のトルシ
ン遺伝子の存在、そのような遺伝子の非存在又はそのような遺伝子の物理的性質の変化（
電気泳動移動パターンにおける変化など）を検出するのに十分な核酸の断片又は長さを使
用するだけでよい。
所望により、羊水穿刺、絨毛穿刺（ＣＶＳ）、胎児鏡検査を含む、胎児細胞を得るための
任意の公知の方法を使って、出生前診断を行うことができる。出生前染色体分析は、正常
なトルシン遺伝子を保有する染色体の部分がヘテロ接合状態で存在するかどうかを決定す
るために使用できる。
トルシン関連疾患の治療を必要とする患者におけるトルシン関連疾患の治療法では、機能
的トルシンＤＮＡを、そのような遺伝子によって提供されるトルシンタンパク質がそのよ
うな患者を治療するのに十分な時間と量で発現できるような方法と量で、そのような患者
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の細胞に提供することができる。細胞から欠落している遺伝子又はタンパク質を必要とす
るヒト患者へのそのような送達を行うための多くのベクター系が当該分野において知られ
ている。例えば、レトロウイルス系、特に修飾レトロウイルス系、また、特に単純ヘルペ
スウイルス系を使用することができる。そのような方法は、例えば、Ｂｒｅａｋｅｆｉｅ
ｌｄ，Ｘ．Ａ．ら，Ｔｈｅ　Ｎｅｗ　Ｂｉｏｌｏｇｉｓｔ　３：２０３－２１８（１９９
１）；Ｈｕａｎｇ，Ｑ．ら，Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ　１１５：
３０３－３１６（１９９２）、ＷＯ９３／０３７４３及びＷＯ９０／０９４４１の教示に
提供されている。機能的トルシンタンパク質をコードするＤＮＡ配列の送達は、欠失した
、又は突然変異した本発明のトルシン遺伝子を効果的に置き換える（ｒｅｐｌａｃｅ）だ
ろう。
本発明の別の態様では、トルシン遺伝子が細胞内で組換え遺伝子として発現されるので、
その細胞を哺乳類、好ましくは遺伝子治療を必要とするヒトに移植できる。ある個体に遺
伝子治療を施すには、トルシン遺伝子の全部又は一部をコードする遺伝配列をベクターに
挿入し、宿主細胞に導入する。遺伝子治療に適しうる疾患の例には、神経変性疾患、又は
障害、初期ジストニア（好ましくは汎発性ジストニアと捻転ジストニア）が含まれるが、
これらに限るわけではない。
本発明のトルシンコード配列を患者に移入するのに使用できる遺伝子治療法は、Ｃｈａｔ
ｔｅｒｊｅｅ及びＷｏｎｇ、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｔｏｐｉｃｓ　ｉｎ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ
．ａｎｄ　Ｉｍｍｕｎｏ．，２１８：６１－７３（１９９６）；Ｚｈａｎｇ，Ｊ．Ｍｏｌ
．Ｍｅｄ．７４：１９１－２０４（１９９６）；Ｈｅｍａｔｏｔｈｅｒａｐｙ　４：５５
１－５６１（１９９５）のＳｃｈｍｉｄｔ－Ｗｏｌｆ及びＳｃｍｉｄｔ－Ｗｏｌｆ，Ｊ．
；Ｓｈａｕｇｈｎｅｓｓｙら、Ｓｅｍｉｎａｒｓ　ｉｎ　Ｏｎｃｏｌｏｇｙ　２３（１）
：１５９－１７１（１９９６）；Ｄｕｎｂａｒ，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｍｅｄ．４７：１１
－２０（１９９６）に記述されている。
遺伝子治療に使用しうるベクターの例には、欠損レトロウイルス、アデノウイルス又は他
のウイルスベクターが含まれるが、これらに限るわけではない（Ｍｕｌｌｉｇａｎ，Ｒ．
Ｃ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６０：９２６－９３２（１９９３））。遺伝子を有するベクタ
ーを細胞に導入し得る手段としては、マイクロインジェクション、エレクトロポレーショ
ン、形質導入、又はＤＥＡＥ－デキストラン、リポフェクション、リン酸カルシウム又は
当業者に知られている他の方法を用いたトランスフェクションが含まれるが、これらに限
るわけではない（Ｓａｍｂｒｏｏｋら編「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ」Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅ
ｓｓ，ニューヨーク州プレーンヴュー（１９８９））。
トルシンのアンタゴニスト及びアゴニストがトルシンの活性を妨害又は増進する能力は、
トルシンを含む細胞により評価できる。細胞内のトルシン活性のアッセイは、アンタゴニ
スト又はアゴニストとして作用し得るかもしれない薬剤の存在下でトルシンタンパク質の
機能を決定するために使用でき、それによりトルシンの活性を妨害又は増進する薬剤が同
定される。
このアッセイでスクリーニングされる薬剤は、ペプチド、炭水化物、ビタミン誘導体又は
他の医薬薬剤でありうるが、これらに限るわけではない。これらの薬剤は、１）無作為に
、２）合理的選択により、又は３）例えばタンパク質又はリガンドモデリング技術（好ま
しくはコンピューターモデリング）などを使った設計によって、選択しスクリーニングで
きる。
ランダムスクリーニングの場合、ペプチド、炭水化物、医薬薬剤などの薬剤が無作為に選
択され、トルシンタンパク質に結合、又はその活性を刺激／ブロックする能力についてア
ッセイされる。
また、薬剤を合理的に選択又は設計してもよい。本明細書では、トルシンタンパク質の立
体配置に基づいてある薬剤が選択される場合、その薬剤は「合理的に選択又は設計される
」という。
一態様において、本発明は、トルシンの活性を刺激又はブロックするアンタゴニスト又は
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アゴニストをスクリーニングする方法であって、
（ａ）トルシンを発現する細胞を、試験しようとする薬剤と共にインキュベートする工程
；並びに、
（ｂ）トルシンのＡＴＰ結合に対するその薬剤の効果を測定することによって、その細胞
をトルシンタンパク質の活性についてアッセイする工程、
を含む方法に関する。
上記のアッセイでは、その細胞が機能的な形のトルシンを発現させ、トルシン活性を測定
できる限り、任意の細胞を使用できる。好ましい発現細胞は真核細胞又は真核生物である
。そのような細胞は、当該分野において知られている慣用の方法を用いて、トルシンをコ
ードするＤＮＡ配列を含むように改変できる。あるいは、当業者は、トルシンタンパク質
をコードするｍＲＮＡを、細胞に直接導入することもできる。
別の態様では、本発明は、突然変異型トルシンタンパク質の発現を打ち消すことができる
医薬品（すなわち薬物）のスクリーニングに関する。好ましくは，ニューロン培養を、本
明細書に記載するベクター技術を用いてトルシンＡの突然変異型の過剰発現に用いる。ニ
ューロンの形態とタンパク質分布の変化を評価し、定量手段を使用する。次に、そのバイ
オアッセイを、表現型を改善できる薬物のスクリーニングに使用する。
本発明はさらに、トルシンリガンド（上述のようなアンタゴニストとアゴニストを含む）
を用いて、細胞内のトルシンタンパク質の活性を調整する方法を提供する。一般に、トル
シンの活性をブロック又は刺激することが確認されている薬剤（アンタゴニストとアゴニ
スト）は、その薬剤をインビボでトルシンタンパク質を発現する細胞と接触させうるよう
に処方できる。そのような細胞とそのような薬剤との接触は、トルシンタンパク質の活性
のインビボ調整をもたらす。処方上の障害又は毒性上の障害が存在しない限り、上述のア
ッセイで同定された薬剤はインビボ使用に有効だろう。
別の態様において、本発明は、トルシン又はトルシンリガンド（トルシンのアンタゴニス
ト及びアゴニストを含む）を動物（好ましくは哺乳動物（特にヒト））に、その動物にお
けるトルシンの量を変化させるのに十分な量で投与する方法に関する。投与されたトルシ
ン又はトルシンリガンドは、トルシン関連機能を特異的に果たしうる。さらに、トルシン
は脳組織で発現されるので、トルシン又はトルシンリガンドの投与は脳内のトルシン量を
変化させるのに使用できるだろう。
任意の特定治療プロトコルについて投与すべき量を容易に決定できることは、当業者には
理解されるだろう。投与量は、望ましくない交差反応、アナフィラキシー反応などの有害
な副作用を引き起こすほど多くてはならない。一般に、投与量は患者の年齢、状態、性別
、疾患の程度、もしあれば禁忌症、及び個々の医師によって調節されるべき他の同様の変
数と共に変動する。投与量は、毎日一回以上の投与で、１日又は数日間で、トルシン又は
トルシンリガンドの．００１ｍｇ／ｋｇ～５０ｍｇ／ｋｇまでで変わり得る。トルシン又
はトルシンリガンドは注射によって、又は時間をかけた緩やかな灌流によって、非経口的
に投与できる。静脈内、腹腔内、筋肉内又は皮下に投与できる。
非経口投与用の製剤には、滅菌若しくは水性若しくは非水性の溶液、懸濁液及びエマルシ
ョンが含まれる。非水性溶媒の例は、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール、
オリーブ油などの植物油、オレイン酸エチルなどの注射可能な有機エステルである。水性
担体には、生理的食塩水や緩衝化媒質を含む、水、アルコール／水溶液、エマルション又
は懸濁液が含まれる。非経口用賦形剤には、塩化ナトリウム溶液、リンゲルデキストロー
ス及び塩化ナトリウム液、乳酸加リンゲル液又は不揮発油が含まれる。静脈内用賦形剤に
は、リンゲルデキストロース液などに基づくものなど、液性の栄養素補充物、電解質補充
物が含まれる。保存剤及び他の添加物、例えば抗菌剤、抗酸化剤、キレート剤、不活性ガ
スなどが存在してもよい。一般的にはＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉ
ｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ（第１６版、Ｍａｃｋ社編（１９８０））を参照のこと。
別の態様において、本発明は、トルシン関連活性を変化させるのに十分な量のトルシン又
はトルシンリガンドと、製薬上許容できる希釈剤、担体又は賦形剤を含んでなる医薬組成
物に関する。適当な濃度と用量単位サイズは、上述のように当業者によって容易に決定さ
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れうる（例えばＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ（第１６版、Ｏｓｏｌ，Ａ．編、Ｍａｃｋ社、ペンシルヴァニア州イーストン（１９
８０））とＷＯ９１／１９００８参照のこと）。
ＸＩ．トランスジェニックトルシン「ノックアウト」マウス
トランスジェニック非ヒト動物の作出方法
本発明の非ヒト動物は、内在遺伝子のトランスジーンによる妨害又は改変を有する任意の
動物（ノックアウト動物）及び／又はそのゲノムにヒトトルシンの発現を指示する１以上
のトランスジーンが導入されている任意の動物を含む。
そのような非ヒト動物には、齧歯動物、非ヒト霊長類、ヒツジ、イヌ、ウシ、両生類、爬
虫類などが含まれる。好ましい非ヒト動物は、動物の非ヒト哺乳動物種から選択され、最
も好ましくはラットとマウスを含む齧歯類系の動物、最も好ましくはマウスである。
本発明のトランスジェニック動物は、本来その動物には存在しない１以上の遺伝子、例え
ば、外来遺伝子、遺伝子操作された内在遺伝子などが、非自然的手段（すなわち人為的操
作）によって導入されている動物である。トランスジーンとして知られる非自然的に導入
された遺伝子は、その動物と同じ又は異なる種に由来しうるが、そのトランスジーンによ
って付与される、配置及び／又は染色体座には、その動物に天然には認められないもので
ある。トランスジーンは、外来ＤＮＡ配列、すなわち宿主動物のゲノムに通常は見出され
ない配列を含有しうる。他方又はさらに、トランスジーンは、その遺伝子の発現の正常な
インビボパターンを変化させるため、又はその遺伝子によってコードされる内在遺伝子産
物の生物学的活性を変化させるか排除するために、それらがインビトロで再配列又は突然
変異されている点で異常な内在ＤＮＡ配列を含有しうる（Ｗａｔｓｏｎ，Ｊ．Ｄ．ら、Ｒ
ｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　ＤＮＡ、第２版、Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　＆　Ｃｏ．社、ニュ
ーヨーク（１９９２）、２５５～２７２頁；Ｇｏｒｄｏｎ，Ｊ．Ｗ．、Ｉｎｔｌ．Ｒｅｖ
．Ｃｙｔｏｌ．１１５：１７１－２２９（１９８９）；Ｊａｅｎｉｓｃｈ，Ｒ．、Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ　２４０：１４６８－１４７４（１９８９）；Ｒｏｓｓａｎｔ，Ｊ．、Ｎｅｕｒ
ｏｎ　２：３２３－３３４（１９９０））。
本発明のトランスジェニック非ヒト動物は、非ヒト動物の生殖細胞系にトランスジーンを
導入することによって作出される。様々な発生段階にある胚標的細胞を、本発明のトラン
スジーンを導入するのに使用する。胚標的細胞の発生段階に応じて様々な方法を使用でき
る。
１．接合体のマイクロインジェクションは、本発明を実施する際に動物のゲノムにトラン
スジーンを組み込むための好ましい方法である。接合体、前核融合又はその後の細胞分裂
を起こしていない受精卵は、形質転換ＤＮＡ配列のマイクロインジェクションにとって好
ましい標的細胞である。マウス雄性前核は、直径が約２０マイクロメーターのサイズに達
し、形質転換ＤＮＡ配列を含む１～２ピコリットルの溶液の再現性ある注入を可能にする
のが特徴である。トランスジーンの導入に接合体を使用することには、ほとんどの場合、
注入された形質転換ＤＮＡ配列が、最初の細胞分裂の前に宿主動物のゲノムに組み込まれ
るという利点がある（Ｂｒｉｎｓｔｅｒら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（
ＵＳＡ）８２：４４３８－４４４２（１９８５））。その結果、得られたトランスジェニ
ック動物（創始動物）の全ての細胞は、トランスジェニック対立遺伝子と呼ばれる、特定
の遺伝子座に組み込まれたトランスジーンを安定に保持する。トランスジェニック対立遺
伝子は、メンデル遺伝を示す；トランスジェニック動物と非トランスジェニック動物との
交配によって生じる子孫の半数は、任意組み合わせのメンデルの法則にしたがって、その
トランスジェニック対立遺伝子を受け継ぐだろう。
２．ウイルスの組込みも、動物に本発明のトランスジーンを導入するのに使用できる。発
生中の胚を、未分化胚芽細胞として知られる発生段階までインビトロ培養する。この時点
で、その割球を適当なレトロウイルスに感染させることができる（Ｊａｅｎｉｃｈ，Ｒ．
、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）７３：１２６０－１２６４（１９７６））。
割球の感染は透明帯の酵素的除去によって増進される（Ｈｏｇａｎら，Ｍａｎｉｐｕｌａ
ｔｉｎｇ　ｔｈｅ　Ｍｏｕｓｅ　Ｅｍｂｒｙｏ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ
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　Ｐｒｅｓｓ，ニューヨーク州コールドスプリングハーバー（１９８６））。トランスジ
ーンは、通例複製欠損性であるが、そのようなウイルス配列に連結された形質転換ＤＮＡ
配列を含む、ウイルス関連ＤＮＡ配列の組み込みに対してコンピテントであるウイルスベ
クターを介して宿主動物ゲノムへ導入される（Ｊａｈｎｅｒら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ
ｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）８２：６９２７－６９３１（１９８５）；Ｖａｎ　ｄｅｒ　
Ｐｕｔｔｅｎら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）８２：６１４８－
６１５２（１９８５））。トランスフェクションは、トランスジーン含有ウイルスベクタ
ーを産生する細胞の単層上での割球の培養によって容易に効率よく達成される（Ｖａｎ　
ｄｅｒ　Ｐｕｔｔｅｎら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）８２：６
１４８－６１５２（１９８５）；Ｓｔｅｗａｒｔら，ＥＭＢＯ　Ｊｏｕｒｎａｌ　６：３
８３－３８８（１９８７））。他方、割腔などの、もっと後の段階で感染を行ってもよい
（Ｊａｈｎｅｒ，Ｄ．ら，Ｎａｔｕｒｅ　２９８：６２３－６２８（１９８２））。いず
れにせよ、ウイルス組込み法によって作出されるほとんどのトランスジェニック創始動物
は、トランスジェニック対立遺伝子に関してモザイクになる；すなわち、トランスジーン
はトランスジェニック創始動物を形成するすべての細胞の部分集合にしか組み込まれない
。さらにまた、複数のウイルス組込み事象が単一の創始動物で起こって、後の子孫世代で
分離する複数のトランスジェニック対立遺伝子が生じうる。この方法による生殖系細胞へ
のトランスジーンの導入は可能であるが、それは低い頻度で起こるだろう（Ｊａｈｎｅｒ
，Ｄ．ら，Ｎａｔｕｒｅ　２９８：６２３－６２８（１９８２））。しかしながら、この
方法によっていったんトランスジーンが生殖系細胞に導入されると、トランスジェニック
対立遺伝子がその動物の細胞のすべて、すなわち体細胞と生殖系細胞の両方に存在する子
孫が作出されうる。
３．胚幹細胞（ＥＳ）細胞も本発明のトランスジーンの動物への導入用の標的細胞として
役立ちうる。ＥＳ細胞はインビトロ培養された着床前の胚から得られる（Ｅｖａｎｓ，Ｍ
．Ｊ．ら，Ｎａｔｕｒｅ　２９２：１５４－１５６（１９８１）；Ｂｒａｄｌｅｙ，Ｍ．
Ｏ．ら，Ｎａｔｕｒｅ　３０９：２５５－２５８（１９８４）；Ｇｏｓｓｌｅｒら，Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）８３：９０６５－９０６９（１９８６）
；Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎら，Ｎａｔｕｒｅ　３２２：４４５－４４８（１９８６）；Ｒｏｂ
ｅｒｔｓｏｎ，Ｅ．Ｊ．，「Ｔｅｒａｔｏｃａｒｃｉｎｏｍａｓ　ａｎｄ　Ｅｍｂｒｙｏ
ｎｉｃ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ：　Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ」（Ｒｏ
ｂｅｒｔｓｏｎ，Ｅ．Ｊ．編，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，オックスフォード（１９８７））の
７１－１１２頁）。（例えばＧｅｎｏｍｅ　Ｓｙｓｔｅｍｓ社（ミズーリ州セントルイス
）から）市販されているＥＳ細胞は、確立された方法によって、１以上のトランスジーン
で形質転換できる（Ｌｏｖｅｌｌ－Ｂａｄｇｅ，Ｒ．Ｈ．，「Ｔｅｒａｔｏｃａｒｃｉｎ
ｏｍａｓ　ａｎｄ　Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ：　Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃ
ａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ」（Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ，Ｅ．Ｊ．編，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，オ
ックスフォード（１９８７）、１５３～１８２頁）。形質転換されたＥＳ細胞は動物未分
化胚芽細胞と混合することができ、その後、そのＥＳ細胞はその胚に移入して、キメラ（
２以上の動物に由来する細胞からなる）である得られた動物の生殖細胞系に寄与する（Ｊ
ａｅｎｉｓｃｈ，Ｒ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４０：１４６８－１４７４（１９８８）；Ｂ
ｒａｄｌｅｙ，Ａ．，Ｔｅｒａｔｏｃａｒｃｉｎｏｍａｓ　ａｎｄ　Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ
　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ：　Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ、Ｒｏｂｅｒｔ
ｓｏｎ，Ｅ．Ｊ．編，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ，オックスフォード（１９８７）、１１３～１
５１頁）。ここでも、いったんトランスジーンが、この方法によって生殖系細胞に導入さ
れると、トランスジェニック対立遺伝子がその動物の細胞のすべて、すなわち体細胞と生
殖系細胞の両方に存在する子孫が作出されうる。
どんなふうに起こるにせよ、トランスジーンの最初の導入はラマルク（非メンデル）事象
である。しかしながら、本発明のトランスジーンは、生殖系細胞に安定に組み込まれ、メ
ンデル遺伝子座としてトランスジェニック動物の子孫に伝達されうる。他のトランスジェ
ニック技術は、一部の細胞はトランスジーンを保有し、他の細胞はそれを保有しないモザ
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イクトランスジェニック動物をもたらす。生殖系細胞がトランスジーンを保有しないモザ
イクトランスジェニック動物では、トランスジーンの子孫への伝達が起こらない。それで
も、モザイクトランスジェニック動物は、トランスジーンに関連する表現型を現すことが
できる。
トランスジーンは、ヒトの疾患の動物モデルを提供するのに、非ヒト動物に導入してもよ
い。そのような動物モデルをもたらすトランスジーンには、例えばヒトの遺伝病における
先天性代謝異常に関連する突然変異型遺伝子産物をコードするトランスジーン及びヒト病
原体（すなわち細菌、ウイルス又は他の病原性微生物）への感染性を付与するのに必要な
ヒト因子をコードするトランスジーンが含まれる（Ｌｅｄｅｒら，米国特許第５，１７５
，３８３号（１９９２年１２月２９日）；Ｋｉｎｄｔら，米国特許第５，１８３，９４９
号（１９９３年２月２日）；Ｓｍａｌｌら，Ｃｅｌｌ　４６：１３－１８（１９８６）；
Ｈｏｏｐｅｒら，Ｎａｔｕｒｅ　３２６：２９２－２９５（１９８７）；Ｓｔａｃｅｙら
，Ｎａｔｕｒｅ　３３２：１３１－１３６（１９８８）；Ｗｉｎｄｌｅら，Ｎａｔｕｒｅ
　３４３：６６５－６６９（１９９０）；Ｋａｔｚら，Ｃｅｌｌ　７４：１０８９－１１
００（１９９３））。遺伝子導入的に導入される突然変異は、非ヒト動物にとって通常内
在性の遺伝配列が、選択可能及び／又は検出可能なマーカーをコードするＤＮＡ配列に置
き換わっているヌル（「ノックアウト」）対立遺伝子を含有する。その結果得られる、あ
る疾患にかかりやすくなった、又はそのトランスジーンがある疾患を引き起こすトランス
ジェニック非ヒト動物は、その疾患を誘発する組成物を同定するため、及びその疾患を誘
発することがわかっているか、若しくは疑われる組成物の病原性を評価するために（Ｂｅ
ｒｎｓ，Ａ．Ｊ．Ｍ．、米国特許第５，１７４，９８６号（１９９２年１２月２９日））
、あるいは疾患を治療するか、又はその症状を改善するために使用できる組成物を評価す
るために（Ｓｃｏｔｔら、ＷＯ９４／１２６２７（１９９４））使用してもよい。
本発明のトランスジーンを受け継いだ子孫は、トランスジーンを受け継いでいない同腹仔
から、本発明のトランスジーンの配列に対応するか又はそれによってコードされる非反復
配列を含む生体分子の存在についての子孫由来遺伝物質の分析によって区別される。例え
ば、本発明のトランスジーンの選択可能マーカーによって独特にコードされるポリペプチ
ドを含む生物学的液体を、ポリペプチドの存在について免疫学的アッセイしてもよい。よ
り簡単で信頼できるトランスジェニック子孫同定手段は、動物の肢部、例えば尾から組織
試料を得る工程、及びその試料を、その選択可能マーカーなどの本発明のトランスジーン
の一又は複数の非反復部分のＤＮＡ配列に対応する核酸配列の存在について分析する工程
を含む。そのような核酸配列の存在は、例えば、トランスジーンの非反復部分に対応する
ＤＮＡ配列によるハイブリダイゼーション（「サザン」）分析、基質としての試料中のＤ
ＮＡ配列と、トランスジーンのＤＮＡ配列に由来するオリゴヌクレオチドとを使用するＰ
ＣＲ反応の産物の分析などによって決定できる。
ＸＩＩ．ＨＳＶ－１アンプリコン構築物
別の態様として、本発明は、ＨＳＶ－１アンプリコンと少なくとも一つの上記トルシン核
酸分子を含有した組換えＤＮＡ分子に関する。
いくつかの特徴がＨＳＶ－１をベクター開発の理想的な候補にしている：（ｉ）ＨＳＶ－
１は基本的に汎親和性であり、ニューロン、肝細胞などの分裂細胞と非分裂細胞の両方に
感染できる；（ii）ＨＳＶ－１ゲノムは、ニューロン中に少なくとも多少の転写活性を伴
って長期間留まることができる；（iii）ＨＳＶ－１ゲノムは７５個を超える遺伝子をコ
ードし、そのうち３８個は細胞培養におけるウイルス複製にとって重要でない（必須でな
い）（Ｗａｒｄ，Ｐ．Ｌ．及びＲｏｉｚｍａｎ，Ｂ．，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｇｅｎｅｔ．１０
：２６７－２７４（１９９４））。これは、前記ゲノムの大部分を、１以上の目的の治療
用遺伝子を含む外来ＤＮＡで置換する機会を与える。
組換えＨＳＶ－１ベクターを構築する技術は、１０年より前に開発された（Ｍｏｃａｒｓ
ｋｉ，Ｅ．Ｓ．ら，Ｃｅｌｌ　２２：２４３－２５５（１９８０）；Ｐｏｓｔ，Ｌ．Ｅ．
及びＲｅｉｚｍａｎ，Ｂ．，Ｃｅｌｌ　２５：２２２７－２２３２（１９８１）；Ｒｏｉ
ｚｍａｎ，Ｂ．及びＪｅｎｋｉｎｓ，Ｆ．Ｊ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２９：１２０８－１
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２１４（１９８５））。プロトタイプＨＳＶ－１／ＨＳＶ－２組換えワクチンを作成する
目的で、ウイルスチミジンキナーゼ遺伝子などの神経毒性を担ういくつかの遺伝子座を除
去するため、及び単純ヘルペスウイルス２型（ＨＳＶ－２）糖タンパク質Ｄ、Ｇ及びＩを
コードするＤＮＡを挿入するスペースを創成するために、ＨＳＶ－１ゲノムに一定のドメ
インで欠失が作られた（Ｍｅｉｇｎｉｅｒ，Ｂ．ら，Ｊ．Ｉｎｆ．Ｄｉｓ．１５８：６０
２－６１４（１９８８））。現在、組換えヘルペスウイルスベクターは、主として神経変
性疾患と脳腫瘍の遺伝子治療用の数多くのプロトコールで評価されている（Ｂｒｅａｋｅ
ｆｉｅｌｄ，Ｘ．Ｏ．ら，Ｃａｎｃｅｒ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ（１９９
５）４１－５６頁；Ｋａｐｌｉｔｔ，Ｍ．Ｇ．及びＬｏｅｗｙ，Ａ．Ｄ．編「Ｖｉｒａｌ
　ｖｅｃｔｏｒｓ：　Ｇｅｎｅ　ｔｈｅｒａｐｙ　ａｎｄ　ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ　
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ」（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ社、ニューヨーク州ニュー
ヨーク（１９９５））中、Ｇｌｏｒｉｏｓｏ，Ｊ．Ｃ．ら著「中枢神経系用の遺伝子送達
ベクターとしての単純ヘルペスウイルス」１－２３頁」）。
第二のタイプのＨＳＶ－１ベクター、いわゆるＨＳＶ－１「アンプリコン」ベクター（Ｓ
ｐａｅｔｅ及びＦｒｅｎｋｅｌ，１９８２）の開発は、天然に存在する欠損ＨＳＶ－１ゲ
ノムのキャラクタリゼーションに基づいて行われた（Ｆｒｅｎｋｅｌ，Ｎ．ら，Ｊ．Ｖｉ
ｒｏｌ．２０：５２７－５３１（１９７６））。アンプリコンは、次の３タイプの遺伝子
エレメントを持っている：（ｉ）大腸菌のＤＮＡ複製開始点と抗生物質耐性遺伝子とを含
む、細菌におけるプラスミドＤＮＡの増殖用の原核生物配列；（ii）ヘルパーウイルス機
能の存在下に哺乳類細胞における複製とＨＳＶ－１粒子へのパッケージングとを支持する
ｏｒｉ及びｐａｃシグナルを含む、ＨＳＶ－１由来の配列；（iii）１以上の目的の遺伝
子を含む転写単位（Ｈｏ，Ｄ．Ｙ．，Ｍｅｔｈ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．４３：１９１－２
１０（１９９４）；Ｋａｐｌｉｔｔ，Ｍ．Ｇ．及びＬｏｅｗｙ，Ａ．Ｄ．編、Ａｃａｄｅ
ｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ社、ニューヨーク州ニューヨーク（１９９５））「Ｖｉｒａｌ　ｖｅ
ｃｔｏｒｓ：　Ｇｅｎｅ　ｔｈｅｒａｐｙ　ａｎｄ　ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ　ａｐｐ
ｌｉｃａｔｉｏｎｓ」中の２５－４２頁、Ｋｗｏｎｇ，Ａ．Ｄ．及びＦｒｅｎｋｅｌ，Ｎ
．「単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）欠損ウイルスの生物学とアンプリコン系の開発」）
。
哺乳類細胞におけるアンプリコンＤＮＡの複製は、ＨＳＶ－１のＤＮＡ複製開始点（ｏｒ
ｉSまたはｏｒｉL）の、ヘルパーウイルスによってトランスに提供されるタンパク質との
相互作用によって媒介される。これらには、（ｉ）ヘリカーゼ－プライマーゼ活性を有す
る複合体を形成するＵＬ５、８及び５２遺伝子の産物；（ii）ｏｒｉに直接結合するＵＬ
９遺伝子産物；（iii）ＵＬ４２の産物と複合体を形成する一本鎖ＤＮＡ結合タンパク質
（ＵＬ２９の産物）、二本鎖ＤＮＡ結合タンパク質、及びウイルスがコードするＤＮＡポ
リメラーゼであるＵＬ３０遺伝子産物が含まれる（Ｗａｒｄ，Ｐ．Ｌ．及びＲｏｉｚｍａ
ｎ，Ｂ．，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｇｅｎｅｔ．１０：２６７－２７４（１９９４））。ｏｒｉL

配列（１４４ｂｐ）は、そのダイアド対称性ゆえに細菌中で不安定な高Ａ＋Ｔパリンドロ
ームであり（Ｗｅｌｌｅｒ，Ｓ．Ｋ．ら，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．５：９３０－９
４２（１９８５））、したがってアンプリコンベクターの作成には有用でないことがわか
っている（Ｋａｐｌｉｔｔ，Ｍ．Ｇ．及びＬｏｅｗｙ，Ａ．Ｄ．編、Ａｃａｄｅｍｉｃ　
Ｐｒｅｓｓ社、ニューヨーク州ニューヨーク（１９９５）「Ｖｉｒａｌ　ｖｅｃｔｏｒｓ
：　Ｇｅｎｅ　ｔｈｅｒａｐｙ　ａｎｄ　ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ　ａｐｐｌｉｃａｔ
ｉｏｎｓ」中の２５－４２頁、Ｋｗｏｎｇ，Ａ．Ｄ．及びＦｒｅｎｋｅｌ，Ｎ．著「単純
ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）欠損ウイルスの生物学とアンプリコン系の開発」）。対照的
に、より短い高Ａ＋Ｔ配列及び不完全なパリンドロームを有するｏｒｉS配列（９０ｂｐ
）は、細菌中でより安定であることがわかっており（Ｓｔｏｗ，Ｎ．Ｄ．及びＭｃＭｏｎ
ａｇｌｅ，Ｅ．Ｃ．，Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　１３０：４２７－４３８（１９８３））、通例
、アンプリコンに組み込まれる。ＨＳＶ－１（Ｈｏ，１９９４）とＨＳＶ－２（Ｋａｐｌ
ｉｔｔ，Ｍ．Ｇ．ら，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．２：３２０－３３０（１９
９１））と由来のｏｒｉS配列は、ＨＳＶ－１のものが最も一般的ではあるものの、どち
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らも使用されている。ＨＳＶ－１のｏｒｉSは、極初期（ＩＥ）３遺伝子と４／５遺伝子
とのプロモーター間に位置する（図２Ａ）。これらのプロモーターは、ビリオンテグメン
トタンパク質ＶＰ１６に反応するＴＡＡＴＧＡＲＡＴ配列並びにＳＰ１エンハンサー配列
を含むが（Ｓｔｅｒｎ，Ｓ．，Ｎａｔｕｒｅ　３４１：６２４－６３０（１９８９））、
それらはＤＮＡ複製の効率も増加させる（Ｗｏｎｇ，Ｓ．Ｗ．及びＳｃｈａｆｆｅｒ，Ｐ
．Ａ．，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６５：２６０１－２６１１（１９９１））。したがって、哺乳
類細胞における効率よいアンプリコン複製と、ＩＥ３及び／又はＩＥ４／５プロモーター
からのトランスジーンの発現を指示することの両方に、ｏｒｉを保持する、さらに大きな
断片（０．５～１ｋｂ）を使用できる。しかしながら、細胞特異的又は誘導性プロモータ
ーに対するこれらウイルス調節エレメントの非特異的な影響を減少させるために、いくつ
かのグループが、アンプリコンベクターの効率のよい生成を損なうことなく、最小限のｏ
ｒｉSエレメント（２３７－２９５ｂｐ）を使用している（Ｋａｐｌｉｔｔ，Ｍ．Ｇ．ら
，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．２：３２０－３３０（１９９１）；Ｈｏ，Ｄ．
Ｙ．，Ｍｅｔｈ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．４３：１９１－２１０（１９９４）；Ｌｕ，Ｂ．
及びＦｅｄｅｒｏｆｆ，Ｈ．Ｊ．，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．６：４１９－４２８（
１９９５））。
ＨＳＶ－１ヘルパーウイルスと共形質導入された細胞におけるアンプリコンＤＮＡの複製
は、アンプリコンＤＮＡ配列の直線状コンカテマーを生成するローリングサークル機構に
より進行する。ビリオンキャプシドへのパッケージングのため、約１５２ｋｂのＤＮＡを
保持するキャプシドの充填後に、コンカテマーゲノムが反復配列のペアの間で切断される
（Ｄｅｉｓｓ，Ｌ．Ｐ．及びＦｒｅｎｋｅｌ，Ｎ．，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．５９：６０５－６
１８（１９８６）；Ｆｉｅｌｄｓ，Ｂ．Ｎ．ら編Ｖｉｒｏｌｏｇｙ第３版、（Ｌｉｐｐｉ
ｎｃｏｔｔ－Ｒａｖｅｎ、ペンシルヴァニア州フィラデルフィア（１９９６）の２２３１
－２２９５頁中、Ｒｏｉｚｍａｎ，Ｂ．及びＳｅａｒｓ，Ａ．Ｅ．「単純ヘルペスウイル
スとその複製」）。反復配列内のｐａｃ配列は、切断点を規定し、次に示す配置の２５０
～５００ｂｐ（ウイルス株に依存）の交互する反復配列と特有配列からなる：直列反復配
列（ＤＲ）１（２０ｂｐ）－特有配列（Ｕ）ｂ（６５ｂｐ）－ＤＲ２（１２ｂｐ×１９－
２３）－ＤＲ４（３７ｂｐ×２－３）－Ｕｃ（５８ｂｐ）－ＤＲ１（Ｄａｖｉｓｏｎ，Ａ
．Ｊ．及びＷｉｌｋｉｅ，Ｎ．Ｍ．，Ｊ．Ｇｅｎ．Ｖｉｒｏｌ．５５：３１５－３３１（
１９８１））。これらの配列の反復性は、細菌におけるそれらの不安定性の一因になりう
ることに加えて、それらは哺乳類細胞のＨＳＶ－１感染に関連して組換えホットスポット
として働きうるエレメントを含有する（Ｕｍｅｎｅ、Ｋ．，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６７：５６
８５－５６９１（１９９３））。また、反復配列中に位置するγ３４．５遺伝子のプロモ
ーターは、アンプリコンベクターによって媒介されるトランスジーン発現に潜在的に影響
を与えうる。
現行のベクターは、１ないし２個のトランスジーンカセットを含有する（Ｋａｐｌｉｔｔ
，Ｍ．Ｇ．ら，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．２：３２０－３３０（１９９１）
；Ｈｏ，Ｄ．Ｙ．，Ｍｅｔｈ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．４３：１９１－２１０（１９９４）
；Ｌｉｎｎｉｋ，Ｍ．Ｄ．ら，Ｓｔｒｏｋｅ　２６：１６７０－１６７４（１９９５）；
Ｌａｗｒｅｎｃｅ，Ｍ．Ｓ．ら，Ｂｌｏｏｄ　Ｆｌｏｗ　Ｍｅｔａｂ．１６：１８１－１
８５（１９９６）；Ｎｅｗ，Ｋ．及びＲａｂｋｉｎ，Ｓ．，Ｍｏｌ．Ｂｒａｉｎ　Ｒｅｓ
．３７：３１７－３２３（１９９６）；Ｐｅｃｈａｎ，Ｐ．Ａ．ら，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　
Ｔｈｅｒ．７：２００３－２０１３（１９９６））が、１５ｋｂの限度内で、３以上の遺
伝子をトランスジーンのサイズに応じて含めることができる。
哺乳類細胞におけるトランスジーン発現を調節するために、ＨＳＶ－１ＩＥプロモーター
と細胞特異的プロモーターを含む、いくつかの異なるプロモーターエレメントが使用され
てきた（Ｓｍｉｔｈ，Ｒ．Ｌ．ら，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６９：４５９３－４５９９（１９９
５））。ＩＥプロモーターは、ビリオンによって核内に運搬されるテグメントタンパク質
ＶＰ１６によって誘導されるので、それらは感染後の最初の数日間に旺盛な発現を与えた
後、細胞によってＶＰ１６が分解されるにつれて劇的に減少する傾向がある。しかしなが
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ら、ＩＥプロモーターは、ＨＳＶ－１での重感染によって再活性化されうる（Ｓｔａｒｒ
，Ｐ．Ａ．ら，Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．３：６１５－６２３（１９９６））。例えば、ｈＣ
ＭＶ　ＩＥ１やＳＶ４０　Ｔなどの他のウイルスプロモーターも、ほとんどの細胞で、強
力ではあるが一過性のトランスジーン発現を指示する（Ｈｏ．Ｄ．Ｙ．ら，Ｐｒｏｃ．Ａ
ｃａｄ．Ｎａｔｌ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：３６５５－３６５９（１９９３）；Ｐｅｃｈ
ａｎ，Ｐ．Ａ．ら，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．７：２００３－２０１３（１９９６）
）。いくつかのグループが、アンプリコンベクターに関連して、細胞特異的プロモーター
、例えば、プレプロエンケファリン（Ｋａｐｌｉｔｔ，Ｍ．Ｇ．ら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９１：８９７９－８９８３（１９９４））、ニューロフィ
ラメント軽鎖及び重鎖遺伝子（Ｆｒａｅｆｅｌ，Ｃ．ら，２１ｓｔ　Ｉｎｔｌ．Ｈｅｒｐ
ｅｓｖｉｒｕｓ　Ｗｏｒｋｓｈｏｐ，イリノイ州ディカルブ（１９９６））、チロシンヒ
ドロキシラーゼ（ＴＨ；Ｏｈ，Ｙ．Ｊ．ら，Ｍｏｌ．Ｂｒａｉｎ　Ｒｅｓ．３５：２２７
－２３６（１９９６）；Ｊｉｎ，Ｂ．Ｋ．ら，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．７：２－１
５－２０２４（１９９６）；Ｆｒａｅｆｅｌ，Ｃ．ら，２１ｓｔ　Ｉｎｔｌ．Ｈｅｒｐｅ
ｓｖｉｒｕｓ　Ｗｏｒｋｓｈｏｐ，イリノイ州ディカルブ（１９９６））、ニューロン特
異的エノラーゼ、ナトリウムチャネル、アルブミン、α１－アンチトリプシン（Ｃ．Ｆｒ
ａｅｆｅｌ，未公表）のものなどを使用している。発現レベルは、ウイルスプロモーター
より低くなる傾向はあるものの、これらのプロモーターの一部は、アンプリコン配列に関
してそれらの細胞特異性を残しているようである。さらに、培地中とインビボでの神経細
胞における転写調節の変化や、インビボでの神経細胞タイプを同定することの困難性を考
慮すると、特異性の程度は、評価することが難しい。２つの報文のみがアンプリコンベク
ターによって媒介される誘導性発現を実証している。ＬｕとＦｅｄｅｒｏｆｆ（Ｌｕ，Ｂ
．及びＦｅｄｅｒｏｆｆ，Ｈ．Ｊ．，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．６：４１９－４２８
（１９９５））は、最小ｏｒｉS配列（２３４ｂｐ）を用い、５コピーのタンデムリピー
トラットチロシンアミノトランスフェラーゼ（ＴＡＴ）グルココルチコイド応答エレメン
トＧＲＥを使用して、初代ラット肝細胞における５０倍にのぼるｌａｃＺ発現のデキサメ
タゾン誘導を達成できた（Ｊａｎｔｚｅｎ，Ｈ．Ｍ．ら，Ｃｅｌｌ　４９：２９－３８（
１９８７）。
レトロウイルスベクターなどの一定の他のベクターの無ヘルパーウイルスパッケージング
を可能にする細胞株が開発されている（Ｍａｎｎ，Ｒ．ら，Ｃｅｌｌ　３３：１５３－１
５９（１９８３））。しかしながら、同様のアプローチでＨＳＶ－１アンプリコンベクタ
ーを作成するには、おそらく少なくとも３８個のＨＳＶ－１の必須遺伝子の発現（Ｗａｒ
ｄ，Ｐ．Ｌ．及びＲｏｉｚｍａｎ，Ｂ．，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｇｅｎｅｔ．１０：２６７－２
７４（１９９４）；「Ｖｉｒｏｌｏｇｙ」第３版Ｆｉｅｌｄｓ，Ｂ．Ｎ．ら編、（Ｌｉｐ
ｐｉｎｃｏｔｔ－Ｒａｖｅｎ，ペンシルヴァニア州フィラデルフィア（１９９６）、２２
３１－２２９５頁、Ｒｏｉｚｍａｎ，Ｂ．及びＳｅａｒｓ，Ａ．Ｅ．著「単純ヘルペスウ
イルスとその複製」）と、いくつかの後期遺伝子の発現に必須なＨＳＶ－１ゲノムの複製
（Ｍａｖｒｏｍａｒａ－Ｎａｚｏｓ，Ｐ．及びＲｏｉｚｍａｎ，Ｂ．，Ｖｉｒｏｌｏｇｙ
　１６１：５９３－５９８（１９８９））の両方が必要だろう。これらの課題を回避する
ために、全ＨＳＶ－１ゲノムにオーバーラップし、それを表すがｐａｃシグナルを不活化
する突然変異が導入されている１組の５コスミドとのアンプリコンＤＮＡの一過性コトラ
ンスフェクションを利用する無ヘルパーウイルスパッケージング系が開発され（Ｆｒａｅ
ｆｅｌ，Ｃ．ら，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７０：７１９０－７１９７（１９９６）；Ｃｕｎｎｉ
ｎｇｈａｍ，Ｃ．Ｄａｖｉｓｏｎ，Ａ．Ｊ．，Ｖｉｒｏｌｏｇｙ　１９７：１１６－１２
４（１９９３））、細胞のトランスフェクション後に、ＨＳＶ－１コスミドセットがオー
バーラップ配列間の相同組換えを介して完全な複製コンピテントウイルスゲノムを形成し
、感染性ウイルス粒子を産生しうることが実証されている。しかしながら、ｐａｃシグナ
ルを欠失させることにより、これらのウイルスゲノムは、パッケージングできず、それで
もなお、コトランスフェクトされたアンプリコンＤＮＡの複製とパッケージングとに必要
なヘルパー機能をすべて提供する（Ｆｒａｅｆｅｌ，Ｃ．ら，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７０：７
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１９０－７１９７（１９９６））。得られるベクターストックは、検出可能なヘルパーウ
イルスを含まず、培養培地１ミリリットルあたり１０６～１０７感染性ベクター粒子の力
価を持つ。さらに、ヘルパーウイルスの非存在下に、これらのベクターストックは、最小
限の細胞障害効果を引き起こすだけで、培地中及びインビボでの神経細胞と肝細胞とを含
む数多くの異なる細胞タイプを効率よく形質導入できる（Ｆｒａｅｆｅｌ，Ｃ．ら，Ｊ．
Ｖｉｒｏｌ．７０：７１９０－７１９７（１９９６）；Ｆｒａｅｆｅｌ，Ｃ．ら，２１ｓ
ｔ　Ｉｎｔｌ．Ｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ　Ｗｏｒｋｓｈｏｐ，ＤｅＫａｌｂ　ＩＬ（１９
９６）；Ｊｏｈｎｓｔｏｎ，Ｋ．Ｍ．ら，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．８：３５９－３
７０（１９９７））。
アンプリコンベクターの基本構造は、比較的不変のままであり、かつ複製とＨＳＶ－１ビ
リオンへのパッケージングを担うＨＳＶ－１のｏｒｉSエレメントとｐａｃエレメントと
を含む。安定で細胞特異的な発現の必要に応じて新しい変異体が発展している。これらに
は、（ｉ）異なるプロモーター、（ii）複数のトランスジーン、及び（iii）他のウイル
スベクター由来のエレメント、の使用が含まれる。
中枢神経系（ＣＮＳ）では、ｈＣＭＶＩＥ１プロモーターやＨＳＶ－１ＩＥ４／５プロモ
ーターなどのウイルスプロモーターが、アンプリコンによって送達されるトランスジーン
の強力な発現を支持している（Ｈｏ，Ｄ．Ｙ．ら，Ｐｒｏｃ．Ａｃａｄ．Ｎａｔｌ．Ｓｃ
ｉ．ＵＳＡ　９０：３６５５－３６５９（１９９３）；Ｓｍｉｔｈ，Ｒ．Ｌ．ら，Ｊ．Ｖ
ｉｒｏｌ．６９：４５９３－４５９９（１９９５））。しかしながら、一般的には、発現
の期間は、よくわかっていないプロモーターの不活化により、比較的短寿命である。ＣＮ
Ｓにおける細胞タイプ特異的発現は、いくつかのプロモーターを用いて試みられており、
とくにアンプリコンとの関連で、ニューロンプレプロエンケファリン（ＰＰＥ）プロモー
ター（Ｋａｐｌｉｔｔ，Ｍ．Ｇ．ら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　
９１：８９７９－８９８３（１９９４））とＴＨプロモーター（Ｊｉｎ，Ｂ．Ｋ．ら，Ｈ
ｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．７：２－１５－２０２４（１９９６））とを用いて報告され
ている。これらの報文では、細胞特異性は、これら哺乳類遺伝子の最小プロモーターエレ
メントの上流にある大きい５’調節配列の組み込みによる。ラット脳へのアンプリコンベ
クターの送達後に、２．７ｋｂのＰＰＥプロモーター及び調節領域が、形態学的にニュー
ロンに似た細胞における大腸菌ｌａｃＺマーカー遺伝子の発現を２ヶ月間支持した。トラ
ンスジェニックマウスでは、９．０ｋｂのＴＨプロモーター／調節配列が、ｌａｃＺマー
カー遺伝子の細胞及び領域特異的発現を効率よく行なう（Ｍｉｎ，Ｎ．ら，Ｍｏｌ．Ｂｒ
ａｉｎ　Ｒｅｓ．２７：２８１－２８９（１９９４））。この大きい上流領域の重要性は
、最小ＨＳＶ－１ＩＥ４／５プロモーター又は９．０ｋｂＴＨプロモーターのいずれかに
よって制御されるｌａｃＺマーカー遺伝子を持つ２つのアンプリコンの比較分析によって
確認された（Ｊｉｎ，Ｂ．Ｋ．ら，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．７：２－１５－２０２
４（１９９６））。両方のアンプリコンが接種部位でのβ－ガラクトシダーゼの一過性合
成を支持した。しかしながら、ＴＨアンプリコンは、接種後２週間まで、見かけ上同様の
レベル、同じ細胞数で、ｌａｃＺ遺伝子を発現させつづけた。二重標識実験によって確認
されるように、発現は、解剖学的に内因性カテコールアミンが合成される黒質（ＳＮ）と
青斑（ＬＣ）のニューロンに限定された。これらの報告は、細胞特異性と長期発現に寄与
する遺伝子エレメントが最小プロモーター配列の上流にある５’領域に含まれることを示
す他の研究を強く支持している（Ｊｉｎ，Ｂ．Ｋ．ら，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．７
：２－１５－２０２４（１９９６））。ＨＳＶ－１アンプリコンがこれらの大きな調節配
列を保持できることは、これをＣＮＳにおける細胞特異的遺伝子発現用の価値のある系に
する。
２シストロン性遺伝子又は多数の発現カセットを用いて多数のトランスジーンを導入する
ＨＳＶ－１アンプリコンが設計されている。ピコルナヴィニス（ｐｉｃｏｒｎａｖｉｎｉ
ｓ）５’リボソーム結合領域が内部エントリー部位として使用されることにより、２つの
コード領域の発現が一つのプロモーターに連動している。このアプローチは、治療用遺伝
子の発現をマーカー遺伝子で「タグする」ために使用されている。例えば、内部リボソー
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ムエントリー部位（ＩＲＥＳ）によって大腸菌ｌａｃＺ遺伝子に連結されたラット脳グル
コーストランスポーター（ＧＬＵＴ－１）を過剰発現させるアンプリコンがいくつかの実
験モデルで使用されている（Ｈｏ，Ｄ．Ｙ．ら，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ．６５：８４２
－８５０（１９９５）；Ｄａｓｈ，Ｒ．ら，Ｅｘｐ．Ｎｅｕｒｏｌ．１３７：４３－４８
（１９９６））。これらの著者らは、低血糖、グルタミン酸及び３－ニトロプロピオン酸
に対するニューロン死の防護を実証した。ＧＬＵＴ－１／ｌａｃＺ２シストロン性構築物
により、著者らは、カイニン酸誘導性てんかんモデルにおいて、送達されたトランスジー
ンの発現と海馬ニューロン喪失の程度の間には逆相関関係があると結論づけることができ
た（Ｌａｗｒｅｎｃｅ，Ｍ．Ｓ．ら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　
９２：７２４７－７２５１（１９９５）；Ｌａｗｒｅｎｃｅ，Ｍ．Ｓ．ら，Ｂｌｏｏｄ　
Ｆｌｏｗ　Ｍｅｔａｂ．１６：１８１－１８５（１９９６））。ＮｅｗとＲａｂｋｉｎ（
１９９６）は、２つの独立したマーカー遺伝子ｌａｃＺとアルカリホスファターゼ（ＡＰ
）とを、どちらもヒトサイトメガロウイルス（ｈＣＭＶ）ＩＥ１プロモーターの制御下に
組み込んだ。培地中の様々な細胞株と初代ニューロン及びインビボのニューロンで、この
ベクターは、両トランスジーン産物の発現を標識された細胞の約４０％で支持した。残り
の標識細胞では、ＡＰ又はβ－ガラクトシダーゼのみがほぼ同じ割合（約３０％）で検出
された。
いわゆる「ピギーバック」系は、アンプリコンパッケージング効率を向上させるために設
計された（Ｐｅｃｈａｎ，Ｐ．Ａ．ら，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．７：２００３－２
０１３（１９９６））。従来のパッケージング系では、ヘルパーウイルスのみに感染した
細胞は、より多くのヘルパーウイルスを生成し、アンプリコンプラスミドをトランスフェ
クトしたものはヘルパーウイルスに感染させた場合にのみベクター粒子を生成できるため
、結果としてそれらはヘルパーウイルスも産生する。この矛盾は、ヘルパーウイルスの産
生に有利に働き、ヘルパーウイルスに対するアンプリコンベクターの比率が低いまま（通
常＜１）であることを保証する。「ピギーバック」アンプリコンは、ＩＥ３内に欠失を持
つ複製不能なヘルパーウイルスを補完できる複製に必須なＨＳＶ－１遺伝子（ＩＥ３）を
コードする。この系では、複製欠損ヘルパーウイルスを補完する必要がないので、パッケ
ージングを任意の感受性細胞株で行うことができる。パッケージングは、ヘルパーウイル
スとアンプリコンとの両方が存在する細胞でのみ起こるので、アンプリコンと独立して増
殖するヘルパーウイルスが排除される。この系は、１ｍｌあたり６×１０7形質導入単位
（ｔ．ｕ．／ｍｌ）の高いアンプリコン力価を支持し、高力価のベクターストックを作成
するのにより少ない継代培養で済み、ヘルパーウイルスに対するアンプリコンベクターの
見かけ上の比率は３～５である。
最も新しい世代のアンプリコンベクターには複数のトランスジーンと他のウイルス系ベク
ターから採取された複数の遺伝配列がどちらも組み込まれている。これらの「ハイブリッ
ド」アンプリコンはＨＳＶ－１ビリオンにパッケージングされるので、ＣＮＳへの遺伝子
送達に関するこのウイルスの利点を保っているが（下記参照）、形質導入された細胞での
長期遺伝子発現を支持できる安定な状態にそのベクターを維持すると予想される配列を含
む。ＷａｎｇとＶｏｓ（１９９６）は、複製とパッケージングのためのＨＳＶ－１エレメ
ントと、Ｅｐｓｔｅｉｎ－Ｂａｒｒウイルス（ＥＢＶ）の核抗原１（ＥＢＮＡ－１）遺伝
子とｏｒｉＰ及びハイグロマイシン耐性遺伝子（ＨｙｇＲ）を含むアンプリコンベクター
を構築した。ＥＢＶエレメントは、ベクターゲノムの自律複製を支持し、それを宿主細胞
核中に安定なエピソームとして維持するために含められた。細胞へのアンプリコンのトラ
ンスフェクション後に、安定なコロニーがハイグロマイシン選択によって単離され、パッ
ケージングされたベクターが、これらのコロニーを複製不能なヘルパーＨＳＶ－１で重感
染させることによって生成された。全ての細胞がハイブリッドアンプリコンを含むので、
パッケージングは、ピギーバック系に匹敵するほど効率的であり（４×１０6ｔ．ｕ．／
ｍｌ）、ヘルパーウイルスに対する高い比率のアンプリコンベクターをもたらした。この
ベクターを使って、いくつかの培養ヒト細胞株と、インビボの２つのヒト腫瘍株、肝腫瘍
株ＨｅｐＧ２と神経膠腫株Ｔ９８Ｇを感染させることが成功している。ｌａｃＺトランス
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ジーンの発現は、送達後、少なくとも２週間は認められた（Ｗａｎｇ，Ｓ．及びＶｏｓ，
Ｊ．，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７０：８４２２－８４３０（１９９６））。
第二のハイブリッドアンプリコン系は、ＨＳＶ－１複製及びパッケージングエレメントに
加えて、アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）逆方向末端反復配列（ＩＴＲ）とＡＡＶ　ｒｅｐ
遺伝子が組み込んでいる（図２Ｂ）。ＡＡＶ　Ｒｅｐイソ酵素は、ウイルスゲノムの複製
とそれに続くヒト染色体１９ｑ１３への部位特異的な組込みのためのＩＴＲの認識を含め
て、いくつかの機能を持つ（Ｓａｍｕｌｓｋｉ，Ｒ．Ｊ．ら，ＥＭＢＯ　Ｊ．１０：３９
４１－３９５０（１９９１）；Ｆｉｅｌｄｓ，Ｂ．Ｎ．ら編、Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ－Ｒ
ａｖｅｎ，ペンシルヴァニア州フィラデルフィア（１９９６）「Ｆｉｅｌｄｓ　Ｖｉｒｏ
ｌｏｇｙ」第３版中の２１７３－２１９７頁、Ｂｅｒｎｓ，Ｋ．Ｉ．「パルボウイルス科
（Ｐａｒａｖｏｖｉｒｉｄａｅ）：ウイルス及びそれらの複製」）。これらの機能は、Ｉ
ＴＲに隣接しているトランスジーンがハイブリッドベクターから増幅され、ついで、形質
導入された細胞中にこの非必須遺伝子座に指向的に組み込まれて安定なプロウイルスとし
て残留することを可能にすると推測されている（Ｊｏｈｎｓｔｏｎ，Ｋ．Ｍ．ら，Ｈｕｍ
．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．８：３５９－３７０（１９９７））。これらの事象は、分裂細胞
と有糸分裂後の細胞の両方で起こりうるはずである（Ｆｉｅｌｄｓ，Ｂ．Ｎ．ら編「Ｆｉ
ｅｌｄｓ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ」第３版（Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ－Ｒａｖｅｎ，ペンシルヴ
ァニア州フィラデルフィア（１９９６）の２１７３－２１９７頁、Ｂｅｒｎｓ，Ｋ．Ｉ．
著「パルボウイルス科（Ｐａｒａｖｏｖｉｒｉｄａｅ）：ウイルス及びそれらの複製」）
。これらのハイブリッドアンプリコンは、ＨＳＶ－１ヘルパーウイルスと無ヘルパーウイ
ルス系との両方を使ってパッケージングされている（Ｊｏｈｎｓｔｏｎ，Ｋ．Ｍ．ら，Ｈ
ｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．８：３５９－３７０（１９９７））。前記ハイブリッドアン
プリコンに関連するＡＡＶ　ＩＴＲの複製機能及びパッケージング機能は、ハイブリッド
アンプリコンを、ＡＡＶヘルパー機能を保持するプラスミドと、アデノウイルス又はＨＳ
Ｖ－１ヘルパーウイルスの存在下に、コトランスフェクトすることによって確認された。
これらの条件で、ＩＴＲ隣接マーカーｌａｃＺトランスジーンは、ＨＳＶ／ＡＡＶアンプ
リコンから効率よく切り出され、複製され、組換えＡＡＶにパッケージングされた。前記
ＨＳＶ／ＡＡＶアンプリコンベクターは、従来のＨＳＶ－１アンプリコンと比較して、分
裂中のヒトＵ８７神経膠腫細胞における長期間にわたるトランスジーン発現を支持した。
感染後１５日の時点で、ヘルパーウイルスでパッケージングされたＨＳＶ／ＡＡＶアンプ
リコンは従来のアンプリコンよりも約１００倍多いβ－ガラクトシダーゼ陽性細胞を産生
した。興味深いことに、無ヘルパーウイルスパッケージＨＳＶ／ＡＡＶアンプリコンベク
ターは明白な毒性を持たなかったものの、遺伝子発現量は、従来のアンプリコンの場合よ
り１０倍高いに過ぎず、ヘルパーウイルスがＨＳＶ／ＡＡＶによって媒介される遺伝子発
現を増加させることが示唆された。ＰＣＲ分析により決定されたように、形質導入後１５
日の時点で、ハイブリッドアンプリコンを形質導入された細胞は、従来のアンプリコンで
形質導入された細胞よりも有意に多いｌａｃＺトランスジーンＤＮＡを含んだ。ここで議
論した２つのハイブリッドアンプリコン系は、標的細胞におけるベクターゲノムの安定な
保持を支持する他のベクター系からの遺伝子エレメントを加えることにより、トランスジ
ーン発現を延長させようとするものである。これらのハイブリッドアンプリコンベクター
の欠損ビリオンとしてのパッケージングは、宿主細胞の核へのトランスジーンの効率的か
つ安全な送達を確保する。
ａ．ニューロンへの遺伝子導入用のアンプリコンベクター
別の態様として、本発明は、トルシン核酸分子をニューロンに導入するための前記アンプ
リコンベクターの使用に関する。
ＨＳＶ－１は、ＣＮＳへの遺伝子導入ベクターとしてのその使用を容易にするいくつかの
生物学的特性をもっている。それらには：（ｉ）大きいトランスジーン能（理論的に１５
０ｋｂまで）、（ii）インビボでのＣＮＳへの親和性、（iii）分裂細胞と非分裂細胞と
における核局在、（iv）組織培養における広い宿主域、（ｖ）一群の神経弱毒化複製不能
突然変異体の利用性、（vi）比較的高いウイルス力価を生成する可能性、を含む。
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ＣＮＳ用のＨＳＶ－１由来ベクター系のもう一つの重要な特性は、それらのビリオンが軸
索に沿って逆行的に輸送されうることである。細胞膜との融合後に、ウイルスキャプシド
及び関連するテグメントタンパク質が細胞質中に放出される。これらのキャプシドは、微
小管に沿った細胞株へのエネルギー依存的逆行性輸送を媒介するダイニン複合体と結合す
る（Ｔｏｐｐ，Ｋ．Ｓ．ら，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．１４：３１８－３２５（１９９４）
；Ｓｏｄｅｉｋ，Ｂ．ら「進入したＨＳＶ－１キャプシドの核への微小管及びダイニン媒
介性輸送」２１ｓｔ　Ｉｎｔｌ．Ｈｅｒｐｅｓ　Ｖｉｒｕｓ　Ｗｏｒｋｓｈｏｐ，イリノ
イ州ディカルブ（１９９６））。ｌａｃＺ遺伝子を発現させる複製不能な組換えアンプリ
コンＨＳＶ－１ベクターは、注入後のベクターの局在と広がりを決定するために使用され
ている。尾状核、歯状回、小脳皮質を含む数多くの領域への単回注入後に、β－ガラクト
シダーゼ陽性細胞の分布が決定された（Ｃｈｉｏｃｃａ，Ｅ．Ａ．ら，Ｎ．Ｂｉｏｌ．２
：７３９－７４６（１９９０）；Ｆｉｎｋ，Ｄ．Ｊ．ら，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．
３：１１－１９（１９９２）；Ｈｕａｎｓ，Ｑ．ら，Ｅｘｐ．Ｎｅｕｒｏｌ．１１５：３
０３－３１６（１９９２）；Ｗｏｏｄ，Ｍ．ら，Ｅｘｐ．Ｎｅｕｒｏｌ．１３０：１２７
－１４０（１９９４））。ニューロンとグリアは注射の部位で形質導入され、活性は、遠
位の二次的脳領域で、最初の注入部位の細胞と求心性に関係するニューロンにも検出され
た。二次的部位への逆行性輸送は、神経解剖学的経路に選択的であり、ウイルスキャプシ
ドの経シナプス移動が示唆される。アンプリコンベクターの逆行性輸送は、線条体注入後
に、黒質緻密部と青斑の両方で実証されている（Ｊｉｎ，Ｂ．Ｋ．ら，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ
　Ｔｈｅｒ．７：２－１５－２０２４（１９９６））。ＨＳＶ－１が逆行性輸送によって
求心性経路のニューロンへ移動できることは、これらのベクターによる遺伝子の送達が、
元の注入部位を越えて神経解剖学的に重要な他の領域に広がりうることを示唆している。
ニューロンへのアンプリコン媒介遺伝子送達に関する最初の報告では、培養初代細胞が使
用された（Ｇｅｌｌｅｒ，Ａ．Ｉ．及びＢｒｅａｋｅｆｉｅｌｄ，Ｘ．Ｏ．，Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ　２４１：１６６７－１６６９（１９８８））。アンプリコンベクターは、ニューロ
ン生理学（例えば、ニューロン細胞の形態と成長に対するＧＡＰ４３又は低親和性神経成
長因子（ＮＧＦ）レセプターの発現の効果）を調べるために使用されている（Ｎｅｖｅ，
Ｒ．Ｌ．ら，Ｍｏｌ．Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ．５：１３１－１４１（１９９１）；Ｂａｔｔ
ｌｅｍａｎ，Ｄ．ら，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．１３：９４１－９５１（１９９３））。ア
ンプリコンは、海馬スライス培養で迅速かつ安定なトランスジーン発現を指示でき（Ｂａ
ｈｒ，Ｂ．ら，Ｍｏｌ．Ｂｒａｉｎ　Ｒｅｓ．２６：２７７－２８５（１９９４））、こ
れはカイニン酸レセプター媒介毒性（Ｂｅｒｇｏｌｄ，Ｐ．Ｊ．ら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９０：６１６５－６１６９（１９９３））とグルコースト
ランスポーターによって媒介されるニューロンの保護（Ｈｏ，Ｄ．Ｙ．ら，Ｊ．Ｎｅｕｒ
ｏｃｈｅｍ．６５：８４２－８５０（１９９５））の両方をモデル化するために利用され
ている。インビボでは、ＣＮＳ疾患の様々なモデルにいくつかの候補治療遺伝子を送達す
るために、アンプリコンが使用されている。例えば、グルコーストランスポーターの発現
は誘発性てんかんモデルでニューロンを保護し（Ｈｏ，Ｄ．Ｙ．ら，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｃｈ
ｅｍ．６５：８４２－８５０（１９９５））；Ｌａｗｒｅｎｃｅ，Ｍ．Ｓ．ら，Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９２：７２４７－７２５１（１９９５）；Ｌａ
ｗｒｅｎｃｅ，Ｍ．Ｓ．ら，Ｂｌｏｏｄ　Ｆｌｏｗ　Ｍｅｔａｂ．１６：１８１－１８５
（１９９６））、ｂｃｌ－２は、ニューロンを局所性虚血から救い（Ｌｉｎｎｉｋ，Ｍ．
Ｄ．ら，Ｓｔｒｏｋｅ　２６：１６７０－１６７４（１９９５））、ＴＨの発現はパーキ
ンソンラットにおける行動変化を媒介する（Ｄｕｒｉｎｇ，Ｍ．Ｊ．らＳｃｉｅｎｃｅ　
２６６：１３９９－１４０３（１９９４））。したがって、アンプリコンは、ＣＮＳでの
数多くのトランスジーンの機能発現に有用であることが判明している。
最近、宿主遺伝子の発現が空間的及び発生的に調節された様式で活性化されるマウス体細
胞モザイクを作出するためにアンプリコンが使用されている。トランスジェニックマウス
は、ｌｏｘＰ部位に隣接するプロモーターと転写物との間に不活化挿入エレメントを含む
生殖細胞系伝達ＮＧＦ遺伝子で操作された。アンプリコンベクターによるｃｒｅリコンビ
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ナーゼの体細胞送達は、これらの動物におけるＮＧＦの発現をうまく活性化した（Ｂｒｏ
ｏｋｓ，Ａ．Ｉ．ら，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．１５：５７－６２（１９９７））。発生
の様々な時点に特定の細胞で遺伝子を発現させる能力は、特に、それに関する生殖細胞系
欠失（「ノックアウト」）が条件致死突然変異体である遺伝子に関して広範な用途を持つ
。
従来、形質導入後のトランスジーン発現の安定性と、ヘルパーウイルスの細胞変性効果は
、アンプリコンによるＣＮＳの細胞への遺伝子送達の制限的特徴だった。最近の進歩は主
としてこれらの制約に対処している。プレプロエンケファリンやチロシンヒドロキシラー
ゼなどのいくつかのプロモーターエレメントは、上流調節配列を含めると、アンプリコン
ベクターからの長期トランスジーン発現を制御できる（Ｋａｐｌｉｔｔ，Ｍ．Ｇ．，ら，
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９１：８９７９－８９８３（１９９４
）；Ｊｉｎ，Ｂ．Ｋ．ら，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．７：２－１５－２０２４（１９
９６））。潜在的に部位特異的に組み込まれうるか（Ｊｏｈｎｓｔｏｎ，Ｋ．Ｍ．ら，Ｈ
ｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．８：３５９－３７０（１９９７））、安定な複製エピソーム
を形成できる（Ｗａｎｇ，Ｓ．及びＶｏｓ，Ｊ．，Ｊ　Ｖｉｒｏｌ．７０：８４２２－８
４３０（１９９６））非ＨＳＶ遺伝配列を含むハイブリッドアンプリコンの開発は、導入
されたトランスジーンを遺伝的に安定な配置に保つはずである。最後に、ヘルパーウイル
スの混入が全くないパッケージング系の開発（Ｆｒａｅｆｅｌ，Ｃ．ら，Ｊ．Ｖｉｒｏｌ
．７０：７１９０－７１９７（１９９６））は、培地中及びインビボでのアンプリコンベ
クターの細胞変性効果を有意に減少させた。容易に操作されるプラスミド系アンプリコン
と無ヘルパーウイルスパッケージング系とは、ＨＳＶ－１の生物学的利点を保っているが
、ウイルスに基づく遺伝子治療に伴う危険性を減少させる事実上合成的なベクターの構築
を可能にする。
ｂ．肝細胞への遺伝子導入用のアンプリコンベクター
別の態様として、本発明は、肝細胞にトルシン核酸分子を導入するための上記アンプリコ
ンベクターの使用に関する。前章で議論したように、ＨＳＶ－１アンプリコンベクターは
神経系の細胞への遺伝子導入について広く評価されている。しかしながら、アンプリコン
ベクターは肝臓などの他の組織への効率的な遺伝子送達手段でもありうる。
ある種の遺伝性肝障害は、酵素／タンパク質補充か肝臓移植によって治療できる。しかし
タンパク質の注入はその欠損症を一時的に回復させるに過ぎず、多くの細胞内タンパク質
については有効でない。肝臓移植は、移植用提供器管の入手可能と、その患者の生涯にわ
たって免疫抑制が必要なことによって制限されている。したがって肝臓への遺伝子導入が
著しく望ましく、それゆえ、アデノウイルスベクター（Ｓｔｒａｔｆｏｒｄ－Ｐｅｒｒｉ
ｃａｕｄｅｔ，Ｌ．Ｄ．ら，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．１：２４１－２５６（１９９
０）；Ｊａｆｆｅ，Ａ．Ｈ．ら，Ｎａｔ．Ｇｅｎｅｔ．１：３７２－３７８（１９９２）
；Ｌｉ，Ｑ．ら，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．４：４０３－４０９（１９９３）；Ｈｅ
ｒｚ，Ｊ．及びＧｅｒａｒｄ，Ｒ．Ｄ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ
Ａ　９０：２８１２－２８１６（１９９３））、レトロウイルスベクター（Ｈａｆｅｎｒ
ｉｃｈｔｅｒ，Ｄ．Ｇ．ら，Ｂｌｏｏｄ　８４：３３９４－３４０４（１９９４））、バ
キュロウイルスベクター（Ｂｏｙｃｅ，Ｆ．Ｍ．及びＢｕｃｈｅｒ，Ｎ．Ｒ．Ｌ．，Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９３：２３４８－２３５２（１９９６）；
　Ｓａｎｄｉｇ，Ｖ．ら，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　ＴＨｅｒ．７：１９３７－１９４５（１９
９６））、ＨＳＶ－１に基づくベクター（Ｍｉｙａｎｏｈａｒａ，Ａ．ら，Ｎｅｗ　Ｂｉ
ｏｌｏｇｉｓｔ　４：２３８－２４６（１９９２）；Ｌｕ，Ｂ．ら，Ｈｅｐａｔｏｌｏｇ
ｙ　２１：７５２－７５９（１９９５）；Ｆｏｎｇ，Ｙ．ら，Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ　２
２：７２３－７２９（１９９５）；Ｔｕｎｇ，Ｃ．ら，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．７
：２２１７－２２２４（１９９６））などの様々なウイルスベクター系が、培養肝細胞と
実験動物の肝細胞とへの遺伝子導入について評価されてきた。組換えＨＳＶ－１ベクター
は、感染マウス肝で、Ｂ型肝炎ウイルス表面抗原（ＨＢｓＡＧ）、大腸菌Ｐ－ガラクトシ
ダーゼ、イヌ第ＩＸ因子（ＣＦＩＸ）を発現させるために使用されている（Ｍｉｙａｎｏ
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ｈａｒａ，Ａ．ら，Ｎｅｗ　Ｂｉｏｌｏｇｉｓｔ　４：２３８－２４６（１９９２））。
ウイルスストックは肝実質に直接注射されるか、門脈を通して適用された。どちらの経路
でも、遺伝子導入は極めて効率的であることがわかり、循環中に高レベルのＨＢｓＡＧ又
はＣＦＩＸをもたらし、多数のＰ－ガラクトシダーゼ陽性肝細胞をもたらした。検出可能
な遺伝子発現は一過性だったが、かなりの数のベクターゲノムが遺伝子導入後最大２ヶ月
間持続することが実証された。長期遺伝子発現の効率は、トランスジーンの発現を指示す
るためのＨＣＭＶＩＥ１プロモーターをＨＳＶ－１ＬＡＴプロモーターで置換することに
よって、いくらか増加させることができた（Ｍｉｙａｎｏｈａｒａ，Ａ．ら，Ｎｅｗ　Ｂ
ｉｏｌｏｇｉｓｔ　４：２３８－２４６（１９９２））。
２つの異なるエクスビボ試験で、初代マウス又はヒト肝細胞が、それぞれ大腸菌β－ガラ
クトシダーゼ又はヒト成長ホルモンを発現させるＨＳＶ－１アンプリコンベクターでうま
く形質導入された（ＬＵ，Ｂ．ら，Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ　２１：７５２－７５９（１９
９５）；Ｆｏｎｇ，Ｙ．ら，Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ　２２：７２３－７２９（１９９５）
）。形質導入された初代マウス肝細胞のマウス肝臓への再移植後、最大２週間にわたって
、β－ガラクトシダーゼ陽性細胞を示すことができた（Ｌｕ，Ｂ．ら，Ｈｅｐａｔｏｌｏ
ｇｙ　２１：７５２－７５９（１９９５））。
組換えＨＳＶ－１とアンプリコンベクターとの両方が癌治療に使用できる（Ｂｒｅａｋｅ
ｆｉｅｌｄ，Ｘ．Ｏ．ら，Ｃａｎｃｅｒ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ，（１９
９５），４１－５６頁）。肝腫瘍細胞の免疫原性を高め、その結果として宿主防御系によ
るそれらの排除を増進するという目的で、Ｔｕｎｇ，Ｃ．ら，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅ
ｒ．７：２２１７－２２２４（１９９６）は、ヒトインターロイキン－２遺伝子（ＨＳＶ
－ＩＬ－２）を発現させるアンプリコンベクターを構築した。マウス肝腫瘍細胞（ＨＥＰ
Ａ１－６）をＨＳＶ－ＩＬ－２か、大腸菌β－ガラクトシダーゼを発現させる対照アンプ
リコンベクター（ＨＳＶｌａｃ）で形質導入し、照射した後、マウスの免疫化に使用した
。次に、この方法で前処置された動物が、１０6個の生腫瘍細胞の門脈内注射によって攻
撃された。対照群（ＨＳＶｌａｃ）では、１０匹中８匹が肝腫瘍を発達させたが、ＨＳＶ
－ＩＬ－２形質導入肝腫瘍細胞で前処置された１０匹の群では、１匹が対照群のものと比
較してはるかに小さいサイズの腫瘍を発達させたに過ぎなかった。同様のアンプリコンベ
クターを本発明で使用できる。
本発明を、以下の非限定的な実施例において、より詳細に記載する。
実施例
以下のプロトコル及び実験の詳細は、以下の実施例において言及する。
臨床基準及び患者検体
コロンビア・プレスビテリアン・メディカル・センター（Ｃｏｌｕｍｂｉａ　Ｐｒｅｓｂ
ｙｔｅｒｉａｎ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ）の運動障害グループ（Ｍｏｖｅｍｅｎ
ｔ　Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ　Ｇｒｏｕｐ）、及びマウント・シナイ・メディカル・センター
（Ｍｏｕｎｔ　Ｓｉｎａｉ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ、（ニューヨーク））の運動
障害部門（Ｍｏｖｅｍｅｎｔ　Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ　Ｄｉｖｉｓｉｏｎ）の構成員により
診断及び治療された患者のデータベースにより、また、ジストニア・メディカル・リサー
チ・ファウンデーション（Ｄｙｓｔｏｎｉａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｆｏ
ｕｎｄａｔｉｏｎ）の会報の広告を通して、個体及び家族をつきとめた。初期捻転ジスト
ニアに診断基準及び評価方法は、先に記載のものと同じであった（Ｂｒｅｓｓｍａｎ，Ｓ
．Ｂ．ら、Ａｎｎａｌ　Ｎｅｕｒｏｌ　３６：７７１－７７７（１９９４））。すべての
被験者は、試験に参加する前に、インフォームド・コンセントを与えた。
２群の初期ジストニアである個体を考慮した。第１群は、以前に染色体９ｑ３４に関連し
た４つの非ユダヤ人家族からの既知のＤＹＴ１遺伝子キャリアで構成した（Ｋｒａｍｅｒ
，Ｐ．ら、Ａｍ　Ｊ　Ｈｕｍ　Ｇｅｎ　５５：４６８－４７５（１９９４））。これらの
４つの家族は、９ｑ３４マーカーにおける個々の家族のロッドスコアが＞＋２であること
に基づき、先述の７つの家族から選択された。この群には、９ｑ３４対立遺伝子の創始ハ
プロタイプを保有するアシュケナージ個体も含まれた（Ｂｒｅｓｓｍａｎ，Ｓ．Ｂ．ら、
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Ａｎｎａｌ　Ｎｅｕｒｏｌ　３６：７７１－７７７（１９９４ｂ）。第２群の個体は、初
期ジストニアを有するが、それらの関連状態は未知である、すなわち、小家族からの非ユ
ダヤ人及び非アシュケナージ系ユダヤ人個体及び創始ハプロタイプを有しないアシュケナ
ージ系ユダヤ人個体であった。この後者の群は、ＤＹＴ１表現型を明確にする先の試験に
基づいて、３つの臨床的亜群にさらに再区分した（Ｂｒｅｓｓｍａｎ，Ｓ．Ｂ．ら、Ａｎ
ｎａｌ　Ｎｅｕｒｏｌ　３６：７７１－７７７（１９９４ｂ）；Ｂｒｅｓｓｍａｎ，Ｓ．
Ｂ．ら、Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ　４４：２８３－２８７（１９９４ａ）；Ｋｒａｍｅｒ，Ｐ
．ら、Ａｍ　Ｊ　Ｈｕｍ　Ｇｅｎ　５５：４６８－４７５（１９９４））。これらの亜群
は：１）典型的な又は推定されるＤＹＴ１表現型：すなわち、ジストニアが少なくとも１
つの他の肢部に広がるが、頭部筋（ｃｒａｎｉａｌ　ｍｕｓｃｌｅ）に広がっていない初
期（＜２８歳）肢部発症；２）異例な又は推定されないＤＹＴ１表現型；すなわち、あら
ゆる年齢での、病巣又は分節の頸部－頭部ジストニアの発症、又は４４歳以降に始まる書
痙；３）不明確なＤＹＴ１表現型；すなわち、４５歳前に始まる書痙、肢部に下方に広が
る頸部若しくは頭部で発症のジストニア、又は頭部筋に上方に広がる肢部発症等の、これ
らの他のカテゴリーのいずれにもあてはまらないジストニアである。また、初期発症ジス
トニアに典型的な症状を有する患者も、まぎらわしい神経学的異常を有する場合には、不
明確として分類した。
ＧＡＧ－欠失を保有する、４つの不明確な症例を以下に記載する。１例は、ＤＹＴ１に典
型的な臨床的表現型を有したが、子供の時にポリオを有し、おそらく分類を混乱させるた
め、不明確として分類した。別のキャリアも、ＤＹＴ１の典型ではあったが、頭部振せん
の併発と、頭部及び腕部の振せんの家系のため、不明確として分類した。残り２例のキャ
リアは、初期発症ジストニアの典型的な特徴を有していた；一方は、初期の肢部での発症
が他の肢部に広がって頭部筋にも広がり、他方は、腕部での発症が首に広がった。
多数の罹患者の関連状態が未知である家族では、家族内のすべての罹患者に対して単一の
分類を割当てた。家族に不明確及び典型的な両表現型の者がいる場合は、典型的として分
類した；家族に不明確及び異例な両表現型の者がいる場合は、異例として分類した；また
、家族に異例及び典型的な両表現型の者がいる場合は、不明確として分類した。
また、広範囲の民族的及び地理的家系の個体についても、含めるために調査した。この試
験は、両協会の調査委員会により認可された。
ＤＮＡ単離、リンパ芽球系及びサザンブロット
静脈血試料を参加した個体から得た。ＤＮＡを、全血（Ｇｕｓｅｌｌａ，Ｊ．ら、Ｐｒｏ
ｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　７６：５２３９－５２４２（１９７９））か
ら、又はＥＢＶ形質転換による血液リンパ球から樹立したリンパ芽球系（Ａｎｄｅｒｓｏ
ｎ，Ｍ．＆Ｇｕｓｅｌｌａ，Ｊ．Ｉｎ　Ｖｉｔｒｏ　２９：８５６－８５８（１９８４）
）から抽出した。ＣＥＰＨ系ＤＮＡを、ＣＥＰＨ（セントレ・デチューデ・ドゥ・ポリモ
ルフィズム・ヒューメイン（Ｃｅｎｔｒｅ　ｄ’Ｅｔｕｄｅ　ｄｕ　Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈ
ｉｓｍｓ　Ｈｕｍａｉｎ）、パリ、フランス）から入手した。サザンブロットのため、ゲ
ノムＤＮＡを、ＰｓｔＩ、ＨｉｎｄＩＩＩ及びＥｃｏＲＩ（ＮＥＢ）で、製造者使用説明
書に従って消化した。消化したＤＮＡを、１％アガロースゲル上で、７０Ｖで、１６時間
、分離した。サザンブロットを、標準技術を用いて行ない、フィルターをｃＤＮＡにハイ
ブリダイズさせた（下記参照のこと）。
ＲＮＡの単離、ノーザンブロット、ＲＴ－ＰＣＲ
細胞質ＲＮＡを、患者及び対照から樹立したリンパ芽球及び線維芽細胞から単離した（Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ．　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｎｕａｌ、コ
ールド・スプリング・ハーバー・プレス（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒ
ｅｓｓ）、コールド・スプリング・ハーバー（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ）
、ニューヨーク、（１９８９）、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ．ら）。全ＲＮＡを、剖検で得た
ヒト成人及び胎児組織から、グアニジニウムチオシアネート法を用いて抽出した（Ｃｈｉ
ｒｇｗｉｎ，Ｊ．Ｍ．ら、Ｂｉｏｃｈｅｍ　１８：５２９４－５３００（１９７９））。
組織を、対照及びＤＹＴ１キャリア個体の両方から得、それらには、脳皮質、小脳、海馬
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、肺、肝臓、筋肉、胎盤、脾臓、甲状腺、腸及び目が含まれた。このＲＮＡから、標準的
方法に従ってノーザンブロットを調製した（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ．　Ａ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｎｕａｌ、コールド・スプリング・ハーバー・プレス（
Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ）、コールド・スプリング・ハーバ
ー（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ）、ニューヨーク、（１９８９）、Ｓａｍｂ
ｒｏｏｋ，Ｊ．ら）。さらに、８種の異なる成人ヒト組織及び４種の異なる胎児ヒト組織
由来のポリ（Ａ＋）ＲＮＡ２μｇを含むノーザンブロットフィルターを使用した（クロー
ンテック（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ））。第１ｃＤＮＡ鎖の合成を、リンパ芽球ＲＮＡ試料上で
、オリゴｄＴ及びランダムプライマーにより、ＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔＩＩ逆転写酵素を
用いて行った（ギブコ（Ｇｉｂｃｏ）；ニューマン（Ｎｅｗｍａｎ），Ｐ．Ｊ．ら、Ｊ　
Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ　２２：７３９－７４３（１９８８））。反応を４２℃で９０分
間行った後、遺伝子特異的ＰＣＲ増幅を行い、患者及び対照の必須のＤＹＴ１領域におい
て種々のｃＤＮＡを合成した。
コスミド・コンティグ
２つのヒト第９染色体－特異的ライブラリー：第９染色体のみの体細胞ハイブリッド由来
のＤＮＡを用いてローリスト（Ｌａｗｒｉｓｔ）　１６に構築したローレンス　リバーモ
ア（Ｌａｗｒｅｎｃｅ　Ｌｉｖｅｒｍｏｒｅ）ライブラリー（Ｖａｎ　Ｄｉｌｌａ，Ｍ．
Ａ．，＆Ｄｅａｖｅｎ，Ｌ．Ｌ．Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　１１：２０８－２１８（１９９０
））；及びフロー・ソート（ｆｌｏｗ－ｓｏｒｔｅｄ）中期ヒト染色体由来のｓＣｏｓ（
ストラタジーン（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ））において構築したロス　アラモス（Ｌｏｓ　
Ａｌａｍｏｓ）ライブラリー（Ｄｅａｖｅｎ，Ｌ．Ｌ．ら、Ｓｙｍｐ　Ｑｕａｎｔ　Ｂｉ
ｏｌ　５１：１５９－１６７（１９８６））からコスミドを単離した。記載のようにして
、コスミドコロニーのグリッドフィルターを、ハイブリダイゼーションのために、スタン
ピングし、調製した（ＭｃＣｏｒｍｉｃｋ，Ｍ．Ｋ．ら、Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　１８：５５
３－５５８（１９９３））；Ｍｕｒｒｅｌｌ，Ｊ．ら、Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　２５：５９－
６５（１９９５））。フィルターを、４００ｋｂの必須の領域由来のゲル精製ＹＡＣ　Ｄ
ＮＡによりスクリーニングし、８００を超えるポジティブコロニーを、ハイブリダイゼー
ションのために取り出し、格子状にし、スタンピングした。コスミド歩行（ｃｏｓｍｉｄ
　ｗａｌｋ）を、コスミドＬＬ０９ＮＣ０１５０Ｈ１１及び数個のＤ９Ｓ６３ポジティブ
コスミド（１８Ｄ５ＬＡ、３７Ｈ５ＬＡ）の末端クローンから始まる必須の領域の両端か
ら開始した。ハイブリダイズさせるコスミドの末端配列を、ＰＣＲプライマーを合成する
のに使用し、グリッドを再スクリーニングすることにより歩行を継続した。得られた約６
０のコスミドの組を、ＥｃｏＲＩで消化し、断片をアガロースゲル電気泳動により分離し
、類似及び新規な領域を区別した。次に、１１個のコスミドの重複するサブセットを、Ｅ
ｃｏＲＩ、ＸｈｏＩ及びＮｏｔＩにより切断し、一連の一回消化物及び二回消化物を並べ
た。断片を、１％アガロースゲルでの電気泳動により分離し、サザンブロットに移し、Ｐ
ＣＲ又は２０ｂｐの合成オリゴヌケレオチドにより生成した、コスミド末端、エキソン及
び領域内の非反復配列にハイブリダイズさせた。
ハイブリダイゼーション
プローブ（ゲル精製ＹＡＣ　ＤＮＡ、コスミド末端、エキソンクローン、ＰＣＲ産物及び
ｃＤＮＡ）を、ランダムプライム法（ファインベルグ（Ｆｅｉｎｂｅｒｇ），Ａ．Ｐ．，
＆ボゲルステイン（Ｖｏｇｅｌｓｔｅｉｎ），Ｂ．、Ａｎａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ　１３７
：２６６－２６７（１９８４））により、［32Ｐ］ｄＡＴＰ（３０００Ｃｉ／ｍｍｏｌ；
ＮＥＮ）を用いて標識した。オリゴヌクレオチドを、Ｔ４ポリヌクレオチドキナーゼ（Ｎ
ＥＢ）により、［32Ｐ］ｄＡＴＰ（６０００Ｃｉ／ｍｍｏｌ；ＮＥＮ）を用いて末端標識
した。繰り返し配列を飽和させる必要がある場合には、プローブをＣｏｔＩ　ＤＡＮ、ヒ
ト胎盤ＤＮＡ及びベクターＤＮＡでプレアニーリングした。
ハイブリダイゼーションを、チャーチ－ギルバート（Ｃｈｕｒｃｈ－Ｇｉｌｂｅｒｔ）緩
衝液中で、５５℃で一晩行った。ノーザンフィルターを、５×ＳＳＰＥ、５０％ホルムア
ミド、５×デンハート液、０．５％ＳＤＳ及び３００μｇ／ｍｌサケ精子ＤＮＡ中、４２
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℃で一晩ハイブリダイズさせた。フィルターを、記載のようにして、洗浄、オートラジオ
グラフフィルムに露光した（ミュレル（ｍｕｒｒｅｌｌ），Ｊ．ら、Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　
２５：５９－６５（１９９５））。
エキソン増幅、ｃＤＮＡライブラリースクリーニング及び伸長
エキソン増幅を、その領域を含む（ｓｐａｎｎｉｎｇ）コスミド上で、ベクターｐＳＰＬ
１（バックラー（Ｂｕｃｋｌｅｒ），Ａ．Ｊ．ら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃ
ｉ　ＵＳＡ　８８：４００５－４００９（１９９１））及びｐＳＰＬ３－ＩＶ（チャーチ
（Ｃｈｕｒｃｈ），Ｄ．Ｍ．ら、Ｎａｔ　Ｇｅｎｅｔ　６：９８－１０５（１９９４））
を用いて行った。ＲＴ－ＰＣＲ産物を、ＢｓｔＸ１で消化し、ベクターのみの産物を除い
た（チャーチ（Ｃｈｕｒｃｈ），Ｄ．Ｍ．ら、Ｎａｔ　Ｇｅｎｅｔ　６：９８－１０５（
１９９４））。クローン化エキソン断片を、コロニーハイブリダイゼーションによるヒト
胎児及び成人ｃＤＮＡライブラリーのスクリーニングに使用した（（サンブルック（Ｓａ
ｍｂｒｏｏｋ），Ｊ．ら）Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ．Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｙ　Ｍａｎｎｕａｌ、コールド・スプリング・ハーバー・プレス（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉ
ｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ）、コールド・スプリング・ハーバー（Ｃｏｌｄ　Ｓｐ
ｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ）、ニューヨーク、（１９８９））。ライブラリーを、ストラタ
ジーン（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）のＺＡＰにおいて作製し、それは、成人ヒトの線条体、
海馬、黒質、尾形被核（ｃａｕｄａｔｅ　Ｐｕｔａｍｅｎ）、脳幹、心臓、脾臓及び肝臓
、並びにヒト胎児の脳及び網膜を含んだ。これらのｃＤＮＡクローンから生じた配列を、
直線状に並べ、シークエンチャープログラム（ジーン・コーヅ（Ｇｅｎｅ　Ｃｏｄｅｓ）
）を用いて編集した。２通りの方法－ライブラリーをコンティグの末端から生じたＰＣＲ
断片で再スクリーニングすることにより、及びクロンテック（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）により
改変された、５’及び３’ＲＡＣＥ並びにＭＡＲＡＴＨＯＮ　ＰＣＲシステム（フローマ
ン（Ｆｒｏｈｍａｎ），Ｍ．Ａ．ら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　
８５：８９９８－９００２（１９８８）；アプテ（Ａｐｔｅ），Ａ．Ｎ．，＆シーベルト
（Ｓｉｅｂｅｒｔ），Ｐ．Ｄ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　１５：８９０－８９３（１
９９３））を用いることにより、ｃＤＮＡコンティグを伸長させた。
シークエンシング
シクイサーム・ロング・リード・サイクル・シークエンシング・キット（Ｓｅｑｕｉｔｈ
ｅｒｍ　Ｌｏｎｇ　Ｒｅａｄ　Ｃｙｃｌｅ　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　Ｋｉｔ）（エピセン
ター・テクノロジーズ（Ｅｐｉｃｅｎｔｅｒ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ））を用い、Ｌ
ＩＣＯＲ配列分析装置用の赤外標識ベクタープライマー、又は標準シークエンシング用の
33Ｐ－ｄＡＴＰ（２０００Ｃｉ／ｍｍｏｌ；ＮＥＮ）で標識した特異的プライマーのいず
れかにより、ジデオキシシークエンシングを行った。ＰＣＲ産物の直接シークエンシング
を、酵素的クリンナップ（ｅｎｚｙｍａｔｉｃ　ｃｌｅａｎｕｐ）法を用い、エキソヌク
レアーゼＩ及びエビアルカリ性ホスファターゼ（ＵＳＢ）により、３７℃で１５分、及び
８５℃で１５分行った後、シークエナーゼ（ＵＳＢ）でシークエンシングを行った。ＬＩ
ＣＯＲ配列を、データ収集及び画像分析ソフトウェアを含むＢａｓｅＩｍａｇＩＲソフト
ウェア・パッケージ（ＬＩＣＯＲ）を用いて読み取った。33Ｐ－ｄＡＴＰゲルを、３ＭＭ
　Ｗｈａｔｍａｎに移し、乾燥させ、オートラジオグラフィーフィルムに一晩露光した後
、読み取り、手動でＧＣＧプログラムにかけた（ウィスコンシン・パッケージ・バージョ
ン９．０（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｐａｃｋａｇｅ　Ｖｅｒｓｉｏｎ　９．０）、ジェネテ
ィクス．コンピューター・グループ（Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒｏｕｐ
）、マジソン、ウィスコンシン州）。
ＳＳＣＰ分析
ＤＮＡ配列を、１００～３００ｂｐの断片のＰＣＲにより、突然変異についてスクリーニ
ングした後、患者及び対照のリンパ芽球ＲＮＡ及びゲノムＤＮＡから合成した第１ｃＤＮ
Ａ鎖を用いてＳＳＣＰ分析を行った。ＰＣＲ反応を、オゼリウス（Ｏｚｅｌｉｕｓ），Ｌ
．ら、Ａｍ　Ｊ．Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅｔ．５０：６１９－６２８（１９９２）に記載のよう
にして、全反応容量１０μｌで行った。ＰＣＲ増幅産物のＳＳＣＰ分析を記載のようにし
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て行った（オリタ（Ｏｒｉｔａ），Ｍら、Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　５：８７４－８７９（１９
８９）；（ハヤシ（Ｈａｙａｓｈｉ），Ｋ．，＆ヤンデル（Ｙａｎｄｅｌｌ），Ｄ．Ｗ．
、Ｈｕｍ　Ｍｕｔａｔｉｏｎ　２：３３８－３４６（１９９３））。異なる移動度のすべ
ての断片を直接配列決定し、遺伝を確認するため家族において評価し、また、それらが通
常の多形性を示すか否かを決定するために対照において評価した。単一の塩基対の変化で
制限部位が変わった場合、ＰＣＲ産物の制限切断物を用い、ＳＳＣＰ分析にかえた。この
場合、標準ＰＣＲを、放射能なしで終容量２５μｌで行った。ＰＣＲ産物を、製造者使用
説明書（ＮＥＢ）に従って消化し、２～３．５％アガロースゲルで電気泳動した後、エチ
ジウムブロマイドで染色することにより可視化した。
実施例１
コスミドコンティグ及び転写物地図
遺伝子の同定を容易にするため、コスミドコンティグを、多形性マーカー、Ｄ９Ｓ２１６
１とＤ９Ｓ６３との間の染色体９ｑ３４上の１５０ｋｂにわたる標的領域において構築し
た。２つの第９染色体－特異的ライブラリー由来のコスミドのグリディッド配列（ｇｒｉ
ｄｄｅｄ　ａｒｒａｙｓ）を、まず、この領域に広がる４種のＹＡＣ：８Ｈ１２、１８３
Ｄ９、２５１Ｈ９及び２２Ａ４でスクリーニングした。コスミドのポジティブサブセット
を、コスミドの末端配列により、順次スクリーニングし、ＹＡＣ８Ｈ１２にハイブリダイ
ズするコスミドＬＬ０９ＮＣ０１５０Ｈ１１の末端によりセントロメア側から開始し、テ
ロメア末端では、他の３種のＹＡＣにハイブリダイズするＤ９Ｓ６３ポジティブコスミド
、３７Ｆ５ＬＡ及び１８Ｄ５ＬＡにより行った。新しいオーバーラップコスミドを、制限
消化及びゲル電気泳動により比較し、末端配列を新規な断片から得て、２次コスミドグリ
ッドの再スクリーニングに使用した。３倍を超える重複性を有するコスミドコンティグを
、ＬＬ０９ＮＣ０１５０Ｈ１１と３７Ｆ５ＬＡとの間のゲノム領域において作製した。１
１のオーバーラップコスミドの代表的なサブセットを用い、制限酵素、ＥｃｏＲＩ、Ｘｈ
ｏＩ及びＮｏｔＩを用いた一本鎖及び二本鎖の切断物のゲル電気泳動後の断片のサイズを
決定することにより、制限地図を構築した。断片を、サイズ及びハイブリダイゼーション
パターンにより、マーカーＤ９Ｓ２１６１及びＤ９Ｓ６３、コスミド末端クローン、クロ
ーン化エキソン及び非反復領域由来のオリゴヌクレオチドを用いて直線状に並べた（図１
）。所定のマーカー間のコンティグの推定される長さは１５０ｋｂである。
この領域における遺伝子を、エキソン増幅により同定し、これは、スプライシングベクタ
ーにより発現されたＲＮＡの細胞性プロセッシングの間、ゲノムＤＮＡにおけるフランキ
ング・スプライス部位により、エキソンのクローニングを可能にする（バックラー（Ｂｕ
ｃｋｌｅｒ），Ａ．Ｊ．ら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８８：４
００５－４００９（１９９１）；チャーチ（Ｃｈｕｒｃｈ），Ｄ．Ｍ、ら、Ｎａｔ　Ｇｅ
ｎｅｔ　６：９８－１０５（１９９４））。必須の領域由来のコスミドのサブセットを、
ＰｓｔＩ若しくはＳａｃＩ、又はＢａｍＨＩ及びＢｇＩＩＩの両方で切断し、これらのベ
クターでクローニングした。トラッピングされた６０を超える推定エキソンのうち、２８
は、独立した配列を生じた。次いで、これらのエキソンクローンを、種々のヒト成人及び
胎児組織由来のヒトｃＤＮＡライブラリーのスクリーニングに使用し、エキソンクローン
は、オリゴｄＴ又はランダムプライマーによるプライミングにより生成させておいた。多
数のオーバーラップクローンにおいて、５つのｃＤＮＡ：胎児脳、成人前頭皮質及び成人
肝臓由来のＤＱＩ；成人の黒質、海馬及び前頭皮質由来のＤＱ２；成人前頭皮質由来のＤ
Ｑ３；成人前頭皮質及び胎児脳由来のＤＱ４及び；成人の後頭皮質、黒質及び前頭皮質由
来のＤＱ５が示された。２８の非反復推定エキソンのうち３つ以外はすべて、これらのｃ
ＤＮＡで説明された。多くの成人ヒト組織（クロンテック（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ））のノー
ザンブロットに対するこれら３つのハイブリダイゼーションでは、対応するメッセージ種
（ｍｅｓｓａｇｅ　ｓｐｅｃｉｅｓ）は示されなかった。さらに、これらの推定されるエ
キソンによるｃＤＮＡライブラリーのスクリーニングでは、ポジティブクローンは得られ
なかった。したがって、これらの３種は、クリプティックスプライシング部位の結果であ
るか、又は低発生量のメッセージを表すかもしれない。
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５種のｃＤＮＡを、５’及び３’ＲＡＣＥにより、両方向に伸長し（フローマン（Ｆｒｏ
ｈｍａｎ），Ｍ．Ａ．ら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８５：８９
９８－９００２（１９８８））、多数のクローンにおいてシークエンシングした。次いで
、転写物を、限定分解したコスミドＤＮＡのサザンブロットをハイブリダイズすることに
より、５’及び３’ｃＤＮＡ末端、エキソンクローン及びｃＤＮＡ配列（図１）に対応す
るオリゴヌクレオチドで、コスミドコンティグに直線状に並べた。これらの遺伝子により
包含される推定ゲノム領域は、ＤＱ１が８ｋｂ、ＤＱ２が１３ｋｂ、ＤＱ３が１０ｋｂ、
ＤＱ４が５２ｋｂ及びＤＱ５が＞４０ｋｂである。ｃＤＮＡ　ＤＱ５の３’非翻訳領域だ
けは、必須のインターバル（ｉｎｔｅｒｖａｌ）と重複したため、この遺伝子をこの試験
から排除した。広範囲のエキソントラッピングがこの領域で行なわれ、各ｃＤＮＡに対し
て２～１０のエキソンが同定された事実を考慮すれば、これらの転写物は、必須の領域に
おけるすべての遺伝子であると説明することができる。しかしながら、数個の大きな領域
（各々＞１０ｋｂ）、ＤＱ１に動原体的な１つ、ＤＱ４の最初の２つのイントロン内の２
つは、他の遺伝子、特に、エキソン増幅により失われたのであろうイントロンを１つ含有
するか、又は含有しない遺伝子を含む可能性がある。
実施例２
ｃＤＮＡの配列
ＤＱ１（トルシンＢ配列、配列番号：４をコードする）及びＤＱ２（トルシンＡ配列、配
列番号：２をコードする）は、高度に相同な転写物であり、推定されるタンパク質の配列
において、ヌクレオチドレベルで７２％の同一性及び６９％アミノ酸同一性を有する。こ
れらの遺伝子は、ゲノムにおいて、反対方向にそれらの３’末端に１２ｋｂ未満離れてい
る（図１）。ＤＱ２の最長の転写物は、２，０７２ｂｐからなり、図２のヌクレオチド４
３～１０４１までの９９８ｂｐの断定されたオープンリーディングフレーム（配列番号：
５）を有する。ゲノム及びｃＤＮＡ配列からなるトルシンＡ遺伝子の複合ヌクレオチド配
列を、配列番号：１に記載する。ｃＤＮＡ配列からなるトルシンＡ遺伝子の複合ヌクレオ
チド配列を、配列番号：５に記載する。
推定されるＡＴＧ翻訳開始部位の周囲の配列は、必須－３プリン残基を含有するが、コザ
ック（Ｋｏｚａｋ），Ｍ．、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ　１５：８１２５－８
１４８（１９８７）コンセンサス配列の他の特徴は何も有しない。このｃＤＮＡの５’末
端の３６５ｂｐ上流から始まるコスミド２３ＧＩＬＡ由来のオーバーラップゲノム配列に
は、インフレーム（ｉｎ－ｆｒａｍｅ）終止コドンがある。３’非翻訳部分は、１０３１
ｂｐ長であり、２つのポリＡ+付加部位、一方はヌクレオチド１３９０のＡＴＴＴＡＡＡ
、他方はクレオチド２０５４のＡＡＴＡＡＡを含み、いくつかのｃＤＮＡクローンにおい
ては、ポリＡ尾部がそれらの各々から約２０ｂｐ下方に存在する。
クローン化されたＤＱ２　ｃＤＮＡは、対応する転写物のサイズに基づいて実質的に全長
のようである。クローンＨ４、ＡＴＣＣ寄託番号９８４５４は、配列番号：５に記載のよ
うに、ヌクレオチド９９～１３７７を含む。成人及び胎児のヒトＲＮＡのノーザンブロッ
トは、ｃＤＮＡのコード部分由来のプローブにハイブリダイズする、約１．８ｋｂ及び２
．２ｋｂの２つの遍在メッセージを示した（図３Ａ）。２．２ｋｂのメッセージだけは、
最初のポリＡ+付加部位に対して３’の配列にハイブリダイズし、これは、より大きな種
が第２ポリＡ+付加部位の利用を示すかもしれないことを示す。成人の脳、心臓及び膵臓
の他に、胎児の脳、肺及び腎臓では、約５ｋｂの別のメッセージ種が、低存在量で存在し
た。胎児の脳、筋肉、脾臓、腸、目、肺及び肝臓に加え、成人のリンパ芽球、線維芽細胞
及び小脳を含む、創始突然変異を保有するＡＪ個体由来の剖検組織において、１．８ｋｂ
及び２．２ｋｂのメッセージが見られたが、新規な種はなかった。転写物ＤＱ２のオープ
ンリーディングフレームにより、計算される分子量が３７，８１３Ｄで、３３２個のアミ
ノ酸からなる６．８１ｐＩポリペプチドが予測され、これをトルシンＡと称する（図４）
（配列番号：２）。
ｃＤＮＡ　ＤＱ１は、８０２ｂｐのオープンリーディングフレームを有する２５０４ｂｐ
であり（図２）（配列番号：６及び７）、ＡＴＣＣに寄託番号９８４５５で寄託された。
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ｃＤＮＡ　ＤＱ１とＤＱ２との間、及びコスミド５４Ａ５ＬＡのｃＤＮＡ　ＤＱ１の５’
のゲノム配列とｃＤＮＡ　ＤＱ２の５’コード末端との間の高類似性に基づき、ＤＱ１メ
ッセージについてのメチオニン開始部位はおそらく既存のＤＱ１クローンにはない。配列
番号：３に記載されたヌクレオチド配列及び配列番号：４に記載の対応アミノ酸配列を、
ゲノム及びｃＤＮＡ配列の組み合わせから生成させた。３’非翻訳部は、１７０２ｂｐ長
で、位置２４８３にポリＡ+付加部位、ＡＡＴＡＡＡ、及び約２０ｂｐ下流にポリＡ尾部
を有する（配列番号：６）。ノーザンブロット分析により、遍在的に発現された約２．８
ｋｂのメッセージが、成人の脳に低量存在するが、胎児の脳には検出されないとが明らか
になった（図３Ｂ）。既存のクローンのオープンリーディングフレームは、２９０個のア
ミノ酸をコードし、我々がトルシンＢと命名した対応タンパク質が３２，０００Ｄをこえ
る分子量を有することを示す（図４）（配列番号：４）。
実施例３
突然変異分析
この優性疾患において、突然変異の２つの可能な機構：タンパク質を失活させ、コードさ
れたハプロイン十分なタンパク質が結果として生じるかもしれない破壊的な突然変異；及
び正常タンパク質の機能を無効にしたり、又は他のタンパク質を障害するタンパク質の突
然変異型の「機能の獲得（ｇａｉｎ－ｏｆ－ｆｕｎｃｔｉｏｎ）」又は「ドミナントネガ
ティブ」効果を引き起こすかもしれないミスセンス突然変異を考察した。
配列の大幅な変更は、異なる民族的背景の３０名のジストニア患者由来で、４つのｃＤＮ
ＡにハイブリダイズしたゲノムＤＮＡを用い、サザンブロット分析により排除した。次い
で、必須の領域の転写物を、捻転ジストニアに罹患し、ＤＹＴ１遺伝子（Ｄ９Ｓ６２ａか
らＡＳＳ）周囲の拡張した領域において１２の独特のハプロタイプを表わす異なる家族か
ら１４名の個体、並びに２名の対照、１名はＡＪ、１名は非ユダヤ人のリンパ芽球ＲＮＡ
を用い、配列変異体をスクリーニングした。これらの１２の独特のハプロタイプのうち、
４つは、明らかな第９染色体関連を示した家族に由来した。これらは、４つの非ユダヤ人
家族（クラマー（Ｋｒａｍｅｒ），Ｐ．ら、Ａｍ　Ｊ　Ｈｕｍ　Ｇｅｎ　５５：４６８－
４７５（１９９４））を含み、そのうち２つはフランス系カナダ人であり、共通のハプロ
タイプ及びＡＪ創始突然変異を共有した。これらの６家族における４つの異なる疾患関連
ハプロタイプは、当初は、ＤＹＴ１における独立した突然変異を表わすと思われた。転写
物の３’及び’５’末端におけるプライマーによる最初のＲＴ－ＰＣＲの後、ネスティッ
ドＰＣＲを、１５０～３００ｂｐのオーバーラップ断片において行った。断片をＳＳＣＰ
により解析し、すべての突然変異体バンドを、両方向においてシークエンスした。すべて
の転写物は、コード領域及び非コード領域の両方において多くの変異体を示した（図２）
。これらのほとんどは、コードされたアミノ酸が変わらないような、５’及び３’非翻訳
領域に、又はトリプレットコドンの第３の位置に、単一の塩基対置換を含む「サイレント
」であった。これらの変化のうち３つだけは、アミノ酸配列に影響した：１）ＤＱ４にお
けるバリンイソロイシン；２）ＤＱ２におけるアスパラギン酸ヒスチジン；及び３）ＤＱ
２におけるグルタミン酸の欠失。コード領域におけるすべての配列変異体は、コスミドＤ
ＮＡ内のエキソン／イントロン構造を決定した後、ゲノムＤＮＡにおいて分析した。これ
らのヌクレオチドの変化のすべては、ＤＱ２におけるＧＡＧ－欠失（配列番号：５の９４
６～９４８位のヌクレオチド）－の１つを除き、対照試料におけるそれらの存在により、
多形性として確認された。驚くべきことに、ＤＱ２におけるＧＡＧ－欠失は、４つの確認
されたＤＹＴ１関連ハプロタイプを表わす６名の個体すべてにおいて存在した。
この所見を追究するため、多くのＡＪ及び非ユダヤ人対照と同様に、すべての第９染色体
関連家族における保有状態により、ＧＡＧ－欠失の相互分離を検査した。このＧＡＧ－欠
失を、ゲノムＤＮＡ試料から生じたＰＣＲ産物を用い、３通りの方法：ＳＳＣＰ、ダイレ
クトシークエンシング又は正常なＧＡＧＧＡＧ配列の１０ｂｐ下流を切断するがＧＡＧ－
欠失配列は切断しないＢｓｅＲＩによる消化で分析した（図５）。ＧＡＧ－欠失と第９染
色体関連家族における保有状態との関連性は完全であった。６８に第９染色体関連家族に
おける、すべての２６１名の罹患又は非罹患絶対遺伝子キャリアは、この欠失に対して異
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型接合性であった（創始ハプロタイプを保有する６４のＡＪ家族及び４つの非ユダヤ人家
族を含む）（表１）。驚くべきことに、２６０のＡＪ及び２７４の非ユダヤ人家族の対照
染色体には欠失はみられず、いずれの個体においても異型接合状態で観察されなかった。
初期ジストニアにおけるこの欠失の役割をさらに評価するため、さらに１５５名の、種々
の臨床的兆候を有する、関連分析には小さすぎる家族由来の個体を類別した。初期発症捻
転ジストニアの典型的な兆候の関連性は、これらの家族において非常に高かった。１９の
異なる家族に由来の典型的な初期発症ジストニアの４１症例のうち、１４の家族において
、すべての罹患した個体は、ＧＡＧ－欠失を保有したが、他の５家族由来の罹患した個体
は保有しなかった。これら５家族のうちの２家族由来の罹患率は、ＤＹＴ１の表現型に非
常に類似するドーパ応答性ジストニアを有する疑いがあるが、確認されなかった。ＧＡＧ
－欠失を保有しないいくつかの典型的な症例は、他に、まだ同定されていないが、ＤＱ２
における突然変異、又は他の遺伝子における突然変異を有するかもしれず；例えば、ＤＹ
Ｔ１表現型の特徴が第８染色体上に突然変異を保有する何人かの個体において起こる。３
８症例（１１ＡＪ、２７非ユダヤ人家族）、これらについては初期発症ジストニアの診断
は不確定であり、このうち、４例はＧＡＧ－欠失を保有した（１ＡＪ、３非ユダヤ人）が
、残り３４例は保有しなかった。（これらの４例の不明確なキャリアの臨床的記載につい
ては、方法を参照。）初期発症ジストニアに典型的な特徴を有しない異例と分類された７
６個体のうち（３６ＡＪ、２セファルディーユダヤ人［ＳＪ］及び３８非ユダヤ人家族）
、ＧＡＧ－欠失を保有した者はいなかった。総合すると、これらの観察は、ＧＡＧ－欠失
が、典型的な初期発症ジストニアの症例の非常に大多数に起因するという説得力のある証
拠を提供する。これらは、多様な民族的背景のほとんどの非ユダヤ人症例の他に、創始突
然変異が９５％を超える症例を引き起こすＡＪファミリーの個体を含む（リッシュ（Ｒｉ
ｓｃｈ），Ｎ．ら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　９：１５２－１５９（１９９５）
）。
典型的な初期発症ジストニアの症例のほとんどすべてに起因する、罹患した染色体の単一
の突然変異（ＧＡＧ－欠失）の同定は、注目すべきである。この驚くべき所見を説明し得
る２つの可能な説明は、：１）これらすべての症例は、家系的に関連するかもしれず、こ
の突然変異のＡＪ群への導入よりも先に起こった独自の創始突然変異を表わすか；又は２
）同じ突然変異が独立して生じ、それは結果的に初期発症ジストニア表現型に現れる唯一
の変化（又は、おそらく数個のうちの１個）である。これらの可能性を区別するため、３
つの多形性配列変異体（Ａ、Ｂ及びＣ、表２）をＧＡＧ－欠失周囲の５ｋｂ領域に同定し
、これらをさらに詳細な対立遺伝子分析に使用した。４の確認されたＤＹＴ１連鎖ハプロ
タイプを保有する罹患した個体において、対立遺伝子の異なる２種のパターン、疾患保有
染色体（家族５、９及び１６）の３つにおける１、１、２、並びに疾患保有染色体（家族
１、表２）の１つにおける１、２、１が観察された。この所見は、同じ突然変異（ＧＡＧ
－欠失）が１回を越えて生じたという認識をはっきりと裏付ける。６０のＡＪ及び６０の
非ユダヤ人の対照固体も、これらのマーカーにより類別され、異なる対立遺伝子パターン
に対する頻度を測定した。対照のうち、３つのパターンのみが、遺伝子座Ａ、Ｂ、Ｃ：１
、１、２（ＡＪ対照＝６８％；非ユダヤ人対照＝５５％）；１、２、１（ＡＪ＝２０％；
非ユダヤ人＝３４％）；及び２、１、２（ＡＪ＝１２％；非ユダヤ人＝１１％）に観察さ
れ、これは、これらの多形性が互いに強い連鎖不平衡であることを示している。９関連家
族におけるＧＡＧ－欠失染色体における高頻度の１、１、２パターンは、対照におけるこ
のパターンの高発生度に一致するが、独立した突然変異には矛盾しない。関連状態が未知
の患者における他の１８のＧＡＧ－欠失染色体を、Ａ、Ｂ及びＣ対立遺伝子に類別した場
合、１、１、２を保有する１５（家族２～４、６～８、１０～１５及び１７～２２）、１
、２、１パターンを有する１（家族２）及びその他の２（家族３、４）は、不安定な状態
であったが、１、２、１パターンを有するようである（下記参照）（表２）。これらの観
察は、少なくとも２の独立した突然変異があるという結論を裏付けるが、正常な群におけ
る高頻度の１、１、２パターンが、我々のさらなる独立した事象を識別する能力を妨げる
かもしれない。



(46) JP 4323572 B2 2009.9.2

10

20

30

マーカーＡ、Ｂ及びＣに同一の対立遺伝子パターンを保有する個体が、共通の先祖のさら
なる証拠を示すか否かを検討するため、彼らのハプロタイプをフランキングマイクロサテ
ライトマーカー（Ｄ９Ｓ１５９、Ｄ９Ｓ２１６０、Ｄ９Ｓ２１６１、Ｄ９Ｓ６３及びＤ９
Ｓ２１６２）において調査した。この分析により、共通でない（１、２、１）パターンを
Ａ、Ｂ、Ｃに保有する４名の個体が、共通の先祖を共有するであろうことが明らかになっ
た（家族１～４、表２）。これらの家族のすべては、ノースカロライナ及びバージニアの
同じ地域出身であり、英国人の先祖を有し、並びに、罹患した個体は、ＧＡＧ－欠失の周
囲に２００ｋｂ以上にわたる対立遺伝子を共有する。すべて同じ（１、１、２）ハプロタ
イプを保有する残り１８の染色体の検査でも、２つのカテゴリーに分類される、いくつか
の興味深い共通性が明らかになっている。まず、３家族は、ＡＪ創始突然変異に特徴的な
対立遺伝子の一部を共有する。ＳＪ個体（家族６、表２）は、４つの遺伝子座に、アシュ
ケナージ創始ハプロタイプ（家族５）と同一のハプロタイプを有する。当然の疑問は、こ
のセファルディー個体における疾患染色体が、未確認のアシュケナージ先祖を通じて最近
導入されたのか否か、あるいはまた、この前駆突然変異が、約１０００年前にアシュケナ
ージ系からセファルディー系への分離以前に、ユダヤ人群に存在したか否かということで
ある。英国系及びオーストリア－ハンガリー系の先祖が混ざった非ユダヤ人であると報告
された家族７における罹患した個体は、全５００ｋｂのハプロタイプ領域にわたる創始Ａ
Ｊ染色体を保有することで一致した。この個体は、ＤＹＴ１遺伝子を、最近のアシュケナ
ージ先祖から受け継いだようである。第３の、おそらく関連する染色体が、イタリア人家
族（家族８）において見出された。この個体は、ＧＡＧ－欠失に９０ｋｂ以上のセントロ
メアＡＪ創始対立遺伝子を共有した。このことは、この突然変異が、そのアシュナケージ
系ユダヤ人群への導入よりも先に起こったことから、地中海起源の興味深い可能性を生じ
させる。また、先のように、染色体はより最近のアシュナケージ系先祖のものであるかも
しれない。第２に、３の共通のハプロタイプが他の家族にも見られ、ＡＪ創始ハプロタイ
プとは異なる：１）家族９（ドイツ人起源）は家族１０（アイルランド人起源）と、そし
て見かけ上、家族１１（アシュナケージ系ユダヤ人；しかし不安定な状態である）と、４
２０ｋｂ以上にわたるハプロタイプを共有した。これらの個体により共有されるＤＮＡの
長い範囲は、その多様な民族性にもかかわらず、共通の起源を示す。２）２のフランス系
カナダ人家族（１２及び１３）も、より小さい領域、１３０ｋｂ以上にわたる共有のハプ
ロタイプを保有する。したがって、この場合も同様に、もっと遠い過去においてだが、共
有の先祖があるかもしれない。３）他の２家族、１４（ドイツ人起源）及び１５（アイル
ランド人起源）は、３２０ｋｂ以上にわたる同じハプロタイプを共有した。残りの家族に
は、さらに７のハプロタイプがあるようである。全部で、少なくとも１２の異なるハプロ
タイプのクラスがあるようであり、同じ突然変異が少なくともその数だけ起こったことを
表わすが、１、１、２パターンを有する染色体のすべては、はるか遠い過去において家系
的に関連する可能性が残る。
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考察
ポジショナルクローニングを、ヒト染色体９ｑ３４上の、初期ジストニアの初期発症形に
起因するＤＹＴ１遺伝子の強力な候補を同定するのに使用した。突然変異分析により、疾
患保有染色体上に同定された唯一の非多形性変化である、転写物のコード部における３－
ｂｐ欠失が明らかになった。この突然変異は、初期発症ジストニアの典型的な症例に独自
に関連しており、多くの民族群において異なるハプロタイプに独立して生じたようである
。したがって、見かけ上、コードされたタンパク質における唯一又は数個のうちの１つの
変異体が、この特定の表現型を生じ得る。欠失により、トルシンＡと称する新規タンパク
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質のカルボキシ末端付近の１対のグルタミン酸残基の１つを欠損させる。これらのグルタ
ミン酸及びフランキングシステイン残基は、隣接する相同な、トルシンＢと称するタンパ
ク質をコードするヒト遺伝子、及び関連するマウス及びラット配列に保存される。トルシ
ンＡ及びＢは、タンパク質のＨＳＰ１００／Ｃｌｐファミリーとの関連性はうすいＡＴＰ
－結合タンパク質の新しいファミリーを構成する（シュイルマー（Ｓｃｈｉｒｍｅｒ），
Ｅ．Ｃ．ら、ＴＩＢＳ　２１：２８９－２９６（１９９６））。
タンパク質の関連性及びトルシンＡの可能な機能における洞察が、ＧｅｎＢａｎｋのタン
パク質データベースの調査により明らかになった。非常に関連性のある推定タンパク質の
配列は、本明細書ではＣ．ｅｌｅｇａｎｓ（ｔｏｒｐＣｅｌ）におけるトルシン関連タン
パク質と称するＣａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ　ｅｌｅｇａｎｓ由来のコスミドによりコ
ードされる。また、ＥＳＴは、他の２つの関連タンパク質、ｔｏｒｐ１及びｔｏｒｐ２に
加えて、ヒト、マウス及びラットのトルシンＡ及びトルシンＢに対応して同定された。図
４Ａは、これらの予想されるタンパク質のアミノ酸のアラインメントを示す。グルタミン
酸対は、罹患した個体において欠失を有し、すべてのヒト、ラット及びマウスのトルシン
Ａ及びトルシンＢ転写物に保存され、これは、機能的ドメインの一部であることを示す。
ｔｏｒｐにグルタミン酸対が存在しない場合、隣接のアミノ酸残基は、かなりよく保存さ
れ、この領域にフランキングするシステイン酸基を含む。系統発生分析により、トルシン
Ａ及びトルシンＢが互いに非常に密に関連しており（約７０％のアミノ酸配列同一性）、
それら及びｔｏｒｐは、同じ程度に遠類である（約５０％の同一性）ことが示唆される。
公知のタンパク質に対するより低い類似性は、潜在的な機能に対するいくらかの洞察：ト
ルシン及びｔｏｒｐの中程度の約２００個のアミノ酸は、タンパク質のＨＳＰ１００／Ｃ
ｌｐファミリーにおける保存ドメインに類似する（シュイルマー（Ｓｃｈｉｒｍｅｒ），
Ｅ．Ｃ．ら、ＴＩＢＳ　２１：２８９－２９６（１９９６）；ペリー（Ｐｅｒｉｅｒ），
Ｆ．ら、Ｇｅｎｅ　１５２：１５７－１６３（１９９５））を提供する。ＨＳＰ１００／
Ｃ１ｐファミリーのメンバーは、シャペロン機能又はタンパク質分解活性を有し、これは
熱耐性を賦与し、タンパク質の正確な折りたたみを許容し、タンパク質のシグナリングを
制御する（パーセル（Ｐａｒｓｅｌｌ），Ｄ．Ａ．，＆リンドクイスト（Ｌｉｎｄｑｕｉ
ｓｔ），Ｓ．、Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｇｅｎｅｔ　２７：４３７－４９６（１９９３））。
ＨＳＰ１００／Ｃｌｐタンパク質は、２つの特徴：それらが、ＡＴＰに結合、及び／又は
ＡＴＰアーゼ活性を有すること；並びに、それらが、１以上の別のタンパク質種とのオリ
ゴマー性複合体を生ずることにより区別される。図４Ｃでは、トルシンファミリーと、Ｈ
ＳＰ１００タンパク質ファミリーの２つの代表的なメンバー：ＨＳＰ１０１、ＨＳＰ１０
０サブファミリー１Ｂの大豆由来の熱ショックタンパク質；及びＳＫＤ３、サブファミリ
ー２Ｍの遍在マウスタンパク質とを比較している（ペリエ（Ｐｅｒｉｅｒ），Ｆ．ら、Ｇ
ｅｎｅ　１５２：１５７－１６３（１９９５）；シュイルマー（Ｓｃｈｉｒｍｅｒ），Ｅ
．Ｃ．ら、ＴＩＢＳ　２１：２８９－２９６（１９９６））。最も確固とした特徴は、２
つのモチーフ：約６０個のアミノ酸が後に続くヌクレオチド－結合部位”Ａ”（ＧｘＴＧ
ｘＧＫＴ／Ｓ）、その後ろにＭｇ++－結合部位”Ｂ”（ＳｈｈｈＦＤＥｈＥＫｘＨ）、こ
こでｘは種々の残基を示し、ｈは疎水性残基を示す、を含有する保存ＡＴＰ／ＧＴＰ－結
合配列である（ウォーカー（Ｗａｌｋｅｒ），Ｊ．Ｅ．ら、ＥＭＢＯ　Ｊ　１：９４５－
９５０（１９８２）；コンファロニエリ（Ｃｏｎｆａｌｏｎｉｅｒｉ），Ｆ．，＆デュグ
エット（Ｄｕｇｕｅｔ），Ｍ，、Ｂｉｏｅｓｓａｙｓ　１７：６３９－６５０（１９９５
））。ヌクレオチド結合ドメインを含む１４０個のアミノ酸からなる保存ストレッチにお
いて、トルシンファミリーのメンバーは、ＨＳＰ１００ファミリータンパク質と２５～３
０％同一である。また、ＨＳＰ１００コンセンサス部位ＩＶの重要な残基（シュイルマー
（Ｓｃｈｉｒｍｅｒ），Ｅ．Ｃ．ら、ＴＩＢＳ　２１：２８９－２９６（１９９６））及
び別の部位（ＳＮ；図４Ｃ）も保存されるが、コンセンサス部位Ｖはトルシンに存在しな
い。興味深いことに、このファミリーの大腸菌ＨＳＩＶ／Ｃｌｐ　Ｙのカルボキシ領域に
おける突然変異は、そのコンパニオン（ｃｏｍｐａｎｉｏｎ）タンパク質への結合を阻害
する（ミッシアカス（Ｍｉｓｓｉａｋａｓ），Ｄ．ら、ＥＭＢＯ　Ｊ　１５：６８９９－
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６９０９（１９９６））。トルシンＡのカルボキシ末端における別個のグルタミン酸欠失
が、突然変異体タンパク質の他のサブユニットの結合及び活性を阻害する能力に一致する
かもしれない。同じスーパーファミリーのトルシンＡを、多重結合性複合体の崩壊により
仲介されるドミナントネガティブ効果に一致するかもしれないため、それを熱ショック／
タンパク質分解性タンパク質とみなすことは興味を引かれることである。
この新しいと思われる、その機能に洞察を生じるクラスのタンパク質の推定タンパク質の
配列から、他にいくつかの手掛かりがある。トルシンＡの推定されるＮ末端の４１個のア
ミノ酸は、２つの２０個のアミノ酸疎水性ドメインからなる。これらの最初は２個の塩基
性アミノ酸から始まり、極性及び酸性アミノ酸で終わり；貫膜又は膜輸送タンパク質のリ
ーダー配列の基準を満たす（ボイド（Ｂｏｙｄ），Ｄ．，＆（ベックウィズ（Ｂｅｃｋｗ
ｉｔｈ），Ｊ．、Ｃｅｌｌ　６２：１０３１－１０３３（１９９０））。トルシンＡ及び
トルシンＢの両方に保存される可能なリン酸化部位が、Ｎ－ミリスチン酸化（ｍｙｒｉｓ
ｔｙｌａｔｉｏｎ）部位（Ｐｒｏｓｉｔｅ分析）の他にいくつかある：プロテインキナー
ゼＣに２個、カゼインキナーゼＩＩに１個。６個のシステイン残基は、他のトルシンファ
ミリーのメンバーとともに保存される（図４Ｂ）。
典型的な初期発症ジストニアの症例のほとんどにおけるヘテロ接合状態の同じ３－ｂｐ突
然変異の所見は、驚くべきことであるが、まだはっきりしていない。優性な遺伝的症状を
引き起こす、頻発性突然変異の例はほんのわずかしかない。これらには、低カリウム血症
性周期性麻痺を引き起こす、発見された突然変異の唯一の型でありＬ－型電圧感受性カル
シウムチャネルのサブユニットの第４貫膜ヘリックスにおける正電荷アルギニンの欠損（
グロッソン（Ｇｒｏｓｓｏｎ），Ｃ．Ｌ．ら、Ｎｅｕｒｏ．Ｄｉｓｏｒｄ　６：２７－３
１（１９９５））；フォンテイン（Ｆｏｎｔａｉｎｅ），Ｅ．ら、Ｎａｔ　Ｇｅｎｅｔ　
６：２６７－２７２（１９９４））；軟骨発育形成不全症のほどんどすべての症例におい
てみられる線維芽細胞成長因子受容体－３（ＦＧＦＲ３）の膜貫通ドメインにおけるグリ
シンのアルギニンとの置換（ベラス（Ｂｅｌｌｕｓ），Ｇ．Ａ．ら、Ａｍ　Ｊ　Ｈｕｍ　
Ｇｅｎｅｔ　５６：３６８－３７３（１９９５））；肥大型心筋症にみられる共通のミス
センス突然変異（ワトキンス（Ｗａｔｋｉｎｓ），Ｈ．ら、Ａｍ　Ｊ　Ｈｕｍ　Ｇｅｎｅ
ｔ　５３：１１８０－１１８５（１９９３）；及び神経変性疾患を引き起こす多くの遺伝
子のコード領域におけるＣＡＧ拡大（ｅｘｐａｎｓｉｏｎｓ）（総説としては、グセラ（
Ｇｕｓｅｌｌａ），Ｊ．ら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　７６：５
２３９－５２４２（１９７９）；ポールソン（Ｐａｕｌｓｏｎ），Ｈ．Ｌ．，＆フィッシ
ュベック（Ｆｉｓｈｂｅｃｋ），Ｋ．Ｈ．、Ａｎｎ　Ｒｅｖ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ　１９：
７９－１０７（１９９６）を参照のこと）が含まれる。これらの症例すべてにおいて、同
じ突然変異が独立した事象として繰り返し起こるが、同じ遺伝子における他の突然変異は
、異なる症候群を引き起こし、表現型を有さず、又は生命に不適合であるようである。
初期発症ジストニア（ＤＹＴ１）は、遺伝性ジストニアの最も重度で最も一般的な形を表
す。ジストニアのこれ及び他の遺伝の形は、通常、浸透度の低下した（３０～４０％）遺
伝の常染色体優性パターンを伴う。非変性形のジストニアを引き起こす６個の遺伝子は、
ヒト染色体上：１４ｑ２１～２２にドーパ応答性－優性（ニガード（Ｎｙｇａａｄ），Ｔ
．ら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　５：３８６～３９１（１９９３）；Ｍｏｎｏｇ
ｒａｐｈｓ　ｉｎ　Ｎｅｕｒａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ａｇｅ－ｒｅｌａｔｅｄ　ｄｏｐ
ａｍｉｎｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｄｉｓｏｒｄｅｒｓにおけるエンドウ（Ｅｎｄｏ），
Ｋ．ら、セガワ（Ｓｅｇａｗａ），Ｍ＆ノムラ（Ｎｏｍｕｒａ），Ｙ．編、カーガー・パ
ブリッシャーズ（Ｋａｒｇｅｒ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ）、ニューヨーク（１９９５）、
第１２０～１２５頁）及び１１ｐ１１．５に劣性（ルデッケ（Ｌｕｄｅｃｋｅ），Ｂ．ら
、Ｈｕｍ　Ｇｅｎｅｔ　９５：１２３～１２５（１９９５）；ナップスコグ（Ｋｎａｐｐ
ｓｋｏｇ），Ｐ．Ｍ．ら、Ｈｕｍ　Ｍｏｌ　Ｇｅｎｅｔ　４：１２０９～１２１２（１９
９５））；２ｑに発作（フィンク（Ｆｉｎｋ），Ｊ．Ｋ．ら、Ａｍ　Ｊ　Ｈｕｍ　Ｇｅｎ
ｅｔ　５９：１４０－１４５（１９９６）；フォアード（Ｆｏｕａｄ），Ｇ．Ｔ．ら、Ａ
ｍ　Ｊ　Ｈｕｍ　Ｇｅｎｅｔ　５９：１３５－１３９（１９９６））；１８ｐに後期発症
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、病巣（ロイベ（Ｌｅｕｂｅ），Ｂ．ら、Ｈｕｍ　Ｍｏｌ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　５：１６
７３－１６７８（１９９６））；８に混在表現型；及び染色体９ｑ３４上のＤＹＴ１遺伝
子（オゼリウス（Ｏｚｅｌｉｕｓ），Ｌ．ら、Ｎｅｕｒｏｎ　２：１４２７－１４３４（
１９８９））にマッピングされている。これらの他のジストニア遺伝子の２個は同定され
ており、両方とも、ジストニアにおけるドーパミン作用性伝達（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏ
ｎ）の低下を意味する。ドーパ応答性ジストニアは、その割合がドーパ合成における酵素
を制限するチロシンヒドロキシラーゼの分解（ルデッケ（Ｌｕｄｅｃｋｅ），Ｂ．ら、Ｈ
ｕｍ　Ｇｅｎｅｔ　９５：１２３－１２５（１９９５）；ナップスコグ（Ｋｎａｐｐｓｋ
ｏｇ），Ｐ．Ｍ．ら、Ｈｕｍ　Ｍｏｌ　Ｇｅｎｅｔ　４：１２０９～１２１２（１９９５
））により、及びチロシンヒドロキシラーゼの補因子、ビオプテリンの合成に必要なＧＴ
ＰシクロヒドロラーゼＩのハプロインサフィシエンシー（フルカワ（Ｆｕｒｕｋａｗａ）
，Ｙ．ら、Ａｄｖ　Ｎｅｕｒｏｌ　６９：３２７－３３７（１９９６））により、引き起
こされ得る。これまでに報告された唯一の遺伝的齧歯類モデル－ジストニア（ｄｙｓｔｏ
ｎｉｃ）（ｄｔ）ラット（レドックス（ＬｅＤｏｕｘ），Ｍ．Ｓ．ら、Ｂｒａｉｎ　Ｒｅ
ｓ　６９７：９１－１０３（１９９５））、マウス突然変異体、変形性筋ジストニア（ｄ
ｙｓｔｏｎｉａ　ｍｕｓｃｕｌｏｒｕｍ）（ｄＭｄ）（ブラウン（Ｂｒｏｗｎ），Ａ．ら
、Ｎａｔ　Ｇｅｎｅｔ　１０：３０１－３０６（１９９５））及び発作性（ｐａｒｏｘｙ
ｓｍａｌ）ジストニア（ｄ＋５２）のハムスター（ノブレガ（Ｎｏｂｒｅｇａ），Ｊ．Ｎ
．ら、Ｎｅｕｒｏｓｃｉ　６４：２２９－２３９（１９９５）及びノブレガ（Ｎｏｂｒｅ
ｇａ），Ｊ．Ｎ．ら、Ｎｅｕｒｏｓｃｉ　７１：９２７－９３７（１９９６）；プラット
（Ｐｒａｔｔ），Ｇ．Ｄ．ら、Ｊ　Ｎｅｕｒｏｃｈｅｍ　１９９５：２１５３－２１５８
（１９９５））－は、ヒトジストニアの遺伝的又は神経生物学的特徴に一致しない。
初期ジストニアには、神経病理学的特徴はない（ヘドリーン（Ｈｅｄｒｅｅｎ），Ｊ．Ｃ
．ら、Ａｄｖ　Ｎｅｕｒｏｌ　５０：１２３－１３２（１９８８）；ゼーマン（Ｚｅｍａ
ｎ），Ｗ．，＆ディーケン（Ｄｙｋｅｎ），Ｐ．、Ｐｓｙｃｈｉａｔｒ　Ｎａｕｒｏｌ　
Ｎｅｕｒｏｃｈｉｒ　１０：７７－１２１（１９６７））が、続発性ジストニアの症例で
は、視床下部及び吻側の（ｒｏｓｔｒａｌ）脳の他に、尾状核、被殻及び淡蒼球における
病変を示すので、この症状は、脳幹神経節における神経伝達の不均衡に起因すると考えら
れている（ドゥーリング（Ｄｏｏｌｉｎｇ），Ｅ．Ｃ．，＆アダムス（Ａｄａｍｓ），Ｒ
．Ｄ．Ｂｒａｉｎ　９８：２９－４８（１９７５）；バチア（Ｂｈａｔｉａ），Ｋ．Ｐ．
，＆マースデン（Ｍａｒｓｄｅｎ），Ｃ．Ｄ．Ｂｒａｉｎ　１１７：８５９－８７６（１
９９４）；クリセフスキー（Ｋｕｌｉｓｅｖｓｋｙ），Ｊ．ら、Ｍｏｖｅｍｅｎｔ　Ｄｉ
ｓｏｒｄｅｒ　８：２３９－２４０（１９９３））。ジストニアは、ドーパ応答性ジスト
ニアにおいて欠く遺伝子がドーパミン経路（上記）におけるタンパク質をコードする場合
、特に、ドーパミン作用性神経伝達の破壊に起因するかもしれない；Ｄ２受容体を介する
ドーパミン作用性伝達をブロックする薬物は、急性又は遅発性ジストニア症状を誘発し得
（クリスチャン（Ｃｈｒｉｓｔｉａｎ），Ｃ．Ｄ．，＆ポールソン（Ｐａｕｌｓｏｎ），
Ｇ．、Ｎ　Ｅｎｇ　Ｊ　Ｍｅｄ　２５９：８２８－８３０（１９５８）；ブルケ（Ｂｕｒ
ｋｅ），Ｒ．Ｅ．ら、Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ　３２：１３３５－１３４６（１９８２））、
そして、異常に低い量のドーパミン作用性代謝物が、数名のジストニア患者の脳髄液に認
められている（タバドール（Ｔａｂａｄｄｏｒ），Ｋ．ら、Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ　２８：
１２４９－１２５３（１９７８）；ウルフソン（Ｗｏｌｆｓｏｎ），Ｌ．Ｉ．ら、Ａｄｖ
　Ｎｅｕｒｏｌ　５０：１７７－１８１（１９８８）；ブラシェア（Ｂｒａｓｈｅａｒ）
，Ａ．ら、Ｍｏｖ　Ｄｉｓｏｒｄ　２：１５１－１５６（１９９６））。初期発症ジスト
ニアの臨床的特徴は、脳幹神経節における発症及び体性局在パターンを反映する（図６）
。実験動物における神経形態学的及び生理学的試験によれば、神経細胞接着分子における
出生後モデリングの解剖学的な勾配（スゼレ（Ｓｚｅｌｅ），Ｆ．Ｇ．ら、Ｎｅｕｒｏｓ
ｃｉ　６０：１３３－１４４（１９９４））及び線条のドーパミン作用性神経交配（グレ
イビール（Ｇｒａｙｂｉｅｌ），Ａ．Ｍ．，Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ　１３：１１５７
～１１８７（１９８４））が示されている。この発症の勾配は、異なる身体部分の脳幹神



(53) JP 4323572 B2 2009.9.2

10

20

30

40

50

経節性運動におけるニューロンの体性局在崩壊と重なり（クラッチャー（Ｃｒｕｔｃｈｅ
ｒ），Ｍ．Ｄ．，＆デロング（ＤｅＬｏｎｇ），Ｍ．Ｒ．、Ｅｘｐ　Ｂｒａｉｎ　Ｒｅｓ
　５３：２３３－２４３（１９８４））、およそ逆さの解剖実験用人体模型に対応する。
ＡＪ創始突然変異を有するジストニア患者において、約６～２４歳の間で症状の発症が早
いほど、それらは下肢に起こり他の上半身部に広がりやすくなる（ブレスマン（Ｂｒｅｓ
ｓｍａｎ），Ｓ．Ｂ．ら、Ａｎｎａｌ　Ｎｅｕｒｏｌ　３６：７７１－７７７（１９９４
ｂ））。これらの年齢では、罹患性の発症時期が明確なようである；２８年までに何も症
状を示さない同じ突然変異のキャリアは、通常、一生症状がないためである。ジストニア
におけるニューロン性併発の発症モデルは、脳幹神経節における微妙な神経形態学的及び
生理学的変化を評価する基盤を提供する。トルシンＡ転写物を発現する細胞を同定するた
めの能力は、ジストニアに関与するニューロンを同定するための助けとなるはずである。
初期発症ジストニアにおけるニューロン変性の見かけ上の欠如は、治療的介在の望みを提
供する。実際、ジストニアのこの型における症状の発症の遅滞でさえ、結果として、より
穏やかな表現型をもたらす。臨床的にＤＹＴ１に類似する症状を有するドーパ応答性ジス
トニアの患者のほとんどは、レボドパの投与により実際に治癒し、この治療は患者の生涯
にわたって有効である。典型的なジストニアの発症を示す少数派の患者は、高投与量の抗
コリン作用薬、ドーパミンアゴニスト及びアンタゴニスト、並びにＧＡＢＡ作用性（ＧＡ
ＢＡｅｒｇｉｃ）剤を含む、種々の薬物療法により改善を示しており、いくつかの症例に
おいては、罹患性の年齢を過ぎた後、例外なしに、薬物を停止している（Ｍｏｖｅｍｅｎ
ｔ　Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ　２，マースデン（Ｍａｒｓｄｅｎ），Ｃ．Ｄ．＆ファーン（Ｆ
ａｈｎ），Ｓ．編、ロンドン：バターワーズ（Ｂｕｔｔｅｒｗｏｒｔｈｓ）（１９８７）
、第３３２～３５８頁のファーン（Ｆａｈｎ），Ｓ．ら）；プランツァテッティ（Ｐｒａ
ｎｚａｔｅｔｔｉ），Ｍ．Ｒ．、Ｊ　Ｃｈｉｌｄ　Ｎｅｕｒｏｌ　１１：３５５－３６９
（１９９６）；ブレスマン（Ｂｒｅｓｓｍａｎ），Ｓ．Ｂ．，＆グリーン（Ｇｒｅｅｎｅ
），Ｐ．Ｅ．Ｎｅｕｒｏｌ　Ｃｌｉｎ　８：５１－７５（１９９０））。さらに、抗コリ
ン作用薬に最もよく応答した患者は、疾患の過程の初期に治療される人である傾向がある
（グリーン（Ｇｒｅｅｎｅ），Ｐ．ら、Ｍｏｖ　Ｄｉｓｏｒｄ　２：２３７－２５４（１
９８８））。
本明細書で言及されたすべての刊行物は、参照により、そのすべてにおいて本明細書中に
取り込まれる。
前記発明は、明確さ及び理解の目的のために、ある程度詳細に記載しているが、当業者は
、この開示を読むことにより、本発明及び添付の請求の範囲の真の範囲を逸脱せずに、形
態及び詳細の種々の変更を行い得ることを理解するであろう。
配列表
（１）一般情報：
（ｉ）出願人／発明者：オゼリウス，ローリー
ブレークフィールド，ザンドラ
（ｉｉ）発明の名称：トルシン、トルシン遺伝子、及び使用法
（ｉｉｉ）配列の数：８
（ｉｖ）連絡先住所：
（Ａ）宛名：ステルン，キースラー，ゴールドスタイン＆フォックス
ピー．エル．エル．シー．
（Ｂ）ストリート：１１００　ニューヨーク　アヴェニュー，スイート
６００
（Ｃ）市：ワシントン
（Ｄ）州：ディーシー
（Ｅ）国：アメリカ合衆国
（Ｆ）郵便番号：２０００５－３９３４
（ｖ）コンピュータ可読フォーム：
（Ａ）媒体型：フロッピーディスク
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（Ｂ）コンピュータ：ＩＢＭ　ＰＣ　互換機
（Ｃ）オペレーティングシステム：ＰＣ－ＤＯＳ／ＭＳ－ＤＯＳ
（Ｄ）ソフトウェア：パテントイン　リリース　♯１．０，
バージョン　♯１．３０
（ｖｉ）本願データ：
（Ａ）出願番号：未付与
（Ｂ）出願日：同日
（Ｃ）分類：
（ｖｉｉ）先願データ：
（Ａ）出願番号：ＵＳ　６０／０５０，２４４
（Ｂ）出願日：１９９７年６月１９日
（Ｃ）分類：
（ｖｉｉｉ)代理人情報：
（Ａ）氏名：ゴールドスタイン，ジョルジ　エー．
（Ｂ）登録番号：２９，０２１
（Ｃ）リファレンス／ドケット番号：０６０９．４３８ＰＣ０１
（ｉｘ）テレコミュニケーション情報：
（Ａ）電話番号：（２０２）３７１－２６００
（Ｂ）テレファックス：（２０２）３７１－２５４０
（２）配列番号：１の情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）配列の長さ：２５９７塩基対
（Ｂ）配列の型：核酸
（Ｃ）鎖の数：二本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｉｉ）配列の種類：Ｇｅｎｏｍｉｃ　ＤＮＡ
（ｉｘ）配列の特徴：
（Ａ）特徴を表わす記号：ＣＤＳ
（Ｂ）存在位置：５６８．．１５６３
（ｘｉ）配列：配列番号：１：
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40（２）配列番号：２の情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）配列の長さ：３３２アミノ酸
（Ｂ）配列の型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｉｉ）配列の種類：タンパク質
（ｘｉ）配列：配列番号：２：
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（２）配列番号：３の情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）配列の長さ：３５６８塩基対
（Ｂ）配列の型：核酸
（Ｃ）鎖の数：二本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｉｉ）配列の種類：Ｇｅｎｏｍｉｃ　ＤＮＡ
（ｉｘ）配列の特徴：
（Ａ）特徴を表わす記号：ＣＤＳ
（Ｂ）存在位置：９９４．．１８６３
（ｘｉ）配列：配列番号：３：
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（２）配列番号：４の情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）配列の長さ：２９０アミノ酸
（Ｂ）配列の型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｉｉ）配列の種類：タンパク質
（ｘｉ）配列：配列番号：４：
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（２）配列番号：５の情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）配列の長さ：２０７２塩基対
（Ｂ）配列の型：核酸
（Ｃ）鎖の数：二本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
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（ｉｉ）配列の種類：ｃＤＮＡ
（ｉｘ）配列の特徴：
（Ａ）特徴を表す記号：ＣＤＳ
（Ｂ）存在位置：４３．．１０３８
（ｘｉ）配列：配列番号：５：
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（２）配列番号：６の情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）配列の長さ：３３２アミノ酸
（Ｂ）配列の型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｉｉ）配列の種類：タンパク質
（ｘｉ）配列：配列番号：６：
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（２）配列番号：７の情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）配列の長さ：２５０４塩基対
（Ｂ）配列の型：核酸
（Ｃ）鎖の数：二本鎖
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｉｉ）配列の種類：ｃＤＮＡ
（ｉｘ）配列の特徴：
（Ａ）特徴を表す記号：ＣＤＳ
（Ｂ）存在位置：２．．７９９
（ｘｉ）配列：配列番号：７：



(73) JP 4323572 B2 2009.9.2

10

20

30

40



(74) JP 4323572 B2 2009.9.2

10

20

30

40



(75) JP 4323572 B2 2009.9.2

10

20

30

40（２）配列番号：８の情報：
（ｉ）配列の特徴：
（Ａ）配列の長さ：２６６アミノ酸
（Ｂ）配列の型：アミノ酸
（Ｄ）トポロジー：直鎖状
（ｉｉ）配列の種類：タンパク質
（ｘｉ）配列：配列番号：８：
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【図１】 【図２】

【図３】 【図４】
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【図５】

【図６】
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