
(57)【要約】
インフルエンザＡ型およびＢ型ウイルスのようなインフルエンザウイルスの阻害剤を同定
するのに有用な方法および組成物を開示する。また、インフルエンザウイルスに感染した
ヒトを含めた動物に投与するための、またはインフルエンザウイルスに対して保護するた
めの組成物を調製する方法も開示される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 断 片 、 お よ び 前
記 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 複 合 体 を 含 む 反 応 混 合 物 を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 が 、 イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 型 の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｓ １ Ａ ） で あ る
請 求 項 １ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 Ｎ Ｓ １ Ａ タ ン パ ク 質 の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 含 む 請 求 項 ２ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 断 片 が 、 Ｎ Ｓ １ Ａ の ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ ７ ３ を 含 む 請 求 項 ３ に 記 載 の
組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 が 、 イ ン フ ル エ ン ザ Ｂ 型 の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｓ １ Ｂ ） で あ る
請 求 項 １ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 Ｎ Ｓ １ Ｂ タ ン パ ク 質 の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 含 む 請 求 項 ５ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 断 片 が 、 Ｎ Ｓ １ Ｂ の ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ ９ ３ を 含 む 請 求 項 ６ に 記 載 の
組 成 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ が 、 約 １ ６ 塩 基 対 の 長 さ を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 断 片 が 、 Ｎ Ｓ １ Ａ の ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ ７ ３ を 含 み 、 前 記 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ
が 、 約 １ ６ 塩 基 対 の 長 さ を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 断 片 が 、 Ｎ Ｓ １ Ｂ の ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ ９ ３ を 含 み 、 前 記 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ
が 、 約 １ ６ 塩 基 対 の 長 さ を 有 す る 請 求 項 １ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に 対 す る 阻 害 活 性 に つ い て テ ス ト さ れ た 化 合 物 を さ ら に 含 む 請
求 項 １ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ が 、 検 出 可 能 に 標 識 さ れ て い る 請 求 項 １ に 記 載
の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に 対 す る 阻 害 活 性 を 有 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン 、
前 記 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 結 合 ド メ イ ン に 結 合 す る ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 、 お よ び 候 補 化 合 物 を 含 む
反 応 系 を 調 製 準 備 す る ス テ ッ プ と ；
　 ｂ ） 前 記 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 と 前 記 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ と の 間 の 結 合 の 程 度 を 検 出 す る ス テ ッ プ で
あ っ て 、 対 照 と 比 べ て 、 前 記 化 合 物 の 存 在 下 に お け る 前 記 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 と 前 記 ｄ ｓ Ｒ
Ｎ Ａ と の 間 の 低 下 し た 結 合 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に 対 す る 前 記 化 合 物 の 阻 害 活 性 を
示 す 、 ス テ ッ プ と ；
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン が 、 固 体 支 持 体 に 固 定 化 さ れ
て い る 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 候 補 化 合 物 を 、 前 記 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 お よ び 前 記 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ に 先 立 っ て 、 ま た は そ
れ と 同 時 に 反 応 系 に 添 加 す る 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 候 補 化 合 物 を 、 前 記 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 お よ び 前 記 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 添 加 の 後 に 反 応 系 に
添 加 す る 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 検 出 す る ス テ ッ プ の 前 に 、 前 記 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ
Ａ 結 合 ド メ イ ン を 、 検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 請 求 項 １ ３ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 検 出 可 能 標 識 が 、 前 記 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン に 結 合
す る 抗 体 ま た は そ の 断 片 を 含 む 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 検 出 可 能 な 標 識 が 酵 素 を 含 み 、 前 記 反 応 系 が 前 記 酵 素 の 基 質 を さ ら に 含 む 請 求 項 １
７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 検 出 可 能 な 標 識 が 、 放 射 性 同 位 体 を 含 む 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 検 出 可 能 な 標 識 が 、 蛍 光 標 識 を 含 む 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 検 出 す る ス テ ッ プ が 、 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 移 動 を 介 し て 行 わ れ る 請 求 項 １ ３ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 検 出 す る ス テ ッ プ が 、 蛍 光 偏 光 異 方 性 測 定 を 介 し て 行 わ れ る 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 断 片 が 、 グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ ン ス
フ ェ ラ ー ゼ と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 反 応 系 に 存 在 す る 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 が Ｎ Ｓ １ Ａ タ ン パ ク 質 で あ る 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 が Ｎ Ｓ １ Ｂ タ ン パ ク 質 で あ る 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 反 応 系 が 、 前 記 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 含 む Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク
質 の 断 片 を 含 む 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン が 、 Ｎ Ｓ １ （ １ ～ ７ ３ ） を 含 む 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン が 、 Ｎ Ｓ １ Ｂ （ １ ～ ９ ３ ） を 含 む 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ が 、 約 １ ６ 塩 基 対 の 長 さ を 有 す る 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 同 定 方 法 が 、 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 含 む 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に 対 す る 阻 害 活 性 を 有 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン 、
前 記 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 結 合 ド メ イ ン に 結 合 す る ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 、 お よ び 候 補 化 合 物 を 含 む
反 応 系 を 準 備 す る ス テ ッ プ と ；
　 ｂ ） 前 記 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 と 前 記 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ と の 間 の 結 合 の 程 度 を 検 出 す る ス テ ッ プ で
あ っ て 、 対 照 と 比 べ て 、 前 記 化 合 物 の 存 在 下 に お け る 前 記 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 と 前 記 ｄ ｓ Ｒ
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Ｎ Ａ と の 間 の 低 下 し た 結 合 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に 対 す る 前 記 化 合 物 の 阻 害 活 性 を
示 す 、 ス テ ッ プ と ；
　 ｃ ） 阻 害 活 性 を 有 す る も の と し て ｂ ） で 同 定 さ れ た 化 合 物 が 、 イ ン ビ ト ロ に て イ ン フ ル
エ ン ザ ウ イ ル ス の 増 殖 を 阻 害 す る 程 度 を 決 定 す る ス テ ッ プ と ；
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 阻 害 活 性 を 有 す る 化 合 物 を 同 定 す る 前 記 方 法 が 、 （ ａ ） Ｎ Ｍ Ｒ 化 学 シ フ ト 摂 動 、 （ ｂ ）
ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 お よ び （ ｃ ） 分 析 用 超 遠 心 を 用 い る 沈 降 平 衡 測 定 か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 ｄ ） イ ン ビ ト ロ で イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 増 殖 を 阻 害 す る も の と し て ｃ ） で 同 定 さ れ
た 化 合 物 が 、 非 ヒ ト 動 物 に お い て イ ン フ ル エ ン ザ の 複 製 を 阻 害 す る 程 度 を 決 定 す る ス テ ッ
プ を さ ら に 含 む 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 複 製 を 阻 害 す る た め の 組 成 物 を
調 製 す る 方 法 で あ っ て 、
　 ａ ） イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン 、
前 記 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 結 合 ド メ イ ン に 結 合 す る ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 、 お よ び 候 補 化 合 物 を 含 む
反 応 系 を 準 備 す る ス テ ッ プ と ；
　 ｂ ） 前 記 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 と 前 記 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ と の 間 の 結 合 の 程 度 を 検 出 す る ス テ ッ プ で
あ っ て 、 対 照 と 比 べ て 、 前 記 化 合 物 の 存 在 下 で の 前 記 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 と 前 記 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ
と の 間 の 低 下 し た 結 合 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に 対 す る 前 記 化 合 物 の 阻 害 活 性 を 示 す
、 ス テ ッ プ と ；
　 ｃ ） 阻 害 活 性 を 有 す る も の と し て ｂ ） で 同 定 さ れ た 化 合 物 が 、 イ ン ビ ト ロ で イ ン フ ル エ
ン ザ ウ イ ル ス の 増 殖 を 阻 害 す る 程 度 を 決 定 す る ス テ ッ プ と ；
　 ｄ ） イ ン ビ ト ロ に て イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 増 殖 を 阻 害 す る も の と し て ｃ ） で 同 定 さ
れ た 化 合 物 が 、 非 ヒ ト 動 物 に お い て イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 複 製 を 阻 害 す る 程 度 を 決 定
す る ス テ ッ プ と ；
　 ｅ ） 非 ヒ ト 動 物 に お い て イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 複 製 を 阻 害 す る も の と し て ｄ ） で 同
定 さ れ た 化 合 物 の 阻 害 有 効 量 を 、 担 体 と 共 に 、 処 方 す る こ と に よ っ て 組 成 物 を 調 製 す る ス
テ ッ プ と ；
を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 ｆ ） ｃ ） お よ び ｄ ） か ら 得 ら れ た 結 果 に 基 づ い て 、 前 記 化 合 物 の 前 記 阻 害 有 効 量 を 決 定
す る ス テ ッ プ を さ ら に 含 む 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 担 体 が 、 吸 入 ま た は 吹 入 れ を 介 し て 動 物 に 投 与 す る の に 適 し た も の で あ る 請 求 項 ３
５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 阻 害 剤 と し て 用 い ら れ る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 の 三 次 元 構 造 に つ い て の 座 標 を 得 る ス
テ ッ プ と ；
　 （ ｂ ） ス テ ッ プ （ ａ ） で 得 ら れ た 三 次 元 構 造 に つ い て の 前 記 座 標 に よ り 合 理 的 薬 物 設 計
を 行 う こ と に よ っ て 潜 在 的 化 合 物 を 選 択 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 Ｎ Ｓ １ － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合
体 の コ ン ピ ュ ー タ ー モ デ リ ン グ と 組 み 合 わ せ て 行 わ れ る 、 ス テ ッ プ と ；
　 （ ｃ ） 前 記 潜 在 的 化 合 物 を イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス と 接 触 さ せ る ス テ ッ プ と ；
　 （ ｄ ） イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 活 性 を 測 定 す る ス テ ッ プ で あ っ て 、 潜 在 的 化 合 物 は 、
そ の 非 存 在 下 と 比 べ て 、 前 記 化 合 物 の 存 在 下 に お い て イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 活 性 の 減
少 が あ る 場 合 に 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 阻 害 す る 化 合 物 と し て 同 定 さ れ る 、 ス テ ッ プ
と ；
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を 含 む 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 が 、 Ｎ Ｓ １ Ａ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン で あ
る 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン が 、 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） で あ る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 前 記 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 が 、 Ｎ Ｓ １ Ｂ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン で あ
る 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン が 、 Ｎ Ｓ １ Ｂ （ １ ～ ９ ３ ） で あ る 請 求 項 ４ １ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
［ 関 連 出 願 の 相 互 参 照 ］
　 本 出 願 は 、 こ こ に 引 用 し て そ の 内 容 を 援 用 す る 、 2002年 11月 13日 に 出 願 さ れ た 仮 出 願 第
60/425,661号 ； お よ び 2003年 6月 10日 に 出 願 さ れ た 第 60/477,453号 に 対 す る 優 先 権 を 主 張
す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
［ 政 府 の 支 援 ］
　 研 究 の た め の 基 金 は 、 契 約 番 号 GM47014お よ び AI11772下 で The National Institutes of
 Healthに よ っ て 部 分 的 に 支 援 さ れ た 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス は 主 な ヒ ト の 健 康 問 題 で あ る 。 そ れ は 、 イ ン フ ル エ ン ザ と し て
知 ら れ た 高 度 に 感 染 性 の 急 性 呼 吸 器 病 を 引 き 起 こ す 。 「 ス ペ イ ン イ ン フ ル エ ン ザ 」 の 1918
年 ～ 1919年 の 汎 発 性 流 行 は 約 ５ 億 の 症 例 を 引 き 起 こ し 、 そ の 結 果 、 世 界 中 で ２ 千 万 人 が 死
亡 し た と 見 積 も ら れ て い る (Robbins,1986)。 1918年 の 当 該 ウ イ ル ス の 病 原 性 の 遺 伝 的 決 定
基 は 依 然 と し て 同 定 さ れ て お ら ず 、 そ の よ う な 再 出 現 に 対 し て 効 果 的 で あ ろ う 特 異 的 臨 床
的 予 防 ま た は 治 療 も 決 定 さ れ て い な い 。 Tumpey,et al.,PNAS USA 99(15):13849-54(2002)
参 照 。 驚 く べ き こ と で は な い が 、 天 然 の 原 因 を 介 す る か 、 ま た は バ イ オ テ ロ リ ズ ム の 結 果
と し て か を 問 わ ず 、 再 出 現 1918ま た は 1918様 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 潜 在 的 イ ン パ ク ト
の か な り の 関 心 が あ る 。 非 汎 発 性 年 に お い て さ え 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 感 染 は 、 合
衆 国 単 独 に お い て も １ 年 当 た り 約 20,000～ 30,000死 亡 を 引 き 起 こ す (Wright & Webster,(2
001)Orthomyxoviruses.In"Fields Virology,4th Edition"(D.M.Knipe,and P.M.Howley,Ed
s.)pp.1533-1579.Lippincott Williams & Wilkins,Philadelphia,PA)。 加 え て 、 ほ ん の 数
日 ま た は 数 週 間 の う ち に 病 気 の 温 和 な 症 例 を 克 服 す る 人 々 に つ い て も 、 生 産 性 お よ び 生 活
の 質 双 方 に お い て 計 り 知 れ な い 損 失 が あ る 。 も う １ つ の 複 雑 な 因 子 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ Ａ
型 ウ イ ル ス が 継 続 的 抗 原 の 変 化 を 受 け つ つ あ り 、 そ の 結 果 、 毎 年 新 し い 株 が 単 離 さ れ る こ
と で あ る 。 率 直 に 述 べ る と 、 イ ン フ ル エ ン ザ 抗 ウ イ ル ス 剤 の 新 し い ク ラ ス に 対 す る 継 続 的
要 望 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス は オ ル ソ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 の メ ン バ ー の み で あ っ て 、 そ れ ら の
核 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） お よ び マ ト リ ッ ク ス （ Ｍ ） タ ン パ ク 質 の 間 の 抗 原 性 の 差 に 基 づ い て
３ つ の 区 別 さ れ る タ イ プ （ Ａ 、 Ｂ お よ び Ｃ ） に 分 類 さ れ る (Pereira,(1969)Progr.Molec.V
irol.11:46)。 前 記 オ ル ソ ミ ク ソ ウ イ ル ス は ほ ぼ 直 径 が １ ０ ０ ｎ ｍ の 包 膜 動 物 ウ イ ル ス で
あ る 。 イ ン フ ル エ ン ザ ビ リ オ ン は 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ ゲ ノ ム を 含 有 す る 内 部 リ ボ ヌ ク レ オ タ ン パ
ク 質 コ ア （ ラ セ ン 状 ヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド ） 、 お よ び マ ト リ ッ ク ス タ ン パ ク 質 （ Ｍ ） に よ る
外 側 リ ポ タ ン パ ク 質 エ ン ベ ロ ー プ 被 覆 内 部 か ら な る 。 イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 型 ウ イ ル ス の セ グ
メ ン ト 化 ゲ ノ ム は 、 ヌ ク レ オ キ ャ プ シ ド を 形 成 す る Ｒ Ｎ Ａ 指 向 性 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ タ ン
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パ ク 質 （ Ｐ Ｂ ２ 、 Ｐ Ｂ １ お よ び Ｐ Ａ ） お よ び ヌ ク レ オ タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｐ ） ； マ ト リ ッ ク ス
タ ン パ ク 質 （ Ｍ １ 、 Ｍ Ｓ ） ； リ ポ タ ン パ ク 質 エ ン ベ ロ ー プ か ら 突 出 す る ２ つ の 表 面 糖 タ ン
パ ク 質 ： ヘ マ グ ル チ ミ ン （ Ｈ Ａ ） お よ び ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ （ Ｎ Ａ ） ； お よ び そ の 機 能 が 以
下 に 明 ら か に さ れ て い る 非 構 造 タ ン パ ク 質 （ Ｎ Ｓ １ お よ び Ｎ Ｓ ２ ） を 含 め た 、 １ ０ ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る 直 線 状 の 負 極 性 の 一 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ の ８ つ の 分 子 （ イ ン フ ル エ ン ザ Ｃ 型 ウ
イ ル ス で は ７ つ ） か ら な る 。 ゲ ノ ム の 転 写 お よ び 複 製 は 核 で 起 こ り 、 組 立 て は 、 原 形 質 膜
上 の 出 芽 を 介 し て 起 こ る 。 ウ イ ル ス は 混 合 感 染 の 間 に 遺 伝 子 を 再 度 分 類 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ の 複 製 お よ び 転 写 は ４ つ の ウ イ ル ス － コ ー ド タ ン パ ク 質
： Ｎ Ｐ 、 お よ び ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ 依 存 性 Ｒ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ の ３ つ の 成 分 、 Ｐ Ｂ １ 、 Ｐ Ｂ ２
お よ び Ｐ Ａ を 必 要 と す る (Huang,et al.,1990,J.Virol.64:5669-5673)。 Ｎ Ｐ は 、 ビ リ オ ン
の 主 要 な 構 造 成 分 で あ り 、 ゲ ノ ム Ｒ Ｎ Ａ と 相 互 作 用 し 、 Ｒ Ｎ Ａ 合 成 の 間 に 抗 終 止 に 必 要 で
あ る (Beaton & Krug,1986,Proc.Natl.Acad.Sci.USA 83:6282-6286)。 Ｎ Ｐ は Ｒ Ｎ Ａ 鎖 の 延
長 で も 必 要 で あ り (Shapiro & Krug,1988,J.Virol.62:2285-2290)、 し か し 開 始 で は 必 要 で
は な い (Honda,et al.,1988,J.Biochem.104:1021-1026)。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス は 、 細 胞 膜 糖 タ ン パ ク 質 お よ び 糖 脂 質 中 の シ ア リ ル オ リ ゴ 糖 へ
Ｈ Ａ を 介 し て 吸 着 さ れ る 。 ビ リ オ ン の エ ン ド サ イ ト ー シ ス に 続 き 、 Ｈ Ａ 分 子 の 立 体 配 座 の
変 化 が 細 胞 エ ン ド ソ ー ム 内 で 起 こ り 、 こ れ は 、 膜 融 合 を 促 進 し 、 従 っ て 、 未 コ ー テ ィ ン グ
を ト リ ガ ー す る 。 核 キ ャ プ シ ド は 核 ま で 移 動 し 、 そ こ で 、 ウ イ ル ス ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 感 染 に お け
る 必 須 の 開 始 事 象 と し て 転 写 さ れ る 。 ウ イ ル ス ｍ Ｒ Ｎ Ａ は ユ ニ ー ク な メ カ ニ ズ ム に よ っ て
転 写 さ れ 、 そ こ で は 、 ウ イ ル ス エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が 、 ウ イ ル ス 転 写 酵 素 に よ っ て ウ イ ル
ス Ｒ Ｎ Ａ 鋳 型 の 転 写 用 の プ ラ イ マ ー と し て 働 く 細 胞 異 種 ｍ Ｒ Ｎ Ａ か ら の キ ャ ッ プ ド ５ ’ 末
端 を 切 断 す る 。 転 写 物 は そ の 鋳 型 の 末 端 か ら 部 位 １ ５ ～ ２ ２ 塩 基 で 終 了 し 、 そ こ で は 、 オ
リ ゴ （ Ｕ ） 配 列 は ポ リ （ Ａ ） ト ラ ク ト の 鋳 型 － 非 依 存 性 付 加 用 の シ グ ナ ル と し て 作 用 す る
。 そ の よ う に 生 産 さ れ た ８ つ の ウ イ ル ス ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の う ち 、 ６ つ は 、 Ｈ Ａ 、 Ｎ Ａ 、 Ｎ Ｐ
お よ び ウ イ ル ス ポ リ メ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 Ｐ Ｂ ２ 、 Ｐ Ｂ １ お よ び Ｐ Ａ を 表 す タ ン パ ク 質 に 直
接 的 に 翻 訳 さ れ る モ ノ シ ス ト ロ ニ ッ ク メ ッ セ ー ジ で あ る （ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス は ヒ ト
、 哺 乳 動 物 お よ び 鳥 類 か ら 単 離 さ れ て お り 、 そ れ ら の 表 面 糖 タ ン パ ク 質 、 ヘ マ グ ル チ ニ ン
（ Ｈ Ａ ） お よ び ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ （ Ｎ Ａ ） に 従 っ て 分 類 さ れ る ） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 他 の ２ つ の 転 写 物 は ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け 、 各 々 は ２ つ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 生 じ 、 こ れ は 異 な
る リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に て 翻 訳 さ れ て 、 Ｍ １ 、 Ｍ ２ 、 非 構 造 タ ン パ ク 質 － １ （ Ｎ Ｓ １ ）
お よ び 非 構 造 タ ン パ ク 質 － ２ （ Ｎ Ｓ ２ ） を 生 じ る 。 真 核 生 物 細 胞 は 、 タ ン パ ク 質 の バ ッ テ
リ ー 、 と り わ け 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン を 生 産 す る こ と に よ っ て ウ イ ル ス 感 染 に 対 し て 防 御 す
る 。 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 は 、 宿 主 細 胞 に お け る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 生 産 を 阻 害 す る こ と に よ っ
て イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 複 製 お よ び 感 染 を 促 進 す る 。 イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 型 ウ イ ル ス の
Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 は 長 さ が 可 変 で あ り (Parvin et al.,(1983)Virology 128:512-517)、 そ
の 機 能 的 一 体 性 に 影 響 す る こ と な く カ ル ボ キ シ ル 末 端 に お い て 大 き な 欠 失 を 許 容 す る こ と
が で き る (Norton et al.,(1987)156(2):204-213)。 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 は ２ つ の 機 能 的 ド メ
イ ン 、 す な わ ち 、 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） に 結 合 す る ド メ イ ン 、 お よ び エ フ ェ ク タ ー
ド メ イ ン を 含 む 。 エ フ ェ ク タ ー ド メ イ ン は タ ン パ ク 質 の Ｃ 末 端 ド メ イ ン に 位 置 す る 。 そ の
機 能 は 比 較 的 よ く 確 立 さ れ て い る 。 具 体 的 に は 、 エ フ ェ ク タ ー ド メ イ ン は 、 宿 主 核 タ ン パ
ク 質 と 相 互 作 用 し て 、 核 Ｒ Ｎ Ａ 輸 出 機 能 を 行 う こ と に よ っ て 機 能 す る (Qian et al.,(1994
)J.Virol.68(4):2433-2441)。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 Ｎ Ｓ １ Ａ タ ン パ ク 質 の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン は そ の ア ミ ノ 末 端 に 位 置 す る (Qian et a
l.,1994)。 第 一 の ７ ３ ア ミ ノ 末 端 ア ミ ノ 酸 ［ Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） ］ か ら な る ア ミ ノ 末 端
断 片 は 、 全 長 タ ン パ ク 質 の 全 て の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 特 性 を 保 有 す る (Qian et al.,(1995)RNA
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 1:948-956)。 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の Ｎ Ｍ Ｒ 解 析 お よ び Ｘ 線 結 晶 構 造 は 、 溶 液 中 で は 、
そ れ が ユ ニ ー ク な ６ つ の ラ セ ン 状 鎖 折 り た た み を 有 す る 対 称 ホ モ ダ イ マ ー を 形 成 す る こ と
を 示 し て い る (Chien et al.,(1997)Nature Struct.Biol.4:891-895;Liu et al.,(1997)Na
ture Struct.Biol.4:896-899)。 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） ド メ イ ン の 各 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 は セ
グ メ ン ト Ａ ｓ ｎ 4 － Ａ ｓ ｐ 2 4 （ ラ セ ン １ ） 、 Ｐ ｒ ｏ 3 1 － Ｌ ｅ ｕ 5 0 （ ラ セ ン ２ ） 、 お よ び Ｉ
ｌ ｅ 5 4 － Ｌ ｙ ｓ 7 0 （ ラ セ ン ３ ） に 対 応 す る ３ つ の ア ル フ ァ － ラ セ ン か ら な る 。 Ｎ Ｓ １ Ａ （
１ ～ ７ ３ ） 表 面 特 徴 の 予 備 的 分 析 は 、 ２ つ の 可 能 な 核 酸 結 合 部 位 を 示 唆 し 、 １ つ は ほ と ん
ど が 塩 基 性 側 鎖 か ら な る ラ セ ン ２ お よ び ２ ’ の 溶 媒 暴 露 ス ト レ ッ チ を 含 み 、 他 方 は 、 ラ セ
ン ３ お よ び ３ ’ の い く つ か の リ シ ン 残 基 を 含 む 分 子 の 反 対 側 に あ る (Chien et al.,1997)
。 そ の 後 の 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 実 験 は 、 第 二 の ア ル フ ァ ラ セ ン に お け る ２ つ の 塩 基
性 ア ミ ノ 酸 （ Ａ ｒ ｇ 3 8 お よ び Ｌ ｙ ｓ 4 1 ） の 側 鎖 の み が 、 無 傷 ダ イ マ ー タ ン パ ク 質 の ｄ ｓ Ｒ
Ｎ Ａ 結 合 活 性 に 必 要 で あ る ア ミ ノ 酸 側 鎖 で あ る こ と を 示 し た (Wang et al.,1999 RNA 5:19
5-205)。 こ れ ら の 研 究 は 、 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） ド メ イ ン の ダ イ マ ー 化 が ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合
に 必 要 で あ る こ と を 示 し た 。 し か し な が ら 、 結 合 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ と は 別 に （ 例 え ば 、 Hatada &
 Futada,(1992)J.Gen.Virol.,vol.73(12):3325-3329;Lu et al.,(1995)Virology,214:222
-228;Wang et al.,(1999)） 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン の 正 確 な 機 能 は 確 立 さ れ て い な い
。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 正 確 に ど の よ う に し て Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 お よ び 、 特 に 、 前 記 タ ン パ ク 質 の Ｎ
末 端 部 分 に お け る ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン が イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 感 染 プ ロ セ ス に 関
わ っ て い る か に 関 す る 出 願 人 の 発 見 を 利 用 す る 。 出 願 人 ら は 、 Ｎ Ｓ １ Ａ タ ン パ ク 質 の Ｒ Ｎ
Ａ 結 合 ド メ イ ン が イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 型 ウ イ ル ス の 複 製 お よ び 病 原 性 に と っ て 臨 界 的 で あ る
こ と を 見 出 し た 。 出 願 人 ら は 、 Ｎ Ｓ １ Ａ の 結 合 ド メ イ ン が 宿 主 細 胞 に お け る ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ に
結 合 す る 場 合 、 前 記 細 胞 は 、 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の 生 産 を 阻 害 す る そ の 抗 ウ イ ル ス 防 御 系
の タ ン パ ク 質 を 活 性 化 す る こ と が で き な い こ と を 見 出 し た 。 Ｎ Ｓ １ Ａ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ へ の 結
合 に よ り 、 酵 素 、 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 活 性 化 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ （ 「 Ｐ Ｋ Ｒ 」 ） が 、 翻 訳 開 始 因
子 ｅ Ｉ Ｆ ２ α の リ ン 酸 化 を 触 媒 す る こ と が で き な い よ う に 、 不 活 化 さ れ た ま ま と な る （ さ
も な け れ ば ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の 合 成 お よ び 複 製 を 阻 害 す る こ と が で き る 。 ） 。 他 の 者 に
よ る 以 前 の 報 告 は 、 Ｐ Ｋ Ｒ の 阻 害 に 関 与 す る ア ミ ノ 酸 は 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 に 必 要 な も の を
含 ま な い こ と を 示 し た 。 こ れ ら の 報 告 と は 対 照 的 に 、 ま た 、 出 願 人 ら は 、 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 の 点
で 鍵 と な る 残 基 で あ る 、 イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 型 お よ び Ｂ 双 方 の ウ イ ル ス に つ い て の Ｎ Ｓ １ タ
ン パ ク 質 に お け る ２ つ の ア ミ ノ 酸 残 基 （ す な わ ち 、 Ｎ Ｓ １ Ａ ： ア ル ギ ニ ン ３ ８ （ Ｒ 3 8 ） 、
お よ び リ シ ン ４ １ （ Ｋ 4 1 ） ； Ｎ Ｓ １ Ｂ ： ア ル ギ ニ ン ５ ０ （ Ｒ 5 0 ） 、 お よ び ア ル ギ ニ ン ５ ３
（ Ｒ 5 3 ） ） も ま た 、 こ の よ う に し て 、 宿 主 細 胞 を 縮 小 す る ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン の 能 力
に 関 与 す る こ と も 見 出 し た 。 出 願 人 ら は 、 Ｎ Ｓ １ Ａ ま た は Ｎ Ｓ １ Ｂ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ と の 構 造
接 点 を 発 見 し 、 前 記 に 基 づ き 、 薬 物 設 計 の た め の 標 的 で あ る こ の 接 点 の 構 造 的 特 徴 を 規 定
し た 。 出 願 人 ら は 、 こ の 相 互 作 用 の 阻 害 剤 に つ い て の 、 小 規 模 お よ び ／ ま た は 高 ス ル ー プ
ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ で 用 い る こ と が で き る 、 Ｎ Ｓ １ Ａ ま た は Ｎ Ｓ １ Ｂ 、 お よ び ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ
の 間 の 相 互 作 用 を 特 徴 付 け る た め の ア ッ セ イ の 組 を 発 明 し た 。 ま た 、 出 願 人 ら は 、 第 一 の
９ ３ ア ミ ノ 末 端 ア ミ ノ 酸 ［ Ｎ Ｓ １ Ｂ （ １ － ９ ３ ） ］ か ら な る ア ミ ノ 末 端 断 片 が 、 イ ン フ ル
エ ン ザ Ｂ 型 ウ イ ル ス の 全 長 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 の 全 て の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 特 性 を 保 有 す る こ と
を 見 出 し た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の １ つ の 態 様 は 、
　 ａ ） イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン 、
前 記 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 結 合 ド メ イ ン に 結 合 す る ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 、 お よ び 候 補 化 合 物 を 含 む
反 応 系 を 準 備 す る ス テ ッ プ と ；
　 ｂ ） 前 記 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 お よ び 前 記 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 間 の 結 合 の 程 度 を 検 出 す る ス テ ッ プ
と 、 対 照 と 比 べ て 、 化 合 物 の 存 在 下 に お け る 前 記 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 お よ び 前 記 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ
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の 間 の 低 下 し た 結 合 は イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に 対 す る 化 合 物 の 阻 害 活 性 を 示 す 、 ス テ ッ
プ と ； を 含 む 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に 対 す る 阻 害 活 性 を 有 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法
に 指 向 さ れ る 。 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に 対 す る 阻 害 活 性 を 有 す る も の と し て 同 定 さ れ た
化 合 物 を 、 さ ら に テ ス ト し て 、 そ れ ら が 薬 物 と し て 適 当 で あ る か 否 か を 判 断 す る こ と が で
き る 。 こ の よ う に し て 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 複 製 の 最 も 効 果 的 な 阻 害 剤 を 、 そ の 後 の
動 物 実 験 で 用 い る た め に 、 な ら び に ヒ ト を 含 め た 動 物 に お け る イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 感
染 の 治 療 （ 予 防 ま た は そ の 他 ） の た め に 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の も う １ つ の 態 様 は 、
　 ａ ） イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン 、
前 記 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 結 合 ド メ イ ン に 結 合 す る ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 、 お よ び 候 補 化 合 物 を 含 む
反 応 系 を 準 備 す る ス テ ッ プ と ；
　 ｂ ） 前 記 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 お よ び 前 記 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 間 の 結 合 の 程 度 を 検 出 す る ス テ ッ プ
で あ っ て 、 対 照 と 比 べ て 、 前 記 化 合 物 の 存 在 下 に お け る 前 記 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 お よ び 前 記
ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 間 の 低 下 し た 結 合 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に 対 す る 化 合 物 の 阻 害 活 性 を
示 す 、 ス テ ッ プ と ；
　 ｃ ） 阻 害 活 性 を 有 す る も の と し て ｂ ） で 同 定 さ れ た 化 合 物 が 、 イ ン ビ ト ロ に て イ ン フ ル
エ ン ザ の 増 殖 を 阻 害 す る 程 度 を 決 定 す る ス テ ッ プ と ；
を 含 む 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に 対 す る 阻 害 活 性 を 有 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 に 指 向
さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 方 法 は 、 さ ら に 、 ｄ ） イ ン ビ ト ロ に て イ ン フ ル エ ン
ザ ウ イ ル ス の 増 殖 を 阻 害 す る も の と し て ｃ ） で 同 定 さ れ た 化 合 物 が 、 非 ヒ ト 動 物 に お い て
イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 複 製 を 阻 害 す る 程 度 を 決 定 す る ス テ ッ プ を 含 む 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、
　 ａ ） イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン 、
前 記 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 結 合 ド メ イ ン に 結 合 す る ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 、 お よ び 候 補 化 合 物 を 含 む
反 応 系 を 準 備 す る ス テ ッ プ と ；
　 ｂ ） 前 記 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 お よ び 前 記 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 間 の 結 合 の 程 度 を 検 出 す る ス テ ッ プ
で あ っ て 、 対 照 と 比 べ て 、 前 記 化 合 物 の 存 在 下 に お け る 前 記 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 お よ び 前 記
ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 間 の 低 下 し た 結 合 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に 対 す る 化 合 物 の 阻 害 活 性 を
示 す 、 ス テ ッ プ と ；
　 ｃ ） 阻 害 活 性 を 有 す る も の と し て ｂ ） で 同 定 さ れ た 化 合 物 が 、 イ ン ビ ト ロ に て イ ン フ ル
エ ン ザ ウ イ ル ス の 増 殖 を 阻 害 す る 程 度 を 決 定 す る ス テ ッ プ と ；
　 ｄ ） イ ン ビ ト ロ で イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 増 殖 を 阻 害 す る も の と し て ｃ ） で 同 定 さ れ
た 化 合 物 が 、 非 ヒ ト 動 物 に お い て イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 複 製 を 阻 害 す る 程 度 を 決 定 す
る ス テ ッ プ と ；
　 ｅ ） 非 ヒ ト 動 物 に お い て イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 複 製 を 阻 害 す る も の と し て ｄ ） で 同
定 さ れ た 化 合 物 の 阻 害 有 効 量 を 、 担 体 と と も に 、 処 方 す る こ と に よ っ て 組 成 物 を 調 製 す る
ス テ ッ プ と ；
を 含 む 、 イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ に て イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 複 製 を 阻 害 す る た め の
組 成 物 の 製 法 に 指 向 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 前 記 態 様 の 各 々 に お い て 、 い く つ か の 実 施 形 態 は 、 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は ｄ
ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 蛍 光 分 子 で 標 識 す る ス テ ッ プ と 、 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 移 動 ま た は 蛍 光 偏 光 を 介
し て 結 合 の 程 度 を 測 定 す る ス テ ッ プ を 含 む 。 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 対 照 は 、 前 記 ｄ ｓ
Ｒ Ｎ Ａ と 、 前 記 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は ア ミ ノ 酸 残 基 Ｒ 3 8 お よ び ／ ま た は Ｋ 4 1 を 欠 く ｄ ｓ
Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン と の 間 の 結 合 の 程 度 で あ る 。 他 の 実 施 形 態 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル
ス Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ／ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 形 成 に つ き ア ッ セ イ す る 方 法 を 含 む 。 な お さ ら な
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る 他 の 実 施 形 態 は 、 阻 害 剤 に つ き ス ク リ ー ニ ン グ す る 、 ま た は そ れ を 最 適 化 す る 際 に 、 イ
ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ／ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 の 形 成 を 用 い る 方 法 を 含 む 。
こ れ ら の 実 施 形 態 は 、 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 の Ｎ Ｍ Ｒ 化 学 シ フ ト 摂 動 (NMR chemical shift pe
rturbation)、 ま た は Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 の 構 造 ま た は Ｎ Ｓ １ － Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 の モ デ ル を 用
い る Ｒ Ｎ Ａ ゲ ル 濾 過 沈 降 平 衡 お よ び ウ イ ル ス ス ク リ ー ニ ン グ を 含 む 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の ｄ
ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 断 片 、 お よ び 前 記 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 複 合 体 を 含 む 反 応 混 合
物 を 含 む 組 成 物 に 指 向 さ れ る 。 い く つ か の 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 は Ｎ
Ｓ １ Ａ タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 断 片 、 前 記 タ ン パ ク 質 の ７ ３ Ｎ 末 端 ア ミ ノ
酸 残 基 で あ る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 は Ｎ Ｓ １ Ｂ タ ン パ ク 質 、 ま
た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 断 片 、 前 記 タ ン パ ク 質 の ９ ３ Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 残 基 で あ る 。 他 の 実
施 形 態 に お い て 、 前 記 組 成 物 は 、 さ ら に 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に 対 す る 阻 害 活 性 に つ
い て テ ス ト す べ き 候 補 ま た は テ ス ト 化 合 物 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の な お さ ら な る 態 様 は 、 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン 、
Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） ま た は Ｎ Ｓ １ Ｂ （ １ ～ ９ ３ ） 、 お よ び 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
に お け る Ｎ Ｓ １ － Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 の モ デ ル の ３ 次 元 座 標 の 構 造 を 用 い る こ と を 含 む 、 イ ン フ
ル エ ン ザ ウ イ ル ス 感 染 を 治 療 す る の に 用 い る こ と が で き る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 に 指 向 さ
れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の こ れ ら の お よ び 他 の 態 様 は 、 以 下 の 図 面 お よ び 詳 細 な 記 載 を 参 照 す る こ と に よ
っ て 良 好 に 認 識 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 こ の 特 許 の フ ァ イ ル は 、 少 な く と も １ つ の 色 彩 で 仕 上 げ ら れ た 図 面 を 含 む 。 色 彩 図 面 を
含 む こ の 特 許 の コ ピ ー は 、 要 求 お よ び 必 要 な 費 用 の 支 払 い に 際 し て 、 特 許 お よ び 商 標 局 に
よ っ て 提 供 さ れ る で あ ろ う 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 型 お よ び Ｂ 型 ウ イ ル ス 双 方 か ら の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 の ｄ ｓ
Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン の 特 異 的 阻 害 剤 を 設 計 す る 方 法 を 提 供 す る 。 イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 型 の Ｎ
Ｓ １ タ ン パ ク 質 の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 、 特 に Ｒ 3 8 お よ び Ｋ 4 1 ア ミ ノ 酸
残 基 は 実 質 的 に 保 存 さ れ て い る 。 イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 型 ウ イ ル ス の 種 々 の 株 の Ｎ Ｓ １ タ ン パ
ク 質 に つ い て の 複 数 配 列 の 整 列 を 表 １ に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 加 え て 、 例 と し て の み 、 イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 型 ウ イ ル ス の 種 々 の 株 の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 の
ア ミ ノ 酸 配 列 は 以 下 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 型 ウ イ ル ス 、 A/Udorn/72の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 型 ウ イ ル ス 、 A/gooso/Guangdong/3/1997(H5N1)の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 の
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ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 型 ウ イ ル ス 、 A/QUAIL/NANCHANG/12-340(/12-2000(H1N1)の Ｎ Ｓ １ タ ン
パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 型 ウ イ ル ス 、 gi|577477|gb|AAA56812.1|[577477]の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質
の ア ミ ノ 酸 配 列
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 型 ウ イ ル ス 、 gi|413859|gb|AAA43491.1|[413859]の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質
の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 型 ウ イ ル ス 、 gi|325085|gb|AAA43684.1|[325085]の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質
の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
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【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 型 ウ イ ル ス 、 gi|324876|gb|AAA43572.1|[324876]の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質
の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 型 ウ イ ル ス 、 gi|324862|gb|AAA43553.1|[324862]の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質
の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 型 ウ イ ル ス 、 gi|324855|gb|AAA43548.1|[324855]の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質
の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 化 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 型 ウ イ ル ス 、 gi|324778|gb|AAA43504.1|[324778]の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質
の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
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【 化 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 型 ウ イ ル ス 、 A/PR/8/34の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 化 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 型 ウ イ ル ス 、 A/turkey/Oregon/71(H7N5)の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ
酸 配 列 ：
【 化 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 型 ウ イ ル ス 、 A/Hong Kong/1073/99(H9N2)の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 の ア ミ
ノ 酸 配 列 ：
【 化 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 型 ウ イ ル ス 、 A/Fort Monmouth/1/47-MA(H1N1)の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 の
ア ミ ノ 酸 配 列 ：
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【 化 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 イ ン フ ル エ ン ザ Ｂ 型 ウ イ ル ス 株 も ま た 同 様 な ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 保 有 す る 。 イ ン
フ ル エ ン ザ Ｂ 型 ウ イ ル ス の 種 々 の 株 の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 に つ い て の 複 数 の 配 列 の 整 列 を 表
２ に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 加 え て 、 例 と し て の み 、 イ ン フ ル エ ン ザ Ｂ 型 ウ イ ル ス の 種 々 の 株 の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 の
ア ミ ノ 酸 配 列 を 以 下 に 記 載 す る 。
　 イ ン フ ル エ ン ザ Ｂ 型 ウ イ ル ス 、 (B/Lee/40)の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 化 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 イ ン フ ル エ ン ザ Ｂ 型 ウ イ ル ス 、 B/Memphis/296の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 化 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 イ ン フ ル エ ン ザ Ｂ 型 ウ イ ル ス 、 gi|325264|gb|AAA43761.1|[325264]の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質
の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
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【 化 １ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 イ ン フ ル エ ン ザ Ｂ 型 ウ イ ル ス 、 B/Ann Arbor/1/66 [gi|325261|gb|AAA43759.1|[325261]
]の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 化 １ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 イ ン フ ル エ ン ザ Ｂ 型 ウ イ ル ス 、 gi|325256|gb|AAA43756.1|[325256]の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質
の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 化 １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 イ ン フ ル エ ン ザ Ｂ 型 ウ イ ル ス 、 (B/Shangdong/7/97)の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列
：
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【 化 ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 イ ン フ ル エ ン ザ Ｂ 型 ウ イ ル ス 、 (B/Nagoya/20/99)の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 化 ２ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 イ ン フ ル エ ン ザ Ｂ 型 ウ イ ル ス 、 (B/Saga/S172/99)の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 化 ２ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 イ ン フ ル エ ン ザ Ｂ 型 ウ イ ル ス 、 (B/Kouchi/193/99)の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列
：
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【 化 ２ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 従 っ て 、 開 示 さ れ た 発 明 で あ る 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ に 結 合 す る （ か つ Ｎ Ｓ １ Ａ に あ っ て は 、 無
傷 Ｒ 3 8 、 Ｋ 4 1 残 基 、 お よ び Ｎ Ｓ １ Ｂ に あ っ て は Ｒ 5 0 、 Ｒ 5 3 残 基 を 有 す る ） Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク
質 ま た は そ の 断 片 の い ず れ か １ つ の 使 用 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 型 ウ イ ル ス の 株 、 お よ び イ
ン フ ル エ ン ザ Ｂ 型 ウ イ ル ス の 株 の そ れ ぞ れ に 対 す る 阻 害 活 性 を 有 す る 化 合 物 を 同 定 す る の
に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 が 天 然 に 生 じ た も の で あ る こ と を 必 要 と し な い 。 天 然 に 生 じ た タ
ン パ ク 質 の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 特 異 性 を 保 有 す る 点 で 機 能 的 に 同 等 な Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 の ア ナ
ロ グ も 用 い る こ と が で き る 。 代 表 的 な ア ナ ロ グ は 、 タ ン パ ク 質 の 断 片 、 例 え ば 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ
Ａ 結 合 ド メ イ ン を 含 む 。 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 の 断 片 以 外 で は 、 ア ナ ロ グ は １ 以 上 の ア ミ ノ 酸
置 換 、 欠 失 ま た は 付 加 の 点 で 天 然 に 生 じ る タ ン パ ク 質 と は 異 な り 得 る 。 例 え ば 、 機 能 的 に
同 等 な ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 配 列 の 変 化 を も た ら す 配 列 内 の 残 基 と 置 換 す る こ と が で き る 。 そ
の よ う な 置 換 基 は ア ミ ノ 酸 が 属 す る ク ラ ス の 他 の メ ン バ ー か ら 選 択 す る こ と が で き ； 例 え
ば 非 極 性 （ 疎 水 性 ） ア ミ ノ 酸 は ア ラ ニ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 プ ロ リ ン 、
フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン お よ び メ チ オ ニ ン を 含 み ； 極 性 中 性 ア ミ ノ 酸 は グ リ シ
ン 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 シ ス テ イ ン 、 チ オ シ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン お よ び グ ル タ ミ ン を 含 み
； 正 に 荷 電 し た （ 塩 基 性 ） ア ミ ノ 酸 は ア ル ギ ニ ン 、 リ シ ン お よ び ヒ ス チ ジ ン を 含 み ； 負 に
荷 電 し た （ 酸 性 ） ア ミ ノ 酸 は ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び グ ル タ ミ ン 酸 を 含 む 。 Ｎ Ｓ １ Ａ に つ い
て の Ｒ 3 8 お よ び Ｋ 4 1 残 基 は 変 化 す る こ と が で き る が 、 制 限 が あ る 。 例 え ば 、 出 願 人 ら は 、
Ｒ 3 8 の リ シ ン 残 基 で の 置 換 は 、 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 に 対 す る 有 害 な 効 果 を 有 さ な い が 、 他 方 、 ア ラ
ニ ン 残 基 で の 置 換 は こ の 活 性 を な く す る と 判 断 し 、 こ れ は 、 こ の 位 置 （ す な わ ち 、 リ シ ン
ま た は ア ル ギ ニ ン ） に お け る 正 に 荷 電 し た 塩 基 性 側 鎖 が こ れ ら の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ タ ン パ ク 質 相
互 作 用 に 必 要 な こ と を 示 し ； 残 り の １ ７ の 天 然 の 通 常 の ア ミ ノ 酸 残 基 の い ず れ か で の 置 換
が 、 ア ラ ニ ン 置 換 と 同 様 に こ の 活 性 を な く す る と 予 測 さ れ る 。 し か し な が ら 、 好 ま し い 実
施 形 態 に お い て は 、 Ｒ 3 8 お よ び Ｋ 4 1 残 基 は 無 傷 (intact)な ま ま で あ る 。 前 記 で 述 べ た こ と
は 、 Ｎ Ｓ １ Ｂ の Ｒ 5 0 お よ び Ｒ 5 3 残 基 に も 等 し く 適 用 で き る 。 本 発 明 の 目 的 で は 用 語 「 ｄ ｓ
Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン 」 は 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ へ の 結 合 の 点 で 、 天 然 に 生 じ る タ ン パ ク 質 と 機 能 的
に 同 等 な Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 の ア ナ ロ グ を 含 め る 意 図 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 は 確 立 さ れ た プ ロ ト コ ル に 従 っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 イ
ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン は 天 然 源
に 由 来 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 当 分 野 で 周 知 の タ ン パ ク 質 分 離 技 術 を 用 い て 、 各 々 、 イ
ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 感 染 細 胞 お よ び ウ イ ル ス か ら 精 製 す る こ と が で き ； 当 分 野 で 知 ら れ
た 技 術 を 用 い る 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ っ て 製 造 す る こ と が で き （ 例 え ば 、 Sambrook et al
.,1989,Molecular Cloning:A Laboratory Manual,Cold Spring Harbor Laboratoris Pres
s,Cold Spring Harbor N.Y.参 照 ） ； お よ び ／ ま た は 当 分 野 で 知 ら れ た 技 術 を 用 い て 全 部
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ま た は 一 部 を 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き ； 例 え ば 、 ペ プ チ ド は 固 相 技 術 に よ っ て 合 成 し
、 樹 脂 か ら 切 断 し 、 分 取 用 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 す る こ と が で き る （
例 え ば 、 Creighton,1983,Proteins:Structures and Molecular Principles,W.H.Freeman 
& Co,N.Y.,pp,50-60参 照 ） 。 Ｎ Ｍ Ｒ 分 析 に 適 し た 同 位 体 標 識 の 有 り ま た は 無 し に て 、 Ｎ Ｓ
１ Ａ の ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ ７ ３ に よ っ て 規 定 さ れ た ペ プ チ ド の 生 合 成 の た め の プ ロ ト コ ル は
Qian,et al,.RNA 1(9):948-56(1995)お よ び Chien et al.,(1997)に 報 告 さ れ て い る 。 合 成
ペ プ チ ド の 組 成 物 は 、 例 え ば 、 エ ド マ ン 分 解 手 法 を 用 い 、 ア ミ ノ 酸 分 析 ま た は 配 列 決 定 に
よ っ て 確 認 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Creighton,1983,supra at pp.34-49参 照 ） 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 出 願 人 ら に よ っ て な さ れ た も う １ つ の 発 見 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 非 構 造 タ ン パ ク
質 １ の Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ － ７ ３ ） ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン が 、 非 常 に 多 数 の 真 核 生 物 お よ び 原
核 生 物 タ ン パ ク 質 で 見 出 さ れ る 、 ｄ ｓ Ｒ Ｂ Ｍ と 呼 ば れ る 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン の 支 配
的 な ク ラ ス と は 異 な る と い う こ と で あ る 。 ｄ ｓ Ｒ Ｂ Ｍ ド メ イ ン を 含 む タ ン パ ク 質 は 真 核 生
物 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ Ｒ （ Ｐ Ｋ Ｒ ） (Nanduri et al.,1998)、 細 胞 抗 ウ イ ル ス 応 答 で 鍵 と
な る 役 割 を 演 じ る キ ナ ー ゼ 、 Drosophila melonogaster Staufen(Ramos et al.,2000)お よ
び Escherichia coli Rnase III(Kharrat et al.,1995)を 含 む 。 ｄ ｓ Ｒ Ｂ Ｍ ド メ イ ン は モ
ノ マ ー α － β － β － β － α 折 り た た み を 含 む 。 構 造 解 析 は 、 こ の ド メ イ ン が ２ つ の 従 た る
溝 お よ び ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 標 的 の 介 在 す る 主 た る 溝 に わ た る こ と を 確 立 し た (Ryter & Schultz,1
998)。 ｄ ｓ Ｒ Ｂ Ｎ ド メ イ ン の い く つ か の ア ミ ノ 酸 は 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 骨 格 、 リ ボ ー ス ２
’ － Ｏ Ｈ 基 、 お よ び 少 数 の 塩 基 と の 直 接 的 お よ び 水 媒 介 相 互 作 用 に 関 与 す る 。 こ の 結 合 の
結 果 、 カ ノ ニ カ ル Ａ 形 態 の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ デ ュ プ レ ッ ク ス は 複 合 体 形 成 に つ い て 乱 れ る 。 こ の
結 合 は 比 較 的 強 く 、 Ｋ d は ほ ぼ １ ナ ノ モ ラ ー で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 感 染 し た
真 核 生 物 細 胞 に 存 在 す る ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 お よ び ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 間 で 専 ら 起 こ る 現 象 を 利
用 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た 化 合 物 は 、 そ う で な け れ ば 、 正 常 の 細
胞 機 能 に 影 響 し な い で あ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ま た 、 出 願 人 ら は 、 Ｎ Ｓ １ Ａ タ ン パ ク 質 の Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン の 細 胞 内 機 能 の １ つ は 、
結 合 す る ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ に よ る Ｐ Ｋ Ｒ の 活 性 化 を 妨 げ る こ と で あ る の を 発 見 し た 。 出 願 人 ら は
、 そ の 唯 一 の 欠 陥 が Ｒ Ｎ Ａ 結 合 に あ る Ｎ Ｓ １ Ａ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 組 換 え A/Udorn/72
ウ イ ル ス を 作 り 出 し た 。 位 置 ３ ８ に お け る Ｒ （ Ｒ 3 8 ） お よ び 位 置 ４ １ に お け る ウ イ ル ス Ｋ
（ Ｋ 4 1 ） は 、 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 に 唯 一 必 要 で あ る 唯 一 の ア ミ ノ 酸 で あ る の で 、 我 々 は 、 こ れ ら の
ア ミ ノ 酸 の 一 方 ま た は 双 方 の い ず れ か に 代 え て Ａ で 置 換 し た 。 ３ つ の 突 然 変 異 体 ウ イ ル ス
は 大 い に 弱 毒 化 さ れ る 。 前 記 Ｒ 3 8 お よ び Ｋ 4 1 突 然 変 異 体 ウ イ ル ス は ピ ン ポ イ ン ト プ ラ ー ク
を 形 成 し 、 二 重 突 然 変 異 体 （ Ｒ ３ ８ ／ Ｋ ４ １ ） は 目 に 見 え る プ ラ ー ク を 形 成 し な い 。 こ れ
ら の 突 然 変 異 体 ウ イ ル ス の い ず れ か で の Ａ ５ ４ ９ 細 胞 の 高 多 重 度 感 染 の 間 に 、 Ｐ Ｋ Ｒ が 活
性 化 さ れ 、 ｅ Ｉ Ｆ ２ ａ は リ ン 酸 化 さ れ 、 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 合 成 は 阻 害 さ れ る 。 驚 く べ き
こ と に 、 そ の 活 性 化 の 後 に 、 Ｐ Ｋ Ｒ は 分 解 さ れ る 。 Ｒ ３ ８ ／ Ｋ ４ １ 二 重 突 然 変 異 体 は 、 Ｐ
Ｋ Ｒ 活 性 化 を 誘 導 す る の に 最 も 効 果 的 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） は ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ に 結 合 す る が 、 ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ ハ
イ ブ リ ッ ド に は 結 合 し な い 。 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） お よ び 全 長 Ｎ Ｓ １ Ａ タ ン パ ク 質 は 、 配
列 特 異 性 な し で 二 本 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） に 結 合 す る こ と が 示 さ れ て い る ） Lu et al.,
(1995)Virology 214,222-228,Qian et al.,(1995)RNA 1,948-956,Wang et al.,1999)が 、
本 発 明 ま で は 、 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） ま た は Ｎ Ｓ １ Ａ タ ン パ ク 質 は Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ
リ ッ ド ま た は ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ に 結 合 す る か 否 か は 決 定 さ れ て い な か っ た 。 出 願 人 ら は Ｎ Ｓ １ Ａ
（ １ ～ ７ ３ ） を ４ つ の 3 2 Ｐ 標 識 デ ュ プ レ ッ ク ス ： １ ６ ｂ ｐ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ （ Ｒ Ｒ ） 、 ｄ ｓ Ｄ
Ｎ Ａ （ Ｄ Ｄ ） お よ び ２ つ の Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド デ ュ プ レ ッ ク ス （ Ｒ Ｄ お よ び Ｄ Ｒ
） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 こ れ ら の 混 合 物 を 天 然 １ ５ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ
ド ゲ ル で 分 析 す る （ 図 １ ） 。 他 の 者 に よ っ て 報 告 さ れ て い る よ う に (Roberts and Crother
s(1992)Science 258,1463-1466;Ratmeyer et al.,(1994)Biochemistry 33,5298-5304;Les
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nik and Freier(1995)Biochemistry 34,10807-10815)、 出 願 人 ら は 天 然 ゲ ル 上 で 遊 離 デ ュ
プ レ ッ ク ス に つ き 以 下 の 移 動 パ タ ー ン を 観 察 し た （ 最 も 早 い か ら 最 も 遅 い ） ： Ｄ Ｄ ＞ Ｄ Ｒ
／ Ｒ Ｄ ＞ Ｒ Ｒ （ 各 々 レ ー ン １ 、 ３ 、 ５ お よ び ７ ） 。 よ り 重 要 な こ と は 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の み が
Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） と で 複 合 体 を 形 成 し 、 ３ ０ ％ ゲ ル シ フ ト を 生 じ （ レ ー ン ２ ） 、 他 方
、 全 て の 他 の デ ュ プ レ ッ ク ス は タ ン パ ク 質 に 結 合 し な い （ レ ー ン ４ 、 ６ お よ び ８ ） こ と が
判 明 す る 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） が 、 こ れ ら の 条 件 下 で は 、 ｄ ｓ Ｄ Ｎ
Ａ （ Ｂ 形 態 立 体 配 座 ） ま た は Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド （ 中 間 体 Ａ ／ Ｂ 立 体 配 座 ） と は
区 別 さ れ る ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 立 体 配 座 お よ び ／ ま た は 構 造 的 特 徴 （ Ａ 形 態 立 体 配 座 ） を 特 異 的
に 認 識 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 長 さ お よ び リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 臨 界 的 で は な い 。 本 明 細 書 中 で の い く
つ か の 実 施 例 に 記 載 し た よ う に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 タ ン パ ク 質 Ｒ Ｎ Ａ の 相 互 作 用 の 形 態 の
鍵 と な る 特 徴 を 同 定 す る 短 い 合 成 １ ６ 塩 基 対 （ ｂ ｐ ） の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 用 い て 行 う こ と が で
き る 。 こ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 、 ｐ Ｇ Ｅ Ｍ １ プ ラ ス ミ ド の ポ リ リ ン カ ー の セ ン ス お よ び ア ン
チ セ ン ス 転 写 物 を ア ニ ー ル す る こ と に よ っ て 少 量 を 生 じ さ せ る こ と が で き る 通 常 に 用 い ら
れ る ２ ９ 塩 基 対 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 基 質 に 由 来 す る 配 列 を 有 す る (Qian et al.,1995)。 沈 降 平
衡 測 定 に 基 づ き 、 溶 液 中 で の こ の 合 成 １ ６ ｂ ｐ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ デ ュ プ レ ッ ク ス へ の Ｎ Ｓ １ Ａ
（ １ ～ ７ ３ ） の 結 合 の 化 学 量 論 は 、 ほ ぼ １ ： １ で あ り （ １ つ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ デ ュ プ レ ッ ク ス
分 子 に １ つ の タ ン パ ク 質 ダ イ マ ー ） 、 二 分 子 解 離 定 数 （ Ｋ d ） は マ イ ク ロ モ ラ ー の 範 囲 で
あ る 。 出 願 人 ら は 、 こ れ は 、 高 ス ル ー プ ッ ト 結 合 ア ッ セ イ で 用 い る た め の 適 当 な ｄ ｓ Ｒ Ｎ
Ａ 基 質 分 子 で あ る と 提 唱 す る 。 Ｎ Ｍ Ｒ 化 学 シ フ ト 摂 動 実 験 は 、 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の ｄ
ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 エ ピ ト ー プ は 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 実 験 に よ っ て 以 前 に 示 さ れ て い る よ
う に (Wang et al.,1999)、 反 平 行 ラ セ ン ２ お よ び ２ ’ と 会 合 す る こ と を 示 す 。 精 製 さ れ た
Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 の 円 二 色 （ Ｃ Ｄ ） ス ペ ク ト ル は 、 遊 離 ｄ ｓ Ｒ Ｎ
Ａ お よ び Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の Ｃ Ｄ ス ペ ク ト ル の 和 に 非 常 に 似 て お り 、 こ れ は 、 結 合 の
結 果 と し て 、 前 記 タ ン パ ク 質 ま た は そ の Ａ 形 態 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 標 的 い ず れ か の 立 体 配 座 の 変 化
は ほ と ん ど ま た は 全 く 起 こ ら な い こ と を 示 す 。 さ ら に 、 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） は 対 応 す る
Ｄ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ デ ュ プ レ ッ ク ス ま た は Ｄ Ｎ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド デ ュ プ レ ッ ク ス に 結 合
し な い こ と が 示 さ れ て い る の で 、 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） は カ ノ ニ カ ル Ａ 形 態 Ｒ Ｎ Ａ 特 異 的
立 体 配 座 特 徴 を 認 識 す る よ う で あ り 、 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 が イ ン フ ル エ ン ザ の Ｎ Ｓ １ タ
ン パ ク 質 お よ び そ の 宿 主 の 間 の 相 互 作 用 を か な り 模 倣 す る さ ら に も う １ つ の 方 法 を 強 調 す
る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 有 利 に は 、 高 ス ル ー プ ッ ト イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ の 意 味 で 実 行 さ れ る 。
本 発 明 の こ の 実 施 形 態 に お い て 、 ア ッ セ イ シ ス テ ム は 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 移 動 ま た は 標 識
さ れ た ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 、 Ｎ Ｓ １ Ａ も し く は Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） 、 ま た は Ｎ Ｓ １ Ｂ も し く
は Ｎ Ｓ １ Ｂ （ １ ～ ９ ３ ） 分 子 い ず れ か で の 蛍 光 偏 光 の 標 準 的 な 方 法 の い ず れ か ま た は 双 方
を 用 い て 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 標 的 お よ び 種 々 の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ デ ュ プ レ ッ ク ス の 間 の 相 互 作
用 を モ ニ タ ー し 、 結 合 親 和 性 を 測 定 す る こ と が で き よ う 。 こ れ ら の ア ッ セ イ を 用 い て 、 化
合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 の 前 記 開 示 の 構 造 に 基 づ き Ｎ Ｓ １ 標 的 お よ
び Ｒ Ｎ Ａ 基 質 の 間 の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 分 子 を 同 定 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 広 く 種 々 の 化 合 物 を 、 ラ ン ダ ム お よ び バ イ ア ス ド 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー を 含 め た 、 本 発 明
に よ る イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に 対 す る 阻 害 活 性 に つ き テ ス ト す る こ と が で き る 。 バ イ ア
ス ド 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 例 え ば 、 公 表 さ れ た 結 果 に 基 づ い て 推 定 さ れ た 、 Ｎ Ｓ １ 標 的
Ｒ Ｎ Ａ 基 質 相 互 作 用 部 位 の 特 定 の 構 造 的 特 徴 を 用 い て 設 計 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ch
ien,et al.,Nature Struct.Biol.4:891-95(1997);Liu,et al.,Nature Struct.Biol.4:896
-899(1997);お よ び Wang,et al.,RNA 5:195-205(1999)参 照 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
［ ウ イ ル ス 複 製 に 必 要 な Ｎ Ｓ １ Ａ タ ン パ ク 質 お よ び ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 相 互 作 用 に 干 渉 す る 化 合
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物 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ ］
　 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 １ ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン 、 お
よ び 相 互 作 用 お よ び 結 合 す る ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ は 、 時 々 、 本 明 細 書 中 で は 「 結 合 パ ー ト ナ ー 」 と
い う 。 多 数 の ア ッ セ イ シ ス テ ム の い ず れ か を 利 用 し て 、 結 合 パ ー ト ナ ー の 相 互 作 用 に 干 渉
す る 能 力 に つ い て 化 合 物 を テ ス ト す る こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 限 定 さ れ る も の で は
な い が 、 リ ガ ン ド （ 天 然 ま た は 合 成 ） 、 ペ プ チ ド ま た は 小 さ な 有 機 分 子 を 含 め た 、 多 数 の
化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 迅 速 な 高 ス ル ー プ ッ ト ア ッ セ イ が 好 ま し い 。 結 合 パ ー
ト ナ ー の 相 互 作 用 に 干 渉 す る と 同 定 さ れ る 化 合 物 は 、 さ ら に 、 細 胞 ベ ー ス の ア ッ セ イ 、 動
物 モ デ ル 系 お よ び 患 者 に お い て 、 本 明 細 書 中 に 記 載 し た よ う に 抗 ウ イ ル ス 活 性 に つ き 評 価
す べ き で あ る 。 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド
メ イ ン 、 お よ び ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 間 の 相 互 作 用 に 干 渉 す る 化 合 物 を 同 定 す る た め に 用 い る ア ッ
セ イ シ ス テ ム の 基 本 的 な 原 理 は 、 ２ つ の 結 合 パ ー ト ナ ー が 相 互 作 用 し 、 結 合 し 、 従 っ て 、
複 合 体 を 形 成 す る の を 可 能 と す る 条 件 下 に て 、 か つ そ れ に 十 分 な 時 間 の 間 で 、 イ ン フ ル エ
ン ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン 、 お よ び ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ を 含
有 す る 反 応 混 合 物 を 準 備 す る こ と を 含 む 。 阻 害 活 性 に つ き 化 合 物 を テ ス ト す る た め に 、 テ
ス ト 化 合 物 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 で 反 応 を 行 い 、 す な わ ち 、 テ ス ト 化 合 物 を ま ず 反 応 混
合 物 に 含 ま せ る か 、 あ る い は イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ｄ ｓ
Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン 、 お よ び ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 添 加 の 後 の 時 点 で 加 え る こ と が で き ； 対 照 を テ
ス ト 化 合 物 な し で 、 ま た は プ ラ セ ボ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス
の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン お よ び ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 間 の い ず れ か
の 複 合 体 の 形 成 を 検 出 す る 。 テ ス ト 化 合 物 を 含 有 す る 反 応 混 合 物 で は な く 、 対 照 反 応 に お
け る 複 合 体 の 形 成 は 、 前 記 化 合 物 が 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は
そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン お よ び ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 相 互 作 用 に 干 渉 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら に も う １ つ の 態 様 は 、 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ
ン Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） ま た は Ｎ Ｓ １ Ｂ （ １ ～ ９ ３ ） の 構 造 、 お よ び 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ
ア ッ セ イ に お け る Ｎ Ｓ １ － Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 の モ デ ル の ３ 次 元 座 標 を 用 い る こ と を 含 む 、 イ ン
フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 感 染 を 治 療 す る の に 用 い る こ と が で き る 化 合 物 に つ い て 現 実 に ス ク リ
ー ニ ン グ す る 方 法 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の も う １ つ の 態 様 は 、 ス ク リ ー ニ ン グ 用 の 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー を 設 計 す る た め に
、 複 合 体 の モ デ ル の ３ 次 元 座 標 を 用 い る 方 法 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 感 染 を 治 療 す る の に 用 い る こ と が で き る 化
合 物 ま た は 薬 物 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 １ つ の そ の よ う な 実 施 形 態 は 、 イ ン フ ル エ ン
ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン の 阻 害 剤 と し て の 使 用
の た め の 化 合 物 を 同 定 す る た め の 方 法 、 お よ び イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 型 ま た は Ｂ 型 ウ イ ル ス の
Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン か ら 得 ら れ た ３ 次 元 座 標 を 含 む デ ー
タ 組 を 含 む 。 好 ま し く は 、 選 択 は 、 コ ン ピ ュ ー タ モ デ リ ン グ と 組 み 合 わ せ て 行 う 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の ｄ
ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン に つ い て 決 定 さ れ た ３ 次 元 座 標 で 合 理 的 薬 物 設 計 (rational drug d
esign)を 行 う こ と に よ っ て 、 潜 在 的 化 合 物 を 選 択 す る 。 前 記 し た よ う に 、 好 ま し く は 、 選
択 は コ ン ピ ュ ー タ モ デ リ ン グ と 組 み 合 わ せ て 行 わ れ る 。 潜 在 的 化 合 物 を イ ン フ ル エ ン ザ ウ
イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン 、 お よ び ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ と 接 触
さ せ 、 そ の 結 合 に 干 渉 さ せ 、 結 合 の 阻 害 を 決 定 す る （ 例 え ば 、 測 定 す る ） 。 潜 在 的 化 合 物
は 、 結 合 の 減 少 が あ る 場 合 に 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ｄ
ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン の 結 合 を 阻 害 す る 化 合 物 と し て 同 定 さ れ る 。 あ る い は 、 潜 在 的 化 合
物 を イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 感 染 細 胞 培 養 と 接 触 さ せ お よ び ／ ま た は そ れ に 添 加 し 、 ウ イ
ル ス 培 養 の 増 殖 を 決 定 す る 。 潜 在 的 化 合 物 は 、 ウ イ ル ス 培 養 の 増 殖 の 減 少 が あ る 場 合 に ウ
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イ ル ス 増 殖 を 阻 害 す る 化 合 物 と し て 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 前 記 方 法 は 、 さ ら に 、 分 子 置 き 換 え 分 析 、 お よ び 薬 物 に つ
き 決 定 さ れ る ３ 次 元 座 標 で の 合 理 的 薬 物 設 計 を 行 う こ と に よ っ て 選 択 さ れ た 第 二 世 代 の 候
補 薬 物 の 設 計 を 含 む 。 好 ま し く は 、 選 択 は コ ン ピ ュ ー タ モ デ リ ン グ と 組 み 合 わ せ て 行 わ れ
る 。 候 補 薬 物 を 本 明 細 書 中 に 例 示 す る 標 準 生 化 学 方 法 を 用 い て 非 常 に 多 数 の 薬 物 ス ク リ ー
ニ ン グ ア ッ セ イ で テ ス ト す る こ と が で き る 。 本 発 明 の こ れ ら の 実 施 形 態 に お い て 、 Ｎ Ｓ １
Ａ タ ン パ ク 質 の ３ 次 元 座 標 お よ び Ｎ Ｓ １ Ａ － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 の モ デ ル ま た は Ｎ Ｓ １ Ｂ －
ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 の モ デ ル は 、 （ ａ ） ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 阻 害 剤 ラ イ ブ ラ リ ー を 設 計
す る 、 （ ｂ ） リ ー ド 化 合 物 を 合 理 的 に 最 適 化 す る 、 お よ び （ ｃ ） 潜 在 的 阻 害 剤 を 現 実 に ス
ク リ ー ニ ン グ す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 を 行 う こ と が で き る 他 の ア ッ セ イ 成 分 お よ び フ ォ ー マ ッ ト を 以 下 の サ ブ セ
ク シ ョ ン に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
［ ア ッ セ イ 成 分 ］
　 ア ッ セ イ シ ス テ ム で 用 い る 結 合 パ ー ト ナ ー の １ つ を 、 直 接 的 に ま た は 間 接 的 に 標 識 し て
、 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 分 、 お よ び ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 間 の 結 合 の 程 度 を 測
定 す る こ と が で き る 。 以 下 で 詳 細 に 記 載 す る ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト に 応 じ て 、 結 合 の 程 度
を 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン 、
お よ び ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 間 の 複 合 体 化 、 ま た は 候 補 化 合 物 の 存 在 下 に お け る 、 予 め 形 成 さ れ た
複 合 体 の 解 離 の 程 度 の 項 目 に つ き 測 定 す る こ と が で き る 。 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 1 2

5 Ｉ の よ う な 放 射 性 同 位 体 ； 基 質 に 暴 露 し た 場 合 に 検 出 可 能 な 色 シ グ ナ ル ま た は 光 を 生 じ
る 酵 素 標 識 系 ； お よ び 蛍 光 標 識 を 含 む 、 種 々 の 適 当 な 標 識 系 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 を 用 い て イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の ｄ
ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン 、 お よ び 前 記 ア ッ セ イ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 パ ー ト ナ ー を 生 産 す る 場 合
、 標 識 、 固 定 化 お よ び ／ ま た は 検 出 を 促 進 す る こ と が で き る 融 合 タ ン パ ク 質 を 作 成 す る の
が 有 利 で あ ろ う 。 例 え ば 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の ｄ ｓ
Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン の コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 、 酵 素 活 性 を 有 す る か 、 あ る い は 酵 素 基 質 と し
て 働 く 異 種 タ ン パ ク 質 の そ れ に 融 合 さ せ て 、 標 識 お よ び 検 出 を 促 進 す る こ と が で き る 。 融
合 構 築 体 は 、 融 合 産 物 の 異 種 成 分 が 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は
そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン お よ び 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 結 合 に 干 渉 し な い よ う に 設 計 す べ き で
あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 間 接 的 標 識 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結
合 ド メ イ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 標 識 さ れ た 抗 体 の よ う な 第 三 の タ ン パ ク 質 の 使 用 を 含 む 。
そ の よ う な 抗 体 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 キ メ
ラ 、 一 本 鎖 、 Ｆ ａ ｂ 断 片 、 お よ び Ｆ ａ ｂ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー に よ っ て 生 産 さ れ た 断 片 を 含 む
。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 抗 体 の 生 産 で は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ
結 合 ド メ イ ン で の 注 射 に よ っ て 種 々 の 宿 主 動 物 を 免 疫 化 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 宿
主 動 物 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 少 数 を 述 べ る と 、 ウ サ ギ 、 マ ウ ス お よ び ラ ッ ト を
含 む 。 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 フ ロ イ ン ト の （ 完 全 お よ び 不 完 全 ） ア ジ ュ バ ン ト 、 水
酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム の よ う な ミ ネ ラ ル ゲ ル 、 リ ソ レ ク チ ン 、 プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ ー ル 、 ポ リ
ア ニ オ ン 、 ペ プ チ ド 、 油 エ マ ル ジ ョ ン 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン 、 ジ ニ ト ロ フ
ェ ノ ー ル の よ う な 表 面 活 性 物 質 、 お よ び Ｂ Ｃ Ｇ （ バ チ ル ス Calmette-Guerin） お よ び Coryn
ebacterium parvumの よ う な 潜 在 的 に 有 用 な ヒ ト ア ジ ュ バ ン ト を 含 め た 種 々 の ア ジ ュ バ ン
ト を 用 い て 、 宿 主 種 に 応 じ て 免 疫 学 的 応 答 を 増 加 さ せ る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ４ ４ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 培 養 中 の 連 続 的 細 胞 系 統 に よ る 抗 体 分 子 の 生 産 を 提 供 す る い ず
れ の 技 術 を 用 い て 調 製 す る こ と も で き る 。 そ れ ら は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 Kohler
お よ び Milstein(Nature,1975,256:495-497)に よ っ て 元 来 は 記 載 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 技
術 、 ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (Kosbor et al.,1983,Immunology Today,4:72,Cote e
t al.,1983,Proc.Natl.Acad.Sci.,80:2026-2030)お よ び Ｅ Ｂ Ｖ － ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (Col
e et al.,1985,Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy,Alan R.Liss,Inc.,pp.77-96
)を 含 む 。 加 え て 、 適 当 な 生 物 学 的 活 性 の ヒ ト 抗 体 分 子 か ら の 遺 伝 子 と 共 に 適 当 な 抗 原 特
異 性 の マ ウ ス 抗 体 分 子 か ら の 遺 伝 子 を ス プ ラ イ シ ン グ す る こ と に よ る 「 キ メ ラ 抗 体 」 の 生
産 用 に 開 発 さ れ た 技 術 (Morrison et al.,1984,Proc.Natl.Acad.Sci.,81:6851-6855;Neube
rger et al.,1984,Nature,312:604-608;Takeda et al.,1985,Nature,314:452-454)を 用 い
る こ と が で き る 。 あ る い は 、 一 本 鎖 抗 体 の 生 産 の た め に 記 載 さ れ た 技 術 （ 米 国 特 許 第 4,94
6,778号 ） を 適 合 さ せ て 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ
Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン に 対 し て 特 異 的 な 一 本 鎖 抗 体 を 生 産 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 特 異 的 エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 抗 体 断 片 は 公 知 の 技 術 に よ っ て 作 り 出 す こ と が で き る 。 例
え ば 、 そ の よ う な 断 片 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 抗 体 分 子 の ペ プ シ ン 消 化 に よ っ て
生 産 す る こ と が で き る Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 断 片 お よ び 前 記 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ 断 片 の ジ ス ル フ ィ ド
ブ リ ッ ジ を 還 元 す る こ と に よ っ て 作 り 出 す こ と が で き る Ｆ ａ ｂ 断 片 を 含 む 。 あ る い は 、 Ｆ
ａ ｂ 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し て (Huse et al.,1989,Science,246:1275-1281)、 所 望 の 特
異 性 を 持 つ モ ノ ク ロ ー ナ ル Ｆ ａ ｂ 断 片 の 迅 速 か つ 容 易 な 同 定 を 可 能 と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
［ ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト ］
　 前 記 ア ッ セ イ は 、 異 種 ま た は 同 種 フ ォ ー マ ッ ト で 行 う こ と が で き る 。 異 種 ア ッ セ イ は 、
結 合 パ ー ト ナ ー の 一 方 を 固 相 に 係 留 さ せ 、 反 応 の 最 後 に 固 相 に 係 留 さ せ た 複 合 体 を 検 出 す
る こ と を 含 む 。 同 種 ア ッ セ イ で は 、 全 反 応 を 液 相 で 行 う 。 い ず れ の ア プ ロ ー チ に お い て も
、 反 応 体 の 添 加 の 順 序 を 変 化 さ せ て 、 テ ス ト す べ き 化 合 物 に つ い て の 異 な る 情 報 を 得 る こ
と が で き る 。 例 え ば 、 競 合 に よ っ て 、 結 合 パ ー ト ナ ー 間 の 相 互 作 用 に 干 渉 す る テ ス ト 化 合
物 は 、 例 え ば 、 テ ス ト 物 質 の 存 在 下 で 反 応 を 行 う こ と に よ っ て ； す な わ ち 、 イ ン フ ル エ ン
ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン 、 お よ び ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ
に 先 立 っ て 、 ま た は そ れ と 同 時 に 、 テ ス ト 物 質 を 反 応 混 合 物 に 添 加 す る こ と に よ っ て 同 定
す る こ と が で き る 。 他 方 、 予 め 形 成 さ れ た 複 合 体 を 破 壊 す る テ ス ト 化 合 物 、 例 え ば 、 複 合
体 か ら の 結 合 パ ー ト ナ ー の 一 方 を 置 き 換 え る よ り 高 い 結 合 定 数 を 持 つ 化 合 物 は 、 複 合 体 が
形 成 さ れ た 後 に 、 テ ス ト 化 合 物 を 反 応 混 合 物 に 添 加 す る こ と に よ っ て テ ス ト す る こ と が で
き る 。 種 々 の フ ォ ー マ ッ ト を 以 下 に 簡 単 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 異 種 ア ッ セ イ 系 に お い て は 、 １ つ の 結 合 パ ー ト ナ ー 、 例 え ば 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス
の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン 、 あ る い は ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の い ず れ
か を 固 体 表 面 に 係 留 し 、 係 留 さ れ て い な い そ の 結 合 パ ー ト ナ ー を 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 標
識 す る 。 実 行 に お い て は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 便 宜 に は 利 用 す る 。 係 留 さ れ た 種
は 、 非 共 有 結 合 ま た は 共 有 結 合 に よ っ て 固 定 化 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 イ ン フ ル エ
ン ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン に 特 異 的 な 固 定 化
さ れ た 抗 体 を 用 い て 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ
Ａ 結 合 ド メ イ ン を 固 体 表 面 に 係 留 さ せ る こ と が で き る 。 前 記 表 面 は 、 予 め 調 製 し 、 保 存 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 前 記 ア ッ セ イ を 行 う た め に は 、 固 定 化 さ れ た 種 の 結 合 パ ー ト ナ ー を 、 テ ス ト 化 合 物 と 共
に 、 ま た は そ れ 無 く し て 、 被 覆 さ れ た 表 面 に 添 加 す る 。 反 応 が 完 了 し た 後 、 未 反 応 成 分 を
（ 例 え ば 、 洗 浄 に よ っ て ） 除 去 し 、 形 成 さ れ た い ず れ の 複 合 体 も 固 体 表 面 に 固 定 化 さ れ た
ま ま で あ る 。 固 体 表 面 に 係 留 さ れ た 複 合 体 の 検 出 は 、 多 数 の 方 法 で 達 成 す る こ と が で き る
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。 結 合 パ ー ト ナ ー が 予 め 標 識 さ れ た 場 合 、 表 面 に 固 定 さ れ た 標 識 の 検 出 は 、 複 合 体 が 形 成
さ れ た こ と を 示 す 。 結 合 パ ー ト ナ ー が 予 め 標 識 さ れ な い 場 合 、 間 接 的 標 識 を 用 い て 、 例 え
ば 、 結 合 パ ー ト ナ ー に 対 し て 特 異 的 な 標 識 さ れ た 抗 体 （ 前 記 抗 体 は 、 今 度 は 、 標 識 さ れ た
抗 － Ｉ ｇ 抗 体 で 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 標 識 す る こ と が で き る ） を 用 い 、 表 面 に 係 留 さ れ た
複 合 体 を 検 出 す る こ と が で き る 。 反 応 成 分 の 添 加 の 順 序 に 応 じ て 、 複 合 体 の 形 成 を 阻 害 す
る か 、 あ る い は 予 め 形 成 さ れ た 複 合 体 を 破 壊 す る テ ス ト 化 合 物 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 あ る い は 、 反 応 は 、 テ ス ト 化 合 物 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 に て 液 相 で 行 う こ と が で き 、
反 応 生 成 物 を 未 反 応 成 分 か ら 分 離 し 、 例 え ば 、 溶 液 中 で 形 成 さ れ た い ず れ の 複 合 体 も 係 留
す る た め に イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ
ン に 対 し て 特 異 的 な 固 定 化 さ れ た 抗 体 を 用 い 、 複 合 体 を 検 出 す る こ と が で き る 。 再 度 、 液
相 へ の 反 応 体 の 添 加 の 順 序 に 応 じ て 、 複 合 体 を 阻 害 す る 、 あ る い は 予 め 形 成 さ れ た 複 合 体
を 破 壊 す る テ ス ト 化 合 物 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 他 の 実 施 形 態 に お い て は 、 同 種 ア ッ セ イ を 用 い る こ と が で き る 。 こ の ア プ ロ ー
チ に お い て は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ
イ ン お よ び ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 予 め 形 成 さ れ た 複 合 体 を 調 製 し 、 そ こ で は 、 結 合 パ ー ト ナ ー の 一
方 が 標 識 さ れ る が 、 前 記 標 識 に よ っ て 生 じ た シ グ ナ ル は 、 複 合 体 形 成 の た め ク エ ン チ さ れ
る （ 例 え ば 、 免 疫 ア ッ セ イ の た め に こ の ア プ ロ ー チ を 利 用 す る Rubensteinに よ る 米 国 特 許
第 4,109,496号 参 照 ） 。 予 め 形 成 さ れ た 複 合 体 か ら の 結 合 パ ー ト ナ ー の 一 方 と 競 合 し 、 そ
れ を 破 壊 す る テ ス ト 物 質 の 添 加 の 結 果 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 超 え る シ グ ナ ル が 生 成 す る 。
こ の よ う に し て 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結
合 ド メ イ ン 、 お よ び ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 相 互 作 用 を 破 壊 す る テ ス ト 物 質 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 例 え ば 、 特 別 な 実 施 形 態 に お い て は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 、 ま
た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン は 、 前 記 し た 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 を 用 い て 固 定 化 の た め に
調 製 す る こ と が で き る 。 そ の 結 合 活 性 が 得 ら れ た 融 合 タ ン パ ク 質 で 維 持 さ れ る よ う に 、 融
合 ベ ク タ ー ｐ Ｇ Ｅ Ｘ － ５ Ｘ － １ を 用 い 、 そ の コ ー デ ィ ン グ 領 域 を グ ル タ チ オ ン － Ｓ － ト ラ
ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ Ｇ Ｓ Ｔ ） 遺 伝 子 に 融 合 さ せ る こ と が で き る 。 Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ
の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン を 精 製 し 、 そ れ を 用 い て 、 当 分 野 で ル ー チ ン 的 に 実 行 さ れ 、 か
つ 前 記 し た 方 法 を 用 い て Ｎ Ｓ １ ま た は Ｎ Ｓ １ 断 片 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 起 さ
せ る こ と が で き る 。 こ の 抗 体 は 、 例 え ば 、 当 分 野 で ル ー チ ン 的 に 実 行 さ れ る 方 法 に よ っ て
、 放 射 性 同 位 体 1 2 5 Ｉ で 標 識 す る こ と が で き る 。 異 種 ア ッ セ イ で は 、 例 え ば 、 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｎ
Ｓ １ 融 合 タ ン パ ク 質 を グ ル タ チ オ ン － ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ に 係 留 さ せ る こ と が で き る 。 ｄ ｓ
Ｒ Ｎ Ａ を 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ が 融 合 タ ン パ ク 質 の Ｎ Ｓ １ 部 分 と 相 互 作 用 し 、 そ れ に 結 合 で き る よ
う に 、 テ ス ト 化 合 物 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 添 加 す る こ と が で き る 。 テ ス ト 化 合 物 が 添
加 さ れ た 後 、 未 結 合 物 質 を 洗 浄 し て 除 去 す る こ と が で き 、 Ｎ Ｓ １ － 特 異 的 標 識 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 系 に 添 加 し 、 複 合 体 化 さ れ た 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 Ｎ Ｓ
１ お よ び ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 間 の 相 互 作 用 は 、 グ ル タ チ オ ン － ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ と 会 合 し た ま ま
で あ る 放 射 能 の 量 を 測 定 す る こ と に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 テ ス ト 化 合 物 に よ る 相
互 作 用 の 成 功 し た 阻 害 の 結 果 、 測 定 さ れ た 放 射 能 は 減 少 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 あ る い は 、 Ｇ Ｓ Ｔ － Ｎ Ｓ １ 融 合 タ ン パ ク 質 、 お よ び ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ は 固 体 グ ル タ チ オ ン － ア
ガ ロ ー ス ビ ー ズ の 存 在 下 に て 液 体 中 で 一 緒 に 混 合 す る こ と が で き る 。 テ ス ト 化 合 物 は 、 結
合 パ ー ト ナ ー を 相 互 作 用 さ せ る 間 に 、 ま た は そ の 後 の い ず れ か に 添 加 す る こ と が で き る 。
こ の 混 合 物 を グ ル タ チ オ ン － ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ に 添 加 す る こ と が で き 、 未 結 合 物 質 を 洗 浄
し て 除 去 す る 。 再 度 、 結 合 パ ー ト ナ ー の 相 互 作 用 の 阻 害 の 程 度 は 、 ビ ー ズ に 会 合 し た 放 射
能 を 測 定 す る こ と に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 、 １ つ の ウ イ ル ス を 阻 害 す る こ と が 判 明 し て い る 所 与 の 化 合 物 を 、 広 い
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範 囲 の 異 な る イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に 対 す る 一 般 的 抗 ウ イ ル ス 活 性 に つ き テ ス ト す る こ
と が で き る 。 例 え ば 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 型 ウ イ ル ス Ｎ Ｓ １ と
ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ と の 相 互 作 用 を 、 Ｎ Ｓ １ 結 合 部 位 へ の 結 合 に よ っ て 阻 害 す る 化 合 物 は 、 イ ン フ
ル エ ン ザ Ａ 型 ウ イ ル ス の 異 な る 株 な ら び に イ ン フ ル エ ン ザ Ｂ 型 ウ イ ル ス の 株 に 対 し て 、 前
記 し た ア ッ セ イ に 従 っ て テ ス ト す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 薬 物 開 発 の た め に 潜 在 的 リ ー ド 化 合 物 を 選 択 す る た め に は 、 Ｎ Ｓ １ 標 的 お よ び Ｒ Ｎ Ａ 物
質 の 間 の 相 互 作 用 の 同 定 さ れ た 阻 害 剤 を 、 さ ら に 、 ま ず 、 組 織 培 養 中 の 、 動 物 モ デ ル 実 験
に お い て 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 複 製 を 阻 害 す る そ れ ら の 能 力 に つ い て テ ス ト す る こ
と が で き る 。 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 複 製 を 効 果 的 に 阻 害 す る 各 阻 害 剤 の 最 低 濃 度 は 、 感
染 の 高 お よ び 低 多 重 度 を 用 い て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
［ ウ イ ル ス 増 殖 ア ッ セ イ ］
　 ウ イ ル ス の 増 殖 を 阻 害 す る 、 前 記 ア ッ セ イ 系 で 同 定 さ れ た 阻 害 剤 の 能 力 は 、 プ ラ ー ク 形
成 に よ っ て 、 あ る い は Ｔ Ｃ Ｉ Ｄ 5 0 ま た は ヒ ヨ コ 胚 の 尿 膜 に お け る 成 長 の よ う な ウ イ ル ス 増
殖 の 他 の 指 標 に よ っ て ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ に お い て 、 適 当 な 細
胞 系 統 ま た は 胚 形 成 卵 を 野 生 型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス で 感 染 さ せ 、 感 染 時 、 ま た は そ の
後 の い ず れ か に 、 テ ス ト 化 合 物 を 組 織 培 養 基 に 添 加 す る 。 テ ス ト 化 合 物 の 効 果 は 、 ウ イ ル
ス プ ラ ー ク の 存 在 に よ っ て ； あ る い は プ ラ ー ク 表 現 型 が 存 在 し な い 場 合 ｍ に は 、 Ｔ Ｃ Ｉ Ｄ

5 0 、 ま た は ヒ ヨ コ 胚 の 尿 膜 中 の 成 長 の よ う な 指 標 に よ っ て 、 あ る い は ヘ マ グ ル チ ニ ン 化 ア
ッ セ イ で 、 感 染 さ れ た 細 胞 の 上 清 中 で 、 あ る い は 感 染 さ れ た 胚 形 成 卵 の 尿 膜 流 体 中 で 測 定
さ れ た ヘ マ グ ル チ ニ ン （ Ｈ Ａ ） 力 価 に よ っ て 示 さ れ る ウ イ ル ス 粒 子 形 成 の 定 量 に よ っ て ス
コ ア 取 り さ れ る 。 阻 害 剤 は 、 Ｈ Ａ 力 価 ま た は プ ラ ー ク 形 成 を 抑 制 す る 、 あ る い は ウ イ ル ス
感 染 細 胞 ま た は ヒ ヨ コ 胚 の 尿 膜 に お け る 細 胞 障 害 効 果 を 低 下 さ せ る テ ス ト 化 合 物 の 能 力 に
よ っ て 、 あ る い は ヘ マ グ ル チ ニ ン 化 ア ッ セ イ で 測 定 さ れ た ウ イ ル ス 粒 子 形 成 を 低 下 さ せ る
そ の 能 力 に よ っ て 、 ス コ ア 取 り す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
［ 動 物 モ デ ル ア ッ セ イ ］
　 本 発 明 の プ ロ セ ス に よ っ て 同 定 さ れ た ウ イ ル ス 複 製 の 最 も 効 果 的 な 阻 害 剤 を 、 後 の 動 物
実 験 で 用 い る こ と が で き る 。 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 複 製 を 妨 げ る 阻 害 剤 の 能 力 は 、 天
然 の 、 あ る い は イ ン フ ル エ ン ザ に 対 し て 適 合 さ せ た 宿 主 で あ る 動 物 モ デ ル で ア ッ セ イ す る
こ と が で き る 。 そ の よ う な 動 物 は ブ タ 、 フ ェ レ ッ ト 、 マ ウ ス 、 サ ル 、 ウ マ 、 お よ び 霊 長 類
の よ う な 哺 乳 動 物 、 ま た は 鳥 類 を 含 む こ と が で き る 。 本 明 細 書 中 に 詳 細 に 記 載 す る よ う に
、 そ の よ う な 動 物 モ デ ル を 用 い て 、 動 物 対 象 に お い て Ｌ Ｄ 5 0 お よ び Ｅ Ｄ 5 0 を 測 定 す る こ と
が で き 、 そ の よ う な デ ー タ を 用 い て 、 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） ま た は Ｎ Ｓ １ Ｂ （ １ ～ ９ ３ ）
お よ び ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 相 互 作 用 の 阻 害 剤 に 対 す る 治 療 指 数 を 求 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 ま た 、 リ ー ド 化 合 物 の 設 計 の 最 適 化 は 、 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 同 定 さ
れ た 阻 害 剤 に よ る Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 ま た は そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン の 表 面 の 特 徴 的 な
結 合 部 位 に よ っ て 助 け る こ と が で き る 。 そ の よ う な 特 徴 付 け は 、 Ｎ Ｍ Ｒ 共 鳴 帰 属 と 共 に 化
学 シ フ ト 摂 動 Ｎ Ｍ Ｒ を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 Ｎ Ｍ Ｒ は 、 Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る 小 分 子 阻 害 剤
の 結 合 部 位 を 決 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 結 合 部 位 の 位 置 の 決 定 は 、 複 数 の 初 期 阻 害
剤 リ ー ド を 一 緒 に 連 結 す る た め の 、 お よ び リ ー ド 設 計 を 最 適 化 す る た め の デ ー タ を 提 供 す
る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
［ 医 薬 製 剤 お よ び 投 与 方 法 ］
　 ウ イ ル ス 複 製 を 阻 害 す る 同 定 さ れ た 化 合 物 は 、 ウ イ ル ス 感 染 を 治 療 す る た め に 治 療 上 有
効 量 に て 患 者 に 投 与 す る こ と が で き る 。 治 療 上 有 効 量 と は 、 ウ イ ル ス 感 染 の 兆 候 の 軽 減 を
も た ら す の に 十 分 な 化 合 物 の 量 を い う 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
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　 そ の よ う な 化 合 物 の 毒 性 お よ び 治 療 効 果 は 、 例 え ば 、 Ｌ Ｄ 5 0 （ 集 団 の ５ ０ ％ に 対 し て 致
死 的 な 用 量 ） お よ び Ｅ Ｄ 5 0 （ 集 団 の ５ ０ ％ で 治 療 的 に 有 効 な 用 量 ） を 決 定 す る た め に 、 細
胞 培 養 ま た は 実 験 動 物 に お け る 標 準 的 な 医 薬 手 法 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 毒 性 お
よ び 治 療 効 果 の 間 の 用 量 比 は 治 療 指 標 で あ り 、 そ れ は 、 比 率 Ｌ Ｄ 5 0 ／ Ｅ Ｄ 5 0 と し て 表 す こ
と が で き る 。 大 き な 治 療 指 標 を 呈 す る 化 合 物 が 好 ま し い 。 毒 性 副 作 用 を 呈 す る 化 合 物 を 用
い る こ と が で き る が 、 そ の よ う な 化 合 物 を 感 染 の 部 位 に 標 的 化 し て 、 未 感 染 細 胞 に 対 す る
損 傷 を 最 小 化 し 、 副 作 用 を 低 下 さ せ る 送 達 シ ス テ ム を 設 計 す る よ う 注 意 を 払 う べ き で あ る
。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 細 胞 培 養 ア ッ セ イ お よ び 動 物 実 験 か ら 得 ら れ た デ ー タ は 、 ヒ ト で 用 い る た め の あ る 範 囲
の 用 量 を 処 方 す る 際 に 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 化 合 物 の 用 量 は 、 好 ま し く は 、 毒
性 を ほ と ん ど ま た は 全 く 伴 わ な い Ｅ Ｄ 5 0 を 含 む あ る 範 囲 の 循 環 濃 度 内 に あ る 。 前 記 用 量 は
、 使 用 す る 投 与 形 態 お よ び 利 用 す る 投 与 経 路 に 応 じ て こ の 範 囲 内 で 変 化 さ せ る こ と が で き
る 。 本 発 明 の 方 法 で 用 い ら れ る い ず れ の 化 合 物 に つ い て も 、 治 療 上 有 効 量 は 細 胞 培 養 ア ッ
セ イ か ら 最 初 に 見 積 も る こ と が で き る 。 細 胞 培 養 で 測 定 さ れ る Ｉ Ｃ 5 0 （ す な わ ち 、 半 － 最
大 感 染 、 ま た は 半 － 最 大 阻 害 を 達 成 す る テ ス ト 化 合 物 の 濃 度 ） を 含 む 循 環 血 漿 濃 度 の 範 囲
を 達 成 す る た め に 、 用 量 を 動 物 モ デ ル で 処 方 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 情 報 を 用 い て
、 人 に お け る 有 用 な 用 量 を よ り 正 確 に 決 定 す る こ と が で き る 。 血 漿 中 で の レ ベ ル は 、 例 え
ば 、 高 性 能 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 用 い る た め の 医 薬 組 成 物 は 、 １ 以 上 の 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 ま た は
賦 形 剤 を 用 い て 慣 用 的 な 方 法 で 処 方 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 従 っ て 、 化 合 物 お よ び そ れ ら の 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 お よ び 溶 媒 和 物 は 、 （ 口 ま た は
鼻 い ず れ か を 介 す る ） 吸 入 ま た は 吹 込 み 、 あ る い は 経 口 、 バ ッ カ ル 、 非 経 口 ま た は 直 腸 投
与 に よ る 投 与 用 に 処 方 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 吸 入 に よ る 投 与 で は 、 本 発 明 に 従 っ て 用 い ら れ る 化 合 物 は 、 便 宜 に は 、 適 当 な プ ロ ペ ラ
ン ト 、 例 え ば 、 ジ ク ロ ロ ジ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ト リ ク ロ ロ フ ル オ ロ メ タ ン 、 ジ ク ロ ロ テ ト ラ
フ ル オ ロ エ タ ン 、 二 酸 化 炭 素 ま た は 他 の 適 当 な ガ ス を 使 用 し 、 圧 縮 パ ッ ク ま た は ネ ビ ュ ラ
イ ザ ー か ら エ ア ロ ゾ ル ス プ レ ー 提 示 の 形 態 で 送 達 さ れ る 。 圧 縮 エ ア ロ ゾ ル の 場 合 に は 、 投
与 単 位 は 、 計 量 さ れ た 量 を 送 達 す る た め に バ ル ブ を 設 け る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 イ ン ヘ ー ラ ー ま た は イ ン サ フ レ ー タ ー で 用 い ら れ る ゼ ラ チ ン の カ プ セ ル お
よ び カ ー ト リ ッ ジ は 、 化 合 物 お よ び ラ ク ト ー ス ま た は 澱 粉 の よ う な 適 当 な 基 材 の 粉 末 ミ ッ
ク ス を 含 有 す る よ う に 処 方 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 経 口 投 与 で は 、 医 薬 組 成 物 は 、 例 え ば 、 結 合 剤 （ 例 え ば 、 予 め α 化 さ れ た ト ウ モ ロ コ シ
澱 粉 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン ま た は ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス ） ； 充 填 剤 （ 例
え ば 、 ラ ク ト ー ス 、 マ イ ク ロ ク リ ス タ リ ン セ ル ロ ー ス ま た は リ ン 酸 水 素 カ ル シ ウ ム ） ； 滑
沢 剤 （ 例 え ば 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 タ ル ク ま た は シ リ カ ） ； 崩 壊 剤 （ 例 え ば 、 ジ
ャ ガ イ モ 澱 粉 ま た は 澱 粉 グ リ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム ） ； ま た は 湿 潤 剤 （ 例 え ば 、 ラ ウ リ ル 硫
酸 ナ ト リ ウ ム ） の よ う な 医 薬 上 許 容 さ れ る 賦 形 剤 を 用 い て 従 来 の 手 段 に よ っ て 調 製 さ れ た
錠 剤 ま た は カ プ セ ル 剤 の 形 態 を 取 る こ と が で き る 。 錠 剤 は 当 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ っ て 被
覆 す る こ と が で き る 。 経 口 投 与 用 の 液 体 製 剤 は 、 例 え ば 、 溶 液 、 シ ロ ッ プ ま た は 懸 濁 液 の
形 態 を 取 る こ と が で き る か 、 あ る い は そ れ ら は 、 使 用 前 に 、 水 ま た は 他 の 適 当 な 溶 剤 で の
復 元 の た め の 乾 燥 生 成 物 と し て 呈 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 液 体 製 剤 は 懸 濁 化 剤 （ 例
え ば 、 ソ ル ビ ト ー ル シ ロ ッ プ 、 セ ル ロ ー ス 誘 導 体 ま た は 水 素 食 用 脂 肪 ） ； 乳 化 剤 （ 例 え ば
、 レ シ チ ン ま た は ア カ シ ア ） ； 非 水 性 溶 剤 （ 例 え ば 、 ア ー モ ン ド 油 、 油 状 エ ス テ ル 、 エ チ
ル ア ル コ ー ル ま た は 分 別 植 物 油 ） ； お よ び 保 存 剤 （ 例 え ば 、 メ チ ル も し く は プ ロ ピ ル － ｐ
－ ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ エ ー ト ま た は ソ ル ビ ン 酸 ） の よ う な 医 薬 上 許 容 さ れ る 添 加 剤 で 従 来 の
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手 段 に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 前 記 製 剤 は 、 適 当 で あ れ ば 、 緩 衝 液 塩 、 フ レ ー バ ー
剤 、 着 色 剤 お よ び 甘 味 剤 を 含 有 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 経 口 投 与 用 の 製 剤 は 、 適 当 に は 、 活 性 化 合 物 の 制 御 さ れ た 放 出 を 与 え る よ う に 処 方 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 バ ッ カ ル 投 与 で は 、 組 成 物 は 、 慣 用 的 な 手 法 で 処 方 さ れ た 錠 剤 ま た は ロ ゼ ン ジ の 形 態 を
取 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 化 合 物 は 注 射 に よ る 、 例 え ば 、 ボ ー ラ ス 注 射 ま た は 継 続 的 注 入 に よ る 非 経 口 投 与 用 に 処
方 す る こ と が で き る 。 注 射 用 の 処 方 は 、 例 え ば 、 保 存 剤 を 添 加 し た ア ン プ ル ま た は 多 用 量
容 器 に て 、 単 位 投 与 形 態 で 供 す る こ と が で き る 。 組 成 物 は 油 性 ま た は 水 性 溶 剤 中 の 懸 濁 液
、 溶 液 ま た は エ マ ル ジ ョ ン の よ う な 形 態 を 取 る こ と が で き 、 懸 濁 化 剤 、 安 定 化 剤 お よ び ／
ま た は 分 散 剤 の よ う な 処 方 剤 を 含 有 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 有 効 成 分 は 、 適 当 な 溶
剤 、 例 え ば 、 滅 菌 発 熱 物 質 な し の 水 で の 使 用 に 先 立 っ て の 復 元 用 の 粉 末 形 態 と す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ま た 、 化 合 物 は 、 例 え ば 、 カ カ オ バ タ ー ま た は 他 の グ リ セ リ ド の よ う な 慣 用 的 な 坐 薬 基
剤 を 含 有 す る 坐 薬 ま た は 滞 留 浣 腸 の よ う な 直 腸 組 成 物 に 処 方 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 前 記 し た 処 方 に 加 え 、 化 合 物 は デ ポ 製 剤 と し て 処 方 す る こ と も で き る 。 そ の よ う な 長 期
作 用 処 方 は 移 植 （ 例 え ば 、 皮 下 ま た は 筋 肉 内 ） に よ っ て 、 ま た は 筋 肉 内 注 射 に よ っ て 投 与
す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 例 え ば 、 化 合 物 は 、 （ 例 え ば 、 許 容 さ れ る 油 中 の エ マ ル ジ ョ
ン と し て ） 適 当 な ポ リ マ ー ま た は 疎 水 性 物 質 、 ま た は イ オ ン 交 換 樹 脂 に て 、 あ る い は 貧 溶
解 性 誘 導 体 と し て 、 例 え ば 、 貧 溶 性 塩 と し て 処 方 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 組 成 物 は 、 所 望 で あ れ ば 、 有 効 成 分 を 含 有 す る １ 以 上 の 単 位 投 与 形 態 を 含 有 す る こ と が
で き る パ ッ ク ま た は デ ィ ス ペ ン サ ー デ バ イ ス で 供 す る こ と が で き る 。 パ ッ ク は 、 例 え ば 、
ブ リ ス タ ー パ ッ ク の よ う な 金 属 ま た は プ ラ ス チ ッ ク ホ イ ル を 含 む こ と が で き る 。 パ ッ ク ま
た は デ ィ ス ペ ン サ ー デ バ イ ス に は 投 与 用 の 指 令 書 を 伴 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 は 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 実 施 形 態 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 本 発 明 の 範 囲 を
逸 脱 す る こ と な く 修 飾 し 、 ま た は 変 形 す る こ と が で き る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ７ ２ 】
［ タ ン パ ク 質 試 料 の 調 製 ］
　 E.coli BL21(DE3)細 胞 培 養 を 、 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） を コ ー ド す る ｐ Ｅ Ｔ １ １ ａ 発 現 ベ
ク タ ー で 形 質 転 換 し 、 ３ ７ ℃ で 増 殖 さ せ 、 次 い で 、 各 々 、 唯 一 の 窒 素 お よ び 炭 素 源 と し て
の 均 一 に 豊 富 化 さ れ た 1 5 Ｎ Ｈ 4 Ｃ ｌ お よ び 1 3 Ｃ 6 － グ ル コ ー ス を 含 有 す る Ｍ Ｊ 最 小 培 地 (Jan
sson et al.,(1996)J.Biomol.NMR 7,131-141)中 、 １ ｍ Ｍ の Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ で Ｏ Ｄ 6 0 0 ＝ ０ ． ６ に
て ５ 時 間 誘 導 し た 。 細 胞 を 音 波 処 理 に よ っ て 破 壊 し 、 続 い て 、 100,000× gに て ４ ℃ で １ 時
間 遠 心 し た 。 次 い で 、 他 の 箇 所 に 記 載 さ れ た 手 法 に 従 い 、 Pharmacia FPLCシ ス テ ム を 用 い
る イ オ ン 交 換 お よ び ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 、 タ ン パ ク 質 を 上 清 か ら 精 製 し
た (Qian et al.,(1995)RNA 1,948-956)。 精 製 さ れ た Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の 全 収 率 は 培
養 基 １ リ ッ ト ル 当 た り 約 ５ ｍ ｇ で あ っ た 。 タ ン パ ク 質 の 濃 度 は 、 ５ ７ ５ ０ Ｍ - 1 ｃ ｍ - 1 の モ
ノ マ ー に つ い て の モ ル 吸 光 係 数 （ ε 2 8 0 ） を 用 い て ２ ８ ０ ｎ ｍ の 吸 光 度 （ Ａ 2 8 0 ） に よ っ て
決 定 し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ７ ３ 】
［ Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ マ ー の 合 成 お よ び 精 製 ］
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　 二 本 鎖 （ ｓ ｓ ） １ ６ － ヌ ク レ オ チ ド （ １ ６ － ｎ ｔ ） Ｒ Ｎ Ａ 、 CCAUCCUCUACAGGCG（ セ ン ス
） お よ び CGCCUGUAGAGGAUGG（ ア ン チ セ ン ス ） は 標 準 的 な ホ ス ホ ル ア ミ ダ イ ト 化 学 (Wincott
 et al.,(1995)Nucleic Acids Res.23,2677-2684)を 用 い 、 Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ シ ン セ サ イ ザ
ー 型 式 ３ ９ ２ (Applied Biosystems,Inc.)に て 化 学 的 に 合 成 し た 。 次 い で 、 双 方 の Ｒ Ｎ Ａ
オ リ ゴ マ ー を Ｂ io-Rad Econo-Pac 10DGカ ラ ム で 脱 塩 し 、 ２ ０ ％ （ ｗ ／ ｖ ） ア ク リ ル ア ミ
ド 、 ７ Ｍ 尿 素 変 性 ゲ ル で の 分 取 用 ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 精 製 し た 。 Ｕ Ｖ シ ャ ド ー イ ン グ に
よ っ て 可 視 化 し た 適 当 な 生 成 物 の バ ン ド を 切 り 出 し 、 潰 し 、 ゆ っ く り と 一 晩 揺 ら す こ と に
よ っ て ９ ０ ｍ Ｍ ト リ ス － ホ ウ 酸 塩 、 ２ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ｐ Ｈ ８ ． ０ 緩 衝 液 に 抽 出 し た 。 得
ら れ た 溶 液 を 凍 結 乾 燥 に よ っ て 濃 縮 し 、 Econo-Pac 10DGカ ラ ム を 用 い て 再 度 脱 塩 し た 。 次
い で 、 精 製 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ マ ー を 凍 結 乾 燥 し 、 － ２ ０ ° で 貯 蔵 す る 。 同 一 配 列 を 含 む
類 似 の １ ６ － ｎ ｔ セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ ス ト ラ ン ド は 、 Genosys Biotechnolog
ies,Inc.か ら 購 入 す る こ と が で き る 。 核 酸 試 料 の 濃 度 は 、 ２ ６ ０ ｎ ｍ （ Ａ 2 6 0 ） に お け る
吸 光 度 に 基 づ い て 、 以 下 の モ ル 吸 光 係 数 （ ２ ０ ℃ に お け る ε 2 6 0 、 Ｍ - 1 ｃ ｍ - 1 ） ： (+)RNA
、 151 530;(-)RNA、 165 530;(+)DNA、 147 300;(-)DNA、 161 440;dsRNA、 262 580;RNA/DNA
、 260 060;DNA/RNA、 273 330;dsDNA、 275 080を 用 い て 計 算 し た 。 一 本 鎖 に つ い て の 吸 光
係 数 は 、 モ ル 吸 光 度 が 最 隣 接 特 性 で あ り 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が ２ ０ ℃ に て 一 本 鎖 で あ る
と 仮 定 し て (Hung et al.,(1994),Nucleic Acids Res.22,4326-4334)、 ２ ０ ℃ に お け る モ
ノ マ ー お よ び ダ イ マ ー の 吸 光 係 数 (Cantor et al.,(1965)J.Mol.Biol.13,65-77)か ら 計 算
し た 。 デ ュ プ レ ッ ク ス に つ い て の モ ル 吸 光 係 数 は 、 以 下 の 表 現 ： ε ( 2 6 0 , 2 0 ° ) ＝ ［ Ａ ( 2 6 0

, 2 0 ° ) ／ Ａ ( 2 6 0 , 9 0 ° ) ］ × ε ( 2 6 0 , 9 0 ° , 計 算 ) （ 式 中 、 ε ( 2 6 0 , 9 0 ° , 計 算 ) は こ の 温 度 に お
け る デ ュ プ レ ッ ク ス の 完 全 な 解 離 を 仮 定 し て 一 本 鎖 の 合 計 か ら 得 ら れ た ９ ０ ℃ に お け る モ
ル 吸 光 係 数 で あ る ） を 用 い て 、 ２ ０ お よ び ９ ０ ℃ に お け る Ａ 2 6 0 値 か ら 計 算 し た 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ７ ４ 】
［ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル シ フ ト 結 合 ア ッ セ イ ］
　 Ｔ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ を 用 い 、 一 本 鎖 １ ６ － ｎ ｔ 合 成 Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｄ Ｎ Ａ オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ［ γ 3 2 Ｐ ］ Ａ Ｔ Ｐ で そ れ ら の ５ ’ 末 端 を 標 識 し 、 変 性 尿 素 Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ
っ て 精 製 し た 。 ほ ぼ １ ： １ モ ル 比 の 一 本 鎖 （ ｓ ｓ ） セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ （ ま た は Ｄ Ｎ Ａ ） お よ び
ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ （ ま た は Ｄ Ｎ Ａ ） を ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ｐ Ｈ ８
． ０ 緩 衝 液 中 で 混 合 し た 。 溶 液 を ２ 分 間 で ９ ０ ℃ ま で 加 熱 し 、 次 い で 、 ゆ っ く り と 室 温 ま
で 冷 却 し て 、 デ ュ プ レ ッ ク ス を ア ニ ー ル し た 。 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） 、 （ ０ ． ４ μ Ｍ の 最
終 濃 度 ） を 、 ２ ０ μ ｌ の 結 合 緩 衝 液 （ ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス － グ リ シ ン 、 ８ ％ グ リ セ ロ ー ル 、 １
ｍ Ｍ ジ チ オ ス レ イ ト ー ル 、 ５ ０ ｎ ｇ ／ μ ｌ の ｔ Ｒ Ｎ Ａ 、 ４ ０ ユ ニ ッ ト の Ｒ Ｎ ａ ｓ ｉ ｎ 、 ｐ
Ｈ ８ ． ８ ） 中 の ４ 種 の 二 本 鎖 （ ｄ ｓ ） 核 酸 （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） （ Ｒ Ｒ ） 、 Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ （ Ｒ
Ｄ ） お よ び Ｄ Ｎ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ （ Ｄ Ｒ ） ハ イ ブ リ ッ ド 、 お よ び ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ （ Ｄ Ｄ ） 、 10,000cp
m、 最 終 濃 度 ～ １ ｎ Ｍ ） の 各 々 に 添 加 し た 。 反 応 混 合 物 を 氷 上 で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 タ ン パ ク 質 － 核 酸 複 合 体 を 、 ４ ℃ の ５ ０ ｍ Ｍ ト リ ス － ホ ウ 酸 塩 、 １ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ
、 ｐ Ｈ ８ ． ０ 中 で 、 １ ５ ０ Ｖ に て ６ 時 間 、 １ ５ ％ 非 変 性 Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ っ て 遊 離 ｄ ｓ ま た は
ｓ ｓ オ リ ゴ マ ー か ら 分 解 し た 。 次 い で 、 ゲ ル を 乾 燥 し 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ っ て
分 析 し た 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ７ ５ 】
［ 分 析 ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ］
　 ４ 種 の １ ６ － ｎ ｔ デ ュ プ レ ッ ク ス （ Ｒ Ｒ 、 Ｒ Ｄ 、 Ｄ Ｒ 、 お よ び Ｄ Ｄ ） の マ イ ク ロ モ ラ ー
溶 液 を １ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 カ リ ウ ム 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ 、 ５ ０ μ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ｐ Ｈ ７ ． ０
緩 衝 液 中 で 調 製 し 、 前 記 し た よ う に ア ニ ー ル し た 。 次 い で 、 こ れ ら の デ ュ プ レ ッ ク ス を 、
Superdex-75 HR 10/30ゲ ル 濾 過 カ ラ ム (Pharmacia)を 用 い 、 未 ア ニ ー ル ま た は 過 剰 ｓ ｓ 種
か ら 精 製 し 、 ４ μ Ｍ の デ ュ プ レ ッ ク ス 濃 度 に 調 整 す る 。 次 い で 、 各 ｄ ｓ 核 酸 を １ ． ５ ｍ Ｍ
の Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） （ モ ノ マ ー 濃 度 ） と 合 わ せ て 、 １ ： １ モ ル 比 の デ ュ プ レ ッ ク ス に
対 す る タ ン パ ク 質 を 得 た 。 ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 、 Superdex-75 HR 10/30カ ラ ム
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(Pharmacia)で 行 う こ と が で き る 。 ４ 種 の 標 準 タ ン パ ク 質 ： ア ル ブ ミ ン （ ６ ７ ｋ Ｄ ａ ） 、
オ バ ル ブ ミ ン （ ４ ３ ｋ Ｄ ａ ） 、 キ モ ト リ プ シ ノ ー ゲ ン Ａ （ ２ ５ ｋ Ｄ ａ ） 、 お よ び リ ボ ヌ ク
レ ア ー ゼ （ １ ３ ． ７ ｋ Ｄ ａ ） を 用 い て こ の カ ラ ム を キ ャ リ ブ レ ー ト す る 。 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー は 、 ０ ． ５ ｍ ｌ ／ 分 の 流 速 を 用 い て 、 ２ ０ ℃ に て 、 １ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 カ リ ウ ム お よ び １
０ ０ ｍ Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ 、 ５ ０ μ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ｐ Ｈ ７ ． ０ 中 で 行 う 。 １ ： １ の モ ル 比 の タ ン パ
ク 質 － デ ュ プ レ ッ ク ス の 試 料 を カ ラ ム に 適 用 し 、 画 分 を そ れ ら の Ａ 2 6 0 に よ っ て 核 酸 の 存
在 に つ き モ ニ タ ー し ； Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） か ら の Ｕ Ｖ 吸 光 度 に 対 す る 寄 与 は 、 核 酸 デ ュ
プ レ ッ ク ス と 比 較 し た そ の 比 較 的 小 さ な ε 2 6 0 の た め 無 視 す る こ と が で き る 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ７ ６ 】
［ Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 の 精 製 ］
　 １ ： １ の モ ル 比 の Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） ダ イ マ ー お よ び ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 混 合 物 の ゲ ル 濾 過 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 示 さ れ た 第 一 の ピ ー ク に 対 応 す る 画 分 を 収 集 し 、 Centriconコ ン セ ン
ト レ ー タ ー (Amicon,Inc.)を 用 い て １ ｍ ｌ 未 満 ま で 濃 縮 し た 。 次 い で 、 こ の 濃 縮 さ れ た 試
料 を 再 度 同 一 ゲ ル 濾 過 カ ラ ム に 負 荷 し 、 主 な 画 分 を 再 度 収 集 す る 。 こ の 精 製 さ れ た Ｎ Ｓ １
Ａ （ １ ～ ７ ３ ） － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 の 濃 度 は 、 ２ ６ ０ ｎ ｍ に お け る Ｕ Ｖ 吸 光 度 を 測 定 す る
こ と に よ っ て 決 定 し た 。 ま た 、 こ の 複 合 体 の 純 度 お よ び 安 定 性 は 、 調 製 直 後 、 お よ び １ ヶ
月 後 に 、 ４ μ Ｍ に て １ ０ ０ μ ｌ の 試 料 を 負 荷 す る こ と に よ っ て 、 分 析 ゲ ル 濾 過 を 用 い て 調
べ た 。
【 実 施 例 ６ 】
【 ０ ０ ７ ７ 】
［ 沈 降 平 衡 ］
　 沈 降 平 衡 実 験 は 、 ２ ５ ℃ に て Beckman XL-I機 器 を 用 い て 行 っ た 。 ス ピ ー ド ３ ０ Ｋ ～ ４ ８
Ｋ ｒ ｐ ｍ で Beckman8-チ ャ ネ ル 12mm経 路 チ ャ コ ー ル -Eponセ ル を 用 い る 短 カ ラ ム 実 行 は 、 各
々 、 ０ ． ２ ～ ２ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ お よ び ０ ． ２ ～ ０ ． ６ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） お よ
び ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 負 荷 濃 度 で 行 っ て 、 こ れ ら の 遊 離 成 分 の 挙 動 を 独 立 し て 評 価 し た 。 デ ー タ は
、 ラ イ レ ー 干 渉 光 学 系 を 用 い て 獲 得 し た 。 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） ダ イ マ ー お よ び ｄ ｓ Ｒ Ｎ
Ａ の 会 合 挙 動 を 調 べ る た め に 、 ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 さ れ た 複 合 体 の
試 料 を 用 い 、 １ ６ Ｋ ～ ３ ８ Ｋ ｒ ｐ ｍ の ス ピ ー ド で 、 Beckman6-チ ャ ネ ル (1.2cm経 路 )チ ャ コ
ー ル -Eponセ ル を 用 い て 長 カ ラ ム 実 行 を 行 っ た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 ２ ６ ０ ｎ ｍ に お け る
Ｕ Ｖ 吸 光 度 光 学 系 、 お よ び ０ ． ３ 、 ０ ． ５ お よ び ０ ． ６ 吸 光 度 単 位 の 負 荷 濃 度 を 用 い て 獲
得 し た 。 試 料 の 平 衡 を 確 実 と す る た め に 、 測 定 は 短 カ ラ ム で は ４ 時 間 の 間 ０ ． ５ 時 間 毎 に
、 お よ び 長 カ ラ ム で は ８ ～ ２ ８ 時 間 の 間 、 １ ～ ６ 時 間 毎 に 測 定 を 行 っ た 。 プ ロ グ ラ ム WINM
ACH（ Yphantis,D.A.お よ び Larry,J.に よ っ て 開 発 さ れ 、 The University of Connecticut
の National Analytical Ultracentrifugation Facilityに よ っ て 配 給 ） を 用 い て 計 算 し て
、 １ 時 間 離 し て 採 取 し た ２ つ の ス キ ャ ン の 間 の 差 が 、 レ イ リ ー 干 渉 オ プ テ ィ ッ ク ス で 、 ０
． ０ ０ ５ ～ ０ ． ０ ０ ８ 干 渉 縞 内 、 ま た は 吸 光 度 オ プ テ ィ ッ ク ス で 約 ０ ． ０ ０ ５ Ｏ Ｄ で あ る
場 合 に 、 平 衡 は 確 立 さ れ た と 判 断 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 デ ー タ 解 析 は 、 プ ロ グ ラ ム WINNL106、 オ リ ジ ナ ル の 非 線 形 最 小 二 乗 プ ロ グ ラ ム NONLIN(J
ohnson et al.,1981)に 基 づ く Windows（ 登 録 商 標 ） 95バ ー ジ ョ ン を 用 い て 行 っ た 。 デ ー タ
は 特 異 的 負 荷 濃 度 お よ び ス ピ ー ド に て 、 あ る い は い く つ か の デ ー タ の 組 を 異 な る 負 荷 濃 度
お よ び ／ ま た は ス ピ ー ド と 一 緒 に 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、 各 デ ー タ 組 に つ き 別 々 に フ
ィ ッ ト さ せ た 。 全 体 的 フ ィ ッ ト と は 、 全 て の デ ー タ 組 を 用 い る こ と に よ っ て 、 か つ 通 常 の
パ ラ メ ー タ ー と し て 処 理 さ れ る 会 合 定 数 ｌ ｎ Ｋ に て 行 わ れ る フ ィ ッ テ ィ ン グ を い う 。 ベ ア
ー 則 か ら の 偏 差 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 複 雑 性 を 回 避 す る た め に 、 吸 光 度 の デ ー タ は 、 特
に 断 り の な い 限 り 、 ベ ー ス 領 域 か ら の Ｏ Ｄ ≦ １ ． ０ の カ ッ ト オ フ 値 に て 編 集 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の 部 分 比 容 (partial specific volume)
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【 数 １ 】
　
　
　
お よ び 溶 媒 の 密 度 ρ は 、 プ ロ グ ラ ム Sednterpを 用 い て ２ ５ ℃ に て 、 各 々 、 0.7356お よ び 1.
01156と 計 算 さ れ る (Laue et al.,1992)。 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 比 容 量 、
【 数 ２ 】
　
　
　
は 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 試 料 の 沈 降 平 衡 に よ っ て 実 験 的 に 0.5716で あ る と 判 断 さ れ る （ 詳 細 に つ い
て は 結 果 参 照 ） 。 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 の 比 容 量 、
【 数 ３ 】
　
　
　
は 、 Cohnお よ び Edsallの 方 法 (Cohn & Edsall,1943)を 用 い 、 １ ： １ の 化 学 量 論 を 仮 定 し て
、 0.672と 計 算 さ れ る 。
【 実 施 例 ７ 】
【 ０ ０ ８ ０ 】
［ 解 離 定 数 の 計 算 ］
　 １ ： １ 　 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 の 解 離 定 数 の 計 算 は 、 オ リ ジ ナ ル の
溶 液 中 に は 等 し い モ ル 量 の 遊 離 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） タ ン パ ク 質 お よ び 遊 離 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ が
あ る と い う 仮 定 に 基 づ く も の で あ っ た 。 こ の 仮 定 は 、 も し こ れ ら の 実 験 で 用 い た 複 合 体 の
ゲ ル － 濾 過 精 製 試 料 が 事 実 １ ： １ の 化 学 量 論 で あ る な ら ば 有 効 で あ る 。 こ の 場 合 に は 、 遊
離 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ お よ び 遊 離 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の 量 は 、 １ ： １ 複 合 体 か ら の 解 離 を 有 す る
も の に 対 応 す る 。 加 え て 、 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） ダ イ マ ー お よ び ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 低 下 し た 分
子 量 （ 方 程 式 ２ で 以 下 に 規 定 さ れ る ） は ３ ％ 異 な る に 過 ぎ な い の で 、 ２ つ の 遊 離 高 分 子 は
沈 降 の 間 に 同 一 の 水 動 力 学 種 と し て 扱 う 。 沈 降 平 衡 に お け る 理 想 的 な 系 の ｉ 番 目 の 種 の 濃
度 分 布 は 、
【 数 ４ 】
　
　
　
(Johnson et al.,1981)（ 式 中 、 Ｃ （ ｒ ） i は 半 径 ｒ に お け る ｉ 番 目 の 成 分 の 重 量 濃 度 で あ
り 、 ｒ ’ は 溶 液 カ ラ ム 内 の 参 照 位 置 で あ る ） に よ っ て 表 す こ と が で き る 。 前 記 方 程 式 中 に
お け る σ i は 低 下 し た 分 子 量 で あ る (Yphantis & Waugh,1986)：
【 数 ５ 】
　
　
　
で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 方 程 式 ２ 中 の 前 記 Ｍ ｉ お よ び
【 数 ６ 】
　
　
　
は 、 ｉ 番 目 の 種 の 分 子 量 お よ び 比 分 容 量 で あ り 、 Ｒ は ガ ス 定 数 で あ り 、 Ｔ は 絶 対 温 度 で あ
っ て 、 ω は 角 速 度 で あ る 。 濃 度 は 、 通 常 は 重 量 濃 度 ス ケ ー ル で 表 す （ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ） が 、 我
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々 の 場 合 に は 、 モ ル 濃 度 ｍ を 用 い る の が よ り 便 利 で あ り 、 ｍ i ＝ Ｃ i ／ Ｍ i で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 質 量 の 保 存 の 原 理 に 基 づ き (Van Holde & Baldwin,1958)、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ は
【 数 ７ 】
　
　
　
　
に よ っ て 表 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 量 ｍ 0 と は オ リ ジ ナ ル の 溶 液 の 濃 度 を い い 、 他 方 、 ｍ （ ｒ ） と は 、 沈 降 平 衡 に お け る 半
径 Ｒ で の 濃 度 を い う 。 添 字 「 Ｒ Ｎ Ａ ， ｔ 」 、 「 Ｒ Ｎ Ａ ， ｆ ｒ ｅ ｅ 」 お よ び 「 Ｒ Ｎ Ａ ， ｘ 」
と は 、 各 々 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 、 遊 離 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合
体 中 の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 全 量 を い い ； ｒ m お よ び ｒ b は 、 各 々 、 メ ニ ス カ ス お よ び 溶 液 カ ラ ム の
ベ ー ス に お け る 半 径 値 で あ る 。 続 い て の 結 果 を 単 純 化 す る た め に 、 ｒ ’ は ｒ m の 位 置 に お
け る も の に 設 定 す る 。 次 い で 、 方 程 式 ３ を 積 分 し て ：
【 数 ８ 】
　
　
　
　
が 得 ら れ 、 式 中 、 ｍ （ ｒ b ） R N A , f r e e お よ び ｍ （ ｒ b ） R N A , x は 、 溶 液 カ ラ ム の ベ ー ス に お
け る 、 各 々 、 遊 離 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） と の 複 合 体 中 の 濃 度 で あ る 。 同
一 方 程 式 は Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） タ ン パ ク 質 に つ い て も 表 す こ と が で き る 。 ｍ 0

R N A が ｍ 0
N

S 1 に 等 し い 条 件 下 で は 、 方 程 式 か ら ：
【 数 ９ 】
　
　
　
　
が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 こ の 特 定 の タ ン パ ク 質 ： Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 に つ き σ R N A ≡ σ N S 1 の 事 実 を 利 用 し 、 方 程 式 ５ は
、 参 照 位 置 に お い て ｍ （ ｒ ’ ） R N A , f r e e ＝ ｍ （ ｒ ’ ） N S 1 , f r e e 、 従 っ て 、 い ず れ か の 半 径
ｒ に お い て は ｍ （ ｒ ） R N A , f r e e ＝ ｍ （ ｒ ） N S 1 , f r e e で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 最 後 に 、 沈 降 平 衡 に お け る 半 径 ｒ の 吸 光 度 は 、
【 数 １ ０ 】
　
　
　
　
と 表 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 前 記 方 程 式 に お い て は 、 Ｅ ｘ ＝ （ ε R N A ＋ ε N S 1 ） ｌ で あ り 、 ε は 吸 光 係 数 で あ っ て 、 ｌ
は 光 学 路 長 で あ る 。 Ｋ a は モ ル 濃 度 ス ケ ー ル に お け る 会 合 定 数 で あ っ て 、 条 件 ｍ R N A ＝ ｍ N S

1 下 で は 、 ｍ x お よ び ｍ R N A の 関 数 と し て 表 さ れ る （ 方 程 式 ７ ） 。
　 Ｋ ａ ＝ ｍ ｘ ／ ｍ Ｒ Ｎ Ａ ２ 　 　 　 (Eq.7)
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 従 っ て 、 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） お よ び ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 会 合 系 は 、 沈 降 の 間 に は ２ つ の 成 分
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の 単 純 な 系 に 還 元 さ れ る 。 そ れ は 、 フ ィ ッ ト パ ラ メ ー タ ー Ｋ 2 ＝ Ｋ a ／ Ｅ x に て NONLINの 理
想 的 な モ ノ マ ー － ダ イ マ ー 自 己 － 会 合 モ デ ル に て 容 易 に フ ィ ッ ト す る こ と が で き 、 Ｎ Ｓ １
Ａ （ １ ～ ７ ３ ） － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 の 解 離 定 数 Ｋ d は 以 下 の 方 程 式 か ら 計 算 さ れ る 。
　 Ｋ D ＝ １ ／ （ Ｅ x Ｋ 2 ） 　 　 　 (Eq.8)
【 実 施 例 ８ 】
【 ０ ０ ８ ８ 】
［ Ｎ Ｍ Ｒ 分 光 分 析 ］
　 全 て の Ｎ Ｍ Ｒ デ ー タ は 、 ４ つ の チ ャ ネ ル を 備 え た Varian INOVA500お よ び 600NMRス ペ ク
ト ロ メ ー タ ー シ ス テ ム に て ２ ０ ℃ で 収 集 し た 。 プ ロ グ ラ ム Ｖ Ｎ Ｍ Ｒ (Varian Associates)
、 NMRCompass(Molecular Simulations,Inc.)、 お よ び AUTOASSIGN(Zimmerman et al.,(199
7)J.Mol.Biol.269,592-610)を 、 デ ー タ の 処 理 お よ び 分 析 で 用 い た 。 プ ロ ト ン 化 学 シ フ ト
は 内 部 ２ ， ２ － ジ メ チ ル － ２ － シ ラ ペ ン タ ン － ５ － ス ル ホ ン 酸 を 参 照 し ； 1 3 Ｃ お よ び 1 5 Ｎ
化 学 シ フ ト は 、 間 接 的 に 、 各 磁 気 回 転 比 、 1 3 Ｃ ： 1 Ｈ （ 0.251449530） お よ び 1 5 Ｎ ： 1 Ｈ （ 0
.101329118） を 用 い て 参 照 し た (Wishart et al.,(1995)J.Biomol.NMR 6,135-140)。
【 実 施 例 ９ 】
【 ０ ０ ８ ９ 】
［ Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の 配 列 特 異 的 帰 属 ］
　 帰 属 で 用 い る 遊 離 1 3 Ｃ ， 1 5 Ｎ － Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の Ｎ Ｍ Ｒ 試 料 は 、 Shigemi感 受 性
－ 適 合 Ｎ Ｍ Ｒ チ ュ ー ブ 中 に て 、 ｐ Ｈ ６ ． ０ で 、 ５ ０ ｍ Ｍ 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム お よ び １ ｍ Ｍ の
Ｎ ａ Ｎ 3 を 含 有 す る ２ ７ ０ μ ｌ の ９ ５ ％ Ｈ 2 Ｏ ／ ５ ％ Ｄ 2 Ｏ 溶 液 中 で １ ． ０ ～ １ ． ２ ５ ｍ Ｍ
の ダ イ マ ー タ ン パ ク 質 濃 度 で 調 製 し た 。 骨 格 1 Ｈ 、 1 3 Ｃ 、 1 5 Ｎ 、 お よ び 1 3 Ｃ 共 鳴 帰 属 は 、
コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム AUTOASSIGN(Zimmerman et al.,(1997)J.Mol.Biol.269,592-610
)を 用 い 、 1 3 Ｃ ， 1 5 Ｎ － 豊 富 化 タ ン パ ク 質 の 三 重 － 共 鳴 Ｎ Ｍ Ｒ ス ペ ク ト ル の 自 動 分 析 に よ
っ て 決 定 し た 。 AUTOASSIGNに つ い て の 入 力 は 、 ３ つ の 内 部 残 基 ［ Ｈ Ｎ Ｃ Ａ 、 Ｃ Ｂ Ｃ Ａ Ｎ Ｈ
、 お よ び Ｈ Ａ （ Ｃ Ａ ） Ｎ Ｈ ］ お よ び ３ つ の 間 残 基 ［ Ｃ Ａ （ Ｃ Ｏ ） Ｎ Ｈ 、 Ｃ Ｂ Ｃ Ａ （ Ｃ Ｏ ）
Ｎ Ｈ 、 お よ び Ｈ Ａ （ Ｃ Ａ ） （ Ｃ Ｏ ） Ｎ Ｈ ］ 実 験 か ら の ピ ー ク リ ス ト と 共 に ２ Ｄ 　 1 Ｈ － 1 5

Ｎ 　 Ｈ Ｓ Ｑ Ｃ お よ び ３ Ｄ 　 Ｈ Ｎ Ｃ Ｏ ス ペ ク ト ル か ら の ピ ー ク リ ス ト を 含 む 。 こ れ ら の パ ル
ス 配 列 お よ び 最 適 化 パ ラ メ ー タ ー の 詳 細 は 他 の 箇 所 で レ ビ ュ ー し た (Montelione et al.,(
1999),Berliner,L.J.,and Krishna、 N.R.,Eds,Vol.17,pp 81-130,Kluwer,Academic/Plenu
m Publishers,New York)。 AUTOASSIGNに つ い て の ピ ー ク リ ス ト は 、 NMRCompassを 用 い る 自
動 化 ピ ー ク － ピ ッ キ ン グ に よ っ て 作 成 し 、 手 動 で 編 集 し て 、 明 ら か な ノ イ ズ ピ ー ク お よ び
ス ペ ク ト ル 人 工 物 を 除 い た 。 （ 芳 香 族 側 鎖 の 1 3 Ｃ 帰 属 を 除 き ） 側 鎖 共 鳴 帰 属 は 、 ３ Ｄ 　 Ｈ
Ｃ Ｃ （ Ｃ Ｏ ） Ｎ Ｈ 　 Ｔ Ｏ Ｃ Ｓ Ｙ (Montelione et al.,(1992)J.Am.Chem.Soc.114,10974-109
75)、 Ｈ Ｃ Ｃ Ｈ － Ｃ Ｏ Ｓ Ｙ (Ikura et al.,(1991)J.Biomol.NMR 1,299-304)お よ び 1 5 Ｎ － 編
集 Ｔ Ｏ Ｃ Ｓ Ｙ (Fesik et al.,(1988)J.Magn.Reson.78:588-593)実 験 お よ び ３ ２ 、 ５ ３ お よ
び ７ ５ ｍ ｓ の 混 合 時 間 で 記 録 さ れ た ２ Ｄ 　 Ｔ Ｏ Ｃ Ｓ Ｙ ス ペ ク ト ル (Celda and Montelione(
1993)J.Magn.Reson.Ser.B 101,189-193)の 手 動 分 析 に よ っ て 得 ら れ た 。
【 実 施 例 １ ０ 】
【 ０ ０ ９ ０ 】
［ Ｎ Ｍ Ｒ 化 学 シ フ ト 摂 動 実 験 ］
　 前 記 し た よ う に 、 1 5 Ｎ － 豊 富 化 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） を 精 製 し 、 調 製 し た 。 ま ず 、 ５ ０
ｍ Ｍ 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 １ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｎ 3 、 ５ ％ Ｄ 2 Ｏ 、 ｐ Ｈ ６ ． ０ 中 の 1 5 Ｎ － 豊 富 化 Ｎ Ｓ
１ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） 、 ０ ． １ ｍ Ｍ ダ イ マ ー の ２ ５ ０ μ ｌ 溶 液 を 、 遊 離 タ ン パ ク 質 の 1 Ｈ N － 1 5

Ｎ 　 Ｈ Ｓ Ｑ Ｃ ス ペ ク ト ル を 収 集 す る た め に 用 い た 。 １ ： １ モ ル 比 の １ ６ － ｎ ｔ セ ン ス お よ
び ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ ス ト ラ ン ド を ２ ０ ０ ｍ Ｍ 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 ｐ Ｈ ７ ． ０ 中 で ア ニ ー
ル し 、 ３ 回 凍 結 乾 燥 し 、 １ ０ ｍ Ｍ の 最 終 Ｒ Ｎ Ａ デ ュ プ レ ッ ク ス 濃 度 の た め に 、 同 一 Ｎ Ｍ Ｒ
試 料 緩 衝 液 に 溶 解 さ せ た 。 こ の 高 度 に 濃 縮 さ れ た ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 溶 液 を 用 い て 、 遊 離 1 5 Ｎ － 豊
富 化 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の Ｎ Ｍ Ｒ 試 料 を 滴 定 し 、 ２ ： １ 、 １ ： １ 、 １ ： １ ． ５ 、 お よ び
１ ： ２ と し て の ［ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ］ に 対 す る ［ ダ イ マ ー タ ン パ ク 質 ］ の 比 率 を 持 つ タ ン パ ク 質
－ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 試 料 を 作 成 し た 。 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の 沈 殿 を 妨 げ る た め に 、 こ れ ら の 試
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料 は 、 ゆ っ く り と 遊 離 タ ン パ ク 質 溶 液 を 濃 縮 さ れ た ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ に 添 加 す る こ と に よ っ て 調
製 し た 。 遊 離 1 5 Ｎ － 豊 富 化 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の Ｈ Ｓ Ｑ Ｃ ス ペ ク ト ル は 、 増 分 当 た り ８
０ ス キ ャ ン 、 お よ び ２ ０ ０ × ２ ０ ４ ８ 複 合 体 デ ー タ ポ イ ン ト に て 獲 得 し 、 ｔ １ 寸 法 に お け
る ゼ ロ － 充 填 後 に １ ０ ２ ４ × ２ ０ ４ ８ ポ イ ン ト に 変 換 し た 。 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 滴 定 実 験 の た め の
Ｈ Ｓ Ｑ Ｃ ス ペ ク ト ル を 、 増 分 当 た り ３ ２ ０ ス キ ャ ン を 用 い て 同 一 デ ジ タ ル 分 解 能 で 収 集 し
た 。
【 実 施 例 １ １ 】
【 ０ ０ ９ １ 】
［ Ｃ Ｄ 測 定 ］
　 Ｃ Ｄ ス ペ ク ト ル は 、 １ ｃ ｍ 経 路 長 セ ル を 備 え た Ａ ｖ ｉ ｖ 型 式 ６ ２ － Ｄ Ｓ 分 光 ポ ラ ラ イ ザ
ー を 用 い て ２ ０ ℃ で ２ ０ ０ ～ ３ ５ ０ ｎ ｍ の 領 域 で 記 録 し た 。 ４ 種 の 核 酸 デ ュ プ レ ッ ク ス （
Ｒ Ｒ 、 Ｒ Ｄ 、 Ｄ Ｒ 、 Ｄ Ｄ ） に つ い て の Ｃ Ｄ ス ペ ク ト ル は 、 前 記 し た リ ン 酸 緩 衝 液 中 の １ ．
１ ｍ ｌ 、 ４ μ Ｍ 試 料 で 得 た 。 次 い で 、 各 デ ュ プ レ ッ ク ス を １ ． ５ ｍ Ｍ の Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７
３ ） （ モ ノ マ ー 濃 度 ） と 合 わ せ て 、 デ ュ プ レ ッ ク ス に 対 す る タ ン パ ク 質 の １ ： １ モ ル 比 を
形 成 し た 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 － デ ュ プ レ ッ ク ス 混 合 物 の Ｃ Ｄ ス ペ ク ト ル は 、 全 デ ュ プ レ
ッ ク ス 濃 度 が 各 試 料 に つ い て ４ μ Ｍ の ま ま で あ る と 仮 定 し て 、 同 一 条 下 で 収 集 し た 。 共 に
同 一 リ ン 酸 緩 衝 液 中 の ４ μ Ｍ に て 、 遊 離 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） お よ び カ ラ ム 精 製 Ｎ Ｓ １ Ａ
（ １ ～ ７ ３ ） － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 の １ ． １ ｍ ｌ 試 料 の Ｃ Ｄ ス ペ ク ト ル も 獲 得 し た 。 タ ン パ
ク 質 － デ ュ プ レ ッ ク ス 混 合 物 の 計 算 さ れ た Ｃ Ｄ ス ペ ク ト ル は 、 遊 離 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ）
か ら の 、 お よ び 各 二 本 鎖 核 酸 単 独 か ら の Ｃ Ｄ デ ー タ の 合 計 を 用 い て 得 ら れ た 。 Ｃ Ｄ ス ペ ク
ト ル は 、 モ ル ヌ ク レ オ チ ド 当 た り の Ｍ - 1 ｃ ｍ - 1 の ユ ニ ッ ト に て ε L － ε R と し て 報 告 し た 。
【 実 施 例 １ ２ 】
【 ０ ０ ９ ２ 】
［ ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 の 特 徴 付
け お よ び 精 製 ］
　 ４ つ の Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） － 前 記 し た 核 酸 デ ュ プ レ ッ ク ス 混 合 物 を 、 さ ら に 、 分 析 ゲ
ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 複 合 体 形 成 に つ き 分 析 し た 。 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） －
ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 混 合 物 は 、 ２ ６ ０ ｎ ｍ で モ ニ タ ー さ れ た ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー プ ロ フ ィ ー ル に お
い て ２ つ の 主 な ピ ー ク を 示 し （ 図 ２ Ａ ） 、 他 方 、 ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ を 含 有
す る 混 合 物 は 単 一 ピ ー ク と し て 溶 出 さ れ た （ 図 ２ Ｂ 、 Ｃ 、 Ｄ ） 。 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 溶 出
物 は ２ ６ ０ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度 に よ っ て 検 出 さ れ た の で 、 こ れ ら の ク ロ マ ト グ ラ ム は 、 こ
れ ら の 試 料 に お け る 核 酸 の 状 態 を 反 映 す る 。 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 場 合 （ 図 ２ Ａ ） で は 、 よ り 速 く
お よ び よ り 遅 く 溶 出 す る ピ ー ク は 、 各 々 、 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 お よ
び 未 結 合 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ デ ュ プ レ ッ ク ス に 対 応 す る 。 よ り 迅 速 に 溶 出 す る ピ ー ク に つ い て の 溶
出 時 間 お よ び 対 応 す る 分 子 量 （ ～ ２ ６ ｋ Ｄ ａ ） は 、 １ ： １ 化 学 量 論 （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る
タ ン パ ク 質 ダ イ マ ー ） を 持 つ 複 合 体 に 合 致 し た 。 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 条 件 下 で 複 合 体 画 分
に あ る Ｒ Ｎ Ａ お よ び タ ン パ ク 質 の 約 ７ ０ ％ を 用 い た 。 複 合 体 形 成 に 対 応 す る ピ ー ク は 他 の
試 料 で は 観 察 さ れ な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） が 専 ら ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ に
結 合 し 、 調 べ た ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド に 対 し て は そ う で は な い と
い う さ ら な る 証 拠 を 提 供 す る 。 ま た 、 ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 分 取 的 に 用 い て 、 引
き 続 い て の 実 験 （ す な わ ち 、 沈 降 平 衡 お よ び Ｃ Ｄ ） に 先 立 っ て Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） － ｄ
ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 を 精 製 し 、 複 合 体 の 長 期 安 定 性 を 評 価 し た （ 図 ３ ） 。 新 た に 精 製 さ れ た Ｎ
Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 の 再 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 析 に よ り 、 比 較 的 安 定
か つ 純 粋 な 複 合 体 に 合 致 す る 単 一 ピ ー ク を 得 た （ 図 ３ Ａ ） 。 し か し な が ら 、 ４ ℃ に お け る
一 ヶ 月 の 貯 蔵 の 後 に 遊 離 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 増 加 が 観 察 さ れ （ 図 ３ Ｂ ） 、 こ れ は 、 複 合 体 が 長 時
間 に わ た っ て ゆ っ く り と か つ 不 可 逆 的 に 解 離 す る こ と を 示 唆 す る 。
【 実 施 例 １ ３ 】
【 ０ ０ ９ ３ 】
［ 沈 降 平 衡 ］
　 遊 離 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） お よ び ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ： 沈 降 平 衡 技 術 を 用 い て 、 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～
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７ ３ ） お よ び １ ６ － ｂ ｐ 　 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ デ ュ プ レ ッ ク ス の 間 の 複 合 体 形 成 の 化 学 量 論 お よ び
解 離 定 数 を 測 定 す る 。 ま ず 、 短 カ ラ ム 平 衡 実 行 を 、 複 数 負 荷 濃 度 お よ び 複 数 ス ピ ー ド に て
、 精 製 さ れ た Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） タ ン パ ク 質 お よ び 精 製 さ れ た ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 試 料 で 行 う 。
Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） タ ン パ ク 質 は １ ６ ， ８ ５ １ ｇ ／ モ ル の 分 子 量 を 持 ち 、 解 離 の 明 ら か
な 兆 候 が な い 溶 液 中 で ダ イ マ ー と し て 存 在 す る （ デ ー タ は 示 さ ず ） 。 い く つ か の 例 に お い
て 、 こ れ ら の 沈 降 実 験 で 用 い る Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） 試 料 は 、 大 き な 非 特 異 的 分 離 体 の 存
在 を 含 む 。 分 離 体 形 成 の 全 量 は 各 試 料 で 変 化 し 得 、 高 ス ピ ー ド で ダ イ マ ー 種 か ら 分 離 さ れ
る 。 こ れ は 、 遅 い 試 料 依 存 性 分 離 プ ロ セ ス を 示 す 。 結 果 と し て 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ と の 複 合 体 に
お け る タ ン パ ク 質 の 試 料 は 、 沈 降 平 衡 測 定 を 行 う 直 前 に ゲ ル 濾 過 に よ っ て 精 製 す る （ 図 ３
参 照 ） 。 精 製 さ れ た ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 試 料 は 、 沈 降 の 間 に 単 一 成 分 を 含 む 理 想 的 な 溶 液 と し て 挙
動 す る 。 デ ー タ を NONLINの 単 一 成 分 モ デ ル に フ ィ ッ ト さ せ る こ と に よ っ て 得 ら れ た 、 見 積
も ら れ た 低 下 し た 分 子 量 は 負 荷 濃 度 お よ び ／ ま た は ス ピ ー ド に よ っ て は 変 化 し な い 。 こ れ
は 、 方 程 式 ２ を 用 い る 見 積 も ら れ た 低 下 分 子 量 に 基 づ く ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 比 容 量 の 計 算 を 可 能
と す る （ 前 記 参 照 ） 。 得 ら れ た 値 、
【 数 １ １ 】
　
　
＝ ０ ． ５ ７ 単 位 は 、 Ｄ Ｎ Ａ （ ０ ． ５ ５ ～ ０ ． ５ ９ 単 位 ） お よ び Ｒ Ｎ Ａ （ ０ ． ４ ７ ～ ０ ． ５
５ 単 位 ） の 典 型 的 な 比 部 容 量 値 と よ く 合 致 す る (Ralston,1993)。
【 数 １ ２ 】
　
　
の こ の 値 は 、 典 型 的 な Ｒ Ｎ Ａ 試 料 の そ れ よ り も ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ の そ れ に 近 い と い う 事 実 が 、 そ
の 二 本 鎖 立 体 配 座 に 帰 す こ と が で き る 。 低 下 し た 分 子 量 の 約 ７ ％ 誤 差 の 保 存 的 見 積 も り は
、 比 容 量 の ほ ぼ 同 一 誤 差 と 解 釈 さ れ る 。 こ の 分 析 で は 、 複 合 体 の 形 成 は 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ お よ
び Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） タ ン パ ク 質 の 比 容 量 に 対 し て 有 意 な 効 果 を 有 さ な い と 推 定 さ れ る
。
【 実 施 例 １ ４ 】
【 ０ ０ ９ ４ 】
［ 沈 降 平 衡 に 基 づ く 複 合 体 形 成 の 化 学 量 論 お よ び 熱 力 学 ］
　 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） タ ン パ ク 質 と ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ と の 会 合 は 、 前 記 し た よ う に 調 製 さ れ 、
分 析 ゲ ル 濾 過 に よ っ て 均 質 な も の と し て 有 効 化 さ れ た 精 製 さ れ た Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） －
ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 の 試 料 を 用 い て 調 べ た （ 図 ３ Ａ ） 。 複 合 体 の 化 学 量 論 は 、 16000rpmで 収
集 さ れ た デ ー タ に 基 づ い て 決 定 さ れ た （ 図 ４ Ａ ） 。 こ の 低 ス ピ ー ド に お い て は 、 遊 離 ｄ ｓ
Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） タ ン パ ク 質 は ０ ． ５ 未 満 の σ i 値 を 有 す る （ 方 程 式 ２
） 。 こ れ ら の ゆ っ く り と し た ス ピ ー ド の 条 件 下 で は 、 ２ つ の よ り 低 い 分 子 量 の 種 （ す な わ
ち 、 遊 離 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） お よ び 遊 離 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） は 、 有 意 に は 再 分 布 せ ず 、 従 っ て
、 吸 光 度 プ ロ フ ィ ー ル に 対 す る ベ ー ス ラ イ ン 寄 与 を 有 し た 。 し た が っ て 、 こ れ ら の デ ー タ
は 、 NONLINを 用 い て 理 想 的 な 単 一 成 分 モ デ ル に 適 合 さ せ た （ 図 ４ Ａ お よ び 表 ３ ） 。 ？ ２ ４
． ４ ｋ Ｄ ａ の 見 積 も ら れ た 見 掛 け の 分 子 量 （ Ｍ a p p ） は 、 対 応 す る ア ミ ノ 酸 お よ び 核 酸 配
列 か ら 計 算 さ れ た １ ： １ 　 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 の そ れ と 非 常 に 近 か
っ た 。 比 較 的 低 い Ｒ Ｍ Ｓ 値 お よ び ラ ン ダ ム な 残 存 プ ロ ッ ト （ 図 ４ Ａ の イ ン サ ー ト ） は 、 １
： １ 化 学 量 論 に 対 し て 良 好 な フ ィ ッ ト を 示 し た 。 デ ー タ を 溶 液 カ ラ ム の ベ ー ス か ら の ０ ．
８ の Ｏ Ｄ 2 6 0 カ ッ ト オ フ 値 で 編 集 す る と 、 前 記 フ ィ ッ ト の 質 は さ ら に 改 良 さ れ る （ 表 ３ ）
。 26,100g／ モ ル の 見 積 も ら れ た 平 均 分 子 量 は 、 １ ： １ 　 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） － ｄ ｓ Ｒ
Ｎ Ａ 複 合 体 の 式 分 子 量 の ？ ３ ％ 内 で あ っ た 。 こ れ は 、 こ の 精 製 さ れ た Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３
） － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 が １ ： １ の 化 学 量 論 を 有 す る こ と を 示 す 。 １ ： １ の 化 学 量 論 に 基 づ
き 、 ３ つ の 異 な る 負 荷 濃 度 お よ び ３ つ の ス ピ ー ド に お け る デ ー タ を NONLINの 平 衡 モ ノ マ ー
－ ダ イ マ ー モ デ ル に 適 合 さ せ て 、 解 離 定 数 Ｋ d を 見 積 も っ た （ 図 ４ Ｂ ） 。 こ の モ デ ル を 用
い 、 小 さ な Ｒ Ｍ Ｓ 値 お よ び ラ ン ダ ム な 残 存 プ ロ ッ ト に よ っ て 判 断 し て 、 デ ー タ に 対 す る 優
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れ た フ ィ ッ ト が 得 ら れ た 。 フ ィ ッ テ ィ ン グ モ デ ル が 正 し い こ と を 確 認 す る た め に 、 個 々 の
デ ー タ 組 も ま た 、 ３ つ の 異 な る ス ピ ー ド に お け る 単 一 負 荷 濃 度 の デ ー タ 、 ま た は １ つ の ス
ピ ー ド な ど に お け る 異 な る 負 荷 濃 度 の デ ー タ の よ う な 異 な る 組 合 せ を 用 い て 別 々 に 、 ま た
は 一 緒 に フ ィ ッ ト さ せ た 。 各 フ ィ ッ ト で は 、 数 個 の 異 な る モ デ ル を 比 較 し た 。 全 て の 場 合
に お い て 、 モ ノ マ ー － ダ イ マ ー モ デ ル は 最 良 な も の と し て 出 現 し た 。 １ つ の 例 外 は １ ６ Ｋ
ｒ ｐ ｍ で 得 ら れ た デ ー タ で あ り 、 こ れ は 、 単 一 成 分 シ ス テ ム お よ び モ ノ マ ー － ダ イ マ ー モ
デ ル 双 方 に よ く 等 し く フ ィ ッ ト す る 。 ま た 、 セ ル の ベ ー ス に お け る 異 な る カ ッ ト オ フ 値 で
デ ー タ を 編 集 す る こ と も で き ； こ れ は 、 ０ ． ８ ～ １ ． ５ の 吸 光 度 単 位 の 間 の カ ッ ト オ フ と
は 比 較 的 独 立 し て い る 最 終 フ ィ ッ テ ィ ン グ 結 果 に 導 く 。 方 程 式 ８ を 用 い て 計 算 さ れ た Ｋ d

値 は 、 行 っ た 特 異 的 フ ィ ッ テ ィ ン グ に 応 じ て 、 比 較 的 狭 い 範 囲 Ｋ d ＝ ０ ． ４ ～ １ ． ４ μ Ｍ
内 に あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 実 施 例 １ ５ 】
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 遊 離 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） に つ い て の 1 Ｈ 、 1 5 Ｎ お よ び 1 3 Ｃ 共 鳴 帰 属 ： Ｎ Ｍ Ｒ に よ る ｄ
ｓ Ｒ Ｎ Ａ と の そ の 複 合 体 の 分 析 に 必 要 な 、 遊 離 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） タ ン パ ク 質 に つ い て
の 本 質 的 に 完 全 な Ｎ Ｍ Ｒ 共 鳴 帰 属 を 決 定 し た 。 全 て に お い て 、 合 計 ６ ５ ／ ７ １ （ ９ ２ ％ ）
帰 属 可 能 1 5 Ｎ － 1 Ｈ N 部 位 が AUTOASSIGN(Zimmerman et al.(1997)J.Mol.Biol.269,592-610)
を 用 い て 自 動 的 に 帰 属 さ れ た 。 こ の 自 動 分 析 は 、 残 基 内 お よ び ／ ま た は 順 次 の 結 合 を 介 す
る ７ １ ／ ７ ８ Ｈ α 、 ６ ８ ／ ７ ３ Ｃ α 、 ６ ４ ／ ７ １ Ｃ 、 お よ び ４ ４ ／ ６ ８ Ｃ β 共 鳴 帰 属 を 提
供 し た 。 同 一 三 重 － 共 鳴 デ ー タ の 引 き 続 い て の 手 動 で の 分 析 に よ り AUTOASSIGNの こ れ ら の
結 果 が 確 認 さ れ 、 ま た 、 残 り の 骨 格 原 子 お よ び ６ ０ ／ ６ ８ Ｃ β 原 子 に つ い て の 共 鳴 帰 属 を
完 成 さ せ た 。 全 て の 骨 格 共 鳴 は 、 Ｍ ｅ ｔ 1 Ｎ Ｈ 2 、 Ｐ ｒ ｏ 3 1 Ｎ 、 お よ び Ｃ 末 端 残 基 Ｓ ｅ ｒ 7 3

お よ び Ｐ ｒ ｏ － 先 行 残 基 Ａ ｌ ａ 3 0 の Ｃ ’ を 除 い て 帰 属 さ れ た 。 非 交 換 可 能 プ ロ ト ン お よ び
プ ロ ト ン 化 炭 素 （ 芳 香 族 炭 素 は 含 ま れ な い ） の 完 全 な 側 鎖 帰 属 が 、 全 て の 残 基 に つ い て 得
ら れ た 。 交 換 可 能 側 鎖 基 に 関 し て は 、 全 て の Ａ ｒ ｇ 　 Ｎ ε Ｈ 、 Ｇ ｌ ｎ 　 Ｎ ε 2 Ｈ 、 Ａ ｓ ｐ
　 Ｎ δ 2 Ｈ 、 お よ び Ｔ ｒ ｐ 　 Ｎ ε 1 Ｈ 共 鳴 も ま た 帰 属 さ れ た が 、 Ｓ ｅ ｒ お よ び Ｔ ｈ ｒ の Ａ ｒ
ｇ 　 Ｎ η Ｈ ま た は ヒ ド ロ キ シ ル プ ロ ト ン は こ れ ら の ス ペ ク ト ル で は 観 察 さ れ な か っ た 。 ｐ
Ｈ ６ ． ０ お よ び ２ ０ ℃ に お け る Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） に つ い て の こ れ ら の 1 Ｈ 、 1 3 Ｃ 、 1 5

Ｎ 化 学 シ フ ト デ ー タ は BioMagResBank（  HYPERLINK "http://www.bmrb.wisc.edu" http://
www.bmrb.wisc.edu； 受 入 番 号 ４ ３ １ ７ ） に 寄 託 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 ｐ Ｈ ６ ． ０ お よ び ２ ０ ℃ に お け る 1 5 Ｎ － 豊 富 化 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） に つ い て の 1 Ｈ － 1
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5 Ｎ 　 Ｈ Ｓ Ｑ Ｃ ス ペ ク ト ル を 図 ５ に 示 す 。 Ａ ｒ ｇ 　 Ｎ ε Ｈ 、 Ｇ ｌ ｎ 　 Ｎ ε 2 Ｈ 、 Ａ ｓ ｐ 　 Ｎ
δ 2 Ｈ 、 お よ び Ｔ ｒ ｐ 　 Ｎ ε 1 Ｈ の 側 鎖 共 鳴 と 同 様 に 、 全 て の 骨 格 ア ミ ド ピ ー ク （ Ｐ ｒ ｏ 3 1

お よ び Ｎ 末 端 Ｍ ｅ ｔ 1 を 除 く ） を 標 識 し た 。 総 じ て 、 少 数 の 縮 重 1 5 Ｎ － 1 Ｈ N 交 差 ピ ー ク は
あ っ た が 、 ス ペ ク ト ル は 合 理 的 に 良 好 な 化 学 シ フ ト 分 散 を 呈 し た 。 例 え ば 、 残 基 Ａ ｒ ｇ 3 7

お よ び Ａ ｒ ｇ 3 8 は Ｈ N 、 Ｎ 、 Ｃ ’ 、 Ｃ α 、 Ｈ α 、 お よ び Ｃ β 共 鳴 に つ い て の ほ と ん ど 同 一
の 化 学 シ フ ト を 有 し た 。
【 実 施 例 １ ６ 】
【 ０ ０ ９ ８ 】
［ 化 学 シ フ ト 摂 動 に よ る エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ ］
　 1 5 Ｎ － 豊 富 化 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の 滴 定 の モ ニ タ リ ン グ は 、 一 連 の １ Ｈ N － 1 5 Ｎ 　 Ｈ
Ｓ Ｑ Ｃ ス ペ ク ト ル を 収 集 す る こ と に よ っ て １ ６ ｂ ｐ 　 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ で 達 成 さ れ た 。 1 Ｈ お よ
び 1 5 Ｎ 核 双 方 の 化 学 シ フ ト は そ れ ら の 局 所 的 電 子 的 環 境 に 対 し て 感 受 性 で あ り 、 従 っ て 、
標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 お よ び 未 標 識 Ｒ Ｎ Ａ の 間 の 相 互 作 用 に つ い て の プ ロ ー ブ と し て 用 い
ら れ る 。 電 子 的 環 境 の 最 強 の 摂 動 は 、 直 接 的 に Ｒ Ｎ Ａ と 接 触 す る よ う に な る か 、 あ る い は
Ｒ Ｎ Ａ へ の 結 合 に 際 し て 主 な 立 体 配 座 の 変 化 に 関 与 す る 残 基 で 観 察 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 ４ つ の Ｈ Ｓ Ｑ Ｃ ス ペ ク ト ル を 、 ２ ： １ 、 １ ： １ 、 １ ： １ ． ５ 、 お よ び １ ： ２ と し て の ｄ
ｓ Ｒ Ｎ Ａ に 対 す る ダ イ マ ー タ ン パ ク 質 の 減 少 す る モ ル 比 に て ０ ． １ ｍ Ｍ ダ イ マ ー 濃 度 の Ｎ
Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） を 含 有 す る 試 料 に つ い て 記 録 し た 。 こ の 比 率 が ５ ： １ を 超 え る と 、 タ
ン パ ク 質 は 沈 殿 す る よ う に 誘 導 さ れ た 。 ２ ： １ 比 率 の 試 料 の Ｈ Ｓ Ｑ Ｃ ス ペ ク ト ル に お い て
、 1 Ｈ N － 1 5 Ｎ 交 差 ピ ー ク は 非 常 に 広 く 、 分 析 す る の が 困 難 で あ り 、 こ れ は 、 タ ン パ ク 質 が
ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ と で よ り 大 き な 分 子 量 の 複 合 体 を 形 成 し 得 る こ と を 示 唆 す る 。 １ ： １ 化 学 量 論
と 等 し い か ま た は そ れ 未 満 の ス ペ ク ト ル は 、 よ り 多 い ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ が 導 入 さ れ た 場 合 に お け
る 感 度 の 改 良 に も か か わ ら ず 、 ピ ー ク の １ つ の 組 を 呈 し た に 過 ぎ な い 。 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７
３ ） － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 の 大 き な サ イ ズ の た め 、 複 合 体 に お け る Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） に
対 す る 新 規 の 骨 格 帰 属 は 完 了 し な か っ た 。 し か し な が ら 、 遊 離 お よ び ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ － 結 合 Ｎ
Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） に つ い て の Ｈ Ｓ Ｑ Ｃ ス ペ ク ト ル の 比 較 に よ っ て （ 図 ５ Ｂ お よ び 前 記 し
た 滴 定 実 験 で 得 ら れ た デ ー タ ） 、 ラ セ ン ３ お よ び ３ ’ に お け る 骨 格 － ア ミ ド 化 学 シ フ ト は
複 合 体 形 成 に よ っ て 影 響 さ れ な か っ た が 、 ラ セ ン ２ お よ び ２ ’ に お け る ほ と ん ど の 全 て の
残 基 は 複 合 体 形 成 に 際 し て 1 5 Ｎ お よ び 1 Ｈ シ フ ト 摂 動 を 示 し た 。 加 え て 、 ラ セ ン １ お よ び
１ ’ に お け る い く つ か の 残 基 も ま た 複 合 体 形 成 に 際 し て 化 学 的 シ フ ト 摂 動 を 呈 し た 。 1 5 Ｎ
お よ び 1 Ｈ 化 学 シ フ ト の 変 化 は 、 結 合 に 際 し て 、 図 ６ に お け る 遊 離 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ）
の 三 次 元 構 造 に マ ッ ピ ン グ さ れ た 。 （ シ ア ン で 表 さ れ る ） 複 合 体 形 成 に 際 し て 観 察 さ れ た
有 意 な 化 学 シ フ ト 摂 動 の 全 て は 、 多 数 の ア ル ギ ニ ン お よ び リ シ ン を 含 む ラ セ ン ２ お よ び ２
’ に あ る 、 あ る い は 、 ラ セ ン ２ お よ び ２ ’ と 密 に 接 触 し た ラ セ ン １ お よ び １ ’ に あ る Ｎ Ｓ
１ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） 骨 格 原 子 に 対 応 し た （ 図 ７ Ｂ ） 。 し か し な が ら 、 そ の 骨 格 Ｎ Ｈ が 、 （ ピ
ン ク 色 で 表 さ れ る ） ほ と ん ど ま た は 全 く 構 造 的 改 変 を 示 さ な い 有 意 な 化 学 シ フ ト 変 化 を 受
け な か っ た 残 基 は 、 見 掛 け の 結 合 エ ピ ト ー プ か ら 距 離 が あ る 傾 向 に あ っ た 。 こ れ ら の 結 果
に よ り 、 部 位 － 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 研 究 (Wang et al.,(1999)RNA,5:195-205)に よ っ て 従
前 に 示 さ れ て い る よ う に 、 反 平 行 － ラ セ ン ２ お よ び ２ ’ に お け る 、 ま た は そ の 周 り の 領 域
に お け る ｄ ｓ － Ｒ Ｎ Ａ 結 合 エ ピ ト ー プ の 同 定 が 確 認 さ れ 、 さ ら に 、 複 合 体 形 成 に よ っ て 結
合 エ ピ ト ー プ か ら 離 れ た ア ミ ド の 化 学 シ フ ト が 摂 動 さ れ な か っ た よ う に 、 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～
７ ３ ） の 総 じ て の 構 造 は ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 に よ っ て 酷 く は 乱 さ れ な か っ た こ と を 示 し た 。
【 実 施 例 １ ７ 】
【 ０ １ ０ ０ 】
［ 円 二 色 （ Ｃ Ｄ ） 分 光 分 析 ］
　 円 二 色 は 、 核 酸 お よ び タ ン パ ク 質 の 二 次 構 造 エ レ メ ン ト お よ び 全 体 的 立 体 配 座 特 性 の 有
用 な プ ロ ー ブ を 提 供 す る 。 タ ン パ ク 質 で は 、 Ｃ Ｄ ス ペ ク ト ル の １ ８ ０ ～ ２ ４ ０ ｎ ｍ 領 域 は
、 主 と し て 、 骨 格 立 体 配 座 の ク ラ ス を 反 映 す る (Johnson,W.C.,Jr.(1990)Proteins:7:205-
214)。 タ ン パ ク 質 － 核 酸 複 合 体 の 形 成 に 際 し て ２ ５ ０ ｎ ｍ を 超 え て 観 察 さ れ る Ｃ Ｄ ス ペ ク
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ト ル の 変 化 は 、 主 と し て 、 核 酸 の 二 次 構 造 の 変 化 か ら 生 起 す る (Gray,D.M.(1996)Circular
 Dichroism and the Conformational Analysis of Biomolecules,Plenum Press,New York
,469-501)。 ４ つ の １ ６ ｂ ｐ デ ュ プ レ ッ ク ス （ Ｒ Ｒ 、 Ｒ Ｄ 、 Ｄ Ｒ お よ び Ｄ Ｄ ） の Ｃ Ｄ プ ロ
フ ィ ー ル は 区 別 さ れ 、 そ れ ら の 各 デ ュ プ レ ッ ク ス の タ イ プ に 特 徴 的 で あ る （ 図 ７ 、 赤 色 ト
レ ー ス ） (Gray and Ratliff(1975)Biopolymers 14:487-498;Wells and Yang(1974)Bioche
mistry 13:1317-1321;Gray et al.,(1978)Nucleic Acids Res.5:3679-3695)。 Ｒ Ｒ デ ュ プ
レ ッ ク ス は 、 Ａ 形 態 の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 立 体 配 座 に 特 徴 的 な 、 ２ ９ ５ ｎ ｍ に お け る わ ず か に 陰 性
の バ ン ド 、 ２ １ ０ ｎ ｍ に お け る 強 力 な 陰 性 の バ ン ド 、 お よ び ２ ６ ０ ｎ ｍ 近 く の 陽 性 の バ ン
ド を 特 徴 と し た （ 図 ７ Ａ ） (Hung et al.,(1994)Nucleic Acids Res.22:4326-4334;Clark 
et al.,(1997)Nucleic Acids Res.25:4098-4105)。 Ｄ Ｄ デ ュ プ レ ッ ク ス は ２ ２ ０ ｎ ｍ を 超
え て お お ま か 等 し い 陽 性 お よ び 陰 性 の バ ン ド を 有 し 、 Ｂ － Ｄ Ｎ Ａ に 典 型 的 な ２ ６ ０ ｎ ｍ に
お け る 陽 性 バ ン ド を も た ら す 交 差 を 持 つ も の で あ っ た （ 図 ７ Ｄ ） (Id.,Gray et al.,(1992
)Methods Enzymol.211:389-406)。 ２ つ の ハ イ ブ リ ッ ド 、 Ｒ Ｄ お よ び Ｄ Ｒ は 、 相 互 に 区 別
さ れ る 特 性 を 呈 し た が 、 双 方 は Ａ 形 態 の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｂ 形 態 の ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ 構 造 の 間 の
お お ま か 中 間 体 で あ っ た （ 図 ７ Ｂ 、 Ｃ ） ((Hung et al.,(1994),Nucleic Acids Res.22:43
26-4334);Roberts and Crothers(1992)Science 258:1463-1466;Ratmeyer et al.,(1994)B
iochemistry 33:5298-5304;Lesnik and Freier(1995)Biochemistry 34:10807-10815);Cla
rk et al.,(1997)Nucleic Acids Res.25:4098-4095)。 加 え て 、 ２ ６ ０ ｎ ｍ に お け る 陽 性
バ ン ド の 強 度 は ハ イ ブ リ ッ ド デ ュ プ レ ッ ク ス の Ａ 様 特 徴 に 対 し て 最 も 感 受 性 の よ う に 見 え
た (Clark et al.,(1997)Nucleic Acids Res.25:4098-4105)。 等 モ ル 量 の Ｒ Ｒ 、 Ｒ Ｄ 、 Ｄ
Ｒ 、 ま た は Ｄ Ｄ デ ュ プ レ ッ ク ス の 存 在 下 に お け る Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の Ｃ Ｄ ス ペ ク ト ル
は 図 ７ に 示 す （ オ レ ン ジ 色 ト レ ー ス ） 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 場 合 に は （ 図 ７ Ａ ） 、 ゲ ル － 濾 過 精 製 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ
複 合 体 を 用 い て 、 遊 離 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 存 在 に よ る 干 渉 を 回 避 し た （ 図 ２ お よ び ３ 参 照 ） 。 各
場 合 に は 、 遊 離 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の ス ペ ク ト ル も 示 さ れ た （ 青 色 ト レ ー ス ） 。 Ｎ Ｓ １
Ａ （ １ ～ ７ ３ ） は ２ ０ ０ ～ ２ ４ ０ ｎ ｍ の 範 囲 で は Ｃ Ｄ ス ペ ク ト ル で 支 配 的 で あ り (Qian et
 al.,(1995)RNA 1:948-956)、 他 方 、 核 酸 デ ュ プ レ ッ ク ス に つ い て の 構 造 的 情 報 は ２ ５ ０
～ ３ ２ ０ ｎ ｍ 領 域 で 支 配 的 で あ っ た 。 前 記 し た ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ お よ び ゲ ル 濾 過 デ ー タ
は 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 基 質 の み が Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） と で 複 合 体 を 形 成 す る こ と を 示 し た 。 し
か し な が ら 、 図 ８ Ａ に 示 す よ う に 、 複 合 体 形 成 （ 黄 色 ト レ ー ス ） は 、 核 酸 デ ュ プ レ ッ ク ス
の 立 体 配 座 に 対 し て 最 も 感 受 性 で あ る Ｃ Ｄ ス ペ ク ト ル の ２ ５ ０ ～ ３ ２ ０ ｎ ｍ 領 域 に 対 す る
有 意 な 変 化 を も た ら さ な か っ た 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 Ｒ Ｎ Ａ デ ュ プ レ ッ ク ス が 、 一 般 的 に
は 、 タ ン パ ク 質 － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 に お い て そ の Ａ 形 態 立 体 配 座 を 保 持 す る こ と を 示 し た
。 さ ら に 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ － Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） （ 黄 色 ） の Ｃ Ｄ ス ペ ク ト ル お よ び 遊 離 Ｎ Ｓ
１ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） お よ び 遊 離 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ （ 緑 色 ） の ス ペ ク ト ル を 単 純 に 加 え る こ と に よ っ
て 計 算 さ れ た ス ペ ク ト ル も ま た ２ ０ ０ ～ ２ ４ ０ ｎ ｍ 領 域 に お い て か な り 似 て お り 、 こ れ は
、 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） 骨 格 構 造 が 複 合 体 形 成 に よ っ て 広 く 改 変 さ れ な い こ と を 示 す 。 Ｎ
Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） は 他 の デ ュ プ レ ッ ク ス に 結 合 し な い が 、 等 モ ル 量 の Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７
３ ） と 混 合 さ れ た 各 Ｒ Ｄ 、 Ｄ Ｒ お よ び Ｄ Ｄ に つ い て の Ｃ Ｄ ス ペ ク ト ル は 対 照 と し て 得 ら れ
た （ 図 ７ Ｂ 、 Ｃ 、 Ｄ ） 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 こ れ ら の 混 合 物 の 検 出 さ れ た Ｃ Ｄ ス ペ ク ト ル
が 、 こ れ ら の 分 子 の 構 造 が 変 化 し な い 場 合 、 別 々 の デ ュ プ レ ッ ク ス お よ び タ ン パ ク 質 ス ペ
ク ト ル の 合 計 と 等 し い こ と を 確 認 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 イ ン フ ル エ ン ザ Ａ 型 ウ イ ル ス か ら の Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 ド メ イ ン と ２ つ の 合 成 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 形 成 さ れ た １ ６ － ｂ ｐ 　 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ と の 相 互 作 用 か ら 、 ｉ ） Ｎ Ｓ １
Ａ （ １ ～ ７ ３ ） は ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ に 結 合 す る が 、 ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ ま た は 対 応 す る ヘ テ ロ デ ュ プ レ ッ
ク ス に は 結 合 せ ず ； ｉ ｉ ） Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 は １ ： １ の 化 学 量 論
お よ び ～ １ μ モ ラ ー の 解 離 定 数 を 呈 し 、 ｉ ｉ ｉ ） 対 称 性 － 関 連 反 平 行 ラ セ ン ２ お よ び ２ ’
は ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 標 的 へ の 結 合 に お い て 中 枢 的 な 役 割 を 演 じ ； ｉ ｖ ） ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｎ Ｓ １
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Ａ （ １ ～ ７ ３ ） 骨 格 構 造 の 構 造 は 、 そ れ ら が 対 応 す る 未 結 合 分 子 中 に あ る よ り も そ れ ら の
複 合 体 形 態 に お い て 有 意 に 異 な ら な い こ と が 確 立 さ れ た 。 総 じ て 、 こ の 情 報 は 、 こ の 新 規
な ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 モ チ ー フ お よ び デ ュ プ レ ッ ク ス Ｒ Ｎ Ａ の 間 の 複 合 体 の 実 際 的 な 仮 説 モ デ
ル に 対 す る 重 要 な 生 物 物 理 学 的 証 拠 を 提 供 す る 。 加 え て 、 こ の 情 報 は 、 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７
３ ） お よ び １ ６ ｂ ｐ 　 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 間 の 複 合 体 は 将 来 の 三 次 元 構 造 分 析 の た め の 適 切 な 試
薬 で あ り 、 す な わ ち 、 そ れ は 均 一 な １ ： １ 複 合 体 で あ る こ と を 確 立 し た 。
【 実 施 例 １ ８ 】
【 ０ １ ０ ３ 】
［ Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ － ７ ３ ） ］
　 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 の 生 物 物 理 学 的 特 徴 付 け ： ゲ ル シ フ ト ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳
動 、 ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 お よ び Ｃ Ｄ ス ペ ク ト ロ ポ ラ リ メ ト リ ー は 、 全 て 、 Ｎ Ｓ
１ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） が 専 ら ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ に 結 合 し 、 イ ソ 連 続 ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ お よ び ハ イ ブ リ ッ ド デ
ュ プ レ ッ ク ス に 対 す る 検 出 可 能 な 親 和 性 を 呈 し な い こ と を 示 し た 。 Ｎ Ｍ Ｒ 、 Ｘ 線 、 Ｃ Ｄ お
よ び ラ ー マ ン 分 光 分 析 研 究 を 含 め た 、 文 献 に お け る 膨 大 な 分 光 分 析 的 証 拠 は 、 ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ
が Ｃ ２ ’ － エ ン ド 糖 プ ッ カ リ ン グ を 持 つ Ｂ － タ イ プ の 立 体 配 座 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ 、 ｄ
ｓ Ｒ Ｎ Ａ が Ｃ ３ ’ － エ ン ド 糖 を 特 徴 と す る Ａ 形 態 の 構 造 を 採 用 し 、 お よ び Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ
ハ イ ブ リ ッ ド が Ａ － お よ び Ｂ － モ チ ー フ の 間 の 中 間 的 立 体 配 座 を 呈 す る こ と を 確 立 し た (H
ung et al.,(1994)Nucleic Acids Res.22:4326-4334;Lesnik and Freier(1995)Biochemis
try 34:10807-10815;Dickerson et al.,(1982)Science 216:75-85;Chou et al.,(1989)Bi
ochemistry 28:2435-2443;Lane et al.,(1991)Biochem.J.279:269-81;Arnott et al.,(19
68)Nature 220:561-564;Egli et al.,(1993)Biochemistry 32:3221-3237;Benevides et a
l.,(1986)Biochemistry 25:41-50;Gyi et al.,(1996),Biochemistry 35:12538-12548;Nis
hizaki et al.,(1996)Biochemistry 35:4016-4025;Salazar et al.,(1996)Biochemistry 
35:8126-8135;Rice and Gao(1997)Biochemistry 36:399-411;Hashem et al.,(1998)Bioch
emistry 37:61-72;Gray et al.,(1995)Methods Enzymol.246:19-34)。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 加 え て 、 カ ノ ニ カ ル デ ュ プ レ ッ ク ス の ト ポ ロ ジ ー は 異 な り 、 Ａ 形 態 は 広 く 浅 い 従 た る 溝
を 特 徴 と し 、 他 方 、 Ｂ 形 態 は 狭 く 深 い 主 な 溝 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７
３ ） は 、 配 列 特 異 性 な し で 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ に 明 ら か に 結 合 す る に 過 ぎ な い の で 、 こ の タ ン パ
ク 質 は 、 デ ュ プ レ ッ ク ス の 立 体 配 座 （ す な わ ち 、 Ａ 形 態 の 立 体 配 座 ） に 大 い に 基 づ い て こ
れ ら の 核 酸 ラ セ ン の 間 を 区 別 す る こ と は 明 ら か で あ る 。 し か し な が ら 、 分 子 認 識 プ ロ セ ス
は 、 デ ュ プ レ ッ ク ス の 各 ス ト ラ ン ド 上 の ２ ’ － Ｏ Ｈ 基 の 存 在 に も 依 存 す る こ と は 排 除 す る
こ と が で き な い 。 こ れ ら の 結 果 は 、 全 長 Ｎ Ｓ １ Ａ タ ン パ ク 質 お よ び Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ）
の も う １ つ の Ｒ Ｎ Ａ 標 的 、 ス プ ラ イ セ オ ソ ー マ ル 小 核 Ｒ Ｎ Ａ の １ つ に お け る 特 異 的 ス テ ム
－ バ ル ジ 、 Ｕ ６ 　 ｓ ｎ Ｒ Ｎ Ａ へ の 結 合 に つ い て の 説 明 を 提 供 す る (Qian et al,(1994)J.Vi
rol.68:2433-2441;Wang and Krug,(1996)Virology 223:41-50)。 Ｕ ６ 　 ｓ ｎ Ｒ Ｎ Ａ の こ の
ス テ ム － バ ル ジ は 溶 液 中 で ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の よ う な Ａ 形 態 構 造 を 形 成 し 、 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３
） お よ び １ ６ － ｂ ｐ 　 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 断 片 の 間 の こ の 仕 事 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る の と 同 様 に
、 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） が Ｕ ６ 　 ｓ ｎ Ｒ Ｎ Ａ と で 複 合 体 を 形 成 す る の を 可 能 と す る と 仮 定
さ れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 前 記 し た 沈 降 平 衡 実 験 は 、 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） ダ イ マ ー が 、 ？ １ μ Ｍ の 解 離 定 数 Ｋ ｄ
に て 、 １ ： １ 様 式 で ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ デ ュ プ レ ッ ク ス に 結 合 す る こ と を 確 立 し た 。 興 味 深 い こ と
に は 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 約 ３ ０ ％ が 、 １ ： １ の デ ュ プ レ ッ ク ス に 対 す る ダ イ マ ー の モ ル 比 で の
サ イ ズ 排 除 実 験 で 複 合 体 化 さ れ ず （ 図 ２ Ａ ） 、 よ り 多 く の 遊 離 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ で さ え ゲ ル シ フ
ト ア ッ セ イ で 検 出 さ れ た （ 図 １ ） 。 未 結 合 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の 分 率 は 、 １ つ の Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７
３ ） 調 製 か ら も う １ つ の 調 製 で 変 化 す る こ と が 判 明 し 、 複 合 体 の 新 た に 形 成 さ れ た 試 料 の
ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で は 観 察 さ れ な か っ た （ 図 ３ Ａ ） 。 さ ら に 、 複 合 体 は 延 長 さ
れ た 貯 蔵 の 間 に ゆ っ く り と 解 離 す る こ と が 観 察 さ れ た （ 図 ３ Ｂ ） 。 従 っ て 、 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １
～ ７ ３ ） は 、 こ れ ら の 実 験 で 用 い た 条 件 下 で は ゆ っ く り と し た 不 可 逆 的 自 己 凝 集 を 呈 す る
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と 仮 定 さ れ た 。 こ の 仮 説 は 、 検 出 の 方 法 と し て レ ー ザ ー 光 散 乱 を 用 い た 場 合 に 、 沈 降 平 衡
実 験 に お け る よ り 大 き な 分 子 の 観 察 に よ っ て も 支 持 さ れ る 。 加 え て 、 遊 離 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～
７ ３ ） 試 料 の ゲ ル 濾 過 泳 動 の い く つ か に お い て 、 リ ー デ ィ ン グ ピ ー ク が Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７
３ ） の ダ イ マ ー の 溶 出 前 に 観 察 さ れ 、 こ れ は 、 可 能 な 凝 集 を 示 す 。 し か し な が ら 、 精 製 し
た 場 合 、 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 が ゲ ル 濾 過 カ ラ ム に 再 度 付 加 さ れ た 場
合 、 過 剰 な 遊 離 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ は 観 察 さ れ な か っ た 。 試 料 は μ Ｍ 範 囲 の Ｋ ｄ を 持 つ 密 な 複 合 体
の よ う に 挙 動 し 、 こ れ は 、 沈 降 平 衡 実 験 か ら の 見 積 も り と 合 致 す る 。 複 合 体 形 成 そ れ 自 体
は 、 あ る 意 味 で は 、 活 性 な Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） ダ イ マ ー － 活 性 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 を 、 試
料 に 存 在 す る 「 不 活 性 物 質 」 か ら 単 離 す る 精 製 メ カ ニ ズ ム を 提 供 し た 。 従 っ て 、 汚 染 物 、
凝 集 体 お よ び ／ ま た は 能 力 の な い 種 の 性 質 に か か わ ら ず 、 そ の よ う な 因 子 の い ず れ も 、 精
製 さ れ た Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 を 用 い る 沈 降 平 衡 実 験 に 基 づ い て 、 化
学 量 論 お よ び 解 離 定 数 の 見 積 も り に 影 響 す べ き で な い 。 さ ら に 、 ゲ ル 精 製 複 合 体 が 密 な 均
質 複 合 体 と し て 挙 動 す る こ と の 証 明 は 、 こ れ ら の 複 合 体 が Ｘ 線 結 晶 学 ま た は Ｎ Ｍ Ｒ に よ る
構 造 解 析 に 使 用 で き る こ と を 示 し た 。
【 実 施 例 １ ９ 】
【 ０ １ ０ ６ 】
［ Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） ： ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 親 和 性 お よ び 化 学 量 論 の 別 の 見 積 も り と の 比 較 ］
　 ゲ ル シ フ ト 測 定 を 用 い る Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） ： ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 親 和 性 の 以 前 の 見 積 も り は
、 ２ ０ ～ ２ ０ ０ ｎ Ｍ の 範 囲 の 見 掛 け の 解 離 定 数 （ Ｋ Ｄ ） の 報 告 さ れ た 値 を 有 す る (Qian et
 al.,1995;Wang et al.,1999)。 こ れ ら の 研 究 は 、 前 記 し た 生 物 物 理 的 測 定 で 用 い ら れ た
基 質 よ り も 異 な っ た 配 列 を 有 す る 少 量 の よ り 長 い ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 基 質 で 全 て 行 わ れ た 。 こ の 以
前 の 研 究 で は 、 （ ゲ ル シ フ ト の サ イ ズ に 基 づ く ） Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） ： ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合
の 化 学 量 論 は 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 基 質 の 長 さ に 依 存 し 、 結 合 は 半 － 協 働 的 で あ る こ と が 観 察 さ れ
た (Wang et al.,1999)。 同 様 な 半 協 働 的 結 合 の 結 果 が 全 長 Ｎ Ｓ １ Ａ で 報 告 さ れ て い る (Lu 
et al.,(1995)Virology 214,222-228)。 本 出 願 で 記 載 さ れ た Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） お よ び
１ ６ － ｂ ｐ 　 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ デ ュ プ レ ッ ク ス 分 子 の 間 の 複 合 体 は 、 イ ン ビ ボ で 起 こ る と 考 え ら
れ て い る よ う に 、 複 数 Ｎ Ｓ １ Ａ 　 Ｒ Ｎ Ａ － 結 合 ド メ イ ン が よ り 長 い 長 さ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ に 沿
っ て 結 合 す る 場 合 に 起 こ る 相 互 作 用 の 完 全 な 組 の 一 部 の モ デ ル で あ る 。 出 願 人 ら の 発 明 で
観 察 さ れ た １ ： １ 化 学 量 論 は 、 よ り 大 き な シ ス テ ム の 多 重 － 結 合 形 態 で 起 こ り 得 る 、 可 能
な タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 お よ び 他 の 協 働 的 効 果 を 排 除 す る 。 Ｎ Ｓ １ Ａ タ ン パ ク
質 の よ り 大 き な ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ へ の 結 合 に お い て 、 見 掛 け の 親 和 性 は 、 非 特 異 的 結 合 の た め の
多 く の 可 能 な 部 位 が あ る 場 合 に 、 立 体 配 置 エ ン ト ロ ピ ー 効 果 に よ っ て 変 調 さ れ る (Wang et
 al.,(1999)RNA 5,195-205)。 例 え ば 、 Wang et al.(1999)は 、 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） が 、
同 様 な ５ ５ － ｂ ｐ 　 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 基 質 に 対 す る よ り も １ ４ ０ － ｂ ｐ 　 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 基 質 に 対 す
る １ ０ 倍 高 い 親 和 性 を 有 す る こ と を 報 告 し た 。 こ れ ら の い く つ か の 理 由 で 、 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １
～ ７ ３ ） ダ イ マ ー と ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の １ ６ － ｂ ｐ セ グ メ ン ト と の 単 純 な １ ： １ 複 合 体 に 対 し て
本 出 願 で 報 告 さ れ た 親 和 性 定 数 は 、 よ り 大 き な 協 働 的 シ ス テ ム で 以 前 に 報 告 さ れ た 見 掛 け
の 親 和 性 よ り も 小 さ い 。 し か し な が ら 、 本 研 究 で 記 載 さ れ た モ デ ル 複 合 体 は 完 全 な 多 重 －
結 合 協 働 シ ス テ ム の 全 構 造 情 報 の 一 部 の み を 捉 え る が 、 本 研 究 で 記 載 さ れ た 複 合 体 は よ く
特 徴 付 け ら れ て お り 、 容 易 に 創 製 さ せ 、 Ｎ Ｓ １ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ 分 子 認 識 プ ロ セ ス の 基 礎 と な る
タ ン パ ク 質 － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 相 互 作 用 の 詳 細 な 構 造 的 研 究 で 最 も 適 し て い る 。
【 実 施 例 ２ ０ 】
【 ０ １ ０ ７ 】
［ Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 ］
　 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） に つ い て の 最 近 の ア ラ ニ ン ス キ ャ ン ニ ン グ 突 然 変 異 誘 発 研 究 (Wan
g et al.,1999)は 、 よ り 大 き な ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 断 片 な ら び に Ｕ ６ 　 ｓ ｎ Ｒ Ｎ Ａ へ の 結 合 が 、 ｉ
） タ ン パ ク 質 は そ の 標 的 に 結 合 す る た め に は ダ イ マ ー で な け れ ば な ら ず ； お よ び ｉ ｉ ） Ｋ
4 1 も 重 要 な 役 割 を 演 じ る が 、 Ｒ 3 8 の み が Ｒ Ｎ Ａ 結 合 で 絶 対 的 に 必 要 で あ る こ と を 確 立 し た
こ と を 明 ら か に し た 。 前 記 し た １ ５ Ｎ － １ Ｈ 　 Ｈ Ｓ Ｑ Ｃ 共 鳴 の 化 学 的 シ フ ト 摂 動 に よ っ て
同 定 さ れ た Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の Ｒ Ｎ Ａ － 結 合 エ ピ ト ー プ は 、 こ れ ら の 突 然 変 異 誘 発 デ
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ー タ を 指 示 し 、 そ れ を 拡 大 す る 。 ラ セ ン ２ お よ び ２ ’ 内 の 骨 格 ア ミ ド 共 鳴 の 実 質 的 に 全 て
の 化 学 シ フ ト は 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ へ の 結 合 に 際 し て 改 変 さ れ た 。 こ れ は 、 Ａ ｒ ｇ 3 8 お よ び Ｌ ｙ
ｓ 4 1 を 含 め た ラ セ ン ２ お よ び ２ ’ に お け る 残 基 の 溶 媒 － 暴 露 塩 基 性 側 鎖 の １ 以 上 （ 図 ６ Ｂ
） が 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ と の 直 接 的 接 触 に 関 与 す る モ デ ル と 合 致 す る 。 ま た 、 Ａ ｒ ｇ 3 7 お よ び Ａ
ｒ ｇ 4 4 の 溶 媒 － 暴 露 塩 基 性 側 鎖 、 な ら び に （ 分 子 内 お よ び 分 子 間 塩 ブ リ ッ ジ に 参 画 す る ）
Ａ ｒ ｇ 3 5 お よ び Ａ ｒ ｇ 4 6 の 部 分 的 に 埋 も れ た 側 鎖 (Chien et al.,(1997),Nature Struct.B
iol.4:891-895;Liu et al.,(1997)Nature Struct.Biol.4:896-89917)も ま た ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ と
直 接 的 に 相 互 作 用 す る 可 能 性 も あ る 。 さ ら に 、 化 学 シ フ ト 摂 動 も ま た ラ セ ン ３ お よ び ３ ’
上 の 提 案 さ れ た 潜 在 的 Ｒ Ｎ Ａ 結 合 部 位 の 関 与 を 排 除 す る (Chien et al.,(1997))。 と い う
の は 、 第 ３ の ラ セ ン 上 の 残 基 の 骨 格 １ Ｈ Ｎ 、 １ ５ Ｎ 原 子 の ほ と ん ど は 複 合 体 形 成 に 際 し て
化 学 シ フ ト の い ず れ の 変 化 も 示 さ な か っ た か ら で あ り 、 こ れ は 、 結 合 エ ピ ト ー プ が ラ セ ン
３ お よ び ３ ’ か ら 離 れ て お り 、 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の 総 じ て の 骨 格 立 体 配 座 が Ｒ Ｎ Ａ 結
合 に よ っ て 影 響 さ れ な い こ と を 示 す 。 タ ン パ ク 質 の コ ア 領 域 に お け る ラ セ ン １ お よ び １ ’
上 の い く つ か の 残 基 に つ い て の 化 学 シ フ ト の 差 は 、 Ｒ Ｎ Ａ 相 互 作 用 に よ っ て 誘 導 さ れ る 局
所 的 環 境 の 変 化 に 帰 す こ と が で き る 。 総 じ て 、 こ れ ら の Ｎ Ｍ Ｒ デ ー タ は 、 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～
７ ３ ） の ６ つ の － ラ セ ン 鎖 折 畳 み 立 体 配 座 が 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ に 結 合 し つ つ 無 傷 の ま ま で あ る
こ と を 示 す 。 こ の 結 論 は 、 Ｃ Ｄ 研 究 か ら の Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） ま た は ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ も 複 合
体 形 成 に 際 し て 広 範 な 骨 格 構 造 変 化 を 呈 し な い と い う 結 論 と 良 好 に 合 致 す る 。
【 実 施 例 ２ １ 】
【 ０ １ ０ ８ 】
［ Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 の ３ Ｄ モ デ ル ］
　 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 に つ い て の 本 明 細 書 中 で 提 示 し た 全 て の デ ー
タ の 分 析 は 、 非 特 異 的 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 機 能 を コ ー ド す る 新 規 な 構 造 的 特 徴 を 明 ら か に し た
。 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の 結 合 部 位 は 、 Ａ ｒ ｇ － リ ッ チ な 表 面 を 持 つ 反 平 行 ラ セ ン ２ お よ
び ２ ’ か ら な る 。 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 特 性 の 我 々 の 累 積 知 識 と 合 致 す
る 仮 定 的 モ デ ル は 、 カ ノ ニ カ ル Ａ 形 態 の Ｒ Ｎ Ａ の 従 た る 溝 に わ た る タ ン パ ク 質 の 結 合 表 面
を 持 つ 対 称 構 造 を そ の 特 徴 と す る （ 図 ８ ） 。 こ の 仮 説 的 モ デ ル で は 、 反 平 行 ラ セ ン ２ お よ
び ２ ’ の 外 側 に 向 い た ア ル ギ ニ ン お よ び リ シ ン 側 鎖 は 、 主 な 溝 の 形 で エ ッ ジ を 形 成 す る 反
平 行 リ ン 酸 骨 格 と 対 称 に 相 互 作 用 し 、 他 方 、 ラ セ ン ２ お よ び ２ ’ の 間 の 表 面 イ オ ン 対 は 、
従 た る 溝 中 の 塩 基 と で 水 素 － 結 合 し た 相 互 作 用 を 形 成 す る 。 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の ２ お
よ び ２ ’ ラ セ ン の 軸 の 間 の 驚 く べ き 同 様 な 間 隔 （ ～ １ ６ ． ５ Å ） お よ び 従 た る 溝 を 横 切 っ
て の リ ン 酸 間 距 離 （ ～ １ ６ ． ８ Å ） は 、 さ ら に 、 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） が Ａ 形 態 の Ｒ Ｎ Ａ
の 従 た る 溝 に 「 座 り 」 、 適 切 な ド ッ キ ン グ に は Ａ 形 態 の 立 体 配 座 を 必 要 と す る と い う モ デ
ル に 対 し て 信 頼 性 を 加 え る 。 さ ら に 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 － Ｒ Ｎ Ａ 相 互 作 用 は ほ と ん ど ま
た は 全 く 配 列 特 異 性 を 必 要 と せ ず 、 こ れ は 、 Ｎ Ｓ １ Ａ と ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ と の 相 互 作 用 に お け る
特 徴 付 け ら れ た 配 列 － 特 異 性 の 欠 如 と 合 致 す る (Hatada and Fukuda(1992)J.Gen.Virol.73
:3325-3329;Lu et al.,(1995)Virology 214,222-228;Qian et al.,(1995)RNA 1,948-956)
。
【 実 施 例 ２ ２ 】
【 ０ １ ０ ９ 】
［ 他 の タ ン パ ク 質 ］
［ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 と の 比 較 ］
　 公 知 の Ｒ Ｎ Ａ タ ン パ ク 質 相 互 作 用 の 関 係 に 入 れ た 場 合 、 本 出 願 に よ っ て 主 張 さ れ る 推 定
Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） ： ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ モ デ ル は タ ン パ ク 質 － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 の 形 成 の 新 規
な 形 態 を 構 成 す る 。 Ｈ Ｉ Ｖ － １ 　 Ｒ ｅ ｖ タ ン パ ク 質 に 由 来 す る も の の よ う な ア ル ギ ニ ン －
リ ッ チ な α － ラ セ ン ペ プ チ ド は 、 主 な 溝 中 で の 特 異 的 相 互 作 用 を 介 し て ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ に 結 合
す る こ と が 知 ら れ て い る (Battiste et al.,(1996),Science 273:1547-1551)。 し か し な が
ら 、 カ ノ ニ カ ル Ａ 形 態 デ ュ プ レ ッ ク ス に お け る 主 な 溝 は 、 単 一 α － ラ セ ン で さ え 収 容 す る
の に 余 り に も 狭 く 、 か つ 深 い 。 そ の 結 果 、 Ｒ ｅ ｖ － タ ン パ ク 質 － Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 に お い て は
、 Ａ ｒ ｇ － リ ッ チ な ラ セ ン の 結 合 の 結 果 、 核 酸 の 構 造 に 対 し て 酷 い 歪 み が 生 じ る 。 Ｉ ｄ 。
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よ っ て 、 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の ラ セ ン ２ ／ ２ ’ お よ び そ の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 標 的 の 主 な 溝 の 間
の 類 似 の 相 互 作 用 は 排 除 で き る 。 と い う の は 、 タ ン パ ク 質 お よ び 核 酸 は 共 に 複 合 体 形 成 に
際 し て そ れ ら の 自 由 な 状 態 の 立 体 配 座 を 保 持 す る か ら で あ る 。 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 タ ン パ ク 質
の ほ と ん ど 大 部 分 は 、 典 型 的 に は 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン （ ｄ ｓ Ｒ Ｂ Ｄ ） と 呼 ば れ る 普
遍 的 約 ７ ０ ア ミ ノ 酸 の α 1 － β 1 － β 2 － β 3 － α 2 モ ジ ュ ー ル の １ を 超 え る コ ピ ー を 含 む （ F
ierro-Monti & Matthews,2000)。 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ と の 複 合 体 中 の Xelopus laevis RNA－ 結 合 タ
ン パ ク 質 Ａ か ら の ｄ ｓ Ｒ Ｂ Ｄ の Ｘ 線 結 晶 構 造 は 、 ２ つ の α － ラ セ ン ＋ ２ つ の ス ト ラ ン ド の
間 の ル ー プ が 、 デ ュ プ レ ッ ク ス の １ つ の 面 で の １ ６ － ｂ ｐ ウ イ ン ド ウ － ２ つ の 従 た る 溝 お
よ び 介 在 主 溝 に 集 合 的 に わ た る 相 互 作 用 を 形 成 す る こ と を 明 ら か に し た (Ryter & Schultz
,1998)。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 － Ｒ Ｎ Ａ 接 触 の 実 質 的 に 全 て は 、 従 た る 溝 に お け る ２ ’ － Ｏ
Ｈ 部 位 お よ び ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 骨 格 中 の 非 ブ リ ッ ジ ン グ 酸 素 を 含 む 。 同 様 な 見 解 が 、 最 近
、 Drosophila staufenタ ン パ ク 質 と ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ か ら の ｄ ｓ Ｒ Ｂ Ｄ の 間 の 複 合 体 の Ｎ Ｍ Ｒ 構
造 に お い て 報 告 さ れ て い る (Ramos et al.,2000)。 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の 場 合 の よ う に
、 双 方 の シ ス テ ム に お け る タ ン パ ク 質 － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 相 互 作 用 は 大 い に 非 配 列 特 異 的 で あ り
、 デ ュ プ レ ッ ク ス お よ び 遊 離 タ ン パ ク 質 双 方 の 構 造 に 対 す る 比 較 的 些 細 な 摂 動 を も た ら す
(Kharrat et al.,1995;Bycroft et al.,1995;Nanduri et al.,1998)。 し か し な が ら 、 本
モ デ ル と は 異 な り 、 ｄ ｓ Ｒ Ｄ Ｂ の 非 ラ セ ン 領 域 は 、 核 酸 と で 臨 界 的 な 接 触 を 形 成 す る 。 Ｎ
Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） に 存 在 せ ず 、 複 合 体 形 成 に 際 し て Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） に お い て 形 成
さ れ な い よ う な 、 核 酸 認 識 に 必 須 で あ る 非 ラ セ ン 立 体 配 座 を 含 め る こ と に 加 え て 、 こ れ ら
の ｄ ｓ Ｒ Ｂ Ｍ モ ジ ュ ー ル は 、 恐 ら く は 、 分 子 認 識 プ ロ セ ス で 利 用 さ れ る Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７
３ ） の 対 称 特 徴 を 欠 く 。
【 ０ １ １ ０ 】
［ 産 業 上 の 利 用 可 能 性 ］
　 本 発 明 は 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 増 殖 の 制 御 、 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 化 学 、 お よ
び 抗 ウ イ ル ス 療 法 に お い て 適 用 性 を 有 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 明 細 書 中 の 本 発 明 を 特 定 の 実 施 形 態 を 参 照 し て 記 載 し て き た が 、 こ れ ら の 実 施 形 態 は
本 発 明 の 原 理 お よ び 適 用 を 単 に 説 明 す る も の と 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 従 っ て 、 添 付 の 請
求 の 範 囲 に 従 っ て 規 定 さ れ る 本 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 を 逸 脱 す る こ と な く 、 多 数 の 修 飾 を
例 示 的 実 施 形 態 に 対 し て な す こ と が で き 、 他 の 配 置 も 工 夫 す る こ と が で き る の は 理 解 さ れ
る べ き で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 引 用 さ れ た 全 て の 刊 行 物 は 、 本 発 明 が 関 す る 分 野 に お け る 当 業 者 の レ ベ ル
を 示 す 。 全 て の こ れ ら の 刊 行 物 は 、 あ た か も 各 個 々 の 刊 行 物 が 、 参 照 し て 、 組 み 込 ま れ る
よ う に 具 体 的 か つ 個 々 に 示 さ れ る よ う に 、 同 一 程 度 に 参 照 し て 本 明 細 書 に 組 み 込 む 。
【 ０ １ １ ３ 】
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【 表 ２ Ｈ 】
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【 表 ２ Ｉ 】
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【 表 ２ Ｊ 】
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【 表 ２ Ｋ 】
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【 表 ２ Ｌ 】
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【 表 ２ Ｍ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ４ 】
【 図 １ 】 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） に 結 合 す る そ れ ら の 能 力 に 対 す る 異 な る デ ュ プ レ ッ ク ス に
つ い て の ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ を 示 す 。 ０ ． ４ μ Ｍ 　 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の 有 り （ ＋ ） ま
た は 無 し （ － ） に て 、 示 さ れ た 3 2 Ｐ － 標 識 二 本 鎖 核 酸 （ １ ． ０ ｎ Ｍ ） を 用 い て 標 準 的 な 条
件 下 で 行 っ た 。
【 図 ２ 】 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の 存 在 下 に お け る 異 な る デ ュ プ レ ッ ク ス ： （ Ａ ） ｄ ｓ Ｒ Ｎ
Ａ ； （ Ｂ ） Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド ； （ Ｃ ） Ｄ Ｎ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド ； （ Ｄ ） ｄ
ｓ Ｄ Ｎ Ａ の ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 ２ ０ 分 お よ び ３ ０ 分 の 間 の
主 な ピ ー ク は 、 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 か ら の も の で あ る （ Ａ ） に お け
る 最 初 の ピ ー ク を 除 い て デ ュ プ レ ッ ク ス に 対 応 す る 。
【 図 ３ 】 精 製 さ れ た Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 の ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ ム
を 示 す 。 （ Ａ ） 新 鮮 な 複 合 体 試 料 の ４ μ Ｍ 、 １ ０ ０ μ ｌ ； （ Ｂ ） 一 ヶ 月 後 に お け る 複 合 体
試 料 の ４ μ Ｍ 、 １ ０ ０ μ ｌ 。
【 図 ４ 】 （ Ａ ） ０ ． ６ （ □ ） 、 ０ ． ３ （ △ ） お よ び ０ ． ５ （ 示 さ ず ； デ ー タ ポ イ ン ト の 重
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複 を 回 避 す る た め ） 吸 光 度 単 位 の 負 荷 濃 度 を 持 つ ３ つ の 試 料 で の １ ６ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ に お け
る 沈 降 平 衡 に 基 づ く 化 学 量 論 の 決 定 。 実 線 は ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ： Ｎ Ｓ １ 複 合 体 の １ ： １ 化 学 量 論
を 仮 定 す る デ ー タ の ３ つ の 組 の ジ ョ イ ン ト フ ィ ッ ト で あ り ； イ ン サ ー ト は 、 前 記 フ ィ ッ ト
の ラ ン ダ ム 残 存 プ ロ ッ ト を 示 す 。 点 線 は 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ： Ｎ Ｓ １ 複 合 体 の １ ： ２ 化 学 量 論 を
仮 定 し て 描 い て あ る （ 前 記 ２ ： １ 複 合 体 は 、 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ お よ び Ｎ Ｓ １ タ ン パ ク 質 の ほ と ん
ど 同 一 の 低 下 し た 分 子 量 の た め 点 線 に よ っ て 示 さ れ る も の と ほ と ん ど 同 一 の 濃 度 分 布 プ ロ
フ ィ ー ル を 有 す る （ 前 記 参 照 ） ） 。 （ Ｂ ） ス ピ ー ド １ ６ ０ ０ ０ （ □ ） 、 ２ ２ ０ ０ ０ （ ｏ ）
お よ び ３ ８ ０ ０ ０ （ Δ ） ｒ ｐ ｍ に お け る ３ つ の 試 料 （ 前 記 参 照 ） の 沈 降 平 衡 か ら の 解 離 定
数 の 見 積 も り 。 ０ ． ５ 吸 光 度 単 位 の 負 荷 濃 度 を 持 つ 試 料 の デ ー タ の み を こ こ に 示 す 。 実 線
は NONLINの 理 想 的 な モ ノ マ ー － ダ イ マ ー モ デ ル を 用 い る 全 体 的 フ ィ ッ ト で あ り 、 解 離 定 数
は 方 程 式 ７ を 用 い る フ ィ ッ テ ィ ン グ 結 果 か ら 計 算 さ れ る 。 イ ン サ ー ト は 前 記 フ ィ ッ ト の 残
り の プ ロ ッ ト を 示 す 。
【 図 ５ 】 （ Ａ ） ５ ０ ｍ Ｍ 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム お よ び １ ｍ Ｍ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 有 す る ９ ５
％ Ｈ 2 Ｏ ／ ５ ％ Ｄ 2 Ｏ 中 の ２ ０ ℃ の ２ ． ０ ｍ Ｍ の 均 一 に 1 5 Ｎ － 豊 富 化 さ れ た Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～
７ ３ ） 、 ｐ Ｈ ６ ． ０ の 二 次 元 1 Ｈ － 1 5 Ｎ 　 Ｈ Ｓ Ｑ Ｃ ス ペ ク ト ル 。 交 差 ピ ー ク は 、 ア ミ ノ 酸
の １ 文 字 暗 号 お よ び 配 列 番 号 に よ っ て 示 さ れ る 各 共 鳴 帰 属 で 標 識 さ れ る 。 ま た 、 ト リ プ ト
フ ァ ン の 側 鎖 Ｎ Ｈ 共 鳴 お よ び グ ル タ ミ ン お よ び ア ス パ ラ ギ ン に つ い て の 側 鎖 Ｎ Ｈ 2 共 鳴 も
示 さ れ る 。 ア ル ギ ニ ン の Ｎ ε － Ｈ ε 共 鳴 に 帰 属 さ れ る ピ ー ク は 、 さ ら に 上 方 場 の そ れ ら の
位 置 か ら の Ｆ １ （ 1 5 Ｎ ） 寸 法 で 折 り 畳 ま れ る 。 （ Ｂ ） ｐ Ｈ ６ ． ０ 、 ２ ０ ℃ に お い て １ ６ －
ｂ ｐ 　 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ で 複 合 体 化 さ れ て い な い （ 赤 色 ） お よ び 複 合 体 化 さ れ た （ 青 色 ） 1 5 Ｎ －
豊 富 化 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） に つ い て の 表 さ れ た 1 Ｈ Ｎ － 1 5 Ｎ 　 Ｈ Ｓ Ｑ Ｃ ス ペ ク ト ル の オ
ー バ ー レ イ 。 標 識 は 、 遊 離 タ ン パ ク 質 の よ く 分 解 さ れ た 交 差 ピ ー ク の ア ミ ド 骨 格 帰 属 に 対
応 す る 。
【 図 ６ 】 （ Ａ ） 化 学 シ フ ト 摂 動 測 定 の 結 果 を 示 す Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の リ ボ ン ダ イ ア グ
ラ ム 。 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 の Ｎ Ｍ Ｒ ス ペ ク ト ル に お い て シ フ ト 摂 動
を 与 え る Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の 残 基 は シ ア ン 色 で あ り 、 そ れ ら の ア ミ ド 1 5 Ｎ お よ び 1 Ｈ
の 化 学 シ フ ト が 変 化 し な い 残 基 は ピ ン ク 色 で あ り 、 白 色 は 、 重 な っ た 交 差 ピ ー ク に よ る ２
Ｄ 　 Ｈ Ｓ Ｑ Ｃ ス ペ ク ト ル で 同 定 す る こ と が で き な い 残 基 の 化 学 シ フ ト 帰 属 を 表 す 。 （ Ｂ ）
図 ６ Ｂ 中 で 示 さ れ る 側 鎖 も ま た 、 標 識 さ れ た 全 て の 塩 基 性 残 基 を 持 つ も の と し て こ こ で は
提 示 さ れ る 。 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ へ の Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の 結 合 エ ピ ト ー プ は 、 こ の 構 造 の 底 部
に あ る よ う に 見 え る こ と に 注 意 さ れ た い 。
【 図 ７ 】 精 製 さ れ た Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） － ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 複 合 体 （ Ａ ） 、 お よ び デ ュ プ レ ッ
ク ス お よ び Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の 混 合 物 ： Ｒ Ｎ Ａ － Ｄ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド （ Ｂ ） 、 お よ び
Ｄ Ｎ Ａ － Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド （ Ｃ ） の Ｃ Ｄ ス ペ ク ト ル を 示 す 。 オ レ ン ジ 色 ： 混 合 物 （ デ ュ
プ レ ッ ク ス お よ び タ ン パ ク 質 ダ イ マ ー の １ ： １ モ ル 比 ） の 実 験 的 Ｃ Ｄ ス ペ ク ト ル 。 赤 色 ：
デ ュ プ レ ッ ク ス 単 独 。 青 色 ： Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） 単 独 。 緑 色 ： デ ュ プ レ ッ ク ス お よ び Ｎ
Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の 計 算 さ れ た 合 計 ス ペ ク ト ル 。
【 図 ８ 】 Ｎ Ｓ １ Ａ （ １ ～ ７ ３ ） の ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ 結 合 特 性 の モ デ ル を 示 す 。 前 記 モ デ ル は 、 暗
示 さ れ る 仮 説 を 検 定 す る た め の 実 験 を 設 計 す る 目 的 で 有 用 で あ る 。 ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ の リ ン 酸 骨
格 お よ び 塩 基 対 は 、 各 々 、 オ レ ン ジ 色 お よ び 黄 色 で 示 さ れ る 。 Ａ ｒ ｇ お よ び Ｌ ｙ ｓ 残 基 の
全 て の 側 鎖 は 緑 色 で 標 識 さ れ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ Ａ 】
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【 図 ７ Ｂ 】 【 図 ７ Ｃ 】

【 図 ８ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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