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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列Cys－Gln－Gln－Ser－Asp－Cys－Gly－Met－Leu－Gly－Asn－Trp－Lys－Lysを含む
ヒトＡｋｔ３タンパク質をコードする単離された核酸であって、ここでその核酸はSEQ ID
 NO:２のアミノ酸配列を含むヒトＡｋｔ３タンパク質をコードする核酸である。
【請求項２】
　SEQ ID NO:１に示される配列を含む、請求項１記載の単離された核酸。
【請求項３】
　さらに、一つのポリペプチドタグをコードする配列を含み、それによりその核酸が、タ
グされたキメラＡｋｔ３タンパク質をコードする、請求項１記載の単離された核酸。
【請求項４】
　さらに、ミリスチル化配列をコードする配列を含む、請求項１記載の単離された核酸。
【請求項５】
　請求項１記載の核酸を含むベクター。
【請求項６】
　ヒトＡｋｔ３タンパク質をコードする核酸が、発現コンピテント宿主細胞においてヒト
Ａｋｔ３の発現を可能にする発現調節配列と作動的に結合する、請求項５記載のベクター
。
【請求項７】
　ＲＮＡ分子、プラスミドＤＮＡ分子およびウイルスベクターからなる群より選択される
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、請求項６記載のベクター。
【請求項８】
　レトロウイルス、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス、ヘルペスウイルスおよびワク
シニアウイルスからなる群より選択されるウイルスベクターである、請求項７記載のベク
ター。
【請求項９】
　請求項５記載のベクターを感染させた宿主細胞。
【請求項１０】
　請求項６記載のベクターを感染させた宿主細胞。
【請求項１１】
　細菌細胞、酵母細胞および哺乳類細胞からなる群より選択される、請求項９記載の宿主
細胞。
【請求項１２】
　請求項９記載の宿主細胞を培地中、ヒトＡｋｔ３の発現を可能にする条件下で培養し、
次いでその培養からヒトＡｋｔ３タンパク質を単離することを含むヒトＡｋｔ３タンパク
質の製造方法。
【請求項１３】
　配列Cys－Gln－Gln－Ser－Asp－Cys－Gly－Met－Leu－Gly－Asn－Trp－Lys－Lysを含む
単離されたヒトＡｋｔ３タンパク質であって、ここでそのタンパク質はSEQ ID NO:２のア
ミノ酸配列を含むヒトＡｋｔ３タンパク質である。
【請求項１４】
　さらに一つのタグ配列を含む、請求項１３記載の単離されたヒトＡｋｔ３タンパク質。
【請求項１５】
　さらにミリスチル化配列を含む、請求項１４記載の単離されたヒトＡｋｔ３タンパク質
。
【請求項１６】
　請求項１３記載のヒトＡｋｔ３タンパク質を特異的に結合し、配列Cys－Gln－Gln－Ser
－Asp－Cys－Gly－Met－Leu－Gly－Asn－Trp－Lys－Lysを有するペプチド内の一つのエピ
トープを特異的に認識する抗体。
【請求項１７】
　ポリクロナールである請求項１６記載の抗体。
【請求項１８】
　請求項１記載の核酸および製薬的に許容し得るビヒクルを含有する医薬組成物。
【請求項１９】
　リポソーム、核タンパク質との複合体、脂質またはデキストランからなる群より選択さ
れる形態または未処理形態での請求項１記載の核酸および製薬的に許容し得るビヒクルを
含有する医薬組成物。
【請求項２０】
　請求項５記載のベクターおよび製薬的に許容し得るビヒクルを含有する医薬組成物。
【請求項２１】
　発現調節配列が、哺乳類細胞中において作用性であるプロモーターを含む、請求項５記
載のベクター。
【請求項２２】
　プロモーターが、ウイルス性、細胞性または合成のプロモーターからなる群より選択さ
れる、請求項２１記載のベクター。
【請求項２３】
　ゲノム中に請求項１記載の核酸を含む、複製欠損の組換えウイルス。
【請求項２４】
　ウイルスがレトロウイルス、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス、ワクシニアウイル
スおよびＨＳＶウイルスからなる群より選択される、請求項２３記載の複製欠損の組換え
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ウイルス。
【請求項２５】
　（ａ）作動的に調節領域に連結している請求項１記載の核酸または（ｂ）請求項１３記
載の単離されたヒトＡｋｔ３タンパク質を含有するＡＳＫ１によって誘導されるアポトー
シスから生じる細胞死抑制用薬剤。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
本発明は、単離された核酸、それらを含むベクターおよび治療における、特に遺伝子治療
におけるそれらの使用に関する。より具体的には、本発明はＡｋｔアイソフォーム（Ａｋ
ｔ３と称する）をコードする核酸、および遺伝子治療におけるそれらの使用に関する。活
性化Ａｋｔ３の発現は、アポトーシス刺激キナーゼ１（ＡＳＫ１）によって誘発されるア
ポトーシス性細胞死を防止する。
【０００２】
【従来技術】
Ａｋｔおよびアポトーシス：
アポトーシス（計画的細胞死）は、胚の発育および種々の疾患（例えば退行性神経疾患お
よび心脈管性疾患）の発生病理に重要な役割を果たす（MacLellan et al.(1998)；Barina
ga (1997a)；Barinaga (1997b))。したがって、最近の研究は、計画的細胞死の調節また
は実行に必要な種々のプロアポトーシスおよびアンチアポトーシス遺伝子生成物の特定を
目的としていた。アンチアポトーシス遺伝子（例えばＢｃｌ２またはＢｃｌ－ｘ）は、種
々の刺激によって誘発される計画的細胞死を抑制する。他方、プロアポトーシス遺伝子（
例えばＢａｘまたはＢａｄ）の発現は計画的細胞死をもたらす（Aams et al (1998))。計
画的細胞死の実行は、カスパーゼ－１関連プロテイナーゼ（カスパーゼ－１、カスパーゼ
－３、カスパーゼ－７、カスパーゼ－８およびカスパーゼ－９などを含む）によって仲介
される（Thorneberry et al.(1998))。
【０００３】
細胞生存／細胞死の調節に必要な２つの細胞内シグナリング経路が最近研究されている。
アポトーシス刺激キナーゼ１（ＡＳＫ１）の活性化は種々のタイプの細胞にアポトーシス
をもたらすが（Ichijo et al.(1997))、一方、ホスホイノシチド３－キナーゼ（ＰＩ３Ｋ
）およびＡｋｔを必要とする経路は細胞防御をもたらす。ＡＳＫ１活性は、腫瘍壊死因子
アルファ（ＴＮＦα）処理またはＦａｓ連結によって誘発されることが示された（Ichijo
 et al.(1997)；Chang et al.(1998))。ＡＳＫ１優性ネガティブ変異体の過剰発現はＴＮ
ＦαまたはＦａｓリガンドによって誘発されるアポトーシスを抑制し、ＡＳＫ１がＴＮＦ
αまたはＦａｓリガンドによって誘発されるアポトーシス性細胞死において重要な役割を
果たすことを示唆している。ＡＳＫ１がアポトーシスを誘発する分子的メカニズムは明ら
かではない。ＡＳＫ１の異所性発現がストレスによって活性化される種々のシグナリング
経路、例えばＭＫＫ４／ＪＮＫおよびＭＫＫ６／ｐ３８経路（これらはＡＳＫ１誘発アポ
トーシスを仲介すると思われる（Ichijo et al.(1997))の活性化をもたらすことが示され
た。
【０００４】
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ経路はまた細胞生存／細胞死の調節に重要らしい（Kulil et al.(1997)
；Kauffmann-Zeh et al.；Hemmings (1997)；Dudek et al.(1997))。生存因子、例えば血
小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）、神経増殖因子（ＮＧＦ）およびインスリン様増殖因子－
１（ＩＧＦ－１）は、ＰＩ３Ｋの活性を誘発することによって種々の条件下で細胞の生存
を促進する（Kulik et al.(1997)；Hemmings (1997))。活性化ＰＩ３Ｋは、ホスファチジ
ルイノシトール（３,４,５）－トリホスフェート（ＰｔｄＩｎｓ（３,４,５）－Ｐ３）の
産生をもたらす（ＰｔｄＩｎｓ（３,４,５）－Ｐ３はセリン／スレオニンキナーゼを含む
ＡＨ／ＰＨ－ドメインに結合してその活性を誘発する）（Frankel et al.(1995)；Hemmin
gs (1997b)；Downward (1998)；Alessi et al.(1996))。ＰＩ３Ｋまたは優性ネガティブ
Ａｋｔ変異体の特異的な抑制物質は、これら増殖因子またはサイトカインの生存促進活性
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を停止させる。さらに、構成的に活性なＰＩ３ＫまたはＡｋｔ変異体の誘発は、細胞が通
常アポトーシス性細胞死に至る条件下で細胞の生存を促進する（Kulik et al.(1997)；Du
dek et al.(1997))。これらの所見は、ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ経路は細胞の生存とアポトーシ
スの調節に重要な役割を果たすことを示している。
【０００５】
ヒトのＡｋｔ蛋白質キナーゼの２つのアイソフォーム、Ａｋｔ１およびＡｋｔ２が特定さ
れた（Staal (1987))。ラットのＡｋｔ配列もまた特定された（Konishi et al.(1995))。
ヒトのＡｋｔ１のＣ末端のセリン－４７３はその調節作用に必須であることが示された（
Stokeo et al.(1997)；Stephens et al.(1998))。増殖因子による刺激に際してＰＩ３Ｋ
が活性化される。ＰＩ３Ｋの生産物、ＰｔｄＩｎｓ（３，４，５）－ＰはＡｋｔ１と結合
し、Ａｋｔ１を細胞質から細胞質内膜の近傍へ移動させ、ここでＡｋｔ１の残基スレオニ
ン３０８およびセリン４７３はリン酸化される（Downward (1998))。これら残基のリン酸
化はＡｋｔ１の活性化に極めて重要である。最近特定された蛋白質キナーゼ、ＰＤＫ１は
スレオニン３０８のリン酸化に必要であることが示されたが、一方セリン４７３をリン酸
化するキナーゼは未だ特定されていない（Stokeo et al.(1997)；Stephens et al.(1998)
)。
【０００６】
遺伝子治療：
遺伝子治療は、患者（例えば患者の罹患細胞または器官）に遺伝情報を導入することによ
って欠損または異常（変異、異常な発現など）を修正することを含む。この遺伝情報は、
in vitroで細胞に導入され、続いてこの改変細胞が身体に再導入されるか、またはin viv
oで直接適当な部位に導入される。これに関して種々のトランスフェクション技術および
遺伝子導入技術が文献に記載されている（例えば以下を参照されたい：Roemer & Friedma
n, Eur. J. Biochem. 208:211(1992))。これらの技術には、“裸出ＤＮＡ”のトランスフ
ェクション技術並びにＤＮＡおよびＤＥＡＥ－デキストラン複合体（Pagano et al. J. V
irol. 1:891(1967))、ＤＮＡおよび核蛋白質複合体（Kaneda et al. Science 243:375(19
89))、ＤＮＡおよび脂質複合体（Felgner et al. PNAS 84:7413(1987))を必要とする技術
、リポソームの使用（Fraley et al. J. Biol. Chem. 255:10431(1980)) などが含まれる
。 より最近では、遺伝子導入用ベクターとしてウイルスの使用が、物理的トランスフェ
クション技術に代わる有望な選択肢として出現してきた。これに関して、レトロウイルス
、ヘルペスウイルス、アデノ付随ウイルスおよびアデノウイルスを含む種々のウイルスが
一定の細胞集団に感染する能力について調べられた。
本明細書に引用したいずれの文献も、そのような文献が本出願に対する“従来技術”とし
て入手可能であることを認めたものと解されるべきではない。
【０００７】
【発明が解決しようとする課題】
本発明の第一の目的は、新規なＡｋｔ蛋白質またはポリペプチドをコードする単離核酸に
関する。より具体的には、本発明は、Ｃｙｓ－Ｇｌｎ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒ－Ａｓｐ－Ｃｙｓ
－Ｇｌｙ－Ｍｅｔ－Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－Ａｓｎ－Ｔｒｐ－Ｌｙｓ－Ｌｙｓなる配列または実
質的に同様の配列を含むヒトＡｋｔ３蛋白質をコードする単離核酸に関する。ここで前記
核酸は下記から選ばれる特性を有する：
Ａ．それは、配列番号５および配列番号６に由来するオリゴヌクレオチドプライマー対を
用いてポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）によって増幅できる；
Ｂ．それは、配列番号１に示すヌクレオチド配列を含む核酸とストリンジェントな条件下
でハイブリダイズする；
Ｃ．それは、配列番号２、そのスプライス変異体およびその対立遺伝子座変異体から成る
群から選ばれるアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードする；
Ｄ．それは、Ｃｙｓ－Ｇｌｎ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒ－Ａｓｐ－Ｃｙｓ－Ｇｌｙ－Ｍｅｔ－Ｌｅ
ｕ－Ｇｌｙ－Ａｓｎ－Ｔｒｐ－Ｌｙｓ－Ｌｙｓなる配列または実質的に同様の配列を有す
るペプチド内のエピトープに対して産生された抗体と特異的に結合するポリペプチドをコ
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ードする。
好ましくは、本核酸は配列番号２に示すアミノ酸配列を含むヒトＡｋｔ３蛋白質をコード
する。より好ましくは、本核酸は配列番号１に示す配列を含む。本核酸は、場合によって
ポリペプチドタグをコードする配列を含み、それによってタグされたキメラＡｋｔ３蛋白
質をコードすることができる。別の特徴では、本核酸は、場合によってミリスチル化配列
をコードする配列を含むことができる。好ましい実施態様では、本核酸は哺乳類細胞でＡ
ｋｔ３蛋白質の発現を可能にする領域を含む。
【０００８】
本発明はまた上記の核酸を含有するベクターに関する。好ましくは、ヒトＡｋｔ３蛋白質
をコードする核酸は、発現調節を有する宿主細胞でヒトＡｋｔ３を発現させることができ
る発現制御配列と機能的に結合される。この発現制御配列は、哺乳類細胞で機能すること
ができるプロモーターを含むことができる。本ベクターはプラスミドＤＮＡ分子またはウ
イルスベクターであろう。好ましいウイルスベクターには、レトロウイルス、アデノウイ
ルス、アデノ付随ウイルス、ヘルペスウイルスおよびワクシニアウイルスが含まれる。し
たがって、本発明はさらに、そのゲノム内に上記のＡｋｔ３をコードする核酸を含む複製
欠損組み換えウイルスに関する。
別の実施態様では、本発明は上記のベクターでトランスフェクトされた宿主細胞に関する
。本宿主細胞は細菌細胞、酵母細胞または哺乳類細胞であろう。さらに別の実施態様では
、本発明はヒトＡｋｔ３蛋白質を製造する方法に関する。本方法は、ヒトＡｋｔ３蛋白質
を発現させる条件下で上記の宿主細胞を培養液中で培養することを含む。
【０００９】
本発明はさらに、Ｃｙｓ－Ｇｌｎ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒ－Ａｓｐ－Ｃｙｓ－Ｇｌｙ－Ｍｅｔ－
Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－Ａｓｎ－Ｔｒｐ－Ｌｙｓ－Ｌｙｓなる配列または実質的に同様の配列を
含み、下記から選ばれる特性を有する単離ヒトＡｋｔ３蛋白質に関する：
Ａ．それは上記の核酸によってコードされる；
Ｂ．それは、配列番号２に示すアミノ酸配列、そのスプライス変異体またはその対立遺伝
子座変異体を含む；さらに
Ｃ．それは、Ｃｙｓ－Ｇｌｎ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒ－Ａｓｐ－Ｃｙｓ－Ｇｌｙ－Ｍｅｔ－Ｌｅ
ｕ－Ｇｌｙ－Ａｓｎ－Ｔｒｐ－Ｌｙｓ－Ｌｙｓなる配列または実質的に同様の配列を有す
るペプチド内のエピトープに対して産生された抗体と特異的に結合する。
好ましくは、本蛋白質は配列番号２に示すアミノ酸配列を含む。本蛋白質は場合によって
タグ配列を含むことができる。さらに別の実施態様では、本蛋白質は場合によってミリス
チル化配列を含むことができる。
【００１０】
本発明はまた抗原性ペプチドおよびそれに対する抗体に関する。より具体的には、本発明
は、Ｃｙｓ－Ｇｌｎ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒ－Ａｓｐ－Ｃｙｓ－Ｇｌｙ－Ｍｅｔ－Ｌｅｕ－Ｇｌ
ｙ－Ａｓｎ－Ｔｒｐ－Ｌｙｓ－Ｌｙｓなる配列または実質的に同様の配列を含む抗原性ペ
プチドであって、さらにヒトＡｋｔ３蛋白質の断片であるものに関する。ここで前記Ａｋ
ｔ３蛋白質は下記から選ばれる特性を有する：
Ａ．それは上記の核酸によってコードされる；
Ｂ．それは、配列番号２に示すアミノ酸配列、そのスプライス変異体またはその対立遺伝
子座変異体を含む；さらに
Ｃ．それは、Ｃｙｓ－Ｇｌｎ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒ－Ａｓｐ－Ｃｙｓ－Ｇｌｙ－Ｍｅｔ－Ｌｅ
ｕ－Ｇｌｙ－Ａｓｎ－Ｔｒｐ－Ｌｙｓ－Ｌｙｓなる配列または実質的に同様の配列を有す
るペプチド内のエピトープに対して産生された抗体と特異的に結合する。
好ましくは、本抗原性ペプチドは本質的にＣｙｓ－Ｇｌｎ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒ－Ａｓｐ－Ｃ
ｙｓ－Ｇｌｙ－Ｍｅｔ－Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－Ａｓｎ－Ｔｒｐ－Ｌｙｓ－Ｌｙｓなる配列また
はその抗原性断片から成る。さらに別の実施態様では、本発明は、上記のヒトＡｋｔ３蛋
白質と特異的に結合する抗体に関する。好ましい実施態様では、本抗体は、Ｃｙｓ－Ｇｌ
ｎ－Ｇｌｎ－Ｓｅｒ－Ａｓｐ－Ｃｙｓ－Ｇｌｙ－Ｍｅｔ－Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－Ａｓｎ－Ｔｒ
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ｐ－Ｌｙｓ－Ｌｙｓなる配列を有するペプチド内のエピトープを特異的に認識する。本抗
体はポリクローナルでもモノクローナルでもよい。
【００１１】
本発明はまた、上記の核酸を細胞に投与することによって細胞のアポトーシスまたは壊死
を抑制する方法に関する。好ましくは、本核酸は調節領域に機能的に連結される。本核酸
はプラスミドでもウイルスベクターでもよい。好ましい細胞には心臓細胞が含まれる。よ
り好ましくはこの細胞は心筋細胞である。好ましい実施態様では、この細胞は心筋梗塞ま
たは虚再灌流障害をもつ患者の細胞である。したがって、本発明はまた、心筋梗塞または
虚再灌流障害をもつ患者に調節領域に機能的に連結された上記の核酸を投与することによ
って、心筋梗塞または虚血再灌流障害を治療する方法に関する。好ましくは、本核酸は患
者の心筋細胞に投与される。本核酸はプラスミドまたはウイルスベクターの形態を有する
であろう。好ましいウイルスベクターにはレトロウイルス、アデノウイルス、アデノ付随
ウイルス、ワクシニアウイルスおよびＨＳＶウイルスが含まれる。
【００１２】
本発明はまた、人間または動物の身体を外科的または内科的に処置するための医薬組成物
の製造にこれら核酸またはベクターを使用することに関する。本発明はまた、上記のベク
ター（特にウイルスベクター）および核酸を含む任意の医薬組成物に関する。
【００１３】
さらに別の実施態様では、本発明は、Ａｋｔ３蛋白質を候補分子と接触させ、前記分子の
存在下でＡｋｔ３活性を検出することによって細胞でＡｋｔ３活性を刺激または抑制する
分子をスクリーニングする方法に関する。候補分子はＡｋｔ３の作動薬または拮抗薬のい
ずれかであろう。好ましい実施態様では、Ａｋｔ３は細胞内で核酸から発現され、測定さ
れるＡｋｔ３活性はアポトーシスの抑制である。アポトーシスの抑制はマーカー遺伝子の
存在によって測定できる。
【００１４】
一般に本発明はまた、細胞内のＡｋｔ３蛋白質レベルを増加させることによって細胞のＡ
ｋｔ３活性を増加させる方法に関する。好ましい実施態様では、Ａｋｔ３蛋白質を発現さ
せることができる条件下でＡｋｔ３をコードするベクターで細胞をトランスフェクトした
。同様に、本発明は、細胞内のＡｋｔ３蛋白質レベルを低下させることによって細胞のＡ
ｋｔ３活性を抑制する方法に関する。Ａｋｔ３蛋白質レベルは、Ａｋｔ３アンチセンス核
酸を前記アンチセンス核酸が細胞内の条件でＡｋｔ３ｍＲＮＡとハイブリダイズするよう
な条件下で細胞に導入することによって低下させることができる。Ａｋｔ３蛋白質レベル
はまた、Ａｋｔ３と特異的に結合する一本鎖Ｆｖ抗体（ｓｃＦｖ）を、Ａｋｔ３と結合し
てこれを不活化するために十分なレベルで細胞に導入することによって低下させることが
できる。
【００１５】
添付図面において：
図１は図１はＡｋｔ３配列のアラインメントである。図１Ａは、ヒトＡｋｔ１（配列番号
１４）、Ａｋｔ２（配列番号１３）およびＡｋｔ３（配列番号２）のアミノ酸配列のアラ
インメントで、図１Ｂは、ラットＡｋｔ（配列番号１７）およびヒトＡｋｔ３（配列番号
２）アミノ酸配列のアラインメントである。
図２はＡｋｔ３ｍＲＮＡの組織分布パターンを示す。Ａｋｔ３特異的プローブは実施例で
述べたように調製した。多数のヒト組織ｍＲＮＡブロット（Clontech)をＡｋｔ３特異的
プローブとハイブリダイズさせた（詳細については実施例を参照されたい）。
図３は活性化Ａｋｔ３変異体の構築を示す。図３Ａは活性化Ａｋｔ３の模式図である。ヒ
トＡｋｔ３の完全長コード配列をヒトＳｒｃ遺伝子由来ミリスチル化シグナル（Ｍｙｒ）
とＮ－末端でフレーム内で融合させ、さらにＣ－末端でＨＡタグ（ＨＡ）とフレーム内で
融合させた（実施例を参照されたい）。図３Ｂは活性化Ａｋｔ３のＨＥＫ２９３細胞での
異所性発現を示す。ＨＥＫ２９３細胞にＣＭＶ６－ＭｙｒＡｋｔ３ＨＡまたは発現プラス
ミド（ＣＭＶ６）のみをトランスフェクトした。トランスフェクション後２４時間で、細
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胞溶解物を調製し、ＨＡ抗体を用いてイムノブロットを実施した。図３Ｃは、活性化Ａｋ
ｔ３はＡｋｔ活性をもつことを示す。ＨＥＫ２９３細胞に、活性化Ａｋｔ３のための発現
プラスミド（ＭｙｒＡｋｔ３ＨＡ）または発現ベクターのみ（ＣＭＶ６）をトランスフェ
クトした。トランスフェクション後２４時間で、細胞溶解物を調製し、ＨＡ抗体を用いて
イムノブロットを実施した。イムノペレットのＡｋｔ３キナーゼ活性は、ＧＳＫ３に由来
する基質ペプチドを用いて測定した。Ｂｋｇｄ：非トランスフェクト細胞のバックグラウ
ンドレベル、ＣＭＶ６：ＣＭＶ６トランスフェクト細胞、Ａｋｔ３ｃａｋ：構成的に活性
化されたＡｋｔ３のための発現プラスミド（ＣＭＶ６－ＭｙｒＡｋｔ３ＨＡ）でトランス
フェクトされた細胞（実施例を参照のこと）。
図４は活性化Ａｋｔ３はＨＥＫ２９３細胞でＡＳＫ１誘発細胞死を抑制することを示す。
ＨＥＫ細胞に表示のプラスミドとともにＣＭＶ－βｇａｌプラスミド（０．１ｍｇ）をト
ランスフェクトした。各トランスフェクションのＤＮＡ量はＣＭＶベクターを添加するこ
とによって一定に保たれた。Ａｋｔ３ｃａｋ：ＣＭＶ６－ＭｙｒＡｋｔ３ＨＡ（０．４ｍ
ｇ）、ＡＳＫ１：ｐＣＤＮＡ３ＨＡ－ＡＳＫ１－ｆｌ（０．４ｍｇ）。トランスフェクシ
ョン後２日して、細胞を固定し、Ｘ－ｇａｌ染色を施した。光学顕微鏡下でβ－ｇａｌ陽
性細胞（青色細胞）の数を５つの異なる視野で数えた。
【００１６】
【課題を解決するための手段】
本発明は、新規なＡｋｔ蛋白質またはポリペプチド（Ａｋｔ３と称する）をコードする単
離核酸を有利に提供する。したがって、本発明の第一の目的は、哺乳類細胞でのその発現
を可能にすることができる領域の制御下で新規なＡｋｔ３蛋白質またはポリペプチドをコ
ードする単離核酸に関する。本発明はまた、Ａｋｔ蛋白質またはポリペプチドをコードす
る核酸を含むベクターに関する。本発明はまた、人間または動物の身体の外科的および／
または内科的処置のための医薬組成物の調製にこれら核酸またはベクターを使用すること
に関する。本発明はまた、上記のベクター（特にウイルスベクター）および核酸を含む任
意の医薬組成物に関する。
本発明の種々の特徴は、前記核酸、ベクター、ウイルス、組成物および治療方法に関する
下記の章で極めて詳細に説明される。種々の章から成る本構成は本発明の理解を容易にす
ることを意図したもので、本発明を限定しようとするものではない。
【００１７】
定義：
以下の用語の定義が本明細書を通して使用され、本発明の範囲と実践の理解に役立つであ
ろう。
具体的な実施態様で、“約”または“およそ”という用語はある数値または範囲の２０％
以内、好ましくは１０％以内、より好ましくは５％以内を意味する。
“核酸”とは、共有結合によって連結されたヌクレオチドと称されるサブユニットで構成
されたポリマー化合物である。核酸にはポリリボ核酸（ＲＮＡ）およびポリデオキシリボ
核酸（ＤＮＡ）（これらは両者とも一本鎖でも二本鎖でもよい）が含まれる。ＤＮＡには
ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ、合成ＤＮＡおよび半合成ＤＮＡが含まれる。
“遺伝子”とは、ポリペプチドをコードするヌクレオチドの集合物を指し、ｃＤＮＡおよ
びゲノムＤＮＡが含まれる。
“組み換え（リコンビナント）ＤＮＡ分子”とは、分子生物学的操作を経たＤＮＡ分子で
ある。
【００１８】
“ベクター”とは、宿主細胞に核酸を導入する任意の手段である。ベクターはレプリコン
であって、付加したまた別のＤＮＡセグメントを増殖させるためにこの別のＤＮＡセグメ
ントが前記レプリコンに結合されている。“レプリコン”とは、in vivoでＤＮＡ複製の
自律的ユニットとして機能する（すなわちそれ自身の制御下で複製することができる）任
意の遺伝的エレメント（例えばプラスミド、コスミド、染色体、ウイルス）である。“ベ
クター”という用語は、in vitro、ex vivoまたはin vivoで細胞に核酸を導入するウイル
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ス性および非ウイルス性の両手段を含む。ウイルスベクターには、下記で極めて詳細に説
明するようにレトロウイルス、アデノ付随ウイルス、ポックスウイルス、バキュロウイル
ス、ワクシニアウイルス、ヘルペスシンプレックスウイルス、エプスタイン＝バーウイル
スおよびアデノウイルスベクターが含まれる。非ウイルスベクターには、プラスミド、リ
ポソーム、荷電をもつ脂質（サイトフェクチン）、ＤＮＡ蛋白質複合体およびバイオポリ
マーが含まれる。核酸の他に、ベクターはまた１つまたは２つ以上の調節領域、および／
または核酸移入の成果（どの組織に移入されたか、発現の期間など）の選別、測定および
モニタリングに役立つ選別マーカーを含むことができる。
【００１９】
“クローニングベクター”とは、レプリコン（例えばプラスミド、ファージまたはコスミ
ド）で、別の付加ＤＮＡセグメントを増殖させるために前記レプリコンに別のＤＮＡセグ
メントを結合させることができる。クローニングベクターは１つの細胞タイプでの複製能
力および別の細胞タイプでの発現能力を有するであろう（シャトルベクター）。
“カセット”とは、特定の制限部位に挿入することができるＤＮＡセグメントを指す。こ
のＤＮＡセグメントは問題のポリペプチドをコードし、さらにこのカセットおよび制限部
位は、転写および翻訳のための適切な読み枠への本カセットの挿入を保証できるようにデ
ザインされる。
外因性または異種ＤＮＡが細胞内に導入されたとき、この細胞は前記外因性または異種Ｄ
ＮＡを“トランスフェクト”されたという。前記トランスフェクトされたＤＮＡが表現型
の変化を生じたとき、この細胞は外因性または異種ＤＮＡによって”形質転換”されたと
いう。形質転換ＤＮＡは、細胞のゲノムを構成している染色体ＤＮＡに組み込まれる（共
有結合により連結される）ことができる。

【００２０】
“核酸分子”とは、リボヌクレオシド（アデノシン、グアノシン、ウリジンまたはシチジ
ン；“ＲＮＡ分子”）またはデオキシリボヌクレオシド（デオキシアデノシン、デオキシ
グアノシン、デオキシチミジンまたはデオキシシチジン；“ＤＮＡ分子”）のリン酸エス
テルポリマーまたはその任意のホスホエステル類似体、例えばホスホロチオエートおよび
チオエステルを指し、これらは一本鎖型または二本鎖らせんである。二本鎖ＤＮＡ－ＤＮ
Ａ、ＤＮＡ－ＲＮＡおよびＲＮＡ－ＲＮＡらせんが可能である。核酸分子、特にＤＮＡま
たはＲＮＡ分子という用語は、それら分子の一次および二次構造を指すだけであって、そ
れらをいずれの特定の三次構造にも限定するものではない。したがってこの用語には、と
りわけ直線状または環状ＤＮＡ分子で見いだされる二本鎖ＤＮＡ（例えば制限フラグメン
ト）、プラスミドおよび染色体が含まれる。特定の二本鎖ＤＮＡ分子の構造についていう
場合、本明細書ではＤＮＡの非転写鎖（すなわちｍＲＮＡと相同な配列を有する鎖）の５
’から３’方向の配列のみを提示するという一般的慣行にしたがって配列が記載される。
”組み換え（リコンビナント）ＤＮＡ分子”とは、分子生物学的操作を経たＤＮＡ分子で
ある。
【００２１】
核酸分子は、その一本鎖形が別の核酸分子、例えばｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡまたはＲＮＡ
と適当な温度および溶液イオン強度条件下で（Sambrook et al.上掲書参照）アニールす
ることができるとき、前記核酸分子はこれら他の核酸分子と“ハイブリダイズ”すること
ができるという。温度およびイオン強度条件はハイブリダイゼーションの“厳正度（スト
リンジェンシー）”を決定する。相同な核酸についての予備的スクリーニングの場合、低
いストリンジェンシーのハイブリダイゼーション条件（Ｔmが５５°Ｃに対応する）を用
いることができる。これは、例えば５×ＳＳＣ、０.１％のＳＤＳ、０.２５％のミルクお
よびホルムアミド無し；または５×ＳＳＣ、０.５％ＳＤＳである。中等度のストリンジ
ェンシーのハイブリダイゼーション条件はより高いＴmに対応し、例えば４０％ホルムア
ミドと５×または６×ＳＳＣである。高いストリンジェンシーのハイブリダイゼーション
条件はもっとも高いＴmに対応し、例えば５０％のホルムアミド、５×または６×ＳＳＣ
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である。ハイブリダイゼーションには２つの核酸が相補的な配列を含むことが必要である
が、ただしハイブリダイゼーションのストリンジェンシーに依存するが塩基間のミスマッ
チも可能である。核酸をハイブリダイズさせるために適したストリンジェンシーは、核酸
の長さおよび相補性の度合い、当分野で周知の変数に左右される。２つのヌクレオチド間
の類似性または相同性の度合いが大きければ大きいほど、これらの配列を含む核酸ハイブ
リッドのＴm値は高くなる。核酸のハイブリダイゼーションの相対的安定性（Ｔmの高さに
対応する）は以下の順序で低下する：ＲＮＡ：ＲＮＡ、ＤＮＡ：ＲＮＡ、ＤＮＡ：ＤＮＡ
。長さが１００ヌクレオチド以上のハイブリッドの場合、Ｔmを算出する等式が推定され
た（Sambrook et al.上掲書9.50-0.51参照）。より短い核酸（すなわちオリゴヌクレオチ
ド）とのハイブリダイゼーションの場合、ミスマッチの位置はより重要となり、オリゴヌ
クレオチドの長さはその特異性を決定する（Sambrook et al.上掲書9.50-0.51参照）。好
ましくは、ハイブリダイズできる核酸の最小の長さは少なくとも約１０ヌクレオチド、好
ましくは少なくとも約１５ヌクレオチド、より好ましくは少なくとも約２０ヌクレオチド
である。
具体的な実施態様では、“標準的なハイブリダイゼーション条件”はＴm５５°Ｃを指し
、上記の条件を利用する。好ましい実施態様では、Ｔmは６０°Ｃで、より好ましい実施
態様では、Ｔmは６５°Ｃである。
【００２２】
本明細書で用いられるように、“オリゴヌクレオチド”という用語は、核酸、一般に少な
くとも１８ヌクレオチドで、ゲノムＤＮＡ分子、ｃＤＮＡ分子、またはＡｋｔ３をコード
するｍＲＮＡ分子とハイブリダイズすることができるものを指す。オリゴヌクレオチドは
、例えば32Ｐ－ヌクレオチドで標識するか、またはビオチンのような標識を共有結合させ
たヌクレオチドで標識することができる。ある実施態様では、標識オリゴヌクレオチドは
、Ａｋｔ３をコードする核酸の存在を検出するためのプローブとして用いることができる
。別の実施態様では、オリゴヌクレオチド（その一方または両方を標識してもよい）は、
完全長のＡｋｔ３またはＡｋｔ３のフラグメントをクローニングするために、またはＡｋ
ｔ３をコードする核酸の存在を検出するためにＰＣＲプライマーとして用いることができ
る。さらに別の実施態様では、本発明のオリゴヌクレオチドは、Ａｋｔ３ＤＮＡ分子と三
重らせんを形成することができる。一般に、オリゴヌクレオチドは合成によって、好まし
くは核酸合成装置で調製される。したがって、オリゴヌクレオチドは天然に存在しないホ
スホエステル類似体結合、例えばチオエステル結合などにより調製できる。
【００２３】
ＤＮＡの“コード配列”は二本鎖ＤＮＡ配列で、これは、適当な調節配列の制御下に配置
されたとき細胞内でin vitroまたはin vivoで転写されポリペプチドに翻訳される。コー
ド配列の境界は５'（アミノ）末端の開始コドンおよび３’（カルボキシ）末端の終止コ
ドンによって決められる。コード配列は、原核細胞配列、真核細胞のｍＲＮＡに由来する
ｃＤＮＡ、真核細胞（例えば哺乳類）のＤＮＡに由来するゲノムＤＮＡ配列および合成Ｄ
ＮＡさえも含むが、ただしこれらに限定されない。コード配列が真核細胞での発現を目的
としている場合は、通常はポリアデニル化シグナルおよび転写終了配列がコード配列の３
’側に配置されるであろう。
【００２４】
転写および翻訳制御配列は、ＤＮＡ調節配列、例えばプロモーター、エンハンサー、ター
ミネーターなどで、宿主細胞でのコード配列の発現をもたらす。
“プロモーター配列”は細胞内のＲＮＡポリメラーゼと結合し下流の（３'方向）コード
配列の転写を開始させることができるＤＮＡ調節領域である。本発明での定義の場合、前
記プロモーターはその３’末端で転写開始部位と接し、上流（５'方向）に伸長し、バッ
クグラウンドを越える検出可能なレベルの転写を開始させるために必要な最低数の塩基ま
たはエレメントを含む。プロモーター配列内に、転写開始部位（簡便にはヌクレアーゼＳ
１によるマッピングによって範囲が定められる）およびＲＮＡポリメラーゼの結合に必要
な蛋白質結合ドメイン（コンセンサス配列）が見いだされるであろう。
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ＲＮＡポリメラーゼがコード配列をｍＲＮＡに転写するとき、コード配列は細胞内で転写
および翻訳制御配列の“制御下”にあり、続いてこれはトランス－ＲＮＡスプライス処理
を受け（コード配列がイントロンを含む場合）、さらにコード配列によってコードされる
蛋白質に翻訳される。
【００２５】
本明細書で用いられるように、“相同”という用語は“共通の進化起源”をもつ蛋白質間
の関係を指し、これら蛋白質はスーパーファミリー由来の蛋白質（例えば免疫グロブリン
スーパーファミリー）および異なる種の同種蛋白質（例えばミオシンの軽鎖など）を含む
（Reeck et al. Cell 50:667(1987))。そのような蛋白質（およびそれらのコード遺伝子
）は、その高い配列類似性によって示されるように配列相同性を有する。
したがって、“配列類似性”という用語は、共通の進化起源を共有する場合もしない場合
も蛋白質における核酸またはアミノ酸配列間の同一性または一致の度合いを指す（Reeck 
et al. 上掲書参照）。しかしながら、一般的な用法および本出願では、例えば“高度に
”というような副詞で修飾される場合は、“相同”という用語は配列類似性を意味し、共
通の進化起源を意味しない。
【００２６】
具体的な実施態様では、ヌクレオチドの少なくとも約５０％、好ましくは少なくとも約７
５％、もっとも好ましくは少なくとも約９０または９５％がＤＮＡ配列の一定の長さにわ
たってマッチするとき、２つのＤＮＡ配列は“実質的に相同”または“実質的に類似”で
ある。実質的に相同な配列は、配列データバンクで入手可能な標準的ソフトを用いて比較
するか、または例えば個々の系で規定されるストリンジェントな条件下でサザンハイブリ
ダイゼーション実験で比較することによって特定できる。適当なハイブリダイゼーション
条件を規定することは当業者の範囲内である（例えば以下を参照されたい：Maniatis et 
al. 上掲書；DNA Cloning, Vols I & II, 上掲書；Nucleic Acid Hybridization, 上掲書
）。
【００２７】
“アンチセンス核酸”とは、センス配列と相補的なヌクレオチド配列である。アンチセン
ス核酸は、センス鎖によってコードされるポリペプチドの発現を下方調節または阻止する
ために用いることができる。
転写および翻訳制御配列はＤＮＡ調節配列、例えばプロモーター、エンハンサー、ターミ
ネーターなどで、宿主細胞でのコード配列の発現をもたらす。
“シグナル配列”は、細胞の表面で発現させるために蛋白質のコード配列の開始部に含ま
れる。この配列は成熟ポリペプチドのＮ－末端でシグナルペプチドをコードし、シグナル
ペプチドは宿主細胞にこのポリペプチドの移動を指令する。“移動シグナル配列”という
用語は、この種のシグナル配列を指すために本明細書では使用される。移動シグナル配列
は、真核細胞および原核細胞に本来存在する多様な蛋白質に結合して見いだされ、しばし
ば両タイプの生物で機能を有する。
【００２８】
“調節領域”とは、第二の核酸配列の発現を調節する核酸配列を意味する。調節領域は、
個々の核酸の発現に本来必要な配列（同種領域）を含むことができるが、また異なる蛋白
質または合成蛋白質でもその発現に必要な異種起源の配列を（異種領域）含むことができ
る。特に、この配列は真核細胞遺伝子またはウイルス遺伝子の配列でもよいし、また特異
的態様もしくは非特異的態様で、または誘発性もしくは非誘発性態様で遺伝子の転写を刺
激または抑制する誘導配列でもよい。調節領域には、複製起点、ＲＮＡスプライス部位、
プロモーター、エンハンサー、転写終了配列、ポリペプチドを標的細胞の分泌経路に誘導
するシグナル配列、およびプロモーターが含まれる。
【００２９】
“異種起源”の調節領域は、発現される核酸に天然には付随していない調節領域である。
異種調節領域には、異なる種の調節領域、異なる遺伝子の調節領域、ハイブリッド調節配
列、および天然には存在しないが当業者がデザインできる調節配列が含まれる。
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“異種”ＤＮＡとは、細胞内または細胞の染色体部位に天然には分布していないＤＮＡを
指す。好ましくは異種ＤＮＡにはその細胞にとって外来性の遺伝子が含まれる。
“相同組み換え”とは、外来ＤＮＡ配列の別のＤＮＡ分子への挿入、例えばベクターの染
色体内挿入を指す。好ましくは、相同組み換えではベクターは特定の染色体部位を標的と
する。固有の相同組み換えの場合、相補的な結合およびベクターの染色体への取り込みを
可能にするために、ベクターは染色体の配列に対して十分に長い相同領域を含む。相同な
領域が長ければ長いほど、さらに配列類似性の度合いが大きければ大きいほど、相同組み
換えの効率は増加するであろう。。
【００３０】
“ポリペプチド”は共有結合によって連結されたアミノ酸残基で構成されたポリマー化合
物である。アミノ酸は下記の構造を有する：
【００３１】
【化１】

【００３２】
アミノ酸は側鎖Ｒを基準にして７つの群に分類される：（１）鎖式側鎖、（２）ヒドロキ
シ（ＯＨ）を含む側鎖、（３）硫黄原子を含む側鎖、（４）酸性またはアミド基を含む側
鎖、（５）塩基性の基を含む側鎖、（６）芳香環を含む側鎖、（７）プロリン、側鎖がア
ミノ基と融合したイミノ酸。
“蛋白質”は生細胞で構造的および機能的役割を果たすポリペプチドである。
ポリペプチドまたは蛋白質の“変種”は、ポリペプチドまたは蛋白質に由来し、ポリペプ
チドまたは蛋白質の少なくとも１つの生物学的特性を保持する一切の類似体、フラグメン
ト、誘導体または変異体である。ポリペプチドまたは蛋白質の多様な変種が天然に存在す
る。これらの変種は蛋白質をコードする構造遺伝子のヌクレオチド配列に相違を有するこ
とを特徴とする対立遺伝子座変異体でもよいし、種々のスプライシングによる修飾、また
は翻訳後修飾を含むものでもよい。当業者は、ただ１つまたは多数のアミノ酸置換、欠失
、付加または置き換えをもつ変種を製造できる。これらの変種にはとりわけ以下が含まれ
る：（ａ）１つまたは２つ以上のアミノ酸残基が保存的または非保存的アミノ酸で置換さ
れている変種、（ｂ）１つまたは２つ以上のアミノ酸がポリペプチドまたは蛋白質に付加
されている変種、（ｃ）１つまたは２つ以上のアミノ酸が置換基を含む変種、および（ｄ
）ポリペプチドまたは蛋白質が別のポリペプチド（例えば血清アルブミン）と融合してい
る変種。これら変種を得る技術（遺伝子的（サプレッション、欠失、突然変異誘発など）
、化学的および酵素的技術を含む）は当業者にはよく知られている。好ましくは本発明の
変種は少なくとも約１４アミノ酸を含む。
そのような対立遺伝子座変異体、類似体、フラグメント、誘導体、変異体および改変物（
また別のｍＲＮＡスプライシング形およびまた別の翻訳後修飾形を含む）が、ポリペプチ
ドの生物学的特性のいずれかを保持するペプチド誘導体を生じる場合、それらは本発明の
範囲内に包含される。
【００３３】
“異種蛋白質”とは天然には該当細胞内で産生されない蛋白質を指す。
アミノ酸の約４０％以上が同一であるか、または６０％以上が類似している（機能的に同
一）とき、この２つのアミノ酸配列は”実質的に相同”であるか、または“実質的に類似
”している。好ましくは、類似または相同配列は、例えばＧＣＧ（Genetics Computer Gr
oup, Program Manual for the GCG Package, Version 7, Madison, Wisconsin)パイルア
ップ（pileup)プログラムを用いたアラインメントによって特定できる。
“一致する”という用語は、類似性または相同性が測定される分子とその正確な位置が同
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じであろうと異なっていようと、類似配列または相同配列を指すために本明細書では用い
られる。核酸またはアミノ酸配列のアラインメントはスペースを含むことができる。した
がって、“一致する”という用語は、配列類似性を意味し、アミノ酸残基またはヌクレオ
チド塩基の番号には及ばない。
【００３４】
Ａｋｔ３タンパク質をコードする遺伝子
本発明は、Ａｋｔ３の全長若しくは天然型、およびそれらのヒトＡｋｔ３特異的抗原断片
のいかなるものをも含む、本発明のヒトＡｋｔ３タンパク質またはポリペプチドをコード
する遺伝子の単離を企図する。本明細書で使用する、「Ａｋｔ３」とはＡｋｔ３ポリペプ
チドを指し、「ａｋｔ３」とはＡＫＴ３ポリペプチドをコードする遺伝子を指す。本発明
の目的のために、「Ａｋｔ３」という用語は、アポトーシスを阻害することが可能であり
、かつ配列Cys－Gln－Gln－Ser－Asp－Cys－Gly－Met－Leu－Gly－Asn－Trp－Lys－Lys、
或いは実質的に類似の配列を含むタンパク質またはポリペプチドのいかなるものをも意味
する。好ましくは、配列Cys－Gln－Gln－Ser－Asp－Cys－Gly－Met－Leu－Gly－Asn－Trp
－Lys－Lys、或いは実質的に類似の配列は、Ａｋｔ３タンパク質のＣ末端に生じる。
【００３５】
好ましくは、本発明に係る新規なＡｋｔ３は配列番号２に記載するアミノ酸配列からなる
。本発明に係る好適な核酸は、配列番号２に記載するアミノ酸配列をコードする。より好
ましくは、その核酸は配列番号１に記載する配列からなる。
【００３６】
本発明の第一の主題は、選択肢として哺乳動物細胞中で発現させる領域の制御下、新規な
Ａｋｔタンパク質またはポリペプチドをコードする単離された核酸に関する。また、本発
明は前記Ａｋｔタンパク質またはポリペプチドをコードする核酸を含むベクターに、およ
びこれらの核酸類またはベクター類を人間または動物の外科的および／または治療的処置
を目的とする薬学的組成物の調製に使用することに関する。本発明は、さらにウイルス性
ベクターのようなベクターを含むいかなる薬学的組成物、および上記に定義した核酸に関
する。
【００３７】
本発明に従うと、当該技術分野の熟練度の範囲内で慣用的な分子生物学、微生物学、およ
び組換えＤＮＡ技術が用いられる。このような手法は、文献で十分に説明されている。例
えば、Sambrook, Fritsch & Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Seco
nd Edition (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New Y
ork （ここで「Sambrookら、1989」とする）; DNA Cloning: A Practical Approach, Vol
umes I and II (D. N. Glover ed. 1985); Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait ed.
 1984); Nucleic Acid Hybridization [B. D. Hames & S. J. Higgins eds. (1985)]; Tr
anscription And Translation [B. D. Hames & S. J. Higgins eds. (1984)]; Animal Ce
ll Culture [R. I. Freshney, ed. (1986)]; Immobilized Cells AND Enzymes [IRL Pres
s, (1986)]; B. Perbal, A Practical Guide To Molecular Cloning (1984); F. M. Ausu
bel et al. (eds.), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, In
c. (1994)を参照。
【００３８】
ゲノムＤＮＡであるかｃＤＮＡであるかにかかわらず、いかなる供給源、特にヒトｃＤＮ
ＡまたはゲノムライブラリーからＡｋｔ３をコードする遺伝子を単離することができる。
ａｋｔ３遺伝子を得る一般的な方法は、上記のように周知である（例えば、上掲「Sambro
okら、1989」を参照）。
【００３９】
したがって、いかなる動物細胞でもａｋｔ３遺伝子の分子クローニング用の核酸供給源と
して役に立つことができる可能性がある。クローン化されたＤＮＡ（例えば、ＤＮＡライ
ブラリー）から公知である標準的な手順によってＤＮＡを得ることができる。好ましくは
、前記タンパク質発現の高レベルを有する組織（Ａｋｔ３発現の高いレベルの形跡がある



(13) JP 4237945 B2 2009.3.11

10

20

30

40

50

細胞であるから、心臓、膵臓および骨格筋ｃＤＮＡ等）から作成されたｃＤＮＡライブラ
リーから、または化学合成によって、ｃＤＮＡクローニングによって、或いは所望の細胞
から精製されたゲノムＤＮＡ、その断片のクローニングによって得られる。例えば、上掲
「Sambrookら、1989」; Glover, D. M. (ed.). 1985, DNA Cloning: A Practical Approa
ch. MRL Press. Ltd., Oxford. U.K. Vol. I. IIを参照。ゲノムＤＮＡに由来するクロー
ンは、コード領域に加えて、調節およびイントロンＤＮＡ領域を含むかもしれないが、ｃ
ＤＮＡに由来するクローンは、イントロン配列を含まないことになる。供給源が何であれ
、前記遺伝子は、その遺伝子の増殖用に適当なベクターに分子的にクローニングされねば
ならない。
【００４０】
ＤＮＡ断片が生成されると、所望のａｋｔ３遺伝子を含む特定のＤＮＡ断片の確認は数々
の方式で達成される。例えば、ＤＮＡ断片は標識されたプローブへの核酸ハイブリダイゼ
ーションによってスクリーニングできる（Benton and Davis, 1977, Science 196: 180; 
Grunstein and Hogness, 1975, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 72: 3961）。そのプロ
ーブに対して実質的な相同性を有するこれらのＤＮＡ断片がハイブリダイズすることにな
る。上述のように、相同性が高ければ、よりストリンジェントな条件を使用することがで
きる。特定の実施形態において、ノーザンハイブリダイゼーション条件を使用して、ａｋ
ｔ３遺伝子のｍＲＮＡスプライシング変異体を同定する。
【００４１】
遺伝子の性質に基づいてさらなる選択を実施することができるが、これらは例えば、その
遺伝子が本明細書に開示されたＡｋｔ３タンパク質の等電的性質、電気泳動的性質、アミ
ノ酸組成、または部分アミノ酸配列を有するタンパク質をコードするかどうか等である。
こうして、前記遺伝子の存在は、その発現産物の物理的、化学的、または免疫学的性質に
基づくアッセイによって検出できる。例えば、適切なＲＮＡをハイブリッド選択するｃＤ
ＮＡクローンまたはＤＮＡクローンは、選択でき、これらはＡｋｔ３ついて知られている
のと同様なまたは同一の電気泳動的移動度、等電点電気泳動または非平衡ｐＨゲル電気泳
動的挙動、タンパク質分解酵素マップ、或いは抗原性性質等を有するタンパク質を生産す
る。特定の実施形態において、発現されたタンパク質は、ポリクローナル抗体によって認
識されるが、それはアミノ酸配列Cys－Gln－Gln－Ser－Asp－Cys－Gly－Met－Leu－Gly－
Asn－Trp－Lys－Lys内にあるようなヒトＡｋｔ３に特異的なエピトープに対して、作製さ
れる。
【００４２】
本発明は、本発明のＡｋｔ３のアレル変異体、スプライシング変異体、類似体、および誘
導体をであって、Ａｋｔ３と同一または相同的機能活性を有するものをコードする遺伝子
（ｃＤＮＡ等）、並びに他種からのその相同体にも関する。Ａｋｔ３に関連する誘導体お
よび類似体の製造および使用は、本発明の範囲内である。そのような変異体、類似体、誘
導体および相同体類は、配列Cys－Gln－Gln－Ser－Asp－Cys－Gly－Met－Leu－Gly－Asn
－Trp－Lys－Lys、または実質的に類似の配列を保持すべきである。特定の実施形態では
、その誘導体または類似体は、機能的に活性であり、すなわち本発明の全長、野生型のＡ
ｋｔ３に関連する一つ以上の機能的活性を示すことができる。
【００４３】
機能的に等価な分子をもたらす置換、付加、または欠失によってコード核酸配列を改変し
て、Ａｋｔ３誘導体を作ることができる。好ましくは、天然型Ａｋｔ３と比べて高められ
た、または増加された機能的活性を有する誘導体が作られる。
【００４４】
核酸コード配列の縮退のために、ａｋｔ３遺伝子と実質的に同一のアミノ酸配列をコード
する他のＤＮＡ配列（単一アミノ酸変異体を含むアミノ酸配列を含めて）を本発明の実施
に際して使用してもよい。これらには、限定はされないが、アレル遺伝子、他種からの相
同的遺伝子、およびその配列内の同一のアミノ酸残基をコードする異なるコドンの置換に
よって改変され、かくしてサイレント変質を生むａｋｔ３遺伝子の全てまたは部分を含む
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核酸配列が包含される。同様に、本発明のＡｋｔ３誘導体には、限定はされないが、一次
配列としてＡｋｔ３タンパク質のアミノ酸配列の全てまたは部分（機能的に等価なアミノ
酸残基によってその配列内残基が置換され、保存的なアミノ酸置換が結果としてもたらさ
れている改変された配列を含む）を含むものが包含される。例えば、配列内の一つ以上の
アミノ酸残基は、類似の極性であり、機能的等価体として作用する別のアミノ酸で置換す
ることができるが、これによりサイレント変質がもたらされる。その配列内のアミノ酸に
対する置換体は、該アミノ酸が属するクラスの他のメンバーから選択され得る。例えば、
非極性（疎水性）アミノ酸には、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、およびメチオニンが含まれる。芳香環構造を有す
るアミノ酸は、フェニルアラニン、トリプトファンおよびチロシンである。極性で中性ア
ミノ酸には、グリシン、セリン、トレオニン、システイン、チロシン、アスパラギン、お
よびグルタミンが含まれる。正に帯電した（塩基性）アミノ酸には、アルギニン、リシン
、およびヒスチジンが含まれる。負に帯電した（酸性）アミノ酸には、アスパラギン酸お
よびグルタミン酸が含まれる。そのような改変は、ポリアクリルアミドゲル電気泳動また
は等電点によって測定される見かけの分子量に影響を及ぼすとは予想されない。
【００４５】
特に好ましい置換は、以下の通りである。
正の電荷が維持されるように、ArgをLysで置換およびその逆；
負の電荷が維持されるように、AspをGluで置換およびその逆；
遊離ＯＨが維持され得るように、ThrをSerで置換；および
遊離ＣＯＮＨ2ＯＨが維持され得るように、AsnをGlnで置換。
【００４６】
アミノ酸置換は、また特に好ましい性質を持つアミノ酸で置換するために導入してもよい
。例えば、別のCysとのジスルフィド架橋用の潜在的な部位にCysを導入してもよい。特に
「触媒」部位としてHisを導入してもよい。すなわち、Hisは酸若しくは塩基として作用し
、生化学的触媒反応において最も知られたアミノ酸である。Proは、その独特な平面構造
の理由から導入されてもよく、タンパク質構造のβターンを誘発する。
【００４７】
本発明のＡｋｔ３誘導体および類似体をコードする遺伝子は、公知である様々な方法によ
って作製することができる。その作製をもたらす操作は、遺伝子またはタンパク質段階で
起こりうる。例えば、クローン化Ａｋｔ３遺伝子配列を公知である無数の戦略によって、
修飾できる（上掲Sambrookら、1989）。その配列を制限エンドヌクレアーゼ、続いて所望
ならさらに酵素的改変によって適当な部位で開裂し、単離そして連結（インビトロ）でき
る。Ａｋｔ３の誘導体または類似体をコードする遺伝子を作製するにあたって、修飾され
た遺伝子が、所望の活性がコードされている領域中で翻訳終止シグナルに邪魔されずにＡ
ｋｔ３遺伝子と同一の翻訳リーディングフレーム内にあるのが保証されるように注意が払
われるべきである。
【００４８】
さらに、Ａｋｔ３コード核酸配列をインビトロまたはインビボで変異させて、翻訳、開始
および／または終止配列を創製および／または破壊するか、或いはコード領域中に変異を
創製し、そして／または新たな制限エンドヌクレアーゼ部位を形成するかまたは既に存在
する部位を破壊して、さらなるインビトロ修飾を容易にすることができる。好ましくは、
そのような変異が変異されたＡｋｔ３遺伝子産物の機能的活性を増強する。公知であるい
かなる突然変異の手法をも使用することができ、それらは限定されないが、次のものを含
む。すなわち、インビトロ部位特異的突然変異（Hutchinson, C., et al., 1978, J. Bio
l. Chem. 253: 6551; Zoller and Smith, 1984, DNA 3: 479-488: Oliphant et al., 198
6, Gene 44: 177; Hutchinson, et al., 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 83: 710
）、ＴＡＢ（登録商標）リンカー（Pharmacia）の使用等である。部位特異的突然変異に
は、ＰＣＲ手法が好ましい（Higuchi, 1989, "Using PCR to Engineer DNA", in PCR Tec
hnology: Principles and Applications for DNA Amplification, H. Erlich, ed., Stoc
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kton Press, Chapter 6, pp. 61-70を参照）。
【００４９】
確認され、単離された遺伝子を適当なクローニングベクターにそれから挿入できる。当該
技術分野で公知である多数のベクター／宿主系を用いることができる。限定はされないが
、可能なベクター類には、プラスミドまたは改変されたウイルスが含まれる。しかし、ベ
クター系は用いる宿主細胞に適合しなくてはならない。ベクターの実例としては、大腸菌
、ラムダ誘導体等のバクテリオファージ、またはｐＢＲ３２２誘導体またはｐＵＣプラス
ミド誘導体（例えば、ｐＧＥＸベクター、ｐｍａｌ－ｃ、ｐＦＬＡＧ）等プラスミドが挙
げられるが、これらには限定されない。前記クローニングベクターへの挿入は、例えばＤ
ＮＡ断片を相補的な付着末端を有するクローニングベクターに連結することによって達成
することができる。しかしながら、そのＤＮＡを断片化するのに使用する相補的な制限酵
素部位がクローニングベクター中に存在しない場合、ＤＮＡ分子の末端を酵素的に修飾し
てもよい。別法として、望ましいいかなる部位でもＤＮＡ末端に核酸配列（リンカー）を
連結することによって生成され得る。これらの連結されたリンカーは、制限エンドヌクレ
アーゼ認識配列をコードする化学合成された特定のオリゴヌクレオチドを含む。組換え分
子を形質転換、トランスフェクション、感染、電気穿孔等で宿主細胞に導入でき、前記遺
伝子配列の多くのコピーが生成される。好ましくは、クローン化遺伝子がシャトルベクタ
ープラスミド上に含まれ、それは大腸菌等のクローン化細胞中での拡張さらに、もしこれ
が望ましいならば、適当な発現細胞株への続く挿入のための容易な精製をもたらす。例え
ば、大腸菌プラスミドからの配列を酵母２μプラスミドからの配列に結合することによっ
て、大腸菌および酵母菌（サッカロミセスセレビシエ）の両方での複製用に、一種以上の
生物中で複製できるベクターであるシャトルベクターを作製することができる。
【００５０】
Ａｋｔ３ポリペプチドの発現
Ａｋｔ３、その抗原性断片、誘導体、類似体または機能的活性な誘導体（そのキメラタン
パク質を含む）をコードする核酸配列を適当な発現ベクターに挿入することができるが、
これはすなわち挿入されたタンパク質コード配列の転写および翻訳に必要な要素を含むベ
クターである。このような要素を本明細書では、「プロモーター」と定義する。かくして
、本発明の核酸は本発明の発現ベクター中でプロモーターに作動的に関連付けられている
。ｃＤＮＡおよびゲノム配列の両方ともそのような調節配列の制御下、クローニングおよ
び発現され得る。また、好ましくは、発現ベクターが複製開始点を含む。
【００５１】
必要な転写および翻訳シグナルは、組換え発現ベクター上に提供され得る。或いは、Ａｋ
ｔ３および／またはその側面領域をコードする天然型遺伝子によって供給されてもよい。
【００５２】
可能な宿主・ベクター系としては、ウイルス（ワクシニア・ウイルス、アデノウイルス等
）に感染した哺乳動物細胞系、ウイルス（バキュロウイルス等）に感染した昆虫細胞系、
酵母ベクターを含む酵母のような微生物、またはバクテリオファージ、ＤＮＡ、プラスミ
ドＤＮＡ、若しくはコスミドＤＮＡで形質転換されたバクテリアが挙げられるが、これら
には限定されない。ベクターの発現要素は、その能力および特異性が変わり得る。利用す
る宿主／ベクター系に依存して、多数の適当な転写および翻訳要素のいずれか１つを使用
することができる。
【００５３】
組換えによってコード配列を一体化した後、本発明の組換えＡｋｔ３タンパク質、その機
能的な断片、誘導体、キメラ構築体、または類似体は、染色体中に発現される。これに関
して、いくつかの増幅系の１つを用いて、安定な遺伝子発現の高レベルを達成できる（上
掲、Sambrookら、1989を参照）。
【００５４】
Ａｋｔ３をコードする核酸を含む前記組換えベクターが導入された細胞を適当な細胞増殖
培地中、その細胞によるＡｋｔ３の発現がもたらされる条件下で培養する。ＤＮＡ断片の
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クローニングベクターへの挿入について、以前に報告された方法の１つを使用して、適当
な転写／翻訳制御シグナルおよびタンパク質コード配列からなる遺伝子を含む発現ベクタ
ーを構築する。これらの方法には、インビトロ組換えＤＮＡおよび合成手法、並びにイン
ビトロ組換え（遺伝子組換え）が含まれる。
【００５５】
Ａｋｔ３ポリペプチドをコードする核酸は、作動的に結合されて、いかなる調節領域（す
なわち、公知であるプロモーター／エンハンサー要素）によって制御されてもよいが、こ
れらの調節要素は発現について選択された宿主標的腫瘍において、機能的でなければなら
ない。調節領域は、宿主細胞での機能的な転写のためのプロモーターと、同様に目的遺伝
子の３'に位置する領域であり、転写の終止シグナルおよびポリアデニル化部位を規定す
るものとを含む。これら全ての要素が１つの発現ベクターを構成する。
【００５６】
本発明において使用できるプロモーターは、構成的プロモーターと調節される（誘導可能
な）プロモーターの両方を包含する。そのプロモーターは、当然前記核酸の発現に関与す
る。それは異種供給源からでもよい。特に、それは真核生物遺伝子またはウイルス遺伝子
のプロモーター配列でもよい。例えば、それは感染することが望ましい細胞のゲノムに由
来するプロモーター配列であってもよい。同様に、ウイルス（例えばElAおよびMLPのよう
なアデノウイルス、サイトメガウイルス、またはラウス肉腫ウイルス等）のゲノムに由来
するプロモーター配列であってもよい。さらに、活性化若しくは調節配列、或いは組織特
異的または優勢発現を可能にする配列（エノラーゼおよびＧＦＡＰプロモーター等）を付
加することによって、プロモーターを修飾してもよい。加えて、核酸がプロモーター配列
を含まないときは、それを挿入できる。
【００５７】
本発明の実施に有用ないくつかのプロモーター類は、偏在するプロモーター（ＨＰＲＴ、
ビメンチン、アクチン、チューブリン等）、中間径フィラメントプロモーター（デスミン
、ニューロフィラメント、ケラチン、ＧＦＡＰ等）、治療遺伝子プロモーター（ＭＤＲタ
イプ、ＣＦＴＲ、第VIII因子等）、組織特異的プロモーター（平滑筋細胞のアクチンプロ
モーター等）、分裂細胞で優先的に活性化されるプロモーター、刺激に応答するプロモー
ター（ステロイドホルモン受容体、レチノイン酸受容体等）プロモーター、テトラサイク
リン調節転写モジュレイター、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）、前初期レトロウイルス
性ＬＴＲ、メタロチオネイン、ＳＶ－４０、アデノウイルスEla、およびアデノウイルス
主後期（MLP）プロモーターである。テトラサイクリン調節転写モジュレイターおよびＣ
ＭＶプロモーターは、WO96/01313、US5,168,062および5,385,839に記載されており、それ
らの内容は本明細書に参考文献として援用される。
【００５８】
さらに詳しくは、Ａｋｔ３タンパク質の発現が、当該技術分野で公知のいかなるプロモー
ター／エンハンサー要素によっても制御され得るが、これらの制御要素は発現用に選択さ
れた宿主中で機能的でなければならない。遺伝子発現を制御するのに使用されるプロモー
ター類としては、限定はされないが以下のものが挙げられる。すなわち、ＳＶ４０初期プ
ロモーター領域（Benoist and Chambon, 1981, Nature 290: 304-310）、ラウス肉腫ウイ
ルスの３'ＬＴＲに含まれるプロモーター（Yamamoto, et al., 1980, cell 22: 787-797
）、ヘルペスチミジンキナーゼプロモーター（Wagner et al., 1981, Proc. Natl. Acad.
 Sci. U.S.A. 78: 1441-1445）、メタロチオネイン遺伝子の調節配列（Brinster et al.,
 Nature 296: 39-42）、β－ラクタマーゼプロモーターのような原核生物発現ベクター（
Villa-Kamaroff, et al., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 75: 3727-3731）、ま
たはｔａｃプロモーター（DeBoer, et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80: 
21-25、また"Useful protein from recombinant bacteria" in Scientific American, 19
80, 242: 74-94を参照）、Ｇａｌ４プロモーターのような酵母または他の真菌類からのプ
ロモーター要素、ＡＤＣ（アルコールデヒドロゲナーゼ）プロモーター、ＰＧＫ（ホスホ
グリセロールキナーゼ）プロモーター、アルカリホスファターゼプロモーター、組織特異
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性を示し、トランスジェニック動物に利用されてきた動物転写調節領域、膵臓細葉細胞中
で活性なエラスターゼI遺伝子調節領域（Swift et al., 1984, Cell 38: 639-646; Ornit
z et al., 1986, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50: 399-409; MacDonald, 19
87, Hepatology 7: 425-515）、膵臓β細胞中で活性なインスリン遺伝子制御領域（Hanah
an, 1985, Nature 315: 115-122）、リンパ細胞中で活性な免疫グロブリン遺伝子調節領
域（Crosschedl et al., 1984, Cell 38: 647-658; Adames et al., 1985, Nature 318: 
533-538; Alexander et al., 1987, Mol. Cell. Biol. 7: 1436-1444）、睾丸、乳房、リ
ンパおよびマスト細胞中で活性なマウス乳房腫瘍ウイルス調節領域（Leder et al., 1986
, Cell 45: 485-495）、肝臓で活性なアルブミン遺伝子調節領域（Pinkert et al., 1987
, Genes and Devel. 1: 268-276）、肝臓で活性なαフェトプロテイン遺伝子調節領域（K
rumlauf et al., 1985, Mol. Cell. Biol. 5: 1639-1648; Hammer et al., 1987, Scienc
e 235: 53-58）、肝臓で活性なα１－抗トリプシン遺伝子調節領域（Kelsey et al., 198
7, Genes and Devel. 1: 161-171）、骨髄性細胞中で活性なβグロビン遺伝子調節領域（
Morgam et al., 1985, Nature 315: 338-340; Kollias et al., 1986, Cell 46: 89-94）
、脳のオリゴデンドロサイト中で活性なミエリン塩基性タンパク質遺伝子調節領域（Read
head et al., 1987, Cell 48: 703-712）、骨格筋で活性なミオシン軽鎖２－遺伝子調節
領域（Sani, 1985，Nature 314: 283-286）、および視床下部で活性な性腺刺激ホルモン
放出遺伝子調節領域（Mason et al., 1986, Science 234: 1372-1378）である。
【００５９】
Ａｋｔ３をコードする核酸を含有する本発明の発現ベクターは、次の５つの一般的なアプ
ローチによって確認することができる。(a)所望のプラスミドＤＮＡまたは特定のｍＲＮ
ＡのＰＣＲ増幅、(b)核酸ハイブリダイゼーション、(c)選択マーカー遺伝子機能の存在ま
たは不存在、(d)適当な制限エンドヌクレアーゼを用いる解析、および(e)挿入配列の発現
である。第１のアプローチでは、ＰＣＲによって核酸を増幅し、増幅産物の検出をもたら
すことができる。第２のアプローチでは、発現ベクターに挿入された外来遺伝子の存在を
、挿入マーカー遺伝子に相同的である配列を含むプローブを用いるハイブリダイゼーショ
ンによって検出できる。第３のアプローチでは、ベクター中への外来遺伝子の挿入によっ
て引き起こされる、ある種の「選択マーカー」遺伝子機能（例えば、βガラクトシダーゼ
活性、チミジンキナーゼ活性、抗生物質への耐性、形質転換表現型、バキュロウイルスに
おける吸蔵体の形成等）の存在または不存在に基づいて組換えベクター／宿主系を確認お
よび選択できる。別の例では、ベクターの前記「選択マーカー」遺伝子配列内にＡｋｔ３
をコードする核酸が挿入された場合、Ａｋｔ３挿入体を含有する組換え体をその遺伝子機
能の不存在によって確認することができる。第4のアプローチでは、組換え発現ベクター
を適当な制限酵素での消化によって確認する。第５のアプローチでは、発現されたタンパ
ク質が機能的に活性なコンフォメーションを取るとすれば、その組換え体によって発現さ
れる遺伝子産物の活性、生化学的または免疫学的な特徴についてアッセイすることにより
組換え発現ベクターを確認することができる。
【００６０】
本発明のＤＮＡ配列を発現させるのに、様々な宿主／発現ベクター系が用いられる。例え
ば、有用な発現ベクターは、染色体ＤＮＡ配列、非染色体ＤＮＡ配列および合成ＤＮＡ配
列のセグメントからなる。適当なベクター類としては、ＳＶ４０および既知のバクテリア
プラスミドの誘導体（大腸菌プラスミドcolE1、pCR1、pBR322、pMal-C2、pET、pGEX(Smit
h et al., 1988, gene 67: 31-40)、pMB9およびそれらの誘導体、ＲＰ４等のプラスミド
等）、ファージＤＮＡＳ（例えばＮＭ９８９のようなファージ１の多数の誘導体、および
Ｍ１３、糸状菌一本鎖ファージＤＮＡのような他のファージＤＮＡ）、酵母プラスミド（
２ｍプラスミドまたはその誘導体等）、真核生物細胞で有用なベクター（昆虫または哺乳
動物細胞で有用なベクター等）、プラスミドおよびファージＤＮＡの組み合わせに由来す
るベクター（ファージＤＮＡまたは他の発現調節配列を使用するように修飾されたプラス
ミド等）、およびその他が挙げられる。
【００６１】
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例えば、バキュロウイルス発現系においては、以下のものを用いることができる。限定は
されないが、ｐＶＬ９４１（BamH1クローニング部位;Summers）、ｐＶＬ１３９３（BamH1
、SmaI、XbaI、EcoRI、NotI、XmaIII、BglII、およびPstIクローニング部位;Invitrogen
）、ｐＶＬ１３９２（BglII、PstI、NotI、XmaIII、EcoRI、XbaI、SmaI、およびＢａｍＨ
Ｉクローニング部位; SummersおよびInvitrogen）、およびｐＢｌｕｅＢａｃＩＩＩ（Bam
HI、BglII、PstI、NcoI、およびHindIIIクローニング部位、青／白の組換え体のスクリー
ニングが可能である; Invitrogen）のような非融合型の導入ベクター類、ならびに限定は
されないが、ｐＡｃ７００（BamHIおよびKpnIクローニング部位であり、そのＢａｍＨＩ
認識部位が開始コドンより始まるもの;Summers）、ｐＡｃ７０１およびｐＡｃ７０２（pA
c700と同一であるが、異なるリーディングフレームを有する）、ｐＡｃ３６０（ポリヘド
リン開始コドンの36bp下流のBamHIクローニング部位;Invitrogen(195)）、およびｐＢｌ
ｕｅＢａｃＨｉｓＡ、Ｂ、Ｃ（BamHI、BglII、PstI、NcoI、およびHindIIIクローニング
部位、ＰｒｏＢｏｎｄ精製用Ｎ末端ペプチドを有する３個の異なるリーディングフレーム
とプラークの青／白組換え体のスクリーニングが可能である;Invitrogen(220)）のような
融合型の導入ベクター類である。
【００６２】
本発明に使用することが企図される哺乳動物発現ベクター類には、ジヒドロ葉酸レダクタ
ーゼ(ＤＨＦＲ)プロモーターのような誘発可能なプロモーターを有するベクターが含まれ
、これは例えばＤＨＦＲ発現ベクター有するいかなるベクター、またはｐＥＤ等のＤＨＦ
Ｒ／メトトレキセート共増幅ベクター（PstI、SalI、SbaI、SmaI、およびEcoRIクローニ
ング部位を持ち、その発現ベクターはクローン化遺伝子とＤＨＦＲの両者を発現する；Ka
ufman, Current Protocol in Molecular Biology, 16, 12 (1991)を参照）である。代わ
りに、ｐＥＥ１４のようなグルタミンシンテターゼ／メチオニンスルホキシミン共増幅ベ
クター（HindIII、XbaI、SmaI、SbaI、EcoRI、およびＢｃＩＩクローニング部位、そのベ
クターはグルタミンシンテターゼとクローン化遺伝子を発現する；Clontech）がある。別
の実施形態において、エプスタイン・バーウイルス（EBR）の制御下エピソーム発現を指
向するベクターを用いることができるが、これは例えば、ｐＲＥＰ４（BamHI、SfiI、Xho
I、NotI、NheI、HindIII、NheI、PvuII、およびＫｐｎＩクローニング部位、構成的ラウ
ス肉腫ウイルスＬＴＲ(RSV-LTR)プロモーター、ハイグロマイシン選択マーカー；Invitro
gen）、ｐＣＥＰ４（BamHI、SfiI、XhoI、NotI、NheI、HindIII、NheI、PvuII、およびKp
nIクローニング部位、構成的ヒトサイトメガウイルス(hCMV)前初期遺伝子、ハイグロマイ
シン選択マーカー；Invitrogen）、ｐＭＥＰ４（KpnI、PvuI、NheI、HindIII、NotI、Xho
I、SfiI、BamHIクローニング部位、誘発可能なメタロチオネインIIa遺伝子プロモーター
、ハイグロマイシン選択マーカー；Invitrogen）、ｐＲＥＰ８（BamHI、XhoI、NotI、Hin
dIII、NheI、およびKpnIクローニング部位、RSV-LTRプロモーター、ヒスチジノール選択
マーカー；Invitrogen）、ｐＲＥＰ９（KpnI、NheI、HindIII、NotI、XhoI、SfiI、およ
びBamHIクローニング部位、RSV-LTRプロモーター、G418選択マーカー；Invitrogen）、お
よびｐＥＢＶＨｉｓ（RSV-LTRプロモーター、ハイグロマイシン選択マーカー、ＰｒｏＢ
ｏｎｄレジンを介して精製可能であり、かつエンテロキナーゼで開裂されるＮ末端ペプチ
ド；Invitrogen）である。本発明に使用するのに選択可能な哺乳動物発現ベクター類には
、ｐＲｃ／ＣＭＶ（HindIII、BstXI、NotI、SbaI、およびApaIクローニング部位、G148選
択マーカー；Invitrogen）、ｐＲｃ／ＲＳＶ（HindIII、SpelI、BstXI、NotI、XbaIクロ
ーニング部位、G148選択マーカー；Invitrogen）、およびその他が含まれる。本発明に従
って、使用するワクシニアウイルス哺乳動物発現ベクター類（上掲Kaufman, 1991を参照
）には、限定はされないがpSCII（SmaIクローニング部位、TKおよびβ-gal選択）、ｐＭ
Ｊ６０１（SalI、SmaI、AflI、NarI、BspMII、BamHI、ApaI、NheI、SacII、KpnI、および
HindIIIクローニング部位、TKおよびβ-gal選択）、およびｐＴＫｇｐｔＦ１Ｓ（EcoRI、
PstI、SalI、AccI、HindII、SbaI、BamHI、およびHpaクローニング部位、TKおよびまたは
XPRT選択）が含まれる。
【００６３】
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本発明に従えば、Ａｋｔ３を発現させるのに酵母発現系もまた使用できる。例えば、２つ
挙げると、非融合型ｐＹＥ２ベクター（XbaI、SphI、ShoI、NotI、GstXI、EcoRI、BstXI
、BamHI、SacI、KpnI、およびHindIIIクローニング部位；Invitrogen）または融合型ｐＹ
ＥＳＨｉｓＡ、Ｂ、Ｃ（XbaI、SphI、ShoI、NotI、BstXI、EcoRI、BamHI、SacI、KpnI、
およびHindIIIクローニング部位、ProBondレジンで精製され、かつエンテロキナーゼで開
裂されるＮ末端ペプチド；Invitrogen）であるが、これらは本発明に従って用いることが
できる。
【００６４】
特定の組換えＤＮＡ分子が確認され、単離されると、公知であるいくつかの方法を用いて
、増殖する。適当な宿主系と増殖条件が確立されると、組換え発現ベクターを増殖し、そ
して大量に調製することができる。前記で解説した通り、使用できる発現ベクターには、
以下のベクター類またはそれらの誘導体が含まれるが、これらには限定されない。いくつ
かのみを挙げれば、ヒトまたは動物ウイルス（ワシニアウイルスまたはアデノウイルス等
）、昆虫ウイルス（バキュロウイルス等）、酵母ベクター、バクテリオファージベクター
（ラムダ等）、およびプラスミドとコスミドＤＮＡベクターである。
【００６５】
さらに、挿入配列の発現を調節するか、または所望の特定の様式に遺伝子産物を修飾し、
プロセスする宿主細胞株が選択される。異なる宿主細胞は、タンパク質の翻訳と翻訳後プ
ロセスおよび修飾について特徴、特異的な機序を備える。発現される外来タンパク質の望
ましい修飾とプロセスを確実にする適切な細胞株または宿主系を選択することができる。
酵母中での発現によって、生物学的に活性な産物を生産することができる。真核生物細胞
中での発現によって、ネイティブなフォールディングの可能性を増加することができる。
さらに、哺乳動物細胞中での発現によって、Ａｋｔ３活性を再構成するか、または構成す
るツールを提供できる。またさらに、異なるベクター／宿主発現系は、プロセス反応、例
えば蛋白分解に異なる程度、影響を及ぼす。
【００６６】
ベクターは、公知である方法によって所望の宿主細胞に導入されるが、これらは例えば、
トランスフェクション、電気穿孔、マイクロインジェクション、形質導入、細胞融合、Ｄ
ＥＡＥデキストラン、リン酸カルシュウム沈降法、リポフェクション（リソソーム融合）
、遺伝子銃またはＤＮＡベクター輸送体の使用（例えば、Wu et al., 1992, J. Biol. Ch
em. 267: 963-967; Wu and Wu, 1988, J. Biol. Chem. 263: 14621-14624: Hartmutら、
カナダ特許出願2,012,311号、1990年3月15日出願を参照）である。
【００６７】
上述のように培養流体を回収するか、または封入体を可溶化（例えば、界面活性剤と処理
）し、さらに所望ならば超音波処理、若しくは他の機械的な処理によって、可溶型タンパ
ク質を得ることができる。可溶化された、すなわち可溶タンパク質は様々な手法によって
単離することができるが、これらは例えば、ポリアクリルアミドゲル電気泳動（PAGE）、
等電点電気泳動法、二次元ゲル電気泳動、クロマトグラフィー（イオン交換、アフィニテ
ィー、免疫アフィニティー、サイズカラムクロマトグラフィー等）、遠心分離、示差溶解
、免疫沈降法、またはタンパク質の精製用の他のいかなる標準的な手法によってである。
【００６８】
Ａｋｔ３に対する抗体
本発明によれば、融合タンパク質を含む、組換えまたは化学合成により製造されるＡｋｔ
３ポリペプチドおよびその断片、他の誘導体またはアナログは、抗原または免疫原として
抗体産生に用いることができる。好ましくは、抗体はヒトＡｋｔ３に特異的に結合するが
、他の型のＡｋｔには結合しないものである。より好ましくは、抗体は配列：Cys-GIn-GI
n-Ser-Asp-Cys-Gly-Met-Leu-Gly-Asn-Trp-Lys-Lys またはこれと実質的に類似の配列を有
するポリペプチド内のエピトープを認識するものである。
【００６９】
イムノグロブリン（抗体）またはＴ細胞抗原受容体などの免疫系の抗原認識分子と特異的
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に相互作用しうる場合に、分子は「抗原性」である。抗原性ポリペプチドは少なくとも５
アミノ酸、好ましくは少なくとも１０アミノ酸を含む。分子の抗原性部分は、抗体もしく
はＴ細胞受容体認識に対して免疫優性である部分とすることができるか、または抗原性部
分を免疫のためのキャリア分子とコンジュゲートすることにより、分子に対する抗体を産
生させるために用いられる部分とすることができる。抗原性分子は、それ自体免疫原性、
即ちキャリアなしに免疫応答を誘導しうるものである必要はない。
【００７０】
そのような抗体はポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、キメラ抗体、一本鎖抗体、
Ｆａｂ断片およびＦａｂ発現ライブラリーを包含するが、これらに限定されない。本発明
の抗Ａｋｔ３抗体は、交叉反応性であってもよく、例えば異なる種由来のＡｋｔ３を認識
しうる。ポリクローナル抗体は交叉反応性である可能性が大きい。また、本発明の抗体は
Ａｋｔ３の単一型、例えばヒトＡｋｔ３に対して特異的であり得る。そのような抗体はヒ
トＡｋｔ３に対して特異的であるのが好ましい。
【００７１】
当該技術分野において公知の種々の方法がポリクローナル抗体の製造に使用することがで
きる。抗体の製造には、Ａｋｔ３ポリペプチドまたはその誘導体を注射することにより種
々の宿主動物を免役することができ、当該動物にはウサギ、マウス、ラット、ヒツジ、ヤ
ギ等が包含されるが、これらに限定されない。一態様において、Ａｋｔ３ポリペプチドま
たはその断片は、免疫原性キャリア、例えばウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）またはキーホ
ールリンペットヘモシニアン（ＫＬＨ）とコンジュゲートさせることができる。宿主の種
により種々のアジュバンドを用いて免疫学的応答を増強させることができ、アジュバンド
には（完全および不完全）フロイトアジュバンド、水酸化アルミニウムなどのミネラルゲ
ル、リソレクチン、プルロニックポリオール、ポリアミン、ペプチド、油性エマルジョン
、キーホールリンペットヘモシニアン、ジニトロフェノールなどの界面活性剤、並びに潜
在的にＢＣＧ（bacille Calmette-Guerin）およびCorynebacterium parvumなどの有用な
ヒトアジュバンドが包含されるが、これらに限定されない。
【００７２】
Ａｋｔ３ポリペプチド、またはその断片、アナログもしくは誘導体に対するモノクローナ
ル抗体の調製には、培養における連続細胞系により抗体分子を産生する任意の技術を用い
ることができる。これらは、元々KohlerとMilsteinにより開発されたハイブリドーマ技術
［Nature 256:495-497 (1975)］、同様にトリオマ技術、ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術
［Kozbor等, Immunology Today 4:72 1983); Cote等, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 8
0:2026-2030 (1983)］、ヒトモノクローナル抗体を製造するためのＥＢＶ－ハイブリドー
マ技術［Cole等., in Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss. Inc.
, pp. 77-96 (1985)］が包含されるが、これらに限定されない。本発明の別の態様におい
て、モノクローナル抗体は、無菌動物において製造することができる［国際特許公開WO 8
9/12690, 1989年12月28日公開］。実際、本発明によれば、Ａｋｔ３ポリペプチドに特異
的なマウス抗体分子由来の遺伝子を適当な生物活性のあるヒト抗体分子由来の遺伝子と共
にスプライシングすることにより、キメラ抗体を製造するために開発された技術［Morris
on等, J. Bacterial. 159:870 (1984): Neuberger等, Nature 312:604-608 (1984): Take
da等, Nature 314:452-454 (1985)］を用いることができるが、そのような抗体は本発明
の範囲内である。それ自体が免疫応答、特にアレルギー反応を誘導する異種抗体よりヒト
抗体またはヒト型化抗体が非常に好ましいため、そのようなヒト抗体またはヒト型化キメ
ラ抗体はヒトの疾患または疾病（後述する）の治療において用いるのが好ましい。
【００７３】
本発明によれば、一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）抗体の製造のために記載される技術［Huston 
に対する米国特許第5,476,786号 および第5,132,405号; 米国特許第4,946,778号］を適用
して、Ａｋｔ３ポリペプチド特異的な一本鎖抗体を製造することができる。本発明の別の
態様は、Ａｋｔ３ポリペプチドまたはその誘導体もしくはアナログに対して所望の特異性
を有するモノクローナルＦａｂ断片を迅速且つ簡単に特定しうる、Ｆａｂ発現ライブラリ
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ー［Huse 等, Science　246:1275-1281 (1989)］の構築のために記載される技術を利用す
る。
【００７４】
抗体分子のイデオタイプを含む抗体断片は、公知の技術により産生させることができる。
例えば、そのような断片は、抗体分子のペプシン消化により製造しうるＦ(ａｂ')2断片；
Ｆ(ａｂ')2断片のジスルフィド架橋を還元することにより製造しうるＦａｂ'断片、およ
び抗体をパパインと還元剤で処理することにより製造しうるＦａｂ断片が含まれるが、こ
れらに限定されない。
【００７５】
抗体に製造において、所望の抗体のスクリーニングは、当該技術分野において知られた技
術、例えばラジオイムノアッセイ、ＥＬＩＳＡ（酵素結合免疫吸着アッセイ）、サンドイ
ッチイムノアッセイ、免疫放射定量測定法、ゲル拡散沈降反応、免疫拡散アッセイ、in s
ituイムノアッセイ（例えば金コロイド、酵素または放射線標識を使用）、ウェスタンブ
ロット、沈降反応、凝集反応（例えばゲル凝集アッセイ，血液凝集アッセイ）、完全固定
アッセイ、免疫蛍光アッセイ、プロテインＡアッセイおよび免疫電気泳動アッセイなどに
より実施することができる。ある態様において、抗体結合は、一次抗体上の標識を検出す
ることにより検出する。別の態様において、一次抗体は、二次抗体または試薬の一次抗体
への結合を検出することにより検出する。他の態様において、二次抗体は標識される。イ
ムノアッセイにおいて結合を検出する多くの手段が当該技術分野において知られており、
これらは本発明の範囲内である。例えば、Ａｋｔ３ポリペプチドの特異的エピトープを認
識する抗体を選択するには、１つはそのようなエピトープを含むＡｋｔ３ポリペプチド断
片に結合する生成物に対する生成したハイブリドーマをアッセイする。好ましい断片は、
配列：Cys-GIn-GIn-Ser-Asp-Cys-Gly-Met-Leu-Gly-Asn-Trp-Lys-Lysを含む。特定の種の
動物由来のＡｋｔ３ポリペプチドに対して特異的な抗体を選択するには、その種の動物の
細胞により発現したまたはそれから単離したＡｋｔ３ポリペプチドとの陽性結合に基づい
て選択することができる。
【００７６】
前述の抗体は、例えばウェスタンブロット、Ａｋｔ３ポリペプチドイメージング、適当な
生理的試料におけるその標識のin situ測定など、上述したまたは当該技術分野において
知られた検出技術の任意のものを使用する、Ａｋｔ３ポリペプチドの局在および活性に関
して知られている方法において用いることができる。
【００７７】
特定の態様において、Ａｋｔ３ポリペプチドの活性を作動させるまたは拮抗する抗体を産
生させることができる。そのような抗体は、リガンドを特定する後述のアッセイを用いて
試験することができる。特に、そのような抗体は細胞内で発現するｓｃＦｖ抗体でありう
る。
【００７８】
遺伝子治療およびトランスジェニックベクター
アポトーシスおよび壊死による心筋細胞の死は、急性心筋梗塞および心不全の原因となる
。ヒトＡｋｔ３は、ＡＳＫ１誘導アポトーシスおよび低酸素症誘導アポトーシス並びに細
胞死を阻害する。故に、本発明は、ヒトＡｋｔ３タンパク質をコードする核酸を患者に投
与する遺伝子治療を含む。急性心筋梗塞の場合、Ａｋｔ３を用いる遺伝子治療は、細胞死
の量および最終的な梗塞の大きさを減少させると期待され、これにより梗塞後の機能が改
善し、生活の質が向上し、死亡率が減少する。また、梗塞の大きさの減少は、梗塞後に心
不全に進行する患者の数を減少させると期待される。心機能不全を有する患者において、
Ａｋｔ３を用いた遺伝子治療により筋細胞の損失の低減は、心室膨張の進行を遅延させ、
疾病の進行を遅くし、生活の質を向上させ、入院の必要性を減少させると期待される。
【００７９】
急性心筋梗塞において、虚血－再潅流障害の進行は細胞死を招く。Ａｋｔ３は細胞死を阻
害する。故に、Ａｋｔ３遺伝子治療は、虚血－再潅流障害を伴う、例えば心筋虚血再潅流
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障害、発作、肝障害、腎不全、器官移植（特に心臓移植）および冠動脈バイパス移植を含
む他の疾病状態の治療に有効であると期待されるが、これらには限定されない。また、Ａ
ｋｔ３遺伝子治療は、アルツハイマー病、肝変性および変形性関節症を含むがこれらには
限定されない、アポトーシスを介した細胞死を伴う他の疾病状態の治療に有効であると期
待される。
【００８０】
ベクターに適切に組込まれた本発明の核酸、およびこれを含有する医薬組成物は、多くの
病状の治療に用いることができる。これらは、任意のタイプの組織、特に心臓においてイ
ンビボにて遺伝子の運搬および発現に用いることができる。さらに、治療すべき病状に基
づいて治療を目的とすることができる（特定の組織への運搬は、特にベクターの選択によ
り決定することができ、発現は特定のプロモーターの選択により決定される）。本発明の
核酸またはベクターは、低酸素症誘導細胞死、アポトーシス、心筋梗塞、壊死、細胞増殖
、代謝産物の合成、タンパク質合成、ＤＮＡ複製および／または転写などから保護するな
どの種々の細胞機能に特異的に作用しうるタンパク質のヒトまたは動物におけるインビボ
および細胞内産生のために有利に使用される。故に、本発明は、ある原因によるまたは異
なる病状から生じる、特にアポトーシスを伴う細胞機能障害を特異的、局所的および有効
に治療することを可能にする。
【００８１】
上述のように、ベクターは本発明の核酸を宿主細胞中に運搬するための任意の手段である
。好ましいベクターは、レトロウィルス、ヘルペスウィルス、アデノウィルスおよびアデ
ノ随伴ウイルスなどのウィルスベクターが好ましい。故に、Ａｋｔ３タンパク質またはそ
のポリペプチドドメイン断片をコードする遺伝子は、ウィルスベクターを用いてまたはＤ
ＮＡの直接導入により細胞内または細胞外に導入される。標的組織における発現は、受容
体またはリガンドを用いて特定の細胞をトランスジェニックベクターの標的にすることよ
り、組織特異的プロモーターを用いて、またはこれら両方により実施することができる。
【００８２】
本発明の発現ベクターは、既に指摘したように、Ａｋｔ３活性のモジュレーターのスクリ
ーニングまたは生物学的試験のための細胞をトランスフェクトするため、または細胞外遺
伝子治療のため、例えばＡｋｔ３活性のレベルを増強または減少させるため、インビボま
たは細胞内にＡｋｔ３遺伝子もしくはＡｋｔ３アンチセンス遺伝子をデリバリーするため
に用いることができる。抗Ａｋｔ３ ｓｃＦｖを発現するベクターは、後に述べる技術を
用いて導入することができる。
【００８３】
インビボまたは細胞外標的化および治療手段において慣用されるウィルスベクターは、Ｄ
ＮＡに基づくベクターおよびレトロウィルスベクターである。ウィルスベクターを構築す
るおよび使用する方法は、当該技術分野において知られている［例えば、Miller とRosma
n, BioTechniques 7:980-990 (1992)を参照］。ウィルスベクターは、標的細胞中にて自
立的に複製し得ない複製欠損であるのが好ましい。一般的に、本発明の範囲内で使用され
る複製欠損ウィルスベクターのゲノムは、標的細胞中においてウィルスの複製に必要な少
なくとも１つの領域を欠失している。これらの領域は、当業者に知られた任意の技術によ
り、（全体または一部において）削除するかまたは非機能的にすることができる。これら
の技術は、全体的除去、置換（他の配列によって、特に挿入された核酸によって）、部分
的欠失または（複製に）必須な領域への１つ以上の塩基の挿入が包含される。そのような
技術は、遺伝子操作技術を用いてまたは突然変異誘発剤で処理することにより、インビボ
（単離されたＤＮＡにおいて）または原位置［in situ］にて実施することができる。複
製欠損ウィルスは、ウィルス粒子の封入に必要なゲノム配列を保持しているのが好ましい
。
【００８４】
ＤＮＡウィルスベクターは、例えば単純ヘルペス（ＨＳＶ）、パピローマウイルス、エプ
スタイン‐バーウイルス（ＥＢＶ）、アデノウィルス、アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）、
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ワクシニアウイルスなどの弱毒化または欠損ＤＮＡウィルスを包含するが、これらに限定
されない。
【００８５】
完全にまたはほとんど全てのウィルス遺伝子を欠失した欠損ウィルスが好ましい。欠損ウ
ィルスは、細胞中に導入した後に複製能が無くなり、故に増殖ウィルス感染を引き起こさ
ない。欠損ウィルスベクターの使用は、ベクターが他の細胞に感染しうることなく、特定
の、局所の細胞への投与を可能にする。故に、特定の組織を特異的な標的とすることがで
きる。特別なベクターの例には、欠損ヘルペスウィルス１（ＨＳＶ１）ベクター［Kaplit
t等, Molec. Cell. Neurosci. 2:320-330 (1991)］、グリコプロテインＬ遺伝子を欠損す
る欠損ヘルペスウィルス［特許公開RD 371005 A］または他の欠損ヘルペスウィルス［１
９９４年９月２９日公開の国際特許公開WO 94/21807；１９９４年４月２日公開の国際特
許公開WO 92/05263］、弱毒化アデノウィルスベクター、例えばStratford-Perricaudet等
［J. din. Invest. 90:626-630 (1992) ；さらにLa Salle等, .Science 259: 988-990 (1
993) を参照］に記載のベクター、および欠損アデノ随伴ウィルスベクター［Samulski等,
 J. Virol. 61:3096-3101 (1987)；Samulski等, J. Virol. 63:3822-3828 (1989)；Lebko
wski等, Mol. Cell. Biol. 8:3988-3996 (1988)］が包含されるが、これらに限定されな
い。
【００８６】
インビボ投与には、適当な免疫抑制治療をウィルスベクター、例えばアデノウィルスベク
ターと同時に用いて、ウィルスベクターおよびトランスフェクションされた細胞の免疫不
活化を回避するのが好ましい。例えば、免疫抑制性サイトカイン、例えばインターロイキ
ン－１２（ＩＬ－１２）、インターフェロン－γ（ＩＦＮ－γ）または抗ＣＤ４抗体を投
与して、ウィルスベクターに対する体液性または細胞性免疫応答を阻止することができる
［例えばWilson, Nature Medicine (1995)を参照］。また、最小限の抗原を発現するよう
操作されたウィルスベクターを用いることは有利である。
【００８７】
当然、本発明は、遺伝子治療用途のためのＡｋｔ３の治療上の有効量を発現するベクター
のデリバリーを考慮している。本明細書において用いる用語「治療上の有効量」は、宿主
の活性、機能および反応の臨床的に顕著な欠損を少なくとも１５％まで、好ましくは少な
くとも５０％まで、より好ましくは少なくとも９０％まで低減する、最も好ましくは完全
に阻止するために十分な量を意味する。また、治療上の有効量は、宿主における臨床的に
顕著な状態の改善を引き起こすのに十分な量である。
【００８８】
アデノウィルスベクター
好ましい態様において、ベクターはアデノウィルスベクターである。アデノウィルスは、
修飾して本発明の核酸を種々の細胞タイプに効果的にデリバリーし得る、真核細胞性ＤＮ
Ａウィルスである。アデノウィルスの種々の血清型が存在する。これら血清型の好ましい
ものには、タイプ２もしくはタイプ５のヒトアデノウィルス（Ａｄ２もしくはＡｄ５）ま
たは動物起源のアデノウィルス（W094/26914を参照）が挙げられ、これらは本発明の範囲
内である。本発明の範囲内において使用しうる動物起源のアデノウィルスは、イヌ、ウシ
、ネズミ（例えばMavl. Beard等, Virology 75 (1990) 81）、ヒツジ、ブタおよびサル（
例えばＳＡＶ）起源のアデノウィルスが包含される。動物起源のアデノウィルスは、イヌ
のアデノウィルスであるのが好ましく、より好ましくはＣＡＶ２アデノウィルスである（
例えばManhattanまたはＡ２６／６１株（ATCC VR-800））。
【００８９】
本発明の複製欠損アデノウィルスベクターは、ＩＴＲ、封入化配列および目的の核酸を含
むのが好ましい。より好ましくはアデノウィルスベクターの少なくともＥ１領域が非機能
的なものである。Ｅ１領域における欠失は、Ａｄ５アデノウィルスの配列の４５５～３３
２９ヌクレオチド（PvuII-BglII断片）または３８２～３４４６ヌクレオチド（HinfII-Sa
u3A断片）であるのが好ましい。他の領域もまた、特にＥ３領域（W095/02697）、Ｅ２領
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域（W094/28938）、Ｅ４領域（W094/28152，W094/12649およびW095/02697）または後期遺
伝子Ｌ１－Ｌ５の任意の領域を変異させてもよい。
【００９０】
好ましい態様において、アデノウィルスベクターは、Ｅ１領域（Ａｄ１.０）において欠
損を有する。Ｅ１欠失アデノウィルスの例は、EP 185,573に開示されており、その内容は
本明細書に引用することにより組み入れる。別の好ましい態様において、アデノウィルス
ベクターはＥ１およびＥ４領域（Ａｄ３.０）において欠失を有する。Ｅ１／Ｅ４欠失ア
デノウィルスの例はW095/02697およびW096/22378に開示されており、その内容は本明細書
に引用することにより組み入れる。他の好ましい態様において、アデノウィルスベクター
は、Ｅ４領域および核酸配列をＥ１領域に挿入した、Ｅ１領域における欠失を有する（FR
94 13355を参照、その内容は本明細書に引用することにより組み入れる）。
【００９１】
本発明の複製欠損組換えアデノウィルスは、当業者に知られた任意の技術により作成する
ことができる（Levrero等, Gene 101 (1991) 195，EP 185573；Graham, EMBO J. 3 (1984
) 2917）。特に、これらはアデノウィルスと特に目的のＤＮＡ配列を運搬するプラスミド
の間での相同的組換えにより作成することができる。相同的組換えは、アデノウィルスと
プラスミドの適当な細胞系への同時トランスフェクションの後に達成される。用いられる
細胞系は、好ましくは（ｉ）前記成分によりトランスフェクション可能であり、（ii）複
製欠損アデノウィルスのゲノムの一部分を補足しうる配列を含有するものであり、組換え
の危険性を回避するための組込み型であるのが好ましい。使用しうる細胞系の例は、その
ゲノム中に組込まれたＡｄ５アデノウィルスのゲノムの左側部分（１２％）を含有するヒ
ト胎児性腎臓細胞系２９３（Graham等, J. Gen. Virol. 36 (1977) 59）、並びに特許出
願W094/26914およびW095/02697に記載されるＥ１およびＥ４の機能を補足しうる細胞系で
ある。組換えアデノウィルスは、当業者によく知られた標準分子生物学的技術を用いて回
収し、そして精製される。
【００９２】
アデノ随伴ウィルスベクター
アデノ随伴ウィルス（ＡＡＶ）は、安定で且つ部位特異的な様式で感染させる細胞のゲノ
ムに組込まれうる比較的サイズの小さいＤＮＡウィルスである。これらは、細胞増殖、形
態または分化における作用を何ら誘導することなく、広範囲の細胞に感染することができ
、そしてこれらはヒトの病態に包含されないものである。ＡＡＶゲノムはクローン化され
、配列決定され、そして特徴付けされている。これは約４７００塩基を含み、ウィルスの
複製起点として保存されている、約１４５塩基の逆方向末端反復（ＩＴＲ）領域を各末端
に含有する。ゲノムの残留物は、２つの必須領域に分割され、封入機能：ウィルス複製お
よびウィルス遺伝子の発現に伴われるｒｅｐ遺伝子を含むゲノムの左側部分：ウィルスの
カプシドタンパク質をコードするｃａｐ遺伝子を含むゲノムの右側部分を運搬する。
【００９３】
遺伝子導入のためのインビトロおよびインビボにおけるＡＡＶ由来のベクターの使用は記
載されている（WO 91/18088；WO 93/09239；US 4,797,368；US 5,139,941；EP 488 528を
参照）。これらの刊行物には、ｒｅｐおよび／またはｃａｐ遺伝子が欠損し、目的の遺伝
子により置換されている種々のＡＡＶ誘導構築物および前記目的の遺伝子をインビトロ（
培養細胞中）またはインビボ（生物中に直接）導入するためのこれら構築物の使用が記載
されている。本発明の複製欠損組換えＡＡＶは、２つのＡＡＶ逆方向末端反復（ＩＴＲ）
領域により挟まれている目的の核酸配列を含むプラスミドとＡＡＶ封入遺伝子（ｒｅｐお
よびｃａｐ遺伝子）を運搬するプラスミドを、ヒトヘルパーウィルス（例えばアデノウィ
ルス）を用いて細胞系中に同時トランスフェクションして、感染させることにより作成す
ることができる。作成されるＡＡＶ組換え体は、次いで標準技術により精製される。
【００９４】
従って、本発明はまた、そのゲノムがＡＡＶのＩＴＲにより挟まれたＡｋｔ３をコードす
る核酸配列を含む、ＡＡＶ誘導組換えウィルスに関する。本発明はまた、ＡＡＶ由来の２
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つのＩＴＲにより挟まれたＡｋｔ３をコードする核酸配列を含むプラスミドに関する。そ
のようなプラスミドは、適する場合にはリポソームベクター（偽ウィルス）中に組込まれ
るプラスミドを用いて、核酸配列を導入するために使用することができる。
【００９５】
レトロウィルスベクター
別の態様において、遺伝子はレトロウィルスベクター、例えばAnderson等, 米国特許第5.
399.346号：Mann等，1983. Cell 33:153：:Temin等，米国特許第4,650,764号：Temin等, 
米国特許第4,980,289：Markowitz等, 1988. J. Virol. 62:1120：Temin等, 米国特許第5,
124,263号：EP 453242，EP 178220：Bernstein等，Genet. Eng. 7 (1985) 235:McCormick
, BioTechnology 3 (1985) 689：Dougherty 等による、１９９５年３月１６日公開の国際
特許公開WO95/07358およびKuo等, 1993. Blood 82:845に記載されるベクター中に導入す
ることができる。レトロウィルスは、分裂細胞に感染する組込みウィルスである。レトロ
ウィルスのゲノムは、２つのＬＴＲ、封入化配列および３つのコード領域（ｇａｇ、ｐｏ
ｌおよびｅｎｖ）を含む。組換えレトロウィルスベクターにおいて、ｇａｇ、ｐｏｌおよ
びｅｎｖ遺伝子は通常は全体または一部において欠失しており、目的の異種核酸配列で置
換されている。これらのベクターは、異なるタイプのレトロウィルス、例えばＨＩＶ、Ｍ
ｏＭｕＬＶ（ネズミモロネー白血病ウィルス）、ＭＳＶ（ネズミモロネー肉腫ウイルス）
、ＨａＳｖ（ハービー肉腫ウィルス）、ＳＮＶ（脾臓懐死ウィルス）、ＲＳＶ（ラウス肉
腫ウィルス）およびフレンドウィルスから構築することができる。欠損レトロウィルスベ
クターはWO95/02697に開示されている。
【００９６】
通常、核酸配列を含む組換えレトロウィルスを構築するためには、ＬＴＲ、封入化配列お
よびコード配列を含むプラスミドを構築する。この構築物はパッケージング細胞をトラン
スフェクションするために用いられ、細胞系はプラスミド中において欠損しているレトロ
ウィルス機能をトランス［in trans］で補足しうるものである。故に、パッケージング細
胞は通常、ｇａｇ、ｐｏｌおよびｅｎｖ遺伝子を発現しうる。そのようなパッケージング
細胞は先行技術に記載され、特に細胞系ＰＡ３Ｉ７ (US4,86I.719)、ＰｓｉＣＲＩＰ細胞
系 (WO 90/02806)および ＧＰ-ｅｎｖＡｍ-１２細胞系 (WO 89/07150)である。さらに、
組換えレトロウィルスベクターは、ＬＴＲ内に転写活性を抑制するための変異、同様にｇ
ａｇ遺伝子の一部を包含しうる多数の封入化配列（Bender等, J. Virol. 61 (1987) 1639
）を含有しうる。組換えレトロウィルスベクターは、当業者に知られた標準技術により精
製される。
【００９７】
レトロウィルスベクターは、感染粒子として機能するようまたは１回のトランスフェクシ
ョンを行うように構築することができる。前者の場合、ウィルスは発癌形質転換性の原因
となるものを除いてその遺伝子の全てを保持するように、そして異種遺伝子を発現するよ
う変異させる。非感染性ウィルスベクターは、ウィルス封入シグナルを破壊するが、異種
遺伝子および封入シグナルを含むよう操作された同時導入ウィルスを封入するために必要
な構造遺伝子を保持するように作成する。故に、産生されるウィルス粒子は、別のウィル
スを産生することができない。
【００９８】
標的遺伝子のデリバリーは、１９９５年１０月公開の国際特許公開WO 95/28494に記載さ
れている。
【００９９】
非ウィルスベクター
また、ベクターはリポフェクションによりインビボにて導入することができる。過去１０
年間で、インビトロにおける核酸の封入およびトランスフェクションのためのリポソーム
の使用は増加している。合成カチオン脂質は、リポソーム媒介トランスフェクションに伴
う問題点および危険性を制限するよう設計され、これを用いてマーカーをコードする遺伝
子のインビボトランスフェクションのためのリポソームを作製することができる［Feigne
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r等, Proc. Nail. Acad. Sci. U.S.A. 84:7413-7417 (1987); Mackey等, Proc. Natl. Ac
ad. Sci. U.S.A. 85:8027-8031 (1988); Ulmer等, Science 259:1745-1748 (1993) を参
照］。カチオン脂質の使用は、陰性荷電した核酸の封入を促進することができ、さらに陰
性荷電した細胞膜との融合を促進することができる［FeignerとRingold, Science 337:38
7-388 (1989)］。特に有用な脂質化合物および核酸運搬のための組成物は、国際特許公開
WO95/18863およびWO96/17823、並びに米国特許第号5,459,127に記載されている。インビ
ボで特定の器官に外来遺伝子を導入するためのリポフェクションの使用はある利点を有す
る。特定の細胞に対するリポソームの分子標的化はある範囲の利益を示す。特定の細胞タ
イプに対する指向性トランスフェクションが細胞異質性の組織、例えば膵臓、肝臓、腎臓
および脳などにおいて特に有利であることは明らかである。脂質は、標的化の目的のため
に他の分子と化学的結合させることができる［上述のMackey等を参照］。標的とされるポ
リペプチド、例えばホルモンもしくは神経伝達物質、および抗体などのタンパク質、また
は非ペプチド分子は、リポソームと化学結合させることができる。
【０１００】
他の分子、例えばカチオン性オリゴペプチド（例えば国際特許公開WO95/21931）、ＤＮＡ
結合タンパク質由来のペプチド（例えば国際特許公開WO96/25508）またはカチオン性ポリ
マー（例えば国際特許公開WO95/21931）などもまた、インビトロにおける核酸のトランス
フェクションを促進するために有用である。
【０１０１】
裸のＤＮＡプラスミドとしてベクターをインビボで導入することが可能である（米国特許
第5,693,622号、第5,589,466号および第5,580,859号）。遺伝子治療用の裸のＤＮＡベク
ターは、当該技術分野において知られた方法、例えばトランスフェクション、エレクトロ
ポレーション、マイクロインジェクション、形質導入、細胞融合、ＤＥＡＥデキストラン
法、リン酸カルシウム沈殿法、遺伝子銃の使用またはＤＮＡベクタートランスポーターの
使用により所望の宿主細胞中に導入することができる［例えば、Wu等, J. Biol. Chem. 2
67:963-967 (1992); WuとWu, J. Biol. Chem. 263:14621-14624 (1988); Hartmut等, １
９９０年３月１５日出願のカナダ国特許出願第2,012,311号； Williams等, Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 88:2726-2730 (1991)を参照］。受容体媒介ＤＮＡデリバリー法もまた使
用することができる［Curiel等, Hum. Gene Ther. 3:147-154 (1992); WuとWu, J. Biol.
 Chem. 262:4429-4432 (1987)］。好ましい裸のＤＮＡベクターには、条件的複製起点を
有するｐＣＯＲプラスミド（WO97/10343を参照）および複製起点とマーカー遺伝子を欠失
するミニサークルプラスミド[minicircie]（WO96/26270を参照）が含まれる。
【０１０２】
医薬組成物およびデリバリー
本発明はまた医薬組成物に関する。そのような組成物は、既に定義した、Ａｋｔタンパク
質もしくはポリペプチドまたはＡｋｔタンパク質もしくはポリペプチドをコードする核酸
、および医薬上許容しうるキャリアまたはベヒクルを含む。本発明の組成物は、特に遺伝
子治療のための生体物質製剤に適する。故に、好ましい態様において、組成物はヒトＡｋ
ｔ３タンパク質またはポリペプチドをコードする核酸を含む。
【０１０３】
本発明のウィルス性または非ウィルス性の任意のベクターは、医薬上許容しうるキャリア
またはベヒクル中においてインビボで導入されるのが好ましい。用語「医薬上許容しうる
」は、生理的に許容しうるものであり、ヒトに投与した場合に例えば胃の不調、めまいな
どの典型的なアレルギーまたは同様な不都合な反応を生じない分子それ自体および組成物
を意味する。好ましくは、本明細書にて用いる用語「医薬上許容しうる」は、連邦政府、
州政府または米国薬局方、または動物において、より好ましくはヒトにおいて使用するた
めの他の一般的に認知された薬局方に列記された管理機関により承認されていることを意
味する。用語「キャリヤ」は、化合物を投与する際に用いる、希釈剤、アジュバンド、賦
形剤またはベヒクルを意味する。そのような医薬キャリヤは水および、例えば石油、動物
油、植物油または合成油、例えば落花生油、大豆油、鉱油、ゴマ油などを包含する油など
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の無菌液体とすることができる。水または水溶液、生理食塩水並びに水溶性デキストロー
スおよびグリセロール溶液をキャリヤとして、特に注射可能な溶液において用いることが
好ましい。適する医薬キャリヤは、E. W. Martinによる“Remington's Pharmaceutical S
ciences"に記載されている。
【０１０４】
本発明の医薬組成物は、局所投与、経口投与、非経口投与、鼻腔投与、静脈内投与、筋肉
内投与、皮下投与、眼内投与などの目的で製剤化しうる。好ましくは、医薬組成物は注射
可能な製剤用の医薬上許容しうるベヒクルを含有する。これらは、特に無菌の等張性生理
食塩水（リン酸一ナトリウムもしくは二ナトリウム、塩化カリウム、塩化カルシウムもし
くは塩化マグネシウムなどの塩またはその塩の混合物）、または乾燥、特に凍結乾燥した
もので、適する無菌の水または生理食塩水の添加により注射可能な溶液を形成しうる組成
物とすることができる。
【０１０５】
組成物は、特に等張性の、無菌の生理食塩水（リン酸一ナトリウムもしくは二ナトリウム
、塩化カリウム、塩化カルシウムもしくは塩化マグネシウムなどの塩またはその塩の混合
物）、または乾燥、特に凍結乾燥した組成物であり、その場合に応じて、無菌水もしくは
生理食塩水の添加にて注射可能な溶液を構成しうるものである。
【０１０６】
好ましい無菌の注射可能な製剤は、無毒性の非経口的に許容しうる溶媒または希釈液中の
溶液または懸濁液とすることができる。医薬上許容しうるキャリアまたはベヒクルは、塩
溶液、緩衝塩溶液、等張塩溶液（例えばリン酸一ナトリウムもしくは二ナトリウム、塩化
カリウム、塩化カルシウムもしくは塩化マグネシウムなどの塩またはその塩の混合物）、
リンガー液、デキストロース、水、無菌水、グリセロール、エタノールおよびこれらの組
合せである。１,３－ブタノールおよび無菌の不揮発性油は、溶媒または懸濁媒体として
適宜用いられる。合成モノ－またはジ－グリセリドを含む任意の混合不揮発性油を用いる
ことができる。脂肪酸、例えばオレイン酸もまた、注射可能な製剤中における使用が見出
される。
【０１０７】
本発明の核酸の投与量は、それ単独でまたは投与に際して用いられるベクター中に組み込
まれたもののいずれかにおいて、異なるパラメータに従って、特に用いられる投与様式、
問題とされる病態、発現させるべき遺伝子または所望される治療期間に応じて調節するこ
とができる。一般的には、本発明の組換えウィルスの場合、これらは１０4～１０14ｐｆ
ｕの範囲、好ましくは１０6～１０10ｐｆｕの投与形態において製剤化され、投与される
。用語「ｐｆｕ（プラーク形成単位）」は、ウィルス溶液の感染力に相当し、適する細胞
培養物の感染および通常は４８時間後の感染細胞プラーク数の測定により決定される。ウ
ィルス溶液のｐｆｕ力価を測定する技術は、文献に詳細に記載されている。
【０１０８】
本明細書にて用いられる用語「治療上の有効量」は、宿主の活性、機能および反応におけ
る臨床上の顕著な欠損を少なくとも１５％まで、好ましくは少なくとも５９％まで、より
好ましくはすくなくとも９０％まで減少させる、そして最も好ましくは防止するのに十分
な量を意味する。また、治療上の有効量は、宿主において臨床上の顕著な状態の改善を引
き起こすのに十分な量を意味する。
【０１０９】
本発明の組成物は、非経口的または粘膜を介して、例えば経口的、鼻腔にもしくは直腸に
、または経皮的に投入することができる。好ましくは、投与は皮経口的、例えば静脈注射
、さらに細動脈内投与、筋肉内投与、経皮的投与、皮下的投与、腹腔内投与、心室内投与
および頭蓋内投与が包含されるが、これらに限定されない。組成物の投与は、治療すべき
部位に、特に心臓内に直接注射することにより導入することができる。
【０１１０】
心臓への投与の好ましい経路は、心臓内への直接注射である（米国特許第5,693,622号）
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。心臓は、当該技術分野で利用可能な任意の技術、例えば磁気共鳴造影法またはコンピュ
ータ断層撮影法などを用いて造影することができ、治療用組成物は例えば定位注射により
投与される。心臓への投与はまた、カテーテルを介して行うことができる（米国特許5,85
1,521号）。
【０１１１】
他の態様において、ヒトＡｋｔ３ポリペプチドまたは当該ポリペプチドをコードする核酸
を含む組成物は、制御放出システムにおいてデリバリーすることができる。例えば核酸ま
たはポリペプチドは、静脈内注入、移植可能な浸透圧ポンプ、経皮パッチ、リポソームま
たは他の投与様式を用いて投与することができる。ある態様において、ポンプを使用して
もよい［上述のLanger；Sefton, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:201 (1987)；Buchwal
d等, Surgery 88:507 (1980)；Saudek等, N. Engl. J. Med. 321:574 (1989)を参照］。
他の態様において、ポリマー物質を用いることができる「Medical Applications of Cont
rolled Release. Langer と Wise (eds.), CRC Press: Boca Raton. Florida (1974)；Co
ntrolled Drug Bioavailability. Drug Product Design and Performance. Smolen and B
all (eds.), Wiley: New York (1984): Ranger and Peppas, J. Macromol. Sci. Rev. Ma
cromol. Chem. 23:61 (1983)を参照；さらにLevy等, Science 228:190 (1985)； During
等, Ann. Neurol. 25:351 (1989)； Howard等, J.Neurosurg. 71:105 (1989)を参照」。
他の態様において、制御放出システムを治療の標的、即ち心臓の近位に位置させることが
でき、故に全身性投与のフラクションのみが必要とされる［例えばGoodson, in Medical 
Applications of Controlled Release, supra, vol. 2. pp. 115-138 (1984)を参照］。
他の制御放出システムは、Langerによる評論［Science 249:1527-1533 (1990)］において
検討されている。
【０１１２】
故に、本発明の組成物は、静脈内、動脈内、腹膜内、筋肉内または皮下における投与経路
によりデリバリーすることができる。また、適切に製剤化された組成物は、鼻腔内投与ま
たは経口投与により投与することができる。生体物質の一定供給は、治療上有効な投与量
（即ち被検者において代謝の変化を誘導するのに有効な投与量）を必要とされる間隔、例
えば１日、毎１２時間などで供給することができる。これらのパラメータは、治療する病
状の重大性、実施される食事制限などの他の作用、被検者の体重、年齢および性別、並び
に当業者による標準有効医療行為に従って容易に決定しうる他の基準次第である。
【０１１３】
本発明の範囲内の生体物質が投与される生物はヒトであるのが好ましいが、任意の動物と
することができる。故に、本発明の方法および医薬組成物が任意の動物、特にほ乳類に対
する投与、即ち獣医学的用途に特に適することは当業者であれば容易に理解することがで
き、そして動物には家庭の動物、例えばネコまたはイヌ、家畜、例えばウシ、ウマ、ヤギ
、ヒツジおよびブタなど、野生動物（自然または動物園内における野生動物）、実験動物
、例えばマウス、ラット、ヒツジ、ヤギ、ブタ、イヌ、ネコなど、鳥類、例えばニワトリ
、七面鳥、鳴き鳥などが含まれるがこれに限定されない。
【０１１４】
スクリーニングアッセイ
本発明のＡｋｔ３タンパク質をコードする遺伝子の同定および単離は、天然のものから単
離できるよりもはるかに多い量でのＡｋｔ３発現、または特別に操作されて、細胞のトラ
ンスフェクション後または形質転換後に発現するＡｋｔ３活性を示す指示細胞におけるＡ
ｋｔ３発現を提供する。従って、本発明は、Ａｋｔ３ポリペプチドの構造に基づくアゴニ
ストおよびアンタゴニストの合理的設計に加えて、当該技術分野において知られた種々の
スクリーニングアッセイを用いてＡｋｔ３の特異的リガンドを特定する別法を考慮するも
のである。
【０１１５】
Ａｋｔ３はアポトーシスから細胞を保護する。故に、アポトーシスを阻害するその能力を
促進するＡｋｔ３のアゴニストは、心筋梗塞または虚血再潅流障害を被る患者の治療にお
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けるその活性を改善すると期待される。一方、増加した細胞の生存は腫瘍の進行の要因で
あり、故に腫瘍形成および／または進行の原因となっている。従って、Ａｋｔ３活性の阻
害剤は、腫瘍細胞の生存を減少させ、その結果として腫瘍の退行をもたらすと期待される
。
【０１１６】
当該技術分野において知られた任意のスクリーニング技術を使用して、Ａｋｔ３アゴニス
トまたはアンタゴニストをスクリーニングすることができる。例えば、ヒトＡｋｔ３およ
びＡＳＫ１の両方を発現する適する細胞系、例えばヒト胎児性腎臓細胞ＨＥＫ２９３など
は、マーカー遺伝子、例えばβ－ガラクトシダーゼをコードする核酸を用いてトランスフ
ェクションすることができる。次いで、細胞はアゴニストまたはアンタゴニストを含む試
験溶液に露呈され、次にβ－ガラクトシダーゼ活性について染色される。試験溶液に露呈
していないコントロール細胞と比較してβ－ｇａｌ陽性細胞がより多く存在することは、
試験溶液中にＡｋｔ３アゴニストが存在することを示す。逆に、試験溶液に露呈していな
いコントロール細胞と比較してβ－ｇａｌ陽性細胞がより少なく存在することは、試験溶
液中にＡｋｔ３アンタゴニストが存在することを示す。
【０１１７】
本発明は、低分子リガンドまたはリガンドのアナログおよび模倣するものについてのスク
リーニング、同様にインビボにてＡｋｔ３と結合する、そしてこれを作動するまたはこれ
と拮抗する天然分子についてのスクリーニングを考慮するものである。例えば、Ａｋｔ３
活性を作動するまたはこれと拮抗する分子についての本発明のアッセイを用いて、天然生
成物のライブラリーをスクリーニングすることができる。
【０１１８】
Ａｋｔ３の一次配列、および機能が知られているタンパク質の配列との類似性の知見は、
タンパク質の阻害剤またはアゴニストとしての最初の手かがりを提供することができる。
アゴニストの同定およびスクリーニングは、さらにタンパク質の構造的特徴を、例えばＸ
線結晶学、中性子回折、核磁気共鳴スペクトロメトリーおよび構造決定のための他の技術
を用いて決定することにより促進される。これらの技術は、アゴニストおよびアンタゴニ
ストの合理的設計または同定を提供する。
【０１１９】
他の手法は組換えバクテリオファージを用いて、大きなライブラリーを作成する。ファー
ジ法［ScottとSmith. 1990. Science 249:386-390 (1990)； Cwirla.等, Proc. Natl. Ac
ad. Sci.. 87:6378-6382 (1990)； Deviin等, Science. 249:404-406 (1990)］を用いて
、非常に大きなライブラリー（１０6～１０8の化学エンティティ）を構築することができ
る。第２の手法は主に化学的方法を用いる、例えばGeysen法［Geysen等, Molecular Immu
nolog' 23:709-715 (1986): Geysen等, J. Immvnologic Method 102:259-274 (1987)］お
よびFodor等の方法［Science 251:767-773 (1991)］である。Furka等［[14th Internatio
nal Congress of Biochemistry. Volume 5, Abstract FR:013 (1988); Furka, Int. J. P
eplide Protein Res. 37:487-493 (1991)］、Houghion［１９８６年１２月に特許された
、米国特許第4,631,211号］およびRutter等［１９９１年４月２３日付で特許された、米
国特許第5,010,175号］は、アゴニストまたはアンタゴニストとして試験することができ
るペプチドの混合物の製造方法を記載している。
【０１２０】
別の態様において、合成ライブラリー［Needels等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:107
00-4 (1993)； Ohimeyer等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:10922-10926 (1993)；Lam
等, 国際特許公開WO 92/00252；Kocis等, 国際特許公開WO 9428028、各々について本明細
書にて引用することによりその全てを組み入れる］などを用いて、本発明のＡｋｔ３リガ
ンドについてスクリーニングすることができる。
【０１２１】
スクリーニングは、Ａｋｔ３を発現する組換え細胞、または精製したタンパク質を用いて
、例えば上述のように組換えにより製造した精製タンパク質を用いて実施することができ



(30) JP 4237945 B2 2009.3.11

10

20

30

40

50

る。例えば、上述の引用文献において記載したように、標識した可溶性Ａｋｔ３を用いて
ライブラリーをスクリーニングすることができる。
【０１２２】
ある態様において、Ａｋｔ３を直接標識してもよい。別の態様において、標識二次試薬を
用いて、Ａｋｔ３が目的の分子、例えば固相支持体に結合させた分子に結合するのを検出
することができる。結合は、酵素標識による発色団のin situ形成により検出することが
できる。適する酵素には、アルカリフォスファターゼおよび西洋わさびペルオキシダーゼ
が包含されるが、これらに限定されない。別の態様において、２種類の発色性基質と目的
の別々のアクセプター分子上における２種類の酵素標識を用いる２色アッセイを用いても
よい。交叉反応性および単一反応性リガンドは、２色アッセイを用いて特定することがで
きる。
【０１２３】
本発明において使用する他の標識には、着色ラテックスビーズ、磁性ビーズ、蛍光標識（
例えばフルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ）、フィコエリトリン（ＰＥ）、テ
キサスレッド（ＴＲ）、ローダミン、一連の遊離またはキレートランタニド塩、特にＥｕ
3+、２～３の蛍光発色団[fluorophore]）、化学発光性分子、ラジオアイソトープまたは
磁気共鳴造影標識が含まれる。２色アッセイは、２種類以上の着色ラテックスビーズまた
は異なる波長にて放射する蛍光発色団を用いて実施することができる。標識は、可視的に
または機械的／光学的手段により検出することができる。機械的／光学的手段には、蛍光
分析装置、即ちＦＡＣＳに類似したものおよびマイクロマニピュレーター転移手段が含ま
れる。
【０１２４】
本明細書にて説明したように、Ａｋｔ３タンパク質レベルは、タンパク質の代謝標識によ
り評価することができる。代謝標識が[35Ｓ]－メチオニンを補足した培養培地の存在下に
組織検査のインビトロインキュベーション中に生じるため、検出されるマーカーの各レベ
ルは、インビトロ条件により影響を受ける。本発明は、[35Ｓ]－メチオニンを用いた代謝
（または生合成）標識に加えて、さらに[14Ｃ]－アミノ酸および[3Ｈ]－アミノ酸（安定
部分におけるトリチウム置換を有する）を用いた標識を考慮するものである。故に、化合
物の試料またはライブラリーは、この部分の標識後に直接分析することができるが、前記
標識は例えば銀、金、クマシーブルーまたはアミド－シュワルツを用いる比色染色、さら
に２～３の技術：同位元素標識、例えば[32Ｐ]－オルトリン酸、[125Ｉ]、[131Ｉ]を用い
た標識；蛍光または化学発光タグ；および標識抗体またはマーカーの特異的結合パートナ
ーを用いた免疫検出である。
本発明は、下記の実施例を参照することによりより理解することができるが、これらは本
発明の説明のために示すものであり、本発明を何ら限定するものではない。
【０１２５】
【実施例】
一般的な分子生物学的手法
プラスミドＤＮＡの予備的な抽出、セシウムクロライドグラジエントによるプラスミドＤ
ＮＡの遠心、アガロースまたはアクリルアミドゲル電気泳動、エレクトロエリューション
によるＤＮＡ断片の精製、フェノールまたはフェノール／クロロホルムを用いたタンパク
質抽出、塩溶媒中でのＤＮＡのエタノールまたはイソプロパノール沈殿、大腸菌の形質転
換などの分子細胞生物学において伝統的に使用されてきた方法は同分野における技術者に
よく知られているし、文献に十分な説明が記述されている［Maniatis T. et al.,“Molec
ular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring H
arbor, N.Y., 1982;(1989年第二版); Ausubel F.M. et al. (eds), "Current Protocols 
in Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987 ］。
【０１２６】
従来のクローニング法にはＰＢｒ３２２やｐＵＣ型プラスミドそしてＭ１３シリーズのフ
ァージが含まれている。これらは商業的に入手可能である（Bethesda Research Laborato
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ries社）。
【０１２７】
ライゲーションに関しては、ＤＮＡフラグメントはアガロースまたはアクリルアミドゲル
電気泳動によりサイズによって分離し、フェノールまたはフェノール／クロロホルム混合
液により抽出し、エタノール沈殿をし、それから供給元が推奨する方法に従ってファージ
Ｔ４ ＤＮＡ ライゲース（Biolads社）の存在下でインキュベートする。
【０１２８】
５'突出末端のフィルインは供給元の仕様書に従い、大腸菌ＤＮＡポリメレラーゼＩ（Bio
lads社）由来のクレノーフラグメントを利用して行った。３'突出末端の除去は供給元が
推奨する方法に従って使用したファージＴ４ ＤＮＡポリメレラーゼ（Biolads社）の存在
下で行った。５'突出末端の除去はＳ１ヌクレアーゼを用いた処理制御によって行った。
【０１２９】
合成オリゴヌクレオチドによるインビトロダイレクトミュータジェネシスは、テイラーら
［Nucleic Acids Res. 13 (1985) 8749-8764］により開発された方法に従い、アマシャム
社から販売されているキットを使用して行った。
【０１３０】
ＰＣＲ法［Polymerase-catalyzed Chain Reaction, Saiki R. K. at al., Science 230 (
1985) 1350-1354; Mullis K.B. and Faloona F.A., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350］
によるＤＮＡ断片の酵素的増幅は“ＤＮＡサーマルサイクラー”（Perkin Elmer Cetus社
）を用い、製造元の仕様書に従って実施可能である。
【０１３１】
核酸配列の確認はサンガーらによって開発された方法［Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74
 (1977) 5463-5467］により、アマシャム社から販売されているキットを使用して実施可
能である。
プラスミドＤＮＡはキアゲンプラスミド精製システムにより、製造元の使用説明書に従っ
て精製可能である。
【０１３２】
実施例１：ヒトＡｋｔ３のクローニング
本実施例ではＡｋｔ３タンパク質をコードする核酸のクローニングについて述べる。
実施例１.１：Ａｋｔ３遺伝子のｃＤＮＡライブラリースクリーニング
データベースサーチによって、ヒトｃＤＮＡクローンの一つがヒトＡｋｔ１とＡｋｔ２に
相同性を有するが、それらとは異なっているヒトｃＤＮＡのストレッチを含んでいること
が明らかとなった。これ以前には未知のヒトＡｋｔのアイソフォーム（ここにヒトＡｋｔ
３と命名する）の完全長コード配列を単離するために、ヒトＡｋｔ３のＮ末端側に対する
５'－ＵＴＲとコード領域に相当するｃＤＮＡプローブを使用し、ヒト心臓由来ｃＤＮＡ
ライブラリーをスクリーニングした。
【０１３３】
ヒトｃＤＮＡクローン（ID# 479072）は購入した（Genome System Inc.社）。ヒトＡｋｔ
３の５'－ＵＴＲ(非翻訳領域)と５'側コード配列の一部をカバーするこのDNAフラグメン
トは、以下のプライマーを使用したポリメレラーゼ連鎖反応（PCR）により増幅された：
Ａｋｔ３－５'ＵＴＲ－Ｆ３ (5' TCC AAA CCC TAA AGC TGA TAT CAC 3'; SEQ ID NO：３)
とＡｋｔ３－ｃ－Ｒ１（5' CCT GGA TAG CTT CTG TCC ATT C 3'; SEQ ID NO：４）。ｃＤ
ＮＡプローブはランダムプライムＤＮＡラベリングキット（ベーリンガーマンハイム社）
を使用し、供給元の使用説明書に従い、[α－ｐ３２]ｄＣＴＰでラベルした。プローブは
製造元の使用説明書に従い、バイオラッド社製クロマトグラフィースピンカラムを用いて
精製した。
【０１３４】
１００万個を超えるファージクローンが最初にｃＤＮＡファージライブラリースクリーニ
ング（Clontech社, Cat# HL5027t）に対して使用された。宿主細胞ＸＬ１－ＢはＬＢ培地
中（20mg／ml テトラサイクリン、0.2%マルトースと10mM MgCl2添加）にて一晩、３７℃
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でインキュベートした。ファージ感染及びメンブレンリフティングはManiatis（1989）の
記載に従って行った。メンブレンは変性し、復元し、そしてベイクした後、６５℃、４時
間、ハイブリダイゼーション液にてプレハイブリダイゼーションを行った。変性させたｐ
３２ラベルプローブ（１０分間、熱変性させた）をメンブレンに加え、一晩、ハイブリダ
イゼーションを行った。ハイブリダイゼーション後、メンブレンは６５℃にて２×ＳＳＣ
／０.１％ ＳＤＳ、１×ＳＳＣ／０.１％ ＳＤＳ及び０.５×ＳＳＣ／０.１％ ＳＤＳで
連続洗浄した。メンブレンを風乾し、コダック社 Ｘ線フィルムに感光させた。この一次
スクリーニング後、二次、三次スクリーニングに対してポジティブクローンを選択した。
結果的に得られたポジティブファージを精製し、宿主細胞ＢＭ２５.８－２５を使用し、
製造元（ベーリンガーマンハイム社）の使用説明書に従って、ファージＤＮＡをプラスミ
ドＤＮＡに変換した。
【０１３５】
完全長配列と更なる特徴付けのために二つのポジティブクローンを選択した。これらのク
ローンのうちの一つ（クローン#９）はヒトＡｋｔ３の５'－ＵＴＲとN末端側コード配列
の一部（アミノ酸１～１２７番目）から成る。第二クローン（クローン#１）はヒトＡｋ
ｔ３配列の大部分（アミノ酸１５番目～Ｃ末端）と３'－ＵＴＲから成る。完全長のｃＤ
ＮＡ配列はこれら二つの部分的クローンの融合により形成された。ヒトＡｋｔ３をコード
する完全長の配列はSEQ ID NO:１に示されている。それに相当するアミノ酸配列はSEQ ID
 NO：２に示されている。ヒトＡｋｔ３配列のラットＡｋｔ３配列とのアライメントは図
１Ａに示されている。ヒトＡｋｔ３配列のヒトＡｋｔ１とＡｋｔ２のアライメントは図１
Ｂに示されている。
【０１３６】
重要なことには、Ａｋｔ３はＡｋｔ１やＡｋｔ２よりも短く、そしてＡｋｔ２と分子のC
末端側においてＡｋｔ１、またはＡｋｔ２と優位な相同性がない。とりわけ、ヒトＡｋｔ
３のＣ末端部の最後の１４アミノ酸はヒトＡｋｔ１とＡｋｔ２にある配列と異なっている
。Ａｋｔ１のＣ末端のＳｅｒ４７３はその制御に極めて重要である（Stokeo et al. 1997
, Stephens et al. 1998）。増殖因子刺激によって、ＰＩ３Ｋの活性は上昇する。ＰＩ３
Ｋ産物であるPtdlns（3,4,5）－ＰはＡｋｔ１に結合し、その結果、細胞質から内部細胞
質膜の近傍の場所へのＡｋｔ１の移動が起こり、そしてそこでＡｋｔ１の３０８番目のス
レオニンと４７３番目のセリン残基がリン酸化される（Downward,1998）。これらのアミ
ノ酸残基のリン酸化はＡｋｔ１の活性化に重要である。Ｔｈｒ３０８のリン酸化は最近、
同定されたプロテインキナーゼ、PDK1によるものである。しかし、Ｓｅｒ４７３をリン酸
化するキナーゼ(リン酸化酵素)は未だ同定されていない（Stokeo et al. 1997, Stephens
 et al. 1998）。ヒトＡｋｔ３にはＳｅｒ４７３がないということが、異なるリン酸化パ
ターンがあること、そして故に、Ａｋｔ３活性の異なった制御を暗示している。
【０１３７】
実施例１.２：ノーザンブロット解析によるＡｋｔ３遺伝子の組織発現分布の決定
Ａｋｔ３の発現パターンを調べるため、ヒトマルチティッシュｍＲＮＡブロット（ヒト多
組織由来mRNAブロット）をヒトＡｋｔ３に特異的な５'－ＵＴＲ配列由来でｐ３２にてラ
ベル化したｃＤＮＡプローブを用い、ハイブリダイゼーションを行った。ヒトマルチティ
ッシュｍＲＮＡブロットはクロンテック社から購入した。５'－ＵＴＲに相当するヒトＡ
ｋｔ３ ｃＤＮＡ断片は以下のプライマーを使用し、ＰＣＲ増幅を行った: Ａｋｔ３－５'
 ＵＴＲ－Ｆ１（5'-TTT CGG AGG CTC TAG TTT GGT G-3'; SEQ ID NO：15）とＡｋｔ３－
５' ＵＴＲ－Ｒ１（5'-CCC AAC TTG GAG AAA TGG TAC-3' ; SEQ ID NO：16）。製造元の
使用説明書に従い、ランダムプライムＤＮＡラベリングキット（ベーリンガーマンハイム
社）を使用して５０ngのｃＤＮＡをラベリングした。ハイブリダイジングブロットの使用
は製造元の使用説明書に従い、それを精製そしてボイル（煮沸変性）したプローブと６８
℃、１時間はイブリダイゼーションさせて行った（クロンテック社）。ハイブリダイゼー
ション後、そのブロットを溶液１（２×SSC, 0.05％SDS）中で室温にて２回洗浄（各洗浄
につき２０分間）した。それから、そのブロットを溶液２（0.1％SSC, 0.1％SDS）中で５
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０℃にて３０分間、洗浄した。洗浄後、そのブロットをコダック社Ｘ線フィルムに、－８
０℃で一晩感光させた。その結果はＡｋｔ３が各組織で遍在的に発現しており、特に心臓
で観察された発現レベルが最も高くなっていることを実証している(図２)。
【０１３８】
実施例２：Ａｋｔ３発現プラスミドの構築
ＰＩ３Ｋの活性化は血清、または増殖因子による刺激により誘導される。活性化型ＰＩ３
ＫはＰＩ３をＰＩ３－Ｐに変換する、そしてそれはＡｋｔ１のＡＨ／ｐＨドメインに結合
し、細胞質から細胞質膜へのＡｋｔ１の移動を誘導し（Downward 1998, Alessi et al. 1
996）、そしてそこでＡｋｔはＰＤＫ１によってさらにリン酸化され、そして活性化され
る（Stokoe et al. 1997, Stephens et al. 1998）。Ｎ末端にｖ－Ｓｒｃのみリスチレー
ション配列を融合させた（膜局在のために） Ａｋｔでは結果的に、Ｍｙｒ－Ａｋｔ muta
nt（ミュータント）が膜に局在するようになる。Ａｋｔが局在するこの膜は構成的に活性
であり（Kulik et al, 1997）、そして種々の刺激によって誘発されるアポトーシスを阻
害する。
【０１３９】
本実施例は活性化型Ａｋｔ３の発現プラスミドの構築について記述するものである。最初
の二つの部分的ｃＤＮＡクローン（上記記述のクローン#１とクローン#9）を完全長のＡ
ＫＴ３コーディング配列を得るために融合した。ヒトSrc由来のミリスチレーションから
なるＤＮＡ配列を完全長のＡｋｔ３配列のＮ末端に融合させた。ＨＡ－ｔａｇ（タグ）配
列を完全長のＡｋｔ３配列のＣ末端に融合させた（発現の検出のため）。このキメラＭｙ
ｒＡｋｔ３ＨＡに対する配列をＣＭＶプロモーターの制御下に置いた。完全なコンストラ
クトはＣＭＶ６－ＭｙｒＡｋｔ３ＨＡと呼んだ（図２Ａ)。
【０１４０】
実施例２.１：ＣＭＶ６－ＭｙｒＡｋｔＨＡ
本実施例はＡｋｔ３の発現可能なプラスミドの構築とヒトＡｋｔ３の構成的な活性化フォ
ームについて記述するものである。完全長のＡｋｔ３コーディング配列は以下のプライマ
ーを使用し、クローン#１のＰＣＲ増幅によって得られた：ｈＡＫＴ３ｃｌ９－ＰＣＲ５(
Ｆ): (5'-ATG AGC GAT GTT ACC ATT GTG AAA GAA GGT TGG GTT CAG AAG AGG GGA GAA TAT
 ATA AAA AAC TGG AGG CCA AG-3'; SEQ ID NO：５)、これはＡｋｔ３タンパク質の最初の
２４アミノ酸のコーディング配列を含んでいる、そしてhＡＫＴ３ ｃｌｌ－ＰＣＲ３（Ｒ
）: (5'-TTA TTT TTT CCA GGT ACC CAG CAT GCC-3'; SEQ ID NO：６)。
【０１４１】
構成的に活性的なＡｋｔ３フォームを作製するため、完全長のＡｋｔ３コーディング配列
は以下のプライマーを使用し、ＰＣＲ増幅によって得られた：

これはコザック配列(CCACC)、ヒトsrc遺伝子由来ミリスチレーション配列（下線部）とヒ
トＡｋｔ３タンパク質の最初の８アミノ酸（太文字）を含んでいる、そして

これはＨＡ ｔａｇのコーディング配列（太文字）を含んでいる。ｐＣＤＮＡ３－Ｍｙｒ
－Ａｋｔ－ＨＡの作製のために、PCR産物を制限酵素ＥｃｏＲＩ／ＡｐａＩで消化し、そ
してｐＣＤＮＡ３.１のＥｃｏＲＩ／ＡｐａＩサイトにサブクローニングした。ＭｙｒＡ
ｋｔＨＡのコーディング配列は同様にＰＣＲ増幅を行い、そしてベクターＣＭＶ６のＫｐ
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ｎＩ／ＥｃｏＲＩサイトにサブクローニングした。ＰＣＲ反応に使用したプライマーは：
ＣＭＶ６－ＡＫＴ３ｃａｔ－Ｆ (5'-CGG GGT ACC ACC ATG GGT AGC AAC AAG AGC AAG CCC
 AAG GAT GCC AGC CAG-3'; SEQ ID NO：９)とＣＭＶ６-ＡＫＴ３ｃａｔ－Ｒ (5'-CCG GAA
 TTC TTA GGC GTA GTC GGG GAC GTC-3'; SEQ ID NO：10)であった。プラスミドはシーク
エンス解析により、確認した。
【０１４２】
実施例２.２：ヒトＡＫＴ３の発現
本実施例は組織培養におけるヒトＡＫＴ３の発現について記述するものである。ＨＥＫ２
９３細胞とＣＯＳ－７細胞は１０％ウシ胎児血清（FBS）を添加したＤＭＥ培地で培養し
た。細胞は３７℃、５％ ＣＯ2インキュベーター内で増殖させた。
プラスミドＣＭＶ６－[ＭｙｒＡｋｔ３ＨＡ]をＨＥＫ２９３細胞へトランジェント（一過
性）にトランスフェクションした。コントロールとして、ＨＥＫ２９３細胞にＣＭＶ６ベ
クターをトランスフェクトした。各トランスフェクションを行う前日に、細胞は０.２×
１０6／cm2の密度となるようにスプリット（分割）しておいた。トランスフェクションは
リポフェクトアミン（Gibco BRL社）を使用し、製造元の使用説明書に従って行った。手
短に言えば、ＤＮＡをＤＭＥ培地（血清と抗生物質なしの）と混ぜ合わせた。リポフェク
トアミンを添加した（ＤＮＡ：リポフェクトアミン＝１mg：４ml）。軽く混合した後、Ｄ
ＮＡ／リポフェクトアミン混合液を室温で３０分間静置した。細胞を１×ＰＢＳで洗浄し
、ＤＮＡ／リポフェクトアミン混合液２３時間、さらしておいた。トランスフェクション
後、細胞を１×ＰＢＳで２回洗浄し、培地をＤＭＥＭ－１０％ＦＢＳに交換した。
【０１４３】
トランスフェクションから２４時間後、細胞を溶解した。ライセート（溶解物）は抗ＨＡ
抗体で免疫沈降させ、免疫沈降物のリン酸化活性はＡｋｔ１に対する下流ターゲットであ
るＧＳＫ－３（Cross et al. 1995）由来のペプチドを使用して決定した。Ａｋｔに対す
るインビトロリン酸化アッセイはクロスら（Cross et al. 1995）の方法に従い、トラン
スフェクション後２４時間で行った。細胞は１×ＰＢＳ溶液で２回洗浄し、そして細胞溶
解緩衝液（50mM トリス／塩酸, pH7.4, １mM EDTA, １mM EGTA，0.5mMバナジル酸ナトリ
ウム（Na3VO4）, 0.1％ β－メルカプトエタノール, １％ トライトンX-100, 50mM フッ
化ナトリウム, ５mM ピロリン酸ナトリウム, 10mM グリセロリン酸ナトリウム, 0.5mM PM
SF, ２ug／ml アプロチニン, ２mg／ml ロイペプチンと１mM ミクロシスチン(microcysti
n) ）で溶解した。不溶性画分は４℃、１５分間の遠心にて除去した。細胞溶解液はポリ
クローナル抗ＨＡ抗体（BABCO社）と回転装置上で４℃、１時間インキュベートした。プ
ロテインＡ－アガロースビーズは１時間溶解液に添加しておいた。免疫沈降後、ペレット
（沈降物）を洗浄液Ａ（0.5M NaClを添加した細胞溶解緩衝液）で３回洗浄し、洗浄液Ｂ
（50mM トリス／塩酸, pH7.4, 0.03％ Brij35, 0.1mM EGTAと0.1％ β－メルカプトエタ
ノール）で３回洗浄し、そしてキナーゼ緩衝液（20mM MOPS, pH7.2, 25mM β－グリセロ
リン酸ナトリウム pH7.0, １mMバナジル酸ナトリウム（Na3VO4）と１mMジチオスレイトー
ル）で３回洗浄した。洗浄後、ペレットをキナーゼ反応液［100mM ATP, 0.1mg／ml クロ
スタイド（Crosstide）基質ペプチド（UBI社）, 20mM MgCl2, 10mM プロテインキナーゼ
Ａインヒビター／PKI（UBI社）と10mCi (g-32P)-ATP］ ４０ulに再懸濁させた。反応は３
０℃で３０分間、行った。反応の完了後、混合液を軽く遠心し、そして上清３０ulを円形
のｐ８１ニトロセルロース紙上に添加した。ニトロセルロース紙は１８０mM リン酸溶液
で３回洗浄した（各洗浄は１０分間）、そしてアセトンで２回洗浄した（各洗浄は２分間
）。ニトロセルロース紙の放射活性はシンチレーションカウンター機器により測定した。
ＣＭＶ６［MyrAkt3HA］をトランスフェクトしたサンプルのキナーゼ活性はコントロール
ベクターＣＭＶ６をトランスフェクトした細胞のそれ、つまり同アッセイで認められたバ
ックグラウンドレベルと同等よりも２０倍高かった(図２Ｂ)。
【０１４４】
トランスフェクトした細胞におけるＭｙｒＡｋｔ３ＨＡの発現について調べるために、ト
ランスフェクト細胞から調整した細胞溶解液について抗ＨＡ抗体を用いたイムノブロッテ
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ングを行った。細胞溶解液は上記のように調整し、そしてＳＤＳポリアクリルアミドゲル
にて電気泳動を行った。タンパク質をニトロセルロースメンブレンにトランスファー（転
写）し、そしてそれをブロッキング溶液（１×PBS, 0.2％ ツイーン20, ５％脱脂乾燥ミ
ルク）にて４℃で一晩処理した。メンブレンをマウスモノクローナル抗ＨＡ抗体（ブロッ
キング液で500倍希釈）と室温にて３時間、インキュベートした。ブロッキング液で３回
洗浄（各１５分間）した後、メンブレンをＨＲＰ（西洋ワサビペルオキシダーゼ）標識ウ
サギ抗マウスＩｇＧ抗体（ブロッキング液で1000倍希釈）と室温にて１時間、インキュベ
ートした。ブロッキング液で３回洗浄（各１０分間）した後、０.２％ツイーン20を添加
した１×ＰＢＳで３回洗浄した。メンブレンをＥＣＬ（PIERCE社）にて、製造元の使用説
明書に従って現像し、そしてコダック社Ｘ線フィルムに感光させた。図２Ｃに示されてい
る通り、ＣＭＶ６－[MyrAkt3HA]をトランスフェクトしたサンプルにおいては、強い～６
０ＫＤのバンド（MyrAkt1HAのサイズと同程度、データ示さず）があるが、ＣＭＶ６をト
ランスフェクトしたサンプルでは認められない（ネガティブコントロール）。以上をひと
まとめにして考えると、これらのデータはＣＭＶ６－[MyrAkt3HA]のトランスフェクショ
ンは、結果として機能的なＡｋｔ活性を生じさせることを証明している。
【０１４５】
実施例３：ヒトＡＳＫ１のクローニング
本実施例はヒトＡＳＫ１蛋白をコードする核酸のクローニングについて記述するものであ
る。ＡＳＫ１の完全長のｃＤＮＡクローンはヒト心臓由来ｃＤＮＡファージライブラリー
をスクリーニングすることによって得られた。スクリーニングに使用したプローブはｐＴ
７Ｔ３ｄをＥｃｏＲＩ／ＮｏｔＩで制限処理して得られたクローン#26237（Image Consor
tium社）の断片であった。ライブラリースクリーニング、プラーク精製、そしてファージ
ＤＮＡのプラスミドＤＮＡの変換は上記記載の方法により行った。ＡＳＫ１のコーディン
グ配列の大部分（アミノ酸150～アミノ酸1376）を含むクローン#４、以下、全長ＡＳＫ１
と呼ぶことにする。全長ＡＳＫ１は以下のプライマーを使用してＰＣＲ増幅を行った：Ａ
ＳＫ１－Ｃｌｏｎｅ#４Ｆ（5'-AAG GGC CGC CAG TGT GCT GGA GAG ATG AGC GAT GCC TTC-
3'; SEQ ID NO：11）とＡＳＫ１－Ｃｌｏｎｅ#４Ｒ（5'-CCC TCT AGA TGC TCA TTC TGC A
TT TGA TCC AGC TG-3'; SEQ ID NO：12）。ＰＣＲ産物は精製し、そしてベクターｐＣＤ
ＮＡ３－ｎＨＡのＢｓｔＸ１／ＸｂａＩサイトにサブクローニングした。ｐＣＤＮＡ３－
ＨＡ－ＡＳＫ１（FL）と名付けたプラスミドの配列が正しいことを塩基配列解析により確
認した。イチジョウら（1997）は同様に、ヒトＡＳＫ１のクローニングと配列について記
述している。
【０１４６】
実施例４：ＡＳＫ１誘発の細胞死の阻害
アポトーシス刺激キナーゼ１（ASK1）の過剰発現はアポトーシス細胞死につながる（イチ
ジョウら. 1997）。本実施例はヒトＡｋｔ３の発現がＡＳＫ１によって誘発される細胞死
を阻害することを実証する。ＡＳＫ１（pCDNA3-HA-ASK1FL）の発現プラスミドのみか、或
いはそれとＡｋｔ３（CMV6-MyrAkt3HA）の発現プラスミドと組み合わせ、プラスミドＣＭ
Ｖ－β－ｇａｌをヒト胎児腎臓由来ＨＥＫ２９３２個トランスフェクトした。トランスフ
ェクションから２日後、以下の手順に従ってβ－ガラクトシダーゼ活性により、細胞を染
色した。細胞を１×ＰＢＳ（Mg2+とCa2+が入っていない）で３回洗浄し、３％ホルムアル
デヒドのＰＢＳ溶液で室温にて１０分間、固定した。固定した細胞を１×ＰＢＳで３回洗
浄し、それから３７℃にて湿潤室中で一晩、ＰＢＳ中で４mMフェロシアン化カリウム、４
mMフェリシアン化カリウム、４mM MgCl2、４００mg／ml Ｘ－Ｇａｌとした溶液にて染色
した。染色細胞を１×ＰＢＳで３回洗浄し、そして７０％グリセロール溶液で封入した。
β－ｇａｌ陽性細胞を光学顕微鏡下でカウントした。
【０１４７】
図３に示されているように、ＡＳＫ１発現プラスミドのトランスフェクション（Ａｋｔ３
発現プラスミドの非存在下）はβ－ｇａｌ陽性細胞の劇的な減少を引き起こしている。し
かし、β－ｇａｌ陽性細胞の存在を測定することにより、Ａｋｔ３発現プラスミドとのコ
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トランスフェクションでは有意にＡＳＫ１誘発の細胞死を阻害している。以上をひとまと
めにして考えてみると、これらのデータは活性化型Ａｋｔ３がＡＳＫ１によって誘発され
る細胞死を抑制していることを実証している。Ａｋｔ３の抗アポプトーシス活性と心臓組
織におけるその高発現との組み合わせから、心臓蛋白質としてのその有用性を支持するも
のである。
【０１４８】
ＡＳＫ１は種々のタイプの細胞でアポプトーシスによる細胞死を誘発する（イチジョウら
. 1997）。しかし、ＡＳＫ１が誘発するアポプトーシスの分子機構は解明されていない。
ＡＳＫ１の異所性発現は結果として、ＭＫＫ４／ＪＮＫやＭＫＫ６／ｐ３８経路のような
種々のストレス活性化シグナル経路の活性化につながるということが示されてきた、そし
てこれらの経路の活性化はＡＳＫ１誘発アポプトーシスを仲介していることが示唆されて
きた（イチジョウら. 1997）。しかし、ｐ３８に対する特異的阻害剤の添加はＡＳＫ１誘
発アポプトーシスに関して、ほとんどまたは全く効果がなく（データは示していない)、
このことからＡＳＫ１はｐ３８キナーゼ活性とは独立してアポプトーシス細胞死を誘発す
ることを示唆している。
【０１４９】
本結果は活性化型Ａｋｔ３が有意にＡＳＫ１誘発アポプトーシスを阻害することを実証し
ており、ＡＳＫ、またはその下流のターゲットの一つがＡＳＫ１誘発アポプトーシス経路
を阻害していることを示唆している。ＩＧＦ－１はＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ依存的な機構を通し
てＪＮＫ活性を抑制することが報告されてきた（Okubo et al. 1998）。Ａｋｔ３は同様
にＪＮＫのキナーゼ活性を阻害することにより作用しているのかもしれない。
【０１５０】
本発明はここに記載されている特定の実施例によって、その範囲を制限されるべきもので
はない。実際に、ここに記載したものに加え、本発明の種々の態様が前述の明細書本文や
添付の図から当業者に対して明瞭となるであろう。その様な態様は追加されるクレーム範
囲内に入ることを意図されている。
さらに塩基サイズ、またはアミノ酸サイズの全て、そして記載の核酸若しくはポリペプチ
ドの分子量、若しくは分子量値の全ては概算であり、そして本文明細書に記載されている
ことが理解されよう。
ここで種々の刊行物が引用されており、そしてその開示はその全体が参照によって本明細
書に加入される。
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【図面の簡単な説明】
【図１Ａ】　ヒトＡｋｔ１（配列番号１４）、Ａｋｔ２（配列番号１３）およびＡｋｔ３
（配列番号２）のアミノ酸配列のアラインメントである。
【図１Ｂ】　ラットＡｋｔ（配列番号１７）およびヒトＡｋｔ３（配列番号２）アミノ酸
配列のアラインメントである。
【図２】　Ａｋｔ３ｍＲＮＡの組織分布パターンを示す。
【図３Ａ】　活性化Ａｋｔ３の模式図である。
【図３Ｂ】　活性化Ａｋｔ３のＨＥＫ２９３細胞での異所性発現を示す。
【図３Ｃ】　活性化Ａｋｔ３はＡｋｔ活性をもつことを示す。
【図４】　活性化Ａｋｔ３はＨＥＫ２９３細胞でＡＳＫ１誘発細胞死を抑制することを示
す。
【配列表】
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