
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
潜在的な抗ウイルス治療剤をスクリーニングする方法であって、以下の工程：
（ａ） Bakタンパク質

とウイルスタンパク質とをこれらが する条件下で組
み合わせて試験サンプルを形成する工程

（ｂ）該試験サンプルを潜在的な治療剤に曝す工程；および
（ｃ）該 Bakタンパク質 と該ウイルスタンパク質との を
モニターする工程、を包含し；
ここで、潜在的な治療剤が添加されていないコントロールの試験サンプルと比較して、潜
在的な治療剤が該 を混乱させる場合、該治療剤はさらなる研究のために選択され

る、方法。
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もしくは Bak－２タンパク質または該 Bakタンパク質もしくは Bak－２
タンパク質の部分もしくは誘導体 結合

であって、該 Bakタンパク質もしくは Bak－２タン
パク質または該 Bakタンパク質もしくは Bak－２タンパク質の部分もしくは誘導体は、 BHRF
1に結合し、該誘導体は、該 Bakタンパク質もしくは Bak－２タンパク質に対して１または
数個のアミノ酸の置換、付加、もしくは欠失を有する、工程；

もしくは該 Bak－２タンパク質 結合

結合 、
ここで、該ウイルスタンパク質は、 BHRF1、もしくは該 BHFR1に対する相同タンパク質、ま
たは該 BHRF1もしくは該相同タンパク質の部分もしくは誘導体であり、該 BHRF1、もしくは
該 BHFR1に対する相同タンパク質、または該 BHRF1もしくは該相同タンパク質の部分もしく
は誘導体は、該 Bakタンパク質もしくは該 Bak－２タンパク質に結合し、該 BHRF1もしくは
該相同タンパク質の誘導体は、該 BHRF1もしくは該相同タンパク質に対して１または数個
のアミノ酸の置換、付加、または欠失を有す



【請求項２】
前記潜在的な治療剤が、任意の薬学的薬剤、サイトカイン、小分子薬剤、細胞透過性小分
子薬剤、ホルモン、インターロイキンとレクチ PMA、 LP の組み合わせ、二特異性
抗体、ペプチド模倣物、アンチセンスオリゴヌクレオチド、および細胞機能またはタンパ
ク質発現を改変する他の薬剤からなる群より選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記 Bakタンパク質 が、 Bak、 Bak－２、 ウイルスタンパ
ク質への結合をもたらすのに十分なそれらの部分、および

【請求項４】
前記融合タンパク質が、エピトープタグ化 Bakタンパク質およびエピトープタグ化 Bak－２
タンパク質からなる群より選択される、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
前記ウイルスタンパク質が、エプスタイン－バーウイルス BHRF1タンパク質 らびにヘ
ルペスウイルスおよびヘルペス様ウイルスにより発現される BHRF1に相同なタンパク質か
らなる群より選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
前記モニタ 工程が、共沈、タンパク質相互作用性トラッピング、および ELISAから
なる群より選択される方法による、請求項１に記載の方法。
【請求項７】

【発明の詳細な説明】

本発明は、アポトーシス調整活性を有する新規なタンパク質を用いる治療剤をスクリーニ
ングする方法に関する。

アポトーシスは、個々の細胞死をもたらす正常な生理学的プロセスである。このプログラ
ムされた細胞死のプロセスは、種々の正常および病原性の生物学的事象に関与し、そして
多くの無関係な刺激により誘導され得る。アポトーシスの生物学的調節の変化はまた、加
齢の間にも起こり、そして加齢に関連する多くの健康状態および疾患の原因ともなってい
る。アポトーシスの最近の研究は、細胞死に至る一般的な代謝経路が幅広い種々のシグナ
ルにより開始され得ることを示唆している。これらのシグナルには、ホルモン、血清の成
長因子涸渇、化学療法剤、電離放射線、およびヒト免疫不全ウイルス（ HIV）による感染
が挙げられる。 Wyllie（ 1980） Nature 284:555－ 556;Kanterら、（ 1984） Biochem.Biophy
s.Res.Commun.118:392－ 399;Dukeおよび Cohen（ 1986） Lymphokine Res.5:289－ 299;Tomei
ら、（ 1988） Biochem.Biophys.Res.Commun.155:324－ 331;Krumanら、（ 1991） J.Cell.Phy
siol.148:267－ 273;Ameisenおよび Capron（ 1991） Immunology Today 12:102;および Shepp
ardおよび Ascher（ 1992） J.AIDS 5:143。従って、アポトーシスの生物学的制御を調整す
る薬剤は、幅広い種々の状態において治療的有用性を有する。
アポトーシス性細胞死は、細胞の収縮、クロマチン縮合、細胞質小疱形成（ blebbing）、
膜透過性の増大、および染色体内 DNA開裂によって特徴付けられる。 Kerrら、（ 1992） FAS
EB J.6:2450;および Cohenおよび Duke（ 1992） Ann.Rev.Immunol.10:267。小疱（ bleb）は
、小さく、膜のカプセルで包まれた球体であり、アポトーシス細胞の表面から切り取られ
、周囲の細胞組織に損傷を与えるスーパーオキシドラジカルを産生し続け得、そして炎症
プロセスに関与し得る。
Bcl－２遺伝子は、濾胞性リンパ腫における一般的な染色体転座部位ｔ（ 14:18）で発見さ
れ、そして bcl－２の異常な過剰発現を引き起こす。 Tsujimotoら、（ 1984） Science 226:
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ン、 Ｓと

または前記 Bak－２タンパク質 前記
前記ウイルスタンパク質への結

合をもたらすのに十分なそれらの部分を含有するそれらの融合タンパク質からなる群より
選択される、請求項１に記載の方法。

、な

ーする

請求項５に記載の方法であって、前記ヘルペスウイルスおよびヘルペス様ウイルスが、サ
イトメガロウイルス、水痘－帯状疱疹ウイルスおよび単純ヘルペスウイルスからなる群よ
り選択される、方法。

技術分野

背景技術



1097－ 1099;および Clearyら、（ 1986） Cell 47:19－ 28。 bcl－２の正常な機能は、アポト
ーシスの防御である ;B細胞における bcl－２の調節されない発現は、リンパ腫の発達にお
ける重要な要因であり得る増殖Ｂ細胞の数の増大につながると考えられている。 McDonnel
lおよび Korsmeyer（ 1991） Nature 349:254－ 256;および概説については、 Edgington（ 199
3） Bio/Tech.11;787－ 792を参照のこと。 Bcl－２はまた、γ線照射により誘導される細胞
死をブロックし得る。 Sentmanら、（ 1991） Cell 67:879－ 888;および Strassen（ 1991） Ce
ll 67:889－ 899。現在では、 bcl－２がほとんどのタイプのアポトーシス性細胞死を阻害
することは公知であり、そしてフリーラジカル生成部位において酸化防止経路を調節する
ことにより機能すると考えられている。 Hockenberyら、（ 1993） Cell 75:241－ 451。
正常な細胞事象であるアポトーシスはまた、病的な状態および種々の傷害によっても誘導
され得る。アポトーシスは、以下に挙げる広範な種々の状態に関与するが、それらに限定
されない：心臓血管疾患；ガンの退縮；免疫調節；ウイルス性疾患；貧血；神経学的障害
；下痢および赤痢のような胃腸障害；糖尿病；脱毛；器官移植物の拒絶；前立腺肥大；肥
満；眼障害；ストレス；および加齢。
Bcl－２は、タンパク質のファミリーに属し、それらのいくつかはクローニングされ配列
決定されている。 Williamsおよび Smith（ 1993） Cell 74:777－ 779。種々の Bcl－２のメン
バーは、ヘテロ２量体として相互に会合する能力を有する。 Oltvaiら（ 1993） Cell 74:60
9－ 619;および Satoら（ 1994） Proc.Natl.Acad.Sci.USA 91:9238－ 9242。さらに、 BHRF1は
、 Bcl－２に対して 25％の配列同一性を示し（ Clearyら（ 1986） Cell 47:17－ 28）、そし
てＢ細胞をアポトーシスから防御することが遺伝子移入研究により示されている。 Hender
sonら（ 1993） Proc.Natl.Acad.Sci.USA 90:8479－ 8483。
ヘルペスウイルス科のウイルスは、代表的に潜伏感染および再発性感染を生じる。ヘルペ
スウイルスゲノムは、短い領域と長い領域とを有する配列からなる。ヘルペスウイルス粒
子は、 180nm～ 200nmの直径を有する。多くの粒子はエンベロープを含まない。代表的には
、 DNAは、会合したタンパク質のまわりに巻き付けられる。ヘルペスウイルスは、不規則
な期間、静止状態を維持する傾向がある。
本明細書に引用される全ての参考文献は、前出および後出のどちらも、本明細書中に参考
として暖用される。

Bakおよび Bak－２タンパク質の活性レベルを刺激する薬学的薬剤、ならびに Bakおよび Bak
－２タンパク質の活性レベルを阻害する薬学的薬剤をスクリーニングする方法が提供され
る。この方法は、 Bakタンパク質とウイルスタンパク質とを、これらが相互作用して試験
サンプルを形成する条件下で組み合わせる工程、この試験サンプルを潜在的な治療剤に曝
す工程、およびタンパク質の相互作用をモニタリングする工程を包含する。薬剤が全く添
加されていないコントロールの試験サンプルと比較して、相互作用を混乱させる潜在的な
治療剤が、さらなる研究のために選択される。

図１は、 Bak cDNAヌクレオチド配列、およびそれによりコードされるアミノ酸配列を示す
。
図２は、 Bak－ 2 cDNAの配列および隣接配列、ならびに Bak－２タンパク質の対応する推定
アミノ酸配列を示す。
図３は、 Bakおよび Flag－ Bak（Ｆ－ Bak）融合タンパク質とエプスタイン－バールウイル
ス BHRF－１タンパク質との相互作用を示す。Ａ欄において、レーン１はインビトロで同時
に翻訳されたタンパク質Ｆ－ Bak/BHRF－１から得られた結果を示し、そしてレーン２は抗
FLAGアガロースに結合したＦ－ Bak/BHRF－１タンパク質を示す。Ｂ欄において、レーンは
、 Bakタンパク質が Bak－２であること以外は同じである。

本発明は、潜在的な抗ウイルス治療剤をスクリーニングする方法を提供する。新規な bcl
－２相同物である Bakおよび Bak－２タンパク質をコードするヌクレオチド配列によりコー
ドされるタンパク質は、エプスタイン－バーウイルス（ EBV）のタンパク質 BHRF1と相互作
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発明の要旨

【図面の簡単な説明】

発明の開示



用することが見出されている。これは、 Bakタンパク質が疾患の病原性に寄与することを
示す。 BHRF1は、 EBVの早期溶解サイクルタンパク質である。 Pearsonら（ 1987） Virol.160
:151－ 161。本発明は、 Bakタンパク質とウイルスタンパク質またはそれらの機能的部分と
を、潜在的な治療剤に曝す工程、およびタンパク質の相互作用をモニタリングする工程を
含む方法を包含する。本発明はさらに、クローニングされた Bakまたは Bak－２遺伝子を発
現する組換え細胞およびトランスジェニック動物を利用する。
Bakの遺伝子およびタンパク質のクローニングおよび分析は、共有に係る WO出願 PCT/US94/
13930に詳細に記載される。 Bakの遺伝子およびタンパク質はまた、 Kieferら（ 1995） Natu
re 374:736に記載される。 Bakタンパク質のヌクレオチド配列および推定アミノ酸残基配
列を図１に示し；そして Bak－２のヌクレオチド配列および推定アミノ酸残基配列を図２
に示す。 Bak mRNAは、種々のヒトの器官および組織においてノーザンブロット分析により
検出されている。これらの器官は、肝臓；心臓；骨格筋；肺；腎臓；および膵臓を包含す
る。
これらの参考文献はまた、 Bakタンパク質がアポトーシスを調整し得ることを開示する。
リンパ芽球細胞株において、 Bakタンパク質の発現が、 Fas媒介性アポトーシスを減少させ
ることが示された。マウスの始原Ｂ細胞株 FL5.12において、 Bak－２タンパク質および Bak
タンパク質の誘導体が IL－３誘導性アポトーシスを減少させた。一方、 Bakタンパク質は
アポトーシスを増加させた。従って、細胞の型、 Bakタンパク質の誘導体、およびアポト
ーシスの誘導方法に依存して、アポトーシスは、 Bakタンパク質の濃度を制御することに
より、高度に特異的な様式で調整され得る。
本明細書中で使用されるように、用語「 Bak遺伝子」は、本明細書および PCT/US94/13930
に記載の核酸分子をいい、「 Bakタンパク質」は、それらによりコードされるタンパク質
をいう。ヌクレオチドは、 cDNAおよび相補的 DNA、ゲノムに由来する DNA、ならびに合成ま
たは半合成の DNAまたは RNAを包含するが、これらに限定されない。 Bak cDNAのヌクレオチ
ド配列を、制限エンドヌクレアーゼ部位の位置とともに図１に示す。
Bak－ 2 cDNAのヌクレオチド配列を、 Bak－２タンパク質の推定アミノ酸配列および制限エ
ンドヌクレアーゼ認識部位の位置とともに図に示す。 Bak遺伝子はヒトの第６染色体上に
位置し、そして Bak－２遺伝子はヒトの第 20染色体上に位置する。ヒトの第 11染色体上に
位置し、このファミリーのメンバーでもある Bak－３も存在する。 Bak－３は、偽遺伝子の
ようである。蛍光インサイチュハイブリダイゼーション（ FISH）は、 Bak遺伝子のおよそ
の位置が 6p21－ 23であることを示した。
本発明は、改変（例えば、欠失、置換、および付加）された Bak DNA配列の使用を含み、
特に、ゲノム DNAの非コード領域において改変された Bak DNAの使用を含む。このような変
化はクローニングを容易にし、そして遺伝子の発現を改変するのに有用である。 BHRF1に
結合するに十分な Bakタンパク質の一部または任意の他の適切なウイルスタンパク質をコ
ードする任意の DNAが、本明細書における使用に適切である。以下に記載するように、種
々の融合タンパク質が本明細書における使用に適切である。
コードされるアミノ酸残基を変化させないか、あるいは結果として保存的に置換されるア
ミノ酸残基となるかのいずれかである種々の置換が、コード領域内で作製され得る。コー
ドされるアミノ酸残基を変化させないヌクレオチドの置換は、異なる系での遺伝子発現を
最適化させるのに有用である。適切な置換は当業者に公知であり、例えば、特定の発現系
における好ましいコドン使用を反映するように行われる。
本発明は、 Bak遺伝子の機能的に等価な改変体および誘導体の使用を含み、それらは Bakタ
ンパク質の特性を高め得るか、減少させ得るか、またはそれに重大な影響を与えないかも
しれない。例えば、コードされるアミノ酸配列は変化しない DNA配列内の変化、および結
果としてアミノ酸残基の保存的置換をもたらす DNA配列内の変化、１つまたは２、３のア
ミノ酸の欠失または付加、およびアミノ酸アナログによるアミノ酸残基の置換は、 Bakの
特性に重大な影響を与えない変化である。
相互に保存的に置換され得るアミノ酸残基には以下のものが挙げられるが、それらに限定
されない：グリシン／アラニン；バリン／イソロイシン／ロイシン；アスパラギン／グル
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タミン；アスパラギン酸／グルタミン酸；セリン／トレオニン；リジン／アルギニン；お
よびフェニルアラニン／チロシン。 Bakタンパク質の特性に重大な影響を与えない任意の
保存的アミノ酸置換は、本発明に包含される。
本発明の実施に有用な核酸操作の技法は、以下の種々の文献に記載されているが、それら
に限定されない ;Molecular Cloning:A Laboratory Manual,第２版、第１～３巻、 Sambroo
kら編、 Cold Spring Harbor Laboratory Press（ 1989）；および Current Protocols in M
olecular Biology、 Ausubelら編、 Greene Publishing and Wiley－ Interscience:New Yor
k（ 1987）、および定期改訂版。
Bak遺伝子のコード領域はまた、心筋細胞、 GTI－７のような神経細胞株、およびヒトの結
腸腺ガン細胞株 HT29のような TNF感受性細胞を包含するがこれらに限定されない他の細胞
型に安定に組み込まれ得る発現ベクター内に連結され得、それにより Bakタンパク質によ
るアポトーシスの調節をモニターするための種々のアッセイ系を提供し得る。
本明細書中で使用するように、「 BHRF1」または「ウイルスタンパク質」は、 Bakタンパク
質またはその部分またはその誘導体に結合するに十分な全長の EBVタンパク質およびその
部分またはその誘導体を包含する。このようなタンパク質は、任意のウイルス、例えば、
サイトメガロウイルスおよび水疱帯状ヘルペスのような特に種々の形態のヘルペスウイル
スおよびヘルペス様ウイルスにより発現される相同タンパク質を包含するがこれらに限定
されない。
Bakタンパク質と BHRF－１のようなウイルスタンパク質との間の相互作用は、精製された
タンパク質を一緒に添加することにより生じ得る。しかし、好ましくは、タンパク質は、
タンパク質－タンパク質相互作用を可能にする条件下で同時転写および翻訳される。同時
翻訳は、天然または組換えの Bakタンパク質およびウイルスタンパク質を発現する全細胞
中でインビトロまたはインビボで実施され得る。任意の適切な組換え発現ベクターが使用
され得る。 Bakタンパク質はまた、別々に翻訳され、次いでタンパク質－タンパク質相互
作用を可能にする条件下で組み合わされ得る。
タンパク質相互作用をモニタリングする方法は当該分野で公知であり、任意の方法が本明
細書中での使用に適切である。好ましくは、共沈が使用される。タンパク質の１つまたは
それに融合された免疫学的タグの１つを沈降させる抗体の能力が、タンパク質を免疫沈降
するために用いられ、そして免疫沈降物は両方のタンパク質の存在についてモニタリング
される。共沈の方法は当該分野で公知であり、以下の実施例に記載される。グルタチオン
カラム上での GST融合タンパク質固定化のようなタンパク質相互作用トラッピングおよび E
LISAを包含するが、それらに限定されない、当該分野の任意の他の方法が本明細書中の使
用に適切である。免疫学的タグは、しばしば、融合タンパク質に取り込まれ、そして例え
ば、 FLAG、ヘマグルチニン、およびグルタチオン－Ｓトランスフェラーゼを包含する。
組換え DNAにより発現されるかまたは生物学的供給源（例えば、組織）由来のいずれかの B
akタンパク質の精製または単離は、当該分野において公知の任意の方法により達成され得
る。タンパク質の精製方法は当該分野において公知である。一般に、実質的に精製された
タンパク質は、他の混入細胞物質（特に、タンパク質）を含まないタンパク質である。好
ましくは、精製された Bakタンパク質は、 80パーセントを越えて純粋であり、そして最も
好ましくは 95パーセントを越えて純粋である。下記のような臨床使用のために、 Bakタン
パク質は、好ましくは高度に精製されており、少なくとも約 99パーセント純粋であり、そ
して発熱物質および他の混入物を含まない。
タンパク質精製の適切な方法は、当該分野において公知であり、そして以下を包含するが
、これらに限定されない：アフィニティークロマトグラフィー、イムノアフィニティーク
ロマトグラフィー、サイズ排除クロマトグラフィー、 HPLC、および FPLC。タンパク質の実
質的な分解を生じない任意の精製スキームが、本明細書中の使用に適する。
本明細書中で使用されるように、「 Bakタンパク質」は、特性に顕著に影響しないそれら
の機能的に等価な変異体、および同一の全体アミノ酸配列を保持するが活性を増強または
減弱させた変異体を包含する。例えば、アミノ酸残基の保存的置換、１または少数のアミ
ノ酸の欠失または付加、およびアミノ酸アナログによるアミノ酸残基の置換は本発明の範
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囲内である。
相互に保存的に置換され得るアミノ酸残基には以下のものが挙げられるが、それらに限定
されない：グリシン／アラニン；バリン／イソロイシン／ロイシン；アスパラギン／グル
タミン；アスパラギン酸／グルタミン酸；セリン／トレオニン；リジン／アルギニン；お
よびフェニルアラニン／チロシン。 Bakタンパク質の特性に重大な影響を与えない任意の
保存的アミノ酸置換は、本発明に包含される。
本明細書中の使用に適切な抗体は、 Bakタンパク質を抗原として、または好ましくは bclフ
ァミリーの他の遺伝子産物に対して実質的な相同性を欠く Bakタンパク質領域を包含する
ペプチドを使用することにより産生される。ウイルスタンパク質に対する抗体もまた、本
明細書中の使用に適切である。抗体を用いてタンパク質を検出する方法、およびタンパク
質または合成ペプチドを用いて抗体を産生する方法は当該分野において公知であり、本明
細書に詳細に記述されない。
治療的に有効な薬剤のスクリーニングは、 Bakタンパク質とウイルスタンパク質との間の
相互作用に直接的または間接的に影響を与え得るこのような薬剤に、 Bakタンパク質およ
びウイルスタンパク質を曝すことにより行われる。適切な潜在的治療剤は、以下を包含す
るが、これらに限定されない：サイトカイン、小分子薬剤、細胞透過性小分子薬剤、ホル
モン、インターロイキンとレクチンと他の刺激剤（例えば、 PMA、 LPS）との組み合わせ、
二特異性抗体、ペプチド模倣物、アンチセンスオリゴヌクレオチド、および細胞機能また
はタンパク質発現を改変する他の薬剤のような任意の薬学的薬剤。
タンパク質は同時に添加されるか、または同時に発現され、このような薬剤に生理学的に
有効な濃度で曝され、そしてそれらの相互作用はこのような薬剤に曝されないコントロー
ルに対して測定される。コントロールに対する Bakタンパク質とウイルスタンパク質との
間の相互作用を減少させるこれらの生物学的改変物質は、それらの抗ウイルス活性のさら
なる研究のために選択される。
以前に示したように、過剰発現された Bakタンパク質は、血清回収または抗 Fas処置の後に
EBVで形質転換されたＢ細胞をアポトーシスから防御する。 PCT/US94/13930。これらの結
果は、 Bak－ BHRF1相互作用が存在し、それによって BHFR1が Bakタンパク質の正常なアポト
ーシス効果を中和するだけでなく、さらに防御的活性を誘導することを示す。あるいは、
Bak cDNAでトランスフェクトした細胞の増殖は、高レベルの BHRF1または他の EBVコードの
抗アポトーシスタンパク質を発現する細胞について選択され得る。これは、細胞を血清回
収のようなアポトーシスシグナルに曝した際に抗アポトーシス応答を導き得る。実施例２
は、インビトロ翻訳した Flag－ Bak（エピトープタグ化）および BHRF1が、 Flagエピトープ
を認識する抗体で共沈され得ることを示す。これは、 Bakタンパク質と BHRF1とが相互に直
接相互作用することを示す。
以下の実施例は、本発明を例示するために提供されるが、本発明を限定しない。特に記載
されている場合を除いて、すべてのクローニング技術は本質的に Sambrookら（ 1989）によ
り記述された通りであり、そしてすべての試薬は製造業者の指示書に従って使用した。

バキュロウイルス系で組換え Bak遺伝子を発現させるために、 PCT/US94/13930に記載のよ
うに作製した Bak cDNAを用いて、 PCRによって、クローニングを容易にするための制限部
位を含有する遺伝子の 3'および 5'フランイング領域由来のプライマーを使用して、新規な
Bakベクターを作製した。プラスミドを、ジデオキシターミネータ法（ Sangerら、 1977）
によって、配列決定キット（ USB、 Sequenase、バージョン 2.0）および内部プライマーを
用いて配列決定した。これにより、 PCRによって生じた変異がないことを確認した。
クローンを用いて、プラスミドと AcNPV野生型のバキュロウイルスとの間のオーバーラッ
プ配列のインビボでの相同組換えによって、組換えウイルスを作製した。昆虫 Spodoptera
 Frugiperdaクローン９（ SF9）細胞でのトランスフェクションの 48時間後、組換えウイル
スを収集し、 PCRによって同定し、そしてさらに精製した。組換えバキュロウイルスの選
択、スクリーニング、および増殖のための標準的な手順を製造者（ Invitrogen）の説明書
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実施例１
組換え Bak遺伝子の発現



に従って行った。ドデシル硫酸ナトリウム－ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ SDS－ PAG
E）で、バキュロウイルス系で産生したタンパク質の分子量を、アミノ酸配列に従って予
想した Bakタンパク質の分子量と比較した。
さらに、類似のクローンは、細菌、酵母、昆虫、および哺乳動物を含むがこれらに限定さ
れない、当該分野で公知の任意の発現系において発現され得る。適切な酵母細胞内発現系
は、 Barrら、（ 1992） Transgenesis JAH Murray編（ Wiley and Sons） 55－ 79頁に記載さ
れる。
Bak遺伝子のコード配列を切り出し、そしてプラスミド pCEP7、 pREP7、および pcDNA3（ Inv
itrogen）の適合性制限酵素部位に導入した。 pCEP7を、 pREP7の RSV 3'－ LTRを Xba I/Asp7
18で除去し、そして pCEP4（ invitrogen）由来の CMVプロモーターに置換することにより作
製した。 25μｇの各 Bak含有プラスミドを、Ｂリンパ芽球細胞株 WIL－２にエレクトロポレ
ーションし、そして Bakを発現する安定なハイグロマイシン耐性形質転換体または G418耐
性形質転換体（ pcDNA3構築物）を選択した。

BHRF1 cDNAを、 PCRキットおよびサーマルサイクラー（ Perkin Elmer Cetus）の製造者の
説明書に従って標準的な PCRプロトコールを用いて、 RT－ PCRにより WI－ L2 mRNAから増幅
した。 Flag－ Bakおよび Flag－ Bak－２の cDNAを、上記のように、 RT－ PCRにより、 Bakおよ
び Bak－ 2/pcDNA3プラスミドテンプレートから作製したが、センスプライマー中に 24塩基
の Flagコード配列 5'－ GAC TAC AAG GAC GAC GAT GAC AAG－ 3'を含有した。これにより、
Ｎ末端 Flag－ Bakおよび Flag－ Bak－２融合タンパク質をコードする cDNAが得られた。これ
らの融合タンパク質は、抗 Flag M2抗体（ Kodak－ IBI）により認識および精製され得た。 c
DNAを、 CMVおよび T7 RNAポリメラーゼプロモーターの制御下にある pcDNA3ベクター中に連
結した。次いで、 Flag－ Bakおよび BHRF1プラスミドまたは Flag－ Bak－２および BHRF1プラ
スミドを、 TnT連結網状赤血球溶解系を製造者の説明書（ Promega）に従って用いて同時転
写および同時翻訳した。
簡略には、 0.5～ 1.0μｇの２つの環状プラスミドを、 50μＬの TnT溶解物中で 32℃にて 90
分間、同時に転写および翻訳した。翻訳後、 20μＬの溶解物を、 20μＬの２× PBS＋ 40μ
Ｌの抗 Flag M2アフィニティーゲル（ Kodak）と混合し、そして穏やかに揺りながら４℃に
て一晩インキュベートした。免疫沈降物を、エッペンドルフ微量遠心で 1500rpmで４℃に
て 15分間遠心分離することにより回収した。ペレットを、 1.5mLの PBSで４回洗浄し、最後
の洗浄後に 30μＬの SDS－ PAGEサンプル緩衝液中に再懸濁した。次いで、サンプルを、 18
％ポリアクリルアミドゲルでの SDS－ PAGEにより分析した。ゲルを 10％氷酢酸で固定し、
乾燥し、そしてＸ線フィルムに室温にて一晩感光させた。
図３に示すように、 Flag－ Bakおよび BHRF1ならびに Hlag－ Bak－２および BHRF1は、効率的
に同時転写および同時翻訳された（レーン１）。明らかに、抗 Flag M2抗体により、 Flag
－ Bakおよび BHRF1、または Flag－ Bak－２および BHRF1は効果的に共沈する（レーン２）。
これは、 BHRF1が Bakタンパク質および Bak－２タンパク質の両方とインビトロで相互作用
することを示し、そしてこのような相互作用がインビボで生じてアポトーシスの調整をも
たらすことを示唆する。 Bakタンパク質とウイルスタンパク質との相互作用は、宿主細胞
のアポトーシス性の死の非存在下でウイルス複製を可能にするかまたは潜在し続けるよう
に進化したようである。従って、これらの相互作用の妨害は、新規な抗ウイルス剤の設計
のための重要な新しいストラテジーを示す。同様に、 EBVのようなウイルスによる形質転
換に由来する悪性細胞もまた、これらの薬剤を用いて診断または治療を受けやすい。
上記の発明は、理解を明確にする目的のための例示および実施例として詳細に記載されて
いるが、特定の変更および改変が実施され得ることは当業者にとって明らかである。従っ
て、明細書の記載および実施例は、本発明の範囲を制限するものとして解釈されるべきで
なく、本発明の範囲は添付の請求の範囲によって明確に記述される。
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実施例２
Bakタンパク質はエプスタイン－バーウイルスにコードされる BHRF1タンパク質と相互作用
する



【 図 １ 】

【 図 ２ 】
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【 図 ３ Ａ 】

【 図 ３ Ｂ 】
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