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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号４のアミノ酸配列を含むポリペプチドの活性を修飾し得る化合物を同定する方
法であって、
(ａ)該ポリペプチドを含む溶液を試験化合物と接触させること、および
(ｂ)当該試験化合物の存在下および非存在下で該ポリペプチドの活性を測定すること、
これにより、当該試験化合物の存在下で得られるレベルがその非存在下で得られるものと
は異なるならば、該ポリペプチドの活性を修飾する化合物であると同定される、
を含み、ここで、該ポリペプチドの活性は、唾液管細胞増殖を促進するポリペプチドの能
力またはチロシンリン酸化またはカルシウムシグナリングを促進するポリペプチドの能力
である、当該方法。
【請求項２】
　配列番号４のアミノ酸配列、または１以上の保存アミノ酸置換により配列番号４とは異
なるアミノ酸配列、または単一変異(ここで、単一変異とは単一アミノ酸の欠失、挿入ま
たは置換を示す)により配列番号４とは異なるアミノ酸配列を含むポリペプチドを含む、
ヒト角膜上皮細胞および涙液腺房細胞の増殖を促進するための、眼局所投与用組成物、こ
こで、該ポリペプチドの活性は、チロシンリン酸化またはカルシウムシグナリングを促進
する能力を含むか、あるいは、該ポリペプチドは、それを産生するヒト角膜上皮細胞およ
び涙液腺房細胞の両方に対する増殖因子としての活性を有する。
【請求項３】
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　配列番号４のアミノ酸配列を含むポリペプチドのレセプターを検出する方法であって、
可能性ある細胞レセプターをコードする核酸配列でトランスフェクトされた細胞を提供す
ること、
当該トランスフェクトされた細胞を該ポリペプチドと接触させること、
該ポリペプチドに依存するカルシウムシグナルを示す細胞を検出すること、
検出した細胞から核酸配列を単離すること、および
その核酸配列でトランスフェクトされた細胞で該ポリペプチドに依存するカルシウムシグ
ナリングを供する核酸配列を同定すること、
を含む当該方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
米国政府の権利
　本発明は、National Institutes of Healthにより付与された承認番号Ｒ０１ ＥＹ０９
７４７およびＲ０１ ＥＹ１３１４３の下、米国政府の援助により行われた。米国政府は
本発明の特定の権利を有している。
【０００２】
関連出願
　本出願は、３５ＵＳＣ§１９９(ｅ)により、２００１年２月２０日出願の米国仮出願番
号６０／２６９,９００に基づき、優先権を主張する。その開示は、引用により本願に加
える。
【０００３】
本発明の分野
　本発明は、ラクリチン(lacritin)と称する新規な目のタンパク質およびそのタンパク質
をコードする核酸配列を目的とする。本発明のある実施態様では、ラクリチンを含む組成
物を用い、角膜の創傷治癒を促進し、および／または涙の排出に欠損を有する患者を処置
する。
【背景技術】
【０００４】
本発明の背景
　眼の表面の健全性は、涙腺からの涙液分泌に依存する。涙腺を含む涙液腺房細胞は、分
極化し、高度に分化した、複合小房周囲基底膜に付着する涙分泌細胞である。先端細胞の
細胞質のバルクは、涙タンパク質(tear protein)で充填された巨大な分泌粒子を含む。既
知の涙タンパク質は、角膜表面で顕著な殺菌の役割をするリゾチーム；殺菌剤として、お
よび補体活性化の可能性あるインヒビターとして、それら両方として機能するラクトフェ
リン；ＩｇＡの、腺房管腔中への経細胞膜移動を調節する(それは角膜表面で作用し細菌
付着を阻害する)分泌成分；および涙リポカリン(tear lipocalin)(涙特異的プレアルブミ
ン)および増殖因子ＴＧＦα、ＴＧＦβおよびＥＧＦ(それらの機能は知られていない)を
含む。ラットでは、ペルオキシダーゼは、実験的な研究では、通常のマーカーとして役割
をする涙成分(tear component)である。涙は、重要な殺菌作用を有するばかりでなく、角
膜を清潔に保ち、潤滑し、角膜上皮の健全性(well-being)に重要である。
【０００５】
　涙液腺房細胞の涙の排出に全体として欠陥があるとき、「ドライ・アイ」(角結膜炎シ
ッカ[KCS]としても知られる)が生ずる。ドライ・アイは、眼に通常現れるシェーグレン症
候群、世界中の数百万の人に影響を与える未知の病因による自己免疫疾患である。種々程
度の重篤度の更年期の閉経後の女性が、最も一般的に影響を受ける。処置しなければ、ド
ライ・アイは、角膜剥離、潰瘍、細菌感染および視力消失を生じ得る。主涙腺(main lacr
imal gland)による分泌物排出の病理学的減少の根源的分子機構は、可能性として複数あ
る。シェーグレン症候群患者の涙腺は、ウイルス性傷害(viral insult)の原因となる可能
性のある病因の拡大が涙液腺房を破壊し得る、ＢおよびＴリンパ球の病因(foci)を含む。
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腺房体積の喪失は、主涙腺の理論的過剰許容量に関し不十分であるとしばしば思われる。
通常の水性涙液膜層(aqueous tear film layer)の維持に必要である量の１０倍を超える
潜在的分泌物排出が示唆される。それゆえ、他の機構は、直接または間接的に涙液腺房細
胞の機能を変えおよび／または神経感応(neural innervation)の衰えを生じ得る、１つま
たは幾つかの通常のサイトカインの異常分泌のような、他の機構も注意に値する。涙液腺
房細胞により涙液膜中へ放出する新規オートクリン／パラクリン因子は、涙分泌機構、管
系および角膜上皮の健康に必要であり得る。小房周囲基底膜もまた、ラミニン-１との明
らかな共同作用により涙の分泌を刺激する「ＢＭ１８０」により、ある程度、通常の分泌
機能に必要である。ホルモン変化を伴う、または当該変化に非依存のこれら各因子の変化
は、分泌能力の減少の原因となり得る。
【０００６】
　ドライ・アイを処置するための現在あるプロトコールは、幾つかの制限の影響を受ける
。特に、局所用人工涙置換液は、多くの製薬会社により広く流通されているが、効能は弱
く、有効期間が短い。効能の弱さは、天然のヒトの涙の成分は部分的にのみ知られている
という事実に一部依存する。
【０００７】
　本発明は、シェーグレン症候群で顕著に減少する「ラクリチン」と称される新規ヒト細
胞外グリコプロテインを目的とする。更に、ラクリチンは、非刺激性(しかし、刺激しな
い)（unstimulated (but not stimulated)）涙分泌を増進するように自己分泌で作用する
ことがわかった。ラクリチンは、涙液腺房細胞により産生され、その大部分が、腺房細胞
で発現したＴＧＦβと同様に、涙液中に放出される。このグリコプロテインは、ヒト角膜
上皮細胞の培養物に、精製組換え体型で加えると、増殖因子のように作用し、フィードバ
ック機構では、それを産生する同じ涙腺細胞に対しても作用するものと見られる。したが
って、本発明のある実施態様では、ラクリチンは、人工涙製品において有効成分として含
まれる。
【０００８】
本発明の要約
　本発明は、新規涙腺タンパク質およびそのタンパク質をコードする核酸配列の単離およ
び特性解析を目的とする。精製組換えラクリチンは、ヒト角膜上皮細胞およびそれを産生
する涙液腺房細胞の両方に対して増殖因子としての活性を有する。したがって、本発明の
１つの実施例では、方法は、ドライ・アイおよびラクリチンポリペプチドを含む組成物を
投与することによる目の湿潤を必要とする他の疾患の処置のために提供される。加えて、
ラクリチン遺伝子発現を調節する遺伝子プロモーターは、任意の従前に記載の涙腺遺伝子
の最高の特異性のため、この遺伝子の調節エレメントを用い、その目中での他の遺伝子産
物を発現し得る。
【図面の簡単な説明】
【０００９】
図面の簡単な説明
【図１】図１は、組換えラクリチンが、単離ラット涙液腺房細胞による非刺激性分泌を促
進することを示す図面である。非刺激性分泌の促進は、ラクリチン被覆ウェルでのラクリ
チン量の増加によって観察される。
【図２Ａ】図２は、ラクリチン誘導性増殖およびチロシンリン酸化を示す。図２Ａは、血
清フリーの培地中のヒト唾液腺(ＨＳＧ)細胞へ種々量のラクリチン(０から１０ng/mlのラ
クリチン)を投与、４日後に測定したＨＳＧ細胞数の図面である。
【図２Ｂ】図２は、ラクリチン誘導性増殖およびチロシンリン酸化を示す。図２Ｂは、Ｂ
ＳＡ(レーン１；１０ｎｇ／ｍｌ)または血清(レーン２；１０％)の投与におけるＨＳＧ細
胞の増殖を示す棒グラフである。全ての実験は、ラミニン－１－(０．０５μＭ)被覆ウェ
ルで行った。
【００１０】
発明の詳細な説明
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定義
　記載および請求の本発明では、以下の技術用語は、以下に開示に定義に従い使用する。
【００１１】
　本明細書で使用するように、「核酸」、「ＤＮＡ」および同様の用語はまた、核酸類似
体、すなわち、他のホスホジエステルバックボーンを有する類似体を含む。たとえば、当
分野で既知であり、バックボーンにホスホジエステル結合の代わりにペプチド結合を有す
る、いわゆる「ペプチド核酸」は、本発明の範囲内にあると考えられる。
【００１２】
　用語「ペプチド」は、３またはそれより多いアミノ酸の配列を含み、ここで、当該アミ
ノ酸は、天然に生じるかまたは合成(天然では生じない)のアミノ酸である。ペプチド擬態
物(mimetics)は、以下の１つまたはそれより多い修飾を有するペプチドを含む：
１．１つまたはそれより多いペプチジル--C(O)NR--連結(結合)は、--CH2-カルバメート連
結(--CH2OC(O)NR--)、ホスホネート連結、-CH2-スルホンアミド(-CH2--S(O)2NR--)連結、
尿素(--NHC(O)NH--)連結、--CH2-第二級アミン連結のような非ペプチジル連結により、ま
たはアルキル化ペプチジル連結(--C(O)NR--)で置換されたペプチド(式中、Rは、C1-C4ア
ルキルである)；
２．Ｎ末端が、--NRR1基、--NRC(O)R基、--NRC(O)OR基、--NRS(O)2R基、--NHC(O)NHR基に
誘導されているペプチド(式中、RおよびR1は水素またはC1-C4アルキルであり、但し、Rお
よびR1は両方とも水素ではない)；
３．Ｃ末端が、--C(O)R2(式中、R2はC1-C4アルコキシからなる群から選択される)、およ
び--NR3R4(式中、R3およびR4は水素およびC1-C4アルキルからなる群から独立して選択さ
れる)に誘導されているペプチド。
【００１３】
　ペプチド中で天然に生ずるアミノ酸残基は、以下のように、IUPAC-IUB Biochemical No
menclature Commissionにより推奨されているように略する：フェニルアラニンはPheまた
はF；ロイシンはLeuまたはL；イソロイシンはIleまたはI；メチオニンはMetまたはM；ノ
ルロイシンはNle；バリンはValまたはV；セリンはSerまたはS；プロリンはProまたはP；
スレオニンはThrまたはT；アラニンはAlaまたはA；チロシンはTyrまたはY；ヒスチジンは
HisまたはH；グルタミンはGlnまたはQ；アスパラギンはAsnまたはN；リシンはLysまたはK
；アスパラギン酸はAspまたはD；グルタミン酸はGluまたはE；システインはCysまたはC；
トリプトファンはTrpまたはW；アルギニンはArgまたはR；グリシンはGlyまたはG、および
Xは任意のアミノ酸である。他の天然に生ずるアミノ酸は、例示するなら４－ヒドロキシ
プロリン、５－ヒドロキシリシンなどを含む。
【００１４】
　合成または天然には生じないアミノ酸とは、天然にインビボでは生じないが、それにも
拘わらず、本明細書に記載のペプチド構造中に組み込まれ得るアミノ酸をいう。得られた
「合成ペプチド」は、２０の天然に生じる、当該ペプチドの１、２またはそれより多い位
置で遺伝的にコードされているアミノ酸以外のアミノ酸を含む。例えば、ナフチルアラニ
ンは合成を促進するトリプトファンに置換され得る。ペプチドに置換され得る他の合成ア
ミノ酸は、L-ヒドロキシプロピル、L-3,4-ジヒドロキシフェニルアラニル、L-α-ヒドロ
キシリシルおよびD-α-メチルアラニル、L-α-メチルアラニルのようなα-アミノ酸、β-
アミノ酸、およびイソキノリルを含む。Dアミノ酸および天然には生じない合成アミノ酸
はまた、ペプチド中に組み込まれ得る。他の誘導体は、他の側鎖による、２０の遺伝的に
コードしたアミノ酸(または任意のLまたはDアミノ酸)の天然に生ずる側鎖の置換を含む。
【００１５】
　本明細書に使用するように、用語「保存アミノ酸置換(conservative amino acid subst
itution)」は、以下の５つのグループの１つ内の交換として明細書で定義される：
Ｉ．小さい脂肪族、非極性または僅かに極性の残基：
Ala、Ser、Thr、Pro、Gly；
II．極性、陰性荷電残基およびそのアミド：



(5) JP 4288070 B2 2009.7.1

10

20

30

40

50

Asp、Asn、Glu、Gln；
III．極性、陽性荷電残基：
His、Arg、Lys；
IV．大きな、脂肪族、非極性残基：
Met Leu、Ile、Val、Cys
V．大きな、芳香族残基：
Phe、Tyr、Trp。
【００１６】
　「ポリリンカー」は、一連の、３またはそれより多い異なる制限エンドヌクレアーゼ認
識配列であって、他のものとは僅かに(すなわち、互いの部位間で１０ヌクレオチド未満)
離れている当該配列を含む核酸配列である。
【００１７】
　本明細書で使用するように、用語「ベクター」は、宿主細胞中で自律的に複製する能力
を有し、所望により、ある細胞から他の細胞へＤＮＡセグメントを転移する能力を有し得
る核酸分子に関して使用する。ベクターは、外来ＤＮＡを宿主細胞へ導入するために使用
し得、大量に複製(すなわち、再生成)し得る。ベクターの例は、プラスミド、コスミド、
λファージベクター、ウイルスベクター(レトロウイルスベクターのような)を含む。
【００１８】
　本明細書で使用するように、「遺伝子」は、核酸コーディング配列、ならびにメッセン
ジャーＲＮＡ(ｍＲＮＡ)へ転写され、次いで特定ポリペプチドに特徴的なアミノ酸の配列
に翻訳されるＤＮＡ配列に必要な調節エレメントをいう。
【００１９】
　「マーカー」は、そのようなマーカーを有さない類似分子の存在下、そのマーカーを含
むある分子を特異的に検出できる原子または分子である。マーカーは、例えば、放射活性
同位元素、抗原決定基、ハイブリダイゼーションに利用可能な核酸、クロモホア、フルオ
ロホア、化学ルミネセンス分子、電気化学的に検出可能な分子、変更された蛍光偏向また
は変更された光散乱を供与する分子、および細胞または生物の生存を促進し得る分子(す
なわち、選択マーカー)を含む。レポーター遺伝子はマーカーをコードする遺伝子である
。
【００２０】
　プロモーターは、遺伝子の核酸コーディング配列のような、ＤＮＡ配列の転写を指示す
るＤＮＡ配列である。典型的に、プロモーターは、遺伝子の５'領域に、構造遺伝子の転
写開始部位の近くに位置する。プロモーターは、誘導性(転写速度は特定試薬に応答して
変化する)、組織特異的(幾つかの組織でのみ発現する)、時間的特異的(特定時間でのみ発
現する)または構造的(すべての組織で、および一定速度の転写で発現する)であり得る。
【００２１】
　コアプロモーターは、ＴＡＴＡボックスを含むプロモーター機能に必須のヌクレオチド
配列および転写の開始を含む。この定義により、コアプロモーターは、当該活性を促進す
るか組織特異的活性を供与する特定配列の非存在下で検出可能な活性を有してもよいし、
または有しなくてもよい。
【００２２】
　「エンハンサー」は、転写開始部位に対するエンハンサーの距離または方向にかかわら
ず、転写の効率は増加し得るＤＮＡ調節エレメントである。
【００２３】
　本明細書で使用するように、用語「相補的」または「相補性」は、塩基対形成ルールに
より関係するポリヌクレオチド(すなわち、ヌクレオチドの配列)に関し使用する。例えば
、配列「Ａ－Ｇ－Ｔ」では、配列「Ｔ－Ｃ－Ａ」に相補的である。
【００２４】
　本明細書に使用するように、用語「ハイブリダイゼーション」は、相補性核酸の塩基対
形成に関し使用する。ハイブリダイゼーションおよびハイブリダイゼーションの強度(す
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なわち、核酸間での分離の強度)は、核酸間の相補性の程度、含まれる条件のストリンジ
ェンシー、形成するハイブリッドの長さ、および核酸中のＧ：Ｃ比のような因子により影
響を受ける。
【００２５】
　本明細書で使用するように、用語「精製した」などの用語は、天然または自然環境の分
子または化合物を通常付随する汚染物が実質的に含まれない(free)形態の分子または化合
物の単離に関する。
【００２６】
　本明細書で使用するように、用語「ラクリチンポリペプチド」等の用語は、配列番号４
のアミノ酸配列およびその生物学的活性フラグメントを含むペプチドをいう。
【００２７】
　本明細書で使用するように、ラクリチンポリペプチドの、用語「生物学的に活性なフラ
グメント」または「生物活性フラグメント」は、天然ラクリチンポリペプチドの少なくと
も１つの天然リガンドに特異的に結合し得る、アミノ酸配列

【化１】

の天然または合成部分を含む。
【００２８】
　「作動可能なように連結した」とは、コンポーネントが通常機能を果たすように配置す
る、ジャックスタポジションをいう。そのため、コーディング配列に作動可能なように連
結した制御配列またはプロモーターは、コーディング配列の発現を行い得る。
【００２９】
　本明細書に使用のように、用語「医薬的に許容される担体」は、リン酸緩衝性生理食塩
水溶液、水および油／水または水／油エマルジョンのようなエマルジョンのような標準的
な任意の医薬的担体、および種々の型の湿潤試薬を含む。
【００３０】
　本明細書で使用するように、用語「処置する」は、特定疾患または病状に付随する徴候
を緩和すること、および／または当該徴候を予防または排除することを含む。
【００３１】
本発明
　本発明は、新規ヒト増殖因子様分子、「ラクリチン」およびラクリチンを含む組成物を
目的とする。本発明はまた、ラクリチンをコードする核酸配列およびラクリチンの発現を
制御する核酸制御エレメントを含む。全長「ラクリチン」ｃＤＮＡは、ヒト涙腺ライブラ
リー(配列番号２)からクローニングし、相当するゲノム遺伝子(配列番号１)をクローニン
グし、配列決定すると、５．２ｋｂの上流および２．８ｋｂの下流のゲノム配列を含んで
いた。
【００３２】
　ある実施態様では、本発明は、配列番号４、配列番号１０のアミノ酸配列、配列番号４
の生物活性フラグメント、または１もしくはそれより多い保存アミノ酸置換により配列番
号４とは異なるアミノ酸配列を含む精製したポリペプチドを目的とする。より好ましくは
、精製したポリペプチドは、２０またはそれ未満の保存アミノ酸置換、より好ましくは１
０またはそれ未満の保存アミノ酸置換により配列番号４とは異なるアミノ酸配列を含む。
他にポリペプチドは、１から５の変化により配列番号４とは異なるアミノ酸配列を含み得
、ここで当該変化は単一アミノ酸欠失、挿入または置換から独立して選択される。ある実
施態様では、組成物は、配列番号４、または配列番号１０からなる群から選択されるポリ
ペプチド、及び医薬的に許容される担体を含み提供される。
【００３３】



(7) JP 4288070 B2 2009.7.1

10

20

30

40

50

　ラクリチンの天然レセプターを含むラクリチンポリペプチドに結合するリガンド、およ
びそのリガンドを単離する方法もまた本発明に含まれる。ある実施態様では、ラクリチン
ポリペプチドまたはその生物活性フラグメントは、生理条件下のラクリチンポリペプチド
に結合するリガンドの単離に使用する。当該方法は、ラクリチンポリペプチドと化合物混
合物とを生理条件下で接触させ、非結合および非特異的結合物質を除去し、そしてラクリ
チンポリペプチドに結合したままの化合物を単離する、ステップを含む。典型的に、ラク
リチンポリペプチドは、標準技術を用い固体支持体に結合し、化合物を迅速にスクリーニ
ングし得る。当該固体支持体は、生物学的化合物の固定化に使用する任意の表面から選択
され得、以下に限らないが、ポリスチレン、アガロース、シリカまたはニトロセルロース
を含む。ある実施態様では、固体表面は、官能性シリカまたはアガロースビーズを含む。
その化合物のスクリーニングは、医薬試薬のライブラリーおよび技術ある医師に既知の標
準的技術を用い行い得る。
【００３４】
　他の実施態様では、細胞に基づくアッセイは、ラクリチン(ラクリチンの天然のレセプ
ターを含む)に結合するリガンドの検出に使用する。当該方法は、トランスフェクトした
細胞をラクリチンに接触させること、およびラクリチン依存カルシウムシグナリングを示
す細胞から関連遺伝子を単離することを含む。より好ましくは、ある実施態様では、オー
ファン(orphan)Ｇタンパク質結合レセプターｃＤＮＡの従前に述べられているプールは、
ＨＥＫ２９３ＴおよびＲＨ７７７７細胞のような細胞系で発現し、当該トランスフェクト
細胞はラクリチンに接触する。ラクリチン依存カルシウムシグナリングを示すトランスフ
ェクタントはレセプターを発現する。レセプターが、オーファンＧタンパク質結合レセプ
ターｃＤＮＡの利用可能なプール中で検出されないならば、唾液腺(salivary ductal)細
胞ライブラリー由来のｃＤＮＡを２９３Ｔ細胞中にトランスフェクトし、エクスプレッサ
ーは蛍光性標識ラクリチンでＦＡＣＳによりスクリーニングする。ある実施態様では、ラ
クリチンにより活性化され得るレセプターを発現する細胞は、細胞フリーの系を用い検出
される。より好ましくは、レセプター活性はトランスフェクト細胞から単離した細胞膜を
用いＧＴＰ[γ35Ｓ]結合アッセイで検出する。
【００３５】
　本発明のある観点では、ラクリチンレセプターを検出する方法を提供する。当該方法は
、可能性ある細胞レセプターをコードする核酸配列でトランスフェクトした細胞を提供し
、トランスフェクトした細胞とラクリチンを接触させ、そしてラクリチン依存カルシウム
シグナリングを示すそれらの細胞を検出する、ステップを含む。ラクリチン依存カルシウ
ムシグナリングを示す細胞が、遺伝子配列をコードする１より多いタンパク質でトランス
フェクトされるならば、ラクリチンレセプターをコードする核酸配列は、配列分析または
他の分子技術により同定される。例えば、導入された組換え核酸は、シグナリング細胞か
ら単離され、細胞のトランスフェクトに使用した得られたサブクローンでサブクローニン
グされ、細胞へのラクリチン依存カルシウムシグナリングの供与に応答する特有配列を決
定する。
【００３６】
　本発明はまた、ラクリチンポリペプチドおよびその誘導体をコードする核酸配列を含む
。特に、本発明は、配列番号１、配列番号２、配列番号３またはそのフラグメントの配列
を含む核酸配列を目的とする。ある実施態様では、配列番号１の任意の８連続ヌクレオチ
ドに同一の少なくとも８連続ヌクレオチド(すなわち、ハイブリダイズ可能部分)を含む精
製した核酸を提供する。他の実施態様では、核酸は、配列番号１の少なくとも２５(連続)
ヌクレオチド、５０ヌクレオチド、１００ヌクレオチド、２００ヌクレオチドまたは５０
０ヌクレオチドを含む。他の実施態様では、核酸配列は、配列番号３の配列または配列番
号３の連続２５ｂｐ配列に同一の２５ｂｐ核酸配列を含む。
【００３７】
　本発明はまた、配列番号１で表される全部または一部のヌクレオチド配列にハイブリダ
イズする(本明細書で定義の条件下)核酸またはその相補体を含む。ハイブリダイジング核
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酸のハイブリダイジング部分は、典型的に少なくとも１５(例えば、２０、２５、３０、
または５０)ヌクレオチドの長さである。本明細書に記載のタイプのハイブリダイジング
核酸を、例えば、クローニングプローブ、プライマー(例えば、ＰＣＲプライマー)、また
は診断プローブとして使用し得る。配列番号１のＤＮＡ配列またはそのフラグメントをプ
ローブとして使用し、他の脊椎動物種から相同性遺伝子を検出し得る。
【００３８】
　核酸二重鎖またはハイブリッドの安定性は、溶解温度またはＴｍとして表され、それは
、核酸二重鎖がそのコンポーネントである一本鎖ＤＮＡに分離する温度である。この溶解
温度は、必要なストリンジェンシー条件の決定に使用される。典型的に、１％のミスマッ
チで、Ｔｍは１℃減少し、それゆえ、ハイブリダイゼーション反応の最終洗浄の温度が減
少する(例えば、２つの配列が９５％を超える同一性を有するならば、最終洗浄温度は、
Ｔｍから５℃減少する)。実施では、Ｔｍの変化は、１％ミスマッチあたり０．５℃と１
．５℃の間となり得る。
【００３９】
　本発明は、配列番号１の核酸配列、およびストリンジェントまたは高ストリンジェント
条件下でその配列(またはそのフラグメント)にハイブリダイズする核酸配列を目的とする
。ある実施態様では、本発明は、配列番号１の１００ヌクレオチドフラグメントまたはそ
の相補体にストリンジェント条件下でハイブリダイズする精製した核酸配列を目的とする
。本発明により、高ストリンジェント条件は、－５℃Ｔｍ以上のハイブリダイゼーション
および洗浄の条件を構成するように定義される。ストリンジェント条件は、５×ＳＳＣ／
５×Denhard't溶液／１．０％ＳＤＳ中、６８℃でハイブリダイズすること、および０．
２×ＳＳＣ／０．１％ＳＤＳ中、６８℃で洗浄することを含むように定義される。適度の
ストリンジェント条件は、５×ＳＳＣ／５×Denhard't溶液／１．０％ＳＤＳ中、６８℃
でハイブリダイズすること、および３×ＳＳＣ／０．１％ＳＤＳ中、４２℃で洗浄するこ
とを含む。その条件に関する更なるガイダンスは当分野では容易に入手可能であり、例え
ば、Sambrook at al., 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring H
arbor Press, N.Y.、およびAusubel et al., (eds.) 1995, Current Protocols in Molec
ular Biology, (John Wiley & Sons, N.Y.) at Unit 2.10。
【００４０】
　本発明の他の実施態様では、ラクリチンポリペプチドをコードする核酸配列を発現ベク
ター中に挿入し、細胞へのトランスフェクトに使用し、標的細胞中で組換えラクリチンを
発現させ得る。ある実施態様では、配列番号３の核酸配列を、当該遺伝子配列を適当な調
節配列に作動可能なように連結する方法で真核性発現ベクター中へ挿入され、ラクリチン
は、真核性宿主細胞中で発現する。適当な真核性宿主細胞およびベクターは当業者に既知
である。特に、ラクリチンをコードする核酸配列を、リポソーム、ウイルスに基づくベク
ター、またはマイクロインジェクションのような送達機構を用い、インビトロまたはイン
ビボで単一の細胞または細胞郡に加え得る。したがって、本発明の１つの観点は、配列番
号４のラクリチンポリペプチドを発現する組換え遺伝子を含むトランスジェニック細胞系
を目的とする。
【００４１】
　本発明はまた、ラクリチン遺伝子プロモーターの制御の下、異種性遺伝子の発現用の核
酸構成物を目的とする。ある実施態様では、核酸構成物は、異種性遺伝子に作動可能なよ
うに連結した配列番号５、配列番号６、配列番号７および配列番号８からなる郡から選択
される核酸を含むように提供される。ある実施態様では、異種性遺伝子は、マーカーをコ
ードするレポーター遺伝子である。当該マーカーは、検出可能シグナルを生ずる任意の遺
伝子産物であり得、緑色蛍光タンパク質(ＧＦＰ)(Chalfie et al., 1994, Science 11: 2
63: 802-805)またはルシフェラーゼ(Gould et al., 1988, Anal. Biochem. 15: 175:5-13
)のような光を放射し得るタンパク質、および基質を触媒し得るタンパク質(例えば、β－
ガラクトシダーゼ)を含む。当該マーカーはまた、抗体により検出可能な細胞内または細
胞表面タンパク質を含み得る。レポーター分子は、更に、または他に、細胞内に通常含ま
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れない特有核酸配列の利点により検出し得る。
【００４２】
　本明細書で使用するように、「ＧＦＰ」とは、天然に生ずる蛍光タンパク質のファミリ
ーのメンバーをいい、その蛍光は、主に、スペクトルの緑色領域にある。当該用語は、ス
ペクトル特性を変えまたは促進したタンパク質の変異型を含む。これらの変異型の幾つか
は、Cormack, et al., 1996, Gene 173: 33-38およびOrmo, 1996, Science 273: 1392-13
95に記載されており、それらは、引用により本明細書に加える。当該用語はまた、１つま
たはそれより多いアミノ酸残基の同一性または位置において天然に生ずる型とは異なり(
例えば、欠失、置換または挿入)、そして検出可能シグナル(例えば、蛍光)を生ずる限り
天然に生ずる型の性質の幾つかまたは全てを有するＧＦＰポリペプチドのポリペプチド類
似体、フラグメントまたは誘導体を含む。野生型ＧＦＰは、３９５ｎｍで最大吸収し、５
０９ｎｍで放射する。高レベルのＧＦＰ発現が、酵母からヒトまでの細胞で得られた。当
該用語はまた、青色蛍光タンパク質(ＢＦＰ)を含み、そのコーディング配列は、Anderson
, et al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93: 16, 8508-8511に記載されており、そ
の文献は引用により本明細書に加える。
【００４３】
　本発明の他の実施態様は、ラクリチンポリペプチドに対し生ずる抗体を含む。これらの
抗体は、標準的担体で製剤化され、所望により標識されて治療用または診断用の組成物を
製造し得る。ラクリチンに対する抗体は、当分野に既知の方法を用い作成する。その抗体
は、以下に限らないが、ポリクローナル、モノクローナル、キメラ(すなわち、「ヒト化
」抗体)、一本鎖(組換え体)、Ｆａｂフラグメント、およびＦａｂ発現ライブラリーによ
り産生するフラグメントを含み得る。これらの抗体は、ラクリチンの発現または過剰発現
により特徴付けられる病状または疾患の診断のための診断薬として、または不適当なラク
リチン発現により特徴付けられる病状または疾患を処置する患者をモニターするアッセイ
において、使用され得る。診断目的に有用な抗体は、治療のための上記と同じ方法で作成
し得る。当該抗体は、修飾して、または修飾せずに使用し得、そしてそれを共有結合的ま
たは非共有結合的のいずれかでマーカーに結合させることにより標識し得る。ある実施態
様荷より、抗体は、配列番号４のタンパク質に特異的に結合するように提供され、より好
ましくはモノクローナル抗体である。
【００４４】
　本発明はまた、抗イディオタイプ抗体を含む抗体、アンタゴニストおよびアゴニスト、
ならびにラクリチン遺伝子の発現を阻害するか(転写因子インヒビター、アンチセンスお
よびリボザイム分子、または遺伝子または調節配列置換構成物)またはラクリチンの発現
を促進する(例えば、配列番号３のようなラクリチンコーディング配列を、プロモーター
、プロモーター／エンハンサーなどのような発現制御エレメントに作動可能なように結合
する発現構成物)化合物またはヌクレオチド構成物を含む。
【００４５】
　本発明はまた、ラクリチンに対する抗体を生ずる抗原性組成物を含む。ある実施態様で
は、抗原性組成物は、配列番号４のポリペプチドまたはその抗原性フラグメントを含むよ
うに提供される。
【００４６】
　ラクリチンは、有糸分裂促進活性を有し、非刺激性であるが刺激しない分泌を促進し、
涙液腺房および角膜上皮細胞の両方でシグナリングを促進する。E. coliで調製した組換
えラクリチンは、ヒト角膜上皮細胞およびマウス＆ラット涙液腺房細胞の両方を特異的お
よび迅速に活性化し、後者は、オートクリン法で涙の合成を促進する。ラクリチンは、ng
/mlレベルで活性化され、汚染細菌性ＬＰＳ(エンドトキシン)は検出できない。精製した
組換えラクリチンの活性により、ヒト角膜上皮細胞およびそれを産生する涙液腺房細胞の
両方において増殖因子として作用することが示される。重要なことに、ラクリチンは、目
においてのみ増殖因子として作用するようであり、唾液腺ではより弱い程度作用するよう
である。これらの器官特異的な有益な効果を用いると、現在利用可能な局所的人工涙製品
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の効能を劇的に増加し得る。
【００４７】
　現在の涙サプリメントは患者に普及しておらず、それは、幾分、その製品から得られる
効果が非常に短時間だからである(１５分未満)。代用涙アプローチの例には、緩衝性、等
張性生理食塩水溶液、溶液をより粘性化しそれにより目から簡単にはこぼれないようにす
る水溶性ポリマーを含む水溶液の使用を含む。涙の再構成はまた、リン脂質およびオイル
のような涙液膜の１つまたはそれより多い成分を提供することにより試みられる。これら
の処置アプローチの例は、米国特許番号4,131,651(Shah et al.)、米国特許番号4,370,32
5(Packman)、米国特許番号4,409,205(Shively)、米国特許番号4,744,980および4,883,658
(Holly)、米国特許番号4,914,088(Glonek)、米国特許番号5,075,104(Gressel et al.)お
よび米国特許番号5,294,607(Glonek et al.)に開示されており、それらの開示は引用によ
り本明細書に加える。今ある眼の製剤はまた、ＴＧＦ－β、コルチコステロイドまたはア
ンドロゲンを含み得る。全て目に非特異的であり、全身性の効果を有する。他方、ラクリ
チンは、目に高度に限定されており、ヒトの涙および涙液膜の天然成分である。
【００４８】
　ラクリチンを含む眼の製剤(例えば、ラクリチンを含む人工涙液)は、ラクリチンの活性
およびその局所性効果により非常に望ましい。本発明の１つの実施態様では、ラクリチン
を含む組成物を用い、角膜創傷治癒を促進し、および／または涙の排出に欠損を有する患
者を処置する。より好ましくは、ラクリチンは、シェーグレン症候群を含むドライ・アイ
症候群を処置し、ラクリチンポリペプチドを含む組成物の局所適用による角膜創傷治癒を
促進する１つの実施態様で使用する。１つの実施態様では、当該組成物は、医薬的に許容
される担体を含み、そして配列番号４のアミノ酸配列を含む医薬的に有効量の実質的に純
粋なポリペプチドを用い、ドライ・アイ症候群を処置する。
【００４９】
　本発明のラクリチン組成物は、標準の眼科用成分を用い製剤化し得、好ましくは、当該
組成物は、溶液、懸濁液および局所投与用の他の用量型として製剤化される。水溶液が、
製剤化の容易さ、生物学的適合性(特に、処置すべき疾患の観点から、例えばドライ・ア
イ型の病気および疾患)により、および作用を受ける目に１から２滴の当該溶液をたらす
手段により患者はその組成物を容易に投与できるため、一般的に好ましい。しかし、当該
組成物はまた、懸濁液、粘性または半粘性ゲル、または固体もしくは半固体組成物の他の
型であり得る。
【００５０】
　本発明の組成物は、界面活性剤、保存剤、抗酸化剤、強化剤、緩衝剤、保存剤、共溶媒
および粘性成形剤を含み得る。眼製剤に有用な種々の界面活性剤が本組成物に用いられ得
る。これらの界面活性剤は、ラクリチンの化学的分解を防止し、また、当該組成物をパッ
クするコンテナーとのラクリチンの結合を阻止する。界面活性剤の例は、以下に限らない
が、Cremophor. RTM. EL、ポリオキシ２０セトステアリールエーテル、ポリオキシ４０水
素化カストールオイル、ポリオキシ２３ラウリルエーテルおよびポリオキサマー４０７が
含まれ、当該組成物に使用され得る。抗酸化剤を本発明の組成物に加え、保存の間の酸化
からラクリチンポリペプチドを保護し得る。その抗酸化剤の例には、以下に限らないが、
ビタミンＥおよびその類似体、アスコルビン酸およびその誘導体、およびブチル化ヒドロ
キシアニソール(ＢＨＡ)が含まれる。
【００５１】
　今ある人工涙製剤はまた、ラクリチン活性化剤のための医薬的に許容される担体として
使用され得る。そのため、ある実施態様では、ラクリチンを用い、今ある、ドライ・アイ
症候群用の人工涙製品を改善し、角膜創傷治癒目的の製品を開発する。担体として有用な
人工涙組成物の例には、以下に限らないが、Tears Naturale.RTM.、Tears Naturale II. 
RTM.、Tears Naturale Free. RTM.、およびBion Tears. RTM.のような製品(Alcon Labora
tories, Inc., Fort Worth, Tex.)が含まれる。他のリン脂質担体製剤の例には、米国特
許番号4,804,539(Guo et al.)、米国特許番号4,883,658(Holly)、米国特許番号4,914,088



(11) JP 4288070 B2 2009.7.1

10

20

30

40

50

(Glonek)、米国特許番号5,075,104(Gressel et al.)、米国特許番号5,278,151(Korb et a
l.)、米国特許番号5,294,607(Glonek et al.)、米国特許番号5,371,108(Korb et al.)、
米国特許番号5,578,586(Glonek et al.)が含まれ；上記特許は、本発明のリン脂質担体と
して有用なリン脂質組成物を開示する範囲で、引用により本明細書に加える。
【００５２】
　他の化合物はまた、本発明の眼の組成物に加えられ、当該担体の粘性を増大し得る。粘
性促進剤の例には、以下に限らないが、ヒアルロン酸およびその塩、硫酸コンドロイチン
およびその塩、デキストラン、セルロースファミリーの種々のポリマーのようなポリサッ
カライド；ビニルポリマー；およびアクリル酸ポリマーが含まれる。一般に、リン脂質担
体または人工涙担体組成物は、１から４００センチポイズ(「cps」)の粘性を示す。人工
涙またはリン脂質担体を含む好ましい組成物は、約２５cpsの粘性を示す。
【００５３】
　局所用の眼の製品は、複数用量型で典型的にパッケージされる。そのため、保存剤は、
使用の間の微生物学的汚染を防止するため必要である。適当な保存剤には、ベンズアルコ
ニウムクロリド、クロロブタノール、ベンゾドデシニウムブロミド、メチルパラベン、プ
ロピルパラベン、フェニルエチルアルコール、エデト酸2ナトリウム、ソルビン酸、ポリ
クオタニウム-１または当業者に既知の他の剤が含まれる。その保存剤は、0.001から1.0%
w/vのレベルで典型的に用いられる。本発明の単位用量組成物は、滅菌されるが、典型的
には保存されない。そのため、その組成物は一般には保存剤を含まない。
【００５４】
　ヒトでは、ラクリチンは、涙腺(多量)、唾液腺(適度)、角膜上皮の基底細胞(抗ラクリ
チン抗体によるヒト角膜の免疫染色に基づく；およびヒト角膜上皮細胞培養物中のラクリ
チンのＥＬＩＳＡ検出)で産生され、甲状腺で産生される可能性があり、その他では産生
されない。ラクリチンは、非刺激性であるが、刺激しない分泌を促進し、有糸分裂促進活
性を有し、そして涙液腺房および角膜上皮細胞の両方におけるシグナリングを促進する。
このグリコプロテインは、腺分布が非常に制限されており、機能特性と組み合わされた高
度に制限されたこの発現パターンは、涙腺および付近の眼組織での推定されるオートクリ
ン／パラクリンの区別される役割の証明となる。ラクリチン遺伝子発現を調節する遺伝子
プロモーターは、従前記載された任意の涙腺遺伝子の殆どの特異性のため、この遺伝子の
調節エレメントを用い、目における他の遺伝子産物を発現し得る。特に、ラクリチン遺伝
子プロモーターは、広く多様の外来遺伝子に作動可能なように連結され、涙腺に対し遺伝
子産物の発現を調節し得、および／またはドライ・アイ症候群を処置する遺伝子治療とし
て使用され得る。
【００５５】
　他に、ラクリチンプロモーターを含む組換え構成物を用い、ラクリチン機能のアゴニス
トおよびアンタゴニストをスクリーニングする手段としてインビトロで宿主細胞を形質転
換し得る。ある実施態様により、ラクリチン遺伝子プロモーターは異種性遺伝子に連結さ
れ、患者に再導入され、ドライ・アイ症候群の遺伝子治療処置を施す。簡単に述べると、
当該プロモーターを用い、これらのタンパク質の通常の遺伝子制御を失い得る患者の涙タ
ンパク質の合成および分泌を人工的に行い得る。
【００５６】
　E. coliにより生ずる組換えラクリチンを用いる生理学的実験は、それが増殖因子であ
るように示唆する。ラクリチンは、ヒト角膜上皮細胞およびマウス涙液腺房細胞における
カルシウムシグナリングを刺激する。それは、ラット涙液腺房およびヒト唾液管細胞でチ
ロシンリン酸化を刺激し、涙タンパク質を産する同じ腺房細胞からのそのタンパク質を放
出する量を促進する。
【００５７】
　全長「ラクリチン」ｃＤＮＡをヒト涙腺ライブラリー(配列番号２)からクローニングし
、相当するゲノム遺伝子(配列番号１)をクローニングし、配列決定すると、ゲノム配列の
上流５．２ｋｂと下流２．８ｋｂを含んでいた。マウス同種性遺伝子はまた、部分的にＲ
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Ｔ－ＰＣＲでクローニングされ、この単離マウスラクリチン遺伝子配列は、ヒトの配列と
９９％の同一性を有する。ラクリチンの発現は、顕著に制限される。５２種の組織ポリＡ
＋またはトータルＲＮＡをスクリーニングし、ラクリチンｍＲＮＡは、涙腺(非常に多量)
、唾液腺(僅か～中程度)および甲状腺(僅か)で検出された。当該文献のレビューは、この
レベルの転写制御は、他のすべての既知涙タンパク質に一致しないことを示唆する。
【００５８】
実施例１
ラクリチン遺伝子の単離
ラクリチンのｃＤＮＡおよびゲノムクローニング
　ヒト涙腺ｃＤＮＡライブラリー(Dickinson & Thiesse, 1995)の１０のサブライブラリ
ーのそれぞれからのプラーク(フィルターあたり５×１０４)を含む二重のフィルターを、
５×Denhard't、6.76×ＳＳＣ、１０ｍＭ リン酸ナトリウム、１ｍＭ ＥＤＴＡ、０．５
％ＳＤＳおよび１８２μｇ／ｍｌサケ精子ＤＮＡ中で４時間、４２℃で事前にハイブリダ
イゼーションし、次いで、[32P]gATP 7000 Ci/mmole(ICN, IrvineCA)で末端標識し精製し
た２つのオーバーラッピング２３ｍｅｒオリゴヌクレオチド(「Ｓ１」[AGCTGGGGCACAGGCA
CCCGCAC；配列番号１１]および「Ｓ２」[GGGGTTCTGGGGCTGCAGCTGGG；配列番号１２])のう
ちの１つを用い一夜４２℃でハイブリダイズさせた。最終の洗浄条件は、２×ＳＳＣ(４
５℃)、Ｓ１またはＳ２Ｔｍ(何れも２×ＳＳＣで７４．５℃)未満の２９．５℃に相当す
る。両フィルターでプラーク陽性をピックし、それぞれオリゴヌクレオチドを伴う二重鎖
で３回、再スクリーニングし、４７クローンを得た。その後、それぞれを、増加した洗浄
ストリンジェンシーで再分析した(－２９．５、－２４．５、－１９．５、および－１４
．５℃)。挿入物をpBluescript中に切除し、両鎖をPrizm377DNA Sequencer(Perkin-Elmer
, Branchburg, NJ; University of Virginia Biomolecular Research Facility)で配列決
定した。同一クローンでは、ポリＧリッチＳ１およびＳ２オリゴヌクレオチドが得られた
ＢＭ１８０(ベストフィットクオリティー＝１６対ランダムクオリティー１７±２)との相
同性を欠く新規配列が最も共通する。４１７ｂｐのオープンリーディングフレームが予測
され、予測タンパク質産物は、涙腺発現で維持する「ラクリチン」と名付けられた。その
後、ラクリチン挿入物を用い、ヒトＰ１ゲノムライブラリーをスクリーニングし(Genome 
Systems Inc; St. Louis MOで行った)、制限消化およびサザン分析により決定し３つの同
一クローンを得た。最も大きいラクリチン陽性フラグメント(１２．４ｋｂ)を、pBluescr
ipt中にそのままサブクリーニングし、両鎖を完全に配列決定した。ｃＤＮＡおよびゲノ
ム配列のアライメントおよび分析(Kumar et al. 2000)は、主に、ディフォルト設定およ
び５またはそれ未満のＥ値(ＦＡＳＴＡ)を用いる、Unix（登録商標）-based(Gelstart, G
ap)およびweb-based(FASTA, BestFit, Gap)Genetics Computer Group(Madison WI)ソフト
ウエアであった。ゲノムエキソン探索およびスプライス部位の同定は、Baylor College o
f Medicine Human Genome Sequencing Center webサイトにより促進した。すべてのヌク
レオチド配列は、受け入れ番号af238867(cDNA)およびay005150(ゲノム)でGenBank/EBI Da
ta Bankに提出した。
【００５９】
ノーザン分析
　ヒト涙腺および顎下腺は、自己分解性崩壊が最小である、死亡後１８時間以内、最も８
時間以内に、Cooperative Human Tissue NetworkのSouthern部門を通して解剖により得た
。Declaration of Helsinkiの教義に従い、そしてインフォームドコンセントおよび完全
なＩＲＢ認可を得た。ドナーには、既知の全身性の細菌性またはウイルス性感染がなく、
組織は、死因、病因報告および殆どの場合には組織学的検査で検査したときは通常であっ
た。組織は、除去後、液体窒素で瞬間冷凍し、ＲＮＡ調製に使用するまで－８５℃で保存
した。トータルＲＮＡを、市場版の酸性化グアニジンチオシアネート／フェノール法(RNa
zol B, Tel-Test, The Woodlands, TX)を用い、組織１００－３００ｍｇから抽出した。
精製したＲＮＡは、ジエチルピロカーボネート処理水に溶解し、濃度および純度は、Ａ２
６０／２８０吸収値から決定した。２．０に近い比は許容され得ると考えられた。ＲＮＡ
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純度(integrity)は、０．２２Ｍホルムアルデヒドを含むゲル中のエチジウムブロミド複
合化ＲＮＡサンプルの電気泳動により最初に決定した。ＵＶ光のもと、１：１－２：１比
で顕著な２８Ｓおよび１８Ｓ ｒＲＮＡバンドを示さなかったサンプルは、捨てた。ブロ
ッティングの場合、ＲＮＡ(５μｇ／レーン)を変性条件下０．８％アガロースゲルで分離
し(Laurie et al, 1989)、ニトロセルロースに移した。２つ購入した(cat# 7756-1および
7751-1; Clontech Labs, Palo Alto CA)、複数のヒト胎児および成人ポリＡ＋ＲＮＡを伴
うノーザンブロット、および対照ＲＮＡおよびＤＮＡを伴う５０種類のヒトポリＡ＋ＲＮ
Ａを含むドットプロット(cat#7770-1; Clontech Labs)もまたアッセイした。ブロットは
、[32P]-標識ラクリチン挿入物とハイブリダイズさせ、0.1×SSC、0.1％SDS(ノーザン)ま
たは2×SSC、0.1%SDS(ドットプロット)中、５５℃で洗浄し、Ｘ線フィルムに感光させた
。次いで、ドットプロットを、各ドットのピクセルグレー値の測定によるＮＩＨイメージ
を用い定量した。
【００６０】
ＰＣＲ分析およびクロモソームマッピング
　他のスプライシングは、ヒト顎下腺または涙トータルＲＮＡを用いるＲＴ－ＰＣＲによ
り、オリゴｄＴで最初にプライミングすることにより、またはラクリチンｃＤＮＡのヌク
レオチド５２３から５０３に相当するラクリチンリバースプライマーCGCTACAAGGGTATTTAA
GGC(配列番号１３)を用いる遺伝子特定方法で、調べた。その後の、ラクリチンのフォワ
ードプライマーACTCACTCCTCATCCCAAAG(エキソン１由来の配列番号１４；ラクリチンｃＤ
ＮＡヌクレオチド３２から５１)およびリバースプライマーTTTTCAGCTTCTCATGCCC(エキソ
ン５由来の配列番号１５；ラクリチンｃＤＮＡヌクレオチド４８０から４６２)による増
幅は、９４℃２分間の変性、３０サイクルの増幅(９４℃３０秒間、５２℃３０秒間およ
び７２℃１分間)、および最終サイクルの７２℃５分間を含んでいた。ＰＣＲ産物はアガ
ロースゲルで分析した。
【００６１】
　ＦＩＳＨマッピング(Genome Systems; St. Louis, MO)では、ラクリチンゲノムＤＮＡ
をニックトランスレーションによりジゴキシゲニンｄＵＴＰで標識し、PHA刺激性ヒト末
梢血液リンパ球由来の分裂中期クロモソームにハイブリダイズ(50%ホルムアミド、10%デ
キストラン、2×SSC)させた。洗浄後、特異的標識を、蛍光性抗ジゴキシゲニン抗体およ
びＤＡＰＩで検出し、Nikon Labophot顕微鏡で調べた。全部で８０の細胞中期細胞を、６
０の提示特異的標識で分析した。確認は、12q15マーカーを用いる二重標識により、およ
びヒトゲノムプロジェクトドラフト配列との比較により行った。写真は、最終倍率1,435
×のNikon AFXでとった。
【００６２】
結果
　涙液腺房細胞は、遺伝子データバンクで顕著に表示不十分であり、分化因子(あまり使
用されないヒト涙腺ｃＤＮＡライブラリーの対オリゴヌクレオチドスクリーニングに基づ
く推定)のリッチアレイをコードし得る幾つかのｍＲＮＡを含む外分泌腺の分泌細胞に分
極する。このアプローチにより同定したクローンの中には、幾つかの独立クローンおよび
７６０ｂｐ転写物に相当するクローンにより表される新規ｃＤＮＡ配列(配列番号２)およ
び相当するアミノ酸配列(配列番号４)があった。この涙腺特異的転写物の分泌遺伝子産物
を「ラクリチン」と名付けた。当該ラクリチン核酸配列は、等電点５の成熟分泌コアタン
パク質１２．３ｋＤａに対し生ずる１９アミノ酸シグナルペプチドを有する１４．３ｋＤ
ａ親水性タンパク質コアが予想される４１７ｂｐのオープンリーディングフレーム含む。
注目すべきは、５２残基と６４残基の間の６つの推定Ｏ－グリコシル化部位を有する適度
に高レベルのグリコシル化、およびＣ末端付近の単一のＮ－グリコシル化部位であり、そ
れは、ラクリチンが、ラクリチンが部分的相同性を生ずるニューログリカンＣグリコサミ
ノグリカン結合ドメインおよびフィブリン－２アミノ球状ドメインのような適度に十分に
グリコシル化したコアタンパク質であることを示している。ノーザンブロット分析は、高
レベルの涙腺特異性を示す。
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【００６３】
　主要なデータベースのＦＡＳＴＡサーチでは、部分的ホモロジーは、ヒトニューログリ
カンＣ(１０２を超えるアミノ酸で３２％同一性；ラクリチン配列をランダム化したとき
、ベストフィットクオリティー＝８３対３７±５)のグリコサミノグリカン結合領域で、
およびヒトフィブリン-２(８１を超えるアミノ酸で３０％同一性；ベストフィットクオリ
ティー８１対３８±５(ランダム))の「システインフリー」のムチン様の可能性のあるア
ミノの球状領域で検出される。３つすべてがＯ－グリコシル化でリッチであるが、セリン
およびスレオニンのポジショニングは、厳密には分けられない；およびラクリチンおよび
フィブリン-２は、両方ともグリコサミノグリカン結合部位を欠損している。ニューログ
リカンＣ(af059274)は脳細胞外マトリクス(トランスメンブレンドメインにより固定され
る；Yasuda et al, 1998)の成分である。フィブリン-２(x89494)は、基底膜および胚およ
び成体組織のストロマに広く分散する(Sasaki et al, 1999)。主要でないデータベースの
探索は、T. Cruziムチン様タンパク質(af036464；ベストフィットクオリティー＝７８対
４６±１０)；P. falciparumメロゾイト表面抗原２(u91656; ベストフィットクオリティ
ー＝７６対５３±６)およびP. Taeda推定アラビノガラクタンタンパク質(af101791; ベス
トフィットクオリティー＝７４対３７±４)との適度の相同性を示した。
【００６４】
　マッチせず、または相同性のないＥＳＴが検出され、ヒト涙腺ではラクリチンは豊富に
維持され他のでは発現が制限されていた。ノーザン分析では、強力な７６０ｂｐ涙腺メッ
セージを示し、同じ大きさのより弱い顎下腺および甲状腺メッセージを示す。ヒトの成人
の副腎、精巣、胸腺、膵臓、小腸または胃ではメッセージは検出されず；ヒト胎児の脳、
肺、肝臓または腎臓でも検出されなかった。同様に、涙腺を除く５０種のヒト組織ポリＡ
＋ＲＮＡの商業上のドットプロットでは、ラクリチン発現は、顎下腺(「唾液腺」)でのみ
見られ、甲状腺ではあまり見られなかった。ラクリチンコーディング配列をｐＥＴ－２８
ｂおよびｐｃＤＮＡ３．１／ｍｙｃ－Ｈｉｓ(＋)Ｃにサブクローニングし、それぞれ組換
え細菌性および哺乳類性(293-T細胞)ラクリチンを得た。何れの型のラクリチンも、ＳＤ
Ｓ ＰＡＧＥで変則的な移動を示した。
【００６５】
実施例２
ラクリチン発現および機能の特性解析
組換えラクリチンおよび抗ラクリチン抗血清の調製
　全長ラクリチンｃＤＮＡを挿入により完全に配列決定することにより確認した方向を有
するｐＥＴ－２８ｂ(Novagen, Madison WI)中にフレームをあわせてサブクローニングし
た。次いで、組換えＨｉｓタグ化ラクリチンは、ＢＬ－２１形質転換細胞のＩＰＴＧ誘導
により産生させ、標準的変性方法を用いるTalon(Clontech; Palo Alto CA)の培地から精
製した。当該結合ステップの変性条件の必須の使用は、グリコシル化の非存在下のホール
ディングにより、Ｈｉｓタグのインアクセシビリティー(inaccessibility)に影響を与え
ると予想される。溶出後、ラクリチンはＰＢＳで大量に透析し、Ｈｉｓタグはトロンビン
切断で除去した。タンパク質純度をＳＤＳ ＰＡＧＥおよび抗Ｈｉｓ抗体(Santa Cruz Bio
technology; Santa Cruz CA)によるウエスタンブロッティングにより評価した。ラクリチ
ンは、ＳＤＳ ＰＡＧＥで変則的な移動を示す。細菌性リポポリサッカライド汚染がない
ことを、limulus 変形細胞ライゼートアッセイ(MRL Reference Lab; Cypres CA)で確認し
た。分析比較のため、少量の哺乳類ラクリチンを、ラクリチン挿入物を含むｐｃＤＮＡ３
．１／ｍｙｃ－Ｈｉｓ(＋)(Invitrogen, Carlsbad CA)を用い２９３Ｔ細胞中で発現させ
、次いで天然条件下で精製した。
【００６６】
　その後、抗細菌性ラクリチン抗血性は、ウサギ(Covance Research Products, Denver P
A)で調製し、被覆として組換え細菌性ラクリチン(４μｇ／ｍｌ)および参照として事前免
疫(preimmune)血清(1/1000)を用いるＥＬＩＳＡ(1/1000希釈)により評価した。免疫組織
化学の場合、ジンクホルマリン固定化、パラフィン埋め込みヒト組織のセクションおよび



(15) JP 4288070 B2 2009.7.1

10

20

30

40

50

ヒト組織マイクロアレイを脱パラフィン化し、再水和し、マイクロ波で加熱(10ｍＭ クエ
ン酸緩衝液、ｐＨ６．０中に２０分間)し、抗原にさらした。内在性のペルオキシダーゼ
をブロックし、次いで免疫検出を、抗ラクリチン抗血清または事前免疫血清(1/1000)と１
時間室温でインキュベーションした後、アビジン-ビオチン-ペルオキシダーゼ複合化法(V
ectastain Elite kit, Vector Laboratories, Burlingame, CA)を用い、行った。セクシ
ョンは、ヘマトキシリンで対比染色し、硫酸第二銅中に置き、次いで炭酸リチウム中に浸
した。
【００６７】
細胞機能分析
　新しく単離したラット涙液腺房細胞、およびＨＳＧ(ヒト唾液腺)管およびＨＣＥ(ヒト
角膜上皮)細胞系を用い、ラクリチン機能を研究した。分泌研究の場合、ラット腺房細胞
を、0.05μＭ ラミニン１(付着を確実にする)および０～２０μＭ ラクリチン、または他
にラミニン-１(0.05μM)で共被覆したウェル上の血清フリーに一晩置き、次の日に、可溶
性ラクリチン０～１６２ｎｇ／ｍｌを含む血清フリー培地で４時間処理した。次いで、非
刺激性および刺激性(カルバコール 10-4M/VIP 10-8M)分泌物を回収し、評価(ペルオキシ
ダーゼアッセイ)し、そしてμｇ細胞性ＤＮＡに標準化した。チロシンリン酸化の研究の
ため、ラット涙液腺房およびＨＳＧ細胞の両方の一夜の血清フリー培地を洗浄し、０．５
、２．５、１０および３０分間、可溶性ラクリチン１０ｎｇ／ｍｌで処理した。次いで、
細胞ライゼートのＰｙ(２０)抗ホスホチロシン抗体免疫沈澱を、検出のためにＰｙ(２０)
およびＥＣＬを用い７％ＳＤＳ ＰＡＧＥゲルのウエスタンブロットで検査した。ヒト角
膜上皮細胞中のカルシウムシグナリングが、血清フリー培地中で同様に行われた(Trinkau
s-Randall et al, 2000; Klepeis & Trinkaus-Randall、調製)。ＨＣＥ細胞は、ウシ下垂
体抽出物(３０μｇ／ｍｌ)、ＥＧＦ(０．１ｎｇ／ｍｌ)およびペニシリン／ストレプトマ
イシンを含むケラチン生成細胞培地(Life Technologies, Rockville MD)中のカバーガラ
スの上でコンフルエンス(confluency)にまで増殖させ、Ｆｌｕｏ－３ＡＭと共に負荷する
１８時間前の３０分間、３７℃で静止させる。視覚化のため、逆にしたZeiss 510LSMを用
い、５０秒間ベースラインイメージを最初に記録した。レーザーを作動(running)させる
間、ラクリチンを加え(最終濃度４および４０ｎｇ／ｍｌ)、その応答を７８６ｍｓｅｃ毎
に最低２００ｓｅｃ間、連続してモニターした。
【００６８】
ＥＣＭ結合の研究
　結合の研究は、１０μｇ／ウェルの、コラーゲンＩＶ、ラミニン－１、エンタクチン(e
ntactin)／ニドロゲン－１、コラーゲンＩ、フィブロネクチン、ビトロネクチン、ＥＧＦ
、ヘパリンまたはＢＭＳ(Matter & Laurie, 1994)で被覆した９６ウェルプレートで行っ
た。ウェルを洗浄し、ブロックし(ＰＢＳ－Ｔ)、０－３０ｎＭラクリチン(１％ＢＳＡを
含むＰＢＳ－Ｔ中)と共に１時間(４℃)インキュベーションし、洗浄し、抗ラクリチン抗
体(１／１０００)でＥＬＩＳＡにより検出した。
【００６９】
結果
　細菌性ラクリチンに対し調製した抗体を、ヒト涙腺および唾液腺のセクションに、およ
び７５種類のヒト組織および器官の、ホルマリン固定化、パラフィン埋め込みセクション
を含む組織ミクロアレイに適用した(表Ｉ参照)。免疫反応性は、涙腺ならびに主要および
小唾液腺における腺房細胞の分泌粒子中で明らかに観察されたが、他の上皮またはストロ
マでは明らかではなかった。甲状腺中の存在ははっきりしない(表Ｉ)。腺房細胞染色の頻
度が、涙腺で高く、その一方、散乱唾液腺房細胞のみが反応性があった。免疫反応性はま
た、涙管および唾液管のルーメン内での分泌を明らかとした。ＥＬＩＳＡにより、ラクリ
チンは、ヒトの涙で検出され、唾液中では僅かな程度検出された。
【００７０】
表１
ヒトの器官ａにおけるラクリチンの免疫局在化の制限
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【表１】

ａ相対強度；全組織では見られず
【００７１】
　ラクリチン機能は、分泌(腺房)、増殖(管)、チロシンリン酸化(腺房、管)およびカルシ
ウムシグナリング(角膜上皮)アッセイを用い、涙液腺房、唾液腺および角膜上皮細胞の血
清フリー培地においてアッセイした。新しく単離したラット涙液腺房細胞は、増加した量
のラクリチン(付着を確実とする一定少量のラミニン１を伴う)に、またはラクリチンを培
地に加えたラミニン－１被覆ウェルにプレートした。被覆および可溶性の両方のラクリチ
ンが、用量依存法での非刺激性分泌を促進するが(図１参照)、アゴニストカルバコールお
よびＶＩＰにより行われる刺激性分泌経路において効果はまったく観察されなかった。こ
れらの結果は、管腔性腺房細胞表面上のレセプターを介する可能性のあるオートクリンま
たはパラクリンの役割を示唆する。ラクリチンが腺房から流れるため、それは、管上皮細
胞および最終的に角膜上皮細胞に接触する。
【００７２】
　静止したヒト顎下腺管(「ＨＳＧ」)細胞は、増大する量のラクリチンを含む血清フリー
培地中で培養し、細胞増殖を研究した。当該ラクリチン培養物は健常なように見える；４
日後、管細胞数の用量依存増加により、ＢＳＡ(１０ｎｇ／ｍｌ)陰性対照(図２ｂ参照)の
２倍を超えるレベルに到達することが明らかであった(図２ａ参照)。同レベルのラクリチ
ンは、ＨＳＧおよびラット涙細胞の両方の４８ｋＤａバンドの一時的なチロシンリン酸化
を促進する。
【００７３】
　次に、ヒト角膜上皮細胞のカルシウムシグナルを検査した。基底レベルのシグナリング
が無視できる一方、ラクリチンの付加により、細胞を通じて増大する迅速で持続性のカル
シウム波を生じた。波の始まりは、上皮細胞増殖因子(２０－４０秒)に対する通常応答に
先行し、当該応答の大きさは、ラクリチンの濃度に依存した。細菌性リポポリサッカライ
ド(組換えタンパク質プレップの可能性ある汚染)が含まれないことを確実とするため、サ
ンプルをlimulus変形細胞ライゼートアッセイで試験し、そしてリポポリサッカライドは
検出されなかった(＜０．０５ＥＵ／ｍｌ)。最終的に、涙液膜成分フィブロネクチンまた
はビトロネクチンに結合するラクリチンの能力を試験し、少量のラクリチンをハーバーし
得る小房周囲基底膜の成分は、免疫組織化学法により検出できない。ラクリチンはフィブ
ロネクチンおよびビトロネクチンの顕著なアビディティーを示し、フィブリン－２に類似
する(Sasaki et al, 1995)、コラーゲンＩＶ、ニドジェン／エンタクチンおよびラミニン
－１に帰する強力な基底膜結合が存在した。コラーゲンＩ、ＥＧＦまたはヘパリンに対す
る結合が観察されなかった。
【００７４】
　かなり広いラクリチン涙腺メッセージは、他のスプライス型、またはＲＮＡ崩壊を示唆
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した。別々の、しかしあまり強くないシグナルが見られる顎下腺と同じではなかった。こ
の問題点に取り組むため、およびどのようにラクリチン遺伝子を配置するかという情報を
得るため、１２．４ｋｂゲノムフラグメントを配列決定し、最も大きいラクリチン陽性フ
ラグメントは、ラクリチンゲノムクローンから容易に入手可能であった。当該遺伝子は、
翻訳開始部位の推定プロモーター配列１０９から５９ｂｐ上流後の５つのエキソンからな
る(プロモータースコア＝１．０；ＮＮＰＰ／真核)。エキソン１は、完全シグナルペプチ
ドをコードし、３８ｂｐの５'非翻訳配列を含む。エキソン３は、全ての推定Ｏ－グリコ
シル化部位の配列を含む。推定Ｎ－グリコシル化部位は、エキソン４／エキソン５スプラ
イスジャンクションで形成される。エキソン５は、５３ｂｐの３'非翻訳配列を含む。３
つの可能性あるポリアデニル化部位は、エキソン５の３６７、４７４および５３４ｂｐ下
流で検出され、その最初のものは、７６０ｂｐ転写物に維持されていた。エキソン－イン
トロン境界での配列は、エキソン４スプライスアクセプターを除き、推定スプライスドナ
ーまたはアクセプターに適合する。イントロン配列は、共通のイントロンリピートエレメ
ントを示した。３８ｂｐの５'エキソン１配列を欠く偽遺伝子はまた、別々のゲノムフラ
グメントで独立して発見された。
【００７５】
　可能な他のスプライシングを試験するため、ＲＴ－ＰＣＲを、鋳型として顎下腺または
涙腺ｃＤＮＡならびにエキソン１および５にそれぞれ由来するフォワードおよびリバース
プライマー(それぞれ非翻訳フランキング配列を含む)により用いた。単一のＰＣＲ産物が
、サイズ(４４９ｂｐ)が全てのエキソン由来の転写物が他のスプライシングなしに維持さ
れている、両方の器官で検出した。ＦＩＳＨは、ラクリチン遺伝子がクロモソーム１２に
位置することを示し、それは、１２ｑ１５用のプローブでの二重標識により確認した結果
である。１０の特異的に標識したクロモソームの測定から、ラクリチン遺伝子は、１２ｑ
のセントロメアからテロメアへの約１６％の距離に位置し、１２ｑ１３に相当する領域で
あった。Triple A症候群として知られるあまりない遺伝学的無涕症はまた、１２ｑ１３で
見られた。ラクリチンゲノムプライマーおよびトリプルＡ症候群領域に広がるＢＡＣ鋳型
を用い試みたＰＣＲでは、ＰＣＲ産物は産生されなかった。ラクリチン遺伝子は、セント
ロメアの１２ｑ１３のおおよそ６５．１から６５．９Ｍｂｐの位置に向いている(pointin
g to)ドラフト配列ＡＣ０６８７８９．４、ＡＣ０２５６８６．２およびＡＣ０２５５７
０．６に部分的に含まれる。
【００７６】
　ラクリチンの発見は、複数の細胞外因子が、腺分化、特に増殖因子および周囲の細胞外
マトリクスの成分を誘発するという仮説から得た。実に、部分的または不成功の腺房形成
は、ＴＧＦｂスーパーファミリーメンバーまたはレセプター、ＥｒｂＢ４、プロゲステロ
ンレセプター、細胞外マトリクスグリコプロテインオステオポンチン、ＥＧＦレセプター
(ＴＧＦａおよびアンフィレグリン(amphiregulin)を有する)、線維芽細胞増殖因子レセプ
ター２(IIIb)、または増殖因子ＦＧＦ－１０を欠損しているマウスで報告されている。そ
のファクターと、培養物における腺房細胞の分泌機能との結合は、より複雑であると証明
された。それにもかかわらず、小房周囲間葉性およびホルモン性環境は、腺発達および機
能に影響すること、およびオートクリンおよびパラクリン制御の両方は、重要な役割をす
ることが明らかである。新たに単離した外分泌細胞、特にラクリマル－１ならびに細胞外
マトリクスおよび他のところ由来の低分子量因子の非存在下、機能的に脱分化する涙液腺
房細胞の主要な培養物は最もデリケートである。
【００７７】
　涙液腺房、唾液管および角膜上皮細胞の培養物に対する組換えラクリチンの導入により
、目的の機能的洞察が得られた。涙液腺房細胞は、促進した非刺激性(しかし刺激しない)
分泌および４８ｋＤａタンパク質の迅速なチロシンリン酸化を示した。管細胞(ductal ce
ll)は、同じ４８ｋＤａバンドをリン酸化し、増殖した。迅速で持続性のカルシウム移行
が角膜上皮細胞で見られた。そのため、ラクリチン流出に寄与するか、または当該流出が
利点となる全ての細胞型は、ラクリチン誘導性であることがあり、その一方、対照は陰性
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であり、細菌性リポポリサッカライド(免疫細胞培養物において増大することが知られる)
の汚染の証拠はなかった。どのようにラクリチンが作用するか、解明すべきままである。
可能性として、共通レセプターは仲介的であり、そのライゲーションは、チロシンキナー
ゼが、容量性カルシウム流入および細胞内カルシウム貯蔵のイノシトール－３－ホスフェ
ート誘導性放出を付随する神経網膜でのチロシンリン酸化およびカルシウム放出と共同的
に連結し得る。他に、３つの細胞型でのラクリチンシグナリングは異なり得る。涙液腺房
、管および角膜上皮細胞は著しく異なる機能を実行する。幾つかの細胞内シグナリング機
構が共通であり得るけれども、他のものは特有であり、そして幾つかの共通機構が、異な
る使用に付され得る。涙液腺房細胞中のカルシウムシグナリングは、刺激性分泌経路、ラ
クリチンにより明らかに影響を受けない経路による、涙タンパク質の放出を仲介するムス
カリン性レセプターライゲーションの最も頻度の高い下流効果である。また、アゴニスト
の性質および用量に依存する、カルシウム規模(amplitude)、頻度および局在性における
敏感性(subtleties)は、劇的な異なる効果を有し得る。対比させるラクリチンは、ＢＭ１
８０、刺激性分泌経路においてのみ作用することが明らかな小房周囲基底膜成分である。
利用可能なラクリチンおよびＢＭ１８０の量のバランシングは、成体および発達中の腺の
分泌容量を制御し得る単純な機構を供し得る。
【００７８】
　分泌粒子、管の分泌成分および涙中のラクリチンの免疫局在化は、涙成分フィブロネク
チンおよびビトロネクチンに対し顕著な親和性を示す結合研究により、広がった。他の場
所では免疫検出されてないけれども、ラクリチンはまた、共通小房周囲基底膜成分ニドジ
ェン／エンタクチン、コラーゲンＩＶ、およびラミニン－１に結合したが、コラーゲンＩ
、ＥＧＦまたはヘパリンには結合しなかった。同様の結合性がフィブリン－２で報告され
ている(Sasaki et al, 1995)。これらの相互作用の重要性および正確性が決定されるべき
ままであるが、基底膜結合は、機能的に強力であるが細胞外マトリクス蓄積が、確実な免
疫検出でしばしば非常に低くなる増殖因子に恐らく類似する。他に、基底膜結合(たとえ
あるとすると)は、可能性として二次的に組織損傷を生じ得る。
【００７９】
実施例３
ラクリチンプロモーターの特性解析
　作業仮説は、ラクリチン遺伝子活性が、適当な転写因子および共レギュレイターの環境
中の特有エンハンサー(および可能性あるリプレッサー)と共同して作用する非典型的に制
限された強力なプロモーターに帰することである。その組織特異的転写制御は、ａＡ－ク
リスタリン(レンズ)、ロドプシン(網膜)、アルデヒドデヒドロゲナーゼクラス３およびケ
ラトカン(keratocan)遺伝子(角膜)と同等またはそれらを超え、ヒト涙腺の遺伝子発現の
中核的管理に関する文献の本文を新たに開始する独自の機会を提供する。
【００８０】
ラクリチン遺伝子調節エレメントのマッピング
　どのようにラクリチン遺伝子発現が涙腺を標的とするのかという解明から、以下に記載
のような、よりよく理解できるラクリマル遺伝子制御が決定される。第一に同一性、ラク
リチン転写開始部位を実験的に確認する。コンピューターによるプロモーター分析に基づ
き、転写は、ＡＴＧ翻訳開始部位の６９ｂｐ上流(「－６９ｂｐ」；「神経ネットワーク
」)に位置する単一部位で開始すると予期される。コアプロモーターの「ＴＡＴＡ－ボッ
クス」および／または「イニシエーター」(「Ｉｎｒ」)エレメントは、多くの遺伝子、特
に高度に発現する遺伝子における転写の開始部位を確定する重要な役割をする。例として
、＋１、＋２２０(また＋１９０ｂｐのＴＡＴＡ－ボックス)および＋３１６ｂｐ(イント
ロンの)のＩｎｒエレメントは、プライマー伸張により実験的に確認されるようなヒトケ
ラトカン遺伝子中の転写開始部位を作成し(Tasheva ES, Conrad AH, Conrad GW. Identif
ication and characterization of conserved cis-regulatory elements in the human k
eratocan gene promoter. Biochem Biophys Acta. 2000 Jul 24; 1492 (2-3): 452-9)、
ＴＡＴＡ－ボックスは、ａＡクリスタリン、ロドプシンおよびアルデヒドデヒドロゲナー
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ゼ遺伝子プロモーターの転写開始において顕著に現れる。神経ネットワークが予想する－
９４から－４６ｂｐ領域が、－６９ｂｐに転写開始部位を有するラクリチンコアプロモー
ター(スコア＝１．０)を実は含むならば、それぞれ－５２および－６７ｂｐの推定ＴＡＴ
Ａ－ボックスおよびＩｎｒエレメントは、転写開始の鍵の役割をする。他に、転写は、「
CorePromoter」により示唆されるように、－６２ｂｐで開始し得る。プライマー伸張およ
びＲＮＡリガーゼ仲介５'－ＲＡＣＥがこの疑問を解く。
【００８１】
　プライマー伸張の場合、有利点は、ラクリチンｍＲＮＡのヌクレオチド６４から８３ｂ
ｐに相補的な「Prime」(GCG, Madison WI)により作製された20merリバースプライマー(「
LacP83」)で得られる。ルーチンの手順の通り、LacP83を、[g32P]ATP存在下でＴ４ポリヌ
クレオチドキナーゼを用いるリン酸化により末端標識し、トータルラクリマルＲＮＡ(10
μgRNAあたり100fmolプライマー)と２０分間、５８℃でアニーリングさせ、冷却し、次い
で、デオキシヌクレオチド存在下でＡＭＶ逆転写酵素(Promega, Madison WI)と共に３０
分間４１℃でインキュベーションする。変性ＳＤＳ ＰＡＧＥ分析／ラジオグラフィーに
より分析すると、新しく形成されたｃＤＮＡのサイズは、スケールアップした非放射性伸
張反応およびＲＮＡリガーゼ仲介５'－ＲＡＣＥからのｃＤＮＡのセミオートマティック
ＡＢＩシーケンシングにより決定された５'末端(ｉ)の同定と共に、おおよその転写開始
部位位置を算出するための重要な情報を提供する。プライマー伸張制御には、ラクリマル
ＲＮＡとトータル酵母ＲＮＡ(またはＲＮＡなし)との置換、およびプライマー伸張条件が
従前に確立している付随プライマー(Promega, Madison WI)によるインビトロ転写により
調製されたＲＮＡの使用が含まれる。
【００８２】
　コンフォメーションに関しては、ＲＮＡリガーゼ仲介５'－ＲＡＣＥ('GeneRacer';Invi
trogen)を用いる。これは、プライマー伸張の強力な、ＰＣＲに基づく修飾である。この
目的のため、トータルヒトラクリマルＲＮＡ１－５μｇを、ウシ腸ホスファターゼで処理
(10μl反応ミックスあたり1U)し、崩壊したＲＮＡおよび非－ｍＲＮＡ汚染物から５'ホス
フェートを取り除く。タバコ酸(tobacco acid)ピロホスファターゼ(10μl反応ミックスあ
たり0.5-1U)を伴うインキュベーションにより、真正の５'‐末端でのみに存在する５'‐
ＣＡＰ構造を取り除き、Ｔ４ ＲＮＡリガーゼ(10μl反応ミックスあたり5U)によるキット
特異的ＲＮＡオリゴヌクレオチド(「GeneRacer RNA Oligo」)のライゲーションが可能と
なる。その後のＬａｃＰ８３プライム化逆転写は、一本鎖ｃＤＮＡを作成する。次いで、
ｃＤＮＡは、ＬａｃＰ８３およびプライマー対として５'ＲＮＡオリゴに相補的なプライ
マーを用いＰＣＲ増幅し、配列決定して、開始部位を同定する。陰性ＰＣＲ対照では、増
幅は、ＬａｃＰ８３またはＧｅｎｅＲａｃｅｒ ＲＮＡオリゴの非存在下または鋳型なし
で試み、バンドまたはスメアが観察されるならば、更にＰＣＲ最適化を行なう(すなわち
、少ない鋳型か少ないＰＣＲサイクルの使用か、または増幅量をふやすネスト化ＰＣＲ、
またはタッチダウンＰＣＲの使用)。
【００８３】
　１５２(または１４５)ｂｐの一本鎖プライマー伸張ｃＤＮＡバンドが、－６９ｂｐ(ま
たは－６２ｂｐ)に転写開始部位を維持しつつ、そしてプライマーの５'末端から翻訳開始
点までの８３ｂｐを含む[６９＋８３ｂｐ(または６２＋８３ｂｐ)]ことが観察される。こ
の予想は、ヒト唾液腺のノーザン分析により明らかとなる一本鎖転写物と一致する。より
広いヒトラクリマルバンドは、幾つか僅かな崩壊の可能性を合わせた多量ｍＲＮＡに帰す
ると解釈される。他のスプライシングは観察されないが、第二の転写の可能性は完全には
除外され得ない。
【００８４】
　ルシフェラーゼレポーター構成物はまた、作成され、ラクリチン遺伝子調節エレメント
の、トランスフェクションに基づく領域マッピングが開始される。ヒトおよびマウスラク
リチン遺伝子のベイズアライメント(Bayesian alignment)は、レポーター構成物活性の解
釈に優れた根拠を提供し、進化での保存は、同様に、トランスフェクション宿主(任意の
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種の涙腺由来の不死化細胞系のみ)としてのウサギ涙液腺房細胞の実行可能な利用を成し
得ると、仮定される。この調査アプローチは、インビトロおよびインビボの両方でのより
詳細な研究のための概念上基礎作業を形成する。
【００８５】
　ラクリチンの組織特性は、天然、および遺伝子プロモーターおよび推定エンハンサー領
域を含む転写因子結合モジュールの種類で恐らく見られる。ａＡ－クリスタリン遺伝子の
、レンズでの好ましい発現は、例えば、ＣＲＥＢ／ＣＲＥＭ、ａＡ－ＣＲＹＢＰ１、Ｐａ
ｘ６、ＴＢＰ、ＵＳＦ、ＡＰ－１(組織特異性に重要なＡＰ－１の状況)および１５０ｂｐ
ａＡ－クリスタリンプロモーターで核となるＬ－ｍａｆの転写複合体により、左右される
。従前では、未処理のまたは連続的に５'が短くなった(または変異した)プロモーター領
域の制御の下、ルシフェラーゼまたはクロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ
発現を人工的に配置するトランスフェクトプラスミド構成物を用い、プロモーターのシス
－作用性調節領域を同定した。多用途的および感受性的な「Dual-Luciferase Reporter A
ssay System」(Promega)は、例えば、研究下のトランスフェクト遺伝子プロモーター(発
現するホタルルシフェラーゼのレベルにより明らかとなるように)および一定のベースラ
インレベル(以下参照)で明確な基質特性を有する合成ウミシイタケルシフェラーゼを独立
して発現するように設計された共トランスフェクト内部陽性ＨＳＶ‐ＴＫ制御プロモータ
ーの両方を連続してアッセイする。レポーターとしてｂ－ガラクトシダーゼを用いるトラ
ンスジェニックマウスでのその後の研究では、染色体コンテクスト(chromosomal context
)を利用する。ウサギ涙細胞系の最近の利用可能性(Nguyen DH, Beuerman RW, Halbert CL
, MaQ, Sun G. Characterization of immortalized rabbit lacrimal gland epithelial 
cells In Vitro Cell Dev Biol Anim. 1999 Apr; 35(4):198-204)およびラクリチンのゲ
ノムクローニングは、現在、涙腺分野にこの系の研究を切り開いている。
【００８６】
　転写が実は－６９または－６２ｂｐで開始するならば、－２４３５から－１０ｂｐ(「L
acrgen2.4」)、－１６１９から－１０ｂｐ(「Lacrgen1.6」)または－８５６から－１０ｂ
ｐ(「Lacrgen0.9」)に広がる上流ゲノム構成物は、組織特異的および増大化発現に必要な
全てまたは殆どのエレメントを含み得る。それぞれの調製は、ＸｈｏＩ部位を導入するリ
バースプライマー「ＬａｃＰ－１０／ＸｈｏＩ」(－１０から－３１ｂｐ)、およびフォワ
ードプライマー「ＬａｃＰ－２９６０」(－２９６０から－２９４２ｂｐ)を用いる１２．
４ｋｂラクリチンゲノムフラグメントからのＰＣＲにより作成される親アンプリコン「Ｌ
ａｃｒｇｅｎＩｎｉｔ」(－２９６０から－１０ｂｐ)の利点を得る。プライマー対は、「
Ｐｒｉｍｅ」(GCG, Madison WI)により設計する。ＸｈｏＩ、ＢｇｌII／ＸｈｏＩまたは
ＨｉｎｄIII／ＸｈｏＩによるＬａｃｒｇｅｎＩｎｉｔのその後の消化により、プロモー
ターがなくエンハンサーがないルシフェラーゼ遺伝子(luc+)のちょうど上流のｐＧＬ３－
Ｂａｓｉｃのマルチプルクローニング部位中に容易にライゲーションする(ゲル精製後)た
めに適当な末端をそれぞれ有するフラグメントＬａｃｒｇｅｎ２．４、Ｌａｃｒｇｅｎ１
．６またはＬａｃｒｇｅｎ０．９が生ずる。
【００８７】
　難なく１２ヶ月関培養した新しいウサギ涙液腺房細胞系(Nguyen et al, '99)をトラン
スフェクション研究に使用する。当該細胞は、強い上皮形態性を示し、分泌成分、トラン
スフェリンおよびトランスフェリンレセプターを合成する。重要なことに、それらはまた
、ラクリチンを発現し、容易にトランスフェクト可能である。トランスフェクションを行
なうため、９６ウェルプレート中の、８０％までのコンフルエントの血清含有培養物を、
０．８μｌ／ウェルまでのLipofectAMINE2000試薬(Invitrogen Life Technologies)を用
い、ｐＧＬ３－Ｂａｓｉｃプラス内部対照ｐｈＲＬ－ＴＫプラスミド(合計０．２４μｇ
プラスミド／ウェル；phRL-TKに対するpGL3-Basicの比５０：１)中のＬａｃｒｇｅｎ２．
４、Ｌａｃｒｇｅｎ１．６またはＬａｃｒｇｅｎ０．９で一時的にトランスフェクトする
。４８時間後、培養物を静かにＰＢＳで三回洗浄し、１×「Passive Lysis Buffer」(20
μl/ウェル; Promega)中で１５分間溶解させ、Ｌ-Ｍａｘ９６ウェルプレートルミノメー
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Assay Reagent II」(100μl/ウェル)を加えホタルルシフェラーゼでアッセイする。読み
値をゼロ化し、同様に、トランスフェクトしていない細胞のライゼートを含むウェルを処
理する。その後、「Stop & Glo Reagent」(100μl/ウェル)を、ウミシイタケ(Renilla)ル
シフェラーゼのアッセイ用に加える。同様にトランスフェクトしたヒト２９３細胞の含有
は、陰性対照の役割をし、その一方、Araki-Sasakiヒト角膜上皮細胞(HCE-T)およびＨＳ
Ｇヒト唾液細胞(両方ラクリチンを分泌)は陽性対照として適当である。最適なラクリマル
LipofectAMINEトランスフェクションおよび「Bright-Glo」ルシフェラーゼアッセイ条件(
Promega)は、ｐＧＬ３－Ｃｏｎｔｒｏｌベクターの利点(トランスフェクトした細胞がＳ
Ｖ４０プロモーターおよびエンハンサー制御の下のluc+発現から利益を得る)を有する。
トランスフェクション効率は７５－９０％であり、Ｌａｃｒｇｅｎ１．６またはＬａｃｒ
ｇｅｎ０．９のようなＬａｃｒｇｅｎ２．４、Ｌａｃｒｇｅｎ１．６またはＬａｃｒｇｅ
ｎ０．９のうちの１つは、ラクリチンプロモーター活性に必要な最小配列を最もよく決定
する。
【００８８】
　本研究のこの過程は、ネスト化欠失により５'を連続的に短くした(ラクリチン遺伝子お
よびフランキング領域のゲノムシーケンシングに適用されるアプローチ)Ｌａｃｒｇｅｎ
２．４、Ｌａｃｒｇｅｎ１．６またはＬａｃｒｇｅｎ０．９誘導化構成物の作成および試
験のための、理論的開始点を提供する。これにより、ｐＧＬ３－Ｂａｓｉｃマルチプルク
ローニング領域中の各挿入物のすぐ上流に単一のＫｐｎＩおよびＳａｃＩ部位を作成する
ことが可能であり、Ｌａｃｒｇｅｎ２．４、Ｌａｃｒｇｅｎ１．６またはＬａｃｒｇｅｎ
０．９中に内部ＫｐｎＩまたはＳａｃＩ部位を全く欠いている(Ｍａｐ(ＧＣＧ)により決
定するときは後者)。そのため、ＫｐｎＩおよびＳａｃＩで消化すると、直鎖状プラスミ
ドが生じ、そのＫｐｎＩ末端は、エキソヌクレアーゼIII耐性であり(３'突出)、ＳａｃＩ
(３'陥凹)は感受性である。Ｌａｃｒｇｅｎ２．４、Ｌａｃｒｇｅｎ１．６またはＬａｃ
ｒｇｅｎ０．９はＳａｃＩ部位に近接し、それらをエキソヌクレアーゼショートニングに
対し感受的とする。これを行なうため、プラスミド構成物２μｇはＫｐｎＩおよびＳａｃ
Ｉ消化される。酵素不活性化(７０℃で１０分間)および氷上での冷却の後、エキソヌクレ
アーゼIII緩衝液中の直鎖状プラスミドを、３分間間隔の連続的５０－１００ｂｐ欠失を
行なうように２５℃または１５℃で最終体積４０μｌ中のエキソヌクレアーゼIIIで処理
する。それぞれ３分の時点の２μｌアリコートを、Ｓ１ヌクレアーゼを含む氷上のチュー
ブに取り出す。全時間のアリコートを採取した後、プラスミド消化物を氷から取り出し、
オーバーハングのＳ１ヌクレアーゼ消化のため３０分間室温でインキュベーションし、熱
不活性化し、Ｔ４ＤＮＡリガーゼの存在下、平滑末端ライゲーションにより再環状化し、
アガロースゲルで試験し、アンピシリン選択と共にコンピテント細胞中に形質転換する。
次いで、それぞれのプラスミドプレップを、涙液腺房細胞のトランスフェクション(内部
対照プラスミドによる)、およびルシフェラーゼ発現の評価に適用する。
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