
(57)【要約】
【課題】本発明は、 TAAR1トランスジェニック動物を提供することを課題とする。
【解決手段】本発明は、 TAAR1をコードする DNAを含む遺伝子構築物、および TAAR1につい
てトランスジェニックである動物を作製するためのその使用、 TAAR1をコードするトラン
スジェニック DNAをゲノムに含むトランスジェニック動物、その使用、およびこれらの動
物を作製する方法に関する。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 連 結 さ れ た TAAR1を コ ー ド す る DNA配 列 を 含 む 遺 伝 子 構 築 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 コ ー ド 配 列 が ヒ ト 配 列 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 遺 伝 子 構 築 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 プ ロ モ ー タ ー が 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー で あ る 、 請 求 項 1ま た は 2記 載 の 遺 伝 子 構 築 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 プ ロ モ ー タ ー が 脳 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー で あ る 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 遺 伝 子
構 築 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 プ ロ モ ー タ ー が 制 御 可 能 な プ ロ モ ー タ ー で あ る 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 遺 伝
子 構 築 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 TAAR1を コ ー ド す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク DNAを ゲ ノ ム に 含 む ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 作 製 す る 方 法 ：
a)請 求 項 1～ 5の い ず れ か 一 項 記 載 の 遺 伝 子 構 築 物 を 非 ヒ ト 接 合 体 ま た は 非 ヒ ト 胚 幹 細 胞 へ
導 入 す る 段 階 、
b)該 接 合 体 ま た は 胚 幹 細 胞 か ら ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 発 生 さ せ る 段 階 、 お よ び
そ れ に よ り 、
c)TAAR1を コ ー ド す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク DNAを ゲ ノ ム に 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動
物 を 作 製 す る 段 階 。
【 請 求 項 ７ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク TAAR1を 発 現 す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動
物 を 作 製 す る 方 法 ：
a)請 求 項 1～ 5の い ず れ か 一 項 記 載 の 遺 伝 子 構 築 物 を 非 ヒ ト 接 合 体 ま た は 非 ヒ ト 胚 幹 細 胞 へ
導 入 す る 段 階 、
b)該 接 合 体 ま た は 胚 幹 細 胞 か ら ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 発 生 さ せ る 段 階 、 お よ び
そ れ に よ り 、
c)ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク TAAR1を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 作 製 す る 段 階 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 6～ 7の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 に よ り 作 製 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物
。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 1～ 5の い ず れ か 一 項 記 載 の 遺 伝 子 構 築 物 を ゲ ノ ム に 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ
ト 動 物 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 齧 歯 動 物 で あ る 、 請 求 項 8ま た は 9記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 マ ウ ス で あ る 、 請 求 項 8ま た は 9記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 C57BL/6で あ る 、 請 求 項 8ま た は 9記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 TAAR1タ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る 、 請 求 項 8～ 12の い ず れ か 一 項 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 非 ヒ ト 動 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 TAAR1タ ン パ ク 質 を 組 織 特 異 的 様 式 で 過 剰 発 現 す る 、 請 求 項 8～ 12の い ず れ か 一 項 記 載 の
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 8～ 14の い ず れ か 一 項 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 子 孫 。
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【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 8～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 ま た は そ の 子 孫 に 由
来 す る 細 胞 株 ま た は 初 代 細 胞 培 養 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 8～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 ま た は そ の 子 孫 に 由
来 す る 組 織 ま た は 器 官 型 脳 切 片 培 養 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 8～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 ま た は そ の 子 孫 に 由
来 す る 組 織 外 植 片 も し く は 器 官 外 植 片 ま た は そ の 培 養 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 8～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 ま た は そ の 子 孫 に 由
来 す る 組 織 抽 出 物 ま た は 細 胞 抽 出 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 鬱 病 、 不 安 障 害 、 双 極 性 障 害 、 注 意 欠 陥 多 動 性 障 害 、 ス ト レ ス 関 連 障 害 、 統 合 失 調 症 の
よ う な 精 神 病 性 障 害 、 パ ー キ ン ソ ン 病 の よ う な 神 経 疾 患 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の よ う な 神 経
変 性 障 害 、 癲 癇 、 片 頭 痛 、 高 血 圧 症 、 薬 物 乱 用 、 な ら び に 摂 食 障 害 、 糖 尿 病 、 糖 尿 病 性 合
併 症 、 肥 満 症 、 異 脂 肪 血 症 の よ う な 代 謝 性 障 害 、 エ ネ ル ギ ー 消 費 お よ び 同 化 の 障 害 、 体 温
恒 常 性 の 障 害 お よ び 機 能 不 全 、 睡 眠 お よ び 概 日 リ ズ ム の 障 害 、 な ら び に 心 血 管 障 害 を 含 む
障 害 に お け る 、 請 求 項 8～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 ま た
は 請 求 項 16記 載 の 細 胞 株 も し く は 初 代 細 胞 培 養 物 、 ま た は 請 求 項 17記 載 の 組 織 も し く は 器
官 型 脳 切 片 培 養 物 、 ま た は 請 求 項 18記 載 の 組 織 移 植 片 も し く は 器 官 移 植 片 も し く は そ の 培
養 物 、 ま た は 請 求 項 19記 載 の 組 織 抽 出 物 も し く は 細 胞 抽 出 物 の 、 該 障 害 に お け る 化 合 物 の
治 療 効 果 を 同 定 お よ び 試 験 す る た め の モ デ ル と し て の 使 用 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 8～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 ま た は 請 求 項 16記
載 の 細 胞 株 も し く は 初 代 細 胞 培 養 物 、 ま た は 請 求 項 17記 載 の 組 織 も し く は 器 官 型 脳 切 片 培
養 物 、 ま た は 請 求 項 18記 載 の 組 織 移 植 片 も し く は 器 官 移 植 片 も し く は そ の 培 養 物 、 ま た は
請 求 項 19記 載 の 組 織 抽 出 物 も し く は 細 胞 抽 出 物 の 、 TAAR1機 能 を 評 価 す る た め の ツ ー ル と
し て の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 請 求 項 8～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 ま た は 請 求 項 16記
載 の 細 胞 株 も し く は 初 代 細 胞 培 養 物 、 ま た は 請 求 項 17記 載 の 組 織 も し く は 器 官 型 脳 切 片 培
養 物 、 ま た は 請 求 項 18記 載 の 組 織 移 植 片 も し く は 器 官 移 植 片 も し く は そ の 培 養 物 、 ま た は
請 求 項 19記 載 の 組 織 抽 出 物 も し く は 細 胞 抽 出 物 の 、 TAAR1の 未 知 の リ ガ ン ド を 同 定 す る た
め の ツ ー ル と し て の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 8～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 ま た は 請 求 項 16記
載 の 細 胞 株 も し く は 初 代 細 胞 培 養 物 、 ま た は 請 求 項 17記 載 の 組 織 も し く は 器 官 型 脳 切 片 培
養 物 、 ま た は 請 求 項 18記 載 の 組 織 移 植 片 も し く は 器 官 移 植 片 も し く は そ の 培 養 物 、 ま た は
請 求 項 19記 載 の 組 織 抽 出 物 も し く は 細 胞 抽 出 物 の 、 TAAR1に 作 用 す る 化 合 物 の 特 異 性 を 測
定 す る た め の ツ ー ル と し て の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 8～ 15の い ず れ か 一 項 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 ま た は 請 求 項 16記
載 の 細 胞 株 も し く は 初 代 細 胞 培 養 物 、 ま た は 請 求 項 17記 載 の 組 織 も し く は 器 官 型 脳 切 片 培
養 物 、 ま た は 請 求 項 18記 載 の 組 織 移 植 片 も し く は 器 官 移 植 片 も し く は そ の 培 養 物 、 ま た は
請 求 項 19記 載 の 組 織 抽 出 物 も し く は 細 胞 抽 出 物 の 、 TAARの 細 胞 内 輸 送 ま た は TAARに 連 結 し
た 他 の 細 胞 成 分 の 細 胞 内 輸 送 を 研 究 す る た め の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 特 に 本 明 細 書 中 の 例 に 関 連 し て 、 実 質 的 に 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う な 、 遺 伝 子 構 築 物 、
方 法 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 試 験 系 、 お よ び 使 用 。
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【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 TAAR1を コ ー ド す る DNAを 含 む 遺 伝 子 構 築 物 を 提 供 し 、 TAAR1を コ ー ド す る ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク DNAを ゲ ノ ム 内 に 含 む 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 製 す る た め の
方 法 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 TAAR1を コ ー ド す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク DNAを ゲ ノ ム
内 に 含 む 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 TAAR1を 過 剰 発 現 す る ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 お よ び そ れ ら の 作 製 方 法 も ま た 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 TAAR1機
能 を 評 価 す る た め の 、 既 知 の TAAR1リ ガ ン ド の さ ら な る 特 徴 付 け の た め の 、 お よ び ま だ 未
知 の TAAR1リ ガ ン ド を 同 定 す る た め の 、 TAAR1シ グ ナ ル 伝 達 機 構 を 分 析 す る た め の 、 TAAR1
の 生 理 学 的 機 能 を イ ン ビ ボ で 分 析 す る た め の 、 な ら び に TAAR1の ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ
ス ト 、 ま た は モ ジ ュ レ ー タ ー を 特 徴 付 け る た め の ツ ー ル と し て の こ れ ら の 動 物 の 使 用 に 関
す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 TAAR1の 機 能 を 研 究 す る た め の TAAR1ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の
使 用 、 な ら び に 神 経 障 害 、 精 神 障 害 、 お よ び 代 謝 性 障 害 に 関 す る 化 合 物 の 治 療 効 果 を 同 定
お よ び 試 験 す る た め の モ デ ル と し て の こ れ ら の 動 物 の 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 微 量 ア ミ ン (TA)は 、 哺 乳 動 物 の 神 経 系 に 微 量 に 存 在 す る 生 体 ア ミ ン 神 経 伝 達 物 質 に 関 す
る 内 因 性 化 合 物 で あ る 。 微 量 ア ミ ン の 研 究 は 、 鬱 病 、 統 合 失 調 症 、 不 安 障 害 、 双 極 性 障 害
、 注 意 欠 陥 多 動 性 障 害 、 パ ー キ ン ソ ン 病 の よ う な 神 経 疾 患 、 癲 癇 、 片 頭 痛 、 高 血 圧 症 、 薬
物 乱 用 、 な ら び に 摂 食 障 害 、 糖 尿 病 、 肥 満 症 、 お よ び 異 脂 肪 血 症 の よ う な 代 謝 性 障 害 等 、
非 常 に 一 般 的 な 様 々 な 状 態 と 微 量 ア ミ ン と の 密 接 な 結 び つ き に 端 を 発 し 、 そ の 薬 理 学 お よ
び 代 謝 に つ い て の 研 究 取 り 組 み が こ こ 数 十 年 間 高 ま っ て い る (非 特 許 文 献 1～ 4に 概 説 さ れ
る )。 し か し な が ら 、 微 量 ア ミ ン の 生 理 学 に 関 す る 詳 細 な 理 解 は 、 分 子 レ ベ ル で は 微 量 ア
ミ ン 関 連 受 容 体 (Trace Amine Associated Receptor)(TAAR； 非 特 許 文 献 5～ 7参 照 )と 名 付
け ら れ た Gタ ン パ ク 質 共 役 型 受 容 体 の 新 規 フ ァ ミ リ ー の 最 近 の 同 定 を も っ て 可 能 と な る の
み で あ る 。 こ れ ら の 受 容 体 の い く つ か は 微 量 ア ミ ン に 対 す る 感 受 性 を 示 し 、 そ の 固 有 の 薬
理 学 お よ び 発 現 パ タ ー ン か ら 、 こ れ ら の 受 容 体 は 、 既 に 微 量 ア ミ ン と 結 び つ け ら れ て い る
疾 患 を 含 む 数 種 の 疾 患 に 関 連 し た 薬 物 開 発 に お け る 標 的 と し て の 有 力 候 補 と さ れ て い る 。
系 レ ベ ル で の TAARと そ の リ ガ ン ド と の 生 理 学 的 な 関 連 性 に 関 し て 、 そ の 理 解 の 進 展 は 、 決
定 的 に 、 そ れ ら の 発 現 パ タ ー ン 、 そ れ ら の 薬 理 学 、 お よ び シ グ ナ ル 伝 達 様 式 に 関 す る 詳 細
な 知 識 に か か っ て い る 。 こ の 関 連 に お い て 、 TAARに 対 し て ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、
ま た は 正 も し く は 負 の モ ジ ュ レ ー タ ー と し て 働 く 化 合 物 、 な ら び に TAAR1受 容 体 を 過 剰 発
現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 モ デ ル は 、 こ の 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の 分 子 機 能 を 分 析 す る た
め の 、 お よ び 薬 物 開 発 に お け る 標 的 と し て そ れ ら の 可 能 性 の あ る 関 連 性 を 完 全 に 理 解 す る
た め の 、 必 須 の ツ ー ル で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Lindemannお よ び Honer、 2005年
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Branchek, T.A.お よ び Blackburn, T.P.、 curr. Opin. Pharmacol.、 200
3年 、 3、 p.90-97
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Premont, R.T.、 Gainetdinov, R.R.、 Caron, M.G.、 Proc. Natl. Acad.
 Sci.、 2001年 、 98、 p.9474-9475
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Davenport, A.P.、 Curr. Opin. Pharmacol.、 2003年 、 3、 p.127-134
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Lindemann, L.、 Ebeling, M.、 Kratochwil, N.A.、 Bunzow, J.R.、 Gran
dy, D.K.、 Hoener, M.C.、 Genomics、 2005年 、 85、 p.372-385
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Bunzowら 、 Mol. Pharmacol.、 2001年 、 60、 p.1181-1188
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Borowsky, B.ら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.、 2001年 、 98、 p.896
6-8971
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
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【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 は 、 TAAR1ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 提 供 す る こ と を 課 題 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 （ １ ） は 、 プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 連 結 さ れ た TAAR1を コ ー ド す る DNA配 列 を 含 む
遺 伝 子 構 築 物 で あ る 。
　 本 発 明 （ ２ ） は 、 コ ー ド 配 列 が ヒ ト 配 列 で あ る 、 本 発 明 (1)の 遺 伝 子 構 築 物 で あ る 。
　 本 発 明 （ ３ ） は 、 プ ロ モ ー タ ー が 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー で あ る 、 本 発 明 (1)ま た は (2)
の 遺 伝 子 構 築 物 で あ る 。
　 本 発 明 （ ４ ） は 、 プ ロ モ ー タ ー が 脳 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー で あ る 、 本 発 明 (1)～ (3)の い ず
れ か 一 発 明 の 遺 伝 子 構 築 物 で あ る 。
　 本 発 明 （ ５ ） は 、 プ ロ モ ー タ ー が 制 御 可 能 な プ ロ モ ー タ ー で あ る 、 本 発 明 (1)～ (3)の い
ず れ か 一 発 明 の 遺 伝 子 構 築 物 で あ る 。
　 本 発 明 （ ６ ） は 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 TAAR1を コ ー ド す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク DNAを ゲ ノ
ム に 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 作 製 す る 方 法 で あ る ：
a)本 発 明 (1)～ (5)の い ず れ か 一 発 明 の 遺 伝 子 構 築 物 を 非 ヒ ト 接 合 体 ま た は 非 ヒ ト 胚 幹 細 胞
へ 導 入 す る 段 階 、
b)該 接 合 体 ま た は 胚 幹 細 胞 か ら ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 発 生 さ せ る 段 階 、 お よ び
そ れ に よ り 、
c)TAAR1を コ ー ド す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク DNAを ゲ ノ ム に 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動
物 を 作 製 す る 段 階 。
　 本 発 明 （ ７ ） は 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク TAAR1を 発 現 す る 非 ヒ ト ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 製 す る 方 法 で あ る ：
a)本 発 明 (1)～ (5)の い ず れ か 一 発 明 の 遺 伝 子 構 築 物 を 非 ヒ ト 接 合 体 ま た は 非 ヒ ト 胚 幹 細 胞
へ 導 入 す る 段 階 、
b)該 接 合 体 ま た は 胚 幹 細 胞 か ら ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 発 生 さ せ る 段 階 、 お よ び
そ れ に よ り 、
c)ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク TAAR1を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 作 製 す る 段 階 。
　 本 発 明 （ ８ ） は 、 本 発 明 (6)～ (7)の い ず れ か 一 発 明 の 方 法 に よ り 作 製 さ れ た ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 で あ る 。
　 本 発 明 （ ９ ） は 、 本 発 明 (1)～ (5)の い ず れ か 一 発 明 の 遺 伝 子 構 築 物 を ゲ ノ ム に 含 む ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 で あ る 。
　 本 発 明 （ １ ０ ） は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が 齧 歯 動 物 で あ る 、 本 発 明 (8)ま た は (9)の
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 で あ る 。
　 本 発 明 （ １ １ ） は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が マ ウ ス で あ る 、 本 発 明 (8)ま た は (9)の ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 で あ る 。
　 本 発 明 （ １ ２ ） は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が C57BL/6で あ る 、 本 発 明 (8)ま た は (9)の
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 で あ る 。
　 本 発 明 （ １ ３ ） は 、 TAAR1タ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る 本 発 明 (8)～ (12)の い ず れ か 一 発 明
の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 で あ る 。
　 本 発 明 （ １ ４ ） は 、 TAAR1タ ン パ ク 質 を 組 織 特 異 的 様 式 で 過 剰 発 現 す る 、 本 発 明 (8)～ (1
2)の い ず れ か 一 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 で あ る 。
　 本 発 明 （ １ ５ ） は 、 本 発 明 (8)～ (14)の い ず れ か 一 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動
物 の 子 孫 で あ る 。
　 本 発 明 （ １ ６ ） は 、 本 発 明 (8)～ (15)の い ず れ か 一 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動
物 ま た は そ の 子 孫 に 由 来 す る 細 胞 株 ま た は 初 代 細 胞 培 養 物 で あ る 。
　 本 発 明 （ １ ７ ） は 、 本 発 明 (8)～ (15)の い ず れ か 一 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動
物 ま た は そ の 子 孫 に 由 来 す る 組 織 ま た は 器 官 型 脳 切 片 培 養 物 で あ る 。
　 本 発 明 （ １ ８ ） は 、 本 発 明 (8)～ (15)の い ず れ か 一 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動
物 ま た は そ の 子 孫 に 由 来 す る 組 織 外 植 片 も し く は 器 官 外 植 片 ま た は そ の 培 養 物 で あ る 。
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　 本 発 明 （ １ ９ ） は 、 本 発 明 (8)～ (15)の い ず れ か 一 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動
物 ま た は そ の 子 孫 に 由 来 す る 組 織 抽 出 物 ま た は 細 胞 抽 出 物 で あ る 。
　 本 発 明 （ ２ ０ ） は 、 鬱 病 、 不 安 障 害 、 双 極 性 障 害 、 注 意 欠 陥 多 動 性 障 害 、 ス ト レ ス 関 連
障 害 、 統 合 失 調 症 の よ う な 精 神 病 性 障 害 、 パ ー キ ン ソ ン 病 の よ う な 神 経 疾 患 、 ア ル ツ ハ イ
マ ー 病 の よ う な 神 経 変 性 障 害 、 癲 癇 、 片 頭 痛 、 高 血 圧 症 、 薬 物 乱 用 、 な ら び に 摂 食 障 害 、
糖 尿 病 、 糖 尿 病 性 合 併 症 、 肥 満 症 、 異 脂 肪 血 症 の よ う な 代 謝 性 障 害 、 エ ネ ル ギ ー 消 費 お よ
び 同 化 の 障 害 、 体 温 恒 常 性 の 障 害 お よ び 機 能 不 全 、 睡 眠 お よ び 概 日 リ ズ ム の 障 害 、 な ら び
に 心 血 管 障 害 を 含 む 障 害 に お け る 、 本 発 明 (8)～ (15)の い ず れ か 一 発 明 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 ま た は 本 発 明 (16)の 細 胞 株 も し く は 初 代 細 胞 培 養 物 、 ま た は 本 発 明 (17)
の 組 織 も し く は 器 官 型 脳 切 片 培 養 物 、 ま た は 本 発 明 (18)の 組 織 移 植 片 も し く は 器 官 移 植 片
も し く は そ の 培 養 物 、 ま た は 本 発 明 (19)の 組 織 抽 出 物 も し く は 細 胞 抽 出 物 の 、 該 障 害 に お
け る 化 合 物 の 治 療 効 果 を 同 定 お よ び 試 験 す る た め の モ デ ル と し て の 使 用 で あ る 。
　 本 発 明 （ ２ １ ） は 、 本 発 明 (8)～ (15)の い ず れ か 一 発 明 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動
物 、 ま た は 本 発 明 (16)の 細 胞 株 も し く は 初 代 細 胞 培 養 物 、 ま た は 本 発 明 (17)の 組 織 も し く
は 器 官 型 脳 切 片 培 養 物 、 ま た は 本 発 明 (18)の 組 織 移 植 片 も し く は 器 官 移 植 片 も し く は そ の
培 養 物 、 ま た は 本 発 明 (19)の 組 織 抽 出 物 も し く は 細 胞 抽 出 物 の 、 TAAR1機 能 を 評 価 す る た
め の ツ ー ル と し て の 使 用 で あ る 。
　 本 発 明 （ ２ ２ ） は 、 本 発 明 (8)～ (15)の い ず れ か 一 発 明 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動
物 、 ま た は 本 発 明 (16)の 細 胞 株 も し く は 初 代 細 胞 培 養 物 、 ま た は 本 発 明 (17)の 組 織 も し く
は 器 官 型 脳 切 片 培 養 物 、 ま た は 本 発 明 (18)の 組 織 移 植 片 も し く は 器 官 移 植 片 も し く は そ の
培 養 物 、 ま た は 本 発 明 (19)の 組 織 抽 出 物 も し く は 細 胞 抽 出 物 の 、 TAAR1の 未 知 の リ ガ ン ド
を 同 定 す る た め の ツ ー ル と し て の 使 用 で あ る 。
　 本 発 明 （ ２ ３ ） は 、 本 発 明 (8)～ (15)の い ず れ か 一 発 明 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動
物 、 ま た は 本 発 明 (16)の 細 胞 株 も し く は 初 代 細 胞 培 養 物 、 ま た は 本 発 明 (17)の 組 織 も し く
は 器 官 型 脳 切 片 培 養 物 、 ま た は 本 発 明 (18)の 組 織 移 植 片 も し く は 器 官 移 植 片 も し く は そ の
培 養 物 、 ま た は 本 発 明 (19)の 組 織 抽 出 物 も し く は 細 胞 抽 出 物 の 、 TAAR1に 作 用 す る 化 合 物
の 特 異 性 を 測 定 す る た め の ツ ー ル と し て の 使 用 で あ る 。
　 本 発 明 （ ２ ４ ） は 、 本 発 明 (8)～ (15)の い ず れ か 一 発 明 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動
物 、 ま た は 本 発 明 (16)の 細 胞 株 も し く は 初 代 細 胞 培 養 物 、 ま た は 本 発 明 (17)の 組 織 も し く
は 器 官 型 脳 切 片 培 養 物 、 ま た は 本 発 明 (18)の 組 織 移 植 片 も し く は 器 官 移 植 片 も し く は そ の
培 養 物 、 ま た は 本 発 明 (19)の 組 織 抽 出 物 も し く は 細 胞 抽 出 物 の 、 TAARの 細 胞 内 輸 送 ま た は
TAARに 連 結 し た 他 の 細 胞 成 分 の 細 胞 内 輸 送 を 研 究 す る た め の 使 用 で あ る 。
　 本 発 明 （ ２ ５ ） は 、 特 に 本 明 細 書 中 の 例 に 関 連 し て 、 実 質 的 に 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う
な 、 遺 伝 子 構 築 物 、 方 法 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 試 験 系 、 お よ び 使 用 で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 に よ り 、 TAAR1ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が 提 供 さ れ た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 、 プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 連 結 さ れ た TAAR1を コ ー ド す る DNA配 列 を 含 む 遺 伝 子
構 築 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 TAAR1遺 伝 子 の 配 列 は 、 い か な る 動 物 由 来 で あ っ て も よ い 。 好 ま し く は 、 taar1の 配 列 は
哺 乳 動 物 に 由 来 し 、 よ り 好 ま し く は 、 taar1の 配 列 は ヒ ト の 配 列 (NM_138327, SEQ ID NO:1
)ま た は マ ウ ス の 配 列 (NM_053205, SEQ ID NO:2)で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 プ ロ モ ー タ ー は 神 経 細 胞 プ ロ モ ー タ ー (neuronal promoter)で あ り う る 。 好 ま し い 態 様
に お い て 、 プ ロ モ ー タ ー は 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 組 織 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー は 、
例 え ば 、 脳 組 織 に お い て (脳 特 異 的 )、 筋 肉 組 織 に お い て 、 肝 臓 組 織 に お い て 、 腎 臓 組 織 に
お い て な ど 、 組 織 特 異 的 様 式 で 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 お よ び 指 揮 す る 、 い か な る プ ロ モ ー タ
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ー で あ っ て も よ い 。 好 ま し く は 、 プ ロ モ ー タ ー は 、 中 枢 神 経 系 (CNS)に お け る 特 異 的 発 現
を 提 供 す る 。 最 も 好 ま し く は 、 プ ロ モ ー タ ー は マ ウ ス Thy1プ ロ モ ー タ ー で あ る (Ingraham,
 H.A., Lawless, G.M., Evans, G.A. (1986) The mouse Thy-1.2 glycoprotein gene: co
mplete sequence and identification of an unusual promoter. J Immunol. 136, 1482-
1489)。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 プ ロ モ ー タ ー は ま た 、 制 御 可 能 な プ ロ モ ー タ ー で あ り う る 。 制 御 可 能 な プ ロ モ ー タ ー は
、 特 定 の 誘 導 物 質 ま た は 抑 制 物 質 の 添 加 に よ り 、 調 節 可 能 お よ び /ま た は 誘 導 可 能 な 様 式
で 導 入 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御 す る 、 い か な る プ ロ モ ー タ ー で あ っ て も よ い 。 い く つ か の 誘 導
性 細 菌 プ ロ モ ー タ ー は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る (Schultze N, Burki Y, Lang Y, 
Certa U, Bluethmann H; Nat Biotechnol 1996; 14(4):490-503; va der Neut R; Target
ed gene disruption: applications in neurobiology; J Neurosci Methods 1997; 71(1)
:19-27; Liu HS, Lee CH, Lee CF, Su Ij, Chang TY; Lac/Tet dual-inducible system f
unctions in mammalian cell lines. Biotechniques. 1998; 24(4):624-8, 630-2)。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 プ ロ モ ー タ ー 」 と い う 用 語 は 、 コ ー ド 配 列 の 発 現 を 制 御
す る DNA領 域 を 指 す 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク DNA」 と い う 用 語 は 、 生 物 体 へ 人 工
的 に 導 入 か つ 組 み 入 れ ら れ た DNAを 表 す 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 taar1遺 伝 子 の 配 列 」 と い う 用 語 は 、 TAAR1を コ ー ド す る
DNA配 列 を 表 す 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 遺 伝 子 構 築 物 は 、 追 加 と し て 、 コ ザ ッ ク (Kozak)配 列 を 含 ん で い て も よ い 。 好 ま し く は
、 遺 伝 子 構 築 物 は 、 例 え ば 、 配 列 ： tccaccの よ う な 最 適 化 さ れ た コ ザ ッ ク 配 列 を 含 む 。 コ
ザ ッ ク 配 列 は 、 mRNAの 翻 訳 の た め の ATG開 始 シ グ ナ ル を 取 り 囲 む DNA配 列 で あ る (Kozak, M.
, An analysis of 5'-noncoding sequences from 699 vertebrate messenger RNAs. Nucl
eic Acids Res. 15(1989) 8125-8148)。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 遺 伝 子 構 築 物 は 、 追 加 と し て 、 N末 端 イ ン フ ル エ ン ザ 赤 血 球 凝
集 素 ウ イ ル ス リ ー ダ ー 配 列 を 含 む 。 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 遺 伝 子 構 築 物 は 、 追 加 と
し て 、 例 え ば 、 M1-FLAGエ ピ ト ー プ の よ う な エ ピ ト ー プ マ ー カ ー を 含 む 。 別 の 好 ま し い 態
様 に お い て 、 遺 伝 子 構 築 物 は 、 追 加 と し て 、 Met-Glyリ ン カ ー を 含 む 。 よ り い っ そ う 好 ま
し い 態 様 に お い て 、 遺 伝 子 構 築 物 は 、 N末 端 イ ン フ ル エ ン ザ 赤 血 球 凝 集 素 ウ イ ル ス リ ー ダ
ー 配 列 、 M1-FLAGエ ピ ト ー プ 、 お よ び Met-Glyリ ン カ ー を 含 む (Bunzow, et al. (2001) Mol
. Pharmacol. 60, 1181-1188; X.M. Guan, T.S. Kobilka, B.K. Kobilka (1992) Enhance
ment of membrane insertion and function in a type IIIb membrane protein followin
g introduction of a cleavable signal peptide. J. Biol. Chem. 267, 21995-21998)。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 好 ま し く は 、 遺 伝 子 構 築 物 は 、 図 1ま た は 図 2に 示 す と お り で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 遺 伝 子 構 築 物 は 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 DSM 17761と し て 寄 託 さ れ た プ
ラ ス ミ ド pThy1-hsTAAR1(2005年 11月 30日 の 発 効 寄 託 日 で the Deutsche Sammlung von Micr
oorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ)に お い て ブ ダ ペ ス ト 条 約 に 基 づ い て 寄 託 さ れ
た )に 組 み 入 れ ら れ た Thy1-hsTAAR1で あ る 、 ま た は 遺 伝 子 構 築 物 は 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 D
SM 17760と し て 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド pThy1-mmTaar1(2005年 11月 30日 の 発 効 寄 託 日 で the 
Deutsche Sammlung von Microorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ)に お い て ブ ダ ペ
ス ト 条 約 に 基 づ い て 寄 託 さ れ た )に 組 み 入 れ ら れ た Thy1-mmTAAR1で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
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　 本 発 明 は さ ら に 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 TAAR1を コ ー ド す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク DNAを ゲ ノ
ム に 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 作 製 す る 方 法 を 提 供 す る ：
a)上 記 の よ う な 遺 伝 子 構 築 物 を 非 ヒ ト 接 合 体 ま た は 非 ヒ ト 胚 幹 細 胞 へ 導 入 す る 段 階 、
b)そ の 接 合 体 ま た は 胚 幹 細 胞 か ら ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 発 生 さ せ る 段 階 、 お よ
び そ れ に よ り 、
c)TAAR1を コ ー ド す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク DNAを ゲ ノ ム に 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動
物 を 作 製 す る 段 階 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク TAAR1を 発 現 す る 非
ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 製 す る 方 法 を 提 供 す る ：
a)上 記 の よ う な 遺 伝 子 構 築 物 を 非 ヒ ト 接 合 体 ま た は 非 ヒ ト 胚 幹 細 胞 へ 導 入 す る 段 階 、
b)そ の 接 合 体 ま た は 胚 幹 細 胞 か ら ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 発 生 さ せ る 段 階 、 お よ
び そ れ に よ り 、
c)ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク TAAR1を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 を 作 製 す る 段 階 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 接 合 体 ま た は 胚 幹 細 胞 は 、 い か な る 非 ヒ ト 動 物 に 由 来 し て い て も よ い 。 好 ま し く は 、 接
合 体 ま た は 胚 幹 細 胞 は 齧 歯 動 物 に 由 来 す る 。 よ り 好 ま し く は 、 接 合 体 ま た は 胚 幹 細 胞 は マ
ウ ス に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 好 ま し く は 、 上 記 の 方 法 に 用 い る 接 合 体 は 、 C57BL/6J接 合 体 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 に も
用 い る こ と の で き る 、 当 技 術 分 野 に お い て 用 い ら れ る 接 合 体 と し て は 、 限 定 さ れ る わ け で
は な い が 、 CBA/接 合 体 、 BALB/c接 合 体 、 DBA/2接 合 体 、 お よ び SV129接 合 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 に も 用 い る こ と の で き る 、 当 技 術 分 野 に お い て 用 い ら れ る 胚 幹 細 胞 と し て
は 、 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 C57BL/6、 CBA/、 BALB/c、 DBA/2、 お よ び SV129の よ う な
マ ウ ス 系 統 由 来 の 胚 幹 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し く は 、 C57BL/6マ ウ ス 由 来 の 胚 幹 細 胞 が
用 い ら れ る (Seong, E. et al. (2004) Trends Genet. 20, 59-62; Wolfer, D.P. et al.,
 Trends Neurosci. 25(2002):336-340)。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 上 記 の 方 法 の い ず れ か に よ り 作 製 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動
物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク TAAR1」 と い う 用 語 は 、 生 物 体 へ 人
工 的 に 導 入 か つ 組 み 入 れ ら れ た DNAか ら 生 じ る TAAR1タ ン パ ク 質 を 表 す 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 「 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 」 と い う 用 語 は 、 ゲ ノ ム に ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク DNAを 含 む 動 物 を 表 す 。 こ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク DNAは 、 ゲ ノ ム の ど こ か に
組 み 入 れ ら れ う る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 例 え ば 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 上 記 の DNA構 築 物 を 接 合 体 の 前 核 へ 注 入 し 、 注 入
を 受 け た 接 合 体 を 偽 妊 娠 の 仮 親 雌 へ 移 し 、 そ の 卵 母 細 胞 か ら 生 じ た 創 始 動 物 を 野 生 型 動 物
と 交 配 し 、 こ れ ら の 交 配 か ら 生 じ た 子 孫 を 合 成 DNA導 入 遺 伝 子 構 築 物 の 存 在 に つ い て 検 査
す る こ と に よ り 作 製 で き 、 任 意 で ヘ ミ 接 合 型 の 動 物 を 交 配 す る こ と に よ り ホ モ 接 合 型 の ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 発 生 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ま た は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 上 記 の よ う な 遺 伝 子 構 築 物 を 胚 幹 細 胞 へ 導 入 し 、
そ の 後 、 ゲ ノ ム に お け る 導 入 遺 伝 子 の 存 在 に つ い て 胚 幹 細 胞 ク ロ ー ン を 選 択 し 、 形 質 転 換
し た 胚 幹 細 胞 ク ロ ー ン に お い て 導 入 遺 伝 子 の 存 在 を 検 証 し 、 検 証 し た 組 換 え 胚 幹 細 胞 を 野
生 型 動 物 の 胚 盤 胞 へ 注 入 し 、 注 入 を 受 け た 胚 盤 胞 を 偽 妊 娠 の 仮 親 雌 へ 移 し 、 そ の 胚 盤 胞 か
ら 生 じ た キ メ ラ を 野 生 型 動 物 へ 交 配 し 、 こ れ ら の 交 配 か ら 生 じ た 子 孫 を 導 入 遺 伝 子 の 存 在
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に つ い て 検 査 す る こ と に よ り 作 製 で き 、 任 意 で ヘ ミ 接 合 型 の 動 物 を 交 配 す る こ と に よ り ホ
モ 接 合 型 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 発 生 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 態 様 に お い て 、 TAAR1を コ ー ド す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク DNAを ゲ ノ ム に 含
む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 が 提 供 さ れ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 非 ヒ ト 動 物 は 、 図 1に 示 す よ う な 遺 伝 子 構 築 物 、 ま た は 図 2に 示 す よ う な 遺 伝 子 構 築 物
を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 別 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 は 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 DS
M 17761と し て 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド pThy1-hsTAAR1(2005年 11月 30日 の 発 効 寄 託 日 で the D
eutsche Sammlung von Microorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ)に お い て ブ ダ ペ
ス ト 条 約 に 基 づ い て 寄 託 さ れ た )に 組 み 入 れ ら れ た 遺 伝 子 構 築 物 Thy1-hsTAAR1を 含 む か 、
ま た は 遺 伝 子 構 築 物 は 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 DSM 17760と し て 寄 託 さ れ た プ ラ ス ミ ド pThy1
-mmTaar1(2005年 11月 30日 の 発 効 寄 託 日 で the Deutsche Sammlung von Microorganismen u
nd Zellkulturen GmbH (DSMZ)に お い て ブ ダ ペ ス ト 条 約 に 基 づ い て 寄 託 さ れ た )に 組 み 入 れ
ら れ た Thy1-mmTaaR1で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク TAAR1を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動
物 が 提 供 さ れ る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク TAAR1は 、 組 織 特 異 的 様 式
で 、 す な わ ち 、 脳 に お い て 発 現 さ れ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク TAAR1の
発 現 は 、 例 え ば 、 特 定 の 誘 導 物 質 ま た は 抑 制 物 質 の 添 加 に よ り 、 時 間 的 に 制 御 さ れ う る 。
好 ま し い 態 様 に お い て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク TAAR1タ
ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る 。 よ り 好 ま し い 態 様 に お い て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク TAAR1は 組 織
特 異 的 様 式 で 過 剰 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 は 、 本 発 明 の 方 法 に 用 い る こ と の で き る 、 当 技 術 分 野 に
お い て 公 知 の い か な る 非 ヒ ト 動 物 で あ っ て も よ い 。 好 ま し く は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ
ト 動 物 は 哺 乳 動 物 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 は 齧 歯 動 物 で
あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は マ ウ ス で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 上 記 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 は 、 遺 伝 学 的 に 、 分 子 的 に 、 お よ び 行 動 的 に 分 析
さ れ う る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ 、 同 じ 遺 伝 子 型 と ま た は 別 の 遺 伝 子 型 と 交 配 す る
こ と に よ り 得 ら れ る よ う な 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 の 子 孫 に 関 す る 。 本 明 細 書 に
お い て 、 子 孫 は 後 代 の 同 義 語 と し て 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 初 代 細 胞 培 養 物 を 調 製 す る た め に 、 お よ び こ れ ら の 動 物 ま
た は そ の 子 孫 の 初 代 細 胞 調 製 物 由 来 の 二 次 細 胞 株 を 調 製 す る た め に 用 い ら れ う る 。 さ ら に
、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 組 織 ま た は 器 官 型 脳 切 片 培 養 物 を 調 製 す る た め に 用 い ら れ
う る 。 さ ら に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 組 織 外 植 片 も し く は 器 官 外 植 片 ま た は そ の 培
養 物 の 調 製 の た め に 用 い ら れ う る 。 加 え て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 膜 調 製 物 も し く
は シ ナ プ ト ソ ー ム 調 製 物 の よ う な 組 織 抽 出 物 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 調 製 す る た め に 用 い ら れ
う る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 ま た は
そ の 子 孫 に 由 来 す る 細 胞 株 ま た は 初 代 細 胞 培 養 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 ま た
は そ の 子 孫 に 由 来 す る 組 織 ま た は 器 官 型 脳 切 片 培 養 物 を 提 供 す る 。
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【 ０ ０ ３ ７ 】
　 加 え て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 ま た
は そ の 子 孫 に 由 来 す る 組 織 外 植 片 も し く は 器 官 外 植 片 ま た は そ の 培 養 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 さ ら に な お 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物
ま た は そ の 子 孫 に 由 来 す る 組 織 抽 出 物 ま た は 細 胞 抽 出 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 モ デ ル に 基 づ い た 細 胞 培 養 物 は 2つ の 方 法 に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 細 胞 培 養 物 は
、 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら 単 離 し て も よ く 、 ま た は 標 準 的 細 胞 ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン 技 術 で 上 記 と 同 じ 遺 伝 子 構 築 物 を 用 い て 樹 立 し た 細 胞 培 養 物 か ら 調 製 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 TAAR1を コ ー ド す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク DNAを 含 む 遺 伝 子 構 築 物 の 組 込 み は 、 動 物 の 組 織
生 検 か ら 単 離 し た DNAを 用 い て ゲ ノ ム サ ザ ン ブ ロ ッ ト お よ び PCR分 析 を 含 む 様 々 な 方 法 に よ
り 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 逆 転 写 酵 素 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (RT-PCR)に よ る 、 ま た は ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 、 イ ン サ イ
チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る mRNA定 量 を 含 む RNAレ ベ ル で の 方 法 と 、 組 織 化 学 法
、 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 、 お よ び 結 合 研 究 を 含 む タ ン パ ク 質 レ ベ ル で の 方 法 と を 含 む 、 ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク DNAの 発 現 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ う る 多 数 の 分 析 的 手 順 が あ る こ と は 、
当 業 者 に 明 ら か で あ る と 思 わ れ る 。 導 入 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 定 量 は 、 当 業 者 に と っ て 一
般 的 な ELISA技 術 に よ り さ ら に 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 定 量 的 測 定 は 、 多 く の 標 準 的 ア ッ セ イ 法 を 用 い て 達 成 さ れ う る 。 例 え ば 、 転 写 レ ベ ル は
、 RT-PCR、 な ら び に リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ プ ロ テ ク シ ョ ン 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 お よ び RN
Aド ッ ト ブ ロ ッ ト 分 析 を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 方 法 を 用 い て 測 定 す る こ と が で き る
。 タ ン パ ク 質 レ ベ ル は 、 ELISA、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 お よ び 免 疫 組 織 化 学 的
ま た は 組 織 化 学 的 に 染 色 し た 組 織 切 片 の 比 較 に よ り 、 ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 免 疫 組
織 化 学 的 染 色 、 酵 素 的 組 織 化 学 的 染 色 、 加 え て 免 疫 電 子 顕 微 鏡 法 も ま た 、 内 因 性 お よ び 過
剰 発 現 さ せ た TAAR1タ ン パ ク 質 の 組 織 分 布 を 評 価 す る た め に 用 い ら れ う る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は さ ら に 、 免 疫 組 織 化 学 法 、 電 子 顕 微 鏡 法 、 磁 気 共 鳴
映 像 法 (MRI)、 陽 電 子 放 出 型 断 層 撮 影 法 (PET)を 含 む 当 技 術 分 野 に お け る 公 知 の 方 法 に よ り
、 な ら び に 、 神 経 機 能 、 感 覚 機 能 、 お よ び 認 知 機 能 を 扱 う 行 動 的 お よ び 生 理 学 的 研 究 、 加
え て 生 理 学 的 (例 え ば 、 代 謝 性 )パ ラ メ ー タ ー に よ り 特 徴 付 け る こ と が で き る 。 行 動 試 験 お
よ び 生 理 学 的 検 査 の 例 は 以 下 の と お り で あ る ： 自 発 性 行 動 、 認 知 機 能 に 関 連 し た 行 動 、 薬
理 学 的 に 乱 さ れ た 行 動 、 握 力 試 験 、 水 平 細 線 試 験 、 強 制 水 泳 試 験 、 ロ ー タ ロ ッ ド 試 験 、 歩
行 活 動 試 験 、 前 パ ル ス 阻 害 試 験 、 モ リ ス 水 迷 路 試 験 、 Y迷 路 試 験 、 明 暗 嗜 好 性 試 験 、 受 動
的 お よ び 能 動 的 回 避 試 験 、 ガ ラ ス 玉 覆 い 隠 し 試 験 (marble burying test)、 十 字 迷 路 試 験
、 学 習 性 無 力 感 試 験 、 ス ト レ ス に よ り 引 き 起 こ さ れ た 高 体 温 、 長 い 期 間 を か け て の 食 物 消
費 お よ び 体 重 の 上 昇 の 測 定 、 静 止 お よ び 基 礎 状 態 下 な ら び に 熱 お よ び 寒 冷 曝 露 中 の 体 温 お
よ び エ ネ ル ギ ー 消 費 の 測 定 、 温 熱 中 間 帯 の 測 定 、 食 物 同 化 係 数 の 測 定 (例 え ば 、 ボ ン ベ 熱
量 測 定 法 に よ る )、 エ ネ ル ギ ー 同 化 お よ び 糞 の エ ネ ル ギ ー 含 量 の 測 定 、 (例 え ば 、 炭 水 化 物
お よ び 脂 質 代 謝 の 分 析 の た め の )呼 吸 係 数 の 測 定 、 食 事 制 限 中 の 基 質 利 用 お よ び エ ネ ル ギ
ー 消 費 の 測 定 、 酸 素 消 費 、 CO 2 発 生 、 お よ び (例 え ば 間 接 的 熱 量 測 定 法 に よ る )熱 発 生 量 の
測 定 、 静 止 、 基 礎 、 お よ び ス ト レ ス 状 態 下 で の 心 拍 数 お よ び 血 圧 の 測 定 (例 え ば 、 遠 隔 測
定 法 に よ る )、 身 体 組 成 の 測 定 (例 え ば 、 水 分 含 有 量 、 脂 肪 量 、 お よ び 除 脂 肪 量 に 関 す る )
。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動
物 ま た は そ の 子 孫 に 由 来 す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 細 胞 株 ま た は 初 代 細 胞 培 養
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物 、 組 織 ま た は 器 官 型 脳 切 片 培 養 物 、 組 織 外 植 片 も し く は 器 官 外 植 片 ま た は そ の 培 養 物 、
組 織 抽 出 物 ま た は 細 胞 抽 出 物 の 、 鬱 病 、 不 安 障 害 、 双 極 性 障 害 、 注 意 欠 陥 多 動 性 障 害 、 心
的 外 傷 後 ス ト レ ス 障 害 の よ う な ス ト レ ス 関 連 障 害 、 統 合 失 調 症 の よ う な 精 神 病 性 障 害 、 パ
ー キ ン ソ ン 病 の よ う な 神 経 疾 患 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の よ う な 神 経 変 性 障 害 、 癲 癇 、 片 頭 痛
、 高 血 圧 症 、 薬 物 乱 用 、 な ら び に 摂 食 障 害 、 糖 尿 病 、 糖 尿 病 性 合 併 症 、 肥 満 症 、 異 脂 肪 血
症 の よ う な 代 謝 性 障 害 、 エ ネ ル ギ ー 消 費 お よ び 同 化 の 障 害 、 体 温 恒 常 性 の 障 害 お よ び 機 能
不 全 、 睡 眠 お よ び 概 日 リ ズ ム の 障 害 、 な ら び に 心 血 管 障 害 を 含 む 障 害 に お け る 化 合 物 の 治
療 効 果 を 同 定 お よ び 試 験 す る た め の モ デ ル と し て の 使 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 さ ら に な お 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物
ま た は そ の 子 孫 に 由 来 す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 細 胞 株 ま た は 初 代 細 胞 培 養 物
、 組 織 ま た は 器 官 型 脳 切 片 培 養 物 、 組 織 外 植 片 も し く は 器 官 外 植 片 ま た は そ の 培 養 物 、 組
織 抽 出 物 ま た は 細 胞 抽 出 物 の 、 鬱 病 、 不 安 障 害 、 双 極 性 障 害 、 注 意 欠 陥 多 動 性 障 害 、 心 的
外 傷 後 ス ト レ ス 障 害 の よ う な ス ト レ ス 関 連 障 害 、 統 合 失 調 症 の よ う な 精 神 病 性 障 害 、 パ ー
キ ン ソ ン 病 の よ う な 神 経 疾 患 、 癲 癇 、 片 頭 痛 、 高 血 圧 症 、 薬 物 乱 用 、 な ら び に 摂 食 障 害 、
糖 尿 病 、 糖 尿 病 性 合 併 症 、 肥 満 症 、 異 脂 肪 血 症 の よ う な 代 謝 性 障 害 、 エ ネ ル ギ ー 消 費 お よ
び 同 化 の 障 害 、 体 温 恒 常 性 の 障 害 お よ び 機 能 不 全 、 睡 眠 お よ び 概 日 リ ズ ム の 障 害 、 な ら び
に 心 血 管 障 害 を 含 む 障 害 を 引 き 起 こ す 化 合 物 に 対 す る 感 受 性 を 研 究 す る た め の モ デ ル と し
て の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動
物 ま た は そ の 子 孫 に 由 来 す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 細 胞 株 ま た は 初 代 細 胞 培 養
物 、 組 織 ま た は 器 官 型 脳 切 片 培 養 物 、 組 織 外 植 片 も し く は 器 官 外 植 片 ま た は そ の 培 養 物 、
組 織 抽 出 物 ま た は 細 胞 抽 出 物 の 、 TAAR1機 能 を 評 価 す る た め の ツ ー ル と し て の 使 用 で あ る
。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 ま た
は そ の 子 孫 に 由 来 す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 細 胞 株 ま た は 初 代 細 胞 培 養 物 、 組
織 ま た は 器 官 型 脳 切 片 培 養 物 、 組 織 外 植 片 も し く は 器 官 外 植 片 ま た は そ の 培 養 物 、 組 織 抽
出 物 ま た は 細 胞 抽 出 物 の 、 未 知 の TAAR1リ ガ ン ド の 同 定 お よ び そ の 特 徴 付 け の た め の ツ ー
ル と し て の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 さ ら に な お 、 本 発 明 は 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物
ま た は そ の 子 孫 に 由 来 す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 細 胞 株 ま た は 初 代 細 胞 培 養 物
、 組 織 ま た は 器 官 型 脳 切 片 培 養 物 、 組 織 外 植 片 も し く は 器 官 外 植 片 ま た は そ の 培 養 物 、 組
織 抽 出 物 ま た は 細 胞 抽 出 物 の 、 TAAR1に 作 用 す る 化 合 物 の 特 異 性 を 測 定 す る た め の ツ ー ル
と し て の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 　 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト
動 物 ま た は そ の 子 孫 に 由 来 す る 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 細 胞 株 ま た は 初 代 細 胞 培
養 物 、 組 織 ま た は 器 官 型 脳 切 片 培 養 物 、 組 織 外 植 片 も し く は 器 官 外 植 片 ま た は そ の 培 養 物
、 組 織 抽 出 物 ま た は 細 胞 抽 出 物 の 、 TAARの 細 胞 内 輸 送 ま た は TAARに 連 結 し た 他 の 細 胞 成 分
の 細 胞 内 輸 送 を 研 究 す る た め の 使 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 特 に 本 明 細 書 中 の 例 に 関 連 し て 、 実 質 的 に 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う な
、 遺 伝 子 構 築 物 、 方 法 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 試 験 系 、 お よ び 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 こ こ で 、 本 発 明 を 一 般 的 に 記 載 し て き た が 、 同 じ こ と は 、 添 付 の 図 と 共 に 特 定 の 例 を 参
照 す る こ と に よ り さ ら に 良 く 理 解 さ れ る よ う に な る と 思 わ れ る 。 特 定 の 例 は 例 証 の み を 目
的 と し て 本 明 細 書 に 含 ま れ て お り 、 他 に 特 定 が な い 限 り 、 限 定 を 意 図 す る も の で は な い 。
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【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 実 施 例 で 参 照 す る 市 販 の 試 薬 は 、 他 に 規 定 が な い 限 り 製 造 会 社 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 用
い た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】

： pThy1-hsTAAR1お よ び pThy1-mmTaar1プ ラ ス ミ ド 構 築 物 の 構 築
cDNA配 列 の PCR増 幅
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 公 開 さ れ て い る マ ウ ス TAAR1コ ー ド 配 列 (Genbankア ク セ ッ シ ョ
ン 番 号 NM_053205、 SEQ ID NO:2)も し く は ヒ ト TAAR1コ ー ド 配 列 (Genbankア ク セ ッ シ ョ ン 番
号 NM_138327、 SEQ ID NO:1)、 ま た は pThy1-hsTAAR1お よ び pThy1-mmTaar1プ ラ ス ミ ド の 他
の エ レ メ ン ト に 基 づ い て 設 計 し 、 Microsynth AG(Balgach, Switzerland)か ら 入 手 し た 。
す べ て の 分 子 ク ロ ー ニ ン グ 技 術 は 、 本 質 的 に Smbrook et al. (Molecular Cloning: A lab
oratory manual. 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor)な
ら び に キ ッ ト お よ び 酵 素 の 供 給 業 者 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ヒ ト (hsTAAR1)お よ び マ ウ ス (mmTaar1)の コ ー ド 配 列 は 、 ゲ ノ ム C57BL/6 DNA(mmTaar1)ま
た は ク ロ ー ン 化 し た コ ー ド 配 列 pcDNA3.1-humTar01(hsTAAR1)か ら PCRに よ り 増 幅 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 5'-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 hTar1-tg-3c(SEQ ID NO:21)、 お よ び mTar1-tg-1c(SEQ ID NO:
27)は 、 XhoI部 位 、 コ ザ ッ ク 配 列 、 イ ン フ ル エ ン ザ 赤 血 球 凝 集 素 ウ イ ル ス の シ グ ナ ル 配 列
を コ ー ド す る 配 列 、 FLAGエ ピ ト ー プ タ グ 、 お よ び Met-Glyリ ン カ ー (図 1C、 図 2C)を 含 む よ
う に 設 計 し た 。 3'-オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 hTar1-tg-4nc(SEQ ID NO:22)、 お よ び mTar1-tg-
2nc(SEQ ID NO:28)は 終 止 コ ド ン の す ぐ 下 流 に XhoI部 位 を 導 入 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
・ hsTAAR1-PCR増 幅
　 全 容 量 20μ l中 、 0.5 ng/μ l鋳 型 DNA(pcDNA3.1-humTar01)、 300μ M dNTP(PCRヌ ク レ オ チ
ド ミ ッ ク ス , Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)、 1μ Mオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド huTar1-
tg-3c、 1μ Mオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド huTar1-tg-4nc、 1× PCRバ ッ フ ァ ー 3(Expand High Fideli
ty PCR Systemの 一 部 ;Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)、 0.075 U/μ l Expand Po
lymerase Mix(Expand High Fidelity PCR Systemの 一 部 ;Roche Diagnostics, Mannheim, 
Germany)を 以 下 の プ ロ ト コ ー ル で イ ン キ ュ ベ ー ト し た ： PCR Thermocycler MJ Research P
TC-200(MJ Research Inc., Watertown, USA)に お い て 、 94℃ ,2分 間 ； 10× (94℃ ,10秒 間 、
60℃ ,30秒 間 、 68℃ ,2分 間 )； 20× (94℃ ,10秒 間 、 60℃ ,30秒 間 、 68℃ ,2分 間 ＋ 15秒 間 /サ イ
ク ル )； 68℃ ,7分 間 ； ∞ 12℃ 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
・ mmTaar1-PCR増 幅
　 全 容 量 20μ l中 、 0.5 ng/μ l鋳 型 DNA(ゲ ノ ム C57BL/6 DNA)、 300μ M dNTP(PCRヌ ク レ オ チ
ド ミ ッ ク ス , Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)、 1μ Mオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド mTar1-t
g-1c、 1μ Mオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド mTar1-tg-2nc、 1× PCRバ ッ フ ァ ー 3(Expand High Fidelity
 PCR Systemの 一 部 ;Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)、 0.075 U/μ l Expand Poly
merase Mix(Expand High Fidelity PCR Systemの 一 部 ;Roche Diagnostics, Mannheim, Ge
rmany)を 以 下 の プ ロ ト コ ー ル で イ ン キ ュ ベ ー ト し た ： PCR Thermocycler MJ Research PTC
-200(MJ Research Inc., Watertown, USA)に お い て 、 94℃ ,2分 間 ； 10× (94℃ ,10秒 間 、 60
℃ ,30秒 間 、 68℃ ,2分 間 )； 20× (94℃ ,10秒 間 、 60℃ ,30秒 間 、 68℃ ,2分 間 ＋ 15秒 間 /サ イ ク
ル )； 68℃ ,7分 間 ； ∞ 12℃ 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー pCMVへ の ク ロ ー ニ ン グ
　 結 果 と し て 生 じ た 1.1kb PCR増 幅 産 物 を 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し 、 続 い
て StrataPrep PCR Purification Kit(Stratagene, La Jolla, CA, USA)に よ り 精 製 し た 。
精 製 後 の PCR産 物 は 、 次 い で pCMV PCR Cloning Kit(Invitorogen-Gibco, Carlsbad, CA, U
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SA)に お い て pCMVScriptベ ク タ ー の SrfI部 位 へ キ ッ ト 使 用 説 明 書 に 従 い サ ブ ク ロ ー ニ ン グ
し た 。 結 果 と し て 生 じ た ベ ク タ ー は 、 pCMV-mmTaar1お よ び pCMV-hsTAAR1で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 配 向 お よ び 配 列 は 、 表 1に 示 す オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い 、 BigDye Terminator v1.1 Cy
cle Sequencing Kit(Applied Biosystems)お よ び ABIPrism 310 Genetic Analyzerに よ り
シ ー ク エ ン シ ン グ し て 確 認 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 （ 表 １ ） pCMV-mmTaar1お よ び pCMV-hsTAAR1の シ ー ク エ ン シ ン グ 反 応
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ １ 】
　 SEQ ID NO:5～ 10の 配 列 に つ い て は 手 作 業 で 編 集 を 行 い 、 pCMVの ベ ク タ ー 配 列 に つ い て
は 省 略 し た 。 こ れ ら の 配 列 を 組 み 合 わ せ て 、 pCMV-hsTAAR1ベ ク タ ー (SEQ ID NO:3)の 正 し
い 配 列 を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 SEQ ID NO:11～ 16の 配 列 に つ い て は 手 作 業 で 編 集 を 行 い 、 pCMVの ベ ク タ ー 配 列 に つ い て
は 省 略 し た 。 こ れ ら の 配 列 を 組 み 合 わ せ て 、 pCMV-mmTaar1ベ ク タ ー (SEQ ID NO:4)の 正 し
い 配 列 を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
pThyベ ク タ ー へ の ク ロ ー ニ ン グ
　 ベ ク タ ー pCMV-mmTaar1お よ び pCMV-hsTAAR1を そ れ ぞ れ 用 い て 、 ベ ク タ ー pThy1-mmTaar1
お よ び pThy1-hsTAAR1を 作 製 し た 。 そ の た め に 、 pCMV-mmTaar1お よ び pCMV-hsTAAR1を XhoI
で 消 化 し 、 結 果 と し て 生 じ た Taar1コ ー ド 配 列 を 含 む 1.1kb断 片 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら 精 製
し た 。 そ の 後 、 断 片 を 、 制 限 酵 素 XhoIで 開 裂 し た ベ ク タ ー pThy1(図 1A； 図 2A； Richards, 
J.G., Higgins, G.A., Ouagazzal, A.M., Ozmen, L., Kew, J.N., Bohrmann, B., Malher
be, P., Brockhaus, M., Loetscher, H., Czech, C., Huber, G., Bluethmann, H., Jaco
bsen, H. and Kemp, J.A. (2003) J. Neurosci. 23(26), 8989-9003)に ラ イ ゲ ー シ ョ ン し
た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 結 果 と し て 生 じ た ベ ク タ ー pThy1-mmTaar1お よ び pThy1-hsTAAR1を 、 Thy1-2c(SEQ ID NO:
31)で の シ ー ク エ ン シ ン グ お よ び 制 限 酵 素 消 化 に よ り 確 認 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
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寄 託 デ ー タ ：
　 遺 伝 子 構 築 物 pThy1-mmTaar1を 含 む プ ラ ス ミ ド は 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 DSM17760と し て
、 2005年 11月 30日 の 発 効 寄 託 日 で 、 the Deutsche Sammlung von Microorganismen und Ze
llkulturen GmbH (DSMZ), Mascheroder Weg 1 b, D-38124 Braunschweig, Germanyに お い
て ブ ダ ペ ス ト 条 約 に 基 づ い て 寄 託 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 遺 伝 子 構 築 物 pThy1-hsTAAR1を 含 む プ ラ ス ミ ド は 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 DSM17761と し て
、 2005年 11月 30日 の 発 効 寄 託 日 で 、 the Deutsche Sammlung von Microorganismen und Ze
llkulturen GmbH (DSMZ), Mascheroder Weg 1 b, D-38124 Braunschweig, Germanyに お い
て ブ ダ ペ ス ト 条 約 に 基 づ い て 寄 託 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】

： ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 系 統 B6Tg(TAAR1)1お よ び B6-Tg(Taar1)2の 作 製
　 動 物 の す べ て の 取 扱 い は 、 動 物 研 究 に お け る ス イ ス 連 邦 お よ び 州 の 法 律 に 従 っ て 行 い 、
変 異 体 マ ウ ス の 作 製 お よ び 取 扱 い に つ い て の 許 可 は 、 Tierversuchgenehmigung No. 192を
以 て バ ー ゼ ル 市 の Kantonale Veterinaramtか ら 明 確 に 与 え ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 プ ラ ス ミ ド pThy1-mmTaar1お よ び pThy1-hsTAAR1を 、 NotIお よ び PvuIで 消 化 し 、 続 い て 、
Thy1プ ロ モ ー タ ー お よ び Taar1配 列 を 含 む 7.6kb断 片 を ゲ ル 精 製 し た 。 pThy1-mmTaar1お よ
び pThy1-hsTAAR1の こ れ ら の 断 片 は 、 受 精 し た C57BL/6卵 母 細 胞 の 前 核 へ 注 入 し 、 そ の 後 、
(Gene Targeting. 1999, Second Edition, The Practical Approach Series, Oxford Uni
versity Press, New York)お よ び Hogan, B., Beddington, R., Costantini, F., und Lac
y, E.(Manipulating the mouse ebryo. 1994, Second Edition, Cold Spring Harbor Pre
ss, Cold Spring Harbor)に 本 質 的 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 偽 妊 娠 の 仮 親 雌 の 卵 管 へ 移
し た 。 仮 親 雌 が 出 産 し た 子 孫 を 創 始 動 物 と み な し 、 ゲ ノ ム に お け る 個 々 の 導 入 遺 伝 子 の 存
在 に つ い て 分 析 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 そ の た め に 、 核 酸 精 製 用 の MagNApure LCシ ス テ ム (Roche Applied Science, Rotkreuz, 
Switzerland)を 製 造 会 社 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 用 い 、 成 体 動 物 の 尾 生 検 か ら ゲ ノ ム DNAを
単 離 し 、 PCRの 手 段 に よ り TAAR1導 入 遺 伝 子 の 存 在 に つ い て 分 析 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 遺 伝 子 構 築 物 「 Thy1-hsTAAR1」 を ゲ ノ ム に 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を B6-Tg(TAAR1)
と 称 し 、 遺 伝 子 構 築 物 「 Thy1-mmTaar1」 を ゲ ノ ム に 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を B6-Tg(
Taar1)2と 称 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
・ B6-Tg(TAAR1)の 遺 伝 子 型 判 定
　 全 容 量 20μ l中 、 0.5 ng/μ l尾 生 検 DNA、 200μ M dNTP(PCRヌ ク レ オ チ ド ミ ッ ク ス , Roche
 Diagnostics, Mannheim, Germany)、 1μ Mオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Thy1-2c(SEQ ID NO:31)、 1
μ Mオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド huTar1-757-n(SEQ ID NO:20)、 1× PCR反 応 バ ッ フ ァ ー (Roche Diag
nostics, Mannheim, Germany)、 0.05 U/μ l Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ (Roche Diagnostics, M
annheim, Germany)を 以 下 の プ ロ ト コ ー ル で イ ン キ ュ ベ ー ト し た ： PCR Thermocycler MJ R
esearch PTC-200(MJ Research Inc., Watertown, USA)に お い て 、 94℃ ,2分 間 ； 30× (94℃
,20秒 間 、 60℃ ,30秒 間 、 72℃ ,50秒 間 )； 72℃ ,7分 間 ； ∞ 12℃ 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
・ B6-Tg(Taar1)2の 遺 伝 子 型 判 定
　 全 容 量 20μ l中 、 0.5 ng/μ l尾 生 検 DNA、 200μ M dNTP(PCRヌ ク レ オ チ ド ミ ッ ク ス , Roche
 Diagnostics, Mannheim, Germany)、 1μ Mオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド mTar1-293-c、 1μ Mオ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド Thy1-5-nc(SEQ ID NO:32)、 1× PCR反 応 バ ッ フ ァ ー (Roche Diagnostics, Man
nheim, Germany)、 0.05 U/μ l Taq DNAポ リ メ ラ ー ゼ (Roche Diagnostics, Mannheim, Ger
many)を 以 下 の プ ロ ト コ ー ル で イ ン キ ュ ベ ー ト し た ： PCR Thermocycler MJ Research PTC-
200(MJ Research Inc., Watertown, USA)に お い て 94℃ ,2分 間 ； 30× (94℃ ,20秒 間 、 64℃ ,
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30秒 間 、 72℃ ,50秒 間 )； 72℃ ,7分 間 ； ∞ 12℃ 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 Sambrookら (1989)に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 標 準 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り PCR産
物 を 分 析 し た 。 遺 伝 子 型 判 定 の 例 と し て は 、 図 3を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 3匹 の 創 始 動 物 は 、 ヒ ト TAAR1構 築 物 の 挿 入 あ り と 同 定 さ れ 、 B6-Tg(TAAR1)1.6、 B6-Tg(T
AAR1)1.7、 お よ び B6-Tg(TAAR1)1.29と 称 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 3匹 の 創 始 動 物 は 、 マ ウ ス Taar1構 築 物 の 挿 入 あ り と 同 定 さ れ 、 B6-Tg(Taar1)2.15、 B6-T
g(Taar1)2.19、 お よ び B6-Tg(Taar1)2.27と 称 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 系 統 B6-Tg(TAAR1)1お よ び B6-Tg(Taar1)2の 脳 領 域 に お け る 、 ヒ
ト TAAR1発 現 お よ び マ ウ ス TAAR1発 現 そ れ ぞ れ の 半 定 量 的 分 析
　 同 定 し た 創 始 動 物 B6-Tg(TAAR1)1.6、 B6-Tg(TAAR1)1.7、 お よ び B6-Tg(TAAR1)1.29の 子 孫
を 、 構 築 物 Thy1-hsTAAR1に よ り コ ー ド さ れ る mRNAの 発 現 に つ い て 試 験 し た 。 同 定 し た 創 始
動 物 B6-Tg(Taar1)2.15、 B6-Tg(Taar1)2.19、 お よ び B6-Tg(Taar1)2.27の 子 孫 を 、 構 築 物 Th
y1-mm(Taar1)に よ り コ ー ド さ れ る mRNAの 発 現 に つ い て 試 験 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 構 築 物 Thy1-mm(Taar1)お よ び Thy1-hsTAAR1の 発 現 に つ い て 試 験 す る た め に 、 リ ア ル タ イ
ム PCRア ッ セ イ 法 を 用 い た 。 こ の た め に 、 マ ウ ス 脳 の 全 RNAを 単 離 し 、 cDNAへ 転 写 し 、 両 構
築 物 に 共 通 す る 合 成 N末 端 タ グ (図 1C、 図 2C)に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー お よ び プ ロ ー ブ の 組 み
合 わ せ を 用 い て リ ア ル タ イ ム PCRに よ り 検 出 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 Chomczynskiお よ び Sacchi(Single-step method of RNA isolation by acid guanidiniu
m thiocyanate-phenol-chloroform extraction, Anal. Biochem. 162(1987) 156-159)に
本 質 的 に 従 っ て 、 RNAを 組 織 試 料 か ら 調 製 し た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 6～ 8週 齢 の マ ウ ス を 屠
殺 し て 全 脳 を 取 り 出 し 、 Fast Prep FP120組 織 ホ モ ジ ナ イ ザ ー (Savant Instruments, Inc.
, Holbrook, N.Y.)を 設 定 6で 20秒 間 用 い て 、 Lysing Matrix Dチ ュ ー ブ 中 、 10× 容 量 の Tri
zol試 薬 (Invitrogen, Paisley, UK)に ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 ホ モ ジ ネ ー ト を 1/5容 量 の ク ロ
ロ ホ ル ム で 抽 出 し 、 そ の 後 、 2容 量 の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル を 用 い て 沈 澱 さ せ た 。 沈 澱 し た 全 R
NAを 80%エ タ ノ ー ル で 洗 浄 し 、 DEPC-H 2 Oに 溶 解 し た 。 さ ら に 、 RNase-Free DNase Set(Qiag
en, Hilden, Germany)を 用 い た カ ラ ム 上 で の デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 消 化 を 含 む RNeasy
 Mini Kit(Qiagen, Hilden, Germany)の RNeasy Miniの RNAク リ ー ン ア ッ プ 用 プ ロ ト コ ー ル
を 用 い て 全 RNA 100μ gを 精 製 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 cDNA合 成 に つ い て は 、 Omniscript Reverse Transcription Kit(Qiagen, Hilden, Germa
ny)を 製 造 会 社 の 使 用 説 明 書 に 従 っ て 用 い た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 全 RNA 2μ gを 、 1μ Mオ リ
ゴ (dT)15(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)、 0.5 mMの 各 dNTP(PCRヌ ク レ オ チ ド ミ
ッ ク ス , Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)、 1× バ ッ フ ァ ー RT(Qiagen, Hilden, G
ermany)、 10 U リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)
、 1μ l Omniscript逆 転 写 酵 素 (Qiagen, Hilden, Germany)の 全 容 量 20μ lに 混 合 し た 。 こ
の 反 応 混 合 物 を 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 リ ア ル タ イ ム PCRは 、 Quantitect Gene Expression Assay Handbook (Qiagen, Hilden, 
Germany)に よ る Custom designed Quantitect Gene Expression Assayを 用 い て 行 っ た 。 導
入 遺 伝 子 特 異 的 Quantitectカ ス タ ム ア ッ セ イ は 、 合 成 N末 端 タ グ を 検 出 す る よ う に 設 計 し
、 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー (SEQ ID NO:33)、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー (SEQ ID NO:34)、 お よ び FA
M標 識 プ ロ ー ブ (SEQ ID NO:35)か ら な る 。 対 照 と し て 、 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 マ ウ ス Arb
p(酸 性 リ ボ ソ ー ム リ ン タ ン パ ク 質 PO(Acidic ribosomal phosphoprotein PO))に 対 す る ヤ
キ マ イ エ ロ ー (Yakima Yellow)標 識 QuantiTect Endogenous Control Assay(Mm Arbp 1 YY 
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Quantitect Gene Expression Assay, Qiagen, Hilden, Germany)を 用 い た 。 QuantiTectプ
ロ ー ブ PCRマ ス タ ー ミ ッ ク ス 10μ l、 Quantitectア ッ セ イ ミ ッ ク ス 2μ lお よ び cDNA 2μ lを
、 DNA Engine Opticon 2(MJ Research Inc., Watertown, USA)に お け る 白 色 反 応 プ レ ー ト
に セ ッ ト し 、 以 下 の 温 度 プ ロ ト コ ー ル で リ ア ル タ イ ム PCRを 実 施 し た ： 95℃ ,15分 間 、 45×
(94℃ ,15秒 間 、 56℃ ,30秒 間 、 76℃ ,30秒 間 )。 C(T)値 は 、 Opticon monitor Software(MJ R
esearch Inc., Watertown, USA)を 用 い て 計 算 し た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 1つ の 実 験 の 結 果 を 表 2に ま と め て い る 。 こ の 実 験 に お い て 、 B6-Tg(TAAR1)1.6、 B6-Tg(T
AAR1)1.7、 B6-Tg(TAAR1)1.29、 B6-Tg(Taar1)2.15、 B6-Tg(Taar1)2.19、 お よ び B6-Tg(Taar
1)2.27の 各 系 統 2匹 の マ ウ ス 、 加 え て 野 生 型 マ ウ ス 2匹 を 屠 殺 し 、 cDNAを 上 記 の よ う に 生 成
し 、 導 入 遺 伝 子 特 異 的 Quantitectア ッ セ イ (Qiagen, Hilden, Germany)で は 各 マ ウ ス に 対
し て 2つ の PCR反 応 を 行 い 、 対 照 と し て 、 Arbp特 異 的 Quantitectア ッ セ イ で は 各 マ ウ ス に 対
し て 1つ の PCR反 応 を 行 っ た (表 2参 照 )。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 野 生 型 マ ウ ス 、 逆 転 写 酵 素 を 加 え て い な い 対 照 反 応 、 お よ び 水 の 対 照 か ら の C(T)値 は 、
検 出 の 閾 値 近 く か ま た は 閾 値 未 満 で 得 た C(T)値 で あ る (表 2)。 一 方 、 B6-Tg(TAAR1)1.7、 B6
-Tg(TAAR1)1.29、 B6-Tg(Taar1)2.19、 お よ び B6-Tg(Taar1)2.27系 統 は 、 C(T)値 が プ ラ ス ミ
ド の 陽 性 対 照 の 範 囲 内 で あ り (表 2)、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 構 築 物 が 発 現 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 （ 表 ２ ） mRNA転 写 産 物 の 存 在 に つ い て の 、 B6-Tg(TAAR1)1お よ び B6-Tg(Taar1)2マ ウ ス 脳
に 由 来 す る cDNAの リ ア ル タ イ ム PCR分 析 の 結 果
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
(C(T)： PCRサ イ ク ル の 数 ； nd： 測 定 せ ず )。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ４ 】
【 図 １ 】 プ ラ ス ミ ド pThy1-hsTAAR1(図 示 せ ず )に 組 み 入 れ ら れ た 遺 伝 子 構 築 物 huTAAR-TGの
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概 略 を 示 す 図 で あ る 。 脳 に お け る ヒ ト TAAR1 cDNAの 発 現 を 制 御 す る た め に 、 Thy1遺 伝 子 の
制 御 領 域 を 用 い た 。 図 1A： エ ク ソ ン 2お よ び エ ク ソ ン 4に 位 置 す る 1.5kbp BanI-XhoI断 片 が
XhoIク ロ ー ニ ン グ 部 位 で 置 換 さ れ 、 そ れ に よ り エ ク ソ ン 3を 欠 失 し て い る Thy1遺 伝 子 の 6.8
kb制 御 領 域 。 Thy1遺 伝 子 の 存 在 す る エ ク ソ ン (エ ク ソ ン 1、 エ ク ソ ン 2、 エ ク ソ ン 4)を 黒 色
で 示 す 。 図 1B： ヒ ト TAAR1 cDNA(hsTAAR1、 白 色 )を 含 む XhoI断 片 を 挿 入 す る た め に 、 Thy1
遺 伝 子 に お け る XhoI部 位 を 用 い た 。 ヒ ト TAAR1 cDNAは N末 端 タ グ と 融 合 さ せ た (FLAG、 斜 線
)。 図 1C： N末 端 タ グ を ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と し て お よ び 一 文 字 ア ミ ノ 酸 コ ー ド に し た そ の 翻
訳 物 と し て 示 す 。 コ ザ ッ ク 配 列 (小 文 字 )の 後 に 、 イ ン フ ル エ ン ザ 赤 血 球 凝 集 素 ウ イ ル ス の
シ グ ナ ル 配 列 (大 文 字 )、 FLAGエ ピ ト ー プ タ グ (大 文 字 、 下 線 )、 お よ び Met-Glyリ ン カ ー (大
文 字 、 イ タ リ ッ ク 体 )が 続 く 。
【 図 ２ 】 プ ラ ス ミ ド pThy1-mmTaar1(図 示 せ ず )に 組 み 入 れ ら れ た mmTAAR-TG構 築 物 の 概 略 を
示 す 図 で あ る 。 脳 に お け る マ ウ ス Taar1 cDNAの 発 現 を 制 御 す る た め に 、 Thy1遺 伝 子 の 制 御
領 域 を 用 い た 。 図 2A： エ ク ソ ン 2お よ び エ ク ソ ン 4に 位 置 す る 1.5kbp BanI-XhoI断 片 が XhoI
ク ロ ー ニ ン グ 部 位 で 置 換 さ れ 、 そ れ に よ り エ ク ソ ン 3を 欠 失 し て い る Thy1遺 伝 子 の 6.8kb制
御 領 域 。 Thy1遺 伝 子 の 存 在 す る エ ク ソ ン (エ ク ソ ン 1、 エ ク ソ ン 2、 エ ク ソ ン 4)を 黒 色 で 示
す 。 図 2B： マ ウ ス Taar1 cDNA(mmTaar1、 白 色 )を 含 む XhoI断 片 を 挿 入 す る た め に 、 Thy1遺
伝 子 に お け る XhoI部 位 を 用 い た 。 マ ウ ス Taar1 cDNAは N末 端 タ グ と 融 合 さ せ た (FLAG、 斜 線
)。 図 2C： N末 端 タ グ を ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と し て お よ び 一 文 字 ア ミ ノ 酸 コ ー ド に し た そ の 翻
訳 物 と し て 示 す 。 コ ザ ッ ク 配 列 (小 文 字 )の 後 に 、 イ ン フ ル エ ン ザ 赤 血 球 凝 集 素 ウ イ ル ス の
シ グ ナ ル 配 列 (大 文 字 )、 FLAGエ ピ ト ー プ タ グ (大 文 字 、 下 線 )、 お よ び Met-Glyリ ン カ ー (大
文 字 、 イ タ リ ッ ク 体 )が 続 く 。
【 図 ３ 】 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 系 統 な ら び に B6-Tg(TAAR1)1お よ び B6-Tg(Taar1)2の PCRの 手
段 に よ る 遺 伝 子 型 判 定 を 示 す 図 で あ る 。 導 入 遺 伝 子 の 存 在 に つ い て DNAを 分 析 し 、 動 物 の
そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 型 を 示 す 。 分 子 量 標 準 と し て マ ー カ ー XIV(Roche)を 用 い た 。 図 3A： B6-T
g(Taar1)2： マ ウ ス 尾 生 検 に お け る Thy1-mmTaar1配 列 の 存 在 を 検 出 す る た め の PCR反 応 の 臭
化 エ チ ジ ウ ム 染 色 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 。 M： マ ー カ ー XIV、 1： マ ウ ス 生 検 9、 2： マ ウ ス 生 検 10
、 3： 陽 性 対 照 、 4： 陰 性 対 照 。 図 3B： B6-Tg(TAAR1)1： マ ウ ス 尾 生 検 に お け る Thy1-hsTaar
1配 列 の 存 在 を 検 出 す る た め の PCR反 応 の 臭 化 エ チ ジ ウ ム 染 色 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 。 M： マ ー カ
ー XIV、 1： マ ウ ス 生 検 34、 2： マ ウ ス 生 検 35、 3： 陽 性 対 照 、 4： 陰 性 対 照 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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【 配 列 表 】
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