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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号４で表されるポリペプチドと少なくとも９０％の配列同一性をもつ、味覚刺激
に応答するＴ１Ｒ３味覚受容体ポリペプチドをコードする核酸。
【請求項２】
　配列番号４で表されるポリペプチドと少なくとも９６％の配列同一性をもつ、味覚刺激
に応答するＴ１Ｒ３味覚受容体ポリペプチドをコードする、請求項１に記載の核酸。
【請求項３】
　配列番号４で表されるポリペプチドと少なくとも９７％の配列同一性をもつ、味覚刺激
に応答するＴ１Ｒ３味覚受容体ポリペプチドをコードする、請求項１に記載の核酸。　
【請求項４】
　配列番号４で表されるポリペプチドと少なくとも９８％の配列同一性をもつ、味覚刺激
に応答するＴ１Ｒ３味覚受容体ポリペプチドをコードする、請求項１に記載の核酸。　
【請求項５】
　配列番号４で表されるポリペプチドと少なくとも９９％の配列同一性をもつ、味覚刺激
に応答するＴ１Ｒ３味覚受容体ポリペプチドをコードする、請求項１に記載の核酸。
【請求項６】
　配列番号４で表されるポリペプチドと同一の、味覚刺激に応答するＴ１Ｒ３味覚受容体
ポリペプチドをコードする、請求項１に記載の核酸。
【請求項７】
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　味組織で発現しているポリペプチドをコードする、請求項１～６のいずれか１項に記載
の核酸。
【請求項８】
　請求項１～７のいずれか一項に記載の核酸を含むベクター。
【請求項９】
　請求項８に記載のベクターを含有する組換え細胞。
【請求項１０】
　バクテリア細胞、酵母細胞及び哺乳動物細胞から選択される請求項９に記載の組換え細
胞。
【請求項１１】
　ヒト細胞である請求項１０に記載の組換え細胞。
【請求項１２】
　配列番号４で表されるポリペプチドと少なくとも９０％の配列同一性をもつＴ１Ｒ３味
覚受容体ポリペプチドを発現している、請求項９、１０又は１１に記載の組換え細胞であ
って、
　該Ｔ１Ｒ３味覚受容体ポリペプチドが、味組織で発現して、味覚刺激に応答する、
組換え細胞。
【請求項１３】
　配列番号４で表されるポリペプチドと少なくとも９８％の配列同一性をもつＴ１Ｒ３味
覚受容体ポリペプチドを発現している、請求項９、１０又は１１に記載の組換え細胞であ
って、
　該Ｔ１Ｒ３味覚受容体ポリペプチドが、味覚刺激に応答する、
組換え細胞。
【請求項１４】
　請求項１～７のいずれか一項に記載の核酸によってコードされている単離されたＴ１Ｒ
３味覚受容体。
【請求項１５】
　Ｔ１Ｒ３味覚受容体ポリペプチドに結合することを介して、Ｔ１Ｒ３味覚受容体関連味
覚を調節する化合物を同定するアッセイ方法であって：
　（ｉ）　　請求項１～７のいずれか一項に記載の核酸によってコードされるＴ１Ｒ３味
覚受容体ポリペプチドを発現する組み換え細胞と接触させ；
　（ｉｉ）　該化合物が、該Ｔ１Ｒ３味覚受容体ポリペプチドに結合するかどうか同定し
；及び
　（ｉｉｉ）該Ｔ１Ｒ３味覚受容体ポリペプチドに結合する同定された化合物の、ヒト味
認識に対する効果を評価することを含む、
上記方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　　（関連出願）
　本出願は、以下の仮出願に関連する：米国第６０／１８７，５４６号、２０００年３月
７日出願、標題「新規味覚受容体とこれをコードする遺伝子」、ゾズリア（Ｚｏｚｕｌｙ
ａ）とアドラー（Ａｄｌｅｒ）；米国第６０／１９５，５３６号、２０００年４月７日出
願、標題「哺乳動物味覚受容体とヒトオルソログ（ｏｒｔｈｏｌｏｇ）」、アドラー（Ａ
ｄｌｅｒ）；米国第６０／２０９，８４０号、２０００年６月６日出願、標題「新規味覚
受容体とこれをコードする遺伝子」、ゾズリア（Ｚｏｚｕｌｙａ）とアドラー（Ａｄｌｅ
ｒ）、米国第６０／２１４，２１３号、２０００年６月２３日出願、標題「新規味覚受容
体とこれをコードする遺伝子」、ゾズリア（Ｚｏｚｕｌｙａ）とアドラー（Ａｄｌｅｒ）
；米国第６０／２２６，４４８号、２０００年８月１７日出願、標題「新規味覚受容体と
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これをコードする遺伝子」、ゾズリア（Ｚｏｚｕｌｙａ）とアドラー（Ａｄｌｅｒ）、お
よび米国第６０／２５９，２２７号、２００１年１月３日出願、標題「Ｔ１Ｒ味覚受容体
とこれをコードする遺伝子」、アドラー（Ａｄｌｅｒ）、スタスゼウスキー（Ｓｔａｓｚ
ｅｗｓｋｉ）とオコネル（Ｏ’Ｃｏｎｎｅｌｌ）（これらはすべて、参照することにより
本明細書に組み込まれる）。
【０００２】
発明の背景
　　（発明の分野）
　本発明は、新たに同定された哺乳動物の化学的感覚Ｇタンパク質結合受容体（ｃｈｅｍ
ｏｓｅｎｓｏｒｙ　Ｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ－ｃｏｕｐｌｅｄ　ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ）、その
ような受容体のファミリー、および該受容体をコードする遺伝子とｃＤＮＡに関する。さ
らに詳しくは本発明は、味覚シグナル伝達活性のある新たに同定された哺乳動物の化学的
感覚Ｇタンパク質結合受容体、そのような受容体のファミリー、該受容体をコードする遺
伝子とｃＤＮＡ、および味覚モジュレーター（ｔａｓｔｅ　ｍｏｄｕｌａｔｏｒｓ）の分
析と発見におけるこのような受容体、遺伝子、およびｃＤＮＡの使用法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　　（関連分野の説明）
　味覚系は、外部世界の化学組成についての感覚的情報を提供する。味覚伝達は、動物の
化学的に開始される感覚の最も複雑な型である。現在味覚が誘発される機構はあまり理解
されていない。例えば、非特許文献１及び２を参照されたい。味覚シグナル伝達は、単純
な後生動物から最も複雑な脊椎動物まで動物界全体で見られる。味覚は、明確なシグナル
伝達経路が関与すると考えられている。これらの経路は、受容体（すなわち、代謝調節型
（ｍｅｔａｂｏｔｒｏｐｉｃ）または変力作用型（ｉｏｎｏｔｒｏｐｉｃ）受容体）によ
り仲介されると考えられている。味覚受容体を発現する細胞は、ある化学的刺激を受ける
と、分極して活動電位を発生することにより誘発を必要し、これが感覚を引き起こすと考
えられる。この事象が、味覚求心性ニューロンシナプスで神経伝達物質の放出を引き起こ
し、こうして味覚の認識を仲介する神経経路に沿ったシグナル伝達を開始させると考えら
れる。例えば、非特許文献３を参照されたい。
【０００４】
　従って味覚受容体は、特異的な味覚を誘発する分子を特異的に認識する。これらの分子
は、以後「味覚物質（ｔａｓｔａｎｔｓ）」とも呼ぶ。多くの味覚受容体は、７－膜貫通
受容体スーパーファミリー（非特許文献４及び５）に属し、これらはまた、Ｇタンパク質
結合受容体（ＧＰＣＲ）としても知られている。他の味覚は、チャネルタンパク質により
仲介されると考えられている。Ｇタンパク質結合受容体は、多くの生理機能（例えば、内
分泌機能、外分泌機能、心拍、脂質分解、炭水化物代謝、および膜貫通シグナル伝達）を
制御する。多くのこのような受容体の生化学的分析と分子クローニングにより、これらの
受容体の機能に関する多くの基本的原理が明らかになっている。
【０００５】
　例えば、特許文献１は、リガンドがＧＰＣＲに結合すると、どのように受容体がコンフ
ォメーション変化を受けて、Ｇタンパク質が活性化されるか説明している。Ｇタンパク質
は、３つのサブユニットからなる：グアニルヌクレオチド結合性のαサブユニット、βサ
ブユニット、およびγサブユニット。Ｇタンパク質は、αサブユニットにＧＤＰまたはＧ
ＴＰが結合しているかによって、２つの型の間で行き来する。ＧＤＰが結合すると、Ｇタ
ンパク質はヘテロトリマー（Ｇαβγ複合体）として存在する。ＧＴＰが結合すると、α
サブユニットはヘテロトリマーから解離し、Ｇβγ複合体が残る。Ｇαβγ複合体が細胞
膜中で、活性化Ｇタンパク質結合受容体と機能的に結合すると、結合ＧＤＰとのＧＴＰの
交換速度が上昇し、Ｇαβγ複合体からの結合Ｇαサブユニットの解離速度が上昇する。
すなわち、遊離のＧαサブユニットとＧβγ複合体は、種々のシグナル伝達経路の下流の
成分にシグナルを伝達することができる。これらの事象は、多くの異なる細胞シグナル伝



(4) JP 5903078 B2 2016.4.13

10

20

30

40

50

達現象（例えば、味および／または臭いのような神経的感覚の認識として同定されるシグ
ナル伝達現象）の基礎をなす。
【０００６】
　哺乳動物は、５つの基本的な味の感覚（甘味、苦味、酸味、塩味、および旨味（グルタ
ミン酸ナトリウムの味））を有すると考えられている。例えば、非特許文献６－９を参照
されたい。動物における無数の生理的研究により、味覚受容体細胞は、異なる化学刺激に
対して選択的に応答するらしいことが証明されている。例えば、非特許文献１０－１３を
参照されたい。
【０００７】
　哺乳動物では、味覚受容体細胞は集合して味蕾（ｔａｓｔｅ　ｂｕｄｓ）になり、これ
は、舌の上皮の異なる乳頭突起中に分泌している。舌の一番奥にある有郭乳頭は、数十万
の味蕾を含む。これに対して、舌の外側後端に局在化している葉状乳頭は、数千の味蕾を
含む。さらに、舌の前面に局在化している茸状乳頭は、わずかに１つまたは数個の味蕾し
か含まない。
【０００８】
　各味蕾は、種によって、５０～１５０個の細胞を含有し、前駆細胞、支持細胞、および
味覚受容体細胞を含む。例えば非特許文献１４を参照されたい。受容体細胞は、脳幹と視
床のシナプスを介して、皮質の味覚中心に情報を伝達する求心性神経末端により、その基
部で刺激される。味覚細胞シグナル伝達と情報処理の機構を解明することは、味の感覚の
機能、制御、および認識を理解するのに重要である。
【０００９】
　味覚細胞機能の精神物理学や生理学についてはかなりわかっているが、その感覚シグナ
ル伝達の応答を仲介する分子や経路についてはほとんど知られていない。新規な味覚受容
体と味覚シグナル伝達分子の同定と単離は、味覚シグナル伝達経路の化学的および遺伝的
調節の新しい方法を可能にするであろう。例えば、受容体およびチャネル分子が利用可能
なら、高親和性アゴニスト、アンタゴニスト、逆アゴニスト、および味覚活性のモジュレ
ーターのスクリーニングが可能になるであろう。このような味調節化合物は、医薬品およ
び食品業界において、種々の消費者製品の味を改良したり、またはある医薬品の好ましく
ない味を阻止したりするのに、有用であろう。
【００１０】
　現在、多くのヒトや他の真核生物の化学的感覚受容体の完全なまたは部分的配列が知ら
れている。例えば、非特許文献１５及び１６を参照されたい。また、特許文献２－７を参
照されたい。リガンド－受容体相互作用およびさらに詳しくは味覚物質－受容体相互作用
の複雑さのため、リガンド－受容体認識に関する情報が欠如している。本発明は一部は、
化学的感覚受容体と化学刺激との相互作用をさらに理解することの必要性を示している。
本発明はまた、新規の化学的感覚受容体、および味覚のような化学的感覚シグナル伝達を
調節するために使用できる分子を同定するための、そのような受容体、そのような受容体
をコードする遺伝子とｃＤＮＡの使用法を提供する。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１１】
【特許文献１】米国特許第５，６９１，１８８号
【特許文献２】ＥＰ０８６７５０８Ａ２
【特許文献３】ＵＳ５８７４２４３
【特許文献４】ＷＯ９２／１７５８５
【特許文献５】ＷＯ９５／１８１４０
【特許文献６】ＷＯ９７／１７４４４
【特許文献７】ＷＯ９９／６７２８２
【非特許文献】
【００１２】
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【非特許文献１】マルゴルスキー（Ｍａｒｇｏｌｓｋｅｅ）、ＢｉｏＥｓｓａｙｓ、１５
：６４５－５０（１９９３）.
【非特許文献２】アヴェネット（Ａｖｅｎｅｔ）ら、Ｊ．Ｍｅｍｂｒａｎｅ　Ｂｉｏｌ．
，１１２：１－８（１９８９）.
【非特許文献３】ローパー（Ｒｏｐｅｒ）、Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．，１２
：３２９－５３（１９８９）.
【非特許文献４】フーン（Ｈｏｏｎ）ら、Ｃｅｌｌ　９６：４５１（１９９９）.
【非特許文献５】アドラー（Ａｄｌｅｒ）ら、Ｃｅｌｌ　１００：６９３（２０００）.
【非特許文献６】カワムラ（Ｋａｗａｍｕｒａ）ら、「旨味入門：基本的な味（Ｉｎｔｒ
ｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｕｍａｍｉ：Ａ　Ｂａｓｉｃ　Ｔａｓｔｅ）」（１９８７）.
【非特許文献７】キンナモン（Ｋｉｎｎａｍｏｎ）ら、Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｐｈｙｓｉｏｌ
．，５４：７１５－３１（１９９２）.
【非特許文献８】リンダマン（Ｌｉｎｄｅｒｍａｎｎ）、Ｐｈｙｓｉｏｌ．Ｒｅｖ．，７
６：７１８－６６（１９９６）.
【非特許文献９】スチュアート（Ｓｔｅｗａｒｔ）ら、Ａｍ　Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．，２
７２：１－２６（１９９７）.
【非特許文献１０】アカバス（Ａｋａｂａｓ）ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４２：１０４７－
５０（１９８８）.
【非特許文献１１】ギルバートソン（Ｇｉｌｂｅｒｔｓｏｎ）ら、Ｊ．Ｇｅｎ．Ｐｈｙｓ
ｉｏｌ，１００：８０３－２４（１９９２）.
【非特許文献１２】バーンハート（Ｂｅｒｎｈａｒｄｔ）ら、Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．，４
９０：３２５－３６（１９９６）.
【非特許文献１３】カミングス（Ｃｕｍｍｉｎｇｓ）ら、Ｊ．Ｎｅｕｒｏｐｈｙｓｉｏｌ
．，７５：１２５６－６３（１９９６）
【非特許文献１４】リンダマン（Ｌｉｎｄｅｒｍａｎｎ）、Ｐｈｙｓｉｏｌ．Ｒｅｖ．，
７６：７１８－６６（１９９６）
【非特許文献１５】ピルペル・ワイ（Ｐｉｌｐｅｌ，Ｙ．）とランセット・ディー（Ｌａ
ｎｃｅｔ，Ｄ．）、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，８：９６９－９７７（１９９９）
【非特許文献１６】モンベーツ・ピー（Ｍｏｍｂａｅｒｔｓ　Ｐ．），Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ
．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．，２２：４８７－５０（１９９９）
【００１３】
　　（発明の要約）
　本発明は、Ｇタンパク質結合受容体の新規ファミリー、および該受容体をコードする遺
伝子とｃＤＮＡとに関する。この受容体は、甘味伝達に関与すると考えられているが、他
の味からのシグナルの伝達にも関与し得る。
【００１４】
　本発明は、哺乳動物（ヒトを含む）の味の知覚を表示する方法および／または予測する
方法を提供する。好ましくはこのような方法は、本明細書に開示の受容体と該受容体をコ
ードする遺伝子とを使用することにより行われる。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　この目的のために本発明の目的は、味の知覚活性がある哺乳動物のＧタンパク質結合受
容体（本明細書においてＴ１Ｒと呼ぶ）の新しいファミリーを提供することである。本発
明の別の目的は、味覚物質結合活性を保持しているこのようなＴ１Ｒの断片と変種を提供
することである。
【００１６】
　本発明のさらに別の目的は、そのようなＴ１Ｒ、その断片または変種をコードする核酸
配列または分子を提供することである。
【００１７】
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　本発明のさらに別の目的は、少なくとも１つの制御配列（例えば、プロモーター、エン
ハンサー、または正のまたは負の遺伝子転写および／または翻訳に関与する他の配列）に
機能的に連結した、そのようなＴ１Ｒ、その断片または変種をコードする核酸配列を含む
発現ベクターを提供することである。
【００１８】
　本発明のさらに別の目的は、そのようなＴ１Ｒ、その断片または変種の少なくとも１つ
を機能的に発現するヒトまたは非ヒト細胞を提供することである。
【００１９】
　本発明のさらに別の目的は、Ｔ１Ｒ融合タンパク質、またはそのようなＴ１Ｒの少なく
とも１つの少なくとも断片を含むポリペプチドを提供することである。
【００２０】
　本発明のさらに別の目的は、配列番号１、２、３、９、１１、１３、１５、１６、２０
よりなる群から選択される核酸配列に、少なくとも５０％、好ましくは７５％、８５％、
９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％同一である核酸配列を含むＴ１
Ｒポリペプチドをコードする単離された核酸分子、およびその保存的に改変された変種を
提供することである。
【００２１】
　本発明のさらに別の目的は、配列番号４、１０、１２、１４、１７よりなる群から選択
されるアミノ酸配列に、少なくとも３５～５０％、好ましくは６０％、７５％、８５％、
９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％同一であるアミノ酸配列を有す
るポリペプチドをコードする核酸配列を含む単離された核酸分子、およびその保存的に改
変された変種を提供することであり、該断片は、少なくとも２０、好ましくは４０、６０
、８０、１００、１５０、２００または２５０アミノ酸の長さである。場合により該断片
は、抗Ｔ１Ｒ抗体に結合する抗原性断片でもよい。
【００２２】
　本発明のさらに別の目的は、１０以下、好ましくは５、４、３、２または１個のアミノ
酸残基で変化がある、該断片の変種を含む単離されたポリペプチドを提供することである
。
【００２３】
　本発明のさらに別の目的は、そのようなＴ１Ｒ、その断片もしくは変種のアゴニストま
たはアンタゴニストを提供することである。
【００２４】
　本発明のさらに別の目的は、哺乳動物（ヒトを含む）の味の知覚を表示する方法、およ
び／または味の知覚を予測する方法を提供することである。好ましくはそのような方法は
、本明細書に開示のＴ１Ｒまたはその断片もしくは変種、およびＴ１Ｒまたはその断片も
しくは変種をコードする遺伝子を使用することにより行われる。
【００２５】
　本発明のさらに別の目的は、哺乳動物においてあらかじめ決められた味の知覚を誘発す
る新規分子または分子の組合せを提供することである。そのような分子または組成物は、
既知の分子または分子の組合せについて、哺乳動物の味の知覚の値を測定する；１つ以上
の未知の分子または分子の組合せについて哺乳動物の味の知覚の値を測定する；１つ以上
の未知の組成物についての哺乳動物の味の知覚の値を、１つ以上の既知の組成物について
の哺乳動物の味の知覚の値と比較する；哺乳動物のあらかじめ決められた味の知覚を誘発
する分子または分子の組合せを選択する；および２つ以上の未知の分子または分子の組合
せを組合せて、哺乳動物のあらかじめ決められた味の知覚を誘発する分子または分子の組
合せを生成することにより、生成することができる。組合せ工程は、哺乳動物のあらかじ
め決められた味の知覚を誘発する単一の分子または分子の組合せを与える。
【００２６】
　本発明のさらに別の目的は、哺乳動物が検出できる味の存在について１つ以上の化合物
をスクリーニングする方法であって、該１つ以上の化合物に、Ｔ１Ｒまたはその断片もし
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くは変種の少なくとも１つを接触させる工程を含んでなり、好ましくは哺乳動物はヒトで
ある、上記方法を提供する。
【００２７】
　本発明のさらに別の目的は、味を刺激する方法であって、本明細書に開示の複数のＴ１
Ｒまたはその断片もしくは変種のそれぞれ（好ましくはヒトＴ１Ｒ）について、Ｔ１Ｒが
味覚物質と相互作用する程度を確認する工程；およびそれぞれが１つ以上のＴ１Ｒとのす
でに確認された相互作用を有する複数の化合物を、味のプロフィールを模倣する受容体－
刺激プロフィールを提供する量で組合せる工程、とを含んでなる方法を提供する。味覚物
質とＴ１Ｒとの相互作用は、本明細書に記載の任意の結合またはレポーター測定法を使用
して決定することができる。次に、複数の化合物を組合せて混合物を形成する。必要であ
れば、この複数の化合物の１つ以上は、共有結合的に組合せることができる。組合せた化
合物は、味覚物質により実質的に刺激される受容体の少なくとも５０％、好ましくは６０
％、７０％、７５％、８０％、もしくは９０％、またはすべてを実質的に刺激する。
【００２８】
　本発明のさらに別の態様において、複数のＴ１Ｒまたはその断片もしくは変種に対して
複数の標準化合物を試験し、各Ｔ１Ｒが標準化合物と相互作用する程度を確認し、こうし
て各標準化合物について受容体刺激プロフィールを作成する方法が提供される。これらの
受容体刺激プロフィールは次に、リレーショナルデータベースにデータ保存媒体で保存し
てもよい。本方法はさらに、ある味の所望の受容体－刺激プロフィールを提供し；所望の
受容体刺激プロフィールをリレーショナルデータベースと比較し；そして所望の受容体－
刺激プロフィールと最もよく一致する標準化合物の１つ以上の組合せを確認することを含
んでなる。この方法はさらに、標準化合物を１つ以上の確認した組合せで組合せて、味を
模倣してもよい。
【００２９】
　本発明のさらに別の目的は、哺乳動物の特定の味覚物質の味の知覚を表示する方法であ
って、該脊椎動物のｎ個のＴ１Ｒのそれぞれの定量的刺激を示す値Ｘ1～Ｘn（ここで、ｎ
は２より大きいかまたは２である）を提供する工程；および該値から味の認識の定量的表
示を生成する工程とを含んでなる方法を提供する。Ｔ１Ｒは、本明細書に開示の味覚受容
体、その断片もしくは変種でもよく、表示は、ｎ次元空間中の点または容積でもよく、グ
ラフまたはスペクトルを構成してもよく、定量的表示のマトリックスを構成してもよい。
また提供工程は、複数の組換え産生したＴ１Ｒまたはその断片もしくは変種に、試験組成
物を接触させ、該組成物と該受容体との相互作用を定量測定することを含んでもよい。
【００３０】
　本発明のさらに別の目的は、哺乳動物の未知の味の知覚を与える１つ以上の分子または
分子の組合せにより生成する、哺乳動物の味の認識を予測する方法であって、該脊椎動物
のｎ個のＴ１Ｒのそれぞれの定量的刺激を示す値Ｘ1～Ｘn（ここで、ｎは、２より大きい
かまたは２である）を提供する工程；１つ以上の分子または分子の組合せについて、哺乳
動物の既知の味の知覚を生成する工程；および哺乳動物の既知の味の知覚を生成する１つ
以上の分子または分子の組合せについて、該値から哺乳動物の味の知覚の定量的表示を作
成して、該脊椎動物のｎ個のＴ１Ｒのそれぞれの定量的刺激を示す値Ｘ1～Ｘn（ここで、
ｎは２より大きいかまたは２である）を提供する工程；１つ以上の分子または分子の組合
せについて、哺乳動物の未知の味の知覚を生成する工程；および哺乳動物の未知の味の知
覚を生成する１つ以上の分子または分子の組合せについて、該値から哺乳動物の味の知覚
の定量的表示を生成する工程、および哺乳動物の未知の味の知覚を生成する１つ以上の分
子または分子の組合せについて、哺乳動物の味の知覚の定量的表示を、哺乳動物の既知の
味の知覚を生成する１つ以上の分子または分子の組合せについて、哺乳動物の味の知覚の
定量的表示と比較することにより、哺乳動物の未知の味の知覚を生成する１つ以上の分子
または分子の組合せが生成する哺乳動物の味の知覚を予測する工程を含んでなる、上記方
法を提供することである。この方法で使用されるＴ１Ｒは、本明細書に開示の味覚受容体
またはその断片もしくは変種を含んでもよい。
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【課題を解決するための手段】
【００３１】
　　（発明の詳細な説明）
　従って本発明は、味覚細胞特異的Ｇタンパク質結合受容体（「ＧＰＣＲ」）をコードす
る単離された核酸分子、およびこれがコードするポリペプチドを提供する。これらの核酸
分子とこれがコードするポリペプチドは、味覚細胞特異的ＧＰＣＲのＴ１Ｒファミリーで
ある。味覚細胞特異的ＧＰＣＲのＴ１Ｒファミリーのメンバーは、フーン（Ｈｏｏｎ）ら
、Ｃｅｌｌ　９６：５４１－５５１（１９９９）、ＷＯ００／０６５９２、およびＷＯ０
０／０６５９３（これらは、参照することにより本明細書に組み込まれる）で同定されて
いる。
【００３２】
　さらに詳しくは本発明は、味覚細胞特異的ＧＰＣＲの新規ファミリーをコードする核酸
を提供する。これらの核酸およびこれがコードする受容体は、味覚細胞特異的ＧＰＣＲの
「Ｔ１Ｒ」ファミリーのメンバーと呼ばれる。本発明の具体例において、Ｔ１Ｒファミリ
ーのメンバーは、ｒＴ１Ｒ３、ｍＴ１Ｒ３、ｈＴ１Ｒ３、およびｈＴ１Ｒ１を含む。理論
に拘束される訳ではないが、これらの味覚細胞特異的ＧＰＣＲは、味覚シグナル伝達経路
の成分であり、甘味物質および／または他の味の検出に関与しているかも知れないと考え
られている。
【００３３】
　さらに、Ｔ１Ｒファミリーメンバーは、他のＴ１Ｒファミリーメンバー、他の味覚細胞
特異的ＧＰＣＲ、またはこれらの組合せと一緒に作用して、化学感覚的味覚伝達を行うと
考えられる。例えば、Ｔ１Ｒ１とＴ１Ｒ３は、同じ味覚受容体細胞型により内で同時発現
され、２つの受容体が物理的に相互作用して、ヘテロダイマーの味覚受容体を形成すると
考えられる。あるいは、Ｔ１Ｒ１とＴ１Ｒ３は、いずれも独立に同じ型のリガンドに結合
し、その結合が一緒になると、特異的に知覚される味覚が生じる。
【００３４】
　これらの核酸は、味覚細胞中で特異的に発現されるため、味覚細胞の同定のための有用
なプローブを提供する。例えばＴ１Ｒポリペプチドとタンパク質のプローブを使用して、
葉状乳頭、有郭乳頭、および茸状乳頭中の味覚細胞、ならびに味覚帯（Ｇｅｓｃｈｍａｃ
ｋｓｔｒｅｉｆｅｎ）、口腔、胃腸上皮、および喉頭蓋に存在する味覚細胞を同定するこ
とができる。これらはまた、舌の味覚細胞と、脳の味覚中心に至る味覚感覚ニューロンと
の関係を解明する味覚地形図を作成するための手段としても機能するかも知れない。特に
、Ｔ１Ｒを検出する方法を使用して、甘味物質または他の特異的な味に対して感受性の味
覚細胞を同定することができる。さらに核酸およびこれがコードするタンパク質をプロー
ブとして使用して、味覚誘導挙動を分解することができる。また、ヒトＴ１Ｒをコードす
る遺伝子の染色体局在化を使用して、Ｔ１Ｒファミリーメンバーが引き起こしかつ関連す
る疾患、突然変異、および形質を同定することができる。
【００３５】
　本発明のＴ１Ｒタンパク質とポリペプチドをコードする核酸は、ＷＯ００／０３５３７
４に開示された方法（これは、参照することにより本明細書に組み込まれる）に従って、
遺伝子的に作成、増幅、合成、および／または組換え発現した種々の供給源から単離する
ことができる。
【００３６】
　本発明はまた、これらの新規味覚細胞特異的ＧＰＣＲのモジュレーター（例えばアクチ
ベーター、インヒビター、刺激物質、エンハンサー、アゴニスト、およびアンタゴニスト
）のスクリーニング法を提供する。味覚伝達のそのようなモジュレーターは、味覚シグナ
ル伝達経路の薬学的、化学的、および遺伝的調節に有用である。これらのスクリーニング
法を使用して、味覚細胞活性の高親和性アゴニストおよびアンタゴニストを同定すること
ができる。これらの調節化合物は、味の作成、例えば食品または薬品の甘味を調節するた
めに、食品医薬品業界で使用することができる。
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【００３７】
　すなわち本発明は、Ｔ１Ｒファミリーメンバーが、味覚伝達に対するモジュレーターの
作用の直接または間接的レポーター分子として作用する、味調節を検出かつ性状解析する
ための測定法を提供する。ＧＰＣＲは、例えば、インビトロ、インビボ、エクスビボでの
リガンド結合、イオン濃度、膜電位、電流、イオンフラックス、転写、シグナル伝達、受
容体－リガンド相互作用、第２メッセンジャー濃度を測定するための測定法で使用するこ
とができる。ある実施態様において、Ｔ１Ｒファミリーのメンバーは、緑の蛍光タンパク
質（ｇｒｅｅｎ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｐｒｏｔｅｉｎ）（例えば、ミスチリ（Ｍｉ
ｓｔｉｌｉ）とスペクター（Ｓｐｅｃｔｏｒ）、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｙ，１５：９６１－９６４（１９９７）を参照されたい）のような第２レポーター分子
への結合を介して、間接的レポーターとして使用することができる。別の実施態様におい
てＴ１Ｒファミリーメンバーは、細胞中で組換え法で発現され、ＧＰＣＲ活性を解する味
覚伝達の調節は、Ｃａ2+レベルおよび他の細胞内メッセージ（例えば、ｃＡＭＰ、ｃＧＭ
Ｐ、またはＩＰ３）の変化を測定することにより定量される。
【００３８】
　ある実施態様において、Ｔ１Ｒポリペプチドのドメイン（例えば、細胞外ドメイン、膜
貫通ドメイン、または細胞内ドメイン）は、異種ポリペプチドに融合されて、キメラポリ
ペプチド（例えば、ＧＰＣＲ活性を有するキメラポリペプチド）を形成する。そのような
キメラポリペプチドは、例えばＴ１Ｒポリペプチドのリガンド、アゴニスト、アンタゴニ
スト、または他のモジュレーターを同定するための測定法で有用である。さらにそのよう
なキメラポリペプチドは、リガンド結合特異性、制御モード、シグナル伝達経路、または
他のそのような性質を有する新規味覚受容体を作成するか、またはリガンド結合特異性、
制御モード、シグナル伝達経路などの新規組合せを有する新規味覚受容体を作成するのに
、有用である。
【００３９】
　ある実施態様においてＴ１Ｒポリペプチドは、原形質膜通過、成熟、および分泌経路を
介するターゲティングを促進する異種シャペロン配列とのキメラ受容体として、真核細胞
中で発現される。随時の異種配列は、ロドプシン配列（例えば、ロドプシンのＮ－末端断
片）でもよい。そのようなキメラＴ１Ｒ受容体は、任意の真核細胞（例えば、ＨＥＫ－２
９３細胞）で発現させることができる。好ましくは細胞は、Ｇタンパク質（例えば、Ｇα
１５またはＧα１６、または広範な化学的感覚ＧＰＣＲを細胞内シグナル伝達経路または
シグナル伝達タンパク質（例えば、ホスホリパーゼＣ）に対合させることができる他の型
の無差別的Ｇタンパク質を含む。そのような細胞中のそのようなキメラ受容体の活性化は
、任意の標準的方法を使用して検出でき、例えば細胞中のＦＵＲＡ－２依存性蛍光を検出
して細胞内カルシウムの変化を検出することができる。好適な宿主細胞が適切なＧタンパ
ク質を発現しないなら、これらを、例えば、米国特許出願第６０／２４３，７７０号（こ
れは参照することにより本明細書に組み込まれる）に記載のような無差別的Ｇタンパク質
をコードする遺伝子でトランスフェクションしてもよい。
【００４０】
　味覚伝達のモジュレーターの測定法には、インビトロリガンド結合測定法（Ｔ１Ｒポリ
ペプチド、その部分、すなわち細胞外ドメイン、膜貫通領域、もしくは組合せ、またはＴ
１Ｒファミリーメンバーの１つ以上のドメインを含むキメラタンパク質；Ｔ１Ｒポリペプ
チド、断片、または融合タンパク質を発現する卵母細胞または組織培養細胞を使用する）
；Ｔ１Ｒファミリーメンバーのリン酸化および脱リン酸化；リガンド結合測定法；電圧、
膜電位およびコンダクタンス変化；イオンフラックス測定法；ｃＧＭＰ、ｃＡＭＰおよび
イノシトール三リン酸のような細胞内第２メッセンジャーの変化；細胞内カルシウムレベ
ルの変化；および神経伝達物質放出がある。
【００４１】
　さらに本発明は、Ｔ１Ｒ核酸とタンパク質発現を検出する方法を提供し、味覚受容体細
胞の味覚伝達制御と具体的な同定の研究を可能にする。Ｔ１Ｒファミリーメンバーはまた
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、親子鑑定や法医学的調査のための有用な核酸プローブを提供する。Ｔ１Ｒ遺伝子はまた
、味覚受容体細胞（例えば、葉状乳頭、茸状乳頭中、有郭乳頭、味覚帯（ｇｅｓｃｈｍａ
ｃｋｓｔｒｅｉｆｅｎ）、および喉頭蓋受容体細胞）を同定するための核酸プローブとし
て有用である。Ｔ１Ｒ受容体はまた、味覚受容体細胞を同定するのに有用なモノクローナ
ル抗体やポリクローナル抗体を作成するのに使用することができる。味覚受容体細胞は、
ｍＲＮＡの逆転写酵素と増幅、総ＲＮＡまたはポリＡ＋ＲＮＡの単離、ノーザンブロッテ
ィング、ドットブロッティング、ｉｎ　ｓｉｔｕ　ハイブリダイゼーション、ＲＮａｓｅ
保護、Ｓ１消化、プローブ結合ＤＮＡマイクロチップアレイ、ウェスタンブロットなどの
技術を使用して同定することができる。
【００４２】
　機能的にはＴ１Ｒポリペプチドは、関連する７つの膜貫通Ｇタンパク質結合受容体のフ
ァミリーを含み、これらは味覚伝達に関与すると考えられており、Ｇタンパク質と相互作
用して味覚シグナル伝達を仲介するかも知れない（例えば、フォング（Ｆｏｎｇ）、Ｃｅ
ｌｌ　Ｓｉｇｎａｌ，８：２１７（１９９６）；ボールドウィン（Ｂａｌｄｗｉｎ）、Ｃ
ｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．，６：１８０（１９９４）を参照されたい）。
構造的にはＴ１Ｒファミリーメンバーのヌクレオチド配列は、細胞外ドメイン、７つの膜
貫通ドメイン、および細胞質ドメインを含む関連ポリペプチドをコードするかも知れない
。他の種からの関連するＴ１Ｒファミリー遺伝子は、少なくとも約５０ヌクレオチドの長
さ、場合により１００、２００、５００、またはそれ以上の長さの領域にわたって、配列
番号１、２、３、９、１１、１３、１５、１６、２０、またはその保存的に改変された変
種と、少なくとも約５０％、および場合により６０％、７０％、８０％または９０％のヌ
クレオチド配列同一性を共有し、または少なくとも約２５アミノ酸の長さ、場合により５
０～１００アミノ酸の長さのアミノ酸領域にわたって、配列番号４、１０、１２、１４、
１７またはその保存的に改変された変種と、少なくとも約３５～５０％、および場合によ
り６０％、７０％、８０％、または９０％のアミノ酸の同一性を共有するポリペプチドを
コードする。
【００４３】
　Ｔ１Ｒファミリーメンバーに特徴的ないくつかの共通アミノ酸配列またはドメインも同
定されている。例えば、Ｔ１Ｒファミリーメンバーは典型的には、Ｔ１Ｒ共通配列１およ
び２（それぞれ、配列番号１８と１９）と、少なくとも約５０％、場合により５５％、６
０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％。９５～９９％、またはそれ以
上の同一性を有する配列を含む。これらの保存されたドメインは、同一性、特異的ハイブ
リダイゼーションもしくは増幅、またはドメインに対して作成された抗体の特異的結合に
より、Ｔ１Ｒファミリーのメンバーを同定するのに使用することができる。そのようなＴ
１Ｒ共通配列は、以下のアミノ酸配列を有する：
【００４４】
　Ｔ１Ｒファミリー共通配列１：（配列番号１８）
　　（ＴＲ）Ｃ（ＦＬ）（ＲＱＰ）Ｒ（ＲＴ）（ＳＰＶ）（ＶＥＲＫＴ）ＦＬ（ＡＥ）（
ＷＬ）（ＲＨＧ）Ｅ
　Ｔ１Ｒファミリー共通配列２：（配列番号１９）
　　（ＬＱ）Ｐ（ＥＧＴ）（ＮＲＣ）ＹＮ（ＲＥ）Ａ（ＲＫ）（ＣＧＦ）（ＶＬＩ）Ｔ（
ＦＬ）（ＡＳ）（ＭＬ）
【００４５】
　これらの共通配列は、本明細書に記載のＴ１Ｒポリペプチド中に見いだされるものを含
むが、他の生物からのＴ１Ｒファミリーメンバーは、本明細書に具体的に記載した共通配
列と約７５％の同一性を有する共通配列を含むことが期待される。
【００４６】
　Ｔ１Ｒヌクレオチドとアミノ酸配列の特定の領域は、Ｔ１Ｒファミリーメンバーの多型
性変種、種間同族体、および対立遺伝子を同定するのに使用される。この同定は、ストリ
ンジェントなハイブリダイゼーション条件下で、またはＰＣＲ（例えば、上記のＴ１Ｒ共
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通配列をコードするプライマーを使用して）によりインビトロで行われるか、または他の
ヌクレオチド配列との比較のためにコンピューターシステムの配列情報を使用して行うこ
とができる。単一の種の集団内のＴ１Ｒ遺伝子の異なる対立遺伝子もまた、対立遺伝子配
列の差が、集団のメンバーの間の味の知覚の差に相関するかどうかを決定するのに有用で
あろう。古典的なＰＣＲ型の増幅とクローニング法は、例えば縮重プライマーが、種間の
関連遺伝子を検出するのに充分な場合、一般に単一の種内のＴ１Ｒファミリーのパラロガ
ス（ｐａｒａｌｏｇｏｕｓ）メンバーより相対的同一性のレベルが高いオルソログ（ｏｒ
ｔｈｏｌｏｇ）を単離するのに有用である。
【００４７】
　例えば、縮重プライマーＳＡＰ０７７（配列番号５）とＳＡＰ００７９（配列番号６）
を使用して、異なる哺乳動物のゲノムからＴ１Ｒ３遺伝子を増幅しクローン化することが
できる。これに対して、Ｔ１Ｒ３に関連する単一の種内の遺伝子は、配列パターン認識ソ
フトウェアを使用して関連配列を探すことにより、最もよく同定される。一般にＴ１Ｒフ
ァミリーメンバーの多型性変種と対立遺伝子の同定は、約２５個のアミノ酸またはそれ以
上、例えば５０～１００アミノ酸のアミノ酸配列を比較することにより行うことができる
。少なくとも約３５～５０％、場合により６０％、７０％、７５％、８０％、８５％、９
０％、９５～９９％、またはそれ以上のアミノ酸同一性は、あるタンパク質が、Ｔ１Ｒフ
ァミリーメンバーの多型性変種、種間同族体、または対立遺伝子であることを示す。配列
比較は、後述する任意の配列比較アルゴリズムを使用して行うことができる。Ｔ１Ｒポリ
ペプチドまたはその保存領域に特異的に結合する抗体はまた、対立遺伝子、種間同族体、
および多型性変種を同定するのに使用することができる。
【００４８】
　Ｔ１Ｒ遺伝子の多型性変種、種間同族体、および対立遺伝子は、推定Ｔ１Ｒポリペプチ
ドの味覚細胞特異的発現を調べることにより確認することができる。一般に本明細書に開
示のアミノ酸配列を有するＴ１Ｒポリペプチドは、推定Ｔ１Ｒポリペプチドとの比較にお
いて陽性対照として使用して、Ｔ１Ｒファミリーメンバーの多型性変種または対立遺伝子
の同定を証明することができる。多型性変種、対立遺伝子、および種間同族体は、Ｇタン
パク質結合受容体の７つの膜貫通構造を保持すると推測される。さらなる詳細については
、関連するＴ１ＲファミリーメンバーであるＧＰＣＲ－Ｂ３ｓを開示するＷＯ００／０６
５９２を参照されたい（この内容は、本開示に一致する形で参照することにより本明細書
に組み込まれる）。ＧＰＣＲ－Ｂ３受容体は、本明細書でｒＴ１Ｒ１およびｍＴ１Ｒ１と
呼ぶ。さらに、関連するＴ１ＲファミリーメンバーであるＧＰＣＲ－Ｂ４ｓを開示するＷ
Ｏ００／０６５９３を参照されたい（この内容は、本開示に一致する形で参照することに
より本明細書に組み込まれる）。ＧＰＣＲ－Ｂ４は、本明細書でｒＴ１Ｒ２およびｍＴ１
Ｒ２と呼ぶ。
【００４９】
　Ｔ１Ｒファミリーメンバーのヌクレオチドおよびアミノ酸配列情報はまた、コンピュー
ターシステムで味覚細胞特異的ポリペプチドのモデルを作成するのに使用してもよい。次
にこれらのモデルを使用して、Ｔ１Ｒ受容体タンパク質を活性化または阻害することがで
きる化合物を同定することができる。次にＴ１Ｒファミリーメンバーの活性を調節するそ
のような化合物を使用して、味覚伝達におけるＴ１Ｒ遺伝子と受容体の役割を調べること
ができる。
【００５０】
　本発明はまた、Ｔ１Ｒポリペプチドと相互作用するかおよび／またはこれを調節する分
子を同定するための、測定法、好ましくは高処理能力測定法を提供する。多くの測定法に
おいて、Ｔ１Ｒファミリーメンバーの特定のドメイン（例えば、細胞外、膜貫通、細胞内
ドメインまたは領域）が使用される。多くの実施態様において、細胞外ドメイン、膜貫通
領域またはこれらの組合せは固体基質に結合され、例えばリガンド、アゴニスト、アンタ
ゴニスト、またはＴ１Ｒポリペプチドに結合するかまたはその活性を調節する任意の他の
分子を単離するのに使用される。
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【００５１】
　本発明のある態様において、Ｔ１Ｒファミリーの新しいヒトＧＰＣＲ遺伝子（ｈＴ１Ｒ
３と呼ぶ）が提供される。ｈＴ１Ｒ３遺伝子は、ジーンバンク（ＧｅｎＢａｎｋ）のＨＴ
ＧＳ部門を含むヒトゲノム配列データベースから同定された。ｈＴ１Ｒ３のヌクレオチド
と概念的に翻訳されたアミノ酸配列を、配列番号１～４に示す。ｈＴ１Ｒ３受容体は、ラ
ット味覚受容体ｒＴ１Ｒ１候補（受け入れ番号ＡＦ１２７３８９）との配列類似性により
、部分的に配列決定されたＢＡＣゲノムクローンＲＰ５－８９０Ｏ３（データベース受け
入れ番号ＡＬ１３９２８７）中で同定された。比較すると、予測されたｈＴ１Ｒ３とｒＴ
１Ｒタンパク質配列の間の対の同一性は、約３４％である。ＧＰＣＲファミリーＣ（これ
は、カルシウム検知受容体、推定Ｖ２Ｒフェロモン受容体、ＧＡＢＡ－Ｂ受容体、サカナ
味覚受容体、および代謝調節型グルタミン酸を含む）の追加のメンバーとの配列比較は、
ｈＴ１Ｒ３が、Ｔ１Ｒ１と第２のラット味覚受容体候補（ｒＴ１Ｒ２、受け入れ番号ＡＦ
１２７３９０）により定義されるファミリーＣサブグループに属する可能性があることを
示す。
【００５２】
　本発明はまた、ラット味覚受容体（ｒＴ１Ｒ１と呼ぶ）のヒトオルソログ（ｈＴ１Ｒ１
と呼ぶ）を提供する。ｒＴ１Ｒ１とｈＴ１Ｒ１の遺伝子産物は、約７４％同一である。マ
ウス遺伝子ｍＴ１Ｒ１が報告されており（フーン（Ｈｏｏｎ）ら、Ｃｅｌｌ　９６：５４
１－５５１（２０００）を参照）、ｈＴ１Ｒ１を含有する間隔に同族な染色体間隔にマッ
ピングされる。ヌクレオチドと概念的に翻訳されたｈＴ１Ｒ１配列は、配列番号１５と１
６として本明細書に記載されている。
【００５３】
　特定の理論に拘束されるつもりはないが、受容体のＴ１Ｒファミリーは、Ｓａｃ遺伝子
座（甘味に影響を与える第４染色体の近位端上の遺伝子座）へのｍＴ１Ｒ３の結合により
、甘味伝達に関与していると予測される。ヒトＴ１Ｒ３はまた、１ｐ３６．２－１ｐ３６
．３３（ＳａｃとＴ１Ｒ１を含有するマウス間隔と保存されたシンテニイ（ｓｙｎｔｅｎ
ｙ）を示す領域）に局在化していると報告されている。しかし、Ｔ１Ｒ受容体は、他の味
（例えば、苦み、旨味、および塩味）を仲介するかも知れない。
【００５４】
　本発明の範囲内にある種々の保存突然変異および置換が企図される。例えば組換え遺伝
子技術の公知のプロトコール（ＰＣＲ、遺伝子クローニング、ｃＤＮＡの部位特異的突然
変異誘発、宿主細胞のトランスフェクション、およびインビトロ転写を含む）を使用して
、アミノ酸置換を行うことは、当業者の技術レベル内であろう。次に変種を、味覚細胞特
異的ＧＰＣＲ機能活性についてスクリーニングできるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００５５】
【図１】ｉｎ　ｓｉｔｕ　ハイブリダイゼーションによるマウス有郭乳頭の味蕾中のＴ１
Ｒ３遺伝子発現を示す、凍結したマウスの舌の凍結切片である。選択したＴ１Ｒ３発現味
覚受容体細胞を、矢印で示す。
【発明を実施するための形態】
【００５６】
Ａ．Ｔ１Ｒポリペプチドの同定と性状解析
　本発明のＴ１Ｒタンパク質とポリペプチドのアミノ酸配列は、コード核酸配列の推定翻
訳により同定することができる。これらの種々のアミノ酸配列とコード核酸配列は、多く
の方法により、互いにまたは他の配列と比較される。
【００５７】
　例えば、配列比較において、一般に１つの配列は、比較される試験配列に対して参照配
列として作用する。配列比較アルゴリズムを使用する時は、試験配列と参照配列は、コン
ピューターに入力され、必要であればサブ配列座標が設計され、そして配列アルゴリズム
のプログラムパラメータが設計される。ＢＬＡＳＴＮとＢＬＡＳＴＰプログラムについて
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後述するように、デフォールトのプログラムパラメータを使用することができるし、ある
いは代替パラメータを設計してもよい。次に配列比較アルゴリズムは、プログラムパラメ
ータに基づき、参照配列に対して試験配列の配列同一性パーセントを計算する。
【００５８】
　本明細書において「比較窓（ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｗｉｎｄｏｗ）」は、２０～６０
０、一般的に約５０～２００、さらに一般的には約１００～約１５０よりなる群から選択
される数の連続位置の任意の１つのセグメントを意味し、ここで、ある配列と参照配列が
最適に整列された後に、この配列が同じ数の連続位置について参照配列と比較される。比
較のための配列の整列法は、当該分野で公知である。比較のための配列の最適な整列は、
例えばスミス（Ｓｍｉｔｈ）とウォーターマン（Ｗａｔｅｒｍａｎ）、Ａｄｖ．Ａｐｐｌ
．Ｍａｔｈ．２：４８２（１９８１）の局所的相同性アルゴリズム、ニードルマン（Ｎｅ
ｄｄｌｅｍａｎ）とウンシュ（Ｗｕｎｓｃｈ）、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：４４３（
１９７０）の相同性整列アルゴリズム、ピアソン（Ｐｅａｒｓｏｎ）とリップマン（Ｌｉ
ｐｍａｎ）、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５：２４４４（１９８
８）の類似性検索法、これらのアルゴリズムのコンピューター実施（ウィスコンシンジェ
ネティクスソフトウェアパッケージ（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｓｏｆｔ
ｗａｒｅ　Ｐａｃｋａｇｅ）のＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、ＦＡＳＴＡ、およびＴＦＡＳＴ
Ａ、ジネティクスコンピューターグループ（Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｃｏｍｐｕｔｅｒ　Ｇｒ
ｏｕｐ）、５７５　サイエンスディーアール（Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｄｒ．）、マジソン（Ｍ
ａｄｉｓｏｎ）、ウィスコンシン州）、または手動の整列と視覚的検査（例えば、「分子
生物学の現代のプロトコール（Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ）。（アウスベル（Ａｕｓｕｂｅｌ）ら編、１９９５増刊を参
照）により行うことができる。
【００５９】
　配列同一性パーセントと配列類似性パーセントを測定するのに適したアルゴリズムの好
適な例は、ＢＬＡＳＴとＢＬＡＳＴ２．０アルゴリズムであり、これらは、それぞれアル
チュル（Ａｌｔｓｃｈｕｌ）ら、Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：３３８９－３４０
２（１９７７）とアルチュル（Ａｌｔｓｃｈｕｌ）ら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：
４０３－４１０（１９９０）に記載されている。ＢＬＡＳＴ解析を行うためのソフトウェ
アは、ナショナルセンター・フォー・バイオテクノロジーインフォメーション（Ｎａｔｉ
ｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏ
ｎ）（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）から公に入手でき
る。このアルゴリズムは、まず疑問配列中の長さＷの短い単語を同定することにより高ス
コア配列対（ＨＳＰｓ）を同定し、これは、データベース配列中の同じ長さの単語と整列
させると、ある陽性値の閾値スコアＴに一致するかまたはこれを満足する。Ｔは、近傍単
語スコア閾値（アルチュル（Ａｌｔｓｃｈｕｌ）ら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅ
ｓ．２５：３３８９－３４０２（１９７７）とアルチュル（Ａｌｔｓｃｈｕｌ）ら、Ｊ．
Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１５：４０３－４１０（１９９０））と呼ぶ。これらの近傍単語ヒ
ットは、これらを含むより長いＨＳＰを見つけるための探索を開始する元になる。単語ヒ
ットは、累積整列スコアが増加する限り、各配列に沿って両方向に延長される。累積スコ
アは、ヌクレオチド配列について、パラメータＭ（一対の一致する残基についての報酬ス
コア；絶えず＞０）とＮ（一対の一致しない残基についての罰則スコア；絶えず＜０）を
使用して計算される。アミノ酸配列については、スコアリングマトリックスを使用して累
積スコアが計算される。各方向への単語ヒットの延長は、以下の時停止する：累積整列ス
コアが、最大到達値から量Ｘだけ落ちる時；１つ以上の負のスコアの残基整列の蓄積によ
り、累積スコアがゼロまたはそれ以下になる時；またはいずれかの配列の端に到達した時
。ＢＬＡＳＴアルゴリズムパラメータＷ、ＴおよびＸは、整列の感度と速度を決定する。
ＢＬＡＳＴＮプログラム（ヌクレオチド配列について）は、デフォールト値として、単語
長さ（Ｗ）が１１、予測値（Ｅ）が１０、Ｍ＝５、Ｎ＝－４、と両方の鎖の比較を使用す
る。アミノ酸配列については、ＢＬＡＳＴＰプログラムは、デフォールト値として、単語
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長さが３、そして予測値（Ｅ）が１０、およびＢＬＯＳＵＭ６２スコアリングマトリック
ス（ヘニコフ（Ｈｅｎｉｋｏｆｆ）とヘニコフ（Ｈｅｎｉｋｏｆｆ）、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ
ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８９：１０９１５（１９８９）を参照）整列（Ｂ）が５
０、予測値（Ｅ）が１０、Ｍ＝５、Ｎ＝－４、および両方の鎖の比較を使用する。
【００６０】
　有用なアルゴリズムの別の例は、ＰＩＬＥＵＰである。ＰＩＬＥＵＰは、一群の関連配
列から、進行性の対になった整列を使用して複数配列の整列を作成し、関係と配列同一性
パーセントを示す。これはまた、いわゆる「木」または「樹状図」をプロットして、整列
を作成するのに使用される集合関係を示す（例えば、図２を参照）。ＰＩＬＥＵＰは、フ
ェング（Ｆｅｎｇ）とドリトル（Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ）、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｅｖｏｌ．３５：
３５１－３６０（１９８７）の進行性整列法の単純化を使用する。使用される方法は、ヒ
ギンス（Ｈｉｇｇｉｎｓ）とシャープ（Ｓｈａｒｐ）、ＣＡＢＩＯＳ　５：１５１－１５
３（１９８９）が記載した方法に似ている。このプログラムは、３００配列まで整列する
ことができ、その各々の最大長さは５，０００ヌクレオチドまたはアミノ酸である。複数
整列法は、最もよく似た２つの配列の対になった整列で始まり、２つの整列配列の集団を
作成する。次にこの集団は、次の最も関連する配列または整列した配列の集団へ整列され
る。配列の２つの集団は、２つの個々の配列の対になった整列の単純な延長により整列さ
れる。最終整列は、一連の進行性の対になった整列により行われる。このプログラムは、
配列比較の領域の具体的な配列およびそのアミノ酸またはヌクレオチド座標を指定して、
プログラムパラメータを指定することにより行われる。ＰＩＬＥＵＰを使用して、参照配
列を他の試験配列と比較して、以下のパラメータを使用して配列同一性の関連パーセント
を決定する：デフォールトギャップ加重（３．００）、デフォールトギャップ長さ加重（
０．１０）、および加重末端ギャップ。ＰＩＬＥＵＰは、ＧＣＧ配列解析ソフトウェアパ
ッケージ、例えばバージョン７．０（デベロー（Ｄｅｖｅｒｅａｕｘ）ら、Ｎｕｃｌｅｉ
ｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１２：３８７－３９５（１９８４））から得られる。遺伝子に
コードされるのは、対応するオープンリーディングフレームの概念的な翻訳に由来する。
ＢＬＡＳＴＰアルゴリズムを使用して、これらのタンパク質配列を公の配列データベース
中のすべての既知のタンパク質と比較すると、Ｔ１Ｒファミリーのメンバーと強い相同性
が明らかになり、Ｔ１Ｒファミリー配列のそれぞれは、ファミリーの少なくとも１つの既
知のメンバーと、少なくとも約３５～５０％、および好ましくは少なくとも５５％、少な
くとも６０＆、少なくとも６５％、および最も好ましくは少なくとも７０％のアミノ酸同
一性を有した。
【００６１】
Ｂ．定義
　本明細書において特に明記しない場合は、以下の用語は記載の意味を有する。
【００６２】
　「味覚細胞（ｔａｓｔｅ　ｃｅｌｌ）」は、集合して群になり舌の味蕾（例えば、葉状
、茸状、および有郭細胞）を形成する神経上記細胞を含む（例えば、ローパー（Ｒｏｐｅ
ｒ）ら、Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．，１２：３２９－３５３（１９８９）を参
照）。味覚細胞はまた、口蓋や他の組織（例えば、食道および胃）中に見いだされる。
【００６３】
　「Ｔ１Ｒ」は、葉状細胞、茸状細胞、および有郭細胞のような味覚細胞、ならびに口蓋
や食道の細胞（例えば、フーン（Ｈｏｏｎ）ら、Ｃｅｌｌ，９６：５４１－５５１（１９
９９）、これは参照することにより本明細書に組み込まれる）中で発現されるＧタンパク
質結合受容体のファミリーの１つ以上のメンバーを意味する。このファミリーのメンバー
はまた、ＷＯ００／０６５９２中でＧＰＣＲ－Ｂ３およびＴＲ１と呼ばれ、ＷＯ００／０
６５９３中でＧＰＣＲ－Ｂ４およびＴＲ２と呼ばれる。ＧＰＣＲ－Ｂ３はまたｒＴ１Ｒ１
と呼ばれ、ＧＰＣＲ－Ｂ４はｒＴ１Ｒ２と呼ばれる。味覚受容体細胞はまた、形態（例え
ば、ローパー（Ｒｏｐｅｒ）、前述、を参照）に基づき、または味覚細胞中で特異的に発
現されるタンパク質の発現により、同定することができる。Ｔ１Ｒファミリーメンバーは



(15) JP 5903078 B2 2016.4.13

10

20

30

40

50

、甘味伝達の受容体として作用するか、種々の他の味を区別する能力を有する。
【００６４】
　「Ｔ１Ｒ」核酸は、「Ｇタンパク質結合受容体活性」を有する、例えば、細胞外刺激に
応答してＧタンパク質に結合し、ホスホリパーゼＣやアデニレートシクラーゼのような酵
素の刺激を介して、ＩＰ３、ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰおよびＣａ2+のような第２メッセンジャ
ーの産生を促進する（ＧＰＣＲの構造と機能の説明については、例えばフォング（Ｆｏｎ
ｇ）（前述）、およびボールドウィン（Ｂａｌｄｗｉｎ）（前述）を参照されたい）７つ
の膜貫通領域を有するＧＰＣＲのファミリーをコードする。単一の味覚細胞が、多くの異
なるＴ１Ｒポリペプチドを含有してもよい。
【００６５】
　従って「Ｔ１Ｒ」ファミリーという用語は、以下を有する多型性変種、対立遺伝子、突
然変異体、および種間同族体を意味する：（１）約２５アミノ酸、場合により５０～１０
０アミノ酸の窓にわたって、配列番号４、１０、１２、１４または１７と、少なくとも約
３５～５０％のアミノ酸配列同一性、場合により６０、７５、８０、８５、９０、９５、
９６、９７、９８または９９％のアミノ酸配列同一性を有する；（２）配列番号４、１０
、１２、１４または１７よりなる群から選択されるアミノ酸配列、およびその保存的に改
変された変種を含む、免疫原に対して作成された抗体に特異的に結合する；（３）配列番
号１、２、３、９、１１、１３、１５、１６、２０よりなる群から選択される配列、およ
びその保存的に改変された変種に、厳密性ハイブリダイゼーション条件下で特異的にハイ
ブリダイズする核酸分子（少なくとも約１００、場合により少なくとも約５００～１００
０ヌクレオチドのサイズを有する）によりコードされる；（４）配列番号４、１０、１２
、１４または１７よりなる群から選択されるアミノ酸配列と、少なくとも約３５～５０％
同一の配列を含む；または（５）配列番号７、８をコードする縮重プライマーセットと同
じ配列、およびその保存的に改変された変種に、厳密性ハイブリダイゼーション条件下で
特異的にハイブリダイズするプライマーにより増幅される。
【００６６】
　構造的にはいくつかの化学的感覚ＧＰＣＲは、「Ｎ末端ドメイン」；「細胞外ドメイン
」；７つの膜貫通領域を含む「膜貫通ドメイン」、および対応する細胞質性および細胞外
ループ；「細胞質ドメイン」と「Ｃ末端ドメイン」を有する（例えば、フーン（Ｈｏｏｎ
）ら、Ｃｅｌｌ，９６：５４１－５５１（１９９９）；バック（Ｂｕｃｋ）とアクセル（
Ａｘｅｌ）、Ｃｅｌｌ，６５：１７５－１８７（１９９１）を参照）。これらのドメイン
は、疎水性および親水性ドメイン（例えば、ストライアー（Ｓｔｒｙｅｒ）、「生化学（
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ）」（第３版、１９８８年）を参照）を同定する配列解析プロ
グラム；および多くのインターネットベースの配列解析プログラム（例えば、ｄｏｔ．ｉ
ｍｇｅｎ．ｂｃｍ．ｔｍｃ．ｅｄｕに見いだされるもの）のような、当業者に公知の方法
を使用して同定することができる。そのようなドメインは、キメラタンパク質の作成や、
本発明のインビトロ測定法（例えば、リガンド結合測定法）に有用である。
【００６７】
　従って「細胞外ドメイン」は、細胞膜から突き出て、細胞の細胞外表面に露出されるＴ
１Ｒポリペプチドのドメインを意味する。そのようなドメインは一般に、細胞の細胞外表
面に露出される「Ｎ末端ドメイン」を含み、場合により細胞の細胞外表面に露出される膜
貫通ドメインの細胞外ループの部分、すなわち膜貫通領域２と３の間のループ、膜貫通領
域４と５の間のループ、および膜貫通領域６と７の間のループを含む。
【００６８】
　「Ｎ末端ドメイン」領域は、Ｎ末端で開始し、膜貫通ドメインの開始部分に近い領域ま
で延長する。さらに詳しくは本発明のある実施態様において、このドメインはＮ末端で開
始し、アミノ酸５６３位の保存されたグルタミン酸の約２０アミノ酸前後で終わる。配列
番号４０のアミノ酸１～５８０に対応する領域は、わずかに膜貫通ドメインまで延長する
細胞外ドメインの具体例である。これらの細胞外ドメインは、インビトロリガンド結合測
定法（液相および固相を含む）に有用である。さらに後述の膜貫通領域はまた、細胞外ド
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メインと一緒になってリガンドに結合することができ、従ってインビトロリガンド結合測
定法に有用である。
【００６９】
　７つの「膜貫通領域」を含む「膜貫通ドメイン」は、原形質膜内に存在するＴ１Ｒポリ
ペプチドのドメインを意味し、対応する細胞質（細胞内）および細胞外ループを含有して
もよい。ある実施態様において、この領域は、ほぼアミノ酸５６３位の保存されたグルタ
ミン酸残基の２０アミノ酸前後で開始し、ほぼ８１２位の保存されたチロシンアミノ酸残
基の約１０アミノ酸前後で終わるＴ１Ｒファミリーメンバーのドメインに対応する。７つ
の膜貫通領域と細胞外および細胞質ループは、カイト（Ｋｙｔｅ）とドリトル（Ｄｏｏｌ
ｉｔｔｌｅ）、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，１５７：１０５－３２（１９８２）またはスト
ライヤー（Ｓｔｒｙｅｒ）（前述）に記載されたような標準的方法を使用して同定するこ
とができる。
【００７０】
　「細胞質ドメイン」は、細胞の内部に面するＴ１Ｒポリペプチドのドメイン、例えば膜
貫通ドメインの「Ｃ末端ドメイン」および膜貫通ドメインの細胞内ループ、例えば膜貫通
領域１と２の間の細胞内ループ、膜貫通領域３と４の間の細胞内ループ、および膜貫通領
域５と６の間の細胞内ループを意味する。「Ｃ末端ドメイン」は、最後の膜貫通ドメイン
の最後とタンパク質のＣ末端とにわたる領域であり、通常細胞質内に位置する。ある実施
態様においてこの領域は、８１２位の保存されたチロシンアミノ酸残基の約１０アミノ酸
前後で開始し、ポリペプチドのＣ末端まで続く。
【００７１】
　「リガンド結合領域」または「リガンド結合ドメイン」という用語は、受容体の少なく
とも細胞外ドメインを実質的に取り込んだ、化学的感覚受容体、特に味覚受容体由来の配
列を意味する。ある実施態様においてリガンド結合領域の細胞外ドメインは、Ｎ末端ドメ
インを含み、場合により膜貫通ドメインの部分（例えば、膜貫通ドメインの細胞外ループ
）を含む。リガンド結合領域は、リガンドおよびさらに詳しくは味覚物質に結合すること
ができる。
【００７２】
　「機能的作用」という用語は、Ｔ１Ｒファミリーメンバー介在性の味覚伝達を調節する
化合物を試験するための測定法において、直接または間接に受容体の作用下（例えば、機
能的、物理的、および化学的作用）にある任意のパラメータの測定を含む。これは、イン
ビトロ、インビボ、エクスビボの、リガンド結合、イオンフラックスの変化、膜電位、電
流、転写、Ｇタンパク質結合、ＧＰＣＲリン酸化または脱リン酸化、シグナル伝達、受容
体－リガンド相互作用、第２メッセンジャー濃度（例えば、ｃＡＭＰ、ｃＧＭＰ、ＩＰ３
、または細胞内Ｃａ2+）を含み、また他の生理的作用、例えば神経伝達物質もしくはホル
モン放出の増減を含む。
【００７３】
　測定法において「機能的作用を測定する」とは、直接または間接にＴ１Ｒファミリーメ
ンバーの影響下（例えば、機能的、物理的、および化学的に作用）にあるパラメータを増
減させる化合物の測定法を意味する。そのような機能的作用は、当業者に公知の任意の手
段、例えば分光特性（蛍光、吸光度、屈折率）、流体力学（例えば、形）、クロマトグラ
フィー、または溶解度、パッチクランピング、電圧感受性色素、全細胞電流、ラジオアイ
ソトープエフラックス、誘導性マーカー、卵母細胞Ｔ１Ｒ遺伝子発現の変化；組織培養細
胞Ｔ１Ｒ発現；Ｔ１Ｒ遺伝子の転写活性化；リガンド結合測定法；電圧、膜電位およびコ
ンダクタンス変化；イオンフラックス測定法；細胞内第２メッセンジャー（例えば、ｃＡ
ＭＰ、ｃＧＭＰ、およびイノシトール三リン酸（ＩＰ３））の変化；細胞内カルシウムレ
ベルの変化；神経伝達物質放出などにより測定することができる。
【００７４】
　Ｔ１Ｒ遺伝子またはタンパク質の「インヒビター」、「アクチベーター」および「モジ
ュレーター」は、味覚伝達（例えば、リガンド、アゴニスト、およびこれらの同族体と模
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倣物）のインビトロとインビボの測定法を使用して同定される、阻害性、活性化、または
調節分子と同義である。インヒビターは、例えば味覚伝達物質に、結合、部分的または完
全にその刺激を阻止、低下、防止、遅延活性化、不活性化、脱感作、またはダウンレギュ
レートする化合物（例えば、アゴニスト）である。アクチベーターは、例えば味覚伝達物
質に、結合、刺激、増加、開く、活性化、促進、活性化を増強、感作またはアップレギュ
レートする化合物（例えば、アゴニスト）である。モジュレーターは、アクチベーターま
たはインヒビター（例えば、エブネリン（ｅｂｎｅｒｉｎ）および疎水性担体ファミリー
の他のメンバー）に結合する細胞外タンパク質；Ｇタンパク質；キナーゼ（例えば、ロド
プシンキナーゼおよび受容体の脱活性化と脱感作に関与するベータアドレナリン作動性キ
ナーゼの同族体）；および受容体を脱活性化および脱感作するアレスチン（ａｒｒｅｓｔ
ｉｎｓ）、との受容体の相互作用を変化させる化合物を含む。モジュレーターは、Ｔ１Ｒ
ファミリーメンバーの遺伝的に改変されたもの、例えば活性が変化したもの、ならびに天
然に存在するリガンドおよび合成リガンド、アンタゴニスト、アゴニスト、小化学分子な
どを含んでよい。インヒビターやアクチベーターのそのような測定法には、例えば、細胞
または細胞膜中でＴ１Ｒファミリーメンバーを発現し、味覚物質（例えば、甘味物質）の
存在下または非存在下で推定モジュレーター化合物を適用し、次に前記したように味覚伝
達に対する機能的作用を測定することを含む。アクチベーター、インヒビター、またはモ
ジュレーター候補で処理されるＴ１Ｒファミリーメンバーを含む試料または測定法は、イ
ンヒビター、アクチベーター、またはモジュレーターを含まない対照試料と比較して、調
節の程度を調べる。対照試料（モジュレーターで処理されない）は、相対的Ｔ１Ｒ活性値
１００％を割り当てられる。Ｔ１Ｒの阻害は、対照に対するＴ１Ｒ活性値が約８０％、場
合により５０％または２５～０％の時、達成される。Ｔ１Ｒの活性化は、対照に対するＴ
１Ｒ活性値が、１１０％、場合により１５０％、場合により２００～５００％、または１
０００～３０００％以上の時、達成される。
【００７５】
　本明細書において「精製された」、「実質的に精製された」および「単離された」とい
う用語は、その自然状態では本発明の化合物が通常結合している他の異なる化合物を含ま
ない状態を意味し、従って「精製された」、「実質的に精製された」および「単離された
」被験物質は、ある試料の少なくとも０．５％、１％、５％、１０％、または２０％、お
よび最も好ましくは少なくとも５０％または７５％重量の大きさを含む。ある実施態様に
おいてこれらの用語は、ある試料の少なくとも９５％重量の大きさを含む本発明の化合物
を意味する。本明細書において核酸またはタンパク質について言及する時、「精製された
」、「実質的に精製された」および「単離された」という用語はまた、哺乳動物、特にヒ
トの体で通常存在する状態とは異なる精製または濃度状態を意味する。（１）他の結合構
造または化合物からの精製、または（２）哺乳動物、特にヒトの体では通常結合していな
い構造または化合物との結合を含む、哺乳動物、特にヒトの体で通常存在する状態より高
い精製程度または濃度は、「単離された」の意味に含まれる。前記の核酸もしくはタンパ
ク質、または核酸もしくはタンパク質のクラスは、当業者に公知の種々の方法や操作によ
り、単離されるか、または自然には通常結合していない構造または化合物と結合される。
【００７６】
　本明細書において「単離された」という用語は、ヌクレオチドまたはポリペプチドにつ
いて言及する時、哺乳動物、特にヒトの体で通常存在する状態とは異なる、精製または濃
度状態を意味する。（１）他の天然に存在する結合構造または化合物からの精製、または
（２）体内で通常結合していない構造または化合物との結合を含む、体内に通常存在する
状態より高い精製程度または濃度は、「単離された」の意味に含まれる。前記の核酸また
はポリペプチドは、当業者に公知の種々の方法や操作により、単離されるか、または自然
には通常結合していない構造または化合物と結合される。
【００７７】
　本明細書において「増幅する」および「増幅」という用語は、以下で詳述されるように
、組換え法でまたは天然に発現される核酸を作成または検出するための、任意の適当な増
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幅方法の使用を意味する。例えば本発明は、インビボまたはインビトロで、本発明の天然
に発現される（例えば、ゲノムまたはｍＲＮＡ）または組換え（例えば、ｃＤＮＡ）核酸
（例えば、本発明の味覚物質結合配列）を増幅（例えば、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ
）により）するための、方法と試薬（例えば、特異的縮重オリゴヌクレオチドプライマー
対）を提供する。
【００７８】
　「７－膜貫通受容体」という用語は、原形質膜を７回通過する７つのドメイン（従って
、７つのドメインは、「膜貫通」または「ＴＭ」ドメインＴＭＩ～ＴＭＶＩＩと呼ぶ）を
有する膜貫通タンパク質のスーパーファミリーに属するポリペプチドを意味する。嗅覚受
容体およびいくつかの味覚受容体のファミリーは、それぞれこのスーパーファミリーに属
する。７－膜貫通受容体ポリペプチドは、以下に詳述されるように、類似のおよび特徴的
な１次、２次、および３次構造を有する。
【００７９】
　「ライブラリー」という用語は、異なる核酸またはポリペプチド分子の混合物、例えば
組換え法で作成した化学的感覚、特に核酸を縮重プライマー対で増幅して作成した味覚受
容体リガンド結合ドメインのライブラリー、または増幅したリガンド結合ドメインを取り
込んだベクターの単離したコレクション、または味覚受容体をコードする少なくとも１つ
のベクターでそれぞれランダムにトランスフェクションした細胞の混合物を意味する。
【００８０】
　「核酸」または「核酸配列」という用語は、１本鎖または２本鎖型のデオキシリボヌク
レオチドまたはリボヌクレオチドオリゴヌクレオチドを意味する。この用語は、天然のヌ
クレオチドの既知の類似体を含有する核酸、すなわちオリゴヌクレオチドを包含する。こ
の用語はまた、合成骨格を有する核酸様構造を包含する（例えば、「オリゴヌクレオチド
と類似体、実際的アプローチ（Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ａｎａｌｏ
ｇｕｅｓ，ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ）」、エフ・エックスタイン（Ｆ
．Ｅｃｋｓｔｅｉｎ）編、オックスフォード大学出版（Ｏｘｆｏｒｆ　Ｕｎｉｖ．Ｐｒｅ
ｓｓ）（１９９１年）；「アンチセンス方策（Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｓｔｒａｔｅｇｉｅ
ｓ）」、Ａｎｎａｌｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅ
ｓ）、第６００巻、バセルガ（Ｂａｓｅｒｇａ）ら編（ＮＹＡＳ　１９９２年）；ミリガ
ン（Ｍｉｌｌｉｇａｎ）、Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．３６：１９２３－１９３７（１９９３
）；「アンチセンス研究と応用（Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　ａｎｄ　Ａｐ
ｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ）」（１９９３年、シーアールシープレス（ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ）
）、ＷＯ９７／０３２１１；ＷＯ９６／３９１５４；マタ（Ｍａｔａ）、Ｔｏｘｉｃｏｌ
．Ａｐｐｌ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．１４４：１８９－１９７（１９９７）；ストラウス－
ソウクップ（Ｓｔｒａｕｓｓ－Ｓｏｕｋｕｐ）、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　３６：８６
９２－８６９８（１９９７）；サムスタグ（Ｓａｍｓｔａｇ）、Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｎ
ｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｖ，６：１５３－１５６（１９９６）を参照）
。
【００８１】
　特に明記しない場合は、特定の核酸配列はまた、その保存的に改変された変種（例えば
、縮重コドン置換体）と相補配列を暗示的に、ならびに明示的に記載された配列を包含す
る。具体的には、縮重コドン置換は、例えば、１つ以上の選択されたコドンの第３の位置
を混合塩基および／またはデオキシイノシン残基で置換される配列を作成することにより
行われる（バツァー（Ｂａｔｚｅｒ）ら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，１９
：５０８１（１９９１）；オーツカ（Ｏｈｔｓｕｋａ）ら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，
２６０：２６０５－２６０８（１９８５）；ロッソリーニ（Ｒｏｓｓｏｌｉｎｉ）ら、Ｍ
ｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｐｒｏｂｅｓ，８：９１－９８（１９９４））。核酸という用語は、遺
伝子、ｃＤＮＡ、ｍＲＮＡ、オリゴヌクレオチド、およびポリヌクレオチドと同義で使用
される。
【００８２】
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　「ポリペプチド」、「ペプチド」および「タンパク質」という用語は、本明細書におい
て同義で使用され、アミノ酸残基のポリマーを意味する。この用語は、１つ以上のアミノ
酸残基が、対応する天然に存在するアミノ酸の人工的化学模倣物であるアミノ酸ポリマー
、ならびに天然に存在するアミノ酸ポリマー、および天然に存在しないアミノ酸ポリマー
に適用される。
【００８３】
　「原形質膜転位ドメイン」または単に「転位ドメイン」という用語は、ポリペプチドコ
ード配列のアミノ末端中に取り込まれると、ハイブリッド（「融合」）タンパク質を細胞
原形質膜に高い効率で「付き添う」または「転位させる」ことができるポリペプチドドメ
インを意味する。例えば、「転位ドメイン」は、ウシロドプシン受容体ポリペプチド（７
－膜貫通受容体）のアミノ末端から得られる。しかし哺乳動物からのロドプシンは、他の
転位促進配列と同様に使用可能である。すなわち転位ドメインは、７－膜貫通融合タンパ
ク質を原形質膜に転位させるのに特に効率的であり、アミノ末端転位ドメインを含むタン
パク質（例えば、味覚受容体ポリペプチド）は、ドメインが無い場合より効率的に原形質
膜に輸送されるであろう。しかし、ポリペプチドのＮ末端ドメインが結合活性があるなら
、他の転位ドメインの使用が好ましい。
【００８４】
　本明細書に記載の「転位ドメイン」、「リガンド結合ドメイン」、およびキメラ受容体
組成物はまた、例の配列に実質的に対応する構造と活性を有する「類似体」、または「保
存的変種」および「模倣物」（「ペプチド模倣物」）を含む。すなわち「保存的変種」ま
たは「類似体」または「模倣物」という用語は、本明細書に記載のように、その変化がポ
リペプチド（保存的変種）の構造および／または活性を実質的に改変しないように、修飾
アミノ酸配列を有するポリペプチドを意味する。これらには、アミノ酸配列の保存的に改
変された変種、すなわち、決定的に重要なアミノ酸の置換でさえ、構造および／または活
性を実質的に変化させないように、タンパク質活性に決定的に重要ではない残基のアミノ
酸置換、付加、もしくは欠失、または類似の性質（例えば、酸性、塩基性、陽性荷電もし
くは陰性荷電、極性または非極性など）を有する残基によるアミノ酸の置換を含む。
【００８５】
　さらに詳しくは「保存的に改変された変種」は、アミノ酸配列と核酸配列の両方に適用
される。具体的な核酸配列に関して、保存的に改変された変種は、同一のまたは基本的に
同一のアミノ酸配列をコードする核酸を意味するか、または核酸がアミノ酸配列をコード
しない場合、基本的に同一の配列を意味する。遺伝コードの縮重のために、多数の機能的
同一の核酸が、ある特定のタンパク質をコードする。
【００８６】
　例えばコドンＧＣＡ、ＧＣＣ、ＧＣＧおよびＧＣＵはすべて、アミノ酸アラニンをコー
ドする。すなわちアラニンがあるコドンにより特定されるすべての位置で、コードされる
ポリペプチドを変えることなく、そのコドンを、記載の対応する任意のコドンに変えるこ
とができる。
【００８７】
　そのような核酸変種は、「サイレント変種」であり、保存的に改変された変種の１種で
ある。ポリペプチドをコードする本明細書に記載のすべての核酸配列はまた、核酸のすべ
ての可能なサイレント変種を記載する。核酸中の各コドン（通常メチオニンの唯一のコド
ンであるＡＵＧと、通常トリプトファンの唯一のコドンであるＴＧＧを除く）は、機能的
に同一の分子を与えるように改変することができることを、当業者は認識するであろう。
従って、ポリペプチドをコードする核酸の各サイレント変種は、各記載の配列において暗
示されている。
【００８８】
　機能的に類似のアミノ酸を与える保存的置換表は、当該分野で公知である。例えば保存
的置換を選択する１つの指針の例は、以下がある（元々の残基の後に置換の例を示す）：
ａｌａ／ｇｌｙまたはｓｅｒ；ａｒｇ／ｌｙｓ；ａｓｎ／ｇｌｎまたはｈｉｓ；ａｓｐ／
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ｇｌｕ；ｃｙｓ／ｓｅｒ；ｇｌｎ／ａｓｎ；ｇｌｙ／ａｓｐ；ｇｌｙ／ａｌａまたはｐｒ
ｏ；ｈｉｓ／ａｓｎまたはｇｌｎ；ｉｌｅ／ｌｅｕまたはｖａｌ；ｌｅｕ／ｉｌｅまたは
ｖａｌ；ｌｙｓ／ａｒｇまたはｇｌｎまたはｇｌｕ；ｍｅｔ／ｌｅｕまたはｔｙｒまたは
ｉｌｅ；ｐｈｅ／ｍｅｔまたはｌｅｕまたはｔｙｒ；ｓｅｒ／ｔｈｒ；ｔｈｒ／ｓｅｒ；
ｔｒｐ／ｔｙｒ；ｔｙｒ／ｔｒｐまたはｐｈｅ；ｖａｌ／ｉｌｅまたはｌｅｕ。別の指針
の例は、以下の６つの群を使用し、各群は、互いの保存的置換体であるアミノ酸を含有す
る：１）アラニン（Ａ）、セリン（Ｓ）、スレオニン（Ｔ）；２）アスパラギン酸（Ｄ）
、グルタミン酸（Ｅ）；３）アスパラギン（Ｎ）、グルタミン（Ｑ）；４）アルギニン（
Ｒ）、リジン（Ｉ）；５）イソロイシン（Ｉ）、ロイシン（Ｌ）、メチオニン（Ｍ）、バ
リン（Ｖ）；および６）フェニルアラニン（Ｆ）、チロシン（Ｙ）、トリプトファン（Ｗ
）；（また、例えばクレイトン（Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ）、「タンパク質（Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｓ）」、ダブリュー・エィチ・フリーマン・アンド・カンパニー（Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａ
ｎ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ）（１９８４年）；シュルツ（Ｓｃｈｕｌｔｚ）とシマー（
Ｓｃｈｉｍｅｒ）、「タンパク質構造の原理（Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅ
ｉｎ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ）」、スプリンガーフェアラーク（Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｒｌ
ａｇ）（１９７９年）を参照）。上記置換のみが可能な保存的置換ではないことは、当業
者には理解されるであろう。例えば、ある目的のためには、すべての荷電アミノ酸を、陽
性であっても陰性であっても、互いの保存的置換体と見なせるであろう。さらに、コード
された配列中で単一のアミノ酸またはわずかな割合のアミノ酸を改変、付加または欠失す
る、個別の置換体、欠失体または付加体も、「保存的に改変された変種」と見なされる。
【００８９】
　「模倣物」および「ペプチド模倣物」という用語は、ポリペプチドと実質的に同じ構造
および／または機能的特性（例えば、本発明の転位ドメイン、リガンド結合ドメイン、ま
たはキメラ受容体）を有する合成化合物を意味する。模倣物は、アミノ酸の完全に合成、
非天然の類似体からなるか、または部分的に天然のペプチドアミノ酸とアミノ酸の部分的
に非天然の類似体とのキメラ分子でもよい。模倣物はまた、置換が模倣物の構造および／
または活性を実質的に変化させない限り、天然のアミノ酸の保存的置換をいくら取り込ん
でもよい。
【００９０】
　保存的変種である本発明のポリペプチドのように、日常の実験により、ある模倣物が本
発明の範囲内にあるかどうか、すなわちその構造および／または機能が実質的に変化して
いないかどうかを決定することができるであろう。ポリペプチド模倣組成物は、非天然の
構造成分の任意の組合せを含有することができ、これらは一般に以下の３つの群に由来す
る：ａ）天然のアミド結合（「ペプチド結合」）以外の残基の結合群；ｂ）天然に存在す
るアミノ酸残基の代わりの非天然の残基；またはｃ）２次構造模倣を誘導する残基、すな
わち２次構造（例えば、ベータ回転、ガンマ回転、ベータシート、アルファらせんコンフ
ォメーションなど）を誘導または安定化する残基。ポリペプチドは、その残基のすべてま
たは一部が、天然のペプチド結合以外の化学手段により結合される時、模倣物として性状
解析することができる。個々のペプチド模倣物残基は、ペプチド結合、他の化学結合また
は結合手段、例えば、グルタルアルデヒド、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル、２
官能基マレイミド、Ｎ，Ｎ’－ジシクロヘキシルカルボジイミド（ＤＣＣ）、またはＮ，
Ｎ’－ジイソプロピルカルボジイミド（ＤＩＣ）により結合してもよい。古典的なアミド
結合（「ペプチド結合」）の代替であり得る結合基には、例えばケトメチレン（例えば、
－Ｃ（＝Ｏ）－ＮＨ－の代わりに－Ｃ（＝Ｏ）－ＣＨ2－）、アミノメチレン（ＣＨ2－Ｎ
Ｈ）、エチレン、オレフィン（ＣＨ＝ＣＨ）、エーテル（ＣＨ2－Ｏ）、チオエーテル（
ＣＨ2－Ｓ）、テトラゾール（ＣＮ4）、チアゾール、レトロアミド、チオアミド、または
エステルがある（例えば、スパトラ（Ｓｐａｔｏｌａ）、「アミノ酸、ペプチドおよびタ
ンパク質の化学と生化学（Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｏ
ｆ　Ａｍｉｎｏ　Ａｃｉｄｓ，Ｐｅｐｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ）、第７版
、２６７－３５７頁、「ペプチド骨格改変（Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｂａｃｋｂｏｎｅ　Ｍｏｄ
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ｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ）」、マーセル・デッカー（Ｍａｒｃｅｌｌ　Ｄｅｋｋｅｒ）、ニ
ューヨーク（１９８３年）を参照）。天然に存在するアミノ酸残基の代わりに、すべてま
たは一部非天然の残基を含有することにより、ポリペプチドはまた、模倣物として性状解
析することができる（非天然の残基は、科学的文献や特許に詳述されている）。
【００９１】
　「標識物」または「検出可能残基」は、分光学的、光化学的、生化学的、免疫化学的、
または化学的手段により検出可能な組成物である。例えば、有用な標識物には、32Ｐ、蛍
光色素、高電子密度試薬、酵素（例えば、ＥＬＩＳＡに通常使用されるもの）、ビオチン
、ジゴキシゲニン、または、例えばペプチド中に放射能標識物を取り込んで検出可能にす
ることができるか、またはペプチドと特異的に反応する抗体を検出するのに使用される、
ハプテンおよびタンパク質がある。
【００９２】
　「標識核酸プローブまたはポリヌクレオチド」は、プローブの存在が、プローブに結合
した標識物の存在を検出することにより検出されるように、リンカーもしくは化学結合に
より共有結合的に、またはイオン結合、ファンデアワールス結合、静電結合、もしくは水
素結合により非共有結合的に、標識物に結合したものである。
【００９３】
　本明細書において「核酸プローブまたはオリゴヌクレオチド」は、１つ以上の型の化学
結合を介して、通常相補的塩基対合を介して、通常水素結合を形成して、相補配列の標的
核酸に結合することができる核酸として定義される。本明細書においてプローブは、中性
（すなわち、Ａ、Ｇ、Ｃ、またはＴ）または修飾塩基（７－デアザグアノシン、イノシン
など）を含んでよい。さらにプローブ中の塩基は、ハイブリダイゼーションを妨害しない
限り、ホスホジエステル結合以外の結合により連結される。例えば、プローブは、構成塩
基が、ホスホジエステル結合ではなくペプチド結合により結合したペプチド核酸でもよい
。ハイブリダイゼーション条件の厳密性により、プローブは、プローブ配列との完全な相
補性がなくても標的配列に結合することは、当業者には理解されるであろう。プローブは
、場合によりアイソトープ、発色団、発光物質、発色原で直接標識されるか、またはビオ
チン（ここに後にストレプトアビジン複合体が結合する）で間接的に標識される。プロー
ブの有無を測定することにより、選択配列またはサブ配列の有無を検出することができる
。
【００９４】
　核酸の部分に関して使用される時「異種」という用語は、核酸が、自然界で互いに同じ
関係では見いだされない２つ以上のサブ配列を含むことを示す。例えば、この核酸は一般
的には組換え法で産生され、新しい機能的核酸（例えば、１つの起源からのプロモーター
と別の起源からのコード領域）を作成するように配置された無関係の遺伝子からの２つ以
上の配列を有する。同様に、異種タンパク質は、このタンパク質が、自然界での互いの関
係と同じ関係では見いだされない２つ以上のサブ配列を含むことを示す。
【００９５】
　「プロモーター」は、核酸の転写を指令する核酸配列が整列したものとして定義される
。本明細書においてプロモーターは、ポリメラーゼＩＩ型プロモーター、ＴＡＴＡ成分の
ように、転写開始部位の近くの必要な核酸配列を含む。プロモーターはまた、転写の開始
部位から数千塩基対離れて存在する遠位エンハンサーまたはレプレッサー成分を、随時含
有してもよい。「構成性」プロモーターは、ほとんどの環境および成長条件下で活性のあ
るプロモーターである。「誘導性」プロモーターは、環境または成長制御下で活性のある
プロモーターである。「機能的に連結する」という用語は、核酸発現制御配列（例えば、
プロモーター、または転写因子結合部位の整列）と第２の核酸配列の間の機能的結合を意
味し、ここで発現制御配列は、第２の配列に対応する核酸の転写を指令する。
【００９６】
　本明細書において「組換え」とは、合成したかまたはインビトロで操作したポリヌクレ
オチド（例えば、「組換えポリヌクレオチド」）、細胞または他の生物系の遺伝子産物を
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産生するための組換えポリヌクレオチドの使用法、または組換えポリヌクレオチドにより
コードされるポリペプチド（「組換えタンパク質」）を意味する。「組換え手段」はまた
、例えば本発明の転位ドメインと、本発明のプライマーを使用して増幅される核酸配列と
を含む融合タンパク質の、誘導性または構成性発現のための、発現カセットまたはベクタ
ー化学への、異なる供給源からの種々のコード領域もしくはドメインもしくはプロモータ
ーを有する核酸の結合を包含する。
【００９７】
　「選択的に（または特異的に）ハイブリダイズする」という用語は、配列が複合体混合
物（例えば、総細胞またはライブラリーＤＮＡもしくはＲＮＡ）中に存在する時、厳密性
ハイブリダイゼーション条件下で特定のヌクレオチド配列のみへの、分子の結合、２本鎖
形成、またはハイブリダイゼーションを意味する。
【００９８】
　「ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件」という用語は、プローブが一般的
には核酸の複合混合物中で、標的サブ配列（他の配列ではない）にハイブリダイズする条
件を意味する。ストリンジェントな条件は、配列依存性であり、異なる状況では異なるで
あろう。より長い配列は、より高温で特異的にハイブリダイズする。核酸のハイブリダイ
ゼーションについての広範な指針は、チッセン（Ｔｉｊｓｓｅｎ）、「生化学と分子生物
学の技術－核プローブによるハイブリダイゼーション（Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｉｎ　Ｂ
ｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ－－Ｈｙｂｒｉ
ｄｉｓａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ｐｒｏｂｅｓ）」、「ハイブリダイゼー
ションの原理の概要と核酸測定法の方策」（１９９３年）に記載されている。一般的にス
トリンジェントな条件は、一定のイオン強度ｐＨで特異配列について、熱融点（Ｔｍ）よ
り約５～１０℃低くなるように選択される。Ｔｍは、標的に対して相補的なプローブの５
０％が、平衡で標的配列にハイブリダイズする温度である（標的配列が過剰に存在すると
、Ｔｍで、プローブの５０％は平衡で占有される）。ストリンジェントな条件は、塩濃度
が、約１．０Ｍナトリウムイオン未満であり、一般的にはｐＨ７．０～８．３で約０．０
１～１．０Ｍナトリウムイオン濃度（または他の塩）で、温度は短いプローブ（例えば、
１０～５０ヌクレオチド）について少なくとも約３０℃であり、長いプローブ（例えば、
５０ヌクレオチドより長い）について少なくとも約６０℃である。ストリンジェントな条
件はまた、ホルムアミドのような不安定化物質の添加により行われる。選択的または特異
的ハイブリダイゼーションのためには、陽性シグナルは、バックグランドより少なくとも
２倍、場合によりバックグランドハイブリダイゼーションより１０倍大きい。ストリンジ
ェントなハイブリダイゼーション条件の例は、以下の通りである：５０％ホルムアミド、
ＳｘＳＳＣ、および１％ＳＤＳ、４２℃でインキュベート、またはＳｘＳＳＣ、１％ＳＤ
Ｓ、６５℃でインキュベートで、０．２ｘＳＳＣで０．１％ＳＤＳで６５℃で洗浄。その
ようなハイブリダイゼーションと洗浄工程は、例えば、１、２、５、１０、１５、３０、
６０分、またはそれ以上の時間行われる。
【００９９】
　ストリンジェントな条件下では互いにハイブリダイズしない核酸も、もしそれらがコー
ドするポリペプチドが実質的に関連するなら、実質的に関連している。これは、例えば、
遺伝コードで許される最大のコドン縮重を使用して、核酸のコピーが作成される時に起き
る。そのような場合、核酸は一般的には、弱い厳密性ハイブリダイゼーション条件下でハ
イブリダイズする。「弱い厳密性ハイブリダイゼーション条件」の例には、４０％ホルム
アミド、１Ｍ　ＮａＣｌ、１％ＳＤＳの緩衝液中で３７℃でハイブリダイゼーションと、
４５℃で１ｘＳＳＣで洗浄を含む。そのようなハイブリダイゼーションと洗浄工程は、例
えば、１、２、５、１０、１５、３０、６０分、またはそれ以上の時間行われる。陽性の
ハイブリダイゼーションは、バックグランドの少なくとも２倍である。別のハイブリダイ
ゼーションと洗浄条件を利用して、同様の厳密性を提供することは、当業者には容易に理
解されるであろう。
【０１００】
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　「抗体」は、抗原に特異的に結合し認識する、免疫グロブリン遺伝子またはその断片か
らのフレームワーク領域を含むポリペプチドを意味する。認識された免疫グロブリン遺伝
子は、カッパ、ラムダ、アルファ、ガンマ、デルタ、イプシロン、およびミュー定常領域
、ならびに無数の免疫グロブリン可変領域遺伝子を含む。軽鎖は、カッパまたはラムダと
して分類される。重鎖は、ガンマ、ミュー、アルファ、デルタ、またはイプシロンとして
分類され、これらは、それぞれ免疫グロブリンクラスＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤ、
およびＩｇＥを規定する。
【０１０１】
　免疫グロブリン（抗体）構造単位の例は、テトラマーを含む。各テトラマーは、ポリペ
プチド鎖の２つの同一の対からなり、各対は、１つの「軽鎖」（約２５ｋＤａ）と１つの
「重鎖」（約５０～７０ｋＤａ）からなる。各鎖のＮ末端は、主に抗原認識を行う約１０
０～１１０またはそれ以上のアミノ酸の可変領域を規定する。可変軽鎖（ＶＬ）および可
変重鎖（ＶＨ）という用語は、それぞれこれらの軽鎖と重鎖を意味する。
【０１０２】
　「キメラ抗体」は、（ａ）定常領域またはその一部が、抗原結合部位（可変領域）が異
なるかまたは変更したクラスの定常領域、エフェクター機能および／または種、またはキ
メラ抗体に新しい性質を与える完全に異なる分子（例えば、酵素、毒素、ホルモン、増殖
因子、薬物など）に結合するように、改変、置換または交換されている；または（ｂ）可
変領域またはその一部が、異なるかまたは改変された抗原特異性を有する可変領域で、改
変、置換または交換されている抗体分子である。
【０１０３】
　「抗Ｔ１Ｒ」抗体は、Ｔ１Ｒ遺伝子、そのｃＤＮＡまたはサブ配列によりコードされる
ポリペプチドに特異的に結合する抗体または抗体断片である。
【０１０４】
　「免疫測定法」という用語は、抗原に特異的に結合する抗体を使用する測定法である。
免疫測定法は、抗原を単離、標的化および／または定量するための特定の抗体の特異的結
合性を使用することが特徴である。
【０１０５】
　タンパク質またはペプチドについて言及する時、抗体に「特異的（または選択的）に結
合する」、または「特異的（または選択的）に免疫反応する」という用語は、タンパク質
や他の生体物質の異種集団中のタンパク質の存在を確定する結合反応を意味する。すなわ
ち、指定された免疫測定条件下で、特定の抗体は、特定のタンパク質にバックグランドの
少なくとも２倍結合し、試料中に存在する他のタンパク質には多量でも実質的に結合しな
い。そのような条件下での抗体への特異的結合には、特定のタンパク質に対する特異性に
ついて選択された抗体が必要である。例えば、特定の種（例えば、ラット、マウス、また
はヒト）のＴ１Ｒファミリーメンバーに対して作成したポリクローナル抗体は、Ｔ１Ｒポ
リペプチドまたはその免疫原性部分に特異的に免疫反応し、他のタンパク質には反応しな
い（ただし、Ｔ１Ｒポリペプチドのオルソログまたは多型性変種および対立遺伝子は除く
）ポリクローナル抗体のみが得られるように選択することができる。この選択は、他の種
からのＴ１Ｒ分子または他のＴ１Ｒ分子と交差反応する抗体を差し引くことにより行われ
る。Ｔ１Ｒ　ＧＰＣＲファミリーメンバーのみを認識し、他のファミリーからのＧＰＣＲ
は認識しないように、抗体を選択することもできる。特定のタンパク質に特異的に免疫反
応する抗体を選択するのに、多様な免疫測定法フォーマットを使用することができる。例
えば、タンパク質と特異的に免疫反応する抗体を選択するのに、通常固相ＥＬＩＳＡ免疫
測定法が使用される（例えば、特異的免疫反応性を測定するのに使用できる免疫測定法フ
ォーマットや条件の説明については、ハーロー（Ｈａｒｌｏｗ）とレーン（Ｌａｎｅ）、
「抗体、実験室マニュアル（Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎ
ｕａｌ）」（１９８８年）を参照されたい）。一般的には、特異的または選択的反応は、
バックグランドシグナルすなわちノイズの少なくとも２倍であり、さらに一般的にはバッ
クグランドの１０～１００倍以上である。
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【０１０６】
　「選択的に結合する」という用語は、核酸が上記の別の核酸と「選択的にハイブリダイ
ズする」能力、または上記のようにタンパク質に選択的（または特異的）に結合する」能
力を意味する。
【０１０７】
　「発現ベクター」という用語は、本発明の核酸配列をインビトロまたはインビボで、構
成性にまたは誘導性に、任意の細胞（原核生物、酵母、真菌、植物、昆虫または哺乳動物
細胞を含む）中で、発現するための組換え発現系を意味する。この用語は、線形または環
状発現系を含む。この用語は、エピソームのままでいるか、または宿主細胞のゲノム中に
組み込まれる発現系を含む。この発現系は、自己複製するかまたはしない、すなわち細胞
中で一過性発現のみを指令する能力を有することができる。この用語は、組換え核酸の転
写に必要な最小成分のみを含有する組換え発現カセットを含む。
【０１０８】
　「宿主細胞」とは、発現ベクターを含有し、発現ベクターの複製または発現を支持する
細胞を意味する。宿主細胞は、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）のような原核細胞、または酵母、
昆虫、両生類、もしくは哺乳動物（例えば、ＣＨＯ、ＨｅＬａ、ＨＥＫ－２９３など）の
ような真核細胞、例えば培養細胞、外植片、およびインビボの細胞でもよい。
【０１０９】
Ｃ．Ｔ１Ｒポリペプチドの単離と発現
　本発明のＴ１Ｒまたはその断片もしくは変種の単離と発現は、以下のように行うことが
できる。味覚受容体リガンド結合領域をコードする核酸の増幅には、ＰＣＲプライマーを
使用することができ、随時これらの核酸のライブラリーを作成することができる。次に、
個々の発現ベクターまたは発現ベクターのライブラリーを使用して、これらの核酸または
ライブラリーの機能的発現のために宿主細胞を感染またはトランスフェクションすること
ができる。これらの遺伝子とベクターを作成し、インビトロまたはインビボで発現するこ
とができる。核酸発現を改変し制御するための所望の表現型は、本発明のベクター内の遺
伝子および核酸の発現または活性を調節（例えば、プロモーター、エンハンサーなど）す
ることにより得られることは、当業者には理解されるであろう。発現または活性を上昇ま
たは低下させるために開示されている公知の方法の任意のものが使用できる。本発明は、
当該分野で公知の任意の方法またはプロトコール（これらは、科学文献や特許文献に記載
されている）を使用して行うことができる。
【０１１０】
　本発明の核酸配列および本発明を実施するのに使用される他の核酸は、ＲＮＡ、ｃＤＮ
Ａ、ゲノムＤＮＡ、ベクター、ウイルスまたはこれらのハイブリッドであっても、種々の
起源から単離、遺伝子操作で作成、増幅されるか、および／または組換え法で発現される
。哺乳動物細胞以外に任意の組換え発現系（例えば、細菌、酵母、昆虫または植物系）を
使用することができる。
【０１１１】
　あるいは、これらの核酸は、公知の化学合成法によりインビトロで合成することができ
、例えば、カルサーズ（Ｃａｒｒｕｔｈｅｒｓ）、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏ
ｒ　Ｓｙｍｐ．Ｑｕａｎｔ．Ｂｉｏｌ．４７：４１１－４１８（１９８２）；アダムス（
Ａｄａｍｓ）、Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１０５：６６１（１９８３）；ベロウソフ（Ｂ
ｅｌｏｕｓｏｖ）、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：３４４０－３４４４（
１９９７）；フレンケル（Ｆｒｅｎｋｅｌ）、Ｆｒｅｅ　Ｒａｄｉｃ．Ｂｉｏｌ．Ｍｅｄ
．１９：３７３－３８０（１９９５）；ブロマーズ（Ｂｌｏｍｍｅｒｓ）、Ｂｉｏｃｈｅ
ｍｉｓｔｒｙ　３３：７８８６－７８９６（１９９４）；ナラング（Ｎａｒａｎｇ）、Ｍ
ｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．６８：９０（１９７９）；ブラウン（Ｂｒｏｗｎ）、Ｍｅｔｈ
．Ｅｎｚｙｍｏｌ．６８：１０９（１９７９）；ボケージ（Ｂｅａｕｃａｇｅ）、Ｔｅｔ
ｒａ．Ｌｅｔｔ．２２：１８５９（１９８１）；米国特許第４，４５８，０６６号に記載
されている。次に、相補鎖を合成し適切な条件下で鎖をアニーリングするか、または適切
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なプライマー配列でＤＮＡポリメラーゼを使用して相補鎖を加えることにより、２本鎖Ｄ
ＮＡ断片を得ることができる。
【０１１２】
　例えば配列の突然変異の作成、サブクローニング、標識プローブ、配列決定、ハイブリ
ダイゼーションなどの核酸の操作法は、科学文献や特許文献に記載されている。例えば、
サムブルーク（Ｓａｍｂｒｏｏｋ）ら、「モレキュラークローニング、実験室マニュアル
（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｍａｎｕａｌ）」
（第２版）、第１～３巻、コールドスプリングハーバーラボラトリー（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒ
ｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ）（１９８９年）；「分子生物学の現代の
プロトコール（Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉ
ｏｌｏｇｙ）」、アウスベル（Ａｕｓｕｂｅｌ）ら、ジョンワイリーアンドサンズ（Ｊｏ
ｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ）、ニューヨーク（１９９７年）；「生化学と分子
生物学の実験室法（Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅ
ｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ）」；「核酸プローブによ
るハイブリダイゼーション（Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　Ｗｉｔｈ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　
Ａｃｉｄ　Ｐｒｏｂｅｓ）」、第１部、理論と核酸調製、チッセン（Ｔｉｊｓｓｅｎ）編
、エルセビア（Ｅｌｓｅｖｉｅｒ）、ニューヨーク（１９９３年）を参照されたい。
【０１１３】
　核酸、ベクター、キャプシド、ポリペプチドなどは、当業者に公知の多くの一般的手段
の任意の方法を使用して、分析および定量することができる。これらには、例えば、分析
生化学的方法（例えば、ＮＭＲ、分光光度法、ラジオグラフィー、電気泳動、毛細管電気
泳動、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）、薄層クロマトグラフィー（ＴＬＣ）、
および超拡散クロマトグラフィー）、種々の免疫学的方法（例えば、液体またはゲル沈降
反応、免疫拡散、免疫電気泳動、放射免疫定量法（ＲＩＡ）、酵素結合免疫吸着測定法（
ＥＬＩＳＡ）、免疫蛍光法、サザン分析、ノーザン分析、ドットブロット分析、ゲル電気
泳動（例えば、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）、ＲＴ－ＰＣＲ、定量ＰＣＲ、他の核酸または標的ま
たはシグナル増幅法、放射能標識、シンチレーション計測、および親和性クロマトグラフ
ィー）がある。
【０１１４】
　味覚受容体リガンド結合領域をコードする核酸断片を増幅するには、オリゴヌクレオチ
ドプライマーが使用される。本明細書に記載の核酸はまた、増幅法を使用してクローン化
されるかまたは定量的に測定される。増幅法は、当該分野で公知であり、例えば、ポリメ
ラーゼ連鎖反応、ＰＣＲ（「ＰＣＲプロトコール、方法と応用への指針（ＰＣＲ　Ｐｒｏ
ｔｏｃｏｌｓ，Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏ
ｎｓ）」、イニス（Ｉｎｎｉｓ）編、アカデミックプレス（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓ
ｓ）、ニューヨーク（１９９０年）、および「ＰＣＲ方策（ＰＣＲ　Ｓｔｒａｔｅｇｉｅ
ｓ）」、イニス（Ｉｎｎｉｓ）編、アカデミックプレスインク（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒ
ｅｓｓ　Ｉｎｃ．）、ニューヨーク（１９９５年）、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）（例え
ば、ウー（Ｗｕ）、Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　４：５６０（１９８９）；ランデグレン（Ｌａｎ
ｄｅｇｒｅｎ）、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４１：１０７７（１９８８）；バリンガー（Ｂａｒ
ｒｉｎｇｅｒ）、Ｇｅｎｅ　８９：１１７（１９９０）を参照）；転写増幅（例えば、ク
ウォー（Ｋｗｏｈ）、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：１１７３
（１９８９）；および自立型配列複製（例えば、グアテッリ（Ｇｕａｔｅｌｌｉ）、Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８７：１８７４（１９９０）を参照）；Ｑ
ベータレプリカーゼ増幅（例えば、スミス（Ｓｍｉｔｈ）、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｍｉｃｒｏｂ
ｉｏｌ．３５：１４７７－１４９１（１９９７）を参照）；自動Ｑベータレプリカーゼ増
幅測定法（例えば、バーグ（Ｂｕｒｇ）、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｐｒｏｂｅｓ　１０：２５
７－２７１（１９９６）を参照）および他のＲＮＡポリメラーゼ介在法（例えば、ＮＡＳ
ＢＡ、カンゲン（Ｃａｎｇｅｎｅ）、ミッシサウガ（Ｍｉｓｓｉｓａｕｇａ）、オンタリ
オ州）；バーガー（Ｂｅｒｇｅｒ）、Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．１５２：３０７
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－３１６（１９８７）も参照；サムブルーク（Ｓａｍｂｒｏｏｋ）；アウスベル（Ａｕｓ
ｕｂｅｌ）；米国特許第４，６８３，１９５号と第４，６８３，２０２号；スックナナン
（Ｓｏｏｋｎａｎａｎ）、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１３：５６３－５６４（１９９
５）。プライマーは、「ドナー」７－膜受容体の元々の配列を保持するように設計される
。あるいは、プライマーは、保存的置換（例えば、親水性残基のために疎水性残基、上記
考察を参照）または機能的に影響の無い置換（例えば、原形質膜挿入を妨害しない、ペプ
チダーゼによる切断を引き起こさない、受容体の異常折り畳みを引き起こさない、など）
であるアミノ酸残基をコードすることができる。いったん増幅されると、核酸は単独また
はライブラリーであっても、所望であれば、日常的な分子生物学法を使用して、当該分野
で公知により種々のベクター中にクローン化される（インビトロ増幅した核酸のクローニ
ング法は、米国特許第５，４２６，０３９号に記載されている）。
【０１１５】
　プライマー対は、Ｔ１Ｒファミリーメンバーのリガンド結合領域を選択的に増幅するよ
うに設計される。これらの領域は、異なるリガンドまたは味覚物質について変化する。す
なわち、ある味覚物質については最小の結合領域かも知れないものが、第２の味覚物質に
ついて限定的過ぎるかも知れない。従って、異なる細胞外ドメイン構造を含む異なるサイ
ズのリガンド結合領域が増幅される。
【０１１６】
　縮重プライマー対を設計するための方法は、当該分野で公知である。例えばコンセンサ
ス－デジェネレートハイブリッドオリゴヌクレオチドプライマー（ＣＯｎｓｅｎｓｕｓ－
ＤＥｇｅｎｅｒａｔｅ　Ｈｙｂｒｉｄ　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｐｒｉｍｅｒ
）（ＣＯＤＥＨＯＰ）方策コンピュータープログラムは、ｈｔｔｐ：／／ｂｌｏｃｋｓ．
ｆｈｃｒｃ．ｏｒｇ／ｃｏｄｅｈｏｐ．ｈｔｍｌでアクセスでき、公知の味覚受容体リガ
ンド結合領域として、関連タンパク質配列のセットで始まるハイブリッドプライマー予測
のためのブロックメーカー（ＢｌｏｃｋＭａｋｅｒ）配列整列部位から直接リンクされる
（例えば、ローズ（Ｒｏｓｅ）、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２６：１６２８
－１６３５（１９９８）；シン（Ｓｉｎｇｈ）、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　２４：３
１８－３１９（１９９８）を参照）。
【０１１７】
　オリゴヌクレオチドプライマー対を合成する手段は、当該分野で公知である。「天然の
」塩基対または合成塩基対を使用することができる。例えば、人工的ヌクレオ塩基の使用
は、プライマー配列を操作し、増幅産物のより複雑な混合物を作成するための、多用途の
アプローチを与える。人口ヌクレオ塩基の種々のファミリーは、内部結合回転を介して複
数水素結合配向を取ることができ、縮重分子認識の手段を与える。これらの類似体をＰＣ
Ｒプライマーの１つの位置に取り込むと、増幅産物の複合ライブラリーの作成が可能にな
る。例えば、フープス（Ｈｏｏｐｓ）、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２５：４
８６６－４８７１（１９９７）を参照されたい。非極性分子はまた、天然のＤＮＡ塩基の
形を模倣するのに使用することができる。アデニンの非水素結合的模倣物は、チミンの非
極性型模倣物に対して、効率的かつ選択的に複製される（例えば、モラレス（Ｍｏｒａｌ
ｅｓ）、Ｎａｔ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．５：９５０－９５４（１９９８）を参照）。
例えば、２つの縮重塩基は、ピリミジン塩基６Ｈ、８Ｈ－３，４－ジヒドロピリミド［４
，５－ｃ］［１，２］オキサジン－７－オン、またはプリン塩基Ｎ６－メトキシ－２，６
－ジアミノプリンでもよい（例えば、ヒル（Ｈｉｌｌ）、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ
．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９５：４２５８－４２６３（１９９８）を参照）。本発明の縮重プラ
イマーの例は、類似体５’－ジメトキシトリチル－Ｎ－ベンゾイル－２’－デオキシシチ
ジン，３’－［（２－シアノエチル）－（Ｎ，Ｎ－ジイソプロピル）］－ホスホラミダイ
トを取り込む（配列中の用語「Ｐ」については、上記参照）。このピリミジン類似体水素
は、ＡとＧ残基を含むプリンと結合する。
【０１１８】
　本明細書に開示の味覚受容体と実質的に同一の多型性変種、対立遺伝子、および種間同
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族体は、上記核酸プローブを使用して単離することができる。あるいは発現ライブラリー
を使用して、Ｔ１Ｒ同族体も認識し選択的に結合する、Ｔ１Ｒポリペプチドに対して作成
した抗血清または精製抗体を用いて免疫学的に、発現された同族体を検出することにより
、Ｔ１Ｒポリペプチド、および多型性変種、対立遺伝子、および種間同族体をクローン化
することができる。
【０１１９】
　味覚受容体のリガンド結合領域をコードする核酸は、縮重プライマー対を使用して、適
切な核酸配列の増幅（例えば、ＰＣＲ）により作成してもよい。増幅した核酸は、任意の
細胞もしくは組織のゲノムＤＮＡ、または味覚受容体発現細胞からのｍＲＮＡもしくはｃ
ＤＮＡでもよい。
【０１２０】
　ある実施態様において、転位配列に融合したＴ１Ｒをコードする核酸を含むハイブリッ
ドタンパク質－コード配列を構築してもよい。また、転位モチーフと化学的感覚受容体の
他のファミリーの味覚物質結合ドメインを含むハイブリッドＴ１Ｒが提供される。これら
の核酸配列は、転写または転位制御成分（例えば、転写および翻訳開始配列、プロモータ
ーとエンハンサー、転写および翻訳ターミネーター、ポリアデニル化配列、およびＤＮＡ
をＲＮＡに転写するのに有用な他の配列）に機能的に連結することができる。組換え発現
カセット、ベクター、およびトレンスジェニックスの構築において、プロモーター断片を
使用して、すべて所望の細胞または組織中で、所望の核酸の発現を指令することができる
。
【０１２１】
　別の実施態様において、融合タンパク質は、Ｃ末端またはＮ末端転位配列を含有しても
よい。さらに融合タンパク質は、例えばタンパク質検出、精製、または他の用途のための
追加の成分を含有してもよい。検出および精製促進ドメインには、例えばポリヒスチジン
部分、ヒスチジン－トリプトファンモジュール、または固定化金属上の精製を可能にする
他のドメイン；マルトース結合タンパク質；固定化免疫グロブリン上の精製を可能にする
プロテインＡドメイン；またはＦＬＡＧＳ伸長／親和性精製系で使用されるドメイン（イ
ッムネックス社（Ｉｍｍｕｎｅｘ　Ｃｏｒｐ）、シアトル、ワシントン州）がある。
【０１２２】
　第Ｘａ因子（例えば、オッタビ（Ｏｔｔａｖｉ）、Ｂｉｏｃｈｉｍｉｅ　８０：２８９
－２９３（１９９８）参照）、サブチリシンプロテアーゼ認識モチーフ（例えば、ポリヤ
ク（Ｐｏｌｙａｋ）、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｎｇ．１０：６１５－６１９（１９９７）参照
）；エンテロキナーゼ（インビトロゲン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、サンジエゴ、カリホ
ルニア州）などの切断可能なリンカー配列を、転位ドメイン（効率的な原形質膜発現のた
めに）と残りの新しい翻訳されたポリペプチドの間に含有させることは、精製を促進する
のに有用である。例えば、１つの構築体には、チオレドキシンが後に続く６つのヒスチジ
ン残基に結合した核酸配列をコードするポリペプチド、エンテロキナーゼ切断部位（例え
ば、ウィリアムズ（Ｗｉｌｌｉａｍｓ）、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　３４：１７８７－
１７９７（１９９５）を参照）、およびＣ末端転位ドメインとを含有することができる。
ヒスチジン残基は、検出と精製を促進し、エンテロキナーゼ切断部位は、融合タンパク質
の残りから所望のタンパク質を精製する手段を提供する。融合タンパク質をコードするベ
クターに関する技術と融合タンパク質の応用は、科学文献や特許文献に記載されている。
例えばクロール（Ｋｒｏｌｌ）、ＤＮＡ　Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．１２：４４１－５３（１
９９３）を参照されたい。
【０１２３】
　リガンド結合ドメインをコードする配列を含む発現ベクター（個々の発現ベクターとし
てまたは発現ベクターのライブラリーとして）は、細胞のゲノムまたは細胞質または核に
導入され、科学文献や特許文献に詳述されている種々の従来法により発現される。例えば
、ロバーツ（Ｒｏｂｅｒｔｓ）、Ｎａｔｕｒｅ　３２８：７３１（１９８７）；バーガー
（Ｂｅｒｇｅｒ）、前述；シュナイダー（Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ）、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｅｘ



(28) JP 5903078 B2 2016.4.13

10

20

30

40

50

ｐｒ．Ｐｕｒｉｆ．６４３５：１０（１９９５）；サムブルーク（Ｓａｍｂｒｏｏｋ）；
チッセン（Ｔｉｊｓｓｅｎ）；アウスベル（Ａｕｓｕｂｅｌ）を参照されたい。生物試薬
と実験装置の製造業者の製品情報もまた、公知の生物学的方法に関する情報を提供する。
ベクターは、天然の供給源から単離できるか、ＡＴＣＣまたはジーンバンク（ＧｅｎＢａ
ｎｋ）ライブラリーのような供給源から得られ、または合成法または組換え法により調製
できる。
【０１２４】
　核酸は、発現カセット、ベクターまたはウイルス中で発現することができ、細胞中で安
定にまたは一過性に発現される（例えば、エピソーム発現系）。選択マーカーは、発現カ
セットやベクター中に取り込んで、形質転換細胞や配列に選択可能な表現型を付与するこ
とができる。例えば、選択マーカーは、宿主ゲノムへの組み込みが必要ないように、エピ
ソーム維持や複製をコードすることができる。例えばマーカーは、抗生物質耐性（例えば
、クロラムフェニコール、カナマイシン、Ｇ４１８、ブレオマイシン、ヒグロマイシン）
または除草剤耐性（例えば、クロロスルフロンまたはバスタ（Ｂａｓｔａ））をコードし
て、所望のＤＮＡ配列で形質転換された細胞の選択を可能にしてもよい（例えば、ブロン
デレット－ルノー（Ｂｌｏｎｄｅｌｅｔ－Ｒｏｕａｕｌｔ）、Ｇｅｎｅ　１９０：３１５
－３１７（１９９７）；アウブレヒト（Ａｕｂｒｅｃｈｔ）、Ｊ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．
Ｅｘｐ．Ｔｈｅｒ．２８１：９９２－９９７（１９９７）を参照）。ネオマイシンまたは
ヒグロマイシンのような基質に耐性を付与する選択マーカー遺伝子は、組織培養中でのみ
利用可能であるため、化学耐性遺伝子はまた、インビトロおよびインビボの選択マーカー
として使用される。
【０１２５】
　キメラ核酸配列は、任意の７－膜貫通ポリペプチド内のＴ１Ｒリガンド結合ドメインを
コードしてもよい。７－膜貫通受容体ポリペプチドは、同様の１次配列、および２次構造
および３次構造を有するため、構造ドメイン（例えば、細胞外ドメイン、ＴＭ止め、細胞
質ドメインなど）は、配列解析により容易に同定することができる。例えば、相同性モデ
リング、フーリエ解析およびらせん周期性検出は、７－膜貫通受容体配列を有する７つの
ドメインを同定し性状解析することができる。ファーストフーリエ変換（ＦＦＴ）アルゴ
リズムを使用して、疎水性のプロフィールと分析配列の可変性を解析する主要な期間を評
価することができる。周期性検出増強とアルファらせん周期性指数は、例えば、ドネリー
（Ｄｏｎｎｅｌｌｙ）、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉ．２：５５－７０（１９９３）により行
われる。他の整列およびモデリングアルゴリズムは、当該分野で公知であり、例えば、ペ
イチュ（Ｐｅｉｔｓｃｈ）、Ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ　Ｃｈａｎｎｅｌｓ　４：１６１－１６
４（１９９６）；カイト（Ｋｙｔｅ）とドリトル（Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ）、Ｊ．Ｍｄ．Ｂ
ｉｏｌ．，１５７：１０５－１３２（１９８２）；クロネット（Ｃｒｏｎｅｔ）、Ｐｒｏ
ｔｅｉｎ　Ｅｎｇ．６：５９－６４（１９９３）（相同性と「ディスカバーモデリング」
）；ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏ．ｗｅｉｚｍａｎｎ．ａｃ．ｉｌ／を参照されたい。
【０１２６】
　本発明はまた、特定の核酸配列やアミノ酸配列を有するＤＮＡやタンパク質のみでなく
、ＤＮＡ断片、特に、例えば４０、６０、８０、１００、１５０、２００、または２５０
ヌクレオチド、またはそれ以上の断片、ならびに、例えば１０、２０、３０、５０、７０
、１００、または１５０アミノ酸、またはそれ以上の断片も含む。場合により核酸断片は
、Ｔ１Ｒファミリーメンバーに対して作成した抗体に結合することができる抗原性ポリペ
プチドをコードすることができる。さらに、本発明のタンパク質断片は、場合によりＴ１
Ｒファミリーメンバーに対して作成した抗体に結合することができる抗原性断片でもよい
。
【０１２７】
　また本発明には、別のＧＰＣＲ、好ましくは７膜貫通スーパーファミリーのメンバーの
、すべてまたは一部である追加のアミノ酸に結合した、本明細書に記載のＴ１Ｒポリペプ
チドの少なくとも１つの、少なくとも１０、２０、３０、５０、７０、１００、または１
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５０アミノ酸、またはそれ以上を含むキメラタンパク質が包含される。これらのキメラは
、本受容体と別のＧＰＣＲから作成されるか、または本発明の受容体の２つ以上を組合せ
ることにより作成することができる。ある実施態様においてキメラの一部は、本発明のＴ
１Ｒポリペプチドの細胞外ドメインに対応するかまたはこれから得られる。別の実施態様
においてキメラの一部は、細胞外ドメインと本明細書に記載のＴ１Ｒポリペプチドの膜貫
通ドメインの１つ以上から得られ、残りの部分は、別のＧＰＣＲ由来でもよい。キメラ受
容体は当該分野で公知であり、これらの作成法およびそこに取り込むためのＧタンパク質
結合受容体のドメインまたは断片の選択と境界も公知である。すなわち、当業者のこの知
識は、そのようなキメラ受容体を作成するのに容易に使用することができる。そのような
キメラ受容体の使用は、例えば、別の受容体（例えば、先行技術測定系で使用される公知
の受容体）のシグナル伝達特徴を組合せた、本明細書に具体的に開示される受容体の１つ
に特徴的な味選択性を提供することができる。
【０１２８】
　例えば、ドメイン（リガンド結合ドメイン、細胞外ドメイン、膜貫通ドメイン、膜貫通
ドメイン、細胞質ドメイン、Ｎ末端ドメイン、Ｃ末端ドメイン、またはこれらの任意の組
合せ）は、異種タンパク質に共有結合することができる。例えば、Ｔ１Ｒ細胞外ドメイン
は、異種ＧＰＣＲ膜貫通ドメインに結合できるか、または異種ＧＰＣＲ細胞外ドメインは
、Ｔ１Ｒ膜貫通ドメインに結合することができる。所望の他の異種タンパク質は、緑の蛍
光タンパク質、β－ｇａｌ、グルタミン酸受容体、およびロドプシンプレ配列がある。
【０１２９】
　また本発明の範囲には、本発明のＴ１Ｒまたはその断片もしくは変種を発現するための
宿主細胞がある。クローン化遺伝子または核酸（例えば、本発明のＴ１Ｒまたはその断片
もしくは変種をコードするｃＤＮＡ）を高レベルの発現で得るためには、当業者は一般に
、転写を指令する強いプロモーター、転写／翻訳ターミネーター、および（タンパク質を
コードする核酸については）翻訳開始のためのリボゾーム結合部位を含有する発現ベクタ
ー中に、目的の核酸配列をサブクローニングする。適当な細菌プロモーターは当該分野で
公知であり、例えば、サムブルーク（Ｓａｍｂｒｏｏｋ）らに記載されている。しかし細
菌または真核生物発現系を使用することができる。
【０１３０】
　外来ヌクレオチド配列を宿主細胞に導入するための任意の公知の方法が使用できる。こ
れらには、リン酸カルシウムトランスフェクション、ポリブレン、プロトプラスト融合、
電気穿孔法、リポソーム、微量注入法、プラズマベクター、ウイルスベクターおよび、宿
主細胞へのクローン化ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、合成ＤＮＡまたは他の外来遺伝子物質を
導入するための他の方法を使用することができる（例えば、サムブルーク（Ｓａｍｂｒｏ
ｏｋ）らを参照）。使用される特定の遺伝子操作法は、少なくとも１つの核酸分子を、目
的のＴ１Ｒまたはその断片もしくは変種を発現することができる宿主細胞中に、うまく導
入できることが必要なだけである。
【０１３１】
　発現ベクターを細胞に導入した後、トランスフェクションされた細胞は、目的の受容体
、断片、または変種の発現を促進する条件下で培養され、次にこれは、標準的方法を使用
して培養物から回収される。そのような方法の例は、当該分野で公知である。例えば、Ｗ
Ｏ００／０６５９３を参照されたい（これは、参照することにより本明細書に組み込まれ
る）。
【０１３２】
Ｄ．Ｔ１Ｒポリペプチドの検出
　核酸ハイブリダイゼーション技術を使用するＴ１Ｒ遺伝子および遺伝子発現の検出以外
に、Ｔ１Ｒを検出する免疫測定法を使用して、例えば味覚受容体細胞およびＴ１Ｒファミ
リーメンバーの変種を同定することができる。Ｔ１Ｒを定性的または定量的に解析するの
に、免疫測定法を使用することができる。応用可能な技術の概説は、ハーロー（Ｈａｒｌ
ｏｗ）とレーン（Ｌａｎｅ）、「抗体、実験室マニュアル（Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ａ　
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Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ）」（１９８８年）に記載されている。
【０１３３】
１．Ｔ１Ｒファミリーメンバーに対する抗体
　Ｔ１Ｒファミリーメンバーと特異的に反応するポリクローナル抗体およびモノクローナ
ル抗体を産生する方法は、当該分野で公知である（例えば、コリガン（Ｃｏｌｉｇａｎ）
、「免疫学の現代のプロトコール（Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍ
ｕｎｏｌｏｇｙ）」（１９９１年）；ハーロー（Ｈａｒｌｏｗ）とレーン（Ｌａｎｅ）（
前述）；ゴディング（Ｇｏｄｉｎｇ）、「モノクローナル抗体：原理と実際（Ｍｏｎｏｃ
ｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ
）」（第２版、１９８６年）；およびコーラー（Ｋｏｈｌｅｒ）とミルスタイン（Ｍｉｌ
ｓｔｅｉｎ）、Ｎａｔｕｒｅ，２５６：４９５－４９７（１９７５）を参照）。このよう
な技術には、ファージまたは同様のベクター中で組換え抗体のライブラリーから抗体を選
択することによる抗体調製、ならびにウサギまたはマウスを免疫することによるポリクロ
ーナル抗体とモノクローナル抗体の調製がある（例えば、フセ（Ｈｕｓｅ）ら、Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ，２４６：１２７５－１２８１（１９８９）；ウォード（Ｗａｒｄ）ら、Ｎａｔｕ
ｒｅ，３４１：５４４－５４６（１９８９）を参照）。
【０１３４】
　Ｔ１Ｒファミリーメンバーと特異的に反応する抗体を産生するのに、多くのＴ１Ｒ含有
免疫原を使用することができる。例えば、組換えＴ１Ｒポリペプチドまたはその抗原性断
片を、本明細書に記載のように単離することができる。適当な抗原領域には、例えばＴ１
Ｒファミリーのメンバーを同定するのに使用される共通配列がある。組換えタンパク質は
、前記の真核生物または前駆体細胞中で発現され、一般的に前述したように精製される。
組換えタンパク質は、モノクローナル抗体またはポリクローナル抗体の産生のための好適
な免疫原である。あるいは本明細書に開示した配列由来で担体タンパク質に結合した合成
ペプチドを、免疫原として使用することができる。天然に存在するタンパク質もまた、純
粋な形でまたは純粋でない形で使用される。次に生成物は、抗体を産生できる動物に注入
される。タンパク質を測定する以後の免疫測定法で使用するために、モノクローナル抗体
またはポリクローナル抗体が作成される。
【０１３５】
　ポリクローナル抗体を産生する方法は、当該分野で公知である。例えば、近交系のマウ
ス（例えば、Ｂａｌｂ／ｃマウス）またはウサギを、標準的アジュバント（例えば、フロ
イントアジュバント）と標準的免疫プロトコールを使用してタンパク質で免疫する。試験
血液を採取しＴ１Ｒに対する反応性の力価測定を測定することにより、免疫原調製物に対
する動物の免疫応答を追跡する。免疫原に対する適切に高力価の抗体が得られると、動物
から血液を採取し、抗血清を調製する。所望であれば、タンパク質に反応性の抗体を濃縮
するための抗血清のさらなる分画が行われる（ハーロー（Ｈａｒｌｏｗ）とレーン（Ｌａ
ｎｅ）（前述）を参照）。
【０１３６】
　モノクローナル抗体は、当業者に公知の種々の方法に得られる。簡単に説明すると、所
望の抗原で免疫した動物から脾臓細胞を、一般的にはミエローマ細胞と融合して不死化す
る（コーラー（Ｋｏｈｌｅｒ）とミルスタイン（Ｍｉｌｓｔｅｉｎ）、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ．，６：５１１－５１９（１９７６）を参照）。不死化の別の方法には、エプ
スタインバーウイルス、癌遺伝子、またはレトロウイルスによる形質転換、または当該分
野で公知の他の方法がある。単一の不死化細胞から得られるコロニーは、抗原に対する所
望の特異性と親和性を有する抗体の産生についてスクリーニングされ、このような細胞か
ら産生されるモノクローナル抗体の収率は、種々の方法（脊椎動物宿主の腹腔への注入を
含む）により増強することができる。あるいは、フセ（Ｈｕｓｅ）ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，
２４６：１２７５－１２８１（１９８９）が概説した一般的なプロトコールに従って、ヒ
トＢ細胞からＤＮＡライブラリーをスクリーニングして、モノクローナル抗体またはその
結合断片をコードするＤＮＡ配列を単離してもよい。
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【０１３７】
　モノクローナル抗体とポリクローナル抗血清を採取し、免疫測定法（例えば、固体支持
体上に固定化された免疫原を用いる固相免疫測定法）により免疫原タンパク質に対して力
価測定される。一般的には１０4またはそれ以上の力価を有するポリクローナル抗血清を
選択し、競合的結合免疫測定法を使用して、非Ｔ１Ｒポリペプチドまたは他のＴ１Ｒファ
ミリーメンバーまたは他の生物からの他の関連タンパク質に対する交差反応性が試験され
る。特異的ポリクローナル抗血清およびモノクローナル抗体は、一般的にはＫｄが少なく
とも約０．１ｍＭ、さらに一般的には少なくとも約１ｐＭ、場合により少なくとも約０．
１ｐＭまたはそれ以下、および場合により０．０１ｐＭまたはそれ以下で結合する。
【０１３８】
　Ｔ１Ｒファミリーメンバー特異的抗体がいったん得られると、種々の免疫測定法により
個々のＴ１Ｒポリペプチドまたはタンパク質断片を検出することができる。免疫学的方法
および免疫測定法の総説については、「基礎と臨床免疫学（Ｂａｓｉｃ　ａｎｄ　Ｃｌｉ
ｎｉｃａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ）」（スチテス（Ｓｔｉｔｅｓ）とター（Ｔｅｒｒ）
編、第７版、１９９１年）を参照されたい。さらに本発明の免疫測定法を、いくつかの形
態で実施することができ、これらは、「酵素免疫定量法（Ｅｎｚｙｍｅ　Ｉｍｍｕｎｏａ
ｓｓａｙ）」（マッギオ（Ｍａｇｇｉｏ）編、１９８０年）；およびハーロー（Ｈａｒｌ
ｏｗ）とレーン（Ｌａｎｅ）（前述）に広範な総説がある。
【０１３９】
２．免疫結合測定法
　Ｔ１Ｒポリペプチド、断片および変種は、多くの公知の免疫結合測定法の任意の方法を
使用して、検出および／または定量することができる（例えば、米国特許第４，３６６，
２４１号；４，３７６，１１０号；４，５１７，２８８号；および４，８３７，１６８号
を参照）。一般的な免疫測定法の総説については、また「細胞生物学の方法：細胞生物学
の抗体（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ：Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｉ
ｎ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ）」、第３７巻（アサイ（Ａｓａｉ）編、１９９３年）；
「基礎と臨床免疫学（Ｂａｓｉｃ　ａｎｄ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ）
」（スチテス（Ｓｔｉｔｅｓ）とター（Ｔｅｒｒ）編、第７版、１９９１年）を参照され
たい。免疫結合測定法（または免疫測定法）は一般的に、所望のタンパク質または抗原（
この場合、Ｔ１Ｒファミリーメンバーまたはその抗原性サブ配列）に特異的に結合する抗
体を使用する。抗体（例えば、抗Ｔ１Ｒ）は、当業者に公知で前述した多くの手段の任意
のものを使用して産生される。
【０１４０】
　免疫測定法はまたしばしば、抗体と抗原により形成される複合体に、特異的に結合しこ
れを標識するための標識物質を使用する。標識物質は、それ自身が抗体／抗原複合体を含
む１つ以上の残基でもよい。すなわち標識物質は、標識Ｔ１Ｒポリペプチドまたは標識抗
Ｔ１Ｒ抗体でもよい。あるいは標識物質は、抗体／Ｔ１Ｒ複合体に特異的に結合する第３
の残基、例えば２次抗体でもよい（２次抗体は一般的に、１次抗体が得られる種の抗体に
特異的である）。免疫グロブリン定常領域に特異的に結合する他のタンパク質（例えば、
プロテインＡまたはプロテインＧ）もまた、標識物質として使用される。これらのタンパ
ク質は、多様な種の免疫グロブリン定常領域と強い非免疫反応性を示す（例えば、クロン
バル（Ｋｒｏｎｖａｌ）ら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１１１：１４０１－１４０６（１９７
３）；アカーストローム（Ａｋｅｒｓｔｒｏｍ）ら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３５：２５
８９－２５４２（１９８５）を参照）。標識物質は、例えば、ストレプトアビジンのよう
な別の分子が特異的に結合することができるビオチンのような検出可能な残基で修飾する
ことができる。種々の検出可能な残基が当業者に公知である。
【０１４１】
　測定を通して、各試薬の組合せ後に、インキュベーションおよび／または洗浄工程が必
要である。インキュベーション工程は、約５秒から数時間まで変動し、随時約５分～約２
４時間の範囲でもよい。しかしインキュベーション時間は、アッセイフォーマット、抗原
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、溶液の容量、濃度などに依存する。通常測定法は、周囲温度で行われるが、ある範囲の
温度（例えば、１０℃～４０℃）で実施してもよい。
【０１４２】
ａ．非競合アッセイフォーマット
　試料中のＴ１Ｒポリペプチドを検出するための免疫測定法は、競合的または非競合的で
ある。非競合的免疫測定法は、抗原の量が直接測定される測定法である。例えばある好適
な「サンドイッチ」測定法では、抗Ｔ１Ｒ抗体は、固定化されるべき固体基質上に直接結
合することができる。これらの固定化抗体は次に、被験試料中に存在するＴ１Ｒポリペプ
チドを捕捉することができる。こうして固定化されたＴ１Ｒポリペプチドは次に、標識物
質（例えば、標識物を有する２次Ｔ１Ｒ抗体）により結合される。あるいは２次抗体は標
識物が欠如し、２次抗体が得られる種の抗体に特異的な標識３次抗体により結合される。
２次抗体または３次抗体は、ビオチン（ここに、例えばストレプトアビジンのような別の
分子が特異的に結合する）のような一般的に検出可能な残基で修飾されて、検出可能な残
基となる。
【０１４３】
ｂ．競合アッセイフォーマット
　競合測定法では、試料中に存在するＴ１Ｒポリペプチドの量は、試料中で存在する未知
のＴ１Ｒポリペプチドにより抗Ｔ１Ｒ抗体から排除（競合して排除）される既知の添加し
た（外因性）Ｔ１Ｒポリペプチドの量を測定することにより、間接的に測定される。ある
競合測定法では、既知量のＴ１Ｒポリペプチドを試料に加え、次に、Ｔ１Ｒに特異的に結
合する抗体を試料に接触させる。抗体に結合した外因性Ｔ１Ｒポリペプチドの量は、試料
中に存在するＴ１Ｒポリペプチドの濃度に逆比例する。特に好適な実施態様において抗体
は、固体基質上に固定化される。抗体に結合したＴ１Ｒポリペプチドの量は、Ｔ１Ｒ／抗
体複合体中に存在するＴ１Ｒポリペプチドの量を測定することにより、または残存する非
複合体形成タンパク質の量を測定することにより、決定される。Ｔ１Ｒポリペプチドの量
は、標識Ｔ１Ｒ分子を提供することにより検出される。
【０１４４】
　ハプテン阻害測定法は、別の好適な競合測定法である。この測定法では、既知のＴ１Ｒ
ポリペプチドが固体基質上に固定化される。既知量の抗Ｔ１Ｒ抗体を試料に加え、次に試
料に固定化Ｔ１Ｒを接触させる。既知の固定化Ｔ１Ｒポリペプチドに結合した抗Ｔ１Ｒ抗
体の量は、試料中に存在するＴ１Ｒポリペプチドの量に逆比例する。再度、固定化抗体の
量は、抗体の固定化画分または溶液中に残存する抗体の画分を検出することにより、検出
される。検出は、抗体が標識される場合直接的であり、前述のように抗体に特異的に結合
する標識残基の以後の添加により間接的である。
【０１４５】
ｃ．交差反応性測定
　競合的結合フォーマットにおける免疫測定法はまた、交差反応性測定のために使用する
ことができる。例えば、本明細書に開示の核酸配列により少なくとも部分的にコードされ
るタンパク質は、固体支持体に固定化することができる。固定化抗原に対する抗血清の結
合に競合する測定法に、タンパク質（例えば、Ｔ１Ｒポリペプチドと同族体）が加えられ
る。加えたタンパク質が、固定化タンパク質に対する抗血清の結合と競合する能力が、本
明細書に開示の核酸配列によりコードされるＴ１Ｒポリペプチドが自身と競合する能力と
比較される。標準的計算法を使用して、上記タンパク質の交差反応性パーセントが計算さ
れる。上記の添加したタンパク質のそれぞれとの交差反応性が１０％未満の抗血清が、選
択されプールされる。交差反応性抗体は、添加した検討タンパク質（例えば、関係の薄い
同族体）で免疫吸収することにより、プール抗血清から随時除去される。さらに、Ｔ１Ｒ
ファミリーのメンバーを同定するのに使用される保存モチーフを示すアミノ酸配列を含む
ペプチドを、交差反応性測定で使用することができる。
【０１４６】
　免疫吸収したプールした抗血清は次に、上記の競合結合免疫測定法で使用して、Ｔ１Ｒ
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ファミリーメンバーの対立遺伝子または多型性変種であると考えられる第２のタンパク質
を、免疫原タンパク質（すなわち、本明細書に記載の核酸配列によりコードされるＴ１Ｒ
ポリペプチド）と比較する。この比較を行うために、２つのタンパク質はそれぞれ、広範
囲の濃度で測定され、固定化タンパク質への抗血清の結合を５０％阻害するのに必要な各
タンパク質の量が測定される。結合の５０％を阻害するのに必要な第２のタンパク質の量
が、結合の５０％を阻害するのに必要な本明細書に記載の核酸配列によりコードされるタ
ンパク質の量の１０倍未満なら、第２のタンパク質は、Ｔ１Ｒ免疫原に対して作成された
ポリクローナル抗体に特異的に結合すると言われる。
【０１４７】
　Ｔ１Ｒ保存モチーフに対して作成した抗体はまた、Ｔ１ＲファミリーのＧＰＣＲのみに
特異的に結合し、他のファミリーのＧＰＣＲには結合しない抗体を調製するのに使用する
ことができる。
【０１４８】
　Ｔ１Ｒファミリーの特定のメンバーに特異的に結合するポリクローナル抗体は、他のＴ
１Ｒファミリーメンバーを使用して交差反応性抗体を除去することにより作成することが
できる。同様の方法で、種特異的ポリクローナル抗体を作成することができる。例えばヒ
トＴ１Ｒに特異的な抗体は、オルソログ配列（例えば、ラットＴ１Ｒ１またはマウスＴ１
Ｒ１）と交差反応性する抗体を除去することにより、作成することができる。
【０１４９】
ｄ．他のアッセイフォーマット
　試料中のＴ１Ｒポリペプチドの存在を検出および定量するのに、ウェスタンブロット（
免疫ブロット）が使用される。この方法は一般的に、分子量に基づきゲル電気泳動により
試料タンパク質を分離し、分離したタンパク質を適当な固体支持体（例えば、ニトロセル
ロースフィルター、ナイロンフィルター、または誘導体化フィルター）に移し、そして試
料を、Ｔ１Ｒポリペプチドと特異的に結合する抗体とともにインキュベートすることを含
む。抗Ｔ１Ｒポリペプチド抗体は、固体支持体上のＴ１Ｒポリペプチドに特異的に結合す
る。これらの抗体は、直接標識されるか、または次に、抗Ｔ１Ｒ抗体に特異的に結合する
標識抗体（例えば、標識ヒツジ抗マウス抗体）を使用して検出される。
【０１５０】
　他のアッセイフォーマットには、特異的分子（例えば、抗体）に結合し、封入された試
薬またはマーカーを放出するように設計されたリポソームを使用するリポソーム免疫測定
法（ＬＩＡ）がある。放出された化学物質は次に、標準的方法に従って検出される（モン
ロー（Ｍｏｎｒｏｅ）ら、Ａｍｅｒ．Ｃｌｉｎ．Ｐｒｏｄ．Ｒｅｖ．，５：３４－４１（
１９８６）を参照）。
【０１５１】
ｅ．非特異結合の低下
　免疫測定法において非特異結合をできるだけ小さくすることが好ましいことは、当業者
は理解するであろう。特に、測定法は、固体基質上に固定化された抗原または抗体を使用
する場合、基質に対する非特異結合を最小にすることが好ましい。このような非特異結合
を低下させる方法は、当業者に公知である。一般的には、この方法は、タンパク質性組成
物で基質を被覆することを含む。特に、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、脱脂粉乳、およ
びゼラチンのようなタンパク質組成物が広く使用され、特に脱脂粉乳が好ましい。
【０１５２】
ｆ．標識物
　測定法で使用される特定の標識物または検出可能な基は、測定法で使用される抗体の特
異的結合を有意に妨害しない限り、本発明の決定的に重要な態様ではない。検出可能な基
は、検出可能な物理的または化学的性質を有する任意の物質である。このような検出可能
な標識物は、免疫測定法の分野で充分開発されており、一般に、そのような方法に有用な
多くの任意の標識物を、本発明に応用することができる。すなわち標識物は、分光学的、
光化学的、生化学的、免疫化学的、電気的、光学的、または化学的手段により検出できる
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任意の組成物である。本発明において有用な標識物には、磁気ビーズ（例えば、ダイナビ
ーズ（登録商標））、蛍光色素（例えば、フルオレセインイソチオシアネート、テキサス
レッド、ローダミンなど）、放射能標識物（例えば、３Ｈ、１２５Ｉ、３ｓＳ、１４Ｃ、
または32Ｐ）、酵素（例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、
およびＥＬＩＳＡで一般的に使用される他のもの）、および比色標識物、例えばコロイド
金または着色ガラスまたはプライマービーズ（例えば、ポリスチレン、ポリプロピレン、
ラテックスなど）がある。
【０１５３】
　標識物は、当該分野で公知の方法に従って、測定法の所望の成分に直接または間接に結
合される。上記したように、広範囲の標識物が使用され、標識物の選択は、必要な感度、
化合物との結合の容易さ、安定性要件、利用可能な装置、およびディスポ製品に依存する
。
【０１５４】
　しばしば間接的手段により、非放射性標識物が結合される。一般にリガンド分子（例え
ば、ビオチン）は、分子に共有結合される。次にリガンドは別の分子（例えば、ストレプ
トアビジン）に結合し、これは本質的に検出可能であるか、またはシグナル系（例えば、
検出可能酵素、蛍光化合物、または化学発光化合物）に共有結合される。Ｔ１Ｒポリペプ
チドを認識する抗体、または抗Ｔ１Ｒを認識する２次抗体を適当に組合せて、リガンドと
その標的を使用することができる。
【０１５５】
　この分子はまた、シグナル生成化合物に直接結合（例えば酵素または蛍光体との結合）
することができる。標識物として目的の酵素は、主に、加水分解酵素、特にホスファター
ゼ、エステラーゼおよびグリコシダーゼ、またはオキシドターゼ（ｏｘｉｄｏｔａｓｅｓ
）、特にペルオキシダーゼであろう。蛍光化合物には、フルオレセインとその誘導体、ロ
ーダミンとその誘導体、ダンシル、ウンベリフェロンなどがある。化学発光化合物には、
ルシフェリンおよび２，３－ジヒドロフタラジンジオン類（例えば、ルミノール）がある
。使用可能な種々の標識物またはシグナル産生系の総説については、米国特許第４，３９
１，９０４号を参照されたい。
【０１５６】
　標識物を検出する手段は、当業者に公知である。すなわち、例えば標識物が放射能標識
物である場合、検出手段には、シンチレーションカウンターまたはオートラジオグラフィ
ーの写真フィルムなどがある。標識物が蛍光標識物である場合、これは、蛍光色素を適切
な波長で励起し、生じる蛍光を検出することにより検出される。蛍光は、視覚的に、写真
フィルムにより、電荷結合素子（ＣＣＤ）または光電子増倍管のような電子検出器などを
使用して、検出される。同様に酵素標識物は、酵素の適切な基質を提供し、生じる反応生
成物を検出することにより検出される。最後に、単純な比色標識物は、標識物に関連する
色を観察することにより検出される。すなわち種々のディプスティック測定法において、
結合した金はしばしばピンク色で現れ、種々の結合したビーズはビーズの色を示す。
【０１５７】
　いくつかのアッセイフォーマットは、標識化合物の使用を必要としない。例えば凝集測
定法を使用して、標的抗体の存在を検出することができる。この場合、抗原被覆粒子は、
標的抗体を含む試料により凝集する。このフォーマットでは、いずれの成分も標識する必
要がなく、標的抗体の存在は、単純な視覚的観察により検出される。
【０１５８】
Ｅ．モジュレーターの検出
　試験化合物が、インビトロとインビボの両方で本発明の化学的感覚受容体に特異的に結
合するかどうかを、測定するための組成物と方法を、以下に説明する。本発明のＴ１Ｒポ
リペプチドに対するリガンド結合の作用を評価するために、細胞生理学の多くの側面が追
跡される。これらの測定法は、化学的感覚受容体を発現する無傷の細胞、透過性にした細
胞、または標準的方法により産生される膜画分について行われる。
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【０１５９】
　味覚受容体は味覚物質に結合して、化学刺激の電気シグナルへの変換を開始する。活性
化されたかまたは阻害されたＧタンパク質は標的酵素、チャネル、および他のタンパク質
の性質を変化させる。いくつかの例は、視覚系のトランスデューシン（ｔｒａｎｓｄｕｃ
ｉｎ）によるｃＧＭＰホスホジエステラーゼの、刺激性Ｇタンパク質によるアデニレート
シクラーゼの、そしてＧｑおよび他の同種のＧタンパク質によるホスホリパーゼ活性化、
およびＧｉおよび他のＧタンパク質による多様なチャネルの調節である。ホスホリパーゼ
ＣによるジアシルグリセロールとＩＰ３の生成、およびＩＰ３によるカルシウム動員のよ
うな下流の結果もまた、調べられる。
【０１６０】
　測定法のＴ１Ｒポリペプチドまたはポリペプチドは、一般的には配列番号４、１０、１
２、１４、１７を有するポリペプチド、またはこれらの断片もしくは保存的に改変された
変種から選択される。場合により、断片と変種は、抗Ｔ１Ｒ抗体に結合する抗原性断片お
よび変種でもよい。
【０１６１】
　あるいは、測定法のＴ１Ｒタンパク質またはポリペプチドは、真核生物宿主細胞から得
られ、配列番号４、１０、１２、１４、１７とアミノ酸配列が同一性を有するアミノ酸サ
ブ配列、またはこれらの断片もしくは保存的に改変された変種を含むことができる。一般
的に、アミノ酸配列同一性は、少なくとも３５～５０％、場合により７５％、８５％、９
０％、９５％、９６％、９７％、９８％、または９９％である。場合により、測定法のＴ
１Ｒタンパク質またはポリペプチドは、Ｔ１Ｒタンパク質のドメイン、例えば細胞外ドメ
イン、膜貫通領域、膜貫通ドメイン、細胞質ドメイン、リガンド結合ドメインなどを含有
することができる。さらに前記したように、Ｔ１Ｒタンパク質またはそのドメインは、異
種タンパク質に共有結合して、本明細書に記載の測定法で使用されるキメラタンパク質を
作成してもよい。
【０１６２】
　Ｔ１Ｒ受容体活性のモジュレーターは、上記のＴ１Ｒタンパク質またはポリペプチド（
組換え体または天然に存在するもの）を使用して試験される。Ｔ１Ｒタンパク質またはポ
リペプチドは単離でき、細胞中で発現され、細胞由来の膜で発現され、組織または動物中
で発現され得る（組み換え体または天然に存在するもの）。例えば、舌の切片、舌から分
離した細胞、形質転換細胞、または膜が、使用可能である。調節は、本明細書に記載のイ
ンビトロまたはインビボ測定法の１つを使用して試験することができる。
【０１６３】
１．インビトロ結合測定法
　味覚伝達はまた、本発明のＴ１Ｒポリペプチドを使用して、可溶性または固相反応を用
いて試験することができる。具体例においてＴ１Ｒリガンド結合ドメインは、リガンド結
合を測定するための可溶性固相反応で、インビトロで使用することができる。
【０１６４】
　例えば、Ｔ１Ｒ　Ｎ末端ドメインは、リガンド結合に関与すると予測される。さらに詳
しくは、Ｔ１Ｒは、大きな約６００アミノ酸の細胞外Ｎ末端セグメントを特徴とするＧＰ
ＣＲサブファミリーに属する。これらのＮ末端セグメントは、少なくとも部分的には、リ
ガンド結合ドメインを形成すると考えられ、従ってＴ１Ｒアゴニストとアンタゴニストを
同定するための生化学的測定法において有用である。リガンド結合ドメインはまた、細胞
外ドメインの追加の部分（例えば、膜貫通ドメインの細胞外ループ）を含有する。代謝調
節性グルタミン酸受容体（ハン（Ｈａｎ）とハンプソン（Ｈａｍｐｓｏｎ）、Ｊ．Ｂｉｏ
ｌ．Ｃｈｅｍ．２７４：１０００８－１００１３（１９９９）を参照）のように、ＴＲ１
に関連する他のＧＰＣＲを用いて、同様の測定法が使用されている。これらの測定法は、
放射性または蛍光標識したリガンドを排除し、内因性蛍光の変化またはタンパク質分解感
受性の変化などを測定する。
【０１６５】
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　本発明のＴ１Ｒポリペプチドに結合するリガンドは、溶液、二重層膜（随時、固相に結
合して）、脂質単層、または小胞中で試験することができる。モジュレーターの結合は、
例えば分光特性（例えば、蛍光、吸光度、屈折率）、流体力学的性質（例えば、形）、ク
ロマトグラフィー的性質、または溶解度の変化を使用して試験することができる。本発明
の好適な結合測定法は、組換え可溶性Ｎ末端Ｔ１Ｒドメインを使用する生化学的結合測定
法である。
【０１６６】
　受容体－Ｇタンパク質相互作用も、調べることができる。例えばＴ細胞タンパク質の受
容体への結合、または受容体からのその放出を、調べることができる。さらに詳しくは、
ＧＴＰの非存在下で、アクチベーターは、Ｇタンパク質（すべての３つのサブユニット）
と受容体との強固な複合体を形成する。この複合体は、上記したように多くの方法で検出
することができる。そのような測定法は改変して、例えばＧＴＰの非存在下で受容体とＧ
タンパク質にアクチベーターを加える（これは、強固な複合体を形成する）ことにより、
インヒビターを探索し、次に受容体－Ｇタンパク質複合体の解離を調べて、インヒビター
をスクリーニングする。ＧＴＰの存在下では、他の２つのＧタンパク質サブユニットから
のＧタンパク質のアルファサブユニットの放出は、活性化の基準となる。活性化されたか
または阻害されたＧタンパク質は、次に標的酵素、チャネル、および他のエフェクタータ
ンパク質の性質を変化させる。
【０１６７】
　本発明の別の実施態様において、ＧＴＰγＳ測定法が使用される。上記したように、Ｇ
ＰＣＲの活性化により、Ｇタンパク質複合体のＧαサブユニットが刺激されて結合ＧＤＰ
がＧＴＰと交換される。Ｇタンパク質交換活性のリガンド介在刺激は、推定リガンドの存
在下で、Ｇタンパク質に対する添加放射能標識ＧＴＰγ35Ｓの結合を測定する生化学的測
定法で、測定することができる。一般的には目的の化学的感覚受容体を含有する膜は、Ｇ
タンパク質の複合体と混合される。インヒビターおよび／またはアクチベーター候補およ
びＧＴＰγＳが測定法に加えられ、Ｇタンパク質へのＧＴＰγＳの結合が測定される。結
合は、シンチレーション計測または当該分野で公知の他の任意の方法（シンチレーション
近位測定法（ＳＰＡ）を含む）により測定することができる。他のアッセイフォーマット
では、蛍光標識ＧＴＰγＳを利用することができる。
【０１６８】
２．蛍光偏光測定法
　別の実施態様において、リガンド結合を検出し追跡するのに、蛍光偏光（「ＦＰ」）ベ
ースの測定法が使用される。蛍光偏光は、平衡結合、核酸ハイブリダイゼーション、およ
び酵素活性を測定するための汎用性のある実験室法である。蛍光偏光測定法は、分離工程
（例えば、遠心分離、濾過、クロマトグラフィー、沈降、または電気泳動）を必要としな
い点で、均一法である。これらの測定法は、リアルタイムに、直接溶液中で行われ、固定
化相を必要としない。偏光の測定は迅速で、試料を破壊しないため、偏光値は、繰り返し
かつ試薬の添加後に測定できる。一般的にこの技術は、低ピコモルからマイクロモルレベ
ルの蛍光体の偏光値を測定するのに使用することができる。このセクションは、蛍光偏光
が簡便で定量的な方法で、いかに使用されて本発明のＴ１Ｒポリペプチドへのリガンドの
結合を測定するかを説明する。
【０１６９】
　蛍光標識分子が面偏光で励起されると、これは分子の回転に逆比例する偏光の程度を有
する光を放出する。大きな蛍光標識分子は、励起状態の間比較的静止してとどまり（フル
オレセインの場合４ナノ秒）、光の偏光は、励起と発光の間で比較的一定である。小さな
蛍光標識分子は、励起状態の間急速に回転し、励起と発光の間で偏光は有意に変化する。
従って小分子は、低い偏光値を有し、大分子は、高偏光値を有する。例えば、１本鎖のフ
ルオレセイン標識オリゴヌクレオチドは、比較的小さい偏光値を有するが、これが相補鎖
にハイブリダイズすると、大きな偏光値を有する。本発明の化学的感覚受容体を活性化ま
たは阻害する味覚物質結合を検出および追跡するためにＦＰを使用するときは、蛍光標識
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味覚物質または自己蛍光性味覚物質が使用される。
【０１７０】
　蛍光偏光（Ｐ）は、以下のように定義される：

【０１７１】
　ここで

は、励起光平面に平行な発光の強度であり、

は、励起光平面に垂直な発光の強度である。光の強度の比Ｐは、無次元の数である。例え
ば、ビーコン（Ｂｅａｃｏｎ）（登録商標）とビーコン（Ｂｅａｃｏｎ）２０００（商標
）システムは、これらの測定法とともに使用される。そのようなシステムは、一般的にミ
リ偏光単位の偏光を表す（１偏光単位＝１０００ｍＰ単位）。
【０１７２】
　分子回転とサイズの関係は、ペリン（Ｐｅｒｒｉｎ）式により説明され、読者は、Ｊｏ
ｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ，ｐｐ．２３６－２４
０のジョレイ・エム・イー（Ｊｏｌｌｅｙ，Ｍ．Ｅ．）（１９９１年）を参照されたい（
これは、この式の完全な説明を記載する）。要約すると、ペリン（Ｐｅｒｒｉｎ）式は、
偏光は回転緩和時間（分子が、約６８．５゜の角度を回転するのに要する時間）に正比例
すると説明する。回転安和時間（ｒｏｔａｔｉｏｎａｌ　ｒｅｌａｘａｔｉｏｎ　ｔｉｍ
ｅ）は、粘度（η）、絶対温度（Ｔ）、分子容積（Ｖ）、およびガス定数（Ｒ）に、以下
の式で関連する：
【０１７３】
　　回転緩和時間＝３ηＶ／ＲＴ
【０１７４】
　小さい分子（例えば、フルオレセイン）では回転緩和時間は小さく、大きな分子（例え
ば、免疫グロブリン）では大きい（約１００ナノ秒）。粘度と温度を一定に維持すると、
回転緩和時間、従って偏光は、分子容積に正比例する。分子容積の変化は、他の分子との
相互作用、蛍光標識分子の解離、重合、変性、ハイブリダイゼーション、またはコンフォ
メーション変化が原因である。例えば、蛍光偏光は、プロテアーゼ、ＤＮａｓｅおよびＲ
Ｎａｓｅにより大きな蛍光標識ポリマーの酵素的切断を測定するのに使用されている。ま
たこれは、タンパク質／タンパク質相互作用、抗体／抗原結合、およびタンパク質／ＤＮ
Ａ結合についての平衡結合を測定するのに使用されている。
【０１７５】
３．固相状態と可溶性高処理能力測定法
　さらに別の実施態様において本発明は、Ｔ１Ｒポリペプチド、またはＴ１Ｒポリペプチ
ドを発現する細胞もしくは組織を使用する可溶性測定法を提供する。別の実施態様におい
て本発明は、高処理能力フォーマットの固相ベースのインビトロ測定法を提供し、ここで
Ｔ１Ｒポリペプチド、またはＴ１Ｒポリペプチドを発現する細胞もしくは組織が、固相基
質に結合される。
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【０１７６】
　本発明の高処理能力測定法では、１日に数千の異なるモジュレーターまたはリガンドを
スクリーニングすることができる。特にマイクロタイタープレートの各ウェルを使用して
、選択したモジュレーター候補に対して別の測定を行うことができるか、または濃度もし
くはインキュベーション時間の作用を観察するなら、各５～１０ウェルが単一のモジュレ
ーターを試験することができる。すなわち、単一の標準的マイクロタイタープレートは、
約１００（例えば、９６）モジュレーターを測定することができる。もし１５３６ウェル
プレートが使用されるなら、１つのプレートが、約１０００～約１５００の異なる化合物
を容易に測定することができる。また各プレートウェルにおいて複数の化合物を測定する
ことが可能である。１日に数枚の異なるプレートを測定することが可能であり、本発明の
統合システムを使用して、約６，０００～２０，０００の異なる化合物をスクリーニング
することが可能である。さらに最近、試薬操作に対するマイクロフルーイディク（ｍｉｃ
ｒｏｆｌｕｉｄｉｃ）アプローチが開発されている。
【０１７７】
　目的の分子を、直接または間接に、共有結合または非共有結合を介して（例えば、タグ
（ｔａｇ）を介して）、固相成分に結合することができる。タグは、種々の成分の任意の
ものでよい。一般的にタグに結合する分子（タグバインダー）は、固体支持体に固定され
、目的のタグ化された分子（例えば、目的の味覚伝達分子）は、タグとタグバインダーの
相互作用を介して、固体支持体に結合する。
【０１７８】
　文献に詳細に記載された既知の分子相互作用に基づき、多くのタグとタグバインダーを
使用することができる。例えば、タグが天然のバインダー（例えば、ビオチン、プロテイ
ンＡ、またはプロテインＧ）を有する場合、これは適切なタグバインダー（アビジン、ス
トレプトアビジン、ニュートラアビジン、免疫グロブリンのＦｃ領域など）とともに使用
することができる。天然のバインダー（例えば、ビオチン）を有する分子に対する抗体も
また、広く利用可能であり、適切なタグバインダーである（シグマ（Ｓｉｇｍａ）免疫化
学品１９９８年カタログ、シグマ（Ｓｉｇｍａ）、セントルイス、ミズーリ州）。
【０１７９】
　同様に、適切な抗体と組合せて任意のハプテンまたは抗原性化合物を使用して、タグ／
タグバインダー対を形成することができる。数千の特異的抗体が市販されており、多くの
追加の抗体が文献に記載されている。例えばある通常配置では、タグは１次抗体であり、
タグバインダーは２次抗体であり、これは１次抗体を認識する。抗体－抗原相互作用以外
に、受容体－リガンド相互作用も、タグとタグバインダー対として適している。例えば、
細胞膜受容体のアゴニストとアンタゴニスト（例えば、細胞受容体－リガンド相互作用、
例えばトランスフェリン、ｃ－ｋｉｔ、ウイルス受容体リガンド、サイトカイン受容体、
ケモカイン受容体、インターロイキン受容体、免疫グロブリン受容体および抗体、カドヘ
リンファミリー、インテグリンファミリー、セレクチンファミリーなど；例えば、ピゴッ
ト（Ｐｉｇｏｔｔ）とパワー（Ｐｏｗｅｒ）、「接着分子ファクトブックＩ（Ｔｈｅ　Ａ
ｄｈｅｓｉｏｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅ　Ｆａｃｔｓ　Ｂｏｏｋ　Ｉ）」（１９９３年）を参
照）。同様に、毒素と蛇毒、ウイルスエピトープ、ホルモン（例えば、アヘン、ステロイ
ドなど）、細胞内受容体（例えば、ステロイド、甲状腺ホルモン、レチノイドおよびビタ
ミンＤを含む種々の小リガンドの作用を仲介するもの；ペプチド）、薬物、レクチン、糖
、核酸（線形および環状ポリマー配置）、オリゴ糖、タンパク質、リン脂質、および抗体
は、すべて種々の細胞受容体と相互作用することができる。
【０１８０】
　合成ポリマー（例えば、ポリウレタン、ポリエステル、ポリカーボネート、ポリ尿素、
ポリアミド、ポリエチレンイミン、ポリアリーレンスルフィド、ポリシロキサン、ポリイ
ミド、およびポリアセテート）は、適切なタグまたはタグバインダーを形成することがで
きる。当業者に明らかなように、この開示を検討すれば多くの他のタグ／タグバインダー
対が、本明細書に記載の測定法システムに有用である。
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【０１８１】
　一般的なリンカー（例えば、ペプチド、ポリエーテルなど）はまた、タグとして機能し
、ポリペプチド配列（例えば、約５～２００アミノ酸のポリｇｌｙ配列）としても機能す
る。そのような可撓性のあるリンカーは、当業者に公知である。例えば、ポリ（エチレン
グリコール）リンカーは、シアウォーターポリマーズインク（Ｓｈｅａｒｗａｔｅｒ　Ｐ
ｏｌｙｍｅｒｓ　Ｉｎｃ．）（フンツビル（Ｈｕｎｔｓｖｉｌｌｅ）、アラバマ州）から
入手できる。これらのリンカーは、場合によりアミド結合、スルフヒドリル結合、または
ヘテロ官能基結合を有する。
【０１８２】
　タグバインダーは、現在利用可能な種々の方法の任意の方法を使用して固体基質に固定
される。固体基質は、普通に誘導体化されるか、またはタグバインダーの一部と反応性で
ある表面に化学基を固定する化学試薬に、基質のすべてまたは一部を暴露することにより
官能基化される。例えば、より長い鎖の部分に結合するのに適した基には、アミン、ヒド
ロキシル、チオール、およびカルボキシル基がある。種々の表面（例えば、ガラス表面）
を官能基化するのに、アミノアルキルシランやヒドロキシアルキルシランが使用可能であ
る。そのような固相バイオポリマーアレイの構築は、文献に詳述されている。例えば、メ
リフィールド（Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ）、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．，８５：２１４
９－２１５４（１９６３）（例えばペプチドの固相合成を記載する）；ゲイセン（Ｇｅｙ
ｓｅｎ）ら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．，１０２：２５９－２７４（１９８７）（
ピン上の固相成分の合成を記載する）；フランク（Ｆｒａｎｋ）とドーリング（Ｄｏｒｉ
ｎｇ）、Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ，４４：６０３１６０４０（１９８８）（セルロースデ
ィスク上の種々のペプチド配列の合成を記載する）；フォドー（Ｆｏｄｏｒ）ら、Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ，２５１：７６７－７７７（１９９１）；シェルドン（Ｓｈｅｌｄｏｎ）ら、Ｃ
ｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，３９（４）：７１８－７１９（１９９３）；およ
びコザール（Ｋｏｚａｌ）ら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，２（７）：７５３７５
９（１９９６）（すべて、固体基質に固定されたバイオポリマーのアレイを記載する）を
参照されたい。タグバインダーを基質に固定するための非化学的アプローチには、他の一
般的な方法（例えば、熱、ＵＶ照射による架橋など）がある。
【０１８３】
４．コンピューターベースの測定法
　Ｔ１Ｒポリペプチド活性を調節する化合物のさらに別の測定法は、コンピューターによ
る化合物の設計であり、アミノ酸配列からコードされる構造情報に基づいて、Ｔ１Ｒポリ
ペプチドの３次元構造を作成するのにコンピューターシステムが使用される。入力アミノ
酸配列は、コンピュータープログラムのあらかじめ確立したアルゴリズムと直接かつ能動
的に相互作用して、タンパク質の２次、３次、および４次構造モデルを生成する。次に、
タンパク質構造のモデルを調べて、例えばリガンドに結合する能力を有する構造の領域を
同定する。次にこれらの領域を使用して、タンパク質に結合するリガンドを同定する。
【０１８４】
　少なくとも１０アミノ酸残基のタンパク質のアミノ酸配列、またはＴ１Ｒポリペプチド
をコードする対応する核酸配列をコンピューターシステムに入力して、タンパク質の３次
元構造モデルを作成する。Ｔ１Ｒポリペプチドまたはそのアミノ酸配列をコードするヌク
レオチド配列は、本明細書に開示の任意の配列であり、その保存的に改変された変種でも
よい。
【０１８５】
　そのアミノ酸配列は、タンパク質の１次配列またはサブ配列であり、タンパク質の構造
情報をコードする。アミノ酸配列の少なくとも１０残基（または、１０アミノ酸をコード
するヌクレオチド配列）を、コンピューターキーボード、コンピューターで読める基板（
特に限定されないが、電子保存媒体（例えば、磁気ディスケット、テープ、カートリッジ
、およびチップ）、光学保存媒体（例えば、ＣＤ　ＲＯＭ）、インターネットサイトおよ
びＲＡＭによる提供される情報からコンピューターシステムに入力する。次に、アミノ酸
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配列とコンピューターシステムの相互作用により、当業者に公知のソフトウェアを使用し
て、タンパク質の３次元構造モデルを作成する。
【０１８６】
　アミノ酸配列は、目的のタンパク質の２次、３次および４次構造を形成するのに必要な
情報をコードする１次構造である。ソフトウェアは、１次配列にコードされるいくつかの
パラメータを見て、構造モデルを作成する。これらのパラメータは、「エネルギー項」と
呼ばれ、主に静電位、疎水電位、溶媒がアクセス可能な表面、および水素結合を含む。２
次エネルギー項は、ファンデアワールス電位を含む。生物分子は、累積的にエネルギー項
を小さくする構造を形成する。従ってコンピュータープログラムは、１次構造またはアミ
ノ酸配列によりコードされるこれらの項を使用して、２次構造モデルを作成する。
【０１８７】
　次に、２次構造のエネルギー項に基づき、２次構造にコードされるタンパク質の３次構
造が作成される。この時点でユーザーは、追加の変数（例えば、タンパク質は膜に結合し
ているか可溶性であるか、体内の位置、および細胞中の位置、例えば細胞質、表面、核）
を入力することができる。これらの変数は２次構造のエネルギー項とともに使用して、３
次構造のモデルを形成する。３次構造のモデル作成において、コンピュータープログラム
は、２次構造の疎水性面を同様のものに一致させ、２次構造の親水性面を同様のものに一
致させる。
【０１８８】
　いったん構造が作成されると、リガンド結合領域候補が、コンピューターシステムによ
り同定される。上記のように、化合物のアミノ酸配列またはヌクレオチド配列または化学
式を入力して、リガンド候補の３次元構造を作成する。次にリガンド候補の３次元構造を
、Ｔ１Ｒポリペプチドの３次元構造と比較して、タンパク質に結合するリガンドを同定す
る。タンパク質とリガンドとの結合親和性は、エネルギー項を使用して、どのリガンドが
タンパク質に結合する確率が上昇しているかを決定することにより、測定される。
【０１８９】
　またコンピューターシステムは、Ｔ１Ｒ遺伝子の突然変異、多型性変種、対立遺伝子、
および種間同族体をスクリーニングするのに使用される。そのような突然変異は、疾患状
態または遺伝形質に関連する。上記したように、ジーンチップ（ＧｅｎｅＣｈｉｐ）（登
録商標）と関連技術はまた、突然変異、多型性変種、対立遺伝子、および種間同族体をス
クリーニングするのに使用される。変種が一度同定されると、診断測定法を使用して、そ
のような突然変異体遺伝子を有する患者を同定する。突然変異体Ｔ１Ｒ遺伝子の同定は、
Ｔ１Ｒ遺伝子またはその保存的に改変された変種の第１の核酸配列またはアミノ酸配列の
入力を含む。配列を上記したようにコンピューターシステムに入力する。第１の核酸配列
またはアミノ酸配列は次に、第１の配列と実質的な同一性を有する第２の核酸配列または
アミノ酸配列と比較される。第２の配列は、上記したようにコンピューターシステムに入
力される。第１の配列と第２の配列がいったん比較されると、配列間のヌクレオチドまた
はアミノ酸の差が同定される。そのような配列は、疾患状態や遺伝形質に関連する種々の
Ｔ１Ｒ遺伝子の対立遺伝子の差および突然変異体である可能性がある。
【０１９０】
５．細胞ベースの結合測定法
　ある実施態様において、Ｔ１Ｒタンパク質またはポリペプチドは、分泌経路を介して成
熟とターゲティングを促進する異種のシャペロン配列を有するキメラ受容体として、真核
細胞中で発現される。そのようなキメラＴ１Ｒポリペプチドは、任意の真核細胞（例えば
、ＨＥＫ－２９３細胞）中で発現することができる。好ましくはこの細胞は、細胞内シグ
ナル伝達経路またはシグナル伝達タンパク質（例えば、ホスホリパーゼＣ）に、キメラ受
容体を結合させることができる機能的Ｇタンパク質（例えば、Ｇα１５）を含む。そのよ
うな細胞中のそのようなキメラ受容体の活性化は、任意の標準的方法（例えば、細胞中の
ＦＵＲＡ－２依存性蛍光を検出することにより細胞内カルシウムの変化を検出して）を使
用して検出することができる。
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【０１９１】
　活性化ＧＰＣＲ受容体は、受容体のＣ末端テイル（および、他の部位も可能である）を
リン酸化するキナーゼの基質となる。すなわちアクチベーターはガンマ標識ＧＴＰからの
３２Ｐを受容体に移行させ、これをシンチレーションカウンターにより測定することがで
きる。Ｃ末端テイルのリン酸化は、アレスチン様タンパク質の結合を促進し、Ｇタンパク
質の結合を妨害する。キナーゼ／アレスチン経路は、多くのＧＰＣＲ受容体の脱感作にお
いて重要な役割を果たす。例えば、味覚受容体が活性である期間を調節する化合物は、所
望の味を延長または不快な味をカットする手段として有用であろう。ＧＰＣＲシグナル伝
達とシグナル伝達の測定法の総説については、例えばＭｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍ
ｏｌｏｇｙ，第２３７と２３８巻（１９９４）および第９６巻（１９８３）；ブルネ（Ｂ
ｏｕｎｒｅ）ら、Ｎａｔｕｒｅ，１０：３４９：１１７－２７（１９９１）；ブルネ（Ｂ
ｏｕｎｒｅ）ら、Ｎａｔｕｒｅ，３４８：１２５－３２（１９９０）；ピッチャー（Ｐｉ
ｔｃｈｅｒ）ら、Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，６７：６５３－９２（１９９８
）を参照されたい。
【０１９２】
　Ｔ１Ｒ調節は、推定Ｔ１Ｒモジュレーターで処理したＴ１Ｒポリペプチドの応答を、未
処理対照試料の応答と比較することにより測定される。そのような推定Ｔ１Ｒモジュレー
ターには、Ｔ１Ｒポリペプチド活性を阻害または活性化する味覚物質がある。ある実施態
様において、対照試料（アクチベーターまたはインヒビターで処理していない）は、相対
Ｔ１Ｒ活性値１００が割り当てられる。対照に対するＴ１Ｒ活性値が約９０％、場合によ
り５０％、場合により２５～０％である時、Ｔ１Ｒポリペプチドの阻害が達成されている
。Ｔ１Ｒポリペプチドの活性化は、対照に対するＴ１Ｒ活性値が１１０％、場合により１
５０％、２００～５００％、または１０００～２０００％である時、達成されている。
【０１９３】
　イオンフラックスの変化は、Ｔ１Ｒポリペプチドを発現する細胞または膜のイオン分極
（すなわち、電位）の変化を測定することにより評価される。細胞の分極の変化を測定す
る１つの手段は、電位固定法およびパッチクランプ法（例えば、「細胞結合」モード、「
裏返し（ｉｎｓｉｄｅ－ｏｕｔ）」モード、および「細胞全体」モード、例えばアッカー
マン（Ａｃｋｅｒｍａｎ）ら、Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．，３３６：１５７５－１
５９５（１９９７）を参照）で、電流の変化を測定する。細胞全体の電流は、標準物質を
使用して測定することが便利である。他の公知の測定法は、放射能標識イオンフラックス
測定法、および電圧感受性色素を使用する蛍光測定法がある（例えば、ベスターガード－
ボギンド（Ｖｅｓｔｅｒｇａｒｒｄ－Ｂｏｇｉｎｄ）ら、Ｊ．Ｍｅｍｂｒａｎｅ　Ｂｉｏ
ｌ．，８８：６７－７５（１９８８）；ゴンザレス（Ｇｏｎｚａｌｅｓ）とチエン（Ｔｓ
ｉｅｎ）、Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｌ．，４：２６９２７７（１９９７）；ダニエル（Ｄａｎｉ
ｅｌ）ら、Ｊ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．Ｍｅｔｈ．，２５：１８５－１９３（１９９１）；
ホレビンスキー（Ｈｏｌｅｖｉｎｓｋｙ）ら、Ｊ．Ｍｅｍｂｒａｎｅ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，
１３７：５９－７０（１９９４）を参照）。一般に、試験すべき化合物は、１ｐＭ～１０
０ｍＭの範囲で存在する。
【０１９４】
　ポリペプチドの機能に対する試験化合物の作用は、上記パラメータのいずれかを調べる
ことにより測定できる。ＧＰＣＲ活性に影響を与える適当な生理学的変化を使用して、本
発明のポリペプチドに対する試験化合物の影響を評価することができる。無傷の細胞また
は動物を使用して機能的結果が測定される時、トランスミッター放出、ホルモン放出、既
知の性状解析されていない遺伝子マーカー（例えば、ノーザンブロット）の両方への転写
変化、細胞代謝の変化（細胞増殖またはｐＨ変化）、および細胞内第２メッセンジャー（
Ｃａ2+、ＩＰ３、ｃＧＭＰ、またはｃＡＭＰ）の変化のような種々の作用を測定してもよ
い。
【０１９５】
　ＧＰＣＲの好適な測定法は、受容体活性を示すイオンまたは電圧感受性色素を充填した
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細胞を含む。そのような受容体の活性を測定する方法はまた、他のＧタンパク質結合受容
体の既知のアゴニストおよびアンタゴニストを陰性対照または陽性対照として使用して、
試験化合物の活性を評価することができる。調節化合物（例えば、アゴニスト、アンタゴ
ニスト）を同定する測定法では、細胞質または膜電圧のイオンレベルの変化を、それぞれ
イオン感受性または膜電圧蛍光指示物質を使用して追跡する。使用されるイオン感受性指
示物質と電圧プローブには、モレキョラープローブズ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅ
ｓ）１９９７年カタログに開示のものがある。Ｇタンパク質結合受容体については、無差
別なＧタンパク質（例えば、Ｇα１５およびＧα１６）を、好適な測定法で使用すること
ができる（ウィルキー（Ｗｉｌｋｉｅ）ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，
８８：１００４９－１００５３（１９９１））。そのような無差別Ｇタンパク質は、広範
囲の受容体の結合を可能にする。
【０１９６】
　受容体活性化は一般に、以後の細胞内イベント（例えば、細胞内貯蔵のカルシウムイオ
ンを放出するＩＰ３のような第２メッセンジャーの増加）を開始する。あるＧタンパク質
結合受容体の活性化は、ホスファチジルイノシトールのホスホリパーゼＣ介在加水分解（
ベリッジ（Ｂｅｒｒｉｄｇｅ）とアービン（Ｉｒｖｉｎｅ）、Ｎａｔｕｒｅ，３１２：３
１５－２１（１９８４））を介するイノシトール三リン酸（ＩＰ３）の生成を刺激する。
ＩＰ３は次に、細胞内カルシウムイオン貯蔵の放出を刺激する。すなわち細胞質カルシウ
ムイオンレベルの変化またはＩＰ３のような第２メッセンジャーレベルの変化は、Ｇタン
パク質結合受容体機能を評価するのに使用することができる。そのようなＧタンパク質結
合受容体を発現する細胞は、細胞内貯蔵とイオンチャネルの活性化との両方の寄与の結果
として、細胞質カルシウムレベルの上昇を示し、この場合、カルシウム不含緩衝液（ＥＧ
ＴＡのようなキレート化剤を随時補足したもの）中でそのような測定法を行い、内部貯蔵
からのカルシウム放出に帰因する蛍光応答を区別することが、必要ではないが、好ましい
。
【０１９７】
　他の測定法では、活性化された時に、アデニレートシクラーゼのような酵素を活性化ま
たは阻害することにより、細胞内環状ヌクレオチド（例えばｃＡＭＰまたはｃＧＭＰ）の
レベルの変化を引き起こす受容体の活性を測定する。ｃＡＭＰまたはｃＧＭＰの結合によ
り活性化されると陽イオンが透過性になる、環状ヌクレオチドゲーティッドイオンチャネ
ル、例えばロッド光受容細胞および嗅覚ニューロンチャネルがある（例えば、アルテンホ
ーフェン（Ａｌｔｅｎｈｏｆｅｎ）ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，８８
：９８６８－９８７２（１９９１）およびダーラン（Ｄｈａｌｌａｎ）ら、Ｎａｔｕｒｅ
，３４７：１８４－１８７（１９９０）を参照）。受容体の活性化により環状ヌクレオチ
ドのレベルが低下する場合、測定の細胞に受容体活性化物質を加える前に、細胞内環状ヌ
クレオチドレベルを上昇させる物質（例えば、フォルスコリン（ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ））
に、細胞を暴露することが好ましい。この型の測定法のための細胞は、環状ヌクレオチド
充填イオンチャネルをコードするＤＮＡ、ＧＰＣＲホスファターゼ、および受容体（例え
ば、あるグルタミン酸受容体、ムスカリン性アセチルコリン受容体、ドパミン受容体、セ
ロトニン受容体など）（これは活性化されると、細胞質中の環状ヌクレオチドのレベルを
変化させる）をコードするＤＮＡとともに、宿主細胞を同時トランスフェクションするこ
とにより作成することができる。
【０１９８】
　好適な実施態様において、Ｔ１Ｒポリペプチド活性は、受容体をホスホリパーゼＣシグ
ナル伝達経路（オッファーマンズ（Ｏｆｆｅｒｍａｎｎｓ）とサイモン（Ｓｉｍｏｎ）、
Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２７０：１５１７５－１５１８０（１９９５）を参照）に連
結させる無差別Ｇタンパク質とともに、異種細胞中でＴ１Ｒ遺伝子を発現することにより
測定される。場合により、細胞株はＨＥＫ－２９３細胞（これは、Ｔ１Ｒ遺伝子を自然に
発現することはない）であり、無差別Ｇタンパク質はＧα１５（オッファーマンズ（Ｏｆ
ｆｅｒｍａｎｎｓ）とサイモン（Ｓｉｍｏｎ）、前述）である。味覚伝達の調節は、細胞
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内Ｃａ2+レベル（これは、Ｔ１Ｒポリペプチドと結合する分子の投与によりＴ１Ｒシグナ
ル伝達経路の調節に応答して変化する）の変化を測定することにより、測定される。Ｃａ
2+レベルの変化は、随時蛍光Ｃａ2+指示色素および蛍光イメージングを使用して測定され
る。
【０１９９】
　ある実施態様では細胞内ｃＡＭＰまたはｃＧＭＰの変化は、免疫測定法を使用して測定
される。オッファーマンズ（Ｏｆｆｅｒｍａｎｎｓ）とサイモン（Ｓｉｍｏｎ）、Ｊ．Ｂ
ｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２７０：１５１７５－１５１８０（１９９５）が記載した方法を使
用して、ｃＡＭＰのレベルを測定できる。またフェレイ－ボスコ（Ｆｅｌｌｅｙ－Ｂｏｓ
ｃｏ）ら、Ａｍ．Ｊ．Ｒｅｓｐ．Ｃｅｌｌ　ａｎｄ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，１１：１５９
－１６４（１９９４）が記載した方法を使用して、ｃＧＭＰのレベルを測定できる。さら
に、ｃＡＭＰおよび／またはｃＧＭＰを測定する測定キットは、米国特許第４，１１５，
５３８号（参照することにより本明細書に組み込まれる）に記載されている。
【０２００】
　別の実施態様においてホスファチジルイノシトール（ＰＩ）加水分解は、米国特許第５
，４３６，１２８号（参照することにより本明細書に組み込まれる）に従って分析される
。簡単に説明すると、この測定は、細胞を3Ｈ－ミオイノシトールで４８時間またはそれ
以上標識する。標識した細胞を、試験化合物で１時間処理する。処理した細胞を溶解し、
クロロホルム－メタノール－水で抽出し、次にリン酸イノシトールをイオン交換クロマト
グラフィーで分離し、シンチレーション計測で定量する。アゴニストの存在下でのｃｐｍ
と、緩衝液対照の存在下でのｃｐｍの比を計算して、刺激倍数を決定する。同様に、アン
タゴニストの存在下でのｃｐｍと、緩衝液対照（これはアゴニストを含有してもしなくて
もよい）の存在下でのｃｐｍの比を計算して、阻害倍数を決定する。
【０２０１】
　別の実施態様において、転写レベルを測定して、シグナル伝達に対する試験化合物の作
用を評価することができる。目的のＴ１Ｒポリペプチドを含有する宿主細胞を、試験化合
物と、相互作用をするのに充分な時間接触させ、次に遺伝子発現のレベルを測定する。そ
のような相互作用をするための時間の長さは、経験的に決定され、例えば経時変化を追跡
し、時間の関数として転写のレベルを測定することにより決定される。転写の量は、当業
者に公知の適当な方法を使用して、測定される。例えば、目的のタンパク質のｍＲＮＡ発
現は、ノーザンブロットを使用して検出されるか、またはそのポリペプチド産物を、免疫
測定法を使用して同定する。あるいは、レポーター遺伝子を使用する転写ベースの測定法
は、米国特許第５，４３６，１２８号（参照することにより本明細書に組み込まれる）に
記載されている。レポーター遺伝子は、例えば、クロラムフェニコールアセチレントラン
スフェラーゼ、ルシフェラーゼ、３－ガラクトシダーゼおよびアルカリホスファターゼで
もよい。さらに目的のタンパク質は、緑の蛍光タンパク質（例えば、ミスチリ（Ｍｉｓｔ
ｉｌｉ）とスペクター（Ｓｐｅｃｔｏｒ）、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
，１５：９６１－９６４（１９９７）を参照されたい）のような第２のレポーターへの結
合を介して、間接的レポーターとして使用することができる。
【０２０２】
　次に転写の量を、試験化合物の無い同じ細胞中での転写の量と比較するか、または目的
のＴ１Ｒポリペプチドが欠如した実質的に同一の細胞中での転写の量と比較する。実質的
に同一の細胞は、そこから組換え細胞が調製されたが、異種ＤＮＡの導入により修飾され
ていない細胞から得られる。転写の量の差は、試験化合物が目的のＴ１Ｒポリペプチドの
活性を、何らかの形で変化させたことを示す。
【０２０３】
６．化学的感覚受容体を発現するトランスジェニック非ヒト動物
　本発明の１つ以上の化学的感覚受容体配列を発現する非ヒト動物はまた、受容体測定法
に使用することができる。そのような発現を使用して、化学的感覚受容体またはそのリガ
ンド結合領域をコードする核酸で安定にまたは一過性にトランスフェクションした動物に
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、試験化合物を接触させて、受容体ポリペプチドに特異的に結合して動物が試験化合物に
反応するかどうかを決定することにより、インビボで哺乳動物味覚伝達受容体ポリペプチ
ドに、試験化合物が特異的に結合するかどうかを決定することができる。
【０２０４】
　本発明のベクターでトランスフェクションまたは感染させた動物は、特異的またはある
セットの受容体に結合できる味覚物質／リガンドを同定および性状解析するための測定法
に、特に有用である。ヒト化学的感覚受容体配列を発現するそのようなベクター感染動物
は、味覚物質および、例えば細胞生理学（例えば、味覚ニューロン）、ＣＮＳ、または行
動に対するその作用をインビボでスクリーニングするために、使用することができる。
【０２０５】
　個々にまたはライブラリーとして核酸およびベクターを感染／発現する手段は、当該分
野で公知である。種々の個々の細胞、臓器、または動物全体のパラメータを、種々の手段
で測定することができる。本発明のＴ１Ｒ配列は、例えば、感染物質（例えば、アデノウ
イルス発現ベクター）で送達することにより動物の味組織中で発現することができる。
【０２０６】
　内因性の化学的感覚受容体遺伝子は、機能性のまま維持され、野生型（未変性）活性が
まだ存在することができる。他の状況では、すべての化学的感覚受容体活性が導入された
外因性ハイブリッド受容体による場合、ノックアウト株を使用することが好ましい。非ヒ
トトランスジェニック動物（特に、トランスジェニックマウス）の作成方法、および形質
転換細胞を生成するための組換え構築体の選択と調製のための方法は、当該分野で公知で
ある。
【０２０７】
　「ノックアウト」細胞および動物の作成は、哺乳動物細胞中の特定の遺伝子の発現レベ
ルは、抑制すべき遺伝子のＤＮＡ配列の一部を妨害する新しいＤＮＡ配列をゲノム中に導
入することにより、低下させるかまたは完全に排除することができるという前提に基づく
。また「遺伝子トラップ挿入」を使用して、宿主遺伝子を破壊し、マウス胚幹（ＥＳ）細
胞を使用して、ノックアウトトランスジェニック動物を産生することができる（例えば、
ホルチュ（Ｈｏｌｚｓｃｈｕ）、Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　Ｒｅｓ　６：９７－１０６（１
９９７）を参照）。外因性物質の挿入は一般に、相補的核酸配列の間の相同的組換えによ
る。外因性配列は、修飾される標的遺伝子の部分（例えばエキソン、イントロン、または
転写制御配列）であり、または標的遺伝子の発現に影響を与えることができるゲノム配列
；またはこれらの組合せである、多能性の胚幹細胞中の相同的組換えによる遺伝子ターゲ
ティングは、目的のゲノム配列を正確に改変することを可能にする。ノックアウト動物を
作成、スクリーニング、または増殖させるために使用できる方法は、例えば、ビジュヴォ
エト（Ｂｉｊｖｏｅｔ）、Ｈｕｍ．Ｍｏｌ．Ｇｅｎｅｔ．７：５３－６２（１９９８）；
モリーヂス（Ｍｏｒｅａｄｉｔｈ）、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｍｅｄ．７５：２０８－２１６（１９
９７）；トウジョウ（Ｔｏｊｏ）、Ｃｙｔｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１９：１６１－１６
５（１９９５）；ムジェット（Ｍｕｄｇｅｔｔ）、Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．
４８：１６７－１８４（１９９５）；ロンゴ（Ｌｏｎｇｏ）、Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ　Ｒ
ｅｓ．６：３２１－３２８（１９９７）；米国特許第５，６１６，４９１号；５，４６４
，７６４号；５，６３１，１５３号；５，４８７，９９２号；５，６２７，０５９号；５
，２７２，０７１号；ＷＯ９１／０９９５５；ＷＯ９３／０９２２２；ＷＯ９６／２９４
１１；ＷＯ９５／３１５６０；ＷＯ９１／１２６５０を参照されたい。
【０２０８】
　本発明の核酸はまた、「ノックアウト」ヒト細胞およびその子孫を産生するための試薬
として使用することができる。同様に本発明の核酸はまた、マウスの「ノックイン」を産
生するための試薬として使用することができる。ヒトまたはラットＴ１Ｒ遺伝子配列は、
マウスゲノム中のオルソログＴ１Ｒを置換することができる。こうして、ヒトまたはラッ
トＴ１Ｒを発現するマウスが産生される。次にこのマウスを使用して、ヒトまたはラット
Ｔ１Ｒの機能を分析するか、またはそのようなＴ１Ｒのリガンドを同定することができる
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。
【０２０９】
Ｆ．モジュレーター
　Ｔ１Ｒファミリーメンバーのモジュレーターとして試験される化合物は、任意の小化合
物、または生物物質、例えばタンパク質、糖、核酸または脂質でもよい。あるいはモジュ
レーターは、Ｔ１Ｒ遺伝子の遺伝子改変されたものでもよい。一般的には試験化合物は、
小さい化学分子やペプチドである。本発明の測定法におけるモジュレーターまたはリガン
ド候補として基本的に任意の化合物が使用できるが、ほとんどの化合物は、水溶液または
有機（特にＤＭＳＯベースの）溶液に溶解して使用される。測定法は、測定工程を自動化
し、任意の便利な供給源からの化合物を測定法（これらは、一般的には平行して処理され
、例えば、ロボット測定法におけるマイクロタイタープレート上のマイクロタイタフォー
マットで）に提供することにより、大きな化学ライブラリーをスクリーニングするように
設計される。化合物の提供業者はたくさん有り、シグマ（Ｓｉｇｍａ）（セントルイス、
ミズーリ州）、アルドリッチ（Ａｌｄｒｉｃｈ）（（セントルイス、ミズーリ州）、シグ
マ－アルドリッチ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）（セントルイス、ミズーリ州）、フル
カケミカ－ビオケミカアナリチカ（Ｆｌｕｋａ　Ｃｈｅｍｉｋａ－Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａ
　Ａｎａｌｙｔｉｋａ）（ブクス（Ｂｕｃｈｓ）、スイス）などがあることは、理解され
るであろう。
【０２１０】
　ある好適な実施態様において、高処理能力スクリーニング法は、多数の治療用化合物（
モジュレーターまたはリガンド化合物候補）を含有するコンビナトリアル化学またはペプ
チドライブラリーを提供する。そのような「コンビナトリアル化学ライブラリー」または
「リガンドライブラリー」は次に、本明細書に記載の１つ以上の測定法でスクリーニング
されて、所望の特徴的な活性を示すライブラリーメンバー（特定の化学種またはサブクラ
ス）を同定する。こうして同定された化合物は、従来の「リード化合物」となるかまたは
、それ自身を治療物質候補または実際の治療物質として使用することができる。
【０２１１】
　コンビナトリアル化学ライブラリーは、試薬のような多くの化学的「構成ブロック」を
組合せて化学合成または生合成により作成される多様な化合物の集まりである。例えば、
ポリペプチドライブラリーのような線状のセルロースは、化学的構成ブロック（アミノ酸
）のセットをあらゆる可能な方法である化合物の長さ（すなわち、ポリペプチド化合物中
のアミノ酸の数）について組合せることにより生成される。化学的構成ブロックのそのよ
うなコンビナトリアル混合により、数百万の化合物を合成することができる。
【０２１２】
　コンビナトリアル化学ライブラリーの調製とスクリーニングは、当業者に公知である。
そのようなコンビナトリアル化学ライブラリーには、特に限定されないが、ペプチドライ
ブラリー（例えば、米国特許第５，０１０，１７５号、フーカ（Ｆｕｒｋａ）、Ｉｎｔ．
Ｊ．Ｐｅｐｔ．Ｐｒｏｔ．Ｒｅｓ．，３７：４８７－４９３（１９９１）、およびフート
ン（Ｈｏｕｇｈｔｏｎ）ら、Ｎａｔｕｒｅ，３５４：８４－８８（１９９１）を参照）が
ある。化学的多様性ライブラリーを作成するための他の化学も、使用することができる。
そのような化学には、特に限定されないが、ペプトイド（例えば、ＰＣＴ公報ＷＯ９１／
１９７３５）、コードされたペプチド（例えば、ＰＣＴ公報ＷＯ９３／２０２４２）、ラ
ンダムバイオオリゴマー（例えば、ＰＣＴ公報ＷＯ９２／０００９１）、ベンゾジアゼピ
ン（例えば、米国特許第５，２８８，５１４号）、ヒダントイン、ベンゾジアゼピンおよ
びジペプチドのようなダイバーソーマー（ｄｉｖｅｒｓｏｍｅｒｓ）（ホッブズ（Ｈｏｂ
ｂｓ）ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．，９０：６９０９－６９１３（１９
９３））、ビニロガス（ｖｉｎｙｌｏｇｏｕｓ）ポリペプチド（ハギハラ（Ｈａｇｉｈａ
ｒａ）ら、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．，１１４：６５６８（１９９２））、グルコー
ス足場を有する非ペプチジルペプチド模倣物（ハーシュマン（Ｈｉｒｓｃｈｍａｎｎ）ら
、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．，１１４：９２１７－９２１８（１９９２））、小化合
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物ライブラリーの類似有機合成（チェン（Ｃｈｅｎ）ら、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．
，１１６：２６６１（１９９４））、オリゴカルバメート（チョウ（Ｃｈｏ）ら、Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ，２６１：１３０３（１９９３））、ペプチジルホスホネート（キャンベル（Ｃ
ａｍｐｂｅｌｌ）ら、Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．，５９：６５８（１９９３））、核酸ライ
ブラリー（アウスベル（Ａｕｓｕｂｅｌ）、バーガー（Ｂｅｒｇｅｒ）とサムブルーク（
Ｓａｍｂｒｏｏｋ）、すべて前述）、ペプチド核酸ライブラリー（米国特許第５，５３９
，０８３号）、抗体ライブラリー（ボーン（Ｖａｕｇｈｎ）ら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１４（３）：３０９－３１４（１９９６）、およびＰＣＴ／ＵＳ９
６／１０２８７）、炭水化物ライブラリー（リアング（Ｌｉａｎｇ）ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ
，２７４：１５２０－１５２２（１９９６）、および米国特許第５，５９３，８５３号）
、小有機分子ライブラリー（ベンゾジアゼピン、バウム（Ｂａｕｍ）、Ｃ＆ＥＮ、１月１
８日号、３３頁（１９９３）；チアゾリジノンとメタチアザノン、米国特許第５，５４９
，９７４号；ピロリジン、米国特許第５，５２５，７３５号および５，５１９，１３４号
；モルホリノ化合物、米国特許第５，５０６，３３７号；ベンゾジアゼピン、第５，２８
８，５１４号など）がある。
【０２１３】
　コンビナトリアルライブラリーの調製のための装置は、市販されている（例えば、３５
７ＭＰＳ、３９０ＭＰＳ（アドバンストケムテク（Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｃｈｅｍ　Ｔｅｃ
ｈ）、ルイスビル（Ｌｏｕｉｓｖｉｌｌｅ）、ケンタッキー州）、シンフォニー（Ｓｙｍ
ｐｈｏｎｙ）（ライニン（Ｒａｉｎｉｎ）、ウォバーン（Ｗｏｂｕｒｎ）、マサチューセ
ッツ州）、４３３Ａ（アプライドバイオシステムズ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅ
ｍｓ）、フォスターシティ（Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ）、カリホルニア州）、９０５０Ｐ
ｌｕｓ（ミリポア（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）、ベッドフォード（Ｂｅｄｆｏｒｄ）、マサチ
ューセッツ州を参照）。さらに、無数のコンビナトリアルライブラリーが市販されている
（例えば、コムゲネックス（ＣｏｍＧｅｎｅｘ）、プリンストン、ニュージャージー州；
トリポスインク（Ｔｒｉｐｏｓ，Ｉｎｃ．）、セントルイス、ミズーリ州；３Ｄファーマ
シューチカルズ（３Ｄ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ）、エキストン（Ｅｘｔｏｎ）
、ペンシルバニア州；マルテックバイオサイエンシーズ（Ｍａｒｔｅｋ　Ｂｉｏｓｃｉｅ
ｎｃｅｓ）；コロンビア、メリーランド州などを参照）。
【０２１４】
　本発明のある態様において、任意の食品、菓子、医薬組成物、またはこれらの成分で、
Ｔ１Ｒモジュレーターを使用することができ、こうして製品、組成物、または成分の味を
所望の方法で調節することができる。例えば、甘味を増強するＴ１Ｒモジュレーターを加
えて、製品または組成物を甘くすることができ、一方不快な味を阻止するＴ１Ｒモジュレ
ーターを加えて、製品または組成物の味を改良することができる。
【０２１５】
Ｇ．味の知覚を表示し予測する方法
　本発明はまた、好ましくは哺乳動物（ヒトを含む）で味の知覚を表示する方法および／
または味の知覚を予測する方法を提供する。好ましくはそのような方法は、本明細書に記
載の該Ｔ１Ｒポリペプチドをコードする受容体および遺伝子を使用して行われる。
【０２１６】
　また本発明には、哺乳動物により検出可能な味の存在について１つ以上の化合物をスク
リーニングする方法であって、１つ以上の化合物に、開示の受容体を接触させることを含
んでなり、哺乳動物はヒトである、方法が包含される。また本発明には、哺乳動物の特定
の味の知覚を表示する方法であって：該脊椎動物のｎ化学的感覚受容体のそれぞれの定量
的刺激を示す値Ｘ1～Ｘn（ここで、ｎは２より大きいかまたは２に等しい）を提供する工
程；および該値から、味の知覚の定量的表示を生成する工程、とを含んでなる方法が包含
される。化学的感覚受容体は、本明細書に開示の化学的感覚受容体でもよく、表示は、ｎ
次元空間中の点または容積を構成してもよく、グラフまたはスペクトルを構成してもよく
、そして定量的表示のマトリックスを構成してもよい。また提供工程は、複数の組換え産
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生化学的感覚受容体に試験組成物を接触させ、該組成物の該受容体との相互作用を定量的
に測定することを含んでもよい。
【０２１７】
　また本発明には、哺乳動物で未知の味の知覚を与える１つ以上の分子または分子の組合
せにより発生する哺乳動物の味の知覚を予測する方法であって：哺乳動物で既知の味の知
覚を与える１つ以上の分子または分子の組合せについて、該脊椎動物のｎ個の化学的感覚
受容体のそれぞれの定量的刺激を示す値Ｘ1～Ｘn（ここで、ｎは２より大きいかまたは２
に等しい）を提供し、哺乳動物で既知の味の知覚を与えるその１つ以上の分子または分子
の組合せについて、該値から、哺乳動物の味の知覚の定量的表示を生成する工程、哺乳動
物で未知の味の知覚を与える１つ以上の分子または分子の組合せについて、該脊椎動物の
ｎ個の化学的感覚受容体のそれぞれの定量的刺激を示す値Ｘ1～Ｘn（ここで、ｎは２より
大きいかまたは２に等しい）を提供し、哺乳動物で未知の味の知覚を与えるその１つ以上
の分子または分子の組合せについて、該値から、哺乳動物の味の知覚の定量的表示を生成
する工程、そして哺乳動物で未知の味の知覚を与える１つ以上の分子または分子の組合せ
についての哺乳動物の味の知覚の定量的表示を、哺乳動物で既知の味の知覚を与える１つ
以上の分子または分子の組合せについての哺乳動物の味の知覚の定量的表示と比較するこ
とにより、哺乳動物で未知の味の知覚を与える１つ以上の分子または分子の組合せにより
発生する哺乳動物の味の知覚を予測する、上記方法が包含される。この方法で使用される
化学的感覚受容体は、本明細書に開示の化学的感覚受容体を含有してもよい。
【０２１８】
　別の実施態様において、上記の既知の分子または分子の組合せについて、哺乳動物の味
の知覚の値を測定し；上記の１つ以上の未知の分子または分子の組合せについて、哺乳動
物の味の知覚の値を測定し；１つ以上の未知の組成物についての哺乳動物の味の知覚の値
を、１つ以上の既知の組成物についての哺乳動物の味の知覚の値と比較し；哺乳動物であ
らかじめ決められた味の知覚を誘発する分子または分子の組合せを選択し；２つ以上の未
知の分子または分子の組合せを組合せて、哺乳動物であらかじめ決められた味の知覚を誘
発する分子または分子の組合せを生成することにより、哺乳動物であらかじめ決められた
味の知覚を誘発する新規分子または分子の組合せが作成される。この組合せ工程は、哺乳
動物であらかじめ決められた味の知覚を誘発する単一の分子または分子の組合せを与える
。
【０２１９】
　本発明の別の実施態様において、味を刺激する方法であって：クローン化した複数の化
学的感覚受容体（好ましくはヒトの受容体）のそれぞれについて、受容体が味覚物質と相
互作用する程度を確認する工程；そして、味覚物質のプロフィールを模倣する受容体刺激
プロフィールを一緒に与える量で、それぞれが１つ以上の受容体とのあらかじめ確認した
相互作用を有する複数の化合物を組合せる工程、を含んでなる上記方法が提供される。味
覚物質と化学的感覚受容体との相互作用は、本明細書に開示の任意の結合測定法または受
容体測定法を使用して、測定することができる。次に複数の化合物を組合せて混合物を生
成する。所望であれば、複数の化合物の１つ以上を共有結合させることができる。組合せ
た化合物は、味覚物質により実質的に刺激される受容体の少なくとも７５％、８０％、ま
たは９０％を実質的に刺激する。
【０２２０】
　本発明のさらに別の実施態様において、複数の標準化合物を複数の化学的感覚受容体に
対して試験して、各受容体が各標準化合物と相互作用する程度を確認し、こうして各標準
化合物の受容体刺激プロフィールを作成する。次にこれらの受容体刺激プロフィールを、
データ保存媒体上のリレーショナルデータベースに保存する。この方法はさらに、味の所
望の受容体刺激プロフィールを提供し；所望の受容体刺激プロフィールをリレーショナル
データベースと比較し；そして、所望の受容体刺激プロフィールと最も良く一致する標準
化合物の１つ以上の組合せを確認することを含んでなる。この方法はさらに、標準化合物
を１つ以上の確認した組合せで組合せて、味を模倣することを含む。
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Ｈ．キット
　Ｔ１Ｒ遺伝子とその同族体は、化学的感覚受容体細胞を同定するために、法医学や親子
鑑定のために、および味覚伝達を調べるために、有用な手段である。Ｔ１Ｒ核酸に特異的
にハイブリダイズするＴ１Ｒファミリーメンバー特異的試薬（例えば、Ｔ１Ｒプローブや
プライマー）、およびＴ１Ｒポリペプチドに特異的に結合するＴＲ１特異的試薬（例えば
、Ｔ１Ｒ抗体）は、味覚細胞発現および味覚伝達制御を調べるために使用される。
【０２２２】
　試料中のＴ１ＲファミリーメンバーについてＤＮＡとＲＮＡの存在のための核酸測定法
には、当業者に公知の無数の方法、例えばサザン解析、ノーザン解析、ドットブロット、
ＲＮａｓｅ保護、Ｓ１解析、ＰＣＲのような増幅法、およびｉｎ　ｓｉｔｕ　ハイブリダ
イゼーションがある。例えばｉｎ　ｓｉｔｕ　ハイブリダイゼーションでは、標的核酸は
、以後の解釈と解析のために細胞の形態を維持しながら、細胞内でハイブリダイゼーショ
ンができるように、その細胞環境から放出される。以下の論文は、ｉｎ　ｓｉｔｕ　ハイ
ブリダイゼーションの技術の概要を提供する：シンガー（Ｓｉｎｇｅｒ）ら、Ｂｉｏｔｅ
ｃｈｎｉｑｕｅｓ，４：２３０５０（１９８６）；ハッセ（Ｈａｓｓｅ）ら、Ｍｅｔｈｏ
ｄｓ　ｉｎ　Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，第ＶＩＩ巻、１８９－２２６頁（１９８４）；および「
核酸ハイブリダイゼーション：実際的アプローチ（Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒ
ｉｄｉｚａｔｉｏｎ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ）」（ネームズ（Ｎａ
ｍｅｓ）ら編、１９８７）。さらに、Ｔ１Ｒポリペプチドは、上記の種々の免疫測定法に
より検出することができる。一般的に試験試料は、陽性対照（例えば、組換えＴ１Ｒポリ
ペプチドを発現する試料）と陰性対照の両方と比較される。
【０２２３】
　本発明はまた、Ｔ１Ｒファミリーメンバーのモジュレーターについてスクリーニングす
るためのキットを提供する。そのようなキットは、容易に利用可能な材料と試薬から調製
することができる。例えばそのようなキットは、以下の材料の任意の１つ以上を含む：Ｔ
１Ｒ核酸またはタンパク質、反応試験管、およびＴ１Ｒ活性を試験するための説明書。場
合によりキットは、生物活性のあるＴ１Ｒ受容体を含有する。キットを使用するユーザー
とユーザーの具体的なニーズにより、広範なキットと成分が本発明に従って調製できる。
【実施例】
【０２２４】
例
　本明細書に記載のタンパク質配列において、一文字コードＸまたはＸａａは、２０個の
一般的なアミノ酸残基のいずれかを意味する。本明細書に記載のＤＮＡ配列において、一
文字コードＮまたはｎは、４つの一般的なヌクレオチド塩基（Ａ、Ｔ、ＣまたはＧ）のい
ずれかを意味する。
【０２２５】
例１－ｈＴ１Ｒ３
　ｈＴ１Ｒ３ゲノムＤＮＡを、以下に配列番号１と配列番号２として、予測されるコード
配列（ｃｄｓ）を太字で示して提供する。５’と３’コンティグの間の切断は、エリプス
（ｅｌｉｐｓｅｓ）として示す（’．．．．．．．．’）。ｈＴ１Ｒ３予測ｃｄｓは、配
列番号３に記載する。最後に、好適な予測されるｈＴ１Ｒ３アミノ酸配列を配列番号４と
して、アミノ酸の一文字コードを使用して提供する。
【０２２６】
ｈＴ１Ｒ３ゲノムＤＮＡ－５’コンティグ（配列番号１）　
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ｈＴ１Ｒ３ゲノムＤＮＡ－３’コンティグ（配列番号２）　
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【０２２８】
ｈＴ１Ｒ３完全長ゲノムＤＮＡ（配列番号２０）　
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ｈＴ１Ｒ３予測ｃｄｓ（配列番号３）　
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ｈＴ１Ｒ３概念的翻訳（配列番号４）　

【０２３１】
例２－ｒＴ１Ｒ３とｍＴ１Ｒ３
　ラットとマウスＴ１Ｒ３遺伝子のセグメントを、ゲノムＤＮＡからヒトＴ１Ｒ３配列に
基づく縮重プライマーを使用して、ＰＣＲ増幅により単離した。縮重プライマーＳＡＰ０
７７（５’－ＣＧＮＴＴＹＹＴＮＧＣＮＴＧＧＧＧＮＧＡＲＣＣ－３’；配列番号５）と
ＳＡＰ０７９（５’－ＣＧＮＧＣＮＣＧＲＴＴＲＴＡＲＣＡＮＣＣＮＧＧ－３’；配列番
号６）は、それぞれヒトＴ１Ｒ３残基ＲＦＬＡＷＧＥＰＡ（配列番号７に対応）とＰＧＣ
ＹＮＲＡＲ（配列番号８に対応）に相補的である。ＰＣＲ産物をクローン化し配列決定し
た。プラスミドＳＡＶ１１５は、マウスＴ１Ｒ３遺伝子のクローン化セグメントを有し、
ＳＡＶ１１８は、ラット遺伝子のセグメントを有する。マウスセグメントは、ヒトＴ１Ｒ
３の対応するセグメントと７４％同一であり、ラットセグメントは、ヒトＴ１Ｒ３の対応
するセグメントと８０％同一であるため、以下に示すこれらの配列は、ヒトＴ１Ｒ３の齧
歯類のものを明らかに示す。マウスとラットのセグメントは、８８％同一である。他のデ
ータベース配列では、これらのＴ１Ｒ３セグメントと同一性が４０％を越えるものはない
。
【０２３２】
センス配向のＳＡＶ１１５マウスＴ１Ｒ３セグメント（除去した縮重プライマーに対応す
る配列）（配列番号９）　
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ｍＴ１Ｒ３セグメント、概念的翻訳（配列番号１０）　

【０２３４】
センス配向のＳＡＶ１１８ラットＴ１Ｒ３セグメント（除去した縮重プライマーに対応す
る配列）（配列番号１１）　

【０２３５】
ｒＴ１Ｒ３セグメント、概念的翻訳（配列番号１２）　

【０２３６】
例３－ｒＴ１Ｒ３のクローニング
　配列番号９と１１として上記で同定したｍＴ１Ｒ３とｒＴ１Ｒ３断片を使用して、ラッ
ト味組織由来ｃＤＮＡライブラリーをスクリーニングした。１つの陽性クローンを配列決
定し、以下に配列番号１３として示す完全長ｒＴ１Ｒ３配列を含有することがわかった。
ｍＴ１Ｒ３とｒＴ１Ｒ３部分配列との、および完全長ｈＴ１Ｒ３配列との、配列比較は、
このｃＤＮＡが、ｈＴ１Ｒ３のラットのものであることが確立された。例えば、ｒＴ１Ｒ
３とｈＴ１Ｒ３の間の対のアミノ酸同一性は約７２％であり、公のＤＮＡ配列データバン
ク中の最も関連する注釈をつけた配列は、ｒＴ１Ｒ３と約３３％同一である。
【０２３７】
ｒＴ１Ｒ３予測ｃｄｓ（配列番号１３）　
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ｒＴ１Ｒ３概念的翻訳（配列番号１４）　

【０２３９】
例４－ｍＴ１Ｒ３の発現
　ＳＡＶ１１５に含有される上記マウスＴ１Ｒ３断片を、Ｍ１３前進プライマーとＭ１３
逆進プライマーを使用してＰＣＲにより増幅し、ゲル精製した。Ｔ１Ｒ３　ＤＮＡ鋳型を
、インビトロ転写標識反応中に入れ、ここでジゴキシゲニン標識ＵＴＰを、アンチセンス
ｃＲＮＡプローブ中に取り込んだ。このプローブを、有郭乳頭を含有する成体マウス味組
織とハイブリダイズさせた。Ｔ１Ｒ３　ｉｎ　ｓｉｔｕ　ハイブリダイゼーションと検出
は、シーレン－ウィーマーズ（Ｓｃｈａｅｒｅｎ－Ｗｉｅｍｅｒｓ）ら、Ｈｉｓｔｏｃｈ
ｅｍｉｓｔｒｙ，１００：４３１－４００（１９９３）のプロトコールに従って行った。
簡単に説明すると、新鮮な凍結したマウスの舌を１４μｍの切片にして、ハイブリダイゼ
ーション用に調製した。２００ｎｇ／ｍｌのアンチセンスジゴキシゲニンＴ１Ｒ３プロー
ブを、７２℃で１４時間ハイブリダイズさせた。ハイブリダイゼーション後は、０．２×
ＳＳＣで７２℃で洗浄した。ジゴキシゲニン検出は、１：５０００希釈の抗ＤＩＧアルカ
リホスファターゼ抗体でインキュベートし、次にＮＢＴ／ＢＣＩＰ中のホスファターゼの
１２時間反応により行った。図１は、マウス有郭乳頭の味蕾中のＴ１Ｒ３遺伝子発現を示
す。
【０２４０】
例５－ｈＴ１Ｒ１
　ラット味覚受容体のヒトオルソログ（データベース受け入れ番号ＡＬ１５９１７７）（
ｒＴ１Ｒ１と呼ぶ）を、以下に配列番号１５として示す。予測されるｃｄｓは、太字で示
し、いくつかのイントロン配列間隔を、Ｎの連続として示す。ヌクレオチドと概念的翻訳
ｈＴ１Ｒ１配列もまた、本明細書にそれぞれ配列番号１６と１７として示す。
【０２４１】
ｈＴ１Ｒ１ゲノムＤＮＡ（配列番号１５）　
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【０２４２】
ｈＴ１Ｒ１予測ｃｄｓ（配列番号１６）　
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ｈＴ１Ｒ１概念的翻訳（配列番号１７）　

【０２４４】
　前記の詳細な説明は、本発明のいくつかの実施態様を記載するが、上記記載は例示のた
めのみであり、決して開示の発明を限定するものではないことを理解されたい。本発明は
、請求項によってのみ限定されるものである。

【図１】



(64) JP 5903078 B2 2016.4.13

【配列表】
0005903078000001.app



(65) JP 5903078 B2 2016.4.13

10

20

30

40

50

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                                        
   Ｃ１２Ｎ   5/10     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ    5/10     　　　　        　　　　　
   Ｃ１２Ｐ  21/02     (2006.01)           Ｃ１２Ｐ   21/02     　　　Ｃ        　　　　　
   Ｃ１２Ｑ   1/02     (2006.01)           Ｃ１２Ｑ    1/02     　　　　        　　　　　
   Ｃ１２Ｑ   1/68     (2006.01)           Ｃ１２Ｑ    1/68     　　　Ｚ        　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/50     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ   33/50     　　　Ｚ        　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/15     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ   33/15     　　　Ｚ        　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/566    (2006.01)           Ｇ０１Ｎ   33/566    　　　　        　　　　　

(31)優先権主張番号  60/209,840
(32)優先日　　　　  平成12年6月6日(2000.6.6)
(33)優先権主張国　  米国(US)
(31)優先権主張番号  60/214,213
(32)優先日　　　　  平成12年6月23日(2000.6.23)
(33)優先権主張国　  米国(US)
(31)優先権主張番号  60/226,448
(32)優先日　　　　  平成12年8月17日(2000.8.17)
(33)優先権主張国　  米国(US)
(31)優先権主張番号  60/259,227
(32)優先日　　　　  平成13年1月3日(2001.1.3)
(33)優先権主張国　  米国(US)

(72)発明者  オコネル、ショーン、エム
            アメリカ合衆国　カリフォルニア、エンシニタス、ヴィレッジ　ラン　イースト　４１７
(72)発明者  リ、シャオコン
            アメリカ合衆国　カリフォルニア、サン　ディエゴ、ワコ　ストリート　３４３５、アパートメン
            ト　ナンバー　３
(72)発明者  スタスゼウスキー、レナ
            アメリカ合衆国　カリフォルニア、サン　ディエゴ、カレ　ヌエヴァ　８２７０

    審査官  西村　亜希子

(56)参考文献  国際公開第０１／０８３７４９（ＷＯ，Ａ１）　　
              特表２００３－５３１６１４（ＪＰ，Ａ）　　　
              国際公開第００／００６５９２（ＷＯ，Ａ１）　　
              国際公開第０１／０６４８８２（ＷＯ，Ａ１）　　
              Cell,Vol.96,No.4(1999)p.541-551
              Cell,Vol.100,No.6(2000.Mar.17)p.693-702
              Cell,Vol.95,No.7(1998)p.917-926

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｃ１２Ｎ　　１５／０９　　　　
              Ｃ０７Ｋ　　１４／７０５　　　
              Ｃ１２Ｎ　　　１／１５　　　　
              Ｃ１２Ｎ　　　１／１９　　　　
              Ｃ１２Ｎ　　　１／２１　　　　
              Ｃ１２Ｎ　　　５／１０　　　　
              Ｃ１２Ｐ　　２１／０２　　　　



(66) JP 5903078 B2 2016.4.13

              Ｃ１２Ｑ　　　１／０２　　　　
              Ｃ１２Ｑ　　　１／６８　　　　
              Ｇ０１Ｎ　　３３／１５　　　　
              Ｇ０１Ｎ　　３３／５０　　　　
              Ｇ０１Ｎ　　３３／５６６　　　
              ＣＡｐｌｕｓ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＷＰＩＤＳ／ＢＩＯＳＩＳ（ＳＴＮ）
              ＧｅｎＢａｎｋ／ＥＭＢＬ／ＤＤＢＪ／ＧｅｎｅＳｅｑ
              ＵｎｉＰｒｏｔ／ＧｅｎｅＳｅｑ


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

