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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
配列番号：１のアミノ酸配列を含むタンパク質またはその塩。
【請求項２】
配列番号：１のアミノ酸配列からなるタンパク質またはその塩。
【請求項３】
アポトーシス誘導活性を有するタンパク質である請求項１または２記載のタンパク質。
【請求項４】
細胞障害活性を有するタンパク質である請求項１または２記載のタンパク質。
【請求項５】
請求項１記載のタンパク質をコードする塩基配列を含むＤＮＡを含有するＤＮＡ。
【請求項６】
配列番号：４～配列番号：６のいずれかの配列番号の塩基配列を含む請求項５記載のＤＮ
Ａ。
【請求項７】
請求項５記載のＤＮＡを含有する組換えベクター。
【請求項８】
請求項７記載の組換えベクターで形質転換された形質転換体。
【請求項９】
請求項８記載の形質転換体を培養し、請求項１記載のタンパク質を生成、蓄積せしめ、こ
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れを採取することを特徴とする請求項１記載のタンパク質またはその塩の製造方法。
【請求項１０】
請求項１記載のタンパク質またはその塩に対する抗体。
【請求項１１】
外来性の請求項５記載のＤＮＡまたはその変異ＤＮＡを有することを特徴とする非ヒト哺
乳動物。
【請求項１２】
請求項５記載のＤＮＡが不活性化された非ヒト哺乳動物胚幹細胞。
【請求項１３】
請求項５記載のＤＮＡが不活性化された該ＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物。
【請求項１４】
該ＤＮＡがレポーター遺伝子を導入することにより不活性化され、該レポーター遺伝子が
請求項５記載のＤＮＡに対するプロモーターの制御下で発現する請求項１３記載の非ヒト
哺乳動物。
【請求項１５】
請求項１４記載の非ヒト哺乳動物に試験化合物を投与し、レポーター遺伝子の発現を検出
することを特徴とする請求項５記載のＤＮＡに対するプロモーターの活性を促進または阻
害する化合物またはその塩のスクリーニング方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、新規なＦａｓリガンド様タンパク質およびそのＤＮＡに関する。
【０００２】
【従来の技術】
多細胞生物は、その恒常性を保つために細胞の増殖と死を巧妙にコントロールしている。
個体発生の過程では、多くの細胞が細胞死によって除去され、また、成体においても臓器
、組織を構成する細胞は常に増殖と死のバランスを保ちながら、その機能を維持している
。こうした際の細胞死は、予め予定された死、"Programmed Cell Death"であるとされて
おり、物理的・化学的要因で不慮に起こる細胞死であるネクローシス（Necrosis、壊死）
とは形態学的に明確に区別されたアポトーシス（Apoptosis）の過程を経て起こることが
知られている。アポトーシスによる細胞死の特徴は、細胞膜の湾曲、核の凝縮や断片化が
起こり、最終的にマクロファージのような貪食細胞によって取り込まれ、再利用される機
構として論じられている（インターナショナル・レビュー・オブ・サイトロジー（INTERN
ATIONAL REVIEW OF CYTOLOGY）68，251-306，1980）。
これまでにアポトーシスが関与する多くの生理的、病理的現象が明らかにされてきており
、細胞のアポトーシスを誘導あるいは抑制することにより、各種疾患の診断、予防および
治療を図る試みも盛んに行われている（サイエンス（SCIENCE）267, 1456-1462, 1995）
。アポトーシスは当業界で特に注目されている生命現象の一つである。
【０００３】
アポトーシスは種々の生理的条件下で誘導されるが、中でもＦａｓ抗原（ＣＤ９５，ＡＰ
Ｏ－１）は免疫系の細胞に死を誘導する分子として近年注目を集めている（サイエンス（
SCIENCE）267, 1449-1456, 1995）。Ｆａｓ抗原は分子量４５ｋＤａのＴＮＦ（腫瘍細胞
壊死因子，tumor necrosis factor）レセプターファミリーに属するＩ型膜タンパク質で
あり、Ｆａｓリガンドと結合することにより、細胞死を誘導する。Ｆａｓ抗原の発現が各
種血球系細胞や、肝臓、心臓、小腸など多くの組織や細胞で見られるのに対して、分子量
４０ｋＤａのII型膜タンパク質であるＦａｓリガンドの発現は活性化Ｔリンパ球やナチュ
ラルキラー（ＮＫ）細胞、マクロファージ、精巣、角膜などに限られる。最近、マウスに
おける遺伝子の解析から、Ｆａｓ抗原遺伝子は、ｌｐｒ（lymphoproliferation）マウス
と呼ばれる自己免疫疾患発症マウスにおいて変異が起きているｌｐｒ構造遺伝子そのもの
であること、またｌｐｒマウスと同様の症状を呈するｇｌｄ（generalized-lymphoprolif
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erative disease）マウスではＦａｓリガンドに変異が起きていることが明らかにされた
。ヒトにおいてもＦａｓ抗原遺伝子に変異を有する自己免疫疾患患者が報告されており、
Ｆａｓ／Ｆａｓリガンド系の機能不全が自己免疫疾患を惹起することが強く示唆されてい
る（サイエンス（SCIENCE）268, 1347-1349, 1995）。
また、ヒトＦａｓリガンドがマトリックスメタロプロテイナーゼ（matrix metalloprotei
nase）により切断され、可溶型Ｆａｓリガンドとして遊離されうることが判明し、Ｆａｓ
リガンドが細胞間の接触による相互作用だけでなく、より広範に免疫応答を調節している
可能性も示唆されている（ジャーナル・オブ・エクスペリメンタル・メディシン（JOUNAL
 OF EXPERIMENTAL MEDICINE）182, 1777-1783, 1995）。
【０００４】
Ｆａｓリガンド以外にも、多彩な生物活性を有するＴＮＦファミリーに属するタンパク質
の中で、ＴＮＦ－α、リンホトキシン－α（Lymphotoxin－α、ＬＴ－α）およびリンホ
トキシン－β（Lymphotoxin－β、ＬＴ－β）にアポトーシスを誘導する活性があること
が報告されている（ザ・ニュー・イングランド・ジャーナル・オブ・メディシン（THE NE
W ENGLAND JOURNAL OF MEDICINE）334, 1717-1725, 1996）。ＴＮＦ－αは腫瘍壊死活性
を持った因子として１９７５年に発見されたが、最近では、むしろ炎症反応のメディエー
ターとしての免疫機能の賦活因子として、またウイルス感染や細菌感染をはじめ種々の侵
襲に対する防御因子としての作用の重要性が認識されてきている。また、ＬＴ－αは当初
、リンパ球が産生する細胞傷害因子として報告され、ＴＮＦ－αと同様にホモ三量体を形
成し、５５ｋＤａと７５ｋＤａの２つのＴＮＦレセプターに結合し、Ｂリンパ球の増殖促
進以外は活性の強弱はあるもののＴＮＦと同様な生物活性スペクトラムを示す。ＬＴ－β
はＬＴ－αと相同性の高い分子量３３ｋＤａの膜結合型タンパク質で、ＬＴ－αとヘテロ
三量体を形成し、２種のＴＮＦレセプターとは異なる新たに見いだされたＬＴ－βレセプ
ターに結合し、リンパ節形成というＴＮＦ、ＬＴ－α三量体にはない生物活性を有する。
また最近、アポトーシス誘導活性を有しかつＦａｓリガンドと相同性が高い分子（ＡＰＯ
－２Ｌ／ＴＲＡＩＬ）が新たに発見され、本タンパク質がＴＮＦレセプターやＦａｓ抗原
とは異なる別のレセプターＤＲ４に結合して細胞傷害活性を発揮することが示されている
（ザ・ジャーナル・オブ・バイオロジカル・ケミストリー（THE JOURNAL OF BIOLOGICAL 
CHEMISTRY）271, 12687-12690, 1996；サイエンス（SCIENCE), 276, 111-113, 1997）。
従って、このようなリガンド、レセプターの発現特異性が異なるお互いのＴＮＦ（ＴＮＦ
レセプター）ファミリーのタンパク質間でも、アポトーシス誘導活性における生理的に明
確な機能分担があることが考えられる。
【０００５】
最近、アポトーシスと疾病との関連性について詳細な報告がされている（日本臨床、第５
４巻、第７号、1996年７月１日発行）。例えば、アポトーシス減少に起因する疾患として
は、癌（例、乳癌、前立腺癌、卵巣癌、ろ胞性リンパ球腫、ｐ５３変異を伴う癌）、ウイ
ルス感染（例、ヘルペスウイルス感染、アデノウイルス感染、ボックスウイルス感染）、
自己免疫性疾患（例、全身性エリテマトーデス、免疫関連糸球体腎炎）が例示されており
、一方、アポトーシス増加に起因する疾患としては、エイズ、神経変性疾患（例、アルツ
ハイマー病、パーキンソン病、筋萎縮性側索硬化症、色素性網膜炎、小脳変性）、骨髄異
形成疾患（例、再生不良性貧血）、虚血性疾患（例、心筋梗塞、脳卒中）、中毒性肝疾患
（例、アルコール）が例示されている。
【０００６】
【発明が解決しようとする課題】
本発明は、新規Ｆａｓリガンド様タンパク質，その部分ペプチドまたはその塩、該タンパ
ク質をコードするＤＮＡ、組換えベクター、形質転換体、該タンパク質の製造法、該タン
パク質またはＤＮＡを含有する医薬、該タンパク質に対する抗体、レセプターアゴニスト
／アンタゴニストのスクリーニング方法並びにスクリーニング用キット、該スクリーニン
グで得られるレセプターアゴニスト／アンタゴニスト並びにその医薬、該タンパク質を分
解するプロテイナーゼの活性を促進／阻害する化合物のスクリーニング方法並びにスクリ
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ーニング用キット、該スクリーニングで得られる化合物並びにその医薬、該タンパク質と
該タンパク質が結合し得るレセプターとの結合後の細胞内シグナル伝達を促進または阻害
する化合物のクリーニング方法並びにスクリーニング用キット、該スクリーニングで得ら
れる化合物並びにその医薬等を提供することを目的とする。
【０００７】
【課題を解決するための手段】
新たなＦａｓリガンド様タンパク質の単離は、ＴＮＦファミリー、ＴＮＦレセプターファ
ミリーを介した新たなアポトーシス経路を明らかにし、またそれが臓器あるいは細胞特異
的に発現していれば、臓器別各種疾患とアポトーシスとの関連について、一層詳細な究明
を可能にし、新たなＦａｓリガンド様タンパク質に対して阻害活性あるいは促進活性を発
揮し、種々の疾患の予防や治療に役立つ新たな医薬品の開発ができる。
本発明者らは、鋭意研究を重ねた結果、ヒト肝臓、マウス胚およびラット肝臓由来ｃＤＮ
Ａライブラリーからそれぞれ新規な塩基配列を有するｃＤＮＡをクローニングすることに
成功した。そして、本発明者らは、得られたｃＤＮＡにコードされるタンパク質が有用な
Ｆａｓリガンド様タンパク質であることを見いだし、これらの知見に基づいて、さらに検
討を重ねた結果、本発明を完成するに至った。
【０００８】
すなわち、本発明は、
（１）配列番号：１、配列番号：２または配列番号：３で表わされるアミノ酸配列と同一
もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を有するタンパク質またはその塩、
（２）配列番号：１、配列番号：２または配列番号：３で表わされるアミノ酸配列と実質
的に同一のアミノ酸配列が、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列の第８～２１番目、
第５５～５９番目、第９３～１０２番目、第１０９～１１６番目、第１１８～１２６番目
、第１２８～１３４番目、第１４４～１４９番目、第１６２～１７０番目、第１７６～１
８２番目、第１８４～１８９番目、第１９３～２１３番目、第２１５～２１９番目および
第２２８～２３９番目のアミノ酸配列を有するアミノ酸配列である第（１）項記載のタン
パク質、
（３）アポトーシス誘導活性を有するタンパク質である第（１）項または第（２）項記載
のタンパク質、
（４）第（１）項記載のタンパク質の部分ペプチドまたはその塩、
（５）第（１）項記載のタンパク質をコードする塩基配列を有するＤＮＡを含有するＤＮ
Ａ、
（６）配列番号：４～配列番号：１０のいずれかの配列番号で表わされる塩基配列を有す
る第（５）項記載のＤＮＡ、
（７）第（５）項記載のＤＮＡを含有する組換えベクター、
（８）第（７）項記載の組換えベクターで形質転換された形質転換体、
（９）第（８）項記載の形質転換体を培養し、第（１）項記載のタンパク質を生成、蓄積
せしめ、これを採取することを特徴とする第（１）項記載のタンパク質またはその塩の製
造方法、
（１０）第（１）項記載のタンパク質、第（４）項記載の部分ペプチドまたはそれらの塩
を含有してなる医薬、
（１１）第（５）項記載のＤＮＡを含有してなる医薬、
（１２）癌、ウイルス感染症、ヘリコバクター・ピロリ感染、侵襲性ブドウ状球菌感染、
肝炎、腎炎、骨疾患、動脈硬化症または痛みの治療・予防剤である第（１０）項または第
（１１）項記載の医薬、
（１３）第（１）項記載のタンパク質、第（４）項記載の部分ペプチドまたはそれらの塩
に対する抗体、
【０００９】
（１４）第（１）項記載のタンパク質、第（４）項記載の部分ペプチドまたはそれらの塩
を用いることを特徴とする、第（１）項記載のタンパク質、第（４）項記載の部分ペプチ
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ドまたはそれらの塩と第（１）項記載のタンパク質が結合し得るレセプターとの結合性を
変化させる化合物またはその塩のスクリーニング方法、
（１５）第（１）項記載のタンパク質、第（４）項記載の部分ペプチドまたはそれらの塩
を含有する、第（１）項記載のタンパク質、第（４）項記載の部分ペプチドまたはそれら
の塩と第（１）項記載のタンパク質が結合し得るレセプターとの結合性を変化させる化合
物またはその塩のスクリーニング用キット、
（１６）第（１４）項記載のスクリーニング方法または第（１５）項記載のスクリーニン
グ用キットを用いて得られる、第（１）項記載のタンパク質、第（４）項記載の部分ペプ
チドまたはそれらの塩と第（１）項記載のタンパク質が結合し得るレセプターとの結合性
を変化させる化合物またはその塩、
（１７）第（１４）項記載のスクリーニング方法または第（１５）項記載のスクリーニン
グ用キットを用いて得られる第（１）項記載のタンパク質、第（４）項記載の部分ペプチ
ドまたはそれらの塩と第（１）項記載のタンパク質が結合し得るレセプターとの結合性を
変化させる化合物またはその塩を含有してなる医薬、
（１８）第（１）項記載のタンパク質、第（４）項記載の部分ペプチドまたはそれらの塩
を用いることを特徴とする第（１）項記載のタンパク質を分解するプロテイナーゼの活性
を促進または阻害する化合物またはその塩のスクリーニング方法、
（１９）第（１）項記載のタンパク質、第（４）項記載の部分ペプチドまたはそれらの塩
を含有する、第（１）項記載のタンパク質を分解するプロテイナーゼの活性を促進または
阻害する化合物またはその塩のスクリーニング用キット、
（２０）第（１８）項記載のスクリーニング方法または第（１９）項記載のスクリーニン
グ用キットを用いて得られる、第（１）項記載のタンパク質を分解するプロテイナーゼの
活性を促進または阻害する化合物またはその塩、
（２１）第（１８）項記載のスクリーニング方法または第（１９）項記載のスクリーニン
グ用キットを用いて得られる第（１）項記載のタンパク質を分解するプロテイナーゼの活
性を促進または阻害する化合物またはその塩を含有してなる医薬、
【００１０】
（２２）第（１）項記載のタンパク質、第（４）項記載の部分ペプチドまたはそれらの塩
を用いることを特徴とする、第（１）項記載のタンパク質、第（４）項記載の部分ペプチ
ドまたはそれらの塩と第（１）項記載のタンパク質が結合し得るレセプターとの結合後の
細胞内シグナル伝達を促進または阻害する化合物またはその塩のクリーニング方法、
（２３）第（１）項記載のタンパク質、第（４）項記載の部分ペプチドまたはそれらの塩
を含有する、第（１）項記載のタンパク質、第（４）項記載の部分ペプチドまたはそれら
の塩と第（１）項記載のタンパク質が結合し得るレセプターとの結合後の細胞内シグナル
伝達を促進または阻害する化合物またはその塩のスクリーニング用キット、
（２４）第（２２）項記載のスクリーニング方法または第（２３）項記載のスクリーニン
グ用キットを用いて得られる、第（１）項記載のタンパク質、第（４）項記載の部分ペプ
チドまたはそれらの塩と第（１）項記載のタンパク質が結合し得るレセプターとの結合後
の細胞内シグナル伝達を促進または阻害する化合物またはその塩、
（２５）第（２２）項記載のスクリーニング方法または第（２３）項記載のスクリーニン
グ用キットを用いて得られる第（１）項記載のタンパク質、第（４）項記載の部分ペプチ
ドまたはそれらの塩と第（１）項記載のタンパク質が結合し得るレセプターとの結合後の
細胞内シグナル伝達を促進または阻害する化合物またはその塩を含有してなる医薬、
（２６）外来性の第（５）項記載のＤＮＡまたはその変異ＤＮＡを有することを特徴とす
る非ヒト哺乳動物、
（２７）第（５）項記載のＤＮＡが不活性化された非ヒト哺乳動物胚幹細胞、
（２８）第（５）項記載のＤＮＡが不活性化された該ＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物、
（２９）該ＤＮＡがレポーター遺伝子を導入することにより不活性化され、該レポーター
遺伝子が第（５）項記載のＤＮＡに対するプロモーターの制御下で発現し得る第（２８）
項記載の非ヒト哺乳動物、
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（３０）第（２９）項記載の非ヒト哺乳動物に試験化合物を投与し、レポーター遺伝子の
発現を検出することを特徴とする第（５）項記載のＤＮＡに対するプロモーターの活性を
促進または阻害する化合物またはその塩のスクリーニング方法、
（３１）第（３０）項記載のスクリーニング方法を用いて得られる、第（５）項記載のＤ
ＮＡに対するプロモーターの活性を促進または阻害する化合物またはその塩、および
（３２）第（３０）項記載のスクリーニング方法を用いて得られる第（５）項記載のＤＮ
Ａに対するプロモーターの活性を促進または阻害する化合物またはその塩を含有してなる
医薬。
【００１１】
また、本発明は、
（１）配列番号：１、配列番号：２または配列番号：３で表わされるアミノ酸配列と同一
もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を有するタンパク質またはその塩、
（２）配列番号：１、配列番号：２または配列番号：３で表わされるアミノ酸配列と実質
的に同一のアミノ酸配列が、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列の第８～２１番目、
第５５～５９番目、第９３～１０２番目、第１０９～１１６番目、第１１８～１２６番目
、第１２８～１３４番目、第１４４～１４９番目、第１６２～１７０番目、第１７６～１
８２番目、第１８４～１８９番目、第１９３～２１３番目、第２１５～２１９番目および
第２２８～２３９番目のアミノ酸配列を有するアミノ酸配列である第（１）項記載のタン
パク質、
（３）配列番号：１または配列番号：２で表わされるアミノ酸配列と実質的に同一のアミ
ノ酸配列が、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列の第８～２１番目、第５４～５９番
目、第９３～１０２番目、第１０９～１１６番目、第１１８～１２６番目、第１２８～１
３４番目、第１４４～１４９番目、第１６２～１７０番目、第１７６～１８２番目、第１
８４～１８９番目、第１９３～２１３番目、第２１５～２１９番目および第２２８～２４
０番目のアミノ酸配列を有するアミノ酸配列である第（１）項記載のタンパク質、
（４）アポトーシス誘導活性を有するタンパク質である第（１）項～第（３）項のいずれ
かに記載のタンパク質、
（５）第（１）項記載のタンパク質の部分ペプチドまたはその塩、
（６）第（１）項記載のタンパク質をコードする塩基配列を有するＤＮＡを含有するＤＮ
Ａ、
（７）配列番号：４～配列番号：１０のいずれかの配列番号で表わされる塩基配列を有す
る第（６）項記載のＤＮＡ、
（８）第（６）項記載のＤＮＡを含有する組換えベクター、
（９）第（８）項記載の組換えベクターで形質転換された形質転換体、
（１０）第（９）項記載の形質転換体を培養し、第（１）項記載のタンパク質を生成、蓄
積せしめ、これを採取することを特徴とする第（１）項記載のタンパク質またはその塩の
製造方法、
（１１）第（１）項記載のタンパク質、第（５）項記載の部分ペプチドまたはそれらの塩
を含有してなる医薬、
（１２）癌、ウイルス感染症、ヘリコバクター・ピロリ感染、侵襲性ブドウ状球菌感染、
肝炎、腎炎、骨疾患、動脈硬化症または痛みの治療・予防剤である第（１１）項記載の医
薬、
（１３）第（６）項記載のＤＮＡを含有してなる医薬、
（１４）癌、ウイルス感染症、ヘリコバクター・ピロリ感染、侵襲性ブドウ状球菌感染、
肝炎、腎炎、骨疾患、動脈硬化症または痛みの治療・予防剤である第（１３）項記載の医
薬、
（１５）第（１）項記載のタンパク質、第（５）項記載の部分ペプチドまたはそれらの塩
に対する抗体、
【００１２】
（１６）（ｉ）第（１）項記載のタンパク質が結合し得るレセプターまたはその部分ペプ
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チドに、第（１）項記載のタンパク質、第（５）項記載の部分ペプチドまたはそれらの塩
を接触させた場合と、（ii）該レセプターまたはその部分ペプチドに、第（１）項記載の
タンパク質、第（５）項記載の部分ペプチドまたはそれらの塩および試験化合物を接触さ
せた場合における、該レセプターまたはその部分ペプチドと第（１）項記載のタンパク質
、第（５）項記載の部分ペプチドまたはそれらの塩との結合量を測定し、比較することを
特徴とする、第（１）項記載のタンパク質、第（５）項記載の部分ペプチドまたはそれら
の塩とレセプターとの結合性を変化させる化合物またはその塩のスクリーニング方法、
（１７）（ｉ）第（１）項記載のタンパク質が結合し得るレセプターを含有する細胞また
はその細胞膜画分に、第（１）項記載のタンパク質、第（５）項記載の部分ペプチドまた
はそれらの塩を接触させた場合と、（ii）該レセプターを含有する細胞またはその細胞膜
画分に、第（１）項記載のタンパク質、第（５）項記載の部分ペプチドまたはそれらの塩
および試験化合物を接触させた場合における、該レセプターを含有する細胞またはその細
胞膜画分と第（１）項記載のタンパク質、第（５）項記載の部分ペプチドまたはそれらの
塩との結合量を測定し、比較することを特徴とする、第（１）項記載のタンパク質、第（
５）項記載の部分ペプチドまたはそれらの塩とレセプターとの結合性を変化させる化合物
またはその塩のスクリーニング方法、
（１８）（ｉ）第（１）項記載のタンパク質が結合し得るレセプターを含有する細胞に、
第（１）項記載のタンパク質を含有する細胞を接触させた場合と、（ii）該レセプターを
含有する細胞に、第（１）項記載のタンパク質を含有する細胞および試験化合物を接触さ
せた場合における、該レセプターを含有する細胞におけるアポトーシス誘導活性または細
胞傷害活性を測定して、比較することを特徴とする第（１）項記載のタンパク質、第（５
）項記載の部分ペプチドまたはそれらの塩とレセプターとの結合性を変化させる化合物ま
たはその塩のスクリーニング方法、
（１９）第（１）項記載のタンパク質、第（５）項記載の部分ペプチドまたはそれらの塩
を含有する、第（１）項記載のタンパク質が結合し得るレセプターと第（１）項記載のタ
ンパク質、第（５）項記載の部分ペプチドまたはそれらの塩との結合性を変化させる化合
物またはその塩のスクリーニング用キット、
（２０）第（１６）項～第（１８）項のいずれかに記載のスクリーニング方法または第（
１９）項記載のスクリーニング用キットを用いて得られる、第（１）項記載のタンパク質
が結合し得るレセプターと第（１）項記載のタンパク質、第（５）項記載の部分ペプチド
またはそれらの塩との結合性を変化させる化合物またはその塩、
（２１）第（１６）項～第（１８）項のいずれかに記載のスクリーニング方法または第（
１９）項記載のスクリーニング用キットを用いて得られる第（１）項記載のタンパク質が
結合し得るレセプターに対するアゴニストを含有してなる医薬、
（２２）癌、ウイルス感染、ヘリコバクター・ピロリ感染、侵襲性ブドウ状球菌感染、肝
炎、腎炎、骨疾患、動脈硬化症または痛みの治療・予防剤である第（２１）項記載の医薬
、
（２３）第（１６）項～第（１８）項のいずれかに記載のスクリーニング方法または第（
１９）項記載のスクリーニング用キットを用いて得られる第（１）項記載のタンパク質が
結合し得るレセプターに対するアンタゴニストを含有してなる医薬、
（２４）エイズ、神経変性疾患、骨髄異形成疾患、虚血性疾患、リウマチにおける関節組
織の破壊、炎症、肝炎、自己免疫性疾患、心筋症、糖尿病、糖尿病性合併症、インフルエ
ンザ感染、糸球体腎炎または潰瘍性大腸炎の治療・予防剤である第（２３）項記載の医薬
、
【００１３】
（２５）（ｉ）第（１）項記載のタンパク質またはその塩を分解するプロテイナーゼ（た
だし、第（１）項記載のタンパク質を含有する細胞が、該タンパク質を分解する活性を有
する細胞外プロテイナーゼを産生・分泌する場合は、該細胞が産生・分泌する該細胞外プ
ロテイナーゼでもよい）の存在下で第（１）項記載のタンパク質を含有する細胞を培養し
て得られる培養上清と、レセプターを含有する細胞とを接触させた場合と、（ii）第（１
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）項記載のタンパク質を分解するプロテイナーゼ（ただし、第（１）項記載のタンパク質
を含有する細胞が、第（１）項記載のタンパク質を分解する活性を有する細胞外プロテイ
ナーゼを産生・分泌する場合は、該細胞が産生・分泌する該細胞外プロテイナーゼでもよ
い）および試験化合物の存在下で第（１）項記載のタンパク質を含有する細胞を培養して
得られる培養上清と、レセプターを含有する細胞とを接触させた場合における、レセプタ
ーを介する細胞刺激活性、またはレセプターを含有する細胞のアポトーシスもしくは細胞
傷害を測定または観察して、比較することを特徴とする第（１）項記載のタンパク質を分
解するプロテイナーゼの活性を促進または阻害する化合物またはその塩のスクリーニング
方法、
（２６）第（１）項記載のタンパク質、第（５）項記載の部分ペプチドまたはそれらの塩
を含有する、第（１）項記載のタンパク質を分解するプロテイナーゼの活性を促進または
阻害する化合物またはその塩のスクリーニング用キット、
（２７）第（２５）項記載のスクリーニング方法または第（２６）項記載のスクリーニン
グ用キットを用いて得られる第（１）項記載のタンパク質を分解するプロテイナーゼの活
性を促進または阻害する化合物またはその塩、
（２８）第（２５）項記載のスクリーニング方法または第（２６）項記載のスクリーニン
グ用キットを用いて得られる第（１）項記載のタンパク質を分解するプロテイナーゼの活
性を促進する化合物またはその塩を含有してなる医薬、
（２９）癌、ウイルス感染、ヘリコバクター・ピロリ感染、侵襲性ブドウ状球菌感染、肝
炎、腎炎、骨疾患、動脈硬化症または痛みの治療・予防剤である第（２８）項記載の医薬
、
（３０）第（２５）項記載のスクリーニング方法または第（２６）項記載のスクリーニン
グ用キットを用いて得られる第（１）項記載のタンパク質を分解するプロテイナーゼの活
性を阻害する化合物またはその塩を含有してなる医薬、
（３１）エイズ、リウマチにおける関節組織の破壊、炎症、肝炎または自己免疫性疾患の
治療・予防剤である第（３０）項記載の医薬、
【００１４】
（３２）（ｉ）第（１）項記載のタンパク質が結合し得るレセプターを含有する細胞に、
第（１）項記載のタンパク質、第（５）項記載の部分ペプチドまたはそれらの塩を接触さ
せた場合と、（ii）該レセプターを含有する細胞に、第（１）項記載のタンパク質、第（
５）項記載の部分ペプチドまたはそれらの塩および試験化合物を接触させた場合における
、該レセプターと第（１）項記載のタンパク質、第（５）項記載の部分ペプチドまたはそ
れらの塩との結合後の細胞内シグナル伝達を測定し、比較することを特徴とする、第（１
）項記載のタンパク質が結合し得るレセプターと第（１）項記載のタンパク質、第（５）
項記載の部分ペプチドまたはそれらの塩との結合後の細胞内シグナル伝達を促進または阻
害する化合物またはその塩のクリーニング方法、
（３３）（ｉ）第（１）項記載のタンパク質が結合し得るレセプターを含有する細胞に、
第（１）項記載のタンパク質を含有する細胞を接触させた場合と、（ii）該レセプターを
含有する細胞に、第（１）項記載のタンパク質を含有する細胞および試験化合物を接触さ
せた場合において、該レセプターと第（１）項記載のタンパク質、第（５）項記載の部分
ペプチドまたはそれらの塩との結合後の細胞内シグナル伝達を測定し、比較することを特
徴とする、第（１）項記載のタンパク質が結合し得るレセプターと第（１）項記載のタン
パク質、第（５）項記載の部分ペプチドまたはそれらの塩との結合後の細胞内シグナル伝
達を促進または阻害する化合物またはその塩のクリーニング方法、
（３４）第（１）項記載のタンパク質、第（５）項記載の部分ペプチドまたはそれらの塩
を含有する、第（１）項記載のタンパク質が結合し得るレセプターと第（１）項記載のタ
ンパク質、第（５）項記載の部分ペプチドまたはそれらの塩との結合後の細胞内シグナル
伝達を促進または阻害する化合物またはその塩のスクリーニング用キット、
（３５）第（３２）項または第（３３）項記載のスクリーニング方法または第（３４）項
記載のスクリーニング用キットを用いて得られる、第（１）項記載のタンパク質が結合し
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得るレセプターと第（１）項記載のタンパク質、第（５）項記載の部分ペプチドまたはそ
れらの塩との結合後の細胞内シグナル伝達を促進または阻害する化合物またはその塩、
（３６）第（３２）項または第（３３）項記載のスクリーニング方法または第（３４）項
記載のスクリーニング用キットを用いて得られる、第（１）項記載のタンパク質が結合し
得るレセプターと第（１）項記載のタンパク質、第（５）項記載の部分ペプチドまたはそ
れらの塩との結合後の細胞内シグナル伝達を促進する化合物またはその塩を含有してなる
医薬、
（３７）癌、ウイルス感染、ヘリコバクター・ピロリ感染、侵襲性ブドウ状球菌感染、肝
炎、腎炎、骨疾患、動脈硬化症または痛みの治療・予防である第（３６）項記載の医薬、
（３８）第（３２）項または第（３３）項記載のスクリーニング方法または第（３４）項
記載のスクリーニング用キットを用いて得られる、第（１）項記載のタンパク質が結合し
得るレセプターと第（１）項記載のタンパク質、第（５）項記載の部分ペプチドまたはそ
れらの塩との結合後の細胞内シグナル伝達を阻害する化合物またはその塩を含有してなる
医薬、
（３９）エイズ、神経変性疾患、骨髄異形成疾患、虚血性疾患、リウマチにおける関節組
織の破壊、炎症、肝炎、自己免疫性疾患、心筋症、糖尿病、糖尿病性合併症、インフルエ
ンザ感染、糸球体腎炎または潰瘍性大腸炎の治療・予防剤である第（３８）項記載の医薬
、
【００１５】
（４０）ヒトまたは哺乳動物に第（１）項記載のタンパク質、第（５）項記載の部分ペプ
チドまたはそれらの塩を有効量投与することを特徴とするヒトまたは哺乳動物における癌
、ウイルス感染、ヘリコバクター・ピロリ感染、侵襲性ブドウ状球菌感染、肝炎、腎炎、
自己免疫性疾患、骨疾患、動脈硬化症または痛みを治療または予防する方法、
（４１）ヒトまたは哺乳動物に第（６）項記載のＤＮＡを有効量投与することを特徴とす
るヒトまたは哺乳動物における癌、ウイルス感染、ヘリコバクター・ピロリ感染、侵襲性
ブドウ状球菌感染、肝炎、腎炎、骨疾患、動脈硬化症または痛みを治療または予防する方
法、
（４２）癌、ウイルス感染、ヘリコバクター・ピロリ感染、侵襲性ブドウ状球菌感染、肝
炎、腎炎、骨疾患、動脈硬化症または痛みの治療・予防剤を製造するための第（１）項記
載のタンパク質、第（５）項記載の部分ペプチドまたはそれらの塩の使用、
（４３）癌、ウイルス感染、ヘリコバクター・ピロリ感染、侵襲性ブドウ状球菌感染、肝
炎、腎炎、骨疾患、動脈硬化症または痛みの治療・予防剤を製造するための第（６）項記
載のＤＮＡの使用、
（４４）外来性の第（６）項記載のＤＮＡまたはその変異ＤＮＡを有することを特徴とす
る非ヒト哺乳動物、
（４５）非ヒト哺乳動物がゲッ歯動物である第（４４）項記載の非ヒト哺乳動物、
（４６）ゲッ歯動物がマウスである第（４４）項記載の非ヒト哺乳動物、
（４７）ＤＮＡが配列番号：９で表わされる塩基配列を有するＤＮＡ（マウス由来ゲノム
ＤＮＡ）である第（４６）項記載の非ヒト哺乳動物、
（４８）外来性の第（６）項記載のＤＮＡまたはその変異ＤＮＡを含有し、非ヒト哺乳動
物において発現し得る組換えベクター、
（４９）ＤＮＡが配列番号：９で表わされる塩基配列を有するＤＮＡ（マウス由来ゲノム
ＤＮＡ）である第（４８）項記載の組換えベクター、
（５０）第（６）項記載のＤＮＡが不活性化された非ヒト哺乳動物胚幹細胞、
（５１）該ＤＮＡがレポーター遺伝子（例、大腸菌由来β－ガラクトシダーゼ遺伝子）を
導入することにより不活性化された第（５０）項記載の非ヒト動物胚幹細胞、
（５２）ネオマイシン耐性である第（５０）項記載の非ヒト動物胚幹細胞、
（５３）非ヒト哺乳動物がゲッ歯動物である第（５０）項記載の非ヒト哺乳動物胚幹細胞
、
（５４）ゲッ歯動物がマウスである第（５３）項記載の非ヒト哺乳動物胚幹細胞、（５５
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）である第（５４）項記載の非ヒト哺乳動物胚幹細胞、
【００１６】
（５６）第（６）項記載のＤＮＡが不活性化された該ＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物、
（５７）該ＤＮＡがレポーター遺伝子（例、大腸菌由来β－ガラクトシダーゼ遺伝子）を
導入することにより不活性化され、該レポーター遺伝子が第（６）項記載のＤＮＡに対す
るプロモーターの制御下で発現し得る第（５６）項記載の非ヒト哺乳動物、
（５８）非ヒト哺乳動物がゲッ歯動物である第（５６）項記載の非ヒト哺乳動物、
（５９）ゲッ歯動物がマウスである第（５８）項記載の非ヒト哺乳動物、
（６０）ＤＮＡが配列番号：９で表わされる塩基配列を有するＤＮＡ（マウス由来ゲノム
ＤＮＡ）である第（５９）項記載の非ヒト哺乳動物、
（６１）第（５６）項記載の非ヒト哺乳動物に、試験化合物を投与し、レポーター遺伝子
の発現を検出することを特徴とする第（６）項記載のＤＮＡに対するプロモーターの活性
を促進または阻害する化合物またはその塩のスクリーニング方法、
（６２）第（５１）項記載のスクリーニング方法を用いて得られる、第（６）項記載のＤ
ＮＡに対するプロモーターの活性を促進する化合物またはその塩、
（６３）第（６）項記載のＤＮＡに対するプロモーターの活性を促進する化合物またはそ
の塩を含有してなる医薬、
（６４）癌、ウイルス感染、ヘリコバクター・ピロリ感染、侵襲性ブドウ状球菌感染、肝
炎、腎炎、骨疾患、動脈硬化症または痛みの治療・予防剤である第（６３）項記載の医薬
、
（６５）第（５１）項記載のスクリーニング方法を用いて得られる、第（６）項記載のＤ
ＮＡに対するプロモーターの活性を阻害する化合物またはその塩、
（６６）第（６）項記載のＤＮＡに対するプロモーターの活性を阻害する化合物またはそ
の塩を含有してなる医薬、
（６７）エイズ、神経変性疾患、骨髄異形成疾患、虚血性疾患、リウマチにおける関節組
織の破壊、炎症、肝炎、自己免疫性疾患、心筋症、糖尿病、糖尿病性合併症、インフルエ
ンザ感染、糸球体腎炎または潰瘍性大腸炎の治療・予防剤である第（６６）項記載の医薬
、
【００１７】
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〔式中、Ｘａａは任意のアミノ酸残基を示し、欠失していてもよい〕で表わされるアミノ
酸配列（配列番号：２５で表わされるアミノ酸配列）を有する第（１）項記載のタンパク
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質、
【００１８】
（６９）配列番号：１で表わされるアミノ酸配列の第８～２１番目、第５５～５９番目、
第９３～１０２番目、第１０９～１１６番目、第１１８～１２６番目、第１２８～１３４
番目、第１４４～１４９番目、第１６２～１７０番目、第１７６～１８２番目、第１８４
～１８９番目、第１９３～２１３番目、第２１５～２１９番目および第２２８～２３９番
目のアミノ酸配列から選ばれる少なくとも１つ以上のアミノ酸配列を有する第（５）項記
載の部分ペプチド、
（７０）配列番号：１で表わされるアミノ酸配列の第８～２１番目、第５４～５９番目、
第９３～１０２番目、第１０９～１１６番目、第１１８～１２６番目、第１２８～１３４
番目、第１４４～１４９番目、第１６２～１７０番目、第１７６～１８２番目、第１８４
～１８９番目、第１９３～２１３番目、第２１５～２１９番目および第２２８～２４０番
目のアミノ酸配列から選ばれる少なくとも１つ以上のアミノ酸配列を有する第（５）項記
載の部分ペプチド、
（７１）配列番号：１で表わされるアミノ酸配列の第８３番目～第２４０番目のアミノ酸
配列または配列番号：２で表わされるアミノ酸配列の第８１番目～第２３９番目のアミノ
酸配列を有する第（５）項記載の部分ペプチド、
（７２）配列番号：４～配列番号：１０のいずれかの配列番号で表わされる塩基配列とハ
イストリンジェントな条件下でハイブリダイズする塩基配列を有するＤＮＡを含有するＤ
ＮＡ、
（７３）第（７２）項記載のＤＮＡを含有する組換えベクター、
（７４）第（７３）項記載の組換えベクターで形質転換された形質転換体、
（７５）第（７４）項記載の形質転換体を培養し、タンパク質を生成、蓄積せしめ、これ
を採取することを特徴とする第（７２）項記載のＤＮＡにコードされるタンパク質または
その塩の製造方法、
（７６）第（７５）項記載の製造法で製造される、第（７２）項記載のＤＮＡにコードさ
れるタンパク質またはその塩、
【００１９】
（７７）第（１）項記載のタンパク質が結合し得るレセプターが、ＴＮＦレセプターファ
ミリーに属するレセプター（例、ＴＮＦレセプター、リンホトキシン－βレセプター、Ｆ
ａｓ、ＣＤ２７、ＣＤ３０、ＣＤ４０、ＯＸ４０、ＤＲ４、ＤＲ３／ＷＳＬ－１、ＴＲ２
）または第（１）項記載のタンパク質に対するレセプターである第（１６）項～第（１８
）項のいずれかに記載のスクリーニング方法、
（７８）第（１）項記載のタンパク質が結合し得るレセプターが、ＴＮＦレセプターファ
ミリーに属するレセプター（例、ＴＮＦレセプター、リンホトキシン－βレセプター、Ｆ
ａｓ、ＣＤ２７、ＣＤ３０、ＣＤ４０、ＯＸ４０、ＤＲ４、ＤＲ３／ＷＳＬ－１、ＴＲ２
）または第（１）項記載のタンパク質に対するレセプターである第（１９）項記載のスク
リーニング用キット、
（７９）第（１５）項記載の抗体と、被検液および標識化された第（１）項記載のタンパ
ク質、第（５）項記載の部分ペプチドまたはそれらの塩とを競合的に反応させ、該抗体に
結合した標識化された第（１）項記載のタンパク質、第（５）項記載の部分ペプチドまた
はそれらの塩の割合を測定することを特徴とする被検液中の第（１）項記載のタンパク質
、第（５）項記載の部分ペプチドまたはそれらの塩の定量法、
（８０）被検液と担体上に不溶化した第（１５）項記載の抗体および標識化された別の第
（１４）項記載の抗体とを同時あるいは連続的に反応させたのち、不溶化担体上の標識剤
の活性を測定することを特徴とする被検液中の第（１）項記載のタンパク質、第（５）項
記載の部分ペプチドまたはそれらの塩の定量法、
（８１）第（１５）項記載の抗体（好ましくは、第（１）項記載のタンパク質活性を中和
する活性を有する第（１５）項記載の抗体）を含有してなる医薬、
（８２）エイズ、神経変性疾患、骨髄異形成疾患、虚血性疾患、リウマチにおける関節組
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織の破壊、炎症、肝炎、自己免疫性疾患、心筋症、糖尿病、糖尿病性合併症、インフルエ
ンザ感染、糸球体腎炎または潰瘍性大腸炎の治療・予防剤である第（８１）項記載の医薬
、
（８３）第（６）項または第（７２）項記載のＤＮＡに相補的または実質的に相補的な塩
基配列を有し、該ＤＮＡの発現を抑制し得る作用を有するアンチセンスＤＮＡ、
（８４）第（６）項または第（７２）項記載のＤＮＡに実質的に相補的な塩基配列が、該
ＤＮＡに相補的な塩基配列の全塩基配列あるいは部分塩基配列と約４０％以上（好ましく
は約６０％以上、より好ましくは約８０％以上、さらに好ましくは約９０％以上、最も好
ましくは約９５％以上）の相同性を有する塩基配列である第（８３）項記載のアンチセン
スＤＮＡ、
（８５）第（８３）項記載のアンチセンスＤＮＡを含有してなる医薬、および
（８６）エイズ、神経変性疾患、骨髄異形成疾患、虚血性疾患、リウマチにおける関節組
織の破壊、炎症、肝炎、自己免疫性疾患、心筋症、糖尿病、糖尿病性合併症、インフルエ
ンザ感染、糸球体腎炎または潰瘍性大腸炎の治療・予防剤である第（８５）項記載の医薬
を提供する。
【００２０】
【発明の実施の形態】
本発明のタンパク質は、配列番号：１、配列番号：２または配列番号：３で表わされるア
ミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を有する。
本発明のタンパク質は、例えば、ヒトや温血動物（例えば、モルモット、ラット、マウス
、ニワトリ、ウサギ、ブタ、ヒツジ、ウシ、ウマ、サルなど）のあらゆる細胞（例えば、
脾細胞、神経細胞、グリア細胞、膵臓β細胞、骨髄細胞、メサンギウム細胞、ランゲルハ
ンス細胞、表皮細胞、上皮細胞、内皮細胞、繊維芽細胞、繊維細胞、筋細胞、脂肪細胞、
免疫細胞（例、マクロファージ、Ｔ細胞、Ｂ細胞、ナチュラルキラー細胞、肥満細胞、好
中球、好塩基球、好酸球、単球）、巨核球、滑膜細胞、軟骨細胞、骨細胞、骨芽細胞、破
骨細胞、乳腺細胞、肝細胞もしくは間質細胞、またはこれら細胞の前駆細胞、幹細胞もし
くはガン細胞など）、またはそれらの細胞が存在するあらゆる組織、例えば、脳、脳の各
部位（例、嗅球、扁桃核、大脳基底核、海馬、視床、視床下部、大脳皮質、延髄、小脳）
、脊髄、下垂体、胃、膵臓、腎臓、肝臓、生殖腺、甲状腺、胆のう、骨髄、副腎、皮膚、
筋肉、肺、消化管（例、大腸、小腸、十二指腸）、血管、心臓、胸腺、脾臓、顎下腺、末
梢血、前立腺、睾丸、卵巣、胎盤、子宮、骨、関節、骨格筋などに由来するタンパク質で
あってもよく、また合成タンパク質であってもよい。
【００２１】
配列番号：１、配列番号：２または配列番号：３と実質的に同一のアミノ酸配列としては
、例えば、配列番号：１、配列番号：２または配列番号：３で表わされるアミノ酸配列と
約４０％以上、好ましくは６０％以上、より好ましくは約８０％以上、さらに好ましくは
約９０％以上、最も好ましくは約９５％以上の相同性を有するアミノ酸配列などが挙げら
れる。特に、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列のうち第８３番目～第２４０番目の
アミノ酸配列、配列番号：２で表わされるアミノ酸配列のうち第８１番目～第２３９番目
のアミノ酸配列または配列番号：３で表わされるアミノ酸配列のうち第８１番目～第２３
９番目のアミノ酸配列と約４０％以上、好ましくは６０％以上、より好ましくは約８０％
以上、さらに好ましくは約９０％以上の相同性を有する場合が好ましい。
また、配列番号：１、配列番号：２または配列番号：３と実質的に同一のアミノ酸配列と
しては、構成アミノ酸として、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列の第８～２１番目
、第５５～５９番目、第９３～１０２番目、第１０９～１１６番目、第１１８～１２６番
目、第１２８～１３４番目、第１４４～１４９番目、第１６２～１７０番目、第１７６～
１８２番目、第１８４～１８９番目、第１９３～２１３番目、第２１５～２１９番目およ
び第２２８～２３９番目のアミノ酸配列を有するアミノ酸配列なども好ましい。これらの
アミノ酸配列は、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列、配列番号：２で表わされるア
ミノ酸配列および配列番号：３で表わされるアミノ酸配列に共通するアミノ酸配列である
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。
また、配列番号：１または配列番号：２と実質的に同一のアミノ酸配列としては、構成ア
ミノ酸として、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列の第８～２１番目、第５４～５９
番目、第９３～１０２番目、第１０９～１１６番目、第１１８～１２６番目、第１２８～
１３４番目、第１４４～１４９番目、第１６２～１７０番目、第１７６～１８２番目、第
１８４～１８９番目、第１９３～２１３番目、第２１５～２１９番目および第２２８～２
４０番目のアミノ酸配列を有するアミノ酸配列なども好ましい。これらのアミノ酸配列は
、配列番号：２で表わされるアミノ酸配列の第６～２０番目、第５２～５７番目、第９１
～１００番目、第１０７～１１４番目、第１１６～１２４番目、第１２６～１３２番目、
第１４２～１４７番目、第１６２～１７０番目、第１７６～１８２番目、第１８４～１８
９番目、第１９２～２１２番目、第２１４～２１８番目および第２２７～２３９番目のア
ミノ酸配列に対応し、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と配列番号：２で表わされ
るアミノ酸配列に共通するアミノ酸配列である。
【００２２】
配列番号：１、配列番号：２または配列番号：３で表わされるアミノ酸配列と実質的に同
一のアミノ酸配列を含有する本発明のタンパク質としては、上記のとおり配列番号：１、
配列番号：２または配列番号：３で表わされるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配
列を有し、配列番号：１、配列番号：２または配列番号：３で表わされるアミノ酸配列を
含有するタンパク質と実質的に同質の活性を有するタンパク質などが好ましい。
実質的に同質の活性としては、例えば、アポトーシス誘導活性、ウイルス感染細胞等に対
する細胞傷害活性などの活性が挙げられる。実質的に同質とは、それらの活性が性質的（
例、生理化学的または薬理学的）に同質であることを示す。したがって、アポトーシス誘
導活性、ウイルス感染細胞等に対する細胞傷害活性などの活性が同等（例、約０．０１～
２０倍、好ましくは約０．２～５倍、より好ましくは約０.５～２倍）であることが好ま
しいが、これらの活性の程度やタンパク質の分子量などの量的要素は異なっていてもよい
。
アポトーシス誘導活性、ウイルス感染細胞等に対する細胞傷害活性などの活性は、自体公
知の方法あるいはそれに準じる方法、例えば、後述するスクリーニング方法で記載されて
いる方法などを用いて測定することができる。
また、本発明のタンパク質には、▲１▼配列番号：１、配列番号：２または配列番号：３
で表わされるアミノ酸配列中の１または２個以上（例えば１～８０個、好ましくは１～２
０個程度、より好ましくは１～９個程度、さらに好ましくは数（例、１～５）個）のアミ
ノ酸が欠失したアミノ酸配列、▲２▼配列番号：１、配列番号：２または配列番号：３で
表わされるアミノ酸配列に１または２個以上（例えば１～８０個、好ましくは１～２０個
程度、より好ましくは１～９個程度、さらに好ましくは数（例、１～５）個）のアミノ酸
が付加したアミノ酸配列、▲３▼配列番号：１、配列番号：２または配列番号：３で表わ
されるアミノ酸配列中の１または２個以上（例えば１～８０個、好ましくは１～２０個程
度、より好ましくは１～９個程度、さらに好ましくは数（例、１～５）個）のアミノ酸が
他のアミノ酸で置換されたアミノ酸配列、または▲４▼それらを組み合わせたアミノ酸配
列を含有するタンパク質などのいわゆるムテインも含まれる。
【００２３】
上記のようにアミノ酸配列が欠失または置換されている場合、その欠失または置換の位置
としては、特に限定されないが、例えば、▲１▼配列番号：１で表わされるアミノ酸配列
の第８～２１番目、第５５～５９番目（または第５４～５９番目）、第９３～１０２番目
、第１０９～１１６番目、第１１８～１２６番目、第１２８～１３４番目、第１４４～１
４９番目、第１６２～１７０番目、第１７６～１８２番目、第１８４～１８９番目、第１
９３～２１３番目、第２１５～２１９番目または第２２８～２３９番目（または第２２８
～２４０番目）のアミノ酸配列以外の位置、好ましくは、配列番号：１で表わされるアミ
ノ酸配列の第９３～１０２番目、第１０９～１１６番目、第１１８～１２６番目、第１２
８～１３４番目、第１４４～１４９番目、第１６２～１７０番目、第１７６～１８２番目
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、第１８４～１８９番目、第１９３～２１３番目、第２１５～２１９番目または第２２８
～２４０番目のアミノ酸配列以外の位置、▲２▼配列番号：２で表わされるアミノ酸配列
の第６～１９番目、第５３～５７番目（または第５２～５７番目）、第９１～１００番目
、第１０７～１１４番目、第１１６～１２４番目、第１２６～１３２番目、第１４２～１
４７番目、第１６２～１７０番目、第１７６～１８２番目、第１８４～１８９番目、第１
９２～２１２番目、第２１４～２１８番目または第２２７～２３８番目（または第２２７
～２３９番目）のアミノ酸配列以外の位置、好ましくは、配列番号：２で表わされるアミ
ノ酸配列の第９１～１００番目、第１０７～１１４番目、第１１６～１２４番目、第１２
６～１３２番目、第１４２～１４７番目、第１６２～１７０番目、第１７６～１８２番目
、第１８４～１８９番目、第１９２～２１２番目、第２１４～２１８番目または第２２７
～２３９番目のアミノ酸配列以外の位置、▲３▼配列番号：３で表わされるアミノ酸配列
の第６～１９番目、５３～５７番目（または第５２～５７番目）、第９１～１００番目、
第１０７～１１４番目、第１１６～１２４番目、第１２６～１３２番目、第１４２～１４
７番目、第１６２～１７０番目、第１７６～１８２番目、第１８４～１８９番目、第１９
２～２１２番目、第２１４～２１８番目または第２２７～２３８番目（または第２２７～
２３９番目）のアミノ酸配列以外の位置、好ましくは、配列番号：３で表わされるアミノ
酸配列の第９１～１００番目、第１０７～１１４番目、第１１６～１２４番目、第１２６
～１３２番目、第１４２～１４７番目、第１６２～１７０番目、第１７６～１８２番目、
第１８４～１８９番目、第１９２～２１２番目、第２１４～２１８番目または第２２７～
２３９番目のアミノ酸配列以外の位置などが挙げられる。
【００２４】
さらには、具体的には、一般式、
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〔式中、Ｘａａは任意のアミノ酸残基を示す〕で表わされるアミノ酸配列〔配列番号：２
５で表わされるアミノ酸配列〕を有するタンパク質なども好ましく用いられる。
また、上記の一般式（Ｉ）において、１個または２個以上（例えば１～５６、好ましくは
１～４０個、より好ましくは１～２０個、さらに好ましくは１～９個、最も好ましくは数
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個）の位置でＸａａが欠失していてもよい。
【００２５】
Ｘａａで示されるアミノ酸としては、親水性アミノ酸、疎水性アミノ酸のいずれでもよく
、また、酸性アミノ酸、塩基性アミノ酸、中性アミノ酸のいずれでもよい。具体的には、
Ｇｌｙ、Ａｌａ、Ｖａｌ、Ｌｅｕ、Ｉｌｅ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｃｙｓ、Ｍｅｔ、Ｇｌｕ、
Ａｓｐ、Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｈｉｓ、Ｐｈｅ、Ｔｙｒ、Ｔｒｐ、Ｐｒｏ、Ａｓｎ、Ｇｌｎな
どが用いられる。
一般式（Ｉ）中、第３番目のＸａａとしては、Ｇｌｕが好ましく、あるいは欠失していて
もよい。
第７番目のＸａａとしては、親水性アミノ酸が好ましく、具体的には、ＡｒｇまたはＧｌ
ｎが好適である。
第２２番目のＸａａとしては、親水性アミノ酸が好ましく、具体的には、ＴｈｒまたはＡ
ｒｇが好適である。
第２５番目のＸａａとしては、親水性アミノ酸が好ましく、具体的には、ＧｌｙまたはＧ
ｌｕが好適である。
第２６番目のＸａａとしては、親水性アミノ酸が好ましく、具体的には、ＡｒｇまたはＧ
ｌｎが好適である。
第２７番目のＸａａとしては、親水性アミノ酸が好ましく、具体的には、ＳｅｒまたはＡ
ｓｎが好適である。
第３１番目のＸａａとしては、親水性アミノ酸が好ましく、具体的には、ＧｌｎまたはＡ
ｒｇが好適である。
第３２番目のＸａａとしては、親水性アミノ酸が好ましく、具体的には、ＳｅｒまたはＡ
ｒｇが好適である。
第３４番目のＸａａとしては、親水性アミノ酸が好ましく、具体的には、ＳｅｒまたはＧ
ｌｙが好適である。
第３５番目のＸａａとしては、例えば、ＶａｌまたはＴｈｒが好適である。
第３６番目のＸａａとしては、例えば、疎水性アミノ酸が好ましく、具体的には、Ａｌａ
またはＶａｌが好適である。
【００２６】
第３７番目のＸａａとしては、例えば、親水性アミノ酸が好ましく、具体的には、Ａｒｇ
またはＧｌｎが好適である。
第３９番目のＸａａとしては、例えば、親水性アミノ酸が好ましく、具体的には、Ｇｌｙ
またはＳｅｒが好適である。
第４１番目のＸａａとしては、例えば、ＧｌｙまたはＡｌａが好適である。
第４３番目のＸａａとしては、例えば、疎水性アミノ酸が好ましく、具体的には、Ｌｅｕ
またはＶａｌが好適である。
第４７番目のＸａａとしては、Ｍｅｔが好ましく、あるいは欠失していてもよい。
第５３番目のＸａａとしては、例えば、ＶａｌまたはＴｈｒが好適である。
第６０番目のＸａａとしては、例えば、親水性アミノ酸が好ましく、具体的には、Ｇｌｎ
またはＡｒｇが好適である。
第６３番目のＸａａとしては、例えば、ＴｒｐまたはＧｌｎが好適である。
第６７番目のＸａａとしては、例えば、酸性アミノ酸が好ましく、具体的には、Ｇｌｕま
たはＡｓｐが好適である。
第６８番目のＸａａとしては、例えば、疎水性アミノ酸が好ましく、具体的には、Ｍｅｔ
またはＩｌｅが好適である。
第７０番目のＸａａとしては、例えば、ＴｈｒまたはＡｌａが好適である。
第７１番目のＸａａとしては、例えば、塩基性アミノ酸が好ましく、具体的には、Ａｒｇ
またはＨｉｓが好適である。
第７６番目のＸａａとしては、例えば、ＰｒｏまたはＧｌｙが好適である。
第７７番目のＸａａとしては、例えば、ＡｌａまたはＬｙｓが好適である。



(18) JP 4090092 B2 2008.5.28

10

20

30

40

50

第８２番目のＸａａとしては、例えば、親水性アミノ酸が好ましく、具体的には、Ｇｌｎ
またはＬｙｓが好適である。
第８６番目のＸａａとしては、例えば、酸性アミノ酸が好ましく、具体的には、Ｇｌｕま
たはＡｓｐが好適である。
第８７番目のＸａａとしては、例えば、親水性アミノ酸が好ましく、具体的には、Ａｒｇ
またはＧｌｎが好適である。
【００２７】
第９１番目のＸａａとしては、例えば、親水性アミノ酸が好ましく、具体的には、Ｇｌｕ
またはＧｌｎが好適である。
第９２番目のＸａａとしては、例えば、疎水性アミノ酸が好ましく、具体的には、Ｖａｌ
またはＡｌａが好適である。
第１０３番目のＸａａとしては、例えば、ＳｅｒまたはＡｌａが好適である。
第１０６番目のＸａａとしては、例えば、ＴｈｒまたはＩｌｅが好適である。
第１０８番目のＸａａとしては、例えば、ＳｅｒまたはＩｌｅが好適である。
第１１７番目のＸａａとしては、例えば、親水性アミノ酸が好ましく、具体的には、Ｇｌ
ｎまたはＡｒｇが好適である。
第１２７番目のＸａａとしては、例えば、親水性アミノ酸が好ましく、具体的には、Ｓｅ
ｒまたはＴｈｒが好適である。
第１３５番目のＸａａとしては、例えば、ＶａｌまたはＴｈｒが好適である。
第１３６番目のＸａａとしては、例えば、ＴｈｒまたはＭｅｔが好適である。
第１３７番目のＸａａとしては、例えば、親水性アミノ酸が好ましく、具体的には、Ｌｙ
ｓまたはＧｌｕが好適である。
第１３８番目のＸａａとしては、例えば、疎水性アミノ酸が好ましく、具体的には、Ａｌ
ａまたはＰｒｏが好適である。
第１４３番目のＸａａとしては、例えば、疎水性アミノ酸が好ましく、具体的には、Ｉｌ
ｅまたはＶａｌが好適である。
第１５０番目のＸａａとしては、例えば、親水性アミノ酸が好ましく、具体的には、Ｇｌ
ｙまたはＳｅｒが好適である。
第１５６番目のＸａａとしては、例えば、ＬｅｕまたはＧｌｎが好適である。
第１６０番目のＸａａとしては、例えば、親水性アミノ酸が好ましく、具体的には、Ｓｅ
ｒまたはＡｓｎが好適である。
【００２８】
第１６１番目のＸａａとしては、例えば、親水性アミノ酸が好ましく、具体的には、Ｔｈ
ｒまたはＧｌｙが好適である。
第１６２番目のＸａａとしては、Ｌｅｕが好ましく、あるいは欠失していてもよい。
第１６３番目のＸａａとしては、Ｐｒｏが好ましく、あるいは欠失していてもよい。
第１７３番目のＸａａとしては、例えば、ＰｒｏまたはＳｅｒが好適である。
第１７８番目のＸａａとしては、例えば、親水性アミノ酸が好ましく、具体的には、Ｇｌ
ｕまたはＬｙｓが好適である。
第１８５番目および１８６番目のＸａａとしては、例えば、親水性アミノ酸が好ましく、
具体的には、ＧｌｎまたはＡｒｇが好適である。
第１９３番目のＸａａとしては、Ｔｈｒが好ましく、あるいは欠失していてもよい。
第１９４番目のＸａａとしては、例えば、親水性アミノ酸が好ましく、具体的には、Ｓｅ
ｒまたはＡｓｎが好適である。
第２１６番目のＸａａとしては、例えば、親水性アミノ酸が好ましく、具体的には、Ｌｙ
ｓまたはＧｌｕが好適である。
第２２２番目のＸａａとしては、例えば、疎水性アミノ酸が好ましく、具体的には、Ｌｅ
ｕまたはＰｒｏが好適である。
第２２３番目のＸａａとしては、例えば、親水性アミノ酸が好ましく、具体的には、Ａｓ
ｐまたはＧｌｙが好適である。
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第２２４番目のＸａａとしては、例えば、親水性アミノ酸が好ましく、具体的には、Ｇｌ
ｕまたはＡｓｎが好適である。
第２２９番目のＸａａとしては、例えば、疎水性アミノ酸が好ましく、具体的には、Ｌｅ
ｕまたはＰｒｏが好適である。
【００２９】
本明細書におけるタンパク質は、ペプチド標記の慣例に従って左端がＮ末端（アミノ末端
）、右端がＣ末端（カルボキシル末端）である。配列番号：１で表わされるアミノ酸配列
を含有するタンパク質をはじめとする、本発明のタンパク質は、Ｃ末端が通常カルボキシ
ル基（－ＣＯＯＨ）またはカルボキシレート(－ＣＯＯ-）であるが、Ｃ末端がアミド（－
ＣＯＮＨ2）またはエステル（－ＣＯＯＲ）であってもよい。
ここでエステル基のＲとしては、例えば、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロピル
もしくはｎ－ブチルなどのＣ1-6アルキル基、例えば、シクロペンチル、シクロヘキシル
などのＣ3-8シクロアルキル基、例えば、フェニル、α－ナフチルなどのＣ6-12アリール
基、例えば、ベンジル、フェネチルなどのフェニル－Ｃ1-2アルキル基もしくはα－ナフ
チルメチルなどのα－ナフチル－Ｃ1-2アルキル基などのＣ7-14アラルキル基のほか、経
口用エステルとして汎用されるピバロイルオキシメチル基などが用いられる。
本発明のタンパク質がＣ末端以外にカルボキシル基（またはカルボキシレート）を有して
いる場合、カルボキシル基がアミド化またはエステル化されているものも本発明のタンパ
ク質に含まれる。この場合のエステルとしては、例えば上記したＣ末端のエステルなどが
用いられる。
さらに、本発明のタンパク質には、上記したタンパク質において、Ｎ末端のアミノ酸残基
のアミノ基が保護基（例えば、ホルミル基、アセチル基などのＣ1-6アルカノイルなどの
Ｃ1-6アシル基など）で保護されているもの、Ｎ端側が生体内で切断され生成したグルタ
ミル基がピログルタミル化したもの、分子内のアミノ酸の側鎖上の置換基（例えば、－Ｏ
Ｈ、－ＳＨ、アミノ基、イミダゾール基、インドール基、グアニジノ基など）が適当な保
護基（例えば、ホルミル基、アセチル基などのＣ1-6アルカノイルなどのＣ1-6アシル基な
ど）で保護されているもの、あるいは糖鎖が結合したいわゆる糖タンパク質などの複合タ
ンパク質なども含まれる。
より具体的には、本発明のタンパク質としては、例えば、配列番号：１〔図１または図２
〕で表わされるアミノ酸配列を有するヒト肝臓由来のタンパク質、配列番号：２〔図３ま
たは図４〕で表わされるアミノ酸配列を有するマウス胚由来のタンパク質、配列番号：３
〔図６〕で表わされるアミノ酸配列を有するラット肝臓由来のタンパク質などが好適であ
る。
【００３０】
本発明のタンパク質の部分ペプチドとしては、前記した本発明のタンパク質と同質の活性
、例えば、アポトーシス誘導活性、ウイルス感染細胞等に対する細胞傷害活性などの活性
を有するペプチドであれば何れのものであってもよい。例えば、本発明のタンパク質のア
ミノ酸配列のうち、少なくとも約２０個以上、好ましくは約５０個以上、より好ましくは
約７０個以上、さらに好ましくは約１００個以上、最も好ましくは約２００個以上のアミ
ノ酸残基を有するペプチドなどが好ましく用いられる。
例えば、（１）配列番号：１で表わされるアミノ酸配列の第８～２１番目、第５５～５９
番目、第９３～１０２番目、第１０９～１１６番目、第１１８～１２６番目、第１２８～
１３４番目、第１４４～１４９番目、第１６２～１７０番目、第１７６～１８２番目、第
１８４～１８９番目、第１９３～２１３番目、第２１５～２１９番目および第２２８～２
３９番目のアミノ酸配列から選ばれる少なくとも１つ以上のアミノ酸配列を有する部分ペ
プチド（すなわち、配列番号：２または配列番号：３で表わされるアミノ酸配列の第６～
２０番目、第５３～５７番目、第９１～１００番目、第１０７～１１４番目、第１１６～
１２４番目、第１２６～１３２番目、第１４２～１４７番目、第１６２～１７０番目、第
１７６～１８２番目、第１８４～１８９番目、第１９２～２１２番目、第２１４～２１８
番目および第２２７～２３８番目のアミノ酸配列から選ばれる少なくとも１つ以上のアミ
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ノ酸配列を有する部分ペプチド）、（２）配列番号：１で表わされるアミノ酸配列の第８
～２１番目、第５４～５９番目、第９３～１０２番目、第１０９～１１６番目、第１１８
～１２６番目、第１２８～１３４番目、第１４４～１４９番目、第１６２～１７０番目、
第１７６～１８２番目、第１８４～１８９番目、第１９３～２１３番目、第２１５～２１
９番目および第２２８～２４０番目のアミノ酸配列から選ばれる少なくとも１つ以上のア
ミノ酸配列を有する部分ペプチド（すなわち、配列番号：２または配列番号：３で表わさ
れるアミノ酸配列の第６～２０番目、第５２～５７番目、第９１～１００番目、第１０７
～１１４番目、第１１６～１２４番目、第１２６～１３２番目、第１４２～１４７番目、
第１６２～１７０番目、第１７６～１８２番目、第１８４～１８９番目、第１９２～２１
２番目、第２１４～２１８番目および第２２７～２３９番目のアミノ酸配列から選ばれる
少なくとも１つ以上のアミノ酸配列を有する部分ペプチド）などが用いられる。
より具体的には、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列の第８３番目～第２４０番目の
アミノ酸配列を有する部分ペプチド、配列番号：２で表わされるアミノ酸配列の第８１番
目～第２３９番目のアミノ酸配列を有する部分ペプチド、配列番号：３で表わされるアミ
ノ酸配列の第８１番目～第２３９番目のアミノ酸配列を有する部分ペプチドなどが好まし
く用いられる。
【００３１】
さらに、本発明の部分ペプチドとしては、▲１▼配列番号：１で表わされるアミノ酸配列
の第８３番目～第２４０番目のアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列を有し、配列
番号：１で表わされるアミノ酸配列の第８３番目～第２４０番目のアミノ酸配列を含有す
るペプチドと実質的に同質の活性を有するペプチド、▲２▼配列番号：２で表わされるア
ミノ酸配列の第８１番目～第２３９番目のアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列を
有し、配列番号：２で表わされるアミノ酸配列の第８１番目～第２３９番目のアミノ酸配
列を含有するペプチドと実質的に同質の活性を有するペプチド、▲３▼配列番号：３で表
わされるアミノ酸配列の第８１番目～第２３９番目のアミノ酸配列と実質的に同一のアミ
ノ酸配列を有し、配列番号：２で表わされるアミノ酸配列の第８１番目～第２３９番目の
アミノ酸配列を含有するペプチドと実質的に同質の活性を有するペプチドなどが好ましい
。
【００３２】
配列番号：１で表わされるアミノ酸配列の第８３番目～第２４０番目のアミノ酸配列と実
質的に同一のアミノ酸配列としては、例えば、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列の
第８３番目～第２４０番目のアミノ酸配列と約４０％以上、好ましくは６０％以上、より
好ましくは約８０％以上、さらに好ましくは約９０％以上、最も好ましくは約９５％以上
の相同性を有するアミノ酸配列などが用いられる。
配列番号：２で表わされるアミノ酸配列の第８１番目～第２３９番目のアミノ酸配列と実
質的に同一のアミノ酸配列としては、例えば、配列番号：２で表わされるアミノ酸配列の
第８１番目～第２３９番目のアミノ酸配列と約４０％以上、好ましくは６０％以上、より
好ましくは約８０％以上、さらに好ましくは約９０％以上、最も好ましくは約９５％以上
の相同性を有するアミノ酸配列などが用いられる。
配列番号：３で表わされるアミノ酸配列の第８１番目～第２３９番目のアミノ酸配列と実
質的に同一のアミノ酸配列としては、例えば、配列番号：３で表わされるアミノ酸配列の
第８１番目～第２３９番目のアミノ酸配列と約４０％以上、好ましくは６０％以上、より
好ましくは約８０％以上、さらに好ましくは約９０％以上、最も好ましくは約９５％以上
の相同性を有するアミノ酸配列などが用いられる。
「実質的に同質の活性」とは、前記と同意義を示す。
アポトーシス誘導活性、ウイルス感染細胞等に対する細胞傷害活性などの活性は、自体公
知の方法あるいはそれに準じる方法、例えば、後述するスクリーニング方法で記載されて
いる方法などを用いて測定することができる。
【００３３】
また、本発明の部分ペプチドには、▲１▼配列番号：１で表わされるアミノ酸配列の第８
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３番目～第２４０番目のアミノ酸配列中の１または２個以上（例えば１～８０個、好まし
くは１～２０個程度、より好ましくは１～９個程度、さらに好ましくは数（例、１～５）
個）のアミノ酸が欠失したアミノ酸配列、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列の第８
３番目～第２４０番目のアミノ酸配列に１または２個以上（例えば１～８０個、好ましく
は１～２０個程度、より好ましくは１～９個程度、さらに好ましくは数（例、１～５）個
）のアミノ酸が付加したアミノ酸配列、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列の第８３
番目～第２４０番目のアミノ酸配列中の１または２個以上（例えば１～８０個、好ましく
は１～２０個程度、より好ましくは１～９個程度、さらに好ましくは数（例、１～５）個
）のアミノ酸が他のアミノ酸で置換されたアミノ酸配列、またはそれらを組み合わせたア
ミノ酸配配列を含有する部分ペプチド、▲２▼配列番号：２で表わされるアミノ酸配列の
第８１番目～第２３９番目のアミノ酸配列中の１または２個以上（例えば１～８０個、好
ましくは１～２０個程度、より好ましくは１～９個程度、さらに好ましくは数（例、１～
５）個）のアミノ酸が欠失したアミノ酸配列、配列番号：２で表わされるアミノ酸配列の
第８１番目～第２３９番目のアミノ酸配列に１または２個以上（例えば１～８０個、好ま
しくは１～２０個程度、より好ましくは１～９個程度、さらに好ましくは数（例、１～５
）個）のアミノ酸が付加したアミノ酸配列、配列番号：２で表わされるアミノ酸配列の第
８１番目～第２３９番目のアミノ酸配列中の１または２個以上（例えば１～８０個、好ま
しくは１～２０個程度、より好ましくは１～９個程度、さらに好ましくは数（例、１～５
）個）のアミノ酸が他のアミノ酸で置換されたアミノ酸配列、またはそれらを組み合わせ
たアミノ酸配配列を含有する部分ペプチド、▲３▼配列番号：３で表わされるアミノ酸配
列の第８１番目～第２３９番目のアミノ酸配列中の１または２個以上（例えば１～８０個
、好ましくは１～２０個程度、より好ましくは１～９個程度、さらに好ましくは数（例、
１～５）個）のアミノ酸が欠失したアミノ酸配列、配列番号：３で表わされるアミノ酸配
列の第８１番目～第２３９番目のアミノ酸配列に１または２個以上（例えば１～８０個、
好ましくは１～２０個程度、より好ましくは１～９個程度、さらに好ましくは数（例、１
～５）個）のアミノ酸が付加したアミノ酸配列、配列番号：３で表わされるアミノ酸配列
の第８１番目～第２３９番目のアミノ酸配列中の１または２個以上（例えば１～８０個、
好ましくは１～２０個程度、より好ましくは１～９個程度、さらに好ましくは数（例、１
～５）個）のアミノ酸が他のアミノ酸で置換されたアミノ酸配列、またはそれらを組み合
わせたアミノ酸配配列を含有する部分ペプチドなども含まれる。
上記のように欠失または置換されている場合、具体的には、一般式（Ｉ）で表わされるア
ミノ酸配列から第１～８２番目のアミノ酸を取り除いたアミノ酸配列を有するペプチドな
どが好ましく用いられる。
【００３４】
また、本発明の部分ペプチドのＣ末端は通常カルボキシル基（－ＣＯＯＨ）またはカルボ
キシレート(－ＣＯＯ-）であるが、前記した本発明のタンパク質のごとく、Ｃ末端がアミ
ド（－ＣＯＮＨ2）またはエステル（－ＣＯＯＲ）であってもよい。
さらに、本発明の部分ペプチドには、前記した本発明のタンパク質と同様に、上記した部
分ペプチドにおいて、Ｎ末端のアミノ酸残基のアミノ基が保護基で保護されているもの、
Ｎ端側が生体内で切断され生成したグルタミル基がピログルタミル化したもの、分子内の
アミノ酸の側鎖上の置換基が適当な保護基で保護されているもの、あるいは糖鎖が結合し
たいわゆる糖ペプチドなどの複合ペプチドなども含まれる。
本発明の部分ペプチドとしては、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列の第８３番目～
第２４０番目のアミノ酸配列、配列番号：２で表わされるアミノ酸配列の第８１番目～第
２３９番目のアミノ酸配列を有するペプチド、配列番号：３で表わされるアミノ酸配列の
第８１番目～第２３９番目のアミノ酸配列を有するペプチドが好適である。
本発明のタンパク質またはその部分ペプチドの塩としては、生理学的に許容される酸（例
、無機酸、有機酸）または塩基（例、アルカリ金属）などとの塩が用いられ、とりわけ生
理学的に許容される酸付加塩が好ましい。この様な塩としては、例えば、無機酸（例えば
、塩酸、リン酸、臭化水素酸、硫酸）との塩、あるいは有機酸（例えば、酢酸、ギ酸、プ
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ロピオン酸、フマル酸、マレイン酸、コハク酸、酒石酸、クエン酸、リンゴ酸、蓚酸、安
息香酸、メタンスルホン酸、ベンゼンスルホン酸）との塩などが用いられる。
本発明のタンパク質またはその塩は、前述したヒトや温血動物の細胞または組織から自体
公知のタンパク質の精製方法によって製造することもできるし、後述するタンパク質をコ
ードするＤＮＡを含有する形質転換体を培養することによっても製造することができる。
また、後述のタンパク質合成法またはこれに準じて製造することもできる。
ヒトや温血動物の組織または細胞から製造する場合、ヒトや温血動物の組織または細胞を
ホモジナイズした後、酸などで抽出を行い、該抽出液を逆相クロマトグラフィー、イオン
交換クロマトグラフィーなどのクロマトグラフィーを組み合わせることにより精製単離す
ることができる。
【００３５】
本発明のタンパク質、その部分ペプチドもしくはそれらの塩またはそれらのアミド体の合
成には、通常市販のタンパク質合成用樹脂を用いることができる。そのような樹脂として
は、例えば、クロロメチル樹脂、ヒドロキシメチル樹脂、ベンズヒドリルアミン樹脂、ア
ミノメチル樹脂、４－ベンジルオキシベンジルアルコール樹脂、４－メチルベンズヒドリ
ルアミン樹脂、PAM樹脂、４－ヒドロキシメチルメチルフェニルアセトアミドメチル樹脂
、ポリアクリルアミド樹脂、４－（2',4'-ジメトキシフェニル－ヒドロキシメチル）フェ
ノキシ樹脂、４－（2',4'-ジメトキシフェニル－Fmocアミノエチル）フェノキシ樹脂など
を挙げることができる。このような樹脂を用い、α－アミノ基と側鎖官能基を適当に保護
したアミノ酸を、目的とするタンパク質の配列通りに、自体公知の各種縮合方法に従い、
樹脂上で縮合させる。反応の最後に樹脂からタンパク質を切り出すと同時に各種保護基を
除去し、さらに高希釈溶液中で分子内ジスルフィド結合形成反応を実施し、目的のタンパ
ク質、その部分ペプチドまたはそれらのアミド体を取得する。
【００３６】
上記した保護アミノ酸の縮合に関しては、タンパク質合成に使用できる各種活性化試薬を
用いることができるが、特に、カルボジイミド類がよい。カルボジイミド類としては、DC
C、N,N'-ジイソプロピルカルボジイミド、N-エチル-N'-(3-ジメチルアミノプロリル）カ
ルボジイミドなどが用いられる。これらによる活性化にはラセミ化抑制添加剤（例えば、
HOBt, HOOBt)とともに保護アミノ酸を直接樹脂に添加するかまたは、対称酸無水物または
HOBtエステルあるいはHOOBtエステルとしてあらかじめ保護アミノ酸の活性化を行なった
のちに樹脂に添加することができる。保護アミノ酸の活性化や樹脂との縮合に用いられる
溶媒としては、タンパク質縮合反応に使用しうることが知られている溶媒から適宜選択さ
れうる。例えば、Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミド、Ｎ－メチルピロリドン、クロロホルム
、トリフルオロエタノール、ジメチルスルホキシド、DMF、ジメチルスルホキシド、ピリ
ジン、クロロホルム、ジオキサン、塩化メチレン、テトラヒドロフラン、アセトニトリル
、酢酸エチル、Ｎ-メチルピロリドンあるいはこれらの適宜の混合物などが用いられる。
反応温度はタンパク質結合形成反応に使用され得ることがしられている範囲から適宜選択
され、通常約－２０℃～５０℃の範囲から適宜選択される。活性化されたアミノ酸誘導体
は通常１.５～４倍過剰で用いられる。ニンヒドリン反応を用いたテストの結果、縮合が
不十分な場合には保護基の脱離を行うことなく縮合反応を繰り返すことにより十分な縮合
を行なうことができる。反応を繰り返しても十分な縮合が得られないときには、無水酢酸
またはアセチルイミダゾールを用いて未反応アミノ酸をアセチル化することによって、後
の反応に影響を与えないようにすることができる。
原料のアミノ基の保護基としては、例えば、Ｚ、Boc、ターシャリーアミルオキシカルボ
ニル、イソボルニルオキシカルボニル、４－メトキシベンジルオキシカルボニル、Cl-Z、
Br-Z、アダマンチルオキシカルボニル、トリフルオロアセチル、フタリル、ホルミル、２
－ニトロフェニルスルフェニル、ジフェニルホスフィノチオイル、Fmocなどが用いられる
。
カルボキシル基は、例えば、アルキルエステル（例えば、メチル、エチル、プロピル、ブ
チル、ターシャリーブチル、シクロペンチル、シクロヘキシル、シクロヘプチル、シクロ
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オクチル、２－アダマンチルなどのエステル基）、ベンジルエステル、４－ニトロベンジ
ルエステル、４－メトキシベンジルエステル、４－クロロベンジルエステル、ベンズヒド
リルエステル、フェナシンエステル、ベンジルオキシカルボニルヒドラジド、ターシャリ
ーブトキシカルボニルヒドラジド、トリチルヒドラジドなどに導くことによって保護する
ことができる。
【００３７】
セリンの水酸基は、例えば、エステル化またはエーテル化によって保護することができる
。このエステル化に適する基としては、例えば、アセチル基などの低級アルカノイル基、
ベンゾイル基などのアロイル基、ベンジルオキシカルボニル基、エトキシカルボニル基な
どの炭素から誘導される基などが用いられる。また、エーテル化に適する基としては、例
えば、ベンジル基、テトラヒドロピラニル基、t-ブチル基などである。
チロシンのフェノール性水酸基の保護基としては、例えば、Bzl、Cl2-Bzl、２－ニトロベ
ンジル、Br-Z、ターシャリーブチルなどが用いられる。
ヒスチジンのイミダゾールの保護基としては、例えば、Tos、４-メトキシ-2,3,6-トリメ
チルベンゼンスルホニル、DNP、ベンジルオキシメチル、Bum、Boc、Trt、Fmocなどが用い
られる。
原料のカルボキシル基の活性化されたものとしては、例えば、対応する酸無水物、アジド
、活性エステル〔アルコール（例えば、ペンタクロロフェノール、2,4,5-トリクロロフェ
ノール、2,4-ジニトロフェノール、シアノメチルアルコール、パラニトロフェノール、HO
NB、N-ヒドロキシスクシミド、N-ヒドロキシフタルイミド、HOBt）とのエステル〕などが
用いられる。原料のアミノ基の活性化されたものとしては、例えば、対応するリン酸アミ
ドが用いられる。
保護基の除去（脱離）方法としては、例えば、Pd黒あるいはPd-炭素などの触媒の存在下
での水素気流中での接触還元や、また、無水フッ化水素、メタンスルホン酸、トリフルオ
ロメタンスルホン酸、トリフルオロ酢酸あるいはこれらの混合液などによる酸処理や、ジ
イソプロピルエチルアミン、トリエチルアミン、ピペリジン、ピペラジンなどによる塩基
処理、また液体アンモニア中ナトリウムによる還元なども用いられる。上記酸処理による
脱離反応は、一般に約－２０℃～４０℃の温度で行なわれるが、酸処理においては、例え
ば、アニソール、フェノール、チオアニソール、メタクレゾール、パラクレゾール、ジメ
チルスルフィド、1,4-ブタンジチオール、1,2-エタンジチオールのようなカチオン捕捉剤
の添加が有効である。また、ヒスチジンのイミダゾール保護基として用いられる2,4-ジニ
トロフェニル基はチオフェノール処理により除去され、トリプトファンのインドール保護
基として用いられるホルミル基は上記の1,2-エタンジチオール、1,4-ブタンジチオールな
どの存在下の酸処理による脱保護以外に、希水酸化ナトリウム溶液、希アンモニアなどに
よるアルカリ処理によっても除去される。
【００３８】
原料の反応に関与すべきでない官能基の保護および保護基、ならびにその保護基の脱離、
反応に関与する官能基の活性化などは公知の基あるいは公知の手段から適宜選択しうる。
タンパク質のアミド体を得る別の方法としては、まず、カルボキシ末端アミノ酸のα－カ
ルボキシル基をアミド化して保護した後、アミノ基側にペプチド（タンパク質）鎖を所望
の鎖長まで延ばした後、該ペプチド鎖のＮ末端のα－アミノ基の保護基のみを除いたタン
パク質とＣ末端のカルボキシル基の保護基のみを除去したタンパク質とを製造し、この両
タンパク質を上記したような混合溶媒中で縮合させる。縮合反応の詳細については上記と
同様である。縮合により得られた保護タンパク質を精製した後、上記方法によりすべての
保護基を除去し、所望の粗タンパク質を得ることができる。この粗タンパク質は既知の各
種精製手段を駆使して精製し、主要画分を凍結乾燥することで所望のタンパク質のアミド
体を得ることができる。
タンパク質のエステル体を得るには、カルボキシ末端アミノ酸のα－カルボキシル基を所
望のアルコール類と縮合しアミノ酸エステルとした後、タンパク質のアミド体と同様にし
て、所望のタンパク質のエステル体を得ることができる。
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【００３９】
本発明の部分ペプチドまたはその塩は、自体公知のペプチドの合成法に従って、あるいは
本発明のタンパク質を適当なペプチダーゼで切断することによって製造することができる
。ペプチドの合成法としては、例えば、固相合成法、液相合成法のいずれによっても良い
。すなわち、本発明のタンパク質を構成し得る部分ペプチドもしくはアミノ酸と残余部分
とを縮合させ、生成物が保護基を有する場合は保護基を脱離することにより目的のペプチ
ドを製造することができる。公知の縮合方法や保護基の脱離としては、例えば、以下の▲
１▼～▲５▼に記載された方法が挙げられる。
▲１▼M. Bodanszky および M.A. Ondetti、ペプチド・シンセシス (Peptide Synthesis)
, Interscience Publishers, New York (1966年)
▲２▼SchroederおよびLuebke、ザ・ペプチド(The Peptide), Academic Press, New York
 (1965年)
▲３▼泉屋信夫他、ペプチド合成の基礎と実験、 丸善(株) （1975年）
▲４▼矢島治明 および榊原俊平、生化学実験講座 1、 タンパク質の化学IV、 205、(197
7年)
▲５▼矢島治明監修、続医薬品の開発 第14巻 ペプチド合成 広川書店
また、反応後は通常の精製法、例えば、溶媒抽出・蒸留・カラムクロマトグラフィー・液
体クロマトグラフィー・再結晶などを組み合わせて本発明のタンパク質を精製単離するこ
とができる。上記方法で得られるタンパク質が遊離体である場合は、公知の方法あるいは
それに準じる方法によって適当な塩に変換することができるし、逆に塩で得られた場合は
、公知の方法あるいはそれに準じる方法によって遊離体または他の塩に変換することがで
きる。
【００４０】
本発明のタンパク質をコードするＤＮＡとしては、前述した本発明のタンパク質をコード
する塩基配列を含有するものであればいかなるものであってもよい。また、ゲノムＤＮＡ
、ゲノムＤＮＡライブラリー、前記した細胞・組織由来のｃＤＮＡ、前記した細胞・組織
由来のｃＤＮＡライブラリー、合成ＤＮＡのいずれでもよい。ライブラリーに使用するベ
クターは、バクテリオファージ、プラスミド、コスミド、ファージミドなどいずれであっ
てもよい。また、前記した細胞・組織よりｍＲＮＡ画分を調製したものを用いて直接Reve
rse Transcriptase Polymerase Chain Reaction（以下、ＲＴ-ＰＣＲ法と略称する）によ
って増幅することもできる。
具体的には、本発明の配列番号：１で表わされるアミノ酸配列を有するタンパク質をコー
ドするＤＮＡとしては、例えば、▲１▼配列番号：４で表わされる塩基配列を有するＤＮ
Ａ、▲２▼配列番号：４で表わされる塩基配列を有するＤＮＡにハイストリンジェントな
条件下でハイブリダイズし、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列を有するタンパク質
と同質の活性（例、アポトーシス誘導活性、ウイルス感染細胞等に対する細胞傷害活性な
どの活性）を有するタンパク質をコードするＤＮＡなどが用いられる。
配列番号：４で表わされる塩基配列を有するＤＮＡとハイストリンジェントな条件下でハ
イブリダイズできるＤＮＡとしては、例えば、配列番号：４で表わされる塩基配列と約４
０％以上、好ましくは約６０％以上、より好ましくは８０％以上、さらに好ましくは約９
０％以上、最も好ましくは約９５％以上の相同性を有する塩基配列を含有するＤＮＡなど
が用いられる。
【００４１】
本発明の配列番号：２で表わされるアミノ酸配列を有するタンパク質をコードするＤＮＡ
としては、例えば、▲１▼配列番号：７で表わされる塩基配列を有するＤＮＡ、▲２▼配
列番号：７で表わされる塩基配列を有するＤＮＡにハイストリンジェントな条件下でハイ
ブリダイズし、配列番号：２で表わされるアミノ酸配列を有するタンパク質と同質の活性
を有するタンパク質をコードするＤＮＡなどが用いられる。
配列番号：７で表わされる塩基配列とハイストリンジェントな条件下でハイブリダイズで
きるＤＮＡとしては、例えば、配列番号：７で表わされる塩基配列と約４０％以上、好ま
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しくは約６０％以上、より好ましくは８０％以上、さらに好ましくは約９０％以上、最も
好ましくは約９５％以上の相同性を有する塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いられる。
本発明の配列番号：３で表わされるアミノ酸配列を有するタンパク質をコードするＤＮＡ
としては、例えば、▲１▼配列番号：１０で表わされる塩基配列を有するＤＮＡ、▲２▼
配列番号：１０で表わされる塩基配列を有するＤＮＡにハイストリンジェントな条件下で
ハイブリダイズし、配列番号：３で表わされるアミノ酸配列を有するタンパク質と同質の
活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡなどが用いられる。
配列番号：１０で表わされる塩基配列とハイストリンジェントな条件下でハイブリダイズ
できるＤＮＡとしては、例えば、配列番号：１０で表わされる塩基配列と約４０％以上、
好ましくは約６０％以上、より好ましくは８０％以上、さらに好ましくは約９０％以上、
最も好ましくは約９５％以上の相同性を有する塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いられ
る。
ハイブリダイゼーションは、自体公知の方法あるいはそれに準じる方法、例えば、モレキ
ュラー・クローニング（Molecular Cloning）２nd（J. Sambrook et al., Cold Spring H
arbor Lab. Press, 1989）に記載の方法などに従って行なうことができる。また、市販の
ライブラリーを使用する場合、添付の使用説明書に記載の方法に従って行なうことができ
る。より好ましくは、ハイストリンジェントな条件に従って行なうことができる。
ハイストリンジェントな条件とは、例えば、ナトリウム濃度が約１９～４０ｍＭ、好まし
くは約１９～２０ｍＭで、温度が約５０～７０℃、好ましくは約６０～６５℃の条件を示
す。特に、ナトリウム濃度が約１９ｍＭで温度が約６５℃の場合が最も好ましい。
【００４２】
より具体的には、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列を含有するタンパク質をコード
するＤＮＡとしては、配列番号：４で表わされる塩基配列を有するＤＮＡなどが用いられ
る。また、本発明の配列番号：１で表わされるアミノ酸配列を含有するタンパク質をコー
ドするＤＮＡを含有するＤＮＡとしては、例えば、配列番号：５〔図１〕または配列番号
：６〔図２〕で表わされる塩基配列を有するＤＮＡなどが用いられる。
配列番号：２で表わされるアミノ酸配列を含有するタンパク質をコードするＤＮＡとして
は、配列番号：７で表わされる塩基配列を有するＤＮＡなどが用いられる。また、本発明
の配列番号：２で表わされるアミノ酸配列を含有するタンパク質をコードするＤＮＡを含
有するＤＮＡとしては、例えば、配列番号：８〔図３〕または配列番号：９で表わされる
塩基配列を有するＤＮＡ〔図４〕などが用いられる。
配列番号：３で表わされるアミノ酸配列を含有するタンパク質をコードするＤＮＡとして
は、配列番号：１０で表わされる塩基配列を有するＤＮＡなどが用いられる。
【００４３】
本発明の部分ペプチドをコードするＤＮＡとしては、前述した本発明の部分ペプチドをコ
ードする塩基配列を含有するものであればいかなるものであってもよい。また、ゲノムＤ
ＮＡ、ゲノムＤＮＡライブラリー、前記した細胞・組織由来のｃＤＮＡ、前記した細胞・
組織由来のｃＤＮＡライブラリー、合成ＤＮＡのいずれでもよい。ライブラリーに使用す
るベクターは、バクテリオファージ、プラスミド、コスミド、ファージミドなどいずれで
あってもよい。また、前記した細胞・組織よりｍＲＮＡ画分を調製したものを用いて直接
ＲＴ-ＰＣＲ法によって増幅することもできる。
具体的には、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列の第８～２１番目、第５５～５９番
目（または第５４～５９番目）、第９３～１０２番目、第１０９～１１６番目、第１１８
～１２６番目、第１２８～１３４番目、第１４４～１４９番目、第１６２～１７０番目、
第１７６～１８２番目、第１８４～１８９番目、第１９３～２１３番目、第２１５～２１
９番目および第２２８～２３９番目（または第２２８～２４０番目）のアミノ酸配列から
選ばれる少なくとも１つのアミノ酸配列を有する部分ペプチドをコードするＤＮＡとして
は、例えば、配列番号：４で表わされる塩基配列の第２２～６３番目、第１６３～１７７
番目（または第１６０～１７７番目）、第２７７～３０６番目、第３２５～３４８番目、
第３５２～３７８番目、第３８２～４０２番目、第４３０～４４７番目、第４８４～５１
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０番目、第５２６～５４６番目、第５５０～５６７番目、第５７７～６３９番目、第６４
３～６５７番目および第６８２～７１７番目（または第６８２～７２０番目）の塩基配列
から選ばれる少なくとも１つの塩基配列を有するＤＮＡなどが用いられる。
配列番号：２で表わされるアミノ酸配列の第６～２０番目、第５３～５７番目（または第
５２～５７番目）、第９１～１００番目、第１０７～１１４番目、第１１６～１２４番目
、第１２６～１３２番目、第１４２～１４７番目、第１６２～１７０番目、第１７６～１
８２番目、第１８４～１８９番目、第１９２～２１２番目、第２１４～２１８番目および
第２２７～２３８番目（または第２２７～２３９番目）のアミノ酸配列から選ばれる少な
くとも１つのアミノ酸配列を有する部分ペプチドをコードするＤＮＡとしては、例えば、
配列番号：７で表わされる塩基配列の第１６～６０番目、第１５７～１７１番目（または
第１５４～１７１番目）、第２７１～３００番目、第３１９～３４２番目、第３４６～３
７２番目、第３７６～３９６番目、第４２４～４４１番目、第４８４～５１０番目、第５
２６～５４６番目、第５５０～５６７番目、第５７４～６３６番目、第６４０～６５４番
目および第６７８～７１４番目（または第６７８～７１７番目）の塩基配列から選ばれる
少なくとも１つの塩基配列を有するＤＮＡなどが用いられる。
配列番号：３で表わされるアミノ酸配列の第６～２０番目、第５３～５７番目（または第
５２～５７番目）、第９１～１００番目、第１０７～１１４番目、第１１６～１２４番目
、第１２６～１３２番目、第１４２～１４７番目、第１６２～１７０番目、第１７６～１
８２番目、第１８４～１８９番目、第１９２～２１２番目、第２１４～２１８番目および
第２２７～２３８番目（または第２２７～２３９番目）のアミノ酸配列から選ばれる少な
くとも１つのアミノ酸配列を有する部分ペプチドをコードするＤＮＡとしては、例えば、
配列番号：１０で表わされる塩基配列の第１６～６０番目、第１５７～１７１番目（また
は第１５４～１７１番目）、第２７１～３００番目、第３１９～３４２番目、第３４６～
３７２番目、第３７６～３９６番目、第４２４～４４１番目、第４８４～５１０番目、第
５２６～５４６番目、第５５０～５６７番目、第５７４～６３６番目、第６４０～６５４
番目および第６７８～７１４番目（または第６７８～７１７番目）の塩基配列から選ばれ
る少なくとも１つの塩基配列を有するＤＮＡなどが用いられる。
【００４４】
また、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列の第８３番目～２４０番目のアミノ酸配列
を有する部分ペプチドをコードするＤＮＡとしては、例えば、▲１▼配列番号：４で表わ
される塩基配列の第２４７番目～第７２０番目の塩基配列を有するＤＮＡ、▲２▼配列番
号：４で表わされる塩基配列の第２４７番目～第７２０番目の塩基配列を有するＤＮＡに
ハイストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、配列番号：１で表わされるアミノ酸
配列の第８３番目～２４０番目のアミノ酸配列を有する部分ペプチドと同質の活性（例、
アポトーシス誘導活性、ウイルス感染細胞等に対する細胞傷害活性などの活性）を有する
部分ペプチドをコードするＤＮＡなども用いられる。
配列番号：４で表わされる塩基配列の第２４７番目～第７２０番目の塩基配列とハイスト
リンジェントな条件下でハイブリダイズできるＤＮＡとしては、例えば、配列番号：４で
表わされる塩基配列の第２４７番目～第７２０番目の塩基配列と約４０％以上、好ましく
は約６０％以上、より好ましくは８０％以上、さらに好ましくは約９０％以上、最も好ま
しくは約９５％以上の相同性を有する塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いられる。
配列番号：２で表わされるアミノ酸配列の第８１番目～２３９番目のアミノ酸配列を有す
る部分ペプチドをコードするＤＮＡとしては、例えば、▲１▼配列番号：７で表わされる
塩基配列の第２４１番目～第７１７番目の塩基配列を有するＤＮＡ、▲２▼配列番号：７
で表わされる塩基配列の第２４１番目～第７１７番目の塩基配列を有するＤＮＡにハイブ
リダイズし、配列番号：２で表わされるアミノ酸配列の第８１番目～２３９番目のアミノ
酸配列を有する部分ペプチドと同質の活性（例、アポトーシス誘導活性、ウイルス感染細
胞等に対する細胞傷害活性などの活性）を有する部分ペプチドをコードするＤＮＡなども
用いられる。
配列番号：７で表わされる塩基配列の第２４１番目～第７１７番目の塩基配列とハイスト
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リンジェントな条件下でハイブリダイズできるＤＮＡとしては、例えば、配列番号：７で
表わされる塩基配列の第２４１番目～第７１７番目の塩基配列と約４０％以上、好ましく
は約６０％以上、より好ましくは８０％以上、さらに好ましくは約９０％以上、最も好ま
しくは約９５％以上の相同性を有する塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いられる。
【００４５】
配列番号：３で表わされるアミノ酸配列の第８１番目～２３９番目のアミノ酸配列を有す
る部分ペプチドをコードするＤＮＡとしては、例えば、▲１▼配列番号：１０で表わされ
る塩基配列の第２４１番目～第７１７番目の塩基配列を有するＤＮＡ、▲２▼配列番号：
１０で表わされる塩基配列の第２４１番目～第７１７番目の塩基配列を有するＤＮＡにハ
イブリダイズし、配列番号：３で表わされるアミノ酸配列の第８１番目～２３９番目のア
ミノ酸配列を有する部分ペプチドと同質の活性（例、アポトーシス誘導活性、ウイルス感
染細胞等に対する細胞傷害活性などの活性）を有する部分ペプチドをコードするＤＮＡな
ども用いられる。
配列番号：１０で表わされる塩基配列の第２４１番目～第７１７番目の塩基配列とハイス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズできるＤＮＡとしては、例えば、配列番号：１
０で表わされる塩基配列の第２４１番目～第７１７番目の塩基配列と約４０％以上、好ま
しくは約６０％以上、より好ましくは８０％以上、さらに好ましくは約９０％以上、最も
好ましくは約９５％以上の相同性を有する塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いられる。
ハイブリダイゼーションの方法およびハイストリンジェントな条件は、前記と同様である
。
より具体的には、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列の第８３番目～２４０番目のア
ミノ酸配列を有する部分ペプチドをコードするＤＮＡとしては、配列番号：４で表わされ
る塩基配列の第２４７番目～第７２０番目の塩基配列を有するＤＮＡなどが用いられる。
配列番号：２で表わされるアミノ酸配列の第８１番目～２３９番目のアミノ酸配列を有す
る部分ペプチドをコードするＤＮＡとしては、配列番号：７で表わされる塩基配列の第２
４１番目～第７１７番目の塩基配列を有するＤＮＡなどが用いられる。配列番号：３で表
わされるアミノ酸配列の第８１番目～２３９番目のアミノ酸配列を有する部分ペプチドを
コードするＤＮＡとしては、配列番号：１０で表わされる塩基配列の第２４１番目～第７
１７番目の塩基配列を有するＤＮＡなどが用いられる。
【００４６】
本発明のタンパク質またはその部分ペプチドをコードするＤＮＡのクローニングの手段と
しては、本発明のタンパク質をコードするＤＮＡの部分塩基配列を有する合成ＤＮＡプラ
イマーを用いて、ＰＣＲ法によって前記ＤＮＡライブラリー等から目的とするＤＮＡを増
幅するか、または適当なベクターに組み込んだＤＮＡを本発明のタンパク質の一部あるい
は全領域を有するＤＮＡ断片もしくは合成ＤＮＡを用いて標識したものとのハイブリダイ
ゼーションによって選別することができる。ハイブリダイゼーションの方法は、例えば、
モレキュラー・クローニング（Molecular Cloning）２nd（J. Sambrook et al., Cold Sp
ring Harbor Lab. Press, 1989）に記載の方法などに従って行なうことができる。また、
市販のライブラリーを使用する場合、添付の使用説明書に記載の方法に従って行なうこと
ができる。
ＤＮＡの塩基配列の変換（欠失・付加・置換）は、公知のキット、例えば、MutanTM-G（
宝酒造（株））、MutanTM-K（宝酒造（株））などを用いて、Gapped duplex法やKunkel法
などの自体公知の方法あるいはそれらに準じる方法に従って行なうことができる。
クローン化された本発明のタンパク質またはその部分ペプチドをコードするＤＮＡは、目
的によりそのまま、または所望により制限酵素で消化したり、リンカーを付加したりして
使用することができる。該ＤＮＡはその５'末端側に翻訳開始コドンとしてのＡＴＧを有
し、また３'末端側には翻訳終止コドンとしてのＴＡＡ、ＴＧＡまたはＴＡＧを有してい
てもよい。これらの翻訳開始コドンや翻訳終止コドンは、適当な合成ＤＮＡアダプターを
用いて付加することもできる。
本発明のタンパク質またはその部分ペプチドをコードするＤＮＡの発現ベクターは、例え
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ば、（イ）本発明のタンパク質をコードするＤＮＡから目的とするＤＮＡ断片を切り出し
、（ロ）該ＤＮＡ断片を適当な発現ベクター中のプロモーターの下流に連結することによ
り製造することができる。
【００４７】
ベクターとしては、例えば、大腸菌由来のプラスミド（例、ｐＢＲ３２２，ｐＢＲ３２５
，ｐＵＣ１２，ｐＵＣ１３）、枯草菌由来のプラスミド（例、ｐＵＢ１１０，ｐＴＰ５，
ｐＣ１９４）、酵母由来プラスミド（例、ｐＳＨ１９，ｐＳＨ１５）、λファージなどの
バクテリオファージ、レトロウイルス，ワクシニアウイルス，バキュロウイルスなどの動
物ウイルスなどの他、ｐＡ１－１１、ｐＸＴ１、ｐＲｃ／ＣＭＶ、ｐＲｃ／ＲＳＶ、ｐｃ
ＤＮＡＩ／Ｎｅｏなどが用いられる。
本発明で用いられるプロモーターとしては、遺伝子の発現に用いる宿主に対応して適切な
プロモーターであればいかなるものでもよい。例えば、動物細胞を宿主として用いる場合
は、ＳＲαプロモーター、ＳＶ４０プロモーター、ＬＴＲプロモーター、ＣＭＶ（サイト
メガロウイルス）プロモーター、ＨＳＶ-ＴＫプロモーターなどが挙げられる。これらの
うち、ＣＭＶプロモーター、ＳＲαプロモーターなどを用いるのが好ましい。宿主がエシ
ェリヒア属菌である場合は、ｔｒｐプロモーター、ｌａｃプロモーター、ｒｅｃＡプロモ
ーター、λＰLプロモーター、ｌｐｐプロモーターなどが、宿主がバチルス属菌である場
合は、ＳＰＯ１プロモーター、ＳＰＯ２プロモーター、ｐｅｎＰプロモーターなど、宿主
が酵母である場合は、ＡＯＸ１プロモーター、ＰＨＯ５プロモーター、ＰＧＫプロモータ
ー、ＧＡＰプロモーター、ＡＤＨプロモーターなどが好ましい。宿主が昆虫細胞である場
合は、ポリヘドリンプロモーター、Ｐ１０プロモーターなどが好ましい。
【００４８】
発現ベクターには、以上の他に、所望によりエンハンサー、スプライシングシグナル、ポ
リＡ付加シグナル、選択マーカー、ＳＶ４０複製オリジン（以下、ＳＶ４０ｏｒｉと略称
する場合がある）などを含有しているものを用いることができる。選択マーカーとしては
、例えば、ジヒドロ葉酸還元酵素（以下、ｄｈｆｒと略称する場合がある）遺伝子、アン
ピシリン耐性遺伝子（以下、Ａｍｐrと略称する場合がある）、ネオマイシン耐性遺伝子
（以下、Ｎｅｏと略称する場合がある、Ｇ４１８耐性）等が用いられる。ｄｈｆｒ遺伝子
はメソトレキセート（ＭＴＸ）耐性を、ＮｅｏはＧ４１８耐性を付与する。特に、ｄｈｆ
ｒ遺伝子欠損チャイニーズハムスター細胞ＣＨＯを用いてｄｈｆｒ遺伝子を選択マーカー
として使用する場合、チミジンを含まない培地によっても目的とする遺伝子を選択するこ
とができる。
また、必要に応じて、宿主に合ったシグナル配列を、タンパク質のＮ端末側に付加する。
宿主がエシェリヒア属菌である場合は、PhoＡ・シグナル配列、OmpＡ・シグナル配列など
が、宿主がバチルス属菌である場合は、α－アミラーゼ・シグナル配列、サブチリシン・
シグナル配列などが、宿主が酵母である場合は、ＭＦα・シグナル配列、ＳＵＣ２・シグ
ナル配列など、宿主が動物細胞である場合には、例えばインシュリン・シグナル配列、α
－インターフェロン・シグナル配列、抗体分子・シグナル配列などがそれぞれ利用できる
。
このようにして構築された本発明のタンパク質をコードするＤＮＡを含有するベクターを
細胞に導入することによって形質転換体を製造することができる。
【００４９】
宿主としては、例えば、エシェリヒア属菌、バチルス属菌、酵母、昆虫細胞、昆虫、動物
細胞などが用いられる。
エシェリヒア属菌としては、例えば、エシェリヒア・コリ（Escherichia coli）Ｋ１２・
ＤＨ１〔プロシージングズ・オブ・ザ・ナショナル・アカデミー・オブ・サイエンシイズ
・オブ・ザ・ユーエスエー（Proc. Natl. Acad. Sci. ＵＳＡ），６０巻，１６０(１９６
８)〕，ＪＭ１０３〔ヌクイレック・アシッズ・リサーチ，（Nucleic Acids Research）
，９巻，３０９(１９８１)〕，ＪＡ２２１〔ジャーナル・オブ・モレキュラー・バイオロ
ジー（Journal of Molecular Biology）〕，１２０巻，５１７(１９７８)〕，ＨＢ１０１
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〔ジャーナル・オブ・モレキュラー・バイオロジー，４１巻，４５９(１９６９)〕，Ｃ６
００〔ジェネティックス（Genetics），３９巻，４４０(１９５４)〕などが用いられる。
バチルス属菌としては、例えば、バチルス・サチルス（Bacillus subtilis）ＭＩ１１４
〔ジーン，２４巻，２５５(１９８３)〕，２０７－２１〔ジャーナル・オブ・バイオケミ
ストリー（Journal of Biochemistry），９５巻，８７(１９８４）〕などが用いられる。
酵母としては、例えば、サッカロマイセス　セレビシエ（Saccharomyces cerevisiae）Ａ
Ｈ２２，ＡＨ２２Ｒ-，ＮＡ８７－１１Ａ，ＤＫＤ－５Ｄ，２０Ｂ－１２、シゾサッカロ
マイセス　ポンベ（Schizosaccharomyces pombe）ＮＣＹＣ１９１３，ＮＣＹＣ２０３６
、ピキア　パストリス（Pichia pastoris）ＫＭ７１などが用いられる。
昆虫細胞としては、例えば、ウイルスがＡｃＮＰＶの場合は、夜盗蛾の幼虫由来株化細胞
（Spodoptera frugiperda cell；Ｓｆ細胞）、Trichoplusia niの中腸由来のＭＧ１細胞
、Trichoplusia niの卵由来のHigh FiveTM細胞、Mamestra brassicae由来の細胞またはEs
tigmena acrea由来の細胞などが用いられる。ウイルスがＢｍＮＰＶの場合は、蚕由来株
化細胞（Bombyx mori N；ＢｍＮ細胞）などが用いられる。該Ｓｆ細胞としては、例えば
、Ｓｆ９細胞（ATCC CRL1711）、Ｓｆ２１細胞（以上、Vaughn, J.L.ら、イン・ヴィトロ
（in Vitro）,13, 213-217,(1977)）などが用いられる。
昆虫としては、例えば、カイコの幼虫などが用いられる〔前田ら、ネイチャー（Nature）
，３１５巻，５９２(１９８５)〕。
【００５０】
動物細胞としては、例えば、サル細胞ＣＯＳ－７，Ｖero，チャイニーズハムスター細胞
ＣＨＯ（以下、ＣＨＯ細胞と略記），ｄｈｆｒ遺伝子欠損チャイニーズハムスター細胞Ｃ
ＨＯ（以下、ＣＨＯ（ｄｈｆｒ-）細胞と略記），マウスＬ細胞，マウスＡｔＴ－２０，
マウスミエローマ細胞，ラットＧＨ３，ヒトＦＬ細胞、２９３細胞、Ｃ１２７細胞、ＢＡ
ＬＢ３Ｔ３細胞、Ｓｐ－２細胞などが用いられる。これらの中でも、ＣＨＯ細胞、ＣＨＯ
（ｄｈｆｒ-）細胞、２９３細胞などが好ましい。
エシェリヒア属菌を形質転換するには、例えば、プロシージングズ・オブ・ザ・ナショナ
ル・アカデミー・オブ・サイエンジイズ・オブ・ザ・ユーエスエー（Proc. Natl. Acad. 
Sci. ＵＳＡ），６９巻，２１１０(１９７２)やジーン（Gene），１７巻，１０７(１９８
２)などに記載の方法に従って行なうことができる。
バチルス属菌を形質転換するには、例えば、モレキュラー・アンド・ジェネラル・ジェネ
ティックス（Molecular ＆ General Genetics），１６８巻，１１１(１９７９)などに記
載の方法に従って行なうことができる。
酵母を形質転換するには、例えば、メソッズ・イン・エンザイモロジー（Methods in Enz
ymology），１９４巻，１８２－１８７（１９９１）、プロシージングズ・オブ・ザ・ナ
ショナル・アカデミー・オブ・サイエンシイズ・オブ・ザ・ユーエスエー（Proc. Natl. 
Acad. Sci. ＵＳＡ），７５巻，１９２９(１９７８）などに記載の方法に従って行なうこ
とができる。
昆虫細胞や昆虫を形質転換するには、例えば、バイオ／テクノロジー（Bio/Technology）
,6, 47-55(1988)）などに記載の方法に従って行なうことができる。
動物細胞を形質転換するには、例えば、細胞工学別冊８　新細胞工学実験プロトコール．
２６３－２６７（１９９５）（秀潤社発行）、ヴィロロジー（Virology），５２巻，４５
６(１９７３)に記載の方法に従って行なうことができる。
【００５１】
発現ベクターの細胞への導入方法としては、例えば、リン酸カルシウム法〔Graham, F. L
. and van der Eb, A. J.ヴィロロジー（Virology） 52, 456-467（1973）〕、電気穿孔
法〔Nuemann, E. et al. エンボ・ジャーナル（EMBO J.） 1, 841-845（1982）〕等が用
いられる。
このようにして、本発明のタンパク質をコードするＤＮＡを含有する発現ベクターで形質
転換された形質転換体を得ることができる。
なお、動物細胞を用いて、本発明のタンパク質を安定に発現させる方法としては、上記の
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動物細胞に導入された発現ベクターが染色体に組み込まれた細胞をクローン選択によって
選択する方法がある。具体的には、上記の選択マーカーを指標にして形質転換体を選択す
ることができる。さらに、このように選択マーカーを用いて得られた動物細胞に対して、
繰り返しクローン選択を行なうことにより本発明のタンパク質の高発現能を有する安定な
動物細胞株を得ることができる。また、ｄｈｆｒ遺伝子を選択マーカーとして用いた場合
、ＭＴＸ濃度を徐々に上げて培養し、耐性株を選択することにより、ｄｈｆｒ遺伝子とと
もに、本発明のタンパク質をコードするＤＮＡを細胞内で増幅させて、さらに高発現の動
物細胞株を得ることもできる。
上記の形質転換体を本発明のタンパク質またはその部分ペプチドをコードするＤＮＡが発
現可能な条件下で培養し、本発明のタンパク質またはその部分ペプチドを生成、蓄積せし
めることによって、本発明のタンパク質、その部分ペプチドまたはそれらの塩を製造する
ことができる。
【００５２】
宿主がエシェリヒア属菌、バチルス属菌である形質転換体を培養する際、培養に使用され
る培地としては液体培地が適当であり、その中には該形質転換体の生育に必要な炭素源、
窒素源、無機物その他が含有せしめられる。炭素源としては、例えば、グルコース、デキ
ストリン、可溶性澱粉、ショ糖など、窒素源としては、例えば、アンモニウム塩類、硝酸
塩類、コーンスチープ・リカー、ペプトン、カゼイン、肉エキス、大豆粕、バレイショ抽
出液などの無機または有機物質、無機物としては、例えば、塩化カルシウム、リン酸二水
素ナトリウム、塩化マグネシウムなどがそれぞれ用いられる。また、酵母エキス、ビタミ
ン類、生長促進因子などを添加してもよい。培地のｐＨは約５～８が望ましい。
エシェリヒア属菌を培養する際の培地としては、例えば、グルコース、カザミノ酸を含む
Ｍ９培地〔ミラー（Miller），ジャーナル・オブ・エクスペリメンツ・イン・モレキュラ
ー・ジェネティックス（Journal of Experiments in Molecular Genetics），４３１－４
３３，Cold Spring Harbor Laboratory, New York １９７２〕が好ましい。ここに必要に
よりプロモーターを効率よく働かせるために、例えば３β－インドリル　アクリル酸のよ
うな薬剤を加えることができる。
宿主がエシェリヒア属菌の場合、培養は通常約１５～４３℃で約３～２４時間行ない、必
要により、通気や撹拌を加えることもできる。
宿主がバチルス属菌の場合、培養は通常約３０～４０℃で約６～２４時間行ない、必要に
より通気や撹拌を加えることもできる。
【００５３】
宿主が酵母である形質転換体を培養する際、培地としては、例えば、バークホールダー（
Burkholder）最小培地〔Bostian, K. L. ら、プロシージングズ・オブ・ザ・ナショナル
・アカデミー・オブ・サイエンシイズ・オブ・ザ・ユーエスエー（Proc. Natl. Acad. Sc
i. ＵＳＡ），７７巻，４５０５(１９８０)〕や０.５％カザミノ酸を含有するＳＤ培地〔
Bitter, G. A. ら、プロシージングズ・オブ・ザ・ナショナル・アカデミー・オブ・サイ
エンシイズ・オブ・ザ・ユーエスエー（Proc. Natl. Acad. Sci. ＵＳＡ），８１巻，５
３３０（１９８４）〕が挙げられる。培地のｐＨは約５～８に調整するのが好ましい。培
養は通常約２０℃～３５℃で約２４～７２時間行ない、必要に応じて通気や撹拌を加える
。
宿主が昆虫細胞である形質転換体を培養する際、培地としては、Grace's Insect Medium
（Grace, T.C.C.,ネイチャー（Nature）,195,788(1962)）に非動化した１０％ウシ血清等
の添加物を適宜加えたものなどが用いられる。培地のｐＨは約６．２～６．４に調整する
のが好ましい。培養は通常約２７℃で約３～５日間行ない、必要に応じて通気や撹拌を加
える。
宿主が動物細胞である形質転換体を培養する際、培地としては、例えば、約５～２０％の
胎児牛血清を含むＭＥＭ培地〔サイエンス（Seience），１２２巻，５０１(１９５２)〕
，ＤＭＥＭ培地〔ヴィロロジー（Virology），８巻，３９６(１９５９)〕，ＲＰＭＩ １
６４０培地〔ジャーナル・オブ・ザ・アメリカン・メディカル・アソシエーション（The 
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Jounal of the American Medical Association）１９９巻，５１９(１９６７)〕，１９９
培地〔プロシージング・オブ・ザ・ソサイエティ・フォー・ザ・バイオロジカル・メディ
スン（Proceeding of the Society for the Biological Medicine），７３巻，１(１９５
０)〕などが用いられる。ｐＨは約６～８であるのが好ましい。培養は通常約３０℃～４
０℃で約１５～７２時間行ない、必要に応じて通気や撹拌を加える。
特に、ＣＨＯ（ｄｈｆｒ-）細胞およびｄｈｆｒ遺伝子を選択マーカーとして用いる場合
、チミジンをほとんど含まない透析ウシ胎児血清を含むＤＭＥＭ培地を用いるのが好まし
い。
【００５４】
上記培養物から本発明のタンパク質を分離精製するには、例えば、下記の方法により行な
うことができる。
本発明のタンパク質を培養菌体あるいは細胞から抽出するに際しては、培養後、公知の方
法で菌体あるいは細胞を集め、これを適当な緩衝液に懸濁し、超音波、リゾチームおよび
／または凍結融解などによって菌体あるいは細胞を破壊したのち、遠心分離やろ過により
本発明のタンパク質の粗抽出液を得る方法などが適宜用い得る。緩衝液の中に尿素や塩酸
グアニジンなどのたんぱく変性剤や、トリトンＸ－１００TMなどの界面活性剤が含まれて
いてもよい。
培養液中にタンパク質が分泌される場合には、培養終了後、それ自体公知の方法で菌体あ
るいは細胞と上清とを分離し、上清を集める。このようにして得られた培養上清、あるい
は抽出液中に含まれる本発明のタンパク質の精製は、自体公知の分離・精製法を適切に組
み合わせて行なうことができる。これらの公知の分離、精製法としては、塩析や溶媒沈澱
法などの溶解度を利用する方法、透析法、限外ろ過法、ゲルろ過法、およびＳＤＳ－ポリ
アクリルアミドゲル電気泳動法などの主として分子量の差を利用する方法、イオン交換ク
ロマトグラフィーなどの荷電の差を利用する方法、アフィニティークロマトグラフィーな
どの特異的親和性を利用する方法、逆相高速液体クロマトグラフィーなどの疎水性の差を
利用する方法、等電点電気泳動法などの等電点の差を利用する方法などが用いられる。
かくして得られる本発明のタンパク質が遊離体で得られた場合には、自体公知の方法ある
いはそれに準じる方法によって塩に変換することができ、逆に塩で得られた場合には自体
公知の方法あるいはそれに準じる方法により、遊離体または他の塩に変換することができ
る。
なお、組換え体が産生する本発明のタンパク質を、精製前または精製後に適当な蛋白修飾
酵素を作用させることにより、任意に修飾を加えたり、ポリペプチドを部分的に除去する
こともできる。蛋白修飾酵素としては、例えば、トリプシン、キモトリプシン、アルギニ
ルエンドペプチダーゼ、プロテインキナーゼ、グリコシダーゼなどが用いられる。
かくして生成する本発明のタンパク質の存在は、特異抗体を用いたエンザイムイムノアッ
セイなどにより測定することができる。
【００５５】
本発明のタンパク質、その部分ペプチドまたはそれらの塩に対する抗体は、本発明のタン
パク質、その部分ペプチドまたはそれらの塩（以下、本発明のタンパク質等と略記する）
を認識し得る抗体であれば、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体の何れであっても
よい。
本発明のタンパク質等に対する抗体（以下、本発明の抗体と略記する）は、本発明のタン
パク質等を抗原として用い、自体公知の抗体または抗血清の製造法に従って製造すること
ができる。
【００５６】
〔モノクローナル抗体の作製〕
（ａ）モノクロナール抗体産生細胞の作製
本発明のタンパク質等は、温血動物に対して投与により抗体産生が可能な部位にそれ自体
あるいは担体、希釈剤とともに投与される。投与に際して抗体産生能を高めるため、完全
フロイントアジュバントや不完全フロイントアジュバントを投与してもよい。投与は通常
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２～６週毎に１回ずつ、計２～１０回程度行なうことができる。温血動物としては、例え
ば、サル、ウサギ、イヌ、モルモット、マウス、ラット、ヒツジ、ヤギ、ニワトリが用い
られるが、マウスおよびラットが好ましく用いられる。
モノクローナル抗体産生細胞の作製に際しては、抗原を免疫された温血動物、例えば、マ
ウスから抗体価の認められた個体を選択し最終免疫の２～５日後に脾臓またはリンパ節を
採取し、それらに含まれる抗体産生細胞を同種または異種の骨髄腫細胞と融合させること
により、モノクローナル抗体産生ハイブリドーマを調製することができる。抗血清中の抗
体価の測定は、例えば、後記の標識化タンパク質等と抗血清とを反応させたのち、抗体に
結合した標識剤の活性を測定することにより行なうことができる。融合操作は既知の方法
、例えば、ケーラーとミルスタインの方法〔ネイチャー（Nature)、256、495 (1975)〕に
従い実施できる。融合促進剤としては、例えば、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）やセ
ンダイウィルスなどが挙げられるが、好ましくはＰＥＧが用いられる。
骨髄腫細胞としては、例えば、ＮＳ－１、Ｐ３Ｕ１、ＳＰ２／０、ＡＰ－１などの温血動
物由来の骨髄腫細胞が用いられるが、Ｐ３Ｕ１が好ましく用いられる。用いられる抗体産
生細胞（脾臓細胞）数と骨髄腫細胞数との好ましい比率は１：１～２０：１程度であり、
ＰＥＧ（好ましくはＰＥＧ１０００～ＰＥＧ６０００）が１０～８０％程度の濃度で添加
され、２０～４０℃、好ましくは３０～３７℃で１～１０分間インキュベートすることに
より効率よく細胞融合を実施することができる。
【００５７】
モノクローナル抗体産生ハイブリドーマのスクリーニングには種々の方法が使用できるが
、例えば、タンパク質等抗原を直接あるいは担体とともに吸着させた固相（例、マイクロ
プレート）にハイブリドーマ培養上清を添加し、次に放射性物質や酵素などで標識した抗
免疫グロブリン抗体（細胞融合に用いられる細胞がマウスの場合、抗マウス免疫グロブリ
ン抗体が用いられる）またはプロテインＡを加え、固相に結合したモノクローナル抗体を
検出する方法、抗免疫グロブリン抗体またはプロテインＡを吸着させた固相にハイブリド
ーマ培養上清を添加し、放射性物質や酵素などで標識したタンパク質等を加え、固相に結
合したモノクローナル抗体を検出する方法などが用いられる。
モノクローナル抗体の選別は、自体公知あるいはそれに準じる方法に従って行なうことが
できる。通常ＨＡＴ（ヒポキサンチン、アミノプテリン、チミジン）を添加した動物細胞
用培地で行なうことができる。選別および育種用培地としては、ハイブリドーマが生育で
きるものならばどのような培地を用いても良い。例えば、１～２０％、好ましくは１０～
２０％の牛胎児血清を含むＲＰＭＩ １６４０培地、１～１０％の牛胎児血清を含むＧＩ
Ｔ培地（和光純薬工業（株））あるいはハイブリドーマ培養用無血清培地（ＳＦＭ－１０
１、日水製薬（株））などを用いることができる。培養温度は、通常２０～４０℃、好ま
しくは約３７℃である。培養時間は、通常５日～３週間、好ましくは１週間～２週間であ
る。培養は、通常５％炭酸ガス下で行なうことができる。ハイブリドーマ培養上清の抗体
価は、上記の抗血清中の抗体価の測定と同様にして測定できる。
【００５８】
（ｂ）モノクロナール抗体の精製
モノクローナル抗体の分離精製は、自体公知の方法、例えば、免疫グロブリンの分離精製
法〔例、塩析法、アルコール沈殿法、等電点沈殿法、電気泳動法、イオン交換体（例、Ｄ
ＥＡＥ）による吸脱着法、超遠心法、ゲルろ過法、抗原結合固相あるいはプロテインＡあ
るいはプロテインＧなどの活性吸着剤により抗体のみを採取し、結合を解離させて抗体を
得る特異的精製法〕に従って行なうことができる。
【００５９】
〔ポリクローナル抗体の作製〕
本発明のポリクローナル抗体は、それ自体公知あるいはそれに準じる方法にしたがって製
造することができる。例えば、免疫抗原（タンパク質等抗原）とキャリアー蛋白質との複
合体をつくり、上記のモノクローナル抗体の製造法と同様に温血動物に免疫を行ない、該
免疫動物から本発明のポリクローナル抗体含有物を採取して、抗体の分離精製を行なうこ



(33) JP 4090092 B2 2008.5.28

10

20

30

40

50

とにより製造することができる。
温血動物を免疫するために用いられる免疫抗原とキャリアー蛋白質との複合体に関し、キ
ャリアー蛋白質の種類およびキャリアーとハプテンとの混合比は、キャリアーに架橋させ
て免疫したハプテンに対して抗体が効率良くできれば、どの様なものをどの様な比率で架
橋させてもよいが、例えば、ウシ血清アルブミンやウシサイログロブリン、ヘモシアニン
等を重量比でハプテン１に対し、約０．１～２０、好ましくは約１～５の割合でカプルさ
せる方法が用いられる。
また、ハプテンとキャリアーのカプリングには、種々の縮合剤を用いることができるが、
グルタルアルデヒドやカルボジイミド、マレイミド活性エステル、チオール基、ジチオビ
リジル基を含有する活性エステル試薬等が用いられる。
縮合生成物は、温血動物に対して、抗体産生が可能な部位にそれ自体あるいは担体、希釈
剤とともに投与される。投与に際して抗体産生能を高めるため、完全フロイントアジュバ
ントや不完全フロイントアジュバントを投与してもよい。投与は、通常約２～６週毎に１
回ずつ、計約３～１０回程度行なうことができる。
ポリクローナル抗体は、上記の方法で免疫された温血動物の血液、腹水など、好ましくは
血液から採取することができる。
抗血清中のポリクローナル抗体価の測定は、上記の血清中の抗体価の測定と同様にして測
定できる。抗体の分離精製は、上記のモノクローナル抗体の分離精製と同様の免疫グロブ
リンの分離精製法に従って行なうことができる。
【００６０】
本発明のタンパク質または部分ペプチドをコードするＤＮＡまたはｍＲＮＡに実質的に相
補的な塩基配列を有するアンチセンスＤＮＡとしては、本発明のタンパク質または部分ペ
プチドをコードするＤＮＡまたはｍＲＮＡの塩基配列またはその一部の塩基配列に実質的
に相補的な塩基配列を有し、該タンパク質または部分ペプチドの発現を抑制し得る作用を
有するオリゴヌクレオチドまたはその誘導体であれば、いずれのアンチセンスＤＮＡであ
ってもよい。
該ＤＮＡまたはｍＲＮＡに実質的に相補的な塩基配列とは、例えば、該ＤＮＡまたはｍＲ
ＮＡに相補的な塩基配列（すなわち、該ＤＮＡまたはｍＲＮＡの相補鎖）の全塩基配列ま
たは部分塩基配列と約４０％以上、好ましくは約６０％以上、より好ましくは約８０％以
上、さらに好ましくは約９０％以上の相同性を有する塩基配列などが挙げられる。特に、
本発明のＤＮＡまたはｍＲＮＡの相補鎖の全塩基配列うち、本発明のタンパク質等のＮ末
端部位をコードする部分の塩基配列（例えば、開始コドン付近の塩基配列など）の相補鎖
と約４０％以上、好ましくは約６０％以上、より好ましくは約８０％以上、さらに好まし
くは約９０％以上の相同性を有するアンチセンスＤＮＡが好適である。これらのアンチセ
ンスＤＮＡは、公知のＤＮＡ合成装置などを用いて製造することができる。
【００６１】
本発明のタンパク質、その部分ペプチドまたはそれらの塩は、例えば、アポトーシス誘導
活性、ウイルス感染細胞等に対する細胞傷害活性などの作用を有している。したがって、
本発明のタンパク質、その部分ペプチドまたはそれらの塩はさまざまな用途に用いること
ができる。
以下に、本発明のタンパク質、その部分ペプチドまたはそれらの塩（以下、本発明のタン
パク質等と略記する場合がある）、本発明のタンパク質等をコードするＤＮＡ（以下、本
発明のＤＮＡと略記する場合がある）、本発明のタンパク質等に対する抗体（本発明の抗
体と略記する場合がある）およびアンチセンスＤＮＡの用途を説明する。
【００６２】
（１）各種疾病の治療・予防剤などの医薬
例えば、生体内においてＦａｓリガンドが減少あるいは欠損しているために、細胞におけ
る、Ｆａｓリガンドの機能が十分に、あるいは正常に発揮されない患者がいる場合に、（
イ）本発明のＤＮＡを該患者に投与し、生体内で本発明のタンパク質等を発現させること
によって、（ロ）細胞に本発明のＤＮＡを挿入し、本発明のタンパク質等を発現させた後
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に、該細胞を患者に移植することによって、（ハ）本発明のタンパク質等を該患者に投与
することなどによって、該患者における本発明のタンパク質等の役割を十分に、あるいは
正常に発揮させることができる。
したがって、本発明のタンパク質等および本発明のＤＮＡは、例えば、癌（例、乳癌、前
立腺癌、卵巣癌、ろ胞性リンパ球腫、ｐ５３変異を伴う癌、脳腫瘍、膀胱癌、子宮頸部癌
、大腸癌（結腸／直腸癌）、非小細胞肺癌、小細胞肺癌、胃癌など）、ウイルス感染（例
、エイズウイルス感染初期、ヘルペスウイルス感染、アデノウイルス感染、ボックスウイ
ルス感染、水痘-帯状疱疹ウイルス感染、ヒトパピローマウイルス感染など）、ヘリコバ
クター・ピロリ感染、侵襲性ブドウ状球菌感染肝炎（例、Ａ型肝炎、Ｃ型肝炎など）、腎
炎、自己免疫性疾患（例、全身性エリテマトーデス、免疫関連糸球体腎炎など）、骨疾患
（例、リウマチ関節炎（例、リウマチにおける滑膜細胞の異常増殖）など）、動脈硬化症
、痛みなどの疾病、好ましくは、癌（例、乳癌、前立腺癌、卵巣癌、ろ胞性リンパ球腫、
ｐ５３変異を伴う癌など）、ウイルス感染（例、エイズウイルス感染初期、ヘルペスウイ
ルス感染、アデノウイルス感染、ボックスウイルス感染など）、肝炎、腎炎、リウマチ関
節炎、動脈硬化症、自己免疫性疾患（例、全身性エリテマトーデス、免疫関連糸球体腎炎
など）などの疾病の治療・予防剤などの医薬として有用である。
本発明のＤＮＡを上記の治療・予防剤として使用する場合は、該ＤＮＡを単独あるいはレ
トロウイルスベクター、アデノウイルスベクター、アデノウイルスアソシエーテッドウイ
ルスベクターなどの適当なベクターに挿入した後、常套手段に従ってヒトまたは温血動物
に投与することができる。本発明のＤＮＡは、そのままで、あるいは摂取促進のために補
助剤などの生理学的に認められる担体とともに製剤化し、遺伝子銃やハイドロゲルカテー
テルのようなカテーテルによって投与できる。
本発明のタンパク質等を上記の治療・予防剤として使用する場合は、少なくとも９０％、
好ましくは９５％以上、より好ましく９８％以上、さらに好ましくは９９％以上に精製さ
れたものを使用するのが好ましい。
【００６３】
本発明のタンパク質等を上記の医薬として使用する場合は、例えば、必要に応じて糖衣を
施した錠剤、カプセル剤、エリキシル剤、マイクロカプセル剤などとして経口的に、ある
いは水もしくはそれ以外の薬学的に許容し得る液との無菌性溶液、または懸濁液剤などの
注射剤の形で非経口的に使用できる。例えば、本発明のタンパク質等あるいはＤＮＡを生
理学的に認められる担体、香味剤、賦形剤、ベヒクル、防腐剤、安定剤、結合剤などとと
もに一般に認められた製剤実施に要求される単位用量形態で混和することによって製造す
ることができる。これら製剤における有効成分量は指示された範囲の適当な容量が得られ
るようにするものである。本発明のＤＮＡを用いる場合は、該ＤＮＡを単独あるいはレト
ロウイルスベクター、アデノウイルスベクター、アデノウイルスアソシエーテッドウイル
スベクターなどの適当なベクターに挿入した後、常套手段に従って実施することができる
。
錠剤、カプセル剤などに混和することができる添加剤としては、例えば、ゼラチン、コー
ンスターチ、トラガント、アラビアゴムのような結合剤、結晶性セルロースのような賦形
剤、コーンスターチ、ゼラチン、アルギン酸などのような膨化剤、ステアリン酸マグネシ
ウムのような潤滑剤、ショ糖、乳糖またはサッカリンのような甘味剤、ペパーミント、ア
カモノ油またはチェリーのような香味剤などが用いられる。調剤単位形態がカプセルであ
る場合には、前記タイプの材料にさらに油脂のような液状担体を含有することができる。
注射のための無菌組成物は注射用水のようなベヒクル中の活性物質、胡麻油、椰子油など
のような天然産出植物油などを溶解または懸濁させるなどの通常の製剤実施に従って処方
することができる。注射用の水性液としては、例えば、生理食塩水、ブドウ糖やその他の
補助薬を含む等張液（例えば、Ｄ－ソルビトール、Ｄ－マンニトール、塩化ナトリウムな
ど）などが用いられ、適当な溶解補助剤、例えば、アルコール（例えば、エタノールなど
）、ポリアルコール（例えば、プロピレングリコール、ポリエチレングリコールなど）、
非イオン性界面活性剤（例えば、ポリソルベート８０TM、ＨＣＯ－５０など）などと併用
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してもよい。油性液としては、例えば、ゴマ油、大豆油などが用いられ、溶解補助剤とし
て安息香酸ベンジル、ベンジルアルコールなどと併用してもよい。また、緩衝剤（例えば
、リン酸塩緩衝液、酢酸ナトリウム緩衝液など）、無痛化剤（例えば、塩化ベンザルコニ
ウム、塩酸プロカインなど）、安定剤（例えば、ヒト血清アルブミン、ポリエチレングリ
コールなど）、保存剤（例えば、ベンジルアルコール、フェノールなど）、酸化防止剤な
どと配合してもよい。調整された注射液は、通常、適当なアンプルに充填される。
本発明のＤＮＡが挿入されたベクターも上記と同様に製剤化され、通常、非経口的に使用
される。
【００６４】
このようにして得られる製剤は、安全で低毒性であるので、例えば、ヒトまたは哺乳動物
（例えば、ラット、マウス、モルモット、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ウマ、ネコ、イ
ヌ、サルなど）に対して投与することができる。
本発明のタンパク質等の投与量は、対象疾患、投与対象、投与ルートなどにより差異はあ
るが、例えば、癌治療目的で本発明のタンパク質等を経口投与する場合、一般的に成人（
６０ｋｇとして）においては、一日につき該タンパク質等を約０.１ｍｇ～１００ｍｇ、
好ましくは約１．０～５０ｍｇ、より好ましくは約１．０～２０ｍｇ投与する。非経口的
に投与する場合は、該タンパク質等の１回投与量は投与対象、対象疾患などによっても異
なるが、例えば、癌治療目的で本発明のタンパク質等を注射剤の形で成人（体重６０ｋｇ
として）に投与する場合、一日につき該タンパク質等を約０．０１～３０ｍｇ程度、好ま
しくは約０．１～２０ｍｇ程度、より好ましくは約０．１～１０ｍｇ程度を患部に注射す
ることにより投与するのが好都合である。他の動物の場合も、６０ｋｇ当たりに換算した
量を投与することができる。
【００６５】
（２）遺伝子診断剤
本発明のＤＮＡは、プローブとして使用することにより、ヒトまたは温血哺乳動物（例え
ば、ラット、マウス、モルモット、ウサギ、トリ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ウマ、ネコ、イ
ヌ、サルなど）における本発明のタンパク質またはその部分ペプチドをコードするＤＮＡ
の異常（遺伝子異常）を検出することができる。したがって、本発明のＤＮＡは、本発明
のタンパク質等が関与する各種疾病の遺伝子診断剤として有用である。
例えば、本発明のタンパク質またはその部分ペプチドをコードするｍＲＮＡが増加し、あ
るいはタンパク質の発現が増加していることが検出された場合は、例えば、エイズ、神経
変性疾患（例、アルツハイマー病、パーキンソン病、筋萎縮性側索硬化症、色素性網膜炎
、小脳変性など）、骨髄異形成疾患（例、再生不良性貧血など）、虚血性疾患（例、心筋
梗塞、脳卒中など）、リウマチにおける関節組織の破壊、炎症、肝炎（例、劇症肝炎）、
自己免疫性疾患（例、全身性エリテマトーデス、免疫関連糸球体腎炎など）、心筋症（例
、拡張型心筋症）、糖尿病、糖尿病性合併症（例、糖尿病性合併症、糖尿病性腎症、糖尿
病性神経障害、糖尿病性網膜症）、インフルエンザ感染、糸球体腎炎、潰瘍性大腸炎など
の疾患、特に、エイズ、リウマチにおける関節組織の破壊、炎症、肝炎、自己免疫性疾患
などの疾患である、または罹患する可能性が高いと診断することができる。
一方、本発明のタンパク質またはその部分ペプチドをコードするＤＮＡまたはｍＲＮＡが
損傷し、欠損し、あるいはタンパク質の発現が減少していることが検出された場合は、例
えば、癌、ウイルス感染、ヘリコバクター・ピロリ感染、侵襲性ブドウ状球菌感染、肝炎
、腎炎、リウマチ関節炎、動脈硬化症、自己免疫性疾患などの疾病であると診断すること
ができる。
本発明のＤＮＡを用いる上記の遺伝子診断は、例えば、自体公知のノーザンハイブリダイ
ゼーションやＰＣＲ－ＳＳＣＰ法（ゲノミックス（Genomics），第５巻，８７４～８７９
頁（１９８９年）、プロシージングズ・オブ・ザ・ナショナル・アカデミー・オブ・サイ
エンシイズ・オブ・ユーエスエー（Proceedings of the Natinal Academy of Sciences o
f the United States of America），第８６巻，２７６６～２７７０頁（１９８９年））
などにより実施することができる。
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例えば、ノーザンハイブリダイゼーションにより該ｍＲＮＡの発現過多が検出された場合
は、例えば、エイズ、神経変性疾患、骨髄異形成疾患、虚血性疾患、リウマチにおける関
節組織の破壊、炎症、肝炎、自己免疫性疾患、心筋症、糖尿病、糖尿病性合併症、インフ
ルエンザ感染、糸球体腎炎、潰瘍性大腸炎などの疾患、特に、エイズ、リウマチにおける
関節組織の破壊、炎症、肝炎、自己免疫性疾病である、または将来罹患する可能性が高い
と診断することができる。
一方、ノーザンハイブリダイゼーションにより該ｍＲＮＡの発現低下が検出された場合は
、例えば、癌、ウイルス感染、ヘリコバクター・ピロリ感染、侵襲性ブドウ状球菌感染、
肝炎、腎炎、リウマチ関節炎、動脈硬化症、自己免疫性疾患などの疾病である、または将
来罹患する可能性が高いと診断することができる。
また、ＣＲ－ＳＳＣＰ法によりＤＮＡの突然変異が検出された場合は、例えば、癌、ウイ
ルス感染、肝炎、腎炎、リウマチ関節炎、動脈硬化症、自己免疫性疾患、エイズ、神経変
性疾患、骨髄異形成疾患、虚血性疾患、リウマチにおける関節組織の破壊、炎症、心筋症
、糖尿病、糖尿病性合併症、インフルエンザ感染、糸球体腎炎、潰瘍性大腸炎などの疾病
である、または将来罹患する可能性が高いと診断することができる。
【００６６】
（３）本発明のタンパク質、その部分ペプチドまたはそれらの塩の定量
本発明の抗体は、本発明のタンパク質等を特異的に認識することができるので、被検液中
の本発明のタンパク質等の定量、特にサンドイッチ免疫測定法による定量などに使用する
ことができる。
すなわち、本発明は、
（ｉ）本発明の抗体と、被検液および標識化された本発明のタンパク質等とを競合的に反
応させ、該抗体に結合した標識化された本発明のタンパク質等の割合を測定することを特
徴とする被検液中の本発明のタンパク質等の定量法、および
（ii）被検液と担体上に不溶化した本発明の抗体および標識化された本発明の別の抗体と
を同時あるいは連続的に反応させたのち、不溶化担体上の標識剤の活性を測定することを
特徴とする被検液中の本発明のタンパク質等の定量法を提供する。
上記（ii）の定量法においては、一方の抗体が本発明のタンパク質等のＮ端部を認識する
抗体で、他方の抗体が本発明のタンパク質等のＣ端部に反応する抗体であることが望まし
い。
【００６７】
また、本発明のタンパク質等に対するモノクローナル抗体（以下、モノクローナル抗体と
称する場合がある）を用いて本発明のタンパク質等の定量を行なえるほか、組織染色等に
よる検出を行なうこともできる。これらの目的には、抗体分子そのものを用いてもよく、
また、抗体分子のＦ(ａｂ')2 、Ｆａｂ'、あるいはＦａｂ画分を用いてもよい。
本発明の抗体を用いる本発明のタンパク質等の定量法は、 特に制限されるべきものでは
なく、被測定液中の抗原量（例えば、タンパク質量）に対応した抗体、抗原もしくは抗体
－抗原複合体の量を化学的または物理的手段により検出し、これを既知量の抗原を含む標
準液を用いて作製した標準曲線より算出する測定法であれば、いずれの測定法を用いても
よい。例えば、ネフロメトリー、競合法、イムノメトリック法およびサンドイッチ法が好
適に用いられるが、感度、特異性の点で、後述するサンドイッチ法を用いるのが特に好ま
しい。
標識物質を用いる測定法に用いられる標識剤としては、例えば、放射性同位元素、酵素、
蛍光物質、発光物質などが用いられる。放射性同位元素としては、例えば、〔125Ｉ〕、
〔131Ｉ〕、〔3Ｈ〕、〔14Ｃ〕などが、上記酵素としては、安定で比活性の大きなものが
好ましく、例えば、β－ガラクトシダーゼ、β－グルコシダーゼ、アルカリフォスファタ
ーゼ、パーオキシダーゼ、リンゴ酸脱水素酵素などが、蛍光物質としては、例えば、フル
オレスカミン、フルオレッセンイソチオシアネートなどが、発光物質としては、例えば、
ルミノール、ルミノール誘導体、ルシフェリン、ルシゲニンなどがそれぞれ用いられる。
さらに、抗体あるいは抗原と標識剤との結合にビオチン－アビジン系を用いることもでき
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る。
【００６８】
抗原あるいは抗体の不溶化に当っては、物理吸着を用いてもよく、また通常タンパク質あ
るいは酵素等を不溶化、固定化するのに用いられる化学結合を用いる方法でもよい。担体
としては、例えば、アガロース、デキストラン、セルロースなどの不溶性多糖類、ポリス
チレン、ポリアクリルアミド、シリコン等の合成樹脂、あるいはガラスなどが用いられる
。
サンドイッチ法においては不溶化したモノクローナル抗体に被検液を反応させ（１次反応
）、さらに標識化したモノクローナル抗体を反応させ（２次反応）たのち、不溶化担体上
の標識剤の活性を測定することにより被検液中の本発明のタンパク質量等を定量すること
ができる。１次反応と２次反応は逆の順序に行っても、また、同時に行なってもよいし時
間をずらして行なってもよい。標識化剤および不溶化の方法は前記のそれらに準じること
ができる。また、サンドイッチ法による免疫測定法において、固相用抗体あるいは標識用
抗体に用いられる抗体は必ずしも１種類である必要はなく、測定感度を向上させる等の目
的で２種類以上の抗体の混合物を用いてもよい。
本発明のサンドイッチ法による本発明のタンパク質等の測定法においては、１次反応と２
次反応に用いられる本発明のモノクローナル抗体は、本発明のタンパク質等の結合する部
位が相異なる抗体が好ましく用いられる。すなわち、１次反応および２次反応に用いられ
る抗体は、例えば、２次反応で用いられる抗体が、本発明のタンパク質等のＣ端部を認識
する場合、１次反応で用いられる抗体は、好ましくはＣ端部以外、例えばＮ端部を認識す
る抗体が用いられる。
【００６９】
本発明のモノクローナル抗体をサンドイッチ法以外の測定システム、例えば、競合法、イ
ムノメトリック法あるいはネフロメトリーなどに用いることができる。
競合法では、被検液中の抗原と標識抗原とを抗体に対して競合的に反応させたのち、未反
応の標識抗原（Ｆ）と抗体と結合した標識抗原（Ｂ）とを分離し（Ｂ／Ｆ分離）、Ｂ，Ｆ
いずれかの標識量を測定し、被検液中の抗原量を定量する。本反応法には、抗体として可
溶性抗体を用い、Ｂ／Ｆ分離をポリエチレングリコール、前記抗体に対する第２抗体など
を用いる液相法、および、第１抗体として固相化抗体を用いるか、あるいは、第１抗体は
可溶性のものを用い第２抗体として固相化抗体を用いる固相化法とが用いられる。
イムノメトリック法では、被検液中の抗原と固相化抗原とを一定量の標識化抗体に対して
競合反応させた後固相と液相を分離するか、あるいは、被検液中の抗原と過剰量の標識化
抗体とを反応させ、次に固相化抗原を加え未反応の標識化抗体を固相に結合させたのち、
固相と液相を分離する。次に、いずれかの相の標識量を測定し被検液中の抗原量を定量す
る。
また、ネフロメトリーでは、ゲル内あるいは溶液中で抗原抗体反応の結果生じた不溶性の
沈降物の量を測定する。被検液中の抗原量僅かであり、少量の沈降物しか得られない場合
にもレーザーの散乱を利用するレーザーネフロメトリーなどが好適に用いられる。
【００７０】
これら個々の免疫学的測定法を本発明の定量方法に適用するにあたっては、特別の条件、
操作等の設定は必要とされない。それぞれの方法における通常の条件、操作法に当業者の
通常の技術的配慮を加えて本発明のタンパク質等の測定系を構築すればよい。これらの一
般的な技術手段の詳細については、総説、成書などを参照することができる。
例えば、入江　寛編「ラジオイムノアッセイ〕（講談社、昭和４９年発行）、入江　寛編
「続ラジオイムノアッセイ〕（講談社、昭和５４年発行）、石川栄治ら編「酵素免疫測定
法」（医学書院、昭和５３年発行）、石川栄治ら編「酵素免疫測定法」（第２版）（医学
書院、昭和５７年発行）、石川栄治ら編「酵素免疫測定法」（第３版）（医学書院、昭和
６２年発行）、「Methods in ENZYMOLOGY」 Vol. 70(Immunochemical Techniques(Part A
))、 同書 Vol. 73(Immunochemical Techniques(Part B))、 同書 Vol. 74(Immunochemic
al Techniques(Part C))、 同書 Vol. 84(Immunochemical Techniques(Part D:Selected 
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Immunoassays))、 同書 Vol. 92(Immunochemical Techniques(Part E:Monoclonal Antibo
dies and General Immunoassay Methods))、 同書 Vol. 121(Immunochemical Techniques
(Part I:Hybridoma Technology and Monoclonal Antibodies))(以上、アカデミックプレ
ス社発行)などを参照することができる。
以上のようにして、本発明の抗体を用いることによって、本発明のタンパク質等を感度良
く定量することができる。
【００７１】
さらには、本発明の抗体を用いて本発明のタンパク質等の濃度を定量することによって、
本発明のタンパク質が関与する各種疾病の診断を行なうことができる。
例えば、本発明のタンパク質等の濃度の減少が検出された場合は、例えば、癌、ウイルス
感染、肝炎、腎炎、リウマチ関節炎、動脈硬化症、自己免疫性疾患などの疾病である、ま
たは将来罹患する可能性が高いと診断することができる。
一方、本発明のタンパク質等の濃度の増加が検出された場合は、例えば、エイズ、神経変
性疾患、骨髄異形成疾患、虚血性疾患、リウマチにおける関節組織の破壊、炎症、肝炎、
自己免疫性疾患、心筋症、糖尿病、糖尿病性合併症、インフルエンザ感染、糸球体腎炎、
潰瘍性大腸炎などの疾患、特に、エイズ、リウマチにおける関節組織の破壊、炎症、肝炎
、自己免疫性疾病などの疾患である、または将来罹患する可能性が高いと診断することが
できる。
このように、本発明の抗体は上記疾患の診断剤として有用である。
また、本発明の抗体は、体液や組織などの被検体中に存在する本発明のタンパク質等を検
出するために使用することができる。さらに、本発明のタンパク質等を精製するために使
用する抗体カラムの作製、精製時の各分画中の本発明のタンパク質等の検出、被検細胞に
おける本件タンパク質の挙動の検出などのために使用することができる。
【００７２】
（４）本発明の抗体を含有する医薬
本発明の抗体のうち、本発明のタンパク質等の活性を中和することができる抗体は、例え
ば、エイズ、神経変性疾患、骨髄異形成疾患、虚血性疾患、リウマチにおける関節組織の
破壊、炎症、肝炎、自己免疫性疾患、心筋症、糖尿病、糖尿病性合併症、インフルエンザ
感染、糸球体腎炎、潰瘍性大腸炎などの疾患、特に、エイズ、リウマチにおける関節組織
の破壊、炎症、肝炎、自己免疫性疾病などの疾患の予防・治療剤などの医薬として使用す
ることができる。
本発明の抗体を含有する上記疾患の治療・予防剤は、そのまま液剤として、または適当な
剤型の医薬組成物として、ヒトまたは哺乳動物（例、ラット、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウ
シ、ネコ、イヌ、サルなど）に対して経口的または非経口的に投与することができる。投
与量は、投与対象、対象疾患、症状、投与ルートなどによっても異なるが、例えば、成人
のエイズの治療・予防のために使用する場合には、本発明の抗体を１回量として、通常０
.０１～２０ｍｇ／ｋｇ体重程度、好ましくは０.１～１０ｍｇ／ｋｇ体重程度、さらに好
ましくは０.１～５ｍｇ／ｋｇ体重程度を、１日１～５回程度、好ましくは１日１～３回
程度、静脈注射により投与するのが好都合である。他の非経口投与および経口投与の場合
もこれに準ずる量を投与することができる。症状が特に重い場合には、その症状に応じて
増量してもよい。
本発明の抗体は、それ自体または適当な医薬組成物として投与することができる。上記投
与に用いられる医薬組成物は、上記またはその塩と薬理学的に許容され得る担体、希釈剤
もしくは賦形剤とを含むものである。かかる組成物は、経口または非経口投与に適する剤
形として提供される。
すなわち、例えば、経口投与のための組成物としては、固体または液体の剤形、具体的に
は錠剤（糖衣錠、フィルムコーティング錠を含む）、丸剤、顆粒剤、散剤、カプセル剤（
ソフトカプセル剤を含む）、シロップ剤、乳剤、懸濁剤などがあげられる。かかる組成物
は自体公知の方法によって製造され、製剤分野において通常用いられる担体、希釈剤もし
くは賦形剤を含有するものである。例えば、錠剤用の担体、賦形剤としては、乳糖、でん
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ぷん、蔗糖、ステアリン酸マグネシウムなどが用いられる。
【００７３】
非経口投与のための組成物としては、例えば、注射剤、坐剤などが用いられ、注射剤は静
脈注射剤、皮下注射剤、皮内注射剤、筋肉注射剤、点滴注射剤などの剤形を包含する。か
かる注射剤は、自体公知の方法に従って、例えば、上記抗体またはその塩を通常注射剤に
用いられる無菌の水性もしくは油性液に溶解、懸濁または乳化することによって調製する
。注射用の水性液としては、例えば、生理食塩水、ブドウ糖やその他の補助薬を含む等張
液などが用いられ、適当な溶解補助剤、例えば、アルコール（例、エタノール）、ポリア
ルコール（例、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール）、非イオン界面活性剤
〔例、ポリソルベート８０、ＨＣＯ－５０（polyoxyethylene（５０mol）adduct of hydr
ogenated　castor oil）〕などと併用してもよい。油性液としては、例えば、ゴマ油、大
豆油などが用いられ、溶解補助剤として安息香酸ベンジル、ベンジルアルコールなどを併
用してもよい。調製された注射液は、通常、適当なアンプルに充填される。直腸投与に用
いられる坐剤は、上記抗体またはその塩を通常の坐薬用基剤に混合することによって調製
される。
上記の経口用または非経口用医薬組成物は、活性成分の投与量に適合するような投薬単位
の剤形に調製されることが好都合である。かかる投薬単位の剤形としては、錠剤、丸剤、
カプセル剤、注射剤（アンプル）、坐剤などが例示され、それぞれの投薬単位剤形当たり
通常５～５００ｍｇ、とりわけ注射剤では５～１００ｍｇ、その他の剤形では１０～２５
０ｍｇの上記抗体が含有されていることが好ましい。
なお前記した各組成物は、上記抗体との配合により好ましくない相互作用を生じない限り
他の活性成分を含有してもよい。
【００７４】
（５）医薬候補化合物のスクリーニング
（Ａ）本発明のタンパク質等とレセプターとの結合性を変化させる化合物のスクリーニン
グ方法
本発明のタンパク質等は、ＴＮＦレセプターファミリーに属するレセプター（以下、レセ
プターと略記する）に特異的に結合することができるので、本発明のタンパク質等と該レ
セプターを用いたリガンド・レセプター結合アッセイ系を構築することによって、ＴＮＦ
リガンドファミリー（例えば、ＴＮＦ、リンホトキシン－α、リンホトキシン－β、Ｆａ
ｓリガンド、神経成長因子など）と同様の作用を有する医薬候補化合物のスクリーニング
や、本発明のタンパク質等の作用を阻害する医薬候補化合物のスクリーニングを行なうこ
とができる。すなわち、本発明は、本発明のタンパク質等を用いる、本発明のタンパク質
等とレセプターとの結合性を変化させる化合物のスクリーニング方法を提供する。
このような本発明のタンパク質等とレセプターとの結合性を変化させる化合物には、（イ
）該レセプターを介した細胞刺激活性（例えば、ＤＮＡ合成促進、アラキドン酸遊離、ア
セチルコリン遊離、細胞内Ｃａ2+遊離、細胞内ｃＡＭＰ生成、細胞内ｃＧＭＰ生成、イノ
シトールリン酸産生、細胞膜電位変動、細胞内蛋白質のリン酸化、ｃ－ｆｏｓの活性化、
ｐＨの低下などを促進する活性または抑制する活性など）、アポトーシス誘導作用、細胞
傷害活性などの活性を有する化合物（いわゆるアゴニスト）、（ロ）該細胞刺激活性、ア
ポトーシス誘導作用、細胞傷害活性などの活性を有しない化合物（いわゆるアンタゴニス
ト）、（ハ）本発明のタンパク質等とレセプターとの結合力を増強する化合物、あるいは
（ニ）本発明のタンパク質等とレセプターとの結合力を減少させる化合物などが含まれる
（なお、上記（イ）の化合物は、前記したリガンド決定方法によってスクリーニングする
ことが好ましい）。
【００７５】
すなわち、本発明は、
（１）（ｉ）レセプターまたはその部分ペプチドに、本発明のタンパク質等を接触させた
場合と（ii）レセプターまたはその部分ペプチドに、本発明のタンパク質等および試験化
合物を接触させた場合との比較を行なうことを特徴とする、本発明のタンパク質等とレセ
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プターとの結合性を変化させる化合物またはその塩のスクリーニング方法、
（２）（ｉ）レセプターを含有する細胞またはその細胞膜画分に、本発明のタンパク質等
を接触させた場合と（ii）レセプターを含有する細胞またはその細胞膜画分に、本発明の
タンパク質等および試験化合物を接触させた場合との比較を行なうことを特徴とする、本
発明のタンパク質等とレセプターとの結合性を変化させる化合物またはその塩のスクリー
ニング方法、および
（３）（ｉ）レセプターを含有する細胞またはその細胞膜画分に、本発明のタンパク質を
含有する細胞またはその細胞膜画分を接触させた場合と（ii）レセプターを含有する細胞
またはその細胞膜画分に、本発明のタンパク質を含有する細胞またはその細胞膜画分およ
び試験化合物を接触させた場合との比較を行なうことを特徴とする、本発明のタンパク質
等とレセプターとの結合性を変化させる化合物またはその塩のスクリーニング方法を提供
する。
【００７６】
具体的には、本発明のスクリーニング方法においては、（ｉ）と（ii）の場合における、
例えば、レセプターまたはレセプターを含有する細胞等に対する本発明のタンパク質等の
結合量、アポトーシス誘導活性、細胞傷害活性などの活性を測定して、比較することを特
徴とするものである。
より具体的には、本発明は、
（１ａ）（ｉ）標識した本発明のぺプチド等を、レセプターまたはその部分ペプチドに接
触させた場合と、（ii）標識した本発明のタンパク質等および試験化合物を、レセプター
またはその部分ペプチドに接触させた場合における、標識した本発明のタンパク質等の該
レセプターまたはその部分ペプチドまたはそれらの塩に対する結合量を測定し、比較する
ことを特徴とする、本発明のタンパク質等とレセプターとの結合性を変化させる化合物ま
たはその塩のスクリーニング方法、（２ａ）（ｉ）標識した本発明のタンパク質等を、レ
セプターを含有する細胞またはその細胞膜画分に接触させた場合と、（ii）標識した本発
明のタンパク質等および試験化合物を、レセプターを含有する細胞またはその細胞膜画分
に接触させた場合における、標識した本発明のタンパク質等の該細胞またはその細胞膜画
分に対する結合量を測定し、比較することを特徴とする、本発明のタンパク質等とレセプ
ターとの結合性を変化させる化合物またはその塩のスクリーニング方法、
（２ｂ）（ｉ）本発明のタンパク質等を、レセプターを含有する細胞に接触させた場合と
、（ii）本発明のタンパク質および試験化合物を、レセプターを含有する細胞に接触させ
た場合における、レセプターを介した細胞刺激活性（例えば、ＤＮＡ合成促進、アラキド
ン酸遊離、アセチルコリン遊離、細胞内Ｃａ2+濃度の変動、細胞内ｃＡＭＰ生成、細胞内
ｃＧＭＰ生成、イノシトールリン酸産生、細胞膜電位変動、細胞内蛋白質のリン酸化、ｃ
－ｆｏｓの活性化、ｐＨの低下、細胞の遊走活性などを促進する活性または抑制する活性
など）、アポトーシス誘導活性、細胞傷害活性などの活性を測定し、比較することを特徴
とする、本発明のタンパク質等とレセプターとの結合性を変化させる化合物またはその塩
のスクリーニング方法、
【００７７】
（３ａ）（ｉ）本発明のタンパク質を含有する細胞またはその細胞膜画分を、レセプター
を含有する細胞に接触させた場合と、（ii）本発明のタンパク質を含有する細胞またはそ
の細胞膜画分および試験化合物を、レセプターを含有する細胞に接触させた場合における
、レセプターを介した細胞刺激活性（例えば、ＤＮＡ合成促進、アラキドン酸遊離、アセ
チルコリン遊離、細胞内Ｃａ2+濃度の変動、細胞内ｃＡＭＰ生成、細胞内ｃＧＭＰ生成、
イノシトールリン酸産生、細胞膜電位変動、細胞内蛋白質のリン酸化、ｃ－ｆｏｓの活性
化、ｐＨの低下、細胞の遊走活性などを促進する活性または抑制する活性など）、アポト
ーシス誘導活性、細胞傷害活性などの活性を測定し、比較することを特徴とする、本発明
のタンパク質等とレセプターとの結合性を変化させる化合物またはその塩のスクリーニン
グ方法を提供する。
上記の（１ａ）または（２ａ）のスクリーニング方法において、レセプターに結合して、
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本発明のタンパク質等とレセプターとの結合を阻害する化合物が、本発明のタンパク質等
とレセプターとの結合性を変化させる化合物として選択できる。
上記（２ｂ）または（３ａ）のスクリーニング方法において、レセプターに結合し、該レ
セプターを介した細胞刺激活性（例えば、ＤＮＡ合成促進、アラキドン酸遊離、アセチル
コリン遊離、細胞内Ｃａ2+濃度の変動、細胞内ｃＡＭＰ生成、細胞内ｃＧＭＰ生成、イノ
シトールリン酸産生、細胞膜電位変動、細胞内蛋白質のリン酸化、ｃ－ｆｏｓの活性化、
ｐＨの低下、細胞の遊走活性などを促進する活性または抑制する活性など）、アポトーシ
ス誘導活性、細胞傷害活性などの活性を有する化合物をレセプターアゴニストとして選択
することができ、一方、レセプターと結合するが、該細胞刺激活性、アポトーシス誘導活
性などの活性を有しない化合物をレセプターアンタゴニストとして選択することができる
。
また、上記の（１ａ）または（２ａ）のスクリーニング方法において、本発明のタンパク
質等とレセプターとの結合性を変化させる活性が認められた試験化合物の中で、該アポト
ーシス誘導活性等を有する化合物をレセプターアゴニストとして選択することができ、該
アポトーシス誘導活性等を有しない化合物をレセプターアンタゴニストとして選択するこ
とができる。
【００７８】
本発明のスクリーニング方法に用いられるレセプターとしては、本発明のタンパク質等が
結合し得るレセプターであればいずれのものでもよく、例えば、ＴＮＦレセプターファミ
リーに属するレセプターや本発明のタンパク質等に対するレセプターが用いられる。ＴＮ
Ｆレセプターファミリーに属するレセプターとしては、例えば、ＴＮＦレセプター（５５
ｋＤａ：セル（Cell）61, p351-359, 1990；７５ｋＤａ：サイエンス（Science）248, 10
19-1023, 1990）、リンホトキシン－βレセプター、Ｆａｓ（セル（Cell）66, p233-243,
 1991）、ＣＤ２７（ザ・ジャーナル・オブ・イムノロジー（The Journal of Immunology
）147, p3165-3169, 1991）、ＣＤ３０（セル（Cell）68, p421-427, 1992）、ＣＤ４０
（ザ・エンボ・ジャーナル（The EMBO Journal）8, p1403-1410, 1989）、ＯＸ４０（ヨ
ーロッピアン・ジャーナル・イムノロジー（European Journal Immunology）24/3, p677-
683, 1994）、ＤＲ４（サイエンス（Science）276, 111-113, 1997）、ＤＲ３／ＷＳＬ－
１（ネイチャー（NATURE）384, 372-375, 1996；サイエンス（Science）274, 990-992, 1
996）、ＴＲ２（ザ・ジャーナル・オブ・バイオロジカル・ケミストリー（The Journal o
f Biological Chemistry）272, p14272-14276, 1997）などが用いられる。
これらのレセプターおよび本発明のタンパク質等に対するレセプターは、自体公知のタン
パク質の精製方法に従って入手することができ、また、自体公知の遺伝子工学的手法に従
って該レセプターをコードするＤＮＡをクローニングした後、前記した本発明のタンパク
質等の発現方法に従って目的とするレセプターを入手することもできる。
該レセプターの部分ペプチドとしては、全長レセプターを適当に切断して得られる部分ペ
プチドを用いることができる。
標識した本発明のタンパク質等としては、例えば、〔3Ｈ〕、〔125Ｉ〕、〔14Ｃ〕、〔35

Ｓ〕などで標識した本発明のタンパク質等などを用いることができる。
【００７９】
本発明のスクリーニング方法に用いられる上記レセプターを含有する細胞としては、前記
した本発明のタンパク質等を発現させるために用いる宿主細胞として列記したものと同様
のものを用いることができるが、なかでも、ＣＨＯ細胞などが好ましい。
レセプターを含有する細胞は、レセプターをコードするＤＮＡを用いて、自体公知の方法
、例えば、前記した本発明のタンパク質の発現方法などに従って製造することができる。
また、上記レセプターを含有する細胞として、Jurkat細胞株、Ｕ９３７細胞株（以上、ザ
・ジャーナル・オブ・バイオロジカル・ケミストリー（THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEM
ISTRY）271, 12691-12694, 1996））、ＨｅｐＧ２細胞株、ＴＨＰ－１細胞株などの株化
細胞を用いることもできる。
本発明のスクリーニング方法に用いられる本発明のタンパク質等を含有する細胞としては
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、前記した本発明のタンパク質等を発現させるために用いる宿主細胞として列記したもの
と同様のものを用いることができるが、なかでも、ＣＨＯ細胞などが好ましい。レセプタ
ーを含有する細胞は、レセプターをコードするＤＮＡを用いて、自体公知の方法、例えば
、前記した本発明のタンパク質の発現方法などに従って製造することができる。
本発明のスクリーニング方法において、レセプターを含有する細胞または本発明のタンパ
ク質等を含有する細胞を用いる場合、該細胞をグルタルアルデヒド、ホルマリンなどで固
定化することができる。固定化方法は、それ自体公知の方法に従って行なうことができる
。また、本発明のタンパク質等を含有する組織として、各種動物の肝臓、脾臓等またはそ
れらの膜画分を用いることができる。
【００８０】
上記レセプターを含有する細胞または本発明のタンパク質等を含有する細胞の細胞膜画分
としては、細胞を破砕した後、それ自体公知の方法で得られる細胞膜が多く含まれる画分
のことをいう。細胞の破砕方法としては、Potter－Elvehjem型ホモジナイザーで細胞を押
し潰す方法、ワーリングブレンダーやポリトロン（Kinematica社製）のよる破砕、超音波
による破砕、フレンチプレスなどで加圧しながら細胞を細いノズルから噴出させることに
よる破砕などが挙げられる。細胞膜の分画には、分画遠心分離法や密度勾配遠心分離法な
どの遠心力による分画法が主として用いられる。例えば、細胞破砕液を低速（５００ｒｐ
ｍ～３０００ｒｐｍ）で短時間（通常、約１分～１０分）遠心し、上清をさらに高速（１
５０００ｒｐｍ～３００００ｒｐｍ）で通常３０分～２時間遠心し、得られる沈澱を膜画
分とする。該膜画分中には、発現したレセプターまたは本発明のタンパク質等と、細胞由
来のリン脂質や膜蛋白質などの膜成分が多く含まれる。
該レセプターを含有する細胞やその細胞膜画分中のレセプターの量は、１細胞当たり１０
3～１０8分子であるのが好ましく、１０5～１０7分子であるのが好適である。なお、発現
量が多いほど膜画分当たりのリガンド結合活性（比活性）が高くなり、高感度なスクリー
ニング系の構築が可能になるばかりでなく、同一ロットで大量の試料を測定できるように
なる。
【００８１】
試験化合物としては、例えば、ペプチド、タンパク質、非ペプチド性化合物、合成化合物
、発酵生産物、細胞抽出液、植物抽出液、動物組織抽出液、血漿などが挙げられ、これら
化合物は新規な化合物であってもよいし、公知の化合物であってもよい。
本発明のスクリーニング方法において、本発明のタンパク質等とレセプターとの反応は、
通常約３７℃で数時間（例えば、２０分～２４時間、好ましくは３０分～３時間）行なう
ことができる。
具体的には、上記の（１ａ）または（２ａ）のスクリーニング方法を実施するには、まず
、レセプターを含有する細胞またはその細胞膜画分、あるいはレセプターまたはその部分
ペプチドを、スクリーニングに適したバッファーに懸濁することによりレセプター標品を
調製する。バッファーには、ｐＨ約４～１０（望ましくは、ｐＨ約６～８）のリン酸バッ
ファー、トリス－塩酸バッファーなどの、本発明のタンパク質等とレセプターとの結合を
阻害しないバッファーであればいずれでもよい。また、非特異的結合を低減させる目的で
、ＣＨＡＰＳ、Ｔｗｅｅｎ－８０TM（花王－アトラス社）、ジギトニン、デオキシコレー
トなどの界面活性剤をバッファーに加えることもできる。さらに、プロテアーゼによるレ
セプターやリガンドの分解を抑える目的で、ＰＭＳＦ、ロイペプチン、バシトラシン、ア
プロチニン、Ｅ－６４（タンパク質研究所製）、ペプスタチンなどのプロテアーゼ阻害剤
を添加することもできる。一方、細胞が固定化細胞の場合、培養器に固定化させたまま、
つまり細胞を生育させた状態で、あるいはグルタルアルデヒドやパラホルムアルデヒドで
固定した細胞を用いて、本発明のタンパク質等とレセプターを結合させることができる。
【００８２】
この場合、該緩衝液は培地やハンクス液などが用いられる。そして、０.０１ｍｌ～１０
ｍｌの該レセプター溶液に、一定量（例えば、２０００Ｃｉ／ｍｍｏｌの場合、約１００
００ｃｐｍ～１００００００ｃｐｍ）の標識した本発明のタンパク質等（例えば、〔125
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Ｉ〕で標識した本発明のタンパク質等）を添加し、同時に１０-4Ｍ～１０-10Ｍの試験化
合物を共存させる。非特異的結合量（ＮＳＢ）を知るために大過剰の未標識の本発明のタ
ンパク質等を加えた反応チューブも用意する。反応は０℃から５０℃、望ましくは４℃か
ら３７℃で２０分から２４時間、望ましくは３０分から３時間行なう。反応後、ガラス繊
維濾紙等で濾過し、適量の同バッファーで洗浄した後、ガラス繊維濾紙に残存する放射活
性（例えば、〔125Ｉ〕の量）を液体シンチレーションカウンターまたはγ－カウンター
で測定する。濾過には、マニホールドやセルハーベスターを用いることができるが、セル
ハーベスターを用いることが効率を上げるために望ましい。拮抗する物質がない場合のカ
ウント(Ｂ0）から非特異的結合量（ＮＳＢ）を引いたカウント（Ｂ0－ＮＳＢ）を１００
％とした時、特異的結合量（Ｂ－ＮＳＢ）が、例えばカウント（Ｂ0－ＮＳＢ）の５０％
以下になる試験化合物をアゴニストまたはアンタゴニスト候補化合物として選択すること
ができる。
【００８３】
また、上記（２ｂ）または（３ａ）のスクリーニング方法を実施するためには、レセプタ
ーを介した細胞刺激活性（例えば、ＤＮＡ合成促進、アラキドン酸遊離、アセチルコリン
遊離、細胞内Ｃａ2+濃度の変動、細胞内ｃＡＭＰ生成、細胞内ｃＧＭＰ生成、イノシトー
ルリン酸産生、細胞膜電位変動、細胞内蛋白質のリン酸化、ｃ－ｆｏｓ活性化、ｐＨの低
下、細胞の遊走活性などを促進する活性または抑制する活性など）、アポトーシス誘導活
性、細胞傷害活性などの活性を公知の方法あるいはそれに準じる方法に従って測定するこ
とができる。
具体的には、まず、レセプターを含有する細胞をマルチウェルプレート等に培養する。ス
クリーニングを行なうにあたっては前もって新鮮な培地あるいは細胞に毒性を示さない適
当なバッファーに交換し、試験化合物などを添加して一定時間インキュベートした後、細
胞を抽出あるいは上清液を回収して、生成した産物をそれぞれ自体公知の方法に従って定
量する。細胞刺激活性の指標とする物質（例えば、アラキドン酸など）の生成が、細胞が
含有する分解酵素によって検定困難な場合は、該分解酵素に対する阻害剤を添加してアッ
セイを行なってもよい。また、ｃＡＭＰ産生抑制などの活性については、フォルスコリン
などで細胞の基礎的産生量を増大させておいた細胞に対する産生抑制作用として検出する
ことができる。
【００８４】
アポトーシスとは、例えば、細胞縮小、クロマチン凝縮、核濃縮、細胞表面微絨毛消失、
大小突起の出現（blebbing）、アポトーシス小体形成、細胞縮小に伴う周辺細胞との間隙
、隣接細胞による貧食除去などをいう（日本臨床，第５４巻，第７号（1996））。
アポトーシス誘導活性は、例えば、細胞工学別冊 実験プロトコールシリーズ，アポトー
シス実験プロトコール（1994年12月20日発行、秀潤社）などに従って、アポトーシスの形
態学的解析または生化学的解析を行なうことによって測定することができる。アポトーシ
スの形態学的解析法としては、例えば、光学顕微鏡によるアポトーシス観察（例、位相差
顕微鏡による観察，色素染色による浮遊または接着細胞の観察，蛍光染色による観察など
の細胞形態の観察、パラフィン切片の作製，ヘマトキシリン・エオジン染色標本の作製な
どの組織形態の観察など）、電子顕微鏡によるアポトーシスの観察（例、薄片作製および
電子染色法など）などが用いられる。アポトーシスの生化学的解析法としては、例えば、
ＤＮＡ断片化の解析（例、アガロースゲル電気泳動法など）、細胞死の判定法（例、クリ
スタルバイオレット法、ＭＴＴ法、ＬＤＨ法など）などが用いられる。
細胞障害活性の測定は、ルービエ E.(Rouvier E.）等の方法に準じて行なうことができる
（ジャーナル・オブ・エクスペリメンタル・メディシン（Journal of Experimental Medi
cine）177巻、195-200頁、1993年）。
上記（２ｂ）または（３ａ）のスクリーニング方法において、試験化合物を添加した際に
レセプターを含有する細胞がアポトーシス、細胞傷害などを起こした場合、該試験化合物
をレセプターアゴニスト候補化合物として選択することができる。一方、試験化合物を添
加した際にレセプターを含有する細胞のアポトーシス、細胞傷害などが抑制された場合、
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該試験化合物をレセプターアンタゴニスト候補化合物として選択することができる。
【００８５】
本発明のスクリーニング用キットは、本発明のタンパク質等、好ましくはさらに、レセプ
ターを含有する細胞もしくはその細胞膜画分等を含有するものである。
本発明のスクリーニング用キットの例としては、次のものが挙げられる。
〔スクリーニング用試薬〕
▲１▼測定用緩衝液および洗浄用緩衝液
Hanks' Balanced Salt Solution（ギブコ社製）に、０.０５％のウシ血清アルブミン（シ
グマ社製）を加えたもの。
孔径０.４５μｍのフィルターで濾過滅菌し、４℃で保存するか、あるいは用時調製して
も良い。
▲２▼レセプター標品
本発明のタンパク質に対するレセプターまたはＴＮＦレセプターなどを含有するＣＨＯ細
胞を、１２穴プレートに５×１０5個／穴で継代し、３７℃、５％ＣＯ2、９５％ａｉｒで
２日間培養したもの。
▲３▼標識した本発明のタンパク質標品
本発明のタンパク質、その部分ペプチドまたはそれらの塩を〔3Ｈ〕、〔125Ｉ〕、〔14Ｃ
〕、〔35Ｓ〕などで標識したもの。
▲４▼本発明のタンパク質等標準液
本発明のタンパク質、その部分ペプチドまたはそれらの塩を０.１％ウシ血清アルブミン
（シグマ社製）を含むＰＢＳで０.１ｍＭとなるように溶解し、－２０℃で保存する。
【００８６】
〔測定法〕
▲１▼１２穴組織培養用プレートにて培養した組換え型レセプターを含有するＣＨＯ細胞
を、測定用緩衝液１ｍｌで２回洗浄した後、４９０μｌの測定用緩衝液を各穴に加える。
▲２▼１０-3～１０-10Ｍの試験化合物溶液を５μｌ加えた後、５ｎＭの標識した本発明
のタンパク質等を５μｌ加え、室温にて１時間反応させる。非特異的結合量を知るために
は試験化合物のかわりに１０-4Ｍの本発明のタンパク質等を５μｌ加えておく。
▲３▼反応液を除去し、１ｍｌの洗浄用緩衝液で３回洗浄する。細胞に結合した標識した
本発明のタンパク質等を０．５ｍｌの０.２Ｎ　ＮａＯＨ－１％ＳＤＳで溶解し、４ｍｌ
の液体シンチレーターＡ（和光純薬製）と混合する。
▲４▼液体シンチレーションカウンター（ベックマン社製）を用いて放射活性を測定し、
Percent Maximum Binding（ＰＭＢ）を次の式〔数１〕で求める。なお、〔125Ｉ〕で標識
されている場合は、液体シンチレーターと混合することなしに直接ガンマーカウンターで
測定できる。
【００８７】
【数１】

ＰＭＢ：Percent Maximum Binding
Ｂ　　：検体を加えた時の値
ＮＳＢ：Non-specific Binding（非特異的結合量）
Ｂ0　 ：最大結合量
【００８８】
以上のとおり、本発明のタンパク質等は、本件タンパク質とレセプターとの結合性を変化
させる化合物をスクリーニングするための試薬として有用である。
本発明のスクリーニング方法またはスクリーニング用キットを用いて得られる化合物また
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はその塩は、本発明おタンパク質等とレセプターとの結合性を変化させる作用を有する化
合物であり、具体的には、（イ）レセプターを介した細胞刺激活性、アポトーシス誘導活
性、細胞傷害活性などの作用を有する化合物（いわゆる、アゴニスト）、（ロ）該細胞刺
激活性、アポトーシス誘導活性、細胞傷害活性などの作用を有しない化合物（いわゆる、
アンタゴニスト）、（ハ）本発明のタンパク質等とレセプターとの結合力を増強する化合
物、あるいは（ニ）本発明のタンパク質等とレセプターとの結合力を減少させる化合物で
ある。
該化合物は、前述した試験化合物（例、ペプチド、タンパク質、非ペプチド性化合物、合
成化合物、発酵生産物、細胞抽出液、植物抽出液、動物組織抽出液、血漿など）から得ら
れるものであり、これら化合物は新規な化合物であってもよいし、公知の化合物であって
もよい。
【００８９】
レセプターアゴニストは、本発明のタンパク質等が有する生理活性の全部または一部を有
しているので、該生理活性に応じて安全で低毒性な医薬として有用である。例えば、癌（
例、乳癌、前立腺癌、卵巣癌、ろ胞性リンパ球腫、ｐ５３変異を伴う癌、脳腫瘍、膀胱癌
、子宮頸部癌、大腸癌（結腸／直腸癌）、非小細胞肺癌、小細胞肺癌、胃癌など）、ウイ
ルス感染（例、エイズウイルス感染初期、ヘルペスウイルス感染、アデノウイルス感染、
ボックスウイルス感染、水痘-帯状疱疹ウイルス感染、ヒトパピローマウイルス感染など
）、ヘリコバクター・ピロリ感染、侵襲性ブドウ状球菌感染、肝炎（例、Ａ型肝炎、Ｃ型
肝炎など）、腎炎、自己免疫性疾患（例、全身性エリテマトーデス、免疫関連糸球体腎炎
など）、骨疾患（例、リウマチ関節炎（例、リウマチにおける滑膜細胞の異常増殖）など
）、動脈硬化症、痛みなどの疾病、好ましくは、癌（例、乳癌、前立腺癌、卵巣癌、ろ胞
性リンパ球腫、ｐ５３変異を伴う癌など）、ウイルス感染（例、エイズウイルス感染初期
、ヘルペスウイルス感染、アデノウイルス感染、ボックスウイルス感染など）、肝炎、腎
炎、リウマチ関節炎、動脈硬化症、自己免疫性疾患（例、全身性エリテマトーデス、免疫
関連糸球体腎炎など）などの疾病の予防・治療剤などの医薬として有用である。
レセプターアンタゴニストは、本発明のタンパク質等が有する生理活性の全部または一部
を抑制することができるので、該生理活性を抑制する安全で低毒性な医薬として有用であ
る。例えば、エイズ、神経変性疾患（例、アルツハイマー病、パーキンソン病、筋萎縮性
側索硬化症、色素性網膜炎、小脳変性など）、骨髄異形成疾患（例、再生不良性貧血など
）、虚血性疾患（例、心筋梗塞、脳卒中など）、リウマチにおける関節組織の破壊、炎症
、肝炎（例、劇症肝炎）、自己免疫性疾患（例、全身性エリテマトーデス、免疫関連糸球
体腎炎など）、心筋症（例、拡張型心筋症）、糖尿病、糖尿病性合併症（例、糖尿病性合
併症、糖尿病性腎症、糖尿病性神経障害、糖尿病性網膜症）、インフルエンザ感染、糸球
体腎炎、潰瘍性大腸炎などの疾患、好ましくは、例えば、エイズ、リウマチにおける関節
組織の破壊、炎症、肝炎、自己免疫性疾患などの疾患の予防・治療剤などの医薬として有
用である。
【００９０】
本発明のタンパク質等とレセプターとの結合力を増強する化合物は、本発明のタンパク質
等の生理活性を増強するための安全で低毒性な医薬として有用である。該化合物は、上記
アゴニストと同様に、例えば、癌、ウイルス感染、ヘリコバクター・ピロリ感染、侵襲性
ブドウ状球菌感染、肝炎、腎炎、自己免疫性疾患、骨疾患、動脈硬化症、痛みなどの疾病
などの治療・予防剤などの医薬として有用である。
本発明のタンパク質等とレセプターとの結合力を減少させる化合物は、本発明のタンパク
質等の生理活性を減少させるための安全で低毒性な医薬として有用である。該化合物は、
上記アンタゴニストと同様に、例えば、エイズ、神経変性疾患、骨髄異形成疾患、虚血性
疾患、リウマチにおける関節組織の破壊、炎症、肝炎、自己免疫性疾患、心筋症、糖尿病
、糖尿病性合併症、インフルエンザ感染、糸球体腎炎、潰瘍性大腸炎などの疾患などの治
療・予防剤などの医薬として有用である。
上記スクリーニング方法で得られた化合物は塩を形成していてもよく、該化合物の塩とし
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ては、生理学的に許容される酸（例、無機酸、有機酸）または塩基（例、アルカリ金属）
との塩が用いられ、とりわけ生理学的に許容される酸付加塩が好ましい。この様な塩とし
ては、例えば、無機酸（例えば、塩酸、リン酸、臭化水素酸、硫酸）との塩、あるいは有
機酸（例えば、酢酸、ギ酸、プロピオン酸、フマル酸、マレイン酸、コハク酸、酒石酸、
クエン酸、リンゴ酸、蓚酸、安息香酸、メタンスルホン酸、ベンゼンスルホン酸）との塩
などが用いられる。
【００９１】
該化合物を上記の疾患の治療・予防剤として用いる場合、前記した本発明のタンパク質等
を含有する医薬と同様にして製剤化し、使用することができる。
このようにして得られる製剤は安全で低毒性であるので、例えば、ヒトや哺乳動物（例え
ば、ラット、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ネコ、イヌ、サルなど）に対して投与するこ
とができる。
上記スクリーニングで得られた化合物またはその塩の投与量は、対象疾患、投与対象、投
与ルートなどにより差異はあるが、例えば、癌治療の目的で該レセプターアゴニストを経
口投与する場合、一般的に成人（体重６０ｋｇとして）においては、一日につき該アゴニ
ストを約０.１～１００ｍｇ、好ましくは約１．０～５０ｍｇ、より好ましくは約１．０
～２０ｍｇ投与する。非経口的に投与する場合は、該アゴニストの１回投与量は投与対象
、対象疾患などによっても異なるが、例えば、癌治療の目的で該アゴニストを注射剤の形
で通常成人（６０ｋｇとして）に投与する場合、一日につき該アゴニストを約０．０１～
３０ｍｇ程度、好ましくは約０．１～２０ｍｇ程度、より好ましくは約０．１～１０ｍｇ
程度を静脈注射により投与するのが好都合である。他の動物の場合も、６０ｋｇ当たりに
換算した量を投与することができる。
また、エイズ治療の目的で該レセプターアンタゴニストを経口投与する場合、一般的に成
人（体重６０ｋｇとして）においては、一日につき該アンタゴニストを約０.１～１００
ｍｇ、好ましくは約１．０～５０ｍｇ、より好ましくは約１．０～２０ｍｇ投与する。非
経口的に投与する場合は、該アンタゴニストの１回投与量は投与対象、対象疾患などによ
っても異なるが、例えば、エイズ治療の目的で該アンタゴニストを注射剤の形で通常成人
（６０ｋｇとして）に投与する場合、一日につき該アンタゴニストを約０．０１～３０ｍ
ｇ程度、好ましくは約０．１～２０ｍｇ程度、より好ましくは約０．１～１０ｍｇ程度を
静脈注射により投与するのが好都合である。他の動物の場合も、６０ｋｇ当たりに換算し
た量を投与することができる。
【００９２】
また、癌治療の目的で本発明のタンパク質等の生理活性を増強する化合物を経口投与する
場合、一般的に成人（体重６０ｋｇとして）においては、一日につき該化合物を約０.１
～１００ｍｇ、好ましくは約１．０～５０ｍｇ、より好ましくは約１．０～２０ｍｇ投与
する。非経口的に投与する場合は、該化合物の１回投与量は投与対象、対象疾患などによ
っても異なるが、例えば、癌治療の目的で該化合物を注射剤の形で通常成人（６０ｋｇと
して）に投与する場合、一日につき該化合物を約０．０１～３０ｍｇ程度、好ましくは約
０．１～２０ｍｇ程度、より好ましくは約０．１～１０ｍｇ程度を静脈注射により投与す
るのが好都合である。他の動物の場合も、６０ｋｇ当たりに換算した量を投与することが
できる。
また、エイズ治療の目的で本発明のタンパク質等の生理活性を減少する化合物を経口投与
する場合、一般的に成人（体重６０ｋｇとして）においては、一日につき該化合物を約０
.１～１００ｍｇ、好ましくは約１．０～５０ｍｇ、より好ましくは約１．０～２０ｍｇ
投与する。非経口的に投与する場合は、該化合物の１回投与量は投与対象、対象疾患など
によっても異なるが、例えば、エイズ治療の目的で該化合物を注射剤の形で通常成人（６
０ｋｇとして）に投与する場合、一日につき該化合物を約０．０１～３０ｍｇ程度、好ま
しくは約０．１～２０ｍｇ程度、より好ましくは約０．１～１０ｍｇ程度を静脈注射によ
り投与するのが好都合である。他の動物の場合も、６０ｋｇ当たりに換算した量を投与す
ることができる。
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【００９３】
（Ｂ）本発明のタンパク質を分解するプロテイナーゼの活性を促進または阻害する化合物
のスクリーニング方法およびスクリーニング用キット
本発明のタンパク質またはその塩は膜結合型タンパク質であり、（ｉ）膜に結合したまま
、あるいは（ii）生体内に存在するプロテイナーゼによって膜結合部位が切断され、細胞
外部分が放出され、レセプターと結合することによって、その機能を発揮すると考えられ
る。したがって、本発明のタンパク質等および本発明のタンパク質を分解するプロテイナ
ーゼを用いることによって、本発明のタンパク質を分解するプロテイナーゼの活性を促進
または阻害する活性を有する化合物を選択することができる。
該プロテイナーゼの活性を促進する活性を有する化合物は、生体内における本発明のタン
パク質等の細胞外部分の放出を促進することにより、細胞間接触に依存しない発明のタン
パク質等の活性を促進することができるので、例えば、癌、ウイルス感染症、ヘリコバク
ター・ピロリ感染、侵襲性ブドウ状球菌感染、肝炎、腎炎、自己免疫性疾患、骨疾患、動
脈硬化症、痛みなどの疾患の予防・治療剤などの医薬として期待できる。
一方、該プロテイナーゼの活性を阻害する活性を有する化合物は、生体内における本発明
のタンパク質等の細胞外部分の放出を阻害することにより、細胞間接触に依存しない発明
のタンパク質等の活性を阻害することができるので、例えば、エイズ、神経変性疾患、骨
髄異形成疾患、虚血性疾患、リウマチにおける関節組織の破壊、炎症、肝炎、自己免疫性
疾患、心筋症、糖尿病、糖尿病性合併症、インフルエンザ感染、糸球体腎炎、潰瘍性大腸
炎などの疾患、特に、エイズ、リウマチにおける関節組織の破壊、炎症、肝炎、自己免疫
性疾患などの疾患の予防・治療剤などの医薬として期待できる。
すなわち、本発明は、本発明のタンパク質等を用いることを特徴とする本発明のタンパク
質を分解するプロテイナーゼの活性を促進または阻害する活性を有する化合物またはその
塩のスクリーニング方法を提供する。
【００９４】
より具体的には、本発明は、
（１）（ｉ）本発明のタンパク質を分解するプロテイナーゼ（ただし、本発明のタンパク
質を含有する細胞が、本発明のタンパク質を分解する活性を有する細胞外プロテイナーゼ
を産生・分泌する場合は、該細胞が産生・分泌する該細胞外プロテイナーゼでもよい）の
存在下で本発明のタンパク質を含有する細胞を培養して得られる培養上清と、レセプター
を含有する細胞とを接触させた場合と、（ii）該プロテイナーゼおよび試験化合物の存在
下で本発明のタンパク質を含有する細胞を培養して得られる培養上清と、レセプターを含
有する細胞とを接触させた場合との比較を行なうことを特徴とする本発明のタンパク質を
分解するプロテイナーゼの活性を促進または阻害する活性を有する化合物またはその塩の
スクリーニング方法を提供する。
具体的には、本発明のスクリーニング方法においては、（ｉ）と（ii）の場合における、
例えば、レセプターを介する細胞刺激活性、レセプターを含有する細胞のアポトーシスや
細胞傷害などを測定（観察）して、比較することを特徴とするものである。
より具体的には、本発明は、
（１ａ）（ｉ）本発明のタンパク質を分解するプロテイナーゼ（ただし、本発明のタンパ
ク質を含有する細胞が、本発明のタンパク質を分解する活性を有する細胞外プロテイナー
ゼを産生・分泌する場合は、該細胞が産生・分泌する該細胞外プロテイナーゼでもよい）
の存在下で本発明のタンパク質を含有する細胞を培養して得られる培養上清と、レセプタ
ーを含有する細胞とを接触させた場合と、（ii）本発明のタンパク質を分解するプロテイ
ナーゼ（ただし、本発明のタンパク質を含有する細胞が、本発明のタンパク質を分解する
活性を有する細胞外プロテイナーゼを産生・分泌する場合は、該細胞が産生・分泌する該
細胞外プロテイナーゼでもよい）および試験化合物の存在下で本発明のタンパク質を含有
する細胞を培養して得られる培養上清と、レセプターを含有する細胞とを接触させた場合
における、レセプターを介した細胞刺激活性（例えば、ＤＮＡ合成促進、アラキドン酸遊
離、アセチルコリン遊離、細胞内Ｃａ2+濃度の変動、細胞内ｃＡＭＰ生成、細胞内ｃＧＭ
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Ｐ生成、イノシトールリン酸産生、細胞膜電位変動、細胞内蛋白質のリン酸化、ｃ－ｆｏ
ｓの活性化、ｐＨの低下、細胞の遊走活性などを促進する活性または抑制する活性など）
、アポトーシス誘導活性、細胞傷害活性などの活性を測定し、比較することを特徴とする
本発明のタンパク質を分解するプロテイナーゼの活性を促進または阻害する活性を有する
化合物またはその塩のスクリーニング方法を提供する。
【００９５】
上記のスクリーニング方法において、レセプターを介した細胞刺激活性（例えば、ＤＮＡ
合成促進、アラキドン酸遊離、アセチルコリン遊離、細胞内Ｃａ2+濃度の変動、細胞内ｃ
ＡＭＰ生成、細胞内ｃＧＭＰ生成、イノシトールリン酸産生、細胞膜電位変動、細胞内蛋
白質のリン酸化、ｃ－ｆｏｓの活性化、ｐＨの低下、細胞の遊走活性などを促進する活性
または抑制する活性など）、アポトーシス誘導活性、細胞傷害活性などの活性を抑制する
試験化合物を本発明のタンパク質を分解するプロテイナーゼの活性を促進または阻害する
活性を有する化合物またはその塩として選択することができる。
本発明のスクリーニング方法に用いられるレセプターとしては、本発明のタンパク質等が
結合し得るレセプターであればいかなるものであってもよいが、例えば、ＴＮＦレセプタ
ーファミリーに属するレセプターや本発明のタンパク質等に対するレセプターが用いられ
る。ＴＮＦレセプターファミリーに属するレセプターとしては、例えば、前記したＴＮＦ
レセプター（５５ｋＤａまたは７５ｋＤａ）、リンホトキシン－βレセプター、Ｆａｓ、
ＣＤ２７、ＣＤ３０、ＣＤ４０、ＯＸ４０、ＤＲ４、ＤＲ３／ＷＳＬ－１、ＴＲ２などが
用いられる。
これらのレセプターおよび本発明のタンパク質等に対するレセプターは、自体公知のタン
パク質の精製方法に従って入手することができ、また、自体公知の遺伝子工学的手法に従
って該レセプターをコードするＤＮＡをクローニングした後、前記した本発明のタンパク
質等の発現方法に従って目的とするレセプターを入手することもできる。
本発明のタンパク質を分解するプロテイナーゼとしては、例えば、マトリックスメタロプ
ロテイナーゼ（例、ＭＭＰ－１、ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－３など）、アダマリシン類（adam
alysinsまたはＡＤＡＭＳ）（例、ＴＮＦ－α変換酵素（ＴＡＣＥ）など）などが用いら
れる。
【００９６】
本発明のスクリーニング方法に用いられる上記レセプターを含有する細胞としては、前記
した本発明のタンパク質等を発現させるために用いる宿主細胞として列記したものと同様
のものを用いることができるが、なかでも、ＣＨＯ細胞などが好ましい。レセプターを含
有する細胞は、レセプターをコードするＤＮＡを用いて、自体公知の方法、例えば、前記
した本発明のタンパク質の発現方法などに従って製造することができる。また、上記レセ
プターを含有する細胞として、Jurkat細胞株、Ｕ９３７細胞株、ＨｅｐＧ２細胞株、ＴＨ
Ｐ－１細胞株などの株化細胞を用いることもできる。
本発明のスクリーニング方法に用いられる本発明のタンパク質を含有する細胞としては、
前記した本発明のタンパク質等を発現させるために用いる宿主細胞として列記したものと
同様のものを用いることができるが、なかでも、ＣＨＯ細胞などが好ましい。レセプター
を含有する細胞は、レセプターをコードするＤＮＡを用いて、自体公知の方法、例えば、
前記した本発明のタンパク質の発現方法などに従って製造することができる。
【００９７】
本発明のスクリーニング方法において、本発明のタンパク質を含有する細胞を用いる場合
、該細胞をグルタルアルデヒド、ホルマリンなどで固定化することができる。固定化方法
は、それ自体公知の方法に従って行うことができる。また、本発明のタンパク質を含有す
る組織として、各種動物の肝臓、脾臓等またはそれらの膜画分を用いることができる。
本発明のタンパク質等を含有する細胞の細胞膜画分としては、前記したものと同様のもの
を用いることができる。
試験化合物としては、例えばペプチド、タンパク質、非ペプチド性化合物、合成化合物、
発酵生産物、細胞抽出液、植物抽出液、動物組織抽出液、血漿などが挙げられ、これら化
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合物は新規な化合物であってもよいし、公知の化合物であってもよい。
本発明のスクリーニング方法において、プロテイナーゼ存在下における本発明のタンパク
質を含有する細胞の培養は、通常数時間（例、約０．５～２４時間、好ましくは約１～６
時間）、約３７℃で行なうことができる。また、この培養で得られる培養上清とレセプタ
ーを含有する細胞との反応は、通常数時間（例、約０．５～２４時間、好ましくは約１～
６時間）、約３７℃で行なうことができる。
レセプターを介した細胞刺激活性、アポトーシス誘導活性、細胞傷害活性などの測定は前
記と同様にして行なうことができる。
【００９８】
本発明のスクリーニング用キットは、本発明のタンパク質等および本発明のタンパク質を
分解するプロテイナーゼを、好ましくはさらに、レセプターを含有する細胞を含有するも
のである。
本発明のスクリーニング用キットの例としては、次のものが挙げられる。
〔スクリーニング用試薬〕
▲１▼測定用緩衝液および洗浄用緩衝液
Hanks' Balanced Salt Solution（ギブコ社製）に、０.０５％のウシ血清アルブミン（シ
グマ社製）を加えたもの。
孔径０.４５μｍのフィルターで濾過滅菌し、４℃で保存するか、あるいは用時調製して
も良い。
▲２▼レセプター標品
本発明のタンパク質に対するレセプターまたはＴＮＦレセプターなどを含有するＣＨＯ細
胞を、１２穴プレートに５×１０5個／穴で継代し、３７℃、５％ＣＯ2、９５％ａｉｒで
２日間培養したもの。
▲３▼本発明のタンパク質標品
本発明のタンパク質を含有する細胞
▲４▼本発明のタンパク質を分解するプロテイナーゼ標品
マトリックスメタロプロテイナーゼ（ただし、本発明のタンパク質を含有する細胞が、本
発明のタンパク質を分解する活性を有する細胞外プロテイナーゼを産生・分泌する場合は
不要である。）
【００９９】
〔測定法〕
▲１▼本発明のタンパク質を分解するプロテイナーゼ（ただし、本発明のタンパク質を含
有する細胞が、本発明のタンパク質を分解する活性を有する細胞外プロテイナーゼを産生
・分泌する場合は、該細胞が産生・分泌する該細胞外プロテイナーゼでもよい）の存在下
で本発明のタンパク質を含有する細胞を約３７℃で数時間培養して培養上清を得る。
▲２▼該プロテイナーゼおよび試験化合物の存在下で本発明のタンパク質を含有する細胞
を約３７℃で数時間培養して培養上清を得る。
▲３▼上記▲１▼および▲２▼で得られる培養上清を、それぞれ本発明のタンパク質に対
するレセプターを含有する細胞と約３７℃で数時間培養する。
▲４▼次いで、アポトーシス誘導活性を細胞工学別冊 実験プロトコールシリーズ、アポ
トーシス実験プロトコール（1994年12月20日発行、秀潤社）に記載の方法に従って測定す
る。
【０１００】
以上のとおり、本発明のタンパク質等は本発明のタンパク質を分解するプロテイナーゼの
活性を促進または阻害する活性を有する化合物またはその塩をスクリーニングするための
試薬として有用である。
上記スクリーニング方法で得られた化合物は塩を形成していてもよく、該化合物の塩とし
ては、生理学的に許容される酸（例、無機酸、有機酸）または塩（例、アルカリ金属）な
どとの塩が用いられ、とりわけ生理学的に許容される酸付加塩が好ましい。この様な塩と
しては、例えば、無機酸（例えば、塩酸、リン酸、臭化水素酸、硫酸）との塩、あるいは
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有機酸（例えば、酢酸、ギ酸、プロピオン酸、フマル酸、マレイン酸、コハク酸、酒石酸
、クエン酸、リンゴ酸、蓚酸、安息香酸、メタンスルホン酸、ベンゼンスルホン酸）との
塩などが用いられる。
本発明のスクリーニング方法またはスクリーニング用キットを用いて得られる本発明のタ
ンパク質を分解するプロテイナーゼの活性を促進する化合物は、該プロテイナーゼによる
本発明のタンパク質の細胞外部分の放出・遊離を促進するので、細胞間接触に依存しない
本発明のタンパク質に対するレセプターを介する細胞刺激活性、アポトーシス誘導活性、
細胞傷害活性などの活性を促進することができ、例えば、癌、ウイルス感染症、ヘリコバ
クター・ピロリ感染、侵襲性ブドウ状球菌感染、肝炎、腎炎、自己免疫性疾患、骨疾患、
動脈硬化症、痛みなどの疾患の予防・治療剤などの安全で低毒性な医薬として有用である
。
一方、本発明のスクリーニング方法またはスクリーニング用キットを用いて本発明のタン
パク質を分解するプロテイナーゼの活性を阻害する化合物は、該プロテイナーゼによる本
発明のタンパク質の細胞外部分の放出・遊離を阻害するので、細胞間接触に依存しない本
発明のタンパク質に対するレセプターを介する細胞刺激活性、アポトーシス誘導活性、細
胞傷害活性などの活性を抑制することができ、例えば、エイズ、神経変性疾患、骨髄異形
成疾患、虚血性疾患、リウマチにおける関節組織の破壊、炎症、肝炎、自己免疫性疾患、
心筋症、糖尿病、糖尿病性合併症、インフルエンザ感染、糸球体腎炎、潰瘍性大腸炎など
の疾患、特に、エイズ、リウマチにおける関節組織の破壊、炎症、肝炎、自己免疫性疾患
などの疾患の予防・治療剤などの安全で低毒性な医薬として有用である。
本発明のスクリーニング方法またはスクリーニング用キットを用いて得られる化合物を上
述の治療・予防剤として使用する場合、前記した本発明のタンパク質等を含有する医薬と
同様にして、錠剤、カプセル剤、エリキシル剤、マイクロカプセル剤、無菌性溶液、懸濁
液剤などに製剤化することができる。
このようにして得られる製剤は安全で低毒性であるので、例えば、ヒトや哺乳動物（例え
ば、ラット、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ネコ、イヌ、サルなど）に対して投与するこ
とができる。
【０１０１】
該化合物またはその塩の投与量は、対象疾患、投与対象、投与ルートなどにより差異はあ
るが、例えば、癌治療の目的で本発明のタンパク質を分解するプロテイナーゼの活性を促
進する化合物を経口投与する場合、一般的に成人（体重６０ｋｇとして）においては、一
日につき該化合物を約０.１～１００ｍｇ、好ましくは約１．０～５０ｍｇ、より好まし
くは約１．０～２０ｍｇ投与する。非経口的に投与する場合は、該化合物の１回投与量は
投与対象、対象疾患などによっても異なるが、例えば、癌治療の目的で該化合物を注射剤
の形で通常成人（６０ｋｇとして）に投与する場合、一日につき該化合物を約０．０１～
３０ｍｇ程度、好ましくは約０．１～２０ｍｇ程度、より好ましくは約０．１～１０ｍｇ
程度を静脈注射により投与するのが好都合である。他の動物の場合も、６０ｋｇ当たりに
換算した量を投与することができる。
一方、自己免疫性疾患治療の目的で本発明のタンパク質を分解するプロテイナーゼの活性
を阻害する化合物を経口投与する場合、一般的に成人（体重６０ｋｇとして）においては
、一日につき該化合物を約０.１～１００ｍｇ、好ましくは約１．０～５０ｍｇ、より好
ましくは約１．０～２０ｍｇ投与する。非経口的に投与する場合は、該化合物の１回投与
量は投与対象、対象疾患などによっても異なるが、例えば、自己免疫性疾患治療の目的で
該化合物を注射剤の形で通常成人（６０ｋｇとして）に投与する場合、一日につき該化合
物を約０．０１～３０ｍｇ程度、好ましくは約０．１～２０ｍｇ程度、より好ましくは約
０．１～１０ｍｇ程度を静脈注射により投与するのが好都合である。他の動物の場合も、
６０ｋｇ当たりに換算した量を投与することができる。
【０１０２】
（Ｃ）本発明のタンパク質等とレセプターとの結合後の細胞内シグナル伝達を促進または
阻害する化合物またはその塩のスクリーニング方法
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本発明のタンパク質等は、ＴＮＦレセプターファミリーに属するレセプター（以下、レセ
プターと略記する）または本発明のタンパク質等に対するレセプターに特異的に結合する
ことができるので、本発明のタンパク質等と該レセプターを用いたリガンド・レセプター
結合アッセイ系を構築することによって、本発明のタンパク質等が該レセプターに結合し
た後の細胞内シグナル伝達を促進または阻害する化合物またはその塩のスクリーニングを
行なうことができる。
すなわち、本発明は、本発明のタンパク質等を用いることを特徴とする本発明のタンパク
質等とレセプターとの結合後の細胞内シグナル伝達を促進または阻害する化合物またはそ
の塩のスクリーニング方法を提供する。
より具体的には、本発明は、
（１）（ｉ）レセプターを含有する細胞に、本発明のタンパク質等を接触させた場合と（
ii）レセプターを含有する細胞に、本発明のタンパク質等および試験化合物を接触させた
場合との比較を行なうことを特徴とする本発明のタンパク質等とレセプターとの結合後の
細胞内シグナル伝達を促進または阻害する化合物またはその塩のクリーニング方法、およ
び
（２）（ｉ）レセプターを含有する細胞に、本発明のタンパク質を含有する細胞またはそ
の細胞膜画分を接触させた場合と（ii）レセプターを含有する細胞に、本発明のタンパク
質を含有する細胞またはその細胞膜画分および試験化合物を接触させた場合との比較を行
なうことを特徴とする本発明のタンパク質等とレセプターとの結合後の細胞内シグナル伝
達を促進または阻害する化合物またはその塩のスクリーニング方法を提供する。
【０１０３】
具体的には、本発明のスクリーニング方法においては、（ｉ）と（ii）の場合における、
例えば本発明のタンパク質等とレセプターが結合した後の細胞内シグナル伝達などを測定
して、比較することを特徴とするものである。
より具体的には、本発明は、
（１ａ）（ｉ）本発明のタンパク質等を、レセプターを含有する細胞に接触させた場合と
、（ii）本発明のタンパク質および試験化合物を、レセプターを含有する細胞に接触させ
た場合における、レセプターを介した細胞刺激活性（例えば、ＤＮＡ合成促進、アラキド
ン酸遊離、アセチルコリン遊離、細胞内Ｃａ2+濃度の変動、細胞内ｃＡＭＰ生成、細胞内
ｃＧＭＰ生成、イノシトールリン酸産生、細胞膜電位変動、細胞内蛋白質のリン酸化、ｃ
－ｆｏｓの活性化、ｐＨの低下、細胞の遊走活性などを促進する活性または抑制する活性
など）、アポトーシス誘導活性、細胞傷害活性などの活性を測定し、比較することを特徴
とする本発明のタンパク質等とレセプターとの結合後の細胞内シグナル伝達を促進または
阻害する化合物またはその塩のスクリーニング方法、および
（２ａ）（ｉ）本発明のタンパク質を含有する細胞またはその細胞膜画分を、レセプター
を含有する細胞に接触させた場合と、（ii）本発明のタンパク質を含有する細胞またはそ
の細胞膜画分および試験化合物を、レセプターを含有する細胞に接触させた場合における
、レセプターを介した細胞刺激活性（例えば、ＤＮＡ合成促進、アラキドン酸遊離、アセ
チルコリン遊離、細胞内Ｃａ2+濃度の変動、細胞内ｃＡＭＰ生成、細胞内ｃＧＭＰ生成、
イノシトールリン酸産生、細胞膜電位変動、細胞内蛋白質のリン酸化、ｃ－ｆｏｓの活性
化、ｐＨの低下、細胞の遊走活性などを促進する活性または抑制する活性など）、アポト
ーシス誘導活性、細胞傷害活性などの活性を測定し、比較することを特徴とする本発明の
タンパク質等とレセプターとの結合後の細胞内シグナル伝達を促進または阻害する化合物
またはその塩のスクリーニング方法を提供する。
【０１０４】
上記（１ａ）または（２ａ）のスクリーニング方法において、本発明のタンパク質等とレ
セプターとの結合を阻害せず、該レセプターを介した細胞刺激活性、アポトーシス誘導活
性、細胞傷害活性などの活性を促進する化合物を、本発明のタンパク質等とレセプターと
の結合後の細胞内シグナル伝達を促進する化合物またはその塩として選択することができ
る。一方、本発明のタンパク質等とレセプターとの結合を阻害せず、該細胞刺激活性、ア
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ポトーシス誘導活性などの活性を阻害する作用を有する化合物を、本発明のタンパク質等
とレセプターとの結合後の細胞内シグナル伝達を阻害する化合物またはその塩として選択
することができる。
すなわち、本スクリーニング方法は、本発明のタンパク質とレセプターとの結合に影響を
与えず、レセプター結合後の細胞内シグナル伝達を調節（促進または抑制）する化合物を
選択する方法であるので、本スクリーニング方法に用いる試験化合物としては、前記した
レセプターアゴニスト／アンタゴニストのスクリーニング方法において、レセプターアゴ
ニストまたはアンタゴニストとして選択されなかった化合物を用いるのが望ましい。
【０１０５】
本発明のスクリーニング方法に用いられるレセプターとしては、本発明のタンパク質等が
結合し得るレセプターであればいかなるものでもよく、例えば、ＴＮＦレセプターファミ
リーに属するレセプターや本発明のタンパク質等に対するレセプターが用いられる。ＴＮ
Ｆレセプターファミリーに属するレセプターとしては、例えば、前記したＴＮＦレセプタ
ー（５５ｋＤａまたは７５ｋＤａ）、リンホトキシン－βレセプター、Ｆａｓ、ＣＤ２７
、ＣＤ３０、ＣＤ４０、ＯＸ４０、ＤＲ４、ＤＲ３／ＷＳＬ－１、ＴＲ２などが用いられ
る。
これらのレセプターおよび本発明のタンパク質等に対するレセプターは、自体公知のタン
パク質の精製方法に従って入手することができ、また、自体公知の遺伝子工学的手法に従
って該レセプターをコードするＤＮＡをクローニングした後、前記した本発明のタンパク
質等の発現方法に従って目的とするレセプターを入手することもできる。
該レセプターの部分ペプチドとしては、全長レセプターを適当に切断して得られる部分ペ
プチドを用いることができる。
本発明のスクリーニング方法に用いられる上記レセプターを含有する細胞としては、前記
した本発明のタンパク質等を発現させるために用いる宿主細胞として列記したものと同様
のものを用いることができるが、なかでも、ＣＨＯ細胞などが好ましい。レセプターを含
有する細胞は、レセプターをコードするＤＮＡを用いて、自体公知の方法、例えば、前記
した本発明のタンパク質の発現方法などに従って製造することができる。また、上記レセ
プターを含有する細胞として、例えば、Jurkat細胞株、Ｕ９３７細胞株、ＨｅｐＧ２細胞
株、ＴＨＰ－１細胞株などの株化細胞を用いることもできる。
【０１０６】
本発明のスクリーニング方法に用いられる本発明のタンパク質を含有する細胞としては、
前記した本発明のタンパク質等を発現させるために用いる宿主細胞として列記したものと
同様のものを用いることができるが、なかでも、ＣＨＯ細胞などが好ましい。レセプター
を含有する細胞は、レセプターをコードするＤＮＡを用いて、自体公知の方法、例えば、
前記した本発明のタンパク質の発現方法などに従って製造することができる。
本発明のスクリーニング方法において、レセプターを含有する細胞または本発明のタンパ
ク質を含有する細胞を用いる場合、該細胞をグルタルアルデヒド、ホルマリンなどで固定
化することができる。固定化方法は、それ自体公知の方法に従って行うことができる。ま
た、本発明のタンパク質を含有する組織として、各種動物の肝臓、脾臓等またはそれらの
膜画分を用いることができる。
上記レセプターを含有する細胞または本発明のタンパク質を含有する細胞の細胞膜画分と
しては、前記と同様のものが用いられる。
試験化合物としては、例えば、タンパク質、タンパク、非タンパク質性化合物、合成化合
物、発酵生産物、細胞抽出液、植物抽出液、動物組織抽出液、血漿などが挙げられ、これ
ら化合物は新規な化合物であってもよいし、公知の化合物であってもよい。
本発明のスクリーニング方法において、本発明のタンパク質等とレセプターを含有する細
胞との反応は、通常約３７℃で数時間行なうことができる。
上記（１ａ）または（２ａ）のスクリーニング方法において、レセプターを介する細胞刺
激活性、アポトーシス誘導活性、細胞傷害活性などの測定は前記と同様にして行なうこと
ができる。
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上記（１ａ）または（２ａ）のスクリーニング方法において、試験化合物を添加した際に
、レセプターを介した細胞刺激活性、アポトーシス誘導活性、細胞傷害活性などが促進さ
れた場合、該試験化合物をレセプター結合後の細胞内シグナル伝達を促進する化合物また
はその塩として選択することができる。一方、試験化合物を添加した際に、レセプターを
介した細胞刺激活性、アポトーシス誘導活性、細胞傷害活性などが阻害された場合、該試
験化合物をレセプター結合後の細胞内シグナル伝達を阻害する化合物またはその塩化合物
として選択することができる。
【０１０７】
本発明のスクリーニング用キットは、本発明のタンパク質等を、好ましくはさらに、レセ
プターを含有する細胞を含有するものである。
本発明のスクリーニング用キットの例としては、次のものが挙げられる。
〔スクリーニング用試薬〕
▲１▼測定用緩衝液および洗浄用緩衝液
Hanks' Balanced Salt Solution（ギブコ社製）に、０.０５％のウシ血清アルブミン（シ
グマ社製）を加えたもの。
孔径０.４５μｍのフィルターで濾過滅菌し、４℃で保存するか、あるいは用時調製して
も良い。
▲２▼レセプター標品
本発明のタンパク質に対するレセプターまたはＴＮＦレセプターなどを含有するＣＨＯ細
胞を、１２穴プレートに５×１０5個／穴で継代し、３７℃、５％ＣＯ2、９５％ａｉｒで
２日間培養したもの。
▲３▼本発明のタンパク質標品
本発明のタンパク質、その部分ペプチドまたはそれらの塩
〔測定法〕
アポトーシス誘導活性を細胞工学別冊 実験プロトコールシリーズ、アポトーシス実験プ
ロトコール（1994年12月20日発行、秀潤社）に記載の方法に従って測定する。
【０１０８】
以上のとおり、本発明のタンパク質等はレセプター結合後の細胞内シグナル伝達を促進ま
たは阻害する化合物またはその塩をスクリーニングするための試薬として有用である。
該スクリーニング方法で得られた化合物は塩を形成していてもよく、該化合物の塩として
は、生理学的に許容される酸（例、無機酸、有機酸）または塩基（例、アルカリ金属）な
どとの塩が用いられ、とりわけ生理学的に許容される酸付加塩が好ましい。この様な塩と
しては、例えば、無機酸（例えば、塩酸、リン酸、臭化水素酸、硫酸）との塩、あるいは
有機酸（例えば、酢酸、ギ酸、プロピオン酸、フマル酸、マレイン酸、コハク酸、酒石酸
、クエン酸、リンゴ酸、蓚酸、安息香酸、メタンスルホン酸、ベンゼンスルホン酸）との
塩などが用いられる。
本発明のスクリーニング方法またはスクリーニング用キットを用いて得られる化合物また
はその塩は、本発明のタンパク質等とレセプターが結合した後の細胞内シグナル伝達、具
体的には、レセプターを介した細胞刺激活性、アポトーシス誘導活性、細胞傷害活性など
の活性を促進する化合物またはその塩、あるいは該細胞刺激活性、アポトーシス誘導活性
、細胞傷害活性などの活性を阻害する化合物またはその塩である。
本発明のタンパク質等とレセプターが結合した後の細胞内シグナル伝達を促進する化合物
またはその塩は、例えば、癌（例、乳癌、前立腺癌、卵巣癌、ろ胞性リンパ球腫、ｐ５３
変異を伴う癌、脳腫瘍、膀胱癌、子宮頸部癌、大腸癌（結腸／直腸癌）、非小細胞肺癌、
小細胞肺癌、胃癌など）、ウイルス感染（例、エイズウイルス感染初期、ヘルペスウイル
ス感染、アデノウイルス感染、ボックスウイルス感染、水痘-帯状疱疹ウイルス感染、ヒ
トパピローマウイルス感染など）、ヘリコバクター・ピロリ感染、侵襲性ブドウ状球菌感
染、肝炎（例、Ａ型肝炎、Ｃ型肝炎など）、腎炎、自己免疫性疾患（例、全身性エリテマ
トーデス、免疫関連糸球体腎炎など）、骨疾患（例、リウマチ関節炎（例、リウマチにお
ける関節組織の破壊）など）、動脈硬化症、痛みなどの疾病、好ましくは、癌、ウイルス
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感染、ヘリコバクター・ピロリ感染、侵襲性ブドウ状球菌感染、肝炎、腎炎、リウマチ関
節炎、動脈硬化症、自己免疫性疾患などの疾病の予防・治療剤などの安全で低毒性な医薬
として有用である。
【０１０９】
本発明のタンパク質等とレセプターが結合した後の細胞内シグナル伝達を阻害する化合物
またはその塩は、例えば、エイズ、神経変性疾患（例、アルツハイマー病、パーキンソン
病、筋萎縮性側索硬化症、色素性網膜炎、小脳変性など）、骨髄異形成疾患（例、再生不
良性貧血など）、虚血性疾患（例、心筋梗塞、脳卒中など）、リウマチにおける関節組織
の破壊、炎症、肝炎（例、劇症肝炎）、自己免疫性疾患（例、全身性エリテマトーデス、
免疫関連糸球体腎炎など）、心筋症（例、拡張型心筋症）、糖尿病、糖尿病性合併症（例
、糖尿病性合併症、糖尿病性腎症、糖尿病性神経障害、糖尿病性網膜症）、インフルエン
ザ感染、糸球体腎炎、潰瘍性大腸炎などの疾患、好ましくは、例えば、エイズ、リウマチ
における関節組織の破壊、炎症、肝炎、自己免疫性疾患などの疾患の予防・治療剤などの
安全で低毒性な医薬として有用である。
本発明のスクリーニング方法またはスクリーニング用キットを用いて得られる化合物を上
述の治療・予防剤として使用する場合、前記した本発明のタンパク質等を含有する医薬と
同様にして、錠剤、カプセル剤、エリキシル剤、マイクロカプセル剤、無菌性溶液、懸濁
液剤などに製剤化することができる。
このようにして得られる製剤は安全で低毒性であるので、例えば、ヒトや哺乳動物（例え
ば、ラット、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ネコ、イヌ、サルなど）に対して投与するこ
とができる。
該化合物またはその塩の投与量は、対象疾患、投与対象、投与ルートなどにより差異はあ
るが、例えば、癌治療の目的で本発明のタンパク質等とレセプターが結合した後の細胞内
シグナル伝達を促進する化合物を経口投与する場合、一般的に成人（体重６０ｋｇとして
）においては、一日につき該化合物を約０.１～１００ｍｇ、好ましくは約１．０～５０
ｍｇ、より好ましくは約１．０～２０ｍｇ投与する。非経口的に投与する場合は、該化合
物の１回投与量は投与対象、対象疾患などによっても異なるが、例えば、癌治療の目的で
本発明のタンパク質等とレセプターが結合した後の細胞内シグナル伝達を促進する化合物
を注射剤の形で通常成人（６０ｋｇとして）に投与する場合、一日につき該化合物を約０
．０１～３０ｍｇ程度、好ましくは約０．１～２０ｍｇ程度、より好ましくは約０．１～
１０ｍｇ程度を静脈注射により投与するのが好都合である。他の動物の場合も、６０ｋｇ
当たりに換算した量を投与することができる。
一方、エイズ治療の目的で本発明のタンパク質等とレセプターが結合した後の細胞内シグ
ナル伝達を阻害する化合物を経口投与する場合、一般的に成人（体重６０ｋｇとして）に
おいては、一日につき該化合物を約０.１～１００ｍｇ、好ましくは約１．０～５０ｍｇ
、より好ましくは約１．０～２０ｍｇ投与する。非経口的に投与する場合は、該化合物の
１回投与量は投与対象、対象疾患などによっても異なるが、例えば、エイズ治療の目的で
本発明のタンパク質等とレセプターが結合した後の細胞内シグナル伝達を阻害する化合物
を注射剤の形で通常成人（６０ｋｇとして）に投与する場合、一日につき該化合物を約０
．０１～３０ｍｇ程度、好ましくは約０．１～２０ｍｇ程度、より好ましくは約０．１～
１０ｍｇ程度を静脈注射により投与するのが好都合である。他の動物の場合も、６０ｋｇ
当たりに換算した量を投与することができる。
【０１１０】
（６）アンチセンスＤＮＡを含有するＤＮＡ
本発明のタンパク質等をコードするＤＮＡまたはｍＲＮＡに相補的に結合し、該ＤＮＡも
しくはｍＲＮＡや本発明のタンパク質等の発現を抑制することができるアンチセンスＤＮ
Ａは、生体内において上記の作用を発揮する本発明のタンパク質等またはそれらをコード
するＤＮＡの機能を抑制することができる。したがって、該アンチセンスＤＮＡは、例え
ば、エイズ、神経変性疾患（例、アルツハイマー病、パーキンソン病、筋萎縮性側索硬化
症、色素性網膜炎、小脳変性など）、骨髄異形成疾患（例、再生不良性貧血など）、虚血
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性疾患（例、心筋梗塞、脳卒中など）、リウマチにおける関節組織の破壊、炎症、肝炎（
例、劇症肝炎など）、自己免疫性疾患（例、全身性エリテマトーデス、免疫関連糸球体腎
炎など）、心筋症（例、拡張型心筋症）、糖尿病、糖尿病性合併症（例、糖尿病性合併症
、糖尿病性腎症、糖尿病性神経障害、糖尿病性網膜症）、インフルエンザ感染、糸球体腎
炎、潰瘍性大腸炎などの疾患、好ましくは、例えば、エイズ、リウマチにおける関節組織
の破壊、炎症、肝炎、自己免疫性疾患などの疾患の予防・治療剤として使用することがで
きる。
該アンチセンスＤＮＡを上記の治療・予防剤として使用する場合、前記した本発明のＤＮ
Ａを含有する医薬と同様にして製造することができる。例えば、該アンチセンスＤＮＡを
単独あるいはレトロウイルスベクター、アデノウイルスベクター、アデノウイルスアソシ
エーテッドウイルスベクターなどの適当なベクターに挿入した後、常套手段に従ってヒト
または温血動物に投与することができる。該アンチセンスＤＮＡは、そのままで、あるい
は摂取促進のために補助剤などの生理学的に認められる担体とともに製剤化し、遺伝子銃
やハイドロゲルカテーテルのようなカテーテルによって投与できる。
さらに、該アンチセンスＤＮＡは、組織や細胞における本発明のＤＮＡの存在やその発現
状況を調べるための診断用オリゴヌクレオチドプローブとして使用することもできる。
【０１１１】
（７）ＤＮＡ転移動物の作製
さらに、本発明は、外来性の本発明のタンパク質をコードするＤＮＡ（以下、本発明の外
来性ＤＮＡと略記する）またはその変異ＤＮＡ（本発明の外来性変異ＤＮＡと略記する場
合がある）を有する非ヒト哺乳動物を提供する。
すなわち、本発明は、
（１）本発明の外来性ＤＮＡまたはその変異ＤＮＡを有する非ヒト哺乳動物、
（２）非ヒト哺乳動物がゲッ歯動物である第（１)記載の非ヒト哺乳動物、
（３）ゲッ歯動物がマウスである第（２）記載の非ヒト哺乳動物、および
（４）本発明の外来性ＤＮＡまたはその変異ＤＮＡを含有し、哺乳動物において発現しう
る組換えベクターを提供するものである。
【０１１２】
本発明の外来性ＤＮＡまたはその変異ＤＮＡを有する非ヒト哺乳動物（以下、本発明のＤ
ＮＡ転移動物と略記する）は、未受精卵、受精卵、精子およびその始原細胞を含む胚芽細
胞などに対して、好ましくは、非ヒト哺乳動物の発生における胚発生の段階（さらに好ま
しくは、単細胞または受精卵細胞の段階でかつ一般に８細胞期以前）に、リン酸カルシウ
ム法、電気パルス法、リポフェクション法、凝集法、マイクロインジェクション法、パー
ティクルガン法、ＤＥＡＥ－デキストラン法などにより目的とするＤＮＡを転移すること
によって作出することができる。また、該ＤＮＡ転移方法により、体細胞、生体の臓器、
組織細胞などに目的とする本発明の外来性ＤＮＡを転移し、細胞培養、組織培養などに利
用することもでき、さらに、これら細胞を上述の胚芽細胞と自体公知の細胞融合法により
融合させることにより本発明のＤＮＡ転移動物を作出することもできる。
非ヒト哺乳動物としては、例えば、ウシ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、ウサギ、イヌ、ネコ、モ
ルモット、ハムスター、マウス、ラットなどが用いられる。なかでも、病体動物モデル系
の作成の面から個体発生および生物サイクルが比較的短く、また、繁殖が容易なゲッ歯動
物、とりわけマウス（例えば、純系として、Ｃ５７ＢＬ／６系統，ＤＢＡ２系統など、交
雑系として、Ｂ６Ｃ３Ｆ1系統，ＢＤＦ1系統，Ｂ６Ｄ２Ｆ1系統，ＢＡＬＢ／ｃ系統，Ｉ
ＣＲ系統など）またはラット（例えば、Ｗｉｓｔａｒ，ＳＤなど）などが好ましい。
哺乳動物において発現しうる組換えベクターにおける「哺乳動物」としては、上記の非ヒ
ト哺乳動物の他にヒトなどが挙げられる。
【０１１３】
本発明の外来性ＤＮＡとは、非ヒト哺乳動物が本来有している本発明のＤＮＡではなく、
いったん哺乳動物から単離・抽出された本発明のＤＮＡをいう。特に、配列番号：９で表
わされる塩基配列を有するマウス由来ゲノムＤＮＡなどが好適である。
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本発明の変異ＤＮＡとしては、元の本発明のＤＮＡの塩基配列に変異（例えば、突然変異
など）が生じたもの、具体的には、塩基の付加、欠損、他の塩基への置換などが生じたＤ
ＮＡなどが用いられ、また、異常ＤＮＡも含まれる。
該異常ＤＮＡとしては、異常な本発明のタンパク質を発現させるＤＮＡを意味し、例えば
、正常な本発明のタンパク質の機能を抑制するタンパク質を発現させるＤＮＡなどが用い
られる。
本発明の外来性ＤＮＡは、対象とする動物と同種あるいは異種のどちらの哺乳動物由来の
ものであってもよい。本発明のＤＮＡを対象動物に転移させるにあたっては、該ＤＮＡを
動物細胞で発現させうるプロモーターの下流に結合したＤＮＡコンストラクトとして用い
るのが一般に有利である。例えば、本発明のヒトＤＮＡを転移させる場合、これと相同性
が高い本発明のＤＮＡを有する各種哺乳動物（例えば、ウサギ、イヌ、ネコ、モルモット
、ハムスター、ラット、マウスなど）由来のＤＮＡを発現させうる各種プロモーターの下
流に、本発明のヒトＤＮＡを結合したＤＮＡコンストラクト（例、ベクターなど）を対象
哺乳動物の受精卵、例えば、マウス受精卵へマイクロインジェクションすることによって
本発明のＤＮＡを高発現するＤＮＡ転移哺乳動物を作出することができる。
【０１１４】
本発明のタンパク質の発現ベクターとしては、大腸菌由来のプラスミド、枯草菌由来のプ
ラスミド、酵母由来のプラスミド、λファージなどのバクテリオファージ、モロニー白血
病ウィルスなどのレトロウィルス、ワクシニアウィルスまたはバキュロウィルスなどの動
物ウイルスなどが用いられる。なかでも、大腸菌由来のプラスミド、枯草菌由来のプラス
ミドまたは酵母由来のプラスミドなどが好ましく用いられる。
上記のＤＮＡ発現調節を行なうプロモーターとしては、例えば、ウィルス（例、シミアン
ウィルス、サイトメガロウィルス、モロニー白血病ウィルス、ＪＣウィルス、乳癌ウィル
ス、ポリオウィルスなど）に由来するＤＮＡのプロモーター、各種哺乳動物（ヒト、ウサ
ギ、イヌ、ネコ、モルモット、ハムスター、ラット、マウスなど）由来のものとしては、
アルブミン、インスリンＩＩ、ウロプラキンＩＩ、エラスターゼ、エリスロポエチン、エ
ンドセリン、筋クレアチンキナーゼ、グリア線維性酸性タンパク質、グルタチオンＳ－ト
ランスフェラーゼ、血小板由来成長因子β、ケラチンＫ１，Ｋ１０およびＫ１４、コラー
ゲンＩ型およびＩＩ型、サイクリックＡＭＰ依存タンパク質キナーゼβＩサブユニット、
ジストロフィン、酒石酸抵抗性アルカリフォスファターゼ、心房ナトリウム利尿性因子、
内皮レセプターチロシンキナーゼ（一般にＴｉｅ２と略される）、ナトリウムカリウムア
デノシン３リン酸化酵素（Ｎａ，Ｋ－ＡＴＰａｓｅ）、ニューロフィラメント軽鎖、メタ
ロチオネインＩおよびＩＩＡ、メタロプロティナーゼ１組織インヒビター、ＭＨＣクラス
Ｉ抗原（Ｈ－２Ｌ）、Ｈ－ｒａｓ、レニン、ドーパミンβ－水酸化酵素、甲状腺ペルオキ
シダーゼ（ＴＰＯ）、ポリペプチド鎖延長因子1α（ＥＦ－１α）、βアクチン、αおよ
びβミオシン重鎖、ミオシン軽鎖１および２、ミエリン基礎タンパク質、チログロブリン
、Ｔｈｙ－１、免疫グロブリン、Ｈ鎖可変部（ＶＮＰ）、血清アミロイドＰコンポーネン
ト、ミオグロビン、トロポニンＣ、平滑筋αアクチン、プレプロエンケファリンＡ、バソ
プレシンなどのプロモーターなどが用いられるが、好ましくは全身で高発現することが可
能なサイトメガロウィルスプロモーター、ヒトポリペプチド鎖延長因子１α（ＥＦ－１α
）のプロモーター、ヒトおよびニワトリβアクチンプロモーターなどを用いることができ
る。
【０１１５】
上記ベクターは、ＤＮＡ転移哺乳動物において目的とするｍＲＮＡの転写を終結する配列
（一般にターミネターと呼ばれる）を有していることが好ましく、例えば、ウイルス由来
および各種哺乳動物由来の各ＤＮＡの配列を用いることができ、好ましくは、シミアンウ
ィルスのＳＶ４０ターミネターなどが用いられる。
その他、目的ＤＮＡをさらに高発現させる目的で各ＤＮＡのスプライシングシグナル、エ
ンハンサー領域、真核ＤＮＡのイントロンの一部などをプロモーター領域の５'上流、プ
ロモーター領域と翻訳領域間あるいは翻訳領域の３'下流に連結することも目的により可
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能である。
正常な本発明のタンパク質の翻訳領域は、各種哺乳動物（例えば、ウサギ、イヌ、ネコ、
モルモット、ハムスター、ラット、マウス、ヒトなど）由来の肝臓、腎臓、甲状腺細胞、
線維芽細胞由来ＤＮＡおよび市販の各種ゲノムＤＮＡライブラリーよりゲノムＤＮＡの全
てあるいは一部として、または肝臓、腎臓、甲状腺細胞、線維芽細胞由来ＲＮＡより公知
の方法により調製された相補ＤＮＡを原料として取得することが出来る。また、外来性の
異常ＤＮＡは、上記の細胞または組織より得られた正常なタンパク質の翻訳領域を点突然
変異誘発法により変異した翻訳領域を作製することができる。
該翻訳領域は転移動物において発現しうるＤＮＡコンストラクトとして、前記のプロモー
ターの下流および所望により転写終結部位の上流に連結させる通常のＤＮＡ工学的手法に
より作製することができる。
受精卵細胞段階における本発明の外来性ＤＮＡの転移は、対象哺乳動物の胚芽細胞および
体細胞のすべてに存在するように確保される。ＤＮＡ転移後の作出動物の胚芽細胞におい
て、本発明の外来性ＤＮＡが存在することは、作出動物の後代がすべて、その胚芽細胞お
よび体細胞のすべてに本発明の外来性ＤＮＡを保持することを意味する。本発明の外来性
ＤＮＡを受け継いだこの種の動物の子孫はその胚芽細胞および体細胞のすべてに本発明の
ＤＮＡを有する。
【０１１６】
本発明の外来性正常ＤＮＡを転移させた非ヒト哺乳動物は、交配によりＤＮＡを安定に保
持することを確認して、該ＤＮＡ保有動物として通常の飼育環境で継代飼育することが出
来る。
受精卵細胞段階における本発明の外来性ＤＮＡの転移は、対象哺乳動物の胚芽細胞および
体細胞の全てに過剰に存在するように確保される。ＤＮＡ転移後の作出動物の胚芽細胞に
おいて本発明の外来性ＤＮＡが過剰に存在することは、作出動物の子孫が全てその胚芽細
胞および体細胞の全てに本発明の外来性ＤＮＡを過剰に有することを意味する。本発明の
外来性ＤＮＡを受け継いだこの種の動物の子孫はその胚芽細胞および体細胞の全てに本発
明の外来性ＤＮＡを過剰に有する。導入ＤＮＡを相同染色体の両方に持つホモザイゴート
動物を取得し、この雌雄の動物を交配することによりすべての子孫が該ＤＮＡを過剰に有
するように繁殖継代することができる。
本発明の正常ＤＮＡを有する非ヒト哺乳動物は、本発明の正常ＤＮＡが高発現させられて
おり、内在性の正常ＤＮＡの機能を促進することにより最終的に本発明のタンパク質の機
能亢進症を発症することがあり、その病態モデル動物として利用することができる。例え
ば、本発明の正常ＤＮＡ転移動物を用いて、本発明のタンパク質の機能亢進症や、本発明
のタンパク質が関連する疾患の病態機序の解明およびこれらの疾患の治療方法の検討を行
なうことが可能である。
また、本発明の外来性正常ＤＮＡを転移させた哺乳動物は、遊離した本発明のタンパク質
の増加症状を有することから、本発明のタンパク質に関連する疾患に対する治療薬のスク
リーニング試験にも利用可能である。
【０１１７】
一方、本発明の外来性異常ＤＮＡを有する非ヒト哺乳動物は、交配により外来性ＤＮＡを
安定に保持することを確認して該ＤＮＡ保有動物として通常の飼育環境で継代飼育するこ
とが出来る。さらに、目的とする外来性ＤＮＡを前述のプラスミドに組み込んで原科とし
て用いることができる。プロモーターとのＤＮＡコンストラク卜は、通常のＤＮＡ工学的
手法によって作製することができる。受精卵細胞段階における本発明の異常ＤＮＡの転移
は、対象哺乳動物の胚芽細胞および体細胞の全てに存在するように確保される。ＤＮＡ転
移後の作出動物の胚芽細胞において本発明の異常ＤＮＡが存在することは、作出動物の子
孫が全てその胚芽細胞および体細胞の全てに本発明の異常ＤＮＡを有することを意味する
。ＤＮＡを受け継いだこの種の動物の子孫は、その胚芽細胞および体細胞の全てに本発明
の異常ＤＮＡを有する。導入ＤＮＡを相同染色体の両方に持つホモザイゴート動物を取得
し、この雌雄の動物を交配することによりすべての子孫が該ＤＮＡを有するように繁殖継



(58) JP 4090092 B2 2008.5.28

10

20

30

40

50

代することができる。
本発明の異常ＤＮＡを有する非ヒト哺乳動物は、本発明の異常ＤＮＡが高発現させられて
おり、内在性の正常ＤＮＡの機能を阻害することにより最終的に本発明のタンパク質の機
能不活性型不応症となることがあり、その病態モデル動物として利用することができる。
例えば、本発明の異常ＤＮＡ転移動物を用いて、本発明のタンパク質の機能不活性型不応
症の病態機序の解明およびこの疾患を治療方法の検討を行なうことが可能である。
また、具体的な利用可能性としては、本発明の異常ＤＮＡ高発現動物は、本発明のタンパ
ク質の機能不活性型不応症における本発明の異常タンパク質による正常タンパク質の機能
阻害（dominant negative作用）を解明するモデルとなる。また、本発明の外来異常ＤＮ
Ａを転移させた哺乳動物は、遊離した本発明のタンパク質の増加症状を有することから、
本発明のタンパク質の機能不活性型不応症に対する治療薬スクリーニング試験にも利用可
能である。
【０１１８】
また、上記２種類の本発明のＤＮＡ転移動物のその他の利用可能性として、例えば、
▲１▼組織培養のための細胞源としての使用、
▲２▼本発明のＤＮＡ転移哺乳動物の組織中のＤＮＡもしくはＲＮＡを直接分析するか、
またはＤＮＡにより発現されたタンパク質組織を分析することによる、本発明のタンパク
質により特異的に発現あるいは活性化するタンパク質との関連性についての解析、
▲３▼ＤＮＡを有する組織の細胞を標準組織培養技術により培養し、これらを使用して、
一般に培養困難な組織からの細胞の機能の研究、
▲４▼上記▲３▼記載の細胞を用いることによる細胞の機能を高めるような薬剤のスクリ
ーニング、および
▲５▼本発明の変異タンパク質を単離精製およびその抗体作製などが考えられる。
さらに、本発明のＤＮＡ転移動物を用いて、本発明のタンパク質の機能不活性型不応症を
含む、本発明のタンパク質に関連する疾患の臨床症状を調べることができ、また、本発明
のタンパク質に関連する疾患モデルの各臓器におけるより詳細な病理学的所見が得られ、
新しい治療方法の開発、さらには、該疾患による二次的疾患の研究および治療に貢献する
ことができる。
また、本発明のＤＮＡ転移動物から各臓器を取り出し、細切後、トリプシンなどのタンパ
ク質分解酵素により、遊離したＤＮＡ転移細胞の取得、その培養またはその培養細胞の系
統化を行なうことが可能である。さらに、本発明のタンパク質産生細胞の特定化、アポト
ーシス、分化あるいは増殖との関連性、またはそれらにおけるシグナル伝達機構を調べ、
それらの異常を調べることなどができ、本発明のタンパク質およびその作用解明のための
有効な研究材料となる。
さらに、本発明のＤＮＡ転移動物を用いて、本発明のタンパク質の機能不活性型不応症を
含む、本発明のタンパク質に関連する疾患の治療薬の開発を行なうために、上述の検査法
および定量法などを用いて、有効で迅速な該疾患治療薬のスクリーニング法を提供するこ
とが可能となる。また、本発明のＤＮＡ転移動物または本発明の外来性ＤＮＡ発現ベクタ
ーを用いて、本発明のタンパク質が関連する疾患の遺伝子治療法を検討、開発することが
可能である。
【０１１９】
（８）ノックアウト動物の作製
さらに、本発明は、本発明のＤＮＡが不活性化された非ヒト哺乳動物胚幹細胞および本発
明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物を提供する。
すなわち、本発明は、
（１）本発明のＤＮＡが不活性化された非ヒト哺乳動物胚幹細胞、
（２）該ＤＮＡがレポーター遺伝子（例、大腸菌由来のβ－ガラクトシダーゼ遺伝子）を
導入することにより不活性化された第（１）項記載の胚幹細胞、
（３）ネオマイシン耐性である第（１）項記載の胚幹細胞、
（４）非ヒト哺乳動物がゲッ歯動物である第（１）項記載の胚幹細胞、
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（５）ゲッ歯動物がマウスである第（４）項記載の胚幹細胞、
（６）本発明のＤＮＡが不活性化された該ＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物、
（７）該ＤＮＡがレポーター遺伝子（例、大腸菌由来のβ－ガラクトシダーゼ遺伝子）を
導入することにより不活性化され、該レポーター遺伝子が本発明のＤＮＡに対するプロモ
ーターの制御下で発現しうる第（６）項記載のヒト哺乳動物、
（８）非ヒト哺乳動物がゲッ歯動物である第（６）項記載のヒト哺乳動物、
（９）ゲッ歯動物がマウスである第（８）項記載のヒト哺乳動物、および
（１０）第（７）項記載の非ヒト哺乳動物に、試験化合物を投与し、レポーター遺伝子の
発現を検出することを特徴とする本発明のＤＮＡに対するプロモーター活性を促進または
阻害する化合物またはその塩のスクリーニング方法を提供する。
本発明のノックアウト動物の作製には、配列番号：９で表わされる塩基配列を含有するマ
ウス由来のゲノムＤＮＡを含有するＤＮＡ〔図４〕が好適である。
【０１２０】
本発明のＤＮＡが不活性化された非ヒト哺乳動物胚幹細胞とは、該非ヒト哺乳動物が有す
る本発明のＤＮＡに人為的に変異を加えることにより、ＤＮＡの発現能を抑制するか、も
しくは該ＤＮＡがコードしている本発明のタンパク質の活性を実質的に喪失させることに
より、ＤＮＡが実質的に本発明のタンパク質の発現能を有さない（以下、本発明のノック
アウトＤＮＡと称することがある）非ヒト哺乳動物の胚幹細胞（以下、ＥＳ細胞と略記す
る）をいう。
非ヒト哺乳動物としては、前記と同様のものが用いられる。
本発明のＤＮＡに人為的に変異を加える方法としては、例えば、遺伝子工学的手法により
該ＤＮＡ配列の一部又は全部の削除、他ＤＮＡを挿入または置換させることによって行な
うことができる。これらの変異により、例えば、コドンの読み取り枠をずらしたり、プロ
モーターあるいはエキソンの機能を破壊することにより本発明のノックアウトＤＮＡを作
製すればよい。
本発明のＤＮＡが不活性化された非ヒト哺乳動物胚幹細胞（以下、本発明のＤＮＡ不活性
化ＥＳ細胞または本発明のノックアウトＥＳ細胞と略記する）の具体例としては、例えば
、目的とする非ヒト哺乳動物が有する本発明のＤＮＡを単離し、そのエキソン部分にネオ
マイシン耐性遺伝子、ハイグロマイシン耐性遺伝子を代表とする薬剤耐性遺伝子、あるい
はｌａｃＺ（β－ガラクトシダーゼ遺伝子）、ｃａｔ（クロラムフェニコールアセチルト
ランスフェラーゼ遺伝子）を代表とするレポーター遺伝子等を挿入することによりエキソ
ンの機能を破壊するか、あるいはエキソン間のイントロン部分に遺伝子の転写を終結させ
るＤＮＡ配列（例えば、polyＡ付加シグナルなど）を挿入し、完全なｍＲＮＡを合成でき
なくすることによって、結果的に遺伝子を破壊するように構築したＤＮＡ配列を有するＤ
ＮＡ鎖（以下、ターゲッティングベクターと略記する）を、例えば相同組換え法により該
動物の染色体に導入し、得られたＥＳ細胞について本発明のＤＮＡ上あるいはその近傍の
ＤＮＡ配列をプローブとしたサザンハイブリダイゼーション解析あるいはターゲッティン
グベクター上のＤＮＡ配列とターゲッティングベクター作製に使用した本発明のＤＮＡ以
外の近傍領域のＤＮＡ配列をプライマーとしたＰＣＲ法により解析し、本発明のノックア
ウトＥＳ細胞を選別することにより得ることができる。
【０１２１】
また、相同組換え法等により本発明のＤＮＡを不活化させるために用いられる元のＥＳ細
胞としては、例えば、前述のような既に樹立されたものを用いてもよく、また公知 Evans
とKaufmaの方法に準じて新しく樹立したものでもよい。例えば、マウスのＥＳ細胞の場合
、現在、一般的には１２９系のＥＳ細胞が使用されているが、免疫学的背景がはっきりし
ていないので、これに代わる純系で免疫学的に遺伝的背景が明らかなＥＳ細胞を取得する
などの目的で例えば、Ｃ５７ＢＬ／６マウスやＣ５７ＢＬ／６の採卵数の少なさをＤＢＡ
／２との交雑により改善したＢＤＦ１マウス（Ｃ５７ＢＬ／６とＤＢＡ／２とのＦ１）を
用いて樹立したものなども良好に用いうる。ＢＤＦ１マウスは、採卵数が多く、かつ、卵
が丈夫であるという利点に加えて、Ｃ５７ＢＬ／６マウスを背景に持つので、これを用い
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て得られたＥＳ細胞は病態モデルマウスを作出したとき、Ｃ５７ＢＬ／６マウスとバック
クロスすることでその遺伝的背景をＣ５７ＢＬ／６マウスに代えることが可能である点で
有利に用い得る。
また、ＥＳ細胞を樹立する場合、一般には受精後３.５日目の胚盤胞を使用するが、これ
以外に８細胞期胚を採卵し胚盤胞まで培養して用いることにより効率よく多数の初期胚を
取得することができる。
また、雌雄いずれのＥＳ細胞を用いてもよいが、通常雄のＥＳ細胞の方が生殖系列キメラ
を作出するのに都合が良い。また、煩雑な培養の手間を削減するためにもできるだけ早く
雌雄の判別を行なうことが望ましい。
ＥＳ細胞の雌雄の判定方法としては、例えば、ＰＣＲ法によりＹ染色体上の性決定領域の
遺伝子を増幅、検出する方法が、その１例として挙げることができる。この方法を使用す
れば、従来、核型分析をするのに約１０6個の細胞数を要していたのに対して、１コロニ
ー程度のＥＳ細胞数（約５０個）で済むので、培養初期におけるＥＳ細胞の第一次セレク
ションを雌雄の判別で行なうことが可能であり、早期に雄細胞の選定を可能にしたことに
より培養初期の手間は大幅に削減できる。
【０１２２】
また、第二次セレクションとしては、例えば、Ｇ－バンディング法による染色体数の確認
等により行うことができる。得られるＥＳ細胞の染色体数は正常数の１００％が望ましい
が、樹立の際の物理的操作等の関係上困難な場合は、ＥＳ細胞の遺伝子をノックアウトし
た後、正常細胞（例えば、マウスでは染色体数が２ｎ＝４０である細胞）に再びクローニ
ングすることが望ましい。
このようにして得られた胚幹細胞株は、通常その増殖性は大変良いが、個体発生できる能
力を失いやすいので、注意深く継代培養することが必要である。例えば、ＳＴＯ繊維芽細
胞のような適当なフィーダー細胞上でＬＩＦ（１－１００００U/ml）存在下に炭酸ガス培
養器内（好ましくは、５％炭酸ガス、９５％空気または５％酸素、５％炭酸ガス、９０％
空気）で約３７℃で培養するなどの方法で培養し、継代時には、例えば、トリプシン／Ｅ
ＤＴＡ溶液（通常０.００１－０.５％トリプシン／０.１－５ｍＭ ＥＤＴＡ、好ましくは
約０.１％トリプシン／１ｍＭ ＥＤＴＡ）処理により単細胞化し、新たに用意したフィー
ダー細胞上に播種する方法などがとられる。このような継代は、通常１－３日毎に行なう
が、この際に細胞の観察を行い、形態的に異常な細胞が見受けられた場合はその培養細胞
は放棄することが望まれる。
ＥＳ細胞は、適当な条件により、高密度に至るまで単層培養するか、または細胞集塊を形
成するまで浮遊培養することにより、頭頂筋、内臓筋、心筋などの種々のタイプの細胞に
分化させることが可能であり〔M. J. Evans及びM. H. Kaufman, ネイチャー（Nature）第
292巻、154頁、1981年；G. R. Martin　プロシーディングス・オブ・ナショナル・アカデ
ミー・オブ・サイエンス・ユーエスエー（Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.）第78巻、763
4頁、1981年；T. C. Doetschman ら、ジャーナル・オブ・エンブリオロジー・アンド・エ
クスペリメンタル・モルフォロジー、第87巻、27頁、1985年〕、本発明のＥＳ細胞を分化
させて得られる本発明のＤＮＡ発現不全細胞は、インビトロにおける本発明のタンパク質
の細胞生物学的検討において有用である。
本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物は、該動物のｍＲＮＡ量を公知方法を用いて測定
して間接的にその発現量を比較することにより、正常動物と区別することが可能である。
該非ヒト哺乳動物としては、前記と同様のものが用いられる。
【０１２３】
本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物は、例えば、前述のようにして作製したターゲッ
ティングベクターをマウス胚幹細胞またはマウス卵細胞に導入し、導入によりターゲッテ
ィングベクターの本発明のＤＮＡが不活性化されたＤＮＡ配列が遺伝子相同組換えにより
、マウス胚幹細胞またはマウス卵細胞の染色体上の本発明のＤＮＡと入れ換わる相同組換
えをさせることにより、本発明のＤＮＡをノックアウトさせることができる。
本発明のＤＮＡがノックアウトされた細胞は、本発明のＤＮＡ上またはその近傍のＤＮＡ
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配列をプローブとしたサザンハイブリダイゼーション解析またはターゲッティングベクタ
ー上のＤＮＡ配列と、ターゲッティングベクターに使用したマウス由来の本発明のＤＮＡ
以外の近傍領域のＤＮＡ配列とをプライマーとしたＰＣＲ法による解析で判定することが
できる。非ヒト哺乳動物胚幹細胞を用いた場合は、遺伝子相同組換えにより、本発明のＤ
ＮＡが不活性化された細胞株をクローニングし、その細胞を適当な時期、例えば、８細胞
期の非ヒト哺乳動物胚または胚盤胞に注入し、作製したキメラ胚を偽妊娠させた該非ヒト
哺乳動物の子宮に移植する。作出された動物は正常な本発明のＤＮＡ座をもつ細胞と人為
的に変異した本発明のＤＮＡ座をもつ細胞との両者から構成されるキメラ動物である。
該キメラ動物の生殖細胞の一部が変異した本発明のＤＮＡ座をもつ場合、このようなキメ
ラ個体と正常個体を交配することにより得られた個体群より、全ての組織が人為的に変異
を加えた本発明のＤＮＡ座をもつ細胞で構成された個体を、例えば、コートカラーの判定
等により選別することにより得られる。このようにして得られた個体は、通常、本発明の
タンパク質のヘテロ発現不全個体であり、本発明のタンパク質のヘテロ発現不全個体同志
を交配し、それらの産仔から本発明のタンパク質のホモ発現不全個体を得ることができる
。
卵細胞を使用する場合は、例えば、卵細胞核内にマイクロインジェクション法でＤＮＡ溶
液を注入することによりターゲッティングベクターを染色体内に導入したトランスジェニ
ック非ヒト哺乳動物を得ることができ、これらのトランスジェニック非ヒト哺乳動物に比
べて、遺伝子相同組換えにより本発明のＤＮＡ座に変異のあるものを選択することにより
得られる。
【０１２４】
このようにして本発明のＤＮＡがノックアウトされている個体は、交配により得られた動
物個体も該ＤＮＡがノックアウトされていることを確認して通常の飼育環境で飼育継代を
行なうことができる。
さらに、生殖系列の取得および保持についても常法に従えばよい。すなわち、該不活化Ｄ
ＮＡの保有する雌雄の動物を交配することにより、該不活化ＤＮＡを相同染色体の両方に
持つホモザイゴート動物を取得しうる。得られたホモザイゴート動物は、母親動物に対し
て、正常個体１，ホモザイゴート複数になるような状態で飼育することにより効率的に得
ることができる。ヘテロザイゴート動物の雌雄を交配することにより、該不活化ＤＮＡを
有するホモザイゴートおよびヘテロザイゴート動物を繁殖継代する。
本発明のＤＮＡが不活性化された非ヒト哺乳動物胚幹細胞は、本発明のＤＮＡ発現不全非
ヒト哺乳動物を作出する上で、非常に有用である。
また、本発明のタンパク質発現不全マウスは、本発明のタンパク質により誘導され得る種
々の生物活性を欠失するため、本発明のタンパク質の生物活性の不活性化を原因とする疾
病のモデルとなり得るので、これらの疾病の原因究明及び治療法の検討に有用である。
【０１２５】
（８ａ）本発明のＤＮＡの欠損や損傷などに起因する疾病に対して治療・予防効果を有す
る化合物のスクリーニング方法
本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物は、前記した本発明のＤＮＡの欠損や損傷などに
起因する疾病（例、癌など）に対して治療・予防効果を有する化合物のスクリーニングに
用いることができる。
すなわち、本発明は、本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物に試験化合物を投与し、該
非ヒト哺動物の変化を観察・測定することを特徴とする、本発明のＤＮＡの欠損や損傷な
どに起因する疾病に対して治療・予防効果を有する化合物またはその塩のスクリーニング
方法を提供する。
該スクリーニング方法において用いられる本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物として
は、前記と同様のものが挙げられる。
試験化合物としては、例えば、ペプチド、タンパク、非ペプチド性化合物、合成化合物、
発酵生産物、細胞抽出液、植物抽出液、動物組織抽出液、血漿などが挙げられ、これら化
合物は新規な化合物であってもよいし、公知の化合物であってもよい。
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具体的には、本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物を、試験化合物で処理し、無処理の
対照動物と比較し、該動物の各器官、組織、疾病の症状などの変化を指標として試験化合
物の治療・予防効果を試験することができる。
試験動物を試験化合物で処理する方法としては、例えば、経口投与、静脈注射などが用い
られ、試験動物の症状、試験化合物の性質などにあわせて適宜選択することができる。ま
た、試験化合物の投与量は、投与方法、試験化合物の性質などにあわせて適宜選択するこ
とができる。
例えば、癌に対して治療・予防効果を有する化合物をスクリーニングする場合、本発明の
ＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物に試験化合物を投与し、該動物の体重変化などを経時的に
測定する。
該スクリーニング方法において、試験動物に試験化合物を投与した場合、該試験動物の体
重が約１０％以上、好ましくは約３０％以上、より好ましくは約５０％以上上昇した場合
、該試験化合物を癌に対して治療・予防効果を有する化合物として選択することができる
。
【０１２６】
本発明のスクリーニング方法を用いて得られる化合物は、上記した試験化合物から選ばれ
た化合物であり、本発明のタンパク質等の欠損や損傷などによって引き起こされる疾患、
例えば、癌、ウイルス感染、ヘリコバクター・ピロリ感染、侵襲性ブドウ状球菌感染、肝
炎、腎炎、自己免疫性疾患、骨疾患、動脈硬化症、痛みなどの疾患に対して治療・予防効
果を有するので、該疾患に対する安全で低毒性な治療・予防剤などの医薬として使用する
ことができる。さらに、上記スクリーニングで得られた化合物から誘導される化合物も同
様に用いることができる。
該スクリーニング方法で得られた化合物は塩を形成していてもよく、該化合物の塩として
は、生理学的に許容される酸（例、無機酸、有機酸）または塩（例、アルカリ金属）など
との塩が用いられ、とりわけ生理学的に許容される酸付加塩が好ましい。この様な塩とし
ては、例えば、無機酸（例えば、塩酸、リン酸、臭化水素酸、硫酸）との塩、あるいは有
機酸（例えば、酢酸、ギ酸、プロピオン酸、フマル酸、マレイン酸、コハク酸、酒石酸、
クエン酸、リンゴ酸、蓚酸、安息香酸、メタンスルホン酸、ベンゼンスルホン酸）との塩
などが用いられる。
該スクリーニング方法で得られた化合物またはその塩を含有する治療・予防剤は、前記し
た本発明のタンパク質等を含有する医薬と同様にして製造することができる。
該化合物またはその塩の投与量は、対象疾患、投与対象、投与ルートなどにより差異はあ
るが、例えば、癌治療の目的で該化合物を経口投与する場合、一般的に成人（体重６０ｋ
ｇとして）においては、一日につき該化合物を約０.１～１００ｍｇ、好ましくは約１．
０～５０ｍｇ、より好ましくは約１．０～２０ｍｇ投与する。非経口的に投与する場合は
、該化合物の１回投与量は投与対象、対象疾患などによっても異なるが、例えば、癌治療
の目的で該化合物を注射剤の形で通常成人（６０ｋｇとして）に投与する場合、一日につ
き該化合物を約０．０１～３０ｍｇ程度、好ましくは約０．１～２０ｍｇ程度、より好ま
しくは約０．１～１０ｍｇ程度を静脈注射により投与するのが好都合である。他の動物の
場合も、６０ｋｇ当たりに換算した量を投与することができる。
【０１２７】
（８ｂ）本発明のＤＮＡに対するプロモーターの活性を促進または阻害する化合物をスク
リーニング方法
本発明は、本発明のＤＮＡがレポーター遺伝子を導入することにより不活性化された本発
明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物に、試験化合物を投与し、レポーター遺伝子の発現を
検出することを特徴とする本発明のＤＮＡに対するプロモーターの活性を促進または阻害
する化合物またはその塩のスクリーニング方法を提供する。
試験化合物としては、前記と同様のものが挙げられる。
レポーター遺伝子としては、前記と同様のものが用いられ、β－ガラクトシダーゼ遺伝子
（ｌａｃＺ）が好適である。
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本発明のＤＮＡをレポーター遺伝子で不活性化された本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳
動物では、レポーター遺伝子が本発明のＤＮＡに対するプロモーターの支配下に存在する
ので、レポーター遺伝子がコードする物質の発現をトレースすることにより、プロモータ
ーの活性を検出することができる。
【０１２８】
例えば、本発明のタンパク質をコードするＤＮＡ領域の一部が大腸菌由来のβ－ガラクト
シダーゼ遺伝子（ｌａｃＺ）で不活性化されている場合、本来、本発明のタンパク質の発
現する組織で、本発明のタンパク質の代わりにβ－ガラクトシダーゼが発現する。従って
、例えば、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－β－ガラクトピラノシド（Ｘ－ｇ
ａｌ）のようなβ－ガラクトシダーゼの基質となる試薬を用いて染色することにより、簡
便に本発明のタンパク質の動物生体内における発現状態を観察することができる。具体的
には、本発明のタンパク質欠損マウスまたはその組織切片をグルタルアルデヒドなどで固
定し、ダルベッコリン酸緩衝生理食塩液（ＰＢＳ）で洗浄後、Ｘ－ｇａｌを含む染色液で
、室温または７℃付近で、約３０分ないし１時間反応させた後、組織標本を１ｍＭ ＥＤ
ＴＡ／ＰＢＳ溶液で洗浄することによって、β－ガラクトシダーゼ反応を停止させ、呈色
を観察すればよい。また、常法に従い、ｌａｃＺをコードするｍＲＮＡを検出してもよい
。
【０１２９】
上記スクリーニング方法を用いて得られる化合物またはその塩は、上記した試験化合物か
ら選ばれた化合物であり、本発明のＤＮＡに対するプロモーター活性を促進または阻害す
る化合物である。
該スクリーニング方法で得られた化合物は塩を形成していてもよく、該化合物の塩として
は、生理学的に許容される酸（例、無機酸、有機酸）または塩（例、アルカリ金属）など
との塩が好ましくは、とりわけ生理学的に許容される酸付加塩が好ましい。この様な塩と
しては、例えば、無機酸（例えば、塩酸、リン酸、臭化水素酸、硫酸）との塩、あるいは
有機酸（例えば、酢酸、ギ酸、プロピオン酸、フマル酸、マレイン酸、コハク酸、酒石酸
、クエン酸、リンゴ酸、蓚酸、安息香酸、メタンスルホン酸、ベンゼンスルホン酸）との
塩などが用いられる。
本発明のＤＮＡに対するプロモーター活性を阻害する化合物またはその塩は、本発明のタ
ンパク質の発現を阻害し、該タンパク質の機能を阻害することができるので、例えば、エ
イズ、神経変性疾患（例、アルツハイマー病、パーキンソン病、筋萎縮性側索硬化症、色
素性網膜炎、小脳変性など）、骨髄異形成疾患（例、再生不良性貧血など）、虚血性疾患
（例、心筋梗塞、脳卒中など）、リウマチにおける関節組織の破壊、炎症、肝炎（例、劇
症肝炎）、自己免疫性疾患（例、全身性エリテマトーデス、免疫関連糸球体腎炎など）、
心筋症（例、拡張型心筋症）、糖尿病、糖尿病性合併症（例、糖尿病性合併症、糖尿病性
腎症、糖尿病性神経障害、糖尿病性網膜症）、インフルエンザ感染、糸球体腎炎、潰瘍性
大腸炎などの疾患、好ましくは、エイズ、リウマチにおける関節組織の破壊、炎症、肝炎
、自己免疫性疾患などの疾病に対する安全で低毒性な治療・予防剤などの医薬として有用
である。
一方、本発明のＤＮＡに対するプロモーター活性を促進する化合物またはその塩は、本発
明のタンパク質の発現を促進し、該タンパク質の機能を促進することができるので、例え
ば、癌、ウイルス感染、ヘリコバクター・ピロリ感染、侵襲性ブドウ状球菌感染、肝炎、
腎炎、自己免疫性疾患、骨疾患、動脈硬化症、痛みのなどの疾病に対する安全で低毒性な
治療・予防剤などの医薬として有用である。
さらに、上記スクリーニングで得られた化合物から誘導される化合物も同様に用いること
ができる。
【０１３０】
該スクリーニング方法で得られた化合物またはその塩を含有する医薬は、前記した本発明
のタンパク質等を含有する医薬と同様にして製造し、ヒトまたは哺乳動物に投与すること
ができる。
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このようにして得られる製剤は安全で低毒性であるので、例えば、ヒトや哺乳動物（例え
ば、ラット、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ネコ、イヌ、サルなど）に対して投与するこ
とができる。
該化合物またはその塩の投与量は、対象疾患、投与対象、投与ルートなどにより差異はあ
るが、例えば、癌治療の目的で本発明のＤＮＡに対するプロモーター活性を促進する化合
物を経口投与する場合、一般的に成人（体重６０ｋｇとして）においては、一日につき該
化合物を約０.１～１００ｍｇ、好ましくは約１．０～５０ｍｇ、より好ましくは約１．
０～２０ｍｇ投与する。非経口的に投与する場合は、該化合物の１回投与量は投与対象、
対象疾患などによっても異なるが、例えば、癌治療の目的で本発明のＤＮＡに対するプロ
モーター活性を促進する化合物を注射剤の形で通常成人（６０ｋｇとして）に投与する場
合、一日につき該化合物を約０．０１～３０ｍｇ程度、好ましくは約０．１～２０ｍｇ程
度、より好ましくは約０．１～１０ｍｇ程度を静脈注射により投与するのが好都合である
。他の動物の場合も、６０ｋｇ当たりに換算した量を投与することができる。
一方、例えば、エイズ治療の目的で本発明のＤＮＡに対するプロモーター活性を阻害する
化合物を経口投与する場合、一般的に成人（体重６０ｋｇとして）においては、一日につ
き該化合物を約０.１～１００ｍｇ、好ましくは約１．０～５０ｍｇ、より好ましくは約
１．０～２０ｍｇ投与する。非経口的に投与する場合は、該化合物の１回投与量は投与対
象、対象疾患などによっても異なるが、例えば、エイズ治療の目的で本発明のＤＮＡに対
するプロモーター活性を阻害する化合物を注射剤の形で通常成人（６０ｋｇとして）に投
与する場合、一日につき該化合物を約０．０１～３０ｍｇ程度、好ましくは約０．１～２
０ｍｇ程度、より好ましくは約０．１～１０ｍｇ程度を静脈注射により投与するのが好都
合である。他の動物の場合も、６０ｋｇ当たりに換算した量を投与することができる。
【０１３１】
本明細書および図面において、塩基やアミノ酸などを略号で表示する場合、ＩＵＰＡＣ－
ＩＵＢ　Commision on Biochemical Nomenclature による略号あるいは当該分野における
慣用略号に基づくものであり、その例を下記する。またアミノ酸に関し光学異性体があり
得る場合は、特に明示しなければＬ体を示すものとする。
ＤＮＡ　　　　　：デオキシリボ核酸
ｃＤＮＡ　　　　：相補的デオキシリボ核酸
Ａ　　　　　　：アデニン
Ｔ　　　　　　：チミン
Ｇ　　　　　　：グアニン
Ｃ　　　　　　：シトシン
ＲＮＡ　　　　　：リボ核酸
ｍＲＮＡ　　　　：メッセンジャーリボ核酸
ｄＡＴＰ　　　　：デオキシアデノシン三リン酸
ｄＴＴＰ　　　　：デオキシチミジン三リン酸
ｄＧＴＰ　　　　：デオキシグアノシン三リン酸
ｄＣＴＰ　　　　：デオキシシチジン三リン酸
ＡＴＰ　　　　　：アデノシン三リン酸
ＥＤＴＡ　　　　：エチレンジアミン四酢酸
ＳＤＳ　　　　　：ドデシル硫酸ナトリウム
【０１３２】
Ｇｌｙ 　　　　 ：グリシン
Ａｌａ　　　　　：アラニン
Ｖａｌ　　　　　：バリン
Ｌｅｕ　　　　　：ロイシン
Ｉｌｅ 　　　　 ：イソロイシン
Ｓｅｒ 　　　　 ：セリン
Ｔｈｒ　　　　　：スレオニン
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Ｃｙｓ　　　　　：システイン
Ｍｅｔ 　　　　 ：メチオニン
Ｇｌｕ 　　　　 ：グルタミン酸
Ａｓｐ 　　　　 ：アスパラギン酸
Ｌｙｓ 　　　　 ：リジン
Ａｒｇ 　　　　 ：アルギニン
Ｈｉｓ 　　　　 ：ヒスチジン
Ｐｈｅ 　　　　 ：フェニルアラニン
Ｔｙｒ 　　　　 ：チロシン
Ｔｒｐ 　　　　 ：トリプトファン
Ｐｒｏ 　　　　 ：プロリン
Ａｓｎ 　　　　 ：アスパラギン
Ｇｌｎ 　　　　 ：グルタミン
ｐＧｌｕ　　　　：ピログルタミン酸
【０１３３】
また、本明細書中で繁用される置換基、保護基および試薬を下記の記号で表記する。



(66) JP 4090092 B2 2008.5.28

10

20

30

40

50

【０１３４】
本明細書の配列表の配列番号は、以下の配列を示す。
〔配列番号：１〕
本発明のヒト由来タンパク質のアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：２〕
本発明のマウス由来タンパク質のアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：３〕
本発明のラット由来タンパク質のアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：４〕
本発明の配列番号：１で表わされるアミノ酸配列を有するヒト由来タンパク質をコードす
るｃＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：５〕
プラスミドｐＴＢ１９３９に挿入されている、本発明の配列番号：１で表わされるアミノ
酸配列を有するヒト由来タンパク質をコードするｃＤＮＡを含有するＤＮＡの塩基配列を
示す。
〔配列番号：６〕
プラスミドｐＴＢ１９４０に挿入されている、本発明の配列番号：１で表わされるアミノ
酸配列を有するヒト由来タンパク質をコードするｃＤＮＡを含有するＤＮＡの塩基配列を
示す。
〔配列番号：７〕
本発明の配列番号：２で表わされるアミノ酸配列を有するマウス由来タンパク質をコード
するｃＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：８〕
プラスミドｐＴＢ１９５８に挿入されている、本発明の配列番号：２で表わされるアミノ
酸配列を有するマウス由来タンパク質をコードするｃＤＮＡを含有するＤＮＡの塩基配列
を示す。
〔配列番号：９〕
本発明の配列番号：２で表わされるアミノ酸配列を有するマウス由来タンパク質をコード
するゲノムＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：１０〕
本発明の配列番号：３で表わされるアミノ酸配列を有するラット由来タンパク質をコード
するｃＤＮＡの塩基配列を示す。
【０１３５】
〔配列番号：１１〕
本発明のヒト由来タンパク質をコードするＤＮＡをクローニングするために使用した合成
オリゴヌクレオチドの塩基配列を示す。
〔配列番号：１２〕
本発明のヒト由来タンパク質をコードするＤＮＡをクローニングするために使用したプラ
イマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：１３〕
本発明のヒト由来タンパク質をコードするＤＮＡをクローニングするために使用したプラ
イマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：１４〕
本発明のマウス由来タンパク質をコードするＤＮＡをクローニングするために使用したオ
リゴヌクレオチドの塩基配列を示す。
〔配列番号：１５〕
本発明のマウス由来タンパク質をコードするＤＮＡをクローニングするために使用したオ
リゴヌクレオチドの塩基配列を示す。
【０１３６】
〔配列番号：１６〕
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本発明のマウス由来タンパク質をコードするＤＮＡの開始コドン付近の塩基配列の解析に
使用した合成オリゴヌクレオチドの塩基配列を示す。
〔配列番号：１７〕
本発明のマウス由来タンパク質をコードするＤＮＡの開始コドン付近の塩基配列の解析に
使用した合成オリゴヌクレオチドの塩基配列を示す。
〔配列番号：１８〕
本発明のマウス由来タンパク質をコードするＤＮＡの開始コドン付近の塩基配列の解析に
使用したマウス染色体ＤＮＡ断片の両末端結合しているアダプターの塩基配列を示す。
〔配列番号：１９〕
本発明のマウス由来タンパク質をコードするＤＮＡの開始コドン付近の塩基配列の解析に
使用した合成オリゴヌクレオチドの塩基配列を示す。
〔配列番号：２０〕
本発明のマウス由来タンパク質をコードするＤＮＡの開始コドン付近の塩基配列の解析に
使用した合成オリゴヌクレオチドの塩基配列を示す。
〔配列番号：２１〕
本発明のヒト由来タンパク質の細胞外領域をコードするＤＮＡをクローニングするために
使用したプライマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：２２〕
本発明のヒト由来タンパク質の細胞外領域をコードするＤＮＡをクローニングするために
使用したプライマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：２３〕
本発明のラット由来タンパク質をコードするＤＮＡをクローニングするために使用したプ
ライマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：２４〕
本発明のラット由来タンパク質をコードするＤＮＡをクローニングするために使用したプ
ライマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：２５〕
本発明のタンパク質のアミノ酸配列の一般式を示す。
【０１３７】
後述の実施例１で得られた形質転換体エシェリヒア　コリ（Escherichia coli)ＤＨ１０
Ｂ／ｐＴＢ１９３９およびエシェリヒア　コリ（Escherichia coli)ＤＨ１０Ｂ／ｐＴＢ
１９４０は、それぞれ平成８年７月１７日から通商産業省工業技術院生命工学工業技術研
究所（ＮＩＢＨ）に寄託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－５５９５およびＦＥＲＭ　ＢＰ－５５９６
として、また平成８年７月１１日から財団法人・発酵研究所（ＩＦＯ）に寄託番号ＩＦＯ
　１５９９７およびＩＦＯ　１５９９８として寄託されている。
後述の実施例２で得られた形質転換体エシェリヒア　コリ（Escherichia coli)ＤＨ５α
／ｐＴＢ１９５８は、平成９年１月３０日から通商産業省工業技術院生命工学工業技術研
究所（ＮＩＢＨ）に寄託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－５８０５として、また平成９年１月３１日
から財団法人・発酵研究所（ＩＦＯ）に寄託番号ＩＦＯ　１６０５４として寄託されてい
る。
後述の実施例３で得られた形質転換体エシェリヒア　コリ（Escherichia coli)ＤＨ５α
／ｐＴＢ２０１１は、平成９年７月８日から通商産業省工業技術院生命工学工業技術研究
所（ＮＩＢＨ）に寄託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－６０１２として、また平成９年７月７日から
財団法人・発酵研究所（ＩＦＯ）に寄託番号ＩＦＯ１６１０９として寄託されている。
後述の実施例５で得られた形質転換体エシェリヒア　コリ（Escherichia coli)ＤＨ５α
／ｐＴＢ２０１２は、平成９年７月８日から通商産業省工業技術院生命工学工業技術研究
所（ＮＩＢＨ）に寄託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－６０１３として、また平成９年７月７日から
財団法人・発酵研究所（ＩＦＯ）に寄託番号ＩＦＯ１６１１０として寄託されている。
【０１３８】
【実施例】
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以下に、実施例を挙げて本発明をさらに具体的に説明するが、本発明はそれに限定される
ものではない。なお、大腸菌を用いての遺伝子操作法は、モレキュラー・クローニング（
Molecular cloning）に記載されている方法に従った。
【０１３９】
【実施例１】
ヒト由来Ｆａｓリガンド様タンパク質をコードするｃＤＮＡのクローニング
ｃＤＮＡのクローニングは、ジーントラッパー（GENETRAPPERTM）ｃＤＮＡポジティブ選
択システム（ギブコビーアールエル社）を用いて行なった。
スーパースクリプトTMヒト肝臓ｃＤＮＡライブラリー（ギブコビーアールエル社）の大腸
菌ＤＨ１２Ｓ株を、１００μg/ml アンピシリン含有Terrific Broth（１２g/l Bacto-try
ptone（ディフコ社）、２４g/l Bacto-yeast extract（ディフコ社）、２.３g/l リン酸
一カリウム、１２.５g/l リン酸二カリウム、０．４％ グリセロール）で３０℃で１６時
間培養し、集菌後、キアジェンプラスミドキット（キアジェン社）を用いて、プラスミド
ｃＤＮＡライブラリーを調製した。精製したプラスミドｃＤＮＡライブラリーをＧｅｎｅ
II，ＥｘｏIII（いずれもギブコビーアールエル社）によって消化し、一本鎖ｃＤＮＡラ
イブラリーを作成した。
一方、プローブとして、合成オリゴヌクレオチド（配列番号：１１）をｃＤＮＡライブラ
リーのスクリーニングに用いた。プローブは、ＴｄＴ，ビオチン－１４－ｄＣＴＰ（ギブ
コビーアールエル社）を用いて、３'末端をビオチン化することで標識した。一本鎖ｃＤ
ＮＡライブラリーを９５℃で１分間処理した後、氷中で急冷し、ビオチン化したプローブ
を加えて３７℃で１時間、室温でハイブリダイゼーションを行なった。ハイブリダイゼー
ション後、ジーントラッパーｃＤＮＡポジティブ選択システム・ストレプトアビジンビー
ズ（ギブコビーアールエル社）を加えて、室温で２分ごとに撹拌しながら３０分間放置し
た。その後、ジーントラッパーｃＤＮＡポジティブ選択システム・マグネットラック（ギ
ブコビーアールエル社）中に入れ、２分間放置した。上清を捨て、マグネットビーズをジ
ーントラッパーｃＤＮＡポジティブ選択システム・ウオッシュバッファーで洗浄した。こ
のウオッシュバッファーによる洗浄を３回行なった。その後、マグネットラックに入れて
放置し、上清を捨て、ジーントラッパーｃＤＮＡポジティブ選択システム・溶出バッファ
ーを加え、５分間室温で放置した。マグネットラックに入れて５分間放置した後、その上
清のＤＮＡ溶液を回収した。
【０１４０】
取得したＤＮＡ溶液にプライマーとして合成オリゴヌクレオチド（配列番号：１１）を入
れ、９５℃で１分間処理した。ジーントラッパーｃＤＮＡポジティブ選択システム・修復
酵素を加え、７０℃で１５分間放置して二本鎖ＤＮＡを合成した。合成した二本鎖ＤＮＡ
をエレクトロポレーション装置（バイオ・ラッド社）により、大腸菌ＤＨ１０Ｂ株に導入
した。
得られた形質転換株を用いて２種のオリゴヌクレオチド（配列番号：１２、配列番号：１
３）をプライマーとしてコロニーＰＣＲによるスクリーニングを行なった。ＰＣＲにより
４３４ｂｐの増幅断片が形成されたコロニーを陽性クローンとして３株（＃９、＃３３、
＃８１）選択した。
選択した大腸菌を培養後、ＤＮＡを抽出し、Ｔａｑダイデオキシターミネーターサイクル
シーケンシングキット（パーキンエルマー社）を用いて反応を行ない、ABI PRISMTM ３７
７ ＤＮＡシーケンサー（パーキンエルマー社）により、ｃＤＮＡ断片の塩基配列を決定
した。取得した３クローンのうち、クローン＃９とクローン＃３３は同一のＤＮＡ断片を
含んでおり、poly(Ａ)+鎖を含む配列番号：５で表される１４９１個の塩基配列を有して
いた〔図１〕。また、クローン＃８１は poly(Ａ)+鎖、並びに poly(Ａ)+付加シグナル（
ＡＡＴＡＡ）を含む配列番号：６で表される１３５３個の塩基配列を有していた〔図２〕
。これら３クローンのｃＤＮＡ断片には同一遺伝子が含まれており、配列番号：１で表さ
れる２４０個のアミノ酸からなる新規Ｆａｓリガンド様蛋白質がコードされていた。また
 Kyte－Doolittle解析から、３５番バリン（Ｖａｌ）から６３番トリプトファン（Ｔｒｐ
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）にかけての疎水性領域が本タンパク質の膜貫通領域と予想された。本タンパク質はヒト
リンホトキシンβと最も相同性が高かったが、アミノ酸レベルで３３％の相同性が見られ
た。また、ヒトＦａｓリガンドとはアミノ酸レベルで３１％の相同性が見られたが、J. H
ein法（PAM250 residue weight table に基づく）による系統樹解析では、ヒトリンホト
キシンβよりもヒトＦａｓリガンドとのより高い相同性が見られた。
本発明のタンパク質をコードするＤＮＡのうちクローン＃９を保持するプラスミドｐＴＢ
１９３９並びにクローン＃８１を含むプラスミドｐＴＢ１９４０を大腸菌（Escherichia 
coli）ＤＨ１０Ｂに導入して、形質転換体：大腸菌（Escherichia coli）ＤＨ１０Ｂ／ｐ
ＴＢ１９３９並びに大腸菌（Escherichia coli）ＤＨ１０Ｂ／ｐＴＢ１９４０を得た。
【０１４１】
【実施例２】
マウス由来Ｆａｓリガンド様タンパク質をコードするｃＤＮＡのクローニング
ｃＤＮＡのクローニングは、ＰＣＲ法によって行なった。スーパースクリプトTMマウス８
.５日胚由来ｃＤＮＡライブラリー（ギブコビーアールエル社）の大腸菌ＤＨ１２Ｓ株を
、１００μg/ml アンピシリン含有Super Broth（３２g/l　Bacto-tryptone（ディフコ社
）、２０g/l　Bacto-yeast extract（ディフコ社）、０.２g/l　NaCl）で３０℃、１６時
間培養した後、キアジェンプラスミドキット（キアジェン社）を用いてプラスミドｃＤＮ
Ａライブラリーを調製し、鋳型として用いた。
プライマーとして、次の２つの合成オリゴヌクレオチドを用いた。

ＰＣＲ反応は、ＴａＫａＲａ Ｅｘ Ｔａｑ（宝酒造（株））を含む系で、サーマルサーク
ラー（GeneAmpR PCR System 2400，パーキンエルマー社）を用いて９４℃，１分を１サイ
クル、９４℃，２０秒→５５℃，３０秒→７２℃，２分を３０サイクル、４℃放置の条件
で行なった。
得られた増幅断片をpT7Blue T-vector（ノバジェン社）にＤＮＡライゲーションキットバ
ージョン２（宝酒造（株））を用いて挿入し、大腸菌ＤＨ５α株に導入した。
得られた形質転換菌からプラスミドＤＮＡを抽出し、ダイターミネーターサイクルシーク
エンスＦＳレディリアクションキット（パーキンエルマー社）を用いて反応を行ない、３
７３Ａ　ＤＮＡシーケンサー（パーキンエルマー社）によりｃＤＮＡ断片の塩基配列を決
定した。
取得したクローンは、配列番号：７で表わされる７１７個の塩基配列を含む配列番号：８
で表される７９５個の塩基配列を有しており、配列番号：２で表わされる２３９個のアミ
ノ酸からなるマウス由来Ｆａｓリガンド様タンパク質をコードしていた〔図３〕。このマ
ウス由来Ｆａｓリガンド様タンパク質と実施例１で得られた配列番号：１で表わされるア
ミノ酸配列を有するヒト由来Ｆａｓリガンド様タンパク質とは、アミノ酸レベルで７８％
の相同性を有しており、また、それをコードするＤＮＡは、塩基レベルで７７％の相同性
を有していた。
得られたマウス由来Ｆａｓリガンド様タンパク質をコードするＤＮＡを保持するプラスミ
ドｐＴＢ１９５８を大腸菌（Escherichia coli）ＤＨ５αに導入して、形質転換体：大腸
菌（Escherichia coli）ＤＨ５α／ｐＴＢ１９５８を得た。
【０１４２】
次に、プロモーターファインダーＤＮＡウォーキングキット（クローンテック社）を用い
て、本発明のマウス由来タンパク質をコードするＤＮＡの開始コドン付近の配列の解析を
行なった。
使用したマウスゲノムＤＮＡは、予めＳｃａＩの制限酵素で消化され、その５'および３'
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末端に、プライマーＡＰ１（クローンテック社）やプライマーＡＰ２（クローンテック社
）が結合可能なアダプター配列が連結されている。
▲１▼プライマーＡＰ１：（配列番号：１６）
５'－ＧＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣ－３'
▲２▼プライマーＡＰ２：（配列番号：１７）
５'－ＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＣＧＣＧＴＧＧＴ－３'
▲３▼アダプター配列：（配列番号：１８）
５'－ＧＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＡＣＧＣＧＴＧＧＴＣＧＡＣＧＧ
ＣＣＣＧＧＧＣＴＧＧＴ－３'
第１ＰＣＲ反応は、このマウスゲノムＤＮＡ溶液とＴａＫａＲａ ＬＡ ＰＣＲキットバー
ジョン２（宝酒造（株））、ＡＰ１、合成オリゴヌクレオチドＧＳＰ１を用い、サーマル
サイクラー（GeneAmpR PCR System 2400，パーキンエルマー社）で、９４℃，２秒、７２
℃，３分を７サイクル、９４℃，２秒、６８℃，３分を３７サイクル、６８℃，４分、４
℃放置の条件で行なった。
▲４▼合成オリゴヌクレオチドＧＳＰ１：（配列番号：１９）
５'－ＣＡＧＣＣＣＡＧＣＡＣＣＴＡＧＣＡＧＣＡＧＣＡＣＣＡＧ－３'
【０１４３】
次に、この反応液を滅菌水で５０倍希釈し、第２ＰＣＲ反応に用いた。第２ＰＣＲ反応は
、この第１ＰＣＲ反応液、ＴａＫａＲａ ＬＡ ＰＣＲキットバージョン２（宝酒造（株）
）、前記プライマーＡＰ２、合成オリゴヌクレオチドＧＳＰ２を用い、サーマルサイクラ
ー（GeneAmpR PCR System 2400，パーキンエルマー社）で、９４℃，２秒、７２℃，３分
を５サイクル、９４℃，２秒、６８℃，３分を２５サイクル、６８℃，４分、４℃放置の
条件で行なった。
▲５▼合成オリゴヌクレオチドＧＳＰ２：（配列番号：２０）
５'－ＧＣＣＧＣＣＴＧＡＡＴＧＧＧＡＴＧＴＣＣＧＴＣＴＧＴＣ－３'
ＳｃａＩで消化したゲノムＤＮＡ溶液から得られた約１.１ｋｂｐの増幅断片をｐＴ７ブ
ルーＴ－ベクター（ノバジェン社）にＤＮＡライゲーションキットバージョン２（宝酒造
（株））を用いて挿入し、大腸菌ＤＨ５α株に導入し、形質転換株を得た。
得られた形質転換株から、プラスミドＤＮＡを抽出し、ダイターミネーターサイクルシー
クエンスＦＳレディリアクションキット（パーキンエルマー社）を用いて反応を行ない、
３７３Ａ　ＤＮＡシークエンサー（パーキンエルマー社）により増幅断片の塩基配列の一
部を決定した。取得したクローンには、配列番号：２で表わされるアミノ酸配列を有する
本発明のマウス由来タンパク質の１番Ｍｅｔ（開始コドン）から１３番Ａｓｐをコードす
る塩基配列（配列番号：７で表わされる塩基配列の第１～３９番目の塩基配列）と完全に
一致する配列が存在したことから、本発明のマウス由来タンパク質をコードするｃＤＮＡ
のクローニングに用いた合成オリゴヌクレオチド（配列番号：１４）の配列は、実際の本
発明のマウス由来タンパク質をコードするＤＮＡの配列の一部であることが確認された。
【０１４４】
【実施例３】
マウス由来Ｆａｓリガンド様タンパク質遺伝子のコード領域を含む染色体遺伝子のクロー
ニング
マウス由来Ｆａｓリガンド様タンパク質遺伝子のオープンリーディングフレーム部分を含
む領域をコードする染色体ＤＮＡ断片の取得は、１２９ＳＶＪマウス染色体ＤＮＡ Ｓａ
ｕ３ＡＩ部分消化断片を組み込んだラムダＦＩＸRIIライブラリー（ストラタジーン社）
を用いて、標識したマウス由来Ｆａｓリガンド様タンパク質ｃＤＮＡをプローブとしたプ
ラークハイブリダイゼーション法により単離した。まず、１－１０×１０4pfu（plaque-f
orming unit）/mlになるように希釈したファージ溶液に、０.２％マルトース，１０mM Ｍ
ｇＳＯ4を添加したＬＢ培地で３０℃一晩培養した大腸菌ＸＬ１－Ｂｌｕｅ ＭＲＡの培養
液を同量混ぜ、３７℃、１０分間インキュベートした。該混合液２００μｌに対して、あ
らかじめ５０℃に温めておいた５mlのトップアガロース（０.７％になるようアガロース
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を添加したＮＺＹ培地〔５g/l ＮａＣｌ、２g/l ＭｇＳＯ4・７Ｈ2Ｏ、５g/l yeast extr
act、１０g/l ＮＺアミン（ｐＨ７.５に調整）〕を加え、ＮＺＹプレート（１.５％ アガ
ロース、９cmディッシュ）に均一になるように重曹した後、９時間、３７℃で静置した。
あらかじめプレートの位置がわかるように印をつけたナイロントランスファーメンブレン
 HybondTM－Ｎ＋（アマシャム社）を該プレート上に１分間密着させることにより、出現
したファージ粒子をメンブレン上に移した。該メンブレンを変性溶液（１.５Ｍ ＮａＣｌ
、０.５Ｍ ＮａＯＨ）を染み込ませたワットマン３ＭＭペーパー濾紙（ワットマンインタ
ーナショナル社）上に、ファージのついた面を上にして７分間置いた後、中和溶液（１.
５Ｍ ＮａＣｌ、０.５Ｍ トリス塩酸（ｐＨ７.２）、１mM ＥＤＴＡ）を染み込ませた濾
紙上に、ファージのついた面を上にして３分間放置した。再度この中和処理を繰り返した
後、２×ＳＳＣ溶液（０.３Ｍ ＮａＣｌ、０.０３Ｍ クエン酸ナトリウム）で洗浄した。
該メンブレンを自然乾燥させた後、０.４Ｍ ＮａＯＨを染み込ませた濾紙上に、ファージ
のついた面を上にして２０分間置き、５×ＳＳＣ溶液（０.７５Ｍ ＮａＣｌ、７５mM ク
エン酸ナトリウム）で洗浄し、ハイブリダイゼーションパックにつめた。このパックにＥ
ＣＬ遺伝子検出システム（アマシャム社）のハイブリダイゼーションバッファーを５ml加
えて１時間、４２℃でプレハイブリダイゼーションを行なった。
【０１４５】
一方、マウス由来Ｆａｓリガンド様タンパク質ｃＤＮＡのオープンリーディングフレーム
部分（７２０ｂｐ）をＰＣＲ反応により増幅させたＤＮＡ断片を熱変性後に、ＥＣＬ遺伝
子検出システムのラベリング試薬とグルタルアルデヒドを同量ずつ添加して５分間３７℃
でインキュベートし標識した後、これを１０μlずつプレハイブリダイゼーションパック
に添加し、４２℃で１時間インキュベートした。その後パックよりメンブレンを取り出し
、あらかじめ４２℃に保温させた一次洗浄バッファー（６Ｍ 尿素、４g/l ＳＤＳ、２５m
l/l ２０×ＳＳＣ）で２０分間洗浄した。これを再度繰り返した後、室温で二次洗浄バッ
ファー（２×ＳＳＣ）で５分間洗浄した。これを再度繰り返した後、ＥＣＬ遺伝子検出シ
ステムの検出試薬に１分間浸した後、メンブレンをＸ線フィルムに重ね、感光させた。１
時間後に該メンブレンを取り出して現像を行ない、ポジティブクローンを選択した。ここ
で選択したクローンをさらに先と同様の方法により二次スクリーニングに供し、最終的に
５つの候補クローン（＃２，３，４，５，６）を得ることができた。ＰＣＲ反応を行なっ
た結果から、これら５つの候補クローンのうち、マウス由来Ｆａｓリガンド様タンパク質
をコードする遺伝子の全領域を包含しているクローンは＃１クローン及び＃６クローンで
あることがわかった。
【０１４６】
次に、マウス由来Ｆａｓリガンド様タンパク質遺伝子のコード領域を含む染色体ＤＮＡの
塩基配列を明らかにする目的でサブクローニングを行なった。まず得られた＃６クローン
を制限酵素ＸｂａＩで消化した後、０.７％アガロースゲルを用いて電気泳動を行ない、
マウス由来Ｆａｓリガンド様タンパク質遺伝子のコード領域を含むことが考えられた約９
kbのＤＮＡ断片を切り出し、キアクイックゲル抽出キット（キアジェン社）を用いて回収
・精製を行なった。一方、クローニングベクターｐＵＣ１９は制限酵素ＸｂａＩで消化し
た後、１.０％アガロースゲルを用いて電気泳動を行ない、２.７kbに相当するＤＮＡ断片
を切り出し、キアクイックゲル抽出キット（キアジェン社）を用いて回収・精製を行なっ
た後、ウシ小腸由来アルカリフォスファターゼＣＩＡＰ（宝酒造）を用いて末端の脱リン
酸化を行なった。このＣＩＡＰ処理ｐＵＣ１９に、先に調製した＃６クローン由来のＤＮ
Ａ断片をＤＮＡ Ligation Kit Ver.2（宝酒造）を用いて連結し、大腸菌ＤＨ５αに導入
して得られたアンピシリン耐性株より目的のＤＮＡ断片が挿入されたプラスミドＤＮＡを
選択・単離した。クローン化された＃６クローン由来のＸｂａＩ ＤＮＡ断片の塩基配列
については、種々の合成オリゴＤＮＡをプライマーとし、ダイターミネーターサイクルシ
ークエンスＦＳレディリアクションキット（パーキンエルマー社）を用いたシークエンス
反応を、添付資料の条件に従ってGeneAmpR PCR System 2400で行なった後、該試料をＤＮ
Ａシーケンサー373A（パーキンエルマー社）で決定した。得られた塩基配列は遺伝子解析
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ソフトレーザージーン（Lasergene、ディーエヌエースター（DNASTAR）社）で確認した。
その結果、マウス由来Ｆａｓリガンド様タンパク質をコードする染色体遺伝子は４つのエ
クソンから成ることが分かった〔図４〕。
以上のようにして取得した、マウス由来Ｆａｓリガンド様タンパク質のコード領域を含む
＃６クローン由来のＸｂａＩ ＤＮＡ断片を保持するプラスミドはｐＴＢ２０１１と命名
し、大腸菌（Escherichia coli）ＤＨ５αに導入して得た形質転換体は、大腸菌（Escher
ichia coli）ＤＨ５α／ｐＴＢ２０１１とした。
【０１４７】
【実施例４】
Pichia酵母を宿主としたヒト由来Ｆａｓリガンド様タンパク質の細胞外領域の発現とウエ
スタンブロット解析
本発明のヒト由来Ｆａｓリガンド様タンパク質の細胞外領域を酵母Pichia pastorisで発
現させるためのベクターとしてはｐＰＩＣＺαＡ（インビトロジェン社）を用いた。本ベ
クターには該酵母のアルコールオキシダーゼ遺伝子（ＡＯＸ１）のプロモーターの下流に
Pichia酵母でも機能的な出芽酵母Saccharomyces cerevisiaeの分泌シグナルα－因子をコ
ードする遺伝子とそれに続くマルチクローニングサイトが含まれており、組換え蛋白質を
培地中に分泌させることが可能である。
まず本発明のヒト由来Ｆａｓリガンド様タンパク質の細胞外領域をコードするＤＮＡ断片
はＰＣＲ法により調製するが、その際用いる次の２種のプライマーをＤＮＡ合成機（Olig
o1000M、ベックマン社）で合成した。
▲１▼５'－プライマー：（配列番号：２１）
５'－ＡＣＧＡＡＴＴＣＣＡＡＧＡＧＣＧＡＡＧＧＴＣＴＣＡＣＧＡＧＧＴＣ－３'
（このプライマーは、ＥｃｏＲＩ認識配列とその３'側にヒト由来Ｆａｓリガンド様タン
パク質の細胞外領域のうち、Ｎ末端側の８５番Ｇｌｎから８アミノ酸をコードする２４塩
基を有する）
▲２▼３'－プライマー：（配列番号：２２）
５'－ＡＧＴＣＴＡＧＡＣＴＣＣＴＴＣＣＴＴＣＡＣＡＣＣＡＴＧＡＡＡＧＣＣＣＣ－３'
（このプライマーは、ＸｂａＩ認識配列とその３'側に終止コドン（ＴＧＡ）とヒト由来
Ｆａｓリガンド様タンパク質の細胞外領域Ｃ末端５アミノ酸をコードする１５塩基に相補
的な配列を有する）
【０１４８】
得られたプライマーをそれぞれ５０pmol、実施例１で得られたプラスミドｐＴＢ１９３９
を１００ng、ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＴＴＰを各１０nmol、２.５ユニットの
ネイティブＰｆｕ ＤＮＡポリメラーゼ（ストラタジーン社）とネイティブＰｆｕバッフ
ァー（ストラタジーン社）５μｌを含む５０μｌの溶液を調製し、サーマルサイクラー（
GeneAmpR PCR System 2400、パーキンエルマー社）を用いて、９４℃、１分、続いて９８
℃、２０秒→５５℃、３０秒→６８℃、２分を１サイクルとする反応を３０サイクル、最
後に７２℃、５分の条件でＰＣＲ反応を行なった。反応終了液からＰＣＲ産物を回収し、
ＥｃｏＲＩ、ＸｂａＩで消化後、予めＥｃｏＲＩ、ＸｂａＩで消化・線状化したｐＰＩＣ
ＺαＡに連結し、環状化プラスミドを得た。該プラスミドＤＮＡを再びＡＯＸ１座位のＳ
ａｃＩユニーク切断部位で切断し、線状化後、エレクトロポレーション法によりPichia p
astoris ＫＭ７１株に導入した。そこで得られた１００μg/ml ZeocinTM（インビトロジ
ェン社）含有ＹＰＤ寒天培地（１％ yeast extract（ディフコ（Difco）社）、２％ Bact
opeptone（ディフコ（Difco）社）、２％ glucose（和光純薬）、２％ 寒天末（和光純薬
））上で生育可能なZeocinTM耐性株の中から数クローンを選択し、各染色体ＤＮＡを調製
後、それを鋳型に用いた、導入プラスミドＤＮＡの染色体への組み込みを確認するための
ＰＣＲ反応を行ない、組み込みが確認されたクローンを目的とする組換え蛋白質発現用形
質転換株として選択した。
組換え蛋白質の発現は以下の手順で行なった。まず、１白金耳のヒト由来Ｆａｓリガンド
様タンパク質の発現用形質転換株のコロニーをＢＭＧＹ培地（１％ 酵母エキス、２％ ペ
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プトン、１００mM リン酸カリウム（ｐＨ６.０）、１.３４％ yeast nitrogen base with
 ammonium sulfate without amino acids（ディフコ（Difco）社）、４×１０-5％ ビオ
チン、１％ グリセロール）２５mlに接種し、３０℃、２０時間培養した。菌体を遠心で
集め、次にＯＤ600＝１.０になるようにＢＭＭＹ（１％ 酵母エキス、２％ ペプトン、１
００mM リン酸カリウム（ｐＨ６.０）、１.３４％ yeast nitrogen base with ammonium 
sulfate without amino acids（ディフコ（Difco）社）、４×１０-5％ ビオチン、０.５
％ メタノール）培地に再懸濁後、３０℃で培養し、１日、または２日後に該培養液をサ
ンプリングし、遠心して培養上清を得た。
【０１４９】
本培養上清を用いたウエスタンブロッティングは以下の通りに行なった。まず、ヒト由来
Ｆａｓリガンド様タンパク質の細胞外領域のアミノ酸配列の一部（配列番号：１で表わさ
れるアミノ酸配列の第１６６番目～第１８０番目までのアミノ酸配列）を含むペプチドを
合成し、該合成ペプチドを認識するウサギ抗血清を公知の方法に従って作製した。次に上
述の培養上清５μｌをサンプル処理液（０.２５Ｍ Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、２％ ＳＤＳ、３
０％ glycerol、１０％ β－mercaptoethanol，０.０１％ bromophenol blue，ｐＨ６.８
）５μｌと混合し９５℃で５分処理した後、ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動（
１０－２０％グラジエントゲル）を用い、泳動終了後タンパク質ブロッティング装置（Se
miPhorTM、ホーファ・ファルマシア・バイオテック（Hoefer Pharmacia BioTech）社）を
用いてニトロセルロース膜（ファルマシア社）に泳動タンパク質を転写した。３％ ゼラ
チン含有ＴＢＳ（２０mM Ｔｒｉｓ，５００mM ＮａＣｌ，ｐＨ７.５）で膜をブロッキン
グして、次にＴＴＢＳ（０.０５％ Ｔｗｅｅｎ－２０含有ＴＢＳ）で洗浄後、１.０％ ゼ
ラチン含有ＴＴＢＳで２０００倍に希釈された上述のウサギ抗血清と室温で２時間反応さ
せた。反応終了後、膜をＴＴＢＳで２回洗浄して、次に１.０％ゼラチン含有ＴＴＢＳで
３０００倍に希釈されたアルカリフォスファターゼ（ＡＰ）標識ヤギ抗ウサギＩｇＧ抗体
と室温で１時間反応させた。膜をＴＴＢＳで２回洗浄してさらにＴＢＳで１回洗浄後、Ａ
Ｐ発色キット（バイオラッド社）を用いて検出した。
〔図５〕にそのウエスタンブロッティングの結果を示した。発現ベクターを導入した株の
培養上清では約２０ｋＤ付近に主たるバンドが認められ、そのシグナルの強さは経時的に
増加していたが、対照のｐＰＩＣＺαＡ導入株の培養上清では全くシグナルが認められな
かった。
【０１５０】
【実施例５】
ラット由来Ｆａｓリガンド様タンパク質をコードするｃＤＮＡのクローニング
ラット由来Ｆａｓリガンド様タンパク質をコードするｃＤＮＡのクローニングは、ＰＣＲ
法によって行なった。
スーパースクリプトTMラット肝臓ｃＤＮＡライブラリー（ギブコビーアールエル社）の大
腸菌ＤＨ１２Ｓ株を、１００μg/mlアンピシリン含有Terrific Broth（１２g/l Bacto-tr
yptone（ディフコ社），２４g/l Bacto-yeast extract（ディフコ社），２.３g/l リン酸
一カリウム，１２.５g/l リン酸二カリウム，０.４％ グリセロール）で３０℃で１６時
間培養し、集菌後、キアジェンプラスミドキット（キアジェン社）を用いてプラスミドｃ
ＤＮＡライブラリーを調製した。該ＤＮＡを鋳型として、また、下記の２つの合成オリゴ
ヌクレオチドをプライマーＤＮＡとして、またTaKaRa LA Taq（宝酒造（株））をＤＮＡ
ポリメラーゼとして用いた反応系でＰＣＲ反応を行なった。

反応はサーマルサイクラー（GeneAmpR PCR System 2400，パーキンエルマー社）を用いて
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、９４℃・１分を１サイクル、９８℃・２０秒→５５℃・３０秒→７２℃・３分を３５サ
イクル、７２℃・２分を１サイクル、４℃・放置のプログラムで行なった。反応終了液の
一部を１.０％アガロースゲル電気泳動し、ＰＣＲ反応で増幅された単一のＤＮＡ断片に
対応するバンドを確認の後、キアクィックゲルエキストラクションキット（キアジェン社
）を用いて該ＤＮＡ断片を回収し、その塩基配列を決定するためにpT7Blue T-vector（ノ
バジェン社）のＴクローニングサイトにＤＮＡライゲーションキットバージョン２（宝酒
造（株））を用いて挿入・連結した。該ライゲーション液を大腸菌ＤＨ５α株に導入後、
アンピシリン含有ＬＢ寒天培地上で出現してきたアンピシリン耐性形質転換株のコロニー
群の中から２クローンを選択し、各々からプラスミドＤＮＡを調製した。両クローンの各
挿入ＤＮＡの塩基配列を決定するため、各プラスミドＤＮＡを鋳型に、２種（ＰＲＭ－０
０７、ＰＲＭ－００８）の市販プライマーＤＮＡ（東洋紡績（株））の他、ＤＮＡ合成装
置（Oligo1000M、ベックマン社）で合成したオリゴＤＮＡをプライマーＤＮＡとして用い
、Thermo SequenaseTM dye terminator cycle sequencing pre-mix kit（アマシャム社）
を用いたサイクルシークエンス反応を添付資料の条件に従ってGeneAmpR PCR System 2400
で行なった後、該試料をＤＮＡシーケンサー３７３Ａ（パーキンエルマー社）で分析した
。
【０１５１】
得られた塩基配列は遺伝子解析ソフトレーザージーン（Lasergene、ディーエヌエースタ
ー（DNASTAR）社）で解析した。その結果、両クローンとも、Ｔクローニングサイトには
、配列番号：３で表される２３９個のアミノ酸からなるラット由来Ｆａｓリガンド様タン
パク質をコードする配列番号：１０で表される７１７個の塩基配列からなるオープンリー
ディングフレーム（Open reading frame）を含む７８４塩基対の塩基配列のＤＮＡ断片が
含まれていた〔図６〕。このラット由来Ｆａｓリガンド様タンパク質と実施例１で得られ
た配列番号：１で表されるアミノ酸配列を有するヒト由来Ｆａｓリガンド様タンパク質と
はアミノ酸レベルで７５％の相同性を有しており、それらをコードするＤＮＡは塩基レベ
ルで７４％の相同性を有していた。また、このラット由来Ｆａｓリガンド様タンパク質と
実施例２で得られた配列番号：２で表されるアミノ酸配列を有するマウス由来Ｆａｓリガ
ンド様タンパク質とはアミノ酸レベルで９６％の相同性を有しており、それらをコードす
るＤＮＡは塩基レベルで９４％の相同性を有していた。
得られたラット由来Ｆａｓリガンド様タンパク質をコードするＤＮＡを保持するプラスミ
ドｐＴＢ２０１２を大腸菌（Escherichia coli）ＤＨ５αに導入して形質転換体：大腸菌
（Escherichia coli）ＤＨ５α／ｐＴＢ２０１２を得た。
【０１５２】
【発明の効果】
本発明のタンパク質、その部分ペプチドまたはそれらの塩は、アポトーシス活性、細胞傷
害活性などの作用を有している。したがって、本発明のタンパク質、その部分ペプチドま
たはそれらの塩、および本発明のＤＮＡは、例えば、癌（例、乳癌、前立腺癌、卵巣癌、
ろ胞性リンパ球腫、ｐ５３変異を伴う癌、脳腫瘍、膀胱癌、子宮頸部癌、大腸癌（結腸／
直腸癌）、非小細胞肺癌、小細胞肺癌、胃癌など）、ウイルス感染（例、エイズウイルス
感染初期、ヘルペスウイルス感染、アデノウイルス感染、ボックスウイルス感染、水痘-
帯状疱疹ウイルス感染、ヒトパピローマウイルス感染など）、ヘリコバクター・ピロリ感
染、侵襲性ブドウ状球菌感染、肝炎（例、Ａ型肝炎、Ｃ型肝炎など）、腎炎、骨疾患（例
、リウマチ関節炎（例、リウマチにおける滑膜細胞の異常増殖）など）、動脈硬化症、痛
みなどの疾病の予防・治療剤などとして有用である。
また、本発明のＤＮＡは、例えば、癌、ウイルス感染、肝炎、腎炎、リウマチ関節炎など
の疾患の遺伝子診断剤として有用である。
本発明のタンパク質、その部分ペプチドまたはそれらの塩に対する抗体は、本発明のタン
パク質、その部分ペプチドまたはそれらの塩を特異的に認識することができるので、被検
液中の本発明のタンパク質等の定量などに使用することができる。また、本発明のタンパ
ク質、その部分ペプチドまたはそれらの塩の活性を中和することができる抗体は、例えば
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、エイズ、リウマチにおける関節組織の破壊、炎症、肝炎、自己免疫疾患などの予防・治
療剤などとして使用することができる。
さらに、本発明のタンパク質、その部分ペプチドまたはそれらの塩は、本発明のタンパク
質とレセプターとの結合性を変化させる化合物，プロテイナーゼ促進もしくは阻害作用を
有する化合物，またはレセプター結合後の細胞内シグナル伝達を促進もしくは阻害する化
合物をスクリーニングするための試薬として有用である。
【０１５３】
【配列表】
【配列番号：１】
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10【０１５４】
【配列番号：２】
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10【０１５５】
【配列番号：３】
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【０１５６】
【配列番号：４】

【０１５７】
【配列番号：５】
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【０１５８】
【配列番号：６】
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【０１５９】
【配列番号：７】
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【０１６０】
【配列番号：８】
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【配列番号：９】
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【０１６２】
【配列番号：１０】

【０１６３】
【配列番号：１１】
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【０１６４】
【配列番号：１２】

【０１６５】
【配列番号：１３】

【０１６６】
【配列番号：１４】
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【０１６７】
【配列番号：１５】

【０１６８】
【配列番号：１６】

【０１６９】
【配列番号：１７】

【０１７０】
【配列番号：１８】
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【０１７１】
【配列番号：１９】

【０１７２】
【配列番号：２０】

【０１７３】
【配列番号：２１】
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【０１７４】
【配列番号：２２】

【０１７５】
【配列番号：２３】

【０１７６】
【配列番号：２４】

【０１７７】
【配列番号：２５】
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【０１７８】
【図面の簡単な説明】
【図１】実施例１で得られたプラスミドｐＴＢ１９３９に含まれる本発明のヒト由来タン
パク質をコードするＤＮＡの塩基配列、およびそれから推定される本発明のヒト由来タン
パク質のアミノ酸配列を示す。
【図２】実施例１で得られたプラスミドｐＴＢ１９４０に含まれる本発明のヒト由来タン
パク質をコードするＤＮＡの塩基配列、およびそれから推定される本発明のヒト由来タン
パク質のアミノ酸配列を示す。
【図３】実施例２で得られたプラスミドｐＴＢ１９５８に含まれる本発明のマウス由来タ
ンパク質をコードするＤＮＡの塩基配列、およびそれから推定される本発明のマウス由来
タンパク質のアミノ酸配列を示す。
【図４】実施例３で得られたプラスミドｐＴＢ２０１１に含まれる本発明のマウス由来タ
ンパク質をコードするゲノムＤＮＡの塩基配列、およびそれから推定される本発明のマウ
ス由来タンパク質のアミノ酸配列を示す。
【図５】実施例４でPichia酵母を宿主とした本発明のヒトＦａｓリガンド様タンパク質の
細胞外領域組換えタンパク質の発現を該タンパク質に対する抗血清を用いたウエスタンブ
ロット解析で調べた結果を示す。レーン１～３はヒトＦａｓリガンド様タンパク質発現ベ
クターを導入した株の培養上清を用いた場合の結果を、レーン４～６はベクターｐＰＩＣ
ＺαＡを導入した株の培養上清を用いた場合の結果を示す（レーン１、４はＢＭＭＹ培地
での培養開始直後、レーン２、５は培養１日後、レーン３、６は培養２日後）。バンドは
目的の組換えタンパク質の発現を示す。
【図６】実施例５で得られたプラスミドｐＴＢ２０１２に含まれる本発明のラット由来タ
ンパク質をコードするＤＮＡの塩基配列、およびそれから推定される本発明のラット由来
タンパク質のアミノ酸配列を示す。
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【図１－３】 【図２－１】
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【図２－２】 【図２－３】

【図３－１】 【図３－２】
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【図４－１】 【図４－２】

【図４－３】 【図４－４】
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【図４－５】 【図４－６】

【図４－７】 【図４－８】
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【図４－９】 【図４－１０】

【図５】

【図６－１】 【図６－２】
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