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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】優れた抗菌剤、または優れた免疫疾患、泌尿器疾患、消化器疾患または呼吸器疾
患の予防・治療剤などを提供する。
【解決手段】特定の配列で表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
配列からなるペプチドまたはその塩；該ペプチドまたはその塩を含有する抗菌剤；および
該ペプチドまたはその塩および、他の特定の配列番号で表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含有する蛋白質またはその塩を用いることを特徴とす
る、免疫疾患、泌尿器疾患、消化器疾患または呼吸器疾患の予防・治療剤のスクリーニン
グ方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号：１で表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から
なるペプチドまたはその塩。
【請求項２】
　請求項１記載のペプチドまたはその塩を含有する抗菌剤。
【請求項３】
　（a）配列番号：１で表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
列からなるペプチドまたはその塩および（b）配列番号：３で表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含有する蛋白質またはその塩を用いることを特
徴とする、免疫疾患、泌尿器疾患、消化器疾患または呼吸器疾患の予防・治療剤のスクリ
ーニング方法。
【請求項４】
　（a）配列番号：１で表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
列からなるペプチドまたはその塩および（b）配列番号：３で表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含有する蛋白質またはその塩を含有することを
特徴とする、免疫疾患、泌尿器疾患、消化器疾患または呼吸器疾患の予防・治療剤のスク
リーニング用キット。
【請求項５】
　（a）配列番号：１で表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
列からなるペプチドまたはその塩および（b）配列番号：３で表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含有する蛋白質またはその塩を用いることを特
徴とする、配列番号：３で表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
配列を含有する蛋白質またはその塩に対するアンタゴニストのスクリーニング方法。
【請求項６】
　配列番号：１で表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から
なるペプチドまたはその塩を認識する抗体。
【請求項７】
　請求項６記載の抗体を含有してなる免疫疾患、泌尿器疾患、消化器疾患または呼吸器疾
患の予防・治療剤。
【請求項８】
　請求項６記載の抗体と、被検液および標識化された配列番号：１で表されるアミノ酸配
列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列からなるペプチドまたはその塩とを競合的
に反応させ、上記抗体に結合した上記標識化されたペプチドまたはその塩の割合を測定す
ることを特徴とする、被検液中の配列番号：１で表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からなるペプチドまたはその塩の定量法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ＭＲＧＸ２のリガンドペプチド、抗菌剤、各種疾患の予防・治療剤のスクリ
ーニング方法、ＭＲＧＸ２アンタゴニストのスクリーニング方法などに関する。
【背景技術】
【０００２】
　生体のホメオスタシスの維持、生殖、個体の発達、代謝、成長、神経系、循環器系、免
疫系、消化器系、代謝系の調節および感覚受容などの重要な機能調節は、様々なホルモン
や神経伝達物質のような内在性因子あるいは光や匂いなどの感覚刺激をこれらに対して生
体が備えている細胞膜に存在する特異的な受容体を介して細胞が受容し、それに応じた反
応をすることによって行われている。このような機能調節によるホルモンや神経伝達物質
の受容体の多くはguanine nucleotide-binding protein（以下、Ｇ蛋白質と略称する場合
がある）と共役しており、このＧ蛋白質の活性化によって細胞内にシグナルを伝達して様
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々な機能を発現させることを特徴とする。また、これらの受容体蛋白質は共通して７個の
膜貫通領域を有する。これらのことからこうした受容体はＧ蛋白質共役型受容体あるいは
７回膜貫通型受容体と総称される。このように生体機能の調節には様々なホルモンや神経
伝達物質およびそれに対する受容体蛋白質が存在して相互作用し、重要な役割を果たして
いることがわかっているが、未知の作用物質（ホルモンや神経伝達物質など）およびそれ
に対する受容体が存在するかどうかについてはいまだ不明なことが多い。
【０００３】
　このようなＧ蛋白質共役型受容体の一つに、ＭＲＧＸ２がある。ヒトＭＲＧＸ２（ヒト
ＭＲＧＸ２の塩基配列を配列番号：２に、アミノ酸配列を配列番号：３に示す。）は、Ｇ
ＰＣＲｘ１１、ＴＧＲ１２およびＧＰＣＲ４４などの別名が知られている。
【０００４】
　ＭＲＧＸ２は、多くのペプチドをリガンドとすることが報告されている（非特許文献１
：Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ、５１９、１９
１－１９３頁、２００５年；非特許文献２：Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ａｎｄ　Ｂｉｏｐ
ｈｙｓｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ、３４９、１３２２
－１３２８、２００６年）。
【０００５】
　ＭＲＧＸ２は、コルチスタチン（ｃｏｒｔｉｓｔａｔｉｎ）、ソマトスタチン、ＢＡＭ
（ｂｏｖｉｎｅ ａｄｒｅｎａｌ ｍｅｄｕｌｌａｐｅｐｔｉｄｅ）１３－２２、αメラニ
ン細胞刺激ホルモン（αＭＳＨ）、ｎｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅ ＦＦ、ダイノルフィンＡ
（ｄｙｎｏｒｐｈｉｎ Ａ）およびサブスタンスＰによって活性化されること、ＭＲＧＸ
２のアゴニストまたはアンタゴニストが、睡眠障害、疼痛、脳梗塞、記憶障害、糖尿病、
癌、肥満症、心疾患、鬱病、性機能障害、尿路・膀胱疾患、感染症治療および消化器疾患
などの治療薬となりうることなどが報告されている（特許文献１：ＷＯ０３／０７３１０
７号公報）。
【０００６】
　ＧＰＣＲｘ１１にａｎｇｉｏｐｅｐｔｉｎが特異的に反応したことが報告されている（
特許文献２：ＷＯ０１／９８３３０号公報）。
【０００７】
　ＭＲＧＸ２に、ＰＡＭＰ－１２（ｐｒｏａｄｒｅｎｏｍｅｄｕｌｌｉｎ Ｎ－ｔｅｒｍ
ｉｎａｌ ２０ ｐｅｐｔｉｄｅの９－２０位）がアゴニスト作用を示したこと、ＭＲＧＸ
２が後根神経節（ＤＲＧ）のＣ繊維に特異的に発現していることが報告されている（非特
許文献３：Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．、３３０巻、１１
４６－１１５２頁、２００５年）。
【０００８】
　ＭＲＧＸ２が、ヒト臍帯血由来肥満細胞において発現していること、ＩｇＥによって発
現が変動することが報告されている（特許文献３：ＷＯ２００５／０２８６６７号公報）
。
【０００９】
　ＭＲＧＸ２またはそれをコードするポリヌクレオチドが、ＭＲＧＸ２のリガンドの決定
、ＭＲＧＸ２に対する抗体の入手、ＭＲＧＸ２の発現系の構築および該発現系を用いた受
容体結合アッセイ系の開発と医薬品候補化合物のスクリーニングなどに有用であることが
報告されている（特許文献４：ＷＯ０２／０４６４１号公報）。
【００１０】
　さらに、ヒト肥満細胞の神経ペプチド（サブスタンスＰ、コルチスタチン、脳下垂体ア
デニル酸シクラーゼ活性化ポリペプチド、血管作動性腸管ペプチドまたはｐｒｏａｄｒｅ
ｎｏｍｅｄｕｌｌｉｎ　Ｎ－ｔｅｒｍｉｎａｌ　２０　ｐｅｐｔｉｄｅ）依存的脱顆粒に
はＭＲＧＸ２が関与していること、ＭＲＧＸ２に対するアンタゴニスト、抗体、アンチセ
ンスヌクレオチド、ｓｉＲＮＡなどが肥満細胞の脱顆粒抑制剤や、免疫疾患、泌尿器疾患
、消化器疾患、循環器疾患などの予防・治療剤として有用であることが報告されている（
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特許文献５：ＷＯ２００６／１１８３２８号公報）。
【００１１】
　ここで、インスリン様増殖因子（ＩＧＦ）は、培養系で細胞増殖を促進させる作用を示
す因子であり、ＩＧＦ－ＩおよびＩＧＦ－ＩＩの２種類が知られている。ＩＧＦ－Ｉおよ
びＩＧＦ－ＩＩは、両者とも血中ではその大部分が特異的な結合タンパク質（ＩＧＦＢＰ
）と結合して存在している。現在６種類のＩＧＦＢＰが知られており、そのうちの一つが
ＩＧＦＢＰ－５である。このＩＧＦＢＰ－５は、ＩＧＦと結合することによりＩＧＦ受容
体を介したＩＧＦの活性を阻害することが報告されている（非特許文献４：Ｊ．Ｃｌｉｎ
．Ｉｎｖｅｓｔ．、１００巻、１０号、２５９６－２６０５頁、１９９７年１１月）。ま
た、ＩＧＦＢＰ－５自身にも受容体があり、ＩＧＦＢＰ－５が受容体を介してシグナルを
伝えることが報告されている（非特許文献５：Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎ
ｏｌｏｇｙ、１７２、４２３－４４０頁、２００２年）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１２】
【特許文献１】ＷＯ０３／０７３１０７号公報
【特許文献２】ＷＯ０１／９８３３０号公報
【特許文献３】ＷＯ２００５／０２８６６７号公報
【特許文献４】ＷＯ０２／０４６４１号公報
【特許文献５】ＷＯ２００６／１１８３２８号公報
【非特許文献】
【００１３】
【非特許文献１】Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ
、５１９、１９１－１９３頁、２００５年
【非特許文献２】Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ａｎｄ　Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ　Ｒｅｓｅ
ａｒｃｈ　Ｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ、３４９、１３２２－１３２８、２００６年
【非特許文献３】Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．、３３０巻
、１１４６－１１５２頁、２００５年
【非特許文献４】Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．、１００巻、１０号、２５９６－２６０
５頁、１９９７年１１月
【非特許文献５】Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ、１７２、４２３
－４４０頁、２００２年
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１４】
　上記状況において、優れた抗菌剤、または優れた免疫疾患、泌尿器疾患、消化器疾患ま
たは呼吸器疾患の予防・治療剤などが求められていた。
【課題を解決するための手段】
【００１５】
　本発明者らは、上記課題を解決するために鋭意研究を重ねた結果、配列番号：１で表さ
れるアミノ酸配列からなるペプチドに抗菌作用があること、および配列番号：１で表され
るアミノ酸配列からなるペプチドがＭＲＧＸ２と結合するリガンドペプチドであること等
を見出した。これらの知見に基づいて、本発明を完成するに至った。
　すなわち、本発明は、以下に示すペプチド、抗菌剤、免疫疾患、泌尿器疾患、消化器疾
患または呼吸器疾患の予防・治療剤のスクリーニング方法などを提供する。
【００１６】
〔１〕　配列番号：１で表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
列からなるペプチドまたはその塩。
〔２〕　上記〔１〕記載のペプチドまたはその塩を含有する抗菌剤。
〔３〕　（a）配列番号：１で表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
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ノ酸配列からなるペプチドまたはその塩および（b）配列番号：３で表されるアミノ酸配
列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有する蛋白質またはその塩を用いるこ
とを特徴とする、免疫疾患、泌尿器疾患、消化器疾患または呼吸器疾患の予防・治療剤の
スクリーニング方法。
〔３ａ〕　（i）（a）配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一
のアミノ酸配列からなるペプチドまたはその塩と、（b）配列番号：３で表されるアミノ
酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有する蛋白質またはその塩とを、
試験化合物の非存在下で接触させ、前記（b）配列番号：３で表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含有する蛋白質またはその塩に対する前記（a
）配列番号：１で表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から
なるペプチドまたはその塩の結合量を測定する工程、
　（ii）（a）配列番号：１で表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
ノ酸配列からなるペプチドまたはその塩と、（b）配列番号：３で表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含有する蛋白質またはその塩とを、試験化
合物の存在下で接触させ、前記（b）配列番号：３で表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含有する蛋白質またはその塩に対する前記（a）配列番
号：１で表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からなるペプ
チドまたはその塩の結合量を測定する工程、および
　（iii）工程（i）と工程（ii）との間で、前記（b）配列番号：３で表されるアミノ酸
配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有する蛋白質またはその塩に対する
前記（a）配列番号：１で表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
配列からなるペプチドまたはその塩の結合量を比較する工程を含む、上記〔３〕記載の方
法。
〔３ｂ〕　（i）（a）配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一
のアミノ酸配列からなるペプチドまたはその塩を、（b）配列番号：３で表されるアミノ
酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有する蛋白質またはその塩を含有
する細胞または該細胞の膜画分に試験化合物の非存在下で接触させ、前記（b）配列番号
：３で表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含有する蛋白
質またはその塩に対する前記（a）配列番号：１で表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からなるペプチドまたはその塩の結合量を測定する工程、
　（ii）（a）配列番号：１で表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
ノ酸配列からなるペプチドまたはその塩を、（b）配列番号：３で表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含有する蛋白質またはその塩を含有する細
胞または該細胞の膜画分に試験化合物の存在下で接触させ、前記（b）配列番号：３で表
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含有する蛋白質または
その塩に対する前記（a）配列番号：１で表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からなるペプチドまたはその塩の結合量を測定する工程、および
　（iii）工程（i）と工程（ii）との間で、前記（b）配列番号：３で表されるアミノ酸
配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有する蛋白質またはその塩に対する
前記（a）配列番号：１で表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
配列からなるペプチドまたはその塩の結合量を比較する工程を含む、上記〔３〕記載の方
法。
〔３ｃ〕　工程（ii）における結合量が工程（i）における結合量よりも低い場合に、前
記試験化合物を免疫疾患、泌尿器疾患、消化器疾患または呼吸器疾患の予防・治療剤とし
て選択する、上記〔３ａ〕または〔３ｂ〕記載の方法。
〔３ｄ〕　工程（ii）における結合量が工程（i）における結合量の５０％以下の場合に
、前記試験化合物を免疫疾患、泌尿器疾患、消化器疾患または呼吸器疾患の予防・治療剤
として選択する、上記〔３ｃ〕記載の方法。
〔３ｅ〕　（i）（a）配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一
のアミノ酸配列からなるペプチドまたはその塩と、（b）配列番号：３で表されるアミノ
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酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有する蛋白質またはその塩とを、
試験化合物の非存在下で接触させ、前記（b）配列番号：３で表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含有する蛋白質を介した細胞刺激活性を測定す
る工程、
　（ii）（a）配列番号：１で表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
ノ酸配列からなるペプチドまたはその塩と、（b）配列番号：３で表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含有する蛋白質またはその塩とを、試験化
合物の存在下で接触させ、前記（b）配列番号：３で表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含有する蛋白質を介した細胞刺激活性を測定する工程、
および
　（iii）工程（i）と工程（ii）との間で、前記（b）配列番号：３で表されるアミノ酸
配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有する蛋白質またはその塩を介した
細胞刺激活性を比較する工程を含む、上記〔３〕記載の方法。
〔３ｆ〕　（i）（a）配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一
のアミノ酸配列からなるペプチドまたはその塩を、（b）配列番号：３で表されるアミノ
酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有する蛋白質またはその塩を含有
する細胞または該細胞の膜画分に、試験化合物の非存在下で接触させ、前記（b）配列番
号：３で表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含有する蛋
白質を介した細胞刺激活性を測定する工程、
　（ii）（a）配列番号：１で表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
ノ酸配列からなるペプチドまたはその塩を、（b）配列番号：３で表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含有する蛋白質またはその塩を含有する細
胞または該細胞の膜画分に、試験化合物の存在下で接触させ、前記（b）配列番号：３で
表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含有する蛋白質を介
した細胞刺激活性を測定する工程、および
　（iii）工程（i）と工程（ii）との間で、前記（b）配列番号：３で表されるアミノ酸
配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有する蛋白質またはその塩を介した
細胞刺激活性を比較する工程を含む、上記〔３〕記載の方法。
〔４〕　（a）配列番号：１で表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
ノ酸配列からなるペプチドまたはその塩および（b）配列番号：３で表されるアミノ酸配
列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有する蛋白質またはその塩を含有する
ことを特徴とする、免疫疾患、泌尿器疾患、消化器疾患または呼吸器疾患の予防・治療剤
のスクリーニング用キット。
〔５〕　（a）配列番号：１で表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
ノ酸配列からなるペプチドまたはその塩および（b）配列番号：３で表されるアミノ酸配
列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有する蛋白質またはその塩を用いるこ
とを特徴とする、配列番号：３で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のア
ミノ酸配列を含有する蛋白質またはその塩に対するアンタゴニストのスクリーニング方法
。
〔５ａ〕　（i）（a）配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一
のアミノ酸配列からなるペプチドまたはその塩と、（b）配列番号：３で表されるアミノ
酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有する蛋白質またはその塩とを、
試験化合物の非存在下で接触させ、前記（b）配列番号：３で表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含有する蛋白質またはその塩に対する前記（a
）配列番号：１で表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から
なるペプチドまたはその塩の結合量を測定する工程、
　（ii）（a）配列番号：１で表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
ノ酸配列からなるペプチドまたはその塩と、（b）配列番号：３で表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含有する蛋白質またはその塩とを、試験化
合物の存在下で接触させ、前記（b）配列番号：３で表されるアミノ酸配列と同一もしく
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は実質的に同一のアミノ酸配列を含有する蛋白質またはその塩に対する前記（a）配列番
号：１で表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からなるペプ
チドまたはその塩の結合量を測定する工程、および
　（iii）工程（i）と工程（ii）との間で、前記（b）配列番号：３で表されるアミノ酸
配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有する蛋白質またはその塩に対する
前記（a）配列番号：１で表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
配列からなるペプチドまたはその塩の結合量を比較する工程を含む、上記〔５〕記載の方
法。
〔５ｂ〕　（i）（a）配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一
のアミノ酸配列からなるペプチドまたはその塩を、（b）配列番号：３で表されるアミノ
酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有する蛋白質またはその塩を含有
する細胞または該細胞の膜画分に試験化合物の非存在下で接触させ、前記（b）配列番号
：３で表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含有する蛋白
質またはその塩に対する前記（a）配列番号：１で表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からなるペプチドまたはその塩の結合量を測定する工程、
　（ii）（a）配列番号：１で表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
ノ酸配列からなるペプチドまたはその塩を、（b）配列番号：３で表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含有する蛋白質またはその塩を含有する細
胞または該細胞の膜画分に試験化合物の存在下で接触させ、前記（b）配列番号：３で表
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含有する蛋白質または
その塩に対する前記（a）配列番号：１で表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からなるペプチドまたはその塩の結合量を測定する工程、および
　（iii）工程（i）と工程（ii）との間で、前記（b）配列番号：３で表されるアミノ酸
配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有する蛋白質またはその塩に対する
前記（a）配列番号：１で表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
配列からなるペプチドまたはその塩の結合量を比較する工程を含む、上記〔５〕記載の方
法。
〔５ｃ〕　工程（ii）における結合量が工程（i）における結合量よりも低い場合に、前
記試験化合物を配列番号：３で表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
ノ酸配列を含有する蛋白質またはその塩に対するアンタゴニストとして選択する、上記〔
５ａ〕または〔５ｂ〕記載の方法。
〔５ｄ〕　工程（ii）における結合量が工程（i）における結合量の５０％以下の場合に
、配列番号：３で表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含
有する蛋白質またはその塩に対するアンタゴニストとして選択する、上記〔５ｃ〕記載の
方法。
〔５ｅ〕　（i）（a）配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一
のアミノ酸配列からなるペプチドまたはその塩と、（b）配列番号：３で表されるアミノ
酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有する蛋白質またはその塩とを、
試験化合物の非存在下で接触させ、前記（b）配列番号：３で表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含有する蛋白質を介した細胞刺激活性を測定す
る工程、
　（ii）（a）配列番号：１で表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
ノ酸配列からなるペプチドまたはその塩と、（b）配列番号：３で表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含有する蛋白質またはその塩とを、試験化
合物の存在下で接触させ、前記（b）配列番号：３で表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含有する蛋白質を介した細胞刺激活性を測定する工程、
および
　（iii）工程（i）と工程（ii）との間で、前記（b）配列番号：３で表されるアミノ酸
配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有する蛋白質またはその塩を介した
細胞刺激活性を比較する工程を含む、上記〔５〕記載の方法。
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〔５ｆ〕　（i）（a）配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一
のアミノ酸配列からなるペプチドまたはその塩を、（b）配列番号：３で表されるアミノ
酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有する蛋白質またはその塩を含有
する細胞または該細胞の膜画分に、試験化合物の非存在下で接触させ、前記（b）配列番
号：３で表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含有する蛋
白質を介した細胞刺激活性を測定する工程、
　（ii）（a）配列番号：１で表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
ノ酸配列からなるペプチドまたはその塩を、（b）配列番号：３で表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含有する蛋白質またはその塩を含有する細
胞または該細胞の膜画分に、試験化合物の存在下で接触させ、前記（b）配列番号：３で
表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含有する蛋白質を介
した細胞刺激活性を測定する工程、および
　（iii）工程（i）と工程（ii）との間で、前記（b）配列番号：３で表されるアミノ酸
配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有する蛋白質またはその塩を介した
細胞刺激活性を比較する工程を含む、上記〔５〕記載の方法。
〔６〕　配列番号：１で表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
列からなるペプチドまたはその塩を認識する抗体。
〔６ａ〕　配列番号：１で表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
配列からなるペプチドまたはその塩を特異的に認識する上記〔６〕記載の抗体。
〔６ｂ〕　配列番号：１で表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
配列からなるペプチドまたはその塩の活性を不活性化する中和抗体である上記〔６〕また
は〔６ａ〕記載の抗体。
〔７〕　上記〔６〕、〔６ａ〕または〔６ｂ〕記載の抗体を含有してなる免疫疾患、泌尿
器疾患、消化器疾患または呼吸器疾患の予防・治療剤。
〔８〕　上記〔６〕、〔６ａ〕または〔６ｂ〕記載の抗体と、被検液および標識化された
配列番号：１で表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からな
るペプチドまたはその塩とを競合的に反応させ、上記抗体に結合した上記標識化されたペ
プチドまたはその塩の割合を測定することを特徴とする、被検液中の配列番号：１で表さ
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からなるペプチドまたはそ
の塩の定量法。
〔９〕抗菌剤を製造するための、上記〔１〕記載のペプチドまたはその塩の使用。
〔１０〕　上記〔１〕記載のペプチドまたはその塩の有効量を投与することを含む、病原
性細菌により生ずる疾病の予防・治療方法。
〔１０ａ〕　病原性細菌により生ずる疾病が病原性細菌の気道感染または尿路感染である
上記〔１０ａ〕記載の方法。
〔１１〕　（a）配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のア
ミノ酸配列からなるペプチドまたはその塩および（b）配列番号：３で表されるアミノ酸
配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有する蛋白質またはその塩を含有す
ることを特徴とする、配列番号：３で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一
のアミノ酸配列を含有する蛋白質またはその塩に対するアンタゴニストのスクリーニング
用キット。
〔１２〕　免疫疾患、泌尿器疾患、消化器疾患または呼吸器疾患の予防・治療剤を製造す
るための、上記〔６〕、〔６ａ〕または〔６ｂ〕記載の抗体の使用。
〔１３〕　上記〔６〕、〔６ａ〕または〔６ｂ〕記載の抗体の有効量を投与することを含
む、免疫疾患、泌尿器疾患、消化器疾患または呼吸器疾患の予防・治療方法。
【発明の効果】
【００１７】
　本発明は、新規ペプチドを提供する。本発明の好ましい態様のペプチドは、抗菌剤とし
て使用することができる。本発明の別の好ましい態様のペプチドは、免疫疾患、泌尿器疾
患、消化器疾患または呼吸器疾患の予防・治療剤のスクリーニングなどのために用いるこ
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とができる。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】ペプチドの精製スキームを示す図である。図１aからcはそれぞれIGFBP-5[193-21
4]-NH2を含む画分のゲル濾過カラム(a)、陽イオン交換カラム(b)、逆相ナノLC (c)の溶出
パターンを示す。太線 (a、b)および矢印(c)はIGFBP-5[193-214]-NH2を含む画分を示す。
　図１aにおける分子量マーカーは以下のとおりである。　1: BSA (66.5 kDa)、2: RNase
 A (13.5 kDa)、 3: Neuropeptide Y (4.3 kDa)、4: Neurotensin (1.7 kDa)、5: Leu-en
kephalin (0.6 kDa)
【図２】タンデム質量分析計によるペプチドの構造決定を示す図である。図２aはIGFBP-5
[193-214]-NH2を含むスポットのMS1、図２bはIGFBP-5[193-214]-NH2のMS2を示す。
【図３】他の抗菌ペプチドとIGFBP-5[193-214]-NH2の抗菌活性における協調作用を示す図
である。図3aは横軸濃度のIGFBP-5[193-214]-NH2存在下での細菌生存率を縦軸に示してい
る (●)。また、IC50の半分の濃度のβ-ディフェンシン-2（3.15μM, ▲）、あるいはカ
テリシジン（0.3μM, ■）共存下での細菌生存率を縦軸に示す。図3ｂは横軸濃度のβ-デ
ィフェンシン-2存在下での細菌生存率を縦軸に示している(●)。また、IC50の半分の濃度
のIGFBP-5[193-214]-NH2（0.45μM, ▲）、あるいはカテリシジン（0.3μM, ■）共存下
での細菌生存率を縦軸に示す。図3cは横軸濃度のカテリシジン存在下での細菌生存率を縦
軸に示している(●)。また、IC50の半分の濃度のIGFBP-5[193-214]-NH2（0.45μM, ▲）
、あるいはβ-ディフェンシン-2（3.15μM, ■）共存下での細菌生存率を縦軸に示す。平
均値（ｎ＝３）および標準偏差で示す。
【図４】ラット組織中に存在するIGFBP-5[193-214]-NH2の同定を示す図である。図４a、b
はそれぞれ脳抽出物のゲル濾過カラム (a)および逆相HPLC（b）による免疫反応性IGFBP-5
[193-214]-NH2の解析結果を示す。図４ｂ中の矢印は合成IGFBP-5[193-214]-NH2の溶出位
置を示す。図４cは免疫反応性IGFBP-5[193-214]-NH2の質量分析計による解析結果を示す
。
【図５】IGFBP-5[193-214]-NH2のＭＲＧＸ２に対するＨｅＬa／ＳＲＥ－ＬＵＣレポータ
ー活性を測定した結果を示す図である。無刺激時の活性を１とした時のIGFBP-5[193-214]
-NH2、Ｓ１Ｐ、ＦＢＳの活性を縦軸に示す（Ｔ／Ｃ＝Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ／Ｃｏｎｔｒｏ
ｌ）。また、活性を、平均値（ｎ＝４）および標準偏差で示す。
【図６】IGFBP-5[193-214]-NH2とサブスタンスＰのＭＲＧＸ２特異的な細胞内カルシウム
濃度上昇活性を測定した結果を示す図である。細胞内カルシウム濃度をＦＬＩＰＲアッセ
イ系により測定し、Ａ）IGFBP-5[193-214]-NH2およびＢ）サブスタンスＰ添加後の細胞内
カルシウム濃度の変化をカウントとして縦軸に示す（Δｃｏｕｎｔ）。また、Δｃｏｕｎ
ｔを、平均値（ｎ＝３）および標準偏差で示す。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　以下、「配列番号：１で表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
配列からなるペプチドまたはその塩」を「本発明のペプチド」と略記する場合がある。ま
た、「配列番号：３で表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
を含有する蛋白質またはその塩」を「本発明の受容体」と略記する場合がある。
【００２０】
　配列番号：１で表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から
なるペプチドは、ヒトまたは温血動物（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、ウシまたはサルなど）の細胞（例えば、網膜細胞、肝細胞、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、好酸球または単球）、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
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しくは癌細胞など）もしく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、網膜、嗅球、扁桃核、大脳基底核、海馬、視床、視床下部、大脳皮質、延髄ま
たは小脳）、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、大腸または小腸）、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、関節または骨格筋など、または血球系
の細胞もしくはその培養細胞（例、MEL、M1、CTLL－2、HT－2、WEHI－3、HL－60、JOSK－
1、K562、ML－1、MOLT－3、MOLT－4、MOLT－10、CCRF－CEM、TALL－1、Jurkat、CCRT－HS
B－2、KE－37、SKW－3、HUT－78、HUT－102、H9、U937、THP－1、HEL、JK－1、CMK、KO－
812、MEG－01、LAD 1またはLAD 2など）に由来するペプチドであってもよく、あるいは合
成ペプチドであってもよい。
【００２１】
　配列番号：１で表されるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列としては、配列番
号：１で表されるアミノ酸配列と約７０％以上、好ましくは約８０％以上、より好ましく
は約９０％以上、さらに好ましくは９５％以上の相同性を有するアミノ酸配列などがあげ
られる。
【００２２】
　特に、配列番号：１で表されるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列としては、
(i) 配列番号：１で表されるアミノ酸配列中の１～５個（好ましくは１～３個、さらに好
ましくは１～２個、より好ましくは、１個）のアミノ酸が欠失したアミノ酸配列、(ii) 
配列番号：１で表されるアミノ酸配列に１～５個（好ましくは１～３個、さらに好ましく
は１～２個、より好ましくは、１個）のアミノ酸が付加したアミノ酸配列、(iii) 配列番
号：１で表されるアミノ酸配列に１～５個（好ましくは１～３個、さらに好ましくは１～
２個、より好ましくは、１個）のアミノ酸が挿入されたアミノ酸配列、(iv) 配列番号：
１で表されるアミノ酸配列中の１～５個（好ましくは１～３個、さらに好ましくは１～２
個、より好ましくは、１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(v) 上記(i)～(iv)を組み合わせたアミノ酸配列などがあげられる。
【００２３】
　配列番号：１で表されるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列からなるペプチド
としては、例えば、配列番号：１で表されるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列
からなり、かつ、配列番号：１で表されるアミノ酸配列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。実質的に同質の活性としては、例えば、本発明のペプチドの有す
る活性（例えば、後述の抗菌活性、本発明の受容体との結合活性、および本発明の受容体
発現細胞に対する細胞刺激活性（例えば、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、ＧＴＰγＳ
結合活性などを促進する活性等））などがあげられる。実質的に同質の活性とは、それら
の活性が性質的に（例、生理化学的に、または薬理学的に）同質（例、約０．０１～１０
０倍、好ましくは約０．５～２０倍、より好ましくは約０．５～２倍）であることを示す
。抗菌活性、本発明の受容体との結合活性、および本発明の受容体発現細胞に対する細胞
刺激活性などの活性の測定は、自体公知の方法に準じて行なうことができる。
【００２４】
　本発明のペプチドの具体例として、配列番号：１で表されるアミノ酸配列からなるペプ
チド、配列番号：４で表されるアミノ酸配列からなるペプチド、または配列番号：５で表
されるアミノ酸配列からなるペプチドなどが挙げられる。
【００２５】
　本発明のペプチドに対する受容体としては、種々の受容体のうち、本発明のペプチドと
結合活性を有し、本発明のペプチドにより該受容体発現細胞の細胞刺激活性（例えば、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、ＧＴＰγＳ結合活性などを促進する活性等）が観察され
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るものなどがあげられる。具体的には、Ｇ蛋白質共役型受容体であるＭＲＧＸ２（配列番
号：３で表されるアミノ酸配列からなる蛋白質）、または、ＭＲＧＸ２と実質的に同一の
アミノ酸配列、即ち、配列番号：３で表されるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配
列を含有する蛋白質などがあげられる。配列番号：３で表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含有する蛋白質は、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、サルなど）の細胞（例
えば、網膜細胞、肝細胞、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、幹細胞もしくは癌細胞など）もしく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、網膜、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）、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、ま
たは血球系の細胞もしくはその培養細胞（例、MEL、M1、CTLL-2、HT-2、WEHI-3、HL-60、
JOSK-1、K562、ML-1、MOLT-3、MOLT-4、MOLT-10、CCRF-CEM、TALL-1、Jurkat、CCRT-HSB-
2、KE-37、SKW-3、HUT-78、HUT-102、H9、U937、THP-1、HEL、JK-1、CMK、KO-812、MEG-0
1、LAD 1、LAD 2など）に由来する蛋白質であってもよく、合成蛋白質であってもよい。
【００２６】
　配列番号：３で表されるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列としては、配列番
号：３で表されるアミノ酸配列と約７０％以上、好ましくは約８０％以上、より好ましく
は約９０％以上の相同性を有するアミノ酸配列などがあげられる。特に、配列番号：３で
表されるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列としては、（i）配列番号：１で表
されるアミノ酸配列中の１または２個以上（例えば１～１００個程度、好ましくは１～５
０個程度、好ましくは１～３０個程度、より好ましくは１～１０個程度、さらに好ましく
は数個（１～５個））のアミノ酸が欠失したアミノ酸配列、（ii）配列番号：１で表され
るアミノ酸配列に１または２個以上（例えば１～１００個程度、好ましくは１～５０個程
度、好ましくは１～３０個程度、より好ましくは１～１０個程度、さらに好ましくは数個
（１～５個））のアミノ酸が付加したアミノ酸配列、（iii）配列番号：１で表されるア
ミノ酸配列中の１または２個以上（例えば１～１００個程度、好ましくは１～５０個程度
、好ましくは１～３０個程度、より好ましくは１～１０個程度、さらに好ましくは数個（
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、（iv）配列番号：１
で表されるアミノ酸配列中の１または２個以上（例えば１～１００個程度、好ましくは１
～５０個程度、好ましくは１～３０個程度、より好ましくは１～１０個程度、さらに好ま
しくは数個（１～５個））のアミノ酸が挿入されたアミノ酸配列、または（v）それらを
組み合わせたアミノ酸配列を含有する蛋白質などが挙げられる。
【００２７】
　配列番号：３で表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蛋白質
としては、例えば、配列番号：３で表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：３で表されるアミノ酸配列と実質的に同質の活性を有する蛋白質など
が好ましい。実質的に同質の活性としては、例えば、リガンド（例、本発明のペプチド、
サブスタンスＰ、コルチスタチン、脳下垂体アデニル酸シクラーゼ活性化ポリペプチド、
血管作動性腸管ペプチドまたはｐｒｏａｄｒｅｎｏｍｅｄｕｌｌｉｎ　Ｎ－ｔｅｒｍｉｎ
ａｌ　２０　ｐｅｐｔｉｄｅ）結合活性、シグナル情報伝達作用、または細胞刺激活性な
どが挙げられる。実質的に同質とは、それらの活性が性質的に同質であることを示す。し
たがって、リガンド結合活性、シグナル情報伝達作用または細胞刺激活性などの活性が同
等（例、約０．０１～１００倍、好ましくは約０．５～２０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蛋白質の分子量などの量的要素
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は異なっていてもよい。リガンド結合活性、シグナル情報伝達作用、または細胞刺激活性
などの活性の測定は、自体公知の方法に準じて行なうことができる。
【００２８】
　本発明のペプチドまたは受容体は、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。Ｃ末端はカルボキシ（-COOH）、カ
ルボキシレート（-COO-）、アミド（-CONH2）またはエステル（-COOR）であってもよい。
　ここでエステルにおける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、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、例えば、フェニル、α－ナフチルなどのＣ6-12アリー
ル、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アルキルなどのＣ7-14アラルキルのほか、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などが用いられる。
【００２９】
　本発明のペプチドまたは受容体がＣ末端以外にカルボキシ（またはカルボキシレート）
を有している場合、カルボキシ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
ペプチドまたは受容体に含まれる。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。
【００３０】
　さらに、本発明のペプチドまたは受容体には、Ｎ末端のアミノ酸残基（例、メチオニン
残基）のアミノ基が保護基（例えば、ホルミル、アセチルなどのＣ1-6アルカノイルなど
のＣ1-6アシルなど）で保護されているもの、生体内で切断されて生成するＮ末端のグル
タミン残基がピログルタミン酸化したもの、分子内のアミノ酸の側鎖上の置換基（例えば
、-OH、-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、アセチルなどのＣ1-6アルカノイルなどのＣ1-6アシルなど）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蛋白質などの複合蛋白質なども
含まれる。
【００３１】
　本発明のペプチドまたは受容体のうちの塩としては、生理学的に許容される酸（例、無
機酸、有機酸）や塩基（例、アルカリ金属塩）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。このような塩としては、例えば、無機酸（例、塩酸、
リン酸、臭化水素酸、硫酸など）との塩、あるいは有機酸（例、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など）との塩などが用いられる。
【００３２】
　本発明のペプチドまたは受容体は、前述したヒトや温血動物の細胞または組織から自体
公知のポリペプチドの精製方法によって製造することもできるし、後述するポリペプチド
をコードするＤＮＡで形質転換された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、後述のポリペプチド合成法に準じて製造することもできる。例えば、Ge
nomics、56巻、12-21頁、1999年、Biochim. Biophys. Acta、1446巻、57-70頁、1999年な
どに記載の方法またはこれに準じた方法により、製造することもできる。
【００３３】
　ヒトや哺乳動物の組織または細胞から本発明のペプチドまたは受容体を製造する場合、
ヒトや哺乳動物の組織または細胞をホモジナイズした後、酸などで抽出を行ない、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。
【００３４】
　本発明のペプチドまたは受容体の合成には、通常、市販のポリペプチド合成用樹脂を用
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
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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）フェノキシ樹脂または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あげることができる。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
るポリペプチドの配列通りに、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ポリペプチド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、目的のペプチド、受容体、またはそ
のアミド体を取得する。
【００３５】
　上記した保護アミノ酸の縮合に関しては、ポリペプチド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
、ＤＣＣ、Ｎ，Ｎ'－ジイソプロピルカルボジイミドまたは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、ＨＯＢｔまたは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後に樹脂に添加することができる。
【００３６】
　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、ポリペプチド縮合反
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，Ｎ－ジメチルアセトアミド、Ｎ－メチルピロリドンなどの酸アミド
類、塩化メチレン、クロロホルムなどのハロゲン化炭化水素類、トリフルオロエタノール
などのアルコール類、ジメチルスルホキシドなどのスルホキシド類、ピリジン，ジオキサ
ン，テトラヒドロフランなどのエーテル類、アセトニトリル，プロピオニトリルなどのニ
トリル類、酢酸メチル，酢酸エチルなどのエステル類あるいはこれらの適宜の混合物など
が用いられる。反応温度はポリペプチド結合形成反応に使用され得ることが知られている
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な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。
【００３７】
　原料のアミノ基の保護基としては、例えば、Ｚ、Ｂｏｃ、ｔ－ペンチルオキシカルボニ
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、フタロイル、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またはＦｍｏｃ
などが用いられる。
【００３８】
　カルボキシル基は、例えば、アルキルエステル化（例えば、メチル、エチル、プロピル
、ブチル、ｔ－ブチル、シクロペンチル、シクロヘキシル、シクロヘプチル、シクロオク
チルもしくは２－アダマンチルなどの直鎖状、分枝状もしくは環状アルキルエステル化）
、アラルキルエステル化（例えば、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もしくはベンズヒドリルエス
テル化）、フェナシルエステル化、ベンジルオキシカルボニルヒドラジド化、ｔ－ブトキ
シカルボニルヒドラジド化またはトリチルヒドラジド化などによって保護することができ
る。
【００３９】
　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（Ｃ1-6）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
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ルボニル基などの炭酸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。
【００４０】
　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、ｔ－ブチルなどが用いられる。
【００４１】
　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。
【００４２】
　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、ＨＯＮＢ、Ｎ－ヒドロキシスクシミド、Ｎ－ヒドロキシフタルイミド、ＨＯＢ
ｔ）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。
【００４３】
　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－エタンジチオールなどの
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。
【００４４】
　原料の反応に関与すべきでない官能基の保護ならびに保護基、およびその保護基の脱離
、反応に関与する官能基の活性化などは公知の基または公知の手段から適宜選択しうる。
【００４５】
　本発明のペプチドまたは受容体を得る別の方法としては、例えば、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（ポ
リペプチド）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
護基のみを除いたポリペプチドとＣ末端のカルボキシル基の保護基のみを除去したポリペ
プチドとを製造し、この両ポリペプチド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ポリペプチドを精製し
た後、上記方法によりすべての保護基を除去し、所望の粗ポリペプチドを得ることができ
る。この粗ポリペプチド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
ることで所望のペプチドまたは受容体のアミド体を得ることができる。
【００４６】
　本発明のペプチドまたは受容体のエステル体を得るには、例えば、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、上
記ペプチドまたは受容体のアミド体と同様にして、所望のペプチドまたは受容体のエステ
ル体を得ることができる。
【００４７】
　本発明のペプチドまたは受容体は、自体公知のペプチドの合成法に従って、例えばポリ
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ペプチド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。ポリペプ
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、本発明のペプチドまたは受容体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ポ
リ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（i）～（v）に記載された方法があげられる。
【００４８】
（i）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)
（ii）SchroederおよびLuebke、ザ・ペプチド(The Peptide), Academic Press, New York
 (1965年)
（iii）泉屋信夫他、ペプチド合成の基礎と実験、 丸善(株) （1975年）
（iv）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)
（v）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
【００４９】
　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ペプチドまたは受容体を精
製単離することができる。上記方法で得られるペプチドまたは受容体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。
【００５０】
　本発明のペプチドまたは受容体をコードするポリヌクレオチドとしては、本発明のペプ
チドまたは受容体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。このうちＤＮＡが好ましく、該ＤＮＡは、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。
【００５１】
　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total RNAまたはm
RNA画分を調製したものを用いて直接Reverse 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。
【００５２】
　本発明のペプチドをコードするＤＮＡとしては、例えば配列番号：６で表される塩基配
列からなるＤＮＡ、または配列番号：６で表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し、配列番号：１で表されるアミノ酸配列を含有
する蛋白質と実質的に同質の活性を有するペプチドをコードするＤＮＡなどであれば何れ
のものでもよい。
【００５３】
　配列番号：６で表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：６で表される塩基配列と約７０％以上、好まし
くは約８０％以上、より好ましくは約９０％以上、さらに好ましくは約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。
【００５４】
　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、Mole
cular Cloning 2nd（J. Sambrook et al., Cold Spring 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。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。
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【００５５】
　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。
【００５６】
　より具体的には、配列番号：１で表されるアミノ酸配列からなるペプチドをコードする
ＤＮＡとしては、配列番号：６で表される塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いられる。
【００５７】
　本発明の受容体をコードするＤＮＡとしては、例えば配列番号：２で表される塩基配列
を含有するＤＮＡ、または配列番号：２で表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し、配列番号：３で表されるアミノ酸配列を含有
する蛋白質と実質的に同質の活性を有する受容体をコードするＤＮＡなどであれば何れの
ものでもよい。
【００５８】
　配列番号：２で表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：２で表される塩基配列と約７０％以上、好まし
くは約８０％以上、より好ましくは約９０％以上、さらに好ましくは約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。
【００５９】
　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、Mole
cular Cloning 2nd（J. Sambrook et al., Cold Spring 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。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。
【００６０】
　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。
【００６１】
　より具体的には、配列番号：３で表されるアミノ酸配列を含有する受容体をコードする
ＤＮＡとしては、配列番号：２で表される塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いられる。
【００６２】
　本発明のペプチドまたは受容体をコードするポリヌクレオチド（例、ＤＮＡ）は、自体
公知の方法で標識化されていてもよい。標識物質としては、放射性同位元素、蛍光物質（
例、フルオレセインなど）、発光物質、酵素、ビオチン、ランタニド元素などがあげられ
る。
【００６３】
　本発明のペプチドまたは受容体を完全にコードするＤＮＡのクローニングの手段として
は、本発明のペプチドまたは受容体の部分塩基配列を有する合成ＤＮＡプライマーを用い
て自体公知のＰＣＲ法によって増幅するか、または適当なベクターに組み込んだＤＮＡを
本発明のペプチドまたは受容体の一部あるいは全領域をコードする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（Molecula
r Cloning）２nd（J. Sambrook et al., Cold Spring 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。
【００６４】
　ＤＮＡの塩基配列の変換は、公知のキット、例えば、MutanTM-super Express Km（宝酒
造（株））、MutanTM-K（宝酒造（株））等を用いて、ODA-LA PCR法、Gapped duplex法、
Kunkel法等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。



(17) JP 2012-167017 A 2012.9.6

10

20

30

40

50

【００６５】
　クローン化された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。
【００６６】
　本発明のペプチドまたは受容体の発現ベクターは、例えば、（a）本発明のペプチドま
たは受容体をコードするＤＮＡから目的とするＤＮＡ断片を切り出し、（b）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。
【００６７】
　ベクターとしては、大腸菌由来のプラスミド（例、ｐＢＲ３２２，ｐＢＲ３２５，ｐＵ
Ｃ１２，ｐＵＣ１３）、枯草菌由来のプラスミド（例、ｐＵＢ１１０，ｐＴＰ５，ｐＣ１
９４）、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、レトロウィルス，ワクシニアウィルス，バキュロウィルスなどの動物ウィ
ルスなどの他、ｐＡ１－１１、ｐＸＴ１、ｐＲｃ／ＣＭＶ、ｐＲｃ／ＲＳＶ、ｐｃＤＮＡ
Ｉ／Ｎｅｏなどが用いられる。
【００６８】
　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、ＨＩＶ・ＬＴＲプロモーター、ＣＭ
Ｖプロモーター、ＨＳＶ-ＴＫプロモーターなどがあげられる。
【００６９】
　これらのうち、ＣＭＶ（サイトメガロウィルス）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
、Ｔ７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、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。
【００７０】
　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〔メ
ソトレキセート（ＭＴＸ）耐性〕、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、Ｎｅｏrと略称する場合がある、Ｇ４１
８耐性）等があげられる。特に、ｄｈｆｒ遺伝子欠損チャイニーズハムスター細胞を用い
てｄｈｆｒ遺伝子を選択マーカーとして使用する場合、目的遺伝子をチミジンを含まない
培地によっても選択できる。
【００７１】
　また、必要に応じて、宿主に合ったシグナル配列を、本発明のペプチドまたは受容体の
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、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。
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【００７２】
　このようにして構築された本発明のペプチドまたは受容体をコードするＤＮＡを含有す
るベクターを用いて、形質転換体を製造することができる。
【００７３】
　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。
【００７４】
　エシェリヒア属菌の具体例としては、例えば、エシェリヒア・コリ（Escherichia coli
）Ｋ１２・ＤＨ１〔Proc. Natl. Acad. Sci. USA,60巻,160(1968)〕，ＪＭ１０３〔Nucle
ic Acids Research,9巻,309(1981)〕，ＪＡ２２１〔Journal of Molecular Biology,120
巻,517(1978)〕，ＨＢ１０１〔Journal of Molecular Biology,41巻,459(1969)〕，Ｃ６
００〔Genetics,39巻,440(1954)〕などが用いられる。
【００７５】
　バチルス属菌としては、例えば、バチルス・サブチルス（Bacillus subtilis）ＭＩ１
１４〔Gene,24巻,255(1983)〕，２０７－２１〔Journal of Biochemistry,95巻,87(1984)
〕などが用いられる。
【００７６】
　酵母としては、例えば、サッカロマイセス　セレビシエ（Saccharomyces cerevisiae）
ＡＨ２２，ＡＨ２２Ｒ-，ＮＡ８７－１１Ａ，ＤＫＤ－５Ｄ，２０Ｂ－１２、シゾサッカ
ロマイセス　ポンベ（Schizosaccharomyces pombe）ＮＣＹＣ１９１３，ＮＣＹＣ２０３
６、ピキア　パストリス（Pichia pastoris）ＫＭ７１などが用いられる。
【００７７】
　昆虫細胞としては、例えば、ウィルスがＡｃＮＰＶの場合は、ヨトウガの幼虫由来株化
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Estigmena acrea由来の細胞などが用いられる。ウィルスがＢｍＮＰＶの場合は、蚕由
来株化細胞（Bombyx mori N 細胞；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、In Viv
o,13, 213－217,(1977)）などが用いられる。
【００７８】
　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、Nature,315巻,592(1
985)〕。
【００７９】
　動物細胞としては、例えば、サル細胞ＣＯＳ－７（ＣＯＳ７），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ＣＨＯ（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細胞などが用いられる
。
【００８０】
　エシェリヒア属菌を形質転換するには、例えば、Proc. Natl. Acad. Sci. USA,69巻,21
10(1972)やGene,17巻,107(1982)などに記載の方法に従って行なうことができる。
【００８１】
　バチルス属菌を形質転換するには、例えば、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。
【００８２】
　酵母を形質転換するには、例えば、Methods in Enzymology,194巻,182－187(1991)、Pr
oc. 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。
【００８３】
　昆虫細胞または昆虫を形質転換するには、例えば、Bio/Technology, 6, 47-55(1988)な
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どに記載の方法に従って行なうことができる。
【００８４】
　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）、Virology,52巻,456(1973)に記載の方法に従って行なう
ことができる。
【００８５】
　このようにして、本発明のペプチドまたは受容体をコードする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。
【００８６】
　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あげられる。また、酵母エキス、ビタミン類、
成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。
【００８７】
　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〔Miller，Journal of Experiments in Molecular Genetics,431-433,Cold Sp
ring 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。
【００８８】
　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。
【００８９】
　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。
【００９０】
　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、Proc. Natl. Acad. Sci. 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、Proc. Natl. Acad
. Sci. USA,81巻,5330(1984)〕があげられる。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。
【００９１】
　宿主が昆虫細胞または昆虫である形質転換体を培養する際、培地としては、Grace's In
sect Medium（Grace, T.C.C., 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。
【００９２】
　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〔Science,122巻,501(1952)〕，ＤＭＥＭ培地〔Virology,
8巻,396(1959)〕，ＲＰＭＩ １６４０培地〔The Journal of the American Medical Asso
ciation 199巻,519(1967)〕，１９９培地〔Proceeding of the Society for the Biologi
cal Medicine,73巻,1(1950)〕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℃～４０℃で約１５～６０時間行ない、必要に応じて通気や撹拌を加え
る。
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【００９３】
　以上のようにして、形質転換体の細胞内、細胞膜または細胞外などに本発明のペプチド
または受容体を生成せしめることができる。
【００９４】
　上記培養物から本発明のペプチドまたは受容体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。
【００９５】
　本発明のペプチドまたは受容体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
やろ過によりポリペプチドの粗抽出液を得る方法などが適宜用いられる。緩衝液の中に尿
素や塩酸グアニジンなどの蛋白質変性剤や、トリトンＸ－１００TMなどの界面活性剤が含
まれていてもよい。培養液中にポリペプチド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。
【００９６】
　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ポリペプチドの精製は
、自体公知の分離・精製法を適宜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。
【００９７】
　かくして得られるポリペプチド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。
【００９８】
　なお、組換え体が産生するポリペプチドを、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。
【００９９】
　配列番号：１で表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から
なるペプチドまたはその塩に対する抗体（以下、単に本発明の抗体と称する場合がある）
は、本発明のペプチド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。本発明のペプチドに対する抗体としては、例えば、本発明の
ペプチドを特異的に認識する抗体、および／または本発明のペプチドの活性を不活性化す
る中和抗体などが挙げられる。本発明のペプチドの活性としては、例えば、受容体結合活
性、シグナル情報伝達作用または細胞刺激活性などの活性が挙げられる。
【０１００】
　本発明のペプチドに対する抗体は、本発明のペプチドを抗原として用い、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。
【０１０１】
〔モノクローナル抗体の作製〕
（ａ）モノクローナル抗体産生細胞の作製
　本発明のペプチドは、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２
～６週毎に１回ずつ、計２～１０回程度行われる。用いられる温血動物としては、例えば
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、サル、ウサギ、イヌ、モルモット、マウス、ラット、ヒツジ、ヤギ、ニワトリがあげら
れるが、マウスおよびラットが好ましく用いられる。
【０１０２】
　モノクローナル抗体産生細胞の作製に際しては、抗原で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動物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、後記の標識化ポリペプチド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)
〕に従い実施することができる。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あげられるが、好ましくはＰＥＧが用いられる。
【０１０３】
　骨髄腫細胞としては、例えば、ＮＳ－１、Ｐ３Ｕ１、ＳＰ２／０、ＡＰ－１などの温血
動物の骨髄腫細胞があげられるが、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、Ｐ
ＥＧ（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できる。
【０１０４】
　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、ポリペプチド（蛋白質）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ポリペプチドを加
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あげられる。
【０１０５】
　モノクローナル抗体の選別は、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１０～２
０％の牛胎児血清を含むＲＰＭＩ １６４０培地、１～１０％の牛胎児血清を含むＧＩＴ
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－１０１
、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。
【０１０６】
（ｂ）モノクローナル抗体の精製
　モノクローナル抗体の分離精製は、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、ＤＥ
ＡＥ）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。
【０１０７】
〔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、公知あるいはそれに準じる方法に従って製造すること
ができる。例えば、免疫抗原（ポリペプチド抗原）自体、あるいはそれとキャリアー蛋白
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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
い、該免疫動物から本発明のペプチドに対する抗体含有物を採取して、抗体の分離精製を
行なうことにより製造することができる。
【０１０８】
　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。
【０１０９】
　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。
【０１１０】
　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回程度行なわれる。
【０１１１】
　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。
【０１１２】
　抗血清中のポリクローナル抗体価の測定は、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。ポリクローナル抗体の分離精製は、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。
【０１１３】
　配列番号：１で表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から
なるペプチドまたはその塩をコードするポリヌクレオチド（例、ＤＮＡ）に相補的な、ま
たは実質的に相補的な塩基配列またはその一部からなるポリヌクレオチド（例、ＤＮＡ）
としては、該ポリヌクレオチドに相補的な、または実質的に相補的な塩基配列からなり、
該ポリヌクレオチドの発現を抑制し得る作用を有するものであれば、いずれのポリヌクレ
オチド（アンチセンスポリヌクレオチド）であってもよい。
【０１１４】
　具体的には、本発明のペプチドをコードするポリヌクレオチド（例、ＤＮＡ）（以下、
これらのＤＮＡを本発明のＤＮＡと略記する場合がある）に相補的な、または実質的に相
補的な塩基配列またはその一部からなるアンチセンスＤＮＡ（以下、これらのＤＮＡをア
ンチセンスＤＮＡと略記する場合がある）が挙げられ、本発明のＤＮＡに相補的な、また
は実質的に相補的な塩基配列またはその一部からなり、該ＤＮＡの発現を抑制し得る作用
を有するものであれば、いずれのアンチセンスＤＮＡであってもよい。
【０１１５】
　本発明のＤＮＡに実質的に相補的な塩基配列とは、例えば、本発明のＤＮＡに相補的な
塩基配列（すなわち、本発明のＤＮＡの相補鎖）の全塩基配列あるいは部分塩基配列と約
７０％以上、好ましくは約８０％以上、より好ましくは約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などがあげられる。特に、本発明のＤＮＡの相補鎖
の全塩基配列うち、本発明のペプチドの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７０％以上、好ましくは約８０％以上、
より好ましくは約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。
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【０１１６】
　具体的には、配列番号：６で表される塩基配列からなるＤＮＡに相補的な、もしくは実
質的に相補的な塩基配列、またはその一部分を有するアンチセンスポリヌクレオチドなど
が挙げられる。好ましくは例えば、配列番号：６で表される塩基配列からなるＤＮＡの塩
基配列に相補な塩基配列、またはその一部分を有するアンチセンスポリヌクレオチドなど
が挙げられる。
【０１１７】
　アンチセンスポリヌクレオチドは通常、１０～４０個程度、好ましくは１５～３０個程
度の塩基から構成される。
【０１１８】
　ヌクレアーゼなどの加水分解酵素による分解を防ぐために、アンチセンスＤＮＡを構成
する各ヌクレオチドのりん酸残基（ホスフェート）は、例えば、ホスホロチオエート、メ
チルホスホネート、ホスホロジチオネートなどの化学修飾りん酸残基に置換されていても
よい。これらのアンチセンスポリヌクレオチドは、公知のＤＮＡ合成装置などを用いて製
造することができる。
【０１１９】
　本発明に従えば、本発明のペプチドの遺伝子の複製または発現を阻害することのできる
アンチセンスポリヌクレオチド（核酸）を、クローン化した、あるいはアミノ酸が決定さ
れた蛋白質をコードするＤＮＡの塩基配列情報に基づき設計し、合成しうる。かかるポリ
ヌクレオチド（核酸）は、本発明のペプチドの遺伝子のＲＮＡとハイブリダイズすること
ができ、該ＲＮＡの合成または機能を阻害することができるか、あるいは本発明のペプチ
ド関連ＲＮＡとの相互作用を介して本発明のペプチドの遺伝子の発現を調節・制御するこ
とができる。本発明のペプチド関連ＲＮＡの選択された配列に相補的なポリヌクレオチド
、および本発明のペプチド関連ＲＮＡと特異的にハイブリダイズすることができるポリヌ
クレオチドは、生体内および生体外で本発明のペプチドの遺伝子の発現を調節・制御する
のに有用であり、また病気などの治療または診断に有用である。用語「対応する」とは、
遺伝子を含めたヌクレオチド、塩基配列または核酸の特定の配列に相同性を有するあるい
は相補的であることを意味する。ヌクレオチド、塩基配列または核酸とペプチド（蛋白質
）との間で「対応する」とは、ヌクレオチド（核酸）の配列またはその相補体から誘導さ
れる指令にあるペプチド（蛋白質）のアミノ酸を通常指している。蛋白質遺伝子の５'端
ヘアピンループ、５’端６－ベースペア・リピート、５’端非翻訳領域、蛋白質翻訳終止
コドン、蛋白質コード領域、ＯＲＦ翻訳終止コドン、３’端非翻訳領域、３’端パリンド
ローム領域、および３’端ヘアピンループは好ましい対象領域として選択しうるが、蛋白
質遺伝子内の如何なる領域も対象として選択しうる。
【０１２０】
　目的核酸と、対象領域の少なくとも一部に相補的なポリヌクレオチドとの関係は、対象
物とハイブリダイズすることができるポリヌクレオチドとの関係は、「アンチセンス」で
あるということができる。アンチセンスポリヌクレオチドは、２－デオキシ－Ｄ－リボー
スを含有しているポリヌクレオチド、Ｄ－リボースを含有しているポリヌクレオチド、プ
リンまたはピリミジン塩基のＮ－グリコシドであるその他のタイプのポリヌクレオチド、
あるいは非ヌクレオチド骨格を有するその他のポリマー（例えば、市販の蛋白質核酸およ
び合成配列特異的な核酸ポリマー）または特殊な結合を含有するその他のポリマー（但し
、該ポリマーはＤＮＡやＲＮＡ中に見出されるような塩基のペアリングや塩基の付着を許
容する配置をもつヌクレオチドを含有する）などが挙げられる。それらは、二本鎖ＤＮＡ
、一本鎖ＤＮＡ、二本鎖ＲＮＡ、一本鎖ＲＮＡ、さらにＤＮＡ：ＲＮＡハイブリッドであ
ることができ、さらに非修飾ポリヌクレオチド（または非修飾オリゴヌクレオチド）、さ
らには公知の修飾の付加されたもの、例えば当該分野で知られた標識のあるもの、キャッ
プの付いたもの、メチル化されたもの、１個以上の天然のヌクレオチドを類縁物で置換し
たもの、分子内ヌクレオチド修飾のされたもの、例えば非荷電結合（例えば、メチルホス
ホネート、ホスホトリエステル、ホスホルアミデート、カルバメートなど）を持つもの、
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電荷を有する結合または硫黄含有結合（例えば、ホスホロチオエート、ホスホロジチオエ
ートなど）を持つもの、例えば蛋白質（ヌクレアーゼ、ヌクレアーゼ・インヒビター、ト
キシン、抗体、シグナルペプチド、ポリ－Ｌ－リジンなど）や糖（例えば、モノサッカラ
イドなど）などの側鎖基を有しているもの、インターカレート化合物（例えば、アクリジ
ン、ソラレンなど）を持つもの、キレート化合物（例えば、金属、放射活性をもつ金属、
ホウ素、酸化性の金属など）を含有するもの、アルキル化剤を含有するもの、修飾された
結合を持つもの（例えば、αアノマー型の核酸など）であってもよい。ここで「ヌクレオ
シド」、「ヌクレオチド」および「核酸」とは、プリンおよびピリミジン塩基を含有する
のみでなく、修飾されたその他の複素環型塩基をもつようなものを含んでいて良い。こう
した修飾物は、メチル化されたプリンおよびピリミジン、アシル化されたプリンおよびピ
リミジン、あるいはその他の複素環を含むものであってよい。修飾されたヌクレオチドお
よび修飾されたヌクレオチドはまた糖部分が修飾されていてよく、例えば、１個以上の水
酸基がハロゲンとか、脂肪族基などで置換されていたり、あるいはエーテル、アミンなど
の官能基に変換されていてよい。
【０１２１】
　本発明のアンチセンスポリヌクレオチド（核酸）は、ＲＮＡ、ＤＮＡ、あるいは修飾さ
れた核酸（ＲＮＡ、ＤＮＡ）である。修飾された核酸の具体例としては核酸の硫黄誘導体
やチオホスフェート誘導体、そしてポリヌクレオシドアミドやオリゴヌクレオシドアミド
の分解に抵抗性のものが挙げられるが、それに限定されるものではない。本発明のアンチ
センスヌクレオチドは次のような方針で好ましく設計されうる。すなわち、細胞内でのア
ンチセンスヌクレオチドをより安定なものにする、アンチセンスヌクレオチドの細胞透過
性をより高める、目標とするセンス鎖に対する親和性をより大きなものにする、そしても
し毒性があるならアンチセンスヌクレオチドの毒性をより小さなものにする。
【０１２２】
　こうした修飾は当該分野で数多く知られており、例えば J. Kawakami et al., Pharm T
ech Japan, Vol. 8, pp.247, 1992; Vol. 8, pp.395, 1992; S. T. Crooke et al. ed., 
Antisense Research and Applications, CRC Press, 1993 などに開示がある。
【０１２３】
　本発明のアンチセンスポリヌクレオチドは、変化せしめられたり、修飾された糖、塩基
、結合を含有していて良く、リポゾーム、ミクロスフェアのような特殊な形態で供与され
たり、遺伝子治療により適用されたり、付加された形態で与えられることができうる。こ
うして付加形態で用いられるものとしては、リン酸基骨格の電荷を中和するように働くポ
リリジンのようなポリカチオン体、細胞膜との相互作用を高めたり、核酸の取込みを増大
せしめるような脂質（例えば、ホスホリピド、コレステロールなど）といった疎水性のも
のが挙げられる。付加するに好ましい脂質としては、コレステロールやその誘導体（例え
ば、コレステリルクロロホルメート、コール酸など）が挙げられる。こうしたものは、核
酸の３'端あるいは５'端に付着させることができ、塩基、糖、分子内ヌクレオシド結合を
介して付着させることができうる。その他の基としては、核酸の３'端あるいは５'端に特
異的に配置されたキャップ用の基で、エキソヌクレアーゼ、ＲＮａｓｅなどのヌクレアー
ゼによる分解を阻止するためのものが挙げられる。こうしたキャップ用の基としては、ポ
リエチレングリコール、テトラエチレングリコールなどのグリコールをはじめとした当該
分野で知られた水酸基の保護基が挙げられるが、それに限定されるものではない。
【０１２４】
　アンチセンスヌクレオチドの阻害活性は、本発明の形質転換体、本発明の生体内や生体
外の遺伝子発現系、あるいは本発明のペプチドの生体内や生体外の翻訳系を用いて調べる
ことができる。該核酸は公知の各種の方法で細胞に適用できる。
【０１２５】
　以下に、（i）本発明のペプチド、（ii）本発明のペプチドをコードするポリヌクレオ
チド（本発明のポリヌクレオチド）、（iii）本発明のペプチドに対する抗体（本発明の
抗体）、（iv）本発明のペプチドのアンチセンスポリヌクレオチド（例、本発明のアンチ
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センスＤＮＡ）などの用途を説明する。
【０１２６】
〔１〕各種疾患の予防・治療剤のスクリーニング方法
　本発明の受容体の機能・活性（例、肥満細胞の脱顆粒促進作用、エイコサノイド産生促
進作用、サイトカイン産生促進作用、肥満細胞増殖促進作用、肥満細胞活性化促進作用な
ど）を阻害する化合物またはその塩は、例えば、肥満細胞の脱顆粒抑制剤、エイコサノイ
ド産生抑制剤、サイトカイン産生抑制剤、肥満細胞増殖抑制剤、肥満細胞活性化抑制剤（
例、MAPK活性化抑制剤なども含む）などとして有用であり、例えば、免疫疾患〔例、炎症
性疾患（下垂体膿瘍、甲状腺炎、腹膜炎、クローン病、潰瘍性大腸炎、結節性紅斑、慢性
関節リウマチ、全身性エリテマトーデスなど）、アレルギー（例、アレルギー性結膜炎、
アレルギー性鼻炎、花粉症、金属アレルギーなど）、喘息、滲出性中耳炎、メニエール病
、接触皮膚炎、アナフィラキシー、蕁麻疹、重症筋無力症、糸球体腎炎、シェーグレン症
候群、バセドー病、インスリン抵抗性糖尿病、アトピー性皮膚炎、白血球異常など〕、泌
尿器疾患（例、腎尿細管間質障害（繊維化）、間質性膀胱炎、アレルギー性膀胱炎など）
、消化器疾患〔例、過敏性腸症候群、慢性肝疾患、食物アレルギー、アレルギー性腸炎、
牛乳タンパク誘発性直腸炎、消化性潰瘍（例、胃潰瘍、十二指腸潰瘍、吻合部潰瘍、Zoll
inger-Ellison症候群など）、胃炎、逆流性食道炎、NUD（Non Ulcer Dyspepsia）、胃MAL
Tリンパ腫、非ステロイド系抗炎症剤に起因する潰瘍、胃酸過多、手術後ストレスによる
胃酸過多および潰瘍など〕、呼吸器疾患〔例、慢性閉塞性肺疾患（例、慢性気管支炎、肺
気腫）、びまん性汎細気管支炎、嚢胞性線維症、過敏性肺炎、突発性間質性肺炎、肺線維
症など〕、循環器疾患（例、動脈硬化症、急性冠状動脈症候群、粥状硬化性大動脈瘤、心
臓アナフィラキシー、心不全、心筋梗塞、狭心症、不整脈、深部静脈血栓症、ＰＴＣＡ後
再狭窄など）、眼科疾患（例、翼状片、春期カタル、ドライアイなど）、癌（例、甲状腺
乳頭癌、非小細胞性肺癌、子宮内膜癌、子宮頸癌、胃癌、膵臓癌、肺癌、腎臓癌、肝臓癌
、卵巣癌、前立腺癌、膀胱癌、乳癌、結腸癌、直腸癌、カポジ肉腫、肥満細胞種など）、
脳梗塞、高脂血症、急性腎不全、糖尿病、肥満症、浮腫、肉芽種、アトピー性脊髄炎、神
経線維腫、鼻粘膜過敏症、ホジキン病、または子宮内膜増殖症などの予防・治療剤などと
して、特には、免疫疾患、泌尿器疾患、消化器疾患または呼吸器疾患の予防・治療剤など
として使用できる。
【０１２７】
　肥満細胞の脱顆粒抑制剤として、好ましくは、免疫疾患、泌尿器疾患、消化器疾患、循
環器疾患などの予防・治療剤が挙げられる。
【０１２８】
　エイコサノイド産生抑制剤として、好ましくは、免疫疾患などの予防・治療剤が挙げら
れる。
【０１２９】
　サイトカイン産生抑制剤として、好ましくは、免疫疾患などの予防・治療剤が挙げられ
る。
【０１３０】
　肥満細胞増殖抑制剤として、好ましくは、泌尿器疾患などの予防・治療剤が挙げられる
。
【０１３１】
　肥満細胞活性化抑制剤（例、MAPK活性化抑制剤なども含む）として、好ましくは、消化
器疾患などの予防・治療剤が挙げられる。
【０１３２】
　本発明のペプチドと本発明の受容体を用いること、または本発明のペプチドと組換え型
本発明の受容体の発現系を用いたリガンドレセプターアッセイ系を用いることにより、本
発明の受容体と、本発明のペプチドとの結合性を変化させる化合物（例えば、ペプチド、
タンパク質、抗体、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、動物組織抽出液または血漿など）またはその塩を効率よくスクリーニングすること
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ができる。
【０１３３】
　該化合物またはその塩には、（i）本発明の受容体を介して細胞刺激活性（例えば、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cAMP産
生抑制、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、GTPγS結合活性、cAMP依存性プロテインキナーゼの
活性化、cGMP依存性プロテインキナーゼの活性化、リン脂質依存性プロテインキナーゼの
活性化、マイトジェン活性化蛋白質リン酸化酵素（MAPキナーゼ）（例、ERK1/2（p42/44 
MAP キナーゼ）、p38 MAPK、JNK/SAPK、ERK5など）の活性化などを促進する活性など）を
有する化合物（アゴニスト）、（ii）上記細胞刺激活性を有しない化合物（アンタゴニス
ト）、（iii）本発明の受容体と本発明のペプチドとの結合力を促進する化合物、（iv）
本発明の受容体と本発明のペプチドとの結合力を阻害する化合物などが含まれる。
【０１３４】
　具体的には、（i）本発明の受容体に、本発明のペプチドを接触させた場合と（ii）本
発明の受容体に、本発明のペプチドおよび試験化合物を接触させた場合との比較を行なう
。比較は、例えば、本発明の受容体に対する本発明のペプチドの結合量、細胞刺激活性な
どを測定して行う。
【０１３５】
　本発明のスクリーニング方法としての具体例としては、例えば、
（a）本発明のペプチドを本発明の受容体に接触させた場合と、本発明のペプチドおよび
試験化合物を本発明の受容体に接触させた場合における、本発明のペプチドの本発明の受
容体に対する結合量を測定し、比較することを特徴とする、本発明のペプチドと本発明の
受容体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、
（b）本発明のペプチドを、本発明の受容体を含有する細胞または該細胞の膜画分に接触
させた場合と、本発明のペプチドおよび試験化合物を本発明の受容体を含有する細胞また
は該細胞の膜画分に接触させた場合における、本発明のペプチドの該細胞または該膜画分
に対する結合量を測定し、比較することを特徴とする、本発明のペプチドと本発明の受容
体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
（c）本発明の受容体が、本発明の受容体をコードするＤＮＡを含有する形質転換体を培
養することによって細胞膜上に発現した本発明の受容体である上記（b）記載のスクリー
ニング方法、
（d）本発明のペプチドが、標識したペプチドである上記（a）～（c）のスクリーニング
方法などのレセプター結合アッセイ系、
（e）本発明のペプチドを本発明の受容体に接触させた場合と、本発明のペプチドおよび
試験化合物を本発明の受容体に接触させた場合における、本発明の受容体を介した細胞刺
激活性を測定し、比較することを特徴とする、本発明のペプチドと本発明の受容体との結
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、
（f）本発明のペプチドを本発明の受容体を含有する細胞または該細胞の膜画分に接触さ
せた場合と、本発明のペプチドおよび試験化合物を本発明の受容体を含有する細胞または
該細胞の膜画分に接触させた場合における、本発明の受容体を介した細胞刺激活性を測定
し、比較することを特徴とする、本発明のペプチドと本発明の受容体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
（g）本発明の受容体が、本発明の受容体をコードするＤＮＡを含有する形質転換体を培
養することによって細胞膜上に発現した本発明の受容体である上記（f）のスクリーニン
グ方法などの細胞刺激アッセイ系などが挙げられる。
【０１３６】
　本発明のスクリーニング方法の具体的な説明を以下にする。
【０１３７】
　本発明の受容体としては、ヒトや温血動物の臓器の膜画分などが好適に用いられる。し
かし、特にヒト由来の臓器は入手が極めて困難なことから、スクリーニングに用いられる
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ものとしては、組換え体を用いて大量発現させた本発明の受容体などが適している。
【０１３８】
　本発明の受容体を製造するには、前述の本発明の受容体の製造方法などが用いられる。
【０１３９】
　本発明のスクリーニング方法において、本発明の受容体を含有する細胞あるいは該細胞
膜画分などを用いる場合、後述の調製法に従えばよい。
【０１４０】
　本発明の受容体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
ンなどで固定化してもよい。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
。
【０１４１】
　本発明の受容体を含有する細胞としては、本発明の受容体を発現した宿主細胞をいうが
、該宿主細胞としては、前述の大腸菌、枯草菌、酵母、昆虫細胞、動物細胞などが挙げら
れる。製造方法は前述と同様である。
【０１４２】
　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）による破砕
、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あげられる。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（50
0rpm～3000rpm）で短時間（通常、約１分～１０分）遠心し、上清をさらに高速（15000rp
m～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、発現した本発明の受容体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。
【０１４３】
　該本発明の受容体を含有する細胞や膜画分中の本発明の受容体の量は、１細胞当たり１
０3～１０8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。
　前記のレセプター結合アッセイ系や細胞刺激アッセイ系などのスクリーニング方法を実
施するためには、例えば、本発明の受容体画分と、本発明のペプチド（例、標識した本発
明のペプチド）などが用いられる。本発明の受容体画分としては、天然型の本発明の受容
体画分か、またはそれと同等の活性を有する組換え型本発明の受容体画分などが望ましい
。ここで、同等の活性とは、同等のリガンド結合活性などを示す。標識した本発明のペプ
チドとしては、例えば、放射性同位元素（例、〔3H〕、〔125I〕、〔14C〕、〔32P〕、〔
33P〕、〔35S〕など）、蛍光物質（例、フルオレセインなど）、発光物質（例、ルミノー
ルなど）、酵素（例、ペルオキシダーゼなど）またはランタニド元素などで標識された本
発明のペプチドなどを用いることができる。
【０１４４】
　具体的には、本発明のペプチドと本発明の受容体との結合性を変化させる化合物のスク
リーニングを行うには、本発明の受容体を含有する細胞または細胞の膜画分を、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、ｐＨ４～１０（望ましくはｐＨ６～８）のリン酸バッファー、トリス－塩酸バッフ
ァーなどのペプチドと受容体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本発明の受容体の分解を抑える目的でＰＭＳＦ、ロ
イペプチン、Ｅ－６４（ペプチド研究所製）、ペプスタチンなどのプロテアーゼ阻害剤を
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添加することもできる。０.０１～１０ｍｌの該レセプター溶液に、一定量（5000～50000
0cpm）の標識した本発明のペプチドを添加し、同時に１０-10～１０-7Ｍ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ペプチド
を加えた反応チューブも用意する。反応は０℃～５０℃、望ましくは４℃～３７℃で２０
分～２４時間、望ましくは３０分～３時間行う。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－カウンターで計測する。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５０％以下になる試験化合物を本発明の受容体
と本発明のペプチドとの結合性を低下させる化合物として選択することができる。
【０１４５】
　さらに、表面プラズモンセンサー技術を利用することによって、本発明の受容体に結合
する化合物をスクリーニングすることもできる。
【０１４６】
　具体的には、ビアコア３０００（ビアコア社）のセンサーチップ表面に、本発明の受容
体を固定化後、チップ表面にリン酸緩衝液（ＰＢＳ）などに溶解した試験化合物を流した
ときの表面プラズモンの変化を測定することにより、本発明の受容体に結合する試験化合
物を選択する。例えば、表面プラズモンの変化の測定値が５レゾナンスユニット以上与え
る試験化合物を本発明の受容体に結合性を有する物質として選択する。
　前記の細胞刺激アッセイ系のスクリーニング方法を実施するためには、本発明の受容体
を介する細胞刺激活性（例えば、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ｃＡＭＰ産生抑制、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、ＧＴＰγＳ結合活性、ｃＡＭＰ依存性プロテインキナーゼの活性化、ｃＧＭＰ依存
性プロテインキナーゼの活性化、リン脂質依存性プロテインキナーゼの活性化、マイトジ
ェン活性化蛋白質リン酸化酵素（ＭＡＰキナーゼ）の活性化などを促進する活性または抑
制する活性など）（例、ERK1/2 （p42/44 MAP キナーゼ）、p38 MAPK、JNK/SAPK、ERK5 
など）を、自体公知の方法または市販の測定用キットを用いて測定することができる。具
体的には、まず、本発明の受容体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。
【０１４７】
　細胞刺激活性を測定してスクリーニングを行なうには、適当な本発明の受容体を発現し
た細胞が必要である。本発明の受容体を発現した細胞としては、前述の本発明の受容体発
現細胞株などが望ましい。
【０１４８】
　試験化合物としては、例えばペプチド、タンパク質、抗体、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、血漿などがあげられる
。
【０１４９】
　上記細胞刺激アッセイ系のスクリーニング方法について、さらに具体的に以下（１）～
（１３）に記載する。
【０１５０】
（１）受容体発現細胞が受容体アゴニストによって刺激されると細胞内のG蛋白質が活性
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化されてGTPが結合する。この現象は受容体発現細胞の膜画分においても観察される。通
常、GTPは加水分解されてGDPへと変化するが、このとき反応液中にGTPγSを添加しておく
と、GTPγSはGTPと同様にG蛋白質に結合するが、加水分解されずにG蛋白質を含む細胞膜
に結合した状態が維持される。標識したGTPγSを用いると細胞膜に残存した標識されたGT
PγSを測定することにより、受容体アゴニストの受容体発現細胞刺激活性を測定すること
ができる。
【０１５１】
　この反応を利用して、本発明のペプチドの本発明の受容体発現細胞に対する刺激活性を
測定することにより、本発明のペプチドと本発明の受容体との結合性を変化させる化合物
をスクリーニングすることができる。
【０１５２】
　この方法は、本発明の受容体を含む膜画分を用いて行う。本測定法において本発明の受
容体膜画分へのGTPγS結合促進活性を示す物質はアゴニストである。
【０１５３】
　具体的には、標識したGTPγSの存在下、本発明のペプチドを本発明の受容体細胞膜画分
に接触させた場合と本発明のペプチドおよび試験化合物を本発明の受容体細胞膜画分に接
触させた場合における、本発明の受容体細胞膜画分へのGTPγS結合促進活性を測定し、比
較することにより、本発明のペプチドと本発明の受容体との結合性を変化させる化合物を
スクリーニングする。
【０１５４】
　本方法において、本発明のペプチドによる本発明の受容体細胞膜画分へのGTPγS結合促
進活性を抑制する活性を示す試験化合物を、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。
【０１５５】
　一方、試験化合物のみを本発明の受容体細胞膜画分に接触させ、本発明の受容体細胞膜
画分へのGTPγS結合促進活性を測定することにより、アゴニストのスクリーニングを行な
うこともできる。
【０１５６】
　スクリーニング法の一具体例を以下に述べる。
　公知の方法に従って調製した本発明の受容体を含む細胞膜画分を、膜希釈緩衝液（50mM
 Tris、5mM MgCl2、150mM NaCl、1μM GDP、0.1％ BSA；pH7.4）で希釈する。希釈率は、
受容体の発現量により異なる。これをFalcon2053に0.2mlずつ分注し、本発明のペプチド
または本発明のペプチドおよび試験化合物を加え、さらに終濃度200pMとなるように[35S]
GTPγSを加える。25℃で1時間保温した後、氷冷した洗浄用緩衝液（50mM Tris，5mM MgCl

2，150mM NaCl，0.1％ BSA，0.05％ CHAPS；pH7.4）1.5mlを加えて、ガラス繊維ろ紙GF/F
でろ過する。65℃、30分保温して乾燥後、液体シンチレーションカウンターでろ紙上に残
った膜画分に結合した[35S]GTPγSの放射活性を測定する。本発明のペプチドのみを加え
た実験区の放射活性を100％、本発明のペプチドを加えなかった実験区の放射活性を0％と
し、本発明のペプチドによるGTPγS結合促進活性に対する試験化合物の影響を算出する。
GTPγS結合促進活性が例えば50％以下になる試験化合物を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。
【０１５７】
（２）本発明の受容体発現細胞は、本発明のペプチドの刺激により、細胞内cAMPの産生が
抑制される。この反応を利用して、本発明のペプチドの本発明の受容体発現細胞に対する
刺激活性を測定することにより、本発明のペプチドと本発明の受容体との結合性を変化さ
せる化合物をスクリーニングすることができる。
【０１５８】
　具体的には、細胞内cAMP量を増加させる物質の存在下、本発明のペプチドを本発明の受
容体発現細胞に接触させた場合と、本発明のペプチドおよび試験化合物を本発明の受容体
発現細胞に接触させた場合における、該細胞の細胞内cAMPの産生抑制活性を測定し、比較
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することにより、本発明のペプチドと本発明の受容体との結合性を変化させる化合物をス
クリーニングする。
【０１５９】
　細胞内cAMP量を増加させる物質としては、例えば、フォルスコリン、カルシトニンなど
が用いられる。
【０１６０】
　本発明の受容体発現細胞内のcAMP産生量は、マウス、ラット、ウサギ、ヤギ、ウシなど
を免疫して得られた抗cAMP抗体と〔125I〕標識cAMP（ともに市販品）を使用することによ
るRIA系、または抗cAMP抗体と標識cAMPとを組み合わせたEIA系で測定することができる。
また、抗cAMP抗体を、protein Aまたは抗cAMP抗体産生に用いた動物のIgGなどに対する抗
体などを使用して固定したシンチラントを含むビーズと〔125I〕標識cAMPとを使用するSP
A（Scintillation Proximity Assay）法による定量、化学増幅型ルミネッセンスプロキシ
ミティーホモジニアスアッセイ系であるAlphaScreen（PerkinElmer社）を応用した競合法
cAMP検出キット（PerkinElmer社）による定量も可能である。
【０１６１】
　本方法において、本発明のペプチドによる本発明の受容体発現細胞のcAMP産生抑制活性
を阻害する活性を示す試験化合物を、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。
【０１６２】
　一方、試験化合物のみを本発明の受容体発現細胞に接触させて、cAMP産生抑制活性を調
べることによりアゴニスト活性を示す化合物のスクリーニングを行なうことができる。
【０１６３】
　スクリーニング法の一具体例を以下に述べる。
　本発明の受容体発現細胞（例、CHO細胞などの動物細胞）を24穴プレートに5x104cell/w
ellで播種し、48時間培養する。細胞を0.2mM 3-イソブチル-メチルキサンチン、0.05％ B
SAおよび20mM HEPESを含むハンクスバッファー（pH7.4）で洗浄する（以下、反応用バッ
ファーと略記する）。その後、0.5mlの反応用バッファーを加えて30分間培養器で保温す
る。反応用バッファーを除き、新たに0.25mlの反応用バッファーを細胞に加えた後、20 
μMの本発明のペプチドまたは20μMの本発明のペプチドおよび試験化合物を添加した2μM
 フォルスコリンを含む0.25mlの反応用バッファーを、細胞に加え、37℃で24分間反応さ
せる。100μlの20％過塩素酸を加えて反応を停止させ、その後氷上で1時間置くことによ
り細胞内cAMPを抽出する。抽出液中のcAMP量を、cAMP EIAキット（アマシャムファルマシ
アバイオテク）を用いて測定する。フォルスコリンの刺激によって産生されたcAMP量を10
0％とし、20 μMの本発明のペプチドの添加によって抑制されたcAMP量を0％として、本発
明のペプチドによるcAMP産生抑制活性に対する試験化合物の影響を算出する。本発明のペ
プチドの活性を阻害して、cAMP産生活性が例えば50％以上になる試験化合物を、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。
【０１６４】
　また、本発明のペプチドの刺激により、細胞内cAMP量が増加する性質を示す本発明の受
容体発現細胞を使用する場合、本発明のペプチドを本発明の受容体発現細胞に接触させた
場合と、本発明のペプチドおよび試験化合物を本発明の受容体発現細胞に接触させた場合
における、該細胞の細胞内cAMPの産生促進活性を測定し、比較することにより、本発明の
ペプチドと本発明の受容体との結合性を変化させる化合物をスクリーニングすることがで
きる。
【０１６５】
　本方法において、本発明のペプチドによる本発明の受容体発現細胞のcAMP産生促進活性
を阻害する活性を示す試験化合物を、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。
【０１６６】
　一方、試験化合物のみを本発明の受容体発現細胞に接触させてcAMP産生促進活性を調べ
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ることによりアゴニスト活性を示す化合物のスクリーニングを行なうことができる。
【０１６７】
　cAMP産生促進活性は、上記のスクリーニング法においてフォルスコリンを添加せずに本
発明の受容体発現細胞（例、CHO細胞などの動物細胞）に本発明のペプチドまたは本発明
のペプチドおよび試験化合物を添加して産生されたcAMPを上記の方法で定量して測定する
。
【０１６８】
（３）CRE-レポーター遺伝子ベクターを用いて、本発明のペプチドの本発明の受容体発現
細胞に対する刺激活性を測定することにより、本発明のペプチドと本発明の受容体との結
合性を変化させる化合物をスクリーニングすることができる。
【０１６９】
　CRE（cAMP response element）を含むDNAを、ベクターのレポーター遺伝子上流に挿入
し、CRE-レポーター遺伝子ベクターを得る。CRE-レポーター遺伝子ベクターを導入した本
発明の受容体発現細胞において、cAMPの上昇を伴う刺激は、CREを介したレポーター遺伝
子発現と、それに引き続くレポーター遺伝子の遺伝子産物（蛋白質）の産生を誘導する。
つまり、レポーター遺伝子蛋白質の酵素活性を測定することにより、CRE-レポーター遺伝
子ベクター導入細胞内のcAMP量の変動を検出することができる。
【０１７０】
　具体的には、細胞内cAMP量を増加させる物質の存在下、本発明のペプチドを、CRE-レポ
ーター遺伝子ベクター導入本発明の受容体発現細胞に接触させた場合と、本発明のペプチ
ドおよび試験化合物を、CRE-レポーター遺伝子ベクター導入本発明の受容体発現細胞に接
触させた場合における、レポーター遺伝子蛋白質の酵素活性を測定し、比較することによ
り、本発明のペプチドと本発明の受容体との結合性を変化させる化合物をスクリーニング
する。
【０１７１】
　細胞内cAMP量を増加させる物質としては、例えば、フォルスコリン、カルシトニンなど
が用いられる。
【０１７２】
　ベクターとしては、例えば、ピッカジーン　ベイシックベクター、ピッカジーン　エン
ハンサーベクター（東洋インキ製造（株））などが用いられる。CREを含むDNAを、上記ベ
クターのレポーター遺伝子、例えばルシフェラーゼ遺伝子上流のマルチクローニングサイ
トに挿入し、CRE-レポーター遺伝子ベクターとする。
【０１７３】
　本方法において、本発明のペプチドによるレポーター遺伝子蛋白質の酵素活性抑制を回
復させる試験化合物を、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。
【０１７４】
　一方、試験化合物のみを本発明の受容体発現細胞に接触させて、フォルスコリン刺激に
よって上昇した発光量の本発明のペプチドと同様な抑制を測定することによりアゴニスト
のスクリーニングを行なうこともできる。
【０１７５】
　レポーター遺伝子として、ルシフェラーゼを利用する例を用いて、このスクリーニング
方法の具体例を以下に述べる。
【０１７６】
　CRE-レポーター遺伝子（ルシフェラーゼ）を導入した本発明の受容体発現細胞を、24穴
プレートに5x103cell/wellで播種し、48時間培養する。細胞を0.2mM 3-イソブチル-メチ
ルキサンチン、0.05％ BSAおよび20mM HEPESを含むハンクスバッファー（pH7.4）で洗浄
する（以下、反応用バッファーと略記する）。その後0.5mlの反応用バッファーを加えて3
0分間培養器で保温する。反応用バッファーを除き、新たに0.25mlの反応用バッファーを
細胞に加えた後、100 μMの本発明のペプチドまたは100 μMの本発明のペプチドおよび試
験化合物を添加した2μM フォルスコリンを含む0.25mlの反応用バッファーを、細胞に加
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え、37℃で24分間反応させる。細胞をピッカジーン用細胞溶解剤（東洋インキ製造（株）
）で溶かし、溶解液に発光基質（東洋インキ製造（株））を添加する。ルシフェラーゼに
よる発光は、ルミノメーター、液体シンチレーションカウンターまたはトップカウンター
により測定する。本発明のペプチド単独を添加した場合と、100 μMの本発明のペプチド
および試験化合物を添加した場合のルシフェラーゼによる発光量を測定して、比較する。
【０１７７】
　本発明のペプチドは、フォルスコリン刺激に基づくルシフェラーゼによる発光量の増加
を抑制する。該抑制を回復させる化合物を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。
【０１７８】
　レポーター遺伝子として、例えば、アルカリフォスファターゼ、クロラムフェニコール
・アセチルトランスフェラーゼ（chloramphenicol acetyltransferase）、β－ガラクト
シダーゼなどの遺伝子を用いてもよい。これらのレポーター遺伝子蛋白質の酵素活性は、
公知の方法に従い、または市販の測定キットを用いて測定する。アルカリフォスファター
ゼ活性は、例えば和光純薬製Lumi-Phos 530を用いて、クロラムフェニコール・アセチル
トランスフェラーゼ活性は、例えば和光純薬製FAST CAT chrolamphenicol Acetyltransfe
rase Assay KiTを用いて、β－ガラクトシダーゼ活性は、例えば和光純薬製Aurora Gal-X
Eを用いて測定する。
【０１７９】
（４）SRE-レポーター遺伝子ベクターを用いて、本発明のペプチドの本発明の受容体発現
細胞に対する刺激活性を測定することにより、本発明のペプチドと本発明の受容体との結
合性を変化させる化合物をスクリーニングすることができる。
【０１８０】
　SRE（serum response element）を含むDNAを、ベクターのレポーター遺伝子上流に挿入
し、SRE-レポーター遺伝子ベクターを得る。SRE-レポーター遺伝子ベクターを導入した本
発明の受容体発現細胞において、血清刺激によるMAPキナーゼ活性化などの増殖シグナル
の活性化は、SREを介したレポーター遺伝子発現と、それに引き続くレポーター遺伝子の
遺伝子産物（蛋白質）の産生を誘導する。つまり、レポーター遺伝子蛋白質の酵素活性を
測定することにより、SRE-レポーター遺伝子ベクター導入細胞内の増殖シグナルの活性化
を検出することができる。
【０１８１】
　具体的には、本発明のペプチドを、SRE-レポーター遺伝子ベクター導入本発明の受容体
発現細胞に接触させた場合と、本発明のペプチドおよび試験化合物を、SRE-レポーター遺
伝子ベクター導入本発明の受容体発現細胞に接触させた場合における、レポーター遺伝子
蛋白質の酵素活性を測定し、比較することにより、本発明のペプチドと本発明の受容体と
の結合性を変化させる化合物をスクリーニングする。
【０１８２】
　ベクターとしては、例えば、ピッカジーン ベイシックベクター、ピッカジーン エンハ
ンサーベクター（東洋インキ製造（株））などが用いられる。SREを含むDNAを、上記ベク
ターのレポーター遺伝子、例えばルシフェラーゼ遺伝子上流のマルチクローニングサイト
に挿入し、SRE-レポーター遺伝子ベクターとする。
【０１８３】
　本方法において、本発明のペプチドによるレポーター遺伝子蛋白質の酵素活性化を抑制
させる試験化合物を、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。
【０１８４】
　一方、試験化合物のみを本発明の受容体発現細胞に接触させて、本発明のペプチドと同
様な発光量の上昇を測定することによりアゴニストのスクリーニングを行なうこともでき
る。
【０１８５】
　レポーター遺伝子として、ルシフェラーゼを利用する例を用いて、このスクリーニング
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方法の具体例を以下に述べる。
【０１８６】
　SRE-レポーター遺伝子（ルシフェラーゼ）を導入した本発明の受容体発現細胞を、24穴
プレートに5x103cell/wellで播種し、48時間培養する。細胞を0.05％ BSAおよび20mM HEP
ESを含むハンクスバッファー（pH7.4）で洗浄する（以下、反応用バッファーと略記する
）。その後0.5mlの反応用バッファーを加えて30分間培養器で保温する。反応用バッファ
ーを除き、新たに0.25mlの反応用バッファーを細胞に加えた後、100 μMの本発明のペプ
チドまたは100 μMの本発明のペプチドおよび試験化合物を添加した0.25mlの反応用バッ
ファーを、細胞に加え、37℃で24分間反応させる。細胞をピッカジーン用細胞溶解剤（東
洋インキ製造（株））で溶かし、溶解液に発光基質（東洋インキ製造（株））を添加する
。ルシフェラーゼによる発光は、ルミノメーター、液体シンチレーションカウンターまた
はトップカウンターにより測定する。本発明のペプチド単独を添加した場合と、100 μM
の本発明のペプチドおよび試験化合物を添加した場合のルシフェラーゼによる発光量を測
定して、比較する。
【０１８７】
　本発明のペプチドは、ルシフェラーゼによる発光量を増加させる。該増加を抑制させる
化合物を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。
【０１８８】
　レポーター遺伝子として、例えば、アルカリフォスファターゼ、クロラムフェニコール
・アセチルトランスフェラーゼ（chloramphenicol acetyltransferase）、β－ガラクト
シダーゼなどの遺伝子を用いてもよい。これらのレポーター遺伝子蛋白質の酵素活性は、
公知の方法に従い、または市販の測定キットを用いて測定する。アルカリフォスファター
ゼ活性は、例えば和光純薬製Lumi-Phos 530を用いて、クロラムフェニコール・アセチル
トランスフェラーゼ活性は、例えば和光純薬製FAST CAT chrolamphenicol Acetyltransfe
rase Assay KiTを用いて、β－ガラクトシダーゼ活性は、例えば和光純薬製Aurora Gal-X
Eを用いて測定する。
【０１８９】
（５）本発明の受容体発現細胞は、本発明のペプチドの刺激により、アラキドン酸代謝物
を細胞外に放出する。この反応を利用して、本発明のペプチドの本発明の受容体発現細胞
に対する刺激活性を測定することにより、本発明のペプチドと本発明の受容体との結合性
を変化させる化合物をスクリーニングすることができる。
【０１９０】
　あらかじめ、標識したアラキドン酸を、本発明の受容体発現細胞に取り込ませておくこ
とによって、アラキドン酸代謝物放出活性を、細胞外に放出された標識されたアラキドン
酸代謝物を測定することによって測定することができる。
【０１９１】
　具体的には、本発明のペプチドを、標識したアラキドン酸を含有する本発明の受容体発
現細胞に接触させた場合と、本発明のペプチドおよび試験化合物を、標識したアラキドン
酸を含有する本発明の受容体発現細胞に接触させた場合における、アラキドン酸代謝物の
放出活性を測定し、比較することにより、本発明のペプチドと本発明の受容体との結合性
を変化させる化合物をスクリーニングする。
【０１９２】
　本方法において、本発明のペプチドによるアラキドン酸代謝物放出活性を阻害する試験
化合物を、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。
【０１９３】
　また、試験化合物のみを本発明の受容体発現細胞に接触させ、本発明の受容体発現細胞
のアラキドン酸代謝物放出活性を公知の方法で調べることによりアゴニスト活性を示す化
合物のスクリーニングを行なうこともできる。
【０１９４】
　スクリーニング法の一具体例を以下に述べる。
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　本発明の受容体発現細胞を24穴プレートに5x104cell/wellで播種し、24時間培養後、[3

H]アラキドン酸を0.25μCi/wellとなるよう添加し、16時間後、細胞を0.05％ BSAおよび2
0mM HEPESを含むハンクスバッファー（pH7.4）（以下、反応用バッファーと略記する）で
洗浄する。終濃度20 μMの本発明のペプチドまたは終濃度20 μMの本発明のペプチドおよ
び試験化合物を含む反応用バッファー 500μlを、各wellに添加する。37℃で60分間イン
キュベートした後、反応液400μlをシンチレーターに加え、反応液中に遊離した[3H]アラ
キドン酸代謝物の量をシンチレーションカウンターにより測定する。
【０１９５】
　反応用バッファー 500μlのみを添加した場合（本発明のペプチド非添加・試験化合物
非添加）の遊離[3H]アラキドン酸代謝物の量を0％、20 μMの本発明のペプチドを含む反
応用バッファーを添加した場合（試験化合物非添加）の遊離[3H]アラキドン酸代謝物の量
を100％として、試験化合物を添加した場合の遊離[3H]アラキドン酸代謝物の量を算出す
る。
【０１９６】
　アラキドン酸代謝物放出活性が、例えば50％以下になる試験化合物をアンタゴニスト候
補化合物として選択することができる。
【０１９７】
（６）本発明の受容体発現細胞は、本発明のペプチドの刺激により、細胞内のCa濃度が上
昇する。この反応を利用して、本発明のペプチドの本発明の受容体発現細胞に対する刺激
活性を測定することにより、本発明のペプチドと本発明の受容体との結合性を変化させる
化合物をスクリーニングすることができる。
【０１９８】
　具体的には、本発明のペプチドを、本発明の受容体発現細胞に接触させた場合と、本発
明のペプチドおよび試験化合物を、本発明の受容体発現細胞に接触させた場合における、
細胞内カルシウム濃度上昇活性を測定し、比較することにより、本発明のペプチドと本発
明の受容体との結合性を変化させる化合物をスクリーニングする。測定は公知の方法に従
って行う。
【０１９９】
　本方法において、本発明のペプチドによる細胞内カルシウム濃度の上昇を抑制する試験
化合物を、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。
【０２００】
　一方、試験化合物のみの添加による蛍光強度の上昇を測定することによってアゴニスト
のスクリーニングを行なうこともできる。
【０２０１】
　スクリーニング法の一具体例を以下に述べる。
　本発明の受容体発現細胞を、滅菌した顕微鏡用カバーグラス上に播き、2日後、培養液
を、4mM Fura-2 AM（同仁化学研究所）を縣濁したHBSSに置換し、室温で2時間30分おく。
HBSSで洗浄した後、キュベットにカバーグラスをセットし、本発明のペプチドまたは本発
明のペプチドおよび試験化合物を添加し、励起波長340nmおよび380nmでの、505nmの蛍光
強度の比の上昇を蛍光測定器で測定し、比較する。
【０２０２】
　また、FLIPR（モレキュラーデバイス社製）を使って行ってもよい。本発明の受容体発
現細胞縣濁液にFluo-3 AM（同仁化学研究所製）を添加し、細胞に取り込ませた後、上清
を遠心により数度洗浄後、96穴プレートに細胞を播く。FLIPR装置にセットし、Fura-2の
場合と同様に、本発明のペプチドまたは本発明のペプチドおよび試験化合物を添加し、蛍
光強度の比の上昇を蛍光測定器で測定し、比較する。
【０２０３】
　さらに、本発明の受容体発現細胞に、細胞内Caイオンの上昇によって発光するような蛋
白質の遺伝子（例、aequorinなど）を共発現させておき、細胞内Caイオン濃度の上昇によ
って、該遺伝子蛋白質（例、aequorinなど）がCa結合型となり発光することを利用して、
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本発明のペプチドと本発明の受容体との結合性を変化させる化合物をスクリーニングする
こともできる。
【０２０４】
　細胞内Caイオンの上昇によって発光するような蛋白質の遺伝子を共発現させた本発明の
受容体発現細胞を、96穴プレートに播き、上記と同様に、本発明のペプチドまたは本発明
のペプチドおよび試験化合物を添加し、蛍光強度の比の上昇を蛍光測定器で測定し、比較
する。
【０２０５】
　本発明のペプチドによる蛍光強度の上昇を、抑制する試験化合物を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。
【０２０６】
（７）受容体を発現する細胞に、受容体アゴニストを添加すると、細胞内イノシトール三
リン酸濃度は上昇する。本発明のペプチドの、本発明の受容体発現細胞における細胞内イ
ノシトール三リン酸産生活性を利用することにより、本発明のペプチドと本発明の受容体
との結合性を変化させる化合物をスクリーニングすることができる。
【０２０７】
　具体的には、標識したイノシトールの存在下、本発明のペプチドを、本発明の受容体発
現細胞に接触させた場合と、本発明のペプチドおよび試験化合物を、本発明の受容体発現
細胞に接触させた場合における、イノシトール三リン酸産生活性を測定し、比較すること
により、本発明のペプチドと本発明の受容体との結合性を変化させる化合物をスクリーニ
ングする。測定は公知の方法に従って行う。
【０２０８】
　本方法において、イノシトール三リン酸産生活性を抑制する試験化合物を、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。
【０２０９】
　一方、試験化合物のみを本発明の受容体発現細胞に接触させ、イノシトール三リン酸産
生上昇を測定することによってアゴニストのスクリーニングを行なうこともできる。
【０２１０】
　スクリーニング法の一具体例を以下に述べる。
　本発明の受容体発現細胞を24穴プレートに播き、1日間培養する。その後、myo-[2-3H]i
nositol（2.5μCi/well）を添加した培地で１日間培養し、細胞を放射活性を有するイノ
シトールを無添加の培地でよく洗浄する。本発明のペプチドまたは本発明のペプチドおよ
び試験化合物を添加後、10％過塩素酸を加え、反応を止める。1.5M 水酸化カリウムおよ
び60mM HEPES溶液で中和し、0.5mlのAG1x8樹脂（Bio-Rad）を詰めたカラムに通し、5mM 
四ホウ酸ナトリウム（Na2B4O7）および60mM ギ酸アンモニウムで洗浄した後、1M ギ酸ア
ンモニウムおよび0.1M ギ酸で溶出した放射活性を、液体シンチレーションカウンターで
測定する。本発明のペプチドを添加しない場合の放射活性を0％、本発明のペプチドを添
加した場合の放射活性を100％とし、試験化合物の、本発明のペプチドと本発明の受容体
の結合に対する影響を算出する。
【０２１１】
　イノシトール三リン酸産生活性が、例えば50％以下になる試験化合物をアンタゴニスト
候補化合物として選択することができる。
【０２１２】
（８）TRE-レポーター遺伝子ベクターを用いて、本発明のペプチドの本発明の受容体発現
細胞に対する刺激活性を測定することにより、本発明のペプチドと本発明の受容体との結
合性を変化させる化合物をスクリーニングすることができる。
【０２１３】
　TRE（TPA response element）を含むDNAを、ベクターのレポーター遺伝子上流に挿入し
、TRE-レポーター遺伝子ベクターを得る。TRE-レポーター遺伝子ベクターを導入した本発
明の受容体発現細胞において、細胞内カルシウム濃度の上昇を伴う刺激は、TREを介した
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レポーター遺伝子発現と、それに引き続くレポーター遺伝子の遺伝子産物（蛋白質）の産
生を誘導する。つまり、レポーター遺伝子蛋白質の酵素活性を測定することにより、TRE-
レポーター遺伝子ベクター導入細胞内のカルシウム量の変動を検出することができる。
【０２１４】
　具体的には、本発明のペプチドを、TRE-レポーター遺伝子ベクター導入本発明の受容体
発現細胞に接触させた場合と、本発明のペプチドおよび試験化合物を、TRE-レポーター遺
伝子ベクター導入本発明の受容体発現細胞に接触させた場合における、レポーター遺伝子
蛋白質の酵素活性を測定し、比較することにより、本発明のペプチドと本発明の受容体と
の結合性を変化させる化合物をスクリーニングする。
【０２１５】
　ベクターとしては、例えば、ピッカジーン　ベイシックベクター、ピッカジーン　エン
ハンサーベクター（東洋インキ製造（株））などが用いられる。TREを含むDNAを、上記ベ
クターのレポーター遺伝子、例えばルシフェラーゼ遺伝子上流のマルチクローニングサイ
トに挿入し、TRE-レポーター遺伝子ベクターとする。
【０２１６】
　本方法において、本発明のペプチドによるレポーター遺伝子蛋白質の酵素活性を抑制す
る試験化合物を、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。
【０２１７】
　一方、試験化合物のみをTRE-レポーター遺伝子ベクター導入本発明の受容体発現細胞に
接触させ、本発明のペプチドと同様な発光量の増加を測定することによりアゴニストのス
クリーニングを行なうこともできる。
【０２１８】
　レポーター遺伝子として、ルシフェラーゼを利用する例を用いて、このスクリーニング
方法の具体例を以下に述べる。
　TRE-レポーター遺伝子（ルシフェラーゼ）を導入した本発明の受容体発現細胞を、24穴
プレートに5x103cell/wellで播種し、48時間培養する。細胞を0.05％ BSAおよび20mM HEP
ESを含むハンクスバッファー（pH7.4）で洗浄した後、100 μMの本発明のペプチドまたは
100 μMの本発明のペプチドおよび試験化合物を添加し、37℃で60分間反応させる。細胞
をピッカジーン用細胞溶解剤（東洋インキ製造（株））で溶かし、溶解液に発光基質（東
洋インキ製造（株））を添加する。ルシフェラーゼによる発光は、ルミノメーター、液体
シンチレーションカウンターまたはトップカウンターにより測定する。本発明のペプチド
を添加した場合と、100 μMの本発明のペプチドおよび試験化合物を添加した場合のルシ
フェラーゼによる発光量を測定して、比較する。
【０２１９】
　本発明のペプチドによる細胞内カルシウムの上昇によって、ルシフェラーゼによる発光
量が増加する。この増加を抑制する化合物を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。
【０２２０】
　レポーター遺伝子として、例えば、アルカリフォスファターゼ、クロラムフェニコール
・アセチルトランスフェラーゼ（chloramphenicol acetyltransferase）、β－ガラクト
シダーゼなどの遺伝子を用いてもよい。これらのレポーター遺伝子蛋白質の酵素活性は、
公知の方法に従い、または市販の測定キットを用いて測定する。アルカリフォスファター
ゼ活性は、例えば和光純薬製Lumi-Phos 530を用いて、クロラムフェニコール・アセチル
トランスフェラーゼ活性は、例えば和光純薬製FAST CAT chrolamphenicol Acetyltransfe
rase Assay KiTを用いて、β－ガラクトシダーゼ活性は、例えば和光純薬製Aurora Gal-X
Eを用いて測定する。
【０２２１】
（９）本発明の受容体発現細胞は、本発明のペプチドの刺激により、MAPキナーゼが活性
化され、増殖する。この反応を利用して、本発明のペプチドの本発明の受容体発現細胞に
対する刺激活性を測定することにより、本発明のペプチドと本発明の受容体との結合性を
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変化させる化合物をスクリーニングすることができる。
【０２２２】
　具体的には、本発明のペプチドを、本発明の受容体発現細胞に接触させた場合と、本発
明のペプチドおよび試験化合物を、本発明の受容体発現細胞に接触させた場合における、
細胞増殖を測定し、比較することにより、本発明のペプチドと本発明の受容体との結合性
を変化させる化合物をスクリーニングする。
【０２２３】
　本発明の受容体発現細胞の増殖は、例えば、MAPキナーゼ活性、チミジン取り込み活性
、ATP量、細胞数などを測定すればよい。
【０２２４】
　具体例としては、MAPキナーゼ活性については、本発明のペプチドまたは本発明のペプ
チドおよび試験化合物を、本発明の受容体発現細胞に添加した後、細胞溶解液から抗ＭＡ
Ｐキナーゼ抗体を用いた免疫沈降によりＭＡＰキナーゼ分画を得た後、公知の方法、例え
ば和光純薬製MAP Kinase Assay Kitおよびγ-[32P]-ATPを使用してMAPキナーゼ活性を測
定し、比較する。
【０２２５】
　チミジン取り込み活性については、本発明の受容体発現細胞を24穴プレートに播種し、
培養し、本発明のペプチドまたは本発明のペプチドおよび試験化合物を添加した後、放射
活性により標識したチミジン（例、[methyl-3H]-チミジンなど）を加え、その後、細胞を
溶解し、細胞内に取り込まれたチミジンの放射活性を、液体シンチレーションカウンター
で計数することにより、チミジン取り込み活性を測定し、比較する。
【０２２６】
　ATP量の測定については、本発明の受容体発現細胞を96穴プレートに播種し、培養し、
本発明のペプチドまたは本発明のペプチドおよび試験化合物を添加した後、例えばCellTi
ter-Glo (Promega) を用いて細胞内のATP量を測定し、比較する。
【０２２７】
　細胞数の測定については、本発明の受容体発現細胞を24穴プレートに播種し、培養し、
本発明のペプチドまたは本発明のペプチドおよび試験化合物を添加した後、MTT（3-(4,5-
dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide）を添加する。細胞内に
取り込まれてMTTが変化したMTTホルマザンを、塩酸にて酸性としたイソプロパノール水溶
液で細胞を溶解した後、570nmの吸収によって測定し、比較する。
【０２２８】
　本方法において、本発明の受容体発現細胞の増殖を抑制する試験化合物を、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。
【０２２９】
　一方、試験化合物のみを本発明の受容体発現細胞に接触させ、本発明のペプチドと同様
な細胞増殖活性を測定することによりアゴニストのスクリーニングを行なうこともできる
。
【０２３０】
　チミジン取り込み活性を利用するスクリーニング法の一具体例を以下に述べる。
　本発明の受容体発現細胞を24穴プレートに5000個/ウェル播き、1日間培養する。次に血
清を含まない培地で2日間培養し、細胞を飢餓状態にする。本発明のペプチドまたは本発
明のペプチドおよび試験化合物を、細胞に添加して24時間培養した後、[methyl-3H]-チミ
ジンをウェル当たり0.015MBq添加し、6時間培養する。細胞をPBSで洗った後、メタノール
を添加して10分間放置する。次に5％トリクロロ酢酸を添加して15分間放置後、固定され
た細胞を蒸留水で4回洗う。0.3N水酸化ナトリウム溶液で細胞を溶解し、溶解液中の放射
活性を液体シンチレーションカウンターで測定する。
【０２３１】
　本発明のペプチドを添加した場合の放射活性の増加を抑制する試験化合物を、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。
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【０２３２】
（１０）本発明の受容体発現細胞は、本発明のペプチドの刺激により、カリウムチャネル
が活性化し、細胞内にあるKイオンが、細胞外に流出する。この反応を利用して、本発明
のペプチドの本発明の受容体発現細胞に対する刺激活性を測定することにより、本発明の
ペプチドと本発明の受容体との結合性を変化させる化合物をスクリーニングすることがで
きる。
【０２３３】
　Kイオンと同族元素であるRbイオン（ルビジウムイオン）は、Kイオンと区別無く、カリ
ウムチャネルを通って細胞外に流出する。よって、本発明の受容体発現細胞に、放射活性
同位体であるRb（[86Rb]）を取り込ませておいた後、本発明のペプチドの刺激によって流
出する86Rbの流れ（流出活性）を測定することにより、本発明のペプチドの本発明の受容
体発現細胞に対する刺激活性を測定する。
【０２３４】
　具体的には、86Rbの存在下、本発明のペプチドを、本発明の受容体発現細胞に接触させ
た場合と、本発明のペプチドおよび試験化合物を、本発明の受容体発現細胞に接触させた
場合における、86Rbの流出活性を測定し、比較することにより、本発明のペプチドと本発
明の受容体との結合性を変化させる化合物をスクリーニングする。
【０２３５】
　本方法において、本発明のペプチド刺激による86Rbの流出活性の上昇を抑制する試験化
合物を、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。
【０２３６】
　一方、試験化合物のみを本発明の受容体発現細胞に接触させ、本発明のペプチドと同様
な86Ｒｂの流出活性の上昇を測定することによりアゴニストのスクリーニングを行なうこ
ともできる。
【０２３７】
　スクリーニング法の一具体例を以下に述べる。
　本発明の受容体発現細胞を24穴プレートに播き、2日間培養する。その後、1mCi/mlの86

RbClを含む培地中で2時間保温する。細胞を培地でよく洗浄し、外液中の86RbClを完全に
除く。本発明のペプチドまたは本発明のペプチドおよび試験化合物を細胞に添加し、30分
後外液を回収し、γカウンターで放射活性を測定し、比較する。
【０２３８】
　本発明のペプチド刺激による86Rbの流出活性の上昇を抑制する試験化合物を、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。
【０２３９】
（１１）本発明の受容体発現細胞が本発明のペプチドに反応し、細胞外のpHが変化する。
この反応を利用して、本発明のペプチドの本発明の受容体発現細胞に対する刺激活性を測
定することにより、本発明のペプチドと本発明の受容体との結合性を変化させる化合物を
スクリーニングすることができる。
【０２４０】
　具体的には、本発明のペプチドを、本発明の受容体発現細胞に接触させた場合と、本発
明のペプチドおよび試験化合物を、本発明の受容体発現細胞に接触させた場合における、
細胞外のｐＨ変化を測定し、比較することにより、本発明のペプチドと本発明の受容体と
の結合性を変化させる化合物をスクリーニングする。
【０２４１】
　細胞外pH変化は、例えば、Cytosensor装置（モレキュラーデバイス社）を使用して測定
する。
【０２４２】
　本方法において、本発明のペプチドによる細胞外pH変化を抑制する試験化合物を、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。
【０２４３】
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　一方、試験化合物のみを本発明の受容体発現細胞に接触させ、本発明のペプチドと同様
な細胞外ｐＨ変化を測定することによりアゴニストのスクリーニングを行なうこともでき
る。
【０２４４】
　スクリーニング法の一具体例を以下に述べる。
　本発明の受容体発現細胞をCytosensor装置用のカプセル内で終夜培養し、装置のチャン
バーにセットして細胞外pHが安定するまで約2時間、0.1％ BSAを含むRPMI1640培地（モレ
キュラーデバイス社製）を灌流させる。pHが安定した後、本発明のペプチドまたは本発明
のペプチドおよび試験化合物を含む培地を細胞上に灌流させる。灌流によって生じた培地
のpH変化を測定し、比較する。
【０２４５】
　本発明のペプチドによる細胞外ｐＨ変化を抑制する化合物を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。
【０２４６】
（１２）酵母（Saccharomyces cerevisiae）のhaploid α-mating type (MATα) の性フ
ェロモン受容体Ste2は、G蛋白質Gpa1と共役しており、性フェロモンα-mating factorに
応答してMAPキナーゼを活性化し、これに引き続き、Far1（cell-cycle arrest）および転
写活性化因子Ste12が活性化される。Ste12は、種々の蛋白質（例えば、接合に関与するFU
S1）の発現を誘導する。一方、制御因子Sst2は上記の過程に抑制的に機能する。この系に
おいて、受容体遺伝子を導入した酵母を作製し、受容体アゴニストの刺激により酵母細胞
内のシグナル伝達系を活性化し、その結果生じる増殖などを指標として用いる、受容体ア
ゴニストと受容体との反応の測定系の試みが行なわれている（Trends in Biotechnology,
 15巻, 487-494頁, 1997年）。上記の受容体遺伝子導入酵母の系を利用して、本発明のペ
プチドと本発明の受容体との結合性を変化させる化合物をスクリーニングすることができ
る。
【０２４７】
　具体例を以下に示す。
　MATα酵母のSte2およびGpa1をコードする遺伝子を除去し、代わりに、本発明の受容体
遺伝子およびGpa1-Gai2融合蛋白質をコードする遺伝子を導入する。Far1をコードする遺
伝子を除去してcell-cycle arrestが生じないようにし、また、Sst2をコードする遺伝子
を除去して本発明のペプチドに対する応答の感度を向上させておく。さらに、FUS1にヒス
チジン生合成遺伝子HIS3を結合したFUS1-HIS3遺伝子を導入する。この遺伝子組換え操作
は、例えば、Molecular and Cellular Biology, 15巻, 6188-6195頁, 1995年に記載の方
法において、ソマトスタチン受容体タイプ2（SSTR2）遺伝子を、本発明の受容体に置き換
えて実施することができる。
【０２４８】
　このように構築された形質変換酵母は、本発明のペプチドに高感度で反応し、その結果
、MAPキナーゼの活性化が起き、ヒスチジン生合成酵素が合成されるようになり、ヒスチ
ジン欠乏培地で生育可能になる。
【０２４９】
　従って、上記の本発明の受容体発現酵母（Ste2遺伝子およびGpa1遺伝子が除去され、本
発明の受容体遺伝子およびGpa1-Gai2融合蛋白質コード遺伝子が導入され、Far遺伝子およ
びSst2遺伝子が除去され、FUS1-HIS3遺伝子が導入されたMATα酵母）を、ヒスチジン欠乏
培地で培養し、本発明のペプチドまたは本発明のペプチドおよび試験化合物を接触させ、
該酵母の生育を測定し、比較することにより、本発明のペプチドと本発明の受容体との結
合性を変化させる化合物をスクリーニングすることができる。
【０２５０】
　本方法において、該酵母の生育を抑制する試験化合物を、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。
【０２５１】



(40) JP 2012-167017 A 2012.9.6

10

20

30

40

50

　一方、試験化合物のみを上記の本発明の受容体発現酵母に接触させ、本発明のペプチド
と同様な酵母の生育を測定することによりアゴニストのスクリーニングを行なうこともで
きる。
【０２５２】
　スクリーニング法の一具体例を以下に述べる。
　上記の本発明の受容体発現酵母を完全合成培地の液体培地で終夜培養し、その後、ヒス
チジンを除去した溶解寒天培地に、2x104cell/mlの濃度になるように加える。ついで、9x
9cmの角形シャーレに播く。寒天が固化した後、本発明のペプチドまたは本発明のペプチ
ドおよび試験化合物をしみこませた滅菌濾紙を寒天表面におき、30℃で3日間培養する。
試験化合物の影響は、濾紙の周囲の酵母の生育を、本発明のペプチドのみをしみこませた
滅菌濾紙を用いた場合と比較する。また、あらかじめ、ヒスチジンを除去した寒天培地に
本発明のペプチドを添加しておき、滅菌濾紙に試験化合物のみをしみこませて酵母を培養
し、シャーレ全面での酵母の生育が濾紙の周囲で影響を受けることを観察してもよい。
【０２５３】
　酵母の生育を抑制する化合物を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
。
【０２５４】
（１３）本発明の受容体遺伝子RNAをアフリカツメガエル卵母細胞に注入し、本発明のペ
プチドによって刺激すると細胞カルシウム濃度が上昇して、calcium-activated chloride
 currentが生じる。これは、膜電位の変化としてとらえることができる（Kイオン濃度勾
配に変化がある場合も同様）。本発明のペプチドによって生じる本発明の受容体導入アフ
リカツメガエル卵母細胞における上記反応を利用して、本発明のペプチドの本発明の受容
体発現細胞に対する刺激活性を測定することにより、本発明のペプチドと本発明の受容体
との結合性を変化させる化合物をスクリーニングすることができる。
【０２５５】
　具体的には、本発明のペプチドを、本発明の受容体遺伝子RNA導入アフリカツメガエル
卵母細胞に接触させた場合と、本発明のペプチドおよび試験化合物を、本発明の受容体遺
伝子RNA導入アフリカツメガエル卵母細胞に接触させた場合における、細胞膜電位の変化
を測定し、比較することにより、本発明のペプチドと本発明の受容体との結合性を変化さ
せる化合物をスクリーニングする。
【０２５６】
　本方法において、細胞膜電位変化を抑制する試験化合物を、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。
【０２５７】
　一方、試験化合物のみを本発明の受容体遺伝子RNA導入アフリカツメガエル卵母細胞に
接触させ、本発明のペプチドと同様な細胞膜電位変化を測定することによりアゴニストの
スクリーニングを行なうこともできる。
【０２５８】
　スクリーニング法の一具体例を以下に述べる。
　氷冷して動けなくなった雌のアフリカツメガエルから取り出した、卵母細胞塊を、MBS
液（88mM NaCl, 1mM KCl, 0.41mM CaCl2, 0.33mM Ca(NO3)2, 0.82mM MgSO4, 2.4mM NaHCO

3, 10mM HEPES； pH7.4）に溶かしたコラーゲナーゼ（0.5mg/ml）で卵塊がほぐれるまで1
9℃、1～6時間、150rpmで処理する。外液をMBS液に置換することで3度洗浄し、マイクロ
マニピュレーターで本発明の受容体遺伝子poly A付加cRNA（50ng/50nl）を卵母細胞にマ
イクロインジェクションする。
【０２５９】
　本発明の受容体遺伝子mRNAは、組織や細胞から調製してもよく、プラスミドからin vit
roで転写してもよい。本発明の受容体遺伝子mRNAをMBS液中で20℃で3日培養し、これをRi
nger液を流しているvoltage clamp装置のくぼみに置き、電位固定用ガラス微小電極およ
び電位測定用ガラス微小電極を細胞内に刺入し、（－）極は細胞外に置く。電位が安定し
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たら、本発明のペプチドまたは本発明のペプチドおよび試験化合物を含むRinger液を流し
て電位変化を記録する。試験化合物の影響は、本発明の受容体遺伝子RNA導入アフリカツ
メガエル卵母細胞の細胞膜電位変化を、本発明のペプチドのみ含むRinger液を流した場合
と比較することによって測定することができる。
【０２６０】
　細胞膜電位変化を抑制する化合物を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。
【０２６１】
　上記の系において、電位の変化量を増大させると、測定しやすくなるため、各種のG蛋
白質遺伝子のpoly A付加RNAを導入してもよい。また、カルシウム存在下で発光を生じる
ような蛋白質（例、aequorinなど）の遺伝子のpoly A付加RNAを共インジェクションする
ことにより、膜電位変化ではなく発光量を測定することもできる。
【０２６２】
　さらに、哺乳動物由来の肥満細胞を使用したスクリーニング方法について、以下に述べ
る。
　哺乳動物（好ましくはヒト、チンパンジー、サルなど）由来の肥満細胞（肥満細胞株も
含む）、好ましくは皮膚、膀胱、胃、小腸、肺などの由来の肥満細胞を用いて以下の方法
などにより、例えば肥満細胞の脱顆粒抑制作用、エイコサノイド産生抑制作用、サイトカ
イン産生抑制作用、肥満細胞増殖抑制作用、肥満細胞活性化抑制作用などを有する化合物
をスクリーニングすることができる。
【０２６３】
（1）試験化合物の存在下および非存在下、本発明のペプチドを肥満細胞に接触させ、細
胞からRNAを調製し、サイトカイン（例、TNF-α、IL-4、IL-5、IL-6、IL-8、IL-13、TGF-
βなど）RNA量を（例、RT-PCR、Quantitative real-time-PCRなどにより）測定し、比較
することにより、サイトカイン産生抑制剤（サイトカイン産生抑制作用を有する化合物な
ど）をスクリーニングする。
【０２６４】
（2）試験化合物の存在下および非存在下、本発明のペプチドを肥満細胞に接触させ、培
養上清中のサイトカイン（例、TNF-α、IL-4、IL-5、IL-6、IL-8、IL-13、TGF-βなど）
タンパク質量を（例、EIA、RIAなどにより）測定し、比較することにより、サイトカイン
（例、TNF-α、IL-4、IL-5、IL-6、IL-8、IL-13、TGF-βなど）産生抑制剤（サイトカイ
ン産生抑制作用を有する化合物など）をスクリーニングする。
【０２６５】
（3）試験化合物の存在下および非存在下、本発明のペプチドを肥満細胞に接触させ、サ
イトカイン（例、TNF-α、IL-4、IL-5、IL-6、IL-8、IL-13、TGF-βなど）産生細胞数を
（例、ELISPOT法により）測定し、比較することにより、サイトカイン産生抑制剤（サイ
トカイン産生抑制作用を有する化合物など）をスクリーニングする。
【０２６６】
（4）試験化合物の存在下および非存在下、本発明の受容体をコードするポリヌクレオチ
ドに対するsiRNAを含むsiRNAベクター（例、siRNAベクター、アンチセンスオリゴヌクレ
オチド、アンチセンスオリゴヌクレオチド発現ベクターなど）を多数作製し、siRNAライ
ブラリーを作製後、肥満細胞にトランスフェクションし、本発明のペプチドと接触させ、
細胞におけるサイトカイン（例、TNF-α、IL-4、IL-5、IL-6、IL-8、IL-13、TGF-βなど
）の発現量（例、サイトカインRNA量、サイトカインタンパク質量など）を測定し、発現
量の低下を誘導するsiRNAの塩基配列を調べることにより、サイトカイン産生抑制剤（サ
イトカイン産生抑制作用を有する化合物など）をスクリーニングする。本発明のペプチド
と接触させる際、例えば肥満細胞を能動または受動感作した場合は、抗IgE 抗体、抗体特
異的抗原などを、その他の場合は、NGF、Stem Cell Factor(SCF)、サイトカイン、レクチ
ンなどを用いて共刺激してもよい。
【０２６７】
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（5）試験化合物の存在下および非存在下、本発明のペプチドを、放射標識したアラキド
ン酸を取り込ませた肥満細胞に接触させ、培養上清中の放射活性を測定し、比較すること
により、エイコサノイド産生抑制作用（エイコサノイド産生抑制作用を有する化合物など
）のある化合物をスクリーニングする。
【０２６８】
（6a）試験化合物の存在下および非存在下、本発明のペプチドを肥満細胞に接触させ、培
養上清中の顆粒含有物（例、ヒスタミン、セロトニン、β－ヘキソサミニダーゼ、β－グ
ルクロニダーゼ、トリプターゼ、キマーゼ、カルボキシペプチダーゼなど）量を測定し、
比較することにより、脱顆粒抑制作用（脱顆粒抑制作用を有する化合物など）のある化合
物をスクリーニングする。顆粒含有物の量は、公知の方法、例えばEIA、RIA、HPLC、 酵
素活性測定等で定量できる。あるいは、肥満細胞を視覚化し（例、ビデオ装置など）、脱
顆粒した細胞を数えてもよい。
【０２６９】
（6b）試験化合物の存在下および非存在下、本発明のペプチドを、放射標識した顆粒含有
物を取り込ませた肥満細胞に接触させ、培養上清中の放射活性を測定し、比較することに
より、脱顆粒抑制剤（脱顆粒抑制作用を有する化合物など）をスクリーニングする。
【０２７０】
（6c）試験化合物の存在下および非存在下、本発明のペプチドを肥満細胞に接触させ、ア
ネキシンVの肥満細胞への結合量を測定（例、FACSなど）し、比較することにより、脱顆
粒抑制剤（脱顆粒抑制作用を有する化合物など）をスクリーニングする。
【０２７１】
（7）試験化合物の存在下および非存在下、本発明のペプチドを肥満細胞に接触させ、細
胞溶解液をポリアクリルアミドゲルで分離し、フィルターに転写後、MAPキナーゼ特異的
な抗体および化学発光試薬を用いてイメージアナライザー等で検出し、発光の強度を比較
することにより、肥満細胞活性化抑制剤（例、MAPK活性化抑制剤なども含む、肥満細胞活
性化抑制作用を有する化合物）をスクリーニングする。
【０２７２】
（8）試験化合物の存在下および非存在下、本発明のペプチドを肥満細胞（例、24穴プレ
ートに播種後培養された肥満細胞）に接触させ、放射性同位元素で標識されたチミジン（
例、[methyl-3H]-チミジンなど）を添加後、細胞を溶解し、細胞内に取り込まれたチミジ
ンの放射活性を、液体シンチレーションカウンターで計数することにより、チミジン取り
込み活性を測定し、比較することにより、肥満細胞増殖抑制剤（肥満細胞増殖抑制作用を
有する化合物など）をスクリーニングする。
【０２７３】
（9）試験化合物の存在下および非存在下、本発明のペプチドを肥満細胞（例、24穴プレ
ートに播種後培養された肥満細胞）に接触させ、MTT（3-(4,5-dimethyl -2-thiazolyl)-2
,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide）を添加後、細胞内に取り込まれてMTTが変化したM
TTホルマザンを、塩酸にて酸性としたイソプロパノール水溶液で細胞を溶解した後、570n
mの吸収によって測定して比較することにより、肥満細胞増殖抑制剤（肥満細胞増殖抑制
作用を有する化合物）をスクリーニングする。
【０２７４】
　本発明のペプチドと本発明の受容体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、免疫疾患、泌尿器疾患、消化器疾患または呼吸器疾患の予防・治療
剤のスクリーニング用キット、または本発明の受容体に対するアンタゴニストのスクリー
ニング用キットは、本発明の受容体または本発明の受容体を含有する細胞もしくは細胞の
膜画分、および本発明のペプチドを含有する。
【０２７５】
　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。
１．スクリーニング用試薬
（i）測定用緩衝液および洗浄用緩衝液
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　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、または用時調製して
も良い。
（ii）本発明の受容体標品
　本発明の受容体を発現させた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。
（iii）標識リガンド
　〔3H〕、〔125I〕、〔14C〕、〔32P〕、〔33P〕、〔35S〕などの放射性同位元素で標識
した本発明のペプチドを適当な溶媒または緩衝液に溶解したものを、４℃または－２０℃
にて保存し、用時に測定用緩衝液にて１μＭに希釈する。
（iv）リガンド標準液
　本発明のペプチドを０.１％ウシ血清アルブミン（シグマ社製）を含むＰＢＳで１ｍＭ
となるように溶解し、－２０℃で保存する。
【０２７６】
２．測定法
（i）１２穴組織培養用プレートにて培養した本発明の受容体を発現させた細胞を、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。
（ii）１０-3～１０-10Ｍの試験化合物溶液を５μｌ加えた後、標識した本発明のペプチ
ドを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
の代わりに１０-3Ｍの本発明のペプチドを５μｌ加えておく。
（iii）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さ
れた本発明のペプチドを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。
（iv）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）を次式で求める。
　　　ＰＭＢ＝［（Ｂ－ＮＳＢ）／（Ｂ0－ＮＳＢ）］×１００
　　　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
【０２７７】
　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うる化合物
またはその塩は、本発明のペプチドと本発明の受容体との結合を変化させる化合物あるい
は本発明の受容体の活性を促進または阻害する化合物であり、具体的には、（i）本発明
の受容体を介して細胞刺激活性を有する化合物またはその塩（本発明の受容体アゴニスト
）、（ii）該刺激活性を有しない化合物（本発明の受容体アンタゴニスト）、（iii）本
発明の受容体と本発明のペプチドとの結合力を促進する化合物、（iv）本発明の受容体と
本発明のペプチドとの結合力を阻害する化合物などである。該化合物としては、ペプチド
、蛋白質、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、血漿などから選ばれた化合物などが挙げられ、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。
【０２７８】
　該化合物の塩としては、前記した本発明の受容体の塩と同様のものが用いられる。
【０２７９】
　上記本発明の受容体アゴニストであるか、またはアンタゴニストであるかの評価方法は
、例えば、以下の i）または ii）に従えばよい。
i）前記（i）～（iii）のスクリーニング方法で示されるバインディング・アッセイを行
い、本発明のペプチドと本発明の受容体との結合性を変化させる（特に、結合を阻害する
）化合物を得た後、該化合物が上記した本発明の受容体を介する細胞刺激活性を有してい
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るか否かを測定する。細胞刺激活性を有する化合物またはその塩は本発明の受容体アゴニ
スト（アゴニスト）であり、該活性を有しない化合物またはその塩は本発明の受容体アン
タゴニスト（アンタゴニスト）である。
ii）(a)試験化合物を本発明の受容体を含有する細胞に接触させ、本発明の受容体を介し
た細胞刺激活性を測定する。細胞刺激活性を有する化合物またはその塩は本発明の受容体
アゴニストである。
(b)本発明のペプチドを本発明の受容体を含有する細胞に接触させた場合と、本発明のペ
プチドおよび試験化合物を本発明の受容体を含有する細胞に接触させた場合における、本
発明の受容体を介した細胞刺激活性を測定し、比較する。本発明の受容体を活性化する化
合物による細胞刺激活性を減少させ得る化合物またはその塩は本発明の受容体アンタゴニ
ストである。
【０２８０】
　本発明の受容体アンタゴニストは、本発明の受容体または本発明のペプチドが有する生
理活性（例、肥満細胞の脱顆粒促進作用、エイコサノイド産生促進作用、サイトカイン産
生促進作用、肥満細胞増殖促進作用、肥満細胞活性化作用など）を抑制することができる
ので、低毒性で安全な優れた肥満細胞の脱顆粒抑制剤、エイコサノイド産生抑制剤、サイ
トカイン産生抑制剤、肥満細胞増殖抑制剤、肥満細胞活性化抑制作用剤などとして、例え
ば、免疫疾患〔例、炎症性疾患（下垂体膿瘍、甲状腺炎、腹膜炎、クローン病、潰瘍性大
腸炎、結節性紅斑、慢性関節リウマチ、全身性エリテマトーデスなど）、アレルギー（例
、アレルギー性結膜炎、アレルギー性鼻炎、花粉症、金属アレルギーなど）、喘息、滲出
性中耳炎、メニエール病、接触皮膚炎、アナフィラキシー、蕁麻疹、重症筋無力症、糸球
体腎炎、シェーグレン症候群、バセドー病、インスリン抵抗性糖尿病、アトピー性皮膚炎
、白血球異常など〕、泌尿器疾患（例、腎尿細管間質障害（繊維化）、間質性膀胱炎、ア
レルギー性膀胱炎など）、消化器疾患〔例、過敏性腸症候群、慢性肝疾患、食物アレルギ
ー、アレルギー性腸炎、牛乳タンパク誘発性直腸炎、消化性潰瘍（例、胃潰瘍、十二指腸
潰瘍、吻合部潰瘍、Zollinger-Ellison症候群など）、胃炎、逆流性食道炎、NUD（Non Ul
cer Dyspepsia）、胃MALTリンパ腫、非ステロイド系抗炎症剤に起因する潰瘍、胃酸過多
、手術後ストレスによる胃酸過多および潰瘍など〕、呼吸器疾患〔例、慢性閉塞性肺疾患
（例、慢性気管支炎、肺気腫）、びまん性汎細気管支炎、嚢胞性線維症、過敏性肺炎、突
発性間質性肺炎、肺線維症など〕、循環器疾患（例、動脈硬化症、急性冠状動脈症候群、
粥状硬化性大動脈瘤、心臓アナフィラキシー、心不全、心筋梗塞、狭心症、不整脈、深部
静脈血栓症、ＰＴＣＡ後再狭窄など）、眼科疾患（例、翼状片、春期カタル、ドライアイ
など）、癌（例、甲状腺乳頭癌、非小細胞性肺癌、子宮内膜癌、子宮頸癌、胃癌、膵臓癌
、肺癌、腎臓癌、肝臓癌、卵巣癌、前立腺癌、膀胱癌、乳癌、結腸癌、直腸癌、カポジ肉
腫、肥満細胞種など）、脳梗塞、高脂血症、急性腎不全、糖尿病、肥満症、浮腫、肉芽種
、アトピー性脊髄炎、神経線維腫、鼻粘膜過敏症、ホジキン病、子宮内膜増殖症などの予
防・治療剤などとして、特には、免疫疾患、泌尿器疾患、消化器疾患または呼吸器疾患の
予防・治療剤などとして使用できる。
【０２８１】
　本発明の受容体と本発明のペプチドとの結合力を阻害する化合物は、本発明の受容体ア
ンタゴニストと同様に用いられる。
【０２８２】
　本発明の受容体と本発明のペプチドとの結合力を促進する化合物は、本発明の受容体ア
ゴニストと同様に用いられる。
【０２８３】
　また、本発明は、本発明のペプチドをコードする本発明のポリヌクレオチドを用いるこ
とを特徴とする本発明のペプチドの遺伝子の発現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なども提供する。
【０２８４】
　具体的には、（i）本発明のペプチドを産生する能力を有する細胞を培養した場合と（i
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i）本発明のペプチドを産生する能力を有する細胞と試験化合物の混合物を培養した場合
との比較を行い、本発明のペプチドの遺伝子の発現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。
【０２８５】
　上記スクリーニング方法においては、例えば、（i）と（ii）の場合における、本発明
のペプチドの遺伝子の発現量（具体的には、本発明のペプチド量または本発明のペプチド
をコードするｍＲＮＡ量など）を測定して、比較する。
【０２８６】
　試験化合物としては、例えば、ペプチド、タンパク質、抗体、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。
【０２８７】
　上記のスクリーニング方法を実施するには、本発明ポリペプチドまたは本発明のペプチ
ドを産生する能力を有する細胞をスクリーニングに適したバッファーに浮遊して調製する
。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、
ほう酸バッファーなどの、本発明のペプチドの活性を阻害しないバッファーであればいず
れでもよい。
【０２８８】
　本発明のペプチドを産生する能力を有する細胞としては、例えば、前述した本発明のペ
プチドをコードするＤＮＡを含有するベクターで形質転換された宿主（形質転換体）など
が用いられる。宿主としては、例えば、ＣＨＯ細胞などの動物細胞が好ましく用いられる
。該スクリーニングには、例えば、前述の方法で培養することによって、本発明のペプチ
ドを細胞膜上に発現させた形質転換体などが好ましく用いられる。
【０２８９】
　本発明のペプチドの蛋白質量の測定は、公知の方法、例えば、本発明の抗体を用いて、
細胞抽出液中などに存在する前記ポリペプチドまたはペプチドを、ウェスタン解析、ＥＬ
ＩＳＡ法などの方法またはそれに準じる方法に従い測定することができる。
　本発明のペプチドの遺伝子の発現量は、公知の方法、例えば、ノーザンブロッティング
やReverse transcription-polymerase chain reaction（ＲＴ－ＰＣＲ）、リアルタイム
ＰＣＲ解析システム（ＡＢＩ社製、TaqMan polymerase chain reaction）などの方法ある
いはそれに準じる方法にしたがって測定することができる。
【０２９０】
　例えば、上記（ii）の場合における本発明のペプチドの遺伝子の発現を、上記（i）の
場合に比べて、約２０％以上、好ましくは３０％以上、より好ましくは約５０％以上促進
する試験化合物を本発明のペプチドの遺伝子の発現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。
【０２９１】
　例えば、上記（ii）の場合における本発明のペプチドの遺伝子の発現を、上記（i）の
場合に比べて、約２０％以上、好ましくは３０％以上、より好ましくは約５０％以上阻害
する試験化合物を本発明のペプチドの遺伝子の発現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。
【０２９２】
　本発明のペプチドの遺伝子の発現を阻害する化合物またはその塩は、本発明の受容体ア
ンタゴニストと同様に用いられる。
【０２９３】
　本発明のペプチドの遺伝子の発現を促進（発現量を増加）する化合物またはその塩は、
本発明の受容体アゴニストと同様に用いられる。
【０２９４】
　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、例えば、ペプチド、蛋白、非ペプチド性化合物、合成化合物、発酵生産物



(46) JP 2012-167017 A 2012.9.6

10

20

30

40

50

、細胞抽出液、植物抽出液、動物組織抽出液、血漿などから選ばれた化合物であり、本発
明のペプチドと本発明のペプチドとの結合性を変化させる化合物、本発明のペプチドの活
性または機能を促進または阻害する化合物、本発明のペプチドの遺伝子の発現を促進また
は阻害（発現量を増加または減少）する化合物などである。
【０２９５】
　該化合物の塩としては、前記した本発明のペプチドの塩と同様のものが用いられる。
　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
たはその塩を上記の医薬（予防・治療剤など）として使用する場合、常套手段に従って実
施することができる。
【０２９６】
　該化合物またはその塩は、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、該化合物またはその塩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用量が得られるようにするものである。
【０２９７】
　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。
【０２９８】
　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）などがあげら
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）などと併用してもよい。油性
液としては、例えば、ゴマ油、大豆油などがあげられ、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、該化合物またはその塩を、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。調製された注射液は、通常、適当なアンプルに充填される
。
【０２９９】
　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、ヒトまたは温血動物
（例えば、マウス、ラット、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ウマ、トリ、ネコ、イヌ、サ
ル、チンパンジーなど）に対して投与することができる。
【０３００】
　該化合物またはその塩の投与量は、その作用、対象疾患、投与対象、投与ルートなどに
より差異はある。
【０３０１】
　例えば、間質性膀胱炎患者（体重６０ｋｇ当たり）に、一日につきアンタゴニストを約
０.１～１００ｍｇ、好ましくは約１．０～５０ｍｇ、より好ましくは約１．０～２０ｍ
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ｇ経口投与する。非経口的に投与する場合、例えば、アンタゴニストを注射剤の形で間質
性膀胱炎患者（６０ｋｇ当たり）に投与する場合、一日につきアンタゴニストを約０．０
１～３０ｍｇ、好ましくは約０．１～２０ｍｇ、より好ましくは約０．１～１０ｍｇ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。
【０３０２】
〔２〕本発明のペプチドの定量
　本発明のペプチドに対する抗体（以下、本発明の抗体と略記する場合がある）は、本発
明のペプチド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ペプチドの定量
、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ペプチド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ペプチド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ペプチドの定量法、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ペプチドの定量法を提供する。
【０３０３】
　上記（ii）の定量法においては、一方の抗体が本発明のペプチドのＮ端部を認識する抗
体で、他方の抗体が本発明のペプチドのＣ端部に反応する抗体であることが望ましい。
【０３０４】
　また、本発明のペプチドに対するモノクローナル抗体を用いて本発明のペプチドの定量
を行うことができるほか、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。
【０３０５】
　本発明の抗体を用いる本発明のペプチドの定量法は、 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、ポリペプチド量）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。
【０３０６】
　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〕などが用いられる。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用いられる。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用いられる
。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る。
【０３０７】
　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、また通常ポリペプチ
ド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、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、あるいはガラス等があげられる。
【０３０８】
　サンドイッチ法においては不溶化した本発明のモノクローナル抗体に被検液を反応させ
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（１次反応）、さらに標識化した別の本発明の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ペプチド量を定
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。
【０３０９】
　本発明のサンドイッチ法による本発明のペプチド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、本発明のペプチド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、本発明のペプチドの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。
【０３１０】
　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。
【０３１１】
　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。
【０３１２】
　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。
【０３１３】
　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。被検液中の抗原量が僅かであり、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。
【０３１４】
　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ペプチド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。
【０３１５】
　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
 Immunoassays))、同書 Vol. 92(Immunochemical Techniques(Part E : Monoclonal Anti
bodies and General Immunoassay Methods))、同書 Vol. 121(Immunochemical Technique
s(Part I : Hybridoma Technology and Monoclonal Antibodies))(以上、アカデミックプ
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レス社発行)などを参照することができる。
【０３１６】
　以上のようにして、本発明の抗体を用いることによって、本発明のペプチドを感度良く
定量することができる。
【０３１７】
　さらには、本発明の抗体を用いて本発明のペプチドの濃度を定量することによって、本
発明のペプチドの濃度の増加が検出された場合、例えば、肥満細胞の脱顆粒促進作用、エ
イコサノイド産生促進作用、サイトカイン産生促進作用、肥満細胞増殖促進作用、肥満細
胞活性化作用などが亢進し、免疫疾患〔例、炎症性疾患（下垂体膿瘍、甲状腺炎、腹膜炎
、クローン病、潰瘍性大腸炎、結節性紅斑、慢性関節リウマチ、全身性エリテマトーデス
など）、アレルギー（例、アレルギー性結膜炎、アレルギー性鼻炎、花粉症、金属アレル
ギーなど）、喘息、滲出性中耳炎、メニエール病、接触皮膚炎、アナフィラキシー、蕁麻
疹、重症筋無力症、糸球体腎炎、シェーグレン症候群、バセドー病、インスリン抵抗性糖
尿病、アトピー性皮膚炎、白血球異常など〕、泌尿器疾患（例、腎尿細管間質障害（繊維
化）、間質性膀胱炎、アレルギー性膀胱炎など）、消化器疾患〔例、過敏性腸症候群、慢
性肝疾患、食物アレルギー、アレルギー性腸炎、牛乳タンパク誘発性直腸炎、消化性潰瘍
（例、胃潰瘍、十二指腸潰瘍、吻合部潰瘍、Zollinger-Ellison症候群など）、胃炎、逆
流性食道炎、NUD（Non Ulcer Dyspepsia）、胃MALTリンパ腫、非ステロイド系抗炎症剤に
起因する潰瘍、胃酸過多、手術後ストレスによる胃酸過多および潰瘍など〕、呼吸器疾患
〔例、慢性閉塞性肺疾患（例、慢性気管支炎、肺気腫）、びまん性汎細気管支炎、嚢胞性
線維症、過敏性肺炎、突発性間質性肺炎、肺線維症など〕、循環器疾患（例、動脈硬化症
、急性冠状動脈症候群、粥状硬化性大動脈瘤、心臓アナフィラキシー、心不全、心筋梗塞
、狭心症、不整脈、深部静脈血栓症、ＰＴＣＡ後再狭窄など）、眼科疾患（例、翼状片、
春期カタル、ドライアイなど）、癌（例、甲状腺乳頭癌、非小細胞性肺癌、子宮内膜癌、
子宮頸癌、胃癌、膵臓癌、肺癌、腎臓癌、肝臓癌、卵巣癌、前立腺癌、膀胱癌、乳癌、結
腸癌、直腸癌、カポジ肉腫、肥満細胞種など）、脳梗塞、高脂血症、急性腎不全、糖尿病
、肥満症、浮腫、肉芽種、アトピー性脊髄炎、神経線維腫、鼻粘膜過敏症、ホジキン病、
または子宮内膜増殖症などに、特には、免疫疾患、泌尿器疾患、消化器疾患または呼吸器
疾患などに将来罹患する可能性が高いと診断することができる。
【０３１８】
　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ペプチドを検出
するために使用することができる。また、本発明のペプチド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ペプチドの検出、被検細胞内における本発
明のペプチドの挙動の分析などのために使用することができる。
【０３１９】
〔３〕遺伝子診断薬
　本発明のポリヌクレオチド（ＤＮＡ）は、例えば、プローブとして使用することにより
、ヒトや温血動物（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）における本発明のペプチドをコードするＤＮＡ
またはｍＲＮＡの異常（遺伝子異常）を検出することができるので、例えば、該ＤＮＡま
たはｍＲＮＡの損傷、突然変異あるいは発現低下や、該ＤＮＡまたはｍＲＮＡの増加ある
いは発現過多などの遺伝子診断薬として有用である。
【０３２０】
　本発明のＤＮＡを用いる上記の遺伝子診断は、例えば、公知のノーザンハイブリダイゼ
ーションやＰＣＲ－ＳＳＣＰ法（Genomics,第5巻,874～879頁, 1989年、Proceedings of 
the National Academy of Sciences of the United States of America,第86巻,2766～27
70頁,1989年）などにより実施することができる。
【０３２１】
　例えば、本発明のペプチドの遺伝子の発現過多が検出された場合は、例えば、肥満細胞
の脱顆粒抑制作用、エイコサノイド産生抑制作用、サイトカイン産生抑制作用、肥満細胞
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増殖抑制作用、肥満細胞活性化抑制作用が亢進し、免疫疾患〔例、炎症性疾患（下垂体膿
瘍、甲状腺炎、腹膜炎、クローン病、潰瘍性大腸炎、結節性紅斑、慢性関節リウマチ、全
身性エリテマトーデスなど）、アレルギー（例、アレルギー性結膜炎、アレルギー性鼻炎
、花粉症、金属アレルギーなど）、喘息、滲出性中耳炎、メニエール病、接触皮膚炎、ア
ナフィラキシー、蕁麻疹、重症筋無力症、糸球体腎炎、シェーグレン症候群、バセドー病
、インスリン抵抗性糖尿病、アトピー性皮膚炎、白血球異常など〕、泌尿器疾患（例、腎
尿細管間質障害（繊維化）、間質性膀胱炎、アレルギー性膀胱炎など）、消化器疾患〔例
、過敏性腸症候群、慢性肝疾患、食物アレルギー、アレルギー性腸炎、牛乳タンパク誘発
性直腸炎、消化性潰瘍（例、胃潰瘍、十二指腸潰瘍、吻合部潰瘍、Zollinger-Ellison症
候群など）、胃炎、逆流性食道炎、NUD（Non Ulcer Dyspepsia）、胃MALTリンパ腫、非ス
テロイド系抗炎症剤に起因する潰瘍、胃酸過多、手術後ストレスによる胃酸過多および潰
瘍など〕、呼吸器疾患〔例、慢性閉塞性肺疾患（例、慢性気管支炎、肺気腫）、びまん性
汎細気管支炎、嚢胞性線維症、過敏性肺炎、突発性間質性肺炎、肺線維症など〕、循環器
疾患（例、動脈硬化症、急性冠状動脈症候群、粥状硬化性大動脈瘤、心臓アナフィラキシ
ー、心不全、心筋梗塞、狭心症、不整脈、深部静脈血栓症、ＰＴＣＡ後再狭窄など）、眼
科疾患（例、翼状片、春期カタル、ドライアイなど）、癌（例、甲状腺乳頭癌、非小細胞
性肺癌、子宮内膜癌、子宮頸癌、胃癌、膵臓癌、肺癌、腎臓癌、肝臓癌、卵巣癌、前立腺
癌、膀胱癌、乳癌、結腸癌、直腸癌、カポジ肉腫、肥満細胞種など）、脳梗塞、高脂血症
、急性腎不全、糖尿病、肥満症、浮腫、肉芽種、アトピー性脊髄炎、神経線維腫、鼻粘膜
過敏症、ホジキン病、または子宮内膜増殖症などに、特には、免疫疾患、泌尿器疾患、消
化器疾患または呼吸器疾患などに将来罹患する可能性が高いと診断することができる。
【０３２２】
〔４〕アンチセンスポリヌクレオチド（例、ＤＮＡ）を含有する医薬
　本発明のポリヌクレオチド（例、ＤＮＡ）に相補的に結合し、該ポリヌクレオチド（例
、ＤＮＡ）の発現を抑制することができるアンチセンスポリヌクレオチド（例、アンチセ
ンスＤＮＡ）は、例えば、肥満細胞の脱顆粒抑制剤、エイコサノイド産生抑制剤、サイト
カイン産生抑制剤、肥満細胞増殖抑制剤、肥満細胞活性化抑制剤（例、MAPK活性化抑制剤
なども含む）などとして、例えば、免疫疾患〔例、炎症性疾患（下垂体膿瘍、甲状腺炎、
腹膜炎、クローン病、潰瘍性大腸炎、結節性紅斑、慢性関節リウマチ、全身性エリテマト
ーデスなど）、アレルギー（例、アレルギー性結膜炎、アレルギー性鼻炎、花粉症、金属
アレルギーなど）、喘息、滲出性中耳炎、メニエール病、接触皮膚炎、アナフィラキシー
、蕁麻疹、重症筋無力症、糸球体腎炎、シェーグレン症候群、バセドー病、インスリン抵
抗性糖尿病、アトピー性皮膚炎、白血球異常など〕、泌尿器疾患（例、腎尿細管間質障害
（繊維化）、間質性膀胱炎、アレルギー性膀胱炎など）、消化器疾患〔例、過敏性腸症候
群、慢性肝疾患、食物アレルギー、アレルギー性腸炎、牛乳タンパク誘発性直腸炎、消化
性潰瘍（例、胃潰瘍、十二指腸潰瘍、吻合部潰瘍、Zollinger-Ellison症候群など）、胃
炎、逆流性食道炎、NUD（Non Ulcer Dyspepsia）、胃MALTリンパ腫、非ステロイド系抗炎
症剤に起因する潰瘍、胃酸過多、手術後ストレスによる胃酸過多および潰瘍など〕、呼吸
器疾患〔例、慢性閉塞性肺疾患（例、慢性気管支炎、肺気腫）、びまん性汎細気管支炎、
嚢胞性線維症、過敏性肺炎、突発性間質性肺炎、肺線維症など〕、循環器疾患（例、動脈
硬化症、急性冠状動脈症候群、粥状硬化性大動脈瘤、心臓アナフィラキシー、心不全、心
筋梗塞、狭心症、不整脈、深部静脈血栓症、ＰＴＣＡ後再狭窄など）、眼科疾患（例、翼
状片、春期カタル、ドライアイなど）、癌（例、甲状腺乳頭癌、非小細胞性肺癌、子宮内
膜癌、子宮頸癌、胃癌、膵臓癌、肺癌、腎臓癌、肝臓癌、卵巣癌、前立腺癌、膀胱癌、乳
癌、結腸癌、直腸癌、カポジ肉腫、肥満細胞種など）、脳梗塞、高脂血症、急性腎不全、
糖尿病、肥満症、浮腫、肉芽種、アトピー性脊髄炎、神経線維腫、鼻粘膜過敏症、ホジキ
ン病、または子宮内膜増殖症などの予防・治療剤など、特には、免疫疾患、泌尿器疾患、
消化器疾患または呼吸器疾患の予防・治療剤などの低毒性で安全な医薬として有用である
。
【０３２３】
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　例えば、上記アンチセンスＤＮＡを用いる場合、該アンチセンスＤＮＡを単独あるいは
レトロウィルスベクター、アデノウィルスベクター、アデノウィルスアソシエーテッドウ
ィ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。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。
【０３２４】
　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。
【０３２５】
　上記アンチセンスポリヌクレオチドと同様に、本発明のペプチドをコードするＲＮＡの
一部を含有する二重鎖ＲＮＡ〔本発明のペプチドに対するｓｉＲＮＡ（small (short) in
terfering RNA）、ｓｈＲＮＡ（small (short) hairpin RNA）、本発明のペプチドをコー
ドするＲＮＡの一部を含有するリボザイムなども、本発明のポリヌクレオチドの発現を抑
制することができ、生体内における本発明のペプチドまたは本発明のポリヌクレオチドの
機能を抑制することができるので、例えば、肥満細胞の脱顆粒抑制剤、エイコサノイド産
生抑制剤、サイトカイン産生抑制剤、肥満細胞増殖抑制剤、肥満細胞活性化抑制剤（例、
MAPK活性化抑制剤なども含む）などとして、例えば、免疫疾患〔例、炎症性疾患（下垂体
膿瘍、甲状腺炎、腹膜炎、クローン病、潰瘍性大腸炎、結節性紅斑、慢性関節リウマチ、
全身性エリテマトーデスなど）、アレルギー（例、アレルギー性結膜炎、アレルギー性鼻
炎、花粉症、金属アレルギーなど）、喘息、滲出性中耳炎、メニエール病、接触皮膚炎、
アナフィラキシー、蕁麻疹、重症筋無力症、糸球体腎炎、シェーグレン症候群、バセドー
病、インスリン抵抗性糖尿病、アトピー性皮膚炎、白血球異常など〕、泌尿器疾患（例、
腎尿細管間質障害（繊維化）、間質性膀胱炎、アレルギー性膀胱炎など）、消化器疾患〔
例、過敏性腸症候群、慢性肝疾患、食物アレルギー、アレルギー性腸炎、牛乳タンパク誘
発性直腸炎、消化性潰瘍（例、胃潰瘍、十二指腸潰瘍、吻合部潰瘍、Zollinger-Ellison
症候群など）、胃炎、逆流性食道炎、NUD（Non Ulcer Dyspepsia）、胃MALTリンパ腫、非
ステロイド系抗炎症剤に起因する潰瘍、胃酸過多、手術後ストレスによる胃酸過多および
潰瘍など〕、呼吸器疾患〔例、慢性閉塞性肺疾患（例、慢性気管支炎、肺気腫）、びまん
性汎細気管支炎、嚢胞性線維症、過敏性肺炎、突発性間質性肺炎、肺線維症など〕、循環
器疾患（例、動脈硬化症、急性冠状動脈症候群、粥状硬化性大動脈瘤、心臓アナフィラキ
シー、心不全、心筋梗塞、狭心症、不整脈、深部静脈血栓症、ＰＴＣＡ後再狭窄など）、
眼科疾患（例、翼状片、春期カタル、ドライアイなど）、癌（例、甲状腺乳頭癌、非小細
胞性肺癌、子宮内膜癌、子宮頸癌、胃癌、膵臓癌、肺癌、腎臓癌、肝臓癌、卵巣癌、前立
腺癌、膀胱癌、乳癌、結腸癌、直腸癌、カポジ肉腫、肥満細胞種など）、脳梗塞、高脂血
症、急性腎不全、糖尿病、肥満症、浮腫、肉芽種、アトピー性脊髄炎、神経線維腫、鼻粘
膜過敏症、ホジキン病、または子宮内膜増殖症などの予防・治療剤など、特には、免疫疾
患、泌尿器疾患、消化器疾患または呼吸器疾患の予防・治療剤などの低毒性で安全な医薬
として有用である。
【０３２６】
　二重鎖ＲＮＡは、公知の方法（例、Nature, 411巻, 494頁, 2001年）に準じて、本発明
のポリヌクレオチドの配列を基に設計して製造することができる。
【０３２７】
　リボザイムは、公知の方法（例、TRENDS in Molecular Medicine, 7巻, 221頁, 2001年
）に準じて、本発明のポリヌクレオチドの配列を基に設計して製造することができる。例
えば、本発明のペプチドをコードするＲＮＡの一部に公知のリボザイムを連結することに
よって製造することができる。本発明の本発明のペプチドをコードするＲＮＡの一部とし
ては、公知のリボザイムによって切断され得る本発明のＲＮＡ上の切断部位に近接した部
分（ＲＮＡ断片）が挙げられる。
　上記の二重鎖ＲＮＡまたはリボザイムを上記予防・治療剤として使用する場合、アンチ
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センスポリヌクレオチドと同様にして製剤化し、投与することができる。
【０３２８】
〔５〕本発明の抗体を含有する医薬
　本発明のペプチドに対する抗体（例、本発明のペプチドの活性を不活性化する中和抗体
）は、例えば、肥満細胞の脱顆粒抑制剤、エイコサノイド産生抑制剤、サイトカイン産生
抑制剤、肥満細胞増殖抑制剤、肥満細胞活性化抑制剤（例、MAPK活性化抑制剤なども含む
）などとして、例えば、免疫疾患〔例、炎症性疾患（下垂体膿瘍、甲状腺炎、腹膜炎、ク
ローン病、潰瘍性大腸炎、結節性紅斑、慢性関節リウマチ、全身性エリテマトーデスなど
）、アレルギー（例、アレルギー性結膜炎、アレルギー性鼻炎、花粉症、金属アレルギー
など）、喘息、滲出性中耳炎、メニエール病、接触皮膚炎、アナフィラキシー、蕁麻疹、
重症筋無力症、糸球体腎炎、シェーグレン症候群、バセドー病、インスリン抵抗性糖尿病
、アトピー性皮膚炎、白血球異常など〕、泌尿器疾患（例、腎尿細管間質障害（繊維化）
、間質性膀胱炎、アレルギー性膀胱炎など）、消化器疾患〔例、過敏性腸症候群、慢性肝
疾患、食物アレルギー、アレルギー性腸炎、牛乳タンパク誘発性直腸炎、消化性潰瘍（例
、胃潰瘍、十二指腸潰瘍、吻合部潰瘍、Zollinger-Ellison症候群など）、胃炎、逆流性
食道炎、NUD（Non Ulcer Dyspepsia）、胃MALTリンパ腫、非ステロイド系抗炎症剤に起因
する潰瘍、胃酸過多、手術後ストレスによる胃酸過多および潰瘍など〕、呼吸器疾患〔例
、慢性閉塞性肺疾患（例、慢性気管支炎、肺気腫）、びまん性汎細気管支炎、嚢胞性線維
症、過敏性肺炎、突発性間質性肺炎、肺線維症など〕、循環器疾患（例、動脈硬化症、急
性冠状動脈症候群、粥状硬化性大動脈瘤、心臓アナフィラキシー、心不全、心筋梗塞、狭
心症、不整脈、深部静脈血栓症、ＰＴＣＡ後再狭窄など）、眼科疾患（例、翼状片、春期
カタル、ドライアイなど）、癌（例、甲状腺乳頭癌、非小細胞性肺癌、子宮内膜癌、子宮
頸癌、胃癌、膵臓癌、肺癌、腎臓癌、肝臓癌、卵巣癌、前立腺癌、膀胱癌、乳癌、結腸癌
、直腸癌、カポジ肉腫、肥満細胞種など）、脳梗塞、高脂血症、急性腎不全、糖尿病、肥
満症、浮腫、肉芽種、アトピー性脊髄炎、神経線維腫、鼻粘膜過敏症、ホジキン病、子宮
内膜増殖症などの予防・治療剤などの低毒性で安全な医薬として有用である。
【０３２９】
　本発明の抗体を含有する上記医薬は、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、ヒトや温血動物（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、成人の間質性膀胱炎患
者の治療・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。
【０３３０】
　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。
【０３３１】
　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、でんぷ
ん、蔗糖、ステアリン酸マグネシウムなどが用いられる。
【０３３２】
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　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、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 hydrogenat
ed 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
。
【０３３３】
　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１０～２
５０ｍｇの上記抗体が含有されていることが好ましい。
【０３３４】
　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。
【０３３５】
〔６〕ＤＮＡ転移動物
　本発明は、外来性の本発明のペプチドをコードするＤＮＡ（以下、本発明の外来性ＤＮ
Ａ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。
【０３３６】
　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上記（１）記載の動物、
（３）ゲッ歯動物がマウスまたはラットである上記（２）記載の動物、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
る組換えベクターなどを提供する。
【０３３７】
　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
ＤＮＡ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。
【０３３８】
　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、
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交雑系として、Ｂ６Ｃ３Ｆ1系統，ＢＤＦ1系統，Ｂ６Ｄ２Ｆ1系統，ＢＡＬＢ／ｃ系統，
ＩＣＲ系統など）またはラット（例えば、Ｗｉｓｔａｒ，ＳＤなど）などが好ましい。
【０３３９】
　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あげられる。
【０３４０】
　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。
【０３４１】
　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
ＤＮＡなどが用いられ、また、異常ＤＮＡも含まれる。
【０３４２】
　該異常ＤＮＡとしては、異常な本発明のペプチドを発現させるＤＮＡを意味し、例えば
、正常な本発明のペプチドの機能を抑制するペプチドを発現させるＤＮＡなどが用いられ
る。
【０３４３】
　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。
【０３４４】
　本発明のペプチド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
物ウィ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。
【０３４５】
　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、（i）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、（ii）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
プロモーター、例えば、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、グリア線維性酸性蛋白質、
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依存蛋白質キナーゼ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、ミエリン基礎蛋白質、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
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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。なかでも、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（Ｅ
Ｆ－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が好適であ
る。
【０３４６】
　上記ベクターは、ＤＮＡ転移哺乳動物において目的とするメッセンジャーＲＮＡ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
、ウィ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。
【０３４７】
　その他、目的とする外来性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
とも目的により可能である。
【０３４８】
　正常な本発明のペプチドの翻訳領域は、ヒトまたは各種哺乳動物（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ポリペプチドの翻訳領域を
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。
【０３４９】
　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。
【０３５０】
　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
の外来性ＤＮＡを有する。
　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。
　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。
【０３５１】
　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。
【０３５２】
　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ペプチドの機
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
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ば、本発明の正常ＤＮＡ転移動物を用いて、本発明のペプチドの機能亢進症や、本発明の
ペプチド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、遊離した本発明のペプチド
の増加症状を有することから、例えば、肥満細胞の脱顆粒促進動物、エイコサノイド産生
促進動物、サイトカイン産生促進動物、肥満細胞増殖促進動物、肥満細胞活性化動物〔例
、MAPK活性化（促進）動物なども含む〕などとして、例えば、免疫疾患〔例、炎症性疾患
（下垂体膿瘍、甲状腺炎、腹膜炎、クローン病、潰瘍性大腸炎、結節性紅斑、慢性関節リ
ウマチ、全身性エリテマトーデスなど）、アレルギー（例、アレルギー性結膜炎、アレル
ギー性鼻炎、花粉症、金属アレルギーなど）、喘息、滲出性中耳炎、メニエール病、接触
皮膚炎、アナフィラキシー、蕁麻疹、重症筋無力症、糸球体腎炎、シェーグレン症候群、
バセドー病、インスリン抵抗性糖尿病、アトピー性皮膚炎、白血球異常など〕、泌尿器疾
患（例、腎尿細管間質障害（繊維化）、間質性膀胱炎、アレルギー性膀胱炎など）、消化
器疾患〔例、過敏性腸症候群、慢性肝疾患、食物アレルギー、アレルギー性腸炎、牛乳タ
ンパク誘発性直腸炎、消化性潰瘍（例、胃潰瘍、十二指腸潰瘍、吻合部潰瘍、Zollinger-
Ellison症候群など）、胃炎、逆流性食道炎、NUD（Non Ulcer Dyspepsia）、胃MALTリン
パ腫、非ステロイド系抗炎症剤に起因する潰瘍、胃酸過多、手術後ストレスによる胃酸過
多および潰瘍など〕、呼吸器疾患〔例、慢性閉塞性肺疾患（例、慢性気管支炎、肺気腫）
、びまん性汎細気管支炎、嚢胞性線維症、過敏性肺炎、突発性間質性肺炎、肺線維症など
〕、循環器疾患（例、動脈硬化症、急性冠状動脈症候群、粥状硬化性大動脈瘤、心臓アナ
フィラキシー、心不全、心筋梗塞、狭心症、不整脈、深部静脈血栓症、ＰＴＣＡ後再狭窄
など）、眼科疾患（例、翼状片、春期カタル、ドライアイなど）、癌（例、甲状腺乳頭癌
、非小細胞性肺癌、子宮内膜癌、子宮頸癌、胃癌、膵臓癌、肺癌、腎臓癌、肝臓癌、卵巣
癌、前立腺癌、膀胱癌、乳癌、結腸癌、直腸癌、カポジ肉腫、肥満細胞種など）、脳梗塞
、高脂血症、急性腎不全、糖尿病、肥満症、浮腫、肉芽種、アトピー性脊髄炎、神経線維
腫、鼻粘膜過敏症、ホジキン病、または子宮内膜増殖症などの予防・治療剤、特には、免
疫疾患、泌尿器疾患、消化器疾患または呼吸器疾患の予防・治療剤などのスクリーニング
試験にも利用可能である。
【０３５３】
　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
。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
るように繁殖継代することができる。
【０３５４】
　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ペプチドの機
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、本発明のペプチド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。
【０３５５】
　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、本発明のペプ
チドの機能不活性型不応症における本発明の異常ペプチドによる正常ペプチドの機能阻害
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（dominant negative作用）を解明するモデルとなる。
【０３５６】
　また、本発明の外来異常ＤＮＡを転移させた哺乳動物は、遊離した本発明のペプチドの
増加症状を有することから、本発明のペプチド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。
【０３５７】
　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、
（i）組織培養のための細胞源としての使用、
（ii）本発明のＤＮＡ転移動物の組織中のＤＮＡもしくはＲＮＡを直接分析するか、また
はＤＮＡにより発現されたペプチド組織を分析することによる、本発明のペプチドにより
特異的に発現あるいは活性化するペプチドとの関連性についての解析、
（iii）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、
（iv）上記（iii）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
（v）本発明の変異ペプチドを単離精製およびその抗体作製
などが考えられる。
【０３５８】
　さらに、本発明のＤＮＡ転移動物を用いて、本発明のペプチドの機能不活性型不応症な
どを含む、本発明のペプチド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
明のペプチド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。
【０３５９】
　また、本発明のＤＮＡ転移動物から各臓器を取り出し、細切後、トリプシンなどの蛋白
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、本発明のペプチド産生細胞の特定化、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、本発明のペプチドおよびその作用解明のための有効な
研究材料となる。
【０３６０】
　さらに、本発明のＤＮＡ転移動物を用いて、本発明のペプチドの機能不活性型不応症を
含む、本発明のペプチド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、本発明のペプチドが関連する疾患のＤＮＡ治療法を検討、開発することが可能
である。
【０３６１】
〔７〕抗菌剤
　本発明は、配列番号：１で表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
酸配列からなるペプチドまたはその塩を含有する抗菌剤（以下、本発明の抗菌剤という場
合がある。）を提供する。本発明の好ましい態様のペプチドは、優れた抗菌力を有してお
り、よって、本発明の抗菌剤は、人および哺乳動物（例、マウス、ラット、ウサギ、犬、
ネコ、牛、豚等）における病原性細菌により生ずる種々の疾病、たとえば気道感染または
尿路感染の予防・治療のために使用されうる。
【０３６２】
　抗菌剤として本発明のペプチドを使用する場合に対象となる菌は、本発明のペプチドが
抗菌活性を示す菌であれば特に限定されず、広範囲のグラム陽性菌およびグラム陰性菌が
その対象となるが、例えば、ブドウ球菌、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（ＭＲＳＡ）、
大腸菌、シュードモナス属の菌、ミクロコッカス属の菌、ピキア属の菌などが挙げられる
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。
【０３６３】
　本発明のペプチドは公知のペニシリン剤またはセフアロスポリン剤と同様に注射剤、カ
プセル剤、錠剤または顆粒剤などとして非経口または経口的に投与できる。投与量は、例
えば、前記したような病原性細菌に感染した人および動物の体重１ｋｇあたり本発明のペ
プチドとして通常０.５～８０ｍｇ／日、より好ましくは２～４０ｍｇ／日であり、通常
１日２～３回に分割して投与される。本発明の抗菌剤は、本発明のペプチドの他に、通常
、薬学的に許容しうる担体、希釈剤および増量剤など、例えば賦形剤（例えば、炭酸カル
シウム、カオリン、炭酸水素ナトリウム、乳糖、Ｄ－マンニトール、澱粉類、結晶セルロ
ース、タルク、グラニュー糖、多孔性物質など）、結合剤（例えば、デキストリン、ゴム
類、アルファ化澱粉、ゼラチン、ヒドロキシプロピルセルロース、ヒドロキシプロピルメ
チルセルロース、プルランなど）、増粘剤（例えば、天然ガム類、セルロース誘導体、ア
クリル酸誘導体など）、崩壊剤（例えば、カルボキシメチルセルロースカルシウム、クロ
スカルメロースナトリウム、クロスポビドン、低置換度ヒドロキシプロピルセルロース、
部分アルファ化澱粉など）、溶剤（例えば、注射用水、アルコール、プロピレングリコー
ル、マクロゴール、ゴマ油、トウモロコシ油など）、分散剤（例えば、ツイーン８０、Ｈ
ＣＯ６０、ポリエチレングリコール、カルボキシメチルセルロース、アルギン酸ナトリウ
ムなど）、溶解補助剤（例えば、ポリエチレングリコール、プロピレングリコール、Ｄ－
マンニトール、安息香酸ベンジル、エタノール、トリスアミノメタン、トリエタノールア
ミン、炭酸ナトリウム、クエン酸ナトリウムなど）、懸濁化剤（例えば、ステアリルトリ
エタノールアミン、ラウリル硫酸ナトリウム、塩化ベンザルコニウム、ポリビニルアルコ
ール、ポリビニルピロリドン、ヒドロキシメチルセルロースなど）、無痛化剤（例えば、
ベンジルアルコールなど）、等張化剤（例えば、塩化ナトリウム、グリセリンなど）、緩
衝剤（例えば、リン酸塩、酢酸塩、炭酸塩、クエン酸塩など）、滑沢剤（例えば、ステア
リン酸マグネシウム、ステアリン酸カルシウム、タルク、澱粉、安息香酸ナトリウムなど
）、着色剤（例えば、タール色素、カラメル、三二酸化鉄、酸化チタン、リボフラビン類
など）、矯味剤（例えば、甘味類、香料など）、安定剤（例えば、亜硫酸ナトリウム、ア
スコルビン酸など）および保存剤（例えば、パラベン類、ソルビン酸など）などの中から
適宜、適量を用いて、常法に従って調製される。
　前記薬学的に許容しうる担体、希釈剤、増量剤などを含んでいてもよい本発明の抗菌剤
は、本発明のペプチドの有効量を含有する。本発明のペプチドの本発明の抗菌剤中の含有
量は、通常、製剤全体の約０．１重量％～約１００重量％である。
【０３６４】
　また、本発明で用いられる製剤は、本発明のペプチド以外の医薬成分を含有していても
よく、これらの成分は抗菌剤としての目的が達成される限り特に限定されず、適宜適当な
配合割合で含有させて合剤とすることが可能である。
【０３６５】
　剤型の具体例としては、例えば錠剤（糖衣錠、フィルムコーティング錠を含む）、丸剤
、カプセル剤（マイクロカプセルを含む）、顆粒剤、細粒剤、散剤、点滴剤、シロップ剤
、乳剤、懸濁剤、注射剤、吸入剤、軟膏剤、座剤、トローチ剤、パップ剤、徐放剤などが
用いられる。これらの製剤は常法（例えば、日本薬局方第１２改正に記載の方法など）に
従って調製される。特に、注射剤として用いられる場合の担体は、たとえば蒸留水、生理
食塩水などが用いられ、カプセル剤、粉剤、顆粒剤、錠剤として用いられる場合は、公知
の薬理学的に許容される賦形剤（たとえばデンプン、乳糖、白糖、炭酸カルシウム、リン
酸カルシウム等）、結合剤（たとえばデンプン、アラビアゴム、カルボキシメチルセルロ
ース、ヒドロキシプロピルセルロース、結晶セルロース等）、滑沢剤（たとえばステアリ
ン酸マグネシウム、タルク等）、破壊剤（たとえばカルボキシメチルカルシウム、タルク
等）と混合して用いられる。
【０３６６】
　注射剤として用いられる場合の担体は、たとえば蒸留水，生理食塩水などが用いられ、
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カプセル剤，粉剤，顆粒剤，錠剤として用いられる場合は、公知の薬理学的に許容される
賦形剤（たとえばデンプン，乳糖，白糖，炭酸カルシウム，リン酸カルシウム等），結合
剤（たとえばデンプン，アラビアゴム，カルボキシメチルセルロース，ヒドロキシプロピ
ルセルロース，結晶セルロース等），滑沢剤（たとえばステアリン酸マグネシウム，タル
ク等），破壊剤（たとえばカルボキシメチルカルシウム，タルク等）と混合して用いられ
る。
【０３６７】
　本明細書において、塩基やアミノ酸などを略号で表示する場合、IUPAC－IUB Commissio
n 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
　　Ｉ　　　　　　：イノシン
　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
　ＢＨＡ　　　　　：ベンズヒドリルアミン
　ｐＭＢＨＡ　　　：ｐ－メチルベンズヒドリルアミン
　Ｔｏｓ　　　　　：ｐ－トルエンスルフォニル
　Ｂｚｌ　　　　　：ベンジル
　Ｂｏｍ　　　　　：ベンジルオキシメチル
　Ｂｏｃ　　　　　：ｔ－ブチルオキシカルボニル
　ＤＣＭ　　　　　：ジクロロメタン
　ＨＯＢｔ　　　　：１－ヒドロキシベンズトリアゾール
　ＤＣＣ　　　　　：Ｎ,Ｎ'－ジシクロヘキシルカルボジイミド
　ＴＦＡ　　　　　：トリフルオロ酢酸
　ＤＩＥＡ　　　　：ジイソプロピルエチルアミン
　Ｇｌｙ又はＧ　　：グリシン
　Ａｌａ又はＡ 　：アラニン
　Ｖａｌ又はＶ　 ：バリン
　Ｌｅｕ又はＬ 　：ロイシン
　Ｉｌｅ又はＩ　 ：イソロイシン
　Ｓｅｒ又はＳ ：セリン
　Ｔｈｒ又はＴ ：スレオニン
　Ｃｙｓ又はＣ ：システイン
　Ｍｅｔ又はＭ ：メチオニン
　Ｇｌｕ又はＥ ：グルタミン酸
　Ａｓｐ又はＤ ：アスパラギン酸
　Ｌｙｓ又はＫ ：リジン
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　Ａｒｇ又はＲ ：アルギニン
　Ｈｉｓ又はＨ ：ヒスチジン
　Ｐｈｅ又はＦ ：フェニルアラニン
　Ｔｙｒ又はＹ ：チロシン
　Ｔｒｐ又はＷ ：トリプトファン
　Ｐｒｏ又はＰ ：プロリン
　Ａｓｎ又はＮ ：アスパラギン
　Ｇｌｎ又はＱ ：グルタミン
　ｐＧｌｕ　　　　：ピログルタミン酸
　Ｔｙｒ（Ｉ）　　：３－ヨードチロシン
　ＤＭＦ　　　　　：Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミド
　Ｆｍｏｃ　　　　：Ｎ－９－フルオレニルメトキシカルボニル
　Ｔｒｔ　　　　　：トリチル
　Ｐｂｆ　　　　　：２，２，４，６，７－ペンタメチルジヒドロベンゾ
　　　　　　　　　　フラン－５－スルホニル
　Ｃｌｔ　　　　　：２－クロロトリチル
　Ｂｕt　　　　　 ：ｔ－ブチル
　Ｍｅｔ（Ｏ）　　：メチオニンスルフォキシド
　ＤＮＰ　　　　  ：ジニトロフェノール
【０３６８】
　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〕
　ペプチド１（IGFBP-5[193-214]-NH2）のアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：２〕
　ＭＲＧＸ２のアミノ酸配列をコードする塩基配列を示す。
〔配列番号：３〕
　ＭＲＧＸ２のアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：４〕
　ペプチド2(IGFBP-5[193-215])のアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：５〕
　ペプチド3(Y-IGFBP-5[193-214]-NH2)のアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：６〕
　ペプチド１（IGFBP-5[193-214]-NH2）のアミノ酸配列をコードする塩基配列を示す。
【０３６９】
　なお、本明細書に記載した全ての文献及び刊行物は、その目的にかかわらず参照により
その全体を本明細書に組み込むものとする。
【実施例】
【０３７０】
　以下に実施例を示して、本発明をより詳細に説明するが、これらは本発明の範囲を限定
するものではない。
【０３７１】
［実施例１］
　ヒト膵臓癌由来培養細胞株の培養上清からIGFBP-5[193-214]-NH2の分離、およびその構
造決定
　本実施例では、生物活性などを評価基準として生理活性ペプチドを探索、同定する従来
の方法とは異なり、細胞などが産生、分泌するペプチドをそのままの状態で回収し、回収
したものの中に含まれるペプチドについてできるだけ数多く構造決定し、構造決定された
ペプチド群より生物活性を有する可能性があるものを選択、合成し、生物活性を検証する
という新しい手法を用いて、生理活性物質の探索および同定を行った。そのため本実施例
では、ペプチドやタンパク質の分解を抑制するとともに、タンパク質の混入を防ぐ必要が
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あった。そこで、ヒト膵臓癌由来培養細胞株の培養上清より分泌される物質を、タンパク
質やペプチドの分解を極力押さえた条件で収集し、ゲルろ過カラムによりペプチド画分と
タンパク質画分の分離を行った。また、微量ペプチドまでを含めてできるだけ多数のペプ
チドを質量分析計で構造解析、同定するためには、ペプチド混合物をできるだけ広範に分
離する必要があった。したがって、本実施例ではゲルろ過カラムによる分離後、さらに陽
イオン交換カラム、逆相カラムでペプチドを十分に分離した後、タンデム質量分析計によ
って徹底的なペプチド構造解析を実施した。
【０３７２】
　哺乳類の代表的な抗菌ペプチドであるβ-ディフェンシン-2やカテリシジンは、生理的
条件下での電荷が+6と塩基性が高いことが知られている。この基準で今回同定されたペプ
チドを検索すると、IGFBP-5[193-214]-NH2のみが該当したため、本ペプチドの抗菌活性を
検討した。当該ペプチドはCysを2つ含み分子内S-S結合で環状構造を形成し、C末端がアミ
ド化された特徴的な構造を有しており、インスリン様成長因子(IGF)と結合して活性を調
節する分泌タンパク質、IGFBP-5に由来するペプチドであった。また、生理活性ペプチド
にはC末端がアミド化されたペプチド、分子内S-S結合を有するものが多いため、構造的に
は生理活性ペプチドとして機能する可能性も示唆された。
【０３７３】
　当該ペプチドの配列、並びに当該ペプチドを前駆体より切断、生成する配列、アミド化
を生成する配列は、ヒト、ラット、マウス、ウシ、ブタで完全に保存されていた。
【０３７４】
　ヒト、ラット、マウス、ウシ、ブタの当該ペプチドIGFBP-5[193-214]-NH2のアミノ酸配
列を以下に示す。
　IGFBP-5[193-214]-NH2：AVYLPNCDRKGFYKRKQCKPSR-NH2（配列番号：１）
【０３７５】
（I） ペプチドの分離法
1. 膵臓癌由来培養細胞から分泌されたペプチドを含む培養上清を回収し、定法通りSep-P
ak C18 (Waters)を用いて脱塩、抽出を行う。
【０３７６】
2. ペプチド画分とタンパク質画分を分離するために、ゲルろ過カラムにて分離する (図1
 a)。
　カラム：　TSK-gel G2000SWXL (21.5 x 300 mm)　 (東ソー)
　溶媒：0.1% TFA/60% acetonitrile (TFA: trifluoroacetic acid)
　流速：1.5 ml/min
　ゲルろ過より得られたペプチド画分を5分画して、各画分を陽イオン交換カラムにて分
離し、できるだけ多数のペプチドを同定する。
【０３７７】
3. ペプチド画分のイオン交換カラムによる精製、分離例として、IGFBP-5[193-214]-NH2
を含む分子量3,000-4,000のペプチド画分（図1a, 太線部）の例を記載する。
分子量3,000-4,000のペプチド画分を凍結乾燥後、還元アルキル化し、陽イオン交換カラ
ム
によって分離する (図1b)。
　カラム：　TSK-gel SP-2SW (1.0 x 50 mm)　 (東ソー)
　溶媒： A: 10 mMギ酸アンモニウム, pH 3.8：acetonitrile = 9:1(vol/vol)
　　　　 B: 1.0 Mギ酸アンモニウム, pH 3.8：acetonitrile = 9:1(vol/vol)
　溶出：　A→B　30 分リニアグラジエント
　陽イオン交換カラムで分離されたペプチドは10個に分画する。
【０３７８】
4.　イオン交換カラムによる精製、分離例として、IGFBP-5[193-214]-NH2を含む1.0 Mギ
酸アンモニウム, pH 3.8：acetonitrile = 9:1で溶出される強陽イオンペプチド画分（図
1b, 太線）の例を記載する。溶出された画分は、逆相カートリッジで濃縮、脱塩後、以下



(62) JP 2012-167017 A 2012.9.6

10

20

30

40

50

の溶媒Aに溶解し、逆相ナノLCカラムにて分離する (図1c)。
　　　カラム：　C18 PepMap (0.075 x 150 mm)　(LC Packings, Holland)
　　　　溶媒：　A: 0.1% TFA/5% acetonitrile
　　　　　　　　B: 0.1% TFA/95% acetonitrile
　　　　溶出：　5%Bで5分間溶出後、同濃度から60%Bまでの55 分間のリニアグラジエン
ト
　溶出時間10分から20秒毎に60分間、質量分析計のターゲットプレート上に溶出液を順次
スポットする。同時にマトリックスもスポットする。
【０３７９】
5. ターゲットプレート上の試料を、質量分析計4800 MALDI TOF/TOF Analyzer (Applied 
Biosystems)により構造解析を行う。
【０３８０】
 (II) ペプチドの構造決定
　　質量分析計： 4800 MALDI TOF/TOF Analyzer, Applied Biosystems, USA
　　Matrix: 50% saturated solution of alpha-cyano-4-hydroxy-cinnamic acid (ナカ
ライ) in 0.1% TFA/50% acetonitrile (7 mg/4 ml)
【０３８１】
　質量分析計によるペプチド構造決定法
1. 逆相ナノLCの溶出液をProbot (LC Packings, Holland)で自動的に20秒毎にターゲット
プレート上に溶出液を順次スポットする。同時に0.5 μlのマトリックス溶液もスポット
し、ペプチドとマトリックスとの共結晶を作る。
【０３８２】
2. 質量分析計のリフレクターモードでMS1を自動測定する。今回はその一例としてIGFBP-
5[193-214]-NH2のモノイソトピックマス(2770.4)が検出されたスポットのMS1を示す(図2a
）。
【０３８３】
3. S/N 20以上のサンプルについてMS2(MS/MS)を測定する。今回はその一例としてIGFBP-5
[193-214]-NH2のMS2を示す(図2b）。
【０３８４】
4. マスコットによるデータベース検索により、ペプチド構造を同定する。
【０３８５】
　［実施例２］
　IGFBP-5[193-214]-NH2の抗菌活性測定
　後述の実施例5で記載した合成法とIGFBP-5[193-214]-NH2、IGFBP-5[193-215]の構造に
従い調製した合成ペプチド（それぞれペプチド1、2）を用いて抗菌活性を測定した。同時
に、ペプチド1のシステイン残基を還元アルキル化し（CAM化ペプチド1）、抗菌活性を測
定した。
【０３８６】
　陽性コントロールとしてヒトβ-ディフェンシン-2 (ペプチド研究所)、カテリシジン(L
L-37)(Bachem)を用いた。
　当該ペプチド（ペプチド1）は、グラム陽性菌(Micrococcus luteus, Staphylococcus a
ureus 209P, Staphylococcus epidermidis K3)、グラム陰性菌 (Escherichia coli strai
n B, Escherichia coli K12, Escherichia coli kp)、真菌 (Pichia pastoris GS115)に
対し幅広く、かつ強力な抗菌活性を示した（表1）。
　システイン残基が修飾されたペプチド（CAM化ペプチド1）やC末端がアミド化されてい
ないペプチド（ペプチド2）のM. luteus、S. epidermidis K3、P. pastoris GS115に対す
る抗菌活性は、ペプチド1とほとんど変わらなかったので、これらの細菌や真菌に対する
抗菌活性には、システイン残基の架橋やC末端のアミド化は重要ではない。
　一方、CAM化ペプチド1やペプチド2のS. aureus 209P、E. coli K12、E. coli kpに対す
る抗菌活性は、ペプチド1に対して1/2から1/10に低下していたので、これらの細菌に対す
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る抗菌活性には、システイン残基の架橋やC末端のアミド化は重要である。
　また、E. coli Bに対する抗菌活性では、CAM化ペプチド1の活性はペプチド1とほとんど
変わらなかったが、ペプチド2は活性が低下していたので、この細菌に対する抗菌活性は
、システイン残基の架橋は重要でなく、C末端のアミド化が重要である。
【０３８７】
（Ｉ） 抗菌活性の評価法
1.　用いた細菌
　・グラム陽性菌
　Enterococcus hirae, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus 209P, Staphyloco
ccus epidermidis K3, Staphylococcus saprophyticus KD
　・グラム陰性細菌
　Escherichia coli strain B, Escherichia coli K12, Escherichia coli kp
　・真菌
　Pichia pastoris GS115
【０３８８】
2. アラマブルーを用いた生菌の還元活性を指標とする抗菌活性測定法
　・試薬: アラマブルー (alamarBlue, BioSource International)
　　　　　バッファー: 10 mM リン酸バッファー, pH 7.0
　・方法
　i)　2 x 104 colony forming unit (CFU)の細菌あるいは真菌とペプチドを50 μlの反
応系(n=3)で1時間反応させる（E. hirae, S. aureus 209P, S. epidermidis K3, E. coli
 strain B, E. coli K12, E. coli kpは37℃、 M. luteus, S. saprophyticus KD, P. pa
storis GS115は30℃）。陰性コントロールとしてペプチドなし溶液も作成、反応させる。
　ii)　10%アラマブルーを加えた3%Tryptosoy Broth (培地)を反応液に加える。
E. hirae, S. aureus 209P, S. epidermidis K3, E. coli strain B, E. coli K12, E. c
oli kpは37℃、 M. luteus, S. saprophyticus KD, P. pastoris GS115は30℃で生育させ
、陰性コントロールの反応液が青色から赤色に変わったところ (S. aureus 209Pの場合4
時間)で、570 nm、600 nmの吸光度 (A570, A600)を測定する。
　iii)　還元状態のアラマブルーのモル吸光係数　ε570 = 155,677 、ε600 = 14,652
　　　　酸化状態のアラマブルーのモル吸光係数　ε570 = 80,586、ε600 = 117,216
　　　　より下記計算式が成り立つ。
　　　　還元状態のアラマブルー濃度 (M) ＝
　　　　(117,216 x A570 - 80,586 x A600)/(155,677 x 117,216 -14,652 x 80,586)。
　iv)　上記計算式より、コントロールを100%としてペプチドの還元活性を算出する。
　　　サンプルの還元活性 (%) = 
　　　(117,216 x サンプルA570 - 80,586 x サンプルA600)
　　　 x 100/ (117,216 x コントロールA570 -80,586 x コントロールA600)
　v)　サンプルの還元活性(%)は生菌の数に比例する。すなわち、還元活性50% ＝ 50%生
育阻害濃度である。50%生育阻害濃度をIC50として表記する（表1）。
【０３８９】
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【表１】

【０３９０】
3. プレート培地に生育するコロニー数を指標に抗菌活性測定法
・方法
　i) 1 x 104 colony forming unit (CFU)の細菌あるいは真菌とペプチドを100 μlの反
応系で1時間反応させる（S. aureus 209P, E. coli K12は37℃、P. pastoris GS115は30
℃）。
　ii) 10 mM リン酸バッファー 3.65 mlを反応液に加え、1/5量（0.75 ml）ずつ寒天培地
(10 cmディッシュ)にプレーティングする(n=3)。
　iii) 一晩培養し（S. aureus 209P, E. coli K12は37℃、P. pastoris GS115は30℃）
、コロニー数をカウントする。
　iv) 50%生育阻害濃度をIC50として表記する（表2）。
【０３９１】

【表２】

【０３９２】
［実施例3］
　他の抗菌ペプチドとIGFBP-5[193-214]-NH2の抗菌活性における協調作用
上述に記載したIGFBP-5[193-214]-NH2の合成ペプチド、ヒトβ-ディフェンシン-2 (ペプ
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チド研究所)、カテリシジン(LL-37)(Bachem)を用いて抗菌活性を測定した。抗菌活性は、
実施例2（I）2.アラマブルーを用いた生菌の還元活性を指標とする抗菌活性測定法により
求めた。
【０３９３】
　IGFBP-5[193-214]-NH2ペプチドはヒトβ-ディフェンシン-2、カテリシジン(LL-37)と協
調的に働き、E. coli K12に対する抗菌活性を示した (図3)。
【０３９４】
（Ｉ） 抗菌活性の評価法
1.　用いた細菌
　・グラム陰性細菌
　Escherichia coli K12
2. アラマブルーを用いた生菌の還元活性を指標とする抗菌活性測定法
　・試薬: アラマブルー (alamarBlue, BioSource International)
　　　　　バッファー: 10 mM リン酸バッファー, pH 7.0
　・方法
　i)　2 x 104 colony forming unit (CFU)の細菌あるいは真菌とペプチドを50 μlの反
応系(n=3)で37℃、1時間反応させる。IC50の半分の濃度のβ-ディフェンシン-2 (3.15 μ
M)、あるいはカテリシジン（0.3 μM)存在下で様々な濃度のIGFBP-5[193-214]-NH2ペプチ
ドの抗菌活性を測定した（図3a）。一方、IC50の半分の濃度のIGFBP-5[193-214]-NH2ペプ
チド (0.45 μM) あるいはカテリシジン（0.3 μM)存在下で様々な濃度のβ-ディフェン
シン-2の抗菌活性を測定した（図3b）。また、IC50の半分の濃度のIGFBP-5[193-214]-NH2
ペプチド (0.45 μM)、あるいはβ-ディフェンシン-2 (3.15 μM)存在下で様々な濃度の
カテリシジンの抗菌活性を測定した（図3ｃ）。陰性コントロールとしてペプチドなし溶
液も作成、反応させる。
　ii)　10%アラマブルーを加えた3%Tryptosoy Broth (培地)を反応液に加える。
37℃で生育させ、陰性コントロールの反応液が青色から赤色に変わったところで、570 nm
、600 nmの吸光度 (A570, A600)を測定する。
　iii)　還元活性の算出は実施例2の、2. iii)-iv)に従った。サンプルの還元活性(%)は
生菌の数に比例する。すなわち、還元活性＝細菌生存率である。それぞれのペプチド濃度
における細菌生存率を求めた（図3）。
【０３９５】
［実施例4］
　IGFBP-5[193-214]-NH2の溶血活性測定
上述に記載したIGFBP-5[193-214]-NH2の合成ペプチド（ペプチド1）、ヒトβ-ディフェン
シン-2 (ペプチド研究所)、カテリシジン(LL-37)(Bachem)を用いて、細胞傷害性を調べる
目的でヒツジ赤血球に対する溶血活性を測定した。
【０３９６】
　カテリシジンはヒツジ赤血球に対して溶血活性を示した (10 μMで4.1%)が、IGFBP-5[1
93-214]-NH2（ペプチド1）、ヒトβ-ディフェンシン-2はほとんど溶血活性を示さなかっ
た。
【０３９７】
（Ｉ） 溶血活性の測定法
　溶血活性の測定
　・用いた赤血球：ヒツジ脱繊血（日本バイオテスト）
　・バッファー: 10 mM リン酸バッファー, pH 7.0, 0.15 M NaCl
　・方法
　i) ヒツジ脱繊血をバッファーで３回洗浄後、2%になるようにバッファーで希釈する。
　ii) 上記赤血球50 μlにバッファーで希釈したペプチド溶液（20 μＭ）50 μl加え、3
7℃、4時間反応させる。
　iii) 3,000回転、5分遠心後、上清の546 nmの吸光度 (A546)を測定する。
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　iv) 純水で完全溶血させたときのA546を100%として、溶血活性を算出する（表3）。
【０３９８】
【表３】

【０３９９】
［実施例５］
　ペプチド合成
　以下の3種類のペプチドについて合成を行った。
　ペプチド1　IGFBP-5[193-214]-NH2: AVYLPNCDRKGFYKRKQCKPSR-NH2（配列番号：１）
　ペプチド2　 IGFBP-5[193-215]: AVYLPNCDRKGFYKRKQCKPSRG（配列番号：４）
　ペプチド3　Y-IGFBP-5[193-214]-NH2: YAVYLPNCDRKGFYKRKQCKPSR-NH2（配列番号：５）
【０４００】
　ペプチド合成は、シグマ・ジェノシス社で実施した。
【０４０１】
・合成機：Abacus peptide synthesizer　(製造会社名：Sigma-Genosys) ペプチド1
　　　　　SyroII peptide synthesizer　(製造会社名：MultiSynTech GmbH)　ペプチド2
、ペプチド3
【０４０２】
・樹脂：TentaGelS RAM　　(製造会社名：Rapp Polymer GmbH) ペプチド1
　　　TentaGelS PHB  　 (同上)  ペプチド1
　　　Fmoc-Gly-NovaSyn TGT　(製造会社名：EMD Chemicals, Inc.) ペプチド2、ペプチ
ド3
　　　NovaSyn TGR resin　   （同上）  ペプチド2、ペプチド3
【０４０３】
・保護アミノ酸：　(製造会社名：EMD Chemicals, Inc.)
　9- Fluorenylmethoxycarbonyl- L- Alanine 
　Nα- 9- Fluorenylmethoxycarbonyl- Nγ- 2,2,4,6,7- Pentamethyldihydrobenzofuran
- 5- Sulfonyl- L- Arginine
　9- Fluorenylmethoxycarbonyl- L- Asparagine 
　9- Fluorenylmethoxycarbonyl- L- Aspartic Acid β- t- Butyl Ester
　9- Fluorenylmethoxycarbonyl- S- Trityl- L- Cysteine 
　9- Fluorenylmethoxycarbonyl- L- Glutamine
　9- Fluorenylmethoxycarbonyl- Glycine 
　9- Fluorenylmethoxycarbonyl- L- Leucine 
　Nα- 9- Fluorenylmethoxycarbonyl- Nε- t- Butyloxycarbonyl- L- Lysine
　9- Fluorenylmethoxycarbonyl- L- Phenylalanine
　9- Fluorenylmethoxycarbonyl- L- Proline 
　9- Fluorenylmethoxycarbonyl- O- t- Butyl- L- Serine
　9- Fluorenylmethoxycarbonyl- O- t- Butyl- L- Tyrosine 
　9- Fluorenylmethoxycarbonyl- L- Valine
【０４０４】
・合成法：通常のfmoc strategyに従い実施
【０４０５】
・脱保護：
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　　　TFA: H2O: DTT: triisopropylsilane =　94：2.5：2.5：1
【０４０６】
・合成ペプチドの精製：　逆相高速液体クロマトグラフィーによる
　カラム: Discovery HS C18 column, 10 micron, 250 x 21.2 mm, Sigma-Aldrich)
　溶媒: A) 0.1% TFA, B) 0.1% TFA-acetonitrile, グラジエント溶出(時間などの条件は
個々に変更)
　流速: 15ml/min
　合成品は一度上記条件で精製、酸化してS-S結合形成後、再度上記条件にて精製を実施
【０４０７】
・合成ペプチドの品質管理
【０４０８】
　i) 逆相高速液体クロマトグラフィーによるペプチドの純度検定
装置：東ソー　高圧グラジエントシステム
カラム：Supelco Discovery HS C18, 4.6 x 75 mm, particle 3 micron
溶媒：(A) 0.1% trifluoroacetic acid（TFA） in water, (B) 0.1% TFA in acetonitril
e
injectionの2min後から(B) 5% → 55%　8 min linear gradient elution
流速：1.0 ml/min, 　測定波長：220 nm（東ソー，UV-8020）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　UV吸収に基づく純度
ペプチド1： IGFBP-5[193-214]-NH2         97.7%
ペプチド２： IGFBP-5[193-215]             94.6%
ペプチド３： Y-IGFBP-5[193-214]-NH2       96.7%
【０４０９】
　ii)アミノ酸分析：  
　加水分解：PicoTag ワークステーション(Waters社)にて塩化水素蒸気で110C、22時間加
水分解分析計： L-8500 amino acid analyzer (日立)
　アミノ酸分析による純度検定の結果を以下の表４に示す。
【０４１０】
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【表４】

【０４１１】
［実施例６］
　IGFBP-5[193-214]-NH2の測定システム（ラジオイムノアッセイ）の作成
　IGFBP-5[193-214]-NH2のC末端に対する特異的抗体を作成した。具体的には、当該ペプ
チドとウシサイログロブリンを水溶性カルボジイミド(Water soluble carbodiimide, 以
下WSC)の作用により結合させた。調製したコンジュゲートをウサギに免疫することにより
得られた抗体を用いて、当該ペプチドを高感度、特異的に測定可能なシステムを作成した
。当該ペプチドはラット、ヒトなどの動物種によらず一定の構造であるため、本測定シス
テムは幅広い利用が可能と考えられる。
【０４１２】
 (I) 抗体の作成法
1. 抗原の作成
　i)　 サイログロブリン (Sigma, 6.7 mg)、合成IGFBP-5[193-214]-NH2（4 mg）をそれ
ぞれ1 mlの生理食塩水に溶解する。
　ii)　 サイログロブリン溶液にWSC (ペプチド研究所, 33.3.mg)を添加し、そこにペプ
チド溶液を添加する。
　iii)　撹拌下に室温で3時間反応後、WSC (33.3.mg)を添加し室温でさらに3時間させる
。さらに4℃で一晩反応する。
　iv) 試薬、未反応のペプチドを除去するため、4℃で生理的食塩水に対して繰り返し透
析を行う。
【０４１３】
2. ウサギの免疫
　i) 上記抗原溶液の内、ペプチド0.02mg相当を含む抗原溶液0.5ｍＬを等量のフロイント
完全アジュバントと混合、ミセル化して、ウサギ(New Zealand White, オス)の背部、皮
下に免疫する。
　ii)　3週間おきに免疫を行い、その10日後に採血を行う。
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　iii)　後述の125Iで放射性標識したペプチド3（YAVYLPNCDRKGFYKRKQCKPSR-NH2；配列番
号：５）を用いて抗血清力価を測定し、力価の上昇したウサギより抗血清を得る。
【０４１４】
 (II) ラジオイムノアッセイシステムの作成法
　i) トレーサーは当該ペプチドのＮ末端にチロシン残基を結合したペプチド３（YAVYLPN
CDRKGFYKRKQCKPSR-NH2；配列番号：５）にラクトペルオキシダーゼ法により、放射性125

Ｉ（ＮａＩ）と過酸化水素を反応させて調製する。
　ii) 反応混合物は逆相高速液体クロマトグラフィーで分離し、125Ｉが1分子Ｎ末端チロ
シン残基に導入されたペプチドを単離し、トレーサーとして使用する。
　iii) 添加したトレーサーの30%程度が抗体と結合する濃度を設定し、その抗体濃度で当
該ペプチドの濃度を1 fmol/tubeより1000 fmol/tubeまで変化させ、標準曲線を得る。
　iv) 構造既知のペプチドの濃度を変化させて上記測定系で反応させ、結合の抑制を測定
し、抗体の特異性を検討する。
【０４１５】
　作成された抗血清は、最終希釈濃度210,000倍の高力価の抗体であり、標準曲線の中点
は20 fmol/tubeであり、2 fmol/tubeから500　fmol/tubeの範囲で良好な濃度依存性が認
められた。
【０４１６】
　このラジオイムノアッセイ（RIA）において、既知の生理活性ペプチドであるヒトカル
シトニン、サブスタンスK、[Arg8]バソプッレシン、アドレノメジュリン[22-52]、Leu-エ
ンケファリン、アンジオテンシンIIは100 pmol/tubeでもトレーサーの結合を阻害せず、
交差反応は全く認められなかった。当該ペプチドとC末端アミド構造を共有するPAMP-20は
、中点が100 pmol/tubeで、その交差反応は当該ペプチドの約1/3,000であった。また、C
末端アミド構造を取らずにIGFBP-5配列がそのまま１残基延長したペプチド2（IGFBP-5[19
3-215]）は、中点が20 pmol/tubeで、その交差反応は当該ペプチドの約1/670であった。
また、当該ペプチドを還元アルキル化したペプチドは、当該ペプチドと全く同様のトレー
サーの結合阻害を示した。一方、当該ペプチドの前駆体であるIGFBP-5は、全く結合阻害
を示さなかった。これらの結果より、作成した抗体はIGFBP-5[193-214]-NH2の構造、特に
Ｃ末端アミド構造と周辺1次構造を特異的に認識し、前駆体を認識しない良好な特性を有
すると考えられる。
【０４１７】
　以上より、作製したIGFBP-5[193-214]-NH2のラジオイムノアッセイは、当該ペプチドに
極めて特異性の高いものであり、当該ペプチド濃度を正確に測定できると考えられる。
【０４１８】
［実施例７］
　ラットにおけるIGFBP-5[193-214]-NH2様免疫活性の組織分布
　SDラット（雌）の様々な組織よりペプチド画分の抽出を行い、濃縮後、前記実施例６で
作成したIGFBP-5[193-214]-NH2測定システムを用いて当該ペプチド免疫活性の組織分布を
検討した。下垂体、脳組織で有意な免疫活性が観測された(表５)。一方末梢組織では全体
に低い免疫活性しか検出されなかったが、小腸では有意な免疫活性が観測された。これら
の結果より、当該ペプチドは脳神経系、下垂体、消化管などで機能を発揮すると推定され
た。
【０４１９】
 (I) 組織からのペプチド抽出法
　i) 雌SDラット(n=3)から表５の組織を摘出し、生理食塩水で洗浄後、秤量、細片化する
。
　ii) 予め加熱した10倍量の蒸留水入り試験管に組織片を加え、15分間90℃以上で加熱す
る。
　iii) 氷冷後、終濃度1 Mになるように酢酸を加える。
　iv) ホモジナイザー（ポリトロン)で組織片を破砕し、破砕液を遠心分離する(13,000 x
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 g、15分、4℃)。
　v)　上清の一部を Sep-Pak C18カートリッジで濃縮、脱塩し、ペプチドを回収する。
【０４２０】
 (II) ラジオイムノアッセイシステムをもちいた組織中の免疫活性物質の測定法
　実施例６ (II)で作成したシステムで測定を行う。
　i) ラジオイムノアッセイシステムにおける当該ペプチドの標準曲線から(I)で抽出した
各組織抽出物に含まれる免疫活性物質の量を算出する。
　ii) 組織湿重量1 g当たりの免疫活性物質の含量を換算する(表５)。
　iii) ラジオイムノアッセイのバッファー、手法は既報の通りである。
　(T. Katafuchi, et al., J. Biol. Chem., 278, 12046-12054, 2003) 
【０４２１】
【表５】

【０４２２】
［実施例８］
　ラット組織中に存在するIGFBP-5[193-214]-NH2の同定
　実施例７で検出したIGFBP-5[193-214]-NH2様免疫活性物質を同定するため、組織濃度が
高く組織重量が得られる脳組織中の免疫活性物質を、逆相カートリッジで濃縮後、ゲルろ
過、逆相カラムで分離した結果(図４ a, b)、免疫活性物質が２種の分離系において、合
成IGFBP-5[193-214]-NH2と同じ挙動を示すことを確認した。さらにその免疫活性画分を免
疫沈降し、質量分析を実施することにより、主たる免疫活性物質がIGFBP-5[193-214]-NH2
自身に由来することを確定した(図４ c)。末梢組織で組織濃度が高く組織重量が得られる
小腸組織中の免疫活性物質を、同様に逆相カートリッジで濃縮後、ゲルろ過で分離した結
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果、合成IGFBP-5[193-214]-NH2と同じ挙動を示すことを確認した。さらにその免疫活性画
分を免疫沈降し、質量分析を実施することにより、主たる免疫活性物質がIGFBP-5[193-21
4]-NH2自身に由来することを確定した。これらの結果より、当該ペプチドがラット脳、腸
などの組織内に実在し、機能すると推定された。
【０４２３】
 (I) カラムクロマトグラフィーによる免疫活性物質の生化学的解析法
　1-1. 脳抽出物をゲルろ過カラムで分離し、各画分に含まれるIGFBP-5[193-214]-NH2様
免疫活性物質の量を実施例６(II)で作成したシステムをもちいて測定する(図４a)。
　i) 全脳抽出物（15 g組織より抽出）をゲルろ過カラムで分離する。
　  カラム： Sephadex G-50 fine (GE Healthcare, 1.8 x 135 cm)
　　溶媒：1 M 酢酸、流速：7 ml/ｈ、フラクション： 6 ml/tube
　ii) 各画分の一部(1/42量)に含まれる免疫活性（IR-）IGFBP-5[193-214]-NH2量を実施
例６(II)で作成したシステムを用いて測定する。
　免疫活性は4 kDより小さい画分で検出され、当該ペプチドの溶出位置と一致した。
【０４２４】
　1-2.ゲルろ過でIR-IGFBP-5[193-214]-NH2量が多く検出された画分(図４a、太線)をさら
に逆相高速液体クロマトグラフィーにて分離し、各画分に含まれる免疫活性物質の量を実
施例６(II)で作成したラジオイムノアッセイシステムを用いて測定する(図４b)。
　i) ゲルろ過でIR-IGFBP-5[193-214]-NH2量が多く検出された画分(図４a、太線) の一部
(1/8量)を逆相高速液体クロマトグラフィーで分離する。
　カラム： Symmetry 300 5C18 (Waters, 4.6 x 250 mm)
　　溶媒：　A: 0.1% TFA/10% acetonitrile
　　　　　　B: 0.1% TFA/60% acetonitrile
　　溶出：　A→B　60 分リニアグラジエント。1分毎に60分間分取する (60本)。
　ii) 各画分の一部(1/5量)に含まれる免疫活性量を前記実施例６(II)で作成したラジオ
イムノアッセイシステムを用いて測定する。
　IR-IGFBP-5[193-214]-NH2の最も高いピーク(図４b、矢印)は当該ペプチドの溶出位置と
一致した。
【０４２５】
　2-1 小腸抽出物をゲルろ過カラムで分離し、各画分に含まれるIR-IGFBP-5[193-214]-NH

2量を実施例６(II)で作成したシステムをもちいて測定する。
　i) 小腸抽出物（1.08 gより抽出）をゲルろ過カラムで分離する。
　カラム：　TSK-gel G2000SWXL (21.5 x 300 mm)
　溶媒：0.1% TFA/60% acetonitrile、流速：1.5 ml/min、フラクション： 1.5 ml/tube
　ii) 各画分の一部(1/5量)のIR-IGFBP-5[193-214]-NH2量を実施例６(II)で作成したラジ
オイムノアッセイシステムを用いて測定する。
　免疫活性量のピークは当該ペプチドの溶出位置と一致した。
【０４２６】
(II)質量分析計による免疫活性物質の同定法
　1　逆相高速液体クロマトグラフィーで分離したIR-IGFBP-5[193-214]-NH2の最も高いピ
ーク(図４b、矢印)画分に含まれる脳由来免疫活性物質を、免疫沈降後、質量分析計を用
いて分析、同定する。
　1-1. 免疫活性物質の免疫沈降
　i) 当該ペプチドの溶出位置と同じ画分 (図４b、矢印)の1/2量を凍結乾燥する。
　ii) 50 μl 10 mMリン酸バッファー, 0.15 M NaCl, pH 7.0, 0.1% Triton X-100に溶解
する。
　iii) 前記実施例６ (I)で作成した抗血清(10倍希釈) 40 μlとProtein A Sepharose （
GE Healthcare） 20 μlを混合する。
　iv) ４℃で一晩反応後、10 mMリン酸バッファー, 0.15 M NaCl, pH 7.0で4回洗浄する
。
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　v) 蒸留水で1回洗浄後、１％TFA 20 μlで溶出する(室温2分)。
【０４２７】
　1-2. 質量分析計による同定
　　質量分析計、マトリックスは前記実施例１(II)で記載したものを使用した。
　　i) 前記実施例８ (II) 1－1. v) の溶出液をZip‐tip (Millipore) で脱塩処理する
。
　　ii) 0.5 μlのマトリックス溶液をスポットし、ペプチドとマトリックスとの共結晶
を作る。
　　iii) 質量分析計でMS1を測定する (図４ｃ）。
　分子内S‐S架橋、C末端アミド化された当該ペプチドの[M+H]+に相当する2654.4のピー
クが質量分析の結果得られた。
【０４２８】
　2. ゲルろ過で分離した小腸由来IR-IGFBP-5[193-214]-NH2の最も高いピーク画分の3/5
量を、免疫沈降後、質量分析計を用いて分析、同定する。
　方法は前項の1-1. 免疫活性物質の免疫沈降、および1-2. 質量分析計による同定に従う
。
　脳組織由来のIGFBP-5[193-214]-NH2様免疫活性物質と同様に、分子内S‐S架橋、C末端
アミド化された当該ペプチドの[M+H]+に相当する2654.4のピークが質量分析の結果得られ
た。
【０４２９】
　これらの結果より、当該ペプチド本体がラット脳、小腸などの組織内に存在することが
確認された。
【０４３０】
［実施例９］
　MRGX2発現HeLa細胞を用いたIGFBP-5[193-214]-NH2のHeLa/SRE－LUCレポーター活性
　HeLa細胞を384穴プレートに4 x 103 cells／wellで播種し、24時間培養した。HeLa細胞
へのトランスフェクトは以下のように行った。SREにルシフェラーゼ遺伝子を連結させたS
RE－LUC、G蛋白質 （GαOA、Gβ1、Gγ2）およびMrgX2の発現プラスミドをPBSで240ng／
μlに調整した。それぞれのプラスミドをSRE－LUC：GαOA：Gβ1：Gγ2：Mrgx2を9：1：1
：1：1で混合させたものをプラスミドミックスとして用いた。1.6mlのOPTI－MEM培地にプ
ラスミドミックス83.2μlを加え、Vortexによりよく攪拌し、プラスミドミックス液とし
た。別のチューブを用意し、1.6mlのOPTI－MEM培地に66.6μlのリポフェクタミン2000（I
nvitrogen）を加え、Vortexによりよく攪拌し、リポフェクタミン2000液とした。5分間室
温に放置後、プラスミドミックス液とリポフェクタミン2000液を混合し、攪拌した。さら
に20分間室温に放置後、この溶液をプレートに5μlずつ分注し、炭酸ガスインキュベータ
ーで、37℃、5%CO2にて培養した。18時間後、無血清DMEM培地で細胞を洗浄し、無血清DME
M培地で2時間培養した。無血清DMEM培地で細胞を洗浄し、0.05%CHAPSを含む無血清DMEM培
地に希釈したサンプル溶液を添加し炭酸ガスインキュベーターで、37℃、5%CO2にて培養
した。4時間後、プレートを室温に戻し、培地を除き8μlのピッカジーンLT液を加え、遮
光にて20分間室温に放置した。サンプルによるSRE活性はルシフェラーゼ活性をプレート
リーダー（EnVision）で化学発光を測定することによって評価した。その結果、2μM以上
のIGFBP-5[193-214]-NH2はMrgX2に対するHeLa／SREレポーター活性を示した（図５）。
【０４３１】
　尚、各サンプルは、次のように調製した。上記［実施例５］に記載の方法で合成したIG
FBP-5[193-214]-NH2およびS1P（和光純薬社製）はDMSOを用い1 mMに溶解した。1 mMの IG
FBP-5[193-214]-NH2溶液をDMSOで希釈し、5倍、25倍、125倍、625倍、3125倍、15625倍溶
液を作成した。0.05%CHAPSを含む無血清DMEM培地に各濃度のIGFBP-5[193-214]-NH2溶液は
50倍に、S1P溶液は250倍に、FBS（Invitrogen社製）は25倍に希釈しサンプル溶液とした
。
【０４３２】
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［実施例１０］
　MRGX2発現CHO細胞を用いたIGFBP-5[193-214]-NH2の細胞内Ca2+濃度上昇活性
　細胞内Ca2+放出促進活性はFLIPR（モレキュラーデバイス社）を用いて測定した。MRGX2
発現CHO細胞を96穴プレートに3 x 104cells/wellで播種し、24時間培養した。2.5 mMプロ
ベネシドと20 mM HEPESを含むハンクス氏液(pH 7.4)（以下、洗浄用バッファーと略す）1
0 mlに50μg Fluo 3－AM （DOJINDO）を添加し、ローディングバッファーを作成した。培
養プレートの培養液を除き、ローディングバッファーを100μl／well添加して気相37℃で
60分間保温した。培養プレートのローディングバッファーを除き、洗浄用バッファーで洗
浄してから、FLIPR内の所定の位置に設置した。試料にサンプルバッファー（洗浄用バッ
ファーにBSAを2 mg／ml、CHAPSを1mg／ml添加したもの）を添加し、攪拌後、96穴サンプ
ルプレートに移し替えた。このサンプルプレートもFLIPR内の所定の位置に設置し、測定
を行なった。細胞内Ca2+放出促進活性は、試料添加によって惹起された蛍光強度の増加と
して計測した。本実験系において、IGFBP-5[193-214]-NH2のEC50値は1.7μMであった（図
６A）。一方、サブスタンスPのEC50値は0.82μMであったことから、IGFBP-5[193-214]-NH

2のMrgX2特異的な活性はサブスタンスP に比べて1／20程度であった（図６B）。
【０４３３】
　尚、試料は、次のように調製した。上記［実施例５］に記載の方法で合成したIGFBP-5[
193-214]-NH2およびサブスタンスP（ペプチド研究所製）はDMSOを用い1 mMに溶解した。1
 mMのIGFBP-5[193-214]-NH2溶液とサブスタンスP溶液をDMSOで希釈し、それぞれ10倍、10
0倍、1000倍、10000倍溶液を作成した。各濃度のIGFBP-5[193-214]-NH2溶液とサブスタン
スP溶液はサンプルバッファーにそれぞれは33倍に希釈しサンプル溶液とした。
【０４３４】
［実施例１１］
　IGFBP－5遺伝子の発現解析
　IGFBP－5遺伝子の発現解析を、NCBI遺伝子発現データベースや東大の遺伝子発現データ
ベースを利用して次のようにして行った。
　NCBI遺伝子発現データベース（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez）や東大の
遺伝子発現データベース（http://www.lsbm.org/database/index.html#）上でIGFBP-5を
検索し、臓器間、疾患、性差による発現の強度を解析した。
【０４３５】
　IGFBP－5の部分ペプチドであるIGFBP-5[193-214]-NH2がMRGX2特異的な活性を示したこ
とからIGFBP－5遺伝子の発現解析を行った。末梢組織においてIGFBP－5遺伝子は卵巣、子
宮、子宮筋層、子宮頚部、卵管、皮膚、骨格筋、腎臓、副腎、網膜などに発現が見られ、
なかでも卵巣で最も高い発現が認められた。また中枢組織においてはほとんど発現は認め
られなかったが、神経節で一部発現が認められた。次に各組織について病理（腫瘍、炎症
等）やドナー（病歴、薬剤投与等）別に解析を行ったところ、IGFBP-5遺伝子は腫瘍や炎
症など細胞増殖が亢進していると予想されるサンプルにおいて著しい発現低下を示した。
また動脈硬化サンプルにおいて正常サンプルの２倍程度の発現上昇が認められた。しかし
、動脈サンプルは４サンプルずつと数が少ないため解釈に注意が必要である。なお、各組
織のドナーの病歴や薬剤投与、非投与および男性、女性ではほとんど発現変動を示さなか
った。
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