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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
配列番号：２０または配列番号：２１で表わされるアミノ酸配列からなるペプチドまたは
その塩。
【請求項２】
配列番号：２０で表わされるアミノ酸配列からなる請求項１記載のペプチドまたはその塩
。
【請求項３】
配列番号：２１で表わされるアミノ酸配列からなる請求項１記載のペプチドまたはその塩
。
【請求項４】
配列番号：２２で表わされるアミノ酸配列からなるペプチドまたはその塩。
【請求項５】
請求項１記載のペプチドをコードするポリヌクレオチドからなるポリヌクレオチド。
【請求項６】
請求項４記載のペプチドをコードするポリヌクレオチドからなるポリヌクレオチド。
【請求項７】
配列番号：２６または配列番号：２７で表される塩基配列からなるＤＮＡである請求項５
記載のポリヌクレオチド。
【請求項８】
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配列番号：２８で表される塩基配列からなるＤＮＡである請求項６記載のポリヌクレオチ
ド。
【請求項９】
請求項５または６記載のポリヌクレオチドを含有する組換えベクター。
【請求項１０】
請求項９記載の組換えベクターで形質転換された形質転換体。
【請求項１１】
請求項１０記載の形質転換体を培養し、請求項１記載のペプチドを生成・蓄積せしめるこ
とを特徴とする請求項１記載のペプチドまたはその塩の製造法。
【請求項１２】
請求項１記載のペプチドまたはその塩に対する抗体。
【請求項１３】
ペプチドまたはその塩および配列番号：１で表わされるアミノ酸配列を含むタンパク質ま
たはその塩を用いることを特徴とする、前記ペプチドまたはその塩と配列番号：１で表わ
されるアミノ酸配列を含むタンパク質またはその塩との結合性を変化させる化合物または
その塩のスクリーニング方法であって、
　前記ペプチドが、
　(i) 配列番号：２０もしくは配列番号：２１で表わされるアミノ酸配列からなるペプチ
ド、または
　(ii) 配列番号：２０もしくは配列番号：２１で表されるアミノ酸配列と９０％以上の
相同性を有するアミノ酸配列からなり、配列番号：１で表されるアミノ酸配列を含むタン
パク質に結合し、該タンパク質を活性化しうるペプチド、
のいずれかである、スクリーニング方法。
【請求項１４】
ペプチドまたはその塩および配列番号：３６で表わされるアミノ酸配列を含むタンパク質
またはその塩を用いることを特徴とする、前記ペプチドまたはその塩と配列番号：３６で
表わされるアミノ酸配列を含むタンパク質またはその塩との結合性を変化させる化合物ま
たはその塩のスクリーニング方法であって、
　前記ペプチドが、
　(i) 配列番号：２０もしくは配列番号：２１で表わされるアミノ酸配列からなるペプチ
ド、または
　(ii) 配列番号：２０もしくは配列番号：２１で表されるアミノ酸配列と９０％以上の
相同性を有するアミノ酸配列からなり、配列番号：１で表されるアミノ酸配列を含むタン
パク質に結合し、該タンパク質を活性化しうるペプチド、
のいずれかである、スクリーニング方法。
【請求項１５】
ペプチドまたはその塩および配列番号：１で表わされるアミノ酸配列を含むタンパク質ま
たはその塩を含有することを特徴とする、前記ペプチドまたはその塩と配列番号：１で表
わされるアミノ酸配列を含むタンパク質またはその塩との結合性を変化させる化合物また
はその塩のスクリーニング用キットであって、
　前記ペプチドが、
　(i) 配列番号：２０もしくは配列番号：２１で表わされるアミノ酸配列からなるペプチ
ド、または
　(ii) 配列番号：２０もしくは配列番号：２１で表されるアミノ酸配列と９０％以上の
相同性を有するアミノ酸配列からなり、配列番号：１で表されるアミノ酸配列を含むタン
パク質に結合し、該タンパク質を活性化しうるペプチド、
のいずれかである、スクリーニング用キット。
【請求項１６】
ペプチドまたはその塩および配列番号：３６で表わされるアミノ酸配列を含むタンパク質
またはその塩を含有することを特徴とする、前記ペプチドまたはその塩と配列番号：３６
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で表わされるアミノ酸配列を含むタンパク質またはその塩との結合性を変化させる化合物
またはその塩のスクリーニング用キットであって、
　前記ペプチドが、
　(i) 配列番号：２０もしくは配列番号：２１で表わされるアミノ酸配列からなるペプチ
ド、または
　(ii) 配列番号：２０もしくは配列番号：２１で表されるアミノ酸配列と９０％以上の
相同性を有するアミノ酸配列からなり、配列番号：１で表されるアミノ酸配列を含むタン
パク質に結合し、該タンパク質を活性化しうるペプチド、
のいずれかである、スクリーニング用キット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、▲１▼配列番号：２０または配列番号：２１で表わされるアミノ酸配列と同一
または実質的に同一のアミノ酸配列を含有することを特徴とするペプチドまたはその塩、
および▲２▼オーファン受容体タンパク質である配列番号：１または配列番号：で表わさ
れるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質または
その塩と、配列番号：２０または配列番号：２１で表わされるアミノ酸配列と同一または
実質的に同一のアミノ酸配列を含有することを特徴とするペプチドまたはその塩を用いる
ことを特徴とする、消化器疾患の予防・治療剤として有用な化合物またはその塩などのス
クリーニング方法などに関する。
【０００２】
【従来の技術】
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、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与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タンパク質と略称する場合
がある）と共役しており、このＧタンパク質の活性化によって細胞内にシグナルを伝達し
て様々な機能を発現させることを特徴とする。また、これらの受容体タンパク質は共通し
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タンパク質共役型受
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タンパク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
。
近年、ヒトゲノムＤＮＡあるいは各種ヒト組織由来のｃＤＮＡのランダムな配列決定によ
る配列情報の蓄積および遺伝子解析技術の急速な進歩によってヒトの遺伝子が加速度的に
解明されてきている。それにともない、機能未知のタンパク質をコードすると予想される
多くの遺伝子の存在が明らかになっている。Ｇタンパク質共役型受容体は、７個の膜貫通
領域を有するのみでなくその核酸あるいはアミノ酸に多くの共通配列が存在するためその
ようなタンパク質の中から明確にＧタンパク質共役型受容体として区分することができる
。一方でこうした構造の類似性を利用したポリメラーゼ・チェーン・リアクション（Poly
merase Chain Reaction：以下、ＰＣＲと略称する）法によってもこうしたＧタンパク質
共役型受容体遺伝子が得られている（Nature Cell Biology、Vol. 2、703-708 (2000)）
。このようにしてこれまでに得られたＧタンパク質共役型受容体のうちには既知の受容体
との構造の相同性が高いサブタイプであって容易にそのリガンドを予測することが可能な
場合もあるが、ほとんどの場合その内因性リガンドは予測不能であり、これらの受容体は
対応するリガンドが見いだされていない。このことからこれらの受容体はオーファン受容
体と呼ばれている。このようなオーファン受容体の未同定の内因性リガンドは、リガンド
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が知られていなかったために十分な解析がなされていなかった生物現象に関与している可
能性がある。そして、このようなリガンドが重要な生理作用や病態と関連している場合に
は、その受容体作動薬あるいは拮抗薬の開発が革新的な医薬品の創製に結びつくことが期
待される（Stadel, J. et al.、TiPS、18巻、430-437頁、1997年、Marchese, A. et al.
、TiPS、20巻、370-375頁、1999年、Civelli, O. et al.、Brain Res.、848巻、63-65頁
、1999年）。しかし、これまで実際にオーファンＧタンパク質共役型受容体のリガンドを
同定した例はそれほど多くない。
最近、幾つかのグループによってこうしたオーファン受容体のリガンド探索の試みがなさ
れ、新たな生理活性ペプチドであるリガンドの単離・構造決定が報告されている。Reinsh
eidらおよびMeunierらは独立に、動物細胞にオーファンＧタンパク質共役型受容体ＬＣ１
３２あるいはＯＲＬ１をコードするｃＤＮＡを導入して受容体を発現させ、その応答を指
標としてorphanin FQあるいはnociceptinと名付けられた新規ペプチドをブタ脳あるいは
ラット脳の抽出物より単離し、配列を決定した（Reinsheid, R. K. et al.、Science、27
0巻、792-794頁、1995年、Meunier, J.-C. et al.、Nature、377巻、532-535頁、1995年
）。このペプチドは痛覚に関与していることが報告されたが、さらに、受容体のノックア
ウトマウスの研究により記憶に関与していることが明らかにされた（Manabe, T. et al.
、Nature、394巻、577-581頁、1998年）。
その後これまでに上記と同様な方法によりＰｒＲＰ（prolactin releasing peptide）、
ｏｒｅｘｉｎ、ａｐｅｌｉｎ、ｇｈｒｅｌｉｎおよびＧＡＬＰ（galanin-like peptide）
などの新規ペプチドがオーファンＧタンパク質共役型受容体のリガンドとして単離された
（Hinuma, S. et al.、Nature、393巻、272-276頁、1998年、Sakurai, T. et al.、Cell
、92巻、573-585頁、1998年、Tatemoto, K. et al.、Bichem. Biophys. Res. Commun.、2
51巻、471-476頁、1998年、Kojima, M. et al.、Nature、402巻、656-660頁、1999年、Oh
taki, T. et al.、J. Biol. Chem.、274巻、37041-37045頁、1999年）。
一方、これまで明らかでなかった生理活性ペプチドの受容体が同様な方法によって解明さ
れる場合もある。腸管収縮に関与するｍｏｔｉｌｉｎの受容体がＧＰＲ３８であることが
明らかにされた（Feighner, S. D. et al.、Science、284巻、2184-2188頁、1999年）ほ
か、ＳＬＣ－１がメラニン凝集ホルモン（ＭＣＨ）の受容体として同定され（Chambers, 
J. et al.、Nature、400巻、261-265頁、1999年、Saito, Y. et al.、Nature、400巻、26
5-269頁、1999年、Shimomura, Y. et al.、Biochem. Biophys. Res. Commun.、261巻、62
2-626頁、1999年、Lembo, P. M. C. et al.、Nature Cell Biol.、1巻、267-271頁、1999
年、Bachner, D. et al.、FEBS Lett.、457巻、522-524頁、1999年）、またＧＰＲ１４（
SENR）が urotensin II の受容体であることが報告された（Ames, R. S. et al.、Nature
、401巻、282-286頁、1999年、Mori, M. et al.、Biochem. Biophys. Res. Commun.、265
巻、123-129頁、1999年、Nothacker, H.-P. et al.、Nature Cell Biol.、1巻、383-385
頁、1999年、Liu, Q. et al.、Biochem. Biophys. Res. Commun.、266巻、174-178頁、19
99年）。ＭＣＨはそのノックアウトマウスが羸痩の phenotype を示すことから肥満に関
与することが示されていたが（Shimada, M. et al.、Nature、396巻、670-674頁、1998年
）、その受容体が明らかにされたことにより抗肥満薬としての可能性を有する受容体拮抗
薬の探索が可能となった。また、urotensin IIはサルに静脈内投与することによって心虚
血を惹起することから心循環系に強力な作用を示すことも報告されている（Ames, R. S. 
et al.、Nature、401巻、282-286頁、1999年）。
このように、オーファン受容体およびそのリガンドは新たな生理作用に関与する場合が多
く、その解明は新たな医薬品開発に結びつくことが期待される。しかし、オーファン受容
体のリガンド探索においては多くの困難さが伴い、これまでに数多くのオーファン受容体
の存在が明らかにされながらそのリガンドが明らかにされた受容体はごく一部に過ぎない
。
本発明者らは、オーファンＧタンパク質共役型受容体である新規受容体ＺＡＱ（本願明細
書の配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含
有するタンパク質：以下、本明細書において、単にＺＡＱと称する場合がある）を見出し
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たが、そのリガンドが何であるのかはこれまで不明であった。
【０００３】
【発明が解決しようとする課題】
オーファン受容体タンパク質であるＺＡＱに対するリガンドの探索と、ＺＡＱおよびその
リガンドを用いることを特徴とする化合物などのスクリーニング方法の確立が課題とされ
ていた。
【０００４】
【課題を解決するための手段】
本発明者らは、牛乳抽出液中にＺＡＱ特異的なリガンド活性を有する物質が存在すること
を見出し、当該物質を分離し、構造決定をおこなった。さらに、本活性成分のヒト型ペプ
チドをコードする遺伝子を見出し、これを動物細胞に発現させたところ、培養上清中にＺ
ＡＱ発現細胞を活性化するペプチド性物質が分泌されていることを確認した。
本発明者らは、かかる知見に基づいて、ＺＡＱおよびＺＡＱリガンドペプチドを用いたス
クリーニング系を用いて、ＺＡＱの介在する疾患の治療薬（ＺＡＱ拮抗薬あるいは作動薬
など、具体的には消化器疾患の予防・治療薬など）のスクリーニングができることを見出
した。
【０００５】
すなわち、本発明は、
（１）配列番号：２０または配列番号：２１で表わされるアミノ酸配列と同一または実質
的に同一のアミノ酸配列を含有するペプチドまたはその塩、
（２）配列番号：２１で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するペプチドである前記（１）記載のペプチドまたはその塩、
（３）配列番号：２０で表わされるアミノ酸配列を含有する前記（１）記載のペプチドま
たはその塩、
（４）配列番号：２１で表わされるアミノ酸配列を含有する前記（１）記載のペプチドま
たはその塩、
（５）配列番号：２２または配列番号：２３で表わされるアミノ酸配列と同一または実質
的に同一のアミノ酸配列を含有することを特徴とする前記（１）記載のペプチドまたはそ
の塩、
（６）前記（１）記載のペプチドをコードするポリヌクレオチドを含有するポリヌクレオ
チド、
（７）ＤＮＡである前記（６）記載のポリヌクレオチド、
（８）配列番号：２６または配列番号：２７で表される塩基配列を含有する前記（７）記
載のＤＮＡ、
（９）配列番号：２８または配列番号：２９で表される塩基配列を含有する前記（７）記
載のＤＮＡ、
（１０）前記（６）記載のポリヌクレオチドを含有する組換えベクター、
（１１）前記（１０）記載の組換えベクターで形質転換された形質転換体、
（１２）前記（１１）記載の形質転換体を培養し、前記（１）記載のペプチドを生成・蓄
積せしめることを特徴とする前記（１）記載のペプチドまたはその塩の製造法、
（１３）前記（１）記載のペプチドまたはその塩に対する抗体、
（１４）前記（１）記載のペプチドまたはその塩および配列番号：１で表わされるアミノ
酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質もしくはその部分
ペプチドまたはその塩を用いることを特徴とする、前記（１）記載のペプチドまたはその
塩と配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を
含有するタンパク質またはその塩との結合性を変化させる化合物またはその塩のスクリー
ニング方法、
（１５）前記（１）記載のペプチドまたはその塩および配列番号：３６で表わされるアミ
ノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質もしくはその部
分ペプチドまたはその塩を用いることを特徴とする、前記（１）記載のペプチドまたはそ
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の塩と配列番号：３６で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するタンパク質またはその塩との結合性を変化させる化合物またはその塩のスク
リーニング方法、
（１６）前記（１）記載のペプチドまたはその塩および配列番号：１で表わされるアミノ
酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質もしくはその部分
ペプチドまたはその塩を含有することを特徴とする、前記（１）記載のペプチドまたはそ
の塩と配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列
を含有するタンパク質またはその塩との結合性を変化させる化合物またはその塩のスクリ
ーニング用キット、
（１７）前記（１）記載のペプチドまたはその塩および配列番号：３６で表わされるアミ
ノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質もしくはその部
分ペプチドまたはその塩を含有することを特徴とする、前記（１）記載のペプチドまたは
その塩と配列番号：３６で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸
配列を含有するタンパク質またはその塩との結合性を変化させる化合物またはその塩のス
クリーニング用キット、
（１８）前記（１４）記載のスクリーニング方法または前記（１６）記載のスクリーニン
グ用キットを用いて得られうる、前記（１）記載のペプチドまたはその塩と配列番号：１
で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク
質またはその塩との結合性を変化させる化合物またはその塩、
（１９）前記（１５）記載のスクリーニング方法または前記（１７）記載のスクリーニン
グ用キットを用いて得られうる、前記（１）記載のペプチドまたはその塩と配列番号：３
６で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパ
ク質またはその塩との結合性を変化させる化合物またはその塩、
（２０）前記（１８）または（１９）記載の化合物またはその塩を含有してなる医薬、
（２１）消化器疾患の予防・治療剤である前記（２０）記載の医薬、
（２２）前記（１）記載のペプチドまたはその塩を含有してなる医薬、
（２３）消化器疾患の予防・治療剤である前記（２２）記載の医薬、
（２４）哺乳動物に対して、前記（１４）記載のスクリーニング方法または前記（１６）
記載のスクリーニング用キットを用いて得られうる、前記（１）記載のペプチドまたはそ
の塩と配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列
を含有するタンパク質またはその塩との結合性を変化させる化合物またはその塩の有効量
を投与することを特徴とする消化器疾患の予防・治療方法、
（２５）哺乳動物に対して、前記（１５）記載のスクリーニング方法または前記（１７）
記載のスクリーニング用キットを用いて得られうる、前記（１）記載のペプチドまたはそ
の塩と配列番号：３６で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するタンパク質またはその塩との結合性を変化させる化合物またはその塩の有効
量を投与することを特徴とする消化器疾患の予防・治療方法、
（２６）消化器疾患の予防・治療剤を製造するための前記（１４）記載のスクリーニング
方法または前記（１６）記載のスクリーニング用キットを用いて得られうる、前記（１）
記載のペプチドまたはその塩と配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一または実質
的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質またはその塩との結合性を変化させる化合
物またはその塩の使用、
（２７）消化器疾患の予防・治療剤を製造するための前記（１５）記載のスクリーニング
方法または前記（１７）記載のスクリーニング用キットを用いて得られうる、前記（１）
記載のペプチドまたはその塩と配列番号：３６で表わされるアミノ酸配列と同一または実
質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質またはその塩との結合性を変化させる化
合物またはその塩の使用などを提供するものである。
【０００６】
さらには、本発明は、
（２８）配列番号：２０または配列番号：２１で表されるアミノ酸配列と実質的に同一の
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アミノ酸配列が、配列番号：２０または配列番号：２１で表されるアミノ酸配列と約６０
％以上（好ましくは約７０％以上、さらに好ましくは約８０％以上、より好ましくは約８
５％以上、特に好ましくは約９０％以上、最も好ましくは約９５％以上）の相同性を有す
るアミノ酸配列である前記（１）記載のペプチドまたはその塩、
（２９）配列番号：２０または配列番号：２１で表されるアミノ酸配列と実質的に同一の
アミノ酸配列が、▲１▼配列番号：２０または配列番号：２１で表されるアミノ酸配列中
の１または２個以上（好ましくは、１～３０個程度、より好ましくは１～２０個程度）の
アミノ酸が欠失したアミノ酸配列、▲２▼配列番号：２０または配列番号：２１で表され
るアミノ酸配列に１または２個以上（好ましくは、１～４０個程度、より好ましくは１～
３０個程度、なかでも好ましくは１～２０個程度）のアミノ酸が付加したアミノ酸配列、
▲３▼配列番号：２０または配列番号：２１で表されるアミノ酸配列中の１または２個以
上（好ましくは、１～３０個程度、より好ましくは１～２０個程度）のアミノ酸が他のア
ミノ酸で置換されたアミノ酸配列、または▲４▼それらを組み合わせたアミノ酸配列であ
る前記（１）記載のペプチドまたはその塩、
【０００７】
（３０）（i）前記（１）記載のペプチドまたはその塩と配列番号：１で表わされるアミ
ノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質もしくはその部
分ペプチドまたはその塩とを接触させた場合と、（ii）前記（１）記載のペプチドまたは
その塩および試験化合物と配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に
同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質もしくはその部分ペプチドまたはその塩とを接
触させた場合との比較を行なうことを特徴とする前記（１４）記載のスクリーニング方法
、
（３１）（i）標識した前記（１）記載のペプチドまたはその塩を配列番号：１で表わさ
れるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質もしく
はその部分ペプチドまたはその塩に接触させた場合と、（ii）標識した前記（１）記載の
ペプチドまたはその塩および試験化合物を配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一
または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質もしくはその部分ペプチドまた
はその塩に接触させた場合における、標識した前記（１）記載のペプチドまたはその塩の
配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有
するタンパク質もしくはその部分ペプチドまたはその塩に対する結合量を測定し、比較す
ることを特徴とする前記（１）記載のペプチドまたはその塩と配列番号：１で表わされる
アミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質またはその
塩との結合性を変化させる化合物またはその塩のスクリーニング方法、
（３２）（i）標識した前記（１）記載のペプチドまたはその塩を配列番号：１で表わさ
れるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質を含有
する細胞に接触させた場合と、（ii）標識した前記（１）記載のペプチドまたはその塩お
よび試験化合物を配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のア
ミノ酸配列を含有するタンパク質を含有する細胞に接触させた場合における、標識した前
記（１）記載のペプチドまたはその塩の当該細胞に対する結合量を測定し、比較すること
を特徴とする前記（１）記載のペプチドまたはその塩と配列番号：１で表わされるアミノ
酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質またはその塩との
結合性を変化させる化合物またはその塩のスクリーニング方法、
（３３）（i）標識した前記（１）記載のペプチドまたはその塩を配列番号：１で表わさ
れるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質を含有
する細胞の膜画分に接触させた場合と、（ii）標識した前記（１）記載のペプチドまたは
その塩および試験化合物を配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に
同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質を含有する細胞の膜画分に接触させた場合にお
ける、標識した前記（１）記載のペプチドまたはその塩の当該細胞の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前記（１）記載のペプチドまたはその塩と配列番
号：１で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタ
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ンパク質またはその塩との結合性を変化させる化合物またはその塩のスクリーニング方法
、
（３４）（i）標識した前記（１）記載のペプチドまたはその塩を、配列番号：１で表わ
されるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質をコ
ードするＤＮＡを含有するＤＮＡを含有する組換えベクターで形質転換された形質転換体
を培養することによって当該形質転換体の細胞膜に発現したタンパク質に接触させた場合
と、（ii）標識した前記（１）記載のペプチドまたはその塩および試験化合物を、配列番
号：１で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタ
ンパク質をコードするＤＮＡを含有するＤＮＡを含有する組換えベクターで形質転換され
た形質転換体を培養することによって当該形質転換体の細胞膜に発現したタンパク質に接
触させた場合における、標識した前記（１）記載のペプチドまたはその塩の当該タンパク
質に対する結合量を測定し、比較することを特徴とする、前記（１）記載のペプチドまた
はその塩と配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸
配列を含有するタンパク質またはその塩との結合性を変化させる化合物またはその塩のス
クリーニング方法、
（３５）（i）前記（１）記載のペプチドまたはその塩と配列番号：３６で表わされるア
ミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質もしくはその
部分ペプチドまたはその塩とを接触させた場合と、（ii）前記（１）記載のペプチドまた
はその塩および試験化合物と配列番号：３６で表わされるアミノ酸配列と同一または実質
的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質もしくはその部分ペプチドまたはその塩と
を接触させた場合との比較を行なうことを特徴とする前記（１５）記載のスクリーニング
方法、
（３６）（i）標識した前記（１）記載のペプチドまたはその塩を配列番号：３６で表わ
されるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質もし
くはその部分ペプチドまたはその塩に接触させた場合と、（ii）標識した前記（１）記載
のペプチドまたはその塩および試験化合物を配列番号：３６で表わされるアミノ酸配列と
同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質もしくはその部分ペプチド
またはその塩に接触させた場合における、標識した前記（１）記載のペプチドまたはその
塩の配列番号：３６で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列
を含有するタンパク質もしくはその部分ペプチドまたはその塩に対する結合量を測定し、
比較することを特徴とする前記（１）記載のペプチドまたはその塩と配列番号：３６で表
わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質ま
たはその塩との結合性を変化させる化合物またはその塩のスクリーニング方法、
（３７）（i）標識した前記（１）記載のペプチドまたはその塩を配列番号：３６で表わ
されるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質を含
有する細胞に接触させた場合と、（ii）標識した前記（１）記載のペプチドまたはその塩
および試験化合物を配列番号：３６で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一
のアミノ酸配列を含有するタンパク質を含有する細胞に接触させた場合における、標識し
た前記（１）記載のペプチドまたはその塩の当該細胞に対する結合量を測定し、比較する
ことを特徴とする前記（１）記載のペプチドまたはその塩と配列番号：３６で表わされる
アミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質またはその
塩との結合性を変化させる化合物またはその塩のスクリーニング方法、
（３８）（i）標識した前記（１）記載のペプチドまたはその塩を配列番号：３６で表わ
されるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質を含
有する細胞の膜画分に接触させた場合と、（ii）標識した前記（１）記載のペプチドまた
はその塩および試験化合物を配列番号：３６で表わされるアミノ酸配列と同一または実質
的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質を含有する細胞の膜画分に接触させた場合
における、標識した前記（１）記載のペプチドまたはその塩の当該細胞の膜画分に対する
結合量を測定し、比較することを特徴とする前記（１）記載のペプチドまたはその塩と配
列番号：３６で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有
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するタンパク質またはその塩との結合性を変化させる化合物またはその塩のスクリーニン
グ方法、
（３９）（i）標識した前記（１）記載のペプチドまたはその塩を、配列番号：３６で表
わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質を
コードするＤＮＡを含有するＤＮＡを含有する組換えベクターで形質転換された形質転換
体を培養することによって当該形質転換体の細胞膜に発現したタンパク質に接触させた場
合と、（ii）標識した前記（１）記載のペプチドまたはその塩および試験化合物を、配列
番号：３６で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有す
るタンパク質をコードするＤＮＡを含有するＤＮＡを含有する組換えベクターで形質転換
された形質転換体を培養することによって当該形質転換体の細胞膜に発現したタンパク質
に接触させた場合における、標識した前記（１）記載のペプチドまたはその塩の当該タン
パク質に対する結合量を測定し、比較することを特徴とする、前記（１）記載のペプチド
またはその塩と配列番号：３６で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のア
ミノ酸配列を含有するタンパク質またはその塩との結合性を変化させる化合物またはその
塩のスクリーニング方法、
【０００８】
（４０）前記（３０）～（３４）記載のスクリーニング方法で得られうる、（i）前記（
１）記載のペプチドまたはその塩と配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一または
実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質またはその塩との結合性を変化させる
化合物またはその塩、
（４１）前記（３５）～（３９）記載のスクリーニング方法で得られうる、（i）前記（
１）記載のペプチドまたはその塩と配列番号：３６で表わされるアミノ酸配列と同一また
は実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質またはその塩との結合性を変化させ
る化合物またはその塩、
（４２）前記（４０）または（４１）記載の化合物またはその塩を含有する医薬、
【０００９】
（４３）配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するタンパク質を含有する細胞を含有することを特徴とする前記（１６）記載の
スクリーニング用キット、
（４４）配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するタンパク質を含有する細胞の膜画分を含有することを特徴とする前記（１６
）記載のスクリーニング用キット、
（４５）配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するタンパク質をコードするＤＮＡを含有するＤＮＡを含有する組換えベクター
で形質転換された形質転換体を培養することによって当該形質転換体の細胞膜に発現した
タンパク質を含有することを特徴とする前記（１６）記載のスクリーニング用キット、
（４６）配列番号：３６で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸
配列を含有するタンパク質を含有する細胞を含有することを特徴とする前記（１７）記載
のスクリーニング用キット、
（４７）配列番号：３６で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸
配列を含有するタンパク質を含有する細胞の膜画分を含有することを特徴とする前記（１
７）記載のスクリーニング用キット、
（４８）配列番号：３６で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸
配列を含有するタンパク質をコードするＤＮＡを含有するＤＮＡを含有する組換えベクタ
ーで形質転換された形質転換体を培養することによって当該形質転換体の細胞膜に発現し
たタンパク質を含有することを特徴とする前記（１７）記載のスクリーニング用キット、
（４９）前記（４３）～（４５）記載のスクリーニング用キットを用いて得られうる、前
記（１）記載のペプチドまたはその塩と配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一ま
たは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質またはその塩との結合性を変化さ
せる化合物またはその塩、
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（５０）前記（４６）～（４８）記載のスクリーニング用キットを用いて得られうる、前
記（１）記載のペプチドまたはその塩と配列番号：３６で表わされるアミノ酸配列と同一
または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質またはその塩との結合性を変化
させる化合物またはその塩、
（５１）前記（４９）または（５０）記載の化合物またはその塩を含有する医薬、
（５２）消化器疾患の予防・治療剤である前記（４２）または（５１）記載の医薬、
【００１０】
（５３）前記（１３）記載の抗体と、前記（１）記載のペプチドまたはその塩とを接触さ
せることを特徴とする、前記（１）記載のペプチドまたはその塩の定量法、
（５４）前記（１３）記載の抗体と、被検液および標識化された前記（１）記載のペプチ
ドまたはその塩とを競合的に反応させ、当該抗体に結合した標識化された前記（１）記載
の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前記（１）記載の
ペプチドまたはその塩の定量法、
（５４）被検液と担体上に不溶化した前記（１１）記載の抗体および標識化された前記（
１１）項記載の抗体とを同時あるいは連続的に反応させたのち、不溶化担体上の標識剤の
活性を測定することを特徴とする被検液中の前記（１）記載のペプチドまたはその塩の定
量法、
（５５）前記（７）記載のＤＮＡとハイストリンジェントな条件でハイブリダイズするポ
リヌクレオチド、
（５６）前記（７）記載のＤＮＡの塩基配列と相補的な塩基配列またはその一部を含有す
るポリヌクレオチド、
（５７）配列番号：２８または配列番号：２９で表される塩基配列と相補的な塩基配列ま
たはその一部を含有する前記（５６）記載のポリヌクレオチド、
（５８）前記（１）記載のペプチドまたはその塩および配列番号：４０、配列番号：４７
、配列番号：４８もしくは配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的
に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質もしくはその部分ペプチドまたはその塩を用
いることを特徴とする、前記（１）記載のペプチドまたはその塩と配列番号：４０、配列
番号：４７、配列番号：４８もしくは配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列と同一ま
たは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質またはその塩との結合性を変化さ
せる化合物またはその塩のスクリーニング方法、
（５９）前記（１）記載のペプチドまたはその塩および配列番号：４０、配列番号：４７
、配列番号：４８もしくは配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的
に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質もしくはその部分ペプチドまたはその塩を含
有することを特徴とする、前記（１）記載のペプチドまたはその塩と配列番号：４０、配
列番号：４７、配列番号：４８もしくは配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列と同一
または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質またはその塩との結合性を変化
させる化合物またはその塩のスクリーニング用キット、
（６０）前記（５８）記載のスクリーニング方法または前記（５９）記載のスクリーニン
グ用キットを用いて得られうる、前記（１）記載のペプチドまたはその塩と配列番号：４
０、配列番号：４７、配列番号：４８もしくは配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列
と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質またはその塩との結合性
を変化させる化合物またはその塩、
（６１）前記（６０）記載の化合物またはその塩を含有してなる医薬、
（６２）消化器疾患の予防・治療剤である前記（６１）記載の医薬、
（６３）配列番号：３４で表されるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するペプチドまたはその塩および配列番号：１、配列番号：３６、配列番号：４
０、配列番号：４７、配列番号：４８もしくは配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列
と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質もしくはその部分ペプチ
ドまたはその塩を用いることを特徴とする、配列番号：３４で表されるアミノ酸配列と同
一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するペプチドまたはその塩と配列番号：１、
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配列番号：３６、配列番号：４０、配列番号：４７、配列番号：４８もしくは配列番号：
４９で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタン
パク質またはその塩との結合性を変化させる化合物またはその塩のスクリーニング方法、
（６４）配列番号：３４で表されるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するペプチドまたはその塩および配列番号：１、配列番号：３６、配列番号：４
０、配列番号：４７、配列番号：４８もしくは配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列
と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質もしくはその部分ペプチ
ドまたはその塩を含有することを特徴とする、配列番号：３４で表されるアミノ酸配列と
同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するペプチドまたはその塩と配列番号：１
、配列番号：３６、配列番号：４０、配列番号：４７、配列番号：４８もしくは配列番号
：４９で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタ
ンパク質またはその塩との結合性を変化させる化合物またはその塩のスクリーニング用キ
ット、
（６５）前記（６３）記載のスクリーニング方法または前記（６４）記載のスクリーニン
グ用キットを用いて得られうる、配列番号：３４で表されるアミノ酸配列と同一または実
質的に同一のアミノ酸配列を含有するペプチドまたはその塩と配列番号：１、配列番号：
３６、配列番号：４０、配列番号：４７、配列番号：４８もしくは配列番号：４９で表わ
されるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質また
はその塩との結合性を変化させる化合物またはその塩、
（６６）前記（６５）記載の化合物またはその塩を含有してなる医薬、
（６７）消化器疾患の予防・治療剤である前記（６６）記載の医薬などを提供する。
【００１１】
【発明の実施の形態】
本発明のペプチドまたはその塩は、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一または
実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質またはその塩（以下、本発明のタンパ
ク質と略記することがある）と結合する能力を有するペプチドまたはその塩であり、本発
明のタンパク質と結合し、活性化する能力を有するペプチドまたはその塩である。
さらに、本発明のペプチドまたはその塩は、配列番号：３６、配列番号：４０、配列番号
：４７、配列番号：４８または配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列と同一または実
質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質またはその塩と結合する能力を有するペ
プチドまたはその塩であり、当該タンパク質と結合し、活性化する能力も有するペプチド
またはその塩である。
なかでも好ましくは、本発明のペプチドまたはその塩は、配列番号：２０または配列番号
：２１で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有し、本
発明のタンパク質と結合し、活性化する能力を有することを特徴とするペプチドまたはそ
の塩である。
本発明のペプチドまたはその塩の本発明のタンパク質と結合する能力および本発明のタン
パク質を活性化する能力は後述の方法により測定することができる。
以下、本発明の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。
【００１２】
本発明のタンパク質（Ｇタンパク質共役型受容体タンパク質）は、配列番号：１で表わさ
れるアミノ酸配列（図１～図３または図４～図６中のアミノ酸配列）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受容体タンパク質である（以下、本発明のタンパク質
またはその塩を本発明のタンパク質と略記する場合がある）。
【００１３】
本発明のペプチドおよび本発明のタンパク質は、例えば、ヒトや哺乳動物（例えば、モル
モット、ラット、マウス、ウサギ、ブタ、ヒツジ、ウシ、サルなど）のあらゆる細胞（例
えば、脾細胞、神経細胞、グリア細胞、膵臓β細胞、骨髄細胞、メサンギウム細胞、ラン
ゲルハンス細胞、表皮細胞、上皮細胞、内皮細胞、繊維芽細胞、繊維細胞、筋細胞、脂肪
細胞、免疫細胞（例、マクロファージ、Ｔ細胞、Ｂ細胞、ナチュラルキラー細胞、肥満細
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胞、好中球、好塩基球、好酸球、単球）、巨核球、滑膜細胞、軟骨細胞、骨細胞、骨芽細
胞、破骨細胞、乳腺細胞、肝細胞もしくは間質細胞、またはこれら細胞の前駆細胞、幹細
胞もしくはガン細胞など）や血球系の細胞（例えば、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，ＣＣ
ＲＴ－ＨＳＢ－２，ＫＥ－３７，ＳＫＷ－３，ＨＵＴ－７８，ＨＵＴ－１０２，Ｈ９，Ｕ
９３７，ＴＨＰ－１，ＨＥＬ，ＪＫ－１，ＣＭＫ，ＫＯ－８１２，ＭＥＧ－０１など）、
またはそれらの細胞が存在するあらゆる組織、例えば、脳、脳の各部位（例、嗅球、扁頭
核、大脳基底球、海馬、視床、視床下部、視床下核、大脳皮質、延髄、小脳、後頭葉、前
頭葉、側頭葉、被殻、尾状核、脳染、黒質）、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、末梢血球、前立腺、睾丸、精巣、卵巣、胎盤、子
宮、骨、関節、骨格筋など（特に、脳や脳の各部位）に由来するペプチド・タンパク質で
あってもよく、また合成ペプチド・合成タンパク質であってもよい。
本発明のペプチドまたは本発明のタンパク質がシグナル配列を有している場合は当該ペプ
チドまたはタンパク質を効率良く細胞外に分泌させることができる。
【００１４】
配列番号：２０または配列番号：２１で表わされるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ
酸配列としては、例えば、配列番号：２０または配列番号：２１で表されるアミノ酸配列
と約６０％以上（好ましくは約７０％以上、さらに好ましくは約８０％以上、より好まし
くは約８５％以上、特に好ましくは約９０％以上、最も好ましくは約９５％以上）の相同
性を有するアミノ酸配列などが挙げられる。
配列番号：２０または配列番号：２１で表わされるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ
酸配列を含有するペプチドとしては、例えば、配列番号：２０または配列番号：２１で表
わされるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列を含有し、配列番号：２０または配
列番号：２１で表わされるアミノ酸配列を含有するペプチドと実質的に同質の性質を有す
るペプチドなどが好ましい。
以下、配列番号：２０または配列番号：２１で表わされるアミノ酸配列を含有するペプチ
ドをヒト型ＺＡＱリガンド成熟体ペプチドと記載することがある。
【００１５】
配列番号：２０または配列番号：２１で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同
一のアミノ酸配列を含有するペプチドとしては、例えば、配列番号：２０または配列番号
：２１で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有し、配
列番号：２０または配列番号：２１で表わされるアミノ酸配列を含有するペプチドと実質
的に同質の活性を有するペプチドなどが好ましく、具体的には配列番号：２０、配列番号
：２１、配列番号：２２または配列番号：２３で表わされるアミノ酸配列を含有するペプ
チド等が挙げられる。
以下、配列番号：２２または配列番号：２３で表わされるアミノ酸配列を含有するペプチ
ドをヒト型ＺＡＱリガンド前駆体ペプチドと記載することがある。
実質的に同質の活性としては、例えば、本発明のタンパク質に対する結合活性、本発明の
タンパク質を介するシグナル情報伝達作用、消化管（例、腸管）収縮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、本
発明のタンパク質に対する結合活性、本発明のタンパク質を介するシグナル情報伝達作用
、消化管収縮活性などの活性が同等（例、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ペプチドの分子量などの量的要素は異なっていてもよい。
これらの活性の測定は、公知の方法に準じて行なうことができるが、例えば、後述するス
クリーニング方法などに従っても測定することができる。
【００１６】
また、本発明のペプチドとしては、▲１▼配列番号：２０または配列番号：２１で表され
るアミノ酸配列中の１または２個以上（好ましくは、１～３０個程度、より好ましくは１
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～２０個程度）のアミノ酸が欠失したアミノ酸配列、▲２▼配列番号：２０または配列番
号：２１で表されるアミノ酸配列に１または２個以上（好ましくは、１～４０個程度、よ
り好ましくは１～３０個程度、なかでも好ましくは１～２０個程度）のアミノ酸が付加し
たアミノ酸配列、▲３▼配列番号：２０または配列番号：２１で表されるアミノ酸配列中
の１または２個以上（好ましくは、１～３０個程度、より好ましくは１～２０個程度）の
アミノ酸が他のアミノ酸で置換されたアミノ酸配列、または▲４▼それらを組み合わせた
アミノ酸配列を含有するペプチドなども用いられる。
本発明のペプチドとして好ましくはヒトまたはヒト以外の哺乳動物、さらに好ましくはヒ
ト由来のペプチドである。
【００１７】
配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列としては、例えば
、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と約９０％以上、好ましくは約９５％以上、よ
り好ましくは約９８％以上の相同性を有するアミノ酸配列などが挙げられる。
配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパ
ク質としては、例えば、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ
酸配列を含有し、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列を含有するタンパク質と実質的
に同質の性質を有するタンパク質などが好ましい。
本発明の配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するタンパク質としては、例えば、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同
一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有し、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列
を含有するタンパク質と実質的に同質の活性を有するタンパク質などが好ましい。
実質的に同質の活性としては、例えば、リガンド結合活性、シグナル情報伝達作用などが
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、リガンド結合活性やシグナル情報伝達作用などの活性が同等（例、約０．５～２倍
）であることが好ましいが、これらの活性の程度やタンパク質の分子量などの量的要素は
異なっていてもよい。
リガンド結合活性やシグナル情報伝達作用などの活性の測定は、公知の方法に準じて行な
うことができるが、例えば、後述の決定方法やスクリーニング方法に従っても測定するこ
とができる。
以下、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列を含有するタンパク質をＺＡＱと記載する
ことがある。
また、本発明のタンパク質としては、▲１▼配列番号：１で表わされるアミノ酸配列中の
１または２個以上（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または２個））のアミノ酸が欠失したアミノ酸配列、▲２▼配列番
号：１で表わされるアミノ酸配列に１または２個以上（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または２個））のアミノ酸が付
加したアミノ酸配列、▲３▼配列番号：１で表わされるアミノ酸配列中の１または２個以
上（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または２個））のアミノ酸が他のアミノ酸で置換されたアミノ酸配列、または▲４
▼それらを組み合わせたアミノ酸配列を含有するタンパク質なども用いられる。
【００１８】
配列番号：３６で表わされるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列としては、例え
ば、配列番号：３６で表わされるアミノ酸配列と約９０％以上、好ましくは約９５％以上
、より好ましくは約９８％以上の相同性を有するアミノ酸配列などが挙げられる。
配列番号：３６で表わされるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタン
パク質としては、例えば、配列番号：３６で表わされるアミノ酸配列と実質的に同一のア
ミノ酸配列を含有し、配列番号：３６で表わされるアミノ酸配列を含有するタンパク質と
実質的に同質の性質を有するタンパク質などが好ましい。
配列番号：３６で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含
有するタンパク質としては、例えば、配列番号：３６で表わされるアミノ酸配列と同一ま
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たは実質的に同一のアミノ酸配列を含有し、配列番号：３６で表わされるアミノ酸配列を
含有するタンパク質と実質的に同質の活性を有するタンパク質などが好ましく、具体的に
はＷＯ ９８／４６６２０に記載のタンパク質などが挙げられる。
配列番号：４０で表わされるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列としては、例え
ば、配列番号：４０で表わされるアミノ酸配列と約９７％以上、好ましくは約９８％以上
、より好ましくは約９９％以上、最も好ましくは約９９．５％以上の相同性を有するアミ
ノ酸配列などが挙げられる。
配列番号：４０で表わされるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタン
パク質としては、例えば、配列番号：４０で表わされるアミノ酸配列と実質的に同一のア
ミノ酸配列を含有し、配列番号：４０で表わされるアミノ酸配列を含有するタンパク質と
実質的に同質の性質を有するタンパク質などが好ましい。
配列番号：４０で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含
有するタンパク質としては、例えば、配列番号：４０で表わされるアミノ酸配列と同一ま
たは実質的に同一のアミノ酸配列を含有し、配列番号：４０で表わされるアミノ酸配列を
含有するタンパク質と実質的に同質の活性を有するタンパク質などが好ましい。
配列番号：４７で表わされるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列としては、例え
ば、配列番号：４７で表わされるアミノ酸配列と約９５％以上、好ましくは約９６％以上
、より好ましくは約９７％以上、最も好ましくは約９８％以上の相同性を有するアミノ酸
配列などが挙げられる。
配列番号：４７で表わされるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタン
パク質としては、例えば、配列番号：４７で表わされるアミノ酸配列と実質的に同一のア
ミノ酸配列を含有し、配列番号：４７で表わされるアミノ酸配列を含有するタンパク質と
実質的に同質の性質を有するタンパク質などが好ましい。
配列番号：４７で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含
有するタンパク質としては、例えば、配列番号：４７で表わされるアミノ酸配列と同一ま
たは実質的に同一のアミノ酸配列を含有し、配列番号：４７で表わされるアミノ酸配列を
含有するタンパク質と実質的に同質の活性を有するタンパク質などが好ましい。
配列番号：４８で表わされるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列としては、例え
ば、配列番号：４８で表わされるアミノ酸配列と約９５％以上、好ましくは約９６％以上
、より好ましくは約９７％以上、最も好ましくは約９８％以上の相同性を有するアミノ酸
配列などが挙げられる。
配列番号：４８で表わされるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタン
パク質としては、例えば、配列番号：４８で表わされるアミノ酸配列と実質的に同一のア
ミノ酸配列を含有し、配列番号：４８で表わされるアミノ酸配列を含有するタンパク質と
実質的に同質の性質を有するタンパク質などが好ましい。
配列番号：４８で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含
有するタンパク質としては、例えば、配列番号：４８で表わされるアミノ酸配列と同一ま
たは実質的に同一のアミノ酸配列を含有し、配列番号：４８で表わされるアミノ酸配列を
含有するタンパク質と実質的に同質の活性を有するタンパク質などが好ましく、具体的に
は、Biochem. Biophys. Acta、1491巻、369-375頁、2000年に記載のタンパク質などが挙
げられる。
配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列としては、例え
ば、配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列と約９５％以上、好ましくは約９６％以上
、より好ましくは約９７％以上、最も好ましくは約９８％以上の相同性を有するアミノ酸
配列などが挙げられる。
配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタン
パク質としては、例えば、配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列と実質的に同一のア
ミノ酸配列を含有し、配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列を含有するタンパク質と
実質的に同質の性質を有するタンパク質などが好ましい。
配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含
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有するタンパク質としては、例えば、配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列と同一ま
たは実質的に同一のアミノ酸配列を含有し、配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列を
含有するタンパク質と実質的に同質の活性を有するタンパク質などが好ましく、具体的に
はＷＯ ９８／４６６２０に記載のタンパク質などが挙げられる。
実質的に同質の活性としては、例えば、リガンド結合活性、シグナル情報伝達作用などが
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、リガンド結合活性やシグナル情報伝達作用などの活性が同等（例、約０．５～２倍
）であることが好ましいが、これらの活性の程度やタンパク質の分子量などの量的要素は
異なっていてもよい。
リガンド結合活性やシグナル情報伝達作用などの活性の測定は、公知の方法に準じて行な
うことができる。
配列番号：３４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：３４で表わされるアミノ酸配列と約６０％以上、好ましくは約７０％以上、より好ま
しくは約８０％以上、最も好ましくは約９０％以上の相同性を有するアミノ酸配列などが
挙げられる。
配列番号：３４で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含
有するペプチドとしては、例えば、配列番号：３４で表わされるアミノ酸配列と同一また
は実質的に同一のアミノ酸配列を含有し、配列番号：３４で表わされるアミノ酸配列を含
有するペプチドと実質的に同質の活性（例、回腸収縮作用、遠位大腸収縮作用、近位大腸
弛緩作用など）を有するペプチドなどが好ましく、具体的には後述のＭＩＴ１などが挙げ
られる。
【００１９】
本明細書におけるペプチドおよびタンパク質は、ペプチド標記の慣例に従って左端がＮ末
端（アミノ末端）、右端がＣ末端（カルボキシル末端）である。配列番号：１で表わされ
るアミノ酸配列を含有するタンパク質をはじめとする本発明のタンパク質は、Ｃ末端がカ
ルボキシル基（－ＣＯＯＨ）、カルボキシレート(－ＣＯＯ-）、アミド（－ＣＯＮＨ2）
またはエステル（－ＣＯＯＲ）の何れであってもよい。
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アルキル基、例えば、シクロペンチル、シクロヘキ
シルなどのＣ3-8シクロアルキル基、例えば、フェニル、α－ナフチルなどのＣ6-12アリ
ール基、例えば、ベンジル、フェネチルなどのフェニル－Ｃ1-2アルキル基もしくはα－
ナフチルメチルなどのα－ナフチル－Ｃ1-2アルキル基などのＣ7-14アラルキル基のほか
、経口用エステルとして汎用されるピバロイルオキシメチル基などが用いられる。
本発明のペプチド・タンパク質がＣ末端以外にカルボキシル基（またはカルボキシレート
）を有している場合、カルボキシル基がアミド化またはエステル化されているものも本発
明のペプチド・タンパク質に含まれる。この場合のエステルとしては、例えば上記したＣ
末端のエステルなどが用いられる。
さらに、本発明のペプチド・タンパク質には、上記したペプチド・タンパク質において、
Ｎ末端のメチオニン残基のアミノ基が保護基（例えば、ホルミル基、アセチル基などのＣ

2-6アルカノイル基などのＣ1-6アシル基など）で保護されているもの、Ｎ端側が生体内で
切断され生成したグルタミル基がピログルタミン酸化したもの、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、ホルミル基、アセチル基などのＣ2-6アルカノ
イル基などのＣ1-6アシル基など）で保護されているもの、あるいは糖鎖が結合したいわ
ゆる糖ペプチド・糖タンパク質などの複合ペプチド・複合タンパク質なども含まれる。
本発明のペプチドの具体例としては、例えば、配列番号：２０で表わされるアミノ酸配列
を含有するヒト由来（より好ましくはヒト脳由来）のペプチド、または配列番号：２１で
表わされるアミノ酸配列を含有するヒト由来（より好ましくはヒト脳由来）のペプチドな
どがあげられる。さらに好ましくは、配列番号：２１で表わされるアミノ酸配列を含有す
るヒト由来のペプチドなどがあげられる。
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本発明のタンパク質の具体例としては、例えば、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列
を含有するヒト由来（より好ましくはヒト脳由来）のタンパク質などがあげられる。
【００２０】
本発明のタンパク質の部分ペプチド（以下、本発明の部分ペプチドと略記する場合がある
）としては、上記した本発明のタンパク質の部分ペプチドであれば何れのものであっても
よいが、例えば、本発明のタンパク質分子のうち、細胞膜の外に露出している部位であっ
て、実質的に同質のリガンド結合活性を有するものなどが用いられる。
具体的には、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列を含有するタンパク質の部分ペプチ
ドとしては、図７で示される疎水性プロット解析において細胞外領域（親水性（Hydrophi
lic）部位）であると分析された部分を含むペプチドである。また、疎水性（Hydrophobic
）部位を一部に含むペプチドも同様に用いることができる。個々のドメインを個別に含む
ペプチドも用い得るが、複数のドメインを同時に含む部分のペプチドでも良い。
本発明の部分ペプチドのアミノ酸の数は、前記した本発明のタンパク質の構成アミノ酸配
列のうち少なくとも２０個以上、好ましくは５０個以上、より好ましくは１００個以上の
アミノ酸配列を含有するペプチドなどが好ましい。
実質的に同一のアミノ酸配列とは、これらアミノ酸配列と約５０％以上、好ましくは約７
０％以上、より好ましくは約８０％以上、さらに好ましくは約９０％以上、最も好ましく
は約９５％以上の相同性を有するアミノ酸配列を示す。
ここで、「実質的に同質のリガンド結合活性」とは、前記と同意義を示す。「実質的に同
質のリガンド結合活性」の測定は公知の方法に準じて行なうことができる。
【００２１】
また、本発明の部分ペプチドは、前記アミノ酸配列中の１または２個以上（好ましくは、
１～１０個程度、さらに好ましくは数個（１または２個））のアミノ酸が欠失し、または
、そのアミノ酸配列に１または２個以上（好ましくは、１～２０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または２個））のアミノ酸が付加し、または
、そのアミノ酸配列中の１または２個以上（好ましくは、１～１０個程度、より好ましく
は１～５個程度、さらに好ましくは数個（１または２個））のアミノ酸が他のアミノ酸で
置換されていてもよい。
また、本発明の部分ペプチドはＣ末端がカルボキシル基（－ＣＯＯＨ）、カルボキシレー
ト（－ＣＯＯ-）、アミド（－ＣＯＮＨ2）またはエステル（－ＣＯＯＲ）の何れであって
もよい。本発明の部分ペプチドがＣ末端以外にカルボキシル基（またはカルボキシレート
）を有している場合、カルボキシル基がアミド化またはエステル化されているものも本発
明の部分ペプチドに含まれる。この場合のエステルとしては、例えば前記したＣ末端のエ
ステルなどが用いられる。
さらに、本発明の部分ペプチドには、前記した本発明のタンパク質と同様に、Ｎ末端のメ
チオニン残基のアミノ基が保護基で保護されているもの、Ｎ端側が生体内で切断され生成
したＧｌｎ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が適当な
保護基で保護されているもの、あるいは糖鎖が結合したいわゆる糖ペプチドなどの複合ペ
プチドなども含まれる。
配列番号：３６、配列番号：４０、配列番号：４７、配列番号：４８または配列番号：４
９で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパ
ク質の部分ペプチドとしては、前記した配列番号：３６、配列番号：４０、配列番号：４
７、配列番号：４８または配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的
に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質の部分ペプチドであれば何れのものであって
もよいが、例えば、タンパク質分子のうち、細胞膜の外に露出している部位であって、実
質的に同質のリガンド結合活性を有するものなどが用いられる。当該部分ペプチドのアミ
ノ酸の数は、前記タンパク質の構成アミノ酸配列のうち少なくとも２０個以上、好ましく
は５０個以上、より好ましくは１００個以上のアミノ酸配列を含有するペプチドなどが好
ましい。実質的に同一のアミノ酸配列とは、これらアミノ酸配列と約５０％以上、好まし
くは約７０％以上、より好ましくは約８０％以上、さらに好ましくは約９０％以上、最も
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好ましくは約９５％以上の相同性を有するアミノ酸配列を示す。
【００２２】
本発明のペプチドまたは本発明のタンパク質もしくはその部分ペプチド等の塩としては、
とりわけ生理学的に許容される酸付加塩が好ましい。この様な塩としては、例えば無機酸
（例えば、塩酸、リン酸、臭化水素酸、硫酸）との塩、あるいは有機酸（例えば、酢酸、
ギ酸、プロピオン酸、フマル酸、マレイン酸、コハク酸、酒石酸、クエン酸、リンゴ酸、
蓚酸、安息香酸、メタンスルホン酸、ベンゼンスルホン酸）との塩などが用いられる。
【００２３】
本発明のペプチドもしくはタンパク質またはその塩、および配列番号：３６、配列番号：
４０もしくは配列番号：４７で表されるアミノ酸配列を含有するタンパク質またはその塩
は、前述したヒトや哺乳動物の細胞または組織から公知のペプチド・タンパク質の精製方
法によって製造することもできるし、後述する本発明のペプチド、本発明のタンパク質、
配列番号：３６、配列番号：４０または配列番号：４７で表されるアミノ酸配列を含有す
るタンパク質をコードするＤＮＡを含有する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、後述のペプチド・タンパク質合成法またはこれに準じて製造する
こともできる。さらに、配列番号：４８で表されるアミノ酸配列を含有するタンパク質ま
たはその塩は、Biochem. Biophys. Acta、1491巻、369-375頁、2000年に記載の方法に準
じて製造できる。配列番号：４９で表されるアミノ酸配列を含有するタンパク質またはそ
の塩は、ＷＯ ９８／４６６２０に記載の方法に準じて製造できる。ヒトや哺乳動物の組
織または細胞から製造する場合、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、当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
。
【００２４】
本発明のペプチドまたは本発明のタンパク質もしくはその部分ペプチドまたはそれらのア
ミド体またはそれらの塩の合成には、通常市販のペプチド・タンパク質合成用樹脂を用い
ることができる。そのような樹脂としては、例えば、クロロメチル樹脂、ヒドロキシメチ
ル樹脂、ベンズヒドリルアミン樹脂、アミノメチル樹脂、４－ベンジルオキシベンジルア
ルコール樹脂、４－メチルベンズヒドリルアミン樹脂、ＰＡＭ樹脂、４－ヒドロキシメチ
ルメチルフェニルアセトアミドメチル樹脂、ポリアクリルアミド樹脂、４－（２'，４'－
ジメトキシフェニル－ヒドロキシメチル）フェノキシ樹脂、４－（２'，４'－ジメトキシ
フェニル－Ｆｍｏｃアミノエチル）フェノキシ樹脂などを挙げることができる。このよう
な樹脂を用い、α－アミノ基と側鎖官能基を適当に保護したアミノ酸を、目的とするペプ
チド・タンパク質の配列通りに、公知の各種縮合方法に従い、樹脂上で縮合させる。反応
の最後に樹脂からペプチド・タンパク質を切り出すと同時に各種保護基を除去し、さらに
高希釈溶液中で分子内ジスルフィド結合形成反応を実施し、目的のペプチド・タンパク質
またはそれらのアミド体を取得する。
前記した保護アミノ酸の縮合に関しては、ペプチド・タンパク質合成に使用できる各種活
性化試薬を用いることができるが、特に、カルボジイミド類がよい。カルボジイミド類と
しては、ＤＣＣ、Ｎ，Ｎ'－ジイソプロピルカルボジイミド、Ｎ－エチル－Ｎ'－（３－ジ
メチルアミノプロリル）カルボジイミドなどが用いられる。これらによる活性化にはラセ
ミ化抑制添加剤（例えば、ＨＯＢｔ、ＨＯＯＢｔ）とともに保護アミノ酸を直接樹脂に添
加するかまたは、対称酸無水物またはＨＯＢｔエステルあるいはＨＯＯＢｔエステルとし
てあらかじめ保護アミノ酸の活性化を行なった後に樹脂に添加することができる。
【００２５】
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、ペプチド・タンパク質
縮合反応に使用しうることが知られている溶媒から適宜選択されうる。例えば、Ｎ，Ｎ－
ジメチルホルムアミド，Ｎ，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
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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。反応温度はタンパク質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
することができる。
【００２６】
原料のアミノ基の保護基としては、例えば、Ｚ、Ｂｏｃ、ターシャリーペンチルオキシカ
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、Ｃ
ｌ－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、Ｆｍｏ
ｃなどが用いられる。
カルボキシル基は、例えば、アルキルエステル化（例えば、メチル、エチル、プロピル、
ブチル、ターシャリーブチル、シクロペンチル、シクロヘキシル、シクロヘプチル、シク
ロオクチル、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、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、ターシャリーブト
キシカルボニルヒドラジド化、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
。
セリンの水酸基は、例えば、エステル化またはエーテル化によって保護することができる
。このエステル化に適する基としては、例えば、アセチル基などの低級アルカノイル基、
ベンゾイル基などのアロイル基、ベンジルオキシカルボニル基、エトキシカルボニル基な
どの炭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。
チロシンのフェノール性水酸基の保護基としては、例えば、Ｂｚｌ、Ｃｌ2－Ｂｚｌ、２
－ニトロベンジル、Ｂｒ－Ｚ、ターシャリーブチルなどが用いられる。
ヒスチジンのイミダゾールの保護基としては、例えば、Ｔｏｓ、４－メトキシ－２，３，
６－トリメチルベンゼンスルホニル、ＤＮＰ、ベンジルオキシメチル、Ｂｕｍ、Ｂｏｃ、
Ｔｒｔ、Ｆｍｏｃなどが用いられる。
【００２７】
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、ＨＯＢｔ
）とのエステル〕などが用いられる。原料のアミノ基の活性化されたものとしては、例え
ば、対応するリン酸アミドが用いられる。
保護基の除去（脱離）方法としては、例えば、Ｐｄ－黒あるいはＰｄ－炭素などの触媒の
存在下での水素気流中での接触還元や、また、無水フッ化水素、メタンスルホン酸、トリ
フルオロメタンスルホン酸、トリフルオロ酢酸あるいはこれらの混合液などによる酸処理
や、ジイソプロピルエチルアミン、トリエチルアミン、ピペリジン、ピペラジンなどによ
る塩基処理、また液体アンモニア中ナトリウムによる還元なども用いられる。上記酸処理
による脱離反応は、一般に約－２０℃～４０℃の温度で行なわれるが、酸処理においては
、例えば、アニソール、フェノール、チオアニソール、メタクレゾール、パラクレゾール
、ジメチルスルフィド、１，４－ブタンジチオール、１，２－エタンジチオールなどのよ
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
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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。
【００２８】
原料の反応に関与すべきでない官能基の保護、保護基の脱離、および反応に関与する官能
基の活性化などは公知の手段から、官能基の保護に用いる保護基は公知の基からそれぞれ
適宜選択され、適用される。
ペプチド・タンパク質のアミド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鎖を
所望の鎖長まで延ばした後、当該ペプチド鎖のＮ末端のα－アミノ基の保護基のみを除い
たペプチド・タンパク質とＣ末端のカルボキシル基の保護基のみを除去したペプチド・タ
ンパク質とを製造し、この両ペプチド・両タンパク質を上記したような混合溶媒中で縮合
させる。縮合反応の詳細については上記と同様である。縮合により得られた保護ペプチド
・保護タンパク質を精製した後、上記方法によりすべての保護基を除去し、所望の粗ペプ
チド・粗タンパク質を得ることができる。この粗ペプチド・粗タンパク質は既知の各種精
製手段を駆使して精製し、主要画分を凍結乾燥することで所望のペプチド・タンパク質の
アミド体を得ることができる。
ペプチド・タンパク質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、ペプチド・タ
ンパク質のアミド体と同様にして、所望のペプチド・タンパク質のエステル体を得ること
ができる。
【００２９】
本発明のペプチドは、公知のペプチドの合成法に従って製造することができる。また、本
発明のタンパク質の部分ペプチドまたはその塩は、公知のペプチドの合成法に従って、あ
るいは本発明のタンパク質を適当なペプチダーゼで切断することによって製造することが
できる。
ペプチドの合成法としては、例えば、固相合成法、液相合成法のいずれによっても良い。
すなわち、本発明のペプチドもしくは本発明のタンパク質を構成し得る部分ペプチドまた
はアミノ酸と残余部分とを縮合させ、生成物が保護基を有する場合は保護基を脱離するこ
とにより目的のペプチドを製造することができる。
公知の縮合方法や保護基の脱離としては、例えば、以下の▲１▼～▲５▼に記載された方
法が挙げられる。
▲１▼M. Bodanszky および M.A. Ondetti、ペプチド シンセシス (Peptide Synthesis),
 Interscience Publishers, New York (1966年)
▲２▼SchroederおよびLuebke、ザ ペプチド(The Peptide), Academic Press, New York 
(1965年)
▲３▼泉屋信夫他、ペプチド合成の基礎と実験、 丸善(株) （1975年）
▲４▼矢島治明 および榊原俊平、生化学実験講座 1、 タンパク質の化学IV、 205、(197
7年)
▲５▼矢島治明監修、続医薬品の開発 第14巻 ペプチド合成 広川書店
また、反応後は通常の精製法、たとえば、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本発明の部
分ペプチド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部分ペプチ
ドが遊離体である場合は、公知の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、公知の方法によって遊離体に変換することができる。
【００３０】
本発明のペプチド・タンパク質をコードするＤＮＡとしては、前述した本発明のペプチド
・タンパク質をコードする塩基配列を含有するものであればいかなるものであってもよい
。また、ゲノムＤＮＡ、ゲノムＤＮＡライブラリー、前記した細胞・組織由来のｃＤＮＡ
、前記した細胞・組織由来のｃＤＮＡライブラリー、合成ＤＮＡのいずれでもよい。ライ
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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totalＲＮＡまたはｍＲ
ＮＡ画分を調製したものを用いて直接Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reactio
n（以下、ＲＴ－ＰＣＲ法と略称する）によって増幅することもできる。
【００３１】
具体的には、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：２６ま
たは配列番号：２７で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡ、または配列番号：２６また
は配列番号：２７で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡとハイストリンジェントな条件
下でハイブリダイズするＤＮＡを含有し、本発明のペプチドと実質的に同質の活性（例、
本発明のタンパク質に対する結合活性、本発明のタンパク質を介するシグナル情報伝達作
用、消化管（例、腸管）収縮活性など）を有するペプチドをコードするＤＮＡであれば何
れのものでもよい。
配列番号：２６で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡとしては、配列番号：２８で表わ
される塩基配列を含有するＤＮＡ等が挙げられる。
配列番号：２６で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡとハイストリンジェントな条件下
でハイブリダイズするＤＮＡとしては、例えば、配列番号：２６で表わされる塩基配列と
約６０％以上、好ましくは約７０％以上、より好ましくは約８０％以上の相同性を有する
塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いられる。
配列番号：２７で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡとしては、配列番号：２９で表わ
される塩基配列を含有するＤＮＡ等が挙げられる。
配列番号：２７で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡとハイストリンジェントな条件下
でハイブリダイズするＤＮＡとしては、例えば、配列番号：２７で表わされる塩基配列と
約６０％以上、好ましくは約７０％以上、より好ましくは約８０％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。
【００３２】
また、本発明のタンパク質をコードするＤＮＡとしては、例えば、配列番号：２または配
列番号：３で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡ、または配列番号：２または配列番号
：３で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡとハイストリンジェントな条件下でハイブリ
ダイズするＤＮＡを含有し、本発明のタンパク質と実質的に同質の活性（例、リガンド結
合活性、シグナル情報伝達作用など）を有するタンパク質をコードするＤＮＡであれば何
れのものでもよい。
配列番号：２または配列番号：３で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡとハイストリン
ジェントな条件下でハイブリダイズするＤＮＡとしては、例えば、配列番号：２または配
列番号：３で表わされる塩基配列と約９０％以上、好ましくは約９５％以上、より好まし
くは約９８％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。
【００３３】
ハイブリダイゼーションは、公知の方法あるいはそれに準じる方法、例えば、モレキュラ
ー・クローニング（Molecular Cloning）２nd（J. Sambrook et al., Cold Spring Harbo
r Lab. Press, 1989）に記載の方法などに従って行なうことができる。また、市販のライ
ブラリーを使用する場合、添付の使用説明書に記載の方法に従って行なうことができる。
より好ましくは、ハイストリンジェントな条件に従って行なうことができる。
ハイストリンジェントな条件とは、例えば、ナトリウム濃度が約１９～４０ｍＭ、好まし
くは約１９～２０ｍＭで、温度が約５０～７０℃、好ましくは約６０～６５℃の条件を示
す。特に、ナトリウム濃度が約１９ｍＭで温度が約６５℃の場合が最も好ましい。
【００３４】
より具体的には、配列番号：２０で表わされるアミノ酸配列を含有するペプチドをコード
するＤＮＡとしては、配列番号：２６で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡがあげられ
、配列番号：２１で表わされるアミノ酸配列を含有するペプチドをコードするＤＮＡとし
ては、配列番号：２７で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡがあげられ、配列番号：２
２で表わされるアミノ酸配列を含有するペプチドをコードするＤＮＡとしては、配列番号
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：２８で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡがあげられ、配列番号：２３で表わされる
アミノ酸配列を含有するペプチドをコードするＤＮＡとしては、配列番号：２９で表わさ
れる塩基配列を含有するＤＮＡがあげられる。
また、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列を含有するタンパク質をコードするＤＮＡ
としては、配列番号：２または配列番号：３で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡがあ
げられる。
【００３５】
本発明のペプチドをコードするＤＮＡの塩基配列と相補的な塩基配列またはその一部を含
有してなるヌクレオチド（オリゴヌクレオチド）とは、本発明のペプチドをコードするＤ
ＮＡを包含するだけではなく、ＲＮＡをも包含する意味で用いられる。
本発明に従えば、本発明のペプチドの遺伝子の複製又は発現を阻害することのできるアン
チセンス・（オリゴ）ヌクレオチド（核酸）を、クローン化したあるいは決定されたペプ
チドをコードするＤＮＡの塩基配列の塩基配列情報に基づき設計し、合成しうる。そうし
た（オリゴ）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、当該ＲＮＡの合成又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（オ
リゴ）ヌクレオチド、及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（オリゴ）ヌクレオチドは、生体内及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又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、塩基配列又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、塩基配列又は核酸
とペプチドとの間で「対応する」とは、ヌクレオチド（核酸）の配列又はその相補体から
誘導される指令にあるペプチドのアミノ酸を通常指している。本発明のペプチドの遺伝子
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、ポリペ
プチド翻訳開始コドン、タンパク質コード領域、ＯＲＦ翻訳開始コドン、３’端非翻訳領
域、３’端パリンドローム領域、及び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、本発明のペプチドの遺伝子内の如何なる領域も対象として選択しうる。
【００３６】
目的核酸と対象領域の少なくとも一部に相補的な（オリゴ）ヌクレオチドとの関係、すな
わち対象物とハイブリダイズすることができる（オリゴ）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・（オリゴ）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デオキシヌクレオチド、Ｄ－リボースを含
有しているポリヌクレオチド、プリン又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、市販のタンパク質核酸及び合成配列特異的な核酸ポリマー）又は特殊な結合を含
有するその他のポリマー（但し、当該ポリマーはＤＮＡやＲＮＡ中に見出されるような塩
基のペアリナ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、２本鎖ＤＮＡ、１本鎖ＤＮＡ、２本鎖ＲＮＡ、１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又は非修
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、電荷を有する結合又は硫黄含有結合（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、例えばタンパク質（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、インターカレン
ト化合物（例えば、アクリジン、プソラレンなど）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
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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」及び「核酸」とは、プリン及び
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及びピリミジン、アシル
化されたプリン及びピリミジン、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及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。
【００３７】
本発明のアンチセンス核酸は、ＲＮＡ、ＤＮＡ、あるいは修飾された核酸である。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核酸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核酸をより安定なものにする、アンチセン
ス核酸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核酸の毒性をより小さなものにする。
こうして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 Tec
h Japan, Vol. 8, pp.247, 1992; Vol. 8, pp.395, 1992; S. T. Crooke et al. ed., An
tisense Research and Applications, CRC Press, 1993 などに開示がある。
本発明のアンチセンス核酸は、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、ホスホリピッド、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。
アンチセンス核酸の阻害活性は、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、あるいはタンパク質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。当
該核酸は公知の各種の方法で細胞に適用できる。
【００３８】
本発明の部分ペプチドをコードするＤＮＡとしては、前述した本発明の部分ペプチドをコ
ードする塩基配列を含有するものであればいかなるものであってもよい。また、ゲノムＤ
ＮＡ、ゲノムＤＮＡライブラリー、前記した細胞・組織由来のｃＤＮＡ、前記した細胞・
組織由来のｃＤＮＡライブラリー、合成ＤＮＡのいずれでもよい。ライブラリーに使用す
るベクターは、バクテリオファージ、プラスミド、コスミド、ファージミドなどいずれで
あってもよい。また、前記した細胞・組織よりｍＲＮＡ画分を調製したものを用いて直接
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。
具体的には、本発明の部分ペプチドをコードするＤＮＡとしては、例えば、配列番号：２
または配列番号：３で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡの部分塩基配列を含有するＤ
ＮＡ、または▲２▼配列番号：２または配列番号：３で表わされる塩基配列を含有するＤ
ＮＡ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ＤＮＡを含有し、本発明のタ
ンパク質ペプチドと実質的に同質の活性（例、リガンド結合活性、シグナル情報伝達作用
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など）を有するタンパク質をコードするＤＮＡの部分塩基配列を含有するＤＮＡなどが用
いられる。
配列番号：２または配列番号：３で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡとハイストリン
ジェントな条件下でハイブリダイズするＤＮＡとしては、例えば、配列番号：２または配
列番号：３で表わされる塩基配列と約９０％以上、好ましくは約９５％以上、より好まし
くは約９８％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。
【００３９】
本発明のペプチド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
プチドをコードするＤＮＡの塩基配列の部分塩基配列を含有する合成ＤＮＡプライマーを
用いて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（Molecular 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。
本発明のタンパク質またはその部分ペプチド（以下、本発明のタンパク質と略記する）を
完全にコードするＤＮＡのクローニングも本発明のペプチドを完全にコードするＤＮＡの
クローニングと同様にして行うことができる。
【００４０】
ＤＮＡの塩基配列の変換は、ＰＣＲや公知のキット、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法やGapped dupl
ex法やKunkel法等の公知の方法あるいはそれらに準じる方法に従って行なうことができる
。
クローン化されたペプチド・タンパク質をコードする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。
当該ＤＮＡはその５’末端側に翻訳開始コドンとしてのＡＴＧを有し、また３’末端側に
は翻訳終止コドンとしてのＴＡＡ、ＴＧＡまたはＴＡＧを有していてもよい。これらの翻
訳開始コドンや翻訳終止コドンは、適当な合成ＤＮＡアダプターを用いて付加することも
できる。
本発明のペプチド・タンパク質の発現ベクターは、例えば、（イ）本発明のペプチド・タ
ンパク質をコードするＤＮＡから目的とするＤＮＡ断片を切り出し、（ロ）当該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。
【００４１】
ベクターとしては、大腸菌由来のプラスミド（例、ｐＢＲ３２２，ｐＢＲ３２５，ｐＵＣ
１２，ｐＵＣ１３）、枯草菌由来のプラスミド（例、ｐＵＢ１１０，ｐＴＰ５，ｐＣ１９
４）、酵母由来プラスミド（例、ｐＳＨ１９，ｐＳＨ１５）、λファージなどのバクテリ
オファージ、レトロウイルス，ワクシニアウイルス，バキュロウイルスなどの動物ウイル
スなどの他、ｐＡ１－１１、ｐＸＴ１、ｐＲｃ／ＣＭＶ、ｐＲｃ／ＲＳＶ、ｐｃＤＮＡＩ
／Ｎｅｏ、ｐｃＤＮＡ３．１、ｐＲｃ／ＣＭＶ２、ｐＲｃ／ＲＳＶ（Invitrogen社）など
が用いられる。
本発明で用いられるプロモーターとしては、遺伝子の発現に用いる宿主に対応して適切な
プロモーターであればいかなるものでもよい。例えば、動物細胞を宿主として用いる場合
は、ＳＲαプロモーター、ＳＶ４０プロモーター、ＨＩＶ-ＬＴＲプロモーター、ＣＭＶ
プロモーター、ＨＳＶ-ＴＫプロモーターなどが挙げられる。
これらのうち、ＣＭＶプロモーター、ＳＲαプロモーターなどを用いるのが好ましい。宿
主がエシェリヒア属菌である場合は、ｔｒｐプロモーター、ｌａｃプロモーター、ｒｅｃ
Ａプロモーター、λＰLプロモーター、ｌｐｐプロモーターなどが、宿主がバチルス属菌
である場合は、ＳＰＯ１プロモーター、ＳＰＯ２プロモーター、ｐｅｎＰプロモーターな



(24) JP 4965776 B2 2012.7.4

10

20

30

40

50

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。
【００４２】
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、Ｇ４１８
耐性）等が挙げられる。特に、ＣＨＯ（ｄｈｆｒ-）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。
また、必要に応じて、宿主に合ったシグナル配列を、本発明のタンパク質のＮ端末側に付
加する。宿主がエシェリヒア属菌である場合は、ＰｈｏＡ・シグナル配列、ＯｍｐＡ・シ
グナル配列などが、宿主がバチルス属菌である場合は、α－アミラーゼ・シグナル配列、
サブチリシン・シグナル配列などが、宿主が酵母である場合は、ＭＦα・シグナル配列、
ＳＵＣ２・シグナル配列など、宿主が動物細胞である場合には、インシュリン・シグナル
配列、α－インターフェロン・シグナル配列、抗体分子・シグナル配列などがそれぞれ利
用できる。
このようにして構築された本発明のペプチド・タンパク質をコードする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。
【００４３】
宿主としては、例えば、エシェリヒア属菌、バチルス属菌、酵母、昆虫細胞、昆虫、動物
細胞などが用いられる。
エシェリヒア属菌の具体例としては、エシェリヒア・コリ（Escherichia coli）Ｋ１２・
ＤＨ１〔プロシージングズ・オブ・ザ・ナショナル・アカデミー・オブ・サイエンシイズ
・オブ・ザ・ユーエスエー（Proc. Natl. Acad. . Sci. USA），６０巻，１６０(１９６
８)〕，ＪＭ１０３〔ヌクイレック・アシッズ・リサーチ，（Nucleic Acids Research）
，９巻，３０９(１９８１)〕，ＪＡ２２１〔ジャーナル・オブ・モレキュラー・バイオロ
ジー（Journal of Molecular Biology），１２０巻，５１７(１９７８)〕，ＨＢ１０１〔
ジャーナル・オブ・モレキュラー・バイオロジー，４１巻，４５９(１９６９)〕，Ｃ６０
０〔ジェネティックス（Genetics），３９巻，４４０(１９５４)〕などが用いられる。
バチルス属菌としては、例えば、バチルス・サチルス（Bacillus subtilis）ＭＩ１１４
〔ジーン，２４巻，２５５(１９８３)〕，２０７－２１〔ジャーナル・オブ・バイオケミ
ストリー（Journal of Biochemistry），９５巻，８７(１９８４)〕などが用いられる。
酵母としては、例えば、サッカロマイセス・セレビシエ（Saccharomyces cerevisiae）Ａ
Ｈ２２，ＡＨ２２Ｒ-，ＮＡ８７－１１Ａ，ＤＫＤ－５Ｄ，２０Ｂ－１２、シゾサッカロ
マイセス・ポンベ（Schizosaccharomyces pombe）ＮＣＹＣ１９１３，ＮＣＹＣ２０３６
、ピキア・パストリス（Pichia pastoris）などが用いられる。
【００４４】
昆虫細胞としては、例えば、ウイルスがＡｃＮＰＶの場合は、夜盗蛾の幼虫由来株化細胞
（Spodoptera frugiperda cell；Ｓｆ細胞）、Trichoplusia niの中腸由来のＭＧ１細胞
、Trichoplusia niの卵由来のHigh FiveTM細胞、Mamestra brassicae由来の細胞またはEs
tigmena acrea由来の細胞などが用いられる。ウイルスがＢｍＮＰＶの場合は、蚕由来株
化細胞（Bombyx mori N；ＢｍＮ細胞）などが用いられる。当該Ｓｆ細胞としては、例え
ば、Ｓｆ９細胞（ATCC CRL1711）、Ｓｆ２１細胞（以上、Vaughn, J.L.ら、イン・ヴィボ
（In Vivo）,13, 213-217,(1977)）などが用いられる。
昆虫としては、例えば、カイコの幼虫などが用いられる〔前田ら、ネイチャー（Nature）
，３１５巻，５９２(１９８５)〕。
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動物細胞としては、例えば、サル細胞ＣＯＳ－７，Ｖｅｒｏ，チャイニーズハムスター細
胞ＣＨＯ（以下、ＣＨＯ細胞と略記），ｄｈｆｒ遺伝子欠損チャイニーズハムスター細胞
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。
【００４５】
エシェリヒア属菌を形質転換するには、例えば、プロシージングズ・オブ・ザ・ナショナ
ル・アカデミー・オブ・サイエンジイズ・オブ・ザ・ユーエスエー（Proc. Natl. Acad. 
. Sci. USA），６９巻，２１１０(１９７２)やジーン（Gene），１７巻，１０７(１９８
２)などに記載の方法に従って行なうことができる。
バチルス属菌を形質転換するには、例えば、モレキュラー・アンド・ジェネラル・ジェネ
ティックス（Molecular ＆ General Genetics），１６８巻，１１１(１９７９)などに記
載の方法に従って行なうことができる。
酵母を形質転換するには、例えば、メッソズ・イン・エンザイモロジー（Methods in Enz
ymology），１９４巻，１８２－１８７（１９９１）、プロシージングズ・オブ・ザ・ナ
ショナル・アカデミー・オブ・サイエンシイズ・オブ・ザ・ユーエスエー（Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA），７５巻，１９２９(１９７８)などに記載の方法に従って行なうことが
できる。
昆虫細胞または昆虫を形質転換するには、例えば、バイオ／テクノロジー（Bio/Technolo
gy）、６、４７－５５（１９８８））などに記載の方法に従って行なうことができる。
動物細胞を形質転換するには、例えば、細胞工学別冊８　新　細胞工学実験プロトコール
．２６３－２６７（１９９５）（秀潤社発行）、ヴィロロジー（Virology），５２巻，４
５６（１９７３）に記載の方法に従って行なうことができる。
このようにして、Ｇタンパク質共役型タンパク質をコードするＤＮＡを含有する発現ベク
ターで形質転換された形質転換体が得られる。
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、その中には当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挙げられる。また、酵母エキス、ビタミン類、
生長促進因子などを添加してもよい。培地のｐＨは約５～８が望ましい。
【００４６】
エシェリヒア属菌を培養する際の培地としては、例えば、グルコース、カザミノ酸を含む
Ｍ９培地〔ミラー（Miller），ジャーナル・オブ・エクスペリメンツ・イン・モレキュラ
ー・ジェネティックス（Journal of Experiments in Molecular Genetics），４３１－４
３３，Cold Spring Harbor Laboratory, New York １９７２〕が好ましい。ここに必要に
よりプロモーターを効率よく働かせるために、例えば、３β－インドリルアクリル酸のよ
うな薬剤を加えることができる。
宿主がエシェリヒア属菌の場合、培養は通常約１５～４３℃で約３～２４時間行ない、必
要により、通気や撹拌を加えることもできる。
宿主がバチルス属菌の場合、培養は通常約３０～４０℃で約６～２４時間行ない、必要に
より通気や撹拌を加えることもできる。
宿主が酵母である形質転換体を培養する際、培地としては、例えば、バークホールダー（
Burkholder）最小培地〔Bostian, K. L. ら、「プロシージングズ・オブ・ザ・ナショナ
ル・アカデミー・オブ・サイエンシイズ・オブ・ザ・ユーエスエー（Proc. Natl. Acad. 
. 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、「プロシージングズ・オブ・ザ・ナショナル・アカデミー・オブ・
サイエンシイズ・オブ・ザ・ユーエスエー（Proc. Natl. Acad. . Sci. USA），８１巻，
５３３０（１９８４）〕が挙げられる。培地のｐＨは約５～８に調整するのが好ましい。
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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。
【００４７】
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 Inse
ct Medium（Grace, T.C.C.,ネイチャー（Nature）,195,788(1962)）に非動化した１０％
ウシ血清等の添加物を適宜加えたものなどが用いられる。培地のｐＨは約６．２～６．４
に調整するのが好ましい。培養は通常約２７℃で約３～５日間行ない、必要に応じて通気
や撹拌を加える。
宿主が動物細胞である形質転換体を培養する際、培地としては、例えば、約５～２０％の
胎児牛血清を含むＭＥＭ培地〔サイエンス（Science），１２２巻，５０１(１９５２)〕
，ＤＭＥＭ培地〔ヴィロロジー（Virology），８巻，３９６(１９５９)〕，ＲＰＭＩ １
６４０培地〔ジャーナル・オブ・ザ・アメリカン・メディカル・アソシエーション（The 
Journal of the American Medical Association）１９９巻，５１９(１９６７)〕，１９
９培地〔プロシージング・オブ・ザ・ソサイエティ・フォー・ザ・バイオロジカル・メデ
ィスン（Proceeding of the Society for the Biological Medicine），７３巻，１(１９
５０)〕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。
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に本発明のペプチド・タン
パク質を生成せしめることができる。
【００４８】
上記培養物から本発明のペプチド・タンパク質を分離精製するには、例えば、下記の方法
により行なうことができる。
本発明のペプチド・タンパク質を培養菌体あるいは細胞から抽出するに際しては、培養後
、公知の方法で菌体あるいは細胞を集め、これを適当な緩衝液に懸濁し、超音波、リゾチ
ームおよび／または凍結融解などによって菌体あるいは細胞を破壊したのち、遠心分離や
ろ過によりタンパク質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タンパク質変性剤や、トリトンＸ－１００TMなどの界面活性剤が含
まれていてもよい。培養液中にペプチド・タンパク質が分泌される場合には、培養終了後
、公知の方法で菌体あるいは細胞と上清とを分離し、上清を集める。
このようにして得られた培養上清、あるいは抽出液中に含まれるペプチド・タンパク質の
精製は、公知の分離・精製法を適切に組み合わせて行なうことができる。これらの公知の
分離、精製法としては、塩析や溶媒沈澱法などの溶解度を利用する方法、透析法、限外ろ
過法、ゲルろ過法、およびＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動法などの主として分
子量の差を利用する方法、イオン交換クロマトグラフィーなどの荷電の差を利用する方法
、アフィニティークロマトグラフィーなどの特異的親和性を利用する方法、逆相高速液体
クロマトグラフィーなどの疎水性の差を利用する方法、等電点電気泳動法などの等電点の
差を利用する方法などが用いられる。
【００４９】
このようにして得られるペプチド・タンパク質が遊離体で得られた場合には、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
公知の方法あるいはそれに準じる方法により、遊離体または他の塩に変換することができ
る。
なお、組換え体が産生するペプチド・タンパク質を、精製前または精製後に適当なタンパ
ク質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、ペプチド・ポリペプチド
を部分的に除去することもできる。タンパク質修飾酵素としては、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。
このようにして生成する本発明のペプチドの活性は、標識した本発明のペプチドと本発明
のタンパク質との結合実験および特異抗体を用いたエンザイムイムノアッセイなどにより
測定することができる。
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また、生成する本発明のタンパク質の活性は、標識した本発明のペプチドとの結合実験お
よび特異抗体を用いたエンザイムイムノアッセイなどにより測定することができる。
【００５０】
本発明のペプチドまたは本発明のタンパク質もしくはその部分ペプチドまたはそれらの塩
に対する抗体は、本発明のペプチドまたは本発明のタンパク質もしくはその部分ペプチド
またはそれらの塩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。
本発明のペプチドまたは本発明のタンパク質もしくはその部分ペプチドまたはそれらの塩
（以下、本発明のペプチド・タンパク質等と略記する場合がある）に対する抗体は、本発
明のペプチド・タンパク質等を抗原として用い、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。
【００５１】
〔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・タンパク質等は、哺乳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回程度行なわれる。用いられる哺乳動物と
しては、例えば、サル、ウサギ、イヌ、モルモット、マウス、ラット、ヒツジ、ヤギが挙
げられるが、マウスおよびラットが好ましく用いられる。
モノクローナル抗体産生細胞の作製に際しては、抗原を免疫された温血動物、例えば、マ
ウスから抗体価の認められた個体を選択し最終免疫の２～５日後に脾臓またはリンパ節を
採取し、それらに含まれる抗体産生細胞を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、後記の標識化した本発明のペプチド・タンパク質等と抗血清とを反応させたのち、
抗体に結合した標識剤の活性を測定することにより行なうことができる。融合操作は既知
の方法、例えば、ケーラーとミルスタインの方法〔ネイチャー（Nature)、２５６巻、４
９５頁（１９７５年）〕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挙げられるが、好ましくはＰ
ＥＧが用いられる。
骨髄腫細胞としては、例えば、ＮＳ－１、Ｐ３Ｕ１、ＳＰ２／０などが挙げられるが、Ｐ
３Ｕ１が好ましく用いられる。用いられる抗体産生細胞（脾臓細胞）数と骨髄腫細胞数と
の好ましい比率は１：１～２０：１程度であり、ＰＥＧ（好ましくは、ＰＥＧ１０００～
ＰＥＧ６０００）が１０～８０％程度の濃度で添加され、約２０～４０℃、好ましくは約
３０～３７℃で約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。
【００５２】
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、本発明のペプチド・タンパク質等抗原を直接あるいは担体とともに吸着させた
固相（例、マイクロプレート）にハイブリドーマ培養上清を添加し、次に放射性物質や酵
素などで標識した抗免疫グロブリン抗体（細胞融合に用いられる細胞がマウスの場合、抗
マウス免疫グロブリン抗体が用いられる）またはプロテインＡを加え、固相に結合したモ
ノクローナル抗体を検出する方法、抗免疫グロブリン抗体またはプロテインＡを吸着させ
た固相にハイブリドーマ培養上清を添加し、放射性物質や酵素などで標識した本発明のペ
プチド・タンパク質等を加え、固相に結合したモノクローナル抗体を検出する方法などが
挙げられる。
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
るが、通常は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
用培地など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１
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０～２０％の牛胎児血清を含むＲＰＭＩ １６４０培地、１～１０％の牛胎児血清を含む
ＧＩＴ培地（和光純薬工業（株））またはハイブリドーマ培養用無血清培地（ＳＦＭ－１
０１、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。
【００５３】
（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、通常のポリクローナル抗体の分離精製と同様に免疫グ
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、ＤＥＡＥ）による吸脱着法、超遠心法、ゲルろ過法、抗原結合固相また
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。
【００５４】
〔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したがって製造するこ
とができる。例えば、免疫抗原（本発明のペプチド・タンパク質等の抗原）とキャリアー
タンパク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哺乳動物に
免疫を行ない、当該免疫動物から本発明のペプチド・タンパク質等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できる。
哺乳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タンパク質との複合体に関し
、キャリアータンパク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、ウシサイログロブリン、キー
ホール・リンペット・ヘモシアニン等を重量比でハプテン１に対し、約０.１～２０、好
ましくは約１～５の割合でカプルさせる方法が用いられる。
また、ハプテンとキャリアーのカプリングには、種々の縮合剤を用いることができるが、
グルタルアルデヒドやカルボジイミド、マレイミド活性エステル、チオール基、ジチオビ
リジル基を含有する活性エステル試薬等が用いられる。
縮合生成物は、温血動物に対して、抗体産生が可能な部位にそれ自体あるいは担体、希釈
剤とともに投与される。投与に際して抗体産生能を高めるため、完全フロイントアジュバ
ントや不完全フロイントアジュバントを投与してもよい。投与は、通常約２～６週毎に１
回ずつ、計約３～１０回程度行なうことができる。
ポリクローナル抗体は、上記の方法で免疫された哺乳動物の血液、腹水など、好ましくは
血液から採取することができる。
抗血清中のポリクローナル抗体価の測定は、上記の血清中の抗体価の測定と同様にして測
定できる。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。
【００５５】
本発明のペプチド、本発明のペプチドをコードするＤＮＡ（以下、本発明のＤＮＡと略記
する場合がある）および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、▲１▼本発明のペプチドが関与する各種疾病の予防・治療剤、▲２▼本
発明のペプチドと本発明のタンパク質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、▲３▼本発明のペプチドまたはその塩の定量、▲４▼遺伝子診断剤、▲５▼
アンチセンスＤＮＡを含有する医薬、▲６▼本発明の抗体を含有する医薬、▲７▼本発明
のＤＮＡを含有する非ヒト動物の作出、▲８▼構造的に類似したリガンド・受容体との比
較にもとづいたドラッグデザイン、などの実施のために有用である。
特に、本発明の組換えタンパク質の発現系を用いた受容体結合アッセイ系を用いることに
よって、ヒトや哺乳動物に特異的な本発明のタンパク質に対するリガンドの結合性を変化
させる化合物（例、ＺＡＱアゴニスト、ＺＡＱアンタゴニストなど）をスクリーニングす
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ることができ、当該アゴニストまたはアンタゴニストを各種疾病の予防・治療剤などとし
て使用することができる。
本発明のペプチド、本発明のＤＮＡおよび本発明の抗体の用途について、以下に具体的に
説明する。
【００５６】
（１）本発明のペプチドが関与する各種疾病の治療・予防剤
後述の実施例に記載したように、本発明のペプチドは、生体内で液性因子として存在し、
本発明のタンパク質を活性化し、本発明のタンパク質を発現した細胞の細胞内Ｃａ2+イオ
ン濃度を上昇させることから、本発明のタンパク質（Ｇタンパク質共役型受容体）のリガ
ンドであることが明らかとなった。
また、本発明のペプチドは、ヘビ毒 Mamba Intestinal Toxin 1（ＭＩＴ１と略称するこ
ともある；配列番号：３４；Toxicon、28巻、847-856頁、1990年；FEBS Letters、 461巻
、183-188頁、1999年）とアミノ酸レベルで約５６％の相同性が認められる。
ＭＩＴ１は回腸や遠位大腸の収縮、あるいは近位大腸の弛緩を引き起こし、その程度は40
 mM塩化カリウムに匹敵するほど強いことが報告されている（FEBS Letters、461巻、183-
188頁、1999年）が、その作用点や作用メカニズムは解明されていなかった。本発明者ら
はＭＩＴ１の作用も本発明のタンパク質を介して発現されていることを明らかにした。
以上のことから、本発明のペプチドは、腸管全体の収縮あるいは弛緩を引き起こし、腸管
の運動（消化活動）などを制御する活性を有する（例、後述の実施例１１）。したがって
、本発明のＤＮＡ等が欠損している場合あるいは発現量が異常に減少している場合、例え
ば、消化器疾患（例えば腸炎、下痢、便秘、吸収不良性症候群など）等、種々の疾病が発
症する。
したがって、本発明のペプチドおよび本発明のＤＮＡは例えば、消化器疾患（例えば腸炎
、下痢、便秘、吸収不良性症候群など）等、種々の疾病の治療・予防剤等の医薬として使
用することができる。
例えば、生体内において本発明のペプチドが減少あるいは欠損しているために、本発明の
タンパク質が発現している細胞における情報伝達が十分に、あるいは正常に発揮されない
患者がいる場合に、（イ）本発明のＤＮＡを当該患者に投与し、生体内で本発明のペプチ
ドを発現させることによって、（ロ）細胞に本発明のＤＮＡを挿入し、本発明のペプチド
を発現させた後に、当該細胞を患者に移植することによって、または（ハ）本発明のペプ
チドを当該患者に投与すること等によって、当該患者における本発明のペプチドの役割を
十分に、あるいは正常に発揮させることができる。
本発明のＤＮＡを上記の治療・予防剤として使用する場合は、当該ＤＮＡを単独あるいは
レトロウイルスベクター、アデノウイルスベクター、アデノウイルスアソシエーテッドウ
イルスベクター等の適当なベクターに挿入した後、常套手段に従って、ヒトまたは温血動
物に投与することができる。本発明のＤＮＡは、そのままで、あるいは摂取促進のための
補助剤等の生理学的に認められる担体とともに製剤化し、遺伝子銃やハイドロゲルカテー
テルのようなカテーテルによって投与できる。
本発明のペプチドを上記の治療・予防剤として使用する場合は、少なくとも９０％、好ま
しくは９５％以上、より好ましくは９８％以上、さらに好ましくは９９％以上に精製され
たものを使用するのが好ましい。
【００５７】
本発明のペプチドは、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等として経口的に、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、または懸濁液剤等の注射剤の形で非経口的に使用できる。例え
ば、本発明のペプチド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、結合剤等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。
錠剤、カプセル剤等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
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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、アルギン酸等のような膨化剤、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等が用いられる。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、椰子油等のような
天然産出植物油等を溶解または懸濁させる等の通常の製剤実施に従って処方することがで
きる。
注射用の水性液としては、例えば、生理食塩水、ブドウ糖やその他の補助薬を含む等張液
（例えば、Ｄ－ソルビトール、Ｄ－マンニトール、塩化ナトリウム等）等が挙げられ、適
当な溶解補助剤、例えば、アルコール（例えば、エタノール等）、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等）、非イオン性界面活性剤（例え
ば、ポリソルベート８０TM、ＨＣＯ－５０等）等と併用してもよい。油性液としては、例
えば、ゴマ油、大豆油等が挙げられ、溶解補助剤として安息香酸ベンジル、ベンジルアル
コール等と併用してもよい。また、緩衝剤（例えば、リン酸塩緩衝液、酢酸ナトリウム緩
衝液等）、無痛化剤（例えば、塩化ベンザルコニウム、塩酸プロカイン等）、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等）、保存剤（例えば、ベンジルア
ルコール、フェノール等）、酸化防止剤等と配合してもよい。調製された注射液は、通常
、適当なアンプルに充填される。
本発明のＤＮＡが挿入されたベクターも上記と同様に製剤化され、通常、非経口的に使用
される。
【００５８】
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、哺乳動物（例えばヒ
ト、ラット、マウス、モルモット、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ウマ、ネコ、イヌ、サ
ル等）に対して投与することができる。
本発明のペプチドの投与量は、対象疾患、投与対象、投与ルート等により差異はあるが、
例えば、消化器疾患の治療目的で本発明のペプチドを経口投与する場合、一般的に成人（
６０ｋｇとして）においては、一日につき本発明のペプチドを約１ｍｇ～１０００ｍｇ、
好ましくは約１０～５００ｍｇ、より好ましくは約１０～２００ｍｇ投与する。非経口的
に投与する場合は、本発明のペプチドの１回投与量は投与対象、対象疾患等によっても異
なるが、例えば、消化器疾患の治療目的で本発明のペプチドを注射剤の形で成人（体重６
０ｋｇとして）に投与する場合、一日につき当該ペプチドを約１～１０００ｍｇ程度、好
ましくは約１～２００ｍｇ程度、より好ましくは約１０～１００ｍｇ程度を患部に注射す
ることにより投与するのが好都合である。他の動物の場合も、６０ｋｇ当たりに換算した
量を投与することができる。
【００５９】
（２）本発明のペプチドと本発明のタンパク質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
本発明のペプチドおよび本発明のタンパク質ならびに部分ペプチドを用いることを特徴と
する、本発明のペプチドと本発明のタンパク質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、または本発明のペプチドおよび本発明のタンパク質を用いるこ
とを特徴とする本発明のペプチドと本発明のタンパク質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（以下、本発明のスクリーニング方法、本発明のス
クリーニング用キットと略記する）について以下に詳述する。
【００６０】
本発明のタンパク質を用いるか、または組換え型本発明のタンパク質の発現系を構築し、
当該発現系を用いた本発明のペプチドとの結合アッセイ系（リガンド・受容体アッセイ系
）を用いることによって、本発明のペプチドと本発明のタンパク質との結合性を変化させ
る化合物、本発明のペプチドと本発明のタンパク質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、非ペプチド性化合物、合成化合物、発酵生産物など）または
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その塩をスクリーニングすることができる。
このような化合物には、本発明のタンパク質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ｃＧＭＰ
生成、イノシトールリン酸産生、細胞膜電位変動、細胞内タンパク質のリン酸化、ｃ－ｆ
ｏｓの活性化、ｐＨの低下などを促進する活性または抑制する活性など）を有する化合物
（ＺＡＱアゴニスト）と当該細胞刺激活性を有しない化合物（ＺＡＱアンタゴニスト）な
どが含まれる。「本発明のペプチドと本発明のタンパク質との結合性を変化させる」とは
、本発明のペプチドと本発明のタンパク質との結合を阻害する場合と促進する場合の両方
を包含するものである。
すなわち、本発明は、（i）本発明のタンパク質に、本発明のペプチドを接触させた場合
と（ii）上記した本発明のタンパク質に、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ことを特徴とする本発明のペプチドと本発明のタンパク質との結
合性を変化させる化合物またはその塩のスクリーニング方法を提供する。
本発明のスクリーニング方法においては、（i）上記した本発明のタンパク質に本発明の
ペプチドを接触させた場合と（ii）上記した本発明のタンパク質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における、例えば当該本発明のタンパク質に対する本発明
のペプチドの結合量、細胞刺激活性などを測定して比較する。
【００６１】
本発明のスクリーニング方法は具体的には、
▲１▼標識した本発明のペプチドを、上記した本発明のタンパク質に接触させた場合と、
標識した本発明のペプチドおよび試験化合物を本発明のタンパク質に接触させた場合にお
ける、標識した本発明のペプチドの本発明のタンパク質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タンパク質との結合性を変化させる化合
物またはその塩のスクリーニング方法、
▲２▼標識した本発明のペプチドを本発明のタンパク質を含有する細胞または当該細胞の
膜画分に接触させた場合と、標識した本発明のペプチドおよび試験化合物を本発明のタン
パク質を含有する細胞または当該細胞の膜画分に接触させた場合における、標識した本発
明のペプチドの当該細胞または当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タンパク質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、
▲３▼標識した本発明のペプチドを、本発明のタンパク質をコードするＤＮＡを含有する
形質転換体を培養することによって細胞膜上に発現した本発明のタンパク質に接触させた
場合と、標識した本発明のペプチドおよび試験化合物を本発明のタンパク質をコードする
ＤＮＡを含有する形質転換体を培養することによって細胞膜上に発現した本発明のタンパ
ク質に接触させた場合における、標識した本発明のペプチドの本発明のタンパク質に対す
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タンパク質と
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、
▲４▼本発明のペプチドを本発明のタンパク質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タンパク質を含有する細胞に接触させた場合に
おける、本発明のタンパク質を介した細胞刺激活性（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、細胞内タンパク質のリン酸化、ｃ－ｆｏｓの活性化、
ｐＨの低下などを促進する活性または抑制する活性など）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タンパク質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
▲５▼本発明のペプチドを、本発明のタンパク質をコードするＤＮＡを含有する形質転換
体を培養することによって細胞膜上に発現した本発明のタンパク質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、本発明のタンパク質をコードするＤＮＡを含有す
る形質転換体を培養することによって細胞膜上に発現した本発明のタンパク質に接触させ
た場合における、本発明のタンパク質を介する細胞刺激活性（例えば、アラキドン酸遊離
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、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、細胞内タンパク質のリン酸化、ｃ－ｆｏｓの
活性化、ｐＨの低下などを促進する活性または抑制する活性など）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タンパク質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などである。
【００６２】
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。
まず、本発明のスクリーニング方法に用いる本発明のタンパク質としては、上記の本発明
のタンパク質を含有するものであれば何れのものであってもよい。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タンパク質などが適している。
本発明のタンパク質を製造するには、前述の方法などが用いられる。
本発明のスクリーニング方法において、本発明のタンパク質を含有する細胞あるいは当該
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。
本発明のタンパク質を含有する細胞を用いる場合、当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。固定化方法は公知の方法に従って行うことができる。
本発明のタンパク質を含有する細胞としては、本発明のタンパク質を発現した宿主細胞を
いうが、当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
があげられる。
膜画分としては、細胞を破砕した後、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（５００ｒｐｍ
～３０００ｒｐｍ）で短時間（通常、約１分～１０分）遠心し、上清をさらに高速（１５
０００ｒｐｍ～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。当該膜画分中には、発現した本発明のタンパク質と細胞由来のリン脂質や膜タン
パク質などの膜成分が多く含まれる。
当該本発明のタンパク質を含有する細胞や膜画分中の本発明のタンパク質の量は、１細胞
当たり１０3～１０8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。
本発明のペプチドと本発明のタンパク質との結合性を変化させる化合物をスクリーニング
する前記の▲１▼～▲３▼を実施するためには、適当な本発明のタンパク質画分と、標識
した本発明のペプチドが用いられる。本発明のタンパク質を含む画分としては、天然型の
本発明のタンパク質を含む画分か、またはそれと同等の活性を有する組換え型の本発明の
タンパク質を含む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〔3Ｈ〕、〔125Ｉ〕、〔14Ｃ
〕、〔35Ｓ〕などで標識された本発明のペプチドなどを利用することができる。特に、ボ
ルトン－ハンター試薬を用いて公知の方法で調製した本発明のペプチドの標識体を利用す
ることもできる。
具体的には、本発明のペプチドと本発明のタンパク質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、まず本発明のタンパク質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受容体標品を調製する。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
バッファーなどのリガン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
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こともできる。さらに、プロテアーゼによる本発明のタンパク質や本発明のペプチドの分
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添加することもできる。０.０１ｍｌ～１０ｍｌの当該受
容体溶液に、一定量（５０００ｃｐｍ～５０００００ｃｐｍ）の標識した本発明のペプチ
ドを添加し、同時に１０-4～１０-1μＭの試験化合物を共存させる。非特異的結合量（Ｎ
ＳＢ）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℃から５０℃、望ましくは４℃から３７℃で２０分から２４時間、望ましくは
３０分から３時間行う。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拮抗阻害能力のある候補物質として選択
することができる。
また、本発明のタンパク質と本発明のペプチドとの結合を測定する方法として、ＢＩＡｃ
ｏｒｅ（アマシャムファルマシアバイオテク社製）を用いることもできる。この方法では
、本発明のペプチドを装置に添付のプロトコールに従ったアミノカップリング法によって
センサーチップに固定し、本発明のタンパク質を含有する細胞または本発明のタンパク質
をコードするＤＮＡを含有する形質変換体から精製した本発明のタンパク質または本発明
のタンパク質を含む膜画分、あるいは精製した本発明のタンパク質または本発明のタンパ
ク質を含む膜画分および試験化合物を含むリン酸バッファーまたはトリスバッファーなど
の緩衝液をセンサーチップ上を毎分２－２０μｌの流量で通過させる。 センサーチップ
上の本発明のペプチドと本発明のタンパク質とが結合することによって生じる表面プラズ
モン共鳴の変化を共存する試験化合物が変化させることを観察することによって本発明の
タンパク質と本発明のペプチドとの結合を変化させる化合物のスクリーニングを行なうこ
とができる。この方法は、本発明のタンパク質をセンサーチップに固定し、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含むリン酸バッファーまたはトリスバッ
ファーなどの緩衝液をセンサーチップ上を通過させる方法を用いても同様に測定すること
ができる。試験化合物としては、上記と同様のものなどがあげられる。
本発明のペプチドと本発明のタンパク質との結合性を変化させる化合物をスクリーニング
する前記の▲４▼～▲５▼の方法を実施するためには、本発明のタンパク質を介する細胞
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ｃＧＭＰ生成、イノシトールリン酸産生、細胞膜電位変動、細胞内
タンパク質のリン酸化、ｃ－ｆｏｓの活性化、ｐＨの低下などを促進する活性または抑制
する活性など）を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、本発明のタンパク質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、当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。
【００６３】
細胞刺激活性を測定してスクリーニングを行なうには、適当な本発明のタンパク質を発現
した細胞が用いられる。本発明のタンパク質を発現した細胞としては、前述の組換え型本
発明のタンパク質発現細胞株などが望ましい。形質転換体である本発明のタンパク質発現
細胞は安定発現株でも一過性発現株でも構わない。
また、動物細胞の種類は上記と同様のものが用いられる。
試験化合物としては、例えばペプチド、タンパク質、非ペプチド性化合物、合成化合物、
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発酵生産物、細胞抽出液、植物抽出液、動物組織抽出液などがあげられる。
【００６４】
上記のリガンド・レセプターアッセイ系について、さらに具体的に記載すると以下のよう
な（１）～（１２）のアッセイ系が用いられる。
（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タンパクが活
性化されて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タンパクに結合するが、加水分解されず
にＧタンパク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
細胞膜に残存した放射活性を測定することによって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。この反応を利用して本発明のペプチドの本発明のタンパ
ク質発現細胞に対する刺激活性を測定することができる。この方法は、前記▲４▼～▲５
▼のように本発明のタンパク質を含む細胞を用いるものではなく、▲１▼～▲３▼のよう
に本発明のタンパク質を含む膜画分を用いるアッセイ法であるが、▲４▼～▲５▼のよう
に細胞刺激活性を測定するものであり、本測定法において本発明のタンパク質を含む膜画
分へのＧＴＰγＳ結合促進活性を示す物質はアゴニストである。ここにおいて、本発明の
ペプチドあるいは本発明のペプチドおよび試験化合物を添加し、本発明のペプチドの単独
投与に比べて本発明のタンパク質を含む細胞膜画分へのＧＴＰγＳ結合促進活性に変化が
生じることを観察することによって本発明のペプチドと本発明のタンパク質との結合性を
変化させる化合物をスクリーニングすることができる。このとき、本発明のペプチドによ
る本発明のタンパク質を含む細胞膜画分へのＧＴＰγＳ結合促進活性を抑制する活性を示
す化合物を拮抗阻害能力のある候補物質として選択することができる。一方、試験化合物
のみを投与し、本発明のタンパク質を含む細胞膜画分へのＧＴＰγＳ結合促進活性を観察
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。
スクリーニング法の一例についてより具体的に以下に述べる。本発明のタンパク質を含む
細胞膜画分を、膜希釈緩衝液（50 mM Tris, 5 mM MgCl2, 150 mM NaCl, 1 μM GDP, 0.1
％ BSA pH 7.4）で希釈する。希釈率は、本発明のタンパク質の発現量により異なる。こ
れをFalcon2053に0.2mlずつ分注し、本発明のペプチドあるい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200 pM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（50 mM Tris, 5 mM MgCl2, 150 mM NaCl, 0.1％ BSA
 , 0.05％ CHAPS pH 7.4　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。ＧＴ
ＰγＳ結合促進活性が例えば５０％以下になる試験化合物を拮抗阻害能力のある候補物質
として選択することができる。
【００６５】
（２）本発明のタンパク質の発現細胞は本発明のペプチドの刺激によって細胞内ｃＡＭＰ
量が減少する。この反応を利用して本発明のペプチドの本発明のタンパク質の発現細胞に
対する刺激活性を測定することができる。
本発明のタンパク質を発現させた種々の動物細胞の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ってＲＩＡあるいは抗ｃＡＭＰ抗体と標識ｃＡＭＰとを組み
合わせた他のＥＩＡ系でも測定することができる。また抗ｃＡＭＰ抗体をプロテインＡあ
るいは抗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ＳＰＡ法による定量も可
能である（アマシャムファルマシアバイオテク製のキットを使用する）。
ｃＡＭＰ産生抑制のアッセイにおいて、フォルスコリンまたはcalcitoninなど細胞内ｃＡ
ＭＰ量を増加させるようなリガンドなどによって細胞内ｃＡＭＰ量を上昇させ、本発明の
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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することによって本発明のペプ
チドの単独投与による細胞内ｃＡＭＰ量の抑制が変化することを観察し、本発明のペプチ
ドと本発明のタンパク質の結合を変化させる化合物のスクリーニングを行なうことができ
る。このとき、本発明のペプチドによる本発明のタンパク質の発現細胞のｃＡＭＰ産生抑
制活性を阻害する活性を示す化合物を拮抗阻害能力のある候補物質として選択することが
できる。一方、試験化合物のみを添加して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。
スクリーニング法をより具体的に以下に記載する。本発明のタンパク質発現ＣＨＯ細胞（
ＺＡＱＣ－Ｂ１細胞；後述の実施例３（３－５））を２４穴プレートに5x104 cell/well
で播種し、４８時間培養する。細胞を0.2mM　３－イソブチル－メチルキサンチンと0.05
％ BSAと20mM HEPESを含むハンクスバッファー(pH7.4)で洗浄する（以下、0.2mM　３－イ
ソブチル－メチルキサンチンと0.05％ BSAと20mM HEPESを含むハンクスバッファー(pH7.4
)を、反応用バッファーと呼ぶ）。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、2μMフォルスコリンを含む0.25mlの反応用バッファーに1 nMの本発明のペプチドあ
るいは1 nMの本発明のペプチドおよび試験化合物を添加したものを細胞に加え、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、次に氷上で
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量は、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
刺激によって産生されたｃＡＭＰ量を１００％とし、1 nM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拮抗阻害能力のある候補物質として選択する
ことができる。
ｃＡＭＰ産生促進活性を測定するには、フォルスコリンを添加せずに本発明のタンパク質
発現ＣＨＯ細胞に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する。
【００６６】
（３）ＣＲＥ（cAMP response element）を含むＤＮＡを、ピッカジーン・ベイシックベ
クターまたはピッカジーン・エンハンサーベクター（東洋インキ製造（株））のルシフェ
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、これをＣＲＥ－レポーター遺伝
子ベクターとする。ＣＲＥ－レポーター遺伝子ベクターをトランスフェクションした細胞
において、ｃＡＭＰ上昇を伴う刺激は、ＣＲＥを介したルシフェラーゼ遺伝子発現とそれ
に引き続くルシフェラーゼタンパク質の産生を誘導する。つまり、ルシフェラーゼ活性を
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。ＣＲＥ－レポーター遺伝子ベクターを本発明のタンパク質発現
細胞にトランスフェクションした細胞を利用して本発明のペプチドと本発明のタンパク質
の結合を変化させる化合物のスクリーニングを行なうことができる。具体的なスクリーニ
ング法を以下に記す。
ＣＲＥ－レポーター遺伝子を導入した本発明のタンパク質発現細胞を２４穴プレートに5x
103 cell/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
ンチンと0.05％ BSAと20mM HEPESを含むハンクスバッファー(pH7.4)で洗浄する（以下、0
.2mM　３－イソブチル－メチルキサンチンと0.05％ BSAと20mM HEPESを含むハンクスバッ
ファー(pH7.4)を、反応用バッファーと呼ぶ）。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、1 nMの本発明のペプチドあるいは1 nMの本発明のペプチドおよび試験
化合物と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２
４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。本発明のペプチドと本発明のタンパク質の結合を変化させる化合物の影響はルシフ
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ェラーゼによる発光量を本発明のペプチドを単独で投与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。このとき、本発明のペプチドの投与によりフォルスコリン刺激に
よる発光量の増加が抑制されるが、この抑制を回復させる化合物を拮抗阻害能力のある候
補物質として選択することができる。一方、試験化合物のみを投与し、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観察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。
レポーター遺伝子として、ルシフェラーゼ以外に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あるいはβ－ガラクトシダーゼを用いる
こともできる。これらのレポーター遺伝子の遺伝子産物の酵素活性は以下のように市販の
測定キットを用いて容易に測定することができる。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によって、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）活性は、例えば和光純薬製FAST CAT chro
lamphenicol Acetyltransferase Assay Kitによって、β－ガラクトシダーゼ活性は、例
えば和光純薬製Aurora Gal-XEによって測定することができる。
【００６７】
（４）本発明のタンパク質発現細胞は、本発明のペプチドによる刺激の結果、アラキドン
酸代謝物を細胞外に放出する。あらかじめ、放射活性を有するアラキドン酸を細胞に取り
込ませておくことによって、この活性を細胞外に放出された放射活性を測定することによ
って測定することができる。このとき、本発明のペプチドあるいは本発明のペプチドおよ
び試験化合物を添加して、本発明のペプチドのアラキドン酸代謝物放出活性に対する影響
を調べることにより、本発明のペプチドと本発明のタンパク質の結合に影響を与える化合
物のスクリーニングを行なうことができる。このとき、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化合物を拮抗阻害能力のある候補物質として選択すること
ができる。また、試験化合物のみを添加し、本発明のタンパク質発現細胞のアラキドン酸
代謝物放出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
うこともできる。本発明のペプチドと本発明のタンパク質の結合に影響を与える化合物の
スクリーニング法より具体的に以下に述べる。
本発明のタンパク質発現ＣＨＯ細胞を２４穴プレートに5x104 cell/wellで播種し、２４
時間培養後、[3H]アラキドン酸を0.25 μCi/wellとなるよう添加する。[3H]アラキドン酸
添加16時間後、細胞を0.05％ BSAと20mM HEPESを含むハンクスバッファー(pH7.4)で洗浄
し、各wellに0.05％ BSAと20mM HEPESを含むハンクスバッファー(pH7.4)に溶解した終濃
度10 nMの本発明のペプチドあるいは10 nMの本発明のペプチドおよび試験化合物を含むバ
ッファー500 μlを添加する。以降、0.05％ BSAと20mM HEPESを含むハンクスバッファー(
pH7.4)を反応用バッファーと呼ぶ。３７℃で６０分間インキュベートした後に、反応液40
0 μl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。本発明のペプチドの非添加反応バッファーによ
る培地中の[3H]アラキドン酸代謝物の量を０％とし、10 nMの本発明のペプチドを添加し
たときの培地中の[3H]アラキドン酸代謝物の量を１００％として試験化合物の本発明のペ
プチドと本発明のタンパク質の結合に対する影響を算出する。アラキドン酸代謝物産生活
性が例えば５０％以下になる試験化合物を拮抗阻害能力のある候補物質として選択するこ
とができる。
【００６８】
（５）本発明のタンパク質発現細胞を、本発明のペプチドにより刺激することによって細
胞内のＣａ2+イオン濃度が上昇する。これを利用することによって本発明のペプチドと本
発明のタンパク質の結合に対する試験化合物の影響を調べることができる。具体的には、
後述の実施例３（３－５）および実施例５（５－３－４）に準じた方法で調べることがで
きる。
本発明のタンパク質発現細胞を、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4 mM 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、蛍光測定器で、
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本発明のペプチドあるいは本発明のペプチドおよび試験化合物を加えたときの励起波長３
４０ｎｍ及び３８０ｎｍでの５０５ｎｍの蛍光強度の比の上昇を測定する。このとき、本
発明のペプチドを単独で投与したときに比べて試験化合物の添加によって生じる蛍光強度
の変化を測定することにより本発明のペプチドと本発明のタンパク質の結合に対して影響
を与える化合物のスクリーニングを行なうことができる。
また、以下のようにＦＬＩＰＲ（モレキュラーデバイス社製）を使うこともできる。すな
わち、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あるいは本発明のペプチドおよび試験化合物を
加え、本発明のペプチドを単独で投与したときに比べて試験化合物の添加によって観測さ
れる蛍光強度が変化することを測定することにより、本発明のペプチドと本発明のタンパ
ク質の結合に対して影響を与える化合物のスクリーニングを行なうことができる。
これらにおいて、本発明のペプチドによる蛍光強度の上昇を抑制する化合物を拮抗阻害能
力のある候補物質として選択することができる。一方、試験化合物のみの添加による蛍光
強度の上昇を観察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。
本発明のタンパク質発現細胞に、細胞内Ｃａ2+イオンの上昇によって発光するようなタン
パク質の遺伝子（例、aequorinなど）を共発現させておき、細胞内Ｃａ2+イオン濃度の上
昇によって、当該遺伝子（例、aequorinなど）がＣａ2+結合型となり発光することを利用
して、本発明のペプチドあるいは本発明のペプチドおよび試験化合物を加え、本発明のペ
プチドを単独で投与したときに比べて試験化合物の添加によって観測される発光強度が変
化することを測定することにより、本発明のペプチドと本発明のタンパク質の結合に対し
て影響を与える化合物のスクリーニングを行なうことができる。方法は、蛍光物質を取り
込ませないこと以外は上記と同様である。
【００６９】
（６）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
ン酸濃度が上昇することが知られている。本発明のペプチドによって生じる本発明のタン
パク質細胞におけるこの反応を観察することにより本発明のペプチドと本発明のタンパク
質の結合に影響を与える化合物のスクリーニングを行なうことができる。２４穴プレート
に播いて１日目の細胞にmyo-[2-3H] inositol（2.5マイクロCi/well）を添加した培地中
で１日培養した細胞を、よく洗浄後、本発明のペプチドあるいは本発明のペプチドおよび
試験化合物を添加した後、１０％過塩素酸を加え反応を止める。1.5 M KOH、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 Na2BO3 60mM H
COONH4で洗浄した後、１M HCOONH4 、0.1M HCOOH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。本発明のペプチドの非添加反応バッファーによる培地中の放
射活性を０％とし、本発明のペプチドを添加したときの培地中の放射活性を１００％とし
て試験化合物の本発明のペプチドと本発明のタンパク質の結合に対する影響を算出する。
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拮抗阻害能力のあ
る候補物質として選択することができる。一方、試験化合物のみの添加によるイノシトー
ル三リン酸産生上昇を観察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。
【００７０】
（７）ＴＲＥ（TPA response element）を含むＤＮＡを、ピッカジーン・ベイシックベク
ターまたはピッカジーン・エンハンサーベクター（東洋インキ製造（株））のルシフェラ
ーゼ遺伝子上流のマルチクローニングサイトに挿入し、これをＴＲＥ－レポーター遺伝子
ベクターとする。ＴＲＥ－レポーター遺伝子ベクターをトランスフェクションした細胞に
おいて、細胞内Ｃａ2+イオン濃度上昇を伴う刺激は、ＴＲＥを介したルシフェラーゼ遺伝
子発現とそれに引き続くルシフェラーゼタンパク質の産生を誘導する。つまり、ルシフェ
ラーゼ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
シウムイオン量の変動を検出することができる。ＴＲＥ－レポーター遺伝子ベクターを本
発明のタンパク質発現細胞にトランスフェクトした細胞を利用した本発明のペプチドと本
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発明のタンパク質の結合を変化させる化合物の具体的なスクリーニング法を以下に記す。
ＴＲＥ－レポーター遺伝子を導入した本発明のタンパク質発現細胞を２４穴プレートに5x
103 cell/wellで播種し、４８時間培養する。細胞を0.05％ BSAと20mM HEPESを含むハン
クスバッファー(pH7.4)で洗浄した後、10 nMの本発明のペプチドあるいは10 nM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。本発明のペプチドと本発明のタ
ンパク質の結合を変化させる化合物の影響は、ルシフェラーゼによる発光量を本発明のペ
プチドを単独で投与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。このとき、
本発明のペプチドの投与により細胞内Ｃａ2+イオン濃度の上昇によって発光量が増加する
が、この増加を抑制する化合物を拮抗阻害能力のある候補物質として選択することができ
る。一方、試験化合物のみを投与し、本発明のペプチドと同様な発光量の増加を観察する
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。
レポーター遺伝子として、ルシフェラーゼ以外に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あるいはβ－ガラクトシダーゼを用いる
こともできる。これらのレポーター遺伝子の遺伝子産物の酵素活性は以下のように市販の
測定キットを用いて容易に測定することができる。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によって、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）活性は、例えば和光純薬製FAST CAT chro
lamphenicol Acetyltransferase Assay Kitによって、β－ガラクトシダーゼ活性は、例
えば和光純薬製Aurora Gal-XEによって測定することができる。
【００７１】
（８）本発明のペプチドに応答した本発明のタンパク質発現細胞はＭＡＰキナーゼ活性化
によって増殖が観察される。この増殖をＭＡＰキナーゼ活性、チミジン取り込み、細胞数
測定（ＭＴＴなど）によって測定することができる。これを利用して本発明のペプチドと
本発明のタンパク質の結合を変化させる化合物のスクリーニングを行なうことができる。
ＭＡＰキナーゼ活性は、本発明のペプチドあるいは本発明のペプチドおよび試験化合物を
細胞に添加した後、細胞溶解液から抗ＭＡＰキナーゼ抗体を用いた免疫沈降によってＭＡ
Ｐキナーゼ分画を得た後、例えば和光純薬製MAP Kinase Assay Kitとγ-[32P]-ATPを使用
して容易に測定できる。チミジン取り込み活性は、本発明のタンパク質発現細胞を播き、
本発明のペプチドあるいは本発明のペプチドおよび試験化合物を添加した後、[methyl-3H
]-チミジンを加え、その後、細胞内に取り込まれた標識チミジンの放射活性を細胞を溶解
して液体シンチレーションカウンターで計数することによって測定することができる。
本発明のタンパク質発現細胞の増殖は、発現細胞を播き、本発明のペプチドあるいは本発
明のペプチドおよび試験化合物を添加した後にMTT (3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide) を添加し、細胞内に取り込まれてＭＴＴが変化した
ＭＴＴホルマザンを塩酸酸性としたイソプロパノールで細胞を溶解した後、５７０ｎｍの
吸収を測定することによっても測定できる。
本発明のペプチドと本発明のタンパク質の結合を変化させる化合物の、標識チミジン取り
込み活性を利用した具体的なスクリーニング法を以下に記す。
本発明のタンパク質発現細胞を２４穴プレートにウェル当たり５０００個まき一日間培養
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
ドあるい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、[m
ethyl-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ＰＢ
Ｓ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。
本発明のペプチドと本発明のタンパク質の結合を変化させる化合物の影響は、チミジン取
り込みによる放射活性の上昇を本発明のペプチドを単独で投与した場合と比較することに



(39) JP 4965776 B2 2012.7.4

10

20

30

40

50

よって測定することができる。このとき、本発明のペプチドの投与による放射活性の増加
を抑制する化合物を拮抗阻害能力のある候補物質として選択することができる。一方、試
験化合物のみを投与し、本発明のペプチドと同様な放射活性の増加を観察することにより
アゴニストのスクリーニングを行なうこともできる。
【００７２】
（９）本発明のタンパク質発現細胞に本発明のペプチドを添加すると、Ｋチャンネルが活
性化し、細胞内にあるＫ+イオンが、細胞外に流出する。Ｋ+イオンと同族元素であるＲｂ
+イオンは、Ｋ+イオンと区別無くＫチャンネルを通って細胞外に流出するので、細胞に標
識Rb ([86Rb])を添加して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]の流れを測定することで本発明のペプチドの作用を測定できる。本発明のペプ
チドと本発明のタンパク質の結合を変化させる化合物の、[86Rb]流出活性を利用した具体
的なスクリーニング法を以下に記す。
２４穴にまいて２日後の本発明のタンパク質発現細胞を１mCi/mlの86RbClを含む培地中で
２時間保温する。培地をよく洗浄し、外液中の86RbClを完全に除く。本発明のペプチドあ
るい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３０分後の外液を回収し、γ
カウンターで放射活性を測定する。本発明のペプチドと本発明のタンパク質の結合を変化
させる化合物の影響は、[86Rb]流出による放射活性の上昇を本発明のペプチドを単独で投
与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。このとき、本発明のペプチド
の投与による放射活性の上昇を抑制する化合物を拮抗阻害能力のある候補物質として選択
することができる。一方、試験化合物のみを投与し、本発明のペプチドと同様な放射活性
の上昇を観察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。
【００７３】
（１０）本発明のタンパク質発現細胞が本発明のペプチドに反応して変化する細胞外のｐ
Ｈ（acidification rate）をCytosensor装置（モレキュラーデバイス社）を使用して測定
することによって、本発明のペプチドの活性を測定することができる。Cytosensor装置を
利用した、細胞外ｐＨ変化の測定をすることによる本発明のペプチドと本発明のタンパク
質の結合を変化させる化合物の具体的なスクリーニング法を以下に記す。
本発明のタンパク質発現細胞を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RPMI 1640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、本発明のペプチドあるい
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ことによって生じ
る培地のｐＨ変化を測定する。本発明のペプチドと本発明のタンパク質の結合を変化させ
る化合物の影響は、本発明のタンパク質発現細胞の細胞外ｐＨ変化を本発明のペプチドを
単独で投与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。このとき、本発明の
ペプチドの投与による細胞外ｐＨ変化を抑制する化合物を拮抗阻害能力のある候補物質と
して選択することができる。一方、試験化合物のみを投与し、本発明のペプチドと同様な
細胞外ｐＨ変化を観察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
。
【００７４】
（１１）酵母（Saccharomyces cerevisiae）のhaploidα-mating Type（ＭＡＴα）の性
フェロモン受容体Ｓｔｅ２はＧタンパク質Ｇｐａ１とカップルしており、性フェロモンα
－mating factorに応答してＭＡＰキナーゼを活性化し、以下、Ｆａｒ１（cell-cycle ar
rest）および転写活性化因子Ｓｔｅ１２が活性化される。Ｓｔｅ１２は接合に関与するＦ
ＵＳ１を含む種々のタンパク質の発現を誘導する。一方、制御因子Ｓｓｔ２は以上の過程
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
ゴニスト刺激によって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
の指標を用いた、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（
Pausch, M. H., Trends in Biotechnology, vol. 15, pp. 487-494 (1997)）。このよう
な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および本発明のタンパク質の結
合を変化させる化合物のスクリーニングを行なうことができる。
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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
タンパク質の遺伝子およびＧｐａ１－Ｇａｉ２融合タンパク質をコードする遺伝子を導入
する。Ｆａｒ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、Ｓｓｔをコードする遺伝子を除去することによっ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をつなげた
ＦＵＳ１－ＨＩＳ３遺伝子を導入する。以上の遺伝子組換え操作は例えば、Priceら（Pri
ce, L. A. et al., Molecular and Cellular Biology, vol. 15, pp. 6188-6195 (1995)
）の報告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
本発明のタンパク質の遺伝子に置き換えて実施することによって容易に行なうことができ
る。こうして構築された形質変換酵母は本発明のタンパク質のリガンドである本発明のペ
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てヒスチジン生合成酵
素が合成されるようになって、ヒスチジン欠乏培地で生育可能になる。これを利用して、
ヒスチジン欠乏培地での酵母の生育を指標として本発明のペプチドによる本発明のタンパ
ク質発現酵母の応答を観察することができる。
上記のようにして作製された形質変換酵母を完全合成培地の液体培地で終夜培養し、2x10
4 cell/mlの濃度でヒスチジンを除去した溶解寒天培地に加え、9x9 cmの角形シャーレに
播く。寒天が固化した後、本発明のペプチドあるい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。本発明のペプチド
と本発明のタンパク質の結合を変化させる化合物の影響は、濾紙の周囲の酵母の生育を本
発明のペプチドを単独で投与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。こ
のとき、本発明のペプチドの投与による酵母の生育を抑制する化合物を拮抗阻害能力のあ
る候補物質として選択することができる。一方、試験化合物のみを投与し、本発明のペプ
チドと同様な酵母の生育を観察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。また、あらかじめ、寒天培地に本発明のペプチドを添加しておいて滅菌濾紙に
試験化合物のみをしみこませて培養し、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することによっても本発明のペプチドと本発明のタンパク質の結合を
変化させる化合物の影響を調べることができる。
【００７５】
（１２）本発明のタンパク質の遺伝子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内Ｃａ2+イオン濃度が上昇して、calcium-activa
ted chloride currentが生じる。これを膜電位の変化としてとらえることが出来る（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タ
ンパク質導入アフリカツメガエル卵母細胞におけるこの反応を観察することにより本発明
のペプチドと本発明のタンパク質の結合に影響を与える化合物のスクリーニングを行なう
ことができる。
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poly(A)+　SLT cRNA (50ng/50nl)をマイクロインジェク
ションする。本発明のタンパク質 mRNAは、組織や細胞から調製しても、プラスミドからi
n vitroで転写してもよい。これをＭＢＳ液中で２０℃で３日培養する。これをRinger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、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。本発明のペプチドと本発明のタンパク質の結合を変化させる化合物の影響は
、本発明のタンパク質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
チドを単独で投与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。このとき、本
発明のペプチドの投与による細胞膜電位変化を抑制する化合物を拮抗阻害能力のある候補
物質として選択することができる。一方、試験化合物のみを投与し本発明のペプチドと同
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様な細胞膜電位変化を観察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。
この系において、反応を変化量を増大して測定しやすいように各種のＧタンパク質遺伝子
のpoly(A)+ RNAを導入することもできる。またaequorinのようなＣａ2+イオン存在下で発
光を生じるようなタンパクの遺伝子のpoly(A)+ 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を観察してこの反応を測定することもできる。
【００７６】
本発明のペプチドと本発明のタンパク質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は、本発明のタンパク質、本発明のタンパク質を含有する細胞、あ
るいは本発明のタンパク質を含有する細胞の膜画分、および本発明のペプチドを含有する
ものである。
本発明のスクリーニング用キットの例としては、次のものがあげられる。
１．スクリーニング用試薬
▲１▼測定用緩衝液および洗浄用緩衝液
Hanks' Balanced Salt Solution（ギブコ社製）に、０.０５％のウシ血清アルブミン（シ
グマ社製）を加えたもの。
孔径０.４５μｍのフィルターで濾過滅菌し、４℃で保存するか、あるいは用時調製して
も良い。
▲２▼本発明のタンパク質の標品
本発明のタンパク質を発現させた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。
▲３▼標識リガンド
〔3Ｈ〕、〔125Ｉ〕、〔14Ｃ〕、〔35Ｓ〕などで標識した本発明のペプチド。
適当な溶媒または緩衝液に溶解したものを４℃あるいは－２０℃にて保存し、用時に測定
用緩衝液にて１μＭに希釈する。
▲４▼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。
２．測定法
▲１▼１２穴組織培養用プレートにて培養した本発明のタンパク質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。
▲２▼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
のかわりに１０-3Ｍの本発明のペプチドを５μｌ加えておく。
▲３▼反応液を除去し、１ｍｌの洗浄用緩衝液で３回洗浄する。細胞に結合した標識した
本発明のペプチドを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。
▲４▼液体シンチレーションカウンター（ベックマン社製）を用いて放射活性を測定し、
Percent Maximum Binding（ＰＭＢ）を次の式〔数１〕で求める。
〔数１〕
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
【００７７】
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タンパク質との結合を変化させる（結合を阻
害あるいは促進する）化合物であり、具体的には本発明のタンパク質を介して細胞刺激活
性を有する化合物またはその塩（いわゆる本発明のタンパク質のアゴニスト（ＺＡＱアゴ
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ニスト））、あるいは当該刺激活性を有しない化合物（いわゆる本発明のタンパク質のア
ンタゴニスト（ＺＡＱアンタゴニスト））である。当該化合物としては、ペプチド、タン
パク、非ペプチド性化合物、合成化合物、発酵生産物などがあげられ、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。
上記本発明のタンパク質のアゴニストであるかアンタゴニストであるかの具体的な評価方
法は以下の（i）または（ii）に従えばよい。
（i）前記▲１▼～▲３▼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タンパク質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、当該化合物が上記した本発明のタンパク質を介する細胞刺激活
性を有してい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
タンパク質のアゴニストであり、当該活性を有しない化合物またはその塩は本発明のタン
パク質のアンタゴニストである。
（ii）（a）試験化合物を本発明のタンパク質を含有する細胞に接触させ、上記本発明の
タンパク質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、本発明のタンパク質のアゴニストである。
（b）本発明のタンパク質を活性化する化合物（例えば、本発明のペプチドまたは本発明
のタンパク質のアゴニストなど）を本発明のタンパク質を含有する細胞に接触させた場合
と、本発明のタンパク質を活性化する化合物および試験化合物を本発明のタンパク質を含
有する細胞に接触させた場合における、本発明のタンパク質を介した細胞刺激活性を測定
し、比較する。本発明のタンパク質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タンパク質のアンタゴニストである。
当該本発明のタンパク質のアゴニストは、本発明のタンパク質に対する本発明のペプチド
が有する生理活性と同様の作用を有しているので、本発明のペプチドと同様に安全で低毒
性な医薬として有用である。
本発明のタンパク質アンタゴニストは、本発明のタンパク質に対する本発明のペプチドが
有する生理活性を抑制することができるので、当該受容体活性を抑制する安全で低毒性な
医薬として有用である。
【００７８】
上述のように、本発明のペプチドは腸管の収縮などを制御する活性を有することから、消
化器疾患（例えば腸炎、下痢、便秘、吸収不良性症候群など）などの疾病の治療・予防剤
等の医薬として使用することができるため、上記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のうち、本発明のタンパク質のアゴニスト（ＺＡＱ
アゴニスト）は消化器疾患（例えば腸炎、下痢、便秘、吸収不良性症候群など）などの疾
病の治療・予防剤などとして用いることができる。また、本発明のタンパク質のアンタゴ
ニスト（ＺＡＱアンタゴニスト）は消化器疾患（例えば腸炎、下痢、便秘、吸収不良性症
候群など）などの疾病の治療・予防剤などとして用いることができる。
上記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の塩
としては、例えば、薬学的に許容可能な塩などが用いられる。例えば、無機塩基との塩、
有機塩基との塩、無機酸との塩、有機酸との塩、塩基性または酸性アミノ酸との塩などが
あげられる。
無機塩基との塩の好適な例としては、例えばナトリウム塩、カリウム塩などのアルカリ金
属塩、カルシウム塩、マグネシウム塩などのアルカリ土類金属塩、ならびにアルミニウム
塩、アンモニウム塩などがあげられる。
有機塩基との塩の好適な例としては、例えばトリメチルアミン、トリエチルアミン、ピリ
ジン、ピコリン、２，６－ルチジン、エタノールアミン、ジエタノールアミン、トリエタ
ノールアミン、シクロヘキシルアミン、ジシクロヘキシルアミン、Ｎ，Ｎ’－ジベンジル
エチレンジアミンなどとの塩などがあげられる。
無機酸との塩の好適な例としては、例えば塩酸、臭化水素酸、硫酸、リン酸などとの塩が
あげられる。
有機酸との塩の好適な例としては、例えばギ酸、酢酸、プロピオン酸、フマル酸、シュウ
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酸、酒石酸、マレイン酸、クエン酸、コハク酸、リンゴ酸、メタンスルホン酸、ベンゼン
スルホン酸、安息香酸などとの塩があげられる。
塩基性アミノ酸との塩の好適な例としては、例えばアルギニン、リジン、オルチニンなど
との塩があげられ、酸性アミノ酸との好適な例としては、例えばアスパラギン酸、グルタ
ミン酸などとの塩があげられる。
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
はその塩を上述の医薬として使用する場合、上記の本発明のペプチドを医薬として実施す
る場合と同様にして実施することができる。
【００７９】
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
はその塩を上述の医薬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。例
えば、必要に応じて糖衣や腸溶性被膜を施した錠剤、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、当
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。
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、トラガントガム、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したがっ
て処方することができる。
注射用の水性液としては、例えば、生理食塩水、ブドウ糖やその他の補助薬を含む等張液
（例えば、Ｄ－ソルビトール、Ｄ－マンニトール、塩化ナトリウムなど）などがあげられ
、適当な溶解補助剤、たとえばアルコール（たとえばエタノール）、ポリアルコール（た
とえばプロピレングリコール、ポリエチレングリコール）、非イオン性界面活性剤（たと
えばポリソルベート８０TM、ＨＣＯ－５０）などと併用してもよい。油性液としてはゴマ
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、緩衝剤（例えば、リン酸塩緩衝液、酢酸ナトリウム緩衝液）、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。
【００８０】
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、例えば哺乳動物（例えば、ヒト
、マウス、ラット、モルモット、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、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。
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
はその塩の投与量は、症状などにより差異はあるが、経口投与の場合、一般的に成人（体
重６０ｋｇとして）においては、一日につき約０.１から１０００ｍｇ、好ましくは約１
．０から３００ｍｇ、より好ましくは約３．０から５０ｍｇである。非経口的に投与する
場合は、その１回投与量は投与対象、対象臓器、症状、投与方法などによっても異なるが
、たとえば注射剤の形では成人の消化器疾患患者（体重６０ｋｇとして）への投与におい
ては、ＺＡＱアンタゴニストを一日につき約０．０１から３０ｍｇ程度、好ましくは約０
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．１から２０ｍｇ程度、より好ましくは約０．１から１０ｍｇ程度を静脈注射により投与
するのが好都合である。他の動物の場合も、６０ｋｇ当たりに換算した量を投与すること
ができる。
【００８１】
（３）本発明のペプチドまたはその塩の定量
本発明の抗体は、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等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、当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。
【００８２】
また、本発明のペプチドに対するモノクローナル抗体（以下、本発明のモノクローナル抗
体と称する場合がある）を用いて本発明のペプチドの定量を行なえるほか、組織染色等に
よる検出を行なうこともできる。これらの目的には、抗体分子そのものを用いてもよく、
また、抗体分子のＦ(ａｂ')2 、Ｆａｂ'、あるいはＦａｂ画分を用いてもよい。
本発明の抗体を用いる本発明の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、本発明のペプチド量）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。
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、発光物質等が用いられる。放射性同位元素としては、例えば、〔125Ｉ〕、〔1

31Ｉ〕、〔3Ｈ〕、〔14Ｃ〕等が用いられる。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等が用いられる。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等が用いられる。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、ルシゲニン等が
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。
【００８３】
抗原あるいは抗体の不溶化にあたっては、物理吸着を用いてもよく、また通常ペプチドあ
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、セルロース等の不溶性多糖類、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挙げられる。
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（
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本発明のペプチド
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。
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
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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。
【００８４】
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等に用いることができる。
競合法では、被検液中の抗原と標識抗原とを抗体に対して競合的に反応させたのち、未反
応の標識抗原(Ｆ）と、抗体と結合した標識抗原（Ｂ）とを分離し（Ｂ／Ｆ分離）、Ｂ，
Ｆいずれかの標識量を測定し、被検液中の抗原量を定量する。本反応法には、抗体として
可溶性抗体を用い、Ｂ／Ｆ分離をポリエチレングリコール、前記抗体に対する第２抗体等
を用いる液相法、および、第１抗体として固相化抗体を用いるか、あるいは、第１抗体は
可溶性のものを用い第２抗体として固相化抗体を用いる固相化法とが用いられる。
イムノメトリック法では、被検液中の抗原と固相化抗原とを一定量の標識化抗体に対して
競合反応させた後固相と液相を分離するか、あるいは、被検液中の抗原と過剰量の標識化
抗体とを反応させ、次に固相化抗原を加え未反応の標識化抗体を固相に結合させたのち、
固相と液相を分離する。次に、いずれかの相の標識量を測定し被検液中の抗原量を定量す
る。
また、ネフロメトリーでは、ゲル内あるいは溶液中で抗原抗体反応の結果生じた不溶性の
沈降物の量を測定する。被検液中の抗原量が僅かであり、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等が好適に用いられる。
【００８５】
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、成書等を参照することができる。
例えば、入江　寛編「ラジオイムノアッセイ」（講談社、昭和４９年発行）、入江　寛編
「続ラジオイムノアッセイ」（講談社、昭和５４年発行）、石川栄治ら編「酵素免疫測定
法」（医学書院、昭和５３年発行）、石川栄治ら編「酵素免疫測定法」（第２版）（医学
書院、昭和５７年発行）、石川栄治ら編「酵素免疫測定法」（第３版）（医学書院、昭和
６２年発行）、「Methods in ENZYMOLOGY」 Vol. 70(Immunochemical Techniques(Part A
))、同書 Vol. 73(Immunochemical Techniques(Part B))、 同書 Vol. 74(Immunochemica
l Techniques(Part C))、同書 Vol. 84(Immunochemical Techniques(Part D:Selected Im
munoassays))、同書 Vol. 92(Immunochemical Techniques(Part E:Monoclonal Antibodie
s and General Immunoassay Methods))、 同書 Vol. 121(Immunochemical Techniques(Pa
rt I:Hybridoma Technology and Monoclonal Antibodies))(以上、アカデミックプレス社
発行)等を参照することができる。
以上のようにして、本発明の抗体を用いることによって、本発明のペプチドを感度良く定
量することができる。
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、（１
）本発明のペプチドの濃度の増多が検出された場合、例えば、消化器疾患（例えば腸炎、
下痢、便秘、吸収不良性症候群など）に罹患している、または将来罹患する可能性が高い
と診断することができる。また、（２）本発明のペプチドの濃度の減少が検出された場合
、例えば、消化器疾患（例えば腸炎、下痢、便秘、吸収不良性症候群など）に罹患してい
る、または将来罹患する可能性が高いと診断することができる。
また、本発明の抗体は、体液や組織等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等のために使用することができる。
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【００８６】
（４）遺伝子診断剤
本発明のＤＮＡは、例えば、プローブとして使用することにより、ヒトまたは温血動物（
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、サル等）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、当該ＤＮＡまたはｍＲＮＡの損傷、
突然変異あるいは発現低下や、当該ＤＮＡまたはｍＲＮＡの増加あるいは発現過多等の遺
伝子診断剤として有用である。
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（ゲノミックス（Genomics），第５巻，８７４～８７９頁（
１９８９年）、プロシージングズ・オブ・ザ・ナショナル・アカデミー・オブ・サイエン
シイズ・オブ・ユーエスエー（Proceedings of the National Academy of Sciences of t
he USA），第８６巻，２７６６～２７７０頁（１９８９年））、ＤＮＡマイクロアレイ等
により実施することができる。
例えば、ノーザンハイブリダイゼーションやＤＮＡマイクロアレイにより発現低下が検出
された場合やＰＣＲ－ＳＳＣＰ法やＤＮＡマイクロアレイによりＤＮＡの突然変異が検出
された場合は、例えば、消化器疾患（例えば腸炎、下痢、便秘、吸収不良性症候群など）
に罹患している可能性が高いと診断することができる。
（５）アンチセンスＤＮＡを含有する医薬
本発明のＤＮＡに相補的に結合し、当該ＤＮＡの発現を抑制することができるアンチセン
スＤＮＡは、生体内における本発明のペプチドまたは本発明のＤＮＡの機能を抑制するこ
とができるので、例えば、本発明のペプチドの発現過多に起因する疾患（例えば、消化器
疾患（例えば腸炎、下痢、便秘、吸収不良性症候群など））の治療・予防剤として使用す
ることができる。
上記アンチセンスＤＮＡを上記の治療・予防剤として、前記した本発明のＤＮＡを含有す
る各種疾病の治療・予防剤と同様に使用することができる。
例えば、当該アンチセンスＤＮＡを単独あるいはレトロウイルスベクター、アデノウイル
スベクター、アデノウイルスアソシエーテッドウイルスベクター等の適当なベクターに挿
入した後、常套手段に従って投与することができる。当該アンチセンスＤＮＡは、そのま
まで、あるいは摂取促進のために補助剤等の生理学的に認められる担体とともに製剤化し
、遺伝子銃やハイドロゲルカテーテルのようなカテーテルによって投与できる。
さらに、当該アンチセンス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。
【００８７】
（６）本発明の抗体を含有する医薬
本発明のペプチドの活性を中和する作用を有する本発明の抗体は、例えば、本発明のペプ
チドの発現過多に起因する疾患（例えば、消化器疾患（例えば腸炎、下痢、便秘、吸収不
良性症候群など））の治療・予防剤等の医薬として使用することができる。
本発明の抗体を含有する上記疾患の治療・予防剤は、そのまま液剤として、または適当な
剤型の医薬組成物として、ヒトまたは哺乳動物（例、ラット、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウ
シ、ネコ、イヌ、サル等）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、投与ルート等によっても異なるが、例えば、消化器疾
患治療の目的で本発明の抗体を１回量として、通常０.０１～２０ｍｇ／ｋｇ体重程度、
好ましくは０.１～１０ｍｇ／ｋｇ体重程度、さらに好ましくは０.１～５ｍｇ／ｋｇ体重
程度を、１日１～５回程度、好ましくは１日１～３回程度、静脈注射により投与するのが
好都合である。他の非経口投与および経口投与の場合もこれに準ずる量を投与することが
できる。症状が特に重い場合には、その症状に応じて増量してもよい。
本発明の抗体は、それ自体または適当な医薬組成物として投与することができる。上記投
与に用いられる医薬組成物は、上記またはその塩と薬理学的に許容され得る担体、希釈剤
もしくは賦形剤とを含むものである。かかる組成物は、経口または非経口投与に適する剤
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形として提供される。
すなわち、例えば、経口投与のための組成物としては、固体または液体の剤形、具体的に
は錠剤（糖衣錠、フィルムコーティング錠を含む）、丸剤、顆粒剤、散剤、カプセル剤（
ソフトカプセル剤を含む）、シロップ剤、乳剤、懸濁剤等があげられる。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等が用いられる。
【００８８】
非経口投与のための組成物としては、例えば、注射剤、坐剤等が用いられ、注射剤は静脈
注射剤、皮下注射剤、皮内注射剤、筋肉注射剤、点滴注射剤等の剤形を包含する。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等が用
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 hydrogenated cas
tor oil）〕等と併用してもよい。油性液としては、例えば、ゴマ油、大豆油等が用いら
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等を併用してもよい。調製
された注射液は、通常、適当なアンプルに充填される。直腸投与に用いられる坐剤は、上
記抗体またはその塩を通常の坐薬用基剤に混合することによって調製される。
上記の経口用または非経口用医薬組成物は、活性成分の投与量に適合するような投薬単位
の剤形に調製されることが好都合である。かかる投薬単位の剤形としては、錠剤、丸剤、
カプセル剤、注射剤（アンプル）、坐剤等が例示され、それぞれの投薬単位剤形当たり通
常５～５００ｍｇ程度、とりわけ注射剤では５～１００ｍｇ程度、その他の剤形では１０
～２５０ｍｇ程度の上記抗体が含有されていることが好ましい。
なお前記した各組成物は、上記抗体との配合により好ましくない相互作用を生じない限り
他の活性成分を含有してもよい。
【００８９】
（７）本発明のＤＮＡを含有する非ヒト動物の作出
本発明のＤＮＡを用いて、本発明のタンパク質等を発現するトランスジェニック非ヒト動
物を作出することができる。非ヒト動物としては、哺乳動物（例えば、ラット、マウス、
ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ネコ、イヌ、サルなど）など（以下、動物と略記する）が
挙げられるが、特に、マウス、ウサギなどが好適である。
本発明のＤＮＡを対象動物に導入させるにあたっては、当該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遺伝子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、ウサギ由来の本発明のＤＮＡを導入させる場合、これと相同性が高い動物
由来の本発明のＤＮＡを動物細胞で発現させうる各種プロモーターの下流に結合した遺伝
子コンストラクトを、例えば、ウサギ受精卵へマイクロインジェクションすることによっ
て本発明のタンパク質等を高産生するＤＮＡ導入動物を作出できる。このプロモーターと
しては、例えば、ウイルス由来プロモーター、メタロチオネイン等のユビキアスな発現プ
ロモーターも使用しうるが、好ましくは脳で特異的に発現するＮＧＦ遺伝子プロモーター
やエノラーゼ遺伝子プロモーターなどが用いられる。
【００９０】
受精卵細胞段階における本発明のＤＮＡの導入は、対象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導入後の作出動物の胚芽細胞において本発明のタ
ンパク質等が存在することは、作出動物の子孫が全てその胚芽細胞及び体細胞の全てに本
発明のタンパク質等を含有することを意味する。遺伝子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タンパク質等を含有する。
本発明のＤＮＡ導入動物は、交配により遺伝子を安定に保持することを確認して、当該Ｄ
ＮＡ保有動物として通常の飼育環境で飼育継代を行うことができる。さらに、目的ＤＮＡ
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を保有する雌雄の動物を交配することにより、導入遺伝子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当該ＤＮ
Ａを含有するように繁殖継代することができる。
本発明のＤＮＡが導入された動物は、本発明のタンパク質等が高発現させられているので
、本発明のタンパク質等に対するアゴニストまたはアンタゴニストのスクリーニング用の
動物などとして有用である。
本発明のＤＮＡ導入動物を、組織培養のための細胞源として使用することもできる。例え
ば、本発明のＤＮＡ導入マウスの組織中のＤＮＡもしくはＲＮＡを直接分析するか、ある
いは遺伝子により発現された本発明のタンパク質が存在する組織を分析することにより、
本発明のタンパク質等について分析することができる。本発明のタンパク質等を含有する
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、例えば、脳や末梢組織
由来のような一般に培養困難な組織からの細胞の機能を研究することができる。また、そ
の細胞を用いることにより、例えば、各種組織の機能を高めるような医薬の選択も可能で
ある。また、高発現細胞株があれば、そこから、本発明のタンパク質等を単離精製するこ
とも可能である。
【００９１】
（８）本発明のペプチドの用途など
本発明のペプチドおよび配列番号：３６、配列番号：４０、配列番号：４７、配列番号：
４８もしくは配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミ
ノ酸配列を含有するタンパク質もしくはその部分ペプチドまたはその塩を用いることを特
徴とする、本発明のペプチドと配列番号：３６、配列番号：４０、配列番号：４７、配列
番号：４８もしくは配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一
のアミノ酸配列を含有するタンパク質またはその塩との結合性を変化させる化合物または
その塩のスクリーニング方法は、前記（２）記載の本発明のスクリーニング方法と同様に
実施することができる。
本発明のペプチドおよび配列番号：３６、配列番号：４０、配列番号：４７、配列番号：
４８もしくは配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミ
ノ酸配列を含有するタンパク質もしくはその部分ペプチドまたはその塩を含有することを
特徴とする、本発明のペプチドと配列番号：３６、配列番号：４０、配列番号：４７、配
列番号：４８もしくは配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同
一のアミノ酸配列を含有するタンパク質またはその塩との結合性を変化させる化合物また
はその塩のスクリーニング用キットは、前記（２）記載の本発明のスクリーニング用キッ
トと同様に実施することができる。
配列番号：３４で表されるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有
するペプチドまたはその塩および配列番号：１、配列番号：３６、配列番号：４０、配列
番号：４７、配列番号：４８もしくは配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列と同一ま
たは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質もしくはその部分ペプチドまたは
その塩を用いることを特徴とする、配列番号：３４で表されるアミノ酸配列と同一または
実質的に同一のアミノ酸配列を含有するペプチドまたはその塩と配列番号：１、配列番号
：３６、配列番号：４０、配列番号：４７、配列番号：４８もしくは配列番号：４９で表
わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質ま
たはその塩との結合性を変化させる化合物またはその塩のスクリーニング方法は、前記（
２）記載の本発明のスクリーニング方法と同様に実施することができる。
配列番号：３４で表されるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有
するペプチドまたはその塩および配列番号：１、配列番号：３６、配列番号：４０、配列
番号：４７、配列番号：４８もしくは配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列と同一ま
たは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質もしくはその部分ペプチドまたは
その塩を含有することを特徴とする、配列番号：３４で表されるアミノ酸配列と同一また
は実質的に同一のアミノ酸配列を含有するペプチドまたはその塩と配列番号：１、配列番
号：３６、配列番号：４０、配列番号：４７、配列番号：４８もしくは配列番号：４９で
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表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタンパク質
またはその塩との結合性を変化させる化合物またはその塩のスクリーニング用キットは、
前記（２）記載の本発明のスクリーニング用キットと同様に実施することができる。
上記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、前記（２）記載の本発明のスクリーニング方法または本発明のスクリーニング
用キットを用いて得られうる化合物またはその塩と同様に使用することができる。
【００９２】
本明細書および図面において、塩基やアミノ酸などを略号で表示する場合、ＩＵＰＡＣ－
ＩＵＢ　Commission 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。
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【００９３】
また、本明細書中で繁用される置換基、保護基および試薬等を下記の記号で表記する。
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【００９４】
本明細書の配列表の配列番号は、以下の配列を示す。
〔配列番号：１〕
本発明のヒト脳由来タンパク質のアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：２〕
配列番号：１で表わされるアミノ酸配列を含有する本発明のヒト脳由来タンパク質をコー
ドするＤＮＡの塩基配列を示す（ＺＡＱＣ）。
〔配列番号：３〕
配列番号：１で表わされるアミノ酸配列を含有する本発明のヒト脳由来タンパク質をコー
ドするＤＮＡの塩基配列を示す（ＺＡＱＴ）。
〔配列番号：４〕
後述の実施例１で用いられたプライマー１の塩基配列を示す。
〔配列番号：５〕
後述の実施例１で用いられたプライマー２の塩基配列を示す。
〔配列番号：６〕
後述の実施例２で用いられたプライマー３の塩基配列を示す。
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〔配列番号：７〕
後述の実施例２で用いられたプライマー４の塩基配列を示す。
〔配列番号：８〕
後述の実施例２で用いられたＺＡＱｐｒｏｂｅの塩基配列を示す。
〔配列番号：９〕
後述の実施例２で用いられたプライマーZAQC Salの塩基配列を示す。
〔配列番号：１０〕
後述の実施例２で用いられたプライマーZAQC Speの塩基配列を示す。
〔配列番号：１１〕
後述の実施例３（３－８）で精製されたＺＡＱ活性化ペプチドのＮ末端のアミノ酸配列を
示す。
〔配列番号：１２〕
後述の実施例４で用いられたプライマーＺＦ１の塩基配列を示す。
〔配列番号：１３〕
後述の実施例４で用いられたプライマーＺＦ２の塩基配列を示す。
〔配列番号：１４〕
後述の実施例４で用いられたプライマーＺＦ３の塩基配列を示す。
〔配列番号：１５〕
後述の実施例４で得られたヒト型ＺＡＱリガンドペプチドをコードするＤＮＡの３’端塩
基配列を示す。
〔配列番号：１６〕
後述の実施例４で用いられたプライマーＺＡＱＬ－ＣＦの塩基配列を示す。
〔配列番号：１７〕
後述の実施例４で用いられたプライマーＺＡＱＬ－ＸＲ１の塩基配列を示す。
〔配列番号：１８〕
後述の実施例４で得られたＤＮＡ断片の塩基配列を示す。
〔配列番号：１９〕
後述の実施例４で得られたＤＮＡ断片の塩基配列を示す。
〔配列番号：２０〕
ヒト型ＺＡＱリガンド成熟体ペプチドのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：２１〕
ヒト型ＺＡＱリガンド成熟体ペプチドのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：２２〕
ヒト型ＺＡＱリガンド前駆体ペプチドのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：２３〕
ヒト型ＺＡＱリガンド前駆体ペプチドのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：２４〕
配列番号：２８で表わされるヒト型ＺＡＱリガンド前駆体ペプチドをコードするＤＮＡを
含有するＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：２５〕
配列番号：２９で表わされるヒト型ＺＡＱリガンド前駆体ペプチドをコードするＤＮＡを
含有するＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：２６〕
配列番号：２０で表わされるヒト型ＺＡＱリガンド成熟体ペプチドをコードするＤＮＡの
塩基配列を示す。
〔配列番号：２７〕
配列番号：２１で表わされるヒト型ＺＡＱリガンド成熟ペプチドをコードするＤＮＡの塩
基配列を示す。
〔配列番号：２８〕
配列番号：２２で表わされるヒト型ＺＡＱリガンド前駆体ペプチドをコードするＤＮＡの
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塩基配列を示す。
〔配列番号：２９〕
配列番号：２３で表わされるヒト型ＺＡＱリガンド前駆体ペプチドをコードするＤＮＡの
塩基配列を示す。
〔配列番号：３０〕
後述の実施例５（５－１）で用いられたＤＮＡ断片の塩基配列を示す。
〔配列番号：３１〕
後述の実施例６（６－２）で分析された、ヒト型ＺＡＱリガンドペプチドのＮ末端アミノ
酸配列を示す。
〔配列番号：３２〕
後述の実施例７で用いられたプライマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：３３〕
後述の実施例７で用いられたプライマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：３４〕
後述の実施例８で精製されたヘビ毒ＭＩＴ１のアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：３５〕
ヒト型Ｉ５Ｅ受容体タンパク質をコードするｃＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：３６〕
ヒト型Ｉ５Ｅ受容体タンパク質のアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：３７〕
後述の実施例９で用いられたプライマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：３８〕
後述の実施例９で用いられたプライマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：３９〕
新規Ｇタンパク質共役型受容体タンパク質（ｒＺＡＱ１）をコードするｃＤＮＡの塩基配
列を示す。
〔配列番号：４０〕
新規Ｇタンパク質共役型受容体タンパク質（ｒＺＡＱ１）のアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：４１〕
後述の実施例１０で用いられたプローブの塩基配列を示す。
〔配列番号：４２〕
後述の実施例１０で用いられたプローブの塩基配列を示す。
〔配列番号：４３〕
後述の実施例１０で用いられたプライマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：４４〕
後述の実施例１０で用いられたプライマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：４５〕
後述の実施例１０で用いられたプライマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：４６〕
新規Ｇタンパク質共役型受容体タンパク質（ｒＺＡＱ２）をコードするｃＤＮＡの塩基配
列を示す。
〔配列番号：４７〕
新規Ｇタンパク質共役型受容体タンパク質（ｒＺＡＱ２）のアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：４８〕
マウス由来Ｇタンパク質共役型受容体タンパク質（ＧＰＲ７３）のアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：４９〕
マウス由来Ｇタンパク質共役型受容体タンパク質（ｍＩ５Ｅ）のアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：５０〕
マウス由来Ｇタンパク質共役型受容体タンパク質（ＧＰＲ７３）をコードするｃＤＮＡの
塩基配列を示す。
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〔配列番号：５１〕
マウス由来Ｇタンパク質共役型受容体タンパク質（ｍＩ５Ｅ）コードするｃＤＮＡの塩基
配列を示す。
〔配列番号：５２〕
参考例１で用いられたＤＮＡ断片＃１の塩基配列を示す。
〔配列番号：５３〕
参考例１で用いられたＤＮＡ断片＃２の塩基配列を示す。
〔配列番号：５４〕
参考例１で用いられたＤＮＡ断片＃３の塩基配列を示す。
〔配列番号：５５〕
参考例１で用いられたＤＮＡ断片＃４の塩基配列を示す。
〔配列番号：５６〕
参考例１で用いられたＤＮＡ断片＃５の塩基配列を示す。
〔配列番号：５７〕
参考例１で用いられたＤＮＡ断片＃６の塩基配列を示す。
〔配列番号：５８〕
配列番号：２１で表わされるヒト型ＺＡＱリガンドをコードする合成ＤＮＡの塩基配列を
示す。
【００９５】
後述の実施例１で得られた形質転換体エシェリヒア・コリ（Escherichia coli）ＤＨ５α
／ｐＣＲ２．１－ＺＡＱＣは、平成１１年８月２３日から、日本国茨城県つくば市東１－
１－１　中央第６　独立行政法人産業技術総合研究所　特許生物寄託センター（旧　通商
産業省工業技術院生命工学工業技術研究所（ＮＩＢＨ））に寄託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－６
８５５として、平成１１年８月４日から、日本国大阪府大阪市淀川区十三本町２－１７－
８５　財団法人・発酵研究所（ＩＦＯ）に寄託番号ＩＦＯ　１６３０１として寄託されて
いる。
後述の実施例１で得られた形質転換体エシェリヒア・コリ（Escherichia coli）ＤＨ５α
／ｐＣＲ２．１－ＺＡＱＴは、平成１１年８月２３日から独立行政法人産業技術総合研究
所　特許生物寄託センター（旧　通商産業省工業技術院生命工学工業技術研究所（ＮＩＢ
Ｈ））に寄託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－６８５６として、平成１１年８月４日から財団法人・
発酵研究所（ＩＦＯ）に寄託番号ＩＦＯ　１６３０２として寄託されている。
後述の実施例４で得られた形質転換体エシェリヒア・コリ（Escherichia coli）TOP10/pH
MITAは、平成１２年７月１３日から独立行政法人産業技術総合研究所特許生物寄託センタ
ー（旧　通商産業省工業技術院生命工学工業技術研究所（ＮＩＢＨ））に寄託番号ＦＥＲ
Ｍ　ＢＰ－７２１９として、平成１２年５月２６日から財団法人・発酵研究所（ＩＦＯ）
に寄託番号ＩＦＯ　１６４４０として寄託されている。
後述の実施例４で得られた形質転換体エシェリヒア・コリ（Escherichia coli）TOP10/pH
MITGは、平成１２年７月１３日から独立行政法人産業技術総合研究所特許生物寄託センタ
ー（旧　通商産業省工業技術院生命工学工業技術研究所（ＮＩＢＨ））に寄託番号ＦＥＲ
Ｍ　ＢＰ－７２２０として、平成１２年５月２６日から財団法人・発酵研究所（ＩＦＯ）
に寄託番号ＩＦＯ　１６４４１として寄託されている。
後述の実施例９で得られた形質転換体エシェリヒア・コリ（Escherichia coli）ＤＨ５α
／ｐＣＲ２．１‐ｒＺＡＱ１は、平成１２年８月２１日から独立行政法人産業技術総合研
究所　特許生物寄託センター（旧　通商産業省工業技術院生命工学工業技術研究所（ＮＩ
ＢＨ））に寄託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－７２７５として、平成１２年８月１日から財団法人
・発酵研究所（ＩＦＯ）に寄託番号ＩＦＯ１６４５９として寄託されている。
後述の実施例１０で得られた形質転換体エシェリヒア・コリ (Escherichia coli)ＤＨ１
０Ｂ／ｐＣＭＶ－ｒＺＡＱ２は、平成１２年８月２１日から独立行政法人産業技術総合研
究所　特許生物寄託センター（旧　通商産業省工業技術院生命工学工業技術研究所（ＮＩ
ＢＨ））に寄託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－７２７６として、平成１２年８月１日から財団法人
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・発酵研究所（ＩＦＯ）に寄託番号ＩＦＯ１６４６０として寄託されている。
後述の参考例１で取得されたエシェリヒア・コリ（Escherichia coli）ＭＭ２９４（ＤＥ
３）／ｐＴＣｈ１ＺＡＱは、平成１３（２００１）年４月２７日から、独立行政法人産業
技術総合研究所　特許生物寄託センターに寄託番号ＦＥＲＭＢＰ－７５７１として、平成
１３年１月１６日から受託番号ＩＦＯ　１６５２７として財団法人発酵研究所（ＩＦＯ）
に寄託されている。
【００９６】
【実施例】
以下に実施例および参考例を示して、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。なお、大腸菌を用いての遺伝子操作法は、モレキュラー・
クローニング（Molecular cloning）に記載されている方法に従った。
【００９７】
実施例１　Ｇタンパク質共役型受容体タンパク質ＺＡＱをコードするｃＤＮＡのクローニ
ングと塩基配列の決定
ヒト脳下垂体ｃＤＮＡ（CLONTECH社）を鋳型とし、２個のプライマー、プライマー１（5'
-GTCGACATGGAGACCACCATGGGGTTCATGG-3'；配列番号：４）及びプライマー２（5'-ACTAGTTT
ATTTTAGTCTGATGCAGTCCACCTCTTC-3'；配列番号：５）を用いてＰＣＲ反応を行った。当該
反応における反応液の組成は上記ｃＤＮＡの１０分の１量を鋳型として使用し、Advantag
e2　Polymerase　Mix（CLONTECH社）１／５０量、プライマー１及びプライマー２を各0.2
μM,　dNTPs　200μM、及び酵素に添付のバッファーを加え、25μlの液量とした。ＰＣＲ
反応は、９４℃・２分の後、９４℃・２０秒、７２℃・１００秒のサイクルを３回、９４
℃・２０秒、６８℃・１００秒のサイクルを３回、９４℃・２０秒、６４℃・２０秒、６
８℃・１００秒のサイクルを３８回繰り返し、最後に６８℃・７分の伸長反応を行った。
当該ＰＣＲ反応後の反応産物をＴＡクローニングキット（Invitrogen社）の処方に従いプ
ラスミドベクターpCR2.1（Invitrogen社）へサブクローニングした。これを大腸菌ＤＨ５
αに導入し、ｃＤＮＡをもつクローンをアンピシリンを含むＬＢ寒天培地中で選択した後
、個々のクローンの配列を解析した結果、新規Ｇタンパク質共役型受容体タンパク質をコ
ードする２種類のｃＤＮＡ配列ＺＡＱＣ（配列番号：２）及びＺＡＱＴ（配列番号：３）
を得た。このｃＤＮＡより導き出されるアミノ酸配列を含有するタンパク質はいずれも同
一配列（配列番号：１）を有したためＺＡＱと命名し、配列番号：２で表されるＤＮＡを
含有する形質転換体を大腸菌（Escherichia coli）ＤＨ５α／ｐＣＲ２．１－ＺＡＱＣと
、配列番号：３で表されるＤＮＡを含有する形質転換体を大腸菌ＤＨ５α／ｐＣＲ２．１
－ＺＡＱＴと命名した。
【００９８】
実施例２　Ｔａｑｍａｎ ＰＣＲによるＺＡＱの発現分布の解析
Ｔａｑｍａｎ ＰＣＲに用いるプライマー及びプローブは、Primer Express ver．1.0（PE
バイオシステムスジャパン）を用いて検索し、プライマー３(5'-TCATGTTGCTCCACTGGAAGG-
3'（配列番号:６）)、プライマー４（5'-CCAATTGTCTTGAGGTCCAGG-3'（配列番号:７））、
ZAQprobe（5'-TTCTTACAATGGCGGTAAGTCCAGTGCAG-3'（配列番号:８））を選択した。プロー
ブのリポーター色素として、FAM（ 6-carboxyfluorescein ）を付加した。
スタンダードＤＮＡとして、後述の実施例３で得られたpAK－ZAQCを鋳型に、プライマーZ
AQC Sal（5'-GTCGACATGGAGACCACCATGGGGTTCATGG-3'（配列番号:９））およびZAQC Spe(5'
-ACTAGTTTATTTTAGTCTGATGCAGTCCACCTCTTC-3'（配列番号:１０）)を用いて増幅したＰＣＲ
断片を、CHROMA SPIN200（CLONTECH Laboratories，Inc．（CA，USA））を用いて精製し
、100－106コピ－/μlに調整して使用した。各組識のｃＤＮＡソースとして、Human Mult
iple Tissue cDNA Panel IおよびPanel II（CLONTECH Laboratories， Inc．）を使用し
た。プライマー、プローブ、鋳型に、Taqman Universal PCR Master Mix（PEバイオシス
テムスジャパン）を添付書類記載の規定量加え、ABI PRISM 7700 Sequence Detection Sy
stem（PEバイオシステムズジャパン）でＰＣＲ反応および解析をおこなった。
結果を図８および表１に示した。主に精巣、ついで肺、脳等の部位でＺＡＱの発現がみら
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れた。
【表１】

【００９９】
実施例３　ＺＡＱを活性化するペプチドの単離
（３－１）牛乳抽出液の調製
市販の低温殺菌牛乳を用いて、以下の操作を行い抽出液を調製した。牛乳2 literを高速
遠心機（CR26H、R10A型ローター：日立株式会社）を用いて、10,000 rpm、１５分間、４
℃で遠心し、得られた上清をガーゼでろ過し、脂質片を取り除いた。上清に最終濃度1 M
になるように酢酸を加え、４℃にて３０分間攪拌し、次いで高速遠心機（CR26H、R10A型
ローター：日立株式会社）を用いて10,000 rpm、１５分間遠心し上清をガーゼでろ過し不
溶物を除去した。上清に撹拌しながら２倍容のアセトンを加え４℃にて３時間攪拌した。
次いで高速遠心機（CR26H、R10A型ローター：日立株式会社）を用いて10,000 rpm、１５
分間遠心後、得られた上清をガーゼでろ過し不溶物を除去した。得られた上清をロータリ
ーエバポレーターにかけ、アセトンを除去し、最終的に１３５０ｍｌまで濃縮した。得ら
れた濃縮液を、６７５ｍｌごとに３３８ｍｌのジエチルエーテルと混合し、分液ロート中
にて激しく混和し、２相分離後、水相を得た。得られた水相について同じ操作をさらに１
回繰り返し、清澄な水相を得た。得られた水相を、ロータリーエバポレーターを用いて８
００ｍｌまで濃縮し、最終的な抽出液を得た。
【０１００】
（３－２）牛乳抽出液のＣ１８逆相クロマトグラフィーによる粗分画
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オクタデシル基を固定したシリカゲルを充填したカラムSep-Pak C18（Waters社）１０ｇ
をメタノールで膨潤後、1 M 酢酸で平衡化した。このカラムに、（３－１）で調製した抽
出液（牛乳2 liter分）を添着した。続いて、このカラムに、１００ｍｌの1 M 酢酸を流
しゲルを洗浄した。次に、このカラムに２００ｍｌの６０％アセトニトリル/０．１％ト
リフルオロ酢酸を流し、目的とする粗ペプチド成分を溶出した。得られた溶出液を、エバ
ポレーターを用いて濃縮した後、凍結乾燥機（12EL； VirTis社）にて凍結乾燥した。
【０１０１】
（３－３）牛乳抽出液のスルホプロピルイオン交換クロマトグラフィーによる粗分画
ポリプロピレン製のカラムに100 mM塩酸中で膨潤させたSP Sephadex C-25（Amersham Pha
rmacia Biotech 社）を、容量が２ｍｌになるよう充填し、蒸留水及び2 M ギ酸アンモニ
ウム(pH 4.0)で洗浄した後、Ｉ液（2 M ギ酸アンモニウム：アセトニトリル：水＝1:25:7
4）で平衡化した。上記（３－２）で得られた凍結乾燥物をＩ液２０ｍｌに溶解し、SP Se
phadex C-25 2 mlにロードした。Ｉ液１０ｍｌで洗浄後、ＩＩ液（2 M ギ酸アンモニウム
：アセトニトリル：水＝1:2.5:6.5）、ＩＩＩ液（2 M ギ酸アンモニウム：アセトニトリ
ル：水＝1:1:2）、ＩＶ液（2 M ギ酸アンモニウム：アセトニトリル：水＝1:0.5:0.5）各
１０ｍｌで順次溶出した。得られたＩ液からＩＶ液を、それぞれ凍結乾燥機（12EL； Vir
Tis社）にて凍結乾燥した。
【０１０２】
（３－４）牛乳抽出液のＴＳＫｇｅｌ ＯＤＳ８０Ｔｓ逆相高速液体クロマトグラフィー
による分画
TSKgel ODS-80Ts逆相高速液体クロマトグラフィー用カラム（東ソー株式会社、4.6 mm x 
25 cm）を、４０℃にて、流速１ｍｌ／ｍｉｎでＡ液（0.1％ トリフルオロ酢酸/蒸留水）
容量91.7％/Ｂ液（0.1％トリフルオロ酢酸/60％アセトニトリル）容量8.3％を流し、平衡
化した。上記（３－３）で得られたＩ液からＩＶ液の凍結乾燥物を、それぞれ1 M 酢酸４
ｍｌに溶解しクロマトグラフィー操作に処した。即ち、凍結乾燥物の溶液４ｍｌを当該カ
ラムに添着した後、流速１ｍｌ／ｍｉｎで、1分間かけてＡ液容量６７％／Ｂ液容量３３
％まで上昇させ、次いで４０分間かけてＡ液容量６７％／Ｂ液容量３３％からＡ液容量０
％／Ｂ液容量１００％まで、Ｂ液濃度を直線的グラジエントで上昇させた。
溶出液を、１ｍｌずつフラクション番号をつけて分取し、各フラクション2 μlを150 μl
 の0.2％ Bovine Serum Albumin（BSA）/蒸留水と混合し凍結乾燥した。この乾燥物を後
述の（３－５）に記した細胞内Ｃａ2+イオン濃度上昇活性測定用のアッセイ用サンプルと
した。
【０１０３】
（３－５）ＦＬＩＰＲを用いた細胞内Ｃａ2+イオン濃度上昇活性の測定
ＺＡＱ安定発現細胞株は以下のようにして調製した。すなわち、実施例１で得たDH5α／p
CR2.1－ZAQCの１クローンを、アンピシリンを含むＬＢ培地で振とう培養し、プラスミドp
CR2.1－ZAQCを得た。これを制限酵素ＳａｌＩおよびＳｐｅＩで処理し、ＺＡＱＣをコー
ドするインサート部分を切り出した。同様に制限酵素ＳａｌＩおよびＳｐｅＩで処理した
pAKKO－1.11H（Biochemica et Biophysica Acta 1219 (1994) 251-259）と、当該インサ
ート部分をLigation Express Kit （CLONTECH　Laboratories， Inc．（CA， USA ））を
用いて連結し、大腸菌ＤＨ１０Ｂにエレクトロポーレーション法にて導入した。得られた
クローンの有するプラスミドの構造を、制限酵素処理ならびに配列解析で確認し、正しい
構築のものをＣＨＯ細胞発現用プラスミドpAK－ZAQCとして使用した。
このプラスミドpAK－ZAQCをCHO/dhfr-細胞（American Type Culture Collection）にCell
Phect Transfection kit（Amersham Pharmacia Biotech社）を用いて形質導入することに
より取得した。まず、蒸留水120 μlに溶解したプラスミドＤＮＡ 4 μgに対してBuffer 
A（CellPhect Transfection Kitに添付）120 μlを添加し、撹拌し、１０分間静置後、Bu
ffer B（CellPhect Transfection Kitに添付）240 μlを添加し、激しく撹拌し当該ＤＮ
Ａを含有するＤＮＡ－リン酸カルシウム複合体を形成させた。 5 x 105個のCHO/ dhfr- 
細胞を６０ｍｍシャーレに播き、１０％のウシ胎児血清（BIO WHITTAKER 社）を含むHam'
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s F-12培地（日水製薬株式会社）中で３７℃、５％炭酸ガス中で１日間培養した後、当該
ＤＮＡ－リン酸カルシウム複合体の懸濁液480 μl をシャーレの当該細胞上に滴下させた
。これを、３７℃、５％炭酸ガス中にて６時間培養した後、血清を含まないHam's F-12培
地で２回細胞を洗浄し、シャーレの当該細胞上に１５％グリセロールを含む緩衝液(140 m
M NaCl, 25 mM HEPES, 1.4 mM Na2HPO4, pH7.1) 1.2mlを添加し２分間処理した。これを
、再度、血清を含まないHam's F-12培地で２回洗浄した後、１０％のウシ胎児血清を含む
Ham's F-12培地中で３７℃、５％炭酸ガス中で一晩培養した。当該細胞をトリプシン処理
により分散させてシャーレから回収し、2 x 104 個ずつ6-well plateに植え込み、透析済
み１０％ウシ胎児血清（JRH BIOSCIENCES 社）、1 mM MEM非必須アミノ酸溶液（大日本製
薬株式会社）、100 units/ml Penicillin、100 μg/ml Streptomycinを含むDulbecco's m
odified Eagle medium（ＤＭＥＭ）培地（日水製薬株式会社）中にて３７℃、５％炭酸ガ
ス中にて培養を開始した。プラスミドの導入された形質転換ＣＨＯ細胞は当該培地中で生
育するが、非導入細胞は次第に死滅していくので、培養開始後２日毎に培地を交換して死
滅細胞を除去した。培養開始８－１０日後に生育してきた形質転換ＣＨＯ細胞のコロニー
を約２１個選んだ。それぞれ選択された細胞からＲＮＡを市販のＲＮＡ単離用キットを用
いて回収し、以降公知のＲＴ－ＰＣＲ法によりＺＡＱを高発現するＺＡＱ発現ＣＨＯ細胞
Ｂ－１番クローン（以後、ＺＡＱＣ－Ｂ１細胞と略称する）を選別した。
また、対照としてＥＴＡ（エンドセリンＡ受容体）発現ＣＨＯ細胞２４番クローン（以後
ＥＴＡ２４細胞と略称する。Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics,
 279巻、675-685頁、1996年参照）を用いた。上記（３－４）で得られたアッセイ用サン
プルについて、ＺＡＱＣ－Ｂ１細胞及びＥＴＡ２４細胞における細胞内Ｃａ2+イオン濃度
上昇活性の測定をＦＬＩＰＲ(Molecular Devices社)を用いて行った。ＺＡＱＣ－Ｂ１細
胞、ＥＴＡ２４細胞共に１０％透析処理済ウシ胎児血清(以後d FBSとする)を加えたＤＭ
ＥＭで継代培養しているものを用いた。ＺＡＱＣ－Ｂ１細胞、ＥＴＡ２４細胞をそれぞれ
15×104cells/mlとなるように培地(10％ d FBS-DMEM)に懸濁し、ＦＬＩＰＲ用96穴プレー
ト(Black plate clear bottom、Coster社)に分注器を用いて各ウェルに200 μlずつ植え
込み(3.0×104cells/200μl/ウェル)、５％ CO2インキュベーター中にて３７℃で一晩培
養した後用いた(以後細胞プレートとする)。H/HBSS（ニッスイハンクス２（日水製薬株式
会社） 9.8g、炭酸水素ナトリウム 0.35g、HEPES 4.77 g 、水酸化ナトリウム溶液で pH7
.4に合わせた後、フィルター滅菌処理）20 ml、250 mM Probenecid　200 μl、ウシ胎児
血清(FBS) 200 μlを混合した。また、Fluo 3-AM（同仁化学研究所）２バイアル(50 μg)
をジメチルスルフォキサイド 40 μl、20％ Pluronic acid（Molecular Probes社） 40 
μlに溶解し、これを上記H/HBSS－Probenecid－FBS に加え、混和後、８連ピペットを用
いて培養液を除いた細胞プレートに各ウェル 100 μlずつ分注し、５％ CO2インキュベー
ター中にて３７℃で１時間インキュベートした(色素ローディング)。上記（３－４）で得
られたアッセイ用サンプルについて、各フラクションに、2.5 mM Probenecid、0.1％ CHA
PSを含むH/HBSS 150 μlを加えて希釈し、ＦＬＩＰＲ用９６穴プレート(V-Bottomプレー
ト、Coster社)へ移した(以後、サンプルプレートとする)。細胞プレートの色素ローディ
ング終了後、H/HBSSに2.5 mM Probenecidを加えた洗浄バッファーでプレートウォッシャ
ー(Molecular Devices社)を用いて細胞プレートを４回洗浄し、洗浄後100 μlの洗浄バッ
ファーを残した。この細胞プレートとサンプルプレートをＦＬＩＰＲにセットしアッセイ
を行った(ＦＬＩＰＲにより、サンプルプレートから50 μlのサンプルが細胞プレートへ
と移される)。
その結果、上記（３－３）IV液を上記（３－４）逆相高速液体クロマトグラフィー分離し
て得られたフラクションNo.53にＺＡＱＣ－Ｂ１細胞に特異的な細胞内Ｃａ2+イオン濃度
上昇活性が見られた。
【０１０４】
（３－６）ＴＳＫｇｅｌ Ｓｕｐｅｒ－Ｐｈｅｎｙｌ逆相高速液体クロマトグラフィーに
よる精製
TSKgel Super-Phenyl逆相高速液体クロマトグラフィー用カラム（東ソー株式会社、 0.46
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 cm x 10 cm）を、４０℃にて、流速１ｍｌ／ｍｉｎでＡ液（0.1％ トリフルオロ酢酸/蒸
留水）容量91.7％/Ｂ液（0.1％ トリフルオロ酢酸/60％ アセトニトリル）容量8.3％を流
し平衡化した。上記（３－４）で得られたフラクションNo.53についてクロマトグラフィ
ー操作を行った。即ち、フラクションNo.53の溶液１ｍｌを当該カラムに添着した後、流
速１ｍｌ／ｍｉｎで、１分間かけてＡ液容量７５％／Ｂ液容量２５％まで上昇させ、次い
で７５分間かけてＡ液容量６７％／Ｂ液容量３３％まで、Ｂ液濃度を直線的グラジエント
で上昇させた。
溶出液を、500 μlずつフラクションNo.をつけて分取した。分取フラクションより各25 
μlづつ0.2％ BSA 150 μlと混合し凍結乾燥機（12EL； VirTis社）で凍結乾燥させた。
この乾燥物に、2.5 mM Probenecid、 0.1％ CHAPSを含むH/HBSS 150 μl を加えて溶解し
、この溶液50 μlを用いて上記（３－５）の試験法により、細胞内Ｃａ2+イオン濃度上昇
活性を測定することにより、ＺＡＱＣ－Ｂ１細胞に対する受容体活性化作用を測定した。
その結果、目的とするＺＡＱＣ－Ｂ１細胞に対する受容体活性化作用を有する成分、すな
わち、ＺＡＱ活性化成分は、主としてフラクションNo.103-105に溶出されていることが判
明した。
【０１０５】
（３－７）μＲＰＣ Ｃ２／Ｃ１８ ＳＴ ４．６／１００逆相高速液体クロマトグラフィ
ーによる精製
μRPC C2/C18 ST 4.6/100逆相高速液体クロマトグラフィー用カラム（Amersham Pharmaci
a Biotech社、 0.46 cm x 10 cm）を、４０℃にて、流速１ｍｌ／ｍｉｎでＡ液（ヘプタ
フルオロ酪酸/蒸留水）容量９５％/Ｂ液（0.1％ヘプタフルオロ酪酸/100％ アセトニトリ
ル）容量５％を流し平衡化した。
上記（３－６）で得られたTSKgel Super-Phenyl逆相高速液体クロマトグラフィー分取フ
ラクションのうちフラクションNo.103-105をそのままμRPC C2/C18 ST 4.6/100逆相カラ
ムに添着した後、流速１ｍｌ／ｍｉｎで１分間でＡ液（0.1％ヘプタフルオロ酪酸/蒸留水
）容量９５％／Ｂ液（0.1％ ヘプタフルオロ酪酸/100％ アセトニトリル）容量５％から
Ａ液容量６５％／Ｂ液容量３５％まで急速に上昇させ、これを次に、流速１ｍｌ／ｍｉｎ
で、６０分間かけてＡ液容量５０％／Ｂ液容量５０％まで直線的グラジエントで上昇させ
溶出液を回収した。溶出液は、２１０ｎｍの紫外吸収では単一なピークとして検出された
。
溶出液を、500 μlずつフラクション番号をつけて分取し、分取フラクションより各10 μ
lづつを0.2％ BSA 150 μlと混合し凍結乾燥機（12EL；VirTis社）で凍結乾燥させた。こ
の乾燥物に、2.5 mM Probenecid、 0.1％ CHAPSを含むH/HBSS 75 μlを加えて溶解し、こ
の溶液50 μlを用いて上記（３－５）の試験法により、ＺＡＱＣ－Ｂ１細胞に対する受容
体活性化作用を測定した。その結果、目的とするＺＡＱＣ－Ｂ１細胞に対する受容体活性
化作用を有する成分、すなわち、ＺＡＱ活性化成分は、フラクションNo.82-84に溶出され
ていることが判明した。この活性ピークは、２１０ｎｍの紫外吸収ピークに完全に一致し
、単一ペプチドにまで精製されたものと判断した。
【０１０６】
（３－８）精製されたＺＡＱ活性化ペプチドの構造解析
上記（３－７）で得られたＺＡＱ活性化成分について以下の方法で構造決定を実施した。
ＺＡＱ活性化成分精製標品を凍結乾燥し、得られた凍結乾燥物を溶媒ＤＭＳＯ（ジメチル
サルフォキシド）に溶解した。この溶液の一部をプロテインシークエンサー(パーキンエ
ルマー社、PE Biosystems Procise 491cLC)を用いたＮ末端からのアミノ酸配列解析に供
した。その結果、Ｎ末端のアミノ酸残基から１6番目のアミノ酸残基のうち、１４残基を
同定することができた（Ala Val Ile Thr Gly Ala Xaa Glu Arg Asp Val Gln Xaa Arg Al
a Gly （配列番号：１１；Xaaは未同定残基））。
【０１０７】
実施例４　ヒト型ＺＡＱリガンドぺプチドのｃＤＮＡのクローニング
実施例３で得られた牛乳から精製されたＺＡＱを活性化するペプチドのＮ末端アミノ酸配
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列（配列番号:１１）をクエリーとしてデータベースをＢｌａｓｔ検索したところ、配列
番号：１１で表わされるアミノ酸配列を有するペプチドをコードするＤＮＡの塩基配列と
同等な配列を含むヒトＥＳＴ（Ｘ４０４６７）を見出した。本配列は完全長のオープンリ
ーディング・フレームを有していなかったので、以下にＲＡＣＥ法により未確定部分の配
列を明らかにし、引き続いて完全長のオープンリーディング・フレームを有すｃＤＮＡク
ローンを取得した。
ＥＳＴ（Ｘ４０４６７）の情報よりプライマーＺＦ１（配列番号：１２）、ＺＦ２（配列
番号：１３）とＺＦ３（配列番号：１４）を作成し、ヒト精巣Marathon-Ready cDNA （CL
ONTECH社）を鋳型として以下に記した3'RACE実験を実施した。
ZF1:　5'-GGTGCCACGCGAGTCTCAATCATGCTCC-3'　 (配列番号：１２)
ZF2:　5'-GGGGCCTGTGAGCGGGATGTCCAGTGTG-3'　 (配列番号：１３)
ZF3:　5'-CTTCTTCAGGAAACGCAAGCACCACACC-3'　 (配列番号：１４)
3'RACEのＰＣＲ反応液は50 x Advantage 2 Polymerase Mix （CLONTECH社）を1 μl、添
付の10 x Advantage 2 PCR buffer (400 mM Tricine-KOH, 150 mM KOAc, 35 mM Mg(OAc)2
 , 37.5μg/ml BSA, 0.05％Tween-20, 0.05％ Nonidet-P40)を5 μl、dNTP mixture (2.5
 mM each, 宝酒造)を4 μl、10 μMプライマーZF1を 1 μl、10 μMプライマーAP1（プラ
イマーAP1はCLONTECH社のMarathon-Ready cDNA Kitに添付のもの）を1 μl、鋳型ｃＤＮ
Ａ（CLONTECH社、ヒト精巣Marathon-Ready cDNA）を5 μl、及び蒸留水を33 μlを混合し
て作製した。反応条件は94℃・60秒の初期変性後、94℃・30秒-72℃・4分のサイクル反応
を5回、94℃・30秒-70℃・4分のサイクル反応を5回、94℃・30秒-68℃・44分のサイクル
反応を25回行った。
続いて、当該ＰＣＲ反応の反応液を鋳型としてnested PCRを実施した。反応液は50 x Adv
antage 2 Polymerase Mix （CLONTECH社）を1 μl、添付の10 x Advantage 2 PCR buffer
 (400 mM Tricine-KOH, 150 mM KOAc, 35 mM Mg(OAc)2, 37.5μg/ml BSA, 0.05％Tween-2
0, 0.05％ Nonidet-P40)を5 μl、dNTP mixture (2.5 mM each, 宝酒造)を4 μl、10 μM
プライマーZF2を 1 μl、10 μMプライマーAP2（プライマーAP2はCLONTECH社のMarathon-
Ready cDNA Kitに添付のもの）を1 μl、鋳型ＤＮＡ（当該ＰＣＲ反応液５０倍希釈液）
を5 μl、及び蒸留水を33 μlを混合して作製した。反応条件は94℃・60秒の初期変性後
、94℃・30秒-72℃・４分のサイクル反応を５回、94℃・30秒-70℃・４分のサイクル反応
を５回、94℃・30秒-68℃・44分のサイクル反応を２５回行った。
さらに続いて、当該ＰＣＲ反応の反応液を鋳型として2回目のnested PCRを実施した。反
応液は50 x Advantage 2 Polymerase Mix （CLONTECH社）を1 μl、添付の10 x Advantag
e 2 PCR buffer (400 mM Tricine-KOH, 150 mM KOAc, 35 mM Mg(OAc)2 , 37.5μg/ml BSA
, 0.05％Tween-20, 0.05％ Nonidet-P40)を5 μl、dNTP mixture (2.5 mM each, 宝酒造)
を4 μl、10 μMプライマーZF3を 1 μl、10 μMプライマーAP2（プライマーAP2はCLONTE
CH社のMarathon-Ready cDNA Kitに添付のものを用いた。）を1 μl、鋳型ＤＮＡ（当該Ｐ
ＣＲ反応液50倍希釈液）を5 μl、及び蒸留水を33 μlを混合して作製した。反応条件は9
4℃・60秒の初期変性後、94℃・30秒-72℃・4分のサイクル反応を5回、94℃・30秒-70℃
・4分のサイクル反応を5回、94℃・30秒-68℃・44分のサイクル反応を25回行った。得ら
れたＤＮＡ断片をTOPO TA Cloning Kit (Invitrogen社)を用いて添付のマニュアルに記載
された方法に従ってクローニングした。クローニングされたＤＮＡの塩基配列をABI377DN
A sequencerを用いて解読し、3'端配列（配列番号：１５）を得た。
配列番号:１５で表わされる塩基配列及びＥＳＴ（Ｘ４０４６７）の情報によりプライマ
ーZAQL-CF（配列番号：１６）及びZAQL-XR1（配列番号：１７）を作成した。ヒト精巣Mar
athon-Ready cDNA （CLONTECH社）を鋳型としてプライマーZAQL-CF とZAQL-XR1を用いて
ＰＣＲを実施した。
ZAQL-CF:　5'-CCACCATGAGAGGTGCCACG-3'　 (配列番号：１６)
ZAQL-XR1:　5'-CTCGAGCTCAGGAAAAGGATGGTG-3'　 (配列番号：１７)
ＰＣＲ反応液はPfuTurbo DNA polymerase(Stratagene社)を1 μl、添付の10 x PCR buffe
rを5 μl、2.5 mM dNTP mixtureを4 μl、10 μMプライマーZAQL-CF及びZAQL-XR1を各2.5
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 μl、鋳型ＤＮＡを5μl、及び蒸留水を30 μlを混合して作製した。反応条件は95℃・1
分の初期変性後、95℃・1分-60℃・1分-72℃・1分のサイクル反応を40回、および72℃・1
0分の最終伸長反応とした。得られたＤＮＡ断片をTOPO TA Cloning Kit (Invitrogen社)
を用いて添付のマニュアルに記載された方法に従ってクローニングした。クローニングさ
れたＤＮＡ断片の塩基配列をABI　377 DNA sequencerを用いて解読した結果、３７１ｂｐ
の、それぞれ配列番号：１８および配列番号：１９で表わされる塩基配列を有しているこ
とが明らかとなった。配列番号：１８で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡ断片を有す
るプラスミドをpHMITAと、配列番号：１９で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡ断片を
有するプラスミドをpHMITGと命名した。
プラスミドpHMITA及びpHMITGにより大腸菌（Escherichia coli）を形質転換し、それぞれ
エシェリヒア・コリ（Escherichia coli）TOP10/pHMITAおよびエシェリヒア・コリ（Esch
erichia coli）TOP10/pHMITGと命名した。
これらのＤＮＡ断片の塩基配列を解析した結果、配列番号：１８で表わされるＤＮＡ断片
は、配列番号：２２で表わされるヒト型ＺＡＱリガンド前駆体ペプチド(Aタイプ、105ア
ミノ酸残基)をコードするＤＮＡ（配列番号：２８）を含んでおり、配列番号：１９で表
わされるＤＮＡ断片は、配列番号：２３で表わされるヒト型ＺＡＱリガンド前駆体ペプチ
ド(Ｇタイプ、１０５アミノ酸残基)をコードするＤＮＡ（配列番号：２９）を含んでいる
ことが明らかとなった。
また、配列番号：２８および配列番号：２９で表わされる塩基配列は典型的なシグナル配
列を有しており、配列番号：２８で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡは、配列番号：
２０で表わされるヒト型ＺＡＱリガンド成熟体ペプチド(Ａタイプ、８６アミノ酸残基)を
コードする２５８塩基対からなるＤＮＡ（配列番号：２６）を含んでおり、配列番号：２
９で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡは、配列番号：２１で表わされるヒト型ＺＡＱ
リガンド成熟体ペプチド(Ｇタイプ、８６アミノ酸残基)をコードする２５８塩基対からな
るＤＮＡ（配列番号：２７）を含んでいることが明らかとなった。
【０１０８】
実施例５　ヒト型ＺＡＱリガンドペプチドの哺乳動物細胞での産生（１）
（５－１）ヒト型ＺＡＱリガンド前駆体ペプチド哺乳動物細胞発現ベクターの構築
実施例４において取得したプラスミドpHMITGからＥｃｏＲＩ、ＸｈｏＩ制限酵素消化によ
ってヒト型ＺＡＱリガンド前駆体ペプチドをコードするｃＤＮＡを含む３８２ｂｐのＤＮ
Ａ断片（配列番号：３０）を切出した。
すなわち、プラスミドpHMITGをＥｃｏＲＩおよびＸｈｏＩで酵素消化し、得られたＤＮＡ
を１．５％アガロースゲルを用いて電気泳動し、サイバーグリーン染色される約３８２ｂ
ｐのバンドを含むゲル片を剃刀で切り取った。当該ゲル片よりGene Clean spin DNA抽出
キット（BIO 101社）を用いてＤＮＡ断片を回収した。得られたＤＮＡ断片をCMV-IEエン
ハンサーおよびchicken beta-actin promoterを発現プロモーターとする哺乳動物細胞発
現ベクターpCAN618（図１１）に対してＥｃｏＲＩ、ＸｈｏＩ制限酵素切断部位に定法に
従ってクローニングした。クローニングされたＤＮＡ断片の塩基配列を前述の方法により
解読した結果、配列番号：３０で表わされる塩基配列を有していることが確認された。こ
のヒト型ＺＡＱリガンド前駆体ペプチドをコードするＤＮＡを含有する哺乳動物細胞発現
ベクターをpCANZAQLg2と命名した。
【０１０９】
（５-２）ＣＯＳ７細胞への発現ベクターの導入
ＣＯＳ７細胞はＡＴＣＣより購入し、ＤＭＥＭ培地（１０％ FBSを加えたもの）を用いて
継代培養しているものを用いた。ＤＭＥＭ培地を用いてＣＯＳ７細胞を1.5×106cells/di
shとなるよう１０ｃｍシャーレにまき、３７℃、５％ CO2インキュベーター中で一晩培養
した。ヒト型ＺＡＱリガンド前駆体ペプチド発現プラスミド（pCANZAQLg2）2μg（2μlの
TEバッファーに溶解）にバッファーＥＣ（Effectene transfection reagent、QIAGEN）29
8μlを加え、さらにEnhancer 16μlを加え、１秒間混和後室温で３分間放置した。さらに
Effectene Transfection Reagent 60μlを加え、１０秒間混和後室温で１０分間放置した
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。前日にまいた細胞の上清を除き、ＤＭＥＭ培地１０ｍｌで１回洗浄し、ＤＭＥＭ培地を
９ｍｌを加えた。プラスミド溶液にＤＭＥＭ培地１ｍｌを加えて混和後細胞に滴下し、全
体を混ぜた後３７℃、５％ CO2インキュベーター中で一晩培養した。ＤＭＥＭ培地１０ｍ
ｌで２回洗浄し、ＤＭＥＭ培地１０ｍｌを加え、３７℃、５％ CO2インキュベーター中で
一晩培養した。２日後、培養上清を回収した。
【０１１０】
（５－３）ヒト型ＺＡＱリガンド前駆体ペプチド発現ＣＯＳ７細胞培養上清からのＺＡＱ
を活性化するペプチドの部分精製
（５－３－１）ヒト型ＺＡＱリガンド前駆体ペプチド発現ＣＯＳ７細胞培養上清抽出液の
調製
ヒト型ＺＡＱリガンド前駆体ペプチド発現ＣＯＳ７細胞培養上清を回収し、以下の操作を
行い抽出液を調製した。先ず、細胞培養上清（約18.5ml）に終濃度が1 Mになるように酢
酸１．１ｍｌを滴下し、一時間攪拌した。さらにその２倍容量のアセトンを加え、４℃に
て３０分間攪拌し、次いで高速遠心機（CR26H、23型ローター：日立株式会社）を用いて1
5,000 rpm、３０分間遠心し上清を得た。得られた上清をエバポレーターにかけ、アセト
ンを除去した後、凍結乾燥機（１２ＥＬ； VirTis社）にて凍結乾燥した。
【０１１１】
（５－３－２）ヒト型ＺＡＱリガンド前駆体ペプチド発現ＣＯＳ７細胞培養上清のＳｅｐ
ｈａｄｅｘ　Ｇ５０ゲルろ過クロマトグラフィー及びＳｅｐＰａｋカラムクロマトグラフ
ィー
上記（５－３－１）で得られた凍結乾燥粉末を１Ｍ酢酸２ｍｌに溶解後、１Ｍ酢酸で平衡
化したSephadex G15 (直径３cm、35ml、Pharmacia Biotech 社)カラムに吸着させた後、
１Ｍ酢酸をカラムに流し、溶出液を５ｍｌづつフラクションNo.をつけて分取し、凍結乾
燥機（１２ＥＬ； VirTis社）で凍結乾燥させた。
SepPak C18-5gカラム（10ml）を、メタノールにて膨潤後、0.1％ トリフルオロ酢酸/蒸留
水を流し、平衡化した。Sephadex G50ゲルろ過クロマトグラフィー分取フラクションのう
ちフラクションNo.1-16の凍結乾燥品をまとめて0.1％トリフルオロ酢酸/蒸留水 3mlに溶
解し、SepPak C18-5gカラムに添着した後、0.1％ トリフルオロ酢酸/蒸留水 24mlで洗浄
後、0.1％ トリフルオロ酢酸/60％ アセトニトリル20mlで溶出した。得られた溶出液をサ
ーバントにかけた。
【０１１２】
（５－３－３）Ｓｕｐｅｒ ＯＤＳ逆相高速液体クロマトグラフィーによる精製
TSKgel Super ODS逆相高速液体クロマトグラフィー用カラム（東ソー株式会社、 0.46 cm
 x 10 cm）を、40℃にて、流速1 ml/minでＡ液（0.1％ トリフルオロ酢酸/蒸留水）を流
し、平衡化した。（５－３－２）で得られたSepPak C18-5gカラムフラクションをサーバ
ントにかけた後、Super ODS逆相高速液体クロマトグラフィーに添着し、流速 １ml/minで
60分間で Ａ液（0.1％ トリフルオロ酢酸/蒸留水）容量100％／Ｂ液（0.1％ トリフルオ
ロ酢酸/60％ アセトニトリル）容量0％からＡ液容量0％／Ｂ液容量100％まで直線的グラ
ジエントで上昇させ、溶出液を回収した。
溶出液を、1 mlずつフラクションNo.をつけて分取し、分取フラクション全量を凍結乾燥
機（１２ＥＬ； VirTis社）で凍結乾燥させた。この乾燥物にH/HBSSに2.5mM Probenecid 
、0.2％ BSAを加えたもの150μlを加えて溶解し、この溶液を用いて下記（５－３－４）
の試験法により、ＺＡＱＣ－Ｂ１細胞に対する受容体活性化作用を測定した。
【０１１３】
（５－３－４）ＦＬＩＰＲを用いた細胞内Ｃａ2+イオン濃度上昇活性の測定
上記（５－３－３）で得られたサンプルについて、実施例３（３－５）で得られたＺＡＱ
発現細胞（ＺＡＱＣ－Ｂ１）における細胞内Ｃａ2+イオン濃度上昇活性の測定をＦＬＩＰ
Ｒを用いて行った。また、対照としてhOT7T175発現細胞(hOT7T175-16；ＷＯ００／２４８
９０に記載)を用いた。
ＺＡＱＣ－Ｂ１細胞、hOT7T175-16細胞共に１０％透析処理済ウシ胎児血清(以後d FBSと
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する)を加えたＤＭＥＭで継代培養しているものを用いた。ＺＡＱＣ－Ｂ１細胞、hOT7T17
5-16細胞をそれぞれ15×104cells/mlとなるように培地(10％dFBS-DMEM)に懸濁し、ＦＬＩ
ＰＲ用96穴プレート(Black plate clear bottom、Coster社)に分注器を用いて各ウェルに
200μlずつ播き(3.0×104cells/200μl/ウェル)、５％ CO2インキュベーター中で３７℃
で一晩培養した後、用いた(以後細胞プレートとする)。H/HBSS(HANKS' 9.8g、炭酸水素ナ
トリウム 0.35g、HEPES 4.77 g 、水酸化ナトリウムで pH7.4に合わせた後、フィルター
滅菌処理)21ml、250mM Probenecid　210μl、ウシ胎児血清（ＦＢＳ） 210μlを混合した
。また、Fluo3-AM 2バイアル(50μg)をジメチルスルフォキサイド 42μl、20％ Pluronic
 acid 42μlに溶解し、これを上記H/HBSS－Probenecid－FBS に加え、混和後、8連ピペッ
トを用いて培養液を除いた細胞プレートに各ウェル 100μlずつ分注し、５％ CO2インキ
ュベーター中で３７℃で１時間インキュベートした(色素ローディング)。上記（５－３－
３）で得られたアッセイ用サンプルについて、各フラクションにH/HBSSに2.5mM Probenec
id 、0.2％ BSAを加えたもの150μlを加えて溶解し、ＦＬＩＰＲ用96穴プレート(V-Botto
mプレート、Coster社)へ移した(以後、サンプルプレートとする)。細胞プレートの色素ロ
ーディング終了後、H/HBSSに2.5mM Probenecidを加えた洗浄バッファーでプレートウォッ
シャー(Molecular Devices社)を用いて細胞プレートを４回洗浄し、洗浄後100μlの洗浄
バッファーを残した。この細胞プレートとサンプルプレートをＦＬＩＰＲにセットし、ア
ッセイを行った(ＦＬＩＰＲにより、サンプルプレートから0.05mlのサンプルが細胞プレ
ートへと移される)。フラクションNo.48-68にＺＡＱＣ－Ｂ１細胞特異的な細胞内Ｃａ2+

イオン濃度上昇活性が見られた。このことから、目的とするＺＡＱＣ－Ｂ１細胞に対する
受容体活性化作用を有する成分、すなわち、ＺＡＱ活性化成分は、フラクションNo.48-68
に溶出されていることが判明した。
【０１１４】
実施例６　ヒト型ＺＡＱリガンドペプチドの哺乳動物細胞での産生（２）
（６－１）培養上清の調製
実施例５に記載した方法でＣＯＳ７細胞にヒト型ＺＡＱリガンド前駆体ペプチド発現プラ
スミド（pCANZAQLg2）を導入した。すなわち、ＤＭＥＭ培地を用いてＣＯＳ７細胞を3.0
×106cells/dishとなるよう15cmシャーレにまき、３７℃、５％ CO2インキュベーター中
で一晩培養した。ヒト型ＺＡＱリガンド前駆体ペプチド発現プラスミド（pCANZAQLg2）４
μg（４μlのＴＥバッファーに溶解）にバッファーＥＣ（Effectene transfection reage
nt、QIAGEN）600μlを加え、さらにEnhancer 32μlを加え、１秒間混和後室温で３分間放
置した。さらにEffectene Transfection Reagent 120μlを加え、１０秒間混和後室温で
１０分間放置した。前日にまいた細胞の上清を除き、ＤＭＥＭ培地１０ｍｌで１回洗浄し
、ＤＭＥＭ培地を３０ｍｌを加えた。プラスミド溶液にＤＭＥＭ培地１ｍｌを加えて混和
後細胞に滴下し、全体を混ぜた後３７℃、５％ CO2インキュベーター中で一晩培養した。
ＤＭＥＭ培地１０ｍｌで１回洗浄し、ＤＭＥＭ培地２０ｍｌを加え、３７℃、５％ CO2イ
ンキュベーター中で一晩培養した。１日後、培養上清を回収し、さらにＤＭＥＭ培地２０
ｍｌを加え、３７℃、５％ CO2インキュベーター中で一晩培養した後培養上清を回収した
。
【０１１５】
（６－２）培養上清からのヒト型ＺＡＱリガンドペプチドの精製
（６－１）に記載した方法で１５ｃｍシャーレ８０枚分の培養上清を回収し、これに酢酸
を終濃度１Ｍになるように添加した。１時間攪拌した後、２倍容のアセトンを添加しタン
パク質を析出させた。４℃にて３０分間攪拌し、次いで高速遠心機（CR26H、RR10A 型ロ
ーター：日立株式会社）を用いて10,000 rpm、３０分間遠心し上清を得た。得られた上清
をエバポレーターにかけアセトンを除去し、あらかじめ0.1％トリフルオロ酢酸/蒸留水で
平衡化した逆相カラム（Waters社C18、100 g）に流した。0.1％トリフルオロ酢酸/蒸留水
 1000ml、次いで0.1％トリフルオロ酢酸/20％アセトニトリル1000mlでカラムを洗浄した
後、0.1％トリフルオロ酢酸/60％アセトニトリル1000mlでペプチドを溶出した。得られた
溶出液をエバポレーターにかけた後、凍結乾燥器（１２ＥＬ； VirTis社）にて凍結乾燥
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した。
TSKgel ODS80TM逆相高速液体クロマトグラフィー用カラム（東ソー株式会社、21.5 mm x 
30 cm）を、４０℃にて、流速４ｍｌ／ｍｉｎでＡ液（0.1％トリフルオロ酢酸/蒸留水）
を流し、平衡化した。得られた凍結乾燥粉末をＡ液に溶解した後、当該ODS80TMカラムに
添着し、流速４ｍｌ／ｍｉｎで１２０分間に Ａ液（0.1％トリフルオロ酢酸/蒸留水）容
量６０％／Ｂ液（0.1％トリフルオロ酢酸/60％アセトニトリル）容量４０％からＡ液容量
０％／Ｂ液容量１００％まで直線的グラジエントで上昇させて、ペプチドを溶出させた。
溶出液を、８ｍｌずつフラクションNo.をつけて分取し、分取フラクションから50 μlを
取り凍結乾燥機（１２ＥＬ； VirTis社）で凍結乾燥させた。この乾燥物にH/HBSSに2.5mM
 Probenecid 、0.2％ BSAを加えたもの200μlを加えて溶解し、この溶液を用いて上記（
５－３－４）の試験法により、ＺＡＱＣ－Ｂ１細胞に対する受容体活性化作用を測定した
。その結果、目的とするＺＡＱＣ－Ｂ１細胞に対する受容体活性化作用を有する成分、す
なわち、ＺＡＱ活性化成分は、フラクションNo. 32に溶出されていることが判った。
TSKgel CM-2SWイオン交換高速液体クロマトグラフィー用カラム（東ソー株式会社、4.6 m
m x 25 cm）を、２５℃にて、流速１ｍｌ／ｍｉｎでＡ液（10 mMぎ酸アンモニウム/10％
アセトニトリル）を流し、平衡化した。上記フラクションNo.32を当該CM-2SWカラムに添
着し、流速１ｍｌ／ｍｉｎで60分間にＡ液（10 mMぎ酸アンモニウム/10％ アセトニトリ
ル）容量１００％／Ｂ液（1000 mMぎ酸アンモニウム/10％ アセトニトリル）容量０％か
らＡ液容量０％／Ｂ液容量１００％まで直線的グラジエントで上昇させて、ペプチドを溶
出させた。
溶出液を、１ｍｌずつフラクションNo.をつけて分取し、分取フラクションから1.5 μlを
取り、これをH/HBSSに2.5mM Probenecid 、0.2％ BSA 200μl希釈し、この溶液を用いて
上記（５－３－４）の試験法により、ＺＡＱＣ－Ｂ１細胞に対する受容体活性化作用を測
定した。その結果、目的とするＺＡＱＣ－Ｂ１細胞に対する受容体活性化作用を有する成
分、すなわち、ＺＡＱ活性化成分は、フラクションNo. 56および57に溶出されていること
が判った。
TSKgel Super phenyl逆相高速液体クロマトグラフィー用カラム（東ソー株式会社、4.6 m
m x 10 cm）を、４０℃にて、流速１ｍｌ／ｍｉｎでＡ液（0.1％ トリフルオロ酢酸/蒸留
水）を流し、平衡化した。上記フラクション　No.56および57を当該Super phenylカラム
に添着し、流速１ｍｌ／ｍｉｎで６０分間にＡ液（0.1％ トリフルオロ酢酸/蒸留水）容
量７０％／Ｂ液（0.1％ トリフルオロ酢酸/60％ アセトニトリル）容量３０％からＡ液容
量５０％／Ｂ液容量５０％まで直線的グラジエントで上昇させて、ペプチドを溶出させた
。
溶出液を、１ｍｌずつフラクションNo.をつけて分取し、分取フラクションから1.5 μlを
取り、これをH/HBSSに2.5mM Probenecid 、0.2％ BSA 200μl希釈し、この溶液を用いて
上記（５－３－４）の試験法により、ＺＡＱＣ－Ｂ１細胞に対する受容体活性化作用を測
定した。その結果、目的とするＺＡＱＣ－Ｂ１細胞に対する受容体活性化作用を有する成
分、すなわち、ＺＡＱ活性化成分は、フラクションNo. 54、 55および56に溶出されてい
ることが判った。本活性は単一な紫外吸収ピークと一致し、活性成分が単一にまで精製さ
れたものと判断した。
ＺＡＱ活性化成分精製標品中の溶媒を凍結乾燥して除去し、得られた凍結乾燥物を溶媒Ｄ
ＭＳＯ（ジメチルサルフォキシド）に溶解した。この溶液の一部（約7.5 pmol）をプロテ
インシークエンサー(パーキンエルマー社、PE Biosystems Procise 491cLC)を用いたＮ末
端アミノ酸配列解析に供した。その結果、Ｎ末端のアミノ酸残基から１０番目のアミノ酸
残基のうち、９残基を同定することができた（Ala Val Ile Thr Gly Ala Xaa Glu Arg As
p （配列番号：３１；Xaaは未同定残基））。得られたアミノ酸配列は、予想されるヒト
型ＺＡＱリガンド成熟体ペプチドのＮ端アミノ酸配列と一致した。また、ＺＡＱ活性化成
分精製標品の質量分析を Finnigan LCQ LC/MS装置(Thermoquest, San Jose, CA)を用いて
、エレクトロスプレーイオン化法により実施し、分子量が9657.6であることを確認した。
これは１０個のシステイン残基がすべてジスルフィド結合を形成した８６残基のヒト型Ｚ
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ＡＱリガンド成熟体ペプチド（配列番号：２１）の理論値9657.3に良く一致し、ＺＡＱ活
性化成分精製標品が、配列番号：２１で表わされるアミノ酸配列を有するヒト型ＺＡＱリ
ガンド成熟体ペプチドを有していることが確認された。
【０１１６】
（６－３）精製ヒト型ＺＡＱリガンドペプチドのＺＡＱ活性化作用の測定
上記（６－２）で精製したヒト型ＺＡＱリガンド成熟体ペプチドのＺＡＱＣ－Ｂ１細胞に
対する受容体活性化作用を上記（５－３－４）の試験法により測定した。その結果、ＺＡ
Ｑ発現ＣＨＯ細胞（ＺＡＱＣ－Ｂ１細胞）においてヒト型ＺＡＱリガンド成熟体ペプチド
は濃度依存的に細胞内カルシウム濃度の上昇を惹起した。ＥＣ50値は96 pMで、ヒト型Ｚ
ＡＱリガンド成熟体ペプチドは非常に強いアゴニスト活性を示すことが明らかとなった。
結果を図１０に示す。
【０１１７】
実施例７　ヒト型ＺＡＱリガンドペプチドの哺乳動物細胞での産生（３）
（７－１）ヒト型ＺＡＱリガンドペプチド安定発現ＣＨＯ細胞株の樹立
実施例４に記載したプラスミドpHMITGを鋳型として下記のプライマー
5' GTCGACCACCATGAGAGGTGCCACGC 3'　（配列番号：３２）
5' ACTAGTCGCAGAACTGGTAGGTATGG 3'　（配列番号：３３）
を用いてヒト型ＺＡＱリガンドｃＤＮＡをＰＣＲ増幅し、pCR Blunt IIベクター（Invitr
ogen社）にクローニングした。得られた正しい配列を有するクローンからインサートｃＤ
ＮＡをＳａｌＩ及びＳｐｅＩ制限酵素を用いて切り出し、pAKKO1.11H発現ベクターに組み
込んだ。当該プラスミドをCHO/dhFr-細胞（American Type Culture Collection）に、上
記（３－５）に記載したCellPhect Transfection kit（Amersham Pharmacia Biotech社）
を用いた方法に従って形質導入した。形質導入株数クローンから培養上清を回収し、（３
－５）に記載した試験方法により、ＺＡＱＣ－Ｂ１細胞の細胞内Ｃａ2+イオン濃度を上昇
させるＺＡＱリガンド活性を測定した。これによりＺＡＱリガンドを高発現するＺＡＱＬ
－１発現ＣＨＯ細胞クローンNo.4を選別した。
（７－２）ヒト型ＺＡＱリガンド（ＺＡＱＬ－１）発現ＣＨＯ細胞無血清培養上清の調製
透析済み10％ウシ胎児血清（JRH BIOSCIENCES 社）、1 mM MEM非必須アミノ酸溶液、100 
units/ml Penicillin、100 μg/ml Streptomycinを含む Dulbecco's Modified Eagle Med
ium (ＤＭＥＭ) 培地（日水製薬株式会社）でSingle Tray(Nunc社)４枚コンフルエントま
で培養したＺＡＱＬ－１発現ＣＨＯ細胞クローンNo.4を、トリプシン処理して分散後、遠
心して回収した。上記Single Tray 1枚分の細胞を上記培地1.5 Lに懸濁後Cell Factories
 10（Nunc社）に植え込み、４基のCell Factories 10について37℃で5％炭酸ガス中にて
３日間培養した。培養上清を除いた後、前述のH/HBSS 1 Lで１基のCell Factories 10の
細胞を洗浄した。H/HBSSを除いた後、１基のCell Factories 10あたり2 Lの無血清培地（
1 mM MEM非必須アミノ酸溶液、100 units/ml Penicillin、100 μg/ml Streptomycinを含
む Dulbecco's Modified Eagle Medium培地）を加えさらに2日間培養した。回収した培養
上清を日立高速遠心機で1,000 rpmで１０分間遠心後、ガーゼを用いてろ過し清澄な上清
を得た。これに酢酸を最終濃度1 Mになるように添加し以下の操作を行った。
【０１１８】
（７－３）ＺＡＱＬ－１発現ＣＨＯ細胞無血清培養上清のオクタドデシル逆相クロマトグ
ラフィーによる粗分画
オクタドデシル基を固定したシリカゲルを充填したPrepC18（Waters社）をメタノールで
膨潤後、ガラス製カラムに充填した（50 mm×100 mm）。その後、1 M酢酸で平衡化したカ
ラムに、（６－２）で調製した抽出液を添着した。次にこのカラムを８００ｍｌの１Ｍ酢
酸で洗浄した。次に、このカラムに１０００ｍｌの６０％アセトニトリル／０．１％トリ
フルオロ酢酸を流し、目的とする粗ペプチド成分を溶出した。得られた溶出液を、エバポ
レーターを用いて濃縮した後、凍結乾燥機（12EL； VirTis社）にて凍結乾燥した。
（７－４）Ｗａｋｏｓｉｌ－ＩＩ ５Ｃ１８ＨＧ Ｐｒｅｐ逆相高速液体クロマトグラフィ
ーによる分離
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Wakosil-II 5C18HG Prep逆相高速液体クロマトグラフィー用カラム（和光純薬、20mm×25
0mm）を、４０℃にて、流速５ｍｌ／ｍｉｎでＡ液（0.1％トリフルオロ酢酸／蒸留水）容
量91.7％/Ｂ液（0.1％トリフルオロ酢酸／６０％アセトニトリル）容量8.3％を流し平衡
化した。上記（７－３）で得られた凍結乾燥物についてクロマトグラフィー操作を行った
。即ち、凍結乾燥物を１Ｍ酢酸３６ｍｌを加えて溶解し遠心後、その内の１／３を当該カ
ラムに添着した後、流速５ｍｌ／ｍｌで、１分間かけてＡ液容量66.7％／Ｂ液容量33.3％
 まで上昇させ、次いで１２０分間かけてＡ液容量16.7％Ｂ液容量83.3％まで、Ｂ液濃度
を直線的グラジエントで上昇させた。溶出液を５ｍｌずつフラクション番号をつけて分取
した。分取フラクションより各3 μlづつ0.2％ BSA 150 μl と混合し凍結乾燥機（12EL
； VirTis社）で凍結乾燥させた。この乾燥物に、アッセイバッファー〔H/HBSS（ニッス
イハンクス２（日水製薬株式会社） 9.8g、炭酸水素ナトリウム 0.35g、HEPES 4.77 g 、
水酸化ナトリウム溶液で pH7.4に合わせた後、フィルター滅菌処理）に、2.5 mM Probene
cid および0.1％ CHAPS を添加したもの〕150 μlを加えて溶解し、この溶液50 μl を用
いて上記（３－５）の試験法に従い、ＺＡＱ－Ｂ１受容体活性化作用を測定した。その結
果、目的とするＺＡＱ－Ｂ１受容体活性化作用を有する成分は、主としてフラクションNo
.73-75に溶出されていることが判明した。
【０１１９】
（７－５）ＴＳＫｇｅｌ ＣＭ－２ＳＷイオン交換高速液体クロマトグラフィーによる分
離
TSKgel CM-2SWイオン交換高速液体クロマトグラフィー用カラム（東ソー、7.8×300mm）
を25℃にて、流速2 ml/minでＡ液（4 Mギ酸アンモニウム：蒸留水：アセトニトリル = 1 
: 299 : 100）容量100％、Ｂ液（4 Mギ酸アンモニウム：蒸留水：アセトニトリル = 1 : 
2 : 1）容量0％を流し平衡化した。（７－４）で得られたWakosil-II 5C18HG Prep逆相高
速液体クロマトグラフィー分取フラクションのうちフラクションNo.73-75を凍結乾燥した
ものをＡ液4 mlに溶解しTSKgel CM-2SWイオン交換カラムに添着した後、流速１ｍｌ／ｍ
ｉｎで１２０分間かけてＡ液容量２５％／Ｂ液容量７５％ まで直線的グラジエントで上
昇させ溶出液を回収した。溶出液を２ｍｌずつフラクション番号をつけて分取し、分取フ
ラクションより各10 μlづつを0.2％ BSA 100 μl 混合し凍結乾燥機（12EL； VirTis社
）で凍結乾燥させた。この乾燥物に上記アッセイバッファー100 μl を加えて溶解しこれ
をさらに同バッファーで１００倍希釈し上記（３－５）の試験法に従い、ＺＡＱ受容体活
性化作用を測定した。その結果、目的とするＺＡＱ受容体活性化作用を有する成分はフラ
クションNo.95-100に溶出されていることが判明した。
（７－６）ＴＳＫｇｅｌ ＯＤＳ－８０Ｔｓ逆相高速液体クロマトグラフィーによる精製
TSKgel ODS-80Ts 逆相高速液体クロマトグラフィー用カラム（東ソー、4.6 mm x 100 mm
）を、４０℃にて、流速１ｍｌ／ｍｉｎでＡ液（0.1％ トリフルオロ酢酸/蒸留水）容量9
1.7％/Ｂ液（0.1％ トリフルオロ酢酸/60％ アセトニトリル）容量8.3％を流し平衡化し
た。上記（７－５）で得られたフラクションNo.95-100の凍結乾燥物についてクロマトグ
ラフィー操作を行った。即ち、凍結乾燥物を1 M酢酸4 mlを加えて溶解し当該カラムに添
着した後、流速１ｍｌ／ｍｉｎで、１分間かけてＡ液容量７５％/Ｂ液容量２５％まで上
昇させ、次いで６０分間かけてＡ液容量２５％Ｂ液容量７５％までＢ液濃度を直線的グラ
ジエントで上昇させ溶出液を回収した。溶出液を１ｍｌずつフラクション番号をつけて分
取した。（３－５）に記載した方法に従いＺＡＱリガンド活性を測定し、当該活性が単一
な紫外吸収ピークと一致するフラクションに溶出されていることを確認した。これよりＺ
ＡＱリガンドが単一に精製されたものと判断した。
【０１２０】
（７－７）精製されたＺＡＱリガンドペプチドの構造解析
上記（７－６）で得られたＺＡＱリガンドペプチドについて以下の方法で構造決定を実施
した。ＺＡＱ活性化主成分精製標品中の凍結乾燥機（12EL； VirTis社）にて凍結乾燥し
た。得られた凍結乾燥物を溶媒DMSO(ジメチルサルフォキシド)に溶解した。この溶液の一
部をプロテインシークエンサー(パーキンエルマー社、PE Biosystems Procise 491cLC)を
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用いたＮ末端からのアミノ酸配列解析に供した。その結果、予想されるヒト方ＺＡＱリガ
ンドペプチド成熟体(配列番号：２１)と一致するＮ端アミノ酸配列を得た。また、Finnig
an LCQ LC/MS装置を用いて、エレクトロンスプレーイオン化法により質量分析を行い、分
子量が9658.0であると算定した。本測定値はヒト型ＺＡＱリガンド成熟体ペプチド(配列
番号：２１)の理論値9657.3にと良く一致し、目的とする配列番号：２１で表わされるア
ミノ酸配列を含有するペプチドが取得できたことが確認された。
【０１２１】
実施例８　ヘビ毒ＭＩＴ１およびヒト型ＺＡＱリガンドとＺＡＱおよびＩ５Ｅとの反応性
（８－１）ヘビ毒ＭＩＴ１の単離
（８－１－１）Ｗａｋｏｓｉｌ－ＩＩ ５Ｃ１８ＨＧ Ｐｒｅｐ逆相高速液体クロマトグラ
フィーによる分離
Wakosil-II 5C18HG Prep逆相高速液体クロマトグラフィー用カラム（和光純薬、 20mm×2
50mm）を、40℃にて、流速5 ml/minでＡ液（0.1％ トリフルオロ酢酸/蒸留水）容量91.7
％/Ｂ液（0.1％ トリフルオロ酢酸/60％ アセトニトリル）容量8.3％を流し平衡化した。
Black Mamba毒液（Sigma社）凍結乾燥品50 mgに1 M AcOH 4 mlを加え溶解し、15,000 rpm
で10分間遠心して得られた上清についてクロマトグラフィー操作を行った。サンプルを当
該カラムに添着した後、流速5 ml/minで、1分間かけてＡ液容量91.7％/Ｂ液容量8.3％ ま
で上昇させ、次いで120分間かけてＡ液容量33.4％Ｂ液容量66.6％まで、Ｂ液濃度を直線
的グラジエントで上昇させた。溶出液を20分後から10 mlずつフラクション番号をつけて
分取した。各フラクションから1 μlを採取し、前述のアッセイバッファーで10,000倍希
釈後、上記（３－５）の試験法に従い、ＺＡＱ－Ｂ１受容体活性化作用を測定した。その
結果、目的とするZAQ-B1受容体活性化作用を有する成分は、主としてフラクションNo.21-
23に溶出されていることが判明した。
（８－１－２）ＴＳＫｇｅｌ ＣＭ－２ＳＷイオン交換高速液体クロマトグラフィーによ
る分離
TSKgel CM-2SWイオン交換高速液体クロマトグラフィー用カラム（東ソー、4.6×250 mm）
を25℃にて、流速1 ml/minでＡ液（4 Mギ酸アンモニウム：蒸留水：アセトニトリル = 1 
: 299 : 100）容量100％、Ｂ液（4 Mギ酸アンモニウム：蒸留水：アセトニトリル = 1 : 
2 : 1）容量0％を流し平衡化した。（７－１）で得られたWakosil-II 5C18HG Prep逆相高
速液体クロマトグラフィー分取フラクションのうちフラクションNo.21-23を凍結乾燥した
ものをＡ液4 mlに溶解しTSKgel CM-2SWイオン交換カラムに添着した後、流速 1 ml/minで
90分間かけてＡ液容量0％／Ｂ液容量100％まで直線的グラジエントで上昇させ溶出液を回
収した。溶出液を1 mlずつフラクション番号をつけて分取した。各フラクションから1 μ
lを採取し、前述のアッセイバッファーで10,000倍希釈後、上記（３－５）の試験法に従
い、 ZAQ-B1受容体活性化作用を測定した。その結果、目的とするZAQ-B1受容体活性化作
用を有する成分は、主としてフラクションNo.50-51に溶出されていることが判明した。
【０１２２】
（８－１－３）Ｖｙｄａｃ２３８ＴＰ３４１０逆相高速液体クロマトグラフィーによる分
離
Vydac238TP3410逆相高速液体クロマトグラフィー用カラム（Vydac、 4.6mm×100 mm）を
、40℃にて、流速1 ml/minでＡ液（0.1％ トリフルオロ酢酸/蒸留水）容量91.7％/Ｂ液（
0.1％ トリフルオロ酢酸/60％ アセトニトリル）容量8.3％を流し平衡化した。（８－１
－２）で得られたTSKgel CM-2SWイオン交換高速液体クロマトグラフィー分取フラクショ
ンのうちフラクションNo.50-51を直接当該カラムに添着した後、流速1 ml/minで、1分間
かけてＡ液容量75％/Ｂ液容量25％ まで上昇させ、次いで75分間かけてＡ液容量41.7％Ｂ
液容量58.3％まで、Ｂ液濃度を直線的グラジエントで上昇させた。溶出液を0.5 mlずつフ
ラクション番号をつけて分取した。各フラクションから1 μlを採取し、前述のアッセイ
バッファーで10,000倍希釈後、上記（３－５）の試験法により、ＺＡＱ－Ｂ１受容体活性
化作用を測定した。その結果、目的とするＺＡＱ－Ｂ１受容体活性化作用を有する成分は
、主としてフラクションNo.108-115に溶出されていることが判明した。
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（８－１－４）精製されたヘビ毒ＭＩＴ１の構造解析
上記（８－１－３）で得られたヘビ毒ＭＩＴ１について以下の方法で構造決定を実施した
。 精製したＭＩＴ１を凍結乾燥機（12EL；VirTis社）にて凍結乾燥した。得られたペプ
チド凍結乾燥物を溶媒ＤＭＳＯ（ジメチルサルフォキシド）に溶解した。この溶液の一部
をプロテインシークエンサー(パーキンエルマー社、PE Biosystems Procise 491cLC)を用
いたＮ末端からのアミノ酸配列解析に供した。その結果、予想されるヘビ毒ＭＩＴ１（配
列番号：３４）と一致するＮ端アミノ酸配列を得た。また、Finnigan LCQ LC/MS装置を用
いて、エレクトロンスプレーイオン化法により質量分析を行い、分子量が8506.8であると
算定した。本測定値はヘビ毒ＭＩＴ１の理論値8506.4に良く一致し、目的とする配列番号
：３４で表わされるアミノ酸配列を含有するペプチドが取得できたことが確認された。
【０１２３】
（８－２）Ｉ５Ｅ安定発現細胞株の樹立
ヒト型Ｉ５Ｅ受容体ｃＤＮＡ（配列番号：３５）を公知のＰＣＲ法によりクローニングし
、pAKKO1.11H発現ベクターに組み込んだ。当該発現ベクターを（３－５）に記載した方法
に従い、CHO/dhFr-細胞（American Type Culture Collection）に形質導入した。培養開
始10-14日後に生育してきた形質転換ＣＨＯ細胞のコロニーを約20個選んだ。 選択した細
胞を3×104個/wellで96穴プレートに植え込み、（３－５）に記載した試験法に従い、Ｍ
ＩＴ１に対する反応性を検討した。反応性の良いＩ５Ｅ発現ＣＨＯ細胞4番クローン（Ｉ
５Ｅ－４細胞と略称する）を選別した。配列番号：３５で表される塩基配列がコードする
アミノ酸配列を配列番号：３６に示す。
（８－３）ヒト型ＺＡＱリガンドペプチドおよびＭＩＴ１のＺＡＱ受容体およびＩ５Ｅ受
容体活性化作用の測定
実施例７に記載した方法で精製したヒト型ＺＡＱリガンドぺプチド、及び上記（８－１）
に記載した方法で精製したヘビ毒ＭＩＴ１について、それらのＺＡＱ受容体活性化作用、
及びＩ５Ｅ受容体活性化作用を（３－５）に記載した方法に従い測定した。結果を〔図１
２〕および〔図１３〕に示す。
その結果、ヒト型ＺＡＱリガンドぺプチドおよびヘビ毒ＭＩＴ１は濃度依存的に細胞内カ
ルシウム濃度の上昇を惹起した。ヘビ毒ＭＩＴ１のＺＡＱ受容体活性化作用はヒト型ＺＡ
Ｑリガンドペプチドのそれに比べて１０倍強かった。また、ヘビ毒ＭＩＴ１のヒト型Ｉ５
Ｅ受容体活性化作用はヒト型ＺＡＱリガンドペプチドのそれに比べて１００倍程度強いも
のであった。
【０１２４】
実施例９　ラット脳ｃＤＮＡ由来新規Ｇタンパク質共役型受容体タンパク質（ｒＺＡＱ１
）をコードするｃＤＮＡのクローニングと塩基配列の決定
ラット全脳ｃＤＮＡライブラリー（CLONTECH社）を鋳型とし、２種類のプライマー（配列
番号：３７および配列番号：３８）を用いてＰＣＲ反応を行った。当該反応における反応
液の組成は上記ｃＤＮＡを10分の１量鋳型として使用し、 Advantage-2 cDNApolymerase 
Mix （CLONTECH社）1/50量、プライマー各0.2μM、dNTPs 200μM、および酵素に添付のバ
ッファーを加え、25μｌの液量とした。ＰＣＲ反応は、▲１▼94℃・2分の後、▲２▼94
℃・20秒、72℃・１分30秒のサイクルを3回、▲３▼94℃・20秒、68℃・１分30秒のサイ
クルを3回、▲４▼94℃・20秒、62℃・20秒、68℃１分のサイクルを36回繰り返し、最後
に68℃・7分の伸長反応を行った。当該ＰＣＲ反応後の反応産物をTOPO－ＴＡクローニン
グキット（Invitrogen社）の処方に従いプラスミドベクターpCR2.1‐TOPO（Invitrogen社
）へサブクローニングした。これを大腸菌DH5αに導入し、ｃＤＮＡを持つクローンを，
アンピシリンを含むLB寒天培地中で選択した。個々のクローンの配列を解析した結果、新
規Ｇタンパク質共役型受容体タンパク質をコードするｃＤＮＡ（配列番号：３９）を得た
。当該ｃＤＮＡの塩基配列から導き出されるアミノ酸配列（配列番号：４０）には、配列
番号：１で表されるアミノ酸配列と83.7％の相同性がみられた。このアミノ酸配列を含有
する新規Ｇタンパク質共役型受容体タンパク質をrZAQ1と命名した。また配列番号：３９
で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡを含有する形質転換体（大腸菌）については、エ
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シェリヒア・コリ（Escherichia coli）DH5α/pCR2.1‐rZAQ1と命名した。
【０１２５】
実施例１０　ラット脳ｃＤＮＡ由来　新規Ｇタンパク質共役型受容体タンパク質（ｒＺＡ
Ｑ２）をコードするｃＤＮＡのクローニングと塩基配列の決定
rZAQ2をコードするクローンは、genetrapper法で取得した。すなわち、プローブ（配列番
号：４１および配列番号：４２）をビオチン化したのち、一本鎖にしたラット全脳ｃＤＮ
Ａライブラリー（GIBCO－BRL社）とハイブリダイゼーションし、得られた一本鎖遺伝子を
プライマー（配列番号：４３および配列番号：４４）を用いて二本鎖に修復した。この遺
伝子を大腸菌DH10Bにエレクトロポーレーションし、アンピシリン耐性を指標として形質
転換体を得た。さらに、プローブ（配列番号：４１）とプライマー（配列番号：４５）を
用いたコロニーＰＣＲで、目的とする塩基配列をコードするクローンを選択した。このク
ローンの塩基配列から予測されるＯＲＦ（open reading frame）の塩基配列（配列番号：
４６）より導き出されるアミノ酸配列（配列番号：４７）は、rZAQ1と80.6％の相同性が
みられた。このアミノ酸配列を含有する新規Ｇタンパク質共役型受容体タンパク質をrZAQ
2と命名した。また、このgenetrapper法で取得した形質転換体（大腸菌）を、エシェリヒ
ア・コリ（Escherichia coli）DH10B/pCMV-rZAQ2と命名した。
【０１２６】
実施例１１　モルモット回腸摘出標本を用いた収縮実験
モルモット（std:Hartley、7-8週令、雄性、体重450 g程度）の頸動脈をはさみで切断し
失血死させた後、開腹し回腸を摘出した。回腸を、95％ O2-5％ CO2ガスを吹き込んだTyr
ode液（組成：138 mM NaCl、2.7 mM KCl、1.8 mM CaCl2、0.5 mM MgCl2、1.1 mM NaH2PO4
、11.9 mM NaHCO3、5.6 mM glucose）を入れたガラスシャーレに入れ、手術用はさみとピ
ンセットを用いて回腸に付着している脂肪片や結合組織を除去した後に、約1.5 cmの長さ
に切り標本として用いた。この標本を３７℃に暖めた上記Tyrode液を満たしたオーガンバ
ス（２０ｍｌ）中に懸垂し、０．５ｇの負荷をかけて３０分以上かけて安定させた。
回腸標本の収縮反応は、ＮＥＣ三栄のAMPLIFIER CASE 7747を用いて測定した。
アセチルコリン1 μMを投与し最大収縮反応を測定した後に、参考例１の方法に準じて得
られたヒト型ＺＡＱリガンドペプチド（ZAQL-1）または上記（８－１－３）で得られたヘ
ビ毒ＭＩＴ１を累積投与して収縮反応を測定した。ＺＡＱＬ－１とＭＩＴ１の希釈には0.
05％ bovine serum albuminを含む生理食塩水を用いた。
結果を〔図１４〕に示す。ＺＡＱＬ－１およびＭＩＴ１により惹起される収縮反応は、ア
セチルコリン１ μMにより惹起される収縮反応を１００％としてパーセントで示した。
その結果、ＺＡＱＬ－１とＭＩＴ１は容量依存的に強力な収縮反応を惹起した。容量反応
曲線から算出したＺＡＱＬ－１およびＭＩＴ１のＥＣ50値は、それぞれ1.79 nMおよび0.4
0 nMであった。
【０１２７】
実施例１２　ＺＡＱおよびＩ５Ｅ発現ＣＨＯ細胞膜画分を用いたバインディングアッセイ
（１２－１）125Ｉ－ＭＩＴ１の調製
[125I]-Bolton-Hunter Reagent (monoiodinated、37 MBq、NEN社NEX120)に含まれるベン
ゼンを窒素ガスで留去後、ＤＭＳＯ20 μlを添加し、ピペッティングして乾固物を溶解し
た。ここにBorateバッファー（組成；100　mM　H3BO3、pH　8.5）で希釈した4 nmol のＭ
ＩＴ１を含む溶液80 μlを添加し、直ちに混合後、室温で2時間インキュベーションした
。その後、10％アセトニトリル-0.1％トリフルオロ酢酸200 μlを添加し、ＨＰＬＣ分離
用サンプルとした。これを室温にて流速1 ml/minでＡ液（10％アセトニトリル／0.1％ト
リフルオロ酢酸）容量１００％／Ｂ液（0.1％ トリフルオロ酢酸/40％ アセトニトリル）
容量０％を流し、平衡化したTSKgel Super-ODS逆相高速液体クロマトグラフィー用カラム
（東ソー株式会社、 0.46 cm x 10 cm）に添着した後、流速１ｍｌ／ｍｌで、１分間かけ
てＡ液容量60％／Ｂ液容量40％まで上昇させ、次いで60分間かけてＡ液容量40％／Ｂ液容
量60％まで、Ｂ液濃度を直線的グラジエントで上昇させた。溶出される[125I]-Bolton-Hu
nter Reagentが導入されたＭＩＴ１を手動で分取し、バッファー（組成；20 mM Tris、1 
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mM EDTA、0.2％ BSA、0.1％ CHAPS、0.03％ NaN3、pH 7.4）で希釈し分注後、－80℃で保
存した。
【０１２８】
（１２－２）細胞膜画分の調製
細胞膜画分は、Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics、279巻、675-
685頁、1996年記載の方法に従い調製した。10％透析済みウシ胎児血清（JRH BIOSCIENCES
 社）、1 mM MEM非必須アミノ酸溶液、100 units/ml Penicillin、および100 μg/ml Str
eptomycinを含む Dulbecco's modified Eagle medium (ＤＭＥＭ) 培地（日水製薬株式会
社）中、37℃、5％炭酸ガス中にて受容体発現ＣＨＯ細胞、すなわち、ZAQC-B1細胞または
Ｉ５Ｅ－４細胞をSingletray（Nunc）にて培養した。80-90％の細胞密度になったところ
で培養上清を捨て、トレイに1 g/l EDTAを含むPBS（宝酒造）を30 ml加え、細胞を洗浄後
、上清を捨て上記PBS-EDTAを30 ml添加し、室温で放置した。トレイをしんとうし、細胞
をトレイからはがし、細胞懸濁液を回収した。さらにトレイに上記PBS-EDTA 10 mlを再度
加えて洗浄し、トレイに残った細胞をはがし、最初に得られた細胞懸濁液細胞と混合した
。混合した細胞懸濁液を、高速遠心機（TOMY RL601）を用いて1,000 rpmで５分間遠心し
た。上清を捨て、沈殿した細胞を－８０℃で保存した。この沈殿（Singletray 1枚分）に
破砕用バッファー（組成；10 mM NaHCO3、5 mM EDTA、0.5 mM phenylmethylsulfonylfluo
ride (PMSF)、10 μg/ml pepstatin-A、20μg/ml leupeptin、10 μg/ml E-64）４ｍｌを
添加し、ピペッティングして沈殿を懸濁し、次いでポリトロン（刃型PTA7）を用いて、目
盛り設定４、２０秒間、３回の条件で破砕した。次に、日立高速冷却遠心機CR26HでNo.26
ローターを用い、2,500 rpmで10分間遠心した。得られた上清をさらに超遠心機（日立工
機SCP70H）でSRP70ATローターを用いて、35,000 rpmで１時間遠心した。得られた沈殿に
バインディングアッセイバッファー（組成；20 mM Tris、1 mM EDTA、0.5 mM PMSF、10 
μg/ml pepstatin-A、40 μg/ml leupeptin、10μg/ml E-64、0.03％ NaN3、pH 7.4）5 m
lを添加し、懸濁後、Cell Strainer（FALCON 2350）でろ過し、ＺＡＱＣ－Ｂ１細胞膜画
分（すなわち、ＺＡＱ膜画分）あるいはＩ５Ｅ－４細胞膜画分(すなわち、Ｉ５Ｅ膜画分)
を得た。得られたそれぞれの膜画分のタンパク濃度をCoomassie Protein Assay Reagent
（PIERCE）を用いて測定後、100 μlずつ分注し、－８０℃で保存した。
【０１２９】
（１２－３）バインディングアッセイ
0.1％ BSAを含む上記（１２－２）記載のバインディングアッセイバッファーにて、ＺＡ
Ｑ膜画分は10 μg/mlに、Ｉ５Ｅ膜画分は20 μg/mlにそれぞれ希釈し、200 μlずつチュ
ーブ（FALCON 2053）に分注した。この希釈した各膜画分に、試験化合物2 μl および10 
nM 125I-MIT1 2 μlを添加し、２５℃で１時間インキュベーションした。試験化合物とし
ては、参考例１の方法に準じて得られたヒト型ＺＡＱリガンドペプチド（ＺＡＱＬ－１）
または上記（８－１－３）で得られたヘビ毒ＭＩＴ１（非標識ＭＩＴ１）を用いた。
次に、反応液にろ過バッファー（組成；20 mM Tris、EDTA、0.1％ BSA、0.05％ CHAPS、0
.03％ NaN3、pH 7.4）1.5 mlを加え、バッファー（組成；20 mM Tris、0.3％ polyethyle
neimine、pH 7.4）で予め処理したガラス繊維ろ紙GF/F（Whatman）で直ちにろ過し、反応
チューブに再度ろ過バッファー1.5 mlを添加し同様にろ過した。ガラス繊維ろ紙の放射活
性を、γカウンター（COBRA、Packard）を用いて測定し、125I-MIT1 結合量を測定した。
試験化合物として非標識ＭＩＴ１ (終濃度1 μM) を用いた場合の 125I-MIT1結合量を非
特異的結合量(NSB)、試験化合物を全く添加しない場合の125I-MIT1結合量を総結合量(TB)
と定め、最大特異的結合量(TB-NSB)を算出した。また、試験化合物を添加した際に得られ
た結合量(B)についても、特異的結合量(B-NSB)を算出し、最大特異的結合量に対するパー
セント｛ ％SPB=(B-NSB)/(TB-NSB) × 100 ｝を以って試験化合物存在下の結合量を表わ
した。
ＺＡＱ膜画分を用いた結果を〔図１５〕に、Ｉ５Ｅ膜画分を用いた結果を〔図１６〕に示
す。
このバインディングアッセイ系で算出した非標識MIT1のIC50値は、38 pM（ＺＡＱ膜画分
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）、32 pM（Ｉ５Ｅ膜画分）であった。ZAQL-1のIC50値は、35 nM（ZAQ膜画分）、93 nM（
Ｉ５Ｅ膜画分）であった。
【０１３０】
参考例１　大腸菌でのヒトＺＡＱリガンド（配列番号：２１）の製造
（参考例１－１）　大腸菌でのヒトＺＡＱリガンド発現プラスミドの構築
（a）以下に示す６種のＤＮＡ断片＃１～＃６を用いて、ＺＡＱリガンドの構造ＤＮＡを
調製した。
＃1 :
5'-TATGGCGGTGATTACCGGTGCGTGCGAACGTGATGTGCAGTGCGGTGCGGGTACCTGCTGCGCGATTAGCCTGTGGC
TGCGTGGTCTG-3'　 （配列番号：５２）、
＃2:
5'-CGTATGTGCACCCCGCTGGGTCGTGAAGGTGAAGAATGCCATCCGGGTAGCCATAAAGTGCCGTTCTTCCGTAAACG
TAAACATCATACCTG-3'　 （配列番号：５３）、
＃3:
5'-CCCGTGCCTGCCGAACCTGCTGTGCAGCCGTTTCCCGGATGGTCGTTATCGTTGCAGCATGGATCTGAAAAACATTA
ACTTTTAGG-3'　 （配列番号：５４）、
＃4:
5'-CACATACGCAGACCACGCAGCCACAGGCTAATCGCGCAGCAGGTACCCGCACCGCACTGCACATCACGTTCGCACGC
ACCGGTAATCACCGCCA-3'　 （配列番号：５５）、
＃5:
5'-AGGCACGGGCAGGTATGATGTTTACGTTTACGGAAGAACGGCACTTTATGGCTACCCGGATGGCATTCTTCACCTTC
ACGACCCAGCGGGGTG-3'　 （配列番号：５６）、
＃6:
5'-GATCCCTAAAAGTTAATGTTTTTCAGATCCATGCTGCAACGATAACGACCATCCGGGAAACGGCTGCACAGCAGGTT
CGGC-3'　 （配列番号：５７）。
【０１３１】
(b)ＤＮＡオリゴマーのリン酸化
５’側になるべき上記＃１および＃６を除いた４種のＤＮＡオリゴマー（＃２～＃５）各
々を、２５μlのリン酸化反応液〔ＤＮＡオリゴマー１０μg，５０mＭ Tris－ＨＣl，pＨ
７.６, １０mＭ ＭgＣl2, １mＭスペルミジン，１０mＭ ジチオスレイトール（以後ＤＴ
Ｔと略記），０.１mg／mlウシ血清アルブミン（以後ＢＳＡと略記），１mＭ ＡＴＰ，１
０ユニットＴ４ポリヌクレオチドキナーゼ（宝酒造）〕中で３７℃・１時間反応させ、各
オリゴマーの５’末端をリン酸化した。フェノール処理を行った後、２倍量のエタノール
を加え、－７０℃に冷却した後、遠心でＤＮＡを沈殿させた。
(c)ＤＮＡフラグメントの連結
上記（ｂ）で得られたＤＮＡフラグメントと上記＃1および＃６を合わせ、１２０μｌと
した。この混合液を９０℃で１０分間保持した後、室温まで徐冷しアニーリングを行った
後、TaKaRa DNA Ligation Kit ver.2（宝酒造）を用いてライゲーション反応を行った。
アニーリング液３０μｌにキットに付属のＩＩ液３０μｌを加え、よく混合した後、キッ
トに付属のＩ液６０μｌを加え、３７℃・１時間反応させ、ライゲーションを行った。そ
の後、フェノール処理を行ない、水層を回収して２倍量のエタノールを加え、－７０℃に
冷却した後、遠心でＤＮＡを沈殿させた。この様にして得られたＤＮＡフラグメントをＴ
４ポリヌクレオチドキナーゼ（宝酒造）によるリン酸化を行った後、以下の工程(ｄ)に供
した。
【０１３２】
(d) ＺＡＱリガンド発現ベクターの構築
発現用ベクターとしてはｐＴＣＩＩ（特開2000-178297号に記載）をＮｄｅＩおよびＢａ
ｍＨＩ（宝酒造）で３７℃・２時間消化した後、１％アガロースゲル電気泳動により４.
３kbのＤＮＡ断片をQIAquick Gel Extraction Kit （キアゲン社）を用いて抽出し、２５
μｌのＴＥ緩衝液に溶解した。このｐＴＣＩＩのＮｄｅＩ、ＢａｍＨＩ断片と上記により
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調製したＺＡＱリガンドの構造遺伝子（配列番号：５８）をTaKaRa DNA ligation kit ve
r.2 （宝酒造）を用いてライゲーション反応を行った。この反応液を１０μl用いて大腸
菌ＪＭ１０９コンピテントセル（東洋紡）を形質転換し、１０μｇ／ｍｌのテトラサイク
リンを含むＬＢ寒天培地上に播き、３７℃で１晩培養し、生じたテトラサイクリン耐性コ
ロニー選んだ。この形質転換体をＬＢ培地で一晩培養し、QIAprep8 Miniprep Kit（キア
ゲン社）を用いてプラスミドpＴＣｈ１ＺＡＱを調製した。このＺＡＱリガンドＤＮＡの
塩基配列をアプライドバイオシステムズ社モデル３７７ＤＮＡシーケンサーを用いて確認
した。プラスミドpＴＣｈ１ＺＡＱを大腸菌（Escherichia coli）ＭＭ２９４（ＤＥ３）
に形質転換し、ＺＡＱリガンド発現株Escherichia coli MM294(DE3)/ pTCh1ZAQを得た。
【０１３３】
（参考例１－２）ＺＡＱリガンドの製造
上記のEscherichia coli MM294(DE3)/ pTCh1ZAQを５．０ｍｇ／Ｌのテトラサイクリンを
含むＬＢ培地・１Ｌ（１％ペプトン、０．５％酵母エキス、０．５％塩化ナトリウム）を
用いて２Ｌ容フラスコ中で３７℃、８時間振とう培養した。得られた培養液を１９Ｌの主
発酵培地（１．６８％リン酸１水素ナトリウム、０．３％リン酸２水素カリウム、０．１
％塩化アンモニウム、０．０５％塩化ナトリウム、０．０５％硫酸マグネシウム、０．０
２％消泡剤、０．０００２５％硫酸第１鉄、０．０００５％塩酸チアミン、１．５％ブド
ウ糖、１．５％ハイケースアミノ）を仕込んだ５０Ｌ容発酵槽へ移植して、３０℃で通気
攪拌を開始した。培養液の濁度が５００クレット単位になったところで、イソプロピル－
β－Ｄ－チオガラクトピラノシドの最終濃度が１２ｍｇ／Ｌになるように添加し、さらに
４時間培養を行った。培養終了後、培養液を遠心分離し、約２００ｇの湿菌体を取得し、
－８０℃で保存した。
この形質転換大腸菌ＭＭ２９４（ＤＥ３）／ｐＴＣｈ１ＺＡＱは、受託番号ＩＦＯ　１６
５２７として財団法人発酵研究所（ＩＦＯ）に寄託されている。
（参考例１－３）ＺＡＱリガンドの活性化
参考例（１－２）で得られた菌体２００ｇに、２００ｍＭトリス／ＨＣｌ、７Ｍグアニジ
ン塩酸塩（ｐＨ８．０）４００ｍｌを加えて菌体を溶解した後、遠心分離（１００００ｒ
ｐｍ、１時間）を行った。上澄液に０．４Ｍアルギニン、５０ｍＭトリス／ＨＣｌ、０．
２ｍＭ　ＧＳＳＧ、１ｍＭ　ＧＳＨ（ｐＨ８．０）１０リットルを加えて、４℃で一晩活
性化を行った。
【０１３４】
（参考例１－４）ＺＡＱリガンドの精製
参考例（１－３）で活性化の終了した再生液をｐＨ６．０に調整し、５０ｍＭリン酸緩衝
液（ｐＨ６．０）で平衡化したＳＰ－セファロースカラム（１１．３ｃｍ×１５ｃｍ）に
吸着させた後、６００ｍＭ ＮａＣｌ／５０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ６．０）で溶出し、
ＺＡＱリガンドを含むフラクションをプールした。この画分を５０mＭ　リン酸緩衝液（
ｐＨ６．０）で平衡化したＣＭ－５ＰＷ（２１.５mm×１５０mmＬ）に通液し、吸着、洗
浄した後、０－１００％Ｂ（Ｂ＝５０mＭ リン酸緩衝液＋１Ｍ ＮaＣl、pＨ６．０５）の
段階勾配（６０分）で溶出を行いＺＡＱリガンド画分（溶出時間約４０分）を得た。この
画分を、さらに０.１％トリフルオロ酢酸で平衡化したＣ４Ｐ－５０（２１.５mmＩＤ×３
００mmＬ、昭和電工）に通液し、吸着、洗浄した後、２５－５０％Ｂ（Ｂ：８０％アセト
ニトリル／０.１％トリフルオロ酢酸）の段階勾配（６０分）で溶出を行い、ＺＡＱリガ
ンド画分（溶出時間約４０分）をプールした後、凍結乾燥を行い、ＺＡＱリガンド凍結乾
燥粉末約８０mgを得た。
【０１３５】
（参考例１－５）ＺＡＱリガンドの特徴決定
（a）ＳＤＳポリアクリルアミドゲル電気泳動を用いた分析
参考例（１－４）で得られたＺＡＱリガンドを１００ｍＭ　ＤＴＴを添加したＳａｍｐｌ
ｅ　ｂｕｆｆｅｒ［Laemmli, Nature, 227, 680 (1979)］に懸濁し、９５℃で１分間加熱
した後、マルチゲル１５／２５（第一化学薬品）で電気泳動を行った。泳動後のゲルをク
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ーマシー・ブリリアント・ブルー（Coomassie brilliant blue）で染色した結果、実施例
５で得られたＣＯＳ７細胞由来の組換え型ＺＡＱリガンド標品と同じ位置に、単一のタン
パク質バンドが認められた。このことから、参考例（１－４）で得られた大腸菌由来の組
換え型ＺＡＱリガンド標品は極めて高純度であり、ＣＯＳ７細胞から調製した組換え型Ｚ
ＡＱリガンドと分子量的に同一であることが分かった。
【０１３６】
（b）アミノ酸組成分析
アミノ酸組成をアミノ酸分析計（日立Ｌ－８５００Ａ　Amino Acid Analyzer）を用いて
決定した。その結果、ＺＡＱリガンド（配列番号：２１で表されるアミノ酸配列からなる
ペプチド）のＤＮＡの塩基配列から推定されるアミノ酸組成と一致した（表２）。
【表２】

酸加水分解（６Ｎ　ＨＣｌ－１％フェノール、１１０℃、２４及び４８時間加水分解の平
均値）
１）０時間に外挿した値



(76) JP 4965776 B2 2012.7.4

10

20

30

40

50

２）未検出
【０１３７】
（c）Ｎ末端アミノ酸配列分析
Ｎ末端アミノ酸配列を気相プロテインシーケンサー（ＰＥアプライドバイオシステムズ　
モデル４９２）を用いて決定した。その結果、得られたＺＡＱリガンドのＤＮＡの塩基配
列から推定されたＺＡＱリガンドのＮ末端アミノ酸配列と一致した（表３）。
【表３】
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Ｎ.Ｄ．は未検出を示す。
【０１３８】
（d）Ｃ末端アミノ酸分析
Ｃ末端アミノ酸をアミノ酸分析計（日立Ｌ－８５００Ａ　Amino Acid Analyzer）を用い
て決定した。得られたＺＡＱリガンドはＤＮＡの塩基配列から推定されたＣ末端アミノ酸
と一致した（表４）。
【表４】

（e）質量分析
質量分析をnanoESIイオン源を装着したLCQイオントラップ質量分析計（サーモクエスト社
製）を用いて行った。その結果、分子量9657.55±0.89が得られ、配列番号：２１の、し
かも配列番号：２１が含有する１０残基のＣｙｓが５対のジスルフィド結合を形成したＺ
ＡＱリガンドの理論分子量(9657.3)と良く一致していた。
【０１３９】
（参考例１－６）ＺＡＱリガンドの活性測定（ＦＬＩＰＲを用いた細胞内Ｃａイオン濃度
上昇活性の測定）
参考例（１－４）で得られた純化された大腸菌由来の組換え型ＺＡＱリガンド標品を実施
例５の方法を用いて、活性測定（ＦＬＩＰＲを用いた細胞内Ｃａイオン濃度上昇活性の測
定）を行った。その結果、実施例５で得られたＣＯＳ７細胞由来の組換え型標品（ＺＡＱ
リガンドの精製品）と同等の活性を有していた。
【０１４０】
【発明の効果】
本発明のペプチド、本発明のペプチドをコードするＤＮＡ（以下、本発明のＤＮＡと略記
する場合がある）および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、▲１▼本発明のペプチドが関与する各種疾病の治療・予防剤、▲２▼本
発明のペプチドと本発明のタンパク質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、▲３▼本発明のペプチドまたはその塩の定量、▲４▼遺伝子診断剤、▲５▼
アンチセンスＤＮＡを含有する医薬、▲６▼本発明の抗体を含有する医薬、▲７▼本発明
のＤＮＡを含有する非ヒト動物の作出、▲８▼構造的に類似したリガンド・受容体との比
較にもとづいたドラッグデザイン、などの実施のために有用である。
【０１４１】
【配列表】
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【図面の簡単な説明】
【図１】実施例１で得られた本発明のヒト脳由来タンパク質をコードするＤＮＡの塩基配
列（ＺＡＱＣ）、およびそれから推定されるアミノ酸配列を示す（図２に続く）。
【図２】実施例１で得られた本発明のヒト脳由来タンパク質をコードするＤＮＡの塩基配
列（ＺＡＱＣ）、およびそれから推定されるアミノ酸配列を示す（図１の続き、図３に続
く）。
【図３】実施例１で得られた本発明のヒト脳由来タンパク質をコードするＤＮＡの塩基配
列（ＺＡＱＣ）、およびそれから推定されるアミノ酸配列を示す（図２の続き）。
【図４】実施例１で得られた本発明のヒト脳由来タンパク質をコードするＤＮＡの塩基配
列（ＺＡＱＴ）、およびそれから推定されるアミノ酸配列を示す（図５に続く）。
【図５】実施例１で得られた本発明のヒト脳由来タンパク質をコードするＤＮＡの塩基配
列（ＺＡＱＴ）、およびそれから推定されるアミノ酸配列を示す（図４の続き、図６に続
く）。
【図６】実施例１で得られた本発明のヒト脳由来タンパク質をコードするＤＮＡの塩基配
列（ＺＡＱＴ）、およびそれから推定されるアミノ酸配列を示す（図５の続き）。
【図７】本発明のヒト脳由来タンパク質の疎水性プロットを示す。
【図８】実施例２で行われたＺＡＱの発現分布の解析結果を示す。
【図９】ＭＩＴ１、ヒト型ＺＡＱリガンド前駆体ペプチド（Ａタイプ）およびヒト型ＺＡ
Ｑリガンド前駆体ペプチド（Ｇタイプ）のアミノ酸配列を示す。
図中、「ＭＩＴ１」はＭＩＴ１のアミノ酸配列を、「Ｈｕｍａｎ（Ａ ｔｙｐｅ）」はヒ
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ト型ＺＡＱリガンド成熟体ペプチド（Ａタイプ）のアミノ酸配列を、「Ｈｕｍａｎ（Ｇ 
ｔｙｐｅ）」はヒト型ＺＡＱリガンド成熟体ペプチド（Ｇタイプ）のアミノ酸配列を、そ
れぞれ示す。
【図１０】実施例６（６－３）で行われた、精製ＺＡＱリガンドペプチドのＺＡＱ活性化
作用の測定結果を示す。
【図１１】実施例５（５－１）で用いたプラスミドｐＣＡＮ６１８の制限酵素地図を示す
。
【図１２】実施例８（８－３）で行われたヒト型ＺＡＱリガンドペプチドおよびＭＩＴ１
のＺＡＱ受容体活性化作用の測定結果を示す。図中、○はヒト型ＺＡＱリガンドペプチド
を、●はＭＩＴ１を示す。
【図１３】実施例８（８－３）で行われたヒト型ＺＡＱリガンドペプチドおよびＭＩＴ１
のＩ５Ｅ受容体活性化作用の測定結果を示す。図中、○はヒト型ＺＡＱリガンドペプチド
を、●はＭＩＴ１を示す。
【図１４】実施例１１で行われた収縮作用の測定結果を示す。図中、黒四角はヒト型ＺＡ
Ｑリガンドペプチドを、●はＭＩＴ１を示す。
【図１５】実施例１２で行われたＺＡＱ膜画分を用いたバインディングアッセイの測定結
果を示す。図中、黒四角は可変濃度（横軸記載）のヒト型ＺＡＱリガンドペプチドを試験
化合物として加えた場合の125I-MIT1 特異的結合量を、●は同様にＭＩＴ１を試験化合物
として加えた場合の125I-MIT1 特異的結合量を示す。
【図１６】実施例１２で行われたＩ５Ｅ膜画分を用いたバインディングアッセイの測定結
果を示す。図中、□は可変濃度（横軸記載）のヒト型ＺＡＱリガンドペプチドを試験化合
物として加えた場合の125I-MIT1 特異的結合量を、○は可変濃度（横軸記載）のＭＩＴ１
を試験化合物として加えた場合の125I-MIT1 特異的結合量を示す。

【図１】 【図２】
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