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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ｇ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその塩の、コバルト、ニッケル、銅、亜鉛、お
よびカドミウムからなる群から選択されるイオン化可能な金属元素またはその塩に対する
結合性またはシグナル伝達を変化させる化合物もしくは元素またはその塩のスクリーニン
グ方法であって、
（１）
　(i)前記蛋白質もしくはその塩と前記イオン化可能な金属元素もしくはその塩とを試験
化合物の存在下および非存在下で接触させる工程、
　(ii)前記イオン化可能な金属元素もしくはその塩の前記蛋白質もしくはその塩に対する
結合量を測定する工程、および
　(iii)前記試験化合物の存在下と非存在下との間で前記結合量を比較する工程、
または、
（２）
　(i)前記蛋白質もしくはその塩と前記イオン化可能な金属元素もしくはその塩とを試験
化合物の存在下および非存在下で接触させる工程、
　(ii)前記蛋白質もしくはその塩の細胞刺激活性を測定する工程であって、前記細胞刺激
活性が、アラキドン酸遊離、アセチルコリン遊離、細胞内Ｃａ２＋遊離、細胞内ｃＡＭＰ
生成、細胞内ｃＧＭＰ生成、イノシトールリン酸産生、細胞膜電位変動、細胞内蛋白質の
リン酸化、ｃ－ｆｏｓの活性化、ｐＨの低下を促進する活性もしくは抑制する活性、およ
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びＧＰＲ３９発現細胞ＵＭ－ＵＣ－３からのサイトカイン分泌促進作用からなる群から選
択される、工程、および
　(iii)前記試験化合物の存在下と非存在下との間で前記細胞刺激活性を比較する工程、
または、
（３）
　(i)前記蛋白質を含有する細胞と前記イオン化可能な金属元素もしくはその塩とを試験
化合物の存在下および非存在下で接触させる工程、
　(ii)前記細胞の細胞内Ｃａ２＋濃度を測定する工程、および
　(iii)前記試験化合物の存在下と非存在下との間で前記細胞内Ｃａ２＋濃度を比較する
工程、
を含み、
　前記Ｇ蛋白質共役型レセプター蛋白質が、以下：
　　（a）配列番号：１で表されるアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋
白質；
　　（b）配列番号：１で表されるアミノ酸配列中の１～数個のアミノ酸が欠失、付加、
挿入または置換されたアミノ酸配列を含有し、リガンド結合活性またはシグナル情報伝達
作用を有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質；または
　　（c）配列番号：１で表されるアミノ酸配列に対して９０％以上の相同性を有するア
ミノ酸配列を含有し、リガンド結合活性またはシグナル情報伝達作用を有するＧ蛋白質共
役型レセプター蛋白質、のいずれかである、スクリーニング方法。
【請求項２】
該Ｇ蛋白質共役型レセプター蛋白質が配列番号：１、配列番号：６または配列番号：８で
表わされるアミノ酸配列からなるＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質である請求項１記載の
スクリーニング方法。
【請求項３】
（１）Ｇ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその塩および（２）コバルト、ニッケル、
銅、亜鉛、およびカドミウムからなる群から選択されるイオン化可能な金属元素またはそ
の塩を含有することを特徴とする該レセプター蛋白質またはその塩と該金属元素またはそ
の塩との結合性またはシグナル伝達を変化させる化合物もしくは元素またはその塩のスク
リーニング用キットであって、
　前記Ｇ蛋白質共役型レセプター蛋白質が、以下：
（a）配列番号：１で表されるアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質
；
（b）配列番号：１で表されるアミノ酸配列中の１～数個のアミノ酸が欠失、付加、挿入
または置換されたアミノ酸配列を含有し、リガンド結合活性またはシグナル情報伝達作用
を有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質；または
（c）配列番号：１で表されるアミノ酸配列に対して９０％以上の相同性を有するアミノ
酸配列を含有し、リガンド結合活性またはシグナル情報伝達作用を有するＧ蛋白質共役型
レセプター蛋白質、
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】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、Ｇ蛋白質共役型レセプター蛋白質（ＧＰＲ３９）の用途に関する。
【背景技術】
【０００２】
　多くのホルモンや神経伝達物質などの生理活性物質は、細胞膜に存在する特異的なレセ
プター蛋白質を通じて生体の機能を調節している。これらのレセプター蛋白質のうち多く
は共役しているguanine nucleotide-binding protein（以下、Ｇ蛋白質と略称する場合が
ある）の活性化を通じて細胞内のシグナル伝達を行ない、また、７個の膜貫通領域を有す
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る共通した構造をもっていることから、Ｇ蛋白質共役型レセプター蛋白質（ＧＰＣＲ）あ
るいは７回膜貫通型レセプター蛋白質（７ＴＭＲ）と総称される。
　Ｇ蛋白質共役型レセプター蛋白質は生体の細胞や臓器の各機能細胞表面に存在し、それ
ら細胞や臓器の機能を調節する分子、例えば、ペプチドホルモン、核酸、アミン、脂質等
の生理活性物質の標的として、大変重要な役割を担っている。レセプター蛋白質は生理活
性物質との結合を介してシグナルを細胞内に伝達し、このシグナルにより細胞の賦活や抑
制といった種々の反応が惹起される。
　各種生体の細胞や臓器の内の複雑な機能を調節する物質と、その特異的レセプター蛋白
質、特にはＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質との関係を明らかにすることは、各種生体の
細胞や臓器の機能を解明し、それら機能と密接に関連した医薬品開発に非常に重要な手段
を提供することとなる。
　例えば、生体の種々の器官では、多くのホルモン、ホルモン様物質、神経伝達物質ある
いは生理活性物質による調節のもとで生理的な機能の調節が行なわれている。特に、生理
活性物質は生体内の様々な部位に存在し、それぞれに対応するレセプター蛋白質を通して
その生理機能の調節を行っている。生体内には未知のホルモンや神経伝達物質その他の生
理活性物質がまだ多く存在しているものと考えられ、それらのレセプター蛋白質に関して
も、まだ同定されていないものが多く残っている。さらに、既知のレセプター蛋白質にお
いてもサブタイプが存在するかどうかや動物種差があるかどうかなど分かっていないこと
が多く残っている。
　生体における複雑な機能を調節する物質と、その特異的レセプター蛋白質との関係を明
らかにすることは、医薬品開発に非常に重要な手段である。また、レセプター蛋白質に対
するアゴニスト、アンタゴニストを効率よくスクリーニングし、医薬品を開発するために
は、生体内で発現しているレセプター蛋白質の遺伝子の機能を解明し、それらを適当な発
現系で発現させることが必要であった。
　近年、生体内で発現している遺伝子を解析する手段として、ｃＤＮＡの配列をランダム
に解析する研究が活発に行なわれており、このようにして得られたｃＤＮＡの断片配列が
Expressed Sequence Tag（ＥＳＴ）としてデータベースに登録され、公開されている。ま
たゲノム配列の解析から、未知の遺伝子を予測することも盛んに行われている。しかし、
多くのＥＳＴやゲノム配列は配列情報のみであり、その機能を推定することは困難である
。
　ヒト由来のＧＰＲ３９のアミノ酸配列およびそれをコードするＤＮＡが報告されている
（非特許文献１、特許文献１～７）。しかしながら、これらのＧ蛋白質共役型レセプター
蛋白質の機能およびその生理的リガンドは解明されていなかった。
【０００３】
【非特許文献１】Genomics 1997 Dec 15;46(3):426-34
【特許文献１】ＷＯ２００２／６１０８７号
【特許文献２】ＵＳ２００２／００４４９１号
【特許文献３】ＷＯ２００２／３９８８５号
【特許文献４】ＷＯ２００２／７１９２８号
【特許文献５】ＷＯ２００１／８１６３４号
【特許文献６】ＷＯ２００２／７９４９２号
【特許文献７】ＷＯ２００２／８６４４３号
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　従来、Ｇ蛋白質共役型レセプター蛋白質と生理活性物質（すなわち、リガンド）との結
合を阻害する物質や、結合して生理活性物質（すなわち、リガンド）と同様なシグナル伝
達を引き起こす物質は、これらレセプター蛋白質の特異的なアンタゴニストまたはアゴニ
ストとして、生体機能を調節する医薬品として活用されてきた。従って、Ｇ蛋白質共役型
レセプター蛋白質の特異的リガンドを決定することは、医薬品開発の標的ともなりうるア
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ゴニスト、アンタゴニストを見出す際に、非常に重要な手段となる。
　しかし、現時点でもなお、機能未知のＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質、また対応する
リガンドが同定されていない、いわゆるオーファンレセプター蛋白質が多数存在しており
、Ｇ蛋白質共役型レセプター蛋白質のリガンド探索および機能解明が切望されている。
　Ｇ蛋白質共役型レセプター蛋白質は、そのシグナル伝達作用を指標とする、新たな生理
活性物質（すなわち、リガンド）の探索、また、該レセプター蛋白質に対するアゴニスト
またはアンタゴニストの探索に有用である。一方、生理的なリガンドが見出されなくても
、該レセプター蛋白質の不活化実験（ノックアウト動物）から該レセプター蛋白質の生理
作用を解析することにより、該レセプター蛋白質に対するアゴニストまたはアンタゴニス
トを作製することも可能である。これら該レセプター蛋白質に対するリガンド、アゴニス
トまたはアンタゴニストなどは、Ｇ蛋白質共役型レセプター蛋白質の機能不全や機能亢進
に関連する疾患の予防・治療薬や診断薬として活用することが期待できる。
　さらにまた、Ｇ蛋白質共役型レセプター蛋白質の遺伝子変異に基づく、生体での該レセ
プター蛋白質の機能の低下または昂進が、何らかの疾患の原因となっている場合も多い。
この場合には、該レセプター蛋白質に対するアンタゴニストやアゴニストの投与だけでな
く、該レセプター蛋白質遺伝子の生体内（またはある特定の臓器）への導入や、該レセプ
ター蛋白質遺伝子に対するアンチセンス核酸の導入による、遺伝子治療に応用することも
できる。この場合には該レセプター蛋白質の塩基配列は遺伝子上の欠失や変異の有無を調
べるために必要不可欠な情報であり、該レセプター蛋白質の遺伝子は、該レセプター蛋白
質の機能不全に関与する疾患の予防・治療薬や診断薬に応用することもできる。
　本発明は、機能未知のオーファンＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質ＧＰＲ３９に対する
リガンドの決定および該Ｇ蛋白質共役型レセプター蛋白質とそのリガンドの用途に関する
。すなわち、本発明は、リガンドと該Ｇ蛋白質共役型レセプター蛋白質との結合性を変化
させる化合物（アンタゴニスト、アゴニスト）またはその塩のスクリーニング方法、該ス
クリーニング用キット、該スクリーニング方法もしくはスクリーニングキットを用いて得
られうるリガンドと該Ｇ蛋白質共役型レセプター蛋白質との結合性を変化させる化合物（
アンタゴニスト、アゴニスト）またはその塩、およびリガンドと該Ｇ蛋白質共役型レセプ
ター蛋白質との結合性を変化させる化合物（アンタゴニスト、アゴニスト）もしくは該Ｇ
蛋白質共役型レセプター蛋白質の発現量を変化させる化合物またはその塩を含有してなる
医薬などを提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明者らは、鋭意研究を重ねた結果、ヒト由来のＧＰＲ３９のリガンドが特定の金属
元素またはその塩であることを見出した。本発明者らは、これらの知見に基づいて、さら
に研究を重ねた結果、本発明を完成するに至った。
【０００６】
　すなわち、本発明は、
〔１〕（１）配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミ
ノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質、その部分ペプチドまたはその塩お
よび（２）イオン化可能な金属元素またはその塩を用いることを特徴とする該レセプター
蛋白質またはその塩と該金属元素またはその塩との結合性またはシグナル伝達を変化させ
る化合物もしくは元素またはその塩のスクリーニング方法、
〔２〕該Ｇ蛋白質共役型レセプター蛋白質が配列番号：１、配列番号：６または配列番号
：８で表わされるアミノ酸配列からなるＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質である上記〔１
〕記載のスクリーニング方法、
〔３〕（１）配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミ
ノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質、その部分ペプチドまたはその塩お
よび（２）イオン化可能な金属元素またはその塩を含有することを特徴とする該レセプタ
ー蛋白質またはその塩と該金属元素またはその塩との結合性またはシグナル伝達を変化さ
せる化合物もしくは元素またはその塩のスクリーニング用キット、
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〔４〕上記〔１〕記載のスクリーニング方法または上記〔３〕記載のスクリーニング用キ
ットを用いて得られうる、イオン化可能な金属元素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もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型
レセプター蛋白質またはその塩との結合性またはシグナル伝達を変化させる化合物もしく
は元素またはその塩、
〔５〕イオン化可能な金属元素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
同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質ま
たはその塩との結合性またはシグナル伝達を変化させる化合物もしくは元素またはその塩
を含有してなる医薬、
〔６〕配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその塩に対するアゴニストを含有し
てなる発育不良、傷、火傷、冷え性、学習能力の低下、性機能低下、味覚障害、嗅覚障害
、前立腺肥大、動脈硬化、心筋梗塞、脳卒中、肝硬変、コレステロール蓄積、感染への抵
抗力低下、痛風、癌、難産、糖尿病、シミ、貧血、脱毛、呼吸障害、消化障害、心臓障害
、白髪、むくみ、しわ、たるみ、甲状腺機能低下、鬱または月経不順の予防・治療剤、
〔７〕配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその塩に対するアゴニストを含有し
てなる膀胱知覚の低下に基づく低緊張膀胱または骨盤内臓の外科的手術後の膀胱知覚麻痺
による低緊張膀胱の予防・治療剤、またはサイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌促進剤、
〔８〕配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその塩に対するアンタゴニストを含
有してなる腎機能障害、肺機能障害、アレルギー皮膚炎、知覚神経障害またはウイルソン
病の予防・治療剤、
〔９〕配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその塩に対するアンタゴニストを含
有してなる過活動膀胱による頻尿、夜間頻尿、膀胱炎による頻尿、前立腺肥大症による頻
尿、尿失禁、尿意切迫感、骨盤内臓痛、性交痛、膀胱刺激症状、または尿路結石によって
起こる種々の障害の予防・治療剤、サイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌抑制剤、または炎
症性疾患（例、神経障害、大血管障害などの糖尿病性合併症；潰瘍性大腸炎などの炎症性
腸疾患；膀胱炎；過敏性腸症候群；神経痛）またはアレルギー性疾患（例、喘息、アトピ
ー性皮膚炎、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ））の予防・治療剤、
〔１０〕試験化合物もしくは元素またはその塩を配列番号：１で表されるアミノ酸配列と
同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質を
含有する細胞に接触させた場合における細胞内Ｃａ２＋濃度上昇活性を測定することを特
徴とする該レセプター蛋白質またはその塩に対するアゴニストのスクリーニング方法、
〔１１〕（１）配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のア
ミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質、その部分ペプチドまたはその塩
および（２）該レセプター蛋白質またはその塩とイオン化可能な金属元素またはその塩と
の結合性を変化させる化合物もしくは元素またはその塩を用いることを特徴とする該レセ
プター蛋白質またはその塩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方
法、
〔１２〕（１）配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のア
ミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質、その部分ペプチドまたはその塩
および（２）該レセプター蛋白質またはその塩とイオン化可能な金属元素またはその塩と
の結合性を変化させる化合物もしくは元素またはその塩を含有することを特徴とする該レ
セプター蛋白質またはその塩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
用キット、
〔１３〕上記〔１１〕記載のスクリーニング方法または上記〔１２〕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：１で表わされるアミノ酸配列と同一もしくは
実質的に同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその塩に
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対するアゴニストまたはアンタゴニスト、
〔１４〕配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸
配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその塩に対するアゴニストまたは
アンタゴニストを含有してなる医薬、
〔１５〕配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質もしくはその部分ペプチドまたはその塩を
含有してなる発育不良、傷、火傷、冷え性、学習能力の低下、性機能低下、味覚障害、嗅
覚障害、前立腺肥大、動脈硬化、心筋梗塞、脳卒中、肝硬変、コレステロール蓄積、感染
への抵抗力低下、痛風、癌、難産、糖尿病、シミ、貧血、脱毛、呼吸障害、消化障害、心
臓障害、白髪、むくみ、しわ、たるみ、甲状腺機能低下、鬱または月経不順の予防・治療
剤、
〔１６〕配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質もしくはその部分ペプチドまたはその塩を
含有してなる膀胱知覚の低下に基づく低緊張膀胱または骨盤内臓の外科的手術後の膀胱知
覚麻痺による低緊張膀胱の予防・治療剤、またはサイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌促進
剤、
〔１７〕配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその部分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を含有してなる発育不良、傷、火傷、冷え性、
学習能力の低下、性機能低下、味覚障害、嗅覚障害、前立腺肥大、動脈硬化、心筋梗塞、
脳卒中、肝硬変、コレステロール蓄積、感染への抵抗力低下、痛風、癌、難産、糖尿病、
シミ、貧血、脱毛、呼吸障害、消化障害、心臓障害、白髪、むくみ、しわ、たるみ、甲状
腺機能低下、鬱または月経不順の予防・治療剤、
〔１８〕配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその部分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を含有してなる膀胱知覚の低下に基づく低緊張
膀胱または骨盤内臓の外科的手術後の膀胱知覚麻痺による低緊張膀胱の予防・治療剤、ま
たはサイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌促進剤、
〔１９〕配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその部分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を含有してなる発育不良、傷、火傷、冷え性、
学習能力の低下、性機能低下、味覚障害、嗅覚障害、前立腺肥大、動脈硬化、心筋梗塞、
脳卒中、肝硬変、コレステロール蓄積、感染への抵抗力低下、痛風、癌、難産、糖尿病、
シミ、貧血、脱毛、呼吸障害、消化障害、心臓障害、白髪、むくみ、しわ、たるみ、甲状
腺機能低下、鬱、月経不順腎機能障害、肺機能障害、アレルギー皮膚炎、知覚神経障害ま
たはウイルソン病の診断剤、
〔２０〕配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその部分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を含有してなる膀胱知覚の低下に基づく低緊張
膀胱、骨盤内臓の外科的手術後の膀胱知覚麻痺による低緊張膀胱、過活動膀胱による頻尿
、夜間頻尿、膀胱炎による頻尿、前立腺肥大症による頻尿、尿失禁、尿意切迫感、骨盤内
臓痛、性交痛、膀胱刺激症状、尿路結石によって起こる種々の障害、炎症性疾患（例、神
経障害、大血管障害などの糖尿病性合併症；潰瘍性大腸炎などの炎症性腸疾患；膀胱炎；
過敏性腸症候群；神経痛）またはアレルギー性疾患（例、喘息、アトピー性皮膚炎、慢性
閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ））の診断剤、
〔２１〕配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質もしくはその部分ペプチドまたはその塩に
対する抗体を含有してなる腎機能障害、肺機能障害、アレルギー皮膚炎、知覚神経障害ま
たはウイルソン病の予防・治療剤、
〔２２〕配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配
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列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質もしくはその部分ペプチドまたはその塩に
対する抗体を含有してなる過活動膀胱による頻尿、夜間頻尿、膀胱炎による頻尿、前立腺
肥大症による頻尿、尿失禁、尿意切迫感、骨盤内臓痛、性交痛、膀胱刺激症状、または尿
路結石によって起こる種々の障害の予防・治療剤、サイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌抑
制剤、または炎症性疾患（例、神経障害、大血管障害などの糖尿病性合併症；潰瘍性大腸
炎などの炎症性腸疾患；膀胱炎；過敏性腸症候群；神経痛）またはアレルギー性疾患（例
、喘息、アトピー性皮膚炎、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ））の予防・治療剤、
〔２３〕配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質もしくはその部分ペプチドまたはその塩に
対する抗体を含有してなる発育不良、傷、火傷、冷え性、学習能力の低下、性機能低下、
味覚障害、嗅覚障害、前立腺肥大、動脈硬化、心筋梗塞、脳卒中、肝硬変、コレステロー
ル蓄積、感染への抵抗力低下、痛風、癌、難産、糖尿病、シミ、貧血、脱毛、呼吸障害、
消化障害、心臓障害、白髪、むくみ、しわ、たるみ、甲状腺機能低下、鬱、月経不順、腎
機能障害、肺機能障害、アレルギー皮膚炎、知覚神経障害またはウイルソン病の診断剤、
〔２４〕配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質もしくはその部分ペプチドまたはその塩に
対する抗体を含有してなる過活動膀胱による頻尿、夜間頻尿、膀胱炎による頻尿、前立腺
肥大症による頻尿、尿失禁、尿意切迫感、骨盤内臓痛、性交痛、膀胱刺激症状、尿路結石
によって起こる種々の障害、炎症性疾患（例、神経障害、大血管障害などの糖尿病性合併
症；潰瘍性大腸炎などの炎症性腸疾患；膀胱炎；過敏性腸症候群；神経痛）またはアレル
ギー性疾患（例、喘息、アトピー性皮膚炎、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ））の診断剤、
〔２５〕配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその部分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と相補的な塩基配列またはその一部を含有して
なるポリヌクレオチドを含有してなる腎機能障害、肺機能障害、アレルギー皮膚炎、知覚
神経障害またはウイルソン病の予防・治療剤、
〔２６〕配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその部分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と相補的な塩基配列またはその一部を含有して
なるポリヌクレオチドを含有してなる過活動膀胱による頻尿、夜間頻尿、膀胱炎による頻
尿、前立腺肥大症による頻尿、尿失禁、尿意切迫感、骨盤内臓痛、性交痛、膀胱刺激症状
、または尿路結石によって起こる種々の障害の予防・治療剤、サイトカイン（例、ＩＬ－
８）分泌抑制剤、または炎症性疾患（例、神経障害、大血管障害などの糖尿病性合併症；
潰瘍性大腸炎などの炎症性腸疾患；膀胱炎；過敏性腸症候群；神経痛）またはアレルギー
性疾患（例、喘息、アトピー性皮膚炎、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ））の予防・治療剤
、
〔２７〕配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその部分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を用いることを特徴とする該レセプター蛋白質
の発現量を変化させ、発育不良、傷、火傷、冷え性、学習能力の低下、性機能低下、味覚
障害、嗅覚障害、前立腺肥大、動脈硬化、心筋梗塞、脳卒中、肝硬変、コレステロール蓄
積、感染への抵抗力低下、痛風、癌、難産、糖尿病、シミ、貧血、脱毛、呼吸障害、消化
障害、心臓障害、白髪、むくみ、しわ、たるみ、甲状腺機能低下、鬱、月経不順、腎機能
障害、肺機能障害、アレルギー皮膚炎、知覚神経障害またはウイルソン病を予防・治療す
る化合物またはその塩のスクリーニング方法、
〔２８〕配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその部分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を用いることを特徴とする該レセプター蛋白質
の発現量を変化させ、膀胱知覚の低下に基づく低緊張膀胱、骨盤内臓の外科的手術後の膀
胱知覚麻痺による低緊張膀胱、過活動膀胱による頻尿、夜間頻尿、膀胱炎による頻尿、前
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立腺肥大症による頻尿、尿失禁、尿意切迫感、骨盤内臓痛、性交痛、膀胱刺激症状、また
は尿路結石によって起こる種々の障害を予防・治療する化合物またはその塩、サイトカイ
ン（例、ＩＬ－８）分泌調節薬、または炎症性疾患（例、神経障害、大血管障害などの糖
尿病性合併症；潰瘍性大腸炎などの炎症性腸疾患；膀胱炎；過敏性腸症候群；神経痛）ま
たはアレルギー性疾患（例、喘息、アトピー性皮膚炎、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ））
の予防・治療する化合物またはその塩のスクリーニング方法、
〔２９〕配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその部分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を含有してなる該レセプター蛋白質の発現量を
変化させ、発育不良、傷、火傷、冷え性、学習能力の低下、性機能低下、味覚障害、嗅覚
障害、前立腺肥大、動脈硬化、心筋梗塞、脳卒中、肝硬変、コレステロール蓄積、感染へ
の抵抗力低下、痛風、癌、難産、糖尿病、シミ、貧血、脱毛、呼吸障害、消化障害、心臓
障害、白髪、むくみ、しわ、たるみ、甲状腺機能低下、鬱、月経不順、腎機能障害、肺機
能障害、アレルギー皮膚炎、知覚神経障害またはウイルソン病を予防・治療する化合物ま
たはその塩のスクリーニング用キット、
〔３０〕配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその部分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を含有してなる該レセプター蛋白質の発現量を
変化させ、膀胱知覚の低下に基づく低緊張膀胱、骨盤内臓の外科的手術後の膀胱知覚麻痺
による低緊張膀胱、過活動膀胱による頻尿、夜間頻尿、膀胱炎による頻尿、前立腺肥大症
による頻尿、尿失禁、尿意切迫感、骨盤内臓痛、性交痛、膀胱刺激症状、または尿路結石
によって起こる種々の障害を予防・治療する化合物またはその塩、サイトカイン（例、Ｉ
Ｌ－８）分泌調節薬、または炎症性疾患（例、神経障害、大血管障害などの糖尿病性合併
症；潰瘍性大腸炎などの炎症性腸疾患；膀胱炎；過敏性腸症候群；神経痛）またはアレル
ギー性疾患（例、喘息、アトピー性皮膚炎、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ））の予防・治
療薬のスクリーニング用キット、
〔３１〕上記〔２７〕記載のスクリーニング方法または上記〔２９〕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：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実
質的に同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその部分ペ
プチドの発現量を変化させ、発育不良、傷、火傷、冷え性、学習能力の低下、性機能低下
、味覚障害、嗅覚障害、前立腺肥大、動脈硬化、心筋梗塞、脳卒中、肝硬変、コレステロ
ール蓄積、感染への抵抗力低下、痛風、癌、難産、糖尿病、シミ、貧血、脱毛、呼吸障害
、消化障害、心臓障害、白髪、むくみ、しわ、たるみ、甲状腺機能低下、鬱、月経不順、
腎機能障害、肺機能障害、アレルギー皮膚炎、知覚神経障害またはウイルソン病を予防・
治療する化合物またはその塩、
〔３２〕上記〔２８〕記載のスクリーニング方法または上記〔３０〕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：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実
質的に同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその部分ペ
プチドの発現量を変化させ、膀胱知覚の低下に基づく低緊張膀胱、骨盤内臓の外科的手術
後の膀胱知覚麻痺による低緊張膀胱、過活動膀胱による頻尿、夜間頻尿、膀胱炎による頻
尿、前立腺肥大症による頻尿、尿失禁、尿意切迫感、骨盤内臓痛、性交痛、膀胱刺激症状
、または尿路結石によって起こる種々の障害を予防・治療する化合物またはその塩、サイ
トカイン（例、ＩＬ－８）分泌調節薬、または炎症性疾患（例、神経障害、大血管障害な
どの糖尿病性合併症；潰瘍性大腸炎などの炎症性腸疾患；膀胱炎；過敏性腸症候群；神経
痛）またはアレルギー性疾患（例、喘息、アトピー性皮膚炎、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰ
Ｄ））の予防・治療する化合物またはその塩、
〔３３〕配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその部分ペプチドの発現量を増加さ
せる化合物またはその塩を含有してなる発育不良、傷、火傷、冷え性、学習能力の低下、
性機能低下、味覚障害、嗅覚障害、前立腺肥大、動脈硬化、心筋梗塞、脳卒中、肝硬変、
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コレステロール蓄積、感染への抵抗力低下、痛風、癌、難産、糖尿病、シミ、貧血、脱毛
、呼吸障害、消化障害、心臓障害、白髪、むくみ、しわ、たるみ、甲状腺機能低下、鬱ま
たは月経不順の予防・治療剤、
〔３４〕配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその部分ペプチドの発現量を増加さ
せる化合物またはその塩を含有してなる膀胱知覚の低下に基づく低緊張膀胱または骨盤内
臓の外科的手術後の膀胱知覚麻痺による低緊張膀胱の予防・治療剤、またはサイトカイン
（例、ＩＬ－８）分泌促進剤、
〔３５〕配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその部分ペプチドの発現量を減少さ
せる化合物またはその塩を含有してなる腎機能障害、肺機能障害、アレルギー皮膚炎、知
覚神経障害またはウイルソン病の予防・治療剤、
〔３６〕配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその部分ペプチドの発現量を減少さ
せる化合物またはその塩を含有してなる過活動膀胱による頻尿、夜間頻尿、膀胱炎による
頻尿、前立腺肥大症による頻尿、尿失禁、尿意切迫感、骨盤内臓痛、性交痛、膀胱刺激症
状、または尿路結石によって起こる種々の障害の予防・治療剤、サイトカイン（例、ＩＬ
－８）分泌抑制剤、または炎症性疾患（例、神経障害、大血管障害などの糖尿病性合併症
；潰瘍性大腸炎などの炎症性腸疾患；膀胱炎；過敏性腸症候群；神経痛）またはアレルギ
ー性疾患（例、喘息、アトピー性皮膚炎、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ））の予防・治療
剤、
〔３７〕哺乳動物に対して、（ｉ）配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは
実質的に同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質、その部分ペプ
チドまたはその塩、（ii）配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に
同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその部分ペプチド
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、（iii）配列番号：１で表
されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役
型レセプター蛋白質またはその塩に対するアゴニスト、または（iv）配列番号：１で表さ
れるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型
レセプター蛋白質またはその部分ペプチドの発現量を増加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発育不良、傷、火傷、冷え性、学習能力の低下、性機能
低下、味覚障害、嗅覚障害、前立腺肥大、動脈硬化、心筋梗塞、脳卒中、肝硬変、コレス
テロール蓄積、感染への抵抗力低下、痛風、癌、難産、糖尿病、シミ、貧血、脱毛、呼吸
障害、消化障害、心臓障害、白髪、むくみ、しわ、たるみ、甲状腺機能低下、鬱または月
経不順の予防・治療方法、
〔３８〕哺乳動物に対して、（ｉ）配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは
実質的に同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質、その部分ペプ
チドまたはその塩、（ii）配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に
同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその部分ペプチド
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、（iii）配列番号：１で表
されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役
型レセプター蛋白質またはその塩に対するアゴニスト、または（iv）配列番号：１で表さ
れるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型
レセプター蛋白質またはその部分ペプチドの発現量を増加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膀胱知覚の低下に基づく低緊張膀胱または骨盤内臓の外
科的手術後の膀胱知覚麻痺による低緊張膀胱の予防・治療方法、またはサイトカイン（例
、ＩＬ－８）分泌促進方法、
〔３９〕哺乳動物に対して、（ｉ）配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは
実質的に同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質、その部分ペプ
チドまたはその塩に対する抗体、（ii）配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もし
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くは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその
部分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と相補的な塩基
配列またはその一部を含有してなるポリヌクレオチド、（iii）配列番号：１で表される
アミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセ
プター蛋白質またはその塩に対するアンタゴニスト、または（iv）配列番号：１で表され
るアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レ
セプター蛋白質またはその部分ペプチドの発現量を減少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腎機能障害、肺機能障害、アレルギー皮膚炎、知覚神経障
害またはウイルソン病の予防・治療方法、
〔４０〕哺乳動物に対して、（ｉ）配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは
実質的に同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質、その部分ペプ
チドまたはその塩に対する抗体、（ii）配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もし
くは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその
部分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と相補的な塩基
配列またはその一部を含有してなるポリヌクレオチド、（iii）配列番号：１で表される
アミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセ
プター蛋白質またはその塩に対するアンタゴニスト、または（iv）配列番号：１で表され
るアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レ
セプター蛋白質またはその部分ペプチドの発現量を減少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過活動膀胱による頻尿、夜間頻尿、膀胱炎による頻尿、前
立腺肥大症による頻尿、尿失禁、尿意切迫感、骨盤内臓痛、性交痛、膀胱刺激症状、また
は尿路結石によって起こる種々の障害の予防・治療方法、サイトカイン（例、ＩＬ－８）
分泌抑制方法、または炎症性疾患（例、神経障害、大血管障害などの糖尿病性合併症；潰
瘍性大腸炎などの炎症性腸疾患；膀胱炎；過敏性腸症候群；神経痛）またはアレルギー性
疾患（例、喘息、アトピー性皮膚炎、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ））の予防・治療方法
、
〔４１〕発育不良、傷、火傷、冷え性、学習能力の低下、性機能低下、味覚障害、嗅覚障
害、前立腺肥大、動脈硬化、心筋梗塞、脳卒中、肝硬変、コレステロール蓄積、感染への
抵抗力低下、痛風、癌、難産、糖尿病、シミ、貧血、脱毛、呼吸障害、消化障害、心臓障
害、白髪、むくみ、しわ、たるみ、甲状腺機能低下、鬱または月経不順の予防・治療剤を
製造するための（ｉ）配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一
のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質、その部分ペプチドまたはそ
の塩、（ii）配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ
酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその部分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、（iii）配列番号：１で表されるアミノ
酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター
蛋白質またはその塩に対するアゴニスト、または（iv）配列番号：１で表されるアミノ酸
配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋
白質またはその部分ペプチドの発現量を増加させる化合物またはその塩の使用、
〔４２〕膀胱知覚の低下に基づく低緊張膀胱または骨盤内臓の外科的手術後の膀胱知覚麻
痺による低緊張膀胱の予防・治療剤またはサイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌促進剤を製
造するための（ｉ）配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一の
アミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質、その部分ペプチドまたはその
塩、（ii）配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸
配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその部分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、（iii）配列番号：１で表されるアミノ酸
配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋
白質またはその塩に対するアゴニスト、または（iv）配列番号：１で表されるアミノ酸配
列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白
質またはその部分ペプチドの発現量を増加させる化合物またはその塩の使用、
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〔４３〕腎機能障害、肺機能障害、アレルギー皮膚炎、知覚神経障害またはウイルソン病
の予防・治療剤を製造するための（ｉ）配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もし
くは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質、その部分
ペプチドまたはその塩に対する抗体、（ii）配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一
もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質または
その部分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と相補的な
塩基配列またはその一部を含有してなるポリヌクレオチド、（iii）配列番号：１で表さ
れるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型
レセプター蛋白質またはその塩に対するアンタゴニスト、または（iv）配列番号：１で表
されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役
型レセプター蛋白質またはその部分ペプチドの発現量を減少させる化合物またはその塩の
使用、および
〔４４〕過活動膀胱による頻尿、夜間頻尿、膀胱炎による頻尿、前立腺肥大症による頻尿
、尿失禁、尿意切迫感、骨盤内臓痛、性交痛、膀胱刺激症状、または尿路結石によって起
こる種々の障害の予防・治療剤、サイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌抑制剤、または炎症
性疾患（例、神経障害、大血管障害などの糖尿病性合併症；潰瘍性大腸炎などの炎症性腸
疾患；膀胱炎；過敏性腸症候群；神経痛）またはアレルギー性疾患（例、喘息、アトピー
性皮膚炎、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ））の予防・治療剤を製造するための（ｉ）配列
番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有する
Ｇ蛋白質共役型レセプター蛋白質、その部分ペプチドまたはその塩に対する抗体、（ii）
配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有
するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその部分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と相補的な塩基配列またはその一部を含有してなるポリ
ヌクレオチド、（iii）配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同
一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその塩に対するアン
タゴニスト、または（iv）配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に
同一のアミノ酸配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその部分ペプチド
の発現量を減少させる化合物またはその塩の使用を提供する。
【０００７】
　さらに、本発明は、
〔４５〕（ｉ）配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミ
ノ酸配列を含有することを特徴とするＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質（以下、ＧＰＲ３
９と略記する）、その部分ペプチドまたはその塩と、イオン化可能な金属元素（以下、金
属元素と略記する）またはその塩とを接触させた場合と、（ii）ＧＰＲ３９、その部分ペ
プチドまたはその塩と、金属元素またはその塩および試験化合物もしくは元素またはその
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上記〔１〕記載のスクリーニン
グ方法、
〔４６〕（ｉ）金属元素の放射性同位元素をＧＰＲ３９、その部分ペプチドまたはその塩
に接触させた場合と、（ii）金属元素の放射性同位元素および試験化合物もしくは元素ま
たはその塩をＧＰＲ３９、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、金
属元素の放射性同位元素のＧＰＲ３９、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上記〔１〕記載のスクリーニング方法、
〔４７〕（ｉ）金属元素の放射性同位元素をＧＰＲ３９を含有する細胞に接触させた場合
と、（ii）金属元素の放射性同位元素および試験化合物もしくは元素またはその塩をＧＰ
Ｒ３９を含有する細胞に接触させた場合における、金属元素の放射性同位元素の該細胞に
対する結合量を測定し、比較することを特徴とする上記〔１〕記載のスクリーニング方法
、
〔４８〕（ｉ）金属元素の放射性同位元素をＧＰＲ３９を含有する細胞の膜画分に接触さ
せた場合と、（ii）金属元素の放射性同位元素および試験化合物もしくは元素またはその
塩をＧＰＲ３９を含有する細胞の膜画分に接触させた場合における、金属元素の放射性同
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位元素の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上記〔１〕
記載のスクリーニング方法、
〔４９〕（ｉ）金属元素の放射性同位元素を、ＧＰＲ３９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し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ＧＰＲ３９に接触させた場合と、（ii）金属元素の放射性
同位元素および試験化合物もしくは元素またはその塩を当該形質転換体の細胞膜に発現し
たＧＰＲ３９に接触させた場合における、金属元素の放射性同位元素のＧＰＲ３９に対す
る結合量を測定し、比較することを特徴とする上記〔１〕記載のスクリーニング方法、
〔５０〕（ｉ）ＧＰＲ３９を活性化する化合物もしくは元素またはその塩をＧＰＲ３９を
含有する細胞に接触させた場合と、（ii）ＧＰＲ３９を活性化する化合物もしくは元素ま
たはその塩および試験化合物をＧＰＲ３９を含有する細胞に接触させた場合における、Ｇ
ＰＲ３９を介した細胞刺激活性を測定し、比較することを特徴とする上記〔１〕記載のス
クリーニング方法、
〔５１〕ＧＰＲ３９を活性化する化合物もしくは元素またはその塩を、ＧＰＲ３９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した形質転換体を培
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ＧＰＲ３９に接触させた場合と、
ＧＰＲ３９を活性化する化合物もしくは元素またはその塩および試験化合物を当該形質転
換体の細胞膜に発現したＧＰＲ３９に接触させた場合における、ＧＰＲ３９を介する細胞
刺激活性を測定し、比較することを特徴とする上記〔１〕記載のスクリーニング方法、
〔５２〕ＧＰＲ３９を活性化する元素がイオン化可能な金属元素である上記〔５０〕また
は〔５１〕記載のスクリーニング方法、
〔５３〕ＧＰＲ３９を含有する細胞またはその膜画分を含有することを特徴とする上記〔
３〕または〔１０〕記載のスクリーニング用キット、
〔５４〕ＧＰＲ３９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
質転換し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ＧＰＲ
３９を含有することを特徴とする上記〔３〕または〔１０〕記載のスクリーニング用キッ
ト、
〔５５〕配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸
配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその塩を用いることを特徴とする
、発育不良、傷、火傷、冷え性、学習能力の低下、性機能低下、味覚障害、嗅覚障害、前
立腺肥大、動脈硬化、心筋梗塞、脳卒中、肝硬変、コレステロール蓄積、感染への抵抗力
低下、痛風、癌、難産、糖尿病、シミ、貧血、脱毛、呼吸障害、消化障害、心臓障害、白
髪、むくみ、しわ、たるみ、甲状腺機能低下、鬱、月経不順、腎機能障害、肺機能障害、
アレルギー皮膚炎、知覚神経障害またはウイルソン病の予防・治療薬が該レセプター蛋白
質またはその塩に結合することを確認する方法、
〔５６〕配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸
配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその塩を用いることを特徴とする
、膀胱知覚の低下に基づく低緊張膀胱、骨盤内臓の外科的手術後の膀胱知覚麻痺による低
緊張膀胱、過活動膀胱による頻尿、夜間頻尿、膀胱炎による頻尿、前立腺肥大症による頻
尿、尿失禁、尿意切迫感、骨盤内臓痛、性交痛、膀胱刺激症状、または尿路結石によって
起こる種々の障害の予防・治療薬、サイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌調節薬、または炎
症性疾患（例、神経障害、大血管障害などの糖尿病性合併症；潰瘍性大腸炎などの炎症性
腸疾患；膀胱炎；過敏性腸症候群；神経痛）またはアレルギー性疾患（例、喘息、アトピ
ー性皮膚炎、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ））の予防・治療薬が該レセプター蛋白質また
はその塩に結合することを確認する方法、
〔５７〕配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸
配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその塩を用いることを特徴とする
、発育不良、傷、火傷、冷え性、学習能力の低下、性機能低下、味覚障害、嗅覚障害、前
立腺肥大、動脈硬化、心筋梗塞、脳卒中、肝硬変、コレステロール蓄積、感染への抵抗力
低下、痛風、癌、難産、糖尿病、シミ、貧血、脱毛、呼吸障害、消化障害、心臓障害、白
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髪、むくみ、しわ、たるみ、甲状腺機能低下、鬱または月経不順の予防・治療薬が該レセ
プター蛋白質またはその塩に対するアゴニストであることを確認する方法、
〔５８〕配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸
配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその塩を用いることを特徴とする
、膀胱知覚の低下に基づく低緊張膀胱または骨盤内臓の外科的手術後の膀胱知覚麻痺によ
る低緊張膀胱の予防・治療薬またはサイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌促進薬が該レセプ
ター蛋白質またはその塩に対するアゴニストであることを確認する方法、
〔５９〕配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸
配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその塩を用いることを特徴とする
、腎機能障害、肺機能障害、アレルギー皮膚炎、知覚神経障害またはウイルソン病の予防
・治療薬が該レセプター蛋白質またはその塩に対するアンタゴニストであることを確認す
る方法、
〔６０〕配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸
配列を含有するＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質またはその塩を用いることを特徴とする
、過活動膀胱による頻尿、夜間頻尿、膀胱炎による頻尿、前立腺肥大症による頻尿、尿失
禁、尿意切迫感、骨盤内臓痛、性交痛、膀胱刺激症状、または尿路結石によって起こる種
々の障害の予防・治療薬、サイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌抑制薬、または炎症性疾患
（例、神経障害、大血管障害などの糖尿病性合併症；潰瘍性大腸炎などの炎症性腸疾患；
膀胱炎；過敏性腸症候群；神経痛）またはアレルギー性疾患（例、喘息、アトピー性皮膚
炎、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ））の予防・治療薬が該レセプター蛋白質またはその塩
に対するアンタゴニストであることを確認する方法、および
〔６１〕各薬を該レセプター蛋白質、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、各薬と該レセプター蛋白質、その部分ペプチドまたはその塩との結合量を測定す
ることを特徴とする上記〔５５〕～〔６０〕記載の確認方法等を提供する。
【発明の効果】
【０００８】
　ＧＰＲ３９とリガンドであるカドミウム、亜鉛、銅およびニッケルなどのイオン化可能
な金属元素またはその塩とを用いることによって、該金属元素またはその塩とＧＰＲ３９
との結合性を変化させる化合物を効率良くスクリーニングすることができる。また、本発
明のスクリーニング方法を用いることにより、活性がより強いアゴニストを見出すことで
きる。
　ＧＰＲ３９に対するアゴニストは、例えば、発育不良、傷、火傷、冷え性、学習能力の
低下、性機能低下、味覚障害、嗅覚障害、前立腺肥大、動脈硬化、心筋梗塞、脳卒中、肝
硬変、コレステロール蓄積、感染への抵抗力低下、痛風、癌、難産、糖尿病、シミ、貧血
、脱毛、呼吸障害、消化障害、心臓障害、白髪、むくみ、しわ、たるみ、甲状腺機能低下
、鬱、月経不順、糖尿病などによる膀胱知覚の低下に基づく低緊張膀胱、骨盤内臓の外科
的手術後の膀胱知覚麻痺による低緊張膀胱などの金属欠乏症などの予防・治療剤、または
サイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌促進剤として有用である。
　ＧＰＲ３９に対するアンタゴニストは、例えば、腎機能障害、肺機能障害、アレルギー
皮膚炎、知覚神経障害、ウイルソン病、過活動膀胱による頻尿、夜間頻尿、間質性膀胱炎
を含む膀胱炎による頻尿、前立腺肥大症による頻尿、尿失禁、尿意切迫感、骨盤内臓痛、
性交痛、膀胱刺激症状、尿路結石によって起こる種々の障害などの金属過剰症などの予防
・治療剤、サイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌抑制剤、または炎症性疾患（例、神経障害
、大血管障害などの糖尿病性合併症；潰瘍性大腸炎などの炎症性腸疾患；膀胱炎；過敏性
腸症候群；神経痛）、アレルギー性疾患（例、喘息、アトピー性皮膚炎、慢性閉塞性肺疾
患（ＣＯＰＤ））などの予防・治療剤として有用である。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００９】
　本発明で使用されるＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質ＧＰＲ３９（以下、ＧＰＲ３９と
略記する場合がある）は、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一もしくは実質的
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に同一のアミノ酸配列を含有するレセプター蛋白質である。
　ＧＰＲ３９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、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）、腸管、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、膀胱など、特に、膀胱、中枢神経組織、下垂
体、腎臓、胃・腸管組織、胎児脳、血管系初代培養細胞、腎臓系初代培養細胞または大腸
がん細胞株に由来する蛋白質であってもよく、また合成蛋白質であってもよい。
【００１０】
　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８０％以上、好ましくは９０％以上、よ
り好ましくは約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。
　本発明の配列番号：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
する蛋白質としては、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
アミノ酸配列を有し、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列からなる蛋白質と実質的に
同質の活性を有する蛋白質などが好ましい。
　アミノ酸配列の相同性は、相同性計算アルゴリズムＮＣＢＩ　ＢＬＡＳＴ（Ｎａｔｉｏ
ｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
　Ｂａｓｉｃ　Ｌｏｃａｌ　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　Ｓｅａｒｃｈ　Ｔｏｏｌ）を用い、以
下の条件（期待値＝１０；ギャップを許す；マトリクス＝ＢＬＯＳＵＭ６２；フィルタリ
ング＝ＯＦＦ）にて計算することができる。
　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０．０１～
１００倍、好ましくは約０．５～２０倍、より好ましくは約０．５～２倍）であることが
好ましいが、これらの活性の程度や蛋白質の分子量などの量的要素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、自体公知の方法に準じ
て行なうことができるが、例えば、後に記載するスクリーニング方法に従って測定するこ
とができる。
【００１１】
　また、ＧＰＲ３９としては、ａ）配列番号：１：配列番号：６または配列番号：８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（１～５個））のアミノ酸が欠失したアミノ
酸配列、ｂ）配列番号：１：配列番号：６または配列番号：８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（１～５個））のアミノ酸が付加したアミノ酸配列、ｃ）配列番号：
１：配列番号：６または配列番号：８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（
１～５個））のアミノ酸が他のアミノ酸で置換されたアミノ酸配列、またはｄ）それらを
組み合わせたアミノ酸配列を含有する蛋白質なども用いられる。
【００１２】
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　本明細書におけるＧＰＲ３９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
配列を含有する蛋白質をはじめとするＧＰＲ３９は、Ｃ末端がカルボキシル基（－ＣＯＯ
Ｈ）、カルボキシレート(－ＣＯＯ－)、アミド（－ＣＯＮＨ２）またはエステル（－ＣＯ
ＯＲ）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。
　ＧＰＲ３９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でいうＧＰＲ３
９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、ＧＰＲ３９には、上記した蛋白質において、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、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蛋白質などの複合蛋
白質なども含まれる。
　ＧＰＲ３９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からな
るヒト由来ＧＰＲ３９、配列番号：６で表わされるアミノ酸配列からなるマウス由来ＧＰ
Ｒ３９、配列番号：８で表わされるアミノ酸配列からなるラット由来ＧＰＲ３９などが用
いられる。ヒト由来ＧＰＲ３９は、Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，１９９７　Ｄｅｃ　１５；４６（
３）：４２６－３４、ＷＯ２００２／６１０８７号公報、ＵＳ２００２／００４４９１号
公報、ＷＯ２００２／３９８８５号公報、ＷＯ２００２／７１９２８号公報、ＷＯ２００
１／８１６３４号公報、ＷＯ２００２／７９４９２号公報、ＷＯ２００２／８６４４３号
公報に記載されている公知の蛋白質である。
【００１３】
　ＧＰＲ３９の部分ペプチド（以下、部分ペプチドと略記する場合がある）としては、上
記したＧＰＲ３９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、ＧＰＲ
３９の蛋白質分子のうち、細胞膜の外に露出している部位であって、実質的に同質のレセ
プター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：配列番号：６または配列番号：８で表わされるアミノ酸配
列を有するＧＰＲ３９の部分ペプチドとしては、疎水性プロット解析において細胞外領域
（親水性（Hydrophilic）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、上記した本発明のレセプター蛋白質の構成ア
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８５％以上、好ましくは約
９０％以上、より好ましくは約９５％以上の相同性を有するアミノ酸配列を示す。
　アミノ酸配列の相同性は、前記と同様の相同性計算アルゴリズムＮＣＢＩ　ＢＬＡＳＴ
を用い、同様の条件にて計算することができる。
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　ここで、「実質的に同質のレセプター活性」とは、上記と同意義を示す。「実質的に同
質のレセプター活性」の測定は上記と同様に行なうことができる。
【００１４】
　また、本発明の部分ペプチドは、上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（１～５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（１～５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、より好ましくは数個
、さらに好ましくは１～５個程度）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、本発明の部分ペプチドには、上記したＧＰＲ３９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。
　ＧＰＲ３９またはその部分ペプチドの塩としては、酸または塩基との生理学的に許容さ
れる塩が挙げられ、とりわけ生理学的に許容される酸付加塩が好ましい。この様な塩とし
ては、例えば、無機酸（例えば、塩酸、リン酸、臭化水素酸、硫酸）との塩、あるいは有
機酸（例えば、酢酸、ギ酸、プロピオン酸、フマル酸、マレイン酸、コハク酸、酒石酸、
クエン酸、リンゴ酸、蓚酸、安息香酸、メタンスルホン酸、ベンゼンスルホン酸）との塩
などが用いられる。
【００１５】
　ＧＰＲ３９またはその塩は、上記したヒトや哺乳動物の細胞または組織から自体公知の
レセプター蛋白質の精製方法によって製造することもできるし、後に記載するＧＰＲ３９
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、後に記載する蛋白質合成法またはこれに準じて製造することもできる。
　ヒトや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、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。
【００１６】
　ＧＰＲ３９もしくはその部分ペプチドまたはその塩またはそのアミド体の合成には、通
常市販の蛋白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、目的とする蛋白質の配列通りに、自体公知の各種縮合方法に従い、樹
脂上で縮合させる。反応の最後に樹脂から蛋白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、目的の蛋白質または
そのアミド体を取得する。
　上記した保護アミノ酸の縮合に関しては、蛋白質合成に使用できる各種活性化試薬を用
いることができるが、特に、カルボジイミド類がよい。カルボジイミド類としては、ＤＣ
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Ｃ、Ｎ，Ｎ’－ジイソプロピルカルボジイミド、Ｎ－エチル－Ｎ’－（３－ジメチルアミ
ノプロリル）カルボジイミドなどが用いられる。これらによる活性化にはラセミ化抑制添
加剤（例えば、ＨＯＢt、　ＨＯＯＢt)とともに保護アミノ酸を直接樹脂に添加するか、
または、対称酸無水物またはＨＯＢtエステルあるいはＨＯＯＢtエステルとしてあらかじ
め保護アミノ酸の活性化を行なった後に樹脂に添加することができる。
【００１７】
　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、蛋白質縮合反応に使
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。反応温度は蛋白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。
【００１８】
　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、
Ｃｌ－Ｚ、Ｂｒ－Ｚ、アダマンチルオキシカルボニル、トリフルオロアセチル、フタロイ
ル、ホルミル、２－ニトロフェニルスルフェニル、ジフェニルホスフィノチオイル、Ｆｍ
ｏｃ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。
【００１９】
　原料のカルボキシル基の活性化されたものとしては、例えば、対応する酸無水物、アジ
ド、活性エステル〔アルコール（例えば、ペンタクロロフェノール、２，４，５－トリク
ロロフェノール、２，４－ジニトロフェノール、シアノメチルアルコール、パラニトロフ
ェノール、ＨＯＮＢ、Ｎ－ヒドロキシスクシミド、Ｎ－ヒドロキシフタルイミド、ＨＯＢ
t）とのエステル〕などが用いられる。
　原料のアミノ基の活性化されたものとしては、例えば、対応するリン酸アミドが用いら
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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
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。
【００２０】
　原料の反応に関与すべきでない官能基の保護ならびに保護基、およびその保護基の脱離
、反応に関与する官能基の活性化などは公知の基または公知の手段から適宜選択しうる。
　蛋白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（蛋白質）鎖を所
望の鎖長まで延ばした後、該ペプチド鎖のＮ末端のα－アミノ基の保護基のみを除いた蛋
白質とＣ末端のカルボキシル基の保護基のみを除去した蛋白質とを製造し、この両蛋白質
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蛋白質を精製した後、上記方法によりすべての保護基を除去し
、所望の粗蛋白質を得ることができる。この粗蛋白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蛋白質のアミド体を得ることができる。
　蛋白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、蛋白質のアミド体と同様に
して、所望の蛋白質のエステル体を得ることができる。
【００２１】
　ＧＰＲ３９の部分ペプチドまたはその塩は、自体公知のペプチドの合成法に従って、あ
るいはＧＰＲ３９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、ＧＰＲ３９を構成し得る部分ペプチドもしくはアミノ酸と残余部分とを縮合さ
せ、生成物が保護基を有する場合は保護基を脱離することにより目的のペプチドを製造す
ることができる。公知の縮合方法や保護基の脱離としては、例えば、以下のａ）～ｅ）に
記載された方法が挙げられる。
　ａ）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)
　ｂ）SchroederおよびLuebke、ザ ペプチド(The Peptide), Academic Press, New York 
(1965年) 
　ｃ）泉屋信夫他、ペプチド合成の基礎と実験、 丸善(株) （1975年）
　ｄ）矢島治明 および榊原俊平、生化学実験講座 1、 蛋白質の化学IV、 205、(1977年)
　ｅ）矢島治明監修、続医薬品の開発 第14巻 ペプチド合成 広川書店
　また、反応後は通常の精製法、例えば、溶媒抽出・蒸留・カラムクロマトグラフィー・
液体クロマトグラフィー・再結晶などを組み合わせて本発明の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。
【００２２】
　ＧＰＲ３９をコードするポリヌクレオチドとしては、上記したＧＰＲ３９をコードする
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塩基配列（ＤＮＡまたはＲＮＡ、好ましくはＤＮＡ）を含有するものであればいかなるも
のであってもよい。該ポリヌクレオチドとしては、ＧＰＲ３９をコードするＤＮＡ、ｍＲ
ＮＡ等のＲＮＡであり、二本鎖であっても、一本鎖であってもよい。二本鎖の場合は、二
本鎖ＤＮＡ、二本鎖ＲＮＡまたはＤＮＡ：ＲＮＡのハイブリッドでもよい。一本鎖の場合
は、センス鎖（すなわち、コード鎖）であっても、アンチセンス鎖（すなわち、非コード
鎖）であってもよい。
　ＧＰＲ３９をコードするポリヌクレオチドを用いて、例えば、公知の実験医学増刊「新
ＰＣＲとその応用」15(7)、1997記載の方法またはそれに準じた方法により、ＧＰＲ３９
のｍＲＮＡを定量することができる。
　ＧＰＲ３９をコードするＤＮＡとしては、ゲノムＤＮＡ、ゲノムＤＮＡライブラリー、
上記した細胞・組織由来のｃＤＮＡ、上記した細胞・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、上記した細胞
・組織よりtotalＲＮＡまたはｍＲＮＡ画分を調製したものを用いて直接Reverse Transcr
iptase 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、ＧＰＲ３９をコードするＤＮＡとしては、例えば、配列番号：２で表わさ
れる塩基配列を含有するＤＮＡ、または配列番号：２で表わされる塩基配列とハイストリ
ンジェントな条件下でハイブリダイズする塩基配列を有し、配列番号：１で表わされるア
ミノ酸配列からなるＧＰＲ３９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、サイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌促進作用など）を有するレセプター蛋
白質をコードするＤＮＡであれば何れのものでもよい。
　配列番号：２で表わされる塩基配列とハイブリダイズできるＤＮＡとしては、例えば、
配列番号：２で表わされる塩基配列と約８０％以上、好ましくは約９０％以上、より好ま
しくは約９５％以上の相同性を有する塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いられる。
【００２３】
　塩基配列の相同性は、相同性計算アルゴリズムＮＣＢＩ　ＢＬＡＳＴ（Ｎａｔｉｏｎａ
ｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　Ｂ
ａｓｉｃ　Ｌｏｃａｌ　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　Ｓｅａｒｃｈ　Ｔｏｏｌ）を用い、以下の
条件（期待値＝１０；ギャップを許す；フィルタリング＝ＯＮ；マッチスコア＝１；ミス
マッチスコア＝－３）にて計算することができる。
　ハイブリダイゼーションは、自体公知の方法あるいはそれに準じる方法、例えば、モレ
キュラー・クローニング（Molecular Cloning）２nd（J. Sambrook et al., Cold Spring
 Harbor Lab. Press, 1989）に記載の方法などに従って行なうことができる。また、市販
のライブラリーを使用する場合、添付の使用説明書に記載の方法に従って行なうことがで
きる。より好ましくは、ハイストリンジェントな条件に従って行なうことができる。
　該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。
　より具体的には、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列からなるヒトＧＰＲ３９をコ
ードするＤＮＡとしては、配列番号：２で表わされる塩基配列からなるＤＮＡなどが用い
られる。配列番号：６で表わされるアミノ酸配列からなるマウスＧＰＲ３９をコードする
ＤＮＡとしては、配列番号：７で表わされる塩基配列からなるＤＮＡなどが用いられる。
配列番号：８で表わされるアミノ酸配列からなるラットＧＰＲ３９をコードするＤＮＡと
しては、配列番号：９で表わされる塩基配列からなるＤＮＡなどが用いられる。
　ＧＰＲ３９をコードするＤＮＡの塩基配列の一部、または該ＤＮＡと相補的な塩基配列
の一部を含有してなるポリヌクレオチドとは、下記の本発明の部分ペプチドをコードする
ＤＮＡ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、ＧＰＲ３９遺伝子の複製または発現を阻害することのできるアンチセ
ンス・ポリヌクレオチド（核酸）を、クローン化した、あるいは決定されたＧＰＲ３９を
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コードするＤＮＡの塩基配列情報に基づき設計し、合成しうる。そうしたポリヌクレオチ
ド（核酸）は、ＧＰＲ３９遺伝子のＲＮＡとハイブリダイズすることができ、該ＲＮＡの
合成または機能を阻害することができるか、あるいはＧＰＲ３９関連ＲＮＡとの相互作用
を介してＧＰＲ３９遺伝子の発現を調節・制御することができる。ＧＰＲ３９関連ＲＮＡ
の選択された配列に相補的なポリヌクレオチド、およびＧＰＲ３９関連ＲＮＡと特異的に
ハイブリダイズすることができるポリヌクレオチドは、生体内および生体外でＧＰＲ３９
遺伝子の発現を調節・制御するのに有用であり、また病気などの治療または診断に有用で
ある。用語「対応する」とは、遺伝子を含めたヌクレオチド、塩基配列または核酸の特定
の配列に相同性を有するあるいは相補的であることを意味する。ヌクレオチド、塩基配列
または核酸とペプチド（蛋白質）との間で「対応する」とは、ヌクレオチド（核酸）の配
列またはその相補体から誘導される指令にあるペプチド（蛋白質）のアミノ酸を通常指し
ている。ＧＰＲ３９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、蛋白質コード領域、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、および３’端ヘアピンループは好
ましい対象領域として選択しうるが、ＧＰＲ３９遺伝子内の如何なる領域も対象として選
択しうる。
【００２４】
　目的核酸と、対象領域の少なくとも一部に相補的でハイブリダイズすることができるポ
リヌクレオチドとの関係は、対象物と「アンチセンス」であるということができる。アン
チセンス・ポリヌクレオチドは、２－デオキシ－Ｄ－リボースを含有しているポリデオキ
シリボヌクレオチド、Ｄ－リボースを含有しているポリリボヌクレオチド、プリンまたは
ピリミジン塩基のＮ－グリコシドであるその他のタイプのポリヌクレオチド、あるいは非
ヌクレオチド骨格を有するその他のポリマー（例えば、市販の蛋白質核酸および合成配列
特異的な核酸ポリマー）または特殊な結合を含有するその他のポリマー（但し、該ポリマ
ーはＤＮＡやＲＮＡ中に見出されるような塩基のペアリングや塩基の付着を許容する配置
をもつヌクレオチドを含有する）などが挙げられる。それらは、２本鎖ＤＮＡ、１本鎖Ｄ
ＮＡ、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（または非修飾オリゴヌクレオチド）、さらには公知
の修飾の付加されたもの、例えば当該分野で知られた標識のあるもの、キャップの付いた
もの、メチル化されたもの、１個以上の天然のヌクレオチドを類縁物で置換したもの、分
子内ヌクレオチド修飾のされたもの、例えば非荷電結合（例えば、メチルホスホネート、
ホスホトリエステル、ホスホルアミデート、カルバメートなど）を持つもの、電荷を有す
る結合または硫黄含有結合（例えば、ホスホロチオエート、ホスホロジチオエートなど）
を持つもの、例えば蛋白質（ヌクレアーゼ、ヌクレアーゼ・インヒビター、トキシン、抗
体、シグナルペプチド、ポリ－Ｌ－リジンなど）や糖（例えば、モノサッカライドなど）
などの側鎖基を有しているもの、インターカレント化合物（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、アルキル化剤を含有するもの、修飾された結合を持
つもの（例えば、αアノマー型の核酸など）であってもよい。ここで「ヌクレオシド」、
「ヌクレオチド」および「核酸」とは、プリンおよびピリミジン塩基を含有するのみでな
く、修飾されたその他の複素環型塩基をもつようなものを含んでいて良い。こうした修飾
物は、メチル化されたプリンおよびピリミジン、アシル化されたプリンおよびピリミジン
、あるいはその他の複素環を含むものであってよい。修飾されたヌクレオチドおよび修飾
されたヌクレオチドはまた糖部分が修飾されていてよく、例えば、１個以上の水酸基がハ
ロゲンとか、脂肪族基などで置換されていたり、あるいはエーテル、アミンなどの官能基
に変換されていてよい。
【００２５】
　本発明のアンチセンス・ポリヌクレオチド（核酸）は、ＲＮＡ、ＤＮＡ、あるいは修飾
された核酸（ＲＮＡ、ＤＮＡ）である。修飾された核酸の具体例としては核酸の硫黄誘導
体やチオホスフェート誘導体、そしてポリヌクレオシドアミドやオリゴヌクレオシドアミ
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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 T
ech Japan, Vol. 8, pp.247, 1992; Vol. 8, pp.395, 1992; S. T. Crooke et al. ed., 
Antisense Research and Applications, CRC Press, 1993 などに開示がある。
　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Ｇ蛋白質共役型レセプター蛋白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。該核酸それ自体公知の各種の方法で細胞に適用できる。
【００２６】
　本発明の部分ペプチドをコードするＤＮＡとしては、上記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
ＤＮＡ、ゲノムＤＮＡライブラリー、上記した細胞・組織由来のｃＤＮＡ、上記した細胞
・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、上記した細胞・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、（１）配列
番号：２で表わされる塩基配列を有するＤＮＡの部分塩基配列を有するＤＮＡ、または（
２）配列番号：２で表わされる塩基配列とハイストリンジェントな条件下でハイブリダイ
ズする塩基配列を有し、ＧＰＲ３９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、サイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌促進作用など）を有するレセプタ
ー蛋白質をコードするＤＮＡの部分塩基配列を有するＤＮＡなどが用いられる。
　配列番号：２で表わされる塩基配列ハイブリダイズできるＤＮＡとしては、例えば、配
列番号：２で表わされる塩基配列と約８０％以上、好ましくは約９０％以上、より好まし
くは約９５％以上の相同性を有する塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いられる。
　塩基配列の相同性は、前記した相同性計算アルゴリズムＮＣＢＩ　ＢＬＡＳＴを用い、
同様の条件にて計算することができる。
　ハイブリダイゼーションの方法および条件は前記と同様である。
【００２７】
　ＧＰＲ３９またはその部分ペプチド（以下、ＧＰＲ３９と略記する場合がある）を完全
にコードするＤＮＡのクローニングの手段としては、ＧＰＲ３９の部分塩基配列を有する
合成ＤＮＡプライマーを用いてＰＣＲ法によって増幅するか、または適当なベクターに組
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み込んだＤＮＡをＧＰＲ３９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。
【００２８】
　ＤＮＡの塩基配列の変換は、ＰＣＲや公知のキット、例えば、ＭｕｔａｎＴＭ－ｓｕｐ
ｅｒ Ｅｘｐｒｅｓｓ Ｋｍ（宝酒造（株））、ＭｕｔａｎＴＭ－Ｋ（宝酒造（株））など
を用いて、ＯＤＡ－ＬＡ ＰＣＲ法、Ｇａｐｐｅｄ ｄｕｐｌｅｘ法、Ｋｕｎｋｅｌ法など
の自体公知の方法あるいはそれらに準じる方法に従って行なうことができる。
　クローン化されたＧＰＲ３９をコードするＤＮＡは目的によりそのまま、または所望に
より制限酵素で消化したり、リンカーを付加したりして使用することができる。該ＤＮＡ
はその５’末端側に翻訳開始コドンとしてのＡＴＧを有し、また３’末端側には翻訳終止
コドンとしてのＴＡＡ、ＴＧＡまたはＴＡＧを有していてもよい。これらの翻訳開始コド
ンや翻訳終止コドンは、適当な合成ＤＮＡアダプターを用いて付加することもできる。
　ＧＰＲ３９の発現ベクターは、例えば、（イ）ＧＰＲ３９をコードするＤＮＡから目的
とするＤＮＡ断片を切り出し、（ロ）該ＤＮＡ断片を適当な発現ベクター中のプロモータ
ーの下流に連結することにより製造することができる。
【００２９】
　ベクターとしては、大腸菌由来のプラスミド（例、ｐＢＲ３２２、ｐＢＲ３２５、ｐＵ
Ｃ１２、ｐＵＣ１３）、枯草菌由来のプラスミド（例、ｐＵＢ１１０、ｐＴＰ５、ｐＣ１
９４）、酵母由来プラスミド（例、ｐＳＨ１９、ｐＳＨ１５）、λファージなどのバクテ
リオファージ、レトロウイルス、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、ｐｃＤＮＡ
Ｉ／Ｎｅｏなどが用いられる。
　本発明で用いられるプロモーターとしては、遺伝子の発現に用いる宿主に対応して適切
なプロモーターであればいかなるものでもよい。例えば、動物細胞を宿主として用いる場
合は、ＳＲαプロモーター、ＳＶ４０プロモーター、ＬＴＲプロモーター、ＣＭＶ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、ｒｅ
ｃＡプロモーター、λＰＬプロモーター、ｌｐｐプロモーターなどが、宿主がバチルス属
菌である場合は、ＳＰＯ１プロモーター、ＳＰＯ２プロモーター、ｐｅｎＰプロモーター
など、宿主が酵母である場合は、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。
【００３０】
　発現ベクターには、以上の他に、所望によりエンハンサー、スプライシングシグナル、
ポリＡ付加シグナル、選択マーカー、ＳＶ４０複製オリジン（以下、ＳＶ４０ｏｒｉと略
称する場合がある）などを含有しているものを用いることができる。選択マーカーとして
は、例えば、ジヒドロ葉酸還元酵素（以下、ｄｈｆｒと略称する場合がある）遺伝子〔メ
ソトレキセート（ＭＴＸ）耐性〕、アンピシリン耐性遺伝子（以下、Ａｍｐｒと略称する
場合がある）、ネオマイシン耐性遺伝子（以下、Ｎｅｏｒと略称する場合がある、Ｇ４１
８耐性）等が挙げられる。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、本発明のレセプター蛋白質の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、Ｏｍ
ｐＡ・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
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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ＧＰＲ３９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。
【００３１】
　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(１９
６８)〕，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・ズブチルス（Bacillus subtilis）ＭＩ１
１４〔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）
ＡＨ２２，ＡＨ２２Ｒ－，ＮＡ８７－１１Ａ，ＤＫＤ－５Ｄ、２０Ｂ－１２、シゾサッカ
ロマイセス　ポンベ（Schizosaccharomyces pombe）ＮＣＹＣ１９１３，ＮＣＹＣ２０３
６、ピキア　パストリス（Pichia pastoris）などが用いられる。
【００３２】
　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Estigmena acrea由来の細胞などが用いられる。ウイルスがＢｍＮＰＶの場合は、蚕由
来株化細胞（Bombyx mori N；ＢｍＮ細胞）などが用いられる。該Ｓｆ細胞としては、例
えば、Ｓｆ９細胞（ATCC CRL1711）、Ｓｆ２１細胞（以上、Vaughn, J.L.ら、イン・ヴィ
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)〕。
　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－２
０、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。
【００３３】
　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（１９
８２）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 E
nzymology），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
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. 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/Techno
logy），６，４７－５５（１９８８）などに記載の方法に従って行なうことができる。
　動物細胞を形質転換するには、例えば、細胞工学別冊８新細胞工学実験プロトコール．
２６３－２６７（１９９５）（秀潤社発行）、ヴィロロジー（Virology），５２巻，４５
６(１９７３)に記載の方法に従って行なうことができる。
　このようにして、ＧＰＲ３９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。
【００３４】
　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－
４３３，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〔B
itter, 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，５３３
０（１９８４）〕が挙げられる。培地のｐＨは約５～８に調整するのが好ましい。培養は
通常約２０～３５℃で約２４～７２時間行ない、必要に応じて通気や撹拌を加える。
【００３５】
　宿主が昆虫細胞または昆虫である形質転換体を培養する際、培地としては、Grace's In
sect Medium（Grace, T.C.C., ネイチャー（Nature）, 195, 788(1962)）に非動化した１
０％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 
１６４０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（Th
e Journal of the American Medical Association）１９９巻，５１９(１９６７)〕，１
９９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(１
９５０)〕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～
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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ＧＰＲ３９を生成せし
めることができる。
【００３６】
　上記培養物からＧＰＲ３９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。
　ＧＰＲ３９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ＧＰＲ
３９の粗抽出液を得る方法などが適宜用いられる。緩衝液の中に尿素や塩酸グアニジンな
どの蛋白質変性剤や、トリトンＸ－１００ＴＭなどの界面活性剤が含まれていてもよい。
培養液中にＧＰＲ３９が分泌される場合には、培養終了後、それ自体公知の方法で菌体あ
るいは細胞と上清とを分離し、上清を集める。
　このようにして得られた培養上清、あるいは抽出液中に含まれるＧＰＲ３９の精製は、
自体公知の分離・精製法を適切に組み合わせて行なうことができる。これらの公知の分離
、精製法としては、塩析や溶媒沈澱法などの溶解度を利用する方法、透析法、限外ろ過法
、ゲルろ過法、およびＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動法などの主として分子量
の差を利用する方法、イオン交換クロマトグラフィーなどの荷電の差を利用する方法、ア
フィニティークロマトグラフィーなどの特異的新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。
【００３７】
　かくして得られるＧＰＲ３９が遊離体で得られた場合には、自体公知の方法あるいはそ
れに準じる方法によって塩に変換することができ、逆に塩で得られた場合には自体公知の
方法あるいはそれに準じる方法により、遊離体または他の塩に変換することができる。
　なお、組換え体が産生するＧＰＲ３９を、精製前または精製後に適当な蛋白修飾酵素を
作用させることにより、任意に修飾を加えたり、ポリペプチドを部分的に除去することも
できる。蛋白修飾酵素としては、例えば、トリプシン、キモトリプシン、アルギニルエン
ドペプチダーゼ、プロテインキナーゼ、グリコシダーゼなどが用いられる。
　かくして生成するＧＰＲ３９の活性は、標識したリガン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。
【００３８】
　ＧＰＲ３９に対する抗体は、ＧＰＲ３９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。
　ＧＰＲ３９に対する抗体は、ＧＰＲ３９を抗原として用い、自体公知の抗体または抗血
清の製造法に従って製造することができる。
【００３９】
　〔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
　ＧＰＲ３９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、後記の標識化レセプター蛋白質と抗血清とを反応させたのち、抗体に結合した標
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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、４９５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）やセンダイウイルスなどが挙げられるが、好ましくはＰＥＧが用いられる
。
　骨髄腫細胞としては、例えば、ＮＳ－１、Ｐ３Ｕ１、ＳＰ２／０などが挙げられるが、
Ｐ３Ｕ１が好ましく用いられる。用いられる抗体産生細胞（脾臓細胞）数と骨髄腫細胞数
との好ましい比率は１：１～２０：１程度であり、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。
【００４０】
　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、レセプター蛋白質の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レセプター蛋白質を加
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、自体公知あるいはそれに準じる方法に従って行なうこと
ができるが、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１０～２０％の牛胎児血清を含むＲＰＭＩ １６４０培地、１～１０％の牛胎児血清
を含む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（ＳＦ
Ｍ－１０１、日水製薬（株））などを用いることができる。培養温度は、通常２０～４０
℃、好ましくは約３７℃である。培養時間は、通常５日～３週間、好ましくは１週間～２
週間である。培養は、通常５％炭酸ガス下で行なうことができる。ハイブリドーマ培養上
清の抗体価は、上記の抗血清中の抗体価の測定と同様にして測定できる。
【００４１】
　（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。
【００４２】
　〔ポリクローナル抗体の作製〕
　本発明のポリクローナル抗体は、それ自体公知あるいはそれに準じる方法にしたがって
製造することができる。例えば、免疫抗原（ＧＰＲ３９抗原）とキャリアー蛋白質との複
合体をつくり、上記のモノクローナル抗体の製造法と同様に哺乳動物に免疫を行ない、該
免疫動物からＧＰＲ３９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蛋白質との複合体に関し、
キャリアー蛋白質の種類およびキャリアーとハプテンとの混合比は、キャリアーに架橋さ
せて免疫したハプテンに対して抗体が効率良くできれば、どの様なものをどの様な比率で
架橋させてもよいが、例えば、ウシ血清アルブミン、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。
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　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。
【００４３】
　ＧＰＲ３９のリガンドは、イオン化可能な金属元素またはその塩である。
　イオン化可能な金属元素としては、例えば、亜鉛、銅、ニッケル、カドミウムなどが挙
げられる。
　これらの金属元素の塩としては、例えば、塩酸、硫酸、硝酸、酢酸などの酸との塩が用
いられ、具体的には、塩化カドミウム、塩化亜鉛、酢酸亜鉛、塩化銅、硫酸銅、塩化ニッ
ケル、硫酸ニッケルなどが好ましく、特に塩化カドミウム、塩化亜鉛、塩化銅、塩化ニッ
ケルが好ましい。
　また、本願明細書においては、イオン化可能な金属元素には、（１）イオン状態の金属
元素（例、亜鉛イオン、銅イオン、ニッケルイオン、カドミウムイオン）、（２）イオン
化可能な金属元素を含む化合物（例、酸化亜鉛、酸化銅、酸化ニッケル、酸化カドミウム
などの酸化物など）なども含まれる。
　以下、明細書中では、カドミウム、亜鉛、銅およびニッケルなどのイオン化可能な金属
元素またはその塩を単に「金属元素」と略記する。
　ＧＰＲ３９、ＧＰＲ３９をコードするＤＮＡ（以下、本発明のＤＮＡと略記する場合が
ある）、ＧＰＲ３９に対する抗体（以下、本発明の抗体と略記する場合がある）、本発明
のＤＮＡに対するアンチセンスＤＮＡ（以下、本発明のアンチセンスＤＮＡと略記する場
合がある）は、以下の用途を有している。
【００４４】
（１）ＧＰＲ３９の機能不全に関連する疾患の予防・治療剤
　ａ）ＧＰＲ３９またはｂ）ＧＰＲ３９をコードするＤＮＡを、ＧＰＲ３９の機能不全に
関連する疾患の予防・治療剤などの医薬として使用することができる。
　例えば、生体内においてＧＰＲ３９が減少しているために、リガンドである金属元素の
生理作用が期待できない（ＧＰＲ３９の欠乏症）患者がいる場合に、ａ）ＧＰＲ３９を該
患者に投与し、該ＧＰＲ３９の量を補充したり、ｂ）（イ）ＧＰＲ３９をコードするＤＮ
Ａを該患者に投与し発現させることによって、または（ロ）対象となる細胞にＧＰＲ３９
をコードするＤＮＡを挿入し発現させた後に、該細胞を該患者に移植することなどによっ
て、患者の体内におけるＧＰＲ３９の量を増加させ、リガンドの作用を充分に発揮させる
ことができる。すなわち、ＧＰＲ３９をコードするＤＮＡは、安全で低毒性なＧＰＲ３９
の機能不全に関連する疾患の予防・治療剤として有用である。
　具体的には、ＧＰＲ３９または本発明のＤＮＡは、例えば、発育不良、傷、火傷、冷え
性、学習能力の低下、性機能低下、味覚障害、嗅覚障害、前立腺肥大、動脈硬化、心筋梗
塞、脳卒中、肝硬変、コレステロール蓄積、感染への抵抗力低下、痛風、癌、難産、糖尿
病、シミ、貧血、脱毛、呼吸障害、消化障害、心臓障害、白髪、むくみ、しわ、たるみ、
甲状腺機能低下、鬱、月経不順、糖尿病などによる膀胱知覚の低下に基づく低緊張膀胱、
骨盤内臓の外科的手術後の膀胱知覚麻痺による低緊張膀胱などの金属欠乏症などの予防・
治療剤、またはサイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌促進剤として使用することができる。
　ＧＰＲ３９を上記予防・治療剤として使用する場合は、常套手段に従って製剤化するこ
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とができる。
　一方、本発明のＤＮＡを上記予防・治療剤として使用する場合は、本発明のＤＮＡを単
独あるいはレトロウイルスベクター、アデノウイルスベクター、アデノウイルスアソシエ
ーテッドウイルスベクターなどの適当なベクターに挿入した後、常套手段に従って実施す
ることができる。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とと
もに、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。
　例えば、ａ）ＧＰＲ３９またはｂ）本発明のＤＮＡは、必要に応じて糖衣を施した錠剤
、カプセル剤、エリキシル剤、マイクロカプセル剤などとして経口的に、あるいは水もし
くはそれ以外の薬学的に許容し得る液との無菌性溶液、または懸濁液剤などの注射剤の形
で非経口的に使用できる。例えば、ａ）ＧＰＲ３９またはｂ）本発明のＤＮＡを生理学的
に認められる公知の担体、香味剤、賦形剤、ベヒクル、防腐剤、安定剤、結合剤などとと
もに一般に認められた製剤実施に要求される単位用量形態で混和することによって製造す
ることができる。これら製剤における有効成分量は指示された範囲の適当な容量が得られ
るようにするものである。
【００４５】
　錠剤、カプセル剤などに混和することができる添加剤としては、例えば、ゼラチン、コ
ーンスターチ、トラガント、アラビアゴムのような結合剤、結晶性セルロースのような賦
形剤、コーンスターチ、ゼラチン、アルギン酸などのような膨化剤、ステアリン酸マグネ
シウムのような潤滑剤、ショ糖、乳糖またはサッカリンのような甘味剤、ペパーミント、
アカモノ油またはチェリーのような香味剤などが用いられる。調剤単位形態がカプセルで
ある場合には、上記タイプの材料にさらに油脂のような液状担体を含有することができる
。注射のための無菌組成物は注射用水のようなベヒクル中の活性物質、胡麻油、椰子油な
どのような天然産出植物油などを溶解または懸濁させるなどの通常の製剤実施に従って処
方することができる。注射用の水性液としては、例えば、生理食塩水、ブドウ糖やその他
の補助薬を含む等張液（例えば、Ｄ－ソルビトール、Ｄ－マンニトール、塩化ナトリウム
など）などが用いられ、適当な溶解補助剤、例えば、アルコール（例、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）、非イオン性界面
活性剤（例、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、例えば、ゴマ油、大豆油などが用いられ、溶解補助剤である安息香酸ベンジル、
ベンジルアルコールなどと併用してもよい。
【００４６】
　また、上記予防・治療剤は、例えば、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。
　このようにして得られる製剤は安全で低毒性であるので、例えば、ヒトや哺乳動物（例
えば、ラット、マウス、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ネコ、イヌ、サルなど）に対して
投与することができる。
　ＧＰＲ３９の投与量は、投与対象、対象臓器、症状、投与方法などにより差異はあるが
、経口投与の場合、一般的に例えば、癌患者（体重６０ｋｇとして）においては、一日に
つき約０.１～１００ｍｇ、好ましくは約１．０～５０ｍｇ、より好ましくは約１．０～
２０ｍｇ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、例えば、注射剤の形では通常例えば、癌患者（体
重６０ｋｇとして）においては、一日につき約０．０１～３０ｍｇ程度、好ましくは約０
．１～２０ｍｇ程度、より好ましくは約０．１～１０ｍｇ程度を静脈注射により投与する
のが好都合である。他の動物の場合も、体重６０ｋｇ当たりに換算した量を投与すること
ができる。
　本発明のＤＮＡの投与量は、投与対象、対象臓器、症状、投与方法などにより差異はあ
るが、経口投与の場合、一般的に例えば、癌患者（体重６０ｋｇとして）においては、一
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日につき約０.１～１００ｍｇ、好ましくは約１．０～５０ｍｇ、より好ましくは約１．
０～２０ｍｇ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、例えば、注射剤の形では通常例えば、癌患者
（体重６０ｋｇとして）においては、一日につき約０．０１～３０ｍｇ程度、好ましくは
約０．１～２０ｍｇ程度、より好ましくは約０．１～１０ｍｇ程度を静脈注射により投与
するのが好都合である。他の動物の場合も、体重６０ｋｇ当たりに換算した量を投与する
ことができる。
【００４７】
（２）遺伝子診断剤
　本発明のＤＮＡおよびアンチセンスＤＮＡは、プローブとして使用することにより、ヒ
トまたは哺乳動物（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）におけるＧＰＲ３９またはその部分ペプチドをコードするＤＮＡまたはｍＲ
ＮＡの異常（遺伝子異常）を検出することができるので、例えば、該ＤＮＡまたはｍＲＮ
Ａの損傷、突然変異あるいは発現低下や、該ＤＮＡまたはｍＲＮＡの増加あるいは発現過
多などの遺伝子診断剤として有用である。
　本発明のＤＮＡまたはアンチセンスＤＮＡを用いる上記の遺伝子診断は、例えば、自体
公知のノーザンハイブリダイゼーションやＰＣＲ－ＳＳＣＰ法（ゲノミックス（Genomics
），第５巻，８７４～８７９頁（１９８９年）、プロシージングズ・オブ・ザ・ナショナ
ル・アカデミー・オブ・サイエンシイズ・オブ・ユーエスエー（Proceedings of the Nat
ional Academy of Sciences of the United States of America），第８６巻，２７６６
～２７７０頁（１９８９年））などにより実施することができる。
　例えば、ノーザンハイブリダイゼーションによりＧＰＲ３９の発現低下または発現過剰
が検出された場合は、例えば、ＧＰＲ３９の機能不全または過剰作用に関連する疾患であ
る可能性が高い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。
　ＧＰＲ３９の機能不全に関連する疾患としては、例えば、発育不良、傷、火傷、冷え性
、学習能力の低下、性機能低下、味覚障害、嗅覚障害、前立腺肥大、動脈硬化、心筋梗塞
、脳卒中、肝硬変、コレステロール蓄積、感染への抵抗力低下、痛風、癌、難産、糖尿病
、シミ、貧血、脱毛、呼吸障害、消化障害、心臓障害、白髪、むくみ、しわ、たるみ、甲
状腺機能低下、鬱、月経不順、糖尿病などによる膀胱知覚の低下に基づく低緊張膀胱、骨
盤内臓の外科的手術後の膀胱知覚麻痺による低緊張膀胱などの金属欠乏症などが挙げられ
る。
　ＧＰＲ３９の過剰作用に関連する疾患としては、例えば、腎機能障害、肺機能障害、ア
レルギー皮膚炎、知覚神経障害、ウイルソン病、過活動膀胱による頻尿、夜間頻尿、間質
性膀胱炎を含む膀胱炎による頻尿、前立腺肥大症による頻尿、尿失禁、尿意切迫感、骨盤
内臓痛、性交痛、膀胱刺激症状、尿路結石によって起こる種々の障害などの金属過剰症、
または炎症性疾患（例、神経障害、大血管障害などの糖尿病性合併症；潰瘍性大腸炎など
の炎症性腸疾患；膀胱炎；過敏性腸症候群；神経痛）、アレルギー性疾患（例、喘息、ア
トピー性皮膚炎、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ））などが挙げられる。
【００４８】
（３）ＧＰＲ３９の発現量を変化させる化合物またはその塩を含有する医薬
　本発明のＤＮＡは、プローブとして用いることにより、ＧＰＲ３９の発現量を変化させ
る化合物またはその塩のスクリーニングに用いることができる。
　すなわち、本発明は、例えば、（ｉ）非ヒト哺乳動物のａ）血液、ｂ）特定の臓器、ｃ
）臓器から単離した組織もしくは細胞、または（ii）形質転換体等に含まれるＧＰＲ３９
のｍＲＮＡ量を測定することによる、ＧＰＲ３９の発現量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。
【００４９】
　ＧＰＲ３９のｍＲＮＡ量の測定は具体的には以下のようにして行なう。
　（ｉ）正常あるいは疾患モデル非ヒト哺乳動物（例えば、マウス、ラット、ウサギ、ヒ
ツジ、ブタ、ウシ、ネコ、イヌ、サルなど、より具体的には免疫不全モデルラット、マウ
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ス、ウサギなど）に対して、薬剤（例えば、免疫調節薬など）あるいは物理的ストレス（
例えば、浸水ストレス、電気ショック、明暗、低温など）などを与え、一定時間経過した
後に、血液、あるいは特定の臓器（例えば、脳、肝臓、腎臓など）、または臓器から単離
した組織、あるいは細胞を得る。
　得られた細胞に含まれるＧＰＲ３９のｍＲＮＡは、例えば、通常の方法により細胞等か
らｍＲＮＡを抽出し、例えば、ＴａｑＭａｎ　ＰＣＲなどの手法を用いることにより定量
することができ、自体公知の手段によりノーザンブロットを行うことにより解析すること
もできる。
　（ii）ＧＰＲ３９を発現する形質転換体を上記の方法に従い作製し、該形質転換体に含
まれるＧＰＲ３９のｍＲＮＡを同様にして定量、解析することができる。
【００５０】
　ＧＰＲ３９の発現量を変化させる化合物またはその塩のスクリーニングは、
　（ｉ）正常あるいは疾患モデル非ヒト哺乳動物に対して、薬剤あるいは物理的ストレス
などを与える一定時間前（３０分前～２４時間前、好ましくは３０分前～１２時間前、よ
り好ましくは１時間前～６時間前）もしくは一定時間後（３０分後～３日後、好ましくは
１時間後～２日後、より好ましくは１時間後～２４時間後）、または薬剤あるいは物理的
ストレスと同時に試験化合物を投与し、投与後一定時間経過後（３０分後～３日後、好ま
しくは１時間後～２日後、より好ましくは１時間後～２４時間後）、細胞に含まれるＧＰ
Ｒ３９のｍＲＮＡ量を定量、解析することにより行なうことができ、
　（ii）形質転換体を常法に従い培養する際に試験化合物を培地中に混合させ、一定時間
培養後（１日後～７日後、好ましくは１日後～３日後、より好ましくは２日後～３日後）
、該形質転換体に含まれるＧＰＲ３９のｍＲＮＡ量を定量、解析することにより行なうこ
とができる。
　試験化合物としては、例えば、ペプチド、蛋白質、非ペプチド性化合物、合成化合物、
発酵生産物、細胞抽出液、植物抽出液、動物組織抽出液、血漿などが用いられ、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。
　試験化合物は塩を形成していてもよく、試験化合物の塩としては、生理学的に許容され
る酸（例、無機酸など）や塩基（例、有機酸など）などとの塩が用いられ、とりわけ生理
学的に許容される酸付加塩が好ましい。この様な塩としては、例えば、無機酸（例えば、
塩酸、リン酸、臭化水素酸、硫酸など）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など）との塩などが用いられる。
【００５１】
　本発明のスクリーニング方法を用いて得られる化合物は、ＧＰＲ３９の発現量を変化さ
せる作用を有する化合物であり、具体的には、（イ）ＧＰＲ３９の発現量を増加させるこ
とにより、ＧＰＲ３９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、細胞内蛋白質のリン酸化、ｃ－ｆｏｓの活性化、ｐＨの低
下などを促進する活性または抑制する活性、サイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌促進作用
など、特に細胞内Ｃａ２＋濃度上昇活性（細胞内Ｃａ２＋遊離活性）、サイトカイン（例
、ＩＬ－８）分泌促進作用）を増強させる化合物、（ロ）ＧＰＲ３９の発現量を減少させ
ることにより、該細胞刺激活性を減弱させる化合物である。
　本発明のスクリーニング方法を用いて得られる化合物としては、ペプチド、蛋白質、非
ペプチド性化合物、合成化合物、発酵生産物などが挙げられ、これら化合物は新規な化合
物であってもよいし、公知の化合物であってもよい。
　本発明のスクリーニング方法を用いて得られる化合物の塩としては、生理学的に許容さ
れる酸（例、無機酸など）や塩基（例、有機酸など）などとの塩が用いられ、とりわけ生
理学的に許容される酸付加塩が好ましい。この様な塩としては、例えば、無機酸（例えば
、塩酸、リン酸、臭化水素酸、硫酸など）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
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、安息香酸、メタンスルホン酸、ベンゼンスルホン酸など）との塩などが用いられる。
　ＧＰＲ３９のリガンドは、カドミウム、亜鉛、銅およびニッケルなどのイオン化可能な
金属元素またはその塩である。
　したがって、上記スクリーニング方法で得られるＧＰＲ３９の発現量を変化させる化合
物またはその塩は、ＧＰＲ３９の機能不全に関連する疾患（例、発育不良、傷、火傷、冷
え性、学習能力の低下、性機能低下、味覚障害、嗅覚障害、前立腺肥大、動脈硬化、心筋
梗塞、脳卒中、肝硬変、コレステロール蓄積、感染への抵抗力低下、痛風、癌、難産、糖
尿病、シミ、貧血、脱毛、呼吸障害、消化障害、心臓障害、白髪、むくみ、しわ、たるみ
、甲状腺機能低下、鬱、月経不順、糖尿病などによる膀胱知覚の低下に基づく低緊張膀胱
、骨盤内臓の外科的手術後の膀胱知覚麻痺による低緊張膀胱などの金属欠乏症）または過
剰作用に関連する疾患（例、腎機能障害、肺機能障害、アレルギー皮膚炎、知覚神経障害
、ウイルソン病、過活動膀胱による頻尿、夜間頻尿、間質性膀胱炎を含む膀胱炎による頻
尿、前立腺肥大症による頻尿、尿失禁、尿意切迫感、骨盤内臓痛、性交痛、膀胱刺激症状
、尿路結石によって起こる種々の障害などの金属過剰症）の予防・治療剤、サイトカイン
（例、ＩＬ－８）分泌調節剤、または炎症性疾患（例、神経障害、大血管障害などの糖尿
病性合併症；潰瘍性大腸炎などの炎症性腸疾患；膀胱炎；過敏性腸症候群；神経痛）、ア
レルギー性疾患（例、喘息、アトピー性皮膚炎、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ））などの
予防・治療剤として用いることができる。
　具体的には、ＧＰＲ３９の発現量を増加させる化合物またはその塩は、例えば、発育不
良、傷、火傷、冷え性、学習能力の低下、性機能低下、味覚障害、嗅覚障害、前立腺肥大
、動脈硬化、心筋梗塞、脳卒中、肝硬変、コレステロール蓄積、感染への抵抗力低下、痛
風、癌、難産、糖尿病、シミ、貧血、脱毛、呼吸障害、消化障害、心臓障害、白髪、むく
み、しわ、たるみ、甲状腺機能低下、鬱、月経不順、糖尿病などによる膀胱知覚の低下に
基づく低緊張膀胱、骨盤内臓の外科的手術後の膀胱知覚麻痺による低緊張膀胱などの金属
欠乏症などの予防・治療剤、またはサイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌促進剤として用い
ることができる。
　一方、ＧＰＲ３９の発現量を減少させる化合物またはその塩は、例えば、腎機能障害、
肺機能障害、アレルギー皮膚炎、知覚神経障害、ウイルソン病、過活動膀胱による頻尿、
夜間頻尿、間質性膀胱炎を含む膀胱炎による頻尿、前立腺肥大症による頻尿、尿失禁、尿
意切迫感、骨盤内臓痛、性交痛、膀胱刺激症状、尿路結石によって起こる種々の障害など
の金属過剰症などの予防・治療剤、サイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌抑制剤、または炎
症性疾患（例、神経障害、大血管障害などの糖尿病性合併症；潰瘍性大腸炎などの炎症性
腸疾患；膀胱炎；過敏性腸症候群；神経痛）、アレルギー性疾患（例、喘息、アトピー性
皮膚炎、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ））などの予防・治療剤として用いることができる
。
【００５２】
　本発明のスクリーニング方法を用いて得られる化合物またはその塩を医薬組成物として
使用する場合、常套手段に従って製剤化することができる。
　例えば、該化合物またはその塩は、必要に応じて糖衣を施した錠剤、カプセル剤、エリ
キシル剤、マイクロカプセル剤などとして経口的に、あるいは水もしくはそれ以外の薬学
的に許容し得る液との無菌性溶液、または懸濁液剤などの注射剤の形で非経口的に使用で
きる。例えば、該化合物またはその塩を生理学的に認められる公知の担体、香味剤、賦形
剤、ベヒクル、防腐剤、安定剤、結合剤などとともに一般に認められた製剤実施に要求さ
れる単位用量形態で混和することによって製造することができる。これら製剤における有
効成分量は指示された範囲の適当な容量が得られるようにするものである。
　錠剤、カプセル剤などに混和することができる添加剤としては、例えば、ゼラチン、コ
ーンスターチ、トラガント、アラビアゴムのような結合剤、結晶性セルロースのような賦
形剤、コーンスターチ、ゼラチン、アルギン酸などのような膨化剤、ステアリン酸マグネ
シウムのような潤滑剤、ショ糖、乳糖またはサッカリンのような甘味剤、ペパーミント、
アカモノ油またはチェリーのような香味剤などが用いられる。調剤単位形態がカプセルで
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ある場合には、上記タイプの材料にさらに油脂のような液状担体を含有することができる
。注射のための無菌組成物は注射用水のようなベヒクル中の活性物質、胡麻油、椰子油な
どのような天然産出植物油などを溶解または懸濁させるなどの通常の製剤実施に従って処
方することができる。注射用の水性液としては、例えば、生理食塩水、ブドウ糖やその他
の補助薬を含む等張液（例えば、Ｄ－ソルビトール、Ｄ－マンニトール、塩化ナトリウム
など）などが用いられ、適当な溶解補助剤、例えば、アルコール（例、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）、非イオン性界面
活性剤（例、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、例えば、ゴマ油、大豆油などが用いられ、溶解補助剤である安息香酸ベンジル、
ベンジルアルコールなどと併用してもよい。
【００５３】
　また、上記予防・治療剤は、例えば、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。
　このようにして得られる製剤は安全で低毒性であるので、例えば、ヒトや哺乳動物（例
えば、ラット、マウス、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ネコ、イヌ、サルなど）に対して
投与することができる。
　該化合物またはその塩の投与量は、投与対象、対象臓器、症状、投与方法などにより差
異はあるが、経口投与の場合、一般的に例えば、癌患者（体重６０ｋｇとして）において
は、一日につきＧＰＲ３９の発現量を増加させる化合物またはその塩を約０.１～１００
ｍｇ、好ましくは約１．０～５０ｍｇ、より好ましくは約１．０～２０ｍｇ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、例えば、注射剤の形では通常例えば、癌患者（体重６０ｋｇとして）に
おいては、一日につきＧＰＲ３９の発現量を増加させる化合物またはその塩を約０．０１
～３０ｍｇ程度、好ましくは約０．１～２０ｍｇ程度、より好ましくは約０．１～１０ｍ
ｇ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、体重６０ｋｇ当
たりに換算した量を投与することができる。
【００５４】
（４）本発明の抗体を用いる診断方法
　本発明の抗体は、ＧＰＲ３９を特異的に認識することができるので、被検液中のＧＰＲ
３９の検出や中和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ＧＰＲ３９とを競合的に反応させ、該
抗体に結合した標識化されたＧＰＲ３９の割合を測定することを特徴とする被検液中のＧ
ＰＲ３９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ＧＰＲ３９の定量法を提供する。
【００５５】
　上記（ii）の定量法においては、一方の抗体がＧＰＲ３９のＮ端部を認識する抗体で、
他方の抗体がＧＰＲ３９のＣ端部に反応する抗体であることが望ましい。
　また、ＧＰＲ３９に対するモノクローナル抗体を用いてＧＰＲ３９の定量を行うことが
できるほか、組織染色等による検出を行なうこともできる。これらの目的には、抗体分子
そのものを用いてもよく、また、抗体分子のＦ(ａｂ')２、Ｆａｂ'、あるいはＦａｂ画分
を用いてもよい。
　本発明の抗体を用いるＧＰＲ３９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、ＧＰＲ３９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
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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。
【００５６】
　標識物質を用いる測定法に用いられる標識剤としては、例えば、放射性同位元素、酵素
、蛍光物質、発光物質などが用いられる。放射性同位元素としては、例えば、〔１２５Ｉ
〕、〔１３１Ｉ〕、〔３Ｈ〕、〔１４Ｃ〕などが用いられる。上記酵素としては、安定で
比活性の大きなものが好ましく、例えば、β－ガラクトシダーゼ、β－グルコシダーゼ、
アルカリフォスファターゼ、パーオキシダーゼ、リンゴ酸脱水素酵素などが用いられる。
蛍光物質としては、例えば、フルオレスカミン、フルオレッセンイソチオシアネートなど
が用いられる。発光物質としては、例えば、ルミノール、ルミノール誘導体、ルシフェリ
ン、ルシゲニンなどが用いられる。さらに、抗体あるいは抗原と標識剤との結合にビオチ
ン－アビジン系を用いることもできる。
　抗原あるいは抗体の不溶化に当っては、物理吸着を用いてもよく、また通常ＧＰＲ３９
あるいは酵素等を不溶化、固定化するのに用いられる化学結合を用いる方法でもよい。担
体としては、アガロース、デキストラン、セルロースなどの不溶性多糖類、ポリスチレン
、ポリアクリルアミド、シリコン等の合成樹脂、あるいはガラス等があげられる。
　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ＧＰＲ３９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。
【００５７】
　本発明のサンドイッチ法によるＧＰＲ３９の測定法においては、１次反応と２次反応に
用いられる本発明のモノクローナル抗体は、ＧＰＲ３９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、ＧＰＲ３９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。
　本発明のモノクローナル抗体をサンドイッチ法以外の測定システム、例えば、競合法、
イムノメトリック法あるいはネフロメトリーなどに用いることができる。
　競合法では、被検液中の抗原と標識抗原とを抗体に対して競合的に反応させたのち、未
反応の標識抗原(Ｆ）と、抗体と結合した標識抗原（Ｂ）とを分離し（Ｂ／Ｆ分離）、Ｂ
，Ｆいずれかの標識量を測定し、被検液中の抗原量を定量する。本反応法には、抗体とし
て可溶性抗体を用い、Ｂ／Ｆ分離をポリエチレングリコール、前記抗体に対する第２抗体
などを用いる液相法、および、第１抗体として固相化抗体を用いるか、あるいは、第１抗
体は可溶性のものを用い第２抗体として固相化抗体を用いる固相化法とが用いられる。
　イムノメトリック法では、被検液中の抗原と固相化抗原とを一定量の標識化抗体に対し
て競合反応させた後固相と液相を分離するか、あるいは、被検液中の抗原と過剰量の標識
化抗体とを反応させ、次に固相化抗原を加え未反応の標識化抗体を固相に結合させたのち
、固相と液相を分離する。次に、いずれかの相の標識量を測定し被検液中の抗原量を定量
する。
　また、ネフロメトリーでは、ゲル内あるいは溶液中で抗原抗体反応の結果生じた不溶性
の沈降物の量を測定する。被検液中の抗原量が僅かであり、少量の沈降物しか得られない
場合にもレーザーの散乱を利用するレーザーネフロメトリーなどが好適に用いられる。
　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ＧＰＲ３９の測定系を構築すればよい。これらの一般的な技
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術手段の詳細については、総説、成書などを参照することができる。
　例えば、入江　寛編「ラジオイムノアッセイ」（講談社、昭和４９年発行）、入江　寛
編「続ラジオイムノアッセイ」（講談社、昭和５４年発行）、石川栄治ら編「酵素免疫測
定法」（医学書院、昭和５３年発行）、石川栄治ら編「酵素免疫測定法」（第２版）（医
学書院、昭和５７年発行）、石川栄治ら編「酵素免疫測定法」（第３版）（医学書院、昭
和６２年発行）、「Methods in ENZYMOLOGY」 Vol. 70(Immunochemical Techniques(Part
 A))、 同書 Vol. 73(Immunochemical Techniques(Part B))、 同書 Vol. 74(Immunochem
ical Techniques(Part C))、 同書 Vol. 84(Immunochemical Techniques(Part D : Selec
ted Immunoassays))、 同書 Vol. 92(Immunochemical Techniques(Part E : Monoclonal 
Antibodies and General Immunoassay Methods))、 同書 Vol. 121(Immunochemical Tech
niques(Part I : Hybridoma Technology and Monoclonal Antibodies))(以上、アカデミ
ックプレス社発行)などを参照することができる。
　以上のようにして、本発明の抗体を用いることによって、ＧＰＲ３９を感度良く定量す
ることができる。
【００５８】
　さらには、本発明の抗体を用いてＧＰＲ３９の濃度を定量することによって、ＧＰＲ３
９の濃度の減少が検出された場合、例えば、ＧＰＲ３９の機能不全に関連する疾患である
、または将来罹患する可能性が高いと診断することができる。
　また、ＧＰＲ３９の濃度の増加が検出された場合には、例えば、ＧＰＲ３９の過剰作用
に起因する疾患である、または将来罹患する可能性が高いと診断することができる。
　ＧＰＲ３９の機能不全に関連する疾患としては、例えば、発育不良、傷、火傷、冷え性
、学習能力の低下、性機能低下、味覚障害、嗅覚障害、前立腺肥大、動脈硬化、心筋梗塞
、脳卒中、肝硬変、コレステロール蓄積、感染への抵抗力低下、痛風、癌、難産、糖尿病
、シミ、貧血、脱毛、呼吸障害、消化障害、心臓障害、白髪、むくみ、しわ、たるみ、甲
状腺機能低下、鬱、月経不順、糖尿病などによる膀胱知覚の低下に基づく低緊張膀胱、骨
盤内臓の外科的手術後の膀胱知覚麻痺による低緊張膀胱などの金属欠乏症などが挙げられ
る。
　ＧＰＲ３９の過剰作用に関連する疾患としては、例えば、腎機能障害、肺機能障害、ア
レルギー皮膚炎、知覚神経障害、ウイルソン病、過活動膀胱による頻尿、夜間頻尿、間質
性膀胱炎を含む膀胱炎による頻尿、前立腺肥大症による頻尿、尿失禁、尿意切迫感、骨盤
内臓痛、性交痛、膀胱刺激症状、尿路結石によって起こる種々の障害などの金属過剰症、
または炎症性疾患（例、神経障害、大血管障害などの糖尿病性合併症；潰瘍性大腸炎など
の炎症性腸疾患；膀胱炎；過敏性腸症候群；神経痛）、アレルギー性疾患（例、喘息、ア
トピー性皮膚炎、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ））などが挙げられる。
【００５９】
（５）ＧＰＲ３９に対するアゴニストのスクリーニング方法
　リガンドである特定の金属元素がＧＰＲ３９に結合することによって、細胞内Ｃａ２＋

濃度の上昇やＩＬ－８分泌促進が見られることから、ＧＰＲ３９は、この細胞内シグナル
を指標としてＧＰＲ３９に対する前記の金属元素以外のアゴニスト（天然リガンド、合成
リガンド、元素を含む）を探索し、または決定するための試薬として有用である。
　すなわち、本発明は、試験化合物もしくは元素またはその塩をＧＰＲ３９を含有する細
胞に接触させた場合における、ＧＰＲ３９を介した細胞内Ｃａ２＋濃度上昇活性またはＩ
Ｌ－８分泌促進作用を測定することを特徴とするＧＰＲ３９に対するアゴニストの決定方
法を提供する。
　試験化合物としては、公知のリガンド（例えば、アンギオテンシン、ボンベシン、カナ
ビノイド、コレシストキニン、グルタミン、セロトニン、メラトニン、ニューロペプチド
Ｙ、オピオイド、プリン、バソプレッシン、オキシトシン、ＰＡＣＡＰ（例、ＰＡＣＡＰ
２７，ＰＡＣＡＰ３８）、セクレチン、グルカゴン、カルシトニン、アドレノメジュリン
、ソマトスタチン、ＧＨＲＨ、ＣＲＦ、ＡＣＴＨ、ＧＲＰ、ＰＴＨ、ＶＩＰ（バソアクテ
ィブ　インテスティナル　アンド　リレイテッド　ポリペプチド）、ソマトスタチン、ド
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ーパミン、モチリン、アミリン、ブラジキニン、ＣＧＲＰ（カルシトニンジーンリレーテ
ィッドペプチド）、ロイコトリエン、パンクレアスタチン、プロスタグランジン、トロン
ボキサン、アデノシン、アドレナリン、ケモカインスーパーファミリー（例、ＩＬ－８，
ＧＲＯα，ＧＲＯβ，ＧＲＯγ，ＮＡＰ－２，ＥＮＡ－７８，ＧＣＰ－２，ＰＦ４，ＩＰ
－１０，Ｍｉｇ，ＰＢＳＦ／ＳＤＦ－１などのＣＸＣケモカインサブファミリー；ＭＣＡ
Ｆ／ＭＣＰ－１，ＭＣＰ－２，ＭＣＰ－３，ＭＣＰ－４，ｅｏｔａｘｉｎ，ＲＡＮＴＥＳ
，ＭＩＰ－１α、ＭＩＰ－１β，ＨＣＣ－１，ＭＩＰ－３α／ＬＡＲＣ、ＭＩＰ－３β／
ＥＬＣ，Ｉ－３０９，ＴＡＲＣ，ＭＩＰＦ－１，ＭＩＰＦ－２／ｅｏｔａｘｉｎ－２，Ｍ
ＤＣ，ＤＣ－ＣＫ１／ＰＡＲＣ，ＳＬＣなどのＣＣケモカインサブファミリー；ｌｙｍｐ
ｈｏｔａｃｔｉｎなどのＣケモカインサブファミリー；ｆｒａｃｔａｌｋｉｎｅなどのＣ
Ｘ３Ｃケモカインサブファミリー等）、エンドセリン、エンテロガストリン、ヒスタミン
、ニューロテンシン、ＴＲＨ、パンクレアティックポリペプタイド、ガラニン、リゾホス
ファチジン酸（ＬＰＡ）、スフィンゴシン１－リン酸など）の他に、例えば、ヒトまたは
哺乳動物（例えば、マウス、ラット、ブタ、ウシ、ヒツジ、サルなど）の組織抽出物、細
胞培養上清、低分子合成化合物などが用いられる。例えば、該組織抽出物、細胞培養上清
などをＧＰＲ３９に添加し、細胞刺激活性などを測定しながら分画し、最終的に単一のリ
ガンドを得ることができる。
　該試験化合物の塩としては、生理学的に許容される酸（例、無機酸など）や塩基（例、
有機酸など）などとの塩が用いられ、とりわけ生理学的に許容される酸付加塩が好ましい
。この様な塩としては、例えば、無機酸（例えば、塩酸、リン酸、臭化水素酸、硫酸など
）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
ンスルホン酸など）との塩などが用いられる。
　試験元素としては、例えば、周期表に記載されている元素、好ましくは金属元素などが
用いられる。
　該試験元素の塩としては、例えば、塩酸、硫酸、硝酸、酢酸などの酸との塩が挙げられ
る。
【００６０】
（６）ＧＰＲ３９と金属元素との結合性またはシグナル伝達を変化させる化合物もしくは
元素またはその塩（アゴニスト、アンタゴニストなど）のスクリーニング方法、およびＧ
ＰＲ３９と金属元素との結合性またはシグナル伝達を変化させる化合物もしくは元素また
はその塩を含有する医薬
　ＧＰＲ３９を用いるか、または組換え型ＧＰＲ３９の発現系を構築し、該発現系を用い
たレセプター結合アッセイ系を用いることによって、リガンドである金属元素とＧＰＲ３
９との結合性またはシグナル伝達を変化させる化合物（例えば、ペプチド、蛋白質、非ペ
プチド性化合物、合成化合物、発酵生産物など）もしくは元素またはその塩を効率よくス
クリーニングすることができる。
　このような化合物もしくは元素またはその塩には、（イ）ＧＰＲ３９を介して細胞刺激
活性を有する化合物もしくは元素またはその塩（いわゆる、ＧＰＲ３９に対するアゴニス
ト）、（ロ）ＧＰＲ３９を介する細胞刺激活性を阻害する化合物もしくは元素またはその
塩（いわゆる、ＧＰＲ３９に対するアンタゴニスト）、（ハ）金属元素とＧＰＲ３９との
結合力を増強する化合物もしくは元素またはその塩、あるいは（ニ）金属元素とＧＰＲ３
９との結合力を減少させる化合物もしくは元素またはその塩などが含まれる。
　すなわち、本発明は、（ｉ）ＧＰＲ３９と金属元素とを接触させた場合と（ii）ＧＰＲ
３９と金属元素および試験化合物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
金属元素とＧＰＲ３９との結合性またはシグナル伝達を変化させる化合物もしくは元素ま
たはその塩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）と（ii）の場合における、例えば、Ｇ
ＰＲ３９に対する金属元素の結合量、細胞刺激活性などを測定して、比較することを特徴
とする。
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　細胞刺激活性としては、例えば、アラキドン酸遊離、アセチルコリン遊離、細胞内Ｃａ
２＋遊離（細胞内Ｃａ２＋濃度上昇）、細胞内ｃＡＭＰ生成、細胞内ｃＧＭＰ生成、イノ
シトールリン酸産生、細胞膜電位変動、細胞内蛋白質のリン酸化、ｃ－ｆｏｓの活性化、
ｐＨの低下などを促進する活性または抑制する活性、ＧＰＲ３９発現細胞ＵＭ－ＵＣ－３
などからのサイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌促進作用などが挙げられるが、なかでも細
胞内Ｃａ２＋濃度上昇活性、ＧＰＲ３９発現細胞ＵＭ－ＵＣ－３などからのサイトカイン
（例、ＩＬ－８）分泌促進作用などが好ましい。
【００６１】
　より具体的には、本発明は、
　ａ）金属元素の放射性同位元素を、ＧＰＲ３９に接触させた場合と、金属元素の放射性
同位元素および試験化合物もしくは元素またはその塩をＧＰＲ３９に接触させた場合にお
ける、金属元素の放射性同位元素の該ＧＰＲ３９に対する結合量を測定し、比較すること
を特徴とする金属元素とＧＰＲ３９との結合性またはシグナル伝達を変化させる化合物も
しくは元素またはその塩のスクリーニング方法、
　ｂ）金属元素の放射性同位元素を、ＧＰＲ３９を含有する細胞または該細胞の膜画分に
接触させた場合と、金属元素の放射性同位元素および試験化合物もしくは元素またはその
塩をＧＰＲ３９を含有する細胞または該細胞の膜画分に接触させた場合における、金属元
素の放射性同位元素の該細胞または該膜画分に対する結合量を測定し、比較することを特
徴とする金属元素とＧＰＲ３９との結合性またはシグナル伝達を変化させる化合物もしく
は元素またはその塩のスクリーニング方法、
　ｃ）金属元素の放射性同位元素を、本発明の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ＧＰＲ３９に接触させた場合と、金属元素の放射性同位元
素および試験化合物もしくは元素またはその塩を本発明の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ＧＰＲ３９に接触させた場合における、金属元
素の放射性同位元素の該ＧＰＲ３９に対する結合量を測定し、比較することを特徴とする
金属元素とＧＰＲ３９との結合性またはシグナル伝達を変化させる化合物もしくは元素ま
たはその塩のスクリーニング方法、
【００６２】
　ｄ）ＧＰＲ３９を活性化する化合物（例えば、金属元素またはその放射性同位元素など
）をＧＰＲ３９を含有する細胞に接触させた場合と、ＧＰＲ３９を活性化する化合物およ
び試験化合物もしくは元素またはその塩をＧＰＲ３９を含有する細胞に接触させた場合に
おける、ＧＰＲ３９を介した細胞刺激活性を測定し、比較することを特徴とする金属元素
とＧＰＲ３９との結合性またはシグナル伝達を変化させる化合物、元素またはその塩のス
クリーニング方法、および
　ｅ）ＧＰＲ３９を活性化する化合物（例えば、金属元素またはその放射性同位元素など
）を本発明の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Ｇ
ＰＲ３９に接触させた場合と、ＧＰＲ３９を活性化する化合物および試験化合物もしくは
元素またはその塩を本発明の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ＧＰＲ３９に接触させた場合における、レセプターを介する細胞刺激活性を
測定し、比較することを特徴とする金属元素とＧＰＲ３９との結合性またはシグナル伝達
を変化させる化合物もしくは元素またはその塩のスクリーニング方法を提供する。
　さらに、ＧＰＲ３９に対するリガンドとして、前記の金属元素に代えて、金属元素とＧ
ＰＲ３９との結合性を変化させる化合物、元素またはその塩（合成低分子化合物、特に合
成低分子アゴニスト）を用いることもできる。この金属元素とＧＰＲ３９との結合性を変
化させる化合物もしくは元素またはその塩は、例えば、リガンドとして金属元素を用いて
、後述する本発明のスクーニング方法を実施することによって得ることができる。以下の
スクリーニング方法においては、金属元素とＧＰＲ３９との結合性を変化させる化合物も
しくは元素またはその塩を含めて、単にリガンドと表記する。
【００６３】
　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。
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　まず、本発明のスクリーニング方法に用いるＧＰＲ３９としては、上記したＧＰＲ３９
を含有するものであれば何れのものであってもよいが、ＧＰＲ３９を含有する哺乳動物の
臓器の細胞膜画分が好適である。しかし、特にヒト由来の臓器は入手が極めて困難なこと
から、スクリーニングに用いられるものとしては、組換え体を用いて大量発現させたヒト
由来のＧＰＲ３９などが適している。
【００６４】
　ＧＰＲ３９を製造するには、上記の方法が用いられるが、本発明のＤＮＡを哺乳細胞や
昆虫細胞で発現することにより行なうことが好ましい。目的とする蛋白質部分をコードす
るＤＮＡ断片には相補ＤＮＡが用いられるが、必ずしもこれに制約されるものではない。
例えば、遺伝子断片や合成ＤＮＡを用いてもよい。ＧＰＲ３９をコードするＤＮＡ断片を
宿主動物細胞に導入し、それらを効率よく発現させるためには、該ＤＮＡ断片を昆虫を宿
主とするバキュロウイルスに属する核多角体病ウイルス（nuclear polyhedrosis virus；
ＮＰＶ）のポリヘドリンプロモーター、ＳＶ４０由来のプロモーター、レトロウイルスの
プロモーター、メタロチオネインプロモーター、ヒトヒートショックプロモーター、サイ
トメガロウイルスプロモーター、ＳＲαプロモーターなどの下流に組み込むのが好ましい
。発現したレセプターの量と質の検査はそれ自体公知の方法で行うことができる。例えば
、文献〔Nambi，P．ら、ザ・ジャーナル・オブ・バイオロジカル・ケミストリー（J. Bio
l. Chem.）,267巻,19555～19559頁,1992年〕に記載の方法に従って行なうことができる。
　したがって、本発明のスクリーニング方法において、ＧＰＲ３９を含有するものとして
は、それ自体公知の方法に従って精製したＧＰＲ３９であってもよいし、該ＧＰＲ３９を
含有する細胞を用いてもよく、また該ＧＰＲ３９を含有する細胞の膜画分を用いてもよい
。
【００６５】
　本発明のスクリーニング方法において、ＧＰＲ３９を含有する細胞を用いる場合、該細
胞をグルタルアルデヒド、ホルマリンなどで固定化してもよい。固定化方法はそれ自体公
知の方法に従って行なうことができる。
　ＧＰＲ３９を含有する細胞としては、該ＧＰＲ３９を発現した宿主細胞をいうが、該宿
主細胞としては、大腸菌、枯草菌、酵母、昆虫細胞、動物細胞などが好ましい。
　細胞膜画分としては、細胞を破砕した後、それ自体公知の方法で得られる細胞膜が多く
含まれる画分のことをいう。細胞の破砕方法としては、Potter－Elvehjem型ホモジナイザ
ーで細胞を押し潰す方法、ワーリングブレンダーやポリトロン（Kinematica社製）のよる
破砕、超音波による破砕、フレンチプレスなどで加圧しながら細胞を細いノズルから噴出
させることによる破砕などが挙げられる。細胞膜の分画には、分画遠心分離法や密度勾配
遠心分離法などの遠心力による分画法が主として用いられる。例えば、細胞破砕液を低速
（５００～３０００ｒｐｍ）で短時間（通常、約１～１０分）遠心し、上清をさらに高速
（１５０００～３００００ｒｐｍ）で通常３０分～２時間遠心し、得られる沈澱を膜画分
とする。該膜画分中には、発現したＧＰＲ３９と細胞由来のリン脂質や膜蛋白質などの膜
成分が多く含まれる。
　該ＧＰＲ３９を含有する細胞や膜画分中のＧＰＲ３９の量は、１細胞当たり１０３～１
０８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。
【００６６】
　リガンドとＧＰＲ３９との結合性またはシグナル伝達を変化させる化合物またはその塩
をスクリーニングする上記のａ）～ｃ）を実施するためには、例えば、適当なＧＰＲ３９
画分と、標識したリガンドが必要である。
　ＧＰＲ３９画分としては、天然型のＧＰＲ３９画分か、またはそれと同等の活性を有す
る組換え型ＧＰＲ３９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、シグナル情報伝達作用などを示す。
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　標識したリガンドとしては、カドミウム、亜鉛、銅およびニッケルなどのイオン化可能
な金属元素の放射性同位元素が用いられる。例えば、亜鉛６５（６５Ｚｎ）、ニッケル６
３（６３Ｎｉ）などが用いられ、なかでもニッケル６３（６３Ｎｉ）が好ましい。
　具体的には、リガンドとＧＰＲ３９との結合性またはシグナル伝達を変化させる化合物
もしくは元素またはその塩のスクリーニングを行なうには、まずＧＰＲ３９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ＧＰ
Ｒ３９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ＧＰＲ３９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、ＣＨＡ
ＰＳ、Ｔｗｅｅｎ－８０ＴＭ（花王－アトラス社）、ジギトニン、デオキシコレートなど
の界面活性剤をバッファーに加えることもできる。さらに、プロテアーゼによるレセプタ
ーやリガンドの分解を抑える目的でＰＭＳＦ、ロイペプチン、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。０.０１～１０
ｍｌの該レセプター溶液に、一定量（５０００～５０００００ｃｐｍ）の標識したリガン
ドを添加し、同時に１０－４Ｍ～１０－１０Ｍの試験化合物を共存させる。非特異的結合
量（ＮＳＢ）を知るために大過剰の未標識のリガンドを加えた反応チューブも用意する。
反応は約０～５０℃、望ましくは約４～３７℃で、約２０分～２４時間、望ましくは約３
０分～３時間行う。反応後、ガラス繊維濾紙等で濾過し、適量の同バッファーで洗浄した
後、ガラス繊維濾紙に残存する放射活性を液体シンチレーションカウンターまたはγ－カ
ウンターで計測する。拮抗する物質がない場合のカウント(Ｂ０）から非特異的結合量（
ＮＳＢ）を引いたカウント（Ｂ０－ＮＳＢ）を１００％とした時、特異的結合量（Ｂ－Ｎ
ＳＢ）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。
【００６７】
　リガンドとＧＰＲ３９との結合性またはシグナル伝達を変化させる化合物もしくは元素
またはその塩をスクリーニングする上記のｄ）～ｅ）の方法を実施するためには、例えば
、ＧＰＲ３９を介する細胞刺激活性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、ＧＰＲ３９を含有する細胞をマルチウェルプレート等に培養する。
スクリーニングを行なうにあたっては前もって新鮮な培地あるいは細胞に毒性を示さない
適当なバッファーに交換し、試験化合物などを添加して一定時間インキュベートした後、
細胞を抽出あるいは上清液を回収して、生成した産物をそれぞれ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、ｃＡＭＰ、アラキドン酸など）の生成が、細
胞が含有する分解酵素によって検定困難な場合は、該分解酵素に対する阻害剤を添加して
アッセイを行なってもよい。また、ｃＡＭＰ産生抑制などの活性については、フォルスコ
リンなどで細胞の基礎的産生量を増大させておいた細胞に対する産生抑制作用として検出
することができる。
　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ＧＰＲ３９を発現した細
胞が必要である。ＧＰＲ３９を発現した細胞としては、天然型のＧＰＲ３９を有する細胞
株、上記の組換え型ＧＰＲ３９を発現した細胞株などが望ましい。
　試験化合物としては、例えば、ペプチド、蛋白質、非ペプチド性化合物、合成化合物、
発酵生産物、細胞抽出液、植物抽出液、動物組織抽出液、血漿などが用いられ、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。
　該試験化合物の塩としては、生理学的に許容される酸（例、無機酸など）や塩基（例、
有機酸など）などとの塩が用いられ、とりわけ生理学的に許容される酸付加塩が好ましい
。この様な塩としては、例えば、無機酸（例えば、塩酸、リン酸、臭化水素酸、硫酸など
）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
ンスルホン酸など）との塩などが用いられる。
　試験元素としては、例えば、周期表に記載されている元素が用いられ、なかでも金属元
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素が好ましい。
　該試験元素の塩としては、例えば、塩酸、硫酸、硝酸、酢酸などの酸との塩が挙げられ
る。
　また、試験化合物としては、ＧＰＲ３９の活性部位の原子座標およびリガンド結合ポケ
ットの位置に基づいて、リガンド結合ポケットに結合するように設計された化合物が好ま
しく用いられる。ＧＰＲ３９の活性部位の原子座標およびリガンド結合ポケットの位置の
測定は、公知の方法あるいはそれに準じる方法を用いて行なうことができる。
　リガンドとＧＰＲ３９との結合性を変化させる化合物がアゴニストかアンタゴニストで
あるかは、上記したＧＰＲ３９に対するアゴニストのスクリーニング方法を用いて確認す
ることができる。
　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ａ）～ｃ）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
、金属元素とＧＰＲ３９との結合性を変化させる（特に、結合を阻害する）化合物を得た
後、該化合物が上記した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ＧＰＲ３９に対するアゴニストであり、該活性を有しない化合
物またはその塩はＧＰＲ３９に対するアンタゴニストである。
（ii）（ａ）試験化合物をＧＰＲ３９を含有する細胞に接触させ、上記した細胞刺激活性
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ＧＰＲ３９に対するアゴニスト
である。
（ｂ）ＧＰＲ３９を活性化する化合物（例えば、金属元素）をＧＰＲ３９を含有する細胞
に接触させた場合と、ＧＰＲ３９を活性化する化合物および試験化合物をＧＰＲ３９を含
有する細胞に接触させた場合における、ＧＰＲ３９を介した細胞刺激活性を測定し、比較
する。ＧＰＲ３９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ＧＰＲ３９に対するアンタゴニストである。
【００６８】
　リガンドとＧＰＲ３９との結合性またはシグナル伝達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、ＧＰＲ３９、ＧＰＲ３９を含有する細胞、またはＧＰＲ３
９を含有する細胞の膜画分を含有するものなどである。
　本発明のスクリーニング用キットの例としては、次のものが挙げられる。
　１．スクリーニング用試薬
　ａ）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。
　ｂ）ＧＰＲ３９標品
　ＧＰＲ３９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。
　ｃ）標識リガンド
　亜鉛６５（６５Ｚｎ）、ニッケル６３（６３Ｎｉ）などの放射性同位元素
　水溶液の状態のものを４℃あるいは－２０℃にて保存し、用時に測定用緩衝液にて一定
のカウントになるように希釈する。
　ｄ）リガンド標準液
　リガンドを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。
【００６９】
　２．測定法
　ａ）１２穴組織培養用プレートにて培養したＧＰＲ３９発現ＣＨＯ細胞を、測定用緩衝
液１ｍｌで２回洗浄した後、４９０μｌの測定用緩衝液を各穴に加える。
　ｂ）１０－３～１０－１０Ｍの試験化合物溶液を５μｌ加えた後、標識リガンドを５μ
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ｌ加え、室温にて１時間反応させる。非特異的結合量を知るためには試験化合物の代わり
に１０－３Ｍのリガンドを５μｌ加えておく。
　ｃ）反応液を除去し、１ｍｌの洗浄用緩衝液で３回洗浄する。細胞に結合した放射性同
位元素を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。
　ｄ）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）を次の式で求める。
　　　ＰＭＢ＝［（Ｂ－ＮＳＢ）／（Ｂ０－ＮＳＢ）］×１００
　ＰＭＢ：Percent Maximum Binding
　Ｂ　　：検体を加えた時の値
　ＮＳＢ：Non-specific Binding（非特異的結合量）
　Ｂ０　 ：最大結合量
【００７０】
　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も
しくは元素またはその塩は、金属元素とＧＰＲ３９との結合性またはシグナル伝達を変化
させる作用を有する化合物もしくは元素またはその塩であり、具体的には、（イ）ＧＰＲ
３９を介して細胞刺激活性を有する化合物もしくは元素またはその塩（いわゆる、ＧＰＲ
３９に対するアゴニスト）、（ロ）該細胞刺激活性を有しない化合物もしくは元素または
その塩（いわゆる、ＧＰＲ３９に対するアンタゴニスト）、（ハ）金属元素とＧＰＲ３９
との結合力を増強する化合物もしくは元素またはその塩、または（ニ）金属元素とＧＰＲ
３９との結合力を減少させる化合物もしくは元素またはその塩である。
　本発明のスクリーニング方法またはスクリーニング用キットを用いて得られる化合物と
しては、ペプチド、蛋白質、非ペプチド性化合物、合成化合物、発酵生産物などが挙げら
れ、これら化合物は新規な化合物であってもよいし、公知の化合物であってもよい。
　該化合物の塩としては、生理学的に許容される酸（例、無機酸など）や塩基（例、有機
酸など）などとの塩が用いられ、とりわけ生理学的に許容される酸付加塩が好ましい。こ
の様な塩としては、例えば、無機酸（例えば、塩酸、リン酸、臭化水素酸、硫酸など）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
ルホン酸など）との塩などが用いられる。
　本発明のスクリーニング方法またはスクリーニング用キットを用いて得られる元素とし
ては、例えば、周期表に記載されている元素が用いられ、なかでも金属元素が好ましい。
　該元素の塩としては、例えば、塩酸、硫酸、硝酸、酢酸などの酸との塩が挙げられる。
　ＧＰＲ３９に対するアゴニストは、ＧＰＲ３９に対するリガンドである金属元素が有す
る生理活性と同様の作用を有しているので、金属元素が有する生理活性に応じて安全で低
毒性な医薬として有用である。
　ＧＰＲ３９に対するアンタゴニストは、ＧＰＲ３９に対するリガンドである金属元素が
有する生理活性を抑制することができるので、金属元素の生理活性を抑制するための安全
で低毒性な医薬として有用である。
　金属元素とＧＰＲ３９との結合力を増強する化合物もしくは元素またはその塩は、金属
元素が有する生理活性を増強することができるので、金属元素が有する生理活性に応じて
安全で低毒性な医薬として有用である。
　金属元素とＧＰＲ３９との結合力を減少させる化合物もしくは元素またはその塩は、金
属元素が有する生理活性を減少させることができるので、金属元素の生理活性を抑制する
ための安全で低毒性な医薬として有用である。
　具体的には、ＧＰＲ３９に対するアゴニスト、金属元素とＧＰＲ３９との結合力を増強
する化合物もしくは元素またはその塩は、例えば、発育不良、傷、火傷、冷え性、学習能
力の低下、性機能低下、味覚障害、嗅覚障害、前立腺肥大、動脈硬化、心筋梗塞、脳卒中
、肝硬変、コレステロール蓄積、感染への抵抗力低下、痛風、癌、難産、糖尿病、シミ、
貧血、脱毛、呼吸障害、消化障害、心臓障害、白髪、むくみ、しわ、たるみ、甲状腺機能
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低下、鬱、月経不順、糖尿病などによる膀胱知覚の低下に基づく低緊張膀胱、骨盤内臓の
外科的手術後の膀胱知覚麻痺による低緊張膀胱などの金属欠乏症などの疾患に対する予防
・治療剤、またはサイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌促進剤として有用である。
　一方、ＧＰＲ３９に対するアンタゴニスト、金属元素とＧＰＲ３９との結合力を減少さ
せる化合物もしくは元素またはその塩は、例えば、腎機能障害、肺機能障害、アレルギー
皮膚炎、知覚神経障害、ウイルソン病、過活動膀胱による頻尿、夜間頻尿、間質性膀胱炎
を含む膀胱炎による頻尿、前立腺肥大症による頻尿、尿失禁、尿意切迫感、骨盤内臓痛、
性交痛、膀胱刺激症状、尿路結石によって起こる種々の障害などの金属過剰症などの疾患
に対する予防・治療剤、サイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌抑制剤、または炎症性疾患（
例、神経障害、大血管障害などの糖尿病性合併症；潰瘍性大腸炎などの炎症性腸疾患；膀
胱炎；過敏性腸症候群；神経痛）、アレルギー性疾患（例、喘息、アトピー性皮膚炎、慢
性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ））などの予防・治療剤として有用である。
【００７１】
　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も
しくは元素またはその塩を上記の医薬組成物として使用する場合、常套手段に従って製剤
化することができる。
　例えば、該化合物またはその塩は、必要に応じて糖衣を施した錠剤、カプセル剤、エリ
キシル剤、マイクロカプセル剤などとして経口的に、あるいは水もしくはそれ以外の薬学
的に許容し得る液との無菌性溶液、または懸濁液剤などの注射剤の形で非経口的に使用で
きる。例えば、該化合物またはその塩を生理学的に認められる公知の担体、香味剤、賦形
剤、ベヒクル、防腐剤、安定剤、結合剤などとともに一般に認められた製剤実施に要求さ
れる単位用量形態で混和することによって製造することができる。これら製剤における有
効成分量は指示された範囲の適当な容量が得られるようにするものである。
　錠剤、カプセル剤などに混和することができる添加剤としては、例えば、ゼラチン、コ
ーンスターチ、トラガント、アラビアゴムのような結合剤、結晶性セルロースのような賦
形剤、コーンスターチ、ゼラチン、アルギン酸などのような膨化剤、ステアリン酸マグネ
シウムのような潤滑剤、ショ糖、乳糖またはサッカリンのような甘味剤、ペパーミント、
アカモノ油またはチェリーのような香味剤などが用いられる。調剤単位形態がカプセルで
ある場合には、上記タイプの材料にさらに油脂のような液状担体を含有することができる
。注射のための無菌組成物は注射用水のようなベヒクル中の活性物質、胡麻油、椰子油な
どのような天然産出植物油などを溶解または懸濁させるなどの通常の製剤実施に従って処
方することができる。注射用の水性液としては、例えば、生理食塩水、ブドウ糖やその他
の補助薬を含む等張液（例えば、Ｄ－ソルビトール、Ｄ－マンニトール、塩化ナトリウム
など）などが用いられ、適当な溶解補助剤、例えば、アルコール（例、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）、非イオン性界面
活性剤（例、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、例えば、ゴマ油、大豆油などが用いられ、溶解補助剤である安息香酸ベンジル、
ベンジルアルコールなどと併用してもよい。
【００７２】
　また、上記予防・治療剤は、例えば、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。
　このようにして得られる製剤は安全で低毒性であるので、例えば、ヒトや哺乳動物（例
えば、ラット、マウス、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ネコ、イヌ、サルなど）に対して
投与することができる。
　該化合物もしくは元素またはその塩の投与量は、投与対象、対象臓器、症状、投与方法
などにより差異はあるが、経口投与の場合、一般的に例えば、癌患者（体重６０ｋｇとし
て）においては、一日につきＧＰＲ３９に対するアゴニストを約０.１～１００ｍｇ、好
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ましくは約１．０～５０ｍｇ、より好ましくは約１．０～２０ｍｇ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、例えば、注射剤の形では通常例えば、癌患者（体重６０ｋｇとして）においては
、一日につきＧＰＲ３９に対するアゴニストを約０．０１～３０ｍｇ程度、好ましくは約
０．１～２０ｍｇ程度、より好ましくは約０．１～１０ｍｇ程度を静脈注射により投与す
るのが好都合である。他の動物の場合も、体重６０ｋｇ当たりに換算した量を投与するこ
とができる。
【００７３】
（７）各種薬物の作用メカニズムの解明方法
　ＧＰＲ３９を用いることによって、各種薬物がＧＰＲ３９を介して薬理効果を発揮して
いるか否かを確認することができる。
　すなわち、本発明は、
　（１）ＧＰＲ３９を用いることを特徴とする、例えば、発育不良、傷、火傷、冷え性、
学習能力の低下、性機能低下、味覚障害、嗅覚障害、前立腺肥大、動脈硬化、心筋梗塞、
脳卒中、肝硬変、コレステロール蓄積、感染への抵抗力低下、痛風、癌、難産、糖尿病、
シミ、貧血、脱毛、呼吸障害、消化障害、心臓障害、白髪、むくみ、しわ、たるみ、甲状
腺機能低下、鬱、月経不順、糖尿病などによる膀胱知覚の低下に基づく低緊張膀胱、骨盤
内臓の外科的手術後の膀胱知覚麻痺による低緊張膀胱などの金属欠乏症、腎機能障害、肺
機能障害、アレルギー皮膚炎、知覚神経障害、ウイルソン病、過活動膀胱による頻尿、夜
間頻尿、間質性膀胱炎を含む膀胱炎による頻尿、前立腺肥大症による頻尿、尿失禁、尿意
切迫感、骨盤内臓痛、性交痛、膀胱刺激症状、尿路結石によって起こる種々の障害などの
金属過剰症などの予防・治療薬、サイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌調節薬、または炎症
性疾患（例、神経障害、大血管障害などの糖尿病性合併症；潰瘍性大腸炎などの炎症性腸
疾患；膀胱炎；過敏性腸症候群；神経痛）、アレルギー性疾患（例、喘息、アトピー性皮
膚炎、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ））などの予防・治療薬がＧＰＲ３９に結合すること
を確認する方法、
　（２）ＧＰＲ３９を用いることを特徴とする、例えば、発育不良、傷、火傷、冷え性、
学習能力の低下、性機能低下、味覚障害、嗅覚障害、前立腺肥大、動脈硬化、心筋梗塞、
脳卒中、肝硬変、コレステロール蓄積、感染への抵抗力低下、痛風、癌、難産、糖尿病、
シミ、貧血、脱毛、呼吸障害、消化障害、心臓障害、白髪、むくみ、しわ、たるみ、甲状
腺機能低下、鬱、月経不順、糖尿病などによる膀胱知覚の低下に基づく低緊張膀胱、骨盤
内臓の外科的手術後の膀胱知覚麻痺による低緊張膀胱などの金属欠乏症などの予防・治療
薬、またはサイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌促進薬がＧＰＲ３９に対するアゴニストで
あることを確認する方法、
　（３）ＧＰＲ３９を用いることを特徴とする、例えば、腎機能障害、肺機能障害、アレ
ルギー皮膚炎、知覚神経障害、ウイルソン病、過活動膀胱による頻尿、夜間頻尿、間質性
膀胱炎を含む膀胱炎による頻尿、前立腺肥大症による頻尿、尿失禁、尿意切迫感、骨盤内
臓痛、性交痛、膀胱刺激症状、尿路結石によって起こる種々の障害などの金属過剰症など
の予防・治療薬、サイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌抑制薬、または炎症性疾患（例、神
経障害、大血管障害などの糖尿病性合併症；潰瘍性大腸炎などの炎症性腸疾患；膀胱炎；
過敏性腸症候群；神経痛）、アレルギー性疾患（例、喘息、アトピー性皮膚炎、慢性閉塞
性肺疾患（ＣＯＰＤ））などの予防・治療薬がＧＰＲ３９に対するアンタゴニストである
ことを確認する方法、
　（４）各薬をＧＰＲ３９に接触させた場合における、各薬とＧＰＲ３９との結合量を測
定することを特徴とする上記（１）～（３）記載のスクリーニング方法を提供する。
　この確認方法は、金属元素とＧＰＲ３９との結合性を変化させる化合物のスクリーニン
グ方法において、試験化合物に代えて、上記の薬物を使用することによって実施すること
ができる。
　また、本発明の確認方法用キットは、金属元素とＧＰＲ３９との結合性を変化させる化
合物のスクリーニング用キットにおいて、試験化合物に代えて、上記の薬物を含有するも
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のである。
　このように、本発明の確認方法を用いることによって、市販または開発途中の各種薬物
がＧＰＲ３９を介して薬理効果を発揮していることを確認することができる。
【００７４】
（８）細胞膜におけるＧＰＲ３９またはその部分ペプチドの量を変化させる化合物または
その塩を含有する医薬
　本発明の抗体は、ＧＰＲ３９を特異的に認識することができるので、細胞膜におけるＧ
ＰＲ３９の量を変化させる化合物またはその塩のスクリーニングに用いることができる。
　すなわち本発明は、例えば、
　（ｉ）非ヒト哺乳動物のａ）血液、ｂ）特定の臓器、ｃ）臓器から単離した組織もしく
は細胞等を破壊した後、細胞膜画分を単離し、細胞膜画分に含まれるＧＰＲ３９を定量す
ることによる、細胞膜におけるＧＰＲ３９の量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、
　（ii）ＧＰＲ３９を発現する形質転換体等を破壊した後、細胞膜画分を単離し、細胞膜
画分に含まれるＧＰＲ３９を定量することによる、細胞膜におけるＧＰＲ３９の量を変化
させる化合物またはその塩のスクリーニング方法、
　（iii）非ヒト哺乳動物のａ）血液、ｂ）特定の臓器、ｃ）臓器から単離した組織もし
くは細胞等を切片とした後、免疫染色法を用いることにより、細胞表層での該受容体蛋白
質の染色度合いを定量化することにより、細胞膜上の該蛋白質を確認することによる、細
胞膜におけるＧＰＲ３９の量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。
　（iv）ＧＰＲ３９を発現する形質転換体等を切片とした後、免疫染色法を用いることに
より、細胞表層での該受容体蛋白質の染色度合いを定量化することにより、細胞膜上の該
蛋白質を確認することによる、細胞膜におけるＧＰＲ３９の量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。
【００７５】
　細胞膜画分に含まれるＧＰＲ３９の定量は具体的には以下のようにして行なう。
　（ｉ）正常あるいは疾患モデル非ヒト哺乳動物（例えば、マウス、ラット、ウサギ、ヒ
ツジ、ブタ、ウシ、ネコ、イヌ、サルなど、より具体的には免疫不全ラット、マウス、化
ウサギなど）に対して、薬剤（例えば、免疫調節薬など）あるいは物理的ストレス（例え
ば、浸水ストレス、電気ショック、明暗、低温など）などを与え、一定時間経過した後に
、血液、あるいは特定の臓器（例えば、脳、肝臓、腎臓など）、または臓器から単離した
組織、あるいは細胞を得る。得られた臓器、組織または細胞等を、例えば、適当な緩衝液
（例えば、トリス塩酸緩衝液、リン酸緩衝液、ヘペス緩衝液など）等に懸濁し、臓器、組
織あるいは細胞を破壊し、界面活性剤（例えば、トリトンＸ１００ＴＭ、ツイーン２０Ｔ

Ｍなど）などを用い、さらに遠心分離や濾過、カラム分画などの手法を用いて細胞膜画分
を得る。
　細胞膜画分としては、細胞を破砕した後、それ自体公知の方法で得られる細胞膜が多く
含まれる画分のことをいう。細胞の破砕方法としては、Potter－Elvehjem型ホモジナイザ
ーで細胞を押し潰す方法、ワーリングブレンダーやポリトロン（Kinematica社製）のよる
破砕、超音波による破砕、フレンチプレスなどで加圧しながら細胞を細いノズルから噴出
させることによる破砕などが挙げられる。細胞膜の分画には、分画遠心分離法や密度勾配
遠心分離法などの遠心力による分画法が主として用いられる。例えば、細胞破砕液を低速
（５００～３０００ｒｐｍ）で短時間（通常、約１～１０分）遠心し、上清をさらに高速
（１５０００～３００００ｒｐｍ）で通常３０分～２時間遠心し、得られる沈澱を膜画分
とする。該膜画分中には、発現したＧＰＲ３９と細胞由来のリン脂質や膜蛋白質などの膜
成分が多く含まれる。
　細胞膜画分に含まれるＧＰＲ３９は、例えば、本発明の抗体を用いたサンドイッチ免疫
測定法、ウエスタンブロット解析などにより定量することができる。
　かかるサンドイッチ免疫測定法は上記の方法と同様にして行なうことができ、ウエスタ
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ンブロットは自体公知の手段により行なうことができる。
　（ii）ＧＰＲ３９を発現する形質転換体を上記の方法に従い作製し、細胞膜画分に含ま
れるＧＰＲ３９を定量することができる。
【００７６】
　細胞膜におけるＧＰＲ３９の量を変化させる化合物またはその塩のスクリーニングは、
　（ｉ）正常あるいは疾患モデル非ヒト哺乳動物に対して、薬剤あるいは物理的ストレス
などを与える一定時間前（３０分前～２４時間前、好ましくは３０分前～１２時間前、よ
り好ましくは１時間前～６時間前）もしくは一定時間後（３０分後～３日後、好ましくは
１時間後～２日後、より好ましくは１時間後～２４時間後）、または薬剤あるいは物理的
ストレスと同時に試験化合物を投与し、投与後一定時間経過後（３０分後～３日後、好ま
しくは１時間後～２日後、より好ましくは１時間後～２４時間後）、細胞膜におけるＧＰ
Ｒ３９の量を定量することにより行なうことができ、
　（ii）形質転換体を常法に従い培養する際に試験化合物を培地中に混合させ、一定時間
培養後（１日後～７日後、好ましくは１日後～３日後、より好ましくは２日後～３日後）
、細胞膜におけるＧＰＲ３９の量を定量することにより行なうことができる。
　細胞膜画分に含まれるＧＰＲ３９の確認は具体的には以下のようにして行なう。
　（iii）正常あるいは疾患モデル非ヒト哺乳動物（例えば、マウス、ラット、ウサギ、
ヒツジ、ブタ、ウシ、ネコ、イヌ、サルなど、より具体的には免疫不全モデルラット、マ
ウス、ウサギなど）に対して、薬剤（例えば、免疫調節薬など）あるいは物理的ストレス
（例えば、浸水ストレス、電気ショック、明暗、低温など）などを与え、一定時間経過し
た後に、血液、あるいは特定の臓器（例えば、脳、肝臓、腎臓など）、または臓器から単
離した組織、あるいは細胞を得る。得られた臓器、組織または細胞等を、常法に従い組織
切片とし、本発明の抗体を用いて免疫染色を行う。細胞表層での該受容体蛋白質の染色度
合いを定量化することにより、細胞膜上の該蛋白質を確認することにより、定量的または
定性的に、細胞膜におけるＧＰＲ３９の量を確認することができる。
　（iv）ＧＰＲ３９を発現する形質転換体等を用いて同様の手段をとることにより確認す
ることもできる。
　試験化合物としては、例えば、ペプチド、蛋白質、非ペプチド性化合物、合成化合物、
発酵生産物、細胞抽出液、植物抽出液、動物組織抽出液、血漿などが用いられ、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。
　試験化合物は塩を形成していてもよく、試験化合物の塩としては、生理学的に許容され
る酸（例、無機酸など）や塩基（例、有機酸など）などとの塩が用いられ、とりわけ生理
学的に許容される酸付加塩が好ましい。この様な塩としては、例えば、無機酸（例えば、
塩酸、リン酸、臭化水素酸、硫酸など）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など）との塩などが用いられる。
【００７７】
　本発明のスクリーニング方法を用いて得られる化合物またはその塩は、細胞膜における
ＧＰＲ３９の量を変化させる作用を有する化合物またはその塩であり、具体的には、（イ
）細胞膜におけるＧＰＲ３９の量を増加させることにより、Ｇ蛋白質共役型レセプターを
介する細胞刺激活性を増強させる化合物またはその塩、（ロ）細胞膜におけるＧＰＲ３９
の量を減少させることにより、該細胞刺激活性を減弱させる化合物またはその塩である。
　該化合物としては、ペプチド、蛋白質、非ペプチド性化合物、合成化合物、発酵生産物
などが挙げられ、これら化合物は新規な化合物であってもよいし、公知の化合物であって
もよい。
　該化合物の塩としては、生理学的に許容される酸（例、無機酸など）や塩基（例、有機
酸など）などとの塩が用いられ、とりわけ生理学的に許容される酸付加塩が好ましい。こ
の様な塩としては、例えば、無機酸（例えば、塩酸、リン酸、臭化水素酸、硫酸など）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
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ルホン酸など）との塩などが用いられる。
　細胞膜におけるＧＰＲ３９の量を増加させることにより、細胞刺激活性を増強させる化
合物またはその塩は、ＧＰＲ３９の機能不全に関連する疾患に対する安全で低毒性な予防
・治療剤として有用である。
　細胞膜におけるＧＰＲ３９の量を減少させることにより、細胞刺激活性を減弱させる化
合物またはその塩は、ＧＰＲ３９の発現過多に起因する疾患に対する安全で低毒性な予防
・治療剤として有用である。
　具体的には、細胞膜におけるＧＰＲ３９の量を増加させる化合物またはその塩は、例え
ば、発育不良、傷、火傷、冷え性、学習能力の低下、性機能低下、味覚障害、嗅覚障害、
前立腺肥大、動脈硬化、心筋梗塞、脳卒中、肝硬変、コレステロール蓄積、感染への抵抗
力低下、痛風、癌、難産、糖尿病、シミ、貧血、脱毛、呼吸障害、消化障害、心臓障害、
白髪、むくみ、しわ、たるみ、甲状腺機能低下、鬱、月経不順、糖尿病などによる膀胱知
覚の低下に基づく低緊張膀胱、骨盤内臓の外科的手術後の膀胱知覚麻痺による低緊張膀胱
などの金属欠乏症などの疾患に対する予防・治療剤、またはサイトカイン（例、ＩＬ－８
）分泌促進剤として有用である。
　一方、細胞膜におけるＧＰＲ３９の量を減少させる化合物またはその塩は、例えば、腎
機能障害、肺機能障害、アレルギー皮膚炎、知覚神経障害、ウイルソン病、過活動膀胱に
よる頻尿、夜間頻尿、間質性膀胱炎を含む膀胱炎による頻尿、前立腺肥大症による頻尿、
尿失禁、尿意切迫感、骨盤内臓痛、性交痛、膀胱刺激症状、尿路結石によって起こる種々
の障害などの金属過剰症などの疾患に対する予防・治療剤、サイトカイン（例、ＩＬ－８
）分泌抑制剤、または炎症性疾患（例、神経障害、大血管障害などの糖尿病性合併症；潰
瘍性大腸炎などの炎症性腸疾患；膀胱炎；過敏性腸症候群；神経痛）、アレルギー性疾患
（例、喘息、アトピー性皮膚炎、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ））などの予防・治療剤と
して有用である。
　本発明のスクリーニング方法を用いて得られる化合物またはその塩を医薬組成物として
使用する場合、常套手段に従って製剤化することができる。
　例えば、該化合物またはその塩は、必要に応じて糖衣を施した錠剤、カプセル剤、エリ
キシル剤、マイクロカプセル剤などとして経口的に、あるいは水もしくはそれ以外の薬学
的に許容し得る液との無菌性溶液、または懸濁液剤などの注射剤の形で非経口的に使用で
きる。例えば、該化合物またはその塩を生理学的に認められる公知の担体、香味剤、賦形
剤、ベヒクル、防腐剤、安定剤、結合剤などとともに一般に認められた製剤実施に要求さ
れる単位用量形態で混和することによって製造することができる。これら製剤における有
効成分量は指示された範囲の適当な容量が得られるようにするものである。
【００７８】
　錠剤、カプセル剤などに混和することができる添加剤としては、例えば、ゼラチン、コ
ーンスターチ、トラガント、アラビアゴムのような結合剤、結晶性セルロースのような賦
形剤、コーンスターチ、ゼラチン、アルギン酸などのような膨化剤、ステアリン酸マグネ
シウムのような潤滑剤、ショ糖、乳糖またはサッカリンのような甘味剤、ペパーミント、
アカモノ油またはチェリーのような香味剤などが用いられる。調剤単位形態がカプセルで
ある場合には、上記タイプの材料にさらに油脂のような液状担体を含有することができる
。注射のための無菌組成物は注射用水のようなベヒクル中の活性物質、胡麻油、椰子油な
どのような天然産出植物油などを溶解または懸濁させるなどの通常の製剤実施に従って処
方することができる。注射用の水性液としては、例えば、生理食塩水、ブドウ糖やその他
の補助薬を含む等張液（例えば、Ｄ－ソルビトール、Ｄ－マンニトール、塩化ナトリウム
など）などが用いられ、適当な溶解補助剤、例えば、アルコール（例、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）、非イオン性界面
活性剤（例、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、例えば、ゴマ油、大豆油などが用いられ、溶解補助剤である安息香酸ベンジル、
ベンジルアルコールなどと併用してもよい。
　また、上記予防・治療剤は、例えば、緩衝剤（例えば、リン酸塩緩衝液、酢酸ナトリウ
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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。
　このようにして得られる製剤は安全で低毒性であるので、例えば、ヒトや哺乳動物（例
えば、ラット、マウス、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ネコ、イヌ、サルなど）に対して
投与することができる。
　該化合物またはその塩の投与量は、投与対象、対象臓器、症状、投与方法などにより差
異はあるが、経口投与の場合、一般的に例えば、癌患者（体重６０ｋｇとして）において
は、一日につき細胞膜におけるＧＰＲ３９の量を増加させる化合物またはその塩を約０.
１～１００ｍｇ、好ましくは約１．０～５０ｍｇ、より好ましくは約１．０～２０ｍｇ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、例えば、注射剤の形では通常例えば、癌患者（体重６０ｋｇ
として）においては、一日につき細胞膜におけるＧＰＲ３９の量を増加させる化合物また
はその塩を約０．０１～３０ｍｇ程度、好ましくは約０．１～２０ｍｇ程度、より好まし
くは約０．１～１０ｍｇ程度を静脈注射により投与するのが好都合である。他の動物の場
合も、体重６０ｋｇ当たりに換算した量を投与することができる。
【００７９】
（９）ＧＰＲ３９に対する抗体を含有してなる医薬
　ＧＰＲ３９に対する抗体の中和活性とは、該ＧＰＲ３９の関与するシグナル伝達機能を
不活性化する活性を意味する。従って、該抗体が中和活性を有する場合は、該ＧＰＲ３９
の関与するシグナル伝達、例えば、該ＧＰＲ３９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ｃ
ＧＭＰ生成、イノシトールリン酸産生、細胞膜電位変動、細胞内蛋白質のリン酸化、ｃ－
ｆｏｓの活性化、ｐＨの低下などを促進する活性または抑制する活性、サイトカイン（例
、ＩＬ－８）分泌促進作用など、特に細胞内Ｃａ２＋濃度上昇活性（細胞内Ｃａ２＋遊離
活性）、サイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌促進作用）を不活性化することができる。
　したがって、ＧＰＲ３９に対する抗体（例、中和抗体）は、ＧＰＲ３９の過剰作用や金
属元素過多などに起因する疾患、例えば、腎機能障害、肺機能障害、アレルギー皮膚炎、
知覚神経障害、ウイルソン病、過活動膀胱による頻尿、夜間頻尿、間質性膀胱炎を含む膀
胱炎による頻尿、前立腺肥大症による頻尿、尿失禁、尿意切迫感、骨盤内臓痛、性交痛、
膀胱刺激症状、尿路結石によって起こる種々の障害などの金属過剰症などの予防・治療剤
、サイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌抑制剤、または炎症性疾患（例、神経障害、大血管
障害などの糖尿病性合併症；潰瘍性大腸炎などの炎症性腸疾患；膀胱炎；過敏性腸症候群
；神経痛）、アレルギー性疾患（例、喘息、アトピー性皮膚炎、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯ
ＰＤ））などの予防・治療剤として用いることができる。
　上記予防・治療剤は、前記したＧＰＲ３９またはＧＰＲ３９に対するアンタゴニストを
含有する医薬と同様にして製造し、使用することができる。
【００８０】
（１０）本発明のアンチセンスＤＮＡを含有してなる医薬
　本発明のアンチセンスＤＮＡは、ＧＰＲ３９の過剰作用や金属元素過多などに起因する
疾患、例えば、腎機能障害、肺機能障害、アレルギー皮膚炎、知覚神経障害、ウイルソン
病、過活動膀胱による頻尿、夜間頻尿、間質性膀胱炎を含む膀胱炎による頻尿、前立腺肥
大症による頻尿、尿失禁、尿意切迫感、骨盤内臓痛、性交痛、膀胱刺激症状、尿路結石に
よって起こる種々の障害などの金属過剰症などの予防・治療剤、サイトカイン（例、ＩＬ
－８）分泌抑制剤、または炎症性疾患（例、神経障害、大血管障害などの糖尿病性合併症
；潰瘍性大腸炎などの炎症性腸疾患；膀胱炎；過敏性腸症候群；神経痛）、アレルギー性
疾患（例、喘息、アトピー性皮膚炎、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ））などの予防・治療
剤として用いることができる。
　例えば、該アンチセンスＤＮＡを用いる場合、該アンチセンスＤＮＡを単独あるいはレ
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トロウイルスベクター、アデノウイルスベクター、アデノウイルスアソシエーテッドウイ
ルスベクターなどの適当なベクターに挿入した後、常套手段に従って実施することができ
る。該アンチセンスＤＮＡは、そのままで、あるいは摂取促進のために補助剤などの生理
学的に認められる担体とともに製剤化し、遺伝子銃やハイドロゲルカテーテルのようなカ
テーテルによって投与できる。
　さらに、該アンチセンスＤＮＡは、組織や細胞における本発明のＤＮＡの存在やその発
現状況を調べるための診断用オリゴヌクレオチドプローブとして使用することもできる。
【００８１】
（１１）本発明のＤＮＡ導入動物の作製
　本発明は、外来性の本発明のＤＮＡ（以下、本発明の外来性ＤＮＡと略記する）または
その変異ＤＮＡ（本発明の外来性変異ＤＮＡと略記する場合がある）を有する非ヒト哺乳
動物を提供する。
　すなわち、本発明は、
〔１〕本発明の外来性ＤＮＡまたはその変異ＤＮＡを有する非ヒト哺乳動物、
〔２〕非ヒト哺乳動物がゲッ歯動物である第〔１〕記載の動物、
〔３〕ゲッ歯動物がマウスまたはラットである第〔２〕記載の動物、および
〔４〕本発明の外来性ＤＮＡまたはその変異ＤＮＡを含有し、哺乳動物において発現しう
る組換えベクターを提供するものである。
　本発明の外来性ＤＮＡまたはその変異ＤＮＡを有する非ヒト哺乳動物（以下、本発明の
ＤＮＡ転移動物と略記する）は、未受精卵、受精卵、精子およびその始原細胞を含む胚芽
細胞などに対して、好ましくは、非ヒト哺乳動物の発生における胚発生の段階（さらに好
ましくは、単細胞または受精卵細胞の段階でかつ一般に８細胞期以前）に、リン酸カルシ
ウム法、電気パルス法、リポフェクション法、凝集法、マイクロインジェクション法、パ
ーティクルガン法、ＤＥＡＥ－デキストラン法などにより目的とするＤＮＡを転移するこ
とによって作出することができる。また、該ＤＮＡ転移方法により、体細胞、生体の臓器
、組織細胞などに目的とする本発明の外来性ＤＮＡを転移し、細胞培養、組織培養などに
利用することもでき、さらに、これら細胞を上述の胚芽細胞と自体公知の細胞融合法によ
り融合させることにより本発明のＤＮＡ転移動物を作出することもできる。
　非ヒト哺乳動物としては、例えば、ウシ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、ウサギ、イヌ、ネコ、
モルモット、ハムスター、マウス、ラットなどが用いられる。なかでも、病体動物モデル
系の作成の面から個体発生および生物サイクルが比較的短く、また、繁殖が容易なゲッ歯
動物、とりわけマウス（例えば、純系として、Ｃ５７ＢＬ／６系統，ＤＢＡ２系統など、
交雑系として、Ｂ６Ｃ３Ｆ１系統，ＢＤＦ１系統，Ｂ６Ｄ２Ｆ１系統，ＢＡＬＢ／ｃ系統
，ＩＣＲ系統など）またはラット（例えば、Ｗｉｓｔａｒ，ＳＤなど）などが好ましい。
　哺乳動物において発現しうる組換えベクターにおける「哺乳動物」としては、上記の非
ヒト哺乳動物の他にヒトなどがあげられる。
【００８２】
　本発明の外来性ＤＮＡとは、非ヒト哺乳動物が本来有している本発明のＤＮＡではなく
、いったん哺乳動物から単離・抽出された本発明のＤＮＡをいう。
　本発明の変異ＤＮＡとしては、元の本発明のＤＮＡの塩基配列に変異（例えば、突然変
異など）が生じたもの、具体的には、塩基の付加、欠損、他の塩基への置換などが生じた
ＤＮＡなどが用いられ、また、異常ＤＮＡも含まれる。
　該異常ＤＮＡとしては、異常なＧＰＲ３９を発現させるＤＮＡを意味し、例えば、正常
なＧＰＲ３９の機能を抑制するＧＰＲ３９を発現させるＤＮＡなどが用いられる。
　本発明の外来性ＤＮＡは、対象とする動物と同種あるいは異種のどちらの哺乳動物由来
のものであってもよい。本発明のＤＮＡを対象動物に転移させるにあたっては、該ＤＮＡ
を動物細胞で発現させうるプロモーターの下流に結合したＤＮＡコンストラクトとして用
いるのが一般に有利である。例えば、本発明のヒトＤＮＡを転移させる場合、これと相同
性が高い本発明のＤＮＡを有する各種哺乳動物（例えば、ウサギ、イヌ、ネコ、モルモッ
ト、ハムスター、ラット、マウスなど）由来のＤＮＡを発現させうる各種プロモーターの
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下流に、本発明のヒトＤＮＡを結合したＤＮＡコンストラクト（例、ベクターなど）を対
象哺乳動物の受精卵、例えば、マウス受精卵へマイクロインジェクションすることによっ
て本発明のＤＮＡを高発現するＤＮＡ転移哺乳動物を作出することができる。
【００８３】
　ＧＰＲ３９の発現ベクターとしては、大腸菌由来のプラスミド、枯草菌由来のプラスミ
ド、酵母由来のプラスミド、λファージなどのバクテリオファージ、モロニー白血病ウイ
ルスなどのレトロウイルス、ワクシニアウイルスまたはバキュロウイルスなどの動物ウイ
ルスなどが用いられる。なかでも、大腸菌由来のプラスミド、枯草菌由来のプラスミドま
たは酵母由来のプラスミドなどが好ましく用いられる。
　上記のＤＮＡ発現調節を行なうプロモーターとしては、例えば、（ｉ）ウイルス（例、
シミアンウイルス、サイトメガロウイルス、モロニー白血病ウイルス、ＪＣウイルス、乳
癌ウイルス、ポリオウイルスなど）に由来するＤＮＡのプロモーター、（ii）各種哺乳動
物（ヒト、ウサギ、イヌ、ネコ、モルモット、ハムスター、ラット、マウスなど）由来の
プロモーター、例えば、アルブミン、インスリンＩＩ、ウロプラキンＩＩ、エラスターゼ
、エリスロポエチン、エンドセリン、筋クレアチンキナーゼ、グリア線維性酸性蛋白質、
グルタチオンＳ－トランスフェラーゼ、血小板由来成長因子β、ケラチンＫ１，Ｋ１０お
よびＫ１４、コラーゲンＩ型およびＩＩ型、サイクリックＡＭＰ依存蛋白質キナーゼβＩ
サブユニット、ジストロフィン、酒石酸抵抗性アルカリフォスファターゼ、心房ナトリウ
ム利尿性因子、内皮レセプターチロシンキナーゼ（一般にＴｉｅ２と略される）、ナトリ
ウムカリウムアデノシン三リン酸化酵素（Ｎａ，Ｋ－ＡＴＰａｓｅ）、ニューロフィラメ
ント軽鎖、メタロチオネインＩおよびＩＩＡ、メタロプロティナーゼ１組織インヒビター
、ＭＨＣクラスＩ抗原（Ｈ－２Ｌ）、Ｈ－ｒａｓ、レニン、ドーパミンβ－水酸化酵素、
甲状腺ペルオキシダーゼ（ＴＰＯ）、ペプチド鎖延長因子1α（ＥＦ－１α）、βアクチ
ン、αおよびβミオシン重鎖、ミオシン軽鎖１および２、ミエリン基礎蛋白質、チログロ
ブリン、Ｔｈｙ－１、免疫グロブリン、Ｈ鎖可変部（ＶＮＰ）、血清アミロイドＰコンポ
ーネント、ミオグロビン、トロポニンＣ、平滑筋αアクチン、プレプロエンケファリンＡ
、バソプレシンなどのプロモーターなどが用いられる。なかでも、全身で高発現すること
が可能なサイトメガロウイルスプロモーター、ヒトペプチド鎖延長因子１α（ＥＦ－１α
）のプロモーター、ヒトおよびニワトリβアクチンプロモーターなどが好適である。
　上記ベクターは、ＤＮＡ転移哺乳動物において目的とするメッセンジャーＲＮＡの転写
を終結する配列（一般にターミネーターと呼ばれる）を有していることが好ましく、例え
ば、ウイルス由来および各種哺乳動物由来の各ＤＮＡの配列を用いることができ、好まし
くは、シミアンウイルスのＳＶ４０ターミネーターなどが用いられる。
【００８４】
　その他、目的とする外来性ＤＮＡをさらに高発現させる目的で各ＤＮＡのスプライシン
グシグナル、エンハンサー領域、真核ＤＮＡのイントロンの一部などをプロモーター領域
の５’上流、プロモーター領域と翻訳領域間あるいは翻訳領域の３’下流に連結すること
も目的により可能である。
　正常なＧＰＲ３９の翻訳領域は、ヒトまたは各種哺乳動物（例えば、ウサギ、イヌ、ネ
コ、モルモット、ハムスター、ラット、マウスなど）由来の肝臓、腎臓、甲状腺細胞、線
維芽細胞由来ＤＮＡおよび市販の各種ゲノムＤＮＡライブラリーよりゲノムＤＮＡの全て
あるいは一部として、または肝臓、腎臓、甲状腺細胞、線維芽細胞由来ＲＮＡより公知の
方法により調製された相補ＤＮＡを原料として取得することが出来る。また、外来性の異
常ＤＮＡは、上記の細胞または組織より得られた正常なＧＰＲ３９の翻訳領域を点突然変
異誘発法により変異した翻訳領域を作製することができる。
　該翻訳領域は転移動物において発現しうるＤＮＡコンストラクトとして、前記のプロモ
ーターの下流および所望により転写終結部位の上流に連結させる通常のＤＮＡ工学的手法
により作製することができる。
　受精卵細胞段階における本発明の外来性ＤＮＡの転移は、対象哺乳動物の胚芽細胞およ
び体細胞のすべてに存在するように確保される。ＤＮＡ転移後の作出動物の胚芽細胞にお
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いて、本発明の外来性ＤＮＡが存在することは、作出動物の後代がすべて、その胚芽細胞
および体細胞のすべてに本発明の外来性ＤＮＡを保持することを意味する。本発明の外来
性ＤＮＡを受け継いだこの種の動物の子孫はその胚芽細胞および体細胞のすべてに本発明
の外来性ＤＮＡを有する。
　本発明の外来性正常ＤＮＡを転移させた非ヒト哺乳動物は、交配により外来性ＤＮＡを
安定に保持することを確認して、該ＤＮＡ保有動物として通常の飼育環境で継代飼育する
ことが出来る。
　受精卵細胞段階における本発明の外来性ＤＮＡの転移は、対象哺乳動物の胚芽細胞およ
び体細胞の全てに過剰に存在するように確保される。ＤＮＡ転移後の作出動物の胚芽細胞
において本発明の外来性ＤＮＡが過剰に存在することは、作出動物の子孫が全てその胚芽
細胞および体細胞の全てに本発明の外来性ＤＮＡを過剰に有することを意味する。本発明
の外来性ＤＮＡを受け継いだこの種の動物の子孫はその胚芽細胞および体細胞の全てに本
発明の外来性ＤＮＡを過剰に有する。
　導入ＤＮＡを相同染色体の両方に持つホモザイゴート動物を取得し、この雌雄の動物を
交配することによりすべての子孫が該ＤＮＡを過剰に有するように繁殖継代することがで
きる。
【００８５】
　本発明の正常ＤＮＡを有する非ヒト哺乳動物は、本発明の正常ＤＮＡが高発現させられ
ており、内在性の正常ＤＮＡの機能を促進することにより最終的にＧＰＲ３９の機能亢進
症を発症することがあり、その病態モデル動物として利用することができる。例えば、本
発明の正常ＤＮＡ転移動物を用いて、ＧＰＲ３９の機能亢進症や、ＧＰＲ３９が関連する
疾患の病態機序の解明およびこれらの疾患の治療方法の検討を行なうことが可能である。
　また、本発明の外来性正常ＤＮＡを転移させた哺乳動物は、ＧＰＲ３９の増加症状を有
することから、ＧＰＲ３９に関連する疾患に対する治療薬のスクリーニング試験にも利用
可能である。
　一方、本発明の外来性異常ＤＮＡを有する非ヒト哺乳動物は、交配により外来性ＤＮＡ
を安定に保持することを確認して該ＤＮＡ保有動物として通常の飼育環境で継代飼育する
ことが出来る。さらに、目的とする外来ＤＮＡを前述のプラスミドに組み込んで原科とし
て用いることができる。プロモーターとのＤＮＡコンストラク卜は、通常のＤＮＡ工学的
手法によって作製することができる。受精卵細胞段階における本発明の異常ＤＮＡの転移
は、対象哺乳動物の胚芽細胞および体細胞の全てに存在するように確保される。ＤＮＡ転
移後の作出動物の胚芽細胞において本発明の異常ＤＮＡが存在することは、作出動物の子
孫が全てその胚芽細胞および体細胞の全てに本発明の異常ＤＮＡを有することを意味する
。本発明の外来性ＤＮＡを受け継いだこの種の動物の子孫は、その胚芽細胞および体細胞
の全てに本発明の異常ＤＮＡを有する。導入ＤＮＡを相同染色体の両方に持つホモザイゴ
ート動物を取得し、この雌雄の動物を交配することによりすべての子孫が該ＤＮＡを有す
るように繁殖継代することができる。
【００８６】
　本発明の異常ＤＮＡを有する非ヒト哺乳動物は、本発明の異常ＤＮＡが高発現させられ
ており、内在性の正常ＤＮＡの機能を阻害することにより最終的にＧＰＲ３９の機能不活
性型不応症となることがあり、その病態モデル動物として利用することができる。例えば
、本発明の異常ＤＮＡ転移動物を用いて、ＧＰＲ３９の機能不活性型不応症の病態機序の
解明およびこの疾患を治療方法の検討を行なうことが可能である。
　また、具体的な利用可能性としては、本発明の異常ＤＮＡ高発現動物は、ＧＰＲ３９の
機能不活性型不応症における本発明の異常ＧＰＲ３９による正常ＧＰＲ３９の機能阻害（
dominant negative作用）を解明するモデルとなる。
　また、本発明の外来異常ＤＮＡを転移させた哺乳動物は、ＧＰＲ３９の増加症状を有す
ることから、ＧＰＲ３９またはの機能不活性型不応症に対する治療薬スクリーニング試験
にも利用可能である。
　また、上記２種類の本発明のＤＮＡ転移動物のその他の利用可能性として、例えば、
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（ｉ）組織培養のための細胞源としての使用、
（ii）本発明のＤＮＡ転移動物の組織中のＤＮＡもしくはＲＮＡを直接分析するか、また
はＤＮＡにより発現されたＧＰＲ３９組織を分析することによる、ＧＰＲ３９により特異
的に発現あるいは活性化するＧＰＲ３９との関連性についての解析、
（iii）ＤＮＡを有する組織の細胞を標準組織培養技術により培養し、これらを使用して
、一般に培養困難な組織からの細胞の機能の研究、
（iv）上記（iii）記載の細胞を用いることによる細胞の機能を高めるような薬剤のスク
リーニング、および
（ｖ）本発明の変異ＧＰＲ３９を単離精製およびその抗体作製などが考えられる。
　さらに、本発明のＤＮＡ転移動物を用いて、ＧＰＲ３９の機能不活性型不応症などを含
む、ＧＰＲ３９に関連する疾患の臨床症状を調べることができ、また、ＧＰＲ３９に関連
する疾患モデルの各臓器におけるより詳細な病理学的所見が得られ、新しい治療方法の開
発、さらには、該疾患による二次的疾患の研究および治療に貢献することができる。
　また、本発明のＤＮＡ転移動物から各臓器を取り出し、細切後、トリプシンなどの蛋白
質分解酵素により、遊離したＤＮＡ転移細胞の取得、その培養またはその培養細胞の系統
化を行なうことが可能である。さらに、ＧＰＲ３９産生細胞の特定化、アポトーシス、分
化あるいは増殖との関連性、またはそれらにおけるシグナル伝達機構を調べ、それらの異
常を調べることなどができ、ＧＰＲ３９およびその作用解明のための有効な研究材料とな
る。
　さらに、本発明のＤＮＡ転移動物を用いて、ＧＰＲ３９の機能不活性型不応症を含む、
ＧＰＲ３９に関連する疾患の治療薬の開発を行なうために、上述の検査法および定量法な
どを用いて、有効で迅速な該疾患治療薬のスクリーニング法を提供することが可能となる
。また、本発明のＤＮＡ転移動物または本発明の外来性ＤＮＡ発現ベクターを用いて、Ｇ
ＰＲ３９が関連する疾患のＤＮＡ治療法を検討、開発することが可能である。
【００８７】
（１２）ノックアウト動物
　本発明は、本発明のＤＮＡが不活性化された非ヒト哺乳動物胚幹細胞および本発明のＤ
ＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物を提供する。
　すなわち、本発明は、
〔１〕本発明のＤＮＡが不活性化された非ヒト哺乳動物胚幹細胞、
〔２〕該ＤＮＡがレポーター遺伝子（例、大腸菌由来のβ－ガラクトシダーゼ遺伝子）を
導入することにより不活性化された第〔１〕項記載の胚幹細胞、
〔３〕ネオマイシン耐性である第〔１〕項記載の胚幹細胞、
〔４〕非ヒト哺乳動物がゲッ歯動物である第〔１〕項記載の胚幹細胞、
〔５〕ゲッ歯動物がマウスである第〔４〕項記載の胚幹細胞、
〔６〕本発明のＤＮＡが不活性化された該ＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物、
〔７〕該ＤＮＡがレポーター遺伝子（例、大腸菌由来のβ－ガラクトシダーゼ遺伝子）を
導入することにより不活性化され、該レポーター遺伝子が本発明のＤＮＡに対するプロモ
ーターの制御下で発現しうる第〔６〕項記載の非ヒト哺乳動物、
〔８〕非ヒト哺乳動物がゲッ歯動物である第〔６〕項記載の非ヒト哺乳動物、
〔９〕ゲッ歯動物がマウスである第〔８〕項記載の非ヒト哺乳動物、および
〔１０〕第〔７〕項記載の動物に、試験化合物を投与し、レポーター遺伝子の発現を検出
することを特徴とする本発明のＤＮＡに対するプロモーター活性を促進または阻害する化
合物またはその塩のスクリーニング方法を提供する。
　本発明のＤＮＡが不活性化された非ヒト哺乳動物胚幹細胞とは、該非ヒト哺乳動物が有
する本発明のＤＮＡに人為的に変異を加えることにより、ＤＮＡの発現能を抑制するか、
もしくは該ＤＮＡがコードしているＧＰＲ３９の活性を実質的に喪失させることにより、
ＤＮＡが実質的にＧＰＲ３９の発現能を有さない（以下、本発明のノックアウトＤＮＡと
称することがある）非ヒト哺乳動物の胚幹細胞（以下、ＥＳ細胞と略記する）をいう。
　非ヒト哺乳動物としては、前記と同様のものが用いられる。
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　本発明のＤＮＡに人為的に変異を加える方法としては、例えば、遺伝子工学的手法によ
り該ＤＮＡ配列の一部又は全部の削除、他ＤＮＡを挿入または置換させることによって行
なうことができる。これらの変異により、例えば、コドンの読み取り枠をずらしたり、プ
ロモーターあるいはエキソンの機能を破壊することにより本発明のノックアウトＤＮＡを
作製すればよい。
【００８８】
　本発明のＤＮＡが不活性化された非ヒト哺乳動物胚幹細胞（以下、本発明のＤＮＡ不活
性化ＥＳ細胞または本発明のノックアウトＥＳ細胞と略記する）の具体例としては、例え
ば、目的とする非ヒト哺乳動物が有する本発明のＤＮＡを単離し、そのエキソン部分にネ
オマイシン耐性遺伝子、ハイグロマイシン耐性遺伝子を代表とする薬剤耐性遺伝子、ある
いはｌａｃＺ（β－ガラクトシダーゼ遺伝子）、ｃａｔ（クロラムフェニコールアセチル
トランスフェラーゼ遺伝子）を代表とするレポーター遺伝子等を挿入することによりエキ
ソンの機能を破壊するか、あるいはエキソン間のイントロン部分に遺伝子の転写を終結さ
せるＤＮＡ配列（例えば、polyＡ付加シグナルなど）を挿入し、完全なメッセンジャーＲ
ＮＡを合成できなくすることによって、結果的に遺伝子を破壊するように構築したＤＮＡ
配列を有するＤＮＡ鎖（以下、ターゲッティングベクターと略記する）を、例えば相同組
換え法により該動物の染色体に導入し、得られたＥＳ細胞について本発明のＤＮＡ上ある
いはその近傍のＤＮＡ配列をプローブとしたサザンハイブリダイゼーション解析あるいは
ターゲッティングベクター上のＤＮＡ配列とターゲッティングベクター作製に使用した本
発明のＤＮＡ以外の近傍領域のＤＮＡ配列をプライマーとしたＰＣＲ法により解析し、本
発明のノックアウトＥＳ細胞を選別することにより得ることができる。
　また、相同組換え法等により本発明のＤＮＡを不活化させる元のＥＳ細胞としては、例
えば、前述のような既に樹立されたものを用いてもよく、また公知 EvansとKaufmaの方法
に準じて新しく樹立したものでもよい。例えば、マウスのＥＳ細胞の場合、現在、一般的
には１２９系のＥＳ細胞が使用されているが、免疫学的背景がはっきりしていないので、
これに代わる純系で免疫学的に遺伝的背景が明らかなＥＳ細胞を取得するなどの目的で例
えば、Ｃ５７ＢＬ／６マウスやＣ５７ＢＬ／６の採卵数の少なさをＤＢＡ／２との交雑に
より改善したＢＤＦ１マウス（Ｃ５７ＢＬ／６とＤＢＡ／２とのＦ１）を用いて樹立した
ものなども良好に用いうる。ＢＤＦ１マウスは、採卵数が多く、かつ、卵が丈夫であると
いう利点に加えて、Ｃ５７ＢＬ／６マウスを背景に持つので、これを用いて得られたＥＳ
細胞は病態モデルマウスを作出したとき、Ｃ５７ＢＬ／６マウスとバッククロスすること
でその遺伝的背景をＣ５７ＢＬ／６マウスに代えることが可能である点で有利に用い得る
。
　また、ＥＳ細胞を樹立する場合、一般には受精後３.５日目の胚盤胞を使用するが、こ
れ以外に８細胞期胚を採卵し胚盤胞まで培養して用いることにより効率よく多数の初期胚
を取得することができる。
　また、雌雄いずれのＥＳ細胞を用いてもよいが、通常雄のＥＳ細胞の方が生殖系列キメ
ラを作出するのに都合が良い。また、煩雑な培養の手間を削減するためにもできるだけ早
く雌雄の判別を行なうことが望ましい。
【００８９】
　ＥＳ細胞の雌雄の判定方法としては、例えば、ＰＣＲ法によりＹ染色体上の性決定領域
の遺伝子を増幅、検出する方法が、その１例としてあげることができる。この方法を使用
すれば、従来、核型分析をするのに約１０６個の細胞数を要していたのに対して、１コロ
ニー程度のＥＳ細胞数（約５０個）で済むので、培養初期におけるＥＳ細胞の第一次セレ
クションを雌雄の判別で行なうことが可能であり、早期に雄細胞の選定を可能にしたこと
により培養初期の手間は大幅に削減できる。
　また、第二次セレクションとしては、例えば、Ｇ－バンディング法による染色体数の確
認等により行うことができる。得られるＥＳ細胞の染色体数は正常数の１００％が望まし
いが、樹立の際の物理的操作等の関係上困難な場合は、ＥＳ細胞の遺伝子をノックアウト
した後、正常細胞（例えば、マウスでは染色体数が２ｎ＝４０である細胞）に再びクロー
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ニングすることが望ましい。
　このようにして得られた胚幹細胞株は、通常その増殖性は大変良いが、個体発生できる
能力を失いやすいので、注意深く継代培養することが必要である。例えば、ＳＴＯ繊維芽
細胞のような適当なフィーダー細胞上でＬＩＦ（１－１００００U/ml）存在下に炭酸ガス
培養器内（好ましくは、５％炭酸ガス、９５％空気または５％酸素、５％炭酸ガス、９０
％空気）で約３７℃で培養するなどの方法で培養し、継代時には、例えば、トリプシン／
ＥＤＴＡ溶液（通常０.００１－０.５％トリプシン／０.１－５ｍＭ ＥＤＴＡ、好ましく
は約０.１％トリプシン／１ｍＭ ＥＤＴＡ）処理により単細胞化し、新たに用意したフィ
ーダー細胞上に播種する方法などがとられる。このような継代は、通常１～３日毎に行な
うが、この際に細胞の観察を行い、形態的に異常な細胞が見受けられた場合はその培養細
胞は放棄することが望まれる。
　ＥＳ細胞は、適当な条件により、高密度に至るまで単層培養するか、または細胞集塊を
形成するまで浮遊培養することにより、頭頂筋、内臓筋、心筋などの種々のタイプの細胞
に分化させることが可能であり〔M. J. Evans及びM. H. Kaufman, ネイチャー（Nature）
第292巻、154頁、1981年；G. R. Martin　プロシーディングス・オブ・ナショナル・アカ
デミー・オブ・サイエンス・ユーエスエー（Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.）第78巻、7
634頁、1981年；T. C. Doetschman ら、ジャーナル・オブ・エンブリオロジー・アンド・
エクスペリメンタル・モルフォロジー、第87巻、27頁、1985年〕、本発明のＥＳ細胞を分
化させて得られる本発明のＤＮＡ発現不全細胞は、インビトロにおけるＧＰＲ３９または
ＧＰＲ３９の細胞生物学的検討において有用である。
【００９０】
　本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物は、該動物のｍＲＮＡ量を公知方法を用いて測
定して間接的にその発現量を比較することにより、正常動物と区別することが可能である
。
　該非ヒト哺乳動物としては、前記と同様のものが用いられる。
　本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物は、例えば、前述のようにして作製したターゲ
ッティングベクターをマウス胚幹細胞またはマウス卵細胞に導入し、導入によりターゲッ
ティングベクターの本発明のＤＮＡが不活性化されたＤＮＡ配列が遺伝子相同組換えによ
り、マウス胚幹細胞またはマウス卵細胞の染色体上の本発明のＤＮＡと入れ換わる相同組
換えをさせることにより、本発明のＤＮＡをノックアウトさせることができる。
　本発明のＤＮＡがノックアウトされた細胞は、本発明のＤＮＡ上またはその近傍のＤＮ
Ａ配列をプローブとしたサザンハイブリダイゼーション解析またはターゲッティングベク
ター上のＤＮＡ配列と、ターゲッティングベクターに使用したマウス由来の本発明のＤＮ
Ａ以外の近傍領域のＤＮＡ配列とをプライマーとしたＰＣＲ法による解析で判定すること
ができる。非ヒト哺乳動物胚幹細胞を用いた場合は、遺伝子相同組換えにより、本発明の
ＤＮＡが不活性化された細胞株をクローニングし、その細胞を適当な時期、例えば、８細
胞期の非ヒト哺乳動物胚または胚盤胞に注入し、作製したキメラ胚を偽妊娠させた該非ヒ
ト哺乳動物の子宮に移植する。作出された動物は正常な本発明のＤＮＡ座をもつ細胞と人
為的に変異した本発明のＤＮＡ座をもつ細胞との両者から構成されるキメラ動物である。
　該キメラ動物の生殖細胞の一部が変異した本発明のＤＮＡ座をもつ場合、このようなキ
メラ個体と正常個体を交配することにより得られた個体群より、全ての組織が人為的に変
異を加えた本発明のＤＮＡ座をもつ細胞で構成された個体を、例えば、コートカラーの判
定等により選別することにより得られる。このようにして得られた個体は、通常、ＧＰＲ
３９のヘテロ発現不全個体であり、ＧＰＲ３９のヘテロ発現不全個体同志を交配し、それ
らの産仔からＧＰＲ３９のホモ発現不全個体を得ることができる。
【００９１】
　卵細胞を使用する場合は、例えば、卵細胞核内にマイクロインジェクション法でＤＮＡ
溶液を注入することによりターゲッティングベクターを染色体内に導入したトランスジェ
ニック非ヒト哺乳動物を得ることができ、これらのトランスジェニック非ヒト哺乳動物に
比べて、遺伝子相同組換えにより本発明のＤＮＡ座に変異のあるものを選択することによ
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り得られる。
　このようにして本発明のＤＮＡがノックアウトされている個体は、交配により得られた
動物個体も該ＤＮＡがノックアウトされていることを確認して通常の飼育環境で飼育継代
を行なうことができる。
　さらに、生殖系列の取得および保持についても常法に従えばよい。すなわち、該不活化
ＤＮＡの保有する雌雄の動物を交配することにより、該不活化ＤＮＡを相同染色体の両方
に持つホモザイゴート動物を取得しうる。得られたホモザイゴート動物は、母親動物に対
して、正常個体１，ホモザイゴート複数になるような状態で飼育することにより効率的に
得ることができる。ヘテロザイゴート動物の雌雄を交配することにより、該不活化ＤＮＡ
を有するホモザイゴートおよびヘテロザイゴート動物を繁殖継代する。
　本発明のＤＮＡが不活性化された非ヒト哺乳動物胚幹細胞は、本発明のＤＮＡ発現不全
非ヒト哺乳動物を作出する上で、非常に有用である。
　また、本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物は、ＧＰＲ３９により誘導され得る種々
の生物活性を欠失するため、ＧＰＲ３９の生物活性の不活性化を原因とする疾病のモデル
となり得るので、これらの疾病の原因究明及び治療法の検討に有用である。
【００９２】
（１２ａ）本発明のＤＮＡの欠損や損傷などに起因する疾病に対して治療・予防効果を有
する化合物またはその塩のスクリーニング方法
　本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物は、本発明のＤＮＡの欠損や損傷などに起因す
る疾病（例えば、発育不良、傷、火傷、冷え性、学習能力の低下、性機能低下、味覚障害
、嗅覚障害、前立腺肥大、動脈硬化、心筋梗塞、脳卒中、肝硬変、コレステロール蓄積、
感染への抵抗力低下、痛風、癌、難産、糖尿病、シミ、貧血、脱毛、呼吸障害、消化障害
、心臓障害、白髪、むくみ、しわ、たるみ、甲状腺機能低下、鬱、月経不順、糖尿病など
による膀胱知覚の低下に基づく低緊張膀胱、骨盤内臓の外科的手術後の膀胱知覚麻痺によ
る低緊張膀胱などの金属欠乏症）に対して治療・予防効果を有する化合物またはその塩、
またはサイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌促進薬のスクリーニングに用いることができる
。
　すなわち、本発明は、本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物に試験化合物または試験
元素を投与し、該動物の変化を観察・測定することを特徴とする、本発明のＤＮＡの欠損
や損傷などに起因する疾病に対して治療・予防効果を有する化合物またはその塩のスクリ
ーニング方法を提供する。
　該スクリーニング方法において用いられる本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物とし
ては、前記と同様のものがあげられる。
　試験化合物としては、例えば、ペプチド、蛋白質、非ペプチド性化合物、合成化合物、
発酵生産物、細胞抽出液、植物抽出液、動物組織抽出液、血漿などがあげられ、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。
　該試験化合物の塩としては、生理学的に許容される酸（例、無機酸など）や塩基（例、
有機酸など）などとの塩が用いられ、とりわけ生理学的に許容される酸付加塩が好ましい
。この様な塩としては、例えば、無機酸（例えば、塩酸、リン酸、臭化水素酸、硫酸など
）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
ンスルホン酸など）との塩などが用いられる。
　試験元素としては、例えば、周期表に記載されている元素が用いられ、なかでも金属元
素が好ましい。
　具体的には、本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物を、試験化合物または試験元素で
処理し、無処理の対照動物と比較し、該動物の各器官、組織、疾病の症状などの変化を指
標として試験化合物または試験元素の治療・予防効果を試験することができる。
　試験動物を試験化合物または試験元素で処理する方法としては、例えば、経口投与、静
脈注射などが用いられ、試験動物の症状、試験化合物または試験元素の性質などにあわせ
て適宜選択することができる。また、試験化合物または試験元素の投与量は、投与方法、
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試験化合物の性質などにあわせて適宜選択することができる。
【００９３】
　該スクリーニング方法において、試験動物に試験化合物または試験元素を投与した場合
、該試験動物の上記疾患が約１０％以上、好ましくは約３０％以上、より好ましくは約５
０％以上治癒した場合、該試験化合物を上記の疾患に対して治療・予防効果を有する化合
物またはその塩として選択することができる。
　該スクリーニング方法を用いて得られる化合物またはその塩は、上記した試験化合物か
ら選ばれた化合物であり、ＧＰＲ３９の欠損や損傷などによって引き起こされる疾患（例
えば、発育不良、傷、火傷、冷え性、学習能力の低下、性機能低下、味覚障害、嗅覚障害
、前立腺肥大、動脈硬化、心筋梗塞、脳卒中、肝硬変、コレステロール蓄積、感染への抵
抗力低下、痛風、癌、難産、糖尿病、シミ、貧血、脱毛、呼吸障害、消化障害、心臓障害
、白髪、むくみ、しわ、たるみ、甲状腺機能低下、鬱、月経不順、糖尿病などによる膀胱
知覚の低下に基づく低緊張膀胱、骨盤内臓の外科的手術後の膀胱知覚麻痺による低緊張膀
胱などの金属欠乏症）に対する安全で低毒性な治療・予防剤、またはサイトカイン（例、
ＩＬ－８）分泌促進剤などの医薬として使用することができる。さらに、上記スクリーニ
ングで得られた化合物から誘導される化合物も同様に用いることができる。
　該スクリーニング方法を用いて得られる化合物の塩としては、生理学的に許容される酸
（例、無機酸、有機酸など）や塩基（例、アルカリ金属など）などとの塩が用いられ、と
りわけ生理学的に許容される酸付加塩が好ましい。この様な塩としては、例えば、無機酸
（例えば、塩酸、リン酸、臭化水素酸、硫酸など）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など）との塩などが用いら
れる。
　該スクリーニング方法で得られた化合物またはその塩を含有する医薬は、前記したＧＰ
Ｒ３９と金属元素との結合性またはシグナル伝達を変化させる化合物を含有する医薬と同
様にして製造することができる。
　このようにして得られる製剤は、安全で低毒性であるので、例えば、ヒトまたは哺乳動
物（例えば、ラット、マウス、モルモット、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ウマ、ネコ、
イヌ、サルなど）に対して投与することができる。
　該化合物またはその塩の投与量は、対象疾患、投与対象、投与ルートなどにより差異は
あるが、例えば、該化合物またはその塩を経口投与する場合、一般的に癌患者（体重６０
ｋｇとして）においては、一日につき該化合物またはその塩を約０.１～１００ｍｇ、好
ましくは約１．０～５０ｍｇ、より好ましくは約１．０～２０ｍｇ投与する。非経口的に
投与する場合は、該化合物またはその塩の１回投与量は投与対象、対象疾患などによって
も異なるが、例えば、該化合物またはその塩を注射剤の形で通常、癌患者（体重６０ｋｇ
として）に投与する場合、一日につき該化合物またはその塩を約０．０１～３０ｍｇ程度
、好ましくは約０．１～２０ｍｇ程度、より好ましくは約０．１～１０ｍｇ程度を静脈注
射により投与するのが好都合である。他の動物の場合も、体重６０ｋｇ当たりに換算した
量を投与することができる。
【００９４】
（１２ｂ）本発明のＤＮＡに対するプロモーターの活性を促進または阻害する化合物また
はその塩をスクリーニング方法
　本発明は、本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物に、試験化合物を投与し、レポータ
ー遺伝子の発現を検出することを特徴とする本発明のＤＮＡに対するプロモーターの活性
を促進または阻害する化合物またはその塩のスクリーニング方法を提供する。
　上記スクリーニング方法において、本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物としては、
前記した本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物の中でも、本発明のＤＮＡがレポーター
遺伝子を導入することにより不活性化され、該レポーター遺伝子が本発明のＤＮＡに対す
るプロモーターの制御下で発現しうるものが用いられる。
　試験化合物としては、前記と同様のものがあげられる。
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　レポーター遺伝子としては、前記と同様のものが用いられ、β－ガラクトシダーゼ遺伝
子（ｌａｃＺ）、可溶性アルカリフォスファターゼ遺伝子またはルシフェラーゼ遺伝子な
どが好適である。
　本発明のＤＮＡをレポーター遺伝子で置換された本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動
物では、レポーター遺伝子が本発明のＤＮＡに対するプロモーターの支配下に存在するの
で、レポーター遺伝子がコードする物質の発現をトレースすることにより、プロモーター
の活性を検出することができる。
　例えば、ＧＰＲ３９をコードするＤＮＡ領域の一部を大腸菌由来のβ－ガラクトシダー
ゼ遺伝子（ｌａｃＺ）で置換している場合、本来、ＧＰＲ３９の発現する組織で、ＧＰＲ
３９の代わりにβ－ガラクトシダーゼが発現する。従って、例えば、５－ブロモ－４－ク
ロロ－３－インドリル－β－ガラクトピラノシド（Ｘ－ｇａｌ）のようなβ－ガラクトシ
ダーゼの基質となる試薬を用いて染色することにより、簡便にＧＰＲ３９の動物生体内に
おける発現状態を観察することができる。具体的には、ＧＰＲ３９欠損マウスまたはその
組織切片をグルタルアルデヒドなどで固定し、リン酸緩衝生理食塩液（ＰＢＳ）で洗浄後
、Ｘ－ｇａｌを含む染色液で、室温または３７℃付近で、約３０分ないし１時間反応させ
た後、組織標本を１ｍＭ ＥＤＴＡ／ＰＢＳ溶液で洗浄することによって、β－ガラクト
シダーゼ反応を停止させ、呈色を観察すればよい。また、常法に従い、ｌａｃＺをコード
するｍＲＮＡを検出してもよい。
　上記スクリーニング方法を用いて得られる化合物またはその塩は、上記した試験化合物
から選ばれた化合物またはその塩であり、本発明のＤＮＡに対するプロモーター活性を促
進または阻害する化合物またはその塩である。
　該スクリーニング方法で得られた化合物の塩としては、生理学的に許容される酸（例、
無機酸など）や塩基（例、有機酸など）などとの塩が用いられ、とりわけ生理学的に許容
される酸付加塩が好ましい。この様な塩としては、例えば、無機酸（例えば、塩酸、リン
酸、臭化水素酸、硫酸など）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など）との塩などが用いられる。
【００９５】
　本発明のＤＮＡに対するプロモーター活性を促進する化合物またはその塩は、ＧＰＲ３
９の発現を促進し、ＧＰＲ３９の機能を促進することができるので、例えば、ＧＰＲ３９
の機能不全に関連する疾患などの予防・治療剤、サイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌促進
剤などの医薬として有用である。
　本発明のＤＮＡに対するプロモーター活性を阻害する化合物またはその塩は、ＧＰＲ３
９の発現を阻害し、ＧＰＲ３９の機能を阻害することができるので、例えば、ＧＰＲ３９
の機能過多に関連する疾患などの予防・治療剤、サイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌抑制
剤などの医薬として有用である。
　ＧＰＲ３９の機能不全に関連する疾患としては、例えば、発育不良、傷、火傷、冷え性
、学習能力の低下、性機能低下、味覚障害、嗅覚障害、前立腺肥大、動脈硬化、心筋梗塞
、脳卒中、肝硬変、コレステロール蓄積、感染への抵抗力低下、痛風、癌、難産、糖尿病
、シミ、貧血、脱毛、呼吸障害、消化障害、心臓障害、白髪、むくみ、しわ、たるみ、甲
状腺機能低下、鬱、月経不順、糖尿病などによる膀胱知覚の低下に基づく低緊張膀胱、骨
盤内臓の外科的手術後の膀胱知覚麻痺による低緊張膀胱などの金属欠乏症などが挙げられ
る。
　ＧＰＲ３９の機能過多に関連する疾患としては、例えば、腎機能障害、肺機能障害、ア
レルギー皮膚炎、知覚神経障害、ウイルソン病、過活動膀胱による頻尿、夜間頻尿、間質
性膀胱炎を含む膀胱炎による頻尿、前立腺肥大症による頻尿、尿失禁、尿意切迫感、骨盤
内臓痛、性交痛、膀胱刺激症状、尿路結石によって起こる種々の障害などの金属過剰症、
または炎症性疾患（例、神経障害、大血管障害などの糖尿病性合併症；潰瘍性大腸炎など
の炎症性腸疾患；膀胱炎；過敏性腸症候群；神経痛）、アレルギー性疾患（例、喘息、ア
トピー性皮膚炎、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ））などが挙げられる。
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　さらに、上記スクリーニングで得られた化合物から誘導される化合物も同様に用いるこ
とができる。
【００９６】
　該スクリーニング方法で得られた化合物またはその塩を含有する医薬は、前記したＧＰ
Ｒ３９またはその塩と金属元素との結合性を変化させる化合物またはその塩を含有する医
薬と同様にして製造することができる。
　このようにして得られる製剤は、安全で低毒性であるので、例えば、ヒトまたは哺乳動
物（例えば、ラット、マウス、モルモット、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ウマ、ネコ、
イヌ、サルなど）に対して投与することができる。
　該化合物またはその塩の投与量は、対象疾患、投与対象、投与ルートなどにより差異は
あるが、例えば、本発明のＤＮＡに対するプロモーター活性を促進する化合物またはその
塩を経口投与する場合、一般的に癌患者（体重６０ｋｇとして）においては、一日につき
該化合物またはその塩を約０.１～１００ｍｇ、好ましくは約１．０～５０ｍｇ、より好
ましくは約１．０～２０ｍｇ投与する。非経口的に投与する場合は、該化合物またはその
塩の１回投与量は投与対象、対象疾患などによっても異なるが、例えば、本発明のＤＮＡ
に対するプロモーター活性を促進する化合物を注射剤の形で通常、癌患者（体重６０ｋｇ
として）に投与する場合、一日につき該化合物またはその塩を約０．０１～３０ｍｇ程度
、好ましくは約０．１～２０ｍｇ程度、より好ましくは約０．１～１０ｍｇ程度を静脈注
射により投与するのが好都合である。他の動物の場合も、体重６０ｋｇ当たりに換算した
量を投与することができる。
　このように、本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物は、本発明のＤＮＡに対するプロ
モーターの活性を促進または阻害する化合物またはその塩をスクリーニングする上で極め
て有用であり、本発明のＤＮＡ発現不全に起因する各種疾患の原因究明または予防・治療
薬の開発に大きく貢献することができる。
　また、ＧＰＲ３９のプロモーター領域を含有するＤＮＡを使って、その下流に種々のタ
ンパクをコードする遺伝子を連結し、これを動物の卵細胞に注入していわゆるトランスジ
ェニック動物（遺伝子移入動物）を作成すれば、特異的にそのＧＰＲ３９を合成させ、そ
の生体での作用を検討することも可能となる。さらに上記プロモーター部分に適当なレポ
ーター遺伝子を結合させ、これが発現するような細胞株を樹立すれば、ＧＰＲ３９そのも
のの体内での産生能力を特異的に促進もしくは抑制する作用を持つ低分子化合物の探索系
として使用できる。
【００９７】
　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。
　ＤＮＡ　　　　　：デオキシリボ核酸
　ｃＤＮＡ　　　　：相補的デオキシリボ核酸
　　Ａ　　　　　　：アデニン
　　Ｔ　　　　　　：チミン
　　Ｇ　　　　　　：グアニン
　　Ｃ　　　　　　：シトシン
　ＲＮＡ　　　　　：リボ核酸
　ｍＲＮＡ　　　　：メッセンジャーリボ核酸
　ｄＡＴＰ　　　　：デオキシアデノシン三リン酸
　ｄＴＴＰ　　　　：デオキシチミジン三リン酸
　ｄＧＴＰ　　　　：デオキシグアノシン三リン酸
　ｄＣＴＰ　　　　：デオキシシチジン三リン酸
　ＡＴＰ　　　　　：アデノシン三リン酸
　ＥＤＴＡ　　　　：エチレンジアミン四酢酸
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　ＳＤＳ　　　　　：ドデシル硫酸ナトリウム
【００９８】
　Ｇｌｙ 　　　　 ：グリシン
　Ａｌａ        　：アラニン
　Ｖａｌ      　  ：バリン
　Ｌｅｕ        　：ロイシン
　Ｉｌｅ 　       ：イソロイシン
　Ｓｅｒ 　       ：セリン
　Ｔｈｒ　        ：スレオニン
　Ｃｙｓ          ：システイン
　Ｍｅｔ 　       ：メチオニン
　Ｇｌｕ 　       ：グルタミン酸
　Ａｓｐ 　       ：アスパラギン酸
　Ｌｙｓ 　       ：リジン
　Ａｒｇ 　       ：アルギニン
　Ｈｉｓ 　       ：ヒスチジン
　Ｐｈｅ 　       ：フェニルアラニン
　Ｔｙｒ 　       ：チロシン
　Ｔｒｐ 　       ：トリプトファン
　Ｐｒｏ 　       ：プロリン
　Ａｓｎ 　       ：アスパラギン
　Ｇｌｎ 　       ：グルタミン
　ｐＧｌｕ　　　　：ピログルタミン酸
　＊　　　　　　　：終止コドンに対応する
　Ｍｅ　　　　　　：メチル基
　Ｅｔ　　　　　　：エチル基
　Ｂｕ　　　　　　：ブチル基
　Ｐｈ　　　　　　：フェニル基
　ＴＣ　　　　　　：チアゾリジン－４（Ｒ）－カルボキサミド基
【００９９】
　また、本明細書中で繁用される置換基、保護基および試薬を下記の記号で表記
する。
　Ｔｏｓ　　　　　：ｐ－トルエンスルフォニル
　ＣＨＯ　　　　　：ホルミル
　Ｂｚｌ　　　　　：ベンジル
　Ｃl２Ｂｚｌ　　　：２，６－ジクロロベンジル
　Ｂｏｍ　　　　　：ベンジルオキシメチル
　Ｚ　　　　　　　：ベンジルオキシカルボニル
　Ｃｌ－Ｚ　　　　：２－クロロベンジルオキシカルボニル
　Ｂｒ－Ｚ　　　　：２－ブロモベンジルオキシカルボニル
　Ｂｏｃ　　　　　：ｔ－ブトキシカルボニル
　ＤＮＰ　　　　　：ジニトロフェノール
　Ｔｒｔ　　　　　：トリチル
　Ｂｕｍ　　　　　：ｔ－ブトキシメチル
　Ｆｍｏｃ　　　　：Ｎ－９－フルオレニルメトキシカルボニル
　ＨＯＢｔ　　　　：１－ヒドロキシベンズトリアゾール
　ＨＯＯＢｔ　　　：３,４－ジヒドロ－３－ヒドロキシ－４－オキソ－
　　　　　　　　　　１,２,３－ベンゾトリアジン
　ＨＯＮＢ　　　　：1-ヒドロキシ-5-ノルボルネン-2,3-ジカルボキシイミド
　ＤＣＣ　　　　　：Ｎ，Ｎ’－ジシクロヘキシルカルボジイミド
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【０１００】
　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
　ヒト由来ＧＰＲ３９のアミノ酸配列を示す。
　配列番号：２
　ヒト由来ＧＰＲ３９をコードするｃＤＮＡの塩基配列を示す。
　配列番号：３
　以下の実施例３におけるＴａｑＭａｎ　ＰＣＲ反応で使用したプライマーの塩基配列を
示す。
　配列番号：４
　以下の実施例３におけるＴａｑＭａｎ　ＰＣＲ反応で使用したプライマーの塩基配列を
示す。
　配列番号：５
　以下の実施例３におけるＴａｑＭａｎ　ＰＣＲ反応で使用したプローブの塩基配列を示
す。
　配列番号：６
　マウス由来ＧＰＲ３９のアミノ酸配列を示す。
　配列番号：７
　マウス由来ＧＰＲ３９をコードするｃＤＮＡの塩基配列を示す。
　配列番号：８
　ラット由来ＧＰＲ３９のアミノ酸配列を示す。
　配列番号：９
　ラット由来ＧＰＲ３９をコードするｃＤＮＡの塩基配列を示す。
　配列番号：１０
　以下の実施例７におけるＴａｑＭａｎ　ＰＣＲ反応で使用したプライマーの塩基配列を
示す。
　配列番号：１１
　以下の実施例７におけるＴａｑＭａｎ　ＰＣＲ反応で使用したプライマーの塩基配列を
示す。
　配列番号：１２
　以下の実施例７におけるＴａｑＭａｎ　ＰＣＲ反応で使用したプローブの塩基配列を示
す。
　配列番号：１３
　以下の実施例９におけるＴａｑＭａｎ　ＰＣＲ反応で使用したプライマーの塩基配列を
示す。
　配列番号：１４
　以下の実施例９におけるＴａｑＭａｎ　ＰＣＲ反応で使用したプライマーの塩基配列を
示す。
　配列番号：１５
　以下の実施例９におけるＴａｑＭａｎ　ＰＣＲ反応で使用したプローブの塩基配列を示
す。
【実施例】
【０１０１】
　以下に実施例を示して、本発明をより詳細に説明するが、これらは本発明の範囲を限定
するものではない。なお、大腸菌を用いての遺伝子は、モレキュラー・クローニング（Mo
lecular cloning）に記載されている方法に従った。
【０１０２】
〔実施例１〕ヒト型ＧＰＲ３９－ＧＦＰ融合タンパク質を発現するＣＨＯ細胞の取得
　ヒト型ＧＰＲ３９のＣ末端に翻訳のフレーム合わせてオワンクラゲより単離されたＧｒ
ｅｅｎ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｔｅｉｎ（ＧＦＰ）　ｃＤＮＡをつないだ融合
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蛋白を発現させるための発現プラスミドを構築した。その際ＧＦＰ　ｃＤＮＡにはＧＦＰ
の発現ベクターｐＱＢＩ２５（宝酒造）から切り出した断片を用いた。ＧＰＲ３９はＰＣ
Ｒ法によりその終止コドンを制限酵素ＮｈｅＩの認識配列に修正し、ここにＧＦＰ断片を
連結して、動物細胞での発現用ベクターｐＡＫＫＯ－１１１Ｈ（Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏ
ｐｈｙｓ．Ａｃｔａ，Ｈｉｎｕｍａ，Ｓ．ｅｔ　ａｌ．，１２１９，２５１－２５９，１
９９４記載のｐＡＫＫＯ－１．１１Ｈと同一のプラスミドベクター）に挿入した。このベ
クターを用いて自体公知の方法でＧＰＲ３９－ＧＦＰ融合タンパク質を発現するＣＨＯ細
胞を取得した。
【０１０３】
〔実施例２〕ＧＰＲ３９に対する金属元素のアゴニスト活性の検出
　ＧＰＲ３９に対するアゴニストの探索を下記の方法で行った結果、特定の金属元素がＧ
ＰＲ３９のアゴニストであることが判明した。
　実施例１で作製したヒトＧＰＲ３９－ＧＦＰ発現ベクターを導入したＣＨＯ細胞株（Ｃ
ＨＯ／ｈＧＰＲ３９－ＧＦＰ）を３ｘ１０４個／１００μｌの細胞が含まれるように希釈
し、Ｂｌａｃｋ　ｗａｌｌｅｄ　９６－ｗｅｌｌ　ｐｌａｔｅ（Ｃｏｓｔａｒ）に１穴あ
たり１００μｌずつ分注後、ＣＯ２培養器にて一晩培養した。細胞内カルシウム濃度の変
動をＦＬＩＰＲ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅ）を用いて以下の方法で測定した。
Ｆｌｕｏ－３ＡＭ（ＤＯＪＩＮ）　５０μｇを２１μｌ　ＤＭＳＯ（ＤＯＪＩＮ）に溶解
し、さらに等量の２０％プルロン酸（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）を加え混合後
、１０５μｌの牛胎児血清を添加した１０．６ｍｌのアッセイバッファー［ＨＢＳＳ（Ｉ
ｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）に１Ｍ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．４）（ＤＯＪＩＮ）を２０ｍｌ添加
し、プロべネシド（Ｓｉｇｍａ）７１０ｍｇを１Ｎ　ＮａＯＨ　５ｍｌに溶解後さらに上
記のＨＢＳＳ／ＨＥＰＥＳ溶液５ｍｌを加え混合した溶液１０ｍｌを添加し調製する。］
に加え、蛍光色素溶液を調製した。細胞プレートの培地を除き、直ちに蛍光色素溶液を１
穴あたり１００μｌずつ分注後、ＣＯ２培養器にて１時間培養し、細胞に蛍光色素を取り
込ませた。培養後の細胞は上記のアッセイバッファーを用いて洗浄しＦＬＩＰＲにセット
した。また細胞に添加する金属元素の化合物はアッセイバッファーを用いて各々の濃度に
希釈し、リガンド用のプレートに分注しＦＬＩＰＲにセットした。以上の前処置を施した
後、ＦＬＩＰＲにて金属元素添加後の細胞内カルシウム濃度の変動を測定しアゴニスト作
用の検討を行った。その結果、塩化カドミウム（ＣｄＣｌ２）、塩化亜鉛（ＺｎＣｌ２）
、塩化銅（ＣｕＣｌ２）、塩化ニッケル（ＮｉＣｌ２）を加えたときに、ＣＨＯ／ｈＧＰ
Ｒ３９－ＧＦＰの細胞内カルシウム濃度が用量依存的に上昇した（図１～図４）。受容体
を発現していないＣＨＯ細胞やＧＰＲ３９以外のＧＰＣＲを発現しているＣＨＯ細胞では
、このような応答は見られなかった。従って、これらの金属塩（金属イオン）がＧＰＲ３
９に対する特異的なアゴニストであることが判明した。
【０１０４】
〔実施例３〕ヒト型ＧＰＲ３９ｍＲＮＡ発現
　ｍＲＮＡの発現量の定量にはＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ　７９００ＨＴ　ＳｅｑｕｅｎｃｅＤ
ｅｔｅｃｔｏｒ（アプライドバイオシステムズ社）を用いた。発現量の定量に用いるプラ
イマー［５’－ＴＧＴＧＡＣＡＴＴＧＧＣＣＧＴＡＴＧＣＴ－３’（配列番号：３）、５
’－ＣＡＧＴＣＧＴＧＣＴＴＧＧＧＴＴＴＧＧ－３’（配列番号：４）］とプローブ［５
’－ＴＧＣＣＣＡＡＣＣＡＧＡＴＴＣＧＧＡＧＧＡＴＣＡ－３’（配列番号：５）］は、
ヒト型ＧＰＲ３９の塩基配列（配列番号：２）をもとにＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ　Ｓｅｑｕｅ
ｎｃｅＤｅｔｅｃｔｏｒ専用のソフトウエアＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓ（アプライドバ
イオシステムズ社）を利用してデザインした。鋳型となるｃＤＮＡは、ヒト各種組織、細
胞由来のｔｏｔａｌ　ＲＮＡ　１μｇからランダムプライマーを用いて逆転写反応して合
成したものを使用した。逆転写反応は逆転写酵素としてＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＩＩ（Ｇ
ＩＢＣＯ　ＢＲＬ社）を使用し、添付のプロトコールにしたがって行った。ＡＢＩ　ＰＲ
ＩＳＭ　７９００ＨＴ　ＳｅｑｕｅｎｃｅＤｅｔｅｃｔｏｒの反応液はＴａｑＭａｎ　Ｕ
ｎｉｖｅｒｓａｌ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ（アプライドバイオシステムズ社）を
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７．５μｌ、各プライマーを０．９μＭ、プローブを０．２５μＭ、ｃＤＮＡ溶液を混ぜ
合わせ、蒸留水で１５μｌとして調製した。反応は、５０℃で２分、９５℃で１０分の後
、９５℃・１５秒、６０℃・１分のサイクルを４０回繰り返して行った。
　ヒト各種組織や細胞でのｍＲＮＡの発現を図５～図７に示す。中枢神経組織、下垂体、
腎臓、胃・腸管組織、胎児脳、血管系初代培養細胞、腎臓系初代培養細胞、あるいは大腸
がん細胞株に高発現していた。
【０１０５】
〔参考例１〕ヒトＧＰＲ３９、ラットＧＰＲ３９、およびマウスＧＰＲ３９発現細胞の取
得
　ヒトＧＰＲ３９、ラットＧＰＲ３９、およびマウスＧＰＲ３９のｃＤＮＡは、それぞれ
、ＡＦ０３４６３３．１（ヒト）、ＸＭ＿２２２５７８（ラット）、ＡＫ０１６８１７と
ＡＫ０８２９４１．１（マウス）の公知の配列を基にして、腸管を含むｃＤＮＡからＲＴ
－ＰＣＲで取得した。得られたＤＮＡ断片を動物細胞での発現用ベクターｐＡＫＫＯ－１
１１Ｈ（Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ，Ｈｉｎｕｍａ，Ｓ．ｅｔ　ａｌ．
，１２１９，２５１－２５９，１９９４記載のｐＡＫＫＯ－１．１１Ｈと同一のプラスミ
ドベクター）に挿入した。このベクターを用いて自体公知の方法でＧＰＲ３９を発現する
ＣＨＯ細胞を取得した。
【０１０６】
〔実施例４〕サイトセンサーを用いたシグナルの検出
　サイトセンサーを用いてリガンドによる細胞内シグナル伝達系の活性化を、細胞の物質
代謝によるｐＨの変化を指標に測定した。
　方法は、前日にヒトＧＰＲ３９発現ＣＨＯ細胞株を培養用フラスコにコンフルエントま
で培養した後、ＰＢＳ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）で洗浄した後、トリプシン（Ｉｎｖｉｔ
ｒｏｇｅｎ）を用いてはがし、遠心して回収した後、培地に懸濁し、３ｘ１０５細胞／ｍ
ｌに調整した。そして、サイトセンサーカプセルキット（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉ
ｃｅ）のカプセルを１２ウェルプレート（Ｃｏｓｔｅｒ）にセットし、その中に細胞懸濁
液を１ｍｌ入れ、蓋をして３７℃インキュベーター内で翌日まで培養した。測定当日サイ
トセンサーを説明書通りに起動した後、サイトセンサーＲＰＭＩ１６４０培地（ｐＨ　７
．４）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を調製し平衡化した後、前日に調製した細胞をまいたカ
プセル内にスペーサーを入れ、サイトセンサーにセットした。培地で平衡化した後、流露
の切り替えによりサンプルを細胞に投与し、ｐＨの変化を測定した。
　その結果、塩化ニッケルを添加したとき、ＧＰＲ３９を発現していないｍｏｃｋ細胞、
および他の受容体であるＴＧＲ７では反応か検出されないのに対し、ＧＰＲ３９発現細胞
ではニッケルに対する特異的な細胞応答が検出された（図８）。
【０１０７】
〔実施例５〕ラット型ＧＰＲ３９に対する金属元素のアゴニスト活性の検出
　ラット型ＧＰＲ３９を安定的に発現したＣＨＯ細胞株を用いてＦＬＩＰＲによる細胞内
カルシウムの上昇反応を指標に金属イオンのアゴニスト活性の検出を行った。用いたラッ
ト型ＧＰＲ３９を安定的に発現したＣＨＯ細胞株は１０％　牛胎児血清（Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ）を含むハムαＭＥＭ培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて培養した。アッセイ
を行う前日にヒトＧＰＲ３９発現ＣＨＯ細胞株を培養用フラスコにコンフルエントまで培
養した後、ＰＢＳで洗浄した後、トリプシンを用いてはがし、遠心して回収した後、培地
に懸濁し、３ｘ１０５細胞／ｍｌに調整する。そして、Ｂｌａｃｋ　ｗａｌｌｅｄ　９６
－ｗｅｌｌ　ｐｌａｔｅ（Ｃｏｓｔａｒ）に１穴あたり１００μｌずつ分注後、ＣＯ２培
養器にて一晩培養した。
　アッセイ当日は前日に調製した、細胞に対し各種試験サンプルを添加し、この際の細胞
内カルシウム濃度の変動をＦＬＩＰＲ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅ）を用いて測
定した。ＦＬＩＰＲにて細胞内カルシウム濃度の変動を測定するために、以下の前処置を
施した。まず、細胞に蛍光色素Ｆｌｕｏ－３ＡＭ（ＤＯＪＩＮ）を添加するため、あるい
はＦＬＩＰＲアッセイを行う直前に細胞を洗浄するためのアッセイバッファーを作成した
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。ＨＢＳＳ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）１０００ｍｌに１Ｍ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．４）（
ＤＯＪＩＮ）２０ｍｌを加えた溶液（以下、ＨＢＳＳ／ＨＥＰＥＳ溶液）に、プロべネシ
ド（Ｓｉｇｍａ）７１０ｍｇを１Ｎ　ＮａＯＨ　５ｍｌに溶解後さらにＨＢＳＳ／ＨＥＰ
ＥＳ溶液５ｍｌを加え混合した溶液１０ｍｌを添加し、この溶液をアッセイバッファーと
した。次にＦｌｕｏ－３ＡＭ　５０μｇを２１μｌ　ＤＭＳＯ（ＤＯＪＩＮ）に溶解し、
さらに等量の２０％プルロン酸（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）を加え混合後、１
０５μｌの牛胎児血清を添加した１０．６ｍｌのアッセイバッファーに加え、蛍光色素溶
液を調製した。ヒト型ＧＰＲ３９を安定的に発現したＣＨＯ細胞の培地を除き、直ちに蛍
光色素溶液を１穴あたり１００μｌずつ分注後、ＣＯ２培養器にて１時間培養し、細胞に
蛍光色素を取り込ませた。培養後の細胞は上記のアッセイバッファーを用いて洗浄した後
、ＦＬＩＰＲにセットした。また、ラット型ＧＰＲ３９を安定的に発現したＣＨＯ細胞に
添加する試験サンプルはアッセイバッファーを用いて調製し、同時にＦＬＩＰＲにセット
した。以上の前処置を施した後、ＦＬＩＰＲにて各種試験サンプル添加後の細胞内カルシ
ウム濃度の変動を測定した。その結果、塩化コバルト（ＣｏＣｌ２）、塩化ニッケル（Ｎ
ｉＣｌ２）、塩化銅（ＣｕＣｌ２）、塩化亜鉛（ＺｎＣｌ２）、塩化カドミウム（ＣｄＣ
ｌ２）を加えたときに、ＣＨＯ／ｒＧＰＲ３９の細胞内カルシウム濃度が用量依存的に上
昇し、ＧＰＲ３９に対するアゴニスト活性が検出された（図９～図１３）。
【０１０８】
〔実施例６〕マウス型ＧＰＲ３９に対する金属元素のアゴニスト活性の検出
　マウス型ＧＰＲ３９を安定的に発現したＣＨＯ細胞株を用いてＦＬＩＰＲによる細胞内
カルシウムの上昇反応を指標に金属イオンのアゴニスト活性の検出を実施例５に記載の方
法に従って行った。その結果、塩化コバルト（ＣｏＣｌ２）、塩化ニッケル（ＮｉＣｌ２

）、塩化銅（ＣｕＣｌ２）、塩化亜鉛（ＺｎＣｌ２）、塩化カドミウム（ＣｄＣｌ２）を
加えたときに、ＣＨＯ／ｍＧＰＲ３９の細胞内カルシウム濃度が用量依存的に上昇し、Ｇ
ＰＲ３９に対するアゴニスト活性が検出された（図１４～図１８）。
【０１０９】
〔実施例７〕ＲＴ－ＰＣＲによるＧＰＲ３９ｍＲＮＡのラットにおける組織分布の検討
　Ｗｉｓｔａｒラットより各種臓器を摘出し、ｔｏｔａｌ　ＲＮＡをＩｓｏｇｅｎ（ニッ
ポンジーン社）により、マニュアルにしたがって調製した。得られたｔｏｔａｌ　ＲＮＡ
　１μからランダムプライマー、逆転写酵素としてＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＩＩ逆転写酵
素（ＧＩＢＣＯ　ＢＲＬ社）を用いて、マニュアルに従いｃＤＮＡを合成した。合成され
たｃＤＮＡはｔｏｔａｌ　ＲＮＡ換算で２５ｎｇ／μｌの溶液とし、以後のＲＴ－ＰＣＲ
の鋳型として用いた。　ＲＴ－ＰＣＲはＳｅｑｕｅｎｃｅ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｓｙｓ
ｔｅｍ　Ｐｒｉｓｍ　７９００（ＰＥ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ社）を用い、増幅と検出の
ためのプライマーとして５’－ＣＣＣＡＴＧＧＡＧＴＴＣＴＡＣＡＧＣＡＴＣＡＴ－３’
（配列番号：１０），５’－ＴＧＴＧＧＡＧＣＴＴＧＣＡＧＧＡＣＡＧＡ－３’（配列番
号：１１）およびＴａｑＭａｎ　ｐｒｏｂｅとして５’－（Ｆａｍ）－ＴＧＧＡＡＣＣＣ
ＣＣＴＧＡＣＣＡＣＡＣＣＣＡ－（Ｔａｍｒａ）－３’（配列番号：１２）を使用した。
ＲＴ－ＰＣＲ反応液はＴａｑＭａｎ　Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉ
ｘ（ＰＥ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ社）７．５μｌに、それぞれ１００μＭのプライマー溶
液を０．１３５μｌ、５μＭのＴａｑＭａｎ　ｐｒｏｂｅを０．７５μｌ、および上記で
調製したｃＤＮＡ溶液を１μｌ加え、蒸留水で総反応液量を１５μｌとした。ＰＣＲ反応
は５０℃・２分、９５℃・１０分の後、９５℃・１５秒、６０℃・１分のサイクルを４０
回繰り返した。得られたラット各種組織におけるＧＰＲ３９のｍＲＮＡ発現量はｔｏｔａ
ｌ　ＲＮＡ　２５ｎｇあたりのコピー数として算出した（図１９）。
【０１１０】
〔実施例８〕Ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション法を用いた膀胱におけるＧＰＲ３９
ｍＲＮＡの発現分布の検討
　雄性Ｗｉｓｔａｒラットを屠殺し、膀胱を取り出しＰＢＳで洗浄した後、ＯＣＴコンパ
ウンド中で液体窒素により凍結し、－８０℃で保存した。
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　ＧＰＲ３９アンチセンス、センスプローブは以下の方法で調製した。まず、プラスミド
ベクターｐＣＲＩＩ　ＴＯＰＯ（インビトロジェン社）に自体公知の方法でラット型ＧＰ
Ｒ３９ｃＤＮＡを挿入した。このｃＤＮＡを、Ｍ１３プライマー（インビトロジェン社）
・Ａｄｖａｎｔａｇｅ２　ＰＣＲ　ｋｉｔ（クロンテック社）を用いたＰＣＲにて増幅・
直鎖化し、エタノール沈殿法により精製した。このｃＤＮＡから、ＤＩＧ　ＲＮＡ　Ｌａ
ｂｅｌｌｉｎｇ　ＫＩＴ（ＳＰ６／Ｔ７）（ロッシュ社）にてＳＰ６もしくはＴ７による
ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎを行い（４０μｌスケール）、エタノー
ル沈殿により精製した後、蒸留水にて１００μｌに溶解した。ｃＤＮＡの挿入方向から、
ＳＰ６により生成されたＤＩＧラベルリボプローブがアンチセンスプローブ、Ｔ７により
生成されたＤＩＧラベルリボプローブがセンスプローブであった。
　Ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションには新鮮凍結切片を使用した。まず前述した膀
胱凍結組織をクライオスタットＣＭ３０５０（ライカ社）を用いてシランコートスライド
上に８μｍの厚さで薄切した。切片を４％パラホルムアルデヒドを含むＰＢＳにて１０分
間固定した後、ＰＢＳにてよく洗い、０．２５％無水酢酸を含む０．１Ｍトリエタノール
アミン（ｐＨ８．０）による処理（室温・１０分）にてアセチル化を行った。Ｈｙｂｒｉ
ｄｉｚａｔｉｏｎ反応には、ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　ｂｕｆｆｅｒ（５０％ホルム
アミド，１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ７．５，１×Ｄｅｎｈａｒｄｔ’ｓ　ｓｏｌ
ｕｔｉｏｎ，２００μｇ／ｍｌ　ｔＲＮＡ，１０％デキストラン硫酸，６００ｍＭ　Ｎａ
Ｃｌ，０．２５％　ＳＤＳ，１ｍＭ　ＥＤＴＡ）でアンチセンスプローブもしくはセンス
プローブを２００倍に希釈し、８５℃で１０分変性した後、切片に加え５０℃で１２時間
以上反応させた。引き続き、非特異的にｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎしたプローブを洗浄
するため以下の操作を行った。１）２×ＳＳＣ（ＳＳＣ；１×ＳＳＣ＝１５０ｍＭ　Ｎａ
Ｃｌ，１５ｍＭクエン酸ナトリウム，ｐＨ７．０）／５０％ホルムアミド処理（６０℃・
３０分・１回）、２）２×ＳＳＣ処理（６０℃・１５分・１回）、３）０．１×ＳＳＣ処
理（６０℃・１５分・２回）。以上の操作を行った後、ＤＩＧラベルプローブを検出する
ための免疫組織化学を行った。まず、ＤＩＧ－１（１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ
７．５，１５０ｍＭ　ＮａＣｌ，０．１％　Ｔｗｅｅｎ２０）で洗浄した後、１．５％　
Ｂｌｏｃｋｉｎｇ　ｒｅａｇｅｎｔ（ロッシュ社）を含むＤＩＧ－１による処理（３７℃
・１時間）にて非特異反応のブロッキングを行い、ａｎｔｉ－ＤＩＧ　ｆａｂ－ｆｒａｇ
ｍｅｎｔ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ａｌｋａｌｉｎｅ　ｐ
ｈｏｓｐｈａｔａｓｅ（ロッシュ社）を含むＤＩＧ－１（１：１０００）を室温で１時間
反応させた。ＤＩＧ－１で十分洗浄した後、ＤＩＧ－３（１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ
　ｐＨ　９．５，１００ｍＭ　ＮａＣｌ，５０ｍＭ　ＭｇＣｌ２）でリンスし、０．１８
ｍｇ／ｍｌ　５－ｂｒｏｍｏ－４－ｃｈｌｏｒｏ－３－ｉｎｄｏｌｙｌ－ｐｈｏｓｐｈａ
ｔｅ（ＢＣＩＰ）を含むジメチルホルムアミド、および０．３４ｍｇ／ｍｌ　４－ｎｉｔ
ｒｏｂｌｕｅ　ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ（ＮＢＴ）を含む７０％ジメチルホルムアミド、
およびｐｏｌｙｖｉｎｙｌａｌｃｈｏｌを、ＤＩＧ－３　１０ｍｌにつきそれぞれ０．３
５ｍｌ、０．４５ｍｌ、３％加えた溶液によって、室温にて発色反応を行った。適時に発
色を流水洗浄により止めた後、９０％グリセロールを含むＰＢＳで封入し、光学顕微鏡で
観察した。その結果、ＧＰＲ３９アンチセンスプローブにより、膀胱において移行上皮に
陽性シグナルが観察された。これに対し、センスプローブによるシグナルはどの部位にお
いても検出されなかった。粘膜固有層・筋層・血管内皮細胞にはアンチセンスプローブに
よるシグナルは検出されなかった。以上の結果から、膀胱においてＧＰＲ３９ｍＲＮＡは
移行上皮に特異的に発現していることが判明した。
【０１１１】
〔実施例９〕ＧＰＲ３９発現細胞株の選択
　用いた細胞株は大日本製薬より購入し、培養方法は添付資料に従った。５６３７（ヒト
由来）は１０％ＦＣＳを含むＲＰＭＩ１６４０培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）でプレコ
ンフルエントになるまで培養した。ＨＴ－１１９７（ヒト由来）およびＨＴ－１３７６（
ヒト由来）は１０％ＦＣＳおよびＭＥＭ　ＮＯＮ－ＥＳＳＥＮＴＩＡＬ　ＡＭＩＮＯ　Ａ
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ＣＩＤＳを含むＭＩＮＩＭＵＭ　ＥＳＳＥＮＴＩＡＬ　ＭＥＤＩＵＭ（ＷＩＴＨ　ＥＡＲ
ＬＥ’Ｓ　ＳＡＬＴＳ，　ＷＩＴＨ　Ｌ－ＧＬＵＴＡＭＩＮＥ）でプレコンフルエントに
なるまで培養した。ＵＭ－ＵＣ－３（ヒト由来）およびＮＢＴ－ＩＩ（ラット由来）は１
０％ＦＣＳ、１％ＭＥＭ　ＮＯＮ－ＥＳＳＥＮＴＩＡＬ　ＡＭＩＮＯ　ＡＣＩＤＳ、１　
ｍＭ　Ｓｏｄｉｕｍ　ｐｙｒｂａｔｅを含むＭＩＮＩＭＵＭ　ＥＳＳＥＮＴＩＡＬ　ＭＥ
ＤＩＵＭ（ＷＩＴＨ　ＥＡＲＬＥ’Ｓ　ＳＡＬＴＳ，　ＷＩＴＨ　Ｌ－ＧＬＵＴＡＭＩＮ
Ｅ）でプレコンフルエントになるまで培養した。Ｔ２４（ヒト由来）およびＭＢＴ－２（
マウス由来）は１０％ＦＣＳを含むＭＩＮＩＭＵＭ　ＥＳＳＥＮＴＩＡＬ　ＭＥＤＩＵＭ
（ＷＩＴＨ　ＥＡＲＬＥ’Ｓ　ＳＡＬＴＳ，　ＷＩＴＨ　Ｌ－ＧＬＵＴＡＭＩＮＥ）でプ
レコンフルエントになるまで培養した。培養した細胞はＰＢＳで洗浄した後、ＰＢＳ／Ｅ
ＤＴＡではがし、遠心して回収した後、－８０℃で保存した。ＲＮＡの抽出およびｃＤＮ
Ａ合成はＩＳＯＧＥＮ（Ｎｉｐｐｏｎ　ｇｅｎｅ）のマニュアルに従ってｔｏｔａｌ　Ｒ
ＮＡを抽出精製した。抽出したＲＮＡ　１μｇはＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ　ＩＩ（Ｉｎｖ
ｉｔｒｏｇｅｎ社）のマニュアルに従ってランダムを用いてｆｉｒｓｔ　ｓｔｒａｎｄ　
ｃＤＮＡを合成後エタノール沈殿してＴＥ　１０μｌに溶解した。ＴａｑＭａｎ　を用い
た定量は細胞株由来ｃＤＮＡ（２５　ｎｇ　ＲＮＡ相当）に対し、増幅反応試薬ＴａｑＭ
ａｎ（商標）Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ（アプライドバイオシ
ステムズジャパン株式会社）、ＧＰＲ３９検出用ＴａｑＭａｎ（商標）プライマー－プロ
ーブセットを用いて行った。ヒト由来のサンプルは実施例３に記載のプライマー－プロー
ブセットを用いた。ラット由来のサンプルは実施例７に記載のプライマー－プローブセッ
トを用いた。また、マウス由来のサンプルについては、プライマーとして５’－ＧＴＡＣ
ＣＣＡＣＴＣＡＣＡＡＧＧＧＡＣＴＣＡＡＣ－３’（配列番号：１３），５’－ＴＡＴＴ
ＧＧＡＧＴＴＴＣＣＡＧＧＴＴＣＡＴＣＧＴ－３’（配列番号：１４）およびＴａｑＭａ
ｎ　ｐｒｏｂｅとして５’－（Ｆａｍ）－ＣＡＡＣＣＴＣＴＣＴＣＧＣＡＣＣＣＧＣＣＡ
－（Ｔａｍｒａ）－３’（配列番号：１５）を使用した。反応は１５μｌの合計反応液量
で行った。各プライマー、プローブの最終濃度はマニュアルに従った。
　ＴａｑＭａｎ（商標）ＰＣＲは、ＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ（商標）７９００ＨＴ配列検出シ
ステム（アプライドバイオシステムズジャパン株式会社）で行い、使用した温度周期はＴ
ａｑＭａｎ（商標）Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ（アプライドバ
イオシステムズジャパン株式会社）のマニュアルに従った。
　増幅生成物の定量的ＴａｑＭａｎ解析は、７９００ＨＴ　ＳＤＳソフトウェア（アプラ
イドバイオシステムズジャパン株式会社）を用いて行った。コピー数の算出に用いた検量
線は、増幅領域全長を含む濃度既知のｃＤＮＡ　断片（ＧＰＲ３９）またはＰｌａｓｍｉ
ｄ　ＤＮＡ（ＧＰＲ３９）を用いた１０７コピー／ｗｅｌｌから１０２コピー／ｗｅｌｌ
までの対数６点におけるＣＴ値から作成した。
　その結果、５６３７、ＨＴ－１１９７、ＨＴ－１３７６、ＵＭ－ＵＣ－３、ＮＢＴ－Ｉ
Ｉ、Ｔ２４およびＭＢＴ－２のすべての細胞株においてのＧＰＲ３９の発現が認められた
（図２０）。
【０１１２】
〔実施例１０〕ヒト膀胱癌細胞株での金属イオンに対する反応性の確認
　用いた細胞株は大日本製薬より購入し、培養方法は添付資料に従った。５６３７は１０
％ＦＣＳを含むＲＰＭＩ１６４０培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）でプレコンフルエント
になるまで培養した。ＨＴ－１１９７およびＨＴ－１３７６は１０％ＦＣＳおよびＭＥＭ
　ＮＯＮ－ＥＳＳＥＮＴＩＡＬ　ＡＭＩＮＯ　ＡＣＩＤＳを含むＭＩＮＩＭＵＭ　ＥＳＳ
ＥＮＴＩＡＬ　ＭＥＤＩＵＭ（ＷＩＴＨ　ＥＡＲＬＥ’Ｓ　ＳＡＬＴＳ，　ＷＩＴＨ　Ｌ
－ＧＬＵＴＡＭＩＮＥ）でプレコンフルエントになるまで培養した。ＵＭ－ＵＣ－３およ
びＮＢＴ－ＩＩは１０％ＦＣＳおよびＭＥＭ　ＮＯＮ－ＥＳＳＥＮＴＩＡＬ　ＡＭＩＮＯ
　ＡＣＩＤＳを含むＭＩＮＩＭＵＭ　ＥＳＳＥＮＴＩＡＬ　ＭＥＤＩＵＭ（ＷＩＴＨ　Ｅ
ＡＲＬＥ’Ｓ　ＳＡＬＴＳ，　ＷＩＴＨ　Ｌ－ＧＬＵＴＡＭＩＮＥ）でプレコンフルエン
トになるまで培養した。Ｔ２４およびＭＢＴ－２は１０％ＦＣＳを含むＭＩＮＩＭＵＭ　
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ＥＳＳＥＮＴＩＡＬ　ＭＥＤＩＵＭ（ＷＩＴＨ　ＥＡＲＬＥ’Ｓ　ＳＡＬＴＳ，　ＷＩＴ
Ｈ　Ｌ－ＧＬＵＴＡＭＩＮＥ）でプレコンフルエントになるまで培養した。ＦＬＩＰＲを
用いた細胞内カルシウム濃度の変動の測定は実施例５に記載の方法に従って行った。その
結果、ＵＭ－ＵＣ－３およびＨＴ－１１９７においてニッケルによる反応が検出された。
【０１１３】
〔実施例１１〕金属イオンによるＧＰＲ３９発現細胞ＵＭ－ＵＣ－３からのＩＬ－８の分
泌促進
　ＧＰＲ３９の発現細胞株であるＵＭ－ＵＣ－３を用いて、ＧＰＲ３９アゴニストである
金属イオンの添加効果を検討した。
　アッセイ前日にＵＭ－ＵＣ－３を１０％ＦＣＳおよびＭＥＭ　ＮＯＮ－ＥＳＳＥＮＴＩ
ＡＬ　ＡＭＩＮＯ　ＡＣＩＤＳを含むＭＩＮＩＭＵＭ　ＥＳＳＥＮＴＩＡＬ　ＭＥＤＩＵ
Ｍ（ＷＩＴＨ　ＥＡＲＬＥ’Ｓ　ＳＡＬＴＳ，　ＷＩＴＨ　Ｌ－ＧＬＵＴＡＭＩＮＥ）で
プレコンフルエントになるまで培養した後、ＰＢＳで洗浄し、トリプシンを用いてはがし
、遠心して回収した後、培地に懸濁し、１．５ｘ１０５細胞／ｍｌに調整した。その後、
６－ｗｅｌｌ　ｐｌａｔｅ（Ｆａｌｃｏｎ）に１穴あたり５ｍｌずつ分注し、ＣＯ２培養
器にて一晩培養した。
　アッセイ当日は前日に調製した細胞の培地を除いた後、ＭＥＭ　ＮＯＮ－ＥＳＳＥＮＴ
ＩＡＬ　ＡＭＩＮＯ　ＡＣＩＤＳを含むＭＩＮＩＭＵＭ　ＥＳＳＥＮＴＩＡＬ　ＭＥＤＩ
ＵＭ（ＷＩＴＨ　ＥＡＲＬＥ’Ｓ　ＳＡＬＴＳ，　ＷＩＴＨ　Ｌ－ＧＬＵＴＡＭＩＮＥ）
で洗浄、さらに５ｍｌずつ各ウェルに添加し、１時間ＣＯ２培養器にて３７℃で培養した
。その後、各種試験サンプルを添加したＭＥＭ　ＮＯＮ－ＥＳＳＥＮＴＩＡＬ　ＡＭＩＮ
Ｏ　ＡＣＩＤＳを含むＭＩＮＩＭＵＭ　ＥＳＳＥＮＴＩＡＬ　ＭＥＤＩＵＭ（ＷＩＴＨ　
ＥＡＲＬＥ’Ｓ　ＳＡＬＴＳ，　ＷＩＴＨ　Ｌ－ＧＬＵＴＡＭＩＮＥ）を５ｍｌずつ各ウ
ェルに添加し、１２時間ＣＯ２培養器にて３７℃で培養した。培養上清を回収した後、Ｅ
ＩＡ（Ａｍｅｒｓｈａｍ）により、サンプル中に含まれるＩＬ－８を定量した結果、塩化
銅１ｍＭ存在下では非存在下に対し、約２倍の蓄積量であることが確認され、ＧＰＲ３９
の機能の一つとして、ＩＬ－８などのサイトカインの分泌を促進することが明らかになっ
た。
【０１１４】
〔実施例１２〕覚醒ラットに対するＧＰＲ３９アゴニストの影響
　９から１０週齡の雌性ＳＤラットにケタミン（５０ｍｇ／ｍＬ）とキシラジン（２０ｍ
ｇ／ｍＬ）を５：１で混合した溶液を０．１ｍＬ／１００ｇで筋注することによって麻酔
した。正中切開により膀胱を露出させ２０Ｇの注射針で穴を開けてポリエチレンチューブ
（ＰＥ－５０）を挿入し、木綿糸で膀胱に縫いつけた。膀胱に装着したポリエチレンチュ
ーブを１ｃｍほどの長さで切り、シリコンチューブ（Ｎｏ．００）に繋いで、皮下を通し
て背中に出した。動物は個別ケージで実験に供するまで飼育した。
　手術１日後、動物をハロタン麻酔し、ボールマンケージに入れて動物を拘束した。膀胱
に繋がったチューブに三方活栓を繋ぎ、生理食塩水注入用のチューブと膀胱内圧（注入抵
抗）測定用のチューブを接続した。ボールマンケージの下に電子天秤を置き、排尿量を同
時に記録した。麻酔が完全に覚めてから、膀胱内に生理食塩水の注入を開始し、膀胱内圧
と排尿量をＡ－Ｄ変換器（ＭＰ－１００、ＢＩＯＰＡＣ　ｓｙｓｔｅｍｓ）を介してパソ
コンに取り込み、専用ソフトウェア（ＡｃｑＫｎｏｗｌｅｄｇｅ、ＢＩＯＰＡＣ　ｓｙｓ
ｔｅｍｓ）で解析した。
　膀胱内に生理食塩水を６ｍＬ／ｈの速度で注入し、安定した排尿が記録できるまで、１
～２時間注入を続けた。膀胱への薬物の浸透性を高めるため、硫酸プロタミン（１０ｍｇ
／ｍＬ　ｉｎ　ＰＢＳ）を１時間膀胱内に注入した（Ｃｈｕａｎｇ　Ｙ，ｅｔ．ａｌ．，
２００３，Ｕｒｏｌｏｇｙ　６３，ｐ．６６４－６７０）。プロタミンの注入によって、
排尿間隔は、注入前とほとんど変化がなかった。その後、再び生理食塩水を膀胱内に注入
し、プロタミンが完全に洗浄されるように２時間以上排尿を記録した。排尿間隔がほぼ一
定になった時点で、ＧＰＲ３９アゴニストとして１　ｍＭの塩化第二銅（ＣｕＣｌ２）生
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理食塩水溶液に切り替え、約１時間観察した。ＣｕＣｌ２の注入を開始してから約３０分
後から６０分後の間の平均排尿間隔を求め、ＣｕＣｌ２を注入する前の約３０分間におけ
る平均排尿間隔に対する割合（％　ｏｆ　ｐｒｅ－ｖａｌｕｅ）を求めた。
　持続注入溶液を生理食塩水からＣｕＣｌ２溶液に変えると、基底圧には影響がみられず
、排尿間隔が短縮した。その割合は、注入前を１００％とすると４２．２±６．１％（ｎ
＝４）に短縮した。従って、膀胱内に注入したＣｕＣｌ２は、ＧＰＲ３９を介して頻尿状
態にさせたことを示唆し、ＧＰＲ３９が排尿調節に関与していることが判明した。
【産業上の利用可能性】
【０１１５】
　ＧＰＲ３９とリガンドであるカドミウム、亜鉛、銅およびニッケルなどのイオン化可能
な金属元素またはその塩とを用いることによって、該金属元素またはその塩とＧＰＲ３９
との結合性を変化させる化合物を効率良くスクリーニングすることができる。また、本発
明のスクリーニング方法を用いることにより、活性がより強いアゴニストを見出すことで
きる。
　ＧＰＲ３９に対するアゴニストは、例えば、発育不良、傷、火傷、冷え性、学習能力の
低下、性機能低下、味覚障害、嗅覚障害、前立腺肥大、動脈硬化、心筋梗塞、脳卒中、肝
硬変、コレステロール蓄積、感染への抵抗力低下、痛風、癌、難産、糖尿病、シミ、貧血
、脱毛、呼吸障害、消化障害、心臓障害、白髪、むくみ、しわ、たるみ、甲状腺機能低下
、鬱、月経不順、糖尿病などによる膀胱知覚の低下に基づく低緊張膀胱、骨盤内臓の外科
的手術後の膀胱知覚麻痺による低緊張膀胱などの金属欠乏症などの予防・治療剤、または
サイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌促進剤として有用である。
　ＧＰＲ３９に対するアンタゴニストは、例えば、腎機能障害、肺機能障害、アレルギー
皮膚炎、知覚神経障害、ウイルソン病、過活動膀胱による頻尿、夜間頻尿、間質性膀胱炎
を含む膀胱炎による頻尿、前立腺肥大症による頻尿、尿失禁、尿意切迫感、骨盤内臓痛、
性交痛、膀胱刺激症状、尿路結石によって起こる種々の障害などの金属過剰症などの予防
・治療剤、サイトカイン（例、ＩＬ－８）分泌抑制剤、または炎症性疾患（例、神経障害
、大血管障害などの糖尿病性合併症；潰瘍性大腸炎などの炎症性腸疾患；膀胱炎；過敏性
腸症候群；神経痛）、アレルギー性疾患（例、喘息、アトピー性皮膚炎、慢性閉塞性肺疾
患（ＣＯＰＤ））などの予防・治療剤として有用である。
【図面の簡単な説明】
【０１１６】
【図１】ヒトＧＰＲ３９－ＧＦＰ発現ベクターを導入したＣＨＯ細胞株（ＣＨＯ／ｈＧＰ
Ｒ３９－ＧＦＰ）に塩化カドミウムを添加した時の細胞内カルシウム濃度の変動を調べた
結果を示す。Ｔｉｍｅ（ｓｅｃ）は添加後の時間（秒）を示す。Ｃｏｕｎｔｓは細胞内カ
ルシウム濃度の変化を示す。□は３００μＭの塩化カドミウムを、△は１００μＭの塩化
カドミウムを、○は１０μＭの塩化カドミウムを添加した場合を示す。
【図２】ヒトＧＰＲ３９－ＧＦＰ発現ベクターを導入したＣＨＯ細胞株（ＣＨＯ／ｈＧＰ
Ｒ３９－ＧＦＰ）に塩化亜鉛を添加した時の細胞内カルシウム濃度の変動を調べた結果を
示す。Ｔｉｍｅ（ｓｅｃ）は添加後の時間（秒）を示す。Ｃｏｕｎｔｓは細胞内カルシウ
ム濃度の変化を示す。□は３００μＭの塩化亜鉛を、△は１００μＭの塩化亜鉛を、○は
１０μＭの塩化亜鉛を添加した場合を示す。
【図３】ヒトＧＰＲ３９－ＧＦＰ発現ベクターを導入したＣＨＯ細胞株（ＣＨＯ／ｈＧＰ
Ｒ３９－ＧＦＰ）に塩化銅を添加した時の細胞内カルシウム濃度の変動を調べた結果を示
す。Ｔｉｍｅ（ｓｅｃ）は添加後の時間（秒）を示す。Ｃｏｕｎｔｓは細胞内カルシウム
濃度の変化を示す。□は３００μＭの塩化銅を、△は１００μＭの塩化銅を、○は１０μ
Ｍの塩化銅を添加した場合を示す。
【図４】ヒトＧＰＲ３９－ＧＦＰ発現ベクターを導入したＣＨＯ細胞株（ＣＨＯ／ｈＧＰ
Ｒ３９－ＧＦＰ）に塩化ニッケルを添加した時の細胞内カルシウム濃度の変動を調べた結
果を示す。Ｔｉｍｅ（ｓｅｃ）は添加後の時間（秒）を示す。Ｃｏｕｎｔｓは細胞内カル
シウム濃度の変化を示す。□は３００μＭの塩化ニッケルを、△は１００μＭの塩化ニッ
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ケルを、○は１０μＭの塩化ニッケルを添加した場合を示す。
【図５】ＧＰＲ３９　ｍＲＮＡのヒト組織での発現分布を示す。コピー数／２５ｎｇ　ｔ
ｏｔａｌ　ＲＮＡは２５ｎｇ　ｔｏｔａｌ　ＲＮＡ当たりのコピー数を示す。
【図６】ＧＰＲ３９　ｍＲＮＡのヒト初代培養細胞での発現量を示す。コピー数／２５ｎ
ｇ　ｔｏｔａｌ　ＲＮＡは２５ｎｇ　ｔｏｔａｌ　ＲＮＡ当たりのコピー数を示す。
【図７】ＧＰＲ３９　ｍＲＮＡのヒト大腸がん細胞株での発現を示す。コピー数／２５ｎ
ｇ　ｔｏｔａｌ　ＲＮＡは２５ｎｇ　ｔｏｔａｌ　ＲＮＡ当たりのコピー数を示す。
【図８】サイトセンサーを用いてヒトＧＰＲ３９発現ベクターを導入したＣＨＯ細胞株（
ＣＨＯ／ｈＧＰＲ３９）に塩化ニッケルを添加した時の細胞外液のｐＨの変化を調べた結
果を示す。Ｃｙｃｌｅｓは添加後のｐＨ変化率の検出回数を示す。Ｃｈａｎｇｅ　ｏｆ　
Ａｃｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｒａｔｅ（％）は細胞外液のｐＨの変化（酸性化率）を示
し、細胞の呼吸速度を反映した値である。◆はＧＰＲ３９発現細胞を、▲はＴＧＲ７発現
細胞を、□はｍｏｃｋ細胞を示す。
【図９】ラットＧＰＲ３９発現ベクターを導入したＣＨＯ細胞株（ＣＨＯ／ｒＧＰＲ３９
）に塩化コバルトを添加した時の細胞内カルシウム濃度の変動を調べた結果を示す。Ｔｉ
ｍｅ（ｓｅｃ）は添加後の時間（秒）を示す。Ｃｏｕｎｔｓは細胞内カルシウム濃度の変
化を示す。◇は３０００μＭの塩化コバルトを、□は１０００μＭの塩化コバルトを、△
は３００μＭの塩化コバルトを添加した場合を示す。
【図１０】ラットＧＰＲ３９発現ベクターを導入したＣＨＯ細胞株（ＣＨＯ／ｒＧＰＲ３
９）に塩化ニッケルを添加した時の細胞内カルシウム濃度の変動を調べた結果を示す。Ｔ
ｉｍｅ（ｓｅｃ）は添加後の時間（秒）を示す。Ｃｏｕｎｔｓは細胞内カルシウム濃度の
変化を示す。◇は１００μＭの塩化ニッケルを、□は３０μＭの塩化ニッケルを、△は１
０μＭの塩化ニッケルを添加した場合を示す。
【図１１】ラットＧＰＲ３９発現ベクターを導入したＣＨＯ細胞株（ＣＨＯ／ｒＧＰＲ３
９）に塩化銅を添加した時の細胞内カルシウム濃度の変動を調べた結果を示す。Ｔｉｍｅ
（ｓｅｃ）は添加後の時間（秒）を示す。Ｃｏｕｎｔｓは細胞内カルシウム濃度の変化を
示す。◇は１００μＭの塩化銅を、□は３０μＭの塩化銅を、△は１０μＭの塩化銅を添
加した場合を示す。
【図１２】ラットＧＰＲ３９発現ベクターを導入したＣＨＯ細胞株（ＣＨＯ／ｒＧＰＲ３
９）に塩化亜鉛を添加した時の細胞内カルシウム濃度の変動を調べた結果を示す。Ｔｉｍ
ｅ（ｓｅｃ）は添加後の時間（秒）を示す。Ｃｏｕｎｔｓは細胞内カルシウム濃度の変化
を示す。◇は１００μＭの塩化亜鉛を、□は３０μＭの塩化亜鉛を、△は１０μＭの塩化
亜鉛を添加した場合を示す。
【図１３】ラットＧＰＲ３９発現ベクターを導入したＣＨＯ細胞株（ＣＨＯ／ｒＧＰＲ３
９）に塩化カドミウムを添加した時の細胞内カルシウム濃度の変動を調べた結果を示す。
Ｔｉｍｅ（ｓｅｃ）は添加後の時間（秒）を示す。Ｃｏｕｎｔｓは細胞内カルシウム濃度
の変化を示す。◇は３０００μＭの塩化カドミウムを、□は１０００μＭの塩化カドミウ
ムを、△は３００μＭの塩化カドミウムを添加した場合を示す。
【図１４】マウスＧＰＲ３９発現ベクターを導入したＣＨＯ細胞株（ＣＨＯ／ｍＧＰＲ３
９）に塩化ニッケルを添加した時の細胞内カルシウム濃度の変動を調べた結果を示す。Ｔ
ｉｍｅ（ｓｅｃ）は添加後の時間（秒）を示す。Ｃｏｕｎｔｓは細胞内カルシウム濃度の
変化を示す。◇は３００μＭの塩化ニッケルを、□は１００μＭの塩化ニッケルを、△は
３０μＭの塩化ニッケルを添加した場合を示す。
【図１５】マウスＧＰＲ３９発現ベクターを導入したＣＨＯ細胞株（ＣＨＯ／ｍＧＰＲ３
９）に塩化コバルトを添加した時の細胞内カルシウム濃度の変動を調べた結果を示す。Ｔ
ｉｍｅ（ｓｅｃ）は添加後の時間（秒）を示す。Ｃｏｕｎｔｓは細胞内カルシウム濃度の
変化を示す。◇は３０００μＭの塩化コバルトを、□は１０００μＭの塩化コバルトを、
△は３００μＭの塩化コバルトを添加した場合を示す。
【図１６】マウスＧＰＲ３９発現ベクターを導入したＣＨＯ細胞株（ＣＨＯ／ｍＧＰＲ３
９）に塩化銅を添加した時の細胞内カルシウム濃度の変動を調べた結果を示す。Ｔｉｍｅ
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（ｓｅｃ）は添加後の時間（秒）を示す。Ｃｏｕｎｔｓは細胞内カルシウム濃度の変化を
示す。◇は３００μＭの塩化銅を、□は１００μＭの塩化銅を、△は３０μＭの塩化銅を
添加した場合を示す。
【図１７】マウスＧＰＲ３９発現ベクターを導入したＣＨＯ細胞株（ＣＨＯ／ｍＧＰＲ３
９）に塩化亜鉛を添加した時の細胞内カルシウム濃度の変動を調べた結果を示す。Ｔｉｍ
ｅ（ｓｅｃ）は添加後の時間（秒）を示す。Ｃｏｕｎｔｓは細胞内カルシウム濃度の変化
を示す。◇は３００μＭの塩化亜鉛を、□は１００μＭの塩化亜鉛を、△は３０μＭの塩
化亜鉛を添加した場合を示す。
【図１８】マウスＧＰＲ３９発現ベクターを導入したＣＨＯ細胞株（ＣＨＯ／ｍＧＰＲ３
９）に塩化カドミウムを添加した時の細胞内カルシウム濃度の変動を調べた結果を示す。
Ｔｉｍｅ（ｓｅｃ）は添加後の時間（秒）を示す。Ｃｏｕｎｔｓは細胞内カルシウム濃度
の変化を示す。◇は３０００μＭの塩化カドミウムを、□は１０００μＭの塩化カドミウ
ムを、△は３００μＭの塩化カドミウムを添加した場合を示す。
【図１９】ＲＴ－ＰＣＲによるＧＰＲ３９ｍＲＮＡのラットにおける組織分布図を示す。
ｃｏｐｉｅｓ／２５ｎｇ　ＲＮＡはｔｏｔａｌ　ＲＮＡ２５ｎｇ当たりのコピー数を示す
。
【図２０】ＲＴ－ＰＣＲによるＧＰＲ３９ｍＲＮＡの細胞株における発現量を示す。横軸
のｃｅｌｌ　ｌｉｎｅｓは細胞株を示す。ｈｕｍａｎはヒト、ｍｏｕｓｅはマウス、ｒａ
ｔはラットを示す。ｃｏｐｉｅｓ／２５ｎｇ　ｔｏｔａｌ　ＲＮＡはｔｏｔａｌ　ＲＮＡ
２５ｎｇ当たりのコピー数を示す。

【図１】 【図２】
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