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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
Ｎ末端アミノ酸残基がブロモ化されていてもよい、配列番号：１で表わされるアミノ酸配
列を含有するペプチド、それらのアミド、それらのエステル、またはそれらの塩。
【請求項２】
配列番号：１で表わされるアミノ酸配列を含有することを特徴とする請求項１記載のペプ
チド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩。
【請求項３】
配列番号：１、配列番号：２、配列番号：３または配列番号：６６で表わされるアミノ酸
配列からなる請求項１記載のペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩
。
【請求項４】
Ｎ末端のトリプトファン残基が６－ブロモ化されている、配列番号：１、配列番号：２、
配列番号：３または配列番号：６６で表わされるアミノ酸配列からなる請求項１記載のペ
プチド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩。
【請求項５】
Ｎ末端アミノ酸残基がブロモ化されていてもよい、配列番号：４で表わされるアミノ酸配
列を含有するペプチド、それらのアミド、それらのエステル、またはそれらの塩。
【請求項６】
配列番号：４で表わされるアミノ酸配列を含有することを特徴とする請求項５記載のペプ
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チド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩。
【請求項７】
配列番号：４、配列番号：５、配列番号：６または配列番号：６７で表わされるアミノ酸
配列からなる請求項５記載のペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩
。
【請求項８】
Ｎ末端のトリプトファン残基が６－ブロモ化されている、配列番号：６７で表わされるア
ミノ酸配列からなる請求項５記載のペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまたは
その塩。
【請求項９】
Ｎ末端のトリプトファン残基が６－ブロモ化されている、配列番号：４、配列番号：５、
配列番号：６または配列番号：６７で表わされるアミノ酸配列からなる請求項５記載のペ
プチド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩。
【請求項１０】
請求項１～９のいずれかに記載のペプチドの前駆体ペプチド、そのアミド、もしくはその
エステルまたはその塩。
【請求項１１】
配列番号：１９で表わされるアミノ酸配列を含有することを特徴とする請求項１０記載の
前駆体ペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩。
【請求項１２】
配列番号：１９、配列番号：２０、配列番号：２１または配列番号：７２で表わされるア
ミノ酸配列からなる請求項１１記載のペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまた
はその塩。
【請求項１３】
配列番号：２２で表わされるアミノ酸配列を含有することを特徴とする請求項１０記載の
ペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩。
【請求項１４】
配列番号：２２、配列番号：２３、配列番号：２４または配列番号：７３で表わされるア
ミノ酸配列からなる請求項１３記載のペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまた
はその塩。
【請求項１５】
請求項１～９のいずれかに記載のペプチドをコードするポリヌクレオチドを含有するポリ
ヌクレオチド。
【請求項１６】
配列番号：２５、配列番号：２６、配列番号：２７、配列番号：２８、配列番号：２９、
配列番号：３０、配列番号：７４、または配列番号：７５で表わされる塩基配列からなる
請求項１５記載のポリヌクレオチド。
【請求項１７】
請求項１０記載の前駆体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。
【請求項１８】
配列番号：４３、配列番号：４４、配列番号：４５、配列番号：４６、配列番号：４７、
配列番号：４８、配列番号：８０または配列番号：８１で表わされる塩基配列からなる請
求項１７記載のポリヌクレオチド。
【請求項１９】
ＤＮＡである請求項１５～１８のいずれかに記載のポリヌクレオチド。
【請求項２０】
請求項１５～１９のいずれかに記載のポリヌクレオチドを含有する組換えベクター。
【請求項２１】
請求項２０記載の組換えベクターで形質転換させた形質転換体。
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【請求項２２】
請求項２１記載の形質転換体を培養し、請求項１～１２のいずれかに記載のペプチド、ま
たはその前駆体ペプチドを生成せしめることを特徴とする請求項１～９のいずれかに記載
のペプチド、もしくはその前駆体ペプチドまたはその塩の製造法。
【請求項２３】
請求項１～９のいずれかに記載のペプチド、もしくはその前駆体ペプチド、そのアミド、
もしくはそのエステルまたはその塩に対する抗体。
【請求項２４】
請求項１～９のいずれかに記載のペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはそ
の塩の活性を不活性化する中和抗体である請求項２７記載の抗体。
【請求項２５】
請求項１～９のいずれかに記載のペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはそ
の塩を含有してなる医薬。
【請求項２６】
拒食症の予防・治療剤または食欲増進剤である請求項２５記載の医薬。
【請求項２７】
請求項１～９のいずれかに記載のペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはそ
の塩と、配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列を含有するＧＰＲ７蛋白質またはその
塩とを用いることを特徴とする、請求項１～９のいずれかに記載のペプチド、そのアミド
、もしくはそのエステルまたはその塩と配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列を含有
するＧＰＲ７蛋白質またはその塩との結合性を変化させる化合物またはその塩のスクリー
ニング方法。
【請求項２８】
請求項１～９のいずれかに記載のペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはそ
の塩と、配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列を含有するＧＰＲ７蛋白質またはその
塩とを含有することを特徴とする、請求項１～９のいずれかに記載のペプチド、そのアミ
ド、もしくはそのエステルまたはその塩と配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列を含
有するＧＰＲ７蛋白質またはその塩との結合性を変化させる化合物またはその塩のスクリ
ーニング用キット。
【請求項２９】
請求項１～９のいずれかに記載のペプチドまたはその前駆体ペプチドをコードするＤＮＡ
を用いることを特徴とする請求項１～９のいずれかに記載のペプチドまたはその前駆体ペ
プチド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。
【請求項３０】
請求項１～９のいずれかに記載のペプチドまたはその前駆体ペプチドをコードするＤＮＡ
を含有することを特徴とする請求項１～９のいずれかに記載のペプチドまたはその前駆体
ペプチド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用キット。
【請求項３１】
請求項１～９のいずれかに記載のペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはそ
の塩と、配列番号：８６で表わされるアミノ酸配列を含有する蛋白質またはその塩とを用
いることを特徴とする、請求項１～９のいずれかに記載のペプチド、そのアミド、もしく
はそのエステルまたはその塩と配列番号：８６で表わされるアミノ酸配列を含有する蛋白
質またはその塩との結合性を変化させる化合物またはその塩のスクリーニング方法。
【請求項３２】
請求項１～９のいずれかに記載のペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはそ
の塩と配列番号：８６で表わされるアミノ酸配列を含有する蛋白質またはその塩とを含有
することを特徴とする、請求項１～９のいずれかに記載のペプチド、そのアミド、もしく
はそのエステルまたはその塩と配列番号：８６で表わされるアミノ酸配列を含有する蛋白
質またはその塩との結合性を変化させる化合物またはその塩のスクリーニング用キット。
【発明の詳細な説明】
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【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、ＧＰＲ７等と結合する能力を有するペプチド、そのＤＮＡおよびそれらの用途
、およびウシ由来のＧＰＲ７並びにＧＰＲ８、それらのＤＮＡおよびそれらの用途に関す
る。
【０００２】
【従来の技術】
生体のホメオスタシスの維持、生殖、個体の発達、代謝、成長、神経系、循環器系、免疫
系、消化器系、代謝系の調節、感覚受容などの重要な機能調節は、様々なホルモンや神経
伝達物質のような内在性因子あるいは光や匂いなどの感覚刺激をこれらに対して生体が備
えている細胞膜に存在する特異的な受容体を介して細胞が受容し、それに応じた反応をす
ることによって行われている。このような機能調節によるホルモンや神経伝達物質の受容
体の多くはguanine nucleotide-binding protein（以下、Ｇ蛋白質と略称する場合がある
）と共役しており、このＧ蛋白質の活性化によって細胞内にシグナルを伝達して様々な機
能を発現させることを特徴とする。また、これらの受容体タンパク質は共通して７個の膜
貫通領域を有する。これらのことからこうした受容体はＧ蛋白質共役型受容体あるいは７
回膜貫通型受容体と総称される。このように生体機能の調節には様々なホルモンや神経伝
達物質およびそれに対する受容体蛋白質が存在して相互作用し、重要な役割を果たしてい
ることがわかっているが、未知の作用物質（ホルモンや神経伝達物質など）およびそれに
対する受容体が存在するかどうかについてはいまだ不明なことが多い。
近年、ヒトゲノムＤＮＡあるいは各種ヒト組織由来のｃＤＮＡのランダムな配列決定によ
る配列情報の蓄積および遺伝子解析技術の急速な進歩によってヒトの遺伝子が加速度的に
解明されてきている。それにともない、機能未知の蛋白をコードすると予想される多くの
遺伝子の存在が明らかになっている。Ｇ蛋白質共役型受容体は、7個の膜貫通領域を有す
るのみでなくその核酸あるいはアミノ酸に多くの共通配列が存在するためそのような蛋白
の中から明確にＧ蛋白質共役型受容体として区分することができる。一方でこうした構造
の類似性を利用したポリメラーゼ・チェーン・リアクション（Polymerase Chain Reactio
n：以下、ＰＣＲと略称する）法によってもこうしたＧ蛋白質共役型受容体遺伝子が得ら
れている。このようにしてこれまでに得られたＧ蛋白質共役型受容体のうちには既知の受
容体との構造の相同性が高いサブタイプであって容易にそのリガンドを予測することが可
能な場合もあるが、ほとんどの場合その内在性リガンドは予測不能であり、これらの受容
体は対応するリガンドが見いだされていない。このことからこれらの受容体はオーファン
受容体と呼ばれている。このようなオーファン受容体の未同定の内生リガンドは、リガン
ドが知られていなかったために十分な解析がなされていなかった生物現象に関与している
可能性がある。そして、このようなリガンドが重要な生理作用や病態と関連している場合
には、その受容体作動薬あるいは拮抗薬の開発が革新的な医薬品の創製に結びつくことが
期待される（Stadel, J. et al.、TiPS、18巻、430-437頁、1997年、Marchese, A. et al
.、TiPS、20巻、370-375頁、1999年、Civelli, O. et al.、Brain Res.、848巻、63-65頁
、1999年、Howard, A. D. et al.、TiPS、22巻、132-140頁、2001年）。
最近、幾つかのグループによってこうしたオーファン受容体のリガンド探索の試みがなさ
れ、新たな生理活性ペプチドであるリガンドの単離・構造決定が報告されている。Reinsh
eidらおよびMeunierらは独立に、動物細胞にオーファンＧ蛋白質共役型受容体ＬＣ１３２
あるいはＯＲＬ１をコードするｃＤＮＡを導入して受容体を発現させ、その応答を指標と
してorphanin FQあるいはnociceptinとそれぞれ名付けられた同一の新規ペプチドをブタ
脳あるいはラット脳の抽出物より単離し、配列を決定した（Reinsheid, R. K. et al.、S
cience、270巻、792-794頁、1995年、Meunier, J.-C. et al.、Nature、377巻、532-535
頁、1995年）。このペプチドは痛覚に関与していることが報告されたが、さらに、受容体
のノックアウトマウスの研究により記憶に関与していることが明らかにされた（Manabe, 
T. et al.、Nature、394巻、577-581頁、1998年）。
その後これまでにＰｒＲＰ（prolactin releasing peptide）、orexin、apelin、ghrelin
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およびＧＡＬＰ（galanin-like peptide）などの新規ペプチドがオーファンＧ蛋白質共役
型受容体のリガンドとして単離された（Hinuma, S. et al.、Nature、393巻、272-276頁
、1998年、Sakurai, T. et al.、Cell、92巻、573-585頁、1998年、Tatemoto, K. et al.
、Bichem. Biophys. Res. Commun.、251巻、471-476頁、1998年、Kojima, M. et al.、Na
ture、402巻、656-660頁、1999年、Ohtaki, T. et al.、J. Biol. Chem.、274巻、37041-
37045頁、1999年）。一方、これまで明らかでなかった生理活性ペプチドの受容体が解明
された例もある。腸管収縮に関与するmotilinの受容体がＧＰＲ３８であることが明らか
にされた（Feighner, S. D. et al.、Science、284巻、2184-2188頁、1999年）ほか、Ｓ
ＬＣ－１がＭＣＨの受容体として同定され（Chambers, J. et al.、Nature、400巻、261-
265頁、1999年、Saito, Y. et al.、Nature、400巻、265-269頁、1999年、Shimomura, Y.
 et al.、Biochem. Biophys. Res. Commun.、261巻、622-626頁、1999年、Lembo, P. M. 
C. et al.、Nature Cell Biol.、1巻、267-271頁、1999年、Bachner, D. et al.、FEBS L
ett.、457巻、522-524頁、1999年）、また、ＧＰＲ１４（ＳＥＮＲ）がurotensin IIの受
容体であることが報告された（Ames, R. S. et al.、Nature、401巻、282-286頁、1999年
、Mori, M. et al.、Biochem. Biophys. Res. Commun.、265巻、123-129頁、1999年、Not
hacker, H.-P. et al.、Nature Cell Biol.、1巻、383-385頁、1999年、Liu, Q. et al.
、Biochem. Biophys. Res. Commun.、266巻、174-178頁、1999年）。さらに、最近、神経
ペプチドであるneuromedin U、neuropeptide FFの受容体が明らかにされたほか、これら
のペプチド以外にもcysteinyl leukotriene類、sphingosine-1-phosphate、lysophosphat
idic acid、sphingosylphosphorylcholine、UDP-glucoseなど低分子の生理活性脂質ある
いは核酸誘導体がオーファン受容体のリガンドとして同定された（Howard, A. D. et al.
、TiPS、22巻、132-140頁、2001年）。ＭＣＨはそのノックアウトマウスが羸痩のphenoty
peを示すことから肥満に関与することが示されていたが（Shimada, M. et al.、Nature、
396巻、670-674頁、1998年）、その受容体が明らかにされたことにより抗肥満薬としての
可能性を有する受容体拮抗薬の探索が可能となった。また、urotensin IIはサルに静脈内
投与することによって心虚血を惹起することから心循環系に強力な作用を示すことも報告
されている（Ames, R. S. et al.、Nature、401巻、282-286頁、1999年）。このように、
オーファン受容体およびそのリガンドは新たな生理作用に関与する場合が多く、その解明
は新たな医薬品開発に結びつくことが期待される。しかし、オーファン受容体のリガンド
探索においては多くの困難さが伴うことが知られている。例えば、細胞に発現させたオー
ファン受容体がリガンドに応答した後にいかなる二次情報伝達系が作動するかは一般に不
明であり、様々な応答系について検討する必要がある。また、リガンドの存在する組織は
容易には予想されないため種々の組織抽出物を用意しなければならない。さらに、リガン
ドがペプチドである場合、受容体を刺激するのに必要なリガンド量はごく低濃度で十分で
あるためにこのようなリガンドの生体内の存在量は極微量であることが多いことに加え、
ペプチドは蛋白分解酵素によって消化されて活性を失ったり、非特異的吸着によって精製
過程において回収が悪かったりするために、生体より抽出して構造決定に必要な量を単離
することは通常極めて困難である。これらの問題によって、これまでに数多くのオーファ
ン受容体の存在が明らかにされながらそのリガンドが明らかにされた受容体はごく一部に
過ぎない。
Ｇ蛋白質共役型受容体として報告されているものの一つにＧＰＲ７（配列番号：４９、O
’Dowd, B. F. et al., Genomics、28巻、84-91頁、1995年）がある。ＧＰＲ７はソマト
スタチン受容体（SSTR3）およびオピオイド受容体（δ、κおよびμ）と低いホモロジー
がある。また、ＧＰＲ７は、ＧＰＲ８（配列番号：６６、O’Dowd, B. F. et al., Genom
ics、28巻、84-91頁、1995年）とアミノ酸レベルで６４％程度の相同性が認められるもの
である。このO’Dowd, B. F. et al.には、ＧＰＲ７の膜画分に[3H]bremazocineが結合し
、この結合がμオピオイド受容体選択的リガンドであるβ－funaltrexamine、[D-Pro4]mo
rphiceptin、β－エンドルフィン、κオピオイド受容体選択的リガンドであるＵ５０，４
８８、δオピオイド受容体選択的リガンドであるnaltrindoleにより阻害されることが報
告されている。
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【０００３】
【発明が解決しようとする課題】
本発明は、ＧＰＲ７等に結合する能力を有する新規ペプチド、そのＤＮＡ、該ペプチドと
ＧＰＲ７等とを用いる医薬のスクリーニング方法などを提供する。
【０００４】
【課題を解決するための手段】
本発明者たちは、上記の課題を解決するために鋭意研究を重ねた結果、ヒト全脳、マウス
全脳およびラット全脳からＧＰＲ７と結合する能力を有する新規なペプチド（ＧＰＲ７リ
ガンド）をコードするＤＮＡを取得することに成功し、ＧＰＲ７リガンドが食欲（摂食）
増進作用を示すことを見出した。さらに、ウシ視床下部からＧＰＲ７およびＧＰＲ８をそ
れぞれコードするＤＮＡを取得することに成功した。本発明者たちは、これらの知見に基
づいて、さらに検討を重ねた結果、本発明を完成するに至った。
【０００５】
すなわち、本発明は、
（１）Ｎ末端アミノ酸残基がブロモ化されていてもよい配列番号：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ことを特徴とするペプチド
、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩、
（２）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
列を含有することを特徴とする上記（１）記載のペプチド、そのアミド、もしくはそのエ
ステルまたはその塩、
（３）配列番号：１、配列番号：２、配列番号：３または配列番号：６６で表わされるア
ミノ酸配列を有する上記（１）記載のペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまた
はその塩、
（４）Ｎ末端のトリプトファン残基が６－ブロモ化されている、配列番号：１、配列番号
：２、配列番号：３または配列番号：６６で表わされるアミノ酸配列を有する上記（１）
記載のペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩、
（５）Ｎ末端アミノ酸残基がブロモ化されていてもよい配列番号：４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ことを特徴とするペプチド
、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩、
（６）配列番号：４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
列を含有することを特徴とする上記（５）記載のペプチド、そのアミド、もしくはそのエ
ステルまたはその塩、
（７）配列番号：４、配列番号：５、配列番号：６または配列番号：６７で表わされるア
ミノ酸配列を有する上記（５）記載のペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまた
はその塩、
（８）Ｎ末端のトリプトファン残基が６－ブロモ化されている、配列番号：６７で表わさ
れるアミノ酸配列を有する上記（５）記載のペプチド、そのアミド、もしくはそのエステ
ルまたはその塩、
（９）Ｎ末端のトリプトファン残基が６－ブロモ化されている、配列番号：４、配列番号
：５、配列番号：６または配列番号：６７で表わされるアミノ酸配列を有する上記（５）
記載のペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩、
（１０）Ｎ末端アミノ酸残基がブロモ化されていてもよい配列番号：７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ことを特徴とするペプチ
ド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩、
（１１）配列番号：７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
配列を含有することを特徴とする上記（１０）記載のペプチド、そのアミド、もしくはそ
のエステルまたはその塩、
（１２）配列番号：７、配列番号：８、配列番号：９、配列番号：１０、配列番号：１１
、配列番号：１２、配列番号：６８または配列番号：６９で表わされるアミノ酸配列を有
する上記（１０）記載のペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩、
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（１３）Ｎ末端アミノ酸残基がブロモ化されていてもよい配列番号：１３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ことを特徴とするペプ
チド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩、
（１４）配列番号：１３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
酸配列を含有することを特徴とする上記（１３）記載のペプチド、そのアミド、もしくは
そのエステルまたはその塩、
（１５）配列番号：１３、配列番号：１４、配列番号：１５または配列番号：７０で表わ
されるアミノ酸配列を有する上記（１３）記載のペプチド、そのアミド、もしくはそのエ
ステルまたはその塩、
（１６）Ｎ末端アミノ酸残基がブロモ化されていてもよい配列番号：１６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ことを特徴とするペプ
チド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩、
（１７）配列番号：１６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
酸配列を含有することを特徴とする上記（１６）記載のペプチド、そのアミド、もしくは
そのエステルまたはその塩、
（１８）配列番号：１６、配列番号：１７、配列番号：１８または配列番号：７１で表わ
されるアミノ酸配列を有する上記（１７）記載のペプチド、そのアミド、もしくはそのエ
ステルまたはその塩、
（１９）配列番号：４９または配列番号：８６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蛋白質またはその塩と結合する能力を有している
上記（１）～（１８）記載のペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩
、
（２０）配列番号：５９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
酸配列を含有する蛋白質またはその塩と結合する能力を有している上記（１）～（１８）
記載のペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩、
（２１）配列番号：８４または配列番号：８８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蛋白質またはその塩と結合する能力を有している
上記（１）～（１８）記載のペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩
、
（２２）上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチドの部分ペプチド、そのアミド
、もしくはそのエステルまたはその塩、
（２３）上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチドの前駆体ペプチド、そのアミ
ド、もしくはそのエステルまたはその塩、
（２４）配列番号：１９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
酸配列を含有することを特徴とする上記（２３）記載の前駆体ペプチド、そのアミド、も
しくはそのエステルまたはその塩、
（２５）配列番号：１９、配列番号：２０、配列番号：２１または配列番号：７２で表わ
されるアミノ酸配列を有する上記（２４）記載のペプチド、そのアミド、もしくはそのエ
ステルまたはその塩、
（２６）配列番号：２２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
酸配列を含有することを特徴とする上記（２３）記載のペプチド、そのアミド、もしくは
そのエステルまたはその塩、
（２７）配列番号：２２、配列番号：２３、配列番号：２４または配列番号：７３で表わ
されるアミノ酸配列を有する上記（２６）記載のペプチド、そのアミド、もしくはそのエ
ステルまたはその塩、
（２８）上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチドをコードするポリヌクレオチ
ドを含有するポリヌクレオチド、
（２９）配列番号：２５、配列番号：２６、配列番号：２７、配列番号：２８、配列番号
：２９、配列番号：３０、配列番号：３１、配列番号：３２、配列番号：３３、配列番号
：３４、配列番号：３５、配列番号：３６、配列番号：３７、配列番号：３８、配列番号
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：３９、配列番号：４０、配列番号：４１、配列番号：４２、配列番号：７４、配列番号
：７５、配列番号：７６、配列番号：７７、配列番号：７８または配列番号：７９で表わ
される塩基配列を有する上記（２８）記載のポリヌクレオチド、
（３０）上記（２２）記載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、
（３１）上記（２３）記載の前駆体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、
（３２）配列番号：４３、配列番号：４４、配列番号：４５、配列番号：４６、配列番号
：４７、配列番号：４８、配列番号：８０または配列番号：８１で表わされる塩基配列を
有する上記（３１）記載のポリヌクレオチド、
（３３）ＤＮＡである上記（２８）～（３２）記載のポリヌクレオチド、
（３４）上記（２８）～（３３）のいずれかに記載のポリヌクレオチドを含有する組換え
ベクター、
（３５）上記（３４）記載の組換えベクターで形質転換させた形質転換体、
（３６）上記（３５）記載の形質転換体を培養し、上記（１）～（２１）のいずれかに記
載のペプチド、その部分ペプチドまたはその前駆体ペプチドを生成せしめることを特徴と
する上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、その部分ペプチドもしくはその
前駆体ペプチドまたはその塩の製造法、
（３７）上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、その部分ペプチドもしくは
その前駆体ペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩に対する抗体、
（３８）上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、その部分ペプチド、そのア
ミド、もしくはそのエステルまたはその塩の活性を不活性化する中和抗体である上記（３
７）記載の抗体、
（３９）上記（３７）記載の抗体を含有してなる医薬、
（４０）肥満症または摂食亢進症の予防・治療剤である上記（３９）記載の医薬、
（４１）上記（３７）記載の抗体を含有してなる診断薬、
（４２）拒食症、肥満症または摂食亢進症の診断薬である上記（４１）記載の診断薬、
（４３）上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、その部分ペプチド、そのア
ミド、もしくはそのエステルまたはその塩を含有してなる医薬、
（４４）拒食症の予防・治療剤または食欲増進剤である上記（４３）記載の医薬、
（４５）上記（２８）記載のポリヌクレオチドを含有してなる医薬、
（４６）拒食症の予防・治療剤または食欲増進剤である上記（４５）記載の医薬、
（４７）上記（２８）記載のポリヌクレオチドを含有してなる診断薬、
（４８）拒食症、肥満症または摂食亢進症の診断薬である上記（４７）記載の診断薬、
（４９）上記（２８）記載の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、
（５０）上記（４９）記載のポリヌクレオチドを含有してなる医薬、
（５１）肥満症または摂食亢進症の予防・治療剤である上記（５０）記載の医薬、
（５２）上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、その部分ペプチド、そのア
ミド、もしくはそのエステルまたはその塩と配列番号：４９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蛋白質またはその塩を用いることを
特徴とする上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、その部分ペプチド、その
アミド、もしくはそのエステルまたはその塩と配列番号：４９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蛋白質またはその塩との結合性を
変化させる化合物またはその塩のスクリーニング方法、
（５３）上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、その部分ペプチド、そのア
ミド、もしくはそのエステルまたはその塩と配列番号：５９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蛋白質またはその塩を用いることを
特徴とする上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、その部分ペプチド、その
アミド、もしくはそのエステルまたはその塩と配列番号：５９で表わされるアミノ酸配列
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と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有する蛋白質またはその塩との結合性を
変化させる化合物またはその塩のスクリーニング方法、
（５４）上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、その部分ペプチド、そのア
ミド、もしくはそのエステルまたはその塩と配列番号：８４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蛋白質またはその塩を用いることを
特徴とする上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、その部分ペプチド、その
アミド、もしくはそのエステルまたはその塩と配列番号：８４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蛋白質またはその塩との結合性を
変化させる化合物またはその塩のスクリーニング方法、
（５５）上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、その部分ペプチド、そのア
ミド、もしくはそのエステルまたはその塩と配列番号：４９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蛋白質またはその塩とを含有するこ
とを特徴とする上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、その部分ペプチド、
そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩と配列番号：４９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蛋白質またはその塩との結合
性を変化させる化合物またはその塩のスクリーニング用キット、
（５６）上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、その部分ペプチド、そのア
ミド、もしくはそのエステルまたはその塩と配列番号：５９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蛋白質またはその塩とを含有するこ
とを特徴とする上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、その部分ペプチド、
そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩と配列番号：５９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蛋白質またはその塩との結合
性を変化させる化合物またはその塩のスクリーニング用キット、
（５７）上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、その部分ペプチド、そのア
ミド、もしくはそのエステルまたはその塩と配列番号：８４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蛋白質またはその塩とを含有するこ
とを特徴とする上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、その部分ペプチド、
そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩と配列番号：８４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蛋白質またはその塩との結合
性を変化させる化合物またはその塩のスクリーニング用キット、
（５８）上記（５２）記載のスクリーニング方法または上記（５５）記載のスクリーニン
グ用キットを用いて得られうる、上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、そ
の部分ペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩と配列番号：４９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蛋白質また
はその塩との結合性を変化させる化合物またはその塩、
（５９）上記（５３）記載のスクリーニング方法または上記（５６）記載のスクリーニン
グ用キットを用いて得られうる、上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、そ
の部分ペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩と配列番号：５９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蛋白質また
はその塩との結合性を変化させる化合物またはその塩、
（６０）上記（５４）記載のスクリーニング方法または上記（５７）記載のスクリーニン
グ用キットを用いて得られうる、上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、そ
の部分ペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩と配列番号：８４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蛋白質また
はその塩との結合性を変化させる化合物またはその塩、
（６１）アゴニストである上記（５８）～（６０）記載の化合物またはその塩、
（６２）アンタゴニストである上記（５８）～（６０）記載の化合物またはその塩、
（６３）上記（５８）～（６０）のいずれかに記載の化合物またはその塩を含有してなる
医薬、
（６４）上記（６１）記載のアゴニストを含有してなる拒食症の予防・治療剤または食欲
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増進剤、
（６５）上記（６２）記載のアンタゴニストを含有してなる肥満症または摂食亢進症の予
防・治療剤、
（６６）上記（５２）記載のスクリーニング方法または上記（５５）記載のスクリーニン
グ用キットを用いて得られうる抗肥満薬、
（６７）上記（５３）記載のスクリーニング方法または上記（５６）記載のスクリーニン
グ用キットを用いて得られうる抗肥満薬、
（６８）上記（５４）記載のスクリーニング方法または上記（５７）記載のスクリーニン
グ用キットを用いて得られうる抗肥満薬、
（６９）上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、その部分ペプチドまたはそ
の前駆体ペプチドをコードするＤＮＡを用いることを特徴とする上記（１）～（２１）の
いずれかに記載のペプチド、その部分ペプチドまたはその前駆体ペプチドの発現量を変化
させる化合物またはその塩のスクリーニング方法、
（７０）上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、その部分ペプチドまたはそ
の前駆体ペプチドをコードするＤＮＡを含有することを特徴とする上記（１）～（２１）
のいずれかに記載のペプチド、その部分ペプチドまたはその前駆体ペプチドの発現量を変
化させる化合物またはその塩のスクリーニング用キット、
（７１）上記（６９）記載のスクリーニング方法または上記（７０）記載のスクリーニン
グ用キットを用いて得られうる、上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、そ
の部分ペプチドまたはその前駆体ペプチドの発現量を変化させる化合物またはその塩、
（７２）発現量を増加させる化合物またはその塩である上記（７１）記載の化合物または
その塩、
（７３）発現量を減少させる化合物またはその塩である上記（７１）記載の化合物または
その塩、
（７４）上記（７１）記載の化合物またはその塩を含有してなる医薬、
（７５）上記（７２）記載の化合物またはその塩を含有してなる拒食症の予防・治療剤ま
たは食欲増進剤、
（７６）上記（７３）記載の化合物またはその塩を含有してなる肥満症または摂食亢進症
の予防・治療剤、
（７７）哺乳動物に対して、上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、その部
分ペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩、上記（２８）記載のポリ
ヌクレオチド、上記（６１）記載のアゴニスト、または上記（７２）記載の化合物または
その塩の有効量を投与することを特徴とする拒食症の予防・治療方法、
（７８）哺乳動物に対して、上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、その部
分ペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩、上記（２８）記載のポリ
ヌクレオチド、上記（６１）記載のアゴニスト、または上記（７２）記載の化合物または
その塩の有効量を投与することを特徴とする食欲増進方法、
（７９）哺乳動物に対して、上記（３７）記載の抗体、上記（４９）記載のポリヌクレオ
チド、上記（６２）記載のアンタゴニスト、または上記（７３）記載の化合物またはその
塩の有効量を投与することを特徴とする肥満症または摂食亢進症の予防・治療方法、
（８０）配列番号：８６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タンパク質またはその塩、
（８１）配列番号：８６で表されるアミノ酸配列を含有する上記（８０）記載のタンパク
質またはその塩、
（８２）上記（８０）記載のタンパク質の部分ペプチドまたはその塩、
（８３）上記（８０）記載のタンパク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、
（８４）ＤＮＡである上記（８３）記載のポリヌクレオチド、
（８５）配列番号：８７で表される塩基配列を含有する上記（８４）記載のポリヌクレオ
チド、
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（８６）上記（８３）記載のポリヌクレオチドを含有する組換えベクター、
（８７）上記（８６）記載の組換えベクターで形質転換させた形質転換体、
（８８）上記（８７）記載の形質転換体を培養し、上記（８０）記載のタンパク質または
その部分ペプチドを生成せしめることを特徴とする上記（８０）記載のタンパク質、その
部分ペプチドまたはその塩の製造法、
（８９）上記（８０）記載のタンパク質もしくは上記（８２）記載の部分ペプチドまたは
その塩を含有してなる医薬、
（９０）上記（８３）記載のポリヌクレオチドを含有してなる医薬、
（９１）拒食症の予防・治療剤または食欲増進剤である上記（９０）記載の医薬、
（９２）上記（８３）記載のポリヌクレオチドを含有してなる診断薬、
（９３）拒食症、肥満症または摂食亢進症の診断薬である上記（９２）記載の診断薬、
（９４）上記（８０）記載のタンパク質もしくは上記（８２）記載の部分ペプチドまたは
その塩に対する抗体、
（９５）上記（８０）記載のタンパク質のシグナル伝達を不活性化する中和抗体である上
記（９４）記載の抗体、
（９６）上記（９４）記載の抗体を含有してなる医薬、
（９７）肥満症または摂食亢進症の予防・治療剤である上記（９６）記載の医薬、
（９８）上記（９４）記載の抗体を含有してなる診断薬、
（９９）拒食症、肥満症または摂食亢進症の診断薬である上記（９９）記載の診断薬、
（１００）上記（８３）記載の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、
（１０１）上記（１００）記載のポリヌクレオチドを含有してなる医薬、
（１０２）肥満症または摂食亢進症の予防・治療剤である上記（１０１）記載の医薬、
（１０３）配列番号：８８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タンパク質またはその塩、
（１０４）配列番号：８８で表されるアミノ酸配列を含有する上記（１０３）記載のタン
パク質またはその塩、
（１０５）上記（１０３）記載のタンパク質の部分ペプチドまたはその塩、
（１０６）上記（１０３）記載のタンパク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、
（１０７）ＤＮＡである上記（１０６）記載のポリヌクレオチド、
（１０８）配列番号：８９で表される塩基配列を含有する上記（１０７）記載のポリヌク
レオチド、
（１０９）上記（１０８）記載のポリヌクレオチドを含有する組換えベクター、
（１１０）上記（１０９）記載の組換えベクターで形質転換させた形質転換体、
（１１１）上記（１１０）記載の形質転換体を培養し、上記（１０３）記載のタンパク質
またはその部分ペプチドを生成せしめることを特徴とする上記（１０３）記載のタンパク
質、その部分ペプチドまたはその塩の製造法、
（１１２）上記（１０３）記載のタンパク質もしくは上記（１０５）記載の部分ペプチド
またはその塩を含有してなる医薬、
（１１３）上記（１０６）記載のポリヌクレオチドを含有してなる医薬、
（１１４）拒食症の予防・治療剤または食欲増進剤である上記（１１３）記載の医薬、
（１１５）上記（１０６）記載のポリヌクレオチドを含有してなる診断薬、
（１１６）拒食症、肥満症または摂食亢進症の診断薬である上記（１１５）記載の診断薬
、
（１１７）上記（１０３）記載のタンパク質もしくは上記（１０５）記載の部分ペプチド
またはその塩に対する抗体、
（１１８）上記（１０３）記載のタンパク質のシグナル伝達を不活性化する中和抗体であ
る上記（１１７）記載の抗体、
（１１９）上記（１１７）記載の抗体を含有してなる医薬、
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（１２０）肥満症または摂食亢進症の予防・治療剤である上記（１１９）記載の医薬、
（１２１）上記（１１７）記載の抗体を含有してなる診断薬、
（１２２）拒食症、肥満症または摂食亢進症の診断薬である上記（１２１）記載の診断薬
、
（１２３）上記（１０６）記載の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、
（１２４）上記（１２３）記載のポリヌクレオチドを含有してなる医薬、
（１２５）肥満症または摂食亢進症の予防・治療剤である上記（１２４）記載の医薬、
（１２６）上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、その部分ペプチド、その
アミド、もしくはそのエステルまたはその塩と配列番号：８６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蛋白質またはその塩を用いること
を特徴とする上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、その部分ペプチド、そ
のアミド、もしくはそのエステルまたはその塩と配列番号：８６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蛋白質またはその塩との結合性
を変化させる化合物またはその塩のスクリーニング方法、
（１２７）上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、その部分ペプチド、その
アミド、もしくはそのエステルまたはその塩と配列番号：８８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蛋白質またはその塩を用いること
を特徴とする上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、その部分ペプチド、そ
のアミド、もしくはそのエステルまたはその塩と配列番号：８８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蛋白質またはその塩との結合性
を変化させる化合物またはその塩のスクリーニング方法、
（１２８）上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、その部分ペプチド、その
アミド、もしくはそのエステルまたはその塩と配列番号：８６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蛋白質またはその塩とを含有する
ことを特徴とする上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、その部分ペプチド
、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩と配列番号：８６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蛋白質またはその塩との結
合性を変化させる化合物またはその塩のスクリーニング用キット、
（１２９）上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、その部分ペプチド、その
アミド、もしくはそのエステルまたはその塩と配列番号：８８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蛋白質またはその塩とを含有する
ことを特徴とする上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチド、その部分ペプチド
、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩と配列番号：８８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蛋白質またはその塩との結
合性を変化させる化合物またはその塩のスクリーニング用キット、
（１３０）上記（１２６）記載のスクリーニング方法または上記（１２８）記載のスクリ
ーニング用キットを用いて得られうる、上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチ
ド、その部分ペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩と配列番号：８
６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蛋白
質またはその塩との結合性を変化させる化合物またはその塩、
（１３１）上記（１２７）記載のスクリーニング方法または上記（１２９）記載のスクリ
ーニング用キットを用いて得られうる、上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプチ
ド、その部分ペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩と配列番号：８
８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蛋白
質またはその塩との結合性を変化させる化合物またはその塩、
（１３２）アゴニストである上記（１３０）または（１３１）記載の化合物またはその塩
、
（１３３）アンタゴニストである上記（１３０）または（１３１）記載の化合物またはそ
の塩、
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（１３４）上記（１３０）または（１３１）記載の化合物またはその塩を含有してなる医
薬、
（１３５）上記（１３２）記載のアゴニストを含有してなる拒食症の予防・治療剤または
食欲増進剤、
（１３６）上記（１３３）記載のアンタゴニストを含有してなる肥満症または摂食亢進症
の予防・治療剤、
（１３７）配列番号：８６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タンパク質をコードするＤＮＡを用いることを特徴と
する、配列番号：８６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タンパク質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、
（１３８）配列番号：８６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タンパク質をコードするＤＮＡを含有することを特徴
とする、配列番号：８６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タンパク質の発現量を変化させる化合物またはその塩の
スクリーニング用キット、
（１３９）上記（１３７）記載のスクリーニング方法または上記（１３８）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：８６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タンパク質の発現量を変
化させる化合物またはその塩、
（１４０）発現量を増加させる化合物またはその塩である上記（１３９）記載の化合物ま
たはその塩、
（１４１）発現量を減少させる化合物またはその塩である上記（１３９）記載の化合物ま
たはその塩、
（１４２）上記（１３９）記載の化合物またはその塩を含有してなる医薬、
（１４３）上記（１４０）記載の化合物またはその塩を含有してなる拒食症の予防・治療
剤または食欲増進剤、
（１４４）上記（１４１）記載の化合物またはその塩を含有してなる肥満症または摂食亢
進症の予防・治療剤、
（１４５）配列番号：８８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タンパク質をコードするＤＮＡを用いることを特徴と
する、配列番号：８８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タンパク質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、
（１４６）配列番号：８８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タンパク質をコードするＤＮＡを含有することを特徴
とする、配列番号：８８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タンパク質の発現量を変化させる化合物またはその塩の
スクリーニング用キット、
（１４７）上記（１４５）記載のスクリーニング方法または上記（１４６）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：８８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タンパク質の発現量を変
化させる化合物またはその塩、
（１４８）発現量を増加させる化合物またはその塩である上記（１４７）記載の化合物ま
たはその塩、
（１４９）発現量を減少させる化合物またはその塩である上記（１４７）記載の化合物ま
たはその塩、
（１５０）上記（１４７）記載の化合物またはその塩を含有してなる医薬、
（１５１）上記（１４８）記載の化合物またはその塩を含有してなる拒食症の予防・治療
剤または食欲増進剤、
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（１５２）上記（１４９）記載の化合物またはその塩を含有してなる肥満症または摂食亢
進症の予防・治療剤、
（１５３）哺乳動物に対して、上記（８０）記載のタンパク質、その部分ペプチドまたは
その塩、上記（８３）記載のポリヌクレオチド、上記（１０３）記載のタンパク質、その
部分ペプチドまたはその塩、上記（１０６）記載のポリヌクレオチド、上記（１３２）記
載のアゴニスト、上記（１４０）記載の化合物またはその塩、または上記（１４８）記載
の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拒食症の予防・治療方法、
（１５４）哺乳動物に対して、上記（８０）記載のタンパク質、その部分ペプチドまたは
その塩、上記（８３）記載のポリヌクレオチド、上記（１０３）記載のタンパク質、その
部分ペプチドまたはその塩、上記（１０６）記載のポリヌクレオチド、上記（１３２）記
載のアゴニスト、上記（１４０）記載の化合物またはその塩、または上記（１４８）記載
の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食欲増進方法、
（１５５）哺乳動物に対して、上記（９４）記載の抗体、上記（１００）記載のポリヌク
レオチド、上記（１１７）記載の抗体、上記（１２３）記載のポリヌクレオチド、上記（
１３３）記載のアンタゴニスト、上記（１４１）記載の化合物またはその塩、または上記
（１４９）記載の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肥満症または
摂食亢進症の予防・治療方法、
（１５６）外来性の上記（２８）記載のＤＮＡまたはその変異ＤＮＡを有する非ヒト哺乳
動物、
（１５７）非ヒト哺乳動物がゲッ歯動物である上記（１５６）記載の動物、
（１５８）外来性の上記（２８）記載の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、
（１５９）上記（２８）記載のＤＮＡが不活性化された非ヒト哺乳動物胚幹細胞、
（１６０）該ＤＮＡがレポーター遺伝子を導入することにより不活性化された上記（１５
９）記載の胚幹細胞、
（１６１）非ヒト哺乳動物がゲッ歯動物である上記（１５９）記載の胚幹細胞、
（１６２）上記（２８）記載のＤＮＡが不活性化された該ＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物
、
（１６３）該ＤＮＡがレポーター遺伝子を導入することにより不活性化され、該レポータ
ー遺伝子が上記（２８）記載のＤＮＡに対するプロモーターの制御下で発現しうる上記（
１６２）記載の非ヒト哺乳動物、
（１６４）非ヒト哺乳動物がゲッ歯動物である上記（１６２）記載の非ヒト哺乳動物、
（１６５）上記（１６３）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上記（２８）記載の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、
（１６６）外来性の上記（８３）記載のＤＮＡまたはその変異ＤＮＡを有する非ヒト哺乳
動物、
（１６７）非ヒト哺乳動物がゲッ歯動物である上記（１６６）記載の動物、
（１６８）外来性の上記（８３）記載の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、
（１６９）上記（８３）記載のＤＮＡが不活性化された非ヒト哺乳動物胚幹細胞、
（１７０）該ＤＮＡがレポーター遺伝子を導入することにより不活性化された上記（１６
９）記載の胚幹細胞、
（１７１）非ヒト哺乳動物がゲッ歯動物である上記（１６９）記載の胚幹細胞、
（１７２）上記（８３）記載のＤＮＡが不活性化された該ＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物
、
（１７３）該ＤＮＡがレポーター遺伝子を導入することにより不活性化され、該レポータ
ー遺伝子が上記（８３）記載のＤＮＡに対するプロモーターの制御下で発現しうる上記（
１７２）記載の非ヒト哺乳動物、
（１７４）非ヒト哺乳動物がゲッ歯動物である上記（１７２）記載の非ヒト哺乳動物、
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（１７５）上記（１７３）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上記（８３）記載の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、
（１７６）外来性の上記（１０６）記載のＤＮＡまたはその変異ＤＮＡを有する非ヒト哺
乳動物、
（１７７）非ヒト哺乳動物がゲッ歯動物である上記（１７６）記載の動物、
（１７８）外来性の上記（１０６）記載の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、
（１７９）上記（１０６）記載のＤＮＡが不活性化された非ヒト哺乳動物胚幹細胞、
（１８０）該ＤＮＡがレポーター遺伝子を導入することにより不活性化された上記（１７
９）記載の胚幹細胞、
（１８１）非ヒト哺乳動物がゲッ歯動物である上記（１７９）記載の胚幹細胞、
（１８２）上記（１０６）記載のＤＮＡが不活性化された該ＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動
物、
（１８３）該ＤＮＡがレポーター遺伝子を導入することにより不活性化され、該レポータ
ー遺伝子が上記（１０６）記載のＤＮＡに対するプロモーターの制御下で発現しうる上記
（１８２）記載の非ヒト哺乳動物、
（１８４）非ヒト哺乳動物がゲッ歯動物である上記（１８２）記載の非ヒト哺乳動物、
（１８５）上記（１８３）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上記（１０６）記載の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、
（１８６）拒食症の予防・治療剤を製造するための、上記（１）～（２１）のいずれかに
記載のペプチド、その部分ペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩、
上記（２８）記載のポリヌクレオチド、上記（６１）記載のアゴニスト、または上記（７
２）記載の化合物またはその塩の使用、
（１８７）食欲増進剤を製造するための、上記（１）～（２１）のいずれかに記載のペプ
チド、その部分ペプチド、そのアミド、もしくはそのエステルまたはその塩、上記（２８
）記載のポリヌクレオチド、上記（６１）記載のアゴニスト、または上記（７２）記載の
化合物またはその塩の使用、
（１８８）肥満症または摂食亢進症の予防・治療剤を製造するための、上記（３７）記載
の抗体、上記（４９）記載のポリヌクレオチド、上記（６２）記載のアンタゴニスト、ま
たは上記（７３）記載の化合物またはその塩の使用、
（１８９）拒食症の予防・治療剤を製造するための、上記（８０）記載のタンパク質、そ
の部分ペプチドまたはその塩、上記（８３）記載のポリヌクレオチド、上記（１０３）記
載のタンパク質、その部分ペプチドまたはその塩、上記（１０６）記載のポリヌクレオチ
ド、上記（１３２）記載のアゴニスト、上記（１４０）記載の化合物またはその塩、また
は上記（１４８）記載の化合物またはその塩の使用、
（１９０）食欲増進剤を製造するための、上記（８０）記載のタンパク質、その部分ペプ
チドまたはその塩、上記（８３）記載のポリヌクレオチド、上記（１０３）記載のタンパ
ク質、その部分ペプチドまたはその塩、上記（１０６）記載のポリヌクレオチド、上記（
１３２）記載のアゴニスト、上記（１４０）記載の化合物またはその塩、または上記（１
４８）記載の化合物またはその塩の使用、および
（１９１）肥満症または摂食亢進症の予防・治療剤を製造するための、上記（９４）記載
の抗体、上記（１００）記載のポリヌクレオチド、上記（１１７）記載の抗体、上記（１
２３）記載のポリヌクレオチド、上記（１３３）記載のアンタゴニスト、上記（１４１）
記載の化合物またはその塩、または上記（１４９）記載の化合物またはその塩の使用を提
供する。
【０００６】
【発明の実施の形態】
本発明の配列番号：１、配列番号：４、配列番号：７、配列番号：１３または配列番号：
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１６で表わされるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を有するペプ
チド（以下、本発明のペプチドと略記する場合がある）は、ヒトや温血動物（例えば、モ
ルモット、ラット、マウス、ニワトリ、ウサギ、ブタ、ヒツジ、ウシ、サルなど）の細胞
（例えば、網膜細胞、肝細胞、脾細胞、神経細胞、グリア細胞、膵臓β細胞、骨髄細胞、
メサンギウム細胞、ランゲルハンス細胞、表皮細胞、上皮細胞、内皮細胞、繊維芽細胞、
繊維細胞、筋細胞、脂肪細胞、免疫細胞（例、マクロファージ、Ｔ細胞、Ｂ細胞、ナチュ
ラルキラー細胞、肥満細胞、好中球、好塩基球、好酸球、単球）、巨核球、滑膜細胞、軟
骨細胞、骨細胞、骨芽細胞、破骨細胞、乳腺細胞、肝細胞もしくは間質細胞、またはこれ
ら細胞の前駆細胞、幹細胞もしくは癌細胞など）もしくはそれらの細胞が存在するあらゆ
る組織、例えば、脳、脳の各部位（例、網膜、嗅球、扁桃核、大脳基底球、海馬、視床、
視床下部、大脳皮質、延髄、小脳）、脊髄、下垂体、胃、膵臓、腎臓、肝臓、生殖腺、甲
状腺、胆のう、骨髄、副腎、皮膚、筋肉、肺、消化管（例、大腸、小腸）、血管、心臓、
胸腺、脾臓、顎下腺、末梢血、前立腺、睾丸、卵巣、胎盤、子宮、骨、関節、骨格筋など
、または血球系の細胞もしくはその培養細胞（例えば、ＭＥＬ，Ｍ１，ＣＴＬＬ－２，Ｈ
Ｔ－２，ＷＥＨＩ－３，ＨＬ－６０，ＪＯＳＫ－１，Ｋ５６２，ＭＬ－１，ＭＯＬＴ－３
，ＭＯＬＴ－４，ＭＯＬＴ－１０，ＣＣＲＦ－ＣＥＭ，ＴＡＬＬ－１，Ｊｕｒｋａｔ，Ｃ
ＣＲＴ－ＨＳＢ－２，ＫＥ－３７，ＳＫＷ－３，ＨＵＴ－７８，ＨＵＴ－１０２，Ｈ９，
Ｕ９３７，ＴＨＰ－１，ＨＥＬ，ＪＫ－１，ＣＭＫ，ＫＯ－８１２，ＭＥＧ－０１など）
に由来するペプチドであってもよく、合成ペプチドであってもよい。
【０００７】
配列番号：１、配列番号：４、配列番号：７、配列番号：１３または配列番号：１６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、配列番号：１で表わされ
るアミノ酸配列と約７０％以上、好ましくは約８０％以上、さらに好ましくは９０％以上
、最も好ましくは約９５％以上の相同性を有するアミノ酸配列などがあげられる。
配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列を有するペプチド
としては、例えば、前記の配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と実質的に同一のアミ
ノ酸配列を有し、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列を有するペプチドと実質的に同
質の活性を有するペプチドなどが好ましい。
配列番号：４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するペプチド
としては、例えば、前記の配列番号：４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：４で表わされるアミノ酸配列を有するペプチドと実質的に同
質の活性を有するペプチドなどが好ましい。
配列番号：７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するペプチド
としては、例えば、前記の配列番号：７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：７で表わされるアミノ酸配列を有するペプチドと実質的に同
質の活性を有するペプチドなどが好ましい。
配列番号：１３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するペプチ
ドとしては、例えば、前記の配列番号：１３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：１３で表わされるアミノ酸配列を有するペプチドと実質
的に同質の活性を有するペプチドなどが好ましい。配列番号：１６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するペプチドとしては、例えば、前記の配列番号
：１６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：１６
で表わされるアミノ酸配列を有するペプチドと実質的に同質の活性を有するペプチドなど
が好ましい。実質的に同質の活性としては、例えば、本発明のペプチドが有する活性（例
えば、後述の疾患の予防・治療活性、ＧＰＲ７との結合活性、ＧＰＲ７発現細胞に対する
細胞刺激活性（例えば、アラキドン酸遊離、アセチルコリン遊離、細胞内Ｃａ２＋遊離、
細胞内ｃＡＭＰ生成、細胞内ｃＧＭＰ生成、イノシトールリン酸産生、細胞膜電位変動、
細胞内蛋白質のリン酸化、ｃ－ｆｏｓの活性化、ｐＨの低下、ＧＴＰγＳ結合活性などを
促進する活性等））などがあげられる。
実質的に同質とは、それらの活性が性質的に（例、生理化学的に、または薬理学的に）同
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質であることを示す。
【０００８】
配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列の具体
例としては、
（ｉ）配列番号：１で表わされるアミノ酸配列、
（ii）配列番号：２で表わされるアミノ酸配列、
（iii）配列番号：３で表わされるアミノ酸配列、
（iv）配列番号：６６で表わされるアミノ酸配列、
（v）配列番号：１、配列番号：２、配列番号：３または配列番号：６６で表わされるア
ミノ酸配列中の１～５個（好ましくは１～３個、さらに好ましくは１～２個、より好まし
くは、１個）のアミノ酸が欠失したアミノ酸配列、
（vi）配列番号：１、配列番号：２、配列番号：３または配列番号：６６で表わされるア
ミノ酸配列に１～５個（好ましくは１～３個、さらに好ましくは１～２個、より好ましく
は、１個）のアミノ酸が付加したアミノ酸配列、
(vii)配列番号：１、配列番号：２、配列番号：３または配列番号：６６で表わされるア
ミノ酸配列に１～５個（好ましくは１～３個、さらに好ましくは１～２個、より好ましく
は、１個）のアミノ酸が挿入されたアミノ酸配列、
(viii)配列番号：１、配列番号：２、配列番号：３または配列番号：６６で表わされるア
ミノ酸配列中の１～５個（好ましくは１～３個、さらに好ましくは１～２個、より好まし
くは、１個）のアミノ酸が他のアミノ酸で置換されたアミノ酸配列、
（ix）上記(v)～(viii)を組み合わせたアミノ酸配列などがあげられる。
【０００９】
配列番号：４で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列の具体
例としては、
（ｉ）配列番号：４で表わされるアミノ酸配列、
（ii）配列番号：５で表わされるアミノ酸配列、
（iii）配列番号：６で表わされるアミノ酸配列、
（iv）配列番号：６７で表わされるアミノ酸配列、
（v）配列番号：４、配列番号：５、配列番号：６または配列番号：６７で表わされるア
ミノ酸配列中の１～５個（好ましくは１～３個、さらに好ましくは１～２個、より好まし
くは、１個）のアミノ酸が欠失したアミノ酸配列、
（vi）配列番号：４、配列番号：５、配列番号：６または配列番号：６７で表わされるア
ミノ酸配列に１～５個（好ましくは１～３個、さらに好ましくは１～２個、より好ましく
は、１個）のアミノ酸が付加したアミノ酸配列、
(vii)配列番号：４、配列番号：５、配列番号：６または配列番号：６７で表わされるア
ミノ酸配列に１～５個（好ましくは１～３個、さらに好ましくは１～２個、より好ましく
は、１個）のアミノ酸が挿入されたアミノ酸配列、
(viii)配列番号：４、配列番号：５、配列番号：６または配列番号：６７で表わされるア
ミノ酸配列中の１～５個（好ましくは１～３個、さらに好ましくは１～２個、より好まし
くは、１個）のアミノ酸が他のアミノ酸で置換されたアミノ酸配列、
（ix）上記(v)～(viii)を組み合わせたアミノ酸配列などがあげられる。
【００１０】
配列番号：７で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列の具体
例としては、
（ｉ）配列番号：７で表わされるアミノ酸配列、
（ii）配列番号：８で表わされるアミノ酸配列、
（iii）配列番号：９で表わされるアミノ酸配列、
（iv）配列番号：１０で表わされるアミノ酸配列、
（ｖ）配列番号：１１で表わされるアミノ酸配列、
（vi）配列番号：１２で表わされるアミノ酸配列、
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（vii）配列番号：６８で表わされるアミノ酸配列、
（viii）配列番号：６９で表わされるアミノ酸配列、
（ix）配列番号：７、配列番号：８、配列番号：９、配列番号：１０、配列番号：１１、
配列番号：１２、配列番号：６８または配列番号：６９で表わされるアミノ酸配列中の１
～５個（好ましくは１～３個、さらに好ましくは１～２個、より好ましくは、１個）のア
ミノ酸が欠失したアミノ酸配列、
（x）配列番号：７、配列番号：８、配列番号：９、配列番号：１０、配列番号：１１、
配列番号：１２、配列番号：６８または配列番号：６９で表わされるアミノ酸配列に１～
５個（好ましくは１～３個、さらに好ましくは１～２個、より好ましくは、１個）のアミ
ノ酸が付加したアミノ酸配列、
(xi)配列番号：７、配列番号：８、配列番号：９、配列番号：１０、配列番号：１１、配
列番号：１２、配列番号：６８または配列番号：６９で表わされるアミノ酸配列に１～５
個（好ましくは１～３個、さらに好ましくは１～２個、より好ましくは、１個）のアミノ
酸が挿入されたアミノ酸配列、
(xii) 配列番号：７、配列番号：８、配列番号：９、配列番号：１０、配列番号：１１、
配列番号：１２、配列番号：６８または配列番号：６９で表わされるアミノ酸配列中の１
～５個（好ましくは１～３個、さらに好ましくは１～２個、より好ましくは、１個）のア
ミノ酸が他のアミノ酸で置換されたアミノ酸配列、
（xiii）上記(ix)～(xii)を組み合わせたアミノ酸配列などがあげられる。
【００１１】
配列番号：１３で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列の具
体例としては、
（ｉ）配列番号：１３で表わされるアミノ酸配列、
（ii）配列番号：１４で表わされるアミノ酸配列、
（iii）配列番号：１５で表わされるアミノ酸配列、
（iv）配列番号：７０で表わされるアミノ酸配列、
（v）配列番号：１３、配列番号：１４、配列番号：１５または配列番号：７０で表わさ
れるアミノ酸配列中の１～５個（好ましくは１～３個、さらに好ましくは１～２個、より
好ましくは、１個）のアミノ酸が欠失したアミノ酸配列、
（vi）配列番号：１３、配列番号：１４、配列番号：１５または配列番号：７０で表わさ
れるアミノ酸配列に１～５個（好ましくは１～３個、さらに好ましくは１～２個、より好
ましくは、１個）のアミノ酸が付加したアミノ酸配列、
(vii)配列番号：１３、配列番号：１４、配列番号：１５または配列番号：７０で表わさ
れるアミノ酸配列に１～５個（好ましくは１～３個、さらに好ましくは１～２個、より好
ましくは、１個）のアミノ酸が挿入されたアミノ酸配列、
(viii)配列番号：１３、配列番号：１４、配列番号：１５または配列番号：７０で表わさ
れるアミノ酸配列中の１～５個（好ましくは１～３個、さらに好ましくは１～２個、より
好ましくは、１個）のアミノ酸が他のアミノ酸で置換されたアミノ酸配列、
（ix）上記(v)～(viii)を組み合わせたアミノ酸配列などがあげられる。
【００１２】
配列番号：１６で表わされるアミノ酸配列と同一または実質的に同一のアミノ酸配列の具
体例としては、
（ｉ）配列番号：１６で表わされるアミノ酸配列、
（ii）配列番号：１７で表わされるアミノ酸配列、
（iii）配列番号：１８で表わされるアミノ酸配列、
（iv）配列番号：７１で表わされるアミノ酸配列、
（v）配列番号：１６、配列番号：１７、配列番号：１８または配列番号：７１で表わさ
れるアミノ酸配列中の１～５個（好ましくは１～３個、さらに好ましくは１～２個、より
好ましくは、１個）のアミノ酸が欠失したアミノ酸配列、
（vi）配列番号：１６、配列番号：１７、配列番号：１８または配列番号：７１で表わさ
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れるアミノ酸配列に１～５個（好ましくは１～３個、さらに好ましくは１～２個、より好
ましくは、１個）のアミノ酸が付加したアミノ酸配列、
(vii)配列番号：１６、配列番号：１７、配列番号：１８または配列番号：７１で表わさ
れるアミノ酸配列に１～５個（好ましくは１～３個、さらに好ましくは１～２個、より好
ましくは、１個）のアミノ酸が挿入されたアミノ酸配列、
(viii)配列番号：１６、配列番号：１７、配列番号：１８または配列番号：７１で表わさ
れるアミノ酸配列中の１～５個（好ましくは１～３個、さらに好ましくは１～２個、より
好ましくは、１個）のアミノ酸が他のアミノ酸で置換されたアミノ酸配列、
（ix）上記(v)～(viii)を組み合わせたアミノ酸配列などがあげられる。
【００１３】
本発明のペプチドの具体例としては、例えば、
〔ペプチドＡ〕
配列番号：１で表わされるアミノ酸配列を有するヒト型ペプチド、
配列番号：２で表わされるアミノ酸配列を有するマウス型ペプチド、
配列番号：３で表わされるアミノ酸配列を有するラット型ペプチド、
配列番号：６６で表わされるアミノ酸配列を有するウシ型ペプチド、
〔ペプチドＢ〕
配列番号：４で表わされるアミノ酸配列を有するヒト型ペプチド、
配列番号：５で表わされるアミノ酸配列を有するマウス型ペプチド、
配列番号：６で表わされるアミノ酸配列を有するラット型ペプチド、
配列番号：６７で表わされるアミノ酸配列を有するウシ型ペプチド、
〔ペプチドＣ〕
配列番号：７で表わされるアミノ酸配列を有するヒト型ペプチドまたはそのアミド体、
配列番号：９で表わされるアミノ酸配列を有するマウス型ペプチドまたはそのアミド体、
配列番号：１１で表わされるアミノ酸配列を有するラット型ペプチドまたはそのアミド体
、
配列番号：６８で表わされるアミノ酸配列を有するウシ型ペプチドまたはそのアミド体、
〔ペプチドＤ〕
配列番号：８で表わされるアミノ酸配列を有するヒト型ペプチド、
配列番号：１０で表わされるアミノ酸配列を有するマウス型ペプチド、
配列番号：１２で表わされるアミノ酸配列を有するラット型ペプチド、
配列番号：６９で表わされるアミノ酸配列を有するウシ型ペプチド、
〔ペプチドＥ〕
配列番号：１３で表わされるアミノ酸配列を有するヒト型ペプチド、
配列番号：１４で表わされるアミノ酸配列を有するマウス型ペプチド、
配列番号：１５で表わされるアミノ酸配列を有するラット型ペプチド、
配列番号：７０で表わされるアミノ酸配列を有するウシ型ペプチド、
〔ペプチドＦ〕
配列番号：１６で表わされるアミノ酸配列を有するヒト型ペプチド、
配列番号：１７で表わされるアミノ酸配列を有するマウス型ペプチド、
配列番号：１８で表わされるアミノ酸配列を有するラット型ペプチド、
配列番号：７１で表わされるアミノ酸配列を有するウシ型ペプチドなどが挙げられる。
【００１４】
本発明の部分ペプチドとしては、前記した本発明のペプチドの部分ペプチドであれば何れ
のものであってもよいが、通常、アミノ酸が５個以上、好ましくは１０個以上からなるペ
プチドが好ましく、さらには、本発明のペプチドと同様の活性を有するものが好ましい。
【００１５】
本発明のペプチドの前駆体ペプチドとしては、前記した本発明のペプチドを含むポリペプ
チドであり、適当なペプチダーゼ等で切断することによって、本発明のペプチドを製造し
得るものである。



(20) JP 4128030 B2 2008.7.30

10

20

30

40

50

具体的には、配列番号：１９または配列番号：２２で表わされるアミノ酸配列と同一もし
くは実質的に同一のアミノ酸配列を有する蛋白質などが用いられる。配列番号：１９また
は配列番号：２２で表わされるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列
を有する蛋白質は、ヒトや温血動物（例えば、モルモット、ラット、マウス、ニワトリ、
ウサギ、ブタ、ヒツジ、ウシ、サルなど）の細胞（例えば、網膜細胞、肝細胞、脾細胞、
神経細胞、グリア細胞、膵臓β細胞、骨髄細胞、メサンギウム細胞、ランゲルハンス細胞
、表皮細胞、上皮細胞、内皮細胞、繊維芽細胞、繊維細胞、筋細胞、脂肪細胞、免疫細胞
（例、マクロファージ、Ｔ細胞、Ｂ細胞、ナチュラルキラー細胞、肥満細胞、好中球、好
塩基球、好酸球、単球）、巨核球、滑膜細胞、軟骨細胞、骨細胞、骨芽細胞、破骨細胞、
乳腺細胞、肝細胞もしくは間質細胞、またはこれら細胞の前駆細胞、幹細胞もしくは癌細
胞など）もしくはそれらの細胞が存在するあらゆる組織、例えば、脳、脳の各部位（例、
網膜、嗅球、扁桃核、大脳基底球、海馬、視床、視床下部、大脳皮質、延髄、小脳）、脊
髄、下垂体、胃、膵臓、腎臓、肝臓、生殖腺、甲状腺、胆のう、骨髄、副腎、皮膚、筋肉
、肺、消化管（例、大腸、小腸）、血管、心臓、胸腺、脾臓、顎下腺、末梢血、前立腺、
睾丸、卵巣、胎盤、子宮、骨、関節、骨格筋など、または血球系の細胞もしくはその培養
細胞（例えば、ＭＥＬ，Ｍ１，ＣＴＬＬ－２，ＨＴ－２，ＷＥＨＩ－３，ＨＬ－６０，Ｊ
ＯＳＫ－１，Ｋ５６２，ＭＬ－１，ＭＯＬＴ－３，ＭＯＬＴ－４，ＭＯＬＴ－１０，ＣＣ
ＲＦ－ＣＥＭ，ＴＡＬＬ－１，Ｊｕｒｋａｔ，ＣＣＲＴ－ＨＳＢ－２，ＫＥ－３７，ＳＫ
Ｗ－３，ＨＵＴ－７８，ＨＵＴ－１０２，Ｈ９，Ｕ９３７，ＴＨＰ－１，ＨＥＬ，ＪＫ－
１，ＣＭＫ，ＫＯ－８１２，ＭＥＧ－０１など）に由来する蛋白質であってもよく、合成
蛋白質であってもよい。
【００１６】
配列番号：１９または配列番号：２２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、配列番号：１９または配列番号：２２で表わされるアミノ酸配列と約７
０％以上、好ましくは約８０％以上、より好ましくは約９０％以上の相同性を有するアミ
ノ酸配列などがあげられる。
特に、配列番号：１９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
、
(i) 配列番号：１９で表わされるアミノ酸配列（ヒト型）、
(ii) 配列番号：２０で表わされるアミノ酸配列（マウス型）、
(iii) 配列番号：２１で表わされるアミノ酸配列（ラット型）、
(iv) 配列番号：７２で表わされるアミノ酸配列（ウシ型）、
(v) 配列番号：１９、配列番号：２０、配列番号：２１または配列番号：７２で表わされ
るアミノ酸配列中の１～１５個（好ましくは１～１０個、さらに好ましくは１～５個、よ
り好ましくは、１～３個）のアミノ酸が欠失したアミノ酸配列、
(vi) 配列番号：１９、配列番号：２０、配列番号：２１または配列番号：７２で表わさ
れるアミノ酸配列に１～１５個（好ましくは１～１０個、さらに好ましくは１～５個、よ
り好ましくは、１～３個）のアミノ酸が付加したアミノ酸配列、
(vii) 配列番号：１９、配列番号：２０、配列番号：２１または配列番号：７２で表わさ
れるアミノ酸配列に１～１５個（好ましくは１～１０個、さらに好ましくは１～５個、よ
り好ましくは、１～３個）のアミノ酸が挿入されたアミノ酸配列、
(viii) 配列番号：１９、配列番号：２０、配列番号：２１または配列番号：７２で表わ
されるアミノ酸配列中の１～１５個（好ましくは１～１０個、さらに好ましくは１～５個
、より好ましくは、１～３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、
(ix) 上記(v)～(viii)を組み合わせたアミノ酸配列などがあげられる。
【００１７】
配列番号：２２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、
(i) 配列番号：２２で表わされるアミノ酸配列（ヒト型）、
(ii) 配列番号：２３で表わされるアミノ酸配列（マウス型）、
(iii) 配列番号：２４で表わされるアミノ酸配列（ラット型）、
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(iv) 配列番号：７３で表わされるアミノ酸配列（ウシ型）、
(v) 配列番号：２２、配列番号：２３、配列番号：２４または配列番号：７３で表わされ
るアミノ酸配列中の１～１５個（好ましくは１～１０個、さらに好ましくは１～５個、よ
り好ましくは、１～３個）のアミノ酸が欠失したアミノ酸配列、
(vi) 配列番号：２２、配列番号：２３、配列番号：２４または配列番号：７３で表わさ
れるアミノ酸配列に１～１５個（好ましくは１～１０個、さらに好ましくは１～５個、よ
り好ましくは、１～３個）のアミノ酸が付加したアミノ酸配列、
(vii) 配列番号：２２、配列番号：２３、配列番号：２４で表わされるアミノ酸配列に１
～１５個（好ましくは１～１０個、さらに好ましくは１～５個、より好ましくは、１～３
個）のアミノ酸が挿入されたアミノ酸配列、
(viii) 配列番号：２２、配列番号：２３、配列番号：２４または配列番号：７３で表わ
されるアミノ酸配列中の１～１５個（好ましくは１～１０個、さらに好ましくは１～５個
、より好ましくは、１～３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、
(ix) 上記(v)～(viii)を組み合わせたアミノ酸配列などがあげられる。
【００１８】
配列番号：１９で表わされるアミノ酸配列を有するヒト型前駆体ペプチドＧは、配列番号
：２２で表わされるアミノ酸配列を有するヒト型前駆体ペプチドＨから分泌シグナル配列
を除いたものである。
配列番号：２０で表わされるアミノ酸配列を有するマウス型前駆体ペプチドＧは、配列番
号：２３で表わされるアミノ酸配列を有するマスウ型前駆体ペプチドＨから分泌シグナル
配列を除いたものである。
配列番号：２１で表わされるアミノ酸配列を有するラット型前駆体ペプチドＧは、配列番
号：２４で表わされるアミノ酸配列を有するラット型前駆体ペプチドＨから分泌シグナル
配列を除いたものである。
配列番号：７２で表わされるアミノ酸配列を有するラット型前駆体ペプチドＧは、配列番
号：７３で表わされるアミノ酸配列を有するラット型前駆体ペプチドＨから分泌シグナル
配列を除いたものである。
本発明の前駆体ペプチドは、本発明のペプチドと同様の活性を有していてもよい。
【００１９】
配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を
有する蛋白質（ヒトＧＰＲ７）、配列番号：５９で表わされるアミノ酸配列と同一もしく
は実質的に同一のアミノ酸配列を有する蛋白質（ラットＴＧＲ２６）、配列番号：８４で
表わされるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を有する蛋白質（ヒ
トＧＰＲ８）、配列番号：８６で表わされるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一の
アミノ酸配列を有する蛋白質（ウシＧＰＲ７）または配列番号：８８で表わされるアミノ
酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を有する蛋白質（ウシＧＰＲ８）は、
ヒトや温血動物（例えば、モルモット、ラット、マウス、ニワトリ、ウサギ、ブタ、ヒツ
ジ、ウシ、サルなど）の細胞（例えば、網膜細胞、肝細胞、脾細胞、神経細胞、グリア細
胞、膵臓β細胞、骨髄細胞、メサンギウム細胞、ランゲルハンス細胞、表皮細胞、上皮細
胞、内皮細胞、繊維芽細胞、繊維細胞、筋細胞、脂肪細胞、免疫細胞（例、マクロファー
ジ、Ｔ細胞、Ｂ細胞、ナチュラルキラー細胞、肥満細胞、好中球、好塩基球、好酸球、単
球）、巨核球、滑膜細胞、軟骨細胞、骨細胞、骨芽細胞、破骨細胞、乳腺細胞、肝細胞も
しくは間質細胞、またはこれら細胞の前駆細胞、幹細胞もしくは癌細胞など）もしくはそ
れらの細胞が存在するあらゆる組織、例えば、脳、脳の各部位（例、網膜、嗅球、扁桃核
、大脳基底球、海馬、視床、視床下部、大脳皮質、延髄、小脳）、脊髄、下垂体、胃、膵
臓、腎臓、肝臓、生殖腺、甲状腺、胆のう、骨髄、副腎、皮膚、筋肉、肺、消化管（例、
大腸、小腸）、血管、心臓、胸腺、脾臓、顎下腺、末梢血、前立腺、睾丸、卵巣、胎盤、
子宮、骨、関節、骨格筋など、または血球系の細胞もしくはその培養細胞（例えば、ＭＥ
Ｌ，Ｍ１，ＣＴＬＬ－２，ＨＴ－２，ＷＥＨＩ－３，ＨＬ－６０，ＪＯＳＫ－１，Ｋ５６
２，ＭＬ－１，ＭＯＬＴ－３，ＭＯＬＴ－４，ＭＯＬＴ－１０，ＣＣＲＦ－ＣＥＭ，ＴＡ
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ＬＬ－１，Ｊｕｒｋａｔ，ＣＣＲＴ－ＨＳＢ－２，ＫＥ－３７，ＳＫＷ－３，ＨＵＴ－７
８，ＨＵＴ－１０２，Ｈ９，Ｕ９３７，ＴＨＰ－１，ＨＥＬ，ＪＫ－１，ＣＭＫ，ＫＯ－
８１２，ＭＥＧ－０１など）に由来する蛋白質であってもよく、合成蛋白質であってもよ
い。
【００２０】
配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列としては、配列
番号：４９で表わされるアミノ酸配列と約７０％以上、好ましくは約８０％以上、より好
ましくは約９０％以上の相同性を有するアミノ酸配列などがあげられる。
特に、配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列としては
、上記のアミノ酸配列の他、
(i) 配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列中の１～１５個（好ましくは１～１０個、
さらに好ましくは１～５個、より好ましくは、１～３個）のアミノ酸が欠失したアミノ酸
配列、
(ii) 配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列に１～１５個（好ましくは１～１０個、
さらに好ましくは１～５個、より好ましくは、１～３個）のアミノ酸が付加したアミノ酸
配列、
(iii) 配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列に１～１５個（好ましくは１～１０個、
さらに好ましくは１～５個、より好ましくは、１～３個）のアミノ酸が挿入されたアミノ
酸配列、
(iv) 配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列中の１～１５個（好ましくは１～１０個
、さらに好ましくは１～５個、より好ましくは、１～３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、
(v) 上記(i)～(iv)を組み合わせたアミノ酸配列などがあげられる。
配列番号：５９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、配列
番号：５９で表わされるアミノ酸配列と約７０％以上、好ましくは約８０％以上、より好
ましくは約９０％以上の相同性を有するアミノ酸配列などがあげられる。
特に、配列番号：５９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
、上記のアミノ酸配列の他、
(i) 配列番号：５９で表わされるアミノ酸配列中の１～１５個（好ましくは１～１０個、
さらに好ましくは１～５個、より好ましくは、１～３個）のアミノ酸が欠失したアミノ酸
配列、
(ii) 配列番号：５９で表わされるアミノ酸配列に１～１５個（好ましくは１～１０個、
さらに好ましくは１～５個、より好ましくは、１～３個）のアミノ酸が付加したアミノ酸
配列、
(iii) 配列番号：５９で表わされるアミノ酸配列に１～１５個（好ましくは１～１０個、
さらに好ましくは１～５個、より好ましくは、１～３個）のアミノ酸が挿入されたアミノ
酸配列、
(iv) 配列番号：５９で表わされるアミノ酸配列中の１～１５個（好ましくは１～１０個
、さらに好ましくは１～５個、より好ましくは、１～３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、
(v) 上記(i)～(iv)を組み合わせたアミノ酸配列などがあげられる。
配列番号：８４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、配列
番号：８４で表わされるアミノ酸配列と約７０％以上、好ましくは約８０％以上、より好
ましくは約９０％以上の相同性を有するアミノ酸配列などがあげられる。
特に、配列番号：８４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
、上記のアミノ酸配列の他、
(i) 配列番号：８４で表わされるアミノ酸配列中の１～１５個（好ましくは１～１０個、
さらに好ましくは１～５個、より好ましくは、１～３個）のアミノ酸が欠失したアミノ酸
配列、
(ii) 配列番号：８４で表わされるアミノ酸配列に１～１５個（好ましくは１～１０個、
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さらに好ましくは１～５個、より好ましくは、１～３個）のアミノ酸が付加したアミノ酸
配列、
(iii) 配列番号：８４で表わされるアミノ酸配列に１～１５個（好ましくは１～１０個、
さらに好ましくは１～５個、より好ましくは、１～３個）のアミノ酸が挿入されたアミノ
酸配列、
(iv) 配列番号：８４で表わされるアミノ酸配列中の１～１５個（好ましくは１～１０個
、さらに好ましくは１～５個、より好ましくは、１～３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、
(v) 上記(i)～(iv)を組み合わせたアミノ酸配列などがあげられる。
配列番号：８６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、配列
番号：８６で表わされるアミノ酸配列と約７０％以上、好ましくは約８０％以上、より好
ましくは約９０％以上、さらに好ましくは約９５％以上の相同性を有するアミノ酸配列な
どがあげられる。
特に、配列番号：８６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
、上記のアミノ酸配列の他、
(i) 配列番号：８６で表わされるアミノ酸配列中の１～１５個（好ましくは１～１０個、
さらに好ましくは１～５個、より好ましくは、１～３個）のアミノ酸が欠失したアミノ酸
配列、
(ii) 配列番号：８６で表わされるアミノ酸配列に１～１５個（好ましくは１～１０個、
さらに好ましくは１～５個、より好ましくは、１～３個）のアミノ酸が付加したアミノ酸
配列、
(iii) 配列番号：８６で表わされるアミノ酸配列に１～１５個（好ましくは１～１０個、
さらに好ましくは１～５個、より好ましくは、１～３個）のアミノ酸が挿入されたアミノ
酸配列、
(iv) 配列番号：８６で表わされるアミノ酸配列中の１～１５個（好ましくは１～１０個
、さらに好ましくは１～５個、より好ましくは、１～３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、
(v) 上記(i)～(iv)を組み合わせたアミノ酸配列などがあげられる。
配列番号：８８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、配列
番号：８８で表わされるアミノ酸配列と約７０％以上、好ましくは約８０％以上、より好
ましくは約９０％以上、さらに好ましくは約９５％以上の相同性を有するアミノ酸配列な
どがあげられる。
特に、配列番号：８８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
、上記のアミノ酸配列の他、
(i) 配列番号：８８で表わされるアミノ酸配列中の１～１５個（好ましくは１～１０個、
さらに好ましくは１～５個、より好ましくは、１～３個）のアミノ酸が欠失したアミノ酸
配列、
(ii) 配列番号：８８で表わされるアミノ酸配列に１～１５個（好ましくは１～１０個、
さらに好ましくは１～５個、より好ましくは、１～３個）のアミノ酸が付加したアミノ酸
配列、
(iii) 配列番号：８８で表わされるアミノ酸配列に１～１５個（好ましくは１～１０個、
さらに好ましくは１～５個、より好ましくは、１～３個）のアミノ酸が挿入されたアミノ
酸配列、
(iv) 配列番号：８８で表わされるアミノ酸配列中の１～１５個（好ましくは１～１０個
、さらに好ましくは１～５個、より好ましくは、１～３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、
(v) 上記(i)～(iv)を組み合わせたアミノ酸配列などがあげられる。
ヒトＧＰＲ７、ラットＴＧＲ２６、ヒトＧＰＲ８、ウシＧＰＲ７またはウシＧＰＲ８（以
下、合わせてＧＰＲ７と略記する）の部分ペプチドとしては、後述の医薬等のスクリーニ
ング方法に用いることのできる部分ペプチドであれば、いかなるものであっていてもよい
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が、好ましくは、本発明のペプチドに対する結合能を有する部分ペプチド、細胞膜外領域
に相当するアミノ酸配列を含有する部分ペプチド等が用いられる。
【００２１】
本発明のペプチド、その部分ペプチドまたはその前駆体ペプチド、特に本発明のペプチド
には、Ｎ末端アミノ酸残基がブロモ化されたものも含まれる。Ｎ末端アミノ酸残基として
は、トリプトファン残基（Ｔｒｐ）などが好ましい。
具体的には、Ｎ末端のトリプトファン残基（Ｔｒｐ）がブロモ化された配列番号：１～配
列番号：１２、配列番号：１９～配列番号：２１、配列番号：６６～配列番号：６９およ
び配列番号：７２から選ばれる配列番号で表わされるアミノ酸配列を含有するペプチドな
どが用いられ、なかでもＮ末端のトリプトファン残基（Ｔｒｐ）がブロモ化された配列番
号：１、配列番号：２、配列番号：３、配列番号：４、配列番号：５、配列番号：６、配
列番号：６６または配列番号：６７で表わされるアミノ酸配列を含有するペプチドが好ま
しく用いられる。ブロモ化の位置は特に限定されないが、トリプトファン残基（Ｔｒｐ）
の６位が好ましい。
より具体的には、Ｎ末端のトリプトファン残基（Ｔｒｐ）が６－ブロモ化されている、配
列番号：１～配列番号：１２、配列番号：１９～配列番号：２１、配列番号：６６～配列
番号：６９および配列番号：７２から選ばれる配列番号で表わされるアミノ酸配列を含有
するペプチドが好ましく用いられ、なかでもＮ末端のトリプトファン残基（Ｔｒｐ）が６
－ブロモ化されている、配列番号：１、配列番号：２、配列番号：３、配列番号：４、配
列番号：５、配列番号：６、配列番号：６６または配列番号：６７で表わされるアミノ酸
配列を含有するペプチドが好ましく用いられる。
本発明のペプチド、その部分ペプチドまたはその前駆体ペプチド（以下、本発明のペプチ
ドと略記する場合がある）、ＧＰＲ７またはその部分ペプチド（以下、ＧＰＲ７と略記す
る場合がある）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。
本発明のペプチドまたはＧＰＲ７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）のいず
れであってもよい。
ここでエステルにおけるＲとしては、例えば、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプロ
ピルもしくはｎ－ブチルなどのＣ１－６アルキル基、例えば、シクロペンチル、シクロヘ
キシルなどのＣ３－８シクロアルキル基、例えば、フェニル、α－ナフチルなどのＣ６－

１２アリール基、例えば、ベンジル、フェネチルなどのフェニル－Ｃ１－２アルキル基も
しくはα－ナフチルメチルなどのα－ナフチル－Ｃ１－２アルキル基などのＣ７－１４ア
ラルキル基のほか、経口用エステルとして汎用されるピバロイルオキシメチル基などが用
いられる。
本発明のペプチドまたはＧＰＲ７がＣ末端以外にカルボキシル基（またはカルボキシレー
ト）を有している場合、カルボキシル基がアミド化またはエステル化されているものも本
発明のペプチドに含まれる。この場合のエステルとしては、例えば上記したＣ末端のエス
テルなどが用いられる。
さらに、本発明のペプチドまたはＧＰＲ７には、Ｎ末端のアミノ酸残基（例、メチオニン
残基）のアミノ基が保護基（例えば、ホルミル基、アセチル基などのＣ１－６アルカノイ
ルなどのＣ１－６アシル基など）で保護されているもの、生体内で切断されて生成するＮ
末端のグルタミン残基がピログルタミン酸化したもの、分子内のアミノ酸の側鎖上の置換
基（例えば－ＯＨ、－ＳＨ、アミノ基、イミダゾール基、インドール基、グアニジノ基な
ど）が適当な保護基（例えば、ホルミル基、アセチル基などのＣ１－６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
タンパク質などの複合タンパク質なども含まれる。
【００２２】
本発明のペプチドまたはＧＰＲ７の塩としては、生理学的に許容される酸（例、無機酸、
有機酸）や塩基（例、アルカリ金属塩）などとの塩が用いられ、とりわけ生理学的に許容
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される酸付加塩が好ましい。このような塩としては、例えば、無機酸（例えば、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。以下、塩も含めて、本
発明のペプチドまたはＧＰＲ７と称する。
本発明のペプチドまたはＧＰＲ７は、前述したヒトや温血動物の細胞または組織から自体
公知のペプチドの精製方法によって製造することもできるし、後述するペプチドをコード
するＤＮＡで形質転換された形質転換体を培養することによっても製造することができる
。また、後述のペプチド合成法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。
【００２３】
本発明のペプチドもしくはＧＰＲ７またはそれらのアミド体の合成には、通常市販のペプ
チド合成用樹脂を用いることができる。そのような樹脂としては、例えば、クロロメチル
樹脂、ヒドロキシメチル樹脂、ベンズヒドリルアミン樹脂、アミノメチル樹脂、４－ベン
ジルオキシベンジルアルコール樹脂、４－メチルベンズヒドリルアミン樹脂、ＰＡＭ樹脂
、４－ヒドロキシメ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あげ
ることができる。このような樹脂を用い、α－アミノ基と側鎖官能基を適当に保護したア
ミノ酸を、目的とするペプチドの配列通りに、自体公知の各種縮合方法に従い、樹脂上で
縮合させる。反応の最後に樹脂からペプチドを切り出すと同時に各種保護基を除去し、さ
らに高希釈溶液中で分子内ジスルフィド結合形成反応を実施し、目的の本発明のペプチド
、ＧＰＲ７またはそれら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、ペプチド合成に使用できる各種活性化試薬を用
いることができるが、特に、カルボジイミド類がよい。カルボジイミド類としては、ＤＣ
Ｃ、Ｎ，Ｎ’－ジイソプロピルカルボジイミド、Ｎ－エチル－Ｎ’－（３－ジメチルアミ
ノプロリル）カルボジイミドなどが用いられる。これらによる活性化にはラセミ化抑制添
加剤（例えば、ＨＯＢｔ，ＨＯＯＢｔ）とともに保護アミノ酸を直接樹脂に添加するかま
たは、対称酸無水物またはＨＯＢｔエステルあるいはＨＯＯＢｔエステルとしてあらかじ
め保護アミノ酸の活性化を行なった後に樹脂に添加することができる。
保護アミノ酸の活性化や樹脂との縮合に用いられる溶媒としては、ペプチド縮合反応に使
用しうることが知られている溶媒から適宜選択されうる。例えば、Ｎ，Ｎ－ジメチルホル
ムアミド，Ｎ，Ｎ－ジメチルアセトアミド，Ｎ－メチルピロリドンなどの酸アミド類、塩
化メチレン，クロロホルムなどのハロゲン化炭化水素類、トリフルオロエタノールなどの
アルコール類、ジメチルスルホキシドなどのスルホキシド類、ピリジン，ジオキサン，テ
トラヒドロフランなどのエーテル類、アセトニトリル，プロピオニトリルなどのニトリル
類、酢酸メチル，酢酸エチルなどのエステル類あるいはこれらの適宜の混合物などが用い
られる。反応温度はペプチド結合形成反応に使用され得ることが知られている範囲から適
宜選択され、通常約－２０℃～５０℃の範囲から適宜選択される。活性化されたアミノ酸
誘導体は通常１.５～４倍過剰で用いられる。ニンヒドリン反応を用いたテストの結果、
縮合が不十分な場合には保護基の脱離を行なうことなく縮合反応を繰り返すことにより十
分な縮合を行なうことができる。反応を繰り返しても十分な縮合が得られないときには、
無水酢酸またはアセチルイミダゾールを用いて未反応アミノ酸をアセチル化することによ
って、後の反応に影響を与えないようにすることができる。
【００２４】
原料のアミノ基の保護基としては、例えば、Ｚ、Ｂｏｃ、ｔ－ペンチルオキシカルボニル
、イソボルニルオキシカルボニル、４－メトキシベンジルオキシカルボニル、Ｃｌ－Ｚ、
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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、Fmocなどが用い
られる。
カルボキシル基は、例えば、アルキルエステル化（例えば、メチル、エチル、プロピル、
ブチル、ｔ－ブチル、シクロペンチル、シクロヘキシル、シクロヘプチル、シクロオクチ
ル、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、ｔ－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（Ｃ１－６）アル
カノイル基、ベンゾイル基などのアロイル基、ベンジルオキシカルボニル基、エトキシカ
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、ｔ－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。
【００２５】
原料のカルボキシル基の活性化されたものとしては、例えば、対応する酸無水物、アジド
、活性エステル〔アルコール（例えば、ペンタクロロフェノール、２，４，５－トリクロ
ロフェノール、２，４－ジニトロフェノール、シアノメチルアルコール、パラニトロフェ
ノール、ＨＯＮＢ、Ｎ－ヒドロキシスクシミド、Ｎ－ヒドロキシフタルイミド、ＨＯＢｔ
）とのエステル〕などが用いられる。原料のアミノ基の活性化されたものとしては、例え
ば、対応するリン酸アミドが用いられる。
保護基の除去（脱離）方法としては、例えば、Ｐｄ－黒あるいはＰｄ－炭素などの触媒の
存在下での水素気流中での接触還元や、また、無水フッ化水素、メタンスルホン酸、トリ
フルオロメタンスルホン酸、トリフルオロ酢酸あるいはこれらの混合液などによる酸処理
や、ジイソプロピルエチルアミン、トリエチルアミン、ピペリジン、ピペラジンなどによ
る塩基処理、また液体アンモニア中ナトリウムによる還元なども用いられる。上記酸処理
による脱離反応は、一般に約－２０℃～４０℃の温度で行なわれるが、酸処理においては
、例えば、アニソール、フェノール、チオアニソール、メタクレゾール、パラクレゾール
、ジメチルスルフィド、１，４－ブタンジチオール、１，２－エタンジチオールなどのよ
うなカチオン捕捉剤の添加が有効である。また、ヒスチジンのイミダゾール保護基として
用いられる２，４－ジニトロフェニル基はチオフェノール処理により除去され、トリプト
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。
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。
【００２６】
本発明のペプチドまたはＧＰＲ７のアミド体を得る別の方法としては、例えば、まず、カ
ルボキシ末端アミノ酸のα－カルボキシル基をアミド化して保護した後、アミノ基側にペ
プチド鎖を所望の鎖長まで延ばした後、該ペプチド鎖のＮ末端のα－アミノ基の保護基の
みを除いたペプチドとＣ末端のカルボキシル基の保護基のみを除去したペプチドとを製造
し、この両ペプチドを上記したような混合溶媒中で縮合させる。縮合反応の詳細について
は上記と同様である。縮合により得られた保護ペプチドを精製した後、上記方法によりす
べての保護基を除去し、所望の粗ペプチドを得ることができる。この粗ペプチドは既知の
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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本発明のペプチド
またはＧＰＲ７のアミド体を得ることができる。
本発明のペプチドまたはＧＰＲ７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、本
発明のペプチドまたはＧＰＲ７のアミド体と同様にして、所望の本発明のペプチドまたは
ＧＰＲ７のエステル体を得ることができる。
【００２７】
本発明のペプチドまたはＧＰＲ７の部分ペプチドは、自体公知のペプチドの合成法に従っ
て、あるいはＧＰＲ７の部分ペプチドについては、ＧＰＲ７を適当なペプチダーゼで切断
することによって製造することができる。ペプチドの合成法としては、例えば、固相合成
法、液相合成法のいずれによっても良い。すなわち、本発明のペプチド、ＧＰＲ７の部分
ペプチドを構成し得る部分ペプチドもしくはアミノ酸と残余部分とを縮合させ、生成物が
保護基を有する場合は保護基を脱離することにより目的のペプチドを製造することができ
る。公知の縮合方法や保護基の脱離としては、例えば、以下の▲１▼～▲５▼に記載され
た方法があげられる。
▲１▼M. Bodanszky およびM.A. Ondetti、ペプチド・シンセシス (Peptide Synthesis),
 Interscience Publishers, New York (1966年)
▲２▼SchroederおよびLuebke、ザ・ペプチド(The Peptide), Academic Press, New York
 (1965年)
▲３▼泉屋信夫他、ペプチド合成の基礎と実験、 丸善(株) （1975年）
▲４▼矢島治明 および榊原俊平、生化学実験講座 1、 タンパク質の化学IV、205、(1977
年)
▲５▼矢島治明監修、続医薬品の開発、第14巻、ペプチド合成、広川書店
また、反応後は通常の精製法、例えば、溶媒抽出・蒸留・カラムクロマトグラフィー・液
体クロマトグラフィー・再結晶などを組み合わせて本発明のペプチド、ＧＰＲ７またはそ
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本発明のペプチド、Ｇ
ＰＲ７の部分ペプチドが遊離体である場合は、公知の方法あるいはそれに準じる方法によ
って適当な塩に変換することができるし、逆に塩で得られた場合は、公知の方法あるいは
それに準じる方法によって遊離体または他の塩に変換することができる。
【００２８】
本発明のペプチドまたはＧＰＲ７をコードするポリヌクレオチドとしては、上記した本発
明のペプチドまたはＧＰＲ７をコードする塩基配列（ＤＮＡまたはＲＮＡ、好ましくはＤ
ＮＡ）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、本発明のペプチドまたはＧＰＲ７をコードするＤＮＡ、ｍＲＮＡ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ＲＮ
Ａ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。
本発明のペプチドまたはＧＰＲ７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、本発明のペプチドまたはＧＰＲ７のｍＲＮＡを定量することができる。
【００２９】
本発明のペプチドまたはＧＰＲ７をコードするＤＮＡとしては、前述した本発明のペプチ
ドまたはＧＰＲ７をコードする塩基配列を含有するものであればいかなるものであっても
よい。また、ゲノムＤＮＡ、ゲノムＤＮＡライブラリー、前記した細胞・組織由来のｃＤ
ＮＡ、前記した細胞・組織由来のｃＤＮＡライブラリー、合成ＤＮＡのいずれでもよい。
ライブラリーに使用するベクターは、バクテリオファージ、プラスミド、コスミド、ファ
ージミドなどいずれであってもよい。また、前記した細胞・組織よりtotalＲＮＡまたは
ｍＲＮＡ画分を調製したものを用いて直接Reverse Transcriptase Polymerase Chain Rea
ction（以下、ＲＴ-ＰＣＲ法と略称する）によって増幅することもできる。
【００３０】
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本発明のペプチドをコードするＤＮＡとしては、例えば配列番号：２５～配列番号：４２
および配列番号：７４～配列番号：７９のいずれかの配列番号で表わされる塩基配列とハ
イストリンジェントな条件下でハイブリダイズする塩基配列を有し、本発明のペプチドと
実質的に同質の活性を有するペプチドをコードするＤＮＡなどであれば何れのものでもよ
い。
配列番号：２５～配列番号：４２および配列番号：７４～配列番号：７９のいずれかの配
列番号で表わされる塩基配列とハイストリンジェントな条件下でハイブリダイズできるＤ
ＮＡとしては、例えば、それぞれ配列番号：２５～配列番号：４２および配列番号：７４
～配列番号：７９のいずれかの配列番号で表わされる塩基配列と約７０％以上、好ましく
は約８０％以上、より好ましくは約９０％以上、さらに好ましくは約９５％以上の相同性
を有する塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いられる。
ハイブリダイゼーションは、自体公知の方法あるいはそれに準じる方法、例えば、モレキ
ュラー・クローニング（Molecular Cloning）２nd（J. Sambrook et al., Cold Spring H
arbor Lab. Press, 1989）に記載の方法などに従って行なうことができる。また、市販の
ライブラリーを使用する場合、添付の使用説明書に記載の方法に従って行なうことができ
る。より好ましくは、ハイストリンジェントな条件に従って行なうことができる。
ハイストリンジェントな条件とは、例えば、ナトリウム濃度が約１９～４０ｍＭ、好まし
くは約１９～２０ｍＭで、温度が約５０～７０℃、好ましくは約６０～６５℃の条件を示
す。特に、ナトリウム濃度が約１９ｍＭで温度が約６５℃の場合が最も好ましい。
【００３１】
より具体的には、
(i) 配列番号：１で表わされるアミノ酸配列を含有するヒト型ペプチドＡをコードするＤ
ＮＡとしては、配列番号：２５で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いられ、
(ii) 配列番号：２で表わされるアミノ酸配列を含有するマウス型ペプチドＡをコードす
るＤＮＡとしては、配列番号：２６で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いら
れ、
(iii) 配列番号：３で表わされるアミノ酸配列を含有するラット型ペプチドＡをコードす
るＤＮＡとしては、配列番号：２７で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いら
れ、
(iv) 配列番号：４で表わされるアミノ酸配列を含有するヒト型ペプチドＢをコードする
ＤＮＡとしては、配列番号：２８で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いられ
、
(ｖ) 配列番号：５で表わされるアミノ酸配列を含有するマウス型ペプチドＢをコードす
るＤＮＡとしては、配列番号：２９で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いら
れ、
(vi) 配列番号：６で表わされるアミノ酸配列を含有するラット型ペプチドＢをコードす
るＤＮＡとしては、配列番号：３０で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いら
れ、
(vii) 配列番号：７で表わされるアミノ酸配列を含有するヒト型ペプチドＣをコードする
ＤＮＡとしては、配列番号：３１で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いられ
、
(viii) 配列番号：８で表わされるアミノ酸配列を含有するヒト型ペプチドＤをコードす
るＤＮＡとしては、配列番号：３２で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いら
れ、
(ix) 配列番号：９で表わされるアミノ酸配列を含有するマウス型ペプチドＣをコードす
るＤＮＡとしては、配列番号：３３で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いら
れ、
(ｘ) 配列番号：１０で表わされるアミノ酸配列を含有するマウス型ペプチドＤをコード
するＤＮＡとしては、配列番号：３４で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡなどが用い
られ、
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(xi) 配列番号：１１で表わされるアミノ酸配列を含有するラット型ペプチドＣをコード
するＤＮＡとしては、配列番号：３５で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡなどが用い
られ、
(xii) 配列番号：１２で表わされるアミノ酸配列を含有するラット型ペプチドＤをコード
するＤＮＡとしては、配列番号：３６で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡなどが用い
られ、
(xiii) 配列番号：１３で表わされるアミノ酸配列を含有するヒト型ペプチドＥをコード
するＤＮＡとしては、配列番号：３７で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡなどが用い
られ、
(xiv) 配列番号：１４で表わされるアミノ酸配列を含有するマウス型ペプチドＥをコード
するＤＮＡとしては、配列番号：３８で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡなどが用い
られ、
(xv) 配列番号：１５で表わされるアミノ酸配列を含有するラット型ペプチドＥをコード
するＤＮＡとしては、配列番号：３９で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡなどが用い
られ、
(xvi) 配列番号：１６で表わされるアミノ酸配列を含有するヒト型ペプチドＦをコードす
るＤＮＡとしては、配列番号：４０で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いら
れ、
(xvii) 配列番号：１７で表わされるアミノ酸配列を含有するマウス型ペプチドＦをコー
ドするＤＮＡとしては、配列番号：４１で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡなどが用
いられ、
(xviii) 配列番号：１８で表わされるアミノ酸配列を含有するラット型ペプチドＦをコー
ドするＤＮＡとしては、配列番号：４２で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡなどが用
いられ、
(xix) 配列番号：６６で表わされるアミノ酸配列を含有するウシ型ペプチドＡをコードす
るＤＮＡとしては、配列番号：７４で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いら
れ、
(xx) 配列番号：６７で表わされるアミノ酸配列を含有するウシ型ペプチドＢをコードす
るＤＮＡとしては、配列番号：７５で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いら
れ、
(xxi) 配列番号：６８で表わされるアミノ酸配列を含有するウシ型ペプチドＣをコードす
るＤＮＡとしては、配列番号：７６で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いら
れ、
(xxii) 配列番号：６９で表わされるアミノ酸配列を含有するウシ型ペプチドＤをコード
するＤＮＡとしては、配列番号：７７で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡなどが用い
られ、
(xxiii) 配列番号：７０で表わされるアミノ酸配列を含有するウシ型ペプチドＥをコード
するＤＮＡとしては、配列番号：７８で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡなどが用い
られ、
(xxvi) 配列番号：７１で表わされるアミノ酸配列を含有するウシ型ペプチドＦをコード
するＤＮＡとしては、配列番号：７９で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡなどが用い
られる。
【００３２】
本発明の部分ペプチドをコードするＤＮＡとしては、前述した本発明の部分ペプチドをコ
ードする塩基配列を含有するものであればいかなるものであってもよい。また、ゲノムＤ
ＮＡ、ゲノムＤＮＡライブラリー、前記した細胞・組織由来のｃＤＮＡ、前記した細胞・
組織由来のｃＤＮＡライブラリー、合成ＤＮＡのいずれでもよい。
本発明の部分ペプチドをコードするＤＮＡとしては、例えば、配列番号：２５～配列番号
：４２および配列番号：７４～配列番号：７９のいずれかの配列番号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、または配列番号：２５～配列番号：４



(30) JP 4128030 B2 2008.7.30

10

20

30

40

50

２および配列番号：７４～配列番号：７９のいずれかの配列番号で表わされる塩基配列と
ハイストリンジェントな条件下でハイブリダイズする塩基配列を有し、本発明のペプチド
と実質的に同質の活性を有するペプチドをコードするＤＮＡの部分塩基配列を有するＤＮ
Ａなどが用いられる。
配列番号：２５～配列番号：４２および配列番号：７４～配列番号：７９のいずれかの配
列番号で表わされる塩基配列とハイブリダイズできるＤＮＡは、前記と同意義を示す。
ハイブリダイゼーションの方法およびハイストリンジェントな条件は前記と同様のものが
用いられる。
本発明の前駆体ペプチドをコードするＤＮＡとしては、例えば配列番号：４３または配列
番号：４６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、本発明の前駆体と実質的に同質の活性を有するペプチドをコードするＤ
ＮＡなどであれば何れのものでもよい。
配列番号：４３または配列番号：４６で表わされる塩基配列とハイストリンジェントな条
件下でハイブリダイズできるＤＮＡとしては、例えば、それぞれ配列番号：４３または配
列番号：４６のいずれかの配列番号で表わされる塩基配列と約７０％以上、好ましくは約
８０％以上、より好ましくは約９０％以上、さらに好ましくは約９５％以上の相同性を有
する塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いられる。
ハイブリダイゼーションの方法およびハイストリンジェントな条件は前記と同様のものが
用いられる。
より具体的には、
(i) 配列番号：１９で表わされるアミノ酸配列を含有するヒト型ＧＰＲ７リガンド前駆体
ＧをコードするＤＮＡとしては、配列番号：４３で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡ
などが用いられ、
(ii) 配列番号：２０で表わされるアミノ酸配列を含有するマウス型ＧＰＲ７リガンド前
駆体ＧをコードするＤＮＡとしては、配列番号：４４で表わされる塩基配列を含有するＤ
ＮＡなどが用いられ、
(iii) 配列番号：２１で表わされるアミノ酸配列を含有するラット型ＧＰＲ７リガンド前
駆体ＧをコードするＤＮＡとしては、配列番号：４５で表わされる塩基配列を含有するＤ
ＮＡなどが用いられ、
(iv) 配列番号：７２で表わされるアミノ酸配列を含有するウシ型ＧＰＲ７リガンド前駆
体ＧをコードするＤＮＡとしては、配列番号：８０で表わされる塩基配列を含有するＤＮ
Ａなどが用いられ、
(v) 配列番号：２２で表わされるアミノ酸配列を含有するヒト型ＧＰＲ７リガンド前駆体
ＨをコードするＤＮＡとしては、配列番号：４６で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡ
などが用いられ、
(vi) 配列番号：２３で表わされるアミノ酸配列を含有するマウス型ＧＰＲ７リガンド前
駆体ＨをコードするＤＮＡとしては、配列番号：４７で表わされる塩基配列を含有するＤ
ＮＡなどが用いられ、
(vii) 配列番号：２４で表わされるアミノ酸配列を含有するラット型ＧＰＲ７リガンド前
駆体ＨをコードするＤＮＡとしては、配列番号：４８で表わされる塩基配列を含有するＤ
ＮＡなどが用いられ、
(viii) 配列番号：７３で表わされるアミノ酸配列を含有するウシ型ＧＰＲ７リガンド前
駆体ＨをコードするＤＮＡとしては、配列番号：８１で表わされる塩基配列を含有するＤ
ＮＡなどが用いられる。
【００３３】
本発明のペプチドまたはその部分ペプチドをコードする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、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、本発明のペプチド遺伝子の複製または発現を阻害することのできるアン
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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本発明の
ペプチドをコードするＤＮＡの塩基配列情報に基づき設計し、合成しうる。そうしたポリ
ヌクレオチド（核酸）は、本発明のペプチド遺伝子のＲＮＡとハイブリダイズすることが
でき、該ＲＮＡの合成または機能を阻害することができるか、あるいは本発明のペプチド
関連ＲＮＡとの相互作用を介して本発明のペプチド遺伝子の発現を調節・制御することが
できる。本発明のペプチド関連ＲＮＡの選択された配列に相補的なポリヌクレオチド、お
よび本発明のペプチド関連ＲＮＡと特異的にハイブリダイズすることができるポリヌクレ
オチドは、生体内および生体外で本発明のペプチド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。本発明のペプチド遺伝子の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、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
、本発明のペプチド遺伝子内の如何なる領域も対象として選択しうる。
【００３４】
目的核酸と、対象領域の少なくとも一部に相補的なポリヌクレオチドとの関係は、対象物
とハイブリダイズすることができるポリヌクレオチドとの関係は、「アンチセンス」であ
るということができる。アンチセンス・ポリヌクレオチドは、２－デオキシ－Ｄ－リボー
スを含有しているポリデオキシヌクレオチド、Ｄ－リボースを含有しているポリデオキシ
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ＤＮＡ、２本鎖ＲＮＡ、１本鎖ＲＮＡ、さらにＤＮＡ：ＲＮＡ
ハイブリッドであることができ、さらに非修飾ポリヌクレオチド（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。
【００３５】
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
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やチオホスフェート誘導体、そしてポリヌクレオシドアミドやオリゴヌクレオシドアミド
の分解に抵抗性のものが挙げられるが、それに限定されるものではない。本発明のアンチ
センス核酸は次のような方針で好ましく設計されうる。すなわち、細胞内でのアンチセン
ス核酸をより安定なものにする、アンチセンス核酸の細胞透過性をより高める、目標とす
るセンス鎖に対する親和性をより大きなものにする、そしてもし毒性があるならアンチセ
ンス核酸の毒性をより小さなものにする。
こうして修飾は当該分野で数多く知られており、例えば J. Kawakami et al., Pharm Tec
h Japan, Vol. 8, pp.247, 1992; Vol. 8, pp.395, 1992; S. T. Crooke et al. ed., An
tisense Research and Applications, CRC Press, 1993 などに開示がある。
本発明のアンチセンス核酸は、変化せしめられたり、修飾された糖、塩基、結合を含有し
ていて良く、リポゾーム、ミクロスフェアのような特殊な形態で供与されたり、遺伝子治
療により適用されたり、付加された形態で与えられることができうる。こうして付加形態
で用いられるものとしては、リン酸基骨格の電荷を中和するように働くポリリジンのよう
なポリカチオン体、細胞膜との相互作用を高めたり、核酸の取込みを増大せしめるような
脂質（例えば、ホスホリピド、コレステロールなど）といった粗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、あるいは本発明のペプチドの生体内や生体外の翻訳系を用いて調べることができ
る。該核酸それ自体公知の各種の方法で細胞に適用できる。
【００３６】
ヒトＧＰＲ７をコードするＤＮＡとしては、例えば、配列番号：５０で表わされる塩基配
列を含有するＤＮＡ、または配列番号：５０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：４９で表わされるアミノ酸
配列を有するヒトＧＰＲ７と実質的に同質の活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡ
などであれば何れのものでもよい。
配列番号：５０で表わされる塩基配列とハイストリンジェントな条件下でハイブリダイズ
できるＤＮＡとしては、例えば、それぞれ配列番号：５０で表わされる塩基配列と約７０
％以上、好ましくは約８０％以上、より好ましくは約９０％以上、さらに好ましくは約９
５％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。
ラットＴＧＲ２６をコードするＤＮＡとしては、例えば、配列番号：６０で表わされる塩
基配列を含有するＤＮＡ、または配列番号：６０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：５９で表わされるアミ
ノ酸配列を有するラットＴＧＲ２６と実質的に同質の活性を有するタンパク質をコードす
るＤＮＡなどであれば何れのものでもよい。
配列番号：６０で表わされる塩基配列とハイストリンジェントな条件下でハイブリダイズ
できるＤＮＡとしては、例えば、それぞれ配列番号：６０で表わされる塩基配列と約７０
％以上、好ましくは約８０％以上、より好ましくは約９０％以上、さらに好ましくは約９
５％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。
ヒトＧＰＲ８をコードするＤＮＡとしては、例えば、配列番号：８５で表わされる塩基配
列を含有するＤＮＡ、または配列番号：８５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：６６で表わされるアミノ酸
配列を有するヒトＧＰＲ８と実質的に同質の活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡ
などであれば何れのものでもよい。
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配列番号：８５で表わされる塩基配列とハイストリンジェントな条件下でハイブリダイズ
できるＤＮＡとしては、例えば、それぞれ配列番号：８５で表わされる塩基配列と約７０
％以上、好ましくは約８０％以上、より好ましくは約９０％以上、さらに好ましくは約９
５％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。
ウシＧＰＲ７をコードするＤＮＡとしては、例えば、配列番号：８７で表わされる塩基配
列を含有するＤＮＡ、または配列番号：８７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：８６で表わされるアミノ酸
配列を有するウシＧＰＲ７と実質的に同質の活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡ
などであれば何れのものでもよい。
配列番号：８７で表わされる塩基配列とハイストリンジェントな条件下でハイブリダイズ
できるＤＮＡとしては、例えば、それぞれ配列番号：８７で表わされる塩基配列と約７０
％以上、好ましくは約８０％以上、より好ましくは約９０％以上、さらに好ましくは約９
５％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。
ウシＧＰＲ８をコードするＤＮＡとしては、例えば、配列番号：８９で表わされる塩基配
列を含有するＤＮＡ、または配列番号：８９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：８８で表わされるアミノ酸
配列を有するウシＧＰＲ８と実質的に同質の活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡ
などであれば何れのものでもよい。
配列番号：８９で表わされる塩基配列とハイストリンジェントな条件下でハイブリダイズ
できるＤＮＡとしては、例えば、それぞれ配列番号：８９で表わされる塩基配列と約７０
％以上、好ましくは約８０％以上、より好ましくは約９０％以上、さらに好ましくは約９
５％以上の相同性を有する塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いられる。
ハイブリダイゼーションは、自体公知の方法あるいはそれに準じる方法、例えば、モレキ
ュラー・クローニング（Molecular Cloning）２nd（J. Sambrook et al., Cold Spring H
arbor Lab. Press, 1989）に記載の方法などに従って行なうことができる。また、市販の
ライブラリーを使用する場合、添付の使用説明書に記載の方法に従って行なうことができ
る。より好ましくは、ハイストリンジェントな条件に従って行なうことができる。
ハイストリンジェントな条件とは、例えば、ナトリウム濃度が約１９～４０ｍＭ、好まし
くは約１９～２０ｍＭで、温度が約５０～７０℃、好ましくは約６０～６５℃の条件を示
す。特に、ナトリウム濃度が約１９ｍＭで温度が約６５℃の場合が最も好ましい。
より具体的には、配列番号：４９で表わされるアミノ酸配列を含有するヒトＧＰＲ７をコ
ードするＤＮＡとしては、配列番号：５０で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡなどが
用いられ、配列番号：５９で表わされるアミノ酸配列を含有するラットＴＧＲ２６をコー
ドするＤＮＡとしては、配列番号：６０で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡなどが用
いられ、配列番号：８４で表わされるアミノ酸配列を含有するヒトＧＰＲ８をコードする
ＤＮＡとしては、配列番号：８５で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いられ
、配列番号：８６で表わされるアミノ酸配列を含有するウシＧＰＲ７をコードするＤＮＡ
としては、配列番号：８７で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いられ、配列
番号：８８で表わされるアミノ酸配列を含有するウシＧＰＲ８をコードするＤＮＡとして
は、配列番号：８９で表わされる塩基配列を含有するＤＮＡなどが用いられる。
【００３７】
ＧＰＲ７の部分ペプチドをコードするＤＮＡとしては、前述したＧＰＲ７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、前記した細胞・組織由来のｃＤＮＡ、前記した細
胞・組織由来のｃＤＮＡライブラリー、合成ＤＮＡのいずれでもよい。
ヒトＧＰＲ７の部分ペプチドをコードするＤＮＡとしては、例えば、配列番号：５０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、または配列番号：５０
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、ヒトＧＰＲ７と実質的に同質の活性を有するペプチドをコードするＤＮＡの部分塩
基配列を有するＤＮＡなどが用いられる。配列番号：５０で表わされる塩基配列とハイブ
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リダイズできるＤＮＡは、前記と同意義を示す。
ラットＴＧＲ２６の部分ペプチドをコードするＤＮＡとしては、例えば、配列番号：６０
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、または配列番号：
６０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、ラットＴＧＲ２６と実質的に同質の活性を有するペプチドをコードするＤＮＡ
の部分塩基配列を有するＤＮＡなどが用いられる。
配列番号：６０で表わされる塩基配列とハイブリダイズできるＤＮＡは、前記と同意義を
示す。
ヒトＧＰＲ８の部分ペプチドをコードするＤＮＡとしては、前述したヒトＧＰＲ８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、前記した細胞・組織由来のｃＤＮＡ、前
記した細胞・組織由来のｃＤＮＡライブラリー、合成ＤＮＡのいずれでもよい。
ヒトＧＰＲ８の部分ペプチドをコードするＤＮＡとしては、例えば、配列番号：８５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、または配列番号：８５
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、ヒトＧＰＲ８と実質的に同質の活性を有するペプチドをコードするＤＮＡの部分塩
基配列を有するＤＮＡなどが用いられる。配列番号：８５で表わされる塩基配列とハイブ
リダイズできるＤＮＡは、前記と同意義を示す。
ウシＧＰＲ７の部分ペプチドをコードするＤＮＡとしては、前述したウシＧＰＲ７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、前記した細胞・組織由来のｃＤＮＡ、前
記した細胞・組織由来のｃＤＮＡライブラリー、合成ＤＮＡのいずれでもよい。
ウシＧＰＲ７の部分ペプチドをコードするＤＮＡとしては、例えば、配列番号：８７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、または配列番号：８７
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、ウシＧＰＲ７と実質的に同質の活性を有するペプチドをコードするＤＮＡの部分塩
基配列を有するＤＮＡなどが用いられる。配列番号：８７で表わされる塩基配列とハイブ
リダイズできるＤＮＡは、前記と同意義を示す。
ウシＧＰＲ８の部分ペプチドをコードするＤＮＡとしては、前述したウシＧＰＲ８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、前記した細胞・組織由来のｃＤＮＡ、前
記した細胞・組織由来のｃＤＮＡライブラリー、合成ＤＮＡのいずれでもよい。
ウシＧＰＲ８の部分ペプチドをコードするＤＮＡとしては、例えば、配列番号：８９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、または配列番号：８９
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、ウシＧＰＲ８と実質的に同質の活性を有するペプチドをコードするＤＮＡの部分塩
基配列を有するＤＮＡなどが用いられる。配列番号：８９で表わされる塩基配列とハイブ
リダイズできるＤＮＡは、前記と同意義を示す。
ハイブリダイゼーションの方法およびハイストリンジェントな条件は前記と同様のものが
用いられる。
【００３８】
本発明のペプチドまたはＧＰＲ７をコードするＤＮＡは、自体公知の方法で標識化されて
いてもよく、具体的にはアイソトープラベル化されたもの、蛍光標識されたもの（例えば
、フルオレセインなどによる蛍光標識）、ビオチン化されたものまたは酵素標識されたも
のなどがあげられる。
本発明のペプチドまたはＧＰＲ７を完全にコードするＤＮＡのクローニングの手段として
は、本発明のペプチドまたはＧＰＲ７の部分塩基配列を有する合成ＤＮＡプライマーを用
いて自体公知のＰＣＲ法によって増幅するか、または適当なベクターに組み込んだＤＮＡ
を本発明のペプチドまたはＧＰＲ７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
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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（Mole
cular Cloning）２nd（J. Sambrook et al., Cold Spring Harbor Lab. Press, 1989）に
記載の方法などに従って行なうことができる。また、市販のライブラリーを使用する場合
、添付の使用説明書に記載の方法に従って行なうことができる。
【００３９】
ＤＮＡの塩基配列の変換は、公知のキット、例えば、MutanTM-super Express Km（宝酒造
（株））、MutanTM-K（宝酒造（株））等を用いて、ODA-LA PCR法、Gapped duplex法、Ku
nkel法等の自体公知の方法あるいはそれらに準じる方法に従って行なうことができる。
クローン化されたペプチドをコードするＤＮＡは目的によりそのまま、または所望により
制限酵素で消化したり、リンカーを付加したりして使用することができる。該ＤＮＡはそ
の５’末端側に翻訳開始コドンとしてのＡＴＧを有し、また３’末端側には翻訳終止コド
ンとしてのＴＡＡ、ＴＧＡまたはＴＡＧを有していてもよい。これらの翻訳開始コドンや
翻訳終止コドンは、適当な合成ＤＮＡアダプターを用いて付加することもできる。
本発明のペプチドまたはＧＰＲ７の発現ベクターは、例えば、（イ）本発明のペプチドま
たはＧＰＲ７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。
ベクターとしては、大腸菌由来のプラスミド（例、ｐＢＲ３２２，ｐＢＲ３２５，ｐＵＣ
１２，ｐＵＣ１３）、枯草菌由来のプラスミド（例、ｐＵＢ１１０，ｐＴＰ５，ｐＣ１９
４）、酵母由来プラスミド（例、ｐＳＨ１９，ｐＳＨ１５）、λファージなどのバクテリ
オファージ、レトロウイルス，ワクシニアウイルス，バキュロウイルスなどの動物ウイル
スなどの他、ｐＡ１－１１、ｐＸＴ１、ｐＲｃ／ＣＭＶ、ｐＲｃ／ＲＳＶ、ｐｃＤＮＡＩ
／Ｎｅｏなどが用いられる。
本発明で用いられるプロモーターとしては、遺伝子の発現に用いる宿主に対応して適切な
プロモーターであればいかなるものでもよい。例えば、動物細胞を宿主として用いる場合
は、ＳＲαプロモーター、ＳＶ４０プロモーター、ＨＩＶ・ＬＴＲプロモーター、ＣＭＶ
プロモーター、ＨＳＶ-ＴＫプロモーターなどがあげられる。
【００４０】
これらのうち、ＣＭＶ（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
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、ｌ
ａｃプロモーター、ｒｅｃＡプロモーター、λＰLプロモーター、ｌｐｐプロモーター、
Ｔ７プロモーターなどが、宿主がバチルス属菌である場合は、ＳＰＯ１プロモーター、Ｓ
ＰＯ２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。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、ＳＶ４
０ｏｒｉ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、Ａｍｐ
ｒと略称する場合がある）、ネオマイシン耐性遺伝子（以下、Ｎｅｏｒと略称する場合が
ある、Ｇ４１８耐性）等があげられる。特に、ｄｈｆｒ遺伝子欠損チャイニーズハムスタ
ー細胞を用いてｄｈｆｒ遺伝子を選択マーカーとして使用する場合、目的遺伝子をチミジ
ンを含まない培地によっても選択できる。
また、必要に応じて、宿主に合ったシグナル配列を、本発明のペプチドのＮ端末側に付加
する。宿主がエシェリヒア属菌である場合は、PhoＡ・シグナル配列、OmpＡ・シグナル配
列などが、宿主がバチルス属菌である場合は、α－アミラーゼ・シグナル配列、サブチリ
シン・シグナル配列などが、宿主が酵母である場合は、ＭＦα・シグナル配列、ＳＵＣ２
・シグナル配列など、宿主が動物細胞である場合には、インシュリン・シグナル配列、α
－インターフェロン・シグナル配列、抗体分子・シグナル配列などがそれぞれ利用できる
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。
このようにして構築された本発明のペプチドをコードするＤＮＡを含有するベクターを用
いて、形質転換体を製造することができる。
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。
【００４１】
エシェリヒア属菌の具体例としては、例えば、エシェリヒア・コリ（Escherichia coli）
Ｋ１２・ＤＨ１〔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(
１９６８)〕，ＪＭ１０３〔ヌクイレック・アシッズ・リサーチ，（Nucleic Acids Resea
rch），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)〕，ＨＢ１
０１〔ジャーナル・オブ・モレキュラー・バイオロジー，４１巻，４５９(１９６９)〕，
Ｃ６００〔ジェネティックス（Genetics），３９巻，４４０(１９５４)〕などが用いられ
る。
バチルス属菌としては、例えば、バチルス・サブチルス（Bacillus subtilis）ＭＩ１１
４〔ジーン，２４巻，２５５(１９８３)〕，２０７－２１〔ジャーナル・オブ・バイオケ
ミストリー（Journal of Biochemistry），９５巻，８７(１９８４)〕などが用いられる
。
酵母としては、例えば、サッカロマイセス　セレビシエ（Saccharomyces cerevisiae）Ａ
Ｈ２２，ＡＨ２２Ｒ－，ＮＡ８７－１１Ａ，ＤＫＤ－５Ｄ，２０Ｂ－１２、シゾサッカロ
マイセス　ポンベ（Schizosaccharomyces pombe）ＮＣＹＣ１９１３，ＮＣＹＣ２０３６
、ピキア　パストリス（Pichia pastoris）ＫＭ７１などが用いられる。
【００４２】
昆虫細胞としては、例えば、ウイルスがＡｃＮＰＶの場合は、夜盗蛾の幼虫由来株化細胞
（Spodoptera frugiperda cell；Ｓｆ細胞）、Trichoplusia niの中腸由来のＭＧ１細胞
、Trichoplusia niの卵由来のHigh FiveTM細胞、Mamestra brassicae由来の細胞またはEs
tigmena acrea由来の細胞などが用いられる。ウイルスがＢｍＮＰＶの場合は、蚕由来株
化細胞（Bombyx mori N 細胞；ＢｍＮ細胞）などが用いられる。該Ｓｆ細胞としては、例
えば、Ｓｆ９細胞（ATCC CRL1711）、Ｓｆ２１細胞（以上、Vaughn, J.L.ら、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（ＣＯＳ７），Ｖｅｒｏ，チャイニーズ
ハムスター細胞ＣＨＯ（以下、ＣＨＯ細胞と略記），ｄｈｆｒ遺伝子欠損チャイニーズハ
ムスター細胞ＣＨＯ（以下、ＣＨＯ（ｄｈｆｒ－）細胞と略記），マウスＬ細胞，マウス
ＡｔＴ－２０，マウスミエローマ細胞，ラットＧＨ３，ヒトＦＬ細胞などが用いられる。
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(１９８２)
などに記載の方法に従って行なうことができる。
バチルス属菌を形質転換するには、例えば、モレキュラー・アンド・ジェネラル・ジェネ
ティックス（Molecular ＆General Genetics），１６８巻，１１１(１９７９)などに記載
の方法に従って行なうことができる。
酵母を形質転換するには、例えば、メソッズ・イン・エンザイモロジー（Methods in Enz
ymology），１９４巻，１８２－１８７（１９９１）、プロシージングズ・オブ・ザ・ナ
ショナル・アカデミー・オブ・サイエンシイズ・オブ・ザ・ユーエスエー（Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA），７５巻，１９２９(１９７８）などに記載の方法に従って行なうこと
ができる。
【００４３】
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昆虫細胞または昆虫を形質転換するには、例えば、バイオ／テクノロジー（Bio/Technolo
gy, 6, 47-55(1988)）などに記載の方法に従って行なうことができる。
動物細胞を形質転換するには、例えば、細胞工学別冊８　新細胞工学実験プロトコール．
２６３－２６７（１９９５）（秀潤社発行）、ヴィロロジー（Virology），５２巻，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、ペプチドをコ
ードするＤＮＡを含有する発現ベクターで形質転換された形質転換体を得ることができる
。
宿主がエシェリヒア属菌、バチルス属菌である形質転換体を培養する際、培養に使用され
る培地としては液体培地が適当であり、その中には該形質転換体の生育に必要な炭素源、
窒素源、無機物その他が含有せしめられる。炭素源としては、例えば、グルコース、デキ
ストリン、可溶性澱粉、ショ糖など、窒素源としては、例えば、アンモニウム塩類、硝酸
塩類、コーンスチープ・リカー、ペプトン、カゼイン、肉エキス、大豆粕、バレイショ抽
出液などの無機または有機物質、無機物としては、例えば、塩化カルシウム、リン酸二水
素ナトリウム、塩化マグネシウムなどがあげられる。また、酵母エキス、ビタミン類、生
長促進因子などを添加してもよい。培地のｐＨは約５～８が望ましい。
エシェリヒア属菌を培養する際の培地としては、例えば、グルコース、カザミノ酸を含む
Ｍ９培地〔ミラー（Miller），ジャーナル・オブ・エクスペリメンツ・イン・モレキュラ
ー・ジェネティックス（Journal of Experiments in Molecular Genetics），４３１－４
３３，Cold Spring Harbor Laboratory, New York １９７２〕が好ましい。ここに必要に
よりプロモーターを効率よく働かせるために、例えば、３β－インドリルアクリル酸のよ
うな薬剤を加えることができる。
【００４４】
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. Sc
i. USA），７７巻，４５０５(１９８０)〕や０.５％カザミノ酸を含有するＳＤ培地〔Bit
ter, G. A. ら、プロシージングズ・オブ・ザ・ナショナル・アカデミー・オブ・サイエ
ンシイズ・オブ・ザ・ユーエスエー（Proc. Natl. Acad. Sci. USA），８１巻，５３３０
（１９８４）〕があげられる。培地のｐＨは約５～８に調整するのが好ましい。培養は通
常約２０℃～３５℃で約２４～７２時間行ない、必要に応じて通気や撹拌を加える。
宿主が昆虫細胞または昆虫である形質転換体を培養する際、培地としては、Grace's Inse
ct Medium（Grace, T.C.C.,ネイチャー（Nature）,195,788(1962)）に非動化した１０％
ウシ血清等の添加物を適宜加えたものなどが用いられる。培地のｐＨは約６．２～６．４
に調整するのが好ましい。培養は通常約２７℃で約３～５日間行ない、必要に応じて通気
や撹拌を加える。
宿主が動物細胞である形質転換体を培養する際、培地としては、例えば、約５～２０％の
胎児牛血清を含むＭＥＭ培地〔サイエンス（Science），１２２巻，５０１(１９５２)〕
，ＤＭＥＭ培地〔ヴィロロジー（Virology），８巻，３９６(１９５９)〕，ＲＰＭＩ １
６４０培地〔ジャーナル・オブ・ザ・アメリカン・メディカル・アソシエーション（The 
Journal of the American Medical Association）１９９巻，５１９(１９６７)〕，１９
９培地〔プロシージング・オブ・ザ・ソサイエティ・フォー・ザ・バイオロジカル・メデ
ィスン（Proceeding of the Society for the Biological Medicine），７３巻，１(１９
５０)〕などが用いられる。ｐＨは約６～８であるのが好ましい。培養は通常約３０℃～
４０℃で約１５～６０時間行ない、必要に応じて通気や撹拌を加える。
以上のようにして、形質転換体の細胞内、細胞膜または細胞外などに本発明のペプチドｍ
ａｔａｈａＧＰＲ７を生成せしめることができる。



(38) JP 4128030 B2 2008.7.30

10

20

30

40

50

上記培養物から本発明のペプチドまたはＧＰＲ７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。
【００４５】
本発明のペプチドまたはＧＰＲ７を培養菌体あるいは細胞から抽出するに際しては、培養
後、公知の方法で菌体あるいは細胞を集め、これを適当な緩衝液に懸濁し、超音波、リゾ
チームおよび／または凍結融解などによって菌体あるいは細胞を破壊したのち、遠心分離
やろ過により本発明のペプチドまたはＧＰＲ７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。培養液中にペプチドが分泌される場合には、培
養終了後、それ自体公知の方法で菌体あるいは細胞と上清とを分離し、上清を集める。
このようにして得られた培養上清、あるいは抽出液中に含まれる本発明のペプチドまたは
ＧＰＲ７の精製は、自体公知の分離・精製法を適宜組み合わせて行なうことができる。こ
れらの公知の分離、精製法としては、塩析や溶媒沈澱法などの溶解度を利用する方法、透
析法、限外ろ過法、ゲルろ過法、およびＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動法など
の主として分子量の差を利用する方法、イオン交換クロマトグラフィーなどの荷電の差を
利用する方法、アフィニティークロマトグラフィーなどの特異的親和性を利用する方法、
逆相高速液体クロマトグラフィーなどの疎水性の差を利用する方法、等電点電気泳動法な
どの等電点の差を利用する方法などが用いられる。
かくして得られる本発明のペプチドまたはＧＰＲ７が遊離体で得られた場合には、自体公
知の方法あるいはそれに準じる方法によって塩に変換することができ、逆に塩で得られた
場合には自体公知の方法あるいはそれに準じる方法により、遊離体または他の塩に変換す
ることができる。
なお、組換え体が産生する本発明のペプチドまたはＧＰＲ７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、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
。
【００４６】
本発明のペプチドに対する抗体（以下、単に本発明の抗体と称する場合がある）は、本発
明のペプチドに対する抗体を認識し得る抗体であれば、ポリクローナル抗体、モノクロー
ナル抗体の何れであってもよい。
本発明のペプチドに対する抗体は、本発明のペプチドを抗原として用い、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。
【００４７】
〔モノクローナル抗体の作製〕
（ａ）モノクローナル抗体産生細胞の作製
本発明のペプチドは、温血動物に対して投与により抗体産生が可能な部位にそれ自体ある
いは担体、希釈剤とともに投与される。投与に際して抗体産生能を高めるため、完全フロ
イントアジュバントや不完全フロイントアジュバントを投与してもよい。投与は通常２～
６週毎に１回ずつ、計２～１０回程度行われる。用いられる温血動物としては、例えば、
サル、ウサギ、イヌ、モルモット、マウス、ラット、ヒツジ、ヤギ、ニワトリがあげられ
るが、マウスおよびラットが好ましく用いられる。
モノクローナル抗体産生細胞の作製に際しては、抗原で免疫された温血動物、例えばマウ
スから抗体価の認められた個体を選択し最終免疫の２～５日後に脾臓またはリンパ節を採
取し、それらに含まれる抗体産生細胞を同種または異種動物の骨髄腫細胞と融合させるこ
とにより、モノクローナル抗体産生ハイブリドーマを調製することができる。抗血清中の
抗体価の測定は、例えば、後記の標識化ペプチドと抗血清とを反応させたのち、抗体に結
合した標識剤の活性を測定することにより行なうことができる。融合操作は既知の方法、
例えば、ケーラーとミルスタインの方法〔ネイチャー（Nature)、256、495 (1975)〕に従
い実施することができる。融合促進剤としては、例えば、ポリエチレングリコール（ＰＥ
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Ｇ）やセンダイウィルスなどがあげられるが、好ましくはＰＥＧが用いられる。
骨髄腫細胞としては、例えば、ＮＳ－１、Ｐ３Ｕ１、ＳＰ２／０、ＡＰ－１などの温血動
物の骨髄腫細胞があげられるが、Ｐ３Ｕ１が好ましく用いられる。用いられる抗体産生細
胞（脾臓細胞）数と骨髄腫細胞数との好ましい比率は１：１～２０：１程度であり、ＰＥ
Ｇ（好ましくはＰＥＧ１０００～ＰＥＧ６０００）が１０～８０％程度の濃度で添加され
、２０～４０℃、好ましくは３０～３７℃で１～１０分間インキュベートすることにより
効率よく細胞融合を実施できる。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、ペプチド（蛋白質）抗原を直接あるいは担体
とともに吸着させた固相（例、マイクロプレート）にハイブリドーマ培養上清を添加し、
次に放射性物質や酵素などで標識した抗免疫グロブリン抗体（細胞融合に用いられる細胞
がマウスの場合、抗マウス免疫グロブリン抗体が用いられる）またはプロテインＡを加え
、固相に結合したモノクローナル抗体を検出する方法、抗免疫グロブリン抗体またはプロ
テインＡを吸着させた固相にハイブリドーマ培養上清を添加し、放射性物質や酵素などで
標識したペプチドを加え、固相に結合したモノクローナル抗体を検出する方法などがあげ
られる。
モノクローナル抗体の選別は、自体公知あるいはそれに準じる方法に従って行なうことが
できる。通常ＨＡＴ（ヒポキサンチン、アミノプテリン、チミジン）を添加した動物細胞
用培地で行なうことができる。選別および育種用培地としては、ハイブリドーマが生育で
きるものならばどのような培地を用いても良い。例えば、１～２０％、好ましくは１０～
２０％の牛胎児血清を含むＲＰＭＩ １６４０培地、１～１０％の牛胎児血清を含むＧＩ
Ｔ培地（和光純薬工業（株））あるいはハイブリドーマ培養用無血清培地（ＳＦＭ－１０
１、日水製薬（株））などを用いることができる。培養温度は、通常２０～４０℃、好ま
しくは約３７℃である。培養時間は、通常５日～３週間、好ましくは１週間～２週間であ
る。培養は、通常５％炭酸ガス下で行なうことができる。ハイブリドーマ培養上清の抗体
価は、上記の抗血清中の抗体価の測定と同様にして測定できる。
【００４８】
（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、自体公知の方法、例えば、免疫グロブリンの分離精製
法〔例、塩析法、アルコール沈殿法、等電点沈殿法、電気泳動法、イオン交換体（例、Ｄ
ＥＡＥ）による吸脱着法、超遠心法、ゲルろ過法、抗原結合固相あるいはプロテインＡあ
るいはプロテインＧなどの活性吸着剤により抗体のみを採取し、結合を解離させて抗体を
得る特異的精製法〕に従って行なうことができる。
【００４９】
〔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従って製造す
ることができる。例えば、免疫抗原（ペプチド抗原）自体、あるいはそれとキャリアー蛋
白質との複合体をつくり、上記のモノクローナル抗体の製造法と同様に温血動物に免疫を
行ない、該免疫動物から本発明のペプチドに対する抗体含有物を採取して、抗体の分離精
製を行なうことにより製造することができる。
温血動物を免疫するために用いられる免疫抗原とキャリアー蛋白質との複合体に関し、キ
ャリアー蛋白質の種類およびキャリアーとハプテンとの混合比は、キャリアーに架橋させ
て免疫したハプテンに対して抗体が効率良くできれば、どの様なものをどの様な比率で架
橋させてもよいが、例えば、ウシ血清アルブミンやウシサイログロブリン、ヘモシアニン
等を重量比でハプテン１に対し、約０．１～２０、好ましくは約１～５の割合でカプルさ
せる方法が用いられる。
また、ハプテンとキャリアーのカプリングには、種々の縮合剤を用いることができるが、
グルタルアルデヒドやカルボジイミド、マレイミド活性エステル、チオール基、ジチオビ
リジル基を含有する活性エステル試薬等が用いられる。
縮合生成物は、温血動物に対して、抗体産生が可能な部位にそれ自体あるいは担体、希釈
剤とともに投与される。投与に際して抗体産生能を高めるため、完全フロイントアジュバ
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ントや不完全フロイントアジュバントを投与してもよい。投与は、通常約２～６週毎に１
回ずつ、計約３～１０回程度行なわれる。
ポリクローナル抗体は、上記の方法で免疫された温血動物の血液、腹水など、好ましくは
血液から採取することができる。
抗血清中のポリクローナル抗体価の測定は、上記の抗血清中の抗体価の測定と同様にして
測定できる。ポリクローナル抗体の分離精製は、上記のモノクローナル抗体の分離精製と
同様の免疫グロブリンの分離精製法に従って行なうことができる。
【００５０】
本発明のペプチドをコードするＤＮＡ（以下、これらのＤＮＡを本発明のＤＮＡと略記す
る場合がある）に相補的な、または実質的に相補的な塩基配列を有するアンチセンスＤＮ
Ａ（以下、これらのＤＮＡをアンチセンスＤＮＡと略記する場合がある）としては、本発
明のＤＮＡに相補的な、または実質的に相補的な塩基配列を有し、該ＤＮＡの発現を抑制
し得る作用を有するものであれば、いずれのアンチセンスＤＮＡであってもよい。
本発明のＤＮＡに実質的に相補的な塩基配列とは、例えば、本発明のＤＮＡに相補的な塩
基配列（すなわち、本発明のＤＮＡの相補鎖）の全塩基配列あるいは部分塩基配列と約７
０％以上、好ましくは約８０％以上、より好ましくは約９０％以上、最も好ましくは約９
５％以上の相同性を有する塩基配列などがあげられる。特に、本発明のＤＮＡの相補鎖の
全塩基配列うち、本発明のペプチドのＮ末端部位をコードする部分の塩基配列（例えば、
開始コドン付近の塩基配列など）の相補鎖と約７０％以上、好ましくは約８０％以上、よ
り好ましくは約９０％以上、最も好ましくは約９５％以上の相同性を有するアンチセンス
ＤＮＡが好適である。これらのアンチセンスＤＮＡは、公知のＤＮＡ合成装置などを用い
て製造することができる。
以下に、▲１▼本発明のペプチド、▲２▼本発明のＤＮＡ、▲３▼本発明の抗体、および
▲４▼アンチセンスＤＮＡの用途を説明する。
【００５１】
（１）本発明のペプチドが関与する各種疾病の治療・予防剤
本発明のペプチドは後述の実施例６に示すとおり、ＧＰＲ７発現細胞の細胞刺激活性（例
えば、アラキドン酸遊離、アセチルコリン遊離、細胞内Ｃａ2+遊離、細胞内ｃＡＭＰ生成
、細胞内ｃＧＭＰ生成、イノシトールリン酸産生、細胞膜電位変動、細胞内蛋白質のリン
酸化、ｃ－ｆｏｓの活性化、ｐＨの低下、ＧＴＰγＳ結合活性などを促進する活性等）を
有し、ＧＰＲ７の内因性リガンドである。また、本発明のペプチドは後述の実施例１４に
示すとおり、食欲（摂食）増進作用を有している。さらに、本発明のペプチドは、神経調
節物質もしくは神経内分泌物質として作用したり、記憶や学習、あるいはストレスの調節
に関与していると考えられる。
従って、本発明のペプチドまたは本発明のＤＮＡに異常があったり、欠損している場合、
またはＧＰＲ７またはＧＰＲ７をコードするＤＮＡに異常があったり、欠損している場合
には、例えば、拒食症、高血圧、自己免疫疾患、心不全、白内障、緑内障、急性バクテリ
ア髄膜炎，急性心筋梗塞，急性膵炎，急性ウイルス脳炎，成人呼吸促迫症候群，アルコー
ル性肝炎，アルツハイマー病，喘息，動脈硬化，アトピー性皮膚炎，バクテリア肺炎，膀
胱がん，骨折，乳がん，過食症，多食症，火傷治癒，子宮頸部がん，慢性リンパ性白血病
，慢性骨髄性白血病，慢性膵炎，肝硬変，大腸がん（結腸／直腸がん），クローン病，痴
呆，糖尿病性合併症，糖尿病性腎症，糖尿病性神経障害，糖尿病性網膜症，胃炎，ヘリコ
バクター・ピロリ感染症，肝不全，Ａ型肝炎，Ｂ型肝炎，Ｃ型肝炎，肝炎，単純ヘルペス
ウイルス感染症，水痘帯状疱疹ウイルス感染症，ホジキン病，エイズ感染症，ヒトパピロ
ーマウイルス感染症，高カルシウム血症，高コレステロール血症，高グリセリド血症，高
脂血症，感染症，インフルエンザ感染症，インシュリン依存性糖尿病（Ｉ型），侵襲性ブ
ドウ状球菌感染症，悪性黒色腫，がん転移，多発性骨髄腫，アレルギー性鼻炎，腎炎，非
ホジキン性リンパ腫，インシュリン非依存性糖尿病（II型），非小細胞肺がん，臓器移植
，骨関節炎，骨軟化症，骨減少症，骨粗鬆症，卵巣がん，骨ペーチェット病，消化性潰瘍
，末梢血管疾患，前立腺がん，逆流性食道炎，腎不全，リウマチ関節炎，精神分裂症，敗
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血症，敗血症ショック，重症全身性真菌感染症，小細胞肺がん，脊髄損傷，胃がん，全身
性エリテマトーサス，一過性脳虚血発作，結核，心弁膜症，血管性／多発梗塞痴呆，創傷
治癒，不眠症，関節炎、下垂体ホルモン分泌不全〔例、プロラクチン分泌不全（例、卵巣
機能低下症、精嚢発育不全、更年期障害、甲状腺機能低下等）〕、瀕尿、尿毒症、または
神経変成疾患等（特に拒食症等）の種々の疾病が発症する可能性が高い。
従って、本発明のペプチド、本発明のＤＮＡは、例えば、上記の種々の疾病（特に拒食症
）の治療・予防剤などの医薬（特に、食欲（摂食）増進剤等）として使用することができ
る。
【００５２】
本発明のペプチドおよび本発明のＤＮＡは、例えば、生体内において本発明のペプチドが
減少あるいは欠損している患者がいる場合に、（イ）本発明のＤＮＡを該患者に投与し、
生体内で本発明のペプチドを発現させることによって、（ロ）細胞に本発明のＤＮＡを挿
入し、本発明のペプチドを発現させた後に、該細胞を患者に移植することによって、また
は（ハ）本発明のペプチドを該患者に投与することなどによって、該患者における本発明
のペプチドの役割を十分に、あるいは正常に発揮させることができる。
本発明のＤＮＡを上記の治療・予防剤として使用する場合は、該ＤＮＡを単独あるいはレ
トロウイルスベクター、アデノウイルスベクター、アデノウイルスアソシエーテッドウイ
ルスベクターなどの適当なベクターに挿入した後、常套手段に従って、ヒトまたは温血動
物に投与することができる。本発明のＤＮＡは、そのままで、あるいは摂取促進のための
補助剤などの生理学的に認められる担体とともに製剤化し、遺伝子銃やハイドロゲルカテ
ーテルのようなカテーテルによって投与できる。
本発明のペプチドを上記の治療・予防剤として使用する場合は、少なくとも９０％、好ま
しくは９５％以上、より好ましくは９８％以上、さらに好ましくは９９％以上に精製され
たものを使用するのが好ましい。
本発明のペプチドは、例えば、必要に応じて糖衣を施した錠剤、カプセル剤、エリキシル
剤、マイクロカプセル剤などとして経口的に、あるいは水もしくはそれ以外の薬学的に許
容し得る液との無菌性溶液、または懸濁液剤などの注射剤の形で非経口的に使用できる。
例えば、本発明のペプチドを生理学的に認められる担体、香味剤、賦形剤、ベヒクル、防
腐剤、安定剤、結合剤などとともに一般に認められた製剤実施に要求される単位用量形態
で混和することによって製造することができる。これら製剤における有効成分量は指示さ
れた範囲の適当な用量が得られるようにするものである。
【００５３】
錠剤、カプセル剤などに混和することができる添加剤としては、例えば、ゼラチン、コー
ンスターチ、トラガント、アラビアゴムのような結合剤、結晶性セルロースのような賦形
剤、コーンスターチ、ゼラチン、アルギン酸などのような膨化剤、ステアリン酸マグネシ
ウムのような潤滑剤、ショ糖、乳糖またはサッカリンのような甘味剤、ペパーミント、ア
カモノ油またはチェリーのような香味剤などが用いられる。調剤単位形態がカプセルであ
る場合には、前記タイプの材料にさらに油脂のような液状担体を含有することができる。
注射のための無菌組成物は注射用水のようなベヒクル中の活性物質、胡麻油、椰子油など
のような天然産出植物油などを溶解または懸濁させるなどの通常の製剤実施に従って処方
することができる。
注射用の水性液としては、例えば、生理食塩水、ブドウ糖やその他の補助薬を含む等張液
（例えば、Ｄ－ソルビトール、Ｄ－マンニトール、塩化ナトリウムなど）などがあげられ
、適当な溶解補助剤、例えば、アルコール（例えば、エタノールなど）、ポリアルコール
（例えば、プロピレングリコール、ポリエチレングリコールなど）、非イオン性界面活性
剤（例えば、ポリソルベート８０TM、ＨＣＯ－５０など）などと併用してもよい。油性液
としては、例えば、ゴマ油、大豆油などがあげられ、溶解補助剤として安息香酸ベンジル
、ベンジルアルコールなどと併用してもよい。また、緩衝剤（例えば、リン酸塩緩衝液、
酢酸ナトリウム緩衝液など）、無痛化剤（例えば、塩化ベンザルコニウム、塩酸プロカイ
ンなど）、安定剤（例えば、ヒト血清アルブミン、ポリエチレングリコールなど）、保存
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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。
本発明のＤＮＡが挿入されたベクターも上記と同様に製剤化され、通常、非経口的に使用
される。
このようにして得られる製剤は、安全で低毒性であるので、例えば、ヒトまたは温血動物
（例えば、ラット、マウス、モルモット、ウサギ、トリ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ウマ、ネ
コ、イヌ、サル、など）に対して投与することができる。
【００５４】
本発明のペプチドの投与量は、対象疾患、投与対象、投与ルートなどにより差異はあるが
、例えば、拒食症の治療目的で本発明のペプチドを経口投与する場合、一般的に成人（６
０ｋｇとして）においては、一日につき該ペプチドを約０.１ｍｇ～１００ｍｇ、好まし
くは約１．０～５０ｍｇ、より好ましくは約１．０～２０ｍｇ投与する。非経口的に投与
する場合は、該ペプチドの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、拒食症の治療目的で本発明のペプチドを注射剤の形で成人（体重６０ｋｇとして）
に投与する場合、一日につき該ペプチドを約０．０１～３０ｍｇ程度、好ましくは約０．
１～２０ｍｇ程度、より好ましくは約０．１～１０ｍｇ程度を患部に注射することにより
投与するのが好都合である。他の動物の場合も、６０ｋｇ当たりに換算した量を投与する
ことができる。
【００５５】
（２）疾病に対する医薬候補化合物のスクリーニング
（２－１）スクリーニング方法Ａ
本発明のペプチドはＧＰＲ７のリガンドとしての機能などを有するため、本発明のペプチ
ドの機能を促進する化合物またはその塩は、例えば、拒食症、高血圧、自己免疫疾患、心
不全、白内障、緑内障、急性バクテリア髄膜炎，急性心筋梗塞，急性膵炎，急性ウイルス
脳炎，成人呼吸促迫症候群，アルコール性肝炎，アルツハイマー病，喘息，動脈硬化，ア
トピー性皮膚炎，バクテリア肺炎，膀胱がん，骨折，乳がん，過食症，多食症，火傷治癒
，子宮頸部がん，慢性リンパ性白血病，慢性骨髄性白血病，慢性膵炎，肝硬変，大腸がん
（結腸／直腸がん），クローン病，痴呆，糖尿病性合併症，糖尿病性腎症，糖尿病性神経
障害，糖尿病性網膜症，胃炎，ヘリコバクター・ピロリ感染症，肝不全，Ａ型肝炎，Ｂ型
肝炎，Ｃ型肝炎，肝炎，単純ヘルペスウイルス感染症，水痘帯状疱疹ウイルス感染症，ホ
ジキン病，エイズ感染症，ヒトパピローマウイルス感染症，高カルシウム血症，高コレス
テロール血症，高グリセリド血症，高脂血症，感染症，インフルエンザ感染症，インシュ
リン依存性糖尿病（Ｉ型），侵襲性ブドウ状球菌感染症，悪性黒色腫，がん転移，多発性
骨髄腫，アレルギー性鼻炎，腎炎，非ホジキン性リンパ腫，インシュリン非依存性糖尿病
（II型），非小細胞肺がん，臓器移植，骨関節炎，骨軟化症，骨減少症，骨粗鬆症，卵巣
がん，骨ペーチェット病，消化性潰瘍，末梢血管疾患，前立腺がん，逆流性食道炎，腎不
全，リウマチ関節炎，精神分裂症，敗血症，敗血症ショック，重症全身性真菌感染症，小
細胞肺がん，脊髄損傷，胃がん，全身性エリテマトーサス，一過性脳虚血発作，結核，心
弁膜症，血管性／多発梗塞痴呆，創傷治癒，不眠症，関節炎、下垂体ホルモン分泌不全〔
例、プロラクチン分泌不全（例、卵巣機能低下症、精嚢発育不全、更年期障害、甲状腺機
能低下等）〕、瀕尿、尿毒症、または神経変成疾患等（特に拒食症等）の疾病の治療・予
防剤など（特に食欲（摂食）増進剤等）の医薬として使用できる。
一方、本発明のペプチドの機能を阻害する化合物またはその塩は、例えば、肥満症［例、
悪性肥満細胞症(malignant mastocytosis)、外因性肥満 (exogenous obesity)、過インシ
ュリン性肥満症(hyperinsulinar obesity)、過血漿性肥満(hyperplasmic obesity)、下垂
体性肥満(hypophyseal adiposity)、減血漿性肥満症(hypoplasmic obesity)、甲状腺機能
低下肥満症(hypothyroid obesity)、視床下部性肥満(hypothalamic obesity)、症候性肥
満症(symptomatic obesity)、小児肥満 (infantile obesity)、上半身肥満(upper body o
besity)、食事性肥満症 (alimentary obesity)、性機能低下性肥満(hypogonadal obesity
)、全身性肥満細胞症(systemic mastocytosis)、単純性肥満(simple obesity)、中心性肥
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満(central obesity)など］、摂食亢進症(hyperphagia)などの安全で低毒性な予防・治療
剤、下垂体腺腫瘍、間脳腫瘍、月経異常、自己免疫疾患、プロラクチノーマ、不妊症、イ
ンポテンス、無月経症、乳汁漏症、末端肥大症、キアリ・フロンメル症候群、アルゴンツ
・デル・カスティロ症候群、フォーベス・アルブライト症候群、リンパ腫、シーハン症候
群、精子形成異常などの安全で低毒性な予防・治療剤（プロラクチン産生抑制剤）、好ま
しくは肥満症、摂食亢進症などの安全で低毒性な予防・治療剤として有用である。
該スクリーニングは、本発明のペプチドを用いるか、または組換え型本発明のペプチドの
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、本
発明のペプチドとＧＰＲ７との結合性を変化させる化合物（本発明のペプチドの活性を促
進または阻害する化合物）（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）またはその塩をスクリーニングすることができる。このような化合
物には、本発明のペプチドのＧＰＲ７を介した細胞刺激活性（例えば、アラキドン酸遊離
、アセチルコリン遊離、細胞内Ｃａ２＋遊離、細胞内ｃＡＭＰ生成、細胞内ｃＧＭＰ生成
、イノシトールリン酸産生、細胞膜電位変動、細胞内蛋白質のリン酸化、ｃ－ｆｏｓの活
性化、ｐＨの低下、ＧＴＰγＳ結合活性などを促進する活性など）を有する化合物（即ち
ＧＰＲ７アゴニスト）と該細胞刺激活性を有しない化合物（即ちＧＰＲ７アンタゴニスト
）などが含まれる。「リガンドとの結合性を変化させる」とは、リガンドとの結合を阻害
する場合とリガンドとの結合を促進する場合の両方を包含するものである。
【００５６】
すなわち、本発明は、
本発明のペプチドを用いることを特徴とする本発明のペプチド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、具体的には、
（ｉ）ＧＰＲ７またはその部分ペプチド（以下、これらを単にＧＰＲ７と略称する）に、
本発明のペプチドを接触させた場合と（ii）ＧＰＲ７に、本発明のペプチドおよび試験化
合物を接触させた場合との比較を行なうことを特徴とする本発明のペプチドとＧＰＲ７の
結合性を変化させる化合物（本発明のペプチド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。本発明のスクリーニング方法においては、（
i）ＧＰＲ７に、本発明のペプチドを接触させた場合と（ii）ＧＰＲ７に、本発明のペプ
チドおよび試験化合物を接触させた場合における、例えばＧＰＲ７に対するリガンドの結
合量、細胞刺激活性などを測定して、比較する。
【００５７】
本発明のスクリーニング方法は具体的には、
▲１▼標識した本発明のペプチドを、ＧＰＲ７に接触させた場合と、標識した本発明のペ
プチドおよび試験化合物をＧＰＲ７に接触させた場合における、標識した本発明のペプチ
ドのＧＰＲ７に対する結合量を測定し、比較することを特徴とする本発明のペプチドとＧ
ＰＲ７との結合性を変化させる化合物（本発明のペプチドの活性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、
▲２▼標識した本発明のペプチドを、ＧＰＲ７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、標識した本発明のペプチドおよび試験化合物をＧＰＲ７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、標識した本発明のペプチドの該細胞ま
たは該膜画分に対する結合量を測定し、比較することを特徴とする本発明のペプチドとＧ
ＰＲ７との結合性を変化させる化合物（本発明のペプチドの活性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、
▲３▼標識した本発明のペプチドを、ＧＰＲ７をコードするＤＮＡを含有する形質転換体
を培養することによって細胞膜上に発現したＧＰＲ７に接触させた場合と、標識した本発
明のペプチドおよび試験化合物をＧＰＲ７をコードするＤＮＡを含有する形質転換体を培
養することによって細胞膜上に発現したＧＰＲ７に接触させた場合における、標識した本
発明のペプチドのＧＰＲ７に対する結合量を測定し、比較することを特徴とする本発明の
ペプチドとＧＰＲ７との結合性を変化させる化合物（本発明のペプチドの活性を促進また
は阻害する化合物）またはその塩のスクリーニング方法、
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【００５８】
▲４▼ＧＰＲ７を活性化する化合物（例えば、本発明のペプチド）をＧＰＲ７を含有する
細胞に接触させた場合と、ＧＰＲ７を活性化する化合物および試験化合物をＧＰＲ７を含
有する細胞に接触させた場合における、ＧＰＲ７を介した細胞刺激活性（例えば、アラキ
ドン酸遊離、アセチルコリン遊離、細胞内Ｃａ２＋遊離、細胞内ｃＡＭＰ生成、細胞内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、ＧＴＰγＳ結合活性などを促進する活性または抑制する活
性など）を測定し、比較することを特徴とする本発明のペプチドとＧＰＲ７との結合性を
変化させる化合物（本発明のペプチドの活性を促進または阻害する化合物）またはその塩
のスクリーニング方法、および
▲５▼ＧＰＲ７を活性化する化合物（例えば、本発明のペプチドなど）をＧＰＲ７をコー
ドするＤＮＡを含有する形質転換体を培養することによって細胞膜上に発現したＧＰＲ７
に接触させた場合と、ＧＰＲ７を活性化する化合物および試験化合物を、ＧＰＲ７をコー
ドするＤＮＡを含有する形質転換体を培養することによって細胞膜上に発現したＧＰＲ７
に接触させた場合における、ＧＰＲ７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、ＧＴＰγＳ結合活性などを促進する活性または抑制する活性など）を
測定し、比較することを特徴とする本発明のペプチドとＧＰＲ７との結合性を変化させる
化合物（本発明のペプチドの活性を促進または阻害する化合物）またはその塩のスクリー
ニング方法などである。
【００５９】
本発明のスクリーニング方法の具体的な説明を以下にする。
まず、本発明のスクリーニング方法に用いるＧＰＲ７としては、本発明のペプチドをリガ
ンドとして認識するものであれば何れのものであってもよいが、ヒトや温血動物の臓器の
膜画分などが好適である。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ＧＰＲ７な
どが適している。ＧＰＲ７は前述の方法に従って製造することができる。
本発明のスクリーニング方法において、ＧＰＲ７を含有する細胞あるいは該細胞膜画分な
どを用いる場合、後述の調製法に従えばよい。
ＧＰＲ７を含有する細胞を用いる場合、該細胞をグルタルアルデヒド、ホルマリンなどで
固定化してもよい。固定化方法はそれ自体公知の方法に従って行うことができる。
ＧＰＲ７を含有する細胞としては、ＧＰＲ７を発現した宿主細胞をいうが、該宿主細胞と
しては、前述の大腸菌、枯草菌、酵母、昆虫細胞、動物細胞などが挙げられる。また、Ｇ
ＰＲ７を発現した宿主細胞は、前述の本発明のペプチドを含有する発現ベクターで形質転
換された形質転換体の製造方法と同様の方法などがあげられる。
膜画分としては、細胞を破砕した後、それ自体公知の方法で得られる細胞膜が多く含まれ
る画分のことをいう。細胞の破砕方法としては、Potter－Elvehjem型ホモジナイザーで細
胞を押し潰す方法、ワーリングブレンダーやポリトロン（Kinematica社製）による破砕、
超音波による破砕、フレンチプレスなどで加圧しながら細胞を細いノズルから噴出させる
ことによる破砕などがあげられる。細胞膜の分画には、分画遠心分離法や密度勾配遠心分
離法などの遠心力による分画法が主として用いられる。例えば、細胞破砕液を低速（５０
０ｒｐｍ～３０００ｒｐｍ）で短時間（通常、約１分～１０分）遠心し、上清をさらに高
速（１５０００ｒｐｍ～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ＧＰＲ７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ＧＰＲ７を含有する細胞や膜画分中のＧＰＲ７の量は、１細胞当たり１０３～１０８分
子であるのが好ましく、１０５～１０７分子であるのが好適である。なお、発現量が多い
ほど膜画分当たりのリガンド結合活性（比活性）が高くなり、高感度なスクリーニング系
の構築が可能になるばかりでなく、同一ロットで大量の試料を測定できるようになる。
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【００６０】
本発明のペプチドとＧＰＲ７との結合性を変化させる化合物（本発明のペプチドの活性を
促進または阻害する化合物）をスクリーニングする前記の▲１▼～▲３▼を実施するため
には、適当なＧＰＲ７画分と、標識した本発明のペプチドなどが用いられる。ＧＰＲ７画
分としては、天然型のＧＰＲ７画分か、またはそれと同等の活性を有する組換え型ＧＰＲ
７画分などが望ましい。ここで、同等の活性とは、同等のリガンド結合活性などを示す。
標識したリガンドとしては、標識したリガンド、標識したリガンドアナログ化合物などが
用いられる。例えば〔３Ｈ〕、〔１２５Ｉ〕、〔１４Ｃ〕、〔３５Ｓ〕などで標識された
リガンドなどを利用することができる。このうち好ましくは、〔１２５Ｉ〕で標識された
リガンドである。
具体的には、本発明のペプチドとＧＰＲ７との結合性を変化させる化合物のスクリーニン
グを行うには、まずＧＰＲ７を含有する細胞または細胞の膜画分を、スクリーニングに適
したバッファーに懸濁することによりレセプター標品を調製する。バッファーには、ｐＨ
４～１０（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
リガンドとレセプターとの結合を阻害しないバッファーであればいずれでもよい。また、
非特異的結合を低減させる目的で、ＣＨＡＰＳ、Ｔｗｅｅｎ－８０ＴＭ（花王－アトラス
社）、ジギトニン、デオキシコレートなどの界面活性剤をバッファーに加えることもでき
る。さらに、プロテアーゼによるＧＰＲ７や本発明のペプチドの分解を抑える目的でＰＭ
ＳＦ、ロイペプチン、Ｅ－６４（ペプチド研究所製）、ペプスタチンなどのプロテアーゼ
阻害剤を添加することもできる。０．０１ｍｌ～１０ｍｌの該レセプター溶液に、一定量
（５０００ｃｐｍ～５０００００ｃｐｍ）の標識した本発明のペプチドを添加し、同時に
１０－１０～１０－７Ｍの試験化合物を共存させる。非特異的結合量（ＮＳＢ）を知るた
めに大過剰の未標識の本発明のペプチドを加えた反応チューブも用意する。反応は０℃か
ら５０℃、望ましくは４℃から３７℃で２０分から２４時間、望ましくは３０分から３時
間行う。反応後、ガラス繊維濾紙等で濾過し、適量の同バッファーで洗浄した後、ガラス
繊維濾紙に残存する放射活性を液体シンチレーションカウンターまたはγ－カウンターで
計測する。拮抗する物質がない場合のカウント(Ｂ０）から非特異的結合量（ＮＳＢ）を
引いたカウント（Ｂ０－ＮＳＢ）を１００％とした時、特異的結合量（Ｂ－ＮＳＢ）が例
えば５０％以下になる試験化合物を拮抗阻害能力のある候補物質として選択することがで
きる。
【００６１】
本発明のペプチドとＧＰＲ７との結合性を変化させる化合物（本発明のペプチドの活性を
促進または阻害する化合物）をスクリーニングする前記の▲４▼～▲５▼の方法を実施す
るためには、ＧＰＲ７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、ＧＴＰγＳ結合活性などを促進する活性または抑制する活性など）を公知の方法また
は市販の測定用キットを用いて測定することができる。具体的には、まず、ＧＰＲ７を含
有する細胞をマルチウェルプレート等に培養する。スクリーニングを行うにあたっては前
もって新鮮な培地あるいは細胞に毒性を示さない適当なバッファーに交換し、試験化合物
などを添加して一定時間インキュベートした後、細胞を抽出あるいは上清液を回収して、
生成した産物をそれぞれの方法に従って定量する。細胞刺激活性の指標とする物質（例え
ば、アラキドン酸など）の生成が、細胞が含有する分解酵素によって検定困難な場合は、
該分解酵素に対する阻害剤を添加してアッセイを行なってもよい。また、ｃＡＭＰ産生抑
制などの活性については、フォルスコリンなどで細胞の基礎的産生量を増大させておいた
細胞に対する産生抑制作用として検出することができる。
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ＧＰＲ７を発現した細胞が
必要である。ＧＰＲ７を発現した細胞としては、前述のＧＰＲ７発現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、タンパク、非ペプチド性化合物、合成化合物、発
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酵生産物、細胞抽出液、植物抽出液、動物組織抽出液などがあげられる。
【００６２】
本発明のペプチドとＧＰＲ７との結合性を変化させる化合物（本発明のペプチドの活性を
促進または阻害する化合物）またはその塩のスクリーニング用キットは、ＧＰＲ７または
その塩、ＧＰＲ７の部分ペプチドまたはその塩、ＧＰＲ７を含有する細胞、あるいはＧＰ
Ｒ７を含有する細胞の膜画分、および本発明のペプチドを含有するものである。
本発明のスクリーニング用キットの例としては、次のものが挙げられる。
１．スクリーニング用試薬
▲１▼測定用緩衝液および洗浄用緩衝液
Hanks' Balanced Salt Solution（ギブコ社製）に、０.０５％のウシ血清アルブミン（シ
グマ社製）を加えたもの。
孔径０.４５μｍのフィルターで濾過滅菌し、４℃で保存するか、あるいは用時調製して
も良い。
▲２▼ＧＲＰ７標品
ＧＰＲ７を発現させたＣＨＯ細胞を、１２穴プレートに５×１０５個／穴で継代し、３７
℃、５％ＣＯ２、９５％ａｉｒで２日間培養したもの。
▲３▼標識リガンド
〔３Ｈ〕、〔１２５Ｉ〕、〔１４Ｃ〕、〔３５Ｓ〕などで標識した本発明のペプチドを適
当な溶媒または緩衝液に溶解したものを４℃あるいは－２０℃にて保存し、用時に測定用
緩衝液にて１μＭに希釈する。
▲４▼リガンド標準液
本発明のペプチドを０.１％ウシ血清アルブミン（シグマ社製）を含むＰＢＳで１ｍＭと
なるように溶解し、－２０℃で保存する。
【００６３】
２．測定法
▲１▼１２穴組織培養用プレートにて培養したＧＰＲ７を発現させた細胞を、測定用緩衝
液１ｍｌで２回洗浄した後、４９０μｌの測定用緩衝液を各穴に加える。
▲２▼１０－３～１０－１０Ｍの試験化合物溶液を５μｌ加えた後、標識した本発明のペ
プチドを５μｌ加え、室温にて１時間反応させる。非特異的結合量を知るためには試験化
合物の代わりに１０－３Ｍの本発明のペプチドを５μｌ加えておく。
▲３▼反応液を除去し、１ｍｌの洗浄用緩衝液で３回洗浄する。細胞に結合した標識され
た本発明のペプチドを０.２Ｎ ＮａＯＨ－１％ＳＤＳで溶解し、４ｍｌの液体シンチレー
ターＡ（和光純薬製）と混合する。
▲４▼液体シンチレーションカウンター（ベックマン社製）を用いて放射活性を測定し、
Percent Maximum Binding（ＰＭＢ）を次の式〔数１〕で求める。
〔数１〕
ＰＭＢ＝［（Ｂ－ＮＳＢ）／（Ｂ０－ＮＳＢ）］×１００
ＰＭＢ：Percent Maximum Binding
Ｂ　　：検体を加えた時の値
ＮＳＢ：Non-specific Binding（非特異的結合量）
Ｂ０　 ：最大結合量
【００６４】
本発明のスクリーニング方法またはスクリーニング用キットを用いて得られる化合物また
はその塩は、本発明のペプチドとＧＰＲ７との結合を変化させる（結合を阻害あるいは促
進する）化合物（本発明のペプチドの活性を促進または阻害する化合物）であり、具体的
にはＧＰＲ７を介して細胞刺激活性を有する化合物またはその塩（いわゆるＧＰＲ７アゴ
ニスト）、あるいは該刺激活性を有しない化合物（いわゆるＧＰＲ７アンタゴニスト）で
ある。該化合物としては、ペプチド、タンパク、非ペプチド性化合物、合成化合物、発酵
生産物などが挙げられ、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。上記ＧＰＲ７アゴニストであるかアンタゴニストであるかの具体的な評価
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方法は以下の（ｉ）または（ii）に従えばよい。
（ｉ）前記▲１▼～▲３▼のスクリーニング方法で示されるバインディング・アッセイを
行い、本発明のペプチドとＧＰＲ７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ＧＰＲ７を介する細胞刺激活性を有しているか否かを
測定する。細胞刺激活性を有する化合物またはその塩はＧＰＲ７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ＧＰＲ７アンタゴニストである。
（ii）(a)試験化合物をＧＰＲ７を含有する細胞に接触させ、上記ＧＰＲ７を介した細胞
刺激活性を測定する。細胞刺激活性を有する化合物またはその塩はＧＰＲ７アゴニストで
ある。
(b) ＧＰＲ７を活性化する化合物（例えば、本発明のペプチドまたはＧＰＲ７アゴニスト
など）をＧＰＲ７を含有する細胞に接触させた場合と、ＧＰＲ７を活性化する化合物およ
び試験化合物をＧＰＲ７を含有する細胞に接触させた場合における、ＧＰＲ７を介した細
胞刺激活性を測定し、比較する。ＧＰＲ７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ＧＰＲ７アンタゴニストである。
【００６５】
該ＧＰＲ７アゴニストは、ＧＰＲ７に対する本発明のペプチドが有する生理活性と同様の
作用を有しているので、本発明のペプチドと同様に安全で低毒性な医薬（例えば、拒食症
の予防・治療薬、食欲（摂食）増進剤，下垂体ホルモン分泌不全〔例、プロラクチン分泌
不全（例、卵巣機能低下症、精嚢発育不全、更年期障害、甲状腺機能低下等）〕の予防・
治療薬等）として有用である。
逆に、ＧＰＲ７アンタゴニストは、ＧＰＲ７に対する本発明のペプチドが有する生理活性
を抑制することができるので、肥満症［例、悪性肥満細胞症(malignant mastocytosis)、
外因性肥満 (exogenous obesity)、過インシュリン性肥満症(hyperinsulinar obesity)、
過血漿性肥満(hyperplasmic obesity)、下垂体性肥満(hypophyseal adiposity)、減血漿
性肥満症(hypoplasmic obesity)、甲状腺機能低下肥満症(hypothyroid obesity)、視床下
部性肥満(hypothalamic obesity)、症候性肥満症(symptomatic obesity)、小児肥満 (inf
antile obesity)、上半身肥満(upper body obesity)、食事性肥満症 (alimentary obesit
y)、性機能低下性肥満(hypogonadal obesity)、全身性肥満細胞症(systemic mastocytosi
s)、単純性肥満(simple obesity)、中心性肥満(central obesity)など］、摂食亢進症(hy
perphagia) などの安全で低毒性な予防・治療剤、下垂体腺腫瘍、間脳腫瘍、月経異常、
自己免疫疾患、プロラクチノーマ、不妊症、インポテンス、無月経症、乳汁漏症、末端肥
大症、キアリ・フロンメル症候群、アルゴンツ・デル・カスティロ症候群、フォーベス・
アルブライト症候群、リンパ腫、シーハン症候群、精子形成異常などの安全で低毒性な予
防・治療剤（プロラクチン産生抑制剤）、好ましくは肥満症、摂食亢進症などの安全で低
毒性な予防・治療剤として有用である。
【００６６】
本発明のスクリーニング方法Ａまたはスクリーニング用キットを用いて得られる化合物ま
たはその塩は、例えば、ペプチド、タンパク、非ペプチド性化合物、合成化合物、発酵生
産物、細胞抽出液、植物抽出液、動物組織抽出液、血漿などから選ばれた化合物であり、
本発明のペプチドの機能を促進または阻害する化合物である。
該化合物の塩としては、前記した本発明のペプチドの塩と同様のものが用いられる。
【００６７】
本発明のスクリーニング方法Ａまたはスクリーニング用キットを用いて得られる化合物を
上述の治療・予防剤として使用する場合、常套手段に従って実施することができる。例え
ば、前記した本発明のペプチドを含有する医薬と同様にして、錠剤、カプセル剤、エリキ
シル剤、マイクロカプセル剤、無菌性溶液、懸濁液剤などとすることができる。
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、ヒトまたは温血動物（
例えば、マウス、ラット、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ウマ、トリ、ネコ、イヌ、サル
、チンパンジーなど）に対して投与することができる。
該化合物またはその塩の投与量は、その作用、対象疾患、投与対象、投与ルートなどによ
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り差異はあるが、例えば、拒食症治療の目的でＧＰＲ７アゴニストを経口投与する場合、
一般的に成人（体重６０ｋｇ当たり）においては、一日につき該化合物を約０.１～１０
０ｍｇ、好ましくは約１．０～５０ｍｇ、より好ましくは約１．０～２０ｍｇ投与する。
非経口的に投与する場合は、該化合物の１回投与量は投与対象、対象疾患などによっても
異なるが、例えば、拒食症治療の目的でＧＰＲ７アゴニストを注射剤の形で通常成人（６
０ｋｇ当たり）に投与する場合、一日につき該化合物を約０．０１～３０ｍｇ程度、好ま
しくは約０．１～２０ｍｇ程度、より好ましくは約０．１～１０ｍｇ程度を静脈注射によ
り投与するのが好都合である。他の動物の場合も、６０ｋｇ当たりに換算した量を投与す
ることができる。
また、例えば、肥満症治療の目的でＧＰＲ７アンタゴニストを経口投与する場合、一般的
に成人（体重６０ｋｇ当たり）においては、一日につき該化合物を約０.１～１００ｍｇ
、好ましくは約１．０～５０ｍｇ、より好ましくは約１．０～２０ｍｇ投与する。非経口
的に投与する場合は、該化合物の１回投与量は投与対象、対象疾患などによっても異なる
が、例えば、肥満症治療の目的でＧＰＲ７アンタゴニストを注射剤の形で通常成人（６０
ｋｇ当たり）に投与する場合、一日につき該化合物を約０．０１～３０ｍｇ程度、好まし
くは約０．１～２０ｍｇ程度、より好ましくは約０．１～１０ｍｇ程度を静脈注射により
投与するのが好都合である。他の動物の場合も、６０ｋｇ当たりに換算した量を投与する
ことができる。
【００６８】
（２－２）スクリーニング方法Ｂ
次に、ＧＰＲ７リガンドの発現量を調節する化合物のスクリーニング方法について説明す
る。
本発明のスクリーニング方法Ｂは、具体的には、（ｉ）ＧＰＲ７リガンドを発現し得る細
胞または組織を、試験化合物の存在下および非存在下で培養した場合における、それぞれ
のＧＰＲ７リガンドの発現量またはＧＰＲ７リガンドをコードするｍＲＮＡ量を測定し、
比較することを特徴とするＧＰＲ７リガンドの発現量を増加または減少させる化合物また
はその塩のスクリーニング方法である。
ＧＰＲ７リガンドを発現し得る細胞または組織としては、ヒトや温血動物（例えば、モル
モット、ラット、マウス、ニワトリ、ウサギ、ブタ、ヒツジ、ウシ、サル等）の細胞（例
えば、神経細胞、内分泌細胞、神経内分泌細胞、グリア細胞、膵臓β細胞、骨髄細胞、肝
細胞、脾細胞、メサンギウム細胞、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、樹状細胞）、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、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等）、もしくはそれらの細胞が存在するあらゆ
る組織、例えば、脳、脳の各部位（例、嗅球、扁桃核、大脳基底球、海馬、視床、視床下
部、大脳皮質、延髄、小脳）、脊髄、下垂体、胃、膵臓、腎臓、肝臓、生殖腺、甲状腺、
胆のう、骨髄、副腎、皮膚、筋肉、肺、消化管（例、大腸、小腸）、血管、心臓、胸腺、
脾臓、唾液腺、末梢血、前立腺、睾丸（精巣）、卵巣、胎盤、子宮、骨、軟骨、関節、骨
格筋等を用いても良い。その際、株化細胞、初代培養系を用いてもよい。また、前記した
ＧＰＲ７リガンドをコードするＤＮＡを含有する組換えベクターで形質転換された形質変
換体を使用してもよい。
ＧＰＲ７リガンドを発現し得る細胞の培養方法は、前記した形質変換体の培養法と同様で
ある。
試験化合物としては、前記の試験化合物の他、ＤＮＡライブラリーなどを用いることがで
きる。
【００６９】
ＧＰＲ７リガンドの発現量は抗体などを用いて免疫化学的方法などの公知の方法により測
定することもできるし、ＧＰＲ７リガンドをコードするｍＲＮＡをノザンハイブリダイゼ
ーション法、ＲＴ－ＰＣＲやＴａｑＭａｎ　ＰＣＲ法を用いて、公知の方法により測定す
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ることもできる。
ｍＲＮＡの発現量の比較をハイブリダイゼーション法によって行うには、公知の方法ある
いはそれに準じる方法、例えば、モレキュラー・クローニング（Molecular Cloning）２n
d（J. Sambrook et al., Cold Spring Harbor Lab. Press, 1989）に記載の方法等に従っ
て行なうことができる。
具体的には、ＧＰＲ７リガンドをコードするｍＲＮＡの量の測定は、公知の方法に従って
細胞から抽出したＲＮＡと、ＧＰＲ７リガンドをコードするＤＮＡもしくはその一部また
は本発明のアンチセンス・ポリヌクレオチドとを接触させ、ＧＰＲ７リガンドをコードす
るＤＮＡもしくはその一部または本発明のアンチセンス・ポリヌクレオチドと結合したｍ
ＲＮＡの量を測定することによって行われる。ＧＰＲ７リガンドをコードするＤＮＡもし
くはその一部または本発明のアンチセンス・ポリヌクレオチドを、例えば放射性同位元素
、色素などで標識することによって、ＧＰＲ７リガンドをコードするＤＮＡもしくはその
一部または本発明のアンチセンス・ポリヌクレオチドに結合したｍＲＮＡの量が容易に測
定できる。放射性同位元素としては、例えば32Ｐ、3Ｈなどが用いられ、色素としては、
例えばfluorescein、ＦＡＭ（PE Biosystems社製）、ＪＯＥ（PE Biosystems社製）、Ｔ
ＡＭＲＡ（PE Biosystems社製）、ＲＯＸ（PE Biosystems社製）、Ｃｙ５（Amersham社製
）、Ｃｙ３（Amersham社製）などの蛍光色素が用いられる。また、ｍＲＮＡの量は、細胞
から抽出したＲＮＡを逆転写酵素によってｃＤＮＡに変換した後、ＧＰＲ７リガンドをコ
ードするＤＮＡもしくはその一部または本発明のアンチセンス・ポリヌクレオチドをプラ
イマーとして用いるＰＣＲによって、増幅されるｃＤＮＡの量を測定することによって行
うことができる。
このように、ＧＰＲ７リガンドをコードするｍＲＮＡの量を増加させる試験化合物を、Ｇ
ＰＲ７リガンドの発現量を増加させる活性を有する化合物として選択することができ、ま
た、ＧＰＲ７リガンドをコードするｍＲＮＡの量を減少させる試験化合物をＧＰＲ７リガ
ンドの発現量を減少させる活性を有する化合物として選択することができる。
【００７０】
さらに、本発明は、
（ii）ＧＰＲ７リガンドをコードする遺伝子のプロモーター領域またはエンハンサー領域
の下流にレポーター遺伝子を連結した組換えＤＮＡで形質転換した形質転換体を試験化合
物の存在下および非存在下で培養した場合における、それぞれのレポーター活性を測定し
、比較することを特徴とする当該プロモーター活性を促進または阻害する化合物のスクリ
ーニング方法を提供する。
レポーター遺伝子としては、例えば、ｌａｃＺ（β－ガラクトシダーゼ遺伝子）、クロラ
ムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ（CAT）、ルシフェラーゼ、成長因子、β-グ
ルクロニダーゼ、アルカリホスファターゼ、Green fluorescent protein (GFP)、β-ラク
タマーゼなどが用いられる。
レポーター遺伝子産物（例、ｍＲＮＡ、タンパク質）の量を公知の方法を用いて測定する
ことによって、レポーター遺伝子産物の量を増加させる試験化合物を本発明のＧＰＲ７リ
ガンドのプロモーターもしくはエンハンサーの活性を制御（特に促進）する作用を有する
化合物、すなわちＧＰＲ７リガンドの発現量を増加させる活性を有する化合物として選択
できる。逆に、レポーター遺伝子産物の量を減少させる試験化合物をＧＰＲ７リガンドの
プロモーターもしくはエンハンサーの活性を制御（特に阻害）する作用を有する化合物、
すなわちＧＰＲ７リガンドの発現量を減少させる活性を有する化合物として選択すること
ができる。
試験化合物としては、前記と同様のものが使用される。
形質転換体の培養は、前記の形質転換体と同様にして行うことができる。
レポーター遺伝子のベクター構築やアッセイ法は公知の技術に従うことができる（例えば
、Molecular Biotechnology 13, 29-43, 1999）。
【００７１】
ＧＰＲ７リガンドの発現量を増加させる活性を有する化合物は、安全で低毒性な医薬（例
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えば、拒食症の予防・治療薬、食欲（摂食）増進剤，下垂体ホルモン分泌不全〔例、プロ
ラクチン分泌不全（例、卵巣機能低下症、精嚢発育不全、更年期障害、甲状腺機能低下等
）〕の予防・治療薬等）として有用である。
ＧＰＲ７リガンドの発現量を減少させる活性を有する化合物は、肥満症［例、悪性肥満細
胞症(malignant mastocytosis)、外因性肥満 (exogenous obesity)、過インシュリン性肥
満症(hyperinsulinar obesity)、過血漿性肥満(hyperplasmic obesity)、下垂体性肥満(h
ypophyseal adiposity)、減血漿性肥満症(hypoplasmic obesity)、甲状腺機能低下肥満症
(hypothyroid obesity)、視床下部性肥満(hypothalamic obesity)、症候性肥満症(sympto
matic obesity)、小児肥満 (infantile obesity)、上半身肥満(upper body obesity)、食
事性肥満症 (alimentary obesity)、性機能低下性肥満(hypogonadal obesity)、全身性肥
満細胞症(systemic mastocytosis)、単純性肥満(simple obesity)、中心性肥満(central 
obesity)など］、摂食亢進症(hyperphagia) などの安全で低毒性な予防・治療剤、下垂体
腺腫瘍、間脳腫瘍、月経異常、自己免疫疾患、プロラクチノーマ、不妊症、インポテンス
、無月経症、乳汁漏症、末端肥大症、キアリ・フロンメル症候群、アルゴンツ・デル・カ
スティロ症候群、フォーベス・アルブライト症候群、リンパ腫、シーハン症候群、精子形
成異常などの安全で低毒性な予防・治療剤（プロラクチン産生抑制剤）、好ましくは肥満
症、摂食亢進症などの安全で低毒性な予防・治療剤として有用である。
本発明のスクリーニング方法Ｂまたはスクリーニング用キットを用いて得られる化合物ま
たはその塩は、例えば、ペプチド、タンパク、非ペプチド性化合物、合成化合物、発酵生
産物、細胞抽出液、植物抽出液、動物組織抽出液、血漿などから選ばれた化合物であり、
本発明のペプチドの機能を促進または阻害する化合物である。
該化合物の塩としては、前記した本発明のペプチドの塩と同様のものが用いられる。
【００７２】
本発明のスクリーニング方法Ｂまたはスクリーニング用キットを用いて得られる化合物を
上述の治療・予防剤として使用する場合、常套手段に従って実施することができる。例え
ば、前記した本発明のペプチドを含有する医薬と同様にして、錠剤、カプセル剤、エリキ
シル剤、マイクロカプセル剤、無菌性溶液、懸濁液剤などとすることができる。
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、ヒトまたは温血動物（
例えば、マウス、ラット、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ウマ、トリ、ネコ、イヌ、サル
、チンパンジーなど）に対して投与することができる。
該化合物またはその塩の投与量は、その作用、対象疾患、投与対象、投与ルートなどによ
り差異はあるが、例えば、拒食症治療の目的でＧＰＲ７リガンドの発現量を増加させる化
合物を経口投与する場合、一般的に成人（体重６０ｋｇ当たり）においては、一日につき
該化合物を約０.１～１００ｍｇ、好ましくは約１．０～５０ｍｇ、より好ましくは約１
．０～２０ｍｇ投与する。非経口的に投与する場合は、該化合物の１回投与量は投与対象
、対象疾患などによっても異なるが、例えば、拒食症治療の目的でＧＰＲ７リガンドの発
現量を増加させる化合物を注射剤の形で通常成人（６０ｋｇ当たり）に投与する場合、一
日につき該化合物を約０．０１～３０ｍｇ程度、好ましくは約０．１～２０ｍｇ程度、よ
り好ましくは約０．１～１０ｍｇ程度を静脈注射により投与するのが好都合である。他の
動物の場合も、６０ｋｇ当たりに換算した量を投与することができる。
また、例えば、肥満症治療の目的でＧＰＲ７リガンドの発現量を減少させる化合物を経口
投与する場合、一般的に成人（体重６０ｋｇ当たり）においては、一日につき該化合物を
約０.１～１００ｍｇ、好ましくは約１．０～５０ｍｇ、より好ましくは約１．０～２０
ｍｇ投与する。非経口的に投与する場合は、該化合物の１回投与量は投与対象、対象疾患
などによっても異なるが、例えば、肥満症治療の目的でＧＰＲ７リガンドの発現量を減少
させる化合物を注射剤の形で通常成人（６０ｋｇ当たり）に投与する場合、一日につき該
化合物を約０．０１～３０ｍｇ程度、好ましくは約０．１～２０ｍｇ程度、より好ましく
は約０．１～１０ｍｇ程度を静脈注射により投与するのが好都合である。他の動物の場合
も、６０ｋｇ当たりに換算した量を投与することができる。
【００７３】
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（３）本発明のペプチドの定量
本発明の抗体は、本発明のペプチドを特異的に認識することができるので、被検液中の本
発明のペプチドの定量、特にサンドイッチ免疫測定法による定量などに使用することがで
きる。
すなわち、本発明は、
（ｉ）本発明の抗体と、被検液および標識化された本発明のペプチドとを競合的に反応さ
せ、該抗体に結合した標識化された本発明のペプチドの割合を測定することを特徴とする
被検液中の本発明のペプチドの定量法、および
（ii）被検液と担体上に不溶化した本発明の抗体および標識化された本発明の別の抗体と
を同時あるいは連続的に反応させたのち、不溶化担体上の標識剤の活性を測定することを
特徴とする被検液中の本発明のペプチドの定量法を提供する。
【００７４】
上記（ii）の定量法においては、一方の抗体が本発明のペプチドのＮ端部を認識する抗体
で、他方の抗体が本発明のペプチドのＣ端部に反応する抗体であることが望ましい。
また、本発明のペプチドに対するモノクローナル抗体を用いて本発明のペプチドの定量を
行うことができるほか、組織染色等による検出を行なうこともできる。これらの目的には
、抗体分子そのものを用いてもよく、また、抗体分子のＦ(ａｂ')２、Ｆａｂ'、あるいは
Ｆａｂ画分を用いてもよい。
本発明の抗体を用いる本発明のペプチドの定量法は、 特に制限されるべきものではなく
、被測定液中の抗原量（例えば、ペプチド量）に対応した抗体、抗原もしくは抗体－抗原
複合体の量を化学的または物理的手段により検出し、これを既知量の抗原を含む標準液を
用いて作製した標準曲線より算出する測定法であれば、いずれの測定法を用いてもよい。
例えば、ネフロメトリー、競合法、イムノメトリック法およびサンドイッチ法が好適に用
いられるが、感度、特異性の点で、後述するサンドイッチ法を用いるのが特に好ましい。
【００７５】
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、また通常ペプチドある
いは酵素等を不溶化、固定化するのに用いられる化学結合を用いる方法でもよい。担体と
しては、アガロース、デキストラン、セルロースなどの不溶性多糖類、ポリスチレン、ポ
リアクリルアミド、シリコン等の合成樹脂、あるいはガラス等があげられる。
サンドイッチ法においては不溶化した本発明のモノクローナル抗体に被検液を反応させ（
１次反応）、さらに標識化した別の本発明のモノクローナル抗体を反応させ（２次反応）
たのち、不溶化担体上の標識剤の活性を測定することにより被検液中の本発明のペプチド
量を定量することができる。１次反応と２次反応は逆の順序に行っても、また、同時に行
なってもよいし時間をずらして行なってもよい。標識化剤および不溶化の方法は前記のそ
れらに準じることができる。また、サンドイッチ法による免疫測定法において、固相用抗
体あるいは標識用抗体に用いられる抗体は必ずしも１種類である必要はなく、測定感度を
向上させる等の目的で２種類以上の抗体の混合物を用いてもよい。
【００７６】
本発明のサンドイッチ法による本発明のペプチドの測定法においては、１次反応と２次反
応に用いられる本発明のモノクローナル抗体は、本発明のペプチドの結合する部位が相異
なる抗体が好ましく用いられる。すなわち、１次反応および２次反応に用いられる抗体は
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、例えば、２次反応で用いられる抗体が、本発明のペプチドのＣ端部を認識する場合、１
次反応で用いられる抗体は、好ましくはＣ端部以外、例えばＮ端部を認識する抗体が用い
られる。
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本発明のペプチドの測定系を構築すればよい。これらの一般的
な技術手段の詳細については、総説、成書などを参照することができる。
例えば、入江　寛編「ラジオイムノアッセイ」（講談社、昭和４９年発行）、入江　寛編
「続ラジオイムノアッセイ」（講談社、昭和５４年発行）、石川栄治ら編「酵素免疫測定
法」（医学書院、昭和５３年発行）、石川栄治ら編「酵素免疫測定法」（第２版）（医学
書院、昭和５７年発行）、石川栄治ら編「酵素免疫測定法」（第３版）（医学書院、昭和
６２年発行）、「Methods in ENZYMOLOGY」 Vol. 70(Immunochemical Techniques(Part A
))、 同書 Vol. 73(Immunochemical Techniques(Part B))、 同書 Vol. 74(Immunochemic
al Techniques(Part C))、 同書 Vol. 84(Immunochemical Techniques(Part D : Selecte
d Immunoassays))、 同書 Vol. 92(Immunochemical Techniques(Part E : Monoclonal An
tibodies and General Immunoassay Methods))、 同書 Vol. 121(Immunochemical Techni
ques(Part I : Hybridoma Technology and Monoclonal Antibodies))(以上、アカデミッ
クプレス社発行)などを参照することができる。
以上のようにして、本発明の抗体を用いることによって、本発明のペプチドを感度良く定
量することができる。
【００７７】
さらには、本発明の抗体を用いて本発明のペプチドの濃度を定量することによって、本発
明のペプチドの濃度の減少が検出された場合、例えば、拒食症、高血圧、自己免疫疾患、
心不全、白内障、緑内障、急性バクテリア髄膜炎，急性心筋梗塞，急性膵炎，急性ウイル
ス脳炎，成人呼吸促迫症候群，アルコール性肝炎，アルツハイマー病，喘息，動脈硬化，
アトピー性皮膚炎，バクテリア肺炎，膀胱がん，骨折，乳がん，過食症，多食症，火傷治
癒，子宮頸部がん，慢性リンパ性白血病，慢性骨髄性白血病，慢性膵炎，肝硬変，大腸が
ん（結腸／直腸がん），クローン病，痴呆，糖尿病性合併症，糖尿病性腎症，糖尿病性神
経障害，糖尿病性網膜症，胃炎，ヘリコバクター・ピロリ感染症，肝不全，Ａ型肝炎，Ｂ
型肝炎，Ｃ型肝炎，肝炎，単純ヘルペスウイルス感染症，水痘帯状疱疹ウイルス感染症，
ホジキン病，エイズ感染症，ヒトパピローマウイルス感染症，高カルシウム血症，高コレ
ステロール血症，高グリセリド血症，高脂血症，感染症，インフルエンザ感染症，インシ
ュリン依存性糖尿病（Ｉ型），侵襲性ブドウ状球菌感染症，悪性黒色腫，がん転移，多発
性骨髄腫，アレルギー性鼻炎，腎炎，非ホジキン性リンパ腫，インシュリン非依存性糖尿
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病（II型），非小細胞肺がん，臓器移植，骨関節炎，骨軟化症，骨減少症，骨粗鬆症，卵
巣がん，骨ペーチェット病，消化性潰瘍，末梢血管疾患，前立腺がん，逆流性食道炎，腎
不全，リウマチ関節炎，精神分裂症，敗血症，敗血症ショック，重症全身性真菌感染症，
小細胞肺がん，脊髄損傷，胃がん，全身性エリテマトーサス，一過性脳虚血発作，結核，
心弁膜症，血管性／多発梗塞痴呆，創傷治癒，不眠症，関節炎、下垂体ホルモン分泌不全
〔例、プロラクチン分泌不全（例、卵巣機能低下症、精嚢発育不全、更年期障害、甲状腺
機能低下等）〕、瀕尿、尿毒症、または神経変成疾患等（特に拒食症等）の疾病である、
または将来罹患する可能性が高いと診断することができる。また、本発明のペプチドの濃
度の増加が検出された場合には、例えば、肥満症［例、悪性肥満細胞症(malignant masto
cytosis)、外因性肥満 (exogenous obesity)、過インシュリン性肥満症(hyperinsulinar 
obesity)、過血漿性肥満(hyperplasmic obesity)、下垂体性肥満(hypophyseal adiposity
)、減血漿性肥満症(hypoplasmic obesity)、甲状腺機能低下肥満症(hypothyroid obesity
)、視床下部性肥満(hypothalamic obesity)、症候性肥満症(symptomatic obesity)、小児
肥満 (infantile obesity)、上半身肥満(upper body obesity)、食事性肥満症 (alimenta
ry obesity)、性機能低下性肥満(hypogonadal obesity)、全身性肥満細胞症(systemic ma
stocytosis)、単純性肥満(simple obesity)、中心性肥満(central obesity)など］、摂食
亢進症(hyperphagia)、下垂体腺腫瘍、間脳腫瘍、月経異常、自己免疫疾患、プロラクチ
ノーマ、不妊症、インポテンス、無月経症、乳汁漏症、末端肥大症、キアリ・フロンメル
症候群、アルゴンツ・デル・カスティロ症候群、フォーベス・アルブライト症候群、リン
パ腫、シーハン症候群、精子形成異常（特に肥満症等）などの疾病である、または将来罹
患する可能性が高いと診断することができる。
また、本発明の抗体は、体液や組織などの被検体中に存在する本発明のペプチドを検出す
るために使用することができる。また、本発明のペプチドを精製するために使用する抗体
カラムの作製、精製時の各分画中の本発明のペプチドの検出、被検細胞内における本発明
のペプチドの挙動の分析などのために使用することができる。
【００７８】
（４）遺伝子診断剤
本発明のＤＮＡは、例えば、プローブとして使用することにより、ヒトまたは温血動物（
例えば、ラット、マウス、モルモット、ウサギ、トリ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ウマ、ネコ
、イヌ、サル、など）における本発明のペプチドをコードするＤＮＡまたはｍＲＮＡの異
常（遺伝子異常）を検出することができるので、例えば、該ＤＮＡまたはｍＲＮＡの損傷
、突然変異あるいは発現低下や、該ＤＮＡまたはｍＲＮＡの増加あるいは発現過多などの
遺伝子診断剤として有用である。本発明のＤＮＡを用いる上記の遺伝子診断は、例えば、
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（Geno
mics），第５巻，８７４～８７９頁（１９８９年）、プロシージングズ・オブ・ザ・ナシ
ョナル・アカデミー・オブ・サイエンシイズ・オブ・ユーエスエー（Proceedings of the
 National Academy of Sciences of the United States of America），第８６巻，２７
６６～２７７０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ｍＲＮＡの発現低下が検出された場合は
、 例えば、拒食症、高血圧、自己免疫疾患、心不全、白内障、緑内障、急性バクテリア
髄膜炎，急性心筋梗塞，急性膵炎，急性ウイルス脳炎，成人呼吸促迫症候群，アルコール
性肝炎，アルツハイマー病，喘息，動脈硬化，アトピー性皮膚炎，バクテリア肺炎，膀胱
がん，骨折，乳がん，過食症，多食症，火傷治癒，子宮頸部がん，慢性リンパ性白血病，
慢性骨髄性白血病，慢性膵炎，肝硬変，大腸がん（結腸／直腸がん），クローン病，痴呆
，糖尿病性合併症，糖尿病性腎症，糖尿病性神経障害，糖尿病性網膜症，胃炎，ヘリコバ
クター・ピロリ感染症，肝不全，Ａ型肝炎，Ｂ型肝炎，Ｃ型肝炎，肝炎，単純ヘルペスウ
イルス感染症，水痘帯状疱疹ウイルス感染症，ホジキン病，エイズ感染症，ヒトパピロー
マウイルス感染症，高カルシウム血症，高コレステロール血症，高グリセリド血症，高脂
血症，感染症，インフルエンザ感染症，インシュリン依存性糖尿病（Ｉ型），侵襲性ブド
ウ状球菌感染症，悪性黒色腫，がん転移，多発性骨髄腫，アレルギー性鼻炎，腎炎，非ホ
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ジキン性リンパ腫，インシュリン非依存性糖尿病（II型），非小細胞肺がん，臓器移植，
骨関節炎，骨軟化症，骨減少症，骨粗鬆症，卵巣がん，骨ペーチェット病，消化性潰瘍，
末梢血管疾患，前立腺がん，逆流性食道炎，腎不全，リウマチ関節炎，精神分裂症，敗血
症，敗血症ショック，重症全身性真菌感染症，小細胞肺がん，脊髄損傷，胃がん，全身性
エリテマトーサス，一過性脳虚血発作，結核，心弁膜症，血管性／多発梗塞痴呆，創傷治
癒，不眠症，関節炎、下垂体ホルモン分泌不全〔例、プロラクチン分泌不全（例、卵巣機
能低下症、精嚢発育不全、更年期障害、甲状腺機能低下等）〕、瀕尿、尿毒症、または神
経変成疾患等（特に拒食症等）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。
また、ノーザンハイブリダイゼーションによりｍＲＮＡの発現過多が検出された場合は、
例えば、肥満症［例、悪性肥満細胞症(malignant mastocytosis)、外因性肥満 (exogenou
s obesity)、過インシュリン性肥満症(hyperinsulinar obesity)、過血漿性肥満(hyperpl
asmic obesity)、下垂体性肥満(hypophyseal adiposity)、減血漿性肥満症(hypoplasmic 
obesity)、甲状腺機能低下肥満症(hypothyroid obesity)、視床下部性肥満(hypothalamic
 obesity)、症候性肥満症(symptomatic obesity)、小児肥満 (infantile obesity)、上半
身肥満(upper body obesity)、食事性肥満症 (alimentary obesity)、性機能低下性肥満(
hypogonadal obesity)、全身性肥満細胞症(systemic mastocytosis)、単純性肥満(simple
 obesity)、中心性肥満(central obesity)など］、摂食亢進症(hyperphagia) 、下垂体腺
腫瘍、間脳腫瘍、月経異常、自己免疫疾患、プロラクチノーマ、不妊症、インポテンス、
無月経症、乳汁漏症、末端肥大症、キアリ・フロンメル症候群、アルゴンツ・デル・カス
ティロ症候群、フォーベス・アルブライト症候群、リンパ腫、シーハン症候群、精子形成
異常（特に肥満症等）など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。
【００７９】
（５）アンチセンスＤＮＡを含有する医薬
本発明のＤＮＡに相補的に結合し、該ＤＮＡの発現を抑制することができるアンチセンス
ＤＮＡは、例えば、肥満症［例、悪性肥満細胞症(malignant mastocytosis)、外因性肥満
 (exogenous obesity)、過インシュリン性肥満症(hyperinsulinar obesity)、過血漿性肥
満(hyperplasmic obesity)、下垂体性肥満(hypophyseal adiposity)、減血漿性肥満症(hy
poplasmic obesity)、甲状腺機能低下肥満症(hypothyroid obesity)、視床下部性肥満(hy
pothalamic obesity)、症候性肥満症(symptomatic obesity)、小児肥満 (infantile obes
ity)、上半身肥満(upper body obesity)、食事性肥満症 (alimentary obesity)、性機能
低下性肥満(hypogonadal obesity)、全身性肥満細胞症(systemic mastocytosis)、単純性
肥満(simple obesity)、中心性肥満(central obesity)など］、摂食亢進症(hyperphagia)
 、下垂体腺腫瘍、間脳腫瘍、月経異常、自己免疫疾患、プロラクチノーマ、不妊症、イ
ンポテンス、無月経症、乳汁漏症、末端肥大症、キアリ・フロンメル症候群、アルゴンツ
・デル・カスティロ症候群、フォーベス・アルブライト症候群、リンパ腫、シーハン症候
群、精子形成異常（特に肥満症等）などの予防・治療薬として使用することができる。
【００８０】
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】
（６）本発明の抗体を含有する医薬
本発明のペプチドの活性を中和する作用を有する本発明の抗体は、例えば、肥満症［例、
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悪性肥満細胞症(malignant mastocytosis)、外因性肥満 (exogenous obesity)、過インシ
ュリン性肥満症(hyperinsulinar obesity)、過血漿性肥満(hyperplasmic obesity)、下垂
体性肥満(hypophyseal adiposity)、減血漿性肥満症(hypoplasmic obesity)、甲状腺機能
低下肥満症(hypothyroid obesity)、視床下部性肥満(hypothalamic obesity)、症候性肥
満症(symptomatic obesity)、小児肥満 (infantile obesity)、上半身肥満(upper body o
besity)、食事性肥満症 (alimentary obesity)、性機能低下性肥満(hypogonadal obesity
)、全身性肥満細胞症(systemic mastocytosis)、単純性肥満(simple obesity)、中心性肥
満(central obesity)など］、摂食亢進症(hyperphagia) 、下垂体腺腫瘍、間脳腫瘍、月
経異常、自己免疫疾患、プロラクチノーマ、不妊症、インポテンス、無月経症、乳汁漏症
、末端肥大症、キアリ・フロンメル症候群、アルゴンツ・デル・カスティロ症候群、フォ
ーベス・アルブライト症候群、リンパ腫、シーハン症候群、精子形成異常（特に肥満症等
）などの予防・治療薬などの医薬として使用することができる。
【００８２】
本発明の抗体を含有する上記疾患の治療・予防剤は、そのまま液剤として、または適当な
剤型の医薬組成物として、ヒトまたは哺乳動物（例、ラット、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウ
シ、ネコ、イヌ、サルなど）に対して経口的または非経口的に投与することができる。投
与量は、投与対象、対象疾患、症状、投与ルートなどによっても異なるが、例えば、成人
の肥満症患者の治療・予防のために使用する場合には、本発明の抗体を１回量として、通
常０.０１～２０ｍｇ／ｋｇ体重程度、好ましくは０.１～１０ｍｇ／ｋｇ体重程度、さら
に好ましくは０.１～５ｍｇ／ｋｇ体重程度を、１日１～５回程度、好ましくは１日１～
３回程度、静脈注射により投与するのが好都合である。他の非経口投与および経口投与の
場合もこれに準ずる量を投与することができる。症状が特に重い場合には、その症状に応
じて増量してもよい。
本発明の抗体は、それ自体または適当な医薬組成物として投与することができる。上記投
与に用いられる医薬組成物は、上記またはその塩と薬理学的に許容され得る担体、希釈剤
もしくは賦形剤とを含むものである。かかる組成物は、経口または非経口投与に適する剤
形として提供される。
すなわち、例えば、経口投与のための組成物としては、固体または液体の剤形、具体的に
は錠剤（糖衣錠、フィルムコーティング錠を含む）、丸剤、顆粒剤、散剤、カプセル剤（
ソフトカプセル剤を含む）、シロップ剤、乳剤、懸濁剤などがあげられる。かかる組成物
は自体公知の方法によって製造され、製剤分野において通常用いられる担体、希釈剤もし
くは賦形剤を含有するものである。例えば、錠剤用の担体、賦形剤としては、乳糖、でん
ぷん、蔗糖、ステアリン酸マグネシウムなどが用いられる。
【００８３】
非経口投与のための組成物としては、例えば、注射剤、坐剤などが用いられ、注射剤は静
脈注射剤、皮下注射剤、皮内注射剤、筋肉注射剤、点滴注射剤などの剤形を包含する。か
かる注射剤は、自体公知の方法に従って、例えば、上記抗体またはその塩を通常注射剤に
用いられる無菌の水性もしくは油性液に溶解、懸濁または乳化することによって調製する
。注射用の水性液としては、例えば、生理食塩水、ブドウ糖やその他の補助薬を含む等張
液などが用いられ、適当な溶解補助剤、例えば、アルコール（例、エタノール）、ポリア
ルコール（例、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール）、非イオン界面活性剤
〔例、ポリソルベート８０、ＨＣＯ－５０（polyoxyethylene（５０mol）adduct of hydr
ogenated castor oil）〕などと併用してもよい。油性液としては、例えば、ゴマ油、大
豆油などが用いられ、溶解補助剤として安息香酸ベンジル、ベンジルアルコールなどを併
用してもよい。調製された注射液は、通常、適当なアンプルに充填される。直腸投与に用
いられる坐剤は、上記抗体またはその塩を通常の坐薬用基剤に混合することによって調製
される。
上記の経口用または非経口用医薬組成物は、活性成分の投与量に適合するような投薬単位
の剤形に調製されることが好都合である。かかる投薬単位の剤形としては、錠剤、丸剤、
カプセル剤、注射剤（アンプル）、坐剤などが例示され、それぞれの投薬単位剤形当たり



(56) JP 4128030 B2 2008.7.30

10

20

30

40

50

通常５～５００ｍｇ、とりわけ注射剤では５～１００ｍｇ、その他の剤形では１０～２５
０ｍｇの上記抗体が含有されていることが好ましい。
なお前記した各組成物は、上記抗体との配合により好ましくない相互作用を生じない限り
他の活性成分を含有してもよい。
【００８４】
（７）ＤＮＡ転移動物
本発明は、外来性の本発明のペプチドをコードするＤＮＡ（以下、本発明の外来性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Ｄ
ＮＡ転移動物と略記する）は、未受精卵、受精卵、精子およびその始原細胞を含む胚芽細
胞などに対して、好ましくは、非ヒト哺乳動物の発生における胚発生の段階（さらに好ま
しくは、単細胞または受精卵細胞の段階でかつ一般に８細胞期以前）に、リン酸カルシウ
ム法、電気パルス法、リポフェクション法、凝集法、マイクロインジェクション法、パー
ティクルガン法、ＤＥＡＥ－デキストラン法などにより目的とするＤＮＡを転移すること
によって作出することができる。また、該ＤＮＡ転移方法により、体細胞、生体の臓器、
組織細胞などに目的とする本発明の外来性ＤＮＡを転移し、細胞培養、組織培養などに利
用することもでき、さらに、これら細胞を上述の胚芽細胞と自体公知の細胞融合法により
融合させることにより本発明のＤＮＡ転移動物を作出することもできる。
非ヒト哺乳動物としては、例えば、ウシ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、ウサギ、イヌ、ネコ、モ
ルモット、ハムスター、マウス、ラットなどが用いられる。なかでも、病体動物モデル系
の作成の面から個体発生および生物サイクルが比較的短く、また、繁殖が容易なゲッ歯動
物、とりわけマウス（例えば、純系として、Ｃ５７ＢＬ／６系統，ＤＢＡ２系統など、交
雑系として、Ｂ６Ｃ３Ｆ１系統，ＢＤＦ１系統，Ｂ６Ｄ２Ｆ１系統，ＢＡＬＢ／ｃ系統，
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。
【００８５】
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Ｄ
ＮＡなどが用いられ、また、異常ＤＮＡも含まれる。
該異常ＤＮＡとしては、異常な本発明のペプチドを発現させるＤＮＡを意味し、例えば、
正常な本発明のペプチドの機能を抑制するペプチドを発現させるＤＮＡなどが用いられる
。
本発明の外来性ＤＮＡは、対象とする動物と同種あるいは異種のどちらの哺乳動物由来の
ものであってもよい。本発明のＤＮＡを対象動物に転移させるにあたっては、該ＤＮＡを
動物細胞で発現させうるプロモーターの下流に結合したＤＮＡコンストラクトとして用い
るのが一般に有利である。例えば、本発明のヒトＤＮＡを転移させる場合、これと相同性
が高い本発明のＤＮＡを有する各種哺乳動物（例えば、ウサギ、イヌ、ネコ、モルモット
、ハムスター、ラット、マウスなど）由来のＤＮＡを発現させうる各種プロモーターの下
流に、本発明のヒトＤＮＡを結合したＤＮＡコンストラクト（例、ベクターなど）を対象
哺乳動物の受精卵、例えば、マウス受精卵へマイクロインジェクションすることによって
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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。
【００８６】
本発明のペプチドの発現ベクターとしては、大腸菌由来のプラスミド、枯草菌由来のプラ
スミド、酵母由来のプラスミド、λファージなどのバクテリオファージ、モロニー白血病
ウィルスなどのレトロウィルス、ワクシニアウィルスまたはバキュロウィルスなどの動物
ウ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、▲１▼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、▲２▼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、グリア線維性酸性タンパク質
、グルタチオンＳ－トランスフェラーゼ、血小板由来成長因子β、ケラチンＫ１，Ｋ１０
およびＫ１４、コラーゲンＩ型およびＩＩ型、サイクリックＡＭＰ依存タンパク質キナー
ゼβＩサブユニット、ジストロフィン、酒石酸抵抗性アルカリフォスファターゼ、心房ナ
トリウム利尿性因子、内皮レセプターチロシンキナーゼ（一般にＴｉｅ２と略される）、
ナトリウムカリウムアデノシン３リン酸化酵素（Ｎａ，Ｋ－ＡＴＰａｓｅ）、ニューロフ
ィラメント軽鎖、メタロチオネインＩおよびＩＩＡ、メタロプロティナーゼ１組織インヒ
ビター、ＭＨＣクラスＩ抗原（Ｈ－２Ｌ）、Ｈ－ｒａｓ、レニン、ドーパミンβ－水酸化
酵素、甲状腺ペルオキシダーゼ（ＴＰＯ）、ペプチド鎖延長因子1α（ＥＦ－１α）、β
アクチン、αおよびβミオシン重鎖、ミオシン軽鎖１および２、ミエリン基礎タンパク質
、チログロブリン、Ｔｈｙ－１、免疫グロブリン、Ｈ鎖可変部（ＶＮＰ）、血清アミロイ
ドＰコンポーネント、ミオグロビン、トロポニンＣ、平滑筋αアクチン、プレプロエンケ
ファリンＡ、バソプレシンなどのプロモーターなどが用いられる。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ターミネターなどが用いられる。
【００８７】
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。
正常な本発明のペプチドの翻訳領域は、ヒトまたは各種哺乳動物（例えば、ウサギ、イヌ
、ネコ、モルモット、ハムスター、ラット、マウスなど）由来の肝臓、腎臓、甲状腺細胞
、線維芽細胞由来ＤＮＡおよび市販の各種ゲノムＤＮＡライブラリーよりゲノムＤＮＡの
全てあるいは一部として、または肝臓、腎臓、甲状腺細胞、線維芽細胞由来ＲＮＡより公
知の方法により調製された相補ＤＮＡを原料として取得することが出来る。また、外来性
の異常ＤＮＡは、上記の細胞または組織より得られた正常なペプチドの翻訳領域を点突然
変異誘発法により変異した翻訳領域を作製することができる。
該翻訳領域は転移動物において発現しうるＤＮＡコンストラクトとして、前記のプロモー
ターの下流および所望により転写終結部位の上流に連結させる通常のＤＮＡ工学的手法に
より作製することができる。
受精卵細胞段階における本発明の外来性ＤＮＡの転移は、対象哺乳動物の胚芽細胞および
体細胞のすべてに存在するように確保される。ＤＮＡ転移後の作出動物の胚芽細胞におい
て、本発明の外来性ＤＮＡが存在することは、作出動物の後代がすべて、その胚芽細胞お
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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。
【００８８】
本発明の正常ＤＮＡを有する非ヒト哺乳動物は、本発明の正常ＤＮＡが高発現させられて
おり、内在性の正常ＤＮＡの機能を促進することにより最終的に本発明のペプチドの機能
亢進症を発症することがあり、その病態モデル動物として利用することができる。例えば
、本発明の正常ＤＮＡ転移動物を用いて、本発明のペプチドの機能亢進症や、本発明のペ
プチドが関連する疾患の病態機序の解明およびこれらの疾患の治療方法の検討を行なうこ
とが可能である。
また、本発明の外来性正常ＤＮＡを転移させた哺乳動物は、遊離した本発明のペプチドの
増加症状を有することから、本発明のペプチド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。
【００８９】
本発明の異常ＤＮＡを有する非ヒト哺乳動物は、本発明の異常ＤＮＡが高発現させられて
おり、内在性の正常ＤＮＡの機能を阻害することにより最終的に本発明のペプチドの機能
不活性型不応症となることがあり、その病態モデル動物として利用することができる。例
えば、本発明の異常ＤＮＡ転移動物を用いて、本発明のペプチドの機能不活性型不応症の
病態機序の解明およびこの疾患を治療方法の検討を行なうことが可能である。
また、具体的な利用可能性としては、本発明の異常ＤＮＡ高発現動物は、本発明のペプチ
ドの機能不活性型不応症における本発明の異常ペプチドによる正常ペプチドの機能阻害（
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、遊離した本発明のペプチドの増
加症状を有することから、本発明のペプチド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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▲１▼組織培養のための細胞源としての使用、
▲２▼本発明のＤＮＡ転移動物の組織中のＤＮＡもしくはＲＮＡを直接分析するか、また
はＤＮＡにより発現されたペプチド組織を分析することによる、本発明のペプチドにより
特異的に発現あるいは活性化するペプチドとの関連性についての解析、
▲３▼ＤＮＡを有する組織の細胞を標準組織培養技術により培養し、これらを使用して、
一般に培養困難な組織からの細胞の機能の研究、
▲４▼上記▲３▼記載の細胞を用いることによる細胞の機能を高めるような薬剤のスクリ
ーニング、および
▲５▼本発明の変異ペプチドを単離精製およびその抗体作製などが考えられる。
さらに、本発明のＤＮＡ転移動物を用いて、本発明のペプチドの機能不活性型不応症など
を含む、本発明のペプチドに関連する疾患の臨床症状を調べることができ、また、本発明
のペプチドに関連する疾患モデルの各臓器におけるより詳細な病理学的所見が得られ、新
しい治療方法の開発、さらには、該疾患による二次的疾患の研究および治療に貢献するこ
とができる。
また、本発明のＤＮＡ転移動物から各臓器を取り出し、細切後、トリプシンなどのタンパ
ク質分解酵素により、遊離したＤＮＡ転移細胞の取得、その培養またはその培養細胞の系
統化を行なうことが可能である。さらに、本発明のペプチド産生細胞の特定化、アポトー
シス、分化あるいは増殖との関連性、またはそれらにおけるシグナル伝達機構を調べ、そ
れらの異常を調べることなどができ、本発明のペプチドおよびその作用解明のための有効
な研究材料となる。
さらに、本発明のＤＮＡ転移動物を用いて、本発明のペプチドの機能不活性型不応症を含
む、本発明のペプチドに関連する疾患の治療薬の開発を行なうために、上述の検査法およ
び定量法などを用いて、有効で迅速な該疾患治療薬のスクリーニング法を提供することが
可能となる。また、本発明のＤＮＡ転移動物または本発明の外来性ＤＮＡ発現ベクターを
用いて、本発明のペプチドが関連する疾患のＤＮＡ治療法を検討、開発することが可能で
ある。
【００９０】
（８）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ＤＮ
Ａ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がコードしている本発明のペプチドの活性を実質的に喪失させることによ
り、ＤＮＡが実質的に本発明のペプチドの発現能を有さない（以下、本発明のノックアウ
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トＤＮＡと称することがある）非ヒト哺乳動物の胚幹細胞（以下、ＥＳ細胞と略記する）
をいう。
非ヒト哺乳動物としては、前記と同様のものが用いられる。
本発明のＤＮＡに人為的に変異を加える方法としては、例えば、遺伝子工学的手法により
該ＤＮＡ配列の一部又は全部の削除、他ＤＮＡを挿入または置換させることによって行な
うことができる。これらの変異により、例えば、コドンの読み取り枠をずらしたり、プロ
モーターあるいはエキソンの機能を破壊することにより本発明のノックアウトＤＮＡを作
製すればよい。
【００９１】
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ＲＮ
Ａ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。
【００９２】
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
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が、樹立の際の物理的操作等の関係上困難な場合は、ＥＳ細胞の遺伝子をノックアウトし
た後、正常細胞（例えば、マウスでは染色体数が２ｎ＝４０である細胞）に再びクローニ
ングすることが望ましい。
このようにして得られた胚幹細胞株は、通常その増殖性は大変良いが、個体発生できる能
力を失いやすいので、注意深く継代培養することが必要である。例えば、ＳＴＯ繊維芽細
胞のような適当なフィーダー細胞上でＬＩＦ（１－１００００U/ml）存在下に炭酸ガス培
養器内（好ましくは、５％炭酸ガス、９５％空気または５％酸素、５％炭酸ガス、９０％
空気）で約３７℃で培養するなどの方法で培養し、継代時には、例えば、トリプシン／Ｅ
ＤＴＡ溶液（通常０.００１－０.５％トリプシン／０.１－５ｍＭ ＥＤＴＡ、好ましくは
約０.１％トリプシン／１ｍＭ ＥＤＴＡ）処理により単細胞化し、新たに用意したフィー
ダー細胞上に播種する方法などがとられる。このような継代は、通常１－３日毎に行なう
が、この際に細胞の観察を行い、形態的に異常な細胞が見受けられた場合はその培養細胞
は放棄することが望まれる。
ＥＳ細胞は、適当な条件により、高密度に至るまで単層培養するか、または細胞集塊を形
成するまで浮遊培養することにより、頭頂筋、内臓筋、心筋などの種々のタイプの細胞に
分化させることが可能であり〔M. J. Evans及びM. H. Kaufman, ネイチャー（Nature）第
292巻、154頁、1981年；G. R. Martin　プロシーディングス・オブ・ナショナル・アカデ
ミー・オブ・サイエンス・ユーエスエー（Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.）第78巻、763
4頁、1981年；T. C. Doetschman ら、ジャーナル・オブ・エンブリオロジー・アンド・エ
クスペリメンタル・モルフォロジー、第87巻、27頁、1985年〕、本発明のＥＳ細胞を分化
させて得られる本発明のＤＮＡ発現不全細胞は、インビトロにおける本発明のペプチドま
たは本発明のレセプター蛋白質の細胞生物学的検討において有用である。
【００９３】
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またはターゲッティングベクタ
ー上のＤＮＡ配列と、ターゲッティングベクターに使用したマウス由来の本発明のＤＮＡ
以外の近傍領域のＤＮＡ配列とをプライマーとしたＰＣＲ法による解析で判定することが
できる。非ヒト哺乳動物胚幹細胞を用いた場合は、遺伝子相同組換えにより、本発明のＤ
ＮＡが不活性化された細胞株をクローニングし、その細胞を適当な時期、例えば、８細胞
期の非ヒト哺乳動物胚または胚盤胞に注入し、作製したキメラ胚を偽妊娠させた該非ヒト
哺乳動物の子宮に移植する。作出された動物は正常な本発明のＤＮＡ座をもつ細胞と人為
的に変異した本発明のＤＮＡ座をもつ細胞との両者から構成されるキメラ動物である。該
キメラ動物の生殖細胞の一部が変異した本発明のＤＮＡ座をもつ場合、このようなキメラ
個体と正常個体を交配することにより得られた個体群より、全ての組織が人為的に変異を
加えた本発明のＤＮＡ座をもつ細胞で構成された個体を、例えば、コートカラーの判定等
により選別することにより得られる。このようにして得られた個体は、通常、本発明のペ
プチドのヘテロ発現不全個体であり、本発明のペプチドまたは本発明のレセプター蛋白質
のヘテロ発現不全個体同志を交配し、それらの産仔から本発明のペプチドまたは本発明の
レセプター蛋白質のホモ発現不全個体を得ることができる。
【００９４】
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
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ック非ヒト哺乳動物を得ることができ、これらのトランスジェニック非ヒト哺乳動物に比
べて、遺伝子相同組換えにより本発明のＤＮＡ座に変異のあるものを選択することにより
得られる。
このようにして本発明のＤＮＡがノックアウトされている個体は、交配により得られた動
物個体も該ＤＮＡがノックアウトされていることを確認して通常の飼育環境で飼育継代を
行なうことができる。
さらに、生殖系列の取得および保持についても常法に従えばよい。すなわち、該不活化Ｄ
ＮＡの保有する雌雄の動物を交配することにより、該不活化ＤＮＡを相同染色体の両方に
持つホモザイゴート動物を取得しうる。得られたホモザイゴート動物は、母親動物に対し
て、正常個体１，ホモザイゴート複数になるような状態で飼育することにより効率的に得
ることができる。ヘテロザイゴート動物の雌雄を交配することにより、該不活化ＤＮＡを
有するホモザイゴートおよびヘテロザイゴート動物を繁殖継代する。
本発明のＤＮＡが不活性化された非ヒト哺乳動物胚幹細胞は、本発明のＤＮＡ発現不全非
ヒト哺乳動物を作出する上で、非常に有用である。
また、本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物は、本発明のペプチドにより誘導され得る
種々の生物活性を欠失するため、本発明のペプチド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。
【００９５】
（８ａ）本発明のＤＮＡの欠損や損傷などに起因する疾病に対して治療・予防効果を有す
る化合物のスクリーニング方法
本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物は、本発明のＤＮＡの欠損や損傷などに起因する
疾病に対して治療・予防効果を有する化合物のスクリーニングに用いることができる。
すなわち、本発明は、本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物に試験化合物を投与し、該
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、タンパク、非ペプチド性化合物、合成化合物、
発酵生産物、細胞抽出液、植物抽出液、動物組織抽出液、血漿などがあげられ、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。
具体的には、本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物を、試験化合物で処理し、無処理の
対照動物と比較し、該動物の各器官、組織、疾病の症状などの変化を指標として試験化合
物の治療・予防効果を試験することができる。
試験動物を試験化合物で処理する方法としては、例えば、経口投与、静脈注射などが用い
られ、試験動物の症状、試験化合物の性質などにあわせて適宜選択することができる。ま
た、試験化合物の投与量は、投与方法、試験化合物の性質などにあわせて適宜選択するこ
とができる。
【００９６】
例えば、拒食症、高血圧、自己免疫疾患、心不全、白内障、緑内障、急性バクテリア髄膜
炎，急性心筋梗塞，急性膵炎，急性ウイルス脳炎，成人呼吸促迫症候群，アルコール性肝
炎，アルツハイマー病，喘息，動脈硬化，アトピー性皮膚炎，バクテリア肺炎，膀胱がん
，骨折，乳がん，過食症，多食症，火傷治癒，子宮頸部がん，慢性リンパ性白血病，慢性
骨髄性白血病，慢性膵炎，肝硬変，大腸がん（結腸／直腸がん），クローン病，痴呆，糖
尿病性合併症，糖尿病性腎症，糖尿病性神経障害，糖尿病性網膜症，胃炎，ヘリコバクタ
ー・ピロリ感染症，肝不全，Ａ型肝炎，Ｂ型肝炎，Ｃ型肝炎，肝炎，単純ヘルペスウイル
ス感染症，水痘帯状疱疹ウイルス感染症，ホジキン病，エイズ感染症，ヒトパピローマウ
イルス感染症，高カルシウム血症，高コレステロール血症，高グリセリド血症，高脂血症
，感染症，インフルエンザ感染症，インシュリン依存性糖尿病（Ｉ型），侵襲性ブドウ状
球菌感染症，悪性黒色腫，がん転移，多発性骨髄腫，アレルギー性鼻炎，腎炎，非ホジキ
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ン性リンパ腫，インシュリン非依存性糖尿病（II型），非小細胞肺がん，臓器移植，骨関
節炎，骨軟化症，骨減少症，骨粗鬆症，卵巣がん，骨ペーチェット病，消化性潰瘍，末梢
血管疾患，前立腺がん，逆流性食道炎，腎不全，リウマチ関節炎，精神分裂症，敗血症，
敗血症ショック，重症全身性真菌感染症，小細胞肺がん，脊髄損傷，胃がん，全身性エリ
テマトーサス，一過性脳虚血発作，結核，心弁膜症，血管性／多発梗塞痴呆，創傷治癒，
不眠症，関節炎、下垂体ホルモン分泌不全〔例、プロラクチン分泌不全（例、卵巣機能低
下症、精嚢発育不全、更年期障害、甲状腺機能低下等）〕、瀕尿、尿毒症、または神経変
成疾患等（特に拒食症等）に対して治療・予防効果を有する化合物をスクリーニングする
場合、本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物に糖負荷処置を行ない、糖負荷処置前また
は処置後に試験化合物を投与し、該動物の摂食量、血糖値および体重変化などを経時的に
測定する。
【００９７】
該スクリーニング方法において、試験動物に試験化合物を投与した場合、該試験動物の摂
食量等が約１０％以上、好ましくは約３０％以上、より好ましくは約５０％以上上昇した
場合、該試験化合物を上記の疾患に対して治療・予防効果を有する化合物として選択する
ことができる。
該スクリーニング方法を用いて得られる化合物は、上記した試験化合物から選ばれた化合
物であり、本発明のペプチドの欠損や損傷などによって引き起こされる疾患に対して治療
・予防効果を有するので、該疾患に対する安全で低毒性な治療・予防剤などの医薬として
使用することができる。さらに、上記スクリーニングで得られた化合物から誘導される化
合物も同様に用いることができる。
該スクリーニング方法で得られた化合物は塩を形成していてもよく、該化合物の塩として
は、生理学的に許容される酸（例、無機酸、有機酸など）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、前記した本発明
のペプチド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、該化合物を経口投与する場合、一般的に成人（体重６０ｋｇとして）の拒
食症患者においては、一日につき該化合物を約０.１～１００ｍｇ、好ましくは約１．０
～５０ｍｇ、より好ましくは約１．０～２０ｍｇ投与する。非経口的に投与する場合は、
該化合物の１回投与量は投与対象、対象疾患などによっても異なるが、例えば、該化合物
を注射剤の形で通常成人（６０ｋｇとして）の拒食症患者に投与する場合、一日につき該
化合物を約０．０１～３０ｍｇ程度、好ましくは約０．１～２０ｍｇ程度、より好ましく
は約０．１～１０ｍｇ程度を静脈注射により投与するのが好都合である。他の動物の場合
も、６０ｋｇ当たりに換算した量を投与することができる。
【００９８】
（８ｂ）本発明のＤＮＡに対するプロモーターの活性を促進または阻害する化合物をスク
リーニング方法
本発明は、本発明のＤＮＡ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
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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。
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、本発明のペプチドをコードする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、本発明のペプチドの発現する組織
で、本発明のペプチドの代わりに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、簡便に本発明の
ペプチドの動物生体内における発現状態を観察することができる。具体的には、本発明の
ペプチド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
ら選ばれた化合物であり、本発明のＤＮＡに対するプロモーター活性を促進または阻害す
る化合物である。
該スクリーニング方法で得られた化合物は塩を形成していてもよく、該化合物の塩として
は、生理学的に許容される酸（例、無機酸など）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。
【００９９】
本発明のＤＮＡに対するプロモーター活性を促進する化合物またはその塩は、本発明のペ
プチドの発現を促進し、該ペプチドの機能を促進することができるので、例えば、拒食症
、高血圧、自己免疫疾患、心不全、白内障、緑内障、急性バクテリア髄膜炎，急性心筋梗
塞，急性膵炎，急性ウイルス脳炎，成人呼吸促迫症候群，アルコール性肝炎，アルツハイ
マー病，喘息，動脈硬化，アトピー性皮膚炎，バクテリア肺炎，膀胱がん，骨折，乳がん
，過食症，多食症，火傷治癒，子宮頸部がん，慢性リンパ性白血病，慢性骨髄性白血病，
慢性膵炎，肝硬変，大腸がん（結腸／直腸がん），クローン病，痴呆，糖尿病性合併症，
糖尿病性腎症，糖尿病性神経障害，糖尿病性網膜症，胃炎，ヘリコバクター・ピロリ感染
症，肝不全，Ａ型肝炎，Ｂ型肝炎，Ｃ型肝炎，肝炎，単純ヘルペスウイルス感染症，水痘
帯状疱疹ウイルス感染症，ホジキン病，エイズ感染症，ヒトパピローマウイルス感染症，
高カルシウム血症，高コレステロール血症，高グリセリド血症，高脂血症，感染症，イン
フルエンザ感染症，インシュリン依存性糖尿病（Ｉ型），侵襲性ブドウ状球菌感染症，悪
性黒色腫，がん転移，多発性骨髄腫，アレルギー性鼻炎，腎炎，非ホジキン性リンパ腫，
インシュリン非依存性糖尿病（II型），非小細胞肺がん，臓器移植，骨関節炎，骨軟化症
，骨減少症，骨粗鬆症，卵巣がん，骨ペーチェット病，消化性潰瘍，末梢血管疾患，前立
腺がん，逆流性食道炎，腎不全，リウマチ関節炎，精神分裂症，敗血症，敗血症ショック
，重症全身性真菌感染症，小細胞肺がん，脊髄損傷，胃がん，全身性エリテマトーサス，
一過性脳虚血発作，結核，心弁膜症，血管性／多発梗塞痴呆，創傷治癒，不眠症，関節炎
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、下垂体ホルモン分泌不全〔例、プロラクチン分泌不全（例、卵巣機能低下症、精嚢発育
不全、更年期障害、甲状腺機能低下等）〕、瀕尿、尿毒症、または神経変成疾患等（特に
拒食症等）の疾病に対する安全で低毒性な治療・予防剤（特に、食欲（摂食）増進剤）な
どの医薬として有用である。
また、本発明のＤＮＡに対するプロモーター活性を阻害する化合物またはその塩は、本発
明のペプチドの発現を阻害し、該ペプチドの機能を阻害することができるので、例えば、
肥満症［例、悪性肥満細胞症(malignant mastocytosis)、外因性肥満 (exogenous obesit
y)、過インシュリン性肥満症(hyperinsulinar obesity)、過血漿性肥満(hyperplasmic ob
esity)、下垂体性肥満(hypophyseal adiposity)、減血漿性肥満症(hypoplasmic obesity)
、甲状腺機能低下肥満症(hypothyroid obesity)、視床下部性肥満(hypothalamic obesity
)、症候性肥満症(symptomatic obesity)、小児肥満 (infantile obesity)、上半身肥満(u
pper body obesity)、食事性肥満症 (alimentary obesity)、性機能低下性肥満(hypogona
dal obesity)、全身性肥満細胞症(systemic mastocytosis)、単純性肥満(simple obesity
)、中心性肥満(central obesity)など］、摂食亢進症(hyperphagia)、下垂体腺腫瘍、間
脳腫瘍、月経異常、自己免疫疾患、プロラクチノーマ、不妊症、インポテンス、無月経症
、乳汁漏症、末端肥大症、キアリ・フロンメル症候群、アルゴンツ・デル・カスティロ症
候群、フォーベス・アルブライト症候群、リンパ腫、シーハン症候群、精子形成異常など
の予防・治療剤（プロラクチン産生抑制剤）などの予防・治療剤、好ましくは肥満症、摂
食亢進症などの予防・治療剤などの医薬として有用である。
さらに、上記スクリーニングで得られた化合物から誘導される化合物も同様に用いること
ができる。
【０１００】
該スクリーニング方法で得られた化合物またはその塩を含有する医薬は、前記した本発明
のペプチド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を経口投与す
る場合、一般的に成人（体重６０ｋｇとして）の拒食症患者においては、一日につき該化
合物を約０.１～１００ｍｇ、好ましくは約１．０～５０ｍｇ、より好ましくは約１．０
～２０ｍｇ投与する。非経口的に投与する場合は、該化合物の１回投与量は投与対象、対
象疾患などによっても異なるが、例えば、本発明のＤＮＡに対するプロモーター活性を促
進する化合物を注射剤の形で通常成人（６０ｋｇとして）の拒食症患者に投与する場合、
一日につき該化合物を約０．０１～３０ｍｇ程度、好ましくは約０．１～２０ｍｇ程度、
より好ましくは約０．１～１０ｍｇ程度を静脈注射により投与するのが好都合である。他
の動物の場合も、６０ｋｇ当たりに換算した量を投与することができる。
一方、例えば、本発明のＤＮＡに対するプロモーター活性を阻害する化合物を経口投与す
る場合、一般的に成人（体重６０ｋｇとして）の肥満症患者においては、一日につき該化
合物を約０.１～１００ｍｇ、好ましくは約１．０～５０ｍｇ、より好ましくは約１．０
～２０ｍｇ投与する。非経口的に投与する場合は、該化合物の１回投与量は投与対象、対
象疾患などによっても異なるが、例えば、本発明のＤＮＡに対するプロモーター活性を阻
害する化合物を注射剤の形で通常成人（６０ｋｇとして）の肥満症患者に投与する場合、
一日につき該化合物を約０．０１～３０ｍｇ程度、好ましくは約０．１～２０ｍｇ程度、
より好ましくは約０．１～１０ｍｇ程度を静脈注射により投与するのが好都合である。他
の動物の場合も、６０ｋｇ当たりに換算した量を投与することができる。
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。
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また、本発明のペプチド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、特異的にそのペプチドを合成させ、
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、本発明のペプチ
ド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。
【０１０１】
さらに、本発明のウシＧＲＰ７、ウシＧＰＲ８（以下、ウシＧＰＲ７／８と略記する）の
用途について説明する。
本発明のウシＧＰＲ７／８に対する抗体（以下、単にウシＧＰＲ７／８抗体と称する場合
がある）は、本発明のウシＧＰＲ７／８に対する抗体を認識し得る抗体であれば、ポリク
ローナル抗体、モノクローナル抗体の何れであってもよい。本発明の抗体は、本発明のウ
シＧＰＲ７／８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。具体的には、前記した本発明のペプチドに対する抗体と同様に製造する
ことができる。
【０１０２】
本発明のウシＧＰＲ７／８をコードするＤＮＡ（以下、ウシＧＰＲ７／８ＤＮＡと略記す
る場合がある）に相補的な、または実質的に相補的な塩基配列を有するアンチセンスＤＮ
Ａ（以下、ウシＧＰＲ７／８アンチセンスＤＮＡと略記する場合がある）としては、本発
明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡに相補的な、または実質的に相補的な塩基配列を有し、該Ｄ
ＮＡの発現を抑制し得る作用を有するものであれば、いずれのアンチセンスＤＮＡであっ
てもよい。
本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡに実質的に相補的な塩基配列とは、例えば、本発明のウ
シＧＰＲ７／８ＤＮＡに相補的な塩基配列（すなわち、本発明のＤＮＡの相補鎖）の全塩
基配列あるいは部分塩基配列と約７０％以上、好ましくは約８０％以上、より好ましくは
約９０％以上、最も好ましくは約９５％以上の相同性を有する塩基配列などがあげられる
。特に、本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡの相補鎖の全塩基配列うち、本発明のウシＧＰ
Ｒ７／８のＮ末端部位をコードする部分の塩基配列（例えば、開始コドン付近の塩基配列
など）の相補鎖と約７０％以上、好ましくは約８０％以上、より好ましくは約９０％以上
、最も好ましくは約９５％以上の相同性を有するアンチセンスＤＮＡが好適である。これ
らのアンチセンスＤＮＡは、公知のＤＮＡ合成装置などを用いて製造することができる。
以下に、▲１▼本発明のウシＧＰＲ７／８、▲２▼本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ、▲
３▼本発明のウシＧＰＲ７／８抗体、および▲４▼ウシＧＰＲ７／８アンチセンスＤＮＡ
の用途を説明する。
【０１０３】
（１）本発明のウシＧＰＲ７／８が関与する各種疾病の治療・予防剤
本発明のウシＧＰＲ７／８は後述の実施例２５に示すとおり、本発明のペプチドに対する
受容体である。
従って、本発明のウシＧＰＲ７／８または本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡに異常があっ
たり、欠損している場合には、例えば、拒食症、高血圧、自己免疫疾患、心不全、白内障
、緑内障、急性バクテリア髄膜炎，急性心筋梗塞，急性膵炎，急性ウイルス脳炎，成人呼
吸促迫症候群，アルコール性肝炎，アルツハイマー病，喘息，動脈硬化，アトピー性皮膚
炎，バクテリア肺炎，膀胱がん，骨折，乳がん，過食症，多食症，火傷治癒，子宮頸部が
ん，慢性リンパ性白血病，慢性骨髄性白血病，慢性膵炎，肝硬変，大腸がん（結腸／直腸
がん），クローン病，痴呆，糖尿病性合併症，糖尿病性腎症，糖尿病性神経障害，糖尿病
性網膜症，胃炎，ヘリコバクター・ピロリ感染症，肝不全，Ａ型肝炎，Ｂ型肝炎，Ｃ型肝
炎，肝炎，単純ヘルペスウイルス感染症，水痘帯状疱疹ウイルス感染症，ホジキン病，エ
イズ感染症，ヒトパピローマウイルス感染症，高カルシウム血症，高コレステロール血症
，高グリセリド血症，高脂血症，感染症，インフルエンザ感染症，インシュリン依存性糖
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尿病（Ｉ型），侵襲性ブドウ状球菌感染症，悪性黒色腫，がん転移，多発性骨髄腫，アレ
ルギー性鼻炎，腎炎，非ホジキン性リンパ腫，インシュリン非依存性糖尿病（II型），非
小細胞肺がん，臓器移植，骨関節炎，骨軟化症，骨減少症，骨粗鬆症，卵巣がん，骨ペー
チェット病，消化性潰瘍，末梢血管疾患，前立腺がん，逆流性食道炎，腎不全，リウマチ
関節炎，精神分裂症，敗血症，敗血症ショック，重症全身性真菌感染症，小細胞肺がん，
脊髄損傷，胃がん，全身性エリテマトーサス，一過性脳虚血発作，結核，心弁膜症，血管
性／多発梗塞痴呆，創傷治癒，不眠症，関節炎、下垂体ホルモン分泌不全〔例、プロラク
チン分泌不全（例、卵巣機能低下症、精嚢発育不全、更年期障害、甲状腺機能低下等）〕
、瀕尿、尿毒症、または神経変成疾患等（特に拒食症等）の種々の疾病が発症する可能性
が高い。
従って、本発明のウシＧＰＲ７／８、本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡは、例えば、上記
の種々の疾病（特に拒食症）の治療・予防剤などの医薬（特に、食欲（摂食）増進剤等）
として使用することができる。
【０１０４】
本発明のウシＧＰＲ７／８および本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡは、例えば、生体内に
おいて本発明のウシＧＰＲ７／８が減少あるいは欠損している患者がいる場合に、（イ）
本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡを該患者に投与し、生体内で本発明のウシＧＰＲ７／８
を発現させることによって、（ロ）細胞に本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡを挿入し、本
発明のウシＧＰＲ７／８を発現させた後に、該細胞を患者に移植することによって、また
は（ハ）本発明のウシＧＰＲ７／８を該患者に投与することなどによって、該患者におけ
る本発明のウシＧＰＲ７／８の役割を十分に、あるいは正常に発揮させることができる。
本発明のウシＧＰＲ７／８またはウシＧＰＲ７／８ＤＮＡを上記の治療・予防剤として使
用する場合は、前記した本発明のペプチドまたは本発明のＤＮＡを含有する医薬と同様に
製造し、使用することができる。
【０１０５】
（２）疾病に対する医薬候補化合物のスクリーニング
（２－１）スクリーニング方法Ａ
本発明のウシＧＰＲ７／８と本発明のペプチドとの結合を変化させる化合物またはその塩
のスクリーニング方法は前記したとおりである。
（２－２）スクリーニング方法Ｂ
次に、ウシＧＰＲ７／８の発現量を調節する化合物のスクリーニング方法について説明す
る。
本発明のスクリーニング方法Ｂは、具体的には、（ｉ）ウシＧＰＲ７／８を発現し得る細
胞または組織を、試験化合物の存在下および非存在下で培養した場合における、それぞれ
のウシＧＰＲ７／８の発現量またはウシＧＰＲ７／８をコードするｍＲＮＡ量を測定し、
比較することを特徴とするウシＧＰＲ７／８の発現量を増加または減少させる化合物また
はその塩のスクリーニング方法である。
ウシＧＰＲ７／８を発現し得る細胞または組織としては、ヒトや温血動物（例えば、モル
モット、ラット、マウス、ニワトリ、ウサギ、ブタ、ヒツジ、ウシ、サル等）の細胞（例
えば、神経細胞、内分泌細胞、神経内分泌細胞、グリア細胞、膵臓β細胞、骨髄細胞、肝
細胞、脾細胞、メサンギウム細胞、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、樹状細胞）、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、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等）、もしくはそれらの細胞が存在するあらゆ
る組織、例えば、脳、脳の各部位（例、嗅球、扁桃核、大脳基底球、海馬、視床、視床下
部、大脳皮質、延髄、小脳）、脊髄、下垂体、胃、膵臓、腎臓、肝臓、生殖腺、甲状腺、
胆のう、骨髄、副腎、皮膚、筋肉、肺、消化管（例、大腸、小腸）、血管、心臓、胸腺、
脾臓、唾液腺、末梢血、前立腺、睾丸（精巣）、卵巣、胎盤、子宮、骨、軟骨、関節、骨
格筋等を用いても良い。その際、株化細胞、初代培養系を用いてもよい。また、前記した
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ウシＧＰＲ７／８をコードするＤＮＡを含有する組換えベクターで形質転換された形質変
換体を使用してもよい。
ウシＧＰＲ７／８を発現し得る細胞の培養方法は、前記した形質変換体の培養法と同様で
ある。
試験化合物としては、前記の試験化合物の他、ＤＮＡライブラリーなどを用いることがで
きる。
【０１０６】
ウシＧＰＲ７／８の発現量は抗体などを用いて免疫化学的方法などの公知の方法により測
定することもできるし、ウシＧＰＲ７／８をコードするｍＲＮＡをノザンハイブリダイゼ
ーション法、ＲＴ－ＰＣＲやＴａｑＭａｎ　ＰＣＲ法を用いて、公知の方法により測定す
ることもできる。
ｍＲＮＡの発現量の比較をハイブリダイゼーション法によって行うには、公知の方法ある
いはそれに準じる方法、例えば、モレキュラー・クローニング（Molecular Cloning）２n
d（J. Sambrook et al., Cold Spring Harbor Lab. Press, 1989）に記載の方法等に従っ
て行なうことができる。
具体的には、ウシＧＰＲ７／８をコードするｍＲＮＡの量の測定は、公知の方法に従って
細胞から抽出したＲＮＡと、ウシＧＰＲ７／８をコードするＤＮＡもしくはその一部また
は本発明のウシＧＰＲ７／８アンチセンス・ポリヌクレオチドとを接触させ、ウシＧＰＲ
７／８をコードするＤＮＡもしくはその一部または本発明のウシＧＰＲ７／８アンチセン
ス・ポリヌクレオチドと結合したｍＲＮＡの量を測定することによって行われる。ウシＧ
ＰＲ７／８をコードするＤＮＡもしくはその一部または本発明のウシＧＰＲ７／８アンチ
センス・ポリヌクレオチドを、例えば放射性同位元素、色素などで標識することによって
、ウシＧＰＲ７／８をコードするＤＮＡもしくはその一部または本発明のウシＧＰＲ７／
８アンチセンス・ポリヌクレオチドに結合したｍＲＮＡの量が容易に測定できる。放射性
同位元素としては、例えば32Ｐ、3Ｈなどが用いられ、色素としては、例えばfluorescein
、ＦＡＭ（PE Biosystems社製）、ＪＯＥ（PE Biosystems社製）、ＴＡＭＲＡ（PE Biosy
stems社製）、ＲＯＸ（PE Biosystems社製）、Ｃｙ５（Amersham社製）、Ｃｙ３（Amersh
am社製）などの蛍光色素が用いられる。
また、ｍＲＮＡの量は、細胞から抽出したＲＮＡを逆転写酵素によってｃＤＮＡに変換し
た後、ウシＧＰＲ７／８をコードするＤＮＡもしくはその一部または本発明のウシＧＰＲ
７／８アンチセンス・ポリヌクレオチドをプライマーとして用いるＰＣＲによって、増幅
されるｃＤＮＡの量を測定することによって行うことができる。
このように、ウシＧＰＲ７／８をコードするｍＲＮＡの量を増加させる試験化合物を、ウ
シＧＰＲ７／８の発現量を増加させる活性を有する化合物として選択することができ、ま
た、ウシＧＰＲ７／８をコードするｍＲＮＡの量を減少させる試験化合物をウシＧＰＲ７
／８の発現量を減少させる活性を有する化合物として選択することができる。
【０１０７】
さらに、本発明は、
（ii）ウシＧＰＲ７／８をコードする遺伝子のプロモーター領域またはエンハンサー領域
の下流にレポーター遺伝子を連結した組換えＤＮＡで形質転換した形質転換体を試験化合
物の存在下および非存在下で培養した場合における、それぞれのレポーター活性を測定し
、比較することを特徴とする当該プロモーター活性を促進または阻害する化合物のスクリ
ーニング方法を提供する。
レポーター遺伝子としては、例えば、ｌａｃＺ（β－ガラクトシダーゼ遺伝子）、クロラ
ムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ（CAT）、ルシフェラーゼ、成長因子、β-グ
ルクロニダーゼ、アルカリホスファターゼ、Green fluorescent protein (GFP)、β-ラク
タマーゼなどが用いられる。レポーター遺伝子産物（例、ｍＲＮＡ、タンパク質）の量を
公知の方法を用いて測定することによって、レポーター遺伝子産物の量を増加させる試験
化合物を本発明のウシＧＰＲ７／８のプロモーターもしくはエンハンサーの活性を制御（
特に促進）する作用を有する化合物、すなわちウシＧＰＲ７／８の発現量を増加させる活
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性を有する化合物として選択できる。逆に、レポーター遺伝子産物の量を減少させる試験
化合物をウシＧＰＲ７／８のプロモーターもしくはエンハンサーの活性を制御（特に阻害
）する作用を有する化合物、すなわちウシＧＰＲ７／８の発現量を減少させる活性を有す
る化合物として選択することができる。
試験化合物としては、前記と同様のものが使用される。
形質転換体の培養は、前記の形質転換体と同様にして行うことができる。
レポーター遺伝子のベクター構築やアッセイ法は公知の技術に従うことができる（例えば
、Molecular Biotechnology 13, 29-43, 1999）。
【０１０８】
ウシＧＰＲ７／８の発現量を増加させる活性を有する化合物は、安全で低毒性な医薬（例
えば、拒食症の予防・治療薬、食欲（摂食）増進剤，下垂体ホルモン分泌不全〔例、プロ
ラクチン分泌不全（例、卵巣機能低下症、精嚢発育不全、更年期障害、甲状腺機能低下等
）〕の予防・治療薬等）として有用である。
ウシＧＰＲ７／８の発現量を減少させる活性を有する化合物は、肥満症［例、悪性肥満細
胞症(malignant mastocytosis)、外因性肥満 (exogenous obesity)、過インシュリン性肥
満症(hyperinsulinar obesity)、過血漿性肥満(hyperplasmic obesity)、下垂体性肥満(h
ypophyseal adiposity)、減血漿性肥満症(hypoplasmic obesity)、甲状腺機能低下肥満症
(hypothyroid obesity)、視床下部性肥満(hypothalamic obesity)、症候性肥満症(sympto
matic obesity)、小児肥満 (infantile obesity)、上半身肥満(upper body obesity)、食
事性肥満症 (alimentary obesity)、性機能低下性肥満(hypogonadal obesity)、全身性肥
満細胞症(systemic mastocytosis)、単純性肥満(simple obesity)、中心性肥満(central 
obesity)など］、摂食亢進症(hyperphagia) などの安全で低毒性な予防・治療剤、下垂体
腺腫瘍、間脳腫瘍、月経異常、自己免疫疾患、プロラクチノーマ、不妊症、インポテンス
、無月経症、乳汁漏症、末端肥大症、キアリ・フロンメル症候群、アルゴンツ・デル・カ
スティロ症候群、フォーベス・アルブライト症候群、リンパ腫、シーハン症候群、精子形
成異常などの安全で低毒性な予防・治療剤（プロラクチン産生抑制剤）、好ましくは肥満
症、摂食亢進症などの安全で低毒性な予防・治療剤として有用である。
本発明のスクリーニング方法Ｂまたはスクリーニング用キットを用いて得られる化合物ま
たはその塩は、例えば、ペプチド、タンパク、非ペプチド性化合物、合成化合物、発酵生
産物、細胞抽出液、植物抽出液、動物組織抽出液、血漿などから選ばれた化合物であり、
本発明のペプチドの機能を促進または阻害する化合物である。
該化合物の塩としては、前記した本発明のペプチドの塩と同様のものが用いられる。
本発明のスクリーニング方法Ｂまたはスクリーニング用キットを用いて得られる化合物を
上述の治療・予防剤として使用する場合、前記した本発明のペプチド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と同様に製造し、使用することができる。
【０１０９】
（３）本発明のウシＧＰＲ７／８の定量
本発明の抗体は、本発明のウシＧＰＲ７／８を特異的に認識することができるので、被検
液中の本発明のウシＧＰＲ７／８の定量、特にサンドイッチ免疫測定法による定量などに
使用することができる。
すなわち、本発明は、
（ｉ）本発明のウシＧＰＲ７／８抗体と、被検液および標識化された本発明のウシＧＰＲ
７／８とを競合的に反応させ、該抗体に結合した標識化された本発明のウシＧＰＲ７／８
の割合を測定することを特徴とする被検液中の本発明のウシＧＰＲ７／８の定量法、およ
び
（ii）被検液と担体上に不溶化した本発明の抗体および標識化された本発明の別の抗体と
を同時あるいは連続的に反応させたのち、不溶化担体上の標識剤の活性を測定することを
特徴とする被検液中の本発明のウシＧＰＲ７／８の定量法を提供する。
【０１１０】
上記（ii）の定量法においては、一方の抗体が本発明のウシＧＰＲ７／８のＮ端部を認識
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する抗体で、他方の抗体が本発明のウシＧＰＲ７／８のＣ端部に反応する抗体であること
が望ましい。
また、本発明のウシＧＰＲ７／８に対するモノクローナル抗体を用いて本発明のウシＧＰ
Ｒ７／８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。
本発明のウシＧＰＲ７／８抗体を用いる本発明のウシＧＰＲ７／８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、ペプチド量）に対応した抗体
、抗原もしくは抗体－抗原複合体の量を化学的または物理的手段により検出し、これを既
知量の抗原を含む標準液を用いて作製した標準曲線より算出する測定法であれば、いずれ
の測定法を用いてもよい。例えば、ネフロメトリー、競合法、イムノメトリック法および
サンドイッチ法が好適に用いられるが、感度、特異性の点で、後述するサンドイッチ法を
用いるのが特に好ましい。
【０１１１】
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、また通常ペプチドある
いは酵素等を不溶化、固定化するのに用いられる化学結合を用いる方法でもよい。担体と
しては、アガロース、デキストラン、セルロースなどの不溶性多糖類、ポリスチレン、ポ
リアクリルアミド、シリコン等の合成樹脂、あるいはガラス等があげられる。
サンドイッチ法においては不溶化した本発明のウシＧＰＲ７／８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ウシＧＰＲ７／８モノクロ
ーナル抗体を反応させ（２次反応）たのち、不溶化担体上の標識剤の活性を測定すること
により被検液中の本発明のウシＧＰＲ７／８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。
【０１１２】
本発明のサンドイッチ法による本発明のウシＧＰＲ７／８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ウシＧＰＲ７／８モノクローナル抗体は、本発明のウシ
ＧＰＲ７／８の結合する部位が相異なる抗体が好ましく用いられる。すなわち、１次反応
および２次反応に用いられる抗体は、例えば、２次反応で用いられる抗体が、本発明のウ
シＧＰＲ７／８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。
本発明のウシＧＰＲ７／８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
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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本発明のウシＧＰＲ７／８の測定系を構築すればよい。これら
の一般的な技術手段の詳細については、総説、成書などを参照することができる。
例えば、入江　寛編「ラジオイムノアッセイ」（講談社、昭和４９年発行）、入江　寛編
「続ラジオイムノアッセイ」（講談社、昭和５４年発行）、石川栄治ら編「酵素免疫測定
法」（医学書院、昭和５３年発行）、石川栄治ら編「酵素免疫測定法」（第２版）（医学
書院、昭和５７年発行）、石川栄治ら編「酵素免疫測定法」（第３版）（医学書院、昭和
６２年発行）、「Methods in ENZYMOLOGY」 Vol. 70(Immunochemical Techniques(Part A
))、 同書 Vol. 73(Immunochemical Techniques(Part B))、 同書 Vol. 74(Immunochemic
al Techniques(Part C))、 同書 Vol. 84(Immunochemical Techniques(Part D : Selecte
d Immunoassays))、 同書 Vol. 92(Immunochemical Techniques(Part E : Monoclonal An
tibodies and General Immunoassay Methods))、 同書 Vol. 121(Immunochemical Techni
ques(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、本発明のウシＧＰＲ７／８抗体を用いることによって、本発明のウシ
ＧＰＲ７／８を感度良く定量することができる。
【０１１３】
さらには、本発明のウシＧＰＲ７／８抗体を用いて本発明のウシＧＰＲ７／８の濃度を定
量することによって、本発明のウシＧＰＲ７／８の濃度の減少が検出された場合、例えば
、拒食症、高血圧、自己免疫疾患、心不全、白内障、緑内障、急性バクテリア髄膜炎，急
性心筋梗塞，急性膵炎，急性ウイルス脳炎，成人呼吸促迫症候群，アルコール性肝炎，ア
ルツハイマー病，喘息，動脈硬化，アトピー性皮膚炎，バクテリア肺炎，膀胱がん，骨折
，乳がん，過食症，多食症，火傷治癒，子宮頸部がん，慢性リンパ性白血病，慢性骨髄性
白血病，慢性膵炎，肝硬変，大腸がん（結腸／直腸がん），クローン病，痴呆，糖尿病性
合併症，糖尿病性腎症，糖尿病性神経障害，糖尿病性網膜症，胃炎，ヘリコバクター・ピ
ロリ感染症，肝不全，Ａ型肝炎，Ｂ型肝炎，Ｃ型肝炎，肝炎，単純ヘルペスウイルス感染
症，水痘帯状疱疹ウイルス感染症，ホジキン病，エイズ感染症，ヒトパピローマウイルス
感染症，高カルシウム血症，高コレステロール血症，高グリセリド血症，高脂血症，感染
症，インフルエンザ感染症，インシュリン依存性糖尿病（Ｉ型），侵襲性ブドウ状球菌感
染症，悪性黒色腫，がん転移，多発性骨髄腫，アレルギー性鼻炎，腎炎，非ホジキン性リ
ンパ腫，インシュリン非依存性糖尿病（II型），非小細胞肺がん，臓器移植，骨関節炎，
骨軟化症，骨減少症，骨粗鬆症，卵巣がん，骨ペーチェット病，消化性潰瘍，末梢血管疾
患，前立腺がん，逆流性食道炎，腎不全，リウマチ関節炎，精神分裂症，敗血症，敗血症
ショック，重症全身性真菌感染症，小細胞肺がん，脊髄損傷，胃がん，全身性エリテマト
ーサス，一過性脳虚血発作，結核，心弁膜症，血管性／多発梗塞痴呆，創傷治癒，不眠症
，関節炎、下垂体ホルモン分泌不全〔例、プロラクチン分泌不全（例、卵巣機能低下症、
精嚢発育不全、更年期障害、甲状腺機能低下等）〕、瀕尿、尿毒症、または神経変成疾患
等（特に拒食症等）の疾病である、または将来罹患する可能性が高いと診断することがで
きる。
また、本発明のウシＧＰＲ７／８の濃度の増加が検出された場合には、例えば、肥満症［
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例、悪性肥満細胞症(malignant mastocytosis)、外因性肥満 (exogenous obesity)、過イ
ンシュリン性肥満症(hyperinsulinar obesity)、過血漿性肥満(hyperplasmic obesity)、
下垂体性肥満(hypophyseal adiposity)、減血漿性肥満症(hypoplasmic obesity)、甲状腺
機能低下肥満症(hypothyroid obesity)、視床下部性肥満(hypothalamic obesity)、症候
性肥満症(symptomatic obesity)、小児肥満 (infantile obesity)、上半身肥満(upper bo
dy obesity)、食事性肥満症 (alimentary obesity)、性機能低下性肥満(hypogonadal obe
sity)、全身性肥満細胞症(systemic mastocytosis)、単純性肥満(simple obesity)、中心
性肥満(central obesity)など］、摂食亢進症(hyperphagia)、下垂体腺腫瘍、間脳腫瘍、
月経異常、自己免疫疾患、プロラクチノーマ、不妊症、インポテンス、無月経症、乳汁漏
症、末端肥大症、キアリ・フロンメル症候群、アルゴンツ・デル・カスティロ症候群、フ
ォーベス・アルブライト症候群、リンパ腫、シーハン症候群、精子形成異常（特に肥満症
等）などの疾病である、または将来罹患する可能性が高いと診断することができる。
また、本発明のウシＧＰＲ７／８抗体は、体液や組織などの被検体中に存在する本発明の
ウシＧＰＲ７／８を検出するために使用することができる。また、本発明のウシＧＰＲ７
／８を精製するために使用する抗体カラムの作製、精製時の各分画中の本発明のウシＧＰ
Ｒ７／８の検出、被検細胞内における本発明のウシＧＰＲ７／８の挙動の分析などのため
に使用することができる。
【０１１４】
（４）遺伝子診断剤
本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡは、例えば、プローブとして使用することにより、ヒト
または温血動物（例えば、ラット、マウス、モルモット、ウサギ、トリ、ヒツジ、ブタ、
ウシ、ウマ、ネコ、イヌ、サル、など）における本発明のウシＧＰＲ７／８をコードする
ＤＮＡまたはｍＲＮＡの異常（遺伝子異常）を検出することができるので、例えば、該Ｄ
ＮＡまたはｍＲＮＡの損傷、突然変異あるいは発現低下や、該ＤＮＡまたはｍＲＮＡの増
加あるいは発現過多などの遺伝子診断剤として有用である。
本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ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 National Acad
emy 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ｍＲＮＡの発現低下が検出された場合は
、例えば、拒食症、高血圧、自己免疫疾患、心不全、白内障、緑内障、急性バクテリア髄
膜炎，急性心筋梗塞，急性膵炎，急性ウイルス脳炎，成人呼吸促迫症候群，アルコール性
肝炎，アルツハイマー病，喘息，動脈硬化，アトピー性皮膚炎，バクテリア肺炎，膀胱が
ん，骨折，乳がん，過食症，多食症，火傷治癒，子宮頸部がん，慢性リンパ性白血病，慢
性骨髄性白血病，慢性膵炎，肝硬変，大腸がん（結腸／直腸がん），クローン病，痴呆，
糖尿病性合併症，糖尿病性腎症，糖尿病性神経障害，糖尿病性網膜症，胃炎，ヘリコバク
ター・ピロリ感染症，肝不全，Ａ型肝炎，Ｂ型肝炎，Ｃ型肝炎，肝炎，単純ヘルペスウイ
ルス感染症，水痘帯状疱疹ウイルス感染症，ホジキン病，エイズ感染症，ヒトパピローマ
ウイルス感染症，高カルシウム血症，高コレステロール血症，高グリセリド血症，高脂血
症，感染症，インフルエンザ感染症，インシュリン依存性糖尿病（Ｉ型），侵襲性ブドウ
状球菌感染症，悪性黒色腫，がん転移，多発性骨髄腫，アレルギー性鼻炎，腎炎，非ホジ
キン性リンパ腫，インシュリン非依存性糖尿病（II型），非小細胞肺がん，臓器移植，骨
関節炎，骨軟化症，骨減少症，骨粗鬆症，卵巣がん，骨ペーチェット病，消化性潰瘍，末
梢血管疾患，前立腺がん，逆流性食道炎，腎不全，リウマチ関節炎，精神分裂症，敗血症
，敗血症ショック，重症全身性真菌感染症，小細胞肺がん，脊髄損傷，胃がん，全身性エ
リテマトーサス，一過性脳虚血発作，結核，心弁膜症，血管性／多発梗塞痴呆，創傷治癒
，不眠症，関節炎、下垂体ホルモン分泌不全〔例、プロラクチン分泌不全（例、卵巣機能
低下症、精嚢発育不全、更年期障害、甲状腺機能低下等）〕、瀕尿、尿毒症、または神経
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変成疾患等（特に拒食症等）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。
また、ノーザンハイブリダイゼーションによりｍＲＮＡの発現過多が検出された場合は、
例えば、肥満症［例、悪性肥満細胞症(malignant mastocytosis)、外因性肥満 (exogenou
s obesity)、過インシュリン性肥満症(hyperinsulinar obesity)、過血漿性肥満(hyperpl
asmic obesity)、下垂体性肥満(hypophyseal adiposity)、減血漿性肥満症(hypoplasmic 
obesity)、甲状腺機能低下肥満症(hypothyroid obesity)、視床下部性肥満(hypothalamic
 obesity)、症候性肥満症(symptomatic obesity)、小児肥満 (infantile obesity)、上半
身肥満(upper body obesity)、食事性肥満症 (alimentary obesity)、性機能低下性肥満(
hypogonadal obesity)、全身性肥満細胞症(systemic mastocytosis)、単純性肥満(simple
 obesity)、中心性肥満(central obesity)など］、摂食亢進症(hyperphagia) 、下垂体腺
腫瘍、間脳腫瘍、月経異常、自己免疫疾患、プロラクチノーマ、不妊症、インポテンス、
無月経症、乳汁漏症、末端肥大症、キアリ・フロンメル症候群、アルゴンツ・デル・カス
ティロ症候群、フォーベス・アルブライト症候群、リンパ腫、シーハン症候群、精子形成
異常（特に肥満症等）など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。
【０１１５】
（５）ウシＧＰＲ７／８アンチセンスＤＮＡを含有する医薬
本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡに相補的に結合し、該ＤＮＡの発現を抑制することがで
きるアンチセンスＤＮＡは、例えば、肥満症［例、悪性肥満細胞症(malignant mastocyto
sis)、外因性肥満 (exogenous obesity)、過インシュリン性肥満症(hyperinsulinar obes
ity)、過血漿性肥満(hyperplasmic obesity)、下垂体性肥満(hypophyseal adiposity)、
減血漿性肥満症(hypoplasmic obesity)、甲状腺機能低下肥満症(hypothyroid obesity)、
視床下部性肥満(hypothalamic obesity)、症候性肥満症(symptomatic obesity)、小児肥
満 (infantile obesity)、上半身肥満(upper body obesity)、食事性肥満症 (alimentary
 obesity)、性機能低下性肥満(hypogonadal obesity)、全身性肥満細胞症(systemic mast
ocytosis)、単純性肥満(simple obesity)、中心性肥満(central obesity)など］、摂食亢
進症(hyperphagia) 、下垂体腺腫瘍、間脳腫瘍、月経異常、自己免疫疾患、プロラクチノ
ーマ、不妊症、インポテンス、無月経症、乳汁漏症、末端肥大症、キアリ・フロンメル症
候群、アルゴンツ・デル・カスティロ症候群、フォーベス・アルブライト症候群、リンパ
腫、シーハン症候群、精子形成異常（特に肥満症等）などの予防・治療薬として使用する
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ウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ
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。
【０１１６】
（６）本発明のウシＧＰＲ７／８抗体を含有する医薬
本発明のウシＧＰＲ７／８の活性を中和する作用を有する本発明のウシＧＰＲ７／８抗体
は、例えば、肥満症［例、悪性肥満細胞症(malignant mastocytosis)、外因性肥満 (exog
enous obesity)、過インシュリン性肥満症(hyperinsulinar obesity)、過血漿性肥満(hyp
erplasmic obesity)、下垂体性肥満(hypophyseal adiposity)、減血漿性肥満症(hypoplas
mic obesity)、甲状腺機能低下肥満症(hypothyroid obesity)、視床下部性肥満(hypothal
amic obesity)、症候性肥満症(symptomatic obesity)、小児肥満 (infantile obesity)、
上半身肥満(upper body obesity)、食事性肥満症 (alimentary obesity)、性機能低下性
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肥満(hypogonadal obesity)、全身性肥満細胞症(systemic mastocytosis)、単純性肥満(s
imple obesity)、中心性肥満(central obesity)など］、摂食亢進症(hyperphagia) 、下
垂体腺腫瘍、間脳腫瘍、月経異常、自己免疫疾患、プロラクチノーマ、不妊症、インポテ
ンス、無月経症、乳汁漏症、末端肥大症、キアリ・フロンメル症候群、アルゴンツ・デル
・カスティロ症候群、フォーベス・アルブライト症候群、リンパ腫、シーハン症候群、精
子形成異常（特に肥満症等）などの予防・治療薬などの医薬として使用することができる
。
本発明のウシＧＰＲ７／８抗体を含有する上記疾患の治療・予防剤は、前記した本発明の
ペプチドに対する抗体を含有する医薬と同様に製造し、使用することができる。
【０１１７】
（７）ウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ転移動物
本発明は、外来性の本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ（以下、本発明の外来性ウシＧＰＲ
７／８ＤＮＡと略記する）またはその変異ＤＮＡ（本発明の外来性変異ウシＧＰＲ７／８
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）本発明の外来性ウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ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）本発明の外来性ウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ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。
本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ転移動物は、前記した本発明のＤＮＡ転移動物と同様に
作製することができる。
本発明の正常ウシＧＰＲ７／８ＤＮＡを有する非ヒト哺乳動物は、本発明の正常ウシＧＰ
Ｒ７／８ＤＮＡが高発現させられており、内在性の正常ウシＧＰＲ７／８ＤＮＡの機能を
促進することにより最終的に本発明のウシＧＰＲ７／８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、本発明の正常ウシＧＰＲ
７／８ＤＮＡ転移動物を用いて、本発明のウシＧＰＲ７／８の機能亢進症や、本発明のウ
シＧＰＲ７／８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ウシＧＰＲ７／８ＤＮＡを転移させた哺乳動物は、遊離した本
発明のウシＧＰＲ７／８の増加症状を有することから、本発明のウシＧＰＲ７／８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、本発明の異常ウシＧＰＲ７／８ＤＮＡを有する非ヒト哺乳動物は、本発明の異常ウ
シＧＰＲ７／８ＤＮＡが高発現させられており、内在性の正常ウシＧＰＲ７／８ＤＮＡの
機能を阻害することにより最終的に本発明のウシＧＰＲ７／８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
ウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ転移動物を用いて、本発明のウシＧＰＲ７／８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。
【０１１８】
また、具体的な利用可能性としては、本発明の異常ウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ高発現動物は
、本発明のウシＧＰＲ７／８の機能不活性型不応症における本発明の異常ウシＧＰＲ７／
８による正常ウシＧＰＲ７／８の機能阻害（dominant negative作用）を解明するモデル
となる。
また、本発明の外来異常ウシＧＰＲ７／８ＤＮＡを転移させた哺乳動物は、遊離した本発
明のウシＧＰＲ７／８の増加症状を有することから、本発明のウシＧＰＲ７／８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種類の本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ転移動物のその他の利用可能性とし
て、例えば、
▲１▼組織培養のための細胞源としての使用、
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▲２▼本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ転移動物の組織中のＤＮＡもしくはＲＮＡを直接
分析するか、またはＤＮＡにより発現されたペプチド組織を分析することによる、本発明
のウシＧＰＲ７／８により特異的に発現あるいは活性化するペプチドとの関連性について
の解析、
▲３▼ＤＮＡを有する組織の細胞を標準組織培養技術により培養し、これらを使用して、
一般に培養困難な組織からの細胞の機能の研究、
▲４▼上記▲３▼記載の細胞を用いることによる細胞の機能を高めるような薬剤のスクリ
ーニング、および
▲５▼本発明の変異ウシＧＰＲ７／８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、本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ転移動物を用いて、本発明のウシＧＰＲ７／８
の機能不活性型不応症などを含む、本発明のウシＧＰＲ７／８に関連する疾患の臨床症状
を調べることができ、また、本発明のウシＧＰＲ７／８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、本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ転移動物から各臓器を取り出し、細切後、トリプ
シンなどのタンパク質分解酵素により、遊離したＤＮＡ転移細胞の取得、その培養または
その培養細胞の系統化を行なうことが可能である。さらに、本発明のウシＧＰＲ７／８産
生細胞の特定化、アポトーシス、分化あるいは増殖との関連性、またはそれらにおけるシ
グナル伝達機構を調べ、それらの異常を調べることなどができ、本発明のウシＧＰＲ７／
８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、本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ転移動物を用いて、本発明のウシＧＰＲ７／８
の機能不活性型不応症を含む、本発明のウシＧＰＲ７／８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、本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ
転移動物または本発明の外来性ウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ発現ベクターを用いて、本発明の
ウシＧＰＲ７／８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。
【０１１９】
（８）ウシＧＰＲ７／８ノックアウト動物
本発明は、本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡが不活性化された非ヒト哺乳動物胚幹細胞お
よび本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ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）本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ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）本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ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ウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ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。
本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ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
のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡが不活性化された該ＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物は、前記し
た本発明の非ヒト哺乳動物胚幹細胞および本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物と同様
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に作製することができる。
本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡが不活性化された非ヒト哺乳動物胚幹細胞は、本発明の
ウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ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、本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物は、本発明のウシＧＰＲ
７／８により誘導され得る種々の生物活性を欠失するため、本発明のウシＧＰＲ７／８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。
【０１２０】
（８ａ）本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡの欠損や損傷などに起因する疾病に対して治療
・予防効果を有する化合物のスクリーニング方法
本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物は、本発明のウシＧＰＲ７／８
ＤＮＡの欠損や損傷などに起因する疾病に対して治療・予防効果を有する化合物のスクリ
ーニングに用いることができる。
すなわち、本発明は、本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物に試験化
合物を投与し、該動物の変化を観察・測定することを特徴とする、本発明のウシＧＰＲ７
／８ＤＮＡ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ウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ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、タンパク、非ペプチド性化合物、合成化合物、
発酵生産物、細胞抽出液、植物抽出液、動物組織抽出液、血漿などがあげられ、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。
具体的には、本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物を、試験化合物で
処理し、無処理の対照動物と比較し、該動物の各器官、組織、疾病の症状などの変化を指
標として試験化合物の治療・予防効果を試験することができる。
試験動物を試験化合物で処理する方法としては、例えば、経口投与、静脈注射などが用い
られ、試験動物の症状、試験化合物の性質などにあわせて適宜選択することができる。ま
た、試験化合物の投与量は、投与方法、試験化合物の性質などにあわせて適宜選択するこ
とができる。
【０１２１】
例えば、拒食症、高血圧、自己免疫疾患、心不全、白内障、緑内障、急性バクテリア髄膜
炎，急性心筋梗塞，急性膵炎，急性ウイルス脳炎，成人呼吸促迫症候群，アルコール性肝
炎，アルツハイマー病，喘息，動脈硬化，アトピー性皮膚炎，バクテリア肺炎，膀胱がん
，骨折，乳がん，過食症，多食症，火傷治癒，子宮頸部がん，慢性リンパ性白血病，慢性
骨髄性白血病，慢性膵炎，肝硬変，大腸がん（結腸／直腸がん），クローン病，痴呆，糖
尿病性合併症，糖尿病性腎症，糖尿病性神経障害，糖尿病性網膜症，胃炎，ヘリコバクタ
ー・ピロリ感染症，肝不全，Ａ型肝炎，Ｂ型肝炎，Ｃ型肝炎，肝炎，単純ヘルペスウイル
ス感染症，水痘帯状疱疹ウイルス感染症，ホジキン病，エイズ感染症，ヒトパピローマウ
イルス感染症，高カルシウム血症，高コレステロール血症，高グリセリド血症，高脂血症
，感染症，インフルエンザ感染症，インシュリン依存性糖尿病（Ｉ型），侵襲性ブドウ状
球菌感染症，悪性黒色腫，がん転移，多発性骨髄腫，アレルギー性鼻炎，腎炎，非ホジキ
ン性リンパ腫，インシュリン非依存性糖尿病（II型），非小細胞肺がん，臓器移植，骨関
節炎，骨軟化症，骨減少症，骨粗鬆症，卵巣がん，骨ペーチェット病，消化性潰瘍，末梢
血管疾患，前立腺がん，逆流性食道炎，腎不全，リウマチ関節炎，精神分裂症，敗血症，
敗血症ショック，重症全身性真菌感染症，小細胞肺がん，脊髄損傷，胃がん，全身性エリ
テマトーサス，一過性脳虚血発作，結核，心弁膜症，血管性／多発梗塞痴呆，創傷治癒，
不眠症，関節炎、下垂体ホルモン分泌不全〔例、プロラクチン分泌不全（例、卵巣機能低
下症、精嚢発育不全、更年期障害、甲状腺機能低下等）〕、瀕尿、尿毒症、または神経変
成疾患等（特に拒食症等）に対して治療・予防効果を有する化合物をスクリーニングする
場合、本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物に糖負荷処置を行ない、
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糖負荷処置前または処置後に試験化合物を投与し、該動物の摂食量、血糖値および体重変
化などを経時的に測定する。
【０１２２】
該スクリーニング方法において、試験動物に試験化合物を投与した場合、該試験動物の摂
食量等が約１０％以上、好ましくは約３０％以上、より好ましくは約５０％以上上昇した
場合、該試験化合物を上記の疾患に対して治療・予防効果を有する化合物として選択する
ことができる。
該スクリーニング方法を用いて得られる化合物は、上記した試験化合物から選ばれた化合
物であり、本発明のウシＧＰＲ７／８の欠損や損傷などによって引き起こされる疾患に対
して治療・予防効果を有するので、該疾患に対する安全で低毒性な治療・予防剤などの医
薬として使用することができる。さらに、上記スクリーニングで得られた化合物から誘導
される化合物も同様に用いることができる。
該スクリーニング方法で得られた化合物は塩を形成していてもよく、該化合物の塩として
は、生理学的に許容される酸（例、無機酸、有機酸など）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、前記した本発明
のペプチド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、該化合物を経口投与する場合、一般的に成人（体重６０ｋｇとして）の拒
食症患者においては、一日につき該化合物を約０.１～１００ｍｇ、好ましくは約１．０
～５０ｍｇ、より好ましくは約１．０～２０ｍｇ投与する。非経口的に投与する場合は、
該化合物の１回投与量は投与対象、対象疾患などによっても異なるが、例えば、該化合物
を注射剤の形で通常成人（６０ｋｇとして）の拒食症患者に投与する場合、一日につき該
化合物を約０．０１～３０ｍｇ程度、好ましくは約０．１～２０ｍｇ程度、より好ましく
は約０．１～１０ｍｇ程度を静脈注射により投与するのが好都合である。他の動物の場合
も、６０ｋｇ当たりに換算した量を投与することができる。
【０１２３】
（８ｂ）本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡに対するプロモーターの活性を促進または阻害
する化合物をスクリーニング方法
本発明は、本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ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ウシＧＰＲ７／８Ｄ
ＮＡに対するプロモーターの活性を促進または阻害する化合物またはその塩のスクリーニ
ング方法を提供する。
上記スクリーニング方法において、本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳
動物としては、前記した本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物の中で
も、本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ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ウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ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。
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。
本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡをレポーター遺伝子で置換された本発明のウシＧＰＲ７
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／８ＤＮＡ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ウシＧＰＲ７／８
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、本発明のウシＧＰＲ７／８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、本発明のウシＧＰＲ７／
８の発現する組織で、本発明のペプチドの代わりに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
、簡便に本発明のウシＧＰＲ７／８の動物生体内における発現状態を観察することができ
る。具体的には、本発明のウシＧＰＲ７／８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１ｍ
Ｍ 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
ら選ばれた化合物であり、本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡに対するプロモーター活性を
促進または阻害する化合物である。
該スクリーニング方法で得られた化合物は塩を形成していてもよく、該化合物の塩として
は、生理学的に許容される酸（例、無機酸など）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。
【０１２４】
本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡに対するプロモーター活性を促進する化合物またはその
塩は、本発明のウシＧＰＲ７／８の発現を促進し、該ウシＧＰＲ７／８の機能を促進する
ことができるので、例えば、拒食症、高血圧、自己免疫疾患、心不全、白内障、緑内障、
急性バクテリア髄膜炎，急性心筋梗塞，急性膵炎，急性ウイルス脳炎，成人呼吸促迫症候
群，アルコール性肝炎，アルツハイマー病，喘息，動脈硬化，アトピー性皮膚炎，バクテ
リア肺炎，膀胱がん，骨折，乳がん，過食症，多食症，火傷治癒，子宮頸部がん，慢性リ
ンパ性白血病，慢性骨髄性白血病，慢性膵炎，肝硬変，大腸がん（結腸／直腸がん），ク
ローン病，痴呆，糖尿病性合併症，糖尿病性腎症，糖尿病性神経障害，糖尿病性網膜症，
胃炎，ヘリコバクター・ピロリ感染症，肝不全，Ａ型肝炎，Ｂ型肝炎，Ｃ型肝炎，肝炎，
単純ヘルペスウイルス感染症，水痘帯状疱疹ウイルス感染症，ホジキン病，エイズ感染症
，ヒトパピローマウイルス感染症，高カルシウム血症，高コレステロール血症，高グリセ
リド血症，高脂血症，感染症，インフルエンザ感染症，インシュリン依存性糖尿病（Ｉ型
），侵襲性ブドウ状球菌感染症，悪性黒色腫，がん転移，多発性骨髄腫，アレルギー性鼻
炎，腎炎，非ホジキン性リンパ腫，インシュリン非依存性糖尿病（II型），非小細胞肺が
ん，臓器移植，骨関節炎，骨軟化症，骨減少症，骨粗鬆症，卵巣がん，骨ペーチェット病
，消化性潰瘍，末梢血管疾患，前立腺がん，逆流性食道炎，腎不全，リウマチ関節炎，精
神分裂症，敗血症，敗血症ショック，重症全身性真菌感染症，小細胞肺がん，脊髄損傷，
胃がん，全身性エリテマトーサス，一過性脳虚血発作，結核，心弁膜症，血管性／多発梗
塞痴呆，創傷治癒，不眠症，関節炎、下垂体ホルモン分泌不全〔例、プロラクチン分泌不
全（例、卵巣機能低下症、精嚢発育不全、更年期障害、甲状腺機能低下等）〕、瀕尿、尿
毒症、または神経変成疾患等（特に拒食症等）の疾病に対する安全で低毒性な治療・予防
剤（特に、食欲（摂食）増進剤）などの医薬として有用である。
また、本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡに対するプロモーター活性を阻害する化合物また
はその塩は、本発明のウシＧＰＲ７／８の発現を阻害し、該ウシＧＰＲ７／８の機能を阻
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害することができるので、例えば、肥満症［例、悪性肥満細胞症(malignant mastocytosi
s)、外因性肥満 (exogenous obesity)、過インシュリン性肥満症(hyperinsulinar obesit
y)、過血漿性肥満(hyperplasmic obesity)、下垂体性肥満(hypophyseal adiposity)、減
血漿性肥満症(hypoplasmic obesity)、甲状腺機能低下肥満症(hypothyroid obesity)、視
床下部性肥満(hypothalamic obesity)、症候性肥満症(symptomatic obesity)、小児肥満 
(infantile obesity)、上半身肥満(upper body obesity)、食事性肥満症 (alimentary ob
esity)、性機能低下性肥満(hypogonadal obesity)、全身性肥満細胞症(systemic mastocy
tosis)、単純性肥満(simple obesity)、中心性肥満(central obesity)など］、摂食亢進
症(hyperphagia)、下垂体腺腫瘍、間脳腫瘍、月経異常、自己免疫疾患、プロラクチノー
マ、不妊症、インポテンス、無月経症、乳汁漏症、末端肥大症、キアリ・フロンメル症候
群、アルゴンツ・デル・カスティロ症候群、フォーベス・アルブライト症候群、リンパ腫
、シーハン症候群、精子形成異常などの予防・治療剤（プロラクチン産生抑制剤）などの
予防・治療剤、好ましくは肥満症、摂食亢進症などの予防・治療剤などの医薬として有用
である。
さらに、上記スクリーニングで得られた化合物から誘導される化合物も同様に用いること
ができる。
【０１２５】
該スクリーニング方法で得られた化合物またはその塩を含有する医薬は、前記した本発明
のペプチド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、本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡに対するプロモーター活性を促進する化
合物を経口投与する場合、一般的に成人（体重６０ｋｇとして）の拒食症患者においては
、一日につき該化合物を約０.１～１００ｍｇ、好ましくは約１．０～５０ｍｇ、より好
ましくは約１．０～２０ｍｇ投与する。非経口的に投与する場合は、該化合物の１回投与
量は投与対象、対象疾患などによっても異なるが、例えば、本発明のウシＧＰＲ７／８Ｄ
ＮＡに対するプロモーター活性を促進する化合物を注射剤の形で通常成人（６０ｋｇとし
て）の拒食症患者に投与する場合、一日につき該化合物を約０．０１～３０ｍｇ程度、好
ましくは約０．１～２０ｍｇ程度、より好ましくは約０．１～１０ｍｇ程度を静脈注射に
より投与するのが好都合である。他の動物の場合も、６０ｋｇ当たりに換算した量を投与
することができる。
一方、例えば、本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡに対するプロモーター活性を阻害する化
合物を経口投与する場合、一般的に成人（体重６０ｋｇとして）の肥満症患者においては
、一日につき該化合物を約０.１～１００ｍｇ、好ましくは約１．０～５０ｍｇ、より好
ましくは約１．０～２０ｍｇ投与する。非経口的に投与する場合は、該化合物の１回投与
量は投与対象、対象疾患などによっても異なるが、例えば、本発明のウシＧＰＲ７／８Ｄ
ＮＡに対するプロモーター活性を阻害する化合物を注射剤の形で通常成人（６０ｋｇとし
て）の肥満症患者に投与する場合、一日につき該化合物を約０．０１～３０ｍｇ程度、好
ましくは約０．１～２０ｍｇ程度、より好ましくは約０．１～１０ｍｇ程度を静脈注射に
より投与するのが好都合である。他の動物の場合も、６０ｋｇ当たりに換算した量を投与
することができる。
このように、本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物は、本発明のウシ
ＧＰＲ７／８ＤＮＡ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、本発明のウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ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、本発明のウシＧＰＲ７／８のプロモーター領域を含有するウシＧＰＲ７／８ＤＮＡ
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
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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
そのペプチドを合成させ、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、本発明のウシＧＰＲ７／８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。
【０１２６】
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
Ｉ　　　　　　：イノシン
Ｒ　　　　　　：アデニン（Ａ）またはグアニン（Ｇ）
Ｙ　　　　　　：チミン（Ｔ）またはシトシン（Ｃ）
Ｍ　　　　　　：アデニン（Ａ）またはシトシン（Ｃ）
Ｋ　　　　　　：グアニン（Ｇ）またはチミン（Ｔ）
Ｓ　　　　　　：グアニン（Ｇ）またはシトシン（Ｃ）
Ｗ　　　　　　：アデニン（Ａ）またはチミン（Ｔ）
Ｂ　　　　　　：グアニン（Ｇ）、グアニン（Ｇ）またはチミン（Ｔ）
Ｄ　　　　　　：アデニン（Ａ）、グアニン（Ｇ）またはチミン（Ｔ）
Ｖ　　　　　　：アデニン（Ａ）、グアニン（Ｇ）またはシトシン（Ｃ）
Ｎ　　　　　　：アデニン（Ａ）、グアニン（Ｇ）、シトシン（Ｃ）もしくはチミン（Ｔ
）または不明もしくは他の塩基
ＲＮＡ　　　　　：リボ核酸
ｍＲＮＡ　　　　：メッセンジャーリボ核酸
ｄＡＴＰ　　　　：デオキシアデノシン三リン酸
ｄＴＴＰ　　　　：デオキシチミジン三リン酸
ｄＧＴＰ　　　　：デオキシグアノシン三リン酸
ｄＣＴＰ　　　　：デオキシシチジン三リン酸
ＡＴＰ　　　　　：アデノシン三リン酸
ＥＤＴＡ　　　　：エチレンジアミン四酢酸
ＳＤＳ　　　　　：ドデシル硫酸ナトリウム
ＢＨＡ　　　　　：ベンズヒドリルアミン
ｐＭＢＨＡ　　　：ｐ－メチルベンズヒドリルアミン
Ｔｏｓ　　　　　：ｐ－トルエンスルフォニル
Ｂｚｌ　　　　　：ベンジル
Ｂｏｍ　　　　　：ベンジルオキシメチル
Ｂｏｃ　　　　　：ｔ－ブチルオキシカルボニル
ＤＣＭ　　　　　：ジクロロメタン
ＨＯＢｔ　　　　：１－ヒドロキシベンズトリアゾール
ＤＣＣ　　　　　：Ｎ,Ｎ’－ジシクロヘキシルカルボジイミド
ＴＦＡ　　　　　：トリフルオロ酢酸
ＤＩＥＡ　　　　：ジイソプロピルエチルアミン
【０１２７】
Ｇｌｙ又はＧ　　：グリシン
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Ａｌａ又はＡ　　：アラニン
Ｖａｌ又はＶ　　：バリン
Ｌｅｕ又はＬ　　：ロイシン
Ｉｌｅ又はＩ　　：イソロイシン
Ｓｅｒ又はＳ　　：セリン
Ｔｈｒ又はＴ　　：スレオニン
Ｃｙｓ又はＣ　　：システイン
Ｍｅｔ又はＭ　　：メチオニン
Ｇｌｕ又はＥ　　：グルタミン酸
Ａｓｐ又はＤ　　：アスパラギン酸
Ｌｙｓ又はＫ　　：リジン
Ａｒｇ又はＲ　　：アルギニン
Ｈｉｓ又はＨ　　：ヒスチジン
Ｐｈｅ又はＦ　　：フェニルアラニン
Ｔｙｒ又はＹ　　：チロシン
Ｔｒｐ又はＷ　　：トリプトファン
Ｐｒｏ又はＰ　　：プロリン
Ａｓｎ又はＮ　　：アスパラギン
Ｇｌｎ又はＱ　　：グルタミン
ｐＧｌｕ　　　　：ピログルタミン酸
Ｔｙｒ（Ｉ）　　：３－ヨードチロシン
ＤＭＦ　　　　　：Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミド
Ｆｍｏｃ　　　　：Ｎ－９－フルオレニルメトキシカルボニル
Ｔｒｔ　　　　　：トリチル
Ｐｂｆ　　　　　：2,2,4,6,7-ペンタメチルジヒドロベンゾフラン-5-スルホニル
Ｃｌｔ　　　　　：２－クロロトリチル
Ｂｕｔ　　　　　 ：ｔ－ブチル
Ｍｅｔ（Ｏ）　　：メチオニンスルフォキシド
【０１２８】
本願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〕
ヒト型ＧＰＲ７リガンドＡのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：２〕
マウス型ＧＰＲ７リガンドＡのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：３〕
ラット型ＧＰＲ７リガンドＡのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：４〕
ヒト型ＧＰＲ７リガンドＢのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：５〕
マウス型ＧＰＲ７リガンドＢのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：６〕
ラット型ＧＰＲ７リガンドＢのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：７〕
ヒト型ＧＰＲ７リガンドＣのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：８〕
ヒト型ＧＰＲ７リガンドＤのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：９〕
マウス型ＧＰＲ７リガンドＣのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：１０〕
マウス型ＧＰＲ７リガンドＤのアミノ酸配列を示す。
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〔配列番号：１１〕
ラット型ＧＰＲ７リガンドＣのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：１２〕
ラット型ＧＰＲ７リガンドＤのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：１３〕
ヒト型ＧＰＲ７リガンドＥのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：１４〕
マウス型ＧＰＲ７リガンドＥのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：１５〕
ラット型ＧＰＲ７リガンドＥのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：１６〕
ヒト型ＧＰＲ７リガンドＦのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：１７〕
マウス型ＧＰＲ７リガンドＦのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：１８〕
ラット型ＧＰＲ７リガンドＦのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：１９〕
分泌シグナルを含まないヒト型ＧＰＲ７リガンド前駆体Ｇのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：２０〕
分泌シグナルを含まないマウス型ＧＰＲ７リガンド前駆体Ｇのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：２１〕
分泌シグナルを含まないラット型ＧＰＲ７リガンド前駆体Ｇのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：２２〕
分泌シグナルを含むヒト型ＧＰＲ７リガンド前駆体Ｈのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：２３〕
分泌シグナルを含むマウス型ＧＰＲ７リガンド前駆体Ｈのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：２４〕
分泌シグナルを含むラット型ＧＰＲ７リガンド前駆体Ｈのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：２５〕
ヒト型ＧＰＲ７リガンドＡをコードするＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：２６〕
マウス型ＧＰＲ７リガンドＡをコードするＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：２７〕
ラット型ＧＰＲ７リガンドＡをコードするＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：２８〕
ヒト型ＧＰＲ７リガンドＢをコードするＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：２９〕
マウス型ＧＰＲ７リガンドＢをコードするＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：３０〕
ラット型ＧＰＲ７リガンドＢをコードするＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：３１〕
ヒト型ＧＰＲ７リガンドＣをコードするＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：３２〕
ヒト型ＧＰＲ７リガンドＤをコードするＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：３３〕
マウス型ＧＰＲ７リガンドＣをコードするＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：３４〕
マウス型ＧＰＲ７リガンドＤをコードするＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：３５〕
ラット型ＧＰＲ７リガンドＣをコードするＤＮＡの塩基配列を示す。
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〔配列番号：３６〕
ラット型ＧＰＲ７リガンドＤをコードするＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：３７〕
ヒト型ＧＰＲ７リガンドＥをコードするＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：３８〕
マウス型ＧＰＲ７リガンドＥをコードするＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：３９〕
ラット型ＧＰＲ７リガンドＥをコードするＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：４０〕
ヒト型ＧＰＲ７リガンドＦをコードするＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：４１〕
マウス型ＧＰＲ７リガンドＦをコードするＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：４２〕
ラット型ＧＰＲ７リガンドＦをコードするＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：４３〕
分泌シグナルを含まないヒト型ＧＰＲ７リガンド前駆体ＧをコードするＤＮＡの塩基配列
を示す。
〔配列番号：４４〕
分泌シグナルを含まないマウス型ＧＰＲ７リガンド前駆体ＧをコードするＤＮＡの塩基配
列を示す。
〔配列番号：４５〕
分泌シグナルを含まないラット型ＧＰＲ７リガンド前駆体ＧをコードするＤＮＡの塩基配
列を示す。
〔配列番号：４６〕
分泌シグナルを含むヒト型ＧＰＲ７リガンド前駆体ＨをコードするＤＮＡの塩基配列を示
す。
〔配列番号：４７〕
分泌シグナルを含むマウス型ＧＰＲ７リガンド前駆体ＨをコードするＤＮＡの塩基配列を
示す。
〔配列番号：４８〕
分泌シグナルを含むラット型ＧＰＲ７リガンド前駆体ＨをコードするＤＮＡの塩基配列を
示す。
〔配列番号：４９〕
ヒトＧＰＲ７のアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：５０〕
ヒトＧＰＲ７をコードするＤＮＡを含有するＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：５１〕
実施例１でヒト型ＧＰＲ７リガンド前駆体ＨをコードするｃＤＮＡのスクリーニングに使
用した合成ＤＮＡを示す。
〔配列番号：５２〕
実施例１でヒト型ＧＰＲ７リガンド前駆体ＨをコードするｃＤＮＡのスクリーニングに使
用した合成ＤＮＡを示す。
〔配列番号：５３〕
実施例２でマウス型ＧＰＲ７リガンド前駆体ＨをコードするｃＤＮＡのスクリーニングに
使用した合成ＤＮＡを示す。
〔配列番号：５４〕
実施例２でマウス型ＧＰＲ７リガンド前駆体ＨをコードするｃＤＮＡのスクリーニングに
使用した合成ＤＮＡを示す。
〔配列番号：５５〕
実施例３でラット型ＧＰＲ７リガンド前駆体ＨをコードするｃＤＮＡのスクリーニングに
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使用した合成ＤＮＡを示す。
〔配列番号：５６〕
実施例３でラット型ＧＰＲ７リガンド前駆体ＨをコードするｃＤＮＡのスクリーニングに
使用した合成ＤＮＡを示す。
〔配列番号：５７〕
参考例１で用いたプライマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：５８〕
参考例１で用いたプライマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：５９〕
ラットＴＧＲ２６のアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：６０〕
ラットＴＧＲ２６をコードするＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：６１〕
参考例３におけるＰＣＲ反応で使用したプライマー１の塩基配列を示す。
〔配列番号：６２〕
参考例３におけるＰＣＲ反応で使用したプライマー２の塩基配列を示す。
〔配列番号：６３〕
実施例９で用いたプライマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：６４〕
実施例９で用いたプライマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：６５〕
実施例９で用いたプライマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：６６〕
ウシ型ＧＰＲ７リガンドＡのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：６７〕
ウシ型ＧＰＲ７リガンドＢのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：６８〕
ウシ型ＧＰＲ７リガンドＣのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：６９〕
ウシ型ＧＰＲ７リガンドＤのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：７０〕
ウシ型ＧＰＲ７リガンドＥのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：７１〕
ウシ型ＧＰＲ７リガンドＦのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：７２〕
分泌シグナルを含まないウシ型ＧＰＲ７リガンド前駆体Ｇのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：７３〕
分泌シグナルを含むウシ型ＧＰＲ７リガンド前駆体Ｈのアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：７４〕
ウシ型ＧＰＲ７リガンドＡをコードするＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：７５〕
ウシ型ＧＰＲ７リガンドＢをコードするＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：７６〕
ウシ型ＧＰＲ７リガンドＣをコードするＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：７７〕
ウシ型ＧＰＲ７リガンドＤをコードするＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：７８〕
ウシ型ＧＰＲ７リガンドＥをコードするＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：７９〕
ウシ型ＧＰＲ７リガンドＦをコードするＤＮＡの塩基配列を示す。
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〔配列番号：８０〕
分泌シグナルを含まないウシ型ＧＰＲ７リガンド前駆体ＧをコードするＤＮＡの塩基配列
を示す。
〔配列番号：８１〕
分泌シグナルを含むウシ型ＧＰＲ７リガンド前駆体ＨをコードするＤＮＡの塩基配列を示
す。
〔配列番号：８２〕
実施例１２で用いたプライマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：８３〕
実施例１２で用いたプライマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：８４〕
ヒトＧＰＲ８のアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：８５〕
ヒトＧＰＲ８をコードするＤＮＡを含有するＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：８６〕
ウシＧＰＲ７のアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：８７〕
ウシＧＰＲ７をコードするＤＮＡを含有するＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：８８〕
ウシＧＰＲ８のアミノ酸配列を示す。
〔配列番号：８９〕
ウシＧＰＲ８をコードするＤＮＡを含有するＤＮＡの塩基配列を示す。
〔配列番号：９０〕
実施例１６で用いたプライマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：９１〕
実施例１６で用いたプライマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：９２〕
実施例１６で用いたプライマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：９３〕
実施例１７で用いたプライマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：９４〕
実施例１７で用いたプライマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：９５〕
実施例１７で用いたプライマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：９６〕
実施例１８で用いたプライマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：９７〕
実施例１８で用いたプライマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：９８〕
実施例１９で用いたプライマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：９９〕
実施例１９で用いたプライマーの塩基配列を示す。
〔配列番号：１００〕
ヒトＧＰＲ８リガンド（１－２３）のアミノ酸配列を示す。
【０１２９】
後述の実施例１で得られた形質転換体Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＪＭ１０９／ｐ
ＴＡｈＧＰＲ７－１は、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＪＭ１０９／ｐＴＡｈＧＰＲ
７Ｌ－１として２００１年６月２７日から茨城県つくば市東１丁目１番地１ 中央第６（
郵便番号３０５－８５６６）の独立行政法人産業技術総合研究所 特許生物寄託センター
に寄託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－７６４０として、２００１年６月１９日から大阪府大阪市淀
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川区十三本町２－１７－８５（郵便番号５３２－８６８６）の財団法人・発酵研究所（Ｉ
ＦＯ）に寄託番号ＩＦＯ１６６４４として寄託されている。
後述の実施例２で得られた形質転換体Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＪＭ１０９／ｐ
ＴＡｍＧＰＲ７－１は、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＪＭ１０９／ｐＴＡｍＧＰＲ
７Ｌ－１として２００１年６月２７日から独立行政法人産業技術総合研究所 特許生物寄
託センターに寄託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－７６４１として、２００１年６月１９日から財団
法人・発酵研究所（ＩＦＯ）に寄託番号ＩＦＯ　１６６５６として寄託されている。
後述の実施例３で得られた形質転換体Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＪＭ１０９／ｐ
ＴＡｒＧＰＲ７－１は、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＪＭ１０９／ｐＴＡｒＧＰＲ
７Ｌ－１として２００１年６月２７日から独立行政法人産業技術総合研究所 特許生物寄
託センターに寄託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－７６４２として、２００１年６月１９日から財団
法人・発酵研究所（ＩＦＯ）に寄託番号ＩＦＯ　１６６５７として寄託されている。
後述の実施例１２で得られた形質転換体Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＪＭ１０９／
ｐＴＡｂＧＰＲ７Ｌ－１は、２００１年１２月１７日から独立行政法人産業技術総合研究
所 特許生物寄託センターに寄託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－７８２９として、２００１年１２
月６日から財団法人・発酵研究所（ＩＦＯ）に寄託番号ＩＦＯ　１６７３６として寄託さ
れている。
後述の実施例１８で得られた形質転換体Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＪＭ１０９／
ｐＴＡｂＧＰＲ７は、２００２年５月２４日から独立行政法人産業技術総合研究所 特許
生物寄託センターに寄託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－８０５０として寄託されている。
後述の実施例１９で得られた形質転換体Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＪＭ１０９／
ｐＴＡｂＧＰＲ８は、２００２年５月２４日から独立行政法人産業技術総合研究所 特許
生物寄託センターに寄託番号ＦＥＲＭ　ＢＰ－８０５１として寄託されている。
後述の参考例３で得られた形質転換体　大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ）Ｄ
Ｈ１０Ｂ／ｐＡＫ－ｒＧＰＲ７は、２０００年１０月３１日から大阪府大阪市淀川区十三
本町２－１７－８５、財団法人・発酵研究所（ＩＦＯ）に受託番号ＩＦＯ １６４９６と
して、２０００年１１月１３日から日本国茨城県つくば市東１－１－３、通商産業省工業
技術院生命工学工業技術研究所（ＮＩＢＨ）に受託番号 ＦＥＲＭ　ＢＰ－７３６５とし
てそれぞれ寄託されている。
【０１３０】
【実施例】
以下に参考例および実施例を示して、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。
参考例１　ヒト染色体DNAを用いたPCR法によるヒトGPR7 DNAの増幅
ヒト染色体DNAを鋳型として、２種の合成プライマー（配列番号：５７および配列番号：
５８）を用いたPCR法によるDNA増幅を行なった。合成プライマーは受容体蛋白に翻訳され
る領域の遺伝子が増幅されるように構築したが、その際に遺伝子の5’側に制限酵素Cla I
の認識する塩基配列が付加され、3’側に制限酵素Spe Iの認識する塩基配列が付加される
ように、5’側および3’側にそれぞれの制限酵素の認識配列を付加した。反応液の組成は
、ヒト染色体DNA（タカラ）0.5μg、合成DNAプライマー各1μM、0.8 mM dNTPs、1 mM MgC
l2、KODポリメラーゼ（トーヨーボー）1μlおよび酵素に付属のバッファーで、総反応量
は50μlとした。増幅のためのサイクルはサーマルサイクラー（タカラ）を用い、94℃・6
0秒の加熱の後、98℃・15秒、65℃・2秒、74℃・30秒のサイクルを35回繰り返した。増幅
産物の確認は、0.8%アガロースゲル電気泳動の後、エチジウムブロマイド染色によって行
なった。
【０１３１】
参考例２　PCR産物のプラスミドベクターへのサブクローニングおよび挿入DNA部分の塩基
配列の解読による増幅DNA配列の確認
参考例１で行なったPCR反応液を0.8%の低融点アガロースゲル電気泳動により分離し、バ
ンドの部分をかみそりで切り出した後、細片化、フェノール抽出、フェノール・クロロホ
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ルム抽出、エタノール沈殿の操作を行なってDNAを回収した。pCR-ScriptTM Amp SK(+)ク
ローニングキット（ストラタジーン）の処方に従い、回収したDNAをプラスミドベクターp
CR-Script Amp SK(+)へサブクローニングした。これをエシェリヒア　コリ(Escherichia 
coli) DH5αcompetent cell（トーヨーボー）に導入して形質転換した後、DNA挿入断片を
持つクローンをアンピシリン、IPTGおよびX-galを含むLB寒天培地で選択し、白色を呈す
るクローンのみを滅菌したつま楊枝を用いて分離し、形質転換体E. coli DH5α/GPR7を得
た。個々のクローンをアンピシリンを含むLB培地で一晩培養し、QIAwell 8 Plasmid Kit 
（キアゲン）を用いてプラスミドDNAを調整した。調整したDNAの一部に対して制限酵素Cl
a IおよびSpe Iによる切断を行ない、挿入されている受容体DNA断片の大きさを確認した
。塩基配列の決定のための反応はDyeDeoxyTerminator Cycle Sequence Kit (Applied Bio
systems社)を用いて行ない、蛍光式自動シーケンサーを用いて解読した（配列番号：５０
）。配列番号：５０で表わされる塩基配列を有するDNAを保持するpCR-Script Amp SK(+)
プラスミドを、pCR-ScriptヒトGPR7と命名した。配列番号：５０で表わされる塩基配列を
有するＤＮＡがコードするヒトGPR7のアミノ酸配列を配列番号：４９に示した。ここで配
列を決定したヒトGPR7のDNA配列はO’Dowdらの報告（O’Dowd, B. F. et al.、Genomics
、28巻、84-91頁、1995年）にあるDNA配列とは２塩基が異なっていた。これらは配列番号
：５０の893番目および894番目に当たり、O’Dowdらの報告ではそれぞれCおよびGである
が、本参考例ではGおよびCであった。これにより、翻訳されるアミノ酸配列において配列
番号：４９の296番目のアミノ酸が、O’Dowdらの報告のThrが本実施例ではSerとなる。
【０１３２】
参考例３　ラット全脳由来Ｇ蛋白質共役型レセプター蛋白質をコードするｃＤＮＡのクロ
ーニングと塩基配列の決定
ラット全脳ｃＤＮＡ（ＣＬＯＮＴＥＣＨ社）を鋳型とし、ヒトＧＰＲ８をコードするＤＮ
Ａの塩基配列を元に設計した２個のプライマー、プライマー１（配列番号：６１）および
プライマー２（配列番号：６２）を用いてＰＣＲ反応を行った。該反応における反応液の
組成は、上記ｃＤＮＡを１０分の１量鋳型として使用し、 Ａｄｖａｎｔａｇｅ－２ ｃＤ
ＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ｍｉｘ（ＣＬＯＮＴＥＣＨ社）１／５０量、プライマー３ 
０．２μＭ、プライマー２ ０．２μＭ 、ｄＮＴＰｓ ２００μＭ、および酵素に添付の
バッファーを加え、２５μｌの液量とした。ＰＣＲ反応は、▲１▼９４℃・２分の後、▲
２▼９４℃・２０秒、７２℃・２分のサイクルを3回、▲３▼９４℃・２０秒、６６℃・
２０秒、６８℃・２分のサイクルを３回、▲４▼９４℃・２０秒、６０℃・２０秒、６８
℃・２分のサイクルを３６回繰り返し、最後に６８℃・７分の伸長反応を行った。該ＰＣ
Ｒ反応後の反応産物を、ＴＡクローニングキット（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）の処方に従
い、プラスミドベクターｐＣＲ２．１－ＴＯＰＯ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）へサブクロ
ーニングした。これを大腸菌ＤＨ５αに導入し、アンピシリンを含むＬＢ寒天培地中で、
ｃＤＮＡを持つクローンを選択した。個々のクローンの配列を解析した結果、新規Ｇ蛋白
質共役型レセプター蛋白質をコードするｃＤＮＡの塩基配列（配列番号：６０）を得た。
このＤＮＡの塩基配列がコードするアミノ酸配列（配列番号：５９）を含有する新規Ｇ蛋
白質共役型レセプター蛋白質をＴＧＲ２６と命名した。
配列番号：５９で表されるアミノ酸配列は、既知のヒトＧ蛋白質共役型レセプター蛋白質
であるＧＰＲ７〔 ゲノミクス（Genomics），２８巻，８４－９１頁，１９９５年〕 との
間に８４．８％の相同性を有していた。
ＴＧＲ２６をコードするＤＮＡを挿入したプラスミドを有する前述した形質転換体から１
クローンを選択し、アンピシリンを含むＬＢ培地で振とう培養し、プラスミドを得た。こ
れを制限酵素ＣｌａＩおよびＳｐｅＩで処理し、ＴＧＲ２６をコードするインサート部分
を切り出した。同様に制限酵素ＣｌａＩおよびＳｐｅＩで処理したｐＡＫＫＯ－１．１１
ＨおよびＬｉｇａｔｉｏｎ Ｅｘｐｒｅｓｓ Ｋｉｔ（ＣＬＯＮＴＥＣＨ社）を用いて連結
し、大腸菌ＤＨ１０Ｂにエレクトロポーレーション法にて導入した。得られたクローンに
ついては、有する発現細胞構築用プラスミドの構造を、制限酵素処理および配列解析で確
認したうえ、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ）ＤＨ１０Ｂ／ｐＡＫ－ｒＧＰ
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Ｒ７と命名した。
【０１３３】
参考例４　ＴＧＲ２６発現ＣＨＯ細胞の作製
参考例３に記載の発現プラスミドｐＡＫ－ｒＧＰＲ７で形質転換したＥｓｃｈｅｒｉｃｈ
ｉａ ｃｏｌｉ　ＤＨ５α（トーヨーボー）を培養後、Ｐｌａｓｍｉｄ　Ｍｉｄｉ Ｋｉｔ
（キアゲン）を用いてｐＡＫ－ｒＧＰＲ７プラスミドＤＮＡを調製した。これをＣｅｌｌ
Ｐｈｅｃｔ　Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（アマシャムファルマシアバイオテク）
を用いて、添付のプロトコールに従ってＣＨＯ　ｄｈｆｒ－細胞に導入した。５μｇのＤ
ＮＡをリン酸カルシウムとの共沈懸濁液とし、４８時間前に３ｘ１０５個のＣＨＯ　ｄｈ
ｆｒ－細胞を播種した直径６ｃｍシャーレ２枚に添加した。１０％ウシ胎児血清を含むＭ
ＥＭα培地で１日間培養した後、継代し、選択培地である１０％透析ウシ胎児血清を含む
核酸不含ＭＥＭα培地で培養した。選択培地中に増殖してくるＴＧＲ２６発現ＣＨＯ細胞
である形質転換細胞のコロニー４４クローンを選択した。
【０１３４】
実施例１　ヒト全脳cDNAからのPCR法によるGPR7リガンド前駆体遺伝子の取得と発現プラ
スミドの構築
クローンテック社より購入したヒト全脳cDNAを鋳型として、以下の２種類の合成DNAを用
いて、PCR による増幅を行った。
GSF1: 5’-GTCGACATGGCCCGGTCCGCGACACTGGCGGCC-3’（配列番号：５１）
GSR2: 5’-GCTAGCAGCGGTGCCAGGAGAGGTCCGGGCTCA-3’（配列番号：５２）
PCRの反応液はcDNA溶液1 μl、0.5 μl GSF1（10 μM）、0. 5 μl GSR2（10 μM）、2.5
 μl添付の10 x 反応液、2.5 μl dNTP（10 mM）、0.5 μl KlenTaq（クローンテック）
、17.5 μl大塚蒸留水を加えて合計25 μlにした。反応液を、ThermalCycler9600を用い
てPCR反応にかけた。PCRの条件は95 ℃2 分の変性の後、98 ℃10 秒、60 ℃20 秒、72 ℃
20秒のサイクルを35回繰り返した。PCR産物の一部を用いて電気泳動で約400 bpのPCR産物
の増幅を確認した後、PCR産物をQuiagen PCR purification Kitを用いて精製し、直接配
列決定を行ったところ図１で示す配列がえられた。図１のDNA配列から予測されるアミノ
酸配列は図２に示すものであった。次に、ゲルから回収したPCR産物をTAクローニングキ
ット（Invitrogen社）を用いて大腸菌JM109にサブクローニングし、大腸菌JM109/pTAhGPR
7-1を取得した。サブクローニングで得られた大腸菌からプラスミドpTAhGPR7-1をプラス
ミド抽出機（クラボウ社）を用いて抽出し、挿入断片の塩基配列を決定し、その配列が図
１と同じヒト型GPR7リガンド cDNAであることを確認した。次にそのプラスミドから制限
酵素Sal1ＩおよびNheＩによって消化後約0.4kbのヒト型GPR7リガンドcDNA断片を得た。さ
らに、動物細胞用の発現ベクターであるpAKKO-111Hはマルチクローニングサイト部分の制
限酵素サイトSalＩおよびNheＩによって消化後、電気泳動を行い、ベクター部分を回収し
た。以上の操作によって調製したヒト型GPR7リガンドcDNA断片および発現ベクターをライ
ゲーションによって連結し、大腸菌JM109を形質転換してE.coli JM109/pAK-S64を得た。
形質転換体E.coli JM109/pAK-S64を培養し、プラスミドpAK-S64のDNAを大量に調製した。
【０１３５】
実施例２　マウス全脳cDNAからのPCR法によるGPR7リガンド前駆体遺伝子の取得マウス全
脳cDNAを鋳型として、以下の２種類の合成DNAを用いて、PCR による増幅を行った。
MFSAL1: 5’-GTCGACAGCTCCATGGCCCGGTGTAGGACGCTG-3’（配列番号：５３）
MRNHE1: 5’-GCTAGCTCAGGTGCTCTGGCAATCAGTCTCGTG-3’（配列番号：５４）
PCRの反応液はcDNA溶液1 μl、0.5 μl MFSAL1（10 μM）、0. 5 μl MRNHE1（10 μM）
、2.5 μl添付の10 x 反応液、2.5 μl dNTP（10 mM）、0.5 μl KlenTaq（クローンテッ
ク）、17.5 μl大塚蒸留水を加えて合計25 μlにした。反応液を、ThermalCycler9600を
用いてPCR反応にかけた。PCRの条件は95 ℃2 分の変性の後、98 ℃10 秒、60 ℃20 秒、7
2 ℃20秒のサイクルを35回繰り返した。PCR産物の一部を用いて電気泳動で約400 bpのPCR
産物の増幅を確認した後、PCR産物をQuiagen PCR purification Kitを用いて精製し、直
接配列決定を行ったところ図３で示す配列がえられた。図３のDNA配列から予測されるア
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ミノ酸配列は図４に示すものであった。次に、ゲルから回収したPCR産物をTAクローニン
グキット（Invitrogen社）を用いて大腸菌JM109にサブクローニングし、大腸菌JM109/pTA
mGPR7-1を取得した。サブクローニングで得られた大腸菌からプラスミドpTAmGPR7-1をプ
ラスミド抽出機（クラボウ社）を用いて抽出し、挿入断片の塩基配列を決定し、その配列
が図３と同じマウス型GPR7リガンド cDNAであることを確認した。
【０１３６】
実施例３　ラット全脳cDNAからのPCR法によるGPR7リガンド前駆体遺伝子の取得ラット全
脳cDNAを鋳型として、以下の２種類の合成DNAを用いて、PCR による増幅を行った。
RF: 5’-CACGGCTCCATGGTCCGGTGTAGGACG-3’（配列番号：５５）
RR: 5’-CAGCGTCGAGGTTTGGGTTGGGGTTCA-3’（配列番号：５６）
PCRの反応液はcDNA溶液1 μl、0.5 μl RF（10 μM）、0. 5 μl RR（10 μM）、2.5 μl
添付の10 x 反応液、2.5 μl dNTP（10 mM）、0.5 μl KlenTaq（クローンテック）、17.
5 μl大塚蒸留水を加えて合計25 μlにした。反応液を、ThermalCycler9600を用いてPCR
反応にかけた。PCRの条件は95 ℃2 分の変性の後、98 ℃10 秒、60 ℃20 秒、72 ℃20秒
のサイクルを35回繰り返した。PCR産物の一部を用いて電気泳動で約400 bpのPCR産物の増
幅を確認した後、PCR産物をQuiagen PCR purification Kitを用いて精製し、直接配列決
定を行ったところ図５で示す配列がえられた。図５のDNA配列から予測されるアミノ酸配
列は図６に示すものであった。
次に、ゲルから回収したPCR産物をTAクローニングキット（Invitrogen社）を用いて大腸
菌JM109にサブクローニングし、大腸菌JM109/pTArGPR7-1を取得した。サブクローニング
で得られた大腸菌からプラスミドpTArGPR7-1をプラスミド抽出機（クラボウ社）を用いて
抽出し、挿入断片の塩基配列を決定し、その配列が図５と同じラット型GPR7リガンド cDN
Aであることを確認した。
【０１３７】
実施例４　GPR7発現プラスミドおよびレポータープラスミドのチャイニーズハムスターオ
バリー（CHO）細胞での一過的な発現
参考例２で得たヒト型GPR7 DNAを、自体公知の方法により動物細胞用発現プラスミドｐＡ
ＫＫＯ-111Ｈに挿入したプラスミドを用いて大腸菌JM109を形質転換した。得られたコロ
ニーを単離・培養後、QUIAGEN Plasmid Maxi Kit（キアゲン社）を用いてＧＰＲ7発現プ
ラスミドDNAの調製を行なった。また、cAMPレスポンスエレメント（CRE）の下流にレポー
ターとしてルシフェラーゼ遺伝子が連結されたpCRE-Luc（クロンテック社）のプラスミド
DNAを同様の方法で調製した。
GPR7発現プラスミドおよびpCRE-Lucは受容体遺伝子を挿入していない発現ベクターを導入
したCHO細胞に一過性に発現させた。CHO細胞は96-ウェルプレート（コーニングコースタ
ー社）に40,000　細胞/ウェル、培養液量100μlで播種し、37℃で一晩培養した。プレー
ト上での培養にはDMEM（Dulbecco’s modified Eagle’s medium, GibcoBRL社）に10%の
ウシ胎児血清のみを添加した培地を用いた。各プラスミドは240ng/μlの濃度に希釈し、G
PR7の発現プラスミド9 μlとpCRE-Luc 1 μlの割合で240 μlのOpti-MEM-I（GibcoBRL社
）に添加した。これを、同じく240 μlのOpti-MEM-Iに10 μlのリポフェクトアミン2000
（GibcoBRL社）を添加したものと等量混合して、リポフェクトアミン2000に添付のマニュ
アル記載の方法に従ってリポソームとプラスミドDNAの複合体を形成させた。これを25μl
/wellずつCHO細胞の培養液に添加し、その4時間後に培養液をアッセイバッファー（0.1%
のウシ血清アルブミンを添加したDMEM）に交換して無血清化し、37℃で一晩培養した。
【０１３８】
実施例５　リガンド遺伝子のCHO細胞での発現
実施例１で作製したヒト型リガンドｃDNAを挿入した動物細胞用発現プラスミドpAK-S64を
実施例４と同様の方法でCHO細胞に一過性に発現させた。ただし細胞は6-ウェルプレート
（ファルコン社）に600,000細胞/ウェルで播種し、一晩培養の後、リガンド遺伝子プラス
ミドを導入した。240ng/μlの濃度に希釈したプラスミドを10 μlと240 μlのOpti-MEM-I
に添加し、これを、同じく240 μlのOpti-MEM-Iに10 μlのリポフェクトアミン2000を添
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加したものと等量混合して、リポフェクトアミン2000に添付のマニュアル記載の方法に従
ってリポソームとプラスミドDNAの複合体を形成させた。これを500μl/ウェルずつCHO細
胞の培養液に添加し、その4時間後に培養液をアッセイバッファーに交換し、無血清化を
おこなった。培地交換の１８時間後に各ウェルの培地を回収しリガンドペプチドを含むＣ
ＨＯ細胞培養上清を得た。
【０１３９】
実施例６　Ｓ６４発現細胞上清によるＧＰＲ７を一過性に発現させたＣＨＯ細胞でのルシ
フェラーゼ活性の抑制の検出
実施例４の方法に従いＧＰＲ７を一過性に発現させたＣＨＯ細胞の培養液に、実施例５で
調製したpAK-S64発現培養上清および終濃度2 μMとなるようにホルスコリンを添加した。
またリガンド遺伝子を挿入していない空の発現ベクター(ｐAKKO-111H)を実施例５の方法
で一過性に発現させたCHO細胞の培養上清も同様に添加した。その際発現上清はアッセイ
バッファーにて２倍、４倍、８倍、１６倍に希釈した。上清を添加してから4時間37℃で
インキュベーションを行ない、受容体を介したリガンドのアゴニスト活性によって惹起さ
れる細胞内シグナル伝達に由来するレポーター（ルシフェラーゼ）遺伝子の転写・翻訳の
促進あるいは抑制を誘導した。インキュベーション終了後に各ウェルのアッセイバッファ
ーを除去し、PicaGene LT2.0 （東洋インキ社）発光基質を50 μlずつ加えた。細胞が溶
解し、基質と充分に混合した後、各ウェルのレポーター遺伝子の発現誘導量に由来する発
光量をプレートリーダー（ARVOsxマルチラベルカウンター、PerkinElmer社）を用いて測
定した。その結果、ｐAK-S64の培養上清を添加した際にのみレポーター遺伝子の発現抑制
がルシフェラーゼ活性の低下として検出された(図８)。さらに、この抑制の程度はｐAK-S
64の培養上清の濃度依存的であった。このことはpAK-S64に挿入されたプラスミドによっ
て発現した産物が、GPR7を介した細胞内のシグナルを伝達した、すなわちGPR7のリガンド
として作用したことを示している。
【０１４０】
実施例７　Ｓ６４発現細胞上清によるＴＧＲ２６を一過性に発現させたＣＨＯ細胞でのル
シフェラーゼ活性の抑制の検出
参考例３で得たＴＧＲ２６　ＤＮＡを、自体公知の方法により動物細胞用発現プラスミド
ｐＡＫＫＯ－１１１Ｈに挿入したプラスミドを用いて、実施例４と同様の方法でＴＧＲ２
６発現プラスミドＤＮＡの調製を行なった。これをやはり実施例４に示した方法でＣＨＯ
細胞にルシフェラーゼ遺伝子とともに一過性に発現させた。この細胞に、実施例５で調製
したｐＡＫ－Ｓ６４発現培養上清、空の発現ベクターのみを発現させた細胞の培養上清お
よび終濃度２μＭとなるようにホルスコリンを添加し、実施例６と同様の方法でリガンド
活性の検出を試みた。その結果ｐＡＫ－Ｓ６４の上清は、ホルスコリンによって上昇した
ルシフェラーゼ活性を濃度依存的に低下させた（図９）。
【０１４１】
実施例８　Ｓ６４発現細胞上清によるＧＰＲ７発現ＣＨＯ細胞のｃＡＭＰ産生量の抑制
実施例４にて作製したＧＰＲ７発現用プラスミドを用いて自体公知の方法によりＧＰＲ７
の安定的な発現ＣＨＯ細胞、ＣＨＯ－ＧＰＲ７を作製した。ＣＨＯ－ＧＰＲ７あるいは受
容体遺伝子を導入していないｍｏｃｋ　ＣＨＯ細胞を２００００ｃｅｌｌｓ／ウェルの濃
度で９６ウェルプレート（ベクトンデッキンソン）に播種し、３７℃　５％ＣＯ２で１晩
培養したものをアッセイに使用した。サンプルバッファーはダルベッコ改変培地（ＤＭＥ
Ｍ、ギブコ）に０．１％ウシ血清アルブミン（シグマ）および０．２ｍＭ　ＩＢＭＸ（シ
グマ）を添加したものを用いた。細胞をサンプルバッファーで２回洗浄し、３７℃　５％
ＣＯ２で３０分間プレインキュベーションした後、さらに細胞を２回洗浄し、サンプルを
添加して３７℃　５％ＣＯ２で３０分間インキュベーションした。サンプルはサンプルバ
ッファーのみ（無処理）、ｃＡＭＰ産生の上昇を促す試薬であるホルスコリン（和光純薬
工業）１μＭ、実施例５においてｐＡＫ－Ｓ６４を一過性に発現させて得たＣＨＯ細胞の
培養上清とホルスコリンを同時に添加したもの（Ｓ６４上清）、およびｐＡＫＫＯ－１１
１Ｈを発現させたＣＨＯ細胞の培養上清（ｐＡＫＫＯ上清）とホルスコリンを同時に添加
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したものの４種類であった。サンプルとのインキュベーションの後、細胞内のｃＡＭＰ産
生量はｃＡＭＰ　Ｓｃｒｅｅｎ　Ｓｙｓｔｅｍ（ＡＢＩ）を用いて測定した。その結果、
Ｓ６４上清を添加することによりＣＨＯ－ＧＰＲ７特異的に細胞内ｃＡＭＰ産生量の抑制
反応が認められ（図１０）、ｍｏｃｋＣＨＯ細胞では細胞内ｃＡＭＰ産生量の抑制反応が
認められなかった（図１１）。
【０１４２】
実施例９　ＲＴ－ＰＣＲによるＧＰＲ７リガンドｍＲＮＡ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）、ｐｏｌｙ（Ａ）＋ＲＮＡをｍＲＮＡ　ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｋｉｔ
（Ｐｈａｒｍａｃｉａ社）により、それぞれのマニュアルにしたがって調製した。得られ
たｐｏｌｙ（Ａ）＋ＲＮＡ　１μｇをＤｎａｓｅＩ（Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｇｒ
ａｄｅ，　ＧＩＢＣＯ　ＢＲＬ社）処理後、１６０ｎｇ分をＲＮＡ　ＰＣＲ　Ｋｉｔ（Ｔ
ａｋａｒａ社）を用いて、マニュアルに従い４２℃でｃＤＮＡを合成した。合成されたｃ
ＤＮＡはｐｏｌｙ（Ａ）＋ＲＮＡ換算で４ｎｇ／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　Ｓｙｓｔ
ｅｍ　Ｐｒｉｓｍ　７７００（ＰＥ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ社）を用い、増幅と検出のた
めのプライマーとして５’－ＣＴＧＴＣＧＡＧＴＴＴＣＣＡＣＡＧＧＴＴＣＣ－３’（配
列番号：６３），　５’－ＴＴＧＣＧＣＡＧＡＧＧＴＡＣＧＧＴＴＣＣ－３’（配列番号
：６４）　およびＴａｑＭａｎ　ｐｒｏｂｅとして５’－（Ｆａｍ）－ＣＧＴＧＣＣＡＡ
ＧＡＡＡＣＧＣＧＴＧＡＣＣＴＴＧＴＴ－（Ｔａｍｒａ）－３’（配列番号：６５）を使
用した。ＲＴ－ＰＣＲ反応液はＴａｑＭａｎ　Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅ
ｒ　Ｍｉｘ（ＰＥ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ社）１２．５μｌに、それぞれ１００μＭのプ
ライマー溶液を０．０５μｌ、５μＭのＴａｑＭａｎ　ｐｒｏｂｅを０．５μｌ、および
上記で調製したｃＤＮＡ溶液を０．５μｌ加え、蒸留水で総反応液量を２５μｌ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ＧＰＲ７リガンドのｍＲＮＡ
発現量はｐｏｌｙ（Ａ）＋ＲＮＡ　１ｎｇあたりのコピー数として算出した（図１２）。
【０１４３】
実施例１０　ウシ視床下部からの内因性GPR7リガンドの精製
ヒトＧＰＲ７リガンド前駆体ｍＲＮＡは視床下部、脊髄で多く発現していることが認めら
れたため、内因性ＧＰＲ７リガンドの精製を、ウシ視床下部を出発材料として、ヒト型Ｇ
ＰＲ７発現ＣＨＯ細胞を用い、細胞内ｃＡＭＰ産生抑制活性（cAMP-Screen System(ABI)
を用いて測定）を指標にして行った。
まず、凍結保存されたウシ視床下部１．０ｋｇをミリＱ水中で煮沸し、冷却後酢酸を１Ｍ
となるように加え、ポリトロンでホモジナイズした。一晩撹拌した後、遠心にて上清を得
た。上清にトリフルオロ酢酸（ＴＦＡ）を０．０５％となるように加え、Ｃ１８カラム(P
rep C18 125Å; Waters)にアプライした。カラムに結合したペプチドを０．５％ＴＦＡを
含む１０、４０、６０％アセトニトリルでステップワイズに溶出した。４０％アセトニト
リル画分に二倍量の２０ｍＭ酢酸アンモニウム（ｐＨ４．７）で希釈し、イオン交換カラ
ム HiPrep CM-Sepharose FF (Pharmacia)にアプライした。イオン交換カラムに結合した
ペプチド１０％アセトニトリルを含む２０ｍＭ酢酸アンモニウム（ｐＨ４．７）中の０～
０．５Ｍ　ＮａＣｌの濃度勾配で溶出した。もっとも多く活性物質が含まれていたＮａＣ
ｌ画分（０．３～０．３５Ｍ）に２倍量の冷アセトンを加え、遠心にて沈殿を除き上清を
エバポレ－トにて濃縮した。濃縮された上清に０．１％となるようＴＦＡを加え、逆相Ｈ
ＰＬＣカラム　RESOURCE RPC (Pharmacia) にてさらなる分離を行った。RESOURCE RPCの
分離は２０～３０％アセトニトリルの濃度勾配で行い、主たる活性は、およそ２２％アセ
トニトリルで溶出された。この活性画分に３倍量の冷アセトンを加え、遠心にて沈殿を除
き上清をエバポレートにて濃縮した。濃縮された上清に０．１％となるようＴＦＡを加え
、逆相ＨＰＬＣカラム Vydac C18 218TP5415 (Vydac) にてさらなる分離を行った。Vydac
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 C18 218TP5415の分離は２０～３０％アセトニトリルの濃度勾配で行い、主たる活性は、
およそ２５％アセトニトリルで溶出された。この活性画分を１０％アセトニトリルを含む
２０ｍＭ酢酸アンモニウム（ｐＨ４．７）中での０．３～０．５Ｍ　ＮａＣｌの濃度勾配
を用いた陽イオン交換カラム TSK-gel CM-2SW(ト－ソ－)で分離したところ、主たる活性
は、およそ０．５Ｍ　ＮａＣｌで溶出された。活性を含むCM-2SWカラムの画分に０．１％
となるようＴＦＡを加え、１６－２４％アセトニトリルの濃度勾配を用いた逆相カラム 
μRPC C2/C18 SC2.1/10で最終精製し、活性と一致する単一のピ－クを得た(図１３)。
【０１４４】
実施例１１　最終精製標品のＮ末端アミノ酸配列分析およびマススペクトルによる分子量
測定
実施例１０で得られた最終精製標品を、約半量をＮ末端アミノ酸をプロティンシ－クエン
サ－(model 491cLC; Applied Biosystems)で分析、残り半量をESIMS(Thermoquest)で分析
した。
Ｎ末端配列分析の結果、２サイクル目から２５サイクル目までウシＧＰＲ７リガンド前駆
体の２６位から４９位に相当する配列を読むことができた（図１４）。サイクル１は同定
できなかった（ｘ）ことから、翻訳後修飾を受けているものと推定された。２サイクル目
以降は、明瞭に上記の配列と同定された。
ＥＳＩＭＳ測定（図１５上）では、フルマススキャンモードでの測定から３２４１．５の
値を得た。マススペクトルから算出された分子量とＭＳ／ＭＳスペクトルの解析結果（図
１５下）から、Ｎ末端２残基の何れかが翻訳後修飾を受けているものと推定した。Ｎ末端
配列分析結果を考え合わせて、１位Ｔｒｐが修飾されているものと推定した。
ズームスキャンモードで測定した３価の分子イオンの同位体プロファイル（図１６）を考
え合わせて、本物質は２９残基ＧＰＲ７リガンドで、１位トリプトファン残基がブロモ化
されていると推定した。
この推定を確認するため、DL-5-bromotryptophan（Aldrich）、DL-6-bromotryptophan（B
iosynth）からPTHスタンダードを作成して分析した。DL-5-bromotryptophanまたはDL-6-b
romotryptophan 200nmolを、ethanol:triethyamine:DW:phenylisothiocyanate(sigma)＝7
:1:1:1 20ulを加え室温で２０分反応し、乾燥後ＴＦＡ　５０ｕｌを加えて５０℃１０分
反応し、乾燥後２Ｎ　ＨＣｌ：ｍｅｔｈａｎｏｌ＝１：１を５０ｕｌ加えて５０℃１０分
反応し、逆相ＨＰＬＣにて精製して、5-bromotryptophanまたは6-bromotryptophanのPTH
誘導体を得た。最終物の確認はプロテインシーケンサーにて行った（図１７および図１８
）。これらのＰＴＨ誘導体を２０アミノ酸ＰＴＨスタンダード（ＡＢＩ）に混合し、これ
らが分離するプロトコルを作成し（表１および表２）、内因性ウシＧＰＲ７リガンドを分
析したところ、１位アミノ酸はPTH-6-bromotryptophanのピークと一致した(図１９)。
これらの分析結果より、ウシ視床下部からの最終精製標品はウシＧＰＲ７リガンド前駆体
の２５位Ｔｒｐから５３位Ａｌａに相当する２９アミノ酸（配列番号：６７）からなるペ
プチドで、１位Ｔｒｐは翻訳後修飾で６－ブロモ化されていることが判明した。
【０１４５】
【表１】
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表１は、通常のペプチド用メソッド(Pulsed-Liquid cLC)とブロモトリプトファン用メソ
ッド（BrTrp-liquid cLC）の、サイクルとグラディエントの比較を示す。
【０１４６】
【表２】

表２は、491cLC protein sequencer (ABI) の通常のペプチド用(Normal 1 cLC)とブロモ
トリプトファン分析用に作成した(Normal for BrW cLC, BrTrp cLC) グラディエントの比
較を示す。
【０１４７】
Ｎ末端配列分析は、491cLC protein sequencer (ABI)で、通常のペプチド分析用メソッド
(Normal １cLC)をbromotryptophan分析用に改良(BrTrp-liquid cLC)したものを用いて行
った。上記の条件以外は、メーカーのマニュアルに従った。改良したグラディエント(BrT
rp cLC)を用いると、Br付加位置の異なる5-/6-bromotryptophanを判別することが可能で
ある。
改良したメソッド、BrTrp-liquid cLCを用いて分析すると、ブランク、スタンダード及び
2サイクル目までのみ5-/6-bromotryptophan分析用グラディエント(BrTrp cLC)が適応され
、3サイクル目以降は異なるグラディエント(Normal for BrW cLC)が適応される。
【０１４８】
実施例１２　ウシ視床下部cDNAからのPCR法によるウシ型GPR7リガンド前駆体遺伝子の取
得
ウシ視床下部cDNAを鋳型として、以下の２種類の合成DNAを用いて、PCR による増幅を行
った。
BF1: 5’-CCCATGGCCGGGCCCGCGATGCTGGTCGCC-3’　（配列番号：８２）
BR1: 5’-TCACTTGCGACAGTCCGAGGCGCTGAGCGA-3’ ’　（配列番号：８３）
PCRの反応液はcDNA溶液1 μl、0.5 μl BF1（10 μM）、0. 5 μl BF2（10 μM）、2.5 
μl添付の10 x 反応液、2.5 μl dNTP（10 mM）、0.5 μl KlenTaq（クローンテック）、
17.5 μl大塚蒸留水を加えて合計25 μlにした。反応液を、ThermalCycler9600を用いてP
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CR反応にかけた。PCRの条件は95 ℃2 分の変性の後、98 ℃10 秒、60 ℃20 秒、72 ℃20
秒のサイクルを35回繰り返した。PCR産物の一部を用いて電気泳動で約400 bpのPCR産物の
増幅を確認した後、PCR産物をQuiagen PCR purification Kitを用いて精製し、直接配列
決定を行ったところ図２０で示す配列がえられた。図２０のDNA配列から予測されるアミ
ノ酸配列は図２１に示すものであった。次に、ゲルから回収したPCR産物をTAクローニン
グキット（Invitrogen社）を用いて大腸菌JM109にサブクローニングし、大腸菌JM109/pTA
bGPR7L-1を取得した。サブクローニングで得られた大腸菌からプラスミドpTAbGPR7L-1を
プラスミド抽出機（クラボウ社）を用いて抽出し、挿入断片の塩基配列を決定し、その配
列がウシ型GPR7リガンド cDNAであることを確認した。
【０１４９】
実施例１３　ＧＰＲ７リガンドの合成
ＧＰＲ７リガンド（ＧＰＲ７Ｌ）およびＧＰＲ８リガンド（ＧＰＲ８Ｌ）は、ABI 433ペ
プチド合成機にて、Fmoc/DCC/HOBtプロトコルで合成した。DL-6-Bromotryptophan(Biosyn
th)は、Boc- DL-6-bromotryptophan-OMeとした後キラル分割して、それぞれをペプチド合
成に用いた。
（１）DTrp(6Br)1-humanＧＰＲ７Ｌ(29)（配列番号：４で表されるアミノ酸配列のＮ末端
Ｄ－トリプトファンの６位がブロモ化されたもの）：
(D-Trp(6Br)-Tyr-Lys-Pro-Ala-Ala-Gly-His-Ser-Ser-Tyr-Ser-Val-Gly-Arg-Ala-Ala-Gly-
Leu-Leu-Ser-Gly-Leu-Arg-Arg-Ser-Pro-Tyr-Ala)、
（２）LTrp(6Br)1-humanＧＰＲ７Ｌ(29)（配列番号：４で表されるアミノ酸配列のＮ末端
Ｌ－トリプトファンの６位がブロモ化されたもの）：
(Trp(6Br)-Tyr-Lys-Pro-Ala-Ala-Gly-His-Ser-Ser-Tyr-Ser-Val-Gly-Arg-Ala-Ala-Gly-Le
u-Leu-Ser-Gly-Leu-Arg-Arg-Ser-Pro-Tyr-Ala)、
（３）Trp1-humanＧＰＲ７Ｌ(29)（配列番号：４）：
(Trp-Tyr-Lys-Pro-Ala-Ala-Gly-His-Ser-Ser-Tyr-Ser-Val-Gly-Arg-Ala-Ala-Gly-Leu-Leu
-Ser-Gly-Leu-Arg-Arg-Ser-Pro-Tyr-Ala) 、
（４）Trp1-humanＧＰＲ７Ｌ(23)（配列番号：１）：
(Trp-Tyr-Lys-Pro-Ala-Ala-Gly-His-Ser-Ser-Tyr-Ser-Val-Gly-Arg-Ala-Ala-Gly-Leu-Leu
-Ser-Gly-Leu) 、
（５）DTrp(6Br)1-bovineＧＰＲ７Ｌ(29)（配列番号：６７で表されるアミノ酸配列のＮ
末端Ｄ－トリプトファンの６位がブロモ化されたもの）：
(D-Trp(6Br)-Tyr-Lys-Pro-Thr-Ala-Gly-Gln-Gly-Tyr-Tyr-Ser-Val-Gly-Arg-Ala-Ala-Gly-
Leu-Leu-Ser-Gly-Phe-His-Arg-Ser-Pro-Tyr-Ala) 、
（６）LTrp(6Br)1-bovineＧＰＲ７Ｌ(29)（配列番号：６７で表されるアミノ酸配列のＮ
末端Ｌ－トリプトファンの６位がブロモ化されたもの）：
(Trp(6Br)-Tyr-Lys-Pro-Thr-Ala-Gly-Gln-Gly-Tyr-Tyr-Ser-Val-Gly-Arg-Ala-Ala-Gly-Le
u-Leu-Ser-Gly-Phe-His-Arg-Ser-Pro-Tyr-Ala) 、
（７）Trp1-bovineＧＰＲ７Ｌ(29)（配列番号：６７）：
(Trp-Tyr-Lys-Pro-Thr-Ala-Gly-Gln-Gly-Tyr-Tyr-Ser-Val-Gly-Arg-Ala-Ala-Gly-Leu-Leu
-Ser-Gly-Phe-His-Arg-Ser-Pro-Tyr-Ala) 、
（８）Trp1-ratＧＰＲ７Ｌ(29)（配列番号：６）：
(Trp-Tyr-Lys-Pro-Ala-Ala-Gly-Ser-HisI-His-Tyr-Ser-Val-Gly-Arg-Ala-Ala-Gly-Leu-Le
u-Ser-Ser-Phe-His-Arg-Phe-Pro-Ser-Thr)、
（９）Trp1-ratＧＰＲ７Ｌ(24)（配列番号：３）：
(Trp-Tyr-Lys-Pro-Ala-Ala-Gly-Ser-His-His-Tyr-Ser-Val-Gly-Arg-Ala-Ala-Gly-Leu-Leu
-Ser-Ser-Phe-His)
（１０）Trp1-humanＧＰＲ８Ｌ(23)（配列番号：１００）：
(Trp-Tyr-Lys-His-Val-Ala-Ser-Pro-Arg-Tyr-His-Thr-Val-Gly-Arg-Ala-Ala-Gly-Leu-Leu
-Met-Gly-Leu)（ＷＯ０１／９８４９４号）
【０１５０】
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実施例１４　ＧＰＲ７リガンドのラット側脳室内投与による摂食量に及ぼす影響ＧＰＲ７
リガンド(ＧＰＲ７Ｌ)のラット側脳室内投与による摂餌量に及ぼす影響を検討した。ラッ
トは、照明時間を8時から20時、室温25℃において飼育した。成熟Wistar系雄性ラット（
手術時体重300～320ｇ）をペントバルビタール50 mg/kgの腹腔内投与にて麻酔し、ラット
脳定位固定装置に固定した。切歯用バーはインターオーラルラインから3.3 mm低くした。
頭蓋骨を露出し、側脳室にガイドカニューレＡＧ-8（内径0.4 mm、外径0.5 mm、エイコム
社）を埋め込むために歯科用ドリルを用いて骨に穴を開けた。また、その周囲3箇所にア
ンカービスを埋めた。ステンレス製ガイドカニューレ、ＡＧ－８を、その先端が側脳室の
上部に位置するように挿入した。定位座標は、PaxinosとWatson(1998)のアトラスに従い
、ブレグマより、ＡＰ： -0.8 mm、Ｌ：1.5 mm、Ｈ：-4.5mmとした。ガイドカニューレは
歯科用セメントおよびアンカービスで頭蓋骨に固定した。ガイドカニューレにはステンレ
ス製ダミーカニューレ、ＡＤ-8（外径 0.35 mm、エイコム社）を挿入し、キャプナット（
エイコム社）で固定した。術後、ラットは個別のケージで飼育した。
ガイドカニューレを埋め込んでから約1週間飼育して術後の回復を待ち、ラットの頭蓋骨
に装着したキャップナットとダミーカニューレを取り外し、代わりにテフロン（登録商標
）チューブ（長さ50 cm、内径0.1 mm、外径0.35 mm、エイコム社）につないだステンレス
製マイクロインジェクションカニューレAMI-9（内径0.17 mm、外径0.35 mm、エイコム社
）を挿入した。マイクロインジェクションカニューレの長さは、その先端1 mmがガイドカ
ニューレから露出するように調節しておいた。テフロン（登録商標）チューブの一方をマ
イクロシリンジポンプにつなぎ、滅菌蒸留水（大塚製薬）、実施例１３で合成したブロム
化されていないＧＰＲ７Ｌ（Trp1-bovineＧＰＲ７Ｌ(29)、配列番号：６７）を溶解させ
た蒸留水を5μl/分の流速で計10μl(10 nmol/rat)を側脳室に注入した。注入終了後2分待
ってからマイクロインジェクションカニューレを取り外し、再びダミーカニューレをキャ
ップナットで固定した。注入は、19時から20時の間に行いその後の摂餌量を摂餌量測定措
置Feed-Scale（コロンバス社）を用いて経時的に測定した。図２２に示すごとくブロム化
されていないＧＰＲ７Ｌ投与群は対象群に比し、投与2時間後より有意な摂餌量の増加が
認められた。
【０１５１】
実施例１５　ウシ内因性ＧＰＲ７リガンドのＦＴＭＳ測定
ウシ内因性ＧＰＲ７Ｌを、ApexII(ブルカーダルトニクス)にてESIFTMS分析した（図２３
上）。図２３の中図に[M+5H]5+イオンの拡大図、下図に1Br付加ウシＧＰＲ７Ｌの[M+5H]5
+イオンの同位体理論プロファイルを示す。同位体プロファイル、マス値共によく一致し
たことで、修飾物はBrと同定された。
【０１５２】
実施例１６　ＲＴ－ＰＣＲによるＧＰＲ７リガンドｍＲＮＡのヒトにおける組織分布の検
討
ｍＲＮＡの発現量は実施例９と同様の方法で行った。ただし鋳型となるｃＤＮＡには、ヒ
ト各種組織由来のｐｏｌｙＡ＋ＲＮＡ（クロンテック社）から以下の方法で合成したもの
を使用した。ＲＮＡ１μｇからランダムプライマー、逆転写酵素としてＳｕｐｅｒＳｃｒ
ｉｐｔＩＩ逆転写酵素（ＧＩＢＣＯ ＢＲＬ社）を用い、添付のマニュアルに従って４２
℃で反応を行い、反応終了後にエタノール沈殿して１００μｌに溶解した。発現量の定量
も実施例9と同様にＳｅｑｕｅｎｃｅ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ　Ｐｒｉｓｍ
　７７００を用いて行った。ただし増幅と検出のためのプライマーとして5’-CGCTCCCAGC
CCTACAGA-3’（配列番号：９０），5’-TCGCCTTGCACTGGTAGGTC-3’（配列番号：９１）お
よびＴａｑＭａｎ　ｐｒｏｂｅとして5’-(Fam)AGCCTCGCTGTGTGCGTCCAGGAC-(Tamra)-3’
（配列番号：９２）を使用した。
得られたヒト各種組織におけるＧＰＲ７のｍＲＮＡ発現量はｐｏｌｙ（Ａ）＋ＲＮＡ　１
ｎｇあたりのコピー数として算出した（図２４）。
【０１５３】
実施例１７　ＲＴ－ＰＣＲによるラット型ＧＰＲ７（ラットＴＧＲ２６）ｍＲＮＡの組織
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分布の検討
ｍＲＮＡの発現量は実施例９と同様の方法で行った。実施例９で使用したラット各種臓器
由来のｃＤＮＡを用いて、ラットＧＰＲ７ｍＲＮＡの発現量を求めた。ただし増幅と検出
のためのプライマーとして５’－TGCGTGCTATCCAGCTAGACAG－３’（配列番号：９３），　
５’－AGAGGAGGCACACAGCCAGAAT－３’（配列番号：９４）　およびＴａｑＭａｎ　ｐｒｏ
ｂｅとして５’－（Ｆａｍ）CGTGCCAAGAAACGCGTGACCTTGTT－（Ｔａｍｒａ）－３’（配列
番号：９５）を使用した。
得られたラット各種組織におけるＧＰＲ７のｍＲＮＡ発現量はｐｏｌｙ（Ａ）＋ＲＮＡ　
１ｎｇあたりのコピー数として算出した（図２５）。
【０１５４】
実施例１８　ウシ視床下部cDNAからのPCR法によるウシ型ＧＰＲ７遺伝子の取得ウシ視床
下部ｃＤＮＡを鋳型として、以下の２種類の合成ＤＮＡを用いて、ＰＣＲによる増幅を行
った。
BGPR7F: 5’-GTCGACCGAGTGTCTGTCCTCGCCAGGATG-3’　（配列番号：９６）
BGPR7R: 5’-GCTAGCTCCTTGTTATCGGGCTCAGGAGGTGGT-3’　（配列番号：９７）
PCRの反応液はcDNA溶液1 microl、0.5 microl BGPR7F（10 microM）、0. 5 microl BGPR7
R（10 microM）、2.5 microl添付の10 x 反応液、2.5 microl dNTP（10 mM）、0.5 micro
l KlenTaq（クローンテック）、17.5 microl大塚蒸留水を加えて合計25 microlにした。
反応液を、ThermalCycler9600を用いてPCR反応にかけた。PCRの条件は95 ℃2 分の変性の
後、98 ℃10 秒、60 ℃20 秒、72 ℃60秒のサイクルを40回繰り返した。PCR産物の一部を
用いて電気泳動で約1000 bpのPCR産物の増幅を確認した後、PCR産物をQuiagen PCR purif
ication Kit（キアゲン社）を用いて精製し、直接配列決定を行ったところ図２６で示す
配列がえられた。図２６のDNA配列から予測されるアミノ酸配列は図２７に示すものであ
った。次に、ゲルから回収したPCR産物をTAクローニングキット（インビトローゲン社）
を用いて大腸菌JM109にサブクローニングし、大腸菌JM109/pTAbGPR7を取得した。サブク
ローニングで得られた大腸菌からプラスミドpTAbGPR7をプラスミド抽出機（クラボウ社）
を用いて抽出し、挿入断片の塩基配列を決定し、その配列がウシ型ＧＰＲ７受容体 ｃＤ
ＮＡであることを確認した。
【０１５５】
実施例１９　ウシ視床下部ｃＤＮＡからのＰＣＲ法によるウシ型ＧＰＲ８遺伝子の取得
ウシ視床下部ｃＤＮＡを鋳型として、以下の２種類の合成ＤＮＡを用いて、ＰＣＲ によ
る増幅を行った。
BGPR8F: 5’-GTCGACCATGATGGAGGCCACTGGGCTGGAAGG-3’　（配列番号：９８）
BGPR8R: 5’-GCTAGCTTATGCCCCCTGGCACCGACATGCGGT-3’　（配列番号：９９）
PCRの反応は実施例１８と同様の方法で行った。得られたＰＣＲ産物をQuiagen PCR purif
ication Kitを用いて精製し、直接配列決定を行ったところ図２８で示す配列がえられた
。図２８のDNA配列から予測されるアミノ酸配列は図２９に示すものであった。次に、ゲ
ルから回収したＰＣＲ産物をＴＡクローニングキットを用いて大腸菌JM109にサブクロー
ニングし、大腸菌JM109/pTAbGPR8を取得した。サブクローニングで得られた大腸菌からプ
ラスミドpTAbGPR8をプラスミド抽出機を用いて抽出し、挿入断片の塩基配列を決定し、そ
の配列がウシ型ＧＰＲ８ｃＤＮＡであることを確認した。
【０１５６】
実施例２０　ヒト型ＧＰＲ７リガンド発現CHO細胞の培養上清からのＧＰＲ７リガンドの
精製
実施例５で構築したヒト型ＧＰＲ７リガンド発現CHO細胞の培養上清を2L集め、-80℃にて
保存した。培養上清は、解凍後湯せんにてボイルし、さらに遠心して上清を得た。上清に
トリフルオロ酢酸(TFA)を0.05%となるように加え、C18カラム(Prep C18 125Å; ウォータ
ーズ社)にアプライした。カラムに結合したペプチドを0.5%TFAを含む10、40、60%アセト
ニトリルでステップワイズに溶出した。40%アセトニトリル画分を三倍量の20mM酢酸アン
モニウム(pH4.7)で希釈し、イオン交換カラム HiPrep CM-Sepharose FF (ファルマシア社



(97) JP 4128030 B2 2008.7.30

10

20

30

40

50

)にアプライした。イオン交換カラムに結合したペプチド10%アセトニトリルを含む20mM酢
酸アンモニウム(pH4.7)中の0M~0.5M NaClの濃度勾配で溶出した。各フラクションの一部
をSep-Pak plus C18 Cartridge(ウォーターズ社)を用いた脱塩後、ヒト型GPR7発現CHO細
胞に特異的な細胞内cAMP産生抑制活性を測定した。ヒト型GPR7発現CHO細胞に特異的活性
が見出されたCM-Sepharoseフラクションに0.1%となるようTFAを加え、逆相HPLCカラム RE
SOURCE RPC (ファルマシア社) にて、さらなる分離を行った。RESOURCE RPCの分離は15-3
0％アセトニトリルの濃度勾配で行い、主たるヒト型GPR7発現CHO細胞に特異的な細胞内cA
MP産生抑制活性は、およそ22%アセトニトリルで溶出された。この活性画分を10%アセトニ
トリルを含む20mM酢酸アンモニウム(pH4.7)中での0.2-0.5M NaClの濃度勾配を用いた陽イ
オン交換カラム TSK gel CM-SW(ト－ソ－社)で分離したところ、主たる細胞内cAMP産生抑
制活性は、およそ0.3M NaClで溶出された。このCM-2SWカラムの画分に0.1%となるようTFA
を加え、15-22%アセトニトリルの濃度勾配を用いた逆相カラム μRPC C2/C18 SC2.1/10で
最終精製した結果、単一のピ－クが得られ、これはヒト型GPR7発現CHO細胞に特異的な細
胞内cAMP産生抑制活性と一致した（図３０）。
この最終精製標品のＮ末端アミノ酸をプロティンシ－クエンサ－(model 492; アプライド
バイオシステムス社)で分析したところ、図３１に示すアミノ酸配列が得られた。
また、ESI-MS (サーモクエスト社)を用いて、最終精製標品の分子量を測定したところ、2
505.6の値を得た(図３２)。
これらの分析結果より、最終精製標品は前駆体の Trp25からArg48までに相当する24アミ
ノ酸からなるペプチドであることが判明した。
【０１５７】
実施例２１　ヒト型ＧＰＲ７リガンドのヨード標識体の作製
ｈＧＰＲ７Ｌ－２３（配列番号：１） (0.1mM又は1mM) 20μl、ラクトペルオキシダーゼ(
シグマ社、10μg/mLに0.1M HEPES-NaOH pH7.0を用いて調製) 20μｌ、Idoine-125（アマ
シャム社製、IMS-30、74MBq）20μｌ、0.005% 過酸化水素(和光純薬社製) 20μｌ を混合
、室温で20分から30分静置した後、0.1% TFA 600μｌを添加して逆相HPLCにて分離、2つ
の標識体のピークを1mL DMSOを入れたチューブで分取した。直ちに氷上に保管し、一部を
1/100希釈してγ-カウンターで放射活性を測定し、残りの標品は分注して-30℃にて保存
した。
【０１５８】
実施例２２　ヒト型ＧＰＲ７発現ＣＨＯ細胞膜画分の調製
ヒト型GPR7発現CHO細胞を培養したフラスコを5mM EDTA/PBSで洗浄、5mM EDTA/PBSで細胞
を剥がし、遠心して細胞を回収、25mLの 膜画分調製用緩バッファー（50mM Tris-HCl, pH
7.5、 5mM EDTA、 0.1% ウシ血清アルブミン（シグマ社製）、0.5mM PMSF（和光純薬社製
）、 20μｇ/mL leupeptin(ペプチド研究所製)、 0.1μg/mL pepstatinA（ペプチド研究
所製）、 4μg/mL E-64（ペプチド研究所製））に懸濁、ポリトロンを用い氷上でホモジ
ナイズした（12,000rpm、15秒×3回）。これを、高速冷却遠心機にて4℃、1,000g、10分
遠心し、上清を回収した。沈殿に25mLの膜画分調製用緩衝バッファーを加え、同様の操作
で上清を回収した。これら上清をまとめ、セルストレーナーにかけた後、超遠心機用チュ
ーブに分注し、4℃、100,000g、1時間遠心した。ペレットを回収し、少量の膜画分調製用
バッファーに懸濁し、テフロン（登録商標）ホモジナイザーを用いて懸濁した後、一部を
用いて蛋白量を測定し、残りを分注して-80℃にて保存した。
【０１５９】
実施例２３　ヒト型ＧＰＲ７発現ＣＨＯ細胞膜画分を用いたスキャッチャード解析
ヒト型GPR7発現CHO細胞膜画分、[Tyr(125I)11]-hGPR7L-23（配列番号：１）を用いてスキ
ャッチャード解析を行った。アッセイ用バッファー（50mM Tris-HCl, pH7.5、 5mM EDTA
、 0.1% ウシ血清アルブミン（シグマ社製）、0.5mM PMSF（和光純薬社製）、 20μｇ/mL
 leupeptin(ペプチド研究所製)、 0.1μg/mL pepstatinA（ペプチド研究所製）、 4μg/m
L E-64（ペプチド研究所製））にて、膜画分を終濃度1μg/wellとなるよう希釈、標識体
を終濃度400pM、200pM、100pM、50pM、25pM、10pMとなるよう希釈した。ポリプロピレン
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製96穴プレートを用いて、アッセイバッファーのみ（トータル）と終濃度2μＭのhGPR7L-
23(NSB)各50μｌを分注、各wellに標識体溶液25μｌを添加して攪拌後膜画分希釈液25μ
ｌを混合・攪拌して、室温で1.5時間インキュベート、96穴プレート用セルハーベスター
を用いて、洗浄用バッファー（50mM Tris-HCl, pH7.5）で予め湿らせたフィルターユニッ
ト(GF/C、ポリエチレンイミン処理)に吸着、5回洗浄用緩衝液で洗浄した後、充分に乾燥
させた。インプットとして、標識体希釈液を直接フィルターユニット(GF/C、ポリエチレ
ンイミン処理)に添加し、乾燥させた。これらに液体シンチレーターを50μｌ分注し、ト
ップカウント（パッカード）で放射活性を測定し、3連でデータを解析し(図３３)、Bmax=
1.28pmol/mg protein、Kd=35.5pMの値を得た。
【０１６０】
実施例２４　ヒト型ＧＰＲ７発現ＣＨＯ細胞に対する各種ペプチドの結合阻害実験
アッセイ用バッファーを用いて、ヒト型GPR7発現CHO細胞の膜画分を終濃度1μg/well、hG
PR7L-23ヨード標識体（配列番号：１）を終濃度100pMとなるよう希釈した。表３に示した
ペプチドは、10-2M又は10-3Mのストック溶液を、終濃度が10-5M、10-6M、10-7M、10-8M、
10-9M、10-10M、10-11Mとなるようアッセイ用バッファーで希釈した。NBSとして終濃度10
-5MのhGPR7L-23を調製した。ポリプロピレン製96穴プレートを用いて、調製した試料溶液
、NSB、トータルとしてアッセイバファーを50μｌ分注し、ヨード標識体希釈液25μｌを
添加して攪拌後、ヒト型GPR7発現CHO細胞膜画分溶液25μｌを分注して攪拌、室温1時間半
インキュベートした。これを、96穴プレート用セルハーベスターを用いて、洗浄用バッフ
ァー（50mM Tris-HCl, pH7.5）で予め湿らせたフィルターユニットに吸着、６回洗浄用緩
衝液で洗浄した後、充分に乾燥させた。液体シンチレーターを50μｌ分注てトップカウン
ト（パッカード社）で放射活性を測定し、3連でデータを解析した。ヒト型GPR7発現CHO細
胞膜画分に対する各種ペプチドの結合阻害実験結果を表３にIC50値を示す。
【表３】



(99) JP 4128030 B2 2008.7.30

10

20

30

40

50

【０１６１】
実施例２５　ＧＰＲ７およびＧＰＲ８発現ＣＨＯ細胞に対する各種ペプチドのアゴニスト
活性の比較
ヒト型GPR7、ウシ型GPR8、ヒト型GPR8、ウシ型GPR8、ラット型GPR7を発現させたCHO細胞
に対する、各種GPR7リガンドに関連したペプチドの、細胞内cAMP産生抑制活性を調べた。
各受容体発現細胞を、96穴プレートに4×104個／wellで継代し、37℃、5%CO2　95%airで
一日培養した。アッセイ用バッファーとして、Hanks’ Balanced Salt Solution（ギブコ
社）に、20mM HEPES pH7.4、0.1% ウシ血清アルブミン、0.2mM 3-isobutyl-1-methylxant
hine(シグマ社)を加えたものを調製した。一晩培養したプレートは、まず、アッセイ用バ
ッファー150μlで二回洗浄後、アッセイ用バッファー150μlに交換して、30分、37℃、10
0% airで培養した。試料希釈用バッファーとしてアッセイ用バッファーに4μM フォルス
コリンを添加したものを作成、これを用い表　 に示したペプチドのストック溶液(10-2M
又は10-3M)を希釈して、終濃度10-6M、10-7M、10-8M、10-9M、10-10Mとなるよう試料溶液
を調製した。アッセイ用バッファーで30分培養したプレートを取り出し、アッセイ用バッ
ファーで2回洗浄後、アッセイバッファーを50μｌ、次に試料溶液50μｌを添加した。一
つの試料につき、測定は３連で行った。また、basal level測定用に同量のアッセイ用バ
ッファー、maximum level測定用にフォルスコリンを加えたバッファーを添加した。プレ
ートを、30分、37℃、100% airで培養し、細胞内cAMP量を、cAMP-ScreenTM System(ABI社
)を用い、本キットのプロトコールに従い測定した。Maximam levelのcAMP量と各サンプル
を添加した時のcAMP量の差を算出して、フォルスコリンによるcAMP産生促進量に対する百
分率を算出し、これをcAMPの産生の抑制率とした。表４に各試料のIC50値を示す。
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【表４】

【０１６２】
実施例９　ｉｎ　ｓｉｔｕ　ハイブリダイゼーション法によるＧＰＲ７リガンドｍＲＮＡ
のラット脳における発現分布の検討
Ｗｉｓｔａｒラットをネンブタール麻酔下で開腹し、左心室から０．９％食塩水を２５０
ｍｌ潅流し、続いて４％パラホルムアルデヒド溶液を２５０ｍｌ潅流した。取り出した脳
を同溶液中に４時間４℃で浸漬したのち、２０％スクロース溶液に置換し，４℃で３日間
浸漬し、解析に供する脳のサンプルを得た。
ＧＰＲ７リガンドアンチセンス、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ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ　ＩＩ　ＫＳ＋（ストラタジーン社）
に自体公知の方法でラット型ＧＰＲ７リガンドｃＤＮＡを挿入した。このプラスミドをＢ
ａｍＨＩもしくはＸｂａＩを用いて制限酵素処理し、失活させた後に、それぞれ０．５２
μｇ／ｍｌ、０．４７μｇ／ｍｌとなるようにＴＥに溶かした。ＢａｍＨＩ処理したもの
を２μｌ、Ｔ３　ＲＮＡ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（ロッシュ社）４０Ｕ、ｓｕｐｐｌｉｅ
ｄ　１０Ｘ　ｂｕｆｆｅｒ　２μｌ、ＲＮａｓｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（ロッシュ社）２
０Ｕ、ＤＩＧ　ＲＮＡ　Ｌａｂｅｌｌｉｎｇ　Ｍｉｘ，１０Ｘ（ロッシュ社）２μｌ、最
終容量が２０μｌとなるように水を加え、３７℃、２時間反応させた。０．２Ｍ　ＥＤＴ
Ａを２μｌ加えて反応を止めた後にエタノール沈殿により生成したリボプローブを回収し
、アンチセンスプローブとした。また、ＸｂａＩ処理したものを２μｌ、Ｔ３ＲＮＡ　ｐ
ｏｌｙｍｅｒａｓｅ（ロッシュ社）４０Ｕ、ｓｕｐｐｌｉｅｄ　１０Ｘ　ｂｕｆｆｅｒ　
２μｌ、ＲＮａｓｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（ロッシュ社）２０Ｕ、ＤＩＧ　ＲＮＡ　Ｌａ
ｂｅｌｌｉｎｇ　Ｍｉｘ，１０Ｘ（ロッシュ社）２μｌ、最終容量が２０μｌとなるよう
に水を加え、３７℃、２時間反応させた。０．２Ｍ　ＥＤＴＡを２μｌ加えて反応を止め
た後にエタノール沈殿により生成したリボプローブを回収し、センスプローブとした。そ
れぞれの濃度を測定し、アンチセンスプローブ濃度が０．２９μｇ／ｍｌ、センスプロー
ブ濃度が０．２７μｇ／ｍｌとなるようにＲＮａｓｅ　フリーの水に溶かした。
In situハイブリダイゼーションは以下の方法で行った。上記で調製した脳試料をクライ
オスタットＣＭ３０５０(ライカ社)を用いて２５ミクロンの厚さに前額断で調製した。生
成した切片を１０ｍｌの４ＸＳＳＣにて５分間、2回洗浄した後に、１０ｍｌのＰＫ　ｂ
ｕｆｆｅｒ（ｐＨ７．４、１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、１０ｍＭ　ＥＤＴＡ）中にプロ
テネースＫ（シグマ社）が最終濃度２．５ｍｇ／ｍｌとなるように加え、３７℃、１０分
反応させる。１０ｍｌの４ＸＳＳＣにて５分間、2回洗浄した洗う。１０ｍｌのアセチレ
ーションバッファー（ｐＨ７．５、１００ｍＭ　トリエタノールアミン）に０．２５％と
なるように無水酢酸を加え、室温で１０分反応させた。１０ｍｌの４ＸＳＳＣにて５分洗
う。この操作を２回行った後に、ハイブリバッファー（ｐＨ７．４、６０％　ホルムアミ
ド、 １０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、２００μｇ／ｍｌ　イーストｔ－ＲＮＡ、１Ｘ　デ
ンハルト，１０％　デキストラン硫酸、６００ｍＭ　ＮａＣｌ、０．２５％　ＳＤＳ、１
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ｍＭ　ＥＤＴＡ）１ｍｌ中にアンチセンス及びセンスプローブが０．２μｇ／ｍｌとなる
ように加えた溶液に切片を加え、５５℃、１３時間ハイブリさせた。１０ｍｌ洗浄バッフ
ァー（２ＸＳＳＣ、５０％ホルムアミド）で５５℃、１５分間、2回洗浄した。ＲＮａｓ
ｅバッファー（ｐＨ８．０、１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、１ｍＭＥＤＴＡ、０．５Ｍ　
ＮａＣｌ）にＲＮａｓｅＡ（Ｓｉｇｍａ社）が２．５μｇ／ｍｌとなるように加え、切片
を移し、３７℃、３０分間反応させた。１０ｍｌ洗浄バッファーで５５℃、１５分間洗っ
た。この操作を２回繰り返した後に、０．４ＸＳＳＣで５５℃、１５分間洗った。ブロッ
キング溶液（ロッシュ社）０．１ｇを１０ｍｌのバッファー　Ａ（ｐＨ７．５、１００ｍ
Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ）に溶かしたものに切片を移し、室温で１
時間反応させる。０．１％　トライトン　Ｘ－１００を含む１ｍｌのバッファー　Ａにア
ンチ－ジゴキシゲニン－ＡＰ、Ｆａｂ　ｆｒａｇｍｅｎｔｓ（ロッシュ社）を０．７５Ｕ
加えたものに切片を移し、４℃で１６時間反応させた。その後１０ｍｌのバッファー　Ａ
で室温、１５分間洗った。この操作を２回繰り返した後、１０ｍｌのバッファー　Ｂ（ｐ
Ｈ９．５、１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、５０ｍＭ　ＭｇＣｌ
２）で室温１５分間洗った。１０ｍｌのバッファー　Ｂに４０μｌのＮＢＴ溶液（ロッシ
ュ社）及び３５μｌのＸ－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ溶液を加え、切片を移し、発色反応を行っ
た。室温で２４時間反応させた後に５０ｍｌのＴＥに移す。切片をＭＡＳコートスライド
ガラス(松浪ガラス)に貼り付け、風乾させた後に、封入剤（５０％グリセロール、５％ゼ
ラチン）にてカバーグラスを貼り付ける。アンチセンスプローブにて特異的に発色してい
たのは視床下部の内側視索前野、外側視索前野、視床下部外側野、海馬の海馬錐体細胞CA
1-CA3領域、また中脳の中脳水道腹側部などであった。これらの領域ではセンスプローブ
による発色は検出されなかった。
【０１６３】
【発明の効果】
本発明のペプチドおよびそのＤＮＡ、本発明のウシＧＰＲ７およびそのＤＮＡ、および本
発明のウシＧＰＲ８およびそのＤＮＡは、例えば、拒食症の予防・治療薬、食欲（摂食）
増進剤などとして有用である。
さらに、本発明のペプチド等はＧＰＲ７アゴニストやアンタゴニストのスクリーニング等
にも有用である。
【０１６４】
【配列表】
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【図面の簡単な説明】
【図１】ヒト型ＧＰＲ７リガンド前駆体ＨのＤＮＡ配列を示す。
【図２】ヒト型ＧＰＲ７リガンド前駆体Ｈのアミノ酸配列を示す。
【図３】マウス型ＧＰＲ７リガンド前駆体ＨのＤＮＡ配列を示す。
【図４】マウス型ＧＰＲ７リガンド前駆体Ｈのアミノ酸配列を示す。
【図５】ラット型ＧＰＲ７リガンド前駆体ＨのＤＮＡ配列を示す。
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【図６】ラット型ＧＰＲ７リガンド前駆体Ｈのアミノ酸配列を示す。
【図７】ヒト型、ラット型およびマウス型ＧＰＲ７リガンド前駆体Ｈの比較図を示す。一
致するアミノ酸はボックスで囲む。また矢印は分泌シグナルの予想される切断部位を示す
。
【図８】リガンド発現ベクターｐＡＫ－Ｓ６４および空の発現ベクター（ｐＡＫＫＯ－１
１１Ｈ）を発現させたＣＨＯ細胞の培養上清を、ＧＰＲ７ｃＤＮＡを挿入した発現プラス
ミドを一過性に発現させたＣＨＯ細胞の培地にホルスコリン（ＦＳＫ）とともに添加し、
リガンド刺激によるルシフェラーゼ活性の抑制を検出した結果を示す。
【図９】Ｓ６４を一過性に発現させたＣＨＯ細胞の培養上清を、ＴＧＲ２６を一過性に発
現させたＣＨＯ細胞の培地にＦＳＫと共に添加した際のルシフェラーゼ活性の抑制を検出
した結果を示す。
【図１０】Ｓ６４の一過性発現細胞上清によるＧＰＲ７発現ＣＨＯ細胞特異的なｃＡＭＰ
産生量の抑制反応を調べた結果を示す。
【図１１】Ｓ６４の一過性発現細胞上清によるｍｏｃｋＣＨＯのｃＡＭＰ産生量の抑制反
応を調べた結果を示す。
【図１２】ＧＰＲ７リガンドｍＲＮＡのラットにおける組織分布およびその発現量をＲＴ
－ＰＣＲ法によって求めた結果を示す。
【図１３】ウシ視床下部からの内因性GPR7リガンドの最終精製のクロマトパターンを示す
。最終精製段階の μRPC C2/C18 SC 2.1/10 のクロマトパタ－ンと各フラクションをヒト
GPR7発現CHO細胞に反応させ、cAMP-Screen System(ABI)を用いて測定したcAMP産生量を示
す。クロマトのチャートは215nmの吸光度とアセトニトリルの溶出濃度を示す。
【図１４】ウシ視床下部より精製した内因性GPR7リガンドのＮ末端配列分析結果を示す。
【図１５】ウシ視床下部より精製した内因性ＧＰＲ７リガンドのＥＳＩＭＳスペクトル（
上）とＭＳ／ＭＳスペクトル（下）を示す。
【図１６】３価分子イオンのズームスキャンスペクトルを示す。
【図１７】PTH-5-bromotryptophan(5BrW)およびPTH-6-bromotryptophan　(6BrW)を20アミ
ノ酸PTHスタンダード（＊で示したピーク）分析と混合してスタンダード分析し、スタン
ダード５BrWが未知試料５BrWとピークが重なることを確認した結果を示す。
【図１８】PTH-5-bromotryptophan(5BrW)およびPTH-6-bromotryptophan　(6BrW)を20アミ
ノ酸PTHスタンダード（＊で示したピーク）分析と混合してスタンダード分析し、スタン
ダード６BrWが未知試料である６BrWとピークが重なることを確認した結果を示す。
【図１９】ウシ視床下部から精製したＧＰＲ７ＬのＮ末端配列分析結果を示す。スタンダ
ード分析と２サイクル目までのクロマトグラムサイクル１のアミノ酸は、6-bromotryptop
hanのピークと一致している。
【図２０】ウシ型ＧＰＲ７リガンド前駆体ＨのＤＮＡ配列を示す。
【図２１】ウシ型ＧＰＲ７リガンド前駆体Ｈのアミノ酸配列を示す。
【図２２】ブロム化されていないＧＰＲ７Ｌまたは蒸留水をラット側脳室内に投与後２時
間ごとの摂餌量の経時的変動を示す。図中のＶｅｈｉｃｌｅは蒸留水を、またｂＧＰＲ７
Ｌ（Ｂｒ－）はブロム化されていないウシ型ＧＰＲ７リガンドを示す。
【図２３】内因性ＧＰＲ７リガンドのFTMSスペクトルを示す。
【図２４】ＧＰＲ７リガンドｍＲＮＡのヒトにおける組織分布および発現量をＲＴ－ＰＣ
Ｒ法によって求めた結果を示す。
【図２５】ラット型ＧＰＲ７（ラットＴＧＲ２６）ｍＲＮＡの組織分布および発現量をＲ
Ｔ－ＰＣＲ法によって求めた結果を示す。
【図２６】ウシ型ＧＰＲ７のｃＤＮＡ配列を示す。
【図２７】ウシ型ＧＰＲ７のアミノ酸配列を示す。
【図２８】ウシ型ＧＰＲ８のｃＤＮＡ配列を示す。
【図２９】ウシ型ＧＰＲ８アミノ酸配列を示す。
【図３０】ヒト型ＧＰＲ７リガンド発現CHO細胞の培養上清からのヒト型ＧＰＲ７リガン
ドの最終精製結果を示す。最終精製段階のμRPC C2/C18 SC 2.1/10 のクロマトパタ－ン



(145) JP 4128030 B2 2008.7.30

と各フラクションをヒト型GPR7発現CHO細胞反応させて得られた特異的な細胞内cAMP産生
抑制活性を示す。クロマトのチャ－トは215nmの吸光度とアセトニトリルの溶出濃度を示
す。
【図３１】ヒト型ＧＰＲ７リガンド発現CHO細胞の培養上清から精製したＧＰＲ７リガン
ドのN末端配列分析結果を示す。
【図３２】ヒト型ＧＰＲ７リガンド発現CHO細胞の培養上清から精製したＧＰＲ７リガン
ドのESI-MSスペクトルを示す。
【図３３】ヒト型ＧＰＲ７発現CHO細胞膜画分を用いたスキャッチャード解析の結果を示
す。
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