
(57)【要約】

【課題】IgE依存的ヒスタミン放出因子(IgE-dependent 

histamine releasing factor, HRF)およびそれに結合す

るペプチドを提供する。

【解決手段】配列番号：3で表されるアミノ酸配列を含

むダイマーを形成できる欠失型HRF、前記欠失型HRFをコ

ードする遺伝子およびHRFの活性を抑制することができ

る新規なHRF結合ペプチドを提供する。本発明のダイマ

ーを形成できる欠失型HRFは、細胞でヒスタミンおよびI

L-8分泌を可能にするので、HRFによるアレルギー発生を

抑制することができる薬物およびアレルギー患者血清内

HRF検出のためのキット開発に利用できる。また、本発

明の新規なHRF結合ペプチドは、HRFに結合してその作用

を阻害することによって、動物の喘息、鼻炎等のアレル

ギー疾患またはマラリアの予防および治療に有効に使用

できる。

【選択図】図 1
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 野 生 型 IgE依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 の N末 端 が 除 去 さ れ 、 ダ イ マ ー 形 成 が 可 能 で ヒ ス タ
ミ ン お よ び IL-8分 泌 能 が 向 上 し た 組 換 え 欠 失 型 IgE依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 (IgE-depend
ent histamine releasing factor, HRF)。
【 請 求 項 ２ 】
　 HRFが 、 脊 椎 動 物 の HRFま た は HRFの 類 似 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1記 載 の 欠 失
型 IgE依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 。
【 請 求 項 ３ 】
　 HRFが 、 野 生 型 HRFの N末 端 の 少 な く と も 11乃 至 35ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し た こ と を 特 徴 と す る
、 請 求 項 1記 載 の 欠 失 型 IgE依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 。
【 請 求 項 ４ 】
　 配 列 番 号 ： 3(Del-N35HRF)で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 欠 失 型 IgE依
存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 。
【 請 求 項 ５ 】
　 HRFが 、 配 列 番 号 ： 2(Del-N11HRF)ま た は 配 列 番 号 ： 3(Del-N35HRF)で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸
配 列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 4記 載 の 欠 失 型 IgE依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 1の 組 換 え 欠 失 型 IgE依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 ま た は 野 生 型 IgE依 存 的 ヒ ス タ ミ
ン 放 出 因 子 間 に 形 成 さ れ る IgE依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 の 同 形 ま た は 異 形 ダ イ マ ー 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 1の HRFま た は 請 求 項 6の HRF同 形 ま た は 異 形 ダ イ マ ー に 特 異 的 な 抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 1の 欠 失 型 HRFお よ び /ま た は 野 生 型 HRFに 架 橋 剤 を 処 理 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 6
の 同 形 ま た は 異 形 ダ イ マ ー を 製 造 す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 架 橋 剤 が 、 1,4-ジ -[3'-(2'ピ リ ジ ル ジ チ オ )プ ロ ピ オ ナ ミ ド ]ブ タ ン (　 1,4-Di-[3'-(2'p
yridyldithio)propionamido]butane； DPDPB)、 1,8-ビ ス -マ レ イ ミ ド ジ エ チ レ ン グ リ コ ー
ル (1,8-Bis-maleimidodiethylene glycol； BM[PEO]2)、 1,11-ビ ス -マ レ イ ミ ド ト リ エ チ レ
ン グ リ コ ー ル (1,11-Bis-maleimidotriethylene glycol； BM[PEO]3)、 ビ ス -マ レ イ ミ ド エ
タ ン (Bis-maleimidoethane； BMOE)、 1,4-ビ ス -マ レ イ ミ ド ブ タ ン (1,4-Bis-maleimidobuta
ne； BMB)、 ビ ス -マ レ イ ミ ド へ キ サ ン (Bis-maleimidohexane； BMH)、 1,6-へ キ サ ン -ビ ス -
ビ ニ ル ス ル ホ ン (1,6-Hexane-bis-vinylsulfone； HBVS)、 ジ チ オ -ビ ス -マ レ イ ミ ド エ タ ン (
Dithio-bis-maleimidoethane； DTME)お よ び 1,4-ビ ス -マ レ イ ミ ジ ル -2,3-ジ ヒ ド ロ キ シ ブ
タ ン (1,4-bismaleimidyl-2,3-dihydroxybutane； BMDB)か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と を
特 徴 と す る 、 請 求 項 8記 載 の 欠 失 型 HRFの 同 形 ま た は 異 形 ダ イ マ ー を 製 造 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 1の 欠 失 型 HRFを コ ー ド す る 遺 伝 子 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 遺 伝 子 が 、 配 列 番 号 ： 11(Del-N35HRF)で 表 さ れ る 塩 基 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請
求 項 10記 載 の 遺 伝 子 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 遺 伝 子 が 、 配 列 番 号 ： 10(Del-N11HRF)ま た は 配 列 番 号 ： 11(Del-N35HRF)で 表 さ れ る 塩 基
配 列 を 持 つ こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 11記 載 の 遺 伝 子 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 10の 遺 伝 子 を 含 む 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 pRSET-A-Del-N11HRFま た は pRSET-A-Del-N35HRFで あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 13記 載
の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ５ 】
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　 請 求 項 13の 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 形 質 転 換 体 。 　 　
【 請 求 項 １ ６ 】
　 大 腸 菌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 15記 載 の 形 質 転 換 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 BL21(DE3)-pRSET-A- Del-N11HRF、 BL21(DE3)-pRSET-A-Del-N35HRF、 BL21(DE3)pLysS-pR
SET-A- Del-N11HRF、 ま た は BL21(DE3)pLysS-pRSET-A-Del-N35HRFで あ る こ と を 特 徴 と す る
、 請 求 項 16記 載 の 形 質 転 換 体  。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 1の 欠 失 型  IgE依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 ま た は 請 求 項 6の 同 形 ま た は 異 形 ダ イ マ
ー を 有 効 成 分 と し て 含 む ヒ ス タ ミ ン 放 出 誘 導 剤 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 1の 欠 失 型  IgE依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 ま た は 請 求 項 6の 同 形 ま た は 異 形 ダ イ マ
ー を 利 用 し た HRFに よ る ア レ ル ギ ー 発 生 を 抑 制 す る こ と が で き る 薬 物 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 欠 失 型 IgE依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 が 、 配 列 番 号 ： 8の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る こ と を 特
徴 と す る 、 請 求 項 15記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 1の 欠 失 型  IgE依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 を 利 用 し た ア レ ル ギ ー 患 者 血 清 内 HRFの
検 出 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 (V、 Y、 Eま た は A)-(T、 V、 Fま た は A)-(Y、 Pま た は A)-(P、 Gま た は K)-(A、 L、 Sま た は W)
-(A、 Pま た は M)の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る HRF結 合 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 配 列 番 号 ： 17の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 22記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 L-ア ミ ノ 酸 、 D-ア ミ ノ 酸 、 ま た は L-ア ミ ノ 酸 お よ び D-ア ミ ノ 酸 か ら な る 、 請 求 項 22記 載
の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 一 つ 以 上 の 変 形 ア ミ ノ 酸 を 含 む 、 請 求 項 22記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 変 形 ア ミ ノ 酸 が 、 ア ミ ノ 酸 誘 導 体 ま た は ア ル キ ル 化 さ れ た ア ミ ノ 酸 で あ る こ と を 特 徴 と
す る 、 請 求 項 25記 載 の ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 請 求 項 22の ペ プ チ ド を 有 効 成 分 と し て 含 む ア レ ル ギ ー 予 防 ま た は 治 療 用 薬 剤 学 的 組 成 物
。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 22の ペ プ チ ド を 有 効 成 分 と し て 含 む マ ラ リ ア 予 防 ま た は 治 療 用 薬 剤 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 請 求 項 22の ペ プ チ ド お よ び 抗 HRFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む ア レ ル ギ ー 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 分 析 を 行 な う 工 程 を 含 む 欠 失 型 HRFま た は 前 記 同 形 ま た
は 異 形 HRFダ イ マ ー を 利 用 し て HRF特 異 的 受 容 体 を 同 定 す る 方 法 。  
【 請 求 項 ３ １ 】
　 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 分 析 が 、 同 時 精 製 (Co-purification)、 酵 母 ツ ー ハ イ ブ
リ ッ ド シ ス テ ム (Yeast Two-Hybrid system)ま た は タ ン パ ク 質 チ ッ プ シ ス テ ム に よ り 行 な
わ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 30記 載 の HRF特 異 的 受 容 体 を 同 定 す る 方 法 。  
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 同 時 精 製 が 、
1)HRF-HRF受 容 体 複 合 体 を 分 離 す る 工 程 ；
2)前 記 分 離 さ れ た 複 合 体 を 精 製 す る 工 程 ； お よ び 、
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3)前 記 精 製 さ れ た 複 合 体 か ら HRF受 容 体 の 正 体 を 確 認 す る 工 程 ；
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 31記 載 の HRF特 異 的 受 容 体 を 同 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 チ ッ プ シ ス テ ム が 、
1)機 能 が 明 ら か に さ れ て い る か 明 ら か に さ れ て い な い 多 様 な タ ン パ ク 質 が 集 積 さ れ た タ ン
パ ク 質 チ ッ プ に 、 本 発 明 の 欠 失 型 HRFま た は 本 発 明 の 同 形 ま た は 異 形 HRFダ イ マ ー を 処 理 す
る 工 程 ； お よ び 、
2)前 記 欠 失 型 HRFま た は HRFダ イ マ ー に 、 特 異 的 な 抗 体 が な い か ま た は 抗 体 が あ る 状 態 で 前
記 言 及 さ れ た 分 析 方 法 を 利 用 し て 、 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 が 起 き る か ど う か を
確 認 す る 工 程 ；
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 31記 載 の HRF特 異 的 受 容 体 を 同 定 す る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 IgE依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 (IgE-dependent histamine releasing factor
, HRF)お よ び そ れ に 結 合 す る ペ プ チ ド に 関 す る も の で あ る 。 詳 細 に は 、 配 列 番 号 ： 3で 表
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ダ イ マ ー を 形 成 で き る 欠 失 型 HRF、 HRFの 活 性 を 抑 制 す る こ と が
で き る 新 規 な HRF結 合 ペ プ チ ド お よ び こ れ ら の 医 薬 分 野 に お け る 用 途 に 関 す る も の で あ る
。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 喘 息 、 鼻 炎 、 蕁 麻 疹 、 ア ナ フ ィ ラ キ ー シ ョ ッ ク (anaphylaxis)、 ア レ ル ギ ー 性 気 管 支 拡
張 症 、 食 べ 物 ・ 薬 物 ・ 植 木 鉢 ・ 虫 に よ る ア レ ル ギ ー 、 枯 草 熱 (hay fever)、 寒 冷 じ ん ま 疹
、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 な ど の ア レ ル ギ ー (非 特 許 文 献 1、 非 特 許 文 献 2)は 、 遺 伝 的 に ア レ ル ギ
ー 抗 原 (allergen)に 対 し て 過 敏 に 反 応 し 大 量 生 成 さ れ た IgE(Immunoglobulin E)お よ び IgE
分 泌 調 節 に 関 与 す る サ イ ト カ イ ン (cytokine)間 の 均 衡 破 壊 か ら 起 因 す る と 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 一 旦 ア レ ル ギ ー 抗 原 に 露 出 す れ ば 、 即 発 反 応 (immediate reaction)が 起 き て 、 肥 満 細 胞
(mast cell)か ら 分 泌 し た サ イ ト カ イ ン 等 に よ っ て 炎 症 に 関 連 し た 細 胞 が 抗 原 露 出 部 位 に
集 ま る よ う に な る 。 数 時 間 後 に は 好 塩 基 球 (basophil)、 好 酸 球 (eosinophil)お よ び リ ン パ
球 (lymphocyte)か ら 分 泌 す る ヒ ス タ ミ ン と 様 々 な サ イ ト カ イ ン な ど に よ っ て 遅 発 相 反 応 (l
ate-phase reaction, 以 下 「 LPR」 と す る )が 起 き る よ う に な る 。 ア レ ル ギ ー 患 者 の 半 分 程
度 が LPRに 進 行 す る 。 LPRで は 好 塩 基 球 か ら ヒ ス タ ミ ン が 分 泌 さ れ 、 そ の 時 に は 即 発 反 応 を
誘 発 し た ア レ ル ギ ー 抗 原 が な い の で 、 好 塩 基 球 か ら ヒ ス タ ミ ン 分 泌 お よ び LPRへ の 進 行 を
誘 発 す る 原 因 物 質 を 糾 明 す る こ と が 主 要 関 心 事 だ っ た 。 今 ま で 、 MCP-3(Monocyte Chemota
tic Protein-3)、 MCP-1(Monocyte Chemotatic Protein-1)ま た は RANTES(Regulated upon 
Activation Normal T-cell Expressed and Secreted)の よ う な サ イ ト カ イ ン (cytokine)が
ヒ ス タ ミ ン を 分 泌 さ せ る こ と が 知 ら れ て い た が 、 IgE依 存 的 LPRで は 「 HRF」 と 名 付 け ら れ
た タ ン パ ク 質 だ け が 好 塩 基 球 か ら ヒ ス タ ミ ン を 分 泌 さ せ る こ と が で き る こ と が 明 ら か に さ
れ た (非 特 許 文 献 3)。 し か し 、 HRFが ど の よ う な 作 用 機 序 に よ っ て 好 塩 基 球 か ら ヒ ス タ ミ ン
分 泌 を 誘 導 す る か に 対 し て は 報 告 さ れ た こ と が な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 HRFは 、 す べ て の 細 胞 質 に 存 在 す る 、 172個 の ア ミ ノ 酸 で 構 成 さ れ た 公 知 の タ ン パ ク 質 で
あ る (非 特 許 文 献 4)、 そ の 中 の 79～ 123番 ア ミ ノ 酸 は 塩 基 性 ド メ イ ン (basic domain)を 形 成
し て い て 、 こ の 部 位 は 微 小 管 結 合 タ ン パ ク 質 で あ る  MAP-1B(microtubule-associated pro
tein-1B)と 約 46％ の 相 同 性 を 示 す た め 、 微 小 管 に  結 合 す る 機 能 を 有 す る こ と が で き る と
推 定 さ れ て い る 。 ガ チ ェ ッ ト (Gachet)ら は 共 焦 点 顕 微 鏡 (confocal microscope)を 利 用 し
て HRFの 分 布 と 細 胞 骨 格 網 分 布 が ど の 程 度 一 致 す る か を 観 察 し た が (非 特 許 文 献 5)、 こ れ は
HRFが 細 胞 骨 格 と 結 合 し て い る こ と を 示 唆 す る も の で あ る 。 一 方 、 サ ン チ ェ ス ら は 、 HRFが
一 般 的 な カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー に 属 さ な い に も か か わ ら ず 、 Ca 2 + と 結 合 す
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る こ と を 発 表 し た 。 ま た 、 サ カ ロ マ イ セ ス セ レ ビ シ エ (Saccaromyces cerevisiae)で HRF遺
伝 子 を 欠 失 さ せ て も 酵 母 が 生 存 で き る こ と を 確 認 し た (非 特 許 文 献 6)。 こ れ は 、 HRFが 重 複
経 路 (redundant pathway)を 持 っ て い る 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー に 属 す る と い う 事 実 を 暗 示 す る
も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 一 方 、 HRFは 親 水 性 で 細 胞 質 内 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 で あ る に も か か わ ら ず 、 マ ク ド ナ
ル ド ら が 、 HRFを 細 胞 の 外 で 見 つ け 、 LPRア レ ル ギ ー 患 者 の 血 漿 か ら 多 量 に 検 出 さ れ る た め
、 細 胞 死 滅 (apoptosis)や 他 の 作 用 機 序 に よ っ て 細 胞 外 に 分 泌 し た 後 、 細 胞 膜 に 存 在 す る H
RF受 容 体 を 通 し て ヒ ス タ ミ ン を 遊 離 さ せ る と 考 え ら れ て い る (非 特 許 文 献 7)。 ま た 、 HRFは
IgE感 作 さ れ た (sensitized)好 塩 基 球 を 刺 激 し て ヒ ス タ ミ ン を 分 泌 す る よ う に す る こ と が
知 ら れ て い る が 、 こ れ に 対 す る IgEの 作 用 機 序 は 、 ま だ 糾 明 さ れ て い な い 。 一 方 、 ビ ー カ
エ ス ク ラ （ Bheekha-Escura） ら は 、 IgE受 容 体 が な い 細 胞 で も HRFが 炎 症 反 応 を 起 こ す こ と
が で き る こ と を 観 察 す る こ と に よ り 、 HRFが IgEと 結 合 し て 作 用 す る の で は な く 、 特 異 な 細
胞 膜 受 容 体 に 結 合 し て 作 用 す る こ と を 提 示 し た (非 特 許 文 献 8)。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 I)HRFが 親 水 性 に も か か わ ら ず 細 胞 膜 を 透 過 す る こ と が で き る と い う 事
実 、 II)酵 母 2-ハ イ ブ リ ッ ド 分 析 (yeast two-hybrid)に よ っ て HRF受 容 体 が (Na,K)ATPaseの
第 3細 胞 質 ド メ イ ン (CD3)と い う 事 実 を 明 ら か に し て き た (特 許 文 献 1、  特 許 文 献 2)。 同 時
に 、 細 胞 外 に 分 泌 し た HRFが 、 好 塩 基 球 細 胞 内 で ヒ ス タ ミ ン 分 泌 を 促 進 す る 作 用 機 序 も 明
ら か に し て き た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ま た 、 I)HRFが 細 胞 内 に 入 っ て 行 く 工 程 を 遮 断 し て /遮 断 し た り 、 II)HRFが  (Na,K)ATPas
eに 結 合 す る 工 程 を 遮 断 し て 、 HRFの ヒ ス タ ミ ン 分 泌 を 阻 害 す る こ と が で き る ペ プ チ ド を 見
つ け て 、 ア レ ル ギ ー 疾 患 を 予 防 ま た は 治 療 す る こ と が で き る こ と を 立 証 し て き た (特 許 文
献 1)。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 最 近 ブ デ (Budde)ら は 、 活 性 化 し た 単 核 球 培 養 上 澄 み 液 か ら 分 離 し た  HRF(HRFmn)と 組 換
え HRF(recombinant HRF, rHRF)は 、 好 塩 基 球 で の ヒ ス タ ミ ン 分 泌 能 が 同 じ で は な い こ と を
報 告 し た が 、 こ れ は HRFmnと rHRFが 、 同 じ 作 用 因 子 (factor)で は な い 可 能 性 を 提 示 す る (非
特 許 文 献 9)。 ま た 、 ヒ ト HRF特 異 的 な 酵 素 免 疫 吸 着 検 出 法 (enzyme-linked immunoabsorban
t assay)に よ っ て HRFmnか ら HRFが 検 出 さ れ な か っ た こ と に 言 及 し た が 、 こ れ も HRFmnと rHR
Fと の 構 造 的 差 異 を 示 唆 す る も の で あ る と 言 え る 。
【 特 許 文 献 １ 】 大 韓 民 国 特 許 第 457350号
【 特 許 文 献 ２ 】 大 韓 民 国 特 許 第 457351号
【 非 特 許 文 献 １ 】 Bachertら , Clinical and Experimental Allergy, 1998年 ， 第 28巻 , 15
-19頁
【 非 特 許 文 献 ２ 】 MacDonald and Lichtenstein, Springer Semin Immunopathol., 1990年
， 第 12巻 , 415-428頁
【 非 特 許 文 献 ３ 】 MacDonaldら ., Science, 1995年 ， 第 269巻 , 688-690頁
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Bohmら , Biochem. Int., 1989年 、 第 19巻 , 277-286頁
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Gachetら ., J. Cell Sci., 1999年 ， 第 112巻 , 1257-1271頁
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Sanchezら , Electrophoresis, 1997年 ， 第 18巻 , 150-155頁
【 非 特 許 文 献 ７ 】 MacDonaldら , Science, 1995年 ， 第 269巻 , 688-690頁
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Bheekha-Escuraら , Blood, 2000年 ， 第 96巻 , 2191-2198頁
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Buddeら , Ann. Allergy Asthma Immunol., 2002年 、 第 89巻 , 606-612頁
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 目 的 は 、 細 胞 か ら ヒ ス タ ミ ン お よ び IL-8を 分 泌 さ せ る こ と が で き る ダ イ マ ー を
形 成 で き る 欠 失 型 HRF、 HRFの 作 用 を 抑 制 す る こ と が で き る 、 新 規 な HRF結 合 ペ プ チ ド お よ
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び こ れ ら の 用 途 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 HRFmnと rHRFの 活 性 の 差 は 、 ア レ ル ギ ー 患 者 の 血 液 の 中 に 多 量 存 在 す る
タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 (protease)に よ る も の と 判 断 し て 、 ヒ ス タ ミ ン 分 泌 能 を 有 す る HRFを
捜 そ う と 努 力 し た 結 果 、 野 生 型 HRFに 比 べ 非 常 に 高 い 活 性 を 有 す る 欠 失 型 HRFを 見 つ け た 。
こ れ ら 欠 失 型 HRFは 、 野 生 型 HRFと は 異 な り 分 子 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 し て い て 、 こ の ジ
ス ル フ ィ ド 結 合 に よ る 二 量 体 化 に よ っ て 活 性 を 持 つ よ う に な る こ と を 確 認 し た 。 ま た 、 す
で に 発 見 さ れ て い る HRF結 合 ペ プ チ ド を 変 形 さ せ た 後 、 や は り こ れ が 欠 失 型 HRFに 結 合 し て
HRFの ヒ ス タ ミ ン お よ び IL-8分 泌 能 を 効 果 的 に 妨 害 す る こ と を 確 認 し て 、 こ れ ら 欠 失 型 HRF
お よ び そ の 結 合 ペ プ チ ド が 抗 ア レ ル ギ ー 薬 物 開 発 に 有 効 に 使 用 で き る こ と を 確 認 し て 本 発
明 を 完 成 し た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 上 記 目 的 を 達 成 す る た め に 、 本 発 明 は 、 野 生 型 IgE-依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 の N末 端
が 除 去 さ れ る こ と に よ り ダ イ マ ー を 形 成 で き 、 ヒ ス タ ミ ン お よ び IL-8分 泌 能 が 向 上 さ れ た
組 換 え 欠 失 型 IgE-依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 (IgE-dependent histamine releasing facto
r, HRF)を 提 供 す る 。  
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ま た 、 配 列 番 号 ： 3で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ダ イ マ ー を 形 成 で き る 欠 失 型 HRFを 提
供 す る 。  
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ま た 、 前 記 組 換 え 欠 失 型 IgE-依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 の 同 形 ま た は 異 形 ダ イ マ ー お よ
び そ の 製 造 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 、 前 記 組 換 え 欠 失 型 IgE依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 ま た は 野 生 型  IgE依 存 的 ヒ ス タ
ミ ン 放 出 因 子 間 に 形 成 さ れ る 同 形 ま た は 異 形 ダ イ マ ー お よ び そ の 製 造 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 前 記 欠 失 型 HRFを コ ー ド す る 遺 伝 子 、 前 記 遺 伝 子 を 含 む 組 換 え 発 現 ベ
ク タ ー お よ び 前 記 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 形 質 転 換 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 前 記 欠 失 型 HRFを 有 効 成 分 と し て 含 む ヒ ス タ ミ ン お よ び IL-8放 出 誘 導
剤 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 前 記 欠 失 型 HRFを 利 用 し た HRFに よ る ア レ ル ギ ー 発 生 を 抑 制 す る こ と が
で き る 薬 物 の 検 出 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 前 記 欠 失 型 HRFを 利 用 し た ア レ ル ギ ー 患 者 血 清 内 HRF検 出 方 法 を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 (V、 Y、 Eま た は A)-(T、 V、 Fま た は A)-(Y、 Pま た は A)-(P、 Gま た は K)-
(A、 L、 Sま た は W)-(A、 Pま た は M)配 列 を 持 つ 新 規 な HRF結 合 ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 前 記 HRF結 合 ペ プ チ ド を 有 効 成 分 と し て 含 む ア レ ル ギ ー 予 防 ま た は 治
療 用 薬 剤 学 的 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 前 記 HRF結 合 ペ プ チ ド お よ び 抗 -HRFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む ア レ ル
ギ ー 診 断 キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 前 記 HRF結 合 ペ プ チ ド を 有 効 成 分 と し て 含 む マ ラ リ ア 予 防 ま た は 治 療
用 薬 剤 学 的 組 成 物 を 提 供 す る 。
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【 ０ ０ ２ ３ 】
　 合 わ せ て 、 本 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 分 析 を 行 な う 工 程 を 含 む 前 記 欠
失 型 HRFま た は 前 記 同 形 ま た は 異 形 HRFダ イ マ ー を 利 用 し て HRF特 異 的 受 容 体 を 同 定 す る 方
法 を 提 供 す る 。  
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 （ １ ） は 、 野 生 型 IgE依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 の N末 端 が 除 去 さ れ 、 ダ イ マ ー 形
成 が 可 能 で ヒ ス タ ミ ン お よ び IL-8分 泌 能 が 向 上 し た 組 換 え 欠 失 型 IgE依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放
出 因 子 (IgE-dependent histamine releasing factor, HRF)で あ る 。
　 本 発 明 （ ２ ） は 、 HRFが 、 脊 椎 動 物 の HRFま た は HRFの 類 似 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、
本 発 明 （ 1） の 欠 失 型 IgE依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 で あ る 。
　 本 発 明 （ ３ ） は 、 HRFが 、 野 生 型 HRFの N末 端 の 少 な く と も 11乃 至 35ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し た
こ と を 特 徴 と す る 、 本 発 明 （ 1） の 欠 失 型 IgE依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 で あ る 。
　 本 発 明 （ ４ ） は 、 配 列 番 号 ： 3(Del-N35HRF)で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 本 発 明 （ 1
） の 欠 失 型 IgE依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 で あ る 。
　 本 発 明 （ ５ ） は 、 HRFが 、 配 列 番 号 ： 2(Del-N11HRF)ま た は 配 列 番 号 ： 3(Del-N35HRF)で
表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 本 発 明 （ 4） の 欠 失 型 IgE依 存 的 ヒ ス タ
ミ ン 放 出 因 子 で あ る 。
　 本 発 明 （ ６ ） は 、 本 発 明 （ 1） の 組 換 え 欠 失 型 IgE依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 ま た は 野 生
型 IgE依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 間 に 形 成 さ れ る IgE依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 の 同 形 ま た
は 異 形 ダ イ マ ー で あ る 。
　 本 発 明 （ ７ ） は 、 本 発 明 （ 1） の HRFま た は 本 発 明 （ 6） の HRF同 形 ま た は 異 形 ダ イ マ ー に
特 異 的 な 抗 体 で あ る 。
　 本 発 明 （ ８ ） は 、 本 発 明 （ 1） の 欠 失 型 HRFお よ び /ま た は 野 生 型 HRFに 架 橋 剤 を 処 理 す る
工 程 を 含 む 、 本 発 明 （ 6） の 同 形 ま た は 異 形 ダ イ マ ー を 製 造 す る 方 法 で あ る 。
　 本 発 明 （ ９ ） は 、 架 橋 剤 が 、 1,4-ジ -[3'-(2'ピ リ ジ ル ジ チ オ )プ ロ ピ オ ナ ミ ド ]ブ タ ン (
　 1,4-Di-[3'-(2'pyridyldithio)propionamido]butane； DPDPB)、 1,8-ビ ス -マ レ イ ミ ド ジ
エ チ レ ン グ リ コ ー ル (1,8-Bis-maleimidodiethylene glycol； BM[PEO]2)、 1,11-ビ ス -マ レ
イ ミ ド ト リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (1,11-Bis-maleimidotriethylene glycol； BM[PEO]3)、 ビ
ス -マ レ イ ミ ド エ タ ン (Bis-maleimidoethane； BMOE)、 1,4-ビ ス -マ レ イ ミ ド ブ タ ン (1,4-Bi
s-maleimidobutane； BMB)、 ビ ス -マ レ イ ミ ド へ キ サ ン (Bis-maleimidohexane； BMH)、 1,6-
へ キ サ ン -ビ ス -ビ ニ ル ス ル ホ ン (1,6-Hexane-bis-vinylsulfone； HBVS)、 ジ チ オ -ビ ス -マ
レ イ ミ ド エ タ ン (Dithio-bis-maleimidoethane； DTME)お よ び 1,4-ビ ス -マ レ イ ミ ジ ル -2,3-
ジ ヒ ド ロ キ シ ブ タ ン (1,4-bismaleimidyl-2,3-dihydroxybutane； BMDB)か ら な る 群 よ り 選
択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 本 発 明 （ 8） の 欠 失 型 HRFの 同 形 ま た は 異 形 ダ イ マ ー を 製 造 す
る 方 法 で あ る 。
　 本 発 明 （ １ ０ ） は 、 本 発 明 （ 1） の 欠 失 型 HRFを コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る 。
　 本 発 明 （ １ １ ） は 、 遺 伝 子 が 、 配 列 番 号 ： 11(Del-N35HRF)で 表 さ れ る 塩 基 配 列 を 含 む こ
と を 特 徴 と す る 、 本 発 明 （ 10） の 遺 伝 子 で あ る 。
　 本 発 明 （ １ ２ ） は 、 遺 伝 子 が 、 配 列 番 号 ： 10(Del-N11HRF)ま た は 配 列 番 号 ： 11(Del-N35
HRF)で 表 さ れ る 塩 基 配 列 を 持 つ こ と を 特 徴 と す る 、 本 発 明 （ 11） の 遺 伝 子 で あ る 。
　 本 発 明 （ １ ３ ） は 、 本 発 明 （ 10） の 遺 伝 子 を 含 む 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。
　 本 発 明 （ １ ４ ） は 、 pRSET-A-Del-N11HRFま た は pRSET-A-Del-N35HRFで あ る こ と を 特 徴 と
す る 、 本 発 明 （ 13） の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。
　 本 発 明 （ １ ５ ） は 、 本 発 明 （ 13） の 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 形 質 転 換 体 で あ る 。
　 　
　 本 発 明 （ １ ６ ） は 、 大 腸 菌 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 本 発 明 （ 15） の 形 質 転 換 体 で あ る
。
　 本 発 明 （ １ ７ ） は 、 BL21(DE3)-pRSET-A- Del-N11HRF、 BL21(DE3)-pRSET-A-Del-N35HRF
、 BL21(DE3)pLysS-pRSET-A- Del-N11HRF、 ま た は BL21(DE3)pLysS-pRSET-A-Del-N35HRFで
あ る こ と を 特 徴 と す る 、 本 発 明 （ 16） の 形 質 転 換 体 で あ る 。
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　 本 発 明 （ １ ８ ） は 、 本 発 明 （ 1） の 欠 失 型  IgE依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 ま た は 本 発 明
（ 6） の 同 形 ま た は 異 形 ダ イ マ ー を 有 効 成 分 と し て 含 む ヒ ス タ ミ ン 放 出 誘 導 剤 で あ る 。
　 本 発 明 （ １ ９ ） は 、 本 発 明 （ 1） の 欠 失 型  IgE依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 ま た は 本 発 明
（ 6） の 同 形 ま た は 異 形 ダ イ マ ー を 利 用 し た HRFに よ る ア レ ル ギ ー 発 生 を 抑 制 す る こ と が で
き る 薬 物 の 検 出 方 法 で あ る 。
　 本 発 明 （ ２ ０ ） は 、 欠 失 型 IgE依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 が 、 配 列 番 号 ： 8の ア ミ ノ 酸 配
列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 本 発 明 （ 15） の 方 法 で あ る 。
　 本 発 明 （ ２ １ ） は 、 本 発 明 （ 1） の 欠 失 型  IgE依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 を 利 用 し た ア
レ ル ギ ー 患 者 血 清 内 HRFの 検 出 方 法 で あ る 。
　 本 発 明 （ ２ ２ ） は 、 (V、 Y、 Eま た は A)-(T、 V、 Fま た は A)-(Y、 Pま た は A)-(P、 Gま た は K
)-(A、 L、 Sま た は W)-(A、 Pま た は M)の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る HRF結 合 ペ プ チ ド で あ る 。
　 本 発 明 （ ２ ３ ） は 、 配 列 番 号 ： 17の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 本 発 明 （
22） の ペ プ チ ド で あ る 。
　 本 発 明 （ ２ ４ ） は 、 L-ア ミ ノ 酸 、 D-ア ミ ノ 酸 、 ま た は L-ア ミ ノ 酸 お よ び D-ア ミ ノ 酸 か ら
な る 、 本 発 明 （ 22） の ペ プ チ ド で あ る 。
　 本 発 明 （ ２ ５ ） は 、 一 つ 以 上 の 変 形 ア ミ ノ 酸 を 含 む 、 本 発 明 （ 22） の ペ プ チ ド で あ る 。
　 本 発 明 （ ２ ６ ） は 、 変 形 ア ミ ノ 酸 が 、 ア ミ ノ 酸 誘 導 体 ま た は ア ル キ ル 化 さ れ た ア ミ ノ 酸
で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 本 発 明 （ 25） の ペ プ チ ド で あ る 。
　 本 発 明 （ ２ ７ ） は 、 本 発 明 （ 22） の ペ プ チ ド を 有 効 成 分 と し て 含 む ア レ ル ギ ー 予 防 ま た
は 治 療 用 薬 剤 学 的 組 成 物 で あ る 。
　 本 発 明 （ ２ ８ ） は 、 本 発 明 （ 22） の ペ プ チ ド を 有 効 成 分 と し て 含 む マ ラ リ ア 予 防 ま た は
治 療 用 薬 剤 学 的 組 成 物 で あ る 。
　 本 発 明 （ ２ ９ ） は 、 本 発 明 （ 22） の ペ プ チ ド お よ び 抗 HRFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む ア
レ ル ギ ー 診 断 キ ッ ト で あ る 。
　 本 発 明 （ ３ ０ ） は 、 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 分 析 を 行 な う 工 程 を 含 む 欠 失 型 HRF
ま た は 前 記 同 形 ま た は 異 形 HRFダ イ マ ー を 利 用 し て HRF特 異 的 受 容 体 を 同 定 す る 方 法 で あ る
。  
　 本 発 明 （ ３ １ ） は 、 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 分 析 が 、 同 時 精 製 (Co-purificatio
n)、 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム (Yeast Two-Hybrid system)ま た は タ ン パ ク 質 チ ッ プ
シ ス テ ム に よ り 行 な わ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 本 発 明 （ 30） の HRF特 異 的 受 容 体 を 同 定 す
る 方 法 で あ る 。  
　 本 発 明 （ ３ ２ ） は 、 同 時 精 製 が 、
1)HRF-HRF受 容 体 複 合 体 を 分 離 す る 工 程 ；
2)前 記 分 離 さ れ た 複 合 体 を 精 製 す る 工 程 ； お よ び 、
3)前 記 精 製 さ れ た 複 合 体 か ら HRF受 容 体 の 正 体 を 確 認 す る 工 程 ；
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 本 発 明 （ 31） の HRF特 異 的 受 容 体 を 同 定 す る 方 法 で あ る 。
　 本 発 明 （ ３ ３ ） は 、 タ ン パ ク 質 チ ッ プ シ ス テ ム が 、
1)機 能 が 明 ら か に さ れ て い る か 明 ら か に さ れ て い な い 多 様 な タ ン パ ク 質 が 集 積 さ れ た タ ン
パ ク 質 チ ッ プ に 、 本 発 明 の 欠 失 型 HRFま た は 本 発 明 の 同 形 ま た は 異 形 HRFダ イ マ ー を 処 理 す
る 工 程 ； お よ び 、
2)前 記 欠 失 型 HRFま た は HRFダ イ マ ー に 、 特 異 的 な 抗 体 が な い か ま た は 抗 体 が あ る 状 態 で 前
記 言 及 さ れ た 分 析 方 法 を 利 用 し て 、 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 が 起 き る か ど う か を
確 認 す る 工 程 ；
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 本 発 明 （ 31） の HRF特 異 的 受 容 体 を 同 定 す る 方 法 で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 に よ り 、 細 胞 か ら ヒ ス タ ミ ン お よ び IL-8を 分 泌 さ せ る こ と が で き る ダ イ マ ー を 形
成 で き る 欠 失 型 HRF、 HRFの 作 用 を 抑 制 す る こ と が で き る 、 新 規 な HRF結 合 ペ プ チ ド お よ び
こ れ ら の 用 途 が 提 供 さ れ た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
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【 ０ ０ ２ ６ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 詳 し く 説 明 す る 。
　 本 発 明 は 、 野 生 型 IgE-依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 の N末 端 が 除 去 さ れ る こ と に よ り ダ イ
マ ー 形 成 が 可 能 で 、 ヒ ス タ ミ ン お よ び IL-8分 泌 能 が 向 上 さ れ た 組 換 え 欠 失 型  IgE-依 存 的
ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 (IgE-dependent histamine releasing factor, HRF)を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 欠 失 型 HRFは 、 本 発 明 が 提 供 す る 配 列 に よ っ て 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き る
。 ま た 他 の 方 法 と し て 、 本 発 明 の 欠 失 型 HRFは 、 こ れ を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 持 つ DNAが 挿
入 さ れ た 発 現 ベ ク タ ー を 利 用 す る 組 換 え DNA技 術 で 製 造 す る こ と が で き る 。 前 記 ベ ク タ ー
は 、 生 体 内 に 存 在 す る よ う に 製 造 さ れ 、 サ ム ブ ロ ッ ク (Sambrook)ら の 方 法 (Sambrookら .,M
olecular cloning, 1989年 , Cold Spring Harbor, Cold Spring Harbor Laboratory Pres
s)に よ っ て 適 当 な 宿 主 細 胞 で 形 質 転 換 さ れ 適 当 な 条 件 下 で 発 現 す る よ う に 製 造 さ れ る 。 ま
た 、 本 発 明 に よ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 利 用 し て 本 発 明 の 欠 失 型 HRFを 製
造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 一 方 、 本 発 明 に よ る 欠 失 型 HRFの ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 当 技 術 分 野 の 公 知 さ れ た 通 常 の 技 術
に よ り 変 形 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 欠 失 型 HRFは 、 ア ミ ノ 酸 数 を 増 加 さ せ た り 減 少 さ
せ た り す る こ と に よ り 変 形 で き る 。 ま た 、 本 発 明 に よ る 欠 失 型 HRFの 活 性 を 減 少 さ せ な い
範 囲 内 で 、 特 定 残 基 や そ の 順 序 を 変 え る こ と に よ り 変 形 す る こ と が で き る 。 変 形 可 能 な ア
ミ ノ 酸 は 、 自 然 的 に 存 在 す る  L-α -ア ミ ノ 酸 だ け で は な く 、 β 、 γ 、 δ ア ミ ノ 酸 は も ち ろ
ん D-α -ア ミ ノ 酸 の 誘 導 体 に も 変 形 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 し た が っ て 、 当 技 術 分 野 で 通 常 の 知 識 を 持 っ た 者 は 、 前 記 欠 失 型 HRFを そ の ヒ ス タ ミ ン
分 泌 活 性 を 維 持 乃 至 増 加 さ せ た り 損 傷 さ せ た り し な い 範 囲 内 で 通 常 の 技 術 を 使 っ て 変 形 さ
せ る こ と が で き る 。 こ れ は 、 本 発 明 の 範 疇 内 に 属 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 で は 、 配 列 番 号 ： 1で 表 さ れ る ラ ッ ト の 全 長 配 列 (Accession number U20525, ア
ミ ノ 酸 1-172)、 配 列 番 号 ： 2で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 11-172切 片 、 配 列 番 号 ： 3で 表 さ れ る ア ミ
ノ 酸 35-172切 片 、 配 列 番 号 ： 4で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 1-112切 片 、 配 列 番 号 ： 5で 表 さ れ る ア
ミ ノ 酸 39-110切 片 、 配 列 番 号 ： 6で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 1-38切 片 、 配 列 番 号 ： 7で 表 さ れ る ア
ミ ノ 酸 111-172切 片 、 配 列 番 号 ： 8で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 84-108切 片 を 有 す る 多 様 な 欠 失 型 HR
Fを 製 造 す る た め に 、 配 列 番 号 ： 9で 表 さ れ る ラ ッ ト HRF全 長 配 列 (Accession number U2052
5)遺 伝 子 か ら 前 記 断 片 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を pRSET-Aベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ (図 1乃 至 図 4
参 照 )し て 大 腸 菌 に 形 質 転 換 さ せ 、 そ の 後 発 現 を 誘 導 し て 分 離 、 精 製 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 続 い て 、 製 造 さ れ た 各 欠 失 型 HRFの N末 端 の 欠 失 に よ る 各 欠 失 型 HRFの  BEAS-2B細 胞 株 で
の IL-8分 泌 能 (図 5参 照 )と 好 塩 基 球 で の ヒ ス タ ミ ン 分 泌 能 (図 6参 照 )を 比 べ た 。 そ の 結 果 、
配 列 番 号 ： 2で 表 さ れ る 野 生 型 HRFの N末 端 の 10個 ア ミ ノ 酸 残 基 が 欠 失 さ れ た タ ン パ ク 質 (De
l-N11HRF)お よ び 配 列 番 号 ： 3で 表 さ れ る 野 生 型 HRFの N末 端 の 34個 ア ミ ノ 酸 残 基 が 欠 失 し た
タ ン パ ク 質 (Del-N35HRF)は 、 BEAS-2B細 胞 株 で 野 生 型 HRFに 比 べ て 増 加 し た IL-8分 泌 能 を 見
せ た 。 特 に 、 こ れ ら は 野 生 型 HRFの 場 合 、 測 定 可 能 な IL-8を 分 泌 す る こ と が で き な い 低 濃
度 (1μ g/ml)で も IL-8分 泌 を 誘 導 し た 。 ま た 、 こ れ ら 欠 失 型 HRFは 、 IgEに 感 作 さ れ た ヒ ト
好 塩 基 球 細 胞 で も 野 生 型 HRFに 比 べ て 増 加 し た ヒ ス タ ミ ン 分 泌 能 を 見 せ た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 し た が っ て 、 HRFは そ の 活 性 に 主 要 な 役 目 を 持 つ 部 位 が N末 端 に よ っ て 選 り 分 け ら れ て い
る も の と 思 わ れ 、 遅 発 相 反 応 (LPR)ア レ ル ギ ー 患 者 の 場 合 、 ヒ ス タ ミ ン お よ び IL-8の 分 泌
を 誘 発 す る 活 性 型 の HRFを 持 っ て い る も の と 推 定 さ れ る 。 N末 端 の 一 部 ア ミ ノ 酸 残 基 を 除 去
し た 場 合 (Del-N11HRFと Del-N35HRF)は 、 ヒ ス タ ミ ン 分 泌 能 が 増 加 す る が 、 C末 端 の み を 除
去 し た 場 合 (Del-C112HRF)に は 野 生 型 HRFと 等 し い 活 性 を 見 せ る こ と も 、 HRFの N末 端 が HRF
機 能 調 節 に 重 要 な 役 目 を 持 つ と い う 事 実 を 裏 付 け て く れ る 。
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【 ０ ０ ３ ３ 】
　 欠 失 型 HRFタ ン パ ク 質 は 、 HRFに 対 し て 特 異 的 結 合 を 見 せ る ヘ プ タ マ ー (heptamer)ペ プ チ
ド を 発 現 し て い る フ ァ ー ジ に 対 す る 親 和 度 の 面 で も 差 を 示 し た が 、 野 生 型 HRFと Del-C112H
RFが フ ァ ー ジ に 対 し て 弱 い 親 和 度 を 示 し た 一 方 、 Del-N11HRFと Del-N35HRFは と て も 強 い 親
和 度 を 示 し た (図 14参 照 )。 こ れ は 、 各 HRFタ ン パ ク 質 の 活 性 と 相 応 す る も の で あ り 、 以 上
、 言 及 し た 結 果 か ら 実 験 的 に HRFを タ ー ゲ ッ ト に す る ア レ ル ギ ー 制 御 薬 物 開 発 に お い て 利
用 す る こ と が で き る HRFの 形 態 が い く つ か の 欠 失 型 に 限 ら れ る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 に よ っ て 欠 失 型 HRFの 活 性 型 と そ の 機 序 が 明 か さ れ た 以 上 、 当 技 術 分 野 で 通 常 の
知 識 を 持 っ た 者 な ら 誰 で も マ ウ ス 、 ヒ ト 、 ウ サ ギ 、 ニ ワ ト リ 等 で 活 性 型 HRFを 容 易 に 同 定
す る こ と が で き る 。 よ っ て 、 マ ウ ス 、 ヒ ト 、 ウ サ ギ 、 ニ ワ ト リ の 活 性 型 HRFも ま た 本 発 明
の 範 疇 内 に 属 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ： 3(Del-N35HRF)で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 ダ イ マ ー を 形 成
で き る 欠 失 型 HRFを 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 配 列 番 号 ： 3の HRFは 、 配 列 番 号 ： 1で 表 さ れ る ラ ッ ト (Rattus norvegicus)の 全 長 HRF ア
ミ ノ 酸 配 列 の N末 端 を 34個 欠 失 さ せ た 形 態 で あ り 、 前 記 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 欠 失 型 HRFが ヒ
ス タ ミ ン お よ び IL-8分 泌 能 が す ぐ れ た も の で あ る こ と を 確 認 し 、 こ の 活 性 が 分 子 内 ジ ス ル
フ ィ ド 結 合 に よ る 二 量 体 化 に よ る も の で あ る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 前 記 組 換 え 欠 失 型 IgE依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 ま た は 野 生 型 IgE依 存
的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 間 に 形 成 さ れ る 同 形 ま た は 異 形 ダ イ マ ー お よ び そ の 製 造 方 法 を 提 供
す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 上 記 の よ う に HRFの N末 端 が HRF機 能 調 節 に 重 要 な 役 割 を 持 つ と み ら れ る た め 、 本 発 明 者
ら は 、 欠 失 型 HRFと 野 生 型 HRFの 間 に 構 造 的 差 異 が あ る と 推 定 し て 、 こ れ ら が 還 元 剤 で あ る
β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル の 有 無 に よ っ て そ の 移 動 性 に 変 化 を 見 せ る か ど う か を 確 認 し た (
図 7、 図 8参 照 )。 非 還 元 SDS-PAGE結 果 、 強 い 活 性 を 見 せ る 欠 失 型 HRFは 弱 い 活 性 を 見 せ る 野
生 型 HRFや C末 端 欠 失 型 HRFと は 異 な り 、 ダ イ マ ー 位 置 で 観 察 さ れ た 。 こ れ は 、 こ れ ら N末 端
欠 失 型 HRFが 分 子 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ る ダ イ マ ー 構 造 を 成 し て い る こ と を 示 唆 す る 。 H
RFの 場 合 、 残 基 28番 と 172番 に シ ス チ ン を 含 ん で い る の で pRSET-A-Del-N11HRFの 場 合 は 、
こ れ ら ア ミ ノ 酸 を 各 々 セ リ ン に 変 え る 突 然 変 異 を 実 施 し た 。 pRSET-A-Del-N35HRFの 場 合 は
、 172番 の シ ス チ ン の み を セ リ ン に 変 え る 突 然 変 異 を 実 施 し た 後 、 こ れ ら の 非 還 元 SDS-PAG
Eで の 移 動 性 を 比 較 し た (図 9、 11参 照 )。 pRSET-A-Del-N11HRFと pRSET-A-Del-N11HRF-C28S
、 pRSET-A-Del-N35HRFが ダ イ マ ー 位 置 に 移 動 す る の と は 異 な り 、 pRSET-A-Del-N11HRF-C17
2S、 pRSET-A-Del-N35HRF-C172Sは 、 モ ノ マ ー 位 置 に 移 動 す る こ と が 観 察 さ れ た 。 こ れ は 、
172番 の シ ス チ ン が HRFの 二 量 体 化 に 主 な 役 目 を 持 つ こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 こ の 二 量 体 化 が HRFの 活 性 に 影 響 を 及 ぼ す か 否 か を 調 べ る た め に 、 BEAS-
2B細 胞 株 で の IL-8分 泌 能 を 比 較 し た (図 10、 12参 照 )。 分 泌 し た IL-8の 量 は 、 pRSET-A-Del-
N11HRF-C172Sの 場 合 、 野 生 型 の 46％ 、 pRSET-A-Del-N35HRF-C172Sの 場 合 、 野 生 型 の 26％ に
各 々 減 少 し た 活 性 が 見 ら れ た 。 こ れ は 、 HRF内 で 28番 シ ス チ ン に 比 べ て 172番 シ ス チ ン の 活
性 に 寄 与 す る と こ ろ が 大 き い こ と を 示 唆 し 、 こ れ は PAGEで の 移 動 性 結 果 と 相 応 す る 。 以 上
の 結 果 は 、 欠 失 型 HRFは 野 生 型 HRFと は 異 な り 、 分 子 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 (intermolecular 
disulfide bond)に よ り 、 ダ イ マ ー 形 態 で 存 在 し 、 そ の 構 造 的 な 差 が こ れ ら の 間 の 活 性 差
を 誘 発 す る 原 因 で あ る こ と を 示 し て い る 。  
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 架 橋 剤 (crosslinker)を 利 用 し て 野 生 型 HRFも ダ イ マ ー を 形 成 で き る か 否
か 調 べ た (図 13参 照 )。 そ の 結 果 、 欠 失 型 HRFと は 異 な り 野 生 型 HRFは 分 子 間 ジ ス ル フ ィ ド 結
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合 (intermolecular disulfide)を ほ と ん ど 形 成 す る こ と が で き ず 、 大 部 分 が 分 子 内 ジ ス ル
フ ィ ド 結 合 (intramolecular disulfide bond)を 形 成 し た 。 こ れ は 、 欠 失 型 HRFと 野 生 型 HR
Fの 構 造 的 な 差 を 再 び 示 す 結 果 で 、 HRFの 場 合 化 学 的 交 差 結 合 よ り N末 端 欠 失 が そ の 活 性 に
お い て さ ら に 効 果 的 で あ る こ と が 分 か る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 但 し 、 前 記 野 生 型 HRFの ダ イ マ ー 形 成 の 失 敗 は 、 分 子 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 不 在 に 起 因
す る も の で あ り 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 以 外 の 他 の 方 法 に よ る 試 験 管 内 ダ イ マ ー の 製 造 方 法 に
よ る ヒ ス タ ミ ン お よ び IL-8分 泌 能 が 向 上 さ れ た 野 生 型 HRFの 同 形 ダ イ マ ー の 存 在 可 能 性 を
排 除 す る も の で は な い 。 し た が っ て 、 本 発 明 の ダ イ マ ー に は 、 前 記 多 様 な 長 さ を 有 す る 欠
失 型 HRF間 に 形 成 さ れ る 同 形 ま た は 異 形 ダ イ マ ー の 他 に も ジ ス ル フ ィ ド 結 合 以 外 の 方 法 を
使 用 し て 形 成 さ れ る 野 生 型 HRFの 同 形 ダ イ マ ー ま た は 前 記 多 様 な 長 さ を 有 す る 欠 失 型 HRFと
野 生 型 HRF間 に 形 成 さ れ る 異 形 ダ イ マ ー ま で も 含 ま れ る 。  
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の HRF同 形 ま た は 異 形 ダ イ マ ー の 製 造 方 法 は 、 特 別 に そ れ に 制 限 さ れ る も の で は
な く 、 公 知 の す べ て の タ ン パ ク 質 ダ イ マ ー 製 造 方 法 が 使 用 可 能 で あ る が 、 欧 州 特 許 出 願 公
開 0261616A2号 、 日 本 特 許 出 願 公 開 第 1993-032941A号 、  日 本 特 許 出 願 公 開 第  1986-069759
号 、  国 際 公 開 第  WO05/105994A1号 お よ び 国 際 公 開 92/013965A1号 等 に 記 載 さ れ た 方 法 を 使
用 す る こ と が 好 ま し い 。 前 記 文 献 は 、 す べ て 本 明 細 書 に 参 考 文 献 と し て 挿 入 さ れ る 。  
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 欠 失 型 HRFは 、 本 発 明 が 提 供 す る 配 列 に よ り 製 造 さ れ た 後 、 市 販 の 架 橋 剤 を 処
理 す る こ と に よ り 化 学 的 に ダ イ マ ー を 形 成 さ せ ら れ る 。 例 え ば 、 -SHを 標 的 に す る 架 橋 剤
等 を 使 用 し て イ オ ウ を 交 差 結 合 さ せ て ダ イ マ ー を 製 造 で き る 。 架 橋 剤 と し て は 、 1,4-ジ -[
3'-(2'ピ リ ジ ル ジ チ オ )プ ロ ピ オ ナ ミ ド ]ブ タ ン (1,4-di-[3'-(2'pyridyldithio)propionam
ido]butane； DPDPB)、 1,8-ビ ス -マ レ イ ミ ド ジ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (1,8-bis-maleimidodie
thylene glycol； BM[PEO]2)、 1,11-ビ ス -マ レ イ ミ ド ト リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (1,11-bis-m
aleimidotriethylene glycol； BM[PEO]3)、 ビ ス -マ レ イ ミ ド エ タ ン (bis-maleimidoethane
； BMOE)、 1,4-ビ ス -マ レ イ ミ ド ブ タ ン (1,4-bis-maleimidobutane； BMB)、 ビ ス -マ レ イ ミ
ド へ キ サ ン (bis-maleimidohexane； BMH)、 1,6-へ キ サ ン -ビ ス -ビ ニ ル ス ル ホ ン (1,6-hexan
e-bis-vinylsulfone； HBVS)、 ジ チ オ -ビ ス -マ レ イ ミ ド エ タ ン (dithio-bis-maleimidoetha
ne； DTME)お よ び 1,4-ビ ス -マ レ イ ミ ジ ル -2,3-ジ ヒ ド ロ キ シ ブ タ ン (1,4-bis-maleimidyl-2
,3-dihydroxybutane； BMDB)が 使 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 前 記 欠 失 型 HRFを コ ー ド す る 遺 伝 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 で は 、 配 列 番 号 ： 9で 表 さ れ る ラ ッ ト HRF全 長 配 列 か ら 下 記 プ ラ イ マ ー 配 列 を 利 用
し て 配 列 番 号 ： 10か ら 配 列 番 号 ： 16ま で の 多 様 な 欠 失 型 HRF遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 配 列 番 号 ： 9の ク ロ ー ニ ン グ の た め の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー ： CG GGATCC(BamHI)ATG ATT
 ATC TAC CGG GAC（ 配 列 番 号 ： 22） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 配 列 番 号 ： 9の ク ロ ー ニ ン グ の た め の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー ： CCG CTCGAG(XhoI)TGT CCT A
AG TCC TGG TGT（ 配 列 番 号 ： 23） 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 配 列 番 号 ： 10の ク ロ ー ニ ン グ の た め の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー ： CG GGATCC(BamHI)GAC GA
G CTG TCC TCC GAC AT（ 配 列 番 号 ： 24） 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 配 列 番 号 ： 10の ク ロ ー ニ ン グ の た め の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー ： CCC AAGCTT(HindIII)ACA T
TT TTC CAT CTC TAA（ 配 列 番 号 ： 25） 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 配 列 番 号 ： 11の ク ロ ー ニ ン グ の た め の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー ： CG GGATCC(BamHI)AGT GT
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C AGT AGA ACA GAG（ 配 列 番 号 ： 26） 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 配 列 番 号 ： 11の ク ロ ー ニ ン グ の た め の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー ： CCC AAGCTT(HindIII)ACA T
TT TTC CAT CTC TAA（ 配 列 番 号 ： 27） 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 配 列 番 号 ： 12の ク ロ ー ニ ン グ の た め の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー ： TAACAAATTGGATCTATCGCCC
GCGGAC（ 配 列 番 号 ： 28） 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 配 列 番 号 ： 12の ク ロ ー ニ ン グ の た め の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー ： CTTTACCCTTTCTGGTTTCTGTTC
TTC（ 配 列 番 号 ： 29） 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 配 列 番 号 ： 13の ク ロ ー ニ ン グ の た め の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー ： CG GGATCC(BamHI)ACA GA
G GGT GCC ATC GA（ 配 列 番 号 ： 30） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 配 列 番 号 ： 13の ク ロ ー ニ ン グ の た め の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー ： G GAATTC(EcoRI)CCT TTC T
GG TTT CTG TT（ 配 列 番 号 ： 31） 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 配 列 番 号 ： 14の ク ロ ー ニ ン グ の た め の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー ： CG GGATCC(BamHI)ATG AT
T ATC TAC CGG GAC（ 配 列 番 号 ： 32） 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 配 列 番 号 ： 14の ク ロ ー ニ ン グ の た め の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー ： G GAATTC(EcoRI)TCT ACT G
AC CAT CTT GC（ 配 列 番 号 ： 33） 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 配 列 番 号 ： 15の ク ロ ー ニ ン グ の た め の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー ： CG GGATCC(BamHI)GTA AA
G CCT TTT ATG ACT（ 配 列 番 号 ： 34） 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 配 列 番 号 ： 15の ク ロ ー ニ ン グ の た め の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー ： CCC AAGCTT(HindIII)ACA T
TT TTC CAT CTC TAA（ 配 列 番 号 ： 35） 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 配 列 番 号 ： 16の ク ロ ー ニ ン グ の た め の フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー ： CG GGATCC(BamHI)ACA AA
A GAG GCC TAC AAA（ 配 列 番 号 ： 36） 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 配 列 番 号 ： 16の ク ロ ー ニ ン グ の た め の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー ： CG GGATCC(BamHIII)TGG TT
T CTG TTC TTC AAG（ 配 列 番 号 ： 37） 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 配 列 番 号 ： 10は 、 配 列 番 号 ： 2で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 11-172切 片 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 塩
基 配 列 で あ り 、 配 列 番 号 ： 11は 、 配 列 番 号 ： 3で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 35-172切 片 を コ ー ド す
る 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 で あ り 、 配 列 番 号 ： 12は 、 配 列 番 号 ： 4で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 1-112切 片
を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 で あ り 、 配 列 番 号 ： 13は 、 配 列 番 号 ： 5で 表 さ れ る ア ミ ノ
酸 39-110切 片 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 で あ り 、 配 列 番 号 ： 14は 、 配 列 番 号 ： 6で 表
さ れ る ア ミ ノ 酸 1-38切 片 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 で あ り 、 配 列 番 号 ： 15は 、 配 列 番
号 ： 7で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 111-172切 片 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 で あ り 、 配 列 番 号 ：
16は 、 配 列 番 号 ： 8で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 84-108切 片 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 を 示 す
。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 欠 失 型 HRFタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 配 列 は 、 配 列 番 号 ： 10、 11、 12、 13
、 14、 15お よ び 16か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 塩 基 配 列 の い ず れ か で あ り 、 配 列 番 号 ： 11で
表 さ れ る 塩 基 配 列 を 含 む こ と が 好 ま し く 、 配 列 番 号 ： 10ま た は 配 列 番 号 ： 11で 表 さ れ る 塩
基 配 列 を 有 す る こ と が さ ら に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
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　 ま た 、 本 発 明 は 、 前 記 欠 失 型 HRFを コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 提 供
す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー は 、 特 別 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 欠 失 型 HRFを コ ー ド
す る 遺 伝 子 を 含 む も の な ら 微 生 物 、 植 物 ま た は 動 物 形 質 転 換 用 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー の い ず
れ で も 本 発 明 の 範 疇 に 属 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 で は 、 大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー pRSET-Aを 利 用 し て 配 列 番 号 ： 9、 10、 11、 12、 13、 14
、 15お よ び 16の 塩 基 配 列 の 群 よ り 選 択 さ れ る 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し て 各 々 の 組 換 え ベ ク
タ ー 、 pRSET-A-RrHRF、 pRSET-A-Del-N11HRF、 pRSET-A-Del-N35HRF、 pRSET-A-Del-C112HRF
、 pRSET-A-Del-N39C110HRF、 pRSET-A-Del-C38HRF、 pRSET-A-Del-N111HRF、 pRSET-A-Del-N
84C108HRFを 製 造 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 前 記 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 形 質 転 換 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 前 記 形 質 転 換 体 は 、 特 別 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 本 発 明 の 欠 失 型 HRFを コ ー ド す る
遺 伝 子 を 含 む 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た も の な ら 、 大 腸 菌 、 植 物 、 動 物 細 胞 の
い ず れ で あ っ て も 本 発 明 の 範 疇 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 大 腸 菌 BL21(DE3)ま た は BL21(DE3)pLysS菌 株 に 前 記 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー
を 導 入 し て 形 質 転 換 体 を 製 造 し た 。 そ の 中 で 、 前 記 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー pRSET-A-Del-N11H
RFを BL21(DE3)お よ び BL21(DE3)pLysS菌 株 に 形 質 転 換 さ せ た も の を 各 々 BL21(DE3)-pRSET-A
-Del-N11HRF、 BL21(DE3)pLysS-pRSET-A-Del-N11HRFと 、 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー pRSET-A-Del-
N35HRFを BL21(DE3)お よ び BL21(DE3)pLysS菌 株 に 形 質 転 換 さ せ た も の を BL21(DE3)-pRSET-A
-Del-N35HRF、 BL21(DE3)pLysS-pRSET-A-Del-N35HRFと 名 付 け た 。 こ れ ら 大 腸 菌 は 、 lacUV5
プ ロ ー モ ー タ ー 調 節 下 で の み T7RNA重 合 酵 素 が 転 写 さ れ る よ う に 考 案 さ れ た も の で 、 IPTG(
isopropyl-β -D-thiogalactopyranoside)添 加 時 、 T7RNA重 合 酵 素 発 現 が 誘 導 さ れ て 欠 失 型
HRFが 転 写 さ れ る よ う に な る 。 ま た 精 製 中 に タ ン パ ク 質 を 分 解 す る こ と が で き る lonプ ロ テ
ア ー ゼ と ompT外 膜 プ ロ テ ア ー ゼ が 欠 乏 し て い て 多 量 の 欠 失 型 HRFを 得 る こ と が で き る よ う
に す る 利 点 が あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 前 記 欠 失 型 HRFを 有 効 成 分 と し て 含 む ヒ ス タ ミ ン お よ び IL-8放 出 誘 導
剤 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 配 列 番 号 ： 2と 配 列 番 号 ： 3の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 欠 失 型 HRFタ ン パ ク 質 は 、 野 生 型 HRF
に 比 べ て BEAS-2B細 胞 株 で 増 加 さ れ た IL-8分 泌 能 を 示 し 、 ヒ ト 好 塩 基 球 で も 同 様 の 方 式 で
ヒ ス タ ミ ン 放 出 を 誘 導 し た 。 よ っ て 、 前 記 欠 失 型 HRFは 、 IL-8お よ び ヒ ス タ ミ ン 放 出 誘 導
剤 と し て 効 果 的 に 使 用 で き る 。 本 発 明 の IL-8お よ び ヒ ス タ ミ ン 放 出 誘 導 剤 は 、 ア レ ル ギ ー
治 療 を 目 的 に す る 薬 物 開 発 に お け る 実 験 的 モ デ ル を 提 示 す る 。 す な わ ち 、 本 発 明 の 誘 導 剤
は 、 多 量 の ア レ ル ギ ー 誘 発 物 質 を 必 要 と す る ア レ ル ギ ー 制 御 薬 物 の 開 発 お よ び 検 証 過 程 に
利 用 で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 欠 失 型 HRFを 利 用 し た HRFに よ る ア レ ル ギ ー 発 生 を 抑 制 す る こ と が で き
る 薬 物 の 検 出 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 の 欠 失 型 HRFは 、 HRF結 合 ペ プ チ ド の 結 合 部 位 を 提 供 す る こ と に よ り 、
こ れ を 利 用 し て HRF抑 制 を 通 じ た ア レ ル ギ ー 制 御 薬 物 開 発 に 利 用 す る こ と が で き る 。 HBP2 
ペ プ チ ド (大 韓 民 国 特 許 出 願 第 2001-27896号 )を 利 用 し た 親 和 性 実 験 で は 、 配 列 番 号 ： 5お
よ び  配 列 番 号 ： 8の ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ 欠 失 型 HRFが 前 記 ペ プ チ ド へ の 親 和 度 が 高 く 現 わ
れ た (図 9参 照 )。 よ っ て 、 こ れ ら 配 列 を 有 す る HRFペ プ チ ド は 、 こ れ と 結 合 す る 物 質 や 化 合
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物 の 検 索 に 利 用 で き 、 こ の よ う な 物 質 、 化 合 物 は 、 ア レ ル ギ ー 制 御 薬 物 の 候 補 に な り 得 る
。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 す な わ ち 、 競 争 結 合 分 析 を 使 っ て 、 欠 失 型 HRFを コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 組 換 え ベ ク タ
ー で 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 か ら 欠 失 型 HRFを 分 離 し た 後 、 試 験 薬 物 お よ び 前 記 欠 失 型 HRFと 相
互 作 用 す る こ と が 知 ら れ た 物 質 [例 え ば 、 HRF結 合 ペ プ チ ド (大 韓 民 国 特 許 出 願 第 2001-2789
6号 )]と 一 緒 に 反 応 さ せ て 、 前 記 試 験 薬 物 の 中 で 欠 失 型 HRFと HRF結 合 ペ プ チ ド と の 間 の 相
互 作 用 を 減 少 さ せ る 薬 物 を 選 別 す る 。 最 終 的 に 、 HRF結 合 ペ プ チ ド と 似 た 構 造 を 有 し 、 細
胞 で  HRFに よ る ヒ ス タ ミ ン 分 泌 を 抑 制 す る こ と が で き る 薬 物 を ス ク リ ー ニ ン グ で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 欠 失 型 HRFを 利 用 し た ア レ ル ギ ー 患 者 の 血 清 内 HRFの 検 出 方 法 を 提 供 す
る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 の 欠 失 型 HRFを 利 用 し て 通 常 の 方 法 に よ っ て 抗 欠 失 型 HRFの モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
製 造 す る こ と が で き 、 製 造 さ れ た 抗 -欠 失 型 HRFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 本 発 明 の 範 疇 に 含 ま
れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 こ れ を 利 用 し て 患 者 の 血 清 内 HRFを 検 出 す る 方 法 を 説 明 す る と 、 底 に HRF結 合 ペ プ チ ド ま
た は 抗 欠 失 型 HRFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 付 着 さ せ た 後 、 血 液 サ ン プ ル と 反 応 さ せ て 、 そ こ
に 通 常 の 標 識 物 質 (HRP(horse reddish peroxydase)、 塩 基 性 脱 リ ン 酸 化 酵 素 (alkaline ph
osphatase)、 蛍 光 物 質 (fluorescein) ま た は 色 素 (dye)等 )が コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ た 抗 欠 失
型 HRFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ま た は 抗 HRFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 加 え る 。 発 色 ま た は 蛍 光 を
発 し て 陽 性 と 判 定 さ れ れ ば 、 血 液 内 活 性 型 HRFが 含 ま れ て い る た め 、 ア レ ル ゲ ン が な く て
も ア レ ル ギ ー を 起 こ し 得 る 疾 患 を 持 っ て い る と 判 断 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 HRFに 特 異 的 に 高 い 親 和 度 で 結 合 し て ヒ ス タ ミ ン 分 泌 を 阻 害 す る 新 規
な ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 の HRF結 合 ペ プ チ ド は 、 (V、 Y、 Eま た は A)-(T、 V、 Fま た は A)-(Y、 Pま た は A)-(P
、 Gま た は K)-(A、 L、 Sま た は W)-(A、 Pま た は M)の ア ミ ノ 酸 配 列 を 持 つ こ と が で き 、 配 列 番
号 ： 17に 記 載 し た YVYPSM配 列 を 持 つ こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 の HRF結 合 ペ プ チ ド は 、 ペ プ チ ド の 活 性 を 減 少 さ せ な い 範 囲 内 で 、 結 合 に 直 接 的
に 関 与 し た り 保 存 し な け れ ば な ら な い 残 基 を 除 い た 特 定 残 基 成 分 や そ の 順 序 を 変 え る こ と
に よ り 変 形 す る こ と も で き る 。 変 形 可 能 な ア ミ ノ 酸 は 、 自 然 界 に 存 在 す る L-α -ア ミ ノ 酸
だ け で な く 、 β 、 γ 、 δ ア ミ ノ 酸 は も ち ろ ん D-α -ア ミ ノ 酸 の 誘 導 体 へ も 変 形 可 能 で あ る
。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 典 型 的 に 、 一 つ の ア ミ ノ 酸 が 置 換 さ れ た ペ プ チ ド を 利 用 し て 静 電 気 力 や 親 水 性 が 結 合 に
及 ぼ す 影 響 を 調 査 し た 結 果 、 陽 電 荷 を 帯 び た ア ミ ノ 酸 (例 :Lys、 Arg)や 陰 電 荷 を 帯 び た ア
ミ ノ 酸 (例 :Glu)が 置 換 さ れ る と 敏 感 度 が 変 化 す る こ と が 分 か る 。 こ の よ う に 、 置 き 換 え ら
れ た り 付 加 さ れ た り す る 残 基 の 数 や 形 態 は 、 必 須 の 結 合 点 の 間 に 必 要 な 空 間 と 親 水 性 ま た
は 疎 水 性 と 共 に 要 求 さ れ る 機 能 に よ っ て 決 ま る 。 こ の よ う な 置 換 に よ っ て 本 発 明 に よ る ペ
プ チ ド の 目 的 タ ン パ ク 質 に 対 す る 親 和 度 を さ ら に 増 加 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 置 換 に よ っ て 機 能 に お い て 重 要 な 変 化 が 現 わ れ た り す る 。 変 化 す る 残 基 の 選 択 は 、 目 的
位 置 に 存 在 す る 分 子 の 電 気 度 、 疎 水 性 、 側 鎖 の 変 化 ま た は ら せ ん 構 造 の 変 化 等 の よ う に ペ
プ チ ド の 基 本 骨 格 を 維 持 す る の に 大 き な 影 響 を 及 ぼ し た り す る 。 一 般 的 に 、 ペ プ チ ド の 性
質 に 重 大 な 変 化 を 起 こ す も の は 、 セ リ ン の よ う な 親 水 性 残 基 が 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン
、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 バ リ ン ま た は ア ラ ニ ン の よ う な 疎 水 性 残 基 に 置 換 さ れ た り 、 リ ジ ン
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、 ア ル ギ ニ ン ま た は ヒ ス チ ジ ン の よ う に 電 気 的 に 陽 性 で あ る 残 基 が 、 グ ル タ ミ ン 酸 や ア ス
パ ラ ギ ン 酸 の よ う な 電 気 的 に 陰 性 で あ る 残 基 に 置 き 換 え ら れ た り 、 グ リ シ ン の よ う に 側 鎖
を 持 た な い ア ミ ノ 酸 が か さ だ か い 側 鎖 を 持 つ 残 基 に 置 き 換 え ら れ る 場 合 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 以 上 、 言 及 し た 事 実 を 考 慮 し て 、 当 技 術 分 野 で 通 常 の 知 識 を 有 す る 者 は 、 前 記 HRF結 合
ペ プ チ ド を そ の 欠 失 型 HRFに 対 す る 結 合 力 、 お よ び そ れ に よ る ヒ ス タ ミ ン 分 泌 阻 害 活 性 を
維 持 乃 至 増 加 さ せ た り 損 傷 さ せ た り し な い 範 囲 内 で 、 通 常 の 技 術 を 利 用 し て 変 形 さ せ る こ
と が で き 、 そ れ は 本 発 明 の 範 疇 内 に 属 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 前 記 ペ プ チ ド を フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー ラ イ ブ ラ リ ス ク リ ー ニ ン グ を 通 し
て 得 、 合 成 ペ プ チ ド で 再 び 確 認 し た 。 本 発 明 の ペ プ チ ド は 化 学 的 に 合 成 し た り 遺 伝 子 組 換
え 技 術 を 利 用 し て 製 造 し た り す る こ と が で き る 。 ま た は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド を 構 成 す る ド
メ イ ン を 血 液 内 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 や そ の 一 部 か ら 製 造 す る こ と が で き る 。 ま た 他 の 方
法 と し て 、 本 発 明 の ペ プ チ ド は そ れ を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 有 す る DNAが 挿 入 さ れ た 発 現
ベ ク タ ー を 利 用 す る 組 換 え DNA技 術 で 製 造 す る こ と が で き る 。 前 記 ベ ク タ ー は 、 サ ム ブ ル
ッ ク (Sambrook)ら (Molecular Cloning, 1989年 , Cold Spring Harbor, Cold Spring Harb
or Laboratory　 Press)の 方 法 に よ っ て 適 当 な 宿 主 細 胞 で 形 質 転 換 さ れ 適 当 な 条 件 下 で 発
現 す る よ う に 製 造 さ れ る 。 ま た 、 本 発 明 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 利 用 し て
、 本 発 明 の ペ プ チ ド を 製 造 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 前 記 HRF結 合 ペ プ チ ド を 有 効 成 分 と し て 含 む ア レ ル ギ ー ま た は マ ラ リ
ア 予 防 ま た は 治 療 用 薬 剤 学 的 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 の HRF結 合 ペ プ チ ド は 、 HRFに 結 合 し て そ の ヒ ス タ ミ ン お よ び IL-8分 泌 能 を 抑 制 す
る こ と を 示 し た た め (図 16、 17お よ び 図 18参 照 )、 ア レ ル ギ ー 予 防 ま た は 治 療 に 効 果 的 に 使
用 で き る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 一 方 、 HRFは 、 翻 訳 に よ っ て 調 節 さ れ る 腫 瘍 タ ン パ ク 質 (translationlly controlled tu
mor protein)と も 呼 ば れ る 。 1998年 ビ ス チ バ ン ら に よ っ て 抗 マ ラ リ ア 剤 で あ る ア ル テ ミ シ
ニ ン (Artemisinin)が マ ラ リ ア タ ン パ ク 質 で あ る HRFに 結 合 し て 作 用 す る こ と が 明 ら か に さ
れ た 。 し た が っ て 、 HRFに 結 合 す る 活 性 を 有 す る 本 発 明 の HRF結 合 ペ プ チ ド も 前 記 ア ル テ ミ
シ ン と 同 様 に マ ラ リ ア の 予 防 お よ び 治 療 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 の HRF結 合 ペ プ チ ド の 有 効 量 は 、 体 重 1kg当 た り 約 30μ g～ 1mgで あ る 。 本 発 明 の 組
成 物 は 、 溶 液 ま た は ミ セ ル 形 態 で 直 接 注 入 し た り 製 剤 化 し て 使 用 で き る 。 本 発 明 に よ る 組
成 物 は 、 非 経 口 ま た は 局 所 投 与 に よ っ て 人 体 に 適 用 す る こ と が で き 、 静 脈 注 射 、 皮 下 注 射
、 内 皮 注 射 、 筋 肉 注 射 な ど 注 射 に よ っ て 投 与 す る こ と が 好 ま し い 。 こ の よ う な 目 的 の た め
に 、 本 発 明 の ペ プ チ ド を 薬 剤 学 的 に 許 容 可 能 な 担 体 に 懸 濁 さ せ た り 溶 解 さ せ た り す る 。 こ
こ で 、 特 に 水 溶 性 担 体 を 使 う の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 前 記 HRF結 合 ペ プ チ ド お よ び 抗 -HRFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む ア レ ル
ギ ー 診 断 キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 の HRF結 合 ペ プ チ ド と 抗 HRFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 診 断 キ ッ ト を 利 用 す る 試 験
で 、 血 液 反 応 の 時 に 陽 性 と 判 定 さ れ れ ば 、 ア レ ル ゲ ン が な く て も ア レ ル ギ ー を 持 っ て い る
と 判 断 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 LPRア レ ル ギ ー 患 者 の 血 液 に は HRFが 浮 遊 し て い る た
め 、 血 液 検 査 の 時 に 本 発 明 の キ ッ ト を 利 用 す れ ば 、 HRFが 血 液 に 存 在 す る か 否 か が 分 か り
、 そ れ を も っ て LPR患 者 か 否 か を 確 認 す る こ と が で き る 。 本 発 明 で は 底 に 本 発 明 の HRF結 合
ペ プ チ ド を 付 着 さ せ た 後 、 血 液 と 反 応 さ せ て 、 そ こ に 標 識 物 質 が コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ た 抗
HRFモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 加 え る 方 法 を 使 用 で き る 。
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【 ０ ０ ９ １ 】
　 合 わ せ て 、 本 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 分 析 を 行 な う 工 程 を 含 む 、 前 記
欠 失 型 HRFま た は 前 記 同 形 ま た は 異 形 HRFダ イ マ ー を 利 用 し て HRF特 異 的 受 容 体 を 同 定 す る
方 法 を 提 供 す る 。 こ こ で 、 前 記 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 分 析 は 、 特 別 に そ れ に 制
限 さ れ る も の で は な く 、 今 ま で に 公 知 さ れ た 通 常 の タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 分 析
方 法 を す べ て 使 用 で き 、 詳 細 に は 、 同 時 精 製 方 法 (Co-purification)、 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ
ッ ド シ ス テ ム (Yeast Two-Hybrid system)、 タ ン パ ク 質 チ ッ プ 等 を 使 用 し て 行 な う こ と が
好 ま し い 。 　  
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 態 様 と し て 、 同 時 精 製 方 法 は 、 1)HRF-HRF受 容 体 複 合 体 を 適 切 な 方 法 で
分 離 す る 工 程 、 2)前 記 分 離 さ れ た 複 合 体 を 精 製 す る 工 程 ;3)前 記 精 製 さ れ た 複 合 体 か ら HRF
受 容 体 の 正 体 を 確 認 す る 工 程 を 含 む 。 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 で 、 工 程 1は 1次 元 電 気 泳
動 (1D)や 二 次 元 電 気 泳 動 (2D)ま た は 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (ligquid chromatography)方
法 を 含 む 。 　  
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 に よ る 好 ま し い 実 施 態 様 で 工 程 2は 、 内 在 タ ン パ ク 質 複 合 体 (endogenous protein
 complex)を 直 接 抗 体 で 精 製 し た り 抗 原 決 定 基 標 識 (epitope tagging)を し た 後 、 抗 体 で 精
製 す る 免 疫 沈 澱 法 (immunoprecipitation, Barrett等 , J. Lab. Clin. Med. 1960年 , 第 55
巻 :　 605-15頁 ） 、 GST-沈 澱 法 (GST-pulldown, Magnaghi-Jaulin等 , Nucleic Acids Res.,
 1996年 , 第 24(6)巻 :　 1052-8頁 )の よ う な 非 免 疫 的 親 和 精 製 法 (affinity purification)
、 お よ び 非 特 異 的 反 応 抑 制 と 回 収 率 お よ び 再 現 性 を 高 め る た め に 2個 以 上 の 標 識 を 利 用 し
た タ ン デ ム ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 (tandem affinity purification)(TAP)シ ス テ ム (Russell
等 , Infect Immun., 1980年 , 第 29(3)巻 ,999-1006頁 )の よ う な 多 標 識 親 和 精 製 法 (multi-t
ag affinity purification)か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 む
。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 の 実 施 態 様 で 、 工 程 3は 基 質 補 助 レ ー ザ ー 脱 離 /イ オ ン 化 飛 行 時 間 質 量 分 光 法 (mat
rix-assisted laser desorption/ ionization time-of-flight mass spectrometry, MALD
I-TOF MS, Hill 等 , Rapid Commun. Mass Spectrom., 1991年 , 第 5(9)巻 、 395-9頁 )の よ
う な ペ プ チ ド 質 量 分 析 (peptide mass fingerprinting)ま た は ナ ノ エ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ
オ ン 化 質 量 分 光 法 (nanoelectrospray ionization (nanoES)-MS/MS, Shevchenko等 , Proc.
 Natl. Acad. Sci. 米 国 , 1996年 , 第 93(25)巻 ,　 14440-5頁 )、 ナ ノ LC質 量 分 光 法 (nanoLC
-MS/MS, Oosterkamp等 , J. Mass Spectrom. 1998年 , 第 33(10)巻 ,　 976-83頁 )お よ び LC/L
C-MS/MSか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る タ ン デ ム 質 量 分 光 法 (tandem MS (MS/MS))が 含 ま れ る 。
 
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 で 、 本 発 明 の HRF-特 異 的 受 容 体 の 同 定 方 法 は 、 選 択 的 に 下 記
の 工 程 を 含 む :4)工 程 3で 確 認 さ れ た HRF受 容 体 が 、 実 際 の 生 体 内 ま た は 試 験 管 内 条 件 で HRF
に よ っ て 媒 介 さ れ る ヒ ス タ ミ ン 放 出 過 程 に 関 与 す る か 否 か を 判 定 す る 工 程 。 こ こ で 、 前 記
判 定 工 程 は 、 今 ま で 公 知 さ れ た タ ン パ ク 質 の 機 能 分 析 方 法 を す べ て 使 用 で き 、 詳 細 に は 、
前 記 工 程 4は 、 前 記 確 認 さ れ た HRF受 容 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ す る 工 程 、 そ
れ を 哺 乳 動 物 細 胞 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ す る 工 程 、 前 記 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 発 現 ベ
ク タ ー で ヒ ス タ ミ ン 放 出 細 胞 株 を 形 質 感 染 さ せ る 工 程 ;お よ び 本 発 明 の 欠 失 型 HRFま た は HR
Fダ イ マ ー を 処 理 し た 後 モ ッ ク ベ ク タ ー (mock vector)で 形 質 感 染 さ れ た 対 照 細 胞 株 と 比 較
し て 、 ヒ ス タ ミ ン 放 出 程 度 が 有 意 に 増 加 す る か ど う か を 観 察 す る 工 程 を 通 じ て 達 成 で き る
。 選 択 的 に は 、 HRF受 容 体 遺 伝 子 が 欠 損 し た ノ ッ ク ア ウ ト 形 質 転 換 動 物 ま た は 細 胞 株 を 製
造 す る 工 程 、 前 記 形 質 転 換 動 物 ま た は 細 胞 株 に HRFを 投 与 し た 後 、 野 生 型 と 比 較 し て ヒ ス
タ ミ ン 放 出 が 有 意 に 減 少 す る か ど う か を 分 析 す る 工 程 を 通 じ て 達 成 で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 酵 母 ツ ー ハ イ ブ リ ッ ド シ ス テ ム (Fields S. and Song O., Nature., 1989年 , 第 340(623
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0)巻 ,　 245-6頁 )は 、 DNA結 合 ド メ イ ン (DBD; DNA binding domain)と 転 写 活 性 ド メ イ ン (TA
D; transcription activation domain)を 遺 伝 子 組 換 え 方 法 で 分 離 し て 相 互 作 用 す る 二 タ
ン パ ク 質 (X,Y)の 遺 伝 子 を 各 々 DBDと TADに ク ロ ー ニ ン グ し た 後 、 そ れ ら を 酵 母 内 で 発 現 さ
れ る よ う に 誘 導 す る と 、 DBDと TADが 物 理 的 に 分 離 さ れ た タ ン パ ク 質 が 発 現 さ れ る が 、 X/Y
タ ン パ ク 質 相 互 作 用 に よ り 転 写 因 子 で 再 構 成 さ れ 指 示 遺 伝 子 (reporter gene)の 遺 伝 子 発
現 が 可 能 に な る と い う 点 を 利 用 し た 分 析 方 法 で あ る 。 前 記 シ ス テ ム は 、 遺 伝 子 操 作 技 術 を
基 盤 技 術 と し て タ ン パ ク 質 の 特 性 に 関 係 な し に 同 一 な 実 験 方 法 で 相 互 作 用 を 検 索 で き る の
で 、 前 記 シ ス テ ム は 大 規 模 相 互 作 用 分 析 が 容 易 で あ る 。 　  
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 態 様 で 、 指 示 遺 伝 子 は 、 1)色 素 選 別 (color selection)遺 伝 子 の β -ガ ラ
ク ト シ ダ ー ゼ (β -galactosidase, LacZ)、 α -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ (α -galactosidase(MEL1)
、 β -グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ (β -glucuronidase, gusA)、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 (green fluoresc
ence protein, GFP)、 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ (glucoamylase)等 と 、 2)成 長 選 別 (growth select
ion)遺 伝 子 で あ る イ ミ ダ ゾ ー ル グ リ セ ロ ー ル ホ ス フ ァ ー ト ジ ハ イ ド ラ タ ー ゼ (imidazolegl
ycerol-phosphate dehydratase, HIS3)、 ホ ス ホ リ ボ シ ル ア ミ ノ イ ミ ダ ゾ ー ル カ ル ボ キ シ
ラ ー ゼ (phosphoribosylaminoimidazole-carboxylase, ADE2)、 α -ア ミ ノ ア ジ パ ー ト リ ダ
ク タ ー ゼ (α -aminoadipate reductase, LYS2)、 β -イ ソ プ ロ ピ ル マ レ ー ト ジ ヒ イ ド ロ ゲ ナ
ー ゼ (β -isopropylmalate dehydrogenase, LEU2)、 オ ル チ ジ ン -5'-ホ ス フ ァ ー ト ジ カ ル ボ
ク シ ラ ー ゼ (orotidine-5'-phosphate decarboxylase, URA3)等 を 含 む 。  
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 チ ッ プ は 、 マ イ ク ロ ア レ イ に よ っ て 固 体 基 板 上 に 点 滴 さ れ た タ ン パ ク 質 と タ
ン パ ク 質 、 ヘ キ サ ン 、 炭 水 化 物 、 脂 質 、 コ レ ス テ ロ ー ル ま た は 他 の 小 さ な 化 合 物 の よ う な
異 な る 分 子 間 の 相 互 作 用 を 分 析 す る の に 使 用 さ れ る バ イ オ チ ッ プ を 意 味 す る 。 生 体 分 子 (b
iomolecule)間 の 相 互 作 用 を 測 定 で き る Biacoreの セ ン サ ー チ ッ プ (sensor chip)が 1990年
代 に 商 用 化 さ れ て 以 来 、 タ ン パ ク 質 チ ッ プ 開 発 が 加 速 化 さ れ て き た 。 タ ン パ ク 質 チ ッ プ 技
術 は 疾 病 診 断 、 タ ン パ ク 質 活 性 研 究 、 新 薬 候 補 物 質 検 索 、 生 体 分 子 相 互 作 用 検 索 等 の 分 野
に 応 用 で き る の で タ ン パ ク 質 体 学 の 核 心 技 術 と し て 浮 上 し て き て い る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 態 様 で 、 タ ン パ ク 質 チ ッ プ を 利 用 し た 本 発 明 の HRF-特 異 的 受 容 体
の 同 定 方 法 は 、 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 (surface plasmon resonance; SPR)分 析 、 質 量 分 析 (s
urface enhanced laser desorption/ ionization time of flight mass spectrometry; S
ELDI-TOF)、 蛍 光 分 析 、 電 気 化 学 的 分 析 等 を 通 し て 行 な え る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 し た が っ て 、 タ ン パ ク 質 チ ッ プ を 利 用 し た 本 発 明 の HRF特 異 的 受 容 体 の 同 定 は 、 1)機 能
が 明 ら か に さ れ た り 明 ら か に さ れ て い な い 多 様 な タ ン パ ク 質 が 集 積 さ れ た タ ン パ ク 質 チ ッ
プ に 、 本 発 明 の 欠 失 型 HRFま た は 本 発 明 の 同 形 ま た は 異 形 HRFダ イ マ ー を 処 理 す る 工 程 、 2)
前 記 HRFま た は HRFダ イ マ ー に 特 異 的 な 抗 体 が な か っ た り あ っ た り す る 状 態 で 、 前 記 言 及 さ
れ た 分 析 方 法 を 利 用 し て タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 が 起 き る か ど う か を 確 認 す る 工
程 を 通 し て 行 な え る 。  
【 ０ １ ０ １ 】
　 上 記 以 外 に も 、 現 在 ま で 公 知 さ れ た 多 様 な タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 分 析 方 法 が
本 発 明 の HRF受 容 体 の 同 定 方 法 に 使 用 で き る 。 そ の 例 と し て 、  欧 州 特 許 第  EP1003853号 、
 欧 州 特 許 第  1098967号 、  欧 州 特 許 出 願 公 開 第  EP1184463A1号 、  欧 州 特 許 第  1224324号
、  米 国 特 許 第 6114111号 、  米 国 特 許 第 6562576号 、  米 国 特 許 第 6828112号 、  米 国 特 許 出
願 公 開 第  US20020094519A1号 、  米 国 特 許 出 願 公 開 第 20020106693A1号 、  米 国 特 許 出 願 公
開 第 20020106698A1号 、  米 国 特 許 出 願 公 開 第 20020142348A1号 、 米 国 特 許 出 願 公 開 第 20020
177217A1号 、 米 国 特 許 出 願 公 開 第 20030003439A1号 、 米 国 特 許 出 願 公 開 第 20030040012A1号
、 米 国 特 許 出 願 公 開 第 20030170723A1号 、 米 国 特 許 出 願 公 開 第 20030211523A1号 、 米 国 特 許
出 願 公 開 第 20040146931A1号 、 米 国 特 許 出 願 公 開 第 20040157279A1号 、 米 国 特 許 出 願 公 開 第
20050106636A1号 、 米 国 特 許 出 願 公 開 第 20050176005A1号 ま た は 米 国 特 許 出 願 公 開 第 200502
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21280A1号 に 開 示 さ れ た 方 法 が 使 用 で き る 。 前 記 文 献 は 、 す べ て 本 発 明 に 参 考 文 献 と し て
挿 入 さ れ る 。  
【 ０ １ ０ ２ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ っ て 詳 し く 説 明 す る 。
　 た だ 、 下 記 の 実 施 例 は 、 本 発 明 を 例 示 す る だ け の も の で あ っ て 、 本 発 明 の 内 容 が 下 記 の
実 施 例 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ０ ３ 】
実 施 例 1
多 様 な 欠 失 型 HRFの 製 造  
1-1： 遺 伝 子 の 分 離 お よ び 増 幅  
　 ま ず 、 大 韓 民 国 特 許 出 願 第 2001-27896号 お よ び 第 2001-27921号 に 記 載 し た 方 法 に よ っ て
HRFを コ ー ド す る 遺 伝 子 の cDNAを 製 造 し た 。 詳 細 に は 、 ラ ッ ト (Rattus norvegicus)骨 格 筋
か ら 総 細 胞 質 RNAを 抽 出 し た 後 、 pJG4-5ベ ク タ ー (Invitrogen, Inc., 米 国 )を 利 用 し て 酵
母 2-ハ イ ブ リ ッ ド 分 析 の た め の cDNAラ イ ブ ラ リ を 製 造 し た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 (Na,K)ATPaseの α 2サ ブ ユ ニ ッ ト を 利 用 し て CD3部 位 を  pEG202ベ ク タ ー (Brent, R., and
 Finley, R. L., Jr. Annu. Rev. Genet. 1997年 、 第 31巻 , 663-704頁 )の LexA DNA結 合 ド
メ イ ン (pEG202 ベ ク タ ー )に 挿 入 し た 後 、 そ れ を ス ク リ ー ニ ン グ の た め の バ イ ト (bait)に
使 用 し た 。 リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 活 性 化 さ せ た 陽 性 ク ロ ー ン を 選 択 し て 塩 基 配 列 分 析 (seque
ncing)、 制 限 酵 素 マ ッ ピ ン グ と  BLASTサ ー チ を 通 し て 配 列 分 析 を 行 な っ た 。 こ れ ら の 中 で
一 つ の ク ロ ー ン が IgE依 存 的 ヒ ス タ ミ ン 放 出 因 子 (HRF)と 完 全 に 一 致 し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 前 記 rHRF cDNA遺 伝 子 か ら 配 列 番 号 ： 1で 表 さ れ る ラ ッ ト HRF全 長 配 列 (Accession number
 U20525、 ア ミ ノ 酸 1-172)を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 配 列 番 号 ： 9、 配 列 番 号 ： 2で 表 さ れ る ア
ミ ノ 酸 11-172切 片 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 配 列 番 号 ： 10、 配 列 番 号 ： 3で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 3
5-172切 片 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 配 列 番 号 ： 11、 配 列 番 号 ： 4で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 1-112切
片 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 配 列 番 号 ： 12、 配 列 番 号 ： 5で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 39-110切 片 を コ
ー ド す る 遺 伝 子 を 配 列 番 号 ： 13、 配 列 番 号 ： 6で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 1-38切 片 を コ ー ド す る
遺 伝 子 を 配 列 番 号 ： 14、 配 列 番 号 ： 7で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 111-172切 片 を コ ー ド す る 遺 伝 子
を 配 列 番 号 ： 15、 配 列 番 号 ： 8で 表 さ れ る ア ミ ノ 酸 84-108切 片 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 配 列
番 号 ： 16で 示 し た 。 各 々 の 遺 伝 子 を PCRを 遂 行 し て 増 幅 さ せ た (図 1お よ び 図 2)。 PCRは 前 変
性 (pre-denaturation)工 程 と し て 94℃ で 5分 、 変 性 (denaturation)工 程 と し て 94℃ で 1分 、
ア ニ ー リ ン グ 工 程 と し て 45～ 50℃ で 1分 、 延 長 (elongation)工 程 と し て 72℃ で 1分 、 後 延 長
(post-elongation)工 程 と し て 72℃ で 7分 の 条 件 で 30サ イ ク ル の 間 反 応 さ せ た 。 PCR反 応 に
使 用 し た プ ラ イ マ ー 配 列 は 、 前 記 で 記 載 し た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
1-2： 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー の 製 造  
　 実 施 例 1-1で 増 幅 さ せ た 配 列 番 号 ： 9乃 至 配 列 番 号 ： 16の 遺 伝 子 を 各 々  pRSET-Aベ ク タ ー
(Invitrogen)に ク ロ ー ニ ン グ し て 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 製 造 し 、 そ れ を 各 々 pRSET-A-RrHR
F、 pRSET-A-Del-N11HRF、 pRSET-A-Del-N35HRF、 pRSET-A-Del-C112HRF、 pRSET-A-Del-N39C
110HRF、 pRSET-A-Del-C38HRF、 pRSET-A-Del-N111HRF、 pRSET-A-Del-N84C108HRFと 名 付 け
た (図 3お よ び 図 4)。
【 ０ １ ０ ７ 】
1-3： 形 質 転 換 体 の 製 造 お よ び 各 欠 失 型 HRFの 分 離 精 製  
　 各 欠 失 型 HRFを 過 発 現 (overexpression)さ せ る た め に 実 施 例 1-2で 製 造 し た 組 換 え 発 現 ベ
ク タ ー を 大 腸 菌 BL21(DE3)(Novagen)ま た は BL21(DE3)pLysS(Novagen)に 形 質 転 換 さ せ た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 前 記 大 腸 菌 形 質 転 換 体 は 、 ア ム ピ シ リ ン ま た は ア ム ピ シ リ ン と ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル （
chloramphenicol） を 含 ん だ LB培 地 で 培 養 し た 後 、 ODが 0.6に 到 達 し た 時 、 0.4mMに な る よ
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う に IPTG(isopropyl β -D-thiogalactoside)を 添 加 し て 三 時 間 さ ら に 培 養 し た 後 、 5,500x
gで 5分 間 遠 心 分 離 し た 。 回 収 し た 大 腸 菌 を バ イ ン デ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー (5mMイ ミ ダ ゾ ー ル 、
500mM NaCl、 20mM Tris-HCl、 pH7.9)に 再 懸 濁 さ せ た 後 、 超 音 波 を 使 っ て 粉 砕 し た 。 溶 菌
さ れ た 大 腸 菌 を 39,000xgで 遠 心 分 離 し た 後 、 上 澄 み 液 は Niカ ラ ム (Novagen)を 利 用 し て 精
製 し た 。 pRSET-A ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た 欠 失 型 HRFは 、 N末 端 に 6個 の ヒ ス チ ジ ン を
持 つ よ う に な る た め 、 ニ ッ ケ ル で 充 電 し た HIS-結 合 カ ラ ム に 付 く よ う に な る 。 こ れ ら タ ン
パ ク 質 を 高 濃 度 の イ ミ ダ ゾ ン （ imidazone） （ 1M イ ミ ダ ゾ ー ル 、 500mM NaCl、 20mM Tris-
Hcl、 pH7.9） を 含 ん だ イ ル ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー を 使 っ て 抽 出 し た 後 、 PD-10カ ラ ム を 利 用
し て 多 量 の 塩 分 を 除 去 し た 。  精 製 さ れ た 欠 失 型 HRFを モ ノ -Q陰 イ オ ン 交 換 (anion exchang
e)カ ラ ム (Amersham Pharmacia Biotech)で NaCl濃 度 勾 配 を 利 用 し て 再 び 精 製 し た 後 、 以 下
の 実 施 例 で  BEAS-2B細 胞 (ATCC)と ヒ ト 好 塩 基 球 を 刺 激 す る た め に 使 用 し た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
実 施 例 2
BEAS-2B細 胞 で HRF形 態 に よ る IL-8分 泌 能 の 検 査  
 各 欠 失 型 HRFの 活 性 を BEAS-2B細 胞 (ATCC)で の IL-8分 泌 能 を 通 し て 比 較 し た 。 BEAS-2B細 胞
を 48ウ ェ ル プ レ ー ト で 70％ 程 度 育 つ ま で 培 養 し た 後 、 1％ ペ ニ シ リ ン ス ト レ プ ト マ イ シ ン /
BEBM(Clonetics)で 2回 洗 浄 し た 。 実 施 例 1-3で 分 離 し た 各 々 の 組 換 え タ ン パ ク 質 (RrHRFま
た は 各 欠 失 型 HRF)を 1μ g/mlま た は 10μ g/mlず つ 添 加 し た 。 48時 間 ま た は 24時 間 後 、 上 澄
み 液 を 取 っ て 遊 離 し た IL-8を 酵 素 免 疫 吸 着 検 出 法 (PIERCE)を 利 用 し て 定 量 し た (図 5)。
【 ０ １ １ ０ 】
実 施 例 3
ヒ ト 好 塩 基 球 で HRF形 態 に よ る ヒ ス タ ミ ン 分 泌 能 の 検 査  
　 各 欠 失 型 HRFの 活 性 を ヒ ト 好 塩 基 球 で の ヒ ス タ ミ ン 分 泌 能 を 通 し て 比 較 し た 。 ア ト ピ ー
性 皮 膚 炎 を 持 っ て い る 血 液 提 供 者 か ら 40mlの 静 脈 血 を 採 取 し た 後 、 抗 凝 血 剤 で あ る EDTAを
10 mMに な る よ う に 添 加 し て 、 食 塩 水 に 6％ に な る よ う に 溶 解 し た デ キ ス ト ラ ン 10mlを 入 れ
て 混 合 し た 。 室 温 で 90分 間 静 置 し た 後 、 白 血 球 が 集 ま っ て い る 上 層 を 分 離 し て 150xgで 8分
間 遠 心 分 離 し た 。 回 収 し た 白 血 球 を PAG-EDTA(4mM EDTA、 25mM PIPES、 110mM NaCl、 5mM K
Cl、 0.003％ HSA、 0.1％ D-グ ル コ ー ス )で 二 度 洗 浄 し 、 冷 た い 乳 酸 バ ッ フ ァ ー (13.4mM 乳 酸
、 140mM NaCl、 5mM Kcl、 pH3.9)で 3～ 5分 間 静 置 す る 過 程 を 通 し て 細 胞 表 面 に あ る  IgEを
除 去 し た 。 続 い て 、 直 ち に 30mlの PAG-EDTAを 加 え て 二 回 洗 浄 し て 再 び PAG-EDTAに 懸 濁 さ せ
た 後 、 ヒ ト IgE(1μ g/ml、 Serotec)で 2時 間 感 作 さ せ た 。 5％ FBSを 添 加 し た IMDM培 地 (Gibco
 BRL)で 2回 洗 浄 し た 後 、 実 施 例 1-3で 分 離 し た 各 々 の 組 換 え タ ン パ ク 質 (rHRFま た は 各 欠 失
型 HRF)を 20μ g/mlず つ 添 加 し た 。 15分 後 、 ヒ ト 抗 IgE抗 体 を 加 え て 4時 間 後 、 上 澄 み 液 を 取
っ て 遊 離 し た ヒ ス タ ミ ン を ヒ ス タ ミ ン ア ナ ラ イ ザ ー (Astoria Analyzer, Series 300 syst
em)を 利 用 し て 定 量 し た (図 6)。
【 ０ １ １ １ 】
　 そ の 結 果 、 配 列 番 号 ： 2で 表 さ れ る N末 端 の 11個 ア ミ ノ 酸 残 基 が 欠 失 し た タ ン パ ク 質 (Del
-N11HRF)お よ び 配 列 番 号 ： 3で 表 さ れ る N末 端 の 35個 ア ミ ノ 酸 残 基 が 欠 失 し た タ ン パ ク 質 (D
el-N35HRF)は 、 BEAS-2B細 胞 の よ う に 野 生 型 HRFに 比 べ て 効 果 的 に ヒ ス タ ミ ン 放 出 を 誘 導 す
る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
実 施 例 4
分 子 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ る 二 量 体 化 が HRF活 性 に 及 ぼ す 影 響 比 較  
4-1： 非 還 元 SDS-PAGEに よ る 移 動 性 の 差 の 比 較  
　 実 施 例 1-3で 製 造 し た 野 生 型 HRFと 各 欠 失 型 HRFの N末 端 の 欠 失 に よ る 電 気 泳 動 で の 移 動 性
(mobility)変 化 を 確 認 し た (図 7、 図 8)。 SDS-PAGEは 、 ラ エ ム リ （ Laemmli ） (Laemmli U.K
., Nature, 第 227巻 , 680-685頁 )の 方 法 を 変 形 し て 使 用 し 、 各 タ ン パ ク 質 を 還 元 サ ン プ ル
バ ッ フ ァ ー (reducing sample buffer)[0.125M Tris-HCl、 pH6.8、 4％ (w/v)SDS、 20％ (v/v
)グ リ セ ロ ー ル 、 and 2％ β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル (β -ME)]ま た は 、 非 還 元 サ ン プ ル バ ッ
フ ァ ー (non-reducing sample buffer)(w/o β -ME)と 混 合 し た 後 、 15％ ゲ ル を 作 っ て 分 離
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し た 。 そ の 結 果 、 N末 端 を 除 去 し た タ ン パ ク 質 は 、 野 生 型 HRFと C-末 端 を 除 去 し た タ ン パ ク
質 と は 異 な り 、 ダ イ マ ー 位 置 に 移 動 す る こ と が 観 察 さ れ た 。 こ れ は 、 N末 端 欠 失 型 HRFと 野
生 型 HRFの 構 造 的 な 差 を 裏 付 け し 、 HRFの N末 端 が HRF機 能 調 節 に 重 要 な 役 目 を 果 た す と い う
事 実 を 裏 付 け し て く れ る 。 ま た 、 N末 端 を 除 去 し た タ ン パ ク 質 が 分 子 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合
を 持 っ て い る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
4-2： ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 除 去 す る た め の 部 位 特 異 的 突 然 変 異 の 製 作  
　 N末 端 欠 失 型 HRFの シ ス チ ン 残 基 を セ リ ン に 置 換 し て 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 形 成 さ れ る こ
と を 阻 害 し た 場 合 、 HRF活 性 に 及 ぼ す 影 響 を 調 べ る た め に 部 位 特 異 的 突 然 変 異 キ ッ ト (site
-directed mutagenesis kit, stratagene)を 利 用 し て 突 然 変 異 を 製 作 し た 。 HRFの 場 合 、 2
8番 と 172番 残 基 に シ ス チ ン を 含 ん で い る た め 、 プ ラ イ マ ー に CG GAC GGG CTG TCT CTG GAG
 GTG GA(配 列 番 号 ： 18)と TC CAC CTC CAG AGA CAG CCC GTC CG(配 列 番 号 ： 19)を 使 用 し て
、 pRSET-A-Del-N11HRF-C28Sを 製 造 し た 。 ま た 他 の プ ラ イ マ ー に GAG ATG GAA AAA TCT AAG
 CTT GAT CCG(配 列 番 号 ： 20)と CGG ATC AAG CTT AGA TTT TTC CAT CTC(配 列 番 号 ： 21)を
使 用 し て 、 pRSET-A-Del-N11HRF-C172Sと pRSET-A-Del-N35HRF-C172Sを 製 造 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 PCR増 幅 条 件 は 、 DNA重 合 酵 素 (Pfu DNA polymerase, Stratagene)を 使 用 し て 前 記 に 記 載
の プ ラ イ マ ー 対 と 鋳 型 を 95℃ で 5分 間 転 変 性 さ せ て 、 95℃ で 1分 、 55℃ で 1分 お よ び  68℃ で
7分 間 16回 反 応 さ せ て 、 68℃ で 7分 間 後 延 長 さ せ た 後 、 反 応 を 終 結 し た 。 こ の 反 応 液 に DpnI
(Stratagene)を 入 れ て  37℃ で 1時 間 反 応 さ せ て 鋳 型 DNAの み を 選 択 的 に 切 断 さ せ た 後 、 XL1
-blueに 形 質 転 換 さ せ た 。  
【 ０ １ １ ５ 】
 　 製 作 し た コ ン ス ト ラ ク ト は 、 DNA配 列 分 析 を 通 し て 突 然 変 異 生 成 の 有 無 を 確 認 し た 後 、
BL21(DE3)/pLysSに 形 質 転 換 さ せ て 実 施 例 1-3に よ り 分 離 、 精 製 し た 。 こ れ ら 突 然 変 異 の 中
で 特 に pRSET-A-Del-N35HRF-C172Sは 、 非 還 元 的 (non-reducing)SDS-PAGEを 通 し て 細 胞 間 ジ
ス ル フ ィ ド 結 合 (intermolecular disulfide bond)を 形 成 し な い も の が 現 れ 、 BEAS-2B細 胞
株 で IL-8を 分 泌 さ せ る 能 力 も 顕 著 に 減 少 し た こ と を 確 認 で き た (図 11、 図 12)。 こ れ は 、 N
末 端 欠 失 型 HRFの 活 性 に お い て 重 要 な 役 割 を 持 つ も の が 、 172番 残 基 に あ る シ ス チ ン に よ る
細 胞 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 で あ る こ と を 示 唆 す る 結 果 で あ り 、 HRF活 性 に お い て ダ イ マ ー 形
成 が 非 常 に 重 要 で あ る こ と が 分 か る 。  
【 ０ １ １ ６ 】
4-3： 化 学 的 方 法 を 利 用 し た HRFの 交 差 結 合  
　 架 橋 剤 (crosslinker)を 利 用 し て 野 生 型 HRFと 欠 失 型 HRFが ダ イ マ ー を 形 成 す る 能 力 面 で
い か な る 差 が あ る か 調 べ て み た 。 -SHと 反 応 す る 二 種 類 の 架 橋 剤 (BMOE, BM(PEO)4, Pierce
, 米 国 )を 使 用 し て 野 生 型 HRFと Del-N35HRFを 交 差 結 合 さ せ た 。 Del-N35HRFの 場 合 、 架 橋 剤
と 反 応 可 能 な -SHを 作 る た め に 前 も っ て 20mMの DTTを 使 用 し て 細 胞 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 還
元 さ せ た 後 、 カ ラ ム (Vivaspin column, Vivascience, 米 国 )を 使 用 し て DTTを 除 去 し た 後
、 PBSで 緩 衝 溶 液 組 成 を 変 え た 。 以 後 、 5倍 過 量 の 架 橋 剤 を 処 理 し た 後 、 BMOEの 場 合 は 4℃
で 4時 間 、 BM(PEO)4の 場 合 は 37℃ で 30分 放 置 し た 後 、 上 記 カ ラ ム (vivaspin column)を 使 用
し て 過 量 の 架 橋 剤 を 除 去 し た 。 こ れ ら タ ン パ ク 質 を 定 量 し た 後 、 SDS-PAGEで 分 離 し た (図 1
3)。 還 元 さ れ た Del-N35HRFが 架 橋 剤 に よ り 細 胞 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る の に 対 し て
、 野 生 型 HRFは 細 胞 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 し 、 架 橋 剤 に よ っ て も ダ イ マ ー を 形 成 で き
な か っ た 。
【 ０ １ １ ７ 】
実 施 例 5
HRF形 態 に よ る フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ ー ペ プ チ ド ク ロ ー ン の 結 合 能 力 の 差 の 比 較  
　 各 々 の 欠 失 型 HRFを プ ラ ス チ ッ ク ウ ェ ル に 固 定 (immobilization)さ せ た 後 、 す で に HRFと
結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る ペ プ チ ド を 発 現 し て い る フ ァ ー ジ (phage)を 添 加 し て 、 そ の
結 合 能 力 に 差 が あ る か ど う か を 調 べ た 。
【 ０ １ １ ８ 】
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　 具 体 的 に 、 コ ー テ ィ ン グ 緩 衝 液 (0.1M NaHCO3、 pH8.6)に 20μ g/ml濃 度 で 溶 解 さ せ た 各 々
の 欠 失 型 HRFを 50ulず つ ポ リ ス チ レ ン マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 加 え て 、 4℃ で 一 晩 中 コ
ー テ ィ ン グ し た 後 、 BSAで 非 特 異 的 結 合 を 遮 断 し た 。 0.1％ Tween/TBS(TBST)で 6回 洗 浄 し た
後 、 フ ァ ー ジ 溶 液 30ulを 6％ BSA/PBS30ulに 希 釈 し た 溶 液 を 加 え て 室 温 で 2時 間 静 置 し た 。 P
BSTで 5回 洗 浄 し た 後 、 3％ BSA/PBSに 1:5000で 希 釈 し た HRP-コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ た 抗 -M13抗
体 (Pharmacia)100ulず つ を 加 え て 1時 間 静 置 し た 。 PBSTで 6回 、 PBSで 1回 洗 浄 し た 後 、 ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ (peroxydase)基 質 溶 液 100μ lず つ を 加 え て 発 色 程 度 を エ ラ イ ザ （ ELISA） リ
ー ダ ー (Bio-Rad)を 使 用 し て 405nmで 測 定 し た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 そ の 結 果 、 前 記 HRFは 、 HRFに 対 し て 特 異 的 結 合 を 示 す ヘ プ タ マ ー (heptamer)ペ プ チ ド を
発 現 し て い る フ ァ ー ジ に 対 す る 親 和 度 に も 差 を 示 し た が 、 RrHRFと Del-C112HRFが フ ァ ー ジ
に 対 し て と て も 弱 い 親 和 度 を 示 し た 一 方 、 Del-N11HRFと Del-N35HRFは と て も 強 い 親 和 度 を
示 し た (図 14)。 こ の こ と か ら 、 各 HRFタ ン パ ク 質 間 の ヒ ス タ ミ ン 分 泌 能 と 相 応 す る も の で
、 以 上 言 及 し た 結 果 か ら 実 験 的 に HRFを タ ー ゲ ッ ト に し た ア レ ル ギ ー 制 御 薬 物 開 発 に お い
て 利 用 す る こ と が で き る HRFの 形 態 が い く つ か の 欠 失 型 に 限 ら れ る こ と が 分 か る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 ま た 、 HRF内 の HRF結 合 ペ プ チ ド の 結 合 部 位 を 調 べ る た め に HRFを 三 等 分 し た 後 、 HRF結 合
ペ プ チ ド と の 親 和 度 を 比 較 し た 。 Del-N39C110HRFの 場 合 、 前 記 欠 失 型 HRFに 似 た 程 度 の 親
和 度 を 示 し 、 ア ミ ノ 酸 を も う 少 し 除 去 し た Del-N84C108HRFも 高 い 親 和 度 を 示 し た (図 15)。
こ れ は 、 HRF結 合 ペ プ チ ド が HRFの ア ミ ノ 酸 84-108部 位 に 結 合 す る こ と を 意 味 し 、 こ れ に よ
り 、 HRF抑 制 を 通 し た ア レ ル ギ ー 制 御 薬 物 開 発 の 検 索 に 利 用 す る こ と が で き る こ と を 確 認
し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
実 施 例 6 
欠 失 型 HRFの 活 性 を 抑 制 す る こ と が で き る HRF結 合 ペ プ チ ド の 作 用 比 較  
 RBL-2H3(ATCC)を 5× 10 4 細 胞 で 24ウ ェ ル で 増 殖 さ せ た 後 、 ラ ッ ト IgE抗 体 (0.2μ g/ml、 Ser
otec)で 60分 間 感 作 さ せ て 、 5％ FBS/MEM培 地 で 組 換 え HRFタ ン パ ク 質 を 1.56mMで 処 理 し た (
陽 性 対 照 群 )。 ま た 、 上 記 で 準 備 し た 細 胞 に ヘ プ タ マ ー (heptamer)ペ プ チ ド (大 韓 民 国 特 許
出 願 第 2001-27896号 )を 用 量 依 存 的 方 法 で 処 理 し た (0.0156-15.6mM)。 15分 後 、 ラ ッ ト 抗 Ig
E抗 体 を 加 え て 4時 間 後 、 上 澄 み 液 を 取 っ て 遊 離 し た ヒ ス タ ミ ン を ヒ ス タ ミ ン ア ナ ラ イ ザ ー
(Astoria Analyzer, Series 300 system)を 使 用 し て 定 量 し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 HRF結 合 ペ プ チ ド の 欠 失 型 HRFに 対 す る 作 用 は 、 BEAS-2B細 胞 株 で も 分 析 さ れ た 。 実 施 例 3
と 同 じ 方 法 で Del-N35HRF(61nM)を BEAS-2Bに 処 理 し た 。 こ こ で HRF結 合 ペ プ チ ド お よ び そ の
ア ラ ニ ン 置 換 体 (大 韓 民 国 特 許 出 願 第 2001-27896号 )、 1番 ま た は 7番 ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し た 本
発 明 の HRF結 合 ペ プ チ ド を 色 々 な 濃 度 (6.1-610nM)で Del-N35HRFに 混 合 し て 室 温 で 10分 静 置
後 、 添 加 し た 。 24時 間 後 、 上 澄 み 液 を 取 っ て 遊 離 し た IL-8を 酵 素 免 疫 吸 着 検 出 法 を 利 用 し
て 定 量 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 そ の 結 果 、 図 16と 図 17に 示 し た よ う に 、 HRF結 合 ペ プ チ ド は 、 RBL-2H3細 胞 で 濃 度 依 存 的
に 欠 失 型 HRFに よ る ヒ ス タ ミ ン 分 泌 を 阻 害 し 、 BEAS-2B細 胞 で も 濃 度 依 存 的 に 欠 失 型 HRFに
よ る IL-8分 泌 を 抑 制 し た 。 WYVYPSM配 列 を 持 つ HRF結 合 ペ プ チ ド は 、 変 形 さ れ た ア ミ ノ 酸 位
置 に よ っ て 活 性 の 差 を 示 し た 。 N末 端 か ら 2お よ び 6位 置 の ア ミ ノ 酸 残 基 を ア ラ ニ ン に 変 え
た 置 換 体 は 、 欠 失 型 HRFに 対 す る 抑 制 能 力 を 喪 失 す る と み え 、 HRF結 合 ペ プ チ ド の 作 用 に お
い て チ ロ シ ン 残 基 と セ リ ン 残 基 が 重 要 な 作 用 を す る も の と 考 え ら れ る （ 図 18） 。 ま た 、 前
記 ペ プ チ ド の N末 端 の ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 を 除 去 し た 本 発 明 の 配 列 番 号 ： 17の HRF結 合 ペ プ
チ ド (HBP2-D1)の 場 合 も 元 来 の  7-merペ プ チ ド と よ く 似 た 活 性 を 示 し た た め 、 2～ 6番 残 基
だ け で も 活 性 型 HRFに 対 す る 抑 制 能 力 を 持 つ こ と を 確 認 し た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ １ ２ ４ 】
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　 上 記 で 詳 し く 見 た よ う に 、 本 発 明 の ダ イ マ ー を 形 成 で き る 欠 失 型 HRFは 、 活 性 型 の HRFを
提 供 す る こ と に よ り HRFに よ る ア レ ル ギ ー 制 御 薬 物 開 発 お よ び ア レ ル ギ ー 患 者 血 清 内 の HRF
量 を 検 出 す る た め の キ ッ ト 製 作 な ど に も 活 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の 欠 失 型 HR
F結 合 ペ プ チ ド は 、 細 胞 内 で IL-8お よ び ヒ ス タ ミ ン 分 泌 を 効 果 的 に 制 御 す る こ と に よ り 、
動 物 の 喘 息 や 鼻 炎 な ど の よ う な ア レ ル ギ ー 疾 患 お よ び マ ラ リ ア 予 防 ま た は 治 療 用 薬 物 開 発
に 有 効 に 利 用 で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ２ ５ 】
【 図 １ 】 本 発 明 で 製 造 し た 多 様 な 欠 失 型 HRFの 一 模 式 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 本 発 明 で 製 造 し た 多 様 な 欠 失 型 HRFの 一 模 式 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 1と 図 2に 記 載 し た 各 々 の 組 換 え 欠 失 型 HRF(pRSET-A-rHRF, pRSET-A-Del-N11HRF
, pRSET-A-Del-N35HRF, pRSET-A-Del-C112HRF, pRSET-A-Del-N39C110HRF, pRSET-A-Del-C
38HRF, pRSET-A-Del-N111HRF, pRSET-A-Del-N84C108HRF)製 造 の た め の pRSET-Aベ ク タ ー の
遺 伝 子 地 図 を 示 し た 模 式 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 図 3に 記 載 し た pRSET-Aベ ク タ ー の MCS(multiple cloning site)を 示 し た 遺 伝 子 配
列 お よ び 前 記 遺 伝 子 の コ ー ド 部 位 に あ た る ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 図 ５ 】 図 1に 記 載 し た 欠 失 型 HRFに よ る BEAS-2B細 胞 株 で の IL-8分 泌 量 を 比 べ た 結 果 を 示
し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 ６ 】 IgE存 在 下 で 図 1に 記 載 し た 欠 失 型 HRFに よ る ヒ ト 好 塩 基 球 で の ヒ ス タ ミ ン 分 泌 率
を 比 べ た 結 果 を 示 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 ７ 】 図 1に 記 載 さ れ た RrHRFの 還 元 剤 有 無 に よ る 移 動 性 (mobility)の 差 を 示 し た ゲ ル 電
気 泳 動 写 真 で あ る 。
【 図 ８ 】 図 1に 記 載 し た 欠 失 型 HRFの 還 元 剤 の 有 無 に よ る 移 動 性 (mobility)の 差 を 示 し た ゲ
ル 電 気 泳 動 写 真 で あ る 。
【 図 ９ 】 組 換 え 欠 失 型 HRFで あ る pRSET-A-Del-N11HRFと pRSET-A-Del-N11HRFの 突 然 変 異 体
で あ る pRSET-A-Del-N11HRF-C28Sと pRSET-A-Del-N11HRF-C172Sの ゲ ル 電 気 泳 動 写 真 で あ る
。
【 図 １ ０ 】 組 換 え 欠 失 型 HRFで あ る pRSET-A-Del-N11HRFと pRSET-A-Del-N11HRFの 突 然 変 異
体 で あ る pRSET-A-Del-N11HRF-C28Sと pRSET-A-Del-N11HRF-C172Sに よ る BEAS-2B細 胞 株 で の
IL-8分 泌 量 を 比 べ た 結 果 を 示 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ １ 】 組 換 え 欠 失 型 HRFで あ る pRSET-A-Del-N35HRFと pRSET-A-Del-N35HRFの 突 然 変 異
体 で あ る pRSET-A-Del-N35HRF-C172Sの PAGE(ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 )写 真 で あ る
。
【 図 １ ２ 】 組 換 え 欠 失 型 HRFで あ る pRSET-A-Del-N35HRFと pRSET-A-Del-N35HRFの 突 然 変 異
体 で あ る pRSET-A-Del-N35HRF-C172Sに よ る BEAS-2B細 胞 株 で の IL-8分 泌 量 を 比 べ た 結 果 を
示 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ３ 】 架 橋 剤 を 利 用 し て 欠 失 型 HRFと 野 生 型 HRFの ダ イ マ ー 形 成 能 を 確 認 し た 結 果 を 示
し た SDS-PAGE写 真 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 HRF結 合 ペ プ チ ド を 発 現 し て い る フ ァ ー ジ (phage)で あ る Φ -HBP-2と 図 1に 記 載
し た 欠 失 型 HRFと の 親 和 度 を 比 べ た 結 果 を 示 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ５ 】 HRF結 合 ペ プ チ ド を 発 現 し て い る フ ァ ー ジ (phage)で あ る Φ -HBP-2と 図 2に 記 載
し た 欠 失 型 HRFと の 親 和 度 を 比 べ た 結 果 を 示 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ６ 】 HRF結 合 ペ プ チ ド で あ る Φ -HBP-2 が 、 BEAS-2B細 胞 株 で 欠 失 型 HRFに よ る IL-8分
泌 を 抑 制 す る こ と を 示 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ７ 】 HRF結 合 ペ プ チ ド で あ る Φ -HBP-2 が 、 RBL-2H3細 胞 株 で 欠 失 型 HRFに よ る ヒ ス タ
ミ ン 分 泌 を 抑 制 す る こ と を 示 し た グ ラ フ で あ る 。
【 図 １ ８ 】 HRF結 合 ペ プ チ ド で あ る Φ -HBP-2 、 そ の ア ラ ニ ン 置 換 体 (HBP2-M1、 HBP2-M2ｍ
、 HBP2-M3、 HBP2-M4、 HBP2-M5、 HBP2-M6、 HBP2-M7)お よ び 1番 残 基 が 欠 失 し た 6mer HRF結
合 ペ プ チ ド (HBP2-Ｄ 1)に よ る IL-8分 泌 抑 制 程 度 を 比 較 し た 結 果 を 示 し た グ ラ フ で あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】
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【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】

【 配 列 表 】
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摘要(译)

要解决的问题：提供依赖IgE的组胺释放因子（HRF）和与该因子结合的
肽。解决方案：本发明提供了缺失的HRF，其能够形成含有序列No.3表
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活性的新的HRF结合肽。由于能够形成二聚体的缺失的HRF能够在细胞
中分泌组胺和IL-8，因此可以用于开发通过HRF抑制过敏的药物和用于检
测血清中的HRF的试剂盒。过敏的病人。新的HRF结合肽与HRF结合以
抑制其作用，因此，它可有效预防和治疗动物的过敏性疾病，如哮喘和
鼻炎，以及疟疾。 Ž
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