
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】従来、知られているアポトーシス阻害剤に認められる短所を克服した新しいアポ
トーシスまたは炎症を阻害する物質を提供することを課題とする。
【解決手段】次のいずれかのアミノ酸配列を含むペプチドまたはその塩であって、アポト
ーシスまたは炎症の誘導を阻害する活性を有するもの：（ａ）特定なアミノ酸配列（ｂ）
上記（ａ）のいずれかのアミノ酸配列において６個を越えない任意のアミノ酸残基が欠失
、付加および／または置換しているアミノ酸配列を提供する。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
次 ぎ の い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド （ た だ し 、 そ の Ｎ 末 端 の ア ミ ノ 基 は ア シ ル
化 さ れ て い て も よ く 、 Ｃ 末 端 の カ ル ボ キ シ ル 基 は ア ミ ド 化 ま た は エ ス テ ル 化 さ れ て い て も
よ い 。 ） ま た は そ の 塩 で あ っ て 、 ア ポ ト ー シ ス ま た は 炎 症 の 誘 導 を 阻 害 す る 活 性 を 有 す る
も の ：
（ ａ ） 下 記 の い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
Tyr Arg His Ala Trp Ser Glu Asn Leu Ala Gln Cys Phe Asn (配 列 番 号 ： １ )；
Phe Arg Glu Glu Asp Ser Pro Glu Thr Cys Arg Lys (配 列 番 号 ： ２ )；
Phe Cys Asn Ser Thr Val Cys Glu His （ 配 列 番 号 ： ３ ） ；
（ ｂ ） 上 記 （ ａ ） の い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て ６ 個 を 越 え な い 任 意 の ア ミ ノ 酸 残 基
が 欠 失 、 付 加 お よ び ／ ま た は 置 換 し て い る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 請 求 項 ２ 】
（ ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 欠 失 、 付 加 お よ び ／ ま た は 置 換 し て い る ア ミ ノ 酸 残 基 の
数 が ３ 個 を 越 え な い も の で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 。
【 請 求 項 ３ 】
（ ｂ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 置 換 が 側 鎖 官 能 基 の 性 質 に 基 づ い て 相 同 性 の あ る ア ミ ノ
酸 間 で 行 な わ れ て い る 、 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 。
【 請 求 項 ４ 】
Ｎ 末 端 の ア ミ ノ 基 の ア シ ル 化 に よ り 、 低 級 ア ル カ ノ イ ル 基 ま た は 低 級 ア ル コ キ シ カ ル ボ ニ
ル 基 が 導 入 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 。
【 請 求 項 ５ 】
Ｃ 末 端 の カ ル ボ キ シ 基 の ア ミ ド 化 ま た は エ ス テ ル 化 に よ り 、 ア ミ ド 基 ま た は 低 級 ア ル キ ル
エ ス テ ル 基 が 導 入 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 。
【 請 求 項 ６ 】
塩 が 酸 塩 、 金 属 塩 ま た は ア ミ ン 塩 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か に 記 載 の ペ プ チ ド の 塩
。
【 請 求 項 ７ 】
酸 塩 が 塩 酸 塩 、 硫 酸 塩 、 燐 酸 塩 、 乳 酸 塩 、 酒 石 酸 塩 、 マ レ イ ン 酸 塩 、 フ マ ー ル 酸 塩 、 シ ュ
ウ 酸 塩 、 リ ン ゴ 酸 塩 、 ク エ ン 酸 塩 、 オ レ イ ン 酸 塩 ま た は パ ル ミ チ ン 酸 塩 で あ る 、 請 求 項 ６
に 記 載 の ペ プ チ ド の 塩 。
【 請 求 項 ８ 】
金 属 塩 が ア ル カ リ 金 属 塩 、 ア ル カ リ 土 類 金 属 塩 ま た は ア ル ミ ニ ウ ム 塩 で あ る 、 請 求 項 ６ に
記 載 の ペ プ チ ド の 塩 。
【 請 求 項 ９ 】
ア ミ ン 塩 が ト リ エ チ ル ア ミ ン 塩 、 ベ ン ジ ル ア ミ ン 塩 、 ジ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 塩 、 ｔ － ブ チ ル
ア ミ ン 塩 、 ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ミ ン 塩 ま た は ア ル ギ ニ ン 塩 で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の ペ プ
チ ド の 塩 。
【 請 求 項 １ ０ 】
ア ポ ト ー シ ス ま た は 炎 症 の 誘 導 が TNFに よ る も の で あ る 、 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か に 記 載
の ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 。
【 請 求 項 １ １ 】
ア ポ ト ー シ ス ま た は 炎 症 の 誘 導 が TRAILに よ る も の で あ る 、 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か に 記
載 の ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 。
【 請 求 項 １ ２ 】
ア ポ ト ー シ ス ま た は 炎 症 の 誘 導 が FasLに よ る も の で あ る 、 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か に 記 載
の ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 。
【 請 求 項 １ ３ 】
自 己 免 疫 疾 患 、 ア レ ル ギ ー 、 ア ト ピ ー 、 動 脈 硬 化 症 、 心 筋 炎 、 心 筋 症 、 糸 球 体 腎 炎 、 再 生
不 良 性 貧 血 、 肝 炎 、 AIDS、 臓 器 移 植 後 の 拒 絶 反 応 、 敗 血 症 シ ョ ッ ク 、 う っ 血 性 心 不 全 、 脊
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髄 異 形 成 症 候 群 、 神 経 変 性 疾 患 ま た は 癌 の 処 置 に 有 用 な 請 求 項 １ ～ １ ２ の い ず れ か に 記 載
の ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 １ か ら ９ の い ず れ か に 記 載 の ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 を 抗 原 と し て 特 異 的 に 認 識 す る
抗 体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
用 い ら れ る 抗 体 が 請 求 項 １ ４ ま た は １ ５ に 記 載 の 抗 体 で あ る 、 免 疫 検 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
検 定 方 法 が 酵 素 免 疫 検 定 法 、 放 射 性 免 疫 検 定 法 ま た は 蛍 光 免 疫 検 定 法 で あ る 、 請 求 項 １ ６
に 記 載 の 免 疫 検 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ペ プ チ ド を コ ー ド し て い る 核 酸 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
【 発 明 の 属 す る 技 術 分 野 】
本 発 明 は 、 ア ポ ト ー シ ス や 炎 症 を 阻 害 す る 活 性 を 有 す る 、 新 規 な ペ プ チ ド お よ び そ の 塩 に
関 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 TNF、 TRAIL、 FasLな ど に よ っ て 誘 導 さ れ る ア ポ ト ー シ ス や 炎 症
を 阻 害 し 、 こ れ が 原 因 と な る 自 己 免 疫 疾 患 (例 え ば 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 橋 本 病 、
慢 性 関 節 リ ュ ー マ チ 、 移 植 片 対 宿 主 病 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 悪 性 貧 血 、 ア ジ ソ ン 病 、 強
皮 症 、 グ ッ ド パ ス チ ャ ー 症 候 群 、 ク ロ ー ン 病 、 自 己 免 疫 性 溶 血 性 貧 血 、 自 然 不 妊 、 重 症 筋
無 力 症 、 多 発 性 硬 化 症 、 バ セ ド ー 病 、 特 発 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 、 イ ン ス リ ン 依 存 性 糖 尿
病 な ど )、 ア レ ル ギ ー 、 ア ト ピ ー 、 動 脈 硬 化 症 、 心 筋 炎 、 心 筋 症 、 糸 球 体 腎 炎 、 再 生 不 良
性 貧 血 、 肝 炎 (例 え ば 、 劇 症 肝 炎 、 慢 性 肝 炎 、 ウ イ ル ス 性 肝 炎 、 ア ル コ ー ル 性 肝 炎 な ど )、
AIDS、 臓 器 移 植 後 の 拒 絶 反 応 、 敗 血 症 シ ョ ッ ク 、 う っ 血 性 心 不 全 、 脊 髄 異 形 成 症 候 群 、 神
経 変 性 疾 患 (例 え ば 、 脳 虚 血 に よ る 神 経 障 害 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 筋 萎 縮
性 側 索 硬 化 症 、 ア ル ツ ハ イ マ ー な ど )お よ び 癌 な ど の 処 置 に 有 用 な ペ プ チ ド な ら び に そ の
薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
【 従 来 の 技 術 】
ア ポ ト ー シ ス は 生 体 の 恒 常 性 を 保 つ た め に 必 要 な 自 然 死 で あ り 、 そ の 破 綻 は 癌 や 自 己 免 疫
疾 患 な ど の 重 篤 な 疾 患 を 招 く (Annu. Rev. Immunol., 17, 221-253, 1999)。 ア ポ ト ー シ ス
は 放 射 線 や 薬 剤 な ど の 外 因 に よ っ て も 引 き 起 さ れ る が 、 内 因 性 の 誘 導 因 子 と し て TNF、 TRA
IL、 FasLな ど が 報 告 さ れ て い る (Pharm Acta Helv, 74, 281-286, 2000; Exp Cell Res, 2
56, 58-66, 2000)。 こ れ ら は 、 標 的 細 胞 上 の そ れ ぞ れ に 特 異 的 な 受 容 体 と 結 合 し 、 ア ポ ト
ー シ ス を 誘 導 す る (TIBS, 24 February, 47-53, 1999)。
【 ０ ０ ０ ３ 】
一 方 、 TNF、 TRAIL、 FasLな ど の 過 剰 産 生 は 、 リ ウ マ チ 性 関 節 炎 (Rheumatoid arthritis)、
多 発 性 硬 化 症 (Multiple sclerosis)、 AIDS(Acquired immune deficiency syndrome)、 癌
、 敗 血 症 シ ョ ッ ク (Septic shock)、 う っ 血 性 心 不 全 (Congestive heart failure)、 再 性 不
良 性 貧 血 (Aplastic anemia)、 脊 髄 異 形 成 症 候 群 (Myelodysplastic syndrome)、 ク ロ ー ン
病 (Crohn's disease)等 の 疾 患 の 原 因 と な る (Microsc Res Tech, 50, 229-235, 2000)。
【 ０ ０ ０ ４ 】
FasLに 特 異 的 に 反 応 す る ヒ ト 型 化 免 疫 グ ロ ブ リ ン が 知 ら れ て お り 、 ア ポ ト ー シ ス に 代 表 さ
れ る FasLと Fasと の 生 理 的 反 応 を 抑 制 す る こ と が 示 さ れ て い る (Ｗ Ｏ ９ ８ ／ １ ０ ０ ７ ０ )。
【 ０ ０ ０ ５ 】
Fas/FasL系 の 異 常 に 起 因 す る 疾 患 の 治 療 剤 と し て 有 用 な 、 抗 Fas抗 体 を 有 効 成 分 と し て 含
有 す る 新 規 医 薬 組 成 物 が 知 ら れ て い る (特 開 ２ ０ ０ ０ － １ ６ ９ ３ ９ ３ )。
【 ０ ０ ０ ６ 】
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Caspase-8と 結 合 し Death effector domainを 持 た な い タ ン パ ク 質 が 、 ア ポ ト ー シ ス 制 御 能
を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る (特 開 ２ ０ ０ ０ － ２ ２ ６ ４ ０ ０ )。
【 ０ ０ ０ ７ 】
Fasの 細 胞 内 ド メ イ ン に 結 合 す る MORT-1、 あ る い は TRADDに 結 合 し て 、 FasLま た は TNFの 効
果 を モ ジ ュ レ ー ト す る タ ン パ ク 質 、 さ ら に は そ の 活 性 を 阻 害 す る ペ プ チ ド が 知 ら れ て い る
(特 表 平 １ １ － ５ ０ ９ ４ ２ ２ )。
【 ０ ０ ０ ８ 】
上 皮 細 胞 増 殖 因 子 (EGF)を 有 効 成 分 と す る 、 細 胞 障 害 性 Ｔ 細 胞 上 の FasLと 臓 器 細 胞 膜 上 の F
asと の 相 互 作 用 に よ っ て 惹 起 さ れ る ア ポ ト ー シ ス の 抑 制 剤 ま た は 予 防 剤 が 知 ら れ て い る (
特 開 平 １ ０ － １ ９ ４ ９ ８ ８ )。
【 ０ ０ ０ ９ 】
天 然 の TNF結 合 蛋 白 の TNF結 合 機 能 部 分 を 探 索 し て 得 ら れ た 合 成 ペ プ チ ド が 知 ら れ て お り 、
マ ウ ス L-M細 胞 に 対 す る TNFの 細 胞 毒 性 を 阻 害 す る こ と が 示 さ れ て い る (特 開 平 ５ － １ ９ ４
５ ９ ４ )。
【 ０ ０ １ ０ 】
ト リ ア ゼ ピ ン ま た は ジ ア ゼ ピ ン か ら な る ７ 員 環 と ２ 乃 至 ４ 個 の 窒 素 原 子 を 含 む ５ 員 環 と の
縮 合 環 化 合 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る ア ポ ト ー シ ス 抑 制 剤 が 知 ら れ て い る (特 開 平 １ １ －
２ ２ ８ ５ ７ ６ )。
【 ０ ０ １ １ 】
ま た 、 近 年 カ ス ペ ー ス の 阻 害 作 用 な ど に よ り ア ポ ト ー シ ス を 阻 害 す る 薬 剤 が 脳 虚 血 に よ る
神 経 障 害 （ Proc Natl Acad Sci USA, 95, 15769-15774, 1998） 、 ハ ン チ ン ト ン 病 （ Natur
e Medicine, 6, 797-801, 2000） 、 パ ー キ ン ソ ン 病 （ J Neurosci, 22, 1763-1771, 2002
） 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 （ Nature, 417, 74-78, 2002） 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 等 の 神 経 変 性 疾
患 の 動 物 モ デ ル に お い て 有 効 な 治 療 効 果 を 示 す こ と が 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
抗 体 に 代 表 さ れ る ア ポ ト ー シ ス 阻 害 剤 は 、 特 異 性 は 高 い が 分 子 量 が 大 き い タ ン パ ク 質 で あ
る の で 、 抗 原 性 、 投 与 方 法 、 安 定 性 な ど に 問 題 が あ る 。 天 然 の TNF結 合 蛋 白 の TNF結 合 機 能
部 分 を 探 索 し て 得 ら れ た 合 成 ペ プ チ ド で あ る ア ポ ト ー シ ス 阻 害 剤 は 、 天 然 の TNF結 合 蛋 白
と の 競 合 に よ る 有 効 性 の 低 下 、 血 液 中 の 滞 留 時 間 が 短 い 等 の 問 題 が あ る 。 ま た 、 低 分 子 有
機 化 合 物 の ア ポ ト ー シ ス 阻 害 剤 は 、 ア ポ ト ー シ ス の 基 本 経 路 を 阻 害 す る の で 、 選 択 性 が 低
い こ と に よ る 副 作 用 が 問 題 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
【 特 許 文 献 １ 】
特 開 ２ ０ ０ ２ － １ ３ ８ ０ ９ ９ 号 公 報
【 ０ ０ １ ４ 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
本 発 明 は 、 上 記 し た 抗 体 、 合 成 ペ プ チ ド お よ び 低 分 子 有 機 化 合 物 の よ う な 従 来 知 ら れ て い
る ア ポ ト ー シ ス 阻 害 剤 に 認 め ら れ る 短 所 を 克 服 し た 、 新 し い ア ポ ト ー シ ス ま た は 炎 症 を 阻
害 す る 物 質 を 提 供 す る こ と を 課 題 と す る 。 す な わ ち 、 選 択 性 が 高 く 、 有 効 性 が 良 好 で 、 し
か も 分 子 量 が そ れ ほ ど 大 き く な い ア ポ ト ー シ ス ま た は 炎 症 の 阻 害 物 質 を 提 供 す る こ と を 目
的 と す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
上 記 の 課 題 は 、 本 発 明 に よ り 、 「 次 ぎ の い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド （ た だ し
、 そ の Ｎ 末 端 の ア ミ ノ 基 は ア シ ル 化 さ れ て い て も よ く 、 Ｃ 末 端 の カ ル ボ キ シ ル 基 は ア ミ ド
化 ま た は エ ス テ ル 化 さ れ て い て も よ い 。 ） ま た は そ の 塩 で あ っ て 、 ア ポ ト ー シ ス ま た は 炎
症 の 誘 導 を 阻 害 す る 活 性 を 有 す る も の ：
（ ａ ） 下 記 の い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 ：
Tyr Arg His Ala Trp Ser Glu Asn Leu Ala Gln Cys Phe Asn (配 列 番 号 ： １ )；
Phe Arg Glu Glu Asp Ser Pro Glu Thr Cys Arg Lys (配 列 番 号 ： ２ )；
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Phe Cys Asn Ser Thr Val Cys Glu His （ 配 列 番 号 ： ３ ） ；
（ ｂ ） 上 記 （ ａ ） の い ず れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て ６ 個 を 越 え な い 任 意 の ア ミ ノ 酸 残 基
が 欠 失 、 付 加 お よ び ／ ま た は 置 換 し て い る ア ミ ノ 酸 配 列 」 を 提 供 す る こ と に よ り 、 解 決 さ
れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
【 発 明 の 実 施 の 形 態 】
本 発 明 に お い て は 各 種 ア ミ ノ 酸 残 基 を 次 の 略 号 で 記 述 す る 。
Ala ： Ｌ － ア ラ ニ ン 残 基
Arg ： Ｌ － ア ル ギ ニ ン 残 基
Asn ： Ｌ － ア ス パ ラ ギ ン 残 基
Asp ： Ｌ － ア ス パ ラ ギ ン 酸 残 基
Cys ： Ｌ － シ ス テ イ ン 残 基
Gln ： Ｌ － グ ル タ ミ ン 残 基
Glu ： Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 残 基
Gly ： グ リ シ ン 残 基
His ： Ｌ － ヒ ス チ ジ ン 残 基
Ile ： Ｌ － イ ソ ロ イ シ ン 残 基
Leu ： Ｌ － ロ イ シ ン 残 基
Lys ： Ｌ － リ ジ ン 残 基
Met ： Ｌ － メ チ オ ニ ン 残 基
Phe ： Ｌ － フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 残 基
Pro ： Ｌ － プ ロ リ ン 残 基
Ser ： Ｌ － セ リ ン 残 基
Thr ： Ｌ － ト レ オ ニ ン 残 基
Trp ： Ｌ － ト リ プ ト フ ァ ン 残 基
Tyr ： Ｌ － チ ロ シ ン 残 基
Val ： Ｌ － バ リ ン 残 基
【 ０ ０ １ ７ 】
ま た 、 本 明 細 書 に お い て は 、 常 法 に 従 っ て ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 そ の Ｎ 末 端 の ア ミ
ノ 酸 残 基 が 左 側 に 位 置 し 、 Ｃ 末 端 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 右 側 に 位 置 す る よ う に 記 述 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 の ペ プ チ ド の 製 造 は 、 通 常 の ペ プ チ ド 合 成 方 法 に よ り 行 わ れ る 。 例 え ば 固 相 合 成 法
ま た は 液 相 合 成 法 に よ っ て 調 製 さ れ る が 、 固 相 合 成 法 が 操 作 上 簡 便 で あ る 〔 例 え ば 、 日 本
生 化 学 会 編 「 続 生 化 学 実 験 講 座 ２ 　 タ ン パ ク 質 の 化 学 (下 )」 (昭 和 ６ ２ 年 ５ 月 ２ ０ 日 　 株
式 会 社 東 京 化 学 同 人 発 行 )、 第 ６ ４ １ － ６ ９ ４ 頁 参 照 〕 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 の ペ プ チ ド の 固 相 合 成 法 に よ る 調 製 は 、 例 え ば 、 ス チ レ ン － ジ ビ ニ ル ベ ン ゼ ン 共 重
合 体 の よ う な 反 応 溶 媒 に 不 溶 性 で あ る 重 合 体 に 、 目 的 と す る ペ プ チ ド の Ｃ 末 端 に 対 応 す る
ア ミ ノ 酸 を そ れ が 有 す る α － Ｃ Ｏ Ｏ Ｈ 基 を 介 し て 結 合 さ せ 、 次 い で 該 ア ミ ノ 酸 に 目 的 と す
る ペ プ チ ド の Ｎ 末 端 の 方 向 に 向 か っ て 、 対 応 す る ア ミ ノ 酸 ま た は ペ プ チ ド 断 片 を 該 ア ミ ノ
酸 ま た は ペ プ チ ド 断 片 が 有 す る α － Ｃ Ｏ Ｏ Ｈ 基 以 外 の α － ア ミ ノ 基 の よ う な 官 能 基 を 保 護
し た う え で 縮 合 さ せ て 結 合 さ せ る 操 作 と 、 該 結 合 し た ア ミ ノ 酸 ま た は ペ プ チ ド 断 片 に お け
る α － ア ミ ノ 基 の よ う な ペ プ チ ド 結 合 を 形 成 す る ア ミ ノ 基 が 有 す る 保 護 基 を 除 去 す る 操 作
と を 順 次 繰 り 返 す こ と に よ っ て ペ プ チ ド 鎖 を 伸 長 さ せ 、 目 的 と す る ペ プ チ ド に 対 応 す る ペ
プ チ ド 鎖 を 形 成 し 、 次 い で 該 ペ プ チ ド 鎖 を 重 合 体 か ら 脱 離 さ せ 、 か つ 保 護 さ れ て い る 官 能
基 か ら 保 護 基 を 除 去 す る こ と に よ り 目 的 と す る ペ プ チ ド を 得 、 次 い で こ れ を 精 製 す る こ と
に よ っ て 実 施 さ れ る 。 こ こ で 、 ペ プ チ ド 鎖 の 重 合 体 か ら の 脱 離 お よ び 保 護 基 の 除 去 は 、 ト
リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 用 い て 同 時 に 行 う の が 副 反 応 を 抑 制 す る 観 点 か ら 好 ま し い 。 ま た 、 得 ら
れ た ペ プ チ ド の 精 製 は 逆 相 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ － や ゲ ル パ ー ミ エ イ シ ョ ン ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー で 行 う の が 効 果 的 で あ る 。
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【 ０ ０ ２ ０ 】
ま た 、 本 発 明 の ペ プ チ ド の 塩 は 、 通 常 の 塩 生 成 反 応 を 利 用 す る こ と に よ り 調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
本 発 明 の ペ プ チ ド に 含 ま れ る べ き ア ミ ノ 酸 配 列 と し て は 、 前 記 し た と お り 、
(１ )：  Tyr Arg His Ala Trp Ser Glu Asn Leu Ala Gln Cys Phe Asn (配 列 番 号 ： １ )
(２ ) Phe Arg Glu Glu Asp Ser Pro Glu Thr Cys Arg Lys (配 列 番 号 ： ２ )、
(３ ) Phe Cys Asn Ser Thr Val Cys Glu His（ 配 列 番 号 ： ３ ） 、
か ら 選 択 さ れ た も の が 挙 げ ら れ る 。
ま た 、 上 記 （ ｂ ） に 含 ま れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 具 体 例 と し て は 、 (４ ) Gln Cys Glu Glu Gly
 Thr Phe Arg Glu Glu Asp Ser Pro Glu Thr Cys Arg Lys（ 配 列 番 号 ： ４ ） 、 (５ ) Phe A
rg Glu Glu Asp Ser Pro Glu Thr Cys Arg Lys Cys Arg Thr（ 配 列 番 号 ： ５ ） 、 (６ ) Phe
 Cys Glu Glu Asp Ser Pro Glu Thr Cys Arg Lys（ 配 列 番 号 ： ６ ） 、 (７ ) Phe Ser Asn S
er Thr Val Ser Glu His（ 配 列 番 号 ： ７ ） な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
す な わ ち 、 本 発 明 の ペ プ チ ド に は 、 前 記 配 列 番 号 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列
を 、 配 列 の 全 部 ま た は 一 部 と し て 有 す る ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 場 合 に よ っ て は 、 当 該 ア ミ
ノ 酸 配 列 の Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 残 基 の ア ミ ノ 基 は ア シ ル 化 さ れ て も よ く 、 例 え ば 当 該 ア ミ ノ 基
に 低 級 ア ル カ ノ イ ル 基 (例 え ば 、 ア セ チ ル 基 な ど )ま た は 低 級 ア ル コ キ シ カ ル ボ ニ ル 基 (例
え ば 、 メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル 基 ま た は ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル 基 な ど )が 導 入 さ れ て い て も よ い
。 ま た 、 当 該 ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｃ 末 端 ア ミ ノ 酸 残 基 の カ ル ボ キ シ ル 基 は ア ミ ド 化 ま た は エ ス
テ ル 化 さ れ て い て も よ く 、 例 え ば 当 該 カ ル ボ キ シ ル 基 は ア ミ ド 基 ま た は 低 級 ア ル キ ル エ ス
テ ル 基 (例 え ば 、 メ チ ル エ ス テ ル 基 ま た は ブ チ ル エ ス テ ル 基 な ど )に 変 換 さ れ て い て も よ い
。 ま た 、 本 発 明 の ペ プ チ ド に 含 ま れ て い る 前 記 配 列 番 号 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の ア ミ ノ
酸 配 列 は 、 各 ア ミ ノ 酸 残 基 が 側 鎖 官 能 基 の 性 質 に 基 づ き 相 同 性 置 換 さ れ た も の で も よ い 。
例 え ば 、 Cysは Serに 、 Leuは Ile、 Valに 、 Serは Thrに 、 Gluは Aspに 、 Glnは Asnに 、 Lysは Ar
gに 、 Pheは Tyr、 His、 Trpに そ れ ぞ れ 置 換 可 能 で あ り 、 そ の 逆 も 置 換 可 能 で あ る 。 さ ら に
、 本 発 明 の ペ プ チ ド に 含 ま れ て い る 前 記 配 列 番 号 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列
中 の 任 意 の 位 置 に お い て 、 １ ～ ６ 個 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 好 ま し く は １ も し く は ２ 個
の 任 意 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 さ ら に 好 ま し く は １ 個 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 そ れ ぞ れ 独 立
し て 付 加 さ れ て も よ く (例 え ば 、 配 列 番 号 ２ に 対 応 す る 配 列 番 号 ４ ま た は ５ )、 ま た 、 １ ～
６ 個 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 好 ま し く は １ ～ ３ 個 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 よ り 好 ま し
く は １ も し く は ２ 個 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 さ ら に 好 ま し く は １ 個 の 任 意 の ア ミ ノ 酸 残
基 が 、 そ れ ぞ れ 独 立 し て 欠 失 し て も よ い 。 本 明 細 書 に お け る 「 本 発 明 の ペ プ チ ド 」 の 記 載
に は 、 こ れ ら の ペ プ チ ド す べ て が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 発 明 の ペ プ チ ド は 、 塩 、 特 に 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 を 形 成 し て い て も よ く 、 酸 塩 、 金 属
塩 ま た は ア ミ ン 塩 を 形 成 す る 。 そ の 塩 と し て は 、 例 え ば 、 以 下 に 限 ら な い が 、 塩 酸 塩 、 硫
酸 塩 、 燐 酸 塩 、 乳 酸 塩 、 酒 石 酸 塩 、 マ レ イ ン 酸 塩 、 フ マ ー ル 酸 塩 、 シ ュ ウ 酸 塩 、 リ ン ゴ 酸
塩 、 ク エ ン 酸 塩 、 オ レ イ ン 酸 塩 、 パ ル ミ チ ン 酸 塩 な ど ； ア ル カ リ 金 属 塩 (例 え ば 、 ナ ト リ
ウ ム 、 カ リ ウ ム な ど )も し く は ア ル カ リ 土 類 金 属 塩 (例 え ば 、 カ ル シ ウ ム な ど )、 ま た は ア
ル ミ ニ ウ ム 塩 な ど (こ れ ら の 塩 は 、 水 酸 化 物 イ オ ン ま た は 炭 酸 イ オ ン と の 間 で 形 成 す る 塩
で あ る )； ト リ エ チ ル ア ミ ン 塩 、 ベ ン ジ ル ア ミ ン 塩 、 ジ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 塩 、 ｔ － ブ チ ル
ア ミ ン 塩 、 ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル ア ミ ン 塩 、 ア ル ギ ニ ン 塩 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 発 明 の ペ プ チ ド の TNF、 TRAIL、 FasLな ど に 対 す る 阻 害 効 果 は 、 通 常 の こ れ ら の 活 性 を 測
定 す る 方 法 を 利 用 し て 行 わ れ る 。 例 え ば 、 TNFの 活 性 は 、 (１ )マ ウ ス Ｌ 細 胞 を 標 的 と す る
細 胞 障 害 活 性 、 (２ )リ ポ プ ロ テ イ ン リ パ ー ゼ の 抑 制 活 性 、 (３ )線 維 芽 細 胞 に 対 す る 増 殖 促
進 活 性 を 測 定 し て 行 わ れ る 〔 例 え ば 、 中 嶋 暉 躬 他 編 　 新 基 礎 生 化 学 実 験 法 　 ６ 　 「 生 物 活
性 を 用 い る 測 定 法 」 (昭 和 ６ ３ 年 ４ 月 ３ ０ 日 　 丸 善 株 式 会 社 発 行 )、 第 ２ ６ ７ － ２ ７ ２ 頁 参
照 〕 。 ま た 、 TNFの 活 性 は マ ウ ス Ｌ ９ ２ ９ 細 胞 や Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 に 対 す る ア ポ ト ー シ ス
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誘 導 で 測 定 で き る 。 TRAILの 活 性 は マ ウ ス Ｌ ９ ２ ９ 細 胞 に 対 す る ア ポ ト ー シ ス 誘 導 で 測 定
で き る 。 FasLの 活 性 は Fas遺 伝 子 を 導 入 し た マ ウ ス Ｌ ９ ２ ９ 細 胞 や Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 に 対
す る ア ポ ト ー シ ス 誘 導 で 測 定 で き る (例 え ば 、 EMBO J, 13 , 4587-4596, 1994.参 照 )。 ア
ポ ト ー シ ス 誘 導 の 検 出 は 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ デ ィ ウ ム (Ｐ Ｉ )や ヘ キ ス ト ３ ３ ２ ５ ８ 等 の 核 酸 染
色 試 薬 や 、 蛍 光 標 識 ア ネ キ シ ン Ｖ な ど の 膜 構 造 の 変 化 を 検 出 す る 方 法 が 好 ま し く 用 い ら れ
る 。 中 で も ヨ ウ 化 プ ロ ピ デ ィ ウ ム (Ｐ Ｉ )、 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ 標 識 ア ネ キ シ ン Ｖ が 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 発 明 の ペ プ チ ド を 用 い る 処 置 法 は 、 例 え ば 静 脈 内 投 与 、 皮 下 投 与 、 腹 腔 内 投 与 、 経 皮 投
与 、 経 口 投 与 な ど の 全 身 的 投 与 や 、 関 節 内 投 与 な ど の よ う に 疾 患 部 位 に カ テ ー テ ル や 注 射
針 を 用 い て 本 発 明 の ペ プ チ ド を 注 入 す る 方 法 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 発 明 の ペ プ チ ド の 有 効 な 活 性 発 現 の た め の 投 与 量 は 、 一 日 量 が 通 常 ０ ． ０ １ μ ｇ ／ ｋ ｇ
～ ２ ｇ ／ ｋ ｇ (体 重 )で あ り 、 好 ま し く は ０ ． ０ １ μ ｇ ／ ｋ ｇ ～ ２ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ (体 重 )で
あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
投 与 形 態 と し て は ペ プ チ ド を ５ ％ ブ ド ウ 糖 液 や 生 理 食 塩 水 な ど の 薬 学 的 に 許 容 し 得 る 溶 液
に 溶 解 さ せ て 得 ら れ る 溶 液 が 好 ま し く 、 ま た 該 溶 液 は 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 種 々 の 添 加 剤
を 含 ん で い て も よ い 。 さ ら に ペ プ チ ド 類 を カ プ セ ル 化 ま た は リ ポ ソ － ム 化 す る こ と も 可 能
で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
抗 体 の 作 成
種 々 の 宿 主 動 物 に 、 １ 種 類 以 上 の 本 発 明 の ペ プ チ ド を 含 む 組 成 物 を 注 射 す る こ と よ っ て 免
疫 す る こ と が 出 来 る 。 宿 主 動 物 に は 、 ウ サ ギ 、 マ ウ ス 、 モ ル モ ッ ト 、 ラ ッ ト 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ
ギ な ど が 含 ま れ る 。 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト を 宿 主 種 に 応 じ て 免 疫 応 答 を 増 強 さ せ る た め に 使
用 す る こ と が 出 来 、 そ の 例 と し て 、 フ ロ イ ン ト （ 完 全 又 は 不 完 全 ） 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム
の よ う な ミ ネ ラ ル ゲ ル 、 リ ゾ レ シ チ ン の よ う な 表 面 活 性 物 質 、 プ ル ロ ニ ッ ク ポ リ オ ー ル 類
、 ポ リ ア ニ オ ン 類 、 ペ プ チ ド 類 、 油 エ マ ル ジ ョ ン 、 キ ー ホ ー ル ・ リ ン ペ ッ ト ・ ヘ モ シ ア ニ
ン 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 及 び Ｂ Ｃ Ｇ （ 無 菌 化 ウ シ 型 結 核 菌 ） や コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム ・ パ ル
ブ ム の よ う な 潜 在 的 に 有 用 な ヒ ト ア ジ ュ バ ン ト な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る
も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
抗 体 に は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ 抗 体 、 単 鎖 抗 体 、 Fab断 片
、 F(ab')２ 断 片 、 Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 し て 生 産 さ れ た 分 子 な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
特 定 の 抗 原 に 対 す る 抗 体 の 均 一 な 集 合 で あ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 上 記 し た ペ プ チ ド を
使 用 し 、 標 準 の ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 （ コ ー ラ ー ら : Nature, 256:495,1975; コ ー ラ ー ら : 
Eur. J. Immunol., 6:511, 1976; コ ー ラ ー ら :Eur. J. Immunol., 6:292, 1976; ハ マ ー
リ ン グ ら : In: Monoclonal Antibodies and T CellHybridomas, Elsevier, NY, 1981; ア
メ リ カ 特 許 4,376,110; コ ス ボ ア ら ： Immunology Today, 4:72, 1983; コ ー ル ら : Proc.Na
tl.Acad.Sci.USA, 80:2026,1983; コ ー ル ら : Monoclonal Antibodies and Cancer Therap
y, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96, 1983） を 採 用 す る こ と に よ っ て 、 調 製 す る こ と が 出
来 る 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 IgG、 IgM、 IgE、 IgA、 IgD及 び そ れ ら の サ ブ ク ラ ス を 含 む 、 任
意 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の ク ラ ス か ら 選 択 す る こ と が 出 来 る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す
る ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 イ ン ・ ビ ト ロ ま た は イ ン ・ ビ ボ の い ず れ で 培 養 さ れ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
抗 体 は 、 例 え ば 診 断 的 検 定 の 部 分 と し て 生 物 学 的 試 料 中 の 抗 原 の 存 在 を 検 出 す る た め に 使
用 す る こ と が 出 来 、 ま た 、 他 の 治 療 的 方 法 に よ る 医 療 的 処 置 効 果 の 評 価 の た め に 使 用 す る
こ と も 出 来 る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
免 疫 検 定 法
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更 な る 本 発 明 の 実 施 態 様 は 、 １ 種 類 以 上 の 本 発 明 の ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 特 異 的 に 認 識 す
る 抗 体 を 用 い る 免 疫 検 定 法 の 分 野 に 関 連 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
１ 種 類 以 上 の 本 発 明 の ペ プ チ ド は 当 該 抗 原 と し て 特 異 的 に 認 識 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
１ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 免 疫 検 定 法 は 、 酵 素 結 合 免 疫 測 定 法 (Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ )で あ る 。 こ の
型 で は 、 サ ン プ ル お よ び 所 定 の 試 薬 は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー ウ ェ ル プ レ ー ト の ウ ェ ル 内 に 含
ま れ 、 検 定 は 、 酵 素 標 識 の 検 出 に 適 当 な 検 出 試 薬 を ウ ェ ル に 加 え る こ と に よ り 開 始 さ れ る
。 当 該 検 定 は 、 当 業 者 に 既 知 で あ り 、 当 該 免 疫 検 定 法 の 技 術 に 関 連 す る 背 景 情 報 は 、 'The
 Immunoassay Handbook', (Wild, D. G. Ed, Stockton Press, New York, [1994])に 見 る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
適 当 な 典 型 的 な 酵 素 標 識 に は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 西 洋 ワ
サ ビ の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 リ ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ お よ び グ ル コ ー ス -６ -ホ ス フ ェ ー ト
デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 ら な い 。 ワ サ ビ の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ が 、 本 発
明 の 酵 素 免 疫 検 定 法 の 使 用 に 特 に 好 ま し い 酵 素 標 識 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
更 に 異 な る 実 施 態 様 で は 、 免 疫 検 定 法 は 、 放 射 性 免 疫 検 定 法 で あ り 、 本 発 明 の ア ッ セ イ 法
の 使 用 に 適 当 な 放 射 性 同 位 元 素 に は 、 ト リ チ ウ ム の よ う な β -放 射 す る 同 位 元 素 お よ び オ
ー ジ ェ 電 子 を 放 射 す る ヨ ウ 素 -１ ２ ５ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
ま た 、 更 に 異 な る 実 施 態 様 で は 、 免 疫 検 定 法 は 、 蛍 光 免 疫 検 定 法 で あ り 、 適 当 な 蛍 光 標 識
は 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン お よ び シ ア ニ ン 色 素 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
更 に は 、 本 発 明 の 別 態 様 と し て 、 本 発 明 の ペ プ チ ド 以 外 に 、 本 発 明 の ペ プ チ ド を コ ー ド し
て い る 核 酸 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
実 施 例
以 下 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を 具 体 的 に 説 明 す る 。 な お 、 本 発 明 は こ れ ら の 実 施 例 に よ り 限
定 さ れ る も の で は な い 。
(実 施 例 １ )
式 (１ )：  Tyr Arg His Ala Trp Ser Glu Asn Leu Ala Gln Cys Phe Asn (配 列 番 号 ： １ )
で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ プ チ ド Tyr Arg His Ala Trp Ser GluAsn Leu Ala Gln C
ys Phe Asn-NH 2 を ペ プ チ ド 自 動 合 成 装 置 を 用 い て 固 相 合 成 法 に よ り 合 成 し た 。 す な わ ち 、
４ － (２ ’ ， ４ ’ － ジ メ ト キ シ フ ェ ニ ル － フ ル オ レ ニ ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル )－ ア ミ ノ メ チ
ル )－ フ ェ ノ キ シ ア セ ト ア ミ ド － エ チ ル 基 を ０ ． ６ ２ ミ リ モ ル ／ ｇ (樹 脂 )の 割 合 で 有 す る
ス チ レ ン － ジ ビ ニ ル ベ ン ゼ ン 共 重 合 体 〔 ス チ レ ン と ジ ビ ニ ル ベ ン ゼ ン の 構 成 モ ル 比 ： ９ ９
対 １ 〕 か ら な る 粒 状 樹 脂 〔 米 国 ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 製 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ ア ミ ド レ ジ
ン 〕 ０ ． １ ミ リ モ ル を 用 い 、 目 的 と す る ペ プ チ ド の カ ル ボ キ シ ル 末 端 か ら ア ミ ノ 末 端 に 向
か っ て 順 次 対 応 す る ア ミ ノ 酸 を 結 合 さ せ た 。 結 合 反 応 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 と し て 、 米 国 ア
プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 製 の Ｎ α － ９ － (フ ル オ レ ニ ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル )－ Ｎ γ

－ ト リ チ ル － Ｌ － グ ル タ ミ ン 〔 Ｆ ｍ ｏ ｃ グ ル タ ミ ン 〕 、 Ｎ α － ９ － (フ ル オ レ ニ ル メ ト キ
シ カ ル ボ ニ ル )－ γ － ブ チ ル － Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 〔 Ｆ ｍ ｏ ｃ グ ル タ ミ ン 酸 〕 、 Ｎ α － ９ － (
フ ル オ レ ニ ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル )－ Ｎ β － ト リ チ ル － Ｌ － ア ス パ ラ ギ ン 〔 Ｆ ｍ ｏ ｃ ア ス
パ ラ ギ ン 〕 、 Ｎ α － ９ － (フ ル オ レ ニ ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル )－ Ｎ Ｇ － (２ ， ２ ， ５ ， ７ ，
８ － ペ ン タ メ チ ル ク ロ マ ン － ６ － ス ル フ ォ ニ ル )－ Ｌ － ア ル ギ ニ ン 〔 Ｆ ｍ ｏ ｃ ア ル ギ ニ ン
〕 、 Ｎ α － ９ －  (フ ル オ レ ニ ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル )－ Ｓ － ト リ チ ル － Ｌ － シ ス テ イ ン 〔
Ｆ ｍ ｏ ｃ シ ス テ イ ン 〕 、 Ｎ α － ９ － (フ ル オ レ ニ ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル )－ Ｏ － ｔ － ブ チ ル
－ Ｌ － セ リ ン 〔 Ｆ ｍ ｏ ｃ セ リ ン 〕 、 Ｎ α － ９ － (フ ル オ レ ニ ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル )－ Ｌ －
ロ イ シ ン 〔 Ｆ ｍ ｏ ｃ ロ イ シ ン 〕 、 Ｎ α － ９ － (フ ル オ レ ニ ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル )－ Ｎ Ｉ ｍ
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－ ト リ チ ル － Ｌ － ヒ ス チ ジ ン 〔 Ｆ ｍ ｏ ｃ ヒ ス チ ジ ン 〕 、 Ｎ α － ９ － (フ ル オ レ ニ ル メ ト キ
シ カ ル ボ ニ ル )－ Ｌ － フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 〔 Ｆ ｍ ｏ ｃ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン  〕 、 Ｎ α － ９ － (フ
ル オ レ ニ ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル )－ Ｌ － ア ラ ニ ン 〔 Ｆ ｍ ｏ ｃ ア ラ ニ ン  〕 、 Ｎ α － ９ － (フ
ル オ レ ニ ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル )－ Ｏ － ｔ － ブ チ ル － Ｌ － チ ロ シ ン 〔 Ｆ ｍ ｏ ｃ チ ロ シ ン  〕
、 Ｎ α － ９ － (フ ル オ レ ニ ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル )－ Ｎ Ｉ ｎ ｄ － ブ ト キ シ － Ｌ － ト リ プ ト フ
ァ ン 〔 Ｆ ｍ ｏ ｃ ト リ プ ト フ ァ ン 〕 を 、 各 結 合 ス テ ッ プ に つ い て そ れ ぞ れ １ ミ リ モ ル ず つ 用
い た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
得 ら れ た ペ プ チ ド 樹 脂 を 、 ７ ． ５ ％ の フ ェ ノ ー ル 、 ２ ． ５ ％ の エ タ ン ジ チ オ ー ル 、 ５ ％ の
水 と ５ ％ の チ オ ア ニ ソ ー ル を 含 む ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 １ ０ ｍ ｌ で ３ 時 間 処 理 し た 。 得 ら れ た
溶 液 を ジ エ チ ル エ ー テ ル に 加 え て 生 じ る 沈 殿 を さ ら に 数 回 ジ エ チ ル エ ー テ ル で 洗 浄 し て 、
ペ プ チ ド の 脱 保 護 と 樹 脂 か ら の 脱 離 を 行 っ た 。 粗 生 成 物 を Ｐ Ｄ １ ０ カ ラ ム (ア マ シ ャ ム フ
ァ ル マ シ ア ジ ャ パ ン )で 精 製 し て ペ プ チ ド を 得 た 。 得 ら れ た 精 製 ペ プ チ ド を フ ァ ル マ シ ア
バ イ オ テ ク 株 式 会 社 製 Ａ Ｋ Ｔ Ａ 　 ｅ ｘ ｐ ｌ ｏ ｒ ｅ ｒ １ ０ Ｘ Ｔ 〔 カ ラ ム ： ミ リ ポ ア ウ オ ー タ
ー ズ 株 式 会 社 製 ノ バ パ ッ ク Ｃ １ ８ 　 ３ ． ９ ｍ ｍ φ × １ ５ ０ ｍ ｍ 、 移 動 相 ： ト リ フ ル オ ロ 酢
酸 を ０ ． ０ ５ 容 量 ％ 含 有 す る ア セ ト ニ ト リ ル と 水 の 混 合 溶 媒 (ア セ ト ニ ト リ ル 濃 度 を ３ ０
分 間 で ５ 容 量 ％ か ら ５ ０ 容 量 ％ に 直 線 的 に 変 化 さ せ た )、 流 速 １ ． ０ ｍ ｌ ／ ｍ ｉ ｎ 〕 に 付
し た と こ ろ 、 １ ７ ． ３ minに 単 一 の ピ － ク が 示 さ れ た 。 Ｆ Ａ Ｂ 法 マ ス ス ペ ク ト ル に よ り 求
め た 精 製 ペ プ チ ド の 分 子 量 は １ ７ ３ ８ で あ っ た (理 論 値 ： １ ７ ３ ７ ． ９ ２ )。
【 ０ ０ ４ １ 】
(実 施 例 ２ )
式 (２ )： Phe Arg Glu Glu Asp Ser Pro Glu Thr Cys Arg Lys (配 列 番 号 ： ２ )、 式 (３ )：
 Phe Cys Asn Ser Thr Val Cys Glu His（ 配 列 番 号 ： ３ ） 、 式 (４ )： Gln Cys Glu Glu Gl
y Thr Phe Arg Glu Glu Asp Ser Pro Glu Thr Cys Arg Lys（ 配 列 番 号 ： ４ ） 、 式 (５ )：  
Phe Arg Glu Glu Asp Ser Pro Glu Thr Cys Arg Lys Cys Arg Thr（ 配 列 番 号 ： ５ ） 、 式 (
６ )：  Phe Cys Glu Glu Asp Ser Pro GluThr Cys Arg Lys（ 配 列 番 号 ： ６ ） 、 式 (７ )：  P
he Ser Asn Ser Thr Val Ser Glu His（ 配 列 番 号 ： ７ ） で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ペ
プ チ ド を 実 施 例 １ と 同 様 の 方 法 で 合 成 し た 。 た だ し 、 結 合 反 応 に お い て 、 実 施 例 １ に 示 し
た ア ミ ノ 酸 以 外 に 、 米 国 ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 製 の Ｎ α － ９ － (フ ル オ レ ニ ル
メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル )－ グ リ シ ン 〔 Ｆ ｍ ｏ ｃ グ リ シ ン 〕 、 Ｎ α － ９ － (フ ル オ レ ニ ル メ ト キ
シ カ ル ボ ニ ル )－ プ ロ リ ン 〔 Ｆ ｍ ｏ ｃ プ ロ リ ン 〕 、 Ｎ α － ９ － (フ ル オ レ ニ ル メ ト キ シ カ ル
ボ ニ ル )－ Ｏ － ｔ － ブ チ ル － Ｌ － ト レ オ ニ ン 〔 Ｆ ｍ ｏ ｃ ト レ オ ニ ン 〕 、 Ｎ α － ９ － (フ ル オ
レ ニ ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル )－ Ｎ ε － ｔ － ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル － Ｌ － リ ジ ン 〔 Ｆ ｍ ｏ ｃ リ
ジ ン 〕 、 Ｎ α － ９ － (フ ル オ レ ニ ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル )－ Ｌ － バ リ ン 〔 Ｆ ｍ ｏ ｃ バ リ ン  
〕 、 Ｎ α － ９ － (フ ル オ レ ニ ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル )－ β － ブ チ ル － Ｌ － ア ス パ ラ ギ ン 酸 〔
Ｆ ｍ ｏ ｃ ア ス パ ラ ギ ン 酸 〕 を 、 各 結 合 ス テ ッ プ に つ い て そ れ ぞ れ １ ミ リ モ ル ず つ 用 い た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
Phe Arg Glu Glu Asp Ser Pro Glu Thr Cys Arg Lys-NH 2 で 示 さ れ る 精 製 ペ プ チ ド で は 、
１ ０ ． ０ minに 単 一 の ピ － ク が 示 さ れ 、 精 製 ペ プ チ ド の 分 子 量 は １ ４ ９ ６ で あ っ た (理 論 値
： １ ４ ９ ５ ． ６ ４ )。 Phe Cys Asn Ser Thr Val Cys Glu His-NH 2 で 示 さ れ る 精 製 ペ プ チ ド
で は 、 １ ０ ． ２ minに 単 一 の ピ － ク が 示 さ れ 、 精 製 ペ プ チ ド の 分 子 量 は １ ０ ３ ９ で あ っ た (
理 論 値 ： １ ０ ３ ８ ． １ ７ )。 Gln Cys Glu Glu Gly Thr Phe Arg Glu Glu Asp Ser Pro Glu
 Thr Cys Arg Lys-NH 2 で 示 さ れ る 精 製 ペ プ チ ド で は 、 １ ０ ． ９ minに 単 一 の ピ － ク が 示 さ
れ 、 精 製 ペ プ チ ド の 分 子 量 は ２ １ ４ ４ で あ っ た (理 論 値 ： ２ １ ４ ３ ． ３ ０ )。 Phe Arg Glu 
Glu Asp Ser Pro Glu Thr Cys Arg Lys Cys Arg Thr-NH 2 で 示 さ れ る 精 製 ペ プ チ ド で は 、
９ ． ８ minに 単 一 の ピ － ク が 示 さ れ 、 精 製 ペ プ チ ド の 分 子 量 は １ ８ ５ ６ で あ っ た (理 論 値 ：
１ ８ ５ ６ ． ０ ７ )。 Phe Cys Glu Glu Asp Ser Pro Glu Thr Cys Arg Lys-NH 2 で 示 さ れ る 精
製 ペ プ チ ド で は 、 ９ ． ０ minに 単 一 の ピ － ク が 示 さ れ 、 精 製 ペ プ チ ド の 分 子 量 は １ ４ ４ ３
で あ っ た (理 論 値 ： １ ４ ４ ２ ． ５ ９ )。 Phe Ser Asn Ser Thr Val Ser Glu His-NH 2 で 示 さ
れ る 精 製 ペ プ チ ド で は 、 ８ ． ３ minに 単 一 の ピ － ク が 示 さ れ 、 精 製 ペ プ チ ド の 分 子 量 は １
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０ ０ ６ で あ っ た (理 論 値 ： １ ０ ０ ６ ． ０ ４ )。
【 ０ ０ ４ ３ 】
（ 試 験 例 １ ）
２ ４ 穴 プ レ ー ト （ Ｎ Ｕ Ｎ Ｃ 社 ） の 各 ウ エ ル に 、 １ ０ ％ の ウ シ 胎 児 血 清 を 含 む イ ー グ ル 培 地
（ １ ０ ％ Ｆ Ｃ Ｓ ／ Ｅ － Ｍ Ｅ Ｍ ） に 分 散 し た ５ 万 個 の Ｌ ９ ２ ９ 細 胞 ま た は １ ０ ％ の ウ シ 胎 児
血 清 を 含 む ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 （ １ ０ ％ Ｆ Ｃ Ｓ ／ Ｄ － Ｍ Ｅ Ｍ ） に 分 散 し た ５ 万 個
の Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 を 、 各 １ ｍ ｌ ず つ 分 注 し た 。 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 下 ２ ４ 時 間 培 養 し て
細 胞 を 接 着 さ せ た 後 、 本 発 明 の ペ プ チ ド の 、 リ ン 酸 塩 緩 衝 （ Ｐ Ｂ Ｓ ： １ ０ ｍ Ｍ 、 ０ ． １ ５
Ｍ の 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ ） 溶 液 を １ ０ ０ μ ｌ 、 な ら び に ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α （ Ｒ
＆ Ｄ シ ス テ ム ズ ） ま た は ｒ ｈ Ｔ Ｒ Ａ Ｉ Ｌ （ Ｒ ＆ Ｄ シ ス テ ム ズ ） ま た は ｒ ｈ Ｆ ａ ｓ Ｌ （ Ｒ ＆
Ｄ シ ス テ ム ズ ） の Ｐ Ｂ Ｓ 溶 液 １ ０ μ ｌ を 各 ウ エ ル に 加 え た 。 ｒ ｈ Ｆ ａ ｓ Ｌ （ Ｒ ＆ Ｄ シ ス テ
ム ズ ） ま た は ｒ ｈ Ｔ Ｒ Ａ Ｉ Ｌ を 用 い る 場 合 に は 、 抗 Ｈ ｉ ｓ タ グ 抗 体 （ Ｒ ＆ Ｄ シ ス テ ム ズ ）
を 最 終 濃 度 が １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ に な る よ う に 、 さ ら に 加 え た 。 ま た 、 Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 を 用
い る 場 合 に は 、 さ ら に シ ク ロ ヘ キ シ イ ミ ド を 最 終 濃 度 が ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ に な る よ う に 加 え た
。 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 下 １ ２ 時 間 培 養 し た 後 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ デ ィ ウ ム （ Ｐ Ｉ ） を 培 地 中 に
最 終 濃 度 が １ μ ｇ ／ ｍ ｌ に な る よ う に 加 え 、 さ ら に ３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ 下 １ ５ 分 間 静 置 し
た 。 共 焦 点 レ ー ザ ー 顕 微 鏡 で Ｐ Ｉ の 蛍 光 を 観 察 し 、 ア ポ ト ー シ ス に 誘 導 さ れ た 細 胞 を 判 別
し た 。 任 意 に 選 ん だ ５ 視 野 に お け る ア ポ ト ー シ ス に 誘 導 さ れ た 細 胞 と 全 細 胞 の 割 合 を 計 算
し 、 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 率 と し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
Ｌ ９ ２ ９ 細 胞 に 対 し て ｒ ｈ Ｔ Ｎ Ｆ α を ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 用 い 、 か つ ペ プ チ ド 溶 液 の 代 わ り に
Ｐ Ｂ Ｓ を 加 え た 時 の ア ポ ト ー シ ス 誘 導 率 が ６ １ ％ で あ っ た 。 Tyr Arg His Ala Trp Ser Gl
u Asn Leu Ala Gln Cys Phe Asn-NH 2 の ペ プ チ ド を 最 終 濃 度 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ に な る よ う
に 加 え た 場 合 に は 、 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 率 は ４ ３ ％ で あ り 、 ア ポ ト ー シ ス 阻 害 率 は ２ ９ ％ で
あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
同 じ く 、 Ｌ ９ ２ ９ 細 胞 に 対 し て ｒ ｈ Ｔ Ｒ Ａ Ｉ Ｌ を ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 用 い 、 か つ ペ プ チ ド 溶 液
の 代 わ り に Ｐ Ｂ Ｓ を 加 え た 時 の ア ポ ト ー シ ス 誘 導 率 が ４ ６ ％ で あ っ た 。 Phe Arg Glu Glu 
Asp Ser Pro Glu Thr Cys Arg Lys-NH 2 の ペ プ チ ド を 最 終 濃 度 ４ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ に な る よ
う に 加 え た 場 合 の ア ポ ト ー シ ス 阻 害 率 は ５ ９ ％ 、 Gln Cys Glu Glu Gly Thr Phe Arg Glu 
Glu Asp Ser Pro Glu Thr Cys Arg Lys-NH 2 の ペ プ チ ド を 最 終 濃 度 ４ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ に な
る よ う に 加 え た 場 合 の ア ポ ト ー シ ス 阻 害 率 は ４ ７ ％ 、 Phe Arg Glu Glu Asp Ser Pro Glu 
Thr Cys Arg Lys Cys Arg Thr-NH 2 の ペ プ チ ド を 最 終 濃 度 ４ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ に な る よ う に
加 え た 場 合 の ア ポ ト ー シ ス 阻 害 率 は ４ ４ ％ 、 Phe Cys Glu Glu Asp Ser Pro Glu Thr Cys 
Arg Lys-NH 2 の ペ プ チ ド を 最 終 濃 度 ４ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ に な る よ う に 加 え た 場 合 の ア ポ ト ー
シ ス 阻 害 率 は ６ １ ％ で あ っ た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 に 対 し て ｒ ｈ Ｆ ａ ｓ Ｌ を ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 用 い 、 か つ ペ プ チ ド 溶 液 の 代 わ
り に Ｐ Ｂ Ｓ を 加 え た 時 の ア ポ ト ー シ ス 誘 導 率 が ６ １ ％ で あ っ た 。 Phe Cys Asn Ser Thr Va
l Cys Glu His -NH 2 の ペ プ チ ド を 最 終 濃 度 ２ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ に な る よ う に 加 え た 場 合 の ア
ポ ト ー シ ス 阻 害 率 は ２ １ ％ 、 Phe Ser Asn Ser Thr Val Ser Glu His-NH 2 の ペ プ チ ド を 最
終 濃 度 ２ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ に な る よ う に 加 え た 場 合 の ア ポ ト ー シ ス 阻 害 率 は １ ９ ％ で あ っ た
。
【 ０ ０ ４ ７ 】
【 発 明 の 効 果 】
本 発 明 に よ り 、 抗 体 、 合 成 ペ プ チ ド お よ び 低 分 子 有 機 化 合 物 の よ う な 従 来 知 ら れ て い る ア
ポ ト ー シ ス 阻 害 剤 に 認 め ら れ る 短 所 を 克 服 し た 、 新 し い ア ポ ト ー シ ス ま た は 炎 症 を 阻 害 す
る 新 規 な ペ プ チ ド ま た は そ の 塩 が 提 供 さ れ る 。 す な わ ち 、 選 択 性 が 高 く 、 有 効 性 が 良 好 で
、 し か も 分 子 量 が そ れ ほ ど 大 き く な い 、 ア ポ ト ー シ ス ま た は 炎 症 を 阻 害 す る 新 規 な ペ プ チ
ド が 提 供 さ れ る 。
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ま た 、 上 記 の 実 施 例 お よ び 試 験 例 か ら 明 ら か な よ う に 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 新 規 な ペ
プ チ ド ま た は そ の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 は 、 TNF、 TRAIL、 FasLな ど に よ る ア ポ ト ー シ ス 誘
導 を 効 果 的 に 阻 害 で き る の で 、 こ れ ら が 原 因 と な る 自 己 免 疫 疾 患 (例 え ば 、 全 身 性 エ リ テ
マ ト ー デ ス 、 橋 本 病 、 慢 性 関 節 リ ュ ー マ チ 、 移 植 片 対 宿 主 病 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 悪 性
貧 血 、 ア ジ ソ ン 病 、 強 皮 症 、 グ ッ ド パ ス チ ャ ー 症 候 群 、 ク ロ ー ン 病 、 自 己 免 疫 性 溶 血 性 貧
血 、 自 然 不 妊 、 重 症 筋 無 力 症 、 多 発 性 硬 化 症 、 バ セ ド ― 病 、 特 発 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 、
イ ン ス リ ン 依 存 性 糖 尿 病 な ど )、 ア レ ル ギ ー 、 ア ト ピ ー 、 動 脈 硬 化 症 、 心 筋 炎 、 心 筋 症 、
糸 球 体 腎 炎 、 再 生 不 良 性 貧 血 、 肝 炎 (例 え ば 、 劇 症 肝 炎 、 慢 性 肝 炎 、 ウ イ ル ス 性 肝 炎 、 ア
ル コ ー ル 性 肝 炎 な ど )、 AIDS、 臓 器 移 植 後 の 拒 絶 反 応 、 敗 血 症 シ ョ ッ ク 、 う っ 血 性 心 不 全
、 脊 髄 異 形 成 症 候 群 、 神 経 変 性 疾 患 (例 え ば 、 脳 虚 血 に よ る 神 経 障 害 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、
パ ー キ ン ソ ン 病 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 ア ル ツ ハ イ マ ー な ど )お よ び 癌 な ど の 処 置 剤 と し
て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
【 配 列 表 】
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摘要(译)

解决的问题：提供一种抑制细胞凋亡或炎症的新物质，该物质克服了已
知细胞凋亡抑制剂中发现的缺点。 含有下列任何氨基酸序列的肽或其
盐，其具有抑制细胞凋亡或炎症诱导的活性：（a）特定氨基酸序列
（b）上述任何（a） 氨基酸序列中缺失，添加和/或取代的氨基酸残基不
超过6个的氨基酸序列 [选择图]无
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