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(57)【要約】
　本発明者らは、GPR86関連疾患、特に炎症性疾患また
は疼痛の治療、予防または緩和に好適な分子の同定方法
であって、候補分子がGPR86ポリペプチドのアゴニスト
またはアンタゴニストであるか否かを判別することを含
み、ただし先のGPR86ポリペプチドは配列番号３もしく
は配列番号５もしくは配列番号７に記載のアミノ酸配列
、その断片またはそれに少なくとも90％同一な配列を含
む方法を開示する。
【選択図】図５
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　GPR86関連疾患、特に炎症性疾患または疼痛の治療、予防または緩和に好適な分子の同
定方法であって、候補分子がGPR86ポリペプチドのアゴニストまたはアンタゴニストであ
るか否かを判別することを含み、ただし前記GPR86ポリペプチドは配列番号３もしくは配
列番号５もしくは配列番号７に記載のアミノ酸配列、その断片またはそれに少なくとも90
％同一な配列を含む、前記方法。
【請求項２】
　前記GPR86ポリペプチドが、配列番号１、配列番号２もしくは配列番号４に記載の核酸
配列、またはそれに少なくとも90％同一な配列によりコードされる、請求項１に記載の方
法。
【請求項３】
　前記候補分子をGPR86ポリペプチドに曝露すること、および該候補分子がGPR86ポリペプ
チドに結合するか否かを判別することを含む、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　GPR86優先的Gタンパク質Giと共役しているGPR86受容体を含む細胞を候補化合物と接触
させること、および、該細胞中のサイクリックAMP(cAMP)のようなGPCR感受性マーカーの
レベルが前記接触の結果低下するか否かを測定すること、によりアゴニストを同定する、
請求項１、２または３に記載の方法。
【請求項５】
　GPR86優先的Gタンパク質Giと共役しているGPR86受容体を含む細胞を候補化合物と接触
させること、および、該細胞中のサイクリックAMP(cAMP)のようなGPCR感受性マーカーの
レベルが前記接触の結果増加するか否かを測定すること、によりアンタゴニストを同定す
る、請求項１、２または３に記載の方法。
【請求項６】
　Gα16のような無差別刺激性Gタンパク質と共役しているGPR86受容体を含む細胞を候補
化合物と接触させること、および、該細胞中のサイクリックAMP(cAMP)のようなGPCR感受
性マーカーのレベルが前記接触の結果増加するか否かを測定すること、によりアゴニスト
を同定する、請求項１、２または３に記載の方法。
【請求項７】
　Gα16のような無差別刺激性Gタンパク質と共役しているGPR86受容体を含む細胞を候補
化合物と接触させること、および、該細胞中のサイクリックAMP(cAMP)のようなGPCR感受
性マーカーのレベルが前記接触の結果低下するか否かを測定すること、によりアンタゴニ
ストを同定する、請求項１、２または３に記載の方法。
【請求項８】
　(a)　野生型動物または機能破壊された内因性GPR86遺伝子を有するトランスジェニック
非ヒト動物を用意すること；
　(b)　前記野生型動物またはトランスジェニック非ヒト動物を候補分子に曝露すること
；および
　(c)　前記動物の生物学的パラメーターが前記接触の結果変化したか否かを測定するこ
とを含む、請求項１または２に記載の方法。
【請求項９】
　前記生物学的パラメーターが、刺激への応答、熱への応答、光への応答、免疫応答、炎
症反応、疼痛への応答、好ましくは疼痛への応答からなる群より選択される、請求項８に
記載の方法。
【請求項１０】
　(a)　野生型細胞または機能破壊された内因性GPR86遺伝子を含む細胞、好ましくは機能
破壊された内因性GPR86遺伝子を有するトランスジェニック非ヒト動物から単離された細
胞を用意すること；
　(b)　前記細胞を候補分子に曝露すること；および
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　(c)　GPR86ポリペプチドの生物学的活性が前記接触の結果変化したか否かを測定するこ
とを含む、請求項１または２に記載の方法。
【請求項１１】
　GPR86関連疾患、特に炎症性疾患または疼痛の治療、予防または緩和に用いるためのGPR
86ポリペプチドのアゴニストまたはアンタゴニストの同定方法における、野生型動物また
は機能破壊された内因性GPR86遺伝子を有するトランスジェニック非ヒト動物の使用。
【請求項１２】
　機能破壊された内因性GPR86遺伝子を有するトランスジェニック非ヒト動物またはその
単離された細胞もしくは組織の、GPR86関連疾患、特に炎症性疾患または疼痛のモデルと
しての使用。
【請求項１３】
　前記トランスジェニック非ヒト動物が、機能破壊されたGPR86遺伝子、好ましくはGPR86
遺伝子もしくはその一部分に欠失を有する機能破壊されたGPR86遺伝子を含む、請求項８
～１２のいずれか１項に記載の使用または方法。
【請求項１４】
　前記トランスジェニック非ヒト動物が、野生型動物と比較した場合に次の表現型のいず
れか１つ以上：刺激への応答、熱への応答、光への応答、免疫応答、炎症反応、疼痛への
応答、好ましくは疼痛への応答、に変化を示す、請求項８～１３のいずれか１項に記載の
使用または方法。
【請求項１５】
　前記トランスジェニック非ヒト動物が、少なくとも次の１つ：野生型動物と比較した場
合の、(a)増加または減少した疼痛感受性である変更された疼痛感受性、および(b)増加ま
たは減少した炎症性疼痛感受性である変更された炎症性疼痛感受性、を示す、請求項８～
１４のいずれか１項に記載の使用または方法。
【請求項１６】
　前記トランスジェニック非ヒト動物が、齧歯類、好ましくはマウスである、請求項８～
１５のいずれか１項に記載の使用または方法。
【請求項１７】
　GPR86ポリペプチドのアゴニストまたはアンタゴニストの同定方法であって、候補化合
物を請求項４～１６のいずれか１項に記載の野生型またはトランスジェニック非ヒト動物
に投与すること、および請求項９に記載の生物学的パラメーターの変化を測定することを
含む、前記方法。
【請求項１８】
　GPR86関連疾患、特に炎症性疾患または疼痛の治療、予防のためのGPR86のアゴニストま
たはアンタゴニストを同定するための、配列番号３もしくは配列番号５もしくは配列番号
７に記載のアミノ酸配列、その断片またはそれに少なくとも90％同一な配列を含むGPR86
ポリペプチドの使用。
【請求項１９】
　GPR86関連疾患、特に炎症性疾患または疼痛の治療、予防のためのGPR86のアゴニストま
たはアンタゴニストを同定するための、配列番号１、配列番号２もしくは配列番号４に記
載の核酸配列、もしくはその断片、またはそれに少なくとも90％同一な配列を含むGPR86
ポリヌクレオチドの使用。
【請求項２０】
　疼痛が、急性疼痛、慢性疼痛、皮膚疼痛、体性痛、内臓痛、心筋虚血、幻肢痛(phantom
 pain)、および神経因性疼痛(神経痛)を含む遠隔痛、損傷、疾患に起因する疼痛、頭痛、
偏頭痛、癌疼痛、パーキンソン病のような神経障害に起因する疼痛、脊椎および末梢神経
手術、脳腫瘍、外傷性脳損傷(TBI)、脊髄外傷、慢性疼痛症候群、慢性疲労症候群に起因
する疼痛、三叉神経痛、舌咽神経痛、ヘルペス後神経痛、およびカウザルギーなどの神経
痛、狼瘡、サルコイドーシス、くも膜炎、関節炎、リウマチ性疾患、生理痛、背痛、腰痛
、関節痛、腹痛、胸痛、陣痛、骨格筋疾患および皮膚病、頭部外傷、ならびに線維筋痛の
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いずれかにより生じる疼痛からなる群より選択される、請求項１～１９のいずれか１項に
記載の方法。
【請求項２１】
　炎症性疾患が炎症性障害から選択され、好ましくは炎症性疾患(例えば慢性関節リウマ
チ、多発性硬化症、ギラン・バレー症候群、クローン病、潰瘍性大腸炎、乾癬、移植片対
宿主拒絶反応、全身性エリテマトーデスまたはインスリン依存性糖尿病)、自己免疫疾患(
例えば毒素性ショック症候群、変形性関節症、糖尿病または炎症性腸疾患)、急性疼痛、
慢性疼痛、神経因性疼痛、接触皮膚炎、アテローム動脈硬化症、糸球体腎炎、再灌流障害
、骨吸収障害、喘息、卒中、心筋梗塞、熱傷、成人呼吸窮迫症候群(ARDS)、外傷に続発す
る多器官障害、急性炎症性成分を伴う皮膚病、急性化膿性髄膜炎、壊死性腸炎、血液透析
に付随する症候群、敗血症ショック、白血球搬出法、顆粒球輸血、煙吸入により引き起こ
される肺の急性または慢性炎症、子宮内膜症、ベーチェット病、ブドウ膜炎、強直性脊椎
炎、膵炎、癌、ライム病、経皮経管冠状動脈形成に続く再狭窄、アルツハイマー病、外傷
性関節炎、敗血症、慢性閉塞性肺疾患、うっ血性心不全、骨粗鬆症、悪液質、パーキンソ
ン病、歯周病、痛風、アレルギー疾患、加齢性黄班変性症、感染および膿胞性線維症から
成る群より選択される、請求項１～２０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２２】
　請求項１～２１のいずれか１項に記載の方法または使用により同定されたGPR86のアゴ
ニストまたはアンタゴニスト。
【請求項２３】
　GPR86関連疾患、特に炎症性疾患または疼痛の治療、予防または緩和のための、請求項
２２に記載の分子の使用。
【請求項２４】
　GPR86関連疾患、特に炎症性疾患もしくは疼痛またはそれに対する易罹患性を診断する
キットであって、次のいずれか１以上：GPR86ポリペプチドまたはその一部分；GPR86ポリ
ペプチドに対する抗体；またはこうしたものをコードしうる核酸、を含む前記キット。
【請求項２５】
　GPR86関連疾患、特に炎症性疾患もしくは疼痛を患っている個体の治療方法であって、
前記個体におけるGPR86ポリペプチドの活性または量を増加または減少させることを含む
前記方法。
【請求項２６】
　GPR86ポリペプチド、GPR86ポリペプチドのアゴニストまたはGPR86のアンタゴニストを
前記個体に投与することを含む、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　GPR86関連疾患、特に炎症性疾患もしくは疼痛の診断方法であって、次のステップ：
　(a)　こうした疾患に罹患しているかまたは罹患している疑いのある動物におけるGPR86
ポリペプチドの発現レベルまたは発現パターンを検出すること；および
　(b)　該発現レベルまたは発現パターンを正常動物のそれと比較すること、
を含む前記方法。
【請求項２８】
　図１～７を参照しそれらに示されている、本明細書に実質的に記載された方法または使
用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
分野
　本発明は、核酸の新しく同定された機能、それによりコードされるポリペプチド、およ
びその産生と使用に関する。より詳細には、該核酸およびポリペプチドは、以下「GPR86
」と言うあるGタンパク質共役型受容体(GPCR)、およびGPCRのプリノセプターファミリー
のメンバーに関する。本発明はまた、こうした核酸およびポリペプチドの作用の阻害また
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は活性化にも関する。
【背景技術】
【０００２】
背景
　多くの医学的に重要な生物学的プロセスは、Gタンパク質および／または第２メッセン
ジャー、例えばcAMPが関係するシグナル伝達経路に関与するタンパク質により仲介される
ことはよく知られている(Lefkowitz, Nature, 1991, 351: 353-354)。こうしたタンパク
質のことを、Gタンパク質を有する経路に関与するタンパク質、または「PPGタンパク質」
と言う。こうしたタンパク質のいくつかの例としては、GPC受容体、例えばアドレナリン
作動薬およびドーパミンの受容体(Kobilka, B. K.,ら, Proc. Natl Acad. Sci., USA, 19
87, 84: 46-50; Kobilka B. K.,ら, Science, 1987, 238: 650-656; Bunzow, J. R.,ら, 
Nature, 1988, 336: 783-787)、Gタンパク質それ自体、エフェクタータンパク質、例えば
ホスホリパーゼC、アデニルシクラーゼ、およびホスホジエステラーゼ、ならびにアクチ
ュエータータンパク質、例えばタンパク質キナーゼAおよびタンパク質キナーゼC (Simon,
 M. I.,ら, Science, 1991, 252: 802-8)が挙げられる。
【０００３】
　例えば、シグナル伝達のある様式では、ホルモン結合の効果は、細胞内での酵素アデニ
ル酸シクラーゼの活性化である。ホルモンによる酵素活性化は、ヌクレオチドGTPの存在
に依存する。GTPはホルモン結合にも影響を及ぼす。Gタンパク質は、ホルモン受容体をア
デニル酸シクラーゼに連結させる。Gタンパク質は、ホルモン受容体により活性化される
と、GTPを結合型GDPと交換することが示されている。該GTP担持形態は次に活性化アデニ
ル酸シクラーゼに結合する。Gタンパク質自身により触媒されるGTPのGDPへの加水分解は
、Gタンパク質をその基底の不活性形態に戻す。このようにGタンパク質は二重の役割、受
容体からのシグナルをエフェクターに中継する中間体としての役割およびシグナルの持続
時間を制御する時計としての役割を果たす。
【０００４】
　Gタンパク質共役型受容体(GPCR)の膜タンパク質遺伝子スーパーファミリーは、７つの
推定膜貫通ドメインを有すると特徴付けされている。ドメインは細胞外ループまたは細胞
質ループにより接続されている膜貫通型α-ヘリックスに相当すると考えられている。Gタ
ンパク質共役型受容体には、広い範囲の生物学的に活性な受容体、例えばホルモン、ウイ
ルス、増殖因子および神経の受容体が含まれる。
【０００５】
　Gタンパク質共役型受容体(7TM受容体としても知られている)は、これらの７つの保存さ
れた疎水性で約20～30アミノ酸のストレッチを含み、それらが少なくとも８つの異なる親
水性ループに接続している、と特徴付けされている。共役型受容体のGタンパク質ファミ
リーには、精神障害および神経障害の治療に使用される神経遮断薬に結合するドーパミン
受容体が含まれる。このファミリーの他のメンバーの例としては、限定するものではない
が、カルシトニン、アドレナリン作動薬、エンドセリン、アデノシン、ムスカリン様作用
薬、セロトニン、ヒスタミン、トロンビン、キニン、卵胞刺激ホルモン、オプシン、内皮
分化遺伝子-1、ロドプシン、におい物質、およびサイトメガロウイルスの受容体が挙げら
れる。
【０００６】
　殆どのGタンパク質共役型受容体は、最初の２つの細胞外ループにそれぞれ単一の保存
されたシステイン残基を有し、それらはジスルフィド結合を形成して機能的なタンパク質
構造を安定化すると考えられている。７つの膜貫通領域は、TM1、TM2、TM3、TM4、TM5、T
M6、およびTM7と命名されている。TM3はシグナル伝達に関わるとされている。
【０００７】
　システイン残基のリン酸化および脂質化(パルミチン酸化またはファルネシル化)は、い
くつかのGタンパク質共役型受容体のシグナル伝達に影響を及ぼしうる。殆どのGタンパク
質共役型受容体は、潜在的リン酸化部位を第３細胞質側ループおよび／またはカルボキシ
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末端に有する。いくつかのGタンパク質共役型受容体、例えばβアドレナリン受容体につ
いては、タンパク質キナーゼAおよび／または特異的受容体キナーゼによるリン酸化が受
容体脱感作を仲介する。いくつかの受容体については、Gタンパク質共役型受容体のリガ
ンド結合部位は、複数のGタンパク質共役型受容体の膜貫通ドメインにより形成される親
水性ソケットを含み、該ソケットはGタンパク質共役型受容体の疎水性残基に囲まれてい
ると考えられている。各Gタンパク質共役型受容体膜貫通ヘリックスの親水性側面は内側
を向いていて極性のリガンド結合部位を形成すると考えられている。TM3は複数のGタンパ
ク質共役型受容体においてリガンド結合部位(例えばTM3アスパラギン酸残基)を有するこ
とにより関わっている。TM5セリン、TM6アスパラギンおよびTM6またはTM7フェニルアラニ
ンもしくはチロシンもリガンド結合に関わっている。
【０００８】
　Gタンパク質共役型受容体は、ヘテロ三量体Gタンパク質により細胞内で種々の細胞内酵
素、イオンチャネルおよび輸送体に共役されうる(Johnsonら, Endoc. Rev., 1989, 10: 3
17-331を参照されたい)。種々のGタンパク質αサブユニットは、特定のエフェクターを選
択的に刺激して、細胞内での種々の生物学的機能をモジュレートする。Gタンパク質共役
型受容体の細胞質残基のリン酸化は、一部のGタンパク質共役型受容体のGタンパク質共役
の調節に重要な機構であることが特定されている。Gタンパク質共役型受容体は、哺乳動
物宿主内では多数の部位に存在する。ここ15年間に渡り、7回膜貫通型(7 TM)受容体を標
的とするおよそ350にも達する治療薬が成功裏に市場に導入された。
【非特許文献１】Lefkowitz, Nature, 1991, 351: 353-354
【非特許文献２】Kobilka, B. K., et al., Proc. Natl Acad. Sci., USA, 1987, 84: 46
-50
【非特許文献３】Kobilka B. K., et al., Science, 1987, 238: 650-656
【非特許文献４】Bunzow, J. R., et al., Nature, 1988, 336: 783-787
【非特許文献５】Simon, M. I., et al., Science, 1991, 252: 802-8
【非特許文献６】Johnson et al., Endoc. Rev., 1989, 10: 317-331
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　このことから、Gタンパク質共役型受容体には、治療薬のターゲットとしての定評のあ
る、証明された歴史がある。明らかに、機能障害または疾患の予防、改善または修正に役
割を果たしうるさらなる受容体の同定と特徴付けが必要とされている。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
概要
　本発明の第１の態様において、本発明者らは、GPR86関連疾患、特に炎症性疾患または
疼痛の治療、予防または緩和に好適な分子の同定方法であって、候補分子がGPR86ポリペ
プチドのアゴニストまたはアンタゴニストであるか否かを判別することを含み、ただし前
記GPR86ポリペプチドは配列番号３もしくは配列番号５もしくは配列番号７に記載のアミ
ノ酸配列、その断片またはそれに少なくとも90％同一な配列を含む、前記方法を提供する
。
【００１１】
　好ましくは、前記GPR86ポリペプチドは、配列番号１もしくは配列番号２もしくは配列
番号４に記載の核酸配列、またはそれに少なくとも90％同一な配列によりコードされる。
【００１２】
　好ましくは、前記方法は、前記候補分子をGPR86ポリペプチドに曝露すること、および
該候補分子がGPR86ポリペプチドに結合するか否かを決定することを含む。
【００１３】
　好ましくは、アゴニストは、GPR86優先的Gタンパク質Giと共役しているGPR86受容体を
含む細胞を候補化合物と接触させること、および、該細胞中のサイクリックAMP(cAMP)の
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ようなGPCR感受性マーカーのレベルが前記接触の結果低下するか否かを測定すること、に
より同定する。
【００１４】
　好ましくは、アンタゴニストは、GPR86優先的Gタンパク質Giと共役しているGPR86受容
体を含む細胞を候補化合物と接触させること、および、該細胞中のサイクリックAMP(cAMP
)のようなGPCR感受性マーカーのレベルが前記接触の結果増加するか否かを測定すること
、により同定する。
【００１５】
　好ましくは、アゴニストは、Gα16のような無差別刺激性Gタンパク質と共役しているGP
R86受容体を含む細胞を候補化合物と接触させること、および、該細胞中のサイクリックA
MP(cAMP)のようなGPCR感受性マーカーのレベルが前記接触の結果増加するか否かを測定す
ること、により同定する。
【００１６】
　好ましくは、アンタゴニストは、Gα16のような無差別刺激性Gタンパク質と共役してい
るGPR86受容体を含む細胞を候補化合物と接触させること、および、該細胞中のサイクリ
ックAMP(cAMP)のようなGPCR感受性マーカーのレベルが前記接触の結果低下するか否かを
測定すること、により同定する。
【００１７】
　好ましくは、方法は、
　(a)　野生型動物または機能破壊された内因性GPR86遺伝子を有するトランスジェニック
非ヒト動物を用意すること；
　(b)　前記野生型動物またはトランスジェニック非ヒト動物を候補分子に曝露すること
；および
　(c)　前記動物の生物学的パラメーターが前記接触の結果変化したか否かを測定するこ
と、を含む。
【００１８】
　好ましくは、前記生物学的パラメーターは、刺激への応答、熱への応答、光への応答、
免疫応答、炎症反応、疼痛への応答、好ましくは疼痛への応答からなる群より選択される
。
【００１９】
　好ましくは、方法は、
　(a)　野生型細胞または機能破壊された内因性GPR86遺伝子を有する細胞、好ましくは機
能破壊された内因性GPR86遺伝子を有するトランスジェニック非ヒト動物から単離された
細胞を用意すること；
　(b)　前記細胞を候補分子に曝露すること；および
　(c)　GPR86ポリペプチドの生物学的活性が前記接触の結果変化したか否かを測定するこ
と、を含む。
【００２０】
　本発明の第２の態様において、GPR86関連疾患、特に炎症性疾患または疼痛の治療、予
防または緩和に用いるためのGPR86ポリペプチドのアゴニストまたはアンタゴニストの同
定方法における、野生型動物または機能破壊された内因性GPR86遺伝子を有するトランス
ジェニック非ヒト動物の使用を提供する。
【００２１】
　機能破壊された内因性GPR86遺伝子を有するトランスジェニック非ヒト動物またはその
単離された細胞もしくは組織の、GPR86関連疾患、特に炎症性疾患または疼痛のモデルと
しての使用。
【００２２】
　好ましくは、前記トランスジェニック非ヒト動物は、機能破壊されたGPR86遺伝子、好
ましくはGPR86遺伝子もしくはその一部分に欠失を有する機能破壊されたGPR86遺伝子、を
含む。
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【００２３】
　好ましくは、前記トランスジェニック非ヒト動物は、野生型動物と比較した場合に次の
表現型のいずれか１つ以上に変化を示す：刺激への応答、熱への応答、光への応答、免疫
応答、炎症反応、疼痛への応答、好ましくは疼痛への応答。
【００２４】
　好ましくは、前記トランスジェニック非ヒト動物は、少なくとも次の１つを示す：野生
型動物と比較した場合の、(a)増加または減少した疼痛感受性である変更された疼痛感受
性、および(b)増加または減少した炎症性疼痛感受性である変更された炎症性疼痛感受性
。
【００２５】
　好ましくは、前記トランスジェニック非ヒト動物は、齧歯類、好ましくはマウスである
。
【００２６】
　本発明者らは、本発明の第３の態様において、GPR86ポリペプチドのアゴニストまたは
アンタゴニストの同定方法であって、先に記載したように候補化合物を野生型またはトラ
ンスジェニック非ヒト動物に投与すること、および生物学的パラメーターの変化を測定す
ることを含む、前記方法を提供する。
【００２７】
　本発明の第４の態様として、GPR86関連疾患、特に炎症性疾患または疼痛の治療、予防
のためのGPR86のアゴニストまたはアンタゴニストを同定するための、配列番号３もしく
は配列番号５もしくは配列番号７に記載のアミノ酸配列、その断片またはそれに少なくと
も90％同一な配列を含むGPR86ポリペプチドの使用を提供する。
【００２８】
　本発明の第５の態様において、本発明者らは、GPR86関連疾患、特に炎症性疾患または
疼痛の治療、予防のためのGPR86のアゴニストまたはアンタゴニストを同定するための、
配列番号１、配列番号２もしくは配列番号４に記載の核酸配列、その断片、またはそれに
少なくとも90％同一な配列を含むGPR86ポリヌクレオチドの使用を提供する。
【００２９】
　好ましくは、疼痛は、急性疼痛、慢性疼痛、皮膚疼痛、体性痛、内臓痛、遠隔痛、これ
には心筋虚血、幻肢痛(phantom pain)、および神経因性疼痛(神経痛)も含まれる、損傷、
疾患に起因する疼痛、頭痛、偏頭痛、癌疼痛、パーキンソン病のような神経障害に起因す
る疼痛、脊椎および末梢神経手術、脳腫瘍、外傷性脳損傷(TBI)、脊髄外傷、慢性疼痛症
候群、慢性疲労症候群に起因する疼痛、三叉神経痛、舌咽神経痛、ヘルペス後神経痛、お
よびカウザルギーなどの神経痛、次のいずれか：狼瘡、サルコイドーシス、くも膜炎、関
節炎、リウマチ性疾患、生理痛、背痛、腰痛、関節痛、腹痛、胸痛、陣痛、骨格筋疾患お
よび皮膚病、頭部外傷、ならびに線維筋痛により生じる疼痛からなる群より選択される。
【００３０】
　好ましくは、炎症性疾患は炎症性障害から選択され、好ましくは次のものからなる群：
炎症性疾患(例えば慢性関節リウマチ、多発性硬化症、ギラン・バレー症候群、クローン
病、潰瘍性大腸炎、乾癬、移植片対宿主拒絶反応、全身性エリテマトーデスまたはインス
リン依存性糖尿病)、自己免疫疾患(例えば毒素性ショック症候群、変形性関節症、糖尿病
または炎症性腸疾患)、急性疼痛、慢性疼痛、神経因性疼痛、接触皮膚炎、アテローム動
脈硬化症、糸球体腎炎、再灌流障害、骨吸収障害、喘息、卒中、心筋梗塞、熱傷、成人呼
吸窮迫症候群(ARDS)、外傷に続発する多器官障害、急性炎症性成分を伴う皮膚病、急性化
膿性髄膜炎、壊死性腸炎、血液透析に付随する症候群、敗血症ショック、白血球搬出法、
顆粒球輸血、煙吸入により引き起こされる肺の急性または慢性炎症、子宮内膜症、ベーチ
ェット病、ブドウ膜炎、強直性脊椎炎、膵炎、癌、ライム病、経皮経管冠状動脈形成に続
く再狭窄、アルツハイマー病、外傷性関節炎、敗血症、慢性閉塞性肺疾患、うっ血性心不
全、骨粗鬆症、悪液質、パーキンソン病、歯周病、痛風、アレルギー疾患、加齢性黄班変
性症、感染および膿胞性線維症より選択される。
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【００３１】
　本発明は、第６の態様において、本明細書に記載の方法または使用により同定されたGP
R86のアゴニストまたはアンタゴニストを提供する。
【００３２】
　本発明の第７の態様において、炎症性疾患または疼痛の治療、予防または緩和のための
かかる分子の使用を提供する。
【００３３】
　本発明の第８の態様において、本発明者らは、次のいずれか１以上：GPR86ポリペプチ
ドまたはその一部分；GPR86ポリペプチドに対する抗体；またはこうしたものをコードし
うる核酸、を含む炎症性疾患もしくは疼痛またはそれに対する易罹患性のための診断キッ
トを提供する。
【００３４】
　本発明の第９の態様において、本発明者らは、炎症性疾患もしくは疼痛を患っている個
体の治療方法であって、前記個体におけるGPR86ポリペプチドの活性または量を増加また
は減少させることを含む前記方法を提供する。
【００３５】
　好ましくは、該方法は、GPR86ポリペプチド、GPR86ポリペプチドのアゴニストまたはGP
R86のアンタゴニストを前記個体に投与することを含む。
【００３６】
　本発明の第１０の態様において、炎症性疾患もしくは疼痛の診断方法であって、次のス
テップ：
　(a)　かかる疾患に罹患しているかまたは罹患している疑いのある動物におけるGPR86ポ
リペプチドの発現レベルまたは発現パターンを検出すること；および
　(b)　該発現レベルまたは発現パターンを正常動物のそれと比較すること、
を含む前記方法を提供する。
【００３７】
配列表
　配列番号1はヒトGPR86のcDNA配列を示す。配列番号2は、配列番号1から誘導されたオー
プンリーディングフレームを示す。配列番号3はヒトGPR86のアミノ酸配列を示す。配列番
号4はマウスGPR86由来のcDNAのオープンリーディングフレームを示す。配列番号5はマウ
スGPR86のアミノ酸配列を示す。配列番号6は、ヒトGPR86の別のcDNA配列を示す。配列番
号7はヒトGPR86の別のアミノ酸配列を示す。配列番号8～20はノックアウトプラスミドの
プライマー配列を示す。配列番号21はノックアウトプラスミドの配列を示す。
【００３８】
使用する方法
　本発明の実施には、特に断らない限り、化学、分子生物学、微生物学、組換えDNA技術
および免疫学の慣用技術を用いるが、これらは当業者の能力の範囲内にある。こうした技
術は刊行物に解説されている。例えば、J. Sambrook, E. F. Fritsch, and T. Maniatis,
 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 第２版, 1-3巻, Cold Spring Harbor
 Laboratory Press; Ausubel, F. M. ら (1995および定期的補完物; Current Protocols 
in Molecular Biology, 第9, 13, および16章, John Wiley & Sons, New York, N.Y.); B
. Roe, J. Crabtree, and A. Kahn, 1996, DNA Isolation and Sequencing: Essential T
echniques, John Wiley & Sons; J. M. Polak and James O’D. McGee, 1990, In Situ H
ybridization: Principles and Practice; Oxford University Press; M. J. Gait (編者
), 1984, Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach, Irl Press; D. M. J. Li
lley and J. E. Dahlberg, 1992, Methods of Enzymology: DNA Structure Part A: Synt
hesis and Physical Analysis of DNA Methods in Enzymology, Academic Press; Using 
Antibodies : A Laboratory Manual : Portable Protocol NO. I by Edward Harlow, Dav
id Lane, Ed Harlow (1999, Cold Spring Harbor Laboratory Press, ISBN 0-87969-544-
7); Antibodies : A Laboratory Manual by Ed Harlow (編者), David Lane (編者) (198
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8, Cold Spring Harbor Laboratory Press, ISBN 0-87969-314-2), 1855, Lars-Inge Lar
sson “Immunocytochemistry: Theory and Practice”, CRC Press inc., Baca Raton, F
lorida, 1988, ISBN 0-8493-6078-1, John D. Pound (編); “Immunochemical Protocols
, vol 80”, in the series: “Methods in Molecular Biology”, Humana Press, Totow
a, New Jersey, 1998, ISBN 0-89603-493-3, Handbook of Drug Screening, Ramakrishna
 Seethala, Prabhavathi B. Fernandes編集(2001, New York, NY, Marcel Dekker, ISBN 
0-8247-0562-9); Lab Ref: A Handbook of Recipes, Reagents, and Other Reference To
ols for Use at the Bench, Jane Roskams and Linda Rodgers編集, 2002, Cold Spring 
Harbor Laboratory, ISBN 0-87969-630-3; およびThe Merck Manual of Diagnosis and T
herapy (第17版, Beers, M. H., and Berkow, R, 編, ISBN: 0911910107, John Wiley & 
Sons)を参照されたい。これらの一般的教材をそれぞれ参照により本明細書に組み入れる
。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３９】
詳細な説明
GPR86
　本明細書は、大まかにGタンパク質共役型受容体(GPCR)、特に本発明者らがGPR86と呼ぶ
プリノセプター型Gタンパク質共役型受容体、ならびにそのホモログ、変異体または誘導
体を記載する。
【００４０】
　本発明者らは、機能性GPR86を欠いたトランスジェニック動物が、野生型動物と比べて
変更された疼痛感受性を示すことを特定した。詳細には、GPR86ノックアウト体は疼痛感
受性が低下している。さらに、こうした動物は変更された炎症性疼痛感受性、特に低下し
た炎症性疼痛感受性を示す。
【００４１】
　従って、本発明者らは、疼痛の治療、軽減、または診断におけるGPR86、そのホモログ
、変異体または誘導体、ならびにそのモジュレーターの使用を開示する。このことと本発
明の他の実施形態とを以下にさらに詳述する。
【００４２】
GPR86の発現プロフィール
　GPR86 cDNAのポリメラーゼ連鎖反応(PCR)増幅により、GPR86の発現はヒト由来組織の骨
髄、胸腺、リンパ節、白血球、骨芽細胞および軟骨細胞において種々の量で検出される。
該発現は、ヒト由来細胞系Jurkat CD4+およびMyla CD8+(いずれもT細胞由来)にも見られ
た。低レベルの発現はColo720(リンパ球由来)およびTHP1細胞(単球由来)に見られた(実施
例4;図7)。
【００４３】
　さらに、GPR86の発現は、マウス組織の脾臓、唾液腺、脊髄、舌、脂肪組織(adipose)、
精巣、心臓、眼、肺、腎臓、胸腺、胃および小腸、脳、肝臓および胆嚢、血液、膀胱なら
びに副腎においても検出された(実施例4;図8)。
【００４４】
　GPR86の発現プロフィールを図３に示す。
【００４５】
　配列番号1および6のGPR86 cDNAを用いてBLASTNでヒトESTデータソースを検索すると、
ヒト心臓、胎盤、および結腸、ならびにマウス皮膚、乳房および視床下部に由来するライ
ブラリー由来のcDNAに同一物が見出された。このことは、GPR86がこれらの正常組織また
は異常組織で発現されることを示す。従って、GPR86ポリペプチド、核酸、プローブ、抗
体、発現ベクターおよびリガンドは、これらの組織および他の組織におけるGPR86の過剰
発現、過小発現および異常発現に関連する疾患の検出、診断、治療および他のアッセイに
有用である。
【００４６】
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GPR86関連疾患
　本明細書に記載の方法および組成物について、GPR86 GPCRはある範囲の疾患の治療およ
び診断に有用である。こうした疾患のことを便宜上「GPR86関連疾患」と言う。
【００４７】
　従って、GPR86欠失動物はGPR86関連疾患のモデルとして使用することができる。GPR86
、その断片、ホモログ、変異体および誘導体、ならびにモジュレーター(特にアゴニスト
およびアンタゴニストも含まれる)は、GPR86関連疾患の診断または治療に使用可能である
。特にGPR86はその機能に影響を及ぼすことのできる分子のスクリーニングに使用可能で
あり、該分子はGPR86関連疾患の治療に使用することができる。
【００４８】
　本発明者らは、ヒトGPR86がホモ・サピエンス染色体3q24にマッピングされることを本
明細書で実証した。従って、特定の実施形態において、GPR86は、この遺伝子座、染色体
バンド、領域、アームまたは同一染色体にマッピングされる疾患を治療または診断するた
めに使用することができる。
【００４９】
　GPR86の染色体位置(すなわち、ホモ・サピエンス染色体3q24)と同じ遺伝子座、染色体
バンド、領域、アームまたは染色体に関連することが解明されている既知の疾患としては
次のものが挙げられる(位置は括弧内)：急性骨髄性白血病(3q24)、ハーマンスキー・パド
ラック症候群(3q24)、血小板ADP受容体異常(3q24-q25)およびダンディー・ウォーカー症
候群(3q24)。
【００５０】
　従って、好ましい実施形態において、GPR86およびそのモジュレーター(アゴニストやア
ンタゴニストなど)は、本明細書に記載の任意の手段を用いて、ドーパミン関連疾患、例
えばパーキンソン病、心疾患、例えば上室性不整脈または心室性不整脈、低血圧、吐気、
トゥレット症候群、ストレスおよび疼痛を診断または治療するために使用することができ
る。
【００５１】
　GPR86を欠いたノックアウトマウスは、実施例に示したように、一連の表現型を示す。
【００５２】
　特に、実施例5および図4は、テールフリックテスト(Tail Flick test)でテストした場
合、機能性GPR86を欠いたノックアウト動物が野生型動物と比較して外的刺激および疼痛
に対して感受性が低下していることを示す。同様に、実施例7および図6は、Von Frey Hai
rテストでテストした場合、機能性GPR86を欠いたノックアウト動物が野生型動物と比較し
て外的刺激および疼痛に対して感受性が低下していることを示す。
【００５３】
　従って、本発明の好ましい実施形態において、GPR86およびそのモジュレーター(アゴニ
ストやアンタゴニストなど)は、本明細書に記載の任意の手段を用いて、疼痛および癌を
診断または治療するために使用することができる。特に、疼痛には、神経因性、ヘルペス
後神経痛、糖尿病性神経痛、三叉神経痛、アルコール(エタノール)関連神経痛、ハンセン
病の神経痛、脈管性神経痛、尿毒性神経痛、ギラン・バレー症候群、多発性硬化症、急性
免疫神経障害、胸郭出口症候群、手根管症候群、足根管症候群、知覚異常性大腿神経痛、
複合性局所疼痛症候群、顎関節症候群、異型顔面痛、腰痛、腰椎狭窄症、椎間板疾患、頸
痛、頸部脊椎症骨髄神経障害、頸部脊椎症、頸部椎間板疾患、頸部筋膜疼痛(cervical my
elofacial pain)、炎症性疼痛、変形性関節症、慢性関節リウマチ、炎症性腸疾患が含ま
れる。癌の疼痛、特に癌には乳癌、前立腺癌、結腸癌、肺癌、卵巣癌および骨肉腫が含ま
れる。頭痛、偏頭痛、緊張性偏頭痛、群発性偏頭痛、慢性発作性片頭痛も含まれ、同様に
内臓痛、月経困難症、非消化器官性消化不良、非心因性胸痛、過敏性腸症候群、幻直腸痛
(phantom rectum pain)、温熱性痛覚過敏および術後疼痛も含まれる。
【００５４】
　さらに、本発明者らは、実施例において、GPR86が免疫応答細胞由来の細胞中でも発現
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されていることを実証した(実施例3および4)。機能性GPR86を欠いたトランスジェニック
動物は、実施例6および図5に示すように炎症傾向の減少を示す。このことは、GPR86が、
炎症反応(疼痛の炎症性および神経因性の側面に関連するものを含む)に関わっていること
を示す。
【００５５】
　別の態様において、GPR86およびそのモジュレーター(アゴニストやアンタゴニストなど
)は、本明細書に記載の任意の手段を用いて、炎症性疾患(例えば慢性関節リウマチ、多発
性硬化症、ギラン・バレー症候群、クローン病、潰瘍性大腸炎、乾癬、移植片対宿主拒絶
反応、全身性エリテマトーデスまたはインスリン依存性糖尿病)、自己免疫疾患(例えば毒
素性ショック症候群、変形性関節症、糖尿病または炎症性腸疾患)、急性疼痛、慢性疼痛
、神経因性疼痛、接触皮膚炎、アテローム動脈硬化症、糸球体腎炎、再灌流障害、骨吸収
障害、喘息、卒中、心筋梗塞、熱傷、成人呼吸窮迫症候群(ARDS)、外傷に続発する多器官
障害、急性炎症性成分を伴う皮膚病、急性化膿性髄膜炎、壊死性腸炎、血液透析に付随す
る症候群、敗血症ショック、白血球搬出法、顆粒球輸血、煙吸入により引き起こされる肺
の急性または慢性炎症、子宮内膜症、ベーチェット病、ブドウ膜炎、強直性脊椎炎、膵炎
、癌、ライム病、経皮経管冠状動脈形成に続く再狭窄、アルツハイマー病、外傷性関節炎
、敗血症、慢性閉塞性肺疾患、うっ血性心不全、骨粗鬆症、悪液質、パーキンソン病、歯
周病、痛風、アレルギー疾患、加齢性黄班変性症、感染および膿胞性線維症、を診断また
は治療するために使用することができる。
【００５６】
　便宜上、GPR86の使用により治療および／または診断することのできる疾患を「GPR86関
連疾患」と言う。特に好ましい実施形態において、GPR86関連疾患には症状として疼痛を
伴うもの(上の段落を参照されたい)が含まれる。
【００５７】
　上述のように、GPR86およびそのモジュレーター(アゴニストやアンタゴニストなど)は
、本明細書に記載の任意の方法および組成物を用いて、任意のこれらの特定の疾患を診断
および／または治療するために使用することができる。
【００５８】
　特に、本発明者らは、上述の特定の疾患の治療または診断のための、核酸、GPR86核酸
を含むベクター、ポリペプチド(そのホモログ、変異体または誘導体を含む)、GPR86核酸
および／またはポリペプチドを含む医薬組成物、宿主細胞ならびにトランスジェニック動
物の使用を想定する。さらに、本発明者らは、上述の特定の疾患の治療または診断におけ
る、GPR86と相互作用するまたはそれに結合しかつ内在性cAMPのレベルを変更することの
できる化合物の使用、GPR86に対する抗体、ならびにこれらの製造方法または同定方法を
想定する。特に、本発明者らは、任意のこれらの化合物、組成物、分子などの、前記特定
疾患の治療または予防のためのワクチンの製造における使用を包含する。本発明者らはま
た、個体における前記特定疾患の検出のための診断キットを開示する。
【００５９】
　GPR86の使用により治療または診断することのできるこうした前記特定疾患またはさら
なる特定の疾患を同定するための連鎖地図法は当技術分野で知られており、本明細書中に
別途記載する。
【００６０】
疼痛
　GPR86およびその変異体ならびにそれらをコードする配列、それに対する抗体など本明
細書に記載のものを、疼痛に関連する多くの疾患の診断および／または治療に使用するこ
とができる。
【００６１】
急性疼痛
　急性疼痛とは、短期的疼痛または容易に特定できる原因のある疼痛と定義される。急性
疼痛は、組織または疾患に対するその時の損傷を体が警告しているものである。急性疼痛
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は多くの場合、迅速で鋭く、うずく痛みがそれに続く。急性疼痛はある領域に集中しその
後いくらか広がる。
【００６２】
慢性疼痛
　慢性疼痛とは６ヶ月以上継続した疼痛と医学的に定義される。この持続性のまたは断続
性の疼痛は多くの場合、体が損傷を予防するのを助けないため、時を経てその目的を失っ
ている。慢性疼痛は多くの場合、急性疼痛よりも治療するのが困難である。一般には、あ
らゆる慢性化してしまった疼痛を治療するには熟練した看護が必要である。長期間オピオ
イドが使用される場合、薬物耐性、薬物依存症および心理的中毒症さえも生じうる。オピ
オイド使用者において薬物耐性および薬物依存症は一般的であるが、心理的中毒症は希で
ある。
【００６３】
　生理学的疼痛の体験は、発生源および関与する侵害受容器(疼痛感知神経)に応じて４つ
のカテゴリーに分類することができる。
【００６４】
皮膚疼痛
　皮膚疼痛は、皮膚または表面組織への損傷によって引き起こされる。皮膚侵害受容器は
皮膚の直ぐ下で終結しており、神経終末の密度が高いことから、明確で局在性の短期間の
疼痛が生じる。皮膚疼痛を生じる損傷の例には、ペーパーカット、軽い熱傷(第１度)、お
よび裂傷が含まれる。
【００６５】
体性痛
　体性痛は、靱帯、腱、骨、血管および神経そのものさえもが起源であり、体性痛侵害受
容体により感知される。こうした領域における疼痛受容体の希少性ゆえに、皮膚疼痛より
も持続時間の長い、鈍く、局在のはっきりしない疼痛が生じる；例としては足関節ねんざ
や骨折が挙げられる。
【００６６】
内臓痛
　内臓痛は、身体器官および内部空洞内に位置する身体器官の内臓侵害受容器が起源であ
る。こうした領域において侵害受容器はさらに希少であることから、体性痛よりも疼(う
ず)きかつ持続時間の長い疼痛が生じる。内臓痛は場所を特定するのが極めて困難であり
、内臓組織への複数の損傷は「遠隔痛」という、損傷の部位と全く関連しない領域に前記
感覚が限定される痛みを示す。心筋虚血(心筋組織の一部への血流の喪失)は、おそらく遠
隔痛の最もよく知られた例である；前記感覚は胸郭上部に束縛された感覚として、または
左肩、腕または時には手に、疼きとして生じうる。
【００６７】
他の種類の疼痛
　幻肢痛とは、もはやないまたはもはやそこから物理的シグナルの来ない肢からの疼痛感
覚であり、これは肢切断者および四肢麻痺者がほぼ例外なく訴える体験である。神経因性
疼痛(「神経痛」)は、神経組織そのものの損傷または疾患の結果生じうる。これは、感覚
神経が視床に正しい情報を伝達する機能を妨害する可能性があり、それ故に脳は明らかな
または確認された生理学的疼痛原因がないにも関わらず疼痛性刺激を読み取る。
【００６８】
　三叉神経痛(「疼痛性チック」)とは、三叉神経の損傷または障害によって引き起こされ
る疼痛を言う。三叉神経は３つの分枝を有する：V1は額と眼の領域に感覚を付与し、また
V2は鼻および顔面に感覚を付与し、そしてV3は顎および顎先領域に感覚を付与する。顔面
のどちら側にも感覚を提供する三叉神経がある。三叉神経痛の一方だけの痛みは、頬、口
、鼻および／または顎筋にまで及びうる。三叉神経痛は一般に高齢者を侵すが、若齢者ま
たは多発性硬化症を有する者も三叉神経痛を経験しうる。
【００６９】
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　三叉神経痛の主な症状は、額、頬、顎先または下顎輪郭のいずれかにおける疼痛である
。深刻な症例では３つの領域全てまたは左右両側が影響を受けうる。疼痛の発作は、激し
く、痙攣性かつ短期であり、電気ショックとでも感じられるものと似ていると述懐される
。この疼痛は一般的な日常活動、例えば歯磨き、会話、咀嚼、飲むこと、髭剃り、または
接吻によってさえも誘発されうる。疼痛発作の頻度は時間と共に増加し、より妨害的で無
能化させるものになる。
【００７０】
　舌咽神経痛とは、舌咽神経の感覚分布域における疼痛の突発を特徴とする病型である。
疼痛の位置および疼痛の刺激因子を除き、発作は三叉神経痛と同一である。典型的な疼痛
は、扁桃腺または舌の裏の領域の片側における、激しく、刺すような、反復的な一連の電
撃様の突き刺しである。さらに疼痛は耳に放散するかまたは耳を起源としうる。
【００７１】
　この疼痛を誘発する感覚刺激は嚥下であり、そして激しい発作において患者は座ったま
ま動かず、頭を前に曲げ、唾液が口からそのまま垂れるにまかせることがある。心臓停止
、気絶(失神)、および発作(seizure)は、舌咽神経痛の発作(attack)と関連づけられてい
る。舌咽神経痛の原因は殆どの場合不明である。しかしながら、特定数の症例は、腫瘍、
椎骨動脈による舌咽神経の圧迫および血管奇形に帰される。
【００７２】
　ヘルペス後神経痛とは、帯状ヘルペスウイルスの感染後に続く慢性疼痛を言う。帯状ヘ
ルペスは、帯状疱疹とも呼ばれるが、水痘帯状疱疹(水痘)ウイルス感染の反復的感染であ
る。このウイルスは患者の免疫系が衰弱するまで神経内に潜伏状態で留まる。帯状疱疹の
急性障害は疼痛を引き起こすが、その疼痛は通常治る。しかしながら、一部の患者では疼
痛が慢性的に続く－これがヘルペス後神経痛である。
【００７３】
　帯状ヘルペスの症状には、電撃的で、深部の、連続的疼痛が含まれる：疼痛は胸部に65
％および顔面に20％である。顔面に関わる場合、ウイルスの好発部位は三叉神経の眼分枝
(まゆ毛の上の顔の頂部)である。疼痛は通常２～４週間で自然に消散する。しかしながら
、少数の患者は持続性の痛みを有する。疼痛は、先の発疹の領域にあり、冒された皮膚を
そっと撫でることにより悪化し、その領域に圧力を加えることにより緩和される。衣服の
摩擦は多くの場合非常に痛い。この持続する疼痛のことをヘルペス後神経痛と呼ぶ。顔に
及ぶ帯状ヘルペスの症例では、ヘルペス後神経痛の罹患率がより高い。
【００７４】
　カウザルギーは末梢神経の部分的な損傷後の希な症状である。該疼痛は、灼熱痛、自律
神経機能障害、および栄養変化の三つを特徴とする。深刻な症例は、メジャーカウザルギ
ーと呼ばれる。マイナーカウザルギーは、さほど深刻ではない形態の、反射交感神経性ジ
ストロフィー(RSD)に類似したものを表す。RSDは優勢な筋肉および関節の症状を伴い、X
線上では骨粗鬆症がよく見られる。
【００７５】
　カウザルギーは末梢神経損傷、通常は腕神経叢損傷により引き起こされる。除神経は過
敏性を引き起こし結果として疼痛が増し、また、ノルエピネフリン放出の増大は交感神経
の所見を引き起こす。症状としては疼痛：通常灼熱性でかつ手または足に目立つ疼痛が挙
げられる。大部分の発症は、損傷から24時間以内である。正中神経、尺骨神経および坐骨
神経が最も頻繁に関連する。ほとんどあらゆる感覚刺激が疼痛を悪化させる。血管変化：
血管拡張による血液増加(暖かくピンク色)または血管収縮による血液減少(冷たく、まだ
らな青)。栄養変化：乾燥／鱗状皮膚、硬直した関節、先細りの指、硬直した切られてい
ない爪、長い／硬い毛髪または毛髪の喪失、発汗変更。
【００７６】
GPR86との同一性および類似性
　GPR86は、Gタンパク質共役型受容体ファミリーの他のタンパク質と構造的に関連してお
り、このことはヒトGPR86をコードする増幅されたcDNA産物を配列決定した結果に示され
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た通りである。配列番号1のcDNA配列はオープンリーディングフレーム(配列番号2、ヌク
レオチド番号19～1084)を含み、これは配列番号3に示す354アミノ酸のポリペプチドをコ
ードする。ヒトGPR86がホモ・サピエンス染色体3q24にマッピングされることを見出した
。配列番号6の別のcDNAは、配列番号7に記載のポリペプチドをコードする。
【００７７】
　P2Y12血小板ADP受容体[ホモ・サピエンス]同一性 ＝ 154/316 (48％)、陽性 ＝ 211/31
6 (66%)
　KIAA0001推定Gタンパク質共役型受容体；UDP-グルコースに対するGタンパク質共役型受
容体；同一性 ＝ 140/295 (47％)、陽性 ＝ 193/295 (64％)
　血小板活性化受容体ホモログ[ホモ・サピエンス]；同一性 ＝ 42/144 (29％)、陽性 ＝
 78/144 (54％)。
【００７８】
　pfamのHMM構造予測ソフトウェア (http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/search.sh
tml)を用いたGPR86ポリペプチド (配列番号3)の解析から、GPR86ペプチドは7TM-1構造ク
ラスのGPCRであることが確認された(図１を参照)。
【００７９】
　ヒトGPR86のマウスホモログはクローニングされ、その核酸配列およびアミノ酸配列は
配列番号4および配列番号5にそれぞれ示されている。配列番号4のマウスGPR86 cDNAは、
ヒトGPR86(配列番号2)配列と高度の同一性を示し、また一方マウスGPR86のアミノ酸配列(
配列番号5)はヒトGPR86(配列番号3および配列番号7)と高度の同一性および類似性を示す
。
【００８０】
　ヒトおよびマウスGPR86は従って、Gタンパク質共役型受容体(GPCR)の大きなファミリー
のメンバーである。
【００８１】
GPR86ポリペプチド
　本明細書において用いる、「GPR86ポリペプチド」という用語は、配列番号3もしくは配
列番号5もしくは配列番号7に記載のアミノ酸配列を含むポリペプチド、またはそのホモロ
グ、変異体もしくは誘導体を言うことを意図したものである。好ましくは該ポリペプチド
は、配列番号3もしくは配列番号7に記載の配列を含むかまたはそのホモログ、変異体また
は誘導体である。最も好ましくは、該ポリペプチドは、配列番号7に示す配列を含むかま
たはそのホモログ、変異体または誘導体である。
【００８２】
　「ポリペプチド」とは、ペプチド結合または修飾ペプチド結合、すなわちペプチドイソ
スター(isostere)により互いに結合した２以上のアミノ酸を含む任意のペプチドまたはタ
ンパク質のことを言う。「ポリペプチド」は、多くの場合ペプチド、オリゴペプチドまた
はオリゴマーと呼ばれる短鎖、および一般にタンパク質と呼ばれる長鎖の両方を言う。ポ
リペプチドは、いわゆる遺伝子によりコードされる20種のアミノ酸以外のアミノ酸をも含
みうる。
【００８３】
　「ポリペプチド」は、天然のプロセス、例えば翻訳後プロセシングにより、または化学
的修飾法(当技術分野ではよく知られている)により修飾されたアミノ酸配列を含む。こう
した修飾は基礎的教材、およびより詳細なモノグラフ、ならびに巻数の多い研究文献に詳
しく記載されている。修飾はポリペプチド中のどこに起こってもよく、これにはペプチド
骨格、アミノ酸側鎖およびアミノ末端またはカルボキシ末端も含まれる。同じ種類の修飾
が所定のポリペプチドにおいて複数の部位で同一または異なる程度に成され得ると理解さ
れよう。また、所定のポリペプチドは多種類の修飾を有しうる。
【００８４】
　ポリペプチドはユビキチン化の結果分枝し得る、また分枝を伴ってまたは伴うことなく
環状であり得る。環状、分枝状、および分枝環状ポリペプチドは、天然の翻訳後プロセシ



(16) JP 2008-504044 A 2008.2.14

10

20

30

40

50

ングの結果生じ得るか、または合成法により作製され得る。修飾には、アセチル化、アシ
ル化、ADP-リボシル化、アミド化、フラビンの共有結合付加、ヘム部分の共有結合付加、
ヌクレオチドまたはヌクレオチド誘導体の共有結合付加、脂質または脂質誘導体の共有結
合付加、ホスファチジルイノシトールの共有結合付加、架橋化、環状化、ジスルフィド結
合形成、脱メチル化、共有結合性架橋の形成、シスチンの形成、ピログルタミン酸の形成
、ホルミル化、ガンマ－カルボキシル化、グリコシル化、GPIアンカー形成、ヒドロキシ
ル化、ヨウ素化、メチル化、ミリストイル化、酸化、タンパク質分解プロセシング、リン
酸化、プレニル化、ラセミ化、セレノイル化、硫酸化、タンパク質へのトランスファーRN
A仲介アミノ酸付加(例えばアルギニル化)、およびユビキチン化が含まれる。例えば、Pro
teins - Structure and Molecular Properties, 第2版, T. E. Creighton, W. H. Freema
n and Company, New York, 1993 およびWold, F., Posttranslational Protein Modifica
tions: Perspectives and Prospects, pgs. 1-12 in Posttranslational Covalent Modif
ication of Proteins, B. C. Johnson, 編, Academic Press, New York, 1983; Seifter 
ら, “Analysis for protein modifications and nonprotein cofactors”, Meth Enzymo
l (1990) 182:626-646およびRattan ら, “Protein Synthesis: Posttranslational Modi
fications and Aging”, Ann NY Acad Sci (1992) 663:48-62を参照されたい。
【００８５】
　本明細書における「変異体」、「ホモログ」、「誘導体」、または「断片」は、ある配
列からまたはある配列への１(以上)のアミノ酸の任意の置換、変異、修飾、置き換え、欠
失、または付加を含む。特に断らない限り、「GPR86」および「GPR86 GPCR」と言う場合
、GPR86のこうした変異体、ホモログ、誘導体および断片への言及がこれに含まれる。
【００８６】
　好ましくは、GPR86に適用するのと同様に、得られるアミノ酸配列はGPCR活性を有し、
より好ましくは、配列番号3または配列番号5または配列番号7に記載されたGPR86と少なく
とも同様の活性を有する。特に、「ホモログ」という用語は、得られるアミノ酸配列がGP
CR活性を有するという条件で、構造および／または機能に関する同一性を包含する。配列
同一性(すなわち類似性)に関して、好ましくは少なくとも70％、より好ましくは少なくと
も75％、より好ましくは少なくとも85％、さらに好ましくは少なくとも90％配列同一性が
ある。より好ましくは少なくとも95％、より好ましくは少なくとも98％配列同一性がある
。これらの用語はまた、GPR86核酸配列の対立遺伝子変異型のアミノ酸由来のポリペプチ
ドをも包含する。
【００８７】
　GPR86のような受容体の「受容体活性」または「生物学的活性」と言うとき、これら用
語は、GPR86受容体の代謝機能または生理学的機能(類似の活性もしくは改善された活性、
または望ましくない副作用の低減されたこうした活性を含む)を言うことを意図する。ま
た、GPR86受容体の抗原活性および免疫原性活性も含まれる。GPCR活性の例、およびこう
した活性のアッセイ法および定量法は当技術分野で知られており、本明細書中に別途記載
されている。
【００８８】
　本明細書において用いる「欠失」とは、それぞれ１以上のヌクレオチドまたはアミノ酸
残基が不在となるヌクレオチドまたはアミノ酸配列中の変化と定義される。本明細書にお
いて用いる「挿入」または「付加」とは、それぞれ１以上のヌクレオチドまたはアミノ酸
残基が、天然の物質と比較して追加されたヌクレオチドまたはアミノ酸配列中の変化であ
る。本明細書において用いる「置換」は、１以上のヌクレオチドまたはアミノ酸をそれぞ
れ異なるヌクレオチドまたはアミノ酸で置き換えることにより生じる。
【００８９】
　本明細書に記載するGPR86ポリペプチドはまた、サイレント変化を生じ、機能的に等価
なアミノ酸配列が得られる欠失、挿入または置換をも有しうる。計画されたアミノ酸置換
は、残基の極性、電荷、溶解性、疎水性、親水性および／または両親媒性の性質の類似性
に基づいて行うことができる。例えば、負に荷電されたアミノ酸にはアスパラギン酸およ
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びグルタミン酸が含まれ；正に荷電されたアミノ酸にはリシンおよびアルギニンが含まれ
；また類似の親水性値を有する非荷電極性頭部基を有するアミノ酸にはロイシン、イソロ
イシン、バリン、グリシン、アラニン、アスパラギン、グルタミン、セリン、トレオニン
、フェニルアラニンおよびチロシンが含まれる。
【００９０】
　保存的置換は、例えば下の表に従って行うことができる。２つ目の欄で同じ区分にある
アミノ酸、および好ましくは３つ目の欄で同じ行にあるアミノ酸は、互いに置換すること
ができる：

【００９１】
　GPR86ポリペプチドはさらに異種アミノ酸配列を典型的にはN末端またはC末端に、好ま
しくはN末端に含みうる。異種配列には、細胞内または細胞外タンパク質ターゲティング
に影響を及ぼす配列(リーダー配列など)が含まれ得る。異種配列はまた、ポリペプチドの
免疫原性を増大させる配列および／またはポリペプチドの同定、抽出および／または精製
を容易にする配列を含みうる。さらなる特に好ましい異種配列は、ポリヒスチジンのよう
なポリアミノ酸配列であり、これは好ましくはN末端にある。少なくとも10アミノ酸、好
ましくは少なくとも17アミノ酸、しかし50アミノ酸より少ないポリヒスチジン配列は特に
好ましい。
【００９２】
　GPR86ポリペプチドは「成熟」タンパク質の形態であるかまたは融合タンパク質のよう
なより大きなタンパク質の一部であってもよい。多くの場合、分泌配列またはリーダー配
列、プロ配列、精製を助ける配列(複数ヒスチジン残基など)または組換え生産中の安定性
のための追加配列を含むさらなるアミノ酸配列を追加することは都合がよい。
【００９３】
　GPR86ポリペプチドは都合良く既知の技術を利用して組換え法により製造される。しか
しながらそれらはまた、固相合成のような当業者によく知られた技術を用いて合成法によ
り製造することもできる。こうしたポリペプチドはまた、例えば抽出および精製を助ける
ために融合タンパク質として製造することもできる。融合タンパク質パートナーの例とし
ては、グルタチオン-S-トランスフェラーゼ(GST)、6xHis、GAL4 (DNA結合および／または
転写活性化ドメイン)およびβガラクトシダーゼが挙げられる。融合タンパク質パートナ
ーと対象のタンパク質配列の間にタンパク質切断部位(トロンビン切断部位など)を含める
ことにより、融合タンパク質配列を除去できるようにすることも都合がよい場合がある。
好ましくは融合タンパク質は、対象の配列のタンパク質機能を妨害しない。
【００９４】
　GPR86ポリペプチドは実質的に単離された形態であり得る。この用語は、人間の手によ
る天然の状態からの変更を言うことを意図する。「単離された」組成物または物質が、自
然界に存在するものである場合、それはその元の環境から変化したもしくは移された、ま
たはその両方である。例えば、生きた動物中に天然で存在するポリヌクレオチド、核酸ま
たはポリペプチドは「単離された」ものではないが、その自然状態の共存物質から分離さ
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れたポリヌクレオチド、核酸またはポリペプチドは、本明細書において使用する用語の通
り、「単離された」ものである。
【００９５】
　ところでGPR86タンパク質は、該タンパク質の意図された目的を妨害しない担体または
希釈剤と混合することができ、そしてなおも実質的に単離されたとみなすことができると
理解される。こうしたポリペプチドはまた、実質的に精製された形態であり得るが、その
場合それは一般に、調製物中のタンパク質の90％より多く、例えば95％、98％または99％
がGPR86ポリペプチドである調製物中に該タンパク質を含む。
【００９６】
　本明細書はまた、GPR86ポリペプチドの一部を含むペプチドに関する。従って、GPR86の
断片およびそのホモログ、変異体または誘導体が包含される。該ペプチドは長さが２～20
0アミノ酸、好ましくは４～40アミノ酸である。該ペプチドは、例えば適当な酵素(トリプ
シンなど)で消化することにより、本明細書に開示のGPR86ポリペプチドから誘導すること
ができる。あるいはまた、該ペプチド、断片などを組換え法により製造するか、または合
成法により合成することができる。
【００９７】
　「ペプチド」という用語には、当技術分野で知られている種々の合成ペプチド変異体、
例えばレトロインバース型(retroinverso)Dペプチドが含まれる。ペプチドは抗原決定基
および／またはT細胞エピトープであり得る。ペプチドはin vivoで免疫原性であり得る。
好ましくはペプチドはin vivoで中和抗体を誘導することができる。
【００９８】
　異なる生物種からのGPR86配列をアラインメントすることにより、アミノ酸配列のどの
領域が異なる生物種間で保存され(「相同領域」)、そしてどの領域が異なる生物種間で異
なる(「非相同領域」)かを判別することができる。
【００９９】
　GPR86ポリペプチドは従って、少なくとも相同領域の一部に対応する配列を含み得る。
相同領域は少なくとも２種の生物間で高度の相同性を示す。例えば相同領域は、上述の検
定を用いてアミノ酸レベルで、少なくとも70％、好ましくは少なくとも80％、より好まし
くは少なくとも90％、より好ましくは少なくとも95％の同一性を示しうる。相同領域に対
応する配列を含むペプチドは、以下に詳述する治療方針に使用することができる。あるい
はまた、GPR86ペプチドは少なくとも非相同領域の一部に対応する配列を含みうる。非相
同領域は少なくとも２種の生物間で低い程度の相同性しか示さない。
【０１００】
GPR86ポリヌクレオチドおよび核酸
　本発明者らは、GPR86ポリヌクレオチド、GPR86ヌクレオチドおよびGPR86核酸、これら
の製造方法、使用方法などを、本明細書中でさらに別途詳述する。
【０１０１】
　「GPR86ポリヌクレオチド」、「GPR86ヌクレオチド」および「GPR86核酸」という用語
は、交換可能に使用され、配列番号1、配列番号2、配列番号4または配列番号6に記載の核
酸配列を含むポリヌクレオチド／核酸またはそのホモログ、変異体または誘導体を意味す
ることを意図する。好ましくは該ポリヌクレオチド／核酸は、配列番号1または配列番号2
、配列番号６の、最も好ましくは配列番号2の核酸配列のホモログ、変異体または誘導体
を含むかまたはそれ自体である。
【０１０２】
　これらの用語はまた、本明細書に記載のポリペプチドおよび／またはペプチド、すなわ
ちGPR86ポリペプチドをコードすることのできる核酸配列を含むことを意図する。従って
、GPR86ポリヌクレオチドおよび核酸は、配列番号3、配列番号5、もしくは配列番号7に記
載のアミノ酸配列を含むポリペプチド、またはそのホモログ、変異体もしくは誘導体をコ
ードすることのできるヌクレオチド配列を含む。好ましくはGPR86ポリヌクレオチドおよ
び核酸は、配列番号7に記載のアミノ酸配列、またはそのホモログ、変異体もしくは誘導
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体を含むポリペプチドをコードすることのできるヌクレオチド配列を含む。
【０１０３】
　「ポリヌクレオチド」は一般にあらゆるポリリボヌクレオチドまたはポリデオキシリボ
ヌクレオチドを言い、それは非修飾RNAもしくは非修飾DNAまたは修飾RNAもしくは修飾DNA
であり得る。「ポリヌクレオチド」には、限定するものではないが、一本鎖および二本鎖
DNA、一本鎖および二本鎖領域の混合体であるDNA、一本鎖および二本鎖RNA、一本鎖およ
び二本鎖領域の混合体であるRNA、一本鎖またはより典型的には二本鎖であり得るまたは
一本鎖および二本鎖領域の混合体であり得るDNAおよびRNAを含むハイブリッド分子が含ま
れる。さらに、「ポリヌクレオチド」はRNAもしくはDNAまたはRNAとDNAの両方を含む三本
鎖領域をも言う。ポリヌクレオチドという用語にはまた、１以上の修飾された塩基を含有
するDNAまたはRNA、および、安定性または他の理由のために修飾された骨格を有するDNA
またはRNAが含まれる。「修飾された」塩基には、例えばトリチル化塩基およびイノシン
のような特殊な塩基が含まれる。種々の修飾がDNAおよびRNAになされる；従って「ポリヌ
クレオチド」とは、典型的に天然に存在するような、ポリヌクレオチドの化学的、酵素的
または代謝的に修飾された形態、ならびに、ウイルスおよび細胞に特徴的なDNAおよびRNA
の化学的形態を包含する。「ポリヌクレオチド」はまた、相対的に短いポリヌクレオチド
、しばしばオリゴヌクレオチドと呼ばれるものをも包含する。
【０１０４】
　遺伝暗号の縮重の結果として、多種のヌクレオチド配列が同じポリペプチドをコードす
ることができると当業者には理解されよう。
【０１０５】
　本明細書に用いる「ヌクレオチド配列」という用語は、ヌクレオチド配列、オリゴヌク
レオチド配列、ポリヌクレオチド配列ならびにその変異体、ホモログ、断片および誘導体
(例えばその一部分)を言う。ヌクレオチド配列は、ゲノムもしくは合成もしくは組換え由
来のDNAまたはRNAであり得るが、センス鎖もしくはアンチセンス鎖またはその組み合わせ
を表すものであれ、それは二本鎖または一本鎖であり得る。定義されたヌクレオチド配列
は組換えDNA技術の使用により調製することができる(例えば組換えDNA)。
【０１０６】
　好ましくは「ヌクレオチド配列」という用語はDNAを意味する。
【０１０７】
　本明細書において用いる「変異体」、「ホモログ」、「誘導体」または「断片」は、GP
R86ヌクレオチド配列の配列からまたはそれへの１(以上)の核酸の、任意の置換、変異、
修飾、置き換え、欠失、または付加を含みうる。特に断らない限り、「GPR86」および「G
PR86 GPCR」と言う場合、GPR86のこうした変異体、ホモログ、誘導体および断片への言及
がこれに含まれる。
【０１０８】
　好ましくは得られるヌクレオチド配列は、GPCR活性を有し、好ましくは配列番号3、配
列番号5または配列番号7に記載されたGPCRと少なくとも同程度の活性を有するポリペプチ
ドをコードする。好ましくは、「ホモログ」という用語は、結果としてのヌクレオチド配
列がGPCR活性を有するポリペプチドをコードするような、構造および／または機能に関す
る同一物を包含することを意図する。配列同一性(すなわち類似性)に関して、好ましくは
少なくとも70％、より好ましくは少なくとも75％、より好ましくは少なくとも85％、さら
に好ましくは少なくとも90％配列同一性がある。より好ましくは少なくとも95％、より好
ましくは少なくとも98％配列同一性がある。これらの用語はまた、該配列の対立遺伝子変
異型をも包含する。
【０１０９】
配列相同性の計算
　本明細書に記載のあらゆる配列に関して配列同一性は、１以上の配列と別の配列との単
純な「視認(eyeball)」比較(すなわち厳しい比較)によって決定することができ、これに
よりその別の配列が例えば本配列と少なくとも70％配列同一性を有するかを調べることが
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できる。
【０１１０】
　相対的配列同一性はまた、同一性決定用の任意のアルゴリズムを使用し、例えば初期設
定パラメーターを使用して、２以上の配列間の同一性％を計算することのできる市販のコ
ンピュータープログラムにより決定することができる。このようなコンピュータープログ
ラムの典型例はCLUSTALである。２配列間の同一性および類似性を決定するための他のコ
ンピュータープログラム法には、限定するものではないが、GCGプログラムパッケージ (D
evereuxら1984 Nucleic Acids Research 12: 387)およびFASTA (Atschulら1990 J Molec 
Biol 403-410)が含まれる。
【０１１１】
　相同性％を、連続配列に対して計算することができる。すなわちある配列を別の配列と
整列させ、ある配列中の各アミノ酸を別の配列中の対応するアミノ酸と、一残基づつ直接
比較する。これは「非ギャップ化(ungapped)」アライメントと呼ばれる。典型的にはこう
した非ギャップ化アライメントは相対的に短い数の残基についてしか行われない。
【０１１２】
　この方法は非常に単純で堅実な方法であるが、これは例えば、他の方法では同一である
配列の対において、１つの挿入または欠失が次のアミノ酸残基を整列から外れさせてしま
い、したがって全体のアライメントを行った場合に相同性％が大幅に減少してしまう可能
性があることを考慮できていない。従って、殆どの配列比較法は、全体の相同性スコアを
不当に不利にすることなく、ありうる挿入および欠失を考慮に入れた最適アライメントを
生成するように設計されている。これは、局所的相同性を最大化しようとするために配列
アライメント中に「ギャップ」を挿入することで達成される。
【０１１３】
　他方で、これらのより複雑な方法はアライメントに生じる各ギャップに「ギャップペナ
ルティー」を割り当てることにより、同一アミノ酸の数が同じ場合、可能な限りギャップ
を少なくする配列アライメント(２つの比較配列間のより高い相関性を反映する)がギャッ
プの多いものよりも高いスコアを得るようにする。一般的に使われる「アフィン(affin)
ギャップコスト」は、ギャップの存在に相対的に高いコストを課し、そしてギャップ中の
それぞれの続く残基についてはより小さいペナルティーを課す。これは最も一般的に使用
されるギャップスコアシステムである。高いギャップペナルティーはむろんギャップの少
ない最適化アライメントを生じる。殆どのアライメントプログラムはギャップペナルティ
ーが変更可能である。しかしながら、こうしたソフトウェアを配列比較に用いる場合、初
期設定の値を用いることが好ましい。例えば、GCG Wisconsin Bestfitパッケージを使用
する場合にアミノ酸配列の初期設定ギャップペナルティーは、１ギャップに対して-12で
あり、各伸長に対して-4である。
【０１１４】
　従って最大相同性％の計算はまずギャップペナルティーを考慮した最適アライメントの
生成を必要とする。こうしたアライメントを行うのに適当なコンピュータープログラムは
、GCG Wisconsin Bestfitパッケージ(University of Wisconsin, U.S.A.; Devereux ら, 
1984, Nucleic Acids Research 12:387)である。配列比較を行うことのできる他のソフト
ウェアの例には、限定するものではないが、BLASTパッケージ (Ausubelら, 1999 同上 - 
第18章)、FASTA (Atschulら, 1990, J. Mol. Biol., 403-410)およびGENEWORKSパッケー
ジソフトの比較ツールが含まれる。BLASTおよびFASTAの両方は、オフラインおよびオンラ
イン検索について利用可能である(Ausubelら, 1999 同上, pages 7-58 to 7-60)。
【０１１５】
　最終相同性％を同一性に関して測定することは可能だが、アライメントプロセス自体は
典型的にはオール・オア・ナッシングの対比較に基づくものではない。代わりに、一般に
重みをつけた類似性スコアマトリクスが使用され、それは各対ごとの比較に対して化学的
類似性または進化距離に基づきスコアを割り当てる。そのような一般に使用されるマトリ
クスの例はBLOSUM62マトリクスというBLASTパッケージソフトのプログラムの初期設定マ
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トリクスである。GCG Wisconsinプログラムは一般に、共通の初期設定値または提供され
ていればカスタムの記号比較表のいずれかを用いる。GCGパッケージについては共通の初
期設定値を、または他のソフトウェアについてはBLOSUM62などの初期設定マトリクスを使
用することが好ましい。
【０１１６】
　都合良く、BLASTアルゴリズムは、パラメーターを初期設定値に設定して使用する。BLA
STアルゴリズムはhttp://www.ncbi.nih.gov/BLAST/blast_help.htmlに詳細に記載されて
おり、その内容を参照により本明細書に組み入れる。検索パラメーター(以下に定義する)
を、都合良く所定の初期設定パラメーターに設定することができる。
【０１１７】
　都合良く、「実質的同一性」は、BLASTにより評価された場合、EXPECT値が少なくとも
約7、好ましくは少なくとも約9および最も好ましくは10以上でマッチする配列と同じであ
る。BLAST検索におけるEXPECTの初期設定閾値は通常10である。
【０１１８】
　BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)は、blastp、blastn、blastx、tblastn、
およびtblastxプログラムにより実行される発見的検索アルゴリズムである；これらのプ
ログラムは、KarlinおよびAltschulの統計的方法(Karlin and Altschul 1990, Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA 87:2264-68; Karlin and Altschul, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 90:5873-7；http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/blast_help.htmlを参照)を少し改良し
て用いて、それが発見したものに対して重要性を割り当てる。BLASTプログラムは配列類
似性検索用に(例えば問い合わせ配列に対するホモログを同定するために)調整されている
。配列データベースの類似性検索の基礎的事項の考察については、Altschulら (1994) Na
ture Genetics 6:119-129を参照されたい。
【０１１９】
　http://www.ncbi.nlm.nih.govから入手可能な５種のBLASTプログラムは、次のタスクを
処理する：blastp - アミノ酸問い合わせ配列をタンパク質配列データベースと比較する;
 blastn - ヌクレオチド問い合わせ配列をヌクレオチド配列データベースと比較する; bl
astx - ヌクレオチド問い合わせ配列の(両方の鎖の)６種のフレームの概念上の翻訳産物
をタンパク質配列データベースと比較する; tblastn - タンパク質問い合わせ配列を、全
６種のリーディングフレーム(両方の鎖)に動的に翻訳されたヌクレオチド配列データベー
スと比較する; tblastx - ヌクレオチド問い合わせ配列の６種のフレームの翻訳物をヌク
レオチド配列データベースの６種のフレームの翻訳物と比較する。
【０１２０】
　BLASTは以下の検索パラメーターを使用する。
【０１２１】
　HISTOGRAM - 各検索についてスコアのヒストグラムを表示する；初期設定は有である。
(BLASTマニュアル中のパラメーターHを参照)。
【０１２２】
　DESCRIPTIONS - マッチング配列の短い記述の数を、特定した数に限定する；初期設定
の上限は100記述である。(マニュアル頁におけるパラメーターVを参照)。
【０１２３】
　EXPECT - データベース配列に対してマッチを報告する統計的有効閾値；初期設定値は1
0であり、これはKarlin and Altschul (1990)による確率論的モデルによると単に確率的
に10マッチは発見されることが期待されるというものである。あるマッチに帰される統計
的有効性がEXPECT閾値よりも大きい場合、マッチは報告されない。より低いEXPECT閾値は
よりストリンジェントであり、より少ない偶然マッチが報告される。分数値も使用可能で
ある(BLASTマニュアル中のパラメーターEを参照されたい)。
【０１２４】
　CUTOFF -高スコアセグメント対(HSP)を報告するためのカットオフスコア。初期設定値
はEXPECT値(上記参照)から計算される。HSPは、それに帰される統計的有効性が、CUTOFF
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値に等しいスコアを有する単独HSPに帰されるのと少なくとも同じくらい高い場合にのみ
データベース配列について報告される。CUTOFF値が高くなるとストリンジェント性は増し
、より少ない確率的マッチの報告をもたらす。(BLASTマニュアル中のパラメーターSを参
照)。典型的には、有効閾値はEXPECTを用いた方がより直感的に扱うことができる。
【０１２５】
ALIGNMENTS -特定した数までデータベース配列を制限する(それらについて高スコアセグ
メント対(HSP)が報告される)；初期設定の制限は50である。これよりも多くのデータベー
ス配列が報告すべき統計的有効閾値を満たす(下のEXPECTおよびCUTOFFを参照)場合、最も
大きい統計的有効性を帰されるマッチのみが報告される。(BLASTマニュアル中のパラメー
ターBを参照)。
【０１２６】
MATRIX - BLASTP、BLASTX、TBLASTNおよびTBLASTXについて別のスコアリングマトリクス
を特定する。初期設定のマトリクスはBLOSUM62 (Henikoff & Henikoff, 1992)である。有
効な別の選択肢としては：PAM40、PAM120、PAM250およびIDENTITYが挙げられる。BLASTN
については代替のスコアリングマトリクスは提供されていない；BLASTN要求においてMATR
IX指示を特定するとエラー応答が帰ってくる。
【０１２７】
STRAND - TBLASTN検索をデータベース配列の上または下の鎖のみに限定する；あるいはBL
ASTN、BLASTX、もしくはTBLASTX検索を問い合わせ配列の上または下の鎖のリーディング
フレームのみに限定する。
【０１２８】
FILTER - これは組成の複雑度(Wootton & Federhen (1993) Computers and Chemistry 17
:149-163のSEGプログラムにより決定される)が低い問い合わせ配列のセグメントをマスキ
ングして除く、または短い周期性の内部反復からなるセグメント(Claverie & States (19
93) Computers and Chemistry 17:191-201のXNUプログラムにより、もしくはBLASTNにつ
いてはTatusovおよびLipman (http://www.ncbi.nlm.nih.gov参照)のDUSTプログラムによ
り決定される)をマスキングして除く。フィルタリングはブラスト出力から統計的には有
効だが生物学的には興味を引かない報告(例えば一般的な酸性、塩基性またはプロリンリ
ッチ領域に対するヒット)を排除することができ、問い合わせ配列のより生物学的に興味
深い領域をデータベース配列に対する詳細なマッチングに利用可能にする。
【０１２９】
　フィルタープログラムにより発見された低複雑度配列は、ヌクレオチド配列では「N」
という文字を(例えば「NNNNNNNNNNNNN」)およびタンパク質配列では「X」という文字を(
例えば「XXXXXXXXX」)用いて置き換える。
【０１３０】
　フィルタリングは問い合わせ配列(またはその翻訳産物)にのみ適用し、データベース配
列には適用しない。初期設定フィルタリングは、BLASTNについてはDUSTであり、他のプロ
グラムについてはSEGである。
【０１３１】
　SWISS-PROT中の配列に適用した場合、SEG、XNUまたはその両方によっても全くなにもマ
スキングされないことは珍しくない。そのためフィルタリングは必ず効果があると期待す
べきではない。さらに、いくつかの場合、配列はその全体がマスキングされ、フィルタリ
ングされていないその問い合わせ配列に対して報告されるあらゆるマッチの統計的有効性
は疑わしいことが示唆される。
【０１３２】
NCBI-gi - これは登録番号および／または遺伝子座名に加えて、出力結果にNCBI gi識別
子が示されるようにする。
【０１３３】
　最も好ましくは、配列比較はhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTに提供される単純なB
LAST検索アルゴリズムを用いて行う。いくつかの実施形態では、配列同一性を決定すると
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きにギャップペナルティーを使用しない。
【０１３４】
ハイブリダイゼーション
　本発明者らは、本明細書に記載の配列、またはその任意の断片もしくは誘導体、または
前記のいずれかのものの相補配列にハイブリダイズすることのできるヌクレオチド配列を
さらに記載する。
【０１３５】
　ハイブリダイゼーションとは、「ある核酸の鎖が塩基対形成により相補鎖と一緒になる
プロセス」(Coombs J (1994) Dictionary of Biotechnology, Stockton Press, New York
 NY)ならびにポリメラーゼ連鎖反応技術により行われる増幅のプロセス(Dieffenbach CW 
and GS Dveksler 1995, PCR Primer, a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press,
 Plainview NYに記載)を意味する。
【０１３６】
　ハイブリダイゼーション条件は核酸結合複合体の融解温度(Tm)に基づき、これはBerger
 and Kimmel (1987, Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in Enzymology,
 Vol 152, Academic Press, San Diego CA)に教示されている通りであり、そして下に説
明する定義された「ストリンジェンシー」を付与する。
【０１３７】
　本明細書に記載のヌクレオチド配列またはその相補体に選択的にハイブリダイズするこ
とのできるヌクレオチド配列は、一般に、少なくとも20、好ましくは少なくとも25または
30、例えば少なくとも40、60または100またはそれ以上の連続ヌクレオチドの領域に渡っ
て、対応する本明細書に記載のヌクレオチド配列に少なくとも70％、好ましくは少なくと
も75％、より好ましくは少なくとも85または90％およびさらにより好ましくは少なくとも
95％または98％相同である。好ましいヌクレオチド配列は、配列番号1、2または4に相同
な領域、好ましくは該配列の１つに少なくとも70％、80％または90％およびより好ましく
は少なくとも95％相同な領域を含む。
【０１３８】
　「選択的にハイブリダイズ可能な」という用語は、標的ヌクレオチド配列がバックグラ
ウンドよりも有意に高いレベルでプローブにハイブリダイズする条件下で、プローブとし
て使用されるヌクレオチド配列が使用されることを意味する。バックグラウンドハイブリ
ダイゼーションは、他に存在するヌクレオチド配列(例えばスクリーニングされているcDN
AまたはゲノムDNAライブラリー中に存在するもの)が原因で起こりうる。この事象におい
て、バックグラウンドとは、プローブとライブラリーの非特異的DNAメンバーとの相互作
用により生じるシグナルのレベルであって、観察される標的DNAとの特異的相互作用の強
度に比べて10倍未満、好ましくは100倍未満のレベルという意味合いである。相互作用の
強度は例えばプローブを(例えば32Pで)放射標識することにより測定することができる。
【０１３９】
　また本明細書の範囲に含まれるものとしては、中程度～最大限のストリンジェンシー条
件下で本明細書に記載のヌクレオチド配列にハイブリダイズすることのできるヌクレオチ
ド配列がある。ハイブリダイゼーション条件は核酸結合複合体の融解温度(Tm)に基づき、
これはBerger and Kimmel (1987, Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in
 Enzymology, Vol 152, Academic Press, San Diego CA)に教示されている通りであり、
そして下に説明する定義された「ストリンジェンシー」を付与する。
【０１４０】
　最大ストリンジェンシーは典型的には約Tm-5℃(プローブのTmよりも５℃低温)で；高ス
トリンジェンシーはTmより約5℃～10℃低温で；中程度のストリンジェンシーはTmの約10
℃～20℃低温で；そして低ストリンジェンシーはTmの約20℃～25℃低温で見られる。当業
者に理解されることとして、最大ストリンジェンシーのハイブリダイゼーションは同一な
ヌクレオチド配列を同定または検出するために使用することができ、他方中程度(または
低)ストリンジェンシーハイブリダイゼーションは類似または関連ヌクレオチド配列を同
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定または検出するために使用することができる。
【０１４１】
　好ましい実施形態において、本発明者らは、ストリンジェントな条件(例えば65℃およ
び0.1xSSC {1xSSC = 0.15 M NaCl、0.015 Mクエン酸Na3 pH 7.0)下で１以上のGPR86ヌク
レオチド配列にハイブリダイズすることのできるヌクレオチド配列を開示する。ヌクレオ
チド配列が二本鎖である場合、二重鎖の両方の鎖が、個別にまたは組み合わせとして、包
含される。ヌクレオチド配列が一本鎖である場合、そのヌクレオチド配列の相補配列もま
た本明細書の範囲に含まれると理解されたい。
【０１４２】
　本発明者らはさらに、本明細書に記載の配列、またはその任意の断片もしくは誘導体に
対して相補的な配列にハイブリダイズすることのできるヌクレオチド配列を記載する。同
様に、本明細書に記載の配列にハイブリダイズすることのできる配列に相補的なヌクレオ
チド配列もまた包含される。こうした種類のヌクレオチド配列は、変異体ヌクレオチド配
列の例である。これに関して、「変異体」という用語は、本明細書に記載のヌクレオチド
配列にハイブリダイズすることのできる配列に相補的な配列を包含する。しかしながら好
ましくは、「変異体」という用語は、本明細書に記載のヌクレオチド配列にストリンジェ
ントな条件(例えば65℃および0.1xSSC {1xSSC = 0.15 M NaCl, 0.015 クエン酸Na3 pH 7.
0})下でハイブリダイズすることのできる配列に相補的な配列を包含する。
【０１４３】
GPR86およびホモログのクローニング
　本発明者らは、本明細書に記載の配列またはその任意の断片もしくは誘導体に相補的な
ヌクレオチド配列を記載する。前記配列がその断片に相補的であれば、その配列は他の生
物などで類似のGPCR配列を同定およびクローニングするためにプローブとして使用するこ
とができる。
【０１４４】
　本発明者らの開示は従って、GPR86、そのホモログおよびヒトおよび他の種、例えばマ
ウス、ブタ、ヒツジなどからの他の構造的または機能的に関連する遺伝子のクローニング
の達成を実施可能にする。配列番号1、配列番号2、配列番号4またはその断片に含まれる
ヌクレオチド配列と同一または十分に同一なポリヌクレオチドは、cDNAおよびゲノムDNA
に対するハイブリダイゼーションプローブとして使用することができ、適当なライブラリ
ーからGPR86をコードする部分的または完全長cDNAおよびゲノムクローンを単離すること
ができる。こうしたプローブはまた、GPR86遺伝子に対する配列類似性、好ましくは高度
の配列類似性を有する他の遺伝子(ヒト以外の種からのホモログおよびオーソログをコー
ドする遺伝子も含まれる)のcDNAクローンおよびゲノムクローンを単離するために使用す
ることができる。ハイブリダイゼーションスクリーニング、クローニングおよび配列決定
技術は当業者に知られており、例えばSambrook ら (上記)に記載されている。
【０１４５】
　典型的にプローブとして使用するのに適当なヌクレオチド配列は、対象の配列と70％同
一、好ましくは80％同一、より好ましくは90％同一、さらにより好ましくは95％同一であ
る。プローブは一般に少なくとも15ヌクレオチドを含む。好ましくは、こうしたプローブ
は少なくとも30ヌクレオチドを有し、少なくとも50ヌクレオチドを有してもよい。特に好
ましいプローブは150～500ヌクレオチドの範囲であり、より具体的には約300ヌクレオチ
ドである。
【０１４６】
　ある実施形態において、GPR86ポリペプチド(ヒト以外の種由来のホモログおよびオーソ
ログも含む)をコードするポリヌクレオチドを得るための方法は、適当なライブラリーを
ストリンジェントな条件下で配列番号1、配列番号2、配列番号4またはその断片の標識さ
れたプローブでスクリーニングするステップ、および前記ポリヌクレオチド配列を含有す
る部分的または完全長cDNAクローンおよびゲノムクローンを単離するステップを含む。こ
うしたハイブリダイゼーション技術は当業者によく知られている。ストリンジェントなハ
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イブリダイゼーション条件とは、上記に定義されたもの、またはそれとは別の次の条件で
ある：50％ホルムアミド、5XSSC (150 mM NaCl, 15mM クエン酸三ナトリウム)、50 mMリ
ン酸ナトリウム(pH7.6)、5Xデンハート溶液、10％ 硫酸デキストラン、および20 μg/ml
変性済みせん断済みサケ精子DNAを含む溶液中で42℃で一晩インキュベートし、その後約6
5℃で濾紙を0.1XSSCで洗浄する。
【０１４７】
GPR86の機能性アッセイ
　クローニングされた推定GPR86ポリヌクレオチドは、配列分析または機能性アッセイに
より確認することができる。例えば、推定GPR86またはホモログは次のように受容体活性
をアッセイすることができる。GPR86受容体cDNAをコードする線状化プラスミド鋳型由来
のキャップ構造を付加されたRNA転写産物は、標準法に沿ってin vitroでRNAポリメラーゼ
を用いて合成される。In vitro転写産物は水に最終濃度0.2 mg/mlで懸濁される。成体メ
スヒキガエルから卵巣の葉を移し、第Vステージの濾胞除去卵母細胞を得て、RNA転写産物
(10 ng/卵母細胞)をマイクロインジェクション装置を用いて50 nlボーラスとして注入す
る。２つの電極電圧留め具を使用して、アゴニスト曝露に応答する個々のゼノパス(Xenop
us)卵母細胞からの電流を測定した。記録は、(mM表示で) NaCl 115、KCl 2.5、CaCl2 1.8
、NaOH-HEPES 10、 pH7.2からなる標準媒体中で室温で行った。ゼノパス(Xenopus)系はま
た、活性化リガンドを求めて既知のリガンドと組織／細胞抽出物をスクリーニングするた
めに使用可能であり、これは下に詳述する通りである。
【０１４８】
GPR86の発現アッセイ
　GPR86関連障害を治療するための有用な治療薬を設計するためには、(野生型であれ特定
の変異型であれ)GPR86の発現プロファイルを決定することが役に立つ。このことから、当
技術分野で既知の方法を、GPR86が発現される器官、組織および細胞型(ならびに発達段階
)を決定するのに使用することができる。例えば、伝統的または「電子的」ノーザン分析
を行うことができる。逆転写酵素PCR(RT-PCR)もまた、GPR86遺伝子または変異体の発現を
アッセイするのに利用可能である。GPR86の発現プロファイルを決定するためのより高感
度な方法としては、当技術分野で既知のRNAseプロテクションアッセイが挙げられる。
【０１４９】
　ノーザン分析とは、遺伝子の転写産物の存在を検出するのに用いる研究技術であり、標
識されたヌクレオチド配列を、特定の細胞型または組織由来のRNAが結合されたメンブレ
ンへとハイブリダイゼーションさせることに関する。(Sambrook, 上記, 第7章 およびAus
ubel, F. M. ら 上記, 第4章および第16章)。BLASTを適用する類似のコンピューター技術
(「電子的ノーザン」)は、ヌクレオチドデータベース(例えばGenBank またはLIFESEQデー
タベース(Incyte Pharmaceuticals))中の同一または関連分子を検索するために使用する
ことができる。この種の分析は、複数のメンブレンに基づくハイブリダイゼーションより
も迅速であるという利点がある。さらに、コンピューター検索の感度は、任意の特定のマ
ッチが正確なまたは相同なものに分類されるかを決定すべく、変更することができる。
【０１５０】
　上述のプローブも含め、本明細書に記載のポリヌクレオチドおよびポリペプチドは、動
物およびヒト疾患の治療薬および診断薬を発見するための研究試薬および材料として、本
明細書に別途記載するように、用いることができる。
【０１５１】
GPR86ポリペプチドの発現
　本発明にはさらにGPR86ポリペプチドの製造方法も含まれる。この方法は一般にGPR86ポ
リペプチドをコードする核酸またはそのホモログ、変異体もしくは誘導体を含む宿主細胞
を、適当な条件下で(すなわちGPR86ポリペプチドが発現される条件で)培養することを含
む。
【０１５２】
　生物学的に活性なGPR86を発現させるためには、GPR86をコードするヌクレオチド配列ま
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たはそのホモログ、変異体、もしくは誘導体を適当な発現ベクター(すなわち挿入される
コード配列の転写および翻訳に必要なエレメントを含んだベクター)に挿入する。
【０１５３】
　当業者によく知られた方法を用いて、GPR86ならびに適当な転写および翻訳制御エレメ
ントをコードする配列を含む発現ベクターを構築する。こうした方法には、in vitro組換
えDNA技術、合成技術およびin vivo遺伝子組み換えが含まれる。こうした技術はSambrook
, J. ら (1989; Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 第4, 8, および 16-17章, C
old Spring Harbor Press, Plainview, N.Y.)およびAusubel, F. M. ら (1995 and perio
dic supplements; Current Protocols in Molecular Biology, 第9, 13, および16章, Jo
hn Wiley & Sons, New York, N.Y.)に記載されている。
【０１５４】
　GPR86コード配列を含有させ発現させるために、種々の発現ベクター／宿主系を利用す
ることができる。こうしたものには、限定するものではないが、組換えバクテリオファー
ジ、プラスミドまたはコスミドDNA発現ベクターで形質転換された細菌；酵母発現ベクタ
ーで形質転換された酵母；ウイルス発現ベクター(例えばバキュロウイルス)を感染させた
昆虫細胞系；ウイルス発現ベクター(例えばカリフラワーモザイクウイルス(CaMV)もしく
はタバコモザイクウイルス(TMV))または細菌性発現ベクター(例えばTiもしくはpBR322プ
ラスミド)で形質転換された植物細胞系；または動物細胞系が含まれる。どの宿主細胞を
用いてもよい。
【０１５５】
　「制御エレメント」または「調節エレメント」とは、宿主の細胞内タンパク質と相互作
用して転写および翻訳を行うベクターの非翻訳領域(すなわちエンハンサー、プロモータ
ーならびに5’および3’非翻訳領域)のそれらである。こうしたエレメントはその強度お
よび特異性が異なりうる。用いるベクター系および宿主に応じて、どのような数の適当な
転写および翻訳エレメント(構成的プロモーターおよび誘導プロモーターも含まれる)を使
用することもできる。例えば細菌系をクローニングする場合、BLUESCRIPTファージミド(S
tratagene, La Jolla, Calif.)またはPSPORT1プラスミド(GIBCO/BRL)のハイブリッドlacZ
プロモーターのような誘導プロモーターなどを使用することができる。昆虫細胞ではバキ
ュロウイルス・ポリヘドリンプロモーターを使用することができる。植物細胞のゲノム由
来(例えばヒートショック、RUBISCOおよび貯蔵タンパク質遺伝子)または植物ウイルス由
来(例えばウイルスプロモーターまたはリーダー配列)のプロモーターまたはエンハンサー
を、ベクターにクローニングすることができる。哺乳動物細胞系では、哺乳動物遺伝子由
来または哺乳動物ウイルス由来のプロモーターが好ましい。多コピーのGPR86コード配列
を含む細胞系を作製する必要がある場合、SV40またはEBVに基づくベクターを適当な選択
マーカーとともに使用してもよい。
【０１５６】
　細菌系では、意図するGPR86の使用に応じて、多種類の発現ベクターを選択することが
できる。例えば、抗体の誘発のために大量のGPR86が必要なときには、容易に精製するこ
とのできる融合タンパク質を高レベルで発現させるベクターを使用することができる。こ
うしたベクターには、限定するものではないが、多機能性大腸菌(E. coli)クローニング
および発現ベクター、例えばBLUESCRIPT (Stratagene)（この場合、GPR86コード配列はア
ミノ末端Metおよびそれに続くβ-ガラクトシダーゼの7残基とインフレームでベクターに
連結されてもよく、そのことによりハイブリッドタンパク質が生じる）、pINベクター (V
an Heeke, G. and S. M. Schuster (1989) J. Biol. Chem. 264:5503-5509)などが含まれ
る。pGEXベクター(Promega, Madison, Wis.)もまた外来ポリペプチドをグルタチオン-S-
トランスフェラーゼ(GST)とともに融合タンパク質として発現するために使用することが
できる。一般に、こうした融合タンパク質は可溶性であり、グルタチオン-アガロースビ
ーズに吸着させその後遊離グルタチオンの存在下で溶出させることにより溶解細胞から容
易に精製することができる。こうした系で生成されるタンパク質は、ヘパリン、トロンビ
ンまたは第XA因子プロテアーゼ切断部位を含むように設計してもよく、そのことによりク
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ローニングした対象のポリペプチドが任意にGST部分から解放されるようにすることがで
きる。
【０１５７】
　酵母Saccharomyces cerevisiaeでは、構成的プロモーターまたは誘導プロモーター(α
因子、アルコールオキシダーゼおよびPGHなど)を含む多種のベクターを使用することがで
きる。総説についてはAusubel (上記)およびGrant ら(1987; Methods Enzymol. 153:516-
544)を参照されたい。
【０１５８】
　植物発現ベクターを使用する場合、GPR86コード配列の発現は多種のプロモーターのう
ちどれで駆動してもよい。例えばウイルスプロモーター(CaMVの35Sおよび19Sプロモータ
ーなど)を単独でまたはTMV由来のωリーダー配列と併用して用いることができる。(Takam
atsu, N. (1987) EMBO J. 6:307-311.)。あるいは、RUBISCOの小サブユニットまたはヒー
トショックプロモーターなどの植物プロモーターを使用することができる。(Coruzzi, G.
 ら(1984) EMBO J. 3:1671-1680; Broglie, R. ら(1984) Science 224:838-843; およびW
inter, J. ら(1991) Results Probl. Cell Differ. 17:85-105.)。これらの構築物は、直
接DNA形質転換または病原体媒介トランスフェクションにより植物細胞に導入することが
できる。こうした技術はいくつかの一般に入手可能な総説に記載されている。(例えばHob
bs, S. or Murry, L. E. in McGraw Hill Yearbook of Science and Technology (1992) 
McGraw Hill, New York, N.Y.; pp. 191-196.を参照されたい)。
【０１５９】
　昆虫系もまたGPR86の発現に使用することができる。例えば、そのような系の一つでは
、オートグラファ・カリフォルニカ(Autographa californica)核多角体病ウイルス(AcNPV
)をベクターとして使用して、ツマジロクサヨトウ(Spodoptera frugiperda)細胞またはト
リコプラシア(Trichoplusia)幼虫内で外来遺伝子を発現させる。GPR86コード配列は、該
ウイルスの非必須領域(例えばポリヘドリン遺伝子)内にクローニングすることができ、ポ
リヘドリンプロモーターの制御下に配置することができる。GPR86挿入が成功すると、ポ
リヘドリン遺伝子は不活性になり、コートタンパク質を欠いた組換えウイルスが産生され
る。組換えウイルスは次に、例えばツマジロクサヨトウ(S. frugiperda)細胞またはトリ
コプラシア(Trichoplusia)幼虫を感染するために使用することができ、それらの中でGPR8
6を発現させることができる。(Engelhard, E. K. ら (1994) Proc. Nat. Acad. Sci. 91:
3224-3227.)。
【０１６０】
　哺乳動物宿主細胞では、多種のウイルスに基づく発現系が利用可能である。アデノウイ
ルスを発現ベクターとして使用する場合、GPR86コード配列は、後期プロモーターおよび
トリパータイト(tripartite)リーダー配列からなるアデノウイルス転写／翻訳複合部に連
結することができる。ウイルスゲノムの非必須E1またはE3領域への挿入もまた、感染され
た宿主細胞内でGPR86を発現することのできる生きたウイルスを得るために使用すること
ができる。(Logan, J. and T. Shenk (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. 81:3655-3659.)。
さらに、転写エンハンサー(ラウス肉腫ウイルス(RSV)エンハンサーなど)を使用して、哺
乳動物宿主細胞における発現を増大させることもできる。
【０１６１】
　このことから、例えばGPR86受容体は、ヒト胚性腎臓293 (HEK293)細胞または付着性dhf
r CHO細胞において発現させることができる。受容体発現を最大化させるためには、典型
的にはpCDNまたはpCDNA3ベクターへの挿入前に全ての5’および3’非翻訳領域(UTR)を受
容体cDNAから除く。細胞はリポフェクション(lipofectin)により個別の受容体cDNAでトラ
ンスフェクトし、400 mg/ml G418の存在下で選択する。３週間の選択後、単一クローンを
選択し更なる分析のために増やす。ベクターのみで形質転換したHEK293またはCHO細胞を
ネガティブコントロールとする。個別の受容体を安定して発現する細胞系を単離するため
に、典型的には約24クローンを選択し、ノーザンブロット分析で分析する。受容体mRNAは
一般的には分析したG418耐性クローンの約50％から検出される。
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【０１６２】
　ヒト人工染色体(HAC)もまた、プラスミドに含有させ発現させることのできる大きなDNA
断片を送達するために利用可能である。約6 kb～10 MbのHACが構築され、そして慣用の送
達法(リポソーム、ポリカチオン性アミノポリマー、または小胞)を介して治療目的で送達
される。
【０１６３】
　特定の開始シグナルもまた、GPR86コード配列のより効率的翻訳を達成するために使用
することができる。こうしたシグナルにはATG開始コドンおよび隣接配列が含まれる。GPR
86コード配列およびその開始コドンおよび上流配列が適当な発現ベクターに挿入される場
合は、追加の転写または翻訳制御シグナルが必要ないことがある。しかしながら、コード
配列またはその断片のみが挿入される場合は、ATG開始コドンを含む外来翻訳制御シグナ
ルを用意するべきである。その上、開始コドンは、挿入全体の翻訳を保証するために、正
しい読み枠にあるべきである。外来翻訳エレメントおよび開始コドンは種々の起源、すな
わち天然および合成のものであり得る。発現効率は、使用する具体的な細胞系に適切なエ
ンハンサー(文献に記載されたものなど)を追加することにより増強することができる。(S
charf, D. ら (1994) Results Probl. Cell Differ. 20:125-162.)。
【０１６４】
　さらに、宿主細胞株は、挿入配列の発現をモジュレートする能力、または発現タンパク
質を所望の様式で処理する能力について選択することができる。こうしたポリペプチドの
改変には、限定するものではないが、アセチル化、カルボキシル化、グリコシル化、リン
酸化、脂質化およびアシル化が含まれる。タンパク質から「プレプロ」形態を切断する翻
訳後プロセシングもまた、正しい挿入、折りたたみおよび／または機能を手助けするため
に使用することができる。翻訳後活性のための特定の細胞内機構および特徴的機構を有す
る種々の宿主細胞(例えばCHO、HeLa、MDCK、HEK293、およびWI38)は、American Type Cul
ture Collection (ATCC, Bethesda, Md.)から入手可能であり外来タンパク質の正しい改
変とプロセシングが保証されるように選択することができる。
【０１６５】
　組換えタンパク質の長期間の高収率産生のためには、安定な発現が好ましい。例えば、
GPR86を安定して発現することのできる細胞系は、ウイルス性の複製起点および／または
外来発現エレメントおよび選択マーカー遺伝子を同一または異なるベクター上に有する発
現ベクターを用いて形質転換することができる。ベクターの導入の後に、細胞を約１～２
日間富栄養化培地で増殖させてもよくその後選択培地に切り換える。選択マーカーの目的
は選択に対する耐性を付与することであり、その存在は導入された配列を首尾よく発現す
る細胞の増殖と回収を可能にする。安定に形質転換された細胞の耐性クローンは、細胞型
に適した組織培養技術を用いて増殖させることができる。
【０１６６】
　形質転換された細胞を回収するためには、どのような数の選択系を用いてもよい。こう
したもには、限定するものではないが、単純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼ遺伝子 (
Wigler, M. ら (1977) Cell 11:223-32)およびアデニンホスホリボシルトランスフェラー
ゼ遺伝子 (Lowy, I. ら (1980) Cell 22:817-23)が含まれ、これらはそれぞれtk-またはa
pr-細胞で用いることができる。また、代謝拮抗物質、抗生物質または除草剤耐性を選択
の基として使用することができる。例えば、dhfrはメトトレキセートへの耐性を付与する
 (Wigler, M. ら (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. 77:3567-70); nptはアミノグリコシド
類のネオマイシンおよびG-418への耐性を付与する (Colbere-Garapin, F. ら(1981) J. M
ol. Biol. 150:1-14); そしてalsまたはpatはそれぞれクロロスルフォンおよびホスフィ
ノトリシンアセチルトランスフェラーゼへの耐性を付与する(Murry、上記)。さらなる選
択遺伝子が記載されており、例えば、trpB(これは細胞がインドールをトリプトファンの
代わりに利用できるようにする)、またはhisD(これは細胞がヒスチノールをヒスチジンの
代わりに利用できるようにする)がある。(Hartman, S. C. and R. C. Mulligan (1988) P
roc. Natl. Acad. Sci. 85:8047-51.)。最近では、可視化マーカーの使用が普及しており
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、そうしたマーカーとしてはアントシアニン類、βグルクロニダーゼとその基質GUS、お
よびルシフェラーゼとその基質ルシフェリンなどがある。これらのマーカーは、形質転換
体を同定するために使用することができるのみならず、特定のベクター系に帰することの
できる一過性のまたは安定なタンパク質発現の量を定量するために使用することができる
。(Rhodes, C. A. ら(1995) Methods Mol. Biol. 55:121-131.)。
【０１６７】
　マーカー遺伝子発現の存在／不在は対象の遺伝子も存在することを示唆はするが、その
遺伝子の存在と発現を確認しなければならない場合もある。例えば、GPR86をコードする
配列がマーカー遺伝子配列内に挿入される場合は、GPR86コード配列を含む形質転換細胞
はマーカー遺伝子機能の不在により同定することができる。あるいは、マーカー遺伝子は
GPR86コード配列とタンデムに単一のプロモーターの制御下に配置されうる。誘導または
選択に応答するマーカー遺伝子の発現は通常、タンデム遺伝子もまた発現していることを
示す。
【０１６８】
　あるいは、GPR86コード核酸配列を含みかつGPR86を発現する宿主細胞は、当業者に既知
の種々の方法により同定することができる。こうした手法としては、限定するものではな
いが、核酸もしくはタンパク質配列の検出および／または定量のための、DNA--DNAもしく
はDNA-RNAハイブリダイゼーションおよびタンパク質バイオアッセイまたは免疫アッセイ
技術(膜、溶液、またはチップに基づく技術も含まれる)が挙げられる。
【０１６９】
　GPR86コードポリヌクレオチド配列の存在は、GPR86コードポリヌクレオチドのプローブ
または断片または断片を用いたDNA--DNAもしくはDNA-RNAハイブリダイゼーションまたは
増幅により検出することができる。核酸増幅に基づくアッセイは、GPR86をコードするDNA
またはRNAを含有する形質転換体を検出するための、GPR86コード配列に基づくオリゴヌク
レオチドまたはオリゴマーの使用を伴う。
【０１７０】
　GPR86の発現を検出するためおよび測定するための種々のプロトコルは、該タンパク質
に特異的なポリクローナル抗体を用いるものであれモノクローナル抗体を用いるものであ
れ、当技術分野で知られている。こうした技術の例としては、酵素免疫測定法(ELISA)、
ラジオイムノアッセイ(RIA)、および蛍光活性化セルソーティング(FACS)が挙げられる。G
PR86上の２つの互いに干渉しないエピトープに反応するモノクローナル抗体を利用した、
２部位性のモノクローナル抗体に基づく免疫アッセイが好ましいが、競合的結合アッセイ
法も利用可能である。これらおよび他のアッセイ法は当技術分野で詳しく記載されており
、例えばHampton, R. ら(1990; Serological Methods, a Laboratory Manual, Section I
V, APS Press, St Paul, Minn.)およびMaddox, D. E. ら(1983; J. Exp. Med. 158:1211-
1216)に記載されている。
【０１７１】
　種々の標識およびコンジュゲーション技術が当業者に知られており、種々の核酸および
アミノ酸アッセイ法に使用することができる。GPR86コードポリヌクレオチドに関連する
配列を検出するための標識されたハイブリダイゼーション用またはPCR用プローブを作製
するための手段としては、標識ヌクレオチドを用いたオリゴ標識法、ニック翻訳、末端標
識、またはPCR増幅が挙げられる。あるいは、GPR86コード配列またはその任意の断片を、
mRNAプローブの作製のためにベクターにクローニングすることもできる。こうしたベクタ
ーは当技術分野で既知であり、市販されており、適当なRNAポリメラーゼ(T7、T3、または
SP6など)および標識ヌクレオチドを添加することによりin vitroでRNAプローブを合成す
るために使用することができる。こうした手法は、種々の市販キット(例えばPharmacia &
 Upjohn (Kalamazoo, Mich.)、Promega (Madison, Wis.)、およびU.S. Biochemical Corp
. (Cleveland, Ohio)により提供されているもの)を用いて行うことができる。検出を容易
にするための適当なリポーター分子または標識には、放射性核種、酵素、蛍光物質、化学
発光物質、または発色物質、ならびに基質、補因子、阻害剤、磁性粒子などが含まれる。
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【０１７２】
　GPR86コードヌクレオチド配列で形質転換された宿主細胞は、細胞培養物からのタンパ
ク質の発現と回収に適した条件下で培養することができる。形質転換細胞により産生され
たタンパク質は、用いる配列および／またはベクターに応じて、細胞膜に存在するか、分
泌されるか、または細胞内に含有され得る。当業者に理解されるように、GPR86コードポ
リヌクレオチドを含有する発現ベクターは、原核または真核細胞膜を通ってGPR86が分泌
されるように仕向けるシグナル配列を含有するように設計することができる。他の構築物
を用いて、GPR86コード配列と、可溶性タンパク質の精製を促進するポリペプチドドメイ
ンをコードするヌクレオチド配列とを結合させることができる。こうした精製促進ドメイ
ンには、限定するものではないが、金属キレートペプチド(固定化金属上での精製を可能
にするヒスチジン－トリプトファンモジュールなど)、固定化免疫グロブリンでの精製を
可能にするタンパク質Aドメイン、およびFLAGS伸長／アフィニティー精製システム(Immun
ex Corp., Seattle, Wash.)に利用されるドメインが含まれる。切断可能なリンカー配列(
例えば第XA因子またはエンテロキナーゼに特異的なもの(Invitrogen, San Diego, Calif.
)など)を、精製ドメインとGPR86コード配列の間に追加することは、精製促進に利用され
うる。そのような発現ベクターの一種は、GPR86およびチオレドキシンまたはエンテロキ
ナーゼ切断部位に先行する６ヒスチジン残基をコードするヌクレオチドを含有する融合タ
ンパク質の発現を提供する。ヒスチジン残基は固定化金属イオンアフィニティークロマト
グラフィーでの精製を促進し(IMIAC; Porath, J. ら(1992) Prot. Exp. Purif. 3: 263-2
81に記載されている)、他方エンテロキナーゼ切断部位はGPR86を融合タンパク質から精製
する手段を提供する。融合タンパク質を含むベクターの考察はKroll, D. J.ら (1993; DN
A Cell Biol. 12:441-453)に提供されている。
【０１７３】
　GPR86の断片は、組換え産生のみならず、固相技術を用いた直接ペプチド合成によって
も製造することができる。(Merrifield J. (1963) J. Am. Chem. Soc. 85:2149-2154.)。
タンパク質合成は手動法によりまたは自動化法により行うことができる。自動合成は、例
えば、Applied Biosystems 431Aペプチド合成機(Perkin Elmer)を用いて行うことができ
る。GPR86の種々の断片を別々に合成し、そしてその後結合させて全長分子を製造するこ
とができる。
【０１７４】
バイオセンサー
　GPR86ポリペプチド、核酸、プローブ、抗体、発現ベクターおよびリガンドはバイオセ
ンサーとして(およびその製造のために)有用である。
【０１７５】
　Aizawa (1988), Anal. Chem. Symp. 17: 683によると、バイオセンサーとは、分子認識
のための受容体(例えば固定化された抗体または受容体、例えばGPR86 Gタンパク質共役型
受容体)と、測定された値を伝達するための増幅手段とのユニークな組み合わせであると
定義される。こうしたバイオセンサーの一群は、受容体と周囲の媒体との相互作用に起因
して表面層の光学的性質に生じた変化を検出する。こうした技術のうち、円二色法および
表面プラズモン共鳴が特に挙げられる。GPR86を組み入れたバイオセンサーはGPR86リガン
ド(プリンもしくはプリンアナログのようなヌクレオチドなど)またはこれらのリガンドの
アナログの存在またはレベルを検出するために使用することができる。こうしたバイオセ
ンサーの構築は当技術分野でよく知られている。
【０１７６】
　このことから、GPR86受容体を発現する細胞系は、受容体により促進される[3H]イノシ
トールリン酸または他の第２メッセンジャーの形成を介して、リガンド(ATPなど)の検出
のためのリポーターシステムとして使用することができる(Wattら, 1998, J Biol Chem M
ay 29;273(22):14053-8)。受容体－リガンドバイオセンサーは、Hoffman ら, 2000, Proc
 Natl Acad Sci U S A Oct 10;97(21):11215-20にも記載されている。GPR86を含む光学的
バイオセンサーおよび他のバイオセンサーはまた、G-タンパク質および他のタンパク質の
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レベルまたは存在を検出するために使用することができ、これは例えばFigler ら, 1997,
 Biochemistry Dec 23;36(51):16288-99およびSarrio ら, 2000, Mol Cell Biol 2000 Ju
l;20(14):5164-74)に記載されている通りである。バイオセンサー用のセンサーユニット
は、例えばUS 5,492,840に記載されている。
【０１７７】
スクリーニングアッセイ
　GPR86ポリペプチド(ホモログ、変異体、および誘導体も含まれる)は、天然であれ組換
えであれ、受容体に結合する化合物、またはGPR86を活性化する（アゴニスト）もしくは
活性化を阻害する(アンタゴニスト)化合物をスクリーニングする方法に用いることができ
る。
【０１７８】
　従って、前記ポリペプチドはまた、小分子基質およびリガンドの、例えば細胞、無細胞
調製物、化合物ライブラリー、および天然物混合物における結合性を評価するために使用
することができる。これらの基質およびリガンドは天然基質および天然リガンドであって
もよく、または構造的もしくは機能的擬似体であってもよい。Coligan ら, Current Prot
ocols in Immunology 1(2):Chapter 5 (1991)を参照のこと。
【０１７９】
　GPR86ポリペプチドは多くの生物学的機能の原因であり、これには上で「GPR86関連疾患
」において記載したような多くの病理が含まれる。従って、一方ではGPR86を刺激するこ
とのできる化合物、および他方ではGPR86の機能を阻害することのできる化合物および薬
剤を発見することは望ましい。一般に、アゴニストおよびアンタゴニストは、ドーパミン
関連疾患、例えばパーキンソン病、心疾患、例えば上室性不整脈または心室性不整脈、低
血圧、吐気、トゥレット症候群、ストレスおよび疼痛などの病状のための治療および予防
目的に使用される。
【０１８０】
　アゴニストはGPR86受容体をあらゆる度合いで活性化し得る。同様に、アンタゴニスト
はGPR86をあらゆる度合いで不活性化させるかまたはその活性を阻害し得る。従ってGPR86
受容体は、アンタゴニストによりその本来の、基底の、またはバックグラウンドのレベル
の活性と比べてあらゆる度合いで部分的に不活性化され得る(部分的アンタゴニスト)、ま
たはそのようなレベルまで完全に不活性化され得る(アンタゴニストまたは完全アンタゴ
ニスト)。アンタゴニストは受容体をさらに、例えばゼロ活性まで不活性化し得る(逆作用
のアゴニスト)。「アンタゴニスト」という用語は従って、完全アンタゴニスト、部分的
アンタゴニストおよび逆作用アゴニストのいずれをも特に含む。
【０１８１】
　また「アゴニスト」および「アンタゴニスト」という用語に含まれる分子には、GPR86
の発現を転写レベルおよび／または翻訳レベルでモジュレートするもの、ならびにその活
性をモジュレートするものがある。
【０１８２】
　GPR86タンパク質と相互作用することのできる可能性のある候補化合物の合理的設計は
、ポリペプチドの分子形状の構造的研究に基づくものでありうる。特定の別タンパク質と
どの部位が相互作用するかを決定する手段の一つは、物理的構造決定、例えばX線結晶学
または二次元NMR技術である。これらはどのアミノ酸残基が分子接触領域を形成するかと
いう指針を提供する。タンパク質構造決定の詳細な説明については、例えばBlundell and
 Johnson (1976) Protein Crystallography, Academic Press, New Yorkを参照されたい
。
【０１８３】
　合理的設計の代替案は、概略するとGPR86を候補モジュレーターに接触させそしてその
影響を検出することを含むスクリーニング方法を用いる。一般に、かかる方法は、その表
面にGPR86受容体ポリペプチドを(場合によりパートナータンパク質と一緒に)発現する適
当な細胞を作製すること、およびGPR86または細胞またはその両方を候補モジュレーター
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と接触させること、および関連分子の細胞内レベルの変化を検出することを含む。
【０１８４】
　濃度がGPCR(特にGPR86)の活性の影響を受ける分子、および特にGPR86活性のマーカーと
して使用可能な分子は当技術分野で知られている。これらを便宜のために「GPCR感受性マ
ーカー」と言う。こうしたGPCR感受性マーカーの例としては細胞内カルシウムレベル、カ
ルシウム流出、アデニル酸シクラーゼレベル、およびサイクリックAMPレベルが挙げられ
る。好ましい実施形態において、GPCR感受性マーカーは細胞内サイクリックAMP (cAMP)を
含み、かつスクリーニングはサイクリックAMPの細胞内レベルの変化を検出することを含
む。
【０１８５】
　特に好ましい実施形態では、GPR86をパートナータンパク質の存在下でスクリーニング
することもできる；かかるパートナータンパク質はGPR86受容体ポリペプチドと一緒に、
好ましくは細胞内で共発現させることができる。パートナータンパク質は、好ましくはG
タンパク質、例えばGPR86優先的G-タンパク質GiまたはGα16のような無差別刺激性Gタン
パク質を含み得る。
【０１８６】
　GPR86およびGPR86優先的G-タンパク質Giを有する細胞を用いるスクリーニングでは、ア
ゴニストは細胞内cAMP濃度のレベルを低下させ、これに対してアンタゴニストは細胞内cA
MP濃度を増加させる。
【０１８７】
　スクリーニングがGPR86およびGα16のような無差別刺激性Gタンパク質を用いる場合、
アゴニストは細胞内cAMP濃度のレベルを増加させ、これに対してアンタゴニストは細胞内
cAMP濃度を低下させる。
【０１８８】
　従って本発明者らは、GPR86優先的G-タンパク質Giに共役したときのGPR86のアゴニスト
の同定方法を開示するが、この方法は、GPR86受容体を発現する細胞を候補化合物と接触
させること、および前記細胞内のサイクリックAMP (cAMP)レベルが前記接触の結果低下す
るか否かを測定することを含む。あるいはまた、GPR86をGα16のような無差別刺激性Gタ
ンパク質と共発現させることができ、前記方法は、GPR86およびGα16を発現する細胞を候
補化合物と接触させること、および前記細胞内のサイクリックcAMPのレベルが前記接触の
結果増加するか否かを測定することを含む。
【０１８９】
　本発明者らはさらに、GPR86優先的G-タンパク質Giに共役したときのGPR86のアンタゴニ
ストの同定方法を開示するが、この方法は、GPR86受容体を発現する細胞を候補化合物と
接触させること、および前記細胞内のサイクリックAMP (cAMP)レベルが前記接触の結果増
加するか否かを測定することを含む。あるいはまた、GPR86をGα16のような無差別刺激性
Gタンパク質と共発現させる方法の場合、GPR86およびGα16を発現する細胞を候補化合物
と接触させること、および前記細胞内のサイクリックcAMPのレベルが前記接触の結果低下
するか否かを測定することを含む。
【０１９０】
　スクリーニングに使用することのできる細胞は種々の細胞型のものであり得る。こうし
た細胞には、動物由来細胞、酵母、ショウジョウバエ(Drosophila)または大腸菌(E. coli
.)が含まれる。受容体を発現する細胞(または発現した受容体を含有する細胞膜)を次に、
試験化合物と接触させて、結合、または刺激または機能的応答の阻害を観察する。例えば
ゼノパス(Xenopus)卵母細胞にGPR86 mRNAまたはGPR86ポリペプチドを注入してもよく、そ
して試験化合物に曝露することにより誘導される電流を電圧留め具測定を用いて測定する
(本明細書中で別途記載)。
【０１９１】
　さらに、マイクロ生理機能測定アッセイを用いてGPR86受容体活性をアッセイすること
ができる。種々の第２メッセンジャー系の活性化は結果として細胞から少量の酸が押し出
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されるようにする。形成される酸の大部分は、細胞内シグナル伝達プロセスを刺激するの
に必要な増大した代謝活性の結果である。細胞を取り囲む媒体のpH変化は非常に小さいが
、例えばCYTOSENSORマイクロ生理機能測定機(Molecular Devices Ltd., Menlo Park, Cal
if.)により検出可能である。CYTOSENSORは従って、エネルギー利用型細胞内シグナル伝達
経路と共役した受容体(例えば本明細書に記載のGタンパク質共役型受容体)の活性化を検
出することができる。
【０１９２】
　各候補化合物を個別にGPR86受容体と試験する代わりに、候補リガンドのライブラリー
またはバンクを有利に作製しスクリーニングすることができる。このことから、例えば、
200種を超える推定上の受容体リガンドのバンクが、スクリーニングのためにアセンブル
された。バンクは次のものを含む：ヒト７回膜貫通(7TM)受容体を介して作用することの
知られている、伝達物質(transmitter)、ホルモンおよびケモカイン；ヒト7TM受容体の推
定上のアゴニストであり得る天然化合物、未だに哺乳動物の対応物が同定されていない非
哺乳動物性の生物学的に活性なペプチド；ならびに天然リガンドの知られていない7TM受
容体を活性化させる天然には見られない化合物。このバンクは受容体を既知のリガンドに
ついてスクリーニングするために使用されるが、これには機能的アッセイ(すなわちカル
シウム、cAMP、マイクロ生理機能測定、卵母細胞電気生理学など、他を参照)および結合
アッセイの両方が用いられる(他に詳述)。しかしながら、未だに、コグネイトな活性化リ
ガンド(アゴニスト)または不活性化リガンド(アンタゴニスト)の見つかっていない多数の
哺乳動物受容体が存在する。このことから、これらの受容体のための活性リガンドは今日
までに同定されているリガンドバンク内に含まれない可能性がある。従って、GPR86受容
体はまた、天然リガンドを同定するために、組織抽出物に対して機能的にスクリーニング
(カルシウム、cAMP、マイクロ生理機能測定、卵母細胞電気生理学などの機能的スクリー
ニングを使用)する。陽性の機能的応答を生じる抽出物はその後、本明細書に記載のよう
に画分をアッセイすることにより、活性化リガンドが単離され同定されるまで再分画(sub
fractionate)することができる。
【０１９３】
　HEK 293中で発現される7TM受容体は、PLCの活性化およびカルシウム動員および／また
はcAMP刺激もしくは阻害に機能的に共役していることが示されている。従ってあるスクリ
ーニング方法は、GPR86受容体を発現する細胞(例えば、トランスフェクトされたゼノパス
(Xenopus)卵母細胞、CHOまたはHEK293細胞)の、受容体活性化により引き起こされる細胞
外もしくは細胞内pH変化または細胞内カルシウム変化を測定する系における使用を含む。
この技術においては、化合物を受容体ポリペプチドを発現する細胞と接触させることがで
きる。第２メッセンジャー応答、例えばシグナル伝達、pH変化、またはカルシウムレベル
の変化をその後測定して、可能性のある化合物が受容体を活性化するか阻害するかを決定
する。
【０１９４】
　こうした実験において、受容体トランスフェクト細胞またはベクターコントロール細胞
のHEK 293細胞内の基底カルシウムレベルは、正常な100 nM～200 nMの範囲にあることが
観察されている。GPR86または組換えGPR86を発現するHEK 293細胞にfura 2を加え、同日
中に150を超える選択されたリガンドまたは組織／細胞抽出物を、アゴニスト誘導カルシ
ウム動員について評価する。同様に、GPR86または組換えGPR86を発現するHEK 293細胞を
、cAMP産生の促進または阻害について、標準cAMP定量アッセイを用いて評価する。カルシ
ウム一過性変動またはcAMP変動を示すアゴニストをベクターコントロール細胞に試して、
応答が受容体を発現するトランスフェクト細胞に特有のものか決定する。
【０１９５】
　別の方法は、GPR86受容体仲介cAMPおよび／またはアデニル酸シクラーゼ蓄積の阻害ま
たは活性化を測定することによる受容体阻害剤のスクリーニングを含む。かかる方法は、
真核細胞を受容体でトランスフェクトして、前記細胞表面に受容体を発現させることを伴
う。前記細胞を次に受容体の存在下で潜在的アンタゴニストに曝露する。その後cAMPの蓄
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積量を測定する。潜在的アンタゴニストが受容体に結合するばらば、そしてそのことによ
り受容体結合を阻害するならば、受容体仲介cAMPレベルまたはアデニル酸シクラーゼ活性
は低下または増加する。
【０１９６】
　GPR86受容体のアゴニストまたはアンタゴニストを検出する別の方法は、米国特許第5,4
82,835号明細書に記載の酵母に基づく技術であり、それを参照により本明細書に組み入れ
る。
【０１９７】
　候補化合物がタンパク質、特に抗体またはペプチドである場合、ファージディスプレイ
技術を用いて候補化合物のライブラリーをスクリーニングすることができる。ファージデ
ィスプレイは、組換えバクテリオファージを利用する分子スクリーニングのプロトコルで
ある。この技術は、バクテリオファージを、候補化合物のライブラリーから１つの化合物
をコードする遺伝子で形質転換して、各ファージまたはファージミドに特有の候補化合物
を発現させることを伴う。形質転換バクテリオファージ(それは好ましくは固体担体に繋
がれている)は、適当な候補化合物を発現し、そしてそれを自身のファージコート上に提
示する。GPR86ポリペプチドまたはGPR86ペプチドに結合することのできる特定の候補化合
物は、親和性相互作用に基づく選択戦略により富化される。成功した候補物質をその後特
徴付けする。ファージディスプレイには、標準の親和性リガンドスクリーニング技術に優
る利点がある。ファージ表面は候補物質を、その天然の配置によりよく似た三次元配置で
提示する。これは、スクリーニング目的のための、より特異的で高親和性の結合を可能に
する。
【０１９８】
　化合物のライブラリーをスクリーニングする別の方法は、化合物のライブラリーを発現
する組換えDNA分子で安定に形質転換された真核または原核宿主細胞を利用する。こうし
た細胞は、増殖可能形態であれ固定形態であれ、標準結合パートナーアッセイに使用する
ことができる。細胞性応答を検出する高感度方法を記載したParce ら(1989) Science 246
:243-247；およびOwicki ら(1990) Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 87;4007-4011も参照の
こと。競合アッセイは特に有用であり、ここでは化合物のライブラリーを発現する細胞を
、GPR86ポリペプチドに結合することの知られている標識された抗体(125I-抗体など)およ
び試験サンプル(例えば結合組成物への結合親和性が測定されている候補化合物)と接触ま
たはインキュベートさせる。ポリペプチドの結合型および遊離の標識された結合パートナ
ーを次に分離して、結合の程度を評価する。結合した試験サンプルの量は、ポリペプチド
に結合している標識抗体の量に反比例する。
【０１９９】
　多数の技術のいずれかを用いて、結合されたものから遊離型の結合パートナーを分離さ
せて結合の程度を評価することができる。この分離ステップは典型的には、フィルターへ
の付着とそれに続く洗浄、プラスチックへの付着とそれに続く洗浄、または細胞膜の遠心
分離のような手法を含み得る。
【０２００】
　さらに別のアプローチは、可溶化、未精製または可溶化精製ポリペプチドもしくはペプ
チド、例えば形質転換された真核または原核宿主細胞から抽出されたものを使用すること
である。これは、特異性が増加し、自動化することができ、そして薬剤試験スループット
が高いという利点のある「分子的」結合アッセイを可能にする。
【０２０１】
　候補化合物スクリーニングの別の技術は、適当な結合親和性(例えばGPR86ポリペプチド
に対する結合親和性)を有する新規化合物の高スループットスクリーニングを提供するア
プローチに関するものであり、これは1984年9月13日に公開された国際公開第WO 84/03564
号(Commonwealth Serum Labs.)に詳細に記載されている。まず、多数の異なる小ペプチド
試験化合物を固体基盤上、例えばプラスチックピンまたは他の適当な表面上に合成する；
Fodor ら(1991)を参照されたい。次に、全てのピンを可溶化ポリペプチドと反応させ洗浄
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する。次のステップは結合ポリペプチドを検出することに関する。前記ポリペプチドと特
異的に相互作用する化合物が従って同定される。
【０２０２】
　リガンド結合アッセイは、受容体薬理学を解明するための直接的方法を提供するもので
あり、かつ高スループット形式に適用可能である。受容体のための精製リガンドは、結合
試験のために高比放射能(50-2000 Ci/mmol)へと放射標識することができる。放射標識の
工程がリガンドの受容体に対する活性を消失させないことを次に確認する。バッファー、
イオン、pHおよび他のモジュレーター(ヌクレオチドなど)のアッセイ条件を最適化して、
膜および全細胞受容体供給源の両方の実用的なシグナル対ノイズ比を確立する。これらの
アッセイにおいて、特異的受容体結合とは、全関連放射能から過剰の非標識競合リガンド
の存在下で測定される放射能を減算したものと定義される。可能であれば２種以上の競合
リガンドを使用して、残存非特異的結合を明らかにする。
【０２０３】
　アッセイは、単純に候補化合物の結合性を検査することができ、ここで受容体を有する
細胞への付着は、候補化合物と直接または間接的に結合する標識により検出される、また
は標識競合物との競合に関するアッセイにおいて検出される。その上、これらのアッセイ
は、候補化合物が受容体の活性化により生じるシグナルをもたらすか否かを、表面に受容
体を有する細胞に適当な検出系を用いて検査することができる。活性化阻害剤は一般に、
既知のアゴニストの存在下でアッセイし、候補化合物が存在することによる前記アゴニス
トの活性化の影響を観察する。
【０２０４】
　さらに、アッセイは、単純に、候補化合物をGPR86ポリペプチドを含有する溶液と混合
して混合液を形成させるステップ、該混合物におけるGPR86活性を測定するステップ、お
よび該混合物のGPR86活性を標準と比較するステップを含み得る。
【０２０５】
　GPR86 cDNA、タンパク質および該タンパク質に対する抗体もまた、細胞内でのGPR86 mR
NAおよびタンパク質の産生に対する添加化合物の影響を検出するためのアッセイを構成す
るために使用することができる。例えば、ELISAをモノクローナル抗体およびポリクロー
ナル抗体を用いてGPR86タンパク質の分泌レベルまたは細胞会合レベルの測定のために構
築することができ(当技術分野で既知の標準法を使用)、そして該ELISAを使用して適当に
操作された細胞または組織からGPR86の産生を阻害または促進し得る物質(それぞれアンタ
ゴニストまたはアゴニストとも呼ばれる)を発見することができる。スクリーニングアッ
セイを実施するための標準法は当技術分野でよく理解されている。
【０２０６】
　潜在的GPR86アンタゴニストの例には、抗体または、ときには、ヌクレオチドおよびそ
のアナログ(プリンおよびプリンアナログも含まれる)、GPR86のリガンドに密接に関連す
るオリゴヌクレオチドまたはタンパク質(例えば該リガンドの断片)、または受容体に結合
はするが応答を誘発せずそのことにより受容体の活性を阻止する小分子が含まれる。
【０２０７】
　従って本発明者らは、GPR86ポリペプチドおよび／またはペプチドに特異的に結合する
ことのできる化合物を提供する。
【０２０８】
　「化合物」という用語は、化学的化合物(天然または合成)、例えば生物学的巨大分子(
例えば、核酸、タンパク質、非ペプチド分子または有機分子)、または生物学的材料(例え
ば細菌、植物、菌類、または動物(特に哺乳動物)の細胞もしくは組織)から調製された抽
出物、あるいは無機エレメントもしくは無機分子をも言う。好ましくは化合物は抗体であ
る。
【０２０９】
　こうしたスクリーニングを行うために必要な材料は、スクリーニングキットに包装する
ことができる。このようなスクリーニングキットは、GPR86ポリペプチドに対するアゴニ
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スト、アンタゴニスト、リガンド、受容体、基質、酵素など、またはGPR86ポリペプチド
の産生を低下または強化する化合物の同定に有用である。スクリーニングキットは：(a) 
GPR86ポリペプチド; (b) GPR86ポリペプチドを発現する組換え細胞; (c) GPR86ポリペプ
チドを発現する細胞膜; または (d) GPR86ポリペプチドに対する抗体を含む。スクリーニ
ングキットは場合により使用説明書を含んでもよい。
【０２１０】
トランスジェニック動物
　本発明者らはさらに、天然または組換えGPR86、またはそのホモログ、変異体もしくは
誘導体を、正常な発現レベルと比較して正常レベル、増加されたレベルまたは低減された
レベルで発現することのできるトランスジェニック動物を開示する。好ましくはこうした
トランスジェニック動物は非ヒト哺乳動物、例えばブタ、ヒツジまたは齧歯類である。最
も好ましくはトランスジェニック動物はマウスまたはラットである。
【０２１１】
　本発明者らは、天然GPR86遺伝子の全部または一部を別の生物からのGPR86配列で置換し
たトランスジェニック動物を開示する。好ましくはこの生物は別の種、最も好ましくはヒ
トである。特に好ましい実施形態において、本発明者らは、実質的にそのGPR86遺伝子全
体がヒトGPR86遺伝子で置換されたマウスを開示する。このようなトランスジェニック動
物ならびにGPR86が野生型である動物を、GPR86のアゴニストおよび／またはアンタゴニス
トのスクリーニングに使用することができる。
【０２１２】
　例えば、こうしたアッセイは、前記野生型動物またはトランスジェニック動物、もしく
はその一部(好ましくは前記トランスジェニック動物の細胞、組織または器官)を候補物質
に曝露し、そしてGPR86関連表現型(疼痛または炎症など)についてアッセイすることを含
み得る。関連する動物由来の細胞を使用しかつ細胞内サイクリックAMP濃度に対する影響
をアッセイする細胞に基づくスクリーニングも実施可能である。
【０２１３】
　本発明者らはさらに機能破壊されたGPR86遺伝子を含むトランスジェニック動物を開示
するが、該動物中では本明細書に開示のGPR86の１以上の機能は部分的にまたは完全に消
滅されている。これには、GPR86遺伝子の１以上の機能喪失型突然変異(欠失も含む)の結
果、機能性GPR86を発現しないトランスジェニック動物(「GPR86ノックアウト体」)が含ま
れる。
【０２１４】
　機能性GPR86を欠いたトランスジェニック動物(GPR86ノックアウト体)は、野生型動物と
比較したときに、変更された疼痛感受性を示す。具体的には、GPR86ノックアウト体はさ
ほど疼痛感受性ではない。その上、GPR86ノックアウト動物は、変更された炎症性疼痛感
受性、特に低減された炎症性疼痛感受性を示す。
【０２１５】
　部分的に機能喪失された変異体、例えば不完全ノックアウト体もまた包含され、それは
例えばGPR86遺伝子の選択された部分に欠失を有し得る。こうした動物は、GPR86配列の該
当部分、例えば機能的に重要なタンパク質ドメインを選択的に置換または欠失することに
より作製できる。
【０２１６】
　こうした完全または部分的に機能喪失された変異体は、GPR86関連疾患、特に疼痛また
は炎症性疾患、のモデルとして有用である。部分的な機能喪失を示す動物を候補物質に曝
露して、表現型を増強する(言い換えるとGPR86の場合については観察される低減された疼
痛感受性表現型を増加させる)物質を同定することができる。他のパラメーター(例えば細
胞内サイクリックAMPレベルの変化)もまた、本明細書中に他に記載する方法を用いて検出
することができる。
【０２１７】
　部分的および完全ノックアウト体はまた、GPR86の選択的アゴニストおよび／またはア
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ンタゴニストの同定にも使用可能である。例えば、アゴニストおよび／またはアンタゴニ
ストを野生型動物およびGPR86欠失動物(ノックアウト体)に投与することができる。GPR86
の選択的アゴニストおよび／またはアンタゴニストは、野生型動物に対して影響を及ぼす
ことが観察されても、GPR86欠失動物には観察されないことになる。詳細には、潜在的薬
剤(候補リガンドまたは化合物)を評価するために特定のアッセイを設計して、該潜在的薬
剤がGPR86の不在下で生理学的応答を生じるか決定する。これは、前記薬剤を上述のよう
なトランスジェニック動物に投与すること、およびその後該動物を特定の応答についてア
ッセイすることにより達成され得る。これと似た細胞に基づく方法であって、関連する動
物由来の細胞を使用しかつ細胞内サイクリックAMP濃度に対する影響をアッセイする方法
もまた実施可能である。かかる動物を、本明細書に記載のスクリーニングにより同定され
た薬剤の効率を試験するために使用することもできる。
【０２１８】
　別の実施形態では、部分的な機能喪失表現型を有するトランスジェニック動物をスクリ
ーニングに利用する。かかる実施形態では、スクリーニングは野生型表現型への部分的ま
たは完全な回復または復帰をアッセイすることを伴い得る。当該動物由来の細胞を使用し
かつ細胞内サイクリックAMP濃度に対する影響をアッセイする、細胞に基づくスクリーニ
ングもまた実施可能である。前記能力があることが見出された候補化合物はGPR86アゴニ
ストまたはGPR86アナログと見なすことができる。こうしたアゴニストは、例えば刺激(例
えば疼痛)に対する感受性を回復させるまたは増加させるために使用することができる。
【０２１９】
　好ましい実施形態において、トランスジェニックGPR86動物、特にGPR86ノックアウト体
(完全な機能喪失)は、実施例に記載の表現型を示し、それは好ましくはその実施例に記載
の試験法により測定される。このことから、GPR86動物、特にGPR86ノックアウト体は、好
ましくは次の１以上を示す：より低い疼痛感受性(痛覚鈍麻)、より低い炎症感受性。
【０２２０】
　特に好ましい実施形態では、トランスジェニックGPR86動物、特にGPR86ノックアウト体
は、対応する野生型マウスと比較して、測定パラメーターの少なくとも10％、好ましくは
少なくとも20％、より好ましくは少なくとも30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％
、または100％(その場合に応じて)高いまたは低い値を示す。このことから、例えばGPR86
ノックアウト体は実施例に記載のテールフリックテスト(Tail Flick test)に応答する疼
痛閾値が増加しており、それは野生型マウスと比較した場合それは1秒、2秒、5秒、10秒
、30秒以上、または5％、10％、20％、50％以上である。
【０２２１】
　GPR86欠失トランスジェニック動物について今や開示された表現型を、野生型動物を用
いるスクリーニングに有効に使用して、GPR86の機能喪失と類似した効果を引き起こす化
合物を検出することができることは明らかであろう。言い換えると、野生型動物を候補化
合物に曝露すること、および関連するGPR86表現型(例えば疼痛感受性の減少など)を観察
することにより、GPR86機能のモジュレーター、特にアンタゴニストを同定することがで
きる。細胞内表現型(例えば細胞内サイクリックAMPレベルの変化)もまた、本明細書に他
に特定する方法を用いて検出することができる。
【０２２２】
　こうしたスクリーニングにより同定された化合物を、GPR86のアンタゴニストとして(例
 えば鎮痛剤として)特にGPR86関連疾患の治療または緩和のために使用することができる
。
【０２２３】
　上記スクリーニングは、任意の適当なパラメーター(行動、生理学的または生化学的応
答など)の観察を伴うことができる。好ましい応答には次の１以上が含まれる：疾患耐性
の変化；炎症応答の変更；腫瘍易罹患性の変更；血圧の変化；新血管形成；摂食行動の変
化；体重の変化；骨密度の変化；体温の変化；インスリン分泌；ゴナドトロピン分泌；鼻
および気管支での分泌；血管収縮；記憶喪失；精神不安症；反射低下または反射異常亢進
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；疼痛応答もしくはストレス応答。
【０２２４】
　GPR86ノックアウト動物由来の組織を受容体結合アッセイに使用して、可能性のある薬
剤(候補リガンドまたは化合物)がGPR86 受容体に結合するか否かを決定することができる
。こうしたアッセイは、第１の受容体調製物をGPR86 受容体産生が欠失するように遺伝子
操作されたトランスジェニック動物から取得し、そして任意の同定されたGPR86リガンド
もしくは化合物に結合することが知られている第２の受容体調製物を既知の供給源から取
得することにより実施し得る。一般に、第１および第２の受容体調製物は、それらを取得
した供給源以外はあらゆる面で同じである。例えば、トランスジェニック動物(上および
下に記載したものなど)由来の脳組織をアッセイに使用する場合、正常(野生型)動物由来
の相当する脳組織を第２の受容体調製物の供給源として使用する。各受容体調製物を、GP
R86受容体に結合することが知られているリガンドと、単独でまたは候補リガンドもしく
は候補化合物の存在下でインキュベートする。好ましくは候補リガンドまたは候補化合物
を複数の異なる濃度で調べる。
【０２２５】
　既知のリガンドによる結合が試験化合物によって置き換えられる程度を、第１のおよび
第２の受容体調製物の両方について決定する。トランスジェニック動物由来の組織をアッ
セイに直接使用するか、または組織を加工して膜もしくは膜タンパク質を単離してそれら
そのものをアッセイに使用することができる。好ましいトランスジェニック動物はマウス
である。リガンドは結合アッセイと適合可能などのような手段を用いて標識してもよい。
これには、限定するものではないが、放射能、酵素、蛍光または化学発光標識(および本
明細書で上に詳述した他の標識技術)が含まれる。
【０２２６】
　さらにGPR86 受容体のアンタゴニストは、候補化合物などを機能性GPR86を発現する野
生型動物に投与すること、およびGPR86受容体機能の発現の低下または消失と関連するい
ずれかの表現型の特徴を示す動物を特定することにより同定され得る。
【０２２７】
　非ヒトトランスジェニック動物を作製するための詳細な方法を以下に詳述する。トラン
スジェニック遺伝子構築物を動物の生殖細胞系列に導入してトランスジェニック動物を作
製することができる。例えば、１以上のコピーの構築物を標準トランスジェニック技術に
より哺乳動物の胚のゲノムに組み入れることができる。
【０２２８】
　典型的実施形態において、本明細書に記載のトランスジェニック非ヒト動物は、トラン
スジーンを非ヒト動物の生殖細胞系列に導入することにより作製する。種々の発達段階に
ある胚性標的細胞をトランスジーン導入に使用することができる。胚性標的細胞の発達段
階に応じて異なる手法を用いる。この目的のために使用する動物の具体的な系列は、全般
的に良好な健康性、良好な胚の産生、胚における良好な前核視認性、および良好な生殖適
応性について選択する。さらに、ハプロタイプは重要な因子である。
【０２２９】
　トランスジーンの胚への導入は、当技術分野で既知の任意の方法、例えば、マイクロイ
ンジェクション、エレクトロポレーション、またはリポフェクションにより達成すること
ができる。例えば構築物を受精哺乳動物卵の前核にマイクロインジェクションすることに
よりGPR86受容体トランスジーンを哺乳動物に導入して、１以上の構築物のコピーを発達
中の哺乳動物細胞に保持させることができる。トランスジーン構築物を受精卵に導入した
後に、卵を種々の時間に渡りインキュベートすることができ、または代理宿主に再移植す
ることもでき、または両方行ってもよい。in vitroインキュベーションによる成熟は本明
細書の範囲内にある。ある一般的な方法は、胚を種に応じて約１～７日in vitroでインキ
ュベートすること、およびその後それらを代理宿主に再移植することである。
【０２３０】
　遺伝子導入操作された胚の子孫を、組織片のサザンブロット分析を利用して、構築物の
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存在について検査することができる。１以上のコピーの外来性クローニング構築物がこう
したトランスジェニック胚のゲノムに安定に組み込まれてとどまれば、トランスジーン的
に追加された構築物を保持する恒久的トランスジェニック哺乳動物系を樹立することが可
能である。
【０２３１】
　トランスジーン的に改変された哺乳動物の同腹仔を、該子孫のゲノムへの構築物の導入
について出生後にアッセイすることができる。好ましくはこのアッセイは、所望の組換え
タンパク質産物をコードするDNA配列またはそのセグメントに対応するプローブを子孫由
来の染色体物質とハイブリダイズさせることにより行う。そのゲノム内に少なくとも１つ
のコピーの構築物を有することが見出された哺乳動物子孫を成熟するまで成長させる。
【０２３２】
　本発明の目的において、接合体は本質的に完全な生物へと発生することのできる二倍体
細胞が形成されたものである。一般的に、接合体は配偶子由来の２つのハプロイド核の融
合によって、自然にまたは人為的に形成された核を含有する卵を含む。従って、配偶子の
核は、そのままで適合可能な（すなわち、分化して機能する生物に発育することのできる
生存接合体を生じる）核でなければならない。一般的に、正倍数体の接合体が好ましい。
異数体の接合体が得られる場合には、染色体数はいずれかの配偶子が由来する生物の正倍
数体の数に対して２以上変化してはならない。
【０２３３】
　類似する生物学的考慮事項の他に、物理的考慮事項もまた、接合体核にまたは接合体核
の一部を形成する遺伝物質に加えることのできる外来性遺伝物質の量（例えば容積）を左
右する。遺伝物質が除かれない場合は、添加することのできる外来性遺伝物質の量は、物
理的に破壊性となることなく吸収される量により制限される。一般的に、挿入される外来
性遺伝物質の容積は、約10ピコリットルを超えない。添加の物理的影響は接合体の生存を
物理的に破壊するほど大きくなってはいけない。DNA配列の数と種類の生物学的限界は、
個々の接合体と外来性遺伝物質の機能に応じて変化し、これは当業者には直ちに明らかに
なるであろう。何故ならば、得られる接合体の遺伝物質（外来性遺伝物質を含む）は、接
合体の機能性生物への分化と発生を開始させかつ維持する生物学的能力が必要だからであ
る。
【０２３４】
　接合体に添加するトランスジーン構築物のコピー数は、添加する外来性遺伝物質の総量
に依存し、遺伝的形質転換を可能にする量となる。理論的には１コピーしか必要ない；し
かしながら、一般的には、多数のコピー（例えば、1,000～20,000コピーのトランスジー
ン構築物）を使用し、１コピーが機能的であることを確実にする。それぞれの挿入される
外来性DNA配列の２以上の機能性コピーを有することが、外来性DNA配列の表現型発現を増
強するためにしばしば有利であろう。
【０２３５】
　その技術が細胞、核膜、または他の既存の細胞構造もしくは遺伝子構造を破壊しない限
り、外来性遺伝物質を核遺伝物質中に加えることのできるいずれの技術を利用してもよい
。外来性遺伝物質は、好ましくはマイクロインジェクションによって、核遺伝物質中に優
先的に挿入する。細胞および細胞構造物のマイクロインジェクションは公知であり、当技
術分野で使用されている。
【０２３６】
　再移植は標準法を用いて行う。通常、代理宿主を麻酔し、胚を卵管中に挿入する。特定
の宿主中に移植する胚の数は、種に応じて変わるが、通常はその種が天然に産生する子孫
の数と同程度であろう。
【０２３７】
　代理宿主のトランスジェニック子孫は、任意の適切な方法によってトランスジーンの存
在および／または発現についてスクリーニングすることができる。スクリーニングは、し
ばしば、トランスジーンの少なくとも一部に相補的なプローブを使用して、サザンブロッ
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ト分析またはノーザンブロット分析によって行う。トランスジーンがコードするタンパク
質に対する抗体を用いるウェスタンブロット分析を、トランスジーン産物の存在をスクリ
ーニングするための代替法または追加の方法として利用してもよい。典型的には、DNAを
尾組織から調製し、そしてトランスジーンについてサザン分析またはPCRによって分析す
る。あるいは、最高レベルでトランスジーンを発現すると考えられる組織または細胞をサ
ザン分析またはPCRを用いてトランスジーンの存在および発現について試験するが、この
分析にはいずれの組織または細胞型も使用可能である。
【０２３８】
　トランスジーンの存在を評価するための代わりのまたは追加の方法としては、限定する
ものでないが、酵素および／または免疫学的アッセイなどの適当な生化学的アッセイ、特
定のマーカーまたは酵素活性に対する組織学的染色、フローサイトメトリー分析などが挙
げられる。血液の分析もまた、血液中のトランスジーン産物の存在を検出するために、な
らびに様々な種類の血液細胞および他の血液成分のレベルに対するトランスジーンの影響
を評価するために有用であり得る。
【０２３９】
　トランスジェニック動物の子孫は、トランスジェニック動物を適当なパートナーと交配
させること、またはトランスジェニック動物から得られた卵および／または精子をin vit
ro受精させることにより得ることができる。パートナーとの交配を行う場合、パートナー
はトランスジェニックおよび／またはノックアウト体であってもではなくてもよく；トラ
ンスジェニックである場合には、パートナーは同一もしくは異なるトランスジーン、また
はその両方を含有してもよい。あるいは、パートナーは親系であり得る。in vitro受精を
行う場合、受精胚を代理宿主に移植するもしくはin vitroでインキュベートする、または
その両方を行うことが可能である。いずれの方法を用いるにせよ、子孫を上記方法または
他の適当な方法を用いてトランスジーンの存在について評価することができる。
【０２４０】
　本明細書の記載に従い作製されるトランスジェニック動物は、外来性遺伝物質を含有す
る。上述のように、外来性遺伝物質は、特定の実施形態において、GPR86受容体の産生を
もたらすDNA配列である。さらにこうした実施形態において前記配列は、好ましくは特定
の種類の細胞でのトランスジーン産物の発現を可能にする、転写制御エレメント(例えば
プロモーター)に連結されている。
【０２４１】
　レトロウイルス感染を使用して、非ヒト動物にトランスジーンを導入することもできる
。発生中の非ヒト胚を、胚盤胞期までin vitroで培養することができる。この間、卵割球
をレトロウイルス感染の標的とすることができる（Jaenich, R. (1976) PNAS 73:1260-12
64）。透明帯を除去する酵素処理によって卵割球の効率的な感染がもたらされる（Manipu
lating the Mouse Embryo, Hogan編(Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Sprin
g Harbor, 1986）。トランスジーンを導入するために使用するウイルスベクター系は、典
型的には、トランスジーンを保持する複製欠損レトロウイルスである（Jahnerら、(1985)
 PNAS 82:6927-6931；Van der Puttenら, (1985) PNAS 82:6148-6152）。トランスフェク
ションは、卵割球をウイルス産生細胞の単層上で培養することにより、容易にかつ効率的
に行われる（Van der Putten、前掲；Stewartら, (1987) EMBO J. 6:383-388）。あるい
は、感染を後期に実施してもよい。ウイルスまたはウイルス産生細胞を胞胚腔に注入する
ことができる（Jahnerら,(1982) Nature 298:623-628）。組み込みはトランスジェニック
非ヒト動物を形成する細胞のサブセットにおいてのみ起こるので、ほとんどの創始体（fo
under）はトランスジーンについてモザイクである。さらに、創始体は、トランスジーン
の様々なレトロウイルス挿入物を、一般的に子孫では分離するゲノム中の様々な位置に含
みうる。さらに、妊娠中期胚の子宮内レトロウイルス感染によって生殖細胞系にトランス
ジーンを導入することも可能である（Jahnerら(1982)、前記）。
【０２４２】
　トランスジーン導入のための第３の種類の標的細胞は胚性幹細胞（ES）である。ES細胞
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をin vitro培養された着床前の胚から得て、胚と融合させる（Evansら, 1981, Nature, 2
92, 154-156；Bradleyら, (1984), Nature, 309, 255-258；Gosslerら, (1986), PNAS, 8
3, 9065-9069；およびRobertsonら, (1986), Nature, 322, 445-448）。トランスジーン
を、ES細胞中にDNAトランスフェクションまたはレトロウイルス媒介形質導入により有効
に導入することができる。その後、こうした形質転換ES細胞を、非ヒト動物由来の胎盤胞
と一体化させることができる。その後、ES細胞は胚をコロニー形成し、得られるキメラ動
物の生殖細胞系に寄与する。総説についてはJaenisch, R. (1988) Science 240:1468-147
4を参照のこと。
【０２４３】
　本発明者らはまた非ヒトトランスジェニック動物を提供するが、ここで該トランスジェ
ニック動物は、GPR86受容体機能のためのモデルとして、改変されたGPR86遺伝子(好まし
くは上記のようなもの)を有することを特徴とする。遺伝子に対する改変には、欠失もし
くは他の機能喪失型突然変異、標的突然変異またはランダム突然変異のあるヌクレオチド
を有する外来遺伝子の導入、別の種に由来する外来遺伝子の導入、またはこれらの組み合
わせが含まれる。前記トランスジェニック動物は改変に関してホモ接合またはヘテロ接合
であり得る。これらの動物およびその由来細胞は、GPR86受容体機能をモジュレートしう
る生物学的に活性な物質をスクリーニングするのに有用である。前記スクリーニング方法
は、疼痛および炎症疾患(変形性関節症、慢性関節リウマチ、喘息、過敏性腸症候群およ
びアレルギーなど)の可能性のある治療薬の特異性および作用を決定するのに特に有用で
ある。前記動物は、正常な脳、心臓、脾臓および肝臓機能におけるGPR86 受容体の役割を
調査するためのモデルとして有用である。
【０２４４】
　別の態様は、機能破壊された内因性GPR86遺伝子を有する一方で、ゲノム内に異種GPR86
タンパク質(すなわち別の種由来のGPR86)をコードするトランスジーンを保持しかつ発現
するトランスジェニック非ヒト動物に関する。好ましくは、前記動物はマウスであり、異
種GPR86はヒトGPR86である。ヒトGPR86によって復帰された、こうした動物またはそれに
由来する細胞系は、ヒトGPR86をin vivoおよびin vitroで阻害する物質を同定するために
使用することができる。例えばヒトGPR86を介したシグナル伝達を誘発する刺激を、試験
する物質の存在下または不在下で前記動物または細胞系に加え、前記動物または細胞系の
応答を測定することができる。ヒトGPR86をin vivoまたはin vitroで阻害する物質は、前
記物質の不在下での応答と比較した前記物質の存在下での応答の低下を基に同定すること
ができる。
【０２４５】
　本発明者らまた、GPR86欠損トランスジェニック非ヒト動物(「GPR86ノックアウト体」)
を提供する。かかる動物は(好ましくは内因性GPR86ゲノム配列が破壊もしくは欠失された
結果として)GPR86活性の低下または不在を示すものである。好ましくは、かかる動物はGP
CR活性を示さない。より好ましくは、前記動物は配列番号3または配列番号5に記載のGPR8
6の活性を示さない。GPR86ノックアウト体は、下に詳述するとおり、当技術分野で公知の
種々の手法により作製することができる。
【０２４６】
　本発明はまた、宿主細胞中のGPR86遺伝子を機能破壊するための核酸構築物に関する。
前記核酸構築物は、(a)非相同置換部分；(b)非相同置換部分の上流に位置する第１相同領
域であって、第１のGPR86遺伝子配列と実質的に同一のヌクレオチド配列を有する前記第
１相同領域；および(c)非相同置換部分の下流に位置し、第２のGPR86遺伝子配列と実質的
に同一のヌクレオチド配列を有する第２相同領域（ただし、第２のGPR86遺伝子配列は天
然の内因性GPR86遺伝子中で前記第１のGPR86遺伝子配列より下流の位置にある）を含んで
なる。それに加え、第１および第２相同領域は、核酸分子を宿主細胞に導入したとき、宿
主細胞中で核酸構築物と内因性GPR86遺伝子との間の相同組換えに十分な長さのものであ
る。好ましい実施形態においては、非相同置換部分は発現レポーターを含み、好ましくは
lacZおよびポジティブ選択発現カセットを含み、好ましくは調節エレメントと機能的に連
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結されたネオマイシンホスホトランスフェラーゼ遺伝子を含む。
【０２４７】
　好ましくは前記第１および第２のGPR86遺伝子配列は、配列番号 1、配列番号2または配
列番号4、またはそのホモログ、変異体もしくは誘導体に由来する。
【０２４８】
　別の態様は、本明細書に記載の核酸構築物を組み入れた組換えベクターに関する。さら
に別の態様は、本明細書に記載の核酸構築物を宿主細胞に導入し、そのことにより前記核
酸構築物と前記宿主細胞の内因性GPR86遺伝子とを相同組換えさせ、内因性GPR86遺伝子を
機能破壊した前記宿主細胞に関する。宿主細胞はGPR86を正常に発現する、肝臓、脳、脾
臓もしくは心臓由来の哺乳動物細胞、または多能性細胞、例えばマウス胚性幹細胞であり
うる。前記核酸構築物が導入されかつ内因性GPR86遺伝子と相同組換えした胚性幹細胞を
さらに発達させると、前記胚性幹細胞の子孫であり従ってそのゲノムにGPR86遺伝子破壊
を保持する細胞を有するトランスジェニック非ヒト動物が得られる。その生殖細胞系列に
GPR86遺伝子破壊を保持する動物をその後選択および繁殖させて、全ての体細胞および生
殖細胞がGPR86遺伝子破壊された動物を得ることができる。こうしたマウスは次にGPR86遺
伝子破壊についてホモ接合性まで繁殖させることができる。
【０２４９】
抗体
　本発明の目的において「抗体」という用語には、特に断らない限り、限定するものでは
ないが、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、キメラ抗体、一本鎖抗体、Fabフラ
グメント、およびFab発現ライブラリーにより産生されるフラグメントが含まれる。こう
したフラグメントには、標的物質に対する結合活性を保持する全抗体のフラグメント、Fv
、F(ab')、およびF(ab')2フラグメント、ならびに、一本鎖抗体（scFv）、融合タンパク
質および抗体の抗原結合部位を含有する他の合成タンパク質が含まれる。抗体およびその
フラグメントはヒト化抗体(例えばEP-A-239400に記載のもの)であってもよい。さらに、
完全にヒトの可変領域（またはそのフラグメント）をもつ抗体(例えば米国特許第5,545,8
07号および第6,075,181号に記載のもの)も使用することができる。中和抗体、すなわち、
物質アミノ酸配列の生物学的活性を阻害する抗体は、診断および治療に特に好ましい。
【０２５０】
　抗体は、標準法によって、例えば、免疫法によりまたはファージディスプレイライブラ
リーの使用により産生することができる。
【０２５１】
　GPR86ポリペプチドまたはペプチドを用いて公知の技術により抗体を開発することがで
きる。かかる抗体はGPR86タンパク質またはホモログ、断片などに特異的に結合する能力
を有しうる。
【０２５２】
　もしポリクローナル抗体を望むのであれば、選択した哺乳動物（例えば、マウス、ウサ
ギ、ヤギ、ウマなど）を、GPR86ポリペプチドまたはペプチドを含む免疫原性組成物を用
いて免疫感作することができる。宿主の種に応じて、様々なアジュバントを用いて、免疫
応答を増加させることができる。かかるアジュバントには、限定されるものでないが、フ
ロイントのアジュバント、ミネラルゲル（例えば、水酸化アルミニウム）、および界面活
性剤、例えば、リゾレシチン、プルロニックポリオール、ポリアニオン、ペプチド、オイ
ルエマルジョン、キーホールリンペットヘモシアニン、ならびにジニトロフェノールが含
まれる。BCG（Bacilli Calmette-Guerin）およびコリネバクテリウム・パルバム（Coryne
bacterium parvum）は有用である可能性のあるヒトアジュバントであり、これらは精製さ
れた物質アミノ酸配列を全身防御を刺激する目的で免疫無防備状態の個体に投与する場合
に使用することができる。
【０２５３】
　免疫感作した動物から血清を公知の方法で採取し処理する。GPR86ポリペプチドから得
られうるエピトープに対するポリクローナル抗体を含有する血清が、他抗原に対する抗体
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を含有する場合には、ポリクローナル抗体をイムノアフィニティークロマトグラフィーに
より精製することができる。ポリクローナル抗血清を産生させかつ加工する技術は、当技
術分野で公知である。かかる抗体を作製することができるように、本発明者らはさらに、
動物またはヒトにおける免疫原として利用するためのGPR86アミノ酸配列、または他のア
ミノ酸配列にハプテン化されたその断片をも提供する。
【０２５４】
　GPR86ポリペプチドまたはペプチドから得られうるエピトープに対するモノクローナル
抗体も当業者により容易に作製されうる。ハイブリドーマによりモノクローナル抗体を作
る一般的方法は広く知られている。不死性の抗体産生細胞株は細胞融合により作製するこ
とができ、また、他の技術、例えば腫瘍形成性DNAによるＢリンパ球の直接形質転換、ま
たはエプスタイン－バーウイルスによるトランスフェクションにより作製することができ
る。オービットエピトープ（orbit epitope）に対して産生されたモノクローナル抗体の
パネルを、様々な特性（すなわち、イソ型およびエピトープ親和性）についてスクリーニ
ングしてもよい。
【０２５５】
　モノクローナル抗体は、連続培養細胞株による抗体分子の産生をもたらすいずれの技術
を使用して調製してもよい。これらの技術としては、限定されるものでないが、Koehler 
and Milstein（1975 Nature 256:495-497）に最初に記載されたハイブリドーマ技術、ト
リオーマ技術、ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術（Kosborら, (1983) Immunol Today 4:72
；Coteら, (1983) Proc Natl Acad Sci 80:2026-2030）、およびEBV－ハイブリドーマ技
術（Coleら, Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, pp.77-96, Alan R. Liss, In
c., 1985）が挙げられる。
【０２５６】
　さらに、「キメラ抗体」作製のために開発された技術である、適当な抗原特異性と生物
活性を有する分子を得るためのマウス抗体遺伝子のヒト抗体遺伝子へのスプライシングを
利用することができる（Morrisonら, (1984) Proc Natl Acad Sci 81:6851-6855；Neuber
gerら, (1984) Nature 312:604-608；Takedaら, (1985) Nature 314:452-454）。あるい
は、一本鎖抗体の作製について記載した技術（米国特許第4,946,779号）を応用して、物
質特異的な一本鎖抗体を作製することができる。
【０２５７】
　GPR86ポリペプチドまたはペプチドから得られうるエピトープに対する抗体（モノクロ
ーナルおよびポリクローナル共に）は、特に診断に有用であり、また、中和抗体は受動免
疫療法において有用である。特にモノクローナル抗体を使用して、抗イディオタイプ抗体
を誘発させることができる。抗イディオタイプ抗体とは、物質および／または薬剤（それ
に対する保護が望まれる）の「内部イメージ」を保持する免疫グロブリンである。抗イデ
ィオタイプ抗体を誘発させる技術は、当技術分野で公知である。これらの抗イディオタイ
プ抗体は治療にも有用でありうる。
【０２５８】
　抗体はまた、リンパ球集団でのin vivo産生を誘発させることにより、または組換え免
疫グロブリンライブラリーもしくは高特異的結合試薬のパネルをスクリーニングすること
により作製することもでき、これはOrlandiら（1989, Proc Natl Acad Sci 86: 3833-383
7）ならびにWinter GおよびMilstein C（1991, Nature 349:293-299）に開示される通り
である。
【０２５９】
　ポリペプチドまたはペプチドに対する特異的結合部位を含有する抗体フラグメントを作
製することもできる。例えば、かかるフラグメントには、限定するものでないが、抗体分
子のペプシン消化により生成可能なF(ab')2フラグメント、およびF(ab')2フラグメントの
ジスルフィド架橋結合の還元により作製することができるFabフラグメントが含まれる。
あるいは、所望の特異性を有するモノクローナルFabフラグメントの迅速かつ容易な同定
を可能にするようにFab発現ライブラリーを構築することもできる（Huse WDら, (1989) S
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cience 256:1275-1281）。
【０２６０】
　一本鎖抗体の作製技術（米国特許第4,946,778号）を応用して、GPR86ポリペプチドに対
する一本鎖抗体を作製することもできる。また、トランスジェニックマウスまたは他の生
物（他の哺乳動物を含む）を用いて、ヒト化抗体を発現させることもできる。
【０２６１】
　上述の抗体は、前記ポリペプチドを発現するクローンを単離もしくは同定するため、ま
たは前記ポリペプチドをアフィニティークロマトグラフィーを用いて精製するために利用
することができる。
【０２６２】
　GPR86ポリペプチドに対する抗体はまた、疼痛および炎症性疾患、例えば変形性関節症
、慢性関節リウマチ、喘息、過敏性腸症候群およびアレルギーの治療にも利用することが
できる。
【０２６３】
診断アッセイ
　本発明者らはさらに、診断試薬として診断にまたは遺伝分析に使用するための、GPR86
ポリヌクレオチドおよびポリペプチド（ならびにそれらのホモログ、変異体および誘導体
）の使用を記載する。GPR86核酸（ホモログ、変異体および誘導体を含む）と相補的なま
たはハイブリダイズすることができる核酸、ならびにGPR86ポリペプチドに対する抗体も
こうしたアッセイに有用である。
【０２６４】
　機能障害に関連したGPR86遺伝子の突然変異型の検出は、GPR86の過小発現、過剰発現ま
たは変更された発現の結果生じる疾患または該疾患への易罹患性の診断に追加することが
できる、またはかかる診断を規定することができる診断ツールを提供する。GPR86遺伝子
（対照配列を含む）に突然変異を保有する個体は、様々な技術によりDNAレベルで検出す
ることができる。
【０２６５】
　例えば、DNAを患者から単離し、GPR86のDNA多型パターンを決定することができる。同
定したパターンを、GPR86の過剰、過小または異常発現に関連する疾患に罹っていること
がわかっている対照の患者と比較する。すると、GPR86関連疾患に関連する遺伝的多型パ
ターンを示す患者を同定することができる。GPR86遺伝子の遺伝分析は、当技術分野で公
知のどの技術により実施してもよい。例えば、GPR86対立遺伝子のDNA配列を決定してRFLP
またはSNP解析などにより個体をスクリーニングしてもよい。患者がGPR86の過剰、過小ま
たは異常発現に関連する疾患に対する遺伝的素因を有することは、GPR86の遺伝子配列ま
たはその発現を制御するいずれかの配列中のDNA多型の存在を検出することにより同定す
ることができる。
【０２６６】
　次いでこのようにして同定した患者は、GPR86関連疾患の発症を予防するために、また
はさらに積極的にGPR86関連疾患の初期段階で、疾患のさらなる発症または進展を防止す
るために処置することができる。GPR86関連疾患には、ドーパミン関連疾患、例えばパー
キンソン病、心疾患、例えば上室性不整脈または心室性不整脈、低血圧、吐気、トゥレッ
ト症候群、ストレスおよび疼痛が含まれる。
【０２６７】
　本発明者らは、さらに、GPR86関連疾患に関連する患者の遺伝的多型パターンを同定す
るためのキットを開示する。該キットは、DNAサンプル採取手段および遺伝的多型パター
ン測定手段を含み、測定した多型パターンを次いで対照サンプルと比較してGPR86関連疾
患に対する患者の易罹患性を決定する。GPR86ポリペプチドおよび／またはかかるポリペ
プチドに対する抗体（またはそのフラグメント）を含んでなるGPR86関連疾患診断用キッ
トも提供する。
【０２６８】
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　診断用核酸は、被験者の細胞から、例えば血液、尿、唾液、組織生検または剖検材料か
ら得ることができる。好ましい実施形態では、患者の指穿刺により吸収紙上に血液を回収
して得られた血球からDNAを取得する。さらに好ましい実施形態では、AmpliCardTM（Univ
ersity of Sheffield, Department of Medicine and Pharmacology, Royal Hallamshire 
Hospital, Sheffield, England S10 2JF）で血液を採取する。
【０２６９】
　DNAは検出のために直接使用するか、または分析前にPCRまたは他の増幅技術を用いて酵
素で増幅することができる。対象の遺伝子内の特定の多型DNA領域を標的とするオリゴヌ
クレオチドDNAプライマーを調製して、PCR反応で標的配列の増幅が達成されるようにする
。RNAまたはcDNAを類似の様式で鋳型として用いてもよい。次いで、鋳型DNAから増幅され
たDNA配列を制限酵素により分析して増幅配列中に存在する遺伝的多型を決定し、それに
より患者の遺伝的多型プロファイルを得ることができる。制限断片の長さはゲル分析によ
り同定することができる。これとは別に、またはそれと一緒に、SNP（一塩基多型）分析
などの技術を使用してもよい。
【０２７０】
　欠失および挿入は、正常な遺伝子型と比較した増幅産物のサイズの変化により検出する
ことができる。点突然変異は、増幅DNAを標識GPR86ヌクレオチド配列とハイブリダイズさ
せることにより同定することができる。完全にマッチした配列は、RNアーゼ消化または融
解温度の差によりミスマッチの二本鎖と区別することができる。DNA配列の相違はまた、
変性剤を用いたまたは用いないゲル中のDNA断片の電気泳動移動度の変化により、または
直接的なDNA配列決定により検出することもできる。例えば、Myersら, Science (1985) 2
30:1242を参照のこと。特定の位置での配列の変化はまた、RNアーゼおよびS1プロテクシ
ョンなどのヌクレアーゼプロテクションアッセイにより、または化学的切断法により明ら
かにすることもできる。Cottonら, Proc Natl Acad Sci USA (1985) 85:4397-4401を参照
のこと。他の実施形態においては、GPR86ヌクレオチド配列またはその断片を含有するオ
リゴヌクレオチドプローブのアレイを構築して、例えば遺伝子突然変異の、効率的なスク
リーニングを実施することもできる。アレイ技法は周知であり、いろいろな応用性を有し
、これを利用して遺伝子発現、遺伝的連鎖、および遺伝的変異性を含む分子遺伝学の様々
な問題に取り組むことができる。(例えば、M. Cheeら, Science, Vol 274, pp 610-613 (
1996)を参照のこと）。
【０２７１】
　一本鎖コンフォメーション多型（SSCP）を利用して、突然変異型核酸と野生型核酸の間
の電気泳動移動度の相違を検出することができる（Oritaら, (1989) Proc Natl. Acad. S
ci USA: 86:2766、Cotton (1993) Mutat Res 285:125-144；およびHayashi (1992) Genet
 Anal Tech Appl 9:73-79も参照のこと）。サンプルおよび対照GPR86核酸の一本鎖DNA断
片は変性させて、再生させることができる。一本鎖核酸の二次構造は配列によって変化し
、その結果生じる電気泳動移動度の変化により１塩基の変化ですら検出が可能になる。DN
A断片を標識してもよいし、標識プローブを用いてDNA断片を検出してもよい。アッセイの
感度は、（DNAよりもむしろ）二次構造が配列の変化に影響されやすいRNAを使用すること
で増強することができる。好ましい実施形態においては、本方法はヘテロ二本鎖分析を利
用して、電気泳動移動度の変化に基づいて二本鎖形成したヘテロ二本鎖分子を分離する（
Keenら, (1991) Trends Genet 7:5）。
【０２７２】
　診断アッセイは、記載した方法によるGPR86遺伝子の突然変異の検出を介して、感染に
対する易罹患性を診断または判定する方法を提供する。
【０２７３】
　サンプル中のGPR86ポリペプチドおよび核酸の存在を検出することができる。従って、
上記の感染症および疾患は、被験者由来のサンプルからGPR86ポリペプチドまたはGPR86 m
RNAのレベルの異常な減少または増加を同定するステップを含む方法によって診断するこ
とができる。サンプルは、GPR86発現の増加、減少、さもなくば異常(発現レベルまたはパ
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ターンの空間的または時間的変化を含む)に関連する疾患に罹っているか罹っていると疑
われる生物由来の細胞または組織サンプルを含みうる。かかる疾患に罹っているか罹って
いると疑われる生物におけるGPR86の発現レベルまたはパターンは、疾患の診断手段とし
て、正常な生物における発現レベルまたはパターンと有効に比較することができる。
【０２７４】
　従って一般的に、本発明者らは、サンプル中のGPR86核酸を含有する核酸の存在を検出
する方法であって、該サンプルを、前記核酸に特異的な少なくとも1つの核酸プローブと
接触させること、および、該核酸の存在について前記サンプルをモニターすることによる
前記方法を開示する。例えば、核酸プローブをGPR86核酸またはその一部と特異的に結合
させて、二者間の結合を検出することができる；複合体そのものの存在を検出してもよい
。さらに、本発明者らは、GPR86ポリペプチドの存在を検出する方法であって、細胞サン
プルを該ポリペプチドに結合することができる抗体と接触させること、および該ポリペプ
チドの存在について前記サンプルをモニターすることによる前記方法を開示する。これは
、抗体とポリペプチドとで形成された複合体の存在をモニターすること、またはポリペプ
チドと抗体の間の結合をモニターすることにより、都合よく行うことができる。二者間の
結合を検出する方法は当技術分野で知られており、FRET（蛍光共鳴エネルギー移動）、表
面プラズモン共鳴などが挙げられる。
【０２７５】
　発現の減少または増加は、当技術分野で周知のいずれかのポリヌクレオチドの定量法（
例えば、PCR、RT-PCR、RNアーゼプロテクション、ノーザンブロット、および他のハイブ
リダイゼーション法）を用いて、RNAレベルで測定することができる。宿主由来のサンプ
ル中のタンパク質（例えばGPR86）のレベルを同定するために利用しうるアッセイ技術は
当業者に周知である。かかるアッセイ方法には、ラジオイムノアッセイ、競合結合アッセ
イ、ウェスタンブロット分析、およびELISAアッセイが含まれる。
【０２７６】
　本明細書はまた、疾患または疾患に対する易罹患性(感染症も含まれる)に対する診断キ
ットに関し、こうした疾患は例えばドーパミン関連疾患、例えばパーキンソン病、心疾患
、例えば上室性不整脈または心室性不整脈、低血圧、吐気、トゥレット症候群、ストレス
および疼痛などである。診断キットは、GPR86ポリヌクレオチドまたはその断片；相補的
ヌクレオチド配列；GPR86ポリペプチドまたはその断片、またはGPR86ポリペプチドに対す
る抗体を含んでなる。
【０２７７】
染色体アッセイ
　GPR86ヌクレオチド配列はまた、染色体同定にも有用である。該配列は、特定のヒト染
色体上の特定の位置に特異的に標的化されておりかつそれとハイブリダイズすることがで
きる。上述の様にヒトGPR86はホモ・サピエンス染色体3q24にマッピングされていること
が見出されている。
【０２７８】
　関連配列を染色体にマッピングすることはそれらの配列を遺伝子関連疾患と相関させる
のに重要な最初のステップである。一旦配列が正確な染色体位置にマッピングされたなら
、染色体上の該配列の物理的位置を遺伝的マッピングデータと相関させることができる。
そのようなデータは、例えばV. McKusick, Mendelian heritance in Man (available on 
line through Johns Hopkins University Welch Medical Library)に見出される。同じ染
色体領域にマッピングされた遺伝子と疾患の関係を次に連鎖解析(物理的に隣接する遺伝
子の共相続)により同定する。
【０２７９】
　罹患および非罹患個体の間のcDNAまたはゲノム配列の違いを決定することもできる。あ
る突然変異が罹患個体の一部または全てに観察され、しかし正常個体では観察されなけれ
ば、該突然変異はその疾患の原因因子である可能性が高い。
【０２８０】
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予防法および治療法
　本発明者らは、GPR86活性の過剰と不足の両方に関係する異常状態を治療する方法を提
供する。
【０２８１】
　もしGPR86の活性が過剰であれば、いくつかの手法が利用可能である。１つの方法は、
被験者に、本明細書に上述したインヒビター化合物（アンタゴニスト）を製薬上許容され
る担体と共に、リガンドとGPR86との結合を遮断するかまたは第２のシグナルを抑制する
ことにより活性化を阻止するのに有効な量で投与し、それにより前記異常状態を軽減する
ことを含む。
【０２８２】
　別の方法では、内因性GPR86との競合においてなおもリガンドと結合することができる
可溶性形態のGPR86ポリペプチドを投与してもよい。かかる競合物質の典型的な実施形態
は、GPR86ポリペプチドの断片を含む。
【０２８３】
　さらに別の方法では、内因性GPR86をコードする遺伝子の発現を、発現遮断技術を用い
て抑制してもよい。かかる公知の技術はアンチセンス配列の使用を含み、アンチセンス配
列は内部的に生成されるか、または別個に投与される。例えば、Oligodeoxynucleotides 
as Antisense Inhibitors of Gene Expression, CRC Press, Boca Raton, Fla, 1988の中
のO'Connor, J Neurochem (1991) 56:560を参照のこと。あるいは、遺伝子と共に三重ら
せんを形成するオリゴヌクレオチドを供給してもよい。例えば、Leeら, Nucleic Acids R
es (1979) 6:3073；Cooneyら, Science (1988) 241:456；Dervanら, Science (1991) 251
:1360を参照のこと。これらのオリゴマーは、それ自体を投与してもよく、または関連オ
リゴマーをin vivoで発現させてもよい。
【０２８４】
　GPR86およびその活性の過小発現に関連する異常状態を治療するためには、いくつかの
方法が利用可能である。１つの方法は、被験者に、GPR86を活性化する化合物（すなわち
、上記アゴニスト）の治療上有効な量を、製薬上許容される担体と組み合わせて投与し、
それにより異常状態を軽減することを含む。あるいは、遺伝子治療を利用して、被験者の
関連細胞によるGPR86の内因的産生を促してもよい。例えば、GPR86ポリヌクレオチドを、
上記のように、複製欠損レトロウイルスベクターで発現するように操作することができる
。次いで、レトロウイルス発現構築物を単離し、GPR86ポリペプチドをコードするRNAを含
有するレトロウイルスプラスミドベクターで形質導入したパッケージング細胞内に導入し
て、該パッケージング細胞が、以後、目的遺伝子を含有する感染性ウイルス粒子を生産す
るようにする。このプロデューサー（ウイルス産生）細胞は、細胞をin vivo操作するた
め、およびポリペプチドをin vivo発現させるために、被験者に投与することができる。
遺伝子治療の概説については、Human Molecular Genetics, T Strachan and A P Read, B
IOS Scientific Publishers Ltd (1996)の第20章, Gene Therapy and other Molecular G
enetic-based Therapeutic Approaches（およびその引用文献）を参照のこと。
【０２８５】
製剤化および投与
　ペプチド（例えば、可溶性形態のGPR86ポリペプチド、アゴニストおよびアンタゴニス
トペプチド）または小分子は、好適な製薬上の担体と組み合わせて製剤化することができ
る。かかる製剤は、治療上有効な量のポリペプチドまたは化合物および製薬上許容される
担体または賦形剤を含んでなる。かかる担体には、限定するものでないが、生理食塩水、
緩衝化生理食塩水、ブドウ糖、水、グリセロール、エタノール、およびそれらの組み合わ
せが含まれる。製剤は投与様式に適合すべきであり、これは当業者に周知である。本明細
書はまた、さらに、上記の組成物の１以上の成分を充填した１以上の容器を含んでなる医
薬用パックおよびキットに関する。
【０２８６】
　GPR86ポリペプチドおよび他の化合物は、単独でまたは治療用化合物のような他の化合
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物と併用して、使用することができる。
【０２８７】
　医薬組成物の全身投与の好ましい様式としては、注射、典型的には静脈内注射が挙げら
れる。皮下、筋肉内、または腹腔内など他の注射経路を利用してもよい。全身投与に代わ
る手段としては、経粘膜および経皮投与が挙げられ、これらには胆汁酸塩もしくはフシジ
ン酸などの浸透剤または他の界面活性剤を用いる。さらに、腸溶性製剤またはカプセル化
製剤として適切に製剤化されるのであれば、経口投与も可能である。これらの化合物を、
軟膏、ペースト、ジェルなどの形態で外用投与および／または局所投与してもよい。
【０２８８】
　必要な投与量の範囲は、ペプチドの選択、投与経路、製剤の性質、患者の症状の性質、
および主治医の判断に依存する。しかしながら、好適な投与量は、0.1～100μg/kg(被験
者の体重)の範囲である。しかし、利用可能な化合物の多様性および様々な投与経路の効
率の違いを考えると、必要な投与量は大きく変化すると予想される。例えば、経口投与は
、静脈内注射による投与より多い投与量を必要とすると予想される。これらの投与量レベ
ルの変動は、最適化のための標準的な経験則を用いて調節することができ、これは当技術
分野で十分に理解されている通りである。
【０２８９】
　治療に使用するポリペプチドはまた、上記の通り、しばしば「遺伝子治療」と呼ばれる
治療様式で、被験者内に内因的に生成させることもできる。従って、例えば、被験者由来
の細胞を、DNAまたはRNAなどのポリヌクレオチドを用いて、および例えばレトロウイルス
プラスミドベクターを用いて、ex vivoで、ポリペプチドをコードするように操作するこ
とができる。次いで細胞を被験者に導入する。
【０２９０】
医薬組成物
　本発明者らはまた、投与するための治療上有効な量のGPR86ポリペプチド、ポリヌクレ
オチド、ペプチドベクターまたは抗体(本明細書に記載)、および、場合により、製薬上許
容される担体、希釈剤もしくは賦形剤（それらの組み合わせを含む）を含んでなる医薬組
成物を提供する。
【０２９１】
　医薬組成物はヒトおよび動物用の医薬としてヒトまたは動物に使用することができ、典
型的には１以上の製薬上許容される希釈剤、担体、または賦形剤を含む。治療用途の許容
される担体または希釈剤は製薬業界で周知であり、例えば、Remington's Pharmaceutical
 Sciences, Mack Publishing Co.(A.R. Gennaro編, 1985)に記載されている。製薬上の担
体、賦形剤、または希釈剤の選択は、意図する投与経路および標準的な製薬実務を考慮し
て選択することができる。医薬組成物は、担体、賦形剤、もしくは希釈剤として、または
それに加えて、任意の好適な結合剤、滑沢剤、懸濁化剤、コーティング剤、可溶化剤を含
有することができる。
【０２９２】
　保存料、安定剤、色素およびさらに香料を医薬組成物に加えてもよい。保存料の例とし
ては、安息香酸ナトリウム、ソルビン酸、およびp-ヒドロキシ安息香酸のエステルが挙げ
られる。抗酸化剤および懸濁化剤も使用可能である。
【０２９３】
　異なる送達系ごとに異なる組成／製剤化の要件が存在しうる。例として、本明細書に記
載の医薬組成物は、ミニポンプを使用してまたは粘膜経路により、例えば、吸入用のエー
ロゾルもしくは鼻腔スプレー、または経口摂取用溶液として、あるいは非経口的に（この
場合組成物は注射可能な形態に製剤化される）、例えば、静脈内、筋肉内、もしくは皮下
経路により、送達されるように製剤化することができる。あるいは、製剤を両方の経路か
ら送達されるように設計することもできる。
【０２９４】
　胃腸粘膜を介する粘膜経路で薬剤を送達する場合は、それが胃腸管を通過している間、
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安定状態を維持する必要がある；例えば、薬剤はタンパク質分解に抵抗し、酸性pHで安定
であり、かつ胆汁の界面活性効果に抵抗性であるべきである。
【０２９５】
　適当であれば、医薬組成物は、吸入により、座剤もしくはペッサリーの形態で、ローシ
ョン、溶液、クリーム、軟膏、またはダスティングパウダーの形態で局所的に、皮膚パッ
チの使用により、デンプンもしくはラクトースなどの賦形剤を含む錠剤の形態で経口的に
、または、単独もしくは賦形剤との混合物としてカプセルもしくは卵状容器（ovule）内
に、または香料もしくは着色料を含有するエリキシル、溶液もしくは懸濁液の形態で投与
するか、または、これらを非経口的に（例えば、静脈内、筋肉内、または皮下に）注射す
ることができる。非経口投与用については、組成物を、他物質（例えば、溶液を血液と等
張にするのに十分な塩または単糖類）を含有してもよい無菌水溶液の形態で使用するのが
最良であろう。バッカルまたは舌下投与については、組成物を、通常の方法で製剤化する
ことができる錠剤またはロゼンジの形態で投与してもよい。
【０２９６】
ワクチン
　別の実施形態は、哺乳動物における免疫応答を誘発させる方法であって、該哺乳動物に
、抗体を産生させかつ／またはT細胞免疫応答を生じて前記動物をGPR86関連疾患から保護
するのに十分なGPR86ポリペプチドまたはその断片を接種することを含む前記方法に関す
る。
【０２９７】
　さらに別の実施形態は、哺乳動物における免疫応答を誘発させる方法であって、前記動
物を疾患から保護するために免疫応答を誘発して抗体を産生させることを目的として、in
 vivoでGPR86ポリヌクレオチドを発現させるベクターを介してGPR86ポリペプチドを送達
することを含む前記方法に関する。
【０２９８】
　さらなる実施形態は、免疫学的／ワクチン製剤(組成物)であって、哺乳動物宿主に導入
したときに、その哺乳動物においてGPR86ポリペプチドに対する免疫応答を誘発する前記
製剤(該組成物はGPR86ポリペプチドまたはGPR86遺伝子を含有する）に関する。ワクチン
製剤はさらに適当な担体を含んでもよい。
【０２９９】
　GPR86ポリペプチドは胃で分解されうることから、好ましくは非経口投与(皮下、筋内、
静脈内、皮内などからの注射)される。非経口投与に適した製剤としては、水性および非
水性滅菌注入溶液(抗酸化剤、バッファー、静菌剤および製剤を受容者の血液と等張にす
る溶質を含んでもよい)；ならびに水性および非水性滅菌懸濁液(懸濁剤または増粘剤を含
んでもよい)が挙げられる。製剤は、単位用量または複数回用量容器(例えば密封アンプル
および密封バイアル)として提供してもよく、使用の直前に無菌性液体担体の添加のみが
必要なフリーズドライ（凍結乾燥）状態で貯蔵することができる。ワクチン製剤はまた、
製剤の免疫原性を増強するアジュバント系、例えば水中油系および他の当技術分野で既知
の系を含んでもよい。用量はワクチンの比活性に依存し、ルーチンな実験により容易に求
めることができる。
【０３００】
　ワクチンは１種以上のGPR86ポリペプチドまたはペプチドから調製することができる。
【０３０１】
　活性成分として免疫原性ポリペプチドまたはペプチドを含有するワクチンの調製は当業
者に知られている。典型的には、かかるワクチンは注入可能物として、液体溶液もしくは
液体懸濁液として調製する；注入前に溶液にする、または懸濁液にするのに適当な固体形
態で調製してもよい。調製物はまた、乳化してもよく、またはタンパク質をリポソーム内
にカプセル化してもよい。活性免疫原性成分は多くの場合、製薬上許容されかつ前記活性
成分と適合可能な賦形剤と混合する。適当な賦形剤は、例えば、水、生理食塩水、ブドウ
糖、グリセロール、エタノールなどおよびこれらの組み合わせである。
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【０３０２】
　さらに、所望であればワクチンは、微量の補助剤、例えば湿潤剤または乳化剤、pH緩衝
剤、および／または該ワクチンの有効性を増強するアジュバントを含んでもよい。有効な
可能性のあるアジュバントとしては、限定するものではないが、次のものが挙げられる：
水酸化アルミニウム、N-アセチル-ムラミル-L-トレオニル-D-イソグルタミン (thr-MDP)
、N-アセチル-ノル-ムラミル-L-アラニル-D-イソグルタミン(CGP 11637、nor-MDPと呼ば
れる)、N-アセチルムラミル-L-アラニル-D-イソグルタミニル-L-アラニン-2-(1’-2’-ジ
パルミトイル-sn-グリセロ-3-ヒドロキシホスホリルオキシ)-エチルアミン(CGP 19835A、
MTP-PEと呼ばれる)、およびRIBI(細菌から抽出された３つの成分である、モノホスホリル
脂質A、トレハロースジマイコレート(trehalose dimycolate)および細胞壁骨格(MPL+TDM+
CWS)を2％スクアレン／Tween 80 エマルジョン中に含有する)。
【０３０３】
　アジュバントおよび他の物質のさらなる例としては、水酸化アルミニウム、リン酸アル
ミニウム、アルミニウムリン酸、硫酸アルミニウムカリウム(ミョウバン)、硫酸ベリリウ
ム、シリカ、カオリン、炭素、油中水エマルジョン、水中油エマルジョン、ムラミルジペ
プチド、細菌性内毒素、脂質X、コリネバクテリウム・パルバム(Corynebacterium parvum
 (プロピオニバクテリウム・アクネス(Propionobacterium acnes))、百日咳菌(Bordetell
a pertussis)、ポリリボヌクレオチド、アルギン酸ナトリウム、ラノリン、リゾレシチン
、ビタミンA、サポニン、リポソーム、レバミゾール(levamisole)、DEAE-デキストラン、
ブロック共重合体または他の合成アジュバントが挙げられる。こうしたアジュバントは様
々な供給源から市販されており、例としてはMerck Adjuvant 65 (Merck and Company, In
c., Rahway, N.J.)またはフロイント不完全アジュバントおよび完全アジュバント(Difco 
Laboratories, Detroit, Michigan)がある。
【０３０４】
　典型的には、Amphigen (水中油)、Alhydrogel (水酸化アルミニウム)、またはAmphigen
とAlhydrogelの混合物のようなアジュバントを使用する。水酸化アルミニウムのみがヒト
への使用を認められている。
【０３０５】
　免疫源とアジュバントの比は、両方が有効量で存在する限り、広範に変化させることが
できる。例えば、水酸化アルミニウムは、ワクチン混合物の約0.5％(Al2O3に基づき)の量
で存在してもよい。都合良く、ワクチンは、0.2～200μg/ml、好ましくは5～50μg/ml、
最も好ましくは15μg/mlの範囲の最終濃度の免疫源を含有するように製剤化される。
【０３０６】
　製剤化の後、ワクチンを滅菌容器に組み入れ、次に該容器を密封し低温(例えば4℃)で
貯蔵するか、または凍結乾燥することができる。凍結乾燥は、安定状態での長期保存を可
能にする。
【０３０７】
　ワクチンは慣用の方法で、非経口的に、注射により(例えば皮下または筋内に)投与する
ことができる。他の投与様式に好適なさらなる製剤には、坐剤、およびいくつかの事例で
は、経口製剤、が含まれる。坐剤用の慣用の結合剤および担体は、例えばポリアルキレン
グリコールまたはトリグリセリドを含んでもよく；かかる坐剤は、0.5％～10％、好まし
くは1％～2％の範囲の活性成分を含む混合物から形成することができる。経口製剤は、か
かる通常使用される賦形剤、例えば医薬品グレードのマンニトール、ラクトース、デンプ
ン、ステアリン酸マグネシウム、サッカリンナトリウム、セルロース、炭酸マグネシウム
などを含む。これらの組成物は、溶液、懸濁物、錠剤、丸薬、カプセル、徐放製剤または
散剤の形態であり、10％～95％、好ましくは25％～70％の活性成分を含む。ワクチン組成
物を凍結乾燥する場合、凍結乾燥物を投与前に、例えば懸濁液として、用時調製すること
ができる。用時調製はバッファー中で行うことが好ましい。
【０３０８】
　患者への経口投与用のカプセル、錠剤および丸薬を、腸溶コーティングを伴うように調
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製することもでき、腸溶コーティングは例えばEudragit「S」、Eudragit「L」、セルロー
スアセテート、セルロースアセテートフタレートまたはヒドロキシプロピルメチルセルロ
ースを含む。
【０３０９】
　GPR86ポリペプチドは、中性または塩の形態でワクチン中に製剤化することができる。
製薬上許容される塩としては、酸付加塩(ペプチドの自由なアミノ基と塩形成)および無機
酸(例えば塩酸またはリン酸)または有機酸(例えば酢酸、シュウ酸、酒石酸およびマレイ
ン酸)と形成される塩が挙げられる。自由なカルボキシル基と形成される塩もまた、無機
塩基(例えばナトリウム、カリウム、アンモニウム、カルシウムまたは第二鉄の水酸化物)
および有機塩基(例えばイソプロピルアミン、トリメチルアミン、2-エチルアミノエタノ
ール、ヒスチジンおよびプロカイン)から誘導可能である。
【０３１０】
投与
　典型的には、医師は、個々の被験者に最も適切な実投与量を決定するが、これはその特
定の患者の年齢、体重および応答によって変化しうる。以下の投与量は、平均的な事例の
例示である。勿論、より高いまたはより低い投与量範囲が有利である場合もありうる。
【０３１１】
　本明細書に記載の医薬組成物およびワクチン組成物は、直接注射により投与することが
できる。組成物を、非経口、粘膜、筋肉内、静脈内、皮下、眼内、または経皮投与用に製
剤化してもよい。典型的には、それぞれのタンパク質を、0.01～30mg/kg体重、好ましく
は0.1～10mg/kg体重、より好ましくは0.1～1mg/kg体重の用量で投与することができる。
【０３１２】
　「投与される」という用語は、ウイルスまたは非ウイルス技術による送達も含む。ウイ
ルス送達機構としては、限定するものでないが、アデノウイルスベクター、アデノ随伴ウ
イルス（AAV）ベクター、ヘルペスウイルスベクター、レトロウイルスベクター、レンチ
ウイルスベクター、およびバキュロウイルスベクターが挙げられる。非ウイルス送達機構
には、脂質媒介トランスフェクション、リポソーム、イムノリポソーム、リポフェクチン
、カチオン性表面両親媒性物質（CFA）、およびこれらの組み合わせが含まれる。かかる
送達機構の経路としては、限定するものでないが、粘膜、鼻腔内、経口、非経口、胃腸、
局所、または舌下経路が挙げられる。
【０３１３】
　「投与される」という用語は、限定するものでないが、粘膜経路による送達(例えば吸
入用のエーロゾルもしくは鼻腔用スプレーまたは経口摂取用溶液として)；送達が注射様
式でなされる非経口経路(例えば静脈内、筋肉内、または皮下経路など）による送達を含
む。
【０３１４】
　「共投与される」という用語は、例えば、GPR86ポリペプチドおよびアジュバントなど
の追加物質のそれぞれの投与部位および投与時間が、免疫系の必要とされるモジュレーシ
ョンを達成するようなものである、ことを意味する。従って、ポリペプチドおよびアジュ
バントを同時にかつ同一部位に投与することができる一方で、ポリペプチドをアジュバン
トとは異なる時間および異なる部位に投与することが好都合なこともありうる。ポリペプ
チドとアジュバントを同じ送達ビヒクルで送達することさえ可能であり、また、ポリペプ
チドおよび抗原を結合させてもさせなくてもよいし、および／または、遺伝的に結合させ
てもさせなくてもよい。
【０３１５】
　GPR86ポリペプチド、ポリヌクレオチド、ペプチド、ヌクレオチド、またはその抗体、
および場合によってはアジュバントを、宿主被験者に１回用量または複数回用量で、別個
に投与してもよいし、共投与してもよい。
【０３１６】
　本明細書に記載のワクチン組成物および医薬組成物は、注射（非経口、皮下、および筋
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肉内注射を含む）、鼻腔内、粘膜、経口、膣内、尿道、または眼内投与など、多数の異な
る経路により投与することができる。
【０３１７】
　本明細書に記載のワクチンおよび医薬組成物は慣用の方法で、非経口的に、注射により
(例えば皮下または筋内に)投与することができる。他の投与形態に好適なさらなる製剤に
は、坐剤、およびいくつかの事例では、経口製剤、が含まれる。坐剤用の慣用の結合剤お
よび担体は、例えばポリアルキレングリコールまたはトリグリセリドを含んでもよく；か
かる坐剤は、0.5％～10％、または1％～2％の範囲の活性成分を含む混合物から形成する
ことができる。経口製剤は、かかる通常使用される賦形剤、例えば医薬品グレードのマン
ニトール、ラクトース、デンプン、ステアリン酸マグネシウム、サッカリンナトリウム、
セルロース、炭酸マグネシウムなどを含む。これらの組成物は、溶液、懸濁物、錠剤、丸
薬、カプセル、徐放製剤または散剤の形態であり、10％～95％、好ましくは25％～70％の
活性成分を含む。ワクチン組成物を凍結乾燥する場合、凍結乾燥物を投与前に、例えば懸
濁液として、用時調製することができる。用時調製はバッファー中で行うことが好ましい
。
【０３１８】
さらなる態様
　本発明のさらなる態様および実施形態を以下に番号付けした段落に記載する；本発明は
これらの態様を包含すると理解されたい。
【０３１９】
　段落１　配列番号3または配列番号5に記載のアミノ酸配列を含むGPR86ポリペプチド、
またはそのホモログ、変異体もしくは誘導体。
【０３２０】
　段落2　段落1に記載のポリペプチドをコードする核酸。
【０３２１】
　段落3　配列番号1、配列番号2または配列番号4に記載の核酸配列、またはそのホモログ
、変異体もしくは誘導体を含む段落2に記載の核酸。
【０３２２】
　段落4　段落1に記載のポリペプチドの断片を含むポリペプチド。
【０３２３】
　段落5　配列番号3と配列番号5で相同な１以上の領域を含むか、または配列番号3と配列
番号5で非相同な１以上の領域を含む段落3に記載のポリペプチド。
【０３２４】
　段落6　段落4または5に記載のポリペプチドをコードする核酸。
【０３２５】
　段落7　段落2、3、または6のいずれか１段落に記載の核酸を含むベクター。
【０３２６】
　段落8　段落2、3、または6のいずれか１段落に記載の核酸、あるいは段落7に記載のベ
クターを含有する宿主細胞。
【０３２７】
　段落9　段落2、3、または6のいずれか１段落に記載の核酸、あるいは段落7に記載のベ
クターを含有するトランスジェニック非ヒト動物。
【０３２８】
　段落10　マウスである、段落9に記載のトランスジェニック非ヒト動物。
【０３２９】
　段落11　Gタンパク質共役型受容体と特異的に相互作用することのできる化合物の同定
方法における、段落1、4または5のいずれか１段落に記載のポリペプチドの使用。
【０３３０】
　段落12　Gタンパク質共役型受容体と特異的に相互作用することのできる化合物の同定
方法における、段落9または10に記載のトランスジェニック非ヒト動物の使用。
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【０３３１】
　段落　細胞内のサイクリックAMPの内因性レベルを増加させることのできる化合物の同
定方法であって、GPR86発現細胞を候補化合物と接触させること、および前記接触の結果
、該細胞におけるサイクリックAMP(cAMP)のレベルが増加するか否かを決定することを含
む、前記方法。
【０３３２】
　段落14　細胞内のサイクリックAMPの内因性レベルを低下させることのできる化合物の
同定方法であって、GPR86発現細胞を候補化合物と接触させること、および前記接触の結
果、該細胞におけるサイクリックAMP(cAMP)のレベルが低下するか否かを決定することを
含む、前記方法。
【０３３３】
　段落15　GPR86ポリペプチドに結合することのできる化合物の同定方法であって、GPR86
ポリペプチドを候補化合物と接触させること、および該候補化合物がGPR86ポリペプチド
に結合するか否かを決定することを含む前記方法。
【０３３４】
　段落16　段落11～15のいずれか１段落に記載の方法により同定された化合物。
【０３３５】
　段落17　段落1、4または5に記載のポリペプチドに特異的に結合することのできる化合
物。
【０３３６】
　段落18　段落1、4もしくは5に記載のポリペプチドまたはその一部、あるいは段落2、3
もしくは6に記載の核酸の、抗体の製造方法における使用。
【０３３７】
　段落19　段落1、4もしくは5に記載のポリペプチドまたはその一部、あるいは段落2、3
もしくは6に記載のヌクレオチドによりコードされるポリペプチドまたはその一部に特異
的に結合することのできる抗体。
【０３３８】
　段落20　製薬上許容される担体または希釈剤と共に次の１以上を含む医薬組成物：段落
1、4もしくは5に記載のポリペプチドまたはその一部；段落2、3もしくは6に記載の核酸ま
たはその一部；段落7に記載のベクター；段落8に記載の細胞；段落16または17に記載の化
合物；および段落19に記載の抗体。
【０３３９】
　段落21　次の１以上を含むワクチン組成物：段落1、4もしくは5に記載のポリペプチド
またはその一部；段落2、3もしくは6に記載の核酸またはその一部；段落7に記載のベクタ
ー；段落8に記載の細胞；段落16または17に記載の化合物；および段落19に記載の抗体。
【０３４０】
　段落22　次の１以上を含む疾患または疾患に対する易罹患性を診断するキット：段落1
、4もしくは5に記載のポリペプチドまたはその一部；段落2、3もしくは6に記載の核酸ま
たはその一部；段落7に記載のベクター；段落8に記載の細胞；段落16または17に記載の化
合物；および段落19に記載の抗体。
【０３４１】
　段落23　患者にGPR86のアンタゴニストを投与することを含む、GPR86活性の増強に関連
する疾患を罹患している患者の治療方法。
【０３４２】
　段落24　患者にGPR86のアゴニストを投与することを含む、GPR86活性の低下に関連する
疾患を罹患している患者の治療方法。
【０３４３】
　段落25　GPR86が、配列番号3または配列番号5に記載の配列を有するポリペプチドを含
む、段落23または24に記載の方法。
【０３４４】
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　段落26　患者における疾患の治療法および／または予防法であって、該患者に次の１以
上を投与するステップを含む前記方法：段落1、4もしくは5に記載のポリペプチドまたは
その一部；段落2、3もしくは6に記載の核酸またはその一部；段落7に記載のベクター；段
落8に記載の細胞；段落16または17に記載の化合物；段落19に記載の抗体；段落20に記載
の医薬組成物；および段落20に記載のワクチン。
【０３４５】
　段落27　疾患の治療法または予防法に使用するための薬剤であって、段落1、4もしくは
5に記載のポリペプチドまたはその一部；段落2、3もしくは6に記載の核酸またはその一部
；段落7に記載のベクター；段落8に記載の細胞；段落16または17に記載の化合物；および
／または段落19に記載の抗体を含む前記薬剤。
【０３４６】
　段落28　疾患の治療または予防のための医薬組成物の製造における、段落1、4もしくは
5に記載のポリペプチドまたはその一部；段落2、3もしくは6に記載の核酸またはその一部
；段落7に記載のベクター；段落8に記載の細胞；段落16または17に記載の化合物；および
段落19に記載の抗体の使用。
【０３４７】
　段落29　改変されたGPR86遺伝子を有することを特徴とする、非ヒトトランスジェニッ
ク動物。
【０３４８】
　段落30　前記改変が：GPR86の欠失、結果的に機能喪失されるGPR86の突然変異、標的突
然変異またはランダム突然変異のあるヌクレオチド配列を有する外来遺伝子のGPR86への
導入、別の種に由来する外来遺伝子のGPR86への導入、およびこれらの任意の組み合わせ
からなる群より選択される段落29に記載の非ヒトトランスジェニック動物。
【０３４９】
　段落31　機能破壊された内因性GPR86遺伝子を有する非ヒトトランスジェニック動物で
あって、異種GPR86タンパク質をコードするトランスジーンをそのゲノムに有しかつ発現
する前記トランスジェニック動物。
【０３５０】
　段落32　宿主細胞中のGPR86遺伝子を機能破壊するための核酸構築物であって：(a)非相
同置換部分；(b)非相同置換部分の上流に位置する第１相同領域であって、第１のGPR86遺
伝子配列と実質的に同一のヌクレオチド配列を有する前記第１相同領域；および(c)非相
同置換部分の下流に位置し、第２のGPR86遺伝子配列と実質的に同一のヌクレオチド配列
を有する第２相同領域（ただし、第２のGPR86遺伝子配列は天然の内因性GPR86遺伝子中で
前記第１のGPR86遺伝子配列より下流の位置にある）を含んでなる前記核酸構築物。
【０３５１】
　段落33　段落8に記載の宿主細胞を、GPR86ポリペプチドをコードする核酸が発現される
条件下で培養することを含む、GPR86ポリペプチドの製造方法。
【０３５２】
　段落34　サンプル中の段落2、3または6に記載の核酸の存在を検出する方法であって、
前記サンプルを、前記核酸に特異的な少なくとも１つの核酸プローブと接触させること、
および前記核酸の存在について前記サンプルをモニターすることを含む、前記方法。
【０３５３】
　段落35　サンプル中の段落1、4または5に記載のポリペプチドの存在を検出する方法で
あって、サンプルを段落19に記載の抗体と接触させること、および前記ポリペプチドの存
在について前記サンプルをモニターすることを含む、前記方法。
【０３５４】
　段落36　 GPR86の増加、減少またはさもなくば異常発現により引き起こされるまたはそ
れらに関連する疾患または症候群の診断方法であって：(a) かかる疾患に罹患しているか
または罹患していると疑われる動物中のGPR86の発現レベルまたは発現パターンを検出す
るステップ；および(b) 該発現レベルまたは発現パターンを正常動物のそれと比較するス



(55) JP 2008-504044 A 2008.2.14

10

20

30

40

50

テップを含む前記方法。
【０３５５】
　段落37　段落22に記載のキット、段落23～26のいずれか１段落に記載の方法、段落27に
記載の薬剤、段落28に記載の使用、または段落36に記載の方法であって、前記疾患が炎症
性疾患、好ましくは以下の群より選択される疾患に関連する、前記キット、方法、薬剤、
または使用：炎症性疾患(例えば慢性関節リウマチ、多発性硬化症、ギラン・バレー症候
群、クローン病、潰瘍性大腸炎、乾癬、移植片対宿主拒絶反応、全身性エリテマトーデス
またはインスリン依存性糖尿病)、自己免疫疾患(例えば毒素性ショック症候群、変形性関
節症、糖尿病または炎症性腸疾患)、急性疼痛、慢性疼痛、神経因性疼痛、接触皮膚炎、
アテローム動脈硬化症、糸球体腎炎、再灌流障害、骨吸収障害、喘息、卒中、心筋梗塞、
熱傷、成人呼吸窮迫症候群(ARDS)、外傷に続発する多器官障害、急性炎症性成分を伴う皮
膚病、急性化膿性髄膜炎、壊死性腸炎、血液透析に付随する症候群、敗血症ショック、白
血球搬出法、顆粒球輸血、煙吸入により引き起こされる肺の急性または慢性炎症、子宮内
膜症、ベーチェット病、ブドウ膜炎、強直性脊椎炎、膵炎、癌、ライム病、経皮経管冠状
動脈形成に続く再狭窄、アルツハイマー病、外傷性関節炎、敗血症、慢性閉塞性肺疾患、
うっ血性心不全、骨粗鬆症、悪液質、パーキンソン病、歯周病、痛風、アレルギー疾患、
加齢性黄班変性症、感染および膿胞性線維症。
【実施例】
【０３５６】
実施例１　トランスジェニックGPR86ノックアウトマウス：GPR86遺伝子標的ベクターの構
築
　GPR86遺伝子を含有するPACを、そのコード配列の一部から誘導した放射能標識プローブ
を用いてPACライブラリーから同定した。8.0kbのゲノムコンティグを、GeneWalker (Clon
tech)に類似するインハウス(in-house)の制限部位アンカーPCR法を用いてアセンブルした
。さらなる生物情報工学的(bio-informatic)研究から、コンティグサイズを300kbまで広
げた。このコンティグは、ターゲティングベクターへとクローニングする相同アームの設
計を可能にするのに十分なフランキング配列情報を提供した。
【０３５７】
　マウスGPR86遺伝子は１つのコードエキソンを有する。ターゲティング戦略は、コード
配列の大部分(膜貫通ドメイン全体も含め)を欠失させるように設計した。欠失させる領域
の両側の3.9kb 5’ 相同アームおよび1.2kb 3’相同アームをPCRで増幅し、断片をターゲ
ティングベクターにクローニングする。アームを増幅するのに用いた各オリゴヌクレオチ
ドプライマーの5’末端は、レアカッティング制限酵素用の別の制限部位(ベクターポリリ
ンカーのクローニングサイトと両立しかつアーム自体には存在しない部位)を含有するよ
うに合成する。GPR86の場合、プライマーは下のプライマーの表に示すように設計し、こ
のとき5’アームクローニングサイトはSal/Notでありかつ3’アームクローニングサイト
はAsc/Mfeである(使用したターゲティングベクターの構造を、関連する制限部位も含め、
図２に示す)。
【０３５８】
　(5’armF/5’armR)および(3’armF/3’armR)というアームプライマーの対の他に、GPR8
6遺伝子座に特異的なさらなるプライマーを次の目的のために設計した：単離された推定
上の標的クローン中の標的遺伝子座のサザン分析を可能にするための、各アームの外側に
ありかつ各アームを超えて延長された非反復型ゲノムDNAの２つの短い150-300bp断片を増
幅するための5’および3’プローブプライマー対(5’prF/5’prRおよび3’prF/3’prR)；
ベクター特異的プライマー(この場合Asc350)を用いた多重PCRに使用したときに、野生型
、ヘテロ接合型、およびホモ接合型マウスの区別を可能にするマウス遺伝子型判定プライ
マー対(hetFおよびhetR)；そして最後に、3'アーム領域の末端の下流にアニーリングし、
かつベクター(TK5IBLMNL)の3'末端特異的プライマー(この場合Asc236)と対にしたときに
標的事象特異的1.25kb増幅産物(amplimer)を生じる標的スクリーニングプライマー(3'scr
)。この増幅産物は所望のゲノム改変が生じた細胞からの鋳型DNAのみから誘導可能であり
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、また、ランダムに組み込まれたベクターのコピーを含有するクローンのバックグラウン
ドから正しくターゲティングされた細胞の同定を可能にする。これらのプライマーの位置
とターゲティング戦略に使用したGPR86遺伝子座の領域のゲノム構造を配列番号21に示す
。
【表１】

【０３５９】
　相同アームの位置はGPR86遺伝子を機能破壊するように選択する。欠失するGPR86領域を
、該GPR86遺伝子と同じ方向に配置されたプロモーターと機能的に連結された(promoted)
ネオマイシンホスホトランスフェラーゼ(neo)遺伝子から構成される選択カセットおよび
その上流の内因性遺伝子発現レポーター(フレーム非依存性lacZ遺伝子)から構成される非
相同配列で置き換えたターゲティングベクターを用意する。
【０３６０】
　一旦5’および3’相同アームをターゲティングベクターTK5IBLMNL(図２参照)にクロー
ニングしたら、標準分子生物学技術を用いて多量の高純度DNA調製物を調製する。20 μg
の新しく調製した内毒素不含DNAを別のレアカッティング制限酵素SwaIで制限するが、切
断はベクター骨格のアンピシリン耐性遺伝子と細菌性複製起点の間のユニークな部位に生
じる。線状化DNAを次に沈降させ、100 μlのリン酸緩衝生理食塩水に再懸濁し、エレクト
ロポレーションに備える。
【０３６１】
　エレクトロポレーションの24時間後にトランスフェクション細胞を200μg/mネオマイシ
ン含有培地で9日間培養する。クローンを選択して96ウェルプレートにのせ、複製を取っ
て増やした後、PCR(上述のようにプライマー3'scrおよびAsc236を使用)でスクリーニング
して、内因性GPR86遺伝子とターゲティング構築物の間で相同組換えが起こったクローン
を同定する。ポジティブクローンを1～5％の比率で同定することができる。これらのクロ
ーンを増やしてレプリカを凍結し、また、外部5’および3’プローブを用いてターゲティ
ング事象のサザンブロット確認をするための十分に高品質なDNAを調製できるようにする
が、これは上記のように行い、全て標準法を用いる(Russ ら, Nature 2000 Mar 2;404(67
73):95-99)。診断用制限酵素で消化したDNAのサザンブロットを外部プローブとハイブリ
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ダイズさせると、変異型バンドおよび改変されていない野生型バンドの存在により、相同
的にターゲティングされたES細胞クローンが確認される。例えば、5'プローブを用いると
、HindIII消化ゲノムDNAは14.9kb野生型バンドおよび12.0kbターゲティングバンドを生じ
る；3'プローブについては、HinDIII切断DNAは14.9kb野生型バンドと7.0kbターゲティン
グバンドを生じる。
【０３６２】
実施例２．　トランスジェニックGPR86ノックアウトマウス：GPR86欠失マウスの作製
　C57BL/6メスおよび雄マウスを交配させ、妊娠から3.5日に胚盤胞を単離した。胚盤胞１
個当たりに選択したクローンからの10～12個の細胞を注入し、7～8個の胚盤胞を偽妊娠F1
メスの子宮に移植した。高レベル（最高100％）の縞模様（agouti）をもつ複数の雄（縞
模様の毛の色が標的クローンの子孫である細胞の寄与を示す）を含むキメラな子の同腹仔
が産まれた。この雄キメラを雌MF1および129マウスと交配させ、生殖細胞系列の伝達を、
それぞれ縞模様の毛の色およびPCR遺伝子型判定により確認した。
【０３６３】
　PCR遺伝子型判定は、尾から切り取った毛の溶解物で、プライマーhetFおよびhetR、な
らびに第３のベクター特異的プライマー（Asc350）を用いて行った。この多重PCRは、プ
ライマーhetFおよびhetRにより、（もし存在すれば）野生型遺伝子座からの増幅を可能に
し、207bpバンドを生じた。hetFの部位はノックアウトマウスでは欠失されているので、
この増幅は標的の対立遺伝子からは起こらない。これに対して、Asc350プライマーは、3'
アームのすぐ内側の領域にアニールするhetRプライマーとの組合わせにより、380bpバン
ドを標的の遺伝子座から増幅する。従って、この多重PCRは同腹仔の遺伝子型を次のよう
に明らかにする：すなわち、野生型サンプルは単一の207bpバンドを示し；ヘテロ接合体D
NAサンプルは２つのバンドを207 bpおよび380bpに生じ；そしてホモ接合体サンプルは標
的特異的380bpバンドのみを示す。
【０３６４】
実施例３．　生物学的データ：遺伝子発現パターンRT-PCR
　RT-PCRを用いて、肝臓および白血球における該遺伝子の発現を示した(図３)。
【０３６５】
実施例４．　生物学的データ：RT-PCRによるGPR86の発現
　ヒトおよびマウスの両方からのcDNAライブラリーを使用するRT-PCRを用いてGPR86 mRNA
の発現を調べた。ヒト配列については、プライマー：
フォワード　5’-GGTGTTTGTTCACATCCCCAGC-3’ 
リバース　　5’-TGGTGTTGCTTCCTTGTTGCTC-3’ 
を用いて364bpの産物を得ることができる。
【０３６６】
　反応条件は次の通りである：
　85℃　ホットスタート
　94℃　15秒
　60℃　30秒を40サイクル
　72℃　60秒
　4℃　ホールド
【０３６７】
　臭化エチジウムを含有するTris酢酸EDTAアガロースゲル上で産物を分離し、UV光源を使
用して視た。
【０３６８】
　ヒト由来の組織および細胞での発現は、骨髄、胸腺、リンパ節、骨芽細胞および軟骨細
胞に見られた(図７)。また、発現はヒト由来細胞系Jurkat CD4+およびMyla CD8+(いずれ
もT細胞由来)にも見られた。リンパ球由来のColo720および単球由来のTHP1細胞では低レ
ベルの発現が見られた。
【０３６９】
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　マウス組織では、発現は、脾臓、唾液腺、脊髄、舌、脂肪組織(adipose)、精巣、心臓
、眼、胚、腎臓、胸腺、胃と小腸、脳、肝臓と胆嚢、血液、膀胱ならびに副腎に見られた
(図８)。
【０３７０】
　GPR86の発現は免疫応答性細胞由来の細胞にも見られたことから、GPR86は免疫細胞機能
(疼痛の炎症性および神経因性の側面に関わるものも含む)に関与することが示唆された。
【０３７１】
実施例５．　GPR86ノックアウトマウスでの外部刺激および疼痛に対する感受性テスト(無
痛覚テスト)：テールフリックテスト(Tail Flick Test)
　テールフリック無痛覚測定機を用いてテールフリック無痛覚テストを行った。この装置
は齧歯類の疼痛感受性を正確にかつ再現性をもって決定する簡便な方法を提供する(D’Am
our, F.E. and D.L. Smith, 1941, Expt. Clin. Pharmacol., 16: 179-184)。この器具に
はシャッター制御ランプが熱源として付いている。ランプは動物の下に配置され、さほど
監禁的ではない環境を提供する。尾を掉る行動(テールフリック)は自動感知回路により感
知され、これにより使用者は手で自由に動物を扱うことができる。動物を換気されるチュ
ーブに拘束し、その尾を装置の上の感知溝の上に配置する。
【０３７２】
　シャッターの開部を通って尾に当たる強力な光線を活性化させると、それはある時点で
不快感を生じ、そのとき動物は尾を光線の外に掉る。自動モードでは、光感知器が尾の動
きを感知して、時計を止めかつシャッターを閉じるようにする。シャッターが開いてから
動物が反応するまでの総経過時間を記録する。
【０３７３】
　突然変異トランスジェニックマウスの反応を、年齢および性別の一致する野生型マウス
と比較する。単一の動物を異なる熱設定に供して、55℃を超えることなく尾の温度の高め
ることができる。
【０３７４】
　ノックアウトおよび野生型対照動物をテールフリック装置でテストした。尾を引くまで
の潜在時間はノックアウト動物(6.88±0.26秒)と野生型対照(5.95±0.28)とで比較して有
意の差があった。従って、ノックアウト動物は野生型動物ほど敏感ではない(図４)。
【０３７５】
実施例６．　GPR86ノックアウトマウスでの外部刺激および疼痛に対する感受性テスト(無
痛覚テスト)：ホルマリンテスト
　ホルマリンテストは、後足に注入された有毒物質への応答を測定する。20μlの容量の5
％ホルマリン溶液を、細い標準規格注射針を用いて一つの後足の背面に皮下注射する。後
足を舐める、振る、および咬む行動を、その行動にかけた累積秒数として定量する。次の
評価尺度を用いる：１＝ホルマリン注射した足を床に軽く横たわらせ体重をあまりかけな
い；２＝注射した足を持ち上げる；３＝注射した足を舐める、咬むまたは振る。
【０３７６】
　ホルマリンテストには２つの応答フェーズが見られる。フェーズ１は注射の直後から始
まり約10分間持続し、疼痛線維由来の活動の急性的突発を表す。フェーズ２は注射の約20
分後に開始され、約１時間持続する。このフェーズは組織損傷への応答(炎症性痛覚過敏
を含む)を表すようである。
【０３７７】
　GPR86変異体をホルマリンテストで試験し、注射した足を舐めた、咬んだまたは振った
回数から測定したところ、さほど敏感ではないことが見出された。注射したホルマリンに
応答した足の炎症性浮腫も、KOマウスでは野生型の浮腫と比較して12％少なかった(図５)
。
【０３７８】
実施例７．　GPR86ノックアウトマウスでの外部刺激および疼痛に対する感受性テスト(無
痛覚テスト)：Von Frey Hairテスト
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　疼痛閾値を測定するために使用される、触覚のテストはvon Frey hairを用いる。この
ヘアは非常に細いゲージ目盛り付きワイヤーのセットである。機械的刺激に対する離脱閾
値を測定する。動物を、表面が寸法の広いワイヤーメッシュである持ち上がった台の上に
立たせる。Von Freyヘアを下から、メッシュの穴の間から挿入し、後足の下部表面を突く
。閾値で、マウスは足をヘアから離すようにふる反応を示し、一般にその次に足を上げる
、足を舐めるおよび／または声を出す。機械的離脱閾値は、３回の連続施行中２回の離脱
反応を引き起こす最小ゲージワイヤー刺激と定義される。
【０３７９】
　ノックアウト動物および野生型対照動物をエレクトロニックVonfreyでテストした(各後
足について５テスト)。足を離脱させるまでの潜在時間はノックアウト動物(5.9± 0.2秒)
と野生型対照(5.2±0.2、p=0.03、t テスト)とで比較して有意の差があった。従って、ノ
ックアウト動物は野生型動物ほど敏感ではない(図６)。
【０３８０】
実施例８．　GPR86ノックアウトマウスでの外部刺激および疼痛に対する感受性テスト(無
痛覚テスト)：神経因性疼痛
　神経因性疼痛は、麻酔マウスのL5脊髄神経をきつく結紮することにより誘発させること
ができる(Kim and Chung 1992)。回復後、神経因性疼痛の発達と維持を、異痛(非有害刺
激に対する疼痛の知覚)および痛覚過敏(有害刺激に対する応答増加)について測定するこ
とができる。
【０３８１】
　異痛はvon Freyフィラメントを用いて(実施例７に記載のように)４週間に渡り測定する
。それぞれの後足をテストして、同側の(損傷側)および対側の(ナイーブ側)足の応答を、
ノックアウトマウスおよび野生型マウスで比較する。痛覚過敏は有害な熱、有害な冷たさ
、および有害な機械的刺激でテストすることができる。これらの両方のテストにおいて、
ノックアウトマウスは野生型対照ほど敏感ではないことが見出された。
【０３８２】
　本明細書に記載した特許出願および特許、ならびにそれぞれの上記特許出願および特許
に引用または参照されたそれぞれの文献(各特許出願および特許の審査中に引用または参
照されたものも含まれる)(「出願に引用された文献」)、ならびに、それぞれの特許出願
および特許におよびあらゆる出願に引用された文献に引用または記載されたあらゆる製品
のあらゆる製造者の説明書またはカタログを、ここに参照により本明細書に組み入れる。
さらに、本明細書に記載の全ての文献、本明細書に記載の文献に引用または参照された全
ての文献、および本明細書に参照または記載されたあらゆる製品のあらゆる製造者の説明
書またはカタログを、参照により本明細書に組み入れる。
【０３８３】
　本発明の記載された方法およびシステムの様々な改変および変法は、本発明の範囲と精
神から離れることなく当業者に明らかとなるであろう。本発明を特定の好適な実施形態に
関連して記載したが、特許請求の範囲に記載の発明は、かかる特定の実施形態に不当に限
定されてはならず、かつ本発明への多種の改変および追加が本発明の範囲内でなされうる
と理解すべきである。実際に、分子生物学または関連する分野の当業者に明らかな、本発
明を実施するための記載された様式の種々改変は、特許請求の範囲内にあることを意図す
る。さらに、従属請求項の構成の様々な組み合わせは、本発明の範囲を離れることなく独
立請求項の構成を用いてなされうる。
【０３８４】
配列表
配列番号１
　配列番号1にヒトGPR86のcDNA配列を示す
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【０３８５】
配列番号2
　配列番号2に配列番号1から導出したオープンリーディングフレームを示す

【０３８６】
配列番号3
　配列番号3に、ヒトGPR86のアミノ酸配列を示す
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【０３８７】
配列番号4
　配列番号4にマウスGPR86のcDNAのオープンリーディングフレームを示す

【０３８８】
配列番号5
　配列番号5にマウスGPR86のアミノ酸配列を示す

【０３８９】
配列番号6
　配列番号6にヒトGPR86の別のcDNA配列を示す
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【０３９０】
配列番号7
　配列番号7にヒトGPR86の別のアミノ酸配列を示す
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【０３９１】
配列番号8～20
　配列番号8～20にノックアウトプラスミドプライマー配列を示す

【０３９２】
配列番号21
　配列番号21にノックアウトプラスミド配列を示す
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【図面の簡単な説明】
【０３９３】
【図１】pfamのHMM構造予測ソフトウェア(http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/sear
ch.shtml)を用いたヒトGPR86ポリペプチド(配列番号3)の分析結果を示す。
【図２】ノックアウトプラスミドの説明を示す。
【図３】逆転写ポリメラーゼ連鎖反応(RT-PCR)により生成させたヒトGPR86の発現プロフ
ィールを示す。
【図４】対比したGPR86ノックアウト体と野生型動物の結果を示す、テールフリックテス
ト(Tail Flick Test)からのデータのグラフを示す。
【図５】対比したGPR86ノックアウト体(白)と野生型動物(黒)の足幅の増加パーセンテー
ジで表した結果を示す、ホルマリンテストからのデータのグラフを示す。
【図６】エレクトロニックVonfreyテスト結果 (-/-ノックアウト動物；+/+野生型対照)の
グラフを示す。
【図７】いくつかのヒト由来組織におけるGPR86発現のRT-PCR分析結果を示す。レーン1：
骨髄；レーン2：胸腺；レーン3：リンパ節；レーン4：Jurkat CD4+；レーン5：Myla CD8+
；レーン6：Colo 720；レーン7：THP1；レーン8：骨芽細胞；レーン9：軟骨細胞；レーン
10：ネガティブコントロール；レーン11：ポジティブコントロール(脳)。



(72) JP 2008-504044 A 2008.2.14

【図８】いくつかのマウス由来組織におけるGPR86発現のRT-PCR分析結果を示す。レーン1
：脾臓；レーン2：唾液腺；レーン3：脊髄；レーン4：筋肉；レーン5：舌；レーン6：卵
巣；レーン7：膵臓；レーン8：脂肪組織；レーン9：精巣；レーン10：心臓；レーン1：眼
；レーン12：肺；レーン13：腎臓；レーン14：胸腺；レーン15：胃+SI(小腸)；：レーン1
6：脳：レーン17：肝臓+Gb(胆嚢)；レーン18：血液；レーン19：膀胱；レーン20：副腎；
レーン21：C57BL6JゲノムDNA；レーン22：129SvEvゲノムDNA。

【図１】 【図２】

【図３】
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【図４】

【図５】

【図６】

【図７】

【図８】
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【手続補正書】
【提出日】平成19年8月1日(2007.8.1)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　炎症性疾患または疼痛の治療、予防または緩和に好適な分子の同定方法であって、候補
分子が、配列番号３もしくは配列番号５もしくは配列番号７に記載のアミノ酸配列または
それに少なくとも90％の配列同一性を有する配列を含むGPR86ポリペプチドのアゴニスト
またはアンタゴニストであるか否かを判別することを含む、前記方法。
【請求項２】
　前記候補分子をGPR86ポリペプチドに曝露し、該候補分子が該GPR86ポリペプチドのアゴ
ニストまたはアンタゴニストであるか否かを判別する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記候補分子をGPR86ポリペプチド発現細胞に曝露する、請求項１または２に記載の方
法。
【請求項４】
　GPR86優先的Gタンパク質Giと共役しているGPR86受容体を含む細胞を候補化合物と接触
させること、および、該細胞中のサイクリックAMP(cAMP)のようなGPCR感受性マーカーの
レベルが前記接触の結果低下するか否かを測定すること、によりアゴニストを同定する、
請求項１、２または３に記載の方法。
【請求項５】
　GPR86優先的Gタンパク質Giと共役しているGPR86受容体を含む細胞を候補化合物と接触
させること、および、該細胞中のサイクリックAMP(cAMP)のようなGPCR感受性マーカーの
レベルが前記接触の結果増加するか否かを測定すること、によりアンタゴニストを同定す
る、請求項１、２または３に記載の方法。
【請求項６】
　Gα16のような無差別刺激性Gタンパク質と共役しているGPR86受容体を含む細胞を候補
化合物と接触させること、および、該細胞中のサイクリックAMP(cAMP)のようなGPCR感受
性マーカーのレベルが前記接触の結果増加するか否かを測定すること、によりアゴニスト
を同定する、請求項１、２または３に記載の方法。
【請求項７】
　Gα16のような無差別刺激性Gタンパク質と共役しているGPR86受容体を含む細胞を候補
化合物と接触させること、および、該細胞中のサイクリックAMP(cAMP)のようなGPCR感受
性マーカーのレベルが前記接触の結果低下するか否かを測定すること、によりアンタゴニ
ストを同定する、請求項１、２または３に記載の方法。
【請求項８】
　炎症性疾患または疼痛の治療、予防または緩和に好適な分子を同定するための、配列番
号１、配列番号２もしくは配列番号４に記載の核酸配列またはそれに少なくとも90％の配
列同一性を有する配列を含むGPR86ポリヌクレオチドの使用。
【請求項９】
　(a) 野生型動物または機能破壊された内因性GPR86遺伝子を有するトランスジェニック
非ヒト動物を用意すること、
　(b) 前記野生型動物またはトランスジェニック非ヒト動物を候補分子に曝露すること、
および、
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　(c) 前記動物の生物学的パラメーターが前記接触の結果変化したか否かを測定すること
、を含み、前記生物学的パラメーターが、刺激への応答、熱への応答、光への応答、免疫
応答、炎症応答および疼痛への応答からなる群より選択される、請求項１または８に記載
の方法または使用。
【請求項１０】
　配列番号３もしくは配列番号５もしくは配列番号７に記載のアミノ酸配列またはそれに
少なくとも90％の配列同一性を有する配列を含むGPR86ポリペプチドのアゴニストまたは
アンタゴニストの同定方法であって、候補分子を非ヒト動物に投与すること、ならびに該
動物が、野生型動物と比較して、(a)増加または減少した疼痛感受性である変更された疼
痛感受性、および(b)増加または減少した炎症性疼痛感受性である変更された炎症性疼痛
感受性を示すか否かを判別することを含む、前記方法。
【請求項１１】
　前記非ヒト動物が機能的なGPR86ポリペプチドを発現する、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記非ヒト動物が野生型動物である、請求項１０または１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記非ヒト動物が齧歯類である、請求項１０、１１または１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記非ヒト動物がマウスである、請求項１０～１３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記判別がテールフリックテスト(Tail Flick Test)、ホルマリンテスト、フォンフレ
イヘアーテスト(Von Frey Hair Test)または神経因性疼痛テストを用いて行われる、請求
項１０～１４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】
　個体における炎症性疾患もしくは疼痛の診断または炎症性疾患もしくは疼痛への感受性
の判別に有用な指標を提供する方法であって、該個体由来のサンプルにおいて配列番号３
もしくは配列番号５もしくは配列番号７に記載のアミノ酸配列またはそれに少なくとも90
％の配列同一性を有する配列を有するGPR86ポリペプチドの発現パターンまたは発現レベ
ルの変化を検出することを含む、前記方法。
【請求項１７】
　個体における炎症性疾患もしくは疼痛の診断または炎症性疾患もしくは疼痛への感受性
の判別に有用な指標を提供する方法であって、該個体由来のサンプルにおいて配列番号１
、配列番号２もしくは配列番号４に記載の核酸配列またはそれに少なくとも90％の配列同
一性を有する配列を含むGPR86ポリヌクレオチドにおける多型を検出することを含む、前
記方法。
【請求項１８】
　前記アゴニストまたはアンタゴニストが免疫グロブリンまたは抗体を含む、請求項１～
１７のいずれか１項に記載の方法または使用。
【請求項１９】
　前記免疫グロブリンまたは抗体が、配列番号３もしくは配列番号５もしくは配列番号７
に記載のアミノ酸配列またはそれに少なくとも90％の配列同一性を有する配列を有するGP
R86ポリペプチドに特異的に結合できるものである、請求項１８に記載の方法または使用
。
【請求項２０】
　炎症性疾患または疼痛の治療または緩和のための、配列番号３もしくは配列番号５もし
くは配列番号７に記載のアミノ酸配列またはそれに少なくとも90％の配列同一性を有する
配列を含むGPR86ポリペプチドのアゴニストまたはアンタゴニストの同定方法における、
機能破壊された内因性GPR86遺伝子を有するトランスジェニック非ヒト動物またはその単
離された細胞もしくは組織の使用であって、前記GPR86遺伝子は配列番号１、配列番号２
もしくは配列番号４に記載の核酸配列またはその一部分あるいはそれに少なくとも90％の
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配列同一性を有する配列を含む、前記使用。
【請求項２１】
　前記トランスジェニック非ヒト動物はGPR86遺伝子もしくはその一部分に欠失を有する
、請求項２０に記載の使用。
【請求項２２】
　テールフリックテスト(Tail Flick Test)、ホルマリンテスト、フォンフレイヘアーテ
スト(Von Frey Hair Test)または神経因性疼痛テストにおいて測定した場合に、前記トラ
ンスジェニック非ヒト動物が、野生型動物と比較して、(a)増加または減少した疼痛感受
性である変更された疼痛感受性、および(b)増加または減少した炎症性疼痛感受性である
変更された炎症性疼痛感受性を示す、請求項２０または２１に記載の使用。
【請求項２３】
　前記トランスジェニック非ヒト動物がマウスである、請求項２０、２１または２２に記
載の使用。
【請求項２４】
　前記トランスジェニック非ヒト動物が機能破壊されたGPR86遺伝子を含む、請求項２３
に記載の使用。
【請求項２５】
　前記トランスジェニック非ヒト動物がGPR86遺伝子に欠失を含み、該GPR86遺伝子は配列
番号１、配列番号２もしくは配列番号４に記載の核酸配列またはそれに少なくとも90％の
配列同一性を有する配列を含む、請求項２４に記載の使用。
【請求項２６】
　炎症性疾患または疼痛用のモデルとしての、請求項２０～２５のいずれか１項に記載の
非ヒト動物またはその単離された細胞もしくは組織の使用。
【請求項２７】
　個体における炎症性疾患もしくは疼痛を治療するための医薬組成物の調製における、配
列番号３もしくは配列番号５もしくは配列番号７に記載のアミノ酸配列またはそれに少な
くとも90％の配列同一性を有する配列を有するGPR86ポリペプチドのアゴニストまたはア
ンタゴニストの使用。
【請求項２８】
　疼痛が、急性疼痛、慢性疼痛、皮膚疼痛、体性痛、内臓痛、心筋虚血、幻肢痛(phantom
 pain)、および神経因性疼痛(神経痛)を含む遠隔痛、損傷、疾患に起因する疼痛、頭痛、
偏頭痛、癌疼痛、パーキンソン病のような神経障害に起因する疼痛、脊椎および末梢神経
手術、脳腫瘍、外傷性脳損傷(TBI)、脊髄外傷、慢性疼痛症候群、慢性疲労症候群に起因
する疼痛、三叉神経痛、舌咽神経痛、ヘルペス後神経痛、およびカウザルギーなどの神経
痛、狼瘡、サルコイドーシス、くも膜炎、関節炎、リウマチ性疾患、生理痛、背痛、腰痛
、関節痛、腹痛、胸痛、陣痛、骨格筋疾患および皮膚病、頭部外傷、ならびに線維筋痛の
いずれかにより生じる疼痛からなる群より選択される、請求項１～２７のいずれか１項に
記載の方法または使用。
【請求項２９】
　炎症性疾患が、炎症性疾患(例えば慢性関節リウマチ、多発性硬化症、ギラン・バレー
症候群、クローン病、潰瘍性大腸炎、乾癬、移植片対宿主拒絶反応、全身性エリテマトー
デスまたはインスリン依存性糖尿病)、自己免疫疾患(例えば毒素性ショック症候群、変形
性関節症、糖尿病または炎症性腸疾患)、急性疼痛、慢性疼痛、神経因性疼痛、接触皮膚
炎、アテローム動脈硬化症、糸球体腎炎、再灌流障害、骨吸収障害、喘息、卒中、心筋梗
塞、熱傷、成人呼吸窮迫症候群(ARDS)、外傷に続発する多器官障害、急性炎症性成分を伴
う皮膚病、急性化膿性髄膜炎、壊死性腸炎、血液透析に付随する症候群、敗血症ショック
、白血球搬出法、顆粒球輸血、煙吸入により引き起こされる肺の急性または慢性炎症、子
宮内膜症、ベーチェット病、ブドウ膜炎、強直性脊椎炎、膵炎、癌、ライム病、経皮経管
冠状動脈形成に続く再狭窄、アルツハイマー病、外傷性関節炎、敗血症、慢性閉塞性肺疾
患、うっ血性心不全、骨粗鬆症、悪液質、パーキンソン病、歯周病、痛風、アレルギー疾
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患、加齢性黄班変性症、感染および嚢胞性線維症から成る群より選択される、請求項１～
２８のいずれか１項に記載の方法または使用。
【請求項３０】
　請求項１～２９のいずれか１項に記載の方法または使用により同定された、配列番号３
もしくは配列番号５もしくは配列番号７に記載のアミノ酸配列またはそれに少なくとも90
％の配列同一性を有する配列を含むGPR86ポリペプチドのアゴニストまたはアンタゴニス
ト。
【請求項３１】
　炎症性疾患または疼痛の治療、予防または緩和のための、請求項３０に記載の分子の使
用。
【請求項３２】
　炎症性疾患もしくは疼痛またはそれに対する感受性を診断するキットであって、配列番
号３もしくは配列番号５もしくは配列番号７に記載のアミノ酸配列またはそれに少なくと
も90％の配列同一性を有する配列を含むGPR86ポリペプチドまたはその一部分、該GPR86ポ
リペプチドに対する抗体、あるいはこうしたものをコードしうる核酸のいずれか1以上を
含む、前記キット。
【請求項３３】
　炎症性疾患または疼痛を患う個体を治療するための医薬組成物であって、配列番号３も
しくは配列番号５もしくは配列番号７に記載のアミノ酸配列またはそれに少なくとも90％
の配列同一性を有する配列を含むGPR86ポリペプチド、該GPR86ポリペプチドのアゴニスト
、あるいは該GPR86ポリペプチドのアンタゴニストを含む、前記医薬組成物。
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摘要(译)

本发明人，GPR86相关的疾病，炎性疾病或疼痛的特别的治疗，用于识
别合适的分子预防或减轻的方法，所述候选分子被确定是否GPR86多肽
的激动剂或拮抗剂使其中前述GPR86多肽包含SEQ ID NO：3或SEQ ID 
NO：5或SEQ ID NO：7所示的氨基酸序列，其片段或与其至少90％相
同的序列。点域5


