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(54)【発明の名称】 ネプリリジン（Ｎｅｐｒｉｌｙｓｉｎ）ファミリーの新規メタロプロテアーゼ

(57)【要約】
本願明細書中、我々は、ＮＥＰ様ファミリーのメンバー
を同定し、かつ、クローン化することを我々をして可能
ならしめるＲＴ－ＰＣＲ戦略を記載する。ジンシン（ｚ
ｉｎｃｉｎｓ）のためのＨＥＸＸＨコンセンサス配列の
いずれかの側に置かれたコンセンサス配列に対応する縮
重オリゴヌクレオチド・プライマーを設計し、そしてマ
ウスとヒトの精巣ｃＤＮＡを用いたＲＴ－ＰＣＲにおい
て使用した。上記クラスの酵素の配列から予測される長
さをもつＤＮＡ断片を得た。これらのＤＮＡ断片をクロ
ーン化し、そして配列決定した。ｃＤＮＡライブラリー
をスクリーニングするために、上記ＰＣＲ戦略及びプロ
ーブとして上記ＰＣＲ断片を使用して、上記ファミリー
の知られたメンバーに加えて、３つのジンシン様ペプチ
ダーゼを同定した。これらのｃＤＮＡ配列は、ノーザン
及びインサイチュー・ハイブリダイゼーションのための
特異的なプローブを誘導し、そして上記遺伝子を位置決
めするためにヒト染色体をプローブし、そして遺伝子疾
患との可能性のある関連を確立することを可能にした。
さらに、これらのｃＤＮＡ配列を、特異的抗体を産生す
るために大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉ）
内で組換え融合タンパク質を製造するために使用した。
最後に、上記ｃＤＮＡ配列を哺乳動物の発現ベクター内
でクローン化し、そしてさまざまな哺乳動物細胞系内に
トランスフェクトさせて、特異的阻害剤をテストするた
めに好適な活性組換え酵素を作製した。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  配列Ｈｉｓ－Ｇｌｕ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｈｉｓ｛ここで、Ｘ

ａａはいずれかのアミノ酸である。｝のいずれかの側に位置する保存配列に由来

する縮重オリゴヌクレオチドによる組織核酸のプロービングの間に見い出される

中性エンドペプチダーゼ様メタロペプチダーゼであって、図３，４、及び５に示

すアミノ酸配列から選ばれる配列をもつもの、その断片、及び上記配列と少なく

とも約８０％のホモロジーを共有するその変異体。

    【請求項２】  図３に示すアミノ酸配列をもつ、請求項１に記載のメタロペ

プチダーゼ。

    【請求項３】  図４に示すアミノ酸配列をもつ、請求項１に記載のメタロペ

プチダーゼ。

    【請求項４】  図５に示すアミノ酸配列をもつ、請求項１に記載のメタロペ

プチダーゼ。

    【請求項５】  請求項１～４のいずれか１項に記載のメタロペプチダーゼを

コードする核酸。

    【請求項６】  請求項５に記載の核酸を含む組換えベクター。

    【請求項７】  請求項５に記載の核酸を発現する組換え宿主細胞。

    【請求項８】  成長支持培地中で請求項７に記載の組換え宿主細胞を培養し

、そして上記宿主細胞又は上記培養基からメタロペプチダーゼを回収することを

含む、請求項１～４のいずれか１項に記載のメタロペプチダーゼの製造方法。

    【請求項９】  中性エンドペプチダーゼ（ＮＥＰ）に関連する新規分子のス

クリーニング方法であって、以下のステップ：

  －ＮＥＰのヌクレオチド配列とＮＥＰに関連する知られた分子の配列をアライ

ンメントし；

  －Ｈｉｓ－Ｇｌｕ－Ｘａａ－Ｘａａ－Ｈｉｓ配列｛ここで、Ｘａａはいずれか

のアミノ酸である。｝を含む配列のいずれかの側のコンセンサス配列を評価し；

  －上記コンセンサス配列の縮重配列を合成し；

  －ハイブリダイゼーション複合体が、サンプルの核酸と上記縮重配列の間に形

成されることができるような条件下で、上記縮重配列を、上記新規分子の発現を
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受け入れることができるサンプルのパネルの核酸と接触させ；

  －ＮＥＰに関連する分子を含むサンプルの指標として、上記ハイブリダイゼー

ション複合体の形成を検出し；そして

  －上記ハイブリダイゼーション複合体を含む核酸をシークエンシングする；

を含み、それによりＮＥＰとホモロジーを共有する新規配列がＮＥＰに関連する

新規分子であるとする、前記方法。

    【請求項１０】  前記縮重配列が図２から選択される、請求項９に記載の方

法。

    【請求項１１】  図２中の配列から選ばれるオリゴヌクレオチド。

    【請求項１２】  請求項１１のオリゴヌクレオチドの中の１以上を含む物。

    【請求項１３】  図３又は４中に示すアミノ酸配列のＮ－末端部分であって

、フリン認識配列で終わるものをコードする核酸を含む組換えベクター。

    【請求項１４】  請求項１３に記載の組換えベクターで形質転換された宿主

細胞。

    【請求項１５】  Ｃ－末端エクトドメインを有する着目のメンブラン・タン

パク質の可溶化形態の製造方法であって、上記可溶化形態が、上記エクトドメイ

ンから本質的に成り、そして以下のステップ：

  －本質的に上記エクトドメインをコードする核酸を得；

  －請求項１３に記載の組換えベクターのＮ－末端部分のＣ－末端と、上記核酸

を、相内で融合し；

  －培養基の存在下で上記融合核酸が宿主細胞内で発現されるようにし、ここで

宿主細胞は、フリンを発現するか又は発現するようにされ；そして

  －上記培養基中の上記可溶化形態を回収する、

を含む、前記方法。

    【請求項１６】  前記着目のタンパク質が、ＮＬ－３又はβ－エンドルフィ

ンである、請求項１５に記載の方法。

    【請求項１７】  前記メタロペプチダーゼのエクトドメインから本質的に成

る、請求項１～４のいずれか１項に記載のメタロペプチダーゼの可溶化形態。

    【請求項１８】  請求項１７に記載の可溶化メタロペプチダーゼを含む組成
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物。

    【請求項１９】  少なくとも長さ１２の核酸を有する、請求項４に記載の核

酸由来のオリゴヌクレオチド。

    【請求項２０】  請求項１～４のいずれか１項に記載のメタロペプチダーゼ

に対する抗体。

    【請求項２１】  免疫複合体が抗体とメタロペプチダーゼの間に形成される

ような条件下で、サンプルを請求項２０に記載の抗体と接触させるステップ、及

び上記サンプル中の上記メタロペプチダーゼの存在又は量の指標として免疫複合

体の存在又は量を検出するステップを含む上記サンプル中の請求項１～４の中の

いずれか１項に記載のメタロペプチダーゼの存在又は量の検出方法。

    【請求項２２】  サンプル中の請求項１～４のいずれか１項に記載のメタロ

ペプチダーゼの存在又は量の検出方法であって、以下のステップ：ハイブリダイ

ゼーション複合体が、上記サンプルの標的核酸と上記メタロペプチダーゼをコー

ドする核酸又はオリゴヌクレオチドの間で形成されることができるような条件下

で、標的核酸を含むことを受け入れる上記サンプルを、請求項５に記載の核酸又

は請求項１９に記載のオリゴヌクレオチドと接触させ、そして上記サンプル中の

上記メタロペプチダーゼの存在の指標として上記ハイブリダイゼーション複合体

の形成を検出する、を含む前記方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  本発明の背景

  生理学的な応答を顕出するために酵母から哺乳動物の細胞により、ペプチドが

使用される。メッセンジャーとしてのペプチドの使用は、通常以下のステップを

含む：１）特定の細胞による上記ペプチドの生産及び放出、２）標的細胞の表面

上のレセプターとの上記ペプチドの相互作用、及び３）その作用を終了させる上

記ペプチドの分解。このスキームの最初と最後のステップは、プロテアーゼ／ペ

プチダーゼの参加を要求する。膜会合亜鉛－メタロペプチダーゼが上記ステップ

の両者において重要な役割を演じているという証拠が増えている。生理活性ペプ

チドへのプロホルモン前駆体の活性化は、一般に、Ｔｒａｎｓ－Ｇｏｌｇ：Ｎｅ

ｔｗｏｒｋ内又はその細胞の分泌顆粒内にあるズブチリシン（Ｓｕｂｔｉｌｉｓ

ｉｎ）ファミリーのプロテアーゼにより行われるけれども（レビューのためには

：（Ｓｅｉｄａｈ  ａｎｄ  ｃｈｒｅｔｉｅｎ，１９９５）を参照のこと）、２

～３のペプチドは最終的なプロセッシング・ステップを必要とする。このステッ

プは、膜会合亜鉛－メタロペプチダーゼの作用を含む。２つのケースが特によく

文書化されている：不活性なアンギオテンシンＩをアンギオテンシンIIに解裂さ

せるアンギオテンシン変換酵素（ＡＣＥ）（Ｃｏｒｖｏｌ  ａｎｄ  Ｗｉｌｌｉ

ａｍｓ，１９９７）、及び大きなエンドセリン（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎｓ）のア

イソフォームをエンドセリンに解裂させるエンドセリン変換酵素（ＥＣＥｓ）（

Ｔｕｒｎｅｒ，１９９７ａ）である。ペプチド活性化におけるそれらの役割に加

えて、細胞表面亜鉛－メタロペプチダーゼは、活性ペプチドを不活性断片に分解

することによりペプチド作動性シグナルの終了にも関係していた。上記ペプチダ

ーゼの最もよく知られたものの中の１は、おそらく、いくつかの生理活性ペプチ

ドの生理学的分解に関係する中性エンドペプチダーゼ－２４．１１（ネプリリジ

ン（Ｎｅｐｒｉｌｙｓｉｎ，ＮＥＰ））（Ｋｅｎｎｙ，１９９３）である。興味

深いことに、ＮＥＰとＥＣＥｓは、有意な構造類似性を示し、そしてＰＥＸ、新

たに発現されたが未だ特徴付けされていないペプチダーゼ、及びＫＥＬＬ血液群

タンパク質をも含むペプチダーゼのファミリーのメンバーであるようである（Ｔ
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ｕｒｎｅｒ  ａｎｄ  Ｔａｎｚａｗａ，１９９７ｂ）。生理活性ペプチド活性の

調節剤としてのそれらの重要な役割のために、上記酵素（より特にＮＥＰ及びＥ

ＣＥｓ）は、ＡＣＥ阻害剤が血圧を制御するために使用されるのと同様の方法で

、治療的介在のための推定標的として同定されてきた。リン酸の恒常性に関係す

るようである上記ファミリーの他のメンバーである、ＰＥＸの最近の発見は、他

の未だ知られていないメンバーが存在するかもしれないという可能性を提起した

。

      【０００２】

  ＮＥＰ様ファミリーのメンバーは、３つの別個のドメイン：短いＮＨ２－末端

細胞質配列、単一トランスメンブラン領域、及びその酵素の触媒活性に責任を負

う大きな細胞外又はエクトドメインから成るタイプII膜タンパク質である。活性

酵素のコンホメーションを安定化させるジスルフィド橋に関係する、可能性のあ

るＮ－グリコシル化部位とシステイン残基が存在する。これらの酵素は、それら

の活性部位内にＺｎ原子をもつ金属酵素である。それ故、それらは、２つのヒス

チジン残基が亜鉛リガンドであるところの活性部位コンセンサス配列ＨＥＸＸＨ

により特徴付けられるジンシン（ｚｉｎｃｉｎ）ファミリーのペプチダーゼ（Ｈ

ｏｏｐｅｒ，１９９４）に属する。ＮＥＰ様ファミリーのペプチダーゼのメンバ

ー中、第３の亜鉛リガンドは、上記コンセンサス配列のカルボキシ末端側にある

グルタミン酸残基である。この特徴により、それらは、グルジンシン（ｇｌｕｚ

ｉｎｃｉｎ）サブ－ファミリー内に置かれる（Ｈｏｏｐｅｒ，１９９４）。グル

ジンシンに関するモデル酵素は、その３Ｄ構造がＸ線結晶学により決定されてい

るところのバクテリア・プロテアーゼであるサーモリシン（ｔｈｅｒｍｏｌｙｓ

ｉｎ（ＴＬＮ））である（Ｈｏｌｍｅｓ  ａｎｄ  Ｍａｔｔｈｅｗｓ，１９８２

）。ＮＥＰの活性部位は、部位指定突然変異誘発により詳しく研究されており、

そして亜鉛結合に関係する（Devault et al., 1988b; Le Moual et al., 1991; 

Le Moual et al., 1994）、触媒（Devault et al., 1988a; Dion et al., 1993)

、又は基質結合（Vijayaraghavan et al., 1990; Beaumont et al., 1991; Dion

 et al., 1995; Marie-Claire et al., 1997）に関係するいくつかの残基が同定

されている（最近のレビューについては、Ｃｒｉｎｅ  ｅｔ  ａｌ．，１９９７
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を参照のこと）。

      【０００３】

  本発明の要約

  今般、我々は、ペプチダーゼの上記重要なファミリーの他のメンバーを探索す

るためのＲＴ－ＰＣＲ戦略を開発した。この戦略は、３つの追加のＮＥＰ様（Ｎ

Ｌ）メタロペプチダーゼ（ＮＬ－１，ＮＬ－２、及びＮＬ－３という）の分子ク

ローニングと特徴付けを可能にする。上記研究を通じて得られる知識は、上記酵

素及びそれらの発現パターンのさらなる生化学的特徴付けのための試薬（核酸プ

ローブ及びプライマー、抗体、及び活性な組換え酵素）の作製を可能にし、そし

て治療剤として使用されることができるであろう特定の阻害剤の理論的設計をか

なり助けるであろう。

      【０００４】

  従って、本発明は以下の物に関する：

  Ａ．新規ＮＥＰ関連酵素をスクリーニングするための縮重プライマー；

  Ｂ．ＮＥＰ－関連酵素としてのＮＬ－１，ＮＬ－２、及びＮＬ－３タンパク質

；

  Ｃ．上記酵素をコードする核酸；

  Ｄ．上記酵素に対する抗体；

  Ｅ．上記酵素をコードする核酸を含む組換えベクター及びそれにより形質転換

された宿主；

  Ｆ．ＮＬ－１，ＮＬ－２、及びＮＬ－３遺伝子のとハイブリダイズし、そして

これを検出するための、又は遺伝子断片を増幅し、そして生成するためのプロー

ブ又はプライマーとして有用な核酸の断片；

  Ｇ．ＮＬ－１，ＮＬ－２、及びＮＬ－３の可溶性形態；及び

  Ｈ．フリン（ｆｕｒｉｎ）認識部位をコードする配列で終わるＮＬ－１又はＮ

Ｌ－２のＮ－末端部分を含む核酸であって、着目のいずれかのタンパク質のエク

トドメインとの融合タンパク質の製造のために、そして培地中への（上記エクト

ドメインを含有する）着目の上記タンパク質の可溶性形態を放出するために有用

であるもの。
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      【０００５】

  また、本発明は以下の方法にも関する：

  Ａ．高く保存されて、領域内、すなわち亜鉛結合部位付近のＮＥＰファミリー

・メンバーの領域から選ばれた縮重プライマー又はプローブを利用するＮＥＰ－

関連酵素をスクリーニングするための方法；及び

  Ｂ．上記組換え宿主を培養し、そしてそれからＮＬ－１，ＮＬ－２、及びＮＬ

－３遺伝子産物を回収するステップを含む、ＮＬ－１，ＮＬ－２、及びＮＬ－３

を製造する方法。

      【０００６】

  本発明を、特定の態様と添付図面を参照して以下に説明するが、これらの目的

は、本発明の範囲を限定することではなく説明することである。

      【０００７】

  第１章中に、ＮＬ－１，ＮＬ－２、及びＮＬ－３の同定及び位置決定を導く一

般手順を与える。第２章中で、ＮＬ－１について行われた研究を完成し又は繰り

返すための僅かに異なる手順を与える。

      【０００８】

  本発明の好ましい態様の説明

  第１章

  材料及び方法

  ＤＮＡ及びＲＮＡ操作

  全てのＤＮＡ操作とノーザン・ブロット分析を、標準的なプロトコールに従っ

て行った（Ａｕｓｕｂｅｌ  ｅｔ  ａｌ．，１９８８；Ｓａｍｂｒｏｏｋ  ｅｔ

  ａｌ．，１９８９）。

      【０００９】

  ｍＲＮＡ精製とｃＤＮＡ合成

  ｍＲＮＡを、Ｑｕｉｃｋ  Ｐｒｅｐ  Ｍｉｃｒｏ  ｍＲＮＡ精製キット（Ｐｈ

ａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ）を用いてマウス精巣から調製した。精製され

たｍＲＮＡを、すぐに使用できる状態になるまで、－７０℃で保存した。第１ス

トランドｃＤＮＡを、ｔｈｅ  Ｆｉｒｓｔ－Ｓｔｒａｎｄ  ｃＤＮＡ合成キット
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（Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ）を用いて１μｇのｍＲＮＡから合成し

た。ヒト精巣ｃＤＮＡライブラリーをＣｌｏｎｅｔｅｃｈから得た。

      【００１０】

  ポリメラーゼ・チェイン・リアクションのプロトコール

  ＰＣＲを、１mM  ＭｇＣｌ2 、２μＭの各プライマー・オリゴヌクレオチド、

２０μＭの各ｄＮＴＰ、及び５％  ＤＭＳＯを含む、１００μｌの最終容量中、

５μｌのｃＤＮＡテンプレートと１μｌのＴａｑ  ＤＮＡポリメラーゼを用いて

ＤＮＡサーマル・サイクラー内で行った。サイクリング・プロフィールは、９４

℃５分間の開始変性ステップ、その後の３０サイクルの、９４℃１分間、４０℃

１分間、及び７２℃１．５分間を含んだ。最後の伸長ステップを１０分間７２℃

で行った。増幅されたＤＮＡを、２％アガロース・ゲル上にロードし、そして臭

化エチジウムで染色することにより可視化した。５００～７００bpの間のサイズ

の範囲にある断片を、切断し、そして上記ゲルから溶出した。必要に応じて、１

０μｌの、第１ＰＣＲ反応物、又は上記アガロース・ゲルから切断された溶出バ

ンドを用いて、第２ラウンドのＰＣＲを、ネステド（ｎｅｓｔｅｄ）オリゴヌク

レオチド・プライマーを用いて行った。得られた断片を、供給者の推奨に従って

ｐＣＲ２．１ベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）内でライゲートした。ＤＨ５α

大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉ）細胞を、上記ライゲーション混合

物により形質転換し、そしてカナマイシンの存在下で２ＹＴプレート上で培養し

た。プラスミドを、耐性細胞から調製し、そして配列決定した。

      【００１１】

  マウス組織上でのインサイチュー・ハイブリダイゼーション及びヒト遺伝子の

染色体上の位置決定

  全マウス・スライス又は単離組織上のインサイチュー・ハイブリダイゼーショ

ンを、先に記載されたように行った（Ｒｕｃｈｏｎ  ｅｔ  ａｌ．，１９９８）

。

      【００１２】

  ヒトＮＬ－２及びＮＬ－３遺伝子の染色体上の位置を決定するために、バンド

されたヒト染色体に遺伝子を直接マッピングする技術を使用した。分裂中期の染
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色体を、正常なヒト末梢血から培養したリンパ球から得た。細胞を、チミジンを

用いて同期させ、そしてＳ期の最後の部分の間、５－ブロモデオキシウリジン（

Ｂｒｄ  Ｕ）で処理して、Ｒ－ｂａｎｄｉｎｇを作製した。上記プローブのビオ

チン標識付けを、ニック－トランスレーションにより行い（Ｂｉｏｎｉｃｋ，Ｂ

ＲＬ）、そして上記プローブを間接免疫蛍光により可視化した。

      【００１３】

  抗体産生

  上記の新規ペプチダーゼに対する抗体を作るために、各タンパク質のｃＤＮＡ

配列を、上記ファミリーの他のメンバーの配列と比較し、そしてより低いホモロ

ジーを示す配列セグメントを使用した。上記配列は、ＮＬ－１に関してアミノ酸

残基２７３～３５４、ＮＬ－２に関して７５～２０９、そしてＮＬ－３に関して

１４３～４６５に由来する。上記ｃＤＮＡ断片を、グルタチオン－Ｓ－トランス

フェラーゼ（ＧＳＴ）から下流に、かつ、相内で、ベクター  ｐＧＥＸ２Ｔ（Ｐ

ｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）内にクローニングした。プラ

スミドを、Ｅ．ｃｏｌｉ株ＡＰ４０１内に形質転換し、そして上記融合タンパク

質の合成の誘導及び精製を、供給者により推奨されるように行った。ＮＬポリペ

プチドを、トロンビンを用いて上記融合タンパク質から解裂させ、そしてＳＤＳ

－ＰＡＧＥにより精製した。ＮＬポリペプチドを、以下のスケジュールに従って

、ウサギ（ｒａｂｂｉｔｓ）又はマウスに注射した：ウサギに関しては、１５０

μｇのタンパク質の開始注射、開始注射から４週間及び８週間後の同一量のブー

スト；マウスに関しては、１００μｇのタンパク質の開始注射、３週間及び６週

間後の同一量のブースト。最後の注射から１ヶ月後に、上記動物から血清を集め

、そして初期のＥ．ｃｏｌｉ産成抗原、及び哺乳動物細胞系内で製造された組換

えタンパク質に対する免疫ブロッティングによりテストした。

      【００１４】

  モノクローナル抗体の作製

  抗体を産生するように選ばれたＮＬｓのアミノ酸セグメントに対応するｃＤＮ

Ａ断片を、Ｅ．ｃｏｌｉ内でＧＳＴ融合タンパク質を構築するために使用した。

この融合タンパク質を、供給者の指示に従って（Ａｍｅｒｓｈａｍ－Ｐｈａｒｍ
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ａｃｉａ）グルタチオン－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅカラム上でのアフィニティー・ク

ロマトグラフィーによりＥ．ｃｏｌｉ抽出物から精製した。トロンビン解裂の後

、ＧＳＴ融合タンパク質のＮＬ部分を、ポリアクリルアミド・ゲルからの電気溶

出により、さらに精製した。この材料を、４匹のマウスを免疫感作させるために

使用した（約５０μｇのＮＬポリペプチドの５注射）。上記免疫感作スケジュー

ル後各マウスから血液を集め、そしてマウス血清中の抗体の存在を、Ｅ．ｃｏｌ

ｉ抽出物からのＮＬポリペプチドにより被覆されたマイクロタイター・プレート

を用いてＥＬＩＳＡにより評価した。マウスを、上記ＮＬ発現ベクターでトラン

スフェクトされた哺乳動物細胞のウェスタン・ブロッティング抽出物によりＮＬ

抗体の存在についてもテストした。（ＥＬＩＳＡにより計測されるとき）ＮＬ特

異的抗体のその高い力価のために選ばれた１匹のマウスを殺し、そしてその脾臓

細胞を、先に記載されたように（Ｃｒｉｎｅ  １９８５）、骨髄腫細胞（株：Ａ

ＴＣＣからのＰ３－Ｘ６３Ａｇ．６５３）との融合により不死化した。ハイブリ

ドーマ細胞を、ＨＡＴ選択培地中でのそれらの増殖能について選択し、そして数

ラウンドの限界希釈によりクローン化した。酵素ＮＬ－１，ＮＬ－２、及びＮＬ

－３に対する適正なアフィニティー及び特異性を示すハイブリドーマを選択した

。

      【００１５】

  培養された哺乳動物細胞内でのＮＬｓの発現及び酵素アッセイ

  ＮＬ－１とＮＬ－３のためのｃＤＮＡｓを、ベクターｐｃＤＮＡ３又はｐＲｃ

ＣＭＶ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）内でクローニングし、そして我々の実験室にお

いて既に記載されている手順（Ｄｅｖａｕｌｔ  ｅｔ  ａｌ．，１９８８ａ）に

従って、哺乳動物細胞系内にトランスフェクションにより導入した。細胞タンパ

ク質の抽出物又は培養基の調製手順は、先の論文（Ｄｅｖａｕｌｔ  ｅｔ  ａｌ

．，１９８８ａ；Ｌｅｍａｙ  ｅｔ  ａｌ．，１９８９）中にも記載されている

。上記抽出物中のＮＬｓの存在を、特異的な抗体を用いた免疫ブロッティングに

よりモニターした。

      【００１６】

  細胞タンパク質の抽出物と培養基を、酵素活性についてアッセイした。２つの
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テストを行った。第１のテストは、基質として〔 3Ｈ〕－Ｔｙｒ－（Ｄ）Ａｌａ

2 －Ｌｅｕ－エンケファリンを使用し、そしてＬｅｍａｙ  ｅｔ  ａｌ．，（１

９８９）に従って行われた。第２のテストは、基質としてブラジキニン（ｂｒａ

ｄｙｋｉｎｉｎ）を使用し、そしてＲａｕｔ  ｅｔ  ａｌ．（１９９９）により

記載されたように行われた。

      【００１７】

  結果

  ＮＬ－１，ＮＥＰファミリーの新規メンバーのクローニング

  ＥＣＥｓ，ＰＥＸ、及びＫＥＬＬの過去２～３年における分子クローニングは

、これらのタンパク質の全てがＮＥＰと５０～６０％の間の類似性をもつことを

示した。この観察は、上記ペプチダーゼが広がったファミリーの部分であること

、そして発見されるべき追加のメンバーが未だ存在するであろうということを我

々に信じさせた。この仮定をテストするために、我々は、ＮＥＰ様ファミリーの

メンバーのアミノ酸配列をアラインメントし、そしてＲＴ－ＰＣＲ反応において

使用されるべき縮重オリゴヌクレオチドプライマーを設計した（図１と２）。こ

れらのプライマーは、ジンシン（Ｚｉｎｃｉｎｓ）のためのＨＥＸＸＨコンセン

サス配列のいずれかの側に配置された。それらは高く縮重であるため、プライマ

ー１と２を、それぞれ２つのプール、１Ａ－１Ｂ、と２Ａ－２Ｂに亜分割した（

図２）。上記ファミリーのペプチダーゼに対応するＰＣＲ増幅されたＤＮＡ断片

は、いずれも、通常、上記コンセンサス配列を含むはずであり、そして上記クロ

ーン化された断片のシークエンシングにより容易に認識されるはずである。この

戦略を用いて、我々は、まず、プライマー対１Ａ－３と１Ｂ－３を用いたＰＣＲ

反応を行った。増幅されたＤＮＡは、ほとんど、約７００bpから始まり、そして

１００bpまで下るスミア（ｓｍｅａｒ）として移動する。予想された断片は約５

５０bp付近にあるはずなので、我々は、５００bpよりも長いＤＮＡ断片に対応す

るセクションを、上記ゲルから単離した。第２ラウンドのＰＣＲ反応を、プライ

マー２Ａ－３と２Ｂ－３を用いて、第１反応の粗ＰＣＲ産物と単離ＤＮＡバンド

の両者を用いて行った。予想された２９６bp断片が、上記ゲル上に見られた（示

さず）。



(13) 特表２００２－５３６０２１

      【００１８】

  上記ＤＮＡ断片のクローニングは、約３５０クローンを生成した。その中で４

４をシークエンシングした。これらの中の９つは、挿入物をもたず、又はＮＥＰ

ファミリーに関係しない配列に対応し、２４は、ＮＥＰに対応し、３がＰＥＸに

対応し、そして８が、上記ファミリーの１の推定新規メンバーに対応した。なぜ

なら、それらは全て、ジンシンのためのＨＥＸＸＨコンセンサス配列を含み、か

つ、マウスＮＥＰと６５％のホモロジーを示したからである（図３のボックス内

を参照のこと）。この断片は、次に、マウス精巣ｃＤＮＡライブラリーをスクリ

ーンするために使用され、そして２５９２ヌクレオチドの全体ｃＤＮＡを単離す

ることを我々をして可能にした（図３）。上記ファミリーの他のメンバーを用い

た、上記配列の同定を、表１中に表す。この新規メンバーを、ＮＥＰ様ペプチダ

ーゼ１の代わりに、ＮＬ－１と呼んだ。

      【００１９】

  ＮＬ－２とＮＬ－３のクローニング

  マウス精巣ｃＤＮＡからのＮＥＰファミリーの酵素の増幅のために記載したも

のと類似の戦略を、２つの異なるオリゴヌクレオチドプライマーを用いてヒト精

巣ｃＤＮＡライブラリーとともに使用した。今回は、約９００bpのＤＮＡ断片を

得て、これをクローニングした。１０のクローンが配列決定され、これはＮＥＰ

の存在を、そして我々がＮＬ－２とＮＬ－３と呼んだ上記ファミリーの２つの新

規ペプチダーゼを明らかにした。

      【００２０】

  ＮＬ－２  ＰＣＲ断片は長さ８７９ヌクレオチドであり、そしてこの推定ペプ

チダーゼのカルボキシ末端ドメイン内におそらく位置する２９３アミノ酸残基セ

グメントをコードしていた（括弧内図４参照のこと）。このＰＣＲ断片を、次に

、ラムダｇｔ１０ヒト脳ｃＤＮＡライブラリーをスクリーニングするために使用

した。それは、ＮＬ－２  ＰＣＲ断片と部分的に重複する他のｃＤＮＡ断片の単

離を許容した。上記ラムダ・クローンと上記ＰＣＲ断片の融合は、７７０アミノ

酸残基のオープン・リーディング・フレームをもたらした。ヒト精巣ｃＤＮＡラ

イブラリーとともに５′ＲＡＣＥプロトコールを使用することが、ＮＬ－２  Ｏ
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ＲＦの配列の完成を許容した（図４）。このＯＲＦは、マウスＮＬ－１タンパク

質に約８０％同一である推定タンパク質をコードする（図６）。種を横断して、

ＮＥＰ，ＰＥＸ，ＥＣＥｓのサブファミリーのメンバーは、高く（９４％超の同

一性）保存された配列をもつ。８０％を超える配列同一性は、新規ヒト・タンパ

ク質とマウスＮＬ－１の間にのみ存在するけれども、これらのタンパク質は、Ｎ

Ｌ－２タンパク質がＮＬ－１のヒト同族体であるかもしれないという事実を可能

にするユニークな特徴を共有する。上記ファミリーの他のメンバーとのＮＬ－２

の同一性を表１に示す。

      【００２１】

  ＮＬ－３をコードする８７９bp  ＰＣＲ断片は、２９３アミノ酸残基のオープ

ン・リーディング・フレームを示した（図５、括弧内）。ＮＬ－３の配列分析は

、それが、公開されたＤＮＡデータ・バンク中に存在するマウス胚組織からのＥ

ＳＴ配列に９４．２％同一であることを示した。Ａｍｅｒｉｃａｎ  Ｔｉｓｓｕ

ｅ  ａｎｄ  Ｃｅｌｌ  Ｃｕｌｔｕｒｅ（ＡＴＣＣ）から商業的に入手可能なこ

のマウスＥＳＴ配列は、先に我々の実験室から得られたものである。

      【００２２】

  ＮＬ－３  ＰＣＲ断片を用いたヒト組織のノーザン・ブロット分析は脊髄内で

の上記タンパク質の発現を示したので（以下参照）、同一のＰＣＲ  ＤＮＡ断片

を、ファージλベクター内で構築されたヒト脊髄ｃＤＮＡライブラリーをハイブ

リダイゼーションによりスクリーニングするために使用した。１のクローンは、

ＰＣＲ断片の２９３アミノ酸残基ＯＲＦを包含する７５２アミノ酸残基の全長Ｏ

ＲＦを含んでいた。さらなるプロービング、クローニング、及びシークエンシン

グは、図５中に示す、ＮＬ－３全体配列の獲得を導いた。

      【００２３】

  図６は、新規ＮＥＰ様酵素のアミノ酸配列の比較を表し、そして表１は、上記

ファミリーのメンバー間の同一性の程度を示す。

      【００２４】

  ＮＬ－１，ＮＬ－２、及びＮＬ－３ペプチダーゼの細胞内分布

  ＮＬ－１，ＮＬ－２、及びＮＬ－３の組織分布の決定は、それが関係するとこ
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ろのペプチド作動性系を同定するための手がかりを提供しうる。ＮＬ－１、及び

／又はＮＬ－２、及び／又はＮＬ－３の生理学的機能がＮＥＰ及び／又はＥＣＥ

ｓの機能と重複することができるかどうかを決定するために、上記ペプチダーゼ

の組織分布を、ＮＥＰ及びＥＣＥｓのものと比較することは特に重要であろう。

      【００２５】

  我々のマウスｃＤＮＡを用いた、インサイチュー・ハイブリダイゼーション（

ＩＳＨ）を、先にＰＥＸに関して行われたように（Ｒｕｃｈｏｎ  ｅｔ  ａｌ．

，１９９８）、マウス発達の間の、ＮＬ－１の空間的及び時間的発現を測定する

ために使用した。胎児全体（１２，１５、及び１９dpc)、及び成体マウス（１，

３及び６日齢）の逐次切片を、〔35Ｓ〕－標識ＲＮＡプローブとハイブリダイズ

させた。図７は、この技術によりＮＬ－１を発現することが同定された唯一の組

織であったマウス精巣の１切片を示した。輸精小管（ｓｅｍｉｎｉｆｅｒｏｕｓ

  ｔｕｂｕｌｅｓ）の細胞が特異的に標識されたが、上記小管の中心付近に位置

する精子細胞（ｓｐｅｒｍａｔｉｄｓ）が、最も強い標識を示した。これらの細

胞は、精子（ｓｐｅｒｍａｔｏｚｏｉｄｓ）への成熟の最後の段階にある。精巣

内のＮＬ－１の存在を今回、マウス組織のノーザン分析により確認した（図１０

を参照のこと）。他の組織は、より感度の良いアッセイであるＲＴ－ＰＣＴによ

り分析されるとき、ＮＬ－１を発現する（示さず）。

      【００２６】

  同様のアプローチを、ＡＴＣＣから得られたマウスＥＳＴを用いてＮＬ－３の

局在化を決定するために使用した。図８は、胚の発達の１７日目、及び生後４日

目における全マウスの切片を示す。それがニューロンと会合するところの脳（図

９）、脊髄、肝臓、脾臓、及び骨を含むいくつかの組織は、上記推定ペプチダー

ゼを発現している。標識は、Ｈｙｐマウス、低リン酸血症くる病（ｒｉｃｋｅｔ

ｓ）のための動物モデルからの骨の内でより強かった（図８）。骨内では、ＮＬ

－３は、骨芽細胞により発現されていることが分かった（示さず）。

      【００２７】

  ノーザン・ブロッティング実験を、ＮＬ－２とＮＬ－３プローブを用いていく

つかの組織に対して行った。ヒトの多組織ノーザン・ブロット（Ｃｌｏｎｔｅｃ
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ｈ）を、特異的プローブとハイブリダイズさせた。約４．０kbの単一ＲＮＡバン

ドが、ＮＬ－２のためのプローブにより出現した。ＮＬ－２の発現は、脳と脊髄

に制限されている（示さず）。しかしながら、ＲＴ－ＰＣＲは、精巣内での上記

酵素の存在を示した（示さず）。

      【００２８】

  約３．０kbの単一ＲＮＡバンドが、ＮＬ－３のための特異的プローブにより検

出された（示さず）。ＮＬ－３の発現は、主に、卵巣、脊髄、及び副腎内で観察

された。

      【００２９】

  ＮＬ－２とＮＬ－３のためのヒト遺伝子の染色体上の位置決定

  脊椎動物における新規メタロペプチダーゼの機能についての手がかりを得る手

段として、我々は、ヒトにおける遺伝子座とマップされた遺伝子病の間の可能性

のあるリンクを探求するために、ヒト染色体上の新規ｃＤＮＡを局在化した。そ

うするために、我々は、高分解能の蛍光インサイチュー・ハイブリダイゼーショ

ン（ＦＩＳＨ）によりＮＬ－２とＮＬ－３遺伝子をマップした。ＮＬ－２は、染

色体バンド１ｐ３６に局在化された。ヒトにおけるＮＬ－２の細胞分布に矛盾せ

ず、ＣＮＳの遺伝子病、例えば、失読症（ｄｙｓｌｅｘｉａ）、神経管欠損症（

ｎｅｕｒａｌ  ｔｕｂｅ  ｄｅｆｅｃｔ）、神経芽細胞腫（ｎｅｕｒｏｂｌａｓ

ｔｏｍａ）、シャルコー－マリー－ツース（Ｃｈａｒｃｏｔ－Ｍａｒｉｅ－Ｔｏ

ｏｔｈ）病のニューロン型は、全て、上記領域内にマップされており、そしてヒ

トにおけるＮＬ－２の役割のための潜在的な標的を表す。ＮＬ－３は、染色体バ

ンド２ｑ３７に局在化された。骨におけるＮＬ－３の役割と矛盾せず、オールブ

ライト遺伝性骨形成異常（Ａｌｂｒｉｇｈｔ  ｈｅｒｅｄｉｔａｒｙ  ｏｓｔｅ

ｏｄｙｓｔｒｏｐｈｙ）を、同一染色体座にマップした（Ｐｈｅｌａｎ  ｅｔ  

ａｌ．，１９９５）。

      【００３０】

  以上から、ＮＬ－２とＮＬ－３は、それぞれ、ヒト染色体座１ｐ３６と２ｑ３

７に関係する疾患又は失調のためのマーカーとして直ちに有用であると予想され

るメタロペプチダーゼである。知られた疾患に関わる染色体バンド上のそれらの



(17) 特表２００２－５３６０２１

位置決定は、それらが、疾患の発達の原因又は結果として、発現され又は１以上

の遺伝子と同時発現されうることを示唆する。これらの酵素は、単独で又は疾患

に関係する他の遺伝子とともに、アップ・レギュレート又はダウン－レギュレー

トされることができる。それ故、ＮＬ－２又はＮＬ－３に特異的な抗体又は他の

リガンドは、診断目的のために、並びに核酸ハイブリダイゼーション又は増幅技

術を用いた診断アッセイにおけるプライマー又はプローブとして使用されること

ができる。あるいは、ＮＬ－２及びＮＬ－３の各酸に対するプライマー又はプロ

ーブは、極近位に置かれ、かつ、上記疾患に関係する遺伝子の突然変異をマッピ

ングするために有用であろう。それ故、ＮＬ－２とＮＬ－３遺伝子産物がどのよ

うな機能を有していたとしても、それらの染色体上の位置決定は、１の診断用途

を提供する。この位置決定及び組織分布は、上記酵素の厳密な機能を明らかにす

るために調べられるであろう疾患及び組織に関する情報を提供する。

      【００３１】

  ＮＬ－１は、ＮＬ－２に似ており、ＮＬ－１は、アミノ配列において約８０％

のホモロジーを、ＮＬ－２と共有し、そして構造的特徴、例えば、そのエクトド

メインの近位端に置かれたフリン認識配列を共有する。ＮＬ－２は、マウスＮＬ

－１のヒト同族体であるかもしれない。そうである場合、これら２つのタンパク

質は、実質的な縮重度をもつであろうし、そして、おそらく、種間で変わる異な

る活性特性をもつであろう。

      【００３２】

  ＮＬ－１の染色体上位置決定は、The Jackson Laboratory Backcross DNA Pan

el Mapping Resourceとの共同研究においてSingle Strand Conformational Poly

morphism(SSCP)によりマウス・ゲノム内で決定された。ＮＬ－１は、ＮＬ－２遺

伝子が置かれているヒト染色体領域１ｐ３６に対応するマウス第４染色体の遠位

領域に局在化した。このことは、ＮＬ－１とＮＬ－２が種変異体であるという我

々の仮説を強化する。

      【００３３】

  ＮＬｓに対する抗体の産生

  注射された動物から集めた抗血清を、Ｅ．ｃｏｌｉ内で作られたＧＳＴ－抗原
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融合タンパク質に対する免疫ブロッティングにより、まず、テストした。１のウ

サギからの抗血清は、ＮＬ－１－関連ポリペプチドを認識し、そして１のマウス

及び１のウサギからの抗血清は、ＮＬ－３－関連ポリペプチドと反応した（結果

を示さず）。上記ウサギ抗血清よりも特異的であるようであった、抗ＮＬ－１抗

血清とマウス抗ＮＬ－３抗血清を、ＮＬ－１又はＮＬ－３を発現する細胞からの

タンパク質の抽出物と培養基に対する免疫ブロッティングにより、次に、テスト

した（以下を参照のこと）。

      【００３４】

  ＣＨＯ細胞内でのＮＬ－１の発現

  全長ＮＬ－１タンパク質をコードするｃＤＮＡを、哺乳動物発現ベクターｐｃ

ＤＮＡ３－ＲＳＶ内でクローニングし、そしてＣＨＯ細胞内でトランスフェクト

させた。安定した細胞系を、薬物Ｇ４１８を用いた選択により確立し、そしてＮ

Ｌ－１の存在についての免疫ブロッティングによりテストした。

      【００３５】

  少量のＮＬ－１が、トランスフェクトされたＣＨＯ細胞の抽出物中に見つかっ

た（結果を示さず）。この細胞内種は、エンドＨ消化を受け易く、このことは、

この糖部分が成熟していないことを示し、そしてＥＲ局在化を示唆する（結果を

示さず）。トランスフェクトされたＣＨＯ細胞の培養基は、可溶性ＮＬ－１の存

在を示した（図１０）。この細胞外種は、エンドＨに対して抵抗性であり、この

ことは、遅い分泌経路を通しての真の輸送を示唆している。ＮＬ－１のｃＤＮＡ

配列は、タイプIIトランスメンブラン・タンパク質を予想する。それによりＮＬ

－１が可溶性タンパク質に形質転換されるところのメカニズムは、現在知られて

いない。しかしながら、アミノ酸配列の検査は、残基５８～６５の推定フリン解

裂部位の存在を現した（図３）。同様の部位が、ＮＬ－２配列中に存在する。

      【００３６】

  ＮＬ－１の可溶性形態を、基質として〔 3Ｈ〕－Ｔｙｒ－（Ｄ）Ａｌａ2 －Ｌ

ｅｕ－エンケファリンとブラジキニン（ｂｒａｄｙｋｉｎｉｎ）を用いた活性に

ついてアッセイした。図１１は、ＮＬ－１がエンケファリン基質を分解すること

ができること（Ｋｍ＝１８±１０μＭ）、そしてこの活性が、ホスホラミドン（
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ｐｈｏｓｐｈｏｒａｍｉｄｏｎ）（ＩＣ50＝０．９±０．３nM）とチオルファン

（ｔｈｉｏｒｐｈａｎ）（Ｋｍ＝４７±１２nM）、ＮＥＰファミリーの酵素の一

般的阻害剤により阻害されることができるということを示す。ブラジキニンは、

ＮＬ－１のための基質でもある（示さず）。

      【００３７】

  分泌を促進するためのＮＬ－１アミノ・末端ドメインの使用

  ＮＬ－１エクトドメインが、おそらくフリンによるそのトランスメンブラン・

セグメントの解裂を通じて解裂されるという観察は、（開始メチオニンからフリ

ン部位まで）ＮＬ－１アミノ－末端ドメインにスプライスされるであろう外来タ

ンパク質の分泌を促進するという可能性を提起する。この仮説をテストするため

に、（第３システインから末端までの）ＮＬ－３のエクトドメインを、ＰＣＲ戦

略を用いてＮＬ－１アミノ末端ドメインにスプライスし、そしてその組換えＤＮ

Ａを発現ベクターｐＲｃＣＭＶ内でクローン化した。融合タンパク質は、ＣＯＳ

－１とＨＥＫ２９３細胞内への上記ベクターのトランスフェクションにより発現

された。トランスフェクトされた細胞の培養基を、ＮＬ－３に対するマウス抗血

清を用いた免疫ブロッティングにより分析した。図１２は、両ＣＯＳ－１及びＨ

ＥＫ２９３細胞の消費された培養基中のＮＬ－３の存在を示す。この結果は、Ｎ

Ｌ－１アミノ－末端ドメインが、外来タンパク質の分泌を促進するために使用さ

れることができるということを示している。

      【００３８】

  ＮＬ－３の可溶性形態を、基質として〔 3Ｈ〕－Ｔｙｒ－（Ｄ）Ａｌａ2 －Ｌ

ｅｕ－エンケファリンを用いて活性についてアッセイした。

      【００３９】

  先の実験は、他の膜付着タンパク質エクトドメインの分泌を促進するためにＮ

Ｌ－１のアミノ－末端ドメインを使用することができることを示した。同一の戦

略が小さなペプチドの分泌を促進するために使用されることができるかどうかを

確めるために、ＰＣＲ戦略を、ヒトβ－エンドルフィンをＮＬ－１のアミノ末端

ドメインにスプライスするために使用し、そして組換えＤＮＡを、ベクターｐＲ

ｃＣＭＶ内でクローニングした。融合タンパク質を、ＣＯＳ－１とＨＥＫ２９３
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細胞内での上記ベクターのトランスフェクションにより発現させた。トランスフ

ェクトされた細胞の培養基を、トランスフェクションから４８時間後に集め、そ

して上記ペプチドを先に記載されたように（Ｎｏｅｌ  ｅｔ  ａｌ．，１９８９

）精製した。上記抽出物中のβ－エンドルフィンの存在を、ラジオイムノマッセ

イにより検出した。これらの結果は、ＣＯＳ－１とＨＥＫ２９３細胞の両者が、

培養基１ml当り約１００Pgのβエンドルフィンを生産したことを示した。それ故

、フリン認識部位で終わるＮＬ－１とＮＬ－２のＮ－末端は、着目のタンパク質

の可溶性形態を製造するために有用であろう。

      【００４０】

  セクション２）

  材料及び方法

  ＤＮＡ操作

  全てのＤＮＡ操作、ファージ・ライブラリー・スクリーニング、及びプラスミ

ド調製を、標準的なプロトコール（Ａｕｓｕｂｅｌ  １９８８；Ｓａｍｂｒｏｏ

ｋ  １９８９）に従って行った。部位指定突然変異誘発を、先に記載されたよう

に（Ｌｅ  Ｍｏｕａｌ  １９９４）、ＰＣＲベースの戦略を用いて行った。

      【００４１】

  ネフリリジン・ファミリーの新規メンバーの同定のためのｍＲＮＡ精製及びＲ

Ｔ－ＰＣＲプロトコール

  ｍＲＮＡを、Ｑｕｉｃｋ  Ｐｒｅｐ  Ｍｉｃｒｏ  ｍＲＮＡ精製キット（Ｐｈ

ａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ）を用いてマウス精巣から調製した。第１スト

ランドｃＤＮＡを、第１ストランドｃＤＮＡ合成キット（Ｐｈａｒｍａｃｉａ  

Ｂｉｏｔｅｃｈ）を用いて１μｇのｍＲＮＡから合成した。それぞれ、ＮＥＰ配

列のアミノ酸残基４５９～４６５、及び５５２～５６０に対応する２つのセンス

・プライマー、オリゴヌクレオチド３８１７（５′－ＴＧＧＡＴＧＧＡＴ／ＣＧ

Ａ／ＣＩＧＧ／ＡＩＡＣＩＡ／ＣＡ－３′）、及びオリゴヌクレオチド３７１９

（５′－Ａ／ＧＴＩＧＴＩＴＴＴ／ＣＣＣＩＧＣＩＧＧＩＡ／ＧＴ／ＡＩＣ／Ｔ

ＴＧ／ＣＣＡ－３′）、並びにアミノ酸残基６４６～６５４に対応する１のアン

チセンス・プライマー、オリゴヌクレオチド３７２０（５′－ＡＩＩＣＣＩＣＣ
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ＩＡ／ＴＣ／ＴＡ／ＧＴＣＩＧＣＩＧ／ＡＣ／ＴＡ／ＧＴＴＴ／ＣＴＣ－３′）

（図１と２を参照のこと）を合成した。ＰＣＲを、１mM  ＭｇＣｌ2 、２μＭの

各オリゴヌクレオチド３８１７と３７２０、２００μＭの各ｄＮＴＰ、及び５％

ＤＭＳＯを含む１００μｌの最終容量中、５μｌのｃＤＮＡテンプレートと１μ

ｌのＴａｑＤＮＡポリメラーゼを用いて行った。サイクリング・プロフィールは

、９４℃５分間の最初の変性ステップ、３０サイクルの、１分間９４℃、１分間

４０℃、及び１．５分間７２℃、並びに７２℃１０分間の最終伸張ステップを含

んだ。増幅されたＤＮＡの１／２を２％アガロース・ゲル上で分画し、そして５

００～７００bpの間のサイズ範囲の断片を精製し、そして５０μｌの最終容量中

に再懸濁させた。第２ラウンドのＰＣＲを、テンプレートとして、１０μｌの第

１ＰＣＲ反応物又は５μｌの精製断片を用いて、プライマー３７１９とプライマ

ー３７２０とともに行い、そして新たなＰＣＲ生成物を、ｐＣＲ２．１ベクター

（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）内にライゲートした。いくつかの同一クローンが、Ｎ

ＥＰファミリーの潜在的な新規メンバーに対応した。我々はこのメンバーをＮＥ

Ｐ－様１の代わりにＮＬ１と呼んだ。

      【００４２】

  全長ＮＬ１  ｃＤＮＡのクローニング

  クローン化されたＮＬ１  ＰＣＲ断片を、マウス精巣λ  Ｕｎｉ－ＺＡＰ（商

標）ＸＲ  ｃＤＮＡライブラリー（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）をスクリーニングす

るためのプローブとして使用した。１００の陽性ファージの中の１２をプラーク

精製し、そしてｐＢＳ  ＳＫベクター（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）内にサブクロー

ニングした。分析された最長のクローンは不完全なＯＲＦ（ｐＢＳ－ＮＬ１Ａ）

を提示したので、ベクター（５′－ＴＡＧＴＧＧＡＴＣＣＣＣＣＧＧＧＣＴＧＣ

ＡＧ－３′、センス・プライマー）、及びＮＬ１（５′－ＡＣＣＡＡＡＣＣＴＴ

ＴＣＣＴＧＴＡＧＣＴＣＣ－３′、アンチセンス・プライマー、ＮＬ１のｎｔ１

３０３～１３２４）内にあるプライマーを用いた５′ＲＡＣＥを、残った半精製

された陽性クローンのＤＮＡに対して、その後行った。増幅を、５０ngのＤＮＡ

、４mMのＭｇＳＯ4 、１μＭの各オリゴヌクレオチド、２００μＭの各ｄＮＴＰ

、及び１０％のＤＭＳＯを含有する１００μｌの最終容量中の１μｌのＶｅｎｔ
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ポリメラーゼを用いて行った。サイクリング・パラメーターは、９４℃１分間の

開初変性ステップ、２５サイクルの、９４℃３０秒間、６０℃３０秒間、及び７

２℃１分間、並びに７２℃１０分間のインキュベーションを含んだ。予想された

長さのＰＣＲ断片をｐＣＲ２．１ベクター内にサブクローニングしたが（クロー

ンｐＣＲ－ＮＬ１Ａ）、シークエンシングは開始ＡＴＧコドンを現わさなかった

。次に、ネスト化された５′ＲＡＣＥを、供給者により推奨されるように、（上

記キットからの）センス・オリゴヌクレオチドＡＰ１とＡＰ２、並びにＮＬ１ア

ンチセンス・オリゴヌクレオチド５′－ＣＣＴＧＡＧＧＧＣＴＣＧＴＴＴＴＡＣ

ＡＡＣＣＧＴＣＣＴ－３′（ＮＬ１のｎｔ５０３～５２９）と５′－ＣＴＣＡＴ

ＣＣＣＡＧＧＡＧＡＡＧＴＧＴＡＧＣＡＧＧＣＴ－３′（ＮＬ１のｎｔ４７５～

５０２）を用いたＭａｒａｔｈｏｎ  Ｒｅａｄｙ  ｃＤＮＡキット（Ｃｌｏｎｔ

ｅｃｈ）を使用してマウス精巣ｃＤＮＡについて行った。得られた断片を、ｐＣ

Ｒ２．１ベクター内にクローン化した（ｐＣＲ－ＮＬ１Ｂ）。１０塩基対だけが

上記開始ＡＴＧコドンに関して失われていたので、我々は、上記のようにＶｅｎ

ｔポリメラーゼを用いたセンス・プライマー５′－ＣＣＡＣＣＡＴＧＧＴＧＧＡ

ＧＡＧＡＧＣＡＧＧＣＴＧＧＴＧＴＣＧＧＡＡＧＡＡＧ－３′（ＮＬ１のｎｔ３

３２～３６４；失われた１０ヌクレオチドに下線を引いた）、及びアンチャンス

・プライマー５′－ＡＣＣＡＡＡＣＣＴＴＴＣＣＴＧＴＡＧＣＴＣＣ－３′（Ｎ

Ｌ１のｎｔ１３０３～１３２４）を用いてクローンｐＣＲ－ＮＬ１ＡをＰＣＲ増

幅することにより上記ｃＤＮＡの５′末端を再構築した。次に、上記ＤＮＡ断片

を、ｐＣＲ２．１内に挿入した（クローンｐＣＲ－ＮＬ１Ｃ）。全長ＯＲＦを、

ＥｃｏＲＩとＰｆＩＭ１を用いたｐＢＳ－ＮＬ１ＡとｐＣＲ－ＮＬ１Ｃの消化の

後に再構築した。ＮＬ１  ｃＤＮＡの５′末端をｐＣＲ－ＮＬ１から切除し、そ

してそれぞれ対応部位においてｐＢＳ－ＮＬ１Ａ内にライゲートして、プラスミ

ドｐＢＳ－ＮＬ１Ｂを得た。

      【００４３】

  発現試験のために、ＮＬ１の全長ｃＤＮＡに対応する、ｐＢＳ－ＮＬ１Ｂから

生成したＢａｍＨＩ／ＡｐａＩ断片をｐＣＤＮＡ３／ＲＳＶ〔１８〕ベクター内

に挿入した。
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      【００４４】

  ポリクローナル抗体の産生

  ＮＬ１とのＧＳＴ融合タンパク質の大腸菌内での製造のためのプラスミドを、

ｐＧＥＸ－４Ｔ－３発現ベクター（Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ

ｏｇｉｅｓ）を用いて構築した。ＮＬ１からの２５５bp断片を、センス・プライ

マー５′－ＧＣＴＡＣＧＧＧＡＴＣＣＧＴＧＧＣＣＡＣＴＡＴＧＣＴＴＡＧＧＡ

Ａ－３′（ｎｔ１１３９～１１５８）とアンチセンス・プライマー５′－ＣＧＡ

ＴＴＧＣＴＣＧＡＧＴＧＧＧＡＡＣＡＧＣＴＣＧＡＣＴＴＣＣＡ－３′（ｎｔ１

３７７～１３９６）を用いたＶｅｎｔポリメラーゼによるＰＣＲにより増幅した

。ｐＧＥＸ－４Ｔ－３と上記ＰＣＲ産物の両者を、ＢａｍＨＩとＸｈｏＩで消化

し、そしてライゲートした。組換えタンパク質を、供給者の指示に従って、製造

し、そして精製した。５週齢の雌ｂａｌｂ／ｃマウスを、フロイント・アジュバ

ント中の２０μｇの上記組換えＮＬ１断片で３ヶ月間毎月免疫化し、そして抗血

清をその後回収した。

      【００４５】

  細胞培養及びトランスフェクション

  ヒト胚性腎（ＨＥＫ２９３）細胞を、１００％ウシ胎児血清（ＦＢＳ）を含み

、そして６０μｇ／mlにおいてペニシリン、１００μｇ／mlにおいてストレプト

マイシン、そして０．２５μｇ／mlにおいてフォンジゾン（ｆｏｎｇｉｚｏｎｅ

）を補われたＤＭＥＭ培地中で維持した。適当なプラスミドによる細胞のトラン

スフェクションを、カルシウム／ホスフェート－ＤＮＡ共沈法（Ｃｈａｎｇ  １

９８７）により行った。永久細胞系を樹立するために、Ｇ４１８選択を、１２日

間４００μｇ／mlでそして徐々に１００μｇ／mlまで低下させたトランスフェク

ションから４８時間後に開始させた。

      【００４６】

  ｐＲｃＣＭＶ－ｓＮＥＰでトランスフェクトされたＬＬＣ－ＰＫ1 細胞を、先

に記載されたように（Ｌａｎｃｔｏｔ  １９９５）維持した。

      【００４７】

  免疫ブロット分析
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  免疫ブロット分析のために、２mM酪酸ナトリウムを含有する合成ＤＭＥＭ培地

中で、細胞を１６時間インキュベートした。細胞のタンパク質を先に記載された

ように（Ｄｉｏｎ  １９９５）可溶化した。培養基中で回収された分泌タンパク

質を、限外濾過により約１０倍濃縮した。免疫ブロット分析を、ＮＬ１に特異的

なポリクローナル抗体又はα１－抗トリプシン・インヒビター抗体、その後の適

当なホースラディシュ・ペルオキシダーゼ－コンジュゲート１ｇＧ（Ｖｅｃｔｏ

ｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）を用いたＮＥＮルネッサンス・キット（Ｃａｌ

ｂｉｏｃｈｅｍ；ＬａＪｏｌｌａ，ＣＡ）を使用して行った。

      【００４８】

  グリコシル化試験のために、タンパク質を、その供給者（ＮＥＢ）により示唆

されるように、エンドグルコシダーゼＨ（ｅｎｄｏ  Ｈ）又はペプチド：Ｎ－グ

ルコシダーゼ（ＰＮＧａｓｅ  Ｆ）とともにインキュベートした。

      【００４９】

  酵素活性アッセイ

  ＮＬ１活性を、既に記載されているように（Ｄｉｏｎ  １９９５；Ｄｅｖａｕ

ｌｔ  １９８８）、（チロシル－〔３，５－ 3Ｈ〕）（Ｄ－Ａｌａ2)－Ｌｅｕ5 

－エンケファリン（５０Ｃｉ／mmol）（Ｒｅｓｅａｒｃｈ  Ｐｒｏｄｕｃｔｓ  

Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｎａｌ  Ｉｎｃ．））を用いて、モニターし、そしてｓＮＥ

Ｐ活性に対して比較した。Ｋｍ値を、同位体希釈法により測定した。ホスフォラ

ミドン（ｐｈｏｓｐｈｏｒａｍｉｄｏｎ）とチオールファン（ｔｈｉｏｒｐｈａ

ｎ）の阻害効果も、先に記載されたように評価した（Ｄｉｏｎ  １９９５）。

      【００５０】

  Ｌｅｕ－エンケファリンの加水分解のＨＰＬＣ分析

  ５μｇのＬｅｕ5 －エンケファリンを、０．１mMのホスフォラミドンの不存在

下又は存在下で、ＮＬ１（約３００μｇの全タンパク質）を発現するＨＥＫ２９

３細胞又はｓＮＥＰ（約３０μｇの全タンパク質）を発現するＬＬＣ－Ｐｋ1 細

胞の濃縮培地、とともに、５０mM  ＭＥＳ，pH６．５中で１時間３７℃でインキ

ュベートした。加水分解産物を、先に記載されたように〔２３〕逆相ＨＰＬＣに

より分離した。Ｔｙｒ－Ｇｌｙ－ＧｌｙとＰｈｅ－Ｌｅｕの両者を、合成マーカ
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ー・ペプチドの溶離プロフィールにより同定した。

      【００５１】

  ノーザン・ブロット分析

  マウス多組織ポリ（Ａ)+  ｍＲＮＡブロット（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）を、Ｅｘｐ

ｒｅｓｓ  Ｈｙｂ溶液（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）中の〔32Ｐ〕ｄＣＴＰランダム・プ

ライマー標識されたプローブとハイブリダイズさせた。このブロットを、製造者

の推奨に従って洗浄し、そして増感スクリーンを用いて－８０℃で７日間フジＲ

Ｘフィルムに露出させた。

      【００５２】

  マウス組織のＲＴ－ＰＣＲスクリーニング

  第１ストランドｃＤＮＡ合成を、Ｇｅｎｅ  Ａｍｐ  ＲＮＡ  ＰＣＲ  Ｃｏｒ

ｅ  Ｋｉｔ（Ｐｅｒｋｉｎ  Ｅｌｍｅｒ）を使用して、マウス組織からの全ＲＮ

Ａ  １μｇとプライマーとしてオリゴ（ｄＴ）を用いて行った。上記ＰＣＲ反応

のために、Ｔａｑポリメラーゼとともに、５′－ＴＧＧＣＧＡＧＡＧＴＧＴＧＴ

ＣＡＧＣＴＡＴＧＴＣ－３′と５′－ＣＴＴＣＣＡＡＡＡＴＧＴＡＧＴＣＡＧＧ

ＧＴＡＧＣＣＡＡＴＣ－３′を使用した。上記ＰＣＲ生成物の１／１０を４％ア

ガロース・ゲル上で可視化した。

      【００５３】

  インサイチュー・ハイブリダイゼーション

  １ＳＨのためのｃＲＮＡプローブの合成のためのプラスミドを構築するために

、テンプレートとしてｐＣＲ－ＮＬ１Ａを使用して、センス・プライマー５′－

ＧＧＡＧＣＣＡＴＡＧＴＧＡＣＴＣＴＧＧＧＴＧＴＣ－３′（ｎｔ４１６～４３

９）とアンチセンス・プライマー５′－ＧＡＣＧＣＴＣＡＧＣＡＧＧＧＧＣＴＣ

ＡＧＡＧＴＣ－３′（ｎｔ８４２～８６５）を用いたＰＣＲにより４５２bp断片

を増幅した。増幅生成物をｐＣＲIIベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）内に挿入

した。リボプローブの合成と１ＳＨのためのプロトコールは、先に記載されたよ

うなものであった（Ｒｕｃｈｏｎ  １９９８）。

      【００５４】

  結果



(26) 特表２００２－５３６０２１

  マウスＮＬ１  ｃＤＮＡのクローニング、及び配列分析

  ＮＥＰファミリーの新規メンバーのためのｃＤＮＡを単離するために、我々は

、ＮＥＰ，ＥＣＥ－１とＰＨＥＸがかなりの配列同一性をもつ領域を共有すると

いう事実に基づくＲＴ－ＰＣＲ戦略を開発した。ネスト化プライマーを用いた精

巣ｍＲＮＡについてのＲＴ－ＰＣＲの後、約３００bpのＤＮＡ断片を増幅した。

このＤＮＡ断片をクローン化し、そして２４の独立のコロニーからのプラスミド

を配列決定した：３つのクローンは挿入がなく、４つのクローンはＮＥＰファミ

リーに関係ないＤＮＡ断片をもち、７つのクローンはマウスＮＥＰに対応する配

列をもち、そして３つのクローンはマウスＰＨＥＸに対応する配列をもっていた

。このことは、我々のアプローチが、上記ファミリーのメンバーの同定を効率的

に可能にしていたことを示すものであった。さらに、７つの同一クローンが、Ｎ

ＥＰファミリーのメンバーに対して配列類似性を提示する新規ｃＤＮＡをもって

いた。全長ｃＤＮＡは、材料及び方法において記載したように、マウス精巣λｃ

ＤＮＡライブラリーをスクリーニングし、その後５′ＲＡＣＥを行うことにより

、その後に得られた。そのヌクレオチドと演繹アミノ酸配列は、（以下、ＮＬ１

という）新規ＮＥＰ－様タンパク質をクローン化したことを確信させた。

      【００５５】

  ＮＬ１  ｃＤＮＡは、２９２５ｎｔにわたり、それは、３３１ｎｔをもつ５′

非翻訳領域、ｎｔ３３２～ｎｔ２６２６の２２９５ｎｔをもつオープン・リーデ

ィング・フレーム、そして２９９ｎｔをもつ３′非翻領域を含む。推定された開

始ＡＴＧの廻りの配列は、Ｋｏｚａｋコンセンサス（Ｋｏｚａｋ  １９８６）に

一致する。ＮＬ１の演繹されたアミノ酸配列は、短いＮ－末端細胞質テール、ユ

ニークな推定トランスメンブラン・ドメイン、及び大きなＣ－末端細胞外ドメイ

ンを包含する７６５アミノ酸残基からなる推定タイプIIトランスメンブラン・タ

ンパク質を現す。このエクトドメインは、９つの潜在的Ｎ－グリコシル化部位（

Ａｓｎ－Ｘ－Ｓｅｒ／Ｔｈｒ）と、上記ファミリーの全メンバーの中で保存され

たものに対応する、１０のシステイン残基を含み、これらは、適正な折り畳みと

活性なコンホメーションでの上記タンパク質の維持におそらく関係する。ＮＥＰ

の活性部位の部分として知られている全てのアミノ酸残基のがＮＬ１中に存在す
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る。予想されたタンパク質は、上記ファミリーの他のメンバーのいずれよりもＮ

ＥＰに対する高い類似性を示す。

      【００５６】

  ＮＬ１はネプリリジン・ファミリーのタンパク質と多くの特徴を共有している

けれども、極立った局面がそれを他のものから区別している：そのエクトドメイ

ンの最初の保存システイン残基は、それがＮＥＰ（９残基）又は上記ファミリー

の他のいずれかのメンバー内にあるよりも、ＮＬ１内で上記の予想されたトラン

スメンブラン・ドメインからより遠くにある（３４アミノ酸残基）。さらに、我

々は、上記トランスメンブラン・ドメインの終わりと上記の最初のシステインと

の間に、推定フリン解裂部位（－Ａｒｇ58－Ｔｈｒ－Ｖａｌ－Ｖａｌ－Ｌｙｓ－

Ａｒｇ63－）があることに気づいた。この観察は、ＮＬ１が、膜結合タンパク質

よりもむしろ分泌されたものとして存在することができることを示唆している。

      【００５７】

  ＨＥＫ２９３細胞内でのＮＬ１発現

  ＨＥＫ２９３細胞を、ＮＬ１  ｃＤＮＡを含むｐＣＤＮＡ３／ＲＳＶ発現ベク

ターでトランスフェクトし、そして材料及び方法において記載したように（ＨＥ

Ｋ／ＮＬ１細胞）、永久細胞系と樹立した。ポリクローナル抗体による免疫ブロ

ッティングは、１６時間の培養後、ほとんどのＮＬ１が、その細胞抽出物中の少

量の酵素とともに培養基中に存在した。分泌され、そして細胞に会合したＮＬ１

は、それぞれ、約１２５と１１０kDa の見かけ分子質量をもっていた。ＮＬ１の

糖添加状態を特徴付けるために、我々は次に、上記組換えタンパク質をペプチド

：Ｎ－グリコシダーゼＦ（ＰＮＧａｓｅ  Ｆ）とエンドグリコシダーゼＨ（エン

ドＨ）による脱グリコシル化に供した。ＰＮＧａｓｅ  Ｆは、高マンノース、及

びゴルジ体（Ｇｏｌｇｉ  ｃｏｍｐｌｅｒ）内に添加された最も複雑なＮ結合オ

リゴ糖を除去する。反対に、エンドＨは、ＲＥＲ内のタンパク質上に存在するが

ゴルジ体内に未だ輸送されていない。高マンノース・タイプのＮ－結合オリゴ糖

側鎖を除去する；従って、エンドＨに対する耐性は、そのタンパク質がゴルジ体

内に移動しているかどうかの指標として使用されることができる。ＰＮＧａｓｅ

  Ｆ処理は、細胞は会合し及び分泌されたＮＬ１が、それらの電気永動易動度が
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消化後に増加することから、Ｎ－グリコシル化されていたことを示した。しかし

ながら、分泌されたＮＬ１は、ＰＮＧａｓｅ  Ｆ処理後、ダブレットとして移動

した。１つ目のバンドは細胞会合形態のものとともに移動し、そして２つ目のバ

ンドは、より遅い移動速度をもっていた。未処理の、そしてエンドＨ消化された

分泌ＮＬ１はＳＤＳ－ＰＡＧＥにより単一バンドとして見られたので、我々の観

察は、分泌されたＮＬ１の割合が、Ｎ－結合オリゴ糖のいくらかをＰＮＧａｓｅ

  Ｆ消化に対して耐性にする、さらなるＲＥＲ後翻訳後修飾を経験するというこ

とを示唆している。

      【００５８】

  分泌されたＮＬ１とは反対に、細胞抽出物からのＮＬ１は、エンドＨ処理を受

け易かった。この結果は、上記２つの種の糖添加状態の違いを示し、そしてトラ

ンスフェクトされた細胞内で観察された細胞会合形態が、ゴジル体内に通過して

いない細胞内種であるということを示唆している。

      【００５９】

  ズブチリシン様コンベルターゼ（ｓｕｂｔｉｌｉｓｉｎ－ｌｉｋｅ  ｃｏｎｖ

ｅｒｔａｓｅ）によるＮＬ１のプロセッシング

  哺乳動物のズブチリシン様コンベルターゼ・ファミリーのメンバーが、トラン

スフェクトされた細胞の培養基中に存在するＮＬ１に責任を負っているかどうか

を決定するために、我々は、一定量のプラスミドｐＣＤＮＡ３／ＲＳＶ／ＮＬ１

と増加量のプラスミドｐＣＤＮＡ３／ＣＭＶ／ＰＤＸ（Ｂｅｎｊａｎｎｅｔ  １

９９７）を用いてＨＥＸ２９３細胞を一過性に同時トランスフェクトさせた。後

者のベクターは、α１－抗トリプシンＰｏｒｔｌａｎｄ変種、α１－ＰＤＸ、ズ

ブチリシン様コンベルターゼの知られた阻害剤（Ａｎｄｅｒｓｏｎ  １９９３）

の発現を促進させる。ＮＬ１とα１－ＰＤＸの両者を発現する細胞の培養基の免

疫ブロット分析は、ＮＬ１分泌が、α１－ＰＤＸの存在により強く阻害されたこ

とを示した；α１－ＰＤＸの量とＮＬ１分泌の阻害レベルとの間に、一定の関係

が観察された。

      【００６０】

  上記ズブチリシン様コンベルターゼによるタンパク質分解が、ＮＬ１エクトド
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メイン内で同定された推定フリン解裂部位（－Ａｒｇ58－Ｔｈｒ－Ｖａｌ－Ｖａ

ｌ－Ｌｙｓ－Ａｒｇ63－）において生じていたかどうかを確かめるために、アミ

ノ酸残基Ａｓｎ62－Ｇｌｙ63を、ベクターｐｃＤＮＡ３／ＲＳＶ／ＮＬ１内、及

び突然変異体タンパク質を発現するＨＥＫ２９３細胞（ＨＥＫ／ＮＬ１  ｍｕｔ

細胞）を樹立するために使用された突然変異したベクター内での部位指定突然変

異誘発により、Ｌｙｓ62－Ａｒｇ63の代わりに置いた。ＨＥＫ／ＮＬ１  ｍｕｔ

細胞の培養基の免疫ブロット分析は、その突然変異がＮＬ１の分泌を完全に廃止

したことを示した。さらに、１２７kDa の分子量をもつＮＬ１の他の形態が、上

記細胞の抽出物中で検出された。この新規な種は、エンドＨ消化に対して耐性で

あり、そしてＨＥＫ／ＮＬ１  ｍｕｔ細胞がＣｈｉｄｉａｃ  ｅｔ  ａｌ．１９

９６に従って分画されたとき、膜と会合して存在していた（結果を示さず）。

      【００６１】

  ＮＬ１酵素活性

  ＨＥＫ２９３とＨＥＫ／ＮＬ１細胞からの培養基を、基質（チロシル－〔３，

５－ 3Ｈ〕）（Ｄ－Ａｌａ2)－Ｌｅｕ5 －エンケファリン、知られたＮＥＰ基質

を用いて、酵素活性についてテストした。活性は、ＨＥＫ細胞中ではなく、ＨＥ

Ｋ／ＮＬ１細胞の培養基中で、検出された。この活性は、ＮＬ１の量及びインキ

ュベーション期間とともに線形で上昇した。このことは、上記基質の消化が、Ｎ

Ｌ１酵素活性に因るものであったということを示している。

      【００６２】

  我々は、同一基質を用いてＮＬ１の酵素パラメーターを特徴付け、そしてそれ

らを、ＮＥＰの操作された可溶性形態（ｓＮＥＰ）（Ｌｅｍａｙ  １９８９）の

パラメーターと比較した。Ｄ－Ａｌａ2 －Ｌｅｕ5 －エンケファリンについての

ＮＬ１アフィニティーは、それぞれ、１８μＭと７３μＭのそれらのＫｍ値によ

り示されるように、ｓＮＥＰのものよりも僅かに高かった。阻害アッセイは、ホ

スフォラミドンが、それぞれ、０．９nMと０．５nMのＩＣ50値をもって、ＮＬ１

とｓＮＥＰ活性に対して類似の効果をもち、そしてチオルファン（ｔｈｉｏｒｐ

ｈａｎ）、ＮＥＰの特異的インヒビターは、ＮＥＰについて８nMのＩＣ50と比較

したとき、４７nMのＩＣ50をもってＮＬ１を阻害した。
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      【００６３】

  ひじょうに低レベルのホスフォラミドン・感受性活性が、ＨＥＫ／ＮＬ１細胞

の抽出物中で検出され（データを示さず）、これは、免疫ブロッティングにより

観察された少量のＮＬ１と矛盾しないものであった。

      【００６４】

  ＮＬ１がＮＥＰに類似する解裂部位特異性をもっていたかどうかを決定するた

めに、我々は、ＨＥＫ／ＮＬ１細胞の培地から回収したＮＬ１の存在下又はｓＮ

ＥＰの存在下でＬｅｕ5 －エンケファリンをインキュベートし、そしてＲＰ－Ｈ

ＰＬＣによりその分解産物を分析した。標準的なＴｙｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ、及び

Ｐｈｅ－Ｌｅｕペプチドとともに移動するピークを、両ＲＰ－ＨＰＬＣプロフィ

ールにおいて観察された。このことは、両酵素は、Ｇｌｙ3 －Ｐｈｅ4 ペプチド

・ボンドにおいて上記基質を解裂させたことを示している。このエンケファリン

分解活性は、ホスフォラミドン（１μＭ）により完全に阻害された。

      【００６５】

  ＮＬ１  ｍＲＮＡの組織及び細胞分析

  ＮＬ１  ｍＲＮＡの組織分布を、ＮＬ１  ｃＤＮＡのコーディング領域に対応

する特異的プローブを用いたノーザン・ブロット分析により測定した。３．４kb

の単一転写産物は、テストされた全マウス組織の中で精巣内だけに検出された。

マウス組織を、ＲＴ－ＰＣＲによってもスクリーンした。このより高感度の技術

を用いて、心臓、脳、脾臓、肺、肝臓、及び腎臓を含むいくつかの他の組織中に

ＮＬ１の発現が観察された。上記ノーザン・ブロットの結果に一致して、厳密に

は定量的ではないけれども、ＲＴ－ＰＣＲ分析は、他の組織中よりも精巣内でよ

り多くのＮＬ１  ｍＲＮＡを検出した。

      【００６６】

  ＮＬ１  ｍＲＮＡ分布をより詳しく洞察するために、我々は、４日齢の新生マ

ウスからの１ＳＨクリオスタット矢状切片（ｃｒｙｏｓｔａｔ  ｓａｇｉｔａｌ

  ｓｅｃｔｉｏｎｓ）、並びに１６日齢の動物（ｐ１６）、及び成体組織（心臓

、脳、脾臓、肺、肝臓、腎臓、及び精巣）からの切片により検査した。ＮＬ１  

ｍＲＮＡの存在は、成体精巣内でのみ検出された。精細管の脈管外面内の生殖細
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胞だけが標識された。これらの細胞は、全ての精子形成成熟段階において丸く、

かつ、長い精子細胞として同定された。精子又は精母細胞、精子又はセルトリ（

Ｓｅｒｔｏｌｉ）細胞のいずれも、標識されなかった。間質細胞もネガティブで

あった。対照を、非特異的バックグラウンドのみを生成するセンス・リボプロー

ブを用いて行った（データを示さず）。テストした４日齢のマウス矢状切片と他

の全ての組織はネガティブであった。

      【００６７】

  討議

  推定治療標的としてのネプリリジン・ファミリーのメンバーの高い重要性、及

びペプチダーゼの重要なファミリーの新規メンバーの最近の発見は、残った上記

ファミリーの他のメンバーが同定されるかどうかについて調べることを我々に促

した。ＰＣＲ－ベースの戦略を使用して、我々は、マウス精巣から、我々がＮＬ

１と呼ぶ新規ＮＥＰ－様酵素をコードする部分的ｃＤＮＡをクローン化した。全

長ＮＬ１  ｃＤＮＡによりコードされたアミノ酸配列の分析は、上記ファミリー

のこのメンバーが最大でＮＥＰに：５５％同一性、及び７４％類似性、類似して

いることを現した。最近、全マウス胚からの新規亜鉛メタロペプチダーゼの１次

構造が報告された（Ｉｋｅｄａ  １９９９）。ＳＥＰといわれるこの酵素は、別

々のスプライシングに因り、可溶性形態又は細胞会合形態のいずれかで存在する

。ＮＬ１は、ＳＥＰの可溶性形態とたった３つのアミノ酸の違いを示し、このこ

とは、分泌されたＳＥＰとＮＬ１が同じ酵素であることを示している。我々のク

ローニング戦略は、マウス精巣中の少量の種であるＮＬ１の細胞会合形態の特徴

付けを許容しなかった（Ｉｋｅｄａ  １９９９）。

      【００６８】

  ＮＬ１のアミノ酸配列は、上記ファミリーの他のメンバーに類似するタイプII

の完全膜糖タンパク質のトポロジーを予想する。ＰＮＧａｓｅ  Ｆによる上記組

換えタンパク質の処理は、実際、ＮＬ１が、Ｎ結合炭水化物側鎖を有しているこ

とを示した。しかしながら、９つの全ての推定Ｎ－グリコシル化部位が使用され

ているかどうかを正確に決定することはできないが、ＰＮＧａｓｅ  Ｆ処理の間

の分子質量における３０kDa の減少は、ほとんどがグリコシル化されていること
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を示唆している。Ａｓｎ－Ｘ－Ｓｅｒ／Ｔｈｒコンセンサス内の全てのアスパラ

ギン残基がＣＯＳ－１細胞内で発現されるウサギＮＥＰにおいてグリコシル化さ

れていること、そして糖部分が上記タンパク質の安定性及び酵素活性を高め、そ

してその分子内輸送を容易にすることが、既に示されている（Ｌａｆｒａｎｃｅ

  １９９４）。３つのＮＥＰグリコシル化Ａｓｎ残基（Ａｓｎ１４５，Ａｓｎ２

８５、及びＡｓｎ６２８）は、ＮＬ１において保存されている（Ａｓｎ１６３，

Ａｓｎ３０３、及びＡｓｎ６４３）。これらの残基の中で、Ａｓｎ１４５とＡｓ

ｎ６２８は、ＮＥＰ酵素活性に影響を及ぼすと報告されている（Ｌａｆｒａｎｃ

ｅ  １９９４）。同じ研究において、ＮＥＰの折れ畳み及び細胞内輸送に対する

糖添加の効果は、いずれかの特定のものの寄与よりもむしろ全てのグリコシル化

部位の累積的効果であることも示されている。ＮＬ１のグリコシル化は、ＮＥＰ

のものと類似性を共有している。なぜなら、我々は、それらの１次構造及び酵素

活性が酷似していることを発見したからである。

      【００６９】

  驚くべきことに、ＨＥＫ２９３細胞のトランスフェクションによるｃＤＮＡの

発現は、上記酵素のほとんどがその培養基中に分泌されることを示した。上記細

胞と会合した少量のＮＬ１は、エンドＨ感受性であり、これは上記細胞会合酵素

が、未がＲＥＲを去っていない種であることを示唆している。予想されたトラン

スメンブラン・ドメインと上記エクトドメインの最初の保存されたシステイン残

基との間のＮＬ１配列中のフリン解裂部位の存在は、コンベルターゼの哺乳動物

のズブチリシン様ファミリーのメンバーが上記培養基中のＮＬ１の存在に責任を

負うということを我々に信じさせた。これらの酵素は、さまざまな前駆体タンパ

ク質、例えば、成長因子及びホルモン、レセプター、血漿タンパク質、マトリッ

クス、メタロプロテイナーゼ、メタロプロテアーゼ－デスインテグリン、並びに

ウイルスのエンベロープ糖タンパク質のプロセッシングに関係している（レビュ

ーについては：（Ｎａｋａｙａｍａ  １９９７）を参照のこと）。フリン解裂部

位（－Ａｒｇ58－Ｔｈｒ－Ｖａｌ－Ｖａｌ－Ｌｙｓ－Ａｒｇ63－）の部位指定突

然変異誘発、及びα１－ＰＤＸ、哺乳動物ズブチリシン様コンベルターゼの強力

な阻害剤（Ａｎｄｅｒｓｏｎ  １９９３）の発現は、このファミリーのエンドペ
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プチダーゼのメンバーが、おそらくＡｒｇ63のカルボキシ末端における解裂によ

るＮＬ１分泌に関係していることを確信させた。ズブチリシン様コンベルターゼ

による解裂後に膜結合前駆体から分泌形態までプロセスされるタンパク質のほん

のいくつかの例が存在し；これらは、メプリン（ｍｅｐｒｉｎ）とコラーゲンXV

II（Ｍｉｌｈｉｅｔ  １９９５；Ｓｃｈａｃｋｅ  １９９８）を含む。コンベル

ターゼの上記ズブチリシン様ファミリーの３つのメンバー、すなわち、フリン、

ＰＣ４、とＰＣ７は、生殖細胞内で発現することが知られている（Ｎａｋａｙａ

ｍａ  １９９２；Ｔｏｒｒｉ  １９９３；Ｓｅｉｄａｈ  １９９２，１９９６）

。これらのコンベルターゼの中の１がその膜形態から分泌されたＮＬ１を生成す

るかどうかは、現在調査されている。いずれの場合においても、ＮＬ１は、分泌

されるネプリリジン・ファミリーの唯一の知られたメンバーである。このユニー

クな特徴は、ＮＬ１が膜結合ペプチダーゼのものとは違った意味でのその生理学

的役割を演じ、それにより、上記ネプリリジン・ファミリーのペプチダーゼの役

割を多様化しているということを示唆する。血中及び尿中のＮＥＰの循環形態が

記載されてきたが、それらは一般に、病理学的又はストレス条件に関係していた

ということが重要である（Ａｌｍｅｎｏｆｆ  １９８４；Ｄｅｓｃｈｏｄｔ－Ｌ

ａｎｃｋｍａｎｎ  １９８９；Ｊｏｈｎｓｏｎ  １９８５；Ｓｏｌｅｉｈａｃ  

１９９６；Ａｖｉｖ  １９９５）。

      【００７０】

  我々は、上記フリン解裂部位において突然変異されたＮＬ１を発現する細胞内

で、エンドＨによる消化に耐性の種の出現を観察した。この突然変異されたタン

パク質は、細胞膜と会合していた。考え合わせると、これらの結果は、ＮＬ１が

まず合成され、そしてタイプIIトランスメンブラン・タンパク質としてＲＥＲ膜

に挿入されるということを示す。このプロセスが生じるところの細胞区画の正体

は知られていない。しかしながら、哺乳動物のズブチリシン様コンベルターゼは

、通常、分泌経路のゴルジ後（ｐｏｓｔ－Ｇｏｌｇｉ）区画において活性であり

、このことは、その膜結合形態からその可溶性形態へのＮＬ１のプロセッシング

がゴルジ後の事件であるということを示唆している。

      【００７１】



(34) 特表２００２－５３６０２１

  ＮＬ１分泌のほとんど全ての撤廃にも拘らず、我々は、α１－ＰＤＸとＮＬ１

を同時発現するか（結果を示さず）又は突然変異したＮＬ１を発現する細胞内で

のエンドＨ耐性ＮＬ１のほんの僅かな蓄積を観察した。この観察は、プロセスさ

れていないＮＬ１が速く分解されることを示唆している。同類の挙動が、フリン

欠陥細胞系ＬｏＶｏ内で発現されるＮｏｔｃｈ１レセプター（Ｌｏｇｅａｔ  １

９９８）について報告された。これらのプロセスされていないタンパク質がそれ

により分解されるところのメカニズムは、未だ知られていない。上記フリン解裂

部位を含む、２３アミノ酸ペプチドを失ったＳＥＰのスプライス形態が、細胞会

合エンドＨ感受性分子を生成するということが指摘されていることは興味深い（

Ｉｋｅｄａ  １９９９）。

      【００７２】

  上記ＮＬ１の１次構造に関する最も重要な観察は、ＮＥＰにおいて基質又は阻

害剤の触媒及び結合にとって必須である残基の保存である。この発見は、ＮＬ１

が、ＮＥＰのものと類似の触媒メカニズムをもってエンドペプチダーゼとして有

効に働くことができるであろうということを示唆する。この仮定は、Ｄ－Ａｌａ

2 －Ｌｅｕ5 －エンケファリン、ＮＥＰ活性をモニターするためにしばしば使用

されるペプチド基質も優れたＮＬ１基質であるという証明により支持された。Ｄ

－Ａｌａ2 －Ｌｅｕ5 －エンケファリンについてのＮＬ１のアフィニティーは、

４～５倍低いＫｍ値により反映されるように、ＮＥＰのものよりも高くさえあっ

た。さらに、２つのよく知られたＮＥＰ阻害剤、ホスフォラミドンとチオルファ

ンも、ＮＬ１活性を廃止した。ＮＥＰ及びＥＣＥ－１活性を、より低い程度では

あるが阻害するホスフォラミドン（Ｔｕｒｎｅｒ  １９９６）は、ＮＬ１とＮＥ

Ｐに対して酷似した効果を有し、ＮＬ１についてのＩＣ50値は、ＮＥＰについて

測定された値から２倍を超えて変化することはなかった。ＮＥＰのより特異性の

ある阻害剤であると考えられているチオルファン（Ｔｈｉｏｒｐｈａｎ）もＮＬ

１活性を阻害し、ＩＣ50はＮＥＰについてのものより６倍高かった。これらの結

果は、ＮＬ１とＮＥＰの活性部位が類似していることを示唆している。この仮説

は、分泌されたＳＥＰが、サブスタンスＰ、ブラジキニン、及び心戻性ナトリウ

ム利尿ペプチドを含む、ＮＥＰ基質であると知られているβペプチドのセットを
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分解したという観察により支持される（Ｉｋｅｄａ  １９９９）。これを考え合

わせると、これらの結果は、高く特異的な阻害剤のデザインについて上記ファミ

リーの他のメンバーを同定し、そして特徴付けることの重要性を示している。

      【００７３】

  ＮＬ１とＮＥＰが類似の触媒部位をもっていることを証明する酵素パラメータ

ーと一致して、我々は、両酵素が、同じペプチド結合においてＬｅｕ5 －エンケ

ファリンを解裂させたことを観察した。この結果は、ＮＬ１が、ＮＥＰがそうで

あるように、疎水性アミノ酸残基のアミノ側鎖上のペプチド結合を加水分解する

ことを示唆している（Ｔｕｒｎｅｒ  １９８５）。しかしながら、いくつかの他

のペプチドは、上記の特異性を確認し、そしてＮＬ１がＮＥＰについて（Ｍａｌ

ｆｒｏｙ  １９８２；Ｂａｔｅｍａｎ  １９８９；Ｂｅａｕｍｏｎｔ  １９９１

）について、そしてより最近ＥＣＥ－１（Ｊｏｈｎｓｏｎ  １９９９）について

示されたようなジペプチルジル・カルボキシペプチダーゼ活性をもつかどうかを

決定するためにテストされなければならないであろう。

      【００７４】

  ＳＥＰの可溶性形態と細胞会合形態についての特異的プライマーを用いたＲＴ

－ＰＣＲ実験は、精巣内で優勢であるＳＥＰの可溶性形態及び他の組織内で細胞

会合形態をもつ上記酵素の広い組織分布を示した（Ｉｋｅｄａ  １９９９）。我

々のＲＴ－ＰＣＲ結果は、ＮＬ１の広い組織分布を確認した。しかしながらノー

ザン・ブロッティングとインサイチュー・ハイブリダイゼーション実験は、ＮＬ

１の発現が成熟精巣の生殖細胞内で優勢であるということを示した。興味深いこ

とに、プロエンケファリンｍＲＮＡは、精巣の生殖細胞と体細胞内で発現される

ことが示されている（Ｔｏｒｉｉ  １９９３，Ｓｅｉｄａｈ  １９９２；Ｋｅｗ

  １９８９；Ｍｅｈｔａ  １９９４；Ｋｉｌｐａｔｒｉｃｋ  １９８６，１９８

７）。精巣エンケファリン・ペプチドについて特異的な機能は、未だ定められて

いないが、それらは、精巣内パラクリン／オートクリン因子として働くことがで

きるであろうと信じられている。精巣細胞の伝達の仲介物質としてのそれらの推

定される役割に加えて、精子形成の間に精子形成細胞により合成されるプロエン

ケファリン生成物が、ヒト、ハムスター、及びヒツジの精子のアクロソーム内で
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保存され、そして先体反応後の精子から放出されることも証明されている（Ｋｅ

ｗ  １９９０）。従って、プロエンケファリン生成物が生殖プロセスの間に精子

先体因子として、そして精子形成細胞により分泌される精巣内調節物質として、

作用することができると提唱されている。Ｌｅｕ5 －エンケファリンは、ＮＬ１

のための良い基質、であることが判っているので、プロエンケファリンに起源を

もつオピオイド・ペプチドは、この新規酵素のための生理学的基質として作用す

ることができるであろう。この方法で、ＮＬ１は、上記生理活性ペプチドの活性

を調節するために役立つのであろう。

      【００７５】

  精巣は、ＳＥＰの可溶性形態が優勢であるところの唯一の組織である（Ｉｋｅ

ｄａ，１９９９）。このことは、精巣特異的な他のスプライシングを示唆する。

多様なメカニズムを通じて生じる、ペプチダーゼ又はプロホルモンの精巣特異的

な分子種の発現は、過去に文書化されている（Ｈｏｗａｒｄ  １９９０；Ｊｅａ

ｎｎｏｔｔｅ  １９８７）。しかしながら、これらの精巣特異的な種の生理学的

な意味は、常に明らかというわけではない。ＮＬ１又はＳＥＰの場合、他方にお

いて細胞会合酵素の、生殖細胞による局所的な構成的な分泌が、輸精管のいくつ

かの他のタンパク質分解酵素のように精子形成を調節することを可能にするかも

しれない。ＮＬ１の局在化及び生理学的基質同定に関するより詳しい試験が、精

巣内そしておそらく生殖プロセスにおけるその役割を理解するために必要であろ

う。

      【００７６】

  上記ファミリーの他のメンバーのクローニング

  上記ＮＥＰ－様ファミリーの他のメンバーを発現するために、我々は、ペプチ

ド作動性の系により調節されることが知られている組織（脳、胸腺、腎臓、心臓

、肺、卵巣、膵臓、骨、骨髄、及びリンパ腫細胞）から単離されたｍＲＮＡを増

幅するために、同じＲＴ－ＰＣＲ戦略を使用するであろう。実際、これらの組織

の多くは、上記ファミリーの少なくとも１のメンバーを発現し、そして／又はペ

プチダーゼ阻害剤が大きな効果をそれに対してもつところのペプチド作動性経路

を制御することが知られている。増幅された断片はクローン化され、そして得ら
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れたクローンは配列決定され、そして先に記載されたように、知られたペプチダ

ーゼの配列に比較されるであろう。他の高保存された領域内の縮重プライマーの

対も、他の関連ペプチダーゼをクローニングする可能性を増加させるために設計

されるであろう。

      【００７７】

  討議

  先に討議したように、今日まで知られたＮＥＰファミリーのペプチダーゼは、

しばしば、重要な生理学的役割を演じていることが見つかっている。これは、Ｎ

ＥＰ自体、ＥＣＥｓ、及びＰＥＸについて確かに真実である（先のレビューを見

よ）。この理由により、（過去においてＮＥＰとＥＣＥについてそうであったよ

うに）上記酵素の中のいくつかは、さまざまな病理学的症状において治療剤とし

て次に使用されることができるであろう阻害剤のデザインのための面白い標的で

あるかもしれない。しかしながら、１の酵素のためにデザインされた阻害剤が上

記ファミリーの他のメンバーをある程度阻害することもできるということがいく

ぶん心配である。長期間の治療における治療剤、例えば抗高血圧剤として使用さ

れるものとして使用される阻害剤についての特異性の上記欠如は、不所望の副作

用に因り予測できない問題を引き起こすかもしれない。本研究の目的は、ペプチ

ダーゼのＮＥＰファミリーの新規メンバーをクローニングするための戦略を開発

することである。上記報告において提示された結果は、我々の戦略が首尾よいも

のであるということを明確に示している。我々は、ＮＥＰファミリーの推定酵素

をコードする３つのｃＤＮＡｓの全体又は部分ヌクレオチド配列を決定した。

      【００７８】

  これらのｃＤＮＡ配列は、有益なツールであり、そして以下のことを行うため

に使用されうる：

  抗体の製造

  本研究において示すように、ＮＬｃＤＮＡ配列の知識は、特異的な抗体を産生

するために使用されうる。例えば、これに限らないが、上記ペプチダーゼ間の低

ホモロジー領域（アミノ酸残基５０～４５０）を、その配列が上記ｃＤＮＡｓの

翻訳から演繹されるところのペプチドを合成するために使用することができ、そ
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して／又は例えば、これだけではないがＧＳＴに融合された上記ｃＤＮＡｓのバ

クテリアにより発現された断片を精製し、そしてポリクローナル又はモノクロー

ナル抗体の製造のためにウサギ（ｒａｂｂｉｔｓ）又はマウス内に注射すること

ができる。上記抗体は、以下のことを行うために使用されうる：

  －そこにおいて上記ペプチダーゼが機能しているところペプチド作動性系路の

、免疫組織化学的同定；

  －生物学的液体又は生検についての、免疫ブロッティング又は免疫組織化学に

よるＮ－酵素の異常生理学の試験；

  －ＮＬ酵素阻害剤を同定するための高処理量スクリーニング・アッセイの設定

。これはそれに限定されないが、固体支持体に上記ＮＬ－酵素を付着させるため

に抗体を使用することによって行われることができる；

  －１セットの条件下で上記ＮＬ－酵素に選択的に結合することができる抗体を

同定し、そして典型的には上記ＮＬ－酵素を変性させない大きなpH又は塩濃度変

化を含む他のセットの条件下でそれを放出させることによる、免疫沈降又はアフ

ィニティー・クロマトグラフィーによる上記抗体を用いたＮＬ－酵素の精製；

  －ＮＬ－酵素活性をブロックする抗体の同定、及び治療剤としてのそれらの使

用。ブロッキング抗体は、抗血清又は腹水液をインビトロ酵素アッセイに添加し

、そしてＮＬ－酵素活性の阻害剤を検索することにより同定されることができる

。次にブロッキング抗体は、インビボにおける効果をテストするために正常な又

は疾患モデル動物に注射されることができるであろう。

      【００７９】

  特異的ＲＮＡ又はＤＮＡプローブの誘導

  本研究において示すように、ＮＥＰ－ファミリーのメンバーのヌクレオチド配

列の知識は、ヌクレオチド配列の比較を可能にし、そして例えば、これに限られ

ないが分子クローニング、インビトロ転写、ＰＣＲ又はＤＮＡ合成を含む方法に

よる特異的ＲＮＡ又はＤＮＡプローブの設計を容易にする。このようにして得ら

れたプローブは、以下のことを行うために使用されうる：

  －ＤＮＡ及びＲＮＡ分析、例えば、ノーザン・ブロット、及びインサイチュー

・ハイブリダイゼーション、染色体マッピング又はＰＣＲ試験のための特異的プ
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ローブ又はオリゴヌクレオチドの誘導。これらのプローブは、生物学的液体又は

生検の正常又は病理学的サンプルの遺伝子試験のために使用されることができる

であろう；

  －マウスにおける遺伝子ノック－アウト又はノック－インのためのベクターの

作製。上記ｃＤＮＡｓの５′－末端に由来するプローブを用いた、マウス・ゲノ

ム・ライブラリーのロング・レンジＰＣＲ技術、及び／又はスクリーニングを、

大きなエフソン／イントロン領域を単離するために使用することができる。次に

、我々は、相同的組換え及びノック－アウト・マウスを作るために、上記クロー

ン化されたゲノムＤＮＡエクソンの中の１以上を、ネオマイシン耐性発現カセッ

トで置換するであろう。あるいは、ＮＬｓをコードするｃＤＮＡｓが、トランス

ジェニック／マウス内で上記酵素の各々を過剰発現させるために使用されるであ

ろう。上記ｃＤＮＡｓを、プロモーター配列から下流にクローン化し、そしてマ

ウス受精卵内に注射した。解答すべき特定の問題に依存して、選ばれたプロモー

ター配列は、全ての組織、又は細胞又は組織－特異的なやり方で上記ペプチダー

ゼの発現を可能にするであろう。注射された卵は、代理母（ｆｏｓｔｅｒ  ｍｏ

ｔｈｅｒｓ）内に移され、そして得られたマウスがペプチダーゼ発現について分

析されるであろう；

  －遺伝子治療戦略における欠陥ＮＬ遺伝子の置き替え。上記ＮＬ全長ｃＤＮＡ

ｓは、狭い又は広いレンジの組織発現をもつ構成的又は誘導プロモーターの制御

下でクローン化され、そして欠陥遺伝子をもつ対象（患者）内に適当なベクター

を用いて導入されることができるであろう；

  －上記ＮＬｓの発現を妨害するために使用されることができるであろうオリゴ

ヌクレオチドの合成。例えば、これに限定されないが、アンチセンス又はリボゲ

ノム活性をもつオリゴヌクレオチドが開発されうるであろう。これらのオリゴヌ

クレオチドは、先に記載したように対象内に導入されることができるであろう；

  －上記ファミリーの他のメンバーの単離。低ストリンジェンシーにおける上記

ｃＤＮＡプローブを用いたｃＤＮＡ及び／又はゲノム・ライブラリーのスクリー

ニングは、ＮＥＰ－様ファミリーの新規メンバーをクローニングすることを可能

にすることができる。あるいは、上記配列のアラインメントは、これに限定され
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ないが心臓及び脳を含む組織からのｍＲＮＡを用いたＲＴ－ＰＣＲスクリーニン

グのための特異的縮重オリゴヌクレオチド・プライマーを設計することを当業者

として可能にするであろう。

      【００８０】

  組換えＮＬ－酵素の製造

  本研究において示すように、組換え活性ＮＬ－酵素を、哺乳動物細胞内でのＮ

Ｌ－ｃＤＮＡｓの発現により得ることができる。ネプリリジン、上記ファミリー

の他のメンバーを用いた過去の実験（Ｄｅｖａｕｌｔ  ｅｔ  ａｌ．，１９９８

；Ｆｏｓｓｉｅｚ  ｅｔ  ａｌ．，１９９２；Ｅｌｌｅｆｅｓｅｎ  ｅｔ  ａｌ

．，寄稿済）から、発現を、適当な発現ベクター内でのＮＬ－ｃＤＮＡｓのクロ

ーニング後に、他の発現系内で行うこともできる。これらの発現系は、非限定的

に、バキュロウイルス／昆虫細胞又は幼虫系、及びピチア・パストリス（Ｐｉｃ

ｈｉａ－ｐａｓｔｏｒｉｓ）－ベースの酵母系を含みうる。組換えＮＬ－酵素の

製造は、上記タンパク質の天然の膜結合又は可溶性形態又は上記酵素の遺伝子操

作された可溶性形態の製造を含む。後者は、先に行われたように（Ｌｅｍａｙ  

ｅｔ  ａｌ．，１９８９）、非限定的に例えばプロオピオメラノコルチン（ｐｒ

ｏｏｐｉｏｍｅｌａｎｏｃｏｒｔｉｎ）のものを含む解裂性シグナル・ペプチド

により上記細胞質及びトランスメンブラン・ドメインを置換することにより、又

は先に記載されたように（Ｌｅｍｉｒｅ  ｅｔ  ａｌ．，１９９７）、解裂性シ

グナル・ペプチド内に非解裂性シグナル・ペプチド、膜アンカー・ドメインを遺

伝子操作により形質転換することにより、又は本研究において行われたように、

例えば非限定的にＮＬ－１を含む天然の可溶性ＮＬｓの（開始メチオニンからア

ミノ酸残基３００までの）アミノ末端ドメインへのＮＬ－酵素のエクトドメイン

の融合により、得られることができる。これらの組換えＮＬｓは以下のことを行

うために使用されうる：

  －基質の発見。基質は、以下の中の１を使用して同定されうる。

      【００８１】

  ・現存する生理学性ペプチドのスクリーニング。ペプチドをＮＬ－酵素の存在

下でインキュベートし、そして次に分解についてＨＰＬＣにより分析する。分解



(41) 特表２００２－５３６０２１

は、基質のピークの消失、及び生成物のピークの出現により観察される；

  ・上記目的のために特別に設計されたファージ・ライブラリー（プージ・ディ

スプレイ・ライブラリー）のスクリーニング。各ファージは、その表面に、その

コート・タンパク質の部分として、抗体又はいずれかの他の配列認識剤により認

識されうるペプチド配列に先行されるランダム・ペプチド、を発現する。この前

者の配列は、そのファージを固体支持体に付着させるのに役立つ。ＮＬ－酵素の

添加の間、ＮＬ基質である上記ランダム配列が解裂されて、上記ファージを放出

する。数ラウンドの解裂の後、上記酵素により認識されうるペプチドを同定する

ために、上記ファージ配列が決定される。

      【００８２】

  ・上記酵素が発現されているところの組織の抽出物を集め、そして溶媒（アセ

トニトリル又はメタノール）で上記抽出されたタンパク質を変性させることによ

りクロマトグラフィー分析（ＨＰＬＣ、キャピラリー電気泳動又はいずれかの他

の高分解能分離システム）のために調製する。上記抽出物を、クロマトグラフィ

ー分離にかける。同一抽出物を、２つのクロマトグラムの間の差を観察するため

に十分な期間にわたり上記酵素とインキュベートする。同定された変化をもつ領

域を集め、マス・スペクトル分析にかけて、そのペプチド組成を決定する。

      【００８３】

  ・小さなペプチド・ライブラリーであって１端において蛍光団（フルオロフォ

ア）を、そして他端においてクエンチャー基をもつものを調製する（Ｍｅｌｄａ

ｌ  ｅｔ  ａｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  ｂｉｏｌｏｇｙ

  １９９８，８７）。上記基質を、Ａｐｌｅｔａｌｉｎａ  ｅｔ  ａｌ（ＪＢＣ

（１９９８）２７３，４１，２６５８９－９５）中に記載した戦略を使用して同

定することができる。各ヘキサペプチド・ライブラリーのために、（全部で６×

２０＝１２０の個々のライブラリーについて）１の位置における１の残基の同一

性は、一定のままであり、一方、残りはランダムにされる。各ライブラリーは、

３２０万の異なるメンバーから作られ、そして上記ヘキサペプチドに沿った上記

一定残基の位置、及びその同一性の両者により、同定される。ＮＬ－酵素が各ラ

イブラリーに添加され、そしてその蛍光が記録される。上記データは、上記ヘキ
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サペプチドに沿って各位置について最高の蛍光を作り出すライブラリーを同定す

るために体系化される。このアレンジメントは、上記ヘキサペプチドに沿った各

位置における重要な残基の同一性を示唆する。最高の示唆を提示するヘキサペプ

チドを調製し、そして同様のやり方でテストする。このセットから、最高の蛍光

をもつヘキサペプチドを選択する。

      【００８４】

  －酵素アッセイの設定。酵素アッセイは、一定条件のpH、塩、温度、及び時間

において、先に同定された基質の上記酵素への添加から成る。得られた溶液を、

加水分解されたペプチド又は無傷のペプチドについてアッセイする。このアッセ

イは、特異的抗体、ＨＰＬＣ、又は自己クエンチされる蛍光でタグ付けされたペ

プチドが使用されるとき（Ｍｅｌｄａｌ  ｅｔ  ａｌ）、蛍光の出現により、具

現化されることができる。上記酵素は、溶液中に存在し又は固体支持体に付着さ

れることができる；

  －阻害剤の同定。阻害剤は、Ｘ－線結晶学及びその後活性関係を用いて合成ラ

イブラリー、生物相の抽出物、及び論理設計された阻害剤から同定されることが

できる。各分子又は抽出画分を、先に記載した酵素試験を用いて阻害活性につい

てテストする。最高の阻害に責任を負う分子を、知られた手順に従ってその薬理

学的及び毒物学的特性を決定するために、さらにテストする。低毒性とともに最

良の分配、薬理学的作用をもつ阻害剤が、医薬製造のために選択されるであろう

。阻害剤又はその許容される塩の医薬として許容される配合物が、錠剤、カプセ

ル又は注射溶液を作るために知られた賦形剤と混合することにより調製されるで

あろう。１～５００mgの間の医薬が患者に投与される；

  －対象（患者）への天然又は可溶性精製されたＮＬ－酵素の注射。ＮＬ活性の

欠損又は低下により引き起こされる疾患又は病理の場合、精製されたＮＬが患者

に静脈内又はその他の方法で注射されることができるであろう。あるいは、固定

化されたＮＬ－酵素が、整形外科手術又は骨又は歯の組織内へのデバイスの移植

部位に導入されることができるであろう。

      【００８５】

  外来タンパク質及びペプチドの分泌
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  本研究において示されるように、（開始メチオニンからフリン部位までの）Ｎ

Ｌ－１のアミノ末端ドメインは、外来タンパク質（この場合、ＮＬ－３とβ－エ

ンドルフィンのエクトドメイン）の分泌を促進するために使用されることができ

る。

      【００８６】

  ＮＬ－１の、そしてまた他の天然の可溶性ＮＬ－酵素のアミノ末端ドメインは

以下のことを行うために使用されることができるであろう：

  －外来タンパク質の製造及び分泌の促進。これは、ＮＬ－１のアミノ末端から

下流にあり、かつ、相の合った上記外来タンパク質をコードする配列を遺伝子融

合することにより達成されることができる。これらのキメラ構造物は、タンパク

質製造及び分泌のために上述の発現系のいずれかの内で適当なベクターの助けを

借りて導入されることができるであろう；

  －生理活性ペプチドの製造及び分泌の促進。これに限らないが例えば、β－エ

ンドルフィン、エンケファリン、サブスタンスＰ、心房性ナトリウム利尿ペプチ

ド（ＡＮＦ）、及びオステロスタチンの如き小さな生理活性ペプチドをコードす

る配列は、ＮＬ－１のフリン部位の直下流に、かつ、相を合わせて融合されるこ

とができるであろう。これらのＤＮＡ構築物は、生理活性ペプチドを製造するた

めに上記のように使用されることができるであろう。

      【００８７】

  －タンパク質又はペプチドの分泌を促進するための人工（非天然）タンパク質

又はタンパク質セグメント（タンパク質ベクター）を設計するためのモデルとし

ての働き。これらのタンパク質ベクターは、分泌されたタンパク質を真似るよう

に構築されることができる。この場合、それらは、小胞体シグナル・ペプチド、

可変長をもつスペーサー、及び分泌のために設計されたタンパク質又はペプチド

がそれに融合されることができるところのフリン解裂部位からアセンブルされる

であろう。上記スペーサー、フリン、解裂部位、及び分泌のために設計されたタ

ンパク質又はペプチドの全長は、少なくともクロアミノ酸残基でなければならな

い。あるいは、このようなタンパク質ベクターは、タイプII膜タンパク質を真似

るようにアセンブルされることができるであろう。この場合、それらは、そのア



(44) 特表２００２－５３６０２１

ミノ末端からカルボキシ末端まで、可変長の細胞質ドメイン、シグナル・ペプチ

ドとしても働くトランスメンブラン・ドメイン、可変長の細胞外セグメント、及

び分泌のために設計されたタンパク質又はペプチドがそれに融合されることがで

きるところのフリン解裂部位を含むであろう。この細胞外セグメント、フリン解

裂部位、及び分泌のために設計されたタンパク質又はペプチドの全長は、少なく

ともクロアミノ酸でなければならない。

      【００８８】

  ＮＬ－酵素の治療的適用

  内因性ペプチドの不適当なプロセッシングは、いくつかの病気を引き起こすこ

とができる。不適当なプロセッシングは、酵素自体、その基質、又はその支配酵

素から下流の生化学的機械の他の要素の病理学的濃度から生じることができる。

この意味で、支配酵素の活性を管理することにより患者を助けることができる。

      【００８９】

  －ＮＬ－酵素は脳に局在しており、そしてβ－アミロイド前駆体の不適正なプ

ロセッシングに関係するかもしれない。上記のように調製した医薬によるこのプ

ロセスの阻害は、アルツハイマー病にかかった患者、及びプラーク形性により引

き起こされる病気を患う他の患者を助けるであろう；

  －ＮＬ－酵素は、神経学的疾患、痛み又は精神医学的障害に関係する他のペプ

チドの不適当なプロセッシングに関係するかもしれない。適当に設計された阻害

剤は、このような疾患の維持管理を助けるであろう；

  －ＮＬ－１は、精巣内に存在し、そして精子の成熟に関係する。上記酵素によ

り不適当にプロセスされたペプチドは、不妊を導くことができる。精液へのＮＬ

－１の生体外添加又はインビトロ受精手順の間に精巣から直接採取された未熟精

子は、受精を増加させるであろう。反対に、小分子阻害剤の使用又は抗体を用い

たＮＬ－１の除去は、インビトロ受精手順の間の不妊を増加させることができる

であろう。ＮＬ－１阻害剤の投与は、受精の可能性を増加又は減少させることが

できる。この阻害剤は、先に記載されたように配合され、そして投与される。

      【００９０】

  －ＮＬ－３は卵巣内に存在し、そして卵の成熟に関係するプロセッシングに関
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係することができる。インビトロ受精手順の間に卵巣から直接採取された成熟卵

へのＮＬ－３の生体外添加は受精を増加させるであろう。反対に、小分子阻害剤

の使用又は抗体によるＮＬ－３の除去は、インビトロ受精手順の間の不妊を増加

させるであろう。この阻害剤は、先に記載されたように配合され、そして投与さ

れる。

      【００９１】

  －ＮＬ－３は骨内に存在する。以下酵素によるペプチドの不適正なプロセッシ

ングは、骨疾患又は異常なリン酸代謝をもたらすことができる。先に記載したよ

うな阻害剤の投与が、この疾患の維持管理を可能にするであろう。

      【００９２】

    【表１】

      【００９３】

    【化１】
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      【００９４】

    【化２】
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      【００９５】

    【化３】
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      【００９６】

    【化４】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、ヒトＮＥＰ，ＰＥＸ，ＫＥＬＬ、及びＥＣＥ１ペプチダーゼのアミノ

酸配列の比較を示す。ボックス内のアミノ酸配列は、オリゴヌクレオチド・プラ

イマーを設計するために使用されたものである。上記配列の下の数と矢印は、上

記プライマーとその方向を示す。

    【図２】

  図２は、ＰＣＲ反応において使用されたオリゴヌクレオチド・プライマーの配

列を表す。

    【図３】

  図３は、マウスＮＬ－１  ｃＤＮＡのヌクレオチド及びアミノ酸配列を表す。

ＰＣＲにより得られたＤＮＡ断片の配列は括弧内にある。

    【図４】

  図４は、ヒトＮＬ－２  ｃＤＮＡの部分ヌクレオチド及びアミノ酸配列を表す

。ＰＣＲにより得られたＤＮＡ断片の配列は括弧内にある。
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    【図５】

  図５は、ヒトＮＬ－３  ｃＤＮＡの部分ヌクレオチド及びアミノ酸配列を表す

。

    【図６】

  図６は、ＮＥＰ，ＮＬ－１，ＮＬ－２、及びＮＬ－３ペプチダーゼのアミノ酸

配列の比較を表す。

    【図７】

  図７は、プローブとしてＮＬ－１を使用したマウス精巣切片のインサイチュー

・ハイブリダイゼーションを表す。

    【図８】

  図８は、プローブとしてマウスＮＬ－３を使用したマウス切片のインサイチュ

ー・ハイブリダイゼーションを表す。

    【図９】

  図９は、マウス骨髄切片のインサイチュー・ハイブリダイゼーションを表す。

    【図１０】

  図１０は、哺乳動物細胞内でのＮＬ－１の発現を示す。

    【図１１】

  図１１は、組換え可溶性ＮＬ－１の活性を示す。

    【図１２】

  図１２は、ＮＬ－１アミノ末端ドメインを用いたＮＬ－３の可溶性形態の発現

を示す。
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【図１－１】
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【図１－２】
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【図１－３】
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【図２】
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【図３－１】
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【図３－２】
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【図３－３】
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【図４－１】
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【図４－２】
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【図４－３】
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【図５－１】
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【図５－２】
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【図５－３】
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【図６－１】
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【図６－２】
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【図６－３】
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【図７】
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【図８】
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【図９】



(70) 特表２００２－５３６０２１

【図１０】
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【図１１】
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【図１２】
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【国際調査報告】
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Ｆターム(参考） 4B024 AA11 BA14 CA04 HA03 HA14
                4B050 CC03 FF02 LL03 
                4B063 QA01 QA18 QQ36 QR59 QR62
                      QS25 QS33 QS34 
                4B065 AB01 BA02 CA24 CA31 CA46
                4H045 AA11 AA30 DA75 EA50 FA71
【要約の続き】
るために大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉ）
内で組換え融合タンパク質を製造するために使用した。
最後に、上記ｃＤＮＡ配列を哺乳動物の発現ベクター内
でクローン化し、そしてさまざまな哺乳動物細胞系内に
トランスフェクトさせて、特異的阻害剤をテストするた
めに好適な活性組換え酵素を作製した。
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摘要(译)

在这里，我们描述了一种RT-PCR策略，该策略使我们能够识别和克隆
NEP样家族成员。 设计与锌蛋白的HEXXH共有序列侧翼的共有序列相对
应的简并寡核苷酸引物，并将其用于小鼠和人睾丸cDNA的RT-PCR中。 
。 从上述几类酶的序列中获得了具有预期长度的DNA片段。 这些DNA片
段被克隆并测序。 使用PCR策略和PCR片段作为探针筛选cDNA文库，
除该家族的已知成员外，还鉴定了三个gincin-like肽酶。 这些cDNA序列
可诱导用于Northern和原位杂交的特异性探针，探测人类染色体以定位
该基因，并与遗传疾病建立潜在的联系。 使成为可能。 另外，这些
cDNA序列用于在大肠杆菌中产生重组融合蛋白以产生特异性抗体。 最
后，将上述cDNA序列克隆到哺乳动物表达载体中，并转染到各种哺乳动
物细胞系中，以产生适合于测试特异性抑制剂的活性重组酶。
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