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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  レプチンに応答してＡｎｇ－２を発現する細胞または細胞株

に試料を接触させ、ついで培地中のＡｎｇ－２、Ａｎｇ－２をコードする細胞Ｒ

ＮＡまたはＡｎｇ－２プロモーターの活性化のいずれかを測定することからなる

、レプチンまたはレプチン擬似剤の存在を測定する方法。

    【請求項２】  真核細胞または真核細胞株が使用される請求項１記載の方法

。

    【請求項３】  前記真核細胞または真核細胞株が哺乳動物のものである請求

項２記載の方法。

    【請求項４】  前記細胞株が分化するマウス脂肪細胞株から選択される請求

項３記載の方法。

    【請求項５】  前記細胞株がＳｗｉｓｓ３Ｔ３Ｆ４４２Ａマウス前駆脂肪細

胞である請求項４記載の方法。

    【請求項６】  前記細胞株がヒト細胞株から選択される請求項３記載の方法

。

    【請求項７】  前記細胞株がヒト骨髄間質細胞株ｈＭＳ２－１２である請求

項６記載の方法。

    【請求項８】  Ａｎｇ－２が、免疫検定により従来の方法で培地において測

定される請求項１、２、３、４、５、６または７記載の方法。

    【請求項９】  Ａｎｇ－２が、Ａｎｇ－２に対するモノクローナル抗体およ

びポリクローナル抗体からなる固相酵素免疫検定法（ＥＬＩＳＡ）により従来の

方法で培地において測定される請求項１、２、３、４、５、６、７または８記載

の方法。

    【請求項１０】  ハイスループットスクリーニングに適応される請求項８ま

たは９記載の方法。

    【請求項１１】  Ａｎｇ－２ＲＮＡの存在が、従来の方法の逆転写ポリメラ

ーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）により培養細胞または培養細胞株において測定さ

れる請求項１、２、３、４、５、６または７記載の方法。

    【請求項１２】  プロモーターおよび少なくとも１つのレプチン応答エレメ
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ントを含有するＡｎｇ－２プロモーター領域ならびに該プロモーター領域に有効

に結合されるリポーター遺伝子からなるベクターを構築し、それによりレプチン

に応答してＡｎｇ－２を発現する宿主細胞にトランスフェクトし、試料とともに

インキュベーションし、ついで従来の方法でリポーター遺伝子発現を測定するこ

とにより、Ａｎｇ－２プロモーターの活性化を検出する請求項１、２、３、４、

５、６または７記載の方法。

    【請求項１３】  プロモーターおよび少なくとも１つのレプチン応答エレメ

ントを含有するＡｎｇ－２プロモーター領域ならびに該プロモーター領域に有効

に結合されるリポーター遺伝子をコードするヌクレオチド配列からなるベクター

。

    【請求項１４】  請求項１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１

または１２記載の方法を実行するための検定キット。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    ［本発明の分野］

  本発明は、レプチン活性を測定するための検定系に関する。さらに詳しくは、

本発明は、レプチンまたはレプチンの生物学的活性によく似た薬剤（以下、レプ

チン模擬剤）のインビトロ検定に関する。その検定は、たとえば分子ライブラリ

ーのハイスループットスクリーニングにおける使用に適する。

      【０００２】

    ［本発明の背景］

  細身で健康な体容積に対する過剰な体脂肪として定義される肥満は、重大な心

理学的状態ならびに、高血圧、上昇した血中脂肪およびII型もしくはインシュリ

ン非依存型糖尿病（ＮＩＤＤＭ）を含む重大な医学的病的状態に関連している。

米国には、１８％の年齢６５歳の群を含む６００～１０００万人のＮＩＤＤＭを

患う人がいる（Kamel, HK, et al, Clin. Geriatr. Med., 1999, 15, 265）。Ｎ

ＩＤＤＭを患うおよそ４５％の男性および７０％の女性が肥満であり、彼らの糖

尿病は減量によって実質上改善または排除される（Harris 1991, Diabetes Care

, 14, 639）。肥満遺伝子の産物であるレプチンは（Zhang, Y., et al. 1994, N

ature 372, 425）、食物摂取およびエネルギー代謝を調節する脳への抹消シグナ

ルとして機能する。レプチンは、そのレセプターであるＯＢ－Ｒを介して視床下

部においてその作用を発揮すると考えられている（Tartaglia, L. A., et al, 1

995, Cell 83, 1263）。レプチンまたは全長ＯＢ－Ｒのどちらかの正常な発現を

妨げる変異を有するげっ歯類は、まったくの肥満、糖尿病であり、そして低下し

た代謝率を有する（Coleman, D. L. 1978, Diabetologia 14, 141）。しかしな

がら、ヒトの肥満は、レプチンまたはＯＢ－Ｒをコードする遺伝子の変異に関連

しているようにはみえない（Considine, R. V., et al. 1995, J. Clin. Invest

. 95, 2986; Considine, R. V., et al, 1996, Diabetes 19, 992）。突然変異

肥満遺伝子を有するマウスは組換えレプチンの投与によって正常な体重に戻るこ

とができるが（Pelleymounter, M. A., et al. 1995, Science 269, 540; Halaa

s, J. L., et al, 1995, Science 269, 543; Campfield. L. A., et al, Scienc
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e 269, 546）、肥満の人の血清レプチンレベルは慢性的に上昇しているため、こ

のアプローチが肥満の人において成功するとは思われない（Maffei, M., et al,

 1995, Nature Med. 1, 1155; Considine, R. V., et al., 1996, N. Engl. J. 

Med. 334, 292; Sinha, M. K., et al., 1996, J. Clin. Invest. 98, 1277）。

したがって、肥満の人は、おそらくは血液脳関門を越えるレプチン輸送の欠陥（

Caro, J. F., et al, 1996, Lancet 348, 159）または不充分なＯＢ－Ｒ応答の

ために、血清レプチンレベルに相応するシグナルを生み出さないという点で、「

レプチン耐性」のようである（Maffei, M., et al, 1995, Nature Med. 1, 1155

; Flier, J. S. & Elmquist, J. K. 1997, Nature Biotech. 15, 20; Campfield

, L. A., et al, 1996, Horm. Metab. Res. 28, 619）。ＯＢ－Ｒのシグナル経

路の分析は、レプチン耐性を克服しかつ肥満を逆転するために、ＯＢ－Ｒ応答を

高める代替治療法を示し得る。レプチンおよびＯＢ－Ｒはそれぞれ、４本のへリ

ックスの束からなるサイトカインおよび受容体サブファミリーのメンバーである

（Tartaglia, L. A., et al, 1995, Cell 83, 1263; Madej, T., et al, 1995, 

FEBS Lett. 373, 13）。ＯＢ－Ｒは、シグナル経路が徹底的に研究されており、

インターロイキン－６およびＣＮＴＦなどのサイトカインによって活性化される

ｇｐ１３０シグナル伝達受容体に最も密接に関連する（Kishimoto, T., et al, 

1992, Science 258, 593; Stahl, N. & Yancopoulos, G. D. 1994, J. Neurobio

logy 25, 1454）。レプチン受容体は、異なる細胞質領域を有するいくつかの択

一的にスプライシングされた産物として翻訳されるが（Tartaglia, L. A., et a

l, 1995, Cell 83, 1263; Lee, G. -H., et al, 1996, Nature 379, 632; Chen,

 H., et al, 1996, Cell 84, 491; Cioffi, J. A., et al, 1996, Nature Med. 

2, 585; Wang, M. Y., et al, 1996, FEBS Lett. 392, 87）、ロングフォームま

たはＯＢ－Ｒｂとして知られる１つのアイソフォームのみがレプチンの体重制御

効果を媒介できるようである（Lee, G. -H., et al, 1996, Nature 379, 632; C

hen, H., et al, 1996, Cell 84, 491; Ghilardi, N., et al, 1996, Proc. Nat

l. Acad. Sci. USA 93, 6231; Baumann, H., et al, 1996, Proc. Natl. Acad. 

Sci. USA 93, 8374）。肥満糖尿病（ｄｂ）マウスは、長いＯＢ－Ｒスプライス

アイソフォームの発現を妨害する突然変異であって、レプチンの作用を適切に媒
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介することができない突然変異を、ＯＢ－Ｒに有する（Lee, G. -H., et al, 19

96, Nature 379, 632; Chen, H., et al, 1996, Cell 84, 491）。

      【０００３】

  生命を脅かす病気の治療に対する薬剤として使用される新規な生物学的活性分

子の発見は、（ｉ）化学合成もしくは天然資源からの単離のどちらかで製造した

分子候補の事実上ランダムな選択、および（ｉｉ）目的の特性に対する分子候補

のテスト、の２つの基本的工程を含む。その発見サイクルは、所望の特性を備え

る分子が発見されるまで、無限に繰り返される。多くの場合において、テストの

ために選ばれる分子タイプは、かなり狭く定義される化学クラスに属している。

たとえば、新規ペプチドホルモンの発見はペプチドに関する研究を含んでおり；

新規治療用ステロイドの発見はステロイド核に関する研究を含んでいる。結果と

して、全くその場限りのものであり、かつ主に幸運な発見に依存する新規機能分

子の発見は、非常に時間がかかり、骨が折れ、予測できない、そして高くつく事

業である。

      【０００４】

  生物学的活性の現在の理論によると、生物学的活性、つまり生理学的活性状態

は、分子認識事象の結果である。たとえば、相補的な一本鎖分子がハイブリダイ

ズするために、ヌクレオチドは相補的な塩基対を形成することができ、遺伝子発

現の制御に関わると思われる２重または３重のらせん構造を生じる。他の例では

、リガンドと呼ばれる生物学的活性分子は他の分子、通常はリガンドアクセプタ

ー（たとえば受容体または酵素）と呼ばれる巨大分子に結合し、そしてこの結合

は、たとえば正常な細胞増殖および分化、発ガンを導く異常な細胞成長、血圧調

節、神経インパルス発生ならびに増殖などの生理学的状態を最終的に引き起こす

一連の分子事象を誘導する。リガンドとリガンドアクセプターとの間の結合は、

適当な三次元の構造配置および化学的相互作用に関して、幾何学的な特徴を示し

、かつ非常に特異的である。

      【０００５】

  病気の治療に使用され得る薬剤の開発に対して現在好まれている戦略は、各種

の生物学的受容体のリガンド、酵素または同類の巨大分子の発見を含み、同類の
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巨大分子とは、そのようなリガンドによく似ており、そのアクセプターまたは受

容体によって誘導される活性を上昇させるか（すなわち作動させる）、抑制する

（すなわち拮抗する）ものである。そのような所望のリガンドの発見は、分子（

化学合成により製造された分子、または天然資源から単離された分子、たとえば

K. Nakanishi, Acta Pharm. Nord., 1992, 4, 319-328.参照）のランダムスクリ

ーニングによって、あるいは、通常は本来のリガンドの構造であるリード構造（

lead-structure）の同定、ならびに構造の再設計および生物学的テストからなる

多数のサイクルを経るその特性の最適化を含むいわゆる「合理的な」アプローチ

（たとえばTesta, B. & Kier, L. B. Med. Res. Rev. 1991, 11, 3548 and Rots

tein, S. H. & Mureko, M. A., J. Med. Chem. 1993, 36, 1700参照）によって

、伝統的に実施されている。多くの有用な薬剤は「合理的な」アプローチを経ず

、ランダムに選ばれた化合物のスクリーニングを経て発見されているため、最近

では、特異的な生物学的活性に対してスクリーニングされるランダムにつくられ

た化学構造の巨大なライブラリーを構築するためのコンビナトリアル化学の使用

に基づく、薬剤発見のためのハイブリッド法が用いられている（Brenner, S. & 

Lerner, R. A. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1992, 89, 5381）。ランダムにつ

くられた化学構造からなるそのように巨大なライブラリーのスクリーニングは、

自動化しやすい費用効果的な生物学的検定を必要とする。

      【０００６】

  レプチンは、ｏｂ／ｏｂマウスにレプチンを注入し、体容積の減少を観察する

ことによって、伝統的にインビボで検定される。このバイオアッセイは煩雑で、

時間がかかり、かつ再現性がない。このバイオアッセイは、たとえば何百万もの

化合物を含むライブラリーのハイスループットスクリーニングにはおよそ不適切

である。これまでのところ、より簡単ないくつかの検定系が記載されている。た

とえば、ＯＢ－Ｒのロングフォームが、ＳＴＡＴ３活性を特徴づけるモチーフ（

Stahl, N., et al, (1995) Science 267, 1349）である配列ＹＸＸＱを含有する

との発見（Tartaglia, L. A., et al, (1995) Cell 83, 1263）は、ＳＴＡＴ３

がレプチン応答の媒介に重要である可能性を提言した。最近の結果によると、Ｓ

ＴＡＴ３は、培養細胞（Ghilardi, N., et al, (1996) Proc. Natl. Acad. Sci.
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 USA 93, 6231; Baumann, H., et al, (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93,

 8374; Rosenblum, C. I., et al, (1996) Endocrinology 137, 5178）およびイ

ンビボ（Vaisse, C., et al, (1996) Nature Gen. 14, 95）の両方においてＯＢ

－Ｒのロングフォームによって活性化され、そして上部を欠失させたＯＢ－Ｒま

たは変異したＹＸＸＱモチーフを有するＯＢ－Ｒのロングフォームによっては活

性化されない（Baumann, H., et al, (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 

8374; White, D. W., et al, (1997) J. Biol. Chem. 272, 4065）ことが証明さ

れた。ＰＣＴ特許出願国際公開第９８５７１７７号パンフレットは、簡単なイン

ビトロレプチンバイオアッセイの基準としてのＳＴＡＴ３活性化の用途を発案す

るものである。しかしながら、ＳＴＡＴ３は、ＩＬ－６、ＣＮＴＦ、インターフ

ェロンアルファおよびベータ、成長ホルモンならびにより多くのサイトカインお

よびポリペプチドホルモンを含む、多くの他のホルモンおよびサイトカインによ

って活性化される。したがって、ＳＴＡＴ３の活性化を、レプチン活性の特異的

マーカーとして使用することはできない。

      【０００７】

  ＰＣＴ出願国際公開第９７４０３８０号パンフレットは「レプチン応答エレメ

ント」と呼ばれるＤＮＡカセットの用途を開示するものである。チミジンキナー

ゼプロモーターなどのプロモーターおよびルシフェラーゼなどのリポーター遺伝

子へのこのＤＮＡカセットの結合により、適当なリポーターベクターが提供され

るだろう。レプチン受容体ＯＢ－Ｒｂを発現する細胞は、そのリポーターベクタ

ーを用いてトランスフェクトされる。そのような細胞はインビトロでのレプチン

検定に対する道具として提案されている。しかしながら、ＰＣＴ出願国際公開第

９７４０３８０号パンフレットによると、提案された「レプチン応答エレメント

」は、多くの他のサイトカイン、とくにインターフェロンガンマ、インターフェ

ロンアルファおよびベータによって活性化される周知のエレメントである「ガン

マ活性化配列（gamma activation sequence）」に一致する。したがって、ガン

マ活性化配列に基づく検定は、レプチン模擬活性と、たとえばインターフェロン

模擬活性とを区別することができないだろう。

      【０００８】
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  他のインビトロでの検定は、ＩＬ－３受容体のようなリポーター受容体の膜貫

通領域および細胞内領域に融合したＯＢ－Ｒの細胞外領域からなるキメラ受容体

に基づく。該キメラ受容体を発現するＩＬ－３依存細胞は、細胞増殖を促進する

レプチンの測定に使用できることが示されている。したがって、レプチンにさら

すと該細胞は増殖し、その増殖はＭＴＴ染色により、または放射性標識したチミ

ジンの取り込みによって検出され得る（Verploegen SA, et al. 1997, FEBS Let

t. 405. 237）。この検定系は信頼でき、レプチンの測定に有用であり、かつハ

イスループットスクリーニングに使用しやすい。しかしながら、この検定に基づ

くハイスループットスクリーニングによって選択された分子は、レプチンに全く

似ていない可能性がある。たとえば、ハイスループットスクリーニングによって

発見された真のインシュリン模擬剤は、インシュリン受容体の細胞質領域と相互

作用することによって作用することが示された（Zhang B., et al, 1999, Scien

ce 284, 974）。したがって、該レプチン－ＩＬ－３受容体キメラなどのキメラ

受容体によって選択された分子は、キメラのＩＬ－３由来の細胞質領域と相互作

用し、つまりレプチンに似ているというよりむしろＩＬ－３に似ているという危

険性がある。したがって、この検定はレプチン模擬剤のスクリーニングに対して

は信頼できない。

      【０００９】

  肥満遺伝子の産物であるレプチンは、脂肪細胞で発現され、その視床下部の受

容体ＯＢ－Ｒｂをとおして、食物摂取およびエネルギー代謝を調節する。ｏｂ／

ｏｂマウスの場合などのレプチン欠如、またはｄｂ／ｄｂマウスの場合などのＯ

Ｂ－Ｒｂ欠如は、病的な肥満を引き起こす。しかしながら、人の肥満の最も一般

的な症例は、レプチン欠陥に関連していない。事実、血清レプチンは、体容積指

数に相互に関連し、したがって肥満群は高い血清レプチンレベルを有する。この

関連は、肥満はある種のレプチン耐性に関連しているという見解を導く。考えら

れるレプチン耐性のメカニズムの１つは、血液脳関門を越えるレプチンの非効率

的な輸送である。実際、抹消経路のレプチン投与に比較して、レプチンの脳室内

投与は、げっ歯類の脂肪組織の容積減少に、大いに効果的である。

      【００１０】
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  血液脳関門を超えることができるレプチン模擬剤の開発は、レプチン耐性の問

題を解決し得る。この目的において、レプチン模擬活性を示す個々の薬剤を同定

するために、低分子量の薬剤からなるライブラリーをスクリーニングすることは

有利である。このようなスクリーニングには、レプチン活性の簡単で特異的なバ

イオアッセイが必要である。今までのところ、前述したように、レプチンの生物

学的活性は動物における検定でのみ規定できる。このような検定は煩雑で、それ

ゆえに何百もの異なる物質からなるライブラリーをスクリーニングするためには

適当ではない。いくつかのインビトロ検定が記載されたが、それらはレプチン特

異的ではない。したがって、簡単に自動的に使用できるような、レプチン活性の

簡単でかつ特異的な検定を確立する必要がある。

      【００１１】

    ［本発明の要旨］

  本発明はこのように、レプチンに応答してＡｎｇ－２を発現する細胞または細

胞株と試料とを接触させ、ついで培地のＡｎｇ－２、Ａｎｇ－２をコードする細

胞のＲＮＡ、またはＡｎｇ－２プロモーターの活性化のいずれかを測定すること

からなるレプチンまたはレプチン模擬剤を検出する方法を提供する。

      【００１２】

  好ましくは真核細胞または細胞株、より好ましくは哺乳類の細胞または細胞株

が使用される。

      【００１３】

  適当な細胞株は、たとえばＳｗｉｓｓ３Ｔ３Ｆ４４２Ａマウス前駆脂肪細胞な

どの分化されるマウス脂肪細胞の細胞株、またはヒトの骨髄間質細胞株ｈＭＳ２

－１２などのヒトの細胞株である。

      【００１４】

  本発明により、Ａｎｇ－２は、Ａｎｇ－２に対するモノクローナルおよびポリ

クローナル抗体からなる固相酵素免疫検定法（ＥＬＩＳＡ）により、培地におい

て従来のように測定される。

      【００１５】

  このようなＥＬＩＳＡは、ハイスループットスクリーニングなどの現在のスク
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リーニング方法に適応され得る。

      【００１６】

  Ａｎｇ－２ＲＮＡの存在は、従来のように逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ

－ＰＣＲ）によって、培養細胞または培養細胞株において測定される。

      【００１７】

  ＡＮＧ－２プロモーターの活性化は、本発明により、プロモーターおよび少な

くとも１つのレプチン応答エレメントを含有するＡｎｇ－２プロモーター領域、

ならびに該プロモーター領域に有効に結合されたリポーター遺伝子からなる構築

物であって、好ましくは適切なベクター中に配置された構築物を構築し、それを

用いてレプチンに応答してＡｎｇ－２を発現する宿主細胞をトランスフェクトし

、試料とともに培養し、ついで従来の方法でリポーター遺伝子の発現を測定する

ことによって検出される。

      【００１８】

  本発明はまた、プロモーターおよび少なくとも１つのレプチン応答エレメント

を含有するＡｎｇ－２プロモーター領域をコードするヌクレオチド配列、ならび

に該プロモーター領域に有効に結合されたリポーター遺伝子からなるベクターを

提供する。

      【００１９】

    ［本発明の詳細な説明］

  本発明により、レプチンのインビトロ検定の方法を開示する。このような方法

はレプチン模擬剤のハイスループットスクリーニングに適している。レプチンは

、培養脂肪細胞において、アンギオポエチン－２遺伝子の発現をとくに誘導する

ことが開示されている。レプチン模擬剤のハイスループットスクリーニングは、

固相酵素免疫検定法（ＥＬＩＳＡ）によって、レプチンに誘導される分泌アンギ

オポエチン－２のレベルを測定することによって達成される。あるいは、リポー

ター遺伝子に結合され、培養脂肪細胞に挿入されたアンギオポエチン－２プロモ

ーターの活性を測定することによって、レプチン活性は評価され得る。

      【００２０】

  本発明により、レプチンのインビトロ検定のための方法を開示する。そのよう
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な方法はまた、レプチン模擬剤のハイスループットスクリーニングに適している

。１９９９年９月５日に提出された共に係属中（co-pending）のイスラエル特許

出願第１３１７３９号は、レプチンが培養脂肪細胞においてアンギオポエチン－

２の発現を特異的に誘導することを開示している。アンギオポエチン－２はレプ

チン不存在下では培養脂肪細胞で発現されないため、レプチンによるアンギオポ

エチン－２の誘導は非常に効果的であり、かつ非常に特異的である。したがって

、適当な真核細胞をさまざまな量のレプチンまたはレプチン模擬剤で処理し、つ

いで培地中のアンギオポエチン－２、アンギオポエチン－２をコードする細胞ｍ

ＲＮＡのいずれかを測定することによって、またはアンギオポエチン－２プロモ

ーターの活性を測定することによって、レプチンおよびレプチン模擬剤の活性を

測定し得る。該適当な哺乳類細胞は、レプチン処理に応答してアンギオポエチン

－２を発現するあらゆる細胞または細胞株であってよい。一般に、好ましい宿主

細胞は、扱いやすい培養真核細胞であり、好ましくは哺乳類細胞であり、とくに

好ましい実施態様においては分化されるマウス脂肪細胞である。最も好ましい細

胞株はＳｗｉｓｓ３Ｔ３Ｆ４４２Ａマウス前駆脂肪細胞であり（Green. H., and

 Kehinde, O., 1975, Cell 5, 19）、該細胞株は、密集した細胞を１０％ウシ胎

仔血清（ＦＢＳ）で補充された培地中で６日間維持することにより、成熟脂肪細

胞へと分化されるものである。もう１つの最も好ましい細胞株はヒトの骨髄間質

細胞株ｈＭＳ２－１２であり、この細胞株はレプチン受容体を発現し、脂肪細胞

への分化を誘導され得るものである（Thomas T., et al, 1999, Endocrinology 

140, 1630）。

      【００２１】

  多くの利用可能な一般的な方法は、当業者によって培地中のアンギオポエチン

－２、アンギオポエチン－２をコードする細胞ｍＲＮＡの測定に、またはアンギ

オポエチン－２プロモーターの活性化の測定に適応され得る。本発明の実施態様

において、固相酵素免疫検定法（ＥＬＩＳＡ）が、マウスのアンギオポエチン－

２の定量的測定のために開発されている。ＥＬＩＳＡは、ＥＬＩＳＡプレートに

アンギオポエチン－２を捕捉するために、マウスモノクロ－ナル抗体の開発を必

要とする。精製されたモノクローナル抗体は、培養上清からＡｎｇ－２を捕らえ
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るために、ＥＬＩＳＡプレートの第一層として使用される。ポリクローナル抗体

は、宿主動物（たとえばウサギ）のアンギオポエチン－２に対しておこされる。

抗体の開発に使用するアンギオポエチン－２は、レプチンによる誘導に用いる細

胞株と同種の由来であるべきである、という点に注意しなければならない。この

検定の実施のために、レプチン処理に応答してアンギオポエチン－２を発現する

細胞は、たとえば９６穴プレートで増殖される。レプチンの試料（ポジティブコ

ントロール）または推定のレプチン模擬剤を培地に添加し、２４～９６時間イン

キュベーションを継続する。ついで、培地の分割量（aliquots）を取り出し、ア

ンギオポエチン－２特異的な前記捕捉モノクロ－ナル抗体でプレコートされたＥ

ＬＩＳＡプレートに移す。そのＥＬＩＳＡプレートを１～１６時間インキュベー

ションし、洗い、ついでアンギオポエチン－２の前記ポリクローナル抗体を添加

する。そのＥＬＩＳＡプレートを１～１６時間インキュベーションし、洗い、つ

いで酵素－抗体複合体を添加する。典型的な複合体は、ぺルオキシダ－ゼまたは

アルカリホスファターゼに接合したヤギ抗ウサギ免疫グロブリンである。そのＥ

ＬＩＳＡプレートを１～１６時間インキュベーションし、洗い、適当な基質の添

加によって発色させる。該ＥＬＩＳＡは自動化されたハイスループットスクリー

ニングに適している。

      【００２２】

  本発明のほかの実施態様では、アンギオポエチン－２ｍＲＮＡを、レプチンま

たはレプチン模擬剤で処理された前記培養細胞において測定する。特異的なマウ

スアンギオポエチン－２ｍＲＮＡは、逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣ

Ｒ）によって測定され得る。ハイスループットＲＴ－ＰＣＲは、たとえば特異的

な「モレキュラービーコン」（リサーチジェネティクス社（Research Genetics

）製、ハンツビルアラバマ（Huntsville Alabama）、USA）を用いることによっ

て考案され得る。蛍光色素および消光（quencher）色素の両方をそれぞれ５′末

端および３′末端に含有する一本鎖オリゴヌクレオチドがある。そのオリゴヌク

レオチドは、アンギオポエチン－２ｃＤＮＡの配列に相補的なヘアピンループ配

列を含むように設計される。そのオリゴヌクレオチドはまた、モレキュラービー

コンがＰＣＲで増幅されたアンギオポエチン－２ｃＤＮＡに結合しない場合には



(14) 特表２００３－５１１０５７

、エネルギー移動を経る３′消光色素によって蛍光が消光されて蛍光が発生しな

いように、ヘアピンステム構造を含むように設計される。しかしながら、ＰＣＲ

によって増幅されたアンギオポエチン－２ｃＤＮＡが添加された場合には、モレ

キュラービーコンの相補的なループは、ステムとの結合と比較して、標的ＰＣＲ

産物とより強い結合を形成する。このハイブリダイゼーションは、構造的な変化

を引き起こしてステムを分離し、蛍光を引き起こす（Tyagi S., and Kumar F. R

., 1996, Nature Biotech., 1649）。

      【００２３】

  この検定を実施するために、レプチン処理に応答してアンギオポエチン－２を

発現する細胞は、たとえば９６穴プレートで増殖される。レプチンの試料（ポジ

ティブコントロール）または推定のレプチン模擬剤をその培地に添加し、２４～

９６時間インキュベーションを継続する。そのプレートを洗い、全ＲＮＡを細胞

単層から抽出する。そのＲＮＡをランダムプライマーを用いて逆転写し、得られ

るｃＤＮＡを特異的なマウスアンギオポエチン－２プライマーを用いて定量ＰＣ

Ｒに供する。そのアンギオポエチン－２ｍＲＮＡの量は、前記モレキュラービー

コンの助けをかりて測定される標的ＰＣＲ産物の量に反映する。この検定の全て

の工程は、自動化されたハイスループットスクリーニングに適している。

      【００２４】

  ほかの好ましい実施態様では、ヒトまたはマウスのアンギオポエチン－２プロ

モーターを、本分野における周知の方法で同定し、そしてゲノムＤＮＡからクロ

ーンニングする。該プロモーターおよびリポーター遺伝子は、好ましくは複製可

能な哺乳類の発現ベクターにタンデムに結合される。しかしながら、アンギオポ

エチン－２プロモーターの機能を妨げないのであれば、介在配列が存在してもよ

い。リポーター遺伝子は、簡単に検出されるペプチドをコードするあらゆる遺伝

子、またそうでない場合は転写または翻訳の簡単な検出を容易にするあらゆる遺

伝子であってよい。一般に、リポーター遺伝子は、宿主細胞において自然に生じ

ないタンパク質、または、宿主細胞により少量産生されるのみであるタンパク質

をコードする。周知のリポーター遺伝子の例としては、クロラムフェニコールア

セチルトランスフェラーゼ（ＣＡＴ）、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）、ルシフ
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ェラーゼ（バクテリアまたはホタルのどちらか）、およびベータガラクトシダ－

ゼ、アルカリホスファターゼなど、他の酵素に基づく検出系を含む。とくに好ま

しい実施態様においては、ルシフェラーゼがリポーター遺伝子である。

      【００２５】

  リポーター遺伝子構築物は、ａ）プロモーターおよび少なくとも１つのレプチ

ン応答エレメントを含有するアンギオポエチン－２プロモーター領域、およびｂ

）該プロモーター領域に有効に結合したリポーター遺伝子からなる。リポーター

遺伝子構築物は、宿主細胞へのトランスフェクトに用いる適当なベクターに配置

されるのが好ましい。そのベクターは、選択した宿主細胞において機能し得るプ

ラスミド、コスミドおよびウイルスベクターを含むあらゆる既知のベクターであ

ってよい。そのようなベクターは、本発明のさらに他の局面を形成する。宿主細

胞は、レプチン処理に応答してアンギオポエチン－２を発現するあらゆる細胞ま

たは細胞株であってよい。そのような細胞は、該リポーターベクターを用いて安

定に、または一時的にトランスフェクトされる。一般に、好ましい宿主細胞は具

合良く培養される真核細胞であり、好ましくは哺乳類細胞、およびより好ましい

実施態様においては分化されるマウス脂肪細胞である。最も好ましい細胞株は、

密集した細胞を１０％ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）で補充した培地において６日間維

持することにより成熟脂肪細胞へと分化する、Ｓｗｉｓｓ３Ｔ３Ｆ４４２Ａマウ

ス前駆脂肪細胞（Green, H., and Kehinde O., 1975, Cell 5, 19）である。

      【００２６】

  その検定の実施のために、レプチン処理に応答してアンギオポエチン－２を発

現する細胞または細胞株は、前記リポーターベクターを用いて、安定にまたは一

時的にトランスフェクトされる。該細胞は９６穴プレートで増殖し、分化する。

レプチンの試料（ポジティブコントロール）または推定のレプチン模擬剤をその

培地に添加し、インキュベーションを継続する。そのリポーター遺伝子産物のレ

ベルを、２４～９６時間後にウェル中で測定する。この検定において、アンギオ

ポエチン－２プロモーターの活性化は、該リポーター遺伝子構築物の遺伝子産物

を測定することによって決定される。したがって、その遺伝子産物のレベルは、

レプチンまたはレプチン模擬活性のレベルと一致する。
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      【００２７】

  本発明を、以下の実施例によってさらに説明するが、この実施例は、いずれに

してもその範囲に制限を課すと解釈されるべきものではない。それどころか、本

発明の精神および／または添付の特許請求の範囲から逸脱することなく、本明細

書中の記載を読んだ後に当業者に示唆され得るさまざまな他の実施様態、改変、

それらに相当するもののための手段となり得ることは、明確に理解されるべきで

ある。

      【００２８】

［実施例］

実施例１：アンギオポエチン－２のＥＬＩＳＡによるレプチンおよびレプチン模

擬剤の検定

  マウスＳｗｉｓｓ３Ｔ３Ｆ４４２Ａ細胞を９６穴プレートで増殖させ、そして

分化させる。レプチンの試料（ポジティブコントロール）または推定のレプチン

模擬剤を最終濃度１マイクログラム／ｍｌまで培地に添加し、２４時間インキュ

ベーションを継続する。ついでレプチンに誘導されたまたはレプチン模擬誘導さ

れた培地の分割量を取り出し、そしてマウスアンギオポエチン－２特異的な捕捉

モノクローナル抗体でプレコートしたＥＬＩＳＡプレートに移す。マイクロタイ

タープレート（ダイナテック社（Dynatech）製またはヌンク社（Nunc）製のMaxi

sorb）は、抗マウスアンギオポエチン－２モノクローナル抗体（無血清ハイブリ

ドーマ上清または腹水免疫グロブリン）により、一晩４℃でコートした。そのプ

レートをＢＳＡ（０．５％）およびＴｗｅｅｎ２０（０．０５％）を含有するＰ

ＢＳで洗い、その同じ溶液で少なくとも２時間３７℃で遮断する。ついで、レプ

チンに誘導されたまたはレプチン模擬誘導された培地の分割量を取り出し、そし

てＥＬＩＳＡプレート（１００マイクロリットル／穴）に移し４時間３７℃でお

く。ついでそのプレートを、Ｔｗｅｅｎ２０（０．０５％）を含有するＰＢＳで

３回洗い、続いてウサギ抗マウスアンギオポエチン－２血清を添加し（１：１０

００、１００マイクロリットル／穴）、さらに一晩４℃でインキュベーションす

る。そのプレートを３回洗い、ヤギ抗ウサギ西洋ワサビぺルオキシダーゼのコン

ジュゲートを添加し（HRP, Jackson Labs、１：１０，０００、１００マイクロ
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リットル／穴）２時間室温に置いた。そのプレートを４回洗い、そして、基質と

してＨ2Ｏ2と共にＡＢＴＳ（２,２'－アジノ－ビス－（３－エチルベンズチアゾ

リン－６－スルホン酸）、シグマ社（Sigma）製）により、色を発色させる。そ

のプレートは自動ＥＬＩＳＡリーダーによって読みとられる。

      【００２９】

実施例２：アンギオポエチン－２のＲＴ－ＰＣＲによるレプチンおよびレプチン

模擬剤の検定

  マウスＳｗｉｓｓ３Ｔ３Ｆ４４２Ａ細胞を９６穴プレートで増殖させ、そして

分化させる。レプチン刺激の前に、細胞を低血清（０．５％）で１６時間維持す

る。レプチン（１マイクログラム／ｍｌ（ポジティブコンロール）または推定の

レプチン模擬剤を培地に添加し、そしてインキュベーションを２４時間継続する

。そのプレートは排液され、全ＲＮＡをＴＲＩ試薬キット（モレキュラーリサー

チセンター社（Molecular Research Center Inc.）製）により単離する。逆転写

は、２０マイクロリットル容量でＲＮａｓｅＨ-逆転写酵素（SuperScript II、

ギブコ－ＢＲＬ社（GIBCO-BRL）製、USA）と１μｇ（Ｎ）6ランダムプライマー

（ニューイングランドバイオラブス社（New England Biolabs）製、 USA）を用

いて実施する。逆転写産物の分割量（２マイクロリットル）は、ＶＥＮＴ  ＤＮ

Ａポリメラーゼ（ニューイングランドバイオラブス社製）ならびにそれぞれｍｕ

アンギオポエチン－２ｍＲＮＡ、ＡＦ４３２６．ｇｂ_ｒｏ、ヌクレオチド６３

７～６５７および１１４７～１１６７であるセンスおよびアンチセンスプライマ

ーを用いるＰＣＲに使用される。ＰＣＲ反応は飽和する前に終わらせる。ＰＣＲ

産物を単離し、１Ｍ  ＮａＣｌにもち込み７２℃で変性させ、そして５′ローダ

ミン-ＧＣＴＧＡＧ-ＣＴＧＧＡＧＡＡＧＡＡＧＣＴＧＧＴＧＡＣＡ-ＣＴＣＡＧ

Ｃ-３′-ダブシル化（dabcyl）の構造のモレキュラービーコンに５２℃でハイブ

リダイズさせる。そのループは、ジーンバンク登録番号ＡＦ００４３２６である

マウスアンギオポエチン－２ｍＲＮＡのヌクレオチド８９８～９１８に該当し、

そのステムループ構造のＴｍは６１．６℃である。蛍光を放つ試料は、アンギオ

ポエチン－２ｍＲＮＡを発現することによってレプチンに応答する培養物を意味

する。
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      【００３０】

実施例３：リポーターベクターによるレプチンおよびレプチン模擬剤の検定

  マウスＳｗｉｓｓ３Ｔ３Ｆ４４２Ａ前駆脂肪細胞は、緑色蛍光タンパク質（Ｇ

ＦＰ）遺伝子の前方にあるマウスアンギオポエチン－２の完全なプロモーター領

域からなるリポーターベクターによって、安定にトランスフェクトされる。その

細胞を、９６穴プレートで増殖され、そして分化させる。レプチンの試料（ポジ

ティブコントロ-ル）または推定のレプチン模擬剤を培地に添加し、そしてイン

キュベーションを継続する。緑色蛍光の出現は、細胞培養物がレプチンまたはレ

プチン模擬剤にさらされたことを示す。

      【００３１】

実施例４：リポーターベクターによるレプチンおよびレプチン模擬剤の検定

  ヒトのｈＭＳ２－１２間質前駆脂肪細胞は、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）遺

伝子の前方にあるヒトアンギオポエチン－２の完全なプロモーター領域からなる

リポーターベクターによって、安定にトランスフェクトされる。その細胞を、９

６穴プレートで増殖させ、そして分化させる。レプチンの試料（ポジティブコン

トロ-ル）または推定のレプチン模擬剤を培地に添加し、そしてインキュベーシ

ョンを継続する。緑色蛍光の出現、細胞培養物がレプチンまたはレプチン模擬剤

にさらされたことを示す。
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