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(57)【要約】
【課題】G蛋白質共役型受容体Rec168を介する新たなメカニズムに基づくアレルギー性疾
患又は自己免疫疾患の治療剤の開発のための、脱顆粒調節物質のスクリーニング方法及び
肥満細胞における脱顆粒抑制物質の同定方法の提供。
【解決手段】Rec168アゴニスト作用を有するリガンドの存在下に、被験物質の非共存下及
び共存下におけるRec168に対する該リガンドのシグナル伝達能を測定する工程、並びに両
測定値を比較する工程を含むことを特徴とする、Rec168を介するシグナル伝達能抑制物質
、肥満細胞における脱顆粒調節物質のスクリーニング方法及び肥満細胞における脱顆粒抑
制物質の同定方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
Rec168を発現している細胞を用いて、被験物質の共存下及び非共存下においてRec168アゴ
ニスト作用を有するリガンドに対するシグナル伝達能を測定する工程、並びに両測定値を
比較する工程を含むことを特徴とする、Rec168を介する肥満細胞の脱顆粒反応を抑制する
物質のスクリーニング方法。
【請求項２】
更に、肥満細胞を用いて該被験物質の非共存下及び共存下におけるRec168を介する肥満細
胞の脱顆粒反応を測定し比較することを特徴とする請求項１に記載のスクリーニング方法
。
【請求項３】
Rec168を発現している細胞を用いて、被験物質の共存下及び非共存下においてRec168アゴ
ニスト作用を有するリガンドに対するシグナル伝達能を測定する工程、並びに両測定値を
比較する工程を含むことを特徴とする、Rec168を介する肥満細胞の脱顆粒反応を抑制する
物質の同定方法。
【請求項４】
更に、肥満細胞を用いて該被験物質の非共存下及び共存下におけるRec168を介する肥満細
胞の脱顆粒反応を測定し比較することを特徴とする請求項３に記載の同定方法。
【請求項５】
請求項３又は請求項４に記載の方法によって同定された脱顆粒抑制物質を有効成分として
含有してなる肥満細胞の脱顆粒抑制剤。
【請求項６】
下記から選ばれる少なくとも１つの化合物を有効成分として含有する請求項５に記載の脱
顆粒抑制剤。
・１－（１０Ｈ－フェナジン－５－イル）－エタノン、
・２－アゼパン－１－イル－７－ベンジル－１，７－ジヒドロ－プリン－６－オン、及び
・３－（ピリジン－２－イルメチル）－２－チオキソ－２，３－ジヒドロ－１Ｈ－キナゾ
リン－４－オン。
【請求項７】
請求項３又は請求項４に記載の方法によって同定された脱顆粒抑制物質を有効成分として
含有してなる肥満細胞が関与する炎症性疾患の治療剤。
【請求項８】
下記から選ばれる少なくとも１つの化合物を有効成分として含有する請求項７に記載の肥
満細胞が関与する炎症性疾患の治療剤。
・１－（１０Ｈ－フェナジン－５－イル）－エタノン、
・２－アゼパン－１－イル－７－ベンジル－１，７－ジヒドロ－プリン－６－オン、及び
・３－（ピリジン－２－イルメチル）－２－チオキソ－２，３－ジヒドロ－１Ｈ－キナゾ
リン－４－オン。
【請求項９】
Rec168アンタゴニスト作用を有する物質を有効成分として含有してなる肥満細胞の脱顆粒
抑制剤。
【請求項１０】
Rec168アンタゴニスト作用を有する物質を有効成分として含有してなる肥満細胞が関与す
る炎症性疾患の治療剤。
【請求項１１】
Rec168蛋白質もしくはその部分ペプチド及びそれらの塩、Rec168をコードするポリヌクレ
オチド、Rec168に対する抗体又はRec168リガンドに対する抗体を試薬として含有すること
を特徴とする肥満細胞が関与する炎症性疾患の診断薬。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　本発明は、G蛋白質共役型受容体（G-protein
coupled receptor：以下GPCRという）Rec168蛋白質を介するシグナル伝達能抑制作用を有
する物質、より詳しくはRec168を介する肥満細胞の脱顆粒反応を抑制する物質のスクリー
ニング方法に関するものである。さらには、Rec168を介する肥満細胞の脱顆粒反応を抑制
する物質の同定方法、同方法によって同定された物質を含有してなる脱顆粒抑制剤、又は
肥満細胞が関与する炎症性疾患の治療剤の治療剤に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　GPCRは、生体の細胞や臓器の各機能細胞表面に存在し、それら細胞や臓器の機能を調節
する分子、例えば、ホルモン、神経伝達物質および生理活性物質等の標的として生理的に
重要な役割を担っている。受容体は生理活性物質との結合を介してシグナルを細胞内に伝
達し、このシグナルにより細胞の賦活や抑制といった種々の反応が惹起される。GPCRは、
７ヶ所の細胞膜貫通部を有し、ＧＴＰ（グアノシン５’－三リン酸）結合性の制御蛋白質
（Ｇ蛋白質）を介して、リガンドの情報をエフェクター系に伝える役割を担っている。Ｇ
蛋白質は、α、β及びγの３つのサブユニットからなる３量体で、αサブユニットの種類
によってＧｓ、Ｇｉ、Ｇｏ及びＧｑ等に大別され、各々受容体特異性（共役するＧ蛋白質
受容体）及びエフェクター系（酵素やイオンチャンネル）の種類が異なっている。
【０００３】
　例えば、グルカゴン様ペプチド１受容体やβ２アドレナリン受容体は、Ｇｓと共役して
エフェクター系であるアデニル酸シクラーゼ系を促進させ、サイクリックＡＭＰ（ｃＡＭ
Ｐ）を増加させる。また、α２アドレナリン受容体は、Ｇｉと共役してアデニル酸シクラ
ーゼ系を抑制し、ｃＡＭＰを減少させる。Ｈ１ヒスタミン受容体はＧｑと共役してエフェ
クター系であるホスホリパーゼＣ系を促進し、ジアシルグリセロールとイノシトール３リ
ン酸を増加させ、細胞内Ｃａ２＋を増加させる。エフェクター系の種類は、アデニル酸シ
クラーゼ系、ホスホリパーゼＣ系、及びｃＧＭＰホスホジエステラーゼ系などが主要なも
のである。
【０００４】
また、β１アドレナリン受容体は、心臓、脂肪組織、大脳皮質などに局在し、Ｇｓによっ
てアデニル酸シクラーゼ系が促進され、心拍増加、心収縮力増加、脂肪分解といった効果
をもたらす。
【０００５】
　Ｇ蛋白質は、αサブユニットにＧＤＰ（グアノシン５’－二リン酸）が結合し、βサブ
ユニット及びγサブユニットと会合している。α、β及びγが会合した状態は不活性型で
、受容体にリガンドが結合すると、αに結合していたＧＤＰがＧＴＰに置換され、そして
αサブユニットにＧＴＰが結合したα-G TPと、β-γの結合体とに乖離する。α-G TP及
びβ-γはエフェクター系に作用してシグナルを伝達する。この間にαサブユニットの持
つG TPase活性によってＧＴＰが分解されＧＤＰになると、α－ＧＤＰはエフェクター系
を離れてβ及びγと会合し、再び不活性型となる。この反応を繰り返すことにより、情報
の増幅、伝達が行なわれる。
【０００６】
GPCRの生体内分布は特定の器官に局在しているものが多いが、Ｇ蛋白質は生体内に広く分
布している。そして、前述したようにＧ蛋白質は、GPCRを通じて主に一連の細胞内リン酸
化反応の引き金となって、遺伝子レベルでの転写調節から筋収縮まで幅広く細胞及び臓器
機能の制御を行なっている。
【０００７】
　このように、GPCR／Ｇ蛋白質 によって制御される情報伝達系は、生体の生理機能の制
御に必須のメカニズムであり、換言すれば、該情報伝達系は種々の疾病の発症に広く関与
するものである。従って、ある疾患の発症に関与するGPCRが同定されれば、該受容体の生
理機能を調節する薬剤（アゴニスト、アンタゴニスト、アゴニスト作用阻害物質など）を
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開発することにより、該薬剤によりその疾患を治療することが可能となる。
【０００８】
　ヒトゲノムプロジェクトの完了により、そのデータベースの解析から、多数の新規なGP
CRの存在が示唆され、またそれらのうちすでに単離されているものもある（例えば、特許
文献１、２参照）。ヒトゲノム全体でGPCRは700から800近く存在している可能性が示唆さ
れているが、リガンドが既知の受容体が約250程度であり、残りはリガンドが未知のオー
ファン受容体である。したがってGPCRが関与している生理現象の大部分が未開拓の領域と
言える。前述したとおり、GPCRは、生体の生理機能の制御及び種々の疾患の発症に深く関
与することから、該受容体の生理機能を明らかにすることは、種々の疾患の発症の原因を
解明することにおいて極めて重要である。GPCRの生理機能を明らかにするために重要なこ
とは、該受容体のリガンドを同定することであり、多くの科学者が精力的に研究を行って
いる。一方、生理機能が明らかにされたGPCRのシグナル伝達能を調節する薬剤を創出する
ための、いわゆるGPCR創薬には、米国ベンチャー企業、製薬企業を中心に多くのアプロー
チが試みられている。その手法は、バイオインフォマティックス、構造生物学などによる
いわゆる“
ＤＲＹ　ＢＩＯＬＯＧＹ からのアプローチ”と従来の分子生物、細胞生物学研究に基づ
く、蛋白、細胞、個体レベルでのいわゆる“ ＷＥＴ ＢＩＯＬＯＧＹからのアプローチ”
に大きく分けられるが、これらの手法は別々のものではなく相互に補完することで創薬ゴ
ールを目指している。いずれにしても重要なことは、リガンド結合部位を同定する等の新
規の有用な知見をいち早く獲得することによって、薬剤として有用なアゴニストやアンタ
ゴニストを開発することであり、多くの製薬企業では、受容体の立体構造を予測するアプ
ローチ等も導入して、新薬開発を加速させている。このようにして、GPCRを介した薬物治
療は、めざましい成功を遂げてきた。現在、使われている薬剤の５０％以上が GPCRを標
的にしたものであり、その薬剤の世界中の売り上げは、上位２５％以上を占めており、売
上高は２兆ドルに達しようとしている（例えば非特許文献１参照）。
【０００９】
　GPCR の重要性は、薬物開発ばかりでなく、遺伝性疾患の多くと関連していることにも
ある（例えば非特許文献１参照）。現在のところ、視覚において色盲、夜盲症や網膜性色
素変性症といった疾患で、GPCRの変異が検出されている。また、味覚や臭覚に関連するGP
CRも多く存在すると言われており、味覚や臭覚異常の解明が急速に進展する可能性がある
。GPCRは細胞外の刺激を受け取る受容体であることから，こうした五感に密接に関連して
いることも、充分に理解することができる。また、ホルモン分泌における
GPCRの変異がかなり報告されており、生理的役割における重要性が示唆されている
【００１０】
　しかし、GPCRのアゴニストとして複数の物質が明らかになっている場合であっても、人
工的なスクリーニング系において該受容体を介してシグナルを入れることができるという
だけであって、生体内での機能を反映しているか否か明らかでないものも数多く存在して
いるのが現状である。
【００１１】
　本発明に係るRec168は、Mrgファミリーに属するレセプターで、MrgX2と呼ばれているGP
CRのひとつである。Rec168の遺伝子配列については、既に知られている（例えば、特許文
献３～５参照）。これらの文献においては、Rec168の内因性リガンドについての情報の開
示は全くない。また、Rec168と同じ蛋白質については、三輪らがすでにhTGR-12として、
そのアミノ酸配列、遺伝子配列を開示している（特許文献６参照）。しかしその生理的機
能、および生理的リガンドについては具体的な開示はない。その他にも同様の情報が開示
されているものの、Rec168の生理的機能や、生理的リガンドについて具体的に開示してい
るものではない。
【００１２】
Rec168のリガンド物質に関しては、Janssen
PharmaceuticalのBuist Arjanらが、　ヒトdorsal root receptor(hDRRs)の一つであるMr
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gX2（Rec168）はリンパ節で発現しており、ブタ視床下部から精製したChaperonin10のN末
端ペプチド断片(4-21)に対してアゴニスト活性(ED50＝354nM)を有することを示した(特許
文献７参照)。ACADIA
Pharmaceuticalのグループは、MrgX2（Rec168）のリガンドはSTIAであるとしているが、S
TIA に関しての詳細は不明である。Nicola Robasらは、睡眠や運動機能を制御するcortis
tatinがMrgX2（Rec168）のリガンドであるとの報告をしている（非特許文献２、特許文献
８参照）。ブタ組織から新規に同定されたMrgX1を活性化するペプチドのファミリーがMrg
X2（Rec168）にも弱く作用することも報告されている。MrgX1のホモログは、ラットSNSR1
とマウスMrgC11であるとしている。AstrazenecaのLemboらは、SNSR3&4（MrgX1）のリガン
ドはBAM8-22であると報告したグループであるが、ラットSNSRに対する活性において、γ2
-MSHが最も有望なペプチドであり(EC50=37±10nM)、さらに、詳細な構造活性相関解析か
らγ2-MSH のC末端配列がアゴニストであると報告した(Kd=2.7±0.4nM、Bmax=350±100fm
ol/mg)。in vivo解析から、SNSR(MrgX1)の鎮痛における役割を解析している（非特許文献
３参照）。また、Substance
P、Substance P2-11、Neuropeptide
FF等がMrgX2を活性化するとの報告がなされている（特許文献９参照）。さらに、最近に
なって、proadrenomedullin N-terminal peptidesも、MrgX2を活性化するペプチドとして
報告されている（非特許文献１４参照）。
以上のようにRec168のリガンドとして、Chaperonin10のN末端ペプチド断片(4-21)、corti
statin等が開示されているが、Rec168の生理的機能については未だ明らかではなく、示唆
される機能として記載されているのは、それらリガンド物質が一般的に有する機能から推
定するもののみである。そのためRec168をターゲットとした医薬品開発は進んでいないの
が現状であり、Rec168のアゴニスト、アンタゴニストは未だに医薬品として市場に出ては
いない。今後Rec168をターゲットとした医薬品開発を展開していくためには、Rec168の生
理的機能および疾患との関わりを明らかにしていくことが必要である。
【００１３】
　一方、肥満細胞の脱顆粒は、IgEが肥満細胞上の高親和性
IgE 受容体（FcεRI）に結合して起こる免疫関与のものと、この系を介さない免疫非関与
のものに大きく分類され、前者は炎症初期に、後者は慢性炎症像に多いとされている（非
特許文献４参照）。免疫関与の脱顆粒については詳細な研究がなされているのに対して、
免疫非関与の脱顆粒については、作用メカニズムをはじめほとんど明らかになっていない
。
【００１４】
肥満細胞は全身臓器に広く分布し、特に外界と接する皮膚と粘膜内に多く存在している。
その細胞の中に多数の顆粒を有しており、細胞表面にはFcεRIを発現し、IgE 分子を介し
て抗原が結合するとFcεRI が活性化され、種々の細胞内情報伝達機構を介して、顆粒に
あるヒスタミンを放出する(脱顆粒)と同時にプロスタグランジンやロイコトリエンという
物質も生成する。これらの物質は、化学伝達物質と呼ばれ気管支を収縮し、血管の透過性
を亢進させ、痰の分泌を高めて喘息の呼吸困難発作を引き起こす。この反応は短時間に起
きるため即時型反応と呼ばれている。さらに最近、ヒスタミンやプロスタグランジンなど
のケミカルメディエータの遊離に引き続いて、インターロイキン(IL)-3、IL-4、IL-5、IL
-6、マクロファージコロニー刺激因子(GM-CSF)、腫瘍壊死因子（Tumor necrosis factor-
α：TNF-α）などのサイトカインが産生放出され、FcεRI の会合刺激が核内まで伝わる
ことが知られるようになった。
【００１５】
ヒスタミン等の化学伝達物質や酵素、脂質メディエーターは、平滑筋の収縮、血管の透過
性亢進、組織の浮腫などを惹起するが、これに対し数時間の後に放出される各種サイトカ
インは、皮膚、肺、鼻、目などにおける遅発型アレルギー反応、すなわち蕁麻疹やアトピ
ー性皮膚炎、気管支喘息、アレルギー性鼻炎、アレルギー性結膜炎などの臨床症状発現に
関与することが明らかにされつつある。
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【００１６】
これまでに、IgEが関与しない脱顆粒反応が存在し、慢性炎症に関与していることがわか
っていた。また、免疫非関与の肥満細胞脱顆粒誘導物質として、MCDペプチド、Substance
 P、VIP、Somatostatin、comound48/80などがBasic secretagoguesとして知られている（
例えば非特許文献５～９参照）。
Substance P、VIP、Somatostatin などBasic secretagoguesは、これまで知られているレ
セプターよりもはるかに高濃度(2～3μM)で脱顆粒を起こすことが知られていた。そのメ
カニズムについては、受容体を介さない経路による可能性があるという報告があるが（例
えば、非特許文献１０～１１参照）、詳細は不明である。特異的な受容体に関する報告は
ない。
【００１７】
　肥満細胞のIgEが関与しない脱顆粒反応の疾患へのかかわりについては、炎症に絡んで
複数例が報告されている(例えば非特許文献１２～１３参照)。自己抗体誘発の関節炎モデ
ルにおいて、肥満細胞欠損マウス(W/Wv, c-kit mutant; Sl/Sld, c-kit ligand mutant)
では発症しないが、正常肥満細胞を移植することにより発症が確認され、関節炎発症には
IｇE非関与の肥満細胞の作用が優位に働いていることが証明された。肥満細胞の免疫非関
与の脱顆粒は関節炎を始めとした、各種慢性炎症などに直接関与すると考えられている。
【００１８】
　このような状況の中、肥満細胞の免疫非関与の脱顆粒のメカニズムを解明することがで
きれば、各種慢性炎症の治療に応用していくことができると考えられており、その解明が
切望されていた。
【特許文献１】特開平９－２６８号公報
【特許文献２】特開平９－５１７９５号公報
【特許文献３】ＷＯ０１／１９９８３号パンフレット
【特許文献４】ＷＯ０１／４８０１５号パンフレット
【特許文献５】ＷＯ０１／１６１５９号パンフレット
【特許文献６】ＷＯ０２／０４６４１号パンフレット
【特許文献７】ＷＯ０３／００５０３６号パンフレット
【特許文献８】ＷＯ０３／０７３１０７号パンフレット
【特許文献９】ＷＯ０３／１０４８１８号パンフレット
【非特許文献１】Flower, D. R., Biochim.Biophys. Acta (1999) 1422, 207-234
【非特許文献２】Robas, N. et al., J.Biol. Chem. (2003) 278, 44400-44404.
【非特許文献３】The 3rdjoint meeting of the summer Neuropeptide conference (13th
 annualmeeting) & the European Neuropeptide Club (13th annual meeting),Montauk, 
NY, June 8-12, 2003.
【非特許文献４】Piliponsky, A.M. etal., Molecular Immunology (2001) 38, 1369-137
2.
【非特許文献５】Buku, A., Peptides(1999) 20, 415-420.
【非特許文献６】Erjavec, F. et al.,Naunyn-Schmiedeberg’s Arch Pharmacol (1981) 
317, 67-70.
【非特許文献７】Theoharides, T. C. etal., European Journal of Pharmacology (1981
) 69, 127-137.
【非特許文献８】Mori, T. et al., Arzneimittelforschung(1994) 44, 1044-6.
【非特許文献９】Odum, L. et al.,Inflamm. Res. (1998) 47, 488-492.
【非特許文献１０】Aridor, M. et al, J.Cell Biol. (1990) 111(3), 909-17.
【非特許文献１１】Peptides (2002) 23(8),1507-15.
【非特許文献１２】Lee, D.M. et al.,Science (2002) 297, 1689-92.
【非特許文献１３】Mehlhop, P.D. et al.,Proc. Natl. Acad. Sci. USA. (1997) 94, 13
44-1349.
【非特許文献１４】Kamohara, M. et al.,Biochemical and Biophysical Research Commu
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nications (2005) 330, 1146-1152.
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１９】
　本発明の目的は、G蛋白質共役型受容体Rec168の生理的機能を解明し、その生理的機能
を反映したRec168およびそのリガンドに関する応用用途を提供することである。より具体
的には、本発明の目的は、G蛋白質共役型受容体Rec168蛋白質を介するシグナル伝達能抑
制作用を有する物質、より詳しくはRec168を介する脱顆粒反応を抑制する物質のスクリー
ニング方法を提供することである。本発明の別の目的は、Rec168を介する脱顆粒反応を抑
制する物質の同定方法、同方法によって同定された物質を含有してなる脱顆粒抑制剤、又
は肥満細胞が関与する炎症性疾患の治療剤を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００２０】
　本発明者らは、上記課題を解決するため、鋭意研究を重ねた結果、本発明の完成に至っ
た。すなわち本発明は、以下に示すとおりである。
【００２１】
１．Rec168を発現している細胞を用いて、被験物質の共存下及び非共存下においてRec168
アゴニスト作用を有するリガンドに対するシグナル伝達能を測定する工程、並びに両測定
値を比較する工程を含むことを特徴とする、Rec168を介する肥満細胞の脱顆粒反応を抑制
する物質のスクリーニング方法。
２．更に、肥満細胞を用いて該被験物質の非共存下及び共存下におけるRec168を介する肥
満細胞の脱顆粒反応を測定し比較することを特徴とする上記１に記載のスクリーニング方
法。
３．Rec168を発現している細胞を用いて、被験物質の共存下及び非共存下においてRec168
アゴニスト作用を有するリガンドに対するシグナル伝達能を測定する工程、並びに両測定
値を比較する工程を含むことを特徴とする、Rec168を介する肥満細胞の脱顆粒反応を抑制
する物質の同定方法。
４．更に、肥満細胞を用いて該被験物質の非共存下及び共存下におけるRec168を介する肥
満細胞の脱顆粒反応を測定し比較することを特徴とする上記３に記載の同定方法。
５．上記３又は上記４に記載の方法によって同定された脱顆粒抑制物質を有効成分として
含有してなる肥満細胞の脱顆粒抑制剤。
６．下記から選ばれる少なくとも１つの化合物を有効成分として含有する上記５に記載の
脱顆粒抑制剤。
・１－（１０Ｈ－フェナジン－５－イル）－エタノン、
・２－アゼパン－１－イル－７－ベンジル－１，７－ジヒドロ－プリン－６－オン、及び
・３－（ピリジン－２－イルメチル）－２－チオキソ－２，３－ジヒドロ－１Ｈ－キナゾ
リン－４－オン。
７．上記３又は上記４に記載の方法によって同定された脱顆粒抑制物質を有効成分として
含有してなる肥満細胞が関与する炎症性疾患の治療剤。
８．下記から選ばれる少なくとも１つの化合物を有効成分として含有する上記７に記載の
肥満細胞が関与する炎症性疾患の治療剤。
・１－（１０Ｈ－フェナジン－５－イル）－エタノン、
・２－アゼパン－１－イル－７－ベンジル－１，７－ジヒドロ－プリン－６－オン、及び
・３－（ピリジン－２－イルメチル）－２－チオキソ－２，３－ジヒドロ－１Ｈ－キナゾ
リン－４－オン。
９．Rec168アンタゴニスト作用を有する物質を有効成分として含有してなる肥満細胞の脱
顆粒抑制剤。
１０．Rec168アンタゴニスト作用を有する物質を有効成分として含有してなる肥満細胞が
関与する炎症性疾患の治療剤。
１１．Rec168蛋白質もしくはその部分ペプチド及びそれらの塩、Rec168をコードするポリ
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ヌクレオチド、Rec168に対する抗体又はRec168リガンドに対する抗体を試薬として含有す
ることを特徴とする肥満細胞が関与する炎症性疾患の診断薬。
【００２２】
　上記発明を完成するに至った経緯は次のようなものである。
【００２３】
公開配列データベースGenBankを用いて、GPCRに特徴的な配列を有するRec168を見出した
。ヒト精巣poly(A)+ RNAを鋳型として逆転写反応を行い，cDNAを合成した。PCRにより目
的の遺伝子を増幅し、発現ベクターに組み込み、Rec168一過性発現細胞及び安定形質発現
細胞を作製した。
【００２４】
リガンドが同定されていないGPCRのリガンド（即ち、該受容体と相互作用する物質である
アゴニストやアンタゴニストなど）を同定するためには、数万種以上の多数の候補物質を
試験によりスクリーニングする必要があり、該スクリーニングを迅速に行うことが可能な
アッセイ系が必要である。また、該アッセイは、被験物質と該受容体との相互作用の有無
を、該受容体が共役するＧ蛋白質を介して誘導される２次メッセンジャーの活性化若しく
は抑制の増減を定量的に検出する必要があることから、該メッセージの増減を高感度で検
出可能なアッセイ方法が必要である。本発明者らは、このような迅速かつ高感度で検出可
能なアッセイ方法について、すでに特許権を取得しており（特許第3643288号）、本発明
においてもそのアッセイ方法を使用した。
【００２５】
作製したRec168発現細胞を用いて、Rec168に対してアゴニスト活性を示す物質のスクリー
ニングを実施した。その結果、porcine
Chaperonin10のN末端20アミノ酸からなるペプチド、porcine 2',3'-cyclic nucleotide 3
'phosphodiesterase（以後、pCNPと略す）のN末端17アミノ酸からなるペプチド、porcine
 tropomyosinのN末端12アミノ酸からなるペプチド、PACAP(6-36)、VIP(3-27)、Substance
 P、Somatostatin、Mast cell degranulating (以後，MCDと略す)ペプチドなどを得た。
【００２６】
上述したように、免疫非関与の肥満細胞脱顆粒誘導物質としては、MCDペプチド、Substan
ce P、VIP、Somatostatin、comound48/80などがBasic secretagoguesとして知られており
、Substance P、VIP、Somatostatin
などは、これまで知られているレセプターよりもはるかに高濃度(2～3μM)で脱顆粒を起
こすことが知られていたが、Basic secretagoguesによる免疫非関与の肥満細胞の脱顆粒
の機構は未だに不明であった。ところが詳細な解析から、本発明者らが独自のスクリーニ
ングにより取得した、Rec168に対してアゴニスト活性を示す物質群の一部と、免疫非関与
の肥満細胞の脱顆粒誘導物質として既知であった物質の種類とが一致し、さらに作用濃度
もほぼ同じであることが判明した。そこで、免疫非関与の肥満細胞の脱顆粒はRec168を介
するのではないかという、これまでに誰しも予想だにしなかった仮説を立て、さらに研究
を進めた。
【００２７】
レポータージーンアッセイによるスクリーニングから得られたRec168のアゴニスト物質は
、細胞内遊離カルシウムアッセイ系で測定してもほぼ同様の反応性を示した。また、アゴ
ニスト活性を示すものから数種類を選択して、GTP結合活性を検討した結果、検討したア
ゴニストはすべてGTP結合活性を示したことから、Rec168に結合することによって、Ｇ蛋
白質を介して細胞内シグナル伝達をすることが強く示唆された。
【００２８】
　次に、実際に、得られたアゴニスト活性物質群が肥満細胞上のRec168を介して脱顆粒反
応を惹起するか否かを調べた。ヒト臍帯血由来CD34陽性造血幹細胞を分離し、常法により
肥満細胞へと分化させ、牛胎児血清（Fetal Calf Serum：FCS）非存在下で各アゴニスト
活性物質を添加したところ、各物質の濃度依存的に脱顆粒反応が惹起された。それに対し
て、FCS存在下では脱顆粒反応は惹起されなかった。FCS存在下、非存在下での肥満細胞に
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おけるRec168の発現について検討したところ、FCS非存在下では発現しているものの、FCS
存在下ではほとんど発現していないことが判明した。以上のことから、Rec168アゴニスト
活性物質群は、肥満細胞の脱顆粒反応を引き起こし、その反応はRec168を介して起こって
いることが強く示唆された。
【００２９】
次にRec168の発現臓器分布解析を行ったところ、本受容体はMrgXファミリーに属する他の
受容体の発現パターンとは異なり、皮膚および脂肪組織での高発現が特徴であった。肥満
細胞は表皮に多く存在していることが確認されている。また、脂肪組織における肥満細胞
の存在については明らかではないが、脂肪組織に肥満細胞が混在していることは十分考え
られる。
【００３０】
Rec168が脱顆粒のシグナルを伝達する受容体であるということは、これまで誰も予想でき
なかった事であり、またIgEが関与していない免疫非関与の脱顆粒のメカニズムのひとつ
が、初めて明らかになったという点でも本発明は極めて重要性が高いものである。これま
で発症のメカニズムが不明であったために、有効な治療薬や治療方法が見つかっていなか
った多くの慢性炎症をターゲットとして、今後有効な治療薬の開発を進めていくことが可
能となった。
【００３１】
そこで本発明者らはさらに研究を進め、Rec168を介した肥満細胞からの脱顆粒反応を抑制
することができる薬剤のスクリーニング方法を開発し、実際にスクリーニングを行ったと
ころ、有効な複数の化合物を見出すことにも成功した。
【発明の効果】
【００３２】
　本発明者らは、これまで判明していなかったRec168の生理的機能を見出し、該機能に基
づく新たな薬剤のスクリーニング方法及び同定方法を開発し、かかる薬剤となりうる複数
の化合物を実際に取得することに成功した。本発明におけるRec168蛋白質を介するシグナ
ル伝達能抑制作用を有する物質のスクリーニング方法又はRec168蛋白質を介するシグナル
伝達能抑制作用を有する物質の同定方法によると、単にRec168に結合する物質の結合能を
調節するものや、人工的な細胞系においてシグナルを伝達する物質からのシグナル伝達能
を調節する物質を得られるのとは異なり、実際にRec168の生理的機能である脱顆粒反応を
抑制する物質を取得することが可能となった。これにより、これまでは不可能であった、
肥満細胞の免疫非関与の脱顆粒が関与している炎症性疾患等、特にアレルギー性疾患又は
自己免疫疾患等の治療剤の開発も可能となった。
【００３３】
　さらに本発明は、アレルギー性疾患又は自己免疫疾患等の肥満細胞が関与する炎症性疾
患の治療剤の診断薬をも提供するものである。これは、Rec168が肥満細胞の脱顆粒反応を
誘導することを見出したことによって初めて可能となったことである。Rec168蛋白質の細
胞表面発現量や遺伝子発現量の増減、発現しているRec168蛋白質の構造的な異常、遺伝子
の変異が、過剰な脱顆粒反応を介した慢性炎症の原因となる可能性があり、これらを検査
することにより、肥満細胞が関与する炎症性疾患、特にアレルギー性疾患又は自己免疫疾
患の診断をすることも可能となったものである。
　さらには、肥満細胞が関与する炎症性疾患、特にアレルギー性疾患又は自己免疫疾患の
原因となるRec168蛋白やRec168遺伝子の異常発現を調節することができる物質のスクリー
ニングも可能となり、この方法により得られる物質は、Rec168を介した脱顆粒反応を調節
することができるものである。これにより新しいタイプの炎症性疾患の治療剤の開発が可
能となった。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３４】
以下、本発明で用いる語句の意味及び本発明の具体的態様を明らかにすることにより本発
明をさらに詳細に説明する。
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【００３５】
Ｇ蛋白質共役型受容体
本発明における「Ｇ蛋白質共役型受容体」は、細胞膜上に存在する受容体であって、ＧＴ
Ｐ（グアノシン５'－三リン酸）結合性の制御蛋白質（Ｇ蛋白質）を介して、該受容体と
相互作用するリガンドの情報をエフェクター系に伝える機能を有する蛋白質を意味する。
これまでに同定されているほとんどのＧ蛋白質共役型受容体は細胞膜を７回貫通する構造
を有している。
【００３６】
Rec168を発現している細胞
　本発明において「Rec168を発現している細胞」とは、細胞表面にRec168蛋白質を発現し
ている細胞であれば、特に限定されるものではない。
【００３７】
　例えば、Rec168を発現している細胞としては、既存の細胞株にRec168遺伝子を導入し、
細胞表面に強制発現させた細胞株を用いることもできる。この場合には、比較対象のRec1
68を発現していない細胞としては、その親株を用いることができる。ここで用いる既存の
細胞株は、特に限定されるものではないが、発現ベクターを含み、発現ベクターの複製又
は発現を維持することが可能な細胞であればよい。例えばE.
coliのような原核細胞、またはイースト、昆虫、両生類のような真核細胞、またはCHO, H
eLa, HEK-293のような哺乳動物細胞などとすることができる。Rec168を効率良く発現させ
ることができる細胞としては、中でもHEK293細胞が好ましい。
【００３８】
　このとき、Rec168強制発現細胞としては、Rec168を一過性に発現させたものを用いても
、安定的に発現させたものを用いてもよい。尚、Rec168強制発現細胞の作成は、当業者に
公知の方法で行うことができる。
【００３９】
　また、Rec168を発現している細胞としては、生体由来であって、nativeにRec168を発現
している細胞を用いることもできる。Rec168を発現している細胞であれば特に限定される
ものではないが、中でも肥満細胞が好ましい。
【００４０】
ここで本発明における肥満細胞としては、生体から分離した初代培養細胞であっても、肥
満細胞としての特徴を保持する既存の細胞株であってもよい。例えば、初代培養細胞とし
ては、ヒト臍帯血由来のCD34陽性造血幹細胞より、常法に従って誘導して得られる肥満細
胞を用いることができる。また既存の細胞株としては、特に限定されるものではないが、
例えばP815、RBL-2H3細胞などが挙げられる。
【００４１】
物質
　本発明の方法により同定またはスクリーニングされる「物質」とは、自然界に存在する
天然の物質（蛋白質、抗体、ペプチド、天然化合物など）あるいは人工的に調製される任
意の物質（化学合成化合物）を意味する。
【００４２】
具体的には、例えば、化学的に合成された任意の「化合物」を挙げることができる。該化
合物の種類及び分子量などについては特に限定されないが、分子量について言えば、医薬
品として用いられる可能性のある化合物の分子量は、分子量約50乃至約3000以下であり、
さらに一般的には分子量約100乃至約2000であり、さらに一般的には分子量約100乃至約10
00である。
【００４３】
　該物質が、蛋白質、抗体またはペプチドである場合には、生体組織や細胞から単離され
るもの、及び遺伝子組換えや化学的合成により調製されるものも包含する。さらにまた、
それらの化学修飾体も包含する。
【００４４】
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　ペプチドとしては、例えば、約３乃至約500個のアミノ酸、好ましくは約３乃至約300個
のアミノ酸、さらに好ましくは約３乃至約200個のアミノ酸からなるペプチドを挙げるこ
とができる。
【００４５】
タンパク質、ペプチド、ポリペプチド
本発明で用いられるRec168は、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と同一もしくは実
質的に同一のアミノ酸配列を含有するレセプタータンパク質である。Rec168は複数の文献
（例えばWO0116159、WO0119983、WO0172838等）に記載されている公知のタンパク質であ
る。
【００４６】
　Rec168は、例えば、ヒトやその他の哺乳動物（例えば、モルモット、ラット、マウス、
ウサギ、ブタ、ヒツジ、ウシ、サルなど）のあらゆる細胞〔例えば、網膜細胞、脾細胞、
神経細胞、グリア細胞、膵臓β細胞、骨髄細胞、メサンギウム細胞、ランゲルハンス細胞
、表皮細胞、上皮細胞、内皮細胞、繊維芽細胞、繊維細胞、筋細胞、脂肪細胞、免疫細胞
（例、マクロファージ、Ｔ細胞、Ｂ細胞、ナチュラルキラー細胞、肥満細胞、好中球、好
塩基球、好酸球、単球、白血球）、巨核球、滑膜細胞、軟骨細胞、骨細胞、骨芽細胞、破
骨細胞、乳腺細胞、肝細胞もしくは間質細胞、またはこれら細胞の前駆細胞、幹細胞もし
くは癌細胞（例、乳癌細胞株（ＧＩ－１０１）、結腸癌細胞株（ＣＸ－１、ＧＩ－１１２
）、肺癌細胞株（ＬＸ－１、ＧＩ－１１７）、卵巣癌細胞株（ＧＩ－１０２）、前立腺癌
細胞株など）など〕、またはそれらの細胞が存在するあらゆる組織、例えば、脳、脳の各
部位（例、嗅球、扁頭核、大脳基底球、海馬、視床、視床下部、視床下核、大脳皮質、延
髄、小脳、後頭葉、前頭葉、側頭葉、被殻、尾状核、脳染、黒質）、脊髄、下垂体、胃、
膵臓、腎臓、肝臓、生殖腺、甲状腺、胆のう、骨髄、副腎、皮膚、筋肉、肺、消化管（例
、大腸、小腸）、血管、心臓、胸腺、脾臓、顎下腺、末梢血、末梢血球、前立腺、睾丸、
精巣、卵巣、胎盤、子宮、骨、関節、骨格筋など、または血球系の細胞もしくはその培養
細胞（例えば、ＭＥＬ，Ｍ１，ＣＴＬＬ－２，ＨＴ－２，ＷＥＨＩ－３，ＨＬ－６０，Ｊ
ＯＳＫ－１，Ｋ５６２，ＭＬ－１，ＭＯＬＴ－３，ＭＯＬＴ－４，ＭＯＬＴ－１０，ＣＣ
ＲＦ－ＣＥＭ，ＴＡＬＬ－１，Ｊｕｒｋａｔ，ＣＣＲＴ－ＨＳＢ－２，ＫＥ－３７，ＳＫ
Ｗ－３，ＨＵＴ－７８，ＨＵＴ－１０２，Ｈ９，Ｕ９３７，ＴＨＰ－１，ＨＥＬ，ＪＫ－
１，ＣＭＫ，ＫＯ－８１２，ＭＥＧ－０１など）に由来するタンパク質であってもよく、
また合成タンパク質であってもよい。
【００４７】
　本明細書において、「実質的に同一のアミノ酸配列」とは、比較するアミノ酸配列に対
して、例えば、約７０％以上、好ましくは約８０％以上、さらに好ましくは約９０％以上
、最も好ましくは約９５％以上の相同性を有するアミノ酸配列をいう。本明細書における
Rec168としては、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列
を含有するタンパク質であって、例えば、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と実質
的に同一のアミノ酸配列を含有し、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列からなるタン
パク質と実質的に同質の活性を有するタンパク質などが好ましい。
【００４８】
実質的に同質の活性としては、例えば、リガンド結合活性、シグナル情報伝達作用などが
挙げられる。実質的に同質とは、それらの活性が性質的に同質であることを示す。したが
って、リガンド結合活性やシグナル情報伝達作用などの活性が同等（例、約０．０１～１
００倍、好ましくは約０．５～２０倍、より好ましくは約０．５～２倍）であることが好
ましいが、これらの活性の程度やタンパク質の分子量などの量的要素は異なっていてもよ
い。
【００４９】
リガンド結合活性、レセプター結合活性やシグナル情報伝達作用などの活性の測定は、公
知の方法に準じて行なうことができるが、例えば、後に記載するスクリーニング方法に従
って測定することができる。
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【００５０】
Rec168としては、（１）配列番号：１で表わされるアミノ酸配列中の１または２個以上（
好ましくは、１～３０個程度、より好ましくは１～１０個程度、さらに好ましくは数個（
１～５個））のアミノ酸が欠失したアミノ酸配列、（２）配列番号：１で表わされるアミ
ノ酸配列に１または２個以上（好ましくは、１～３０個程度、より好ましくは１～１０個
程度、さらに好ましくは数個（１～５個））のアミノ酸が付加したアミノ酸配列、（３）
配列番号：１で表わされるアミノ酸配列中の１または２個以上（好ましくは、１～３０個
程度、より好ましくは１～１０個程度、さらに好ましくは数個（１～５個））のアミノ酸
が他のアミノ酸で置換されたアミノ酸配列、または（４）それらを組み合わせたアミノ酸
配列を含有するタンパク質なども用いられる。
【００５１】
本明細書におけるRec168は、ペプチド表記の慣例に従って、左端がＮ末端（アミノ末端）
、右端がＣ末端（カルボキシル末端）である。Rec168は、Ｃ末端がカルボキシル基（－Ｃ
ＯＯＨ）、カルボキシレート（－ＣＯＯ－）、アミド（－ＣＯＮＨ２）またはエステル（
－ＣＯＯＲ）の何れであってもよい。
【００５２】
　ここでエステルにおけるＲとしては、例えば、メチル、エチル、ｎ－プロピル、イソプ
ロピルもしくはｎ－ブチルなどのＣ１－６アルキル基、例えば、シクロペンチル、シクロ
ヘキシルなどのＣ３－８シクロアルキル基、例えば、フェニル、α－ナフチルなどのＣ６

－１２アリール基、例えば、ベンジル、フェネチルなどのフェニル－Ｃ１－２アルキル基
もしくはα－ナフチルメチルなどのα－ナフチル－Ｃ１－２アルキル基などのＣ７－１４

アラルキル基のほか、経口用エステルとして汎用されるピバロイルオキシメチル基などが
用いられる。
【００５３】
　Rec168がＣ末端以外にカルボキシル基（またはカルボキシレート）を有している場合、
カルボキシル基がアミド化またはエステル化されているものも本発明でいうRec168に含ま
れる。この場合のエステルとしては、例えば上記したＣ末端のエステルなどが用いられる
。
【００５４】
さらに、Ｒｅｃ１６８には、上記タンパク質において、Ｎ末端のメチオニン残基のアミノ
基が保護基（例えば、ホルミル基、アセチルなどのＣ２－６アルカノイル基などのＣ１－

６アシル基など）で保護されているもの、Ｎ端側が生体内で切断され生成したグルタミル
基がピログルタミン酸化したもの、分子内のアミノ酸の側鎖上の置換基（例えば、－ＯＨ
、－ＳＨ、アミノ基、イミダゾール基、インドール基、グアニジノ基など）が適当な保護
基（例えば、ホルミル基、アセチルなどのＣ２－６アルカノイル基などのＣ１－６アシル
基など）で保護されているもの、あるいは糖鎖が結合したいわゆる糖タンパク質などの複
合タンパク質なども含まれる。
【００５５】
　Rec168の具体例としては、例えば、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列からなるヒ
トRec168などが挙げられる。Rec168またはその塩は、上記したヒトや哺乳動物の細胞また
は組織から公知のレセプタータンパク質の精製方法によって製造することもできるし、後
に記載するRec168またはRec168をコードするＤＮＡを含有する形質転換体を培養すること
によっても製造することができる。また、後に記載するタンパク質合成法またはこれに準
じて製造することもできる。
【００５６】
　ヒトや哺乳動物の組織または細胞から製造する場合、ヒトや哺乳動物の組織または細胞
をホモジナイズした後、酸などで抽出を行い、該抽出液を逆相クロマトグラフィー、イオ
ン交換クロマトグラフィーなどのクロマトグラフィーを組み合わせることにより精製単離
することができる。
【００５７】
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　Rec168の部分ペプチド（以下、単に「部分ペプチド」と略記する場合がある）としては
、上記したRec168の部分アミノ酸配列を有するペプチドであれば何れのものであってもよ
いが、例えば、Rec168の分子のうち、細胞膜の外に露出している部位であって、Rec168と
実質的に同質のレセプター結合活性を有するものなどが用いられる。
【００５８】
　具体的には、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列を有するRec168の部分ペプチドと
しては、疎水性プロット解析において細胞外領域（親水性（Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ）部
位）であると分析された部分を含むペプチドである。また、疎水性（Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂ
ｉｃ）部位を一部に含むペプチドも同様に用いることができる。個々のドメインを個別に
含むペプチドも用い得るが、複数のドメインを同時に含む部分のペプチドでも良い。
【００５９】
　部分ペプチドのアミノ酸の数は、上記したRec168の構成アミノ酸配列のうち少なくとも
２０個以上、好ましくは５０個以上、より好ましくは１００個以上のアミノ酸配列を有す
るペプチドなどが好ましい。
【００６０】
　また、部分ペプチドは、上記アミノ酸配列中の１または２個以上（好ましくは、１～１
０個程度、さらに好ましくは数個（１～５個））のアミノ酸が欠失し、または、そのアミ
ノ酸配列に１または２個以上（好ましくは、１～２０個程度、より好ましくは１～１０個
程度、さらに好ましくは数個（１～５個））のアミノ酸が付加し、または、そのアミノ酸
配列中の１または２個以上（好ましくは、１～１０個程度、より好ましくは数個、さらに
好ましくは１～５個程度）のアミノ酸が他のアミノ酸で置換されていてもよい。また部分
ペプチドはＣ末端がカルボキシル基（－ＣＯＯＨ）、カルボキシレート（－ＣＯＯ－）、
アミド（－ＣＯＮＨ２）またはエステル（－ＣＯＯＲ）であってもよい。
【００６１】
　さらに、部分ペプチドには、上記したRec168と同様に、Ｎ末端のメチオニン残基のアミ
ノ基が保護基で保護されているもの、Ｎ端側が生体内で切断され生成したＧｌｎがピログ
ルタミン酸化したもの、分子内のアミノ酸の側鎖上の置換基が適当な保護基で保護されて
いるもの、あるいは糖鎖が結合したいわゆる糖ペプチドなどの複合ペプチドなども含まれ
る。
【００６２】
　Rec168またはその部分ペプチドの塩としては、酸または塩基との生理学的に許容される
塩が挙げられ、とりわけ生理学的に許容される酸付加塩が好ましい。この様な塩としては
、例えば、無機酸（例えば、塩酸、リン酸、臭化水素酸、硫酸）との塩、あるいは有機酸
（例えば、酢酸、ギ酸、プロピオン酸、フマル酸、マレイン酸、コハク酸、酒石酸、クエ
ン酸、リンゴ酸、蓚酸、安息香酸、メタンスルホン酸、ベンゼンスルホン酸）との塩など
が用いられる。
【００６３】
　Rec168の部分ペプチドまたはその塩は、公知のペプチドの合成法に従って、あるいはRe
c168を適当なペプチダーゼで切断することによって製造することができる。ペプチドの合
成法としては、例えば、固相合成法、液相合成法のいずれによっても良い。すなわち、Re
c168を構成し得る部分ペプチドもしくはアミノ酸と残余部分とを縮合させ、生成物が保護
基を有する場合は保護基を脱離することにより目的のペプチドを製造することができる。
公知の縮合方法や保護基の脱離としては、例えば、以下のａ）～ｅ）に記載された方法が
挙げられる。
ａ）Ｍ．　Ｂｏｄａｎｓｚｋｙ　および　Ｍ．Ａ．　Ｏｎｄｅｔｔｉ、ペプチド　シンセ
シス　（Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ），　Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ　Ｐｕｂ
ｌｉｓｈｅｒｓ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　（１９６６年）
ｂ）ＳｃｈｒｏｅｄｅｒおよびＬｕｅｂｋｅ、ザ　ペプチド（Ｔｈｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅ）
，　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　（１９６５年）
ｃ）泉屋信夫他、ペプチド合成の基礎と実験、　丸善（株）　（１９７５年）
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ｄ）矢島治明　および榊原俊平、生化学実験講座　１、　タンパク質の化学ＩＶ、　２０
５、（１９７７年）
ｅ）矢島治明監修、続医薬品の開発　第１４巻　ペプチド合成　広川書店
　また、反応後は通常の精製法、例えば、溶媒抽出・蒸留・カラムクロマトグラフィー・
液体クロマトグラフィー・再結晶などを組み合わせて本発明の部分ペプチドを精製単離す
ることができる。上記方法で得られる部分ペプチドが遊離体である場合は、公知の方法に
よって適当な塩に変換することができるし、逆に塩で得られた場合は、公知の方法によっ
て遊離体に変換することができる。
【００６４】
ポリヌクレオチド
本発明は、配列番号１で示されるアミノ酸配列をコードする核酸、及び配列番号１で示さ
れるアミノ酸配列のうち１もしくは複数のアミノ酸が置換、欠失、挿入、および／または
付加したアミノ酸配列からなるポリペプチドのアミノ酸配列をコードするポリヌクレオチ
ドも提供する。
【００６５】
本発明のポリヌクレオチドは、一本鎖および二本鎖型両方のＤＮＡ、およびそのＲＮＡ相
補体も含む。ＤＮＡには、例えば、天然由来のＤＮＡ、組換えＤＮＡ、化学合成したＤＮ
Ａ、ＰＣＲによって増幅されたＤＮＡ、およびそれらの組み合わせが含まれる。本発明の
ポリヌクレオチドとしてはＤＮＡが好ましい。なお、周知の通り、コドンには縮重があり
、１つのアミノ酸をコードする塩基配列が複数存在するアミノ酸もあるが、上記アミノ酸
配列をコードする塩基配列であれば、いずれの塩基配列を有するものも本願発明の範囲に
含まれる。なお、下記の実施例１において実際にクローニングされたｃＤＮＡの塩基配列
が配列番号２に示されている。よって、本発明のポリヌクレオチドは、好ましくは配列番
号：２の塩基配列を有する。
【００６６】
本発明のポリヌクレオチドは、例えば以下の方法により調製することが可能である。Rec1
68に特徴的な塩基配列をクエリーとして塩基配列の検索を行い、ヒトゲノムよりRec168を
見出す。見出したゲノム配列は又はその一部を利用して、ハイブリダイゼーションや核酸
増幅反応等の遺伝子工学の基本的手法を用いて、cDNAライブラリーなどから本発明ポリヌ
クレオチド（例えば本発明DNA）を調製することができる。
【００６７】
　ここで、核酸増幅反応は、例えば、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）［Ｓａｉｋｉ
Ｒ．Ｋ．ｅｔ ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２３０，１３５０－１３５４（１９８５）］，
ライゲース連鎖反応（ＬＣＲ）［Ｗｕ Ｄ．Ｙ．ｅｔ ａｌ．，Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，４，５
６０－５６９（１９８９）；
Ｂａｒｒｉｎｇｅｒ Ｋ．Ｊ．ｅｔ ａｌ．，Ｇｅｎｅ，８９，１１７－１２２（１９９０
）； Ｂａｒａｎｙ Ｆ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８８，１８
９－１９３（１９９１）］、及び転写に基づく増幅［Ｋｗｏｈ
Ｄ．Ｙ．ｅｔ ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８６，１１７
３－１１７７（１９８９）］等の温度循環を必要とする反応、並びに鎖置換反応（ＳＤＡ
）［Ｗａｌｋｅｒ
Ｇ．Ｔ．ｅｔ ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８９，３９２
－３９６（１９９２）； Ｗａｌｋｅｒ Ｇ．Ｔ．ｅｔ ａｌ．，Ｎｕｃ．Ａｃｉｄｓ
Ｒｅｓ．，２０，１６９１－１６９６（１９９２）］、自己保持配列複製（３ＳＲ）［Ｇ
ｕａｔｅｌｌｉ Ｊ．Ｃ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８７，１
８７４－１８７８（１９９０）］、及びＱβレプリカーゼシステム［リザイルディら、Ｂ
ｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，６，１１９７－１２０２（１９８８）］等の恒温反応を含む
。また、欧州特許第０５２５８８２号に記載されている標的核酸と変異配列の競合増幅に
よる核酸配列に基づく増幅（Ｎｕｃｌｅｉｃ
Ａｃｉｄ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ｂａｓｅｄ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ： ＮＡＳＡＢＡ
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）反応等も利用可能である。好ましくはＰＣＲ法である。
【００６８】
　実施例１に示すように、配列番号３及び４のプライマーを使用した場合、ＰＣＲ産物と
して１．０ｋｂｐのＤＮＡ断片が得られるので、これを例えばアガロースゲル電気泳動等
の分子量によりＤＮＡ断片を篩い分ける方法で分離し、特定のバンドを切り出す方法等の
常法に従って単離して本発明の核酸を得ることができる。
【００６９】
　上記のようなハイブリダイゼーション、核酸増幅反応等を使用してクローニングされる
相同な核酸は、配列表の配列番号１に記載の塩基配列に対して少なくとも２０％以上、好
ましくは３０％以上、より好ましくは５０％以上、さらにより好ましくは７０％以上、最
も好ましくは９０％以上の同一性を有する。
【００７０】
　同一性パーセントは、視覚的検査および数学的計算によって決定することが可能である
。あるいは、２つの核酸配列の同一性パーセントは、Ｄｅｖｅｒｅｕｘら，Ｎｕｃｌ．Ａ
ｃｉｄｓ
Ｒｅｓ．，１２，３８７（１９８４）に記載され、そしてウィスコンシン大学遺伝学コン
ピューターグループ（ＵＷＧＣＧ）より入手可能なＧＡＰコンピュータープログラム、バ
ージョン６．０を用いて、配列情報を比較することによって、決定可能である。ＧＡＰプ
ログラムの好ましいデフォルトパラメーターには：（１）ヌクレオチドに関する単一（ｕ
ｎａｒｙ）比較マトリックス（同一に対し１および非同一に対し０の値を含む）、並びに
Ｓｃｈｗａｒｔｚ及びＤａｙｈｏｆｆ監修，Ａｔｌａｓ
ｏｆ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ｐｐ．３５３－３
５８，Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏ
ｎ（１９７９）に記載されるような、Ｇｒｉｂｓｋｏｖ及びＢｕｒｇｅｓｓ，Ｎｕｃｌ．
Ａｃｉｄｓ
Ｒｅｓ．，１４，６７４５（１９８６）の加重比較マトリックス；（２）各ギャップに対
する３．０のペナルティおよび各ギャップ中の各記号に対しさらに０．１０のペナルティ
；及び（３）末端ギャップに対するペナルティなし、が含まれる。当業者に用いられる、
配列比較の他のプログラムもまた、使用可能である。
【００７１】
　本発明は、本発明者らにより同定されたポリヌクレオチド（配列番号：２に記載の塩基
配列からなるポリヌクレオチドまたはその相補鎖）に相補的な、少なくとも15ヌクレオチ
ドの鎖長を有するヌクレオチドを提供する。ここで「相補鎖」とは、A:T（ただしRNAの場
合は U）、G:Cの塩基対からなる2本鎖核酸の一方の鎖に対する他方の鎖を指す。また、「
相補的」とは、少なくとも15個の連続したヌクレオチド領域で完全に相補配列である場合
に限られず、少なくとも70%、好ましくは少なくとも80%、より好ましくは90%、さらに好
ましくは95%以上の塩基配列上の相同性を有すればよい。相同性を決定するためのアルゴ
リズムは本明細書に記載したものを使用すればよい。このようなヌクレオチドは、本発明
のポリヌクレオチドを検出、単離するためのプローブとして、また、本発明のヌクレオチ
ドを増幅するためのプライマーとして利用することが可能である。プライマーとして用い
る場合には、通常、15～100ヌクレオチド、好ましくは15～35ヌクレオチドの鎖長を有す
る。また、プローブとして用いる場合には、本発明のDNAの少なくとも一部若しくは全部
の配列を含む少なくとも15ヌクレオチド、好ましくは少なくとも30ヌクレオチドの鎖長の
ポリヌクレオチドが用いられる。このようなポリヌクレオチドは、好ましくは本発明のポ
リペプチドをコードするポリヌクレオチドに特異的にハイブリダイズするものである。「
特異的にハイブリダイズする」とは、通常のハイブリダイゼーション条件下、好ましくは
ストリンジェントな条件下で、本発明者らにより同定されたポリヌクレオチド（配列番号
：１または３）とハイブリダイズし、他のポリペプチドをコードするDNAとはハイブリダ
イズしないことを意味する。
【００７２】
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本明細書において、「ストリンジェントな条件下」とは、中程度又は高程度なストリンジ
ェントな条件においてハイブリダイズすることを意味する。具体的には、中程度のストリ
ンジェントな条件は、例えば、ＤＮＡの長さに基づき、一般の技術を有する当業者によっ
て、容易に決定することが可能である。基本的な条件は、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ．ら、Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ａ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｍａｎｕａｌ（３ｒｄ ｅ
ｄｉｔｉｏｎ），Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉｎｇ Ｈａｒｂｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，７．４
２－７．４５（２００１）に示され、そしてニトロセルロースフィルターに関し、５×Ｓ
ＳＣ、０．５％ ＳＤＳ、１．０ｍＭ ＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）の前洗浄溶液、約４０－５
０℃での、約５０％ホルムアミド、２×ＳＳＣ－６×ＳＳＣ（又は約４２℃での約５０％
ホルムアミド中の、スターク溶液（Ｓｔａｒｋ’ｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ）などの他の同様
のハイブリダイゼーション溶液）のハイブリダイゼーション条件、および約６０℃、０．
５×ＳＳＣ、０．１％ ＳＤＳの洗浄条件の使用が含まれる。高ストリンジェントな条件
もまた、例えばＤＮＡの長さに基づき、当業者によって、容易に決定することが可能であ
る。一般的に、こうした条件は、中程度にストリンジェントな条件よりも高い温度及び／
又は低い塩濃度でのハイブリダイゼーション及び／又は洗浄を含み、例えば上記のような
ハイブリダイゼーション条件、及びおよそ６８℃、０．２×ＳＳＣ、０．１％ ＳＤＳの
洗浄を伴うと定義される。当業者は、温度および洗浄溶液塩濃度は、プローブの長さ等の
要因に従って、必要に応じて調整可能であることを認識するであろう。
【００７３】
　また、このポリヌクレオチドには、Rec168をコードする遺伝子の発現を抑制するポリヌ
クレオチドが含まれる。このようなポリヌクレオチドには、アンチセンスポリヌクレオチ
ド（アンチセンスDNA/RNA；本発明のポリペプチドをコードする遺伝子の転写産物と相補
的なアンチセンスRNA、および該RNAをコードするDNA）やリボザイム（本発明のポリペプ
チドをコードする遺伝子の転写産物を特異的に開裂するリボザイム活性を有するRNAをコ
ードするDNA）が含まれる。
【００７４】
アンチセンスポリヌクレオチドが標的遺伝子の発現を抑制する作用としては、以下のよう
な複数の要因が存在する。すなわち、三重鎖形成による転写開始阻害、RNAポリメラーゼ
によって局部的に開状ループ構造がつくられた部位とのハイブリッド形成による転写抑制
、合成の進みつつあるRNAとのハイブリッド形成による転写阻害、イントロンとエキソン
との接合点でのハイブリッド形成によるスプライシング抑制、スプライソソーム形成部位
とのハイブリッド形成によるスプライシング抑制、mRNAとのハイブリッド形成による核か
ら細胞質への移行抑制、キャッピング部位やポリ(Ａ)付加部位とのハイブリッド形成によ
るスプライシング抑制、翻訳開始因子結合部位とのハイブリッド形成による翻訳開始抑制
、開始コドン近傍のリボソーム結合部位とのハイブリッド形成による翻訳抑制、mRNAの翻
訳領域やポリソーム結合部位とのハイブリッド形成によるペプチド鎖の伸長阻止、および
核酸とタンパク質との相互作用部位とのハイブリッド形成による遺伝子発現抑制などであ
る。これらは、転写、スプライシング、または翻訳の過程を阻害して、標的遺伝子の発現
を抑制する(平島および井上「新生化学実験講座2 核酸IV 遺伝子の複製と発現」,日本生
化学会編,東京化学同人,pp.319-347,1993)。
【００７５】
本発明で用いられるアンチセンスポリヌクレオチドは、上記のいずれの作用で標的遺伝子
の発現を抑制してもよい。一つの態様としては、遺伝子のmRNAの5'端近傍の非翻訳領域に
相補的なアンチセンス配列を設計すれば、遺伝子の翻訳阻害に効果的と考えられる。しか
し、コード領域もしくは3'側の非翻訳領域に相補的な配列も使用し得る。このように、遺
伝子の翻訳領域だけでなく非翻訳領域の配列のアンチセンス配列を含むポリヌクレオチド
も、本発明で利用されるアンチセンスポリヌクレオチドに含まれる。使用されるアンチセ
ンスポリヌクレオチドは、適当なプロモーターの下流に連結され、好ましくは3'側に転写
終結シグナルを含む配列が連結される。アンチセンスポリヌクレオチド配列は、標的遺伝
子またはその一部と相補的な配列であることが好ましいが、遺伝子の発現を有効に阻害で
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きる限り、完全に相補的でなくてもよい。転写されたRNAは、標的とする遺伝子の転写産
物に対して好ましくは90％以上、最も好ましくは95％以上の相補性を有する。アンチセン
ス配列を用いて、効果的に標的遺伝子の発現を阻害するには、アンチセンスポリヌクレオ
チドは、アンチセンス効果を引き起こすために、少なくとも15ヌクレオチド以上、好まし
くは100ヌクレオチド、さらに好ましくは500ヌクレオチド以上の鎖長を有し、通常、3000
ヌクレオチド以内、好ましくは2000ヌクレオチド以内の鎖長を有する。
【００７６】
該アンチセンスポリヌクレオチドは、例えば、Rec168をコードするポリヌクレオチド（例
えば、配列番号：２）の配列情報を基にホスホロチオネート法（Stein, 1988 Physicoche
mical properties of phosphorothioate
oligodeoxynucleotides. Nucleic Acids Res 16, 3209-21 (1988)）などにより調製する
ことが可能である。
【００７７】
内在性遺伝子の発現の抑制は、また、リボザイムをコードするポリヌクレオチドを利用し
て行うことも可能である。リボザイムとは触媒活性を有するRNA分子のことをいう。リボ
ザイムには種々の活性を有するものがあるが、中でもRNAを切断する酵素としてのリボザ
イムの研究により、RNAの部位特異的な切断を目的とするリボザイムの設計が可能となっ
た。リボザイムには、グループIイントロン型や、RNasePに含まれるM1RNAのように400ヌ
クレオチド以上の大きさのものもあるが、ハンマーヘッド型やヘアピン型と呼ばれる40ヌ
クレオチド程度の活性ドメインを有するものもある(小泉誠および大塚栄子, (1990) 蛋白
質核酸酵素,35:2191)。
【００７８】
例えば、ハンマーヘッド型リボザイムの自己切断ドメインは、G13U14C15のC15の3'側を切
断するが、活性にはU14が９位のAと塩基対を形成することが重要とされ、15位の塩基はC
の他にAまたはUでも切断されることが示されている(M.Koizumiら,(1988) FEBS Lett.228:
225)。リボザイムの基質結合部を標的部位近傍のRNA配列と相補的になるように設計すれ
ば、標的RNA中のUC、UUまたはUAという配列を認識する制限酵素的なRNA切断リボザイムを
作出することが可能である(M.Koizumiら,(1988) FEBS Lett. 239:285、小泉誠および大塚
栄子,(1990)
蛋白質核酸酵素,35:2191、 M.Koizumiら, (1989) Nucleic Acids Res. 17:7059)。
【００７９】
また、ヘアピン型リボザイムも、本発明の目的のために有用である。ヘアピン型リボザイ
ムは、例えばタバコリングスポットウイルスのサテライトRNAのマイナス鎖に見出される(
J.M.Buzayan Nature
323:349,1986)。このリボザイムも、標的特異的なRNA切断を起こすように設計できること
が示されている(Y.Kikuchi およびN.Sasaki (1992) Nucleic Acids
Res. 19:6751、 菊池洋, (1992) 化学と生物
30:112)。
【００８０】
Rec168をコードする遺伝子の発現を抑制するポリヌクレオチドは、遺伝子治療に用いる場
合には、例えば、レトロウイルスベクター、アデノウイルスベクター、アデノ随伴ウイル
スベクターなどのウイルスベクターやリポソームなどの非ウイルスベクターなどを利用し
て、ex vivo法やin vivo法などにより患者へ投与を行うことが考えられる。
【００８１】
抗体
本発明は、Rec168に結合する抗体を提供する。ここで「抗体」には、ポリクローナルおよ
びモノクローナル抗体、キメラ抗体、一本鎖抗体、ヒト化抗体、さらにFabまたは他の免
疫グロブリン発現ライブラリーの産物を含むFabフラグメントが含まれる。
【００８２】
Rec168またはその断片もしくは類似体、またはそれらを発現する細胞は、Rec168に結合す
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る抗体を産生するための免疫原としても使用することができる。抗体は、好ましくは、Re
c168に免疫特異的である。「免疫特異的」とは、その抗体が他のポリペプチドに対するそ
の親和性よりもRec168に対して実質的に高い親和性を有することを意味する。
【００８３】
 　本発明における抗体としては、Rec168を検出可能であり、かつRec168の機能に影響を
与える活性を有しているものが挙げられる。ここで、Rec168の機能とは、リガンド物質の
結合機能、リガンド物質が結合することによって細胞の脱顆粒反応を誘導する機能を意味
する。従って、本発明における薬剤としての抗体は、Rec168とリガンド物質との結合を一
部もしくは全部阻害するもの、Rec168を介して起こる細胞の脱顆粒反応の一部もしくは全
部を抑制するもの、または亢進するものが含まれる。
【００８４】
Rec168に対する抗体は、当業者に公知の方法により調製することが可能である。ポリクロ
ーナル抗体であれば、例えば、次のようにして得ることができる。Rec168またはその断片
あるいはそれらのGSTとの融合タンパク質をウサギ等の小動物に免疫し血清を得る。これ
を、例えば、硫安沈殿、プロテインA、プロテインGカラム、DEAEイオン交換クロマトグラ
フィー、本発明のポリペプチドをカップリングしたアフィニティーカラム等により精製す
ることにより調製する。また、モノクローナル抗体であれば、例えば、Rec168をマウスな
どの小動物に免疫を行い、同マウスより脾臓を摘出し、これをすりつぶして細胞を分離し
、マウスミエローマ細胞とポリエチレングリコールなどの試薬により融合させ、これによ
りできた融合細胞（ハイブリドーマ）の中から、Rec168に結合し、かつRec168の機能に影
響を与える抗体を産生するクローンを選択する。次いで、得られたハイブリドーマをマウ
ス腹腔内に移植し、同マウスより腹水を回収し、得られたモノクローナル抗体を、例えば
、硫安沈殿、プロテインA、プロテインGカラム、DEAEイオン交換クロマトグラフィー、本
発明のポリペプチドをカップリングしたアフィニティーカラム等により精製することで、
調製することが可能である。
【００８５】
本発明における炎症性疾患診断薬、炎症性疾患診断用キットに含まれるRec168の検出に用
いる抗体としては、検出可能な抗体であれば特に制限はなく、上記と同様、該抗体は、当
業者に公知の方法により調製することが可能である。
【００８６】
具体的には、ポリクローナル抗体であれば、例えば、次のようにして得ることができる。
Rec168またはその断片あるいはそれらのGSTとの融合タンパク質をウサギ等の小動物に免
疫し血清を得る。これを、例えば、硫安沈殿、プロテインA、プロテインGカラム、DEAEイ
オン交換クロマトグラフィー、本発明のポリペプチドをカップリングしたアフィニティー
カラム等により精製することにより調製する。また、モノクローナル抗体であれば、例え
ば、Rec168をマウスなどの小動物に免疫を行い、同マウスより脾臓を摘出し、これをすり
つぶして細胞を分離し、マウスミエローマ細胞とポリエチレングリコールなどの試薬によ
り融合させ、これによりできた融合細胞（ハイブリドーマ）の中から、Rec168に結合する
抗体を産生するクローンを選択する。次いで、得られたハイブリドーマをマウス腹腔内に
移植し、同マウスより腹水を回収し、得られたモノクローナル抗体を、例えば、硫安沈殿
、プロテインA、プロテインGカラム、DEAEイオン交換クロマトグラフィー、本発明のポリ
ペプチドをカップリングしたアフィニティーカラム等により精製することで、調製するこ
とが可能である。
【００８７】
剤、薬剤
　本発明の「剤」または「薬剤」、「医薬組成物」とは、前記で定義される本発明の「化
合物」、「ペプチド」、「ポリヌクレオチド」または「抗体」のいずれかと、薬学的に許
容され得る担体とからなる医薬組成物である。
　これら「剤」または「薬剤」、「医薬組成物」における「化合物」とは、天然又は合成
の化合物を意味する。し、同様に「ペプチド」とは、アミノ酸が複数ペプチド結合した化
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合物を意味し、オリゴ・ペプチドであってもポリペプチドであってもよい。「ポリヌクレ
オチド」とは、ヌクレオチドが３０個程度以上重合したポリマーを意味する。「抗体」と
は、所謂免疫グロブリン（Ig）を意味する。
本発明のこれら医薬組成物は、後述する炎症疾患、特に肥満細胞が関与する炎症性疾患の
治療剤として有効である。
【００８８】
ここで「薬学的に許容され得る担体」とは、賦形剤、希釈剤、増量剤、崩壊剤、安定剤、
保存剤、緩衝剤、乳化剤、芳香剤、着色剤、甘味剤、粘稠剤、矯味剤、溶解補助剤あるい
はその他の添加剤等が挙げられる。そのような担体の一つ以上を用いることにより、錠剤
、丸剤、散剤、顆粒剤、注射剤、液剤、カプセル剤、トロー剤、エリキシル剤、懸濁剤、
乳剤あるいはシロップ剤等の形態の医薬組成物 を調製することができる。これらの医薬
組成物 は、経口あるいは非経口的に投与することができる。非経口投与のためのその他
の形態としては、一つまたはそれ以上の活性物質を含み、常法により処方される外用液剤
、腸溶内投与のための坐剤およびペッサリーなどが含まれる。
【００８９】
投与量は、患者の年齢、性別、体重及び症状、治療効果、投与方法、処理時間、あるいは
該医薬組成物 に含有される活性成分（前記ポリペプチドや抗体など）の種類などにより
異なるが、通常成人一人当たり、一回につき10μgから1000mg（あるいは10μgから500mg
）の範囲で投与することができる。しかしながら、投与量は種々の条件により変動するた
め、上記投与量より少ない量で十分な場合もあり、また上記の範囲を越える投与量が必要
な場合もある。
【００９０】
とりわけ注射剤の場合には、例えば生理食塩水あるいは市販の注射用蒸留水等の非毒性の
薬学的に許容され得る担体中に０．１μｇ抗体／ｍｌ担体～１０ｍｇ抗体／ｍｌ担体の濃
度となるように溶解または懸濁することにより製造することができる。このようにして製
造された注射剤は、処置を必要とするヒト患者に対し、１回の投与において１ｋｇ体重あ
たり、１μｇ～１００ｍｇの割合で、好ましくは５０μｇ～５０ｍｇの割合で、１日あた
り１回～数回投与することができる。投与の形態としては、静脈内注射、皮下注射、皮内
注射、筋肉内注射あるいは腹腔内注射のような医療上適当な投与形態が例示できる。好ま
しくは静脈内注射である。
【００９１】
また、注射剤は、場合により、非水性の希釈剤（例えばプロピレングリコール、ポリエチ
レングリコール、オリーブ油のような植物油、エタノールのようなアルコール類など）、
懸濁剤あるいは乳濁剤として調製することもできる。
【００９２】
そのような注射剤の無菌化は、バクテリア保留フィルターを通す濾過滅菌、殺菌剤の配合
または照射により行うことができる。注射剤は、用時調製の形態として製造することがで
きる。即ち、凍結乾燥法などによって無菌の固体組成物 とし、使用前に無菌の注射用蒸
留水または他の溶媒に溶解して使用することができる。
【００９３】
本発明の「剤」または「薬剤」乃至「医薬組成物」は、肥満細胞の脱顆粒反応が関与して
いる疾患、例えば、炎症性疾患等の治療及び予防に適用が可能である。特にアレルギー性
疾患、自己免疫疾患等の慢性炎症に有効である。
なお、アレルギー性疾患について更に詳述すれば以下のとおりである。
アレルギー炎症は、周知のとおり、抗原の生体内への侵入、マクロファージによる貧食と
抗原提示、Thの抗原認識とIL-4産、B細胞の刺激とIgE抗体産生、FcεRIとの結合と脱顆粒
反応への進展の過程を経て発症する。
また、これらアレルギー炎症は病態的には、下記のとおりである。
（１）IgE産生亢進するアトピー性皮膚炎
（２）IgEを介さない非特異的な刺激による活性化（Substance P, compound 48/80）
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（３）肥満細胞遊離のケミカルメディエーターによる多彩な炎症像や細胞遊走活性による
炎症細胞の集積
（４）好酸球が遊離物質による組織障害
（５）局所浸潤のT細胞からのサイトカインによる炎症細胞機能修飾（Th2細胞からのIL-3
, IL-5, GM-CSFなどによる好酸球遊走と活性化）
（６）T細胞および肥満細胞からのサイトカインによる血管内皮細胞と好酸球などの炎症
細胞表面への接着分子誘導
　これら炎症は、生体組織に何らかの有害な起炎物質が作用した時に生体が示す局所反応
であり、生体防御の一過程である。血管透過性をあげ、局所に白血球を浸出させ、血漿な
どの防御因子を局所に漏出させ、血液凝固の促進、血管内閉塞、局所の酸素濃度を低下さ
せることによって病原体の増殖抑制と毒素の拡散を防止する。
そして、これら炎症反応に伴って以下のような現象が監察される。
（１）  組織傷害；
これは、病原生物、物理刺激(火傷)や化学的刺激(酸腐食)、異物、あるいは抗原抗体反応
によって起こる。
（２）  微小血管での変化；
微小血管は一時的に収縮した後に拡張し、その結果、細静脈で血管内皮細胞間のtight ju
nctionの間隙が広がり血漿が浸潤し、その後炎症細胞が血管外へと遊走する。ヒスタミン
やプロスタグランディン類が内皮細胞や炎症細胞に作用する。
（３）  修復；
マクロファージが貧食することにより起炎物質を除去し、線維芽細胞の増殖と血管新生に
より肉芽組織が形成される。傷害された実質細胞が再生することがある。
（４）  慢性化；
修復時に起炎物質が除去されない時は慢性化が起きる。
これら炎症は、起炎物質の作用時に生体が示す反応であり、これには抗原抗体反応を伴う
。Rec168の反応は免疫非関与であることから、アレルギー炎症の「IgEを介さない非特異
的な刺激による活性化（Substance P, compound 48/80）」の部分と炎症の「火傷による
細胞傷害や異物混入（例えば，蜂毒や細菌感染など）」の複合型である。
特に肥満細胞と関わりが強いとされる疾患としては下記のごとき疾患を例示することがで
きる。
（１）胃炎、胃潰瘍：
肥満細胞の優位な増加が認められ、肥満細胞脱顆粒の電顕所見が認められた。
（２）肝硬変：
胆管周囲に存在する肥満細胞集が増加し、肝の線維増生・肝内微小血行調節や血管新生に
関与
（３）慢性胆道系疾患（肝内結石症、原発性硬化性胆管炎）：
肝内大型胆管や隔壁胆管の胆壁の線維性肥厚や胆管周囲の線維化あり。胆管周囲肥満細胞
の増加。この肥満細胞には線維化に関与するbFGF、その他TNF－α、IL-1、TGF－βなどの
サイトカインの産生が認められる。
（４）潰瘍性大腸炎：
活動期の潰瘍性大腸炎患者の大腸粘膜では正常の肥満細胞がほとんどなく、脱顆粒後の形
態を示す。
（５）慢性炎症性血管病：肥満細胞の増加と脱顆粒、肥満細胞のキマーゼの過剰発現のた
めに起こるとされるアンジオテンシンIIの過剰産生
（６）動脈硬化：
ヒト冠状動脈効果病変において肥満細胞を認め、活性化肥満細胞が動脈硬化血管内皮プラ
ークに多く存在。
（７）心臓アナフィラキシー：
ヒトの心臓、とくに血管周囲や筋鞘の近傍、動脈硬化巣内に肥満細胞が存在する。I型ア
レルギーで肥満細胞活性化。
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（８）肺線維症：
膠原線維の沈着部位に一致して肥満細胞が増加する。bFGＦ陽性肥満細胞の存在確認。
（９）気管支喘息：
肥満細胞の増加、脱顆粒像の様相。
（１０）腎炎(尿細管間質腎炎、糸球体腎炎)：
尿細管質、腎間質の血管周囲あるいは糸球体周囲の結合組織内に肥満細胞が増加。IL-4陽
性肥満細胞の存在確認。
（１１）間質性膀胱炎：
肥満細胞の増加。Substance Pなどのニューロペプチドの尿中での増加
（１２）アトピー性皮膚炎：
肥満細胞の増加、TNF－αやIL-4の産生。C線維神経終末から分泌されるSubstance Pで新
たな肥満細胞の活性化と脱顆粒が惹起される。
（１３）ケロイド：
真皮に於ける膠原線維成分の増加、肥満細胞の増加と脱顆粒像。膜安定化剤トラニラスト
治療と予防への効果あり。
（１４）血管増殖性疾患（カポジ肉腫、悪性血管内皮細胞種）：
肥満細胞の増加とbFGＦ陽性肥満細胞の存在確認。
（１５）慢性関節リュウマチ：
滑膜に肥満細胞増加と脱顆粒像。肥満細胞欠如マウスによる肥満細胞関与証明。
（１６）アレルギー性鼻炎：
肥満細胞の増加
（１７）アレルギー性結膜炎：
肥満細胞の増生
（１８）胃がん：
胃がん周辺に肥満細胞が浸潤、肥満細胞多いと予後悪し。腫瘍血管新生に関与。
（１９）大腸がん、乳がん、皮膚の基底細胞がん、軟部組織腫瘍、メラノーマなどの悪性
腫瘍：
間質に肥満細胞の集積
（２０）非小細胞肺がん：
肥満細胞のガン間質への集積、血管新生に関与の可能性、肥満細胞に於けるVEGFの発現
即ち、肥満細胞が関与する疾患としては、上記のとおり、胃炎、胃潰瘍：肝硬変：慢性胆
道系疾患（肝内結石症、原発性硬化性胆管炎）：潰瘍性大腸炎：慢性炎症性血管病：動脈
硬化：心臓アナフィラキシー：肺線維症：気管支喘息：腎炎(尿細管間質腎炎、糸球体腎
炎)：間質性膀胱炎：アトピー性皮膚炎：ケロイド：血管増殖性疾患（カポジ肉腫、悪性
血管内皮細胞種）：慢性関節リュウマチ：アレルギー性鼻炎：アレルギー性結膜炎：胃が
ん：大腸がん、乳がん、皮膚の基底細胞がん、軟部組織腫瘍、メラノーマなどの悪性腫瘍
：
非小細胞肺がん：その他蕁麻疹、全身性エリトマトーデス、多発性硬化症、膠原病、悪性
腫瘍、Ｂリンパ腫、Ｂ細胞白血病、等を挙げることができる。
【００９４】
また、本発明の「剤」または「薬剤」の種々疾患症状の治療効果については、常法に従っ
て、既知の疾患モデル動物に投与することにより試験、検討することができる。
【００９５】
Rec168アゴニスト作用を有するリガンドのシグナル伝達能
本発明において、「Rec168アゴニスト作用を有するリガンド」とは、Rec168を介して細胞
内にシグナルを伝達できる物質のことであって、シグナルの種類、物質の種類等は特に限
定されるものではない。またここで言う「シグナル伝達能」は、Rec168アゴニスト作用を
有するリガンド物質が、Rec168を介して細胞内に伝達することができるシグナルの程度に
より表されるものであるが、上記と同様にシグナルの種類、リガンド物質の種類等に特に
限定はない。
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【００９６】
例えば、上記シグナル伝達能を測定する工程としては、以下のようなレポーター遺伝子を
用いたアッセイ（レポータージーンアッセイ）（国際特許出願公開WO92/02639号、及び特
表平6-502527など）を用いることができる。ここで、レポータージーンアッセイとは、細
胞に、被験物質を接触させ、該化合物の作用に依存して発現されるレポーター蛋白質の量
を、該蛋白質が発する蛍光の量を測定することにより間接的に測定することにより、該被
験物質のＧ蛋白質共役型受容体との相互作用の有無を分析する方法である。また、該レポ
ータージーンアッセイは、マニュアル作業でも可能であるが、機械（ロボット）を用いて
自動で行う所謂ハイスループットスクリーニング（High Throughput Screening）（組織
培養工学,
Vol.23,No.13, p.521-524；米国特許第5,670,113号）を用いることによりより迅速、簡便
に行うことができる。
【００９７】
　例えば、レポータージーンアッセイを用いて、被験物質のRec168を介するシグナル伝達
能を測定する工程、またはRec168アゴニスト作用を有するリガンドを選定する工程として
は、以下のようなものが考えられる。
【００９８】
Rec168のリガンドを同定するために物質をスクリーニングする方法における工程であって
、下記（ａ）乃至（ｃ）の工程を含むことを特徴とするもの：
（ａ）少なくとも下記（１）及び（２）の外来性遺伝子：
　（１）Rec168をコードする遺伝子；及び
　（２）Rec168を介する刺激により発現が誘導される遺伝子のプロモーター領域に発　現
可能に連結されたレポーター遺伝子；
を有するＰＣ１２由来細胞の定数からなる試料の複数を準備し、該試料の各々に異なる物
質を接触させる工程；
　（ｂ）工程（ａ）で該物質に接触させた各々の試料について、該試料中の各細胞におい
て発現した該レポーター遺伝子が生ずる検出可能なシグナルを、及びいずれの物質にも接
触させていない該試料の各細胞において発現した該レポーター遺伝子が生ずる検出可能な
シグナルの各々を定量的に決定する工程；及び、
　（ｃ）工程（ｂ）で決定した該各々のシグナルの量を比較する工程。
【００９９】
本工程において、Rec168を介した刺激により発現が誘導される遺伝子のプロモーター領域
としては、最初期遺伝子（immediate-early gene）のプロモーター領域が挙げられる。本
発明で用いられる最初期遺伝子のプロモーターとしては、例えば、c-fosプロモーター領
域やzif268プロモーター領域（Proc. Natl. Acad. Sci. USA., Vol.86, p.377-381, 1989
；「EGR-1」、「NGF1-A」、「Krox24」、「Tis8」または「cef5」とも称される。）が挙
げられる。特に好ましい態様としては、zif268(EGR-1）プロモーター領域が挙げられる。
また、本発明で使用されるプロモーターとしては、前記プロモーターの任意の動物種の対
応物も包含される。
【０１００】
　ここで「プロモーター領域」とは、プロモーター活性を発現するために必須な最小の塩
基配列を含む任意の領域を意味しする。例えば、該遺伝子の転写部位に対して上流約500b
p乃至約２kbの領域の一部または全部を用いることが可能である。さらに本発明における
標記プロモーター領域としては、ミニマルプロモーターの上流に転写因子結合配列である
SRE（serum response element）及び／またはCRE（cAMP response element）を有するプ
ロモーター領域が挙げられる。
【０１０１】
　本工程における「レポーター遺伝子」は、検出可能な蛍光を発するレポーター蛋白質を
コードする遺伝子を意味する。具体的には、例えば、蛍若しくはウミシイタケなどに由来
するルシフェラーゼ、またはクラゲ由来のＧＦＰ（Green Fluorescence Protein）などを
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挙げることができる。さらには、例えば、βガラクトシダーゼをコードする遺伝子、クロ
ラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼをコードする遺伝子、及びβラクタマーゼ
をコードする遺伝子を挙げることができる。
【０１０２】
　本工程における「ＰＣ１２由来細胞」とは、ラット副腎褐色細胞腫由来のPC12細胞株（
ATCC CRL-1721; Proc. Natl. Acad. Sci.USA., Vol.73, p.2424-2426,
1976; Science, Vol.229, p.393-395, 1985; EMBO J., Vol.2, p.643-648, 1983）または
該PC12細胞株からからサブクローニングされた任意の細胞株を意味する。好ましくは、該
サブクローニングされた細胞であって、且つ下記の性質を有するものである。
【０１０３】
　即ち、該細胞に、（１）Rec168をコードする遺伝子、並びに（２）「Ｇ蛋白質を介する
刺激により発現が誘導される遺伝子のプロモーター領域に発現可能に連結されたレポータ
ー遺伝子」を外来的に導入して得た組換え細胞に、Rec168のリガンドを接触させた場合に
、発現が誘導される該レポーター遺伝子産物の量が、宿主細胞として該PC12細胞株を用い
て検出されるレポーターの量よりも高い値が得られる細胞である。
【０１０４】
該サブクローニングされた細胞としては、例えば、PC12h細胞株（Brain Research, Vol.2
22, p.225-233, 1981）並びに該PC12h細胞株からサブクローニングされた種々細胞を好ま
しい態様として例示することができる。
【０１０５】
さらに、上記シグナル伝達能を測定する工程としては、細胞内遊離カルシウム量を測定す
る方法が用いられることもある。細胞表面に発現したRec168と、これに結合する化合物を
含むと予想される被験物質とを接触せしめ、常法に従って細胞内遊離カルシウムを測定し
、Rec168を介して細胞内にシグナルを伝達する活性を有する化合物を選択することができ
る。
【０１０６】
　この工程においては、Rec168発現細胞及びRec168非発現細胞のそれぞれに対して被験物
質を添加し、細胞内遊離カルシウム濃度の変化を測定する。両者の結果を比較し、Rec168
を強制発現させた細胞株のみで細胞内遊離カルシウム濃度の変化が大きい物質をRec168を
介するシグナル伝達能の高い物質とし、Rec168のリガンドの候補として選定することがで
きる。
【０１０７】
　細胞内遊離カルシウム濃度の測定は当業者に公知の方法で行うことができる。例えば、
９６穴や３８４穴などのマルチウエルプレートに細胞を播種し、細胞内カルシウムの蛍光
検出試薬（Fura-2など）をロードし、リガンド候補物質で刺激を行い、細胞内カルシウム
測定用蛍光分光器で測定することができる。
【０１０８】
さらに、上記シグナル伝達能を測定する工程としては、例えばGTP結合試験を用いること
もできる。この試験においては、フィルタープレートに添加したRec168発現細胞及び非発
現細胞の細胞膜画分に被験物質を反応させ、膜画分に結合したGTP量を測定し比較するこ
とにより、被験物質がG蛋白質共役型受容体であるRec168を介して特異的なシグナルを伝
達するか否かを解析することができる。GTP結合活性の測定は当業者に公知の方法で行う
ことができ、特に限定されないが、例えば、パーキンエルマー社のDELFIA GTP-binding k
it AD0167等のキットを用いると簡便に測定することができる。
【０１０９】
本発明における、「Rec168アゴニスト作用を有するリガンド」の好ましい例としては、例
えば、MCD-P、[D-Pro2，D-Trp7,9,10]-Substance P（1-11）、[D-Pro4，D-Trp7,9,10]-Su
bstance P（1-11）、[D-Trp7,9,10]-Substance P（1-11）、Somatostatin 28、Chaperoni
n10 (1-20)、Platelet Factor-4、pCNP(1-17)、Substance P、Indolicidin、Angiopeptin
、PACAP (6-27)、Somatostatin、Cortistatin 14等を挙げることができる。
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【０１１０】
Rec168を介する脱顆粒反応を抑制する物質
　本発明は、Rec168を発現している細胞を用いて、被験物質の共存下及び非共存下におい
てRec168アゴニスト作用を有するリガンドのシグナル伝達能を測定する工程、並びに両測
定値を比較する工程を含むことを特徴とする、Rec168を介する脱顆粒反応を抑制する物質
のスクリーニング方法を提供する。また、本発明は、Rec168を発現している細胞を用いて
、被験物質の共存下及び非共存下においてRec168アゴニスト作用を有するリガンドのシグ
ナル伝達能を測定する工程、並びに両測定値を比較する工程を含むことを特徴とする、Re
c168を介する脱顆粒反応を抑制する物質の同定方法をも提供する。
【０１１１】
　Rec168を介する脱顆粒反応を抑制する物質の同定方法とは、披験物質がRec168を介する
脱顆粒反応を抑制する物質であるか否かを同定することを意味する。したがって、かかる
「Rec168を介する脱顆粒反応を抑制する物質の同定方法」は、概念上、「Rec168を介する
脱顆粒反応を抑制する物質のスクリーニング方法」を包含する。
【０１１２】
　本発明者らは、Rec168が肥満細胞の脱顆粒を誘導する蛋白質であることを見出した。す
なわち、Rec168アゴニスト活性を有するリガンド物質がRec168に結合することにより、細
胞内シグナル伝達過程を経て、脱顆粒反応が誘導される。
【０１１３】
　本発明において「Rec168を介する脱顆粒反応を抑制する物質」とは、Rec168アゴニスト
活性を有するリガンド物質がRec168に結合することにより引き起こされる細胞の脱顆粒反
応を抑制することができる物質のことであり、このような作用を有する物質であれば、特
に限定されるものではない。このような作用を有する物質は、言い換えれば、「Rec168ア
ンタゴニスト作用を有する物質」である。
【０１１４】
　Rec168が肥満細胞の脱顆粒を誘導する蛋白質であるため、Rec168を発現している細胞を
用いて、被験物質の共存下及び非共存下においてRec168アゴニスト作用を有するリガンド
のシグナル伝達能を測定する工程、並びに両測定値を比較する工程により選択された同シ
グナル伝達能を抑制する物質であれば、Rec168を介する脱顆粒反応を抑制する物質である
と考えられる。従って、本発明においてRec168を介する脱顆粒反応を抑制する物質のスク
リーニング方法または同定方法としては、Rec168を発現している細胞を用いて、被験物質
の共存下及び非共存下においてRec168アゴニスト作用を有するリガンドのシグナル伝達能
を測定する工程、並びに両測定値を比較する工程のみが含まれているものであってもよい
。
【０１１５】
　さらには、上記工程に以下の工程を組み合わせた方法も好ましい。また、Rec168を介す
る脱顆粒反応を抑制する物質のスクリーニング方法または同定方法としては、以下に示す
工程のみでもよい。
【０１１６】
　例えば、Rec168と、Rec168アゴニスト活性を有するリガンド物質との結合を抑制する物
質は、Rec168を介する脱顆粒反応を抑制する物質であると考えられる。このような物質の
スクリーニング方法または同定方法としては、被験物質存在下、非存在下での、リガンド
物質のRec168への結合性を比較する方法が可能である。尚、リガンド物質の結合性の検出
、比較は、次のように行うことができる。
【０１１７】
　ここで、本発明におけるスクリーニングまたは同定に用いられるRec168は組換えポリペ
プチドであっても、天然由来のポリペプチドであってもよい。また部分ペプチドであって
もよい。また細胞表面に発現させた形態、または膜画分としての形態であってもよい。被
験物質としては特に制限はなく、例えば、細胞抽出物、細胞培養上清、発酵微生物産生物
、海洋生物抽出物、植物抽出物、精製若しくは粗精製ポリペプチド、非ペプチド性化合物
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、合成低分子化合物、天然化合物が挙げられる。被験物質を接触させる本発明のポリペプ
チドは、例えば、精製したポリペプチドとして、可溶型ポリペプチドとして、担体に結合
させた形態として、他のポリペプチドとの融合ポリペプチドとして、細胞膜上に発現させ
た形態として、膜画分として被験物質に接触させることができる。
【０１１８】
　被験物質存在下、非存在下での、リガンド物質のRec168への結合性を検出、比較する方
法としては、リガンド物質がポリペプチドである場合には、以下のように当業者に公知の
多くの方法により行うことができる。
【０１１９】
例えば、免疫沈降法により行うことができる。具体的には、以下のように行うことができ
る。Rec168をコードする遺伝子を、ｐＳＶ２ｎｅｏ， ｐｃＤＮＡ Ｉ， ｐＣＤ８ などの
外来遺伝子発現用のベクターに挿入することで動物細胞などで当該遺伝子を発現させる。
発現に用いるプロモーターとしては ＳＶ４０ ｅａｒｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅｒ （Ｒｉｇｂ
ｙ Ｉｎ Ｗｉｌｌｉａｍｓｏｎ （ｅｄ．）， Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ
， Ｖｏｌ．３． Ａｃａｄｅｍｉｃ Ｐｒｅｓｓ， Ｌｏｎｄｏｎ， ｐ．８３－１４１（
１９８２））， ＥＦ－１ α ｐｒｏｍｏｔｅｒ （Ｋｉｍら Ｇｅｎｅ ９１， ｐ．２１
７－２２３ （１９９０））， ＣＡＧ ｐｒｏｍｏｔｅｒ （Ｎｉｗａ ｅｔ ａｌ． Ｇｅ
ｎｅ １０８， ｐ．１９３－２００ （１９９１））， ＲＳＶ ＬＴＲ ｐｒｏｍｏｔｅｒ
 （Ｃｕｌｌｅｎ Ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ １５２， ｐ．６８４－７
０４ （１９８７）， ＳＲ α ｐｒｏｍｏｔｅｒ （Ｔａｋｅｂｅ ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌ．
 Ｃｅｌｌ． Ｂｉｏｌ． ８， ｐ．４６６ （１９８８））， ＣＭＶ ｉｍｍｅｄｉａｔ
ｅ ｅａｒｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅｒ （Ｓｅｅｄ ａｎｄ Ａｒｕｆｆｏ Ｐｒｏｃ． Ｎａｔ
ｌ． Ａｃａｄ． Ｓｃｉ． ＵＳＡ ８４， ｐ．３３６５－３３６９ （１９８７））， 
ＳＶ４０ ｌａｔｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ （Ｇｈｅｙｓｅｎ ａｎｄ Ｆｉｅｒｓ Ｊ． Ｍｏ
ｌ． Ａｐｐｌ． Ｇｅｎｅｔ． １， ｐ．３８５－３９４ （１９８２））， Ａｄｅｎｏ
ｖｉｒｕｓ ｌａｔｅ ｐｒｏｍｏｔｅｒ （Ｋａｕｆｍａｎ ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌ． Ｃｅ
ｌｌ． Ｂｉｏｌ． ９， ｐ． ９４６ （１９８９））， ＨＳＶ ＴＫ ｐｒｏｍｏｔｅｒ
 等の一般的に使用できるプロモーターであれば何を用いてもよい。
【０１２０】
　動物細胞に遺伝子を導入することで外来遺伝子を発現させるためには、エレクトロポレ
ーション法 （Ｃｈｕ， Ｇ． ｅｔ ａｌ． Ｎｕｃｌ． Ａｃｉｄ Ｒｅｓ． １５， １３
１１－１３２６ （１９８７））、リン酸カルシウム法 （Ｃｈｅｎ， Ｃ ａｎｄ Ｏｋａ
ｙａｍａ， Ｈ． Ｍｏｌ． Ｃｅｌｌ． Ｂｉｏｌ． ７， ２７４５－２７５２ （１９８
７））、ＤＥＡＥデキストラン法 （Ｌｏｐａｔａ， Ｍ． Ａ． ｅｔ ａｌ． Ｎｕｃｌ．
 Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓ． １２， ５７０７－５７１７ （１９８４）； Ｓｕｓｓｍａｎ， 
Ｄ． Ｊ． ａｎｄ Ｍｉｌｍａｎ， Ｇ． Ｍｏｌ． Ｃｅｌｌ． Ｂｉｏｌ． ４， １６４
２－１６４３ （１９８５））、リポフェクチン法 （Ｄｅｒｉｊａｒｄ， Ｂ． Ｃｅｌｌ
 ７， １０２５－１０３７ （１９９４）； Ｌａｍｂ， Ｂ． Ｔ． ｅｔ ａｌ． Ｎａｔ
ｕｒｅ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ ５， ２２－３０ （１９９３）； Ｒａｂｉｎｄｒａｎ， Ｓ．
 Ｋ． ｅｔ ａｌ． Ｓｃｉｅｎｃｅ ２５９， ２３０－２３４ （１９９３））等の方法
があるが、いずれの方法によってもよい。
【０１２１】
　特異性の明らかとなっているモノクローナル抗体の認識部位（エピトープ）をRec168の
Ｎ末またはＣ末に導入することにより、モノクローナル抗体の認識部位を有する融合ポリ
ペプチドとしてRec168を発現させることができる。用いるエピトープ－抗体系としては市
販されているものを利用することができる（実験医学 １３， ８５－９０ （１９９５）
）。マルチクローニングサイトを介して、β－ガラクトシダーゼ、マルトース結合蛋白質
、グルタチオンＳ－トランスフェラーゼ、緑色蛍光蛋白質（ＧＦＰ）などとの融合ポリペ
プチドを発現することができるベクターが市販されている。
【０１２２】
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　融合ポリペプチドにすることによりRec168の性質をできるだけ変化させないようにする
ために数個から十数個のアミノ酸からなる小さなエピトープ部分のみを導入して、融合ポ
リペプチドを調製する方法も報告されている。例えば、ポリヒスチジン（Ｈｉｓ－ｔａｇ
）、インフルエンザ凝集素 ＨＡ、ヒトｃ－ｍｙｃ、ＦＬＡＧ、Ｖｅｓｉｃｕｌａｒ ｓｔ
ｏｍａｔｉｔｉｓ ウイルス糖蛋白質（ＶＳＶ－ＧＰ）、Ｔ７ ｇｅｎｅ１０ 蛋白質（Ｔ
７－ｔａｇ）、ヒト単純ヘルペスウイルス糖蛋白質（ＨＳＶ－ｔａｇ）、Ｅ－ｔａｇ（モ
ノクローナルファージ上のエピトープ）などのエピトープとそれを認識するモノクローナ
ル抗体を、Rec168に結合するポリペプチドのスクリーニングのためのエピトープ－抗体系
として利用できる（実験医学 １３， ８５－９０ （１９９５））。
【０１２３】
　免疫沈降においては、これらの抗体を、被験物質の存在下及び非存在下において、適当
な界面活性剤を利用して調製した細胞溶解液に添加することにより免疫複合体を形成させ
る。この免疫複合体はRec168、それと結合能を有するポリペプチド、および抗体からなる
。被験物質が、Rec168とリガンド物質との結合を抑制する活性を有するものである場合に
は、これら免疫複合体中のリガンド物質の量がコントロールと比較して減少することとな
る。上記エピトープに対する抗体を用いる以外に、本発明のポリペプチドに対する抗体を
利用して免疫沈降を行うことも可能である。本発明のポリペプチドに対する抗体は、例え
ば、Rec168をコードする遺伝子を適当な大腸菌発現ベクターに導入して大腸菌内で発現さ
せ、発現させたポリペプチドを精製し、これをウサギやマウス、ラット、ヤギ、ニワトリ
などに免疫することで調製することができる。また、合成したRec168の部分ペプチドを上
記の動物に免疫することによって調製することもできる。
【０１２４】
　免疫複合体は、例えば、抗体がマウスＩｇＧ 抗体であれば、Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ Ｓｅ
ｐｈａｒｏｓｅやＰｒｏｔｅｉｎ Ｇ Ｓｅｐｈａｒｏｓｅを用いて沈降させることができ
る。また、Rec168を、例えば、ＧＳＴなどのエピトープとの融合ポリペプチドとして調製
した場合には、グルタチオン－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ ４Ｂなどのこれらエピトープに特異
的に結合する物質を利用して、Rec168の抗体を利用した場合と同様に、免疫複合体を形成
させることができる。
【０１２５】
　免疫沈降の一般的な方法については、例えば、文献（Ｈａｒｌｏｗ，Ｅ． ａｎｄ Ｌａ
ｎｅ， Ｄ．： Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ， ｐｐ．５１１－５５２， Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉｎ
ｇ Ｈａｒｂｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ， Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ 
（１９８８） ）記載の方法に従って、または準じて行えばよい。
【０１２６】
　また、Rec168に結合するリガンド物質であるポリペプチドの量を測定する方法としては
、例えば、ウエストウエスタンブロッティング法（Ｓｋｏｌｎｉｋ， Ｅ． Ｙ． ｅｔ ａ
ｌ．，Ｃｅｌｌ （１９９１） ６５， ８３－９０）が考えられる。すなわち、Rec168と
結合するリガンドポリペプチドを発現している細胞、組織、臓器（例えば、精巣）よりフ
ァージベクター（λｇｔ１１， ＺＡＰなど）を用いたｃＤＮＡライブラリーを作製し、
これをＬＢ－アガロース上で発現させフィルターに発現させたポリペプチドを固定し、被
験物質の存在下、及び非存在下において、精製して標識した本発明のポリペプチドと上記
フィルターとを反応させ、Rec168と結合したポリペプチドを発現するプラークを標識によ
り検出すればよい。被験物質がRec168とリガンド物質との結合を阻害する活性を有するも
のである場合には、カウントが低く検出されることとなる。Rec168を標識する方法として
は、ビオチンとアビジンの結合性を利用する方法、Rec168又はRec168に融合したポリペプ
チド（例えばＧＳＴなど）に特異的に結合する抗体を利用する方法、ラジオアイソトープ
を利用する方法又は蛍光を利用する方法等が挙げられる。
【０１２７】
　被験物質存在下、非存在下での、リガンド物質のRec168への結合性を検出、比較する方
法としては、アフィニティクロマトグラフィーを用いて行う方法も考えられる。例えば、
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Rec168をアフィニティーカラムの担体に固定し、被験物質存在下、非存在下でRec168アゴ
ニスト活性を有するリガンド物質を結合させた後、カラムを洗浄し、Rec168に結合したリ
ガンド物質量を比較することができる。
【０１２８】
　被験物質存在下、非存在下での、リガンド物質のRec168への結合性を検出、比較する方
法としては、ペプチドディスプレイライブラリーを作用させ、Rec168に結合する分子をス
クリーニングする方法や、コンビナトリアルケミストリー技術によるハイスループットを
用いたスクリーニング方法（Ｗｒｉｇｈｔｏｎ ＮＣ； Ｆａｒｒｅｌｌ ＦＸ； Ｃｈａｎ
ｇ Ｒ； Ｋａｓｈｙａｐ ＡＫ； Ｂａｒｂｏｎｅ ＦＰ； Ｍｕｌｃａｈｙ ＬＳ；Ｊｏｈ
ｎｓｏｎ ＤＬ； Ｂａｒｒｅｔｔ ＲＷ； Ｊｏｌｌｉｆｆｅ ＬＫ； Ｄｏｗｅｒ ＷＪ．
， Ｓｍａｌｌ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ａｓ ｐｏｔｅｎｔ ｍｉｍｅｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐ
ｒｏｔｅｉｎ ｈｏｒｍｏｎｅ ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅｔｉｎ， Ｓｃｉｅｎｃｅ （ＵＮ
ＩＴＥＤ ＳＴＡＴＥＳ） Ｊｕｌ ２６ １９９６， ２７３ ｐ４５８－６４、Ｖｅｒｄｉ
ｎｅ ＧＬ．， Ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｏｆ ｎａｔｕ
ｒｅ． Ｎａｔｕｒｅ （ＥＮＧＬＡＮＤ） Ｎｏｖ ７ １９９６， ３８４ ｐ１１－１３
、Ｈｏｇａｎ ＪＣ Ｊｒ．，Ｄｉｒｅｃｔｅｄ ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ ｃｈｅｍｉ
ｓｔｒｙ． Ｎａｔｕｒｅ （ＥＮＧＬＡＮＤ） Ｎｏｖ ７ １９９６， ３８４ ｐ１７－
９）が当業者に公知である。
【０１２９】
　本発明において、結合した物質を検出又は測定する手段として表面プラズモン共鳴現象
を利用したバイオセンサーを使用することもできる。表面プラズモン共鳴現象を利用した
バイオセンサーは、Rec168と被験物質との間の相互作用を微量のポリペプチドを用いてか
つ標識することなく、表面プラズモン共鳴シグナルとしてリアルタイムに観察することが
可能である（例えばＢＩＡｃｏｒｅ、Ｐｈａｒｍａｃｉａ製）。したがって、ＢＩＡｃｏ
ｒｅ等のバイオセンサーを用いることにより本発明のポリペプチドと被験物質との結合を
評価することが可能である。
【０１３０】
また、Rec168を介する脱顆粒反応を抑制する物質のスクリーニング方法または同定方法と
しては、直接的に、細胞の脱顆粒反応を測定し、比較する方法も可能である。
【０１３１】
尚、Rec168発現細胞に被験物質を接触せしめ、Rec168を介した細胞の脱顆粒反応を誘導す
ることができる物質は「Rec168アゴニスト作用を有するリガンド」のひとつであると言え
る。
【０１３２】
　例えば、Rec168を発現した肥満細胞と発現していない肥満細胞に対して被験物質を添加
することによって、Rec168を発現した肥満細胞においては脱顆粒を誘導するが、発現して
いない細胞においては誘導しないような物質を選定する方法が考えられる。肥満細胞は、
造血幹細胞より常法に従って分化誘導させることができ、培養条件によってRec168発現細
胞、非発現細胞を誘導することが可能である。
【０１３３】
　ここで、肥満細胞としては、血液、組織から直接分離したものを用いることもできる。
Rec168発現細胞、非発現細胞は、Rec168に対する抗体を用いたソーティングにより分離す
ることも可能である。また、肥満細胞としては、培養細胞株を用いることもできる。
【０１３４】
　Rec168を介する細胞の脱顆粒反応を抑制する物質のスクリーニング方法としては、被験
物質存在下、非存在下での、Rec168を介したリガンド物質による細胞の脱顆粒反応の程度
を比較する工程が含まれていれば特に限定されるものではない。
【０１３５】
Rec168の発現を制御する物質のスクリーニング方法
さらに、本発明は、細胞におけるRec168蛋白質、又はRec168をコードするポリヌクレオチ
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ドの発現を制御する物質のスクリーニング方法をも提供することができる。
【０１３６】
　本発明のひとつの態様としては、細胞に対して披検物質を作用させる前後における細胞
表面上のRec168蛋白質発現、又はRec168遺伝子発現の程度を比較することにより行うこう
とができる。
【０１３７】
細胞におけるRec168の発現の変化を検出する方法としては、当業者に公知の方法で行うこ
とができる。このような方法としては、例えば、ノーザンブロッティング法やＲＴ－ＰＣ
Ｒ法などを例示することができるがこれらに制限されない。ノーザンブロッティング法に
おいては、検査対象となる細胞のＲＮＡを精製し、アガロースゲル中にて電気泳動し、メ
ンブレンにブロットしたものに、本発明の遺伝子を放射能などで標識したプローブをハイ
ブリダイズさせ、特異的に出現するバンドの有無、濃淡で本発明のポリヌクレオチドの発
現を測定する。また、ＲＴ－ＰＣＲ法では、検査対象となる細胞のＲＮＡを精製し、逆転
写酵素によりｃＤＮＡとし、これを鋳型として、Rec168に特徴的な配列をプライマーとし
て、本発明の遺伝子の転写産物由来のｃＤＮＡをＰＣＲにより増幅する。これにより増幅
されたｃＤＮＡの量は鋳型となったｃＤＮＡの量、ひいてはRec168の転写産物の量に比例
すると考えられるので、このＰＣＲにより増幅されたＤＮＡ断片の量を電気泳動法などを
用いて測定することで、Rec168の発現量を測定できる。
【０１３８】
また他の方法としては、例えば、本発明の抗体を用い、抗原抗体反応を行わせることによ
り、Rec168または該ポリペプチドを含む細胞を免疫学的に検出することができる。該検出
方法は、Rec168をコードする遺伝子（ゲノムＤＮＡ等）の変異または発現異常が原因とな
り得る疾患の診断にも利用することができる。また、Rec168の定量方法としては、免疫学
的に検出する方法として、マイクロタイタープレートを用いるＥＬＩＳＡ法・蛍光抗体法
、ウェスタンブロット法、免疫組織染色法等があげられる。また、液相中でRec168と反応
する抗体のうちエピトープが異なる２種類のモノクローナル抗体を用いたサンドイッチＥ
ＬＩＳＡ法、放射性ヨード等の放射性同位体で標識した本発明のポリペプチドと本発明の
ポリペプチドを認識する抗体とを用いるラジオイムノアッセイ法等があげられる。
【０１３９】
また他の方法として、Rec168の転写を制御する領域の下流にレポーター遺伝子の連結され
たＤＮＡを含むプラスミドで形質転換された形質転換体と被験物質とを接触させ、Rec168
の発現を制御する化合物を選択することにより行うこともできる。レポーター遺伝子とし
ては、その発現が検出可能なものであれば特に制限されず、例えば、当業者において一般
的に使用されるＣＡＴ遺伝子、ｌａｃＺ遺伝子、ルシフェラーゼ遺伝子、β－グルクロニ
ダーゼ遺伝子（ＧＵＳ）およびＧＦＰ遺伝子等を挙げることができる。また、上記レポー
ター遺伝子には、Rec168をコードするＤＮＡもまた含まれる。
　レポーター遺伝子の発現レベルは、使用するレポーター遺伝子の種類に応じて、当業者
に公知の方法により測定することができる。例えば、レポーター遺伝子がＣＡＴ遺伝子で
ある場合には、該遺伝子産物によるクロラムフェニコールのアセチル化を検出することに
よって、レポーター遺伝子の発現レベルを測定することができる。レポーター遺伝子がｌ
ａｃＺ遺伝子である場合には、該遺伝子発現産物の触媒作用による色素化合物の発色を検
出することにより、また、ルシフェラーゼ遺伝子である場合には、該遺伝子発現産物の触
媒作用による蛍光化合物の蛍光を検出することにより、また、β－グルクロニダーゼ遺伝
子（ＧＵＳ）である場合には、該遺伝子発現産物の触媒作用によるＧｌｕｃｕｒｏｎ（Ｉ
ＣＮ社）の発光や５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－β－グルクロニド（Ｘ－Ｇ
ｌｕｃ）の発色を検出することにより、さらに、ＧＦＰ遺伝子である場合には、ＧＦＰタ
ンパク質による蛍光を検出することにより、レポーター遺伝子の発現レベルを測定するこ
とができる。
【０１４０】
　また、Rec168をレポーターとする場合、該遺伝子の発現レベルの測定は、当業者に公知
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の方法によって行うことができる。例えば、該遺伝子のｍＲＮＡを定法に従って抽出し、
このｍＲＮＡを鋳型としたノーザンハイブリダイゼーション法、またはＲＴ－ＰＣＲ法を
実施することによって該遺伝子の転写レベルの測定を行うことができる。さらに、ＤＮＡ
アレイ技術を用いて、該遺伝子の発現レベルを測定することも可能である。
【０１４１】
　また、該遺伝子からコードされるRec168を含む画分を定法に従って回収し、該ポリヌク
レオチドの発現をＳＤＳ－ＰＡＧＥ等の電気泳動法で検出することにより、遺伝子の翻訳
レベルの測定を行うこともできる。また、Rec168に対する抗体を用いて、ウェスタンブロ
ッティング法などを実施し、該ポリペプチドの発現を検出することにより、遺伝子の翻訳
レベルの測定を行うことも可能である。
【０１４２】
本発明のスクリーニング方法または同定方法により得られる物質は、Rec168蛋白質若しく
はRec168をコードするポリヌクレオチドの発現を制御するための、又はRec168蛋白質の活
性（例えば、Rec168蛋白質を介するシグナル伝達能）を調節（例えば、抑制）するための
薬剤の候補となり、Rec168の発現異常や機能異常などに起因する疾患やRec168の活性を制
御することにより治療可能な疾患の治療への応用が考えられる。治療や予防の対象となる
疾患としては、例えば、炎症性疾患、特にアレルギー性疾患、自己免疫疾患等の慢性炎症
が考えられる。本発明のスクリーニング方法または同定方法により得られる物質の構造の
一部を、付加、欠失及び／又は置換により変換される物質も、本発明の範囲に含まれる。
【０１４３】
炎症性疾患
　炎症性疾患とは、特に肥満細胞が関与する炎症性疾患とは、特に肥満細胞が関与するア
レルギー性疾患、自己免疫疾患等の慢性炎症を意味し、それらアレルギー性疾患又は自己
免疫疾患の具体的な例としては、前記の通り、胃炎、胃潰瘍：肝硬変：慢性胆道系疾患（
肝内結石症、原発性硬化性胆管炎）：潰瘍性大腸炎：慢性炎症性血管病：動脈硬化：心臓
アナフィラキシー：肺線維症：気管支喘息：腎炎(尿細管間質腎炎、糸球体腎炎)：間質性
膀胱炎：アトピー性皮膚炎：ケロイド：血管増殖性疾患（カポジ肉腫、悪性血管内皮細胞
種）：慢性関節リュウマチ：アレルギー性鼻炎：アレルギー性結膜炎：胃がん：大腸がん
、乳がん、皮膚の基底細胞がん、軟部組織腫瘍、メラノーマなどの悪性腫瘍：
非小細胞肺がん：その他蕁麻疹、全身性エリトマトーデス、多発性硬化症、膠原病、悪性
腫瘍、Ｂリンパ腫、Ｂ細胞白血病、等を挙げることができる。
診断薬
本発明は、Rec168をコードする遺伝子の発現の異常またはRec168の活性の異常に関連した
疾患の診断薬を提供する。Rec168は肥満細胞の脱顆粒を誘導する機能を有するため、その
発現や機能の異常は、慢性炎症等種々の疾患の原因となり得る。従って、Rec168の不適当
な活性または発現、リガンド分子の体内発現量を指標とすることにより、このような疾患
の診断を行うことも可能である。
【０１４４】
本発明において「診断薬」とは、疾患の症状を呈している被験者の治療戦略を立てるため
の診断薬のみならず、被験者が疾患にかかりやすいか否かを判断するために使用する予防
のための診断薬も含まれる。
【０１４５】
本発明の診断薬の一つの態様は、被験者におけるRec168のリガンド物質の体内発現量を測
定するために用いるRec168蛋白質またはその部分ペプチドを含有する診断薬である。Rec1
68蛋白質またはその部分ペプチドをあらかじめコーティングしたプレートに被験者から調
整した血液試料を添加し、標識したリガンド物質に対する抗体を用いて、血液試料中のリ
ガンド物質の量を定量することができる。
【０１４６】
本発明の診断薬の一つの態様は、被験者におけるRec168をコードする遺伝子またはその発
現制御領域における変異を検出できるものである。
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【０１４７】
一つとしては、被験者におけるRec168をコードする遺伝子またはその発現制御領域の塩基
配列を直接決定することによって検査を行うための診断薬であり、例えばRec168をコード
する遺伝子またはその発現制御領域を含むDNAにハイブリダイズするプローブ又はプライ
マーを含むものである。被験者におけるRec168をコードする遺伝子またはその発現制御領
域における変異を検出することができれば、その使用方法は特に限定されない。例えば、
まず、被験者からDNA試料を調製する。DNA試料は、被験者の細胞、例えば血液、尿、唾液
等から抽出した染色体DNAあるいはRNAを基に調製することができる。染色体DNAから本方
法のDNA試料を調製するには、例えば染色体DNAを適当な制限酵素で切断し、ベクターにク
ローニングして、ゲノムライブラリーを作製すればよい。RNAからDNA試料を調製するには
、例えば、逆転写酵素を用いて、RNAからcDNAライブラリーを作製すればよい。次いで、R
ec168をコードする遺伝子またはその発現制御領域を含むDNAを単離する。該DNAの単離は
、Rec168をコードする遺伝子またはその発現制御領域を含むDNAにハイブリダイズするプ
ローブを用いて、ゲノムライブラリーやcDNAライブラリーのスクリーニングをすることに
より行うことができる。また、本発明のポリペプチドをコードする遺伝子またはその発現
制御領域を含むDNAにハイブリダイズするプライマーを用いて、ゲノムDNAライブラリー、
cDNAライブラリー、あるいはRNAを鋳型としたPCRによって単離することもできる。次いで
、単離したDNAの塩基配列を決定する。選択したDNAの塩基配列の決定は、当業者に公知の
方法で行うことができる。次いで、決定したDNAの塩基配列を、対照と比較する。「対照
」とは、正常な（野生型の）Rec168をコードする遺伝子またはその発現制御領域を含むDN
Aの塩基配列を言う。このような比較の結果、被験者のDNAの塩基配列が対照と異なってい
た場合には、被験者は、疾患に罹患しているまたは発症の危険があると判定される。
【０１４８】
本発明の診断薬の一つの態様は、被験者におけるRec168蛋白の発現量または活性を測定す
るために用いるRec168あるいはその部分ペプチドに対する抗体、又はRec168のリガンド物
質を含有する診断薬である。被験者から調整した血液試料中から肥満細胞を分離し、Rec1
68あるいはその部分ペプチドに対する抗体、又はリガンド物質を反応させ、肥満細胞上の
Rec168分子の発現量、リガンド結合能をフローサイトメーターにて測定することができる
。発現量やリガンド結合能が増大している場合には、発症の危険があると判定される。
以下、本発明を実施例によりさらに詳細に説明するが、本発明はこれら実施例に制限され
るものではない。
【実施例１】
【０１４９】
Rec168のクローニング　
ヒト精巣poly(A)+

RNAを鋳型として逆転写反応を行い，cDNAを合成した。反応にはHigh Fidelity RNA PCR K
it (TaKaRa)に添付される試薬を使用した。反応系は，ヒト精巣poly(A)+ RNA(1μg/μL) 
0.01 μL，2 × Bca 1st
buffer 2 μL，MgSO4 (25 mM) 0.8 μL，dNTP Mixture (10 mM) 0.2 μL，RNase
Inhibitor (40 units/μL) 0.1 μL，Bca PLUS RTase
(42 U/μL) 0.2 μL，Random Hexamer (50 μM)
0.2 μLを滅菌水でメスアップし4 μLとした。これを65°C 1分，30°C 1分，30-65°C
15分，65°C 30分，98°C 5分，5°C 5分反応させた。
【０１５０】
1次PCRはPyrobest
DNA Polymerase（TaKaRa）に添付される試薬を使用した。上記で合成したcDNAを含む逆転
写反応液4 μLに，dNTP Mixture (2.5 mM each) 0.4 μL，10
× Pyrobest buffer 2 μL，Pyrobest DNA Polymerase (5 units/μL)
0.1 μLに，それぞれ配列番号：３及び４に示した配列を有するプライマー168_PCR_F1 (5
 μM) 4 μL及び168_PCR_R1(5 μM) 4 μLを添加し，滅菌水でメスアップし20 μLとした
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。これを，94°C 30秒，（94°C 30秒，72－56°C（1サイクルごとに1℃下げる）30秒，7
2°C 2分）× 17サイクル，（94°C 30秒，55°C 30秒，72°C
2分）× 13サイクル，72°C 3分反応させた。
【０１５１】
2次PCRはPyrobest
DNA Polymerase（TaKaRa）に添付される試薬を使用した。1次PCR反応液の100倍希釈液1 
μLに，dNTP Mixture (2.5 mM each) 0.8 μL，10 × Pyrobest buffer II 1 μL，Pyrob
est
DNA Polymerase (5 units/μL) 0.05 μLに，それぞれ配列番号：５及び６に示した配列
を有するプライマー168_PCR_F2 (5 μM) 2 μLと168_PCR_R2 (5 μL) 2 μLを添加し，滅
菌水でメスアップし10 μLとした。これを，94°C 30秒，（94°C 30秒，72－56°C（1サ
イクルごとに1°C下げる）30秒，72°C 2分）× 17サイクル，（94°C 30秒，55°C 30秒
，72°C
2分）×13サイクル，72°C 3分反応させた。
【０１５２】
2次PCR産物は，1％アガロースゲルを用いて電気泳動法にて分離し，アガロースゲルの破
片からDNAを抽出した。T4 Polynucleotide Kinase（TaKaRa）を使用して，末端のリン酸
化を行い，これをTaKaRa Ligation
Kit Ver.2（TaKaRa）を使用して，マルチクローニングサイトを制限酵素HpaIで消化し，
脱リン酸化処理したベクターpENTR1A（インビトロジェン株式会社）と反応させた。この
反応液を大腸菌DH5α株へ導入・形質転換し，カナマイシンを含むLB寒天培地で選択した
。得られた大腸菌コロニーから，遺伝子が挿入されたクローンを選別し，プラスミドDNA
を回収した。このプラスミドDNAを鋳型とし，Rec168のプライマー6種類を用いて塩基配列
解析を行なった。プライマーは，168_PCR_F2（配列番号：５），168_PCR_R2（配列番号：
６），168_SEQ_F１（配列番号：７），168_SEQ_F2（配列番号：８），168_SEQ_R１（配列
番号：９），168_SEQ_R2（配列番号：１０）を使用した。DYEnamic ET Terminator Cycle
 Sequencing Kit (アマシャム バイオサイエンス株式会社)を用いたダイターミネーター
法で反応させ，シークエンサーMegaBace1000 (アマシャム
バイオサイエンス株式会社)を使用して解析した。目的の配列が挿入されたプラスミドDNA
を「pENTR-Rec168」と名付けた。
【実施例２】
【０１５３】
発現ベクターの構築
pENTR1A（エントリーベクター）にクローニングされたpENTR-Rec168をGateway Systemテ
クノロジー (インビトロジェン株式会社)によって，目的の発現ベクター（デスティネー
ションベクター）へ挿入配列部分を相同組換え技術によって入れ換えた。
【０１５４】
attL × attR 組換え反応を仲介する酵素Gateway
LR Clonase Enzyme Mix (インビトロジェン株式会社 11791-019)を使用した。試薬は酵素
に添付されている。今回は発現ベクターには，pME18Sをデスティネーション化したpME18S
.rfAを使用した。エントリーベクター 100 ngとデスティネーションベクター100 ngをTE 
bufferで6 μLにメスアップし，5 × LR Clonase Reaction Buffer 2 μLと混合した。LR
 Clonase Enzyme Mix 2 μLを添加し，室温（25°C）で1時間インキュベーションした。
反応停止するためにProteinase K Solution(2 μg/μL)
1 μL添加し37°Cで10分間インキュベーションした。反応終了後，氷上にて冷した。この
反応液2.5 μLで氷上解凍したコンピテントセルJM109（TOYOB）をtransformationし，ア
ンピシリンを含むLB寒天培地で選択した。得られた大腸菌コロニーから，遺伝子が挿入さ
れたクローンを選別し，プラスミドDNAを回収した。このプラスミドDNAを鋳型とし，遺伝
子特異的なプライマーを用いて塩基配列解析を行った。BigDye Terminator Cycle Sequen
cing FS Ready Reaction Kit (アプライドバイオシステムズジャパン株式会社)を用いた
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ダイターミネーター法で反応させ，シークエンサーABI3100 (アプライドバイオシステム
ズジャパン株式会社)を使用して解析した。目的の配列が挿入されたプラスミドDNAを「pM
E-Rec168」と名付けた。
【実施例３】
【０１５５】
Rec168一過性発現PC12h細胞におけるレポーター活性の変化
96ウェル法
10%ウマ血清（Invitrogen 26050-088）と5%ウシ胎児血清（JRH 12103-78P）および0.5%ペ
ニシリン/ストレプトマイシン(Sigma
P0906)含有D-MEM(High-glucose)(日研生物 CM4402)培地にてコラーゲンtype Iコートフラ
スコ（イワキ硝子 4143-010）で培養したラット腎臓由来PC12h細胞を，225 cm2フラスコ(
1×107個細胞)からPBS(-)（日研生物 CM6201）でリンスした後，トリプシン/EDTA溶液（I
nvitrogen 5300-054）を用いて剥がした後，0.5%ウマ血清（Invitrogen 26050-088）と0.
25%ウシ胎児血清（JRH 12103-78P）および0.5%ペニシリン/ストレプトマイシン(Sigma P0
906)含有D-MEM(High-glucose) フェノールレッドフリー(日研生物 CM4410)培地にて1.5 
× 105個細胞/mLに調製した。この細胞懸濁液1 mLあたり，ホタルルシフェラーゼ-zifレ
ポータープラスミドDNA（pGL2-zif）を100 ng，Gα16-proteinプラスミドDNA（pME-neo-G
16）を50 ng，レセプタープラスミドDNA（pME-MRGX2）1 μgを，D-MEM(High-glucose)フ
ェノールレッドフリー(日研生物 CM4410)培地60 μLに溶解し，トランスフェクション試
薬SuperFect (QIAGEN 301307)を2 μLと混合した。これと上記細胞懸濁液を混合したもの
を，コラーゲンtype Iコート96ウェルプレート（イワキ硝子 4860-010）に100 μLずつ分
注し，CO2インキュベーターで37°Cにて48時間培養した。
【０１５６】
培養上清50 μLを除去したのち，終濃度の2倍濃溶液にD-MEM(High-glucose)フェノールレ
ッドフリー(日研生物 CM4410)培地を用いて調製した被験物質を50 μL添加し，CO2インキ
ュベーターで37°Cにて6時間培養した。培養上清をすべて除去し，Luciferase Cell Cult
ure Lysis Reagent（Promega
E1531）を25 μL/ウェル添加し，細胞を溶解した。
【０１５７】
細胞溶解液10 μLを96ウェル白プレート（Costar 3912）分注し，ルミノメーターLB96V（
ベルトールド）にてルシフェラーゼ基質フラッシュタイプ（Promega E4550）を50 μL添
加し，ルシフェラーゼ活性（単位；RLU）を測定した。ルシフェラーゼ活性値をY軸に，被
験物質の濃度をX軸にプロットした濃度依存曲線を作成し，EC50値を導き出した。
【０１５８】
384ウェル法
96ウェル法と同様にトランスフェクションした細胞懸濁液を，PEI
(Polyethyleneimine)コーティングした384ウェル白プレート（Falcon 3988）に40 μLず
つ分注し，CO2インキュベーターで37°Cにて48時間培養した。PEIコーティングは，PEI
(Sigma P3143)を滅菌水で1000倍希釈し，これを25 μL/ウェル添加し1時間以上放置後，7
0 μL滅菌水で2回洗浄した。
【０１５９】
培養上清50 μLを除去したのち，終濃度の5倍濃溶液にD-MEM(High-glucose) (日研生物 C
M4402)培地を用いて調製した被験物質を10 μL添加し，CO2インキュベーターで37°Cにて
6時間培養した。反応終了後，Steady Glo Luciferase Assay
Reagent（Promega E2550）を25 μL/ウェル添加し，1450 MICROBETA（Wallac）にてルシ
フェラーゼ活性（単位；CCPS）を測定した。ルシフェラーゼ活性値をY軸に，被験物質の
濃度をX軸にプロットした濃度依存曲線を作成し，EC50値を導き出した。
【０１６０】
　結果を図１～３及び表１に示した。
図１に示すとおり、全てにおいてRec168を導入したPC12h細胞でルシフェラーゼ活性の上
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昇が認められた。
図２に示すとおり、全てにおいてRec168を導入したPC12h細胞でルシフェラーゼ活性の上
昇が認められた。
図３に示すとおり、Rec168を導入したPC12h細胞でルシフェラーゼ活性の上昇が認められ
た。
【０１６１】
【表１】

【実施例４】
【０１６２】
安定形質発現細胞の作製
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発現ベクター構築
Rec168 cDNAを，発現ベクターpLHCXI4にサブクローニングし，pLHC-Rec168-I4を構築した
。このpLHC-Rec168-I4で形質転換したE. coli DH5αを培養後，EndoFree Plasmid Mega K
it（キアゲン社）を用いてpLHC-Rec168-I4のDNAを調製した。
【０１６３】
293細胞のtransfection
293細胞（ATCC CRL-1573）を10%牛胎仔血清を添加したD-MEM培地（日研生物医学研究所 C
M4402）でファルコン6ウェルプレートに7.5 × 105 個播種し，5% CO2インキュベーター
で37°C一晩培養した。上記発現プラスミドpLHC-Rec168-I4 DNA 2.5 μgを，LipofectAMI
NE 2000 Reagent（インビトロジェン社）8 μLで添付取扱説明書の記述に従いトランスフ
ェクションし，6時間後に培地を交換した。さらに，2日間培養した後，選択培地［200 μ
g/mLのハイグロマイシンB（Invitrogen 10687-010）と10%牛胎仔血清を添加したD-MEM培
地（日研生物医学研究所 CM4402）］に交換した。3～4日ごとに選択培地を交換しながら4
週間培養を行い，ハイグロマイシン耐性細胞を得た。
【０１６４】
MACSによるCD4陽性細胞の選択
上記で得たハイグロマイシン耐性細胞から，CD4陽性細胞をMACSelect 4 transfected cel
l
selection kit（Miltenyi Biotec社）で回収した。上記で得たハイグロマイシン耐性細胞
を選択培地［200 μg/mLのハイグロマイシンB（Invitrogen 10687-010）と10%牛胎仔血清
を添加したD-MEM培地（日研生物医学研究所 CM4402）］で75 cm2フラスコに播種し，1 ×
 107個になるまで培養した。培地を廃棄し，D-PBS（日研生物医学研究所 CM6201）を10 m
Lで細胞を洗浄した。5 mM EDTAを添加したD-PBSを5 mL加え，室温で10分置いて細胞を剥
離させた。210 × gで3分間遠心して細胞を回収し，720 μLのPBE（D-PBS/5 mM EDTA/0.5
% BSA）に懸濁した。80 μLのMACSelect4 MicroBeads（Miltenyi Biotec社）を添加し，4
°Cで15分間結合させた後，PBEを1.2 mL加えて希釈した。添付取扱説明書の記述に従いPB
E 3 mLで洗浄したLSカラム（Miltenyi Biotec社）にMACSelect4 MicroBeadsを結合させた
細胞懸濁液を添加して結合させた。カラムを3 mLのPBEで4回洗浄後，MACS separator磁石
からはずし，5 mLのPBEでCD4陽性細胞を回収した。回収したCD4陽性細胞を210 × gで3分
間遠心した後，選択培地で75 cm2フラスコに播種した。3-4日ごとに選択培地を交換しな
がら10日間培養を行い，CD4陽性ハイグロマイシン耐性細胞を得た。得られたCD4陽性ハイ
グロマイシン耐性細胞をRec168安定発現293細胞とした。
【実施例５】
【０１６５】
細胞内遊離カルシウム測定
Rec168安定発現293細胞における細胞内遊離Ca2+濃度の変化
10%ウシ胎児血清（JRH 12103-78P）および0.5%ペニシリン/ストレプトマイシン(Sigma
P0906)含有D-MEM(High-glucose)(日研生物 CM4402)培地にて培養したRec168安定発現293
細胞，および293細胞（親株）を，PBS(-)（日研生物 CM6201）でリンスした後，フラスコ
を叩いて細胞を剥がした。Ca2+アッセイバッファー（20 mM HEPES(ナカライ Code 17514-
15)；(pH 7.4;1 M KOH(ナカライ Code 286-16)で調製)，115 mM NaCl(Sigma Cat. S5150)
，5.4 mM KCl(ナカライ Code 285-14)，0.8 mM MgCl2(ナカライ Code
209-09)，1.8 mM CaCl2(ナカライ Code 067-29)，13.8 mM Glucose(ナカライ Code 168-0
6)，0.2% BSA(Sigma Cat. A8806)，2.5 mM Probenicid(Sigma Cat. P8761)で1回洗浄した
後，Fura2ローディングバッファー（2 μM Fura2-AM(同仁化学 343-05401)，0.02% Pluro
nic F127(Molecular
Probe P6866)を含む上記Ca2+アッセイバッファー）10 mLに懸濁し，室温で１時間インキ
ュベーションした。Ca2+アッセイバッファーで2回洗浄し，1×106個細胞/mLに調製した。
384ウェルプレート（Nunc.
142761）に40 μLずつ播き，40000個細胞/ウェルとした。
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【０１６６】
細胞内遊離Ca2+濃度の測定はFDSS3000（浜松ホトニクス）を用いて経時的に測定した。具
体的には，細胞を撒いた384ウェルプレートの蛍光強度を1.5秒毎に3.5分間測定した。終
濃度の5倍濃溶液にCa2+アッセイバッファーを用いて調製したリガンドは，測定開始30秒
後に10 μL添加し，20秒間攪拌させた。
【０１６７】
測定値は，2種類の励起波長340 nm（Ca2+結合型），380 nm（Ca2+非結合型）に対して得
られる蛍光波長500 nmの蛍光強度のRatio値［340nm励起（Ca2+結合）÷380nm励起（Ca2+

非結合型）］で表される。このRatio値をY軸に，時間をX軸にしてプロットし，各種リガ
ンドに対する細胞内遊離Ca2+濃度の変化を測定した。また，各種被験物質のさまざまな濃
度刺激におけるRatio値の最大値をY軸に，被験物質の濃度をX軸にプロットした濃度依存
曲線を作成し，EC50値を導き出した。アッセイを4回実施し，それぞれのEC50値をカリキ
ュレーションソフト「XLfit」を使用して算出し，それの平均値を求めた。
【０１６８】
被験物質として，Angiopeptin(American
Peptide 68-1-45)，Bradykinin(American Peptide 18-1-10)，Granuliberin R(American 
Peptide 87-0-72)，Indolicidin(American Peptide 72-2-28)，Magainin 2(American
Peptide 72-2-26)，PACAP(6-27)(American Peptide 34-0-45)，Somatostatin 28(America
n Peptide 68-1-50)，VIP(1-28)(American Peptide 48-1-10)，Compound 48/80(Sigma
C2313)，Atrial Natriuretic Peptide (1-28), human(ペプチド研 4135-v)，cortistatin
 14(ペプチド研 4329-v)，Histatin 5(ペプチド研 4270-s)，MCD-P(ペプチド研
4258-v)，Neurotensin(ペプチド研
4029-v)，Platelet Factor-4(ペプチド研
4305-v)，Somatostatin(ペプチド研
4023-v)，Substance P(ペプチド研
4014-v)，及び下記合成方法（Ａ）によって得られた[D-Pro2，D-Trp7,9,10]-Substance P
（1-11），[D-Pro4，D-Trp7,9,10]-Substance P（1-11），BAM(8-22)，Catestatin，cath
elicidin(LL-37)，chaperonin 10(1-20)，eosinophil peroxidase peptide，histamine
releasing peptide，human HRP-1，human
HRP-2，PACAP(6-38)，pCNP(1-17)，[D-Trp7,9,10]-Substance P（1-11），Tropomyosin(1
-12)，の31種類を使用した。陽性コントロールとして，Ionomycin(BIOMOL CA201)を使用
した。
合成方法（Ａ）
上記ペプチドは、自動ペプチド合成機（Model 431A、アプライド　バイオシステム社製）
を用いて合成した。ペプチドの合成及び保護は、メーカーのマニュアルに従って行なった
。得られたペプチド製剤に含まれる不純物は、高速液体クロマトグラフ（ウォーターズ社
製）を用いて、逆相Ｃ１８カラム（５μｍ、２ｘ２５０ｍｍ、YMC-Pac ODS-A
、YMC）に吸着させ、０．１％トリフルオロ酢酸（溶液Ａ）及びアセトニトリル（溶液Ｂ
）のグラディエントにて分離した。得られた合成ペプチド製剤の構造及び純度は、レーザ
ーイオン化質量分析計（KOMPACT MALDI III、島津製作所製）による分子量測定によって
確認した。
【０１６９】
結果
Rec168安定発現293細胞に対し，31種類のリガンドを刺激した。その結果，Tropomyosin(1
-12)，Platelet Factor-4，Cortistatin 14，Angiopeptin，HRP-2，Magainin
2，MCD-P，PACAP(6-27)，VIP(1-28)，Indolicidin，Somatostatin 28，PACAP(6-38)，Som
atostatin，[D-Trp7,9,10]-Substance P（1-11）[D-Pro2，D-Trp7,9,10]-Substance P（1
-11），Substance P，pCNP(1-17) ，[D-Pro4，D-Trp7,9,10]-Substance P（1-11），eosi
nophil peroxidase peptide，Histatin 5，Compound 48/80，BAM(8-22)，chaperonin 10(
1-20)，catestatin，histamine releasing peptide，human HRP-1，Neurotensinで細胞内
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遊離Ca濃度の上昇が認めらた。結果を表２に示した。単位はμＭである。ただしCompound
48/80はμｇ／ｍLで表示した。
【０１７０】
【表２】

 
【実施例６】
【０１７１】
GTP結合試験
Rec168安定発現293細胞の膜画分調製
Rec168安定発現293細胞は，細胞培養用フラスコ（培養面積175cm2）中に50 mLの培地（10
%ウシ胎仔血清，50 units/mL ペニシリン，0.05 mg/mLストレプトマイシンを含むDulbecc
o's
Modified Eagle Medium （D-MEM；high
glucose）（日研生物医学研究所製）中，37°C 5% CO2で培養した。継代後2日以上経過し
約80%コンフルエントになった細胞を，冷却したD-PBS（Phosphate buffered saline, pH 
7.4；Ca2+不含，Mg2+不含）（日研生物医学研究所製）で洗浄した。回収した細胞は冷却
した溶解緩衝液（15 mM Tris-HCl（pH 7.6），2 mM MgCl2，0.3 ｍM EDTA，1 mM EGTA，p
H7.4～7.5）に懸濁し，ガラスホモジナイザーで破砕した。この細胞破砕液を遠心分離（5
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0,000 × g，30分，4°C）し，得られた沈殿物に溶解緩衝液を添加した。更にこれを遠心
分離（50,000 × g，30分，4°C）し，得られた沈殿を保存液（75 mM Tris-HCl（pH7.6）
，12.5 mM MgCl2，0.3 mM
EDTA，1 mM EGTA，250 mM
Sucrose，pH7.5）に懸濁して，Rec168安定発現293細胞の膜画分を得た。
【０１７２】
Rec168安定発現293細胞とGTPとの結合試験
GTP結合実験はDELFIA GTP-binding kit AD0167（PerkinElmer社製）を用いて実施した。9
6穴フィルタープレート（AcroWell Filter Plate）に1穴あたり反応緩衝液 （GDP 0.03 
μM，MgCl2 1 mM，NaCl 10 mM，Saponin 300 μg/mL，終濃度で表記）を添加した。これ
に50 mM HEPES bufferで適当な濃度に希釈した被験物質を1穴あたり20 μL加えた。更に
上記で調製した膜画分を1穴あたり3.858 μgとなるように50 mM HEPES bufferで20 μLに
調製して加えた。これを室温で30分間プレートシェーカーを用い静かにインキュベーショ
ンした後，ユーロピウム標識したGTP （GTP-Eu，100 nM）
を1穴あたり10 μL添加し，反応を開始した。室温で45分間プレートシェーカーを用い静
かにインキュベーションした後，フィルタープレートを濾過する（Multiscreen Vacuum M
anifold, Milipore社製）事で反応を停止した。濾過後更に冷却した洗浄液300 μLで2回
洗浄した後，フィルター上の膜画分に結合したGTP-Eu量を時間分解能蛍光測定装置で測定
した。
【０１７３】
GDPとGTPの交換反応はG蛋白質共役型受容体の非存在下でも起こるので，検体添加時の結
合活性は，測定値（Stimulated signal）と，検体の非存在時の測定値（基底シグナル（B
asal
signal））を比較し，百分率で算出［% over basal = （Stimulated signal / Basal sig
nal×100）－100］した。
【０１７４】
また，非特異的結合量は１穴あたり5 μM（終濃度）のGTP-γ-S存在下で測定した。対照
として，Rec168を導入していない293細胞（親株）から上記と同様に調製した膜画分を用
い，同一条件下でGTP結合活性を観察した。被験物質としては、MCD Peptide（ペプチド研
究所製），Substance P（アメリカン・ペプチド社製），ヒトArial Natriuretic Peptide
（1-28） （ペプチド研究所製），Chaperonin10（1-20），pCNP（1-17），Bovine Adrena
l Medulla（8-22）の6種類を使用した。
【０１７５】
結果
その結果を図４～７に示した。
図４から明らかなとおり、Substance Pの濃度依存的にGTP結合量の増加が見られた。
図５から明らかなとおり、Chaperonin10(1-20)の濃度依存的にGTP結合量の増加が見られ
た。
図６から明らかなとおり、pCNP(1-17)の濃度依存的にGTP結合量の増加が見られた。
図７から明らかなとおり、MCD peptideの濃度依存的にGTP結合量の増加が見られた。
この結果よりRec168安定発現293細胞膜画分を用いた場合に，Mast Cell Degranulating
Peptide，Substance P，Chaperonin10（1-20），pCNP（1-17）を添加することによって濃
度依存的にGTP-Euの結合量が増加した。これらの中でMCD peptideが最も低濃度（30 nM以
上）でGTP結合が認められ，次いでSubstance P，pCNP（1-17）は300 nM以上でGTP結合を
確認した。Chaperonin 10（1-20）は1 μM以上でGTP結合活性を確認した。一方，293細胞
（親株）から調製した膜画分では、被験物質依存的なGTP結合が認められなかった。
【実施例７】
【０１７６】
ヒト培養肥満細胞脱顆粒試験
【０１７７】
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臍帯血の入手
京都専売病院よりインフォームドコンセントによる同意を得て，ヘパリン採血した臍帯血
を6例入手した。6例の入手日は，2004年2月23日，2月26日，3月2日，4月12日，4月21日お
よび5月17日であり，それぞれDonor 1，2，3，4，5および6とした。
【０１７８】
造血幹細胞の分離
ヘパリン採血した臍帯血10 - 60 mLを等量のBuffer (0.5% bovine serum albumin (BSA),
 2 mM ethylenediamine
tetra acetic acid/Phosphate Buffered Saline (-))にて希釈後，Ficoll-Paque
(Amersham Pharmacia Biotech)に重層（Ficoll-Paque：Blood (1:2)）し，400 × g (135
0 rpm)，4°Cにて30分間遠心分離をすることで単核球画分を取得した。Bufferで3回洗浄
（1500 rpm,
4°C, 5分）後，細胞数を計数し，1 × 108 cellsに対して0.1 mLのReagent A1 (Fc bloc
king, CD34
Progenitor Cell Isolation Kit, Miltenyi Biotec, 467-01)を加えた。撹拌後，0.1 mL
のReagent A2 (CD34
antibody-hapten)を加え（final volume 0.5 mL/1 × 108

cell），さらに撹拌後9°Cにて15分間インキュベーションした。Bufferで3回洗浄（1500
rpm, 4°C, 5分）後，Buffer（0.4 mL）に再懸濁し，0.1 mLのReagent B（anti hapten a
ntibody-microbeads）を加えて撹拌（final
volume 0.5 mL/1 × 108 cell）後，9°Cにて15分間インキュベーションした。再びBuffe
rにて2回洗浄（1500 rpm, 4°C, 5分）した後，Buffer（0.5 mL）に再懸濁し，MACS (MAg
netic Cell Sorting system: Miltenyi Biotec，第一化学薬品)にセットしたCSカラム（M
iltenyi
Biotec）を通し，30 mLのBufferで洗浄してCD34- cellを除去した。カラムをMACSからは
ずして30 mLのBufferにて結合したCD34+ cell を溶出し，それらを造血幹細胞集団とした
。
【０１７９】
造血幹細胞長期培養によるヒト肥満細胞への分化
分離したCD34+

cellをrecombinant human (rh) stem cell factor (SCF,
1 μg/mL, Peprotech), rh interleukin (IL)-6 (0.5 μg/mL, Peprotech),
rhIL-3 (10 ng/mL, Peprotech), Insulin-Transferrin (1%, Gibco),
2-mercaptoethanol (2-ME, 5 × 10-5 M, Gibco), BSA (0.1%, Sigma)を含むIscove’s M
odified Dulbecco’s Medium (IMDM, Gibco) 培地に1 × 106

cells/mLの濃度で再懸濁し，0.1 mL/wellにて24 well culture plateに播種した。そこへ
0.9％methylcellulose入りIMDM (Methocult, SFBIT,
StemCell technology)を0.9 mL添加し培養を開始した。1 週間後，0.9% methylcellulose
を除く上記培地を100 μL/wellにて添加し，その後1週間に1回の間隔で，さらにIL-3を除
いた培地を100 μL/wellにて添加した。増殖の程度を見ながら細胞を希釈し，およそ105

cells/mL/wellレベルを維持しながら，約8週間以上培養することでヒト培養肥満細胞へと
分化させた。
【０１８０】
培養途中におけるfetal
calf serum (FCS)の影響の検討
Donor 4およびDonor 6由来の細胞を用いた。それぞれ培養開始から57および27日目の細胞
を10% FCSの存在下，非存在下に分けてそれ以降，92および57日目まで培養した。
【０１８１】
脱顆粒試験
以下の脱顆粒試験は全て1%
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Insulin-Transferrin, 5 × 10-5 M 2-ME, 0.1% BSA含有IMDM培地を用いて行った。得ら
れたヒト培養肥満細胞を培地にて洗浄後，6 × 103

cells/180 μL/wellで96 well U bottom culture plateに播種した。Compound 48/80およ
び各種ペプチドを0.1－10 μMとなるように20 μL加え， 37°Cで30分間刺激した。対照
としてDMSOに溶解したA-23187（Sigma）を，0.1－10 μM（DMSO終濃度
0.1%）となるように20 μL添加し，37°Cで30分間刺激した。刺激後，遠心分離（2000 rp
m, 4°C, 5分）を行い，上清を50 μL/well 回収し，β-hexosaminidaseの活性を測定し
た。培養上清50 μLに対してβ-hexosaminidaseの基質であるp-nitrophenyl, N-acetyl, 
β, D-glucosaminide（1 mM,
0.1% Triton X-100 含有）を等量加え，37°Cで2時間反応させた後，Carbonate buffer (
0.1 M, pH 10)
を100 μL加えて反応を停止した。吸光度は波長405 nmにてPlate Reader (Molecular Dev
ices)を用いて測定した。各サンプルにおける脱顆粒率は，無処置の細胞を水で破砕させ
たときの値（細胞内顆粒最大遊離量；maximum release）を100%として算出した。
【０１８２】
Compound 48/80および15種のペプチドによるヒト培養肥満細胞（Donor 3, 4, 5）の脱顆
粒反応を，A-23187による反応と比較検討した。レポーターアッセイ，CaアッセイでRec16
8に反応した，Compound
48/80およびChaperonin 10 (1-20)，
pCNP (1-17)，Tropomyosin (1-12)，Mast
cell degranulating peptide，Cortistatin 14，Substance P，Somatostatin，Angiopept
in，Indolicidin，[D-Trp7,9,10]-Substance P（1-11），Pituitary adenylate cyclase 
activating polypeptide (PACAP) (6-27)，Vasoactive intestinal peptide (VIP)の12種
のペプチドは，いずれも0.1－10 μMで濃度依存的な脱顆粒反応を惹起し，また，それら
の10 μでの最大反応は細胞内顆粒最大遊離量の33－44%であり，A-23187の10 μMでの29
－30%に匹敵するものであった（図８参照）。これらが細胞内顆粒最大遊離量の25%を誘発
する濃度（EC25）は0.2
- 3.7 μMであった（表３参照）。
【０１８３】
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【表３】

【０１８４】
肥満細胞の培養時にFCSの共存下では性質が変わり，脱顆粒を誘発するペプチドに反応し
なくなるという報告（Moon TC, Lee E, Baek SH, Murakami M, Kudo I, Kim NS, Lee JM,
 Min HK,
Kambe N, Chang HW. Degranulation and cytokine expression in human cord
blood-derived mast cells cultured in serum-free medium with recombinant human
stem cell factor. Mol Cells. 16:154-160 (2003).）に基づき，今回得られたヒト臍帯
血由来肥満細胞をFCS存在下あるいは非存在下に培養し，Substance P，Compound 48/80お
よびA-23187による脱顆粒反応を比較した。その結果，臍帯血採取の57日目から92日目ま
でFCS存在下に培養したDonor 4の肥満細胞では，Substance PおよびCompound 48/80によ
る脱顆粒反応は10 μMまで全く認められなかった。FCS非存在下での細胞は，10 μMで約2
0－25%の脱顆粒反応を示した（図９参照）。一方，A-23187はFCSの存在，非存在に関わら
ず10 μMで約45 - 55％の脱顆粒反応を示した。さらに，Donor 6で同様の検討を行った結
果，A-23187を用いた検討は行っていないが，Donor 4と同様にSubstance PおよびCompoun
d 48/80による脱顆粒反応はFCS存在下で培養した細胞では認められなかった。
【実施例８】
【０１８５】
Rec168のmRNA発現解析
Rec168の発現組織分布の解析は，リアルタイムモニタリングによる定量的PCR法（TaqMan
法）によって行った。TaqMan法はPCR増幅された特異的PCR鎖をTaqManプローブと呼ばれる
蛍光プローブの蛍光強度によってリアルタイムに7900HT
Sequence Detection System（Applied Biosystems社）によって検出，定量する原理に基
付いている。Rec168を特異的に認識するTaqManプローブおよびプライマーは，Assays-on-
Demand（登録商標） Gene Expression Products（Assay ID :
Hs00365019 s1）を用いた。
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TaqMan PCR反応における鋳型は，dorsal
root ganglion由来total RNAと41種類のヒト組織由来poly (A)+ RNA（CLONTECH社）より
合成したcDNAを鋳型として使用した。cDNAの合成は，total RNA 6.5 μgまたはpoly (A)+

RNA 1 μgから，逆転写酵素としてSuperScript II，プライマーとしてランダムヘキサマ
ーを用い，添付の使用説明書に従い，42°Cで行った。反応液組成は，鋳型cDNAとしてはt
otal RNAから合成したcDNAはRNA量換算で30 ng，poly (A)+ RNAから合成したcDNAはRNA量
換算で4 ngを使用し，2 × TaqMan Universal PCR Master Mix（Applied
Biosystems社）5 μL，Assays-on-Demand（登録商標） Gene Expression Products 0.5 
μL，TaqMan GAPDH Control Reagents（Applied Biosystems社）0.5 μLを加え，総液量
を10 μLとした。Rec168発現量と同時にGAPDH発現量を測定してnormalizeすることにより
，Rec168組織分布を比較した。スタンダードDNAとして，pME-Rec168を2.3ｘ101－2.4 × 
108コピー/4 μLに調製して使用した。PCR反応は95°С・10分の後，95°С・15秒，60°
С・1分のサイクルを40回行い，反応終了と同時にPCRの定量的自動解析を行った。結果を
図１０に示した。
図１０から明らかなとおり、皮膚及び脂肪組織においてRec168の高い発現が見られた。
【実施例９】
【０１８７】
臍帯血由来ヒト培養肥満細胞における発現解析
Rec168および関連受容体の臍帯血由来ヒト培養肥満細胞における発現解析は，リアルタイ
ムモニタリングによる定量的PCR法（TaqMan法）によって行った。Rec168および関連受容
体を特異的に認識するTaqManプローブおよびプライマーは，Assays-on-Demand（登録商標
） Gene Expression Productsを用いた。
【０１８８】
TaqMan PCR反応における反応組成は，臍帯血由来ヒト培養肥満細胞由来total RNA（Donor
 4, Donor 5）および血清添加または血清非添加培養にて分化誘導を行った臍帯血由来ヒ
ト培養肥満細胞由来total RNA（FCS+, FCS－）より逆転写酵素としてSuperScript II，プ
ライマーとしてランダムヘキサマーを用い，添付の使用説明書に従って42°Cで合成したc
DNAをtotal
RNA換算で5 ng鋳型として使用し，2 ×
TaqMan Universal PCR Master Mix（Applied Biosystems社）5 μL，Assays-on-Demand（
登録商標） Gene Expression Products 0.5 μL，TaqMan GAPDH Control Reagents（Appl
ied Biosystems社）0.5 μLを加え，総液量10 μLとした。Rec168発現量または関連受容
体発現量と同時にGAPDH発現量を測定してnormalizeすることにより，Rec168および関連受
容体の臍帯血由来ヒト培養肥満細胞における発現を比較した。スタンダードDNAとして，
各遺伝子cDNA断片を保持するベクターを2.3 × 101－8.9 × 106コピー/4 μLに調製して
使用した。PCR反応は95°С・10分の後，95°С・15秒，60°С・1分のサイクルを40回行
い，反応終了と同時にPCRの定量的自動解析を行った。結果（コピー数/5 ng total RNA）
を表４に示した。
【０１８９】
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【表４】

【実施例１０】
【０１９０】
Rec168阻害剤のスクリーニング
Rec168安定発現293細胞におけるSubstance Pによる細胞内遊離Ca濃度上昇の抑制を指標と
して，Rec168阻害剤のスクリーニングを行った。200 μg/mLのハイグロマイシンB（Invit
rogen 10687-010）と10%牛胎児血清を添加したD-MEM培地（日研生物医学研究所 CM4402）
で培養したRec168安定発現293細胞を，2 μM Fura-2/AM（同仁化学研究所）を含むCa2+ア
ッセイバッファー（20 mM HEPES（ナカライ Code 17514-15），115 mM NaCl（Sigma Cat.
 S5150），5.4 mM KCl（ナカライ Code 285-14），0.8 mM MgCl2（ナカライ Code 209-09
），1.8 mM CaCl2（ナカライ Code 067-29），13.8 mM Glucose（ナカライ Code 168-06
），0.2% BSA（Sigma Cat. A8806），2.5 mM Probenicid（Sigma Cat. P8761），KOHでpH
 7.4に調整）に懸濁して37°C 1時間インキュベーションした。Ca2+アッセイバッファー
で2回洗浄後，Ca2+アッセイバッファーに1 × 106

cells/mLとなるように懸濁した。細胞懸濁液を384ウェル黒色プレートに20 μL/well分注
し，Ca2+アッセイバッファーで100 μMに希釈した被験物質を4 μL添加した。5分経過後
，FDSS3000（浜松ホトニクス株式会社）で25 μM Substance P（株式会社　ペプチド研究
所）を16 μL添加し，励起光波長340 nmと380 nmでの蛍光強度変化を測定した。測定した
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蛍光強度から，蛍光強度比（励起光波長340 nm の蛍光強度／励起光波長380 nm の蛍光強
度；Ratio値）を算出し，さらにSubstance P添加後のRatio値の最大値からSubstance P添
加前のRatio値を差し引いたRatio値の変化量（ΔRatio値）を計算した。被験物質による
細胞内Ca2+遊離の抑制率は，以下の数式で求めた。
数式中A，Bはそれぞれ以下の意味を表す。
A：被験物質およびSubstance P添加時のΔRatio値
B：被験物質およびSubstance Pの両方が非添加時のΔRatio値
C： Substance Pのみ添加時のΔRatio値
阻害率［％］＝［1－（A－B）／（C－B）ｘ100
Rec168阻害活性化合物として以下の３化合物を得た。
【０１９１】
【化１】

 
【０１９２】

【化２】

【０１９３】
【化３】

【実施例１１】
【０１９４】
Rec168阻害化合物によるRec168安定発現293細胞における細胞内遊離Ca2+濃度上昇の抑制
200 μg/mLのハイグロマイシンB（Invitrogen 10687-010）と10%牛胎児血清を添加したD-
MEM培地（日研生物医学研究所 CM4402）で培養したRec168安定発現293細胞を，2 μM
Fura-2/AM（同仁化学研究所）を含むCa2+アッセイバッファー（20 mM HEPES（ナカライ C
ode 17514-15），115 mM NaCl（Sigma Cat. S5150），5.4 mM KCl（ナカライ Code 285-1
4），0.8 mM MgCl2（ナカライ Code
209-09），1.8 mM CaCl2（ナカライ Code 067-29），13.8 mM Glucose（ナカライ Code 1
68-06），0.2% BSA（Sigma Cat. A8806），2.5 mM Probenicid（Sigma Cat. P8761），KO
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HでpH 7.4に調整）に懸濁して37°C 1時間インキュベーションした。Ca2+アッセイバッフ
ァーで2回洗浄後，Ca2+アッセイバッファーに1 × 106

cells/mLとなるように懸濁した。細胞懸濁液を384ウェル黒色プレートに20 μL/well分注
し，Ca2+アッセイバッファーで30 μM～100 μMに希釈した被験物質を4 μL添加した。5
分経過後，FDSS3000（浜松ホトニクス株式会社）で刺激剤として25 μM Substance P（株
式会社　ペプチド研究所），2.5 μM
PACAP（6-27）（合成品），7.5 μM
[D-Pro4，D-Trp7,9,10]-Substance P（1-11）（合成品），及び7.5 μM Ionomycin（BIOM
OL CA-201）を16 μL添加し，励起光波長340 nmと380 nmでの蛍光強度変化を測定した。
測定した蛍光強度から，蛍光強度比（励起光波長340 nm の蛍光強度／励起光波長380 nm 
の蛍光強度；Ratio値）を算出し，さらに刺激剤添加後のRatio値の最大値から刺激剤添加
前のRatio値を差し引いたRatio値の変化量（ΔRatio値）を計算した。
【０１９５】
Substance P，[D-Pro4，D-Trp7,9,10]-Substance P（1-11）及び PACAP（6-27）刺激によ
るRec168安定発現293細胞における細胞内遊離Ca2+濃度上昇を化合物１，化合物２及び化
合物３は何れも濃度依存的に阻害した。Substance P刺激に対する化合物１，化合物２及
び化合物３の阻害率（IC50値）はそれぞれ4.5，4.0及び5.6 μM，[D-Pro4，D-Trp7,9,10]
-Substance P（1-11）刺激に対するIC50値はそれぞれ3.2，3.8及び5.9 μM，PACAP（6-27
）刺激に対するIC50値はそれぞれ3.7，4.2及び5.8 μMであった。一方，何れの化合物もI
onomycin刺激に対するRec168安定発現293細胞における細胞内遊離Ca2+濃度上昇を阻害し
なかった（図１１参照）。
【実施例１２】
【０１９６】
Rec168阻害化合物の肥満細胞脱顆粒に対する阻害活性の検討
材料は以下のものを使用した。リコンビナントヒトSCF（PeproTech社, cat.300-07），リ
コンビナントヒト（PeproTech社，cat.200-06）， リコンビナントヒトIL-3（PeproTech
社，cat.200-03），55 mM 2-ME（GIBCO社，cat.21985-023），Iscove’s Modified Dulbe
cco’s
Medium（IMDM，GIBCO社，cat.12440-053），Insulin-Transferrin（GIBCO社，cat.41400-
045），35% BSA（SIGMA社，cat.A-7409），MethocultSFBIT（StemCell
technology社，cat.04236），PBS(-)（日科研社，cat.CM6201），Substance P (ペプチド
研社，cat.4013-v)，[D-Pro4，D-Trp7,9,10]-Substance P（1-11）（合成品），PACAP（6
-27）（合成品），A23187（SIGMA社，cat.C-7522），p-Nitrophenyl-N-acetyl-β-D-gluc
osamine（pN-GlcNAc，SIGMA社，cat.N9376），DMSO（SIGMA社，cat.D-2660）
【０１９７】
1 μg/mLリコンビナントヒトSCF ，100 ng/mLリコンビナントヒトIL-3及び500 ng/mLリコ
ンビナントヒトIL-6，0.1% BSA，1% Insulin-Transferrin，IMDM 培地1 mLに臍帯血由来C
D34陽性細胞（1 × 105 cells）を懸濁し，MethocultSFBITを10倍量添加し，CO2インキュ
ベーターにて培養を開始した。1週間に1回の間隔で100 ng/mL リコンビナントヒトSCF，5
0 ng/mL リコンビナントヒトIL-6，1 ng/mL リコンビナントヒトIL-3入りの基本培地を用
いて1x105 cells/mL程度になるように細胞を希釈し，細胞の増殖が観察されなくなった場
合は同培地にて半量交換を行った。8週間以上培養を維持することによりヒト培養肥満細
胞を得た。
【０１９８】
得られたヒト培養肥満細胞を回収し，0.1% BSA，1% Insulin-Transferrin，IMDM 培地に
て2回浄後，約2 × 104 cells/wellとなるように96穴U字底の培養プレートに160 μLずつ
播種した。3，10，30及び100 μM の化合物１，化合物２及び化合物３（1% DMSO，0.1% B
SA，1% Insulin-Transferrin，IMDM 培地溶液）を20 μLずつ細胞に添加し，10 μM Subs
tance P，10 μM
[D-Pro4，D-Trp7,9,10]-Substance P（1-11），10 μM PACAP（6-27）及び3 μM A23187



(45) JP 2009-60787 A 2009.3.26

10

20

30

40

50

を20 μLずつ添加して混和後，CO2インキュベーターを用いて37&ordm;Cにて30分間インキ
ュベートした。遠心後（4°C，3,000 rpm，5分間），上清を50 μLずつ回収した。脱顆粒
量の測定は培養上清中に遊離した顆粒中に含まれるβ-Hexosamidase活性を指標にして行
った。培養上清50 μLに等量の4 mM pN-GlcNAc（0.1 M citrate buffer, pH 4.5）を添加
し，37°Cにて2時間インキュベートした。0.1 M carbonate buffer（pH 10）を等量添加
して反応を停止し，波長405 nmの吸光度をプレートリーダーにて測定した。各刺激による
脱顆粒率は細胞を水にて破砕したβ-Hexosamidase活性を100％として算出した。また，化
合物による脱顆粒阻害活性は0.1% DMSO存在下におけるSubstance P，[D-Pro4，D-Trp7,9,
10]-Substance P（1-11），PACAP（6-27）及びA23187刺激後の脱顆粒率を100％として算
出した。
【０１９９】
Substance P，[D-Pro4，D-Trp7,9,10]-Substance P（1-11）及び PACAP（6-27）刺激によ
るヒト培養肥満細胞の脱顆粒誘導化合物１，化合物２及び化合物３は何れも濃度依存的に
阻害した（表５参照）。Substance P刺激に対する化合物１，化合物２及び化合物３の阻
害率（IC50値）はそれぞれ1.5、0.6及び1.0μM，[D-Pro4，D-Trp7,9,10]-Substance P（1
-11）刺激に対するIC50値はそれぞれ3.0、1.4及び4.4μM，PACAP（6-27）刺激に対するIC

50値はそれぞれ1.2、0.4及び1.0μMであった。一方，何れの化合物もA23187刺激に対する
肥満細胞の脱顆粒誘導を阻害しなかった。
【０２００】
【表５】

【図面の簡単な説明】
【０２０１】
【図１】PC12h/zifレポーターアッセイ（１）；Chaperonin10(1-20)、2’,3’-cyclic nu
cleotide 3’phosphodiesterase(1-17)、Tropomyosin(1-12)の結果を示す。ＡはRec168発
現細胞、ＢはMockでの結果を示す。
【図２】PC12h/zifレポーターアッセイ（２）；MCD-Peptide、Somatostatin 28、Substan
ce Pの結果を示す。
【図３】PC12h/zifレポーターアッセイ（３）；Compound 48/80の結果を示す。
【図４】Substance P濃度依存的な膜画分へのGTP-Eu結合；Substance Pの濃度依存的なGT
P結合量の増加を示す。
【図５】Chaperonin10(1-20)濃度依存的な膜画分へのGTP-Eu結合；Chaperonin10(1-20)の
濃度依存的なGTP結合量の増加を示す。
【図６】pCNP(1-17)濃度依存的な膜画分へのGTP-Eu結合；pCNP(1-17)の濃度依存的なGTP
結合量の増加を示す。
【図７】MCD peptide濃度依存的な膜画分へのGTP-Eu結合；MCD peptideの濃度依存的なGT
P結合量の増加を示す。
【図８】リガンドによるヒト培養肥満細胞の脱顆粒反応；リガンド物質の濃度依存的な脱
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顆粒反応を示す。陽性対象としてはA23187を用いた。
【図９】脱顆粒反応に及ぼす培養時FCSの影響；陽性対象としてはA23187を用いた。
【図１０】Rec168の組織別mRNA発現量の比較；皮膚及び脂肪組織におけるRec168の高い発
現を示す。
【図１１】Rec168阻害化合物の肥満細胞脱顆粒に対する阻害活性の検討
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