
(57)【要約】
本発明は、Ｇタンパク質共役型レセプターＧＰＲ８６（Ｐ２Ｙ１ ３ ）及びその相同配列、
該レセプターをコードするヌクレオチド配列を含む組換え細胞、及び天然リガンドＡＤＰ
の同定、並びに新薬の開発と種々の疾病診断の改良に有用なアゴニスト、逆アゴニスト又
はアンタゴニスト化合物の同定のためのスクリーニングアッセイに用いられる等価分子に
関する。本発明は、さらにＧＰＲ８６活性のモジュレーターとしてＡＴＰ，２ＭｅＳＡＴ
Ｐ，２ＭｅＳＡＤＰ，ＡＤＰβＳ，Ａｐ３Ａ，ＲＢ－２，スラミン及びＰＰＡＤＳに関す
る。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
サ ン プ ル 中 の Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ と Ａ Ｄ Ｐ が 結 合 す る こ と を 許 容 す る 条 件 下 で 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ と Ａ Ｄ Ｐ を 含 む
サ ン プ ル を 培 養 す る 工 程 ； 及 び
ｂ ） セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー を 検 出 す る 工 程
を 含 む 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
さ ら に 、 ａ ） Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ と Ａ Ｄ Ｐ が 結 合 す る こ と を 許 容 す る 条 件 下 で 、 Ａ Ｄ Ｐ の 不 在 下 で
、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 含 む 第 ２ の サ ン プ ル を 培 養 す る 工 程 ； 及 び
ｂ ） セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー を 検 出 す る 工 程
を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 サ ン プ ル が Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 発 現 す る 細 胞 を 含 ん で い る 請 求 項 １ 又 は ２ の い ず れ か に 記 載
の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 サ ン プ ル が Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 有 し て い る 細 胞 膜 を 含 ん で い る 請 求 項 １ 又 は ２ の い ず れ か に
記 載 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
ウ ィ ル ス 誘 導 に よ り 出 芽 し て い る Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 膜 内 又 は 膜 上 で 、 前 記 培
養 工 程 が 行 わ れ る 請 求 項 １ 又 は ２ の い ず れ か に 記 載 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
ａ ） 工 程 は 、 更 に Ｇ α ６ ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 下 で 行 わ れ る 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 発 現 す る 細 胞 を 用 い て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー を ス ク リ ー ニ
ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が 存 在 す る 前 記 細 胞 の 第 １ の サ ン プ ル と 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が
不 在 の 前 記 細 胞 の 第 ２ の サ ン プ ル と の 双 方 の サ ン プ ル を 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ と Ａ Ｄ Ｐ が 結 合 す る
こ と を 許 容 す る 条 件 下 で 培 養 す る 工 程 ；
ｂ ） 前 記 第 １ の サ ン プ ル と 第 ２ の サ ン プ ル に お い て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ リ
ン グ 活 性 を 検 出 す る 工 程 ； 及 び
ｃ ） 前 記 第 １ の サ ン プ ル と 第 ２ の サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー の 結 果
を 比 較 す る 工 程
を 含 む ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 有 す る 細 胞 膜 を 用 い て Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー を ス ク リ ー ニ ン
グ す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 前 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が 存 在 す る 前 記 細 胞 膜 の 第 １ の サ ン プ ル と 、 候 補 モ ジ ュ レ ー
タ ー が 不 在 の 前 記 細 胞 膜 の 第 ２ の サ ン プ ル と の 双 方 の サ ン プ ル を 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ と Ａ Ｄ Ｐ が
結 合 す る こ と を 許 容 す る 条 件 下 で 培 養 す る 工 程 ；
ｂ ） 前 記 第 １ の サ ン プ ル と 第 ２ の サ ン プ ル に お い て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ リ
ン グ 活 性 を 検 出 す る 工 程 ； 及 び
ｃ ） 前 記 第 １ の サ ン プ ル と 第 ２ の サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー の 結 果
を 比 較 す る 工 程
を 含 む ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 発 現 す る 細 胞 を 用 い て 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 を 増 大 又 は 低
減 さ せ て い る か を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 前 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が 存 在 す る 前 記 細 胞 の 第 １ の サ ン プ ル と 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ
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ー が 不 在 の 前 記 細 胞 の 第 ２ の サ ン プ ル と の 双 方 の サ ン プ ル を 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ と Ａ Ｄ Ｐ が 結 合
す る こ と を 許 容 す る 条 件 下 で 培 養 す る 工 程 ；
ｂ ） 前 記 第 １ の サ ン プ ル と 第 ２ の サ ン プ ル に お い て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ リ
ン グ 活 性 を 検 出 す る 工 程 ； 及 び
ｃ ） 前 記 第 １ の サ ン プ ル と 第 ２ の サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー の 結 果
を 比 較 す る 工 程
を 含 む 決 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 有 す る 細 胞 膜 を 用 い て 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 を 増 大 又 は 低
減 さ せ て い る か を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 前 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が 存 在 す る 前 記 細 胞 膜 の 第 １ の サ ン プ ル と 、 候 補 モ ジ ュ レ ー
タ ー が 不 在 の 前 記 細 胞 膜 の 第 ２ の サ ン プ ル と の 双 方 の サ ン プ ル を 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ と Ａ Ｄ Ｐ が
結 合 す る こ と を 許 容 す る 条 件 下 で 培 養 す る 工 程 ；
ｂ ） 前 記 第 １ の サ ン プ ル と 第 ２ の サ ン プ ル に お い て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ リ
ン グ 活 性 を 検 出 す る 工 程 ； 及 び
ｃ ） 前 記 第 １ の サ ン プ ル と 第 ２ の サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー の 結 果
を 比 較 す る 工 程
を 含 む 決 定 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
サ ン プ ル 内 の 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 機 能 を モ ジ ュ レ ー ト す る 物 質 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て
、
ａ ） Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド と 前 記 サ ン プ ル を 接 触 さ せ る 工 程 ；
ｂ ） 前 記 サ ン プ ル の 存 在 下 で 前 記 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ リ ン グ 活 性 を 測 定 す る
工 程 ；
ｃ ） 前 記 サ ン プ ル の 存 在 下 で 測 定 さ れ た シ グ ナ リ ン グ 活 性 と 、 Ｅ Ｃ ５ ０ で 存 在 す る Ａ Ｄ Ｐ
と 前 記 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド が 接 触 さ せ て い る 反 応 系 で 測 定 さ れ た シ グ ナ リ ン グ 活 性 と
を 比 較 し 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 機 能 を モ ジ ュ レ ー ト す る 物 質 が 、 前 記 サ ン プ ル の 存 在 下 で 測 定 さ
れ る 前 記 活 性 の 量 が Ｅ Ｃ ５ ０ で 存 在 す る 前 記 Ａ Ｄ Ｐ に よ っ て 誘 導 さ れ る 量 の 少 な く と も ５
０ ％ で あ る か ど う か を 検 出 す る 工 程
を 含 む 検 出 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 機 能 を モ ジ ュ レ ー ト す る 物 質 の 同 定 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 存 在 及 び 不 在 下 で 、 前 記 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド と 前 記 Ａ Ｄ Ｐ
が 結 合 す る こ と を 許 容 す る 条 件 下 で 、 前 記 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 前 記 Ａ Ｄ Ｐ と 接 触 さ
せ る 工 程 ； 及 び
ｂ ） 前 記 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド と 前 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー と の 結 合 を 、 前 記 候 補 モ ジ ュ
レ ー タ ー の 不 在 下 で の 結 合 に 対 し て 測 定 し 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 機 能 を モ ジ ュ レ ー ト す る 物 質 と
し て 前 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る 工 程
を 含 む 同 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
前 記 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ は 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る 請 求 項 １ １ 又 は １ ２ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
前 記 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ が 細 胞 膜 に 存 在 す る 請 求 項 １ １ 又 は １ ２ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ は 、 ウ ィ ル ス 誘 導 さ れ た 出 芽 し て い る 膜 内 又 は 膜 上 に 存 在 し て い る 請 求 項
１ １ 又 は １ ２ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
前 記 細 胞 は 、 Ｃ Ｏ Ｓ ７ 細 胞 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 、 Ｌ Ｍ （ Ｔ Ｋ ） 細 胞 、 Ｎ Ｉ Ｈ － ３ Ｔ ３ 細 胞 、 Ｈ Ｅ
Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 、 Ｋ － ５ ６ ２ 細 胞 、 及 び １ ３ ２ １ Ｎ １ ア ス ト ロ サ イ ト ー マ 細 胞 及 び 他 の 細
胞 系 列 か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 請 求 項 １ ， ２ ， ３ ， ６ ， ７ ， ９ ， 又 は １ ３ の い ず れ か に 記
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載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
Ｇ α １ ６ ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 下 で さ ら に 実 行 さ れ る 請 求 項 ７ ～ １ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
前 記 測 定 工 程 又 は 前 記 検 出 工 程 は 、 ラ ベ ル 変 位 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 、 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ
ー ト ラ ン ス フ ァ ー 、 蛍 光 消 光 、 及 び 蛍 光 分 極 か ら 選 ば れ る 方 法 を 用 い て 行 わ れ る 請 求 項 １
～ １ ７ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
前 記 物 質 は 又 は 前 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 天 然 又 は 合 成 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体
又 は そ の 抗 原 結 合 断 片 、 脂 質 、 炭 水 化 物 、 核 酸 及 び 有 機 低 分 子 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 請
求 項 ７ ～ １ ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
前 記 検 出 又 は 前 記 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ リ ン グ 活 性 の 測 定 工 程 は 、 セ カ ン ド メ
ッ セ ン ジ ャ ー の レ ベ ル に お け る 変 化 を 検 出 す る 請 求 項 ７ ～ １ ９ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
シ グ ナ リ ン グ 活 性 の 検 出 工 程 又 は シ グ ナ リ ン グ 活 性 の 測 定 工 程 は 、 グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド
結 合 又 は 変 化 、 ア デ ニ レ ー ト シ ク ラ ー ゼ 活 性 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ 活 性 、 フ
ォ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 分 解 、 ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル 、 イ ノ シ ト ー ル ３ リ ン 酸 、 細 胞
内 カ ル シ ウ ム 、 ア ラ キ ド ン 酸 濃 度 、 Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ 活 性 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 、 レ ポ ー
タ 遺 伝 子 発 現 の 測 定 を 含 む 請 求 項 ７ ～ ２ ０ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
前 記 シ グ ナ リ ン グ 活 性 の 測 定 工 程 は 、 エ ク オ リ ン ベ ー ス ア ッ セ イ を 用 い る 工 程 を 含 む 請 求
項 ２ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
細 胞 内 の ポ リ ペ プ チ ド の Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 方 法 で あ っ て 、
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 が モ ジ ュ レ ー ト さ れ る よ う に 、 ポ リ ペ プ チ ド の Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 を モ ジ ュ レ
ー ト す る 物 質 を 、 前 記 細 胞 に 配 送 す る （ ｄ ｅ ｌ ｉ ｖ ｅ ｒ ） 工 程 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 相 同 組 換 え ノ ッ ク ア ウ ト を 含 む 非 ヒ ト ほ 乳 類 又 は 前 記 ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド の 天 然 レ ベ ル を 超 え て 過 剰 に 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト ほ 乳 類 の よ う な 、
ヒ ト ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の オ ル ソ ロ ー グ 配 列 （ 配 列 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ． １ ） の 部 分 的 又 は 全 体 の 欠
失 を 含 む 非 ヒ ト ほ 乳 類 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ シ グ ナ リ ン グ の 調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 又 は 疾 病 の 診 断 方 法 で あ
っ て 、
ａ ） Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 と 組 織 サ ン プ ル を 接 触 さ せ る 工 程 ；
ｂ ） 前 記 組 織 サ ン プ ル と 前 記 抗 体 の 結 合 を 検 出 す る 工 程 ； 及 び
ｃ ） 工 程 （ ｂ ） で 検 出 さ れ た 結 合 と 標 準 を 比 較 し 、 前 記 標 準 に 対 し て 結 合 に 差 異 が あ れ ば
、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ シ グ ナ リ ン グ の 調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 又 は 疾 病 の 徴 候 で あ る
と す る 工 程
を 含 む 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ シ グ ナ リ ン グ の 調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 又 は 疾 病 の 診 断 方 法 で あ
っ て 、
ａ ） Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 特 異 的 リ ガ ン ド に 特 異 的 な 抗 体 と 組 織 サ ン プ ル を 接 触 さ せ る 工 程 ；
ｂ ） 前 記 組 織 サ ン プ ル と 前 記 抗 体 の 結 合 を 検 出 す る 工 程 ； 及 び
ｃ ） 工 程 （ ｂ ） で 検 出 さ れ た 結 合 と 標 準 を 比 較 し 、 前 記 標 準 に 対 し て 当 該 結 合 に 差 異 が あ
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れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ シ グ ナ リ ン グ の 調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 又 は 疾 病 で あ る と
す る 工 程
を 含 む 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ シ グ ナ リ ン グ の 調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 又 は 疾 病 の 診 断 方 法 で あ
っ て 、
ａ ） Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 抗 体 及 び Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 特 異 的 リ ガ ン ド に 特 異 的 な 抗 体
と 、 組 織 サ ン プ ル を 接 触 さ せ る 工 程 ；
ｂ ） 前 記 組 織 サ ン プ ル と 前 記 抗 体 の 結 合 を 検 出 す る 工 程 ； 及 び
ｃ ） 工 程 （ ｂ ） で 検 出 さ れ た 結 合 と 標 準 を 比 較 し 、 前 記 標 準 に 対 し て 抗 体 の い ず れ か 一 方
又 は 双 方 の 結 合 に 差 異 が あ れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ シ グ ナ リ ン グ の 調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 づ け ら
れ る 疾 患 又 は 疾 病 の 徴 候 で あ る と す る 工 程
を 含 む 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ シ グ ナ リ ン グ の 調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 又 は 疾 病 の 診 断 方 法 で あ
っ て 、
ａ ） 組 織 サ ン プ ル か ら 核 酸 を 単 離 す る 工 程
ｂ ） 鋳 型 と し て 前 記 核 酸 を 用 い て Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 増 幅 す る 工 程 ； 及 び
ｃ ） 工 程 （ ｂ ） で 製 造 さ れ た 増 幅 さ れ た Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 量 と 標 準 と を 比 較
し 、 前 記 標 準 に 対 し て 増 幅 さ れ た Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 量 に 差 異 が あ れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ
８ ６ シ グ ナ リ ン グ の 調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 又 は 疾 病 の 徴 候 で あ る と す る 工
程
を 含 む 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ シ グ ナ リ ン グ の 調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 又 は 疾 病 の 診 断 方 法 で あ
っ て 、
ａ ） 組 織 サ ン プ ル か ら 核 酸 を 単 離 す る 工 程
ｂ ） 鋳 型 と し て 前 記 核 酸 を 用 い て Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 特 異 的 リ ガ ン ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 増 幅 す る
工 程 ； 及 び
ｃ ） 工 程 （ ｂ ） で 製 造 さ れ た 増 幅 さ れ た Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 特 異 的 リ ガ ン ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配
列 と 標 準 と を 比 較 し 、 前 記 標 準 に 対 し て 配 列 に 差 異 が あ れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ シ グ ナ リ ン グ の
調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 又 は 疾 病 の 徴 候 で あ る と す る 工 程
を 含 む 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
前 記 標 準 は 、 配 列 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ で あ る 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
前 記 比 較 工 程 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上 で 行 わ れ る 請 求 項 ２ ６ ～ ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 又 は Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ モ ジ ュ レ ー タ ー に 結 合 す る 検 出 キ ッ ト で あ っ て 、
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 及 び Ａ Ｄ Ｐ 、 及 び そ れ ら の た め の パ ッ ケ ー ジ ン グ 材 料 を 含 み 、 前 記 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６
と Ａ Ｄ Ｐ が 別 々 に パ ー ケ ー ジ さ れ て い る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ は 細 胞 内 に 存 在 す る 請 求 項 ３ ３ の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
前 記 細 胞 は 、 Ｃ Ｏ Ｓ ７ 細 胞 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 、 Ｌ Ｍ （ Ｔ Ｋ ） 細 胞 、 Ｎ Ｉ Ｈ － ３ Ｔ ３ 細 胞 、 Ｈ Ｅ
Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 、 Ｋ － ５ ６ ２ 細 胞 及 び １ ３ ２ １ Ｎ １ ア ス ト ロ サ イ ト ー マ 細 胞 及 び そ の 他 の
細 胞 系 列 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 請 求 項 ３ ４ の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ が 細 胞 膜 に 会 合 （ ａ ｓ ｓ ｏ ｃ ｉ ａ ｔ ｅ ） し て い る 請 求 項 ３ ３ の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
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さ ら に 、 前 記 キ ッ ト は セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 解 析 の 構 成 要 素 を 含 む 、 請 求 項 ３ ３ ～ ３ ６
の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 　 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
前 記 モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 特 異 的 抗 体 又 は Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 特 異 的 核 酸 プ ロ ー ブ を 用 い
て 検 出 さ れ る 請 求 項 ３ ３ ～ ３ ７ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
さ ら に Ｇ α １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 請 求 項 ３ ３ ～ ３ ８ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の シ グ ナ リ ン グ 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ キ ッ ト で あ っ て
、
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ シ グ ナ
リ ン グ 検 出 手 段 及 び こ れ ら の パ ッ ケ ー ジ ン グ 材 料 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ １ 】
さ ら に Ａ Ｄ Ｐ の よ う な リ ガ ン ド を 含 む 請 求 項 ４ ０ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の シ グ ナ リ ン グ 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ キ ッ ト で あ っ て
、
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で ト ラ ン ス フ ォ ー ム さ れ た 細 胞 、
及 び Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ シ グ ナ リ ン グ 検 出 手 段 、 及 び こ れ ら の パ ッ ケ ー ジ ン グ 材 料 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
前 記 物 質 が 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ に 特 異 的 な 抗 体 又 は Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 特 異 的 核 酸 プ ロ ー ブ を 用 い て 検 出
さ れ る 請 求 項 ４ ０ ～ ４ ２ の い ず れ か に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ シ グ ナ リ ン グ 活 性 の 調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 又 は 疾 病 の 診 断 キ ッ
ト で あ っ て 、
単 離 さ れ た Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ シ グ ナ リ ン グ 検 出 手 段 、 及 び こ れ ら
の パ ッ ケ ー ジ ン グ 材 料 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
前 記 疾 患 又 は 疾 病 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ に 特 異 的 な 抗 体 又 は Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 特 異 的 核 酸 プ ロ ー ブ を 用
い て 検 出 さ れ る 請 求 項 ４ ４ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
Ａ Ｄ Ｐ 不 在 下 で Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 発 現 す る 細 胞 系 列 に お い て 測 定 さ れ る Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の 標 準
を さ ら に 含 む 請 求 項 ３ ３ ～ ４ ５ の い ず れ か 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
請 求 項 ７ ～ １ ５ の い ず れ か の 方 法 を 用 い て 得 ら れ る Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー
。
【 請 求 項 ４ ８ 】
前 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 Ａ Ｔ Ｐ ， ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｔ Ｐ ， ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｄ Ｐ ， Ａ Ｄ Ｐ β Ｓ ， Ａ
ｐ ３ Ａ ， Ｒ Ｂ － ２ ， ス ラ ミ ン 又 は Ｐ Ｐ Ａ Ｄ Ｓ で あ る 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の
候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
請 求 項 ４ ７ 若 し く は ４ ８ の Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー ； 又 は Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ シ グ ナ
リ ン グ の 調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 若 し く は 疾 病 の 予 防 、 治 療 及 び ／ 若 し く は
軽 減 す る た め の 薬 剤 組 成 物 と し て の 使 用 の た め の 請 求 項 ２ ５ の 抗 体 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー
。
【 請 求 項 ５ ０ 】
請 求 項 ４ ７ 若 し く は ４ ８ の Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー ； 又 は Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ シ グ ナ
リ ン グ の 調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 若 し く は 疾 病 の 予 防 、 治 療 及 び ／ 若 し く は
軽 減 す る た め の 薬 剤 組 成 物 の 製 造 の た め の 請 求 項 ２ ５ の 抗 体 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 使 用
。
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【 請 求 項 ５ １ 】
請 求 項 ５ ０ の Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー 、 又 は Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ シ グ ナ リ ン グ の 調 節
不 良 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 若 し く は 疾 病 の 予 防 、 治 療 及 び ／ 若 し く は 軽 減 す る た め
の 薬 剤 組 成 物 の 製 造 の た め 請 求 項 ２ ５ の 抗 体 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 使 用 で あ っ て 、
前 記 疾 患 又 は 疾 病 は 、 例 え ば 、 前 立 腺 肥 大 ； 片 頭 痛 ； 嘔 吐 ； 恐 怖 、 鬱 病 、 精 神 分 裂 症 、 激
し い う つ 病 、 譫 妄 、 痴 呆 、 お よ び い く つ か の 精 神 的 遅 滞 を 含 む 精 神 的 及 び 神 経 的 疾 患 ； ア
ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 の よ う な 神 経 消 耗 性 疾 患 ； ハ ン チ ン ト ン 病 、 ギ ル ト ド ラ
ト ゥ レ ッ ト 症 候 群 及 び ト ロ ン ボ シ ス 及 び 他 の 心 血 管 作 動 病 を 含 む 他 の 関 連 す る 疾 患 の よ う
な ジ ス キ ネ シ ア （ ｄ ｙ ｓ ｋ ｉ ｎ ａ ｓ ｉ ａ ｓ ） ； 自 己 免 疫 疾 患 ； 炎 症 性 疾 患 ； 生 殖 能 力 機 能
不 良 ； 胎 児 成 長 不 良 、 ； バ ク テ リ ア 、 カ ビ 、 原 生 動 物 の 感 染 、 及 び Ｈ Ｉ Ｖ １ 及 び Ｈ Ｉ Ｖ ２
に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 感 染 等 の ウ ィ ル ス 感 染 ； 痛 み ； 癌 ； 食 欲 不 振 ； 大 食 症 ； 喘 息 ； 急
性 心 不 全 ； 高 血 圧 ； 尿 閉 ； 骨 粗 し ょ う 症 ； 狭 心 症 ； 心 筋 梗 塞 ； 潰 瘍 ； 喘 息 ； ア レ ル ギ ー ；
前 立 腺 肥 大 、 及 び 脳 卒 中 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 使 用 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
請 求 項 ４ ７ 乃 至 ４ ９ の い ず れ か に 記 載 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー 、 又 は 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 抗
体 を 、 薬 剤 の キ ャ リ ア に 添 加 混 合 す る 工 程 を 含 む 薬 剤 組 成 物 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
請 求 項 ４ ７ 乃 至 ４ ９ の い ず れ か に 記 載 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー 、 又 は 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 抗
体 を 含 む 薬 剤 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
Ａ Ｄ Ｐ が 、 Ａ Ｔ Ｐ ， ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｔ Ｐ ， ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｄ Ｐ ， Ａ Ｄ Ｐ α Ｓ 、 又 は Ａ ｐ ３ Ａ と 置 き
換 え ら れ る 請 求 項 １ ～ ２ ３ ， ３ ３ ～ ３ ９ ， ４ １ 又 は ４ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 又 は キ ッ
ト
【 請 求 項 ５ ５ 】
Ａ Ｄ Ｐ が Ｒ Ｂ － ２ ， ス ラ ミ ン 又 は Ｐ Ｐ Ａ Ｄ Ｓ に よ っ て 置 き 換 え ら れ る 請 求 項 ７ ～ ２ ３ ， ３
３ ～ ３ ９ ， ４ １ 又 は ４ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 又 は キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 活 性 を 増 大 又 は 低 減 す る か ど う か を 決 定 す る 方 法 で あ
っ て 、
ａ ） 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 存 在 又 は 不 在 下 で 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ と Ａ Ｄ Ｐ が 結 合 す る こ と を 許 容
す る 条 件 下 で 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 発 現 す る 細 胞 を そ の 表 面 で 培 養 す る 工 程 ；
ｂ ） セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 解 析 に よ っ て 前 記 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ リ ン グ 活
性 を 検 出 し 、 前 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 不 在 下 で の セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 製 造 に 対 し て
、 前 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 存 在 下 で の セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 生 産 に 変 化 が あ れ ば 、 Ｇ
Ｐ Ｒ ８ ６ の 活 性 の 増 大 又 は 減 少 と し て 前 記 モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る 工 程
を 含 む 決 定 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 活 性 を 増 大 又 は 低 減 す る か ど う か を 決 定 す る 方 法 で あ
っ て 、
ａ ） 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 存 在 又 は 不 在 下 で 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 有 し て い る 細 胞 膜 を 、 Ｇ Ｐ Ｒ
８ ６ と Ａ Ｄ Ｐ が 結 合 す る こ と を 許 容 す る 条 件 下 で 、 培 養 す る 工 程 ；
ｂ ） セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 解 析 に よ っ て 前 記 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ リ ン グ 活
性 を 検 出 し 、 前 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 不 在 下 で の セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー に 対 し て 、 前
記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 存 在 下 で の セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 生 産 に 変 化 が あ れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ
８ ６ の 活 性 の 増 大 又 は 減 少 と し て 前 記 モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る 工 程
を 含 む 決 定 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、
ａ ） 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 存 在 又 は 不 在 下 で 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド と Ａ Ｄ Ｐ が 結 合 す
る こ と を 許 容 す る 条 件 下 で 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド と Ａ Ｄ Ｐ を 接 触 さ せ る 工 程 ； 及 び
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ｂ ） 前 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 存 在 下 で Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド と Ａ Ｄ Ｐ の 結 合 を 測 定 し
、 前 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 不 在 下 で の そ の 結 合 に 対 し て 、 前 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 存
在 下 で の 結 合 が 減 少 し て い れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 化 合 物 を 前 記 候 補 モ
ジ ュ レ ー タ ー と し て 同 定 す る 工 程
を 含 む 同 定 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 オ ー フ ァ ン Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 天 然 リ ガ ン ド と 使 用 方
法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
ア デ ニ ン ヌ ク レ オ チ ド と ウ リ ジ ン ヌ ク レ オ チ ド は 、 い く つ か の Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ
タ ー （ Ｐ ２ Ｙ ） と リ ガ ン ド ゲ ー ト 型 カ チ オ ン チ ャ ネ ル （ Ｐ ２ Ｘ ） （ 非 特 許 文 献 １ ， ２ ） を
通 し て 薬 学 的 及 び 生 理 学 的 応 答 を 誘 導 す る 。 Ｐ ２ Ｙ フ ァ ミ リ ー は 、 ２ つ の 選 択 的 プ リ ン レ
セ プ タ ー （ purinoceptor） で あ る ヒ ト Ｐ ２ Ｙ １ と Ｐ ２ Ｙ １ １ レ セ プ タ ー に 拡 大 す る ： ヒ ト
Ｐ ２ Ｙ １ と Ｐ ２ Ｙ １ １ レ セ プ タ ー は 、 Ａ Ｄ Ｐ 及 び Ａ Ｔ Ｐ に よ っ て そ れ ぞ れ 優 先 的 に 活 性 化
さ れ る （ 非 特 許 文 献 ３ － ５ ） 。 ア デ ニ ン ヌ ク レ オ チ ド 及 び ウ ラ シ ル ヌ ク レ オ チ ド 双 方 に 応
答 す る ヌ ク レ オ チ ド レ セ プ タ ー は 、 Ｐ ２ Ｙ ２ レ セ プ タ ー で 、 Ａ Ｔ Ｐ 及 び Ｕ Ｔ Ｐ に よ っ て 等
位 に 活 性 化 さ れ （ 非 特 許 文 献 ６ 、 ７ ） 、 ま た Ｘ ｅ ｎ ｏ ｐ ｕ ｓ Ｐ ２ Ｙ ８ レ セ プ タ ー （ 非 特 許
文 献 ８ ） と 七 面 鳥 ｔ ｐ ２ ｙ レ セ プ タ ー （ 非 特 許 文 献 ９ ） が す べ て の ヌ ク レ オ チ ド ３ リ ン 酸
に よ っ て 等 し く 活 性 化 さ れ る 。 ま た 、 ピ リ ミ ジ ン レ セ プ タ ー （ pyrimidinoceptor） も あ る
： ト リ Ｐ ２ Ｙ ３ レ セ プ タ ー （ 非 特 許 文 献 １ ０ ） と ヒ ト Ｐ ２ Ｙ ６ レ セ プ タ ー （ 非 特 許 文 献 １
１ － １ ３ ） は Ｕ Ｄ Ｐ に よ っ て 優 先 的 に 活 性 化 さ れ 、 ヒ ト Ｐ ２ Ｙ ４ レ セ プ タ ー （ 非 特 許 文 献
１ ３ － １ ５ ） は Ｕ Ｔ Ｐ に よ っ て 優 先 的 に 活 性 化 さ れ る 。 こ れ ら Ｐ ２ Ｙ サ ブ タ イ プ の 全 て は
ホ ス ホ イ ノ シ ト ー ル リ ン 酸 （ phosphoinositide） 経 路 と 共 役 す る 。 Ｐ ２ Ｙ １ １ レ セ プ タ ー
及 び ｔ ｐ ２ ｙ レ セ プ タ ー は そ れ ぞ れ 付 加 的 に 共 役 さ れ 、 ア デ ニ ル シ ク ラ ー ゼ の 刺 激 及 び 阻
害 と な る 。 他 の レ セ プ タ ー （ Ｐ ２ Ｙ ５ （ 非 特 許 文 献 １ ６ ） ， Ｐ ２ Ｙ ７ （ 非 特 許 文 献 １ ７ ）
， Ｐ ２ Ｙ ９ 及 び Ｐ ２ Ｙ １ ０ ） は 、 Ｐ ２ Ｙ フ ァ ミ リ ー に 間 違 っ て 包 含 さ れ た （ 非 特 許 文 献 １
８ － ２ ０ ） 。 最 近 、 Ｐ ２ Ｙ １ ２ サ ブ タ イ プ が ク ロ ー ン 化 さ れ 、 こ れ は 以 前 は Ｐ ２ Ｔ と 呼 ば
れ て い た 血 小 板 レ セ プ タ ー に 該 当 す る （ 非 特 許 文 献 ２ １ ， ２ ２ ） 。 Ｐ ２ Ｔ は ア デ ニ ル シ ク
ラ ー ゼ の 阻 害 に 共 役 さ れ 、 血 小 板 と 脳 内 で 、 特 異 的 に 発 現 さ れ る 。 そ の 一 次 構 造 は 他 の Ｐ
２ Ｙ レ セ プ タ ー に 関 係 し な い が 、 Ｕ Ｄ Ｐ － グ ル コ ー ス レ セ プ タ ー の 一 次 構 造 に 関 係 す る （
非 特 許 文 献 ２ ３ ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
３ ０ ０ 以 上 の Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー （ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ｓ ） が 、 今 ま で に ク ロ ー ン 化 さ れ
、 こ の よ う な レ セ プ タ ー は 、 １ ０ ０ ０ 以 上 存 在 す る と 一 般 に 考 え ら れ て い る 。 機 構 上 、 臨
床 的 に 関 連 す る 全 薬 剤 の 約 ３ ０ － ５ ０ ％ は 、 種 々 の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ｓ の 機 能 を モ ジ ュ レ ー ト す る
こ と に よ っ て 作 用 す る （ 非 特 許 文 献 ３ ４ ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
既 知 の 及 び 未 知 の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は 、 今 や 薬 物 作 用 の 主 な タ ー ゲ ッ ト と な り 、 開 発 さ れ て い る 。
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ は 、 ロ ド プ シ ン 様 レ セ プ タ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ り 、 １ ９ ９ ７ 年 に ク ロ
ー ン 化 さ れ た Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ （ 非 特 許 文 献 ２ ４ ） は 、 最 近 同 定 さ れ た 血 小 板 Ａ Ｄ Ｐ レ セ プ タ ー
で あ る Ｐ ２ Ｔ と ４ ９ ％ ホ モ ロ ジ ー を 示 す 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の １ ０ ０ ２ ｂ ｐ の 同 定 さ れ た Ｏ Ｒ Ｆ は 、 １ ８ ｂ ｐ 上 流 の 停 止 コ ド ン に よ っ て 先
行 さ れ 、 推 定 上 の ポ リ Ａ シ グ ナ ル Ａ Ａ Ｔ Ａ Ａ Ａ が 、 コ ー ド 配 列 の １ ６ ７ ２ ｂ ｐ 下 流 に 存 在
す る 。 ｈ Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ は 、 染 色 体 ３ ｑ ２ ４ 上 の ｈ Ｇ Ｐ Ｒ ８ ７ と 同 じ ゲ ノ ム 位 置 を 有 し て い る
が 、 ｈ Ｇ Ｐ Ｒ ８ ７ と は 反 対 に 、 そ の コ ー ド 配 列 に は イ ン ト ロ ン が な い 。 ｈ Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 推
論 さ れ た ３ ３ ３ ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 は 、 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 典 型 的 な ７ 回 膜 貫 通 （ ７ Ｔ Ｍ ） 構 造 を 示
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し 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 有 し な い 。 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ７ と Ｋ Ｉ Ａ Ａ ０ ０ ０ １ で 説 明 さ れ た よ う な モ
チ ー フ と 同 じ モ チ ー フ を 本 質 的 に 示 す こ と か ら 、 フ ァ ミ リ ー １ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ｓ の メ ン バ ー で も
あ る 。 Ｄ Ｒ Ｙ モ チ ー フ の 代 わ り に 、 プ リ ン 作 動 性 （ purinergic） レ セ プ タ ー 、 Ｃ ５ Ａ レ セ
プ タ ー 、 Ｂ ｏ ｎ ｚ ｏ レ セ プ タ ー 、 ト ロ ン ビ ン レ セ プ タ ー 前 駆 体 の 配 列 に も み ら れ る Ｄ Ｒ Ｆ
モ チ ー フ が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】
Ａ ｂ ｂ ａ ｒ ａ ｃ ｈ ｉ ｏ ， Ｍ ． Ｐ ． ａ ｎ ｄ 　 Ｂ ｕ ｒ ｎ ｓ ｔ ｏ ｃ ｋ ， Ｇ ． （ １ ９ ９ ４ 年 ） Ｐ ｈ
ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｏ ｌ ． Ｔ ｈ ｅ ｒ ． ６ ４ ， ４ ４ ５ － ４ ７ ５ 頁
【 非 特 許 文 献 ２ 】
Ｆ ｒ ｅ ｄ ｈ ｏ ｌ ｍ ， Ｂ ． Ｂ ． ら （ １ ９ ９ ７ 年 ） Ｔ ｒ ｅ ｎ ｄ ｓ 　 Ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｏ ｌ ． Ｓ ｃ
ｉ ． １ ８ ， ７ ９ － ８ ２ 頁
【 非 特 許 文 献 ３ 】
Ｗ ｅ ｂ ｂ ， Ｔ ． Ｅ ． ら （ １ ９ ９ ３ 年 ） Ｆ Ｅ Ｂ Ｓ 　 Ｌ ｅ ｔ ｔ ． ３ ２ ４ ， ２ １ ９ － ２ ２ ５ 頁
【 非 特 許 文 献 ４ 】
Ｌ ｅ ｏ ｎ ， Ｃ ． ら （ １ ９ ９ ７ 年 ） Ｆ Ｅ Ｂ Ｓ 　 Ｌ ｅ ｔ ｔ ． ４ ０ ３ ， ２ ６ － ３ ０ 頁
【 非 特 許 文 献 ５ 】
Ｃ ｏ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ， Ｄ ． ら （ １ ９ ９ ７ 年 ） Ｊ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． ２ ７ ２ ， ３ １ ９ ６ ９ －
３ １ ９ ７ ３ 頁
【 非 特 許 文 献 ６ 】
Ｌ ｕ ｓ ｔ ｉ ｇ ， Ｋ ． Ｄ ． ら （ １ ９ ９ ３ 年 ） Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ ．
Ｓ ． Ａ ． ９ ０ ， ５ １ １ ３ － ５ １ １ ７ 頁
【 非 特 許 文 献 ７ 】
Ｐ ａ ｒ ｒ ， Ｃ ． Ｅ ． ら （ １ ９ ９ ４ 年 ） Ｐ ｒ ｏ ｃ ． Ｎ ａ ｔ ｌ ． Ａ ｃ ａ ｄ ． Ｓ ｃ ｉ ． Ｕ ． Ｓ ．
Ａ ． ９ １ ， ３ ２ ７ ５ － ３ ２ ７ ９ 頁
【 非 特 許 文 献 ８ 】
Ｂ ｏ ｇ ｄ ａ ｎ ｏ ｖ ， Ｙ ． ら （ １ ９ ９ ７ 年 ） Ｊ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． ２ ７ ２ ， １ ２ ５ ８ ３
－ １ ２ ５ ９ ０ 頁
【 非 特 許 文 献 ９ 】
Ｂ ｏ ｙ ｅ ｒ ， Ｊ ． Ｌ ． ら （ ２ ０ ０ ０ 年 ） Ｍ ｏ ｌ ． Ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｏ ｌ ． ５ ７ ， ８ ０ ５ － ８
１ ０ 頁
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】
Ｗ ｅ ｂ ｂ ， Ｔ ． Ｅ ． ら （ １ ９ ９ ６ 年 ） Ｍ ｏ ｌ ． Ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｏ ｌ ． ５ ０ ， ２ ５ ８ － ２ ６
５ 頁
【 非 特 許 文 献 １ １ 】
Ｃ ｈ ａ ｎ ｇ ， Ｋ ． ら （ １ ９ ９ ５ 年 ） Ｊ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． ２ ７ ０ ， ２ ６ １ ５ ２ － ２ ６
１ ５ ８ 頁
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】
Ｃ ｏ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ， Ｄ ． ら （ １ ９ ９ ６ 年 ） Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ． Ｂ ｉ ｏ ｐ ｈ ｙ ｓ ． Ｒ ｅ ｓ ． Ｃ ｏ
ｍ ｍ ｕ ｎ ． ２ ２ ２ ， ３ ０ ３ － ３ ０ ８ 頁
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】
Ｎ ｉ ｃ ｈ ｏ ｌ ａ ｓ ， Ｒ ． Ａ ． ら （ １ ９ ９ ６ 年 ） Ｍ ｏ ｌ ． Ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｏ ｌ ． ５ ０ ， ２ ２
４ － ２ ２ ９ 頁
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】
Ｃ ｏ ｍ ｍ ｕ ｎ ｉ ， Ｄ ． ら （ １ ９ ９ ５ 年 ） Ｊ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． ２ ７ ０ ， ３ ０ ８ ４ ９ －
３ ０ ８ ５ ２ 頁
【 非 特 許 文 献 １ ５ 】
Ｎ ｇ ｕ ｙ ｅ ｎ ， Ｔ ． ら （ １ ９ ９ ５ 年 ） Ｊ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． ２ ７ ０ ， ３ ０ ８ ４ ５ － ３
０ ８ ４ ８ 頁
【 非 特 許 文 献 １ ６ 】
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Ｗ ｅ ｂ ｂ ， Ｔ ． Ｅ ． ら （ １ ９ ９ ６ 年 ） Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ． Ｂ ｉ ｏ ｐ ｈ ｙ ｓ ． Ｒ ｅ ｓ ． Ｃ ｏ ｍ
ｍ ｕ ｎ ． ２ １ ９ ， １ ０ ５ － １ １ ０ 頁
【 非 特 許 文 献 １ ７ 】
Ａ ｋ ｂ ａ ｒ ， Ｇ ． Ｋ ． Ｍ ． ら （ １ ９ ９ ６ 年 ） Ｊ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． ２ ７ １ ， １ ８ ３ ６
３ － １ ８ ３ ６ ７ 頁
【 非 特 許 文 献 １ ８ 】
Ｙ ｏ ｋ ｏ ｍ ｉ ｚ ｏ ， Ｔ ． ら （ １ ９ ９ ７ 年 ） Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ 　 ３ ８ ７ ， ６ ２ ０ － ６ ２ ４ 頁
【 非 特 許 文 献 １ ９ 】
Ｌ ｉ ， Ｑ ． ら （ １ ９ ９ ７ 年 ） Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ． Ｂ ｉ ｏ ｐ ｈ ｙ ｓ ． Ｒ ｅ ｓ ． Ｃ ｏ ｍ ｍ ｕ ｎ ．
２ ３ ６ ， ４ ５ ５ － ４ ６ ０ 頁
【 非 特 許 文 献 ２ ０ 】
Ｊ ａ ｎ ｓ ｓ ｅ ｎ ｓ ， Ｒ ． ら  （ １ ９ ９ ７ 年 ） Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ． Ｂ ｉ ｏ ｐ ｈ ｙ ｓ ． Ｒ ｅ ｓ ．
Ｃ ｏ ｍ ｍ ｕ ｎ ． ２ ２ ６ ， １ ０ ６ － １ １ ２ 頁
【 非 特 許 文 献 ２ １ 】
Ｚ ｈ ａ ｎ ｇ ， Ｆ ． Ｌ ら （ ２ ０ ０ １ 年 ） Ｊ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． ２ ７ ６ （ １ １ ） ， ８ ６ ０
８ － ８ ６ １ ５ 頁
【 非 特 許 文 献 ２ ２ 】
Ｈ ｏ ｌ ｌ ｏ ｐ ｅ ｔ ｅ ｒ ， Ｇ ． ら （ ２ ０ ０ １ 年 ） Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ 　 ４ ０ ９ ， ２ ０ ２ － ２ ０ ７ 頁
【 非 特 許 文 献 ２ ３ 】
Ｃ ｈ ａ ｍ ｂ ｅ ｒ ｓ ， Ｊ ． Ｋ ． ら （ ２ ０ ０ ０ 年 ） Ｊ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． ２ ７ ５ （ １ ５ ）
， １ ０ ７ ６ ７ － １ ０ ７ ７ １ 頁
【 非 特 許 文 献 ２ ４ 】
Ｗ ｉ ｔ ｔ ｅ ｎ ｂ ｅ ｒ ｇ ｅ ｒ ， Ｔ ． ら （ ２ ０ ０ １ 年 ） Ｊ ． Ｍ ｏ ｌ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． ３ ０ ７ ， ７ ９
９ － ８ １ ３ 頁
【 非 特 許 文 献 ２ ５ 】
Ｃ ｏ ｍ ｍ ｕ ｉ ， Ｄ ． ら （ １ ９ ９ ５ 年 ） ． Ｃ ｉ ｒ ｃ ． Ｒ ｅ ｓ ． ， ７ ６ ， １ ９ １ － １ ９ ８ 頁
【 非 特 許 文 献 ２ ６ 】
Ｂ ｒ ｏ ｏ ｋ ｅ ｒ ， Ｇ ． ら （ １ ９ ７ ９ 年 ） Ａ ｄ ｖ ． Ｃ ｙ ｃ ｌ ｉ ｃ 　 Ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ｏ ｔ ｉ ｄ ｅ 　
Ｒ ｅ ｓ ． １ ０ ， １ － ３ ３ 頁
【 非 特 許 文 献 ２ ７ 】
Ｍ ｉ ｎ ａ ｍ ｉ ｄ ｅ ， Ｌ ． Ｓ ． ａ ｎ ｄ 　 Ｂ ａ ｍ ｂ ｕ ｒ ｇ ， Ｊ ． Ｒ ． （ １ ９ ９ ０ 年 ） Ａ ｎ ａ ｌ
． Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ． １ ９ ０ ， ６ ６ － ７ ０ 頁
【 非 特 許 文 献 ２ ８ 】
Ｅ ｒ ｂ ， Ｌ ． ら （ １ ９ ９ ５ 年 ） Ｊ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． ２ ７ ０ ， ４ １ ８ ５ － ４ １ ８ ８ 頁
【 非 特 許 文 献 ２ ９ 】
Ｂ ａ ｌ ｔ ｅ ｎ ｓ ｐ ｅ ｒ ｇ ｅ ｒ ， Ｋ ． ａ ｎ ｄ 　 Ｐ ｏ ｒ ｚ ｉ ｇ ， Ｈ ． （ １ ９ ９ ７ 年 ） Ｊ ． Ｂ ｉ
ｏ ｌ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． ２ ７ ２ ， １ ０ １ ５ １ － １ ０ １ ５ ９ 頁
【 非 特 許 文 献 ３ ０ 】
Ｅ ａ ｓ ｏ ｎ ， Ｍ ． Ｇ ． ら （ １ ９ ９ ２ 年 ） Ｊ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． ２ ６ ７ （ ２ ２ ） ， １ ５
７ ９ ５ － １ ５ ８ ０ １ 頁
【 非 特 許 文 献 ３ １ 】
Ｃ ｈ ａ ｂ ｒ ｅ ， Ｏ ． ら （ １ ９ ９ ４ 年 ） Ｊ ． Ｂ ｉ ｏ ｌ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． ２ ６ ９ （ ８ ） ， ５ ７ ３ ０
－ ５ ７ ３ ４ 頁
【 非 特 許 文 献 ３ ２ 】
Ｂ ｏ ｙ ｅ ｒ ， Ｊ ． Ｌ ． ら （ １ ９ ９ ３ 年 ） Ｊ ． Ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｏ ｌ ． Ｅ ｘ ｐ ． Ｔ ｈ ｅ ｒ ． ２
６ ７ ， １ １ ４ ０ － １ １ ４ ６ 頁
【 非 特 許 文 献 ３ ３ 】
Ｓ ｉ ｍ ｏ ｎ ， Ｊ ． ら （ ２ ０ ０ １ 年 ） Ｂ ｒ ． Ｊ ． Ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｏ ｌ ． １ ３ ２ ， １ ７ ３ － １
８ ２ 頁
【 非 特 許 文 献 ３ ４ 】
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Ｇ ｕ ｄ ｅ ｒ ｍ ａ ｎ ｎ 　 ら （ １ ９ ９ ５ 年 ） Ｊ ． Ｍ ｏ ｌ ． Ｍ ｅ ｄ ． ７ ３ ， ５ １ － ６ ３ 頁
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
発 明 の 概 要
本 発 明 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ （ Ｐ ２ Ｙ １ ３ ） レ セ プ タ ー （ こ こ で は 配 列 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ １ で 同 定 さ れ
て い る ） （ 又 は い ず れ か の 相 同 配 列 ） と 、 当 該 レ セ プ タ ー を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 む 組 換 え 細 胞 （ 好 適 な ベ ク タ ー に よ っ て ト ラ ン ス フ ォ ー ム さ れ た ） に 関 し 、 ま た 、 本
発 明 は 新 た な 薬 剤 の 開 発 や 種 々 の 病 気 診 断 の 改 良 に 有 用 な ア ゴ ニ ス ト 、 逆 ア ゴ ニ ス ト 又 は
ア ン タ ゴ ニ ス ト 化 合 物 の 同 定 の た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の 中 で 用 い ら れ て い る 天 然
リ ガ ン ド （ Ａ Ｄ Ｐ や 、 米 国 特 許 ５ ７ ０ ０ ７ ８ ６ に 公 開 さ れ て い る い ず れ の Ａ Ｄ Ｐ 類 似 物 も
含 む Ａ Ｄ Ｐ β Ｓ ， ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｄ Ｐ の よ う な 等 価 分 子 ） に も 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
相 同 配 列 （ 他 の 哺 乳 類 又 は ヒ ト 集 団 の 特 異 的 グ ル ー プ に 存 在 し え る ） は 、 相 同 性 が 配 列 ア
イ デ ン テ ィ テ ィ を 示 し て い る と こ ろ で は 、 完 全 な ヒ ト ヌ ク レ オ チ ド ま た は こ こ で 述 べ ら れ
て い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 高 い 配 列 ア イ デ ン テ ィ テ ィ （ ７ ０ ％ 、 ７ ５ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ８ ５
％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 以 上 又 は ９ ８ ％ 配 列 ア イ デ ン テ ィ テ ィ ） を 示 す 配 列 を 意 味 す る 。 ま た
好 ま し く は 同 じ 薬 理 学 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ 、 特 に 好 ま し く は Ａ Ｄ Ｐ ＞ ＞ Ｉ Ｄ Ｐ ＞ Ｕ Ｄ Ｐ
で 結 合 す る （ Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ に 対 す る Ａ Ｄ Ｐ の 親 和 性 は 、 Ｉ Ｄ Ｐ や Ｕ Ｄ Ｐ の 親 和 性 よ り も 約 １
０ ０ ０ 倍 大 き い （ Ａ Ｄ Ｐ ＞ ＞ Ｉ Ｄ Ｐ ＞ Ｕ Ｄ Ｐ ） ） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 発 明 の 組 換 え 細 胞 は 、 プ ラ ス ミ ド 又 は バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス や ア デ ノ ウ ィ ル ス や セ ム リ キ （
semliki） フ ォ レ ス ト ウ ィ ル ス の よ う な ウ ィ ル ス ベ ク タ ー に よ っ て ト ラ ン ス フ ォ ー ム さ れ
た 組 換 え 細 胞 で 、 そ の 細 胞 は 、 バ ク テ リ ア 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 ま た は 哺 乳 類 細 胞
か ら な る 群 よ り 選 択 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 に よ れ ば 、 Ｃ Ｏ Ｓ － ７ 細 胞 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 、 Ｌ Ｍ （ Ｔ Ｋ ） 細 胞 、 Ｎ Ｉ Ｈ －
３ Ｔ ３ 細 胞 、 Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 、 Ｋ － ５ ６ ２ 細 胞 、 又 は １ ３ ２ １ Ｎ １ ア ス ト ロ サ イ ト ー
マ 細 胞 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る が 、 他 の ト ラ ン ス フ ェ ク ト 可 能 な 細 胞 系 列 か ら も 選 ば れ え
る 。 そ の ベ ク タ ー は 、 本 発 明 の レ セ プ タ ー を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 発 現 す る
の に 実 施 可 能 に 連 結 さ れ る 全 て の 調 節 要 素 を 含 み 得 る 。
本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 に よ れ ば 、 当 業 者 に 明 ら か な よ う に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ は 、 細 胞 膜 内 に 存
在 し え る 。
【 ０ ０ １ １ 】
本 発 明 の 他 の 見 地 で は 、 そ の 配 列 の 特 異 的 活 性 部 分 の 使 用 に 関 す る 。 こ こ で 用 い ら れ る よ
う に 、 「 活 性 部 分 」 は ノ ー マ ル 又 は ノ ー マ ル に 近 い 薬 理 学 を 示 す の に （ 例 え ば 、 レ セ プ タ
ー 活 性 （ こ こ で 述 べ ら れ て い る ） 、 活 性 化 剤 若 し く は 阻 害 剤 に 対 す る 応 答 、 又 は リ ガ ン ド
結 合 は 、 野 生 型 レ セ プ タ ー に よ っ て 示 さ れ る 活 性 、 応 答 又 は 結 合 の 少 な く も ９ ０ ％ で あ る
。 ） 十 分 な 長 さ の 配 列 部 分 を い う 。 レ セ プ タ ー を コ ー ド す る 配 列 を い う よ う に 、 「 部 分 」
は 、 そ の 配 列 の １ ０ ０ ％ 未 満 を い う （ す な わ ち 、 ９ ９ 、 ９ ０ 、 ８ ０ 、 ７ ０ 、 ６ ０ 、 ５ ０ ％
な ど ） 。 そ の 活 性 部 分 は 、 そ の 完 全 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 の 部 分 的 除 去 を
含 み 、 活 性 部 位 と 、 Ａ Ｄ Ｐ の よ う な 特 異 的 リ ガ ン ド と の 結 合 及 び 相 互 作 用 に 必 要 な タ ン パ
ク 質 ド メ イ ン と を 尚 も 保 持 し て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
こ こ で 述 べ ら れ て い る い ず れ か の 方 法 の 他 の 態 様 に お い て 、 接 触 工 程 は 合 成 リ ポ ゾ ー ム 中
若 し く は 合 成 リ ポ ソ ー ム 上 で （ Tajib Mirzabekov， Harry Kontos， Michael Farzan， Wayn
e Marasco， Joseph Sodroski（ 2000年 ） 「 純 粋 で 天 然 の ７ 回 膜 貫 通 を 指 向 し て い る セ グ メ
ン ト タ ン パ ク 質 Ｃ Ｃ Ｒ ５ を 含 む 常 磁 性 プ ロ テ オ リ ゾ ー ム 」 、 Nature　 Biotechnology　 18
， 649－ 654頁 参 照 、 こ れ は 参 考 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） 、 あ る い は Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６
ポ リ ペ プ チ ド を 含 み 、 ウ ィ ル ス 誘 導 さ れ た 出 芽 し て い る 膜 内 若 し く は 膜 上 で 達 成 さ れ る （
国 際 公 開 ０ １ ０ ２ ５ ５ １ の 特 許 出 願 、 「 好 ま し く は 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 機 能 的 ゲ ノ ミ

10

20

30

40

50

(11) JP 2005-500053 A 2005.1.6



ク ス に お け る ウ ィ ル ス 用 粒 子 、 そ の 調 製 及 び そ の 使 用 （ ２ ０ ０ １ 年 ） 参 照 、 こ れ は 参 考 と
し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） 。
【 ０ ０ １ ３ 】
従 っ て 、 本 発 明 の 他 の 見 地 に よ れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ は 上 記 細 胞 の よ う な 細 胞 内 に 存 在 し て い
て も よ い し 、 会 合 し て い て も よ く 、 ま た 細 胞 膜 内 に 存 在 又 は 細 胞 膜 と 会 合 し て い て も よ く
、 あ る い は ウ ィ ル ス 誘 導 さ れ た 出 芽 膜 内 若 し く は 出 芽 膜 上 に 存 在 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
こ こ で 用 い ら れ て い る 「 リ ガ ン ド 」 は 、 レ セ プ タ ー に 会 合 ま た は 結 合 で き る 部 分 （ moiety
） を い う 。 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 リ ガ ン ド と レ セ プ タ ー は 、 レ セ プ タ ー に 結 合 す る リ ガ
ン ド の 検 出 に 好 適 な 解 析 方 法 に よ っ て そ の 結 合 を 検 出 す る の に 十 分 強 い 結 合 定 数 を 有 し て
い る （ 例 え ば 、 レ セ プ タ ー に 結 合 し て い る リ ガ ン ド に 対 す る 応 答 に お け る セ カ ン ド メ ッ セ
ン ジ ャ ー の 産 生 の 増 加 又 は 減 少 を 検 出 す る セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー ア ッ セ イ 、 タ ン パ ク 質
－ リ ガ ン ド 結 合 を 測 定 す る 結 合 ア ッ セ イ 、 又 は 抗 原 － 抗 体 相 互 作 用 を 測 定 す る イ ム ノ ア ッ
セ イ ） 。 本 発 明 に よ れ ば 、 リ ガ ン ド は 、 レ セ プ タ ー に 結 合 す る 実 際 の 分 子 を 含 み （ 例 え ば
、 Ａ Ｄ Ｐ は Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の リ ガ ン ド で あ る ） 、 あ る い は リ ガ ン ド は レ セ プ タ ー に 結 合 で き る
ヌ ク レ オ チ ド 、 抗 体 、 抗 原 、 酵 素 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 核 酸 で あ り え る 。 リ ガ
ン ド は 、 ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 又 は 核 酸 配 列 も 含 ん で も よ い
。 本 発 明 の 方 法 に よ れ ば 、 リ ガ ン ド と レ セ プ タ ー は 、 互 い に 特 異 的 に 結 合 す る （ 例 え ば 、
共 有 結 合 又 は 水 素 結 合 を 介 し て 、 あ る い は 例 え ば タ ン パ ク 質 と リ ガ ン ド 間 の 相 互 作 用 、 あ
る い は 抗 体 と 抗 原 又 は タ ン パ ク 質 サ ブ ユ ニ ッ ト 間 の 相 互 作 用 を 介 し て ） 。
【 ０ ０ １ ５ 】
こ こ で 用 い ら れ る 「 Ａ Ｄ Ｐ 」 と は 、 Ａ Ｔ Ｐ の リ ン 酸 末 端 の 加 水 分 解 に よ っ て 生 成 さ れ る ヌ
ク レ オ チ ド を い い 、 ア デ ニ ン 、 リ ボ ー ス 及 び ２ リ ン 酸 を 含 ん だ 構 造 で あ る （ 図 ７ ） 。 Ａ Ｄ
Ｐ ア ナ ロ ー グ （ analog） は Ａ Ｄ Ｐ 等 価 物 と 考 え ら れ る で あ ろ う こ と が 意 図 さ れ る 。 本 発 明
の Ａ Ｄ Ｐ ア ナ ロ ー グ と し て は 、 ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｄ Ｐ 、 Ａ Ｄ Ｐ β Ｓ が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ な い 。 本 発 明 に よ れ ば 、 Ａ Ｄ Ｐ ア ナ ロ ー グ は 上 記 で 説 明 さ れ 、 図 ７ で 表 さ れ る よ う
な Ａ Ｄ Ｐ と 同 じ 塩 基 構 造 を 示 す だ け で な く 、 １ つ 以 上 の 異 な る 置 換 基 の 構 造 で あ っ て も よ
く 、 米 国 特 許 ５ ７ ０ ０ ７ ８ ６ に 表 示 さ れ て い る Ａ Ｄ Ｐ 類 似 物 の い ず れ か を 含 む が 、 こ れ ら
に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 に よ れ ば Ａ Ｄ Ｐ ア ナ ロ ー グ は 、 Ａ Ｄ Ｐ と 同 程 度 に Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ へ の
結 合 を 示 す だ ろ う 。
【 ０ ０ １ ６ 】
こ こ で 用 い ら れ て い る 「 Ｇ Ｐ Ｒ 活 性 」 は 、 図 １ に 表 さ れ て い る 配 列 を 含 む レ セ プ タ ー 、 又
は 図 １ に 示 す 配 列 と 少 な く と も ７ ０ ％ （ 例 え ば ７ ０ ％ 、 ７ ５ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％
な ど ） ア イ デ ン テ ィ テ ィ を 示 す 配 列 を 含 む レ セ プ タ ー の 活 性 を い う 。 「 Ｇ Ｐ Ｒ 活 性 」 を 有
す る レ セ プ タ ー は 、 Ｉ Ｄ Ｐ や Ｕ Ｄ Ｐ の 親 和 性 よ り も 少 な く と も １ ０ ０ 倍 、 ５ ０ ０ 倍 、 さ ら
に は １ ０ ０ ０ 倍 大 き い 親 和 性 で Ａ Ｄ Ｐ に 結 合 す る （ Ａ Ｄ Ｐ ＞ Ｉ Ｄ Ｐ ＞ Ｕ Ｄ Ｐ ） 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 に よ れ ば 、 あ る 配 列 の 相 同 的 （ homologous） 配 列 は 、 他 の 哺 乳 類 、 例 え ば 他 の 動 物
種 （ ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 猫 、 犬 な ど ） 又 は 特 異 的 な ヒ ト 集 団 に 存 在 す る が 、 同 じ 生 化 学 経 路
に か か わ っ て い る 類 似 レ セ プ タ ー を コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 又 は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み え る
。 同 様 に 、 本 発 明 は 、 オ ル ソ ロ ー グ （ ortholog） を 意 図 す る 。 こ こ で オ ル ソ ロ ー グ と は 、
古 代 の 共 通 す る 祖 先 に お け る １ つ の 単 一 遺 伝 子 か ら 進 化 し た ２ つ の 異 な る 種 に お い て 画 定
す る 遺 伝 子 で あ る 。 オ ル ソ ロ ー グ は 、 そ の ２ つ の 異 な る 種 の 双 方 に お い て 同 じ 機 能 を 有 し
て い る ら し い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
そ の よ う な 相 同 的 配 列 は 、 1つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 又 は ヌ ク レ オ チ ド の 付 加 、 欠 失 、 又 は 置 換
を 含 み 、 そ の レ セ プ タ ー へ の リ ガ ン ド 結 合 の よ う な 、 本 発 明 に し た が っ た レ セ プ タ ー の 機
能 的 特 徴 を 実 質 的 に は 変 更 し な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
そ の よ う な 相 同 的 配 列 は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ズ 条 件 下 （ Ｓ Ａ Ｍ Ｂ Ｒ Ｏ Ｏ Ｋ
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ら 、 １ ９ ８ ９ 年 、 「 分 子 ク ロ ー ニ ン グ 実 験 マ ニ ュ ア ル 」 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ 、 ハ ー バ ー
ラ ボ ラ ト リ ー プ レ ス 社 、 ニ ュ ー ヨ ー ク に よ っ て 説 明 さ れ た も の の よ う に ） で 、 完 全 な ヒ ト
配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る ４ ０ ０ 、 ６ ０ ０ 、 ８ ０ ０ 又 は １ ０ ０ ０ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド で
も あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 発 明 の 他 の 見 地 で は 、 本 発 明 の レ セ プ タ ー の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
、 検 出 方 法 及 び 可 能 な 取 り 出 し （ recovery） 方 法 に 関 し 、 そ の 方 法 は 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ
の 存 在 下 で 、 Ａ Ｄ Ｐ が Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ に 結 合 す る の を 許 容 す る 条 件 下 で Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 発 現 す る
細 胞 を Ａ Ｄ Ｐ と 接 触 さ せ る 工 程 ； セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 解 析 を 行 う 工 程 ； 及 び 候 補 モ ジ
ュ レ ー タ の 存 在 下 で 得 ら れ る セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー の 解 析 結 果 を 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ の
不 在 下 で 得 ら れ る 解 析 結 果 と 比 較 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
本 発 明 の 別 の 見 地 は 、 本 発 明 の レ セ プ タ ー の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 検
出 方 法 、 及 び 可 能 な 取 り 出 し 方 法 に 関 し 、 そ の 方 法 は 、 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 解 析 を 行
っ て い る Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ へ Ａ Ｄ Ｐ が 結 合 す る の を 許 容 す る 条 件 下 で 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 発 現 し て い
る 細 胞 膜 を Ａ Ｄ Ｐ と 接 触 さ せ る 工 程 、 及 び 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 存 在 下 で 得 ら れ た セ カ ン
ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 解 析 の 結 果 を 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ の 不 在 下 で 得 ら れ た 解 析 結 果 と 比 較 す
る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 の 別 の 見 地 で は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 機 能 を モ ジ ュ レ ー ト す る 物 質 を 同 定 す る 方 法 に 関 し
、 そ の 同 定 方 法 は 、 ａ ） Ａ Ｄ Ｐ を Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る の を 許 容 す る 条 件 下
で 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 存 在 及 び 不 在 下 で Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド を Ａ Ｄ Ｐ と 接 触 さ せ る
工 程 ； 及 び ｂ ） 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 不 在 下 で の 結 合 に 対 し て 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー へ の Ｇ
Ｐ Ｒ ８ ６ の 結 合 を 測 定 し 、 そ の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー を Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 機 能 を モ ジ ュ レ ー ト す
る 物 質 と し て 同 定 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
他 の 態 様 に お い て 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー 、 候 補 物 質 、 候 補 化 合 物 は 、 天 然 又 は 合 成 の ペ プ
チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 若 し く は そ の 抗 原 結 合 フ ラ グ メ ン ト 、 脂 質 、 炭 水 化 物 、 核 酸 、
及 び 有 機 低 分 子 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
他 の 態 様 に お い て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ ル 活 性 の 検 出 工 程 又 は 測 定 工 程 は 、
セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー の レ ベ ル 変 化 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
本 発 明 の さ ら な る 見 地 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て
同 定 及 び ／ 又 は 取 り 出 さ れ た 取 得 可 能 な 未 知 の ア ゴ ニ ス ト 及 び ／ 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 化 合
物 に 関 す る 。 ま た 、 適 切 な 薬 剤 の キ ャ リ ア 及 び 十 分 量 の 前 記 （ 未 知 ） 化 合 物 を 含 む 前 記 （
未 知 ） 化 合 物 又 は 薬 剤 組 成 物 （ ワ ク チ ン を 含 む ） を 含 む 診 断 キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 Ａ Ｔ Ｐ 、 ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｄ Ｐ 、 Ａ Ｄ Ｐ β Ｓ 、 ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ
Ｔ Ｐ 、 Ａ ｐ ３ Ａ 、 Ｒ Ｂ － ２ 、 ス ラ ミ ン （ Ｓ ｕ ｒ ａ ｍ ｉ ｎ ｅ ） 又 は Ｐ Ｐ Ａ Ｄ Ｓ を 含 む が 、 こ
れ ら に 限 定 さ れ な い こ と が わ か る だ ろ う 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
本 発 明 に よ れ ば 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 化 合 物 は 、 本 発 明 の レ セ プ タ ー に 結 合 で き る 分 子 若 し く
は 分 子 グ ル ー プ 、 Ａ Ｄ Ｐ 、 又 は 等 価 分 子 、 例 え ば ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｄ Ｐ 、 Ａ Ｄ Ｐ β Ｓ 、 Ａ Ｔ Ｐ 、
２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｔ Ｐ 、 又 は Ａ ｐ ３ Ａ の よ う な 天 然 化 合 物 の 結 合 を ブ ロ ッ ク 又 は 低 減 で き る 分 子
若 し く は 分 子 グ ル ー プ を 意 味 し 、 米 国 特 許 ５ ７ ０ ０ ７ ８ ６ に 表 示 さ れ た い ず れ の Ａ Ｄ Ｐ ア
ナ ロ ー グ も 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 の ア ン タ ゴ ニ ス ト 化 合 物 は 、 Ｒ Ｂ － ２
、 ス ラ ミ ン 、 又 は Ｐ Ｐ Ａ Ｄ Ｓ を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
さ ら に 本 発 明 は 、 サ ン プ ル 中 の 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 機 能 を モ ジ ュ レ ー ト す る 物 質 の 存 在 を 検 出
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す る 方 法 に 拡 張 さ れ る 。 そ の 方 法 と は 、 ａ ） サ ン プ ル と Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 接 触 さ
せ る 工 程 ； ｂ ） 該 サ ン プ ル の 存 在 下 に お い て Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ リ ン グ 活 性
を 検 出 す る 工 程 ； 及 び ｃ ） 当 該 サ ン プ ル の 存 在 下 で 測 定 さ れ た 活 性 と 、 Ｅ Ｃ ５ ０ に お け る
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド と Ａ Ｄ Ｐ と の 反 応 に お い て 測 定 さ れ た 活 性 と を 比 較 し 、 当 該 サ ン
プ ル 存 在 下 で 測 定 さ れ た Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 特 異 的 活 性 の 量 が 少 な く と も そ の Ｅ Ｃ ５ ０ で Ａ Ｄ Ｐ に
よ っ て 誘 導 さ れ た 量 の 活 性 の １ ０ ％ 、 ２ ０ ％ ， ３ ０ ％ 、 ４ ０ ％ 、 ５ ０ ％ 又 は そ れ 以 上 で あ
れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 機 能 を モ ジ ュ レ ー ト す る 物 質 が 検 出 さ れ た と す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
本 発 明 は 、 さ ら に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ シ グ ナ リ ン グ の 調 節 不 能 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 又 は
疾 病 の 診 断 方 法 に 拡 張 さ れ る 。 そ の 方 法 は 、 ａ ） Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体
と 組 織 サ ン プ ル を 接 触 さ せ る 工 程 ； ｂ ） そ の 組 織 サ ン プ ル と 該 抗 体 と の 結 合 を 検 出 す る 工
程 ； 及 び ｃ ） 工 程 （ ｂ ） で 検 出 さ れ た 前 記 結 合 を 標 準 と 比 較 し 、 該 標 準 に 対 し て 結 合 に 差
異 が あ れ ば Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 又 は 疾 病 の 兆 候 で あ る と す
る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
さ ら に 本 発 明 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ シ グ ナ リ ン グ の 調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ た 疾 患 又 は 疾
病 の 診 断 方 法 に 拡 張 さ れ る 。 そ の 方 法 と は 、 ａ )Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ リ ガ ン ド に 特 異 的 な 抗 体 と 組
織 サ ン プ ル を 接 触 さ せ る 工 程 ； ｂ ） そ の 組 織 サ ン プ ル と 当 該 抗 体 の 結 合 を 検 出 す る 工 程 ；
及 び ｃ ） 工 程 （ ｂ ） で 検 出 さ れ た 結 合 と 標 準 と を 比 較 し 、 該 標 準 に 対 し て 結 合 に 差 異 が あ
れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 又 は 疾 病 の 兆 候 と す る 工 程 を 含
む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
本 発 明 は 、 さ ら に Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ シ グ ナ リ ン グ の 調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ た 疾 患 又 は 疾
病 の 診 断 方 法 に 拡 張 さ れ る 。 そ の 方 法 と は 、 ａ )Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体
及 び Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ リ ガ ン ド に 特 異 的 な 抗 体 と 組 織 サ ン プ ル を 接 触 さ せ る 工 程 ； ｂ ） そ の 組 織
サ ン プ ル と 前 記 抗 体 の 結 合 を 検 出 す る 工 程 ； 及 び ｃ ） 工 程 （ ｂ ） で 検 出 さ れ た 結 合 と 標 準
と を 比 較 し 、 該 標 準 に 対 し て い ず れ か 一 方 の 抗 体 又 は 双 方 の 抗 体 の 結 合 に 差 異 が あ れ ば 、
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 又 は 疾 病 の 兆 候 と す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
本 発 明 は 、 さ ら に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ シ グ ナ リ ン グ の 調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ た 疾 患 又 は
疾 病 の 診 断 方 法 に 拡 張 さ れ る 。 そ の 方 法 と は 、 ａ )組 織 サ ン プ ル か ら 核 酸 を 単 離 す る 方 法
； ｂ ） 鋳 型 と し て 当 該 核 酸 を 用 い て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 増 幅 す る 工 程 ； 及 び
ｃ ） 工 程 （ ｂ ） で 製 造 さ れ た 増 幅 さ れ た Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 量 又 は 配 列 と 標 準
を 比 較 し 、 標 準 に 対 し て 増 幅 さ れ た Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 量 又 は 配 列 に 差 異 が あ
れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 又 は 疾 病 の 兆 候 で あ る と す る 工
程 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
本 発 明 は 、 さ ら に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ シ グ ナ リ ン グ の 調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 又 は
疾 病 の 診 断 方 法 に 拡 張 さ れ る 。 そ の 方 法 は 、 ａ )組 織 サ ン プ ル か ら 核 酸 を 単 離 す る 方 法 ；
ｂ ） 鋳 型 と し て 当 該 核 酸 を 用 い て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 特 異 的 ポ リ ペ プ チ ド リ ガ ン ド を コ ー ド す る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 増 幅 す る 工 程 ； 及 び ｃ ） 工 程 （ ｂ ） で 製 造 さ れ た 増 幅 さ れ た Ｇ Ｐ Ｒ ８
６ 特 異 的 リ ガ ン ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 量 又 は 配 列 と 標 準 を 比 較 し 、 該 標 準 に 対 し て 増 幅 さ
れ た Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 特 異 的 リ ガ ン ド ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 量 又 は 配 列 に 差 異 が あ れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８
６ の 調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 又 は 疾 病 の 兆 候 で あ る と す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
他 の 態 様 に お い て 、 増 幅 工 程 は 、 Ｒ Ｔ ／ Ｐ Ｃ Ｒ を 含 む 。 他 の 態 様 に お い て 、 標 準 は 配 列 Ｉ
Ｄ 　 Ｎ Ｏ ： １ で あ る 。 他 の 態 様 に お い て 、 そ の 配 列 の 比 較 工 程 は 、 ミ ニ 配 列 決 定 （ minise
quencing） を 含 む 。 他 の 態 様 に お い て 、 配 列 又 は 量 の 比 較 工 程 は 、 マ イ ク ロ ア レ イ 上 で 達
成 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
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本 発 明 の さ ら な る 見 地 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 哺 乳 類 に 関 し 、 本 発 明 の Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６
（ Ｐ ２ Ｙ １ ３ ） レ セ プ タ ー を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 相 同 的 組 換 え （ ノ ッ ク ア ウ ト
） 又 は 発 現 の 天 然 レ ベ ル を 超 え て ポ リ ペ プ チ ド を 過 剰 に 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ
ト 哺 乳 類 に 関 す る 。 こ こ で 用 い ら れ て い る 「 発 現 の 天 然 レ ベ ル を 超 え る 」 と は 、 内 在 性 レ
セ プ タ ー の 発 現 レ ベ ル と 比 べ て 、 少 な く と も ２ 倍 、 ５ 倍 、 又 は １ ０ 倍 、 又 は ほ ぼ １ ０ ０ 倍
以 上 の レ ベ ル （ す な わ ち 、 １ ５ ０ 倍 、 ２ ０ ０ 倍 、 ２ ５ ０ 倍 、 ５ ０ ０ 倍 、 １ ０ ０ ０ 倍 、 １ ０
０ ０ ０ 倍 な ど ） を い う 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 哺 乳 類 は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 方 法
に よ っ て 得 ら れ る 。 例 え ば 、 Ｅ Ｓ 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 基 づ く 古 典 的 方 法 を 用 い
て Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ０ １ １ ２ で 説 明 さ れ て い る よ う に 、 好 ま し く は Ｃ ａ ｒ ｍ ｅ ｌ ｉ ｅ ｔ ら に よ
っ て 説 明 さ れ て い る 方 法 に よ っ て 得 ら れ る （ Nature， Vol.380， p435－ 439， 1996年 ） 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
「 ジ ー ン タ ー ゲ テ イ ン グ 」 は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の フ ラ グ メ ン ト が 哺 乳 類 細 胞 の 中 へ 導 入 さ れ
、 そ の フ ラ グ メ ン ト が 位 置 し 、 米 国 特 許 Ｎ ｏ ． ５ ４ ６ ４ ７ ６ ４ お よ び 米 国 特 許 Ｎ ｏ ． ５ ７
７ ７ １ ９ ５ （ こ れ ら の 内 容 全 て が 本 明 細 書 に 参 考 と し て 組 み 入 れ ら れ る ） に 例 示 さ れ て い
る よ う な 内 在 性 相 同 的 配 列 で 組 替 え る と き に 起 こ る 相 同 的 組 換 え の １ つ の タ イ プ で あ る 。
こ こ で 用 い ら れ て い る 用 語 「 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 」 は 、 動 物 細 胞 の １ つ 以 上 、 実 質 的
に 全 て が 、 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 技 術 に よ っ て の よ う な 、 ヒ ト の 仲
介 を 通 じ て 導 入 さ れ た ト ラ ン ス ジ ー ン を 含 む 非 ヒ ト 動 物 を い う 。 ト ラ ン ス ジ ー ン は 、 細 胞
の 前 駆 体 の 中 へ の 導 入 に よ っ て マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン に よ っ て の よ う な 意 図 的 な 遺 伝
的 巧 み な 操 作 を 通 じ て 、 又 は 組 換 え ウ ィ ル ス で の 感 染 に よ っ て 、 直 接 又 は 非 直 接 的 に 、 細
胞 の 中 に 導 入 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
本 発 明 に よ れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ （ Ｐ ２ Ｙ １ ３ ） レ セ プ タ ー を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
過 剰 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 は 、 レ セ プ タ ー の 過 剰 発 現 を 許 す 導 入 可 能 な
プ ロ モ ー タ で Ｄ Ｎ Ａ 構 築 に 組 み 入 れ ら れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 並 び に 組 織 及 び 細 胞 特 異 的
調 節 （ regulatory） 要 素 も 含 む か も し れ な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
従 っ て 、 本 発 明 の 他 の 見 地 は 、 ヒ ト ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ １ ） の 相 同 組 替 え
体 ノ ッ ク ア ウ ト 又 は 当 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 天 然 レ ベ ル を 超 え て 過 剰 発 現 を す る ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク の 非 ヒ ト 哺 乳 類 の よ う に 、 前 記 ヒ ト ポ リ ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ １ ） の
オ ル ソ ロ ー グ 配 列 の 部 分 的 又 は 全 削 除 を 含 む 非 ヒ ト 哺 乳 類 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
本 発 明 の 他 の 見 地 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 及 び そ の 種 々 の 使 用 に 関 し
、 ま た 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ に 特 異 的 な 抗 体 及 び そ の 使 用 に つ い て も 同 様 に 関
す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
本 発 明 の 診 断 キ ッ ト は 、 少 な く と も Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ レ セ プ タ ー と 、 別 々 に パ ッ ケ ー ジ さ れ た Ａ
Ｄ Ｐ を 含 み 、 ま た 、 本 発 明 の Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ レ セ プ タ ー へ の 特 異 的 結 合 （ 例 え ば Ａ Ｄ Ｐ ） の 検
出 を 達 成 し 、 本 明 細 書 で 説 明 さ れ て い る 疾 患 の １ つ 以 上 の 兆 候 の モ ニ タ 方 法 に 特 異 的 結 合
の 検 出 に 関 係 す る か も し れ な い 手 段 及 び 媒 体 で 必 要 ら し い も の は す べ て 含 む だ ろ う 。 さ ら
に 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 解 析 の 要 素 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ １ 】
多 分 、 そ の キ ッ ト は 、 特 異 的 診 断 又 は 当 業 者 に よ く 知 ら れ た （ 特 に Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ０ ２ ０ ４ ５
に 開 示 さ れ た も の ） ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 を 通 じ て そ の よ う に 結 合 さ れ た
化 合 物 の 投 薬 の た め の 要 素 を 含 む 。 こ の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 診 断 投 与 及 び モ
ニ タ リ ン グ は 、 当 業 者 に よ っ て 選 択 さ れ た マ イ ク ロ タ イ タ プ レ ー ト 又 は バ イ オ チ ッ プ の よ
う な 種 々 の 固 体 支 持 体 を 用 い て 達 成 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
他 の 見 地 で は 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 で 説 明 さ れ る よ う に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の 候 補 モ ジ ュ レ
ー タ ー に 関 し 、 あ る い は Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ シ グ ナ リ ン グ の 調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ た 疾 患
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ま た は 疾 病 を 阻 止 、 治 療 及 び ／ 又 は 軽 減 の た め の 薬 剤 組 成 物 又 は 薬 剤 と し て の 使 用 の た め
に 本 明 細 書 で 説 明 さ れ て い る よ う な 抗 体 に 関 す る 。 ま た 本 発 明 は 、 こ こ で 説 明 さ れ て い る
よ う に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 使 用 に 関 す る 、 又 は Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ シ グ ナ リ
ン グ の 調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ た 疾 患 ま た は 疾 病 を 阻 止 、 治 療 及 び ／ 又 は 軽 減 の た
め の 薬 剤 組 成 物 又 は 薬 剤 の 製 造 の た め に 、 本 明 細 書 で 説 明 さ れ て い る よ う な 抗 体 に 関 す る
。
【 ０ ０ ４ ３ 】
本 発 明 の 薬 剤 組 成 物 に お い て 、 適 切 な 薬 剤 キ ャ リ ア は 、 固 体 、 液 体 又 は 気 体 状 を し て い て
、 本 発 明 の 化 合 物 の 考 え ら れ る 部 位 効 果 及 び 投 与 の タ イ プ に 従 っ て 、 当 業 者 に よ っ て 選 択
さ れ 得 る 。 薬 剤 キ ャ リ ア と 特 異 的 化 合 物 と の 間 の 比 率 は 、 治 療 さ れ る 患 者 、 投 与 量 、 化 合
物 の 潜 在 的 部 位 効 果 に 従 っ て 当 業 者 に よ っ て 選 択 さ れ る こ と が で き る 。 治 療 又 は 特 異 的 阻
止 を 甘 受 さ せ ら れ る 疾 患 又 は 疾 病 の タ イ プ も ま た 同 様 に 、 当 業 者 に よ っ て 選 択 さ れ る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
１ ． 薬 剤 組 成 物 は 、 治 療 及 び ／ 又 は 種 々 の 疾 患 又 は 疾 病 の 予 防 分 野 で 、 有 用 な 応 用 を 見 出
す 。 前 記 疾 患 又 は 疾 病 は 、 前 立 腺 肥 大 ； 片 頭 痛 ； 嘔 吐 ； 恐 怖 、 精 神 分 裂 症 、 激 し い う つ 病
、 う つ 病 、 譫 妄 、 痴 呆 、 お よ び い く つ か の 精 神 的 遅 滞 を 含 む 精 神 的 及 び 神 経 的 疾 患 ； 消 耗
性 疾 患 ； ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 の よ う な 神 経 消 耗 性 疾 患 ； ハ ン チ ン ト ン 病 、
ギ ル ト ド ラ ト ゥ レ ッ ト 症 候 群 の よ う な ジ ス キ ネ シ ア ； 及 び ト ロ ン ボ シ ス 及 び 他 の 心 血 管 作
動 病 を 含 む 他 の 関 連 疾 患 ； 自 己 免 疫 疾 患 及 び 炎 症 性 疾 患 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
２ ． 上 記 疾 病 の う ち 、 薬 へ の 応 用 は 、 例 え ば 、 機 能 不 全 又 は 疾 病 の 予 防 、 改 善 又 は 治 癒 に
つ い て 機 能 を 果 た す こ と が で き る ７ 回 膜 貫 通 型 レ セ プ タ ー を タ ー ゲ ッ ト と す る 治 療 剤 に 関
す る 。 対 象 と な る 機 能 不 全 又 は 疾 病 に は 、 生 殖 能 力 不 全 ； 胎 児 成 長 不 全 ； バ ク テ リ ア 、 カ
ビ 、 原 生 動 物 及 び 、 Ｈ Ｉ Ｖ １ 及 び Ｈ Ｉ Ｖ ２ に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る ウ ィ ル ス 感 染 を 含 む 感
染 ； 痛 み 、 癌 、 食 欲 不 振 ； 大 食 症 ； 喘 息 ； パ ー キ ン ソ ン 病 ； 急 性 心 不 全 ； 高 血 圧 ； 尿 閉 ；
骨 粗 し ょ う 症 ； 狭 心 症 ； 心 筋 梗 塞 ； 潰 瘍 ； 喘 息 ； ア レ ル ギ ー ； 前 立 腺 肥 大 ； 恐 怖 、 う つ 病
、 片 頭 痛 、 嘔 吐 、 脳 卒 中 ； 精 神 分 裂 症 、 狂 乱 う つ 病 、 譫 妄 、 痴 呆 、 い く つ か の 精 神 的 遅 滞
及 び 、 ハ ン チ ン ト ン 病 又 は ト ロ ン ボ シ ス 及 び 他 の 心 血 管 病 等 の ギ ル ト ド ラ ト ゥ レ ッ ト 症 候
群 の よ う な ジ ス キ ネ シ ア を 含 む 精 神 的 疾 患 ； 自 己 免 疫 疾 患 ； 炎 症 性 疾 患 が 含 ま れ る が 、 こ
れ ら に 限 定 し な い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
本 発 明 の 他 の 見 地 で は 、 本 発 明 の 候 補 化 合 物 又 は 本 発 明 の 抗 体 を 薬 剤 キ ャ リ ア に 添 加 す る
工 程 を 含 む 薬 剤 組 成 物 の 製 造 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
従 っ て 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 で 述 べ ら れ て い る よ う な 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー 例 え ば Ａ Ｔ Ｐ 、
２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｔ Ｐ 、 ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｄ Ｐ 、 Ａ Ｄ Ｐ β Ｓ 、 Ａ ｐ ３ Ａ 、 Ｒ Ｂ － ２ 、 ス ラ ミ ン 、 又 は 本
明 細 書 で 説 明 さ れ て い る よ う な 抗 体 を 含 む 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 「 ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 は 、 ア ゴ ニ ス ト と 同 じ 部 位 で レ セ プ タ ー に
競 合 的 に 結 合 す る が 、 レ セ プ タ ー の 活 性 型 に よ っ て 開 始 さ れ る 細 胞 内 応 答 を 活 性 化 せ ず に
、 こ れ に よ り 、 ア ゴ ニ ス ト 例 え ば Ａ Ｄ Ｐ に よ っ て 誘 導 さ れ る 細 胞 内 応 答 を 、 ア ゴ ニ ス ト の
存 在 下 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト の 不 在 下 で の 細 胞 内 応 答 に 比 べ て 、 少 な く と も １ ０ ％ 、 又 は １
５ ～ ２ ５ ％ 、 又 は ２ ５ ～ ５ ０ ％ 、 又 は ５ ０ ～ １ ０ ０ ％ 阻 害 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 「 ア ゴ ニ ス ト 」 は 、 そ れ が 細 胞 内 応 答 を 誘 導 す る Ａ Ｄ Ｐ 濃 度 と
等 し い 濃 度 又 は 低 い 濃 度 で 、 レ セ プ タ ー に 結 合 す る と き 、 細 胞 内 応 答 を 活 性 化 す る リ ガ ン
ド を い う 。 本 発 明 に よ れ ば 、 ア ゴ ニ ス ト は 、 レ セ プ タ ー に よ っ て 仲 介 さ れ る 細 胞 内 応 答 が
、 ア ゴ ニ ス ト の 不 在 下 で の 細 胞 内 応 答 と 比 べ て 少 な く と も ２ 倍 、 ５ 倍 、 １ ０ 倍 、 又 は １ ０
０ 倍 以 上 （ す な わ ち １ ５ ０ 倍 、 ２ ０ ０ 倍 、 ２ ５ ０ 倍 、 ５ ０ ０ 倍 、 １ ０ ０ ０ 倍 、 １ ０ ０ ０ ０
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倍 な ど ） だ け 増 大 し 得 る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 ア ゴ ニ ス ト は レ セ プ タ ー の 細 胞 表 面 発 現 が ア
ゴ ニ ス ト 不 在 下 で 細 胞 表 面 に 存 在 す る 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー の 数 と 比 べ て 、 少 な く と も ２ 倍
、 ５ 倍 、 １ ０ 倍 、 又 は １ ０ ０ 倍 以 上 （ す な わ ち １ ５ ０ 倍 、 ２ ０ ０ 倍 、 ２ ５ ０ 倍 、 ５ ０ ０ 倍
、 １ ０ ０ ０ 倍 、 １ ０ ０ ０ ０ 倍 な ど ） 増 大 さ せ ら れ る よ う に 、 細 胞 表 面 の レ セ プ タ ー の 内 在
化 を 減 少 さ せ る こ と が で き る 。 本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て 、 ア ゴ ニ ス ト は 、 細 胞 表 面 レ セ
プ タ ー を 安 定 化 さ せ 、 レ セ プ タ ー の 細 胞 表 面 発 現 を 、 ア ゴ ニ ス ト の 不 在 下 で の 細 胞 表 面 に
存 在 す る 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー の 数 と 比 べ て 、 少 な く と も ２ 倍 、 ５ 倍 、 １ ０ 倍 、 又 は １ ０ ０
倍 以 上 （ す な わ ち １ ５ ０ 倍 、 ２ ０ ０ 倍 、 ２ ５ ０ 倍 、 ５ ０ ０ 倍 、 １ ０ ０ ０ 倍 、 １ ０ ０ ０ ０ 倍
な ど ） 増 大 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
こ こ で 用 い ら れ て い る 「 逆 ア ゴ ニ ス ト 」 は 、 そ れ が レ セ プ タ ー に 結 合 す る 細 胞 表 面 レ セ プ
タ ー の 構 成 （ constitutive） の 活 性 を 減 少 さ せ る リ ガ ン ド に 関 す る 。 本 発 明 の 逆 ア ゴ ニ ス
ト は 、 レ セ プ タ ー に よ っ て 仲 介 さ れ た 構 造 性 の 細 胞 内 応 答 を 、 逆 ア ゴ ニ ス ト の 不 在 下 で の
細 胞 内 応 答 と 比 べ て 少 な く と も ２ 倍 、 ５ 倍 、 １ ０ 倍 、 又 は １ ０ ０ 倍 以 上 （ す な わ ち １ ５ ０
倍 、 ２ ０ ０ 倍 、 ２ ５ ０ 倍 、 ５ ０ ０ 倍 、 １ ０ ０ ０ 倍 、 １ ０ ０ ０ ０ 倍 な ど ） 減 少 さ せ る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
本 発 明 に よ れ ば 、 「 阻 害 剤 」 化 合 物 と は 、 Ａ Ｄ Ｐ 存 在 下 で 且 つ 阻 害 剤 の 不 在 下 で の レ セ プ
タ ー と リ ガ ン ド の 結 合 と 比 べ て 、 Ａ Ｄ Ｐ 存 在 下 で 少 な く と も １ ０ ％ 又 は ほ ぼ １ ５ ～ ２ ５ ％
又 は ほ ぼ ２ ５ ～ ５ ０ ％ 及 び ほ ぼ ５ ０ ～ １ ０ ０ ％ 減 少 さ せ る レ セ プ タ ー 又 は レ セ プ タ ー の た
め の 天 然 リ ガ ン ド に 対 し て 向 け ら れ る 分 子 で あ る 。 本 発 明 の 「 阻 害 剤 」 は 、 本 発 明 の 阻 害
剤 化 合 物 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を も い う 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
本 明 細 書 に 用 い ら れ て い る 「 天 然 リ ガ ン ド 」 と は 、 天 然 に 生 じ て い て 、 自 然 界 で 見 出 さ れ
、 Ａ Ｄ Ｐ と 等 価 で あ る と い う 方 式 （ す な わ ち 、 リ ガ ン ド に 対 す る 親 和 性 が Ｉ Ｄ Ｐ や Ｕ Ｄ Ｐ
よ り も 大 き い 状 態 （ Ａ Ｄ Ｐ ＞ Ｉ Ｄ Ｐ ＞ ＞ Ｕ Ｄ Ｐ ） ） で レ セ プ タ ー に 結 合 す る リ ガ ン ド を い
う 。 も は や 天 然 に 生 じ る こ と が な い 「 非 天 然 」 で 、 天 然 に 生 じ て い る 分 子 か ら 誘 導 さ れ る
よ う に 設 計 さ れ た も の と は 量 又 は 種 類 の い ず れ か に お い て 異 な る よ う に 、 あ る 方 式 に お い
て リ ガ ン ド が か つ て は レ セ プ タ ー に 結 合 し な か っ た 場 合 に は 、 「 天 然 リ ガ ン ド 」 は 、 レ セ
プ タ ー に 結 合 す る よ う に 設 計 さ れ 、 天 然 に 見 出 さ れ な い よ う に 設 計 さ れ た リ ガ ン ド を い わ
な い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 「 モ ジ ュ レ ー タ ー 」 及 び 「 モ ジ ュ レ ー ト す る 物 質 」 は 、 本 明 細
書 で 互 い に 交 換 で き る よ う に 用 い ら れ る 用 語 で 、 「 モ ジ ュ レ ー ト す る 」 、 す な わ ち 本 発 明
の レ セ プ タ ー の 細 胞 表 面 発 現 を 増 大 又 は 減 少 す る い ず れ か の 化 合 物 、 あ る い は ア ゴ ニ ス ト
の 存 在 又 は 不 在 下 の い ず れ か で 、 及 び レ セ プ タ ー の リ ガ ン ド の 存 在 下 で 、 本 発 明 の レ セ プ
タ ー の 活 性 型 に よ っ て 開 始 さ れ る 細 胞 内 応 答 を 増 大 又 は 減 少 さ せ る い ず れ か の 化 合 物 、 例
え ば Ａ Ｄ Ｐ を い う 。 モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 本 明 細 書 で 定 義 さ れ る よ う に 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン
タ ゴ ニ ス ト 、 阻 害 剤 、 ま た は 逆 ア ゴ ニ ス ト を 含 む 。 モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸
、 抗 体 、 又 は こ れ ら の 断 片 で 例 え ば 、 抗 原 結 合 断 片 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ
ド 、 脂 質 、 炭 水 化 物 、 無 機 低 分 子 、 有 機 低 分 子 な ど で あ り 得 る 。 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー は 、
天 然 又 は 合 成 化 合 物 で 、 例 え ば 、 低 分 子 化 合 物 、 そ の よ う な 細 胞 か ら の な ら し 培 地 と 同 様
に 、 動 物 、 植 物 、 バ ク テ リ ア 細 胞 又 は カ ビ 細 胞 の 抽 出 物 に 含 ま れ る 化 合 物 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
こ こ で 用 い ら れ て い る 用 語 「 低 分 子 」 と は 、 ３ ０ ０ ０ ダ ル ト ン 以 下 、 又 は ほ ぼ ２ ０ ０ ０ 又
は １ ５ ０ ０ 又 は １ ０ ０ ０ 以 下 及 び ６ ０ ０ ダ ル ト ン 以 下 の 分 子 量 を 有 す る 化 合 物 を い う 。 「
有 機 低 分 子 」 は 、 炭 素 を 含 む 低 分 子 を い う 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
こ こ で 用 い ら れ て い る 用 語 「 結 合 に お け る 変 化 」 又 は 「 活 性 に お け る 変 化 」 及 び そ の 等 価
的 用 語 「 結 合 の 相 違 」 又 は 「 活 性 の 相 違 」 ま た は 「 増 幅 さ れ た 」 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 の 量 に お け る
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相 違 は 、 結 合 に お い て 標 準 に 対 し て 少 な く と も １ ０ ％ 増 大 又 は 減 少 す る こ と 、 あ る い は 与
え ら れ た 解 析 に お い て 標 準 に 対 し て シ グ ナ リ ン グ 活 性 又 は ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル に お い て １ ０ ％
増 大 又 は 減 少 す る こ と を い う 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 用 語 「 調 節 不 良 」 は 、 サ ン プ ル 内 で の Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の シ グ ナ リ ン
グ 活 性 を い う 。 こ こ で 、
ａ ） Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 量 、 又 は Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド リ ガ ン ド ｍ Ｒ Ｎ Ａ 若 し く は ポ リ ペ プ チ
ド レ ベ ル に お け る １ ０ ％ の 増 加 又 は 減 少 は 、 本 明 細 書 で 定 義 さ れ た よ う に 与 え ら れ た 解 析
の 標 準 に 対 し て 測 定 さ れ る 、 あ る い は
ｂ ） Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 又 は Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド リ ガ ン ド を コ ー ド す る 配 列 に お け る 少 な く と
も 単 一 の 塩 基 対 変 化 は 、 本 明 細 書 で 定 義 さ れ る よ う に 、 与 え ら れ た 解 析 及 び 結 果 の 標 準 に
対 し て 検 出 さ れ 、 パ ラ グ ラ フ ａ ） ， ｃ ） ， ま た は ｄ ） に お い て 定 義 さ れ る よ う に Ｇ Ｐ Ｒ シ
グ ナ リ ン グ 活 性 の 変 更 と な る 、 あ る い は ；
ｃ ） Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ リ ガ ン ド 結 合 活 性 の 量 に お け る １ ０ ％ の 増 加 又 は 減 少 は 、 本 明 細 書 で 定 義
さ れ る よ う な 、 与 え ら れ た 解 析 の 標 準 に 対 し て 測 定 さ れ る 、 あ る い は ；
ｄ ） セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 解 析 に お け る １ ０ ％ の 増 加 又 は 減 少 は 、 こ こ で 定 義 さ れ る よ
う に 、 与 え ら れ た 解 析 に お い て 、 こ こ で 述 べ ら れ て い る よ う に 、 標 準 に 対 し て 測 定 さ れ る
。
【 ０ ０ ５ ７ 】
本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 用 語 「 Ａ Ｄ Ｐ の Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ へ の 結 合 を 許 容 す る 条 件 」 と は 、 例
え ば 、 温 度 、 塩 濃 度 、 ｐ Ｈ 及 び Ａ Ｄ Ｐ が Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ に 結 合 す る タ ン パ ク 質 条 件 を い う 。 抽
出 結 合 条 件 は 、 解 析 の 特 性 、 例 え ば 、 そ の 解 析 が 生 き て い る 細 胞 又 は 細 胞 の 膜 フ ラ ク シ ョ
ン だ け を 用 い る か ど う か に 依 存 し て 変 わ る 。 し か し な が ら 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ は 細 胞 表 面 タ ン パ
ク 質 な の で 、 好 適 な 条 件 は 、 一 般 に 生 理 学 的 塩 （ ９ ０ ｍ Ｍ ） 及 び ｐ Ｈ （ 約 ７ ． ０ か ら ８ ．
０ ま で ） を 含 む 。 結 合 の た め の 温 度 は １ ５ ～ ３ ７ ℃ で 変 化 し 、 一 般 に 室 温 と 約 ３ ０ ℃ の 間
で あ る 。 結 合 反 応 に お け る Ａ Ｄ Ｐ 及 び Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド の 濃 度 も 変 わ る が 、 好 ま し
く は 約 ０ ． １ ｎ Ｍ （ 例 え ば 放 射 性 物 質 で ラ ベ ル さ れ た ト レ ー サ ー Ａ Ｄ Ｐ と の 反 応 に お い て
、 濃 度 は 一 般 に Ｋ ｄ 未 満 ） か ら １ μ Ｍ （ 例 え ば 競 合 者 と し て の Ａ Ｄ Ｐ で あ り 得 る ） だ ろ う
。
【 ０ ０ ５ ８ 】
本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 用 語 「 サ ン プ ル 」 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ ル 活 性
又 は Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド へ の 結 合 を モ ジ ュ レ ー ト す る 物 質 又 は モ ジ ュ レ ー タ ー 化 合 物
の 存 在 に つ い て テ ス ト さ れ る 分 子 源 を い う 。 サ ン プ ル は 、 環 境 サ ン プ ル ； 動 物 、 植 物 、 酵
母 、 又 は バ ク テ リ ア 細 胞 又 は 組 織 か ら の 天 然 抽 出 物 ； 臨 床 サ ン プ ル ； 合 成 サ ン プ ル ； 又 は
組 換 え 細 胞 又 は 発 酵 プ ロ セ ス 由 来 の な ら し 培 地 で あ っ て も よ い 。 用 語 「 組 織 サ ン プ ル 」 は
、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 、 多 数 （ abundance） 、 量 若 し く は 活 性 ； Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ
リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 ； 又 は Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 若 し く は Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ
リ ペ プ チ ド へ の リ ガ ン ド の 結 合 を モ デ ィ フ ァ イ 若 し く は モ ジ ュ レ ー ト す る 物 質 若 し く は 化
合 物 の た め に テ ス ト さ れ る 組 織 を い う 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 「 組 織 」 は 、 生 体 内 で 特 定 機 能 を 果 た す 細 胞 の 塊 を い う 。 本 明
細 書 で 用 い ら れ て い る 用 語 「 組 織 」 は 、 特 定 の 生 理 学 上 の 領 域 か ら の 細 胞 材 料 を い う 。 特
定 組 織 の 細 胞 は 、 い く つ か の 異 な る 細 胞 タ イ プ を 含 む こ と が 出 来 る 。 こ の 限 定 の な い 例 は
、 脳 組 織 で あ り 、 さ ら に ニ ュ ー ロ ン 、 グ リ ア 細 胞 を 含 み 、 ま た 毛 細 管 内 皮 （ endothelial
） 細 胞 、 血 球 も 同 様 に 含 み 、 与 え ら れ た 組 織 切 片 又 は サ ン プ ル 内 に 含 ま れ る あ ら ゆ る も の
を 含 む 。 固 体 組 織 に 加 え て 、 用 語 「 組 織 」 は 、 ま た 血 液 の よ う な 非 固 体 組 織 に ま で 拡 張 さ
れ る こ と を 意 図 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 用 語 「 膜 フ ラ ク シ ョ ン 」 及 び 「 細 胞 膜 」 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ
プ チ ド を 含 む 細 胞 脂 質 膜 の 調 製 物 を い う 。 こ の 言 葉 は こ こ で 用 い ら れ て い る よ う に 、 「 膜
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フ ラ ク シ ョ ン 」 又 は 「 細 胞 膜 」 は 、 膜 関 連 で な い 細 胞 の 構 成 要 素 の 少 な く と も 一 部 （ す な
わ ち 少 な く と も １ ０ ％ 以 上 ） が 除 去 さ れ る と こ ろ に お い て 、 細 胞 ホ モ ゲ ネ ー ト か ら 区 別 さ
れ る 。 「 膜 が 有 し て い る （ bearing） 」 及 び 「 細 胞 膜 に 存 在 」 の よ う な 類 似 の 用 語 と 同 様
の 用 語 「 膜 結 合 し た 」 は 、 脂 質 膜 の 中 へ 集 積 さ れ る 、 あ る い は 脂 質 膜 内 へ 集 積 さ れ る 成 分
と 物 理 的 に 結 合 さ れ て い る 、 い ず れ か で あ る 細 胞 構 成 要 素 の 用 語 を い う 。
【 ０ ０ ６ １ 】
本 明 細 書 で 使 用 さ れ て い る よ う に 、 シ グ ナ リ ン グ 活 性 の 検 出 又 は 測 定 は 、 「 セ カ ン ド メ ッ
セ ン ジ ャ ー 解 析 」 を 通 じ て 行 わ れ る こ と が で き る 。 前 記 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 解 析 に は
、 グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド 結 合 又 は 交 換 の 測 定 、 ア デ ニ レ ー ト シ ク ラ ー ゼ 活 性 、 細 胞 内 ｃ Ａ
Ｍ Ｐ 、 細 胞 内 イ ノ シ ト ー ル リ ン 酸 、 細 胞 内 ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル 濃 度 、 ア ラ キ ド ン 酸 濃 度
、 Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ 活 性 又 は チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ 活 性 、 細 胞 内 カ
ル シ ウ ム 、 ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 分 解 、 又 は 当 該 分 野 で 知
ら れ 且 つ 本 明 細 書 で 定 義 さ れ た 方 法 の レ ポ ー タ 遺 伝 子 発 現 又 は エ オ ク オ リ ン ベ ー ス 解 析 が
含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 用 語 「 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 」 は 、 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ
プ タ ー （ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ） の 活 性 化 に よ っ て 濃 度 が 変 化 す る よ う に 生 成 さ れ 又 は 濃 度 を 変 化 さ せ
る 分 子 を い い 、 そ の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ か ら の シ グ ナ ル 伝 達 に 参 加 す る 。 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー の
限 定 な い 例 と し て は 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 、 ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル 、 イ ノ シ ト ー ル 三 リ ン 酸 、 ア ラ キ
ド ン 酸 解 離 （ ｒ ｅ ｌ ｅ ａ ｓ ｅ ） 、 イ ノ シ ト ー ル 三 燐 酸 、 及 び 細 胞 内 カ ル シ ウ ム が 挙 げ ら れ
る 。 用 語 「 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー に お け る レ ベ ル 変 化 」 と は 、 与 え ら れ た セ カ ン ド メ ッ
セ ジ ャ ー の 検 出 レ ベ ル に お い て 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー 不 在 下 で 行 わ れ る 解 析 で 検 出 さ れ た
量 に 対 し て 、 少 な く と も １ ０ ％ の 増 加 又 は 減 少 を い う 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
本 明 細 書 で 用 い ら れ る 用 語 「 エ ク オ リ ン ベ ー ス 解 析 」 は 、 活 性 化 さ れ た Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て
誘 導 さ れ る 細 胞 内 カ ル シ ウ ム フ ラ ッ ク ス を 測 定 す る Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 活 性 の た め の 解 析 を い い 、 カ
ル シ ウ ム フ ラ ッ ク ス は 、 細 胞 内 で 発 現 さ れ た エ ク オ リ ン 発 光 に よ っ て 測 定 さ れ る 。 本 発 明
は 、 こ の レ セ プ タ ー の 発 現 の 結 果 生 じ る エ ク オ リ ン 発 光 の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト
を 同 定 す る ス ク リ ー ニ ン グ ツ ー ル と し て の 、 ヒ ト Ｇ タ ン パ ク 共 役 型 レ セ プ タ ー で あ る Ｇ Ｐ
Ｒ ８ ６ （ Ｐ ２ Ｙ １ ３ ） の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 用 語 「 結 合 」 は 、 レ セ プ タ ー （ 例 え ば Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ） と リ ガ ン ド
（ 例 え ば Ａ Ｄ Ｐ 又 は 抗 体 ） と の 物 理 的 結 合 を い う 。 こ こ で 用 い ら れ て い る 用 語 と し て 、 も
し 、 結 合 が Ｅ Ｃ ５ ０ で お こ れ ば 、 あ る い は Ｋ ｄ が １ ０ ０ ｎ Ｍ 以 下 （ 一 般 的 に は １ ０ ０ ｎ Ｍ
乃 至 １ ０ ｐ Ｍ ） で お こ れ ば 、 そ の 結 合 は 特 異 的 で あ る 。 例 え ば 、 も し 、 Ｅ Ｃ ５ ０ 又 は Ｋ ｄ
が １ ０ ０ ｎ Ｍ 、 ５ ０ ｎ Ｍ 、 １ ０ ｎ Ｍ 、 １ ｎ Ｍ 、 ９ ５ ０ ｐ Ｍ 、 ９ ０ ０ ｐ Ｍ 、 ８ ５ ０ ｐ Ｍ 、 ８
０ ０ ｐ Ｍ 、 ７ ５ ０ ｐ Ｍ 、 ７ ０ ０ ｐ Ｍ 、 ６ ５ ０ ｐ Ｍ 、 ６ ０ ０ ｐ Ｍ 、 ５ ５ ０ ｐ Ｍ 、 ５ ０ ０ ｐ Ｍ
、 ４ ５ ０ ｐ Ｍ 、 ４ ０ ０ ｐ Ｍ 、 ３ ５ ０ ｐ Ｍ 、 ３ ０ ０ ｐ Ｍ 、 ２ ５ ０ ｐ Ｍ 、 ２ ０ ０ ｐ Ｍ 、 １ ５ ０
ｐ Ｍ 、 １ ０ ０ ｐ Ｍ 、 ７ ５ ｐ Ｍ 、 ５ ０ ｐ Ｍ 、 ２ ５ ｐ Ｍ 、 又 は １ ０ ｐ M以 下 で あ れ ば 、 特 異 的
で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 明 細 書 で 用 い ら れ る よ う に 、 用 語 「 Ｅ Ｃ ５ ０ 」 は 、 Ａ Ｄ Ｐ 又 は 他 の リ ガ ン ド の 結 合 及 び
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 活 性 を 包 含 す る 与 え ら れ た 活 性 で の 化 合 物 の 濃 度 が 、 化
合 物 不 在 下 で 同 じ 解 析 法 を 用 い て 測 定 で き る Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 に つ い て 最 大 の ５ ０ ％ と い う
。 換 言 す る と 、 「 Ｅ Ｃ ５ ０ 」 は 、 １ ０ ０ ％ 活 性 が さ ら な る ア ゴ ニ ス ト の 添 加 に 伴 っ て 増 加
し な い 活 性 量 で セ ッ ト さ れ る と き に ５ ０ ％ 活 性 を 与 え る 化 合 物 の 濃 度 で あ る 。 「 Ａ Ｄ Ｐ の
Ｅ Ｃ ５ ０ 」 は 、 解 析 で 用 い ら れ た Ａ Ｄ Ｐ ア ナ ロ ー グ の 同 定 に よ り 変 化 す る だ ろ う 。 例 え ば
、 Ａ Ｄ Ｐ ア ナ ロ ー グ は 、 Ａ Ｄ Ｐ よ り も 高 い 、 又 は 低 い 又 は 同 じ Ｅ Ｃ ５ ０ を 有 す る こ と が で
き る 。 従 っ て 、 Ａ Ｄ Ｐ ア ナ ロ ー グ は Ａ Ｄ Ｐ と 異 な り 、 当 業 者 が 従 来 方 法 に よ り そ の ア ナ ロ
ー グ に 対 す る Ｅ Ｃ ５ ０ を 決 め る こ と が で き る 。 与 え ら れ た Ａ Ｄ Ｐ の Ｅ Ｃ ５ ０ は 、 少 な く と
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も Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 応 答 が 飽 和 又 は 最 大 と な る ま で 増 加 す る Ａ Ｄ Ｐ 投 与 量 の 存 在 下 で 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８
６ ポ リ ペ プ チ ド の 固 定 量 の 活 性 に 対 す る 解 析 を 行 い 、 次 い で Ａ Ｄ Ｐ 濃 度 に 対 す る Ｇ Ｐ Ｒ ８
６ 活 性 の 測 定 値 を プ ロ ッ ト す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 「 飽 和 」 は 、 リ ガ ン ド 濃 度 の 更 な る 増 大 が Ａ Ｄ Ｐ リ ガ ン ド の 結
合 又 は Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 特 異 的 シ グ ナ ル 活 性 の 増 大 を 損 な う 、 Ａ Ｄ Ｐ 又 は 他 の リ ガ ン ド の 濃 度 を
い う 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 用 語 「 Ｉ Ｃ ５ ０ 」 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ レ セ プ タ ー の 最 大 活 性 が ５ ０
％ 減 じ る ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 逆 ア ゴ ニ ス ト の 濃 度 を い う 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 用 語 「 結 合 に お け る 減 少 」 は 、 既 知 又 は 疑 い あ る モ ジ ュ レ ー タ
ー が 不 足 す る 解 析 で 検 出 さ れ る 結 合 に 対 し て 、 既 知 又 は 疑 い あ る Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ モ ジ ュ レ ー タ
ー を 伴 っ て 解 析 で 検 出 さ れ る 結 合 量 の 少 な く と も １ ０ ％ の 減 少 を い う 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 用 語 「 配 送 （ ｄ ｅ ｌ ｉ ｖ ｅ ｒ ｉ ｎ ｇ ） 」 は 、 薬 物 （ ｄ ｒ ｕ ｇ ）
又 は 薬 剤 （ ａ ｇ ｅ ｎ ｔ ） に 関 連 し て 用 い ら れ る と き 、 培 地 中 の 解 析 混 合 物 又 は 細 胞 へ 、 薬
物 （ ｄ ｒ ｕ ｇ ） 又 は 薬 剤 （ ａ ｇ ｅ ｎ ｔ ） を 投 与 す る こ と を 意 味 す る 。 こ の 用 語 は 、 ま た 動
物 へ の 薬 物 又 は 薬 剤 の 投 与 を い う 。 こ の よ う な 投 与 と し て は 、 例 え ば 、 注 射 （ 好 ま し い キ
ャ リ ア は 例 え ば 滅 菌 生 理 食 塩 水 又 は 滅 菌 水 ） 、 イ ン ハ レ ー シ ョ ン 、 経 口 、 経 皮 、 直 腸 、 膣
、 又 は 薬 剤 投 与 の 他 の 共 通 ル ー ト が あ り 得 る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 用 語 「 標 準 」 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ
る 疾 患 又 は 疾 病 に よ っ て 影 響 さ れ な い 個 体 か ら 入 手 し た サ ン プ ル を い う 。 そ の サ ン プ ル は
、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル 及 び 質 （ す な わ ち 突 然 変 異 体 ｖ ｓ 野 生 型 ） の 比 較 の た め の 参
照 と し て 用 い ら れ る 。 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の 比 較 に つ い て も 参 照 と し て 用 い ら れ る 。 例 え ば 「
標 準 」 は 、 配 列 Ｉ Ｄ 　 Ｎ Ｏ １ に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 「 増 幅 」 は 、 核 酸 配 列 に 適 用 さ れ る と き 、 核 酸 配 列 の １ つ 以 上
の コ ピ ー は 、 鋳 型 核 酸 か ら 生 成 さ れ る よ う な プ ロ セ ス を い う 。 「 増 幅 」 の 好 適 な 方 法 は 、
Ｐ Ｃ Ｒ 又 は Ｒ Ｔ ／ Ｐ Ｃ Ｒ で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 用 語 「 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー 」 す な わ ち 「 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 」
は 、 ７ 個 の ア ル フ ァ ヘ リ カ ル の 膜 貫 通 型 ド メ イ ン と 、 膜 結 合 型 ポ リ ペ プ チ ド を い う 。 機 能
的 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は 、 リ ガ ン ド 又 は ア ゴ ニ ス ト と 結 合 し 、 ま た 活 性 Ｇ タ ン パ ク 質 と 結 合 す る 。 Ｇ
Ｐ Ｒ ８ ６ は Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
本 明 細 書 で 用 い ら れ て い る 用 語 「 抗 体 」 は 、 従 来 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の ほ か 、 免 疫 グ ロ
ブ リ ン 分 子 の 断 片 で 、 支 配 下 に あ る ポ リ ペ プ チ ド 又 は モ ジ ュ レ ー タ ー の 一 つ と も 特 異 的 に
反 応 す る も の も 含 む 。 抗 体 は 、 従 来 の 技 術 を 用 い て フ ラ グ メ ン ト 化 さ れ る こ と が で き 、 本
明 細 書 で 下 記 に 抗 体 全 体 に 対 し て 説 明 さ れ て い る の と 同 様 の 方 法 で 、 実 用 の た め に ス ク リ
ー ン ニ ン グ さ れ る 断 片 で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 Ｆ （ ａ ｂ ） ２ フ ラ グ メ ン ト は 、 ペ プ シ ン
で 抗 体 を 処 理 す る こ と に よ っ て 生 成 さ れ る こ と が で き る 。 結 果 と し て 生 じ る Ｆ （ ａ ｂ ） ２

フ ラ グ メ ン ト は ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 減 じ さ せ る よ う に 処 理 し て 、 Ｆ ａ ｂ フ ラ グ メ ン ト を 製
造 し た 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 さ ら に 、 二 重 特 異 的 、 単 一 鎖 、 及 び キ メ ラ 、 及 び 抗 体 の 少 な く
と も １ つ の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 に よ っ て 授 け ら れ た ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 親 和 性 を 有 す る ヒ ト 化 し
た 分 子 を 包 含 す る こ と が 意 図 さ れ る 。 他 の 態 様 に お い て 、 抗 体 は 、 そ の 抗 体 に 付 け ら れ 且
つ 検 出 さ れ 得 る ラ ベ ル を さ ら に 含 む （ 例 え ば 、 ラ ベ ル に は 、 放 射 性 ア イ ソ ト ー プ 、 蛍 光 化
合 物 、 化 学 発 光 化 合 物 、 酵 素 、 又 は 酵 素 コ フ ァ ク タ ー で あ り 得 る ） 。 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 、 又 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 及 び そ の 過 度 の 可 変 （ hypervariable） 部 分 （ Ｆ Ａ Ｂ 、 Ｆ Ａ Ｂ
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” な ど ） は 、 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 と 同 様 に 、 特 異 的 疾 患 を 診 断 又 は モ ニ タ
ー す る 分 野 の 特 異 的 産 業 上 応 用 、 好 ま し く は 後 述 す る も の は 、 本 発 明 の さ ら な る 見 地 で あ
る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
本 発 明 に よ れ ば 、 阻 害 剤 は 、 標 識 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 又
は 抗 体 の 過 度 の 可 変 （ hypervariable） 部 分 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
こ こ で 用 い ら れ て い る 用 語 「 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 」 は 、 １ つ 以 上 の 細 胞 が 、 当 該 分 野
で よ く 知 ら れ て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 技 術 に よ っ て の よ う な ヒ ト の 仲 介 に よ っ て 誘 導 さ
れ る 異 種 の 核 酸 を 含 ん で い る 非 ヒ ト 哺 乳 類 、 鳥 類 、 魚 類 、 両 生 類 の よ う な 動 物 を い う 。 そ
の 核 酸 は 、 細 胞 の 前 駆 体 の 中 へ の 直 接 的 又 は 間 接 的 導 入 に よ っ て 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ
ョ ン ま た は 組 換 え ウ ィ ル ス を 用 い た 感 染 な ど の 意 図 的 な 遺 伝 的 操 作 に よ っ て 、 細 胞 内 に 導
入 さ れ る 。 用 語 の 遺 伝 的 操 作 は 、 古 典 的 異 種 交 配 又 は イ ン ビ ト ロ の 受 精 を 含 む が 、 む し ろ
組 替 え Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 導 入 を 指 向 す る 。 こ の 分 子 は 、 染 色 体 内 に 集 積 さ れ て も よ い し 、 染 色
体 外 で の Ｄ Ｎ Ａ 複 製 で あ っ て も よ い 。 こ こ で 述 べ ら れ て い る 典 型 的 な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
動 物 に お い て 、 ト ラ ン ス ジ ー ン は 、 支 配 下 に あ る ポ リ ペ プ チ ド の 一 つ の 組 換 え 型 、 例 え ば
ア ゴ ニ ス ト 型 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 型 を 、 細 胞 に 発 現 さ せ る 。 し か し な が ら 、 組 換 え 遺 伝 子
が サ イ レ ン ト で あ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 例 え ば 、 下 記 に 述 べ ら れ て い る 構 成 要 素
依 存 性 の Ｆ Ｌ Ｐ 又 は Ｃ Ｒ Ｅ リ コ ン ビ ナ ー ゼ と し て 予 期 さ れ る 。 さ ら に 、 「 ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク 動 物 」 は 、 ま た 、 １ つ 以 上 の 遺 伝 子 の う ち の 遺 伝 子 崩 壊 が 、 組 換 え 又 は ア ン チ セ ン ス
技 術 双 方 を 含 む ヒ ト 仲 介 に よ っ て も た ら さ れ る こ れ ら の 組 換 え 動 物 も 含 む 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ６ 】
図 １ は 、 本 発 明 の ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ （ Ｐ ２ Ｙ １ ３ ） レ セ プ タ ー の ヌ ク レ オ チ ド 及 び 推 定 さ れ
る ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
図 ２ は 、 他 の Ｐ ２ Ｙ サ ブ タ イ プ と Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ （ Ｐ ２ Ｙ １ ３ ） レ セ プ タ ー の 構 造 的 関 係 を 示
す 樹 状 図 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
図 ３ は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ （ Ｐ ２ Ｙ １ ３ ） レ セ プ タ ー の 組 織 分 布 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
図 ４ Ａ ～ 図 ４ Ｃ は 、 夫 々 次 の も の を 示 す ：
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ （ Ｐ ２ Ｙ １ ３ ） ヒ ト レ セ プ タ ー を 発 現 す る １ ３ ２ １ Ｎ １ － Ｇ α １ ６ 細 胞 内 で の
Ｉ Ｐ ３ の 蓄 積 に 対 す る Ａ Ｄ Ｐ 、 ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｄ Ｐ 及 び Ａ Ｄ Ｐ β Ｓ の 濃 度 作 動 曲 線 ；
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ （ Ｐ ２ Ｙ １ ３ ） ヒ ト レ セ プ タ ー を 発 現 す る １ ３ ２ １ Ｎ １ 細 胞 に お け る Ｇ α １ ６

と と も に Ｉ Ｐ ３ の 蓄 積 に 対 す る Ａ Ｄ Ｐ 、 Ａ Ｔ Ｐ 及 び ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｄ Ｐ の ア ゴ ニ ス ト の 効 果 ；
及 び
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ （ Ｐ ２ Ｙ １ ３ ） ヒ ト レ セ プ タ ー を 発 現 す る １ ３ ２ １ Ｎ １ 細 胞 に 対 し て 、 Ｇ α １

６ と と も に 、 Ａ Ｄ Ｐ に よ っ て 誘 導 さ れ る Ｉ Ｐ ３ の 蓄 積 に 対 す る 百 日 咳 毒 素 の 影 響 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
図 ５ Ａ は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ （ Ｐ ２ Ｙ １ ３ ） ヒ ト レ セ プ タ ー を 発 現 す る Ｃ Ｈ Ｏ － Ｋ １ 細 胞 に お け
る ｃ Ａ Ｍ Ｐ 蓄 積 に 対 す る Ａ Ｄ Ｐ の 濃 度 作 動 曲 線 を 示 し 、 図 ５ Ｂ は 、 本 発 明 の Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ （
Ｐ ２ Ｙ １ ３ ） ヒ ト レ セ プ タ ー を 発 現 す る Ｃ Ｈ Ｏ － Ｋ １ 細 胞 に お い て Ａ Ｄ Ｐ に よ っ て 誘 導 さ
れ る ｃ Ａ Ｍ Ｐ 蓄 積 に 対 す る 百 日 咳 毒 素 の 影 響 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ １ 】
図 ６ は 、 本 発 明 の Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ （ Ｐ ２ Ｙ １ ３ ） ヒ ト レ セ プ タ ー を 発 現 す る Ｃ Ｈ Ｏ － Ｋ １ 細 胞
に お い て 、 リ ン 酸 化 さ れ た Ｅ ｒ ｋ １ 及 び Ｅ ｒ ｋ ２ タ ン パ ク 質 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 を
示 す 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
図 ７ は 、 Ａ Ｄ Ｐ の 構 造 を 示 す 。
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【 ０ ０ ８ ３ 】
図 ８ は 、 Ａ Ｔ Ｐ 及 び ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｔ Ｐ に よ る Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 濃 度 応 答 曲 線 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
図 ９ は 、 異 な る ジ ア デ ノ シ ン ポ リ リ ン 酸 に よ る Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 活 性 化 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
図 １ ０ は 、 ポ リ 〔 Ａ 〕 と ポ リ 〔 Ａ 〕 ． 〔 Ｇ 〕 に よ っ て Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 化 の 濃 度 応 答 曲 線 を
示 す 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
図 １ １ は 、 レ セ プ タ ー ア ン タ ゴ ニ ス ト Ｒ Ｂ － ２ 、 ス ラ ミ ン 、 Ｐ Ｐ Ａ Ｄ Ｓ 、 Ｍ Ｒ Ｓ － ２ １ ７
９ の 存 在 下 で の Ａ Ｄ Ｐ に よ る Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 活 性 化 の 濃 度 応 答 曲 線 を 示 す 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ８ ７ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
本 発 明 は 、 Ａ Ｄ Ｐ オ ー フ ァ ン Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 型 レ セ プ タ ー Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ に 対 す る 天 然 リ ガ
ン ド で あ る と い う 発 見 に 関 し 、 ま た 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お け る レ セ プ タ ー に 対 す る
こ の リ ガ ン ド の 結 合 の 使 用 方 法 に 関 す る 。 こ の 既 知 の リ ガ ン ド 及 び レ セ プ タ ー Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６
と の 相 互 作 用 は 、 調 節 不 良 と な っ た レ セ プ タ ー 活 性 を 含 む 条 件 の 診 断 方 法 を 提 供 す る 。 本
発 明 は 、 ま た Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ （ Ｐ ２ Ｙ １ ３ ） と 相 同 配 列 、 該 配 列 に 相 当 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
、 及 び ／ 又 は そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 す る 組 換 え 細 胞 を 含 む キ ッ ト に 関 し 、 レ セ プ タ
ー 及 び ／ 又 は そ の 相 当 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 化 合 物 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 化 合 物
及 び 逆 ア ゴ ニ ス ト 化 合 物 を 同 定 す る 。 こ の よ う な キ ッ ト は 、 種 々 の 疾 患 又 は 疾 病 の 診 断 、
予 防 、 及 び ／ 又 は 治 療 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
本 発 明 は 、 ま た 、 レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 新 規 な ア ゴ ニ ス ト 化 合 物 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 化
合 物 、 逆 ア ゴ ニ ス ト 化 合 物 、 及 び そ の 相 当 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ
て 同 定 さ れ た も の に 関 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
下 記 及 び 上 記 に 参 照 さ れ た 全 て の 参 考 文 献 は 、 全 体 的 に 参 考 と し て 、 本 明 細 書 に 組 み 入 れ
ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
配 列
本 発 明 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 す る （ 図 １ に 示 す
） 。 本 発 明 は 、 ま た Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 に 相 同 で あ る
オ ル ソ ロ ー グ （ ortholog） 及 び 配 列 に 関 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
配 列 相 同 性 の 計 算
本 明 細 書 で 示 さ れ て い る 配 列 の い ず れ か に 関 す る 配 列 同 定 は 、 他 の 配 列 と の い ず れ か １ つ
以 上 の 配 列 の 単 純 な 「 眼 球 」 に よ る 比 較 （ す な わ ち 厳 密 な 比 較 ） を し て 、 他 の 配 列 が 例 え
ば そ の 配 列 の 少 な く と も ７ ０ ％ ア イ デ ン テ ィ テ ィ を 有 す る か ど う か を み る こ と に よ っ て 決
め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
相 対 配 列 の 同 定 は 、 同 定 決 定 に 最 適 な ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 例 え ば デ フ ォ ー ル ト パ ラ メ
ー タ を 用 い て 、 ２ つ 以 上 の 配 列 の 間 で の ア イ デ ン テ ィ テ ィ ％ を 算 出 で き る 商 業 上 入 手 で き
る コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム に よ っ て 決 め る こ と も で き る 。 こ の よ う な コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ
ラ ム の 典 型 例 は 、 Ｃ Ｌ Ｕ Ｓ Ｔ Ａ Ｌ で あ る 。 ２ つ の 配 列 間 の ア イ デ ン テ ィ テ ィ 及 び 類 似 性 を
決 め る 他 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム 方 法 は 、 Ｇ Ｃ Ｇ プ ロ グ ラ ム パ ッ ケ ー ジ （ Deveruexら 、 19
84年 、 Nucleic　 Acids　 Research　 12： 387） 及 び Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ａ （ Altschulら 、 1990年 、 J　
Molec　 Biol　 403－ 410頁 ） で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
ホ モ ロ ジ ー ％ は 、 隣 接 配 列 を 超 え て 計 算 さ れ 得 る 、 す な わ ち １ つ の 配 列 は 他 の 配 列 と 並 ん
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で い て 、 １ つ の 配 列 に お け る 各 ア ミ ノ 酸 が 他 の 配 列 の 該 当 ア ミ ノ 酸 あ る と き は 1残 基 と 直
接 比 べ ら れ る 。 こ れ は 、 「 ア ン ギ ャ ッ プ ド （ ungapped） 」 ア ラ イ メ ン ト と よ ば れ る 。 典 型
的 に は 、 そ の よ う な ア ラ イ メ ン ト は 、 比 較 的 短 い 数 の 残 基 を 超 え て だ け 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
こ れ は と て も 簡 単 で 両 立 す る 方 法 で あ る け れ ど も 、 例 え ば 、 他 の 点 で は 全 く 同 一 の 配 列 ペ
ア に お い て 、 １ つ の 挿 入 又 は 欠 失 が 続 く ア ミ ノ 酸 残 基 を ア ラ イ ン メ ン ト か ら 外 に 置 か れ る
原 因 と な る こ と を 考 慮 す る こ と を 欠 い て い て 、 そ の 結 果 、 全 体 的 な ア ラ イ ン メ ン ト が 行 わ
れ る と き に 、 潜 在 的 に ホ モ ロ ジ ー ％ の 大 き な 減 少 と な る 。 結 果 的 に 、 ほ と ん ど の 配 列 比 較
方 法 は 、 デ ザ イ ン さ れ て 、 ホ モ ロ ジ ー ス コ ア 全 体 を 過 度 に 不 利 に す る こ と な く 、 起 こ り え
る 挿 入 と 欠 失 を 考 慮 し て い る 好 適 な ア ラ イ ン メ ン ト を 作 り 出 す 。 こ れ は 、 特 定 の 相 同 性 を
最 大 化 し よ う と す る 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト 中 に 、 「 ギ ャ ッ プ 」 を 挿 入 す る こ と に よ っ て 達 成
さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
し か し な が ら 、 こ れ ら の よ り 複 雑 な 方 法 は 、 そ の ア ラ イ ン メ ン ト 中 で お こ る 各 ギ ャ ッ プ に
「 ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ 」 を 割 り 当 て て 、 同 数 の 一 致 す る ア ミ ノ 酸 に と っ て 、 出 来 る 限 り 少
な い ギ ャ ッ プ を 伴 う 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト は 、 ２ つ の 比 較 さ れ る 配 列 間 の よ り 高 い 関 係 を 反
映 し て 、 た く さ ん の ギ ャ ッ プ を 伴 う 配 列 よ り も 高 い ス コ ア を 達 成 す る だ ろ う 。 「 密 接 な 関
係 に あ る ギ ャ ッ プ コ ス ト 」 は 、 ギ ャ ッ プ の 存 在 の た め の 比 較 的 高 い コ ス ト と 、 ギ ャ ッ プ 内
で 各 々 続 い て い る 残 基 に と っ て 小 さ い ほ う の 不 利 益 を 課 す こ と に 、 典 型 的 に 用 い ら れ る 。
こ れ は 、 最 も 共 通 に 用 い ら れ る ギ ャ ッ プ ス コ ア リ ン グ シ ス テ ム で あ る 。 高 い ギ ャ ッ プ ペ ナ
ル テ ィ は 、 わ ず か の ギ ャ ッ プ を 伴 う 好 適 化 さ れ た ア ラ イ ン メ ン ト を 、 も ち ろ ん 生 産 す る だ
ろ う 。 殆 ど の ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム は 、 ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ が モ デ フ ァ イ さ れ る の を
許 容 す る 。 し か し な が ら 、 配 列 比 較 の た め に そ の よ う な ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い る と き デ フ ォ
ー ル ト 値 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 Ｇ Ｃ Ｇ ウ ィ ス コ ン シ ン ベ ス ト フ ィ ッ ト パ ッ ケ
ー ジ を 用 い る と き 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の た め の デ フ ォ ー ル ト ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ は 、 ギ ャ ッ プ
に 対 す る － １ ２ と 各 伸 長 に 対 す る － ４ で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
従 っ て ホ モ ロ ジ ー ％ の 最 大 値 の 計 算 は 、 ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ を 考 慮 す る と 、 最 初 に 、 最 適
ア ラ イ ン メ ン ト の 製 造 を 要 求 す る 。 そ の よ う な ア ラ イ ン メ ン ト を 実 行 す る た め の 好 適 な コ
ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム は 、 Ｇ Ｃ Ｇ ウ ィ ス コ ン シ ン ベ ス ト フ ィ ッ ト パ ッ ケ ー ジ （ ウ ィ ス コ ン
シ ン 大 学 、 米 国 ； Deveruexら 、 1984年 、 Nucleic　 Acids　 Research　 12： 387） で あ る 。
配 列 比 較 で き る 他 の ソ フ ト ウ ェ ア の 例 と し て は 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ パ ッ ケ ー ジ （ Ausubelら 、 199
5年 、 Short　 Protocols　 in　 Molecular　 Biology， 3rd　 Edition， John　 Wiley　 ＆ 　 So
ns） 、 Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ａ （ Altshulら 、 1990年 、 Ｊ ． Mol． Biol． 403－ 410頁 ） 及 び ひ と 揃 い の 比
較 ツ ー ル で あ る Ｇ Ｅ Ｎ Ｅ Ｗ Ｏ Ｒ Ｋ Ｓ を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 及 び Ｆ
Ａ Ｓ Ｔ Ａ は 双 方 と も 、 オ フ ラ イ ン 及 び オ ン ラ イ ン サ ー チ ン グ に 有 効 で あ る （ Ausbelら 、 19
99年 、 上 記 、 7－ 58乃 至 7－ 60頁 ） 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
最 終 的 ホ モ ロ ジ ー ％ は 、 ア イ デ ン テ ィ テ ィ に 関 し て 測 定 さ れ る こ と が で き る け れ ど も 、 そ
の ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ セ ス 自 体 が 、 典 型 的 に は 、 全 か 無 か の ペ ア 比 較 に 基 づ い て い る 。 そ
の か わ り に 、 ス ケ ー ル 化 さ れ た 類 似 性 の ス コ ア マ ト リ ッ ク ス は 、 化 学 的 類 似 性 と 進 化 の 距
離 に 基 づ く 各 ペ ア の 分 別 あ る 比 較 に ス コ ア を わ り あ て る よ う に 、 一 般 に 、 用 い ら れ る 。 共
通 に 用 い ら れ て い る そ の よ う な マ ト リ ッ ク ス の 例 と し て は 、 Ｂ Ｌ Ｏ Ｓ Ｕ Ｍ ６ ２ マ ト リ ッ ク
ス － Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ひ と 揃 い プ ロ グ ラ ム に 対 す る デ フ ォ ー ル ト マ ト リ ッ ク ス 。 Ｇ Ｃ Ｇ ウ ィ ス コ
ン シ ン プ ロ グ ラ ム は 、 も し 供 給 さ れ る な ら ば 、 公 共 の デ フ ォ ー ル ト 値 又 は 慣 習 的 シ ン ボ ル
比 較 表 の い ず れ か を 、 一 般 に 用 い る 。 Ｇ Ｃ Ｇ パ ッ ケ ー ジ の た め に 、 公 共 の デ フ ォ ー ル ト 値
を 用 い る こ と は 好 ま し く 、 他 の ソ フ ト ウ ェ ア の 場 合 に は 、 Ｂ Ｌ Ｏ Ｓ Ｕ Ｍ ６ ２ の よ う な デ フ
ォ ー ル ト マ ト リ ッ ク ス を 用 い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
有 利 に は 、 デ フ ォ ー ル ト 値 を セ ッ ト す る パ ラ メ ー タ と と も に 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ア ル ゴ リ ズ ム が
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採 用 さ れ る 。 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ア ル ゴ リ ズ ム は 、 http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/blast_help.h
tmlで 詳 細 に 説 明 さ れ て い て 、 こ れ は 、 参 考 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。 こ の サ ー
チ パ ラ メ ー タ は 、 下 記 の よ う に 定 義 さ れ 、 定 義 さ れ た デ フ ォ ー ル ト パ ラ メ ー タ に 有 利 に セ
ッ ト さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
有 利 に は 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ に よ っ て 評 価 さ れ る と き の 「 実 質 的 ア イ デ ン テ ィ テ ィ 」 は 、 Ｅ Ｘ Ｐ
Ｅ Ｃ Ｔ 値 が 少 な く と も ７ 、 好 ま し く は 少 な く と も ９ 、 最 も 好 ま し く は １ ０ 以 上 に 合 う 配 列
に 相 等 し い と み な す 。 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ サ ー チ ン グ に お け る Ｅ Ｘ Ｐ Ｅ Ｃ Ｔ に 対 す る デ フ ォ ー ル ト
閾 値 は 、 通 常 １ ０ で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ （ Basic　 Local　 Alignment　 Search　 Tool） は 、 プ ロ グ ラ ム ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ｐ 、
ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ｎ 、 ｔ ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ｎ 、 及 び ｔ ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ｘ に よ っ て 採 用 さ れ る 発 見 に 役 立 つ サ
ー チ ア ル ゴ リ ズ ム で あ る ； こ れ ら の プ ロ グ ラ ム は 、 Ｋ ａ ｒ ｌ ｉ ｎ 及 び Ａ ｌ ｔ ｓ ｃ ｕ ｌ の 統
計 学 的 方 法 （ Karlinと Altschul、 1990年 、 Proc． Natl． Acad． Sci． USA87： 2264－ 68； Ka
rlinと Altschul、 1993年 、 Proc． Natl． Acad． Sci． USA90： 5873－ 7； http://www.ncbi.n
ih.gov/BLAST/blast_help.html） を い く つ か の 強 化 を 伴 っ て 用 い た 彼 ら の 発 見 に 基 づ い て
い る 。 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ プ ロ グ ラ ム は 、 配 列 類 似 性 の サ ー チ ン グ 用 に 適 合 さ せ ら れ 、 照 会 配 列 と
の 相 同 性 を 同 定 す る 実 施 例 用 に 適 合 さ せ ら れ る 。 配 列 デ ー タ ベ ー ス の 類 似 サ ー チ に お け る
基 礎 的 な 問 題 点 に つ い て の 議 論 は 、 Ａ ｌ ｔ ｓ ｃ ｈ ｕ ｌ ら （ １ ９ ９ ４ 年 ） Nature　 Genetics
　 6： 119－ 129頁 参 照 。
【 ０ １ ０ １ 】
http://www.ncbi.nih.govで 入 手 可 能 な ５ つ の Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ プ ロ グ ラ ム は 、 以 下 の タ ス ク を
実 行 し て い る ： ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ｐ － タ ン パ ク 質 配 列 の デ ー タ ベ ー ス に 対 し て ア ミ ノ 酸 の 問 題 配
列 を 比 較 ； ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ｎ － ヌ ク レ オ チ ド 配 列 デ ー タ ベ ー ス に 対 し て 問 題 の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を 比 較 ； ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ｘ － タ ン パ ク 質 配 列 の デ ー タ ベ ー ス に 対 し て 問 題 の ヌ ク レ オ チ ド （
双 方 の ス ト ラ ン ド ） 配 列 の ６ つ の フ レ ー ム の 概 念 の 翻 訳 産 物 を 比 較 ； ｔ ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ｎ － ６
つ の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ 双 方 の ス ト ラ ン ド ） す べ て に お い て 、 動 的 に 翻 訳 さ れ た ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 デ ー タ ベ ー ス に 対 す る 問 題 の タ ン パ ク 質 配 列 を 比 較 ； ｔ ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ｘ － ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 デ ー タ ベ ー ス の ６ つ の フ レ ー ム 翻 訳 に 対 す る 問 題 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ６ つ の
フ レ ー ム の 翻 訳 の 比 較 。
【 ０ １ ０ ２ 】
Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ は 下 記 サ ー チ パ ラ メ ー タ を 使 用 す る ：
Ｈ Ｉ Ｓ Ｔ Ｏ Ｇ Ｒ Ａ Ｍ － 各 サ ー チ の た め の ス コ ア の ヒ ス ト グ ラ ム の 表 示 ； デ フ ォ ー ル ト は ｙ
ｅ ｓ （ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ マ ニ ュ ア ル で の パ ラ メ ー タ Ｈ ） 。
【 ０ １ ０ ３ 】
Ｄ Ｅ Ｓ Ｃ Ｒ Ｉ Ｐ Ｔ Ｉ Ｏ Ｎ Ｓ － 特 異 化 さ れ た 番 号 に 報 告 さ れ た マ ッ チ ン グ 配 列 の 短 い 銘 柄 の
番 号 の 制 限 ； デ フ ォ ー ル ト リ ミ ッ ト は １ ０ ０ の 銘 柄 （ description） （ マ ニ ュ ア ル ペ ー ジ
の パ ラ メ ー タ Ｖ 参 照 ） 。
【 ０ １ ０ ４ 】
Ｅ Ｘ Ｐ Ｅ Ｃ Ｔ － デ ー タ ベ ー ス 配 列 に マ ッ チ す る 報 告 の た め の 統 計 学 的 に 重 大 な 閾 値 ； Ｋ ａ
ｒ ｌ ｉ ｎ 及 び Ａ ｌ ｔ ｓ ｃ ｕ ｌ （ １ ９ ９ ０ 年 ） の 確 率 的 モ デ ル に よ れ ば 、 １ ０ マ ッ チ が 単 な
る チ ャ ン ス に よ っ て 見 出 さ れ る と 期 待 さ れ る よ う に 、 デ フ ォ ー ル ト 値 が １ ０ で あ る 。 も し
、 マ ッ チ に あ り と さ れ る 統 計 学 上 の 重 大 性 が 、 Ｅ Ｘ Ｐ Ｅ Ｃ Ｔ 閾 値 よ り も 大 き い な ら ば 、 そ
の マ ッ チ は 、 報 告 さ れ な い だ ろ う 。 Ｅ Ｘ Ｐ Ｅ Ｃ Ｔ 閾 値 が 低 い ほ ど 、 よ り ス ト リ ン ジ ェ ン ト
に な り 、 よ り 少 な い チ ャ ン ス マ ッ チ が 報 告 さ れ る よ う に 導 く 。 分 数 値 は 受 け 入 れ ら れ る （
Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ マ ニ ュ ア ル に お け る パ ラ メ ー タ Ｅ を 参 照 ） 。
【 ０ １ ０ ５ 】
Ｃ Ｕ Ｔ Ｏ Ｆ Ｆ － 高 い ス コ ア リ ン グ の セ グ メ ン ト ペ ア の 報 告 に 対 す る カ ッ ト オ フ ス コ ア 。 デ
フ ォ ー ル ト 値 は Ｅ Ｘ Ｐ Ｅ Ｃ Ｔ 値 か ら 算 出 さ れ る （ 上 記 参 照 ） 。 Ｈ Ｓ Ｐ ｓ は 、 こ れ ら の せ い
に す る 統 計 学 的 重 要 性 が 、 Ｃ Ｕ Ｔ Ｏ Ｆ Ｆ 値 に 等 価 の ス コ ア を 有 す る た っ た 一 つ の Ｈ Ｓ Ｐ に
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あ り と す る ほ ど 少 な く と も 高 い か ど う か だ け を 、 デ ー タ ベ ー ス 配 列 の た め に 報 告 さ れ る 。
Ｃ Ｕ Ｔ Ｏ Ｆ Ｆ 値 が 高 い 程 、 よ り ス ト リ ン ジ ェ ン ト に な り 、 報 告 さ れ る チ ャ ン ス マ ッ チ が よ
り 少 な く な る よ う に 導 く （ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ マ ニ ュ ア ル に お け る パ ラ メ ー タ Ｓ を 参 照 ） 。 典 型 的
に は 、 重 要 な 閾 値 は 、 Ｅ Ｘ Ｐ Ｅ Ｃ Ｔ を 用 い て よ り 直 感 的 に 支 配 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
Ａ Ｌ Ｉ Ｇ Ｎ Ｍ Ｅ Ｎ Ｔ Ｓ － ハ イ ス コ ア リ ン グ セ グ メ ン ト ペ ア （ Ｈ Ｓ Ｐ ｓ ） が 報 告 さ れ る こ と
に 対 し て 特 異 的 な 数 へ の デ ー タ ベ ー ス 配 列 の 制 限 ； デ フ ォ ー ル ト リ ミ ッ ト は ５ ０ で あ る 。
も し 、 こ れ よ り も 大 き い デ ー タ ベ ー ス が 、 報 告 の た め の 統 計 学 的 に 重 要 な 閾 値 を た ま た ま
満 足 さ せ る な ら ば （ 下 記 Ｅ Ｘ Ｐ Ｅ Ｃ Ｔ 及 び Ｃ Ｕ Ｔ Ｏ Ｆ Ｆ 参 照 ） 、 も っ と も 大 き い 統 計 学 的
重 要 性 が あ り と す る マ ッ チ だ け が 報 告 さ れ る （ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ マ ニ ュ ア ル に お け る パ ラ メ ー タ
Ｂ を 参 照 ） 。
【 ０ １ ０ ７ 】
Ｍ Ａ Ｔ Ｒ Ｉ Ｘ － Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｐ ， Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｘ ， Ｔ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ 及 び Ｔ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｘ の 代 替
の ス コ ア リ ン グ マ ト リ ッ ク ス を 特 異 化 す る 。 デ フ ォ ー ル ト マ ト リ ッ ク ス は Ｂ Ｌ Ｏ Ｓ Ｕ Ｍ ６
２ で あ る （ Henikoff＆ Henikoff， 1992年 ） 。 価 値 あ る 代 替 可 能 な 選 択 と し て は 、 Ｐ Ａ Ｍ ４
０ ， Ｐ Ａ Ｍ １ ２ ０ ， Ｐ Ａ Ｍ ２ ５ ０ 及 び Ｉ Ｄ Ｅ Ｎ Ｔ Ｉ Ｔ Ｙ が あ る 。 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ の 代 替 の ス
コ ア リ ン グ マ ト リ ッ ク ス は 入 手 可 能 で な い 。 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ に お い て 指 示 的 な Ｍ Ａ Ｔ Ｒ Ｉ Ｘ
の 特 異 化 は 、 エ ラ ー 応 答 の リ タ ー ン を 要 求 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
Ｓ Ｔ Ｒ Ａ Ｎ Ｄ － Ｔ Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ サ ー チ は デ ー タ ベ ー ス 配 列 の ち ょ う ど ト ッ プ 又 は ボ ト ム の
ス ト ラ ン ド に 制 限 す る ； あ る い は Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ ， Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｘ 又 は Ｔ Ｂ Ｌ Ａ Ｔ Ｘ サ ー チ を
、 問 題 配 列 の ト ッ プ 又 は ボ ト ム の ス ト ラ ン ド 上 の ち ょ う ど リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム に 限 定 す
る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
Ｆ Ｉ Ｌ Ｔ Ｅ Ｒ － Wooton＆ Federhen（ １ ９ ９ ３ 年 ） Computers　 and　 Chemistry　 17： 149－
163の Ｓ Ｅ Ｇ プ ロ グ ラ ム に よ っ て 決 定 さ れ る よ う に 、 低 い 文 法 的 複 雑 さ を 有 す る 問 題 配 列
の セ グ メ ン ト の お お い を は が す 、 あ る い は Claverie＆ States（ 1993年 ） Computers　 and　
Chemistry　 17： 191－ 201の Ｘ Ｎ Ｕ プ ロ グ ラ ム に よ っ て 決 定 さ れ る よ う に 、 あ る い は Ｂ Ｌ
Ａ Ｓ Ｔ Ｎ に か え て 、 Ｔ ａ ｔ ｕ ｓ ｏ ｖ と Ｌ ｉ ｐ ｍ ａ ｎ の Ｄ Ｕ Ｓ Ｔ プ ロ グ ラ ム （ http://www.n
cbi.nih.govを 参 照 ） に よ っ て 決 定 さ れ る よ う に 、 短 周 期 の 内 部 繰 り 返 し か ら な る セ グ メ
ン ト の お お い を は が す 。 フ ィ ル タ リ ン グ は 、 ｂ ｌ ａ ｓ ｔ 出 力 か ら 、 統 計 学 的 に 重 要 で あ る
が 生 物 学 的 に は 興 味 が な い 報 告 （ 例 え ば 共 通 の 酸 性 領 域 、 塩 基 性 領 域 ま た は プ ロ リ ン リ ッ
チ 領 域 に つ い て の ヒ ッ ト ） を 除 去 す る こ と が で き 、 デ ー タ ベ ー ス 配 列 に 対 し て 特 異 的 マ ッ
チ ン グ に 入 手 可 能 な 問 題 配 列 の よ り 生 物 学 的 に 興 味 あ る 領 域 を 残 し て お く 。
【 ０ １ １ ０ 】
フ ィ ル タ ー プ ロ グ ラ ム に よ っ て 見 出 さ れ る 複 雑 性 の 低 い 配 列 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に お い
て 文 字 「 Ｎ 」 を 用 い て 置 換 さ れ る （ 例 え ば 、 「 Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ Ｎ 」 ） と タ ン パ
ク 質 配 列 で は 文 字 「 Ｘ 」 で 置 換 さ れ る （ 例 え ば 「 Ｘ Ｘ Ｘ Ｘ Ｘ Ｘ Ｘ Ｘ Ｘ 」 ） 。
【 ０ １ １ １ 】
フ ィ ル タ リ ン グ は 、 問 題 配 列 （ 又 は そ の 翻 訳 産 物 ） に 適 用 さ れ る だ け で 、 デ ー タ ベ ー ス 配
列 に は 適 用 さ れ な い 。 デ フ ォ ー ル ト フ ィ ル タ リ ン グ に は 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ Ｎ の た め の Ｄ Ｕ Ｓ Ｔ
、 他 の プ ロ グ ラ ム の た め の Ｓ Ｅ Ｇ が あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
Ｓ Ｗ Ｉ Ｓ Ｓ － Ｐ Ｒ Ｏ Ｔ に お け る 配 列 に 適 用 さ れ る と き 、 Ｓ Ｅ Ｇ ， Ｘ Ｎ Ｕ 又 は 双 方 に よ っ て
全 く 何 も マ ス ク さ れ な い こ と は 異 常 で は な い 。 フ ィ ル タ リ ン グ が 常 に 効 果 を 生 み 出 す こ と
を 期 待 す べ き で な い 。
【 ０ １ １ ３ 】
さ ら に 、 い く つ か の ケ ー ス で は 、 配 列 は そ の 全 体 で マ ス ク さ れ 、 フ ィ ル タ リ ン グ さ れ て い
な い 問 題 の 配 列 に 対 し て 報 告 さ れ た ど の マ ッ チ も 統 計 学 的 重 要 性 が 疑 わ れ て い る こ と を 示
す 。
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【 ０ １ １ ４ 】
Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ － ｇ ｉ 　 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ 　 ｇ ｉ 同 定 物 （ ｉ ｄ ｅ ｎ ｔ ｉ ｆ ｉ ｅ ｒ ） を 、 ア ク セ ス 及 び ／ 又
は 座 の 名 前 に 加 え て 、 出 力 と し て 示 さ れ る よ う に す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
最 も 好 ま し く は 、 配 列 比 較 は 、 http://www.ncbi.nih.gov/BLASTで 提 供 さ れ て い る 単 純 な
Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ サ ー チ ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 実 行 さ れ る 。 本 発 明 の い く つ か の 態 様 で は 、 配 列
ア イ デ ン テ ィ テ ィ を 決 定 す る と き に ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ は 用 い ら れ な い 。
【 ０ １ １ ６ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
本 発 明 は 、 本 明 細 書 で 示 さ れ て い る 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 ま た
は 配 列 の 断 片 又 は 誘 導 体 、 又 は 上 記 い ず れ か の 相 補 体 （ ｃ ｏ ｍ ｐ ｌ ｅ ｍ ｅ ｎ ｔ ） に も 拡 張
す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 Ｄ ｉ ｅ ｆ ｆ ｅ ｎ ｂ ａ ｃ ｈ 　 Ｃ Ｗ と Ｇ Ｓ 　 Ｄ ｖ ｅ ｋ ｓ ｌ ｅ ｒ （
1995年 ， Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー ， 実 験 マ ニ ュ ア ル 、 コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー プ レ ス 社 ， ニ
ュ ー ヨ ー ク 州 プ レ イ ン ビ ュ ー ） で 説 明 さ れ て い る ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 技 術 に お い て 実 行 さ
れ る よ う な 増 幅 プ ロ セ ス と 同 様 に 、 「 塩 基 ペ ア を 通 じ て 、 核 酸 の 鎖 が 相 補 鎖 と 結 合 す る こ
と に よ る プ ロ セ ス 」 を 意 味 す る （ Coombs　 Ｊ (1994年 )、 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 事 典 、 Stockt
on　 Press社 ， ニ ュ ー ヨ ー ク 州 ニ ュ ー ヨ ー ク ） 。
【 ０ １ １ ８ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 Ｂ ｅ ｒ ｇ ｅ ｒ と Ｋ ｉ ｍ ｍ ｅ ｌ （ 1987年 ， 分 子 ク ロ ー ニ ン
グ 技 術 の ガ イ ド ， Methods　 in　 Enzymology， Vol． 152， ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス 社 ， カ リ フ
ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ エ ゴ ） に 教 示 さ れ て い る よ う に 、 核 酸 結 合 複 合 体 の 融 解 温 度 （ Ｔ ｍ ）
に 基 づ き 、 下 記 に 説 明 す る よ う に 、 定 義 さ れ た 「 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 を 授 け る 。
【 ０ １ １ ９ 】
本 明 細 書 で 表 さ れ て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は そ れ ら の 相 補 鎖 （ ｃ ｏ ｍ ｐ ｌ ｅ ｍ ｅ ｎ ｔ ）
に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 少 な く も ２ ０ 又 は 少 な く
と も ２ ５ 又 は ３ ０ 、 例 え ば ４ ０ 、 ６ ０ 又 は １ ０ ０ 以 上 の 隣 接 し て い る ヌ ク レ オ チ ド 領 域 を
超 え て 、 本 明 細 書 で 表 示 さ れ て い る 該 当 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 、 一 般 に 少 な く と も ７ ０ ％ 、
又 は ７ ５ ％ 、 又 は 少 な く と も ８ ５ ％ 又 は ９ ０ ％ お よ び ほ ぼ 少 な く と も ９ ５ ％ 又 は ９ ８ ％ 相
同 で あ る だ ろ う 。
【 ０ １ ２ ０ 】
用 語 「 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る 」 は 、 本 発 明 の 標 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 上 記 バ ッ
ク グ ラ ウ ン ド に 重 要 な レ ベ ル で そ の プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と を 見 出 さ れ る 条 件
下 で 、 プ ロ ー ブ が 用 い ら れ る よ う に 、 使 用 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を い う 。 そ の バ ッ ク グ
ラ ウ ン ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 例 え ば 、 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ
ラ リ ー 又 は ｃ Ｄ Ｎ Ａ に お い て 存 在 す る 他 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の た め に 起 こ り え る 。 こ の 場
合 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド は 、 １ ０ 倍 又 は ほ ぼ １ ０ ０ 倍 激 し く 標 的 Ｄ Ｎ Ａ と と も に 観 察 さ れ る
特 異 的 相 互 作 用 よ り も １ ０ 倍 以 下 又 は ほ ぼ １ ０ ０ 倍 以 下 で あ る ラ イ ブ ラ リ ー の 非 特 異 的 Ｄ
Ｎ Ａ メ ン バ ー と プ ロ ー ブ の 間 で の 相 互 作 用 に よ っ て 生 み 出 さ れ た シ グ ナ ル レ ベ ル を 暗 示 す
る 。 相 互 作 用 の 激 し さ は 、 例 え ば 、 プ ロ ー ブ を 放 射 性 ラ ベ ル 、 例 え ば ３ ２ Ｐ を 用 い て 測 定
さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ １ 】
最 大 ス ト リ ン ジ ェ ン シ － に 対 す る 中 間 的 条 件 下 、 本 明 細 書 に 表 示 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列
に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 も 、 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。 Ｂ ｅ ｒ ｇ ｅ ｒ
及 び Ｋ ｉ ｍ ｍ ｅ ｌ （ 1987年 、 分 子 ク ロ ー ニ ン グ 技 術 へ の ガ イ ド 、 Methods　 in　 Enzymolog
y， Vol． 52， ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス 社 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ エ ゴ ） で 教 示 さ れ た よ う
に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 複 合 体 に 結 合 す る 核 酸 の 融 解 温 度 （ Ｔ ｍ ） に 基 づ き
、 下 記 で 説 明 さ れ る よ う に 定 義 さ れ た 「 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 を 授 け る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
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最 大 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ － は 、 典 型 的 に は 、 約 Ｔ ｍ － ５ ℃ で 起 こ る （ プ ロ ー ブ の Ｔ ｍ 未 満
５ ℃ ） ； 約 ５ ～ Ｔ ｍ 未 満 で あ る １ ０ ℃ で の ハ イ ス ト リ ン ジ ェ ン シ ィ ； 約 １ ０ ～ Ｔ ｍ 未 満 で
あ る ２ ０ ℃ で の 中 間 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ィ ； そ し て Ｔ ｍ 未 満 で あ る 約 ２ ０ ～ ２ ５ ℃ で の 低 い
ハ イ ス ト リ ン ジ ェ ン シ ィ 。 当 業 者 に よ っ て 理 解 さ れ る よ う に 、 最 大 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ィ
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 中 間 の （ 又 は 低 い ） ス ト リ ン ジ ェ ン シ ィ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン は 、 類 似 の 又 は 関 係 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 同 定 又 は 検 出 に 用 い ら れ る こ と が で き る
間 に 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 同 定 又 は 検 出 に 用 い ら れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
他 の 態 様 で は 、 本 発 明 は ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 本 発 明 の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の １ つ 以 上 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を カ バ ー で き る （ 例 え ば 、 ６ ５ ℃ 及
び ０ ． １ × Ｓ Ｓ Ｃ {１ × Ｓ Ｓ Ｃ ＝ ０ ． １ ５ Ｍ Ｎ ａ Ｃ ｌ ， ０ ． ０ １ ５ Ｍ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム
ｐ Ｈ ７ ． ０ }。 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 二 本 鎖 の と こ ろ で は 、 双 方 の 鎖 が 二 重 で 、 各
々 独 立 的 に 又 は 組 合 せ の い ず れ か は 、 本 発 明 に よ っ て 拡 張 さ れ る 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 単
一 鎖 の と こ ろ で は 、 そ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 相 補 配 列 は 、 ま た 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る
。
【 ０ １ ２ ４ 】
本 発 明 は 、 本 明 細 書 で 表 示 さ れ て い る 配 列 に 相 補 的 で あ る 配 列 又 は そ の 断 片 の い ず れ か 又
は 誘 導 体 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に も 拡 張 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本
発 明 の 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る 配 列 に 相 補 的 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に も 拡 張 す る 。
こ れ ら の タ イ プ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 変 形 例 で あ る 。 こ の 点 に お い
て 、 用 語 「 変 形 （ ｖ ａ ｒ ｉ ａ ｎ ｔ ） 」 は 、 本 明 細 書 で 表 示 さ れ て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る 配 列 に 相 補 的 な 配 列 に 拡 張 す る 。 し か し な が ら 、 用 語 「 変 形 」 は 、
ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 本 明 細 書 に 表 示 さ れ て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ で き る 配 列 に 相 補 的 で あ る 配 列 に も 拡 張 す る （ 例 え ば 、 ６ ５ ℃ で ０ ． １ × Ｓ Ｓ Ｃ {１ ×
Ｓ Ｓ Ｃ ＝ ０ ． １ ５ Ｍ Ｎ ａ Ｃ ｌ ， ０ ． ０ １ ５ Ｍ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ｐ Ｈ ７ ． ０ }） 。
【 ０ １ ２ ５ 】
細 胞
本 発 明 に よ れ ば 有 用 な 細 胞 は 、 バ ク テ リ ア 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 昆 虫 細 胞 又 は 哺 乳 類 細 胞 か ら
な る 群 よ り 選 択 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
本 発 明 に よ れ ば 有 用 な 細 胞 は 、 本 発 明 に よ れ ば レ セ プ タ ー を コ ー ド す る 核 酸 配 列 が 誘 導 さ
れ る こ と が で き る 、 又 は 本 明 細 書 で 定 義 さ れ る よ う に 、 レ セ プ タ ー が 天 然 の レ ベ ル 又 は 天
然 の レ ベ ル 以 上 で 表 現 さ れ る よ う に 存 在 し て い る 中 へ の い ず れ か の 細 胞 で あ る こ と が で き
る 。 細 胞 内 で 発 現 さ れ る 本 発 明 の レ セ プ タ ー は 、 本 明 細 書 で 定 義 さ れ る 正 常 又 は ほ ぼ 正 常
な 薬 理 学 を 示 し え る 。 細 胞 内 で 発 現 さ れ る 本 発 明 の レ セ プ タ ー は 、 図 １ に 表 示 さ れ た ヌ ク
レ オ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 あ る い は 図 １ に 表 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 に 少 な く と も ７ ０ ％ 一
致 す る ヌ ク レ オ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 得 る 。 細 胞 内 で 発 現 さ れ る 本 発 明 の レ セ プ タ
ー は 、 Ｉ Ｄ Ｐ 及 び Ｕ Ｄ Ｐ に 対 す る 親 和 性 よ り も 少 な く と も １ ０ ０ 倍 、 ５ ０ ０ 倍 、 又 は ほ ぼ
１ ０ ０ ０ 倍 の 親 和 性 を も っ て Ａ Ｄ Ｐ に 結 合 で き る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 に よ れ ば 、 細 胞 は 、 Ｃ Ｏ Ｓ ７ 細 胞 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 、 Ｌ Ｍ （ Ｔ Ｋ ） 細 胞 、 Ｎ
Ｉ Ｈ － ３ Ｔ ３ 細 胞 、 Ｈ Ｅ Ｋ － ２ ９ ３ 細 胞 、 Ｋ ５ ６ ２ 細 胞 又 は １ ３ ２ １ Ｎ １ ア ス ト ロ サ イ ト
－ マ 細 胞 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る が 、 他 の ト ラ ン ス フ ェ ク ト で き る 細 胞 系 列 も 選 ば れ る
。 本 発 明 の 細 胞 膜 が こ れ ら の 細 胞 由 来 で あ り 得 る こ と は 明 ら か で あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
Ｉ 　 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 物 質 の 同 定 の た め の 解 析
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 物 質 は 、 Ａ Ｄ Ｐ 又 は 他 の リ ガ ン ド と レ セ プ タ ー の 相
互 作 用 を 利 用 す る た く さ ん の 方 式 で 同 定 さ れ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 培 養 さ れ た 細 胞 に
お け る イ ン ビ ト ロ 又 は イ ン ビ ボ で 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ／ Ａ Ｄ Ｐ 結 合 を 再 構 築 す る 可 能 性 は 、 そ の
結 合 を 引 き 裂 く 物 質 の 同 定 の た め の 標 的 を 提 供 す る 。 結 合 の 開 裂 に 基 づ く 解 析 は 、 そ の よ
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う な 分 子 の ラ イ ブ ラ リ 又 は コ レ ク シ ョ ン か ら の 有 機 低 分 子 の よ う な 物 質 を 同 定 で き る 。 そ
の 代 わ り に 、 そ の よ う な 解 析 は 、 天 然 源 、 例 え ば 植 物 、 カ ビ 又 は バ ク テ リ ア の 抽 出 物 ま た
は ヒ ト 組 織 サ ン プ ル （ 例 え ば 腫 瘍 組 織 ） か ら の 抽 出 物 又 は サ ン プ ル に お い て 物 質 を 同 定 す
る こ と が で き る 。 あ る 見 地 で は 、 そ の 抽 出 物 は 、 核 酸 変 形 、 ペ プ チ ド 、 又 は ポ リ ペ プ チ ド
の ラ イ ブ ラ リ を 発 現 す る 細 胞 か ら 作 ら れ る こ と が で き る 。 そ し て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ／ Ａ Ｄ Ｐ 結
合 の モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 結 合 解 析 又 は レ セ プ タ ー を 通 じ て の 下 流 の シ グ ナ リ ン グ を 測 定 す
る 機 能 的 解 析 を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 機 能 を モ ジ ュ レ ー ト す る 物 質 を も っ と 直 接 的 に 同 定 す る Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ／ Ａ Ｄ Ｐ 相
互 作 用 を 用 い る 他 の ア プ ロ ー チ は 、 候 補 物 質 又 は 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー に よ っ て 誘 導 さ れ る
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 下 流 シ グ ナ リ ン グ に お け る 変 化 を 測 定 す る 。 こ れ ら の 機 能 解 析 は 、 単 離 さ れ
た 細 胞 膜 フ ラ ク シ ョ ン 内 、 又 は 細 胞 表 面 の レ セ プ タ ー を 発 現 す る 細 胞 上 で 行 わ れ る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
Ａ Ｄ Ｐ が 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ レ セ プ タ ー の リ ガ ン ド で あ る こ と が 発 見 さ れ て 、 ス ク リ ー ニ ン グ 解
析 に よ り ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 及 び レ セ プ タ ー 活 性 の 逆 ア ゴ ニ ス ト を 同 定 で き る
よ う に す る 。 こ の ス ク リ ー ニ ン グ 解 析 に は 、 ２ つ の 一 般 的 な ア プ ロ ー チ が あ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ １ 】
１ ） リ ガ ン ド 結 合 解 析
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 発 現 す る 細 胞 、 そ の よ う な 細 胞 か ら の 膜 抽 出 物 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド を
含 む ウ ィ ル ス 誘 導 さ れ た 出 芽 膜 、 又 は Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 含 む 固 定 化 し た 脂 質 膜 が 標 識 さ れ た Ａ
Ｄ Ｐ 及 び 候 補 化 合 物 に 曝 さ れ る と こ ろ で 行 わ れ る 。 培 養 に 続 い て 、 反 応 混 合 物 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ
８ ６ レ セ プ タ ー に 対 す る 標 識 Ａ Ｄ Ｐ の 特 異 的 結 合 の た め に 測 定 さ れ る 。 結 合 を 阻 止 又 は 標
識 Ａ Ｄ Ｐ に と っ て か わ る 化 合 物 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 又 は
逆 ア ゴ ニ ス ト で あ る こ と が で き る 。 そ し て 、 次 の 機 能 的 解 析 は 、 こ れ ら の カ テ ゴ リ ー の う
ち の い ず れ か に 、 こ れ ら が 属 す る の か を 決 定 す る 陽 性 化 合 物 上 で 行 わ れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
２ ） 機 能 解 析 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の シ グ ナ リ ン グ 活 性 が 測 定 さ れ る 。
ａ ） ア ゴ ニ ス ト ス ク リ ー ニ ン グ に と っ て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 発 現 細 胞 又 は こ れ ら か ら 調 製 さ れ た
膜 が 、 候 補 化 合 物 と と も に 培 養 さ れ 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の シ グ ナ リ ン グ 活 性 が 測 定 さ れ る 。 レ セ
プ タ ー 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 化 合 物 に よ っ て 誘 導 さ れ る 活 性 は 、 Ａ Ｄ Ｐ に よ っ て 誘 導 さ
れ る 活 性 と 比 較 さ れ る 。 ア ゴ ニ ス ト 又 は 部 分 的 ア ゴ ニ ス ト は 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は 部 分 的 ア ゴ
ニ ス ト が １ ０ ｎ Ｍ 以 下 で 存 在 す る と き 、 Ａ Ｄ Ｐ の 最 大 活 性 の 少 な く と も １ ０ ％ に 該 当 す る
最 大 の 生 物 活 性 を 有 す る だ ろ う 、 ま た 、 少 な く と も Ａ Ｄ Ｐ と 同 じ 程 度 の 強 さ の 効 能 を 有 す
る だ ろ う 。
【 ０ １ ３ ３ 】
ｂ ） ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 逆 ア ゴ ニ ス ト ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 発 現 細 胞 又 は
こ れ ら か ら 単 離 さ れ た 膜 が 、 候 補 化 合 物 と と も に 又 は 伴 わ ず に 、 Ａ Ｄ Ｐ 存 在 下 で の シ グ ナ
リ ン グ 活 性 に つ い て 解 析 さ れ る 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 Ａ Ｄ Ｐ 存 在 下 で 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト を
不 足 す る 反 応 に 対 し て 、 少 な く と も １ ０ ％ Ａ Ｄ Ｐ 刺 激 さ れ た レ セ プ タ ー 活 性 の レ ベ ル を 減
じ る だ ろ う 。 逆 ア ゴ ニ ス ト は 、 逆 ア ゴ ニ ス ト を 不 足 し て い る 反 応 に 対 し て 、 少 な く と も １
０ ％ そ の レ セ プ タ ー の 構 成 要 素 活 性 を 減 じ る だ ろ う 。
【 ０ １ ３ ４ 】
ｃ ） 逆 ア ゴ ニ ス ト ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 、 構 成 要 素 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 を 発 現 す る 細 胞 又 は
こ れ ら か ら 単 離 さ れ た 膜 は 、 候 補 化 合 物 の 存 在 下 で の レ セ プ タ ー 活 性 を 測 定 す る 機 能 的 解
析 の 中 で 用 い ら れ る 。 逆 ア ゴ ニ ス ト は 、 少 な く と も １ ０ ％ レ セ プ タ ー の 構 成 要 素 活 性 を 減
少 さ せ る こ れ ら の 化 合 物 で あ る 。 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ は 、 強 い 構 成 要 素 プ ロ モ ー タ 、 例 え ば Ｃ Ｍ Ｖ
初 期 （ ｅ ａ ｒ ｌ ｙ ） プ ロ モ ー タ の コ ン ト ロ ー ル 下 に 、 そ れ を 配 置 す る こ と に よ っ て 、 過 剰
発 現 さ れ る こ と が で き る 。 あ る い は 、 保 存 さ れ た Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ア ミ ノ 酸 又 は ア ミ ノ 酸 ド メ イ ン
の あ る 突 然 変 異 は 、 構 成 要 素 活 性 を 導 く 傾 向 が あ る 。 例 え ば 、 Kjelsbergら ， 1992年 ， J．
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Biol． Chem． 267： 1430； McWhinneyら ， 2000年 ， J． Biol． Chem． 275： 2087； Renら ， 199
3年 ， J． Biol． Chem． 268： 16483； Samamaら ， 1993年 ， J． Biol． Chem． 268： 4625； Parm
aら ， 1993年 ， Nature365： 649； Parmaら ， 1998年 ， J． Pharmacol． Exp． Ther． 286： 85；
及 び Parentら ， 1996年 ， J． Biol． Chem． 271： 7949参 照 。
【 ０ １ ３ ５ 】
リ ガ ン ド 結 合 と 変 位 解 析
あ る 者 は 、 細 胞 上 、 又 は レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 単 離 さ れ た 膜 上 で 発 現 さ れ る Ｇ Ｐ
Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 、 Ａ Ｄ Ｐ が Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ へ 結 合 す る の を 阻 害 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ
ン グ の た め に 、 Ａ Ｄ Ｐ と と も に 、 使 用 す る こ と が で き る 。 結 合 又 は Ａ Ｄ Ｐ 変 位 だ け を 測 定
す る 解 析 の 中 で 同 定 さ れ る と き 、 化 合 物 は 、 そ れ ら が ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 又 は
逆 ア ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る か ど う か を 決 定 す る 機 能 的 テ ス ト を 受 け さ せ な け れ ば な ら な
い だ ろ う 。
【 ０ １ ３ ６ 】
変 位 実 験 に と っ て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 （ 一 般 に 解 析 あ た り ２ ５ × １
０ ３ 細 胞 又 は １ 乃 至 １ ０ ０ μ ｇ の 膜 抽 出 物 ） は 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 増 大 濃 度 の 存 在 又
は 不 在 下 で 標 識 さ れ た Ａ Ｄ Ｐ で 結 合 し た バ ッ フ ァ 内 で 培 養 さ れ る 。 そ の 解 析 を 有 効 に し 、
修 正 す る た め に 、 非 標 識 Ａ Ｄ Ｐ の 濃 度 を 増 大 さ せ な が ら 、 コ ン ト ロ ー ル 競 合 反 応 が 行 わ れ
る こ と が で き る 。 培 養 後 、 細 胞 は 、 広 範 囲 に 洗 浄 さ れ 、 結 合 し た 標 識 Ａ Ｄ Ｐ は 与 え ら れ た
標 識 に ふ さ わ し い よ う に 測 定 さ れ る （ 例 え ば 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン ト 、 蛍 光 な ど ） 。
候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 存 在 下 で 結 合 さ れ た 標 識 Ａ Ｄ Ｐ の 量 に お け る 少 な く と も １ ０ ％ の 減
少 は 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー に よ っ て 結 合 の 変 位 を 示 す 。 １ ０ ｎ Ｍ 以 下 の 濃 度 で 標 識 Ａ Ｄ Ｐ
（ サ ブ 飽 和 し て い る Ａ Ｄ Ｐ 投 与 量 ） の ５ ０ ％ 変 位 す れ ば 、 本 明 細 書 で 説 明 さ れ て い る こ の
又 は 他 の 解 析 に お い て 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー は 特 異 的 に 結 合 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
あ る い は 、 結 合 又 は 結 合 の 変 位 は 、 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 （ Ｓ Ｐ Ｒ ） に よ っ て モ ニ タ さ れ る
こ と が で き る 。 表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 解 析 は 、 定 量 的 方 法 と し て 用 い ら れ る こ と が で き 、 水
相 か ら セ ン サ 上 の 膜 内 に 固 定 化 さ れ た Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド ま で Ａ Ｄ Ｐ が 結 合 又 は 結 合
を 喪 失 す る こ と に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 固 定 化 し た セ ン サ 付 近 で の 質 量 変 化 に よ っ て ２ つ
の 分 子 間 結 合 を 測 定 す る 。 質 量 に お け る こ の 変 化 は 、 Ａ Ｄ Ｐ 又 は 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 注
入 又 は 除 去 後 の 時 間 に 対 す る 共 鳴 ユ ニ ッ ト と し て 測 定 さ れ る 、 Ｂ ｉ ａ ｃ ｏ ｒ ｅ 　 Ｂ ｉ ｏ ｓ
ｅ ｎ ｓ ｏ ｒ （ バ イ ア コ ア Ａ Ｂ ） を 用 い て 測 定 さ れ る 。 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ は 、 Ｓ ａ ｌ ａ ｍ ｏ ｎ ら に
よ っ て 説 明 さ れ た 方 法 に よ れ ば 薄 層 脂 質 膜 に お い て 、 セ ン サ チ ッ プ 上 に 固 定 化 さ れ る （ 例
え ば リ サ ー チ グ レ ー ド Ｃ Ｍ ５ チ ッ プ ； バ イ ア コ ア Ａ Ｂ ） （ Salamonら ， 1996年 ， Biophys　
J． 71： 283－ 294； Salamonら ， 2001年 ， Biophys． J． 80： 1557－ 1567； Salamonら ， 1999
年 ， Trends　 Biochem． Sci． 24： 213－ 219、 こ れ ら は そ れ ぞ れ 参 考 と し て 本 明 細 書 に 組 み
入 れ ら れ る ） 。 Ｓ ａ ｒ ｒ ｉ ｏ ら 、 Ｓ Ｐ Ｒ が チ ッ プ 上 で の 脂 質 層 内 に 固 定 化 さ れ た Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ
　 Ａ （ １ ） ア デ ノ シ ン レ セ プ タ ー に 結 合 し て い る リ ガ ン ド を 検 出 す る の に 用 い ら れ る こ と
が で き る （ Sarrioら ， 2000年 ， Mol． Cell． Biol． 20： 5164－ 5174， 参 考 と し て 本 明 細 書
に 組 み 入 れ ら れ る ） 。 Ｓ Ｐ Ｒ 解 析 に お い て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ に Ａ Ｄ Ｐ が 結 合 す る た め の 条 件 は
、 開 始 点 と し て 、 Ｓ ａ ｒ ｒ ｉ ｏ ら に よ っ て 報 告 さ れ た 条 件 を 用 い て 、 当 業 者 に よ っ て 微 調
整 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
Ｓ Ｐ Ｒ は 、 少 な く と も ２ つ の 方 法 で 結 合 の モ ジ ュ レ ー タ ー に つ い て 解 析 で き る 。 第 １ の 方
法 は 、 固 定 化 さ れ た Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド に Ａ Ｄ Ｐ を プ レ 結 合 し 、 続 い て ０ ． １ ｎ Ｍ か
ら １ μ Ｍ ま で の 領 域 の 濃 度 で 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー を イ ン ジ ェ ク シ ョ ン す る こ と が で き る 。
結 合 さ れ た Ａ Ｄ Ｐ の 変 位 を 定 量 し て 、 モ ジ ュ レ ー タ ー 結 合 を 検 出 す る 。 あ る い は 膜 結 合 さ
れ た Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー と と も に プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、
Ａ Ｄ Ｐ と と も に チ ャ レ ン ジ さ れ る こ と が で き る 。 モ ジ ュ レ ー タ ー に 予 め さ ら さ れ て い な い
チ ッ プ 上 で の Ａ Ｄ Ｐ 結 合 に 対 し て 、 モ ジ ュ レ ー タ ー に さ ら さ れ た Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ と Ａ Ｄ Ｐ の 結
合 に 差 異 が あ れ ば 、 モ ジ ュ レ ー タ ー が 存 在 す る と き の Ａ Ｄ Ｐ の 結 合 又 は 変 位 を 立 証 す る だ
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ろ う 。 い ず れ か の 解 析 に お い て 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 不 在 下 で の Ａ Ｄ Ｐ 結 合 量 に 対 し て
、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー 存 在 下 で Ａ Ｄ Ｐ 結 合 の 量 が １ ０ ％ 以 上 減 少 し て い る と 、 候 補 モ ジ ュ
レ ー タ ー が Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ と Ａ Ｄ Ｐ の 相 互 作 用 を 阻 害 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
Ａ Ｄ Ｐ の Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ へ の 結 合 阻 止 を 検 出 す る 方 法 は 、 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー ト ラ ン ス フ ァ ー
（ Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ ） を 使 用 す る 。 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ は 、 蛍 光 ド ナ ー （ Ｄ ） の 放 射 ス ペ ク ト ル が 蛍 光 ア ク セ
プ タ ー （ Ａ ） の 励 起 ス ペ ク ト ル と オ ー バ ラ ッ プ し て い る な ら ば 、 蛍 光 ド ナ ー （ Ｄ ） と 蛍 光
ア ク セ プ タ ー （ Ａ ） の 間 で 互 い に 接 近 し て い る と き （ 通 常 、 分 離 の ＜ １ ０ ０ Å ） に 起 こ る
量 子 機 構 的 現 象 で あ る 。 テ ス ト さ れ る 分 子 、 例 え ば Ａ Ｄ Ｐ と Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド は 、
ド ナ ー と ア ク セ プ タ ー 蛍 光 団 の 相 補 的 ペ ア で 標 識 さ れ る 。 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ： Ａ Ｄ Ｐ 相 互 作 用 に
よ っ て 両 者 が 密 接 に 結 合 さ れ る 一 方 、 Ａ Ｄ Ｐ と Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド が 結 合 さ れ て い な
い と き 、 ド ナ ー 蛍 光 団 の 励 起 で 放 射 さ れ る 蛍 光 は 励 起 波 長 に 応 答 し て 放 射 さ れ る 波 長 と 異
な る 波 長 を 有 し 、 各 波 長 で の 放 射 強 度 の 測 定 に よ っ て 、 結 合 さ れ て い な い 分 子 ｖ ｓ 結 合 さ
れ た 分 子 を 定 量 す る だ ろ う 。 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 標 識 す る ド ナ ー 蛍 光 団 は 、 当 該 分
野 で よ く 知 ら れ て い る 。 Ｃ ｙ ａ ｎ Ｆ Ｐ （ Ｃ Ｆ Ｐ ， ド ナ ー （ Ｄ ） ） と イ エ ロ ー Ｆ Ｐ （ Ｙ Ｆ Ｐ
， ア ク セ プ タ ー （ Ａ ） ） と し て 知 ら れ て い る Ａ ． ｖ ｉ ｃ ｔ ｏ ｒ ｉ ａ Ｇ Ｆ Ｐ の 変 異 体 は 、 興
味 あ る も の で あ る 。 実 施 例 と し て 、 Ｙ Ｆ Ｐ 変 異 体 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し
て 作 ら れ る こ と が で き る 。 蛍 光 団 で 標 識 し た Ａ Ｄ Ｐ 化 合 物 （ モ レ キ ュ ラ ー プ ロ ー ブ ス 社 ）
と 同 様 に 融 合 と し て の Ｇ Ｆ Ｐ 変 異 体 の 発 現 の た め の ベ ク タ ー （ ク ロ ー ン テ ッ ク 社 ） が 当 該
分 野 で 知 ら れ て い る 。 標 識 さ れ た Ａ Ｄ Ｐ と Ｙ Ｆ Ｐ － Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ タ ン パ ク 質 の 混 合 物 へ の 候
補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 添 加 は 、 例 え ば 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー を 伴 わ な い サ ン プ ル に 対 し て 、
Ｙ Ｆ Ｐ 蛍 光 の 減 少 に よ っ て 、 実 証 さ れ た エ ネ ル ギ ー ト ラ ン ス フ ァ ー の 阻 害 を も た ら す 。 Ｇ
Ｐ Ｒ ８ ６ ： Ａ Ｄ Ｐ の 検 出 の た め に Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ を 用 い る 解 析 に お い て 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー を
含 ま な い サ ン プ ル に 対 し て 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー を 含 む サ ン プ ル に お け る ア ク セ プ タ ー 波
長 で 蛍 光 放 射 強 度 が １ ０ ％ 以 上 減 少 す る と 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー は Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ： Ａ Ｄ Ｐ 相
互 作 用 を 阻 止 す る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ４ ０ 】
Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ に お け る バ リ エ ー シ ョ ン は 、 蛍 光 消 光 を 用 い て 、 分 子 の 相 互 作 用 を モ ニ タ ー す る
。 相 互 作 用 し て い る ペ ア に お け る 一 方 の 分 子 は 蛍 光 団 で 標 識 さ れ 、 他 方 は 、 そ れ を 伴 う 密
接 な 並 列 を も た ら す と き 、 蛍 光 団 の 蛍 光 を 消 光 す る 分 子 で 標 識 さ れ る 。 励 起 に 基 づ く 蛍 光
の 変 化 は 、 蛍 光 団 ： 消 光 剤 ペ ア で タ グ 付 け さ れ た 分 子 の 会 合 に お け る 変 化 の 指 標 で あ る 。
一 般 に 、 標 識 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド の 蛍 光 の 増 加 は 、 消 光 剤 を 有 す る Ａ Ｄ Ｐ 分 子 が 置 き
換 え ら れ た 指 標 と な る 。 消 光 解 析 に と っ て 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー な し の サ ン プ ル に 対 し て
、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー を 含 む サ ン プ ル に お け る 蛍 光 放 出 の 強 度 に お け る １ ０ ％ 以 上 の 増 大
は 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ： Ａ Ｄ Ｐ 相 互 作 用 を 阻 害 す る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ４ １ 】
表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 と Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ 方 法 に 加 え て 、 蛍 光 分 極 測 定 は 、 結 合 の 定 量 に 有 用 で あ る
。 蛍 光 的 に タ グ づ け さ れ た 分 子 に 対 す る 蛍 光 分 極 値 は 、 回 転 の 相 互 関 係 時 ま た は 宙 返 り 速
度 に 依 存 し て い る 。 蛍 光 標 識 Ａ Ｄ Ｐ と 会 合 す る Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ に よ っ て 形 成 さ れ る 複 合 体 の よ
う な 複 合 体 は 、 複 合 化 さ れ て い な い 、 標 識 Ａ Ｄ Ｐ よ り も 高 い 分 極 値 を 有 す る 。 候 補 阻 害 剤
が 解 離 、 又 は Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ と Ａ Ｄ Ｐ の 相 互 作 用 を 阻 止 す る な ら ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ： Ａ Ｄ Ｐ 相 互
作 用 の 候 補 阻 害 剤 の 包 含 は 、 候 補 阻 害 剤 な し の 混 合 物 に 対 し て 、 蛍 光 分 極 の 減 少 を 結 果 と
し て も た ら す 。 蛍 光 分 極 は 、 レ セ プ タ ー ： リ ガ ン ド 複 合 体 の 形 成 を 解 離 す る 低 分 子 の 同 定
に よ く 適 し て い る 。 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が 不 足 し て い る サ ン プ ル に お け る 蛍 光 分 極 に 対 し
て 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー を 含 む サ ン プ ル に お け る 蛍 光 分 極 の １ ０ ％ 以 上 の 減 少 は 、 候 補 モ
ジ ュ レ ー タ ー は Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ： Ａ Ｄ Ｐ 相 互 作 用 を 阻 止 す る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ４ ２ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ： Ａ Ｄ Ｐ 相 互 作 用 を モ ニ タ す る 他 の 代 用 は 、 バ イ オ セ ン サ 解 析 を 使 用 す る 。 Ｉ
Ｃ Ｓ バ イ オ セ ン サ は 、 当 該 分 野 で 説 明 さ れ た （ オ ー ス ト ラ リ ア の メ ン ブ レ ン バ イ オ テ ク ノ
ロ ジ ー リ サ ー チ イ ン ス テ イ テ ュ ー ト ； http //www.ambri.com.au/； Cornell・ Ｂ ， Braach-
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Maksvytis・ V， King・ L， Osman・ P， Raguse・ B， Wieczorek・ L及 び Pace・ R． 「 イ オ ン チ
ャ ン ネ ル ス イ ッ チ を 用 い た バ イ オ セ ン サ 」 Nature， 1997年 ， 387， 580） 。 こ の 技 術 は 、 Ｇ
Ｐ Ｒ ８ ６ と そ の リ ガ ン ド の 会 合 が 、 疑 い あ る ２ 層 膜 の 中 の グ ラ マ シ ジ ン － 促 進 （ gramacid
in-facilitated） イ オ ン チ ャ ネ ル の 接 近 と 共 役 し 、 こ の よ う に し て バ イ オ セ ン サ の ア ド ミ
ッ タ ン ス （ イ ン ピ ー ダ ン ス と 類 似 ） が 測 定 可 能 に 変 化 す る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 ア ド ミ ッ
タ ン ス 変 化 の 大 き さ が ６ オ ー ダ ー を 超 え る 線 形 で 、 小 さ な 分 子 の 組 換 え ラ イ ブ ラ リ ー の 大
規 模 な ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ に 理 想 的 に 適 し て い る 。 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー に 不
足 し て い る サ ン プ ル の ア ド ミ ッ タ ン ス に 対 し て 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー を 含 む サ ン プ ル に お
け る ア ド ミ ッ タ ン ス の １ ０ ％ 以 上 の 変 化 （ 増 加 又 は 減 少 ） は 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が Ｇ Ｐ
Ｒ ８ ６ と Ａ Ｄ Ｐ の 相 互 作 用 を 阻 害 し て い る こ と を 示 す 。 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ と Ａ Ｄ Ｐ の 相 互 作 用 を
テ ス ト す る 解 析 に お い て 、 相 互 作 用 の モ ジ ュ レ ー タ ー が 必 ず し も 、 Ａ Ｄ Ｐ と 物 理 的 に 相 互
作 用 す る タ ン パ ク 質 の ド メ イ ン と 直 接 相 互 作 用 す る 必 要 が な い で あ ろ う こ と に 留 意 す る こ
と が 重 要 で あ る 。 モ ジ ュ レ ー タ ー が 相 互 作 用 の 部 位 か ら 除 去 さ れ た 位 置 で 相 互 作 用 す る で
あ ろ う こ と 、 そ し て 例 え ば Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド 内 で の 構 造 的 変 化 を 引 き 起 こ す で あ ろ
う こ と も あ り 得 る 。 こ の 方 式 で 作 動 す る モ ジ ュ レ ー タ ー （ 阻 害 剤 又 は ア ゴ ニ ス ト ） は 、 そ
れ に も か か わ ら ず 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 物 質 と し て 興 味 深 い 。
【 ０ １ ４ ３ 】
従 っ て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 発 現 細 胞 を 用 い る Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の ス ク リ ー ニ
ン グ 方 法 は 、 ａ ） 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー 存 在 下 で の 細 胞 の 第 １ の サ ン プ ル 及 び 候 補 モ ジ ュ レ
ー タ ー の 不 在 下 で の 細 胞 の 第 ２ の サ ン プ ル を 、 こ れ ら の 双 方 サ ン プ ル が Ａ Ｄ Ｐ が Ｇ Ｐ Ｒ ８
６ に 結 合 す る の を 許 容 す る 条 件 下 で 培 養 す る 工 程 ； ｂ ） こ れ ら の 第 １ 及 び 第 ２ の サ ン プ ル
の 中 で 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ リ ン グ 活 性 を 検 出 す る 工 程 、 及 び ； ｃ ） 第 １ と
第 ２ の サ ン プ ル に つ い て の セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー の 解 析 結 果 を 比 較 す る 工 程 を 含 む 。 ま
た 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 有 す る 細 胞 膜 を 用 い る Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の た め の ス
ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 ａ ） 前 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 存 在 下 で の 前 記 細 胞 膜 の 第 １ の サ ン
プ ル と 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 不 在 下 で の 前 記 細 胞 膜 の 第 ２ の サ ン プ ル と を 、 双 方 の サ ン
プ ル が Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ と Ａ Ｄ Ｐ が 結 合 す る こ と を 許 容 す る 条 件 下 で 培 養 す る 工 程 ； ｂ ） こ れ ら
の 第 １ の サ ン プ ル と 第 ２ の サ ン プ ル に お い て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ リ ン グ 活
性 を 検 出 す る 工 程 ； 及 び ｃ ） 前 記 第 １ の サ ン プ ル と 第 ２ の サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 セ カ ン
ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 解 析 の 結 果 を 比 較 す る 工 程 を 含 む 。 さ ら に Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 発 現 す る 細 胞 を
用 い て 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 を 増 大 又 は 低 減 さ せ て い る か を 決 定 す る 方 法
は 、 ａ ） 前 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 存 在 下 で 前 記 細 胞 の 第 １ の サ ン プ ル と 、 候 補 モ ジ ュ レ
ー タ ー の 不 在 下 で 前 記 細 胞 の 第 ２ の サ ン プ ル と を 、 双 方 の サ ン プ ル が Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ と Ａ Ｄ Ｐ
が 結 合 す る こ と を 許 容 す る 条 件 下 で 培 養 す る 工 程 ； ｂ ） 前 記 第 １ の サ ン プ ル と 第 ２ の サ ン
プ ル に お い て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ リ ン グ 活 性 を 検 出 す る 工 程 ； 及 び ｃ ） 前
記 第 １ の サ ン プ ル と 第 ２ の サ ン プ ル に つ い て 、 前 記 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー の 結 果 を 比 較
す る 工 程 を 含 む 。 次 に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 有 す る 細 胞 膜 を 用 い て 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が Ｇ Ｐ
Ｒ ８ ６ 活 性 を 増 大 又 は 低 減 さ せ て い る か を 決 定 す る 方 法 は 、 ａ ） 前 記 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー
の 存 在 下 で 前 記 細 胞 膜 の 第 １ の サ ン プ ル と 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 不 在 下 で 前 記 細 胞 膜 の
第 ２ の サ ン プ ル と の 双 方 の サ ン プ ル を 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ と Ａ Ｄ Ｐ が 結 合 す る こ と を 許 容 す る 条
件 下 で 培 養 す る 工 程 ； ｂ ） 前 記 第 １ の サ ン プ ル と 第 ２ の サ ン プ ル に お い て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ
リ ペ プ チ ド の シ グ ナ リ ン グ 活 性 を 検 出 す る 工 程 ； 及 び ｃ ） 前 記 第 １ の サ ン プ ル と 第 ２ の サ
ン プ ル に つ い て 、 前 記 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー の 結 果 を 比 較 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ４ 】
他 の リ ガ ン ド
こ こ で 説 明 さ れ て い る 方 法 又 は 結 合 解 析 の い ず れ も 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 非 Ａ Ｄ Ｐ リ ガ ン ド （ 例
え ば ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト な ど ） を 用 い て 実 行 さ れ る こ と が で き る と 理 解 さ れ る べ
き で あ る 。 例 え ば 、 こ こ で 説 明 さ れ て い る よ う に 同 定 さ れ た 小 さ な 分 子 又 は Ａ Ｄ Ｐ ア ナ ロ
ー グ 類 似 物 は 、 米 国 特 許 Ｎ ｏ ． ５ ７ ０ ０ ７ ８ ６ に 表 示 さ れ る Ａ Ｄ Ｐ ア ナ ロ ー グ 、 天 然 又 は
合 成 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 又 は そ の 抗 原 結 合 部 位 、 脂 質 、 炭 水 化 物 、 及 び 小 さ な
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有 機 分 子 の い ず れ も 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ４ ５ 】
説 明 さ れ た 方 法 又 は 結 合 解 析 の い ず れ も 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ レ セ プ タ ー 分 子 に 結 合 す る 又 は Ｇ Ｐ
Ｒ ８ ６ レ セ プ タ ー へ の Ａ Ｄ Ｐ の 結 合 に 影 響 を 与 え る サ ン プ ル 、 例 え ば 組 織 サ ン プ ル 中 で の
物 質 の 存 在 を 決 定 す る の に 用 い ら れ る こ と が で き る 。 そ う す る と 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ
ド は 、 Ａ Ｄ Ｐ と 又 は サ ン プ ル の 存 在 又 は 不 在 下 で の 他 の リ ガ ン ド と 反 応 し 、 Ａ Ｄ Ｐ 又 は リ
ガ ン ド 結 合 が 、 使 用 さ れ る 結 合 解 析 に ふ さ わ し い と し て 測 定 さ れ る 。 Ａ Ｄ Ｐ 又 は 他 の リ ガ
ン ド の 結 合 に お け る １ ０ ％ 以 上 の 減 少 は 、 当 該 サ ン プ ル が レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド へ の Ａ
Ｄ Ｐ 又 は リ ガ ン ド の 結 合 を モ ジ ュ レ ー ト す る 物 質 を 含 む こ と を 示 す 。
【 ０ １ ４ ６ 】
さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 で 説 明 さ れ て い る よ う な 方 法 に 関 す る 。 そ の 方 法 と は 、 Ａ Ｄ
Ｐ が 、 こ こ で 述 べ ら れ て い る よ う な モ ジ ュ レ ー タ ー 、 例 え ば Ａ Ｔ Ｐ ， ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｔ Ｐ ， ２
Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｄ Ｐ ， Ａ Ｄ Ｐ β Ｓ ， Ａ ｐ ３ Ａ ， Ｒ Ｂ － ２ ， ス ラ ミ ン 又 は Ｐ Ｐ Ａ Ｄ Ｓ の よ う な モ ジ
ュ レ ー タ ー に 置 き 換 え ら れ る 方 法 で あ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
さ ら に 、 本 発 明 に よ っ て 同 定 又 は 特 徴 付 け ら れ た 物 質 又 は モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 細 胞 の 中 の
ポ リ ペ プ チ ド の Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 方 法 で あ っ て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 が モ ジ
ュ レ ー ト す る よ う に 、 ポ リ ペ プ チ ド の Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る 物 質 を 前 記 細 胞
に 配 送 す る 工 程 を 含 む 方 法 の 中 で 用 い ら れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
レ セ プ タ ー 活 性 の 機 能 的 解 析
ｉ ． Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 解 析
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の よ う な Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ に と っ て 、 レ セ プ タ ー 活 性 の 測 定 は 、 レ セ プ タ ー を 含 む 細 胞
膜 に よ る Ｇ Ｔ Ｐ の 結 合 と し て 測 定 さ れ る 。 Ｔ ｒ ａ ｙ ｎ ｏ ｒ と Ｎ ａ ｈ ｏ ｒ ｓ ｋ ｉ に よ っ て 、
1995年 ， Ｍ ｏ ｌ ． Ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｏ ｌ ． ４ ７ ： ８ ４ ８ － ８ ５ ４ 頁 （ こ れ は 参 考 と し て 本 明
細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） で 説 明 さ れ た 方 法 に お い て 、 標 識 Ｇ Ｔ Ｐ の 結 合 を 検 出 す る こ と に
よ っ て 膜 に 共 役 す る Ｇ タ ン パ ク 質 を 本 質 的 に 測 定 す る 。 Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 解 析 に と っ て 、 レ セ プ
タ ー を 発 現 す る 細 胞 か ら 単 離 さ れ た 膜 は 、 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ を ２ ０ ｍ Ｍ ， ｐ Ｈ ７ ． ４ ， Ｎ ａ Ｃ ｌ
１ ０ ０ ｍ Ｍ ， Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ を １ ０ ｍ Ｍ ， ３ ５ Ｓ － Ｇ Ｔ Ｐ γ Ｓ を ８ ０ ｐ Ｍ 及 び Ｇ Ｄ Ｐ を ３ μ Ｍ
含 む バ ッ フ ァ ー の 中 で 培 養 さ れ る 。 こ の 解 析 混 合 物 は 、 結 合 さ れ て い な い 標 識 Ｇ Ｔ Ｐ が Ｇ
Ｆ ／ Ｂ フ ィ ル タ ー 上 で の 濾 過 に よ っ て 除 去 さ れ る 後 、 ３ ０ ℃ で ６ ０ 分 間 培 養 さ れ る 。 結 合
し た 、 標 識 Ｇ Ｔ Ｐ は 、 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー に よ っ て 測 定 さ れ る 。 Ａ Ｄ Ｐ 誘 導
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン の 解 析 の た め に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド 発 現 細 胞 か
ら 調 製 さ た 膜 が 、 Ａ Ｄ Ｐ と 混 合 さ れ 、 Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 解 析 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の 候 補 モ ジ ュ レ
ー タ ー の 存 在 及 び 不 在 下 で 実 行 さ れ る 。 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー を 含 む こ の 種 の 解 析 に お い て
シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン ト さ れ る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る よ う に 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー な
し で の 解 析 に 対 し て 標 識 Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 が １ ０ ％ 以 上 減 少 す る と 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー が Ｇ Ｐ
Ｒ ８ ６ 活 性 を 阻 害 す る こ と を 示 す 。 類 似 の Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 解 析 は 、 Ａ Ｄ Ｐ を 用 い る こ と な く 実
行 さ れ て 、 ア ゴ ニ ス ト と し て 作 動 す る 化 合 物 を 同 定 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 Ａ Ｄ Ｐ
刺 激 Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 は 、 標 準 と し て 用 い ら れ る 。 も し そ の 化 合 物 が １ μ Ｍ 以 下 で 存 在 す る と き
に Ａ Ｄ Ｐ に よ っ て 誘 導 さ れ る Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 を 少 な く と も ５ ０ ％ の レ ベ ル で 誘 導 す れ ば 、 ま た
は Ａ Ｄ Ｐ に よ っ て 誘 導 さ れ る レ ベ ル と 同 じ 若 し く は そ れ よ り も 高 い レ ベ ル で 誘 導 す れ ば 、
そ の 化 合 物 は ア ゴ ニ ス ト と 考 え ら れ る 。 Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ 活 性 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 含 む 膜 を 、 γ
３ ２ Ｐ － Ｇ Ｔ Ｐ と と も に 培 養 す る こ と に よ っ て 、 測 定 さ れ る 。 活 性 Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ が 無 機 リ
ン 酸 と し て ラ ベ ル を 解 離 す る で あ ろ う 。 そ し て 、 無 機 リ ン 酸 は 、 ２ ０ ｍ Ｍ の Ｈ ３ Ｐ Ｏ ４ 中
の 活 性 炭 の ５ ％ 懸 濁 液 の 中 の フ リ ー 無 機 リ ン 酸 の 分 離 に よ っ て 検 出 さ れ 、 続 い て シ ン チ レ
ー シ ョ ン カ ウ ン ト さ れ る 。 コ ン ト ロ ー ル は 、 候 補 化 合 物 の 潜 在 的 な 非 特 異 的 影 響 を 排 除 す
る た め に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 発 現 し な い 細 胞 （ ｍ ｏ ｃ ｋ － ト ラ ン ス フ ェ ク ト ） か ら 単 離 さ れ た
膜 を 用 い る 解 析 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ９ 】
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Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 調 節 さ れ た Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ 活 性 上 で の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 影 響 に つ い て 解 析 す
る た め に 、 膜 サ ン プ ル は 、 Ａ Ｄ Ｐ と と も に 、 モ ジ ュ レ ー タ ー を 伴 い 又 は 伴 わ ず に 培 養 さ れ
、 続 い て Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ 解 析 を 行 う 。 モ ジ ュ レ ー タ ー な し の サ ン プ ル に 対 し て 、 Ｇ Ｔ Ｐ 結 合
又 は Ｇ Ｔ Ｐ 活 性 の レ ベ ル の １ ０ ％ 以 上 の 変 化 （ 増 加 又 は 減 少 ） は 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー に
よ る Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ モ ジ ュ レ ー シ ョ ン の 指 標 と な る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
ｉ ｉ ． ダ ウ ン ス ト リ ー ム 経 路 活 性 化 解 析 ：
ａ ． カ ル シ ウ ム フ ラ ッ ク ス － エ ク オ リ ン ベ ー ス 解 析 ：
エ ク オ リ ン 解 析 は 、 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 活 性 化 に よ っ て 誘 導 さ れ る 細 胞 内 カ ル シ ウ ム の 放 出 に 対 す
る ミ ト コ ン ド リ ア の ア ポ エ ク オ リ ン の 応 答 を 利 用 す る （ Stableら ， 1997年 ， Anal． Bioche
m． 252： 115－ 126； Detheuxら ， 2000年 ， Ｊ ． Exp． Med． ， 192： 1501－ 1508； こ れ ら は 双
方 と も 本 明 細 書 に 参 考 と し て 組 み 入 れ ら れ る ） 。 要 す る に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 発 現 ク ロ ー ン は 、
ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て 、 ミ ト コ ン ド リ ア の ア ポ エ ク オ リ ン と Ｇ α １ ６ を 共 発 現 す る 。 細
胞 は 、 ５ μ Ｍ の Ｃ ｏ ｅ ｌ ｅ ｎ ｔ ｅ ｒ ａ ｚ ｉ ｎ ｅ 　 Ｈ （ モ レ キ ュ ラ ー プ ロ ー ブ ス 社 ） と と も
に 室 温 で ４ 時 間 培 養 さ れ 、 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ － Ｆ １ ２ 培 養 培 地 内 で 洗 浄 さ れ 、 再 び ０ ． ５ × １ ０ ６

ｃ ｅ ｌ ｌ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で 再 懸 濁 さ れ る 。 そ し て 、 細 胞 は テ ス ト ア ゴ ニ ス ト 分 子 と 混 合 さ れ
、 エ ク オ リ ン に よ る 発 光 が ル ミ ノ メ ー タ を 用 い て ３ ０ 秒 間 記 録 さ れ る 。 結 果 は 、 Ｒ ｅ ｌ ａ
ｔ ｉ ｖ ｅ 　 Ｌ ｉ ｇ ｈ ｔ 　 Ｕ ｎ ｉ ｔ ｓ （ Ｒ Ｌ Ｕ ） と し て 発 現 さ れ る 。 コ ン ト ロ ー ル は 、 候 補
化 合 物 の 潜 在 的 非 特 異 的 効 果 を 排 除 す る た め に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 発 現 し な い 細 胞 （ ｍ ｏ ｃ ｋ
ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ） か ら 単 離 さ れ た 膜 を 用 い た 解 析 を 含 む 。
【 ０ １ ５ １ 】
も し 、 光 強 度 が 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー で 処 理 さ れ た Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細
胞 の サ ン プ ル 内 で 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る が 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー で 処 理 さ れ
な い 細 胞 の サ ン プ ル に 対 し て 、 又 は Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し な い が （ ｍ ｏ ｃ ｋ ト
ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た ） 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー で 処 理 さ れ た 細 胞 に 対 し て 、 １ ０ ％ 以 上 の 増
加 又 は 減 少 し て い れ ば 、 エ ク オ リ ン 活 性 又 は 細 胞 内 カ ル シ ウ ム レ ベ ル は 、 「 変 化 し た 」 と
す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
Ａ Ｄ Ｐ の 不 在 下 で 行 う と き 、 そ の 解 析 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の ア ゴ ニ ス ト を 同 定 す る の に 用
い ら れ る こ と が で き る 。 そ の 解 析 が Ａ Ｄ Ｐ の 存 在 下 で 行 わ れ る な ら ば 、 そ れ は ア ン タ ゴ ニ
ス ト に つ い て の 解 析 に 用 い ら れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
ｂ ． ア デ ニ レ ー ト シ ク ラ ー ゼ 解 析 ：
ア デ ニ レ ー ト シ ク ラ ー ゼ 活 性 の 解 析 は 、 Ｋ ｅ ｎ ｉ ｍ ｅ ｒ ＆ Ｎ ｉ ｒ ｅ ｎ ｂ ｅ ｒ ｇ に よ っ て 、
1981年 ， Ｍ ｏ ｌ ． Ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｏ ｌ ． ２ ０ ： ５ ８ ５ － ５ ９ １ （ こ れ は 参 考 と し て 本 明 細
書 に 組 み 入 れ ら れ る ） で 説 明 さ れ て い る 。 こ の 解 析 は 、 Ｓ ｏ ｌ ｏ ｍ ｏ ｎ ら に よ っ て 、 １ ９
７ ４ 年 ， Ａ ｎ ａ ｌ ． Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ． ５ ８ ： ５ ４ １ － ５ ４ ８ に よ っ て 教 示 さ れ る 解 析 の モ
デ ィ フ ィ ケ ー シ ョ ン で あ る （ こ れ は 参 考 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） 。 要 す る に 、
１ ０ ０ μ ｌ の 反 応 系 に は 、 ５ ０ ｍ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ 塩 酸 （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） ， ５ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２

， ２ ０ ｍ Ｍ の ク レ ア チ ン リ ン 酸 （ ナ ト リ ウ ム 塩 ） ， １ ０ ユ ニ ッ ト （ ７ １ μ ｇ の タ ン パ ク 質
） の ク レ ア チ ン ホ ス ホ キ ナ ー ゼ ， １ ｍ Ｍ の α － ３ ２ Ｐ － Ａ Ｔ Ｐ （ テ ト ラ ナ ト リ ウ ム 塩 ， ２
μ Ｃ ｉ ） ， ０ ． ５ ｍ Ｍ の サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ ， Ｇ － ３ Ｈ － 標 識 サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ （ 約 １
０ ０ ０ ０ ｃ ｐ ｍ ） ０ ． ５ ｍ Ｍ の Ｒ ｏ ２ ０ － １ ７ ２ ４ ， ０ ． ２ ５ ％ エ タ ノ ー ル ， 及 び ５ ０ －
２ ０ ０ μ ｇ の タ ン パ ク 質 ホ モ ゲ ネ ー ト を 含 ん で テ ス ト さ れ る （ す な わ ち 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ
ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 又 は 発 現 せ ず 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー と も に 又 は 伴 わ ず に Ａ Ｄ Ｐ で
処 理 又 は 処 理 さ れ な い 細 胞 か ら の ホ モ ゲ ネ ー ト ） 。 反 応 混 合 物 は 、 一 般 に 、 ３ ７ ℃ で ６ 分
間 培 養 さ れ る 。 培 養 に つ づ い て 、 反 応 混 合 物 は 、 コ ー ル ド の ６ ％ ト リ ク ロ ロ 酢 酸 ０ ． ９ ｍ
ｌ の 追 加 に よ っ て 脱 タ ン パ ク さ れ る 。 試 験 管 は 、 １ ８ ０ ０ × ｇ で ２ ０ 分 間 遠 心 分 離 さ れ 、
各 上 澄 み 液 は 、 Ｄ ｏ ｗ ｅ ｘ 　 Ａ Ｇ ５ ０ Ｗ － Ｘ ４ カ ラ ム に 添 加 さ れ る 。 こ の カ ラ ム か ら の ｃ
Ａ Ｍ Ｐ フ ラ ク シ ョ ン は 、 ０ ． １ ｍ Ｍ イ ミ ダ ゾ ー ル 塩 酸 （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） ４ ｍ ｌ で カ ウ ン テ ィ
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ン グ バ イ ア ル に 溶 出 さ れ る 。 解 析 は ３ 回 行 わ れ る べ き で あ る 。 コ ン ト ロ ー ル 反 応 は 、 ま た
、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し な い 細 胞 か ら の ホ モ ゲ ネ ー ト タ ン パ ク 質 を 用 い て 行 わ
れ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
本 発 明 に よ れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー で 処 理 さ れ た 細 胞 か ら の サ ン プ ル
に お い て 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー で 処 理 さ れ な い 細 胞 の 同 様 の サ ン プ ル に 対 し て 又 は 候 補 モ
ジ ュ レ ー タ ー で 処 理 さ れ た が Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 発 現 し な い 細 胞 の サ ン プ ル （ ｍ ｏ ｃ ｋ ト ラ ン ス
フ ェ ク ト 細 胞 ） に 対 し て 、 ア デ ニ レ ー ト シ ク ラ ー ゼ 活 性 が １ ０ ％ 増 加 又 は 減 少 す れ ば 、 ア
デ ニ レ ー ト シ ク ラ ー ゼ 活 性 が 「 変 化 し た 」 と す る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
ｃ ． ｃ Ａ Ｍ Ｐ 解 析 ：
細 胞 内 又 は 細 胞 外 ｃ Ａ Ｍ Ｐ は 、 当 該 分 野 で 広 範 に 知 ら れ て い る 方 法 に よ れ ば 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ ラ
ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ Ｒ Ｉ Ａ ） 又 は ｃ Ａ Ｍ Ｐ 結 合 タ ン パ ク 質 を 用 い て 測 定 さ れ る 。 例 え ば
、 Horton＆ Baxendale， 1995年 ， Methods　 Mol． Biol． 41： 91－ 105（ こ れ は 参 考 と し て 本
明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） に 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 用 の Ｒ Ｉ Ａ を 説 明 し て い る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
Ｌ Ｊ Ｌ 　 Ｂ ｉ ｏ ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ ｓ 及 び Ｎ Ｅ Ｎ ラ イ フ サ イ エ ン ス プ ロ ダ ク ツ 社 に よ っ て 上 市 さ
れ て い る 高 効 率 蛍 光 分 極 ベ ー ス ホ モ ジ ー ナ ス ア ッ セ イ の よ う に 、 た く さ ん の ｃ Ａ Ｍ Ｐ の 測
定 キ ッ ト が 商 業 上 入 手 で き る 。 コ ン ト ロ ー ル 反 応 は 、 ｍ ｏ ｃ ｋ ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 の 抽
出 物 を 用 い て い く つ か の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 潜 在 的 な 非 特 異 的 影 響 を 排 除 す る た め に 行
わ れ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 （ 又 は そ の よ う な 細 胞 の 抽 出 物 内 ） の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー で 処 理 さ れ 、 Ｇ
Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 内 で 検 出 さ れ る ｃ Ａ Ｍ Ｐ の レ ベ ル が 、 上 記 の Ｈ ｏ ｒ
ｔ ｏ ｎ ＆ Ｂ ａ ｘ ｅ ｎ ｄ ａ ｌ ｅ ， １ ９ ９ ５ 年 に 開 示 さ れ た Ｒ Ｉ Ａ ベ ー ス ア ッ セ イ を 用 い て 、
候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー で 処 理 さ れ な い 類 似 の 細 胞 の ｃ Ａ Ｍ Ｐ レ ベ ル に 対 し て 、 少 な く と も １
０ ％ 以 上 増 加 又 は 減 少 し て い れ ば 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ レ ベ ル は 「 変 化 し た 」 と す る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
ｄ ． リ ン 脂 質 分 解 、 Ｄ Ａ Ｇ 産 生 と イ ノ シ ト ー ル ３ リ ン 酸 の レ ベ ル
リ ン 脂 質 の 分 解 を 活 性 化 す る レ セ プ タ ー は 、 リ ン 脂 質 を モ ニ タ す る こ と に よ っ て 、 既 知 の
又 は 疑 い あ る Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の モ ジ ュ レ ー タ ー の 活 性 の た め に 、 変 化 と し て モ ニ タ さ れ る こ と
が で き 、 そ の 結 果 産 物 は セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｄ Ａ Ｇ 及 び ／ 又 は イ ノ シ ト ー ル ３ リ ン 酸
（ Ｉ Ｐ ３ ） で あ る 。 こ れ ら の 各 検 出 方 法 は 、 Ｉ ａ ｎ 　 Ｍ ． Ｂ ｉ ｒ ｄ 　 Ｔ ｏ ｔ ｏ ｗ ａ ， ニ ュ
ー ジ ャ ー ジ 州 、 Ｈ ｕ ｍ ａ ｎ ａ プ レ ス 社 ， １ ９ ９ ８ 年 に 編 集 さ れ た 「 リ ン 脂 質 シ グ ナ リ ン グ
プ ロ ト コ ル 」 （ こ れ は 参 考 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） に 説 明 さ れ て い る 。 Rudolp
hら ， 1999年 ， J． Biol． Chem． 274： 11824－ 11831も 参 照 （ こ れ は 参 考 と し て 本 明 細 書 に
組 み 入 れ ら れ る ） 。 こ れ に は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 分 解 に つ い て の 解 析 も 説 明 さ
れ て い る 。 解 析 は 、 Ａ Ｄ Ｐ で 処 理 さ れ た 又 は 処 理 さ れ な い で 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー を 伴 っ て
又 は 伴 わ ず に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 発 現 す る 細 胞 又 は 細 胞 抽 出 物 を 用 い て 行 わ れ る べ き で あ る 。
コ ン ト ロ ー ル 反 応 は 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 潜 在 的 非 特 異 的 効 果 を 排 除 す る た め に 、 ｍ ｏ
ｃ ｋ ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 又 は こ れ ら か ら の 抽 出 物 を 用 い て 、 行 わ れ る べ き で あ る
。
【 ０ １ ５ ９ 】
本 発 明 に よ れ ば も し 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー で 処 理 さ れ た Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す
る 細 胞 か ら の サ ン プ ル 内 で の ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 分 解 、 及 び ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー
ル 及 び ／ 又 は イ ノ シ ト ー ル ３ リ ン 酸 レ ベ ル が 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー で 処 理 さ れ な い Ｇ Ｐ Ｒ
８ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 の サ ン プ ル 内 で 観 察 さ れ る レ ベ ル に 対 し て 、 少 な く と も
１ ０ ％ の 増 加 又 は 減 少 し て い れ ば 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 分 解 、 及 び ジ ア シ ル グ リ
セ ロ ー ル 及 び ／ 又 は イ ノ シ ト ー ル ３ リ ン 酸 レ ベ ル が 「 変 化 し た 」 と す る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
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ｅ ． Ｐ Ｋ Ｃ 活 性 解 析 ：
成 長 因 子 レ セ プ タ ー チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ は 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ （ Ｐ Ｋ Ｃ ） の 活 性 を 含 む
経 路 を 経 由 し て シ グ ナ ル を だ す 。 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ は 、 リ ン 脂 質 活 性 化 及 び カ ル シ ウ
ム 活 性 化 さ れ た プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ の フ ァ ミ リ ー で あ る 。 Ｐ Ｋ Ｃ 活 性 化 は 、 最 終 的 に 、 ｃ
－ ｆ ｏ ｓ ， ｃ － ｍ ｙ ｃ ， 及 び ｃ － ｊ ｕ ｎ を 含 む ガ ン 原 遺 伝 子 転 写 因 子 コ ー ド 遺 伝 子 ； プ ロ
テ ア ー ゼ ； コ ラ ゲ ナ ー ゼ Ｉ や プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 阻 害 剤 を 含 む 細 胞 内 接 着 分 子 Ｉ （ Ｃ
Ａ Ｍ 　 Ｉ ） を 含 む 接 着 分 子 の ア レ イ の 転 写 を も た ら す 。 Ｐ Ｋ Ｃ に よ っ て 誘 導 さ れ る 遺 伝 子
産 物 に お け る 増 加 を 検 出 す る よ う に 設 計 さ れ た ア ッ セ イ は 、 Ｐ Ｋ Ｃ 活 性 化 及 び こ れ に よ る
レ セ プ タ ー 活 性 化 を モ ニ タ す る の に 用 い ら れ る こ と が で き る 。 さ ら に Ｐ Ｋ Ｃ 経 由 で シ グ ナ
ル を 出 す レ セ プ タ ー の 活 性 化 は 、 Ｐ Ｋ Ｃ 活 性 化 に よ っ て 活 性 さ れ る 遺 伝 子 の コ ン ト ロ ー ル
配 列 に よ り 駆 動 さ れ る レ ポ ー タ 遺 伝 子 構 成 要 素 は 、 レ ポ ー タ 遺 伝 子 の 使 用 を 通 じ て モ ニ タ
さ れ る こ と が で き る 。 こ の タ イ プ の レ ポ ー タ 遺 伝 子 ベ ー ス 解 析 は 、 以 下 に 詳 細 に 述 べ ら れ
る 。
【 ０ １ ６ １ 】
Ｐ Ｋ Ｃ 活 性 の よ り 直 接 的 な 測 定 に と っ て 、 Ｋ ｉ ｋ ｋ ａ ｗ ａ ら の 方 法 、 １ ９ ８ ２ 年 ， Ｊ ． Ｂ
ｉ ｏ ｌ ． Ｃ ｈ ｅ ｍ ． ２ ５ ７ ： １ ３ ３ ４ １ （ こ れ は 参 考 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ）
が 用 い ら れ る こ と が で き る 。 こ の 解 析 は 、 ホ ス ホ セ ル ロ ー ス 紙 に 結 合 す る こ と に よ っ て 実
質 的 に 分 離 さ れ る Ｐ Ｋ Ｃ 基 質 ペ プ チ ド の リ ン 酸 化 を 測 定 す る 。 こ の Ｐ Ｋ Ｃ ア ッ セ イ シ ス テ
ム は 、 精 製 さ れ た キ ナ ー ゼ の 活 性 又 は 粗 細 胞 抽 出 物 に お け る 活 性 を 測 定 す る の に 用 い ら れ
る こ と が で き る 。 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ サ ン プ ル は 、 解 析 に 先 だ っ て 迅 速 に 、 ２ ０ ｍ Ｍ の
Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ ／ ２ ｍ Ｍ の Ｄ Ｄ Ｔ 内 で 希 釈 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
こ の 解 析 の 基 質 は 、 ミ リ ス ト イ ル 化 ア ラ ニ ン リ ッ チ の プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ 基 質 タ ン パ ク
質 （ Ｍ Ａ Ｒ Ｃ Ｋ Ｓ ） 由 来 の ペ プ チ ド Ａ ｃ － Ｆ Ｋ Ｋ Ｓ Ｆ Ｋ Ｌ － Ｎ Ｈ ２ で あ る 。 こ の ペ プ チ ド
の 酵 素 の Ｋ ｍ は 、 約 ５ ０ μ Ｍ で あ る 。 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る 他 の 基 本 的 な プ ロ テ イ ン キ
ナ ー ゼ Ｃ 選 択 的 ペ プ チ ド も 、 こ れ ら の Ｋ ｍ の 少 な く と も ２ ～ ３ 倍 の 濃 度 で 用 い ら れ る こ と
が で き る 。 こ の 解 析 に 要 求 さ れ る コ フ ァ ク タ ー と し て は 、 カ ル シ ウ ム 、 マ グ ネ シ ウ ム 、 Ａ
Ｔ Ｐ 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 及 び ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル な ど が あ る 。 ユ ー ザ の 意 図 に 依 存
し て 、 こ の ア ッ セ イ は 、 Ｐ Ｋ Ｃ 存 在 量 （ 活 性 化 条 件 ） 又 は 活 性 化 Ｐ Ｋ Ｃ の 存 在 量 （ 非 活 性
化 条 件 ） を 決 定 す る の に 用 い ら れ る こ と が で き る 。 本 発 明 の ほ と ん ど の 目 的 の た め に は 、
活 性 化 さ れ る こ と が で き る Ｐ Ｋ Ｃ を 測 定 す る よ り も 、 む し ろ こ れ が 単 離 さ れ る と き サ ン プ
ル の 中 で 活 性 で あ る Ｐ Ｋ Ｃ が 測 定 さ れ る よ う に 、 非 活 性 化 状 態 が 用 い ら れ る だ ろ う 。 非 活
性 化 状 態 に と っ て 、 カ ル シ ウ ム は 、 Ｅ Ｇ Ｔ Ａ の た め の 解 析 か ら 省 か れ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
こ の 解 析 は 、 ２ ０ ｍ Ｍ の Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） ， １ － ２ ｍ Ｍ の Ｄ Ｄ Ｔ ， ５ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ
Ｃ ｌ ２ ， １ μ Ｃ ｉ の γ － ３ ２ Ｐ － Ａ Ｔ Ｐ ， １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ペ プ チ ド 基 質 （ ～ １ ０ ０ μ
Ｍ ） ， １ ４ ０ μ Ｍ ／ ３ ． ８ μ Ｍ の ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン ／ ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル 膜 ， 及 び
１ ０ ０ μ Ｍ カ ル シ ウ ム （ 又 は ５ ０ ０ μ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ） を 含 む 混 合 物 内 で 行 わ れ る 。 ２ ０ ｍ
Ｍ の Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） 、 ２ ｍ Ｍ の Ｄ Ｄ Ｔ で 希 釈 し た サ ン プ ル ４ ８ μ ｌ が 、 ８ ０ μ
ｌ の 最 終 反 応 容 器 の 中 で 用 い ら れ る 。 反 応 は 、 ３ ０ ℃ で ５ － １ ０ 分 間 行 わ れ 、 続 い て ２ ５
μ ｌ の １ ０ ０ ｍ Ｍ の Ａ Ｔ Ｐ ， １ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ， ｐ Ｈ ８ ． ０ を 添 加 し て 反 応 を 停 止 し
た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
反 応 終 了 後 、 各 反 応 部 分 （ ８ ５ μ ｌ ） が 、 ワ ッ ツ マ ン ｐ ８ １ セ ル ロ ー ス ホ ス フ ェ ー ト フ ィ
ル タ ー 上 に ス ポ ッ ト さ れ 、 続 い て 、 ０ ． ４ ％ リ ン 酸 ５ ０ ０ ｍ ｌ で ４ 回 （ １ 回 洗 浄 あ た り ５
～ １ ０ 分 ） 洗 浄 し 、 最 後 の 洗 浄 は ９ ５ ％ エ タ ノ ー ル ５ ０ ０ ｍ ｌ で ２ ～ ５ 分 行 っ た 。 結 合 さ
れ た 放 射 活 性 は 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン ト に よ っ て 測 定 さ れ る 。 標 識 Ａ Ｔ Ｐ の 特 異 活 性
（ ｃ ｐ ｍ ／ ｎ ｍ ｏ ｌ ） は 、 ｐ ８ １ 紙 上 に 反 応 の サ ン プ ル を ス ポ ッ ト し 、 洗 浄 せ ず に カ ウ ン
ト す る こ と に よ っ て 決 め ら れ る 。 Ｐ Ｋ Ｃ 活 性 ユ ニ ッ ト は 、 分 あ た り に ト ラ ン ス フ ァ ー さ れ
た ｎ ｍ ｏ ｌ フ ォ ス フ ェ ー ト で 定 義 さ れ 、 下 式 で 計 算 さ れ る 。
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【 ０ １ ６ ５ 】
【 数 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ６ 】
代 替 ア ッ セ イ は 、 Ｐ ａ ｎ Ｖ ｅ ｒ ａ （ Ｃ ａ ｔ ． ＃ Ｐ ２ ７ ４ ７ ） に よ っ て 販 売 さ れ て い る プ ロ
テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ 解 析 キ ッ ト を 用 い て 行 わ れ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー と 共 に 又 は 伴 わ ず に Ａ Ｄ Ｐ で 処 理 又 は 処 理 せ ず に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ
プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 か ら の 抽 出 物 上 で 解 析 は 行 わ れ る 。 コ ン ト ロ ー ル 反 応 は 、 ｍ ｏ ｃ ｋ
ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 又 は こ れ ら か ら の 抽 出 物 を 用 い て 、 い く つ か の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー
の 可 能 性 あ る 非 特 異 的 影 響 を 排 除 す る た め に 行 わ れ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
本 発 明 に よ れ ば 、 上 記 ア ッ セ イ の い ず れ か に よ っ て 測 定 さ れ る Ｐ Ｋ Ｃ の ユ ニ ッ ト が 、 候 補
モ ジ ュ レ ー タ ー で 処 理 さ れ な い 細 胞 か ら の 類 似 サ ン プ ル 上 で 行 わ れ た 反 応 に 対 し て 、 候 補
モ ジ ュ レ ー タ ー で 処 理 さ れ た Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 発 現 細 胞 か ら の 抽 出 物 内 で 、 少 な く と も １ ０ ％ 増
加 又 は 減 少 す る と き 、 Ｐ Ｋ Ｃ 活 性 は 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー に よ っ て 「 変 化 」 さ せ ら れ る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
ｆ ． キ ナ ー ゼ 解 析
Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ 活 性 は 、 商 業 上 入 手 可 能 な い く つ か の キ ッ ト の い ず れ を 用 い て も 解 析 す る
こ と が で き る 。 当 該 キ ッ ト と し て は 、 例 え ば 、 ニ ュ ー イ ン グ ラ ン ド バ イ オ ラ ボ 社 （ Ｃ ａ ｔ
＃ ９ ８ ２ ０ ） か ら 販 売 さ れ て い る ｐ ３ ８ Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ 解 析 キ ッ ト 又 は パ ー キ ン － エ ル マ
ー ラ イ フ サ イ エ ン ス 社 か ら 販 売 さ れ て い る Ｆ ｌ ａ ｓ ｈ Ｐ ｌ ａ ｔ ｅ （ 登 録 商 標 ） Ｍ Ａ Ｐ キ ナ
ー ゼ 解 析 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー で 処 理 さ れ 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 か ら の サ ン プ ル
に お い て 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー で 処 理 さ れ て い な い 同 様 の 細 胞 か ら の サ ン プ ル に お け る Ｍ
Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ 活 性 に 対 し て 、 活 性 レ ベ ル が １ ０ ％ 以 上 増 加 又 は 減 少 し て い れ ば 、 Ｍ Ａ Ｐ キ
ナ ー ゼ 活 性 は 「 変 化 し た 」 と い う 。
【 ０ １ ７ １ 】
既 知 の 合 成 又 は 天 然 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 基 質 及 び 標 識 リ ン 酸 塩 を 用 い た チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活
性 の 直 接 的 解 析 が 、 他 の タ イ プ の キ ナ ー ゼ に つ い て の 類 似 の 解 析 の よ う に （ 例 え ば Ｓ ｅ ｒ
／ Ｔ ｈ ｒ キ ナ ー ゼ ） 、 よ く 知 ら れ て い る 。 キ ナ ー ゼ 活 性 解 析 は 、 Ａ Ｄ Ｐ を 用 い て 又 は 用 い
る こ と な く 処 理 さ れ 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー と 共 に 又 は 伴 わ ず に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド
を 発 現 す る 細 胞 か ら 調 製 さ れ る 粗 抽 出 物 と 精 製 さ れ た キ ナ ー ゼ と の 双 方 で 、 行 わ れ る こ と
が で き る 。 い く つ か の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 可 能 な 非 特 異 的 効 果 を 排 除 す る た め に 、 ｍ ｏ
ｃ ｋ － ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 又 は こ れ ら か ら の 抽 出 物 を 用 い て 、 コ ン ト ロ ー ル 反 応 が 行 わ
れ る べ き で あ る 。 基 質 は 、 全 長 タ ン パ ク 質 又 は 基 質 と な る 合 成 ペ プ チ ド の い ず れ で も よ い
。 Ｐ ｉ ｎ ｎ ａ ＆ Ｒ ｕ ｚ ｚ ｅ ｎ ｅ （ 1996年 ， Biochem． Biophys． Acta　 1314： 191－ 225、 こ
れ は 参 考 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） 、 キ ナ ー ゼ 活 性 を 検 出 す る の に 有 用 な た く さ
ん の リ ン 酸 化 基 質 部 位 を リ ス ト に 挙 げ て い る 。 た く さ ん の キ ナ ー ゼ 基 質 ペ プ チ ド が 商 業 上
入 手 可 能 で あ る 。 特 に 有 用 な も の は 、 「 Ｓ ｃ ｒ － 関 連 ペ プ チ ド 」 Ｒ Ｒ Ｌ Ｉ Ｅ Ｄ Ａ Ｅ Ｙ Ａ Ａ
Ｒ Ｇ （ シ グ マ 社 か ら ＃ Ａ ７ ４ ３ ３ と し て 入 手 可 能 ） で あ り 、 こ れ は 、 た く さ ん の レ セ プ タ
ー 及 び ノ ン レ セ プ タ ー チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ に 対 す る 基 質 で あ る 。 以 下 に 述 べ る 解 析 は 、 ペ プ
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チ ド 基 質 の フ ィ ル タ ー へ の 結 合 を 要 求 し 、 ペ プ チ ド 基 質 は 正 味 陽 性 に 荷 電 し て 結 合 を 引 き
つ け る 。 一 般 に 、 ペ プ チ ド 基 質 は 、 少 な く と も ２ 塩 基 残 基 と フ リ ー の ア ミ ノ 末 端 を 有 す る
べ き で あ る 。 反 応 は 一 般 に ０ ． ７ － １ ． ５ ｍ Ｍ の ペ プ チ ド 濃 度 を 使 用 す る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
一 般 に 、 ５ μ ｌ の ５ Ｘ キ ナ ー ゼ バ ッ フ ァ ー （ Ｂ Ｓ Ａ が ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ， Ｔ ｒ ｉ ｓ 塩 酸 １ ５ ０
ｍ Ｍ （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） ， Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ が １ ０ ０ ｍ Ｍ ； 解 析 さ れ た 正 確 な キ ナ ー ゼ に 依 存 す る 、
Ｍ ｎ Ｃ ｌ ２ が Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ に 加 え て 又 は 代 え て 用 い ら れ る ） ， １ ． ０ ｍ Ｍ の Ａ Ｔ Ｐ を ５ μ ｌ
（ 最 終 濃 度 ０ ． ２ ｍ Ｍ ） ， γ － ３ ２ Ｐ － Ａ Ｔ Ｐ （ １ ０ ０ － ５ ０ ０ ｃ ｐ ｍ ／ ｐ ｍ ｏ ｌ ） ， １
０ ｍ Ｍ ペ プ チ ド 基 質 を ３ μ ｌ （ 最 終 濃 度 １ ． ２ ｍ Ｍ ） 、 テ ス ト さ れ る キ ナ ー ゼ を 含 む 細 胞
抽 出 物 （ キ ナ ー ゼ 解 析 に 用 い ら れ る 細 胞 抽 出 物 が ホ ス フ ァ タ ー ゼ 酸 阻 害 剤 （ 例 え ば ０ ． １
－ １ ｍ Ｍ の オ ル ト バ ナ ジ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） を 含 む べ き で あ る ） と 、 Ｈ ２ Ｏ を 含 ん で 容 量 ２
５ μ ｌ と し た も の の 中 で 解 析 が 行 わ れ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
キ ナ ー ゼ 反 応 が 、 ３ ０ 秒 間 か ら 約 ３ ０ 分 間 行 わ れ る 、 続 い て 氷 冷 １ ０ ％ ト リ ク ロ ロ 酢 酸 （
Ｔ Ｃ Ａ ） を ４ ５ μ ｌ 添 加 し た 。 サ ン プ ル は 、 マ イ ク ロ 遠 心 の 中 で ２ 分 間 回 転 さ せ ら れ 、 上
清 ３ ５ μ ｌ が ワ ッ ツ マ ン ｐ ８ １ セ ル ロ ー ス リ ン 酸 塩 フ ィ ル タ ー サ ー ク ル 上 に ス ポ ッ ト さ れ
た 。 こ の フ ィ ル タ ー を ５ ０ ０ ｍ ｌ の コ ー ル ド ０ ． ５ ％ リ ン 酸 を 用 い て ３ 回 洗 浄 し 、 ５ 分 間
、 室 温 で ２ ０ ０ ｍ ｌ の ア セ ト ン を 用 い て １ 回 洗 浄 し た 。 フ ィ ル タ ー が 乾 燥 さ れ 、 取 り 込 ま
れ た ３ ２ Ｐ が シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン ト に よ っ て 測 定 さ れ る 。 キ ナ ー ゼ 反 応 の 特 異 的 Ａ Ｔ
Ｐ 活 性 （ 例 え ば ｃ ｐ ｍ ／ ｐ ｍ ｏ ｌ ） が 、 ｐ ８ １ フ ィ ル タ ー サ ー ク ル 上 で の 反 応 の 小 さ な サ
ン プ ル （ ２ － ５ μ ｌ ） を ス ポ ッ ト す る こ と に よ っ て 、 洗 浄 す る こ と な し に 直 接 カ ウ ン ト さ
れ る 。 キ ナ ー ゼ 反 応 （ マ イ ナ ス ブ ラ ン ク ） で 得 ら れ た 分 あ た り の カ ウ ン ト は 、 そ し て 、 特
異 的 活 性 に よ っ て 分 割 さ れ 、 反 応 中 に ト ラ ン ス フ ァ ー さ れ た リ ン 酸 塩 の モ ル 数 を 決 定 す る
。
【 ０ １ ７ ４ 】
候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー で 処 理 さ れ て い な い 同 様 の 細 胞 か ら の サ ン プ ル に お け る キ ナ ー ゼ 活 性
に 対 し て 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー で 処 理 さ れ 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 か ら
の サ ン プ ル に お い て 、 キ ナ ー ゼ 活 性 の レ ベ ル が １ ０ ％ 以 上 増 加 又 は 減 少 し た と き 、 チ ロ シ
ン キ ナ ー ゼ 活 性 は 「 変 化 し た 」 と す る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
ｇ ． ダ ウ ン ス ト リ ー ム 経 路 活 性 化 に つ い て の 転 写 レ ポ ー タ
レ セ プ タ ー 、 例 え ば Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ に ア ゴ ニ ス ト を 結 合 す る こ と に よ っ て 開 始 さ れ た 細 胞 内 シ
グ ナ ル は 、 細 胞 内 イ ベ ン ト の カ ス ケ ー ド 運 動 に 向 か い 、 そ の 究 極 の 結 果 は 、 １ つ 以 上 の 遺
伝 子 の 転 写 又 は 翻 訳 に お け る 迅 速 で 検 出 可 能 な 変 化 と な る 。 従 っ て レ セ プ タ ー の 活 性 は 、
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 化 に 反 応 す る コ ン ト ロ ー ル 配 列 に よ っ て 駆 動 さ れ る レ ポ ー タ 遺 伝 子 の 発 現
を 検 出 す る こ と に よ っ て モ ニ タ さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
こ こ で 用 い ら れ て い る 「 プ ロ モ ー タ 」 は 、 遺 伝 子 発 現 の レ セ プ タ ー 仲 介 調 節 に 必 要 な 転 写
コ ン ト ロ ー ル 要 素 を い い 、 基 礎 プ ロ モ ー タ だ け で な く 、 レ セ プ タ ー 調 節 発 現 に 必 要 な 転 写
因 子 結 合 部 位 又 は い ず れ か の 促 進 剤 も 含 ま れ る 。 ア ゴ ニ ス ト 結 合 か ら 生 じ る 細 胞 内 シ グ ナ
ル に 反 応 す る プ ロ モ ー タ を 選 択 し 、 転 写 、 翻 訳 又 は 最 終 段 階 の 活 性 が た や す く 検 出 可 能 で
測 定 可 能 な レ ポ ー タ 遺 伝 子 に 選 択 さ れ た プ ロ モ ー タ を 実 施 可 能 に 連 結 す る こ と に よ っ て 、
レ ポ ー タ 解 析 に 基 づ く 転 写 は 、 与 え ら れ た レ セ プ タ ー が 活 性 化 さ れ た か ど う か の 迅 速 な 指
標 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 Ｃ Ａ Ｔ 、 Ｇ Ｆ Ｐ 、 β － ラ ク タ マ ー ゼ 又 は β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の よ う な
レ ポ ー タ 遺 伝 子 は 、 こ れ ら の 産 物 の 検 出 用 解 析 と し て 、 当 該 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
レ セ プ タ ー 活 性 の モ ニ タ に 特 に 好 適 な 遺 伝 子 は 、 「 早 急 （ immediate early） 」 遺 伝 子 で
あ る 。 こ れ は 、 レ セ プ タ ー と エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 又 は リ ガ ン ド と の 間 で 接 触 す る 一 般
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的 に は 分 内 で 迅 速 に 誘 導 さ れ る 遺 伝 子 で あ る 。 早 急 遺 伝 子 転 写 の 誘 導 は 、 新 し い 調 節 タ ン
パ ク 質 の 合 成 を 要 求 し な い 。 リ ガ ン ド 結 合 の 迅 速 な 応 答 に 加 え て 、 レ ポ ー タ 構 成 要 素 を つ
く る の に 有 用 な 好 ま し い 遺 伝 子 の 特 徴 は 、 次 の も の を 含 む ： 静 止 の 細 胞 に お け る 低 い 又 は
検 出 で き な い 発 現 ； 一 過 的 で 、 新 規 タ ン パ ク 質 合 成 に 独 立 し て い る 誘 導 ； 転 写 の 実 質 的 シ
ャ ッ ト オ フ は 、 新 規 タ ン パ ク 質 合 成 を 要 求 す る ； そ し て こ れ ら の 遺 伝 子 か ら 翻 訳 さ れ た ｍ
Ｒ Ｎ Ａ は 、 短 い 半 減 期 を 有 し て い る 。 転 写 コ ン ト ロ ー ル 要 素 が そ れ に と っ て 有 用 で あ る こ
れ ら の 全 て の 特 性 を 有 す る こ と は 好 ま し い が 、 必 要 で は な い 。
【 ０ １ ７ ９ 】
た く さ ん の 異 な る 刺 激 に 応 答 す る 遺 伝 子 の 例 は 、 ｃ － ｆ ｏ ｓ プ ロ ト オ ン コ ジ ー ン で あ る 。
ｃ － ｆ ｏ ｓ 遺 伝 子 は 、 成 長 因 子 、 ホ ル モ ン 、 分 化 特 異 剤 、 ス ト レ ス 、 及 び 細 胞 表 面 タ ン パ
ク 質 の 既 知 の 誘 導 剤 に よ っ て タ ン パ ク 合 成 独 立 方 式 で 活 性 化 さ れ る 。 ｃ － ｆ ｏ ｓ 発 現 の 誘
導 は 、 特 に 迅 速 で 、 し ば し ば 、 レ セ プ タ ー 刺 激 か ら 数 分 内 で 起 る 。 こ の 特 徴 は 、 レ セ プ タ
ー 活 性 化 の レ セ プ タ ー と し て の 使 用 に つ い て 特 に 引 き つ け ら れ る ｃ － ｆ ｏ ｓ 調 節 領 域 を 作
る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
ｃ － ｆ ｏ ｓ 調 節 要 素 は 、 転 写 開 始 に 要 求 さ れ る Ｔ Ａ Ｔ Ａ ボ ッ ク ス ； 基 礎 的 転 写 に 必 要 な ２
つ の 上 流 要 素 と 、 ２ 個 一 組 で シ メ ト リ ー と な っ て い る （ dyad symmetory） 要 素 を 含 み 且 つ
Ｔ Ｐ Ａ ， 血 清 ， Ｅ Ｇ Ｆ ， 及 び Ｐ Ｍ Ａ に よ る 誘 導 の た め に 要 求 さ れ る 促 進 剤 を 含 む （ Verma
ら ， 1987年 ， Cell　 51： 513-514） 。
【 ０ １ ８ １ 】
ｃ － ｆ ｏ ｓ ｍ Ｒ Ｎ Ａ キ ャ ッ プ 部 位 か ら 上 流 の － ３ １ ７ ｂ ｐ と － ２ ９ ８ ｂ ｐ と の 間 に 位 置 す
る ２ ０ ｂ ｐ の ｃ － ｆ ｏ ｓ 転 写 促 進 要 素 が 、 血 清 飢 餓 Ｎ Ｉ Ｈ ３ Ｔ ３ 細 胞 内 で 血 清 誘 導 に 本 質
的 で あ る 。 ２ つ の 上 流 要 素 の う ち １ つ は 、 － ６ ３ 乃 至 － ５ ７ に 位 置 し 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 制 御 の た
め の 一 致 配 列 に 似 て い る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
転 写 因 子 Ｃ Ｒ Ｅ Ｂ （ サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ 応 答 要 素 結 合 タ ン パ ク 質 ） は 、 名 前 が 意 味 す る よ
う に 、 細 胞 内 ｃ Ａ Ｍ Ｐ の レ ベ ル に 応 答 す る 。 従 っ て 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ レ ベ ル の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン
経 由 で シ グ ナ ル を 送 る レ セ プ タ ー の 活 性 化 は 、 転 写 因 子 の 結 合 又 は Ｃ Ｒ Ｅ Ｂ 結 合 要 素 （ ｃ
Ａ Ｍ Ｐ 応 答 要 素 の こ と で Ｃ Ｒ Ｅ と 記 載 さ れ る ） の い ず れ か を 検 出 す る こ と に よ っ て モ ニ タ
さ れ る こ と が で き る 。 Ｃ Ｒ Ｅ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 Ｔ Ｇ Ａ Ｃ Ｇ Ｔ Ｃ Ａ で あ る 。 Ｃ Ｒ Ｅ Ｂ 結 合 活
性 に 応 答 す る レ ポ ー タ 構 成 要 素 は 、 米 国 特 許 Ｎ ｏ ． ５ ９ １ ９ ６ ４ ９ に 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
他 の プ ロ モ ー タ と 転 写 コ ン ト ロ ー ル 要 素 は 、 ｃ － ｆ ｏ ｓ 要 素 と Ｃ Ｒ Ｅ Ｂ 応 答 構 成 要 素 に 加
え て 、 血 管 作 動 性 腸 管 ペ プ チ ド （ Ｖ Ｉ Ｐ ） 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ （ ｃ Ａ Ｍ Ｐ 応 答 ； Finkら ， 19
88年 ， Proc． Natl． Acad． Sci． 85： 6662－ 6666） ； ソ マ ト ス タ チ ン 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ （
ｃ Ａ Ｍ Ｐ 応 答 ； Montminyら ， 1986年 ， Proc． Natl． Acad． Sci． 83： 6682－ 6686） ； プ ロ
エ ン ケ フ ァ リ ン プ ロ モ ー タ （ ｃ Ａ Ｍ Ｐ 応 答 ， ニ コ チ ン ア ゴ ニ ス ト ， 及 び ホ ル ボ ー ル エ ス テ
ル ； Combら ， 1986年 ， Nature， 323： 353－ 356） ； ホ ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸 カ ル ボ キ シ
キ ナ ー ゼ （ Ｐ Ｅ Ｐ Ｃ Ｋ ） 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ （ ｃ Ａ Ｍ Ｐ 応 答 ； Shortら ， 1986年 ， Ｊ ． Biol
． Chem． 261： 9721－ 9726） を 含 む 。
【 ０ １ ８ ４ 】
Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 活 性 に お け る 変 化 に 応 答 す る 転 写 コ ン ト ロ ー ル 配 列 の 付 加 的 例 え ば ｍ Ａ Ｐ － １ 転
写 因 子 お よ び Ｎ Ｆ － κ Ｂ 活 性 に 応 答 す る も の を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 共 通 Ａ Ｐ
－ 1結 合 部 位 は 、 パ リ ン ド ロ ー ム Ｔ Ｇ Ａ （ Ｃ ／ Ｇ ） Ｔ Ｃ Ａ で あ る （ Leeら ， 1987年 ， Nature
　 325:368-372； Leeら ， 1987年 ， Cell　 49： 741－ 752） 。 Ａ Ｐ － １ 部 位 は 、 ま た 、 ホ ル ボ
ー ル エ ス テ ル １ ２ － Ｏ － テ ト ラ デ カ ノ イ ル ボ ニ ル ホ ル ボ ー ル － β － ア セ テ ー ト （ Ｔ Ｐ Ａ ）
の よ う な 腫 瘍 プ ロ モ ー タ の 誘 導 を 仲 介 に 対 し て 応 答 し 、 し た が っ て 時 々 、 Ｔ Ｐ Ａ 応 答 要 素
に つ い て は Ｔ Ｒ Ｅ と い う こ と も あ る 。 Ａ Ｐ － １ は 、 成 長 刺 激 に 対 す る 細 胞 の 初 期 の 応 答 に
関 係 す る た く さ ん の 遺 伝 子 を 活 性 化 す る 。 Ａ Ｐ － １ 応 答 遺 伝 子 の 例 は 、 Ｆ ｏ ｓ と Ｊ ｕ ｎ （
こ れ ら は タ ン パ ク 質 自 身 が Ａ Ｐ － １ 活 性 を つ く り あ げ る ） ， Ｆ ｏ ｓ 関 連 抗 原 （ Ｆ ｒ ａ ） １
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と ２ ， Ｉ κ Ｂ α ， ア ル ニ チ ン デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 及 び ア ネ キ ン ス Ｉ 及 び Ｉ Ｉ を 含 む が 、 こ
れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ８ ５ 】
Ｎ Ｆ － κ Ｂ 結 合 要 素 は 、 共 通 配 列 Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ａ Ｃ Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ Ｃ を も っ て い る 。 膨 大 な 数 の 遺 伝
子 は 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 応 答 と し て 同 定 さ れ る こ と が で き 、 こ れ ら の コ ン ト ロ ー ル 要 素 は 、 レ ポ
ー タ 遺 伝 子 に 連 結 さ れ て 、 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 活 性 を モ ニ タ す る こ と が で き る 。 Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 応 答 遺
伝 子 の 小 さ な サ ン プ ル は 、 Ｉ Ｌ － １ β を コ ー ド す る も の （ Hiscottら ， 1993年 ， Mol． Cell
． Biol． 13： 6231-6240） ， Ｔ Ｎ Ｆ － α （ Shakhovら ， 1990年 ， Ｊ ． Exp． Med． 171： 35-47
） ， Ｃ Ｃ Ｒ ５ （ Liuら ， 1998年 ， AIDS Res． Hum． Retroviruses． 14： 1509-1519） ， Ｐ －
ｓ ｅ ｌ ｅ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ （ Pan＆ McEver， 1995年 ， Ｊ ． Biol． Chem． 270： 23077-23083） ,Ｆ ａ
ｓ リ ガ ン ド （ Matsuiら ， 1998年 ， Ｊ ． Immunol． 161： 3469-3473） ， Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ （ Schre
ck＆ Baeuerle， 1990年 ， Mol． Cell． Biol． 10： 1281-1286） 及 び Ｉ κ Ｂ α （ Haskillら ， 1
991年 ， Cell　 65： 1281-1289） を 含 む 。 こ れ ら の 各 参 考 文 献 は そ れ ぞ れ 参 考 と し て 本 明 細
書 に 組 み 入 れ ら れ る 。 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 応 答 レ ポ ー タ を コ ー ド す る ベ ク タ ー は 当 該 分 野 で も よ く
知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 合 成 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 応 答 要 素 と 最 小 プ ロ モ ー タ を 用 い て 、 あ る い は Ｎ
Ｆ － κ Ｂ 制 御 を 受 け る と 知 ら れ て い る 遺 伝 子 の Ｎ Ｆ － κ Ｂ 配 列 を 用 い て 、 当 業 者 が 容 易 く
作 る こ と が で き る 。 さ ら に 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 応 答 レ ポ ー タ 構 成 要 素 は 、 例 え ば Ｃ Ｌ Ｏ Ｎ Ｔ Ｅ Ｃ
Ｈ 社 か ら 商 業 上 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
与 え ら れ た プ ロ モ ー タ 構 成 要 素 は 、 構 成 要 素 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 発 現 細
胞 を 、 Ａ Ｄ Ｐ に さ ら す こ と に よ っ て テ ス ト さ れ る べ き で あ る 。 Ａ Ｄ Ｐ に 応 答 し て レ ポ ー タ
の 発 現 が 少 な く と も ２ 倍 増 加 す る こ と は 、 レ ポ ー タ が Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 指 示 薬 と な る こ と を 示
し て い る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
Ａ Ｄ Ｐ 応 答 転 写 レ ポ ー タ 構 成 要 素 を 用 い て Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 を 解 析 す る た め に 、 安 定 に Ｇ Ｐ
Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 が 、 安 定 に レ ポ ー タ 構 成 要 素 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ
る 。 ア ゴ ニ ス ト を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 細 胞 は 未 処 理 の ま ま お か れ て 、 候 補 モ ジ ュ
レ ー タ ー に さ ら さ れ る か 、 Ａ Ｄ Ｐ に さ ら さ れ て 、 レ ポ ー タ の 発 現 が 測 定 さ れ る 。 Ａ Ｄ Ｐ 処
理 さ れ た 培 養 は 既 知 の ア ゴ ニ ス ト に よ っ て 転 写 誘 導 さ れ た レ ベ ル の 標 準 と し て 役 立 つ 。 候
補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 存 在 下 で の レ ポ ー タ 発 現 に お け る 少 な く と も ５ ０ ％ の 増 加 は 、 そ の 候
補 が Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー で あ る こ と を 示 す 。 ア ゴ ニ ス ト は 、 少 な く と も 、 Ａ
Ｄ Ｐ 単 独 よ り も 等 量 又 は そ れ 以 上 の 量 の レ ポ ー タ 発 現 を 誘 導 す る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 Ａ
Ｄ Ｐ 又 は 他 の ア ゴ ニ ス ト の 不 在 下 で 、 レ ポ ー タ の 基 礎 活 性 を 上 昇 す る よ う な レ ベ ル で 、 細
胞 が Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る と こ ろ で は 、 逆 ア ゴ ニ ス ト の た め の ス ク リ ー ニ ン
グ に 用 い ら れ る こ と も で き る 。 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 存 在 下 、 そ の 不 在 下 に 対 し て 、 １ ０
％ 以 上 レ ポ ー タ 活 性 が 減 少 し て い る と 、 そ の 化 合 物 が 逆 ア ゴ ニ ス ト で あ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ８ ８ 】
ア ン タ ゴ ニ ス ト を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 発 現 細 胞 及 び レ ポ ー タ 構 成 要 素
の 運 搬 が 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 存 在 及 び 不 在 下 で Ａ Ｄ Ｐ （ 又 は 他 の ア ゴ ニ ス ト ） に さ ら
さ れ る 。 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 不 在 下 に 対 し て 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー の 存 在 下 で の レ ポ ー
タ 発 現 が １ ０ ％ 以 上 減 少 し て い る と 、 そ の 候 補 が Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー で あ る
こ と を 示 す 。
【 ０ １ ８ ９ 】
転 写 解 析 の た め の コ ン ト ロ ー ル は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 発 現 し な い が レ ポ ー タ 構 成 要 素 を 運 ぶ 細
胞 を 含 み 、 ま た プ ロ モ ー タ の な い レ ポ ー タ 構 成 要 素 を 有 す る 細 胞 を 含 む 。 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 調 節
型 転 写 の モ ジ ュ レ ー タ ー と し て 同 定 さ れ た 化 合 物 が 解 析 さ れ 、 ま た こ れ ら の 化 合 物 の 活 性
の 特 異 性 と ス ペ ク ト ル を 決 定 す る た め に 、 こ れ ら の 化 合 物 が 他 の 制 御 配 列 及 び 他 の レ セ プ
タ ー に よ っ て 駆 動 さ れ る 転 写 に 影 響 を 与 え る か ど う か を 決 定 す べ き で あ る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
転 写 レ ポ ー タ 解 析 及 び 殆 ど の 細 胞 ベ ー ス 解 析 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 を モ ジ ュ レ ー ト す る も の
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の た め の タ ン パ ク 質 の た め の 発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 好 適 で あ る 。 こ
の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 例 え ば 植 物 、 動 物 、 バ ク テ リ ア な ど の 天 然 源 か ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ ー で あ る こ と が で き 、 あ る い は こ れ ら が １ つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド を ラ ン ダ ム に 又 は 系 統
的 に 突 然 変 異 さ せ た 変 異 体 を 発 現 す る ラ イ ブ ラ リ ー で あ る こ と も で き る 。 ウ ィ ル ス ベ ク タ
ー の ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ま た 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 用 い ら れ た 異 な
る ラ イ ブ ラ リ ー の 中 で 、 １ 細 胞 又 は 組 織 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 内 容 物 を 発 現 す る の に 用 い ら れ る こ と
が で き る 。
【 ０ １ ９ １ 】
ｈ ） イ ノ シ ト ー ル リ ン 酸 （ Ｉ Ｐ ） 測 定 ：
本 発 明 の 細 胞 、 例 え ば １ ３ ２ １ Ｎ １ 細 胞 は 、 ５ ％ Ｆ Ｃ Ｓ ， 抗 生 物 質 ， ア ン フ ォ テ リ シ ン ，
ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 及 び Ｇ ４ １ ８ を 含 む ４ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ イ ノ シ ト ー ル フ リ ー の Ｄ Ｍ Ｅ
Ｍ の 中 で 、 １ ０ μ Ｃ ｉ ／ ｍ ｌ 〔 ３ Ｈ 〕 イ ノ シ ト ー ル で 、 ２ ４ 時 間 標 識 し た 。 細 胞 は 、 ２ 時
間 、 下 記 組 成 の Ｋ ｒ ｅ ｂ ｓ － Ｒ ｉ ｎ ｇ ｅ ｒ 　 Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ （ Ｋ Ｒ Ｈ ） バ ッ フ ァ ー （ Ｎ ａ Ｃ ｌ
が １ ２ ４ ｍ Ｍ ， Ｋ Ｃ ｌ が ５ ｍ Ｍ ， Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ が １ ． ２ ５ ｍ Ｍ ， Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ が １ ． ４ ５ ｍ Ｍ
， Ｋ Ｈ ２ Ｐ Ｏ ４ が １ ， ２ ５ ｍ Ｍ ， Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ が ２ ５ ｍ Ｍ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） 及 び ８ ｍ Ｍ グ ル コ
ー ス ） 中 で 培 養 さ れ た 。 そ し て 、 こ の 細 胞 は 、 種 々 の ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 ３ ０ 秒 間 チ
ャ レ ン ジ さ れ た 。 培 養 は 、 氷 冷 ３ ％ 過 塩 素 酸 溶 液 の 添 加 に よ っ て 停 止 さ せ ら れ る 。 Ｉ Ｐ は
抽 出 さ れ 、 上 述 （ 非 特 許 文 献 ２ ５ ） の Ｄ ｏ ｗ ｅ ｘ カ ラ ム 上 で 分 離 さ れ る 。 ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｔ Ｐ
と Ａ Ｔ Ｐ 溶 液 （ １ ｍ Ｍ ） は 、 室 温 で 、 ２ ０ ユ ニ ッ ト ／ ｍ ｌ Ｃ Ｐ Ｋ 及 び １ ０ ｍ Ｍ の Ｃ Ｐ を 用
い て ９ ０ 分 間 処 理 さ れ 、 汚 染 と ヌ ク レ オ チ ド ３ リ ン 酸 の 分 解 か ら 問 題 が お こ る こ と を 回 避
し た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
Ｉ Ｉ 　 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 解 析
本 発 明 は 、 サ ン プ ル 中 の 本 発 明 の レ セ プ タ ー の 活 性 を 検 出 す る た め の 解 析 を 提 供 す る 。 例
え ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 発 現 す る 細 胞 又 は 細 胞 膜 を 含 む サ ン プ ル 中 で 測 定
さ れ る 。 こ の 解 析 は 、 Ａ Ｄ Ｐ の 存 在 又 は 不 在 下 で サ ン プ ル を 培 養 す る こ と に よ っ て 達 成 さ
れ 、 上 記 の よ う に セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 解 析 を 実 行 し て い る 。 Ａ Ｄ Ｐ 存 在 又 は 不 在 下 で
行 わ れ た セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 解 析 の 結 果 が 比 較 さ れ て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ レ セ プ タ ー が 活 性
で あ る か ど う か を 決 め る 。 本 明 細 書 で 定 義 す る よ う に 、 Ａ Ｄ Ｐ 不 在 下 で 行 わ れ た 解 析 で 検
出 さ れ た 量 に 対 し て 、 Ａ Ｄ Ｐ 存 在 下 で の 与 え ら れ た セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー の 検 出 レ ベ ル
が １ ０ ％ 以 上 増 加 し て い る こ と が 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の 指 標 と な る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
レ セ プ タ ー 活 性 の 解 析 の い ず れ も 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ レ セ プ タ ー 分 子 の 活 性 に 影 響 を 与 え る サ ン
プ ル （ 例 え ば 組 織 サ ン プ ル ） 内 で の 物 質 の 存 在 を 決 め る た め に 用 い ら れ る 。 こ こ で 、 レ セ
プ タ ー 活 性 の 解 析 に は 、 Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 ， Ｇ Ｔ Ｐ ａ ｓ ｅ ， ア デ ニ レ ー ト 、 シ ク ラ ー ゼ ， ｃ Ａ Ｍ
Ｐ ， リ ン 脂 質 分 解 ， ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル ， イ ノ シ ト ー ル ３ リ ン 酸 ， ア ラ キ ド ン 酸 放 出 （
下 記 参 照 ） ， Ｐ Ｋ Ｃ ， キ ナ ー ゼ ， 及 び 翻 訳 レ ポ ー タ 解 析 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い
。 レ セ プ タ ー 活 性 の 解 析 を 用 い る と 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド は 、 サ ン プ ル の 存 在 及 び 不
在 下 で 、 又 は サ ン プ ル 抽 出 物 に お け る 活 性 に つ い て 、 解 析 さ れ る 。 サ ン プ ル の 不 在 下 に 対
し て 、 サ ン プ ル 又 は 抽 出 物 の 存 在 下 に お け る Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 が 増 加 し て い る こ と は 、 サ ン
プ ル が レ セ プ タ ー 活 性 の ア ゴ ニ ス ト を 含 む こ と を 意 味 し て い る 。 Ａ Ｄ Ｐ の 存 在 下 ま た は 他
の ア ゴ ニ ス ト と 当 該 サ ン プ ル の 存 在 下 で の レ セ プ タ ー の 活 性 が 、 Ａ Ｄ Ｐ だ け の 存 在 下 に お
け る レ セ プ タ ー の 活 性 に 対 し て 減 少 し て い れ ば 、 サ ン プ ル が Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の ア ゴ ニ ス ト
を 含 む こ と を 示 す 。 所 望 で あ れ ば 、 次 い で サ ン プ ル は 分 画 さ れ 、 さ ら に テ ス ト さ れ て 、 ア
ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 単 離 又 は 精 製 す る 。 モ ジ ュ レ ー タ ー を 含 む と い わ れ て い る
サ ン プ ル に 必 要 な 測 定 さ れ た 活 性 に お け る 増 加 量 又 は 減 少 量 は 、 用 い ら れ る 解 析 の タ イ プ
に 依 存 す る 。 一 般 に サ ン プ ル の 不 在 下 で 行 わ れ た 解 析 に 対 し て １ ０ ％ 以 上 の 大 き い 変 化 （
増 加 又 は 減 少 ） は 、 サ ン プ ル 中 に モ ジ ュ レ ー タ ー が 存 在 す る こ と を 示 す 。 １ つ の 例 外 は 、
モ ジ ュ レ ー タ ー が 含 ま れ て い る と い わ れ て い る サ ン プ ル で は シ グ ナ ル の 少 な く と も ２ 倍 の
増 大 又 は １ ０ ％ 減 少 が 必 要 で あ る よ う な 転 写 の レ ポ ー タ 解 析 で あ る 。
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【 ０ １ ９ ４ 】
他 の 機 能 的 解 析 は 、 例 え ば マ イ ク ロ フ ィ ジ オ メ ー タ 又 は バ イ オ セ ン サ ー 解 析 （ Hafner， 20
00年 ， Biosens． Bioelectron． １ ５ ： 149－ 158参 照 、 こ れ は 参 考 文 献 と し て 組 み 入 れ ら れ
る ） 。 ア ラ キ ド ン 酸 の 細 胞 内 レ ベ ル は 、 Ｇ ｉ ｊ ｉ ｏ ｎ ら 、 2000年 ， Ｊ ． Biol． Chem.， 275
： 20146－ 20156で 説 明 さ れ る よ う に 決 定 さ れ る こ と も で き る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
従 っ て 、 サ ン プ ル に お け る Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の 検 出 方 法 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ と Ａ Ｄ Ｐ が 結 合 す る
こ と を 許 容 す る 条 件 下 で Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 及 び Ａ Ｄ Ｐ を 含 む サ ン プ ル を 培 養 す る 工 程 、 及 び セ カ
ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー を 検 出 す る 工 程 を 含 む こ と が で き る 。 あ る い は 、 こ の 方 法 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ
８ ６ と Ａ Ｄ Ｐ が 結 合 す る こ と を 許 容 す る 条 件 下 で Ａ Ｄ Ｐ の 不 在 下 で Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 含 む 第 ２
の サ ン プ ル を 培 養 す る 工 程 、 及 び セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー を 検 出 す る 工 程 を 、 さ ら に 含 む
。 こ の サ ン プ ル は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 発 現 す る 細 胞 又 は Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 有 し て い る 細 胞 膜 を 含 ん
で も よ い 。 あ る い は 、 そ の 培 養 工 程 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 、 ウ ィ ル ス 誘 導 に
よ り 出 芽 し て い る 膜 内 又 は 膜 上 で 行 わ れ て も よ い 。
【 ０ １ ９ ６ 】
Ｉ Ｉ Ｉ 　 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ と Ａ Ｄ Ｐ の 相 互 作 用 に 基 づ く 診 断 解 析
Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ を 通 じ て の シ グ ナ リ ン グ は 、 大 量 の 疾 患 又 は 疾 病 の 病 理 に 役 立 つ 。 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ は
、 白 血 球 細 胞 と 同 様 に リ ン パ 球 系 列 の 細 胞 、 血 小 板 、 脾 臓 内 で 発 現 さ れ 、 免 疫 プ ロ セ ス 、
癌 、 血 栓 症 、 及 び こ れ ら の 関 連 疾 患 又 は 疾 病 に お け る 役 割 が あ る 。 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 発 現 パ タ ー
ン は 、 ま た 、 脳 に 含 ま れ 、 さ ら に Ａ Ｄ Ｐ ニ ュ ー ロ ト ラ ン ス ミ ッ タ ー と し て の 潜 在 的 役 割 を
提 案 し て い る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 発 現 パ タ ー ン 及 び Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 一 般 に 仲 介 さ れ る 疾 患 に 関 す る 知 識 は 、
細 胞 移 住 障 害 、 癌 、 腫 瘍 及 び 腫 瘍 転 移 の 発 達 、 炎 症 プ ロ セ ス 、 腫 瘍 性 プ ロ セ ス 、 損 傷 治 癒
、 骨 治 癒 、 調 節 性 成 長 機 能 の 調 節 不 良 、 糖 尿 病 、 肥 満 、 食 欲 不 振 ； 大 食 症 、 急 性 心 不 全 、
低 血 圧 、 高 血 圧 、 尿 閉 ； 骨 粗 し ょ う 症 ； 狭 心 症 ； 心 筋 梗 塞 ； レ ス テ ノ シ ス （ ｒ ｅ ｓ ｅ ｔ ｅ
ｎ ｏ ｓ ｉ ｓ ） 、 ア テ ロ ー ム 硬 化 、 血 栓 症 、 及 び 他 の 心 血 管 病 ； 自 己 免 疫 疾 患 ； 炎 症 疾 患 ；
過 剰 な 平 滑 筋 細 胞 増 殖 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 ； 動 脈 瘤 ； 平 滑 筋 細 胞 の 損 失 又 は 平 滑 筋
細 胞 増 殖 の 減 少 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 ； 脳 卒 中 ； 虚 血 ； 潰 瘍 ； ア レ ル ギ ー ； 前 立 腺 肥
大 ； 片 頭 痛 ； 嘔 吐 ； 恐 怖 、 精 神 分 裂 症 、 激 し い 鬱 病 、 鬱 病 、 譫 妄 、 痴 呆 、 い く つ か の 精 神
的 遅 滞 等 の 精 神 病 、 神 経 病 ； 消 耗 性 疾 患 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 や パ ー キ ン ソ ン 病 の よ う な 精
神 性 消 耗 疾 患 、 ハ ン チ ン ト ン 病 又 は ギ ル ト ド ラ ト ゥ レ ッ ト 症 候 群 の よ う な ジ ス キ ネ シ ア ；
血 栓 症 及 び 他 の 心 血 管 病 ； 自 己 免 疫 病 及 び 炎 症 疾 患 を 含 む 他 の 関 連 病 に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ が 関
連 し 得 る こ と を 提 案 し て い る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ と Ａ Ｄ Ｐ の 相 互 作 用 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ シ グ ナ リ ン グ を 含 む 疾 病 、 疾 患 又 は プ ロ セ
ス を 診 断 又 は モ ニ タ す る 解 析 の 基 礎 と し て 用 い ら れ る こ と が で き る 。 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 関 連 疾 患
又 は 疾 病 の 診 断 解 析 に は 、 い く つ か の 異 な る 型 を 有 す る こ と が で き る 。 第 １ の 型 で は 、 診
断 解 析 は 、 組 織 サ ン プ ル 中 の Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 、 遺 伝 子 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 を 測 定 す る こ と が で き る 。
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 量 を 測 定 す る 解 析 は 、 ま た 、 こ の カ テ ゴ
リ ー に あ て は ま る 。 第 ２ の 型 で は 、 解 析 は 、 そ の レ セ プ タ ー 又 は リ ガ ン ド の 量 を 評 価 す る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 突 然 変 異 体 型 又 は 変 異 体 （ varian
t） 型 を 個 体 が 発 現 す る か ど う か を 決 め る 解 析 は 、 診 断 的 に 用 い ら れ る こ と が で き る 。 第
３ に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド の １ つ 以 上 の 活 性 を 測 定 す る 解 析 が 、 診 断 的 に 用 い ら れ る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
Ａ ． 　 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 量 を 測 定 す る 解 析
異 常 レ ベ ル の レ セ プ タ ー 又 は そ の リ ガ ン ド が 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る か ど う か 、 そ の い ず
れ か が Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ シ グ ナ リ ン グ の 可 能 性 あ る 調 節 不 良 を 示 し て い る か ど う か を 決 め る た め
に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ レ ベ ル が 測 定 さ れ 、 標 準 と 比 較 さ れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド レ ベ ル が 測 定 さ れ 、
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例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い て 、 免 疫 組 織 化 学 に よ っ て 測 定 さ れ る 。
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ た 疾 患 又 は 疾 病 で 煩 っ て い る と 疑 い の あ る 個 体 か ら
単 離 さ れ た サ ン プ ル が 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 抗 体 と 接 触 さ せ ら れ 、 そ の 抗 体 の 結 合 は そ の 分 野 で
既 知 で あ る と し て 測 定 さ れ る （ 例 え ば 、 二 次 抗 体 に 結 合 し た （ conjugated） 酵 素 の 活 性 を
測 定 す る こ と に よ っ て ） 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ レ ベ ル の 測 定 に 対 す る 他 の ア プ ロ ー チ は 、 影 響 さ れ た 組 織 か ら の 細 胞 の フ ロ ー
サ イ ト メ ト リ ー 解 析 を 用 い る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 方 法 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ に 特 異 的 な 抗 体
の 蛍 光 標 識 を 含 め て 、 こ の 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。 他 の ア プ ロ ー チ は 、 放 射 性 免 疫 測 定
又 は Ｅ Ｌ Ｉ Ｚ Ａ を 含 む 。 こ れ ら の 各 方 法 は 、 そ の 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
検 出 さ れ た 結 合 量 は 、 健 康 な 個 体 又 は そ ん な に 影 響 さ れ て い な い 影 響 さ れ た 個 体 の 部 位 か
ら の 類 似 組 織 の サ ン プ ル 中 で の 結 合 と 比 較 さ れ る 。 標 準 に 対 し て １ ０ ％ 以 上 増 加 し て い る
と 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ た 疾 患 又 は 疾 病 の 徴 候 で あ る と す る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 発 現 は 、 ま た 、 組 織 サ ン プ ル 中 で ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 量 を 決 定
す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る こ と が で き る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル は 、 定 量 的 又 は 半 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ
に よ っ て 測 定 さ れ る 。 「 定 量 的 」 増 幅 の 方 法 は 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い て 、 両 Ｇ Ｐ Ｒ ８
６ の 増 幅 の た め の プ ラ イ マ ー 配 列 が 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ て い る 。 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ の 共 通 の 方
法 は 、 同 じ プ ラ イ マ ー を 用 い て コ ン ト ロ ー ル 配 列 の 既 知 量 を 、 同 時 に 共 増 幅 す る 工 程 を 含
む 。 こ れ は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 計 算 す る の に 用 い ら れ る こ と が で き る 内 部 標 準 を 提 供 す る 。 定
量 Ｐ Ｃ Ｒ の た め の 詳 細 な プ ロ ト コ ル は 、 「 Ｐ Ｃ Ｒ プ ロ ト コ ル 、 方 法 と 応 用 の た め の ガ イ ド
」 Innisら 、 ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス 社 ， ニ ュ ー ヨ ー ク （ １ ９ ９ ０ 年 ） の 中 で 提 供 さ れ 、 こ れ
は 参 考 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。 健 康 な 個 体 か ら の 類 似 の 組 織 サ ン プ ル 又 は 影 響
さ れ た 個 体 の 影 響 さ れ な い 位 置 か ら の 組 織 サ ン プ ル に お い て 発 現 さ れ る 量 に 対 し て 、 サ ン
プ ル の 中 で Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 量 に お け る １ ０ ％ 以 上 の 増 加 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８
６ シ グ ナ リ ン グ の 調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ た 疾 患 又 は 疾 病 の 徴 候 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
Ｂ ． 　 定 量 解 析
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド 又 は こ れ を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 野 生 型 で あ る か ど う か を 評 価 す
る 解 析 は 、 診 断 的 に 用 い ら れ る こ と が で き る 。 こ の 様 式 で Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 調 節 不 良 に よ っ て 特
徴 づ け ら れ る 疾 患 又 は 疾 病 を 診 断 す る た め に 、 サ ン プ ル か ら 単 離 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ が 、 Ｇ Ｐ Ｒ
８ ６ の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 の た め の 鋳 型 と し て 用 い ら れ る 。 そ し て 、 増 幅 さ れ た 配 列 は 、 標 準 的 方
法 を 用 い て 直 接 的 に 配 列 化 さ れ る か 、 又 は 最 初 に ベ ク タ ー の 中 に ク ロ ー ン 化 さ れ 、 続 い て
配 列 決 定 さ れ る か の い ず れ か で あ る 。 野 生 型 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 配 列 に 関 し て １ つ 以 上 コ ー ド さ
れ た ア ミ ノ 酸 を 変 化 さ せ る 配 列 の 差 異 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ シ グ ナ リ ン グ の 調 節 不 良 に よ っ て 特
徴 づ け ら れ る 疾 患 又 は 疾 病 の 徴 候 で あ り 得 る 。 コ ー ド 配 列 に お け る 変 化 が サ ン プ ル 内 で 同
定 さ れ る と き 、 変 異 レ セ プ タ ー 又 は リ ガ ン ド を 発 現 さ せ 、 そ の 活 性 を 、 野 生 型 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６
の 活 性 と 比 較 す る の に 有 用 で あ る 。 他 の 利 益 の 中 で 、 こ の ア プ ロ ー チ は 、 構 造 的 に 活 性 で
ヌ ル な 突 然 変 異 体 を 含 む 新 規 突 然 変 異 体 を 提 供 で き る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
標 準 的 な 配 列 決 定 方 法 に 加 え て 、 増 幅 さ れ た 配 列 は 、 例 え ば 、 野 生 型 と 変 異 配 列 の 間 を 区
別 す る 分 子 的 目 印 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 用 い て 、 特 異 的 な 突 然 変 異 の 存 在 に つ い て
解 析 さ れ る こ と が で き る 。 １ ヌ ク レ オ チ ド 程 度 の 小 さ な 変 化 に 基 づ い て 区 別 す る ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン 解 析 は 、 当 該 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。 あ る い は 多 数 の 「 ミ ニ シ ー ク エ ン
シ ン グ 」 解 析 の い ず れ も 行 う こ と が で き 、 例 え ば 米 国 特 許 ５ ８ ８ ８ ８ １ ９ ， ６ ０ ０ ４ ７ ４
４ ， ６ ０ １ ３ ４ ３ １ （ こ れ ら は 参 考 と し て 組 み 入 れ ら れ る ） で 説 明 さ れ て い る よ う な 解 析
方 法 も 含 む こ と が で き る 。 こ れ ら の 解 析 及 び 当 該 分 野 で 知 ら れ た 他 の 方 法 は 、 与 え ら れ た
サ ン プ ル に お い て 、 既 知 の 多 型 性 を 伴 う 核 酸 の 存 在 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
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所 望 で あ れ ば 、 ア レ イ 又 は マ イ ク ロ ア レ イ ベ ー ス の 方 法 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 配 列 に お い て 、 突
然 変 異 の 発 現 又 は 存 在 を 解 析 す る の に 用 い ら れ る こ と が で き る 。 ミ ニ シ ー ク エ ン シ ン グ 及
び 核 酸 発 現 の 定 量 の た め の ア レ イ ベ ー ス の 方 法 は 、 当 該 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
Ｃ ． 　 機 能 的 解 析
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ シ グ ナ リ ン グ の 調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 又 は 疾 病 の 診 断 は 、 機 能
的 解 析 を 用 い て 解 析 さ れ る こ と も で き る 。 そ う す る と 、 細 胞 膜 は 又 は 組 織 サ ン プ ル か ら 調
製 さ れ た 細 胞 抽 出 物 が 、 本 明 細 書 で 説 明 さ れ て い る よ う に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 解 析 に 用 い ら れ
る こ と が で き る （ 例 え ば 、 リ ガ ン ド 結 合 解 析 、 Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 解 析 、 Ｇ Ｔ Ｐ ａ ｓ ｅ 解 析 、 ア デ
ニ レ ー ト シ ク ラ ー ゼ 解 析 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 解 析 、 ア ラ キ ド ン 酸 レ ベ ル 、 リ ン 脂 質 分 解 、 ジ ア シ ル
グ リ セ ロ ー ル 、 又 は イ ノ シ ト ー ル ３ リ ン 酸 解 析 、 Ｐ Ｋ Ｃ 活 性 解 析 、 又 は キ ナ ー ゼ 解 析 ） 。
検 出 さ れ た 活 性 は 、 健 康 な 個 体 又 は 影 響 さ れ た 個 体 の 影 響 さ れ て い な い 部 位 か ら 採 取 し た
標 準 的 サ ン プ ル 内 の 活 性 と 比 較 さ れ る 。 代 替 品 と し て 、 サ ン プ ル 又 は サ ン プ ル 抽 出 物 が 、
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 発 現 す る 細 胞 に 適 用 さ れ 、 続 い て 標 準 サ ン プ ル に 対 し て Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ シ グ ナ リ
ン グ 活 性 が 測 定 さ れ る 。 こ れ ら の 解 析 の い ず れ か で 測 定 さ れ た １ ０ ％ 以 上 の 差 異 は 、 Ｇ Ｐ
Ｒ ８ ６ シ グ ナ リ ン グ の 調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 疾 患 又 は 疾 病 の 徴 候 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
本 発 明 に よ る 細 胞 の Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の モ ジ ュ レ ー シ ョ ン
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の リ ガ ン ド と し て の Ａ Ｄ Ｐ の 発 見 は 、 細 胞 内 の Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 活 性 を モ ジ ュ レ ー
ト す る 方 法 を 提 供 す る 。 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 を モ ジ ュ レ ー
ト す る 物 質 を そ の 細 胞 に 配 送 す る こ と に よ っ て 、 細 胞 内 で モ ジ ュ レ ー ト さ れ る 。 こ の モ ジ
ュ レ ー シ ョ ン は 、 付 加 的 な モ ジ ュ レ ー テ ィ ン グ 物 質 の 同 定 の た め の 解 析 の 部 分 と し て の 培
養 細 胞 の 中 、 又 は 例 え ば ヒ ト を 含 む 動 物 の 中 で 、 行 わ れ る こ と が で き る 。 物 質 に は 、 Ａ Ｄ
Ｐ 及 び こ こ で 定 義 さ れ る よ う な Ａ Ｄ Ｐ ア ナ ロ ー グ が 含 ま れ 、 ま た 本 明 細 書 で 説 明 さ れ る よ
う な ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 用 い て 同 定 さ れ た 付 加 的 モ ジ ュ レ ー タ ー も 同 様 に 含 み 、 米 国 特
許 ５ ７ ０ ０ ７ ８ ６ に 表 示 さ れ た Ａ Ｄ Ｐ ア ナ ロ ー グ の い ず れ も 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
物 質 を 培 養 培 地 に 添 加 す る こ と に よ っ て 、 細 胞 に そ の 物 質 を 供 与 す る こ と が で き る 。 供 与
量 は 、 物 質 の ア イ デ ン テ ィ テ ィ 及 び そ れ が 供 与 さ れ る 目 的 と と も に 変 わ る だ ろ う 。 例 え ば
、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る 培 養 解 析 に お い て 、 一 般 に 、 レ セ プ タ ー を
最 大 の 半 分 を 活 性 化 す る Ａ Ｄ Ｐ 量 （ 例 え ば 約 Ｅ Ｃ ５ ０ ） で 、 例 え ば レ セ プ タ ー 飽 和 に 要 求
さ れ る 投 与 量 を 超 え る こ と な い 量 を 添 加 す る だ ろ う 。 こ の 投 与 量 は 、 Ａ Ｄ Ｐ の 付 加 量 が 、
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 に 付 加 的 効 果 を さ ら に 有 し な い 点 を 決 定 す る Ａ Ｄ Ｐ 量 を 滴 定 す る こ と に よ
っ て 決 定 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー が 疾 患 又 は 疾 病 の 治 療 の た め の 動 物 に 投 与 さ れ る と き 、
投 与 さ れ る 量 は 、 所 望 の 出 力 に 基 づ い て 、 当 業 者 に よ っ て 調 節 さ れ る こ と が で き る 。 病 理
学 の １ つ 以 上 の 測 定 で き る 様 子 （ 例 え ば 、 腫 瘍 細 胞 の 成 長 、 炎 症 性 細 胞 の 蓄 積 ） が 、 治 療
前 の そ の 様 子 に つ い て の 値 に 対 し て 少 な く と も １ ０ ％ 変 化 す れ ば 、 治 療 は 成 功 し た こ と に
な る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
本 発 明 に 有 用 な 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー
本 発 明 は 、 本 発 明 の レ セ プ タ ー の モ ジ ュ レ ー タ ー で あ る 化 合 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ １ １ 】
候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 ヌ ク レ オ チ ド 又 は 糖 に 結 合 し た ヌ ク レ オ チ ド （ Ａ Ｄ Ｐ グ ル コ ー ス
、 又 は Ａ Ｄ Ｐ ガ ラ ク ト ー ス を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） で あ り 得 る 。 候 補 モ ジ ュ レ ー
タ ー は 、 ま た 、 Ｕ Ｄ Ｐ グ ル コ ー ス レ セ プ タ ー に 結 合 す る ど の リ ガ ン ド と も 同 様 に 、 当 該 分
野 で 既 知 の Ａ Ｄ Ｐ ア ナ ロ ー グ の い ず れ で あ っ て も よ い 。
【 ０ ２ １ ２ 】
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候 補 化 合 物 は 、 合 成 化 合 物 で あ っ て も よ い し 、 化 合 物 の 混 合 物 で あ っ て も よ い し 、 天 然 産
物 （ 例 え ば 、 植 物 抽 出 物 又 は 培 養 上 清 ） で あ っ て も よ い 。 本 発 明 に よ れ ば 、 候 補 化 合 物 は
、 合 成 さ れ る こ と が で き る 小 さ な 分 子 、 天 然 抽 出 物 、 ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 炭 水 化 物 、
脂 質 な ど を 含 む 。
【 ０ ２ １ ３ 】
候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 例 え ば 、 Ａ Ｔ Ｐ ， ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｔ Ｐ ， ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｄ Ｐ ， Ａ Ｄ Ｐ β Ｓ
， Ａ ｐ ３ Ａ ， Ｒ Ｂ － ２ ， ス ラ ミ ン ， 又 は Ｐ Ｐ Ａ Ｄ Ｓ で あ っ て も よ い 。
【 ０ ２ １ ４ 】
合 成 又 は 天 然 化 合 物 の 大 き な ラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー 化 合 物 は ス ク リ ー ニ
ン グ さ れ る こ と が で き る 。 サ ッ カ ラ イ ド 、 ペ プ チ ド 、 及 び 核 酸 ベ ー ス 化 合 物 の ラ ン ダ ム か
つ 直 接 的 合 成 の た め に 、 多 く の 手 段 が 、 現 在 用 い ら れ て い る 。 合 成 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー は
、 メ イ ブ リ ッ ジ ケ ミ カ ル 社 （ ト レ ビ レ ッ ト 、 コ ー ン ウ ォ ー ル 、 イ ギ リ ス ） 、 Ｃ ｏ ｍ ｇ ｅ ｎ
ｅ ｘ （ ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 プ リ ン ス ト ン ） 、 Ｂ ｒ ａ ｎ ｄ ｏ ｎ 　 Ａ ｓ ｓ ｏ ｃ ｉ ａ ｔ ｅ ｓ （ ニ
ュ ー ハ ン プ シ ャ ー 州 メ リ マ ッ ク ） 及 び マ イ ク ロ ソ ー ス （ コ ネ チ カ ッ ト 州 ニ ュ ー ミ ル フ ォ ー
ド ） な ど の た く さ ん の 会 社 か ら に 入 手 可 能 で あ る 。 稀 少 な 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ア ル ド リ
ッ チ 社 （ ウ ィ ス コ ン シ ン 州 、 ミ ル ウ ォ ー キ ー ） か ら 入 手 可 能 で あ る 。 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ
イ ブ ラ リ ー は 、 入 手 可 能 で 調 製 可 能 で あ る 。 そ の 代 わ り に 、 バ ク テ リ ア 、 カ ビ 類 、 植 物 、
及 び 動 物 抽 出 物 の 形 で の 天 然 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー が 、 例 え ば 、 パ ン ラ ボ ラ ト リ ー （ ワ シ
ン ト ン 州 ボ ス ウ ェ ル ） 又 は Ｍ ｙ ｃ ｏ Ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ （ ノ ー ス カ ロ ナ イ ナ 州 ） か ら 入 手 可 能 で
、 あ る い は 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る 方 法 に よ っ て 容 易 く 製 造 さ れ る こ と が で き る 。 さ ら に
、 天 然 及 び 合 成 的 に 製 造 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー お よ び 化 合 物 は 、 従 来 の 化 学 的 、 物 理 的 及 び
生 化 学 的 手 段 を 通 じ て 容 易 く モ デ ィ フ ァ イ さ れ る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
有 用 な 化 合 物 は 、 た く さ ん の 化 学 的 ク ラ ス 内 で 見 出 さ れ る こ と が で き る 。 有 用 な 化 合 物 は
、 有 機 化 合 物 で あ っ て も よ い し 、 有 機 低 分 子 化 合 物 で あ っ て も よ い 。 有 機 低 分 子 化 合 物 は
、 分 子 量 が ５ ０ 以 上 で あ る が 、 約 ２ ５ ０ ０ ダ ル ト ン 未 満 又 は 約 ７ ５ ０ ダ ル ト ン 未 満 又 は 約
３ ５ ０ ダ ル ト ン 未 満 で あ る 。 実 施 例 の ク ラ ス は 、 ヘ テ ロ サ イ ク ル 、 ペ プ チ ド 、 サ ッ カ ラ イ
ド 、 ス テ ロ イ ド な ど を 含 む 。 そ の 化 合 物 は 、 モ デ フ ァ イ さ れ 、 効 用 、 安 定 性 、 薬 剤 上 の 適
合 性 な ど を 促 進 す る こ と が で き る 。 物 質 の 構 造 的 同 定 は 、 付 加 的 物 質 を 同 定 し 、 生 成 し 、
ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 用 い ら れ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ペ プ チ ド 物 質 が 、 同 定 さ れ る
と こ ろ で は 、 こ れ ら は 、 Ｄ － ア ミ ノ 酸 、 特 に Ｄ － ア ラ ニ ン の よ う な 天 然 で な い ア ミ ノ 酸 を
用 い る よ う な 安 定 性 を 促 進 す る 種 々 の 方 法 に お い て 、 ア ミ ノ 末 端 又 は カ ル ボ キ シ 末 端 を 機
能 化 す る こ と に よ っ て 、 例 え ば ア ミ ノ 基 に つ い て で あ れ ば ア シ ル 化 又 は ア セ チ ル 化 、 カ ル
ボ キ シ ル 基 に つ い て で あ れ ば エ ス テ ル 化 又 は ア ミ ド 化 な ど に よ っ て 、 モ デ フ ァ イ さ れ る こ
と が で き る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
第 １ 次 ス ク リ ー ニ ン グ に と っ て 、 本 発 明 の 候 補 化 合 物 の 有 用 な 濃 度 は 、 約 １ μ Ｍ か ら 約 ６
０ μ Ｍ 以 上 （ す な わ ち １ ０ ０ μ Ｍ 、 １ ｍ Ｍ 、 １ ０ ｍ Ｍ 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 、 １ Ｍ な ど ） で あ る 。
二 次 的 ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 又 は 濃 度 曲 線 を 作 り 出 す た め に 、 ハ ー フ ロ グ 間 隔 （ 例 え ば
、 ９ 以 上 の 濃 度 ） で 第 １ 次 ス ク リ ー ニ ン グ 濃 度 を 減 じ る こ と に よ っ て 添 加 濃 度 が 決 め ら れ
る と こ ろ で は 、 ９ つ の 添 加 濃 度 に そ っ て 、 第 １ 次 ス ク リ ー ニ ン グ 濃 度 が 上 限 と し て 用 い ら
れ る だ ろ う 。
【 ０ ２ １ ７ 】
Ｇ α １ ６ タ ン パ ク 質
本 発 明 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 及 び Ａ Ｄ Ｐ の よ う な リ ガ ン ド の 培 養 が Ｇ α １ ６ タ ン パ ク 質 の 存 在 下
で 行 わ れ る 解 析 及 び 方 法 を 提 供 す る 。 Ｇ α １ ６ タ ン パ ク 質 は 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｃ へ の Ｇ Ｐ
Ｒ ８ ６ レ セ プ タ ー と 共 役 で き る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
本 発 明 に 有 用 な 抗 体
本 発 明 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ に 対 す る 抗 体 を 提 供 す る 。 抗 体 は 、 当 該 分 野 で 知 ら れ た 標 準 プ ロ ト
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コ ル を 用 い て 作 ら れ る こ と が で き る （ 例 え ば 、 抗 体 ： 実 験 マ ニ ュ ア ル 、 編 集 Ｈ ａ ｒ ｌ ｏ ｗ
及 び Ｌ ａ ｎ ｅ （ コ ー ル ド ス プ リ ン グ ハ ー バ ー プ レ ス 社 ： 1988年 ） 。 マ ウ ス 、 ハ ム ス タ ー 、
又 は ウ サ ギ の よ う な ほ 乳 類 が 、 ペ プ チ ド の 免 疫 原 型 （ 例 え ば Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド 又 は
抗 体 応 答 を 引 出 す こ と が で き る 抗 原 的 フ ラ グ メ ン ト 、 又 は 上 記 で 説 明 さ れ る よ う な 融 合 タ
ン パ ク 質 ） で 免 疫 感 作 さ れ る こ と が で き る 。 抗 体 を 生 み 出 す 免 疫 原 は 、 ポ リ ペ プ チ ド （ 例
え ば 単 離 さ れ た 組 換 え ペ プ チ ド 又 は 合 成 ペ プ チ ド ） と ア ジ ュ バ ン ト を 混 合 す る こ と に よ っ
て 調 製 さ れ る 。 あ る い は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド は 、 よ り 大 き な 免 疫 原 タ
ン パ ク 質 に 対 す る 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 作 ら れ る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ま た 、
笠 貝 ヘ モ シ ア ニ ン の 鍵 穴 の よ う な 、 他 の よ り 大 き な 免 疫 原 タ ン パ ク 質 に 共 有 結 合 さ れ る こ
と が で き る 。 あ る い は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド 又 は ウ ィ ル ス ベ
ク タ ー 、 又 は こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 断 片 が 、 Costagliolaら ， 2000年 ， J． Clin． Invest．
105： 803－ 811（ 参 考 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） の 中 で 説 明 さ れ て い る よ う に 、
ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る の に 用 い ら れ 、 動 物 体 内 で 免 疫 応 答 を 生 み 出 す 。 抗 体 を 生 み 出 す
た め に 、 免 疫 原 は 、 典 型 的 に は 、 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 マ ウ ス の よ う な 実 験 動 物 に 皮 内 注 射 、
皮 下 注 射 、 又 は 筋 肉 内 注 射 さ れ る 。 上 記 で 論 じ た 抗 体 に 加 え て 、 遺 伝 学 的 に 設 計 さ れ た 抗
体 誘 導 体 は 、 単 一 鎖 抗 体 の よ う に 作 ら れ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
血 漿 又 は 血 清 に お け る 抗 体 滴 定 の 検 出 に よ っ て 、 免 疫 感 作 の 発 達 が モ ニ タ さ れ る こ と が で
き る 。 標 準 的 な Ｅ Ｌ Ｉ Ｚ Ａ 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 又 は 他 の 免 疫 解 析 は 、 抗 原 と し て 免 疫
原 と と も に 用 い ら れ て 抗 体 の レ ベ ル を 評 価 す る こ と が で き る 。 抗 体 の 調 製 と し て は 、 免 疫
感 作 さ れ た 動 物 か ら の 単 な る 血 清 で あ っ て も よ く 、 あ る い は 所 望 で あ れ ば 、 例 え ば 、 固 定
化 さ れ た 免 疫 原 を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ っ て 血 清 か ら 単 離 さ れ る ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る た め に 、 抗 体 産 生 脾 臓 細 胞 （ ｓ ｐ ｌ ｅ ｎ ｏ ｃ ｙ ｔ ｅ ） が 免
疫 感 作 さ れ た 動 物 か ら 獲 得 さ れ 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 の よ う な 不 死 化 細 胞 を 用 い て ハ イ ブ リ ド
ー マ 細 胞 を 生 じ さ せ る 標 準 的 な 体 細 胞 融 合 処 理 に よ っ て 融 合 さ れ る 。 こ の よ う な 技 術 は 、
当 該 分 野 で よ く 知 ら れ て お り 、 例 え ば ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 （ Kohlerと Milstein， 1975年 ，
Nature， 256： 495-497） 、 ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 （ Kozbarら ， 1983年 ， Immunolo
gy　 Today， 4： 72） 、 及 び Ｅ Ｂ Ｖ ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 で ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す
る （ Coleら ， 1985年 ， モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と ガ ン 治 療 ， Alan　 Ｒ ． Liss， Inc． 77-96頁 ）
を 含 む 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 体 及 び そ
の よ う な ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 含 む 培 養 培 地 か ら 単 離 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 に
つ い て 免 疫 化 学 的 に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る こ と が で き る
【 ０ ２ ２ １ 】
ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ キ ッ ト
本 発 明 の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ キ ッ ト は 、 Ａ Ｄ Ｐ 存 在 下 、 例 え ば １ ｎ Ｍ 乃 至 １
０ μ Ｍ の 範 囲 の 濃 度 で の Ａ Ｄ Ｐ 存 在 下 で 、 例 え ば ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 逆 ア ゴ ニ
ス ト 、 又 は 本 発 明 の レ セ プ タ ー の 阻 害 剤 等 の モ ジ ュ レ ー タ ー 化 合 物 の 検 出 を 実 行 す る た め
の 必 要 な 手 段 及 び 培 地 の す べ て を 含 む 。 こ の キ ッ ト は 、 下 記 の 連 続 的 工 程 を 含 む 。 本 発 明
の 組 換 え 細 胞 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ （ Ｐ ２ Ｙ １ ３ ） レ セ プ タ ー を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 み 且 つ 発 現 し 、 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ０ ２ ０ ４ ５ （ 参 考 と し て 本 明 細 書 に 特 異 的 に 組 み 入 れ ら れ る
） に 説 明 さ れ る よ う な 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 方 法 に よ れ ば 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 、
例 え ば ９ ６ ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の よ う な 固 体 支 持 体 の 上 で 成 長 さ せ ら れ る 。
本 発 明 の モ ジ ュ レ ー タ ー 化 合 物 は 、 約 １ ｎ Ｍ か ら １ ０ μ Ｍ 以 上 ま で の 濃 度 で 、 好 適 な 濃 度
の Ａ Ｄ Ｐ （ 例 え ば １ ｎ Ｍ 乃 至 １ μ Ｍ の 範 囲 で ） が 存 在 す る 決 め ら れ た ウ ェ ル の 培 地 に 添 加
さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 解 析 は 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 解 析 に 修 正 可 能 で 、 ｃ
Ａ Ｍ Ｐ ， 細 胞 内 イ ノ シ ト ー ル リ ン 酸 、 細 胞 内 ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル 濃 度 、 ア ラ キ ド ン 酸 濃
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度 又 は Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ 又 は チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 （ 上 記 の よ う に ） な ど の 測 定 を 含 む が 、
こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 は 、 サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ 解 析 で 測 定 さ れ
る よ う に 、 先 に 述 べ ら れ た （ 非 特 許 文 献 ２ ６ ） よ う に 、 放 射 性 免 疫 解 析 に よ っ て 定 量 さ れ
る 。 結 果 は 、 Ａ Ｄ Ｐ は 存 在 す る が 添 加 さ れ た モ ジ ュ レ ー タ ー 化 合 物 は 不 在 の と き に は 、 本
発 明 の 組 換 え 細 胞 か ら 得 ら れ た Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の 基 底 レ ベ ル と 比 較 さ れ る 。 モ ジ ュ レ ー タ
ー の 不 在 下 で の 活 性 レ ベ ル と 比 べ て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 が 少 な く と も ２ 倍 、 ５ 倍 又 は １ ０ 倍
、 ほ ぼ １ ０ ０ 倍 以 上 の 増 大 又 は 減 少 を 示 す ウ ェ ル が 選 ば れ て 、 さ ら に 解 析 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
本 発 明 の 他 の 有 用 な キ ッ ト
本 発 明 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ へ の 結 合 を 検 出 す る キ ッ ト 、 さ ら に は Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６
シ グ ナ リ ン グ の 調 節 不 良 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 疾 患 又 は 疾 病 の 診 断 に 有 用 な キ ッ ト を モ
ジ ュ レ ー ト す る 物 質 な ど の モ ジ ュ レ ー タ ー の 検 出 又 は ス ク リ ー ニ ン グ に 有 用 な キ ッ ト を 提
供 す る 。 本 発 明 の 有 用 な キ ッ ト は 、 単 離 さ れ た Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド （ 膜 関 連 又 は 細 胞
関 連 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 単 離 膜 上 、 又 は Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 発 現 す る 細 胞 、 又 は Ｓ
Ｐ Ｒ チ ッ プ 上 ） を 含 む こ と が で き る 。 本 発 明 の キ ッ ト は 、 Ａ Ｄ Ｐ の よ う な リ ガ ン ド を 含 み
得 る 。 さ ら に 、 キ ッ ト は 、 Ｇ α １ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 キ ッ ト は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ に 特 異 的
な 抗 体 も 含 む 。 あ る い は 、 又 は さ ら に 、 キ ッ ト は Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る よ う
に ト ラ ン ス フ ォ ー ム さ れ た 細 胞 を 含 む こ と が で き る 。 さ ら な る 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の
キ ッ ト は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ と が で き る 。
な お も 更 な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 下 記 で 説 明 さ れ る よ う に Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 増
幅 に 有 用 な 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 含 む こ と が で き る 。 あ る い は 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 Ｇ Ｐ Ｒ
８ ６ シ グ ナ リ ン グ を 検 出 す る た め の 手 段 を 含 む 。 物 質 ， モ ジ ュ レ ー タ ー ， 特 性 、 又 は 不 調
の 検 出 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 又 は Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 特 異 的 核 酸 プ ロ ー ブ に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い て 達 成 さ
れ る こ と が で き る 。 更 な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の 標 準 、 例
え ば Ａ Ｄ Ｐ の よ う な リ ガ ン ド の 存 在 下 で Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 発 現 す る 細 胞 系 列 で 測 定 さ れ る よ う
な 標 準 を 含 む こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 の キ ッ ト は 全 て 、 述 べ ら れ た 品 目 又 は 品 目 の
組 合 わ せ 、 及 び パ ッ ケ ー ジ 材 料 を 含 み 得 る 。 キ ッ ト は 、 ま た 、 使 用 の た め の 指 南 書 も 含 み
得 る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 、 遺 伝 的 及 び 発 生 生 物 学 の 研 究 の た め の 有 用 な ツ ー ル 、 及 び
新 規 配 列 の 機 能 決 定 の た め の 有 用 な ツ ー ル を 提 供 す る 。 従 来 の ト ラ ン ス ジ ー ン 過 程 （ tran
sgenesis） の 方 法 に よ れ ば 、 正 常 又 は モ デ フ ァ イ さ れ た 遺 伝 子 の 付 加 的 コ ピ ー が 、 接 合 体
の 雄 前 核 の 中 へ イ ン ジ ェ ク ト さ れ 、 レ シ ピ エ ン ト マ ウ ス の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 中 へ 集 積 さ れ る
よ う に な る 。 ト ラ ン ス ジ ー ン は 、 樹 立 さ れ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 株 に お い て 、 メ ン デ ル の
法 則 に し た が っ て 伝 え ら れ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 り 出 す の に 有 用 な 構 成 要 素 は
、 正 常 プ ロ モ ー タ 又 は 誘 導 プ ロ モ ー タ の い ず れ か 一 方 ； 組 織 発 現 及 び 調 節 の パ タ ー ン に 関
し て 解 析 さ れ る プ ロ モ ー タ の コ ン ト ロ ー ル 下 で の レ ポ ー タ 遺 伝 子 ； 及 び ド ミ ナ ン ト 突 然 変
異 、 突 然 変 異 プ ロ モ ー タ 及 び 人 工 的 融 合 遺 伝 子 を 含 む 構 成 要 素 を 含 み 、 特 異 的 な 発 生 の 結
果 に 関 し て 研 究 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 １ ０ ｋ ｂ 以 下 の オ ー ダ ー の Ｄ Ｎ Ａ フ ラ グ メ ン ト が 用
い ら れ て 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 構 成 す る （ Reeves， 1998年 ， New． Anat． ， 253： 19
） 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 本 発 明 の １ つ 以 上 の 多 型 性 を 含 む 候 補 遺 伝 子 を 含 む 構 成
要 素 と と も に 作 り 出 さ れ る こ と が で き る 。 あ る い は 、 単 一 の 多 型 性 を 含 む 候 補 遺 伝 子 を 発
現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が 、 異 な る 多 型 性 を 含 む 候 補 遺 伝 子 を 発 現 す る 第 ２ の ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 と 交 差 さ れ る こ と が で き 、 ２ つ の 多 型 性 の 組 合 わ さ れ た 影 響 は 子 孫 の
動 物 の 中 で 研 究 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
他 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物
本 発 明 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 ラ ッ ト 、 ブ タ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ マ 、 ウ シ 、 ヤ
ギ な ど の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
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ブ タ も 生 産 の た め の プ ロ ト コ ル は 、 Whiteと Yannoutsos， Current　 Topics　 in　 Compleme
nt　 Research： ６ ４ 回 免 疫 学 フ ォ ー ラ ム ， 88-94頁 ； 米 国 特 許 Ｎ ｏ ． ５ ５ ２ ３ ２ ２ ６ ； 米
国 特 許 Ｎ ｏ ． ５ ５ ７ ３ ９ ３ ３ ： Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 Ｗ Ｏ ９ ３ ／ ２ ５ ０ ７ １ ； 及 び Ｐ Ｃ Ｔ 出 願 Ｗ Ｏ ９
５ ／ ０ ４ ７ ４ ４ の 中 で 見 い だ せ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 作 製 の プ ロ ト コ ル は 、 米 国
特 許 Ｎ ｏ ． ５ ５ ３ ０ １ ７ ７ の 中 で 見 つ け 出 す こ と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ラ ッ ト の
作 製 プ ロ ト コ ル は 、 Baderと Ganten， Clinical　 and　 Experimental　 Pharmacology　 and
　 Physiology， 追 補 3： S81－ S87， 1996年 の 中 で 見 い だ す こ と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク ウ シ の 生 産 プ ロ ト コ ル は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 技 術 ， ハ ン ド ブ ッ ク ， 1994年 編 集
， Carl　 Ａ .Pinkert， ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス 社 の 中 で 見 い だ す こ と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク ウ サ ギ の 作 製 プ ロ ト コ ル は 、 Hammerら ， Nature315： 680－ 683， 1985年 及 び Taylor
及 び Fan， Frontiers　 in　 Bioscience２ ： d298－ 308， 1997年 の 中 で 見 い だ さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
ノ ッ ク ア ウ ト 動 物
ｉ 　 標 準
ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 は 、 相 同 組 換 え で 遺 伝 子 欠 失 を 作 り 出 す 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ る 。 こ の
技 術 は 、 胎 児 由 来 で 培 養 の 中 で 維 持 さ れ 、 宿 主 胚 盤 胞 の 中 へ 導 入 さ れ る と き マ ウ ス 内 の あ
ら ゆ る 組 織 の 分 化 に 参 加 す る 能 力 を 有 し て い る 胚 性 幹 （ Ｅ Ｓ ） 細 胞 の 発 展 に 基 づ い て い る
。 ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 は 、 Ｅ Ｓ 細 胞 の 特 異 的 標 的 遺 伝 子 に 相 同 組 換 え を 指 向 す る こ と に よ っ
て 生 産 さ れ 、 こ れ に よ り ヌ ル 対 立 遺 伝 子 を 生 み 出 す 。 こ の ヌ ル 対 立 遺 伝 子 の 考 え ら れ る 表
現 型 の 結 果 （ ヘ テ ロ 接 合 体 又 は ホ モ 接 合 体 子 孫 の い ず れ か ） を 解 析 す る こ と が で き る （ Re
eves， 上 記 ） 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
ｉ ｉ 　 Ｃ ｒ ｅ － ｌ ｏ ｘ を 用 い た マ ウ ス に お け る イ ン ビ ボ 組 織 特 異 的 ノ ッ ク ア ウ ト
標 的 と さ れ た 相 同 組 換 え の 方 法 は 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Ｐ １ 部 位 特 異 的 リ コ ン ビ ナ ー ゼ Ｃ
ｒ ｅ に 基 づ く 部 位 特 異 的 組 換 え シ ス テ ム の 発 達 に よ っ て 、 改 良 さ れ て き た 。 バ ク テ リ オ フ
ァ ー ジ Ｐ １ 部 位 か ら の Ｃ ｒ ｅ － ｌ ｏ ｘ Ｐ 部 位 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ リ コ ン ビ ナ ー ゼ が 、 限 定 さ れ た
組 織 又 は 分 化 の ス テ ー ジ に 制 限 さ れ る 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト を 作 り 出 す た め に 、 ト ラ ン ス ジ
ェ ニ ッ ク マ ウ ス 解 析 で 用 い ら れ る 。 領 域 的 に 限 定 さ れ た 遺 伝 子 の 欠 失 、 グ ロ ー バ ル 遺 伝 子
ノ ッ ク ア ウ ト と は 反 対 に 、 表 現 型 は 部 分 的 細 胞 ／ 組 織 に 寄 与 さ れ る こ と が で き る （ Marth
， 1996年 ， Clin． Invest． 97： 1999） 。 あ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 株 の Ｃ ｒ ｅ － ｌ ｏ
ｘ Ｐ 部 位 に お い て 、 ｌ ｏ ｘ Ｐ 部 位 が 興 味 あ る 遺 伝 子 の １ つ 以 上 の エ キ ソ ン を 側 面 に 配 置 す
る よ う に 、 設 計 さ れ る 。 「 ｆ ｌ ｏ ｘ ｅ ｄ 遺 伝 子 」 と 呼 ば れ る こ の ホ モ 接 合 体 は 、 細 胞 ／ 組
織 タ イ プ 転 写 プ ロ モ ー タ の コ ン ト ロ ー ル 下 で Ｃ ｒ ｅ 遺 伝 子 を 発 現 す る 第 ２ の ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク マ ウ ス と 交 差 さ れ る 。 そ し て 、 Ｃ ｒ ｅ タ ン パ ク 質 は 、 ｌ ｏ ｘ Ｐ 認 識 配 列 の 間 の Ｄ Ｎ
Ａ を 切 り 取 り 、 有 効 に 標 的 遺 伝 子 機 能 を 除 去 す る （ Sauer， 1998年 ， Methods， 14： 381）
。 今 で は 、 こ の 方 法 の イ ン ビ ボ 実 施 例 は 、 ほ 乳 類 の 組 織 特 異 的 遺 伝 子 の 誘 導 可 能 な 不 活 性
化 を 含 め て た く さ ん あ る （ Wagnerら ， 1997年 ， Nucleic　 Acids　 Res． ， 25： 4323） 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
ｉ ｉ ｉ 　 ノ ッ ク ア ウ ト 表 現 型 の Ｂ ａ ｃ Ｒ ｅ ｓ ｃ ｕ ｅ
特 定 の 遺 伝 的 多 型 性 ／ 突 然 変 異 は 、 イ ン ビ ボ で 機 能 を 変 更 さ れ た タ ン パ ク 質 の 原 因 と な る
こ と を 明 ら か に す る た め に 、 問 題 の 遺 伝 子 の 野 生 型 コ ピ ー を 導 入 す る こ と に よ っ て 変 更 さ
れ た タ ン パ ク 質 機 能 を 「 救 い 出 す 」 こ と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 中 で 発 現
さ れ た バ ク テ リ ア の 人 工 的 染 色 体 （ Ｂ Ａ Ｃ ） ク ロ ー ン を 用 い た イ ン ビ ボ 相 補 性 が 、 こ れ ら
の 目 的 の た め に 用 い ら れ る こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 、 マ ウ ス の サ ー カ デ イ ア ン ク ロ ッ ク
遺 伝 子 の 同 定 に 用 い ら れ て き た （ Antochら ， 1997年 ， Cell　 89： 655） 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
材 料
ト リ プ シ ン は フ ロ ー ラ ボ ラ ト リ ー ズ （ ス イ ス 、 ビ ジ ョ ー ） か ら 得 た 。 培 養 培 地 ， Ｇ ４ １ ８
， ウ シ 胎 児 血 清 （ Ｆ Ｂ Ｓ ） ， 制 限 酵 素 ， プ ラ チ ナ Ｐ ｆ ｘ ， 及 び Ｔ ａ ｑ Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ
は 、 ラ イ フ テ ク ノ ロ ジ ー 社 （ ベ ル ギ ー ， メ レ ル ベ ー ク ） か ら 購 入 し た 。 放 射 性 産 物 ｍ ｙ ｏ
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－ Ｄ － 〔 ２ － ３ Ｈ 〕 イ ノ シ ト ー ル （ １ ７ ． ７ Ｃ ｉ ／ ｍ ｍ ｏ ｌ ） は ア メ ル シ ャ ム （ ベ ル ギ ー
， ゲ ン ト ） か ら 得 た 。 Ｄ ｏ ｗ ｅ ｘ 　 Ａ Ｇ Ｉ Ｘ ８ （ ギ 酸 型 ） は 、 Ｂ ｉ ｏ － Ｒ ａ ｄ ラ ボ ラ ト リ
ー （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ， リ ッ チ モ ン ド ） か ら 得 た 。 Ａ Ｔ Ｐ ， Ａ Ｄ Ｐ ， ア デ ノ シ ン ， Ａ Ｄ Ｐ
β Ｓ （ ア デ ノ シ ン ５ ’ － Ｏ － （ ２ － チ オ ジ ホ ス フ ェ ー ト ） ） ， Ａ ２ Ｐ ５ Ｐ （ ア デ ノ シ ン ２
’ ,５ ’ － ジ リ ン 酸 ） ， Ａ ３ Ｐ ５ Ｐ （ ア デ ノ シ ン ３ ’ ， ５ ’ － ジ リ ン 酸 ） ， Ａ ３ Ｐ ５ Ｐ Ｓ
（ ア デ ノ シ ン ３ ’ － リ ン 酸 ５ ’ － ホ ス ホ サ ル フ ェ ー ト ） ， Ｕ Ｔ Ｐ ， Ｕ Ｄ Ｐ ， Ｉ Ｔ Ｐ ， Ｉ Ｄ
Ｐ ， Ｕ Ｄ Ｐ － グ ル コ ー ス 及 び ３ － イ ソ ブ チ ル － １ － メ チ ル － キ サ ン チ ン （ Ｉ Ｂ Ｍ Ｘ ） が シ
グ マ ケ ミ カ ル 社 （ ミ ズ ー リ 州 ， セ ン ト ル イ ス ） か ら 入 手 さ れ た 。 ２ － メ チ ル チ オ － Ａ Ｄ Ｐ
（ ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｄ Ｐ ） と ２ － メ チ ル チ オ － Ａ Ｔ Ｐ （ ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｔ Ｐ ） が 、 リ サ ー チ バ イ オ ケ
ミ カ ル イ ン タ ー ナ シ ョ ナ ル （ マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ， ナ テ ィ ッ ク ） か ら 得 た 。 フ ォ ル ス コ リ
ン は 、 カ ル バ イ オ ケ ム 社 （ ベ ル ギ ー ， ベ ル ー ジ ュ ） か ら 購 入 し た 。 ロ リ プ ラ ム （ ｒ ｏ ｌ ｉ
ｐ ｒ ａ ｍ ） は 、 ラ ボ ラ ト リ ー ズ ・ ジ ャ ッ ク ス ・ ロ ジ ェ ア （ フ ラ ン ス ， ト ラ ッ ペ ス ） か ら 授
け ら れ た 。 Ｅ ｒ ｋ １ 及 び Ｅ ｒ ｋ ２ （ ２ ０ ２ Ｔ ｈ ｙ と ２ ０ ４ Ｔ ｈ ｙ ） の 二 重 リ ン 酸 化 型 に 特
異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ニ ュ ー イ ン グ ラ ン ド バ イ オ ラ ボ （ マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ， ベ
ベ リ ー ） か ら 入 手 し た 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
投 与 の 量 と モ ー ド
実 施 例 を 経 由 し て 、 患 者 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の モ ジ ュ レ ー タ ー （ 例 え ば 、 本 発 明 の ア ゴ ニ ス ト
、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 阻 害 剤 ） の 投 与 に よ っ て 下 記 の よ う に 治 療 さ れ る こ と が で
き る 。 本 発 明 の Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 患 者 に 投 与 さ れ 、 例 え ば 生 物 学 的 に 適 合
す る 溶 液 又 は 薬 学 的 に 受 け 入 れ ら れ る デ リ バ リ ー 担 体 、 消 化 に よ り 、 イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、
イ ン ハ レ ー シ ョ ン 、 又 は 他 の い く つ か の 方 法 の い ず れ か に よ っ て 、 投 与 さ れ 得 る 。 投 与 量
は 患 者 ご と に 変 わ り ； 「 治 療 学 的 に 有 効 な 投 与 量 」 は 、 例 え ば 、 機 能 の 促 進 レ ベ ル に よ っ
て （ 例 え ば 、 本 明 細 書 で 述 べ ら れ て い る セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 解 析 に お い て 決 め ら れ る
よ う に ） 決 め ら れ る こ と が で き る が 、 こ れ に は 限 定 さ れ な い 。 Ａ Ｄ Ｐ 結 合 の モ ニ タ は 、 当
業 者 に 投 与 さ れ る 量 を 選 択 し 、 調 節 さ せ る よ う に す る こ と が で き る だ ろ う 。 本 発 明 の Ｇ Ｐ
Ｒ ８ ６ の モ ジ ュ レ ー タ ー の 投 与 量 は 、 毎 日 、 毎 週 、 毎 月 、 毎 年 又 は 患 者 治 療 に よ っ て 適 当
と 考 え ら れ る よ う に 、 繰 り 返 さ れ る だ ろ う 。
【 ０ ２ ３ １ 】
薬 剤 組 成 物
本 発 明 は 、 生 理 学 上 適 合 で き る キ ャ リ ア と 添 加 混 合 さ れ た 、 本 発 明 の Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ モ ジ ュ レ
ー タ ー を 含 む 組 成 物 を 提 供 す る 。 本 明 細 書 で 用 い ら れ る よ う に 、 「 生 理 学 上 、 適 合 で き る
キ ャ リ ア 」 は 、 生 理 学 上 受 け 入 れ ら れ る 希 釈 剤 を い い 、 水 、 リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 、 又
は 生 理 食 塩 水 な ど が あ り 、 さ ら に ア ジ ュ バ ン ト を 含 ん で も よ い 。 不 完 全 な フ ロ イ ン ト ア ジ
ュ バ ン ト 、 リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 又 は ミ ョ ウ バ ン の よ う な ア ジ ュ バ
ン ト が 、 当 該 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 材 料 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
本 発 明 は 、 薬 剤 組 成 物 も 提 供 す る 。 活 性 成 分 に 加 え て 、 こ れ ら の 薬 剤 組 成 物 は 、 薬 剤 上 用
い ら れ る こ と が 薬 剤 的 に 好 適 に 受 け 入 れ ら れ る キ ャ リ ア 調 製 物 を 含 み 得 る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
経 口 投 与 用 の 薬 剤 組 成 物 は 、 経 口 投 与 に 適 切 な 投 与 量 で 当 業 者 に よ く 知 ら れ て い る 薬 剤 的
に 受 け 入 れ ら れ る キ ャ リ ア を 用 い て 調 製 さ れ る こ と が で き る 。 そ の よ う な キ ャ リ ア は 、 患
者 に よ る 摂 取 の た め に 、 こ の 薬 剤 組 成 物 を 、 タ ブ レ ッ ト 、 ピ ル 、 糖 衣 錠 、 カ プ セ ル 、 液 体
、 ゲ ル 、 シ ロ ッ プ 、 ス ラ リ ー 、 懸 濁 液 な ど と し て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
経 口 使 用 の た め の 薬 剤 調 製 は 、 固 体 賦 形 剤 、 好 適 な 補 助 剤 の 添 加 後 、 と き に は 破 砕 し た 結
果 生 じ る 混 合 物 、 及 び 処 理 に よ る 顆 粒 混 合 物 と 活 性 化 合 物 と の 組 合 わ せ を 通 じ て 、 得 ら れ
る こ と が で き 、 所 望 で あ れ ば 、 タ ブ レ ッ ト 又 は 糖 衣 錠 の コ ア を 得 る こ と が で き る 。 好 適 な
賦 形 剤 は 、 ラ ク ト ー ス 、 シ ュ ク ロ ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ま た は ソ ル ビ ト ー ル 等 の 糖 類 ； コ
ー ン ス タ ー チ 、 小 麦 、 米 、 ジ ャ ガ イ モ 、 又 は そ の 他 の 植 物 ； メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ
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シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 又 は カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ ト リ ウ ム 等 の セ ル ロ ー
ス ； ア ラ ビ ア ゴ ム 、 ト ラ ガ カ ン ト ゴ ム 等 の ゴ ム ； ゼ ラ チ ン 及 び コ ラ ー ゲ ン の よ う な タ ン パ
ク 質 の よ う な 炭 水 化 物 又 は タ ン パ ク 質 フ ィ ラ ー で あ る 。 所 望 で あ れ ば 、 架 橋 し た ポ リ ビ ニ
ル ピ ロ リ ド ン 、 寒 天 、 ア ル ギ ン 酸 又 は ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム の よ う な ア ル ギ ン 酸 塩 の よ う
な 分 解 剤 又 は 溶 解 剤 が 添 加 さ れ て も よ い 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
糖 衣 錠 の コ ア は 、 濃 縮 し た 糖 溶 液 の よ う な 好 適 な コ ー テ ィ ン グ と と も に 提 供 さ れ 、 こ の 糖
溶 液 に は 、 ア ラ ビ ア ゴ ム 、 タ ル ク 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 カ ル ボ ポ ル （ ｃ ａ ｒ ｂ ｐ ｏ ｌ
） ゲ ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 及 び ／ 又 は 酸 化 チ タ ン 、 ラ ッ カ ー 溶 液 、 及 び 好 適 な 有
機 溶 媒 、 ま た は 溶 媒 混 合 物 を 含 ん で も よ い 。 染 料 又 は 顔 料 を 、 タ ブ レ ッ ト 又 は 産 物 同 定 の
糖 衣 錠 コ ー テ ィ ン グ に 添 加 し て も よ く 、 活 性 化 合 物 の 量 、 す な わ ち 投 与 量 を 特 徴 づ け て も
よ い 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
経 口 的 に 用 い ら れ る こ と が で き る 薬 剤 調 製 物 は 、 ゼ ラ チ ン か ら 作 ら れ る プ ッ シ ュ フ ィ ッ ト
カ プ セ ル だ け で な く 、 ゼ ラ チ ン か ら 作 ら れ る 柔 軟 で シ ー ル さ れ た カ プ セ ル 及 び グ リ セ ロ ー
ル 又 は ソ ル ビ ト ー ル の よ う な コ ー テ ィ ン グ も 含 む 。 プ ッ シ ュ フ ィ ッ ト カ プ セ ル は 、 ラ ク ト
ー ス 又 は ス タ ー チ の よ う な フ ィ ラ ー 又 は バ イ ン ダ ー 、 タ ル ク 又 は ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ
ム の よ う な 潤 滑 剤 、 及 び と き に は 安 定 化 剤 と 混 合 さ れ た 活 性 成 分 を 含 む こ と が で き る 。 柔
ら か い カ プ セ ル で は 、 活 性 な 化 合 物 は 、 脂 肪 油 、 液 体 パ ラ フ ィ ン 、 又 は 液 体 ポ リ エ チ レ ン
グ リ コ ー ル の よ う な 好 適 な 液 体 の 中 で 、 安 定 化 剤 と 共 に 又 は 伴 わ ず に 、 溶 解 さ れ 又 は 懸 濁
さ れ て も よ い 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
非 経 口 的 投 与 の 薬 剤 組 成 は 、 活 性 化 合 物 の 水 溶 液 を 含 む 。 注 射 薬 の た め に は 、 本 発 明 の 薬
剤 組 成 物 は 、 水 溶 液 の 中 で 調 製 さ れ 、 好 ま し く は ハ ン ク ス 溶 液 、 リ ン ゲ ル 溶 液 又 は 生 理 学
的 に 緩 衝 化 さ れ た 生 理 食 塩 水 の よ う な 生 理 学 的 に 適 合 す る 緩 衝 液 の 中 で 調 製 さ れ る こ と が
で き る 。 水 性 注 射 用 懸 濁 液 は 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ ト リ ウ ム 、 ソ ル ビ ト ー ル 、
又 は デ キ ス ト ラ ン の よ う な 懸 濁 液 の 粘 度 を 上 昇 さ せ る 物 質 を 含 む 。 さ ら に 、 活 性 溶 媒 又 は
担 体 の 懸 濁 液 は 、 ゴ マ 油 の よ う な 脂 肪 油 、 オ レ イ ン 酸 エ チ ル や ト リ グ リ セ リ ド の よ う な 合
成 脂 肪 酸 エ ス テ ル 、 又 は リ ポ ゾ ー ム を 含 む 。 任 意 に は 、 懸 濁 液 は 、 好 適 な 安 定 化 剤 又 は そ
の 化 合 物 の 溶 解 度 を 増 加 さ せ て 高 濃 度 溶 液 の 調 製 を 許 容 さ せ る 物 質 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
鼻 へ の 投 与 の た め に は 、 透 過 さ れ る 特 定 バ リ ア に ふ さ わ し い 浸 透 剤 が 組 成 に 用 い ら れ る 。
そ の よ う な 浸 透 剤 は 、 一 般 に 当 該 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
本 発 明 の 薬 剤 組 成 物 は 、 当 該 分 野 で 知 ら れ た 方 式 例 え ば 従 来 の 混 合 、 溶 解 、 顆 粒 化 、 糖 衣
錠 作 製 、 空 中 浮 遊 化 、 エ マ ル ジ ョ ン 化 、 カ プ セ ル 化 、 捕 捉 、 又 は 親 油 化 プ ロ セ ス に よ っ て
作 製 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
塩 と し て 提 供 さ れ る こ と が で き る 薬 剤 組 成 物 は 、 多 く の 酸 と と も に 形 成 さ れ る こ と が で き
る 。 当 該 酸 と し て は 、 塩 酸 、 硫 酸 、 酢 酸 、 乳 酸 、 酒 石 酸 、 リ ン ゴ 酸 、 コ ハ ク 酸 な ど が 挙 げ
ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 塩 は 、 フ リ ー の 塩 基 型 に 該 当 す る 他 の プ ロ ト ン 溶 媒 又
は 水 中 で よ り 溶 解 さ れ る 傾 向 に あ る 。 他 の 場 合 に は 、 そ の 調 製 は 、 使 用 前 に バ ッ フ ァ ー と
組 合 わ さ れ る ４ ． ５ 乃 至 ５ ． ５ の ｐ Ｈ 領 域 で 、 １ ｍ Ｍ － ５ ０ ｍ Ｍ ヒ ス チ ジ ン 、 ０ ． １ ％ －
２ ％ ス ク ロ ー ス 、 ２ ％ － ７ ％ マ ン ニ ト ー ル 中 の 親 油 化 さ れ た 粉 末 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
受 け 入 れ ら れ る キ ャ リ ア に お い て 組 成 さ れ た 本 発 明 の 化 合 物 を 含 む 薬 剤 組 成 物 が 調 製 さ れ
た 後 、 こ れ ら は 、 ふ さ わ し い 容 器 に 入 れ ら れ 、 投 与 量 、 投 与 回 数 、 及 び 投 与 方 法 な ど の 情
報 と と も に 指 示 さ れ た 状 態 の 治 療 の た め に 標 識 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
本 発 明 は 、 下 記 材 料 及 び 方 法 が 採 用 さ れ る 実 施 例 に 限 定 さ れ る こ と な く 、 説 明 さ れ る 。 本
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明 細 書 で 以 下 に 引 用 さ れ る 各 参 考 文 献 の 開 示 全 体 は 、 本 明 細 書 に 参 考 と し て 組 み 入 れ ら れ
る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ２ ４ ３ 】
実 施 例 １ 　 ク ロ ー ニ ン グ と シ ー ク エ ン シ ン グ
ヒ ト Ｐ ２ Ｙ １ ２ に 強 く 関 係 す る 新 規 レ セ プ タ ー を コ ー ド す る イ ン ト ロ ン の な い コ ー ド 配 列
が 、 ３ ｑ ２ ４ 領 域 に 位 置 し 、 下 記 特 許 ： Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ３ １ ２ ５ ８ Ａ Ｒ Ｅ Ｎ Ａ 配 列 番 号 １ ８ の
ゲ ノ ム ク ロ ー ン Ｒ Ｐ １ １ － ２ ５ Ｋ ２ ４ （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 承 認 番 号 Ａ Ｃ ０ ２ ４ ８ ８ ６ ） 上 に
同 定 さ れ た 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー が 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ヒ ト レ セ プ タ ー の 配 列 ： セ ン ス プ
ラ イ マ ー ５ ’ － Ｃ Ｃ Ｇ Ｇ Ａ Ａ Ｔ Ｔ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｔ Ｇ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｃ Ａ Ｇ Ｔ Ｇ Ａ Ｔ Ｇ Ｃ － ３
’ と ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー ５ ’ － Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ｔ Ａ Ｇ Ａ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｔ Ｔ Ａ
Ｔ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ － ３ ’ に 基 づ い て 合 成 さ れ た 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） が 、 プ ラ チ
ナ Ｐ ｆ ｘ Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て ３ つ の 異 な る 脾 臓 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 上 で 達 成 さ れ た 。 増 幅 条
件 は 、 次 の 通 り で あ る ： ９ ４ ℃ ， １ ５ 秒 ； ５ ０ ℃ ， ３ ０ 秒 ； ６ ８ ℃ ， ２ 分 で ３ ５ サ イ ク ル
。 増 幅 は 、 結 局 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 遺 伝 子 の コ ー ド 配 列 全 体 を 含 む １ キ ロ ベ ー ス の 断 片 と な っ た
。 コ ー ド 配 列 は 、 次 い で サ ブ ク ロ ー ン 化 さ れ 、 Ｂ ｉ ｇ Ｄ ｙ ｅ タ ー ミ ネ ー タ サ イ ク ル シ ー ク
エ ン シ ン グ キ ッ ト を 用 い て 、 ３ つ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 各 々 の た め の 両 方 の 鎖 上 に 配 列 さ れ た （ ア
プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム ズ 社 、 ウ ェ ー リ ン ト ン 、 イ ギ リ ス ） 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
こ の １ ０ ０ ２ 塩 基 対 （ ｂ ｐ ） － オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム も 、 Ｗ ｉ ｔ ｔ ｅ ｎ ｂ ｅ ｒ ｇ
ｅ ｒ ら に よ っ て 最 近 同 定 さ れ （ Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 承 認 番 号 Ａ Ｆ ２ ９ ５ ３ ６ ８ ） 、 彼 ら が Ｇ Ｐ
Ｒ ８ ６ （ 非 特 許 文 献 ２ ４ ） と 呼 ぶ オ ー フ ァ ン Ｇ タ ン パ ク 共 役 型 レ セ プ タ ー を コ ー ド す る と
報 告 さ れ た 。 開 始 コ ド ン は 、 停 止 コ ド ン よ り １ ８ 塩 基 上 流 に あ る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ
ラ イ マ ー は 、 こ の コ ー ド 配 列 に 基 づ い て 合 成 さ れ た 。 こ れ ら は 、 脾 臓 ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 開 始 す
る Ｐ Ｃ Ｒ の 中 で 用 い ら れ た 。 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ コ ー ド 配 列 と サ イ ズ 競 合 し て い る Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は 、
発 現 ベ ク タ ー の 中 へ 挿 入 さ れ 、 双 方 の 鎖 上 で 配 列 さ れ た （ 図 １ ） 。 推 定 上 の 膜 上 に 広 が る
ド メ イ ン （ ｍ ｅ ｍ ｂ ｒ ａ ｎ ｅ － ｓ ｐ ａ ｎ ｎ ｉ ｎ ｇ 　 ｄ ｏ ｍ ａ ｉ ｎ ） は 、 ア ン ダ ー ラ イ ン さ
れ 、 Ｉ か ら Ｖ Ｉ Ｉ の 番 号 が 付 け ら れ て い る 。 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ａ 又 は プ ロ テ イ ン キ ナ ー
ゼ Ｃ に よ る 推 定 上 の リ ン 酸 化 部 位 が 、 黒 丸 （ ● ） 又 は 黒 三 角 （ ▲ ） に よ っ て そ れ ぞ れ 示 さ
れ て い る 。 ポ テ ン シ ャ ル Ｎ － グ リ コ シ ル 化 部 位 は 、 黒 四 角 （ ■ ） に よ っ て 示 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
得 ら れ た 配 列 は 、 胎 児 の 脳 及 び 胎 盤 か ら の ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 増 幅 さ れ た Ｗ ｉ
ｔ ｔ ｅ ｎ ｂ ｅ ｒ ｇ ｅ ｒ の 配 列 に 完 全 に マ ッ チ し た 。 １ ０ ０ ２ 塩 基 対 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ
フ レ ー ム は 、 Ｋ ｏ ｚ ａ ｋ コ ン セ ン サ ス 中 の Ａ Ｔ Ｇ コ ド ン か ら 開 始 さ れ 、 ３ ３ ３ ア ミ ノ 酸 の
プ ロ テ イ ン を コ ー ド す る 。 ペ プ チ ド 配 列 は 、 Ｎ 連 結 グ リ コ シ ル 化 の た め の ３ つ の ポ テ ン シ
ャ ル 部 位 （ 細 胞 外 の Ｎ 末 端 部 分 の ２ つ （ Ｎ ２ と Ｎ １ ０ ） と ３ 番 目 の 細 胞 外 ル ー プ （ Ｎ ２ ６

４ ） の 一 つ で 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ に よ る リ ン 酸 化 の た め の ２ つ の ポ テ ン シ ャ ル 部 位 （
３ 番 目 の 細 胞 内 ル ー プ （ Ｓ ２ １ ７ ） と カ ル ボ キ シ 末 端 部 分 （ Ｔ ３ ０ ４ ） 内 の １ つ ） と 、 プ
ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ａ に よ る １ つ の 部 位 （ カ ル ボ キ シ ル 末 端 部 分 （ Ｔ ３ １ ６ ） （ 図 １ ） ） を
含 む 。 新 規 な レ セ プ タ ー は 、 ヒ ト Ｐ ２ Ｙ １ ２ 及 び Ｕ Ｄ Ｐ グ ル コ ー ス レ セ プ タ ー と 顕 著 な ホ
モ ロ ジ ー を 表 わ し て い て （ 図 ２ ） 、 そ れ ぞ れ ４ ８ ％ 及 び ４ ５ ％ ア ミ ノ 酸 ア イ デ ン テ ィ テ ィ
を 示 す 。 他 の Ｐ ２ Ｙ レ セ プ タ ー と の 類 似 性 は 、 も っ と 低 く （ 図 ２ ） 、 例 え ば ヒ ト Ｐ ２ Ｙ １

及 び Ｐ ２ Ｙ ２ レ セ プ タ ー と そ れ ぞ れ ２ ５ ％ 、 ２ ６ ％ ア ミ ノ 酸 ア イ デ ン テ ィ テ ィ を 示 す 。 プ
リ ン 作 動 性 レ セ プ タ ー （ Ｐ ２ Ｙ １ ， － ２ ， － 4， － 11， － 12） 、 Ｕ Ｄ Ｐ グ ル コ ー ス レ セ プ
タ ー 及 び 他 の プ リ ン 作 動 性 関 連 配 列 （ Ｇ Ｐ Ｒ １ ７ ， Ｇ Ｐ Ｒ ８ ７ ， Ｈ ９ ６ ３ ） と Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６
（ Ｐ ２ Ｙ １ ３ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 が 一 列 に な っ て い る こ と は 、 Ｃ ｌ ｕ ｓ ｔ ａ ｌ Ｘ ア ル ゴ リ ズ
ム を 用 い て 行 わ れ た 。 そ し て 、 Ｔ ｒ ｅ ｅ Ｖ ｉ ｅ ｗ ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 、 樹 状 図 が 構 築 さ
れ た （ 図 ２ ） 。
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【 ０ ２ ４ ７ 】
実 施 例 ２ 　 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ヒ ト レ セ プ タ ー の 組 織 分 布
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ｍ Ｒ Ｎ Ａ が い く つ か の ヒ ト 組 織 中 の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 増 幅 さ れ た （ 図 ３ Ａ
） 。
逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 鎖 反 応 （ Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ ） 実 験 は 、 ポ リ Ａ ＋ Ｒ Ｎ Ａ （ ク ロ ン テ ッ ク 社 ）
の パ ネ ル を 用 い て 実 施 さ れ た 。 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ プ ラ イ マ ー は 、 次 の 通 り で あ る ： Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ セ
ン ス プ ラ イ マ ー （ ５ ’ － Ｔ Ｇ Ｔ Ｇ Ｔ Ｃ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｔ Ｃ Ｔ Ｔ Ｃ Ｇ Ｇ Ｔ Ｇ － ３ ’ ） と Ｇ Ｐ Ｒ ８
６ ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー （ ５ ’ － Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ａ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ － ３ ’ ） 。 増
幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ バ ン ド の 予 期 さ れ た サ イ ズ は 、 ５ ７ ５ ｂ ｐ で あ る 。 配 列 を コ ー ド す る ア ル
ド ラ ー ゼ に 基 づ い て 合 成 さ れ た ２ つ の プ ラ イ マ ー が 、 コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い ら れ 、 ４ ４
３ ｂ ｐ の 予 期 さ れ た サ イ ズ を 伴 う 産 物 を 生 産 す る ： ア ル ド ラ ー ゼ セ ン ス プ ラ イ マ ー （ ５ ’
－ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ａ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ － ３ ’ と ア ル ド ラ ー ゼ ア ン チ セ ン ス 逆 ５ ’
－ Ｔ Ａ Ａ Ｃ Ｇ Ｇ Ｇ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ａ Ａ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ｃ Ａ Ｔ Ｔ － ３ ’ ） 。 約 ７ ５ ｎ ｇ の ポ リ Ａ ＋ Ｒ
Ｎ Ａ が 、 Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ Ｉ Ｉ （ ラ イ フ テ ク ノ ロ ジ ー 社 、 メ レ ル ベ ー ケ ， ベ ル ギ ー
） を 用 い て 逆 転 写 さ れ て 、 Ｐ Ｃ Ｒ の た め に 用 い ら れ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 下 記 条 件 下 で Ｔ ａ ｑ ポ
リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 行 わ れ た ： ９ ４ ℃ で ３ 分 間 ９ ４ ℃ で １ 分 間 ３ ８ サ イ ク ル 、 ５ ８ ℃ で ２
分 間 及 び ７ ２ ℃ で ２ 分 間 変 性 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の ア リ コ ー ト （ １ ０ μ ｌ ） が 、 １ ％ ア ガ ロ ー ス
ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 解 析 さ れ た 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 実 験 は 、 ポ リ Ａ ＋ Ｒ Ｎ Ａ （ ク ロ ン テ ッ ク 社 ） の パ ネ ル 及 び Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 配 列 の
特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い て 実 施 さ れ た 。 増 幅 さ れ た Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ と ア ル ド ラ ー ゼ バ ン ド の 予
期 さ れ た サ イ ズ は 、 そ れ ぞ れ ５ ７ ５ ｂ ｐ 及 び ４ ４ ３ ｂ ｐ で あ っ た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ － ） は 、 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ 鋳 型 な し の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル を 示 す 。 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の ア リ コ ー ト
（ １ ０ μ ｌ ） は 、 １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 解 析 さ れ た 。 予 期 さ れ た サ イ ズ （
５ ７ ５ ｂ ｐ ） の 強 い バ ン ド は 、 脾 臓 及 び 脳 （ 大 人 ） の 中 で 検 出 さ れ 、 胎 盤 、 肺 、 肝 臓 、 骨
髄 、 胸 腺 、 小 腸 、 子 宮 、 胃 、 精 巣 、 胎 児 脳 及 び 副 腎 で は 、 よ り 強 度 が 低 い と こ ろ で 検 出 さ
れ た が 、 膵 臓 、 心 臓 、 腎 臓 、 骨 格 筋 、 卵 巣 、 大 動 脈 、 ま た は ｃ Ｄ Ｎ Ａ な し の ネ ガ テ ィ ブ コ
ン ト ロ ー ル （ 図 ３ Ａ ） で は 検 出 さ れ な か っ た 。 ５ ７ ５ ｂ ｐ バ ン ド も 、 リ ン パ 節 及 び 骨 髄 で
明 確 に 検 出 さ れ 、 末 梢 血 単 球 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） で 弱 く 検 出 さ れ た （ 図 ３ Ａ ） 。 末 梢 血 リ ン パ 球
（ Ｐ Ｂ Ｌ ） と 多 形 核 細 胞 （ Ｐ Ｍ Ｎ ） の 中 で は 、 シ グ ナ ル は 検 出 さ れ な か っ た （ 図 ３ Ａ ） 。
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ メ ッ セ ン ジ ャ ー は 、 異 な る 脳 領 域 （ 視 床 、 尾 状 核 、 黒 色 物 質 （ substantial　 n
igra） 、 海 馬 、 小 脳 、 脳 梁 、 及 び ア ミ グ ダ ラ （ 図 ３ Ｂ ） で 検 出 さ れ た 。 配 列 を コ ー ド す る
ア ル ド ラ ー ゼ の 断 片 増 幅 は コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い ら れ た 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
ｈ Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 用 い る ノ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 で は 、 脾 臓 中 で 強 い ２ ． ９ ｋ ｂ 転 写 物 を 示 し 、
肝 臓 、 胎 盤 、 白 血 球 、 及 び 脳 中 に 弱 い 転 写 物 を 示 し た 。 異 な る 脳 領 域 に お け る ｈ Ｇ Ｐ Ｒ ８
６ の 発 現 の 評 価 は 、 黒 色 物 質 （ substantial　 nigra） 、 視 床 、 及 び 骨 髄 の 中 で は 強 い シ グ
ナ ル と し て 、 前 頭 葉 及 び 側 頭 葉 、 硬 膜 、 ア ミ グ ダ ラ （ ａ ｍ ｙ ｇ ｄ ａ ｌ ａ ） 、 尾 状 核 、 海 馬
、 骨 髄 、 脳 梁 で は 少 し 強 い シ グ ナ ル と し て 、 小 脳 及 び 後 頭 葉 で は 弱 い シ グ ナ ル と し て 、 ２
． ９ ｋ ｂ 転 写 物 を 示 し た 。 こ の 転 写 物 は 、 大 脳 皮 質 の 中 で は 検 出 さ れ な か っ た 。 ノ ザ ン ブ
ロ ッ ト 解 析 で 示 さ れ る ｈ Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 広 範 に ひ ろ が っ た 発 現 は 、 生 殖 細 胞 腫 瘍 、 胎 児 肝 臓
、 胎 児 脾 臓 、 結 腸 、 妊 娠 中 の 子 宮 、 及 び 多 種 の 硬 化 症 障 害 と し て 異 な っ た 組 織 由 来 の 、 公
共 の デ ー タ ベ ー ス 中 で こ の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の た め に 見 出 さ れ た １ ６ Ｅ Ｓ Ｔ 配 列 の オ リ ジ ン に よ っ
て 、 も た ら さ れ る 。 脳 及 び 胎 盤 ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら の ｈ Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 は 、 ま た こ れ ら
の 結 果 （ 非 特 許 文 献 ２ ４ ） と 調 和 し て い る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
実 施 例 ３ 　 １ ３ ２ １ Ｎ １ ア ス ト ロ サ イ ト ー マ に お け る 新 規 レ セ プ タ ー の 安 定 し た 発 現
新 規 レ セ プ タ ー の 完 全 な 配 列 は 、 １ ３ ２ １ Ｎ １ ア ス ト ロ サ イ ト ー マ 細 胞 系 列 を ト ラ ン ス フ
ェ ク ト す る た め に 、 発 現 ベ ク タ ー の 中 に 導 入 さ れ た 。 予 め 、 い く つ か の Ｐ ２ Ｙ サ ブ タ イ プ
（ ５ ， １ ３ ， １ ４ ） を 特 徴 づ け る の に 用 い た 。 Ｇ α １ ６ タ ン パ ク を 発 現 す る １ ３ ２ １ Ｎ １
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ア ス ト ロ サ イ ト ー マ 細 胞 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ プ ラ ス ミ ド 組 換 え 体 又 は プ ラ ス ミ ド 単 体 を 用 い て
ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 。
【 ０ ２ ５ １ 】
Ｃ Ｈ Ｏ － Ｋ １ 細 胞 及 び １ ３ ２ １ Ｎ １ 細 胞 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ プ ラ ス ミ ド 組 換 え 体 又 は プ ラ ス ミ
ド の み で 、 Ｆ ｕ Ｇ Ｅ Ｎ Ｅ Ｔ Ｍ ６ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 （ ロ シ ュ モ レ キ ュ ラ ー バ イ オ ケ
ミ カ ル ズ 社 ） を 用 い て 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 。 Ｇ α １ ６ （ ユ ー ロ ス ク リ ー ン よ り 提 供
） を コ ー ド す る ｐ Ｅ Ｒ Ａ Ｅ Ｑ ２ プ ラ ス ミ ド で 予 め ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た １ ３ ２ １ Ｎ １ 細
胞 に 相 当 す る Ａ Ｇ ３ ２ と よ ば れ る ク ロ ー ン が ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 。 Ｃ Ｈ Ｏ － Ｋ １ 及 び
１ ３ ２ １ Ｎ １ ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 は 、 完 全 培 地 （ Ｈ ａ ｍ の Ｆ １ ２ 培 地 又 は Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ （ ダ
ル ベ ッ コ の 修 飾 イ ー グ ル 培 地 ） の そ れ ぞ れ に お い て 、 １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ 、 １ ０ ０ ユ ニ ッ ト ／ ｍ
ｌ ペ ニ シ リ ン 、 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 及 び ２ ． ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ア ン フ ォ
テ リ シ ン Ｂ ） の 中 で 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ２ 日 後 、 ４ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｇ ４ １ ８ を 用 い
て 選 ば れ 、 同 じ 培 地 で 保 持 さ れ た 。 Ａ Ｇ ３ ２ 細 胞 が ５ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ゼ オ シ ン （ ｚ ｅ ｏ ｃ
ｉ ｎ ） を 添 加 し た 同 じ Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 完 全 培 地 の 中 で 、 保 持 さ れ た 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
Ｇ － ４ １ ８ 抵 抗 ク ロ ー ン の プ ー ル は 、 上 記 で 説 明 し た 方 法 に し た が っ て 、 い く つ か の ヌ ク
レ オ チ ド に 応 答 し て 機 能 的 Ｉ Ｐ ３ 応 答 の た め に テ ス ト さ れ た 。 こ の 細 胞 は 、 種 々 の ヌ ク レ
オ チ ド （ Ａ Ｔ Ｐ 、 Ａ Ｄ Ｐ 、 Ｕ Ｔ Ｐ 、 Ｕ Ｄ Ｐ 、 Ｉ Ｔ Ｐ 、 Ｉ Ｄ Ｐ 、 Ｔ Ｄ Ｐ ） １ ０ ０ μ Ｍ 濃 度 で
３ ０ 秒 間 刺 激 さ れ た 。 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ レ セ プ タ ー だ け を 発 現 す る １ ３ ２ １ Ｎ １ 細 胞 で は 、 応 答
は 得 ら れ な か っ た が 、 こ れ ら の 細 胞 内 で ヒ ス タ ミ ン に 対 す る 強 い Ｉ Ｐ ３ 応 答 が 観 察 さ れ た
が 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ レ セ プ タ ー 及 び Ｇ α １ ６ タ ン パ ク 質 の 双 方 を 発 現 す る １ ３ ２ １ Ｎ １ 細 胞 内
で は 、 Ａ Ｄ Ｐ 、 Ｕ Ｄ Ｐ 及 び Ｉ Ｄ Ｐ が Ｉ Ｐ ３ 応 答 を 誘 導 し た 。 他 の ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て は
、 Ａ Ｔ Ｐ 及 び ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｔ Ｐ を 除 い て Ｉ Ｐ ３ 応 答 は 観 察 さ れ な か っ た が 、 こ の ケ ー ス に お
け る Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 精 製 後 に こ れ ら の 応 答 は 失 わ れ た （ デ ー タ は 示 さ ず ； し か し な が ら 、 実 施 例
７ を 参 照 ） 。 野 生 型 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た １ ３ ２ １ Ｎ １ 又 は １ ３
２ １ Ｎ １ － Ｇ α １ ６ 細 胞 内 で は い ず れ の ヌ ク レ オ チ ド に 対 し て も Ｉ Ｐ ３ 応 答 は 観 察 さ れ ず
、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い ら れ た 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ レ セ プ タ ー 及 び Ｇ α １ ６ の 双 方 を 発 現 す る １ ３ ２ １ Ｎ １ 細 胞 内 で は 、 濃 度 作 動
カ ー ブ が Ａ Ｄ Ｐ 、 Ｉ Ｄ Ｐ 、 Ｕ Ｄ Ｐ に つ い て 作 成 さ れ 、 Ａ Ｄ Ｐ に 対 し て Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 強 い 親
和 性 を 示 し た 。 次 の よ う な 効 力 範 囲 が 観 察 さ れ た ： Ａ Ｄ Ｐ ＞ ＞ ＞ Ｉ Ｄ Ｐ ＞ Ｕ Ｄ Ｐ 。 Ａ Ｄ Ｐ
に 対 す る Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 親 和 性 は 、 Ｉ Ｄ Ｐ 及 び Ｕ Ｄ Ｐ の 親 和 性 よ り も 約 １ ０ ０ ０ 倍 以 上 大 き
か っ た 。 Ａ Ｄ Ｐ 、 ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｄ Ｐ 及 び Ａ Ｄ Ｐ β Ｓ に 対 し て 、 濃 度 作 動 は カ ー ブ し て い る 。
Ａ Ｄ Ｐ 、 ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｄ Ｐ 及 び Ａ Ｄ Ｐ β Ｓ に つ い て は 、 そ れ ぞ れ 次 の 様 な Ｅ Ｃ ５ ０ 値 が 観 察
さ れ た ： １ １ ． ４ ± ２ ． ２ ｎ Ｍ 、 １ ４ ． ２ ± ３ ． ０ ｎ Ｍ 及 び ４ ８ ． ４ ± ０ ． ４ ｎ Ｍ （ ３ つ
の 独 立 し た 実 験 の 平 均 値 ± Ｓ ． Ｄ ． ） （ 図 ４ Ａ ） 。 １ ３ ２ １ Ｎ １ ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 は
、 Ａ Ｄ Ｐ 、 ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｄ Ｐ 及 び Ａ Ｄ Ｐ β Ｓ の 種 々 の 濃 度 存 在 下 で ３ ０ 秒 間 培 養 さ れ た 。 デ
ー タ は 、 ３ 回 の 各 回 の 実 験 の 中 で 観 察 さ れ た ３ つ の 実 験 値 の 平 均 値 ± Ｓ ． Ｄ ． を 示 し て い
る 。 Ａ ２ Ｐ ５ Ｐ （ Ａ Ｄ Ｐ ２ ’ ， ５ ’ － ジ ホ ス フ ェ ー ト ） 、 Ａ ３ Ｐ ５ Ｐ （ ア デ ノ シ ン ３ ’ ，
５ ’ － ジ ホ ス フ ェ ー ト ） 及 び Ａ ３ Ｐ ５ Ｐ Ｓ （ ア デ ノ シ ン ３ ’ － ホ ス フ ェ ー ト ５ ’ － ホ ス ホ
サ ル フ ェ ー ト ） に つ い て は 、 Ｉ Ｐ ３ 応 答 は 観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｔ Ｐ 及 び Ａ Ｔ Ｐ の 効 果 は 、 そ れ ぞ れ の ジ ホ ス フ ェ ー ト ヌ ク レ オ チ ド （ 図 ４ Ｂ ）
に つ い て よ り も 高 濃 度 で 得 ら れ た （ 図 ４ Ｂ ） 。 １ ３ ２ １ Ｎ １ ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 は 、 １
０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の 百 日 咳 ト キ シ ン と 共 に 又 は 伴 わ ず に 、 １ ８ 時 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ
、 次 い で 、 Ａ Ｄ Ｐ （ ３ ０ ０ ｎ Ｍ ） 又 は 水 （ Ｃ Ｏ Ｎ Ｔ ） の 存 在 下 で 、 ３ ０ 秒 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト さ れ た 。 そ の デ ー タ は 、 ２ 回 の う ち の １ つ の 代 表 的 実 験 で 観 察 さ れ た ３ つ の 実 験 の 平 均
値 ± Ｓ ． Ｄ ． を 示 す 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
先 に 論 じ た よ う に 、 市 販 の ヌ ク レ オ チ ド 粉 末 は 、 分 解 産 物 に よ っ て 、 し ば し ば 汚 染 さ れ る

10

20

30

40

50

(52) JP 2005-500053 A 2005.1.6



（ 非 特 許 文 献 ４ ， １ ３ ， ２ ８ ） 。 汚 染 は 、 通 常 Ａ Ｔ Ｐ に つ い て １ ％ 、 ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｔ Ｐ に つ
い て １ ０ ％ で あ る （ 非 特 許 文 献 ２ ８ ） 。 ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｔ Ｐ と Ａ Ｔ Ｐ 溶 液 （ １ ｍ Ｍ ） は 、 室 温
で 、 ２ ０ ユ ニ ッ ト ／ ｍ ｌ Ｃ Ｐ Ｋ 及 び １ ０ ｍ Ｍ の Ｃ Ｐ と と も に 、 ９ ０ 分 間 、 処 理 さ れ た 。 こ
の Ａ Ｔ Ｐ 再 生 シ ス テ ム は 、 ヌ ク レ オ チ ド ３ リ ン 酸 溶 液 の 汚 染 及 び 分 解 か ら お こ る 問 題 を 阻
止 す る （ 非 特 許 文 献 ２ ８ ） 。 こ れ ら の 条 件 で は 、 Ａ Ｔ Ｐ 及 び ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｔ Ｐ に 対 す る 応 答
は 、 廃 止 さ れ た （ 図 ４ Ｂ ） 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
１ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の 百 日 咳 ト キ シ ン （ Ｐ Ｔ ｘ ） で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 の １ ８ 時 間
プ レ 処 理 後 の Ａ Ｄ Ｐ 応 答 （ ３ ０ ０ ｎ Ｍ ） の ８ ６ ± ８ ％ （ ２ つ の 独 立 し た 実 験 の 平 均 値 ± 範
囲 ） の 阻 害 が 、 観 察 さ れ た （ 図 ４ Ｃ ） 。 １ ３ ２ １ Ｎ １ ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 は 、 １ ８ 時 間
１ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の 百 日 咳 ト キ シ ン （ Ｐ Ｔ ｘ ） と 共 に 又 は 伴 わ ず に プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト さ
れ 、 Ａ Ｄ Ｐ （ ３ ０ ０ ｎ Ｍ ） の 存 在 下 で 、 又 は コ ン ト ロ ー ル 培 地 （ Ｃ Ｏ Ｎ Ｔ ） で ３ ０ 秒 間 、
イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 そ の デ ー タ は 、 ２ 回 の う ち 、 各 実 験 で 観 察 さ れ た ３ つ の 実 験 値 の
平 均 値 ± Ｓ ． Ｄ ． を 示 す 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
実 施 例 ４ 　 Ｃ Ｈ Ｏ － Ｋ １ 細 胞 の 新 規 レ セ プ タ ー の 安 定 な 発 現
ヌ ク レ オ チ ド の 潜 在 的 効 果 は 、 ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ レ セ プ タ ー を 発 現 す る Ｃ Ｈ Ｏ － Ｋ １ 細 胞 に
お け る ｃ Ａ Ｍ Ｐ 経 路 上 で テ ス ト さ れ た 。 ｃ Ａ Ｍ Ｐ レ ベ ル の 顕 著 な 阻 害 は 、 フ ォ ル ス コ リ ン
の 存 在 下 （ ４ μ Ｍ ） で 、 低 濃 度 の Ａ Ｄ Ｐ （ 図 ５ Ａ ） 及 び ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｄ Ｐ で 観 察 さ れ た 。 Ｃ
Ｈ Ｏ － Ｋ １ ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 は 、 種 々 の Ａ Ｄ Ｐ 濃 度 及 び ４ μ Ｍ フ ォ ル ス コ リ ン の 存 在
下 で 、 １ ０ 分 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 そ の デ ー タ は 、 ３ 回 の う ち の １ つ の 代 表 的 実 験
で 得 ら れ る ３ つ の 実 験 値 の 平 均 ± Ｓ ． Ｄ ． で 表 さ れ る 。 Ａ Ｄ Ｐ の Ｉ Ｃ ５ ０ は 、 １ ． ５ ± ０
． ６ ｎ Ｍ （ ３ つ の 独 立 し た 実 験 の 平 均 値 ± Ｓ ． Ｄ ． ） は 、 ３ ０ ｎ Ｍ で 最 大 阻 害 率 ５ ２ ± ７
％ （ ３ つ の 独 立 し た 実 験 の 平 均 値 ± Ｓ ． Ｄ ． ） で あ る 。 第 ２ フ ェ ー ズ は 、 ３ ０ ｎ Ｍ よ り も
高 い 濃 度 で 観 察 さ れ る ： 減 少 又 は 小 さ く 増 加 し た ア デ ニ ル シ ク ラ ー ゼ の 阻 害 は 、 １ ０ μ Ｍ
で 観 察 さ れ た （ 図 ５ Ａ ） 。 １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の 百 日 咳 毒 素 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｃ Ｈ
Ｏ － Ｋ １ 細 胞 の １ ８ 時 間 － 前 処 理 後 、 Ａ Ｄ Ｐ （ １ ０ ｎ Ｍ 及 び １ ０ ０ μ Ｍ ） が ｃ Ａ Ｍ Ｐ レ ベ
ル の 顕 著 な 増 加 を 誘 導 し た （ 図 ５ Ｂ ） 。 Ｃ Ｈ Ｏ － Ｋ １ ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 は 、 種 々 の 濃
度 の Ａ Ｄ Ｐ と ４ μ Ｍ の フ ォ ル ス コ リ ン の 存 在 下 、 １ ０ 分 間 で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 そ の
デ ー タ は 、 ３ 回 の う ち の １ 回 の 代 表 的 実 験 で 得 ら れ た ３ つ の 実 験 値 の 平 均 値 ± Ｓ ． Ｄ ． を
表 し て い る 。 Ｃ Ｈ Ｏ － Ｋ １ ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 は 、 １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 百 日 咳 毒 素 と 共 に
又 は 伴 わ ず に １ ８ 時 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 、 次 い で Ａ Ｄ Ｐ （ １ ０ ０ ｎ Ｍ 及 び １ ０ ０ μ
Ｍ ） 又 は 水 （ Ｃ Ｏ Ｎ Ｔ ） と ４ μ Ｍ フ ォ ル ス コ リ ン の 存 在 下 で １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ
た 。 そ の デ ー タ は 、 ２ 回 の 実 験 の う ち １ 回 の 代 表 的 実 験 で 得 ら れ た ３ つ 実 験 値 の 平 均 値 ±
Ｓ ． Ｄ ． を 示 す 。 ア デ ニ ル シ ク ラ ー ゼ 上 で の Ａ Ｄ Ｐ の ２ 局 面 的 （ ｂ ｉ ｐ ｈ ａ ｓ ｉ ｃ ） 効 果
は 、 ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ レ セ プ タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た １ ３ ２ １ Ｎ １ 細 胞 内 で 再 生 産 さ
れ た 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ レ セ プ タ ー の 刺 激 に お け る Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ Ｅ ｒ ｋ １ 及 び Ｅ ｒ ｋ ２ の 活 性 化
状 態 で 変 化 を み る た め に 、 Ｃ Ｈ Ｏ － Ｋ １ ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 全 体 の 抽 出 物 が 、 Ｅ ｒ ｋ の
活 性 型 で あ る 二 重 に リ ン 酸 化 さ れ た キ ナ ー ゼ （ Ｔ ｙ ｒ ２ ０ ２ 及 び Ｔ ｙ ｒ ２ ０ ４ ） 用 の 特 異
的 抗 体 を 用 い て 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ っ て 解 析 さ れ た 。 リ ン 酸 化 さ れ た Ｅ ｒ
ｋ １ 及 び Ｅ ｒ ｋ ２ タ ン パ ク 質 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ト ラ ン フ ェ ク ト さ れ た Ｃ Ｈ Ｏ － Ｋ １ 細 胞 は 、 １ ． ５ × １ ０ ６ 個 ／ デ ィ シ ュ で 植
え 付 け ら れ た 。 ２ ４ 時 間 後 、 細 胞 は 、 Ｋ Ｒ Ｈ バ ッ フ ァ ー 内 で 、 ２ 時 間 、 血 清 飢 餓 状 態 と さ
れ た 。 ア ゴ ニ ス ト に よ る 刺 激 後 、 細 胞 は 、 １ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ 　 ｐ Ｈ ７ ． ３ （ １ ３ ７ ｍ Ｍ の Ｎ
ａ Ｃ ｌ ， ２ ． ７ ｍ Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ ， ４ ． ３ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｈ Ｐ Ｏ ４ ・ ７ Ｈ ２ Ｏ 及 び １ ． ４ ｍ Ｍ の Ｋ
Ｈ ２ Ｐ Ｏ ４ ） 内 で 、 か き 集 め ら れ た 。 細 胞 は 、 遠 心 分 離 に よ っ て 回 収 さ れ 、 １ ５ ０ μ ｌ の
Ｌ ａ ｅ ｍ ｍ ｌ ｉ バ ッ フ ァ ー （ １ ０ ％ ｗ ／ ｖ ） グ リ セ ロ ー ル 、 ５ ％ （ ｖ ／ ｖ ） β － メ ル カ プ
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ト エ タ ノ ー ル 、 ２ ． ３ ％ （ ｗ ／ ｖ ） Ｓ Ｄ Ｓ 、 ６ ２ ． ５ ｍ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ 塩 酸 （ ｐ Ｈ ６ ． ８ ）
内 で 消 化 さ れ た 。 タ ン パ ク 濃 度 は 、 Ｍ ｉ ｎ ａ ｍ ｉ ｄ ｅ 及 び Ｂ ａ ｍ ｂ ｕ ｒ ｇ の 方 法 を 用 い て
決 定 さ れ た （ 非 特 許 文 献 ２ ７ ） 。 各 条 件 に つ い て 同 量 の タ ン パ ク 質 は 、 １ ２ ％ の Ｓ Ｄ Ｓ ポ
リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 内 で 、 電 気 泳 動 さ れ た 。 タ ン パ ク 質 は 、 ６ ０ Ｖ 、 ４ ℃ で 、 一 晩 、 ニ
ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 上 で 、 ２ ０ ｍ Ｍ Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 １ ５ ４ ｍ Ｍ グ リ シ ン 、 ２ ０ ％ （ ｖ ／ ｖ ） メ タ
ノ ー ル を ト ラ ン ス フ ァ ー バ ッ フ ァ と し て 用 い て 、 ト ラ ン ス フ ァ ー さ れ た 。 免 疫 検 出 が 、 高
め ら れ た 化 学 発 光 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ イ ン グ 検 出 シ ス テ ム （ Ｅ Ｃ Ｌ ， ア メ ル シ ャ ム ・ フ ァ
ル マ シ ア ・ バ イ オ テ ッ ク 社 ） を 用 い て 、 ビ オ チ ン 標 識 二 次 マ ウ ス 抗 体 を 用 い て （ １ ／ ２ ５
０ ０ ０ ） 達 成 さ れ た 。 Ｅ ｒ ｋ １ 及 び Ｅ ｒ ｋ ２ の 二 重 リ ン 酸 化 型 （ Ｔ ｙ ｒ ２ ０ ２ 及 び Ｔ ｙ ｒ
２ ０ ４ ） ） に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 １ ／ １ ０ ０ ０ 希 釈 で 用 い ら れ た 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
Ｃ Ｈ Ｏ － Ｋ １ 細 胞 に お い て 、 リ ン 酸 化 さ れ た Ｅ ｒ ｋ １ と Ｅ ｒ ｋ ２ は 、 そ れ ぞ れ 、 分 子 量 ４
４ ｋ Ｄ ａ と ４ ２ ｋ Ｄ ａ と 予 測 さ れ た 。 Ｃ Ｈ Ｏ － Ｋ １ 細 胞 内 で １ μ Ｍ の Ａ Ｄ Ｐ 又 は ２ － Ｍ ｅ
Ｓ Ａ Ｄ Ｐ を 用 い て 、 ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ レ セ プ タ ー の 刺 激 が 安 定 的 に 発 現 さ れ て 、 Ｅ ｒ ｋ ２ の
強 い リ ン 酸 化 に 導 い た （ 図 ６ Ａ ） 。 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ｃ Ｈ Ｏ － Ｋ １ 細 胞
は 、 異 な る 時 間 の 間 中 、 種 々 の 濃 度 の Ａ Ｄ Ｐ と ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｄ Ｐ 又 は 水 （ Ｃ Ｏ Ｎ Ｔ ） で 刺 激
さ れ た 。 １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の 百 日 咳 毒 素 （ Ｐ Ｔ ｘ ） の 効 果 は 、 １ μ Ｍ の Ａ Ｄ Ｐ 又 は ２ － Ｍ
ｅ Ｓ Ａ Ｄ Ｐ の 存 在 下 で ５ 分 お よ び ３ ０ 分 で テ ス ト さ れ た 。 ブ ロ テ ッ ィ ン グ 及 び 免 疫 検 出 は
、 高 め ら れ た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 検 出 シ ス テ ム を 用 い て 説 明 さ れ た よ う に 達 成 さ れ
た （ Ｅ Ｃ Ｌ ， ア メ ル シ ャ ム ・ フ ァ ル マ シ ア ・ バ イ オ テ ッ ク 社 ） 。
【 ０ ２ ６ １ 】
Ｅ ｒ ｋ １ も 弱 く リ ン 酸 化 さ れ た 。 Ｅ ｒ ｋ リ ン 酸 化 は 、 刺 激 の １ 分 後 検 出 さ れ 、 時 間 と と も
に 増 大 し た （ 図 ６ Ａ ） 。 最 大 応 答 は 、 Ａ Ｄ Ｐ 又 は ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｄ Ｐ を 用 い た 刺 激 の ５ 分 後 に
得 ら れ た 。 そ し て 最 大 応 答 後 、 Ｅ ｒ ｋ 活 性 は 、 １ 時 間 後 の 基 礎 レ ベ ル ま で ゆ っ く り 減 少 し
た 。 内 在 レ セ プ タ ー が 、 Ｃ Ｈ Ｏ － Ｋ １ 細 胞 内 で 、 Ａ Ｄ Ｐ 又 は ２ － Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｄ Ｐ 依 存 性 Ｅ ｒ
ｋ 活 性 の 原 因 と な る か ど う か を き め る た め に 、 こ れ ら の ヌ ク レ オ チ ド が 、 空 の ベ ク タ ー で
ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 上 で テ ス ト さ れ た ： Ｅ ｒ ｋ １ 又 は Ｅ ｒ ｋ ２ リ ン 酸 化 は 、 Ｃ Ｈ
Ｏ － Ｋ １ コ ン ト ロ ー ル 細 胞 が ５ 分 、 ２ ０ 分 又 は １ 時 間 、 １ μ Ｍ の は ２ － Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｄ Ｐ 又 は
Ａ Ｄ Ｐ と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る と き に は 観 察 さ れ な か っ た 。 Ａ Ｄ Ｐ に よ っ て 誘 導 さ
れ た 濃 度 依 存 性 の Ｅ ｒ ｋ リ ン 酸 化 は 、 一 過 性 応 答 （ ５ 分 ） の ピ ー ク で 決 め ら れ た 。 Ａ Ｄ Ｐ
又 は ２ － Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｄ Ｐ （ １ ｎ Ｍ 乃 至 １ ０ μ Ｍ ） に よ る ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ レ セ プ タ ー の 刺 激 は
、 Ｅ ｒ ｋ １ 及 び Ｅ ｒ ｋ ２ の 濃 度 依 存 性 リ ン 酸 化 に 導 い た （ 図 ６ Ｂ ） 。 最 大 効 果 は 、 １ μ Ｍ
で 得 ら れ る が 、 顕 著 な 効 果 は 、 す で に １ ０ ｎ Ｍ で 双 方 の ア ゴ ニ ス ト に 対 し て 観 察 さ れ た 。
こ れ ら の 効 果 に お け る Ｇ ｉ タ ン パ ク 質 の 影 響 を 評 価 す る た め に 、 我 々 は 、 Ａ Ｄ Ｐ （ １ μ Ｍ
） 又 は ２ － Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｄ Ｐ （ １ μ Ｍ ） 刺 激 に 先 立 っ て 、 百 日 咳 毒 素 （ １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ で １
８ 時 間 ） と と も に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ － Ｃ Ｈ Ｏ － Ｋ １ ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 を プ レ イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 Ａ Ｄ Ｐ 又 は ２ － Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｄ Ｐ （ １ μ Ｍ ） 処 理 の ５ 分 又 は ３ ０ 分 に よ っ て 通 常 誘 導
さ れ る Ｅ ｒ ｋ リ ン 酸 化 は 、 強 く 阻 害 さ れ た （ 図 ６ Ｂ ） 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
Ｐ ２ Ｙ フ ァ ミ リ ー 、 仮 に Ｐ ２ Ｙ １ ３ と 呼 ば れ る フ ァ ミ リ ー の 新 規 な ヒ ト Ｇ タ ン パ ク 共 役 型
レ セ プ タ ー の ク ロ ー ニ ン グ と 薬 理 学 的 特 徴 付 け は 、 先 に 説 明 さ れ た Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ オ ー フ ァ ン
レ セ プ タ ー に 該 当 す る （ 非 特 許 文 献 ２ ４ ） 。 そ の 配 列 に 関 連 し て 、 Ｐ ２ Ｙ １ 乃 至 Ｐ ２ Ｙ １

１ サ ブ タ イ プ と の ホ モ ロ ジ ー は 、 約 ２ ５ ％ に 制 限 さ れ る 。 逆 に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ （ Ｐ ２ Ｙ １ ３

） レ セ プ タ ー は 、 ヒ ト （ Ｐ ２ Ｙ １ ２ ） 及 び Ｕ Ｄ Ｐ － グ ル コ ー ス レ セ プ タ ー と の 顕 著 な ホ モ
ロ ジ ー を 示 す 。 最 も 近 い Ｇ 共 役 型 レ セ プ タ ー は 、 ヒ ト Ｐ ２ Ｙ １ ２ レ セ プ タ ー （ ４ ８ ％ ア ミ
ノ 酸 ア イ デ ン テ ィ テ ィ ） で あ り 、 Ａ Ｄ Ｐ に 応 答 す る レ セ プ タ ー で も あ る 。 Ｐ ２ Ｙ ２ レ セ プ
タ ー を 用 い た 変 異 誘 発 実 験 は 、 ６ 回 目 及 び ７ 回 目 の 膜 貫 通 ド メ イ ン で 正 に 荷 電 さ れ た ３ つ
の ア ミ ノ 酸 （ Ｈ ｉ ｓ ２ ６ ２ ， Ａ ｒ ｇ ２ ６ ５ ， 及 び Ａ ｒ ｇ ２ ９ ２ ） を 同 定 し た 。 こ れ ら は （
多 分 、 リ ン 酸 基 の 陰 性 荷 電 を 中 和 す る こ と に よ っ て ） 、 ヌ ク レ オ チ ド 結 合 の 中 で き わ め て
重 大 な 役 目 を 果 た す （ 非 特 許 文 献 ２ ８ ） 。 は じ め の ２ 残 基 は 、 ２ ５ １ 位 及 び ２ ５ ４ 位 の そ
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れ ぞ れ で 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ （ Ｐ ２ Ｙ １ ３ ） レ セ プ タ ー の 中 で 保 存 さ れ て い る 。 こ れ ら の ２ 残 基
は 、 ま た 、 Ｐ ２ Ｙ １ ２ レ セ プ タ ー 及 び Ｕ Ｄ Ｐ － グ ル コ ー ス レ セ プ タ ー の 中 で も 保 存 さ れ て
い る 。 Ｐ ２ Ｙ ２ レ セ プ タ ー の Ａ ｒ ｇ ２ ９ ２ 残 基 は 、 Ｐ ２ Ｙ １ ２ ， Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ （ Ｐ ２ Ｙ １ ３

） 及 び Ｕ Ｄ Ｐ グ ル コ ー ス レ セ プ タ ー の 中 で 陰 性 荷 電 さ れ た グ ル タ ミ ン 酸 残 基 に よ っ て 置 換
さ れ て い て 、 レ セ プ タ ー の 薬 理 学 に 非 常 に 重 要 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
Ｐ ２ Ｙ １ ２ レ セ プ タ ー 及 び Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ （ Ｐ ２ Ｙ １ ３ ） レ セ プ タ ー は 、 こ の よ う に し て Ｐ ２
Ｙ レ セ プ タ ー の サ ブ グ ル ー プ を 形 成 し 、 構 造 上 、 他 の Ｐ ２ Ｙ レ セ プ タ ー と 異 な り 、 そ れ ら
の リ ガ ン ド Ａ Ｄ Ｐ に 対 す る 高 い 親 和 性 を 分 配 す る 。 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ （ Ｐ ２ Ｙ １ ３ ） レ セ プ タ ー
に 対 す る Ａ Ｄ Ｐ の Ｅ Ｃ ５ ０ の 値 は 、 比 較 で き る ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 系 列 に お け る 他 の Ｐ
２ Ｙ レ セ プ タ ー の そ れ ぞ れ の リ ガ ン ド の Ｅ Ｃ ５ ０ の 値 よ り も ２ ０ 倍 ～ １ ０ ０ ０ 倍 低 い 。 薬
学 的 見 地 か ら 、 Ａ Ｄ Ｐ と ２ － Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｄ Ｐ の 相 対 的 親 和 性 は 、 Ｐ ２ Ｙ １ ２ と Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ （
Ｐ ２ Ｙ １ ３ ） サ ブ タ イ プ の 間 で 区 別 す る こ と を 許 容 す る 。 類 似 の 親 和 性 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ （
Ｐ ２ Ｙ １ ３ ） に つ い て 観 察 さ れ る 一 方 、 ２ － Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｄ Ｐ は 、 発 現 系 に 依 存 し て 、 Ｐ ２ Ｙ

１ ２ レ セ プ タ ー に 対 す る Ａ Ｄ Ｐ よ り も １ ０ 倍 ～ １ ０ ０ 倍 高 い 効 能 を 示 す （ 非 特 許 文 献 ２ １
， ２ ２ ） 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
Ｇ α １ ６ の タ ン パ ク 質 の 存 在 は 、 １ ３ ２ １ Ｎ １ 細 胞 に お け る ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｃ に 対 す る Ｇ
Ｐ Ｒ ８ ６ （ Ｐ ２ Ｙ １ ３ ） レ セ プ タ ー と 共 役 す る の に 必 要 で あ る 。 １ ３ ２ １ Ｎ １ － Ｇ α １ ６

ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 に お け る Ａ Ｄ Ｐ に よ っ て 誘 導 さ れ た Ｉ Ｐ ３ 蓄 積 に お け る 百 日 咳 毒 素
の 強 い 阻 害 効 果 は 、 Ｇ α １ ６ タ ン パ ク 質 と Ｇ ｉ タ ン パ ク 質 と の 間 の 共 同 作 用 を 提 案 す る 。
そ の よ う な 現 象 は 、 Ｈ Ｅ Ｌ 細 胞 内 で 予 め 説 明 さ れ 、 Ｐ ２ Ｙ ２ ア ゴ ニ ス ト に よ る Ｃ ａ ２ ＋ 可
動 性 が 、 Ｇ α １ ６ ア ン チ セ ン ス に よ っ て 完 全 に 阻 害 さ れ 、 百 日 咳 毒 素 に よ っ て 部 分 的 に 阻
害 さ れ る （ 非 特 許 文 献 ２ ９ ） 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
ア デ ニ ル シ ク ラ ー ゼ の 阻 害 と Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ （ Ｅ Ｒ Ｋ － １ 及 び ２ ） の 刺 激 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６
（ Ｐ ２ Ｙ １ ３ ） レ セ プ タ ー に 関 連 す る と と も に 双 方 の Ｇ ｉ タ ン パ ク 質 に 関 連 す る 伝 達 メ カ
ニ ズ ム で あ る 。 ア デ ニ ル シ ク ラ ー ゼ に お け る Ａ Ｄ Ｐ の 二 局 面 （ biphasic） の 効 果 は 、 α ２

ア ド レ ナ リ ン レ セ プ タ ー の よ う な 他 の レ セ プ タ ー の た め に 観 察 さ れ た も の を 思 い 出 さ せ る
（ 非 特 許 文 献 ３ ０ ， ３ １ ） 。 低 濃 度 の ア ゴ ニ ス ト で 、 ア デ ニ ル シ ク ラ ー ゼ の 阻 害 が あ る 一
方 、 よ り 高 濃 度 で 増 加 が 観 察 さ れ 、 反 対 の 効 果 を 伴 う ２ つ の Ｇ タ ン パ ク に 同 時 に お こ る 共
役 を 提 案 す る 。 こ の 同 時 に お こ る 共 役 （ coupling） は 、 過 剰 発 現 （ surexpression） の 人
造 物 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ （ Ｐ ２ Ｙ １ ３ ） レ セ プ タ ー の 組 織 分 布 に 関 し て 、 よ い 関 係 が 、 現 在 の Ｒ Ｔ
－ Ｐ Ｃ Ｒ デ ー タ と Ｗ ｉ ｔ ｔ ｅ ｎ ｂ ｅ ｒ ｇ ｅ ｒ ら （ 非 特 許 文 献 ２ ４ ） に よ っ て 得 ら れ る ノ ザ
ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ デ ー タ と の 間 で 得 ら れ た 。 ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ （ Ｐ ２ Ｙ １ ３ ） レ セ プ タ ー は
、 特 に ヒ ト 脾 臓 及 び 脳 で 発 現 さ れ 、 脳 で は 、 異 な る 脳 領 域 の 大 き な 発 現 を 表 す 。 Ｐ ２ Ｙ １

２ レ セ プ タ ー は 、 ヒ ト 脳 内 で も 検 出 さ れ 、 グ リ ア 発 現 パ タ ー ン を 示 す 。 Ａ Ｄ Ｐ に よ る ｃ Ａ
Ｍ Ｐ 形 成 の 阻 害 は 、 ラ ッ ト Ｃ ６ グ リ オ ー マ 細 胞 （ 非 特 許 文 献 ３ ２ ） 及 び ラ ッ ト 脳 の 毛 細 管
内 皮 細 胞 （ 非 特 許 文 献 ３ ３ ） の 中 で 説 明 さ れ た 。 双 方 の モ デ ル に お い て 、 ２ － Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｄ
Ｐ は 、 Ａ Ｄ Ｐ よ り も も っ と 効 力 が あ り 、 ２ － Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｔ Ｐ は ２ － Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｄ Ｐ と 類 似 の 効
力 を 有 し た 。 こ れ ら の 特 徴 は Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ （ Ｐ ２ Ｙ １ ３ ） レ セ プ タ ー よ り は む し ろ Ｐ ２ Ｙ １

３ に 含 ま れ る こ と を 意 味 す る 。 脾 臓 、 リ ン パ 節 及 び 骨 髄 に お け る Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ （ Ｐ ２ Ｙ １ ３

） レ セ プ タ ー の 発 現 は 、 造 血 及 び 免 疫 系 に お い て 役 割 を 果 た す だ ろ う こ と を 提 案 し て い る
。
【 ０ ２ ６ ７ 】
実 施 例 ５ 　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 生 産
非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 製 造 方 法 は 、 こ こ で 説 明 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ 構 成 要 素 は 、 ほ
乳 類 の 生 殖 系 列 に 導 入 さ れ 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 り 出 す こ と が で き る 。 例 え ば 、
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構 成 要 素 の １ つ 又 は い く つ か の コ ピ ー は 、 標 準 的 な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 技 術 に よ っ て ほ 乳
類 の 胚 の ゲ ノ ム の 中 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
実 験 的 態 様 で は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 は 、 非 ヒ ト 動 物 の 生 殖 系 列 の 中 に ト ラ ン
ス ジ ー ン を 導 入 す る こ と に よ っ て 製 造 さ れ る 。 ト ラ ン ス ジ ー ン は 、 種 々 の 進 化 的 段 階 で 胚
の 標 的 細 胞 の 中 に 導 入 さ れ る 。 異 な っ た 方 法 が 胚 性 標 的 細 胞 の 発 達 段 階 に 依 存 し て 用 い ら
れ る 。 用 い ら れ る 動 物 の 特 異 的 系 列 は 、 可 能 で あ れ ば 、 一 般 的 に 健 康 優 良 で よ い 胚 を 生 み
出 す こ と が で き 、 胚 の 中 で よ い 前 核 を 可 視 化 で き 、 よ い 再 生 産 的 適 合 の た め に 選 択 さ れ る
。
【 ０ ２ ６ ９ 】
胚 の 中 へ の Ｐ ２ Ｙ １ ３ レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 ト ラ ン ス ジ ー ン の 導 入 は 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ
ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 又 は リ ポ フ ェ ク シ ョ ン の よ う な そ の 業 界 で 既 知 の 種
々 の 手 段 の い ず れ か に よ っ て 行 わ れ る 。 例 え ば 、 Ｐ ２ Ｙ １ ３ レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 ト ラ ン
ス ジ ー ン は 、 受 精 し た ほ 乳 類 の 卵 の 前 核 の 中 へ の マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 構 成
要 素 を ほ 乳 類 の 中 へ 導 入 し 、 そ の 構 成 要 素 の １ つ 以 上 の コ ピ ー が 発 達 し た ほ 乳 類 の 細 胞 の
中 に 保 持 さ れ る よ う に な る 。 ト ラ ン ス ジ ー ン の 下 記 導 入 は 、 受 精 卵 を 構 成 し 、 そ の 受 精 卵
は 、 時 間 の 総 計 を 変 え る た め に イ ン ビ ト ロ で 培 養 さ れ 、 ま た は 代 理 宿 主 ま た は 双 方 の 中 へ
再 び 移 植 さ れ る 。 一 つ の 共 通 の 方 法 は 、 約 １ ～ ７ 日 間 、 イ ン ビ ト ロ で 胚 を 培 養 し 、 そ し て
、 そ の 胚 を 代 理 宿 主 の 中 へ 再 移 植 す る 方 法 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 的 に 操 作 さ れ た 胚 の 子 孫 は 、 組 織 の セ グ メ ン ト の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析
に よ っ て そ の 構 成 要 素 の 存 在 に つ い て テ ス ト さ れ る 。 ゲ ノ ム 内 に 安 定 的 に 集 積 さ れ た 外 因
性 ク ロ ー ン 化 さ れ た 構 成 要 素 の １ つ 以 上 の コ ピ ー を 有 す る 胚 が 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 的 に
導 入 さ れ た 構 成 要 素 を 運 ぶ 永 久 的 な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ほ 乳 類 系 列 の 樹 立 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
子 孫 の ゲ ノ ム の 中 へ そ の 構 成 要 素 を 組 み 入 れ る た め の 誕 生 後 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 的 に 変
更 さ れ た ほ 乳 類 の リ ッ タ ー が 解 析 さ れ る 。 こ の こ と は 、 子 孫 か ら の 染 色 体 的 材 料 上 で 融 合
タ ン パ ク 質 又 は そ の セ グ メ ン ト を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 該 当 す る プ ロ ー ブ を ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る こ と に よ っ て な さ れ る 。 こ れ ら の ゲ ノ ム 内 で の 構 成 要 素 の 少 な く と も １ つ の コ ピ
ー を 含 む と 見 出 さ れ た こ れ ら の ほ 乳 類 の 子 孫 は 、 成 熟 す る ま で 育 て ら れ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク ほ 乳 類 は 、 他 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 子 孫 を 生 産 す る ま で 育 て ら れ る 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク の 雌 は 、 既 知 の 解 析 技 術 、 例 え ば ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト ま た は 酵 素 的 解
析 を 用 い た タ ン パ ク 質 発 現 に つ い て テ ス ト さ れ る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
実 施 例 ６ 　 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 活 性 は 、 次 の 方 法 で 検 出 又 は 測 定 さ れ る こ と が で き る ： 組 換 え ほ 乳 類 細 胞 、
例 え ば 好 適 な Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ （ Ｐ ２ Ｙ １ ３ ） 発 現 ベ ク タ ー で 安 定 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た
１ ３ ２ １ Ｎ １ ア ル ト ロ サ イ ト ー マ 又 は Ｃ Ｈ Ｏ － Ｋ １ 細 胞 は 、 実 施 例 ３ 及 び ４ で 説 明 さ れ る
よ う に 、 組 織 培 養 プ レ ー ト 上 に プ レ ー ト ア ウ ト さ れ る 。 適 当 な 細 胞 密 度 、 通 常 ５ ０ ～ ７ ５
％ の 集 密 性 で 、 培 養 培 地 は 、 Ａ Ｄ Ｐ リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 １ ｎ Ｍ 乃 至 １ μ Ｍ の 範 囲 ） を 含 む
Ｋ Ｒ Ｈ バ ッ フ ァ ー 溶 液 （ Ｋ ｒ ｅ ｂ ｓ － Ｒ ｉ ｎ ｇ ｅ ｒ 　 Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ ： Ｎ ａ Ｃ ｌ が １ ２ ４ ｍ Ｍ
， Ｋ Ｃ ｌ が ５ ｍ Ｍ ， Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ が １ ． ２ ５ ｍ Ｍ ， Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ が １ ． ４ ５ ｍ Ｍ ， Ｋ Ｈ ２ Ｐ Ｏ

４ が １ ， ２ ５ ｍ Ｍ ， Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ が ２ ５ ｍ Ｍ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） 及 び ８ ｍ Ｍ グ ル コ ー ス ） と 取 り
替 え ら れ 、 細 胞 は ３ ７ ℃ で さ ら に ３ ０ 秒 間 培 養 さ れ る 。 培 養 後 、 細 胞 は 洗 浄 さ れ 、 溶 解 さ
れ た 。 Ａ Ｄ Ｐ リ ガ ン ド の 存 在 又 は 不 在 下 で の こ の 細 胞 内 抽 出 物 中 で の Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 は 、
実 施 例 ３ 及 び ４ で 説 明 さ れ る よ う に 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ ， Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ ／ Ｅ Ｒ Ｋ リ ン 酸 化 及 び Ｉ
Ｐ ３ の よ う な 下 流 の セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー の 関 連 す る 活 性 を 検 出 す る こ と に よ り 決 定 さ
れ る 。 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 は 、 Ａ Ｄ Ｐ の 不 在 下 対 存 在 下 で の 、 Ｅ Ｒ Ｋ リ ン 酸 化 に お け る ２ 倍 以
上 の 増 加 ま た は ｃ Ａ Ｍ Ｐ レ ベ ル の ２ 倍 以 上 の 減 少 と し て 定 義 さ れ る 。 活 性 は 、 ま た リ ガ ン

10

20

30

40

50

(56) JP 2005-500053 A 2005.1.6



ド Ａ Ｄ Ｐ の 至 適 濃 度 の 存 在 対 不 在 で 、 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー レ ベ ル に お け る ２ 倍 以 上 の
変 化 に よ っ て も 定 義 さ れ る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
実 施 例 ７ 　 Ａ Ｔ Ｐ 及 び ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｔ Ｐ の 部 分 的 ア ゴ ニ ス ト 効 果
本 発 明 は 、 一 部 分 、 Ａ Ｄ Ｐ に よ る Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 活 性 化 、 あ る い は ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｄ Ｐ 、 Ａ Ｄ Ｐ
β Ｓ 又 は 米 国 特 許 Ｎ ｏ ． ５ ７ ０ ０ ７ ８ ６ で 教 示 さ れ た Ａ Ｄ Ｐ ア ナ ロ ー グ の い ず れ か の よ う
な ア ナ ロ ー グ 又 は 等 価 分 子 に 関 す る 。 従 っ て 、 ２ つ の Ａ Ｄ Ｐ ア ナ ロ ー グ 、 Ａ Ｔ Ｐ 及 び ２ Ｍ
ｅ Ｓ Ａ Ｔ Ｐ は 、 上 述 の よ う に 、 ヒ ト Ｐ ２ Ｙ １ ３ レ セ プ タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ａ Ｇ
３ ２ 細 胞 で テ ス ト さ れ た 。 Ａ Ｇ ３ ２ 細 胞 は 、 Ｇ α １ ６ タ ン パ ク 質 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ
た １ ３ ２ １ Ｎ １ 細 胞 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
Ａ Ｇ ３ ２ 細 胞 が 、 ３ ５ ｍ ｍ （ 直 径 ） ペ ト リ 皿 上 に 播 か れ （ ２ × １ ０ ５ 個 ／ デ ィ ッ シ ュ ） 、
５ ％ ウ シ 胎 児 血 清 ， 抗 生 物 質 ， ア ン ホ テ リ シ ン ， ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 及 び ４ ０ ０ μ ｇ ／
ｍ ｌ の Ｇ ４ １ ８ を 含 む イ ノ シ ト ー ル フ リ ー の Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ で 、 ５ μ Ｃ ｉ ／ ｍ ｌ 〔 ３ Ｈ 〕 － ｍ ｙ
ｏ イ ノ シ ト ー ル で 、 ２ ４ 時 間 標 識 さ れ た 。 細 胞 は 、 Ｋ ｒ ｅ ｂ ｓ － Ｒ ｉ ｎ ｇ ｅ ｒ 　 Ｈ ｅ ｐ ｅ
ｓ （ Ｋ Ｒ Ｈ ） バ ッ フ ァ ー （ Ｎ ａ Ｃ ｌ が １ ２ ４ ｍ Ｍ ， Ｋ Ｃ ｌ が ５ ｍ Ｍ ， Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ が １ ． ２
５ ｍ Ｍ ， Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ が １ ． ４ ５ ｍ Ｍ ， Ｋ Ｈ ２ Ｐ Ｏ ４ が １ ， ２ ５ ｍ Ｍ ， Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ が ２ ５ ｍ
Ｍ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） 及 び Ｄ － グ ル コ ー ス ８ ｍ Ｍ ） 内 で ２ 時 間 培 養 さ れ た 。 そ し て 、 細 胞 は 、
Ａ Ｄ Ｐ 、 Ａ Ｔ Ｐ 又 は ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｔ Ｐ 存 在 下 で ３ ０ 秒 間 培 養 さ れ た 。 培 養 は 、 １ ｍ ｌ の 氷 冷
３ ％ 過 塩 素 酸 溶 液 の 添 加 に よ っ て 停 止 さ せ た 。 刺 激 に 先 立 っ て 、 Ａ Ｔ Ｐ と ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｔ Ｐ
（ １ ｍ Ｍ 溶 液 ） が 、 ９ ０ 分 室 温 で 、 ２ ０ ユ ニ ッ ト ／ ｍ ｌ ク レ ア チ ン ホ ス ホ キ ナ ー ゼ （ Ｃ Ｐ
Ｋ ） 及 び １ ０ ｍ Ｍ ク レ ア チ ン リ ン 酸 （ Ｃ Ｐ ） と と も に 培 養 さ れ た 。 反 応 は 、 １ ０ ｍ Ｍ ヨ ー
ド ア セ ト ア ミ ド の 添 加 に よ っ て 停 止 し た 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
ク レ ア チ ン リ ン 酸 及 び ク レ ア チ ン ホ ス ホ キ ナ ー ゼ で の 処 理 後 、 Ａ Ｔ Ｐ と ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｔ Ｐ が
、 ヒ ト Ｐ ２ Ｙ １ ３ レ セ プ タ ー の 部 分 的 ア ゴ ニ ス ト で あ る こ と が 明 ら か に さ れ た 。 図 ８ は 、
Ａ Ｄ Ｐ ア ナ ロ ー グ 、 Ａ Ｔ Ｐ と ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｔ Ｐ に よ っ て 刺 激 さ れ た Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の 濃 度 応
答 曲 線 を 示 す 。 デ ー タ は 、 分 あ た り の 〔 ３ Ｈ 〕 Ｉ Ｐ ３ カ ウ ン ト に 対 し て プ ロ ッ ト さ れ た ア
ゴ ニ ス ト 濃 度 と し て 示 さ れ る 。 Ａ Ｔ Ｐ と ２ Ｍ ｅ Ｓ Ａ Ｔ Ｐ は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ レ セ プ タ ー 活 性 を
４ ． ２ ± ０ ． ８ μ Ｍ 及 び １ ． ５ ± ０ ． ２ μ Ｍ の Ｅ Ｃ ５ ０ で そ れ ぞ れ 刺 激 し た 。 こ の デ ー タ
は 、 ３ 回 の う ち １ つ の 代 表 的 実 験 に お い て 得 ら れ る ３ つ の 実 験 値 の 平 均 値 ± 標 準 偏 差 を 示
す 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
実 施 例 ８ 　 ジ ア デ ノ シ ン ポ リ リ ン 酸 活 性
Ａ Ｄ Ｐ ア ナ ロ ー グ で あ る Ａ ｐ ３ Ａ ， Ａ ｐ ４ Ａ ， Ａ ｐ ５ Ａ ， 及 び Ａ ｐ ６ Ａ が 、 上 記 の ヒ ト Ｐ
２ Ｙ １ ３ レ セ プ タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ａ Ｇ ３ ２ 細 胞 で テ ス ト さ れ た 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
Ａ Ｇ ３ ２ 細 胞 が 、 ３ ５ ｍ ｍ （ 直 径 ） ペ ト リ 皿 上 に 播 か れ （ ２ × １ ０ ５ 個 ／ デ ィ ッ シ ュ ） 、
５ ％ ウ シ 胎 児 血 清 ， 抗 生 物 質 ， ア ン ホ テ リ シ ン ， ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 及 び ４ ０ ０ μ ｇ ／
ｍ ｌ の Ｇ ４ １ ８ を 含 む イ ノ シ ト ー ル フ リ ー の Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 内 で 、 ５ μ Ｃ ｉ ／ ｍ ｌ 〔 ３ Ｈ 〕 － ｍ
ｙ ｏ イ ノ シ ト ー ル で 、 ２ ４ 時 間 標 識 さ れ た 。 細 胞 は 、 Ｋ ｒ ｅ ｂ ｓ － Ｒ ｉ ｎ ｇ ｅ ｒ 　 Ｈ ｅ ｐ
ｅ ｓ （ Ｋ Ｒ Ｈ ） バ ッ フ ァ ー （ Ｎ ａ Ｃ ｌ が １ ２ ４ ｍ Ｍ ， Ｋ Ｃ ｌ が ５ ｍ Ｍ ， Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ が １ ．
２ ５ ｍ Ｍ ， Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ が １ ． ４ ５ ｍ Ｍ ， Ｋ Ｈ ２ Ｐ Ｏ ４ が １ ． ２ ５ ｍ Ｍ ， Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ が ２ ５
ｍ Ｍ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） 及 び Ｄ － グ ル コ ー ス ８ ｍ Ｍ ） 内 で ２ 時 間 培 養 さ れ た 。 そ し て 細 胞 は 、
２ つ の 異 な る 濃 度 （ １ ０ ０ ｎ Ｍ と １ ０ μ Ｍ ） の Ａ Ｄ Ｐ 又 は Ａ ｐ ｎ Ａ （ ｎ ＝ ３ ～ ６ ） の 存 在
下 で 、 そ れ ぞ れ ３ ０ 秒 間 培 養 さ れ た 。 こ の 培 養 は 、 １ ｍ ｌ の 氷 冷 ３ ％ 過 塩 素 酸 溶 液 の 添 加
に よ っ て 停 止 さ せ た 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
培 養 の ３ ０ 秒 後 、 Ｉ Ｐ ３ 蓄 積 に お け る Ａ ｐ ３ Ａ の 影 響 が 、 〔 ３ Ｈ 〕 Ｉ Ｐ ３ の 生 産 に よ っ て
測 定 さ れ る よ う に 、 Ａ Ｄ Ｐ の 影 響 （ 図 ９ ） と ほ ぼ 等 し い 。 反 対 に 、 Ａ ｐ ４ Ａ ， Ａ ｐ ５ Ａ と
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Ａ ｐ ６ Ａ が 不 活 性 で あ る 。 こ の デ ー タ は 、 ３ 回 の う ち 代 表 的 な １ 回 の 実 験 に お い て 得 ら れ
る ３ つ の 実 験 値 の 平 均 値 ± 標 準 偏 差 を 示 す 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
実 施 例 ９ 　 ポ リ 〔 Ａ 〕 活 性
ポ リ 〔 Ａ 〕 と ポ リ 〔 Ａ 〕 〔 Ｇ 〕 が 、 上 記 の よ う に ヒ ト Ｐ ２ Ｙ １ ３ レ セ プ タ ー で ト ラ ン ス フ
ェ ク ト さ れ た Ａ Ｇ ３ ２ 細 胞 に つ い て テ ス ト さ れ た 。 本 発 明 者 は 、 こ れ ら の 化 合 物 は 、 ヒ ト
Ｐ ２ Ｙ １ ３ レ セ プ タ ー の タ ー ゲ ッ ト と し て デ ン ド ラ イ ト 細 胞 の ワ ク チ ン 治 療 に 用 い ら れ る
だ ろ う と 考 え た 。
【 ０ ２ ８ １ 】
Ａ Ｇ ３ ２ 細 胞 が 、 ３ ５ ｍ ｍ （ 直 径 ） ペ ト リ 皿 上 に 播 か れ （ ２ × １ ０ ５ 個 ／ デ ィ ッ シ ュ ） 、
５ ％ ウ シ 胎 児 血 清 ， 抗 生 物 質 ， ア ン ホ テ リ シ ン ， ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 及 び ４ ０ ０ μ ｇ ／
ｍ ｌ の Ｇ ４ １ ８ を 含 む イ ノ シ ト ー ル フ リ ー の Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 内 で 、 ５ μ Ｃ ｉ ／ ｍ ｌ 〔 ３ Ｈ 〕 － ｍ
ｙ ｏ イ ノ シ ト ー ル で 、 ２ ４ 時 間 標 識 さ れ た 。 細 胞 は 、 Ｋ ｒ ｅ ｂ ｓ － Ｒ ｉ ｎ ｇ ｅ ｒ 　 Ｈ ｅ ｐ
ｅ ｓ （ Ｋ Ｒ Ｈ ） バ ッ フ ァ ー （ Ｎ ａ Ｃ ｌ が １ ２ ４ ｍ Ｍ ， Ｋ Ｃ ｌ が ５ ｍ Ｍ ， Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ が １ ．
２ ５ ｍ Ｍ ， Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ が １ ． ４ ５ ｍ Ｍ ， Ｋ Ｈ ２ Ｐ Ｏ ４ が １ ， ２ ５ ｍ Ｍ ， Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ が ２ ５
ｍ Ｍ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） 及 び Ｄ － グ ル コ ー ス ８ ｍ Ｍ ） 内 で ２ 時 間 培 養 さ れ た 。 そ し て 、 細 胞 は
、 Ａ Ｄ Ｐ （ 至 適 刺 激 の 指 示 薬 と し て ） ， ポ リ 〔 Ａ 〕 又 は ポ リ 〔 Ａ 〕 〔 Ｇ 〕 の 存 在 下 で 、 そ
れ ぞ れ ３ ０ 秒 間 、 培 養 さ れ た 。 培 養 は 、 １ ｍ ｌ の 氷 冷 ３ ％ 過 塩 素 酸 溶 液 の 添 加 に よ っ て 停
止 さ せ た 。 比 較 の 目 的 の た め に 、 細 胞 培 養 前 に 、 ポ リ 〔 Ａ 〕 と ポ リ 〔 Ａ 〕 〔 Ｇ 〕 （ １ ｍ Ｍ
溶 液 ） は 、 室 温 で ９ ０ 分 間 、 ２ ０ ユ ニ ッ ト ／ ｍ ｌ ク レ ア チ ン ホ ス ホ キ ナ ー ゼ （ Ｃ Ｐ Ｋ ） 及
び １ ０ ｍ Ｍ ク レ ア チ ン リ ン 酸 （ Ｃ Ｐ ） と と も に 培 養 し 、 そ の 後 、 反 応 を １ ０ ｍ Ｍ ヨ ー ド ア
セ ト ア ミ ド の 添 加 に よ っ て 反 応 を 停 止 し た 。 図 １ ０ は 、 ポ リ 〔 Ａ 〕 及 び ポ リ 〔 Ａ 〕 〔 Ｇ 〕
を 用 い た ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 活 性 化 に つ い て の 濃 度 応 答 曲 線 を 示 す 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
ク レ ア チ ン リ ン 酸 及 び ク レ ア チ ン ホ ス ホ キ ナ ー ゼ で の 処 理 後 、 ポ リ 〔 Ａ 〕 は 、 な お も 、 と
は い え 、 よ り 低 い Ｅ Ｃ ５ ０ （ ２ ０ ５ ± ６ ０ μ Ｍ ） で 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ を 活 性 化 す る こ と が で き
る 。 し か し な が ら 、 ポ リ 〔 Ａ 〕 〔 Ｇ 〕 は 、 ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ （ 図 １ ０ に 示 さ れ た デ ー タ ） 上
で 、 も は や 、 活 性 化 し な い 。 ポ リ 〔 Ａ 〕 と ポ リ 〔 Ａ 〕 〔 Ｇ 〕 の 濃 度 は 、 Ａ Ｍ Ｐ 等 価 物 内 で
発 現 さ れ た 。 デ ー タ は 、 ３ 回 の う ち 代 表 的 な １ 回 の 実 験 に お い て 得 ら れ る ３ つ の 実 験 値 の
平 均 値 ± 標 準 偏 差 を 示 す 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
実 施 例 １ ０ 　 リ ア ク テ ィ ブ ブ ル ー ２ ， ス ラ ミ ン ， Ｐ Ｐ Ａ Ｄ Ｓ 及 び Ｍ Ｒ Ｓ － ２ １ ７ ９ の ア ン
タ ゴ ニ ス ト 活 性
ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た Ａ Ｇ ３ ２ 細 胞 に つ い て テ ス
ト さ れ た 。 Ａ Ｇ ３ ２ 細 胞 が 、 ３ ５ ｍ ｍ （ 直 径 ） ペ ト リ 皿 上 に 播 か れ （ ２ × １ ０ ５ 細 胞 ／ デ
ィ ッ シ ュ ） 、 ５ ％ ウ シ 胎 児 血 清 ， 抗 生 物 質 ， ア ン ホ テ リ シ ン ， ピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 及 び
４ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｇ ４ １ ８ を 含 む イ ノ シ ト ー ル フ リ ー の Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ で 、 ５ μ Ｃ ｉ ／ ｍ ｌ 〔
３ Ｈ 〕 － ｍ ｙ ｏ イ ノ シ ト ー ル で 、 ２ ４ 時 間 標 識 さ れ た 。 細 胞 は 、 Ｋ ｒ ｅ ｂ ｓ － Ｒ ｉ ｎ ｇ ｅ
ｒ 　 Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ （ Ｋ Ｒ Ｈ ） バ ッ フ ァ ー （ Ｎ ａ Ｃ ｌ が １ ２ ４ ｍ Ｍ ， Ｋ Ｃ ｌ が ５ ｍ Ｍ ， Ｍ ｇ Ｓ
Ｏ ４ が １ ． ２ ５ ｍ Ｍ ， Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ が １ ． ４ ５ ｍ Ｍ ， Ｋ Ｈ ２ Ｐ Ｏ ４ が １ ， ２ ５ ｍ Ｍ ， Ｈ ｅ ｐ
ｅ ｓ が ２ ５ ｍ Ｍ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） 及 び Ｄ － グ ル コ ー ス ８ ｍ Ｍ ） 内 で ２ 時 間 培 養 さ れ た 。 刺 激
に 先 立 っ て 、 細 胞 は 、 リ ア ク テ ィ ブ ブ ル ー ２ （ Ｒ Ｂ ２ ） ， ス ラ ミ ン ， Ｐ Ｐ Ａ Ｄ Ｓ 又 は Ｍ Ｒ
Ｓ － ２ １ ７ ９ の 存 在 下 で １ ０ 分 間 、 プ レ 培 養 さ れ た 。 そ し て 、 こ の 細 胞 は 、 Ａ Ｄ Ｐ １ ０ ０
ｎ Ｍ の 存 在 下 で 、 ３ ０ 秒 間 培 養 さ れ た 。 培 養 は 、 １ ｍ ｌ の 氷 冷 ３ ％ 過 塩 素 酸 溶 液 の 添 加 に
よ っ て 停 止 さ せ た 。 図 １ １ は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 化 合 物 の 存 在 下 で Ａ Ｄ Ｐ に よ っ て Ｇ Ｐ Ｒ ８
６ 活 性 に つ い て の 濃 度 応 答 曲 線 を 示 す 。 こ の デ ー タ は 、 ３ 回 の う ち の 代 表 的 な １ 回 の 実 験
に お い て 得 ら れ る ３ つ の 実 験 値 の 平 均 値 ± Ｓ ． Ｄ ． を 表 す 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
下 記 表 は 、 各 化 合 物 に つ い て の Ｉ Ｃ ５ ０ を 示 し て い る 。
ヒ ト Ｐ ２ Ｙ １ ３ － Ａ Ｇ ３ ２ 細 胞 に お け る ア ン タ ゴ ニ ス ト の 効 力
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値 は 、 ３ つ の 独 立 し た 実 験 の 平 均 値 ± Ｓ ． Ｄ ． を 表 す 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ８ ６ 】
実 施 例 １ １ 　 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー の ス ク リ ー ニ ン グ
Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 次 の よ う に 同 定 さ れ る こ と が で き る ： 実 施 例 ６ で 説
明 さ れ る 解 析 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ の 「 モ ジ ュ レ ー テ ィ ン グ 」 用 の 異 な る 候 補 化 合 物 の ス ク リ ー
ニ ン グ に 前 提 を 提 供 す る 。 こ の シ ナ リ オ に よ れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ が 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト
さ れ た 細 胞 は 、 Ａ Ｄ Ｐ リ ガ ン ド の 好 適 濃 度 （ 例 え ば １ ｎ Ｍ 乃 至 １ μ Ｍ の 範 囲 ） 及 び ア ゴ ニ
ス ト 、 逆 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 又 は 他 の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー 化 合 物 の 異 な る 濃 度
で （ 例 え ば １ ｎ Ｍ 乃 至 １ μ Ｍ 以 上 の 範 囲 ） で 共 培 養 さ れ る 。 室 温 で の 培 養 後 、 細 胞 は 洗 浄
さ れ 、 溶 解 さ れ た 。 そ し て 細 胞 抽 出 物 の ア リ コ ー ト が 、 （ 実 施 例 ３ ， ４ ， 及 び ６ で 先 に 説
明 し た よ う に ） セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 解 析 で テ ス ト さ れ る 。 こ の 方 式 で 、 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活
性 上 に 対 す る モ ジ ュ レ ー タ ー 化 合 物 の 影 響 が 、 Ａ Ｄ Ｐ リ ガ ン ド 濃 度 、 バ ッ フ ァ ー 組 成 物 、
培 養 時 間 及 び 温 度 の 至 適 テ ス ト 条 件 下 で 、 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー 化 合 物 の 存 在 又 は 不 在 下 で
、 下 流 の セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー の 活 性 を 決 め る こ と に よ っ て 、 測 定 さ れ る こ と が で き る
。 こ の 解 析 は 、 ま た 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト フ ォ ー マ ッ ト （ キ ッ ト の 欄 で 説 明 さ れ た よ う に ）
で も 行 っ て 、 種 々 の 濃 度 で た く さ ん の 候 補 モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 時 に テ ス ト す る こ と が で き
る 。 Ｇ Ｐ Ｒ ８ ６ 活 性 は 、 至 適 濃 度 の Ａ Ｄ Ｐ 存 在 下 で 、 定 義 さ れ た 濃 度 で 候 補 モ ジ ュ レ ー タ
ー 化 合 物 の 存 在 下 ｖ ｓ 不 在 下 で の セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー レ ベ ル の い か な る 変 化 も 検 出 す
る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
他 の 態 様
他 の 態 様 は 、 当 業 者 に 明 ら か で あ ろ う 。 前 述 の 詳 細 な 説 明 は 、 単 な る 明 瞭 化 や 単 な る 好 例
を 提 供 す る こ と は 理 解 さ れ よ う 。 本 発 明 の 特 質 及 び 範 囲 は 、 上 記 実 施 例 に 限 定 さ れ ず 、 ク
レ ー ム に よ っ て 拡 張 さ れ る 。
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【 図 １ Ａ 】 【 図 １ Ｂ 】

【 図 １ Ｃ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ Ａ 】 【 図 ３ Ｂ 】

【 図 ４ Ａ 】 【 図 ４ Ｂ 】
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【 図 ４ Ｃ 】 【 図 ５ Ａ 】

【 図 ５ Ｂ 】 【 図 ６ Ａ 】
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【 図 ６ Ｂ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(64) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(65) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(66) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(67) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(68) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(69) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(70) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(71) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(72) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(73) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(74) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(75) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(76) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(77) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(78) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(79) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(80) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(81) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(82) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(83) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(84) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(85) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(86) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(87) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(88) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(89) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(90) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(91) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(92) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(93) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(94) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(95) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(96) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(97) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(98) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(99) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(100) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(101) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(102) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(103) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(104) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(105) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(106) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(107) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(108) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(109) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(110) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(111) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(112) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(113) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(114) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(115) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(116) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(117) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(118) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(119) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(120) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(121) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(122) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(123) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(124) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(125) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(126) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(127) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(128) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(129) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(130) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(131) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(132) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(133) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(134) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(135) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(136) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(137) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(138) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(139) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(140) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(141) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(142) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(143) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(144) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(145) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(146) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(147) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(148) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(149) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(150) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(151) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(152) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(153) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(154) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(155) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(156) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(157) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(158) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(159) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(160) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(161) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(162) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(163) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(164) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(165) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(166) JP 2005-500053 A 2005.1.6



【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト （ コ レ ク ト バ ー ジ ョ ン ） 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(167) JP 2005-500053 A 2005.1.6



【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト （ コ レ ク ト バ ー ジ ョ ン ） 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(168) JP 2005-500053 A 2005.1.6



【 国 際 調 査 報 告 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(169) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(170) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(171) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(172) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(173) JP 2005-500053 A 2005.1.6



フロントページの続き

(51)Int.Cl.7                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ａ６１Ｐ   1/08                         Ａ６１Ｐ   1/08    　　　　          ４Ｈ０４５
   Ａ６１Ｐ   9/10                         Ａ６１Ｐ   9/10    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   9/12                         Ａ６１Ｐ   9/12    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  11/06                         Ａ６１Ｐ  11/06    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  13/02                         Ａ６１Ｐ  13/02    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  13/08                         Ａ６１Ｐ  13/08    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  15/00                         Ａ６１Ｐ  15/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  19/10                         Ａ６１Ｐ  19/10    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/06                         Ａ６１Ｐ  25/06    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/16                         Ａ６１Ｐ  25/16    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/18                         Ａ６１Ｐ  25/18    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/22                         Ａ６１Ｐ  25/22    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/24                         Ａ６１Ｐ  25/24    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/28                         Ａ６１Ｐ  25/28    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  29/00                         Ａ６１Ｐ  29/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/04                         Ａ６１Ｐ  31/04    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/18                         Ａ６１Ｐ  31/18    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  35/00                         Ａ６１Ｐ  35/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  37/06                         Ａ６１Ｐ  37/06    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  37/08                         Ａ６１Ｐ  37/08    　　　　          　　　　　
   Ｃ０７Ｋ  16/28                         Ｃ０７Ｋ  16/28    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｎ  15/09                         Ｃ１２Ｑ   1/68    　　　Ａ          　　　　　
   Ｃ１２Ｑ   1/68                         Ｇ０１Ｎ  33/15    　　　Ｚ          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/15                         Ｇ０１Ｎ  33/50    　　　Ｚ          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/50                         Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｄ          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/53                         Ｇ０１Ｎ  37/00    １０２　          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  37/00                         Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ａ          　　　　　

(72)発明者  デセックス，ミッシェル
            ベルギー国、べー－７０００モンス、ケミン・ド・ルオアシス２ｂ
(72)発明者  ブレジイロン，ステファン
            ベルギー国、べー－１０００ブリュッセル、リュ　ド　ルエンザインメント５６
(72)発明者  ラノイ，ヴィンセント
            ベルギー国、べー－５３１０リエルヌ、ルート　ド　ペルウェツ９３
(72)発明者  パーメンテール，マルコ
            ベルギー国、べー－１６５０ベールセル、ラーハイデストラート１６０
(72)発明者  ボエイナエムス，ジーン・マリー
            ベルギー国、べー－１７８０ベメル、アベニュー　ペーター　ベノア５
Ｆターム(参考) 2G045 AA35  CB01  DA13  DA36  FB02  FB03 
　　　　 　　  4B024 AA01  AA11  CA02  CA09  DA02  HA12 
　　　　 　　  4B063 QA01  QA18  QA19  QQ08  QQ27  QQ38  QQ42  QQ63  QQ73  QQ89 
　　　　 　　        QR55  QR77  QR80  QS32  QX02 
　　　　 　　  4C084 AA17  NA14  ZA022 ZA052 ZA082 ZA122 ZA162 ZA402 ZA422 ZA592
　　　　 　　        ZA662 ZA682 ZA712 ZA812 ZA972 ZB082 ZB112 ZB262 ZB352 ZC032
　　　　 　　        ZC552
　　　　 　　  4C085 AA13  BB17  CC21 
　　　　 　　  4H045 AA11  AA30  CA40  DA50  DA75  EA21  EA22  EA23  EA27  EA28 

(174) JP 2005-500053 A 2005.1.6



　　　　 　　        EA50 

(175) JP 2005-500053 A 2005.1.6



专利名称(译) 孤儿G蛋白偶联受体GPR 86的天然配体及其使用方法

公开(公告)号 JP2005500053A 公开(公告)日 2005-01-06

申请号 JP2003519412 申请日 2002-08-06

申请(专利权)人(译) 欧元屏兴业ANONYME

[标]发明人 コミュニディディエ
スアレツナタリー
デセックスミッシェル
ブレジイロンステファン
ラノイヴィンセント
パーメンテールマルコ
ボエイナエムスジーンマリー

发明人 コミュニ,ディディエ
スアレツ,ナタリー
デセックス,ミッシェル
ブレジイロン,ステファン
ラノイ,ヴィンセント
パーメンテール,マルコ
ボエイナエムス,ジーン·マリー

IPC分类号 A01K67/027 A61K31/7076 A61K39/395 A61K45/00 A61P1/04 A61P1/08 A61P9/10 A61P9/12 A61P11
/06 A61P13/02 A61P13/08 A61P15/00 A61P19/10 A61P25/06 A61P25/16 A61P25/18 A61P25/22 
A61P25/24 A61P25/28 A61P29/00 A61P31/04 A61P31/18 A61P35/00 A61P37/06 A61P37/08 C07K14
/47 C07K14/705 C07K16/28 C12N15/09 C12Q1/02 C12Q1/68 G01N33/15 G01N33/50 G01N33/53 
G01N33/68 G01N37/00

CPC分类号 A61K31/7076 A61P1/04 A61P1/08 A61P11/06 A61P13/02 A61P13/08 A61P15/00 A61P19/10 A61P25
/06 A61P25/16 A61P25/18 A61P25/22 A61P25/24 A61P25/28 A61P29/00 C07K14/47 C07K14/705 
G01N33/5008 G01N33/502 G01N33/5041 G01N33/5091 G01N33/5735 G01N33/68 G01N33/6842 
G01N33/6845 G01N2333/726 G01N2500/00

FI分类号 C12Q1/02.ZNA A01K67/027 A61K39/395.D A61K45/00 A61P1/04 A61P1/08 A61P9/10 A61P9/12 
A61P11/06 A61P13/02 A61P13/08 A61P15/00 A61P19/10 A61P25/06 A61P25/16 A61P25/18 A61P25
/22 A61P25/24 A61P25/28 A61P29/00 A61P31/04 A61P31/18 A61P35/00 A61P37/06 A61P37/08 
C07K16/28 C12Q1/68.A G01N33/15.Z G01N33/50.Z G01N33/53.D G01N37/00.102 C12N15/00.A

F-TERM分类号 2G045/AA35 2G045/CB01 2G045/DA13 2G045/DA36 2G045/FB02 2G045/FB03 4B024/AA01 4B024
/AA11 4B024/CA02 4B024/CA09 4B024/DA02 4B024/HA12 4B063/QA01 4B063/QA18 4B063/QA19 
4B063/QQ08 4B063/QQ27 4B063/QQ38 4B063/QQ42 4B063/QQ63 4B063/QQ73 4B063/QQ89 4B063
/QR55 4B063/QR77 4B063/QR80 4B063/QS32 4B063/QX02 4C084/AA17 4C084/NA14 4C084/ZA022 
4C084/ZA052 4C084/ZA082 4C084/ZA122 4C084/ZA162 4C084/ZA402 4C084/ZA422 4C084/ZA592 
4C084/ZA662 4C084/ZA682 4C084/ZA712 4C084/ZA812 4C084/ZA972 4C084/ZB082 4C084/ZB112 
4C084/ZB262 4C084/ZB352 4C084/ZC032 4C084/ZC552 4C085/AA13 4C085/BB17 4C085/CC21 
4H045/AA11 4H045/AA30 4H045/CA40 4H045/DA50 4H045/DA75 4H045/EA21 4H045/EA22 4H045
/EA23 4H045/EA27 4H045/EA28 4H045/EA50

优先权 09/924125 2001-08-07 US

其他公开文献 JP2005500053A5
JP4372545B2

外部链接 Espacenet

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/f5194d23-025b-42b6-8401-45d8146d34de
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/025449739/publication/JP2005500053A?q=JP2005500053A


摘要(译)

本发明涉及一种检测GPR86活性失调的方法。


