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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】ヒトを含めた動物の病理学的液体輸送及び／又
は炎症反応を正常化するのに有効な、抗分泌因子と称さ
れる組換え蛋白質（ｒＡＦ）及びこれらの相同体若しく
はフラグメントを提供する。
【解決手段】特定のアミノ酸配列を有する組換え蛋白質
又はこれらの相同体若しくはフラグメント、これらに特
異的な抗体、これらをコードする核酸、該核酸を含有す
るベクター及び宿主。該蛋白質（ｒＡＦ）並びにこれら
の相同体及びフラグメントは、免疫検出に有用であり、
成長している動物用の食餌添加剤として、抗下痢薬及び
浮腫、脱水及び／又は炎症を含めた疾患に対する医薬と
して有効である。
【選択図】図１ａ
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列認識番号１に示されるアミノ酸配列を本質的に有する組換え蛋白質、又はこれらの
相同体若しくはフラグメント。
【請求項２】
　配列認識番号１に示される組換え蛋白質のフラグメントであって、フラグメントが、配
列認識番号１に示されるアミノ酸配列の
　　ａ）アミノ酸番号３５～４２
　　ｂ）アミノ酸番号３５～４６
　　ｃ）アミノ酸番号３６～５１
　　ｄ）アミノ酸番号３６～８０
　　ｅ）アミノ酸番号１～８０
を包含する群から選択されるもの。
【請求項３】
　配列認識番号１に示される組換え蛋白質のアミノ酸番号３５～４２を含有するフラグメ
ントに対応するＸ１ＶＣＸ２Ｘ３ＫＸ４Ｒ（但し、ＸはＩ又はなしであり、Ｘ２はＨ、Ｒ
又はＫであり、Ｘ３は、Ｓ、Ｌ又は他の中性アミノ酸であり、Ｘ４はＴ又はＡである。）
。
【請求項４】
　配列認識番号１に示されるアミノ酸配列を本質的に有する組換え蛋白質、又はこれらの
相同体若しくはフラグメントに特異的な抗体。
【請求項５】
　配列認識番号１に示されるアミノ酸配列を本質的に有する組換え蛋白質、又はこれらの
相同体若しくはフラグメントに特異的な抗体に結合する蛋白質。
【請求項６】
　配列認識番号１に示されるアミノ酸配列、又は同じ活性を有するこれらの相同体若しく
はフラグメントの効果的な量を活性成分として含有するヒトを含めた動物の病理学的液体
輸送及び／又は炎症反応を正常化するための組成物。
【請求項７】
　請求の範囲第６項に記載の医薬であって、該フラグメントが配列認識番号１に示される
アミノ酸配列の
　　ａ）アミノ酸番号３５～４２
　　ｂ）アミノ酸番号３５～４６
　　ｃ）アミノ酸番号３６～５１
　　ｄ）アミノ酸番号３６～８０
　　ｅ）アミノ酸番号１～８０
を包含する群から選択される医薬。
【請求項８】
　ヒトを含めた動物の病理学的な液体輸送及び／又は炎症反応を正常化するための組成物
を製造するための、配列識別番号１に示されるアミノ酸配列を本質的に有する組換え蛋白
質、又はこれらの相同体若しくはフラグメントの使用。
【請求項９】
　脊椎動物において病理学的液体輸送及び／又は炎症反応を正常化するための食餌であっ
て、配列認識番号１に示されるアミノ酸配列を本質的に有する組換え蛋白質、又は同じ活
性を有するこれらの相同体若しくはフラグメント、或いは前記蛋白質又はこれらの相同体
若しくはフラグメントを産生することができる生物を活性薬として含有する食餌。
【請求項１０】
　ヒトを含めた動物における病理学的液体輸送及び／又は炎症反応を正常化する方法であ
って、配列認識番号１に示されるアミノ酸配列を本質的に有する組換え蛋白質、又は同じ
活性を有するこれらの相同体若しくはフラグメント、或いは前記蛋白質又は相同体又はフ
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ラグメントを産生する生物の効果的な量を該動物に投与することを具備した方法。
【請求項１１】
　請求の範囲第１０項に記載の方法であって、該フラグメントが配列認識番号１に示され
るアミノ酸配列の
　　ａ）アミノ酸番号３５～４２
　　ｂ）アミノ酸番号３５～４６
　　ｃ）アミノ酸番号３６～５１
　　ｄ）アミノ酸番号３６～８０
　　ｅ）アミノ酸番号１～８０
を包含する群から選択される方法。
【請求項１２】
　配列認識番号１に示されるアミノ酸配列を本質的に有する組換え蛋白質、又はこれらの
相同体若しくはフラグメントに対する特異的抗体の、生物内の前記蛋白質又はこれらの相
同体若しくはフラグメントを検出するための使用。
【請求項１３】
　配列認識番号１に示される配列を本質的に有する組換え蛋白質、又はこれらの相同体若
しくはフラグメントをコードする核酸。
【請求項１４】
　請求の範囲第１３項に記載の核酸であって、該コードされるフラグメントが配列認識番
号１に示されるアミノ酸配列の
　　ａ）アミノ酸番号３５～４２
　　ｂ）アミノ酸番号３５～４６
　　ｃ）アミノ酸番号３６～５１
　　ｄ）アミノ酸番号３６～８０
　　ｅ）アミノ酸番号１～８０
を包含する群から選択される核酸。
【請求項１５】
　配列認識番号１に示されるアミノ酸配列を本質的に有する組換え蛋白質、又はこれらの
相同体若しくはフラグメントをコードする核酸の、対応する蛋白質又は相同体又はフラグ
メントを産生するための使用。
【請求項１６】
　配列認識番号１に示されるアミノ酸配列を本質的に有する組換え蛋白質、又はこれらの
相同体若しくはフラグメントをコードする核酸から誘導されるプローブ又はプライマーの
、生物内の核酸の存在を検出するための使用。
【請求項１７】
　配列認識番号１に示されるアミノ酸配列を本質的に有する組換え蛋白質、又はこれらの
相同体若しくはフラグメントをコードする核酸を含有するベクター。
【請求項１８】
　配列認識番号１に示されるアミノ酸配列を本質的に有する組換え蛋白質、又はこれらの
相同体若しくはフラグメントをコードする核酸を含有するベクターを含有するヒト以外の
宿主。
【請求項１９】
　配列認識番号１に示されるアミノ酸を本質的に有する蛋白質、又はこれらの相同体若し
くはフラグメントを産生することができるヒト以外の生物の系統。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、液体輸送及び／又は炎症反応を調節する性質、並びに多核性調節特性を有す
る新規な抗分泌性因子、及びこれらをコードするポリ核酸、及びこれらの使用に関する。
【背景技術】
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【０００２】
　身体の全ての細胞及び組織は、十分な血液供給と共同して一定で正常な液体環境に非常
に依存している。これらの支持システムの１つ又は両方が混乱すると、すぐに致命的にな
る。液体のアンバランスを考慮すると、以下の２つの基本的に異なったシステムが存在す
る。
【０００３】
Ａ．浮腫。これは細胞内組織空間又は体腔での液体の異常な蓄積によって特徴づけられる
。
【０００４】
Ｂ．脱水。これは厳格な意味で、水のみの喪失を意味するが、実際には、水及びイオンを
合わせて喪失することを説明するのに一般に使用される。
【０００５】
　浮腫又は脱水の最も一般的な形態は以下のものである。下痢、炎症性腸疾患、脳浮腫、
喘息、鼻炎、結膜炎、関節炎、緑内障、病理学的頭蓋内圧（増加又は減少）の種々の形態
、メニエール病（Mobus Meniere）のような中耳の圧力変化、皮膚炎、皮膚及び皮膚に隣
接する腺の化学的又は物理的混乱、例えば乳腺炎、内分泌障害の種々の形態、例えば尿崩
症。コン症候群、クッシング症候群及びアジソン病（Morbus Addison）、腎盂腎炎及び糸
球体腎炎のような腎臓疾患、粘液水腫及び急性間欠性ポルフィリン症のような代謝疾患、
抗糖尿病薬、三環性抗鬱薬、細胞性腸抑制剤、バルビツール酸塩、麻薬及び麻薬類似体の
ような種々の医薬での治療の間の副作用。
【０００６】
　下痢は、電解質及び水に対する消化管での透過性の変化によって起こる。この障害は、
しばしば、Escerixhia col、Campylobacter jejuni、Vibrio cholerae、Shigella dysent
eriae及びClostridium difficileにより引き起こされるもののような細菌性エンテロトキ
シンにより起こる。この障害は、腸の炎症によっても起こる。水の取り込みは電解質及び
栄養素の取り込みと対をなしているので、頻繁に下痢をする動物は栄養不良にかかり、成
長期の動物では一日の体重の増加の遅れを起こす。体は、腸粘膜で介在ニューロンからソ
マトスタチン及びオピエートペプチドを放出するような神経ホルモンメカニズムによりこ
れらの反応をうち消す。これらのポリペプチドは、液体の分泌及び下痢を回復することが
できる。
【０００７】
　最近開示された抗分泌因子（ＡＦ）は、ブタ下垂体から部分的に生成され、種々のエン
テロトキシンによって誘導される病理学的分泌を回復することが示された。雌ブタの乳中
の高レベルのＡＦは、新生児の下痢に対して子豚を保護する。
【０００８】
　抗菌薬は、ヒト及び獣医薬の両方で下痢の治療に広く使用されている。これらはまた、
ブタ、子牛及び鶏の食物添加剤として使用されている。しかし、消化管内の耐性バクテリ
アの迅速な発達により、腸炎に対する抗生物質の使用はヒト医薬では一般に受け入れられ
ておらず、これらの使用はまた獣医薬で縮小されている。
【０００９】
　他の抗下痢薬は、腸粘膜での分泌を妨げる。これらの医薬は、宿主動物に向けられてい
るので医薬に対する耐性が進行するようには思われない。これらのタイプの医薬には、フ
ェノチアジン及びチオキサンチンのような神経活性薬が含まれる。幾つかの重篤な副作用
のために、これらのタイプの医薬は、ほとんどの国で下痢の治療には受け入れられていな
い。他の医薬は、コデイン及びロペルアミドのような麻薬の誘導体である。これらの医薬
は主に腸の動きを抑制することによって作用するので、これらはまた、消化管から病原性
バクテリアのクリアランスを阻害し、明らかに赤痢菌又は寄生虫に対して推奨されるべき
ではない。ソマトスタチンの誘導体が最近導入されているが、この医薬の投与の困難性及
び成長の内分泌調節との相互作用の可能性のためにこれまで使用が制限されている。
【００１０】
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　抗分泌因子（ＡＦ）は、この蛋白質の純粋な調製物を得ることに関連した困難性により
、下痢又は栄養障害の治療には直接に使用されていなかった。しかし、特別な食餌を与え
た家畜に同様な蛋白質を誘導することができた（ＳＥ特許第９００００２８－２）。この
食餌を与えら得たブタは、高レベルのＡＦ様蛋白質を生じ、同等の対照に比べ一日の成長
速度が十分に増加した。C. difficileから得たトキシンＡで刺激されたラット内のＡＦは
腸の分泌だけでなく消化管での炎症及び出血に対して保護をする。
【特許文献１】ＳＥ特許第９００００２８－２
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　本発明の主目的は、病理学的な液体輸送を正常化するのに使用される新規な組換え蛋白
質並びにこれらの相同体及びフラグメント（ペプチド）を提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　これらの蛋白質及びペプチドは、ひとまとめにして抗分泌因子（ＡＦ）と呼ばれる。Ａ
Ｆの使用はまた、種々の病因の炎症反応の発達を部分的に制限するか、又はこれらを全体
的に排除する。正常な状態（液体輸送又は炎症）に回復させることは、蛋白質又はペプチ
ドの使用によって得られる。更に、ＡＦ蛋白質又はペプチドは、（静脈内投与に比べて）
強さを失うことなく種々の粘液膜を介して効果的に吸収される。従って、多数の治療計画
が存在し、正しく投与された蛋白質又はペプチドは、混乱した液体（水又はイオン）のバ
ランス、炎症反応、又はこれら双方を迅速に再構築することができる。
【００１３】
　まとめとして、組換えＡＦ（rAF）並びにこれらの相同体及びフラグメントは、免疫検
出に、成長している動物の食餌添加物として、及び抗下痢薬及び浮腫、脱水及び又は炎症
を含めた疾患に対する医薬として使用することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１４】
　本発明の目的は、以下の通りである。
【００１５】
　配列認識番号１に示されるアミノ酸配列、又はこれらの相同体若しくはフラグメントを
本質的に有する組換え蛋白質。
【００１６】
　配列認識番号１に示される組換え蛋白質のフラグメントであって、フラグメントが、配
列認識番号１に示されるアミノ酸配列の
　　ａ）アミノ酸番号３５～４２
　　ｂ）アミノ酸番号３５～４６
　　ｃ）アミノ酸番号３６～５１
　　ｄ）アミノ酸番号３６～８０
　　ｅ）アミノ酸番号１～８０
を包含する群から選択されるもの。
【００１７】
　配列認識番号１に示される組換え蛋白質のアミノ酸番号３５～４２を含有するフラグメ
ントに対応するＸ１ＶＣＸ２Ｘ３ＫＸ４Ｒ（但し、ＸはＩ又はなしであり、Ｘ２はＨ、Ｒ
又はＫであり、Ｘ３は、Ｓ、Ｌ又は他の中性アミノ酸であり、Ｘ４はＴ又はＡである。）
。
【００１８】
　配列認識番号１に示されるアミノ酸配列を本質的に有する組換え蛋白質、又はこれらの
相同体若しくはフラグメントに対する抗体。
【００１９】
　配列認識番号１に示されるアミノ酸配列を本質的に有する組換え蛋白質、又はこれらの
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相同体若しくはフラグメントに特異的な抗体に結合する蛋白質。
【００２０】
　配列認識番号１に示されるアミノ酸配列を本質的に有する組換え蛋白質、又はこれらの
相同体若しくはフラグメントの効果的な量を活性成分として含有する病理学的液体輸送及
び／又は炎症反応を正常化するための組成物。
【００２１】
　病理学的な液体輸送及び／又は炎症反応を正常化するための組成物を製造するための、
配列識別番号１に示されるアミノ酸配列を有する組換え蛋白質、又はこれらの相同体若し
くはフラグメントの使用。
【００２２】
　脊椎動物において病理学的液体輸送及び／又は炎症反応を正常化するための食餌であっ
て、配列認識番号１に示されるアミノ酸配列を本質的に有する組換え蛋白質、又はこれら
の相同体若しくはフラグメント、或いはこのような蛋白質又はこれらの相同体若しくはフ
ラグメントを産生することができる生物を活性薬として含有する食餌。
【００２３】
　脊椎動物における病理学的液体輸送及び／又は炎症反応を正常化する方法であって、配
列認識番号１に示されるアミノ酸配列を本質的に有する組換え蛋白質、又はこれらの相同
体若しくはフラグメント、或いは前記蛋白質又は相同体又はフラグメントを産生する生物
の効果的な量を該脊椎動物に投与することを具備した方法。
【００２４】
　配列認識番号１に示されるアミノ酸配列を本質的に有する組換え蛋白質、又はこれらの
相同体若しくはフラグメントに対する特異的抗体の、生物内の前記蛋白質又はフラグメン
トを検出するための使用。
【００２５】
　配列認識番号１に示される配列を本質的に有する組換え蛋白質、又はこれらの相同体若
しくはフラグメントをコードする核酸。
【００２６】
　配列認識番号１に示されるアミノ酸配列を本質的に有する組換え蛋白質、又はこれらの
相同体若しくはフラグメントをコードする核酸の、対応する蛋白質又は相同体又はフラグ
メントを産生するための使用。
【００２７】
　配列認識番号１に示されるアミノ酸配列を本質的に有する組換え蛋白質、又はこれらの
相同体若しくはフラグメントをコードする核酸から誘導されるプローブ又はプライマーの
、生物内の核酸の存在を検出するための使用。
【００２８】
　配列認識番号１に示されるアミノ酸配列を本質的に有する組換え蛋白質、又はこれらの
相同体若しくはフラグメントをコードする核酸を含有するベクター。
【００２９】
　配列認識番号１に示されるアミノ酸配列を本質的に有する組換え蛋白質、又はこれらの
相同体若しくはフラグメントをコードする核酸を含有するベクターを含有するヒト以外の
宿主。
【００３０】
　配列認識番号１に示されるアミノ酸を本質的に有する蛋白質、又はこれらの相同体若し
くはフラグメントを産生することができるヒト以外の生物の系統。
【００３１】
　組換え蛋白質を産生することができる生物として、異なったタイプの、組換えバクテリ
アのような生物、及び酵母、植物及びヒト以外の脊椎動物のような真核生物を使用するこ
とができる。
【００３２】
　従来の生化学的技術によりＡＦを生成するための１０年間の試みにもかかわらず、均一
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の形態でＡＦを得ることはできなかった。しかし、免疫化のための半精製ＡＦを調製し、
免疫組織化学的方法により抗血清を選別する新たな手順で、適切な抗血清を選択した。こ
の抗血清を用いて、E. Coli中でＡＦを発現する組換えヒトｃＤＮＡをクローニングする
ことができる。
【００３３】
　新規なｃＤＮＡの配列が決定され、唯一のものであることが示された。この配列の情報
により、ヒト及びブタ下垂体ＲＮＡとハイブリダイズするオリゴヌクレオチドプローブを
構築した。約１４００塩基対のこのＲＮＡのサイズは１３０９の塩基対プラスポリ（Ａ）
テールを含有する配列されたｃＤＮＡのサイズを包含する。ラット下垂体からの部分的ｃ
ＤＮＡ配列が、異なった種からのＡＦ遺伝子に保持された偏在する構造を反映したヒトの
それと同一であることが示された。この類似性により、異なった種からのＡＦをコードす
るＲＮＡ及びＤＮＡを同定するための同じオリゴヌクレオチドプローブを使用することが
可能になる。
【００３４】
　更に、生物学的に活性な形態でｒＡＦを発現することができる。グルタチオンＳ－トラ
ンスフェラーゼとの融合蛋白質の形態でＡＦ蛋白質は、大量のE. Coliに発現され、アフ
ィニティークロマトグラフィーで均質に精製される。トロンビンで融合蛋白質を開裂した
後、組換えＡＦ（ｒＡＦ）は非常に強力であった。これは４４ng（１０－１２mol）でラ
ット腸管でこれら毒素を誘導する液体分泌物を半最大阻害を示す。
【００３５】
　遺伝子技術により、ｒＡＦのより小さなフラグメントを産生した。活性が、７から８ア
ミノ酸よりなる小さな配列で存在した。これは化学的固相合成の助けを借りて確認された
。この合成技術により、オクタペプチドを製造し、これはモル基準でｒＡＦとほぼ同程度
の生物学的強さを示した。部位特異的誘発合成により、活性部位内の種々の配列を構築し
、特定のアミノ酸の置換が、生物学的活性を完全に破壊することなく可能であることが示
された。
【００３６】
　液体の分泌は、腸管ループモデルで測定した。即ち、小腸の切片（ループ）を２つの結
紮糸により結紮し、ループ中に特定量のエンテロトキシンを注射した。抗分泌薬を試験す
る際、これらを、毒素を導入する１時間前と２時間後の間に注射した。この注射は、３つ
の異なった経路、即ち静脈内、腸管内及び鼻腔内で行われる。液体は、毒素の導入後５時
間でループに蓄積している。分泌は、１cmの腸管あたりに蓄積された液体の重量から計算
される。
【００３７】
　蛋白質の配列は、アミノ酸シーケンシングにより直接に、及びｃＤＮＡからの推測によ
り間接的に決定された。
【００３８】
　組換えＡＦは、明白な毒性反応が半最大阻害を起こす投与量よりも１００倍高い投与量
をラットに与えた場合にも全く認められなかったので、非常に小さな毒性、又は全身性の
影響を有するようである。小腸に導入される場合、これは効果的であるので、これを傾向
で投与することができる。
【００３９】
　組換えＡＦは、毒素の導入前に注射された場合にのみ効果があるように思われる、試験
された天然のＡＦの調製物とは対照的に、毒素の導入後に注射した場合でも分泌を抑制す
る。従って、ｒＡＦは、予防及び治療の両方に使用することができる。
【００４０】
　更に、ｒＡＦ及びそのペプチドフラグメントは、Clostridium difficileからのトキシ
ンＡにより引き起こされる消化管内での細胞毒性反応及び炎症を阻害することが示された
。色素浸透性試験によりｒＡＦ及びそのフラグメントは、腸粘膜のみならず脳の液体圧を
調節する脈絡叢においてもこれら毒素により誘導される病理学的浸透性の変化を回復する
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ことが示された。
【００４１】
　ｒＡＦに対する抗血清は、ウサギで誘導され、酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）
に使用される。このアッセイは、体液又は食餌中のＡＦを測定するのに使用されうる。
【００４２】
　ｒＡＦを結合させたアガロースを有するカラムのアフィニティークロマトグラフィーに
よるＡＦ（天然又は組換え体）に対する抗体を精製する方法は、以下に報告する。
【００４３】
　抗体はまた、免疫組織化学的技術による組織部分でのＡＦの検出、及びウェスタン－ブ
ロットでのＡＦの検出に効果的であることが示された。
【００４４】
　本発明を、添付した図面と共に、以下の制限を意味しない例により更に説明する。
【実施例】
【００４５】
　　例１．ｃＤＮＡのクローニングで産生されるＡＦに対する抗体
　抗分泌因子をアガロースのアフィニティークロマトグラフ及び等電点電気泳動法により
ブタ血液から調製した。１リットルのブタ血液（抗凝固物質を含む）に、１ｇのチオ硫酸
ナトリウム及び１mgのフッ化フェニルメチルスルホニウムを加えた。血液細胞を遠心で分
離し、透明な血漿をセファロース６Ｂを用いたカラム（ファルマシアＬＫＢバイオテクノ
ロジー、ストックホルム）から溶出した。ゲルの容積は溶液の約１０％容積に対応する。
床の容積の３倍のリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ＝０．１５ＭＮａＣｌ、０．０５Ｍリン酸ナ
トリウム、ｐＨ７．２）で洗浄した後、カラムを床の２倍の容積の、ＰＢＳに溶解した１
Ｍα－メチル－Ｄ－グルコシドでカラムを溶出した。溶出物を濃縮し、「オメガ・１０ｋ
・フロー・スルー」ウルトラフィルター（フィルトロンテクノロジー社（Filtron Techno
logy Corp.））で水に対して透析した。引き続き画分を、４００mlの等電点電気泳動カラ
ム（ＬＫＢ、スウェーデン）で、アンホリン（ファルマシア）グラジェントｐＨ４～６の
等電点電気泳動により分別した。４．７と４．９の間の等電点を有する画分を集め、ＰＢ
Ｓに対して透析した。このようにして、部分的に精製されたＡＦを少量のありコートに分
割し、先に説明した方法に従ってウサギでの抗血清の産生に使用した。
【００４６】
　ウサギを免役し、血清をヒト下垂体の切片で細胞内物質を染色するこれらの能力に対し
て試験した（例６で説明する。）。血清の１つのみが、細胞外マトリックス蛋白質を染色
することなく、特異的及び明確な細胞内染色を示した。この抗血清をE. coli中で蛋白質
を発現するヒト下垂体から得たｃＤＮＡ／ラムダファージGT11ライブラリーのスクリーニ
ング用に選別した。
【００４７】
　　例２．ヒトかウシ体及び脳から得たｃＤＮＡライブラリーの選別
　９人の白色人種のプール（pool）から得られる組織から誘導される正常ヒト下垂体から
得た５’－ストレッチｃＤＮＡライブラリーをクロンテックラボラトリーズ（Clontech L
aboratories）から購入した。ライブラリーのスクリーニング用に、ファージを１５０mm
の皿あたり３×１０４のプラーク形成ユニットで、E. coli Y1090上に置いた。先に説明
したブタＡＦに対するウサギ抗血清を０．５容積のE. coli Y1090溶解物に２３℃で４時
間吸着させ、１：４００の割合に希釈し、スクリーニングをYoung及びDavis（１）に従っ
て行った。アルカリ性ホスファターゼで複合体形成させたヤギ抗－ウサギ抗－抗体を二次
抗体として使用した（Jackson）。陽性のプラークを分け、ファージ懸濁培地［２０mMト
リス－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）、１００mMＮａＣｌ、１０mMＭｇＳＯ４、２％グルタチオン
］に溶出し、置換し、試験された全てのプラークが陽性となるまでスクリーニングした。
【００４８】
　ｃＤＮＡの再クローニング－　ＡＦ組換え体から得たファージＤＮＡをウィザード・ラ
ムダ・プレップ（Wizard Lambda Prep）（プロメガ）で単離し、EcoR1で消化した。挿入
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物を、セファグラス・ボンドプレップ・キット（Shephaglas BandPreo Kits）（ファルマ
シア）で精製し、製造者により説明されたpGex-1ラムダTベクター（ファルマシア）に再
クローニングし、エピクリアン・コリー（Epicurian Coli）XL1－ブルー、トップ（Top）
１細胞又はBL21細胞（三種類全てストラタジーンから得た。）にトランスフェクションし
た。特に説明しない場合は、ｒＡＦ又はｒペプチドをBL21細胞中で調製した（２）。
【００４９】
　ＰＣＲによるｃＤＮＡの増幅－　５’－末端のないｃＤＮＡを得るためにＲＡＣＥ（ra
pid amplification of cDNA ends）と称されるＰＣＲに基づいた方法を行った。ヒト脳ｃ
ＤＮＡ分子の３’－末端に結紮されたアンカーオリゴヌクレオチドを有する５’－ＲＡＣ
Ｅ－レディーｃＤＮＡを生じる修飾されたＲＡＣＥ法をクロンテック・ラボラトリーズか
ら購入した。５’－末端を、アンカーに相補的な５’プライマー及び２つの重ねられた遺
伝子特異的３’－ＰＣＲプライマーＡ及びＢ（Ａ＝塩基４２９～４１１、及びＢ＝塩基３
７６～３５９；図１ａ）を用いて、２つの増幅ステップで、５’－ＲＡＣＥ－レディーｃ
ＤＮＡに部分から増幅した。対応するペプチドを発現するために、ＲＡＣＥフラグメント
の種々のより小さな部分を更に修飾し、これらの生物学的特性を試験した。これらのオリ
ゴヌクレオチドフラグメント及びこれらの対応するペプチドの開始及び末端における塩基
及びアミノ酸の位置を表１に示した。ブタ及び子牛ｃＤＮＡ（クロンテック・ラボラトリ
ー）を、表１のＮ３に対応するフラグメントを増幅するためのテンプレートとして使用し
た。配列のバリエーションも、部位特異的突然変異誘発により人工的に導入した。この方
法では、１６８～１９３の位置に対応する種々のオリゴヌクレオチドを、アミノ酸３５－
４２（配列認識番号１に示される位置）を一つずつ置き換えるために合成した。増幅した
ＤＮＡフラグメントを、アンカー及び遺伝子特異的プライマーに組み立てたEcoR1部位を
用いてpGex-1ラムダTベクターにクローニングした。ＲＡＣＥ法で得られた配列を確認す
るために、ヒト下垂体及び脳から得た二本鎖ｃＤＮＡを特別なEcoR1開裂部位を含有する
プライマー対Ｃ／Ｄ（図１ｂ）で増幅した。このプライマーは、全オープンリードフレー
ム（ＯＲＦ）が増幅されるようにデザインした。期待したサイズの下垂体及び脳のＰＣＲ
産物をEcoR1で消化し、単離し、プラスミドpGex-1ラムダTベクターにクローニングした。
【００５０】
　ＤＮＡ配列及びオリゴヌクレオチド－　プラスミドpGex-1ラムダTから得たＤＮＡをシ
ーケナーゼバージョン２．０キット（Ｕ．Ｓ．バイオケミカル社）を用いて、ジデオキシ
－連鎖停止法（１５）による挿入物のシーケンシングのためのテンプレートとして使用し
た。挿入されたＤＮＡのすぐ上流及び下流で、pGex-1ラムダTの領域をコピーする最初の
順向及び逆向プライマーをファルマシアから得た。次のプライマーを、得られた配列情報
を基にして合成した（スカンジナビアン・ジーン・シンセシスＡＢ）。３つの異なったＰ
ＣＲクローンを、５’－ＲＡＣＥ法でTaqポリメラーゼによる塩基交換を防ぐためにシー
ケンシングした。ヌクレオチド配列及び推論した蛋白質配列データを集め、マックベクタ
ー（MacVector）４．１（イーストマンケミカル社（Eastman Chemical Co.））を用いて
分析した。ｃＤＮＡ挿入物の対応するアミノ酸配列を予言するために、異なったリードフ
レームのコドンの使用量を比較し、１つの大きなオープンリードフレームを得た。ＤＮＡ
及び蛋白質配列データのインターロゲーション（interrogation）を、エントレツ（Entre
z）ＤＣ－ＲＯＭ（バイオテクノロジーインフォメーションのための国立センター、ベテ
スダ、ＵＳＡ）を使用して行った。
【００５１】
　ｃＤＮＡの分子クローニング及び配列分析－　ブタから得たＡＦ蛋白質に対する多価抗
血清を、ヒト下垂体から得たｃＤＮＡをスクリーニングするために使用した。免疫反応性
のＡＦを発現する２種類のクローンを単離し、ラムダファージから取り出し、ファルマシ
アから供給されたキットで、説明したようにpGex1ラムダTベクターのEcoR1部位に再クロ
ーニングした。制限分析で１１００及び９００ｂｐの挿入サイズをそれぞれ得た。２種類
のクローンのＤＮＡシーケンシングで１の置換以外完全な相同性を示した（図１、Ｃが１
０１１の位置でＴに置換している。）。クローン２の５’－末端の上流の配列をＲＡＣＥ
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法によって得た。このフラグメントは、全長３７６ｂｐ（５’－末端での合成ヌクレオチ
ドアームを含まない。）を有する。全再構築ｃＤＮＡは、１３０９塩基対、続いてポリＡ
テールを含有し、これはポリＡシグナルを先に有する（図１、１２８９～１２９５の位置
）。１１４６ｂｐのオープンリードフレーム（ＯＲＦ）（６３～１２０８）を同定した。
【００５２】
　　例３．組換えプラスミドからの哺乳動物ＡＦ蛋白質の発現
　融合蛋白質の構築及び精製－　免疫学的スクリーニング及び全ｃＤＮＡのＰＣＲ増幅に
より得られるｃＤＮＡクローンをpGex-1ラムダTに結紮した。このベクターは、Schistoso
ma japonicum２６kDaのグルタチオンＳ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）のＣ－末端に融
合するE. coliでの外来蛋白質の発現を可能にする。これは、ファルマシアから供給され
れるキットによって非変性条件下で親和性精製される。手短に言うと、組換えpGex-1ラム
ダTプラスミドで形質転換されたE. coliの一夜培養物を、新鮮な培地で希釈し、更に３時
間３７℃で成長させた。蛋白質の発現を０．１mMＩＰＴＧ（イソプロピル－ベータ－Ｄ－
チオガラクトピラノシド）で誘導し、更に４時間３０℃で成長させた後、細胞をペレット
化し、ＰＢＳに再懸濁した。細胞を超音波で溶解し、１％トリトンX-100で処理し、１２
０００Ｘｇで１０分間遠心した。発現された融合蛋白質を含有する上清を、グルタチオン
アガロース（ファルマシア）に該溶解物を通すことによって精製した。融合蛋白質を、遊
離のグルタチオンとの競争により溶出するか、又は１０Ｕのウシトロンビンで一夜開裂さ
せ、ＧＳＴアフィニティーテールからＡＦ蛋白質を除去した。pGexプラスミドを用い、組
換え蛋白質又はペプチドを精製する全方法を、ファルマシアから供給されるキットによっ
て行った。
【００５３】
　組換えＡＦタンパク質の配列及びサイズ－　コード配列を確認するために、全長転写物
を下垂体及び脳ｃＤＮＡのＰＣＲ増幅を用いて単離した。プライマー対Ｃ／Ｄを用いて、
クローン－４の配列と同一の１２１５ｂｐ（図１）を単離した。オープンリードフレーム
は、４１．１４kDaの計算された分子量及び４．９の計算されたｐＩを有する３８２のア
ミノ酸をコードする。
【００５４】
　ＡＦクローン－１、２及び３、並びにオリゴヌクレオチドＮ１－Ｎ５（図１及び表１）
をpGEX-1ラムダTに結紮し、この結果、ＯＲＦがグルタチオンＳ－トランスフェラーゼ（
ＧＳＴ）タンパク質を有するフレーム中に存在する。構築物をE. coliに導入し、融合タ
ンパク質の発現をＩＰＴＧで誘導した。精製された融合タンパク質及びトロンビンで開裂
されたＡＦタンパク質若しくはペプチドを、ブタ抗分泌因子に対する抗血清を用いて、Ｓ
ＤＳ－ＰＡＧＥ及びウェスタンブロットにかけた（図２）。タンパク質のクーマッシーブ
リリアントブルー染色は、より小さな成分に分解されたことを示すGST-AF-1以外の各タン
パク質に対する明白なバンドを示した。
【００５５】
　固相ペプチド合成－　より小さなペプチド（表１のＰ７からＰ１８）をアップライドバ
イオシステムズペプチド合成機の固相に製造した（K. J. Ross-Petersen AS）。各ペプチ
ドの純度は、水／アセトニトリル中の０．１％トリフルオロ酢酸の直線勾配を用いて、デ
ルタパック（Deltapak）Ｃ１８、３００Ａの逆相ＨＰＬＣで評価した。
【００５６】
　アミノ酸配列－　タンパク質の配列分析を行い、同定したＯＲＦを更に確認した。純粋
なＡＦタンパク質を１０％マクロスラブゲル（macro-slab gel）ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（１４
）を通し、タンパク質をエレクトロブロッティング（バイオ－ラッド）によりプロブロッ
ト（Problot）膜（アップライド・バイオシステムズ）に移した。ポンソーＳ染色により
視覚化したスポットをブロットから削り取り、タンパク質の最初の２０アミノ酸を、自動
シーケンサー（アップライド・バイオシステムズ）で自動エドマン分解により配列決定し
た。
【００５７】
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　クローン２及びクローン３のＮ－末端配列を決定し、これらが予想された配列（図１）
の６３～７５及び１３０～１４０のアミノ酸にそれぞれ完全に一致することが示された。
【００５８】
　ジーンバンクから利用可能な他のタンパク質配列との比較は、ｒＡＦの配列（図１）が
全てのそのパーツで唯一であり、同様の配列が報告されていないことが示された。
【００５９】
　タンパク質の最初の１０残基は、Kyte-Doolittle（２２）に従って分析した場合、相対
的に親水性であるようであり、タンパク質のエキソサイトーシスに先立って開裂除外され
るシグナルペプチドを構成しうる。この解釈は、組換えタンパク質が下垂体から抽出され
たタンパク質よりわずかに高い分子量を有するように思われるウェスタンブロット分析（
図３）により支持される。しかし、幾つかのこの差はまた、融合タンパク質のトロンビン
開裂部位を構成する組換えタンパク質中の追加の５つのアミノ酸に起因する。
【００６０】
　　例４．ｒＡＦに対する抗血清の産生及び試験
　組換えＧＳＴ－ＡＦ融合タンパク質に対する抗血清－　ＥＬＩＳＡ、ウェスタンブロッ
ト及び免疫組織科学的研究に使用するための、精製された融合タンパク質ＧＳＴ－ＡＦ－
１、ＧＳＴ－ＡＦ－２及びトロンビンで開裂された純粋なＡＦ－１タンパク質（＝ｒＡＦ
）に対する抗体をウサギ内で産生させた。各ウサギに、１mlのＰＢＳ中の１００μｇの抗
原を、等容積のフレンズ完全アジュバントと混合して与えた。各免疫化は、８から１０回
に分けて皮内的に背中に注射した５０μｇの抗原を用いる２回のブースター投与量を３及
び５週に注射したが、最後の１回はフレンズ完全アジュバントを使用しなかった。最後の
ブースターの後６日にウサギから血液を採り、血清を調製し、－２０℃で保存した。抗血
清の感度はドットブロットアッセイで試験した。ＧＳＴ－ＡＦ－２を、１／５希釈でＥＣ
Ｌニトロセルロース膜に塗布し、抗血清を１：１０００に希釈した。膜を、ＰＢＳ中の１
％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）でブロックし、次いで１：８００希釈のウサギ抗－ＧＳ
Ｔ－ＡＦ又はブタＡＦ抗血清で１．５時間インキュベートした。ブロットをアルカリ性ホ
スファターゼと複合体形成させたヤギ抗－ウサギ免疫グロブリンで展開し、次いで５－ブ
ロモ－４－クロロ－３－インドリルホスフェート及びＰ－ニトロブルーテトラゾリウム（
ベーリンガー・マンハイム（Boehringer Mannheim））で展開した。抗原検出に対する評
価限界は、この試験で約１ngであった。
【００６１】
　ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動及び免疫ブロッティング－　ヒト及びブタ下
垂体抽出物及び純粋なＡＦ－タンパクシルのＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動（
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）を、１０％アクリルアミドミニスラブゲルで行った。これは本質的に
Laemmli（４）によって開示されたものであり、交差結合剤としてのビス－アクリルアミ
ドを対応する質量を有するＮ，Ｎ’－ジアリル酒石酸ジアミドに置き換える修飾を伴う。
ピロニンＹ（シグマ）を電気泳動フロントのマーカーとして使用した。前染色された分子
量基準をＢＤＨから購入した。次に、タンパク質をクーマッシーブリリアントブルーで染
色するか、又は電気泳動により、免疫ブロッティング用の０．４５mmの孔サイズのＥＣＬ
ニトロセルロース（アマーシャム（Amersham））に移した。引き続きのＢＳＡ、複合体形
成した抗－ＩｇＧ及びアルカリ性ホスファターセ基質とのインキュベーションを先に開示
したドットブロットと同様に行った。
【００６２】
　上述のように、クーマッシーブリリアントブルー染色で、ＧＳＴ－ＡＦ－１タンパク質
に対する分離したバンドは現れなかった。これはおそらく、より小さな成分に蛋白質分解
で分解されたことによる。しかし、ウェスタンブロット分析で、全長タンパク質は、分解
された蛋白質よりも非常に強いシグナルを与えた（図２ｂ）。ブタＡＦに対する抗血清と
の強い反応は、組換えタンパク質がＡＦと同じ免疫反応性を実際に有することを指示する
。全長タンパク質の分子量は、約６０kDaであると思われ、これはアミノ酸組成物から評
価された４１１３９Daの真のmol. wtよりも高かった。更に、タンパク質はまた、免疫ブ
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ロットされ、ＧＳＴ－ＡＦ２（これはトロンビンで開裂されたタンパク質に結合する（図
３）。）に対して生じさせた抗血清で調査した。
【００６３】
　組換えＧＳＴ－ＡＦ－２に対する抗血清は、天然に存在する見かけの分子量６０kDaの
ＡＦタンパク質と、及び幾つかのより小さな成分、おそらく酵素分解生成物と反応した（
図３ａ）。
【００６４】
　ＡＦ－濃縮物の決定のためのＥＬＩＳＡ－　ＥＬＩＳＡアッセイを、抗－ＡＦ－１及び
抗－ＡＦ－２を用いて、先に開示した方法（５）に従って行った。図３ｂに示されるよう
に、粗製抗血清を用いた試験の感度は、１～１０μｇの間であるが、アフィニティー精製
した抗体での試験は５から５０ngタンパク質の間の感度を有していた。
【００６５】
　　例５．下垂体から得たＲＮＡのノーザンブロット分析
　ノーザンブロット分析－　ヒト下垂体を、サルグレンスカ病院（Sahlgrenska Hospital
）から死後に得た（スウェーデン衛生福祉庁；２§トランスプランテーションズラーゲン
（transplantationslagen）、1975:190により認可を受けた）。ＲＮＡを得るために、下
垂体を、Chomczynski及びSacchi（６）に従ってグアニジニウムチオシアネートＲＮＡで
抽出した。ポリアデニル化ＲＮＡをオリゴdT－セルロースを用いるカラムを使用して、市
販のキット（ファルマシア）により選別した。加えて、１０７の個体から得たヒト下垂体
ｍＲＮＡのプールをクロンテックから購入して使用した。５μｇのポリ（Ａ＋）ＲＮＡの
各サンプルをグリオキサール処理し、１．２％Ａがロースゲルで電気泳動にかけた（７）
。０．０５ＭＮａＯＨ中で３時間、ハイボンドＮ＋ナイロン膜（アマーシャム）へ毛細管
アルカリ性移動した後、前ハイブリダイゼーション及びハイブリダイゼーションを各４２
℃で２４時間行った。ハイブリダイゼーション溶液は、５０％ホルムアミド、５ｘＳＳＰ
Ｅ、１０Ｘデンハーズ溶液を、２５０μｇ／mlの変性低分子量ＤＮＡ及び５０μｇ／mlポ
リアデニル酸と共に含む。ブロットを、配列の、１３２～１０５（プライマーＥ）、２９
７～２７０（プライマーＦ）、７４８～７２１（プライマーＧ）及び８３３～８０６（プ
ライマーＨ）部位を含有する４種類の異なった２８ｂｐのアンチセンスオリゴヌクレオチ
ドを用いて調査した。プローブを、ターミナルトランスフェラーゼ（ベーリンガー・マン
ハイム）プラス［α３２Ｐ］ｄｄＡＴＰ（アマーシャム）で３’－末端標識し、ニックカ
ラム（Nick columus）（ファルマシア）で精製した。５ＸＳＳＰＥ／０．１％ＳＤＳ－０
．５ＸＳＳＰＥ／０．１％ＳＤＳ中で５回の後洗浄を、最終洗浄を繰り返して、各回４２
℃で３０分行った。ハイパーフィルムＭＰ（アマーシャム）に７日間さらした。
【００６６】
　下垂体内での発現－　クローン化したｃＤＮＡに沿って異なった配列とハイブリダイズ
する４種類のオリゴヌクレオチドプローブの混合物で、ノーザンブロット分析を行った（
図４）。プローブは、下垂体から分離したｍＲＮＡ中の約１４００ｂｐの単一バンドとハ
イブリダイズした。最も強いシグナルは、ヒト物質で得られたが、ブタ物質も交差反応し
た。
【００６７】
　　例６．下垂体の切片中のＡＦの分布
　種及び組織－　ヒト下垂体を、」サルグレンスカ病院（Sahlgrenska Hospital）から死
後に得た（スウェーデン衛生福祉庁；§２トランスプランテーションズラーゲン（transp
lantationslagen）、1975:190により認可を受けた）。下垂体を、組織学的に使用するも
の（これはリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ＝０．１５ＭＮａＣｌ、０．０５Ｍリン酸ナトリウ
ム、ｐＨ７．２）に溶解された４％ホルムアルデヒド中で２４時間固定化され、この後、
ＰＢＳ中の７．５％蔗糖に移された。）以外、－７０℃で冷凍保存した。屠殺場から得た
５～７月齢のブタからの下垂体を、移動の間ドライアイス中に置き、使用するまで－７０
℃で冷凍保存した。２～３月齢のスプラーク－ドーリーラットをＢ＆ＫユニバーサルＡＢ
、ソレンツナ（Sollentuna）、スウェーデンからバイオアッセイ用に得た。免疫化のため
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のウサギ（ニュージーランド・ホワイト（New Zealand White））を、リッドケーピング
・カニンファーム（Lidkoping Kaninfarm）、スウェーデン）から得た。
【００６８】
　免疫組織化学－　固定化した下垂体を液体窒素で凍結し、７μｍの厚さの冷凍断片を調
製した。各サンプルから下垂体の異なった部分を含有する５～１０の切片を顕微鏡スライ
ドに固定した。切片を５％の脂肪を含まない乾燥ミルクでブロックし、１：４０００～１
：８０００に希釈された一次ウサギ抗血清（抗－ＧＳＴ－ＡＦ－２融合タンパク質）を用
いて、４℃で湿気のあるチャンバー内において一夜インキュベートした。バッファー中で
洗浄した後、試料を、１：５０に希釈したアルカリ性ホスファターゼと複合体形成させた
ブタ抗－ウサギ免疫グロブリン（Dako A/S）を用いて２３℃で１時間インキュベートした
。免疫反応を、他で説明した（８）ホスファターゼ基質で視覚化した。対照の切片を、過
剰のＧＳＴ－ＡＦ－２タンパク質で又は一次抗体以外の全てのインキュベーションステッ
プで吸収された免疫血清を用いてインキュベートした。
【００６９】
　下垂体の切片中のＡＦの分布－　ヒト下垂体の切片でのＡＦの分布を免疫組織学的技術
で研究した（図５）。調査した全ての試料で、腺下垂体中の中程度の量の細胞が染色され
た。免疫染色された物質は細胞質内の顆粒球に局在化しているように思われる。過剰のＧ
ＳＴ－ＡＦ－２タンパク質との免疫血清の前吸着は、シグナルを完全に破壊する。後方部
分（神経下垂体）では染色は全く観測されなかった。
【００７０】
　下垂体中の免疫反応性物質の分布は、単に、前方ローブ（腺下垂体）の切片細胞内にお
けるＡＦの細胞内分布を示す。このローブから放出されるタンパク質には、成長ホルモン
、甲状腺刺激ホルモン、副腎皮質刺激ホルモン、プロラクチン、及び黄体形成ホルモンが
含まれる。細胞内局在化から血管系へのこれらのホルモンの通過は、視床下部内の神経ホ
ルモン細胞によって産生される因子を放出することが引き金となる。
【００７１】
　　例７．ｒＡＦの生物学的活性
　抗分泌活性－　抗分泌活性を、先に説明したラット腸管ループモデル（９）で測定した
。空腸ループに、３μｇのコレラ毒素を導入した。異なった投与量の精製されたＡＦ－１
－蛋白質又はＰＢＳ（対照）の何れかを、コレラ毒素を導入する前後に注射した。腸管ル
ープに蓄積された液体の重量（mg/cm）を５時間後に記録した。各ＡＦ調製物を少なくと
も６匹のラットで試験した。フィッシャーのＰＬＳＤをデータの統計分析に使用した。
【００７２】
　ｒＡＦ蛋白質の生物活性－　E. coliで産生されるクローン－１の純粋なｒＡＦ蛋白質
の生物学的活性をラットモデルで試験した。コレラ毒素を腸管に導入する前、２０～３０
秒静脈内で注射した場合に、腸管の液体分泌を阻害するｒＡＦの能力を図６に示した。バ
ッファーのみを注射した対照動物では、コレラ毒素は腸管１cmあたり４１２±９mgの液体
の明白な分泌を起こした。純粋なｒＡＦは、バッファーの応答と十分に異なる（ｐ＜０．
０１、ｎ＝６）コレラ分泌の投与量依存性の阻害を起こした。９ngのクローン－１蛋白質
は、３４％まで応答を減少するのに十分であったが、４４ng（１０－１２mol）及び２２
０ngではそれぞれ４６％及び７８％まで応答が低下した。組換えＡＦの生物学的活性は、
我々の知っている何れのエンテロトキシンの生物学的活性よりも大きく、水及び電解質輸
送を修飾する何れかの腸管ホルモン又は神経ペプチドの生物学的活性よりも大きかった。
更に、ラットでのヒトｒＡＦの活性のレベルは驚くほど高く、これはおそらく、異なった
種から得たｒＡＦ分子に維持される偏在構造を反映している。この仮説は、ウェスタンブ
ロット及びノーザンブロット分析で得られるヒト及びブタ物質間の交差反応から支持され
る。
【００７３】
　コレラ毒素の導入の２０～３０秒前及び９０分後に静脈内で導入された場合に、腸管分
泌を阻害する０．５μｇのｒＡＦの能力を比較した（図７）。両投与量は、対照動物に比
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的に、組換え蛋白質はまた、毒素を導入した後に与えられた場合でも十分であり、ｒＡＦ
は下痢の治療に有効である。３μｇのｒＡＦを、コレラ毒素を導入したループの極隣接し
た場所に位置する８～１０cmの長いループに注射した。ｒＡＦは、毒素の導入の２０～３
０秒前又は９０分後の何れかに導入した。図８には、両試験グループが対照と比較して、
液体分泌の十分な減少を得たことを示す（ｐ＜０．０１、ｎ＝６）。２つの試験グループ
で違いは観測されなかった。この実験は、ｒＡＦが経口投与の後に活性であり、仮に重篤
な副作用がないとしたならば、動物の食餌の添加物として使用しうることを示唆する。
【００７４】
　上記の実験で、ｒＡＦを、エピクリアンコリー（Epicurian Coli）XL-1細胞に産生した
。コレラの細胞では、多くの産生されたｒＡＦをより小さなペプチドに分解した。ｒＡＦ
をBL21細胞中に産生させた場合、ｒＡＦの小さな部分のみが分解されたが、トップ１細胞
では分解は全く観測されなかった。驚くことに、生物学的活性は、分解の程度に比例した
。即ち、分解が進むにつれて活性がより高くなる。従って、種々のより短いフラグメント
をこれらの可能な生物学的活性を試験するために調製した。
【００７５】
　表１に示されるように、これらのフラグメントを、完全なｒＡＦに対して先に説明した
のと同様の方法でコレラ毒素を静脈内で導入する前に試験した。クローン２及び３で発現
されたペプチドを、０．１、１及び１０μｇの量で試験したが、毒性応答に変化はなかっ
た。対照的に、ＲＡＣＥフラグメント（クローン４）で発現された１μｇのペプチドは明
白な効果を有していた。多くのより短い構築物をＲＡＣＥフラグメントから作成し、pGex
-1-ラムダ中で発現させた。表１に示されるように、活性部位はアミノ酸残基３５から５
１の間に位置していることが見出された。より厳密に活性物を決定するために、３種類の
小さなペプチドを固相ペブチド合成により作成した。これらの２つ、ペプチド３５～４６
（Ｐ３）及びペプチド３５～４２（Ｐ１）は活性であった。後者のオクタペプチドIVCHSK
TR（Ｐ１）は、１ng以下の投与量で活性合った。これは完全なｒＡＦと、質量基準でほぼ
同様の活性である。対照的に、より短いヘキサペプチドVCHSKT（Ｐ２）は、１ngから１０
μｇの間の投与量で試験した場合、効果を全く発揮しなかった。
【００７６】
　ヒトフラグメントＰ１に対応するが、幾つかの変化及び／又は欠失を伴ったペプチドＸ

１ＶＣＸ２Ｘ３ＫＸ４Ｒも、部位特異的突然変異誘導により調製し、生物学的活性を試験
した。ウシ及びブタｃＤＮＡからの配列との比較も行った。これらの研究から、以下の変
化及び／又は欠失が示唆された。
【００７７】
　　Ｘ１がＩ又はなしである。
【００７８】
　　Ｘ２がＨ、Ｒ又はＫである。
【００７９】
　　Ｘ３がＳ、Ｌ又は他の中性アミノ酸である。
【００８０】
　　Ｘ４がＴ又はＡである。
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【表１】

【００８１】
　腸管粘膜内の炎症に関するｒＡＦの効果もラット腸管ループモデルで試験した。例えば
、２０匹のラットに、Clostridium difficileから得た０．５μｇのトキシンＡ（１０）
を導入し、炎症及び液体分泌を２．５及び５時間後にそれぞれ測定した（１０＋１０ラッ
ト）。各グループの半分のラットに、導入の３０秒前に静脈内で１００ngのｒＡＦを与え
、他の半分に対照としてＰＢＳバッファーを与えた。ラットを殺した後、ループを切開し
て取り出し、ループの中心の２～３cmの部分をドライアイスで凍結した。次に、凍結した
試料を、レイカ（Leica）クリオスタットを用いて８μｍの厚さの切片に切断した。この
切片を、酵素組織化学によりアルカリ性ホスファターゼを明らかにするために染色した。
アルカリ性ホスファターゼは、腸管上皮細胞によって発現され、染色は腸管上皮の評価及
び完全性を可能にする。
【００８２】
　結果は、対照のラットが腸管粘膜の広範囲のダメージを進行させたことを示した（図９
）。即ち、２．５時間後に、基底細胞からの上皮細胞の脱落が、壊死組織と共に観測され
たが、広範囲の出血は５時間後に観測された。対照的に、ｒＡＦで処理した動物は、脱落
、壊死又は出血を全く進展しなかった。トキシンＡで誘導される液体分泌はまた、２．５
時間後には１９９±４から１３７±５mg/cmまで（ｐ＜０．０１）阻害され、６時間後に
は４２１±３から２０３±６mg/cmまで（５ラット／グループ、ｐ＜０．０１）阻害され
た。
【００８３】
　同様の実験を、ｒＡＦ蛋白質に代えて０．５μｇのペプチドIVCHSKTR（＝Ｐ１）を用い
て行った。図９に示されるように、オクタペプチドは、トキシンＡで誘導される腸管の炎
症及び液体分泌に関して同様の効果を達成した。
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【００８４】
　毒性－　ｒＡＦの毒性を試験するために、これを、１ラットあたり５０μｇの高投与量
で注射した。１週間の観測期間中に明確な毒性反応は記録されなかった。
【００８５】
　　例８．腸管浸透性に関するｒＡＦの生物学的活性
　血液に溶解された有機物質の浸透性に関してｒＡＦの影響を試験するために、エバンス
ブルー色素を用いて、先に開示した方法（１１）に従って試験を行った。実験は、まず、
例７及び図５で先に説明したように、コレラ毒素を導入する前にｒＡＦを静脈内注射する
ことで行った。しかし、毒素の導入後９０分にエバンスブルー色素（１mlの１．５％ＰＢ
Ｓ溶液）を静脈内で注射したが、液体分泌は全く観測されなかった。色素は５分の長期間
循環させた。この後、ラットを、２００mlの４℃のＰＢＳ／オルシーバー液（１／１比）
溶液を用いて、エーテル麻酔下で行なわれる、約１５０秒間左心室－右心房を経る、心臓
を横切る形態の灌流にかけた（ペリスタティックポンプ［コール・パーマー・インスツル
メンツ（Cole Parmer Instruments）、シカゴ、Ｉｌｌ．、ＵＳＡ］を使用）。この手順
で、心臓系に存在する全てのＥＢを除去し、色素のホルムアルデヒド抽出により検出され
る腸管組織内のＥＢのみを残すことが保証される。
【００８６】
　表２の結果は、ＣＴの導入（ｐ＜０．００１）が約４３％で腸管組織から抽出されうる
ＥＢの量を十分に増加するが、コレラ毒素の導入前の、１ＢｒＴの静脈内注射はこの増加
を阻害すること、即ちグループ１（対照）の組織から抽出されたＥＢの量は、グループ３
（１ｒＡＦ＋ＣＴ）のそれと違わないことを示す。

【表２】

【００８７】
　図１０及び１１に示される結果は、ラットをＰ１（IVCHSKTR）で前処理した場合としな
い場合で、小腸、及びコレラ毒素を腸管に導入した後の側脳室から得た対応する脈絡叢中
でアゾ色素エバンスブルーの管外溢出を示す。
【００８８】
　実験は、以下の方法で行った。重さ３５０ｇのメススプラーク－ドーリーラットを実験
手順の前１８時間、自由に過剰の水を与えた以外絶食させた。このラットを、６匹ずつの
グループに使用した。ペプチドＰ１、コレラ毒素（ＣＴ）、及びＰＢＳを表３に従って投
与した。
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【表３】

【００８９】
　Ｐ１（０．５μｇ）又はＰＢＳのi.v.注射を、１００μｇのＣＴ又はＰＢＳを経口で導
入する前１０～１５秒、経口導入後６０分に行った。ラットをエーテルで麻酔にかけ、エ
バンスブルーをiv.で注射した。色素を更に３０分間平衡化し、この後、ラットをさいど
エーテルで麻酔にかけ、血管系に存在する全ての色素を除去するために２５０mlのオルシ
ーバー液／ＰＢＳ＝５０／５０で左心室を介して心臓内で灌流させた。約２～３分間行っ
たこの灌流処理の後、記録された蛍光は糸の外側にのみ存在する色素を表すであろう。
【００９０】
　脳及び小腸の部分をサンプリングし、ドライアイスで凍結し、８μｍのクリオスタット
切片を調製した。この切片を空気乾燥し、キシレンを含有する取り付け媒体中に据え付け
た。この切片を、ローダミンで放出される蛍光にたいして使用されるのと同様のフィルタ
ーの組み合わせを用いて、ゼイス（Zeiss）蛍光顕微鏡で視覚化した。
【００９１】
　図１０及び１１の結果は、蛍光強度（白色）が、グループＡ（P1 iv + CT po）及びＣ
（PBS iv + PBS po）において、小腸（図１０）及び脈絡叢（図１１）の両方で同じ強さ
であることを示した。グループＢ（PBS iv + CT po）における小腸並びに脈絡叢の高い蛍
光強度と比較して、結果は、毒素の導入より前にオクタペプチドを注射すると、CTで誘導
されるエバンスブルーの血管外浸出を阻害することを示す。この結果は、これが小腸の血
管系だけでなく脳の側脳室の脈絡叢でもあてはまることを示唆する。
【００９２】
　結果として、静脈内でオクタペプチドIVCHSKTRを投与することによる効果は、小腸並び
に中枢神経系の脈絡叢において、コレラ毒素で誘導されるエバンスブルーの血管外浸出を
阻害する。従って、ｒＡＦ及びそのペプチド誘導体の作用は、小腸のみに限られず、中枢
神経系の血管の浸透性にも影響する。これらの知見は、ｒＡＦ及びそのペプチド誘導体が
病理学的頭蓋内圧、中耳の圧力変化、及び血管の浸透性変化の種々の形態の回復に使用さ
れ得ることを示す。
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【表４】

【図面の簡単な説明】
【００９３】
【図１ａ】図１ａ及び続きの図１ｂ。新規なヒト蛋白質の核酸配列及び推定アミノ酸配列
。確認されたアミノ酸配列に下線を付した。
【図１ｂ】図１ａ及び続きの図１ｂ。新規なヒト蛋白質の核酸配列及び推定アミノ酸配列
。確認されたアミノ酸配列に下線を付した。
【図１ｃ】図１ｃ。クローニングしたｃＤＮＡ及びオリゴヌクレオチドプライマーの水平
マップ。
【図２】図２。クーマッシーブリリアントブルー染色したＳＤＳ－ポリアクリルアミドミ
ニゲル（Ａ）、及びブタＡＦに対する抗血清で調査した免疫ブロット（Ｂ）。ダッシュを
つけていない番号のレーンは、グルタチオン－アガロースで精製したＧＳＴ－ＡＦ融合蛋
白質、ＡＦ－１、ＡＦ－２及びＡＦ－３を含有し、一方ダッシュを付した番号のレーンは
、トロンビンで開裂された融合蛋白質を含有する。分子量基準（Ｒ）、（ＢＤＨ）は、左
側に示されている。ＧＳＴ－ＡＦ－１融合蛋白質は高度に分解されているが、免疫ブロッ
ト分析は、全長蛋白質及び自発的トロンビン開裂生成物の検出のみを示した。ＧＳＴ－Ａ
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Ｆ－３蛋白質に２６kDaの生成物があり、これはおそらく独立に発現されるグルタチオン
Ｓ－トランスフェラーゼ－テールである。
【図３ａ】図３ａは、組換え蛋白質ＡＦ－２に対する抗血清を使用したウェスタンブロッ
ト。左側には、ブタ（Ｐ）及び３つのヒト（Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３）下垂体を、右側には３つ
の組換え蛋白質ＡＦ－１、ＡＦ－２及びＡＦ－３（図２参照）を、中央部には分子量標準
（Ｒ）を塗布した。
【図３ｂ】図３ｂ。ウサギに生じさせた粗製抗血清及びアフィニティ精製した抗体を用い
たｒＡＦの酵素結合免疫検定法（ＥＬＩＳＡ）。
【図４】図４。ヒト及びブタ下垂体から得たＲＮＡのノーザンブロットのオートラジオグ
ラム（ｐ＝プール及びｉ＝個々の物質）。５μｇの精製したｍＲＮＡを各流域に塗布した
。３’－末端を３２Ｐで標識したオリゴヌクレオチドプローブを使用し７日後にオートラ
ジオグラムを現像した。
【図５】図５。腺下垂体の凍結切片を組換え蛋白質ＧＳＴ－ＡＦ－２に対する抗血清で染
色した。Ａ．切片を免疫血清でインキュベートし、これは陽性免疫反応性の程度を変化し
たまばらな細胞を示した。多くの細胞は完全に染色を欠いていた（白抜き矢印）。Ｂ．Ａ
に対する連続した切片を、過剰の組換え蛋白質ＧＳＴ－ＡＦ－２を予め吸収させた免疫血
清とインキュベートした。細胞の特徴的な染色はなかった。Ｃ．及びＤ．内分泌細胞の細
胞質染色を示す更に大きな倍率の免疫陽性細胞。ｎ＝核、ｃ＝細胞質。
【図６】図６．コレラ毒素で誘導される液体分泌の阻害を試験した組換え蛋白質ＡＦ－１
の生物学的活性。徐々に変化させた投与量の蛋白質をラットの鼻腔内に注入した。３μｇ
のコレラ毒素を腸管ループに注入し、５時間後、該ループ内での液体の蓄積を測定した。
各値は６匹の動物のグループの平均±Ｓ．Ａ．Ｅ．を表す。
【図７】図７。静脈内に注射されたｒＡＦ－１の生物学的活性。０．５μｇのｒＡＦを、
ラット腸管ループに３μｇのコレラ毒素を導入する２０～３０秒前、又は９０分後に投与
した。
【図８】図８。管腔内に注射されたｒＡＦ－１の生物学的活性。３μｇのｒＡＦを、ラッ
ト腸管ループに３μｇのコレラ毒素を導入する２０～３０秒前、又は９０分後に投与した
。ｒＡＦを、該毒素が注射されたループに最も近い約５cmに注射した。
【図９】図９。Ａ（×２．５）は対照（ＰＢＳ）ループであり、細胞の残骸が腸管腔（Ｌ
）に見られるが、残りの粘膜は染色されなかった。これは上皮内層の全破壊を示唆する。
Ｂ（毒素の導入の前、０．５μｌのＰ１）は、柔突起を形成する上皮内層を明確に示した
。これは維持された腸管粘膜及び正常な腸管粘膜を示唆する。Ｌ＝腸管腔、バー＝５００
μｍ。Ｃ（×１０）は、ＰＢＳ処理した対照グループの破壊された粘膜を示す。Ｄは、実
験（Ｐ１－処理した）グループの対応する粘膜を示す。黒矢印は、上皮内層を示す。ＬＰ
＝基底膜、ｍｍ＝筋層粘膜。白抜き矢印は陰窩細胞（crypt cell）を示す。バー＝１００
μｍ。Ｅ（×２５）は、対照グループ（ＰＢＳ－処理したもの）における破壊された粘膜
を示す。Ｆは、毒性の導入前にＰ１処理にかけたラットから得た対応する拡大写真を示す
。バー＝５０μｍ。
【図１０】図１０。コレラ毒素（ＣＴ）又は対照バッファー（ＰＢＳ）で処理したラット
の３つのグループから得た空腸試料のエバンスブルーの蛍光。抗分泌ペプチドＰ１又は対
照バッファー（ＰＢＳ）で前処理した。ＬＰ＝基底膜。黒矢印は、上皮細胞内層を示す。
白抜き矢印の先は、陰窩細胞を示す。バー＝１００μｍ。
【図１１】図１１。図１０に示されるラットから得た脈絡叢試料のエバンスブルーの蛍光
。
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【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列認識番号１に示されるアミノ酸配列を有する組換え蛋白質、又は抗分泌活性を有す
るその相同体。
【請求項２】
　請求項１に記載の配列認識番号１に示される組換え蛋白質のフラグメントであって、フ
ラグメントが、配列認識番号１に示されるアミノ酸配列の
　　ａ）アミノ酸番号３５～４２
　　ｂ）アミノ酸番号３５～４６
　　ｃ）アミノ酸番号３６～５１
　　ｄ）アミノ酸番号３６～８０
　　ｅ）アミノ酸番号１～８０
を包含する群から選択されるフラグメント。
【請求項３】
　配列認識番号１に示される組換え蛋白質のアミノ酸番号３５～４２を含有するフラグメ
ントに対応するペプチドＸ１ＶＣＸ２Ｘ３ＫＸ４Ｒ（但し、Ｘ１はＩ又はなしであり、Ｘ

２はＨ、Ｒ又はＫであり、Ｘ３は、Ｓ、Ｌ又は他の中性アミノ酸であり、Ｘ４はＴ又はＡ
である。）。
【請求項４】
　請求項１に記載の組換え蛋白質若しくはその相同体又は請求項２に記載のフラグメント
又は請求項３に記載のペプチドに特異的な抗体。
【請求項５】
　請求項２に記載のフラグメント又は請求項３に記載のペプチドの効果的な量を活性成分
として含有するヒトを含めた動物の病理学的液体輸送及び／又は炎症反応を正常化するた
めの組成物。
【請求項６】
　ヒトを含めた動物の病理学的な液体輸送及び／又は炎症反応を正常化するための組成物
を製造するための、請求項２に記載のフラグメント又は請求項３に記載のペプチドの使用
。
【請求項７】
　脊椎動物において病理学的液体輸送及び／又は炎症反応を正常化するための食餌であっ
て、請求項２に記載のフラグメント又は請求項3に記載のペプチド又は前記フラグメント
若しくはペプチドを産生することができるヒト以外の生物を活性薬として含有する食餌。
【請求項８】
　請求項４に記載の特異的抗体の、生物内の請求項１に記載の組換え蛋白質若しくはその
相同体又は請求項2に記載のフラグメント又は請求項３に記載のペプチドを検出するため
のインビトロでの使用。
【請求項９】
　請求項１に記載の組換え蛋白質、請求項２に記載のフラグメント又は請求項３に記載の
ペプチドをコードする核酸。
【請求項１０】



(24) JP 2008-43331 A 2008.2.28

　対応するタンパク質又は前記相同体又はフラグメントを産生するための請求項９の核酸
の使用。
【請求項１１】
　請求項１に記載の組換え蛋白質若しくはその相同体、又は請求項２に記載のフラグメン
ト又は請求項３に記載のペプチドをコードする核酸から得られたプローブ又はプライマー
の、生物内の核酸の存在を検出するためのインビトロにおける使用。
【請求項１２】
　請求項９に記載の核酸を含むベクター。
【請求項１３】
　請求項１２のベクターを含むヒト以外のホスト。
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解决的问题：提供一种称为抗分泌因子及其同源物或片段的重组蛋白
（rAF），可有效地使包括人类在内的动物的病理性液体运输和/或炎症
反应正常化。 要做。 具有特定氨基酸序列或其同源物或片段的重组蛋
白，对其具有特异性的抗体，编码该核酸的核酸，载体和包含该核酸的
宿主。 所述蛋白质（rAF）及其同源物及其片段可用于免疫检测，并且
作为用于生长中动物的食品添加剂，抗腹泻药和用于包括水肿，脱水和/
或炎症的疾病的药物。 是有效的。 [选择图]图1a


