
(57)【要約】

【課題】　本発明は、Ｇタンパク質共役オーファン受容

体ＧＰＲ４３に関し、また短鎖脂肪酸がこの受容体の天

然リガンドとして同定されたことに関する。本発明はさ

らに、ＧＰＲ４３のリガンド結合およびシグナル伝達活

性を調節する物質を同定するためのアッセイ、ならびに

単一のＧＰＲ４３ポリペプチドおよび単一の短鎖脂肪酸

から本質的に構成される組成物に関する。本発明はまた

、ＧＰＲ４３と短鎖脂肪酸の新規相互作用を利用する診

断方法およびキットに関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 機 能 を 調 節 す る 物 質 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て ：
（ ａ ） 短 鎖 脂 肪 酸 と Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 候 補 調 節 因 子 の 存
在 お よ び 不 存 在 下 で Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 短 鎖 脂 肪 酸 と 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
（ ｂ ） Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド と 短 鎖 脂 肪 酸 の 結 合 を 測 定 す る 工 程 で あ っ て 、 候 補 調 節 因
子 存 在 下 の 結 合 が 、 候 補 調 節 因 子 不 存 在 下 の 結 合 と 比 較 し て 減 少 す れ ば 、 該 候 補 調 節 因 子
が Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 機 能 を 調 節 す る 物 質 と し て 同 定 さ れ る 工 程 ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 試 料 中 で 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 機 能 を 調 節 す る 物 質 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て ：
（ ａ ） 短 鎖 脂 肪 酸 と Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 試 料 の 存 在 お よ び
不 存 在 下 で Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 短 鎖 脂 肪 酸 と 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
（ ｂ ） Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド と 短 鎖 脂 肪 酸 の 結 合 を 測 定 す る 工 程 で あ っ て 、 試 料 存 在 下
の 結 合 が 、 試 料 不 存 在 下 の 結 合 と 比 較 し て 減 少 す れ ば 、 該 試 料 中 に Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 機 能 を 調
節 す る 物 質 が 存 在 す る こ と が 示 さ れ る 工 程 ；
含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 機 能 を 調 節 す る 物 質 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て ：
（ ａ ） 候 補 調 節 因 子 の 存 在 お よ び 不 存 在 下 で Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 短 鎖 脂 肪 酸 と 接 触
さ せ る 工 程 ； お よ び
（ ｂ ） Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 測 定 す る 工 程 で あ っ て 、 候 補 調 節 因
子 存 在 下 の 活 性 が 、 候 補 調 節 因 子 不 存 在 下 の 活 性 と 比 較 し て 変 化 す れ ば 、 該 候 補 調 節 因 子
が Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 機 能 を 調 節 す る 物 質 と し て 同 定 さ れ る 工 程 ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 機 能 を 調 節 す る 物 質 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て ：
（ ａ ） Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 調 節 因 子 と 接 触 さ せ る 工 程 ；
（ ｂ ） 候 補 調 節 因 子 存 在 下 で Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 測 定 す る 工 程
； お よ び
（ ｃ ） 候 補 調 節 因 子 存 在 下 で 測 定 さ れ る 活 性 を 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド が Ｅ Ｃ ５ ０ の 濃
度 の 短 鎖 脂 肪 酸 と 接 触 し て い る 試 料 中 で 測 定 さ れ る 活 性 と 比 較 す る 工 程 で あ っ て 、 候 補 調
節 因 子 存 在 下 で 測 定 さ れ る 活 性 量 が 、 Ｅ Ｃ ５ ０ の 濃 度 で 存 在 す る 短 鎖 脂 肪 酸 に よ っ て 誘 導
さ れ る 量 の 少 な く と も ２ ０ ％ で あ れ ば 、 該 候 補 調 節 因 子 が Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 機 能 を 調 節 す る 物
質 と し て 同 定 さ れ る 工 程 ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 試 料 中 で 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 機 能 を 調 節 す る 物 質 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て ：
（ ａ ） 試 料 の 存 在 お よ び 不 存 在 下 で Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 短 鎖 脂 肪 酸 と 接 触 さ せ る 工
程 ；
（ ｂ ） Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 測 定 す る 工 程 ； お よ び
（ ｃ ） 試 料 不 存 在 下 で Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ お よ び 短 鎖 脂 肪 酸 を 含 有 す る 反 応 に お い て 測 定 さ れ る 活
性 量 を 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 、 短 鎖 脂 肪 酸 お よ び 試 料 を 含 有 す る 反 応 に お い て 測 定 さ れ る 活 性 量 と
比 較 す る 工 程 で あ っ て 、 試 料 存 在 下 の 活 性 が 、 試 料 不 存 在 下 の 活 性 と 比 較 し て 変 化 す れ ば
、 該 試 料 中 に Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 機 能 を 調 節 す る 物 質 が 存 在 す る こ と が 示 さ れ る 工 程 ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 試 料 中 で 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 機 能 を 調 節 す る 物 質 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て ：
（ ａ ） Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 試 料 と 接 触 さ せ る 工 程 ；
（ ｂ ） 試 料 存 在 下 で Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 測 定 す る 工 程 ； お よ び
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（ ｃ ） 試 料 存 在 下 で 測 定 さ れ る 活 性 を 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド が Ｅ Ｃ ５ ０ の 濃 度 で 存 在
す る 短 鎖 脂 肪 酸 と 接 触 し て い る 反 応 中 で 測 定 さ れ る 活 性 と 比 較 す る 工 程 で あ っ て 、 試 料 存
在 下 で 測 定 さ れ る 活 性 量 が 、 Ｅ Ｃ ５ ０ の 濃 度 で 存 在 す る 短 鎖 脂 肪 酸 に よ っ て 誘 導 さ れ る 量
の 少 な く と も ２ ０ ％ で あ れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 機 能 を 調 節 す る 物 質 が 検 出 さ れ る 工 程 ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 が 検 出 可 能 に 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 １ か ら ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ８ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 が 、 放 射 性 同 位 体 、 フ ル オ ロ フ ォ ア 、 蛍 光 消 光 剤 、 酵 素 、 お よ び ア フ ィ ニ テ
ィ ー タ グ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 部 分 で 検 出 可 能 に 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 接 触 が Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド 発 現 細 胞 内 ま た は そ の 表 面 で 行 わ れ る 、 請 求 項 １ か ら ８
の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 接 触 が 合 成 リ ポ ソ ー ム 内 ま た は そ の 表 面 で 行 わ れ る 、 請 求 項 １ か ら ８ の い ず れ か １ 項 に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 接 触 が Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る ウ イ ル ス 誘 導 性 出 芽 膜 内 ま た は そ の 表 面 で 行
わ れ る 、 請 求 項 １ か ら ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 接 触 が Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド 発 現 細 胞 由 来 の 膜 画 分 を 用 い て 行 わ れ る 、 請 求 項 １ か ら
１ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 測 定 が 、 標 識 置 換 、 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 、 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 、 蛍 光 消 光 、 お よ び
蛍 光 偏 光 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 を 用 い て 行 わ れ る 、 請 求 項 １ 、 ２ お よ び ７ か ら １
２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 物 質 が 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 、 脂 質 、 炭 水 化 物 、 核
酸 、 お よ び 有 機 小 分 子 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ か ら １ ３ の い ず れ か １ 項 に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 測 定 す る 工 程 が セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー
の レ ベ ル 変 化 を 検 出 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ３ か ら １ ２ お よ び １ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 測 定 す る 工 程 が 、 グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド 結 合 ま た は 交 換 、 ア デ ニ ル
酸 シ ク ラ ー ゼ 活 性 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ 活 性 、 ホ 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 三 リ ン 酸 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 、 ア ラ キ ノ イ ド
酸 、 Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ 活 性 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 、 ま た は レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 発 現 の 測 定 を
含 む 、 請 求 項 ３ か ら １ ２ お よ び １ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 の 測 定 が エ ク オ リ ン に 基 づ く ア ッ セ イ の 使 用 を 含 む 、 請 求 項 １ ６ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 細 胞 内 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 方 法 で あ っ て ：
Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 物 質 を 細 胞 に 供 給 す る 工 程 で あ っ て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４
３ の 活 性 が 調 節 さ れ る 工 程 ；
を 含 む 方 法 。
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【 請 求 項 １ ９ 】
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 ま た は 障 害 を 診 断 す る 方 法 で あ っ
て ：
（ ａ ） 組 織 試 料 か ら 核 酸 を 単 離 す る 工 程 ；
（ ｂ ） 核 酸 を 鋳 型 と し て 用 い て Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 増 幅 す る 工 程 ； お よ び
（ ｃ ） 工 程 （ ｂ ） で 生 産 さ れ る 増 幅 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 量 を 標 準 と 比 較 す る 工
程 で あ っ て 、 標 準 と 比 較 し て 増 幅 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 量 に 差 異 が あ れ ば 、 Ｇ Ｐ
Ｒ ４ ３ の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 ま た は 障 害 が 診 断 さ れ る 工 程 ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 ま た は 障 害 を 診 断 す る 方 法 で あ っ
て ：
（ ａ ） 組 織 試 料 か ら 核 酸 を 単 離 す る 工 程 ；
（ ｂ ） 核 酸 を 鋳 型 と し て 用 い て Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 増 幅 す る 工 程 ； お よ び
（ ｃ ） 工 程 （ ｂ ） で 生 産 さ れ る 増 幅 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 標 準 と 比 較 す る
工 程 で あ っ て 、 標 準 と 比 較 し て 配 列 に 差 異 が あ れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る
疾 患 ま た は 障 害 が 診 断 さ れ る 工 程 ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 標 準 が 配 列 番 号 １ で あ る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て ：
（ ａ ） 組 織 試 料 を Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ に 特 異 的 な 抗 体 と 接 触 さ せ る 工 程 ；
（ ｂ ） 組 織 試 料 に 対 す る 抗 体 の 結 合 を 検 出 す る 工 程 ； お よ び
（ ｃ ） 工 程 （ ｂ ） で 検 出 さ れ る 結 合 を 標 準 と 比 較 す る 工 程 で あ っ て 、 標 準 と 比 較 し て 結 合
に 差 異 が あ れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 の 存 在 が 示 さ れ る 工 程 ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て ：
（ ａ ） Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 の 膜 に 存 在 す る Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 短 鎖 脂 肪 酸 と 接 触 さ せ る 工 程
；
（ ｂ ） Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド と 短 鎖 脂 肪 酸 の 結 合 を 測 定 す る 工 程 ； お よ び
（ ｃ ） 工 程 （ ｂ ） で 検 出 さ れ る 結 合 を 標 準 と 比 較 す る 工 程 で あ っ て 、 標 準 と 比 較 し て 結 合
に 差 異 が あ れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 の 存 在 が 示 さ れ る 工 程 ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て ：
（ ａ ） Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 の 膜 に 存 在 す る Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 短 鎖 脂 肪 酸 と 接 触 さ せ る 工 程
；
（ ｂ ） Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 測 定 す る 工 程 ； お よ び
（ ｃ ） 工 程 （ ｂ ） で 検 出 さ れ る シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 標 準 と 比 較 す る 工 程 で あ っ て 、 標 準 と
比 較 し て 結 合 に 差 異 が あ れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 の 存 在 が 示 さ れ る
工 程 ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 単 一 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド お よ び 単 一 の 短 鎖 脂 肪 酸 ま た は そ の 塩 を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 単 一 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド お よ び 単 一 の 短 鎖 脂 肪 酸 ま た は そ の 塩 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 ま た は そ の 塩 が 線 状 で あ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。

10

20

30

40

50

(4) JP 2005-533483 A 2005.11.10



【 請 求 項 ２ ８ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 ま た は そ の 塩 が 分 岐 状 で あ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 ま た は そ の 塩 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 非 カ ル ボ ニ ル 炭 素 が 非 炭 素 含 有 置 換 基
で 置 換 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 塩 が 、 酪 酸 ナ ト リ ウ ム 、 プ ロ ピ オ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 吉 草 酸
ナ ト リ ウ ム お よ び ギ 酸 ナ ト リ ウ ム か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の キ ッ ト
。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 単 一 の 短 鎖 脂 肪 酸 ま た は そ の 塩 お よ び 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 細 胞 膜 画 分 を 含
む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 ま た は そ の 塩 が 線 状 で あ る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 ま た は そ の 塩 が 分 岐 状 で あ る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 炭 素 が 非 炭 素 含 有 置 換 基 で 置 換 さ れ て い る 、 請 求 項
３ １ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 塩 が 、 酪 酸 ナ ト リ ウ ム 、 プ ロ ピ オ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 吉 草 酸
ナ ト リ ウ ム お よ び ギ 酸 ナ ト リ ウ ム か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の キ ッ ト
。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 活 性 を 調 節 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 Ｇ Ｐ Ｒ
４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び 単 一 の 短 鎖 脂 肪 酸 塩 を 含 む
キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 塩 が 線 状 短 鎖 脂 肪 酸 塩 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 塩 が 分 岐 状 短 鎖 脂 肪 酸 塩 で あ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 炭 素 が 非 炭 素 含 有 置 換 基 で 置 換 さ れ て い る 、 請 求 項
３ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 塩 が 、 酪 酸 ナ ト リ ウ ム 、 プ ロ ピ オ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 吉 草 酸
ナ ト リ ウ ム お よ び ギ 酸 ナ ト リ ウ ム か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の キ ッ ト
。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 活 性 を 調 節 す る 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 単 一 の
短 鎖 脂 肪 酸 塩 お よ び 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 形 質 転 換
さ れ た 細 胞 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 塩 が 線 状 短 鎖 脂 肪 酸 塩 で あ る 、 請 求 項 ４ １ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 塩 が 分 岐 状 短 鎖 脂 肪 酸 塩 で あ る 、 請 求 項 ４ １ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 炭 素 が 非 炭 素 含 有 置 換 基 で 置 換 さ れ て い る 、 請 求 項
４ １ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
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　 短 鎖 脂 肪 酸 塩 が 、 酪 酸 ナ ト リ ウ ム 、 プ ロ ピ オ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 吉 草 酸
ナ ト リ ウ ム お よ び ギ 酸 ナ ト リ ウ ム か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ １ に 記 載 の キ ッ ト
。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 ま た は 障 害 を 診 断 す る た め の キ ッ
ト で あ っ て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 標 準 お よ び
そ れ ら の た め の パ ッ ケ ー ジ 材 料 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 単 一 の 短 鎖 脂 肪 酸 塩 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ４ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 塩 が 線 状 短 鎖 脂 肪 酸 塩 で あ る 、 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 塩 が 分 岐 状 短 鎖 脂 肪 酸 塩 で あ る 、 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 炭 素 が 非 炭 素 含 有 置 換 基 で 置 換 さ れ て い る 、 請 求 項
４ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 塩 が 、 酪 酸 ナ ト リ ウ ム 、 プ ロ ピ オ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 吉 草 酸
ナ ト リ ウ ム お よ び ギ 酸 ナ ト リ ウ ム か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ ７ に 記 載 の キ ッ ト
。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 標 準 が Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 ま た は 障 害 を 有 し な い 個 体 か ら 採 取 さ れ
る 臨 床 試 料 を 含 む 、 請 求 項 ４ ６ か ら ５ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 ま た は 障 害 を 診 断 す る た め の キ ッ
ト で あ っ て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 細 胞 膜 画 分 、 標 準 お よ び そ れ ら の た め の パ ッ
ケ ー ジ 材 料 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 単 一 の 短 鎖 脂 肪 酸 塩 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ５ ３ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 塩 が 線 状 短 鎖 脂 肪 酸 塩 で あ る 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 塩 が 分 岐 状 短 鎖 脂 肪 酸 塩 で あ る 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 炭 素 が 非 炭 素 含 有 置 換 基 で 置 換 さ れ て い る 、 請 求 項
５ ４ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 塩 が 、 酪 酸 ナ ト リ ウ ム 、 プ ロ ピ オ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 吉 草 酸
ナ ト リ ウ ム お よ び ギ 酸 ナ ト リ ウ ム か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の キ ッ ト
。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 標 準 が そ の 疾 患 ま た は 障 害 を 患 わ な い 個 体 由 来 の 試 料 を 含 む 、 請 求 項 ５ ３ か ら ５ ８ の い
ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 ま た は 障 害 を 診 断 す る た め の キ ッ
ト で あ っ て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 形 質 転 換 さ れ た 細
胞 、 標 準 お よ び そ れ ら の た め の パ ッ ケ ー ジ 材 料 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 単 一 の 短 鎖 脂 肪 酸 塩 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ６ ０ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
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　 短 鎖 脂 肪 酸 塩 が 線 状 短 鎖 脂 肪 酸 塩 で あ る 、 請 求 項 ６ １ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 塩 が 分 岐 状 短 鎖 脂 肪 酸 塩 で あ る 、 請 求 項 ６ １ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 炭 素 が 非 炭 素 含 有 置 換 基 で 置 換 さ れ て い る 、 請 求 項
６ １ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 塩 が 、 酪 酸 ナ ト リ ウ ム 、 プ ロ ピ オ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 吉 草 酸
ナ ト リ ウ ム お よ び ギ 酸 ナ ト リ ウ ム か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ １ に 記 載 の キ ッ ト
。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 標 準 が そ の 疾 患 ま た は 障 害 を 患 わ な い 個 体 由 来 の 試 料 を 含 む 、 請 求 項 ６ ０ か ら ６ ５ の い
ず れ か １ 項 に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 哺 乳 類 の Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 を 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を 保 持 し て い る Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞
を 、 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 を 調 節 す る の に 十 分 な Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 活 性 の 調 節 因 子 と 接 触 さ
せ る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 を Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 活 性 の 阻 害 剤 と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て Ｐ Ｍ Ｎ 走
化 性 を 減 少 さ せ る 、 請 求 項 ６ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 を Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 活 性 の 作 用 薬 と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て Ｐ Ｍ Ｎ 走
化 性 を 増 大 さ せ る 、 請 求 項 ６ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 を Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 活 性 の 拮 抗 薬 と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て Ｐ Ｍ Ｎ 走
化 性 を 減 少 さ せ る 、 請 求 項 ６ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 を 調 節 す る 物 質 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て ：
（ ａ ） 候 補 物 質 の 存 在 お よ び 不 存 在 下 で Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 短 鎖 脂 肪 酸 と 接 触 さ せ
る 工 程 ； お よ び
（ ｂ ） Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 測 定 す る 工 程 で あ っ て 、 候 補 物 質 存
在 下 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 が 、 候 補 物 質 不 存 在 下 の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 と 比 較 し
て 増 大 ま た は 減 少 す れ ば 、 該 候 補 物 質 が Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 を 調 節 す る 物 質 と し て 同 定 さ れ る 工
程 ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 を 調 節 す る 物 質 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て ：
（ ａ ） 短 鎖 脂 肪 酸 と Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 候 補 物 質 の 存 在 お
よ び 不 存 在 下 で Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 短 鎖 脂 肪 酸 と 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
（ ｂ ） Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド と 短 鎖 脂 肪 酸 の 結 合 を 測 定 す る 工 程 で あ っ て 、 候 補 物 質 存
在 下 の 結 合 が 、 候 補 物 質 不 存 在 下 の 結 合 と 比 較 し て 増 大 ま た は 減 少 す れ ば 、 該 候 補 物 質 が
Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 を 調 節 す る 物 質 と し て 同 定 さ れ る 工 程 ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 試 料 中 で 、 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 を 調 節 す る 物 質 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て ：
（ ａ ） 試 料 の 存 在 お よ び 不 存 在 下 で Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 短 鎖 脂 肪 酸 と 接 触 さ せ る 工
程 ； お よ び
（ ｂ ） Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 測 定 す る 工 程 で あ っ て 、 試 料 存 在 下
の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 が 、 試 料 不 存 在 下 の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 と 比 較 し て 増 大 ま
た は 減 少 す れ ば 、 こ の 候 補 物 質 が Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 を 調 節 す る 物 質 と し て 同 定 さ れ る 工 程 ；
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を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 試 料 中 で 、 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 を 調 節 す る 物 質 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て ：
（ ａ ） 短 鎖 脂 肪 酸 と Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 試 料 の 存 在 お よ び
不 存 在 下 で Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 短 鎖 脂 肪 酸 と 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
（ ｂ ） Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド と 短 鎖 脂 肪 酸 の 結 合 を 測 定 す る 工 程 で あ っ て 、 試 料 存 在 下
の 結 合 が 、 試 料 不 存 在 下 の 結 合 と 比 較 し て 増 大 ま た は 減 少 す れ ば 、 こ の 候 補 物 質 が Ｐ Ｍ Ｎ
走 化 性 を 調 節 す る 物 質 と し て 同 定 さ れ る 工 程 ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 関 連 疾 患 処 置 用 の 物 質 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て ：
（ ａ ） 候 補 物 質 の 存 在 お よ び 不 存 在 下 で Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 短 鎖 脂 肪 酸 と 接 触 さ せ
る 工 程 ； お よ び
（ ｂ ） Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 測 定 す る 工 程 で あ っ て 、 候 補 物 質 存
在 下 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 が 、 候 補 物 質 不 存 在 下 の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 と 比 較 し
て 増 大 ま た は 減 少 す れ ば 、 該 候 補 物 質 が Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 関 連 疾 患 処 置 用 の 物 質 と し て 同 定 さ
れ る 工 程 ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 関 連 疾 患 処 置 用 の 物 質 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て ：
（ ａ ） 短 鎖 脂 肪 酸 と Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 候 補 物 質 の 存 在 お
よ び 不 存 在 下 で Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 短 鎖 脂 肪 酸 と 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び
（ ｂ ） Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド と 短 鎖 脂 肪 酸 の 結 合 を 測 定 す る 工 程 で あ っ て 、 候 補 物 質 存
在 下 の 結 合 が 、 候 補 物 質 不 存 在 下 の 結 合 と 比 較 し て 増 大 ま た は 減 少 す れ ば 、 該 候 補 物 質 が
Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 関 連 疾 患 処 置 用 に 同 定 さ れ る 工 程 ；
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 受 容 体 が Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 の 細 胞 膜 に 存 在 す る 、 請 求 項 ７ １ か ら ７ ６ の い ず れ か １
項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 が 検 出 可 能 に 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 ７ １ か ら ７ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 が 、 放 射 性 同 位 体 、 フ ル オ ロ フ ォ ア 、 蛍 光 消 光 剤 、 酵 素 、 お よ び ア フ ィ ニ テ
ィ ー タ グ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 部 分 で 検 出 可 能 に 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 ７ ８ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 請 求 項 １ か ら １ ７ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 、 同 定 さ れ る か 、 あ る い は 試 料
中 で 検 出 さ れ る 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 を 調 節 す る 物 質 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 請 求 項 ７ １ か ら ７ ９ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 方 法 に よ っ て 、 同 定 さ れ る か 、 あ る い は 試
料 中 で 検 出 さ れ る 、 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 を 調 節 す る 物 質 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 を 調 節 す る た め の 、 請 求 項 ８ ０ に 記 載 の 物 質 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 を 調 節 す る た め の 、 請 求 項 ８ １ に 記 載 の 物 質 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 関 連 疾 患 処 置 用 の 医 薬 品 を 製 造 す る た め の 、 ま た は Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 調 節 用 の
キ ッ ト を 製 造 す る た め の 、 請 求 項 ８ ０ に 記 載 の 物 質 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
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　 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 関 連 疾 患 処 置 用 の 医 薬 品 を 製 造 す る た め の 、 ま た は Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 調 節 用 の
キ ッ ト を 製 造 す る た め の 、 請 求 項 ８ １ に 記 載 の 物 質 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 適 当 な 製 薬 的 担 体 ま た は 希 釈 剤 お よ び 必 要 量 の 請 求 項 ８ ０ ま た は ８ １ に 記 載 の 物 質 を 含
む 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 ベ シ ク ル ま た は 、 投 与 対 象 の 患 者 の 免 疫 応 答 を 調 節 可 能 な ア ジ ュ バ ン ト を さ ら に 含 む 、
請 求 項 ８ ６ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 関 連 疾 患 処 置 用 の 医 薬 品 を 製 造 す る た め の 、 ま た は Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ４ ３ 調 節 用 の キ
ッ ト を 製 造 す る た め の 、 請 求 項 ８ ６ ま た は ８ ７ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 の 使 用 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 関 連 疾 患 処 置 用 の 医 薬 品 を 製 造 す る た め の 、 ま た は Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 調 節 用 の
キ ッ ト を 製 造 す る た め の 、 請 求 項 ８ ６ ま た は ８ ７ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 の 使 用 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 イ ン ビ ボ お よ び ／ ま た は イ ン ビ ト ロ の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 を 調 節 す る た め の 短 鎖 脂 肪 酸 の 使
用 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 イ ン ビ ボ お よ び ／ ま た は イ ン ビ ト ロ の Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 を 調 節 す る た め の 短 鎖 脂 肪 酸 の 使 用
。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 部 分 欠 失 ま た は 全 欠 失 を 含 む 非 ヒ ト 哺 乳 類
を 検 証 す る 際 の 短 鎖 脂 肪 酸 の 使 用 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 過 剰 発 現 し て い る 非 ヒ ト 哺 乳 類 を 検 証 す る
際 の 短 鎖 脂 肪 酸 の 使 用 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 ま た は そ の 塩 が 線 状 で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 、 キ ッ
ト 、 使 用 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 ま た は そ の 塩 が 分 岐 状 で あ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 、 キ
ッ ト 、 使 用 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 ま た は そ の 塩 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 非 カ ル ボ ニ ル 炭 素 が 非 炭 素 含 有 置 換 基
で 置 換 さ れ て い る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 、 キ ッ ト 、 使 用 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 塩 が 、 酪 酸 ナ ト リ ウ ム 、 プ ロ ピ オ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 吉 草 酸
ナ ト リ ウ ム お よ び ギ 酸 ナ ト リ ウ ム か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か １ 項
に 記 載 の 方 法 、 キ ッ ト 、 使 用 。
【 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 受 容 体 に 対 す る 天 然 リ ガ ン ド お よ び そ の 使 用 に
関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 （ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ） は 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 を 担 う タ ン パ ク 質 で あ る 。
Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は 通 常 、 ７ 種 の 膜 貫 通 ド メ イ ン を 有 す る 。 リ ガ ン ド が Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の 細 胞 外 部 分 ま た
は 断 片 と 結 合 す る と 、 細 胞 内 に シ グ ナ ル が 伝 達 さ れ 、 細 胞 の 生 物 学 的 ま た は 生 理 学 的 性 質
ま た は 動 態 に 変 化 が 生 じ る 。 Ｇ タ ン パ ク 質 お よ び エ フ ェ ク タ ー （ Ｇ タ ン パ ク 質 に よ っ て 調
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節 さ れ る 細 胞 内 酵 素 お よ び チ ャ ネ ル ） と 共 役 す る Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は 、 細 胞 内 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ
ャ ー の 状 態 を 細 胞 外 入 力 と 関 連 さ せ る モ ジ ュ ー ル 式 シ グ ナ ル 伝 達 系 の 構 成 要 素 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 遺 伝 子 お よ び 遺 伝 子 産 物 は 種 々 の 生 理 的 プ ロ セ ス を 調 節 可 能 で あ り 、 疾 患 の 潜
在 的 な 原 因 物 質 で あ る 。 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は 中 枢 神 経 系 お よ び 末 梢 生 理 学 的 プ ロ セ ス の 両 者 に 対 し
て 非 常 に 重 要 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ タ ン パ ク 質 ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー は ５ つ の フ ァ ミ リ ー に 分 け ら れ る ： フ ァ ミ リ ー
 I， ロ ド プ シ ン お よ び ベ ー タ ２ － ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 受 容 体 に よ っ て 分 類 さ れ 、 現 在 ２ ０
０ を 超 え る 固 有 の メ ン バ ー を 含 む ； フ ァ ミ リ ー II， 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン ／ カ ル シ ト ニ ン ／ セ
ク レ チ ン 受 容 体 フ ァ ミ リ ー ； フ ァ ミ リ ー III， 代 謝 調 節 型 グ ル タ ミ ン 酸 受 容 体 フ ァ ミ リ ー
； フ ァ ミ リ ー IV， Ｃ Ａ Ｍ Ｐ 受 容 体 フ ァ ミ リ ー 、 細 胞 性 粘 菌 （ D.discoideum） の 走 化 性 お よ
び 成 育 に 重 要 ； お よ び フ ァ ミ リ ー V、 Ｓ Ｔ Ｅ ２ の よ う な 真 菌 の 接 合 フ ェ ロ モ ン 受 容 体 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Ｇ タ ン パ ク 質 と は 、 グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド と 結 合 し た 、 α 、 β お よ び γ サ ブ ユ ニ ッ ト か
ら 構 成 さ れ る ヘ テ ロ 三 量 体 タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー を 表 わ す 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 通 常
は シ グ ナ ル 伝 達 用 の 細 胞 表 面 受 容 体 （ ７ つ の 膜 貫 通 ド メ イ ン を 含 有 す る 受 容 体 ） と 連 結 さ
れ て い る 。 実 際 、 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ に リ ガ ン ド が 結 合 す る と 、 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン 変 化 が Ｇ タ ン パ
ク 質 に 伝 達 さ れ 、 こ の こ と が α サ ブ ユ ニ ッ ト が 結 合 Ｇ Ｄ Ｐ 分 子 を Ｇ Ｔ Ｐ 分 子 と 交 換 さ せ 、
β γ － サ ブ ユ ニ ッ ト か ら 解 離 さ せ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 α 、 β 、 お よ び γ － サ ブ ユ ニ ッ ト の Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 型 は 典 型 的 に エ フ ェ ク タ ー 調 節 部 分 と し
て 機 能 し 、 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 、 例 え ば ｃ Ａ Ｍ Ｐ （ 例 え ば ア デ ニ ル シ ク ラ ー ゼ の 活 性
化 に よ り ） 、 ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル ま た は イ ノ シ ト ー ル リ ン 酸 の 生 成 に つ な が る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ヒ ト で は 、 ２ ０ を 超 え る 種 々 の 型 の α － サ ブ ユ ニ ッ ト が 既 知 で あ る 。 こ れ ら の サ ブ ユ ニ
ッ ト は 小 プ ー ル の β お よ び γ サ ブ ユ ニ ッ ト と 結 合 す る 。 哺 乳 類 の Ｇ タ ン パ ク 質 の 例 に は 、
Ｇ ｉ 、 Ｇ ｏ 、 Ｇ ｑ 、 Ｇ ｓ お よ び Ｇ ｔ が 含 ま れ る 。 Ｇ タ ン パ ク 質 は 、 Lodish et al. Molecu
lar Cell Biology (1995) Scientific American Books Inc., New York, N. Y.（ 非 特 許
文 献 １ ） お よ び Downes and Gautam (1999) The G-Protein Subunit Gene Families. Geno
mics 62:544-552.（ 非 特 許 文 献 ２ ） に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら 両 文 献 の 開 示 内 容 は
引 用 に よ り 本 明 細 書 中 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 既 知 の 特 徴 付 け さ れ て い な い Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は 現 在 、 薬 物 作 用 お よ び 開 発 に 関 す る 主 要 な 標 的
と な っ て い る 。 潜 在 的 な 予 防 お よ び 治 療 特 性 を 有 し 得 る 新 規 作 用 薬 お よ び 拮 抗 薬 に つ い て
の ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 可 能 な 新 規 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 を 同 定 す る 取 り 組 み が 継 続 中
で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 嗅 覚 受 容 体 フ ァ ミ リ ー を 除 い て 、 ３ ０ ０ 以 上 の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ が 今 日 ま で に ク ロ ー ニ ン グ さ れ
て い る 。 機 構 的 に は 、 す べ て の 臨 床 的 に 重 要 な 薬 物 の 約 ５ ０ － ６ ０ ％ が 種 々 の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ の
機 能 を 調 節 す る こ と に よ っ て 作 用 す る （ Cudermann et al.(1995)J.Mol.Med.,73:51-63.（
非 特 許 文 献 ３ ） ） 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ は ロ ド プ シ ン 様 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ り 、 １ ９ ９ ７ 年 に ク ロ ー ニ
ン グ さ れ た 。 こ れ は 別 の オ ー フ ァ ン Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ で あ る Ｇ Ｐ Ｒ ４ １ と ３ ８ ％ 相 同 性 を 示 し 、 マ
ウ ス Ｐ Ａ Ｒ １ 受 容 体 の 膜 貫 通 ド メ イ ン と ２ ７ ％ 相 同 性 を 示 す 。 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を コ ー ド す る 遺
伝 子 は ヒ ト 染 色 体 １ ９ ｑ ３ １ に 位 置 す る （ Sawzdargo et al (1997) Biochem Biophys Res
 Commun. 239(2): 543-7.（ 非 特 許 文 献 ４ ） ） 。 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ は マ ウ ス サ イ ト カ イ ン 依 存 性
Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 株 お よ び 骨 髄 由 来 の 初 代 肥 満 細 胞 中 で Ｉ Ｌ － ９ に よ り 誘 導 さ れ る 遺 伝 子 と
し て 記 載 さ れ て い る 。 さ ら に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 転 写 は Ｉ Ｌ － ９ 過 剰 発 現 ト ラ ン ス ジ
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ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 肺 、 腸 お よ び 胃 で 刺 激 さ れ る 。 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ は ま た 、 脾 細 胞 に
お い て マ イ ト ジ ェ ン 、 例 え ば コ ン カ ナ バ リ ン Ａ に よ っ て 誘 導 さ れ 、 こ の 誘 導 は ア ミ ノ ス テ
ロ ー ル 化 合 物 に よ っ て 阻 害 さ れ る （ WO99/15656（ 特 許 文 献 １ ） を 参 照 の こ と ） 。 Ｇ Ｐ Ｒ ４
３ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 は 米 国 特 許 第 5,910,430号 （ 特 許 文 献 ２ ） 、
米 国 特 許 第 6,180,365B1号 （ 特 許 文 献 ３ ） 、 WO00/28083（ 特 許 文 献 ４ ） 、 WO98/40483（ 特
許 文 献 ５ ） 、 WO99/15656（ 特 許 文 献 ６ ） お よ び WO00/22129（ 特 許 文 献 ７ ） に 開 示 さ れ て い
る 。 こ れ ら は そ れ ぞ れ 引 用 に よ り 本 明 細 書 中 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 短 鎖 脂 肪 酸 （ Ｓ Ｃ Ｆ Ａ ） に は 、 酢 酸 塩 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 、 酪 酸 塩 お よ び 吉 草 酸 塩 が 含 ま
れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 Ｓ Ｃ Ｆ Ａ は 後 腸 内 の 微 生 物 発 酵 に よ っ て 相 当 量 が 生 産 さ れ
る 。 後 腸 内 容 物 の ほ と ん ど の ア ニ オ ン が Ｓ Ｃ Ｆ Ａ で あ り 、 主 に 酢 酸 塩 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 お
よ び 酪 酸 塩 で あ る 。 Ｓ Ｃ Ｆ Ａ は 急 速 に 吸 収 さ れ 、 末 梢 血 の ト ー タ ル Ｓ Ｃ Ｆ Ａ 濃 度 は ７ ９ μ
Ｍ に 達 す る （ Cummings J. H. et al (1987) Gut28: 1221-7.（ 非 特 許 文 献 ５ ） ） 。 種 々 の
Ｓ Ｃ Ｆ Ａ の う ち 、 酢 酸 塩 は 主 要 な ア ニ オ ン で あ り 、 生 化 学 合 成 に よ り 種 々 の 組 織 内 で 生 産
さ れ 得 る （ Bergman E. (1990) Physiol. Rev. 70, 567-590.（ 非 特 許 文 献 ６ ） ） 。 酢 酸 塩
は 濃 度 ５ ９ か ら ８ ５ μ Ｍ で 血 漿 内 に 存 在 し 、 エ タ ノ ー ル 投 与 後 に は こ の 濃 度 は ２ ０ 倍 ま で
増 大 し 得 る （ Lundquist F. (1960) Acta Physiol. Scand.175, 97.（ 非 特 許 文 献 ７ ） ） 。
ほ と ん ど の 血 漿 酢 酸 塩 は 内 臓 神 経 床 （ splanchnic　 bed） 由 来 で あ り 、 こ れ が 他 の 組 織 で
用 い ら れ る と 考 え ら れ る 。 こ の よ う な 組 織 で 、 酢 酸 塩 は 基 本 エ ネ ル ギ ー 消 費 の 約 ７ ％ を 担
い 得 る 。 酪 酸 塩 は 結 腸 内 腔 で 食 物 繊 維 を 微 生 物 発 酵 す る こ と に よ っ て 生 産 さ れ 、 酪 酸 塩 は
イ ン ビ ト ロ 実 験 に お い て 大 腸 癌 細 胞 の 増 殖 に 劇 的 に 影 響 す る 。 種 々 の 歯 周 お よ び 根 管 の 病
原 体 、 例 え ば バ ク テ ロ イ ド 種 は 、 大 量 の 短 鎖 脂 肪 酸 （ Ｓ Ｃ Ｆ Ａ ） を 生 産 可 能 で あ る 。 短 鎖
脂 肪 酸 は ま た 、 胃 腸 管 の 成 育 お よ び 分 化 の 生 理 学 的 調 節 因 子 で も あ り 、 さ ら に 抗 菌 性 物 質
と し て 作 用 し 得 る 。 Ｓ Ｃ Ｆ Ａ 代 謝 が 大 腸 炎 潰 瘍 、 憩 室 症 お よ び 結 腸 直 腸 癌 の 進 行 に 関 与 す
る い く つ か の 証 拠 が あ る 。 結 腸 細 胞 の 細 胞 増 殖 、 分 化 お よ び ア ポ ト ー シ ス に 対 す る Ｓ Ｃ Ｆ
Ａ の 作 用 に は イ ン ビ ボ お よ び イ ン ビ ト ロ で 差 異 が あ り 、 こ れ は Ｓ Ｃ Ｆ Ａ の 直 接 の 作 用 に 加
え て 、 全 身 性 の 作 用 、 例 え ば 神 経 性 お よ び 体 液 性 因 子 も ま た 非 常 に 重 要 で あ る こ と を 示 す
。 正 常 な 結 腸 細 胞 お よ び 大 腸 癌 細 胞 の 、 増 殖 お よ び ア ポ ト ー シ ス に 対 し て Ｓ Ｃ Ｆ Ａ が 反 対
に 作 用 す る こ と か ら 、 結 腸 疾 患 の 予 防 お よ び ／ ま た は 治 療 に 関 す る 可 能 性 が 示 さ れ る 。
【 特 許 文 献 １ 】 WO99/15656
【 特 許 文 献 ２ 】 米 国 特 許 第 5,910,430号
【 特 許 文 献 ３ 】 米 国 特 許 第 6,180,365B1号
【 特 許 文 献 ４ 】 WO00/28083
【 特 許 文 献 ５ 】 WO98/40483
【 特 許 文 献 ６ 】 WO99/15656
【 特 許 文 献 ７ 】 WO00/22129
【 非 特 許 文 献 １ 】 Lodish et al. Molecular Cell Biology (1995) Scientific American 
BooksI nc., New York, N. Y.
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Downes and Gautam(1999)The G-Protein Subunit Gene Families. Geno
mics 62:544-552.
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Cudermann et al. (1995) J.Mol.Med.,73: 51-63.
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Sawzdargo et al. (1997) Biochem Biophys Res Commun. 239(2):543-7
.
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Cummings J.H. et al. (1987) Gut 28:1221-7.
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Bergman E. (1990) Physiol. Rev. 70, 567-590.
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Lundquist F. (1960) Acta Physiol. Scand. 175, 97.
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 短 鎖 脂 肪 酸 （ Ｓ Ｃ Ｆ Ａ ） が オ ー フ ァ ン 受 容 体 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 天 然 産 の リ ガ ン ド
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で あ る こ と を 発 見 し た こ と に 基 づ く も の で あ る 。 し た が っ て 本 発 明 は 、 Ｓ Ｃ Ｆ Ａ リ ガ ン ド
／ 受 容 体 （ 以 後 配 列 番 号 ２ と 特 定 す る ） ペ ア に 関 し 、 さ ら に Ｓ Ｃ Ｆ Ａ リ ガ ン ド と の 組 み 合
わ せ と し て 、 Ｓ Ｃ Ｆ Ａ を 結 合 す る こ の 受 容 体 の 機 能 的 相 同 体 お よ び 、 こ の 受 容 体 を コ ー ド
す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） を 含 む ベ ク タ ー に よ っ て 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 に 関 す
る 。 本 発 明 は ま た 、 単 一 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド お よ び 単 一 の Ｓ Ｃ Ｆ Ａ か ら 本 質 的 に 構
成 さ れ る 組 成 物 、 な ら び に Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 物 質 を 同 定 す る 方 法
に 関 す る 。 こ の 方 法 は 、 新 規 薬 物 の 開 発 に 有 用 な 作 用 薬 、 逆 作 用 薬 ま た は 拮 抗 薬 化 合 物 の
同 定 に 有 用 で あ る 。 ま た Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ と Ｓ Ｃ Ｆ Ａ の 相 互 作 用 は Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 に 関 連 す る 疾
患 の 診 断 法 の 開 発 に 有 用 で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 機 能 を 調 節 す る 物 質 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て ： ａ ） 短 鎖 脂 肪 酸
と Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 候 補 調 節 因 子 の 存 在 お よ び 不 存 在 下
で Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 短 鎖 脂 肪 酸 と 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び ｂ ） Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ
プ チ ド と 短 鎖 脂 肪 酸 の 結 合 を 測 定 す る 工 程 で あ っ て 、 候 補 調 節 因 子 存 在 下 の 結 合 が 、 候 補
調 節 因 子 不 存 在 下 の 結 合 と 比 較 し て 減 少 す れ ば 、 こ の 候 補 調 節 因 子 が Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 機 能 を
調 節 す る 物 質 と し て 同 定 さ れ る 工 程 ； を 含 む 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 試 料 中 で 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 機 能 を 調 節 す る 物 質 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で
あ っ て ： ａ ） 短 鎖 脂 肪 酸 と Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 試 料 の 存 在
お よ び 不 存 在 下 で Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 短 鎖 脂 肪 酸 と 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び ｂ ） Ｇ
Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド と 短 鎖 脂 肪 酸 の 結 合 を 測 定 す る 工 程 で あ っ て 、 試 料 存 在 下 の 結 合 が
、 試 料 不 存 在 下 の 結 合 と 比 較 し て 減 少 す れ ば 、 該 試 料 中 に Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 機 能 を 調 節 す る 物
質 が 存 在 す る こ と が 示 さ れ る 工 程 ； を 含 む 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 前 記 い ず れ か の 方 法 の 一 態 様 で は 、 測 定 が 、 標 識 置 換 、 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 、 蛍 光 共 鳴
エ ネ ル ギ ー 転 移 、 蛍 光 消 光 、 お よ び 蛍 光 偏 光 か ら 選 択 さ れ る 方 法 を 用 い て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 機 能 を 調 節 す る 物 質 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て ： ａ ） 候 補
調 節 因 子 の 存 在 お よ び 不 存 在 下 で Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 短 鎖 脂 肪 酸 と 接 触 さ せ る 工 程
； お よ び ｂ ） Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 測 定 す る 工 程 で あ っ て 、 候 補
調 節 因 子 存 在 下 の 活 性 が 、 候 補 調 節 因 子 不 存 在 下 の 活 性 と 比 較 し て 変 化 す れ ば 、 こ の 候 補
調 節 因 子 が Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 機 能 を 調 節 す る 物 質 と し て 同 定 さ れ る 工 程 ； を 含 む 方 法 を 包 含 す
る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 機 能 を 調 節 す る 物 質 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て ： ａ ） Ｇ Ｐ
Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 調 節 因 子 と 接 触 さ せ る 工 程 ； ｂ ） 候 補 調 節 因 子 存 在 下 で Ｇ Ｐ Ｒ
４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 測 定 す る 工 程 ； お よ び ｃ ） 候 補 調 節 因 子 存 在 下 で
測 定 さ れ る 活 性 を 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド が Ｅ Ｃ ５ ０ の 濃 度 の 短 鎖 脂 肪 酸 と 接 触 し て い
る 試 料 中 で 測 定 さ れ る 活 性 と を 比 較 す る 工 程 で あ っ て 、 候 補 調 節 因 子 存 在 下 で 測 定 さ れ る
活 性 量 が 、 Ｅ Ｃ ５ ０ の 濃 度 で 存 在 す る 短 鎖 脂 肪 酸 に よ っ て 誘 導 さ れ る 量 の 少 な く と も ２ ０
％ で あ れ ば 、 こ の 候 補 調 節 因 子 が Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 機 能 を 調 節 す る 物 質 と し て 同 定 さ れ る 工 程
； を 含 む 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 試 料 中 で 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 機 能 を 調 節 す る 物 質 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で
あ っ て ： ａ ） 試 料 の 存 在 お よ び 不 存 在 下 で Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 短 鎖 脂 肪 酸 と 接 触 さ
せ る 工 程 ； ｂ ） Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 測 定 す る 工 程 ； お よ び ｃ ）
試 料 不 存 在 下 で Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ お よ び 短 鎖 脂 肪 酸 を 含 有 す る 反 応 に お い て 測 定 さ れ る 活 性 量 を
、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 、 短 鎖 脂 肪 酸 お よ び 試 料 を 含 有 す る 反 応 に お い て 測 定 さ れ る 活 性 量 と 比 較 す
る 工 程 で あ っ て 、 試 料 存 在 下 の 活 性 が 、 試 料 不 存 在 下 の 活 性 と 比 較 し て 変 化 す れ ば 、 こ の
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試 料 中 に Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 機 能 を 調 節 す る 物 質 が 存 在 す る こ と が 示 さ れ る 工 程 ； を 含 む 方 法 を
包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 試 料 中 で 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 機 能 を 調 節 す る 物 質 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で
あ っ て ： ａ ） Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 試 料 と 接 触 さ せ る 工 程 ； ｂ ） 試 料 存 在 下 で Ｇ Ｐ Ｒ
４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 測 定 す る 工 程 ； お よ び ｃ ） 試 料 存 在 下 で 測 定 さ れ
る 活 性 を 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド が Ｅ Ｃ ５ ０ の 濃 度 で 存 在 す る 短 鎖 脂 肪 酸 と 接 触 し て い
る 反 応 中 で 測 定 さ れ る 活 性 と 比 較 す る 工 程 で あ っ て 、 試 料 存 在 下 で 測 定 さ れ る 活 性 量 が 、
Ｅ Ｃ ５ ０ の 濃 度 で 存 在 す る 短 鎖 脂 肪 酸 に よ っ て 誘 導 さ れ る 量 の 少 な く と も ２ ０ ％ で あ れ ば
、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 機 能 を 調 節 す る 物 質 が 検 出 さ れ る 工 程 ； を 含 む 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 前 記 各 方 法 の 一 態 様 で は 、 短 鎖 脂 肪 酸 は 検 出 可 能 に 標 識 さ れ て い る 。 好 ま し い 態 様 で は
、 短 鎖 脂 肪 酸 は 、 放 射 性 同 位 体 、 フ ル オ ロ フ ォ ア 、 蛍 光 消 光 剤 、 酵 素 、 お よ び ア フ ィ ニ テ
ィ ー タ グ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 部 分 で 検 出 可 能 に 標 識 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 前 記 各 方 法 の 一 態 様 で は 、 接 触 は Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド 発 現 細 胞 内 ま た は そ の 表 面 で
行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 前 記 各 方 法 の 一 態 様 で は 、 接 触 は 合 成 リ ポ ソ ー ム 内 ま た は そ の 表 面 で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 前 記 各 方 法 の 一 態 様 で は 、 接 触 は Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る ウ イ ル ス 誘 導 性 出
芽 膜 （ virus-induced budding membranes） 内 ま た は そ の 表 面 で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 前 記 各 方 法 の 一 態 様 で は 、 接 触 は Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド 発 現 細 胞 由 来 の 膜 画 分 を 用 い
て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 前 記 各 方 法 の 一 態 様 で は 、 測 定 は 、 標 識 置 換 、 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 、 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ
ー 転 移 、 蛍 光 消 光 、 お よ び 蛍 光 偏 光 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 方 法 を 用 い て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 前 記 各 方 法 の 一 態 様 で は 、 物 質 は 、 天 然 ま た は 合 成 ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体
ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 、 脂 質 、 炭 水 化 物 、 核 酸 、 お よ び 有 機 小 分 子 か ら な る 群 か ら 選 択
さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 が 測 定 さ れ る 方 法 の 一 態 様 で は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ ル
伝 達 活 性 を 測 定 す る 工 程 が セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー の レ ベ ル 変 化 を 検 出 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 が 測 定 さ れ る 方 法 の 別 の 態 様 で は 、 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 測 定 す る 工 程
が 、 グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド 結 合 ま た は 交 換 、 ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 活 性 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 、 プ ロ
テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ 活 性 、 ホ 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 三 リ ン 酸 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 、 ク モ 膜 酸 （ arachinoid acid） 、 Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ
活 性 、 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 、 ま た は レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 発 現 の 測 定 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 一 態 様 で は 、 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 測 定 す る 工 程 が エ ク オ リ ン に 基 づ く ア ッ セ イ の 使 用 を
含 む 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 細 胞 内 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 方 法 で あ っ て 、 Ｇ
Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 物 質 を 細 胞 に 供 給 （ derivering） し 、 こ れ に よ り
Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 活 性 が 調 節 さ れ る 工 程 を 含 む 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 ま た は 障 害 を 診
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断 す る 方 法 で あ っ て ： ａ ） 組 織 試 料 を Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 と 接 触 さ せ
る 工 程 ； ｂ ） 組 織 試 料 に 対 す る 抗 体 の 結 合 を 検 出 す る 工 程 ； お よ び ｃ ） 工 程 （ ｂ ） で 検 出
さ れ る 結 合 を 標 準 と 比 較 す る 工 程 で あ っ て 、 標 準 と 比 較 し て 結 合 に 差 異 が あ れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ
４ ３ の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 ま た は 障 害 が 診 断 さ れ る 工 程 ； を 含 む 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 ま た は 障 害 を 診
断 す る 方 法 で あ っ て ： ａ ） 組 織 試 料 か ら 核 酸 を 単 離 す る 工 程 ； ｂ ） 核 酸 を 鋳 型 と し て 用 い
て Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 増 幅 す る 工 程 ； お よ び ｃ ） 工 程 （ ｂ ） で 生 産 さ れ る 増 幅
Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 量 を 標 準 と 比 較 す る 工 程 で あ っ て 、 標 準 と 比 較 し て 増 幅 Ｇ
Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 量 に 差 異 が あ れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患
ま た は 障 害 が 診 断 さ れ る 工 程 ； を 含 む 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 ま た は 障 害 を 診 断
す る 方 法 で あ っ て ： ａ ） 組 織 試 料 か ら 核 酸 を 単 離 す る 工 程 ； ｂ ） 核 酸 を 鋳 型 と し て 用 い て
Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 増 幅 す る 工 程 ； お よ び ｃ ） 工 程 （ ｂ ） で 生 産 さ れ る 増 幅 Ｇ
Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 標 準 と 比 較 す る 工 程 で あ っ て 、 標 準 と 比 較 し て 配 列 に
差 異 が あ れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 ま た は 障 害 が 診 断 さ れ る 工 程 ； を
含 む 方 法 を 包 含 す る 。 一 態 様 で は 、 増 幅 工 程 は Ｒ Ｔ ／ Ｐ Ｃ Ｒ を 含 む 。 別 の 態 様 で は 、 標 準
は 配 列 番 号 １ で あ る 。 別 の 態 様 で は 、 配 列 を 比 較 す る 工 程 は ミ ニ シ ー ケ ン シ ン グ を 含 む 。
別 の 態 様 で は 、 量 を 比 較 す る 工 程 は マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ っ
て ： ａ ） Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 の 膜 に 存 在 す る Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 短 鎖 脂 肪 酸 と 接 触 さ せ る 工
程 ； ｂ ） Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド と 短 鎖 脂 肪 酸 の 結 合 を 測 定 す る 工 程 ； お よ び ｃ ） 工 程 （
ｂ ） で 検 出 さ れ る 結 合 を 標 準 と 比 較 す る 工 程 で あ っ て 、 標 準 と 比 較 し て 結 合 に 差 異 が あ れ
ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 の 存 在 が 示 さ れ る 工 程 ； を 含 む 方 法 を 包 含 す
る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ っ
て ： ａ ） Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 の 膜 に 存 在 す る Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 短 鎖 脂 肪 酸 と 接 触 さ せ る 工
程 ； ｂ ） Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 測 定 す る 工 程 ； お よ び ｃ ） 工 程 （
ｂ ） で 検 出 さ れ る シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 標 準 と 比 較 す る 工 程 で あ っ て 、 標 準 と 比 較 し て 結 合
に 差 異 が あ れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 の 存 在 が 示 さ れ る 工 程 ； を 含 む
方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 単 一 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド お よ び 単 一 の 短 鎖 脂 肪 酸 を 含 む か 、 あ
る い は こ れ ら か ら 本 質 的 に 構 成 さ れ る 組 成 物 を 包 含 す る 。 単 一 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド
お よ び 単 一 の 短 鎖 脂 肪 酸 は い っ し ょ に な っ て 複 合 体 を 形 成 し 、 こ の 複 合 体 は そ の 相 互 作 用
を 調 節 す る 物 質 の 同 定 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 調 節 す る 物 質 の 同 定 、 お よ び Ｇ
Ｐ Ｒ ４ ３ に よ っ て 媒 介 さ れ る か 、 あ る い は Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ が 関 与 す る 疾 患 ま た は 障 害 を 患 う 個
体 の 同 定 に 有 用 で あ る 。 し た が っ て 、 複 合 体 ま た は 複 合 体 で な い （ す な わ ち 結 合 ま た は 未
結 合 の ） 単 一 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド お よ び 単 一 の 短 鎖 脂 肪 酸 は 本 発 明 の ア ッ セ イ お よ
び 方 法 の 必 須 要 素 ま た は 基 礎 で あ る 。 単 一 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド お よ び 単 一 の 短 鎖 脂
肪 酸 「 か ら 本 質 的 に 構 成 さ れ る 」 組 成 物 は 追 加 の 成 分 を 含 む こ と が で き る が 、 こ の よ う な
追 加 の 成 分 は 発 明 が 基 礎 と す る 新 規 相 互 作 用 に 必 須 で は な い も の で あ る 。 単 一 の Ｇ Ｐ Ｒ ４
３ ポ リ ペ プ チ ド お よ び 単 一 の 短 鎖 脂 肪 酸 「 か ら 本 質 的 に 構 成 さ れ る 」 組 成 物 は 、 例 え ば 細
胞 内 、 組 織 内 、 ま た は 細 胞 も し く は 組 織 抽 出 物 内 に 存 在 す る 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド と
短 鎖 脂 肪 酸 間 の 天 然 に 存 在 す る 複 合 体 か ら 区 別 さ れ 、 こ れ ら を 除 外 す る 。 本 発 明 の 組 成 物
は ま た 、 組 換 え コ ン ス ト ラ ク ト か ら 発 現 さ れ る Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド と 天 然 短 鎖 脂 肪 酸
間 の 複 合 体 か ら 区 別 さ れ 、 こ れ を 除 外 す る 。
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【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 単 一 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド お よ び 単 一 の 短 鎖 脂 肪 酸 ま た は そ の 塩
を 含 む キ ッ ト を 包 含 す る 。 一 態 様 で は 、 短 鎖 脂 肪 酸 ま た は そ の 塩 は 線 状 で あ る 。 別 の 態 様
で は 、 短 鎖 脂 肪 酸 ま た は そ の 塩 は 分 岐 状 で あ る 。 別 の 態 様 で は 、 短 鎖 脂 肪 酸 ま た は そ の 塩
の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 非 カ ル ボ ニ ル 炭 素 は 非 炭 素 含 有 置 換 基 で 置 換 さ れ て い る 。 別 の 態
様 で は 、 短 鎖 脂 肪 酸 塩 は 、 酪 酸 ナ ト リ ウ ム 、 プ ロ ピ オ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、
吉 草 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び ギ 酸 ナ ト リ ウ ム か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 一 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び
単 一 の 短 鎖 脂 肪 酸 塩 を 含 む キ ッ ト を 包 含 す る 。 一 態 様 で は 、 短 鎖 脂 肪 酸 ま た は そ の 塩 は 線
状 で あ る 。 別 の 態 様 で は 、 短 鎖 脂 肪 酸 ま た は そ の 塩 は 分 岐 状 で あ る 。 別 の 態 様 で は 、 短 鎖
脂 肪 酸 ま た は そ の 塩 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 非 カ ル ボ ニ ル 炭 素 は 非 炭 素 含 有 置 換 基 で 置 換
さ れ て い る 。 別 の 態 様 で は 、 短 鎖 脂 肪 酸 塩 は 、 酪 酸 ナ ト リ ウ ム 、 プ ロ ピ オ ン 酸 ナ ト リ ウ ム
、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 吉 草 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び ギ 酸 ナ ト リ ウ ム か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 形 質 転 換 さ
れ た 細 胞 お よ び 単 一 の 短 鎖 脂 肪 酸 ま た は そ の 塩 を 含 む キ ッ ト を 包 含 す る 。 一 態 様 で は 、 短
鎖 脂 肪 酸 ま た は そ の 塩 は 線 状 で あ る 。 別 の 態 様 で は 、 短 鎖 脂 肪 酸 ま た は そ の 塩 は 分 岐 状 で
あ る 。 別 の 態 様 で は 、 短 鎖 脂 肪 酸 ま た は そ の 塩 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 非 カ ル ボ ニ ル 炭 素
は 非 炭 素 含 有 置 換 基 で 置 換 さ れ て い る 。 別 の 態 様 で は 、 短 鎖 脂 肪 酸 塩 は 、 酪 酸 ナ ト リ ウ ム
、 プ ロ ピ オ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 吉 草 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び ギ 酸 ナ ト リ ウ ム か
ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 細 胞 膜 画 分 お よ び パ ッ ケ ー ジ 材 料 を 含
む キ ッ ト を 包 含 す る 。 一 態 様 で は 、 キ ッ ト は 単 一 の 短 鎖 脂 肪 酸 ま た は そ の 塩 を さ ら に 含 む
。 一 態 様 で は 、 短 鎖 脂 肪 酸 ま た は そ の 塩 は 線 状 で あ る 。 別 の 態 様 で は 、 短 鎖 脂 肪 酸 ま た は
そ の 塩 は 分 岐 状 で あ る 。 別 の 態 様 で は 、 短 鎖 脂 肪 酸 ま た は そ の 塩 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の
非 カ ル ボ ニ ル 炭 素 は 非 炭 素 含 有 置 換 基 で 置 換 さ れ て い る 。 別 の 態 様 で は 、 短 鎖 脂 肪 酸 塩 は
、 酪 酸 ナ ト リ ウ ム 、 プ ロ ピ オ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 吉 草 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び
ギ 酸 ナ ト リ ウ ム か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト は 、 例 え ば Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 活 性 を 調 節 す る 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 、 試 料 中
の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を 調 節 す る 物 質 の 存 在 の 同 定 、 ま た は Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾
患 ま た は 障 害 の 診 断 に 有 用 で あ る 。 本 発 明 の キ ッ ト は さ ら に 、 そ の よ う な キ ッ ト に 必 要 な
パ ッ ケ ー ジ 材 料 を 含 む こ と が で き る 。 本 発 明 の キ ッ ト は さ ら に 、 標 準 を 含 む こ と が で き る
。 一 態 様 で は 、 標 準 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 ま た は 障 害 を 患 わ な い 個
体 由 来 の 試 料 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド 」 と は 、 以 下 ２ つ の 必 須 の 性 質 を 有
す る ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る ： １ ） Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド は 配 列 番 号 ： ２ と 少 な く と も
８ ０ ％ 、 好 ま し く は ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ 、 ま た は そ れ 以 上 、 １ ０ ０ ％ 同 一 性 ま で 、 お
よ び １ ０ ０ ％ 同 一 性 を 含 む ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 有 す る ； お よ び ２ ） Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド
は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ リ ガ ン ド 結 合 活 性 （ 本 明 細 書 中 で は 、 酢 酸 塩 ま た は プ ロ ピ オ ン 酸 塩 結 合 と
少 な く と も 等 価 な 親 和 性 を 有 す る Ｓ Ｃ Ｆ Ａ リ ガ ン ド が 結 合 ） ま た は 本 明 細 書 中 で 定 義 さ れ
る Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 活 性 の い ず れ か 、 あ る い は 両 者 を 含 む Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 を 有 す る
。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 」 と は 、 本 明 細 書 中 で 定 義 さ れ る Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３
ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る Ｓ Ｃ Ｆ Ａ 結 合 ま た は こ の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド に よ る シ グ ナ ル 伝
達 を 意 味 す る 。 「 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 」 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 ギ 酸 塩 の 親 和 性 よ り 少 な く
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と も １ ０ ０ 倍 高 い 親 和 性 で 酢 酸 塩 お よ び プ ロ ピ オ ン 酸 塩 と 結 合 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 相 同 配 列 （ 別 の 哺 乳 類 種 ま た は 特 定 群 の ヒ ト 集 団 に 存 在 し 得 る ） の 相 同 性 は 配 列 同 一 性
を 示 し 、 こ れ は 、 完 全 ヒ ト ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 高 い 配 列
同 一 性 （ ８ ０ ％ 、 ８ ５ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ よ り 大 き な ま た は ９ ８ ％ よ り 大 き な 配 列 同 一 性
） を 示 す 配 列 を 意 味 す る 。 機 能 的 相 同 体 は 、 本 明 細 書 中 で 定 義 さ れ る 短 鎖 脂 肪 酸 リ ガ ン ド
と の 結 合 能 ま た は リ ガ ン ド 結 合 に 応 答 す る シ グ ナ ル の 開 始 能 ま た は 伝 達 能 、 あ る い は そ の
両 者 を 特 徴 と す る 。 機 能 的 相 同 体 は 野 生 型 （ ｗ ｔ ） Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 天 然 リ ガ ン ド を 以 下 の よ
う な 親 和 性 で 結 合 す る ： プ ロ ピ オ ン 酸 塩 ＝ 酢 酸 塩 ＞ 酪 酸 塩 ＞ ギ 酸 塩 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 お よ
び 酢 酸 塩 は ギ 酸 塩 よ り 少 な く と も １ ０ ０ 倍 高 い 親 和 性 で 結 合 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 配 列 の 相 同 配 列 は 、 別 の 動 物 種 （ ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 等 ） ま た は 特
定 ヒ ト 集 団 群 に 存 在 す る 類 似 の 受 容 体 で あ っ て 、 同 一 の 生 化 学 経 路 に 関 与 す る 受 容 体 の ア
ミ ノ 酸 配 列 ま た は そ れ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 こ の よ う な 相 同 配 列 は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 ま た は ヌ ク レ オ チ ド の 付 加 、 欠
失 ま た は 置 換 を 含 ん で い て も よ く 、 こ れ ら は 本 発 明 の 受 容 体 の 機 能 的 特 徴 を 実 質 的 に 改 変
し な い 。 す な わ ち 相 同 体 は 、 ｗ ｔ 完 全 長 ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 少 な く と も ９ ０ ％ の 活 性 を 有 し
、 ギ 酸 塩 と 比 較 し て 少 な く と も １ ０ ０ 倍 高 い 親 和 性 で 酢 酸 塩 お よ び プ ロ ピ オ ン 酸 塩 と 結 合
す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 こ の よ う な 相 同 配 列 は ま た 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 （ 例 え ば
、 SAMBROOK et al. Molecular Cloning, Laboratory Manuel, Cold Spring, Harbor Labo
ratorypress, NewYork.（ 非 特 許 文 献 ８ ） に 記 載 さ れ る 条 件 ） 下 、 完 全 ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 配
列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な ４ ０ ０ 、 ６ ０ ０ 、 ８ ０ ０ ま た は １ ０ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 以 上 の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 で あ っ て よ い 。 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 」 の 例
は 以 下 の も の で あ る ： 50%ホ ル ム ア ミ ド 、 5XSSC、 50mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム (pH6.8)、 0.1%ピ
ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 5Xデ ン ハ ー ツ 液 （ Denhardt’ s　 solution） 、 50μ g/ml超 音 波 処 理
サ ー モ ン 精 子 DNA、 0.1%SDSお よ び 10%デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 中 42℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ ； お よ び 0
.2XSSCお よ び 0.1%SDS中 42℃ （ ま た は そ れ 以 上 、 例 え ば プ ロ ー ブ 配 列 の 完 全 相 補 物 の Ｔ ｍ
よ り ２ ℃ 下 ま で ） で 洗 浄 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 活 性 」 と は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ
ド に よ る シ グ ナ ル の 開 始 ま た は 伝 達 を 意 味 す る 。 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 活 性 は 、 １ つ ま
た は そ れ 以 上 の 以 下 の も の を 分 析 し 、 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 検 出 可 能 な 工 程 を 測 定 す る こ と
に よ っ て モ ニ タ ー さ れ る ： Ｇ タ ン パ ク 質 上 の Ｇ Ｄ Ｐ と Ｇ Ｔ Ｐ の 交 換 の 刺 激 ； ア デ ニ ル 酸 シ
ク ラ ー ゼ 活 性 の 変 化 ； プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ 調 節 ； ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 分 解 （ セ
カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 、 ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル 、 お よ び イ ノ シ ト ー ル 三 リ ン 酸 を 生 産 す る
） ； 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 流 動 ； Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ の 活 性 化 ； チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ の 調 節 ； ま た は
遺 伝 子 ま た は レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 活 性 の 調 節 。 本 明 細 書 中 以 下 に 記 載 さ れ る 任 意 の Ｇ Ｐ Ｒ ４
３ 活 性 ア ッ セ イ に 関 し て 、 測 定 可 能 な 活 性 が 、 Ｓ Ｃ Ｆ Ａ の 実 質 的 不 存 在 下 で 確 立 さ れ る 基
準 の 上 ま た は 下 に １ ０ ％ ま た は そ れ 以 上 変 化 し た 場 合 に は 、 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 検 出 可 能
な 工 程 が 開 始 ま た は 媒 介 さ れ た と み な さ れ る 。 測 定 可 能 な 活 性 は 、 例 え ば ｃ Ａ Ｍ Ｐ ま た は
ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル レ ベ ル の 測 定 と 同 様 に 直 接 測 定 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 測 定
可 能 な 活 性 は 、 例 え ば レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 ア ッ セ イ と 同 様 に 間 接 的 に 測 定 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 短 鎖 脂 肪 酸 」 お よ び 「 短 鎖 脂 肪 族 カ ル ボ ン 酸 」 と は 、 一 般 式
： Ｃ ｘ Ｈ （ ２ ｘ ＋ １ ） － Ｃ Ｏ Ｏ で 示 さ れ る 分 子 で あ っ て 、 一 般 式 中 の ｘ は ０ か ら ５ で あ る
、 ま た は Ｏ Ｈ 、 Ｎ Ｈ ３ 、 Ｐ Ｏ ４ 、 Ｏ お よ び ハ ロ ゲ ン を 含 む 非 炭 素 含 有 置 換 基 が カ ル ボ ニ ル
鎖 上 で 分 岐 し て い る 関 連 分 子 を 意 味 す る 。 本 発 明 の Ｓ Ｃ Ｆ Ａ は 線 状 ま た は 分 岐 状 で 、 飽 和
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ま た は 不 飽 和 で あ っ て よ い 。 本 発 明 の Ｓ Ｃ Ｆ Ａ は 、 酢 酸 塩 ま た は プ ロ ピ オ ン 酸 塩 と 少 な く
と も 等 価 、 ギ 酸 塩 よ り 少 な く と も １ ０ ０ 倍 強 い 親 和 性 で 、 本 明 細 書 中 で 定 義 さ れ て い る Ｇ
Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 。 本 発 明 の Ｓ Ｃ Ｆ Ａ は さ ら に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達
活 性 を 刺 激 し 得 る 。 Ｓ Ｃ Ｆ Ａ の 例 に は 、 酢 酸 塩 （ acetate） 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 （ propionat
e） 、 ｎ － 酪 酸 塩 （ n-butyrate） 、 ｎ － ペ ン タ ン 酸 塩 （ 吉 草 酸 塩 ） （ n-pentanoate（ valer
ate） ） お よ び ギ 酸 塩 （ formate） が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 の Ｓ Ｃ Ｆ
Ａ の 例 お よ び Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ に 対 す る そ の 相 対 活 性 を 図 １ ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 検 出 可 能 な 工 程 」 と は 、 直 接 的 に 、 例 え ば 、 セ カ ン ド メ ッ セ
ン ジ ャ ー の 測 定 、 ま た は 修 飾 （ 例 え ば リ ン 酸 化 ） タ ン パ ク 質 の 検 出 に よ っ て か 、 あ る い は
間 接 的 に 、 例 え ば 、 こ の 工 程 の 下 流 作 用 の モ ニ タ リ ン グ に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 工
程 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ の 活 性 化 は ｃ Ａ Ｍ Ｐ の 生 産 を も た ら す 。 ア
デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ の 活 性 は 直 接 的 に 、 例 え ば ｃ Ａ Ｍ Ｐ 生 産 を モ ニ タ ー す る ア ッ セ イ に よ
っ て か 、 あ る い は 間 接 的 に 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ の 実 際 の レ ベ ル を 測 定 す る こ と に よ っ て 測 定 で き る
。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 細 胞 は 、 プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 好 ま し く は バ
キ ュ ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ま た は セ ム リ キ 森 林 熱 ウ イ ル ス に よ っ て 形 質 転 換 さ れ
た 組 換 え 細 胞 で あ る の が 好 ま し く 、 細 胞 は 細 菌 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 昆 虫 細 胞 ま た は 哺 乳 類 細
胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 で は 、 細 胞 は COS-7細 胞 、 CHO細 胞 、 LM (TK-)細 胞 、 NIH-3T3細 胞
、 HEK-293細 胞 、 K-562細 胞 ま た は 1321N1星 細 胞 腫 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 し か し
他 の 形 質 転 換 可 能 な セ ル ラ イ ン も ま た 有 用 で あ る 。 ベ ク タ ー は 、 本 発 明 の 受 容 体 を コ ー ド
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 作 動 可 能 に 連 結 さ れ 、 そ の 発 現 を 可 能 に す る 調 節 因 子 を 含 む
の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 は 、 配 列 の 特 定 活 性 部 分 の 使 用 に 関 す る 。 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 活 性
部 分 」 と は 、 正 常 ま た は 正 常 に 近 い 薬 理 作 用 （ 例 え ば 、 受 容 体 活 性 （ 本 明 細 書 中 で 定 義 さ
れ て い る も の ） 、 活 性 化 剤 ま た は 阻 害 剤 に 対 す る 応 答 、 ま た は リ ガ ン ド 結 合 が 、 野 生 型 受
容 体 に よ っ て 示 さ れ る 活 性 、 応 答 、 ま た は 結 合 の レ ベ ル の 少 な く と も ９ ０ ％ で あ る こ と ）
を 示 す の に 十 分 な 大 き さ で あ る 配 列 の 部 分 を 意 味 す る 。 「 部 分 」 と は 、 受 容 体 を コ ー ド す
る 配 列 に 対 し て 意 味 す る の と 同 様 に 、 １ ０ ０ ％ よ り 少 な い 配 列 （ す な わ ち 、 ９ ９ 、 ９ ０ 、
８ ０ 、 ７ ０ 、 ６ ０ 、 ５ ０ ％ 等 ） を 意 味 す る 。 活 性 部 分 は 、 完 全 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ
酸 配 列 の 部 分 欠 失 を 含 む が 、 特 定 リ ガ ン ド 、 好 ま し く は 酢 酸 塩 お よ び プ ロ ピ オ ン 酸 塩 の 結
合 お よ び そ の 相 互 作 用 に 必 要 な 活 性 部 位 （ 群 ） お よ び タ ン パ ク 質 ド メ イ ン （ 群 ） を 依 然 保
持 し て い る 受 容 体 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 前 記 い ず れ か の 方 法 の 別 の 態 様 で は 、 接 触 が Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 合 成 リ
ポ ソ ー ム （ Mirzabekov et al. (2000) Nature Biotechnology 18, 649-654.ま た は ウ イ ル
ス 誘 導 性 出 芽 膜 の 内 ま た は 表 面 で 行 わ れ る 。 （ 例 え ば 引 用 に よ り 本 明 細 書 中 に 包 含 さ れ る
WO0102551（ Virus-like particles, their Preparation and their Use preferably in P
harmaceutical Screening and Functional Genomics (2001)） を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 リ ガ ン ド 」 と は 、 受 容 体 と 会 合 ま た は 結 合 可 能 な 部 分 を 意 味 す る
。 本 発 明 の 方 法 で は 、 リ ガ ン ド お よ び 受 容 体 は 、 受 容 体 に 対 す る リ ガ ン ド 結 合 の 検 出 に 適
当 な ア ッ セ イ 方 法 （ 例 え ば 、 受 容 体 に 対 す る リ ガ ン ド 結 合 に 応 答 す る セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ
ャ ー 生 産 の 増 大 ま た 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 、 ま た は 抗 体 － 抗 原 相 互 作 用 を 測 定 す る 免 疫 ア ッ セ イ
） に よ っ て 結 合 の 検 出 が 可 能 で あ る ほ ど 十 分 に 強 い 結 合 定 数 を 有 す る 。 本 発 明 の リ ガ ン ド
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に は 、 受 容 体 と 結 合 す る 既 知 の 分 子 （ 例 え ば 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 は Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の リ ガ ン ド で
あ る ） が 含 ま れ 、 あ る い は リ ガ ン ド は 、 任 意 の 、 受 容 体 と 結 合 可 能 な ヌ ク レ オ チ ド 、 抗 体
、 抗 原 、 酵 素 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 で あ っ て よ い 。 リ ガ ン ド は 短 鎖 カ ル ボ
ン 酸 で あ る の が 好 ま し い が 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ま た は 核 酸 配 列 を 含 む こ と も で き る
。 本 発 明 の 方 法 で は 、 リ ガ ン ド お よ び 受 容 体 は 互 い に 特 異 的 に 結 合 す る （ 例 え ば 、 共 有 結
合 ま た は 水 素 結 合 を 介 し て 、 ま た は 例 え ば タ ン パ ク 質 と リ ガ ン ド 、 抗 体 と 抗 原 ま た は タ ン
パ ク 質 サ ブ ユ ニ ッ ト 間 の 相 互 作 用 を 介 し て ） 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 は 、 本 発 明 の 受 容 体 の 候 補 調 節 因 子 を ス ク リ ー ニ ン グ 、 検 出 お よ び 回
収 す る た め の 方 法 で あ っ て ： 酢 酸 塩 ま た は プ ロ ピ オ ン 酸 塩 と Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 結 合 を 許 容 す る
条 件 下 、 候 補 調 節 因 子 存 在 下 で 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 発 現 細 胞 を Ｓ Ｃ Ｆ Ａ と 接 触 さ せ る 工 程 、 セ カ
ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー ア ッ セ イ を 行 う 工 程 、 お よ び 候 補 調 節 因 子 の 存 在 お よ び 不 存 在 下 で 得
ら れ る セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー ア ッ セ イ の 結 果 を 比 較 す る 工 程 を 含 む 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 は 、 本 発 明 の 受 容 体 候 補 調 節 因 子 の ス ク リ ー ニ ン グ 、 検 出 お よ び 可 能
な 回 収 を 行 う た め の 方 法 で あ っ て ： 酢 酸 塩 ま た は プ ロ ピ オ ン 酸 塩 と Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 結 合 を 許
容 す る 条 件 下 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 発 現 細 胞 膜 を Ｓ Ｃ Ｆ Ａ と 接 触 さ せ る 工 程 、 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ
ャ ー ア ッ セ イ を 行 う 工 程 、 お よ び 候 補 調 節 因 子 の 存 在 お よ び 不 存 在 下 で 得 ら れ る セ カ ン ド
メ ッ セ ン ジ ャ ー ア ッ セ イ の 結 果 を 比 較 す る 工 程 を 含 む 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 別 の 態 様 で は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 測 定 す る 工 程 は 、 セ カ ン
ド メ ッ セ ン ジ ャ ー レ ベ ル の 変 化 を 検 出 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 側 面 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ 、 な ら び に ／ あ る い は 回 収 さ
れ る 未 知 の 作 用 薬 お よ び ／ ま た は 拮 抗 薬 化 合 物 、 な ら び に こ の （ 未 知 の ） 化 合 物 を 含 む か
、 あ る い は 適 当 な 製 薬 的 担 体 お よ び 必 要 量 の こ の （ 未 知 の ） 化 合 物 を 含 む 医 薬 組 成 物 （ ワ
ク チ ン を 含 む ） を 含 む 診 断 キ ッ ト に 関 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 拮 抗 薬 化 合 物 は 、 本 発 明 の 受 容 体 と 結 合 可 能 で 、 天 然 化 合 物 （ プ ロ ピ オ ン 酸 塩
ま た は 酢 酸 塩 ま た は 関 連 す る 短 鎖 カ ル ボ ン 酸 ） の 結 合 を ブ 阻 害 す る こ と が で き る 分 子 ま た
は 分 子 群 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 ま た は 障 害 を 診 断 す る
方 法 で あ っ て ： ａ ） 組 織 試 料 を Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 お よ び Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３
リ ガ ン ド に 特 異 的 な 抗 体 と 接 触 さ せ る 工 程 ； ｂ ） 抗 体 と 組 織 試 料 の 結 合 を 検 出 す る 工 程 ；
お よ び ｃ ） 工 程 （ ｂ ） で 検 出 さ れ る 結 合 を 標 準 と 比 較 す る 工 程 で あ っ て 、 標 準 と 比 較 し て
抗 体 の い ず れ か ま た は 両 者 の 結 合 に 差 異 が あ れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾
患 ま た は 障 害 が 診 断 さ れ る 工 程 ； を 含 む 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 ま た は 障 害 を 診
断 す る 方 法 で あ っ て ： ａ ） 組 織 試 料 を 単 離 す る 工 程 ； ｂ ） Ｓ Ｃ Ｆ Ａ 濃 度 を 測 定 す る 工 程 ；
お よ び ｃ ） 工 程 （ ｂ ） で 測 定 さ れ る Ｓ Ｃ Ｆ Ａ 量 を 標 準 と 比 較 す る 工 程 で あ っ て 、 標 準 と 比
較 し て Ｓ Ｃ Ｆ Ａ 量 に 差 異 が あ れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 ま た は 障 害 が
診 断 さ れ る 工 程 ； を 含 む 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 側 面 は 、 本 発 明 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 受 容 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 の ホ モ 接 合 性 無 発 現 変 異 （ ホ モ 接 合 性 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 ） を 含 む 非 ヒ ト 哺 乳 類 、 ま た は
Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 天 然 の 発 現 レ ベ ル を 超 え て 過 剰 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非
ヒ ト 哺 乳 類 に 関 す る 。 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 天 然 の 発 現 レ ベ ル を 超 え て 」 と は 、 正 常 天 然
状 態 で の 内 因 性 受 容 体 の 発 現 レ ベ ル と 比 較 し て 少 な く と も ２ 倍 、 好 ま し く は ５ 倍 、 よ り 好

10

20

30

40

50

(18) JP 2005-533483 A 2005.11.10



ま し く は １ ０ 倍 、 な ら び に 最 も 好 ま し く は １ ０ ０ 倍 ま た は そ れ 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 、 等 ） の レ ベ ル を 意 味 す る
。 本 発 明 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 哺 乳 類 は 、 少 な く と も １ つ の 組 織 ま た は 細 胞 タ イ プ
で 導 入 遺 伝 子 を 発 現 す る が 、 す べ て の 組 織 お よ び 細 胞 で Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 導 入 遺 伝 子 を 発 現 し て
も よ い 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 哺 乳 類 は 、 例 え ば WO98/20112に 記 載 さ れ る よ う に 、 胚
性 幹 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 基 づ く 典 型 的 な 技 術 を 用 い る 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ
り 、 好 ま し く は Carmeliet et al. (1996) Nature, Vol.380, p.435-439.に 記 載 の 方 法 に
し た が っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 「 遺 伝 子 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 」 と は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 断 片 が 哺 乳 類 細 胞 に 導 入 さ れ た 場 合 に
生 じ る タ イ プ の 相 同 組 換 え で あ り 、 こ の 断 片 が 内 因 性 相 同 配 列 の 位 置 を 突 き 止 め 、 組 換 え
る 。 こ れ は 米 国 特 許 第 5,464,764号 お よ び 米 国 特 許 第 5,777,195号 に 典 型 的 に 示 さ れ 、 こ れ
ら の 開 示 内 容 は そ の 全 体 が 引 用 に よ り 本 明 細 書 中 に 包 含 さ れ る 。 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語
「 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 」 と は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 、 好 ま し く は 本 質 的 に す べ て の
細 胞 が 、 人 為 的 介 入 、 例 え ば 当 技 術 分 野 に 既 知 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 技 術 に よ っ て 導 入 さ
れ た 導 入 遺 伝 子 を 含 有 す る 非 ヒ ト 動 物 を 意 味 す る 。 導 入 遺 伝 子 は 、 細 胞 の 前 駆 体 へ の 導 入
に よ っ て 、 慎 重 な 遺 伝 子 操 作 、 例 え ば マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 、 ま た は 組 換 え
ウ イ ル ス を 用 い る 感 染 に よ っ て 、 直 接 ま た は 間 接 的 に 細 胞 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 受 容 体 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 哺 乳 類 は 、 受 容 体 の 過 剰 発 現 を 可 能 に す る 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー お よ び 、 場 合
に よ り 、 組 織 お よ び 細 胞 特 異 的 な 調 節 因 子 を 伴 っ て Ｄ Ｎ Ａ コ ン ス ト ラ ク ト に 組 み 込 ま れ た
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 短 鎖 脂 肪 酸 の 結 合 を
測 定 す る た め の 試 薬 を 含 む 。 別 の 態 様 で は 、 キ ッ ト は Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ ル
伝 達 活 性 を 測 定 す る た め の 試 薬 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ キ ッ ト ま た は 診 断 キ ッ ト は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 受 容 体 ポ
リ ペ プ チ ド ま た は Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 細 胞 膜 調 製 物 、 お よ び １ つ ま た は そ れ 以
上 の Ｓ Ｃ Ｆ Ａ を 別 々 の 容 器 内 に 含 む 。 こ の よ う な キ ッ ト は さ ら に 、 本 発 明 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 受
容 体 に 対 す る （ 例 え ば プ ロ ピ オ ン 酸 塩 の ） 特 異 的 結 合 の 検 出 を 行 う た め に 必 要 な す べ て の
手 段 お よ び 媒 体 を 含 む こ と が で き る 。 結 合 活 性 ま た は シ グ ナ ル 伝 達 活 性 は 、 本 明 細 書 中 以
下 に 記 載 さ れ る 疾 患 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 症 状 を モ ニ タ リ ン グ す る 方 法 と 相 関 さ せ る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 し た が っ て 診 断 キ ッ ト は さ ら に 、 特 定 の 診 断 測 定 、 ま た は 、 例 え ば 、 当 業 者 に 既 知 の ハ
イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 、 例 え ば WO 00/02045に 記 載 さ れ る 技 術 を 用 い る 結 合
化 合 物 の 測 定 に 必 要 な 要 素 を 含 む こ と が で き る 。 こ の よ う な キ ッ ト を 用 い て 、 例 え ば 処 置
の た め に 用 い ら れ る Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 調 節 物 質 の 用 量 お よ び 有 効 性 を モ ニ タ ー す る こ と が で き る
。 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 診 断 用 量 お よ び モ ニ タ リ ン グ は 種 々 の 固 形 支 持 体 、 例
え ば 当 業 者 に よ っ て 選 択 さ れ る マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト ま た は バ イ オ チ ッ プ を 用 い て 行
う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 中 、 適 当 な 製 薬 的 担 体 は 固 形 、 液 状 ま た は ガ ス 状 担 体 で あ り 、 当 業
者 が 、 投 与 の 型 お よ び Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 を 調 節 す る た め に 投 与 さ れ る 化 合 物 の 副 作 用 の 可 能
性 に 応 じ て 選 択 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 有 用 な 製 薬 的 担 体 に は 組 織 培 養 培 地 ま た は 他 の 血 清
含 有 培 地 は 含 ま れ な い 。 製 薬 的 担 体 と 特 定 化 合 物 間 の 割 合 は 、 当 業 者 が 、 処 置 対 象 の 患 者
、 投 与 方 法 お よ び 化 合 物 の 副 作 用 の 可 能 性 、 な ら び に 処 置 ま た は 予 防 目 的 の 対 象 で あ る 疾
患 障 害 の タ イ プ に 応 じ て 選 択 可 能 で あ る 。
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【 ０ ０ ７ ０ 】
　 医 薬 組 成 物 は 、 種 々 の 疾 患 ま た は 障 害 の 処 置 お よ び ／ ま た は 予 防 の 分 野 で の 適 用 に 有 益
で あ り 、 こ の よ う な 疾 患 ま た は 障 害 は 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る の が 好 ま し い ： 前 立
腺 （ ostatic） 肥 大 、 偏 頭 痛 、 嘔 吐 、 精 神 病 性 お よ び 神 経 学 的 障 害 、 例 え ば 不 安 、 統 合 失
調 症 、 躁 鬱 病 、 欝 病 、 譫 妄 、 痴 呆 症 お よ び 深 刻 な 精 神 遅 滞 、 変 性 疾 患 、 神 経 変 性 疾 患 、 例
え ば ア ル ツ ハ イ マ ー 病 ま た は パ ー キ ン ソ ン 病 、 お よ び 運 動 障 害 （ dyskinasias） 、 例 え ば
ハ ン チ ン ト ン 病 ま た は ギ レ ス ・ デ ・ ラ ・ ト ゥ ー レ ッ ト 症 候 群 （ Gilles de la Tourett's s
yndrome） お よ び 他 の 関 連 疾 患 、 例 え ば 血 栓 症 お よ び 他 の 心 血 管 疾 患 、 自 己 免 疫 お よ び 炎
症 性 疾 患 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 上 記 疾 患 の う ち 好 ま し い 適 用 は 、 機 能 不 全 ま た は 疾 患 を 予 防 し 、 改 善 し 、 あ る い は 治 す
の に 機 能 を 果 た す こ と が 可 能 な ７ TM受 容 体 を 標 的 と す る 治 療 物 質 に 関 す る も の で あ り 、 こ
の よ う な 機 能 不 全 お よ び 疾 患 に は 以 下 の も の が 含 ま れ る ： 受 胎 能 、 胎 児 発 生 、 感 染 、 例 え
ば 細 菌 、 真 菌 、 原 虫 お よ び ウ イ ル ス 感 染 、 特 に Ｈ Ｉ Ｖ １ お よ び Ｈ Ｉ Ｖ ２ に よ っ て 引 き 起 こ
さ れ る 感 染 、 疼 痛 、 癌 、 摂 食 障 害 、 過 食 症 、 喘 息 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 急 性 心 不 全 、 高 血 圧
症 、 尿 閉 、 骨 粗 鬆 症 、 狭 心 症 、 心 筋 梗 塞 、 潰 瘍 、 喘 息 、 ア レ ル ギ ー 、 良 性 の 前 立 腺 肥 大 症
、 精 神 病 性 お よ び 神 経 学 的 障 害 、 例 え ば 不 安 、 欝 病 、 偏 頭 痛 、 嘔 吐 、 脳 卒 中 、 統 合 失 調 症
、 躁 鬱 病 、 譫 妄 、 痴 呆 症 、 深 刻 な 精 神 遅 滞 お よ び 運 動 障 害 、 例 え ば ハ ン チ ン ト ン 病 ま た は
ギ レ ス ・ デ ・ ラ ・ ト ゥ ー レ ッ ト 症 候 群 、 血 栓 症 、 他 の 心 血 管 疾 患 、 自 己 免 疫 お よ び 炎 症 性
疾 患 、 た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 細 胞 表 面 受 容 体 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を 保 持 し て い る Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 を 、 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性
を 調 節 す る の に 十 分 な Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 活 性 の 調 節 因 子 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、
哺 乳 類 に お い て 該 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 を 調 節 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 患 者 に Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 活 性 の 阻 害 剤 を 投 与 す る こ と を
含 む 、 そ れ を 必 要 と し て い る 患 者 に お い て Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 を 調 節 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 一 態 様 で は 、 Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 を Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 活 性 の 阻 害 剤 と 接 触 さ せ る こ と に よ
っ て 前 記 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 を 減 少 さ せ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 一 態 様 で は 、 Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 を Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 活 性 の 拮 抗 薬 と 接 触 さ せ る こ と に よ
っ て 前 記 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 を 減 少 さ せ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 さ ら な る 態 様 で は 、 Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 を Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 活 性 の 作 用 薬 と 接 触 さ せ る こ
と に よ っ て 前 記 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 を 増 大 さ せ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 を 調 節 す る 物 質 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て ： 短 鎖 脂 肪 酸 と Ｇ
Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 候 補 物 質 の 存 在 お よ び 不 存 在 下 で Ｇ Ｐ Ｒ
４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 短 鎖 脂 肪 酸 と 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ
ナ ル 伝 達 活 性 を 測 定 す る 工 程 で あ っ て 、 候 補 物 質 存 在 下 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の シ グ ナ ル 伝 達 活 性
が 、 候 補 物 質 不 存 在 下 の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 と 比 較 し て 増 大 ま た は 減 少 す れ ば 、 該 候 補 物 質
が Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 を 調 節 す る 物 質 と し て 同 定 さ れ る 工 程 ； を 含 む 方 法 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 関 連 疾 患 処 置 用 の 物 質 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て ： 短 鎖 脂 肪
酸 と Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 候 補 物 質 の 存 在 お よ び 不 存 在 下 で
Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 短 鎖 脂 肪 酸 と 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド
の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 測 定 す る 工 程 で あ っ て 、 候 補 物 質 存 在 下 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の シ グ ナ ル 伝
達 活 性 が 、 候 補 物 質 不 存 在 下 の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 と 比 較 し て 増 大 ま た は 減 少 す れ ば 、 該 候
補 物 質 が Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 関 連 疾 患 処 置 用 の 物 質 と し て 同 定 さ れ る 工 程 ； を 含 む 方 法 を 提 供 す
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る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 を 調 節 す る 物 質 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て ： 短 鎖 脂 肪 酸 と Ｇ
Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 候 補 物 質 の 存 在 お よ び 不 存 在 下 で Ｇ Ｐ Ｒ
４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 短 鎖 脂 肪 酸 と 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド と 短 鎖
脂 肪 酸 の 結 合 を 測 定 す る 工 程 で あ っ て 、 候 補 物 質 存 在 下 の 結 合 が 、 候 補 物 質 不 存 在 下 の 結
合 と 比 較 し て 減 少 す れ ば 、 該 候 補 物 質 が Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 を 調 節 す る 物 質 と し て 同 定 さ れ る 工
程 ； を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 試 料 中 で 、 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 を 調 節 す る 物 質 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て
： ａ ） 試 料 の 存 在 お よ び 不 存 在 下 で Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 短 鎖 脂 肪 酸 と 接 触 さ せ る 工
程 ； お よ び ｂ ） Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 測 定 す る 工 程 で あ っ て 、 試
料 存 在 下 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 が 、 試 料 不 存 在 下 の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 と 比 較 し
て 増 大 ま た は 減 少 す れ ば 、 候 候 補 物 質 が Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 を 調 節 す る 物 質 と し て 同 定 さ れ る 工
程 ； を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 試 料 中 で 、 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 を 調 節 す る 物 質 の 存 在 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て
： ａ ） 短 鎖 脂 肪 酸 と Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 試 料 の 存 在 お よ び
不 存 在 下 で Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 短 鎖 脂 肪 酸 と 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び ｂ ） Ｇ Ｐ Ｒ ４
３ ポ リ ペ プ チ ド と 短 鎖 脂 肪 酸 の 結 合 を 測 定 す る 工 程 で あ っ て 、 試 料 存 在 下 の 結 合 が 、 試 料
不 存 在 下 の 結 合 と 比 較 し て 増 大 ま た は 減 少 す れ ば 、 候 候 補 物 質 が Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 を 調 節 す る
物 質 と し て 同 定 さ れ る 工 程 ； を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 関 連 疾 患 処 置 用 の 物 質 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て ： 短 鎖 脂
肪 酸 と Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 許 容 す る 条 件 下 で 候 補 物 質 の 存 在 お よ び 不 存 在 下
で Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 短 鎖 脂 肪 酸 と 接 触 さ せ る 工 程 ； お よ び Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ
ド と 短 鎖 脂 肪 酸 の 結 合 を 測 定 す る 工 程 で あ っ て 、 候 補 物 質 存 在 下 の 結 合 が 、 候 補 物 質 不 存
在 下 の 結 合 と 比 較 し て 減 少 す れ ば 、 候 候 補 物 質 が Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 関 連 疾 患 処 置 用 の 物 質 と し
て 同 定 さ れ る 工 程 ； を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
一 態 様 で は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 受 容 体 は Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 の 細 胞 膜 中 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 一 態 様 で は 、 短 鎖 脂 肪 酸 は 検 出 可 能 に 標 識 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 さ ら な る 態 様 で は 、 短 鎖 脂 肪 酸 は 、 放 射 性 同 位 体 、 フ ル オ ロ フ ォ ア 、 蛍 光 消 光 剤 、 酵 素
、 お よ び ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 部 分 で 検 出 可 能 に 標 識 さ れ て い る
。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 上 記 の よ う な 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る か 、 あ る い は 上 記 の よ う に 試 料
中 で 検 出 さ れ る Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 を 調 節 す る 物 質 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 上 記 の よ う な 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ る か 、 あ る い は 上 記 の よ う に 試 料
中 で 検 出 さ れ る Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 を 調 節 す る 物 質 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 を 調 節 す る た め の 前 記 物 質 の 使 用 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 を 調 節 す る た め の 前 記 物 質 の 使 用 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 関 連 疾 患 処 置 用 の 医 薬 品 を 製 造 す る た め の 前 記 物 質 の 使 用
ま た は Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 調 節 用 の キ ッ ト を 製 造 す る た め の 前 記 物 質 の 使 用 を 包 含 す る 。
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【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 関 連 疾 患 処 置 用 の 医 薬 品 を 製 造 す る た め の 前 記 物 質 の 使
用 ま た は Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 調 節 用 の キ ッ ト を 製 造 す る た め の 前 記 物 質 の 使 用 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 適 当 な 製 薬 的 担 体 ま た は 希 釈 剤 お よ び 必 要 量 の 前 記 物 質 を 含 む 医 薬 組
成 物 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 小 胞 ま た は 、 投 与 対 象 の 患 者 の 免 疫 応 答 を 調 節 可 能 な ア ジ ュ バ ン ト を
さ ら に 含 む 、 上 記 医 薬 組 成 物 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 関 連 疾 患 処 置 用 の 医 薬 品 を 製 造 す る た め の 、 ま た は Ｇ Ｐ Ｃ
Ｒ ４ ３ 調 節 用 の キ ッ ト を 製 造 す る た め の 上 記 医 薬 組 成 物 の 使 用 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 関 連 疾 患 処 置 用 の 医 薬 品 を 製 造 す る た め の 、 ま た は Ｐ Ｍ
Ｎ 走 化 性 調 節 用 の キ ッ ト を 製 造 す る た め の 上 記 医 薬 組 成 物 の 使 用 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 は ま た 、 イ ン ビ ボ お よ び ／ ま た は イ ン ビ ト ロ の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 を 調 節 す る た め の
短 鎖 脂 肪 酸 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 イ ン ビ ボ お よ び ／ ま た は イ ン ビ ト ロ の Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 を 調 節 す る た め の 短
鎖 脂 肪 酸 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 部 分 欠 失 ま た は 全 欠 失 を 含
む 非 ヒ ト 哺 乳 類 を 確 認 す る 際 の 短 鎖 脂 肪 酸 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 過 剰 発 現 し て い る 非 ヒ ト 哺
乳 類 を 確 認 す る 際 の 短 鎖 脂 肪 酸 の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 前 記 短 鎖 脂 肪 酸 ま た は そ の 塩 が 線 状 で あ る 、 上 記 の よ う な 方 法 、 キ ッ ト
、 使 用 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 前 記 短 鎖 脂 肪 酸 ま た は そ の 塩 が 分 岐 状 で あ る 、 上 記 の よ う な 方 法 、 キ ッ
ト 、 使 用 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 前 記 短 鎖 脂 肪 酸 ま た は そ の 塩 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 非 カ ル ボ ニ ル 炭
素 が 非 炭 素 含 有 置 換 基 で 置 換 さ れ て い る 、 上 記 の よ う な 方 法 、 キ ッ ト 、 使 用 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 前 記 短 鎖 脂 肪 酸 塩 が 、 酪 酸 ナ ト リ ウ ム 、 プ ロ ピ オ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 酢 酸
ナ ト リ ウ ム 、 吉 草 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び ギ 酸 ナ ト リ ウ ム か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 上 記 の
よ う な 方 法 、 キ ッ ト 、 使 用 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 多 形 核 細 胞 」 ま た は 「 Ｐ Ｍ Ｎ 」 と は 、 直 径 １ ０ － １ ４ μ ｍ 範
囲 の 顆 粒 球 系 列 の 白 血 球 を 意 味 す る 。 本 発 明 の 「 Ｐ Ｍ Ｎ 」 は 、 ２ つ ま た は そ れ 以 上 の 葉 ま
た は セ グ メ ン ト を 有 す る 、 粗 集 合 性 の 深 染 色 性 ク ロ マ チ ン を 伴 う 核 を 有 す る （ 一 方 、 未 成
熟 Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 は 、 葉 を 持 た な い 帯 状 核 を 有 し 得 る ） 。 本 発 明 の 「 Ｐ Ｍ Ｎ 」 は ま た 、 小 さ く
て 弱 染 色 性 の 、 ま た は 大 き く て 強 染 色 性 の 好 塩 基 性 顆 粒 、 ま た は 大 き い （ ０ ． ５ － １ μ ｍ
） 好 酸 性 顆 粒 を 含 有 す る 顆 粒 性 細 胞 質 を 有 す る 。 本 発 明 の Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 の 形 態 学 は 当 業 者 に
周 知 で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 」 と は 、 走 化 性 因 子 に 応 答 す る 、 走 化 性 因 子 の 方 向
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ま た は 逆 方 向 へ の Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 の 定 方 向 運 動 を 意 味 す る 。 走 化 性 因 子 に は 、 細 菌 因 子 （ Ｎ －
ホ ル ミ ル 化 ペ プ チ ド 、 例 え ば ｆ Ｍ Ｌ Ｐ 、 こ れ は 細 菌 タ ン パ ク 質 の 初 期 化 に 特 有 の 因 子 で あ
る ） 、 血 漿 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 Ｃ ５ ａ 、 補 体 活 性 化 の 典 型 的 経 路 ま た は 代 替 経 路 の 活 性
化 産 物 の １ つ 、 お よ び ロ イ コ ト リ エ ン ） お よ び 細 胞 （ 例 え ば 、 Ｔ Ｇ Ｆ － ベ ー タ お よ び 他 の
サ イ ト カ イ ン 、 リ ン パ 球 、 肥 満 細 胞 、 お よ び 好 塩 基 球 か ら 放 出 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 Ｇ ｃ
－ グ ロ ブ リ ン 、 オ プ ソ ニ ン ） が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 は 、 本
発 明 に し た が い 、 1962年 に S.Boydenに よ っ て 最 初 に 開 発 さ れ た 手 法 に よ っ て 測 定 す る こ と
が で き る （ S. Boyden (1962) The Chemotactic Effect of Mixtures of Antibody and An
tigen on Polymorphonuclear Leucocytes, J. Exp. Med. 115: pp.453-466.を 参 照 の こ と
） 。 簡 単 に は 、 こ の 手 法 で は 、 Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 懸 濁 液 お よ び 化 学 物 質 を ２ つ の 別 々 の 区 画 に 設
置 す る 。 こ れ ら の 区 画 は ポ リ カ ー ボ ネ ー ト フ ィ ル タ ー で 分 離 さ れ て い る 。 Ｐ Ｍ Ｎ は 例 え ば
、 哺 乳 類 の 末 梢 血 か ら 調 製 す る こ と が で き る 。 あ ら か じ め 決 め ら れ た 時 間 の 後 、 フ ィ ル タ
ー を 取 り 除 き 、 細 胞 懸 濁 液 含 有 区 画 側 フ ィ ル タ ー 表 面 の 細 胞 を 注 意 し て 取 り 除 く 。 次 い で
フ ィ ル タ ー 上 の 残 留 細 胞 を 固 定 し 、 染 色 す る 。 ハ イ パ ワ ー の 顕 微 鏡 を 用 い て フ ィ ル タ ー を
検 査 し 、 フ ィ ル タ ー の 下 面 （ す な わ ち 化 学 物 質 含 有 区 画 側 フ ィ ル タ ー 面 ） に 現 れ た 細 胞 の
数 を 手 動 で 計 測 す る 。 正 の 走 化 性 応 答 は 、 細 胞 が フ ィ ル タ ー を 通 っ て 化 学 物 質 含 有 区 画 側
へ 遊 走 ま た は 「 ク ロ ー ル （ crawl） 」 し た こ と に よ っ て 示 さ れ る 。 時 間 が か か る の で 、 典
型 的 に は フ ィ ル タ ー 全 体 が 検 査 さ れ る こ と は な い 。 そ の か わ り 、 代 表 試 料 領 域 が 検 査 さ れ
、 計 測 さ れ る 。 本 発 明 で は 、 走 化 性 因 子 が 存 在 し な い 場 合 と 比 較 し て 、 走 化 性 因 子 が 区 画
内 に 存 在 す る 場 合 に 、 走 化 性 因 子 含 有 区 画 に 接 し た フ ィ ル タ ー 表 面 に 少 な く と も １ ０ ％ 以
上 の Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 が 存 在 す れ ば 「 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 」 が 生 じ た と さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 拮 抗 薬 」 と は 、 受 容 体 に 対 し 、 作 用 薬 と 同 一 部 位 で 競 合 的 に 結 合
す る が 、 活 性 型 受 容 体 に よ り 開 始 さ れ る 細 胞 内 応 答 を 活 性 化 し な い リ ガ ン ド で あ る 。 こ れ
に よ り 拮 抗 薬 は 、 作 用 薬 、 例 え ば プ ロ ピ オ ン 酸 に よ っ て 誘 導 さ れ る 細 胞 内 応 答 を 、 作 用 薬
の 存 在 下 か つ 拮 抗 薬 の 不 存 在 下 で の 細 胞 内 応 答 と 比 較 し て 、 少 な く と も １ ０ ％ 、 好 ま し く
は １ ５ － ２ ０ ％ 、 よ り 好 ま し く は ２ ５ － ５ ０ ％ 、 そ し て 最 も 好 ま し く は ５ ０ － １ ０ ０ ％ 阻
害 す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 作 用 薬 」 と は 、 細 胞 内 応 答 を 誘 導 す る プ ロ ピ オ ン 酸 濃 度 と 等 し い
か 、 あ る い は よ り 低 い 濃 度 で 受 容 体 と 結 合 し た 場 合 に 、 細 胞 内 応 答 を 活 性 化 す る リ ガ ン ド
を 意 味 す る 。 本 発 明 の 作 用 薬 は 、 受 容 体 に よ っ て 媒 介 さ れ る 細 胞 内 応 答 を 、 作 用 薬 不 存 在
下 の 細 胞 内 応 答 と 比 較 し て 、 少 な く と も ２ 倍 、 好 ま し く は ５ 倍 、 よ り 好 ま し く は １ ０ 倍 、
そ し て 最 も 好 ま し く は １ ０ ０ 倍 ま た は そ れ 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 等 … ） 増 大 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明
の 作 用 薬 は 細 胞 表 面 受 容 体 の 内 在 化 を 低 下 さ せ 、 受 容 体 の 細 胞 表 面 発 現 を 、 作 用 薬 不 存 在
下 の 細 胞 表 面 に 存 在 す る 細 胞 表 面 受 容 体 数 と 比 較 し て 、 少 な く と も ２ 倍 、 好 ま し く は ５ 倍
、 よ り 好 ま し く は １ ０ 倍 、 そ し て 最 も 好 ま し く は １ ０ ０ 倍 ま た は そ れ 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 等 … ） 増 大 さ せ る
こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 別 の 態 様 で は 、 作 用 薬 は 細 胞 表 面 受 容 体 を 安 定 化 し 、 受 容 体
の 細 胞 表 面 発 現 を 、 作 用 薬 不 存 在 下 の 細 胞 表 面 に 存 在 す る 細 胞 表 面 受 容 体 数 と 比 較 し て 、
少 な く と も ２ 倍 、 好 ま し く は ５ 倍 、 よ り 好 ま し く は １ ０ 倍 、 そ し て 最 も 好 ま し く は １ ０ ０
倍 ま た は そ れ 以 上 （ す な わ ち 、 ２ ０ ０ 倍 、 ２ ５ ０ 倍 、 ５ ０ ０ 倍 、 １ ０ ０ ０ 倍 、 １ ０ ， ０ ０
０ 倍 等 … ） 増 大 さ せ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 逆 作 用 薬 」 と は 、 受 容 体 と 結 合 し た 場 合 に 細 胞 表 面 受 容 体 の 常 時
活 性 を 減 少 さ せ る リ ガ ン ド を 意 味 す る 。 本 発 明 の 逆 作 用 薬 は 、 受 容 体 に よ っ て 媒 介 さ れ る
常 時 細 胞 内 応 答 を 、 逆 作 用 薬 不 存 在 下 の 細 胞 内 応 答 と 比 較 し て 、 少 な く と も ２ 倍 、 好 ま し
く は ５ 倍 、 よ り 好 ま し く は １ ０ 倍 、 そ し て 最 も 好 ま し く は １ ０ ０ 倍 ま た は そ れ 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 等 … ） 減
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少 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 「 阻 害 剤 」 化 合 物 と は 、 受 容 体 に 対 す る 分 子 ま た は 受 容 体 の 天 然 産 の リ ガ ン ド
に 対 す る 分 子 で あ り 、 酢 酸 塩 ま た は プ ロ ピ オ ン 酸 塩 存 在 下 の リ ガ ン ド と 受 容 体 の 結 合 を 、
酢 酸 塩 ま た は プ ロ ピ オ ン 酸 塩 存 在 下 で 、 か つ 阻 害 剤 不 存 在 下 の 結 合 と 比 較 し て 、 少 な く と
も １ ０ ％ 、 好 ま し く は １ ５ － ２ ５ ％ 、 よ り 好 ま し く は ２ ５ － ５ ０ ％ 、 そ し て 最 も 好 ま し く
は ５ ０ － １ ０ ０ ％ 減 少 さ せ る 。 本 発 明 の 「 阻 害 剤 」 化 合 物 は 、 作 用 薬 、 例 え ば 酢 酸 塩 ま た
は プ ロ ピ オ ン 酸 塩 に よ っ て 誘 導 さ れ る 細 胞 内 応 答 を 、 少 な く と も １ ０ ％ 、 好 ま し く は １ ５
－ ２ ５ ％ 、 よ り 好 ま し く は ２ ５ － ５ ０ ％ 、 そ し て 最 も 好 ま し く は ５ ０ － １ ０ ０ ％ 減 少 さ せ
る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 「 阻 害 剤 」 と 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 意 味 す る 。 本 発 明 の 有 用 な 阻 害 剤 に は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 、 少 な く と も Ｇ Ｐ Ｒ ４
３ を 介 す る シ グ ナ ル 伝 達 に 必 要 と さ れ る 部 分 （ 例 え ば リ ガ ン ド 結 合 部 位 ） に 特 異 的 に 結 合
す る 抗 体 、 ま た は Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 受 容 体 と 共 役 す る シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を ブ ロ ッ ク す る か 、 あ る
い は （ 例 え ば 少 な く と も １ ０ ％ ） 減 少 さ せ る こ と が 可 能 な 化 合 物 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に
限 定 さ れ な い 。 こ の よ う な 阻 害 剤 に は 、 致 死 下 の 用 量 の 百 日 咳 毒 素 、 Ｎ － エ チ ル マ レ イ ミ
ド （ Ｎ Ｅ Ｍ ； Sigma） 、 ジ ブ チ リ ル ｃ Ａ Ｍ Ｐ （ Boehringer Mannheim, Corp.） 、 お よ び Ｈ
－ ８ ９ （ Ｎ － [２ － ((ｐ － ブ ロ モ シ ン ナ ミ ル )ア ミ ノ )エ チ ル ]－ ５ － イ ソ キ ノ リ ン ス ル ホ ン
ア ミ ド － Ｈ Ｃ Ｌ ； Calbiochem） が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 天 然 リ ガ ン ド 」 と は 、 酢 酸 塩 ま た は プ ロ ピ オ ン 酸 塩 と 少 な く と も
等 価 の 様 式 で （ す な わ ち ギ 酸 塩 の 親 和 性 よ り 大 き い 受 容 体 に 対 す る 親 和 性 で （ 酢 酸 塩 ＝ プ
ロ ピ オ ン 酸 塩 ＞ ギ 酸 塩 ） ） 、 受 容 体 と 結 合 す る 、 天 然 に 発 見 さ れ る 、 天 然 に 存 在 す る リ ガ
ン ド を 意 味 す る 。 「 天 然 リ ガ ン ド 」 は 、 天 然 に は 発 見 さ れ ず 、 受 容 体 と 結 合 す る よ う に 操
作 さ れ て い る 改 変 リ ガ ン ド を 意 味 す る の で は な い 。 改 変 リ ガ ン ド は も と も と 、 操 作 後 の 結
合 と 程 度 ま た は 種 類 が 異 な っ て い て 受 容 体 と 結 合 し な か っ た も の で あ る 。 こ の よ う な 改 変
リ ガ ン ド は も は や 天 然 に 存 在 す る の で は な く 、 「 非 天 然 」 で あ り 、 天 然 に 存 在 す る 分 子 に
由 来 す る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 調 節 因 子 」 と は 、 本 発 明 の 受 容 体 の 細 胞 表 面 発 現 を 増 大 ま た は 減
少 さ せ る 化 合 物 、 リ ガ ン ド と 本 発 明 の 受 容 体 の 結 合 を 増 大 ま た は 減 少 さ せ る 化 合 物 、 ま た
は 作 用 薬 の 存 在 ま た は 不 存 在 下 で 、 か つ 受 容 体 の リ ガ ン ド 、 例 え ば 酢 酸 塩 ま た は プ ロ ピ オ
ン 酸 塩 の 存 在 下 で 本 発 明 の 活 性 型 受 容 体 に よ っ て 開 始 さ れ る 細 胞 内 応 答 を 増 大 ま た は 減 少
さ せ る 任 意 化 合 物 を 意 味 す る 。 調 節 因 子 に は 、 本 明 細 書 中 で 定 義 さ れ る 、 作 用 薬 、 拮 抗 薬
、 阻 害 剤 ま た は 逆 作 用 薬 が 含 ま れ る 。 調 節 因 子 は 、 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 抗 体
ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 、 脂 質 、 炭 水 化 物 、 核 酸 、 お よ び 有 機 小 分 子 で あ り 得 る 。 候 補 調
節 因 子 は 天 然 ま た は 合 成 の 化 合 物 で あ っ て よ く 、 こ れ に は 、 例 え ば 合 成 小 分 子 、 動 物 、 植
物 、 細 菌 ま た は 真 菌 細 胞 の 抽 出 物 な ら び に そ の よ う な 細 胞 由 来 の な ら し 培 地 に 含 ま れ る 化
合 物 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 増 大 」 お よ び 「 減 少 」 と は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 受 容 体 に 対 す る リ ガ ン ド
結 合 お よ び ／ ま た は Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を 介 す る 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 の 少 な く と も １ ０ ％ の 変 化 を 意
味 す る 。 結 合 ま た は シ グ ナ ル 伝 達 に お け る 「 増 大 」 ま た は 「 減 少 」 は 、 候 補 調 節 因 子 の 存
在 下 で Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を リ ガ ン ド と 接 触 さ せ る こ と に 応 答 し て 測 定 す る の が 好 ま し く 、 こ の 測
定 で は 、 結 合 ま た は シ グ ナ ル 伝 達 の 変 化 は 候 補 調 節 因 子 不 存 在 下 の 結 合 ま た は シ グ ナ ル 伝
達 と 比 較 さ れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 小 分 子 」 と は 、 ３ ０ ０ ０ ダ ル ト ン よ り 小 さ い 、 好 ま し く は ２
０ ０ ０ ま た は １ ５ ０ ０ ダ ル ト ン よ り 小 さ い 、 さ ら に よ り 好 ま し く は １ ０ ０ ０ ダ ル ト ン よ り
小 さ い 、 そ し て 最 も 好 ま し く は ６ ０ ０ ダ ル ト ン よ り 小 さ い 分 子 量 を 有 す る 化 合 物 を 意 味 す
る 。 「 有 機 小 分 子 」 は 炭 素 を 含 む 小 分 子 で あ る 。
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【 ０ １ １ ４ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 変 化 」 、 「 差 異 」 、 「 増 大 」 ま た は 「 減 少 」 は 、 例 え ば 結 合
ま た は シ グ ナ ル 伝 達 活 性 、 ま た は あ る 物 質 の 量 に 適 用 さ れ 、 結 合 、 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 、 ま
た は 例 え ば 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は リ ガ ン ド の レ ベ ル が 、 特 定 の ア ッ セ イ の 標 準
と 比 較 し て 少 な く と も １ ０ ％ 増 大 ま た は 減 少 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 調 節 不 全 」 と は 、 以 下 の よ う な 試 料 中 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の シ グ ナ
ル 伝 達 活 性 を 意 味 す る ：
ａ ） 特 定 ア ッ セ イ の 測 定 で 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド 、 リ ガ ン ド ま
た は ｍ Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル の 量 が 、 本 明 細 書 中 で 定 義 さ れ る 標 準 と 比 較 し て １ ０ ％ ま た は そ れ 以
上 増 大 ま た は 減 少 し て い る 試 料 ま た は ；
ｂ ） Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ コ ー ド 配 列 中 、 配 列 番 号 １ と 比 較 し て 、 少 な く と も 一 組 の 塩 基 対 変 化 が 検
出 さ れ 、 パ ラ グ ラ フ ａ ） 、 ｃ ） ま た は ｄ ） で 定 義 さ れ る Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ リ ガ ン ド 結 合 ま た は シ
グ ナ ル 伝 達 活 性 の 変 化 を 生 じ る 試 料 ま た は ；
ｃ ） 特 定 ア ッ セ イ の 測 定 で 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ リ ガ ン ド 結 合 活 性 の 量 が 、 本 明 細 書 中 で 定 義 さ れ
る 標 準 と 比 較 し て １ ０ ％ ま た は そ れ 以 上 増 大 ま た は 減 少 し て い る 試 料 ま た は ；
ｄ ） 特 定 ア ッ セ イ の 測 定 で 、 本 明 細 書 中 で 定 義 さ れ る セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー が 、 本 明 細
書 中 で 定 義 さ れ る 標 準 と 比 較 し て １ ０ ％ ま た は そ れ 以 上 増 大 ま た は 減 少 し て い る 試 料 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 Ｓ Ｃ Ｆ Ａ と Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 を 許 容 す る 条 件 」
と は 、 Ｓ Ｃ Ｆ Ａ （ 例 え ば 酢 酸 塩 ま た は プ ロ ピ オ ン 酸 塩 ） が Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ と 結 合 す る 際 の 温 度
、 塩 濃 度 、 ｐ Ｈ お よ び タ ン パ ク 質 濃 度 等 の 条 件 を 意 味 す る 。 正 確 な 結 合 条 件 は 、 ア ッ セ イ
が 生 細 胞 を 用 い る の か 、 ま た は 細 胞 の 膜 画 分 の み を 用 い る の か 等 の ア ッ セ イ の 性 質 に 応 じ
て 変 化 し 得 る 。 し か し Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ は 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 で あ る か ら 、 好 ま し い 条 件 は 一 般
に 、 生 理 的 塩 （ ９ ０ ｍ Ｍ ） お よ び 生 理 的 ｐ Ｈ （ 約 ７ ． ０ か ら ８ ． ０ ） を 含 む だ ろ う 。 結 合
温 度 は １ ５ ℃ か ら ３ ７ ℃ ま で 変 化 さ せ る こ と が で き る が 、 好 ま し く は 室 温 か ら 約 ３ ０ ℃ の
温 度 で あ ろ う 。 結 合 反 応 中 の Ｓ Ｃ Ｆ Ａ の 濃 度 も ま た 変 化 さ せ る こ と が で き る が 、 好 ま し く
は 約 １ μ Ｍ （ 例 え ば 放 射 性 標 識 さ れ た ト レ ー サ Ｓ Ｃ Ｆ Ａ 、 例 え ば プ ロ ピ オ ン 酸 塩 を 用 い る
反 応 中 、 一 般 に 、 Ｓ Ｃ Ｆ Ａ 濃 度 が Ｋ ｄ よ り 低 い ） か ら １ ０ ｍ Ｍ （ 例 え ば 競 合 因 子 と し て の
プ ロ ピ オ ン 酸 塩 ） で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 試 料 」 と は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 結 合 ま た は Ｇ
Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 調 節 す る 物 質 ま た は 調 節 因 子 化 合 物 の 存 在 に
関 す る 試 験 の 対 象 で あ る 分 子 の ソ ー ス を 意 味 す る 。 試 料 は 、 環 境 試 料 、 動 物 、 植 物 、 酵 母
ま た は 細 菌 細 胞 ま た は 組 織 の 天 然 抽 出 物 、 臨 床 試 料 、 合 成 試 料 、 ま た は 組 換 え 細 胞 ま た は
発 酵 プ ロ セ ス 由 来 の 条 件 培 地 で あ っ て も よ い 。 用 語 「 組 織 試 料 」 と は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ
プ チ ド 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ リ ガ ン ド ま た は Ｇ Ｐ Ｒ ４
３ ポ リ ペ プ チ ド の リ ガ ン ド 結 合 ま た は 活 性 を 修 飾 す る 物 質 ま た は 化 合 物 の 存 在 、 量 、 質 ま
た は 活 性 に 関 し て 試 験 を 受 け る 組 織 を 意 味 す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 組 織 」 は 、 器 官 内 で 特 定 機 能 を 行 う 細 胞 の 集 合 体 で あ る 。 本 明 細
書 中 で 用 い る 用 語 「 組 織 」 と は 、 特 定 の 生 理 的 領 域 由 来 の 細 胞 性 物 質 を 意 味 す る 。 特 定 組
織 の 細 胞 は い く つ か の 異 な る 細 胞 タ イ プ を 含 み 得 る 。 こ の 非 限 定 的 な 例 と し て は 、 脳 組 織
が 挙 げ ら れ よ う 。 脳 組 織 は 、 毛 細 内 皮 細 胞 お よ び 血 球 細 胞 、 特 定 の 組 織 セ ク シ ョ ン ま た は
試 料 中 に 含 ま れ る す べ て の も の に 加 え て 、 さ ら に ニ ュ ー ロ ン お よ び グ リ ア 細 胞 を 含 む 。 ま
た 固 形 組 織 に 加 え て 、 用 語 「 組 織 」 は 非 固 形 組 織 、 例 え ば 血 液 を 含 む も の と す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 膜 画 分 」 と は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 細 胞 性 脂 質 膜
の 調 製 物 を 意 味 す る 。 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る よ う に 、 「 膜 画 分 」 は 細 胞 性 ホ モ ジ ネ ー ト
と 区 別 さ れ 、 非 膜 結 合 細 胞 性 成 分 が 少 な く と も 部 分 的 に （ す な わ ち 少 な く と も １ ０ ％ 、 好
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ま し く は そ れ 以 上 ） 除 去 さ れ て い る 。 用 語 「 膜 結 合 」 と は 、 脂 質 膜 に 組 み 込 ま れ て い る か
、 あ る い は 脂 質 膜 に 組 み 込 ま れ て い る 成 分 と 物 理 的 に 結 合 し て い る 細 胞 性 成 分 を 意 味 す る
。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー ア ッ セ イ 」 は 、 以 下 を 測 定 す る 工 程 を 含
む の が 好 ま し い ： グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド の 結 合 ま た は 交 換 、 ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 、 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 （ 群 ） ま た は チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ （ 群 ） 、 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ 活
性 、 ま た は レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 発 現 ま た は エ ク オ リ ン に 基 づ く ア ッ セ イ 。 こ の 測 定 は 当 技 術
分 野 に 既 知 で 、 か つ 本 明 細 書 中 で 定 義 さ れ る 方 法 に し た が う 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 」 と は 、 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 の
活 性 化 に よ っ て 生 産 さ れ る か 、 ま た は 濃 度 の 変 化 が 引 き 起 こ さ れ 、 こ の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 由 来 の シ
グ ナ ル 伝 達 に 関 与 す る 分 子 を 意 味 す る 。 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー の 非 限 定 的 な 例 に 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 放 出 、 イ ノ シ ト ー
ル 三 リ ン 酸 お よ び 細 胞 内 カ ル シ ウ ム が 含 ま れ る 。 用 語 「 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー の レ ベ ル
の 変 化 」 と は 、 候 補 調 節 因 子 の 不 存 在 下 で 行 わ れ る ア ッ セ イ で 検 出 さ れ る 量 と 比 較 し て 、
特 定 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー の 検 出 レ ベ ル が 少 な く と も １ ０ ％ 増 大 ま た は 減 少 す る こ と を
意 味 す る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 エ ク オ リ ン に 基 づ く ア ッ セ イ 」 と は 、 活 性 化 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ
て 誘 導 さ れ る 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 流 動 を 測 定 す る 、 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 活 性 に つ い て の ア ッ セ イ を 意 味
し 、 こ の ア ッ セ イ で は 、 細 胞 内 で 発 現 さ れ る エ ク オ リ ン の 発 光 に よ っ て 細 胞 内 カ ル シ ウ ム
流 動 が 測 定 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 結 合 」 と は 、 リ ガ ン ド （ 例 え ば プ ロ ピ オ ン 酸 塩 の よ う な Ｓ Ｃ
Ｆ Ａ ま た は 抗 体 ） と 受 容 体 （ 例 え ば Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ） の 物 理 的 会 合 を 意 味 す る 。 本 明 細 書 中 で
用 い ら れ る よ う に 、 結 合 が １ ｍ Ｍ よ り 小 さ い 、 一 般 に １ ｍ Ｍ か ら １ ０ ｎ Ｍ の 範 囲 の Ｅ Ｃ ５

０ ま た は Ｋ ｄ で 生 じ る 場 合 、 こ の 結 合 は 「 特 異 的 」 で あ る 。 例 え ば Ｅ Ｃ ５ ０ ま た は Ｋ ｄ が
１ ｍ Ｍ 、 ５ ０ ０ μ Ｍ 、 １ ０ ０ μ Ｍ 、 １ ０ μ Ｍ 、 ９ ． ５ μ Ｍ 、 ９ μ Ｍ 、 ８ ． ５ μ Ｍ 、 ８ μ Ｍ
、 ７ ． ５ μ Ｍ 、 ７ μ Ｍ 、 ６ ． ５ μ Ｍ 、 ６ μ Ｍ 、 ５ ． ５ μ Ｍ 、 ５ μ Ｍ 、 ４ ． ５ μ Ｍ 、 ４ μ Ｍ
、 ３ ． ５ μ Ｍ 、 ３ μ Ｍ 、 ２ ． ５ μ Ｍ 、 ２ μ Ｍ 、 １ ． ５ μ Ｍ 、 １ μ Ｍ 、 ７ ５ ０ ｎ Ｍ 、 ５ ０ ０
ｎ Ｍ 、 ２ ５ ０ ｎ Ｍ ま た は １ ０ ０ ｎ Ｍ ま た は そ れ 以 下 で あ る 場 合 、 結 合 は 特 異 的 で あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 Ｅ Ｃ ５ ０ 」 と は 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 ま た は 他 の リ ガ ン ド の 結 合
お よ び Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 活 性 を 含 む 特 定 の 活 性 が 、 化 合 物 不 存 在 下 で 同 一
ア ッ セ イ を 用 い て 測 定 可 能 な Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 に 関 す る 最 大 値 の ５ ０ ％ で あ る 化 合 物 の 濃 度
を 意 味 す る 。 言 い 換 え れ ば 、 「 Ｅ Ｃ ５ ０ 」 と は 、 １ ０ ０ ％ 活 性 化 が 、 さ ら に 作 用 薬 を 添 加
し て も 増 大 し な い 活 性 量 で 設 定 さ れ る 場 合 に は 、 ５ ０ ％ 活 性 化 を 示 す 化 合 物 の 濃 度 で あ る
。 例 え ば プ ロ ピ オ ン 酸 塩 ア ナ ロ グ の 「 Ｅ Ｃ ５ ０ 」 は 、 ア ッ セ イ で 用 い ら れ る ア ナ ロ グ の 独
自 性 に 応 じ て 変 化 し 得 る こ と に 注 意 す べ き で あ る 。 例 え ば プ ロ ピ オ ン 酸 塩 ア ナ ロ グ は プ ロ
ピ オ ン 酸 塩 よ り 高 い か 、 よ り 低 い か 、 あ る い は 同 一 の Ｅ Ｃ ５ ０ 値 を 有 し 得 る 。 し た が っ て
、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 ア ナ ロ グ が プ ロ ピ オ ン 酸 塩 と 異 な っ て い る 場 合 に は 、 当 業 者 は 従 来 の 方
法 に し た が っ て そ の ア ナ ロ グ に 関 す る Ｅ Ｃ ５ ０ を 決 定 す る こ と が で き る 。 特 定 の Ｓ Ｃ Ｆ Ａ
の Ｅ Ｃ ５ ０ は 、 少 な く と も Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 応 答 が 飽 和 す る か 、 あ る い は 最 大 ま で 増 大 さ せ る Ｓ
Ｃ Ｆ Ａ 用 量 の 存 在 下 で 、 固 定 量 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 に 関 す る ア ッ セ イ を 実 行
し 、 次 い で 測 定 さ れ た Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 を Ｓ Ｃ Ｆ Ａ 濃 度 に 対 し て プ ロ ッ ト す る こ と に よ っ て
測 定 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 飽 和 」 と は 、 リ ガ ン ド 濃 度 を さ ら に 増 加 し て も リ ガ ン ド の 結
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合 ま た は Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 特 異 的 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 が 増 大 し な い プ ロ ピ オ ン 酸 塩 ま た は 他 の リ ガ
ン ド の 濃 度 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 Ｉ Ｃ ５ ０ 」 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 受 容 体 の 最 大 活 性 を ５ ０ ％ 減 少 さ
せ る 拮 抗 薬 ま た は 逆 作 用 薬 の 濃 度 で あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 Ｌ Ｄ ５ ０ 」 と は 、 投 与 対 象 の ５ ０ ％ を 死 滅 さ せ る の に 必 要 な
個 々 の 物 質 の 用 量 を 意 味 す る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 結 合 の 減 少 」 と は 、 既 知 ま た は 推 定 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 調 節 因 子 を
用 い る 特 定 の ア ッ セ イ で 検 出 さ れ る リ ガ ン ド 結 合 量 が 、 そ の 既 知 ま た は 推 定 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３
調 節 因 子 を 欠 い て い る ア ッ セ イ で 検 出 さ れ る 結 合 と 比 較 し て 少 な く と も １ ０ ％ 減 少 す る こ
と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 供 給 す る （ derivering） 」 と は 、 薬 物 ま た は 物 質 に 関 し て 用
い ら れ る 場 合 、 ア ッ セ イ 混 合 物 ま た は 培 養 細 胞 に 薬 物 ま た は 物 質 を 添 加 す る こ と を 意 味 す
る 。 こ の 用 語 は ま た 、 動 物 へ の 薬 物 ま た は 物 質 の 投 与 を 意 味 す る 。 こ の よ う な 投 与 は 、 例
え ば （ 例 え ば 滅 菌 食 塩 水 ま た は 水 中 で の 適 当 な 担 体 ） 注 射 ま た は 吸 入 、 ま た は 経 口 、 経 皮
、 直 腸 内 、 膣 内 、 ま た は 他 の 一 般 的 薬 物 投 与 経 路 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 標 準 」 と は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 ま
た は 障 害 を 患 わ な い 個 体 か ら 採 取 さ れ る 試 料 を 意 味 す る 。 「 標 準 」 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ｍ Ｒ Ｎ
Ａ ま た は ポ リ ペ プ チ ド レ ベ ル お よ び 性 質 （ す な わ ち 突 然 変 異 型 対 野 生 型 ） の 比 較 、 な ら び
に Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 の 比 較 に 関 す る 基 準 と し て 用 い ら れ る 。 「 標 準 」 は ま た 、 参 照 配 列 、 例
え ば 配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 ２ を 包 含 す る 。 核 酸 配 列 ま た は そ れ が コ ー ド す る ポ リ ペ プ
チ ド が こ れ ら の 配 列 と 比 較 さ れ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 増 幅 」 と は 、 核 酸 配 列 に 適 用 さ れ る 場 合 、 鋳 型 の 核 酸 か ら １
つ ま た は そ れ 以 上 の コ ピ ー の 核 酸 配 列 が 生 産 さ れ る プ ロ セ ス を 意 味 す る 。 好 ま し い 「 増 幅
」 方 法 は Ｐ Ｃ Ｒ ま た は Ｒ Ｔ ／ Ｐ Ｃ Ｒ で あ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 」 ま た は 「 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 」 と は 、 ７ つ の
ア ル フ ァ ら せ ん 状 膜 貫 通 ド メ イ ン を 有 す る 膜 結 合 ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 機 能 的 Ｇ Ｐ Ｃ
Ｒ は リ ガ ン ド ま た は 作 用 薬 と 会 合 し 、 さ ら に Ｇ タ ン パ ク 質 と 会 合 し て 、 こ れ を 活 性 化 す る
。 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ は Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 抗 体 」 は 、 通 常 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 、 な ら び に 対 象 ポ リ ペ
プ チ ド の １ つ と 特 異 的 に 反 応 す る そ の 断 片 で あ る 。 抗 体 は 従 来 の 技 術 を 用 い て 断 片 化 す る
こ と が で き る 。 当 該 断 片 は 、 完 全 長 抗 体 に 関 し て 本 明 細 書 中 以 下 に 記 載 さ れ る 方 法 と 同 様
の 方 法 で 、 そ の 有 用 性 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 抗 体 を ペ プ シ ン で 処
理 し て Ｆ (ａ ｂ )２ 断 片 を 作 成 す る こ と が で き る 。 得 ら れ た Ｆ (ａ ｂ )２ 断 片 を 処 理 し て ジ ス
ル フ ィ ド 架 橋 を 還 元 し 、 Ｆ ａ ｂ 断 片 を 作 成 で き る 。 本 発 明 の 抗 体 は さ ら に 、 二 重 特 異 性 、
単 一 鎖 、 お よ び キ メ ラ お よ び ヒ ト 化 分 子 で あ っ て 、 こ の 抗 体 の 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｄ Ｒ 領
域 に よ っ て 付 与 さ れ る 、 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 親 和 性 を 有 す る 分 子 を 含 む も の と す る 。 好
ま し い 態 様 で は 、 抗 体 は さ ら に 、 自 身 に 結 合 し て い る 検 出 可 能 な 標 識 を 含 む （ 例 え ば 標 識
は 放 射 性 同 位 体 、 蛍 光 化 合 物 、 化 学 発 光 化 合 物 、 酵 素 、 ま た は 酵 素 補 因 子 で あ っ て よ い ）
。 抗 体 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び そ の 超 可 変 部 分 （ Ｆ Ａ Ｂ 、 Ｆ Ａ Ｂ "
、 等 ） 、 な ら び に 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 本 発 明 の さ ら な る 側 面 で あ る 。 該 側 面 は
、 好 ま し く は 本 明 細 書 中 以 下 に 記 載 さ れ る よ う な 、 特 定 の 疾 患 の 診 断 お よ び モ ニ タ リ ン グ
分 野 で 具 体 的 な 産 業 的 適 用 を 見 出 す も の で あ る 。
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【 ０ １ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 阻 害 剤 に は 、 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 抗 体 の
超 可 変 部 分 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 」 と は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 細 胞
が 人 為 的 介 入 、 例 え ば 当 技 術 分 野 に 周 知 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 技 術 に よ っ て 導 入 さ れ た 異
種 の 核 酸 を 含 有 す る 、 任 意 の 動 物 、 好 ま し く は 非 ヒ ト 哺 乳 類 、 鳥 類 、 魚 類 ま た は 両 生 類 を
意 味 す る 。 前 記 核 酸 は 、 直 接 ま た は 間 接 的 に 、 細 胞 前 駆 体 へ の 導 入 に よ っ て 、 慎 重 な 遺 伝
子 操 作 、 例 え ば マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 、 ま た は 組 換 え ウ イ ル ス を 用 い る 感 染
に よ っ て 細 胞 内 に 導 入 さ れ る 。 用 語 「 遺 伝 子 操 作 」 に は 、 典 型 的 な 交 雑 育 種 ま た は イ ン ビ
ト ロ 受 精 は 含 ま れ ず 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 導 入 を 指 す 。 こ の 分 子 は 染 色 体 内 に 組 み 込 ま せ
る こ と が で き 、 あ る い は 染 色 体 外 複 製 Ｄ Ｎ Ａ と す る こ と も で き る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 の 典
型 的 な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 で は 、 導 入 遺 伝 子 に よ り 細 胞 は １ 対 象 ポ リ ペ プ チ ド の 組 換
え 型 、 例 え ば 作 用 薬 型 ま た は 拮 抗 薬 型 を 発 現 す る 。 し か し 、 例 え ば 以 下 に 記 載 の Ｆ Ｌ Ｐ ま
た は Ｃ Ｒ Ｅ リ コ ン ビ ナ ー ゼ 依 存 性 コ ン ス ト ラ ク ト の よ う に 、 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 も ま た 考 慮 さ れ る 。 さ ら に ま た 、 「 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物
」 に は 、 人 為 的 介 入 、 例 え ば 組 換 え 技 術 お よ び ア ン チ セ ン ス 技 術 の 両 者 に よ っ て 、 １ つ ま
た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の 遺 伝 子 破 壊 が 生 じ て い る 組 換 え 動 物 が 含 ま れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ １ ３ ６ 】
　 本 発 明 は 、 短 鎖 脂 肪 酸 が オ ー フ ァ ン Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 天 然 リ ガ ン ド
で あ る と い う 発 見 お よ び 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お い て 受 容 体 に 対 す る こ の リ ガ ン ド の
結 合 を 用 い る 方 法 に 基 づ く も の で あ る 。 既 知 の リ ガ ン ド お よ び そ の 受 容 体 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ と の
相 互 作 用 は ま た 、 受 容 体 活 性 の 調 節 不 全 が 関 与 す る 症 状 の 診 断 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た
、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ お よ び 相 同 配 列 、 そ の 対 応 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド お よ び ／ ま た は こ 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 で あ っ て 、 こ の 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド お よ び
／ ま た は そ の 対 応 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 作 用 薬 、 拮 抗 薬 お よ び 逆 作 用 薬 化 合 物 を 同 定 す
る た め の キ ッ ト に 関 す る 。 こ の よ う な キ ッ ト は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 に 関 連 す る 疾 患 お よ び 障
害 の 診 断 、 予 防 お よ び ／ ま た は 処 置 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 方 法 に し た が っ て 同 定 さ れ る 、 こ の 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド お よ び
そ の 対 応 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 新 規 作 用 薬 、 拮 抗 薬 お よ び 逆 作 用 薬 化 合 物 に 関 す る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 引 用 さ れ る す べ て の 参 考 文 献 は 、 引 用 に よ り そ の 全 開 示 内 容 が 本 明 細 書 中
に 包 含 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】

　 本 発 明 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） お よ び ア ミ ノ 酸 配
列 （ 配 列 番 号 ２ ） に 関 す る （ 図 １ に 示 す ） 。 本 発 明 は ま た 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を コ ー ド す る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 と 相 同 な 配 列 に 関 す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】

　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ は 主 に 好 中 球 で 発 現 さ れ 、 よ り 低 い 程 度 に は 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 Ｔ リ
ン パ 球 、 な ら び に 脾 臓 お よ び 骨 髄 で 発 現 さ れ て い る 。 そ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ は ま た 、 好 酸 球 お よ び
肥 満 細 胞 で 弱 く 検 出 さ れ る 。 そ の 発 現 は 、 サ イ ト カ イ ン お よ び Ｌ Ｐ Ｓ 刺 激 に よ っ て 高 め ら
れ 、 こ れ に よ り 白 血 球 分 化 お よ び 活 性 化 に 役 割 を 果 た す 可 能 性 が 示 唆 さ れ る （ Senga et a
l.,2002） 。
【 ０ １ ４ １ 】

　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 任 意 の 配 列 に 関 す る 配 列 同 一 性 は 、 い ず れ か １ つ ま た は そ れ 以 上 の
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配 列 を 別 の 配 列 と シ ン プ ル に 「 肉 眼 」 比 較 （ す な わ ち 厳 密 に 比 較 ） し 、 こ の 別 の 配 列 が こ
の 配 列 （ 群 ） に 対 し て 、 例 え ば 、 少 な く と も ８ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る か 否 か を 確 か め
る こ と に よ っ て 決 定 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 相 対 的 配 列 同 一 性 は ま た 、 任 意 の 適 当 な 同 一 性 測 定 用 ア ル ゴ リ ズ ム を 、 例 え ば デ フ ォ ル
ト パ ラ メ ー タ を 用 い て 使 用 し 、 ２ つ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 間 の ％ 同 一 性 を 算 出 可 能 な 市 販
の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な コ ン ピ ュ ー タ プ ロ
グ ラ ム の 典 型 的 な 例 は CLUSTALで あ る 。 ２ 配 列 間 の 同 一 性 お よ び 類 似 性 を 測 定 す る 他 の コ
ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム 方 法 に は 、 GCGプ ロ グ ラ ム パ ッ ケ ー ジ （ Devereux et al(1984) Nucl
eicAcids Research 12: 387） お よ び FASTA（ Atschul et al(1990)J Molec Biol 403-410
） が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 ％ 相 同 性 は 近 接 す る 配 列 に わ た っ て 計 算 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 １ 配 列 が 他 の 配
列 と ア ラ イ メ ン ト さ れ 、 １ 配 列 内 の 各 ア ミ ノ 酸 が 他 の 配 列 内 の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 と １ 残 基
ず つ 直 接 比 較 さ れ る 。 こ れ は 「 ギ ャ ッ プ の な い 」 ア ラ イ メ ン ト と 称 さ れ る 。 典 型 的 に ギ ャ
ッ プ の な い ア ラ イ メ ン ト は 比 較 的 少 数 の 残 基 に わ た っ て の み 行 わ れ る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 こ の 方 法 は 非 常 に シ ン プ ル で 一 貫 性 の あ る 方 法 で あ る が 、 こ の 方 法 で は 、 例 え ば 別 の 同
一 対 の 配 列 に お い て 、 １ 挿 入 ま た は 欠 失 が あ れ ば 、 そ れ 以 降 の ア ミ ノ 酸 残 基 が ア ラ イ メ ン
ト か ら 排 除 さ れ る た め 、 広 範 囲 の ア ラ イ メ ン ト が 行 わ れ る 場 合 に は ％ 相 同 性 が 大 き く 減 少
す る 可 能 性 が あ る こ と を 考 慮 し て い な い 。 し た が っ て 、 ほ と ん ど の 配 列 比 較 方 法 は 、 全 体
の 相 同 性 ス コ ア を 不 当 に 不 利 に す る こ と な く 、 挿 入 お よ び 欠 失 の 可 能 性 を 考 慮 す る 最 適 な
ア ラ イ メ ン ト を 実 行 す る よ う に 設 計 さ れ て い る 。 こ れ は 局 所 相 同 性 を 最 大 に す る よ う に 、
配 列 ア ラ イ メ ン ト に 「 ギ ャ ッ プ 」 を 挿 入 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 一 方 、 こ れ ら の よ り 複 雑 な 方 法 で は 、 ア ラ イ メ ン ト 中 に 生 じ る 各 ギ ャ ッ プ に 「 ギ ャ ッ プ
ペ ナ ル テ ィ 」 を 割 り 当 て 、 同 数 の 同 一 ア ミ ノ 酸 に 関 し て 、 可 能 な 限 り 少 な い ギ ャ ッ プ し か
含 ま な い 配 列 ア ラ イ メ ン ト － こ れ は ２ 比 較 配 列 間 の よ り 高 い 関 連 性 を 反 映 す る － が 多 数 の
ギ ャ ッ プ を 含 む ア ラ イ メ ン ト よ り 高 い ス コ ア を 達 成 す る 。 ギ ャ ッ プ の 存 在 に 対 し て 相 対 的
に 高 い コ ス ト を 課 し 、 こ の ギ ャ ッ プ 内 の 以 後 の 各 残 基 に 対 し て は 比 較 的 低 い ペ ナ ル テ ィ を
課 す る 「 ア フ ィ ン ギ ャ ッ プ コ ス ト （ Affinegapcosts） 」 が 典 型 的 に 用 い ら れ る 。 こ れ が 最
も 一 般 的 に 用 い ら れ る ギ ャ ッ プ ス コ ア 系 で あ る 。 高 い ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ ー は 当 然 、 よ り
少 な い ギ ャ ッ プ し か 有 さ な い 最 適 化 さ れ た ア ラ イ メ ン ト を 生 じ さ せ る 。 ほ と ん ど の ア ラ イ
メ ン ト プ ロ グ ラ ム は ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ ー の 修 正 を 可 能 に し て い る 。 し か し 、 こ の よ う な
ソ フ ト ウ ェ ア を 配 列 比 較 の た め に 用 い る 場 合 、 デ フ ォ ル ト 値 を 用 い る の が 好 ま し い 。 例 え
ば 、 GCGWisconsinBestfitパ ッ ケ ー ジ を 用 い る 場 合 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 す る デ フ ォ ル ト ギ
ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ ー は 、 ギ ャ ッ プ に 対 し て － １ ２ で あ り 、 各 延 長 残 基 に 対 し て － ４ で あ る
。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 し た が っ て 最 大 ％ 相 同 性 の 計 算 は 、 第 一 に 、 ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ ー を 考 慮 す る 最 適 ア ラ
イ メ ン ト の 作 成 を 必 要 と す る 。 こ の よ う な ア ラ イ メ ン ト を 実 行 す る の に 適 当 な コ ン ピ ュ ー
タ プ ロ グ ラ ム は 、 GCG Wisconsin Bestfitパ ッ ケ ー ジ （ University of Wisconsin, U. S. 
A.; Devereuxら  (1984)Nucleic Acids Research 12: 387） で あ る 。 配 列 比 較 を 実 行 可 能
な 他 の ソ フ ト ウ ェ ア の 例 に は 、 BLASTパ ッ ケ ー ジ （ Ausubel et al (1995) Short Protocol
s in Molecular Biology, 3rd Edition, John Wiley & Sons） 、 FASTA（ Atschul et al (
1990) J. Mol. Biol., 403-410） お よ び GENEWORKS比 較 ツ ー ル パ ッ ケ ー ジ が 含 ま れ る が 、
こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 BLASTお よ び FASTAは オ フ ラ イ ン お よ び オ ン ラ イ ン 検 索 に よ っ て 入
手 可 能 で あ る （ Ausubel et al (1999) Short Protocols in Molecular Biology, 3rd Edi
tion, John Wiley & Sons, ペ ー ジ 7－ 58か ら 7－ 60） 。
【 ０ １ ４ ７ 】
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　 最 終 ％ 相 同 性 は 同 一 性 の 観 点 か ら 測 定 す る こ と が で き る が 、 ア ラ イ メ ン ト プ ロ セ ス そ の
も の は 典 型 的 に 全 か 無 か の 対 比 較 に 基 づ く も の で は な い 。 そ の 代 わ り に 、 化 学 類 似 性 ま た
は 進 化 距 離 に 基 づ く 各 対 ご と の 比 較 に ス コ ア を 割 り 当 て る 、 ス ケ ー ル 化 さ れ た 類 似 性 ス コ
ア マ ト リ ク ス が 一 般 に 用 い ら れ る 。 こ の よ う な 一 般 に 用 い ら れ る マ ト リ ク ス の 例 は 、 BLOS
UM62マ ト リ ク ス （ BLASTプ ロ グ ラ ム パ ッ ケ ー ジ の デ フ ォ ル ト マ ト リ ク ス ） で あ る 。 GCGWisc
onsinプ ロ グ ラ ム は 一 般 に 、 公 開 さ れ て い る デ フ ォ ル ト 値 ま た は 、 提 供 さ れ て い れ ば 、 カ
ス タ ム の シ ン ボ ル 比 較 テ ー ブ ル を 用 い る 。 GCGパ ッ ケ ー ジ に つ い て は 公 開 さ れ て い る デ フ
ォ ル ト 値 、 ま た は 他 の ソ フ ト ウ ェ ア で は デ フ ォ ル ト マ ト リ ク ス 、 例 え ば BLOSUM62を 使 用 す
る の が 好 ま し い 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 BLASTア ル ゴ リ ズ ム は パ ラ メ ー タ を デ フ ォ ル ト 値 に 設 定 し て 用 い る の が 有 益 で あ る 。 BLA
STア ル ゴ リ ズ ム は http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/blast_help.htmlに 詳 細 に 記 載 さ れ 、
こ れ は 引 用 に よ り 本 明 細 書 中 に 包 含 さ れ る 。 検 索 パ ラ メ ー タ は 以 下 の よ う に 定 義 さ れ て お
り 、 こ れ ら は 規 定 の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ に 設 定 す る の が 有 益 で あ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 「 実 質 的 同 一 性 」 と は 、 BLASTに よ っ て 評 価 さ れ る 場 合 、 少 な く と も 約 ７ 、 好 ま し く は
９ 、 そ し て 最 も 好 ま し く は １ ０ ま た は そ れ 以 上 の EXPECT値 と 一 致 す る 配 列 と 同 じ で あ る 。
BLAST検 索 の EXPECTに 関 す る デ フ ォ ル ト の 閾 値 は 通 常 １ ０ で あ る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 BLAST（ Basic Local Alignment Search Tool） は 、 プ ロ グ ラ ム blastp、  blastn、  blas
tx, tblastn、 お よ び tblastxに よ っ て 用 い ら れ る 発 見 的 検 索 ア ル ゴ リ ズ ム で あ る 。 こ れ ら
の プ ロ グ ラ ム は そ の 有 意 性 を Karlinお よ び Altschulの 統 計 的 方 法 （ Karlinお よ び Altschul
 (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 2264-68;　 Karlinお よ び Altschul (1993) Pro
c. Natl. Acad. Sci. USA90: 5873-7; http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/blast_help.html
を 参 照 ） を ２ 、 ３ 強 化 し て 用 い る 調 査 結 果 に 帰 す る 。 BLASTプ ロ グ ラ ム は 配 列 類 似 性 検 索
用 に 、 例 え ば ク エ リ ー 配 列 に 対 す る 相 同 体 を 同 定 す る よ う に 調 整 さ れ て い る 。 配 列 デ ー タ
ベ ー ス の 類 似 性 検 索 に お け る 基 本 的 問 題 の 議 論 に 関 し て は 、 Altschulら  (1994) Nature G
enetics 6: 119-129を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 http://www.ncbi.nlm.nih.govで 入 手 可 能 な ５ つ の BLASTプ ロ グ ラ ム は 以 下 の タ ス ク を 実
行 す る ： blastp－ ア ミ ノ 酸 ク エ リ ー 配 列 を タ ン パ ク 質 配 列 デ ー タ ベ ー ス と 比 較 す る ； blas
tn－ ヌ ク レ オ チ ド ク エ リ ー 配 列 を ヌ ク レ オ チ ド 配 列 デ ー タ ベ ー ス と 比 較 す る ； blastx－ ヌ
ク レ オ チ ド ク エ リ ー 配 列 （ 両 鎖 ） の ６ フ レ ー ム 概 念 翻 訳 産 物 を タ ン パ ク 質 配 列 デ ー タ ベ ー
ス と 比 較 す る ； tblastn－ タ ン パ ク 質 ク エ リ ー 配 列 を 、 全 ６ リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ 両 鎖
） で 動 的 に 翻 訳 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 デ ー タ ベ ー ス と 比 較 す る ； tblastx－ ヌ ク レ オ チ
ド ク エ リ ー 配 列 の ６ フ レ ー ム 翻 訳 物 を ヌ ク レ オ チ ド 配 列 デ ー タ ベ ー ス の ６ フ レ ー ム 翻 訳 物
と 比 較 す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 BLASTは 以 下 の 検 索 パ ラ メ ー タ を 用 い る ：
　 HISTOGRAM－ 各 検 索 ス コ ア に 関 す る ヒ ス ト グ ラ ム を 表 示 す る ； デ フ ォ ル ト は イ エ ス で あ
る （ BLASTマ ニ ュ ア ル の パ ラ メ ー タ Ｈ を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 DESCRIPTIONS－ 一 致 配 列 に つ い て 報 告 さ れ る 簡 単 な 記 述 （ description） の 数 を 特 定 数
に 制 限 す る ； デ フ ォ ル ト 制 限 値 は １ ０ ０ 記 述 （ description） で あ る 。 （ マ ニ ュ ア ル ペ ー
ジ の パ ラ メ ー タ Ｖ を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 EXPECT－ デ ー タ ベ ー ス 配 列 と の 一 致 の 報 告 に 関 す る 統 計 的 有 意 さ の 閾 値 ； デ フ ォ ル ト 値
は １ ０ で あ り 、 Karlinお よ び Altschul (1990)の 確 率 論 的 モ デ ル に し た が え ば 、 １ ０ 一 致
は た だ 偶 然 に の み 観 察 さ れ る と 予 想 さ れ る 。 一 致 の 統 計 的 有 意 さ が EXPECT閾 値 よ り 大 き い
場 合 、 一 致 は 報 告 さ れ な い 。 EXPECT閾 値 が 低 い ほ ど 、 よ り ス ト リ ン ジ ェ ン ト で あ り 、 一 致
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が 報 告 さ れ る 機 会 が よ り 少 な く な る 。 分 数 値 も 許 容 さ れ る 。 （ BLASTマ ニ ュ ア ル の パ ラ メ
ー タ Ｅ を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 CUTOFF－ 高 ス コ ア 断 片 対 の 報 告 に 関 す る カ ッ ト オ フ ス コ ア 。 デ フ ォ ル ト 値 は  EXPECT値
か ら 算 出 さ れ る （ 上 記 を 参 照 の こ と ） 。 HSPが デ ー タ ベ ー ス 配 列 に 関 し て 報 告 さ れ る の は
、 そ の 統 計 的 有 意 さ が 、 CUTOFF値 と 等 し い ス コ ア を 有 す る 単 一 の HSPの 有 意 さ と 少 な く と
も 等 し い 高 さ で あ る 場 合 に の み で あ る 。 CUTOFF値 が 高 い ほ ど 、 よ り ス ト リ ン ジ ェ ン ト で あ
り 、 一 致 が 報 告 さ れ る 機 会 が よ り 少 な く な る 。 （ BLASTマ ニ ュ ア ル の パ ラ メ ー タ Ｓ を 参 照
の こ と ） 。 典 型 的 に は 、 有 意 さ の 閾 値 は EXPECTを 用 い て 比 較 的 感 覚 的 に 管 理 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 ALIGNMENTS－ 高 ス コ ア 断 片 対 （ HSP） 報 告 の 対 象 で あ る デ ー タ ベ ー ス 配 列 を 特 定 数 に 制
限 す る ； デ フ ォ ル ト 制 限 値 は ５ ０ で あ る 。 こ の 値 よ り 多 数 の デ ー タ ベ ー ス 配 列 が 報 告 に 関
す る 統 計 的 有 意 さ の 閾 値 を 満 た す 場 合 （ 本 明 細 書 中 の EXPECTお よ び CUTOFFを 参 照 の こ と ）
、 高 い 統 計 的 有 意 さ を 示 す 一 致 の み が 報 告 さ れ る 。 （ BLASTマ ニ ュ ア ル の パ ラ メ ー タ Ｂ を
参 照 の こ と ） 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 MATRIX－ BLASTP、 BLASTX、 TBLASTNお よ び TBLASTXに 関 し て 代 替 の ス コ ア リ ン グ マ ト リ ク
ス を 特 定 す る 。 デ フ ォ ル ト マ ト リ ク ス は BLOSUM62で あ る （ Henikoff & Henikoff,1992） 。
有 効 な 代 替 の 選 択 に は 、 PAM40、 PAM120、 PAM250お よ び IDENTITYが 含 ま れ る 。 BLASTNに つ
い て は 利 用 可 能 な 代 替 の ス コ ア リ ン グ マ ト リ ク ス が な い ； BLASTNリ ク エ ス ト に MATRIXコ マ
ン ド を 特 定 す る と 、 エ ラ ー 応 答 が 返 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 STRAND－ TBLASTN検 索 を デ ー タ ベ ー ス 配 列 の ト ッ プ 鎖 ま た は ボ ト ム 鎖 の み に 制 限 す る ；
ま た は BLASTN, BLASTXま た は TBLASTX検 索 を ク エ リ ー 配 列 の ト ッ プ 鎖 ま た は ボ ト ム 鎖 の リ
ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の み に 制 限 す る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 FILTER－ Wootton & Federhen (1993) Computers and Chemistry 17: 149-163の SEGプ ロ
グ ラ ム に よ っ て 測 定 さ れ る 、 組 成 の 複 雑 さ が 低 い ク エ リ ー 配 列 の 断 片 、 ま た は Claverie &
 States (1993) Computers and Chemistry 17: 191- 201の XNUプ ロ グ ラ ム 、 ま た は 、 BLAS
T用 に は 、 Tatusovお よ び Lipmanの DUSTプ ロ グ ラ ム （ http://www.ncbi.nlm.nih.govを 参 照
の こ と ） に よ っ て 測 定 さ れ る 、 短 周 期 の 内 部 反 復 か ら な る 断 片 　 を 隠 す 。 フ ィ ル タ リ ン グ
は 統 計 的 に 有 意 で あ る が 、 生 物 学 的 に 関 心 の な い 報 告 （ 例 え ば 通 常 の 酸 性 残 基 、 塩 基 性 残
基 ま た は プ ロ リ ン リ ッ チ 領 域 に 対 す る ヒ ッ ト ） を blast出 力 か ら 排 除 し 、 デ ー タ ベ ー ス 配
列 と の 具 体 的 な 照 合 に 利 用 可 能 な 、 ク エ リ ー 配 列 の 生 物 学 的 に よ り 関 心 の あ る 領 域 を 残 す
こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 フ ィ ル タ ー プ ロ グ ラ ム に よ っ て 発 見 さ れ る 複 雑 さ が 低 い 配 列 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 中 で
は 、 文 字 「 N」 を 用 い て 置 換 さ れ （ 例 え ば 「 NNNNNNNNNNNNN」 ） 、 タ ン パ ク 質 配 列 中 で は 、
文 字 「 X」 を 用 い て 置 換 さ れ る （ 例 え ば 「 XXXXXXXXX」 ） 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 フ ィ ル タ リ ン グ は ク エ リ ー 配 列 （ ま た は そ の 翻 訳 産 物 ） に 適 用 さ れ る の み で あ り 、 デ ー
タ ベ ー ス 配 列 に は 適 用 さ れ な い 。 デ フ ォ ル ト フ ィ ル タ リ ン グ は BLASTNに 関 し て は DUSTで あ
り 、 他 の プ ロ グ ラ ム に 関 し て は SEGで あ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 SWISS-PROTで 配 列 に 適 用 さ れ た 場 合 、 SEG, XNU、 ま た は 両 者 に よ っ て 何 も 隠 さ れ て い な
い の は 異 常 で は な く 、 つ ま り フ ィ ル タ リ ン グ は 常 に 効 果 を 生 じ る と 予 測 す る べ き で な い 。
さ ら に 、 配 列 全 体 が 隠 さ れ て い る こ と も あ り 、 こ れ は フ ィ ル タ ー さ れ て い な い ク エ リ ー 配
列 に 対 し て 報 告 さ れ る 任 意 の 一 致 に つ い て の 統 計 的 有 意 さ が 疑 わ れ る べ き で あ る こ と を 示
す 。
【 ０ １ ６ ３ 】
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　 NCBI-gi－ 受 入 (accession)お よ び ／ ま た は 遺 伝 子 座 名 に 加 え て 、 NCBI gi識 別 子 を 出 力
に 表 示 さ せ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 配 列 比 較 は 、 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTで 提 供 さ れ て い る シ ン プ ル BLAST検 索
ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 行 わ れ る の が 最 も 好 ま し い 。 本 発 明 の い く つ か の 態 様 で は 、 配 列 同
一 性 の 測 定 時 に ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ ー を 用 い な い 。
【 ０ １ ６ ５ 】

　 本 発 明 の 有 用 な 細 胞 は 、 細 菌 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 昆 虫 細 胞 ま た は 哺 乳 類 細 胞 か ら な る 群 か
ら 選 択 さ れ る の が 好 ま し い 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 有 用 な 細 胞 は 、 本 発 明 の 受 容 体 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 が 導 入 可 能 で 、 こ の 受 容
体 が 、 本 明 細 書 中 で 定 義 さ れ る 、 天 然 レ ベ ル で 、 あ る い は 天 然 レ ベ ル 以 上 に 発 現 可 能 な 任
意 の 細 胞 で あ り 得 る 。 細 胞 内 で 発 現 さ れ る 本 発 明 の 受 容 体 は 、 本 明 細 書 中 で 定 義 さ れ る 、
正 常 の 、 ま た は 正 常 に 近 い 薬 理 作 用 を 示 す の が 好 ま し い 。 最 も 好 ま し く は 、 細 胞 内 で 発 現
さ れ る 本 発 明 の 受 容 体 は 、 図 １ に 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は
図 １ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 少 な く と も ７ ０ ％ 同 一 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ア ミ
ノ 酸 配 列 を 含 む 。 細 胞 内 で 発 現 さ れ る 本 発 明 の 受 容 体 は 、 Ｉ Ｄ Ｐ お よ び Ｕ Ｄ Ｐ に 関 す る 親
和 性 よ り 少 な く と も １ ０ ０ 倍 、 好 ま し く は ５ ０ ０ 倍 、 そ し て 最 も 好 ま し く は １ ０ ０ ０ 倍 高
い 親 和 性 で プ ロ ピ オ ン 酸 塩 と 結 合 す る の が 好 ま し い 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 で は 、 細 胞 は 、 COS-7細 胞 、 CHO細 胞 、 LM (TK-)細 胞 、 NIH-3T3細
胞 、 HEK-293細 胞 、 K-562細 胞 ま た は 1321N1星 細 胞 腫 細 胞 、 ま た は 他 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ
ン 可 能 な 細 胞 株 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】

　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 活 性 を 調 節 す る 物 質 は 、 新 規 に 発 見 さ れ た 、 当 該 受 容 体 と Ｓ Ｃ Ｆ Ａ 、 例 え
ば 酢 酸 塩 ま た は プ ロ ピ オ ン 酸 塩 の 相 互 作 用 を 利 用 す る 多 数 の 方 法 に よ っ て 同 定 す る こ と が
で き る 。 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ 、 培 養 細 胞 上 ま た は イ ン ビ ボ で の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ／ プ ロ ピ オ ン 酸
塩 結 合 再 構 成 能 は 、 こ の 結 合 を 分 裂 さ せ る 物 質 の 同 定 に 関 す る 標 的 を 提 供 す る 。 結 合 の 分
裂 に 基 づ く ア ッ セ イ は 、 物 質 、 例 え ば 有 機 小 分 子 を そ の よ う な 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ま た は コ
レ ク シ ョ ン か ら 同 定 で き る 。 別 法 で は 、 こ の よ う な ア ッ セ イ は 、 天 然 ソ ー ス （ 起 源 ） 由 来
の 試 料 ま た は 抽 出 物 中 、 例 え ば 、 植 物 、 真 菌 ま た は 細 菌 抽 出 物 中 、 ま た は ヒ ト 組 織 試 料 （
例 え ば 腫 瘍 組 織 ） 中 で さ え 、 物 質 を 同 定 で き る 。 一 側 面 で は 、 抽 出 物 は 変 異 型 核 酸 、 ペ プ
チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド の ラ イ ブ ラ リ を 発 現 し て い る 細 胞 か ら 作 成 で き る 。 そ の 後 、 Ｇ Ｐ
Ｒ ４ ３ ／ Ｓ Ｃ Ｆ Ａ 結 合 の 調 節 因 子 は 、 結 合 ア ッ セ イ ま た は 、 当 該 受 容 体 を 介 す る 下 流 の シ
グ ナ ル 伝 達 を 測 定 す る 機 能 ア ッ セ イ を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 機 能 を 調 節 す る 物 質 を よ り 直 接 的 に 同 定 す る た め に Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ／ Ｓ Ｃ Ｆ Ａ 相
互 作 用 を 使 用 す る 別 の ア プ ロ ー チ で は 、 候 補 物 質 ま た は 候 補 調 節 因 子 に よ っ て 誘 導 さ れ る
Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 下 流 シ グ ナ ル 伝 達 の 変 化 を 測 定 す る 。 こ れ ら の 機 能 ア ッ セ イ は 単 離 さ れ た 細 胞
膜 画 分 中 ま た は 当 該 受 容 体 を 表 面 に 発 現 し て い る 細 胞 上 で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 Ｓ Ｃ Ｆ Ａ 、 例 え ば 酢 酸 塩 お よ び プ ロ ピ オ ン 酸 塩 が Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 受 容 体 の リ ガ ン ド で あ る こ
と が 発 見 さ れ た こ と に よ り 、 受 容 体 活 性 の 作 用 薬 、 拮 抗 薬 お よ び 逆 作 用 薬 を 同 定 す る た め
の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ が 可 能 に な る 。 該 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 以 下 に 詳 細 に 説
明 す る 、 ２ つ の 一 般 的 ア プ ロ ー チ を 有 す る 。 こ の 段 落 で は 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 を 典 型 的 な Ｓ
Ｃ Ｆ Ａ と し て 用 い る 。 し か し 、 本 明 細 書 中 で 定 義 さ れ る 任 意 の Ｓ Ｃ Ｆ Ａ が 記 載 さ れ る ア ッ
セ イ で 使 用 可 能 で あ る こ と が 理 解 さ れ よ う 。
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細 胞

ア ッ セ イ
　 I． Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 活 性 を 調 節 す る 物 質 の 同 定 に 関 す る ア ッ セ イ



【 ０ １ ７ １ 】

　 こ の ア ッ セ イ で は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 発 現 細 胞 、 こ の よ う な 細 胞 由 来 の 膜 抽 出 物 、 ま た は Ｇ Ｐ
Ｒ ４ ３ を 含 む 固 定 化 脂 質 膜 が 標 識 物 質 お よ び 候 補 化 合 物 に 曝 露 さ れ る 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後
、 反 応 混 合 物 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 受 容 体 に 対 す る 標 識 物 質 の 特 異 的 結 合 を 測 定 さ れ る 。 標 識 物
質 の 結 合 を 妨 げ る か 、 あ る い は こ れ を 置 換 す る 化 合 物 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 の 作 用 薬 、 拮 抗
薬 ま た は 逆 作 用 薬 と な り 得 る 。 以 後 の 機 能 分 析 は 陽 性 化 合 物 に 対 し て 行 い 、 こ の 化 合 物 が
こ れ ら い ず れ の 部 類 に 属 す る か 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ２ 】

こ の ア ッ セ イ で は Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 が 測 定 さ れ る 。
　 ａ ） 作 用 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ で は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 発 現 細 胞 ま た は こ の 細 胞 か ら 調 製 さ れ る
膜 が 候 補 化 合 物 と イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 が 測 定 さ れ る 。 受
容 体 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 に よ っ て 誘 導 さ れ る 活 性 は 、 天 然 リ ガ ン ド 、 酢 酸 塩 ま た は プ ロ
ピ オ ン 酸 塩 に よ っ て 誘 導 さ れ る 活 性 と 比 較 さ れ る 。 作 用 薬 ま た は 部 分 作 用 薬 は 、 １ ｍ Ｍ 以
下 の 作 用 薬 ま た は 部 分 作 用 薬 が 存 在 す る 場 合 に 、 プ ロ ピ オ ン 酸 の 最 大 活 性 の 少 な く と も １
０ ％ に 相 当 す る 最 大 の 生 物 学 的 活 性 を 有 す る だ ろ う 。 こ れ ら は 酢 酸 塩 ま た は プ ロ ピ オ ン 酸
塩 と 少 な く と も 等 し い 効 力 を 有 す る の が 好 ま し い 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 ｂ ） 拮 抗 薬 ま た は 逆 作 用 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ で は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 発 現 細 胞 ま た は こ の 細 胞
か ら 単 離 さ れ る 膜 を 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 存 在 下 で 、 候 補 化 合 物 の 存 在 ま た は 不 存 在 下 で シ グ
ナ ル 伝 達 活 性 に 関 し て ア ッ セ イ す る 。 拮 抗 薬 は 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 が 刺 激 す る 受 容 体 活 性 の
レ ベ ル を 、 プ ロ ピ オ ン 酸 存 在 下 の 拮 抗 薬 を 欠 い て い る 反 応 と 比 較 し て 少 な く と も １ ０ ％ 減
少 さ せ る だ ろ う 。 逆 作 用 薬 は 、 こ の 受 容 体 の 構 成 性 活 性 を 、 逆 作 用 薬 を 欠 い て い る 反 応 と
比 較 し て 少 な く と も １ ０ ％ 減 少 さ せ る だ ろ う 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 ｃ ） 逆 作 用 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ で は 、 常 時 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 を 発 現 し て い る 細 胞 ま た は こ
の 細 胞 か ら 単 離 さ れ る 膜 が 、 こ の 受 容 体 の 活 性 を 候 補 化 合 物 の 存 在 下 で 測 定 す る 機 能 ア ッ
セ イ に 用 い ら れ る 。 逆 作 用 薬 は 、 こ の 受 容 体 の 常 時 活 性 を 少 な く と も １ ０ ％ 減 少 さ せ る 化
合 物 で あ る 。 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 過 剰 発 現 に よ り 常 時 の 活 性 化 を 生 じ さ せ る こ と が で き る 。 Ｇ Ｐ
Ｒ ４ ３ は 強 力 な 常 時 性 プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば Ｃ Ｍ Ｖ 早 期 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 配 置 す る
こ と に よ っ て 過 剰 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 ま た 、 保 存 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ア ミ ノ 酸 ま た は ア ミ ノ 酸
ド メ イ ン の 特 定 変 異 に よ り 常 時 活 性 を 生 じ さ せ る こ と も 多 い 。 例 え ば 以 下 を 参 照 の こ と ：
Kjelsberg et al (1992) J. Biol. Chem. 267: 1430; Mc Whinney et al (2000) J. Biol
. Chem. 275: 2087; Ren et al (1993) J. Biol. Chem. 268: 16483; Samama et al (199
3)J.Biol.Chem 268:4625; Parma et al (1993) Nature 365: 649;Parma et al (1998) J.
 Pharmacol. Exp. Ther. 286: 85; お よ び Parent et al (1996) J. Biol. Chem. 271: 79
49。
【 ０ １ ７ ５ 】

　 上 記 （ １ ） に 記 載 さ れ る よ う に 、 細 胞 上 で 発 現 さ れ て い る Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド 、 ま
た は 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 単 離 さ れ た 膜 を 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 と と も に 用 い て 、 プ
ロ ピ オ ン 酸 塩 と Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 結 合 を 阻 害 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
こ の 段 落 で は 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 を 典 型 的 な Ｓ Ｃ Ｆ Ａ と し て 用 い る 。 し か し 、 本 明 細 書 中 で
定 義 さ れ る 任 意 の Ｓ Ｃ Ｆ Ａ が 記 載 さ れ る ア ッ セ イ で 使 用 可 能 で あ る こ と が 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 置 換 実 験 で は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド 発 現 細 胞 （ 通 常 ２ ５ ， ０ ０ ０ 細 胞 ／ ア ッ セ イ 、
ま た は 膜 抽 出 物 １ か ら １ ０ ０ μ ｇ ） は 、 結 合 バ ッ フ ァ ー 中 、 増 加 濃 度 の 候 補 調 節 因 子 の 存
在 ま た は 不 存 在 下 で 、 標 識 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 と イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 ア ッ セ イ を 有 効 に し
、 較 正 す る た め に 、 増 加 濃 度 の 標 識 さ れ て い な い プ ロ ピ オ ン 酸 塩 を 用 い る コ ン ト ロ ー ル 競
合 反 応 を 行 う こ と が で き る 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 細 胞 は 何 度 も 洗 浄 さ れ 、 結 合 し た 標 識 プ
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１ ） リ ガ ン ド 結 合 ア ッ セ イ

２ ） 機 能 ア ッ セ イ 、

リ ガ ン ド 結 合 お よ び 置 換 ア ッ セ イ ：



ロ ピ オ ン 酸 塩 が 特 定 の 標 識 に 応 じ て 適 切 に （ 例 え ば シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 測 、 蛍 光 、 等 ） 測
定 さ れ る 。 候 補 調 節 因 子 の 存 在 下 で 、 結 合 し た 標 識 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 量 の 少 な く と も １ ０ ％
が 減 少 す れ ば 、 候 補 調 節 因 子 に よ っ て 結 合 が 置 換 さ れ た こ と が 示 さ れ る 。 候 補 調 節 因 子 が
、 こ の ア ッ セ イ ま た は 本 明 細 書 中 に 記 載 の 他 の ア ッ セ イ で 特 異 的 に 結 合 す る と み な さ れ る
の は 、 １ ｍ Ｍ 以 下 の 濃 度 で 、 標 識 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 （ 飽 和 以 下 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 用 量 ） の ５ ０
％ を 置 換 す る 場 合 で あ る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 別 法 で は 、 結 合 ま た は 結 合 の 置 換 は 、 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 （ Ｓ Ｐ Ｒ ） に よ り モ ニ タ ー で
き る 。 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 ア ッ セ イ は 、 固 定 セ ン サ ー に 近 接 す る 質 量 の 変 化 に よ っ て ２ 分
子 間 の 結 合 を 測 定 す る 定 量 的 方 法 と し て 用 い る こ と が で き 、 こ の 質 量 の 変 化 は 、 水 相 由 来
プ ロ ピ オ ン 酸 塩 と セ ン サ ー 上 の 膜 内 に 固 定 さ れ た Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 ま た は 結
合 の 喪 失 に よ っ て 生 じ る 。 こ の 質 量 の 変 化 は 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 ま た は 候 補 調 節 因 子 の 注 入
ま た は 除 去 後 の 時 間 に 対 す る 共 鳴 単 位 と し て 測 定 さ れ 、 Biacore Biosensor（ BiacoreAB）
を 用 い て 測 定 さ れ る 。 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ は 、 Salamonら に よ っ て 示 さ れ る 方 法 に し た が っ て 、 薄
膜 脂 質 膜 中 の セ ン サ ー チ ッ プ （ 例 え ば 研 究 等 級 Ｃ Ｍ ５ チ ッ プ ； BiacoreAB） に 固 定 す る こ
と が で き る （ Salamon et al (1996) Biophys J. 71: 283-294; Salamon et al (2001) Bi
ophys. J. 80 : 1557-1567; Salamon et al (1999) Trends Biochem. Sci. 24: 213-219
、 こ れ ら は そ れ ぞ れ 引 用 に よ り 本 明 細 書 中 に 包 含 さ れ る ） 。 Sarrioら は 、 Ｓ Ｐ Ｒ を 用 い て
、 チ ッ プ 上 の 脂 質 層 に 固 定 さ れ て い る Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ Ａ (１ )ア デ ノ シ ン 受 容 体 に 対 す る リ ガ ン ド
結 合 を 検 出 で き る こ と を 示 し た （ Sarrioら (2000) Mol. Cell. Biol. 20: 5164-5174、 こ
れ は 引 用 に よ り 本 明 細 書 中 に 包 含 さ れ る ） 。 Ｓ Ｐ Ｒ ア ッ セ イ に お け る Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ に 対 す る
プ ロ ピ オ ン 酸 結 合 の 条 件 は 、 当 業 者 が Sarrioら に よ っ て 報 告 さ れ て い る 条 件 を 出 発 点 と し
て 用 い て 微 調 整 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 Ｓ Ｐ Ｒ は 、 少 な く と も ２ つ の 方 法 で 、 結 合 の 調 節 因 子 に 関 し て ア ッ セ イ す る こ と が で き
る 。 第 一 に 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 は 、 固 定 さ れ た Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド に あ ら か じ め 結 合 さ
せ て お く こ と が で き 、 次 い で 、 ０ ． １ ｎ Ｍ か ら １ μ Ｍ の 範 囲 の 候 補 調 節 因 子 が 注 入 さ れ る
。 結 合 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 の 置 換 は 定 量 可 能 で あ り 、 調 節 因 子 結 合 の 検 出 が 可 能 に な る 。 別 法
で は 、 膜 結 合 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド は 、 候 補 調 節 因 子 と プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト 可 能 で あ り
、 こ れ が プ ロ ピ オ ン 酸 塩 で 惹 起 さ れ る 。 調 節 因 子 に あ ら か じ め 曝 露 さ れ て い な い チ ッ プ 上
の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ と 比 較 し て 、 調 節 因 子 に 曝 露 さ れ た Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ に 対 す る プ ロ ピ オ ン 酸 塩 の 結
合 に 差 異 が あ れ ば 、 調 節 因 子 の 存 在 下 で の プ ロ ピ オ ン 酸 塩 の 結 合 ま た は 置 換 が 示 さ れ る こ
と に な る 。 い ず れ の ア ッ セ イ で も 、 候 補 調 節 因 子 存 在 下 の 結 合 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 の 量 が 、 候
補 調 節 因 子 不 存 在 下 の 結 合 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 の 量 と 比 較 し て １ ０ ％ ま た は そ れ 以 上 減 少 す れ
ば 、 該 候 補 調 節 因 子 が Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ お よ び プ ロ ピ オ ン 酸 塩 の 相 互 作 用 を 阻 害 す る こ と が 示 さ
れ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ に 対 す る プ ロ ピ オ ン 酸 塩 の 結 合 の 阻 害 を 検 出 す る 別 の 方 法 で は 、 蛍 光 共 鳴 エ
ネ ル ギ ー 転 移 （ Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ ） が 用 い ら れ る 。 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ は 、 互 い に 近 接 し て い る （ 通 常 、 ＜ １
０ ０ Ａ の 分 離 ） 蛍 光 ド ナ ー （ Ｄ ） お よ び 蛍 光 ア ク セ プ タ ー （ Ａ ） 間 で 、 Ｄ の 発 光 ス ペ ク ト
ル が Ａ の 励 起 ス ペ ク ト ル と 重 複 す る 場 合 に 生 じ る 量 子 力 学 的 現 象 で あ る 。 試 験 対 象 分 子 、
例 え ば プ ロ ピ オ ン 酸 お よ び Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド は 、 ド ナ ー お よ び ア ク セ プ タ ー フ ル オ
ロ フ ォ ア の 相 補 対 で 標 識 さ れ て い る 。 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ： プ ロ ピ オ ン 酸 塩 相 互 作 用 に よ っ て 密 接
に 結 合 し た 状 態 で 、 ド ナ ー フ ル オ ロ フ ォ ア が 励 起 さ れ て 発 光 す る 蛍 光 は 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩
お よ び Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド が 結 合 し て い な い 場 合 の 励 起 波 長 に 応 答 し て 発 光 す る 蛍 光
と 異 な る 波 長 を 有 し 、 し た が っ て 各 波 長 の 発 光 強 度 を 測 定 す る こ と に よ り 結 合 分 子 対 未 結
合 分 子 が 定 量 さ れ る 。 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 標 識 す る た め の ド ナ ー フ ル オ ロ フ ォ ア は
当 技 術 分 野 に 周 知 で あ る 。 特 に 興 味 深 い の は 、 Cyan FP（ Ｃ Ｆ Ｐ 、 ド ナ ー （ Ｄ ） ） お よ び Y
ellow FP（ Ｙ Ｆ Ｐ 、 ア ク セ プ タ ー （ Ａ ） ） と し て 既 知 の Ａ ． VictoriaＧ Ｆ Ｐ の 変 異 体 で あ
る 。 例 と し て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て Ｙ Ｆ Ｐ 変 異 体 を 作 成 で き る 。 融 合 物
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と し て の Ｇ Ｆ Ｐ 変 異 体 を 発 現 す る ベ ク タ ー （ Clontech） お よ び フ ル オ ロ フ ォ ア 標 識 さ れ た
プ ロ ピ オ ン 酸 塩 化 合 物 （ Molecular Probes） は 当 技 術 分 野 で 既 知 で あ る 。 標 識 プ ロ ピ オ ン
酸 塩 お よ び Ｙ Ｆ Ｐ － Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ タ ン パ ク 質 の 混 合 物 に 候 補 調 節 因 子 を 加 え る と 、 例 え ば 、
候 補 調 節 因 子 を 含 ま な い 試 料 と 比 較 し て Ｙ Ｆ Ｐ 蛍 光 が 減 少 し 、 エ ネ ル ギ ー 転 移 の 阻 害 が 生
じ た こ と が 証 明 さ れ る だ ろ う 。 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ： プ ロ ピ オ ン 酸 相 互 作 用 検 出 の た め に Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ
を 用 い る ア ッ セ イ で は 、 候 補 調 節 因 子 含 有 試 料 中 の ア ク セ プ タ ー 波 長 で の 蛍 光 発 光 強 度 が
、 候 補 調 節 因 子 を 含 ま な い 試 料 と 比 較 し て １ ０ ％ ま た は そ れ 以 上 減 少 す れ ば 、 こ の 候 補 調
節 因 子 が Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ： プ ロ ピ オ ン 酸 塩 相 互 作 用 を 阻 害 す る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ の バ リ エ ー シ ョ ン で 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 ペ ア の 一 方 の 分 子 を フ ル オ ロ フ ォ ア で 標 識 し 、 他 方 は 、 フ ル オ ロ フ ォ ア と 密 接 付 着
に 至 る と そ の 蛍 光 を 消 光 す る 分 子 で 標 識 す る こ と が で き る 。 励 起 時 の 蛍 光 変 化 は 、 フ ル オ
ロ フ ォ ア ： 消 光 剤 ペ ア で 標 識 さ れ た 分 子 の 会 合 の 変 化 を 示 す 。 一 般 に 、 標 識 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ
リ ペ プ チ ド の 蛍 光 が 増 大 す れ ば 、 消 光 剤 を 保 持 す る プ ロ ピ オ ン 酸 塩 分 子 が 置 換 さ れ た こ と
を 示 す 。 消 光 ア ッ セ イ で は 、 候 補 調 節 因 子 含 有 試 料 中 の 蛍 光 発 光 強 度 が 、 候 補 調 節 因 子 を
含 ま な い 試 料 と 比 較 し て １ ０ ％ ま た は そ れ 以 上 増 大 す れ ば 、 こ の 候 補 調 節 因 子 が Ｇ Ｐ Ｒ ４
３ ： プ ロ ピ オ ン 酸 塩 相 互 作 用 を 阻 害 す る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 お よ び Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ 法 に 加 え て 、 蛍 光 偏 光 測 定 が 結 合 の 定 量 に 有 用 で あ
る 。 蛍 光 標 識 さ れ た 分 子 に 関 す る 蛍 光 偏 光 値 は 回 転 相 関 時 間 ま た は 反 転 速 度 に 依 存 す る 。
複 合 体 、 例 え ば 蛍 光 標 識 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 と 会 合 し た Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ に よ っ て 形 成 さ れ る 複 合 体
は 、 複 合 体 で な い 標 識 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 よ り 高 い 偏 光 値 を 有 す る 。 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ： プ ロ ピ オ ン
酸 塩 相 互 作 用 の 候 補 阻 害 剤 を 含 む こ と に よ り 、 候 補 阻 害 剤 を 含 ま な い 混 合 物 と 比 較 し て 蛍
光 偏 光 が 減 少 す る の は 、 該 候 補 阻 害 剤 が Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ と プ ロ ピ オ ン 酸 塩 の 相 互 作 用 を 分 裂 さ
せ る か 、 あ る い は 阻 害 す る 場 合 で あ る 。 蛍 光 偏 光 は 、 受 容 体 ： リ ガ ン ド 複 合 体 の 形 成 を 乱
す 小 分 子 の 同 定 に 非 常 に 適 し て い る 。 候 補 調 節 因 子 含 有 試 料 中 の 蛍 光 偏 光 が 、 候 補 調 節 因
子 を 欠 い て い る 試 料 中 の 蛍 光 偏 光 と 比 較 し て １ ０ ％ ま た は そ れ 以 上 減 少 す れ ば 、 こ の 候 補
調 節 因 子 が Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ： プ ロ ピ オ ン 酸 塩 相 互 作 用 を 阻 害 す る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ： プ ロ ピ オ ン 酸 塩 相 互 作 用 を モ ニ タ ー す る も う １ つ の 代 替 の 方 法 で は 、 バ イ
オ セ ン サ ー ア ッ セ イ が 用 い ら れ る 。 Ｉ Ｃ Ｓ バ イ オ セ ン サ ー は 当 技 術 分 野 の 文 献 に 記 載 さ れ
て い る （ Ａ ｕ ｓ ｔ ｒ ａ ｌ ｉ ａ ｎ 　 Ｍ ｅ ｍ ｂ ｒ ａ ｎ ｅ 　 Ｂ ｉ ｏ ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ 　 Ｒ ｅ
ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ 　 Ｉ ｎ ｓ ｔ ｉ ｔ ｕ ｔ ｅ ； 　 ｗ ｗ ｗ ． ａ ｍ ｂ ｒ ｉ ． ｃ ｏ ｍ ． ａ ｕ ／ ； 　 Ｃ ｏ ｒ
ｎ ｅ ｌ ｌ 　 Ｂ ， Ｂ ｒ ａ ａ ｃ ｈ － Ｍ ａ ｋ ｓ ｖ ｙ ｔ ｉ ｓ 　 Ｖ ， Ｋ ｉ ｎ ｇ 　 Ｌ ， Ｏ ｓ ｍ ａ ｎ 　 Ｐ
， Ｒ ａ ｇ ｕ ｓ ｅ 　 Ｂ ， Ｗ ｉ ｅ ｃ ｚ ｏ ｒ ｅ ｋ 　 Ｌ お よ び Ｐ ａ ｃ ｅ 　 Ｒ ． “ Ａ 　 ｂ ｉ ｏ ｓ ｅ ｎ
ｓ ｏ ｒ 　 ｔ ｈ ａ ｔ 　 ｕ ｓ ｅ ｓ 　 ｉ ｏ ｎ － ｃ ｈ ａ ｎ ｎ ｅ ｌ 　 ｓ ｗ ｉ ｔ ｃ ｈ ｅ ｓ ” Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ
ｅ 　 １ ９ ９ ７ ， ３ ８ ７ ， ５ ８ ０ ） 。 こ の 技 術 で は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ お よ び そ の リ ガ ン ド の 会 合
を 、 懸 濁 膜 二 重 層 中 の グ ラ ミ シ ジ ン （ gramacidin） 促 進 性 イ オ ン チ ャ ネ ル の 閉 塞 と 、 す な
わ ち バ イ オ セ ン サ ー ア ド ミ タ ン ス （ イ ン ピ ー デ ン ス と 類 似 ） の 測 定 可 能 な 変 化 と 共 役 さ せ
る 。 こ の ア プ ロ ー チ は ６ 桁 の 振 幅 の ア ド ミ タ ン ス 変 化 に わ た っ て 線 形 で あ り 、 小 分 子 の 組
み 合 わ せ ラ イ ブ ラ リ 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 調 節 因 子 含 有 試 料 中 の ア ド ミ タ ン ス が 、 候 補 調 節 因 子 を 欠 い て い る 試 料 の ア ド ミ タ ン
ス と 比 較 し て １ ０ ま た は そ れ ％ 以 上 変 化 （ 増 大 ま た は 減 少 ） す れ ば 、 該 候 補 調 節 因 子 が Ｇ
Ｐ Ｒ ４ ３ お よ び プ ロ ピ オ ン 酸 塩 の 相 互 作 用 を 阻 害 す る こ と が 示 さ れ る 。 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ と プ ロ
ピ オ ン 酸 塩 の 相 互 作 用 を 試 験 す る ア ッ セ イ で は 、 相 互 作 用 の 調 節 因 子 が 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩
と 物 理 的 に 相 互 作 用 し て い る タ ン パ ク 質 の ド メ イ ン （ 群 ） と 必 ず し も 直 接 相 互 作 用 す る こ
と を 要 し な い こ と に 注 意 す る こ と が 重 要 で あ る 。 ま た 調 節 因 子 は 、 相 互 作 用 部 位 か ら 離 れ
た 位 置 で 相 互 作 用 し 、 例 え ば Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン 変 化 を 生 じ さ
せ る こ と が 可 能 で あ る 。 そ れ で も な お 、 こ の 様 式 で 作 用 す る 調 節 因 子 （ 阻 害 剤 ま た は 作 用
薬 ） は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 活 性 を 調 節 す る 物 質 と し て 興 味 深 い 。
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【 ０ １ ８ ３ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 の 任 意 の 結 合 ア ッ セ イ が 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 非 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 リ ガ ン ド （
例 え ば 、 作 用 薬 、 拮 抗 薬 、 等 ） を 用 い て 実 行 可 能 で あ る こ と が 理 解 さ れ よ う 。 こ れ は 例 え
ば 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の よ う に 同 定 さ れ る 小 分 子 ま た は プ ロ ピ オ ン 酸 塩 ア ナ ロ グ 、 例 え ば
非 限 定 的 に 、 任 意 の プ ロ ピ オ ン 酸 塩 ア ナ ロ グ 、 天 然 産 の ま た は 合 成 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ
ド 、 抗 体 ま た は そ の 抗 原 結 合 断 片 、 脂 質 、 炭 水 化 物 、 お よ び 有 機 小 分 子 で あ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 任 意 の 結 合 ア ッ セ イ を 用 い て 、 試 料 、 例 え ば 組 織 試 料 中 の 、 Ｇ
Ｐ Ｒ ４ ３ 受 容 体 分 子 と 結 合 す る 物 質 、 ま た は プ ロ ピ オ ン 酸 塩 と 該 受 容 体 の 結 合 に 影 響 す る
物 質 の 存 在 を 決 定 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 、 試 料 の 存 在
ま た は 不 存 在 下 で プ ロ ピ オ ン 酸 塩 ま た は 別 の リ ガ ン ド と 反 応 さ せ 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 ま た は
リ ガ ン ド の 結 合 を 、 使 用 さ れ る 結 合 ア ッ セ イ に 応 じ て 適 切 に 測 定 す る 。 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 ま
た は 他 の リ ガ ン ド の 結 合 が １ ０ ％ ま た は そ れ 以 上 減 少 す れ ば 、 該 試 料 が 、 受 容 体 ポ リ ペ プ
チ ド に 対 す る プ ロ ピ オ ン 酸 塩 ま た は リ ガ ン ド の 結 合 を 調 節 す る 物 質 を 含 有 す る こ と が 示 さ
れ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】

【 ０ １ ８ ６ 】
　 i．
　 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 、 例 え ば Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ に 関 し て 、 受 容 体 活 性 の 基 準 は 受 容 体 含 有 細 胞 膜 に よ る Ｇ
Ｔ Ｐ の 結 合 で あ る 。 引 用 に よ り 本 明 細 書 中 に 包 含 さ れ る Traynorお よ び Nahorski (1995) M
ol. Pharmacol. 47: 848-854に 記 載 さ れ る 方 法 で は 、 標 識 Ｇ Ｔ Ｐ の 結 合 を 検 出 す る こ と に
よ っ て 、 膜 と 共 役 し た Ｇ タ ン パ ク 質 が 本 質 的 に 測 定 さ れ る 。 Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 ア ッ セ イ で は 、 こ
の 受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 か ら 単 離 さ れ た 膜 が 、 以 下 を 含 有 す る バ ッ フ ァ ー 中 で イ ン キ ュ ベ
ー ト さ れ る ： 20mMHEPES、 pH7.4、 100mMNaCl、 お よ び 10mMMgCl 2 、 80pM 

3 5 S-GTPγ Sお よ び 3
μ MGDP。 こ の ア ッ セ イ 混 合 物 は ３ ０ ℃ で ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 、 そ の 後 、 未 結 合 の
標 識 Ｇ Ｔ Ｐ が Ｇ Ｆ ／ Ｂ フ ィ ル タ ー で ろ 過 さ れ 、 除 去 さ れ る 。 結 合 し た 標 識 Ｇ Ｔ Ｐ が 液 体 シ
ン チ レ ー シ ョ ン 計 測 に よ っ て 測 定 さ れ る 。 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 誘 導 性 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 の 調 節 を
ア ッ セ イ す る た め に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド 発 現 細 胞 か ら 調 製 さ れ た 膜 が 、 プ ロ ピ オ ン
酸 塩 と 混 合 さ れ 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 の 候 補 調 節 因 子 の 存 在 お よ び 不 存 在 下 で Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 ア ッ
セ イ が 行 わ れ る 。 候 補 調 節 因 子 を 含 有 す る こ の 種 の ア ッ セ イ で の シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 測 に
よ っ て 測 定 さ れ る 標 識 Ｇ Ｔ Ｐ の 結 合 が 、 こ の 調 節 因 子 を 含 ま な い ア ッ セ イ と 比 較 し て １ ０
％ ま た は そ れ 以 上 増 大 す れ ば 、 こ の 候 補 調 節 因 子 が Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 を 阻 害 す る こ と が 示 さ
れ る 。 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 を 用 い ず に 同 様 の Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 ア ッ セ イ を 行 い 、 作 用 薬 と し て 作 用 す
る 化 合 物 を 同 定 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 刺 激 性 Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 は 標 準 と
し て 用 い ら れ る 。 化 合 物 が 作 用 薬 と み な さ れ る の は 、 １ μ Ｍ ま た は そ れ 以 下 で 存 在 す る 場
合 に 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 に よ っ て 誘 導 さ れ る Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 レ ベ ル の 少 な く と も ５ ０ ％ を 誘 導 す
る 場 合 で あ り 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 に よ っ て 誘 導 さ れ る レ ベ ル と 等 し い か 、 あ る い は よ り 高 い
レ ベ ル を 誘 導 す る の が 好 ま し い 。 Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ 活 性 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド 含 有 膜 を
γ ３ ２ Ｐ － Ｇ Ｔ Ｐ と イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る 。 活 性 Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ は こ
の 標 識 を 無 機 リ ン 酸 塩 と し て 放 出 し 、 こ の 無 機 リ ン 酸 塩 が 、 ２ ０ ｍ Ｍ Ｈ ３ Ｐ Ｏ ４ 中 の ５ ％
活 性 炭 懸 濁 液 中 の 遊 離 の 無 機 リ ン 酸 塩 の 分 離 、 そ の 後 の シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 測 に よ っ て 検
出 さ れ る 。 コ ン ト ロ ー ル は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を 発 現 し て い な い （ 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク ト ） 細 胞 か
ら 単 離 さ れ た 膜 を 用 い る ア ッ セ イ を 含 み 、 候 補 化 合 物 の 非 特 異 的 作 用 の 可 能 性 が 排 除 さ れ
る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 調 節 性 Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ 活 性 に 対 す る 候 補 調 節 因 子 の 作 用 を ア ッ セ イ す る た め に
は 、 膜 試 料 が こ の 調 節 因 子 の 存 在 お よ び 不 存 在 下 で プ ロ ピ オ ン 酸 塩 と イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ
た 後 、 Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ ア ッ セ イ が 行 わ れ る 。 Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 ま た は Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ 活 性 の レ ベ ル が
、 調 節 因 子 を 含 ま な い 試 料 と 比 較 し て １ ０ ％ ま た は そ れ 以 上 変 化 （ 増 大 ま た は 減 少 ） す れ
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受 容 体 活 性 の 機 能 ア ッ セ イ

Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ ／ Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 ア ッ セ イ ：



ば 、 候 補 調 節 因 子 に よ る Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 調 節 が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】

【 ０ １ ８ ９ 】

　 エ ク オ リ ン ア ッ セ イ 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 放 出 に
対 す る ミ ト コ ン ド リ ア ア ポ エ ク オ リ ン の 反 応 性 を 利 用 す る も の で あ る （ Stables et al (1
997) Anal. Biochem. 252: 115-126; Detheux et al (2000) J. Exp. Med., 1921501-150
8; こ れ ら は 共 に 引 用 に よ り 本 明 細 書 中 に 包 含 さ れ る ） 。 簡 単 に は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 発 現 ク ロ
ー ン が ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ 、 ミ ト コ ン ド リ ア ア ポ エ ク オ リ ン お よ び Ｇ α １ ６ が 同 時 発 現
さ れ る 。 細 胞 は ５ μ Ｍ コ エ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ （ Coelenterazine H） （ Molecular Probes） と
室 温 で ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 、 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ － Ｆ １ ２ 培 養 培 地 で 洗 浄 さ れ 、 濃 度 ０ ． ５ ×
１ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ ｌ で 再 懸 濁 さ れ る 。 次 い で 細 胞 は 試 験 作 用 薬 分 子 と 混 合 さ れ 、 エ ク オ リ ン
に よ る 光 放 出 が 照 度 計 で ３ ０ 秒 間 記 録 さ れ る 。 結 果 は 相 対 光 単 位 （ Relative Light Units
（ Ｒ Ｌ Ｕ ） ） と し て 記 載 さ れ る 。 コ ン ト ロ ー ル は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を 発 現 し て い な い （ 偽 ト ラ
ン ス フ ェ ク ト ） 細 胞 か ら 単 離 さ れ た 膜 を 用 い る ア ッ セ イ を 含 み 、 候 補 化 合 物 の 非 特 異 的 作
用 の 可 能 性 が 排 除 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 エ ク オ リ ン 活 性 ま た は 細 胞 内 カ ル シ ウ ム レ ベ ル が 「 変 化 す る 」 の は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ
プ チ ド を 発 現 し 、 か つ 候 補 調 節 因 子 で 処 理 さ れ た 細 胞 の 試 料 中 の 光 強 度 が 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ
リ ペ プ チ ド を 発 現 し て い な い （ 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 ） が 、 候 補 調 節 因 子 で 処 理 さ れ た
細 胞 の 試 料 と 比 較 し て １ ０ ％ ま た は そ れ 以 上 増 大 ま た は 減 少 し た 場 合 で あ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 不 存 在 下 で 行 わ れ る 場 合 は 、 前 記 ア ッ セ イ を 用 い て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 の
作 用 薬 を 同 定 す る こ と が で き る 。 前 記 ア ッ セ イ が プ ロ ピ オ ン 酸 塩 の 存 在 下 で 行 わ れ る 場 合
は 、 こ れ を 用 い て 、 拮 抗 薬 に つ い て ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ９ ２ 】

　 ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 活 性 に 関 す る ア ッ セ イ は 、 Kenimer & Nirenberg (1981) Mol. Ph
armacol. 20: 585-591に 記 載 さ れ 、 こ れ は 引 用 に よ り 本 明 細 書 中 に 包 含 さ れ る 。 こ の ア ッ
セ イ は 、 引 用 に よ り 本 明 細 書 中 に 包 含 さ れ る Solomon et al (1974) Anal. Biochem. 58: 
541-548） に 教 示 さ れ て い る ア ッ セ イ の 修 飾 法 で あ る 。 簡 単 に は 、 １ ０ ０ μ Ｌ 反 応 物 は 50m
MTris-HCl(pH7.5)、 5mM MgCl 2 、 20mMク レ ア チ ン リ ン 酸 （ ２ ナ ト リ ウ ム 塩 ） 、 １ ０ ユ ニ ッ
ト （ タ ン パ ク 質 ７ １ μ ｇ ） の ク レ ア チ ン ホ ス ホ キ ナ ー ゼ 、 1mMα - 3 2 P-ATP(テ ト ラ ナ ト リ ウ
ム 塩 、 2μ Ci)、 0.5mM環 状 AMP、 G－ ３ H－ 標 識 環 状 AMP（ 約 10,000cpm)、 0.5mMRo20-1724、 0
.25%エ タ ノ ー ル 、 お よ び 試 験 対 象 の タ ン パ ク 質 ホ モ ジ ネ ー ト （ す な わ ち 、 候 補 調 節 因 子 の
存 在 ま た は 不 存 在 下 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 で 処 理 さ れ て い る か 、 ま た は 処 理 さ れ て い な い 、 Ｇ
Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し て い る か 、 ま た は 発 現 し て い な い 細 胞 由 来 の ホ モ ジ ネ ー ト
） 50-200μ gを 含 有 す る 。 反 応 混 合 物 は 一 般 に 、 ３ ７ ℃ で ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る
。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 反 応 混 合 物 は 冷 ６ ％ ト リ ク ロ ロ 酢 酸 ０ ． ９ ｍ ｌ の 添 加 に よ り 除 タ ン
パ ク さ れ る 。 試 験 管 は １ ８ ０ ０ ｘ ｇ で ２ ０ 分 間 遠 心 分 離 さ れ 、 各 上 澄 溶 液 が Dowex AG50W-
X4カ ラ ム に 添 加 さ れ る 。 カ ラ ム 由 来 の ｃ Ａ Ｍ Ｐ 画 分 は ０ ． １ ｍ Ｍ イ ミ ダ ゾ ー ル － Ｈ Ｃ ｌ （
ｐ Ｈ ７ ． ５ ） ４ ｍ Ｌ を 用 い て 計 測 バ イ ア ル 中 へ 溶 出 さ れ る 。 ア ッ セ イ は ３ 回 行 わ れ る べ き
で あ る 。 ま た コ ン ト ロ ー ル 反 応 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し て い な い 細 胞 由 来 の
タ ン パ ク 質 ホ モ ジ ネ ー ト を 用 い て 行 わ れ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 本 発 明 で 、 ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 活 性 が 「 変 化 す る 」 の は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 の 候 補 調 節
因 子 で 処 理 さ れ た 細 胞 由 来 の 試 料 中 で 、 候 補 調 節 因 子 で 処 理 さ れ て い な い 細 胞 の 同 様 の 試
料 ま た は Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し て い な い （ 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 ） が 、 候 補
調 節 因 子 で 処 理 さ れ た 細 胞 の 試 料 と 比 較 し て １ ０ ％ ま た は そ れ 以 上 増 大 ま た は 減 少 し た 場
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ii． 下 流 経 路 活 性 化 ア ッ セ イ ：

ａ ． カ ル シ ウ ム 流 動 － エ ク オ リ ン に 基 づ く ア ッ セ イ ：

ｂ ． ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ ア ッ セ イ ：



合 で あ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 ｃ ． ：
　 細 胞 内 ま た は 細 胞 外 ｃ Ａ Ｍ Ｐ は 、 当 技 術 分 野 に 広 く 既 知 の 方 法 に し た が い 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 放
射 免 疫 ア ッ セ イ （ Ｒ Ｉ Ａ ） ま た は ｃ Ａ Ｍ Ｐ 結 合 タ ン パ ク 質 を 用 い て 測 定 さ れ る 。 例 え ば 、
引 用 に よ り 本 明 細 書 中 に 包 含 さ れ る Horton & Baxendale (1995) Methods Mol. Biol. 41:
 91-105は ｃ Ａ Ｍ Ｐ に 関 す る Ｒ Ｉ Ａ を 記 載 し て い る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 測 定 用 の 多 数 の キ ッ ト が 市 販 さ れ て い る 。 例 え ば 、 LJL Biosystemsお よ び NEN 
Life Science Productsに よ り 市 販 さ れ て い る High Efficiency Fluorescence Polarizati
on-based homogeneous assayが あ る 。 コ ン ト ロ ー ル 反 応 は 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 の 抽 出
物 を 用 い て 行 い 、 こ れ に よ り 候 補 調 節 因 子 の 非 特 異 的 作 用 の 可 能 性 が 排 除 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 ｃ Ａ Ｍ Ｐ の レ ベ ル が 「 変 化 す る 」 の は 、 Horton & Baxendale (1995)上 記 の Ｒ Ｉ Ａ に 基
づ く ア ッ セ イ を 用 い て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 の 候 補 調 節 因
子 で 処 理 さ れ た 細 胞 （ ま た は そ の よ う な 細 胞 の 抽 出 物 ） 中 で 検 出 さ れ る ｃ Ａ Ｍ Ｐ の レ ベ ル
が 、 候 補 調 節 因 子 で 処 理 さ れ て い な い 同 様 の 細 胞 中 の ｃ Ａ Ｍ Ｐ レ ベ ル と 比 較 し て 少 な く と
も １ ０ ％ 増 大 ま た は 減 少 し た 場 合 で あ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
ｄ ． ：
　 リ ン 脂 質 の 分 解 を 活 性 化 す る 受 容 体 は 、 リ ン 脂 質 分 解 、 お よ び そ の 結 果 の セ カ ン ド メ ッ
セ ン ジ ャ ー Ｄ Ａ Ｇ お よ び ／ ま た は イ ノ シ ト ー ル 三 リ ン 酸 （ Ｉ Ｐ ３ ） 生 産 を モ ニ タ ー す る こ
と に よ っ て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 既 知 ま た は 推 定 の 調 節 因 子 の 活 性 を 原 因 と す る 変 化 に 関 し て モ
ニ タ ー で き る 。 こ れ ら そ れ ぞ れ の 検 出 方 法 は 、 IanM. Bard. Totowa, NJ, Humana Press (
1998)編 集 の Phospholipid Signalling Protocolsに 記 載 さ れ 、 こ れ は 引 用 に よ り 本 明 細 書
中 に 包 含 さ れ る 。 ま た 引 用 に よ り 本 明 細 書 中 に 包 含 さ れ る Rudolph et al(1999)J.Biol.Ch
em.274:11824-11831を 参 照 の こ と 、 こ れ は ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 分 解 に 関 す る ア ッ
セ イ を 記 載 し て い る 。 ア ッ セ イ は 、 候 補 調 節 因 子 の 存 在 ま た は 不 存 在 下 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩
で 処 理 さ れ た か 、 ま た は 処 理 さ れ て い な い Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 発 現 細 胞 ま た 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 、 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 ま た は そ れ 由 来 の 抽
出 物 を 用 い て 行 い 、 こ れ に よ り 候 補 調 節 因 子 の 非 特 異 的 作 用 の 可 能 性 が 排 除 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 本 発 明 で 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 分 解 、 お よ び ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル お よ び ／ ま
た は イ ノ シ ト ー ル 三 リ ン 酸 レ ベ ル が 「 変 化 す る 」 の は 、 候 補 調 節 因 子 で 処 理 さ れ た Ｇ Ｐ Ｒ
４ ３ ポ リ ペ プ チ ド 発 現 細 胞 由 来 の 試 料 中 で 、 候 補 調 節 因 子 で 処 理 さ れ て い な い Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３
ポ リ ペ プ チ ド 発 現 細 胞 由 来 の 試 料 中 で 観 察 さ れ る レ ベ ル と 比 較 し て 少 な く と も １ ０ ％ 増 大
ま た は 減 少 し た 場 合 で あ る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
ｅ ． ：
　 成 長 因 子 受 容 体 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 化 が 関 与 す
る 経 路 を 介 し て シ グ ナ ル を 伝 達 で き る 。 Ｐ Ｋ Ｃ は リ ン 脂 質 － お よ び カ ル シ ウ ム － 活 性 化 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 、 一 連 の 原 癌 遺 伝 子 転 写
因 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 例 え ば c-fos、 c-myc、 お よ び c-jun、 プ ロ テ ア ー ゼ 、 プ ロ テ ア
ー ゼ 阻 害 剤 、 例 え ば Ｉ 型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ お よ び プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活 性 化 剤 阻 害 剤 、 お よ び 接
着 分 子 、 例 え ば 細 胞 内 接 着 分 子 Ｉ （ Ｉ Ｃ Ａ Ｍ Ｉ ） の 転 写 を 生 じ さ せ る 。 ア ッ セ イ は 、 Ｐ Ｋ
Ｃ に よ っ て 誘 導 さ れ る 遺 伝 子 産 物 の 増 大 を 検 出 す る よ う に 設 計 さ れ て お り 、 こ れ を 用 い て
、 Ｐ Ｋ Ｃ 活 性 化 、 す な わ ち 受 容 体 活 性 を モ ニ タ ー で き る 。 さ ら に 、 Ｐ Ｋ Ｃ を 介 し て シ グ ナ
ル 伝 達 す る 受 容 体 の 活 性 は 、 Ｐ Ｋ Ｃ 活 性 化 に よ っ て 活 性 化 さ れ る 遺 伝 子 の 調 節 配 列 に よ り
駆 動 さ れ る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 コ ン ス ト ラ ク ト の 使 用 を 介 し て モ ニ タ ー で き る 。 こ の タ イ プ
の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に 基 づ く ア ッ セ イ は 以 下 に よ り 詳 細 に 議 論 さ れ て い る 。
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ｃ Ａ Ｍ Ｐ ア ッ セ イ

リ ン 脂 質 分 解 、 Ｄ Ａ Ｇ 生 産 お よ び イ ノ シ ト ー ル 三 リ ン 酸 レ ベ ル

Ｐ Ｋ Ｃ 活 性 化 ア ッ セ イ



【 ０ ２ ０ ０ 】
　 Ｐ Ｋ Ｃ の よ り 直 接 的 な 測 定 で は 、 引 用 に よ り 本 明 細 書 中 に 包 含 さ れ る Kikkawa et al (1
982) J. Biol. Chem. 257: 13341の 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 こ の ア ッ セ イ は Ｐ Ｋ Ｃ 基
質 ペ プ チ ド の リ ン 酸 化 を 測 定 す る 。 当 該 リ ン 酸 化 ペ プ チ ド は 次 い で ホ ス ホ セ ル ロ ー ス ペ ー
パ ー と の 結 合 に よ り 分 離 さ れ る 。 こ の Ｐ Ｋ Ｃ ア ッ セ イ 系 を 用 い て 、 精 製 キ ナ ー ゼ の 活 性 ま
た は 粗 製 の 細 胞 抽 出 物 中 の 活 性 を 測 定 で き る 。 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ 試 料 は ア ッ セ イ の 直
前 に 20mMHEPES/2mMDTT中 で 希 釈 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 前 記 ア ッ セ イ の 基 質 は ミ リ ス ト イ ル 化 ア ラ ニ ン リ ッ チ プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ 基 質 タ ン パ
ク 質 （ MARCKS） か ら 誘 導 さ れ た ペ プ チ ド Ac-FKKSFKL-NH2（ 配 列 番 号 ３ ） で あ る 。 該 ペ プ チ
ド に 対 す る 酵 素 の Ｋ ｍ は 約 ５ ０ μ Ｍ で あ る 。 ま た 、 当 技 術 分 野 に 既 知 の 他 の 塩 基 性 プ ロ テ
イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ 選 択 的 ペ プ チ ド を そ れ ぞ れ の Ｋ ｍ の 少 な く と も ２ － ３ 倍 の 濃 度 で 用 い る こ
と が で き る 。 ア ッ セ イ に 必 要 と さ れ る 補 因 子 に 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 お よ び ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル が 含 ま れ る 。 使 用 者 の 所 望 に よ り 、 ア
ッ セ イ を 行 っ て Ｐ Ｋ Ｃ 存 在 量 （ 活 性 化 用 条 件 ） ま た は 活 性 Ｐ Ｋ Ｃ 存 在 量 （ 非 活 性 化 用 条 件
） を 測 定 で き る 。 ほ と ん ど の 本 発 明 目 的 の た め に は 、 非 活 性 化 用 条 件 が 用 い ら れ 、 活 性 化
可 能 な Ｐ Ｋ Ｃ の 測 定 で は な く 、 単 離 時 の 試 料 中 で 活 性 な Ｐ Ｋ Ｃ が 測 定 さ れ る 。 非 活 性 化 用
条 件 で は 、 Ｅ Ｇ Ｔ Ａ に よ り カ ル シ ウ ム は ア ッ セ イ か ら 除 去 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 前 記 ア ッ セ イ は 以 下 を 含 有 す る 混 合 物 中 で 行 わ れ る ： 20 mM HEPES、 pH 7.4、 1-2 mM DT
T, 5 mM MgCl 2 、 100μ MATP、 ～ 1μ Ciγ - 3 2 P-ATP、 100μ g/mlペ プ チ ド 基 質 (～ 100μ M)、 14
0μ M/3.8μ M ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン /ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル 膜 ,お よ び 100μ Mカ ル シ ウ ム (
ま た は 500μ MEGTA)。 試 料 ４ ８ μ ｌ は 20mM HEPES、 pH7.4、 2mM DTT 中 で 希 釈 さ れ 、 最 終 反
応 容 量 ８ ０ μ lで 用 い ら れ る 。 反 応 は ３ ０ ℃ で ５ － １ ０ 分 間 行 わ れ 、 そ の 後 100mMATP、 100
mM EDTA、 pH8.0溶 液 ２ ５ μ ｌ の 添 加 に よ り 反 応 が 停 止 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 反 応 の 停 止 後 、 各 反 応 物 の 一 部 （ ８ ５ μ ｌ ） が Whatman P81リ ン 酸 セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ
ー に ス ポ ッ ト さ れ 、 次 い で ０ ． ４ ％  リ ン 酸  ５ ０ ０ ｍ ｌ 中 で ４ 回 洗 浄 さ れ （ ５ － １ ０ 分 ／
洗 浄 ） 、 ９ ５ ％ エ タ ノ ー ル ５ ０ ０ ｍ ｌ 中 で ２ － ５ 分 間 最 終 洗 浄 さ れ る 。 シ ン チ レ ー シ ョ ン
計 測 に よ り 結 合 放 射 能 が 測 定 さ れ る 。 標 識 Ａ Ｔ Ｐ の 特 異 的 活 性 （ cpm／ nmol） は 、 反 応 物
の 試 料 を P81ペ ー パ ー に ス ポ ッ ト し 、 洗 浄 せ ず に 計 測 す る こ と に よ っ て 測 定 さ れ る 。 転 移
さ れ た リ ン 酸 nmol／ 分 と し て 定 義 さ れ る Ｐ Ｋ Ｃ 活 性 の ユ ニ ッ ト は 以 下 の よ う に 算 出 さ れ る
：
活 性 ユ ニ ッ ト （ nmol／ 分 ） は ：
＝ （ ペ ー パ ー 上 cpm） × （ ト ー タ ル １ ０ ５ μ ｌ ／ ス ポ ッ ト さ れ た ８ ５ μ ｌ ）
／ （ ア ッ セ イ 時 間 、 分 ） （ Ａ Ｔ Ｐ の 特 異 的 活 性  cpm/nmol） 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 別 の ア ッ セ イ は PanVeraよ り 販 売 さ れ て い る プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ ア ッ セ イ キ ッ ト （ Pro
tein Kinase C Assay Kit（ Cat.#P2747） ） を 用 い て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 ア ッ セ イ は 、 候 補 調 節 因 子 の 存 在 ま た は 不 存 在 下 で 、 プ ロ ピ オ ン 酸 で 処 理 さ れ た か 、 あ
る い は 処 理 さ れ て い な い Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド 発 現 細 胞 由 来 の 抽 出 物 に 対 し て 行 わ れ る
。 コ ン ト ロ ー ル 反 応 は 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 ま た は そ の 抽 出 物 を 用 い て 行 わ れ 、 候 補 調
節 因 子 の 非 特 異 的 作 用 の 可 能 性 が 排 除 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 本 発 明 で 、 候 補 調 節 因 子 に よ り Ｐ Ｋ Ｃ 活 性 が 「 変 化 す る 」 の は 、 上 記 い ず れ か の ア ッ セ
イ に よ り 測 定 さ れ る Ｐ Ｋ Ｃ の ユ ニ ッ ト が 、 候 補 調 節 因 子 で 処 理 さ れ た Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 発 現 細 胞
由 来 の 抽 出 物 中 で 、 候 補 調 節 因 子 で 処 理 さ れ て い な い 細 胞 由 来 の 同 様 の 試 料 に 対 し て 行 わ
れ る 反 応 と 比 較 し て 少 な く と も １ ０ ％ 増 大 ま た は 減 少 す る 場 合 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
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ｆ ． ：
　 Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ 活 性 は 、 市 販 さ れ て い る い く つ か の キ ッ ト の い ず れ か を 用 い て ア ッ セ イ
す る こ と が で き る 。 こ の よ う な キ ッ ト は 例 え ば 、 New England Biolabsに よ り 販 売 さ れ て
い る p38MAPキ ナ ー ゼ ア ッ セ イ キ ッ ト （ Cat#9820） ま た は Perkin-Elmer Life Sciencesに よ
り 販 売 さ れ て い る Flash Plate T M  MAPキ ナ ー ゼ ア ッ セ イ で あ る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ 活 性 が 「 変 化 す る 」 の は 、 候 補 調 節 因 子 で 処 理 さ れ た Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ
プ チ ド 発 現 細 胞 由 来 の 試 料 中 の 活 性 の レ ベ ル が 、 候 補 調 節 因 子 で 処 理 さ れ て い な い 同 様 の
細 胞 由 来 の 試 料 中 の Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ 活 性 と 比 較 し て １ ０ ％ ま た は そ れ 以 上 増 大 ま た は 減 少
す る 場 合 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 既 知 の 合 成 ま た は 天 然 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 基 質 お よ び 標 識 リ ン 酸 を 用 い る チ ロ シ ン キ ナ ー
ゼ 活 性 の 直 接 ア ッ セ イ は 、 他 の 型 の キ ナ ー ゼ （ 例 え ば 、 セ リ ン ／ ス レ オ ニ ン キ ナ ー ゼ ） に
関 す る 同 様 の ア ッ セ イ の よ う に 周 知 で あ る 。 キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ は 、 候 補 調 節 因 子 の 存 在 ま
た は 不 存 在 下 で 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 で 処 理 さ れ た か 、 あ る い は 処 理 さ れ て い な い Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３
ポ リ ペ プ チ ド 発 現 細 胞 由 来 の 精 製 キ ナ ー ゼ お よ び 粗 製 の 抽 出 物 の 両 者 を 用 い て 行 う こ と が
で き る 。 コ ン ト ロ ー ル 反 応 は 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 ま た は そ の 抽 出 物 を 用 い て 行 い 、 こ
れ に よ り 候 補 調 節 因 子 の 非 特 異 的 作 用 の 可 能 性 が 排 除 さ れ る 。 基 質 は 完 全 長 タ ン パ ク 質 ま
た は 該 基 質 を 代 替 す る 合 成 ペ プ チ ド で あ っ て よ い 。 Pinna & Ruzzene (1996) Biochem. Bi
ophys. Acta 1314: 191-225（ こ れ は 引 用 に よ り 本 明 細 書 中 に 包 含 さ れ る ） は キ ナ ー ゼ 活
性 の 検 出 に 有 用 な 多 数 の リ ン 酸 化 基 質 部 位 を リ ス ト し て い る 。 多 数 の キ ナ ー ゼ 基 質 ペ プ チ
ド が 市 販 さ れ て い る 。 特 に 有 用 な も の は 、 「 Src関 連 ペ プ チ ド 」 、 RRLIEDAEYAARG（ 配 列 番
号 ４ ； Sigmaよ り 入 手 可 能 #A7433） で あ り 、 こ れ は 多 数 の 受 容 体 お よ び 非 受 容 体 チ ロ シ ン
キ ナ ー ゼ の 基 質 で あ る 。 以 下 に 記 載 の ア ッ セ イ は 、 フ ィ ル タ ー に 対 す る ペ プ チ ド 基 質 の 結
合 を 必 要 と す る た め 、 こ の ペ プ チ ド 基 質 は 結 合 を 促 す 正 味 の 正 電 荷 を 有 す る べ き で あ る 。
一 般 に 、 ペ プ チ ド 基 質 は 少 な く と も ２ つ の 塩 基 性 残 基 お よ び 遊 離 の ア ミ ノ 末 端 を 有 す る べ
き で あ る 。 一 般 に 反 応 は ０ ． ７ － １ ． ５ ｍ Ｍ の ペ プ チ ド 濃 度 を 用 い る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 ア ッ セ イ は 一 般 に 、 以 下 を 含 む ２ ５ μ ｌ 容 量 中 で 行 わ れ る ： 5× キ ナ ー ゼ バ ッ フ ァ ー 5μ
l（ 5 mg/mｌ  BSA、 150mMTris-Cl(pH7.5)、 100mM MgCl 2 ; ア ッ セ イ 対 象 の キ ナ ー ゼ に 的 確
に 応 じ て MgCl 2 の 代 わ り に 、 あ る い は そ れ に 加 え て 、 MnCl 2 を 用 い る こ と が で き る ） 、 5μ l
の 1.0mMATP(0.2mM最 終 濃 度 )、 γ - 3 2 P-ATP (100-500 cpm/pmol) 3μ ｌ の 10mMペ プ チ ド 基 質
(1.2mM 最 終 濃 度 )、 試 験 対 象 の キ ナ ー ゼ を 含 有 す る 細 胞 抽 出 物 （ キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ に 使 用
さ れ る 細 胞 抽 出 物 は ホ ス フ ァ タ ー ゼ 阻 害 剤 （ 例 え ば 0.1-1mMオ ル ト バ ナ ジ ウ ム 酸 ナ ト リ ウ
ム ） を 含 有 す べ き で あ る ） 、 お よ び 25μ ｌ ま で の 水 。 反 応 は ３ ０ ℃ で 行 い 、 細 胞 抽 出 物 の
添 加 に よ っ て 開 始 さ れ る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 キ ナ ー ゼ 反 応 は ３ ０ 秒 か ら 約 ３ ０ 分 間 行 わ れ 、 そ の 後 、 氷 冷 １ ０ ％ ト リ ク ロ ロ 酢 酸 （ Ｔ
Ｃ Ａ ） ４ ５ μ lが 添 加 さ れ る 。 試 料 を 微 量 遠 心 機 中 で ２ 分 間 回 転 さ せ 、 上 清 ３ ５ μ ｌ が Wha
tman P81リ ン 酸 セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー サ ー ク ル へ ス ポ ッ ト さ れ る 。 こ の フ ィ ル タ ー は 冷 ０
． ５ ％ リ ン 酸 ５ ０ ０ ｍ lで ３ 回 洗 浄 さ れ 、 そ の 後 、 室 温 で ５ 分 間 、 ア セ ト ン ２ ０ ０ ｍ ｌ で
１ 回 洗 浄 さ れ る 。 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 計 測 に
よ っ て 測 定 さ れ る 。 キ ナ ー ゼ 反 応 物 中 の Ａ Ｔ Ｐ の （ 例 え ば cpm/pmol単 位 の ） 特 異 的 活 性 は
、 反 応 の 小 試 料 （ ２ － ５ μ ｌ ） を Ｐ 81フ ィ ル タ ー サ ー ク ル 上 へ ス ポ ッ ト し 、 洗 浄 せ ず に 直
接 計 測 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 。 次 い で 、 こ の キ ナ ー ゼ 反 応 で 得 ら れ る カ ウ ン ト ／ 分
（ ブ ラ ン ク を 除 く （ minus blank） ） が 特 異 的 活 性 で 除 算 さ れ る こ と に よ り 、 反 応 中 の 転
移 さ れ た リ ン 酸 の モ ル 数 が 測 定 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 が 「 変 化 す る 」 の は 、 候 補 調 節 因 子 で 処 理 さ れ た Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ
ペ プ チ ド 発 現 細 胞 由 来 試 料 中 の キ ナ ー ゼ 活 性 の レ ベ ル が 、 候 補 調 節 因 子 で 処 理 さ れ て い な
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い 同 様 の 細 胞 由 来 試 料 中 の キ ナ ー ゼ 活 性 と 比 較 し て １ ０ ％ ま た は そ れ 以 上 増 大 ま た は 減 少
す る 場 合 で あ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
ｇ ． ：
　 受 容 体 、 例 え ば Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ に 対 す る 作 用 薬 の 結 合 に よ っ て 開 始 さ れ る 細 胞 内 シ グ ナ ル は
細 胞 内 イ ベ ン ト の カ ス ケ ー ド を 開 始 し 、 最 終 的 に １ つ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 の 転 写 ま た
は 翻 訳 の 急 速 か つ 検 出 可 能 な 変 化 を 生 じ さ せ る 。 し た が っ て 受 容 体 の 活 性 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３
活 性 化 に 応 答 す る 調 節 配 列 に よ っ て 駆 動 さ れ る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 す る こ と に
よ っ て モ ニ タ ー で き る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 プ ロ モ ー タ ー 」 と は 、 遺 伝 子 発 現 の 受 容 体 媒 介 性 調 節 に 必 要 な 転
写 調 節 エ レ メ ン ト を 意 味 し 、 こ れ に は 基 本 的 プ ロ モ ー タ ー だ け で な く 、 受 容 体 に よ っ て 制
御 さ れ る 発 現 に 必 要 な 任 意 の エ ン ハ ン サ ー ま た は 転 写 因 子 結 合 部 位 が 含 ま れ る 。 作 用 薬 結
合 の 結 果 で あ る 細 胞 内 シ グ ナ ル に 応 答 す る プ ロ モ ー タ ー を 選 択 し 、 該 選 択 プ ロ モ ー タ ー を
、 転 写 、 翻 訳 ま た は 最 終 的 活 性 が 容 易 に 検 出 可 能 で 測 定 可 能 な レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と 作 動 可
能 に 連 結 す る こ と に よ っ て 、 転 写 に 基 づ く レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ は 、 特 定 の 受 容 体 が 活 性 化
さ れ て い る か 否 か の 迅 速 な 指 標 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 Ｃ Ａ Ｔ 、 Ｇ Ｆ Ｐ 、 β － ラ ク タ マ ー ゼ ま た は β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の よ
う な レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 、 当 該 産 物 の 検 出 に 関 す る ア ッ セ イ と と も に 当 技 術 分 野 に 周 知 で
あ る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 受 容 体 活 性 の モ ニ タ リ ン グ に 特 に よ く 適 し て い る 遺 伝 子 は 、 「 即 時 早 期 （ immediate ea
rly） 」 遺 伝 子 で あ り 、 こ れ は 通 常 、 受 容 体 と エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 ま た は リ ガ ン ド の
接 触 後 数 分 以 内 に 迅 速 に 誘 導 さ れ る 。 即 時 早 期 遺 伝 子 転 写 の 誘 導 は 新 た な 調 節 タ ン パ ク 質
の 合 成 を 必 要 と し な い 。 リ ガ ン ド 結 合 に 対 す る 迅 速 な 反 応 性 に 加 え て 、 レ ポ ー タ ー コ ン ス
ト ラ ク ト の 作 成 に 有 用 な 好 ま し い 遺 伝 子 の 性 質 に は 以 下 が 含 ま れ る ： 静 止 状 態 細 胞 で の 、
低 い か 、 あ る い は 検 出 不 能 な 発 現 ； 一 過 性 で 、 か つ 新 た な タ ン パ ク 質 合 成 に 非 依 存 で あ る
誘 導 ； 続 い て 起 こ る 転 写 遮 断 が 新 た な タ ン パ ク 質 合 成 を 必 要 と す る こ と ； お よ び こ れ ら の
遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ る ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 短 期 の 半 減 期 を 有 す る こ と 。 転 写 調 節 エ レ メ ン ト が 有 用
で あ る た め に は こ れ ら す べ て の 性 質 を 有 す る の が 好 ま し い が 、 必 ず し も そ う で あ る 必 要 は
な い 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 多 数 の 種 々 の 刺 激 に 応 答 す る 遺 伝 子 の 例 は c-fos原 癌 遺 伝 子 で あ る 。 c-fos遺 伝 子 は 、 成
長 因 子 、 ホ ル モ ン 、 分 化 に 特 異 的 な 物 質 、 ス ト レ ス 、 お よ び 他 の 既 知 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質
の 誘 導 物 質 に よ っ て 、 タ ン パ ク 質 合 成 と 無 関 係 な 様 式 で 活 性 化 さ れ る 。 c-fos発 現 の 誘 導
は 非 常 に 迅 速 で 、 受 容 体 刺 激 後 数 分 以 内 に 生 じ る こ と が 多 い 。 こ の 性 質 に よ り 、 受 容 体 活
性 化 の レ ポ ー タ ー と し て の 使 用 に 関 し て c-fos調 節 領 域 は 特 に 魅 力 的 で あ る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 c-fos調 節 エ レ メ ン ト に は 以 下 が 含 ま れ る （ Verma et al (1987) Cell 51: 513-514 を
参 照 の こ と ） ： 転 写 開 始 に 必 要 と さ れ る Ｔ Ａ Ｔ Ａ ボ ッ ク ス ； 基 本 転 写 用 の ２ つ の 上 流 エ レ
メ ン ト 、 お よ び エ ン ハ ン サ ー 、 こ れ は 二 回 対 称 の エ レ メ ン ト で あ り 、 Ｔ Ｐ Ａ 、 血 清 、 Ｅ Ｇ
Ｆ 、 お よ び Ｐ Ｍ Ａ に よ る 誘 導 に 必 要 と さ れ る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 c-fos ｍ Ｒ Ｎ Ａ キ ャ ッ プ 部 位 か ら 上 流 の － ３ １ ７ お よ び － ２ ９ ８ ｂ ｐ 間 に 位 置 す る ２ ０
ｂ ｐ の c-fos転 写 エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト は 、 血 清 飢 餓 Ｎ Ｉ Ｈ  ３ Ｔ ３ 細 胞 内 の 血 清 誘 導 に
関 し て 必 須 で あ る 。 ２ つ の 上 流 エ レ メ ン ト の 一 方 は － ６ ３ か ら － ５ ７ に 位 置 し 、 こ れ は ｃ
Ａ Ｍ Ｐ 調 節 に 関 す る 保 存 配 列 に 類 似 す る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 転 写 因 子 Ｃ Ｒ Ｅ Ｂ （ 環 状 Ａ Ｍ Ｐ 応 答 性 エ レ メ ン ト 結 合 タ ン パ ク 質 ） は 、 そ の 名 称 が 示 す
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よ う に 、 細 胞 内 ｃ Ａ Ｍ Ｐ の レ ベ ル に 応 答 す る 。 し た が っ て ｃ Ａ Ｍ Ｐ レ ベ ル の 調 節 を 介 し て
シ グ ナ ル を 伝 達 す る 受 容 体 の 活 性 化 は 、 転 写 因 子 の 結 合 を 検 出 す る か 、 あ る い は Ｃ Ｒ Ｅ Ｂ
結 合 エ レ メ ン ト （ Ｃ Ｒ Ｅ ま た は ｃ Ａ Ｍ Ｐ 応 答 エ レ メ ン ト （ cAMP response element） と 称
さ れ る ） と 連 結 さ れ た レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 す る こ と に よ っ て モ ニ タ ー で き る 。
Ｃ Ｒ Ｅ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 TGACGTCAで あ る 。 Ｃ Ｒ Ｅ Ｂ 結 合 活 性 に 応 答 す る レ ポ ー タ ー コ ン ス
ト ラ ク ト は 米 国 特 許 第 5,919,649号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 c-fosエ レ メ ン ト お よ び Ｃ Ｒ Ｅ Ｂ 応 答 性 コ ン ス ト ラ ク ト に 加 え て 、 他 の プ ロ モ ー タ ー お
よ び 転 写 調 節 エ レ メ ン ト に は 、 血 管 作 用 性 小 腸 ペ プ チ ド （ Ｖ Ｉ Ｐ ） 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー （
ｃ Ａ Ｍ Ｐ 応 答 性 ； Fink et al (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. 85: 6662-6666） ； ソ マ ト
ス タ チ ン 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー （ ｃ Ａ Ｍ Ｐ 応 答 性 ； Montminy et al (1986) Proc. Natl. Ac
ad. Sci. 8. 3: 6682-6686） ； プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン プ ロ モ ー タ ー （ ｃ Ａ Ｍ Ｐ 、 ニ コ チ ン 作
用 薬 、 お よ び ホ ル ボ ー ル エ ス テ ル 応 答 性 ； Comb et al (1986) Nature323:353-356） ； ホ
ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸 カ ル ボ キ シ キ ナ ー ゼ （ PEPCK） 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー （ ｃ Ａ Ｍ Ｐ 応
答 性 ； Short et al(1986) J. Biol. Chem. 261: 9721-9726） が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 活 性 の 変 化 に 応 答 す る 転 写 調 節 エ レ メ ン ト の さ ら な る 例 に は 、 Ａ Ｐ － １ 転 写 因
子 に 応 答 す る エ レ メ ン ト お よ び Ｎ Ｆ － κ B活 性 に 応 答 す る エ レ メ ン ト が 含 ま れ る 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 ： TGA(C/G)TCAで あ る (Leeら  
(1987) Nature325: 368-372; Lee et al (1987) Cell 49: 741-752)。 前 記 Ａ Ｐ － １ 部 位
は ま た 、 腫 瘍 プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば ホ ル ボ ー ル エ ス テ ル １ ２ － Ｏ － テ ト ラ デ カ ノ イ ル ホ ル
ボ ー ル － □ － ア セ テ ー ト （ Ｔ Ｐ Ａ ） に よ る 誘 導 の 媒 介 を 担 い 、 し た が っ て Ｔ Ｐ Ａ 応 答 エ レ
メ ン ト と し て Ｔ Ｒ Ｅ と 称 さ れ る こ と も あ る 。 Ａ Ｐ － １ は 、 成 長 刺 激 に 対 す る 細 胞 の 早 期 応
答 に 関 与 す る 多 数 の 遺 伝 子 を 活 性 化 す る 。 Ａ Ｐ － １ 応 答 性 遺 伝 子 の 例 に は 、 Fosお よ び Jun
（ こ れ ら の タ ン パ ク 質 は そ れ 自 身 Ａ Ｐ － １ 活 性 を 構 成 す る ） に 関 す る 遺 伝 子 、 Fos関 連 抗
原 （ Fra） １ お よ び ２ 、 Ｉ κ Ｂ α 、 オ ル ニ チ ン デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ お よ び ア ネ キ シ ン Ｉ お
よ び Ｉ Ｉ が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 結 合 エ レ メ ン ト は 共 通 配 列 ： GGGGACTTTCC（ 配 列 番 号 ５ ） を 有 す る 。 多 数 の
遺 伝 子 が Ｎ Ｆ － κ Ｂ 応 答 性 と し て 同 定 さ れ て お り 、 そ れ ら の 調 節 エ レ メ ン ト を レ ポ ー タ ー
遺 伝 子 に 連 結 し て 、 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 活 性 を モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 応 答 性 の 遺 伝
子 の 小 試 料 に は 、 IL-1β (Hiscott et al (1993) Mol. Cell. Biol. 13: 6231-6240),TNF-
α (Shakhov et al (1990) J. Exp. Med. 171:35-47)、 CCR5 (Liu et al (1998) AIDS Res
. Hum. Retroviruses 14: 1509-1519)、 P-セ レ ク チ ン (Pan & Mc Ever (1995) J. Biol. C
hem. 270: 23077-23083)、 Fas リ ガ ン ド (Matsui et al (1998) J. Immunol. 161: 3469-3
473)、 GM-CSF (Schreck & Baeuerle (1990) Mol. Cell. Biol.10: 1281-1286)お よ び Iκ B
α (Haskill et al(1991)Cell 65:1281-1289)を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 各
参 考 文 献 は 引 用 に よ り 本 明 細 書 中 に 包 含 さ れ る 。 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 応 答 性 レ ポ ー タ ー を コ ー ド す
る ベ ク タ ー も ま た 当 技 術 分 野 に 既 知 で あ り 、 あ る い は 当 業 者 で あ れ ば 、 例 え ば 合 成 Ｎ Ｆ －
κ Ｂ エ レ メ ン ト お よ び 最 小 プ ロ モ ー タ ー を 用 い る か 、 ま た は Ｎ Ｆ － κ Ｂ 調 節 の 対 象 で あ る
こ と が 既 知 の 遺 伝 子 の Ｎ Ｆ － κ Ｂ 応 答 性 配 列 を 用 い て 容 易 に 作 成 可 能 で あ る 。 さ ら に Ｎ Ｆ
－ κ Ｂ 応 答 性 レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト は 、 例 え ば CLONTECHか ら 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 こ の よ う な プ ロ モ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト は 、 該 コ ン ス ト ラ ク ト を ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ
た Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 発 現 細 胞 を プ ロ ピ オ ン 酸 塩 に 曝 露 す る こ と に よ っ て 試 験 さ れ る べ き で あ る 。
プ ロ ピ オ ン 酸 に 応 答 す る レ ポ ー タ ー 発 現 が 少 な く と も ２ 倍 増 大 す れ ば 、 こ の レ ポ ー タ ー が
Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 の 指 標 で あ る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 転 写 レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト を 用 い て Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 を ア ッ セ イ す る た め 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４
３ ポ リ ペ プ チ ド を 安 定 発 現 す る 細 胞 は レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト で 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク

10

20

30

40

50

(42) JP 2005-533483 A 2005.11.10



ト さ れ る 。 作 用 薬 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ で は 、 細 胞 は 未 処 理 の ま ま か 、 候 補 調 節 因 子 に
曝 露 さ れ る か 、 あ る い は プ ロ ピ オ ン 酸 塩 に 曝 露 さ れ 、 レ ポ ー タ ー の 発 現 が 測 定 さ れ る 。 プ
ロ ピ オ ン 酸 塩 処 理 さ れ た 培 養 は 、 既 知 の 作 用 薬 に よ っ て 誘 導 さ れ る 転 写 レ ベ ル の 標 準 と な
る 。 候 補 調 節 因 子 の 存 在 下 で レ ポ ー タ ー 発 現 が 少 な く と も ５ ０ ％ 増 大 す れ ば 、 こ の 候 補 は
Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 の 調 節 因 子 で あ る こ と が 示 さ れ る 。 作 用 薬 は プ ロ ピ オ ン 酸 塩 単 独 と 少 な く
と も 同 等 、 好 ま し く は 同 一 量 ま た は そ れ 以 上 の レ ポ ー タ ー 発 現 を 誘 導 す る 。 ま た こ の ア プ
ロ ー チ を 用 い て 、 逆 作 用 薬 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 細 胞
は 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 ま た は 別 の 作 用 薬 の 不 存 在 下 で レ ポ ー タ ー の 高 い 基 本 活 性 が 存 在 す る
よ う な レ ベ ル で Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し て い る 。 候 補 調 節 因 子 存 在 下 の レ ポ ー タ
ー 活 性 が 、 そ の 不 存 在 下 と 比 較 し て １ ０ ％ ま た は そ れ 以 上 減 少 す れ ば 、 こ の 化 合 物 は 逆 作
用 薬 で あ る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 拮 抗 薬 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ で は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を 発 現 し 、 レ ポ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト
を 保 持 し て い る 細 胞 が 、 候 補 調 節 因 子 の 存 在 お よ び 不 存 在 下 で プ ロ ピ オ ン 酸 塩 （ ま た は 別
の 作 用 薬 ） に 曝 露 さ れ る 。 候 補 調 節 因 子 存 在 下 の レ ポ ー タ ー 発 現 が 、 候 補 調 節 因 子 の 不 存
在 下 と 比 較 し て １ ０ ％ ま た は そ れ 以 上 減 少 す れ ば 、 こ の 候 補 は Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 の 調 節 因 子
で あ る こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 転 写 ア ッ セ イ に 関 す る コ ン ト ロ ー ル は Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を 発 現 し て い な い が 、 レ ポ ー タ ー コ ン
ス ト ラ ク ト を 保 持 し て い る 細 胞 、 な ら び に プ ロ モ ー タ ー を 欠 い て い る レ ポ ー タ ー コ ン ス ト
ラ ク ト を 含 む 細 胞 を 含 む 。 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 調 節 性 転 写 の 調 節 因 子 と し て 同 定 さ れ る 化 合 物 は 、
こ れ が 他 の 調 節 配 列 お よ び 他 の 受 容 体 に よ っ て 駆 動 さ れ る 転 写 に 影 響 す る か 否 か を 測 定 す
る 分 析 に 付 さ れ 、 そ の 活 性 の 特 異 性 お よ び ス ペ ク ト ル が 決 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 転 写 レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ 、 お よ び ほ と ん ど の 細 胞 に 基 づ く ア ッ セ イ は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性
を 調 節 す る タ ン パ ク 質 に 関 す る 発 現 ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ に 良 く 適 し て い る 。 ラ イ
ブ ラ リ は 、 例 え ば 、 天 然 起 源 、 例 え ば 植 物 、 動 物 、 細 菌 、 等 由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ で
あ っ て よ く 、 あ る い は １ つ ま た は そ れ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド の ラ ン ダ ム ま た は 体 系 的 変 異 体
を 発 現 す る ラ イ ブ ラ リ で あ っ て よ い 。 ま た ウ イ ル ス ベ ク タ ー 中 の ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ を 用 い
て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い ら れ る 種 々 の ラ イ ブ ラ リ 中 の １ 細 胞 ま た は 組 織 の
ｍ Ｒ Ｎ Ａ 内 容 物 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
ｈ ． ：
　 本 発 明 の 細 胞 、 例 え ば CHO-K1細 胞 は 、 5% FCS、 抗 生 物 質 、 ア ン フ ォ テ リ シ ン 、 ピ ル ビ ン
酸 ナ ト リ ウ ム お よ び 400μ g/ml G418を 含 有 す る イ ノ シ ト ー ル を 含 ま な い DMEM中 、 10μ Ci/m
l[ 3 H]イ ノ シ ト ー ル で ２ ４ 時 間 標 識 さ れ る 。 細 胞 は 以 下 の 組 成 の ク レ ブ ス リ ン ガ ー Hepes(K
RH)バ ッ フ ァ ー 中 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る （ 124mMNaCl、 5mMKCI、 1.25 mM MgSO 4 、 1
.45 mM CaCl 2 、 1.25 mM KH 2 PO 4 、 25mMHepes(pH:7.4)お よ び  8 mMグ ル コ ー ス ） 。 次 い で こ
の 細 胞 は 種 々 の Ｓ Ｃ Ｆ Ａ で ３ ０ 分 間 惹 起 さ れ る 。 イ ン キ ュ ベ ー ト は 氷 冷 ３ ％ 過 塩 素 酸 溶 液
の 添 加 に よ り 停 止 さ れ る 。 Ｉ Ｐ は 、 以 前 （ Communi,D. et al (1995) Circ. Res., 76, 19
1-198） に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 Dowexカ ラ ム で 抽 出 分 離 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】

　 本 発 明 は 、 試 料 中 の 本 発 明 の 受 容 体 活 性 を 検 出 す る た め の ア ッ セ イ を 提 供 す る 。 例 え ば
Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を 発 現 し て い る 細 胞 ま た は 細 胞 膜 を 含 む 試 料 中 で 測 定 で き
る 。 上 記 の よ う に 、 こ の 段 落 で は プ ロ ピ オ ン 酸 塩 が 例 と し て 用 い ら れ る 。 本 明 細 書 中 で 定
義 さ れ て い る 任 意 の Ｓ Ｃ Ｆ Ａ が こ れ ら の ア ッ セ イ で 使 用 可 能 で あ る こ と が 理 解 さ れ よ う 。
当 該 ア ッ セ イ は 、 Ｓ Ｃ Ｆ Ａ の 存 在 ま た は 不 存 在 下 で 試 料 を イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 上 記 の よ う
な セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー ア ッ セ イ を 実 行 す る こ と に よ っ て 行 わ れ る 。 Ｓ Ｃ Ｆ Ａ の 存 在 ま
た は 不 存 在 下 で 行 わ れ た セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー ア ッ セ イ の 結 果 が 比 較 さ れ 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３
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受 容 体 が 活 性 で あ る か 否 か 決 定 さ れ る 。 本 明 細 書 中 で 定 義 さ れ る 特 定 セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ
ャ ー の 検 出 レ ベ ル が 、 Ｓ Ｃ Ｆ Ａ の 存 在 下 で 、 Ｓ Ｃ Ｆ Ａ の 不 存 在 下 で 行 わ れ た ア ッ セ イ の 検
出 量 と 比 較 し て １ ０ ％ ま た は そ れ 以 上 増 大 す れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 が 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 、 Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ 、 ア デ ニ ル 酸 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 三 リ ン 酸 、 ア ラ キ ド ン 酸 放 出 （
以 下 を 参 照 の こ と ） 、 Ｐ Ｋ Ｃ 、 キ ナ ー ゼ お よ び 転 写 レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ を 含 む 、 受 容 体 活
性 の 任 意 の ア ッ セ イ を 用 い て 、 試 料 、 例 え ば 組 織 試 料 中 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 受 容 体 分 子 の 活 性 に
影 響 す る 物 質 の 存 在 が 決 定 で き る 。 こ の 場 合 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド は 、 試 料 ま た は 試
料 の 抽 出 物 の 存 在 お よ び 不 存 在 下 で 活 性 に 関 し て ア ッ セ イ さ れ る 。 試 料 ま た は 抽 出 物 存 在
下 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 が 、 該 試 料 の 不 存 在 下 と 比 較 し て 増 大 す れ ば 、 該 試 料 は 受 容 体 活 性 の
作 用 薬 を 含 有 す る こ と が 示 さ れ る 。 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 ま た は 別 の 作 用 薬 お よ び 試 料 の 存 在 下
の 受 容 体 活 性 が 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 が 単 独 で 存 在 す る 条 件 下 で の 受 容 体 活 性 と 比 較 し て 減 少
す れ ば 、 該 試 料 は Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 の 拮 抗 薬 を 含 有 す る こ と が 示 さ れ る 。 所 望 で あ れ ば 、 そ
の 後 試 料 を 分 画 し 、 さ ら に 試 験 し て 、 作 用 薬 ま た は 拮 抗 薬 を 単 離 ま た は 精 製 す る こ と が で
き る 。 試 料 が 調 節 因 子 を 含 有 す る こ と を 示 す た め に 必 要 と さ れ る 測 定 活 性 の 増 大 ま た は 減
少 の 量 は 、 用 い る ア ッ セ イ の タ イ プ に 依 存 す る 。 一 般 に 、 試 料 の 不 存 在 下 で 行 わ れ た ア ッ
セ イ と 比 較 し て １ ０ ％ ま た は そ れ 以 上 の 変 化 （ 増 大 ま た は 減 少 ） が あ れ ば 、 試 料 中 の 調 節
因 子 の 存 在 が 示 さ れ る 。 例 外 の １ つ は 転 写 レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ で あ り 、 こ の ア ッ セ イ で は
、 試 料 が 調 節 因 子 を 含 有 す る こ と を 示 す た め に 、 シ グ ナ ル の 少 な く と も ２ 倍 の 増 大 ま た は
１ ０ ％ の 減 少 が 必 要 で あ る 。 作 用 薬 は 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 単 独 を 用 い る 場 合 と 比 較 し て 少 な
く と も ５ ０ ％ 、 好 ま し く は ７ ５ ％ ま た は １ ０ ０ ％ ま た は そ れ 以 上 、 例 え ば ２ 倍 、 ５ 倍 、 １
０ 倍 ま た は そ れ 以 上 の 受 容 体 活 性 化 を 刺 激 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 他 の 機 能 ア ッ セ イ に は 、 例 え ば 微 視 的 生 理 計 測 （ microphysiometer） ま た は バ イ オ セ ン
サ ー ア ッ セ イ が 含 ま れ る （ 引 用 に よ り 本 明 細 書 中 に 包 含 さ れ る Hafner (2000) Biosens. B
ioelectron. 15: 149-158を 参 照 の こ と ） 。 ま た ア ラ キ ド ン 酸 の 細 胞 内 レ ベ ル は 、 Gijon e
t al (2000) J. Biol.Chem., 275: 20146-20156に 記 載 さ れ る よ う に 測 定 で き る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
II． ：
　 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ を 介 す る シ グ ナ ル 伝 達 は 多 数 の 疾 患 お よ び 障 害 の 病 状 に 関 与 す る 。 リ ン パ 球 系
列 、 血 小 板 、 脾 臓 、 胃 、 肺 な ら び に 白 血 病 性 細 胞 の 細 胞 内 で 発 現 さ れ て い る Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ は
、 免 疫 プ ロ セ ス 、 癌 、 血 栓 症 お よ び 関 連 障 害 ま た は 疾 患 に お い て 役 割 を 担 っ て い る 可 能 性
が あ る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 一 般 に 媒 介 さ れ る 障 害 に 関 す る Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 発 現 パ タ ー ン お よ び 知 識
に よ れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ が 以 下 の 障 害 に 関 与 し 得 る こ と が 示 さ れ る ： 細 胞 遊 走 、 癌 、 腫 瘍 の
進 行 お よ び 腫 瘍 転 移 、 炎 症 性 お よ び 腫 瘍 性 プ ロ セ ス 、 創 傷 お よ び 骨 治 癒 お よ び 調 節 性 成 長
機 能 の 機 能 不 全 、 糖 尿 病 、 肥 満 、 摂 食 障 害 、 過 食 症 、 急 性 心 不 全 、 低 血 圧 症 、 高 血 圧 症 、
尿 閉 、 骨 粗 鬆 症 、 狭 心 症 、 心 筋 梗 塞 、 再 狭 窄 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 血 栓 症 お よ び 他
の 心 血 管 疾 患 、 自 己 免 疫 性 お よ び 炎 症 性 疾 患 、 過 剰 平 滑 筋 細 胞 増 殖 を 特 徴 と す る 疾 患 、 動
脈 瘤 、 平 滑 筋 細 胞 の 喪 失 ま た は 平 滑 筋 細 胞 増 殖 の 減 少 を 特 徴 と す る 疾 患 、 脳 卒 中 、 虚 血 、
潰 瘍 、 ア レ ル ギ ー 、 良 性 の 前 立 腺 肥 大 症 、 偏 頭 痛 、 嘔 吐 、 精 神 病 性 お よ び 神 経 疾 患 、 例 え
ば 不 安 症 、 統 合 失 調 症 、 躁 鬱 病 、 欝 病 、 幻 覚 症 状 、 痴 呆 お よ び 深 刻 な 精 神 遅 滞 、 変 性 疾 患
、 神 経 変 性 疾 患 、 例 え ば ア ル ツ ハ イ マ ー 病 ま た は パ ー キ ン ソ ン 病 、 お よ び 運 動 障 害 、 例 え
ば ハ ン チ ン ト ン 病 、 ギ レ ス ・ デ ・ ラ ・ ト ゥ ー レ ッ ト 症 候 群 お よ び 他 の 関 連 疾 患 、 例 え ば 血
栓 症 お よ び 他 の 心 血 管 疾 患 、 自 己 免 疫 性 お よ び 炎 症 性 疾 患 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ と プ ロ ピ オ ン 酸 塩 の 相 互 作 用 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 が 関 与 す る 疾 患 、
障 害 ま た は プ ロ セ ス の 診 断 ま た は モ ニ タ リ ン グ の た め の ア ッ セ イ の 基 準 と し て 用 い る こ と
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が で き る 。 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 関 連 疾 患 ま た は 障 害 に 関 す る 診 断 ア ッ セ イ は い く つ か の 諸 形 式 を 有
し 得 る 。 第 一 に 、 診 断 ア ッ セ イ は 、 組 織 試 料 中 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ ま た
は リ ガ ン ド の 量 を 測 定 す る こ と が で き る 。 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ
の 量 を 測 定 す る ア ッ セ イ も こ の 範 疇 に 収 ま る 。 第 二 に 、 ア ッ セ イ は 、 受 容 体 ま た は リ ガ ン
ド の 性 質 を 評 価 す る こ と が で き る 。 例 え ば 個 体 が 突 然 変 異 型 ま た は 変 異 型 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を
発 現 し て い る か 否 か を 決 定 す る ア ッ セ イ が 診 断 に 使 用 可 能 で あ る 。 第 三 に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ
リ ペ プ チ ド の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 活 性 を 測 定 す る ア ッ セ イ が 診 断 に 使 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
Ａ ．
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ レ ベ ル を 測 定 し 、 標 準 と 比 較 し て 、 試 料 中 に 異 常 レ ベ ル の 受 容 体 ま た は そ の
リ ガ ン ド が 存 在 す る か 否 か を 決 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 存 在 は い ず れ も Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３
シ グ ナ ル 伝 達 の 調 節 不 全 の 可 能 性 を 示 す も の で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド レ ベ ル は 、 例 え ば 該 ポ
リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い る 免 疫 組 織 化 学 に よ り 測 定 さ れ る 。 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 を 特
徴 と す る 疾 患 ま た は 障 害 を 患 っ て い る こ と が 疑 わ れ る 個 体 か ら 単 離 さ れ た 試 料 を 、 Ｇ Ｐ Ｒ
４ ３ ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 と 接 触 さ せ 、 当 技 術 分 野 に 既 知 の よ う に （ 例 え ば 二 次 抗 体
共 役 型 酵 素 の 活 性 を 測 定 す る こ と に よ り ） 抗 体 結 合 が 測 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ レ ベ ル を 測 定 す る 別 の ア プ ロ ー チ は 、 罹 患 組 織 由 来 の 細 胞 の フ ロ ー サ イ ト メ
ト リ ー 分 析 を 用 い る 。 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ に 特 異 的 な 抗 体 を 蛍 光 標 識 す る こ と を 含 む フ ロ ー サ イ ト
メ ト リ ー の 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に 周 知 で あ る 。 他 の ア プ ロ ー チ に は 、 放 射 性 免 疫 ア ッ セ イ
ま た は ELISAが 含 ま れ る 。 こ れ ら の 各 方 法 も ま た 当 技 術 分 野 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 検 出 さ れ る 結 合 の 量 は 、 健 康 な 個 体 由 来 、 ま た は 罹 患 個 体 の 罹 患 し て い な い 部 位 由 来 の
同 様 組 織 試 料 中 の 結 合 と 比 較 さ れ る 。 標 準 と 比 較 し て １ ０ ％ ま た は そ れ 以 上 の 増 大 が あ れ
ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 ま た は 障 害 と 診 断 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 発 現 は ま た 、 組 織 試 料 中 の こ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 量 を 決
定 す る こ と に よ り 測 定 可 能 で あ る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の レ ベ ル は 定 量 PCRま た は 半 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ に よ
っ て 測 定 可 能 で あ る 。 「 定 量 的 な （ quantitative） 」 増 幅 の 方 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ り 、
Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 核 酸 増 幅 用 の プ ラ イ マ ー 配 列 は 本 明 細 書 中 で 開 示 さ れ て い る 。 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ の 一
般 的 方 法 は 、 同 一 プ ラ イ マ ー を 用 い る 、 既 知 量 の コ ン ト ロ ー ル 配 列 の 同 時 増 幅 を 伴 う 。 こ
れ は Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を 較 正 す る の に 使 用 可 能 な 内 部 基 準 を 提 供 す る 。 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ に 関 す る 詳 細
な プ ロ ト コ ル は 、 PCR Protocols, A Guide to Methods and Applications, Innis et al
、 Academic Press, Inc.N.Y., (1990)に よ り 提 供 さ れ 、 こ れ は 引 用 に よ り 本 明 細 書 中 に 包
含 さ れ る 。 試 料 中 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 量 が 、 健 康 な 個 体 由 来 の 同 様 組 織
の 試 料 中 、 ま た は 罹 患 個 体 の 罹 患 し て い な い 場 所 由 来 の 組 織 試 料 中 で 発 現 さ れ る 量 と 比 較
し て １ ０ ％ ま た は そ れ 以 上 増 大 す れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る
疾 患 ま た は 障 害 と 診 断 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
B．
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ れ を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 野 生 型 で あ る か 否 か を 評 価
す る ア ッ セ イ は 診 断 に 使 用 可 能 で あ る 。 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 ま た は 障 害
を こ の 様 式 で 診 断 す る た め 、 試 料 か ら 単 離 さ れ た Ｒ Ｎ Ａ を 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 用 の
鋳 型 と し て 用 い る 。 増 幅 さ れ た 配 列 は 次 い で 、 標 準 的 方 法 を 用 い て 直 接 配 列 決 定 さ れ る か
、 あ る い は ま ず ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 後 に 配 列 決 定 さ れ る 。 野 生 型 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３
の 配 列 と 比 較 し て １ つ ま た は そ れ 以 上 の エ ン コ ー ド ア ミ ノ 酸 を 変 化 さ せ る 配 列 内 の 差 異 が
あ れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 ま た は 障 害 と 診 断 す る こ と
が で き る 。 コ ー ド 配 列 の 変 化 が 試 料 内 で 同 定 さ れ る 場 合 に 、 当 該 変 異 型 受 容 体 ま た は リ ガ
ン ド を 発 現 し 、 そ の 活 性 を 野 生 型 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 活 性 と 比 較 す る こ と が 有 用 で あ り 得 る 。 他
の 利 点 に は 、 こ の ア プ ロ ー チ が 、 常 時 活 性 型 お よ び 無 発 現 変 異 体 を 含 む 新 規 突 然 変 異 体 を
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提 供 で き る こ と が あ る 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 標 準 的 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 型 配 列 を 識 別
す る 分 子 標 識 （ molecular beacons） の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 用 い て 、 特 定 の 突 然 変
異 の 存 在 に 関 し て ア ッ セ イ で き る 。 １ ヌ ク レ オ チ ド 単 位 の 変 化 を 基 準 に 識 別 す る ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ は 当 技 術 分 野 に 周 知 で あ る 。 別 法 で は 、 米 国 特 許 第 5,888,819号
、 第 6,004,744号 お よ び 第 6,013,431号 （ こ れ ら は 引 用 に よ り 本 明 細 書 中 に 包 含 さ れ る ） に
記 載 さ れ る 方 法 を 含 む 、 任 意 の 回 数 の 「 ミ ニ シ ー ケ ン シ ン グ （ minisequencing） 」 ア ッ セ
イ を 行 う こ と が で き る 。 こ れ ら の ア ッ セ イ お よ び 当 技 術 分 野 に 既 知 の 他 の ア ッ セ イ は 、 特
定 試 料 中 で 、 既 知 の 多 型 性 を 有 す る 核 酸 の 存 在 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 所 望 に よ り 、 ア レ イ ま た は マ イ ク ロ ア レ イ に 基 づ く 方 法 を 用 い て 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 配 列 中 の
突 然 変 異 の 発 現 ま た は 存 在 を 分 析 す る こ と が で き る 。 ミ ニ シ ー ケ ン シ ン グ お よ び 核 酸 発 現
の 定 量 の た め の ア レ イ に 基 づ く 方 法 は 当 技 術 分 野 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
Ｃ ．
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 の 調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 ま た は 障 害 の 診 断 は 機 能 ア ッ セ イ
を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 組 織 試 料 か ら 調 製 さ れ た 細 胞 膜 ま た は 細 胞 抽 出 物
が 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 の ア ッ セ イ に お い て 用 い ら れ る （ こ の よ う な
ア ッ セ イ は 例 え ば 、 リ ガ ン ド 結 合 ア ッ セ イ 、 Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 ア ッ セ イ 、 Ｇ Ｔ Ｐ ア ー ゼ 活 性 、 ア
デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 活 性 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ ア ッ セ イ 、 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 ま た は イ ノ シ ト ー ル 三 リ ン 酸 ア ッ セ イ 、 Ｐ Ｋ Ｃ 活 性 化 ア ッ セ イ 、 ま た は
キ ナ ー ゼ ア ッ セ イ で あ る ） 。 検 出 さ れ る 活 性 は 、 健 康 な 個 体 由 来 ま た は 罹 患 し た 個 体 の 罹
患 し て い な い 部 位 由 来 の 標 準 試 料 中 の 活 性 と 比 較 さ れ る 。 別 法 と し て 、 試 料 ま た は 試 料 の
抽 出 物 を Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 発 現 細 胞 に 適 用 し 、 そ の 後 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 標 準 試 料 と
比 較 し て 測 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の い ず れ か の ア ッ セ イ で 測 定 さ れ る 活 性 に 関 し 、
標 準 の 活 性 と 比 較 し て １ ０ ％ ま た は そ れ 以 上 の 差 異 が あ れ ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 の
調 節 不 全 を 特 徴 と す る 疾 患 ま た は 障 害 と 診 断 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】

　 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 が Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の リ ガ ン ド と し て 発 見 さ れ た こ と に よ り 、 細 胞 内 の Ｇ Ｐ Ｒ
４ ３ ポ リ ペ プ チ ド 活 性 を 調 節 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 細 胞 内 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 は 、 こ の 細
胞 に 対 し て Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 を 調 節 す る 物 質 を 供 給 す る こ と に よ っ て 調 節 さ
れ る 。 こ の 調 節 は 、 別 の 調 節 物 質 を 同 定 す る た め の ア ッ セ イ の 部 分 と し て 、 培 養 細 胞 内 で
、 ま た は 、 例 え ば ヒ ト を 含 む 動 物 内 で 行 う こ と が で き る 。 物 質 に は 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 お よ
び 本 明 細 書 中 で 定 義 さ れ る 他 の Ｓ Ｃ Ｆ Ａ な ら び に 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る ス ク リ ー ニ ン
グ 方 法 を 用 い て 同 定 さ れ る 別 の 調 節 因 子 、 例 え ば 任 意 の プ ロ ピ オ ン 酸 塩 ア ナ ロ グ が 含 ま れ
る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 物 質 は 培 養 培 地 に 添 加 す る こ と に よ っ て 細 胞 に 供 給 す る こ と が で き る 。 供 給 す る 量 は 、
物 質 の 性 質 に 応 じ て 、 お よ び 供 給 の 目 的 に 応 じ て 変 化 す る 。 例 え ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 の 拮
抗 薬 を 同 定 す る 培 養 ア ッ セ イ で は 、 こ の 受 容 体 を 最 大 半 減 的 に 活 性 化 す る 量 （ 例 え ば お よ
そ の Ｅ Ｃ ５ ０ ） で 、 好 ま し く は 受 容 体 飽 和 に 必 要 と さ れ る 用 量 を 越 え な い 量 の 物 質 、 例 え
ば プ ロ ピ オ ン 酸 塩 を 加 え る の が 好 ま し い 。 こ の 用 量 の 決 定 は 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 の 量 を 滴 定
し 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 を さ ら に 添 加 し て も Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 に 対 し て さ ら に 影 響 す る こ と の な
い ポ イ ン ト を 決 定 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 の 調 節 因 子 が 疾 患 ま た は 障 害 の 処 置 の た め に 動 物 に 投 与 さ れ る 場 合 、 当
業 者 は 所 望 の 効 果 に 基 づ い て 投 与 量 を 調 節 で き る 。 処 置 の 成 功 が 達 成 さ れ る の は 、 病 状 の
１ つ ま た は そ れ 以 上 の 測 定 可 能 な 症 状 （ 例 え ば 腫 瘍 細 胞 増 殖 、 炎 症 性 細 胞 の 蓄 積 ） が 、 処
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置 前 の 該 症 状 の 値 と 比 較 し て 少 な く と も １ ０ ％ 変 化 し た 場 合 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】

　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 受 容 体 の 調 節 因 子 で あ る 化 合 物 を 提 供 す る 。
　 候 補 調 節 因 子 は 短 鎖 脂 肪 酸 ま た は カ ル ボ ン 酸 で あ る の が 好 ま し い 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 候 補 化 合 物 は 合 成 化 合 物 、 ま た は 化 合 物 の 混 合 物 で あ っ て よ く 、 あ る い は 天 然 産 物 （ 例
え ば 植 物 抽 出 物 ま た は 培 養 上 澄 液 ） で あ っ て も よ い 。 本 発 明 の 候 補 化 合 物 に は 、 合 成 可 能
な 小 分 子 、 天 然 抽 出 物 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 炭 水 化 物 、 脂 質 、 抗 体 ま た は そ の 抗 原
結 合 断 片 、 核 酸 、 お よ び 有 機 小 分 子 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 合 成 ま た は 天 然 化 合 物 の 多 数 の ラ イ ブ ラ リ 由 来 の 候 補 調 節 因 子 化 合 物 は 、 ス ク リ ー ニ ン
グ す る こ と で き る 。 現 在 多 数 の 方 法 が 、 糖 類 、 ペ プ チ ド 、 お よ び 核 酸 に 基 づ く 化 合 物 の ラ
ン ダ ム ま た は 定 方 向 合 成 に 使 用 さ れ て い る 。 合 成 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ は 多 数 の 企 業 、 例 え ば
Maybridge Chemical Co.(Trevillet, Cornwall, UK)、 Comgenex (Princeton, NJ)、 Brand
on Associates (Merrimack, NH)、  お よ び Microsource (New Milord, CT)か ら 市 販 さ れ て
い る 。 希 少 な 化 学 物 質 ラ イ ブ ラ リ は Aldrich (Milwaukee, WI)か ら 入 手 可 能 で あ る 。 組 み
合 わ せ ラ イ ブ ラ リ が 入 手 可 能 で あ り 、 調 製 可 能 で あ る 。 ま た 、 細 菌 、 真 菌 、 植 物 お よ び 動
物 抽 出 物 形 態 の 天 然 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ は 、 例 え ば Pan Laboratories (Bothell, WA)ま た は
Myco Search (NC)か ら 入 手 可 能 で あ り 、 あ る い は 当 技 術 分 野 に 周 知 の 方 法 に よ っ て 容 易 に
作 成 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 天 然 産 の 、 お よ び 合 成 に よ り 作 成 さ れ た ラ イ ブ ラ リ お よ び 化 合
物 は 、 通 常 の 化 学 、 物 理 、 お よ び 生 化 学 的 方 法 を 用 い て 容 易 に 修 飾 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 有 用 な 化 合 物 は 多 数 の 化 学 物 質 類 中 に 見 出 す こ と が で き る 。 有 用 な 化 合 物 は 有 機 化 合 物
ま た は 小 有 機 化 合 物 で あ っ て よ い 。 小 有 機 化 合 物 は ５ ０ ダ ル ト ン よ り 大 き い が 、 約 ２ ， ５
０ ０ ダ ル ト ン よ り 小 さ い 、 好 ま し く は 約 ７ ５ ０ ダ ル ト ン よ り 小 さ い 、 よ り 好 ま し く は 約 ３
５ ０ ダ ル ト ン よ り 小 さ い 分 子 量 を 有 す る 。 典 型 的 な 化 合 物 類 に は 、 複 素 環 類 、 ペ プ チ ド 類
、 糖 類 、 ス テ ロ イ ド 類 、 等 が 含 ま れ る 。 該 化 合 物 は 、 修 飾 に よ り 、 有 効 性 、 安 定 性 、 医 薬
品 適 合 性 、 等 を 高 め る こ と が で き る 。 物 質 の 構 造 上 の 特 性 を 用 い て 、 別 の 物 質 を 同 定 、 作
成 、 ま た は ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ペ プ チ ド 物 質 が 同 定 さ れ た 場 合 、
こ れ ら は 、 そ の 安 定 性 を 高 め る 種 々 の 方 法 で 修 飾 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 修 飾 に は
、 例 え ば 非 天 然 の ア ミ ノ 酸 、 例 え ば Ｄ － ア ミ ノ 酸 、 特 に Ｄ － ア ラ ニ ン を 用 い る 修 飾 、 ア ミ
ノ 末 端 ま た は カ ル ボ キ シ ル 末 端 を 官 能 化 、 例 え ば ア ミ ノ 基 に 関 し て は 、 ア シ ル 化 ま た は ア
ル キ ル 化 、 お よ び カ ル ボ キ シ ル 基 に 関 し て は 、 エ ス テ ル 化 ま た は ア ミ デ ィ フ ィ ケ ー シ ョ ン
（ amidification） す る こ と に よ る 修 飾 、 等 が あ る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 最 初 の ス ク リ ー ニ ン グ で は 、 本 発 明 の 候 補 化 合 物 の 有 用 な 濃 度 は 約 １ ０ μ Ｍ か ら 約 １ ０
０ μ Ｍ ま た は そ れ 以 上 （ す な わ ち １ ｍ Ｍ 、 １ ０ ｍ Ｍ 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ 、 ま た は １ M） で あ る が
、 こ れ は １ ｎ Ｍ お よ び そ れ 以 上 、 １ ｐ Ｍ お よ び そ れ 以 上 、 ま た は １ ｆ Ｍ お よ び そ れ 以 上 で
あ っ て も よ い 。 最 初 の ス ク リ ー ニ ン グ 濃 度 は 上 限 と し て 用 い ら れ 、 こ れ に ９ つ の 追 加 濃 度
が 付 随 す る 。 こ の 場 合 、 二 次 ス ク リ ー ニ ン グ 用 に 、 あ る い は 濃 度 曲 線 の 作 成 用 に 、 最 初 の
ス ク リ ー ニ ン グ 濃 度 を （ 例 え ば ９ つ の 追 加 濃 度 に 関 し て ） 半 対 数 間 隔 で 減 少 さ せ 、 追 加 濃
度 が 決 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】

　 本 発 明 は Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ に 対 す る 抗 体 を 提 供 す る 。 抗 体 は 当 技 術 分 野 に 既 知 の 標 準 的 プ ロ ト
コ ル を 用 い て 作 成 で き る （ 例 え ば Antibodies: A Laboratory Manual,Harlowお よ び Lane編
集 (Cold Spring Harbor Press: 1988)を 参 照 の こ と ） 。 哺 乳 類 、 例 え ば マ ウ ス 、 ハ ム ス タ
ー 、 ま た は ウ サ ギ を こ の ペ プ チ ド の 免 疫 原 性 型 （ 例 え ば 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド ま た は
抗 体 応 答 を 誘 導 す る 抗 原 性 断 片 、 ま た は 本 明 細 書 中 上 記 の 融 合 タ ン パ ク 質 ） で 免 疫 す る こ
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と が で き る 。 抗 体 を 生 じ さ せ る た め の 免 疫 原 は 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 単 離 さ れ た 組
換 え ポ リ ペ プ チ ド ま た は 合 成 ペ プ チ ド ） を ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ
る 。 別 法 で は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド は 、 よ り 大 き な 免 疫 原 性 タ ン パ ク
質 に 対 す る 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 作 成 さ れ る 。 ま た ポ リ ペ プ チ ド は 、 他 の よ り 大 き な 免 疫
原 性 タ ン パ ク 質 、 例 え ば キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン と 共 有 結 合 に よ り 連 結 可 能 で
あ る 。 別 法 で は 、 引 用 に よ り 本 明 細 書 中 に 包 含 さ れ る Costagliola et al (2000) J. Clin
. Invest. 105: 803-811に 記 載 さ れ る よ う に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド ま た は こ れ ら の タ
ン パ ク 質 の 断 片 を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い て 、 動 物 内 で ポ リ
ペ プ チ ド を 発 現 さ せ 、 免 疫 応 答 を 引 き 起 こ す こ と が で き る 。 抗 体 を 生 じ さ せ る た め 、 免 疫
原 は 典 型 的 に 、 実 験 動 物 、 例 え ば ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 お よ び マ ウ ス に 皮 内 、 皮 下 、 ま た は 筋
肉 内 投 与 さ れ る 。 上 に 議 論 さ れ て い る 抗 体 に 加 え て 、 遺 伝 子 改 変 さ れ た 抗 体 の 誘 導 体 、 例
え ば 単 一 鎖 抗 体 を 作 成 で き る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 免 疫 化 の 進 行 は 、 血 漿 ま た は 血 清 中 の 抗 体 力 価 を 検 出 す る こ と に よ っ て モ ニ タ ー で き る
。 標 準 的 ELISA、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー ま た は 他 の 免 疫 ア ッ セ イ を 行 い 、 免 疫 原 を 抗 原 と
し て 用 い て 抗 体 の レ ベ ル を 評 価 す る こ と も で き る 。 抗 体 調 製 物 は 単 に 免 疫 化 動 物 由 来 の 血
清 で あ っ て よ く 、 ま た は 所 望 で あ れ ば 、 例 え ば 固 定 さ れ た 免 疫 原 を 用 い る ア フ ィ ニ テ ィ ー
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 、 こ の 血 清 か ら ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る た め 、 抗 体 産 生 脾 細 胞 を 免 疫 化 動 物 か ら 採 取 し 、 不 死 化
細 胞 、 例 え ば 骨 髄 腫 細 胞 を 伴 う 標 準 的 体 細 胞 融 合 前 駆 体 と 融 合 さ せ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞
を 作 成 す る 。 こ の よ う な 技 術 は 当 技 術 分 野 に 周 知 で あ り 、 こ れ に は 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ド ー
マ 技 術 （ こ れ は Kohlerお よ び Milstein (1975) Nature, 256: 495-497に よ っ て 最 初 に 開 発
さ れ た も の で あ る ） 、 ヒ ト Ｂ 細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 （ Kozbar et al (1983) Immunology
 Today, 4: 72） 、 お よ び ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る た め の Ｅ Ｂ Ｖ － ハ イ ブ リ ド
ー マ 技 術 （ Cole et al (1985) Monoclonal Antibodies and CancerTherapy, Alan R. Lis
s, Inc. pp. 77-96） が 含 ま れ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド と 特
異 的 に 反 応 す る 抗 体 お よ び こ 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 る
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 に 関 し て 免 疫 化 学 的 に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】

　 本 発 明 の 高 処 理 量 ス ク リ ー ニ ン グ キ ッ ト は 、 好 ま し く は １ μ Ｍ か ら １ ｍ Ｍ 濃 度 範 囲 の プ
ロ ピ オ ン 酸 の 存 在 下 、 本 発 明 の 受 容 体 に 対 す る 調 節 因 子 化 合 物 、 例 え ば 作 用 薬 、 拮 抗 薬 、
逆 作 用 薬 ま た は 阻 害 剤 を 検 出 す る た め に 必 要 な す べ て の 手 段 お よ び 媒 体 を 含 む 。 こ の キ ッ
ト は 以 下 の 連 続 工 程 を 行 う た め の 材 料 を 含 む 。 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 受 容 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 含 み 、 発 現 し て い る 本 発 明 の 組 換 え 細 胞 の 培 養 は 、 固 形 支 持 体 、 例 え ば マ イ ク ロ
プ レ ー ト 、 よ り 好 ま し く は ９ ６ ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 で 、 当 業 者 に 周 知 の 方
法 、 特 に WO00/02045に 記 載 さ れ る 方 法 に し た が っ て 行 わ れ る 。 本 発 明 の 調 節 因 子 化 合 物 は
、 約 １ μ Ｍ か ら １ ｍ Ｍ ま た は そ れ 以 上 の 濃 度 で 、 適 当 な 濃 度 （ 好 ま し く は １ μ Ｍ か ら １ μ
Ｍ の 範 囲 ） の プ ロ ピ オ ン 酸 が 存 在 す る 特 定 の ウ ェ ル の 培 養 培 地 に 加 え ら れ る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 本 発 明 の キ ッ ト は ま た 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が ｃ Ａ Ｍ Ｐ の 細 胞 内 レ ベ ル 、 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 ま た は Ｍ Ａ Ｐ キ ナ
ー ゼ ま た は チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 活 性 の 測 定 （ 上 記 参 照 ） を 含 む ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ
ン グ ア ッ セ イ を 担 う セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー ア ッ セ イ に 必 要 な 材 料 を 含 む こ と が で き る 。
例 え ば 、 環 状 Ａ Ｍ Ｐ ア ッ セ イ で 測 定 さ れ る Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 は 、 以 前 （ Brooker,G. et al (
1979) Adv. Cyclic Nucleotide Res. 10, 1-33.） に 記 載 さ れ る 放 射 性 免 疫 ア ッ セ イ に よ
っ て 定 量 さ れ る 。 結 果 は 、 プ ロ ピ オ ン 酸 の 存 在 下 か つ 添 加 調 節 因 子 化 合 物 の 不 存 在 下 で 本
発 明 の 組 換 え 細 胞 か ら 得 ら れ る ベ ー ス ラ イ ン レ ベ ル の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 と 比 較 さ れ る 。 調 節
因 子 不 存 在 下 の 活 性 の レ ベ ル と 比 較 し て 、 少 な く と も ２ 倍 、 好 ま し く は ５ 倍 、 よ り 好 ま し
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く は １ ０ 倍 さ ら に 最 も 好 ま し く は １ ０ ０ 倍 ま た は そ れ 以 上 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 増 大 ま た は 減
少 を 示 す ウ ェ ル が 次 の 分 析 用 に 選 択 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】

　 本 発 明 は Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 活 性 の 調 節 因 子 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ に 有 用 な キ ッ ト 、 な ら び に
Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 の 調 節 不 全 と 特 徴 と す る 疾 患 ま た は 障 害 の 診 断 に 有 用 な キ ッ ト を
提 供 す る 。 本 発 明 の 有 用 な キ ッ ト に は 、 単 一 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 単 離 さ れ
た 膜 上 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 発 現 細 胞 上 、 ま た は Ｓ Ｐ Ｒ チ ッ プ 上 の 、 膜 ま た は 細 胞 結 合 型 Ｇ Ｐ Ｒ ４
３ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む ） を 含 ま せ る こ と が で き る 。 キ ッ ト は Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ に 特 異 的 な 抗 体 を
含 む こ と も で き る 。 こ れ と は 別 に 、 あ る い は こ れ に 加 え て 、 キ ッ ト は Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ
チ ド を 発 現 す る よ う に 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 を 含 有 す る こ と が で き る 。 さ ら な る 態 様 で は 、
本 発 明 の キ ッ ト は Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る こ と
が で き る 。 さ ら に 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 の キ ッ ト は 以 下 に 記 載 さ れ る Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 増 幅 に
有 用 な 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 含 ん で も よ い 。 本 発 明 の す べ て の キ ッ ト は 特 定 の 品 目 ま た は 品
目 組 み 合 わ せ 、 お よ び そ れ ら の た め の パ ッ ケ ー ジ 材 料 を 含 む 。 キ ッ ト は ま た 、 使 用 に 関 す
る 指 示 書 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】

　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス は 遺 伝 学 お よ び 発 生 生 物 学 的 研 究 の た め 、 お よ 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 。 通 常 の ト ラ ン ス ジ ェ ネ シ ス の 方 法 で は 、 追 加
コ ピ ー の 正 常 ま た は 修 飾 遺 伝 子 が 接 合 体 の 雄 性 前 核 に 注 入 さ れ 、 こ れ が 受 容 マ ウ ス の ゲ ノ
ム Ｄ Ｎ Ａ に 組 み 込 ま れ る こ と に な る 。 確 立 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 系 統 内 で は 導 入 遺 伝 子
は メ ン デ ル 様 式 で 遺 伝 す る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 作 成 に 有 用 な コ ン ス ト ラ ク ト は 、
正 常 プ ロ モ ー タ ー ま た は 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー 調 節 下 の 遺 伝 子 、 組 織 発 現 お よ び 調 節 パ タ ー
ン に 関 す る 分 析 対 象 で あ る プ ロ モ ー タ ー 調 節 下 の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 、 な ら び に 優 性 突 然 変
異 、 変 異 プ ロ モ ー タ ー 、 お よ び 特 異 的 発 生 効 果 に 関 し て 調 査 さ れ る 人 工 融 合 遺 伝 子 を 含 有
す る コ ン ス ト ラ ク ト を 含 む 。 典 型 的 に は 、 １ ０ キ ロ ベ ー ス ま た は そ れ 以 下 の オ ー ダ ー の Ｄ
Ｎ Ａ 断 片 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 構 築 に 用 い ら れ る （ Reeves (1998) New. Anat., 25
3: 19） 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 本 発 明 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 多 型 性 を 含 有 す る
候 補 遺 伝 子 を 含 む コ ン ス ト ラ ク ト を 用 い て 作 成 可 能 で あ る 。 別 法 で は 、 単 一 の 多 型 性 を 含
有 す る 候 補 遺 伝 子 を 発 現 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 、 異 な る 多 型 性 を 含 有 す る 候 補 遺
伝 子 を 発 現 す る 第 二 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 と 交 雑 す る こ と が で き 、 ２ つ の 多 型 性 の 混
合 効 果 を 子 孫 の 動 物 で 研 究 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】

　 本 発 明 は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク の マ ウ ス 、 ウ サ ギ 、 ブ タ 、 ヒ ツ
ジ 、 ウ マ 、 ウ シ 、 ヤ ギ 、 等 を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 提 供 す る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク ブ タ の 作 成 プ ロ ト コ ル は Whiteお よ び Yannoutsos, Current Topics in Complement Rese
arch: 64 t h  Forum in Immunology, pp.88-94; 米 国 特 許 第 5,523,226号 ;米 国 特 許 第 5,573,
933号 :PCT出 願 WO93/25071;お よ び PCT出 願 WO95/04744中 に 見 出 せ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
マ ウ ス の 作 成 プ ロ ト コ ル は 米 国 特 許 第 5,530,177号 中 に 見 出 せ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ラ
ッ ト の 作 成 プ ロ ト コ ル は Baderお よ び Ganten (1996) Clinical and Experimental Pharmac
ology and Physiology, Supp. 3: S81-S87中 に 見 出 せ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ウ シ の 作 成
プ ロ ト コ ル は Transgenic Animal Technology, A Handbook, 1994, Carl A. Pinkert編 , A
cademic Press, Inc.中 に 見 出 せ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ウ サ ギ の 作 成 プ ロ ト コ ル は Hamme
rら  (1985) Nature 315: 680-683お よ び Taylorお よ び Fan (1997) Frontiers in Bioscien
ce 2: d298- 308中 に 見 出 せ る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
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i． 標 準



　 ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 は 相 同 組 換 え に よ り 遺 伝 子 欠 失 を 作 成 す る 方 法 に よ っ て 作 成 で き る 。
こ の 技 術 は 、 胚 性 幹 （ Ｅ Ｓ ） 細 胞 の 開 発 に 基 づ く も の で あ る 。 こ の Ｅ Ｓ 細 胞 は 胚 由 来 で あ
り 、 培 養 中 に 維 持 さ れ 、 宿 主 胚 盤 胞 に 導 入 さ れ た 場 合 に マ ウ ス の す べ て の 組 織 発 生 に 関 与
す る 能 力 を 有 す る も の で あ る 。 ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 の 作 成 は 、 Ｅ Ｓ 細 胞 内 の 特 定 の 標 的 遺 伝
子 に 対 す る 相 同 組 換 え を 導 き 、 こ れ に よ り こ の 遺 伝 子 の 無 効 対 立 遺 伝 子 を 作 成 す る こ と に
よ っ て 行 わ れ る 。 （ ヘ テ ロ 接 合 性 ま た は ホ モ 接 合 性 子 孫 に お い て ） 当 該 無 効 対 立 遺 伝 子 の
潜 在 的 表 現 型 の 結 果 を 分 析 す る こ と が で き る （ Reeves,上 記 ） 。
【 ０ ２ ６ １ 】

　 標 的 化 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
Creに 基 づ く 部 位 特 異 的 組 換 え 系 の 開 発 に よ っ て 改 良 さ れ た 。 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ Ｐ １ 由
来 の Cre-loxP部 位 特 異 的 Ｄ Ｎ Ａ リ コ ン ビ ナ ー ゼ は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス ア ッ セ イ に お
い て 用 い ら れ 、 規 定 の 組 織 ま た は 発 生 段 階 に 制 限 さ れ た 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト が 作 成 さ れ る
。 広 範 囲 の 遺 伝 子 ノ ッ ク ア ウ ト と 対 照 的 に 、 領 域 制 限 さ れ た 遺 伝 子 の 欠 失 は 、 表 現 型 を 特
定 の 細 胞 ／ 組 織 に 起 因 さ せ る こ と が で き る 点 で 有 益 で あ る （ Marth (1996) Clin. Invest.
 97: 1999） 。 Cre-loxP系 で は 、 一 方 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 系 統 は 、 loxP部 位 が 目
的 の 遺 伝 子 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の エ キ ソ ン に 隣 接 す る よ う に 操 作 さ れ る 。 こ れ に 関 す る
ホ モ 接 合 体 、 い わ ゆ る 「 floxed遺 伝 子 」 は 、 細 胞 ／ 組 織 型 転 写 プ ロ モ ー タ ー の 調 節 下 で Cr
e遺 伝 子 を 発 現 す る 第 二 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス と 交 雑 さ れ る 。 そ の 後 Creタ ン パ ク 質
は loxP認 識 配 列 間 の Ｄ Ｎ Ａ を 切 除 し 、 標 的 遺 伝 子 機 能 を 効 果 的 に 除 去 す る （ Sauer (1998)
 Methods, 14: 381） 。 現 在 、 こ の 方 法 の 多 数 の イ ン ビ ボ 実 施 例 が 存 在 し 、 こ れ に は 哺 乳
類 組 織 特 異 的 遺 伝 子 の 誘 導 性 不 活 化 （ Wagnerら  (1997) Nucleic Acids Res., 25: 4323）
が 含 ま れ る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】

　 改 変 さ れ た タ ン パ ク 質 の イ ン ビ ボ 機 能 が 特 定 の 遺 伝 的 多 型 性 ／ 突 然 変 異 に 帰 す る こ と を
証 明 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 り 、 改 変 さ れ た タ ン パ
ク 質 機 能 を 「 救 出 」 す る こ と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で 発 現 さ れ た 細 菌 人 工
染 色 体 （ Ｂ Ａ Ｃ ） ク ロ ー ン を 用 い る イ ン ビ ボ 補 完 は こ れ ら の 目 的 の た め に 使 用 可 能 で あ る
。 こ の 方 法 は マ ウ ス 概 日 時 計 遺 伝 子 の 同 定 に 使 用 さ れ た （ Antoch et al (1997) Cell 89:
 655） 。
【 ０ ２ ６ ３ 】

　 ト リ プ シ ン は Flow Laboratories (Bioggio, Switzerland)製 品 で あ る 。 培 養 培 地 、 G４
１ ８ 、 胎 児 ウ シ 血 清 （ Ｆ Ｂ Ｓ ） 、 制 限 酵 素 、 プ ラ チ ナ （ Platinum） Pfxお よ び TaqDNAポ リ
メ ラ ー ゼ は Life Technologies, Inc. (Merelbeke, Belgium)か ら 購 入 し た 。 放 射 能 製 品 ミ
オ -D-[2- 3 H]イ ノ シ ト ー ル (17.7Ci/mmol)は Amersham(Ghent,Belgium)製 品 で あ る 。 Dowex A
G1X8(ギ 酸 塩 型 )は Bio-Rad Laboratories (Richmond, Calif.)製 品 で あ る 。 ATP、 プ ロ ピ オ
ン 酸 塩 、 酢 酸 塩 、 ギ 酸 塩 、 酪 酸 塩 、 吉 草 酸 塩 、 ベ ー タ － ヒ ド ロ キ シ 酪 酸 塩 、 ガ ン マ － ヒ ド
ロ キ シ 酪 酸 塩 お よ び 他 の カ ル ボ ン 酸 は Sigma Chemical Co.(St. Louis, MO)か ら 得 た 。 フ
ォ ル ス コ リ ン は Calbiochem (Bierges, Belgium)か ら 購 入 し た 。 ロ リ プ ラ ム は Laboratorie
s Jacques Logeais (Trappes,France)か ら 得 た 。 pEFIN5は Euroscreen (Brussels, Belgiu
m)に よ り 開 発 さ れ た 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 二 重 リ ン 酸 化 （ Thr 2 0 2 お よ び Tyr 2 0 4 ） 型 Erk1お
よ び Erk2に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は New England Biolabs (Beverly, MA)か ら 得 た
。
【 ０ ２ ６ ４ 】

　 典 型 的 に 患 者 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 調 節 因 子 （ 例 え ば 、 本 発 明 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 作 用 薬 、 拮 抗 薬
ま た は 阻 害 剤 ） を 投 与 す る こ と に よ っ て 以 下 の よ う に 処 置 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の Ｇ
Ｐ Ｒ ４ ３ の 調 節 因 子 は 、 摂 取 、 注 射 、 吸 入 ま た は 他 の 多 数 の 方 法 に よ り 、 好 ま し く は 生 物
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学 的 適 合 性 溶 液 ま た は 製 薬 的 に 許 容 さ れ る デ リ バ リ ー ベ ヒ ク ル 中 で 患 者 に 投 与 す る こ と が
で き る 。 投 与 用 量 は 患 者 に 応 じ て 変 化 す る ； 「 治 療 的 有 効 量 」 は 、 例 え ば 機 能 を 高 め る レ
ベ ル （ 例 え ば 本 明 細 書 中 に 記 載 の セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー ア ッ セ イ で 決 定 さ れ る レ ベ ル ）
に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 結 合 の モ ニ タ リ ン グ に よ り 、 当 業 者 は 投
与 用 量 を 選 択 お よ び 調 節 可 能 で あ る 。 本 発 明 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 調 節 因 子 の 用 量 は 、 毎 日 、 毎 週
、 毎 月 、 毎 年 、 ま た は 担 当 医 師 が 適 当 と 考 え る と こ ろ に し た が っ て く り 返 し 投 与 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 一 態 様 で は 、 致 死 量 以 下 の 用 量 の 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 阻 害 ま た は 促 進 す る
物 質 を 投 与 し て 患 者 を 処 置 し 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 受 容 体 の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 調 節 す る こ と が で
き る 。 本 発 明 の 致 死 量 以 下 の 用 量 と は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 阻 害 ま た は 刺 激 す
る た め の 物 質 の 用 量 で あ っ て 、 こ の 特 定 物 質 に 関 す る Ｌ Ｄ ５ ０ で あ る か 、 あ る い は そ れ 以
下 で あ る 用 量 を 意 味 す る 。 一 態 様 で は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 阻 害 す る 物 質 の
用 量 は １ ａ Ｍ か ら １ Ｍ の 範 囲 、 好 ま し く は １ ｆ Ｍ か ら １ ｍ Ｍ の 範 囲 、 よ り 好 ま し く は １ ｎ
Ｍ か ら １ μ Ｍ の 範 囲 で あ る 。 一 態 様 で は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 の 調 節 に 有 用 な 物 質 は
、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の リ ガ ン ド 結 合 部 位 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 で あ っ て よ い 。 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ
ナ ル 伝 達 の 調 節 に 有 用 な 用 量 を 達 成 す る の に 要 す る 抗 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 抗 体 の 量 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３
の 発 現 レ ベ ル 、 受 容 体 発 現 の 局 在 、 お よ び 患 者 自 身 の 免 疫 系 の 全 般 的 状 態 に 依 存 し 得 る が
、 一 般 に は 、 抗 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 抗 体 ま た は そ の 結 合 性 タ ン パ ク 質 ０ ． ０ ０ ０ ５ か ら ５ ． ０ ｍ ｇ
／ 体 重 ｋ ｇ の 範 囲 で あ り 、 ０ ． ０ ５ か ら ２ ． ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 用 量 が よ り 一 般 的 に 用 い ら れ
る 用 量 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ６ 】

　 本 発 明 は 、 生 理 適 合 性 担 体 と 混 合 さ れ た 本 発 明 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 調 節 因 子 を 含 む 組 成 物 を 提
供 す る 。 本 明 細 書 中 で 用 い る 用 語 「 生 理 適 合 性 担 体 」 と は 、 生 理 的 に 許 容 さ れ る 希 釈 剤 、
例 え ば 水 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 、 ま た は 生 理 食 塩 水 を 意 味 し 、 さ ら に ア ジ ュ バ ン ト を 含
む こ と が で き る 。 ア ジ ュ バ ン ト 、 例 え ば 不 完 全 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 、 ま た は ミ ョ ウ バ ン は 当 技 術 分 野 に 周 知 の 材 料 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 ま た 本 発 明 は 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 医 薬 組 成 物 は 、 活 性 成 分 に 加 え て 、 製 薬
的 に 使 用 可 能 な 適 当 な 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 調 製 物 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 経 口 投 与 用 の 医 薬 組 成 物 は 、 当 技 術 分 野 に 既 知 の 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 用 い て 経 口
投 与 に 適 し た 製 剤 に 製 剤 化 で き る 。 こ の よ う な 担 体 に よ り 、 医 薬 組 成 物 は 、 錠 剤 、 丸 剤 、
糖 衣 錠 、 カ プ セ ル 剤 、 液 状 剤 、 ゲ ル 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 、 ス ラ リ ー 剤 、 懸 濁 剤 等 と し て 患 者 の
摂 取 用 に 製 剤 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 経 口 使 用 の た め の 医 薬 調 製 物 は 次 の よ う に 得 る こ と が で き る ： 活 性 化 合 物 を 固 形 賦 形 剤
と 混 合 し 、 場 合 に よ り 、 得 ら れ た 混 合 物 を 研 磨 し 、 所 望 で あ れ ば 補 助 剤 を 加 え た 後 、 顆 粒
の 混 合 物 を 加 工 し 、 錠 剤 ま た は 糖 衣 錠 コ ア を 得 る 。 適 当 な 賦 形 剤 は 、 炭 水 化 物 ま た は タ ン
パ ク 質 充 填 剤 、 例 え ば 、 ラ ク ト ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ま た は ソ ル ビ ト ー ル を
含 む 糖 類 ； ト ウ モ ロ コ シ 、 小 麦 、 米 、 ジ ャ ガ イ モ 、 ま た は 他 の 植 物 由 来 の デ ン プ ン ； セ ル
ロ ー ス 、 例 え ば メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル － セ ル ロ ー ス 、 ま た は カ ル
ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ ト リ ウ ム ； お よ び ア ラ ビ ア ゴ ム お よ び ト ラ ガ カ ン ト ゴ ム を 含 む
ゴ ム ； お よ び タ ン パ ク 質 、 例 え ば ゼ ラ チ ン お よ び コ ラ ー ゲ ン で あ る 。 所 望 で あ れ ば 、 崩 壊
剤 ま た は 可 溶 化 剤 、 例 え ば 架 橋 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 寒 天 、 ア ル ギ ン 酸 ま た は そ の 塩 、
例 え ば ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 加 え て も よ い 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 糖 衣 錠 コ ア は 濃 糖 類 溶 液 の よ う な 適 当 な コ ー テ ィ ン グ を 施 さ れ る 。 コ ー テ ィ ン グ は 、 ア
ラ ビ ア ゴ ム 、 タ ル ク 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 カ ー ボ ポ ー ル ゲ ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー
ル 、 お よ び ／ ま た は 二 酸 化 チ タ ン 、 ラ ッ カ ー 溶 液 、 お よ び 適 当 な 有 機 溶 媒 ま た は 溶 媒 混 合

10

20

30

40

50

(51) JP 2005-533483 A 2005.11.10

医 薬 組 成 物



物 を 含 有 し て も よ い 。 製 品 の 同 定 の た め 、 ま た は 活 性 化 合 物 の 量 、 す な わ ち 用 量 を 示 す た
め に 、 錠 剤 ま た は 糖 衣 錠 コ ー テ ィ ン グ に 染 料 ま た は 顔 料 を 加 え て も 良 い 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 経 口 に よ り 使 用 可 能 な 医 薬 調 製 物 に は 、 ゼ ラ チ ン 製 の 押 し 込 み 型 カ プ セ ル 剤 、 な ら び に
ゼ ラ チ ン 製 の 軟 密 閉 カ プ セ ル 剤 お よ び コ ー テ ィ ン グ 、 例 え ば グ リ セ ロ ー ル ま た は ソ ル ビ ト
ー ル が 含 ま れ る 。 押 し 込 み 型 カ プ セ ル 剤 は 、 充 填 剤 ま た は 結 合 剤 、 例 え ば ラ ク ト ー ス ま た
は デ ン プ ン 、 潤 滑 剤 例 え ば タ ル ク ま た は ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 お よ び 、 場 合 に よ り
、 安 定 化 剤 と 混 合 さ れ た 活 性 成 分 を 含 有 す る こ と が で き る 。 軟 カ プ セ ル 剤 で は 、 活 性 化 合
物 は 、 安 定 化 剤 を 含 む か 、 あ る い は 含 ま な い 適 当 な 液 状 物 、 例 え ば 脂 肪 油 、 流 動 パ ラ フ ィ
ン 、 ま た は 液 状 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 中 に 溶 解 ま た は 懸 濁 さ れ て い て よ い 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 非 経 口 投 与 用 の 医 薬 製 剤 に は 活 性 化 合 物 の 水 溶 液 が 含 ま れ る 。 注 射 用 に は 、 本 発 明 の 医
薬 組 成 物 は 、 水 溶 液 、 好 ま し く は 生 理 適 合 性 バ ッ フ ァ ー 、 例 え ば ハ ン ク ス 液 、 リ ン ガ ー 液
、 ま た は 生 理 緩 衝 食 塩 水 中 で 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 注 射 用 の 水 性 懸 濁 液 は 、 こ の 懸 濁
液 の 粘 性 を 増 大 さ せ る 物 質 、 例 え ば カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ ト リ ウ ム 、 ソ ル ビ ト ー
ル 、 ま た は デ キ ス ト ラ ン を 含 有 し て も よ い 。 さ ら に 、 活 性 溶 媒 ま た は ベ ヒ ク ル の 懸 濁 液 に
は 、 脂 肪 油 、 例 え ば ゴ マ 油 、 ま た は 合 成 脂 肪 酸 エ ス テ ル 、 例 え ば オ レ イ ン 酸 エ チ ル ま た は
ト リ グ リ セ リ ド 、 ま た は リ ポ ソ ー ム が 含 ま れ る 。 場 合 に よ り 懸 濁 液 に は 、 適 当 な 安 定 化 剤
ま た は 、 こ の 化 合 物 の 可 溶 性 を 増 大 さ せ 、 高 濃 度 溶 液 の 調 製 を 可 能 に す る 物 質 を 含 ま せ る
こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 鼻 腔 投 与 用 に は 、 通 過 す べ き 特 定 の 障 壁 に 適 当 な 浸 透 剤 を 製 剤 化 に 用 い る 。 こ の よ う な
浸 透 剤 は 当 技 術 分 野 で 一 般 に 知 ら れ て い る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 当 技 術 分 野 に 既 知 の 様 式 、 例 え ば 通 常 の 混 合 、 溶 解 、 顆 粒 化 、
糖 衣 作 成 、 浮 揚 （ levitating） 、 乳 化 、 カ プ セ ル 化 、 包 括 （ entrapping） ま た は 凍 結 乾 燥
プ ロ セ ス に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 医 薬 組 成 物 は 塩 と し て 提 供 す る こ と が で き 、 こ の よ う な 塩 は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が
塩 酸 、 硫 酸 、 酢 酸 、 乳 酸 、 酒 石 酸 、 リ ン ゴ 酸 、 コ ハ ク 酸 、 等 を 含 む 多 数 の 酸 と 形 成 可 能 で
あ る 。 塩 は 水 性 ま た は 他 の プ ロ ト ン 性 溶 媒 中 で よ り 可 溶 性 で あ る 性 質 を 有 し 、 そ の 対 応 す
る 遊 離 塩 基 型 で 存 在 す る 。 別 の 場 合 で は 、 好 ま し い 調 製 物 は 、 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 、 ｐ Ｈ 範 囲 ４ ． ５ か ら ５ ． ５ 中 の
凍 結 乾 燥 粉 末 で あ っ て よ く 、 こ れ は 使 用 前 に バ ッ フ ァ ー と 混 合 さ れ る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 許 容 さ れ る 担 体 中 で 製 剤 化 さ れ た 本 発 明 の 化 合 物 を 含 む 医 薬 組 成 物 を 調 製 し た 後 、 こ れ
ら を 適 当 な 容 器 内 に 入 れ 、 特 定 症 状 処 置 用 の ラ ベ ル を 付 す る こ と が で き る 。 前 記 ラ ベ ル は
、 投 与 の 量 、 頻 度 お よ び 方 法 を 含 む 情 報 を 含 ん で い る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】

　 本 発 明 は 、 Ｐ Ｍ Ｎ お よ び 関 連 細 胞 を 本 発 明 の 短 鎖 脂 肪 酸 分 子 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 、
イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ で こ れ ら の 細 胞 の 走 化 性 を 調 節 す る 方 法 を 提 供 す る 。 免 疫 細 胞
の 感 染 部 位 （ ま た は 抗 原 提 示 部 位 ） へ の 遊 走 は 、 種 々 の 疾 患 状 態 で 生 じ る 一 般 的 な プ ロ セ
ス で あ る 。 本 発 明 は 部 分 的 に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ が 短 鎖 脂 肪 酸 、 例 え ば 酢 酸 塩 お よ び プ ロ ピ オ ン
酸 塩 に 関 す る 受 容 体 と し て 機 能 す る こ と 、 お よ び こ の よ う な Ｓ Ｃ Ｆ Ａ に 応 答 し て Ｐ Ｍ Ｎ 走
化 性 の 媒 介 を 担 う こ と の 発 見 に 基 づ く も の で あ る 。 し た が っ て 本 発 明 は 、 共 通 の 作 用 機 構
と し て 、 Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 の 遊 走 現 象 を 共 有 す る 疾 患 状 態 の 調 節 お よ び ／ ま た は 処 置 の た め の 機
構 を 提 供 す る 。 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 免 疫 細 胞 の 望 ま し く な い 遊 走 を 特 徴 と す る 疾 患 状
態 、 例 え ば 自 己 免 疫 疾 患 を 、 そ の よ う な 疾 患 の 患 者 に 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を
阻 害 す る か 、 あ る い は こ の 受 容 体 の 活 性 化 を ブ ロ ッ ク す る 物 質 （ 例 え ば Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 受 容 体
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に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ） を 投 与 す る こ と に よ っ て 調 節 お よ び ／ ま た は 処 置 す る こ と が で
き る こ と を 提 供 す る 。 ま た 本 発 明 は 、 不 十 分 な 免 疫 細 胞 遊 走 を 特 徴 と す る 疾 患 状 態 ま た は
、 免 疫 応 答 の 刺 激 に よ っ て 排 除 さ れ な け れ ば な ら な い 病 原 体 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 患
を 、 そ の 調 節 ま た は 処 置 を 必 要 と し て い る 患 者 に 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 酢 酸 塩 お よ び
／ ま た は プ ロ ピ オ ン 酸 塩 を 含 む 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 受 容 体 の 作 用 薬 を 投 与 す る こ と に よ っ て 調 節
ま た は 処 置 す る こ と が で き る こ と を 提 供 す る 。 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 調 節 お よ び ／ ま た は
処 置 す る こ と が で き る 具 体 的 な 疾 患 は 以 下 に 示 す も の で あ る 。 し か し 本 発 明 は こ れ ら の 特
定 疾 患 に 制 限 さ れ ず 、 異 常 、 ま た は 不 十 分 な 免 疫 細 胞 遊 走 を 特 徴 と す る 他 の 疾 患 状 態 の 処
置 に 有 用 で あ り 得 る 。 し た が っ て 本 明 細 書 中 で 用 い る 「 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 関 連 疾 患 」 と は 、 可
溶 性 走 化 性 因 子 の 方 向 ま た は 逆 方 向 へ の Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 の 遊 走 を 一 要 素 と し て 含 む 疾 患 を 意 味
す る 。 「 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 関 連 疾 患 」 は 、 例 え ば 、 炎 症 性 疾 患 、 自 己 免 疫 疾 患 、 Ｉ Ｂ Ｄ （ 炎 症
性 腸 疾 患 ） 、 肝 硬 変 、 歯 周 病 、 お よ び 当 業 者 に 既 知 の 、 少 な く と も 部 分 的 に Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 の
可 溶 性 走 化 性 因 子 方 向 ま た は 逆 方 向 へ の 遊 走 に よ っ て 媒 介 さ れ る 他 の 疾 患 で あ り 得 る 。 ま
た 「 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 関 連 疾 患 」 と は 、 病 原 体 の 感 染 か ら 生 じ る か 、 ま た は 個 体 内 の 内 因 性 病
原 体 が 異 常 増 殖 す る こ と に よ る 病 理 学 的 状 態 を 意 味 し 得 る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】

　 共 生 植 物 相 の 生 成 物 は 、 粘 膜 障 壁 障 害 ま た は 粘 膜 損 傷 の 存 在 下 で 炎 症 を 促 進 す る こ と が
あ り （ Chadwick & Anderson, 1990） 、 こ れ に よ り 炎 症 性 腸 疾 患 （ Ｉ Ｂ Ｄ ） に お け る 粘 膜
免 疫 系 の 活 性 化 が 生 じ る （ Chadwick et al.,2002） 。 Ｉ Ｂ Ｄ は 小 腸 お よ び 大 腸 の い ず れ か
ま た は 両 者 に 影 響 し 得 る 。 ク ロ ー ン 病 お よ び 潰 瘍 性 大 腸 炎 は 最 も よ く 知 ら れ て い る 型 の Ｉ
Ｂ Ｄ で あ る 。 Ｉ Ｂ Ｄ の 主 な 病 理 組 織 学 的 特 徴 は 、 罹 患 し た 腸 に お け る 急 性 お よ び 慢 性 炎 症
性 細 胞 の 浸 潤 で あ る 。 こ れ ら の 免 疫 細 胞 は 腸 細 胞 を 認 識 し 、 破 壊 す る こ と が で き 、 こ れ に
よ り 典 型 的 な 免 疫 機 構 が Ｉ Ｂ Ｄ 病 因 に 関 与 す る （ Perlmann & Broberger, 1963） 。 さ ら に
、 免 疫 細 胞 は 形 態 学 的 、 臨 床 的 お よ び 内 視 鏡 的 に 明 確 な 炎 症 の 証 拠 を 伴 わ ず に 腸 に 広 く 浸
潤 す る こ と が で き る （ Fiocchi, 1998） 。 ま た 単 球 細 胞 は す べ て の 段 階 の Ｉ Ｂ Ｄ に 関 与 す
る と 考 え ら れ 、 Ｉ Ｂ Ｄ 病 態 生 理 学 に お け る そ の 重 要 性 が 強 調 さ れ て い る （ Fiocchi, 1998
） 。 さ ら に 、 活 性 化 Ｔ リ ン パ 球 は 器 官 培 養 中 で 粘 膜 損 傷 を 誘 導 し （ MacDonald & Spencer,
 1988） 、 Ｐ Ｍ Ｎ は 炎 症 お よ び 組 織 損 傷 の 増 幅 に 重 要 な 役 割 を 果 た し （ Fiocchi,1998） 、
Ｉ Ｂ Ｄ 患 者 の 炎 症 性 結 腸 粘 膜 に は 顕 著 な 好 中 球 浸 潤 が 伴 う 。 全 身 性 循 環 か ら 粘 膜 間 質 腔 へ
遊 走 し た 後 、 好 中 球 は 活 性 化 を 受 け 、 活 性 酸 素 中 間 体 お よ び さ ら な る ケ モ カ イ ン を 生 産 し
、 炎 症 性 応 答 の 保 持 な ら び に 最 終 的 な 粘 膜 損 傷 を 引 き 起 こ す こ と が で き る 。 好 中 球 浸 潤 は
Ｉ Ｂ Ｄ を 伴 う 深 刻 な 炎 症 性 の 腸 に 不 可 分 の 要 因 で あ る た め 、 好 中 球 遊 走 お よ び 活 性 化 を 阻
害 す る 治 療 戦 略 の 開 発 は 非 常 に 望 ま れ る 目 標 で あ る 。 実 際 、 好 中 球 遊 走 応 答 の 阻 害 剤 で あ
る シ ク ロ ス ポ リ ン Ａ を 用 い る 処 置 で は 、 好 中 球 お よ び Ｔ リ ン パ 球 が 原 因 の 炎 症 を 減 少 さ せ
る こ と に よ っ て Ｉ Ｂ Ｄ 患 者 の 炎 症 が 改 善 さ れ た （ Ina et al.,2002） 。 正 常 植 物 相 が 何 ら
か の 形 で 生 理 学 的 炎 症 の 調 節 因 子 と し て 機 能 す る と い う 概 念 は 、 Duchmannら の 観 察 結 果 に
よ り 強 化 さ れ た （ Duchmann et al.,1995 & 1996） 。 彼 ら は 、 Ｉ Ｂ Ｄ 患 者 由 来 の 粘 膜 性 で
あ る が 末 梢 血 性 で な い 単 核 細 胞 が 、 自 己 の 腸 内 細 菌 に 対 し て 曝 露 さ れ る と 増 殖 す る こ と を
示 し た 。 結 腸 環 境 で の 因 子 の 生 産 は Ｐ Ｍ Ｎ に よ る 反 応 性 酸 素 種 の 生 産 を 著 し く 増 大 さ せ る
。 こ れ ら の 因 子 の う ち 、 Ｓ Ｃ Ｆ Ａ は 腸 内 の 複 合 炭 水 化 物 の 嫌 気 的 発 酵 に よ っ て 生 産 さ れ （
Pouteauら (1996)Topping & Clifton, 2001-Eftimiadi et al.(1987)） 、 主 に 以 下 の 配 分
の 酢 酸 塩 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 お よ び 酪 酸 塩 で あ る ： 酢 酸 塩 （ ６ ０ ％ ） 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 （ ２
５ ％ ） お よ び 酪 酸 塩 （ １ ５ ％ ） 。 結 腸 管 腔 の ト ー タ ル 濃 度 は 約 ７ ０ － １ ０ ０ ｍ Ｍ で あ る （
Sellin, 1999） 。 酪 酸 塩 を 除 く 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 お よ び 酢 酸 塩 は 好 中 球 機 能 の 強 力 な 調 節
因 子 で あ り （ Nakao et al.,1992） 、 我 々 は 酢 酸 塩 お よ び プ ロ ピ オ ン 酸 塩 が Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ に
対 し て 作 用 薬 と し て 作 用 し 、 好 中 球 活 性 を 調 節 す る こ と を 示 し た 。 し た が っ て Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３
の 拮 抗 薬 は 好 中 球 活 性 化 お よ び Ｉ Ｂ Dに お け る 炎 症 を 減 少 さ せ 得 る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 Ｉ Ｂ Ｄ に お け る 粘 膜 免 疫 系 の 活 性 化 に 関 し 、 好 中 球 遊 走 お よ び 活 性 化 が 重 要 な 役 割 を 担
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う こ と か ら 、 本 発 明 に よ る 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 受 容 体 シ グ ナ ル 伝 達 の 拮 抗 薬 で あ る 化 合 物 は 、 好
中 球 活 性 化 お よ び Ｉ Ｂ Ｄ に お け る 炎 症 を 減 少 さ せ る の に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】

　 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ は 白 血 球 上 で 発 現 さ れ て い る 。 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の リ ガ ン ド で あ る 、 プ ロ ピ オ ン 酸
塩 お よ び 酢 酸 塩 は 、 多 形 核 細 胞 な ら び に Tリ ン パ 球 お よ び 単 球 を 調 節 し て い る （ Eftimiadi
 et al.,1991; Nakao et al.,1992;Curi et al.,1993） 。 し か し 、 百 日 咳 毒 素 お よ び プ ロ
テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ の 活 性 化 剤 ／ 阻 害 剤 を 用 い る 実 験 に よ っ て Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 機 構 が 示 唆 さ れ た か
も し れ な い が 、 こ れ ら の 作 用 は い ず れ も 特 定 の Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 （ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ） の 刺
激 と 結 び 付 け ら れ て い な か っ た 。 Brunkhorst et al.(1992)は 、 少 な く と も プ ロ ピ オ ン 酸
塩 お よ び 酢 酸 塩 に 関 し て 、 一 連 の Ｐ Ｍ Ｎ 活 性 化 イ ベ ン ト 、 例 え ば 細 胞 骨 格 Ｆ － ア ク チ ン 改
変 、 Ｐ Ｍ Ｎ 極 性 化 （ polarization） 、 Ｆ － ア ク チ ン 局 在 化 、 細 胞 質 ｐ Ｈ の 周 期 的 変 動 、 細
胞 形 態 に 対 す る 作 用 の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 機 構 を 提 案 し た 。 本 発 明 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の リ ガ ン ド が 、 こ
れ ら に 限 定 さ れ な い が 炎 症 性 疾 患 、 病 原 体 感 染 、 リ ン パ 腫 お よ び 白 血 病 を 含 む 、 種 々 の 病
状 に お い て 白 血 球 活 性 を 調 節 す る た め に 使 用 可 能 で あ る こ と を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ８ １ 】

　 歯 周 病 は 、 歯 肉 溝 へ の 複 合 グ ラ ム 陰 性 菌 感 染 の 結 果 で あ り 、 こ れ は 好 中 球 応 答 の 欠 損 と
関 連 す る 。 見 込 み の あ る 治 療 ア プ ロ ー チ の １ つ は 好 中 球 応 答 を 高 め る 生 物 学 的 応 答 の 調 節
因 子 を 使 用 す る こ と で あ る 。 種 々 の 歯 周 お よ び 根 管 の 病 原 体 、 例 え ば バ ク テ ロ イ ド 種 は 大
量 の 短 鎖 脂 肪 酸 （ Ｓ Ｃ Ｆ Ａ ） を 生 産 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 が 提 供 す る Ｇ
Ｐ Ｒ ４ ３ リ ガ ン ド は 、 好 中 球 応 答 を 調 節 し 、 歯 周 病 の 症 状 を 減 少 さ せ る の に 有 用 で あ り 得
る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】

　 ほ と ん ど の エ タ ノ ー ル は 、 主 に ア ル コ ー ル 脱 水 素 酵 素 （ alcohol deshydrogenase, ADH
） お よ び ア ル デ ヒ ド 脱 水 素 酵 素 （ aldehy dedeshydrogenase, ALDH） に よ っ て 触 媒 さ れ る
ア ル デ ヒ ド お よ び 酢 酸 塩 へ の 酸 化 に よ っ て 排 除 さ れ る 。 ア ル コ ー ル は 、 肝 代 謝 に よ り 、 ま
ず ア セ ト ア ル デ ヒ ド に 、 次 い で 酢 酸 塩 に 、 そ し て 最 終 的 に 二 酸 化 炭 素 お よ び 水 に な り 、 ほ
と ん ど 完 全 に 身 体 か ら 排 除 さ れ る 。 当 該 代 謝 は ミ カ エ リ ス ・ メ ン テ ン 動 態 学 に よ っ て 最 も
う ま く 説 明 可 能 な 経 時 的 除 去 に し た が う も の で あ る 。 （ Fujimiya et al (2000) Alcohol 
ClinExp Res 24: 16S-20S; Liお よ び Bosron (1986) Ann Emerg Med 15:997-1004を 参 照 の
こ と ） 。 エ タ ノ ー ル 用 量 の 約 ６ ０ ％ － ７ ５ ％ が 酢 酸 塩 に 変 換 さ れ る （ Siler SQ, Neese RA
,Hellerstein MK(1999) Am J Clin Nutr 70 (5): 928-36） 。 酢 酸 塩 は ヘ ッ ド ス ペ ー ス ・
ガ ス ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り ヒ ト 血 液 中 お よ び 尿 中 で 評 価 で き （ Tsukamoto et al.,N
ihon Arukoru Yakubutsu Igakkai Zasshi 19983: 200-9） 、 ア ル コ ー ル 摂 取 、 大 量 飲 酒 、
代 謝 耐 性 、 乱 用 、 慢 性 ア ル コ ー ル 症 お よ び ア ル コ ー ル 禁 断 の 重 篤 性 に 関 す る マ ー カ ー を 示
す （ Pronko et al(1997) Alcohol 32: 761-8; Korri et al (1985) Alcohol Clin Exp Re
s 9: 468-71; Nuutinen et al (1985) Alcohol 2: 623-6） 。  エ タ ノ ー ル 摂 取 後 、 酢 酸 塩
は ５ ７ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ に 増 大 す る （ Lundquist (1962) Nature N° 4815, p579） 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 慢 性 中 度 ア ル コ ー ル 使 用 、 お よ び 急 性 中 度 ア ル コ ー ル 使 用 で さ え 、 細 菌 お よ び ウ イ ル ス
病 原 体 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 感 染 の 宿 主 感 受 性 を 増 大 さ せ 得 る （ す な わ ち 肺 炎 桿 菌 （ Kl
ebsiella pneumoniae） （ Shellito et al (2001) 25: 872-81） ； お よ び 緑 膿 菌 （ Pseudom
onas aeruginosa） の 肺 排 除 （ Greensberg et al (1999) Alcohol Clin Exp Res 23: 735-
44） ； 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 （ Staphylococcus aurecus） お よ び 表 皮 ブ ド ウ 球 菌 （ Staphylococc
usepidermidis） の 食 作 用 （ Jareo et al (1995) Alcohol 30: 311-8; Corberand et al (
1989) Alcohol Clin Exp Res 13: 542-6） 。 ア ル コ ー ル 曝 露 後 の 障 害 の あ る 宿 主 防 御 は 、
炎 症 応 答 の 減 少 、 サ イ ト カ イ ン 生 産 の 変 化 お よ び 異 常 な 反 応 性 酸 素 中 間 体 生 成 お よ び 好 中
球 機 能 の 組 み 合 わ せ と 関 連 付 け ら れ る よ う だ （ Szabo, 1999） 。 １ ％ エ タ ノ ー ル を 摂 取 し
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た ２ 時 間 後 の 健 康 な ボ ラ ン テ ィ ア か ら 得 ら れ る 好 中 球 に お い て シ グ ナ ル 伝 達 カ ス ケ ー ド の
イ ノ シ ト ー ル リ ン 酸 （ Ｉ Ｐ ） ／ Ｃ ａ ２ ＋ 応 答 の 感 受 性 は 変 化 す る （ Gann et al (1999) Ps
ychiatry Res 89: 189-99） 。 エ タ ノ ー ル に よ る Ｐ Ｍ Ｎ 機 能 の 損 傷 は 好 中 球 顆 粒 の 超 微 形
態 構 造 変 化 か ら 構 成 さ れ 、 さ ら に 自 己 貪 食 空 胞 の 減 少 、 再 分 布 お よ び 異 常 な 蓄 積 （ Todoro
vic (1999) Indian J Med Res 109: 105-14; Todorovic et al (1994) J Stud Alcohol 5
5: 239-48） 、 お よ び 好 中 球 エ ラ ス タ ー ゼ 活 性 の 変 化 （ Sachs et al(1990) Am Rev Respir
 Dis 141: 1249-55） を 含 む 。 こ れ ら の 現 象 は 結 果 的 に 細 菌 に 対 す る 好 中 球 の 殺 菌 活 性 の
欠 損 を 促 進 し 得 る 。 さ ら に 、 慢 性 の エ タ ノ ー ル 摂 取 は f-met-leu-phe（ ｆ Ｍ Ｌ Ｐ ） 誘 導 性
の 走 化 活 性 お よ び 好 中 球 に よ る ス ー パ ー オ キ シ ド 生 産 を 調 節 す る （ Bautista et al(1992)
 16: 788-94） 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 ま た 肝 臓 内 の 白 血 球 浸 潤 は ア ル コ ー ル 性 肝 疾 患 の 最 も 重 要 な 特 徴 の １ つ で あ る 。 ア ル コ
ー ル 性 肝 炎 で は 、 Ｐ Ｍ Ｎ は 肝 臓 へ 選 択 的 に 遊 走 す る （ Bautista (2002) Alcohol 27: 17-2
1; Siratoriら (1992) J Hepatol 15: 266-8） 。 循 環 お よ び 組 織 内 の ケ モ カ イ ン の 上 方 制
御 は 肝 臓 に お け る 好 中 球 浸 潤 の 増 加 と 関 連 す る （ Bautista (2002) Alcohol 27: 17-21）
。 肝 硬 変 の ア ル コ ー ル 依 存 症 患 者 で は 、 走 化 性 、 食 作 用 お よ び 殺 菌 活 性 が す べ て 有 意 に 減
少 し た （ Laharrague et al (1985) Ann Med Interne (Paris) 136: 210-2） 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 エ タ ノ ー ル 摂 取 後 、 酢 酸 塩 は 遊 離 脂 肪 酸 （ Ｆ Ｆ Ａ ） の 減 少 を 引 き 起 こ し 得 る 。 こ れ は エ
タ ノ ー ル が 健 康 な ボ ラ ン テ ィ ア に 対 し て 循 環 Ｆ Ｆ Ａ を 低 下 さ せ 得 る こ と に 基 づ く 。 し た が
っ て エ タ ノ ー ル 摂 取 後 の 血 中 酢 酸 の 増 大 は 、 ア シ ド ー シ ス を 伴 わ な い 場 合 で さ え Ｆ Ｆ Ａ の
減 少 を 十 分 に 説 明 す る も の で あ り 、 酢 酸 塩 は ア ル カ リ 化 剤 と し て 知 ら れ て い る （ Crouse J
R, Gerson CD, De Carli LM, Lieber CS. (1968) J Lipid Res 9 (4): 509-12） 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 結 論 と し て 、 上 記 内 容 は 、 好 中 球 機 能 が 慢 性 ア ル コ ー ル 依 存 者 で 損 な わ れ 得 る こ と を 示
す 。 こ の よ う な 場 合 、 本 発 明 に よ り 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の リ ガ ン ド は 好 中 球 機 能 を 回 復 さ せ る の
に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ８ ７ 】

　 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 は 、 本 発 明 に し た が っ て 、 S. Boydenに よ っ て 1962年 に 最 初 に 開 発 さ れ た
手 法 に よ っ て イ ン ビ ト ロ 測 定 す る こ と が で き る （ S.Boyden (1962) J. Exp. Med. 115: pp
.453-466を 参 照 の こ と ） 。 簡 単 に は 、 こ の 手 法 で は Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 懸 濁 液 お よ び 化 学 物 質 を ２
つ の 別 々 の 区 画 に 配 置 す る 。 こ れ ら の 区 画 は ポ リ カ ー ボ ネ ー ト フ ィ ル タ ー で 分 離 さ れ て い
る 。 Ｐ Ｍ Ｎ は 例 え ば 哺 乳 類 の 末 梢 血 か ら 調 製 す る こ と が で き る 。 あ ら か じ め 決 め ら れ た 時
間 の 後 、 フ ィ ル タ ー を 取 り 除 き 、 細 胞 懸 濁 液 含 有 区 画 側 の フ ィ ル タ ー 表 面 の 細 胞 を 注 意 し
て 取 り 除 く 。 次 い で フ ィ ル タ ー 上 の 残 留 細 胞 を 固 定 し 、 染 色 す る 。 ハ イ パ ワ ー の 顕 微 鏡 を
用 い て フ ィ ル タ ー を 検 査 し 、 フ ィ ル タ ー の 下 面 （ す な わ ち フ ィ ル タ ー の 化 学 物 質 含 有 区 画
側 ） に 現 れ た 細 胞 の 数 を 手 動 で 計 測 す る 。 正 の 走 化 性 応 答 は 、 フ ィ ル タ ー を 通 っ て 化 学 物
質 含 有 区 画 側 へ 遊 走 ま た は 「 ク ロ ー ル 」 し た 細 胞 に よ っ て 示 さ れ る 。 時 間 が か か る の で 、
典 型 的 に は フ ィ ル タ ー 全 体 が 検 査 さ れ る こ と は な い 。 そ の か わ り 、 代 表 試 料 領 域 が 検 査 さ
れ 、 計 測 さ れ る 。 本 発 明 で は 、 走 化 性 因 子 が 存 在 し な い 場 合 と 比 較 し て 、 走 化 性 因 子 が 区
画 内 に 存 在 す る 場 合 に 、 走 化 性 因 子 含 有 区 画 に 接 し た フ ィ ル タ ー 表 面 に 少 な く と も １ ０ ％
多 数 の Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 が 存 在 す れ ば 、 「 Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 」 が 生 じ た と さ れ る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 ま た Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 は 、 特 定 部 位 ま た は 特 定 試 料 中 の Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 数 を 異 な る 二 時 点 で 比 較
す る こ と に よ り 、 哺 乳 類 に お い て イ ン ビ ボ で 評 価 す る こ と も で き る 。 適 当 な 刺 激 下 で 、 Ｐ
Ｍ Ｎ 細 胞 は 末 梢 血 循 環 か ら 結 合 組 織 、 お よ び 周 囲 構 造 内 へ 遊 走 す る 。 走 化 性 が 、 例 え ば Ｇ
Ｐ Ｒ ４ ３ シ グ ナ ル 伝 達 活 性 の 調 節 因 子 の よ う な 候 補 物 質 に 応 答 し て 調 節 さ れ た か 否 か を 決
定 す る た め 、 哺 乳 類 か ら 結 合 組 織 試 料 を 採 取 し 、 こ れ を 当 業 者 に 周 知 の 組 織 学 的 技 術 を 用
い て 検 査 し 、 末 梢 組 織 （ 例 え ば 結 合 組 織 ま た は リ ン パ 器 官 ） に 存 在 す る Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 の 数 を
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測 定 す る こ と が で き る 。 存 在 す る Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 の 数 は 、 次 い で 、 後 の 時 点 （ 例 え ば １ － ５ 時
間 、 １ － ５ 日 、 ま た は １ － ５ 週 間 後 ） で 存 在 す る 数 と 比 較 す る こ と が で き る 。 一 態 様 で は
、 哺 乳 類 の 組 織 内 に 存 在 す る Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 の 数 が 候 補 物 質 の 投 与 後 に 存 在 す る 数 と 比 較 さ れ
、 末 梢 組 織 内 に 存 在 す る Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 の 数 が 候 補 物 質 の 投 与 後 に 増 大 ま た は 減 少 す れ ば 、 該
物 質 は Ｐ Ｍ Ｎ 走 化 性 の 調 節 物 質 と し て 同 定 さ れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 以 下 、 非 限 定 的 な 実 施 例 を 挙 げ 、 本 発 明 を 説 明 す る 。 こ の 実 施 例 で は 、 以 下 の 材 料 お よ
び 方 法 が 用 い ら れ る 。 本 明 細 書 中 以 下 に 引 用 さ れ る 各 参 考 文 献 の 全 開 示 内 容 は 、 引 用 に よ
り 本 明 細 書 中 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】

　 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ヒ ト 受 容 体 の 配 列 に 基 づ い て 合 成 し
た ： セ ン ス プ ラ イ マ ー 5'-GCGGAATTCACCATGCTGCCGGACTGGAAGAG-3'（ 配 列 番 号 ６ ） お よ び ア
ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー 5'-CTAGTCTAGACTGCTACTCTGTAGTGAAGTC-3'（ 配 列 番 号 ７ ） 。 ３ つ の
異 な る 脾 臓 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 対 し 、 プ ラ チ ナ PfxＤ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖
反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） を 行 っ た 。 増 幅 条 件 は 以 下 で あ っ た ： ９ ４ ℃ 、 １ ５ 秒 ； ５ ０ ℃ 、 ３ ０ 秒 ；
６ ８ ℃ 、 ２ 分 で ３ ５ サ イ ク ル 。 増 幅 に よ り 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 遺 伝 子 の 完 全 コ ー ド 配 列 を 含 有 す
る １ キ ロ ベ ー ス の 断 片 を 得 た 。 次 い で こ の コ ー ド 配 列 を ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ （ Invitrogen） 発 現
ベ ク タ ー の EcoRIお よ び XbaI部 位 間 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 BigDyeタ ー ミ ネ ー タ ー サ イ ク
ル 配 列 決 定 キ ッ ト （ BigDyeTerminatorcyclesequencingkit, Applied Biosystems, Warrin
gton, Great Britain） を 用 い 、 ３ つ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の そ れ ぞ れ に 関 し て 両 鎖 に 対 す る 配 列 決
定 を 行 っ た 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 ま た 、 こ の ９ ９ ０ 塩 基 対 （ ｂ ｐ ） － オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム は 最 近 、 Sawzdargo
ら に よ っ て 同 定 さ れ （ GenBankア ク セ シ ョ ン  AF024690） 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ と 称 さ れ る オ ー フ ァ
ン Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 を コ ー ド す る こ と が 報 告 さ れ た 。 Sawzdargoら に 公 開 さ れ て い
る こ の コ ー ド 配 列 に 基 づ い て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 合 成 し た 。 こ れ ら を 脾 臓 ｃ
Ｄ Ｎ Ａ か ら 開 始 す る Ｐ Ｃ Ｒ に 使 用 し た 。 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ コ ー ド 配 列 と サ イ ズ が 適 合 す る Ｐ Ｃ Ｒ
産 物 を ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３ 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 両 鎖 に 関 し て 配 列 決 定 し た （ 図 １ ） 。 推 定 の
膜 貫 通 ド メ イ ン に は 下 線 を 引 き 、 Ｉ か ら Ｖ Ｉ Ｉ の 番 号 を 付 し て い る 。 カ ゼ イ ン キ ナ ー ゼ （
caseine kinase） に よ る 推 定 の リ ン 酸 化 部 位 は 太 字 で 示 す 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 Ｐ Ａ Ｒ １ お よ び 他 の Ｐ Ａ Ｒ 関 連 配 列 と Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ メ ン ト （ 図 ２
） は 、 ClustalXア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 行 っ た 。 次 い で 、 TreeViewア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 図
２ の 樹 状 図 を 構 築 し た 。 こ の 図 は Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ と プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 化 受 容 体 （ Ｐ Ａ Ｒ ） － １
、 － ２ 、 － ３ 、 お よ び － ４ 、 血 小 板 活 性 化 因 子 受 容 体 （ Ｐ Ａ Ｆ ） 、 お よ び Ｇ タ ン パ ク 質 共
役 受 容 体 ４ ２ （ Ｇ Ｐ Ｒ ４ ２ ） の 関 係 を 示 す 。 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ２ は 常 に オ ー フ ァ ン 受 容 体 で あ る 。
【 ０ ２ ９ ３ 】

　 い く つ か の ヒ ト 組 織 中 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３  ｍ Ｒ Ｎ Ａ を Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 増 幅 し た （ 図 ３ ）
。
　 逆 転 写 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ ） 実 験 は ポ リ Ａ ＋  Ｒ Ｎ Ａ の パ ネ ル （ Clonte
ch） を 用 い て 行 っ た 。 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ プ ラ イ マ ー は 以 下 の も の で あ っ た ： Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ セ ン ス プ
ラ イ マ ー （ 5'-ACTGGAAGAGCTCCTTGATC-3'； 配 列 番 号 ８ ） お よ び Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ア ン チ セ ン ス プ
ラ イ マ ー （ 5'-CAAGTATTGAACGATGATC-3'； 配 列 番 号 ９ ） 。 増 幅 Ｄ Ｎ Ａ バ ン ド の 予 想 サ イ ズ
は ４ ３ ９ ｂ ｐ で あ っ た 。 ア ル ド ラ ー ゼ コ ー ド 配 列 に 基 づ く ２ つ の 合 成 プ ラ イ マ ー を コ ン ト
ロ ー ル と し て 用 い て 、 予 想 サ イ ズ ４ ４ ３ ｂ ｐ の 生 成 物 を 製 造 し た ： ア ル ド ラ ー ゼ セ ン ス プ
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実 施 例 １
ク ロ ー ニ ン グ 、 配 列 決 定 お よ び ア ラ イ メ ン ト

実 施 例 ２
Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ヒ ト 受 容 体 の 組 織 分 布



ラ イ マ ー 5'-GGCAAGGGCATCCTGGCTGC-3'（ 配 列 番 号 １ ０ ） お よ び ア ル ド ラ ー ゼ ア ン チ セ ン ス
リ バ ー ス 5'-TAACGGGCCAGAACATTGGCATT-3'（ 配 列 番 号 １ １ ） 。 SuperscriptII（ LifeTechno
logies,Inc.,Merelbeke, Belgium） を 用 い て ポ リ A＋ Ｒ Ｎ Ａ 約 ７ ５ ｎ ｇ を 逆 転 写 し 、 こ れ
を Ｐ Ｃ Ｒ 用 に 用 い た 。 Ｐ Ｃ Ｒ は Taqポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 以 下 の 条 件 下 で 行 っ た ： ９ ４ ℃
で ３ 分 変 性 し 、 ９ ４ ℃ で １ 分 、 ５ ８ ℃ で ２ 分 お よ び ７ ２ ℃ で ２ 分 で ３ ８ サ イ ク ル 。 Ｐ Ｃ Ｒ
反 応 物 の 一 定 量 （ １ ０ μ Ｌ ） を １ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 分 析 し た 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 末 梢 血 リ ン パ 球 （ Ｐ Ｂ Ｌ ） 中 に は ４ ３ ９ ｂ ｐ バ ン ド が は っ き り と 検 出 さ れ た 。 ア ル ド ラ
ー ゼ コ ー ド 配 列 断 片 の 増 幅 は コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 さ ら に 半 定 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い て 、 特 定 の 末 梢 血 細 胞 お よ び 他 の 細 胞 型 中 の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 分
布 を 調 査 し た （ 図 １ ３ ） 。 半 定 量 的 Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ （ TaqMan） 実 験 は 、 ト ー タ ル お よ び ポ リ
Ａ ＋ Ｒ Ｎ Ａ の パ ネ ル （ Clontech, Ambion, Biochain） を 用 い 、 １ ２ の 選 択 ヒ ト 組 織 範 囲 に
わ た っ て 行 っ た 。 血 液 細 胞 お よ び 細 胞 系 統 由 来 の ト ー タ ル Ｒ Ｎ Ａ は （ Tripure Isolation 
Reagent,Boehringer Mannheim） を 用 い て 調 製 し た 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 半 定 量 的 Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ 実 験 は 、 ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 受 容 体 の 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い
て 行 っ た 。 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 受 容 体 プ ラ イ マ ー は 、 フ ォ ワ ー ド 5'-GGCTTTCCCCGTGCAGTAC-3'（ 配
列 番 号 １ ２ ） 、 Taqmanプ ロ ー ブ 5'-AGCTCTCCCGCCGGCCTCTG-3'（ 配 列 番 号 １ ３ ） お よ び リ バ
ー ス 5'-CCAGAGCTGCAATCACTCCA-3'（ 配 列 番 号 １ ４ ） 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 遺 伝 子 Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 用 プ ラ イ マ ー  フ ォ ワ ー ド  5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC
-3'（ 配 列 番 号 １ ５ ） 、  Taqmanプ ロ ー ブ 5'-AGCTCTCCCGCCGGCCTCTG-3'（ 配 列 番 号 １ ６ ） お
よ び リ バ ー ス 　 5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3'（ 配 列 番 号 １ ７ ） を 用 い て 参 照 ｍ Ｒ Ｎ Ａ プ ロ
フ ァ イ ル を 作 成 し た 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 強 い レ ベ ル の Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 発 現 は 多 形 核 好 中 球 （ Ｐ Ｍ Ｎ ） で 見 ら れ た 。 ま た Ｔ リ ン パ 球 お
よ び 末 梢 血 単 核 細 胞 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） で は 、 よ り 低 い レ ベ ル で Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ が 検 出 さ れ た （ 図 １
３ ） 。 顆 粒 球 で の 発 現 レ ベ ル と 比 較 し て 、 Ｃ Ｎ Ｓ お よ び 他 の 末 梢 組 織 で は 有 意 な 発 現 は 検
出 で き な か っ た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。
【 ０ ２ ９ ９ 】

　 １ ０ ％ 胎 児 ウ シ 血 清 、 １ ０ ０ ユ ニ ッ ト ／ ｍ ｌ ペ ニ シ リ ン お よ び １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ス ト レ
プ ト マ イ シ ン を 補 っ た 栄 養 混 合 ハ ム Ｆ １ ２ 培 地 （ Nutrient Mixture HAM's F12 medium）
で Ｃ Ｈ Ｏ -Ｋ １ 細 胞 （ ATCCCRL-9618（ Bethesda, MD, USA） ） を 培 養 し た 。 Fugene6（ Roche
Diagnostics, Mannheim,Germany） を 用 い て ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を コ ー ド す る バ イ シ ス ト ロ ン
性 プ ラ ス ミ ド を Ｃ Ｈ Ｏ -Ｋ １ 細 胞 内 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ２
日 後 、 ２ ５ ０ μ ｇ ／ ｍ lゼ オ シ ン （ zeocin） を 用 い て 個 々 の ク ロ ー ン を 選 択 し 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４
３ ポ ジ テ ィ ブ ク ロ ー ン を ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て 確 認 し た 。 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 受
容 体 の 天 然 リ ガ ン ド ２ ５ ０ 個 を 濃 度 １ － １ ０ ０ μ Ｍ で 含 有 す る 参 照 小 分 子 ラ イ ブ ラ リ を 用
い る ス ク リ ー ニ ン グ に ポ ジ テ ィ ブ ク ロ ー ン を 用 い た 。 酢 酸 塩 を 用 い て 特 異 的 活 性 を 取 得 し
、 用 量 応 答 曲 線 に よ っ て 確 認 し た 。 同 一 細 胞 を 用 い て さ ら に 関 連 化 合 物 を 試 験 し た 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を コ ー ド し な い バ イ シ ス ト ロ ン 性 プ ラ ス ミ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た
Ｃ Ｈ Ｏ -Ｋ １ 細 胞 は コ ン ト ロ ー ル 細 胞 （ 偽 ト ラ ン ス フ ェ ク ト ） と し て 用 い た 。
【 ０ ３ ０ １ 】

　 炭 素 数 １ か ら ４ の 範 囲 の Ｓ Ｃ Ｆ Ａ を 、 ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を 安 定 発 現 す る Ｃ Ｈ Ｏ -Ｋ １ 細 胞
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実 施 例 ３
Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ リ ガ ン ド に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ

実 施 例 ４
ｈ Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 発 現 Ｃ Ｈ Ｏ -Ｋ １ 細 胞 に 対 す る Ｓ Ｃ Ｆ Ａ の 活 性



に お い て 、 フ ォ ル ス コ リ ン で 刺 激 さ れ た ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 活 性 の 阻 害 能 に 関 し て 試 験
し た 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 効 力 の 序 列 は 以 下 の よ う で あ っ た ： Ｃ ２ （ 酢 酸 塩 ） Ｃ ３ （ プ ロ ピ オ ン 酸 塩 ） ＞ Ｃ ４ （
酪 酸 塩 ） ＞ ＞ Ｃ １ （ ギ 酸 塩 ） 。 酢 酸 塩 は 最 も 強 力 に 酵 素 活 性 を 阻 害 し た 。 こ れ ら す べ て の
化 合 物 は フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 性 ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 活 性 を ７ ５ ％ 減 少 さ せ た （ 図 ４ ） 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 観 察 さ れ た 酢 酸 塩 の 効 果 は 、 受 容 体 と Ｇ α ｉ /ｏ サ ブ ユ ニ ッ ト 間 の 共 役 を 乱 す 百 日 咳 毒
素 （ Ｐ Ｔ Ｘ ） と 一 晩 プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 完 全 に 消 失 し た （ 図 ５ ） 。 し た が
っ て ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 共 役 経 路 は Ｃ Ｈ Ｏ -Ｋ １ 中 で は 選 択 的 に Ｇ ｉ で あ る 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 観 察 さ れ た 脂 肪 酸 の 効 果 は Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 発 現 細 胞 に 制 限 さ れ 、 他 の 組 換 え Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ を 発 現
し て い る か 、 あ る い は 発 現 し て い な い コ ン ト ロ ー ル 細 胞 は い ず れ も 上 記 活 性 化 剤 に よ る 活
性 を 示 さ な か っ た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 上 記 結 果 は ｐ Ｈ と 無 関 係 で あ る 。 つ ま り 試 験 濃 度 で は 、 反 応 バ ッ フ ァ ー の ｐ Ｈ は ７ － ７
． ４ の 範 囲 で あ っ た 。 さ ら に 、 活 性 Ｓ Ｃ Ｆ Ａ の 種 々 の 塩 、 例 え ば ア ン モ ニ ウ ム （ Ｎ Ｈ ３ ＋

） 、 カ リ ウ ム （ Ｋ ＋ ） お よ び ナ ト リ ウ ム （ Ｎ ａ ＋ ） 塩 を 用 い て 、 等 し い 効 力 の 活 性 が 観 察
さ れ た （ 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 用 い て 得 ら れ た 結 果 に 関 し て は 図 ７ を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ３ ０ ６ 】

　 膜 に 基 づ く 機 能 試 験 に お い て 酢 酸 の 活 性 を 試 験 し た 。 こ の ア ッ セ イ で は 、 ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ４
３ を 発 現 す る Ｃ Ｈ Ｏ -Ｋ １ 細 胞 由 来 の 膜 調 製 物 で Ｇ Ｔ Ｐ γ [３ ５ Ｓ ]結 合 の 蓄 積 を モ ニ タ ー
し た （ 図 ６ ） 。 酢 酸 塩 の 効 力 は 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ レ ベ ル を モ ニ タ ー す る 細 胞 に 基 づ く 機 能 ア ッ セ
イ で 観 察 さ れ た 効 力 と 匹 敵 し た 。 こ の 膜 に 基 づ く ア ッ セ イ を 用 い て 試 験 さ れ た Ｓ Ｃ Ｆ Ａ の
効 力 の 序 列 は 保 存 さ れ て い た 。 す な わ ち 、 こ の ア ッ セ イ は Ｃ ２ Ｃ ３ ＞ Ｃ ４ ＞ ＞ Ｃ １ を 示
し た 。 Ｃ ４ お よ び Ｃ １ は ヒ ト 受 容 体 を 部 分 的 に 活 性 化 し 、 そ の 最 大 応 答 は 酢 酸 塩 お よ び プ
ロ ピ オ ン 酸 塩 を 用 い て 観 察 さ れ た 最 大 応 答 と 比 較 し て 最 も 低 か っ た （ デ ー タ は 示 し て い な
い ） 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 酢 酸 塩 、 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 お よ び 関 連 化 合 物 の 活 性 は Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ に 制 限 さ れ 、 こ れ ら の 酸
は 、 非 関 連 ヒ ト Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 、 例 え ば ア デ ノ シ ン Ａ １ 受 容 体 、 ア ド レ ナ リ ン 作
動 性 ２ Ｃ 受 容 体 、 コ ル チ コ ト ロ ピ ン 放 出 因 子 １ 受 容 体 、 ケ モ カ イ ン Ｃ Ｃ Ｒ ３ 受 容 体 、 ロ イ
コ ト リ エ ン Ｌ Ｔ Ｂ ４ 受 容 体 、 ム ス カ リ ン Ｍ ４ 受 容 体 、 ニ ュ ー ロ ペ プ チ ド FF2S受 容 体 、 オ ピ
オ イ ド ３ 受 容 体 、 セ ロ ト ニ ン ５ -Ｈ Ｔ １ Ａ 受 容 体 、 お よ び ソ マ ト ス タ チ ン sst5受 容 体 を 発
現 し て い る Ｃ Ｈ Ｏ -Ｋ １ 細 胞 の １ ０ 個 の 異 な る 膜 調 製 物 で は い ず れ の 結 合 も 刺 激 で き な か
っ た 。 こ れ ら す べ て の Ｇ ｉ 共 役 受 容 体 は 同 一 の 実 験 に お い て 、 そ れ ぞ れ 自 身 の 参 照 リ ガ ン
ド に よ っ て 刺 激 さ れ た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 任 意 の 直 接 対 イ オ ン 効 果 を 除 外 す る た め に 塩 の 影 響 を 評 価 し た 。 特 に ナ ト リ ウ ム カ チ オ
ン は 、 Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 を 、 リ ガ ン ド の 存 在 ま た は 不 存 在 下 で ポ ジ テ ィ ブ ま た は ネ
ガ テ ィ ブ に 調 節 す る こ と が 既 知 で あ る 。 ナ ト リ ウ ム 塩 ま た は ア ン モ ニ ウ ム 塩 と し て 試 験 さ
れ た 酢 酸 塩 は 、 １ ２ ０ ｍ Ｍ ナ ト リ ウ ム ま た は カ リ ウ ム を 含 有 す る ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー に 懸
濁 さ れ た 膜 上 の Ｇ Ｔ Ｐ γ [３ ５ Ｓ ]結 合 の 活 性 化 に お い て 等 し い 効 力 を 示 し た （ 図 ７ ） 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 他 の Ｓ Ｃ Ｆ Ａ お よ び 関 連 化 合 物 （ ア ル コ ー ル 、 ア ル デ ヒ ド 、 ア セ ト ン （ cetone） 、 二 価
酸 … ） の 活 性 を 、 膜 － 細 胞 に 基 づ く ア ッ セ イ に お い て そ れ ぞ れ 単 一 濃 度 で 用 い て 評 価 し た
。 作 用 薬 効 力 の 序 列 は 、 酢 酸 塩 ＝ プ ロ ピ オ ン 酸 塩 ＞ ｎ － 酪 酸 塩 ＝ イ ソ 酪 酸 塩 ＝ ｎ － 吉 草 酸
塩 ＝ カ プ ロ ン 酸 塩 ＞ ＞ ギ 酸 塩 ＞ ＞ ピ ル ビ ン 酸 塩 ＝ ア セ ト ア セ テ ー ト で あ る 。 不 活 性 化 合 物
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＞

実 施 例 ５
膜 に 基 づ く 機 能 ア ッ セ イ に お け る Ｓ Ｃ Ｆ Ａ 活 性 の 分 析

＞



に は ： Ｃ ２ － エ タ ノ ー ル 、 ア セ ト ア ル デ ヒ ド お よ び シ ュ ウ 酸 塩 ； Ｃ ３ － マ ロ ン 酸 塩 お よ び
ア セ ト ン ； Ｃ ４ － Ｄ Ｌ － β － ヒ ド ロ キ シ 酪 酸 塩 、 Ｇ Ａ Ｂ Ａ 、 Ｌ － グ ル タ ミ ン 酸 塩 、 コ ハ ク
酸 塩 ； お よ び Ｃ ６ － ク エ ン 酸 塩 が 含 ま れ る （ 図 ８ ） 。
【 ０ ３ １ ０ 】

　 Ｓ Ｃ Ｆ Ａ は ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を 安 定 発 現 し て い る Ｃ Ｈ Ｏ -Ｋ １ 細 胞 に お い て イ ノ シ ト ー ル
リ ン 酸 の 生 産 を 刺 激 す る こ と が 可 能 で あ っ た （ 図 ９ ） 。 使 用 す る Ｓ Ｃ Ｆ Ａ に 関 わ ら ず 、 刺
激 前 に Ｐ Ｔ Ｘ 前 処 理 す る こ と に よ っ て こ の 活 性 化 は わ ず か に 影 響 を 受 け た 。 し た が っ て ヒ
ト Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 共 役 は 二 重 で あ り 、 こ れ に は 上 記 Ｇ ｉ 共 役 に 加 え て Ｇ ｑ タ ン パ ク 質 の 活 性
化 が 関 与 す る （ 図 １ ０ ） 。
【 ０ ３ １ １ 】
　 ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 キ メ ラ Ｇ ｑ ｉ タ ン パ ク 質 の 同 時 発 現 を 伴 う か 、 あ る い は
伴 わ ず に 、 Ｃ Ｏ Ｓ -７ 、 Ｃ Ｈ Ｏ お よ び Ｈ Ｅ Ｋ 細 胞 に 一 過 性 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る と 、
脂 肪 酸 が 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ Ｃ の 活 性 化 を 反 映 す る イ ノ シ ト ー ル リ ン 酸 塩 の 蓄 積 を 刺 激 し た
（ 図 １ １ ） 。 Ｇ ｑ ｉ の み ま た は 他 の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 、 例 え ば モ チ リ ン ま た は ヒ ス タ ミ ン Ｈ １ 受 容
体 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た コ ン ト ロ ー ル 細 胞 は 、 酢 酸 塩 お よ び 他 の Ｓ Ｃ Ｆ Ａ
に よ っ て 活 性 化 さ れ な か っ た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。 イ ノ シ ト ー ル リ ン 酸 塩 の 蓄 積 は
、 Ｇ ｑ ｉ お よ び ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ｃ Ｄ Ｎ Ａ で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 未 Ｓ Ｃ Ｆ Ａ 処 理 細 胞 で
増 大 し 、 こ れ は 反 応 時 点 で 添 加 リ ガ ン ド 不 存 在 下 の 当 該 受 容 体 が 常 時 （ 構 成 性 に ） 活 性 化
し て い る こ と の 証 拠 を 提 供 す る （ 図 １ １ ） 。
【 ０ ３ １ ２ 】

　 活 性 化 合 物 の 化 学 式 は 図 １ ２ に 示 す 。 活 性 化 合 物 の 構 造 活 性 相 関 （ Ｓ Ｒ Ａ ） は 、 構 造 上
密 に 関 連 す る 化 合 物 （ ケ ト ン 、 ア ル コ ー ル お よ び ア ル デ ヒ ト ） が 不 活 性 で あ る こ と を 考 慮
す る と 、 カ ル ボ ン 酸 部 分 が 活 性 に 必 要 と さ れ る こ と を 示 し た 。 こ の 部 分 は 、 線 状 ま た は 非
線 状 の 、 ２ － ３ Ｃ に 関 し て 最 適 活 性 を 有 す る １ － ６ 炭 素 原 子 を 含 む 炭 素 鎖 の 先 端 で 分 岐 さ
れ て い る 部 分 で あ る 。 第 二 の カ ル ボ ン 酸 部 分 は 炭 素 鎖 の 長 さ に 関 わ ら す シ グ ナ ル を 消 失 さ
せ る こ と が 、 シ ュ ウ 酸 塩 （ Ｃ ２ ） 、 マ ロ ン 酸 塩 （ Ｃ ３ ） 、 コ ハ ク 酸 塩 （ Ｃ ４ ） 、 ア ス パ ラ
ギ ン 酸 塩 （ Ｃ ４ ） 、 グ ル タ ミ ン 酸 塩 （ Ｃ ５ ） ま た は ３ カ ル ボ ン 酸 部 分 を 有 す る ク エ ン 酸 塩
で 観 察 さ れ た 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 他 の 官 能 基 で 置 換 す る と 、 ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ に 対 す る 化 合 物 の 活 性 が 種 々 に 調 節 さ れ た 。
例 え ば 、 － Ｏ Ｈ 置 換 基 は 対 応 す る 活 性 化 合 物 の 活 性 を 消 失 さ せ （ ｎ － 酪 酸 塩 は 活 性 で あ り
、 β － ヒ ド ロ キ シ 酪 酸 塩 は 活 性 で な い ） 、 － Ｎ Ｈ ３ ＋ は 活 性 を 減 少 さ せ た が 消 失 さ せ は し
な か っ た （ 酢 酸 塩 ＞ ＞ グ リ シ ン ） 。 セ リ ン （ Ｃ ３ ） の よ う な － Ｏ Ｈ お よ び の － Ｎ Ｈ ３ ＋ 官
能 基 の 組 み 合 わ せ も ま た 活 性 を 消 失 さ せ た 。 ま た ケ ト ン 置 換 化 合 物 、 例 え ば ピ ル ビ ン 酸 塩
お よ び ア セ ト ア セ テ ー ト は 、 対 応 す る 活 性 な 非 置 換 化 合 物 （ そ れ ぞ れ 酢 酸 塩 お よ び ｎ － 酪
酸 塩 ） と 比 較 し て 減 少 す る が 一 貫 し た 活 性 を 示 し た 。
【 ０ ３ １ ４ 】

　

　 以 下 の 実 験 を 行 い 、 酢 酸 塩 お よ び プ ロ ピ オ ン 酸 塩 を 用 い て ヒ ト 多 形 核 （ Ｐ Ｍ Ｎ ） 白 血 球
を 活 性 化 で き る か 否 か を 試 験 し た 。 こ れ は Ｐ Ｍ Ｎ を 主 に 含 有 す る 末 梢 血 細 胞 中 で こ の 受 容
体 が 強 力 に 発 現 さ れ て い る こ と に 基 づ く も の で あ る 。 活 性 化 は 、 細 胞 膜 受 容 体 を 酢 酸 お よ
び プ ロ ピ オ ン 酸 塩 で 刺 激 し た 後 に 内 部 プ ー ル か ら 結 集 さ れ る 細 胞 内 カ ル シ ウ ム を 定 量 す る
こ と に よ っ て 測 定 し た 。
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実 施 例 ６
セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー 蓄 積 に よ っ て 測 定 さ れ る Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の 活 性 に 対 す る Ｓ Ｃ Ｆ Ａ の 作
用

実 施 例 ７
Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ に 対 し て 活 性 な Ｓ Ｃ Ｆ Ａ の 化 学 式 お よ び 活 性

実 施 例 ８
プ ロ ピ オ ン 酸 塩 お よ び 酢 酸 塩 は ヒ ト 好 中 球 の 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 流 動 （ mobilization） を

誘 導 で き る 。



【 ０ ３ １ ５ 】
　 Ｐ Ｍ Ｎ は 健 康 な ボ ラ ン テ ィ ア の 静 脈 血 か ら 精 製 し た 。 細 胞 は 、 確 立 さ れ た 方 法 に し た が
っ て 単 離 し た 。 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 測 定 で は 、 室 温 で ３ ０ 分 間 Fura-2AM（ Molecular Probes
） を 細 胞 に 取 り 込 ま せ た 。 LSB50B分 光 蛍 光 光 度 計 （ PerkinElmer） に よ っ て カ ル シ ウ ム 流
量 を モ ニ タ ー し た 。 簡 単 に は 、 好 中 球 懸 濁 液 （ １ × １ ０ ７ 細 胞 ／ ｍ lを ２ μ Ｍ Fura-2/AMと
３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で こ の 細 胞 を 洗 浄 し て 細 胞 外 プ ロ ー ブ を 除 き
、 ５ × １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ l再 懸 濁 し 、 ３ ７ ℃ で １ ０ 分 間 放 置 し て 再 平 衡 化 し た 。 次 い で 細 胞
を 蛍 光 光 度 計 の 温 度 自 動 調 節 の キ ュ ベ ッ ト 区 画 （ ３ ７ ℃ ） に 移 し 、 蛍 光 を モ ニ タ ー し た （
励 起 お よ び 発 光 波 長 は そ れ ぞ れ ３ ４ ０ お よ び ５ １ ０ ｎ ｍ ） 。
【 ０ ３ １ ６ 】
　 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 ま た は 酢 酸 塩 を Ｐ Ｍ Ｎ に 注 入 す る と 、 基 本 条 件 下 と 比 較 し て 細 胞 内 カ ル
シ ウ ム の 増 大 が 生 じ た 。 図 １ ４ は 、 プ ロ ピ オ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 濃 度 の 変 化 に 対 す る こ の 増 大
の 動 態 プ ロ ッ ト を 示 す 。 細 胞 内 カ ル シ ウ ム の 増 加 は 「 基 本 蛍 光 」 を 超 え る 「 刺 激 性 蛍 光 」
の 割 合 の 増 大 に よ っ て モ ニ タ ー す る 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　 増 加 濃 度 の プ ロ ピ オ ン 酸 塩 （ 図 １ ５ ） ま た は 酢 酸 塩 （ 図 １ ６ ） を 注 入 す る と 、 濃 度 依 存
性 の 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 増 大 が 生 じ る 。 プ ロ ピ オ ン 酸 塩 お よ び 酢 酸 塩 は 等 し い 効 力 で あ る （
プ ロ ピ オ ン 酸 塩 お よ び 酢 酸 塩 に 関 し て 、 そ れ ぞ れ Ｅ Ｃ ５ ０ ＝ ５ ４ ０ μ Ｍ お よ び ５ ３ ７ μ Ｍ
） 。
【 ０ ３ １ ８ 】
　 こ の 結 果 は プ ロ ピ オ ン 酸 塩 お よ び 酢 酸 塩 が 、 ヒ ト 好 中 球 に お け る 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 流 動
の 誘 導 能 を 有 す る こ と を 示 す 。 我 々 の 以 前 の 結 果 は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ が 短 鎖 脂 肪 酸 、 例 え ば プ
ロ ピ オ ン 酸 塩 お よ び 酢 酸 塩 の 細 胞 表 面 標 的 と し て 薬 理 学 的 に 完 全 に 特 徴 付 け ら れ る こ と を
説 明 す る も の で あ る が 、 我 々 は こ れ に し た が っ て 、 観 察 さ れ た カ ル シ ウ ム 流 動 に 対 す る 作
用 は 目 的 の 受 容 体 の 刺 激 を 介 し て 媒 介 さ れ る も の で あ る こ と を 結 論 す る 。 Naccache et al
（ J Cell Physiol (1988) Jul; 136 (1): 118-24） 、 Fonteriz et al（ Biochem Biophys 
Acta (1991) Jun7; 1093(1):1-6） お よ び Nakao et al（ Infect Immun (1992) Dec; 60 (1
2): 5307-11） は 、 酢 酸 塩 お よ び プ ロ ピ オ ン 酸 塩 が Ｐ Ｍ Ｎ 中 、 ミ リ モ ル 濃 度 の Ｅ Ｃ ５ ０ で
細 胞 質 カ ル シ ウ ム 流 動 を 刺 激 す る こ と を 記 載 し て い る 。 し か し 、 百 日 咳 毒 素 お よ び プ ロ テ
イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ の 活 性 化 剤 ／ 阻 害 剤 を 用 い る 実 験 が Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 機 構 を 示 唆 し た か も し れ な い
が 、 こ れ ら は い ず れ も 観 察 さ れ た 応 答 を 特 定 の Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 の 刺 激 と 結 び 付 け
て い な い 。 Brunkhorst et al（ Infection and Immunity July(1992),vol60, 7: 2957-296
8） は 、 少 な く と も プ ロ ピ オ ン 酸 塩 お よ び 酢 酸 塩 に つ い て 、 一 連 の Ｐ Ｍ Ｎ 活 性 化 事 象 、 例
え ば 細 胞 骨 格 Ｆ － ア ク チ ン 改 変 、 Ｐ Ｍ Ｎ 極 性 化 、 Ｆ － ア ク チ ン 局 在 化 、 細 胞 質 ｐ Ｈ の 周 期
的 変 動 、 細 胞 形 態 に 対 す る 作 用 の Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 機 構 を 示 唆 し た 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 我 々 は 、 酢 酸 塩 お よ び プ ロ ピ オ ン 酸 塩 が 、 組 換 え 系 で 発 現 さ れ た 組 換 え ｈ Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の
活 性 化 剤 と し て 等 し い 効 力 で あ る こ と を 示 し た 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
　 し た が っ て 我 々 は 、 我 々 の デ ー タ に よ っ て 初 め て 、 ヒ ト 好 中 球 で の カ ル シ ウ ム 流 動 に 対
す る 酢 酸 塩 お よ び プ ロ ピ オ ン 酸 塩 の 作 用 が Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 単 独 の 活 性 化 を 介 し て 媒 介 さ れ る こ
と が 示 さ れ る こ と を 結 論 す る 。
【 ０ ３ ２ １ 】

　 以 前 に 記 載 さ れ る よ う に 、 健 康 な ボ ラ ン テ ィ ア の 軟 膜 か ら 末 梢 血 単 核 細 胞 を 精 製 し た （
Struyf S, De Meester I, Scharpe S,Lenaerts JP, Menten P, Wang JM, Proost P, Van 
Damme J. ,Eur J Immunol (1998) Apr; 28 (4):1262-71） 。 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 測 定 で は 、
室 温 で ３ ０ 分 間 Fura-2AM（ Molecular Probes） を 細 胞 に 取 り 込 ま せ た 。 LS50B分 光 蛍 光 光
度 計 （ Perkin Elmer） に よ っ て カ ル シ ウ ム 流 量 を モ ニ タ ー し た 。 こ れ は １ ２ ５ μ Ｍ プ ロ ベ
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実 施 例 ９
Ｓ Ｃ Ｆ Ａ に よ っ て 誘 導 さ れ る 走 化 性 ： 好 中 球 に 対 す る カ ル シ ウ ム お よ び 走 化 性 ア ッ セ イ



ネ シ ド を 含 有 す る バ ッ フ ァ ー 中 最 終 細 胞 濃 度 １ ０ ６ 細 胞 ／ ｍ ｌ で 、 記 載 （ Grynkiewicz G,
Poenie M,TsienRY.,J Biol Chem (1985) Mar 25; 260(6): 3440-50） に し た が っ て 行 っ た
。 ４ ８ ウ ェ ル 容 器 中 、 ３ μ ｍ （ メ ッ シ ュ サ イ ズ ） の ポ リ カ ー ボ ネ ー ト フ ィ ル タ ー 膜 （ Neur
oprobes,Inc.） を 用 い て 走 化 性 を 評 価 し た 。 こ の 結 果 を 走 化 性 指 数 と し て 表 わ す （ 図 １ ７
） 。
【 ０ ３ ２ ２ 】

　 健 康 な ド ナ ー か ら 新 た に 単 離 し た 末 梢 血 好 中 球 を 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び プ ロ ピ オ ン 酸
ナ ト リ ウ ム に 対 す る そ の 走 化 性 応 答 に 関 し て 試 験 し た 。 両 Ｓ Ｃ Ｆ Ａ は 典 型 的 な 鐘 形 用 量 応
答 曲 線 を 示 し 、 最 適 濃 度 は １ ０ － ３ Ｍ で あ っ た （ 図 １ ７ ） 。 我 々 は 、 Ｓ Ｃ Ｆ Ａ が 好 中 球 に
対 し て 走 化 性 を 誘 導 す る こ と を 結 論 す る 。 好 中 球 走 化 性 に お け る Ｓ Ｃ Ｆ Ａ の 効 力 は 、 ｆ Ｍ
Ｌ Ｐ の 効 力 よ り 低 く 、 ｆ Ｍ Ｌ Ｐ は １ ０ － ８ Ｍ で 依 然 完 全 に 活 性 で あ っ た 。 さ ら に ま た 、 ｆ
Ｍ Ｌ Ｐ の 効 力 は Ｓ Ｃ Ｆ Ａ の 効 力 よ り 高 く 、 ｆ Ｍ Ｌ Ｐ の 最 大 走 化 性 指 数 が 平 均 で 少 な く と も
３ 倍 高 か っ た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。
【 ０ ３ ２ ３ 】

　 前 記 実 施 例 は 、 本 発 明 の 作 成 お よ び 実 行 の 際 に 発 明 者 ら に よ り 行 わ れ 、 考 慮 さ れ た 実 験
を 示 し て い る 。 こ れ ら の 実 施 例 は 、 発 明 の 実 施 に つ い て 当 技 術 分 野 に 公 開 し 、 な ら び に そ
の 有 用 性 を 示 す 両 目 的 を 果 た す 技 術 の 開 示 を 含 む も の と 考 え る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 本 明 細
書 中 に 開 示 さ れ て い る 技 術 お よ び 態 様 は 好 ま し い 態 様 の み で あ り 、 多 数 の 同 等 な 一 般 的 方
法 お よ び 技 術 を 用 い て 同 一 の 結 果 を 得 る こ と が で き る こ と を 理 解 す る だ ろ う 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
　 本 明 細 書 中 上 記 特 定 の 、 特 許 お よ び 特 許 出 願 を 含 む 、 す べ て の 参 考 文 献 は 、 そ の 文 献 が
、 本 発 明 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の 態 様 を 実 施 す る た め に 重 要 で あ り 得 る 組 成 物 お よ び ／ ま
た は 方 法 を 記 載 し 、 説 明 し 、 そ の 基 礎 を 提 供 し 、 あ る い は そ れ を 可 能 に し て い る 範 囲 ま で
、 引 用 に よ り 明 示 的 に 本 明 細 書 中 に 包 含 さ れ る も の と す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ３ ２ ５ 】
【 図 １ 】 ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 受 容 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 １ ） お よ び 推 定 ア ミ ノ 酸 配
列 （ 配 列 番 号 ２ ） を 示 す 。
【 図 ２ 】 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 受 容 体 と 関 連 受 容 体 の 構 造 的 関 連 を 示 す 樹 状 図 で あ る 。 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の
ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 Ｐ Ａ Ｒ １ お よ び 他 の Ｐ Ａ Ｒ 関 連 配 列 の ア ラ イ メ ン ト は 、 ClustalXア ル ゴ
リ ズ ム を 用 い て 行 っ た 。 次 い で 、 TreeViewア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 樹 状 図 を 構 築 し た 。 プ ロ
テ ア ー ゼ 活 性 化 受 容 体 （ Ｐ Ａ Ｒ ） － １ 、 － ２ 、 － ３ 、 － ４ ； 血 小 板 活 性 化 因 子 受 容 体 （ Ｐ
Ａ Ｆ ） ； Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 ４ ３ （ Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ ） ； Ｇ タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 ４ ２ （ Ｇ
Ｐ Ｒ ４ ２ ） 。 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ２ は 常 に オ ー フ ァ ン 受 容 体 で あ る 。
【 図 ３ 】 ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 受 容 体 の 組 織 分 布 を 示 す 。
【 図 ４ 】 ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を 安 定 発 現 し て い る Ｃ Ｈ Ｏ -Ｋ １ 細 胞 に お け る 、 フ ォ ル ス コ リ ン
刺 激 性 ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 活 性 に 対 す る Ｓ Ｃ Ｆ Ａ の 阻 害 活 性 を 示 す 。
【 図 ５ 】 ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を 安 定 発 現 し て い る Ｃ Ｈ Ｏ -Ｋ １ 細 胞 に お け る 、 フ ォ ル ス コ リ ン
刺 激 性 ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 活 性 の 酢 酸 に よ る 阻 害 の Ｐ Ｔ Ｘ 感 受 性 を 示 す 。
【 図 ６ 】 ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を 安 定 発 現 し て い る Ｃ Ｈ Ｏ -Ｋ １ 細 胞 由 来 の 膜 調 製 物 と 結 合 し た
Ｇ Ｔ Ｐ γ [３ ５ Ｓ ]の 蓄 積 に 対 す る 、 酢 酸 の 活 性 を 示 す 。
【 図 ７ 】 ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を 安 定 発 現 し て い る Ｃ Ｈ Ｏ -Ｋ １ 細 胞 由 来 の 膜 調 製 物 と 結 合 し た
Ｇ Ｔ Ｐ γ [３ ５ Ｓ ]の 蓄 積 に 対 す る 、 酢 酸 塩 の 種 々 の 塩 の 等 し い 効 力 の 活 性 を 示 す 。
【 図 ８ 】 ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を 安 定 発 現 す る Ｃ Ｈ Ｏ -Ｋ １ 細 胞 由 来 の 膜 調 製 物 と 結 合 し た Ｇ Ｔ
Ｐ γ [３ ５ Ｓ ]の 蓄 積 に 対 す る 、 Ｓ Ｃ Ｆ Ａ お よ び 関 連 分 子 の 活 性 を 示 す 。
【 図 ９ 】 ｈ Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を 安 定 発 現 し て い る Ｃ Ｈ Ｏ -Ｋ １ 細 胞 中 の ト ー タ ル イ ノ シ ト ー ル リ
ン 酸 の 蓄 積 に 対 す る 、 酢 酸 塩 の 活 性 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ を 安 定 発 現 し て い る Ｃ Ｈ Ｏ -Ｋ １ 細 胞 中 の ト ー タ ル イ ノ シ ト ー
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ル リ ン 酸 代 謝 産 物 の 蓄 積 に 対 す る 、 Ｃ ２ 、 Ｃ ３ お よ び Ｃ ４ － 線 状 カ ル ボ ン 酸 の 非 Ｐ Ｔ Ｘ 感
受 性 活 性 を 示 す 。
【 図 １ １ 】 ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ お よ び ／ ま た は キ メ ラ Ｇ α タ ン パ ク 質 を 一 過 性 発 現 し て い る Ｃ
Ｏ Ｓ － ７ 細 胞 中 の ト ー タ ル イ ノ シ ト ー ル リ ン 酸 代 謝 産 物 の 蓄 積 に 対 す る 、 酢 酸 塩 の 活 性 を
示 す 。
【 図 １ ２ 】 試 験 対 象 の Ｓ Ｃ Ｆ Ａ お よ び 関 連 化 合 物 の 名 称 お よ び 化 学 式 、 お よ び ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ
４ ３ 活 性 に 対 す る そ れ ら の 効 果 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 半 定 量 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ （ TaqMan） 方 法 論 を 用 い る 、 １ ２ の 選 択 ヒ ト 組 織 の 範 囲 に
わ た る ヒ ト Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ 転 写 物 の 組 織 分 布 を 示 す 。 デ ー タ は 、 各 組 織 に 関 す る ポ リ Ａ ＋ Ｒ Ｎ
Ａ ２ ． ５ ｎ ｇ 由 来 ま た は ト ー タ ル Ｒ Ｎ Ａ ２ ５ ｎ ｇ 由 来 の 平 均 ｍ Ｒ Ｎ Ａ コ ピ ー の 割 合 Ｚ と し
て 示 す 。 パ ネ ル Ａ は 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド － ３ － ホ ス フ ェ ー ト デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ Ｇ Ａ Ｐ
Ｄ Ｈ ） 遺 伝 子 の 検 出 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 平 均 （ ＋ ／ － Ｓ .Ｄ .） ｍ Ｒ Ｎ Ａ コ ピ ー ／ ポ リ Ａ ＋ Ｒ Ｎ Ａ ２
． ５ ｎ ｇ ま た は ト ー タ ル Ｒ Ｎ Ａ ２ ５ ｎ ｇ 由 来 を 示 す （ Ｙ 軸 ） 。 パ ネ ル Ｂ は 、 Ｇ Ｐ Ｒ ４ ３ の
平 均 （ ＋ ／ － Ｓ .Ｄ .） ｍ Ｒ Ｎ Ａ コ ピ ー を 示 す 。 Ｙ 軸 ＝ 遺 伝 子 の 検 出 ｍ Ｒ Ｎ Ａ コ ピ ー ／ ポ リ
Ａ ＋ Ｒ Ｎ Ａ ２ ． ５ ｎ ｇ ま た は ト ー タ ル Ｒ Ｎ Ａ ２ ５ ｎ ｇ 由 来 。 パ ネ ル Ｃ は 、 各 組 織 に 関 す る
Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ／ Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ 平 均 ｍ Ｒ Ｎ Ａ コ ピ ー の 割 合 （ Ｚ ） を 示 す （ Ｙ 軸 ） 。
【 図 １ ４ 】 プ ロ ピ オ ン 酸 ナ ト リ ウ ム の 濃 度 変 化 に 対 す る 、 Ｐ Ｍ Ｎ の 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 増 大
の 動 態 学 プ ロ ッ ト で あ る 。
【 図 １ ５ 】 プ ロ ピ オ ン 酸 ナ ト リ ウ ム の 濃 度 増 加 に よ っ て 誘 導 さ れ る Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 の 細 胞 内 カ
ル シ ウ ム レ ベ ル 増 大 の 刺 激 に 関 す る 用 量 応 答 曲 線 を 示 す 。
【 図 １ ６ 】 酢 酸 ナ ト リ ウ ム の 濃 度 増 加 に よ っ て 誘 導 さ れ る Ｐ Ｍ Ｎ 細 胞 の 細 胞 内 カ ル シ ウ ム
レ ベ ル 増 大 の 刺 激 に 関 す る 用 量 応 答 曲 線 を 示 す 。
【 図 １ ７ 】 遊 走 指 数 と し て 報 告 さ れ る 、 Ｓ Ｃ Ｆ Ａ （ 酢 酸 塩 お よ び プ ロ ピ オ ン 酸 塩 ） 濃 度 増
加 に 応 答 す る 好 中 球 遊 走 を 示 す 。 走 化 性 デ ー タ は ５ つ の 独 立 し た 実 験 の 平 均 お よ び Ｓ Ｅ Ｍ
を 示 す 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】
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【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】

【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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摘要(译)

本发明涉及G蛋白偶联的孤儿受体GPR43和鉴定短链脂肪酸作为受体的天然配体。 本发明进一步涉及鉴定调节GPR43配体结合和
信号传导活性的试剂的测定法，以及基本上由分离的GPR43多肽和分离的短链脂肪酸组成的组合物。 本发明还涉及利用GPR43与
短链脂肪酸的新颖相互作用的诊断方法和试剂盒。
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