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最終頁に続く

(54)【発明の名称】 新規のヒトＧ－タンパク質共役型受容体

(57)【要約】
本発明は、新規に同定されたポリヌクレオチド、これら
によりコードされるポリペプチドおよびこれらのポリヌ
クレオチドおよびポリペプチドの使用、およびこれらの
製造に関する。さらに具体的には、本発明のポリヌクレ
オチドおよびポリペプチドは、ＩＧＳ４－ファミリーと
呼ばれるＧ－タンパク質共役型受容体ファミリーに関す
る。本発明は、これらのポリヌクレオチドおよびポリペ
プチドの作用の阻害または活性化、該ポリペプチドヌク
レオチドを含むベクター、該ベクターを含む宿主細胞お
よびＩＧＳ４－遺伝子が過剰発現、非発現、過少発現ま
たは抑制のいずれかであるトランスジェニック動物（ノ
ックアウト動物）にも関する。本発明は、さらに該Ｇ－
タンパク質共役型受容体ファミリーＩＧＳ４のアゴニス
トまたはアンタゴニストとして作用が可能な化合物をス
クリーニングする方法およびなかでも精神分裂症、間欠
性発作不安（ＥＰＡ）障害、例えば強迫症（ＯＣＤ）、
心的外傷後ストレス障害（ＰＴＳＤ）、恐怖症およびパ
ニック、重症抑うつ障害、双極性障害、パーキンソン病
、一般不安障害、自閉症、せん妄、多発性硬化症、アル
ツハイマー病／痴呆およびその他の神経変性疾患、重症
精神遅滞、運動障害、ハンチントン病、ツレット症候群
、チック、振せん、ジストニー、痙攣、食欲不振、食欲
亢進、脳卒中、耽溺／依存／渇望、睡眠障害、テンカン
、偏頭痛を含むＰＮＳ、精神医学およびＣＮＳ障害、注
意散漫／活動過多障害（ＡＤＨＤ）、心不全、狭心症、
不整脈、心筋梗塞、心肥大、低血圧、高血圧－例えば本
態性高血圧、腎高血圧、または肺高血圧、血栓症、動脈
硬化症、脳血管痙攣、クモ膜下出血、脳虚血、脳梗塞、
末梢血管疾患、レイノー症を含む心血管疾患、腎臓疾患
－例えば腎不全、異脂肪症、肥満、嘔吐、過敏性腸症候
群（ＩＢＳ）、炎症性腸疾患（ＩＢＤ）、胃食道反射疾
患（ＧＥＲＤ）、運動性障害および遅延空胃腸症状、例
えば手術後または糖尿病胃不全麻痺、および糖尿病、潰
瘍－例えば胃潰瘍を含む胃腸疾患、下痢、骨そしょう症
を含むその他の疾患、炎症、感染症、例えば細菌、真菌
、原虫およびウイルス感染症、特にはＨＩＶ－１または
ＨＩＶ－２による感染症、苦痛、ガン、化学治療誘発障
害、腫瘍侵入、免疫疾患、残尿、喘息、アレルギー、関
節炎、良性前立腺肥大、内毒素ショック、敗血症、真性
糖尿病の合併症、および婦人科障害の治療、およびこの
ような状態に対する治療アッセイにおけるＩＧＳ４ポリ
ペプチドおよびポリヌクレオチドおよび該ＩＧＳ４受容
体ファミリーに対するアゴニストおよびアンタゴニスト
の使用に関する。本発明の好ましい使用は、中枢神経系
（ＣＮＳ）および末梢神経系（ＰＮＳ）を含む神経系の
障害、胃腸系および／または心臓血管系および／または
骨格筋および／または甲状腺の障害および／または肺疾
患、免疫学的疾患および尿生殖系障害に関する。本発明
は、本発明のＩＧＳ４ポリペプチドのコグネイトリガン
ドの同定にも関する。該ＩＧＳ４ポリペプチドへの高い
アフィニティー結合は、ニューロメジンＵとして知られ
る神経ペプチドとして見いだされる。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  ａ）配列番号２、配列番号４、配列番号６または配列番号８

記載のＩＧＳ４ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列；

ｂ）Centraalbureau voor Schimmelcultures（Baarn 、オランダ国）における寄

託番号ＣＢＳ１０２２２１号または寄託番号ＣＢＳ１０２２２２号内に含まれる

ＤＮＡ挿入物によりコードされるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列、

特には配列番号１、配列番号３、配列番号５または配列番号７に相当するヌクレ

オチド配列；

ｃ）（ａ）または（ｂ）のヌクレオチド配列に対してその全長にわたって少なく

とも８０％（好ましくは少なくとも９０％）の配列同一性を有するヌクレオチド

配列；

ｄ）（ａ）または（ｂ）または（ｃ）のヌクレオチド配列に相補的であるヌクレ

オチド配列

からなる群より選ばれたヌクレオチド配列を含んでなる、単離されたポリヌクレ

オチド。

    【請求項２】  ポリヌクレオチドが、配列番号２のＩＧＳ４ポリペプチドを

コードする配列番号１内に含まれるヌクレオチド配列または配列番号４のＩＧＳ

４ポリペプチドをコードする配列番号３内に含まれるヌクレオチド配列または配

列番号６のＩＧＳ４ポリペプチドをコードする配列番号５内に含まれるヌクレオ

チド配列または配列番号８のＩＧＳ４ポリペプチドをコードする配列番号７内に

含まれるヌクレオチド配列を含んでなる、請求項１記載のポリヌクレオチド。

    【請求項３】  該ポリヌクレオチドが、配列番号１、配列番号３、配列番号

５または配列番号７のものに対して、またはCentraalbureau voor Schimmelcult

ures（Baarn 、オランダ国）における寄託番号ＣＢＳ１０２２２１号または寄託

番号ＣＢＳ１０２２２２号内に含まれるＤＮＡ挿入物の配列に対して、その全長

にわたって少なくとも８０％が同一であるヌクレオチド配列を含んでなる、請求

項１記載のポリヌクレオチド。

    【請求項４】  配列番号１、配列番号３、配列番号５または配列番号７のポ

リヌクレオチドまたはCentraalbureau voor Schimmelcultures（Baarn 、オラン
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ダ国）における寄託番号ＣＢＳ１０２２２１号または寄託番号ＣＢＳ１０２２２

２号内に含まれるＤＮＡ挿入物である、請求項３記載のポリヌクレオチド。

    【請求項５】  ＤＮＡまたＲＮＡである、請求項１から４までに記載のポリ

ヌクレオチド。

    【請求項６】  ＩＧＳ４ニューロメジン受容体タンパク質、好ましくは哺乳

類ニューロメジン受容体タンパク質をコードし、該タンパク質がニューロメジン

Ｕに対し、好ましくはニューロメジンＵ－８に対し、ニューロメジンＵ－２３に

対しおよび／またはニューロメジンＵ－２５に対し高いアフィニティ結合を示す

単離されたヌクレオチド配列。

    【請求項７】  ＩＧＳ４ニューロメジン受容体タンパク質をコードし、該タ

ンパク質が脳、骨格筋、小脳、精巣、脳梁、脊髄、黒質、骨髄、視床、尾状核、

脳橋、側坐核、胎児脳、胃、心臓、甲状腺、肺、胸腺、前立腺および／または気

管内の発現を示す、請求項６の単離されたヌクレオチド配列。

    【請求項８】  ＩＧＳ４ニューロメジン受容体タンパク質、好ましくは哺乳

類ニューロメジン受容体タンパク質をコードし、該タンパク質がニューロメジン

Ｕに対し、好ましくはニューロメジンＵ－８に対し、ニューロメジンＵ－２３に

対しおよび／またはニューロメジンＵ－２５に対し高いアフィニティ結合を示し

、該タンパク質が脳、骨格筋、小脳、精巣、脳梁、脊髄、黒質、骨髄、視床、尾

状核、脳橋、側坐核、胎児脳、胃、心臓、甲状腺、肺、胸腺、前立腺および／ま

たは気管内の発現を示し、そして該ヌクレオチド配列が請求項１から５までで定

義されたヌクレオチド配列の群より選択されている、単離されたヌクレオチド配

列。

    【請求項９】  発現系が適合する宿主細胞内に存在する場合に、該発現系が

、配列番号２、配列番号４、配列番号６または配列番号８のポリペプチドとまた

はCentraalbureau voor Schimmelcultures（Baarn 、オランダ国）における寄託

番号ＣＢＳ１０２２２１号または寄託番号ＣＢＳ１０２２２２号内に含まれるＤ

ＮＡ挿入物によりコードされるポリペプチドと少なくとも８０％の同一性を有す

るアミノ酸配列を含んでなるＩＧＳ４ポリペプチドの産生が可能である、発現系

を含んでなるＤＮＡまたはＲＮＡ分子。
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    【請求項１０】  発現系がニューロメジン受容体タンパク質、好ましくは哺

乳類ニューロメジン受容体タンパク質であるアミノ酸配列を含んでなるＩＧＳ４

ポリペプチドを産生することが可能であり、該タンパク質がニューロメジンＵに

対し、好ましくはニューロメジンＵ－８に対し、ニューロメジンＵ－２３に対し

および／またはニューロメジンＵ－２５に対し高いアフィニティ結合を示し、そ

して脳、骨格筋、小脳、精巣、脳梁、脊髄、黒質、骨髄、視床、尾状核、脳橋、

側坐核、胎児脳、胃、心臓、甲状腺、肺、胸腺、前立腺および／または気管内の

発現を示す、該発現系を含んでなる単離されたＤＮＡまたはＲＮＡ分子。

    【請求項１１】  請求項９または１０の発現系を含んでなる宿主細胞。

    【請求項１２】  酵母細胞である、請求項１１記載の宿主細胞。

    【請求項１３】  動物細胞である、請求項１１記載の宿主細胞。

    【請求項１４】  請求項１１から１３までに記載の細胞から誘導されたＩＧ

Ｓ４受容体膜調製物。

    【請求項１５】  ポリペプチドの産生のために十分な条件下で請求項１１か

ら１３までの宿主を培養しそして培養物からポリペプチドを回収することを含ん

でなる、ＩＧＳ４ポリペプチドを製造するための方法。

    【請求項１６】  適当な培養条件下で、宿主細胞がＩＧＳ４ポリペプチドを

産生するように、請求項９または１０の発現系を用いて宿主細胞を形質転換また

はトランスフェクションすることを含んでなる、ＩＧＳ４ポリペプチドを産生す

る細胞を製造するための方法。

    【請求項１７】  配列番号２、配列番号４、配列番号６または配列番号８記

載のアミノ酸配列に対してまたはCentraalbureau voor Schimmelcultures（Baar

n 、オランダ国）における寄託番号ＣＢＳ１０２２２１号または寄託番号ＣＢＳ

１０２２２２号内に含まれるＤＮＡ挿入物によりコードされるポリペプチドに対

してその全長にわたって少なくとも８０％が同一であるアミノ酸配列を含んでな

る、ＩＧＳ４ポリペプチド。

    【請求項１８】  配列番号２、配列番号４、配列番号６または配列番号８記

載のアミノ酸配列またはCentraalbureau voor Schimmelcultures（Baarn 、オラ

ンダ国）における寄託番号ＣＢＳ１０２２２１号または寄託番号ＣＢＳ１０２２
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２２号内に含まれるＤＮＡ挿入物によりコードされるアミノ酸配列を含んでなる

、請求項１７記載のポリペプチド。

    【請求項１９】  ニューロメジン受容体タンパク質、好ましくは哺乳類ニュ

ーロメジン受容体タンパク質のアミノ酸配列を含んでなり、該タンパク質がニュ

ーロメジンＵに対し、好ましくはニューロメジンＵ－８に対し、ニューロメジン

Ｕ－２３に対しおよび／またはニューロメジンＵ－２５に対し高いアフィニティ

結合を示す、単離されたＩＧＳ４ポリペプチド。

    【請求項２０】  ニューロメジン受容体タンパク質のアミノ酸配列を含んで

なり、該タンパク質が脳、骨格筋、小脳、精巣、脳梁、脊髄、黒質、骨髄、視床

、尾状核、脳橋、側坐核、胎児脳、胃、心臓、甲状腺、肺、胸腺、前立腺および

／または気管内の発現を示す、請求項１９記載の単離されたＩＧＳ４ポリペプチ

ド。

    【請求項２１】  ニューロメジン受容体タンパク質、好ましくは哺乳類ニュ

ーロメジン受容体タンパク質のアミノ酸配列を含んでなり、該タンパク質がニュ

ーロメジンＵに対し、好ましくはニューロメジンＵ－８に対し、ニューロメジン

Ｕ－２３に対しおよび／またはニューロメジンＵ－２５に対し高いアフィニティ

結合を示し、該タンパク質が脳、骨格筋、小脳、精巣、脳梁、脊髄、黒質、骨髄

、視床、尾状核、脳橋、側坐核、胎児脳、胃、心臓、甲状腺、肺、胸腺、前立腺

および／または気管内の発現を示し、そして該アミノ酸配列が請求項１７から１

８までに定義されたアミノ酸配列の群より選択されている、単離されたＩＧＳ４

ポリペプチド。

    【請求項２２】  請求項１７から２１までのＩＧＳ４ポリペプチドに対して

免疫特異性の抗体。

    【請求項２３】  （ａ）該受容体に対するアゴニストの治療的な有効量を患

者に投与し、および／または、

（ｂ）配列番号２、配列番号４、配列番号６または配列番号８のＩＧＳ４ポリペ

プチドまたはCentraalbureau voor Schimmelcultures（Baarn 、オランダ国）に

おける寄託番号ＣＢＳ１０２２２１号または寄託番号ＣＢＳ１０２２２２号内に

含まれるＤＮＡ挿入物によりコードされるポリペプチドをコードするヌクレオチ
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ド配列に対してその全長にわたって少なくとも８０％の同一性を有するヌクレオ

チド配列、またはインビボで該受容体活性の産生を行うような形で該ヌクレオチ

ド配列の一つに対して相補的なヌクレオチド配列を含んでなる、単離されたポリ

ヌクレオチドを患者に提供し、

（ｃ）ＩＧＳ４ニューロメジン受容体タンパク質、好ましくは哺乳類ＩＧＳ４ニ

ューロメジン受容体タンパク質をコードするヌクレオチド配列を含んでなり、該

タンパク質がニューロメジンＵに対し、好ましくはニューロメジンＵ－８に対し

、ニューロメジンＵ－２３に対しおよび／またはニューロメジンＵ－２５に対し

高いアフィニティ結合を示す、単離されたポリヌクレオチドを患者に提供する

ことを含んでなる、請求項１７から２１までのＩＧＳ４ポリペプチドの増強され

た活性または発現を必要とする患者の治療のための方法。

    【請求項２４】  （ａ）該受容体に対するアンタゴニストの治療的な有効量

を患者に投与し、および／または

（ｂ）該受容体をコードするヌクレオチド配列の発現を阻害する核酸分子を患者

に投与し、および／または

（ｃ）リガンドに関して該受容体と競合するポリペプチドの治療的な有効量を患

者に投与する

ことを含んでなる、請求項１７から２１までのＩＧＳ４ポリペプチドの活性また

は発現を阻害する必要性を有する患者の治療のための方法。

    【請求項２５】  （ａ）患者のゲノム内の該ＩＧＳ４ポリペプチドをコード

するヌクレオチド配列内の突然変異の存在または不在を決定し、および／または

（ｂ）該患者から誘導された試料内のＩＧＳ４ポリペプチド発現の存在または量

を分析する

ことを含んでなる、該患者内の請求項１７から２１までのＩＧＳ４ポリペプチド

の発現または活性に関連する患者内の疾患または疾患に対する罹患性の診断のた

めの方法。

    【請求項２６】  （ａ）ＩＧＳ４ポリペプチドを産生する細胞を試験化合物

と接触させ、そして

（ｂ）試験化合物がＩＧＳ４ポリペプチドの活性化により発生されるシグナルに
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影響するかどうかを決定する

ことを含んでなる、請求項１７から２１までのＩＧＳ４ポリペプチドに対するア

ゴニストを同定するための方法。

    【請求項２７】  請求項２６の方法により同定されるアゴニスト。

    【請求項２８】  ＩＧＳ４ニューロメジン受容体タンパク質、好ましくは哺

乳類ＩＧＳ４ニューロメジン受容体タンパク質に対するアゴニストを同定するた

めの方法であって、該タンパク質がニューロメジンＵに対し、好ましくはニュー

ロメジンＵ－８に対し、ニューロメジンＵ－２３に対しおよび／またはニューロ

メジンＵ－２５に対し高いアフィニティ結合を示し、

（ａ）ＩＧＳ４ニューロメジン受容体タンパク質を産生する細胞を試験化合物と

接触させ、そして

（ｂ）試験化合物がＩＧＳ４ニューロメジン受容体タンパク質の活性化により発

生されるシグナルに影響するかどうかを決定する

ことを含んでなる方法。

    【請求項２９】  該アゴニストが、中枢神経系（ＣＮＳ）および末梢神経系

（ＰＮＳ）を含む神経系の障害、胃腸系および／または心臓血管系および／また

は骨格筋および／または甲状腺の障害、および／または肺疾患、免疫学的疾患お

よび尿生殖系の障害に関して有効である、請求項２８記載のＩＧＳ４ニューロメ

ジン受容体タンパク質に対するアゴニストを同定するための方法。

    【請求項３０】  好ましくはアゴニストが、中枢神経系（ＣＮＳ）および末

梢神経系（ＰＮＳ）を含む神経系の障害、胃腸系および／または心臓血管系およ

び／または骨格筋および／または甲状腺の障害、および／または肺疾患、免疫学

的疾患および尿生殖系の障害に関して有効である、請求項２８または２９の方法

により同定されるアゴニスト。

    【請求項３１】  （ａ）ＩＧＳ４ポリペプチドを産生する細胞をアゴニスト

と接触させ、そして

（ｂ）該アゴニストにより発生されるシグナルが候補化合物の存在下において減

少されるかどうかを決定する

ことを含んでなる、請求項１７から２１までのＩＧＳ４ポリペプチドに対するア
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ンタゴニストを同定するための方法。

    【請求項３２】  請求項３１の方法により同定されるアンタゴニスト。

    【請求項３３】  ＩＧＳ４ニューロメジン受容体タンパク質、好ましくは哺

乳類ＩＧＳ４ニューロメジン受容体タンパク質に対するアンタゴニストを同定す

るための方法であって、該タンパク質がニューロメジンＵに対し、好ましくはニ

ューロメジンＵ－８に対し、ニューロメジンＵ－２３に対しおよび／またはニュ

ーロメジンＵ－２５に対し高いアフィニティ結合を示し、

（ａ）ＩＧＳ４ニューロメジン受容体タンパク質を産生する細胞をアゴニストと

接触させ、そして

（ｂ）該アゴニストにより発生したシグナルが候補化合物の存在下で減少するか

どうかをを決定する

ことを含んでなる方法。

    【請求項３４】  該アンタゴニストが、中枢神経系（ＣＮＳ）および末梢神

経系（ＰＮＳ）を含む神経系の障害、胃腸系および／または心臓血管系および／

または骨格筋および／または甲状腺の障害、および／または肺疾患、免疫学的疾

患および尿生殖系の障害に関して有効である、請求項３３記載のＩＧＳ４ニュー

ロメジン受容体タンパク質に対するアンタゴニストを同定するための方法。

    【請求項３５】  好ましくはアンタゴニストが、中枢神経系（ＣＮＳ）およ

び末梢神経系（ＰＮＳ）を含む神経系の障害、胃腸系および／または心臓血管系

および／または骨格筋および／または甲状腺の障害、および／または肺疾患、免

疫学的疾患および尿生殖系の障害に関して有効である、請求項３３または３４の

方法により同定されるアンタゴニスト。

    【請求項３６】  請求項１６記載の方法により製造される組換え宿主細胞ま

たはＩＧＳ４ポリペプチドを発現するその膜。

    【請求項３７】  ａ）アミノ酸配列の配列番号２、配列番号４、配列番号６

または配列番号８またはCentraalbureau voor Schimmelcultures（Baarn 、オラ

ンダ国）における寄託番号ＣＢＳ１０２２２１号または寄託番号ＣＢＳ１０２２

２２号内に含まれるＤＮＡ挿入物によりコードされるアミノ酸配列を有するタン

パク質をコードする核酸配列または該配列の一つの生物学的に活性な部分から本



(9) 特表２００３－５２１８９４

質的になる核酸分子のコーディング部分を、高レベル遺伝子発現または遺伝子が

該動物内で通常は発現されない細胞タイプ内での発現を駆動することができる調

節配列と連結させ、または

ｂ）アミノ酸配列の配列番号２、配列番号４、配列番号６または配列番号８また

はCentraalbureau voor Schimmelcultures（Baarn 、オランダ国）における寄託

番号ＣＢＳ１０２２２１号または寄託番号ＣＢＳ１０２２２２号内に含まれるＤ

ＮＡ挿入物によりコードされるアミノ酸配列を有するタンパク質をコードする核

酸配列または該配列の一つの生物学的に活性な部分から本質的になる核酸分子の

コーディング部分を単離および操作し、そして、アミノ酸配列の配列番号２、配

列番号４、配列番号６または配列番号８またはCentraalbureau voor Schimmelcu

ltures（Baarn 、オランダ国）における寄託番号ＣＢＳ１０２２２１号または寄

託番号ＣＢＳ１０２２２２号内に含まれるＤＮＡ挿入物によりコードされるアミ

ノ酸配列または該配列の一つの生物学的に活性な部分を有するタンパク質をコー

ドする内在性遺伝子対立遺伝子を完全にまたは部分的に不活性化させるような方

法で該動物のゲノム内に該配列を再導入する

工程を含んでなる、遺伝子的に操作したヒト以外の動物を創成する方法。

    【請求項３８】  （ａ）請求項１７から２１までの１項または配列番号２、

配列番号４、配列番号６および配列番号８の１個の受容体を発現する細胞、また

は請求項１７から２１までの１項または配列番号２、配列番号４、配列番号６お

よび配列番号８の１個の該受容体の一つを含んでなる受容体膜調製物を、物質の

存在および不在において標識ニューロメジンＵと接触させ、そして

（ｂ）ＩＧＳ４へのニューロメジンＵの結合を測定する

ことを含んでなる、物質がＩＧＳ４受容体の潜在的なリガンドであるかどうかを

決定する方法。

    【請求項３９】  該ポリペプチドが、ニューロメジンＵ、好ましくはニュー

ロメジンＵ－８、ニューロメジンＵ－２３および／またはニューロメジンＵ－２

５を結合して少なくとも約ｌｏｇＥＣ50＝－６のアフィニティーを示すことをさ

らに特徴とする、請求項１７から２１までのいずれか記載のポリペプチド。

    【請求項４０】  該ポリペプチドが、ニューロメジンＵ、好ましくはニュー
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ロメジンＵ－８、ニューロメジンＵ－２３および／またはニューロメジンＵ－２

５を結合して少なくとも約ｌｏｇＥＣ50＝－９のアフィニティーを示すことをさ

らに特徴とする、請求項１７から２１までのいずれか記載のポリペプチド。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    【発明の技術分野】

  本発明は、新規に同定されたポリヌクレオチド、これらによりコードされるポ

リペプチドおよびこれらのポリヌクレオチドおよびポリペプチドの使用、および

これらの製造に関する。さらに具体的には、本発明のポリヌクレオチドおよびポ

リペプチドは、Ｇタンパク質共役型受容体（ＧＰＣＲ）に関し、これを以後ＩＧ

Ｓ４と呼ぶ。ＩＧＳ４は２種の多型で存在し、以後ＩＧＳ４ＡおよびＩＧＳ４Ｂ

と呼ぶ。本発明は、これらのポリヌクレオチドおよびポリペプチドの作用の阻害

または活性化、該ポリヌクレオチドを含むベクター、これらのベクターを含む宿

主細胞およびＩＧＳ４遺伝子が過剰発現、非発現、過少発現および／または抑制

のいずれかであるトランスジェニック動物（ノックアウト動物）にも関する。本

発明は、さらに、該Ｇタンパク質共役型受容体ＩＧＳ４のアゴニストまたはアン

タゴニストとして作用できる化合物をスクリーニングするための方法、およびＩ

ＧＳ４のコグネイトリガンドにも関する。

      【０００２】

    【発明の背景】

  多数の医療的に重要な生物学的過程が、Ｇタンパク質および／または第二メッ

センジャー、例えばｃＡＭＰを含むシグナル伝達経路に関与するタンパク質によ

り媒介されることは良く証明されている(Lefkowitz, Nature 1991, 351:353-354

) 。本明細書中でこれらのタンパク質は、Ｇタンパク質と一緒に経路に関与する

タンパク質と呼ばれる。これらのタンパク質の一部の例は、ＧＰＣ受容体、例え

ばアドレナリン作動剤およびドーパミンのためのもの(Kobilka, B.K. et al., P

roc. Natl. Acad, Sci. USA, 1987, 84:46-50; Kobilka, B.K. et al., Science

, 1987, 238:650-656; Bunzow, J.R., et al., Nature, 1988, 336:783-787) 、

Ｇタンパク質自体、エフェクタータンパク質、例えばホスホリパーゼＣ、アデニ

ル酸シクラーゼ、およびホスホジエステラーゼ、およびアクチュエータータンパ

ク質、例えばタンパク質キナーゼＡおよびタンパク質キナーゼＣ(Simon, M.I.,

et al., Science, 1991, 252:802-8) を含む。
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      【０００３】

  例えば、シグナル伝達の一つの形においてＧＰＣＲへのホルモン結合の際に、

受容体は、ヘテロ三量体状Ｇタンパク質と相互作用してそしてグアニンヌクレオ

チド－結合部位からＧＤＰの分離を誘導する。グアニンヌクレオチドの正常の細

胞濃度において、ＧＴＰは部位を直ちに満たす。Ｇタンパク質のα－サブユニッ

トへのＧＴＰの結合は、受容体からＧタンパク質の分離およびＧタンパク質のα

ならびにβγサブユニットへの分離を起こす。次いで、ＧＰＴを有する形は、ア

デニル酸シクラーゼに結合して活性化する。Ｇタンパク質自体により触媒される

ＧＴＰのＧＤＰへの加水分解（αサブユニットは固有のＧＴＰアーゼ活性を有す

る）は、Ｇタンパク質をその基底の不活性形に返還させる。αサブユニットのＧ

ＴＰアーゼ活性は、本質的には、オン／オフスイッチを制御する内部時計である

。αサブユニットのＧＤＰ結合形はβγに対する高いアフィニティを有しそして

αＧＤＰのβγとの引き続く再結合は、系を基底状態に返還させる。このように

、Ｇタンパク質は二重の役割、すなわち受容体からエフェクター（この例ではア

デニル酸シクラーゼ）へのシグナルを中継する中間体としておよびシグナルの存

続期間を制御する時計としての役割を有する。

      【０００４】

  Ｇタンパク質共役型受容体の膜結合スーパーファミリーは、７個の推定膜貫通

ドメインを有するとして特性化されている。ドメインは、細胞外または細胞質ル

ープにより連結された膜貫通αらせんを表すと考えられている。Ｇタンパク質共

役型受容体は、広範囲の生物学的活性受容体、例えばホルモン、ウイルス、成長

因子および神経受容体を含む。

      【０００５】

  Ｇタンパク質共役型受容体ファミリーは、ＣＮＳ障害の治療に使用される神経

弛緩性薬剤に結合するドーパミン受容体を含む。このファミリーの成員の別の例

は、カルシトニン、アドレナリン作動薬、神経ペプチドＹ、ソマストタチン、ニ

ューロテンシン、ニューロキニン、カプサイシン、ＶＩＰ、ＣＧＲＰ、ＣＲＦ、

ＣＣＫ、ブラジキニン、ガラニン、モチリン、ノシセプチン、エンドテリン、ｃ

ＡＭＰ、アデノシン、ムスカリニン作用薬、アセチルコリン、セロトニン、ヒス
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タミン、トロンビン、キニン、濾胞刺激ホルモン、オプシン、内皮分化遺伝子－

１、ロドプシン、オドラント、およびサイトメガロウイルス受容体を含むが、こ

れらに限定はされない。

      【０００６】

  大部分のＧタンパク質共役型受容体は、機能的タンパク質構造を安定化すると

考えられているジスルフィド結合を形成する最初の２個の細胞外ループのそれぞ

れの中に単独保存システイン残基を有する。７個の膜貫通領域は、ＴＭ１、ＴＭ

２、ＴＭ３、ＴＭ４、ＴＭ５、ＴＭ６およびＴＭ７と呼ばれる。ＴＭ５とＴＭ６

とを結合する細胞質ループは、Ｇタンパク質結合ドメインの主要な成分であろう

。

      【０００７】

  大部分のＧタンパク質共役型受容体は、第三細胞質ループおよび／またはカル

ボキシ末端内に潜在的リン酸化部位を含む。数種のＧタンパク質共役型受容体、

例えばβ－アドレナリン受容体において、タンパク質キナーゼＡおよび／または

特定の受容体キナーゼによるリン酸化は、受容体脱感作を媒介する。

      【０００８】

  最近、ある種のＧＰＣＲが、カルシトニン受容体様受容体と同様に、受容体活

性調節タンパク質（ＲＡＭＰ）と呼ばれる小さい一回貫通膜タンパク質と相互作

用するであろうことが発見された。ＧＰＣＲとある種のＲＡＭＰとのこの相互作

用は、天然のリガンドがＧＰＣＲ－ＲＡＭＰの組合わせに対する関連アフィニテ

ィを有しそして複合体の機能的シグナル伝達活性を調節することに決定的である

(McLathie, L.M. et al., Nature (1998) 393:333-339)。

      【０００９】

  ある種の受容体に対して、Ｇタンパク質共役型受容体のリガンド結合部位は、

数個のＧタンパク質共役型受容体膜貫通ドメインにより形成された親水性ソケッ

トを含んでなり、そのソケットはＧタンパク質共役型受容体の疎水性残基により

囲まれていると考えられる。それぞれのＧタンパク質共役型受容体膜貫通らせん

の親水性側は内側に向き、そして極性リガンド－結合部位を形成すると考えられ

る。ＴＭ３は、数種のＧタンパク質共役型受容体においてリガンド－結合部位、
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例えばＴＭ３アスパラギン酸残基を有すると考えられている。ＴＭ５セリン、Ｔ

Ｍ６アスパラギンおよびＴＭ６およびＴＭ７フェニルアラニンまたはチロシンも

リガンド結合に関係する。

      【００１０】

  Ｇタンパク質共役型受容体は、ヘテロ三量体Ｇタンパク質により種々の細胞内

酵素、イオンチャンネルおよびトランスポーターに細胞内結合できる（Johnson

et al., Endoc. Rev., 1989, 10:317-331 参照）。種々のＧタンパク質αサブユ

ニットは、特定のエフェクターを優先的に刺激して種々の生物学的機能を細胞内

で調節する。Ｇタンパク質共役型受容体の細胞質内残基のリン酸化は、ある種の

Ｇタンパク質共役型受容体のＧタンパク質結合の調節のための重要な機構として

同定された。Ｇタンパク質共役型受容体は哺乳類宿主内の多数の部位に見いださ

れている。

      【００１１】

  主としてＧＰＣＲクラスの受容体は、現在既知の薬剤の半分以上を誘導した(D

rews, Nature Biotechnology, 1996, 14:1516)。これは、これらの受容体が、治

療標的として確立され、証明された経歴を有することを示す。明らかに、精神分

裂症、間欠性発作不安（ＥＰＡ）障害、例えば強迫症（ＯＣＤ）、心的外傷後ス

トレス障害（ＰＴＳＤ）、恐怖症およびパニック、重症抑うつ障害、双極性障害

、パーキンソン病、一般不安障害、自閉症、せん妄、多発性硬化症、アルツハイ

マー病／痴呆およびその他の神経変性疾患、重症精神遅滞、運動障害、ハンチン

トン病、ツレット症候群、チック、振せん、ジストニー、痙攣、食欲不振、食欲

亢進、脳卒中、耽溺／依存／渇望、睡眠障害、テンカン、偏頭痛を含むＰＮＳ、

精神医学およびＣＮＳ障害、注意散漫／活動過多障害（ＡＤＨＤ）、心不全、狭

心症、不整脈、心筋梗塞、心肥大、低血圧、高血圧－例えば本態性高血圧、腎高

血圧、または肺高血圧、血栓症、動脈硬化症、脳血管痙攣、クモ膜下出血、脳虚

血、脳梗塞、末梢血管疾患、レイノー症を含む心血管疾患、腎臓疾患－例えば腎

不全、異脂肪症、肥満、嘔吐、過敏性腸症候群（ＩＢＳ）、炎症性腸疾患（ＩＢ

Ｄ）、胃食道反射疾患（ＧＥＲＤ）、運動性障害および遅延空胃腸症状、例えば

手術後または糖尿病胃不全麻痺、および糖尿病、潰瘍－例えば胃潰瘍を含む胃腸
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疾患、下痢、骨そしょう症を含むその他の疾患、炎症、感染症、例えば細菌、真

菌、原虫およびウイルス感染症、特にはＨＩＶ－１またはＨＩＶ－２による感染

症、苦痛、ガン、化学治療誘発障害、腫瘍侵入、免疫疾患、残尿、喘息、アレル

ギー、関節炎、良性前立腺肥大、内毒素ショック、敗血症、真性糖尿病の合併症

、および婦人科障害を含み、これらに限定はされない機能不全または疾患の予防

、改善または矯正において役割を演じることができる別の受容体の同定および特

性決定のための要求がある。

      【００１２】

    【発明の要旨】

  一つの態様では、本発明は、ＩＧＳ４ポリペプチド（ＩＧＳ４ＡおよびＩＧＳ

４Ｂポリペプチド多型を含む）、ポリヌクレオチドおよび組換え物質およびこれ

らの製造のための方法に関する。本発明の別の態様は、このようなＩＧＳ４ポリ

ペプチド、ポリヌクレオチドおよび組換え物質の使用のための方法に関する。こ

のような使用は、なかでも精神分裂症、間欠性発作不安（ＥＰＡ）障害、例えば

強迫症（ＯＣＤ）、心的外傷後ストレス障害（ＰＴＳＤ）、恐怖症およびパニッ

ク、重症抑うつ障害、双極性障害、パーキンソン病、一般不安障害、自閉症、せ

ん妄、多発性硬化症、アルツハイマー病／痴呆およびその他の神経変性疾患、重

症精神遅滞、運動障害、ハンチントン病、ツレット症候群、チック、振せん、ジ

ストニー、痙攣、食欲不振、食欲亢進、脳卒中、耽溺／依存／渇望、睡眠障害、

テンカン、偏頭痛を含むＰＮＳ、精神医学およびＣＮＳ障害、注意散漫／活動過

多障害（ＡＤＨＤ）、心不全、狭心症、不整脈、心筋梗塞、心肥大、低血圧、高

血圧－例えば本態性高血圧、腎高血圧、または肺高血圧、血栓症、動脈硬化症、

脳血管痙攣、クモ膜下出血、脳虚血、脳梗塞、末梢血管疾患、レイノー症を含む

心血管疾患、腎臓疾患－例えば腎不全、異脂肪症、肥満、嘔吐、過敏性腸症候群

（ＩＢＳ）、炎症性腸疾患（ＩＢＤ）、胃食道反射疾患（ＧＥＲＤ）、運動性障

害および遅延空胃腸症状、例えば手術後または糖尿病胃不全麻痺、および糖尿病

、潰瘍－例えば胃潰瘍を含む胃腸疾患、下痢、骨そしょう症を含むその他の疾患

、炎症、感染症、例えば細菌、真菌、原虫およびウイルス感染症、特にはＨＩＶ

－１またはＨＩＶ－２による感染症、苦痛、ガン、化学治療誘発障害、腫瘍侵入
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、免疫疾患、残尿、喘息、アレルギー、関節炎、良性前立腺肥大、内毒素ショッ

ク、敗血症、真性糖尿病の合併症、および婦人科障害のための治療標的としてお

よび治療のための使用を含み、これに限定はされない。本発明の好ましい使用は

、中枢神経系（ＣＮＳ）および末梢神経系（ＰＮＳ）を含む神経系の障害、胃腸

系および／または心臓血管系および／または骨格筋および／または甲状腺の障害

、および／または肺疾患、免疫学的疾患および尿生殖系の障害に関する。

      【００１３】

  さらに別の態様において、本発明は、本発明により提供される物質を用いるア

ゴニストおよびアンタゴニストの同定のため、および同定された化合物を用いる

ＩＧＳ４平衡失調に関連する状態を治療する方法に関する。本発明のさらに別の

態様は、不適当なＩＧＳ４活性またはレベルに関連する疾患を検出するための診

断アッセイに関する。本発明のさらに別の態様は、ＩＧＳ４の異常な発現または

活性から起きる障害のためのモデルとして挙動する動物に基づく系に関する。本

発明により同定される好ましいアゴニストまたはアンタゴニストは、中枢神経系

（ＣＮＳ）および末梢神経系（ＰＮＳ）を含む神経系の障害、胃腸系および／ま

たは心臓血管系および／または骨格筋および／または甲状腺の障害、および／ま

たは肺疾患、免疫学的疾患および尿生殖系の障害の治療のために適するものであ

る。

      【００１４】

  本発明は、本発明のＩＧＳ４ポリペプチドのコグネイトリガンドの同定にも関

する。該ＩＧＳ４ポリペプチドへの高いアフィニティー結合は、ニューロメジン

Ｕとして知られる神経ペプチドについて知られている。

      【００１５】

【表１】



(17) 特表２００３－５２１８９４

      【００１６】

【表２】
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      【００１７】

【表３】



(19) 特表２００３－５２１８９４

      【００１８】

【表４】



(20) 特表２００３－５２１８９４

      【００１９】

【表５】

      【００２０】

【表６】

      【００２１】

    【定義】

  以下の定義は、本明細書中にしばしば使用される一部の用語の理解を助けるた
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めに記載される。

      【００２２】

  「ＩＧＳ４」は、なかでも、配列番号２または配列番号４（ＩＧＳ４Ａ）およ

び配列番号６または配列番号８（ＩＧＳ４Ｂ）中に記載のアミノ酸配列を含んで

なるポリペプチドまたはその変種を呼ぶ。特に好ましくはＩＧＳ４Ｂのポリペプ

チドである。

      【００２３】

  「受容体活性」または「受容体の生物学的活性」は、該ＩＧＳ４の代謝または

生理的機能を呼び、同様の活性または改善された活性または低下した望ましくな

い副作用を有するこれらの活性を含む。該ＩＧＳ４の抗原性および免疫原性活性

も含まれる。

      【００２４】

  「ＩＧＳ４遺伝子」は、配列番号１、配列番号３、配列番号５または配列番号

７中に記載のヌクレオチド配列を含んでなるポリヌクレオチドまたはこれらの変

種および／またはこれらの相補体を呼ぶ。

      【００２５】

  本明細書中に使用される「抗体」は、ポリクローナルおよびモノクローナル抗

体、キメラ、一本鎖、および人体適応化された抗体、ならびにＦａｂ断片を含み

、これにはＦａｂまたはその他の免疫グロブリン発現ライブラリーの産生物も含

まれる。

      【００２６】

  「単離された」は、「人手により」本来（天然）の状態から改変および／また

は本来の環境から分離されたことを意味する。従って、本来的に存在する「単離

された」組成物または物質が「単離」されると、その当初の環境から変化または

移動または両方を受ける。例えば、本来的に生きた動物内に存在するポリヌクレ

オチドまたはポリペプチドは「単離」されていないが、しかしその本来の状態で

一緒に存在する物質から分離された同じポリヌクレオチドまたはポリペプチドは

「単離され」ており、このように本明細書中で用語が使用される。

      【００２７】
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  「ポリヌクレオチド」は、一般に、非修飾ＲＮＡもしくはＤＮＡまたは修飾Ｒ

ＮＡもしくはＤＮＡであってもよいあらゆるポリリボヌクレオチドまたはポリデ

オキシリボヌクレオチドを呼ぶ。「ポリヌクレオチド」は、一本鎖および二本鎖

状ＤＮＡ、一本鎖および二本鎖の領域の混合であるＤＮＡ、一本鎖および二本鎖

状ＲＮＡ、および一本鎖および二本鎖の領域の混合であるＲＮＡ、一本鎖または

さらに典型的には二本鎖または一本鎖および二本鎖の領域の混合であってもよい

ＤＮＡおよびＲＮＡを含んでなるハイブリッド分子を含むが、これに限定はされ

ない。さらに「ポリヌクレオチド」は、ＲＮＡもしくはＤＮＡまたはＲＮＡおよ

びＤＮＡの両方を含んでなる三本鎖領域も含んでもよい。用語ポリヌクレオチド

は、１個またはそれ以上の修飾塩基を含むＤＮＡまたはＲＮＡおよび安定性また

はその他の理由のために修飾された骨格を有するＤＮＡまたはＲＮＡも含む。「

修飾された」塩基は、例えばトリチル化された塩基および通常ではない塩基、例

えばイノシンを含む。種々の修飾がＤＮＡおよびＲＮＡに対して行われ、従って

、「ポリヌクレオチド」は、化学的、酵素的または代謝的に修飾された、典型的

に天然に見いだされるポリヌクレオチドの形、ならびにウイルスおよび細胞のＤ

ＮＡおよびＲＮＡ特性の化学的の形を包含する。「ポリヌクレオチド」は、しば

しばオリゴヌクレオチドと呼ばれる比較的短いポリヌクレオチドも包含する。

      【００２８】

  「ポリペプチド」は、たがいにペプチド結合または変形ペプチド結合、すなわ

ちペプチドアイソスターで結合された２個またはそれ以上のアミノ酸を含んでな

るあらゆるペプチドまたはタンパク質を呼ぶ。「ポリペプチド」は、一般にペプ

チド、オリゴペプチドまたはオリゴマーと呼ばれる短鎖、および一般にタンパク

質と呼ばれるさらに長い鎖、および／またはこれらの組み合わせを呼ぶ。ポリペ

プチドは、２０個の遺伝子コードアミノ酸以外のアミノ酸を含んでもよい。「ポ

リペプチド」は、天然の過程、例えば翻訳後プロセシングにより、または当該技

術分野では周知の化学的修飾技術のいずれかにより修飾されたアミノ酸配列を含

む。このような修飾は基本的教科書中およびさらの長大な論文中ならびに大量の

研究文献中に十分に記載されている。修飾は、ペプチド骨格、アミノ酸側鎖およ

びアミノまたはカルボキシル末端を含むポリペプチドのあらゆる場所で起きるこ
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とができる。同じ形式の修飾が、与えられたポリペプチド中の種々の部位におい

て同一または異なる程度で存在してもよいことが認められる。また、与えられた

ポリペプチドは多数の形式の修飾を含んでもよい。ポリペプチドは、ユビキチン

化の結果として分枝してもよく、そしてこれらは分枝を有するかまたは有してい

ない環状であってもよい。環状、分枝状および分枝環状ポリペプチドは、翻訳後

の天然のプロセシングからもたらされてもよくまたは合成法により作製されても

よい。修飾は、アセチル化、アシル化、ＡＤＰリボシル化、アミド化、フラビン

の共有結合付加、ヘム部分の共有結合付加、ヌクレオチドまたはヌクレオチド誘

導体の共有結合付加、脂質または脂質誘導体の共有結合付加、ホスホチジルイノ

シトールの共有結合付加、架橋、環化、ジスルフィド結合形成、脱メチル化、共

有結合架橋の形成、シスチンの形成、ピログルタミン酸の形成、ホルミル化、ガ

ンマカルボキシル化、グリコシル化、ＧＰＩアンカー形成、ヒドロキシル化、ヨ

ウ素化、メチル化、ミリストイル化、酸化、タンパク質分解プロセシング、リン

酸化、プレニル化、ラセミ化、セレノイル化、硫酸化、タンパク質へのアミノ酸

のトランスファーＲＮＡ媒介付加例えばアルギニル化、およびユビキチン化を含

む。例えば、「タンパク質－構造および分子的性質」(PROTEINS-STRUCTURE AND

MOLECULAR PROPERTIES, 2nd Ed., T.E. Creighton, W.H. Freeman and Company,

 New York, 1993)および「翻訳後タンパク質修飾- 前途および予想」(Wold, F.,

 Posttranslational Protein Modifications: Perspectives and Prospects, pg

s. 1-12 in POSTTRANSLATIONAL COVALENT MODIFICATION OF PROTEINS, B.C. Joh

nson, Ed. Academic Press, New York, 1983) 、「タンパク質修飾および非タン

パク質補因子の分析」(Seifter et al., "Analysis for protein modifications

 and nonprotein cofactors", Meth. Enzymol. (1990) 182:626-646)および「タ

ンパク質合成：翻訳後修飾および熟成」(Ratten et al., "Protein Synthesis:

Posttranslational Modifications and Aging", Ann. NY Acad. Sci. (1992) 66

3:48-62)を参照。

      【００２９】

  本明細書中に使用される用語としての「変種」は、比較するポリヌクレオチド

またはポリペプチドとはそれぞれ異なるが、本質的な性質、例えば本質的な生物
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学的、構造的、調節的または生化学的性質は保持するポリヌクレオチドまたはポ

リペプチドである。ポリヌクレオチドの典型的な変種は、他の比較ポリヌクレオ

チドとはヌクレオチド配列が異なる。変種のヌクレオチド配列中の変化は、比較

ポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチドのアミノ酸配列を改変しても

しなくてもよい。ヌクレオチド変化は、アミノ酸置換、付加、欠失、融合および

切断を比較配列によりコードされるポリペプチド中にもたらしてもよく、これは

以下に考察する。ポリペプチドの典型的な変種は、アミノ酸配列が他の比較ポリ

ペプチドと異なる。一般に、相違は、比較ポリペプチドおよび変種の配列が全体

的には密接に類似しそして多くの領域で一致している程度に限定される。変種お

よび比較ポリペプチドは、アミノ酸配列内であらゆる組み合わせにより１個また

はそれ以上の置換、付加、および欠失で異なっていてもよい。置換または挿入さ

れたアミノ酸残基は、遺伝子暗号によりコードされるものであってもなくてもよ

い。ポリヌクレオチドまたはポリペプチドの変種は、天然に存在する例えば対立

遺伝子変種であってもよく、またはこれは天然に存在するとは知られていない変

種であってもよい。ポリヌクレオチドおよびポリペプチドの非－天然存在変種は

、突然変異誘発技術または直接合成により作製されてもよい。

      【００３０】

  「同一性」は、ヌクレオチド配列またはアミノ酸配列の同一性の尺度である。

一般に、配列は最高度の一致が得られるように整列される。「同一性」それ自体

は、当該技術分野で認められた意味を有しそして公開された技術を用いて算出で

きる。例えば下記参照：「コンピューターによる分子生物学」(COMPUTATIONAL M

OLECULAR BIOLOGY, Lesk, A.M., ed., Oxford University Press, New York, 19

88);「バイオコンピューティング: 情報学およびゲノムプロジェクト」(BIOCOMP

UTING: INFORMATICS AND GENOME PROJECTS, Smith, D.W., ed., Academic Press

, New York, 1993);「配列データのコンピューター分析、第一部」(COMPUTER AN

ALYSIS OF SEQUENCE DATA, PART 1, Griffin, A.M., and Griffin, H.G., eds.,

 Humana Press, New Jersey, 1994); 「分子生物学における配列解析」(SEQUENC

E ANALYSIS IN MOLECULAR BIOLOGY, von Heinje, G. Academic Press, 1987);お

よび「配列解析プライマー」(SEQUENCE ANALYSIS PRIMER, Gribskov, M. and De
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vereux, J., eds., M. Stockton Press, New York, 1991)。２個のポリヌクレオ

チドまたはポリペプチド配列の間の同一性を測定する多数の方法が存在するけれ

ども、用語「同一性」は、当該技術分野の熟練者には周知である(Carillo, H., 

and Lipton, D., SIAM J. Applied Math., (1988) 48:1073)。２個の配列の間の

同一性または類似性を決定するために一般的に使用される方法は、「大型コンピ

ューターへのガイド(Guide to Huge Computers, Martin J. Bishop, ed., Acade

mic Press, San Diego, 1994) およびCarillo, H., and Lipton, D., SIAM J. A

pplied Math, (1988) 48:1073 中に開示されたものを含むが、これに限定はされ

ない。同一性および類似性を決定するための方法は、コンピュータープログラム

中にコード化されている。２個の配列間の同一性および類似性を決定するための

好ましいコンピュータープログラム法は、ＧＣＧプログラムパッケージ(Devereu

x, J. et al., Nucleic Acids Research (1984) 12(1):387)、ＢＬＡＳＴＰ、Ｂ

ＬＡＳＴＮ、ＦＡＳＴＡ(Atschul, S.F. et al., J. Molec. Biol. (1990) 215:

403)を含むが、これに限定はされない。用語「相同」は、「同一性」に置換して

もよい。

      【００３１】

  説明として、配列番号１の比較ヌクレオチド配列に対して少なくとも例えば９

５％「同一性」を有するヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチドとは、ポリ

ヌクレオチドのヌクレオチド配列が、ポリヌクレオチド配列が配列番号１の比較

ヌクレオチド配列のヌクレオチド１００個それぞれに対して５個以下のヌクレオ

チド相違を含んでもよいことを除いて、比較配列と同一であることを意味する。

換言すると、比較ヌクレオチド配列に対して少なくとも９５％同一であるヌクレ

オチド配列を有すポリヌクレオチドを得るためには、比較配列中のヌクレオチド

の５％以下が欠失または他のヌクレオチドにより置換されてもよいか、または比

較配列中の全ヌクレオチドの５％以下の数のヌクレオチドが比較配列内に挿入さ

れてもよいか、または比較配列内の全ヌクレオチドのいずれかの５％以下のヌク

レオチドの数において欠失、挿入および置換の組み合わせがあってもよい。比較

配列のこれらの変異は、比較ヌクレオチド配列の５または３末端位置においてま

たはこれらの末端位置の間のいかなる位置でも、比較配列中のヌクレオチドの間
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で個別に、または比較配列内の１個またはそれ以上の連続基内のヌクレオチドの

いずれかに散布して起きてもよい。

      【００３２】

  同様に、例えば、配列番号２の比較アミノ酸配列に対して少なくとも９５％「

同一性」を有するアミノ酸配列を有するポリペプチドとは、ポリペプチド配列が

配列番号２の比較配列のアミノ酸１００個のそれぞれに対して５個以下のアミノ

酸変化を含んでもよいことを除いてポリペプチドのアミノ酸配列が比較配列と同

一であること意味する。換言すると、比較アミノ酸配列に少なくとも９５％同一

であるアミノ酸配列を有するポリペプチドを得るためには、比較配列内のアミノ

酸残基の５％以下が欠失または他のアミノ酸で置換されていてもよいか、または

比較配列内の全アミノ酸残基の５％以下の数のアミノ酸が比較配列中に挿入され

てもよい。比較配列のこれらの変更は、比較アミノ酸配列のアミノもしくはカル

ボキシ末端位置においてまたはこれらの末端位置の間のあらゆる位置で、比較配

列内の残基間に個別にまたは比較配列内の１個またはそれ以上の隣接基内のいず

れかに散在して存在してもよい。

本発明のポリペプチド

  一つの態様では、本発明は、ＩＧＳ４ポリペプチド（またはＩＧＳ４タンパク

質も含む）に関する。ＩＧＳ４ポリペプチドは配列番号２、配列番号４、配列番

号６および配列番号８のポリペプチドおよびCentraalbureau voor Schimmelcult

ures（Baarn 、オランダ国）に１９９９年９月２４日付けで寄託された寄託番号

ＣＢＳ１０２２２１号または寄託番号ＣＢＳ１０２２２２号内に含まれるＤＮＡ

挿入物によりコードされるアミノ酸配列を有するポリペプチド；ならびに配列番

号２、配列番号４、配列番号６または配列番号８のアミノ酸配列を含んでなるポ

リペプチドおよびCentraalbureau voor Schimmelcultures（Baarn 、オランダ国

）において寄託番号ＣＢＳ１０２２２１号または寄託番号ＣＢＳ１０２２２２号

内に含まれるＤＮＡ挿入物によりコードされるアミノ酸配列を有するポリペプチ

ド、および配列番号２、配列番号４、配列番号６または配列番号８のものと少な

くとも８０％同一性を有するアミノ酸配列を含んでなるポリペプチドおよび／ま

たはCentraalbureau voor Schimmelcultures（Baarn 、オランダ国）において寄
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託番号ＣＢＳ１０２２２１号または寄託番号ＣＢＳ１０２２２２号内に含まれる

ＤＮＡ挿入物によりコードされるアミノ酸配列をその全長にわたって有し、そし

てさらに好ましくは、配列番号２、配列番号４、配列番号６および配列番号８に

少なくとも９０％同一、そしてその上にさらに好ましくは少なくとも９５％同一

を該アミノ酸配列と有するポリペプチドを含む。さらに、少なくとも９７％同一

、特には少なくとも９９％同一であるものが高度に好ましい。ＩＧＳ４ポリペプ

チド内には、配列番号２、配列番号４、配列番号６または配列番号８のアミノ酸

配列を有するポリペプチドと少なくとも８０％同一性を有するアミノ酸配列を有

するポリペプチドまたはCentraalbureau voor Schimmelcultures（Baarn 、オラ

ンダ国）において寄託番号ＣＢＳ１０２２２１号または寄託番号ＣＢＳ１０２２

２２号内に含まれるＤＮＡ挿入物によりコードされるアミノ酸配列をその全長に

わたって有し、そしてさらに好ましくは、配列番号２、配列番号４、配列番号６

または配列番号８に少なくとも９０％同一、そしてその上にさらに好ましくは少

なくとも９５％同一性を有するポリペプチドも含む。さらに、少なくとも９７％

同一、特には少なくとも９９％同一であるものが高度に好ましい。好ましくは、

ＩＧＳ４ポリペプチドは受容体の少なくとも一つの生物学的活性を示す。

      【００３３】

  本発明の別の態様では、ＩＧＳ４ポリペプチドは、さらに大きいタンパク質、

例えば融合タンパク質の一部分であってもよい。分泌またはリーダー配列、プロ

配列、精製において支援する配列、例えば重複ヒスチジン残基を含む追加のアミ

ノ酸配列、検出を支援する配列、例えば抗原性ペプチドタグ（例えばヘマグルチ

ニン（ＨＡ）タグ）または組換え物産生の間の安定性のための追加の配列を含む

としばしば有利である。

      【００３４】

  ＩＧＳ４ポリペプチドの断片も本発明中に含まれる。断片とは、上記のＩＧＳ

４ポリペプチドのアミノ酸配列の一部分ではあるが全体ではないものと同様のア

ミノ酸配列を有するポリペプチドである。ＩＧＳ４ポリペプチドと同様に、断片

は「自立」、すなわちこれらが部分または領域を形成するさらに大きいポリペプ

チド内で、最も好ましくは単独の連続領域を含んでなってもよい。本発明のポリ
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ペプチド断片の代表的な例は、例えば、ＩＧＳ４ポリペプチドのアミノ酸番号約

１－２０、２１－４０、４１－６０、６１－８０、８１－１００、および１０１

から末端までよりの断片を含む。この範囲内で、「約」は一方または両端のいず

れかにおける数個、５、４、３、２または１個のアミノ酸ほど大きいかまたは小

さい特定の列挙の範囲を含む。

      【００３５】

  好ましい断片は、例えば、アミノ末端を含む残基の一連の連続物もしくはカル

ボキシ末端を含む残基の一連の連続物の欠失、またはアミノ末端を含むものおよ

びカルボキシ末端を含むものの残基の２個の連続物の欠失を除き、ＩＧＳ４ポリ

ペプチドのアミノ酸配列を有する末端切断ポリペプチドを含む。本発明による末

端切除ポリペプチドの例は、それぞれ配列番号９ならびに配列番号１１のポリペ

プチドによりコードされる配列番号１０および配列番号１２のポリペプチドであ

る。構造的または機能的属性、例えばアルファらせんおよびアルファらせん形成

性領域、ベータシートおよびベータシート形成性領域、ターンおよびターン形成

性領域、コイルおよびコイル形成性領域、親水性領域、疎水性領域、アルファ両

性領域、ベータ両性領域、フレキシブル領域、表面形成性領域、基質結合領域、

および高抗原指数領域を含んでなる断片により特徴付けられる断片も好ましい。

その他の好ましい断片は、生物学的活性の断片である。生物学的活性の断片は、

受容体活性を媒介するものであり、類似した活性もしくは改善された活性を有す

るか、または低下した望ましくない活性を有するものを含む。動物中特にはヒト

中で抗原性または免疫原性であるものも含まれる。

      【００３６】

  従って、本発明のポリペプチドは、配列番号２、配列番号４、配列番号６また

は配列番号８のものと少なくとも８０％同一であるアミノ酸配列を有するポリペ

プチドおよび／またはCentraalbureau voor Schimmelcultures（Baarn 、オラン

ダ国）において寄託番号ＣＢＳ１０２２２１号または寄託番号ＣＢＳ１０２２２

２号内に含まれるＤＮＡ挿入物によりコードされるアミノ酸配列を有するポリペ

プチド、または相当する断片に少なくとも８０％同一であるこれらの断片を含む

。好ましくは、これらのポリペプチド断片のすべては、抗原活性を含む受容体の



(29) 特表２００３－５２１８９４

生物学的活性を保持する。定義された配列および断片の変種も本発明の一部を形

成する。好ましい変種は、保存的アミノ酸置換により比較物とは異なるもの、す

なわち別または類似した特性の残基を置換するものである。典型的なこのような

置換は、Ａｌａ、Ｖａｌ、ＬｅｕおよびＩｌｅの間、ＳｅｒとＴｈｒとの間、酸

残基ＡｓｐとＧｌｕとの間、ＡｓｎとＧｌｎとの間、および塩基性残基Ｌｙｓと

Ａｒｇとの間、または芳香族残基ＰｈｅとＴｙｒとの間である。特に好ましくは

、数個、５～１０個、１～５個または１～２個のアミノ酸が、いずれかの組み合

わせで置換、欠失、または追加されている変種である。

      【００３７】

  本発明のポリペプチドに関して、これらがニューロメジンＵに対して、特には

ニューロメジンＵ－８（８アミノ酸のオリゴペプチド）、ニューロメジンＵ－２

３（２３アミノ酸のオリゴペプチド）および／またはニューロメジンＵ－２５（

２５アミノ酸のオリゴペプチド）に対して高いアフィニティー結合を示すことが

見いだされた。本発明の範囲内で、用語「高いアフィニティー」は、少なくとも

－６．００以下（約６００ｎＭ）のｌｏｇＥＣ50値、好ましくは－７．００以下

（約５５ｎＭ）のｌｏｇＥＣ50値、さらに好ましくは－９．００以下（約５００

ｐＭ～１．２ｎＭ）のｌｏｇＥＣ50値、そして最も好ましくは－１０．００以下

（約５０～１００ｐＭ）のｌｏｇＥＣ50値を示すリガンド結合を記述すると理解

される。

      【００３８】

  神経ペプチドニューロメジンＵの２種の形、ニューロメジンＵ－８およびニュ

ーロメジンＵ－２５は、文献中に子宮刺激性および高血圧性ペプチドとして記載

され(Minamino et al., (1985), Biochem. Biophys. Res. Commun. 130:1078-10

85) 、最初にブタ脊髄から単離された。２３アミノ酸のオリゴペプチドであるニ

ューロメジンＵ－２３に関しては、例えば、Okimura et al., Pept. Chem.(1995

), Vol. Date 1994, 32:321-324; Salmon et al., J. Biol. Chem. (2000), 275

(7), 4549-4554参照のこと。ニューロメジンＵ（ＮＭＵ）は、その後、多数の種

、例えばラット（ＮＭＵ－２３）、ヒト（ＮＭＵ－２５）、カエル（ＮＭＵ－２

５）、イヌ（ＮＭＵ－８およびＮＭＵ－２５）、ラビット（ＮＭＵ－２５）、お



(30) 特表２００３－５２１８９４

よびチキン（ＮＭＵ－２５）から単離された。これにより、Domin et al., は、

特異性ラジオイムノアッセイを用いるラット、ブタ、モルモットおよびヒト組織

抽出物中のニューロメジンＵ様免疫反応性の特性化を記載した(1986, Biochem.

Biophys. Res. Commun. 140:1127-34)。ラット回腸からのニューロメジンＵ－２

３の一次構造をColon et al. (1988, J. Neurochem. 51:988-911) が確定した。

Minamino et al. (1988, Biochem. Biophys. Res. Commun. 156:355-360)は、主

として免疫アフィニティークロマトグラフィーおよびラジオイムノアッセイをブ

タニューロメジンＵ－８に対して用いて小腸からラットニューロメジンＵを単離

し、そしてラットニューロメジンＵのアミノ酸配列をミクロ配列分析により決定

しそして構造を合成して確認した。ブタニューロメジンＵのＣ－末端ヘプタペプ

チドアミド構造は完全にラットニューロメジンＵ中でも保存されているけれども

、ペプチドの残部は、ブタニューロメジンＵと比較してアミノ酸９個の交替およ

びアミノ酸２個の欠失を示した。ニューロメジンＵの分布、一次構造、および相

対的生物学的活性は、カエル類のラナ・テンポラリア(Rana temporaria) におい

てDomin et al. (1989, J. Biol. Chem. 264:20881-20885) により決定され、全

体の配列がブタおよびラットの両者のニューロメジンＵと著しい配列類似性を示

すイコサペンタペプチドであることを示した。別の研究Domin et al.(1992, Reg

ul. Pept. 41:1-8) では、チキンからのニューロメジンＵの鳥類相同体が精製さ

れた。ミクロ配列分析は、ペプチドがアミノ酸残基２５個の長さであり、そして

チキンニューロメジンＵはブタペプチドとその生物作用活性Ｃ－末端領域で著し

い配列類似性を示すと特徴付けられた。イヌニューロメジンＵ－２５の単離、構

造特性決定および薬剤活性は、O'Hara et al. (1991 Peptides 12:11-15)により

記載された。さらに、ラビットニューロメジンＵ－２５に対して、これが翻訳後

プロセシング部位の保存が欠損していることが見いだされた(Kage et a., 1991,

 Regul. Pept. 33:191-198) 。従って、ラビットニューロメジンＵ内で、ブタお

よびイヌニューロメジンＵ－２５内で見いだされたＡｒｇ１６－Ａｒｇ１７の２

塩基残基プロセシング部位はＡｇｒ－Ｇｌｙにより置換されているが、しかしこ

の潜在的な単一塩基プロセシング部位は腸内の切断酵素により利用されないこと

が見いだされた。
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      【００３９】

  研究した種の中で、ペプチドのＣ－末端における５アミノ酸は、ほとんどすべ

て保存されていることが見いだされ、この領域が大きい重要性を有することを示

唆する。従って、哺乳類ニューロメジンは、共通のＣ－末端配列「－Ｐｈｅ－Ｌ

ｅｕ－Ｐｈｅ－Ａｒｇ－Ｐｒｏ－Ａｒｇ－Ａｓｎ－アミド」を共有し、これは生

物学的活性にとって本質的であると考えられる。ＮＭＵは胃腸管内および中枢神

経系（ＣＮＳ）内の両方に存在する。ラット内では、ニューロメジン（ＮＭＵ）

の最高濃度は回腸内で見いだされ、次いで下垂体、視床下部、脊髄、甲状腺、お

よび尿生殖管内であった。免疫組織学的研究は、内臓内のＮＭＵ免疫活性が神経

繊維内、主として筋層間および粘膜下神経叢内、および胃を除くすべての粘膜内

にのみ見いだされ、一方内分泌細胞内にはＮＭＵ免疫活性が見いだされないこと

を示した。ラット脳内では、ＮＭＵ免疫活性は、小脳を除く脳の繊維内に広く見

いだされた。ＮＭＵ前駆体をコードするヒトおよびラット遺伝子が単離された。

両方共にＣ－末端およびその他の潜在的なペプチド産物をでは中間部分において

ＮＭＵをコードする(Lo et al., 1992, J. Mol. Endocrinol. 6:1538-1544; Aus

tin et al., 1995, J. Mol. Endocrinol. 14:157-169) 。高いアフィニティーＮ

ＭＵ結合は、ラット子宮内で検出され、そしてＧＴＰ－Ｓに感受性であることが

分かり(Nandha et al., 1993, Endocrinology 133:483-486)、これはＮＭＵのた

めの受容体がＧ－タンパク質共役型受容体であろうと示唆する。しかしながら、

ＮＭＵの生理学的役割はほとんど未知である。ニューロメジンＵは、平滑筋の強

力な収縮を起こし、動脈血圧を上昇させ、腸管イオン輸送を変性し、そして低い

量では副腎皮質の機能および成長を刺激する。ＮＭＵは、上部腸動脈および門脈

内の血流を低下させ、一方膵臓組織内で血流をわずかに増加させることも示され

た。

      【００４０】

  さらに、国際特許出願ＷＯ９０／０１３３０号によると、ニューロメジンＵ－

８およびＵ－２５は、胃腸の障害の治療に適合、例えば、胃腸管への血流の選択

的低下、胃腸出血および食後高血圧の治療に有用であると記載されている。

      【００４１】
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  本発明のＩＧＳ４ポリペプチドは、ニューロメジンＵに対応するＧ－タンパク

質共役型受容体としてまたはこれに十分に類似したリガンドとして同定された。

従って、ＩＧＳ４受容体、特にはニューロメジンＵに対応するＩＧＳ４Ｂ受容体

は、ニューロメジンＵおよびこれに十分に類似した他のリガンド、ならびに関連

疾患の生理学的機構の理解を大いに援助となる。

      【００４２】

  本発明のポリペプチドの組織分布および発現レベルは図５～８に示され、これ

から熟練した専門家は、発現の定位および関連性を推測できる。例えば、本発明

のポリペプチドの組織分布に関して、例えば、特に本発明のＩＧＳ４ポリペプチ

ドが中程度のレベル（ＭＴＥブロットでは精巣内の発現を１００％とし、定量的

ＲＴ－ＰＣＲ分析では脊髄内を１００％としてそれぞれ比較）で例えば脳、骨格

筋、小脳、胸腺、骨髄、甲状腺、気管、視床、黒質、脳梁、尾状核、脳橋、側坐

核、胎児脳および胃内、および意味があるレベル（定量的ＲＴ－ＰＣＲ分析で検

出できる場合に）で心臓、肺および前立腺内で発現されることが、ＭＴＥ（多重

組織発現）分析、ノーザンブロット分析および定量的ＲＴ－ＰＣＲ発現分析によ

り見いだされた。例えば、精巣または脊髄内での発現値の少なくとも２０％が最

高発現（１００％と設定）とは遠いと考えられる場合に、発現レベルは中程度と

考えられる。例えば発現が少なくとも定量的ＲＴ－ＰＣＲ分析により検出できた

場合に、発現レベルは意味があると考えられる。あらゆる器官で示された発現レ

ベルは、器官を構成する特定の組織および細胞タイプ内の発現レベルの平均値で

あると考える。従って、発現レベルが器官に関して丁度意味があると見いだされ

た場合に、これは、特定の領域内、例えば器官の特定の組織および／または細胞

タイプにおける局部的な中程度あるいは高い発現レベルでも必ずしも除外するも

のではない。

      【００４３】

  これらの結果は、ＩＧＳ４ポリペプチドが好ましくは中枢神経系（ＣＮＳ）お

よび末梢神経系（ＰＮＳ）を含む神経系内、胃腸系内および／または心臓血管系

内および／または骨格筋内および／または甲状腺内、および／または肺疾患、免

疫学的疾患および尿生殖器官系の障害において役割を演ずることを示唆する。
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      【００４４】

  従って、本発明の別の態様は、ニューロメジン受容体タンパク質、好ましくは

哺乳類ニューロメジン受容体タンパク質のアミノ酸配列を含んでなる単離された

ＩＧＳ４ポリペプチドに関し、該タンパク質はニューロメジンＵに対し、好まし

くはニューロメジンＵ－８に対し、ニューロメジンＵ－２３に対しおよび／また

はニューロメジンＵ－２５に対し高いアフィニティー結合を示す。特には、ニュ

ーロメジン受容体タンパク質のアミノ酸配列を含んでなる単離されたＩＧＳ４ポ

リペプチドは、脳、骨格筋、小脳、精巣、脳梁、脊髄、黒質、骨髄、視床、尾状

核、脳橋、側坐核、胎児脳、胃、心臓、甲状腺、肺、胸腺、前立腺および／また

は気管内での発現（ノーザンおよび／またはＭＴＥおよび／または定量的ＲＴ－

ＰＣＲ分析により少なくとも検出なもの）を示すタンパク質である。この態様の

変形において、本発明は、ニューロメジン受容体タンパク質、好ましくは哺乳類

ニューロメジン受容体タンパク質のアミノ酸配列を含んでなる単離されたＩＧＳ

４ポリペプチドに関し、該タンパク質はニューロメジンＵに対し、好ましくはニ

ューロメジンＵ－８に対し、ニューロメジンＵ－２３に対しおよび／またはニュ

ーロメジンＵ－２５に対し高いアフィニティー結合を示し、該タンパク質は脳、

骨格筋、小脳、精巣、脳梁、脊髄、黒質、骨髄、視床、尾状核、脳橋、側坐核、

胎児脳、胃、心臓、甲状腺、肺、胸腺、前立腺および／または気管内での発現（

ノーザンおよび／またはＭＴＥおよび／または定量的ＲＴ－ＰＣＲ分析により少

なくとも検出なもの）を示し、そして該アミノ酸配列は上記にすでに定義したア

ミノ酸配列の群より選ばれる。

      【００４５】

  本発明のＩＧＳ４ポリペプチドは、あらゆる適当な方法で作製できる。このよ

うなポリペプチドは、単離された天然に存在するポリペプチド、組換え作製され

たポリペプチド、合成して作製されたポリペプチド、またはこれらの方法の組み

合わせで作製されたポリペプチドを含む。このようなポリペプチドの作製方法は

、当該技術分野では周知である。

本発明のポリヌクレオチド

  本発明の別の態様はＩＧＳ４ポリヌクレオチドに関する。ＩＧＳ４ポリヌクレ
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オチドは、ＩＧＳ４ポリペプチド（ＩＧＳ４ＡおよびＩＧＳ４Ｂを含む）および

断片をコードする単離されたポリヌクレオチド、およびこれに密接に関連するポ

リヌクレオチドを含む。さらに具体的には、本発明のＩＧＳ４ポリヌクレオチド

は、配列番号２または配列番号４のＩＧＳ４Ａポリペプチドおよび配列番号６ま

たは配列番号８のＩＧＳ４Ｂポリペプチドをそれぞれコードする配列番号１、配

列番号３、配列番号５または配列番号７中に含まれるヌクレオチド配列を含んで

なるポリヌクレオチド、配列番号１、配列番号３、配列番号５または配列番号７

の特定の配列を有するポリヌクレオチドおよびCentraalbureau voor Schimmelcu

ltures（Baarn 、オランダ国）において寄託番号ＣＢＳ１０２２２１号および寄

託番号ＣＢＳ１０２２２２号内に含まれるＤＮＡ挿入物に本質的に相当するポリ

ヌクレオチドを含む。

      【００４６】

  ＩＧＳ４ポリヌクレオチドは、配列番号２、配列番号４、配列番号６または配

列番号８のＩＧＳ４ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列に対してその全

長にわたって少なくとも８０％同一性を有するヌクレオチド配列を含んでなるポ

リヌクレオチド、配列番号１、配列番号３、配列番号５または配列番号７のもの

にその全長にわたって少なくとも８０％同一であるヌクレオチド配列を含んでな

るポリヌクレオチドおよびCentraalbureau voor Schimmelcultures（Baarn 、オ

ランダ国）において寄託番号ＣＢＳ１０２２２１号および寄託番号ＣＢＳ１０２

２２２号内に含まれるＤＮＡ挿入物に本質的に相当するポリヌクレオチドをさら

に含む。

      【００４７】

  これに関して、少なくとも９０％同一のポリヌクレオチドが特に好ましく、そ

して少なくとも９５％同一のものがさらに好ましい。さらに、少なくとも９７％

のものが高度に好ましく、少なくとも９８－９９％のものが最も高度に好ましく

、少なくとも９９％のものが最も好ましい。ＩＧＳ４ポリヌクレオチドとして、

配列番号１、配列番号３、配列番号５または配列番号７内に含まれるヌクレオチ

ド配列に対しまたはCentraalbureau voor Schimmelcultures（Baarn 、オランダ

国）において寄託番号ＣＢＳ１０２２２１号および寄託番号ＣＢＳ１０２２２２
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号内に含まれるＤＮＡ挿入物に対して十分な同一性を有するヌクレオチド配列も

、増幅のためまたはプローブまたはマーカーとしての使用のために使用可能な条

件下でハイブリダイズするために含まれる。本発明は、これらのＩＧＳ４ポリヌ

クレオチドに相補的なポリヌクレオチドも提供する。

      【００４８】

  本発明のＩＧＳ４は、Ｇタンパク質共役型受容体ファミリーの他のタンパク質

に構造的に関連し、これは公開データベース中のＢＬＡＳＴサーチの結果により

示される。表１のアミノ酸配列（配列番号２）は、約４６％同一性（ＢＬＡＳＴ

使用、Altscul S.F. et al.,[1997], Nucleic Acids Res.. 25:3389-3402）をそ

の長さの大部分（３１６アミノ酸残基）において、ヒトオーファンＧ－タンパク

質共役型受容体（受入(Accession) 番号＃Ｏ４３６６４，Tan et al., Genomics

 52(2):223-229(1998)）と有する。２７％相同（アミノ酸残基６１－３４９にわ

たって）をラットニューロテンシン１受容体（受入番号＃Ｐ２０７８９、Tanaka

 et al., Neuron 4:847-854(1990) ）と有する。表１のヌクレオチド配列（配列

番号１）は、約６３％同一性がオーファンＧ－タンパク質共役型受容体と、ヌク

レオチド残基１２０－８６４にある（受入番号＃ＡＦ０４４６００、タンパク質

配列Ｏ４３６６４に相当）。さらに、５３％同一性がヒト成長ホルモン分泌促進

物質と残基９４－１１３７にわたってある(Howard A.D. et al., Science 273:9

74-977(1996)）。従って、本発明のＩＧＳ４ポリペプチドおよびポリヌクレオチ

ドは、なかでもこれらの相同ポリペプチドおよびポリヌクレオチドに類似した生

物学的機能／性質を有すると予想され、そしてこれらの有用性は当該技術分野の

すべての熟練者には明白である。

      【００４９】

  本発明のポリヌクレオチドは、天然資源、例えばゲノムＤＮＡから得ることが

できる。特に、縮重(degenerated) ＰＣＲプライマーは、特定のＧＰＣＲ遺伝子

サブファミリー内で保存された領域をコードするように設計できる。縮重プライ

マーを用いるゲノムＤＮＡまたはｃＤＮＡ上のＰＣＲ増幅反応は、考慮している

遺伝子ファミリーの数種のメンバー（公知および新規の両方）の増幅をもたらす

（ゲノム鋳型を用いる場合には、縮重プライマーは同じエキソン内に位置しなけ
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ればならない）（Libert et al., Science, 1989, 244:569-572 ）。本発明のポ

リヌクレオチドは、周知で商業的に利用できる技術を用いて合成もできる（例え

ばF.M. Ausbel et al. 2000, Current Protocols in Molecular Biology ）。

      【００５０】

  配列番号２、配列番号４、配列番号６または配列番号８のＩＧＳ４ポリペプチ

ドをコードするヌクレオチド配列は、配列番号１（ヌクレオチド番号５５～１２

９９）または配列番号３（ヌクレオチド番号６４～１２９９）、または配列番号

５（ヌクレオチド番号５５～１２９９）または配列番号７（ヌクレオチド番号６

４～１２９９）中にそれぞれ含まれる配列をコードするポリペプチドと一致して

もよいか、またはこれは、遺伝子コードの重複（縮重）の結果として、配列番号

１、配列番号３、配列番号５または配列番号７内に含まれるポリペプチドをコー

ドする配列と比較して変化を示す異なるヌクレオチド配列であってもよいが、し

かしそれぞれ配列番号２、配列番号４、配列番号６または配列番号８のポリペプ

チドもコードする異なるヌクレオチド配列であってもよい。

      【００５１】

  本発明の別の態様は、ＩＧＳ４ニューロメジン受容体タンパク質をコードし、

好ましくは哺乳類ニューロメジン受容体タンパク質をコードする単離されたヌク

レオチド配列に関し、該タンパク質は、ニューロメジンＵに対し、好ましくはニ

ューロメジンＵ－８に対し、ニューロメジンＵ－２３に対しおよび／またはニュ

ーロメジンＵ－２５に対し高いアフィニティー結合を示す。特には、単離された

ヌクレオチド配列は、脳、骨格筋、小脳、精巣、脳梁、脊髄、黒質、骨髄、視床

、尾状核、脳橋、側坐核、胎児脳、胃、心臓、甲状腺、肺、胸腺、前立腺および

／または気管内で発現（ノーザンおよび／またはＭＴＥおよび／または定量的Ｒ

Ｔ－ＰＣＲを用いて少なくとも検出可能であるもの）を示すタンパク質であるＩ

ＧＳ４ニューロメジン受容体タンパク質をコードする。この態様の変形では、本

発明は、ＩＧＳ４ニューロメジン受容体タンパク質をコードする、好ましくは哺

乳類ニューロメジン受容体タンパク質をコードする単離されたヌクレオチド配列

に関し、該タンパク質は、ニューロメジンＵに対し、好ましくはニューロメジン

Ｕ－８に対し、ニューロメジンＵ－２３に対しおよび／またはニューロメジンＵ
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－２５に対し高いアフィニティー結合を示し、該タンパク質が、脳、骨格筋、小

脳、精巣、脳梁、脊髄、黒質、骨髄、視床、尾状核、脳橋、側坐核、胎児脳、胃

、心臓、甲状腺、肺、胸腺、前立腺および／または気管内で発現（ノーザンおよ

び／またはＭＴＥおよび／または定量的ＲＴ－ＰＣＲを用いて少なくとも検出可

能であるもの）を示し、そして該ヌクレオチド配列は上記にすでに定義したヌク

レオチド配列の群より選ばれたヌクレオチド配列である。

      【００５２】

  本発明のポリヌクレオチドがＩＧＳ４ポリペプチドの組換え産生に使用される

場合には、ポリペプチドは成熟ポリペプチドのためのコーディング配列またはそ

の断片それ自体、成熟ポリペプチドのためのコーディング配列または他のコーデ

ィング配列を有する読み取り枠内の断片、例えばリーダーまたは分泌配列、プレ

－、またはプロ－またはプレプロ－タンパク質配列またはその他の融合ペプチド

部分をコードするものを含んでもよい。例えば、融合ポリペプチドの精製を容易

とするマーカー配列がコードされることができる。本発明のこの実施におけるあ

る好ましい態様では、マーカー配列はヘキサ－ヒスチジンペプチドであり、これ

はｐＱＥベクター(Qiagen, Inc.)内に提供され、そしてGentz et al., Proc. Na

tl. Acad. Sci. USA (1989) 86:821-824に記載されており、またはＨＡタグであ

る。ポリヌクレオチドは、非－コーディング５’および３’配列、例えば転写さ

れた非－翻訳配列、スプライシングおよびポリアデニル化シグナル、リボソーム

結合部位およびｍＲＮＡを安定化する配列を含んでもよい。

      【００５３】

  さらに好ましい態様は、その中で数個、５－１０、１－５、１－３、１－２ま

たは１個のアミノ酸残基があらゆる組み合わせで置換、欠失または付加された、

配列番号２、配列番号４、配列番号６または配列番号８のＩＧＳ４ポリペプチド

のアミノ酸配列を含んでなるＩＧＳ４変種をコードするポリヌクレオチドである

。

      【００５４】

  本発明のポリヌクレオチドは、遺伝子産物のクローニング、プロセシング、お

よび／または発現の変化を含むが、これに限定はされない種々の目的のためにＩ
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ＧＳ４コード化配列を改変するために、当該技術分野では一般に公知の方法を用

いて操作することができる。ランダムフラグメンテーションによるＤＮＡシャフ

リングおよび遺伝子断片および合成オリゴヌクレオチドのＰＣＲ再構築を、ヌク

レオチド配列を操作するために使用してもよい。例えば、オリゴヌクレオチド媒

介の部位指定突然変異誘発は、アミノ酸置換の創成、新規の制限部位の創成、修

飾（例えばグリコシル化またはリン酸化）パターンの改変、コドン優先の変化、

スプライス変種の製造などの変異を導入するために使用してもよい。

      【００５５】

  本発明は、さらに、本明細書中に以上に記載した配列にハイブリダイズするポ

リヌクレオチドに関する。これに関して、本発明は、ストリンジェントな条件下

で本明細書中に以上に記載したポリヌクレオチドにハイブリダイズするポリヌク

レオチドに特に関する。本明細書中に使用される用語「ストリンジェント条件」

は、少なくとも８０％、そして好ましくは少なくとも９０％、そしてさらに好ま

しくは少なくとも９５％、それ以上に好ましくは少なくとも９７％、特には少な

くとも９９％の一致が配列間で存在する場合にのみハイブリダイゼーションが起

きることを意味する。

      【００５６】

  配列番号１、配列番号３、配列番号５または配列番号７またはその断片中に含

まれるヌクレオチド配列に一致または十分に同一である本発明のポリヌクレオチ

ドは、ｃＤＮＡおよびゲノムＤＮＡのためのハイブリダイゼーションプローブと

して、全長ｃＤＮＡとＩＧＳ４をコードするゲノムクローンとを単離しそしてＩ

ＧＳ４遺伝子に高度の配列類似性を有する他の遺伝子（ヒト以外の種からの相同

体またはオルソログ体をコードする遺伝子を含む）のｃＤＮＡおよびゲノムクロ

ーンを単離するために使用してもよい。当該技術分野の熟練者は、このようなハ

イブリダイゼーション技術を熟知している。典型的にはこれらのヌクレオチド配

列は、比較物のものと８０％同一、好ましくは９０％同一、さらに好ましくは９

５％同一である。プローブは、一般に、少なくとも５個のヌクレオチド、そして

好ましくは少なくとも８個のヌクレオチド、そしてさらに好ましくは少なくとも

１０個のヌクレオチド、もっと好ましくは少なくとも１２個のヌクレオチド、特
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には少なくとも１５個のヌクレオチドを含んでなる。最も好ましくは、このよう

なプローブは少なくとも３０個のヌクレオチドを有しそして少なくとも５０個の

ヌクレオチドを有してもよい。特に好ましいプローブは、３０から５０個の範囲

内のヌクレオチドである。

      【００５７】

  一つの態様は、ヒト以外の種からの相同体またはオルソログ体を含むＩＧＳ４

ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドを得るために、ストリンジェントな

ハイブリダイゼーション条件下で、配列番号１、配列番号３、配列番号５または

配列番号７またはその断片を有する標識プローブを用いる適当なライブラリーの

スクリーニング、および全長ＤＮＡならびに該ポリヌクレオチド配列を含むゲノ

ムクローンを単離する段階を含んでなる。このようなハイブリダイゼーション技

術は当該技術分野の熟練者には周知である。ストリンジェントなハイブリダイゼ

ーション条件は、上記に定義されたもの、または４２  ℃で、５０％ホルムアミ

ド、５ｘＳＳＣ（１５０ｍＭ  ＮａＣｌ、１５ｍＭクエン酸三ナトリウム）、５

０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）、５ｘデンハート溶液、１０％硫酸デキ

ストラン（ｗ／ｖ）、および２０μｇ／ｍｌ変性せん断サケ精子ＤＮＡを含む溶

液中で一晩インキュベーションし、次いで０．１ｘＳＳＣ中、約６５℃でフィル

ターを洗浄する条件と定義される。

      【００５８】

  本発明のポリヌクレオチドおよびポリペプチドは、動物およびヒト疾患に対す

る治療法および診断法の発見のための研究用試薬および材料として使用してもよ

い。

ベクター、宿主細胞、発現

  本発明は、ポリヌクレオチドまたは本発明のポリヌクレオチドを含んでなるベ

クター、および本発明のベクターを用いて遺伝子的に操作された宿主細胞および

組換え技術による本発明のポリペプチドの産生にも関する。細胞を含まない翻訳

系も、本発明のＤＮＡ構築物から誘導されたＲＮＡを用いるこのようなタンパク

質の産生に使用できる。

      【００５９】
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  組換え産生のために、宿主細胞は、本発明のポリヌクレオチドのための発現系

またはこれらの部分を組み込むために遺伝子的に操作できる。宿主細胞内へのポ

リヌクレオチドの導入は、多数の標準的実験マニュアル、例えば「分子生物学に

おける基本的方法」(Davis et al., BASIC METHODS IN MOLECULAR BIOLOGY(1986

))および「分子クローニング：実験マニュアル」(Sambrook et al., MOLECULAR

CLONING: A LABORATORY MANUAL, 2nd Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Pres

s, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989)) に記載された方法、例えばリン酸カルシ

ウムトランスフェクション、ＤＥＡＥ－デキストラン媒介トランスフェクション

、トランスヴェクション(transvection)、ミクロ注入、カチオン性脂質媒介トラ

ンスフェクション、電気穿孔法、形質導入、スクレープ負荷(scrape loading)、

バリスティック導入(Ballistic introduction)または感染により行うことができ

る。

      【００６０】

  適当な宿主の代表的な例は、細菌細胞、例えば連鎖球菌属、ブドウ状球菌、大

腸菌、ストレプトミセス属および枯草菌細胞、真菌細胞、例えば酵母細胞および

アスペルギルス属細胞、昆虫細胞、例えばショウジョウバエＳ２およびスポドプ

テラ(Spodoptera)Ｓｆ９細胞、動物細胞、例えばＣＨＯ、ＣＯＳ、Ｈｅｌａ、Ｃ

１２７、３Ｔ３、ＢＨＫ、ＨＥＫ２９３およびボウズ・メラノーマ(Bowes melan

oma)細胞、および植物細胞を含む。

      【００６１】

  広範な各種の発現系が使用できる。このような系は、なかでも、染色体、エピ

ソームおよびウイルス誘導系、例えば細菌プラスミドから、バクテリオファージ

から、トランスポソンから、酵母エピソームから、挿入因子から、酵母染色体因

子から、ウイルス、例えばバキュロウイルス、パポーバウイルス、例えばＳＶ４

０、ワクシニアウイルス、アデノウイルス、鶏痘ウイルス、仮性狂犬病ウイルス

およびレトロウイルスから誘導されたベクター、およびこれらの組み合わせから

誘導されたベクター、例えばプラスミドおよびバクテリオファージ遺伝因子、例

えばコスミドおよびファジェミドから誘導されたものを含む。発現系は、発現を

調節ならびに発生する制御領域を含んでもよい。一般に、宿主中にポリペプチド
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を産生するためのポリヌクレオチドを維持、増殖または発現するために適するあ

らゆる系またはベクターを使用してもよい。適当なヌクレオチド配列は、各種の

周知で慣用の技術、例えば「分子クローニング：実験マニュアル」(Sambrook et

 al., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL、上記）に記載のもののいずれ

を用いてでも発現系内に挿入してもよい。

      【００６２】

  小胞体の内腔内へ、細胞周辺腔内へまたは細胞外環境内への翻訳されたタンパ

ク質の分泌のために、適当な分泌シグナルを所望のポリペプチド内に組み込んで

もよい。これらのシグナルは、ポリペプチドに内在性であってもよくまたは非相

同性シグナル、例えば異なる種から誘導されたものであってもよい。

      【００６３】

  スクリーニングアッセイで使用するためにＩＧＳ４ポリペプチドを発現すべき

場合に、一般にポリペプチドが細胞の表面で産生されることが好ましい。このイ

ベントにおいて、細胞をスクリーニングアッセイに使用する前に採取してもよい

。ＩＧＳ４ポリペプチドのアフィニティーまたは機能的活性が受容体活性調節タ

ンパク質（ＲＡＭＰ）により変性される場合に、細胞表面における関係するＲＡ

ＭＰの同時発現が好ましいと考えられ、しばしば要求される。このイベントの場

合にも、ＩＧＳ４ポリペプチドおよび関係するＲＡＭＰを発現する細胞の採取が

スクリーニングアッセイ使用の前に要求される。ＩＧＳ４ポリペプチドが培地内

に分泌される場合には、培地は、ポリペプチドを回収および精製するために回収

できる。細胞内で産生される場合には、ポリペプチドを回収する前に細胞を先ず

溶解しなければならない。ＩＧＳ４ポリペプチドを発現する膜は、当該技術分野

の熟練者に周知の方法により回収できる。一般にこのような方法は、ＩＧＳ４ポ

リペプチドを発現する細胞の採取および例えば限定はされないがポッタリング(p

ottering) のような方法により細胞をホモジナイズすることを含む。膜は懸濁液

を一回または数回洗浄して回収してもよい。

      【００６４】

  ＩＧＳ４ポリペプチドは、硫酸アンモニウムまたはエタノール沈降、酸抽出、

アニオンまたはカチオン交換クロマトグラフィー、ホスホセルロースクロマトグ
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ラフィー、疎水性相互作用クロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフ

ィー、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィーおよびレクチンクロマトグラ

フィーを含む周知の方法により組換え細胞培養物から回収および精製できる。最

も好ましくは、高速液体クロマトグラフィーが精製に用いられる。タンパク質を

リフォールディングするための周知の技術は、ポリペプチドが単離および／また

は精製の間に変性される場合に活性コンホメーションを再生するために使用して

もよい。

診断アッセイ

  本発明は、診断試薬としての使用のためのＩＧＳ４ポリヌクレオチドの使用に

も関する。機能不全と関連するＩＧＳ４遺伝子の変異形の検出は、ＩＧＳ４の過

少発現、過剰発現または改変された発現からもたらされる疾患または疾患への罹

病性の診断に追加またはこれを決定することができる診断手段を提供する。この

イベントにおいても、関連する受容体活性調節タンパク質の同時発現は、所望の

品質の診断アッセイを得るために要求できる。ＩＧＳ４遺伝子内に変異を有する

個体を、種々の技術によりＤＮＡレベルで検出してもよい。

      【００６５】

  診断のための核酸は、患者の細胞から、例えば血液、尿、唾液、組織生検また

は剖検物質から得てもよい。ゲノムＤＮＡは検出のために直接使用してもよくま

たは分析の前にＰＣＲまたはその他の増幅技術を使用して酵素的に増幅してもよ

い。ＲＮＡまたはｃＤＮＡを同様の方法で使用してもよい。欠失および挿入は、

正常の遺伝子型と比較して増幅産物の大きさの変化により検出できる。点変異は

、増幅したＤＮＡを標識ＩＧＳ４ヌクレオチド配列にハイブリダイズして同定で

きる。完全にマッチした配列は、ＲＮアーゼ消化によりまたは融解温度の相違に

よりミスマッチ二本鎖から区別できる。ＤＮＡ配列の相違は、変性剤を加えまた

は加えないゲル内のＤＮＡ断片の電気泳動の移動性の改変により、または直接の

ＤＮＡ配列決定により検出してもよい。例えばMyers et al., Science (1985) 2

30:1242 参照。特定の位置における配列変化は、ヌクレアーゼ保護アッセイ、例

えばＲＮアーゼおよびＳ１保護または化学切断法により解明してもよい。Cotton

 et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1985) 85: 4397-4401参照。別の態様で
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は、ＩＧＳ４ヌクレオチド配列またはその断片を含んでなるオリゴヌクレオチド

プローブのアレイを例えば遺伝子変異の効率的なスクリーニングを行うために構

築することができる。アレイ技術の方法は周知であり、そして一般的な用途を有

しそして遺伝子発現、遺伝子連結、および遺伝子変化を含む分子遺伝学における

各種の問題を解明するために使用できる（例えばM. Chee et al., Science, Vol

 274, pp610-613(1996) 参照）。

      【００６６】

  診断アッセイは、記載の方法によるＩＧＳ４遺伝子内の変異の検出を通じて、

精神分裂症、間欠性発作不安（ＥＰＡ）障害、例えば強迫症（ＯＣＤ）、心的外

傷後ストレス障害（ＰＴＳＤ）、恐怖症およびパニック、重症抑うつ障害、双極

性障害、パーキンソン病、一般不安障害、自閉症、せん妄、多発性硬化症、アル

ツハイマー病／痴呆およびその他の神経変性疾患、重症精神遅滞、運動障害、ハ

ンチントン病、ツレット症候群、チック、振せん、ジストニー、痙攣、食欲不振

、食欲亢進、脳卒中、耽溺／依存／渇望、睡眠障害、テンカン、偏頭痛を含むＰ

ＮＳ、精神医学およびＣＮＳ障害、注意散漫／活動過多障害（ＡＤＨＤ）、心不

全、狭心症、不整脈、心筋梗塞、心肥大、低血圧、高血圧－例えば本態性高血圧

、腎高血圧、または肺高血圧、血栓症、動脈硬化症、脳血管痙攣、クモ膜下出血

、脳虚血、脳梗塞、末梢血管疾患、レイノー症を含む心血管疾患、腎臓疾患－例

えば腎不全、異脂肪症、肥満、嘔吐、過敏性腸症候群（ＩＢＳ）、炎症性腸疾患

（ＩＢＤ）、胃食道反射疾患（ＧＥＲＤ）、運動性障害および遅延空胃腸症状、

例えば手術後または糖尿病胃不全麻痺、および糖尿病、潰瘍－例えば胃潰瘍を含

む胃腸疾患、下痢、骨そしょう症を含むその他の疾患、炎症、感染症、例えば細

菌、真菌、原虫およびウイルス感染症、特にはＨＩＶ－１またはＨＩＶ－２によ

る感染症、苦痛、ガン、化学治療誘発障害、腫瘍侵入、免疫疾患、残尿、喘息、

アレルギー、関節炎、良性前立腺肥大、内毒素ショック、敗血症、真性糖尿病の

合併症、および婦人科障害への罹病性を診断または決定するための方法を提供す

る。本発明により、診断アッセイは、特に、中枢神経系（ＣＮＳ）および末梢神

経系（ＰＮＳ）を含む神経系の障害、胃腸系および／または心臓血管系および／

または骨格筋および／または甲状腺の障害および／または肺疾患、免疫学的疾患
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および尿生殖系障害への罹病性を診断または検出するための方法を提供する。

      【００６７】

  さらに、精神分裂症、間欠性発作不安（ＥＰＡ）障害、例えば強迫症（ＯＣＤ

）、心的外傷後ストレス障害（ＰＴＳＤ）、恐怖症およびパニック、重症抑うつ

障害、双極性障害、パーキンソン病、一般不安障害、自閉症、せん妄、多発性硬

化症、アルツハイマー病／痴呆およびその他の神経変性疾患、重症精神遅滞、運

動障害、ハンチントン病、ツレット症候群、チック、振せん、ジストニー、痙攣

、食欲不振、食欲亢進、脳卒中、耽溺／依存／渇望、睡眠障害、テンカン、偏頭

痛を含むＰＮＳ、精神医学およびＣＮＳ障害、注意散漫／活動過多障害（ＡＤＨ

Ｄ）、心不全、狭心症、不整脈、心筋梗塞、心肥大、低血圧、高血圧－例えば本

態性高血圧、腎高血圧、または肺高血圧、血栓症、動脈硬化症、脳血管痙攣、ク

モ膜下出血、脳虚血、脳梗塞、末梢血管疾患、レイノー症を含む心血管疾患、腎

臓疾患－例えば腎不全、異脂肪症、肥満、嘔吐、過敏性腸症候群（ＩＢＳ）、炎

症性腸疾患（ＩＢＤ）、胃食道反射疾患（ＧＥＲＤ）、運動性障害および遅延空

胃腸症状、例えば手術後または糖尿病胃不全麻痺、および糖尿病、潰瘍－例えば

胃潰瘍を含む胃腸疾患、下痢、骨そしょう症を含むその他の疾患、炎症、感染症

、例えば細菌、真菌、原虫およびウイルス感染症、特にはＨＩＶ－１またはＨＩ

Ｖ－２による感染、苦痛、ガン、化学治療誘発障害、腫瘍侵入、免疫疾患、残尿

、喘息、アレルギー、関節炎、良性前立腺肥大、内毒素ショック、敗血症、真性

糖尿病の合併症、および婦人科障害は、患者より誘導された試料からＩＧＳ４ポ

リペプチドまたはＩＧＳ４  ｍＲＮＡの異常な低下または増加したレベルから決

定することを含んでなる方法により診断できる。特に、中枢神経系（ＣＮＳ）お

よび末梢神経系（ＰＮＳ）を含む神経系の障害、胃腸系および／または心臓血管

系および／または骨格筋および／または甲状腺の障害および／または肺疾患、免

疫学的疾患および尿生殖系障害は、患者より誘導された試料からＩＧＳ４ポリペ

プチドまたはＩＧＳ４ｍＲＮＡの異常な低下または増加したレベルから決定する

ことを含んでなる方法により診断できる。低下または増加した発現は、ポリヌク

レオチドの定量のために当該技術分野では周知のあらゆる方法、例えばＰＣＲ、

ＲＴ－ＰＣＲ、ＲＮアーゼ保護、ノーザンブロティングおよびその他のハイブリ
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ダイゼーション法を用いてＲＮＡレベルで測定できる。宿主から誘導された試料

中のタンパク質、例えばＩＧＳ４のレベルを決定するために使用できるアッセイ

技術は、当該技術分野の熟練者には周知である。このようなアッセイ方法は、ラ

ジオイムノアッセイ、競合的結合アッセイ、ウエスタンブロット分析およびＥＬ

ＩＳＡアッセイを含む。

      【００６８】

  別の態様では、本発明は疾患、特には精神分裂症、間欠性発作不安（ＥＰＡ）

障害、例えば強迫症（ＯＣＤ）、心的外傷後ストレス障害（ＰＴＳＤ）、恐怖症

およびパニック、重症抑うつ障害、双極性障害、パーキンソン病、一般不安障害

、自閉症、せん妄、多発性硬化症、アルツハイマー病／痴呆およびその他の神経

変性疾患、重症精神遅滞、運動障害、ハンチントン病、ツレット症候群、チック

、振せん、ジストニー、痙攣、食欲不振、食欲亢進、脳卒中、耽溺／依存／渇望

、睡眠障害、テンカン、偏頭痛を含むＰＮＳ、精神医学およびＣＮＳ障害、注意

散漫／活動過多障害（ＡＤＨＤ）、心不全、狭心症、不整脈、心筋梗塞、心肥大

、低血圧、高血圧－例えば本態性高血圧、腎高血圧、または肺高血圧、血栓症、

動脈硬化症、脳血管痙攣、クモ膜下出血、脳虚血、脳梗塞、末梢血管疾患、レイ

ノー症を含む心血管疾患、腎臓疾患－例えば腎不全、異脂肪症、肥満、嘔吐、過

敏性腸症候群（ＩＢＳ）、炎症性腸疾患（ＩＢＤ）、胃食道反射疾患（ＧＥＲＤ

）、運動性障害および遅延空胃腸症状、例えば手術後または糖尿病胃不全麻痺、

および糖尿病、潰瘍－例えば胃潰瘍を含む胃腸疾患、下痢、骨そしょう症を含む

その他の疾患、炎症、感染症、例えば細菌、真菌、原虫およびウイルス感染症、

特にはＨＩＶ－１またはＨＩＶ－２による感染症、苦痛、ガン、化学治療誘発障

害、腫瘍侵入、免疫疾患、残尿、喘息、アレルギー、関節炎、良性前立腺肥大、

内毒素ショック、敗血症、真性糖尿病の合併症、および婦人科障害の治療または

疾患への罹病性に対する診断キットに関し、これは

（ａ）ＩＧＳ４ポリヌクレオチド、好ましくは配列番号１、配列番号３、配列番

号５または配列番号７のヌクレオチド配列、またはその断片、および／または

（ｂ）（ａ）のものに対して相補的なヌクレオチド配列、および／または

（ｃ）ＩＧＳ４ポリペプチド、好ましくは配列番号２、配列番号４、配列番号６
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または配列番号８のポリペプチド、またはその断片、および／または

（ｄ）ＩＧＳ４ポリペプチドに対する抗体、好ましくは配列番号２、配列番号４

、配列番号６または配列番号８のポリペプチドに対する抗体、および／または

（ｅ）ＩＧＳ４ポリペプチドの関連する生物学的または抗原的性質のために必要

なＲＡＭＰポリペプチド

を含んでなる。

      【００６９】

  このようないずれもキットでも、（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）または（ｅ

）は本質的な成分を含んでなってもよいことが認められる。好ましくは、本発明

は、中枢神経系（ＣＮＳ）および末梢神経系（ＰＮＳ）を含む神経系の障害、胃

腸系および／または心臓血管系および／または骨格筋および／または甲状腺の障

害および／または肺疾患、免疫学的疾患および尿生殖系障害の疾患または疾患へ

の罹病性を診断または決定するための診断キットに関する。

染色体アッセイ

  本発明のヌクレオチド配列は、染色体同定のためにも価値がある。配列は、個

別のヒト染色体上の特定の位置に特異的に標的設定されそしてこれとハイブリダ

イズできる。本発明による染色体の関連配列の地図作製は、これらの配列を遺伝

子関連疾患と相関させるために重要な第一段階である。配列が正確に染色体位置

に場所決定された場合に、染色体上の配列の物理的位置は、遺伝子地図データと

相関できる。このようなデータは、例えばV. McKusick, Mendelian Inheritance

 in Man （Johns Hopkins University Welch Medical Libraryからオンラインで

入手可能）内に見いだされる。次いで、同じ染色体領域に場所決定された遺伝子

と疾患との関係は、連鎖分析により同定される（物理的に隣接した遺伝子の同時

遺伝）。

      【００７０】

  影響および非影響個体の間のｃＤＮＡまたはゲノム配列の相違も決定できる。

変異が影響を受けた個体の一部またはすべてに観察されるがしかしいずれの正常

個体内には観察されない場合には、変異は疾患の原因因子であろう。

抗体
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  本発明のポリペプチドもしくはこれらの断片もしくはこれらの類似体、または

関連ＲＡＭＰと一緒に要求される場合にこれらを発現する細胞は、ＩＧＳ４ポリ

ペプチドに対して免疫特異性に抗体を産生する免疫原として使用してもよい。用

語「免疫特異性」は、抗体が、従来技術の他の関連ポリペプチドへのこれらのア

フィニティーよりも本質的に大きい本発明のポリペプチドへのアフィニティーを

有することを意味する。

      【００７１】

  ＩＧＳ４ポリペプチドに対して生成した抗体は、ポリペプチドまたはエピトー

プ－保持断片、類似体または細胞を動物、好ましくはヒト以外に慣用のプロトコ

ールを用いて投与して得てもよい。モノクローナル抗体の作製のために、連続細

胞株培養により産生される抗体を供給するあらゆる技術を使用してもよい。その

例は、ハイブリドーマ技術(Kohler, G. and Milstein, C., Nature (1975) 256:

495-497)、トリオーマ技術、ヒトＢ－細胞ハイブリドーマ技術(Kozbor et al.,

Immunology Today (1983) 4:72) およびＥＢＶ－ハイブリドーマ技術(Cole et a

l., MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, pp77-96, Alan R. Liss, Inc

., 1985)を含む。

      【００７２】

  上記の抗体は、ポリペプチドを発現するクローンを単離もしくは同定するため

またはアフィニティークロマトグラフィーによりポリペプチドを精製するために

使用してもよい。

      【００７３】

  ＩＧＳ４ポリペプチド自体に対する抗体、またはＩＧＳ４ポリペプチド－ＲＡ

ＭＰ複合体に対する抗体は、精神分裂症、間欠性発作不安（ＥＰＡ）障害、例え

ば強迫症（ＯＣＤ）、心的外傷後ストレス障害（ＰＴＳＤ）、恐怖症およびパニ

ック、重症抑うつ障害、双極性障害、パーキンソン病、一般不安障害、自閉症、

せん妄、多発性硬化症、アルツハイマー病／痴呆およびその他の神経変性疾患、

重症精神遅滞、運動障害、ハンチントン病、ツレット症候群、チック、振せん、

ジストニー、痙攣、食欲不振、食欲亢進、脳卒中、耽溺／依存／渇望、睡眠障害

、テンカン、偏頭痛を含むＰＮＳ、精神医学およびＣＮＳ障害、注意散漫／活動
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過多障害（ＡＤＨＤ）、心不全、狭心症、不整脈、心筋梗塞、心肥大、低血圧、

高血圧－例えば本態性高血圧、腎高血圧、または肺高血圧、血栓症、動脈硬化症

、脳血管痙攣、クモ膜下出血、脳虚血、脳梗塞、末梢血管疾患、レイノー症を含

む心血管疾患、腎臓疾患－例えば腎不全、異脂肪症、肥満、嘔吐、過敏性腸症候

群（ＩＢＳ）、炎症性腸疾患（ＩＢＤ）、胃食道反射疾患（ＧＥＲＤ）、運動性

障害および遅延空胃腸症状、例えば手術後または糖尿病胃不全麻痺、および糖尿

病、潰瘍－例えば胃潰瘍を含む胃腸疾患、下痢、骨そしょう症を含むその他の疾

患、炎症、感染症、例えば細菌、真菌、原虫およびウイルス感染症、特にはＨＩ

Ｖ－１またはＨＩＶ－２による感染症、苦痛、ガン、化学治療誘発障害、腫瘍侵

入、免疫疾患、残尿、喘息、アレルギー、関節炎、良性前立腺肥大、内毒素ショ

ック、敗血症、真性糖尿病の合併症、および婦人科障害を治療するために使用し

てもよい。好ましくは、本発明の抗体は、中枢神経系（ＣＮＳ）および末梢神経

系（ＰＮＳ）を含む神経系の障害、胃腸系および／または心臓血管系および／ま

たは骨格筋および／または甲状腺の障害および／または肺疾患、免疫学的疾患お

よび尿生殖系障害を治療するために使用してもよい。

動物

  本発明の別の態様は、ＩＧＳ４の異常な発現または活性から起きる障害のため

のモデルとして挙動するヒト以外の動物に基づく系に関する。ヒト以外の動物に

基づくモデル系は、ＩＧＳ４遺伝子の活性をさらに特徴付けるために使用しても

よい。このような系は、ＩＧＳ４に基づく疾患、例えば精神分裂症、間欠性発作

不安（ＥＰＡ）障害、例えば強迫症（ＯＣＤ）、心的外傷後ストレス障害（ＰＴ

ＳＤ）、恐怖症およびパニック、重症抑うつ障害、双極性障害、パーキンソン病

、一般不安障害、自閉症、せん妄、多発性硬化症、アルツハイマー病／痴呆およ

びその他の神経変性疾患、重症精神遅滞、運動障害、ハンチントン病、ツレット

症候群、チック、振せん、ジストニー、痙攣、食欲不振、食欲亢進、脳卒中、耽

溺／依存／渇望、睡眠障害、テンカン、偏頭痛を含むＰＮＳ、精神医学およびＣ

ＮＳ障害、注意散漫／活動過多障害（ＡＤＨＤ）、心不全、狭心症、不整脈、心

筋梗塞、心肥大、低血圧、高血圧－例えば本態性高血圧、腎高血圧、または肺高

血圧、血栓症、動脈硬化症、脳血管痙攣、クモ膜下出血、脳虚血、脳梗塞、末梢
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血管疾患、レイノー症を含む心血管疾患、腎臓疾患－例えば腎不全、異脂肪症、

肥満、嘔吐、過敏性腸症候群（ＩＢＳ）、炎症性腸疾患（ＩＢＤ）、胃食道反射

疾患（ＧＥＲＤ）、運動性障害および遅延空胃腸症状、例えば手術後または糖尿

病胃不全麻痺、および糖尿病、潰瘍－例えば胃潰瘍を含む胃腸疾患、下痢、骨そ

しょう症を含むその他の疾患、炎症、感染症、例えば細菌、真菌、原虫およびウ

イルス感染症、特にはＨＩＶ－１またはＨＩＶ－２による感染症、苦痛、ガン、

化学治療誘発障害、腫瘍侵入、免疫疾患、残尿、喘息、アレルギー、関節炎、良

性前立腺肥大、内毒素ショック、敗血症、真性糖尿病の合併症、および婦人科障

害を治療できる化合物を同定するために設計されたスクリーニング戦略の一部分

として使用してもよい。特には、この系は、中枢神経系（ＣＮＳ）および末梢神

経系（ＰＮＳ）を含む神経系の障害、胃腸系および／または心臓血管系および／

または骨格筋および／または甲状腺の障害および／または肺疾患、免疫学的疾患

および尿生殖系障害のＩＧＳ４に基づく障害を治療できる化合物を同定するため

に設計されたスクリーニング戦略の一部分として使用してもよい。この方法で、

動物に基づくモデルは、ＩＧＳ４の異常な発現または活性の障害の治療において

有効であるような薬剤化合物、治療および介入を同定するために使用してもよい

。さらにこのような動物モデルは、動物患者内のＬＤ50およびＥＤ50を決定する

ために使用してもよい。これらのデータは、潜在的ＩＧＳ４障害治療の生体内効

力を決定するために使用してもよい。

      【００７４】

  異常なＩＧＳ４発現また活性に基づくＩＧＳ４に基づく障害の動物に基づくモ

デル系は、非－組換え動物ならびに組換え操作トランスジェニック動物の両方を

含んでもよい。

      【００７５】

  ＩＧＳ４障害のための動物モデルは、例えば遺伝子モデルを含んでもよい。Ｉ

ＧＳ４に基づく障害類似症候群を示す動物モデルは、例えばＩＧＳ４配列、例え

ば上記のもののような配列を、当該技術分野の熟練者に周知のトランスジェニッ

ク動物作製のための技術と組み合わせて使用して操作してもよい。例えば、ＩＧ

Ｓ４配列は、関係する動物のゲノム内に導入、そして過剰発現および／または非
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発現であってもよく、または内在性ＩＧＳ４配列が存在する場合には、これらを

過剰発現、非発現のいずれでもよく、または、その代わりに、ＩＧＳ４遺伝子発

現を過少発現または不活性化するために破壊してもよい。

      【００７６】

  ＩＧＳ４遺伝子配列を過剰発現または非発現とするために、ＩＧＳ４遺伝子配

列のコーディング部分は、高レベル遺伝子発現または関係する動物種内で遺伝子

が正常では発現されない細胞種内での発現を駆動することが可能な調節配列に連

結されてもよい。このような調節領域は、当該技術分野の熟練者には周知であり

、そして不当に多くの実験を行わないで使用してもよい。

      【００７７】

  内在性ＩＧＳ４遺伝子配列の過少発現のために、このような配列を単離および

操作して、関係する動物のゲノム内に再導入された場合に、内在性ＩＧＳ４遺伝

子対立遺伝子が不活性化、すなわち「ノックアウト」されてもよい。好ましくは

、操作されたＩＧＳ４遺伝子配列は、遺伝子標的法を介して、例えば動物ゲノム

内へ操作されたＩＧＳ４遺伝子配列の組込みの際に内在性ＩＧＳ４配列が破壊さ

れるように導入される。遺伝子標的法は本項内で以下に考察する。

      【００７８】

  マウス、ラット、ラビット、リス、モルモット、ブタ、小型ブタ、ヤギ、およ

びヒト以外の霊長類、例えばヒヒ、サル、および類人猿を含むが、これに限定は

されないあらゆる種の動物を、ＩＧＳ４関連障害の動物モデルを作製するために

使用してもよい。

      【００７９】

  当該技術分野で公知のあらゆる技術は、ＩＧＳ４導入遺伝子を動物内に導入し

てトランスジェニック動物の創始株を作製するために使用してもよい。このよう

な技術は、前核ミクロ注入(Hoppe, P.C. and Wagner, T.E. 1989, 米国特許(US)

第4,873,191 号);レトロウイルス媒介の生殖細胞系内への遺伝子導入(van der P

utten et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:6148-6152, 1985); 胚幹細胞内

での遺伝子標的法(Thompson et al., Cell 56:313-321, 1989); 胚の電気穿孔(L

o, Mol. Cell. Biol. 3:1803-1814, 1983); および精子媒介遺伝子導入(Lavitra
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no et al., Cell 57:717-723, 1989) 等を含み、これらに限定はされない。この

ような技術の概説は、Gordon, Transgenic Animals, Intl. Rev. Cytol. 115:17

1-229, 1989 に記載され、これをその全体を引用して本明細書に編入する。

      【００８０】

  本発明は、すべてのこれらの細胞内にＩＧＳ４導入遺伝子を有するトランスジ

ェニック動物、ならびに一部であるがすべてではない細胞内に導入遺伝子を有す

る動物、すなわちモザイク動物を提供する (例えばJakobovitz, Curr. Biol. 4:

 761-763, 1994に記載の技術参照) 。導入遺伝子は、単独の導入遺伝子として、

またはコンカテマー、例えば頭－頭タンデムまたは頭－尾タンデム内に組み込ま

れてもよい。導入遺伝子は、例えばラスコらの教示(Lasko, M. et al., Proc. N

atl. Acad. Sci. USA 89:6232-6236, 1992) に従って、特定の細胞種内に選択的

に導入、そして活性化されてもよい。

      【００８１】

  このような細胞タイプ特異性活性化のために必要な調節配列は、関係する特定

の細胞種に依存し、そして当該技術分野の熟練者には明らかである。

      【００８２】

  ＩＧＳ４導入遺伝子を内在性ＩＧＳ４遺伝子の染色体部位内に組み込むことを

望む場合には、遺伝子標的法が好ましい。要約すると、この技術を用いる場合に

は、関係する内在性ＩＧＳ４遺伝子に相同なあるヌクレオチド配列（例えばマウ

スＩＧＳ４遺伝子のヌクレオチド配列）を含むベクターを、染色体配列との相同

組換えを介して、内在性ＩＧＳ４遺伝子または遺伝子対立遺伝子のヌクレオチド

配列内に組込み、そしてその機能を破壊する目的で設計する。導入遺伝子は、特

定の細胞タイプ内に選択的に導入されてもよく、これによりその細胞タイプ内で

のみ関係する内在性遺伝子を不活性化し、これは例えばグらの教示に従う(Gu, H

. et al., Science 265:103-106, 1996)。このような細胞タイプ特異性不活性化

のために必要な調節配列は、関係する特定の細胞種に依存し、そして当該技術分

野の熟練者には明らかであろう。

      【００８３】

  トランスジェニック動物が作製されると、組換えＩＧＳ４遺伝子およびタンパ
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ク質の発現を標準技術を用いてアッセイしてもよい。最初のスクリーニングは、

導入遺伝子の組込みが起きたかどうかをアッセイするために動物組織を分析する

ために、サザンブロット分析またはＰＣＲ技術により行ってもよい。トランスジ

ェニック動物の組織内のＩＧＳ４導入遺伝子のｍＲＮＡ発現のレベルは、動物か

ら得た組織試料のノーザンブロット分析、in situ ハイブリダイゼーション技術

，およびＲＴ－ＰＣＲを含むがこれに限定はされない技術を用いて評価してもよ

い。標的遺伝子－発現組織の試料を、関係する標的遺伝子導入遺伝子産物に対し

て特異性の抗体特異性を用いて免疫細胞化学的に評価してもよい。容易に検出で

きるレベルでＩＧＳ４遺伝子ｍＲＮＡまたはＩＧＳ４導入遺伝子ペプチドを発現

するＩＧＳ４トランスジェニック動物（標的遺伝子産物エピトープに対する抗体

を用いて免疫細胞化学的に検出）を、次いでさらに、特徴的なＩＧＳ４に基づく

障害症候群を示すこれらの動物を同定するために続いて評価してもよい。

      【００８４】

  ＩＧＳ４トランスジェニック創始動物（すなわち、関係する細胞または組織内

にＩＧＳ４タンパク質を発現し、そしてこれは好ましくは、ＩＧＳ４に基づく障

害の症候群を示す動物）が作製されると、特定の動物のコロニーを作製するため

にこれらを育種、同系交配、異系交配、または交雑交配してもよい。このような

育種戦略の例は、分離した株を確立するために１種を越える組込み部位を有する

創始動物の異系交配、それぞれのＩＧＳ４導入遺伝子の付加発現の効果のために

高いレベルで関係するＩＧＳ４導入遺伝子を発現する複合ＩＧＳ４トランスジェ

ニックを産生するための分離した株の同系交配、増加した発現およびＤＮＡ分析

による動物のスクリーニングの考えられる必要性を除くために、与えられた組込

み部位に対して同型接合の動物を作製するための異型接合トランスジェニック動

物の交雑、複合異型接合または同型接合株を作製するための別々の同型接合株の

交雑、ＩＧＳ４導入遺伝子の発現およびＩＧＳ４様症候群の発生に対する対立遺

伝子変性の効果を検討するための種々の同系交配遺伝子背景への動物の育種を含

むがこれらの限定はされない。このような方法の一つは、ＩＧＳ４関連障害様症

候群、例えば上記のものを示すＦ１世代を作製するために、ＩＧＳ４トランスジ

ェニック創始動物と野生型株との交雑である。次いで、異型接合標的遺伝子トラ
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ンスジェニック動物が生育可能である場合に、異型接合株を発生させるために、

Ｆ１世代を同型交配してもよい。

ワクチン

  本発明の別の態様は、哺乳類内に免疫学的反応を誘導するための方法に関し、

これは、哺乳類にＩＧＳ４ポリペプチドまたはその断片を、所要の場合には抗体

および／またはＴ細胞免疫反応を発生するために適するＲＡＭＰポリペプチドと

一緒に投与（例えば接種）して、なかでも精神分裂症、間欠性発作不安（ＥＰＡ

）障害、例えば強迫症（ＯＣＤ）、心的外傷後ストレス障害（ＰＴＳＤ）、恐怖

症およびパニック、重症抑うつ障害、双極性障害、パーキンソン病、一般不安障

害、自閉症、せん妄、多発性硬化症、アルツハイマー病／痴呆およびその他の神

経変性疾患、重症精神遅滞、運動障害、ハンチントン病、ツレット症候群、チッ

ク、振せん、ジストニー、痙攣、食欲不振、食欲亢進、脳卒中、耽溺／依存／渇

望、睡眠障害、テンカン、偏頭痛を含むＰＮＳ、精神医学およびＣＮＳ障害、注

意散漫／活動過多障害（ＡＤＨＤ）、心不全、狭心症、不整脈、心筋梗塞、心肥

大、低血圧、高血圧－例えば本態性高血圧、腎高血圧、または肺高血圧、血栓症

、動脈硬化症、脳血管痙攣、クモ膜下出血、脳虚血、脳梗塞、末梢血管疾患、レ

イノー症を含む心血管疾患、腎臓疾患－例えば腎不全、異脂肪症、肥満、嘔吐、

過敏性腸症候群（ＩＢＳ）、炎症性腸疾患（ＩＢＤ）、胃食道反射疾患（ＧＥＲ

Ｄ）、運動性障害および遅延空胃腸症状、例えば手術後または糖尿病胃不全麻痺

、および糖尿病、潰瘍－例えば胃潰瘍を含む胃腸疾患、下痢、骨そしょう症を含

むその他の疾患、炎症、感染症、例えば細菌、真菌、原虫およびウイルス感染症

、特にはＨＩＶ－１またはＨＩＶ－２による感染症、苦痛、ガン、化学治療誘発

障害、腫瘍侵入、免疫疾患、残尿、喘息、アレルギー、関節炎、良性前立腺肥大

、内毒素ショック、敗血症、真性糖尿病の合併症、および婦人科障害から該動物

を保護することを含んでなる。本発明のさらに別の態様は、哺乳類内に免疫学的

反応を誘導するための方法に関し、これは該動物を疾患から保護するための抗体

を産生する免疫学的反応を誘導するために、ＩＧＳ４ポリペプチドを生体内での

ＩＧＳ４ポリヌクレオチドの発現を指令するベクターを介して供給することを含

んでなる。特には、本発明は、ＩＧＳ４ポリペプチドたはその断片を必要な場合
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にはＲＡＭＰポリペプチドと一緒に、抗体および／またはＴ細胞免疫反応を起こ

すために適当なように哺乳類に接種して、該動物を中枢神経系（ＣＮＳ）および

末梢神経系（ＰＮＳ）を含む神経系の障害、胃腸系および／または心臓血管系お

よび／または骨格筋および／または甲状腺の障害および／または肺疾患、免疫学

的疾患および尿生殖系障害から保護する方法を含む哺乳類内の免疫学的反応を誘

導するための方法に関する。

      【００８５】

  本発明の別の態様は、哺乳類宿主内に導入された場合に、ＩＧＳ４ポリペプチ

ドに対する哺乳類内の免疫学的反応を誘導する免疫学的／ワクチン調剤（組成物

）に関し、ここでその組成物はＩＧＳ４ポリペプチドまたはＩＧＳ４遺伝子を含

んでなる。このような免疫学的／ワクチン調剤（組成物）は、治療用の免疫学的

／ワクチン調剤または予防用の免疫学的／ワクチン調剤のいずれかであってもよ

い。ワクチン調剤は、さらに適当なキャリヤーを含んでなってもよい。ＩＧＳ４

ポリペプチドは胃内で分解されることがあるので、これは好ましくは非経口的に

投与される（皮下、筋肉内、静脈内、皮内などの注射を含む）。非経口投与のた

めに適する調剤は、抗酸化剤、緩衝剤、静菌剤および調剤をレシピエントの血液

と等張性とするための溶質を含んでもよい水性および非水性滅菌注射液剤、およ

び懸濁剤または増粘剤を含んでもよい水性および非水性滅菌懸濁液を含む。調剤

は、単位投与または複数投与容器、例えば封をしたアンプルおよびバイアル内に

存在してもよく、そして使用の直前に滅菌液体キャリヤーを加えるだけでよい凍

結乾燥状態で貯蔵してもよい。ワクチン調剤は、調剤の免疫原性を増強するため

のアジュバント系、例えば水中油系およびその他の当該技術分野では公知の系を

含んでもよい。用量はワクチンの活性に依存しそして日常的な試験により容易に

決定できる。

スクリーニングアッセイ

  本発明のＩＧＳ４ポリペプチドは、受容体を結合しそして本発明の受容体ポリ

ペプチドを活性化（アゴニスト）または活性化を阻害（アンタゴニスト）する化

合物のためのスクリーニングプロセス中に使用してもよい。従って、本発明のポ

リペプチドは、小分子基質および例えば細胞、細胞を含まない調製物、化学ライ
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ブラリー、および天然産物混合物内のリガンドの結合を評価するために使用して

もよい。これらの基質およびリガンドは、天然の基質およびリガンドであっても

または構造的または機能的疑似体であってもよい。

      【００８６】

  ＩＧＳ４ポリペプチドは、病理学を含む生物学的機能の原因となる。従って、

一方ではＩＧＳ４を刺激し、そして他方ではＩＧＳ４の機能を阻害できる化合物

および薬剤を発見することが望ましい。一般に、アゴニストは精神分裂症、間欠

性発作不安（ＥＰＡ）障害、例えば強迫症（ＯＣＤ）、心的外傷後ストレス障害

（ＰＴＳＤ）、恐怖症およびパニック、重症抑うつ障害、双極性障害、パーキン

ソン病、一般不安障害、自閉症、せん妄、多発性硬化症、アルツハイマー病／痴

呆およびその他の神経変性疾患、重症精神遅滞、運動障害、ハンチントン病、ツ

レット症候群、チック、振せん、ジストニー、痙攣、食欲不振、食欲亢進、脳卒

中、耽溺／依存／渇望、睡眠障害、テンカン、偏頭痛を含むＰＮＳ、精神医学お

よびＣＮＳ障害、注意散漫／活動過多障害（ＡＤＨＤ）、心不全、狭心症、不整

脈、心筋梗塞、心肥大、低血圧、高血圧－例えば本態性高血圧、腎高血圧、また

は肺高血圧、血栓症、動脈硬化症、脳血管痙攣、クモ膜下出血、脳虚血、脳梗塞

、末梢血管疾患、レイノー症を含む心血管疾患、腎臓疾患－例えば腎不全、異脂

肪症、肥満、嘔吐、過敏性腸症候群（ＩＢＳ）、炎症性腸疾患（ＩＢＤ）、胃食

道反射疾患（ＧＥＲＤ）、運動性障害および遅延空胃腸症状、例えば手術後また

は糖尿病胃不全麻痺、および糖尿病、潰瘍－例えば胃潰瘍を含む胃腸疾患、下痢

、骨そしょう症を含むその他の疾患、炎症、感染症、例えば細菌、真菌、原虫お

よびウイルス感染症、特にはＨＩＶ－１またはＨＩＶ－２による感染症、苦痛、

ガン、化学治療誘発障害、腫瘍侵入、免疫疾患、残尿、喘息、アレルギー、関節

炎、良性前立腺肥大、内毒素ショック、敗血症、真性糖尿病の合併症、および婦

人科障害のような病状のための治療および予防の目的に使用される。アンタゴニ

ストは、精神分裂症、間欠性発作不安（ＥＰＡ）障害、例えば強迫症（ＯＣＤ）

、心的外傷後ストレス障害（ＰＴＳＤ）、恐怖症およびパニック、重症抑うつ障

害、双極性障害、パーキンソン病、一般不安障害、自閉症、せん妄、多発性硬化

症、アルツハイマー病／痴呆およびその他の神経変性疾患、重症精神遅滞、運動
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障害、ハンチントン病、ツレット症候群、チック、振せん、ジストニー、痙攣、

食欲不振、食欲亢進、脳卒中、耽溺／依存／渇望、睡眠障害、テンカン、偏頭痛

を含むＰＮＳ、精神医学およびＣＮＳ障害、注意散漫／活動過多障害（ＡＤＨＤ

）、心不全、狭心症、不整脈、心筋梗塞、心肥大、低血圧、高血圧－例えば本態

性高血圧、腎高血圧、または肺高血圧、血栓症、動脈硬化症、脳血管痙攣、クモ

膜下出血、脳虚血、脳梗塞、末梢血管疾患、レイノー症を含む心血管疾患、腎臓

疾患－例えば腎不全、異脂肪症、肥満、嘔吐、過敏性腸症候群（ＩＢＳ）、炎症

性腸疾患（ＩＢＤ）、胃食道反射疾患（ＧＥＲＤ）、運動性障害および遅延空胃

腸症状、例えば手術後または糖尿病胃不全麻痺、および糖尿病、潰瘍－例えば胃

潰瘍を含む胃腸疾患、下痢、骨そしょう症を含むその他の疾患、炎症、感染症、

例えば細菌、真菌、原虫およびウイルス感染症、特にはＨＩＶ－１またはＨＩＶ

－２による感染症、苦痛、ガン、化学治療誘発障害、腫瘍侵入、免疫疾患、残尿

、喘息、アレルギー、関節炎、良性前立腺肥大、内毒素ショック、敗血症、真性

糖尿病の合併症、および婦人科障害のような病状のための種々の治療および予防

に使用してもよい。特に、本発明は、受容体を結合しそしてＩＧＳ４ニューロメ

ジン受容体タンパク質、好ましくは哺乳類ＩＧＳ４ニューロメジン受容体タンパ

ク質を活性化（アゴニスト）または活性化を阻害（アンタゴニスト）する化合物

のためのスクリーニングプロセス中に使用してもよく、該タンパク質は、ニュー

ロメジンＵに対し、好ましくはニューロメジンＵ－８に対し、ニューロメジンＵ

－２３に対しおよび／またはニューロメジンＵ－２５に対し高いアフィニティ結

合を示す。これらのスクリーニングアッセイは、中枢神経系（ＣＮＳ）および末

梢神経系（ＰＮＳ）を含む神経系の障害、胃腸系および／または心臓血管系およ

び／または骨格筋および／または甲状腺の障害および／または肺疾患、免疫学的

疾患および尿生殖系障害に関して有効な化合物をスクリーニングするために特に

適する。

      【００８７】

  一般に、このようなスクリーニング手順は、本発明の受容体ポリペプチドをそ

の表面に発現しそして、必須の場合にはその表面にＲＡＭＰの同時発現をするた

めに適する細胞の製造を含む。このような細胞は、哺乳類、酵母、ショウジョウ
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バエまたは大腸菌からの細胞を含む。次いで、受容体を発現する細胞（または発

現された受容体を含む細胞膜）を試験化合物と接触させ、結合、または機能性反

応の刺激もしくは阻害を観察する。

      【００８８】

  一つのスクリーニング技術は、受容体活性化により起きる細胞外ｐＨ、細胞内

ｐＨ、または細胞内カルシウム変化を測定する系内での本発明の受容体を発現す

る細胞（例えばトランスフェクションされたＣＨＯ細胞）の使用を含む。この技

術において、化合物を本発明の受容体ポリペプチドを発現する細胞と接触させて

もよい。第二メッセンジャー反応、例えばシグナル伝達、ｐＨ変化、またはカル

シウムレベルの変化を次いで測定して、潜在的化合物が受容体を活性化または阻

害するかどうかを決定する。

      【００８９】

  別の方法は、受容体－媒介シグナル、例えばｃＡＭＰ蓄積および／またはアデ

ニル酸シクラーゼ活性の調節を決定することによる受容体阻害剤に関するスクリ

ーニングを含む。このような方法は、真核細胞を本発明の受容体を用いてトラン

スフェクションして細胞表面上に受容体を発現させることを含む。次いで、細胞

を潜在的アンタゴニストの存在下で本発明の受容体に対するアゴニストに暴露す

る。潜在的アンタゴニストが受容体を結合しこれにより受容体結合を阻害する場

合には、アゴニスト媒介シグナルが調節されるであろう。

      【００９０】

  本発明の受容体に対するアゴニストまたはアンタゴニストを検出する別の方法

は、引用することにより本明細書中に編入される米国特許（ＵＳ）第５，４８２

，８３５号に記載の酵母に基づく技術である。

      【００９１】

  アッセイは、単なる候補化合物の試験結合でもよく、ここで受容体を有する細

胞への接着は、候補化合物と直接または間接に結合した標識によるか、または標

識競合物との競合を含むアッセイにより検出される。さらに、これらのアッセイ

は、候補化合物が受容体の活性化により発生するシグナルをもたらすかどうかを

試験してもよく、これにはその表面に受容体を有する細胞に適する検出系を用い
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る。活性化の阻害剤は、一般に、既知のアゴニストの存在下でアッセイされ、そ

して候補化合物の存在によるアゴニストによる活性化に対する効果を観察される

。

      【００９２】

  従って、本発明のＩＧＳ４受容体にリガンド結合を示す候補化合物をスクリー

ニングしてもよい。本発明の範囲内で、用語「リガンド結合」は、少なくとも－

６．００以下（約６００ｎＭ）のｌｏｇＥＣ50値、好ましくは－７．００以下（

約５５ｎＭ）のｌｏｇＥＣ50、さらに好ましくは－９．００以下（約５００ｐＭ

～１．２ｎＭ）のｌｏｇＥＣ50、および最も好ましくは－１０．００以下（約５

０～１００ｐＭ）のｌｏｇＥＣ50を示すＩＧＳ４受容体へのアフィニティーを有

する化合物を記述すると理解される。

      【００９３】

  従って、本発明の一つの態様は、物質が、

（ａ）上記に定義したＩＧＳ４ニューロメジン受容体の一つもしくは配列番号２

、配列番号４、配列番号６および配列番号８の受容体の一つを発現する細胞、ま

たは上記に定義した該ＩＧＳ４ニューロメジン受容体の一つもしくは配列番号２

、配列番号４、配列番号６および配列番号８の受容体の一つを含んでなる受容体

膜調製物を標識したニューロメジンＵと、物質の存在または不在下で接触させ、

そして

（ｂ）ＩＧＳ４へのニューロメジンＵの結合を測定する

ことを含んでなるＩＧＳ４受容体の潜在的リガンドであるかどうかを決定する方

法に関する。

      【００９４】

  さらに、アッセイは、混合物を形成するためにＩＧＳ４ポリペプチドを含む溶

液と候補化合物とを混合し、混合物中のＩＧＳ４活性を測定し、そして混合物の

ＩＧＳ４活性を標準と比較する段階を単に含んでなってもよい。

      【００９５】

  ＩＧＳ４  ｃＤＮＡ、タンパク質およびタンパク質に対する抗体は、細胞内の

ＩＧＳ４  ｍＲＮＡおよびタンパク質の産生に対する添加した化合物の効果を検
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出するためのアッセイを構成するために使用してもよい。例えば、ＥＬＩＳＡは

、当該技術分野に公知の標準方法によりモノクローナルおよびポリクローナル抗

体を用いてＩＧＳ４タンパク質の分泌または細胞関連レベルを測定するために構

築されてもよく、そしてこれは適当に操作された細胞または組織からのＩＧＳ４

の産生を阻害または促進するであろう薬剤（それぞれアンタゴニストまたはアゴ

ニストとも呼ばれる）を発見するために使用できる。スクリーニングアッセイを

行うための標準方法は、当該技術分野では周知である。

      【００９６】

  潜在的ＩＧＳ４アンタゴニストの例は、抗体または、ある場合にはＩＧＳ４の

リガンド、例えばリガンドの断片に密接に関係したオリゴヌクレオチドまたはタ

ンパク質、または受容体に結合するが反応は行わないで、受容体の活性を阻止す

る小分子を含む。

      【００９７】

  従って、別の態様では、本発明は、ＩＧＳ４ポリペプチドに対するアゴニスト

、アンタゴニスト、リガンド、受容体、基質、酵素など、または

（ａ）ＩＧＳ４ポリペプチド、好ましくは配列番号２、配列番号４、配列番号６

または配列番号８のもの、

（ｂ）ＩＧＳ４ポリペプチド、好ましくは配列番号２、配列番号４、配列番号６

または配列番号８のものを発現する組換え細胞、

（ｃ）ＩＧＳ４ポリペプチド、好ましくは配列番号２、配列番号４、配列番号６

または配列番号８のものを発現する細胞膜、または

（ｄ）ＩＧＳ４ポリペプチド、好ましくは配列番号２、配列番号４、配列番号６

または配列番号８のものに対する抗体

を含んでなるＩＧＳ４ポリペプチドの産生を低下、増加および／または促進する

化合物を同定するためのスクリーニングキットに関する。

      【００９８】

  あらゆるこのようなキット内に、（ａ）、（ｂ）、（ｃ）または（ｄ）は本質

的な成分を含んでなってもよいことが認められる。

予防および治療方法
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  本発明は、ＩＧＳ４活性の過剰および／または不十分な量の両方に関連する異

常な状態を治療するための方法を提供する。

      【００９９】

  ＩＧＳ４の活性が過剰な場合には、数種の方法が利用できる。一つの方法は、

以上に記載した阻害化合物（アンタゴニスト）を、薬剤的に許容できるキャリヤ

ーと一緒に、ＩＧＳ４へのリガンドの結合を遮断することにより、またはＲＡＭ

Ｐポリペプチドまたは第二シグナルとの相互作用を阻害することにより活性化を

阻害し、これにより異状状態を緩和するために有効な量を患者の投与することを

含んでなる。

      【０１００】

  他の方法では、内在性ＩＧＳ４と競合してリガンドをまだ結合できるＩＧＳ４

ポリペプチドの可溶性の形を投与してもよい。このような競合物の典型的な態様

は、ＩＧＳ４ポリペプチドの断片を含んでなる。

      【０１０１】

  さらに別の方法では、内在性ＩＧＳ４をコードする遺伝子の発現は、発現遮断

技術を用いて阻害できる。既知のこのような技術は、内部産生または別途に投与

されるアンチセンス配列の使用を含む。例えばO'Conner, J. Neurochem. (1991)

 56:560 in Oligodeoxynucleotides as Antisense Inhibitors of Gene Express

ion, CRC Press, Boca Raton, Florida USA (1988)参照。あるいは、遺伝子と三

重らせんを形成するオリゴヌクレオチドを供給できる。例えばLee et al., Nucl

eic Acids Res. (1979) 6:3073; Cooney et al., Science (1988) 241:456; Der

van et al., Science (1991) 251: 1360参照。これらのオリゴマーは、それ自体

を投与できるかまたは関連するオリゴマーを生体内で発現できる。合成したアン

チセンスまたは三重らせんオリゴヌクレオチドは、修飾された塩基または修飾さ

れた骨格を含んでなってもよい。後者の例は、メチルホスホナート、ホスホロチ

オアートまたはペプチド核酸骨格を含む。このような骨格は、ヌクレアーゼによ

る分解からの保護を与えるためにアンチセンスまたは三重らせんオリゴヌクレオ

チド内に組み込まれ、これは当該技術分野には周知である。これらまたはその他

の修飾された骨格を用いる合成されたアンチセンスおよび三重らせん分子は、本
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発明の一部を形成する。

      【０１０２】

  さらに、ＩＧＳ１ポリペプチドの発現は、ＩＧＳ１  ｍＲＮＡ配列に特異性の

リボザイムを用いて回避してもよい。リボザイムは、天然または合成であること

ができる触媒活性ＲＮＡである（例えばUsman et al., Curr. Opin. Struct. Bi

ol. (1996) 6(4), 527-33 参照）。合成リボザイムは、選択された位置で特異的

にＩＧＳ１  ｍＲＮＡを開裂し、これによりＩＧＳ１  ｍＲＮＡの機能性ポリペ

プチド内への翻訳を避けるように設計できる。リボザイムは天然リン酸リボース

骨格および天然塩基、例えばＲＮＡ分子中に通常見いだされるものを用いて合成

してもよい。あるいは、リボヌクレアーゼ分解からの保護を与えるように、リボ

ザイムは非天然骨格、例えば２’－Ｏ－メチル  ＲＮＡを用いて合成してもよく

そして修飾塩基を含んでもよい。

      【０１０３】

  ＩＧＳ４およびその活性の低い発現に関連する異常な状態を治療するために、

種々の方法も利用できる。一つの方法は、ＩＧＳ４を活性化する化合物、すなわ

ち上記のようなアゴニストの治療的に有効な量を薬剤的に許容できるキャリヤー

と一緒に患者に投与して、これにより異常な状態を緩和することを含んでなる。

あるいは、患者内の関連細胞によるＩＧＳ４の内在的産生を行うために遺伝子治

療を利用してもよい。例えば、本発明のポリヌクレオチドは、上記に考察した複

製欠失レトロウイルスベクター内の発現に関して操作してもよい。次いでレトロ

ウイルス発現構築物を単離して、そして本発明のポリペプチドをコードするＲＮ

Ａを含むレトロウイルスプラスミドベクターを用いて形質導入したパッケージン

グ細胞内に導入してもよく、これによりパッケージング細胞は関係する遺伝子を

含む感染性ウイルス粒子を産生する。これらの産生体細胞は、生体内における細

胞の操作および生体内におけるポリペプチドの発現のために患者に投与してもよ

い。遺伝子治療の概説については、Human Molecular Genetics, Strachan T.and

 Read A.P., BIOS Scientific Publishers, Ltd(1986) 中の「遺伝子治療および

その他の分子遺伝子に基づく治療方法」の第２０章(Chapter 20, Gene Therapy

and other Molecular Genetic-based Therapeutic Approaches) およびその中の
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引用文献を参照のこと。

      【０１０４】

  上記のあらゆる治療方法は、例えば哺乳類、例えばイヌ、ネコ、ウシ、ウマ、

ラビット、サル、および最も好ましくはヒトを含む、このような治療が必要なあ

らゆる患者に適用してもよい。

調剤および投与

  ペプチド、例えばＩＧＳ４ポリペプチドの可溶性形、およびアゴニストおよび

アンタゴニストペプチドまたは小分子は、適当な薬剤キャリヤーと組み合わせて

調剤してもよい。このような調剤は、治療的に有効な量のポリペプチドまたは化

合物、および薬剤的に許容できるキャリヤーまたは賦形剤を含んでなる。調剤は

投与の形態に適合しなければならず、そして当該技術分野の熟練者の範囲内に十

分に入る。本発明は、さらに、本発明の上記の組成物の１種またはそれ以上の成

分を充填した１個またはそれ以上の容器を含んでなる薬剤包装物およびキットに

も関する。

      【０１０５】

  本発明のポリペプチドおよびその他の化合物は、単独または他の化合物、例え

ば治療用化合物と一緒に使用してもよい。

      【０１０６】

  薬剤組成物の全身投与の好ましい形は、注射、典型的には静脈内注射を含む。

他の注射経路、例えば皮下、筋肉内、または腹腔内が使用できる。全身投与の別

の手段は、浸透剤、例えば胆汁酸塩またはフシジン酸またはその他の界面活性剤

を用いる粘膜経由または経皮投与を含む。さらに、経口およびカプセル化調剤に

適当に調剤された場合には、経口投与も可能であろう。

      【０１０７】

  所要の投与範囲は、ペプチドまたは化合物の選択、投与の経路、調剤の性質、

患者の病状の性質、および担当医師の判断に依存する。適当な用量は、１～１０

０μｇ／ｋｇ（患者体重）の範囲内である。しかし、種々の使用化合物および投

与の種々の経路の異なる効率を考慮して、所要用量の広範な変化も予想される。

例えば、経口投与は、静脈内注射による投与よりも高い用量を必要とすると予想
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される。これらの用量レベルの変化は、最適化のための標準的な経験慣行を用い

て調整でき、これは当該技術分野では良く理解されている。

      【０１０８】

  治療に使用されるペプチドは、上記のようにしばしば「遺伝子治療」と呼ばれ

る治療モダリティーにおいて、患者内に内在的に生成させることもできる。従っ

て、例えば、患者からの細胞は、ポリヌクレオチド、例えばＤＮＡまたはＲＮＡ

を用いて生体外で、そして例えばレトロウイルスプラスミドベクターを用いてポ

リペプチドをコードするように操作してもよい。次いで細胞を患者内に導入する

。

      【０１０９】

  以下の実施例は、本発明をさらに詳細に説明することのみを意図するものであ

り、従ってこれらの実施例は本発明をいかなる意味でも制限するとはみなされな

い。

      【０１１０】

    【実施例】

実施例１．新規のＧ－タンパク質共役型受容体をコードするｃＤＮＡのクローニ

ング

実施例１ａ．新規のＧ－タンパク質共役型受容体（ＧＰＣＲ）をコードするゲノ

ム断片の相同性ＰＣＲクローニング

  ＰＣＲに基づく相同性クローニング戦略を、新規のＧ－タンパク質共役型受容

体をコードする部分ゲノムＤＮＡ配列を単離するために使用した。前進（Ｆ２２

）および後退（Ｒ４４およびＲ４６）縮重ＰＣＲプライマーを、ニューロテンシ

ン受容体遺伝子ファミリー(Vita N. et al. [1993] Febs Lett. 317, 139-142;V

ita N. et al. [1998] Eur. J. Pharmacol. 360, 265-272) の保存領域内で、膜

貫通ドメイン１（ＴＭ１）および３（ＴＭ３）内およびＴＭ３と細胞内ループ２

（Ｉ２）の間の境界において設計した。

Ｆ２２（ＴＭ１）：

５’－ＣＴＣＡＴＣＴＴＣＧＣＧＧＴＧＧＧＣ（ＡまたはＧ）Ｃ（Ａ，Ｃ，Ｇま

たはＴ）Ｇ（ＣまたはＴ）（Ａ，Ｃ，ＧまたはＴ）ＧＧ－３’
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                                                    （配列番号１３）

Ｒ４４（ＴＭ３／Ｉ２）：

５’－ＧＧＣＣＡＧＧＣＡＧＣＧＣＴＣＣＧＣＧＣＴ（Ｃまたはイノシン）Ａ（

ＡまたはＧ）（Ａ，Ｃ，ＧまたはＴ）Ｃ（ＣまたはＴ）（Ａ，Ｃ，ＧまたはＴ）

ＧＣ（Ａ，ＧまたはＴ）－３’                        （配列番号１４）

Ｒ４６（ＴＭ３）：

５’－ＧＡＡ（ＡまたはＧ）ＴＡ（ＡまたはＧ）ＴＡＧＣＣ（ＡまたはＧ）ＣＧ

（ＡまたはＧ）ＣＡＧＣＣ（ＡまたはＴ）－３’        （配列番号１５）

  ニューロテンシン受容体ファミリーの既知の成員の増幅を抑制するために、プ

ライマーＲ４４の３’最終ヌクレオチド位置を、ＮＴＲ１およびＭＴＲ２  ｃＤ

ＮＡ両方の相当する位置に相補的とならないように選択した。一次ＰＣＲ反応は

、体積６０μｌ中で行いそして１００ｎｇヒトゲノムＤＮＡ(Clontech)、６μｌ

ジーンアンプTM (GeneAmp)１０ｘＰＣＲ緩衝液ＩＩ（１００ｍＭ  Ｔｒｉｓ－Ｈ

Ｃｌ  ｐＨ８．３；５００ｍＭ  ＫＣｌ、Perkin Elmer）、３．６μｌ  ２．５

ｍＭ  ＭｇＣｌ2 、０．３６μｌ  ｄＮＴＰ類（それぞれのｄＮＴＰの２５ｍＭ

）、１．５単位AmpliTaq-Gold TMポリメラーゼ（Perkin Elmer）、および縮重前

進（Ｆ２２）および後退プライマー（Ｒ４４）それぞれ３０ピコモルを含んでい

た。反応管を９５℃で１０分間加熱し、次いで変性（９５℃、１分間）、アニー

リング（５５℃、２分間）および伸展（７２℃、３分間）の３５サイクルを行っ

た。最後に反応管を１０分間、７２℃で加熱した。

      【０１１１】

  半－ネスト(semi-nested) ＰＣＲ反応のために、一次ＰＣＲ反応モノクローナ

ルの１／５０希釈物の１μｌを、それぞれ縮重前進および後退プライマーＦ２２

およびＲ４４を用いる鋳型として用いた。半－ネストＰＣＲ反応は、一次ＰＣＲ

反応と同じ条件下で行った。

      【０１１２】

  半－ネストＰＣＲ反応産物をアガロースゲル上でサイズ分別し、そして臭化エ

チジウムを用いて染色した。±２２０ｂｐの断片が期待されたけれども、±１２

０ｂｐの断片だけが視認できた。この断片をＱｉａｅｘ－ＩＩTM精製キット(Qia
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gen)を用いてゲルから精製しそして供給者(pGEM-T キット、Promega)の推奨する

方法に従ってｐＧＥＭ－Ｔプラスミド中に連結した。このようにして作製した組

換えプラスミドを適合する大腸菌(E. coli) ＳＵＲＥTM２細菌(Stratagene)を形

質転換するために使用した。形質転換した細胞を、アンピシリン（１００μｇ／

ｍｌ）、ＩＰＴＧ（０．５ｍＭ）およびＸ－ｇａｌ（５０μｇ／ｍｌ）を含むＬ

Ｂアガープレート上にプレーティングした。プラスミドＤＮＡを、Ｑｉａｇｅｎ

－ｔｉｐ  ２０  ｍｉｎｉｐｒｅｐ  ｋｉｔ(Qiagen)を用いて個別コロニーのミ

ニ－培養物から精製した。ＤＮＡ配列決定反応は、ＡＢＩ  ＰｒｉｓｍTM  Ｂｉ

ｇＤｙｅTM  Ｔｅｒｍｉｎａｔｏｒ  Ｃｙｃｌｅ  Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ  Ｒｅ

ａｄｙ  Ｒｅａｃｔｉｏｎ  キット(PE-ABI)を用い、挿入－近接プライマーを用

いて精製したプラスミドＤＮＡ上で行った。

      【０１１３】

【表７】

      【０１１４】
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  配列決定反応の産物は、ＥｔＯＨ／ＮａＯＡｃ沈降を介して精製し、そしてＡ

ＢＩ  ３７７自動配列決定装置を用いて分析した。

      【０１１５】

  クローンＨＮＴ１５５２の挿入物の配列分析は、これがＧＰＣＲファミリーの

新規の成員の一部分を潜在的にコードすることを示した。我々はこの新規のＧＰ

ＣＲをＩＧＳ４と呼ぶ。

実施例１ｂ．  完全ＩＧＳ４コーディング配列を含むｃＤＮＡ断片のクローニン

グ

  ＩＧＳ４  ｃＤＮＡの完全コーディング配列は、ＲＡＣＥ分析（ｃＤＮＡ末端

の迅速増幅）およびＲＴ－ＰＣＲ増幅の両者を介して得た。５’－および３’Ｒ

ＡＣＥ  ＰＣＲ反応は、ヒト脳または精巣からのＭａｒａｔｈｏｎ－Ｒｅａｄｙ

TMｃＤＮＡ（それぞれClontech番号7400-1および7414-1）に関して、Ｍａｒａｔ

ｈｏｎTMｃＤＮＡ増幅キット(Clontech K1802-1)と一緒に提供されたアダプター

プライマー１および２（ＡＰ１：配列番号１６、ＡＰ２：配列番号１７）および

ＩＧＳ４特異性プライマーを用いて行った。ＰＣＲ  ＲＡＣＥ反応は、Clontech

から提供されたＭａｒａｔｈｏｎ－ＲｅａｄｙTMｃＤＮＡユーザーマニュアルの

指示に従って行った。ＲＡＣＥ産物は、アガロースゲル上で分離し、臭化エチジ

ウムを用いて可視化しそしてＨｙｂｏｎｄ  Ｎ+ 膜上にブロットした。ブロット

を６５℃、２時間、変性Ｃｈｕｒｃｈ緩衝液（０．５Ｍ  リン酸塩、７％ＳＤＳ

、１０ｍＭ  ＥＤＴＡ）中でプレハイブリダイズし、次いで、一晩、６５℃で、

32Ｐ－標識ＩＧＳ４  ｃＤＮＡプローブの２ｘ１０6 ｃｐｍ／ｍｌを含む同じ緩

衝液内でハイブリダイズした。ＩＧＳ４  ｃＤＮＡプローブを〔α－32Ｐ〕ｄＣ

ＴＰのランダムプライム組込みを介して比放射能＞１０9 ｃｐｍ／μｇまで、Ｐ

ｒｉｍｅ－Ｉｔ  ＩＩキットTM(Stratagene)を用い、供給者により提供された指

示に従って放射能標識した。ハイブリダイズしたブロットを高ストリンジェンシ

ー（２ｘ３０分間、室温、２ｘＳＳＣ／０．１％ＳＤＳ中、次いで４０分間、６

５℃での０．１ｘＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ中での洗浄２回）で洗浄し、次いで一

晩オートラジオグラフィーを行った。ハイブリダイジング断片を調製ゲルから精

製し、ｐＧＥＭ－Ｔベクター中にクローンしそして上記のようにして配列決定し
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た。

      【０１１６】

  ＩＧＳ４特異性プライマーＩＧＳ４Ｒ１（配列番号１８）およびＩＧＳ４Ｒ２

（配列番号１９）（クローンＨＮＴ１５５２のＤＮＡ配列に基づいて設計）を用

いるヒト脳ｃＤＮＡに関する半－ネスト５’ＲＡＣＥ分析の最初の１回は、クロ

ーンＨＮＴ１８８６およびＨＮＴ１８８７を生成した（図１）。これらのクロー

ンは、翻訳コドンの推定開始点までおよびこれを越える上流のＩＧＳ４  ｃＤＮ

Ａ配列を延長する。同様に、ＩＧＳ４特異性プライマーＩＧＳ４Ｆ５（配列番号

２０）およびＩＧＳ４Ｆ６（配列番号２１）を用いるヒト脳ｃＤＮＡに関する３

’ＲＡＣＥ分析の最初の一回は、クローンＨＮＴ１８７４－１８７８およびＨＮ

Ｔ１９０２－１９０３を生成した（図１）。これらのクローンは、既知のＩＧＳ

４  ｃＤＮＡを３’末端で延長した。

      【０１１７】

  この時点で得られたすべての配列を、ヒトオーファン受容体ＦＭ－３（Tan et

 al., Genomics 52, 223-229 [1998] 、 GeneBank 受入番号AF044600およびAF04

4601）に最も類似する新規のタンパク質の一部分をコードする長いオープンリー

ディングフレームを含む単一コンティグに構築した。ＩＧＳ４のＲＮＡ発現プロ

フィールを研究するために、種々のヒト組織からのＲＮＡを含むＭａｓｔｅｒ

ＢｌｏｔTM膜(Clontech カタログ番号770-1 ）を、供給者により推奨された条件

下でクローンＨＭＴ１９０３の32Ｐ－標識挿入物にハイブリダイズした。最強の

ハイブリダイゼーションは、精巣ＲＮＡで得られ、一方大幅に弱いシグナルは前

立腺、胃、脊髄、海馬、延髄、甲状腺、胸腺、肺および気管内で得られた。

      【０１１８】

  コンティグ配列は完全ＩＧＳ４コーディング配列をまだ含んでいなかったので

、我々は、ニューロテンシン受容体１および２、成長ホルモン分泌促進物質受容

体(Howard A.D. et al. [1996] Science 273, 974-977)およびオーファンＧＰＣ

Ｒ  ＦＭ－３およびＧＰＲ３８(McKee K.K. et al.,[1997] Genomics 46, 426-4

34) から成るＧＰＣＲサブファミリーの保存領域（ＴＭ７／Ｃ－末端細胞内部分

）内で設計したＩＧＳ４特異性プライマーＩＧＳ４Ｆ６（配列番号２１）および
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縮重プライマー（Ｒ７４、配列番号２２）を用いて、ヒト全脳ＲＮＡ上のＲＴ－

ＰＣＲ相同性クローニング実験を組み立てた。ＲＴ－ＰＣＲ反応は、ヒト脳から

の全ＲＮＡ５００ｎｇ上の体積５０μｌ内で、供給者の指示に従って、Ｔｉｔａ

ｎTM  Ｏｎｅ  Ｔｕｂｅ  ＲＴ－ＰＣＲシステム(Boehringer カタログ番号1,88

8,382)を用いて行った。要約すると、ＲＴ－ＰＣＲ条件は下記であった：４５分

間、５５℃の逆転写、９４℃で変性２分間、次いで２０サイクル（９４℃で３０

秒間変性、６０℃で３０秒間アニーリング〔－０．２５℃／サイクル〕および６

８℃で２分間伸展）のタッチダウン(touch-down)ＰＣＲ反応、次いで追加のＰＣ

Ｒサイクル３０回（９４℃で３０秒間変性、５５℃で３０秒間アニーリングおよ

び６８℃で３分間伸展〔＋５秒間／サイクル〕）を行った。最後に６８℃で７分

間の追加の伸展ステップを行った。クローンＨＭＴ１９０３の放射能標識挿入物

を用いるサザンブロットにより反応産物を分析した。プローブにハイブリダイズ

した±６９０ｂｐの断片をゲルから精製し(QiaexIITM、Qiagen) 、そしてｐＧＥ

Ｍ－Ｔベクター内にクローニングしてクローンＨＭＴ２２１０－２２１２を得た

。これらのクローンの配列分析は、３’方向に存在するＩＧＳ４  ｃＤＮＡコン

ティグの延伸を可能とした。

      【０１１９】

  延伸したＩＧＳ４  ｃＤＮＡコンティグは、翻訳停止コドンをまだ含んでいな

かったので、追加のＩＧＳ４特異性３’ＲＡＣＥプライマーを設計した（ＩＧＳ

４Ｆ７－１０、配列番号２３～２６）。ネストまたは半－ネストした３’ＲＡＣ

Ｅ反応をヒト精巣からＭａｒａｔｈｏｎ－ＲｅａｄｙTMｃＤＮＡ(Clontech 7414

-1) 上で行った。ＩＧＳ４特異性バンド（ＩＧＳ４特異性プローブを用いるサザ

ンブロットを用いて評価）をｐＧＥＭ－Ｔ内にクローニングした。これはクロー

ンＨＮＴ２２８９－９０（ＡＰ１／ＩＧＳ４Ｆ５－＞ＡＰ２／ＩＧＳ４Ｆ９）、

ＨＮＴ２２９３－２２９５（ＡＰ１／ＩＧＳ４Ｆ６－＞ＡＰ２／ＩＧＳ４Ｆ９）

、ＨＮＴ２２９６－２２９７（ＡＰ１／ＩＧＳ４Ｆ７－＞ＡＰ２／ＩＧＳ４Ｆ９

）、ＨＮＴ２３０８－２３１０（ＡＰ１／ＩＧＳ４Ｆ８－＞ＡＰ２／ＩＧＳ４Ｆ

１０）、ＨＮＴ２２５３（ＡＰ１／ＩＧＳ４Ｆ７－＞ＡＰ２／ＩＧＳ４Ｆ５）。

追加の５’ＲＡＣＥ  ＰＣＲ反応は、精巣Ｍａｒａｔｈｏｎ－ＲｅａｄｙTMｃＤ



(69) 特表２００３－５２１８９４

ＮＡ上で行い、クローンＨＮＴ２２７９－２２８１（ＡＰ２／ＩＧＳ４Ｒ６－＞

ＡＰ２／ＩＧＳ４Ｒ５）を得た（注：例えばＡＰ１／ＩＧＳ４Ｆ５－＞ＡＰ２／

ＩＧＳ４Ｆ９は、一次ＲＡＣＥ  ＰＣＲ反応〔プライマー対ＡＰ１／ＩＧＳ４Ｆ

５を使用〕をプライマー対ＡＰ２／ＩＧＳ４Ｆ９とネストした後に得られたＩＧ

Ｓ４特異性断片からクローンが作製されたことを示す）。

      【０１２０】

  これらのクローンの配列分析は、存在するＩＧＳ４  ｃＤＮＡコンティグをさ

らに３’方向に延長することを可能とするが、ＩＧＳ４コーディング配列の末端

にはまだ到達していない。発現された配列タグ（ＥＳＴ）データベース(dbest)

に対するＩＧＳ４コンティグＤＮＡ配列のコンピューター支援相同性サーチ(Bla

stn; Altschul S.F. et al., Nucleic Acids Res. (1997) 25:3389-3402)は、Ｉ

ＧＳ４コンティグの３’末端と重複した（重複領域内でほぼ１００％一致）ＥＳ

Ｔ配列（受入番号Ｎ４５４７４）の存在を示した。ＥＳＴ  Ｎ４５４７４は、３

’末端で、翻訳終止コドン内および３’非翻訳領域（３’－ＵＴＲ）内にＩＧＳ

４  ＤＮＡコンティグをさらに延長した。さらにＩＧＳ４  ｍＲＮＡの３’－Ｕ

ＴＲをすべてカバーしたその他のＥＳＴの組が同定された（図２）。追加のＩＧ

Ｓ４特異性プライマー（ＩＧＳ４Ｒ７－８、配列番号２９－３０）をこれらのＥ

ＳＴの３’－ＵＴＲ内で設計した。ＩＧＳ４Ｆ７（配列番号２３）、ＩＧＳ４Ｆ

１１（配列番号３１）、およびＩＧＳ４７－８（配列番号２９－３０）プライマ

ーの種々の組み合わせを用いてヒト精巣からＭａｒａｔｈｏｎ－ＲｅａｄｙTMｃ

ＤＮＡ上で一次ＰＣＲ反応を行った。ＰＣＲ管を２分間、９５℃に加熱し、次い

で変性（９５℃、３０秒間）、アニーリング（６５℃、３０秒間）および伸展（

７２℃、１分３０秒間）の３５サイクルを行った。最後に、反応管を７２℃で１

０分間加熱した。ネストしたＰＣＲ反応も同じ条件下で行った。±１６３０ｂｐ

のＤＮＡ断片をゲルから精製しそしてｐＧＥＭ－Ｔベクター中にクローニングし

た。下記のクローンが得られた：ＨＮＴ２３１１、ＨＮＴ２３１２およびＨＮＴ

２３１７（ＩＧＳ４Ｆ７／ＩＧＳ４Ｒ７－＞ＩＧＳ４Ｆ１１／ＩＧＳ４Ｒ８）；

ＨＮＴ２３１３、ＨＮＴ２３２４、ＨＮＴ２３２６およびＨＮＴ２３２８（ＩＧ

Ｓ４Ｆ１１－＞ＩＧＳ４Ｒ８）；ＨＮＴ２３１４、ＨＮＴ２３１５およびＨＮＴ



(70) 特表２００３－５２１８９４

２３２２（ＩＧＳ４Ｆ１１－＞Ｒ７）。クローンＨＮＴ２３６３が、精製した１

６３０ｂｐＰＣＲ断片から得られ、これを下記のわずかに変更した条件下でＩＧ

Ｓ４Ｆ１１／Ｒ７プライマー対を用いてヒト精巣Ｍａｒａｔｈｏｎ－Ｒｅａｄｙ

TMｃＤＮＡから増幅した。９４℃での２分間の初回変性の後に、ＰＣＲ管を変性

〔１５秒間、９４℃〕、アニーリング〔３０秒間、６５℃〕および伸展〔２分間

、７２℃〕の１５サイクル、次いで変性〔１５秒間、９４℃〕、アニーリング〔

３０秒間、６５℃〕および伸展〔２分間、７２℃；＋１０秒／サイクル〕の別の

２０サイクルを行った。７分間、７２℃の最終伸展ステップを行った。これらの

クローンの配列分析は、ＩＧＳ４  ｃＤＮＡ共通配列の構築を可能とした（図１

）。すべてのクローンを詳しく検査すると、これらは実際的に２種の配列タイプ

であり、これらは５個のヌクレオチド位置で異なっていたことが分かった。これ

らの変種配列は、ヒト母集団の多型に相当する。我々はこれらの種々のｃＤＮＡ

タイプをＩＧＳ４ＡＤＮＡ（配列番号１および配列番号３）およびＩＧＳ４ＢＤ

ＮＡ（配列番号５および配列番号７）と名付けた。共通配列は、２個のインフレ

ーム開始コドン（ＩＧＳ４ＡＤＮＡおよびＩＧＳ４ＢＤＮＡ中の位置５５－５７

（配列番号１および配列番号５）および６４－６６（配列番号３および配列番号

７））を含む長いオープンリーディングフレームを含み、これは４１５（配列番

号２および配列番号６）または４１２（配列番号４および配列番号８）アミノ酸

のいずれかのタンパク質を予言し、これはＧＰＣＲタンパク質と良い相関を示す

。タンパク質のハイドロパシー分析(Kyte J. et al.[1982] J. Mol. Biol. 157:

105-132; Klein P. et al.[1985] Biochem. Biophys. Acta 815:468-476)も、７

個の膜貫通ドメインの存在を示す。最初のＡＴＧイニシエーターコドンが弱い”

Ｋｏｚａｋ”翻訳開始コンテキスト内にありそして第二のものは強いＫｏｚａｋ

コンテキスト内にあるので、ＩＧＳ４Ａ／Ｂタンパク質が第二メチオニンで開始

しそして４１２アミノ酸長であるらしい(Kozak M. [1999] Gene 234, 187-208)

。しかし第一ＡＴＧにおけるいくらかの（あるいは独占的）開始は除外できない

。５種の多型ヌクレオチドの中で、４種（ＩＧＳ４Ａ／ＢＤＮＡ中の位置９４７

、９９９、１２０２および１２１６）はコードされたアミノ酸残基の切り替えを

もたらし、一方、第５（ＩＧＳ４Ａ／ＢＤＮＡ中の位置１３８１）は３’－ＵＴ
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Ｒ中にある。それぞれの予言されたタンパク質配列は、ＩＧＳ４ＡＰＲＯＴ（配

列番号２および配列番号４）およびＩＧＳ４ＢＰＲＯＴ（配列番号６および配列

番号８）と呼ばれる（注１：本文書内のＩＧＳ４ＡＰＲＯＴおよびＩＧＳ４ＢＰ

ＲＯＴ配列は、最も長い可能な（４１５アミノ酸）配列として表されるが、しか

し実際のタンパク質はアミノ末端においてアミノ酸３個分短いと考えられる；こ

の理由で、表４および５中のＩＧＳ４ＡＰＲＯＴおよびＩＧＳ４ＢＰＲＯＴの最

初のアミノ酸３個は括弧に入れた）（注２：本文書中で、ＩＧＳ４は、特定の対

立遺伝子タイプに関係なく、一般的にＩＧＳ４配列を呼ぶ）。公開ドメインタン

パク質データバンクに対するＩＧＳ４タンパク質配列の相同性サーチは、ヒトオ

ーファンＧＰＣＲ  ＦＭ－３（受入番号Ｏ４３６６４、Tan C.P., et al. Genom

ics(1998) 52:223-229; ＩＧＳ４アミノ酸残基２６－３４２中で４６％一致）へ

の最善の相同性を示した。

      【０１２１】

  ＩＧＳ４  ｃＤＮＡ配列に関するＤＮＡデータバンクの相同性サーチから、Ｉ

ＧＳ４遺伝子座からも誘導されたエントリーの数が得られた（概要は図２）。

・１０ＥＳＴ配列エントリー（受入番号Ｗ６１１６９、Ａ１４３２３８４、Ｗ６

１１３１、Ａ１０２３５７０、Ｆ０１３５８、Ｆ０３７７０、Ｚ３８１５８、Ｒ

４０８６９、Ｒ３７７２５、Ｈ１１３３３）、２  ＳＴＳ（配列タグ部位）（受

入番号Ｇ２０６１５およびＧ０５７２５）および１個のゲノム配列（受入番号Ａ

Ｑ０７８５６３）が発見され、これらはすべてＩＧＳ４  ｃＤＮＡの３’－ＵＴ

Ｒから誘導された。

・ＥＳＴ受入番号Ｎ４５４７４は、ＩＧＳ４コーディング配列３’末端および３

’ＵＴＲの一部分をコードした（上記参照）。

・任意の順序で構築された４２個の非整列コンティグから成る「ワーキングドラ

フト(working draft) 」高収量ゲノム配列（受入番号ＡＣ００８５７１、バージ

ョンＡＣ００８５７１．１、１９９９年８月３日寄託）が発見され、この中で我

々は４個の分離した領域中に全ＩＧＳ４  ｃＤＮＡ配列を検出した。これらの領

域は、これらに基準スプライスドナーおよび受容体配列が近接しているので、種

々のＩＧＳ４エキソンに相当する可能性が非常に高い。この分析に基づいて、Ｉ
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ＧＳ４ＡＤＮＡ（またはＩＧＳ４ＢＤＮＡ）配列中の種々のエキソンの位置は、

下記のように定義できる：エキソン１（１－７８０）、エキソン２（７８１－８

６５）、エキソン３（８６６－９９１）およびエキソン４（９９２－１６５８）

。ＡＣ００８５７１ゲノム配列は、ＩＧＳ４Ａ対立遺伝子タイプである。

・構築されたＤＮＡ配列がその３’末端でＩＧＳ４エキソン２およびエキソン３

の最初と重複する６個の重複ＥＳＴエントリー（受入番号Ｈ１１３５９、Ｒ１３

８９０、Ｒ１３３５３、Ｆ０７５３１、Ｆ０５１０８、Ｆ０５１０７）が発見さ

れた。しかし、エキソン２の上流のＤＮＡ配列は、ＩＧＳ４エキソン１とは完全

に異なっていた。多分、これらの６個のＥＳＴは、別のプロモーターに由来する

転写物から誘導されたのであろう。

・最後に、エキソン２をコードする２個のゲノム配列エントリー（受入番号ＡＱ

０１９４１１およびＡＱ０１５０６５）が発見された。

      【０１２２】

  上記の種々の実験で我々が単離した多数のＩＧＳ４  ｃＤＮＡの中から、我々

は６４ｂｐ欠失（ＩＧＳ４ＡＤＮＡ中の位置８６６－９２９）を含む多数のクロ

ーンも発見した（スプライスされた（または部分的にスプライスされた）転写物

から誘導された多数のクローンの他に）。これまで我々は多型タイプＡの末端切

除転写物のみを発見した。我々はこのスプライス変種ｃＤＮＡ配列をＩＧＳ４Ａ

－６４ＤＮＡ（配列番号９および配列番号１１）と呼ぶ。この欠失は正確にエキ

ソン２／エキソン３境界で起きるので、そして欠失した断片の最後の２個のヌク

レオチドが”ＡＧ”であるので、この欠失は、エキソン３中の”ＡＧ”がスプラ

イス受容体(splice acceptor) として役立つ別のスプライシングイベントを表す

と考えられる。スプライス変種によりコードされたＩＧＳ４Ａリーディングフレ

ームは、欠失点を越えてフレームシフトされている。２９６アミノ酸のコード化

（末端切除）タンパク質は、ＩＧＳ４Ａ－６４ＰＲＯＴ（配列番号１０および配

列番号１２）と呼ばれる。ＩＧＳ４Ａ－６４ＰＲＯＴ配列のハイドロパシー分析

は、このタンパク質が５個の膜貫通ドメインのみを含むことを示す（ＩＧＳ４Ａ

ＰＲＯＴのＴＭドメイン１－５に相当）。この末端切除受容体は、生理学的関連

性を有するであろう。
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      【０１２３】

  プラスミドＨＮＴ２３２２（ＩＧＳ４ＡＤＮＡ挿入物を含む）を内包する細菌

株を１００μｇアンピシリン／ｍｌを含むＬＢアガプレート上に再プレーティン

グした後再クローンしそして両者をインノゲネティクス(Innogenetics)Ｎ．Ｖ．

株表（ＩＣＣＧ４３２０）および"Centraalbureau voor Schimmelcultures(CBS)

" （Baarn, The Netherland 、受入番号ＣＢＳ１０２２２１）の両方に寄託した

。プラスミドＤＮＡを再クローンした単離物から作製しそして送入物を再配列決

定しそしてＩＧＳ４ＡＤＮＡ配列と同一であることを見いだした。

      【０１２４】

  プラスミドＨＮＴ２３６３（ＩＧＳ４ＢＤＮＡ挿入物を含む）を内包する細胞

株を、１００μｇアンピシリン／ＭＬを含むＬＢアガプレート上に再プレーティ

ングした後再クローンしそして両者をインノゲネティクスＮ．Ｖ．株表（ＩＣＣ

Ｇ４３４０）および"Centraalbureau voor Schimmelcultures(CBS)" （Baarn, T

he Netherland 、受入番号ＣＢＳ１０２２２２）の両方に寄託した。プラスミド

ＤＮＡを再クローンした単離物から作製しそして送入物を再配列決定しそしてＩ

ＧＳ４ＢＤＮＡ配列と同一であることを見いだした。

実施例２．ニューロメジンＵによりＣＨＯＧ  １６－ＩＧＳ４細胞中に誘導され

た細胞内カルシウム濃度における特異性変化

実施例２ａ．実験手順：方法および材料

Ａ．ＩＧＳ－４をトランスフェクションしたＣＨＯＧ  １６－細胞のための方法

および材料

  下記の材料を実験に使用した：ＩＧＳ４－ＤＮＡ配列を含むベクター（ＩＧＳ

４－ｐｃＤＮＡ３．１）；スーパーフェクト(SuperFect) トランスフェクション

試薬(Qiagen)；１０％ＦＣＳを含むナット－ミックス(Nut-Mix) Ｆ１２(Gibco)

；０．０２８ｍｇ／ｍｌゲンタマイシン(Gibco) ；０．２２ｍｇ／ｍｌハイグロ

マイシン(Gibco) 。

      【０１２５】

  クローン選択に使用した材料：１０％ＦＣＳを含むナット－ミックスＦ１２；

０．０２８ｍｇ／ｍｌゲンタマイシン；０．２２ｍｇ／ｍｌハイグロマイシンお
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よび０．５５ｍｇ／ｍｌジェネティシン(Geneticin, Gibco)。

      【０１２６】

  下記の方法を適用した：スーパーフェクトトランスフェクション試薬を用いる

トランスフェクションを製造者(Qiagen)の記載に従って行った。細胞を２４－ウ

エルプレート上に５０％集密までプレーティングした。ウエルあたりに１μｌス

ーパーフェクトトランスフェクション試薬を含むプラスミドＤＮＡ０．６μｇ／

μｌを加えた。２４時間後に媒体を交換しそしてトランスフェクションされた細

胞クローンをジェネティシン含有選択培地により選択した。ＩＧＳ４発現細胞ク

ローンがＲＴ－ＰＣＲおよびノーザンブロットにより特性決定された。

Ｂ．ＦＬＩＰＲアッセイのための方法および材料

細胞調製

  細胞調製のために、下記の材料を使用した：プレート：透明、平底、黒色ウエ

ルの９６ウエルプレート1(Costar) ；培地：培養培地：１０％ウシ胎児血清(Gib

co) を補足したグルタマックス(Glutamax, Gibco) を含むナット－ミックスＦ－

１２（ＨＡＭ）；培養装置：５％ＣＯ2 、３７℃(Nuaire)。

      【０１２７】

  方法は下記のように行った：実験の２４時間または４８時間前に細胞を黒色壁

マイクロプレート内に接種した。細胞密度は、４８時間インキュベーションには

０．８ｘ１０-4細胞／ウエルそして２４時間インキュベーションには２．２ｘ１

０-4細胞／ウエルであった。すべてのステップを滅菌条件下で行った。

染料負荷

  細胞内カルシウムレベルの変化を観察するために、カルシウム感受性蛍光染料

を用いて細胞を「負荷(loading) 」しなければならない。ＦＬＵＯ－４(Molecul

ar Probes)と呼ばれるこの染料は、４８８ｎｍで励起され、そしてカルシウムと

の錯体が形成された時のみ５００－５６０ｎｍ範囲内の光を放射する。染料は最

終濃度４μＭで使用した。染料の溶解度および細胞内への染料の取り込みを増加

させるためにプルロン酸を加えた。アニオン交換タンパク質阻害剤であるプロベ

ニシッド(Probenicid)を染料培地に加えて細胞内の染料滞留を上昇させた。

      【０１２８】
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  下記の材料を使用した：

・２ｍＭ染料原液：４４３μｌ低－水分ＤＭＳＯ(Sigma) 中に可溶化した１ｍｇ

  Ｆｌｕｏ－４(Molecular Probes)。材料は－２０℃で保管。

・２０％プルロン酸溶液：３７℃で２ｍｌ低－水分ＤＭＳＯ(Sigma) 中に可溶化

した４００ｍｇプルロン酸(Sigma) 。室温保管。

・染料／プルロン酸混合物：使用直前に、等体積の染料原液と２０％プルロン酸

とを混合した。染料およびプルロン酸はそれぞれ最終濃度１ｍＭおよび１０％を

有していた。

・プロベニシッド、２５０ｍＭ原液：５ｍｌ  １Ｎ  ＮａＯＨ中に可溶化しそし

てフェノールレッドを含まず２０ｍＭＨＥＰＥＳを補足したハンク(Hank's)ＢＳ

Ｓ溶液(Gibco) ５ｍｌと混合した７１０ｍｇプロベニシッド(Sigma) 。

・負荷－緩衝液：フェノールレッドを含まず２０ｍＭ  ＨＥＰＥＳ、１０５μｌ

プロベニシッド、２１０μｌ  １Ｍ  ＨＥＰＥＳを補足したハンク(Hank's)ＢＳ

Ｓ溶液(Gibco) １０．５ｍｌ。

・洗浄－緩衝液：フェノールレッドを含まず２０ｍＭＨＥＰＥＳ(Gibco) および

２．５ｍＭプロベニシッドを補足したハンク(Hank's)ＢＳＳ溶液(Gibco) 。

      【０１２９】

  本方法は下記のように操作した：染料の２ｍＭ原液を等量の２０％（ｗ／ｖ）

プルロン酸と、負荷－緩衝液への添加の直前に混合した。集密細胞層を乱さない

ようにして培地をウエルから吸い出した。マルチドロップ(Multidrop, Labsyste

ms) を用いて１００μｌ負荷媒体をそれぞれのウエル中に分配した。細胞を５％

ＣＯ2 、３７℃インキュベーター中で３０分間インキュベーションした。背景蛍

光を算出するために、一部のウエルに染料を負荷しなかった。これらのウエル中

の背景蛍光は、細胞の自発蛍光からもたらされた。染料負荷の後、細胞を３回、

洗浄緩衝液を用いて洗浄（自動化されたデンリー(Denley)細胞洗浄装置）して基

底蛍光を背景上２０．０００～２５．０００カウントに低下させた。１００  ｌ

緩衝液を加えそして細胞を３７℃で実験開始までインキュベーションした。

Ｃ．複合プレートの作製

  最初のスクリーニングのためにペプチドを３μＭ（最終濃度の３倍）で調製し
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た。濃度応答曲線のために、ペプチド溶液を３０μＭから１００ｎＭまでの濃度

範囲で調製した。すべてのペプチドを０．１％ＢＳＡ(Sigma) を含む緩衝液中で

希釈した。

      【０１３０】

  下記の材料を使用した：ペプチド：ブタニューロメジンＵ２５、ラットニュー

ロメジンＵ－２３、ブタニューロメジンＵ－８(Bachem)；希釈緩衝液：フェノー

ルレッド(Gibco) を含まず２０ｍＭ  ＨＥＰＥＳ(Gibco) および０．１％ＢＳＡ

(Sigma) を補足したハンク(Hank's)ＢＳＳ溶液；プレート：透明、平底、９６ウ

エルプレート(Costar)。

Ｄ．アッセイ

  ＦＬＩＰＲ設定パラメーターを０．４秒の暴露長さ、フィルター１．５０μｌ

液体添加、ピペッター高さ１２５μｌ、分配スピード４０μｌ／秒、攪拌なしに

設定した。

実施例２ｂ．結果

  オーファンＧタンパク質共役型受容体（ＧＰＣＲ）ＩＧＳ４のための内在性リ

ガンドを同定するために、ＩＧＳ４（ＩＧＳ４ＡおよびＩＧＳ４Ｂの両方の形）

をチャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞内に安定にトランスフェクション

した。ＩＧＳ４のＧ－タンパク質共役機構は未知であるので、特異性ＣＨＯ－細

胞株を使用した。これらのＣＨＯ－細胞はＧ－タンパク質Ｇ－１６（ＣＨＯＧ

１６、Molecular Devices ）を安定に発現し、これはＧＰＣＲのための「汎用ア

ダプター」として知られるものである（Milligan G., Marshall F. and Rees S.

 (1996), Gα16 as a universal G protein adapter: implications for agonis

t screening strategies. TIPS 17: 235-237）。

      【０１３１】

  得られたＣＨＯＧ  １６－ＩＧＳ４細胞を蛍光測定イメージングプレートリー

ダー(Fluorometric Imaging Plate Reader, FLIPR)を用いて機能的にスクリーニ

ングして、推定ペプチドリガンドに応答する細胞内カルシウムの可動度を測定し

た。１０ｎＭの濃度で、ニューロメジンＵ－２３は大きく、一時的そして強いカ

ルシウム応答を誘発した。反対に、ＣＨＯＧ１６細胞および他の非関連オーファ
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ンＧＰＣＲを発現するＣＨＯＧ１６細胞は、ニューロメジンＵ－２３に応答しな

かった。ＩＧＳ４Ｂを用いたこれらの実験の結果を図４に示す。

      【０１３２】

  さらに、ブタおよびラットニューロメジンＵアイソフォームによるＩＧＳ４活

性化の濃度依存性を研究した（ＩＧＳ４ＡおよびＩＧＳ４Ｂの両方の形について

）。１０-6～１０-12 Ｍの範囲内で、ブタニューロメジンＵ－２５、ラットニュ

ーロメジンＵ－２３、ブタニューロメジンＵ－８は、ＦＬＩＰＲアッセイにおい

て特異性ＩＧＳ４－媒介カルシウム可動化を誘導した。試験したすべての３種類

のニューロメジンＵアイソフォームは、ＩＧＳ４Ｂの同じ最高活性化、すなわち

－１０．０９±０．０８（ニューロメジンＵ－８、ｎ＝４；８０ｐＭ）、－１０

．６１±０．０８（ニューロメジンＵ－２３、ｎ＝１０；５０ｐＭ）および－９

．１４±０．０９（ニューロメジンＵ－２５、ｎ＝３；１．２ｎＭ）のＬｏｇＥ

．Ｃ50値を誘導した。従って、３種すべてのペプチドは、特にＩＧＳ４の強力な

活性化を起こし、ニューロメジンＵがこの受容体に対する天然のアゴニストであ

ることを示唆する。ＩＧＳ４Ｂを用いたこれらの実験の結果を図３ａ（ニューロ

メジンＵ－８）、図３ｂ（ニューロメジンＵ－２３）および図３ｃ（ニューロメ

ジンＵ－２５）に示した。

      【０１３３】

  ＩＧＳ４Ａ受容体に関しては、いくらか低いアフィニティーが見いだされたが

、しかしニューロメジンＵペプチドは一般にＩＧＳ４受容体に対して良好なリガ

ンドであることが示された。ＩＧＳ４Ａについて見いだされたｌｏｇＥＣ50値は

、下記であった；ニューロメジンＵ－８に対して：ｌｏｇＥＣ50＝－９．３±０

．０９（ｎ＝１；４８５ｐＭ）；ニューロメジンＵ－２３に対して：ｌｏｇＥＣ

50＝－７．２７±０．１６（ｎ＝６；５３ｎＭ）；そしてニューロメジンＵ－２

５に対して：ｌｏｇＥＣ50＝－６．１８±０．１４（ｎ＝３；６５８ｎＭ）。

      【０１３４】

  ニューロメジンＵによるＩＧＳ４の活性化に続いて見られるカルシウム可動化

応答は、この受容体がＧｑ／１１サブファミリーのＧタンパク質に共役すること

を示唆する。さらに細胞内ｃＡＭＰの基底レベルは、ＣＨＯＧ１６－ＩＧＳ４細
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胞内のブタニューロメジンＵ－８（１および１０μＭ）により調節されず、この

受容体がＧサブファミリー類のＧタンパク質に共役しないことを示唆する（デー

タは記載しない）。

実施例３．ヒト多重組織発現アレイ（ＭＴＥTM）上のＩＧＳ４ハイブリダイゼー

ション

  ヒトＩＧＳ４  ＤＮＡ（ｐＧＥＭＴ－ｈＩＧＳ４Ａからの±７３０ｂｐ  Ｂａ

ｍＨＩ／ＨｉｎｄＩＩＩ挿入物〔ＩＣＣＧ＃４３２０〕）を、プライムイット(P

rime-It)ＩＩキットTM(Stratagene)を用いて比放射能＞１０9 ｃｐｍ／μｇに〔

s x －
32Ｐ〕－ｄＣＴＰのランダムプライム組込みを介して放射能標識した。標

識したプローブをセファデックス(Sephadex)Ｇ－５０クロマトグラフィーを用い

て無標識物から精製し、５分間、９５での変性そしてエクスプレスハイブ(Expre

ssHyb)ハイブリダイゼーション溶液に最終濃度1 ～１．５ｘ１０6 ｃｐｍ／ｍｌ

まで加えた。それぞれ供給者の推奨に従って、ヒト多重組織発現（ＭＴＥTM）ア

レイ(Clontech #7775-1)をプレハイブリダイズしそしてエクスプレスハイブ溶液

中、６５℃で３０分間および一晩ハイブリダイズした。

      【０１３５】

  ハイブリダイズしたＭＴＥTMアレイを、２０分間、２ｘＳＳＣ、１％ＳＤＳ中

、６０℃で５回、次いで２０分間５５℃で０．１ｘＳＳＣ、０．５％ＳＤＳ中で

２回洗浄した。洗浄の後、ホスホルイメージング(phosphorimaging、Cyclone St

orage Phosphor System, Packard) を用いてオートラジオグラフィーした（図５

）。ＭＴＥTMアレイのハイブリダイゼーションデータをオプティクワント(OptiQ

uant) イメージ分析ソフトウエア(Packard) を用いて定量的に分析した。ＲＮＡ

を含む種々のスポット位置のシグナル強度を、空位置から得られた平均背景シグ

ナルにより補正した。大腸菌ＤＮＡを含むスポットから得られたシグナル強度が

、ＩＧＳ４発現を示さない試料を表すと考えた。大腸菌のものよりも低いシグナ

ル強度を有する試料を陰性と考えた。

      【０１３６】

  ＲＮＡアレイ上の種々の組織のハイブリダイゼーションシグナルは、それぞれ

の値から大腸菌ＤＮＡで観察されたハイブリダイゼーションシグナル（これを背
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景シグナルと考える）を差し引いて再計算した。より低いハイブリダイゼーショ

ンシグナルを示すすべての組織を背景以下でありそしてＩＧＳ４陰性と考えた。

精巣で見いだされた発現レベル（１００％）と比較した発現レベルをプロットし

そして図７を作製した。

実施例４．ノーザンブロット分析によるＩＧＳ４の組織分布

  ヒトＩＧＳ４Ａ  ＤＮＡ（ｐＧＥＭＴ－ｈＩＧＳ４Ａからの±７３０ｂｐ  Ｂ

ａｍＨＩ／ＨｉｎｄＩＩＩ挿入物〔ＩＣＣＧ＃４３２０〕）を、プライムイット

ＩＩキットTM(Stratagene)を用いて比放射能＞１０9 ｃｐｍ／μｇに〔s x －
32

Ｐ〕－ｄＣＴＰのランダムプライム組込みを介して放射能標識した。標識したプ

ローブをセファデックスＧ－５０クロマトグラフィーを用いて無標識物から精製

し、５分間、９５℃での変性そしてエクスプレスハイブハイブリダイゼーション

溶液に最終濃度1 ～１．５ｘ１０6 ｃｐｍ／ｍｌまで加えた。ヒトノーザンブロ

ット（Clontech #7760-1、#7759-1 、#7767-1 、#7755-1 および#7769-1)をそれ

ぞれ供給者の推奨に従ってプレハイブリダイズしそしてエクスプレスハイブ溶液

中、６５℃で３０分間および一晩ハイブリダイズした。

      【０１３７】

  ハイブリダイゼーションの後、ノーザンブロットを、１０分間、室温で２ｘＳ

ＳＣ、０．０５％ＳＤＳ中で４回、次いで４０分間、５０℃で０．１ｘＳＳＣ、

０．５％ＳＤＳ中で２回洗浄した。洗浄の後、リン貯蔵プレート(phosphor stor

age plate, Cyclone Storage Phosphor Systems, Packard) およびＸ線フィルム

を用いてノーザンブロットをオートラジオグラフィーした。ノーザンブロットの

結果を図６に示す。

      【０１３８】

  ノーザンブロット分析の結果は、アレイハイブリダイゼーション（図３）から

の結果と大部分は同一であるように見える。これまで最強のシグナル（２．４ｋ

ｂ転写物）は精巣に見いだされた。弱い２．４ｋｂバンドが胸腺、脊髄、骨髄、

甲状腺、視床、黒質に、そして非常に弱いバンドが脳梁、尾状核および胃に見い

だされた。一部の組織で２．４ｋｂバンドはノーザンブロットで見ることができ

ず、一方強ないし中程度のハイブリダイゼーションシグナルがＭＴＥアレイで観
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察された（例えば全脳、大脳皮質、肺、側頭葉および前頭葉、扁桃、小脳、腎臓

および海馬）。

実施例５．定量的ＲＴ－ＰＣＲ分析

  種々のヒト組織中のＩＧＳ４発現レベルも、ライトサイクラーTM(Light Cycle

r)装置(Roche Diagnostics) およびＩＧＳ４特異性タクマンTM(TaqMan)プローブ

を用いてリアルタイム定量ＲＴ－ＰＣＲ（Ｑ－ＰＣＲ）を介して測定した。

実施例５ａ．実験操作

Ａ．ｃＤＮＡ合成

  逆転写の前に、ヒト全ＲＮＡパネルＩ～Ｖ(Clontech #K4000-1～K4004-1)から

の３μｇ全ＲＮＡを３Ｕ  ＤＮＡアーゼ(Life Technologies #18068-015)を用い

、30μl 反応体積(20mM Tris pH8.3、 50mM KCl 、2mM KCl)中、１５分間、室温

で、含まれている可能性があるゲノムＤＮＡを破壊するために処理した。３μｌ

  ２５ｍＭ  ＥＤＴＡを加えそして１０分間、６５℃に加熱して反応を停止した

。ＤＮＡアーゼ処置ＲＮＡ２．６μｇを１．３μｇオリゴ（ｄＴ）(Life Techno

logies #18418-012)を用いてアニールしそしてオムニプラスト(Omniplast) 逆転

写酵素(Qiagen カタログ番号205111) を用い、１時間、３７℃で５２μｌ反応体

積中、酵素の供給者の推奨に従って逆転写させた。オムニプラスト逆転写酵素を

９３℃に５分間加熱して不活性化した。

Ｂ．Ｑ－ＰＣＲ

  １ＸタクマンTM汎用ＰＣＲマスターミックス(Universal PCR Mastermix, PE A

pplied Biosystems カタログ番号#4304437) 、０．１２ｍｇ  ＢＳＡ／ｍｌ、Ｉ

ＧＳ４特異性前進および後退プライマー(IP14,963 およびIP14,964) ９００ｎＭ

、ＩＧＳ４特異性タクマンTMプローブ(IP14,962)２５０ｎＭおよび鋳型としてｃ

ＤＮＡ合成反応物の１．６μｌ（ＩＧＳ４）または０．１６μｌ（ＧＡＰＤＨ：

グリセルアルデヒド－三リン酸脱水素酵素）のいずれかを含む２０μｌ反応混合

物中で定量的ＰＣＲ反応を行った。ＩＧＳ４標準曲線を設定するために、ＩＧＳ

４プラスミドＩＣＣＧ４３２０の一連の希釈系列（１０7 ～１０1 コピー／反応

）を使用し、一方ＧＡＰＤＨ標準曲線のためにはヒト脳ｃＤＮＡ合成反応物の一

連の希釈系列（０．１６μｌ、０．０１６および０．００１６μｌ）を鋳型とし
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て使用した。１ＸタクマンTM汎用ＰＣＲマスターミックスは、アンプリタクゴー

ルドTM(AmpliTaq Gold) ＤＮＡポリメラーゼ、アンペラーゼTM(AmpErase)ＵＮＧ

（ウラシル－Ｎ－グリコシラーゼ）、ｄＵＴＰを含むｄＮＴＰ、受動対照標準(p

assive reference) および最適化緩衝液成分を含んでいた。ＩＧＳ４特異性プラ

イマーおよびタクマンプローブは、プライマーエキスプレスTM(Primer Express)

ソフトウエア(PE Applied Biosystems) を用いて設計した。ヒトＧＡＰＤＨのた

めの定量的ＰＣＲ反応は、ＩＧＳ４のための記載と同様の条件で行ったが、ただ

し、ＧＡＰＤＨ特異性プライマーおよびタクマンTMプローブをタクマンTMＧＡＰ

ＤＨ調節試薬キット(PE Applied Biosystems、カタログ番号#402869;配列情報は

PE Applied Biosystems から得られなかった）から使用した。

      【０１３９】

  ＰＣＲ反応は、ライトサイクラーTM装置内のガラス毛管キュベット内で行った

。５０℃、２分間のアンペラーゼTMＵＮＧ反応を進行させる最初のインキュベー

ションおよびアンプリタクゴールドＤＮＡポリメラーゼの活性化（９５℃、１０

分間）の後、反応混合物を、変性（１５秒間、９５℃）およびアニーリング／伸

展（１分間、６０℃〔ＧＡＰＤＨ〕または６８℃〔ＩＧＳ４〕のいずれか）の４

０サイクルを行った。実験試料の定量分析は、ライトサイクラーソフトウエア

バージョン３．０を用いて行った。ＩＧＳ４プラスミドの量とレポーター染料の

放出との間に、１０～１０7 ＩＧＳ４プラスミドコピーの範囲内で良好な線型関

係が得られた。我々はまた連続的に希釈した脳ｃＤＮＡを用いてＧＡＰＤＨタク

マンTMプローブと線型標準曲線を得た。相対ＧＡＰＤＨ発現レベルは、骨格筋内

で観察されたものの０．４～１０．２％の範囲内であり、試験したすべての組織

のものは、最高のＧＡＰＤＨ発現レベルを有していた。相対ＧＡＰＤＨ発現レベ

ルは、試験したすべての組織中で最高のＩＧＳ４発現レベルを発現した脊髄中で

検出されたレベルとの割合で表した（図８）。我々は、相対ＧＡＰＤＨ発現レベ

ルもＧＡＰＤＨハウスキーピング遺伝子の発現に関して正規化した後にプロット

した（図８）。

実施例５ｂ．結果

  ＩＧＳ４特異性タクマンプローブを用いたＱ－ＰＣＲは、最高発現レベル（Ｇ
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ＡＰＤＨに関する正規化せず）が脊髄中で見いだされることを示した。脊髄中の

ＩＧＳ４発現レベルは、１１，４６７コピーｍＲＮＡ／ｎｇ  ｐＡ  ＲＮＡに達

した（ｃＤＮＡ合成反応の１００％効率を仮定そしてｐＡ  ＲＮＡが全ＲＮＡの

２％を構成すると仮定した）。高いＩＧＳ４発現レベルは、脳（脊髄レベルの４

１％）、骨格筋（３７％）、小脳（３１％）、精巣（１９％）および肺臓（１２

％）および心臓（１１％）で見いだされた。低い発現レベルは、胎児脳（５％）

、気管（４％）、前立腺（２％）および甲状腺（１．４％）に見いだされた。Ｇ

ＡＰＤＨ発現に関して正規化後、相対ＩＧＳ４発現パターンは、相対発現が脊髄

中のものの２％に低下した骨格筋を除いて大きくは変化しなかった。ＧＡＰＤＨ

に関する正規化が正しい手順であるかどうかは明らかでないので（ＧＡＰＤＨ発

現レベルは種々の細胞／組織タイプ内で多少とも変化すると予想できる）、我々

は非－正規化正規化合物相対発現レベルに焦点を当てることを選んだ。

      【０１４０】

  これらのＱ－ＰＣＲデータは、ＲＮＡアレイ（実施例３）およびノーザンブロ

ット（実施例４）ハイブリダイゼーション実験からの発現データと、精巣、脊髄

および脳がなかでも最も著しい発現部位であるという意味で調和すると考えられ

る。しかし、Ｑ－ＰＣＲ分析は、多数の他の組織、例えば骨格筋、小脳、肺臓お

よび心臓内での重要な発現も別に示す。

      【０１４１】

  リガンドのニューロメジンＵは、特定の受容体の知識はないが神経ペプチドま

たは神経モジュレーターとして提示された(Domin J., Ghatei M.A., Chohan P.

and Bloom S.R. (1987), Peptides 8: 779-784) 。我々の研究は、ＩＧＳ４がニ

ューロメジンＵ－受容体ファミリーの新規の一員であり、ＤＮＡおよびＰＮＳ領

域、胃腸系、免疫学的系、尿生殖器系および心臓血管系、骨格筋、甲状腺および

肺臓内で発現されることを示す。

      【０１４２】

【表８】
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      【０１４３】

  本明細書内に引用されたすべての出版物は、特許および特許申請も含み、これ

らに限定されることなく、それぞれの個別の出版物が、完全に記載の通りに本明

細書中に引用されて組み込まれると特定および個別に指定されるように、引用す

ることにより本明細書中に編入される。

      【０１４４】

【表９】
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      【０１４５】

【表１０】
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    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】

  共通ＩＧＳ４  ｃＤＮＡ配列を生成するように単離された種々のｃＤＮＡクロ

ーンの相対位置の図示。使用された５’および３’ＲＡＣＥプライマー（それぞ

れＩＧＳ４Ｒ＃およびＩＧＳ４Ｆ＃）ならびにＥＳＴ受入番号Ｎ４５４７４の位

置も示した。プライマーＩＧＳ４Ｒ６はイントロン１内に位置する。一部のクロ

ーン（例えばＨＮＴ２３１１、ＨＮＴ２３１２およびＨＮＴ２３１３）は、部分

的にのみ配列決定された（配列決定された部分のみを示す）。ＣＯＮＳＥＮＳＵ

Ｓ  ＡおよびＣＯＮＳＥＮＳＵＳ  Ｂは、それぞれＩＧＳ４対立遺伝子タイプＡ

およびＢの共通配列を表す。４個の多型位置のそれぞれで同定されたヌクレオチ

ドは、それぞれのクローンについて示した（影付き四角形）。「Ｓ」は、クロー

ンＨＮＴ２２１１およびＨＮＴ２２１２中の配列未確定を示し、そして「Ｃ」ま

たは「Ｔ」のいずれかを意味する。ＩＧＳ４ＡおよびＩＧＳ４Ｂ共通配列のコー

ド領域は、「**」で示す。共通配列の５’末端に幾らかの配列不確定が残ってい



(114) 特表２００３－５２１８９４

るので、ＩＧＳ４ＡＤＮＡおよびＩＧＳ４ＢＤＮＡ配列は位置８６から末端まで

のみを取り上げた。

    【図２】

  ＩＧＳ４  ｃＤＮＡ配列と比較した種々のＤＮＡデータベースエントリーの相

対位置の図示。ＩＧＳ４  ｃＤＮＡ配列は、四角形で示す（ＩＧＳ４コーディン

グ配列の位置は黒四角形で示す）。ＩＧＳ４エキソン１～４の相対位置は、ＩＧ

Ｓ４  ｃＤＮＡ配列の上に示す（「＝＝」）。エキソン１～４をコードするゲノ

ム配列ＡＣ００８５７１の部分は、それぞれＡＣ００８５７１ａ～ｄで示す。Ａ

Ｃ００８５７１配列内のこれらの断片の位置は下記である：ＡＣ００８５７１ａ

（ＡＣ００８５７１の逆補体の１３１２９－１３９０８）、ＡＣ００８５７１ｂ

（ＡＣ００８５７１の５１６７６－５１７６０）、ＡＣ００８５７１ｃ（ＡＣ０

０８５７１の逆補体の７９９７８－８０１０３）およびＡＣ００８５７１ｄ（Ａ

Ｃ００８５７１の逆補体の８３０６０－８３７２８）。Ｇ０５７２５およびＧ２

０６１５はＳＴＳ（配列タグ配列）エントリーであり、一方Ｆ０５１０７、Ｆ０

５１０８、Ｆ０７５３１、Ｒ１３３５３、Ｒ１３８９０、Ｈ１１３５９、Ｎ４５

４７４、Ｗ６１１６９、ＡＩ４３２３８４、Ｗ６１１３１、ＡＩ０２３５７０、

Ｆ０１３５８、Ｆ０３７７０、Ｚ３８１５８、Ｒ４０８６９、Ｒ３７７２５、Ｈ

１１３３３はＥＳＴエントリーである。ＩＧＳ４エキソン２を含むゲノムクロー

ンＡＱ０１９４１１およびＡＱ０１５０６５の部分は「：」で示す。ＩＧＳ４  

ｃＤＮＡ配列とは全く異なるＥＳＴ配列Ｆ０５１０７、Ｆ０５１０８、Ｆ０７５

３１、Ｒ１３３５３、Ｒ１３８９０およびＨ１１３５９の５’部分は、「* 」で

示す。ＡＱ０７８５６３はゲノムクローンである。

    【図３ａ】

  種々のニューロメジンＵアイソフォームによるＩＧＳ４受容体活性化。ＣＨＯ

Ｇ  １６－ＩＧＳ４Ｂ細胞を９６－ウエルプレート内で一晩培養しそしてＦｌｕ

ｏ－４ＡＭを負荷した。受容体媒介Ｃａ2+は、ＦＬＩＰＲ(Molecular Devices) 

を用いて測定した。ＣＣＤカメラで検出した蛍光変化の極大を１に正規化しそし

てカウントで表した。ニューロメジンＵ－８の結果。

    【図３ｂ】
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  種々のニューロメジンＵアイソフォームによるＩＧＳ４受容体活性化。ＣＨＯ

Ｇ  １６－ＩＧＳ４Ｂ細胞を９６－ウエルプレート内で一晩培養しそしてＦｌｕ

ｏ－４ＡＭを負荷した。受容体媒介Ｃａ2+は、ＦＬＩＰＲ(Molecular Devices) 

を用いて測定した。ＣＣＤカメラで検出した蛍光変化の極大を１に正規化しそし

てカウントで表した。ニューロメジンＵ－２３の結果。

    【図３ｃ】

  種々のニューロメジンＵアイソフォームによるＩＧＳ４受容体活性化。ＣＨＯ

Ｇ  １６－ＩＧＳ４Ｂ細胞を９６－ウエルプレート内で一晩培養しそしてＦｌｕ

ｏ－４ＡＭを負荷した。受容体媒介Ｃａ2+は、ＦＬＩＰＲ(Molecular Devices) 

を用いて測定した。ＣＣＤカメラで検出した蛍光変化の極大を１に正規化しそし

てカウントで表した。ニューロメジンＵ－２５の結果。

    【図４】

  ＩＧＳ４Ｂを発現するＣＨＯＧ  １６－細胞中のニューロメジンＵ－２３誘導

細胞内Ｃａ2+可動化。細胞株ＣＨＯＧ  １６－ＡＩ、ＣＨＯＧ  １６および他の

オーファンＧＰＣＲを用いてトランスフェクションされたＣＨＯＧへの１０ｎＭ

ニューロメジンＵ－２３の適用。細胞は９６ウエルプレート中で一晩培養しそし

てＦｌｕｏ－４ＡＭを負荷した。受容体媒介細胞内Ｃａ2+変化は、ＦＬＩＰＲ(M

olecular Devices) を用いて測定し、ＣＣＤカメラで検出したカウントで表した

。

    【図５】

  ヒトＩＧＳ４プローブを用いたヒト多重組織発現アレイ。

    【図６】

  ＩＧＳ４プローブを用いたノーザンブロット分析。

    【図７】

  ＩＧＳ４発現分析（ＭＴＥブロット）。

    【図８】

  脊髄中で観察された発現と比較したＩＧＳ４  ｍＲＮＡの相対発現レベル。非

－正規化およびＧＡＰＤＨ正規化発現レベルの両方を示す。
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【図１】
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【図２】
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【図３ａ】

【図３ｂ】
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【図３ｃ】
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【図４】
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【図５】
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【図６】
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【図７】
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【図８】
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【手続補正書】特許協力条約第３４条補正の翻訳文提出書

【提出日】平成１３年１０月１日（２００１．１０．１）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】特許請求の範囲

【補正方法】変更

【補正の内容】

      【特許請求の範囲】

    【請求項１】  ａ）配列番号２、配列番号４、配列番号６または配列番号８

記載のＩＧＳ４ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列；

ｂ）Centraalbureau voor Schimmelcultures（Baarn 、オランダ国）における寄

託番号ＣＢＳ１０２２２１号または寄託番号ＣＢＳ１０２２２２号内に含まれる

ＤＮＡ挿入物によりコードされるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列、

特には配列番号１、配列番号３、配列番号５または配列番号７に相当するヌクレ

オチド配列；

ｃ）（ａ）または（ｂ）のヌクレオチド配列に対してその全長にわたって少なく

とも８０％（好ましくは少なくとも９０％）の配列同一性を有するヌクレオチド

配列；

ｄ）（ａ）または（ｂ）または（ｃ）のヌクレオチド配列に相補的であるヌクレ

オチド配列

からなる群より選ばれたヌクレオチド配列を含んでなる、単離されたポリヌクレ

オチド。

    【請求項２】  ポリヌクレオチドが、配列番号２のＩＧＳ４ポリペプチドを

コードする配列番号１内に含まれるヌクレオチド配列または配列番号４のＩＧＳ

４ポリペプチドをコードする配列番号３内に含まれるヌクレオチド配列または配

列番号６のＩＧＳ４ポリペプチドをコードする配列番号５内に含まれるヌクレオ

チド配列または配列番号８のＩＧＳ４ポリペプチドをコードする配列番号７内に

含まれるヌクレオチド配列を含んでなる、請求項１記載のポリヌクレオチド。

    【請求項３】  ポリヌクレオチドが、配列番号１、配列番号３、配列番号５
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または配列番号７のものに対して、またはCentraalbureau voor Schimmelcultur

es（Baarn 、オランダ国）における寄託番号ＣＢＳ１０２２２１号または寄託番

号ＣＢＳ１０２２２２号内に含まれるＤＮＡ挿入物の配列に対して、その全長に

わたって少なくとも８０％が同一であるヌクレオチド配列を含んでなる、請求項

１記載のポリヌクレオチド。

    【請求項４】  配列番号１、配列番号３、配列番号５または配列番号７のポ

リヌクレオチドまたはCentraalbureau voor Schimmelcultures（Baarn 、オラン

ダ国）における寄託番号ＣＢＳ１０２２２１号または寄託番号ＣＢＳ１０２２２

２号内に含まれるＤＮＡ挿入物である、請求項３記載のポリヌクレオチド。

    【請求項５】  ＤＮＡまたＲＮＡである、請求項１から４までに記載のポリ

ヌクレオチド。

    【請求項６】  配列番号２、配列番号４、配列番号６または配列番号８記載

のアミノ酸配列を含んでなるＩＧＳ４ニューロメジン受容体タンパク質、好まし

くは哺乳類ニューロメジン受容体タンパク質をコードし、該タンパク質がニュー

ロメジンＵに対し、好ましくはニューロメジンＵ－８に対し、ニューロメジンＵ

－２３に対しおよび／またはニューロメジンＵ－２５に対し高いアフィニティ結

合を示す単離されたヌクレオチド配列。

    【請求項７】  配列番号２、配列番号４、配列番号６または配列番号８記載

のアミノ酸配列を含んでなるＩＧＳ４ニューロメジン受容体タンパク質をコード

し、該タンパク質が脳、骨格筋、小脳、精巣、脳梁、脊髄、黒質、骨髄、視床、

尾状核、脳橋、側坐核、胎児脳、胃、心臓、甲状腺、肺、胸腺、前立腺および／

または気管内の発現を示す、請求項６の単離されたヌクレオチド配列。

    【請求項８】  配列番号２、配列番号４、配列番号６または配列番号８記載

のアミノ酸配列を含んでなるＩＧＳ４ニューロメジン受容体タンパク質、好まし

くは哺乳類ニューロメジン受容体タンパク質をコードし、該タンパク質がニュー

ロメジンＵに対し、好ましくはニューロメジンＵ－８に対し、ニューロメジンＵ

－２３に対しおよび／またはニューロメジンＵ－２５に対し高いアフィニティ結

合を示し、該タンパク質が脳、骨格筋、小脳、精巣、脳梁、脊髄、黒質、骨髄、

視床、尾状核、脳橋、側坐核、胎児脳、胃、心臓、甲状腺、肺、胸腺、前立腺お
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よび／または気管内の発現を示し、そして該ヌクレオチド配列が請求項１から５

までに定義されたヌクレオチド配列の群より選択されている、単離されたヌクレ

オチド配列。

    【請求項９】  発現ベクターが適合する宿主細胞内に存在する場合に、該発

現ベクターが、配列番号２、配列番号４、配列番号６または配列番号８のポリペ

プチドとまたはCentraalbureau voor Schimmelcultures（Baarn 、オランダ国）

における寄託番号ＣＢＳ１０２２２１号または寄託番号ＣＢＳ１０２２２２号内

に含まれるＤＮＡ挿入物によりコードされるポリペプチドと少なくとも８０％の

同一性を有するアミノ酸配列を含んでなるＩＧＳ４ポリペプチドの産生が可能で

ある、該発現ベクターを含んでなるＤＮＡまたはＲＮＡ分子。

    【請求項１０】  発現ベクターが、配列番号２、配列番号４、配列番号６ま

たは配列番号８記載のアミノ酸配列を含んでなるＩＧＳ４ニューロメジン受容体

タンパク質、好ましくは哺乳類ニューロメジン受容体タンパク質を産生すること

が可能であり、該タンパク質がニューロメジンＵに対し、好ましくはニューロメ

ジンＵ－８に対し、ニューロメジンＵ－２３に対しおよび／またはニューロメジ

ンＵ－２５に対し高いアフィニティ結合を示し、そして脳、骨格筋、小脳、精巣

、脳梁、脊髄、黒質、骨髄、視床、尾状核、脳橋、側坐核、胎児脳、胃、心臓、

甲状腺、肺、胸腺、前立腺および／または気管内の発現を示す、該発現ベクター

を含んでなる単離されたＤＮＡまたはＲＮＡ分子。

    【請求項１１】  請求項９または１０の発現系を含んでなる宿主細胞。

    【請求項１２】  酵母細胞である、請求項１１記載の宿主細胞。

    【請求項１３】  動物細胞である、請求項１１記載の宿主細胞。

    【請求項１４】  請求項１１から１３までに記載の細胞から誘導されたＩＧ

Ｓ４受容体膜調製物。

    【請求項１５】  ポリペプチドの産生のために十分な条件下で請求項１１か

ら１３までの宿主を培養しそして培養物からポリペプチドを回収することを含ん

でなる、ＩＧＳ４ポリペプチドを製造するための方法。

    【請求項１６】  適当な培養条件下で、宿主細胞がＩＧＳ４ポリペプチドを

産生するように、請求項９または１０の発現系を用いて宿主細胞を形質転換また
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はトランスフェクションすることを含んでなる、ＩＧＳ４ポリペプチドを産生す

る細胞を製造するための方法。

    【請求項１７】  配列番号２、配列番号４、配列番号６または配列番号８記

載のアミノ酸配列に対してまたはCentraalbureau voor Schimmelcultures（Baar

n 、オランダ国）における寄託番号ＣＢＳ１０２２２１号または寄託番号ＣＢＳ

１０２２２２号内に含まれるＤＮＡ挿入物によりコードされるポリペプチドに対

してその全長にわたって少なくとも８０％が同一であるアミノ酸配列を含んでな

る、ＩＧＳ４ポリペプチド。

    【請求項１８】  配列番号２、配列番号４、配列番号６または配列番号８記

載のアミノ酸配列またはCentraalbureau voor Schimmelcultures（Baarn 、オラ

ンダ国）における寄託番号ＣＢＳ１０２２２１号または寄託番号ＣＢＳ１０２２

２２号内に含まれるＤＮＡ挿入物によりコードされるアミノ酸配列を含んでなる

、請求項１７記載のポリペプチド。

    【請求項１９】  配列番号２、配列番号４、配列番号６または配列番号８記

載のアミノ酸配列、好ましくは哺乳類ニューロメジン受容体タンパク質のアミノ

酸配列を含んでなり、該タンパク質がニューロメジンＵに対し、好ましくはニュ

ーロメジンＵ－８に対し、ニューロメジンＵ－２３に対しおよび／またはニュー

ロメジンＵ－２５に対し高いアフィニティ結合を示す、単離されたＩＧＳ４ニュ

ーロメジン受容体タンパク質。

    【請求項２０】  配列番号２、配列番号４、配列番号６または配列番号８記

載のアミノ酸配列を含んでなり、該タンパク質が脳、骨格筋、小脳、精巣、脳梁

、脊髄、黒質、骨髄、視床、尾状核、脳橋、側坐核、胎児脳、胃、心臓、甲状腺

、肺、胸腺、前立腺および／または気管内の発現を示す、請求項１９記載の単離

されたＩＧＳ４ニューロメジン受容体タンパク質。

    【請求項２１】  配列番号２、配列番号４、配列番号６または配列番号８記

載のアミノ酸配列、好ましくは哺乳類ニューロメジン受容体タンパク質を含んで

なり、該タンパク質がニューロメジンＵに対し、好ましくはニューロメジンＵ－

８に対し、ニューロメジンＵ－２３に対しおよび／またはニューロメジンＵ－２

５に対し高いアフィニティ結合を示し、該タンパク質が脳、骨格筋、小脳、精巣



(129) 特表２００３－５２１８９４

、脳梁、脊髄、黒質、骨髄、視床、尾状核、脳橋、側坐核、胎児脳、胃、心臓、

甲状腺、肺、胸腺、前立腺および／または気管内の発現を示し、そして該アミノ

酸配列が請求項１７から１８までに定義されたアミノ酸配列の群より選択されて

いる、単離されたＩＧＳ４ニューロメジン受容体タンパク質。

    【請求項２２】  請求項１７から２１までの配列番号２、配列番号４、配列

番号６または配列番号８記載のアミノ酸配列を含んでなるＩＧＳ４ポリペプチド

に対して免疫特異性の抗体。

    【請求項２３】  （ａ）請求項１７から２１までの配列番号２、配列番号４

、配列番号６または配列番号８記載のアミノ酸配列を含んでなるＩＧＳ４ニュー

ロメジン受容体ポリペプチドに対するアゴニストの治療的な有効量、および／ま

たは、

（ｂ）配列番号２、配列番号４、配列番号６または配列番号８記載のＩＧＳ４ポ

リペプチドまたはCentraalbureau voor Schimmelcultures（Baarn 、オランダ国

）における寄託番号ＣＢＳ１０２２２１号または寄託番号ＣＢＳ１０２２２２号

内に含まれるＤＮＡ挿入物によりコードされるポリペプチドをコードするヌクレ

オチド配列に対してその全長にわたって少なくとも８０％の同一性を有するヌク

レオチド配列、またはインビボで該受容体活性の産生を行うような形で該ヌクレ

オチド配列の一つに対して相補的なヌクレオチド配列を含んでなる、単離された

ポリヌクレオチド、および／または

（ｃ）配列番号２、配列番号４、配列番号６または配列番号８記載のアミノ酸配

列を含んでなるＩＧＳ４ニューロメジン受容体タンパク質、好ましくは哺乳類Ｉ

ＧＳ４ニューロメジン受容体タンパク質をコードするヌクレオチド配列を含んで

なり、該タンパク質がニューロメジンＵに対し、好ましくはニューロメジンＵ－

８に対し、ニューロメジンＵ－２３に対しおよび／またはニューロメジンＵ－２

５に対し高いアフィニティ結合を示す、単離されたポリヌクレオチド

の、ＩＧＳ４ニューロメジン受容体ポリペプチドの発現または活性に関連する疾

患に罹患し、請求項１７から２１までの配列番号２、配列番号４、配列番号６ま

たは配列番号８記載のアミノ酸配列を含んでなるＩＧＳ４ポリペプチドの増強さ

れた活性または発現を必要とする患者の治療のための薬剤調製のための使用。
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    【請求項２４】  （ａ）請求項１７から２１までの配列番号２、配列番号４

、配列番号６または配列番号８記載のアミノ酸配列を含んでなるＩＧＳ４ニュー

ロメジン受容体ポリペプチドに対するアンタゴニストの治療的な有効量、および

／または

（ｂ）請求項１７から２１までの配列番号２、配列番号４、配列番号６または配

列番号８記載のアミノ酸配列を含んでなるＩＧＳ４ニューロメジン受容体ポリペ

プチドをコードするヌクレオチド配列の発現を阻害する核酸分子、および／また

は

（ｃ）リガンドに関して請求項１７から２１までの配列番号２、配列番号４、配

列番号６または配列番号８記載のアミノ酸配列を含んでなるＩＧＳ４ニューロメ

ジン受容体ポリペプチドと競合するポリペプチドの治療的な有効量

の、ＩＧＳ４ニューロメジン受容体ポリペプチドのの発現または活性に関連する

疾患に罹患し、配列番号２、配列番号４、配列番号６または配列番号８記載のア

ミノ酸配列を含んでなるＩＧＳ４ポリペプチドの活性または発現を阻害する必要

性を有する患者の治療のための薬剤調製のための使用。

    【請求項２５】  （ａ）患者から誘導された試料内の該患者のゲノム内の該

ＩＧＳ４ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列内の突然変異の存在または

不在を決定し、および／または

（ｂ）該患者から誘導された試料内の該ＩＧＳ４ポリペプチド発現の存在または

量を分析する

ことを含んでなる、該患者内の請求項１７から２１までの配列番号２、配列番号

４、配列番号６または配列番号８記載のアミノ酸配列を含んでなるＩＧＳ４ニュ

ーロメジン受容体ポリペプチドの発現または活性に関連する患者内の疾患または

疾患に対する罹患性の診断のための方法。

    【請求項２６】  （ａ）該ＩＧＳ４ポリペプチドを産生する細胞を試験化合

物と接触させ、そして

（ｂ）試験化合物がＩＧＳ４ポリペプチドの活性化により発生されるシグナルに

影響するかどうかを決定する

ことを含んでなる、請求項１７から２１までの配列番号２、配列番号４、配列番
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号６または配列番号８記載のアミノ酸配列を含んでなるＩＧＳ４ポリペプチドに

対するアゴニストを同定するための方法。

    【請求項２７】  請求項２６の方法により同定されるアゴニスト。

    【請求項２８】  配列番号２、配列番号４、配列番号６または配列番号８記

載のアミノ酸配列を含んでなるＩＧＳ４ニューロメジン受容体タンパク質、好ま

しくは哺乳類ＩＧＳ４ニューロメジン受容体タンパク質に対するアゴニストを同

定するための方法であって、該タンパク質がニューロメジンＵに対し、好ましく

はニューロメジンＵ－８に対し、ニューロメジンＵ－２３に対しおよび／または

ニューロメジンＵ－２５に対し高いアフィニティ結合を示し、

（ａ）ＩＧＳ４ニューロメジン受容体タンパク質を産生する細胞を試験化合物と

接触させ、そして

（ｂ）試験化合物がＩＧＳ４ニューロメジン受容体タンパク質の活性化により発

生されるシグナルに影響するかどうかを決定する

ことを含んでなる方法。

    【請求項２９】  該アゴニストが、中枢神経系（ＣＮＳ）および末梢神経系

（ＰＮＳ）を含む神経系の障害、胃腸系および／または心臓血管系および／また

は骨格筋および／または甲状腺の障害、および／または肺疾患、免疫学的疾患お

よび尿生殖系の障害に関して有効である、請求項２８記載の配列番号２、配列番

号４、配列番号６または配列番号８記載のアミノ酸配列を含んでなるＩＧＳ４ニ

ューロメジン受容体タンパク質に対するアゴニストを同定するための方法。

    【請求項３０】  好ましくはアゴニストが、中枢神経系（ＣＮＳ）および末

梢神経系（ＰＮＳ）を含む神経系の障害、胃腸系および／または心臓血管系およ

び／または骨格筋および／または甲状腺の障害、および／または肺疾患、免疫学

的疾患および尿生殖系の障害に関して有効である、請求項２８または２９の方法

により同定されるアゴニスト。

    【請求項３１】  （ａ）該ＩＧＳ４ポリペプチドを産生する細胞をアゴニス

トと接触させ、そして

（ｂ）該アゴニストにより発生されるシグナルが候補化合物の存在下において減

少されるかどうかを決定する
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ことを含んでなる、請求項１７から２１までの配列番号２、配列番号４、配列番

号６または配列番号８記載のアミノ酸配列を含んでなるＩＧＳ４ポリペプチドに

対するアンタゴニストを同定するための方法。

    【請求項３２】  請求項３１の方法により同定されるアンタゴニスト。

    【請求項３３】  配列番号２、配列番号４、配列番号６または配列番号８記

載のアミノ酸配列を含んでなるＩＧＳ４ニューロメジン受容体タンパク質、好ま

しくは哺乳類ＩＧＳ４ニューロメジン受容体タンパク質に対するアンタゴニスト

を同定するための方法であって、該タンパク質がニューロメジンＵに対し、好ま

しくはニューロメジンＵ－８に対し、ニューロメジンＵ－２３に対しおよび／ま

たはニューロメジンＵ－２５に対し高いアフィニティ結合を示し、

（ａ）該ＩＧＳ４ニューロメジン受容体タンパク質を産生する細胞をアゴニスト

と接触させ、そして

（ｂ）該アゴニストにより発生したシグナルが候補化合物の存在下で減少するか

どうかをを決定する

ことを含んでなる方法。

    【請求項３４】  該アンタゴニストが、中枢神経系（ＣＮＳ）および末梢神

経系（ＰＮＳ）を含む神経系の障害、胃腸系および／または心臓血管系および／

または骨格筋および／または甲状腺の障害、および／または肺疾患、免疫学的疾

患および尿生殖系の障害に関して有効である、請求項３３記載の配列番号２、配

列番号４、配列番号６または配列番号８記載のアミノ酸配列を含んでなるＩＧＳ

４ニューロメジン受容体タンパク質に対するアンタゴニストを同定するための方

法。

    【請求項３５】  好ましくはアンタゴニストが、中枢神経系（ＣＮＳ）およ

び末梢神経系（ＰＮＳ）を含む神経系の障害、胃腸系および／または心臓血管系

および／または骨格筋および／または甲状腺の障害、および／または肺疾患、免

疫学的疾患および尿生殖系の障害に関して有効である、請求項３３または３４の

方法により同定されるアンタゴニスト。

    【請求項３６】  請求項１６記載の方法により製造される組換え宿主細胞ま

たはＩＧＳ４ポリペプチドを発現するその膜。
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    【請求項３７】  ａ）アミノ酸配列の配列番号２、配列番号４、配列番号６

または配列番号８またはCentraalbureau voor Schimmelcultures（Baarn 、オラ

ンダ国）における寄託番号ＣＢＳ１０２２２１号または寄託番号ＣＢＳ１０２２

２２号内に含まれるＤＮＡ挿入物によりコードされるアミノ酸配列を有するタン

パク質をコードする核酸配列から本質的になる核酸分子のコーディング部分を、

高レベル遺伝子発現または遺伝子が該動物内で通常は発現されない細胞タイプ内

での発現を駆動することができる調節配列と連結させ、または

ｂ）アミノ酸配列  配列番号２、配列番号４、配列番号６または配列番号８また

はCentraalbureau voor Schimmelcultures（Baarn 、オランダ国）における寄託

番号ＣＢＳ１０２２２１号または寄託番号ＣＢＳ１０２２２２号内に含まれるＤ

ＮＡ挿入物によりコードされるアミノ酸配列を有するタンパク質をコードする核

酸配列から本質的になる核酸分子のコーディング部分を単離および操作し、そし

て、アミノ酸配列  配列番号２、配列番号４、配列番号６または配列番号８また

はCentraalbureau voor Schimmelcultures（Baarn 、オランダ国）における寄託

番号ＣＢＳ１０２２２１号または寄託番号ＣＢＳ１０２２２２号内に含まれるＤ

ＮＡ挿入物によりコードされるアミノ酸配列を有するタンパク質をコードする内

在性遺伝子対立遺伝子を完全にまたは部分的に不活性化させるような方法で該動

物のゲノム内に該配列を再導入する

工程を含んでなる、ＩＧＳ４ニューロメジン受容体関連疾患のための遺伝子的に

操作したヒト以外の動物を創成する方法。

    【請求項３８】  （ａ）請求項１７から２１までの１項または配列番号２、

配列番号４、配列番号６および配列番号８の１個の受容体を発現する細胞、また

は請求項１７から２１までの１項または配列番号２、配列番号４、配列番号６お

よび配列番号８の１個の該受容体の一つを含んでなる受容体膜調製物を、標識ニ

ューロメジンＵと物質の存在および不在において接触させ、そして

（ｂ）ＩＧＳ４へのニューロメジンＵの結合を測定する

ことを含んでなる、物質が配列番号２、配列番号４、配列番号６または配列番号

８記載のアミノ酸配列を含んでなるＩＧＳ４受容体の潜在的なリガンドであるか

どうかを決定する方法。
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    【請求項３９】  該ポリペプチドが、ニューロメジンＵ、好ましくはニュー

ロメジンＵ－８、ニューロメジンＵ－２３および／またはニューロメジンＵ－２

５を結合して少なくとも約ｌｏｇＥＣ50＝－６のアフィニティーを示すことをさ

らに特徴とする、請求項１７から２１までのいずれか記載のポリペプチド。

    【請求項４０】  該ポリペプチドが、ニューロメジンＵ、好ましくはニュー

ロメジンＵ－８、ニューロメジンＵ－２３および／またはニューロメジンＵ－２

５を結合して少なくとも約ｌｏｇＥＣ50＝－９のアフィニティーを示すことをさ

らに特徴とする、請求項１７から２１までのいずれか記載のポリペプチド。
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【国際調査報告】
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【要約の続き】
症、真性糖尿病の合併症、および婦人科障害の治療、お
よびこのような状態に対する治療アッセイにおけるＩＧ
Ｓ４ポリペプチドおよびポリヌクレオチドおよび該ＩＧ
Ｓ４受容体ファミリーに対するアゴニストおよびアンタ
ゴニストの使用に関する。本発明の好ましい使用は、中
枢神経系（ＣＮＳ）および末梢神経系（ＰＮＳ）を含む
神経系の障害、胃腸系および／または心臓血管系および
／または骨格筋および／または甲状腺の障害および／ま
たは肺疾患、免疫学的疾患および尿生殖系障害に関す
る。本発明は、本発明のＩＧＳ４ポリペプチドのコグネ
イトリガンドの同定にも関する。該ＩＧＳ４ポリペプチ
ドへの高いアフィニティー結合は、ニューロメジンＵと
して知られる神経ペプチドとして見いだされる。
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摘要(译)

本发明涉及新鉴定的多核苷酸，由其编码的多肽以及这些多核苷酸和多
肽的用途及其生产。 更具体地，本发明的多核苷酸和多肽涉及称为
IGS4-家族的G蛋白偶联受体家族。 本发明可以抑制或激活这些多核苷酸
和多肽，含有该多肽核苷酸的载体，含有该载体的宿主细胞和IGS4-基因
过表达，不表达，表达不足或抑制的作用。 它还涉及转基因动物（敲除
动物）。 本发明进一步提供了用于筛选能够充当G蛋白偶联受体家族
IGS4的激动剂或拮抗剂的化合物的方法，尤其是精神分裂症，间歇性发
作性焦虑症（EPA）疾病例如强迫症（OCD）。 ），创伤后应激障碍
（PTSD），恐惧症和恐慌症，严重抑郁症，双相情感障碍，帕金森氏
病，一般性焦虑症，自闭症，del妄，多发性硬化症，阿尔茨海默氏病/痴
呆等 PNS包括神经退行性疾病，严重智力低下，运动障碍，亨廷顿舞蹈
病，图雷特综合症，抽动，震颤，肌张力障碍，抽搐，厌食症，贪食
症，中风，成瘾/依赖性/渴望，睡眠障碍，tencan，偏头痛 ，精神病和
中枢神经系统疾病，分心/多动障碍（ADHD），心力衰竭，心绞痛，心
律不齐，心肌梗塞，心脏肥大，低血压，高血压-例如 原发性高血压，肾性高血压或肺动脉高压，血栓形成，动脉硬化，脑血管痉
挛，蛛网膜下腔出血，脑缺血，脑梗塞，周围血管疾病，包括雷诺氏病在内的心血管疾病，肾脏疾病 肾功能不全，血脂异常，肥
胖，呕吐，肠易激综合症（IBS），炎症性肠病（IBD），胃肠道反射病（GERD），运动障碍和胃肠道症状延迟，例如术后或糖尿
病性胃病 轻瘫和糖尿病，溃疡-胃肠道疾病（包括胃溃疡），腹泻，其他疾病（包括骨质疏松症），炎症，细菌，真菌，原生动物
和病毒等感染，尤其是HIV-1或HIV -2感染，困扰，癌症，化学诱发的疾病，肿瘤浸润，免疫疾病，残留尿液，哮喘，过敏，关节
炎，良性前列腺增生，内毒素休克，败血症，糖尿病并发症和妇科疾病 这个，这个 尤娜的使用激动剂和拮抗剂对IGS4多肽和多核
苷酸和IGS4受体家族治疗法的状态。 本发明的优选用途包括神经系统的疾病，包括中枢神经系统（CNS）和周围神经系统
（PNS），胃肠系统和/或心血管系统和/或骨骼肌和/或甲状腺和/或肺的疾病。 疾病，免疫系统疾病和泌尿生殖系统疾病。 本发明
还涉及本发明IGS4多肽的同源配体的鉴定。 在称为Neuromedin U的神经肽中发现了与IGS4多肽的高亲和力结合。
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