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(57)【要約】
a) 配列番号2の配列、及び配列番号2の配列全体と少なくとも70％同一性又は80％類似性
を有する派生変異型からなる群より選択される配列；b) それぞれ1番目と3番目のシステ
イン、2番目と4番目のシステイン、5番目と6番目のシステイン、及び7番目と8番目のシス
テインの間の4つのジスルフィドブリッジにより連結された8つのシステイン残基を含むス
リーフィンガー構造；並びにc) アルファ1aアドレナリン受容体に選択的なアロステリッ
クアンタゴニストの活性により特徴付けられるペプチド、並びにその治療的及び薬理学的
使用。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ペプチドが、
      a) 配列番号2の配列、及び配列番号2の全体の配列と少なくとも70%の同一性又は80
%の類似性を有する派生変異型からなる群より選択される配列、
      b) 1番目と3番目のシステイン、2番目と4番目のシステイン、5番目と6番目のシス
テイン、及び7番目と8番目のシステインのそれぞれの間の4つのジスルフィドブリッジに
より連結された8つのシステイン残基を含むスリーフィンガー構造、及び
      c) アルファ1a (α1a)アドレナリン受容体に選択的なアロステリックアンタゴニス
トの活性
により特徴付けられる、医薬として用いるためのペプチド。
【請求項２】
　配列番号3の配列を有することを特徴とする請求項1に記載のペプチド。
【請求項３】
　1番目のシステインがa)で定義される前記配列の1若しくは2位にあり、及び／又は8番目
のシステインがa)で規定される前記配列の最後若しくは最後から2番目の位置にあること
を特徴とする請求項1又は2に記載のペプチド。
【請求項４】
　ベクターが、転写及び任意に翻訳のための適切な調節配列の制御下に請求項1～3のいず
れか1項で定義されるペプチドをコードするポリヌクレオチドを含む、医薬として用いる
ための発現ベクター。
【請求項５】
　請求項1～3のいずれか1項で定義される少なくとも1つのペプチド、又は請求項4で定義
される1つのベクターと、医薬的に許容されるキャリアとを含むことを特徴とする医薬組
成物。
【請求項６】
　請求項1～3のいずれか1項で定義される少なくとも1つのペプチド、又は請求項4で定義
される1つのベクターの、尿生殖器若しくは心臓血管の病理又は癌の治療用の、アルファ1
aアドレナリン受容体に選択的なアロステリックアンタゴニスト活性を有する医薬の製造
のための使用。
【請求項７】
　前記病理が、良性前立腺肥大、尿失禁、勃起障害、動脈性高血圧及び前立腺癌からなる
群より選択されることを特徴とする請求項6に記載の使用。
【請求項８】
　アルファ1aアドレナリン受容体の研究用ツールとしての、請求項1～3のいずれか1項で
定義されるペプチドの使用。
【請求項９】
　前記ペプチドが、配列番号2の配列の34位のリジンの他のアミノ酸への置換を含む配列
番号2の配列の変異型であることを特徴とする請求項8に記載の使用。
【請求項１０】
　34位のリジンが、アルギニン又はホモアルギニンで置換されていることを特徴とする請
求項9に記載の使用。
【請求項１１】
　前記ペプチドが、適切な標識に結合していることを特徴とする請求項8～10のいずれか1
項に記載の使用。
【請求項１２】
　前記研究が、アルファ1aアドレナリン受容体の組織発現プロフィールを決定することを
含むことを特徴とする請求項8～11のいずれか1項に記載の使用。
【請求項１３】
　請求項1～3及び9～11のいずれか1項で定義されるペプチドの、アルファ1aアドレナリン
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受容体のアロステリックリガンドのスクリーニングのための使用。
【請求項１４】
　少なくとも以下の：
      - アルファ1aアドレナリン受容体を、試験分子のライブラリー及び請求項11で定義
される標識ペプチドと接触させ、
      - 任意の適切な手段により、前記ペプチドの前記受容体への結合に置き換わり得る
分子を同定する
工程を含む、アルファ1aアドレナリン受容体のアロステリックリガンドをスクリーニング
する方法。
【請求項１５】
　少なくとも以下の：
      - 分析される細胞を、請求項11で定義される標識ペプチドと接触させ、
      - 任意の適切な手段により、標識された細胞を検出する
工程を含む、インビトロ又はインビボでアルファ1aアドレナリン受容体を検出する方法。
【請求項１６】
　少なくとも以下の：
      a) アルファ1アドレナリン受容体を、請求項1～3及び9～11のいずれか1項で定義さ
れるペプチドと、受容体／リガンド複合体を形成するような様式で接触させ、
      b) a)で得られた複合体を、結晶が形成されるのに充分な条件下及び時間でインキ
ュベートする
工程を含む、アルファ1アドレナリン受容体の結晶を製造する方法。
【請求項１７】
　配列番号2の配列を有することを特徴とする単離ペプチド。
【請求項１８】
　請求項9又は10で定義される単離ペプチド。
【請求項１９】
　適切な標識に結合していることを特徴とする請求項17又は18に記載のペプチド。
【請求項２０】
　受容体がアルファ1aアドレナリン受容体であり、ペプチドが請求項1～3及び9～11のい
ずれか1項で定義されるペプチドであることを特徴とする単離された受容体／リガンド複
合体。
【請求項２１】
　請求項17又は18に記載されるペプチドをコードすることを特徴とするポリヌクレオチド
。
【請求項２２】
　配列番号4の配列を有することを特徴とする請求項21に記載のポリヌクレオチド。
【請求項２３】
　請求項21又は22に記載のポリヌクレオチドを含むことを特徴とする組換えベクター。
【請求項２４】
　請求項21若しくは22に記載のポリヌクレオチド、又は請求項23に記載のベクターで改変
された細胞。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、アルファ1aアドレナリン受容体に選択的なアロステリックアンタゴニストの
活性を有するペプチド、並びにその治療的及び薬理学的な使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　従来のアドレナリン受容体(アドレナリン作用受容体又はAR)は、9つの薬理学的に特徴
付けられた受容体サブタイプに分類される：3つのアルファ1 (α1)アドレナリン作用受容
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体：アルファ1a (α1a)、アルファ1b (α1b)、アルファ1d (α1d)；3つのアルファ2 (α2

)アドレナリン作用受容体：アルファ2a (α2a)、アルファ2b (α2b)、アルファ2c (α2c)
、並びに3つのベータ(β)アドレナリン作用受容体：ベータ1 (β1)、ベータ2 (β2)、ベ
ータ3 (β3)。全てカテコールアミン、アドレナリン及びノルアドレナリンにより活性化
されるこれらの9つの受容体は、Gタンパク質への結合によるシグナル伝達を介して多様な
生理的効果を生み出す。
【０００３】
　アルファ1受容体は、特に、交感神経系のシナプス後位で発現され、それらの活性化は
、それらの制御下にある平滑筋の収縮を導く。これらの受容体は、正常又は病理の状態の
心臓血管及び尿生殖器において主要な役割を演じる(総説としてPiascikら, Pharmacol. T
her., 1996, 72, 215～241; Michelottiら, Pharmacology & Therapeutics, 2000, 88, 2
81～309を参照されたい)。さらに、男性及び女性の全ての尿生殖器の筋肉の緊張度(tonic
ity)は、アルファ1aサブタイプの活性化により主に制御されるが、静脈及び動脈のそれは
、アルファ1b及びアルファ1dサブタイプの活性化により特に制御されることが示されてい
る(Barrow J.C.ら, J. Med. Chem., 2000, 43, 2703～2718)。
【０００４】
　結果として、アルファ1a受容体を遮断すると、排尿不全及び勃起障害の治療に用い得る
、尿生殖路平滑筋の弛緩を得ることが可能になる(Morelandら, The Journal of Pharmaco
logy & Experimental Therapeutics, 2004, 308, 797～804; Guilianoら, Progres en Ur
ologie [Progress in Urology], 1997, 7, 24～33)。治療できる主要な病理は、以下のも
のである。
- 女性又は男性での尿路の機能的閉塞。40歳代から増加する、前立腺の大きさの通常の変
化に相当する前立腺腺腫又は良性前立腺肥大(BPH)。年齢とともに頻度が増加する(70歳を
超える男性の80%)前立腺の肥大は、排尿の問題の原因である尿道の実質的な閉塞を多少伴
い得る。
　この状態を治療するために、種々のアプローチが構想されている。それぞれの場合にお
いて、酵素(5-α-レダクターゼ)、トランスポーター(NET)、又はセロトニン、カンナビノ
イド、グルタメート、カルシウム若しくはアドレナリンに感受性の受容体の機能を遮断す
ることを含む。しかし、最良の結果は、アルファ1アドレナリン受容体を遮断したときに
得られている。これは、これらの受容体の遮断が、平滑筋の弛緩及び正常な尿の流れを可
能にするからである。
【０００５】
- 失禁：失禁は、尿路の保持強度(retention strength)よりも高い膀胱からの圧力による
と考えられる。アルファ1aアドレナリン作用受容体の遮断は、膀胱圧の低下を可能にする
だろう。
- 勃起障害：いくつかの勃起の問題は、陰核海綿体の潅流を促進するために、アルファ1a
アドレナリン作用受容体の活性を阻害することにより治療できる。
【０００６】
　さらに、アルファ1aアドレナリン作用受容体の遮断は、前立腺腫瘍の予防及び治癒の効
果を有するであろうことが示唆されている(欧州特許EP 0 799 618号及びEP 0 799 619号
、Thebaultら, The J. Clin. Invest., 2003, 111, 1691～1701)。
　尿生殖器でのアルファ1aアドレナリン作用受容体の活性を低下させるために、現在、2
つのクラスの分子が利用可能である。
- アルファ1アドレナリン受容体アンタゴニスト
　アルファ1 アドレナリン受容体のオルトステリック(orthosteric)部位に特異的に結合
する多くの競合的アドレナリンアンタゴニストが同定されている：キナゾリン(プラゾシ
ン、テトラゾシン、アルフソジン、ドキサゾシン)、ピペラジン(RWJ-38063、RWJ-68141、
RWJ-68157、RWJ 69736)、フェニルアルキルアミン(タムスロシン、インドラミン)、及び
シロドシン。しかし、KMD3213 (シロドシン)を除くこれらの全ての分子は、これらがアル
ファ1aアドレナリン受容体サブタイプについてのいずれの選択性も有さないという事実に
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より、有害副作用(低血圧)を引き起こす。KMD3213 (シロドシン)は、アルファ1aサブタイ
プに選択性を有する最初の競合的アンタゴニストである(Shibataら, Mol. Pharmacol., 1
995, 48-250～258)。この分子は、前立腺肥大の治療のための臨床フェーズにある(Drugs,
 R.D., 2004, 5, 50～51)。
【０００７】
- アルファ1アドレナリン受容体のアロステリックモジュレーター
　これらのアドレナリン作用受容体について現在知られているアロステリックモジュレー
ターは、アミロライド(Leppikら, Mol. Pharmacol., 2000, 57, 436～445)、及びペプチ
ドρ-TIAに代表されるロー-コノトキシン(ρ-コノトキシン)のみである(Sharpeら, Natur
e Neuroscience, 2001, 4, 902～907; 欧州特許EP 1 117 681号)。アミロライドは、あま
り特異的でなく、非常に高い濃度で活性である。ρ-TIAは、海のイモガイConus tulipaの
毒液から抽出された、2つのジスルフィドブリッジにより架橋された19残基の天然ペプチ
ドである(FNWRCCLIPACRRNHKKFC; 配列番号1)。このペプチドは、α1アドレナリン作用受
容体に対して100 nM程度の親和性、及び血管の緊張度を制御するα1bサブタイプに対して
弱い選択性(10 nMの親和性)を有する。欧州特許EP 1 117 681号は、心臓血管(高血圧)及
び泌尿器(前立腺肥大)の病理、疼痛及び炎症の予防及び治療のためのρ-TIAペプチドの使
用を構想する。
【０００８】
　アルファ1アドレナリン受容体のこれらの2つのアロステリックモジュレーターは、それ
らがアルファサブタイプに対する選択性を有さないので、血管(低血圧)に関して特に、有
害副作用を生み出す傾向がある。
　多くのニューロトキシンが、アフリカのマンバ、デンドロアスピス・アングスティセプ
ス(Dendroaspis angusticeps) (グリーンマンバ)及びデンドロアスピス・ポリレプシス(D
endroaspis polylepis) (ブラックマンバ)から単離されている(総説としてBradley, N; P
harmacology & Therapeutics, 2000, 85, 87～109; Jolkkonen M.ら, Eur. J. Biochem.,
 1995, 234, 2, 579～85を参照されたい)。「スリーフィンガー毒素」ファミリー又は「
コリン作動性毒素」ファミリーの毒素は、4つのジスルフィドブリッジ(システイン1と3、
2と4、5と6、及び7と8の間：ブリッジ1-3, 2-4、5-6 及び7-8)と、ループI、II及びIIIが
手の3本の中央の指を形成し、ジスルフィドブリッジが手のひらを形成する特徴的なスリ
ーフィンガー構造とを有する63～66アミノ酸のペプチドである。これらの毒素は、それら
の活性に応じていくつかの群に分けられる：ムスカリン型アセチルコリン受容体に結合す
るムスカリン様毒素(MT)、ニコチン型シナプス後アセチルコリン受容体に結合するアルフ
ァ-ニューロトキシン(α-ニューロトキシン)、及び非競合的アセチルコリンエステラーゼ
阻害剤であるファシクリン(fasciculins)。さらに、これらの毒素の配列の系統発生的研
究(Fryら, J. Mol., Evol., 2003, 57, 110～129)は、これらの種々の官能基、特にムス
カリン様毒素及びアルファ-ニューロトキシン(PCT国際出願WO 99/24055号)が、独特の配
列に相当することを示す。
【０００９】
　6つのムスカリン様毒素が、デンドロアスピス・アングスティセプスから[MTX1 (MT1)、
MTX2 (MT2)、MTX3 (MT3又はm4-tox)、MTX4 (MT4)、MTX5 (MT5)、MTX7 (MT7、m1-tox)]、
そしてデンドロアスピス・ポリレプシスから2つ[MT-アルファ (MTα)及びMT-ベータ(MTβ
)]が単離されている。強い配列相同性にもかかわらず、これらのペプチドは、種々のムス
カリン様受容体サブタイプとの相互作用の点での特異性と、独特の薬理学的効果とを有す
る。
【００１０】
　この特異性により、これらのペプチドは、いくつかのムスカリン様受容体サブタイプの
生理的役割を決定するためのツールとして用いられている。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
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　本発明者らは、デンドロアスピス・アングスティセプスの毒液から新しい毒素を単離し
た。AdTx1とよばれるこの毒素は、アルファ1aアドレナリン受容体に選択的に結合し、オ
ルトステリックリガンドの親和性をアロステリックに減少する。
　AdTx1は、65アミノ酸の配列を有する(配列番号2)：LTC1VTSKSIFGITTEDC2PDGQNLC3FKRRH
YVVPKIYDSTRGC4AATC5PIPENYDSIHC6C7KTDKC8NE。
【００１２】
　AdTx1の構造は、コリン作動系に作用するスリーフィンガー毒素のファミリーの特徴で
ある、3位と24位(システイン1と3：ブリッジ1-3)、17位と42位(システイン2と4：ブリッ
ジ2-4)、46位と57位(システイン5と6：ブリッジ5-6)、及び58位と63位(システイン7と8：
ブリッジ7-8)のシステイン間の4つのジスルフィドブリッジを含む。AdTx1の配列は、スリ
ーフィンガー毒素ファミリーの中のムスカリン様毒素の群のいくつかの配列と非常に強い
相同性を示す。
【００１３】
【表１】

【００１４】
　この新たな毒素は、アルファ1aアドレナリン受容体のアロステリックなアンタゴニスト
の特性により特徴付けられる、スリーフィンガームスカリン様毒素の群のペプチドのサブ
グループを規定する。さらに、アルファ1aアドレナリン受容体のアロステリックアンタゴ
ニストのこの特性は新しく、従来技術に記載されるスリーフィンガームスカリン様毒素の
特性に、明らかに従っていない。
【課題を解決するための手段】
【００１５】
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　よって、本発明は、医薬として用いるためのペプチドに関し、該ペプチドは：
a) 配列番号2の配列、及び配列番号2の全体の配列と少なくとも70%の同一性又は80%の類
似性を有する派生変異型からなる群より選択される配列、
b) 1と3、2と4、5と6、及び7と8 (ブリッジ1-3、2-4、5-6及び7-8)のシステインのそれぞ
れの間の4つのジスルフィドブリッジにより連結された、8つのシステイン残基を含むスリ
ーフィンガー構造(システイン1～8)、並びに
c) アルファ1a (α1a)アドレナリン受容体に選択的なアロステリックアンタゴニストの活
性
を特徴とする。
【００１６】
　本発明において規定されるペプチドは、アルファ1aアドレナリン受容体サブタイプに対
するそれらの選択性のために、アルファ1aアドレナリン受容体を特に遮断し得る。さらに
、阻害剤(競合的アンタゴニスト)とは違って、これらは、アゴニスト親和性のモジュレー
ターとして作用する。このようなモジュレーターは、受容体の機能を遮断せずに、それら
の天然のアゴニストにより活性化されたときにこれらの受容体の応答を調節するだけであ
るという利点を有する。この調節は、競合的アンタゴニストを用いるよりも簡単に制御さ
れるようである。さらに、アロステリックアンタゴニストの大規模な使用の間にプラトー
効果がなく、このことは、よって、毒性効果の可能性を低下させる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１７】
*定義：
- 本発明の目的のために、用語「スリーフィンガー構造」とは、上記で定義されるスリー
フィンガー毒素のファミリーに特徴的な構造を意味することを意図し、該構造は4つのジ
スルフィドブリッジ(ブリッジ1-3、2-4、5-6、7-8)により維持される3つのループ(ループ
I、II、III)を含む。
【００１８】
- 参照配列としての配列番号2の配列に関する配列の同一性は、2つの配列を、それらの間
で最大の一致が得られるように整列させたときに、同一であるアミノ酸残基のパーセンテ
ージに従って評価される。
　パーセンテージ同一性は、例えばBLASTシリーズ(Altschulら, NAR, 1997, 25, 3389～3
402)のもののような配列比較コンピュータプログラムを用いて、当業者により算出され得
る。
　BLASTプログラムは、参照配列として示される配列番号2全体からなる比較ウィンドウに
ついて用いられる。
【００１９】
　参照配列と少なくともX%の同一性を有するアミノ酸配列を有するペプチドは、本発明に
おいて、その配列が参照配列の100アミノ酸あたり100-X個までの変更を含み得るが、同時
に、該参照ペプチドの機能的特性を保持している(この場合、アルファ1aアドレナリン受
容体サブタイプに選択的なアンタゴニストの活性の点で)ペプチドとして定義される。本
発明の目的のために、用語「変更」は、参照配列中のアミノ酸の連続的又は散在する欠失
、置換又は挿入を含む。この定義は、ヌクレオチド配列についても同様に当てはまる。
【００２０】
　参照配列に関する配列の類似性は、2つの配列を、それらの間で最大の一致が得られる
ように整列させたときに、同一であるか又は同類置換により異なるアミノ酸残基のパーセ
ンテージに従って評価される。本発明の目的のために、用語「同類置換」とは、類似の化
学的又は物理的特性（サイズ、電荷又は極性）を有する別のアミノ酸とのあるアミノ酸の
置換を意味することを意図し、これは、通常、ペプチドの機能的特性を修飾しない。
【００２１】
　参照配列と少なくともX%の類似性を有するアミノ酸配列を有するペプチドは、本発明に
おいて、その配列が参照配列の100アミノ酸あたり100-X個までの非同類変更を含み得るペ
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プチドとして定義される。本発明の目的のために、用語「非同類変更」は、参照配列中の
アミノ酸の連続的又は散在する欠失、非同類置換又は挿入を含む。
【００２２】
- 本発明の目的のために、「アルファ1aアドレナリン受容体に選択的なアロステリックア
ンタゴニスト」の表現は、アルファ1aアドレナリン受容体に選択的に結合し、該受容体に
ついてのオルトステリックリガンドの親和性をアロステリックに減少させ得るペプチドを
意味する。
【００２３】
　従来の命名法によると、オルトステリック部位は、受容体の内因性アゴニスト(アルフ
ァ1aアドレナリン受容体の場合のアドレナリン)についての結合部位である。この部位は
、いくつかのアンタゴニスト(アルファ1aアドレナリン受容体の場合のプラゾシン)につい
ての結合部位でもある。アロステリック調節とは、受容体が、2つの位置的に異なる結合
部位により、2つのリガンドに同時に結合し得ることを意味する；オルトステリックリガ
ンドはオルトステリック部位に結合し、モジュレーターは別の部位(アロステリック部位)
に結合する。2つの結合部位は、部位1へのリガンドの結合が部位2の構造の邪魔をして、
部位2自体のリガンドに対するその親和性を修飾するような程度に、構造的に連結してい
る。
【００２４】
　本発明による調節ペプチドの場合、アルファ1aアドレナリン受容体へのペプチドの結合
は、受容体への特異的アンタゴニスト、例えばプラゾシンの親和性を減少させ、その逆も
ある。
【００２５】
　アルファ1aアドレナリン受容体に選択的なアロステリックアンタゴニストの活性は、当
業者に知られる任意の従来の方法により示し得る。
- 通常のリガンド／受容体結合アッセイにより、アロステリックリガンド(ペプチド)の存
在下でオルトステリックリガンド(プラゾシン)の結合を測定することによる。ペプチドの
濃度を増加させることにより、アルファ1aアドレナリン受容体へのオルトステリックリガ
ンドの結合が置き換わることは、ペプチドがアルファ1aアドレナリン受容体の阻害剤であ
ることを示す。完全な置き換えがないことは、アロステリック調節を示す。アルファ1ア
ドレナリン受容体への選択性は、他のアドレナリン受容体サブタイプ(アルファ1b、 アル
ファ1d)及びタイプ(アルファ2、ベータ)の存在下での結合アッセイにより示される。
【００２６】
- Ellis J.及びSeidenberg M, Mol. Pharmacol., 2000, 58: 1451～1460に記載される原
理に従って、アロステリックリガンドの存在下で、標識されたオルトステリックリガンド
／受容体複合体の解離の動態を測定することによる。
【００２７】
- そのアンタゴニストの性質を示すために、真核細胞で発現されたアルファ1a受容体の活
性化の阻害を測定することによる。アドレナリン受容体、例えばアルファ1aを発現する例
えばCOS又はHEKタイプの真核細胞は、例えばアドレナリンによる受容体の活性化の間に、
サイトソルにカルシウムを放出する能力を有する。よって、アドレナリンがそのオルトス
テリック部位に結合すると、受容体が活性化される。これは、細胞質Gタンパク質に結合
可能になるために、構造を変化させる。この結合が、とりわけ、ジアシルグリセロール及
びイノシトール3リン酸(IP3)の合成を可能にする事象のカスケードを導く。IP3受容体に
結合することにより、IP3は、サイトソルへのカルシウムの放出を可能にする。このカル
シウム濃度の変動を蛍光により追跡する。この方法により、生成物のアゴニスト又はアン
タゴニストとしての性質を示すことが可能になる。
【００２８】
　本発明は、アルファ1aアドレナリン受容体に選択的なアロステリックアンタゴニストの
活性を有する天然、合成又は組換えペプチドの使用を包含する。
　本発明は、特に、配列番号2の配列の1又は複数のアミノ酸の変異(挿入、欠失、置換)に
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より得られる変異型の使用を包含するが、但し、該変異型はアルファ1aアドレナリン受容
体に選択的なアロステリックアンタゴニストの活性を保持する。
【００２９】
　本発明は、アミノ酸残基、ペプチド結合又はペプチドの末端のレベルでの任意の改変の
導入により、上記のペプチドから誘導される改変ペプチドの使用も包含するが、但し、該
改変ペプチドは、アルファ1aアドレナリン受容体に選択的なアロステリックアンタゴニス
トの活性を保持する。当業者に知られる従来の方法によりペプチドに導入されるこれらの
改変は、限定されないが、以下のものを含む：天然アミノ酸の、非タンパク質構成アミノ
酸(Dアミノ酸又はアミノ酸アナログ)での置換；反応性官能基、特に側鎖Rへの化学団(脂
質、オリゴ糖又は多糖)の付加；ペプチド結合(-CO-NH-)の、特にレトロ若しくはレトロ-
インバーソ型の結合(-NH-CO-)、又はペプチド結合ではない結合での改変；環化；該ペプ
チドの配列の、興味のあるペプチド又はタンパク質の配列(免疫検出のために興味がある
エピトープ)との融合；ペプチドの精製に用い得る、特にプロテアーゼにより切断できる
形でのタグ(特にビオチン、ペプチド、フラッグ)、蛍光タンパク質；適切な分子、特に標
識、例えば蛍光色素への結合。これらの改変は、特に、安定性、より具体的にはタンパク
質溶解への耐性、及び溶解性を増加すること、又は本発明によるペプチド又はアルファ1
アドレナリン受容体のいずれかの精製若しくは検出を促進することを意図する。
【００３０】
　医薬的な使用のために、ペプチドは、その生理的特性を変更するため、特に生物におけ
るその半減期(グリコシル化：HAUBNER R.ら, J. Nucl. Med., 2001, 42, 326～36; PEGと
のコンジュゲート：KIM TH.ら, Biomaterials, 2002, 23, 2311～7)、その溶解性(アルブ
ミンとのハイブリッド形成：KOEHLER MF.ら, Bioorg. Med. Chem. Lett., 2002, 12, 288
3～6)、そのプロテアーゼ耐性(非天然アミノ酸(例えばLコンホメーション))、及び／又は
その腸吸収(Lienら, TIB, 2003, 21, 556～)を改善するために、当業者に公知の手段によ
り改変されるのが有利である。
【００３１】
　用語「天然又は合成アミノ酸」は、タンパク質で一般的に見出される20個の天然α-ア
ミノ酸(A, R, N, D, C, Q, E, G, H, I, L, K, M, F, P, S, T, W, Y及びV)、タンパク質
ではほとんど遭遇しないアミノ酸(ヒドロキシプロリン、ヒドロキシリジン、メチルリジ
ン、ジメチルリジンなど)、タンパク質に存在しないアミノ酸、例えばβ-アラニン、γ-
アミノ酪酸、ホモシステイン、オルニチン、シトルリン、カナバニン、ノルロイシン、シ
クロヘキシルアラニンなど、並びに上記のアミノ酸のエナンチオマー及びジアステレオマ
ーを意味することを意図する。
【００３２】
　上記のペプチドの有利な実施形態によると、これは、MT-ベータ毒素(SWISSPROT P80495
, 配列番号3)、蛇デンドロアスピス・ポリレプシス(ブラックマンバ)の毒液から抽出され
る天然ペプチドである。MT-ベータ及びAdTx1毒素の配列は、38位及び43位の残基で異なる
だけであり、これらはそれぞれI38及びV43 (MT-ベータ)、並びにS38及びA43 (AdTx1)であ
る。
【００３３】
　上記のペプチドの別の有利な実施形態によると、システイン1は、該ペプチドの配列の1
番目又は2番目のアミノ酸残基であり、及び／又はシステイン8は、該ペプチドの配列の最
後から2番目又は最後のアミノ酸残基である。このペプチドは、システイン1の上流又はシ
ステイン8の下流に位置する少なくとも1つのN-及び／又はC-末端残基の欠失により、上記
のペプチドから導かれた短縮(truncated)ペプチドを表す。
【００３４】
　本発明の主題は、医薬として用いるための発現ベクターでもあり、該ベクターは、上記
で定義されるペプチドをコードするポリヌクレオチドを、転写及び任意に翻訳のための適
切な調節配列の制御下に含む。
【００３５】
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　本発明によると、上記のポリヌクレオチドの配列は、該ペプチドをコードするcDNAのも
のである。これは、特に、AdTx1をコードする配列番号4の配列である。上記の配列は、有
利には、それが発現される宿主におけるコドン使用が最適になるように改変され得る。さ
らに、上記のポリヌクレオチドは、少なくとも1つの異種配列に連結され得る。
　「本発明で定義されるペプチドをコードする核酸配列に関して異種配列」との表現は、
該ペプチドをコードする核酸配列に天然で隣接するもの以外の任意の核酸配列を意味する
。
【００３６】
　本発明によると、上記の組換えベクターは、転写及び任意に翻訳のために適する調節配
列(プロモーター、エンハンサー、イントロン、開始コドン(ATG)、停止コドン、ポリアデ
ニル化シグナル)の制御下に、上記で定義される少なくとも1つのポリヌクレオチドを含む
発現カセットを含む。
【００３７】
　興味のある核酸分子を、それを真核若しくは原核宿主細胞に導入して維持するために、
挿入できる多くのベクターが、それら自体で知られている。適切なベクターの選択は、該
ベクターについて構想される使用(例えば、興味のある配列の複製、この配列の発現、染
色体外の形でのこの配列の維持、又は宿主の染色体物質への組み込み)、及び宿主細胞の
性質にも依存する。例えば、とりわけ、興味のある配列が予め挿入されたウイルスベクタ
ー、例えばアデノウイルス、レトロウイルス、レンチウイルス、AAV、及びバキュロウイ
ルスを用い得る。該配列(単離されているか又はプラスミドベクターに挿入されている)は
、それが宿主細胞膜を横切ることを可能にする物質、例えばトランスポーター、例えばナ
ノトランスポーター、又はリポソーム若しくはカチオン性ポリマーの調製物を伴っていて
もよいか、又は該宿主細胞に、エレクトロポレーション又はマイクロインジェクションの
ような物理的方法を用いて導入され得る。さらに、これらの方法は、有利には、例えばリ
ポソームと組み合わせたエレクトロポレーションを用いることにより、組み合わせてよい
。
【００３８】
　本発明の主題は、上記で定義される少なくとも1つのペプチド、該ペプチドをコードす
る1つのポリヌクレオチド、又は1つのベクターと、医薬的に許容されるキャリアとを含む
医薬組成物でもある。
　本発明による医薬組成物は、非経口(皮下、筋内、静脈内)、経腸(経口、舌下)又は局部
(経鼻、直腸、経膣)の投与に適する剤形である。
　医薬的に許容されるキャリアは、通常用いられるものである。
【００３９】
　本発明の主題は、上記で定義される少なくとも1つのペプチド及び／又は1つのベクター
の、尿生殖器若しくは心臓血管の病理、又は癌の治療用の、アルファ1a (α1a)アドレナ
リン受容体に選択的なアロステリックアンタゴニストの活性を有する医薬の製造のための
使用でもある。
【００４０】
　尿生殖器の病理は、排尿不全：失禁、女性又は男性における尿路の閉塞、及び勃起障害
を含む。
　好ましくは、上記の尿生殖器の病理は、良性前立腺肥大である。前立腺の体積の増加は
、排尿不全の原因である尿道の閉塞をもたらす。アルファ1aアドレナリン作用受容体の遮
断は、平滑筋の弛緩及び通常の尿の流れを可能にする。
【００４１】
　心臓血管の病理は、アルファ1a受容体の遮断が低血圧を導く限りは、主に動脈性高血圧
を含む。高血圧のいくつかの形は、クロム親和性細胞腫による。アルファ-遮断薬の使用
は、外科的介入の前が推奨される。
【００４２】
　癌の病理は、アルファ1aアドレナリン受容体がこの器官で主に発現される限りは、主に
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前立腺癌を含む。アドレナリン作用受容体の阻害は、前立腺癌の上皮細胞の増殖を遅らせ
るだろう。
【００４３】
　本発明の主題は、上記で定義されるアルファ1a (α1a)アドレナリン受容体に選択的な
アロステリックアンタゴニストの活性を有する配列番号2の配列又は派生変異型のペプチ
ドの、アルファ1aアドレナリン受容体を研究するためのツールとしての使用でもある。
【００４４】
　上記の使用の有利な実施形態によると、上記のペプチドは、適切な標識と結合される。
　本発明において定義されるペプチドは、検出可能な及び／又は定量可能なシグナルを得
るために、共有又は非共有結合により、放射活性又は非放射活性の化合物で、直接的又は
間接的に標識され得る。
【００４５】
　標識は、特に、当業者に公知の方法に従って行われる放射活性、磁性又は蛍光標識であ
る。直接検出可能な標識は、特に、放射活性同位体、例えば三重水素(3H)及びヨウ素(125

I)、又は発光化合物、例えば放射線発光、化学発光、生物発光、蛍光若しくはリン光物質
である。間接的に検出可能な標識は、特にビオチン及びBエピトープを含む。
【００４６】
　標識は、特に、以下により行われる：
- 蛍光体を、反応性アミン、すなわちリジンが有するアミンにグラフトさせることによる
。例えば、34位のリジンのアルギニン又はホモアルギニンへの置換により変異され、Cy3B
TM反応物(Amersham)がAdTx1の1又は複数の他のリジンにグラフトされたAdTx1を得ること
ができる。
【００４７】
- 化学合成により蛍光体を直接組み込むことによる(N-又はC-末端に)。
- 組換え生産又は合成により反応基(遊離のシステイン、ビオチン)を組み込み、次いで、
この基を用いて蛍光体をグラフトすることによる。
　このような標識ペプチドは、特に、生理的若しくは病的状態の下で、又は内因性若しく
は外因性の刺激に応答して、アルファ1aアドレナリン受容体の組織発現プロフィールを決
定するように、該受容体をインビトロ又はインビボで局在化するために用いられる。
【００４８】
　本発明の主題は、少なくとも以下の：
- 分析される細胞を、上記で定義される標識ペプチドと接触させ、
- 任意の適切な手段により、標識された細胞を検出する
工程を含む、インビトロ又はインビボでアルファ1aアドレナリン受容体を検出する方法で
もある。
【００４９】
　インビボ、哺乳動物の体内で(細胞イメージング)の受容体の特にリアルタイムでの検出
は、該ペプチドを該哺乳動物に投与する(非経口注射、経口投与)先行工程を含む。
【００５０】
　細胞の標識は、特に、当業者に知られる任意の方法(蛍光顕微鏡、フローサイトメトリ
、磁気共鳴イメージング)により検出可能な蛍光標識又は磁性標識である。
【００５１】
　あるいは、アルファ1aアドレナリン受容体についての他のアロステリックリガンドを同
定するために、標識ペプチドを用いて、分子ライブラリーをスクリーニングする。
　本発明の主題は、少なくとも以下の：
- 試験分子のライブラリーの存在下で、アルファ1aアドレナリン受容体と、上記で定義さ
れる標識ペプチドを接触させ、
- 任意の適切な手段により、該ペプチドの該受容体への結合に置き換わることができる分
子を同定する
工程を含む、アルファ1aアドレナリン受容体についてのアロステリックリガンドをスクリ
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ーニングする方法でもある。
【００５２】
　さらに、本発明で定義されるペプチドとアルファ1aアドレナリン受容体との複合体は、
結晶を得るために有利に用いることができる。このような結晶は、X線回折により、アル
ファ1aアドレナリン受容体の3次元構造を決定することを可能にする。
　本発明の主題は、少なくとも以下の：
a) アルファ1アドレナリン受容体を、上記で定義されるペプチドと、受容体／リガンド複
合体を形成するように接触させ、
b) a)で得られた複合体を、結晶を形成するのに十分な条件下及び時間でインキュベート
する
工程を含む、アルファ1アドレナリン受容体の結晶を製造する方法でもある。
【００５３】
　本発明の主題は、任意に適切な標識と結合していてもよい、受容体／リガンド複合体で
もあり、ここで、該受容体はアルファ1aアドレナリン受容体であり、ペプチドは上記で定
義されるペプチドである。
【００５４】
　本発明の主題は、配列番号2の配列のペプチド、及び配列番号2の配列の34位のリジンの
別のアミノ酸、特にアルギニン又はホモアルギニンでの置換を含む配列番号2の変異型で
あるペプチドでもある。
　上記のペプチドの有利な実施形態によると、これは、適切な標識と結合される。
【００５５】
　本発明の主題は、上記のペプチドから導かれるポリヌクレオチド、発現カセット、組換
えベクター及び改変された原核又は真核宿主細胞でもある。
　上記のポリヌクレオチドの有利な実施形態によると、これは、AdTx1をコードする配列
番号4の配列を有する。
【００５６】
　本発明は、特に：
a) 転写及び任意に翻訳のために適切な調節配列(プロモーター、エンハンサー、イントロ
ン、開始コドン(ATG)、停止コドン、ポリアデニル化シグナル)の制御下に、上記で定義さ
れる少なくとも1つのポリヌクレオチドを含む発現カセット、及び
b) 本発明によるポリヌクレオチドを含む組換えベクターである。有利には、これらのベ
クターは、上記で定義される少なくとも1つの発現カセットを含む発現ベクターである。
【００５７】
　上記で定義されるポリヌクレオチド、組換えベクター及び形質転換細胞は、特に、本発
明で定義されるペプチドの産生に用い得る。
【００５８】
　本発明によるポリヌクレオチドは、Current Protocols in Molecular Biology (Freder
ick M. AUSUBEL, 2000, Wiley and Son Inc., Library of Congress, USA)及びMolecular
 Cloning: A Laboratory Manual, Third Edition, (Sambrookら, 2001, Cold Spring Har
bor, New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press)に記載されるもののような標準
的なプロトコルに従うそれら自体で知られる従来の方法により得られる。
　例えば、これらは、PCR若しくはRT-PCRによる核酸の増幅、相同プローブとのハイブリ
ッド形成によるゲノムDNAライブラリーのスクリーニング、又は完全若しくは部分的な化
学合成により得ることができる。組換えベクターは、それら自体で知られる従来の組換え
DNA及び遺伝子工学の方法により構築されて宿主細胞に導入される。
【００５９】
　上記で定義されるペプチド及びそれらの誘導体(変異型、改変ペプチド)は、当業者に知
られる従来の方法、特に固相若しくは液相合成、又は適切な細胞系(真核若しくは原核)で
の組換えDNAの発現により調製される。
【００６０】
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　より具体的には、
- ペプチド及びそれらの誘導体は、Merrifieldら(J. Am. Chem. Soc., 1964, 85: 2149～
)により元来記載されたFmoc法に従って合成でき、逆相高性能液体クロマトグラフィーに
より精製できる；
- ペプチド及び変異型のようなそれらの誘導体は、当業者に知られる任意の手段により得
られる対応するcDNAからも作製できる。cDNAを真核又は原核の発現ベクターにクローニン
グし、組換えベクターで改変された細胞において産生されるタンパク質又はフラグメント
を、任意の適切な手段、特にアフィニティクロマトグラフィーにより精製する。
【００６１】
　上記の態様の他に、本発明は、添付の図面を参照にして本発明の主題の実施例に言及す
る以下の記載から明らかになる他の態様も含む。図面において：
- 図1は、プラゾシン(●)又はAdTx1 (○)の存在下での、アルファ1aアドレナリン受容体
への放射標識AdTx1ペプチド(125I-AdTx1)の結合の置き換えを示す。IC50値は、プラゾシ
ン及びAdTx1について、それぞれ2.2×10-10 M及び5×10-10 Mである。
【００６２】
- 図2は、3H-プラゾシン、3H-ラウオルシン及び3H-CPG12177の種々のアドレナリン受容体
サブタイプへの結合の、プラゾシン又はAdTx1ペプチドによる置き換えを示す。(□) 3H-
プラゾシンのアルファ1a受容体への結合の、プラゾシンによる置き換え(IC50 = 0.99×10
-9 M)。(◆) 3H-プラゾシンのアルファ1a受容体への結合の、AdTx1による置き換え(IC50 
= 1.8×10-9 M)。(■) 3H-プラゾシンのアルファ1b受容体への結合の、AdTx1による置き
換え(IC50 = 2.3×10-6 M)。(●) 3H-プラゾシンのアルファ1d受容体への結合の、AdTx1
による置き換え(IC50 = 9.9×10-6 M)。(○) 3H-ラウオルシンのアルファ2a受容体への結
合の、AdTx1による置き換え(IC50＞5×10-5 M)。(◇) 3H-CGP12177のベータ1受容体への
結合の、AdTx1による置き換え(IC50＞5×10-5 M)。
【００６３】
- 図3は、アルファ1aアドレナリン受容体を発現する酵母膜上での125I-AdTx1の熱飽和(ho
t saturation)を表す。種々の濃度の125I-AdTx1を、20μgの酵母膜の存在下で20時間イン
キュベートする。非特異的結合は、1μmのAdTx1の存在下で測定する。(△) 非特異的結合
。(●) 特異的結合。(○) 合計の結合。特異的結合は飽和可能であり、0.8±0.2 nMに等
しい高親和性の結合である。
【００６４】
- 図4は、COS細胞で一過的に発現されたh-アルファ1a (A)及びh-アルファ1b (B)アドレナ
リン受容体の、AdTx1-Cy3BTM蛍光誘導体での標識を示す。
【実施例】
【００６５】
実施例1：AdTx1ポリペプチドの調製
1) 化学合成
　AdTx1ペプチドを、Fmoc (フルオレニルメチルオキシカルボニル)法により、ジシクロヘ
キシルカルボジイミド／1-ヒドロキシ-7-アザベンゾトリアゾール(HOAT)をカップリング
剤として、及びN-メチルピロリドンを溶剤として用いて、固相合成した(Mourierら, Mole
cular Pharmacology, 2003, 63, 26～35)。簡単に、合成は、ペプチドのC-末端の端からN
-末端の端に、0.05 mmolの樹脂を用いて行う。合成の最後に、樹脂／ペプチドを、9 mlの
トリフルオロ酢酸、0.5 mlのトリイソプロピルシラン及び0.5 mlの蒸留水の混合物で処理
する。次いで、ペプチドを、2時間のインキュベーションの後に樹脂から切断する。混合
物を、冷エチルエーテルの上からろ過し、2回遠心分離する。このようにして得られる沈
殿物を、10%酢酸溶液に溶解し、凍結乾燥する。還元された合成毒素を、Discovery (登録
商標) Bio Wide Pore C5、25 cm×10 mm、10μm半調製カラム(SUPELCO)での、150分間で4
0%～70%の溶媒Bの勾配を用いる(A: 0.1% TFA、B: 50%アセトニトリル及び0.1% TFA)、4.5
 ml/分の流速での逆相クロマトグラフィー(HPLC)により精製する。続いて、検出を220 nm
で行う。
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【００６６】
　合成毒素は、次いで、100 mM Trisバッファー、pH 8.0中で、1/1のGSSG/GSHのモル比及
び1 mMの濃度での還元グルタチオン(GSSG)及び酸化グルタチオン(GSH)の存在下で折り畳
まれる。4℃、暗所及びアルゴンの下で3日後、折り畳まれた合成毒素を、上記と同じ条件
の逆相クロマトグラフィー(HPLC)により精製する。合成毒素の濃度は、5μMである。
【００６７】
2) 組換えポリペプチドの作製
　AdTx1をコードするヌクレオチド配列のクローニングを、ある技術(Gateway (登録商標)
, Invitrogen)に従う相同組換えにより行う。5'から3'に連続的に：attB1組換え配列、TE
V切断部位(ENLYFQG)、AdTx1をコードする配列(配列番号3)、偽停止(pseudo stop)、Stag
ペプチドをコードする配列、停止コドン及びattB2組換え配列を含むポリヌクレオチドフ
ラグメント(配列番号4)を、PCRにより増幅した。PCR産物を、ドナープラスミドpDONR221 
(Invitrogen)に、相同組換えによりクローニングした。このようにして得られたクローン
を用いて、適切な細胞系でのAdTx1の発現に適する組換え発現ベクターを作製する。
【００６８】
実施例2：アルファ1アドレナリン受容体へのAdTx1の結合の解析
1) 材料及び方法
a) AdTx1毒素のヨウ素化
　AdTx1のヨウ素化は、ラクトペルオキシダーゼにより触媒されるハロゲン化反応により
行う。50μlの0.1Mリン酸バッファー、pH 7.3、10μlの100μM毒素、10μlの1/50,000 H2
O2、1 mCi [125I]及び0.7単位のラクトペルオキシダーゼ(Sigma)を含有する反応混合物を
、25℃にて1分間インキュベートする。ヨウ素化された毒素を、次いで、以前に記載され
たようにして(Krimm I.ら, J. Mol. Biol., 1999, 285, 1749～63)、逆相HPLCにより精製
する。
【００６９】
b) アドレナリン受容体を含む膜の調製
　各受容体サブタイプ、α1a、α1b、α1d、α2a及びβ1は、上記の受容体に対応するcDN
Aを含む発現プラスミドで形質転換された酵母Pichia pastorisで発現される。各クローン
を、同じ様式で培養する。Pichia pastorisクローンを、10 mlの培地(1%酵母エキス、2%
ペプトン、100 mMリン酸カリウム、pH 6、1.3%窒素含有酵母ベース、1%グリセロール)に3
0℃にて一晩接種し、培養物を、次いで、100 mlの新鮮な培地で希釈し、30℃にて4時間、
再びインキュベートする。培養物を、続いて、遠心分離し(3000 g, 5分)、2.5% DMSOを補
った500 mlの誘導培地(1%酵母エキス、2%ペプトン、100 mMリン酸カリウム、pH 6、1.3%
窒素含有酵母ベース、0.5%メタノール)に再懸濁し、振とうしながら(200 rpm)、20℃にて
18時間インキュベートする。培養物を採集し(3000 g, 15分, 4℃)、3 mlのバッファー(50
 mMリン酸カリウム、pH 7.4、100 mM NaCl、5%グリセロール、2 mM EDTA及び1 mM PMSF)
に再懸濁し、氷で冷却する。冷たいガラスビーズ(2 ml; 400～600μm酸洗浄ガラスビーズ
, Sigma)を懸濁物に加え、次いで、混合物を30秒間のボルテックスに8回付し、その後、
氷上で放置する。ガラスビーズ及び溶解されていない細胞を、次いで、溶解物から遠心分
離(3000 gにて5分、4℃)により分離し、ペレットを、同じ条件下で洗浄する。上清を回収
し、20,000 gにて1時間遠心分離する。各調製物のペレットは、ホモジナイザーを用いて
バッファー(50 mM Tris pH 8、120 mM NaCl、10%グリセロール、1 mM PMSF)に再懸濁し、
定量に分け、使用時まで-80℃に維持する。
【００７０】
c) 結合アッセイ
　5μgの膜を、最終容量200μlで、10 mMのMgCl2を補ったTris-HClバッファー、pH 7.2中
の、最終濃度1 nMの3H-プラゾシン([7-メトキシ-3H], Perkin Elmer Life Sciences)、又
は3H-ラウオルシン[メチル-3H] (Perkin Elmer Life Sciences)、又は3H-CPG12177 (Perk
in Elmer Life Sciences)と混合し、次いで、混合物を周囲温度にて、漸増用量のAdTx1 (
0.01 nM～100μM)の存在下で5時間インキュベートする。非特異的結合は、3H-プラゾシン
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との結合について1μMのプラゾシン(Sigma)の存在下で、3H-ラウオルシンとの結合につい
て1μMのヨヒンビン(Sigma)の存在下で、又は3H-CPG12177との結合について1μMのプロプ
ラノロール(Sigma)の存在下で測定する。反応は、反応媒体を2 mlの洗浄バッファー(Tris
-HCl, pH 7.2, 10 mM)で希釈した後に、4℃にてろ過することにより停止する。ろ過は、0
.3% PEIバッファー(ポリエチレンイミン、Sigma)で前処理したガラスフィルタ(GFC, What
man)で行う。2回連続で迅速な洗浄を行う。ろ紙を80℃にて1時間乾燥させ、10 mlのLipol
uma Plus (Lumac LMC)を加える。放射を、Rockbeta 1211カウンタ(LKB Wallac)で検出し
、これは、各アッセイの値をcpm (カウント毎分)で与える。結果の解析は、Kaleidograph
ソフトウェア(Tools for discovery, Synergy Software, PA, USA)を用いて行う。
【００７１】
　アルファ1aアドレナリン受容体への結合の、ヨウ素化AdTx1ペプチド(0.1 nM)による置
き換えの解析は、トリチウム化リガンドについて用いたものと同じプロトコルに従って行
い、放射活性をMultigamma 1261カウンタ(LKB Wallac)で測定する。
【００７２】
　アルファ1aアドレナリン受容体のAdTx1での飽和の解析は、漸増濃度のヨウ素化ペプチ
ドを、20μgのアルファ1aアドレナリン受容体含有膜の存在下で20時間インキュベートし
、次いで、上記のようにして放射活性を測定することにより行う。非特異的結合は、1μM
のAdTx1の存在下で測定する。
【００７３】
2) 結果
　種々のアドレナリン受容体サブタイプ、アルファ1a、1b、1d、2a及びベータ1へのAdTx1
ペプチドの結合の解析を、図1、2及び3に示す。
　AdTx1ペプチドは、アルファ1aアドレナリン受容体リガンドである(図1)。種々のアドレ
ナリン受容体サブタイプに特異的なオルトステリックリガンドを用いる競合結合アッセイ
は(図2)、AdTx1ペプチドがアルファ1aアドレナリン受容体サブタイプに選択的に結合する
ことを示す。IC50値により評価されるアルファ1a、1b、1d、2a及びベータ1サブタイプに
対するその親和性は、それぞれ、1.8×10-9 M、2.3×10-6 M、9.9×10-6 M、＞5×10-5 M
、及び＞5×10-5 Mである。
【００７４】
　アルファ1aアドレナリン受容体へのプラゾシン結合の、AdTx1ペプチドの存在下での置
き換えについての曲線(図1及び2)は、置き換えが不完全であることを示し、これは、アロ
ステリック調節を反映する。
【００７５】
　図1及び2に示す結果は、AdTx1ペプチドがアルファ1aアドレナリン受容体に特異的に結
合し、それが、その結合により、オルトステリックリガンドについての親和性をアロステ
リックに減少させることを示す。よって、これは、アルファ1aアドレナリン受容体に選択
的なアロステリックアンタゴニストである。
【００７６】
　アルファ1aアドレナリン受容体飽和曲線(図3)は、AdTx1の特異的結合が飽和可能であり
、かつ0.8±0.2 nMに等しい高親和性結合であることを示す。
【００７７】
実施例3： アルファ1aアドレナリン受容体の、AdTx1Cy3BTM蛍光誘導体での標識
1) 材料及び方法
　AdTx1 K34R変異型を、AdTx1について実施例1に記載するようにして合成した。AdTx1 K3
4R変異型を、次いで、Cy3B-モノ-NHS-エステル蛍光体(AMERSHAM)に、製造者により推奨さ
れるプロトコルに従って結合させた。ヒトアルファ1aアドレナリン受容体の発現ベクター
又はヒトアルファ1bアドレナリン受容体の発現ベクターのいずれかでトランスフェクショ
ンされ、このアルファ1a又はアルファ1b受容体を一過的に発現するCOS細胞(ATCC)を、2μ
MのAdTx1-Cy3bの存在下で16時間インキュベートし、次いで、543 nmでのレーザ励起後に
放射される蛍光を、蛍光顕微鏡(Leica TCS SP2, LEICA MICROSYSTEMS)を用いて×40の倍
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【００７８】
2) 結果
　図4は、AdTx1蛍光誘導体でのアルファ1aアドレナリン受容体の特異的標識を示す。図4A
は、AdTx1蛍光誘導体によるh-アルファ1aアドレナリン受容体の強い標識を示す。これに
対して、図4Bは、AdTx1蛍光体によるh-アルファ1bアドレナリン受容体の標識がないこと
を示す(図4B)。
【図面の簡単な説明】
【００７９】
【図１】プラゾシン(●)又はAdTx1 (○)の存在下での、アルファ1aアドレナリン受容体へ
の放射標識AdTx1ペプチド(125I-AdTx1)の結合の置き換えを示す。
【図２】3H-プラゾシン、3H-ラウオルシン及び3H-CPG12177の種々のアドレナリン受容体
サブタイプへの結合の、プラゾシン又はAdTx1ペプチドによる置き換えを示す。
【図３】アルファ1aアドレナリン受容体を発現する酵母膜上での125I-AdTx1の熱飽和を表
す。
【図４】COS細胞で一過的に発現されたh-アルファ1a (A)及びh-アルファ1b (B)アドレナ
リン受容体の、AdTx1-Cy3BTM蛍光誘導体での標識を示す。

【図１】

【図２】

【図３】
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摘要(译)

具有以下特征的肽（I）用作药物：它具有SEQ ID NO：2（说明书中给
出的65个氨基酸的定义序列）或与SEQ ID NO：2具有至少70％的同源
性或80％的相似性 ; 它具有三指结构，包括在第一和第三半胱氨酸，第
二和第四半胱氨酸，第五和第六半胱氨酸以及第七和第八半胱氨酸之间
具有二硫键的八个半胱氨酸残基； 它具有选择性的变构肾上腺素α1a受
体拮抗剂活性。 还包括以下方面的独立权利要求：（1）如上的具有
SEQ ID NO：3的肽（本说明书中给出的65个氨基酸的定义序列）；
（2）表达载体在编码条件下的用途，该表达载体包含编码（I）的多核
苷酸 控制转录和任选翻译为药物的调控序列；（3）通过使肾上腺素α1a
受体与测试化合物库接触来筛选变构肾上腺素α1a受体配体，以及（I）
标记形式并鉴定能够置换的分子 （I）从受体；（4）通过使测试细胞与
（I）以标记形式接触并检测标记细胞来检测肾上腺素α1a受体；（5）通
过使受体与（I）接触而产生肾上腺素α1受体晶体 形成受体/配体复合物
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并孵育该复合物；（6）具有SEQ ID NO：2的分离的肽；（7）包含肾
上腺素α1a受体和（I）的分离的受体/配体复合物；（8）编码（I）的多核苷酸； （9）包含上述多核苷酸的重组载体； （10）用
上述多核苷酸或载体修饰的细胞。 活动：细胞抑制； 尿毒症; 变压性 低血压。 作用机理：肾上腺素α1a受体拮抗剂。 基因治疗。


