
(57)【要約】
【課題】ホスホジエステラーゼ（ＰＤＥ）活性を有する新規ポリペプチド、該ＰＤＥポリ
ペプチドをコードするＤＮＡ、該ポリペプチドを認識する抗体を利用し、糖尿病、虚血性
心疾患、高血圧、腎炎、膵炎、潰瘍、アレルギー、喘息、リウマチ、骨粗鬆症、痛み、不
安症、分裂病、躁鬱病、パーキンソン病、痴呆、感染症または悪性腫瘍等の診断、予防ま
たは治療のための医薬を提供すること。
【解決手段】本発明によれば、ＰＤＥ活性を有する新規ポリペプチド、該ポリペプチドの
製造法、該ポリペプチドをコードするＤＮＡ、該ＤＮＡを組み込んで得られる組換え体ベ
クター、該組換え体ベクターを保有する形質転換体、該ポリペプチドを認識する抗体、該
抗体を用いる本発明のポリペプチドの定量法および免疫染色法、該ポリぺプチドをコード
する遺伝子の発現を変動させる物質のスクリーニング法、該ポリペプチドの有する活性を
変動させる物質のスクリーニング法および該ＤＮＡあるいは該抗体を用いた糖尿病、脳疾
患、腎疾患または癌等の疾患の診断、予防または治療のための医薬等が提供される。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 下 記 の 何 れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド ：
（ Ａ ） 配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 １ ５ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 ： 又 は
（ Ｂ ） 配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 １ ５ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が
欠 失 、 置 換 及 び ／ 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 活 性
を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 請 求 項 ２ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ３ 】
　 下 記 の 何 れ か の 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ ：
（ Ａ ） 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 １ ６ に 記 載 の 塩 基 配 列 ： 又 は
（ Ｂ ） 上 記 （ Ａ ） に 記 載 の 塩 基 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か
つ ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 塩 基 配 列 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 ２ 又 は ３ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 ４ に 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー を 保 有 す る 形 質 転 換 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 形 質 転 換 体 が 、 微 生 物 、 動 物 細 胞 、 植 物 細 胞 お よ び 昆 虫 細 胞 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 形
質 転 換 体 で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 形 質 転 換 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 微 生 物 が 属 に 属 す る 微 生 物 で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 形 質 転 換 体 。
【 請 求 項 ８ 】
　 受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ６ ９ ７ ６ を 有 す る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 形 質 転 換 体 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 ５ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 形 質 転 換 体 を 培 地 で 培 養 し 、 培 養 物 中 に 請 求 項 １
に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 蓄 積 さ せ 、 該 培 養 物 か ら 該 ポ リ ペ プ チ ド を 採 取 す る こ と を 特
徴 と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 ２ ま た は ３ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 中 の 連 続 し た ５ ～ ６ ０ 塩 基 と 同 じ 配 列 を 有
す る セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 該 セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 相 補 的 な 配 列 を 有 す る ア
ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び こ れ ら セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 結 合 が ホ ス ホ
ロ チ オ エ ー ト 結 合 に 変 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の リ ン
酸 ジ エ ス テ ル 結 合 が Ｎ ３ ’ － Ｐ ５ ’ ホ ス ホ ア ミ デ ー ト 結 合 に 変 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 誘 導 体 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の リ ボ ー ス と リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 結 合 が ペ プ チ ド 核 酸 結 合
に 変 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の ウ ラ シ ル が Ｃ － ５ プ ロ
ピ ニ ル ウ ラ シ ル で 置 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の ウ ラ シ
ル が Ｃ － ５ チ ア ゾ ー ル ウ ラ シ ル で 置 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 中 の シ ト シ ン が Ｃ － ５ プ ロ ピ ニ ル シ ト シ ン で 置 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の シ ト シ ン が フ ェ ノ キ サ ジ ン 修 飾 シ ト シ ン （ phenoxazine-modified
 cytosine） で 置 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 Ｄ Ｎ Ａ 中 の リ ボ ー ス が ２ ’ － Ｏ －
プ ロ ピ ル リ ボ ー ス で 置 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の
リ ボ ー ス が ２ ’ － メ ト キ シ エ ト キ シ リ ボ ー ス で 置 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 か ら
成 る 群 か ら 選 ば れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 で あ る 、 請 求 項 １ ０ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
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　 請 求 項 １ ０ ま た は １ １ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
１ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 １ ０ ま た は １ １ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
１ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 抑 制 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 認 識 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 抗 体 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の
免 疫 学 的 検 出 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 抗 体 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の
免 疫 組 織 染 色 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 抗 体 を 含 有 す る 、 免 疫 組 織 染 色 剤 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 被 験 試 料 と を 接 触 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 該 ポ リ ペ
プ チ ド の 有 す る ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 変 動 さ せ る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 と 被 験 試 料 と を 接 触 さ せ る こ と を 特 徴 と
す る 、 該 ポ リ ぺ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 を 変 動 さ せ る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方
法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方 法 を 用 い て 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ
を 検 出 す る こ と に よ り 、 該 ポ リ ぺ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 の 変 動 を 検 出 す る こ と
を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 方 法 を 用 い て 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る こ と に よ り
、 該 ポ リ ぺ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 の 変 動 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
２ ０ に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 ２ ０ ～ ２ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 を 制 御 す る プ ロ モ ー タ ー Ｄ Ｎ
Ａ 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の プ ロ モ ー タ ー Ｄ Ｎ Ａ お よ び 該 プ ロ モ ー タ ー Ｄ Ｎ Ａ の 下 流 に 連 結 さ せ
た レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド を 保 有 す る 形 質 転 換 体 と 被 験 試 料 と を 接 触 さ せ
、 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 含 量 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 該 プ ロ モ ー タ ー に よ
る 転 写 の 効 率 を 変 動 さ せ る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ・ ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 、 β
－ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 、 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 遺 伝 子 、 エ ク
オ リ ン 遺 伝 子 お よ び グ リ ー ン ・ フ ル オ レ ッ セ ン ト ・ プ ロ テ イ ン 遺 伝 子 か ら 成 る 群 か ら 選 ば
れ る 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 請 求 項 ２ ５ ま た は ２ ６ に 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
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　 請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 、 医 薬 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 請 求 項 １ ０ ま た は １ １ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 、 医 薬 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 抗 体 を 含 有 す る 、 医 薬 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 請 求 項 １ ９ 、 ２ ３ ま た は ２ ７ に 記 載 の 化 合 物 を 含 有 す る 、 医 薬 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 糖 尿 病 、 虚 血 性 心 疾 患 、 高 血 圧 、 腎 炎 、 膵 炎 、 潰 瘍 、 ア レ ル ギ ー 、 喘 息 、 リ ウ マ チ 、 骨
粗 鬆 症 、 痛 み 、 不 安 症 、 分 裂 病 、 躁 鬱 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 痴 呆 、 感 染 症 ま た は 悪 性 腫 瘍
の 予 防 ま た は 治 療 の た め の 医 薬 で あ る 、 請 求 項 ２ ８ か ら ３ １ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 医 薬 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 糖 尿 病 、 虚 血 性 心 疾 患 、 高 血 圧 、 腎 炎 、 膵 炎 、 潰 瘍 、 ア レ ル ギ ー 、 喘 息 、 リ ウ マ チ 、 骨
粗 鬆 症 、 痛 み 、 不 安 症 、 分 裂 病 、 躁 鬱 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 痴 呆 、 感 染 症 ま た は 悪 性 腫 瘍
の 診 断 の た め の 医 薬 で あ る 、 請 求 項 ２ ８ か ら ３ １ の 何 れ か １ 項 に 記 載 の 医 薬 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
【 発 明 の 属 す る 技 術 分 野 】
本 発 明 は 、 新 規 ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ ポ リ ペ プ チ ド 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ
、 該 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む ベ ク タ ー 、 該 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 形 質 転 換 体 お よ び 該 ホ ス ホ ジ エ
ス テ ラ ー ゼ ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 利 用 方 法
、 例 え ば 、 該 ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 抗 体 を 用 い た ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 活 性 を
有 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 並 び に 該 ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 抗 体 を 含 む 医 薬 に 関
す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
【 従 来 の 技 術 】
環 状 ヌ ク レ オ チ ド は Ｇ 蛋 白 質 共 役 型 受 容 体 （ Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ ） か ら の 刺 激 を は じ め と す る 多 く の
細 胞 外 刺 激 に よ る 細 胞 応 答 を 仲 介 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 環 状 ヌ ク レ オ チ ド ホ ス ホ ジ エ
ス テ ラ ー ゼ （ Ｐ Ｄ Ｅ ） は 、 ３ ’ ， ５ ’ － 環 状 ア デ ノ シ ン モ ノ ホ ス フ ェ ー ト （ ｃ Ａ Ｍ Ｐ ） お
よ び ３ ’ ， ５ ’ -環 状 グ ア ノ シ ン モ ノ ホ ス フ ェ ー ト （ ｃ Ｇ Ｍ Ｐ ） な ど の ３ ’ ， ５ ’ － 環 状
ヌ ク レ オ チ ド を 加 水 分 解 し 、 対 応 す る ヌ ク レ オ シ ド ５ ’ モ ノ ホ ス フ ェ ー ト を 生 成 す る こ と
で 細 胞 内 の こ れ ら の 環 状 ヌ ク レ オ チ ド の 濃 度 調 節 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 〔 Pharmac.
 Ther., , 13 (1991)〕 。 す な わ ち 、 Ｐ Ｄ Ｅ は 、 細 胞 内 の 定 常 状 態 で の ｃ Ａ Ｍ Ｐ お よ び
ｃ Ｇ Ｍ Ｐ 濃 度 、 さ ら に は 環 状 ヌ ク レ オ チ ド を 介 し た シ グ ナ ル の 大 き さ お よ び 持 続 時 間 を 調
節 し て い る 。 多 く の 実 験 結 果 よ り Ｐ Ｄ Ｅ 活 性 は 他 の シ グ ナ ル 伝 達 系 か ら の 多 種 類 の 情 報 に
よ り 制 御 さ れ て い る こ と が 示 さ れ て お り 、 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 間 の “ cross-talk” お よ び 細
胞 内 制 御 ネ ッ ト ワ ー ク の 重 要 な 位 置 を 占 め て い る 〔 Trend. Pharmacol. Sci., , 217 (1
997)、 Physiol. Rev., , 725 (1995)、 Arch. Biochem. Biophys., , 1 (1995)、 及
び Endocrinol. Rev., , 370 (1995)〕 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
脊 椎 動 物 の Ｐ Ｄ Ｅ は 構 造 、 局 在 、 制 御 、 選 択 的 Ｐ Ｄ Ｅ 阻 害 剤 に 対 す る 感 受 性 等 の 異 な る サ
ブ タ イ プ お よ び そ れ ら の ア イ ソ フ ォ ー ム か ら な る 大 き な ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー を 形 成 し て い
る 〔 Trend. Pharmacol. Sci., , 150 (1990)、 Physiol. Rev., , 725 (1995)、 Arch.
 Biochem. Biophys., , 1 (1995)、 Endocrinol. Rev., , 370 (1995)、 Kidney Inte
rnational, , 29 (1999)、 Cyclic Nucleotide  Phosphodiesterases: Structure, Regu
lation and Drug Action, John Wiley & Sons, New York (1990)、 及 び Phosphodiesteras
e Inhibitors, Academic Press, New York (1996)〕 。 Ｐ Ｄ Ｅ ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー は 現 在
ま で に 生 化 学 的 特 性 、 酵 素 学 的 特 性 、 さ ら に は 対 応 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ン 化 に よ る ア ミ
ノ 酸 配 列 の 比 較 等 に よ り 、 以 下 の １ ０ 種 類 の フ ァ ミ リ ー （ Ｐ Ｄ Ｅ １ ～ Ｐ Ｄ Ｅ １ ０ ） に 分 類
さ れ て い る 〔 Kidney International, , 29 (1999)、 J. Biol. Chem., , 18438 (199
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9)、 Gene, , 109 (1999)、 及 び Proc. Natl. Acad. Sci. USA, , 7071 (1999)〕 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
１ ． Ca 2 + ／ カ ル モ ジ ュ リ ン 依 存 性 Ｐ Ｄ Ｅ （ Ｐ Ｄ Ｅ １ ）
２ ． ｃ Ｇ Ｍ Ｐ で 刺 激 さ れ る Ｐ Ｄ Ｅ （ Ｐ Ｄ Ｅ ２ ）
３ ． ｃ Ｇ Ｍ Ｐ で 阻 害 さ れ る Ｐ Ｄ Ｅ （ Ｐ Ｄ Ｅ ３ ）
４ ． ｃ Ａ Ｍ Ｐ 特 異 的 Ｐ Ｄ Ｅ （ Ｐ Ｄ Ｅ ４ ）
５ ． ｃ Ｇ Ｍ Ｐ 特 異 的 Ｐ Ｄ Ｅ （ Ｐ Ｄ Ｅ ５ ）
６ ． ｃ Ｇ Ｍ Ｐ 特 異 的 フ ォ ト レ セ プ タ ー Ｐ Ｄ Ｅ （ Ｐ Ｄ Ｅ ６ ）
７ ． 高 親 和 性 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 特 異 的 Ｐ Ｄ Ｅ （ Ｐ Ｄ Ｅ ７ ）
８ ． 高 親 和 性 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 特 異 的 Ｐ Ｄ Ｅ （ Ｐ Ｄ Ｅ ８ ）
９ ． ｃ Ｇ Ｍ Ｐ 特 異 的 Ｐ Ｄ Ｅ （ Ｐ Ｄ Ｅ ９ ）
１ ０ ． ｃ Ａ Ｍ Ｐ  Ｐ Ｄ Ｅ 、 ｃ Ａ Ｍ Ｐ で 阻 害 さ れ る ｃ Ｇ Ｍ Ｐ  Ｐ Ｄ Ｅ （ Ｐ Ｄ Ｅ １ ０ ）
【 ０ ０ ０ ５ 】
多 く の フ ァ ミ リ ー は 、 異 な る 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る サ ブ タ イ プ お よ び そ れ ら の ス プ ラ
イ ス バ リ ア ン ト （ ア イ ソ フ ォ ー ム ） か ら な る 〔 Kidney International, , 29 (1999)、 C
yclic Nucleotide Phosphodiesterases: Structure, Regulation and Drug Action, John
 Wiley & Sons, New York (1990)、 及 び Biochem. Biophys. Res. Commun., , 551 (19
99)〕 。 い く つ か の Ｐ Ｄ Ｅ ア イ ソ フ ォ ー ム に つ い て は 組 織 お よ び 細 胞 特 異 的 な 発 現 が 報 告
さ れ て い る 〔 Trend. Pharmacol. Sci., , 217 (1997)、 Physiol. Rev., , 725 (1995
)、 及 び Arch. Biochem. Biophys., , 1 (1995)〕 。 現 在 ま で に 、 ３ ０ 種 以 上 の Ｐ Ｄ Ｅ
分 子 種 が 報 告 さ れ て い る が 、 さ ら な る 未 知 の Ｐ Ｄ Ｅ の 存 在 が 想 定 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
Ｐ Ｄ Ｅ は 通 常 ３ つ の 機 能 ド メ イ ン か ら な る 構 造 を 有 し て い る 〔 Trend.　 Pharmacol. Sci.,
 , 217 (1997)、  Physiol. Rev., , 725 (1995)、 Arch. Biochem. Biophys., , 1
 (1995)、 及 び Endocrinol. Rev., , 370 (1995)〕 。 中 央 か ら Ｃ 末 端 側 に か け て 存 在 す
る 約 ２ ７ ０ ア ミ ノ 酸 よ り な る 領 域 (catalytic core domain)は す べ て の 脊 椎 動 物 由 来 Ｐ Ｄ
Ｅ で 保 存 さ れ て お り 、 触 媒 ド メ イ ン を 構 成 す る 。 こ の 領 域 は 個 々 の Ｐ Ｄ Ｅ フ ァ ミ リ ー 内 の
遺 伝 子 間 で よ く 保 存 さ れ て お り 、 ア ミ ノ 酸 配 列 で ８ ０ ％ 以 上 の 一 致 が 認 め ら れ る 。 ま た 、
異 な る Ｐ Ｄ Ｅ 遺 伝 子 フ ァ ミ リ ー 間 で は ア ミ ノ 酸 配 列 で ２ ５ ％ ～ ４ ０ ％ 程 度 一 致 し て い る 。
catalytic core domainに は ２ つ の Zn 2 + 結 合 モ チ ー フ が 存 在 し て い る 〔 J. Biol. Chem., 
, 22477 (1994)〕 が 、 Ｐ Ｄ Ｅ ３ フ ァ ミ リ ー の catalytic core domainに は 、 他 の Ｐ Ｄ Ｅ

フ ァ ミ リ ー に は 存 在 し な い ４ ４ ア ミ ノ 酸 の 挿 入 が あ る た め に 最 初 の Zn 2 + 結 合 モ チ ー フ が 破
壊 さ れ て い る 。 全 て の Ｐ Ｄ Ｅ の 触 媒 ド メ イ ン に Ｈ Ｄ Ｘ Ｘ Ｈ Ｘ Ｘ Ｘ Ｘ Ｎ （ ア ミ ノ 酸 残 基 は 一
文 字 表 記 で 示 す 。 Ｈ ； ヒ ス チ ジ ン 、 Ｄ ； ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 Ｎ ； ア ス パ ラ ギ ン 、 Ｘ ； 任 意 の
ア ミ ノ 酸 残 基 ） の 保 存 さ れ た モ チ ー フ が 見 出 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
Ｐ Ｄ Ｅ ４ の catalytic core domainを 含 む 領 域 は 大 腸 菌 で 発 現 し 、 Ｐ Ｄ Ｅ 活 性 を 有 し て い
る こ と が 示 さ れ た 〔 J. Biol. Chem., , 18929(1992)〕 。 保 存 さ れ て い る 触 媒 ド メ イ ン
に は Ｐ Ｄ Ｅ フ ァ ミ リ ー 特 異 的 な 基 質 親 和 性 や 阻 害 剤 に 対 す る 感 受 性 を 規 定 す る 配 列 が 含 ま
れ て い る 〔 J. Biol. Chem., , 4839 (1999)〕 。 触 媒 ド メ イ ン が よ く 保 存 さ れ て い る の
に 対 し て Ｎ 末 端 側 の 制 御 ド メ イ ン は Ｐ Ｄ Ｅ サ ブ タ イ プ 、 ア イ ソ フ ォ ー ム 間 で 構 造 お よ び 大
き さ が 異 な っ て い る 〔 Cyclic Nucleotide Phosphodiesterases: Structure, Regulation 
and Drug Action, John Wiley & Sons, New York (1990)〕 。 こ の ド メ イ ン に は 、 リ ガ ン
ド 結 合 部 位 、 リ ン 酸 化 部 位 、 膜 結 合 部 位 、 蛋 白 -蛋 白 相 互 作 用 に 関 与 す る 配 列 等 が 含 ま れ
て い る 。
相 対 的 に 小 さ い Ｃ 末 端 ド メ イ ン の 機 能 的 な 重 要 性 に つ い て は 十 分 に は 明 ら か に さ れ て い な
い 。 PDE4B2Bア イ ソ フ ォ ー ム の ４ ８ ７ 番 目 の セ リ ン 残 基 が mitogen-activated protein kin
aseに よ り リ ン 酸 化 を 受 け る こ と が 報 告 さ れ て い る 〔 Biochem. J., , 751 (1996)〕 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
Ｐ Ｄ Ｅ サ ブ タ イ プ あ る い は ア イ ソ フ ォ ー ム 特 異 的 な ア ゴ ニ ス ト あ る い は ア ン タ ゴ ニ ス ト は
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、 細 胞 内 環 状 ヌ ク レ オ チ ド 量 の 変 動 が 関 与 し て い る 多 種 類 の 疾 患 に 対 し て 、 予 防 的 あ る い
は 治 療 的 な 効 果 が 期 待 さ れ る 。 例 え ば 免 疫 お よ び 炎 症 応 答 に 関 す る 多 く の 機 能 は 細 胞 内 ｃ
Ａ Ｍ Ｐ を 増 加 さ せ る 薬 剤 に よ り 阻 害 さ れ る 〔 Mol. Pharmacol., , 1164 (1995)〕 。 一 方
、 ｃ Ｇ Ｍ Ｐ は 、 平 滑 筋 、 肺 お よ び 脳 細 胞 の 機 能 に 関 与 し て い る 〔 Pharmac. Ther., , 13
 (1991)〕 。 非 特 異 的 Ｐ Ｄ Ｅ 阻 害 剤 、 さ ら に は Ｐ Ｄ Ｅ サ ブ タ イ プ に 選 択 性 を 示 す 阻 害 剤 が
合 成 さ れ 、 そ れ ら の う ち い く つ か に つ い て は 治 療 薬 と し て の 可 能 性 が 実 験 的 あ る い は 臨 床
的 に 検 討 さ れ て い る 〔 Trends Pharmacol. Sci., , 217 (1997)、 Physiol., Rev., , 
725 (1995)、 Phosphodiesterase Inhibitors, Academic Press, New York (1996)〕 。 例
え ば 、 Ｐ Ｄ Ｅ ３ 阻 害 剤 は 、 抗 血 栓 剤 、 降 圧 剤 お よ び う っ 血 性 心 不 全 治 療 に 有 用 な 強 心 剤 と
し て 開 発 さ れ て い る 。 最 近 、 Ｐ Ｄ Ｅ ３ Ｂ が レ プ チ ン の イ ン ス リ ン 分 泌 阻 害 に 関 与 し て い る
こ と が 報 告 さ れ た 〔 J. Clin. Invest., , 869 (1998)〕 。 Ｐ Ｄ Ｅ ４ 阻 害 剤 と し て は 、 r
olipramが 鬱 病 治 療 薬 と し て 用 い ら れ て い る 。 TNF-α は  で HIV-1の 複 製 を 促 進 す る
こ と が 報 告 さ れ て い る 。 rolipramは lipopolysaccharide刺 激 に よ る TNF-α 産 生 を 抑 制 す る
こ と か ら 、 HIV-1複 製 を 阻 害 す る 可 能 性 が 指 摘 さ れ て い る 〔 AIDS, , 1137 (1995)〕 。 ま
た 、 TNF-α 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ な ど の サ イ ト カ イ ン 産 生 を 抑 制 す る 活 性 を 有 し て い る こ
と か ら 、 脳 脊 髄 炎 (encephalomyelitis)、 多 発 性 硬 化 症 （ Ｍ Ｓ ） 、 遅 発 性 運 動 異 常 (tardiv
e dyskinesia)な ど に 対 す る 効 果 も 期 待 さ れ て い る 。 Ｐ Ｄ Ｅ ４ 阻 害 剤 は 、 抗 炎 症 作 用 を 有
す る こ と か ら リ ウ マ チ な ど の 治 療 薬 と し て 、 ま た 抗 炎 症 作 用 の み な ら ず 気 管 支 拡 張 作 用 も
有 す る こ と か ら 喘 息 の 治 療 薬 と し て 、 そ の 可 能 性 が 評 価 さ れ て い る 〔 Clin. Exp. Immunol
., , 126 (1995)、 Am. J. Respir. Crit. Care Med., , 351 (1998)〕 。 Ｐ Ｄ Ｅ は
多 く の 細 胞 の 増 殖 に 関 与 し て お り 、 悪 性 腫 瘍 の 治 療 薬 の タ ー ゲ ッ ト と し て も 興 味 が 持 た れ
て い る 〔 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, , 5330 (1994)〕 。 ま た 、 ラ ッ ト メ サ ン ギ ウ ム
細 胞 を 用 い た 系 で 、 Ｐ Ｄ Ｅ ３ 阻 害 剤 が メ サ ン ギ ウ ム 細 胞 の 分 裂 抑 制 作 用 を 有 す る こ と 〔 J.
 Clin. Invest., , 401 (1995)〕 、 Ｐ Ｄ Ｅ ４ 阻 害 剤 が 活 性 酸 素 代 謝 産 物 (reactive oxyg
en metabolite)の 産 生 を 抑 制 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 〔 J. Biol. Chem., , 9854 (1
997)〕 。 さ ら に 、 抗 Thy-1腎 炎 ラ ッ ト で Ｐ Ｄ Ｅ 阻 害 剤 が 蛋 白 尿 の 進 展 を 抑 制 す る こ と が 示
さ れ た 〔 J. Clin. Invest., , 262 (1996)〕 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
糖 尿 病 、 虚 血 性 心 疾 患 、 高 血 圧 、 腎 炎 、 膵 炎 、 潰 瘍 、 ア レ ル ギ ー 、 喘 息 、 リ ウ マ チ 、 骨 粗
鬆 症 、 痛 み 、 不 安 症 、 分 裂 病 、 躁 鬱 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 痴 呆 、 感 染 症 ま た は 悪 性 腫 瘍 な
ど の よ う な 環 状 ヌ ク レ オ チ ド を 介 し た シ グ ナ ル 伝 達 の 異 常 が 発 症 お よ び 病 態 の 進 展 に 関 与
し て い る 可 能 性 の あ る 疾 患 を 予 防 あ る い は 治 療 す る た め に 、 そ の 疾 患 に 関 与 す る Ｐ Ｄ Ｅ サ
ブ タ イ プ 、 さ ら に は ア イ ソ フ ォ ー ム 選 択 的 な ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 開 発 が 求 め ら
れ て い る 。 非 特 異 的 な 薬 剤 は 目 的 と す る 組 織 お よ び 細 胞 以 外 の 組 織 、 細 胞 に お け る ｃ Ａ Ｍ
Ｐ あ る い は ｃ Ｇ Ｍ Ｐ を 介 す る シ グ ナ ル 伝 達 系 へ の 影 響 が 問 題 に な る の で あ ま り 望 ま し く な
い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
Ｐ Ｄ Ｅ の 場 合 、 酵 素 の 存 在 量 が 極 微 量 で あ る こ と 、 基 本 的 に 同 様 の 反 応 を 触 媒 し て お り 、
基 質 特 異 性 が 重 複 し て い る こ と な ど か ら 組 織 あ る い は 細 胞 か ら の ア イ ソ フ ォ ー ム の 精 製 及
び 単 離 は 容 易 で は な い 。 古 典 的 な 酵 素 学 的 手 法 を 用 い た 新 規 な ア イ ソ フ ォ ー ム の 単 離 は 、
現 在 用 い ら れ て い る 精 製 法 の 限 界 お よ び 単 一 の 精 製 酵 素 標 品 が 得 ら れ た こ と を 確 認 す る こ
と の 困 難 さ に よ り 阻 ま れ て い る 。 他 の ア プ ロ ー チ と し て 、 ア イ ソ フ ォ ー ム 選 択 的 な ア ッ セ
イ 条 件 を 用 い る こ と や 、 免 疫 学 的 な 手 法 を 用 い た サ ブ タ イ プ や ア イ ソ フ ォ ー ム の 分 離 及 び
同 定 が 行 わ れ て き た 。 こ れ ら の ア プ ロ ー チ に は 、 サ ブ タ イ プ や ア イ ソ フ ォ ー ム を 同 定 す る
た め に 必 要 な 判 定 基 準 の 確 立 が 必 要 で あ り 、 時 間 と 労 力 を 要 す る ば か り で な く 、 技 術 的 に
困 難 な 場 合 も あ る 。 結 果 と し て 、 多 く の 研 究 は 、 複 数 の サ ブ タ イ プ あ る い は ア イ ソ フ ォ ー
ム を 含 む 部 分 精 製 Ｐ Ｄ Ｅ 標 品 を 用 い て 行 わ れ て き た 。
組 織 あ る い は 細 胞 特 異 的 な 新 規 Ｐ Ｄ Ｅ ア イ ソ フ ォ ー ム を 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 を 用 い て 大 量 に
調 製 す る こ と が で き れ ば 、 こ れ ら の 困 難 を 克 服 で き 、 よ り 特 異 的 か つ 安 全 な ア ゴ ニ ス ト お
よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト 開 発 が 可 能 に な る こ と が 期 待 さ れ る 。
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【 ０ ０ １ １ 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
本 発 明 は 、 新 規 Ｐ Ｄ Ｅ ポ リ ペ プ チ ド 及 び 該 Ｐ Ｄ Ｅ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 提 供
す る こ と を 目 的 と す る 。 本 発 明 は ま た 、 該 Ｐ Ｄ Ｅ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 該 ポ リ ペ プ チ ド を 認 識
す る 抗 体 な ど を 利 用 し て 、 糖 尿 病 、 虚 血 性 心 疾 患 、 高 血 圧 、 腎 炎 、 膵 炎 、 潰 瘍 、 ア レ ル ギ
ー 、 喘 息 、 リ ウ マ チ 、 骨 粗 鬆 症 、 痛 み 、 不 安 症 、 分 裂 病 、 躁 鬱 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 痴 呆
、 感 染 症 ま た は 悪 性 腫 瘍 等 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 の た め の 医 薬 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す
る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
本 発 明 者 ら は 、 HepG2細 胞 か ら ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 し ラ ン ダ ム に 塩 基 配 列 の 解 析
を 行 っ た 。 ヒ ト PDE10A（ GenBank:AB020593） の 遺 伝 子 配 列 情 報 を 基 に 、 こ の よ う に し て 取
得 し た ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 対 し て 、 BLASTサ ー チ 相 同 性 検 索 ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 解 析 し
、 ヒ ト PDE10Aお よ び ヒ ト PDE5Aの 触 媒 部 位 と 相 同 性 の 認 め ら れ る 部 分 配 列 を 見 出 し た 。 こ
れ ら の 配 列 を 解 析 し 、 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ て Ｐ Ｄ Ｅ 活 性 を 検 出 す る こ と に よ り 、 本 発
明 を 完 成 す る に 至 っ た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
即 ち 、 本 発 明 は 以 下 の （ １ ） ～ （ ３ ３ ） の 発 明 に 関 す る 。
（ １ ） 下 記 の 何 れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成 る ポ リ ペ プ チ ド ：
（ Ａ ） 配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 １ ５ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 ： 又 は
（ Ｂ ） 配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 １ ５ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が
欠 失 、 置 換 及 び ／ 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 活 性
を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 。
【 ０ ０ １ ４ 】
（ ２ ） 　 （ １ ） に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
（ ３ ） 　 下 記 の 何 れ か の 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ ：
（ Ａ ） 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 １ ６ に 記 載 の 塩 基 配 列 ： 又 は
（ Ｂ ） 上 記 （ Ａ ） に 記 載 の 塩 基 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か
つ ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 塩 基 配 列 。
（ ４ ） 　 （ ２ ） ま た は （ ３ ） に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー 。
（ ５ ） 　 （ ４ ） に 記 載 の 組 換 え ベ ク タ ー を 保 有 す る 形 質 転 換 体 。
（ ６ ） 　 形 質 転 換 体 が 、 微 生 物 、 動 物 細 胞 、 植 物 細 胞 お よ び 昆 虫 細 胞 か ら 成 る 群 か ら 選 ば
れ る 形 質 転 換 体 で あ る 、 （ ５ ） に 記 載 の 形 質 転 換 体 。
（ ７ ） 　 微 生 物 が 属 に 属 す る 微 生 物 で あ る 、 （ ６ ） に 記 載 の 形 質 転 換 体 。
（ ８ ） 　 受 託 番 号 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ６ ９ ７ ６ を 有 す る 、 （ ７ ） に 記 載 の 形 質 転 換 体 。
（ ９ ） 　 （ ５ ） ～ （ ８ ） の い ず れ か に 記 載 の 形 質 転 換 体 を 培 地 で 培 養 し 、 培 養 物 中 に （ １
） に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 蓄 積 さ せ 、 該 培 養 物 か ら 該 ポ リ ペ プ チ ド を 採 取 す る こ と を
特 徴 と す る 、 （ １ ） に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 。
【 ０ ０ １ ５ 】
（ １ ０ ） 　 （ ２ ） ま た は （ ３ ） に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 中 の 連 続 し た ５ ～ ６ ０ 塩 基 と 同
じ 配 列 を 有 す る セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 該 セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 相 補 的 な 配 列
を 有 す る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び こ れ ら セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 。
（ １ １ ） 　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 結 合
が ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 結 合 に 変 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
中 の リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 結 合 が Ｎ ３ ’ － Ｐ ５ ’ ホ ス ホ ア ミ デ ー ト 結 合 に 変 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の リ ボ ー ス と リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 結 合 が ペ プ チ ド
核 酸 結 合 に 変 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の ウ ラ シ ル が Ｃ
－ ５ プ ロ ピ ニ ル ウ ラ シ ル で 置 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中
の ウ ラ シ ル が Ｃ － ５ チ ア ゾ ー ル ウ ラ シ ル で 置 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 オ リ ゴ
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ヌ ク レ オ チ ド 中 の シ ト シ ン が Ｃ － ５ プ ロ ピ ニ ル シ ト シ ン で 置 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
誘 導 体 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の シ ト シ ン が フ ェ ノ キ サ ジ ン 修 飾 シ ト シ ン （ phenoxazine-
modified cytosine） で 置 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 Ｄ Ｎ Ａ 中 の リ ボ ー ス が ２
’ － Ｏ － プ ロ ピ ル リ ボ ー ス で 置 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 中 の リ ボ ー ス が ２ ’ － メ ト キ シ エ ト キ シ リ ボ ー ス で 置 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘
導 体 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 で あ る 、 （ １ ０ ） に 記 載 の オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 。
【 ０ ０ １ ６ 】
（ １ ２ ） 　 （ １ ０ ） ま た は （ １ １ ） に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る こ と を 特 徴 と す
る 、 （ １ ） に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 検 出 す る 方 法 。
（ １ ３ ） 　 （ １ ０ ） ま た は （ １ １ ） に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る こ と を 特 徴 と す
る 、 （ １ ） に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 抑 制 す る 方 法 。
（ １ ４ ） 　 （ １ ） に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 認 識 す る 抗 体 。
（ １ ５ ） 　 （ １ ４ ） に 記 載 の 抗 体 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ） に 記 載 の ポ リ ペ プ チ
ド の 免 疫 学 的 検 出 法 。
（ １ ６ ） 　 （ １ ４ ） に 記 載 の 抗 体 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 、 （ １ ） に 記 載 の ポ リ ペ プ チ
ド の 免 疫 組 織 染 色 法 。
（ １ ７ ） 　 （ １ ４ ） に 記 載 の 抗 体 を 含 有 す る 、 免 疫 組 織 染 色 剤 。
【 ０ ０ １ ７ 】
（ １ ８ ） 　 （ １ ） に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド と 被 験 試 料 と を 接 触 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 該
ポ リ ペ プ チ ド の 有 す る ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 変 動 さ せ る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方
法 。
（ １ ９ ） 　 （ １ ８ ） に 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 化 合 物 。
（ ２ ０ ） 　 （ １ ） に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 と 被 験 試 料 と を 接 触 さ せ る こ と を
特 徴 と す る 、 該 ポ リ ぺ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 を 変 動 さ せ る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ
ン グ 方 法 。
（ ２ １ ） 　 （ １ ２ ） に 記 載 の 方 法 を 用 い て （ １ ） に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｍ Ｒ
Ｎ Ａ を 検 出 す る こ と に よ り 、 該 ポ リ ぺ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 の 変 動 を 検 出 す る
こ と を 特 徴 と す る 、 （ ２ ０ ） に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
（ ２ ２ ） 　 （ １ ５ ） に 記 載 の 方 法 を 用 い て （ １ ） に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る こ と に
よ り 、 該 ポ リ ぺ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 の 変 動 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 、 （
２ ０ ） に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
（ ２ ３ ） 　 （ ２ ０ ） ～ （ ２ ２ ） の い ず れ か に 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 化 合 物 。
【 ０ ０ １ ８ 】
（ ２ ４ ） 　 （ １ ） に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 を 制 御 す る プ ロ モ ー タ
ー Ｄ Ｎ Ａ 。
（ ２ ５ ） 　 （ ２ ４ ） に 記 載 の プ ロ モ ー タ ー Ｄ Ｎ Ａ お よ び 該 プ ロ モ ー タ ー Ｄ Ｎ Ａ の 下 流 に 連
結 さ せ た レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド を 保 有 す る 形 質 転 換 体 と 被 験 試 料 と を 接
触 さ せ 、 該 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 含 量 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 該 プ ロ モ ー タ
ー に よ る 転 写 の 効 率 を 変 動 さ せ る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
（ ２ ６ ） 　 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ・ ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺
伝 子 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 遺 伝 子 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 、 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 遺 伝
子 、 エ ク オ リ ン 遺 伝 子 お よ び グ リ ー ン ・ フ ル オ レ ッ セ ン ト ・ プ ロ テ イ ン 遺 伝 子 か ら 成 る 群
か ら 選 ば れ る 遺 伝 子 で あ る 、 （ ２ ５ ） に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
（ ２ ７ ） 　 （ ２ ５ ） ま た は （ ２ ６ ） に 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 化 合 物 。
【 ０ ０ １ ９ 】
（ ２ ８ ） 　 （ １ ） に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 、 医 薬 。
（ ２ ９ ） 　 （ １ ０ ） ま た は （ １ １ ） に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 、 医 薬 。
（ ３ ０ ） 　 （ １ ４ ） に 記 載 の 抗 体 を 含 有 す る 、 医 薬 。
（ ３ １ ） 　 （ １ ９ ） 、 （ ２ ３ ） ま た は （ ２ ７ ） に 記 載 の 化 合 物 を 含 有 す る 、 医 薬 。
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（ ３ ２ ） 　 糖 尿 病 、 虚 血 性 心 疾 患 、 高 血 圧 、 腎 炎 、 膵 炎 、 潰 瘍 、 ア レ ル ギ ー 、 喘 息 、 リ ウ
マ チ 、 骨 粗 鬆 症 、 痛 み 、 不 安 症 、 分 裂 病 、 躁 鬱 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 痴 呆 、 感 染 症 ま た は
悪 性 腫 瘍 の 予 防 ま た は 治 療 の た め の 医 薬 で あ る 、 （ ２ ８ ） か ら （ ３ １ ） の 何 れ か に 記 載 の
医 薬 。
（ ３ ３ ） 　 糖 尿 病 、 虚 血 性 心 疾 患 、 高 血 圧 、 腎 炎 、 膵 炎 、 潰 瘍 、 ア レ ル ギ ー 、 喘 息 、 リ ウ
マ チ 、 骨 粗 鬆 症 、 痛 み 、 不 安 症 、 分 裂 病 、 躁 鬱 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 痴 呆 、 感 染 症 ま た は
悪 性 腫 瘍 の 診 断 の た め の 医 薬 で あ る 、 （ ２ ８ ） か ら （ ３ １ ） の 何 れ か に 記 載 の 医 薬 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
【 発 明 の 実 施 の 形 態 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 下 記 の 何 れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら 成 る こ と を 特 徴 と す る 。
（ Ａ ） 配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 １ ５ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 ： 又 は
（ Ｂ ） 配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 １ ５ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が
欠 失 、 置 換 及 び ／ 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 活 性
を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ア ミ ノ 酸 配 列 。
配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 １ ５ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、
置 換 ま た は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ （ Ｐ Ｄ Ｅ ） 活 性
を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド は 、 Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Second Edition, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)（ 以 下 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ  第
２ 版 と 略 す ） 、 Current Protocols in Molecular Biology, Supplement 1～ 38, John Wil
ey & Sons (1987-1997)（ 以 下 、 カ レ ン ト ・ プ ロ ト コ ル ・ イ ン ・ モ レ キ ュ ラ ・ バ イ オ ロ ジ
ー と 略 す ） 、 Nucleic Acids Research, , 6487 (1982)、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
 , 6409(1982)、 Gene, , 315 (1985)、 Nucleic Acids Research, , 4431 (1985)、
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, , 488 (1985)、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, , 5662
 (1984)、 Science, , 1431 (1984)、 国 際 公 開 WO85／ 00817号 、 及 び Nature, , 601 
(1985)等 に 記 載 の 部 位 特 異 的 変 異 導 入 法 を 用 い て 、 例 え ば 、 配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 １
５ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ に 部 位 特 異 的 変 異 を
導 入 す る こ と に よ り 、 取 得 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
欠 失 、 置 換 も し く は 付 加 さ れ る ア ミ ノ 酸 の 数 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 上 記 の 部 位 特 異 的 変
異 法 等 の 周 知 の 方 法 に よ り 欠 失 、 置 換 も し く は 付 加 で き る 程 度 の 数 で あ り 、 １ 個 か ら 数 十
個 、 好 ま し く は １ ～ ２ ０ 個 、 よ り 好 ま し く は １ ～ １ ０ 個 、 さ ら に 好 ま し く は １ ～ ５ 個 で あ
る 。
ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド が ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る た め に は 、 配 列 番 号 １
ま た は １ ５ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 と の 相 同 性 が Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ 〔 J.Mol.Biol., , 403(1990
)〕 や Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ａ 〔 Methods in Enzymology, , 63（ 1990） 〕 等 の 解 析 ソ フ ト を 用 い て
計 算 し た と き に 、 少 な く と も ６ ０ ％ 以 上 、 好 ま し く は ７ ０ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は ８ ０ ％
以 上 、 さ ら に 好 ま し く は ９ ０ ％ 以 上 、 特 に 好 ま し く は ９ ５ ％ 以 上 、 最 も 好 ま し く は ９ ８ ％
以 上 で あ る こ と が 好 ま し い 。
た だ し 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に は 、 公 知 の ポ リ ペ プ チ ド は 含 ま れ な い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 は ま た 、 上 記 し た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 提 供 す る も の で あ る
。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 具 体 例 と し て 、 下 記 の 何 れ か の 塩 基 配 列 を
有 す る Ｄ Ｎ Ａ が 挙 げ ら れ る 。
（ Ａ ） 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 １ ６ に 記 載 の 塩 基 配 列 ：
（ Ｂ ） 上 記 （ Ａ ） に 記 載 の 塩 基 配 列 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か
つ ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 塩 基 配 列 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
上 記 の 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ 活 性
を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 塩 基 配 列 」 と は 、 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 １ ６ に 記
載 の 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を プ ロ ー ブ と し て 、 コ ロ ニ ー ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 、
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プ ラ ー ク ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 あ る い は サ ザ ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法
等 を 用 い る こ と に よ り 得 ら れ る Ｄ Ｎ Ａ を 意 味 し 、 具 体 的 に は 、 コ ロ ニ ー あ る い は プ ラ ー ク
由 来 の Ｄ Ｎ Ａ を 固 定 化 し た フ ィ ル タ ー を 用 い て 、 ０ ． ７ ～ １ ． ０ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 存
在 下 、 ６ ５ ℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 後 、 ０ ． １ ～ ２ 倍 濃 度 の Ｓ Ｓ Ｃ （ saline
-sodium citrate） 溶 液 （ １ 倍 濃 度 の Ｓ Ｓ Ｃ 溶 液 の 組 成 は 、 １ ５ ０ ｍ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ 塩 化 ナ ト
リ ウ ム 、 １ ５ ｍ ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム よ り な る ） を 用 い 、 ６ ５ ℃ 条 件 下 で フ ィ ル
タ ー を 洗 浄 す る こ と に よ り 同 定 で き る Ｄ Ｎ Ａ を あ げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ 第 ２ 版 、 カ レ ン ト ・ プ ロ ト コ ル
・ イ ン ・ モ レ キ ュ ラ ・ バ イ オ ロ ジ ー 、 Ｄ Ｎ Ａ  Cloning 1: Core Techniques, A Practical
 Approach, Second Edition, Oxford University Press (1995)等 の 実 験 書 に 記 載 さ れ て
い る 方 法 に 準 じ て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な Ｄ Ｎ Ａ と し て 具 体 的 に は 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ （ J.Mol.Biol., , 403, 1
990） や Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ａ （ Methods in Enzymology, , 63-69） 等 の 解 析 ソ フ ト を 用 い て 計 算
し た と き に 、 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 １ ６ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 と 少 な く と も ８ ０ ％ 以 上
、 好 ま し く は ９ ０ ％ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は ９ ５ ％ 以 上 、 特 に 好 ま し く は ９ ８ ％ 以 上 の 相
同 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 挙 げ る こ と が で き る 。
た だ し 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ に は 、 公 知 の Ｄ Ｎ Ａ は 含 ま れ な い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
以 下 、 本 発 明 の 実 施 方 法 お よ び 利 用 方 法 に つ い て 詳 細 に 説 明 す る 。
[１ ]本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の 取 得 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 調 製
ヒ ト PDE10A(GenBank： AB020593)の ア ミ ノ 酸 配 列 と 相 同 性 を も つ 遺 伝 子 を 、 遺 伝 子 デ ー タ
ベ ー ス 、 蛋 白 質 デ ー タ ベ ー ス よ り 、 Blast、 Smith-Waterman法 等 を 利 用 し た プ ロ グ ラ ム あ
る い は フ レ ー ム サ ー チ 〔 イ ス ラ エ ル 、 コ ン ピ ュ ジ ェ ン （ Compugen） 社 製 〕 相 同 性 検 索 ソ フ
ト ウ ェ ア を 利 用 し て 検 索 す る 。
デ ー タ ベ ー ス と し て は GenBank、 Swiss-Plot等 の 公 的 な デ ー タ ベ ー ス を 利 用 す る こ と が で
き る 。
ま た 私 的 に 持 っ て い る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 中 の ク ロ ー ン の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 、 ラ ン ダ ム か つ 大
規 模 に 塩 基 配 列 決 定 し 、 得 ら れ た 配 列 デ ー タ を 集 積 し 、 作 製 し た 私 的 な デ ー タ ベ ー ス を 利
用 す る こ と も で き る 。
得 ら れ た 、 ヒ ト PDE10A（ GenBank:AB020593） と 相 同 性 を も つ 遺 伝 子 が 、 Ｅ Ｓ Ｔ （ Expresse
d Sequence Tag） の よ う に 、 遺 伝 子 の 一 部 の 塩 基 配 列 の み で あ る 場 合 は 、 以 下 の よ う に し
て そ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 全 長 を 得 る こ と が で き 、 該 ｃ Ｄ Ｎ Ａ よ り 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 取 得 す る こ と
が で き る 。
本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の 起 源 が 特 に 制 限 さ れ る こ と は な い が 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 で あ り 、 特 に
好 ま し く は ヒ ト で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
（ １ ） ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製
ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め に 、 適 切 な 細 胞 ま た は 組 織 よ り 全 Ｒ Ｎ Ａ あ る い は ｍ
Ｒ Ｎ Ａ を 調 製 す る 。
全 Ｒ Ｎ Ａ を 調 製 す る 方 法 と し て 、 チ オ シ ア ン 酸 グ ア ニ ジ ン － ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 セ シ ウ ム 法
〔 Methods in Enzymology, , 3 (1987)〕 、 酸 性 グ ア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー ト ・ フ ェ ノ ー
ル ・ ク ロ ロ ホ ル ム （ AGPC） 法 〔 Analytical Biochemistry, , 156 (1987)、 及 び 実 験 医
学  , 1937 (1991)〕 等 を 用 い る こ と が で き る 。 全 Ｒ Ｎ Ａ か ら ポ リ （ Ａ ） + Ｒ Ｎ Ａ と し て ｍ
Ｒ Ｎ Ａ を 調 製 す る 方 法 と し て 、 オ リ ゴ （ ｄ Ｔ ） 固 定 化 セ ル ロ ー ス カ ラ ム 法 （ モ レ キ ュ ラ ー
・ ク ロ ー ニ ン グ 第 ２ 版 ） や オ リ ゴ ｄ Ｔ ラ テ ッ ク ス を 用 い る 方 法 等 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
フ ァ ー ス ト ・ ト ラ ッ ク ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 単 離 キ ッ ト 〔 Fast Track mRNA Isolation Kit； イ ン ビ
ト ロ ジ ェ ン （ Invitrogen） 社 製 〕 、 ク イ ッ ク ・ プ レ ッ プ ・ ｍ Ｒ Ｎ Ａ 精 製 キ ッ ト 〔 Quick Pr
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ep mRNA Purification Kit； フ ァ ル マ シ ア （ Pharmacia） 社 製 〕 等 の キ ッ ト を 用 い て 組 織
や 細 胞 か ら 直 接 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 調 製 す る こ と も で き る 。 適 切 な 細 胞 ま た は 組 織 と し て 、 デ ー タ
ベ ー ス か ら 見 出 さ れ た Ｅ Ｓ Ｔ 等 が 含 ま れ て い た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 種 類 を 調 べ 、 該 ラ
イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る た め に 用 い た 細 胞 ま た は 組 織 、 あ る い は 該 組 織 由 来 の 細 胞 株 等 を 用
い る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
得 ら れ た 全 Ｒ Ｎ Ａ あ る い は ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 用 い 、 常 法 に よ り ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る
。
ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 作 製 法 と し て 、 モ レ キ ュ ラ ー  ク ロ ー ニ ン グ  第 ２ 版 や カ レ ン ト ・ プ
ロ ト コ ル ・ イ ン ・ モ レ キ ュ ラ ・ バ イ オ ロ ジ ー 、 Ｄ Ｎ Ａ  Cloning 1: Core Techniques, A P
ractical Approach, Second Edition, Oxford University Press (1995)等 に 記 載 さ れ た
方 法 、 あ る い は 市 販 の キ ッ ト 、 例 え ば ス ー パ ー ス ク リ プ ト ・ プ ラ ス ミ ド ・ シ ス テ ム ・ フ ォ
ー ・ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ・ シ ン セ シ ス ・ ア ン ド ・ プ ラ ス ミ ド ・ ク ロ ー ニ ン グ 〔 SuperScript Plasmid 
System for ｃ Ｄ Ｎ Ａ  Synthesis and Plasmid Cloning； ギ ブ コ Ｂ Ｒ Ｌ （ Gibco BRL） 社 製
〕 や ザ ッ プ － ｃ Ｄ Ｎ Ａ  ・ シ ン セ シ ス ・ キ ッ ト 〔 ZAP-ｃ Ｄ Ｎ Ａ  Synthesis Kit、 ス ト ラ タ
ジ ー ン 社 製 〕 を 用 い る 方 法 等 を あ げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め の ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー と し て は 、 大 腸 菌 Ｋ １ ２ 株
中 で 自 立 複 製 で き る も の で あ れ ば 、 フ ァ ー ジ ベ ク タ ー 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 等 い ず れ で も
使 用 で き る 。
具 体 的 に は 、 ZAP Express〔 ス ト ラ タ ジ ー ン 社 製 、 Strategies, , 58 (1992)〕 、 pBluesc
ript II SK(+)〔 Nucleic Acids Research, , 9494 (1989)〕 、 Lambda ZAP II（ ス ト ラ
タ ジ ー ン 社 製 ） 、 λ gt10、 λ gt11〔 Ｄ Ｎ Ａ  Cloning, A Practical Approach, , 49 (198
5)〕 、 λ TriplEx（ ク ロ ー ン テ ッ ク 社 製 ） 、 λ ExCell（ フ ァ ル マ シ ア 社 製 ） 、 pT7T318U（
フ ァ ル マ シ ア 社 製 ） 、 ｐ ｃ Ｄ ２ 〔 Mol. Cell. Biol., , 280 (1983)〕 、 ｐ Ｕ Ｃ １ ８  〔 Ge
ne, , 103 (1985)〕 、 ｐ Ａ Ｍ ｏ 〔 J. Biol. Chem., , 22782-22787 (1993)、 別 名 pAM
oPRC3Sc（ 特 開 平 05-336963） 〕 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
宿 主 微 生 物 と し て は 、 大 腸 菌  に 属 す る 微 生 物 で あ れ ば い ず れ も 用 い る こ
と が で き る 。 具 体 的 に は 、   XL1-Blue MRF'〔 ス ト ラ タ ジ ー ン 社 製 、 Stra
tegies, , 81 (1992)〕 、   C600〔 Genetics, , 440 (1954)〕 、

  Y1088〔 Science, , 778 (1983)〕 、   Y1090〔 Science, 
, 778 (1983)〕 、   NM522〔 J. Mol. Biol., , 1 (1983)〕 、
  K802〔 J. Mol. Biol., , 118 (1966)〕 、   JM105〔 Gene,

 , 275 (1985)〕 、   SOLRTM Strain（ ス ト ラ タ ジ ー ン 社 製 ） 、
  LE392（ モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ 第 ２ 版 ） 等 を 用 い る こ と が で き る 。

上 記 方 法 に よ り 作 製 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー に 加 え 、 市 販 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー も 利
用 す る こ と が で き る 。
市 販 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー と し て 、 ク ロ ー ン テ ッ ク 社 、 ラ イ フ テ ッ ク オ リ エ ン タ ル 社 等
の ヒ ト 、 ウ シ 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 等 由 来 の 各 臓 器 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を あ げ る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
（ ２ ） 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の 取 得
上 記 （ １ ） で 作 製 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー よ り 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 又 は そ の 一 部 を 含 有 す
る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン を 、 ア イ ソ ト ー プ あ る い は 蛍 光 標 識 し た プ ロ ー ブ を 用 い た コ ロ ニ ー ・
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 あ る い は プ ラ ー ク ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 〔 モ レ キ ュ ラ ー
 ク ロ ー ニ ン グ  第 ２ 版 〕 等 に よ り 選 択 す る こ と が で き る 。
プ ロ ー ブ と し て は 、 一 部 明 ら か に な っ て い る 塩 基 配 列 に 基 づ い た プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 Ｐ
Ｃ Ｒ 〔 Ｐ Ｃ Ｒ  Protocols, Academic Press (1990)〕 を 利 用 し た 方 法 で ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 を
増 幅 し た 断 片 や 、 一 部 明 ら か に な っ て い る 塩 基 配 列 に 基 づ い た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 利 用
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す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
プ ラ イ マ ー と し て 、 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ５ ’ 末 端 側 お よ び ３ ’ 末 端 側 の 両 方 の 塩 基 配 列 が Ｅ Ｓ
Ｔ 等 に よ り 明 ら か に な っ て い る 場 合 に は 、 そ の 塩 基 配 列 に 基 づ い て 調 製 し た プ ラ イ マ ー を
用 い る こ と が で き る 。
該 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 両 端 に ア ダ プ タ ー を 付 加 し 、 こ の ア ダ プ タ ー の 塩 基 配 列 と 一 部 明 ら か に な っ
て い る 塩 基 配 列 に 基 づ い た プ ラ イ マ ー で Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う ５ ’ － Ｒ Ａ Ｃ Ｅ (rapid amplificati
on of ｃ Ｄ Ｎ Ａ  ends)お よ び ３ ’ － Ｒ Ａ Ｃ Ｅ 〔 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, , 8998 (
1988)〕 に よ り 、 プ ラ イ マ ー に 用 い た 配 列 よ り も ５ ’ 末 端 側 お よ び ３ ’ 末 端 側 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ
断 片 を 得 る こ と が で き る 。
得 ら れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 連 結 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の 全 長 Ｄ Ｎ Ａ を 取 得 す る こ と が で き
る 。
ま た 、 上 記 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 取 得 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド し て い な い 場 合 は 、 以 下 の よ う に し て 完 全 長 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 得
る こ と も で き る 。
各 種 臓 器 ま た は 各 種 細 胞 か ら 調 製 し た 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー ま た は 上 記 記 載 の 方 法
で 作 製 で き る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 鋳 型 に し て 、 該 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー セ ッ
ト を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う こ と に よ り 、 該 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 対 応 す る 遺 伝 子 を 発 現 す る 臓 器 や 細 胞
を 特 定 し 、 特 定 さ れ た 臓 器 あ る い は 細 胞 由 来 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー に 対 し 、 該 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
を プ ロ ー ブ に し て コ ロ ニ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 （ モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ 第 ２
版 ） を 行 う こ と に よ り 改 め て 該 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 全 長 を 含 む ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か
ら 選 択 す る こ と が で き る 。
各 種 臓 器 ま た は 各 種 細 胞 由 来 の 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー は 、 常 法 ま た は 市 販 さ れ て い
る キ ッ ト に 従 っ て 作 製 す る こ と が で き る が 、 例 え ば 以 下 に 示 す 方 法 で 作 製 で き る 。
各 種 臓 器 ま た は 各 種 細 胞 か ら グ ア ニ ジ ウ ム 　 チ オ シ ア ネ ー ト 　 フ ェ ノ ー ル － ク ロ ロ ホ ル ム
法 〔 Anal. Biochem., , 156 (1987)〕 に よ り 全 Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 す る 。 必 要 に 応 じ て 、 全
Ｒ Ｎ Ａ を デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ Ｉ （ Life Technologies社 製 ） で 処 理 し 、 混 入 の 可 能
性 が あ る 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ を 分 解 す る 。 得 ら れ た 全 Ｒ Ｎ Ａ 各 々 に つ い て 、 オ リ ゴ （ ｄ Ｔ ） プ ラ
イ マ ー ま た は ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー を 用 い て SUPERSCRIPT T M  Preamplification System for 
First Strand cDNA System（ Life Technologies社 製 ） に よ り 、 一 本 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ ー を 作 製 で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
上 記 の 方 法 に よ り 取 得 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 は 、 該 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を そ の ま ま あ る い は 適 当
な 制 限 酵 素 等 で 切 断 後 常 法 に よ り ベ ク タ ー に 組 み 込 み 、 通 常 用 い ら れ る 塩 基 配 列 解 析 方 法
、 例 え ば サ ン ガ ー (Sanger)ら の ジ デ オ キ シ 法 〔 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, , 5463 (
1977)〕 あ る い は パ ー キ ン ・ エ ル マ ー 社 （ Perkin Elmer： ３ ７ ３ Ａ ・ Ｄ Ｎ Ａ シ ー ク エ ン サ
ー ） 、 フ ァ ル マ シ ア 社 、 ラ イ コ ア （ LI-COR） 社 等 の 塩 基 配 列 分 析 装 置 を 用 い て 分 析 す る こ
と に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。 上 記 方 法 に よ り 取 得 さ れ た 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ お よ び そ の 一
部 を 含 む プ ラ ス ミ ド と し て 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ の 一
部 を 有 す る プ ラ ス ミ ド hep10314、 お よ び 配 列 番 号 １ ６ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ
の 一 部 を 有 す る プ ラ ス ミ ド p23-1k、 p23-2kを あ げ る こ と が で き る 。
プ ラ ス ミ ド hep10314を 含 有 す る 大 腸 菌    JM109/hep10314は 、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　
Ｂ Ｐ － ６ ９ ７ ６ と し て 、 平 成 １ １ 年 １ ２ 月 ２ ２ 日 付 け で 工 業 技 術 院 生 命 工 学 工 業 技 術 研 究
所 、 日 本 国 茨 城 県 つ く ば 市 東 １ 丁 目 １ 番 ３ 号 （ 郵 便 番 号 305-8566） に 寄 託 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
ま た 、 上 記 方 法 で 取 得 し た Ｄ Ｎ Ａ と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る Ｄ Ｎ
Ａ を 選 択 す る こ と に よ り 、 他 の 組 織 あ る い は 、 他 の 動 物 由 来 、 例 え ば ヒ ト お よ び マ ウ ス 由
来 の 目 的 と す る Ｄ Ｎ Ａ を 取 得 す る こ と が で き る 。
上 記 方 法 に よ り 得 ら れ た 塩 基 配 列 情 報 に 基 づ き 、 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 機 で 化 学 合 成 す る こ と に よ り
目 的 と す る Ｄ Ｎ Ａ を 調 製 す る こ と も で き る 。 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 機 と し て は 、 チ オ ホ ス フ ァ イ ト 法

10

20

30

40

50

(12) JP 2005-229806 A 2005.9.2

85

162

74

Escherichia coli



を 利 用 し た 島 津 製 作 所 社 製 の Ｄ Ｎ Ａ 合 成 機 、 ホ ス ホ ア ミ ダ イ ト 法 を 利 用 し た パ ー キ ン ・ エ
ル マ ー 社 製 の Ｄ Ｎ Ａ 合 成 機 ｍ ｏ ｄ ｅ ｌ ３ ９ ２ 等 を あ げ る こ と が で き る 。
得 ら れ た 塩 基 配 列 の 新 規 性 に 関 し て は 、 BLAST等 の 相 同 性 検 索 プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 GenBa
nk、 EMBLお よ び DDBJ等 の 塩 基 配 列 デ ー タ ベ ー ス を 検 索 す る こ と に よ り 確 認 す る こ と が で き
る 。
新 規 な 塩 基 配 列 に つ い て は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に 変 換 し た の ち Ｆ Ａ Ｓ Ｔ Ａ 、 フ レ ー ム サ ー チ （
FrameSearch） 等 の 相 同 性 検 索 プ ロ グ ラ ム を 用 い て 、 GenPept、 PIR、 Swiss-Prot等 の ア ミ
ノ 酸 配 列 デ ー タ ベ ー ス を 検 索 す る こ と に よ り 、 相 同 性 を も つ 既 存 の 遺 伝 子 を 検 索 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
（ ３ ） 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 調 製
上 述 の 方 法 で 取 得 し た 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 用 い て 、 常 法 あ る い は 上 記 の Ｄ
Ｎ Ａ 合 成 機 に よ り 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 の 配 列 を 有 す る ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド 、 セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 等 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 調 製 す る こ と が で き る 。
該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て は 、 上 記 Ｄ Ｎ Ａ の 有 す る 塩 基 配 列 中 の 連 続 し た ５ ～ ６ ０ 塩 基
と 同 じ 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ ま た は 該 Ｄ Ｎ Ａ と 相 補 的 な 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を あ げ る こ と が
で き 、 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 １ ６ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 中 の 連 続 し た ５ ～
６ ０ 塩 基 と 同 じ 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ ま た は 該 Ｄ Ｎ Ａ と 相 補 的 な 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を あ げ
る こ と が で き る 。 セ ン ス プ ラ イ マ ー お よ び ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー と し て 用 い る 場 合 に は
、 両 者 の 融 解 温 度 （ Ｔ ｍ ） お よ び 塩 基 数 が 極 端 に 変 わ る こ と の な い 上 記 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド が 好 ま し い 。
該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て 、 例 え ば 、 配 列 番 号 １ ０ ま た は １ １ で 表 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド を あ げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
更 に 、 こ れ ら オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 誘 導 体 （ 本 明 細 書 中 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体
と も 言 う ） も 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と し て 利 用 す る こ と が で き る 。
該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 と し て は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 結 合 が
ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 結 合 に 変 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中
の リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 結 合 が Ｎ ３ ’ － Ｐ ５ ’ ホ ス フ ォ ア ミ デ ー ト 結 合 に 変 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の リ ボ ー ス と リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 結 合 が ペ プ チ ド
核 酸 結 合 に 変 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の ウ ラ シ ル が Ｃ
－ ５ プ ロ ピ ニ ル ウ ラ シ ル で 置 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中
の ウ ラ シ ル が Ｃ － ５ チ ア ゾ ー ル ウ ラ シ ル で 置 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド 中 の シ ト シ ン が Ｃ － ５ プ ロ ピ ニ ル シ ト シ ン で 置 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
誘 導 体 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の シ ト シ ン が フ ェ ノ キ サ ジ ン 修 飾 シ ト シ ン （ phenoxazine-
modified cytosine） で 置 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の
リ ボ ー ス が ２ ’ － Ｏ － プ ロ ピ ル リ ボ ー ス で 置 換 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 あ る い
は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の リ ボ ー ス が ２ ’ － メ ト キ シ エ ト キ シ リ ボ ー ス で 置 換 さ れ た オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 等 を あ げ る こ と が で き る 〔 細 胞 工 学 , , 1463 (1997)〕 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
［ ２ ］ 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 調 製
（ １ ） 形 質 転 換 体 の 作 製
上 記 ［ １ ］ に 記 載 の 方 法 に よ り 取 得 し た 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 宿 主 細 胞 中 で 発 現 さ せ 、 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る た め に 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ 第 ２ 版 、 カ レ ン ト ・ プ ロ
ト コ ル ・ イ ン ・ モ レ キ ュ ラ ・ バ イ オ ロ ジ ー 等 に 記 載 さ れ た 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。
即 ち 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー の プ ロ モ ー タ ー 下 流 に 挿 入 し た 組 換 え ベ ク タ
ー を 造 成 し 、 該 ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現
す る 形 質 転 換 体 を 取 得 し 、 該 形 質 転 換 体 を 培 養 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を
製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
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宿 主 細 胞 と し て は 、 微 生 物 （ 細 菌 、 酵 母 等 ） 、 動 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 植 物 細 胞 等 、 目 的 と
す る 遺 伝 子 を 発 現 で き る も の で あ れ ば い ず れ も 用 い る こ と が で き る 。 発 現 ベ ク タ ー と し て
は 、 上 記 宿 主 細 胞 に お い て 自 立 複 製 可 能 な い し は 染 色 体 中 へ の 組 込 が 可 能 で 、 本 発 明 の Ｄ
Ｎ Ａ を 転 写 で き る 位 置 に プ ロ モ ー タ ー を 含 有 し て い る も の が 用 い ら れ る 。
細 菌 等 の 原 核 生 物 を 宿 主 細 胞 と し て 用 い る 場 合 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 発 現 ベ ク タ
ー は 原 核 生 物 中 で 自 立 複 製 可 能 で あ る と 同 時 に 、 プ ロ モ ー タ ー 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 配 列 、 本
発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 及 び 転 写 終 結 配 列 よ り 構 成 さ れ た 組 換 え ベ ク タ ー で あ る こ と が 好 ま し い 。 プ
ロ モ ー タ ー を 制 御 す る 遺 伝 子 が 含 ま れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 ｐ Ｂ Ｔ ｒ ｐ ２ 、 ｐ Ｂ Ｔ ａ ｃ １ 、 ｐ Ｂ Ｔ ａ ｃ ２ （ い ず れ も
ベ ー リ ン ガ ー マ ン ハ イ ム 社 よ り 市 販 ） 、 pKK233-2（ フ ァ ル マ シ ア 社 ） 、 pSE280（ イ ン ビ ト
ロ ジ ェ ン 社 ） 、 pGEMEX-1〔 プ ロ メ ガ (Promega)社 〕 、 pQE-8（ キ ア ゲ ン (QIAGEN)社 ） 、 pKYP
10（ 特 開 昭 58-110600） 、 pKYP200〔 Agric. Biol. Chem., , 669 (1984)〕 、 pLSA1〔 Agr
ic. Biol. Chem., , 277 (1989)〕 、 pGEL1〔 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, , 4306 (
1985)〕 、 pBluescript II SK (-)（ ス ト ラ タ ジ ー ン 社 ） 、 ｐ Ｔ ｒ ｓ ３ ２ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ
－ ５ ４ ０ ８ ） 、 ｐ Ｇ Ｈ Ａ ２ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ － ４ ０ ０ ） 、 ｐ Ｇ Ｋ Ａ ２ （ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｂ Ｐ －
６ ７ ９ ８ ） 、 ｐ Ｔ ｅ ｒ ｍ ２ （ 特 開 平 ３ － ２ ２ ９ ７ ９ 、 Ｕ Ｓ ４ ６ ８ ６ １ ９ １ 、 Ｕ Ｓ ４ ９ ３ ９
０ ９ ４ 、 Ｕ Ｓ ５ １ ６ ０ ７ ３ ５ ） 、 pGEX（ フ ァ ル マ シ ア 社 ） 、 pET-3（ ノ バ ジ ェ ン 社 ） 、 ｐ
Ｓ ｕ ｐ ｅ ｘ 、 ｐ Ｕ Ｂ １ １ ０ 、 ｐ Ｔ Ｐ ５ 、 ｐ Ｃ １ ９ ４ 、 ｐ Ｔ ｒ ｘ Ｆ ｕ ｓ （ Invitrogen社 ） 、
ｐ Ｍ Ａ Ｌ － ｃ ２ （ New England Biolabs社 ） 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 大 腸 菌 や 枯 草 菌 等 の 宿 主 細 胞 中 で 発 現 で き る も の で あ れ ば い か な
る も の で も よ い 。 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー （ Ｐ ） 、 プ ロ モ ー タ ー （ Ｐ ） 、 Ｐ L

プ ロ モ ー タ ー 、 Ｐ R プ ロ モ ー タ ー 、 T7プ ロ モ ー タ ー 等 の 、 大 腸 菌 や フ ァ ー ジ 等 に 由 来 す る
プ ロ モ ー タ ー 、 Ｓ Ｐ Ｏ １ プ ロ モ ー タ ー 、 Ｓ Ｐ Ｏ ２ プ ロ モ ー タ ー 、 ｐ ｅ ｎ Ｐ プ ロ モ ー タ ー 等
を あ げ る こ と が で き る 。 ま た Ｐ trpを ２ つ 直 列 さ せ た プ ロ モ ー タ ー （ Ｐ  ｘ ２ ） 、 プ
ロ モ ー タ ー 、 lacT7プ ロ モ ー タ ー 、 let Iプ ロ モ ー タ ー の よ う に 人 為 的 に 設 計 改 変 さ れ た プ
ロ モ ー タ ー 等 も 用 い る こ と が で き る 。
リ ボ ソ ー ム 結 合 配 列 と し て は 、 シ ャ イ ン － ダ ル ガ ノ （ Shine-Dalgarno） 配 列 と 開 始 コ ド ン
と の 間 を 適 当 な 距 離 （ 例 え ば ６ ～ １ ８ 塩 基 ） に 調 節 し た プ ラ ス ミ ド を 用 い る こ と が 好 ま し
い 。
本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の 発 現 に は 転 写 終 結 配 列 は 必 ず し も 必 要 で は な い が 、 構 造 遺 伝 子 の 直 下 に
転 写 終 結 配 列 を 配 置 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
宿 主 細 胞 と し て は 、 エ シ ェ リ ヒ ア 属 、 セ ラ チ ア 属 、 バ チ ル ス 属 、 ブ レ ビ バ ク テ リ ウ ム 属 、
コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム 属 、 ミ ク ロ バ ク テ リ ウ ム 属 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 属 等 に 属 す る 微 生 物 、 例
え ば 、   XL1-Blue、   XL2-Blue、   DH1
、   MC1000、   KY3276、   W1485、

  JM109、   HB101、   No.49、  
 W3110、   NY49、  、  、

 、  、  、  
、  、   ATCC14068、

  ATCC14066、   ATCC13032、
  ATCC14067、   ATCC13869、

  ATCC13870、   ATCC15354、
 sp. D-0110等 を あ げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】
組 換 え ベ ク タ ー の 導 入 方 法 と し て は 、 上 記 宿 主 細 胞 へ Ｄ Ｎ Ａ を 導 入 す る 方 法 で あ れ ば い ず
れ も 用 い る こ と が で き 、 例 え ば 、 カ ル シ ウ ム イ オ ン を 用 い る 方 法 〔 Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA, , 2110 (1972)〕 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 法 （ 特 開 昭 63-248394） 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー
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シ ョ ン 法 〔 Gene, , 107 (1982)、 Molecular & General Genetics, , 111 (1979)〕
等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 酵 母 菌 株 を 宿 主 細 胞 と し て 用 い る 場 合 に は 、 発 現 ベ ク タ ー と し
て 、 例 え ば 、 YEp13（ ATCC37115） 、 YEp24（ ATCC37051） 、 YCp50（ ATCC37419） 、 pHS19、 p
HS15等 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 酵 母 菌 株 中 で 発 現 で き る も の で あ れ ば い ず れ の も の を 用 い て も よ
く 、 例 え ば 、 PH05プ ロ モ ー タ ー 、 PGKプ ロ モ ー タ ー 、 GAPプ ロ モ ー タ ー 、 ADHプ ロ モ ー タ ー
、 gal 1プ ロ モ ー タ ー 、 gal 10プ ロ モ ー タ ー 、 ヒ ー ト シ ョ ッ ク ポ リ ペ プ チ ド プ ロ モ ー タ ー
、 MFα 1プ ロ モ ー タ ー 、 CUP 1プ ロ モ ー タ ー 等 の プ ロ モ ー タ ー を 挙 げ る こ と が で き る 。
宿 主 細 胞 と し て は 、 サ ッ カ ロ マ イ セ ス 属 、 シ ゾ サ ッ カ ロ マ イ セ ス 属 、 ク ル イ ベ ロ ミ セ ス 属
、 ト リ コ ス ポ ロ ン 属 、 シ ワ ニ オ ミ セ ス 属 等 に 属 す る 酵 母 菌 株 を あ げ る こ と が で き 、 具 体 的
に は 、  、  、  
、  、  、  等 を あ げ る こ と
が で き る 。
組 換 え ベ ク タ ー の 導 入 方 法 と し て は 、 酵 母 に Ｄ Ｎ Ａ を 導 入 す る 方 法 で あ れ ば い ず れ も 用 い
る こ と が で き 、 例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 〔 Methods in Enzymology, , 182 
(1990)〕 、 ス フ ェ ロ プ ラ ス ト 法 〔 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, , 4889 (1984)〕 、 酢
酸 リ チ ウ ム 法 〔 Journal of Bacteriology, , 163 (1983)〕 等 を あ げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
動 物 細 胞 を 宿 主 と し て 用 い る 場 合 に は 、 発 現 ベ ク タ ー と し て 、 例 え ば 、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ Ｉ ／ Ａ
ｍ ｐ （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） 、 ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ Ｉ 、 ｐ Ｃ Ｄ Ｍ ８ 〔 Nature, , 840 (1987)
〕 、 ｐ Ａ Ｇ Ｅ １ ０ ７ 〔 特 開 平 3-22979、 Cytotechnology, , 133 (1990)〕 、 ｐ Ｒ Ｅ Ｐ ４ （
イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） 、 ｐ Ａ Ｇ Ｅ １ ０ ３ 〔 Journal of Biochemistry, , 1307 (1987
)〕 、 ｐ Ａ Ｍ ｏ 、 ｐ Ａ Ｍ ｏ Ａ 、 ｐ Ａ Ｓ ３ － ３ （ 特 開 平 2-227075） 等 が 用 い ら れ る 。
プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 動 物 細 胞 中 で 発 現 で き る も の で あ れ ば い ず れ も 用 い る こ と が で き
、 例 え ば 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ CMV） の IE（ immediate early） 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー
、 SV40の 初 期 プ ロ モ ー タ ー あ る い は メ タ ロ チ オ ネ イ ン の プ ロ モ ー タ ー 、 レ ト ロ ウ イ ル ス の
プ ロ モ ー タ ー 、 ヒ ー ト シ ョ ッ ク プ ロ モ ー タ ー 、 Ｓ Ｒ α プ ロ モ ー タ ー 等 を あ げ る こ と が で き
る 。 ま た 、 ヒ ト CMVの IE遺 伝 子 の エ ン ハ ン サ ー を プ ロ モ ー タ ー と 共 に 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
動 物 細 胞 と し て は 、 マ ウ ス ・ ミ エ ロ ー マ 細 胞 、 ラ ッ ト ・ ミ エ ロ ー マ 細 胞 、 マ ウ ス ・ ハ イ ブ
リ ド ー マ 細 胞 、 ヒ ト の 細 胞 で あ る ナ マ ル バ （ Namalwa） 細 胞 ま た は Namalwa KJM-1細 胞 〔 Cy
totechnology, , 151 (1988)〕 、 ヒ ト 胎 児 腎 臓 細 胞 、 ヒ ト 白 血 病 細 胞 、 ア フ リ カ ミ ド リ
ザ ル 腎 臓 細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー の 細 胞 で あ る CHO細 胞 、 HBT5637（ 特 開 昭 63-299）
等 を あ げ る こ と が で き る 。
マ ウ ス ・ ミ エ ロ ー マ 細 胞 と し て は 、 SP2/0、 NSO等 、 ラ ッ ト ・ ミ エ ロ ー マ 細 胞 と し て は YB2/
0等 、 ヒ ト 胎 児 腎 臓 細 胞 と し て は HEK293(ATCC: CRL-1573)等 、 ヒ ト 白 血 病 細 胞 と し て は 、 B
ALL-1等 、 ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル 腎 臓 細 胞 と し て は COS-1、 COS-7等 を あ げ る こ と が で き る 。
組 換 え ベ ク タ ー の 導 入 方 法 と し て は 、 動 物 細 胞 に Ｄ Ｎ Ａ を 導 入 す る 方 法 で あ れ ば い ず れ も
用 い る こ と が で き 、 例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 〔 Cytotechnology, , 133 (1990
)〕 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 （ 特 開 平 2-227075） 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 〔 Proc. Natl. Acad.
 Sci. USA, , 7413 (1987)〕 、 Virology, , 456 (1973)に 記 載 の 方 法 等 を あ げ る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
昆 虫 細 胞 を 宿 主 と し て 用 い る 場 合 に は 、 例 え ば バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ・ イ ク ス プ レ ッ シ ョ ン ・
ベ ク タ ー ズ ・ ア ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・ マ ニ ュ ア ル 〔 Baculovirus Expression Vectors, A Labo
ratory Manual, W. H. Freeman and Company, New York (1992)〕 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ
オ ロ ジ ー ・ ア ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・ マ ニ ュ ア ル （ Molecular Biology, A Laboratory Manual）
、 カ レ ン ト ・ プ ロ ト コ ー ル ズ ・ イ ン ・ モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ ジ ー 、 Bio/Technology, ,
 47 (1988)等 に 記 載 さ れ た 方 法 に よ っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る こ と が で き る 。
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即 ち 、 組 換 え 遺 伝 子 導 入 ベ ク タ ー お よ び バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 昆 虫 細 胞 に 共 導 入 し て 昆 虫 細
胞 培 養 上 清 中 に 組 換 え ウ イ ル ス を 得 た 後 、 さ ら に 組 換 え ウ イ ル ス を 昆 虫 細 胞 に 感 染 さ せ 、
ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。
該 方 法 に お い て 用 い ら れ る 遺 伝 子 導 入 ベ ク タ ー と し て は 、 例 え ば 、 pVL1392、 pVL1393、 pB
lueBacIII（ と も に イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） 等 を あ げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
バ キ ュ ロ ウ イ ル ス と し て は 、 例 え ば 、 夜 盗 蛾 科 昆 虫 に 感 染 す る ウ イ ル ス で あ る ア ウ ト グ ラ
フ ァ ・ カ リ フ ォ ル ニ カ ・ ヌ ク レ ア ー ・ ポ リ ヘ ド ロ シ ス ・ ウ イ ル ス (Autographa californic
a nuclear polyhedrosis virus) 等 を 用 い る こ と が で き る 。 昆 虫 細 胞 と し て は 、
 の 卵 巣 細 胞 、  の 卵 巣 細 胞 、 カ イ コ 卵 巣 由 来 の 培 養 細 胞 等 を

用 い る こ と が で き る 。
 の 卵 巣 細 胞 と し て は Sf9、 Sf21（ バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ・ イ ク ス プ レ ッ

シ ョ ン ・ ベ ク タ ー ズ ・ ア ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・ マ ニ ュ ア ル ） 等 、  の 卵 巣 細 胞
と し て は High 5、 BTI-TN-5B1-4（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 社 製 ） 等 、 カ イ コ 卵 巣 由 来 の 培 養 細 胞
と し て は   N4等 を あ げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
組 換 え ウ イ ル ス を 調 製 す る た め の 、 昆 虫 細 胞 へ の 上 記 組 換 え 遺 伝 子 導 入 ベ ク タ ー と 上 記 バ
キ ュ ロ ウ イ ル ス の 共 導 入 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 （ 特 開 平 2-227075）
、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 〔 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, , 7413 (1987)〕 等 を あ げ る こ
と が で き る 。
遺 伝 子 の 発 現 方 法 と し て は 、 直 接 発 現 以 外 に 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ 第 ２ 版 に 記 載
さ れ て い る 方 法 等 に 準 じ て 、 分 泌 生 産 、 融 合 蛋 白 質 発 現 等 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
酵 母 、 動 物 細 胞 ま た は 昆 虫 細 胞 に よ り 発 現 さ せ た 場 合 に は 、 糖 あ る い は 糖 鎖 が 付 加 さ れ た
ポ リ ペ プ チ ド を 得 る こ と が で き る 。
以 上 の よ う に し て 得 ら れ る 形 質 転 換 体 を 培 地 に 培 養 し 、 培 養 物 中 に 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド
を 生 成 蓄 積 さ せ 、 該 培 養 物 か ら 採 取 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 製 造 す る こ
と が で き る 。
ま た 、 患 者 の 生 体 内 か ら 採 取 し た 細 胞 に 、 適 切 な 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ る た め
の 発 現 ベ ク タ ー を 導 入 し た 後 、 細 胞 を 生 体 内 に 戻 す こ と に よ り 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を
患 者 の 生 体 内 で 発 現 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
（ ２ ） 形 質 転 換 体 の 培 養
本 発 明 の 形 質 転 換 体 を 培 地 に 培 養 す る 方 法 は 、 宿 主 の 培 養 に 用 い ら れ る 通 常 の 方 法 に 従 っ
て 行 う こ と が で き る 。
大 腸 菌 等 の 原 核 生 物 あ る い は 酵 母 等 の 真 核 生 物 を 宿 主 と し て 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 培 養 す
る 培 地 と し て は 、 該 生 物 が 資 化 し 得 る 炭 素 源 、 窒 素 源 、 無 機 塩 類 等 を 含 有 し 、 形 質 転 換 体
の 培 養 を 効 率 的 に 行 え る 培 地 で あ れ ば 天 然 培 地 、 合 成 培 地 の い ず れ を 用 い て も よ い 。
炭 素 源 と し て は 、 該 生 物 が 資 化 し 得 る も の で あ れ ば よ く 、 グ ル コ ー ス 、 フ ラ ク ト ー ス 、 ス
ク ロ ー ス 、 こ れ ら を 含 有 す る 糖 蜜 、 デ ン プ ン あ る い は デ ン プ ン 加 水 分 解 物 等 の 炭 水 化 物 、
酢 酸 、 プ ロ ピ オ ン 酸 等 の 有 機 酸 、 エ タ ノ ー ル 、 プ ロ パ ノ ー ル 等 の ア ル コ ー ル 類 等 を 用 い る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
窒 素 源 と し て は 、 ア ン モ ニ ア 、 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム
、 リ ン 酸 ア ン モ ニ ウ ム 等 の 無 機 酸 も し く は 有 機 酸 の ア ン モ ニ ウ ム 塩 、 そ の 他 の 含 窒 素 化 合
物 、 並 び に 、 ペ プ ト ン 、 肉 エ キ ス 、 酵 母 エ キ ス 、 コ ー ン ス チ ー プ リ カ ー 、 カ ゼ イ ン 加 水 分
解 物 、 大 豆 粕 お よ び 大 豆 粕 加 水 分 解 物 、 各 種 発 酵 菌 体 、 お よ び そ の 消 化 物 等 を 用 い る こ と
が で き る 。
無 機 塩 と し て は 、 リ ン 酸 第 一 カ リ ウ ム 、 リ ン 酸 第 二 カ リ ウ ム 、 リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 硫 酸
マ グ ネ シ ウ ム 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 硫 酸 第 一 鉄 、 硫 酸 マ ン ガ ン 、 硫 酸 銅 、 炭 酸 カ ル シ ウ ム 等
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を 用 い る こ と が で き る 。
培 養 は 、 通 常 振 盪 培 養 ま た は 深 部 通 気 攪 拌 培 養 等 の 好 気 的 条 件 下 で 行 う 。 培 養 温 度 は １ ５
～ ４ ０ ℃ が よ く 、 培 養 時 間 は 、 通 常 １ ６ ～ ９ ６ 時 間 で あ る 。 培 養 中 ｐ Ｈ は ３ ． ０ ～ ９ ． ０
に 保 持 す る 。 ｐ Ｈ の 調 整 は 、 無 機 ま た は 有 機 の 酸 、 ア ル カ リ 溶 液 、 尿 素 、 炭 酸 カ ル シ ウ ム
、 ア ン モ ニ ア 等 を 用 い て 行 う 。
ま た 、 培 養 中 必 要 に 応 じ て 、 ア ン ピ シ リ ン や テ ト ラ サ イ ク リ ン 等 の 抗 生 物 質 を 培 地 に 添 加
し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
プ ロ モ ー タ ー と し て 誘 導 性 の プ ロ モ ー タ ー を 用 い た 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 微 生 物 を
培 養 す る と き に は 、 必 要 に 応 じ て イ ン デ ュ ー サ ー を 培 地 に 添 加 し て も よ い 。 例 え ば 、
プ ロ モ ー タ ー を 用 い た 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 微 生 物 を 培 養 す る と き に は イ ソ プ ロ ピ
ル － β － Ｄ － チ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド 等 を 、 プ ロ モ ー タ ー を 用 い た 発 現 ベ ク タ ー で 形
質 転 換 し た 微 生 物 を 培 養 す る と き に は イ ン ド ー ル ア ク リ ル 酸 等 を 培 地 に 添 加 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
動 物 細 胞 を 宿 主 と し て 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 培 地 と し て は 、 一 般 に 使 用 さ れ て い
る RPMI1640培 地 〔 The Journal of the American Medical Association, , 519 (1967)
〕 、 Eagleの MEM培 地 〔 Science, , 501 (1952)〕 、 DMEM培 地 〔 Virology, , 396 (1959
)〕 、 199培 地 〔 Proceeding of the Society for the Biological Medicine, , 1 (1950
)〕 ま た は こ れ ら 培 地 に 牛 胎 児 血 清 等 を 添 加 し た 培 地 等 を 用 い る こ と が で き る 。
培 養 は 、 通 常 ｐ Ｈ ６ ～ ８ 、 ３ ０ ～ ４ ０ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ 2 存 在 下 等 の 条 件 下 で １ ～ ７ 日 間 行 う
。
ま た 、 培 養 中 必 要 に 応 じ て 、 カ ナ マ イ シ ン 、 ペ ニ シ リ ン 、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン 等 の 抗 生 物
質 を 培 地 に 添 加 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
昆 虫 細 胞 を 宿 主 と し て 得 ら れ た 形 質 転 換 体 を 培 養 す る 培 地 と し て は 、 一 般 に 使 用 さ れ て い
る TNM-FH培 地 〔 フ ァ ー ミ ン ジ ェ ン （ Pharmingen） 社 製 〕 、 Sf-900 II SFM培 地 （ ラ イ フ ・
テ ク ノ ロ ジ ー ズ 社 製 ） 、 ExCell400、 ExCell405〔 い ず れ も JRHバ イ オ サ イ エ ン シ ー ズ （ JRH
 Biosciences） 社 製 〕 、 Grace's Insect Medium〔 Nature, , 788 (1962)〕 等 を 用 い る
こ と が で き る 。
培 養 は 、 通 常 ｐ Ｈ ６ ～ ７ 、 ２ ５ ～ ３ ０ ℃ 等 の 条 件 下 で １ ～ ５ 日 間 行 う 。
ま た 、 培 養 中 必 要 に 応 じ て 、 ゲ ン タ マ イ シ ン 等 の 抗 生 物 質 を 培 地 に 添 加 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
（ ３ ） 発 現 さ せ た ポ リ ペ プ チ ド の 単 離 精 製
上 記 形 質 転 換 体 の 培 養 液 か ら 、 上 記 方 法 に よ り 発 現 さ せ た ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 精 製 す る た
め に は 、 通 常 の 酵 素 の 単 離 、 精 製 法 を 用 い れ ば よ い 。
例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド が 、 細 胞 内 に 溶 解 状 態 で 発 現 し た 場 合 に は 、 培 養 終 了 後 、
細 胞 を 遠 心 分 離 に よ り 回 収 し 水 系 緩 衝 液 に 懸 濁 後 、 超 音 波 破 砕 機 、 フ レ ン チ プ レ ス 、 マ ン
ト ン ガ ウ リ ン ホ モ ゲ ナ イ ザ ー 、 ダ イ ノ ミ ル 等 に よ り 細 胞 を 破 砕 し 、 無 細 胞 抽 出 液 を 得 る 。
該 無 細 胞 抽 出 液 を 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 得 ら れ た 上 清 か ら 、 通 常 の 酵 素 の 単 離 精 製 法 、
即 ち 、 溶 媒 抽 出 法 、 硫 安 等 に よ る 塩 析 法 、 脱 塩 法 、 有 機 溶 媒 に よ る 沈 殿 法 、 ジ エ チ ル ア ミ
ノ エ チ ル （ DEAE） － セ フ ァ ロ ー ス 、 DIAION HPA-75（ 三 菱 化 学 社 製 ） 等 の レ ジ ン を 用 い た
陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 S-Sepharose FF（ フ ァ ル マ シ ア 社 製 ） 等 の レ ジ ン を
用 い た 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 ブ チ ル セ フ ァ ロ ー ス 、 フ ェ ニ ル セ フ ァ ロ ー ス
等 の レ ジ ン を 用 い た 疎 水 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 分 子 篩 を 用 い た ゲ ル ろ 過 法 、 ア フ ィ ニ
テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 ク ロ マ ト フ ォ ー カ シ ン グ 法 、 等 電 点 電 気 泳 動 等 の 電 気 泳 動
法 等 の 手 法 を 単 独 あ る い は 組 み 合 わ せ て 用 い 、 精 製 標 品 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
ま た 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が 細 胞 内 に 不 溶 体 を 形 成 し て 発 現 し た 場 合 は 、 同 様 に 細 胞 を 回 収 後
破 砕 し 、 遠 心 分 離 を 行 う こ と に よ り 得 ら れ た 沈 殿 画 分 よ り 、 通 常 の 方 法 に よ り 該 ポ リ ペ プ
チ ド を 回 収 後 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 不 溶 体 を 蛋 白 質 変 性 剤 で 可 溶 化 す る 。
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該 可 溶 化 液 を 、 蛋 白 質 変 性 剤 を 含 ま な い 溶 液 あ る い は 蛋 白 質 変 性 剤 の 濃 度 が 蛋 白 質 が 変 性
し な い 程 度 に 希 薄 な 溶 液 に 希 釈 あ る い は 透 析 し 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を 正 常 な 立 体 構 造 に 構 成
さ せ た 後 、 上 記 と 同 様 の 単 離 精 製 法 に よ り 精 製 標 品 を 得 る こ と が で き る 。
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド あ る い は そ の 糖 鎖 修 飾 体 等 の 誘 導 体 が 細 胞 外 に 分 泌 さ れ た 場 合 に は
、 培 養 上 清 に 該 ポ リ ペ プ チ ド あ る い は そ の 糖 鎖 付 加 体 等 の 誘 導 体 を 回 収 す る こ と が で き る
。
即 ち 、 該 培 養 物 を 上 記 と 同 様 の 遠 心 分 離 等 の 手 法 に よ り 処 理 す る こ と に よ り 可 溶 性 画 分 を
取 得 し 、 該 可 溶 性 画 分 か ら 、 上 記 と 同 様 の 単 離 精 製 法 を 用 い る こ と に よ り 、 精 製 標 品 を 得
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 他 の タ ン パ ク 質 と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 生 産 し 、 融 合 し
た タ ン パ ク 質 に 親 和 性 を も つ 物 質 を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 利 用 し て
精 製 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 ロ ウ ら の 方 法 〔 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, , 8227
 (1989)、 Genes & Dev., , 1288 （ 1990） 〕 、 特 開 平 05-336963、 WO94/23021に 記 載 の 方
法 に 準 じ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を プ ロ テ イ ン Ａ と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 生 産 し 、 イ
ム ノ グ ロ ブ リ ン Ｇ を 用 い る ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 す る こ と が で き
る 。 ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を Ｆ ｌ ａ ｇ ペ プ チ ド と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 生 産 し 、
抗 Ｆ ｌ ａ ｇ 抗 体 を 用 い る ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 す る こ と が で き る
〔 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, , 8227 (1989)、 Genes & Dev., , 1288 （ 1990)〕 。
更 に 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製 す
る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
更 に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 Ｆ ｍ ｏ ｃ 法 （ フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 法 ）
、 ｔ Ｂ ｏ ｃ 法 （ ｔ － ブ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 法 ） 等 の 化 学 合 成 法 に よ っ て も 製 造 す る こ と
が で き る 。
ま た 、 ア ド バ ン ス ト ・ ケ ム テ ッ ク （ Advanced ChemTech） 社 、 パ ー キ ン ・ エ ル マ ー 社 、 フ
ァ ル マ シ ア 社 、 プ ロ テ イ ン ・ テ ク ノ ロ ジ ー ・ イ ン ス ト ゥ ル メ ン ト （ Protein Technology I
nstrument） 社 、 シ ン セ セ ル ・ ベ ガ （ Synthecell-Vega） 社 、 パ ー セ プ テ ィ ブ （ PerSeptive
） 社 、 島 津 製 作 所 等 の ペ プ チ ド 合 成 機 を 利 用 し 化 学 合 成 す る こ と も で き る 。
精 製 し た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 解 析 は 、 蛋 白 質 化 学 で 通 常 用 い ら れ る 方 法 、 例 え ば
遺 伝 子 ク ロ ー ニ ン グ の た め の タ ン パ ク 質 構 造 解 析 （ 平 野 久 著 、 東 京 化 学 同 人 発 行 、 １ ９ ９
３ 年 ） に 記 載 の 方 法 に よ り 実 施 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
[３ ]  本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 認 識 す る 抗 体 の 調 製
（ １ ） ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製
上 記 ［ ２ ］ に 記 載 の 方 法 に よ り 取 得 し た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 全 長 ま た は 部 分 断 片 精 製
標 品 を 抗 原 と し て 用 い 、 動 物 に 投 与 す る こ と に よ り ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る こ と が
で き る 。
投 与 す る 動 物 と し て 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ハ ム ス タ ー 等 を 用 い る こ と が で き
る 。
該 抗 原 の 投 与 量 は 動 物 １ 匹 当 た り ５ ０ ～ １ ０ ０ μ ｇ が 好 ま し い 。
ペ プ チ ド を 用 い る 場 合 は 、 ペ プ チ ド を ス カ シ ガ イ ヘ モ シ ア ニ ン （ keyhole limpet haemocy
anin） や 牛 チ ロ グ ロ ブ リ ン 等 の キ ャ リ ア 蛋 白 に 共 有 結 合 さ せ た も の を 抗 原 と す る の が 望 ま
し い 。 抗 原 と す る ペ プ チ ド は 、 ペ プ チ ド 合 成 機 で 合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
該 抗 原 の 投 与 は 、 1 回 目 の 投 与 の 後 １ ～ ２ 週 間 お き に ３ ～ １ ０ 回 行 う 。 各 投 与 後 、 ３ ～ ７
日 目 に 眼 底 静 脈 叢 よ り 採 血 し 、 該 血 清 が 免 疫 に 用 い た 抗 原 と 反 応 す る こ と を 酵 素 免 疫 測 定
法 〔 酵 素 免 疫 測 定 法 （ ELISA法 ） ： 医 学 書 院 刊  1976年 、 Antibodies-A Laboratory Manual
, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1988)〕 等 で 確 認 す る 。
免 疫 に 用 い た 抗 原 に 対 し 、 該 血 清 が 充 分 な 抗 体 価 を 示 し た 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 よ り 血 清 を 取 得
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し 、 該 血 清 を 分 離 、 精 製 す る こ と に よ り ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 取 得 す る こ と が で き る 。
分 離 、 精 製 す る 方 法 と し て は 、 遠 心 分 離 、 ４ ０ ～ ５ ０ ％ 飽 和 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム に よ る 塩 析
、 カ プ リ ル 酸 沈 殿 〔 Antibodies,A Laboratory Manual,Cold Spring Harbor Laboratory, 
(1988)〕 、 ま た は Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム 、 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム 、 プ ロ テ イ ン Ａ ま
た は Ｇ － カ ラ ム あ る い は ゲ ル 濾 過 カ ラ ム 等 を 用 い る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 を 、 単 独 ま た は
組 み 合 わ せ て 処 理 す る 方 法 が あ げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
（ ２ ） モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製
(2-1)抗 体 産 生 細 胞 の 調 製
上 記 (1)に お い て 、 免 疫 に 用 い た 抗 原 に 対 し 、 そ の 血 清 が 十 分 な 抗 体 価 を 示 し た ラ ッ ト を
抗 体 産 生 細 胞 の 供 給 源 と し て 供 す る 。
該 抗 体 価 を 示 し た ラ ッ ト に 抗 原 物 質 を 最 終 投 与 し た 後 ３ ～ ７ 日 目 に 、 脾 臓 を 摘 出 す る 。
該 脾 臓 を Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 （ 日 水 製 薬 社 製 ） 中 で 細 断 し 、 ピ ン セ ッ ト で ほ ぐ し 、 １ ， ２ ０ ０ ｒ ｐ
ｍ で ５ 分 間 遠 心 分 離 し た 後 、 上 清 を 捨 て る 。
得 ら れ た 沈 殿 画 分 の 脾 細 胞 を ト リ ス － 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ７ ． ６ ５ ） で １ ～ ２
分 間 処 理 し 赤 血 球 を 除 去 し た 後 、 Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 で ３ 回 洗 浄 し 、 得 ら れ た 脾 細 胞 を 抗 体 産 生 細
胞 と し て 用 い る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
(2-2)骨 髄 腫 細 胞 の 調 製
骨 髄 腫 細 胞 と し て は 、 マ ウ ス ま た は ラ ッ ト か ら 取 得 し た 株 化 細 胞 を 使 用 す る 。 例 え ば 、 8-
ア ザ グ ア ニ ン 耐 性 マ ウ ス （ BALB/c由 来 ） 骨 髄 腫 細 胞 株 P3-X63Ag8-U1(P3-U1)〔 Curr. Topic
s Microbiol. Immunol., , 1 (1978)、 Eur. J. Immunol., , 511 (1976)〕 、 SP2/0-Ag
14(SP-2)〔 Nature, , 269 (1978)〕 、 P3-X63-Ag8653(653)〔 J. Immunol., , 1548 
(1979)〕 、 P3-X63-Ag8(X63)〔 Nature, , 495 (1975)〕 等 を 用 い る こ と が で き る 。 こ れ
ら の 細 胞 株 は 、 ８ － ア ザ グ ア ニ ン 培 地 〔 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － １ ６ ４ ０ 培 地 に グ ル タ ミ ン （ １ ． ５ ｍ
ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ ） 、 ２ － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル （ ５ × １ ０ - 5 ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ ） 、 ジ ェ ン タ マ イ シ ン
（ １ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ） お よ び 牛 胎 児 血 清 （ Ｆ Ｃ Ｓ ） （ Ｃ Ｓ Ｌ 社 製 、 １ ０ ％ ） を 加 え た 培 地 （
以 下 、 正 常 培 地 と い う ） に 、 さ ら に ８ － ア ザ グ ア ニ ン （ １ ５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ） を 加 え た 培 地 〕
で 継 代 す る が 、 細 胞 融 合 の ３ ～ ４ 日 前 に 正 常 培 地 で 培 養 し 、 融 合 に は 該 細 胞 を ２ × １ ０ 7

個 以 上 用 い る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
(2-3)ハ イ ブ リ ド ー マ の 作 製
(2-1)で 取 得 し た 抗 体 産 生 細 胞 と (2-2)で 取 得 し た 骨 髄 腫 細 胞 を Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 ま た は Ｐ Ｂ Ｓ （
リ ン 酸 二 ナ ト リ ウ ム １ ． ８ ３ ｇ 、 リ ン 酸 一 カ リ ウ ム ０ ． ２ １ ｇ 、 食 塩 ７ ． ６ ５ ｇ 、 蒸 留 水
１ Ｌ 、 ｐ Ｈ ７ ． ２ ） で よ く 洗 浄 し 、 細 胞 数 が 、 抗 体 産 生 細 胞 ： 骨 髄 腫 細 胞 ＝ ５ ～ １ ０ ： １
に な る よ う 混 合 し 、 １ ， ２ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ５ 分 間 遠 心 分 離 し た 後 、 上 清 を 捨 て る 。
得 ら れ た 沈 澱 画 分 の 細 胞 群 を よ く ほ ぐ し 、 該 細 胞 群 に 、 攪 拌 し な が ら 、 ３ ７ ℃ で 、 １ ０ 8

抗 体 産 生 細 胞 あ た り 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル － １ ０ ０ ０ （ Ｐ Ｅ Ｇ － １ ０ ０ ０ ） ２ ｇ 、 Ｍ
Ｅ Ｍ  ２ ｍ Ｌ お よ び ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド （ Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ ） ０ ． ７ ｍ Ｌ を 混 合 し た 溶 液 を ０ ．
２ ～ １ ｍ Ｌ 添 加 し 、 更 に １ ～ ２ 分 間 毎 に Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 １ ～ ２ ｍ Ｌ を 数 回 添 加 す る 。
添 加 後 、 Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 を 加 え て 全 量 が ５ ０ ｍ Ｌ に な る よ う に 調 製 す る 。
該 調 製 液 を ９ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ５ 分 間 遠 心 分 離 後 、 上 清 を 捨 て る 。
得 ら れ た 沈 殿 画 分 の 細 胞 を 、 ゆ る や か に ほ ぐ し た 後 、 メ ス ピ ペ ッ ト に よ る 吸 込 み 、 吹 出 し
で ゆ る や か に Ｈ Ａ Ｔ 培 地 〔 正 常 培 地 に ヒ ポ キ サ ン チ ン （ １ ０ - 4 ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ ） 、 チ ミ ジ ン （
１ ． ５ × １ ０ - 5 ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ ） お よ び ア ミ ノ プ テ リ ン （ ４ × １ ０ - 7 ｍ ｏ ｌ ／ Ｌ ） を 加 え た 培
地 〕 １ ０ ０ ｍ Ｌ 中 に 懸 濁 す る 。
該 懸 濁 液 を ９ ６ 穴 培 養 用 プ レ ー ト に １ ０ ０ μ Ｌ ／ 穴 ず つ 分 注 し 、 ５ ％  Ｃ Ｏ 2 イ ン キ ュ ベ ー
タ ー 中 、 ３ ７ ℃ で ７ ～ １ ４ 日 間 培 養 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
培 養 後 、 培 養 上 清 の 一 部 を と り ア ン チ ボ デ ィ イ ズ 〔 Antibodies-A Laboratory Manual, Co
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ld Spring Harbor Laboratory Press, Chapter14 (1988)〕 等 に 述 べ ら れ て い る 酵 素 免 疫
測 定 法 に よ り 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 反 応 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 す る 。
酵 素 免 疫 測 定 法 の 具 体 的 例 と し て 、 以 下 の 方 法 を あ げ る こ と が で き る 。
免 疫 の 際 、 抗 原 に 用 い た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 全 長 ま た は 部 分 断 片 精 製 標 品 を 適 当 な プ
レ ー ト に コ ー ト し 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 も し く は 後 述 の (2-4)で 得 ら れ る 精 製 抗 体 を
第 一 抗 体 と し て 反 応 さ せ 、 さ ら に 第 二 抗 体 と し て ビ オ チ ン 、 酵 素 、 化 学 発 光 物 質 あ る い は
放 射 線 化 合 物 等 で 標 識 し た 抗 ラ ッ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 抗 体 を 反 応 さ せ た 後 に 標 識 物 質 に 応
じ た 反 応 を 行 な い 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 反 応 す る も の を 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ と し て 選 択 す る 。
該 ハ イ ブ リ ド ー マ を 用 い て 、 限 界 希 釈 法 に よ り ク ロ ー ニ ン グ を ２ 回 繰 り 返 し 〔 １ 回 目 は 、
Ｈ Ｔ 培 地 （ Ｈ Ａ Ｔ 培 地 か ら ア ミ ノ プ テ リ ン を 除 い た 培 地 ） 、 ２ 回 目 は 、 正 常 培 地 を 使 用 す
る 〕 、 安 定 し て 強 い 抗 体 価 の 認 め ら れ た も の を 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 株 と し て 選 択 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
(2-4)モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製
プ リ ス タ ン 処 理 〔 ２ ， ６ ， １ ０ ， １ ４ － テ ト ラ メ チ ル ペ ン タ デ カ ン （ Pristane） ０ ． ５ ｍ
Ｌ を 腹 腔 内 投 与 し 、 ２ 週 間 飼 育 す る 〕 し た ８ ～ １ ０ 週 令 の マ ウ ス ま た は ヌ ー ド マ ウ ス に 、
(2-3)で 取 得 し た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ
ド ー マ 細 胞 ５ ～ ２ ０ × １ ０ 6 細 胞 ／ 匹 を 腹 腔 内 に 注 射 す る 。 １ ０ ～ ２ １ 日 間 で ハ イ ブ リ ド
ー マ は 腹 水 癌 化 す る 。
該 腹 水 癌 化 し た マ ウ ス か ら 腹 水 を 採 取 し 、 ３ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ５ 分 間 遠 心 分 離 し て 固 形 分
を 除 去 す る 。
得 ら れ た 上 清 よ り 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 用 い た 方 法 と 同 様 の 方 法 で モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 精 製 、 取 得 す る こ と が で き る 。
抗 体 の サ ブ ク ラ ス の 決 定 は 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 タ イ ピ ン グ キ ッ ト ま た は ラ ッ ト モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 タ イ ピ ン グ キ ッ ト を 用 い て 行 う 。 蛋 白 質 量 は 、 ロ ー リ ー 法 あ る い は ２ ８
０ ｎ ｍ で の 吸 光 度 よ り 算 出 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
［ ４ ］ 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の Ｐ Ｄ Ｅ 活 性 の 測 定
［ ２ ］ に 記 載 の 方 法 に よ り 、 大 腸 菌 、 酵 母 、 昆 虫 細 胞 、 動 物 細 胞 等 を 宿 主 と し て 、 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ た も の 、 あ る い は 、 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 卵 母 細 胞 に Ｄ Ｎ Ａ あ る
い は  で 調 製 し た cＲ Ｎ Ａ を 用 い て マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 〔 Methods in Enzy
mology, , 225 (1992)、 Methods in Enzymology, , 458 (1995)〕 に よ り 発 現 さ せ
た も の 、  翻 訳 産 物 等 を Ｐ Ｄ Ｅ 活 性 の 測 定 に 用 い る 。 Ｐ Ｄ Ｅ 活 性 は 検 出 可 能 な 試 薬
（ 例 え ば 、 放 射 性 試 薬 、 蛍 光 試 薬 ま た は 比 色 試 薬 ） で 標 識 さ れ た 環 状 ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え
ば 、 [ 3 Ｈ ]ｃ Ａ Ｍ Ｐ あ る い は [ 3 Ｈ ]ｃ Ｇ Ｍ Ｐ ） の ３ ’ － ホ ス ホ エ ス テ ル 結 合 を 加 水 分 解 し て
生 成 す る ヌ ク レ オ シ ド ５ ’ － モ ノ ホ ス フ ェ ー ト （ 例 え ば 、 [ 3 Ｈ ]５ ’ Ａ Ｍ Ｐ あ る い は [ 3 Ｈ ]
５ ’ Ｇ Ｍ Ｐ ） の 分 離 、 定 量 、 あ る い は さ ら に 、 ５ ’ ヌ ク レ オ チ ダ ー ゼ 処 理 し た 後 、 生 成 物
を 分 離 、 定 量 す る こ と に よ り 測 定 す る ［ J. Biol. Chem., , 1973 (1982), Methods in
 Enzymology, , 457 (1988)］ 。 ま た 、 内 在 性 の ２ つ の Ｐ Ｄ Ｅ （ ｐ ｄ ｅ １ 、 ｐ ｄ ｅ ２ ）
を 欠 損 し た 酵 母 ［ 例 え ば 、 Saccharomyces cerevisiae strain PP5 (ATCC number 96135)
、 Saccharomyces cerevisiae strain 10DAB (ATCC number 74049)］ 中 で 本 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド を 発 現 さ せ 、 熱 シ ョ ッ ク 感 受 性 、 窒 素 欠 乏 に 対 す る 感 受 性 な ど の 回 復 を 指 標 に Ｐ Ｄ
Ｅ 活 性 を 検 出 す る こ と も で き る [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, , 11970 (1993)、 J. Bi
ol. Chem., , 4839 (1999)]。
【 ０ ０ ６ ８ 】
［ ５ ］ 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 探 索 ・ 同 定 お よ び 治 療
薬 と し て の 利 用
上 記 ［ ４ ］ の 活 性 測 定 に 用 い る こ と の で き る 細 胞 、 あ る い は 、 後 述 ［ ７ ］ の 方 法 で 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド あ る い は ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 し て い る こ と の 確 認 さ れ た 組 織 、 細 胞 等 を 用 い 、
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被 験 試 料 を 添 加 し 、 上 記 ［ ４ ］ 記 載 の 方 法 で 、 Ｐ Ｄ Ｅ 活 性 を 測 定 す る 。
被 験 試 料 の 添 加 の 有 無 に お け る 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の Ｐ Ｄ Ｅ 活 性 の 比 較 、 あ る い は 、
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 さ せ た 内 在 性 Ｐ Ｄ Ｅ 欠 損 酵 母 を 用 い た バ イ オ ア ッ セ イ に よ り
、 被 験 試 料 の 中 か ら Ｐ Ｄ Ｅ 活 性 を 増 強 す る 物 質 （ ア ゴ ニ ス ト ） お よ び 阻 害 す る 物 質 （ ア ン
タ ゴ ニ ス ト ） を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
被 験 試 料 と し て は 、 合 成 化 合 物 、 天 然 に 存 在 す る 蛋 白 質 、 人 工 的 に 合 成 さ れ た 蛋 白 質 、 ぺ
プ チ ド 、 糖 質 、 脂 質 、 こ れ ら の 修 飾 体 、 誘 導 体 を 、 ま た 哺 乳 動 物 (例 え ば マ ウ ス 、 ラ ッ ト
、 モ ル モ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ブ タ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 サ ル 、 ヒ ト 等 )の
尿 、 体 液 、 組 織 抽 出 物 、 細 胞 培 養 上 清 、 細 胞 抽 出 物 を 、 更 に 、 非 ぺ プ チ ド 性 化 合 物 、 発 酵
生 産 物 、 植 物 そ の 他 の 生 物 の 抽 出 物 等 を あ げ る こ と が で き る 。
上 記 の 方 法 に よ り 取 得 さ れ る 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト
は 、 治 療 薬 と し て 単 独 で 用 い る こ と が 可 能 で は あ る が 、 通 常 は 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 一 つ
あ る い は そ れ 以 上 の 担 体 と 一 緒 に 混 合 し 、 製 剤 学 の 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ る 任 意 の
方 法 に よ り 製 造 し た 医 薬 製 剤 と し て 用 い る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
該 治 療 薬 の 投 与 方 法 と し て は 、 治 療 に 際 し 最 も 効 果 的 な 方 法 を 使 用 す る こ と が 望 ま し く 、
経 口 投 与 ま た は 、 口 腔 内 、 気 道 内 、 直 腸 内 、 皮 下 、 筋 肉 内 お よ び 静 脈 内 等 の 非 経 口 投 与 に
よ る 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。
該 治 療 薬 の 剤 形 と し て は 、 軟 膏 剤 、 噴 霧 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 錠 剤 、 顆 粒 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 、 乳
剤 、 座 剤 、 注 射 剤 、 テ ー プ 剤 等 を あ げ る こ と が で き る 。
経 口 投 与 に 適 当 な 製 剤 と し て は 、 乳 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 錠 剤 、 散 剤 、 顆 粒 剤 等
を あ げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
乳 剤 お よ び シ ロ ッ プ 剤 の よ う な 液 体 調 製 物 は 、 水 、 シ ョ 糖 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 果 糖 等 の 糖 類
、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 等 の グ リ コ ー ル 類 、 ご ま 油 、 オ リ ー ブ
油 、 大 豆 油 等 の 油 類 、 ｐ － ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 エ ス テ ル 類 等 の 防 腐 剤 、 ス ト ロ ベ リ ー フ レ
ー バ ー 、 ペ パ ー ミ ン ト 等 の フ レ ー バ ー 類 等 を 添 加 剤 と し て 用 い て 製 造 す る こ と が で き る 。
カ プ セ ル 剤 、 錠 剤 、 散 剤 、 顆 粒 剤 等 は 、 乳 糖 、 ブ ド ウ 糖 、 シ ョ 糖 、 マ ン ニ ト ー ル 等 の 賦 形
剤 、 デ ン プ ン 、 ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 等 の 崩 壊 剤 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 タ ル ク 等
の 滑 沢 剤 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス 、 ゼ ラ チ ン 等 の 結 合 剤
、 脂 肪 酸 エ ス テ ル 等 の 界 面 活 性 剤 、 グ リ セ リ ン 等 の 可 塑 剤 等 を 添 加 剤 と し て 用 い 製 造 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
非 経 口 投 与 に 適 当 な 製 剤 と し て は 、 注 射 剤 、 座 剤 、 噴 霧 剤 等 が あ げ ら れ る 。
注 射 剤 は 、 例 え ば 、 塩 溶 液 、 ブ ド ウ 糖 溶 液 、 あ る い は 両 者 の 混 合 物 か ら な る 担 体 等 を 用 い
て 調 製 す る こ と が で き る 。
座 剤 は 、 例 え ば 、 カ カ オ 脂 、 水 素 化 脂 肪 ま た は カ ル ボ ン 酸 等 の 担 体 を 用 い て 調 製 す る こ と
が で き る 。
噴 霧 剤 は 、 上 記 で 取 得 さ れ た ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト を そ の ま ま 噴 霧 剤 と し て 用
い る こ と が 可 能 で あ る が 、 受 容 者 の 口 腔 お よ び 気 道 粘 膜 を 刺 激 せ ず 、 か つ 該 化 合 物 を 微 細
な 粒 子 と し て 分 散 さ せ 吸 収 を 容 易 に さ せ る 担 体 等 を 用 い て 調 製 し た 噴 霧 剤 が 好 ま し い 。
担 体 と し て 、 具 体 的 に は 乳 糖 、 グ リ セ リ ン 等 を 例 示 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
上 記 で 取 得 さ れ た ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 お よ び 担 体 の 性 質 に よ り 、 エ ア ロ ゾ
ル 、 ド ラ イ パ ウ ダ ー 等 の 製 剤 を 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。
こ れ ら の 非 経 口 剤 に お い て も 、 経 口 剤 で 添 加 剤 と し て 例 示 し た 成 分 を 添 加 す る こ と が で き
る 。
投 与 量 ま た は 投 与 回 数 は 、 目 的 と す る 治 療 効 果 、 投 与 方 法 、 治 療 期 間 、 年 齢 、 体 重 等 に よ
り 異 な る が 、 通 常 成 人 １ 日 当 た り １ ０ μ ｇ ／ ｋ ｇ ～ ８ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ で あ る 。
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【 ０ ０ ７ ４ 】
[６ ]本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 調 節 す る 化 合 物 （ 以 下 、 発 現 調 節 化 合 物 と 略 す ） の 探
索 お よ び 同 定
(１ )本 発 明 の 抗 体 を 用 い た 発 現 調 節 化 合 物 の 探 索 お よ び 同 定
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 を 被 験 試 料 と 接 触 さ せ た 後 、 本 発 明 の 抗 体 を 用 い る
こ と に よ り 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 調 節 化 合 物 を 探 索 、 同 定 す る こ と が で き る 。
細 胞 と し て は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し て い る 細 胞 、 細 胞 株 、 組 織 な ら い か な る も
の で も 用 い る こ と が で き る 。
例 え ば 、 下 記 ［ ７ ］ に 記 載 し た 抗 体 に よ り 免 疫 学 的 に 検 出 す る 方 法 あ る い は ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 検
出 す る 方 法 を 用 い 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 が 認 め ら れ た 細 胞 、 細 胞 株 あ る い は 組 織 を 用 い
る こ と が で き る 。
好 適 な 細 胞 株 と し て 、 例 え ば 、 HepG2細 胞 を あ げ る こ と が で き る 。
被 験 試 料 と し て は 上 記 ［ ５ ］ の 被 験 試 料 で あ げ た も の を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 を 、 該 細 胞 の 増 殖 す る こ と の で き る 培 地 に 懸 濁 し 、
被 験 試 料 を 該 培 地 に 添 加 し 、 該 細 胞 と 接 触 さ せ た 後 、 本 発 明 の 抗 体 を 用 い 、 該 細 胞 の 発 現
し た ポ リ ペ プ チ ド 含 量 を 定 量 す る 。 定 量 す る 方 法 と し て は 、 例 え ば 下 記 の 免 疫 細 胞 染 色 を
利 用 し た 方 法 を あ げ る こ と が で き る 。
培 養 付 着 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 で 洗 浄 し 、 ０ ． ０ ５ ％  ト リ プ シ ン 、 ０ ． ０ ２ ％  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ (
エ チ レ ン ジ ア ミ ン ４ 酢 酸 )を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 ３ ｍ Ｌ を 加 え 、 余 分 な 溶 液 を 除 い た 後 、 ３
７ ℃ 、 ５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り フ ラ ス コ よ り 細 胞 を 剥 が す 。
浮 遊 細 胞 に つ い て は 培 養 細 胞 を そ の ま ま 用 い る こ と が で き る 。 該 細 胞 を Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 で 洗
浄 後 、 固 定 液 に 懸 濁 す る 。 固 定 液 と し て は 例 え ば ３ ． ７ ％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ
緩 衝 液 を 挙 げ る こ と が で き る 。 室 温 に て ３ ０ 分 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 で 洗 浄 し
膜 透 過 性 反 応 液 に 懸 濁 す る 。 膜 透 過 性 反 応 液 と し て は 例 え ば ０ ． １ ％  Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ  Ｘ －
１ ０ ０ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ 緩 衝 液 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
該 処 理 を 行 っ た 細 胞 を 免 疫 細 胞 染 色 用 緩 衝 液 （ １ ％  Ｂ Ｓ Ａ 、 ０ ． ０ ２ ％  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ．
０ ５ ％  ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ ） 等 に 懸 濁 し 、 １ ～ ２ ０ × １ ０ 5 個 ず つ 丸 底 ９ ６ 穴
プ レ ー ト に 分 注 す る 。
該 プ レ ー ト に 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 注 す る 。
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て は 、 ［ ３ ］ (2-3)で 取 得 し た 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産
生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 培 養 上 清 、 ［ ３ ］ (2-4)で 取 得 し た 精 製 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を あ
げ る こ と が で き る 。 更 に 、 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 標 識 し た 抗 体 も 用 い る こ と が で き る 。
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 標 識 し た 抗 体 と し て は 、 例 え ば ビ オ チ ン 標 識 し た 抗 体 を あ げ る こ と
が で き る 。
ビ オ チ ン 標 識 し た 抗 体 は 公 知 の 方 法 （ 酵 素 抗 体 法 ： 学 際 企 画 刊 1985年 ） で 調 製 す る こ と が
で き る 。
上 記 抗 体 を 、 免 疫 細 胞 染 色 用 緩 衝 液 あ る い は １ ０ ％ 動 物 血 清 を 含 む 免 疫 細 胞 染 色 用 緩 衝 液
を 用 い て ０ ． １ ～ ５ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ の 濃 度 に な る よ う に 希 釈 す る 。
該 希 釈 抗 体 を ２ ０ ～ ５ ０ ０ μ Ｌ ／ 穴 と な る よ う に 分 注 し 、 氷 冷 下 で ３ ０ 分 間 放 置 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
標 識 さ れ て い な い 抗 体 を 用 い た 場 合 に は 、 上 記 プ レ ー ト に 免 疫 細 胞 染 色 用 緩 衝 液 を 添 加 し
、 細 胞 を 洗 浄 す る 。 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ （ fluorescein  isothiocyanate） あ る い は フ ィ コ エ リ ス リ
ン 等 の 蛍 光 色 素 で 標 識 し た 抗 マ ウ ス イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 抗 体 あ る い は 抗 ラ ッ ト イ ム ノ グ ロ ブ
リ ン 抗 体 を ０ ． １ ～ ５ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ 程 度 の 濃 度 で 含 む 免 疫 細 胞 染 色 用 緩 衝 液 を ５ ０ ～ ５ ０
０ μ Ｌ ／ 穴 ほ ど 分 注 し 、 氷 冷 下 で ３ ０ 分 間 遮 光 し て 放 置 す る 。
ビ オ チ ン 標 識 し た 該 モ ノ ク ロ － ナ ル 抗 体 を 用 い た 場 合 に は 、 上 記 プ レ ー ト に Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ あ る
い は フ ィ コ エ リ ス リ ン 等 の 蛍 光 色 素 で 標 識 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を ５ ０ ～ ５ ０ ０ μ Ｌ ／
穴 ほ ど 分 注 し 、 氷 冷 下 で ３ ０ 分 間 遮 光 し て 放 置 す る 。
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両 ケ ー ス と も 、 放 置 後 、 プ レ ー ト に 免 疫 細 胞 染 色 用 緩 衝 液 を 添 加 し 、 細 胞 を よ く 洗 浄 し 、
蛍 光 顕 微 鏡 、 セ ル ソ ー タ ー 等 に よ り 解 析 す る 。
被 験 試 料 を 添 加 し な い 系 と 比 較 し 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 含 量 を 増 加 あ る い は 減 少 さ せ る
被 験 試 料 を 探 索 す る こ と に よ り 、 発 現 調 節 化 合 物 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
（ ２ ） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 の 転 写 産 物 定 量 系 を 用 い た 探 索 お よ び 同 定
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド あ る い は 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 す る 細 胞 を 被
験 試 料 と 接 触 さ せ た 後 、 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 含 量 を 定 量 す る こ と に よ り 発 現 調 節 化 合 物 を 探 索 、 同
定 す る こ と が で き る 。
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド あ る い は 該 ポ リ ペ プ チ ド ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 す る 細 胞 と し て は 、 例 え ば
上 記 ［ ６ ］ (1)記 載 の 細 胞 株 を 、 被 験 試 料 と し て は 上 記 ［ ５ ］ の も の を 用 い る こ と が で き
る 。
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド あ る い は 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 す る 細 胞 を 、
該 細 胞 の 増 殖 す る こ と の で き る 培 地 に 懸 濁 し 、 被 験 試 料 を 該 培 地 に 添 加 し 、 該 細 胞 を 接 触
さ せ た 後 、 該 細 胞 の 発 現 し た 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 含 量 を 、 通 常 の ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 法 、 Ｒ Ｎ Ａ の ド ッ ト ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 等 を 用 い 定 量
す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 等 に 用 い る こ と の で き る プ ロ ー ブ お よ び Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 法 等 に 用
い る こ と の で き る プ ラ イ マ ー と し て 、 本 発 明 の ポ リ ぺ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 断 片 を あ
げ る こ と が で き る 。
具 体 的 に は 、 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 １ ６ に 記 載 の 塩 基 配 列 中 の 連 続 し た ５ ～ ６ ０ 塩 基
と 同 じ 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 相 補 的 な 配 列 を 有 す る
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 好 適 に 用 い る こ と が で き る 。
被 験 試 料 を 添 加 し な い 系 と 比 較 し 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ 含 量 を 増
加 あ る い は 減 少 さ せ る 被 験 試 料 を 探 索 す る こ と に よ り 、 発 現 調 節 化 合 物 を 同 定 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
（ ３ ） レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 用 い た 探 索 お よ び 同 定
本 発 明 の ポ リ ぺ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 を 制 御 す る 領 域 （ 以 下 、 転 写 制 御 領 域 と
略 す ） の 下 流 に レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 連 結 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を 含 む プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 さ れ た
形 質 転 換 体 と 被 験 試 料 と を 接 触 さ せ た 後 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ
チ ド の 発 現 量 を 定 量 す る こ と に よ り 発 現 調 節 化 合 物 を 探 索 、 同 定 す る こ と が で き る 。
転 写 制 御 領 域 は 、 通 常 、 遺 伝 子 の ５ ’ 上 流 に 含 ま れ る こ と が 多 い 。 本 発 明 の ポ リ ぺ プ チ ド
を コ ー ド す る 遺 伝 子 の ５ ’ 上 流 領 域 は 、 例 え ば Genome Walker kits（ Clontech社 製 ） 等 を
用 い て 調 製 す る こ と が で き る 。 ま た 、 該 領 域 を 適 当 な 制 限 酵 素 を 用 い 、 適 切 な 長 さ に 切 断
し た 断 片 を 転 写 制 御 領 域 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て は 、 該 遺 伝 子 の 翻 訳 産 物 が 細 胞 内 で 安 定 で あ り 、 該 翻 訳 産 物 の 存
在 量 が 容 易 に 定 量 で き る も の で あ れ ば い か な る も の で も 用 い る こ と が で き 、 該 遺 伝 子 が コ
ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド と し て 、 例 え ば 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ (Ｃ Ａ Ｔ )、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ β － ｇ ａ ｌ ） 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ （ ｌ ｕ ｃ ） 、 β － グ
ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 、 エ ク オ リ ン 、 グ リ ー ン フ ル オ レ ッ セ ン ト プ ロ テ イ ン （ Ｇ Ｆ Ｐ ） 等 を あ げ
る こ と が で き る 。
該 転 写 制 御 領 域 を 含 む レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド を 導 入 す る 宿 主 細 胞 と し て は 、 い か な る 細 胞
も 用 い る こ と が で き る が 、 好 適 に は 、 ［ ６ ］ （ １ ） 記 載 の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド あ る い は
該 ポ リ ペ プ チ ド ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 が 認 め ら れ て い る 細 胞 株 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
被 験 試 料 と し て 、 上 記 ［ ５ ］ の も の を 用 い る こ と が で き る 。
転 写 制 御 領 域 の 下 流 に 常 法 に よ り レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 連 結 し 、 作 製 し た プ ラ ス ミ ド を 用 い
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、 常 法 に よ り 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 す る 。
ま た 、 ポ ジ テ ィ ブ セ レ ク シ ョ ン 用 マ ー カ ー （ Ｇ ４ １ ８ 耐 性 遺 伝 子 等 ） お よ び ネ ガ テ ィ ブ セ
レ ク シ ョ ン 用 マ ー カ ー （ 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス の チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ や ジ フ テ リ ア 毒 素 Aフ
ラ グ メ ン ト 遺 伝 子 等 ） を つ な い だ ジ ー ン タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 作 製 し 、 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る 染 色 体 遺 伝 子 の 一 部 を レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 で 置 換 し た 細 胞 株 を 作 製 す
る こ と も で き る 〔 Nature, , 348 (1988)、 Analytical Biochemistry, , 77 (1993)
、 Gene Targeting, The Practical Approach Series, IRL Press (1993)〕 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
該 形 質 転 換 体 を 、 例 え ば 該 細 胞 の 増 殖 す る こ と の で き る 培 地 に 懸 濁 し 、 被 験 試 料 を 該 培 地
に 添 加 し 、 該 細 胞 を 接 触 さ せ た 後 、 該 細 胞 の 発 現 し た レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ た ポ
リ ペ プ チ ド の 量 を 、 該 ポ リ ペ プ チ ド に 適 し た 方 法 で 検 出 、 定 量 す る 。
検 出 、 定 量 法 と し て 、 Ｃ Ａ Ｔ の 場 合 に は 、 例 え ば 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー ニ ン グ 第 ２ 版 ，
１ ６ 章 ， ６ ０ 頁 に 記 載 の 方 法 を 、 β － ｇ ａ ｌ の 場 合 に は 、 例 え ば 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ ク ロ ー
ニ ン グ 第 ２ 版 ， １ ６ 章 ， ６ ６ 頁 に 記 載 の 方 法 を 、 ｌ ｕ ｃ の 場 合 に は 、 例 え ば 、 実 験 医 学 別
冊 バ イ オ マ ニ ュ ア ル シ リ ー ズ ４ 遺 伝 子 導 入 と 発 現 ・ 解 析 法 , 89(1994)に 記 載 の 方 法 を 、 Ｇ
Ｆ Ｐ の 場 合 に は 、 例 え ば 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, , 4653 (1997)記 載 の 方 法 等
を あ げ る こ と が で き る 。 被 験 試 料 を 添 加 し な い 系 と 比 較 し 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に コ ー ド さ
れ た ポ リ ペ プ チ ド 含 量 を 増 加 あ る い は 減 少 さ せ る 被 験 試 料 を 探 索 す る こ と に よ り 、 発 現 調
節 化 合 物 を 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
［ ７ ］ 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト お よ び 発 現 調
節 化 合 物 の 利 用
（ １ ） 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ は 、 該 Ｄ Ｎ Ａ を プ ロ ー ブ と し て 用 い て 、 ヒ ト お よ び マ ウ ス な ど 非 ヒ
ト 哺 乳 動 物 の 組 織 や 細 胞 か ら ［ １ ］ (1)と 同 様 に し て 抽 出 し た Ｒ Ｎ Ａ に つ い て ノ ー ザ ン ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 う こ と に よ り 、 そ の 組 織 や 細 胞 に お け る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド
遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 検 出 あ る い は 定 量 す る こ と が で き る 。 各 種 の 組 織 で そ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発
現 量 を 比 較 す る こ と に よ り 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 組 織 発 現 分 布 を 知 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
（ ２ ） 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ の 特 異 的 プ ラ イ マ ー と し て 用 い て
、 ヒ ト お よ び マ ウ ス な ど 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 の 組 織 や 細 胞 か ら ［ １ ］ (1)と 同 様 に し て 抽 出 し
た Ｒ Ｎ Ａ に つ い て Ｒ Ｔ -Ｐ Ｃ Ｒ 〔 reverse transcription PCR； PCR Protocols (1990)〕 を
行 う こ と に よ り 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 検 出 や 定 量 を 行 う こ と が
で き る 。
該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 定 量 す る 方 法 は 、 本 遺 伝 子 が 関 与 す る 病 態 の 診 断 に 用 い る こ と が で き る 。
各 種 病 態 モ デ ル 動 物 に お い て 、 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 定 量 す る こ と に よ り 、 病 態 に お け る 該 遺 伝 子
産 物 の 重 要 性 を 明 ら か に す る こ と が で き る 。 ま た 、 薬 剤 の 有 無 に よ る 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 量
を 比 較 す る こ と に よ り 薬 剤 を 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
（ ３ ） 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 こ れ を プ ロ ー ブ と し て 用 い て 、 ヒ ト お よ び マ ウ ス
な ど 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 の 組 織 切 片 に 対 し て  ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 〔 Methods in En
zymology, , 419 (1995)〕 を 行 う こ と に よ り 、 組 織 内 で の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 発
現 細 胞 の 特 定 等 の よ り 細 か い 発 現 分 布 を 知 る こ と が で き る 。
こ れ ら の 方 法 に よ っ て 得 ら れ る 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド が ど の よ う な 組 織 や 細 胞 で 発 現 し
て い る か に 関 す る 情 報 お よ び 細 胞 が ど の よ う な 刺 激 を 受 け た と き に 発 現 量 が 変 化 す る か に
関 す る 情 報 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 生 理 機 能 や 病 態 へ の 関 与 を 解 析 す る た め に 有 用 で
あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
（ ４ ） 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を プ ロ ー ブ と し て 用 い 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ に 対 し て サ ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 〔 モ レ キ ュ ラ ー  ク ロ ー ニ ン グ  第 ２ 版 〕 を 行 う こ と に よ り 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 変 異 を 検 出 す る こ と が で き る 。

10

20

30

40

50

(24) JP 2005-229806 A 2005.9.2

336 214

94

in situ
254



変 異 の 検 出 を 行 う こ と に よ り 、 該 遺 伝 子 の 変 異 が 原 因 と な っ て い る 可 能 性 の あ る 、 例 え ば
糖 尿 病 、 虚 血 性 心 疾 患 、 高 血 圧 、 腎 炎 、 膵 炎 、 潰 瘍 、 ア レ ル ギ ー 、 喘 息 、 リ ウ マ チ 、 骨 粗
鬆 症 、 痛 み 、 不 安 症 、 分 裂 病 、 躁 鬱 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 痴 呆 ま た は 悪 性 腫 瘍 等 の 疾 患 の
診 断 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
（ ５ ） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 を Ｐ Ｃ Ｒ 等 を 用 い て 増 幅 し て 塩 基 配 列 を
解 析 す る こ と に よ り 、 あ る い は Ｄ Ｎ Ａ チ ッ プ 等 を 用 い て 解 析 を 行 う こ と に よ り 、 １ 塩 基 多
型 (single nucleotide polymorphisms； Ｓ Ｎ Ｐ )な ど の 多 型 を 検 出 す る こ と が で き る 。 多
型 の 検 出 を 行 う こ と に よ り 、 該 遺 伝 子 の 多 型 が 関 連 し て い る 可 能 性 の あ る 、 例 え ば 糖 尿 病
、 虚 血 性 心 疾 患 、 高 血 圧 、 腎 炎 、 膵 炎 、 潰 瘍 、 ア レ ル ギ ー 、 喘 息 、 リ ウ マ チ 、 骨 粗 鬆 症 、
痛 み 、 不 安 症 、 分 裂 病 、 躁 鬱 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 痴 呆 ま た は 悪 性 腫 瘍 等 の 疾 患 の 診 断 を
行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
（ ６ ） 本 発 明 の ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ ま た は そ の 誘 導 体 )を
用 い 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 転 写 も し く は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 を 抑 制 す
る こ と に よ り 〔 化 学 , , 681 (1991)、 Bio/Technology, , 358 (1992)〕 、 該 遺 伝 子 が
発 症 に 関 与 し て い る 可 能 性 の あ る 、 例 え ば 糖 尿 病 、 虚 血 性 心 疾 患 、 高 血 圧 、 腎 炎 、 膵 炎 、
潰 瘍 、 ア レ ル ギ ー 、 喘 息 、 リ ウ マ チ 、 骨 粗 鬆 症 、 痛 み 、 不 安 症 、 分 裂 病 、 躁 鬱 病 、 パ ー キ
ン ソ ン 病 、 痴 呆 、 感 染 症 ま た は 悪 性 腫 瘍 等 の 疾 患 の 予 防 や 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
上 述 の ア ン チ セ ン ス ・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ
の 塩 基 配 列 中 の 連 続 し た ５ ～ ６ ０ 塩 基 と 相 補 的 な 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 好 ま
し く は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 翻 訳 開 始 領 域 に あ る ５ ～ ６ ０ 塩 基 と 相
補 的 な 塩 基 配 列 を 基 に し て 設 計 ・ 調 製 し 、 生 体 内 に 投 与 す る 。
本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る 医 薬 は 、 上 記 ［ ５ ］ の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト ま た
は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 医 薬 製 剤 の 調 製 法 と 同 様 な 方 法 を 用 い て 調 製 す る こ と が で き 、 調 製 さ
れ た 該 医 薬 製 剤 を 上 記 ［ ５ ］ の 場 合 と 同 様 の 方 法 で 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
（ ７ ） 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 用 い 、 ［ ２ ］ 記 載 の 方 法 に よ り 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 取 得 す る
こ と が で き る 。
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 用 途 と し て は 、 糖 尿 病 、 虚 血 性 心 疾 患 、 高 血 圧 、 腎 炎 、 膵 炎 、 潰
瘍 、 ア レ ル ギ ー 、 喘 息 、 リ ウ マ チ 、 骨 粗 鬆 症 、 痛 み 、 不 安 症 、 分 裂 病 、 躁 鬱 病 、 パ ー キ ン
ソ ン 病 、 痴 呆 、 感 染 症 ま た は 悪 性 腫 瘍 等 の 疾 患 の 治 療 薬 ま た は 予 防 薬 が 考 え ら れ る 。
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 医 薬 は 、 上 記 ［ ５ ］ の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス
ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 医 薬 製 剤 の 調 製 法 と 同 様 な 方 法 を 用 い て 調 製 す る こ と が で き 、
調 製 さ れ た 該 医 薬 製 剤 を 上 記 ［ ５ ］ の 場 合 と 同 様 の 方 法 で 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
（ ８ ） 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 と し て レ ト ロ ウ ィ ル ス 、 ア デ ノ
ウ ィ ル ス 、 ア デ ノ 随 伴 ウ ィ ル ス 等 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 そ の 他 の ベ ク タ ー に 組 み 込 ん で 遺
伝 子 治 療 用 ベ ク タ ー と し 、 遺 伝 子 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
（ ９ ） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 抗 原 と し て 用 い 、 ［ ３ ］ 記 載 の 方 法 に よ り 本 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 製 造 す る こ と が で き る 。
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 用 い て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 学 的 に 検 出 ま
た は 定 量 す る こ と が で き る 。
具 体 的 に は 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を 用 い る Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 、 酵 素 標 識 抗 体 法 や 蛍 光 抗
体 法 に よ る 免 疫 組 織 染 色 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 等 を 用 い た 検 出 法 を あ げ る こ と が で き る
。
具 体 的 に は 、 液 相 中 で 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 反 応 す る 抗 体 の う ち エ ピ ト ー プ が 異 な る ２
種 類 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 、 1 2 5 I等 の 放 射 性 同 位 体 で
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標 識 し た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 認 識 す る 抗 体 を 用 い る ラ ジ オ イ
ム ノ ア ッ セ イ 法 等 を あ げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
ま た 、 本 発 明 の 抗 体 は 病 理 組 織 切 片 を 用 い た 免 疫 組 織 染 色 に も 利 用 で き る 。
本 発 明 の 抗 体 を 用 い 、 健 常 者 お よ び 被 験 者 の 細 胞 ま た は 組 織 に 存 在 す る 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド を 免 疫 学 的 に 検 出 ま た は 定 量 し 、 そ の 量 を 健 常 者 と 被 験 者 と で 比 較 し 、 発 現 量 が 変 化
し て い る か ど う か を 調 べ る こ と に よ り 、 被 験 者 の 糖 尿 病 、 虚 血 性 心 疾 患 、 高 血 圧 、 腎 炎 、
膵 炎 、 潰 瘍 、 ア レ ル ギ ー 、 喘 息 、 リ ウ マ チ 、 骨 粗 鬆 症 、 痛 み 、 不 安 症 、 分 裂 病 、 躁 鬱 病 、
パ ー キ ン ソ ン 病 、 痴 呆 、 感 染 症 ま た は 悪 性 腫 瘍 等 の 病 態 の 診 断 に 用 い る こ と が で き る 。
ま た 、 本 発 明 の 抗 体 を 用 い て 、 各 種 病 態 モ デ ル 動 物 の 組 織 お よ び 細 胞 に 存 在 す る 該 ポ リ ペ
プ チ ド を 免 疫 学 的 に 検 出 ま た は 定 量 し 、 正 常 動 物 と 比 較 す る こ と に よ り 、 病 態 に お け る 該
ポ リ ペ プ チ ド の 重 要 性 を 明 ら か に す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 薬 剤 の 有 無 に よ る 該 ポ リ ペ
プ チ ド の 発 現 量 を 比 較 す る こ と に よ り 薬 剤 を 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
（ １ ０ ） 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 （ Ｐ Ｄ Ｅ 活 性 ） を 阻 害 す る 抗 体 を 投 与 す る こ と に よ
り 、 糖 尿 病 、 虚 血 性 心 疾 患 、 高 血 圧 、 腎 炎 、 膵 炎 、 潰 瘍 、 ア レ ル ギ ー 、 喘 息 、 リ ウ マ チ 、
骨 粗 鬆 症 、 痛 み 、 不 安 症 、 分 裂 病 、 躁 鬱 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 痴 呆 、 感 染 症 ま た は 悪 性 腫
瘍 等 の 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 が 期 待 さ れ る 。
本 発 明 の 抗 体 を 含 有 す る 医 薬 は 、 上 記 ［ ５ ］ の 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト ま た は
ア ン タ ゴ ニ ス ト の 医 薬 製 剤 の 調 製 法 と 同 様 な 方 法 を 用 い て 調 製 す る こ と が で き 、 調 製 さ れ
た 該 医 薬 製 剤 を 上 記 ［ ５ ］ の 場 合 と 同 様 の 方 法 で 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
（ １ １ ） 本 発 明 の ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト お よ び 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 の 発 現
を 調 節 す る 化 合 物 は 、 糖 尿 病 、 虚 血 性 心 疾 患 、 高 血 圧 、 腎 炎 、 膵 炎 、 潰 瘍 、 ア レ ル ギ ー 、
喘 息 、 リ ウ マ チ 、 骨 粗 鬆 症 、 痛 み 、 不 安 症 、 分 裂 病 、 躁 鬱 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 痴 呆 、 感
染 症 ま た は 悪 性 腫 瘍 等 の 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に 用 い る こ と が 期 待 さ れ る 。
以 下 の 実 施 例 に よ り 本 発 明 を 具 体 的 に 例 示 す る が 、 本 発 明 の 範 囲 は 実 施 例 に よ っ て 限 定 さ
れ る こ と は な い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
【 実 施 例 】
実 施 例 １ ： PDE活 性 を 有 す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の ク ロ ー ン 化 （ １ ） Hep
G2細 胞 由 来 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製
ヒ ト 肝 細 胞 株 HepG2か ら 、 文 献 （ J. Sambrook, E. F. Fritsch & T. Maniatis, Molecular
 Cloning Second edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press 1989） に 記 載 さ れ て
い る Cytoplasmic RNA抽 出 法 お よ び PolyA(+)RNA精 製 法 に 準 じ mRNAを 抽 出 し 、 精 製 し た 。 そ
れ ぞ れ の polyA(+)RNAよ り オ リ ゴ キ ャ プ 法 〔 M. Maruyama and S. Sugano, Gene, , 171
 (1994)〕 に よ り ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し た 。 Oligo-cap linker（ 配 列 番 号 ３ ） お
よ び Oligo dT primer（ 配 列 番 号 ４ ） を 用 い て 、 文 献 〔 鈴 木 ・ 菅 野 , 蛋 白 質  核 酸  酵 素 , 
, 197 (1996)、  Y. Suzuki et al., Gene, , 149 (1997)〕 に 従 っ て BAP（ Bacterial 
Alkaline Phosphatase） 処 理 、 TAP（ Tobacco Acid Pyrophosphatase） 処 理 、 RNAラ イ ゲ ー
シ ョ ン 、 第 一 鎖 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 合 成 と RNAの 除 去 を 行 っ た 。 次 い で 、 5'末 端 側 と 3'末 側 の PCRプ
ラ イ マ ー （ 配 列 番 号 ５ お よ び ６ ） を 用 い た PCR(polymerase chain reaction)に よ り 2本 鎖
ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 変 換 し た 後 、 制 限 酵 素 Iで 切 断 し た 。 該 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を IIIで 切 断 し た ベ ク タ
ー pME18SFL3（ GenBank AB009864, Expression vector, 3392 bp） に 組 み 込 み 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ
ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し た 。 ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 発 現 が 可 能 な 方 向 に 組 み 込 ん だ 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
（ ２ ） ラ ン ダ ム シ ー ク エ ン ス
上 記 （ １ ） で 調 製 し た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の 各 大 腸 菌 ク ロ ー ン か ら 常 法 に 従 っ て プ ラ ス
ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 取 得 し 、 各 プ ラ ス ミ ド が 含 有 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 5'末 端 の 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。
塩 基 配 列 の 決 定 は 、 キ ッ ト （ BigDye Terminator Cycle Sequencing FS Ready Reaction K
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it, PE Biosystems社 製 ） と DNAシ ー ク エ ン サ ー （ ABI PRISM 377, PE Biosystems社 製 ） を
用 い て 行 っ た 。 プ ラ イ マ ー と し て は 、 配 列 番 号 ７ お よ び ８ に 示 す 合 成 Ｄ Ｎ Ａ を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
（ ３ ） Ｎ 末 領 域 の ク ロ ー ン 化 と 相 同 性 検 索 ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い た 解 析
得 ら れ た 塩 基 配 列 に つ い て は ヒ ト PDE10A（ GenBank:AB020593） の 遺 伝 子 配 列 情 報 を 基 に ブ
ラ ス ト サ ー チ 相 同 性 検 索 ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 解 析 し 、 相 同 性 の 認 め ら れ る 配 列 を 見 出 し
た 。 該 ク ロ ー ン の 全 塩 基 配 列 を 決 定 し た 結 果 、 プ ラ ス ミ ド hep10314に は 配 列 番 号 ２ に 記 載
さ れ た 塩 基 配 列 の 塩 基 番 号 ３ ３ ９ 番 目 か ら の 約 2.1kbの ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 含 ま れ 、 配 列 番 号 １ に
記 載 さ れ た 新 規 ポ リ ペ プ チ ド 中 の 341ア ミ ノ 酸 が コ ー ド さ れ て い た 。
該 配 列 情 報 を も と に 配 列 番 号 ９ お よ び 配 列 番 号 １ ０ に 記 載 さ れ た DNAプ ラ イ マ ー を 設 計 し
、 Human Pancreas Marathon-Ready ｃ Ｄ Ｎ Ａ キ ッ ト (ク ロ ン テ ッ ク 社 製 )を 用 い て 、 以 下 に
示 す 方 法 に よ り N末 領 域 を PCR増 幅 し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
即 ち 、 Human Pancreas Marathon-Ready ｃ Ｄ Ｎ Ａ  2μ L、 配 列 番 号 ９ お よ び AP1(キ ッ ト に
添 付 )の プ ラ イ マ ー 各 々 0.2μ mol/L、 各 成 分 200μ mol/Lの dNTP（ dATP、 dGTP、 dCTP、 dTTP
） 混 合 液 、 Taq Goldポ リ メ ラ ー ゼ (パ ー キ ン エ ル マ ー 社 製 )2.5単 位 お よ び 1× Taq Gold 緩
衝 液 を 含 む 反 応 溶 液 50μ Lを 用 い 、 下 記 条 件 下 で PCRを 行 な っ た 。
即 ち 、 TaKaRa PCR Thermal Cycler 480を 用 い 、 95℃ で 10分 間 加 熱 後 、 94℃ で 30秒 間 、 60
℃ で 2分 間 の 工 程 を 1サ イ ク ル と し て 30サ イ ク ル 行 な い 、 更 に 72℃ で 8分 間 加 熱 し た 。 続 い
て 、 得 ら れ た 該 PCR反 応 液 の 100倍 希 釈 液  2μ L、 配 列 番 号 １ ０ お よ び AP2(キ ッ ト に 添 付 )の
プ ラ イ マ ー 各 々 0.2μ mol/L、 各 成 分 200μ mol/Lの dNTP（ dATP、 dGTP、 dCTP、 dTTP） 混 合 液
、 Taq Goldポ リ メ ラ ー ゼ (パ ー キ ン エ ル マ ー 社 製 )2.5単 位 お よ び 1× Taq Gold 緩 衝 液 を 含
む 反 応 溶 液 50μ Lを 用 い て 、 上 記 方 法 で 同 様 に PCRを 行 な っ た 。
【 ０ １ ０ １ 】
得 ら れ た 該 PCR反 応 液 よ り 5μ Lを 分 取 し 、 ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 に よ り 約 0.7kbの DNA断 片 が
増 幅 さ れ た こ と を 確 認 後 、 QIAEX II Gel Extraction Kit (QIAGEN社 製 )を 用 い て マ ニ ュ ア
ル に 従 っ て DNA断 片 を 精 製 し た 。
上 記 で 回 収 し た DNA断 片 50ngお よ び pT7Blue T-Vector(Novagen社 製 )50ngを DNA Ligation K
it Ver.２ (宝 酒 造 社 製 ） を 用 い て マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 結 合 反 応 を 行 な っ た 。 該 反 応 に よ り
得 ら れ た 組 み 換 え プ ラ ス ミ ド DNAを 用 い て 大 腸 菌 Ｊ Ｍ 109株 を 形 質 転 換 し 、 常 法 に よ り プ ラ
ス ミ ド pT-1を 得 た 。
プ ラ ス ミ ド pT-1に 含 ま れ る DNA断 片 の 塩 基 配 列 を 常 法 に よ っ て 決 定 す る こ と に よ り 、 挿 入 D
NA断 片 は 挿 入 断 片 中 の Ｉ 部 位 で hep10314の Ｉ 部 位 と 連 結 可
能 で あ る こ と が 判 明 し た 。 連 結 し た 塩 基 配 列 を 配 列 番 号 ２ に 記 載 し た 。 該 配 列 に は 、 配 列
番 号 １ に 記 載 さ れ た 新 規 ポ リ ペ プ チ ド が コ ー ド さ れ て い た 。
ま た 、 既 知 タ ン パ ク 質 配 列 デ ー タ ベ ー ス に 対 し て 、 該 ア ミ ノ 酸 配 列 の Smith＆ Waterman検
索 を 行 な っ た と こ ろ 、 PDE5A、 PDE10Aフ ァ ミ リ ー と の 相 同 性 が 強 く 検 出 さ れ た 。 そ こ で 、
各 々 の フ ァ ミ リ ー か ら ヒ ト PDE5Aア ミ ノ 酸 配 列 (GenBank： CAA06170)、 ヒ ト PDE10Aア ミ ノ 酸
配 列 (GenBank： BAA78034)を 選 択 し ア ラ イ メ ン ト を 作 製 し た 。 図 １ に ヒ ト PDE5A配 列 、 図 ２
に ヒ ト PDE10A配 列 と の ア ラ イ メ ン ト 結 果 を 示 す 。 PDEに 共 通 し た ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る HDXXH
XXXXN配 列 も 認 め ら れ た (図 １ 、 図 ２ の 下 線 部 )。
【 ０ １ ０ ２ 】
実 施 例 ２ ： ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る mRNAの 発 現 解 析
実 施 例 １ で 決 定 し た 塩 基 配 列 の 情 報 を 基 に 配 列 番 号 １ １ に 示 さ れ る ５ '端 側 DNAプ ラ イ マ ー
と 配 列 番 号 １ ０ に 示 さ れ る ３ '端 側 DNAプ ラ イ マ ー を 設 計 し 、 合 成 し た 。
得 ら れ た 2種 類 の プ ラ イ マ ー 各 々 0.2μ mol/L、 実 施 例 １ の プ ラ ス ミ ド
(hep10314)10ng、 各 成 分 200μ mol/Lの dNTP（ dATP、 dGTP、 dCTP、 dTTP） 混 合 液 、 ExTaqポ
リ メ ラ ー ゼ (宝 酒 造 社 製 )2.5単 位 お よ び 1× ExTaq緩 衝 液 を 含 む 反 応 溶 液 50μ Lを 用 い 、 下 記
条 件 下 で PCRを 行 な っ た 。
即 ち 、 TaKaRa PCR Thermal Cycler 480を 用 い 、 95℃ で 3分 間 加 熱 後 、 94℃ で 1分 間 、 60℃
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で 1分 間 の 工 程 を 1サ イ ク ル と し て 25サ イ ク ル 行 な い 、 更 に 72℃ で 8分 間 加 熱 し た 。
得 ら れ た 該 PCR反 応 液 よ り 5μ Lを 分 取 し 、 ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 に よ り 約 0.2kbの DNA断 片 が
増 幅 さ れ た こ と を 確 認 後 、 QIAEX II Gel Extraction Kit (QIAGEN社 製 )を 用 い て マ ニ ュ ア
ル に 従 っ て DNA断 片 を 精 製 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
一 方 、 pBluescript II KS(-)(STRATAGENE社 製 )2μ gを 50mmol/Lト リ ス － 塩 酸 (pH7.5)、 10m
mol/L 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 1mmol/L ジ チ オ ス レ イ ト ー ル （ 以 下 、 DTTと 略 記 す る ） 、 100mm
ol/L 塩 化 ナ ト リ ウ ム か ら な る 緩 衝 液 50μ Lに 溶 解 し 、 10単 位 の RV(宝 酒 造 社 製 )を 加 え
、 37℃ で 3時 間 消 化 反 応 を 行 っ た 。 フ ェ ノ ー ル 抽 出 と エ タ ノ ー ル 沈 殿 の 後 、 該 DNA断 片 を 50
mmol/Lト リ ス － 塩 酸 (pH9.0)、 1mmol/L 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム か ら な る 緩 衝 液 50μ Lに 溶 解 し 、
0.5単 位 の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ 以 下 、 BAPと 略 記 す る ） ( .  C75)(宝 酒 造 社 製 )
を 加 え て 60℃ で 30分 間 脱 リ ン 酸 化 反 応 を 行 っ た 。 該 反 応 液 を ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 し 、 QIAE
X II Gel Extraction Kit(QIAGEN社 製 )を 用 い て pBluescript II KS(-)由 来 の RV-BAP処
理 断 片 (3.0kb)を 精 製 し た 。
上 記 で 回 収 し た DNA断 片 50ngお よ び pBluescriptII KS(-)由 来 の RV-BAP処 理 断 片 を DNA B
lunting Kit(宝 酒 造 社 製 ） を 用 い て マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 結 合 反 応 を 行 っ た 。 該 反 応 に よ り
得 ら れ た 組 み 換 え プ ラ ス ミ ド DNAを 用 い て 大 腸 菌 Ｊ Ｍ 109株 を 形 質 転 換 し 、 常 法 に よ り プ ラ
ス ミ ド p200を 得 た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
プ ラ ス ミ ド p200の 2μ gを 50mmol/L ト リ ス － 塩 酸 (pH7.5)、 10mmol/L 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 1
mmol/L DTT、 100mmol/L 塩 化 ナ ト リ ウ ム か ら な る 緩 衝 液 50μ Lに 溶 解 し 、 10単 位 の RI(
宝 酒 造 社 製 )と XI(宝 酒 造 社 製 )を 加 え 、 37℃ で 3時 間 消 化 反 応 を 行 っ た 。 フ ェ ノ ー ル 抽
出 と エ タ ノ ー ル 沈 殿 の 後 、 該 DNA断 片 を DNA Blunting Kit(宝 酒 造 社 製 ） を 用 い て マ ニ ュ ア
ル に 従 っ て 結 合 反 応 を 行 っ た 。 該 反 応 に よ り 得 ら れ た 組 み 換 え プ ラ ス ミ ド DNAを 用 い て 大
腸 菌 Ｊ Ｍ 109株 を 形 質 転 換 し 、 常 法 に よ り Northern解 析 プ ロ ー ブ 作 製 用 プ ラ ス ミ ド p200-EB
を 調 製 し た 。 該 プ ラ ス ミ ド の 構 築 過 程 お よ び 制 限 酵 素 地 図 を 図 ３ に 示 す 。
調 製 し た プ ラ ス ミ ド p200-EB 10μ gを 10mmol/L ト リ ス － 塩 酸 （ pH7.5） 、 10mmol/L 塩 化 マ
グ ネ シ ウ ム 、 50mmol/L 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 1mmol/L DTTか ら な る 緩 衝 液 50μ Lに 溶 解 し 、 30
単 位 の III(宝 酒 造 社 製 )を 加 え 、 37℃ で 6時 間 消 化 反 応 を 行 っ た 。 該 反 応 液 を 用 い て フ
ェ ノ ー ル － ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 を 行 い 、 DNA断 片 を 回 収 し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
該 DNA断 片 の 1μ gを 、 40mmol/Lト リ ス － 塩 酸 （ pH8.0） 、 6mmol/L 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 2mmo
l/L ス ペ ル ミ ジ ン 、 10mmol/L DTT、 1mmol/L ATP、 1mmol/L CTP、 1mmol/L GTP、 0.65mmol/
L UTP、 0.35mmol/L デ ィ ゴ キ シ ゲ ニ ン -11-UTPを 含 む 緩 衝 液 50μ Lに 溶 解 し 、 40単 位 の T7 R
NAポ リ メ ラ ー ゼ （ ベ ー リ ン ガ ー マ ン ハ イ ム 社 製 ） を 添 加 し 、 37℃ で 2時 間  転 写 反
応 を 行 な っ た 。
反 応 後 、 得 ら れ た 該 反 応 液 よ り 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 に よ り デ ィ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 cRNAプ ロ ー
ブ を 回 収 し た 。
該 プ ロ ー ブ を 用 い て 、 ヒ ト 心 臓 、 脳 、 胎 盤 、 肺 、 肝 臓 、 骨 格 筋 、 腎 臓 、 膵 臓 の poly(A) +  R
NAフ ィ ル タ ー 〔 Human Multiple Tissue Northern Blotsの フ ィ ル タ ー (Clontech社 製 )〕 と
ヒ ト 心 臓 、 脳 、 肝 臓 、 膵 臓 、 胎 盤 、 肺 の poly(A) +  RNAフ ィ ル タ ー 〔 Human Normal Tissue 
ｍ RNA blotＩ (Normalized)の フ ィ ル タ ー (東 洋 紡 社 製 )〕 に 対 し て 、 以 下 に 示 す 条 件 に 従 い
ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
該 フ ィ ル タ ー を 、 50％ ホ ル ム ア ミ ド 、 5倍 濃 度 の SSC（ 1倍 濃 度 の SSCの 組 成 は 、 150mmol/L 
塩 化 ナ ト リ ウ ム お よ び 15mmol/L ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム よ り な る ） 、 0.5％ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト
リ ウ ム （ 以 下 、 SDSと 略 記 す る ） 、 2％ ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 （ ベ ー リ ン ガ ー マ ン ハ イ ム 社 製 ）
、 0.1mg／ mL サ ケ 精 子 DNAを 含 む 緩 衝 液 （ 以 下 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー と 略
記 す る ） 中 に 浸 漬 し 、 70℃ で 2時 間 プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 な っ た 。
該 フ ィ ル タ ー を 、 上 述 の デ ィ ゴ キ シ ゲ ニ ン 標 識 cRNAプ ロ ー ブ が １ μ g／ mLの 濃 度 で 溶 解 し
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て い る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ ッ フ ァ ー に 浸 漬 し 、 70℃ で 15時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン を 行 な っ た 。
該 フ ィ ル タ ー を 2倍 濃 度 の SSC、 0.1％ SDSよ り な る 緩 衝 液 中 で 70℃ 、 10分 間 浸 漬 す る 条 件 で
1回 、 0.2倍 濃 度 の SSC、 0.1％ SDSよ り な る 緩 衝 液 中 で 70℃ 、 30分 間 浸 漬 す る 条 件 で 3回 洗 浄
し た 。
該 フ ィ ル タ ー を 100mmol/L マ レ イ ン 酸 （ pH7.5） 、 150mmol/L 塩 化 ナ ト リ ウ ム よ り な る 緩
衝 液 （ 以 下 、 DIG Ｉ 緩 衝 液 と 略 記 す る ） 中 で 室 温 、 15分 間 浸 漬 す る 条 件 で 2回 洗 浄 し 、 SDS
を 除 去 し た 。
該 フ ィ ル タ ー を 100mmol/L マ レ イ ン 酸 （ pH7.5） 、 150mmol/L 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 1％  ブ ロ
ッ キ ン グ 試 薬 よ り な る 緩 衝 液 （ 以 下 、 DIGII緩 衝 液 と 略 記 す る ） に 浸 漬 し 、 1時 間 室 温 に て
ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
該 フ ィ ル タ ー を 、 DIGII緩 衝 液 で 10000倍 に 希 釈 し た ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗 デ ィ ゴ
キ シ ゲ ニ ン 抗 体 Fabフ ラ グ メ ン ト （ ベ ー リ ン ガ ー マ ン ハ イ ム 社 製 ） 溶 液 中 に 浸 漬 し 、 室 温
で 30分 間 抗 原 抗 体 反 応 を 行 っ た 。
該 フ ィ ル タ ー を DIGＩ 緩 衝 液 で 室 温 、 30分 間 浸 漬 す る 条 件 で 3回 洗 浄 し 、 余 分 な 抗 体 を 除 去
し た 後 、 100mmol/L ト リ ス － 塩 酸 （ pH9.0） 、 100mmol/L 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 50mmol/L 塩 化
マ グ ネ シ ウ ム か ら な る 緩 衝 液 （ 以 下 、 DIGIII緩 衝 液 と 略 記 す る ） に 5分 間 浸 漬 し 平 衡 化 し
た 。
該 フ ィ ル タ ー を 、 DIGIII緩 衝 液 で 100倍 に 希 釈 し た 発 光 基 質 CDP-Star（ ベ ー リ ン ガ ー マ ン
ハ イ ム 社 製 ） 溶 液 中 に 室 温 で 15分 間 浸 漬 し 、 シ グ ナ ル を 発 光 さ せ 、 CCDカ メ ラ （ 富 士 写 真
フ ィ ル ム 社 製 ） で 検 出 し た 。
結 果 を 図 ４ に 示 す 。 膵 臓 に お い て 約 2.6キ ロ ヌ ク レ オ チ ド の バ ン ド が 認 め ら れ た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
実 施 例 ３ ： GST融 合 蛋 白 質 発 現 大 腸 菌 を 用 い た PDE活 性 の 測 定
Ａ ． GST融 合 蛋 白 質 発 現 用 プ ラ ス ミ ド の 構 築
実 施 例 １ で 取 得 し た DNA断 片 に つ い て 、 PDE活 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し て い る こ
と を 確 認 す る た め 、 グ ル タ チ オ ン Sト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (以 下 、 GSTと 略 記 す る )融 合 蛋 白 質
発 現 大 腸 菌 を 作 製 し た 。
実 施 例 １ で 決 定 し た 塩 基 配 列 の 情 報 を も と に 配 列 番 号 １ ２ に 示 さ れ る ５ '端 側 DNAプ ラ イ マ
ー と 配 列 番 号 １ ３ に 示 さ れ る ３ '端 側 DNAプ ラ イ マ ー を 設 計 し 、 合 成 し た 。
得 ら れ た 2種 類 の プ ラ イ マ ー 各 々 0.2μ mol/L、 実 施 例 １ の プ ラ ス ミ ド (hep10314)10ng、 各
成 分 200μ mol/Lの dNTP（ dATP、 dGTP、 dCTP、 dTTP） 混 合 液 、 PLATINUM Pfx DNAポ リ メ ラ ー
ゼ (ラ イ フ テ ッ ク 社 製 )2.5単 位 お よ び 1× PLATINUM Pfx DNAポ リ メ ラ ー ゼ 緩 衝 液 を 含 む 反 応
溶 液 50μ Lを 用 い 、 下 記 条 件 下 で PCRを 行 っ た 。
即 ち 、 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー PTC-200(MJリ サ ー チ 社 製 )を 用 い 、 95℃ で 3分 間 加 熱 後 、 94℃ で
1分 間 、 60℃ で 1分 間 の 工 程 を 1サ イ ク ル と し て 25サ イ ク ル 行 い 、 更 に 72℃ で 8分 間 加 熱 し た
。
【 ０ １ ０ ９ 】
得 ら れ た 該 PCR反 応 液 よ り 5μ Lを 分 取 し 、 ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 に よ り 約 1.0kbの DNA断 片 が
増 幅 さ れ た こ と を 確 認 し た 。 フ ェ ノ ー ル 抽 出 と エ タ ノ ー ル 沈 殿 の 後 、 20mmol/L ト リ ス －
塩 酸 (pH7.5)、 10mmol/L 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 1mmol/L DTT、 100mmol/L 塩 化 カ リ ウ ム か ら
な る 緩 衝 液 50μ Lに 溶 解 し 、 10単 位 の HI(宝 酒 造 社 製 )を 加 え 、 37℃ で 3時 間 消 化 反 応 を
行 っ た 。 フ ェ ノ ー ル 抽 出 と エ タ ノ ー ル 沈 殿 の 後 、 該 DNA断 片 を 10mmol/L ト リ ス － 塩 酸 (pH7
.5)、 10mmol/L 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 1mmol/L DTT、 50mmol/L 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 0.01% ウ シ
血 清 ア ル ブ ミ ン か ら な る 緩 衝 液 50μ Lに 溶 解 し 、 10単 位 の Ｉ (宝 酒 造 社 製 )を 加 え て 37℃
で 3時 間 消 化 反 応 を 行 っ た 。 該 反 応 液 を ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 し 、 QIAEX II Gel Extraction
 Kit(QIAGEN社 製 )を 用 い て HI－ Ｉ 断 片 (1.0kb)を 精 製 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
一 方 、 プ ラ ス ミ ド pVL1393(フ ァ ー ミ ン ジ ェ ン 社 製 )2μ gを 20mmol/L ト リ ス － 塩 酸 (pH7.5)
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、 10mmol/L 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 1mmol/L DTT、 100mmol/L 塩 化 カ リ ウ ム か ら な る 緩 衝 液 50
μ Lに 溶 解 し 、 10単 位 の HIを 加 え 、 37℃ で 3時 間 消 化 反 応 を 行 っ た 。 フ ェ ノ ー ル 抽 出 と
エ タ ノ ー ル 沈 殿 の 後 、 該 DNA断 片 を 10mmol/L ト リ ス － 塩 酸 (pH7.5)、 10mmol/L 塩 化 マ グ ネ
シ ウ ム 、 1mmol/L DTT、 50mmol/L 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 0.01% ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン か ら な る 緩
衝 液 50μ Lに 溶 解 し 、 10単 位 の Ｉ を 加 え て 37℃ で 3時 間 消 化 反 応 を 行 っ た 。 該 反 応 液 を
ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 し 、 QIAEX II Gel Extraction Kit(QIAGEN社 製 )を 用 い て HI－
Ｉ 断 片 (9.6kb)を 精 製 し た 。
上 記 で 回 収 し た PCR増 幅 HI－ Ｉ 断 片 (1.0kb)50ngお よ び pVL1393由 来 の HI－ Ｉ
断 片 (9.6kb)を DNA Ligation Kit Ver.2(宝 酒 造 社 製 ） を 用 い て マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 結 合 反
応 を 行 っ た 。 該 反 応 に よ り 得 ら れ た 組 み 換 え プ ラ ス ミ ド DNAを 用 い て 大 腸 菌 Ｊ Ｍ 109株 を 形
質 転 換 し 、 常 法 に よ り プ ラ ス ミ ド
pPDE-1393を 得 た 。
【 ０ １ １ １ 】
該 プ ラ ス ミ ド pPDE-1393の 2μ gを 50mmol/L ト リ ス － 塩 酸 (pH7.5)、 10mmol/L 塩 化 マ グ ネ シ
ウ ム 、 1mmol/L DTT、 100mmol/L 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 0.01% ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 0.01% Tri
ton X-100か ら な る 緩 衝 液 50μ Lに 溶 解 し 、 そ れ ぞ れ 10単 位 の Ｉ お よ び Ｉ を 加 え て 37
℃ で 3時 間 消 化 反 応 を 行 っ た 。 該 反 応 液 を ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 し 、 QIAEX II Gel Extracti
on Kit(QIAGEN社 製 )を 用 い て Ｉ - Ｉ 断 片 (1.0kb)を 精 製 し た 。
実 施 例 １ で 取 得 し た プ ラ ス ミ ド pT-1 2μ gを 50mmol/Lト リ ス － 塩 酸 (pH7.5)、 10mmol/L 塩
化 マ グ ネ シ ウ ム 、 1mmol/L DTT、 100mmol/L 塩 化 ナ ト リ ウ ム か ら な る 緩 衝 液 50μ Lに 溶 解 し
、 そ れ ぞ れ 10単 位 の RVお よ び Ｉ を 加 え て 37℃ で 3時 間 消 化 反 応 を 行 っ た 。 該 反 応 液
を ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 し 、 QIAEX II Gel
Extraction Kit(QIAGEN社 製 )を 用 い て RV－ Ｉ (0.3kb)を 精 製 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
一 方 、 プ ラ ス ミ ド pGEX-5X-1(フ ァ ル マ シ ア 社 製 )2μ gを 33mmol/L ト リ ス － 塩 酸 (pH7.9)、 1
0mmol/L 酢 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 0.5mmol/L DTT、 66mmol/L 酢 酸 カ リ ウ ム か ら な る 緩 衝 液 50μ
Lに 溶 解 し 、 10単 位 の Ｉ を 加 え 、 30℃ で 3時 間 消 化 反 応 を 行 っ た 。 フ ェ ノ ー ル 抽 出 と エ
タ ノ ー ル 沈 殿 の 後 、 該 DNA断 片 を 50mmol/L ト リ ス － 塩 酸 (pH7.5)、 10mmol/L 塩 化 マ グ ネ シ
ウ ム 、 1mmol/L DTT、 100mmol/L 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 0.01% ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 0.01%Trit
on X-100か ら な る 緩 衝 液 50μ Lに 溶 解 し 、 10単 位 の Ｉ を 加 え て 37℃ で 3時 間 消 化 反 応 を
行 っ た 。 該 反 応 液 を ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 し 、 QIAEX II Gel Extraction Kit(QIAGEN社 製 )
を 用 い て Ｉ － Ｉ 断 片 (5.0kb)を 精 製 し た 。
上 記 で 回 収 し た pPDE-1393由 来 の Ｉ － Ｉ 断 片 (1.0kb)50ng、 pT-1由 来 の RV－ Ｉ
断 片 (0.3kb)50ngお よ び pGEX-5X-1由 来 の Ｉ － Ｉ 断 片 （ 5.0kb)50ngを DNA Ligation K
it Ver.2(宝 酒 造 社 製 ） を 用 い て マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 結 合 反 応 を 行 っ た 。 該 反 応 に よ り 得
ら れ た 組 み 換 え プ ラ ス ミ ド DNAを 用 い て 大 腸 菌 Ｊ Ｍ 109株 を 形 質 転 換 し 、 常 法 に よ り プ ラ ス
ミ ド pGST-PDEを 含 む 大 腸 菌 Ｊ Ｍ 109/pGST-PDE株 を 得 た 。 該 プ ラ ス ミ ド の 構 築 過 程 お よ び 制
限 酵 素 地 図 を 図 ５ に 示 す 。
【 ０ １ １ ３ 】
Ｂ ． GST融 合 蛋 白 質 の 大 腸 菌 を 用 い た 発 現 と PDE活 性 の 測 定
200μ g/mLの ア ン ピ シ リ ン を 含 む LB培 地 50mLに 該 大 腸 菌 前 培 養 液 (30℃ 、 200μ g/mLの ア ン
ピ シ リ ン を 含 む LB培 地 で 一 晩 培 養 )を 1/100量 加 え 、 25℃ で 振 と う 培 養 し た 。 OD 5 5 0 値 が 0.5
に な っ た と こ ろ で 、 イ ソ プ ロ ピ ル -β -D-チ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド (2mmol/L)を 添 加 し 、 25
℃ で 3時 間 の 条 件 で 発 現 を 誘 導 し た 。 遠 心 分 離 (3,000rpmで 10分 間 )に よ り 菌 体 を 回 収 し 、
抽 出 液 (20mmol/Lト リ ス － 酢 酸 (pH7.5)、 2mmol/L 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 1mmol/L DTT、 250un
it/mL ア プ ロ チ ニ ン 、 40μ g/mL フ ッ 化 フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル 、 1μ g/mL ペ プ ス タ チ
ン A)に 懸 濁 し て 、 超 音 波 破 砕 機 (TOMY model UR-200R)を 用 い て 大 腸 菌 を 破 壊 し た 。 上 記 抽
出 液 を 10,000rpmで 30分 間 遠 心 分 離 し 、 上 清 を PDE活 性 測 定 に 用 い た 。
【 ０ １ １ ４ 】
Ｃ ． PDE活 性 の 測 定
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PDE活 性 は Kincaid,R.L.と Manganiello,V.C.の 方 法 〔 Method.Enzymol., , 457-470(198
8)〕 に 従 っ て 測 定 し た 。 [ 3 H]-cAMPま た は [ 3 H]-cGMPを 基 質 と し て 300μ Lの 反 応 液 〔 50mmol
/Lの N,N-ビ ス (2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル )-2-ア ミ ノ エ タ ン ス ル ホ ン 酸 (pH7.2)、 1mmol/L塩 化 マ
グ ネ シ ウ ム 、 0.1mmol/Lエ チ レ ン グ リ コ ー ル ビ ス (β -ア ミ ノ エ チ ル エ ー テ ル )-N,N,N',N'-
四 酢 酸 二 ナ ト リ ウ ム 〕 中 で 行 っ た 。 基 質 濃 度 は 、 1μ mol/Lと し た 。 反 応 液 を 30℃ で 15分 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 HClを 添 加 し て 反 応 を 停 止 し た 。 反 応 生 成 物 を 5'-ヌ ク レ オ チ ダ ー ゼ
(シ グ マ 社 製 )に よ っ て ア デ ノ シ ン に 変 換 し 、 DEAE-Sephadex A-25カ ラ ム (フ ァ ル マ シ ア 社
製 )で 未 反 応 物 と 分 離 し た 。 溶 出 液 を シ ン チ レ ー シ ョ ン バ イ ア ル に 移 し 、 ウ ル チ マ ゴ ー ル
ド (Packard社 製 )を 6mL加 え 、 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー (Beckman LS6500)を 用 い て
放 射 活 性 を 測 定 し た 。 非 触 媒 的 水 解 量 は 大 腸 菌 可 溶 性 画 分 を 添 加 し な い 時 の [ 3 H]-cAMPお
よ び [ 3 H]-cGMP分 解 量 と し た 。 大 腸 菌 可 溶 性 画 分 に よ る 分 解 量 は 全 分 解 量 か ら 非 触 媒 的 水
解 量 を 差 し 引 く こ と に よ り 求 め た 。 蛋 白 量 は 、 Bio Rad Protein Assay法 を 用 い て 定 量 し
た 。 コ ン ト ロ ー ル と し て プ ラ ス ミ ド pGEX-5X-1の み を 導 入 し た 大 腸 菌 可 溶 性 画 分 を 用 い た
。 結 果 を 図 ６ に 示 す 。
以 上 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド が ｃ Ａ Ｍ Ｐ 及 び ｃ Ｇ Ｍ Ｐ を 加 水 分 解 す る Ｐ Ｄ Ｅ 活 性 を 有 す る
こ と が 明 白 と な っ た 。
【 ０ １ １ ５ 】
実 施 例 ４ ： Ｐ Ｄ Ｅ 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る 全 長 ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の ク ロ ー ン 化
（ １ ） ヒ ト 胎 児 腎 由 来 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら の ク ロ ー ン 化
プ ラ ス ミ ド pGST-PDE 30μ gを 、 20mmol/L ト リ ス － 塩 酸 （ pH8.5） 、 10mmol/L 塩 化 マ グ ネ
シ ウ ム 、 100mmol/L 塩 化 カ リ ウ ム 、 1mmol/L DTTを 含 む 緩 衝 液 50μ Lに 溶 解 し 、 40単 位 の
HIお よ び I（ 宝 酒 造 社 製 ） を 加 え 、 37℃ で 4時 間 消 化 反 応 を 行 っ た 。

該 反 応 液 を ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 に か け 、 約 1kbの DNA断 片 を 回 収 し た 。
該 DNA断 片 を 、 QIAEX II Gel Extraction Kit(QIAGEN社 製 )を 用 い 、 マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 精
製 し た 。 精 製 さ れ た 該 DNA断 片 を 、 ECLダ イ レ ク ト 核 酸 ラ ベ リ ン グ ・ 検 出 シ ス テ ム (Amersha
m社 製 )を 用 い て 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ パ ー オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 し 、 プ ロ ー ブ と し て 用 い た 。
【 ０ １ １ ６ 】
該 プ ロ ー ブ を 用 い て ヒ ト 胎 児 腎 由 来 cDNAラ イ ブ ラ リ ー (ク ロ ン テ ッ ク 社 製 、 商 品 名 ： Human
 Fetal Kidney 5'-STRETCH PLUS cDNA Library)2× １ ０ 5 ク ロ ー ン を 用 い て 、 プ ラ ー ク ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 い 、 プ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 2個 の 独 立 し た フ ァ ー ジ ク
ロ ー ン （ ベ ク タ ー ： λ ｇ ｔ １ ０ ） を 得 た （ ク ロ ー ン 6-1、 23-1） 。 該 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン の 操 作 は 、 全 て ECLダ イ レ ク ト 核 酸 ラ ベ リ ン グ ・ 検 出 シ ス テ ム (Amersham社 製 )の マ ニ
ュ ア ル に 従 っ て 行 っ た 。 該 フ ァ ー ジ ク ロ ー ン の う ち ク ロ ー ン 23-1に 含 ま れ る cDNA断 片 を 、
フ ァ ー ジ ベ ク タ ー か ら プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー へ 組 み 換 え 直 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
該 フ ァ ー ジ ク ロ ー ン 23-1の DNA 20μ gを 、 50mmol/L ト リ ス － 塩 酸 （ pH7.5） 、 10mmol/L 塩
化 マ グ ネ シ ウ ム 、 100mmol/L 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 １ mmol/L DTTを 含 む 緩 衝 液 30μ L中 に 溶 解
し 、 15単 位 の RI（ 宝 酒 造 社 製 ） を 添 加 し 、 37℃ で 4時 間 消 化 反 応 を 行 っ た 。 該 反 応 液 を
ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 し 、 約 2kbお よ び 1kbの DNA断 片 を 回 収 し た 。
該 DNA断 片 を 、 QIAEX II Gel Extraction Kit(QIAGEN社 製 )を 用 い 、 マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 精
製 し た 。
  pBluescriptII KS(-)(STRATAGENE社 製 )5μ gを 50mmol/L ト リ ス － 塩 酸 （ pH7.5） 、 10mmo
l/L 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 100mmol/L 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 1mmol/L DTTを 含 む 緩 衝 液 30μ Lに 溶
解 し 、 15単 位 の RI（ 宝 酒 造 社 製 ） を 添 加 し 、 37℃ で 2時 間 消 化 反 応 を 行 っ た 。 該 反 応 液
よ り エ タ ノ ー ル 沈 殿 に よ り RI消 化 DNA断 片 を 回 収 し た 。
該 DNA断 片 を 50mmol/Lト リ ス － 塩 酸 （ pH9.0） 、 1mmol/L塩 化 マ グ ネ シ ウ ム を 含 む 緩 衝 液 30
μ Lに 溶 解 し 、 0.5単 位 の BAP（ ．  C75） （ 宝 酒 造 社 製 ） を 添 加 し 、 60℃ で 30分 間 脱 リ
ン 酸 化 反 応 を 行 っ た 。 該 反 応 液 を ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 し 、 約 3.0kbの DNA断 片 を 回 収 し た 。
該 DNA断 片 を 、 QIAEX II Gel Extraction Kit(QIAGEN社 製 )を 用 い 、 マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 精
製 し た 。
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【 ０ １ １ ８ 】
上 述 の ク ロ ー ン 23-1よ り 得 ら れ た 約 2.0kb、 約 1.0kbの RI DNA断 片 150ngお よ び pBluescr
iptII KS(-)の RI－ BAP処 理 済 み 断 片 50ngを 66mmol/L ト リ ス － 塩 酸 （ pH7.5） 、 6.6mmol
/L 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、 10mmol/L DTT、 0.1mmol/L ア デ ノ シ ン 3リ ン 酸 を 含 む 緩 衝 液 20μ L
に 溶 解 し 、 T4 DNAリ ガ ー ゼ （ 宝 酒 造 社 製 ） 175単 位 を 添 加 し 、 16℃ で 16時 間 結 合 反 応 を 行
っ た 。
該 結 合 反 応 に よ り 得 ら れ た 組 み 換 え プ ラ ス ミ ド DNAを 用 い て 大 腸 菌 JM109株 を 形 質 転 換 し 、
常 法 に よ り プ ラ ス ミ ド p23-1kお よ び p23-2kを 取 得 し た 。
該 プ ラ ス ミ ド に 含 ま れ る cDNA断 片 の 塩 基 配 列 を 決 定 し た 結 果 、 プ ラ ス ミ ド p23-1kお よ び p2
3-2kの 挿 入 DNA断 片 は RI部 位 で 連 結 可 能 で あ り 、 配 列 番 号 １ ６ に 記 載 さ れ た 約 3.0kbの c
DNAが 含 ま れ 、 該 cDNAに は 配 列 番 号 １ ５ に 記 載 さ れ た 576ア ミ ノ 酸 よ り な る 新 規 の ポ リ ペ プ
チ ド が コ ー ド さ れ て い た 。 p23-1kお よ び p23-2kの 構 造 を 図 ７ に 示 す 。
該 ポ リ ペ プ チ ド が 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 既 知 の PDE配 列 と 比 較 し た と こ ろ 、 PDE5Aと の 高
い 相 同 性 が 認 め ら れ た 。 該 ア ミ ノ 酸 配 列 と ヒ ト PDE5Aア ミ ノ 酸 配 列 (GenBank： CAA06170)と
の ア ラ イ メ ン ト を 図 ８ に 示 す 。
以 上 の 結 果 か ら 、 該 配 列 は 新 規 PDEを コ ー ド し て い る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
(２ )RT-PCR法 を 用 い た 発 現 解 析
上 記 し た 実 施 例 ４ の (1)で 決 定 し た 塩 基 配 列 の 情 報 を 基 に 配 列 番 号 １ ７ に 示 さ れ る ５ '端 側
DNAプ ラ イ マ ー と 配 列 番 号 １ ８ に 示 さ れ る ３ '端 側 DNAプ ラ イ マ ー を 設 計 し 、 合 成 し た 。
  2種 類 の プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 １ ７ お よ び 配 列 番 号 １ ８ )各 々 1.0μ mol/L、 ヒ ト 組 織 mRNA
か ら 作 成 し た cDNAラ イ ブ ラ リ ー 2μ L、 各 成 分 200μ mol/Lの dNTP(dATP、 dGTP、 dCTP、 dTTP)
混 合 液 、 Taq Goldポ リ メ ラ ー ゼ (パ ー キ ン エ ル マ ー 社 製 )2.5単 位 お よ び 1× Taq Gold緩 衝 液
（ Mg plus） を 含 む 反 応 溶 液 20μ Lを 用 い 、 下 記 条 件 下 で PCRを 行 な っ た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
即 ち 、 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー PTC-200(MJリ サ ー チ 社 製 )を 用 い 、 95℃ で 10分 間 加 熱 後 、 94℃
で 1分 間 、 60℃ で 1分 間 の 工 程 を １ サ イ ク ル と し て 38サ イ ク ル 行 い 、 更 に 72℃ で 8分 間 加 熱
し た 。
得 ら れ た 該 PCR反 応 液 よ り 10μ Lを 分 取 し 、 ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 に よ り 予 想 さ れ る 約 400bp
の DNA断 片 の 増 幅 を 確 認 し た 。 精 巣 、 前 立 腺 、 乳 腺 、 膵 臓 で の 発 現 が 認 め ら れ た 。 電 気 泳
動 結 果 を 図 ９ に 示 す 。
【 ０ １ ２ １ 】
【 発 明 の 効 果 】
本 発 明 に よ り 得 ら れ る 新 規 Ｐ Ｄ Ｅ ポ リ ペ プ チ ド の Ｄ Ｎ Ａ を 用 い る こ と に よ り 、 糖 尿 病 、 虚
血 性 心 疾 患 、 高 血 圧 、 腎 炎 、 膵 炎 、 潰 瘍 、 ア レ ル ギ ー 、 喘 息 、 リ ウ マ チ 、 骨 粗 鬆 症 、 痛 み
、 不 安 症 、 分 裂 病 、 躁 鬱 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 痴 呆 、 感 染 症 、 悪 性 腫 瘍 等 の 疾 患 の 診 断 、
予 防 、 治 療 が 可 能 と な る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】
配 列 番 号 ３ － 人 工 配 列 の 説 明 ： 合 成 Ｄ Ｎ Ａ
配 列 番 号 ４ － 人 工 配 列 の 説 明 ： 合 成 Ｄ Ｎ Ａ
配 列 番 号 ５ － 人 工 配 列 の 説 明 ： 合 成 Ｄ Ｎ Ａ
配 列 番 号 ６ － 人 工 配 列 の 説 明 ： 合 成 Ｄ Ｎ Ａ
配 列 番 号 ７ － 人 工 配 列 の 説 明 ： 合 成 Ｄ Ｎ Ａ
配 列 番 号 ８ － 人 工 配 列 の 説 明 ： 合 成 Ｄ Ｎ Ａ
配 列 番 号 ９ － 人 工 配 列 の 説 明 ： 合 成 Ｄ Ｎ Ａ
配 列 番 号 １ ０ － 人 工 配 列 の 説 明 ： 合 成 Ｄ Ｎ Ａ
配 列 番 号 １ １ － 人 工 配 列 の 説 明 ： 合 成 Ｄ Ｎ Ａ
配 列 番 号 １ ２ － 人 工 配 列 の 説 明 ： 合 成 Ｄ Ｎ Ａ
配 列 番 号 １ ３ － 人 工 配 列 の 説 明 ： 合 成 Ｄ Ｎ Ａ
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配 列 番 号 １ ４ － 環 状 ヌ ク レ オ チ ド ホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ の 触 媒 ド メ イ ン 内 の モ チ ー フ
配 列 番 号 １ ７ － 人 工 配 列 の 説 明 ： 合 成 Ｄ Ｎ Ａ
配 列 番 号 １ ８ － 人 工 配 列 の 説 明 ： 合 成 Ｄ Ｎ Ａ
【 ０ １ ２ ３ 】
【 配 列 表 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ４ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 図 １ 】 新 規 ヒ ト PDEの ア ミ ノ 酸 配 列 (上 段 ： ア ミ ノ 酸 番 号 を 数 字 ＋ ’ で 記 載 )と 、 ヒ ト PDE
5A（ GenBank： CAA06170） の ア ミ ノ 酸 配 列 (下 段 ： ア ミ ノ 酸 番 号 を 数 字 ＋ ” で 記 載 )と の 比
較 を 示 し た 図 で あ る 。 ア ス テ リ ス ク は 一 致 し て い る ア ミ ノ 酸 残 基 、 ピ リ オ ド は 相 同 性 の あ
る ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。 (ア ミ ノ 酸 残 基 は 一 文 字 表 記 で 示 す 。 )下 線 は HDXXHXXXXNモ チ ー フ
を 示 す 。
【 図 ２ 】 新 規 ヒ ト PDEの ア ミ ノ 酸 配 列 (上 段 ： ア ミ ノ 酸 番 号 を 数 字 ＋ ’ で 記 載 )と 、 ヒ ト PDE
10A(GenBank： BAA78034)の ア ミ ノ 酸 配 列 (下 段 ： ア ミ ノ 酸 番 号 を 数 字 ＋ ” で 記 載 )と の 比 較
を 示 し た 図 で あ る 。 ア ス テ リ ス ク は 一 致 し て い る ア ミ ノ 酸 残 基 、 ピ リ オ ド は 相 同 性 の あ る
ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。 (ア ミ ノ 酸 残 基 は 一 文 字 表 記 で 示 す 。 )下 線 は HDXXHXXXXNモ チ ー フ を
示 す 。
【 図 ３ 】 プ ラ ス ミ ド p200-EBの 構 築 過 程 お よ び 制 限 酵 素 地 図 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 新 規 ヒ ト PDEホ モ ロ グ ｃ DNAの 一 部 の 配 列 （ 約 0.2kb） を プ ロ ー ブ と し て ヒ ト 心 臓
、 脳 、 胎 盤 、 肺 、 肝 臓 、 骨 格 筋 、 腎 臓 、 膵 臓 の poly(A) +  RNAフ ィ ル タ ー 〔 Human Multiple
 Tissue Northern Blotsの フ ィ ル タ ー (Clontech社 製 )〕 お よ び ヒ ト 心 臓 、 脳 、 肝 臓 、 膵 臓
、 胎 盤 、 肺 の poly(A) +  RNAフ ィ ル タ ー 〔 Human Normal Tissue ｍ RNA blotＩ (Normalized)
の フ ィ ル タ ー (東 洋 紡 社 製 )〕 に 対 し て ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 な っ た 結 果 を
示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 プ ラ ス ミ ド pGST－ PDEの 構 築 過 程 お よ び 制 限 酵 素 地 図 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 発 現 大 腸 菌 可 溶 性 画 分 に お け る PDE活 性 測 定 の 結 果 を 示 す 。 GSTは ベ ク タ ー の み を
導 入 し た 大 腸 菌 、 GST-PDEは GST-PDE融 合 蛋 白 発 現 大 腸 菌 を 示 す 。
【 図 ７ 】 プ ラ ス ミ ド p23－ 2kお よ び p23－ 1kの 構 築 過 程 お よ び 制 限 酵 素 地 図 を 示 し た 図 で あ
る 。
【 図 ８ 】 新 規 ヒ ト PDEの ア ミ ノ 酸 配 列 (上 段 )と 、 ヒ ト PDE5A（ GenBank： CAA06170） の ア ミ
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ノ 酸 配 列 (下 段 )と の 比 較 を 示 し た 図 で あ る 。 ア ス テ リ ス ク は 一 致 し て い る ア ミ ノ 酸 残 基 、
ピ リ オ ド は 相 同 性 の あ る ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。 (ア ミ ノ 酸 残 基 は 一 文 字 表 記 で 示 す 。 )下 線
は HDXXHXXXXNモ チ ー フ を 示 す 。
【 図 ９ 】 新 規 ヒ ト PDEホ モ ロ グ cDNAの 配 列 情 報 を 基 に PCRプ ラ イ マ ー を 設 計 し 、 ヒ ト 膵 臓 、
肺 、 乳 腺 、 前 立 腺 、 骨 格 筋 、 精 巣 各 組 織 の mRNAよ り 調 製 し た cDNAを 鋳 型 に PCRを 行 な っ た
。 増 幅 産 物 を ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 し た 結 果 を 示 す 。
【 符 号 の 説 明 】
kb： キ ロ 塩 基 対  (kilobase pairs)
Ap:ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子
T7： T7プ ロ モ ー タ ー
GST:グ ル タ チ オ ン Sト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】
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4C086/ZB32 4C086/ZC35 4H045/AA10 4H045/AA11 4H045/BA10 4H045/CA40 4H045/DA76 4H045
/DA89 4H045/EA20 4H045/EA50 4H045/FA72 4H045/FA74

代理人(译) 今村正纯

优先权 2000061464 2000-03-07 JP

外部链接 Espacenet

摘要(译)

具有磷酸二酯酶（PDE）活性的新多肽，编码PDE多肽的DNA和识别该
多肽的抗体用于糖尿病，缺血性心脏病，高血压，肾炎，胰腺炎，溃疡
和变态反应。提供用于诊断，预防或治疗哮喘，风湿病，骨质疏松症，
疼痛，焦虑症，精神分裂症，躁狂抑郁症，帕金森病，痴呆，感染或恶
性肿瘤的药物。 根据本发明，具有PDE活性的新多肽，产生该多肽的方
法，编码该多肽的DNA，通过掺入该DNA获得的重组载体和重组载体识
别多肽的抗体，使用该抗体定量和免疫染色本发明多肽的方法，筛选改
变编码多肽的基因表达的物质的方法，本发明提供了改变多肽活性的物
质的筛选方法，以及使用该DNA或抗体诊断，预防或治疗诸如糖尿病，
脑疾病，肾病或癌症的疾病的药物。 [选择图]无
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