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(54)【発明の名称】 新規ポリペプチドおよびそのＤＮＡ

(57)【要約】
【課題】新規前駆体ポリペプチドの提供。
【解決手段】新規前駆体ポリペプチドまたはその塩、該
前駆体ポリペプチドをコードするDNAなど。
【効果】本発明のポリペプチド等は、例えば、日和見感
染症、敗血症、薬物中毒、結核、ガン、肝臓機能障害、
免疫機能障害、内分泌障害等の診断、治療、予防、本発
明のポリペプチドの活性を促進もしくは阻害する化合物
またはその塩のスクリーニングのための試薬に使用する
ことができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】配列番号：３で表されるアミノ酸配列と同
一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するポリ
ペプチドまたはその塩。
【請求項２】配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同
一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有する請求
項１記載のポリペプチドまたはその塩。
【請求項３】配列番号：１３で表されるアミノ酸配列と
同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するポ
リペプチドまたはその塩。
【請求項４】配列番号：１１で表されるアミノ酸配列と
同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有する請
求項３記載のポリペプチドまたはその塩。
【請求項５】配列番号：９で表されるアミノ酸配列と同
一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有する請求
項３記載のポリペプチドまたはその塩。
【請求項６】請求項１記載のポリペプチドをコードする
ＤＮＡを含有するＤＮＡ。
【請求項７】配列番号：４で表される塩基配列を含有す
る請求項６記載のＤＮＡ。
【請求項８】請求項６記載のＤＮＡを含有する組換えベ
クター。
【請求項９】請求項８記載の組換えベクターで形質転換
された形質転換体。
【請求項１０】配列番号：７で表されるアミノ酸配列と
同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するポ
リペプチドをコードするＤＮＡを含有するＤＮＡを含有
する組換えベクターで形質転換された形質転換体を培養
し、該ポリペプチドを生成せしめることを特徴とする配
列番号：７で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質
的に同一のアミノ酸配列を含有するポリペプチドまたは
その塩の製造法。
【請求項１１】配列番号：７で表されるアミノ酸配列と
同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するポ
リペプチドが配列番号：３で表されるアミノ酸配列と同
一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するポリ
ペプチドである請求項１０記載の製造法。
【請求項１２】配列番号：７で表されるアミノ酸配列と
同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するポ
リペプチドをコードするＤＮＡが配列番号：８で表され
る塩基配列を有するＤＮＡである請求項１０記載の製造
法。
【請求項１３】請求項３のポリペプチドをコードするＤ
ＮＡを含有するＤＮＡを含有する組換えベクターで形質
転換された形質転換体を培養し、該ポリペプチドを生成
せしめることを特徴とする請求項３のポリペプチドまた
はその塩の製造法。
【請求項１４】請求項３のポリペプチドをコードするＤ
ＮＡが配列番号：１４で表される塩基配列を有するＤＮ
Ａである請求項１３記載の製造法。

2
【請求項１５】請求項１もしくは請求項４記載のポリペ
プチドまたはその塩に蛋白質分解酵素を作用させること
を特徴とする配列番号：７または配列番号：１３で表さ
れるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ
酸配列を有するポリペプチドまたはその塩の製造法。
【請求項１６】請求項３記載のポリペプチドまたはその
塩、または配列番号：７で表されるアミノ酸配列と同一
もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するポリペ
プチドまたはその塩に対する抗体。
【請求項１７】配列番号：７もしくは配列番号：１３で
表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のア
ミノ酸配列を有するポリペプチドまたはその塩を用いる
ことを特徴とする、配列番号：７もしくは配列番号：１
３で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一
のアミノ酸配列を有するポリペプチドまたはその塩の活
性を促進または阻害する化合物またはその塩のスクリー
ニング方法。
【請求項１８】配列番号：７もしくは配列番号：１３で
表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のア
ミノ酸配列を有するポリペプチドまたはその塩を含有し
てなる、配列番号：７もしくは配列番号：１３で表され
るアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸
配列を有するポリペプチドまたはその塩の活性を促進ま
たは阻害する化合物またはその塩のスクリーニング用キ
ット。
【請求項１９】請求項１７記載のスクリーニング方法ま
たは請求項１８記載のスクリーニング用キットを用いて
得られうる、配列番号：７もしくは配列番号：１３で表
されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミ
ノ酸配列を有するポリペプチドまたはその塩の活性を促
進または阻害する化合物またはその塩。
【請求項２０】請求項１７記載のスクリーニング方法ま
たは請求項１８記載のスクリーニング用キットを用いて
得られうる、配列番号：７もしくは配列番号：１３で表
されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミ
ノ酸配列を有するポリペプチドまたはその塩の活性を促
進または阻害する化合物またはその塩を含有してなる医
薬。
【請求項２１】配列番号：７または配列番号１３で表さ
れるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ
酸配列を含有するポリペプチドまたはその塩を含有して
なる医薬。
【請求項２２】配列番号：７または配列番号１３で表さ
れるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ
酸配列を含有するポリペプチドまたはその塩を含有して
なる日和見感染症、敗血症、薬物中毒、結核、ガン、肝
臓機能障害、免疫機能障害、内分泌障害等の予防・治療
剤。
【請求項２３】請求項１６記載の抗体を含有してなる診
断剤。
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【請求項２４】Ｎ末端側からＣ末端側にむけて、分泌の
ためのシグナル配列領域、介在配列、５残基連続した塩
基性アミノ酸領域、成熟ポリペプチド領域の順で各領域
を有するポリペプチドまたはその塩。
【請求項２５】配列番号：２７で表されるアミノ酸配列
（但し、配列番号７で表されるアミノ酸配列を除く）を
含有するポリペプチドまたはその塩。
【請求項２６】配列番号：２７で表されるアミノ酸配列
（但し、配列番号７で表されるアミノ酸配列を除く）を
含有するポリペプチドまたはその塩を含有してなる医
薬。
【請求項２７】形質転換体が動物細胞である請求項１０
または１３記載の製造法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、新規な分泌性生体
防御・細胞機能調節ポリペプチドおよびそのＤＮＡに関
する。
【０００２】
【従来の技術】細胞はその原核性、真核性を問わず、そ
の固有の機構で多種多様な蛋白質を分泌している。特に
多細胞生物（生体）は、その分化、増殖、恒常性の維持
及び生体防御などのためにさまざまな情報を細胞間で交
換しているが、そこで中心的役割を果たす各種液性因子
もその多くが分泌蛋白質或いはその成熟体であり、その
構造的、機能的特徴等からホルモン、神経伝達物質、サ
イトカイン、増殖因子、抗菌ペプチド等に分類されてい
る。近年の組換えDNA技術と細胞培養技術の進歩によ
り、これら分泌蛋白質をコードする遺伝子と蛋白質構造
の解明が着実に進んでいる。一方でこうした因子の発見
は、細胞表面に発現しているその受容体の解析を飛躍的
に前進させ、さらには各細胞内での情報伝達のメカニズ
ム解明にもつながり、その生理機能を特徴づけることに
なる。ヒトにおける多くの疾病、あるいは各種疾患モデ
ル動物の病態では、こうした本来恒常性を保つべき何ら
かの液性因子の異常な発現、またはそれらの作用が阻害
されたり、逆に亢進していることがその原因となり、結
果として増悪化につながる場合も多く見出される他、例
えば癌において特異的に発現の亢進が認められるいわゆ
る腫瘍マーカー等、各種疾患の診断分野で応用可能な現
象もあり、その発現制御機構は創薬研究を行う上での重
要な標的にもなっている。
【０００３】中でも生理活性ペプチドや抗菌ペプチド
は、その知られている殆ど全てが、はじめは前駆体とし
て生合成され、その後、蛋白質分解酵素による限定分解
を経て、成熟型のペプチドへと変換される。この時、蛋
白質分解酵素による限定分解は、Lys-Arg、Arg-Arg、Ar
g-X-X-Arg（Ｘは任意のアミノ酸を示す）、Lys-Lysなど
の特徴的な塩基性アミノ酸対部分で起こり、ペプチドの
正確な切り出しが行われている（生化学 67, 995-1009,

4
 1995）。また、前駆体のＮ末端には、細胞外への分泌
を効率よく行わせるためのシグナル配列が存在している
ことが特徴として挙げられる。多くの生物では、外来性
の病原体に対して、先天的に備わっている防御機構が存
在していることが知られているが、抗菌性ペプチドと呼
ばれる物質の一群がその役割の一翼を担っている。ヒト
をはじめとする各種動物の皮膚、口腔、腸管、気道な
ど、個体が外部と接している場所では、常在性細菌がフ
ローラ（細菌叢）を形成し、定常状態を保っていること
が病原体の侵入を防ぐのに重要であり、抗菌性ペプチド
はそのために重要な役割を果たしていると考えられてい
る（アニュアル レビュー オブ イムノロジー(Annu. Re
v. Immunol.) 13, 61-92, 1995）。例えばその一例とし
て、抗菌ペプチドのディフェンシン（ defensin ）と嚢
胞性繊維症との関係が明らかになっている。嚢胞性繊維
症は、最終的には殆どの患者が肺合併症により死亡する
が、その原因は、内在性抗菌ペプチドであるβ-ディフ
ェンシン-1（β-defensin-1）の本来の作用が、周りの
塩濃度の上昇のために阻害される結果、緑膿菌などの細
菌感染がおこり、そこから肺炎、肺気腫、肺繊維症など
に進展することが明らかになった（セル(Cell) 88, 553
-560, 1997）。更に、多くのディフェンシンは、細菌に
対してだけでなく、真菌（カビや酵母）、ウイルス、ガ
ン細胞などに対しても防御的に作用することが知られて
いる（アニュアル レビュー オブ イムノロジー(Annu. 
Rev. Immunol.) 11, 105-128, 1993）。このように抗菌
性ペプチドは、広く外来性の病原体や内因性のガン細胞
などに対して防御的に働いていることが判明してきてい
る。１９９８年12月15日に公開のアミノ酸配列データベ
ース（swiss-prot）に３５アミノ酸残基からなる新しい
抗菌ペプチド前駆体が登録されている（ swiss-prot：
アクセッションナンバーP81172）。しかしながら、ペプ
チド前駆体の形としては極端に短く、また分泌されるた
めに重要なシグナル配列が欠損しているなど、ペプチド
前駆体としては不十分で不自然な内容であった。一方、
現在、一つの生物のもつ全DNA、つまりゲノムの構造解
析が、バクテリアでは既にいくつか終わり、ヒトのそれ
も数年で完成の見通しが立っているが、その予想される
遺伝子数はヒトにおいては十万とも言われている。確か
にこれまで数多くの分泌蛋白質或いは分泌ペプチドをコ
ードする遺伝子が単離されてきているものの、その数は
全ゲノムからみればとてもそのすべてを網羅したとはい
えない。個体レベルの生命現象を理解する上でその中で
起こっているあらゆる細胞間の情報交換や生体防御機構
が説明可能になっていかなければならないが、未だ知ら
れていない遺伝子にコードされた機能性ペプチドが重要
な生理的役割を果たしている可能性が高く、そうした物
質の発見が強く望まれていた。
【０００４】
【発明が解決しようとする課題】本発明は新規前駆体ポ
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リペプチドまたはその塩、該前駆体ポリペプチドをコー
ドするDNA、組換えベクター、形質転換体、該ペプチド
の製造法、該ペプチドまたはDNAを含有する医薬、該ペ
プチド前駆体に対する抗体、レセプターアゴニスト／ア
ンタゴニストのスクリーニング方法並びにスクリーニン
グ用キット、該スクリーニングで得られうるレセプター
アゴニスト／アンタゴニスト並びにその医薬等を提供す
ることを目的とする。
【０００５】
【課題を解決するための手段】新たな生理活性ペプチド
や抗菌ペプチドの単離は、細胞の分化、増殖、癌化、生
体防御等のメカニズムに新たな知見を与え、ひいては個
体の発生、恒常性の維持等の高次の生命現象の解明をよ
り一層進展させることができ、また該ペプチドに対して
阻害活性或いは促進活性を発揮し、種々の疾患の予防や
診断、治療に役立つ新たな医薬品の開発ができる。本発
明者らは、鋭意研究を重ねた結果、ヒト肝臓、活性化マ
クロファージなどに発現している新規な塩基配列を有す
るcDNAをクローニングすることに成功した。そして、本
発明者らは、得られたcDNAにコードされる前駆体ポリペ
プチドから産生される成熟体ペプチドが有用な抗菌活性
や細胞機能調節活性を有することを見出した。これらの
知見に基づいて、さらに検討を重ねた結果、本発明を完
成するに至った。
【０００６】すなわち、本発明は、
（１）配列番号：３で表されるアミノ酸配列と同一もし
くは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するポリペプチ
ドまたはその塩、
（２）配列番号：１で表されるアミノ酸配列と同一もし
くは実質的に同一のアミノ酸配列を含有する上記（１）
記載のポリペプチドまたはその塩、
（３）配列番号：１３で表されるアミノ酸配列と同一も
しくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するポリペプ
チドまたはその塩、
（４）配列番号：１１で表されるアミノ酸配列と同一も
しくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有する上記
（３）記載のポリペプチドまたはその塩、
（５）配列番号：９で表されるアミノ酸配列と同一もし
くは実質的に同一のアミノ酸配列を含有する上記（３）
記載のポリペプチドまたはその塩、
（６）上記（１）記載のポリペプチドをコードするＤＮ
Ａを含有するＤＮＡ、
（７）配列番号：４で表される塩基配列を含有する上記
（６）記載のＤＮＡ、
（８）上記（６）記載のＤＮＡを含有する組換えベクタ
ー、
（９）上記（８）記載の組換えベクターで形質転換され
た形質転換体、
（１０）配列番号：７で表されるアミノ酸配列と同一も
しくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するポリペプ
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チドをコードするＤＮＡを含有するＤＮＡを含有する組
換えベクターで形質転換された形質転換体を培養し、該
ポリペプチドを生成せしめることを特徴とする配列番
号：７で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に
同一のアミノ酸配列を含有するポリペプチドまたはその
塩の製造法、
（１１）配列番号：７で表されるアミノ酸配列と同一も
しくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するポリペプ
チドが配列番号：３で表されるアミノ酸配列と同一もし
くは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するポリペプチ
ドである上記（１０）記載の製造法、
（１２）配列番号：７で表されるアミノ酸配列と同一も
しくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するポリペプ
チドをコードするＤＮＡが配列番号：８で表される塩基
配列を有するＤＮＡである上記（１０）記載の製造法、
（１３）上記（３）のポリペプチドをコードするＤＮＡ
を含有するＤＮＡを含有する組換えベクターで形質転換
された形質転換体を培養し、該ポリペプチドを生成せし
めることを特徴とする上記（３）のポリペプチドまたは
その塩の製造法、
（１４）上記（３）のポリペプチドをコードするＤＮＡ
が配列番号：１４で表される塩基配列を有するＤＮＡで
ある上記（１３）記載の製造法、
（１５）上記（１）もしくは（４）記載のポリペプチド
またはその塩に蛋白質分解酵素を作用させることを特徴
とする配列番号：７または配列番号：１３で表されるア
ミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列
を有するポリペプチドまたはその塩の製造法、
（１６）上記（３）記載のポリペプチドまたはその塩、
または配列番号：７で表されるアミノ酸配列と同一もし
くは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するポリペプチ
ドまたはその塩に対する抗体、
（１７）配列番号：７もしくは配列番号：１３で表され
るアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸
配列を有するポリペプチドまたはその塩を用いることを
特徴とする、配列番号：７もしくは配列番号：１３で表
されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミ
ノ酸配列を有するポリペプチドまたはその塩の活性を促
進または阻害する化合物またはその塩のスクリーニング
方法、
（１８）配列番号：７もしくは配列番号：１３で表され
るアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸
配列を有するポリペプチドまたはその塩を含有してな
る、配列番号：７もしくは配列番号：１３で表されるア
ミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列
を有するポリペプチドまたはその塩の活性を促進または
阻害する化合物またはその塩のスクリーニング用キッ
ト、
（１９）上記（１７）記載のスクリーニング方法または
上記（１８）記載のスクリーニング用キットを用いて得
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られうる、配列番号：７もしくは配列番号：１３で表さ
れるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ
酸配列を有するポリペプチドまたはその塩の活性を促進
または阻害する化合物またはその塩、
（２０）上記（１７）記載のスクリーニング方法または
上記（１８）記載のスクリーニング用キットを用いて得
られうる、配列番号：７もしくは配列番号：１３で表さ
れるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ
酸配列を有するポリペプチドまたはその塩の活性を促進
または阻害する化合物またはその塩を含有してなる医
薬、
（２１）配列番号：７または配列番号１３で表されるア
ミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列
を含有するポリペプチドまたはその塩を含有してなる医
薬、
（２２）配列番号：７または配列番号１３で表されるア
ミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列
を含有するポリペプチドまたはその塩を含有してなる日
和見感染症、敗血症、薬物中毒、結核、ガン、肝臓機能
障害、免疫機能障害、内分泌障害等の予防・治療剤、
（２３）上記（１６）記載の抗体を含有してなる診断
剤、
（２４）Ｎ末端側からＣ末端側にむけて、分泌のための
シグナル配列領域、介在配列、５残基連続した塩基性ア
ミノ酸領域、成熟ポリペプチド領域の順で各領域を有す
るポリペプチドまたはその塩、
（２５）配列番号：２７で表されるアミノ酸配列（但
し、配列番号７で表されるアミノ酸配列を除く）を含有
するポリペプチドまたはその塩、
（２６）配列番号：２７で表されるアミノ酸配列（但
し、配列番号７で表されるアミノ酸配列を除く）を含有
するポリペプチドまたはその塩を含有してなる医薬、
（２７）形質転換体が動物細胞である上記（１０）また
は（１３）記載の製造法などを提供する。
さらに本発明のＤＮＡ、およびポリペプチド、そのアミ
ドもしくはそのエステルまたはその塩等は、分子量マー
カー、組織マーカー、染色体マッピング、遺伝病の同
定、プライマー、プローブの設計等の基礎研究に利用で
きる可能性がある。
【０００７】
【発明の実施の形態】（１）配列番号：３で表されるア
ミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列
を含有するポリペプチド、（２）配列番号：１１で表さ
れるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ
酸配列を含有するポリペプチド、（３）配列番号：７で
表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のア
ミノ酸配列を含有するポリペプチド（４）配列番号：１
３で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一
のアミノ酸配列を含有するポリペプチドは、ヒトや温血
動物（例えば、モルモット、ラット、マウス、ニワト
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リ、ウサギ、ブタ、ヒツジ、ウシ、サル等）の細胞（例
えば、肝細胞、脾細胞、神経細胞、グリア細胞、膵臓β
細胞、骨髄細胞、メサンギウム細胞、ランゲルハンス細
胞、表皮細胞、上皮細胞、内皮細胞、繊維芽細胞、繊維
細胞、筋細胞、脂肪細胞、免疫細胞（例、マクロファー
ジ、Ｔ細胞、Ｂ細胞、ナチュラルキラー細胞、肥満細
胞、好中球、好塩基球、好酸球、単球）、巨核球、滑膜
細胞、軟骨細胞、骨細胞、骨芽細胞、破骨細胞、乳腺細
胞、もしくは間質細胞、またはこれら細胞の前駆細胞、
幹細胞もしくはガン細胞等）もしくはそれらの細胞が存
在するあらゆる組織、例えば、脳、脳の各部位（例、嗅
球、扁桃核、大脳基底球、海馬、視床、視床下部、大脳
皮質、延髄、小脳）、脊髄、下垂体、胃、膵臓、腎臓、
肝臓、生殖腺、甲状腺、胆のう、骨髄、副腎、皮膚、筋
肉、肺、消化管（例、大腸、小腸）、血管、心臓、胸
腺、脾臓、唾液腺、末梢血、前立腺、睾丸、卵巣、胎
盤、子宮、骨、軟骨、関節、骨格筋等に由来するポリペ
プチドであってもよく、組換えポリペプチドであっても
よく、合成ポリペプチドであってもよい。本明細書にお
いて、（１）配列番号：３で表されるアミノ酸配列と同
一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するポリ
ペプチドを本発明のヒト型前駆体ポリペプチドと、
（２）配列番号：１１で表されるアミノ酸配列と同一も
しくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するポリペプ
チドを本発明のマウス型前駆体ポリペプチドと、（３）
配列番号：７で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実
質的に同一のアミノ酸配列を有するポリペプチドをヒト
型成熟体ポリペプチドと、（４）配列番号：１３で表さ
れるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ
酸配列を有するポリペプチドを本発明のマウス型成熟体
ポリペプチドと称することがある。また、（１）配列番
号：２１または配列番号：２３で表されるアミノ酸配列
を有するポリペプチドを本発明のラット型前駆体ポリペ
プチドと、（２）配列番号：２５で表されるアミノ酸配
列を有するポリペプチドを本発明のラット型成熟体ポリ
ペプチドと称することもある。また、（１）本発明のヒ
ト型前駆体ポリペプチド、本発明のマウス型前駆体ポリ
ペプチドおよびＮ末端側からＣ末端側にむけて、分泌の
ためのシグナル配列領域、介在配列、５残基連続した塩
基性アミノ酸領域、成熟ペプチド領域の順で各領域を有
するポリペプチドを本発明の前駆体ポリペプチドと、
（２）本発明のヒト型成熟体ポリペプチド、本発明のマ
ウス型成熟体ポリペプチドおよび配列番号：２７で表さ
れるアミノ酸配列を有するポリペプチドを本発明の成熟
体ポリペプチドと総称することがある。さらに、本発明
の前駆体ポリペプチドおよび本発明の成熟体ポリペプチ
ドを本発明のポリペプチドと総称することがある。本発
明のポリペプチドがシグナルペプチドを有している場合
は、ポリペプチドを効率よく細胞外に分泌させることが
できる。
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【０００８】配列番号：７で表されるアミノ酸配列と実
質的に同一のアミノ酸配列としては、配列番号：７で表
されるアミノ酸配列と約６０％以上、好ましくは約７０
％以上、さらに好ましくは約８０％以上、より好ましく
は約９０％以上、特に好ましくは約９５％以上の相同性
を有するアミノ酸配列等が挙げられる。配列番号：７で
表されるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列と
しては、配列番号：７で表されるアミノ酸配列とシステ
イン残基の一が同一であるものが好ましい。配列番号：
７で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一
のアミノ酸配列を含有するポリペプチドとして具体的に
は、例えば、配列番号：３で表されるアミノ酸配列と同
一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するポリ
ペプチド等が挙げられる。配列番号：３で表されるアミ
ノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列としては、配列
番号：３で表されるアミノ酸配列と約６０％以上、好ま
しくは約７０％以上、さらに好ましくは約８０％以上、
より好ましくは約９０％以上、特に好ましくは約９５％
以上の相同性を有するアミノ酸配列等が挙げられる。配
列番号：３で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質
的に同一のアミノ酸配列を含有するポリペプチドとして
具体的には、例えば、配列番号：１で表されるアミノ酸
配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有
するポリペプチド等が挙げられる。配列番号：１で表さ
れるアミノ酸配列実質的に同一のアミノ酸配列として
は、配列番号：１で表されるアミノ酸配列と約６０％以
上、好ましくは約７０％以上、さらに好ましくは約８０
％以上、より好ましくは約９０％以上、特に好ましくは
約９５％以上の相同性を有するアミノ酸配列等が挙げら
れる。
【０００９】配列番号：１３で表されるアミノ酸配列と
実質的に同一のアミノ酸配列としては、配列番号：１３
で表されるアミノ酸配列と約６０％以上、好ましくは約
７０％以上、さらに好ましくは約８０％以上、より好ま
しくは約９０％以上、特に好ましくは約９５％以上の相
同性を有するアミノ酸配列等が挙げられ、具体的には、
配列番号：１９、配列番号：２５で表されるアミノ酸配
列等が挙げられる。配列番号：１３で表されるアミノ酸
配列と実質的に同一のアミノ酸配列としては、配列番
号：１３で表されるアミノ酸配列とシステイン残基の位
置が同一であるものが好ましい。配列番号：１３で表さ
れるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ
酸配列を含有するポリペプチドとして具体的には、例え
ば、配列番号：１１で表されるアミノ酸配列と同一もし
くは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するポリペプチ
ド等が挙げられる。配列番号：１１で表されるアミノ酸
配列と実質的に同一のアミノ酸配列としては、配列番
号：１１で表されるアミノ酸配列と約６０％以上、好ま
しくは約７０％以上、さらに好ましくは約８０％以上、
より好ましくは約９０％以上、特に好ましくは約９５％
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以上の相同性を有するアミノ酸配列等が挙げられ、具体
的には、配列番号：１７、配列番号：２３で表されるア
ミノ酸配列等が挙げられる。配列番号：１１で表される
アミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配
列を含有するポリペプチドとして具体的には、例えば、
配列番号：９で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実
質的に同一のアミノ酸配列を含有するポリペプチド等が
挙げられる。配列番号：９で表されるアミノ酸配列実質
的に同一のアミノ酸配列としては、配列番号：１で表さ
れるアミノ酸配列と約６０％以上、好ましくは約７０％
以上、さらに好ましくは約８０％以上、より好ましくは
約９０％以上、特に好ましくは約９５％以上の相同性を
有するアミノ酸配列等が挙げられ、具体的には、配列番
号：１５、配列番号：２１で表されるアミノ酸配列等が
挙げられる。
【００１０】実質的に同質の性質としては、例えば、分
泌され液性因子として作用すること等が挙げられる。実
質的に同質とは、それらの性質が定性的に同質であるこ
とを示す。したがって、分泌作用や溶解度等の性質が同
等（例、約０．１～１００倍、好ましくは約０．５～１
０倍、より好ましくは０．５～２倍）であることが好ま
しいが、これらの性質の程度、ポリペプチドの分子量等
の量的要素は異なっていてもよい。
【００１１】また、配列番号：１、配列番号：３または
配列番号：７で表されるアミノ酸配列と実質的に同一の
アミノ酸配列を含有するポリペプチドとしてより具体的
には、例えば、①配列番号：１、配列番号：３または配
列番号：７で表されるアミノ酸配列中の１または２個以
上（好ましくは、１～３０個程度、好ましくは１～１０
個程度、さらに好ましくは数（１～５）個）のアミノ酸
が欠失したアミノ酸配列、②配列番号：１、配列番号：
３または配列番号：７で表されるアミノ酸配列に１また
は２個以上（好ましくは、１～３０個程度、好ましくは
１～１０個程度、さらに好ましくは数（１～５）個）の
アミノ酸が付加したアミノ酸配列、③配列番号：１、配
列番号：３または配列番号：７で表されるアミノ酸配列
に１または２個以上（好ましくは、１～３０個程度、好
ましくは１～１０個程度、さらに好ましくは数（１～
５）個）のアミノ酸が挿入されたアミノ酸配列、④配列
番号：１、配列番号：３または配列番号：７で表される
アミノ酸配列中の１または２個以上（好ましくは、１～
３０個程度、好ましくは１～１０個程度、さらに好まし
くは数（１～５）個）のアミノ酸が他のアミノ酸で置換
されたアミノ酸配列、または⑤それらを組み合わせたア
ミノ酸配列を含有するポリペプチド等のいわゆるムテイ
ンも含まれる。
【００１２】配列番号：９、配列番号：１１または配列
番号：１３で表されるアミノ酸配列と実質的に同一のア
ミノ酸配列を含有するポリペプチドとしてより具体的に
は、例えば、①配列番号：９、配列番号：１１または配
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列番号：１３で表されるアミノ酸配列中の１または２個
以上（好ましくは、１～３０個程度、好ましくは１～１
０個程度、さらに好ましくは数（１～５）個）のアミノ
酸が欠失したアミノ酸配列、②配列番号：９、配列番
号：１１または配列番号：１３で表されるアミノ酸配列
に１または２個以上（好ましくは、１～３０個程度、好
ましくは１～１０個程度、さらに好ましくは数（１～
５）個）のアミノ酸が付加したアミノ酸配列、③配列番
号：９、配列番号：１１または配列番号：１３で表され
るアミノ酸配列に１または２個以上（好ましくは、１～
３０個程度、好ましくは１～１０個程度、さらに好まし
くは数（１～５）個）のアミノ酸が挿入されたアミノ酸
配列、④配列番号：９、配列番号：１１または配列番
号：１３で表されるアミノ酸配列中の１または２個以上
（好ましくは、１～３０個程度、好ましくは１～１０個
程度、さらに好ましくは数（１～５）個）のアミノ酸が
他のアミノ酸で置換されたアミノ酸配列、または⑤それ
らを組み合わせたアミノ酸配列を含有するポリペプチド
等のいわゆるムテインも含まれる。上記のようにアミノ
酸配列が挿入、欠失または置換されている場合、その挿
入、欠失または置換の位置としては、特に限定されな
い。
【００１３】また、配列番号：１５、配列番号：１７ま
たは配列番号：１９で表されるアミノ酸配列と実質的に
同一のアミノ酸配列を含有するポリペプチドとしてより
具体的には、例えば、①配列番号：１５、配列番号：１
７または配列番号：１９で表されるアミノ酸配列中の１
または２個以上（好ましくは、１～３０個程度、好まし
くは１～１０個程度、さらに好ましくは数（１～５）
個）のアミノ酸が欠失したアミノ酸配列、②配列番号：
１５、配列番号：１７または配列番号：１９で表される
アミノ酸配列に１または２個以上（好ましくは、１～３
０個程度、好ましくは１～１０個程度、さらに好ましく
は数（１～５）個）のアミノ酸が付加したアミノ酸配
列、③配列番号：１５、配列番号：１７または配列番
号：１９で表されるアミノ酸配列に１または２個以上
（好ましくは、１～３０個程度、好ましくは１～１０個
程度、さらに好ましくは数（１～５）個）のアミノ酸が
挿入されたアミノ酸配列、④配列番号：１５、配列番
号：１７または配列番号：１９で表されるアミノ酸配列
中の１または２個以上（好ましくは、１～３０個程度、
好ましくは１～１０個程度、さらに好ましくは数（１～
５）個）のアミノ酸が他のアミノ酸で置換されたアミノ
酸配列、または⑤それらを組み合わせたアミノ酸配列を
含有するポリペプチド等のいわゆるムテインも含まれ
る。上記のようにアミノ酸配列が挿入、欠失または置換
されている場合、その挿入、欠失または置換の位置とし
ては、特に限定されない。
【００１４】配列番号：２１、配列番号：２３または配
列番号：２５で表されるアミノ酸配列と実質的に同一の
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アミノ酸配列を含有するポリペプチドとしてより具体的
には、例えば、①配列番号：２１、配列番号：２３また
は配列番号：２５で表されるアミノ酸配列中の１または
２個以上（好ましくは、１～３０個程度、好ましくは１
～１０個程度、さらに好ましくは数（１～５）個）のア
ミノ酸が欠失したアミノ酸配列、②配列番号：２１、配
列番号：２３または配列番号：２５で表されるアミノ酸
配列に１または２個以上（好ましくは、１～３０個程
度、好ましくは１～１０個程度、さらに好ましくは数
（１～５）個）のアミノ酸が付加したアミノ酸配列、③
配列番号：２１、配列番号：２３または配列番号：２５
で表されるアミノ酸配列に１または２個以上（好ましく
は、１～３０個程度、好ましくは１～１０個程度、さら
に好ましくは数（１～５）個）のアミノ酸が挿入された
アミノ酸配列、④配列番号：２１、配列番号：２３また
は配列番号：２５で表されるアミノ酸配列中の１または
２個以上（好ましくは、１～３０個程度、好ましくは１
～１０個程度、さらに好ましくは数（１～５）個）のア
ミノ酸が他のアミノ酸で置換されたアミノ酸配列、また
は⑤それらを組み合わせたアミノ酸配列を含有するポリ
ペプチド等のいわゆるムテインも含まれる。上記のよう
にアミノ酸配列が挿入、欠失または置換されている場
合、その挿入、欠失または置換の位置としては、特に限
定されない。
【００１５】Ｎ末端側からＣ末端側にむけて、分泌のた
めのシグナル配列領域、介在配列、５残基連続した塩基
性アミノ酸領域、成熟ポリペプチド領域の順で各領域を
有するポリペプチドにおいて、「分泌のためのシグナル
配列領域」とは、生合成されたポリペプチドが、小胞体
を経由して分泌経路に運ばれるために必要とされるもの
であればどのようなアミノ酸配列を有するものであって
もよいが、疎水性アミノ酸クラスターを含む１０～５０
個、好ましくは１３～４０個、より好ましくは１５～３
０個からなるシグナル配列が好ましい。「介在配列」は
「分泌のためのシグナル配列領域」、「５残基連続した
塩基性アミノ酸領域」および「成熟ポリペプチド領域」
のアミノ酸配列以外のアミノ酸配列を有するものであれ
ばどのようなものであってもよいが、アミノ酸数が約５
～３００個、好ましくは約１０～２００個、より好まし
くは約２０～１００個のものが用いられる。「５残基連
続した塩基性アミノ酸領域」はアルギニン残基および／
またはリジン残基のみからなる５残基連続したアミノ酸
配列を有する領域であればどのようなものであってもよ
いが、好ましくはアルギニン残基を２個以上含むもの、
より好ましくはアルギニン残基を３個以上含む配列を有
する領域が用いられる。「成熟ポリペプチド領域」は細
胞外に分泌して生理作用を示すポリペプチドであればど
のようなものであってもよいが、例えば本発明の成熟型
ポリペプチドなどが挙げられる。配列番号：２７で表わ
されるアミノ酸配列において、XaaはCys以外のアミノ酸
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残基（好ましくはα－アミノ酸残基)を示し、具体的に
は、Gly、Ala、Val、Leu、Ile、Ser、Thr、Met、Glu、A
sp、Lys、Arg、His、Phe、Tyr、Trp、Pro、Asn、Gln等
が用いられる。配列番号：２７で表わされるアミノ酸配
列としては、［Asp Xaa Xaa Phe ProIle Cys Xaa Phe C
ys Cys Xaa Cys Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Cys Gly Xaa Cys
 CysXaa Xaa（配列番号：３０）］で表わされるアミノ
酸配列が好ましく、［Asp ThrXaa Phe Pro Ile Cys Xaa
 Phe Cys Cys Xaa Cys Cys Xaa Xaa Ser Xaa Cys GlyXa
a Cys Cys Xaa Thr（配列番号：３１）］で表わされる
アミノ酸配列がより好ましい。
【００１６】本明細書におけるポリペプチドは、ペプチ
ド標記の慣例に従って左端がＮ末端（アミノ末端）、右
端がＣ末端（カルボキシル末端）である。配列番号：１
で表されるアミノ酸配列を含有するポリペプチドをはじ
めとする、本発明のポリペプチドは、Ｃ末端が通常カル
ボキシル基（－ＣＯＯＨ）またはカルボキシレート(－
ＣＯＯ-）であるが、Ｃ末端がアミド（－ＣＯＮＨ

2
）ま

たはエステル（－ＣＯＯＲ）であってもよい。ここでエ
ステルにおけるＲとしては、例えば、メチル、エチル、
ｎ－プロピル、イソプロピルもしくはｎ－ブチル等のＣ

1-6
アルキル基、例えば、シクロペンチル、シクロヘキ

シル等のＣ
3-8
シクロアルキル基、例えば、フェニル、

α－ナフチル等のＣ
6-12
アリール基、例えば、ベンジ

ル、フェネチル等のフェニル－Ｃ
1-2
アルキル基もしく

はα－ナフチルメチル等のα－ナフチル－Ｃ
1-2
アルキ

ル基等のＣ
7-14
アラルキル基のほか、経口用エステルと

して汎用されるピバロイルオキシメチル基等が用いられ
る。本発明のポリペプチドがＣ末端以外にカルボキシル
基（またはカルボキシレート）を有している場合、カル
ボキシル基がアミド化またはエステル化されているもの
も本発明のポリペプチドに含まれる。この場合のエステ
ルとしては、例えば上記したＣ末端のエステル等が用い
られる。さらに、本発明のポリペプチドには、Ｎ末端の
アミノ酸残基（例、メチオニン残基）のアミノ基が保護
基（例えば、ホルミル基、アセチル基等のＣ

1-6
アルカ

ノイル等のＣ
1-6
アシル基等）で保護されているもの、

生体内で切断されて生成するＮ末端のグルタミン残基が
ピログルタミン酸化したもの、分子内のアミノ酸の側鎖
上の置換基（例えば－ＯＨ、－ＳＨ、アミノ基、イミダ
ゾール基、インドール基、グアニジノ基等）が適当な保
護基（例えば、ホルミル基、アセチル基等のＣ

1-6
アル

カノイル基等のＣ
1-6
アシル基等）で保護されているも

の、あるいは糖鎖が結合したいわゆる糖ポリペプチド等
の複合ポリペプチド等も含まれる。
【００１７】本発明のポリペプチドまたはその塩として
は、生理学的に許容される酸（例、無機酸、有機酸）や
塩基（例、アルカリ金属塩）等との塩が用いられ、とり
わけ生理学的に許容される酸付加塩が好ましい。この様
な塩としては、例えば、無機酸（例えば、塩酸、リン
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酸、臭化水素酸、硫酸）との塩、あるいは有機酸（例え
ば、酢酸、ギ酸、プロピオン酸、フマル酸、マレイン
酸、コハク酸、酒石酸、クエン酸、リンゴ酸、蓚酸、安
息香酸、メタンスルホン酸、ベンゼンスルホン酸）との
塩等が用いられる。本発明のポリペプチドまたはその塩
は、前述したヒトや温血動物の細胞または組織から自体
公知のポリペプチド（タンパク質）の精製方法によって
製造することもできるし、後述するポリペプチドをコー
ドするＤＮＡを含有する形質転換体を培養することによ
っても製造することができる。また、後述のペプチド合
成法に準じて製造することもできる。ヒトや哺乳動物の
組織または細胞から製造する場合、ヒトや哺乳動物の組
織または細胞をホモジナイズした後、酸等で抽出を行な
い、該抽出液を逆相クロマトグラフィー、イオン交換ク
ロマトグラフィー等のクロマトグラフィーを組み合わせ
ることにより精製単離することができる。
【００１８】本発明のポリペプチドまたはその塩、また
はそのアミド体の合成には、通常市販のポリペプチド
（タンパク質）合成用樹脂を用いることができる。その
ような樹脂としては、例えば、クロロメチル樹脂、ヒド
ロキシメチル樹脂、ベンズヒドリルアミン樹脂、アミノ
メチル樹脂、４－ベンジルオキシベンジルアルコール樹
脂、４－メチルベンズヒドリルアミン樹脂、PAM樹脂、
４－ヒドロキシメチルメチルフェニルアセトアミドメチ
ル樹脂、ポリアクリルアミド樹脂、４－（2',4'-ジメト
キシフェニル－ヒドロキシメチル）フェノキシ樹脂、４
－（2',4'-ジメトキシフェニル－Fmocアミノエチル）フ
ェノキシ樹脂等を挙げることができる。このような樹脂
を用い、α－アミノ基と側鎖官能基を適当に保護したア
ミノ酸を、目的とするポリペプチドの配列通りに、自体
公知の各種縮合方法に従い、樹脂上で縮合させる。反応
の最後に樹脂からポリペプチドを切り出すと同時に各種
保護基を除去し、さらに高希釈溶液中で分子内ジスルフ
ィド結合形成反応を実施し、目的のポリペプチドまたは
それらのアミド体を取得する。上記した保護アミノ酸の
縮合に関しては、ポリペプチド合成に使用できる各種活
性化試薬を用いることができるが、特に、カルボジイミ
ド類がよい。カルボジイミド類としては、DCC、N,N'-ジ
イソプロピルカルボジイミド、N-エチル-N'-(3-ジメチ
ルアミノプロリル）カルボジイミド等が用いられる。こ
れらによる活性化にはラセミ化抑制添加剤（例えば、HO
Bt, HOOBt)とともに保護アミノ酸を直接樹脂に添加する
かまたは、対称酸無水物またはHOBtエステルあるいはHO
OBtエステルとしてあらかじめ保護アミノ酸の活性化を
行なった後に樹脂に添加することができる。
【００１９】保護アミノ酸の活性化や樹脂との縮合に用
いられる溶媒としては、ポリペプチド（タンパク質）縮
合反応に使用しうることが知られている溶媒から適宜選
択されうる。例えば、Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミド，
Ｎ，Ｎ－ジメチルアセトアミド，Ｎ－メチルピロリドン
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等の酸アミド類、塩化メチレン，クロロホルム等のハロ
ゲン化炭化水素類、トリフルオロエタノール等のアルコ
ール類、ジメチルスルホキシド等のスルホキシド類、ピ
リジン，ジオキサン，テトラヒドロフラン等のエーテル
類、アセトニトリル，プロピオニトリル等のニトリル
類、酢酸メチル，酢酸エチル等のエステル類あるいはこ
れらの適宜の混合物等が用いられる。反応温度はポリペ
プチド（タンパク質）結合形成反応に使用され得ること
が知られている範囲から適宜選択され、通常約－２０～
５０℃の範囲から適宜選択される。活性化されたアミノ
酸誘導体は通常１.５～４倍過剰で用いられる。ニンヒ
ドリン反応を用いたテストの結果、縮合が不十分な場合
には保護基の脱離を行なうことなく縮合反応を繰り返す
ことにより十分な縮合を行なうことができる。反応を繰
り返しても十分な縮合が得られないときには、無水酢酸
またはアセチルイミダゾールを用いて未反応アミノ酸を
アセチル化することによって、後の反応に影響を与えな
いようにすることができる。
【００２０】原料のアミノ基の保護基としては、例え
ば、Ｚ、Boc、ｔ－ペンチルオキシカルボニル、イソボ
ルニルオキシカルボニル、４－メトキシベンジルオキシ
カルボニル、Cl-Z、Br-Z、アダマンチルオキシカルボニ
ル、トリフルオロアセチル、フタロイル、ホルミル、２
－ニトロフェニルスルフェニル、ジフェニルホスフィノ
チオイル、Fmoc等が用いられる。
【００２１】カルボキシル基は、例えば、アルキルエス
テル化（例えば、メチル、エチル、プロピル、ブチル、
ｔ－ブチル、シクロペンチル、シクロヘキシル、シクロ
ヘプチル、シクロオクチル、２－アダマンチル等の直鎖
状、分枝状もしくは環状アルキルエステル化）、アラル
キルエステル化（例えば、ベンジルエステル、４－ニト
ロベンジルエステル、４－メトキシベンジルエステル、
４－クロロベンジルエステル、ベンズヒドリルエステル
化）、フェナシルエステル化、ベンジルオキシカルボニ
ルヒドラジド化、ｔ－ブトキシカルボニルヒドラジド
化、トリチルヒドラジド化等によって保護することがで
きる。
【００２２】セリンの水酸基は、例えば、エステル化ま
たはエーテル化によって保護することができる。このエ
ステル化に適する基としては、例えば、アセチル基等の
低級（Ｃ

1-6
）アルカノイル基、ベンゾイル基等のアロ

イル基、ベンジルオキシカルボニル基、エトキシカルボ
ニル基等の炭酸から誘導される基等が用いられる。ま
た、エーテル化に適する基としては、例えば、ベンジル
基、テトラヒドロピラニル基、t-ブチル基等である。チ
ロシンのフェノール性水酸基の保護基としては、例え
ば、Bzl、Cl

2
-Bzl、２－ニトロベンジル、Br-Z、ｔ－ブ

チル等が用いられる。ヒスチジンのイミダゾールの保護
基としては、例えば、Tos、４-メトキシ-2,3,6-トリメ
チルベンゼンスルホニル、DNP、ベンジルオキシメチ
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ル、Bum、Boc、Trt、Fmoc等が用いられる。
【００２３】原料のカルボキシル基の活性化されたもの
としては、例えば、対応する酸無水物、アジド、活性エ
ステル〔アルコール（例えば、ペンタクロロフェノー
ル、2,4,5-トリクロロフェノール、2,4-ジニトロフェノ
ール、シアノメチルアルコール、パラニトロフェノー
ル、HONB、N-ヒドロキシスクシミド、N-ヒドロキシフタ
ルイミド、HOBt）とのエステル〕等が用いられる。原料
のアミノ基の活性化されたものとしては、例えば、対応
するリン酸アミドが用いられる。保護基の除去（脱離）
方法としては、例えば、Ｐｄ－黒あるいはＰｄ-炭素等
の触媒の存在下での水素気流中での接触還元や、また、
無水フッ化水素、メタンスルホン酸、トリフルオロメタ
ンスルホン酸、トリフルオロ酢酸あるいはこれらの混合
液等による酸処理や、ジイソプロピルエチルアミン、ト
リエチルアミン、ピペリジン、ピペラジン等による塩基
処理、また液体アンモニア中ナトリウムによる還元等も
用いられる。上記酸処理による脱離反応は、一般に約－
２０～４０℃の温度で行なわれるが、酸処理において
は、例えば、アニソール、フェノール、チオアニソー
ル、メタクレゾール、パラクレゾール、ジメチルスルフ
ィド、1,4-ブタンジチオール、1,2-エタンジチオール等
のようなカチオン捕捉剤の添加が有効である。また、ヒ
スチジンのイミダゾール保護基として用いられる2,4-ジ
ニトロフェニル基はチオフェノール処理により除去さ
れ、トリプトファンのインドール保護基として用いられ
るホルミル基は上記の1,2-エタンジチオール、1,4-ブタ
ンジチオール等の存在下の酸処理による脱保護以外に、
希水酸化ナトリウム溶液、希アンモニア等によるアルカ
リ処理によっても除去される。
【００２４】原料の反応に関与すべきでない官能基の保
護ならびに保護基、およびその保護基の脱離、反応に関
与する官能基の活性化等は公知の基または公知の手段か
ら適宜選択しうる。ポリペプチドのアミド体を得る別の
方法としては、例えば、まず、カルボキシ末端アミノ酸
のα－カルボキシル基をアミド化して保護した後、アミ
ノ基側にペプチド（ポリペプチド）鎖を所望の鎖長まで
延ばした後、該ペプチド鎖のＮ末端のα－アミノ基の保
護基のみを除いたポリペプチドとＣ末端のカルボキシル
基の保護基のみを除去したポリペプチドとを製造し、こ
の両ポリペプチドを上記したような混合溶媒中で縮合さ
せる。縮合反応の詳細については上記と同様である。縮
合により得られた保護ポリペプチドを精製した後、上記
方法によりすべての保護基を除去し、所望の粗ポリペプ
チドを得ることができる。この粗ポリペプチドは既知の
各種精製手段を駆使して精製し、主要画分を凍結乾燥す
ることで所望のポリペプチドのアミド体を得ることがで
きる。ポリペプチドのエステル体を得るには、例えば、
カルボキシ末端アミノ酸のα－カルボキシル基を所望の
アルコール類と縮合しアミノ酸エステルとした後、ポリ
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ペプチドのアミド体と同様にして、所望のポリペプチド
のエステル体を得ることができる。
【００２５】本発明のポリペプチドまたはその塩は、自
体公知のペプチドの合成法に従って製造することができ
る。ペプチドの合成法としては、例えば、固相合成法、
液相合成法のいずれによっても良い。すなわち、本発明
の部分ペプチドを構成し得る部分ペプチドもしくはアミ
ノ酸と残余部分とを縮合させ、生成物が保護基を有する
場合は保護基を脱離することにより目的のペプチドを製
造することができる。公知の縮合方法や保護基の脱離と
しては、例えば、以下の①～⑤に記載された方法が挙げ
られる。
①M. Bodanszky および M.A. Ondetti、ペプチド・シン
セシス (Peptide Synthesis), Interscience Publisher
s, New York (1966年)
②SchroederおよびLuebke、ザ・ペプチド(The Peptid
e), Academic Press, NewYork (1965年)
③泉屋信夫他、ペプチド合成の基礎と実験、 丸善(株) 
（1975年）
④矢島治明 および榊原俊平、生化学実験講座 1、 タン
パク質の化学IV、 205、(1977年)
⑤矢島治明監修、続医薬品の開発、第14巻、ペプチド合
成、広川書店
また、反応後は通常の精製法、例えば、溶媒抽出・蒸留
・カラムクロマトグラフィー・液体クロマトグラフィー
・再結晶等を組み合わせて本発明のポリペプチドポリペ
プチドを精製単離することができる。上記方法で得られ
るポリペプチドが遊離体である場合は、公知の方法ある
いはそれに準じる方法によって適当な塩に変換すること
ができるし、逆に塩で得られた場合は、公知の方法ある
いはそれに準じる方法によって遊離体または他の塩に変
換することができる。
【００２６】本発明のヒト型ポリペプチドをコードする
ＤＮＡとしては、前述した本発明のヒト型ポリペプチド
をコードする塩基配列を含有するものであればいかなる
ものであってもよい。また、ゲノムＤＮＡ、前記した細
胞・組織由来のｃＤＮＡ、合成ＤＮＡのいずれでもよ
い。ライブラリーに使用するベクターは、バクテリオフ
ァージ、プラスミド、コスミド、ファージミド等いずれ
であってもよい。また、前記した細胞・組織よりtotal
ＲＮＡまたはｍＲＮＡ画分を調製したものを用いて直接
Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction
（以下、ＲＴ-ＰＣＲ法と略称する）によって増幅する
こともできる。
【００２７】本発明のヒト型前駆体ポリペプチドをコー
ドするＤＮＡとしては、例えば、配列番号：４で表され
る塩基配列を含有するＤＮＡ、配列番号：４で表される
塩基配列と実質的に同一の塩基配列を含有し、本発明の
ヒト型前駆体ポリペプチドと実質的に同質の性質（例、
免疫原性等）を有するポリペプチドをコードするＤＮ
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Ａ、または配列番号：４で表される塩基配列を有するＤ
ＮＡとハイストリンジェントな条件下でハイブリダイズ
するＤＮＡを含有し、本発明のヒト型前駆体ポリペプチ
ドと実質的に同質の性質（例、免疫原性等）を有するポ
リペプチドをコードするＤＮＡの何れのものでもよい。
配列番号：４で表される塩基配列を含有するＤＮＡとし
ては、配列番号：４で表される塩基配列を含有するＤＮ
Ａ、配列番号：２で表される塩基配列を含有するＤＮＡ
等が用いられる。配列番号：４で表される塩基配列と実
質的に同一の塩基配列を含有するＤＮＡまたは配列番
号：４で表される塩基配列を有するＤＮＡとハイストリ
ンジェントな条件下でハイブリダイズするＤＮＡを含有
するＤＮＡとしては、例えば、配列番号：４で表される
塩基配列と約８０％以上、好ましくは約９０％以上、さ
らに好ましくは約９５％以上、最も好ましくは約９８％
以上の相同性を有する塩基配列を含有するＤＮＡが挙げ
られる。
【００２８】本発明のヒト型成熟体ポリペプチドをコー
ドするＤＮＡとしては、例えば、配列番号：８で表され
る塩基配列を含有するＤＮＡ、配列番号：８で表される
塩基配列と実質的に同一の塩基配列を含有し、本発明の
ヒト型成熟体ポリペプチドと実質的に同質の性質（例、
免疫原性等）を有するポリペプチドをコードするＤＮ
Ａ、または配列番号：８で表される塩基配列を有するＤ
ＮＡとハイストリンジェントな条件下でハイブリダイズ
するＤＮＡを含有し、本発明のヒト型成熟体ポリペプチ
ドと実質的に同質の性質（例、免疫原性等）を有するポ
リペプチドをコードするＤＮＡの何れのものでもよい。
配列番号：８で表される塩基配列を含有するＤＮＡとし
ては、配列番号：８で表される塩基配列を含有するＤＮ
Ａ等が用いられる。配列番号：８で表される塩基配列と
実質的に同一の塩基配列を含有するＤＮＡまたは配列番
号：８で表される塩基配列を有するＤＮＡとハイストリ
ンジェントな条件下でハイブリダイズするＤＮＡを含有
するＤＮＡとしては、例えば、配列番号：８で表される
塩基配列と約８０％以上、好ましくは約９０％以上、さ
らに好ましくは約９５％以上、最も好ましくは約９８％
以上の相同性を有する塩基配列を含有するＤＮＡが挙げ
られる。
【００２９】本発明のマウス型ポリペプチドをコードす
るＤＮＡとしては、前述した本発明のマウス型ポリペプ
チドをコードする塩基配列を含有するものであればいか
なるものであってもよい。また、ゲノムＤＮＡ、前記し
た細胞・組織由来のｃＤＮＡ、合成ＤＮＡのいずれでも
よい。ライブラリーに使用するベクターは、バクテリオ
ファージ、プラスミド、コスミド、ファージミド等いず
れであってもよい。また、前記した細胞・組織よりtota
lＲＮＡまたはｍＲＮＡ画分を調製したものを用いて直
接Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction
（以下、ＲＴ-ＰＣＲ法と略称する）によって増幅する
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こともできる。
【００３０】本発明のマウス型前駆体ポリペプチドをコ
ードするＤＮＡとしては、例えば、配列番号：１２で表
される塩基配列を含有するＤＮＡ、配列番号：１２で表
される塩基配列と実質的に同一の塩基配列を含有し、本
発明のマウス型前駆体ポリペプチドと実質的に同質の性
質（例、免疫原性等）を有するポリペプチドをコードす
るＤＮＡ、または配列番号：１２で表される塩基配列を
有するＤＮＡとハイストリンジェントな条件下でハイブ
リダイズするＤＮＡを含有し、本発明のマウス型前駆体
ポリペプチドと実質的に同質の性質（例、免疫原性等）
を有するポリペプチドをコードするＤＮＡの何れのもの
でもよい。配列番号：１２で表される塩基配列を含有す
るＤＮＡとしては、配列番号：１２で表される塩基配列
を含有するＤＮＡ、配列番号：１０で表される塩基配列
を含有するＤＮＡ等が用いられる。配列番号：１２で表
される塩基配列と実質的に同一の塩基配列を含有するＤ
ＮＡまたは配列番号：１２で表される塩基配列を有する
ＤＮＡとハイストリンジェントな条件下でハイブリダイ
ズするＤＮＡを含有するＤＮＡとしては、例えば、配列
番号：１２で表される塩基配列と約８０％以上、好まし
くは約９０％以上、さらに好ましくは約９５％以上、最
も好ましくは約９８％以上の相同性を有する塩基配列を
含有するＤＮＡが挙げられ、具体的には、配列番号：１
６、配列番号：１８、配列番号：２２または配列番号：
２４で表される塩基配列を含有するＤＮＡ等が用いられ
る。
【００３１】本発明のマウス型成熟体ポリペプチドをコ
ードするＤＮＡとしては、例えば、配列番号：１４で表
される塩基配列を含有するＤＮＡ、配列番号：１４で表
される塩基配列と実質的に同一の塩基配列を含有し、本
発明のマウス型成熟体ポリペプチドと実質的に同質の性
質（例、免疫原性等）を有するポリペプチドをコードす
るＤＮＡ、または配列番号：１４で表される塩基配列を
有するＤＮＡとハイストリンジェントな条件下でハイブ
リダイズするＤＮＡを含有し、本発明のマウス型成熟体
ポリペプチドと実質的に同質の性質（例、免疫原性等）
を有するポリペプチドをコードするＤＮＡの何れのもの
でもよい。配列番号：１４で表される塩基配列を含有す
るＤＮＡとしては、配列番号：１４で表される塩基配列
を含有するＤＮＡ等が用いられる。配列番号：１４で表
される塩基配列と実質的に同一の塩基配列を含有するＤ
ＮＡまたは配列番号：１４で表される塩基配列を有する
ＤＮＡとハイストリンジェントな条件下でハイブリダイ
ズするＤＮＡを含有するＤＮＡとしては、例えば、配列
番号：１４で表される塩基配列と約８０％以上、好まし
くは約９０％以上、さらに好ましくは約９５％以上、最
も好ましくは約９８％以上の相同性を有する塩基配列を
含有するＤＮＡが挙げられ、具体的には、配列番号：２
０、配列番号：２６で表される塩基配列を含有するＤＮ
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Ａ等が用いられる。
【００３２】ハイブリダイゼーションは、自体公知の方
法あるいはそれに準じる方法、例えば、モレキュラー・
クローニング（Molecular Cloning）2nd（J. Sambrook 
et al., Cold Spring Harbor Lab. Press, 1989）に記
載の方法等に従って行なうことができる。また、市販の
ライブラリーを使用する場合、添付の使用説明書に記載
の方法に従って行なうことができる。より好ましくは、
ハイストリンジェントな条件に従って行なうことができ
る。ハイストリンジェントな条件とは、例えば、ナトリ
ウム濃度が約１９～４０ｍＭ、好ましくは約１９～２０
ｍＭで、温度が約５０～７０℃、好ましくは約６０～６
５℃の条件を示す。配列番号：１で表されるアミノ酸配
列を有する本発明のポリペプチドをコードするＤＮＡと
しては、配列番号：２で表される塩基配列を有するＤＮ
Ａ等が、配列番号：３で表されるアミノ酸配列を有する
本発明のポリペプチドをコードするＤＮＡとしては、配
列番号：４で表される塩基配列を有するＤＮＡ等が、配
列番号：５で表されるアミノ酸配列を有する本発明のポ
リペプチドをコードするＤＮＡとしては、配列番号：６
で表される塩基配列を有するＤＮＡ等が、配列番号：７
で表されるアミノ酸配列を有する本発明のポリペプチド
をコードするＤＮＡとしては、配列番号：８で表される
塩基配列を有するＤＮＡ等が、配列番号：９で表される
アミノ酸配列を有する本発明のポリペプチドをコードす
るＤＮＡとしては、配列番号：１０で表される塩基配列
を有するＤＮＡ等が、配列番号：１１で表されるアミノ
酸配列を有する本発明のポリペプチドをコードするＤＮ
Ａとしては、配列番号：１２で表される塩基配列を有す
るＤＮＡ等が、配列番号：１３で表されるアミノ酸配列
を有する本発明のポリペプチドをコードするＤＮＡとし
ては、配列番号：１４で表される塩基配列を有するＤＮ
Ａ等が、配列番号：１５で表されるアミノ酸配列を有す
る本発明のポリペプチドをコードするＤＮＡとしては、
配列番号：１６で表される塩基配列を有するＤＮＡ等
が、配列番号：１７で表されるアミノ酸配列を有する本
発明のポリペプチドをコードするＤＮＡとしては、配列
番号：１８で表される塩基配列を有するＤＮＡ等が、配
列番号：１９で表されるアミノ酸配列を有する本発明の
ポリペプチドをコードするＤＮＡとしては、配列番号：
２０で表される塩基配列を有するＤＮＡ等が、配列番
号：２１で表されるアミノ酸配列を有する本発明のポリ
ペプチドをコードするＤＮＡとしては、配列番号：２２
で表される塩基配列を有するＤＮＡ等が、配列番号：２
３で表されるアミノ酸配列を有する本発明のポリペプチ
ドをコードするＤＮＡとしては、配列番号：２４で表さ
れる塩基配列を有するＤＮＡ等が、配列番号：２５で表
されるアミノ酸配列を有する本発明のポリペプチドをコ
ードするＤＮＡとしては、配列番号：２６で表される塩
基配列を有するＤＮＡ等が用いられる。
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【００３３】本発明のポリペプチドを完全にコードする
ＤＮＡのクローニングの手段としては、本発明のポリペ
プチドの部分塩基配列を有する合成ＤＮＡプライマーを
用いてＰＣＲ法によって増幅するか、または適当なベク
ターに組み込んだＤＮＡを本発明のポリペプチドの一部
あるいは全領域をコードするＤＮＡ断片もしくは合成Ｄ
ＮＡを用いて標識したものとのハイブリダイゼーション
によって選別することができる。ハイブリダイゼーショ
ンの方法は、例えば、モレキュラー・クローニング（Mo
lecular Cloning）2nd（J. Sambrook et al., Cold Spr
ing Harbor Lab. Press, 1989）に記載の方法等に従っ
て行なうことができる。また、市販のライブラリーを使
用する場合、添付の使用説明書に記載の方法に従って行
なうことができる。ＤＮＡの塩基配列の変換は、ＰＣＲ
や公知のキット、例えば、MutanTM-superExpress Km
（宝酒造（株））、MutanTM-K（宝酒造（株））等を用
いて、ODA-LAPCR法やGupped duplex法やKunkel法等の自
体公知の方法あるいはそれらに準じる方法に従って行な
うことができる。クローン化されたポリペプチドをコー
ドするＤＮＡは目的によりそのまま、または所望により
制限酵素で消化したり、リンカーを付加したりして使用
することができる。該ＤＮＡはその５’末端側に翻訳開
始コドンとしてのＡＴＧを有し、また３’末端側には翻
訳終止コドンとしてのＴＡＡ、ＴＧＡまたはＴＡＧを有
していてもよい。これらの翻訳開始コドンや翻訳終止コ
ドンは、適当な合成ＤＮＡアダプターを用いて付加する
こともできる。本発明のポリペプチドの発現ベクター
は、例えば、（イ）本発明のポリペプチドをコードする
ＤＮＡから目的とするＤＮＡ断片を切り出し、（ロ）該
ＤＮＡ断片を適当な発現ベクター中のプロモーターの下
流に連結することにより製造することができる。
【００３４】ベクターとしては、大腸菌由来のプラスミ
ド（例、ｐＢＲ３２２，ｐＢＲ３２５，ｐＵＣ１２，ｐ
ＵＣ１３）、枯草菌由来のプラスミド（例、ｐＵＢ１１
０，ｐＴＰ５，ｐＣ１９４）、酵母由来プラスミド
（例、ｐＳＨ１９，ｐＳＨ１５）、λファージ等のバク
テリオファージ、レトロウイルス，ワクシニアウイル
ス，バキュロウイルス等の動物ウイルス等の他、ｐＡ１
－１１、ｐＸＴ１、ｐＲｃ／ＣＭＶ、ｐＲｃ／ＲＳＶ、
ｐｃＤＮＡＩ／Ｎｅｏ、ｐｃＤＮＡ３．１、ｐＲｃ／Ｃ
ＭＶ２、ｐＲｃ／ＲＳＶ（Invitrogen社）等が用いられ
る。本発明で用いられるプロモーターとしては、遺伝子
の発現に用いる宿主に対応して適切なプロモーターであ
ればいかなるものでもよい。例えば、動物細胞を宿主と
して用いる場合は、ＳＲαプロモーター、ＳＶ４０プロ
モーター、ＨＩＶ・ＬＴＲプロモーター、ＣＭＶプロモ
ーター、ＨＳＶ-ＴＫプロモーター、β-アクチン等が挙
げられる。これらのうち、ＣＭＶ（サイトメガロウイル
ス）プロモーター、ＳＲαプロモーター等を用いるのが
好ましい。宿主がエシェリヒア属菌である場合は、ｔｒ
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ｐプロモーター、ｌａｃプロモーター、ｒｅｃＡプロモ
ーター、λＰ

L
プロモーター、ｌｐｐプロモーター、Ｔ

７プロモーター等が、宿主がバチルス属菌である場合
は、ＳＰＯ１プロモーター、ＳＰＯ２プロモーター、ｐ
ｅｎＰプロモーター等、宿主が酵母である場合は、ＰＨ
Ｏ５プロモーター、ＰＧＫプロモーター、ＧＡＰプロモ
ーター、ＡＤＨプロモーター等が好ましい。宿主が昆虫
細胞である場合は、ポリヘドリンプロモーター、Ｐ１０
プロモーター等が好ましい。
【００３５】発現ベクターには、以上の他に、所望によ
りエンハンサー、スプライシングシグナル、ポリＡ付加
シグナル、選択マーカー、ＳＶ４０複製オリジン（以
下、ＳＶ４０ｏｒｉと略称する場合がある）等を含有し
ているものを用いることができる。選択マーカーとして
は、例えば、ジヒドロ葉酸還元酵素（以下、ｄｈｆｒと
略称する場合がある）遺伝子〔メソトレキセート（ＭＴ
Ｘ）耐性〕、アンピシリン耐性遺伝子（以下、Ａｍｐr

と略称する場合がある）、ネオマイシン耐性遺伝子（以
下、Ｎｅｏrと略称する場合がある、Geneticin耐性）等
が挙げられる。特に、ｄｈｆｒ遺伝子欠損チャイニーズ
ハムスター細胞を用いてｄｈｆｒ遺伝子を選択マーカー
として使用する場合、組換え体細胞をチミジンを含まな
い培地によっても選択できる。また、必要に応じて、宿
主に合ったシグナル配列を、本発明のポリペプチドのＮ
端末側に付加してもよい。宿主がエシェリヒア属菌であ
る場合は、PhoＡ・シグナル配列、OmpＡ・シグナル配列
等が、宿主がバチルス属菌である場合は、α－アミラー
ゼ・シグナル配列、サブチリシン・シグナル配列等が、
宿主が酵母である場合は、ＭＦα・シグナル配列、ＳＵ
Ｃ２・シグナル配列等、宿主が動物細胞である場合に
は、インシュリン・シグナル配列、α－インターフェロ
ン・シグナル配列、抗体分子・シグナル配列等がそれぞ
れ利用できる。このようにして構築された本発明のポリ
ペプチドをコードするＤＮＡを含有するベクターを用い
て、形質転換体を製造することができる。
【００３６】宿主としては、例えば、エシェリヒア属
菌、バチルス属菌、酵母、昆虫細胞、昆虫、動物細胞等
が用いられる。エシェリヒア属菌の具体例としては、例
えば、エシェリヒア・コリ（Escherichia coli）Ｋ１２
・ＤＨ１〔プロシージングズ・オブ・ザ・ナショナル・
アカデミー・オブ・サイエンシイズ・オブ・ザ・ユーエ
スエー（Proc. Natl. Acad. Sci. ＵＳＡ），６０巻，
１６０(１９６８)〕，ＪＭ１０３〔ヌクイレック・アシ
ッズ・リサーチ，（Nucleic Acids Research），９巻，
３０９(１９８１)〕，ＪＡ２２１〔ジャーナル・オブ・
モレキュラー・バイオロジー（Journal of Molecular B
iology）〕，１２０巻，５１７(１９７８)〕，ＨＢ１０
１〔ジャーナル・オブ・モレキュラー・バイオロジー，
４１巻，４５９(１９６９)〕，Ｃ６００〔ジェネティッ
クス（Genetics），３９巻，４４０(１９５４)〕等が用



(13) 特開２００１－１４９０８３

10

20

30

40

50

23
いられる。バチルス属菌としては、例えば、バチルス・
ズブチルス（Bacillus subtilis）ＭＩ１１４〔ジー
ン，２４巻，２５５(１９８３)〕，２０７－２１〔ジャ
ーナル・オブ・バイオケミストリー（Journal of Bioch
emistry），９５巻，８７(１９８４)〕等が用いられ
る。酵母としては、例えば、サッカロマイセス  セレビ
シエ（Saccharomyces cerevisiae）ＡＨ２２，ＡＨ２２
Ｒ-，ＮＡ８７－１１Ａ，ＤＫＤ－５Ｄ，２０Ｂ－１
２、シゾサッカロマイセス  ポンベ（Schizosaccharomy
ces pombe）ＮＣＹＣ１９１３，ＮＣＹＣ２０３６、ピ
キア  パストリス（Pichia pastoris）ＫＭ７１等が用
いられる。
【００３７】昆虫細胞としては、例えば、ウイルスがＡ
ｃＮＰＶの場合は、夜盗蛾の幼虫由来株化細胞（Spodop
tera frugiperda cell；Ｓｆ細胞）、Trichoplusia ni
の中腸由来のＭＧ１細胞、Trichoplusia niの卵由来のH
igh FiveTM細胞、Mamestra brassicae由来の細胞または
Estigmena acrea由来の細胞等が用いられる。ウイルス
がＢｍＮＰＶの場合は、蚕由来株化細胞（Bombyx mori 
N 細胞；ＢｍＮ細胞）等が用いられる。該Ｓｆ細胞とし
ては、例えば、Ｓｆ９細胞（ATCC CRL1711）、Ｓｆ２１
細胞（以上、Vaughn, J.L.ら、イン・ヴィボ（In Viv
o）,13, 213-217,(1977)）等が用いられる。昆虫として
は、例えば、カイコの幼虫等が用いられる〔前田ら、ネ
イチャー（Nature），３１５巻，５９２(１９８５)〕。
動物細胞としては、例えば、サル細胞ＣＯＳ－７，Ver
o，チャイニーズハムスター細胞ＣＨＯ（以下、ＣＨＯ
細胞と略記），ｄｈｆｒ遺伝子欠損チャイニーズハムス
ター細胞ＣＨＯ（以下、ＣＨＯ（ｄｈｆｒ-）細胞と略
記），マウスＬ細胞，マウスＡｔＴ－２０，マウスミエ
ローマ細胞，ラットＧＨ３，ヒトＦＬ細胞等が用いられ
る。
【００３８】エシェリヒア属菌を形質転換するには、例
えば、プロシージングズ・オブ・ザ・ナショナル・アカ
デミー・オブ・サイエンシイズ・オブ・ザ・ユーエスエ
ー（Proc. Natl. Acad. Sci. ＵＳＡ），６９巻，２１
１０(１９７２)やジーン（Gene），１７巻，１０７(１
９８２)等に記載の方法に従って行なうことができる。
バチルス属菌を形質転換するには、例えば、モレキュラ
ー・アンド・ジェネラル・ジェネティックス（Molecula
r ＆ General Genetics），１６８巻，１１１(１９７
９)等に記載の方法に従って行なうことができる。酵母
を形質転換するには、例えば、メソッズ・イン・エンザ
イモロジー（Methods in Enzymology），１９４巻，１
８２－１８７（１９９１）、プロシージングズ・オブ・
ザ・ナショナル・アカデミー・オブ・サイエンシイズ・
オブ・ザ・ユーエスエー（Proc. Natl. Acad. Sci. Ｕ
ＳＡ），７５巻，１９２９(１９７８）等に記載の方法
に従って行なうことができる。昆虫細胞または昆虫を形
質転換するには、例えば、バイオ／テクノロジー（Bio/
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Technology）,6, 47-55(1988)）等に記載の方法に従っ
て行なうことができる。動物細胞を形質転換するには、
例えば、細胞工学別冊８  新細胞工学実験プロトコー
ル．２６３－２６７（１９９５）（秀潤社発行）、ヴィ
ロロジー（Virology），５２巻，４５６(１９７３)に記
載の方法に従って行なうことができる。このようにし
て、ポリペプチドをコードするＤＮＡを含有する発現ベ
クターで形質転換された形質転換体を得ることができ
る。宿主がエシェリヒア属菌、バチルス属菌である形質
転換体を培養する際、培養に使用される培地としては液
体培地が適当であり、その中には該形質転換体の生育に
必要な炭素源、窒素源、無機物その他が含有せしめられ
る。炭素源としては、例えば、グルコース、デキストリ
ン、可溶性澱粉、ショ糖等、窒素源としては、例えば、
アンモニウム塩類、硝酸塩類、コーンスチープ・リカ
ー、ペプトン、カゼイン、酵母エキス、肉エキス、大豆
粕、バレイショ抽出液等の無機または有機物質、無機物
としては、例えば、塩化カルシウム、リン酸二水素ナト
リウム、塩化マグネシウム等が挙げられる。また、酵母
エキス、ビタミン類、生長促進因子等を添加してもよ
い。培地のｐＨは約５～８が望ましい。
【００３９】エシェリヒア属菌を培養する際の培地とし
ては、例えば、グルコース、カザミノ酸を含むＭ９培地
〔ミラー（Miller），ジャーナル・オブ・エクスペリメ
ンツ・イン・モレキュラー・ジェネティックス（Journa
l of Experiments in Molecular Genetics），４３１－
４３３，Cold Spring Harbor Laboratory, New York１
９７２〕が好ましい。ここに必要によりプロモーターを
効率よく働かせるために、例えば、３β－インドリルア
クリル酸のような薬剤を加えることができる。宿主がエ
シェリヒア属菌の場合、培養は通常約１５～４３℃で約
３～２４時間行ない、必要により、通気や撹拌を加える
こともできる。宿主がバチルス属菌の場合、培養は通常
約３０～４０℃で約６～２４時間行ない、必要により通
気や撹拌を加えることもできる。宿主が酵母である形質
転換体を培養する際、培地としては、例えば、バークホ
ールダー（Burkholder）最小培地〔Bostian, K. L. 
ら、プロシージングズ・オブ・ザ・ナショナル・アカデ
ミー・オブ・サイエンシイズ・オブ・ザ・ユーエスエー
（Proc. Natl. Acad. Sci. ＵＳＡ），７７巻，４５０
５(１９８０)〕や０.５％カザミノ酸を含有するＳＤ培
地〔Bitter, G. A. ら、プロシージングズ・オブ・ザ・
ナショナル・アカデミー・オブ・サイエンシイズ・オブ
・ザ・ユーエスエー（Proc. Natl. Acad. Sci. ＵＳ
Ａ），８１巻，５３３０（１９８４）〕が挙げられる。
培地のｐＨは約５～８に調整するのが好ましい。培養は
通常約２０～３５℃で約２４～７２時間行ない、必要に
応じて通気や撹拌を加える。宿主が昆虫細胞または昆虫
である形質転換体を培養する際、培地としては、Grace'
s Insect Medium（Grace, T.C.C.,ネイチャー（Natur
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e）,195,788(1962)）に非動化した１０％ウシ血清等の
添加物を適宜加えたもの等が用いられる。培地のｐＨは
約６．２～６．４に調整するのが好ましい。培養は通常
約２７℃で約３～５日間行ない、必要に応じて通気や撹
拌を加える。宿主が動物細胞である形質転換体を培養す
る際、培地としては、例えば、約５～２０％の胎児牛血
清を含むＭＥＭ培地〔サイエンス（Science），１２２
巻，５０１(１９５２)〕，ＤＭＥＭ培地〔ヴィロロジー
（Virology），８巻，３９６(１９５９)〕，ＲＰＭＩ 
１６４０培地〔ジャーナル・オブ・ザ・アメリカン・メ
ディカル・アソシエーション（The Journal of the Ame
rican Medical Association）１９９巻，５１９(１９６
７)〕，１９９培地〔プロシージング・オブ・ザ・ソサ
イエティ・フォー・ザ・バイオロジカル・メディスン
（Proceeding ofthe Society for the Biological Medi
cine），７３巻，１(１９５０)〕等が用いられる。ｐＨ
は約６～８であるのが好ましい。培養は通常約３０～４
０℃で約１５～６０時間行ない、必要に応じて通気や撹
拌を加える。以上のようにして、形質転換体の細胞内、
細胞膜または細胞外に本発明のポリペプチドを生成せし
めることができる。
【００４０】上記培養物から本発明のポリペプチドを分
離精製するには、例えば、下記の方法により行なうこと
ができる。本発明のポリペプチドを培養菌体あるいは細
胞から抽出するに際しては、培養後、公知の方法で菌体
あるいは細胞を集め、これを適当な緩衝液に懸濁し、超
音波、リゾチームおよび／または凍結融解等によって菌
体あるいは細胞を破壊したのち、遠心分離やろ過により
ポリペプチドの粗抽出液を得る方法等が適宜用いられ
る。緩衝液の中に尿素や塩酸グアニジン等の蛋白質変性
剤や、トリトンＸ－１００TM等の界面活性剤が含まれて
いてもよい。培養液中にポリペプチドが分泌される場合
には、培養終了後、それ自体公知の方法で菌体あるいは
細胞と上清とを分離し、上清を集める。このようにして
得られた培養上清、あるいは抽出液中に含まれるポリペ
プチドの精製は、自体公知の分離・精製法を適切に組み
合わせて行なうことができる。これらの公知の分離、精
製法としては、塩析や溶媒沈澱法等の溶解度を利用する
方法、透析法、限外ろ過法、ゲルろ過法、およびＳＤＳ
－ポリアクリルアミドゲル電気泳動法等の主として分子
量の差を利用する方法、イオン交換クロマトグラフィー
等の荷電の差を利用する方法、アフィニティークロマト
グラフィー等の特異的親和性を利用する方法、逆相高速
液体クロマトグラフィー等の疎水性の差を利用する方
法、等電点電気泳動法等の等電点の差を利用する方法等
が用いられる。特にシステイン残基が多く複雑な立体構
造を取っている本発明の前駆体ポリペプチド及び成熟体
ポリペプチドを取得する方法としては、組換え体を用い
て分泌発現させ、それを精製する上記の方法は好適であ
る。
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【００４１】かくして得られるポリペプチドが遊離体で
得られた場合には、自体公知の方法あるいはそれに準じ
る方法によって塩に変換することができ、逆に塩で得ら
れた場合には自体公知の方法あるいはそれに準じる方法
により、遊離体または他の塩に変換することができる。
なお、組換え体が産生するポリペプチドを、精製前また
は精製後に適当な蛋白修飾酵素または蛋白分解酵素等を
作用させることにより、任意に修飾を加えたり、ポリペ
プチドを部分的に除去することもできる。これらの酵素
としては、例えば、トリプシン、キモトリプシン、アル
ギニルエンドペプチダーゼ、プロテインキナーゼ、グリ
コシダーゼ等が用いられる。具体的には、塩基性アミノ
酸部分で切断が起こるトリプシン、アルギニルエンドペ
プチダーゼ、Ｋｅｘ２様エンドプロテアーゼ等の蛋白質
分解酵素を本発明の前駆体ポリペプチドに作用させるこ
とにより、成熟ペプチドを切り出すことが可能である。
例えばトリプシンを用いる場合は、反応液のｐＨが３か
ら１０、望ましくは５から９、より望ましくは、８付近
で反応させ、反応温度は１０℃から５０℃、望ましく
は、２０℃から４５℃、より望ましくは３０℃から４０
℃の条件で反応させる。また例えば、 Ｋｅｘ２様エン
ドプロテアーゼであるフリンを酵素に用いる場合は、ジ
ャーナル・オブ・バイオロジカル・ケミストリー（J. B
iol. Chem.）, ２６７巻，  １６０９４－１６０９９
（１９９２年)に記載の方法に従って行うことができ
る。かくして生成する本発明のポリペプチドまたはその
塩の存在は、特異抗体を用いたエンザイムイムノアッセ
イやウエスタンブロット解析等により測定することがで
きる。
【００４２】本発明のポリペプチドまたはその塩に対す
る抗体は、本発明のポリペプチドまたはその塩を認識し
得る抗体であれば、ポリクローナル抗体、モノクローナ
ル抗体の何れであってもよい。本発明のポリペプチドま
たはその塩に対する抗体は、本発明のポリペプチドを抗
原として用い、自体公知の抗体または抗血清の製造法に
従って製造することができる。
〔モノクローナル抗体の作製〕
（ａ）モノクロナール抗体産生細胞の作製
本発明のポリペプチドまたはその塩は、温血動物に対し
て投与により抗体産生が可能な部位にそれ自体あるいは
担体、希釈剤とともに投与される。投与に際して抗体産
生能を高めるため、完全フロイントアジュバントや不完
全フロイントアジュバントを投与してもよい。投与は通
常２～６週毎に１回ずつ、計２～１０回程度行われる。
用いられる温血動物としては、例えば、サル、ウサギ、
イヌ、モルモット、マウス、ラット、ヒツジ、ヤギ、ニ
ワトリが挙げられるが、マウスおよびラットが好ましく
用いられる。モノクローナル抗体産生細胞の作製に際し
ては、抗原で免疫された温血動物、例えばマウスから抗
体価の認められた個体を選択し最終免疫の２～５日後に
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脾臓またはリンパ節を採取し、それらに含まれる抗体産
生細胞を同種または異種動物の骨髄腫細胞と融合させる
ことにより、モノクローナル抗体産生ハイブリドーマを
調製することができる。抗血清中の抗体価の測定は、例
えば、後記の標識化ポリペプチドと抗血清とを反応させ
たのち、抗体に結合した標識剤の活性を測定することに
より行なうことができる。融合操作は既知の方法、例え
ば、ケーラーとミルスタインの方法〔ネイチャー（Natu
re)、256、495 (1975)〕に従い実施することができる。
融合促進剤としては、例えば、ポリエチレングリコール
（ＰＥＧ）やセンダイウィルス等が挙げられるが、好ま
しくはＰＥＧが用いられる。
【００４３】骨髄腫細胞としては、例えば、ＮＳ－１、
Ｐ３Ｕ１、ＳＰ２／０、ＡＰ－１等の温血動物の骨髄腫
細胞が挙げられるが、Ｐ３Ｕ１が好ましく用いられる。
用いられる抗体産生細胞（脾臓細胞）数と骨髄腫細胞数
との好ましい比率は１：１～２０：１程度であり、ＰＥ
Ｇ（好ましくはＰＥＧ１０００～ＰＥＧ６０００）が１
０～８０％程度の濃度で添加され、約２０～４０℃、好
ましくは約３０～３７℃で約１～１０分間インキュベー
トすることにより効率よく細胞融合を実施できる。モノ
クローナル抗体産生ハイブリドーマのスクリーニングに
は種々の方法が使用できるが、例えば、ポリペプチド抗
原を直接あるいは担体とともに吸着させた固相（例、マ
イクロプレート）にハイブリドーマ培養上清を添加し、
次に放射性物質や酵素等で標識した抗免疫グロブリン抗
体（細胞融合に用いられる細胞がマウスの場合、抗マウ
ス免疫グロブリン抗体が用いられる）またはプロテイン
Ａを加え、固相に結合したモノクローナル抗体を検出す
る方法、抗免疫グロブリン抗体またはプロテインＡを吸
着させた固相にハイブリドーマ培養上清を添加し、放射
性物質や酵素等で標識したポリペプチドを加え、固相に
結合したモノクローナル抗体を検出する方法等が挙げら
れる。モノクローナル抗体の選別は、自体公知あるいは
それに準じる方法に従って行なうことができる。通常Ｈ
ＡＴ（ヒポキサンチン、アミノプテリン、チミジン）を
添加した動物細胞用培地で行なうことができる。選別お
よび育種用培地としては、ハイブリドーマが生育できる
ものならばどのような培地を用いても良い。例えば、約
１～２０％、好ましくは約１０～２０％の牛胎児血清を
含むＲＰＭＩ１６４０培地、約１～１０％の牛胎児血清
を含むＧＩＴ培地（和光純薬工業（株））あるいはハイ
ブリドーマ培養用無血清培地（ＳＦＭ－１０１、日水製
薬（株））等を用いることができる。培養温度は、通常
約２０～４０℃、好ましくは約３７℃である。培養時間
は、通常５日～３週間、好ましくは１週間～２週間であ
る。培養は、通常５％炭酸ガス下で行なうことができ
る。ハイブリドーマ培養上清の抗体価は、上記の抗血清
中の抗体価の測定と同様にして測定できる。
【００４４】（ｂ）モノクロナール抗体の精製
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モノクローナル抗体の分離精製は、自体公知の方法、例
えば、免疫グロブリンの分離精製法〔例、塩析法、アル
コール沈殿法、等電点沈殿法、電気泳動法、イオン交換
体（例、ＤＥＡＥ）による吸脱着法、超遠心法、ゲルろ
過法、抗原結合固相あるいはプロテインＡあるいはプロ
テインＧ等の活性吸着剤により抗体のみを採取し、結合
を解離させて抗体を得る特異的精製法〕に従って行なう
ことができる。
【００４５】〔ポリクローナル抗体の作製〕本発明のポ
リクローナル抗体は、それ自体公知あるいはそれに準じ
る方法に従って製造することができる。例えば、免疫抗
原（ポリペプチド抗原）自体、あるいはそれとキャリア
ー蛋白質との複合体をつくり、上記のモノクローナル抗
体の製造法と同様に温血動物に免疫を行ない、該免疫動
物から本発明のポリペプチドまたはその塩に対する抗体
含有物を採取して、抗体の分離精製を行なうことにより
製造することができる。温血動物を免疫するために用い
られる免疫抗原とキャリアー蛋白質との複合体に関し、
キャリアー蛋白質の種類およびキャリアーとハプテンと
の混合比は、キャリアーに架橋させて免疫したハプテン
に対して抗体が効率良くできれば、どの様なものをどの
様な比率で架橋させてもよいが、例えば、ウシ血清アル
ブミンやウシサイログロブリン、ヘモシアニン等を重量
比でハプテン１に対し、約０．１～２０、好ましくは約
１～５の割合でカプルさせる方法が用いられる。また、
ハプテンとキャリアーのカプリングには、種々の縮合剤
を用いることができるが、グルタルアルデヒドやカルボ
ジイミド、マレイミド活性エステル、チオール基、ジチ
オビリジル基を含有する活性エステル試薬等が用いられ
る。縮合生成物は、温血動物に対して、抗体産生が可能
な部位にそれ自体あるいは担体、希釈剤とともに投与さ
れる。投与に際して抗体産生能を高めるため、完全フロ
イントアジュバントや不完全フロイントアジュバントを
投与してもよい。投与は、通常約２～６週毎に１回ず
つ、計約３～１０回程度行なわれる。ポリクローナル抗
体は、上記の方法で免疫された温血動物の血液、腹水
等、好ましくは血液から採取することができる。抗血清
中のポリクローナル抗体価の測定は、上記の抗血清中の
抗体価の測定と同様にして測定できる。ポリクローナル
抗体の分離精製は、上記のモノクローナル抗体の分離精
製と同様の免疫グロブリンの分離精製法に従って行なう
ことができる。
【００４６】本発明のポリペプチドをコードするＤＮＡ
（以下、本発明のＤＮＡと称することもある）に相補的
な、または実質的に相補的な塩基配列を有するアンチセ
ンスＤＮＡとしては、本発明のＤＮＡに相補的な、また
は実質的に相補的な塩基配列を有し、該ＤＮＡの発現を
抑制し得る作用を有するものであれば、いずれのアンチ
センスＤＮＡであってもよい。本発明のＤＮＡに実質的
に相補的な塩基配列とは、例えば、本発明のＤＮＡに相
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補的な塩基配列（すなわち、本発明のＤＮＡの相補鎖）
の全塩基配列あるいは部分塩基配列と約７０％以上、好
ましくは約８０％以上、より好ましくは約９０％以上、
最も好ましくは約９５％以上の相同性を有する塩基配列
等が挙げられる。特に、本発明のＤＮＡの相補鎖の全塩
基配列うち、本発明のポリペプチドのＮ末端部位をコー
ドする部分の塩基配列（例えば、開始コドン付近の塩基
配列等）の相補鎖と約７０％以上、好ましくは約８０％
以上、より好ましくは約９０％以上、最も好ましくは約
９５％以上の相同性を有するアンチセンスＤＮＡが好適
である。これらのアンチセンスＤＮＡは、公知のＤＮＡ
合成装置等を用いて製造することができる。
【００４７】本発明のポリペプチドがシグナルペプチド
を有する場合は、細胞外に効率よく分泌され、液性因子
として、シグナル伝達や自己防衛等のための重要な生物
活性を発揮する。本発明のポリペプチドが有していても
よいシグナルペプチド（以下、本発明のシグナルペプチ
ドと称することがある）として、具体的には、配列番
号：５で表されるアミノ酸配列アミノ酸配列と同一もし
くは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するポリペプチ
ド等が挙げられる。本発明のシグナルペプチドをコード
するＤＮＡとしては、例えば、配列番号：６で表される
塩基配列を含有するＤＮＡ、配列番号：６で表される塩
基配列と実質的に同一の塩基配列を含有し、本発明のシ
グナルペプチドと実質的に同質の性質（例、免疫原性
等）を有するペプチドをコードするＤＮＡ、または配列
番号：６で表される塩基配列を有するＤＮＡとハイスト
リンジェントな条件下でハイブリダイズするＤＮＡを含
有し、本発明のシグナルペプチドと実質的に同質の性質
（例、免疫原性等）を有するペプチドをコードするＤＮ
Ａの何れのものでもよい。配列番号：６で表される塩基
配列を含有するＤＮＡとしては、配列番号：６で表され
る塩基配列を含有するＤＮＡ等が用いられる。配列番
号：６で表される塩基配列と実質的に同一の塩基配列を
含有するＤＮＡまたは配列番号：６で表される塩基配列
を有するＤＮＡとハイストリンジェントな条件下でハイ
ブリダイズするＤＮＡを含有するＤＮＡとしては、例え
ば、配列番号：６で表される塩基配列と約５０％以上、
好ましくは約６０％以上、さらに好ましくは約７０％以
上、最も好ましくは約８０％以上の相同性を有する塩基
配列を含有するＤＮＡが挙げられる。配列番号：５で表
されるアミノ酸配列を有する本発明のシグナルペプチド
をコードするＤＮＡとしては、配列番号：６で表される
塩基配列を有するＤＮＡ等が挙げられる。
【００４８】以下に、本発明のポリペプチドまたはその
塩（以下、本発明のポリペプチドと略記する場合があ
る）、本発明のポリペプチドをコードするＤＮＡ（以
下、本発明のＤＮＡと略記する場合がある）、本発明の
ポリペプチドまたはその塩に対する抗体（以下、本発明
の抗体と略記する場合がある）、およびアンチセンスＤ
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ＮＡの用途を説明する。
【００４９】本発明の成熟体ペプチドは、２５アミノ酸
残基中、システインが８残基（32%）と多いため、たと
え一次構造（アミノ酸の並び）が成熟体ペプチドと同じ
ペプチドを有機化学合成法により製造できたとしても、
製造後にＳ－Ｓ結合の位置を正確にコントロールし、正
しい立体構造を持ち天然型と同一の抗原性や生理活性を
有する成熟型ペプチドを製造することは非常に困難であ
る。また、正しいＳ－Ｓ結合位置を計算で予測すること
も、Ｓ－Ｓ結合に寄与すると考えられるシステイン残基
の組み合わせの数が膨大であることから不可能に近い。
したがって、生理活性を持った成熟型ペプチドを有機化
学合成法により直接製造することは、大変困難な状況で
ある。これに対し、本発明の前駆体ポリペプチドを経由
させて、組換え体で成熟体ペプチドを製造した場合、本
来の生合成経路（細胞が有する分泌経路）を経由して製
造することができることから、正しい立体構造を保ち、
生理活性を有する本発明の成熟型ペプチドが効率よく細
胞外に分泌させることができる。また、工業的生産にか
かる費用も、組換え体を用いる本発明の製造法をとるこ
とにより有機化学合成法よりも、安価に抑えることが可
能となる。このような製造法として、具体的には、例え
ば、配列番号：３で表されるアミノ酸配列と同一もしく
は実質的に同一のアミノ酸配列を含有するポリペプチド
をコードする塩基配列を含有するＤＮＡを含有するＤＮ
Ａを含有する組換えベクターで形質転換された形質転換
体を培養し、該ポリペプチドを生成せしめる方法などが
挙げられる。また、本発明の前駆体ポリペプチドに蛋白
質分解酵素を作用させることによっても本発明の成熟体
ペプチドを製造することができる。この場合、本発明の
前駆体ポリペプチドの５残基連続した塩基性アミノ酸部
分で切断が起こるように蛋白質分解酵素を作用させるこ
とにより、効率よく成熟体ペプチドを作製することが可
能である。このような目的に用いられる蛋白質分解酵素
としては、例えば、トリプシン、キモトリプシン、アル
ギニルエンドペプチダーゼ、プロテインキナーゼ、グリ
コシダーゼ等が用いられる。具体的には、塩基性アミノ
酸部分で切断が起こるトリプシン、アルギニルエンドペ
プチダーゼ、Ｋｅｘ２様エンドプロテアーゼ等の蛋白質
分解酵素を本発明の前駆体ポリペプチドに作用させるこ
とにより、成熟ペプチドを切り出すことが可能である。
例えばトリプシンを用いる場合は、反応液のｐＨが３か
ら１０、望ましくは５から９、より望ましくは、８付近
で反応させ、反応温度は１０℃から５０℃、望ましく
は、２０℃から４５℃、より望ましくは３０℃から４０
℃の条件で反応させる。また例えば、 Ｋｅｘ２様エン
ドプロテアーゼであるフリンを酵素に用いる場合は、ジ
ャーナル・オブ・バイオロジカル・ケミストリー（J. B
iol. Chem.）, ２６７巻，  １６０９４－１６０９９
（１９９２年)に記載の方法に従って行うことができ
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る。
【００５０】（１）本発明のポリペプチドは、組織特異
的に発現しているため、組織マーカーとして使用するこ
とができる。すなわち組織の分化、病態、癌の転移等の
検出のためのマーカーとして有用である。また、対応す
るレセプター、リガンド、結合ポリペプチド等の分取に
も利用できる。さらに、自体公知のハイスループットス
クリーニングのためのパネルにして、生物活性を調べる
のに利用できる。また、染色体マッピングを行い、遺伝
病の研究にも利用できる。
（２）本発明のポリペプチドが関与する各種疾病の治療
・予防剤
本発明のポリペプチドは、生体内で液性因子として存在
するため、本発明のポリペプチド、または本発明のＤＮ
Ａ等に異常があったり、欠損している場合あるいは発現
量が異常に減少または亢進している場合、例えば、日和
見感染症、敗血症、薬物中毒、結核、ガン、肝臓機能障
害、免疫機能障害、内分泌障害等の種々の疾病が発症す
る。したがって、本発明のポリペプチドおよび本発明の
ＤＮＡは、例えば日和見感染症、敗血症、薬物中毒、結
核、ガン、肝臓機能障害、免疫機能障害、内分泌障害等
の種々の疾病の治療・予防剤等の医薬として使用するこ
とができる。例えば、生体内において本発明のポリペプ
チドが減少あるいは欠損しているために、細胞における
情報伝達が十分に、あるいは正常に発揮されない患者が
いる場合に、（イ）本発明のＤＮＡを該患者に投与し、
生体内で本発明のポリペプチドを発現させることによっ
て、（ロ）細胞に本発明のＤＮＡを挿入し、本発明のポ
リペプチドを発現させた後に、該細胞を患者に移植する
ことによって、または（ハ）本発明のポリペプチドを該
患者に投与すること等によって、該患者における本発明
のポリペプチドの役割を十分に、あるいは正常に発揮さ
せることができる。本発明のＤＮＡを上記の治療・予防
剤として使用する場合は、該ＤＮＡを単独あるいはレト
ロウイルスベクター、アデノウイルスベクター、アデノ
ウイルスアソシエーテッドウイルスベクター等の適当な
ベクターに挿入した後、常套手段に従って、ヒトまたは
温血動物に投与することができる。本発明のＤＮＡは、
そのままで、あるいは摂取促進のための補助剤等の生理
学的に認められる担体とともに製剤化し、遺伝子銃やハ
イドロゲルカテーテルのようなカテーテルによって投与
できる。本発明のポリペプチドを上記の治療・予防剤と
して使用する場合は、少なくとも９０％、好ましくは９
５％以上、より好ましくは９８％以上、さらに好ましく
は９９％以上に精製されたものを使用するのが好まし
い。
【００５１】本発明のポリペプチドは、例えば、必要に
応じて糖衣を施した錠剤、カプセル剤、エリキシル剤、
マイクロカプセル剤等として経口的に、あるいは水もし
くはそれ以外の薬学的に許容し得る液との無菌性溶液、
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または懸濁液剤等の注射剤の形で非経口的に使用でき
る。例えば、本発明のポリペプチドを生理学的に認めら
れる担体、香味剤、賦形剤、ベヒクル、防腐剤、安定
剤、結合剤等とともに一般に認められた製剤実施に要求
される単位用量形態で混和することによって製造するこ
とができる。これら製剤における有効成分量は指示され
た範囲の適当な用量が得られるようにするものである。
錠剤、カプセル剤等に混和することができる添加剤とし
ては、例えば、ゼラチン、コーンスターチ、トラガン
ト、アラビアゴムのような結合剤、結晶性セルロースの
ような賦形剤、コーンスターチ、ゼラチン、アルギン酸
等のような膨化剤、ステアリン酸マグネシウムのような
潤滑剤、ショ糖、乳糖またはサッカリンのような甘味
剤、ペパーミント、アカモノ油またはチェリーのような
香味剤等が用いられる。調剤単位形態がカプセルである
場合には、前記タイプの材料にさらに油脂のような液状
担体を含有することができる。注射のための無菌組成物
は注射用水のようなベヒクル中の活性物質、胡麻油、椰
子油等のような天然産出植物油等を溶解または懸濁させ
る等の通常の製剤実施に従って処方することができる。
注射用の水性液としては、例えば、生理食塩水、ブドウ
糖やその他の補助薬を含む等張液（例えば、Ｄ－ソルビ
トール、Ｄ－マンニトール、塩化ナトリウム等）等が挙
げられ、適当な溶解補助剤、例えば、アルコール（例え
ば、エタノール等）、ポリアルコール（例えば、プロピ
レングリコール、ポリエチレングリコール等）、非イオ
ン性界面活性剤（例えば、ポリソルベート８０TM、ＨＣ
Ｏ－５０等）等と併用してもよい。油性液としては、例
えば、ゴマ油、大豆油等が挙げられ、溶解補助剤として
安息香酸ベンジル、ベンジルアルコール等と併用しても
よい。また、緩衝剤（例えば、リン酸塩緩衝液、酢酸ナ
トリウム緩衝液等）、無痛化剤（例えば、塩化ベンザル
コニウム、塩酸プロカイン等）、安定剤（例えば、ヒト
血清アルブミン、ポリエチレングリコール等）、保存剤
（例えば、ベンジルアルコール、フェノール等）、酸化
防止剤等と配合してもよい。調製された注射液は、通
常、適当なアンプルに充填される。本発明のＤＮＡが挿
入されたベクターも上記と同様に製剤化され、通常、非
経口的に使用される。
【００５２】このようにして得られる製剤は、安全で低
毒性であるので、例えば、ヒトまたは温血動物（例え
ば、ラット、マウス、モルモット、ウサギ、トリ、ヒツ
ジ、ブタ、ウシ、ウマ、ネコ、イヌ、サル等）に対して
投与することができる。本発明のポリペプチドの投与量
は、対象疾患、投与対象、投与ルート等により差異はあ
るが、例えば、日和見感染症、敗血症、薬物中毒、結
核、ガン、肝臓機能障害、免疫機能障害、内分泌障害の
治療目的で本発明のポリペプチドを経口投与する場合、
一般的に成人（６０ｋｇとして）においては、一日につ
き本発明のポリペプチドを約１ｍｇ～１０００ｍｇ、好
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ましくは約１０～５００ｍｇ、より好ましくは約１０～
２００ｍｇ投与する。非経口的に投与する場合は、本発
明のポリペプチドの１回投与量は投与対象、対象疾患等
によっても異なるが、例えば、日和見感染症、敗血症、
薬物中毒、結核、ガン、肝臓機能障害、免疫機能障害、
内分泌障害等の治療目的で本発明のポリペプチドを注射
剤の形で成人（体重６０ｋｇとして）に投与する場合、
一日につき該ポリペプチドを約１～１０００ｍｇ程度、
好ましくは約１～２００ｍｇ程度、より好ましくは約１
０～１００ｍｇ程度を患部に注射することにより投与す
るのが好都合である。他の動物の場合も、６０ｋｇ当た
りに換算した量を投与することができる。
【００５３】（３）疾病に対する医薬候補化合物のスク
リーニング
本発明のポリペプチドは生体内（特に肝臓、血液、尿
等）で液性因子として存在するため、本発明のポリペプ
チドの活性を促進する化合物またはその塩は、例えば、
日和見感染症、敗血症、薬物中毒、結核、ガン、肝臓機
能障害、免疫機能障害、内分泌障害等等の治療・予防剤
等の医薬として使用できる。一方、本発明のポリペプチ
ドの活性を阻害する化合物またはその塩は、本発明のポ
リペプチドの産生過剰に起因する疾患の治療・予防剤等
の医薬として使用できる。したがって、本発明のポリペ
プチドは、本発明のポリペプチドの活性を促進または阻
害する化合物またはその塩のスクリーニングのための試
薬として有用である。すなわち、本発明は、本発明のポ
リペプチドまたはその塩を用いることを特徴とする本発
明のポリペプチドまたはその塩の活性を促進する化合物
もしくはその塩（以下、促進剤と略記する場合があ
る）、または本発明のポリペプチドまたはその塩の活性
を阻害する化合物（以下、阻害剤と略記する場合があ
る）のスクリーニング方法を提供する。本発明のスクリ
ーニング用キットは、本発明のポリペプチドまたはその
塩を含有するものである。
【００５４】本発明のスクリーニング方法またはスクリ
ーニング用キットを用いて得られうる化合物またはその
塩は、例えば、ペプチド、タンパク、非ペプチド性化合
物、合成化合物、発酵生産物、細胞抽出液、植物抽出
液、動物組織抽出液、血漿等から選ばれた化合物であ
り、本発明のポリペプチドの活性を促進または阻害する
化合物である。該化合物の塩としては、前記した本発明
のポリペプチドの塩と同様のものが用いられる。
【００５５】本発明のスクリーニング方法またはスクリ
ーニング用キットを用いて得られうる化合物を上述の治
療・予防剤として使用する場合、常套手段に従って実施
することができる。例えば、前記した本発明のポリペプ
チドを含有する医薬と同様にして、錠剤、カプセル剤、
エリキシル剤、マイクロカプセル剤、無菌性溶液、懸濁
液剤等とすることができる。このようにして得られる製
剤は安全で低毒性であるので、例えば、ヒトまたは温血

34
動物（例えば、マウス、ラット、ウサギ、ヒツジ、ブ
タ、ウシ、ウマ、トリ、ネコ、イヌ、サル等）に対して
投与することができる。該化合物またはその塩の投与量
は、その作用、対象疾患、投与対象、投与ルート等によ
り差異はあるが、例えば、日和見感染症、敗血症、薬物
中毒、結核、ガン、肝臓機能障害、免疫機能障害、内分
泌障害等の治療の目的で本発明のポリペプチドの活性を
促進する化合物を経口投与する場合、一般的に成人（体
重６０ｋｇとして）においては、一日につき該化合物を
約０.１～１００ｍｇ、好ましくは約１．０～５０ｍ
ｇ、より好ましくは約１．０～２０ｍｇ投与する。非経
口的に投与する場合は、該化合物の１回投与量は投与対
象、対象疾患等によっても異なるが、例えば、日和見感
染症、敗血症、薬物中毒、結核、ガン、肝臓機能障害、
免疫機能障害、内分泌障害等治療の目的で本発明のポリ
ペプチドの活性を促進する化合物を注射剤の形で通常成
人（６０ｋｇとして）に投与する場合、一日につき該化
合物を約０．０１～３０ｍｇ程度、好ましくは約０．１
～２０ｍｇ程度、より好ましくは約０．１～１０ｍｇ程
度を静脈注射により投与するのが好都合である。他の動
物の場合も、６０ｋｇ当たりに換算した量を投与するこ
とができる。一方、本発明のポリペプチドの活性を阻害
する化合物を経口投与する場合、一般的に成人（体重６
０ｋｇとして）においては、一日につき該化合物を約
０.１～１００ｍｇ、好ましくは約１．０～５０ｍｇ、
より好ましくは約１．０～２０ｍｇ投与する。非経口的
に投与する場合は、該化合物の１回投与量は投与対象、
対象疾患等によっても異なるが、本発明のポリペプチド
の活性を阻害する化合物を注射剤の形で通常成人（６０
ｋｇとして）に投与する場合、一日につき該化合物を約
０．０１～３０ｍｇ程度、好ましくは約０．１～２０ｍ
ｇ程度、より好ましくは約０．１～１０ｍｇ程度を静脈
注射により投与するのが好都合である。他の動物の場合
も、６０ｋｇ当たりに換算した量を投与することができ
る。
【００５６】（４）本発明のポリペプチドまたはその塩
の定量
本発明のポリペプチドに対する抗体（以下、本発明の抗
体と略記する場合がある）は、本発明のポリペプチドを
特異的に認識することができるので、被検液中の本発明
のポリペプチドの定量、特にサンドイッチ免疫測定法に
よる定量等に使用することができる。すなわち、本発明
は、（ｉ）本発明の抗体と、被検液および標識化された
本発明のポリペプチドとを競合的に反応させ、該抗体に
結合した標識化された本発明のポリペプチドの割合を測
定することを特徴とする被検液中の本発明のポリペプチ
ドの定量法、および（ii）被検液と担体上に不溶化した
本発明の抗体および標識化された本発明の別の抗体とを
同時あるいは連続的に反応させたのち、不溶化担体上の
標識剤の活性を測定することを特徴とする被検液中の本
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発明のポリペプチドの定量法を提供する。
【００５７】また、本発明のポリペプチドに対するモノ
クローナル抗体（以下、本発明のモノクローナル抗体と
称する場合がある）を用いて本発明のポリペプチドの定
量を行なえるほか、組織染色等による検出を行なうこと
もできる。これらの目的には、抗体分子そのものを用い
てもよく、また、抗体分子のＦ(ａｂ')

2
 、Ｆａｂ'、あ

るいはＦａｂ画分を用いてもよい。本発明の抗体を用い
る本発明のポリペプチドの定量法は、 特に制限される
べきものではなく、被測定液中の抗原量（例えば、本発
明のポリペプチド量）に対応した抗体、抗原もしくは抗
体－抗原複合体の量を化学的または物理的手段により検
出し、これを既知量の抗原を含む標準液を用いて作製し
た標準曲線より算出する測定法であれば、いずれの測定
法を用いてもよい。例えば、ネフロメトリー、競合法、
イムノメトリック法およびサンドイッチ法が好適に用い
られるが、感度、特異性の点で、後述するサンドイッチ
法を用いるのが特に好ましい。標識物質を用いる測定法
に用いられる標識剤としては、例えば、放射性同位元
素、酵素、蛍光物質、発光物質等が用いられる。放射性
同位元素としては、例えば、〔125Ｉ〕、〔131Ｉ〕、〔
3Ｈ〕、〔14Ｃ〕等が用いられる。上記酵素としては、
安定で比活性の大きなものが好ましく、例えば、β－ガ
ラクトシダーゼ、β－グルコシダーゼ、アルカリフォス
ファターゼ、パーオキシダーゼ、リンゴ酸脱水素酵素等
が用いられる。蛍光物質としては、例えば、フルオレス
カミン、フルオレッセンイソチオシアネート等が用いら
れる。発光物質としては、例えば、ルミノール、ルミノ
ール誘導体、ルシフェリン、ルシゲニン等が用いられ
る。さらに、抗体あるいは抗原と標識剤との結合にビオ
チン－アビジン系を用いることもできる。
【００５８】抗原あるいは抗体の不溶化にあたっては、
物理吸着を用いてもよく、また通常ポリペプチドあるい
は酵素等を不溶化、固定化するのに用いられる化学結合
を用いる方法でもよい。担体としては、アガロース、デ
キストラン、セルロース等の不溶性多糖類、ポリスチレ
ン、ポリアクリルアミド、シリコン等の合成樹脂、ある
いはガラス等が挙げられる。サンドイッチ法においては
不溶化した本発明のモノクローナル抗体に被検液を反応
させ（１次反応）、さらに標識化した別の本発明のモノ
クローナル抗体を反応させ（２次反応）たのち、不溶化
担体上の標識剤の活性を測定することにより被検液中の
本発明のポリペプチド量を定量することができる。１次
反応と２次反応は逆の順序に行っても、また、同時に行
なってもよいし時間をずらして行なってもよい。標識化
剤および不溶化の方法は前記のそれらに準じることがで
きる。また、サンドイッチ法による免疫測定法におい
て、固相用抗体あるいは標識用抗体に用いられる抗体は
必ずしも１種類である必要はなく、測定感度を向上させ
る等の目的で２種類以上の抗体の混合物を用いてもよ
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い。本発明のサンドイッチ法による本発明のポリペプチ
ドの測定法においては、１次反応と２次反応に用いられ
る本発明のモノクローナル抗体は、本発明のポリペプチ
ドの結合する部位が相異なる抗体が好ましく用いられ
る。すなわち、１次反応および２次反応に用いられる抗
体は、例えば、２次反応で用いられる抗体が、本発明の
ポリペプチドのＣ端部を認識する場合、１次反応で用い
られる抗体は、好ましくはＣ端部以外、例えばＮ端部を
認識する抗体が用いられる。
【００５９】本発明のモノクローナル抗体をサンドイッ
チ法以外の測定システム、例えば、競合法、イムノメト
リック法あるいはネフロメトリー等に用いることができ
る。競合法では、被検液中の抗原と標識抗原とを抗体に
対して競合的に反応させたのち、未反応の標識抗原
(Ｆ）と、抗体と結合した標識抗原（Ｂ）とを分離し
（Ｂ／Ｆ分離）、Ｂ，Ｆいずれかの標識量を測定し、被
検液中の抗原量を定量する。本反応法には、抗体として
可溶性抗体を用い、Ｂ／Ｆ分離をポリエチレングリコー
ル、前記抗体に対する第２抗体等を用いる液相法、およ
び、第１抗体として固相化抗体を用いるか、あるいは、
第１抗体は可溶性のものを用い第２抗体として固相化抗
体を用いる固相化法とが用いられる。イムノメトリック
法では、被検液中の抗原と固相化抗原とを一定量の標識
化抗体に対して競合反応させた後固相と液相を分離する
か、あるいは、被検液中の抗原と過剰量の標識化抗体と
を反応させ、次に固相化抗原を加え未反応の標識化抗体
を固相に結合させたのち、固相と液相を分離する。次
に、いずれかの相の標識量を測定し被検液中の抗原量を
定量する。また、ネフロメトリーでは、ゲル内あるいは
溶液中で抗原抗体反応の結果生じた不溶性の沈降物の量
を測定する。被検液中の抗原量が僅かであり、少量の沈
降物しか得られない場合にもレーザーの散乱を利用する
レーザーネフロメトリー等が好適に用いられる。
【００６０】これら個々の免疫学的測定法を本発明の定
量方法に適用するにあたっては、特別の条件、操作等の
設定は必要とされない。それぞれの方法における通常の
条件、操作法に当業者の通常の技術的配慮を加えて本発
明のポリペプチドの測定系を構築すればよい。これらの
一般的な技術手段の詳細については、総説、成書等を参
照することができる。例えば、入江  寛編「ラジオイム
ノアッセイ〕（講談社、昭和４９年発行）、入江  寛編
「続ラジオイムノアッセイ〕（講談社、昭和５４年発
行）、石川栄治ら編「酵素免疫測定法」（医学書院、昭
和５３年発行）、石川栄治ら編「酵素免疫測定法」（第
２版）（医学書院、昭和５７年発行）、石川栄治ら編
「酵素免疫測定法」（第３版）（医学書院、昭和６２年
発行）、「Methods in ENZYMOLOGY」Vol. 70(Immunochem
ical Techniques(Part A))、 同書 Vol. 73(Immunochem
ical Techniques(Part B))、 同書 Vol. 74(Immunochem
ical Techniques(Part C))、 同書 Vol. 84(Immunochem



(20) 特開２００１－１４９０８３

10

20

30

40

50

37
ical Techniques(Part D:Selected Immunoassays))、 
同書 Vol. 92(Immunochemical Techniques(Part E:Mono
clonal Antibodies and General Immunoassay Method
s))、 同書 Vol. 121(Immunochemical Techniques(Part
 I:Hybridoma Technology and Monoclonal Antibodie
s))(以上、アカデミックプレス社発行)等を参照するこ
とができる。以上のようにして、本発明の抗体を用いる
ことによって、本発明のポリペプチドを感度良く定量す
ることができる。さらには、本発明の抗体を用いて本発
明のポリペプチドの濃度を定量することによって、本発
明のポリペプチドの濃度の減少が検出された場合、例え
ば、日和見感染症、敗血症、薬物中毒、結核、ガン、肝
臓機能障害、免疫機能障害、内分泌障害等の疾病、また
は将来罹患する可能性が高いと診断することができる。
また、本発明の抗体は、体液や組織等の被検体中に存在
する本発明のポリペプチドを検出するために使用するこ
とができる。また、本発明のポリペプチドを精製するた
めに使用する抗体カラムの作製、精製時の各分画中の本
発明のポリペプチドの検出、被検細胞内における本発明
のポリペプチドの挙動の分析等のために使用することが
できる。
【００６１】（５）遺伝子診断剤
本発明のＤＮＡは、例えば、プローブとして使用するこ
とにより、ヒトまたは温血動物（例えば、ラット、マウ
ス、モルモット、ウサギ、トリ、ヒツジ、ブタ、ウシ、
ウマ、ネコ、イヌ、サル等）における本発明のポリペプ
チドをコードするＤＮＡまたはｍＲＮＡの異常（遺伝子
異常）を検出することができるので、例えば、該ＤＮＡ
またはｍＲＮＡの損傷、突然変異あるいは発現低下や、
該ＤＮＡまたはｍＲＮＡの増加あるいは発現過多等の遺
伝子診断剤として有用である。本発明のＤＮＡを用いる
上記の遺伝子診断は、例えば、自体公知のノーザンハイ
ブリダイゼーションやＰＣＲ－ＳＳＣＰ法（ゲノミック
ス（Genomics），第５巻，８７４～８７９頁（１９８９
年）、プロシージングズ・オブ・ザ・ナショナル・アカ
デミー・オブ・サイエンシイズ・オブ・ユーエスエー
（Proceedings ofthe Natinal Academy of Sciences of
 the United States of America），第８６巻，２７６
６～２７７０頁（１９８９年））等により実施すること
ができる。例えば、ノーザンハイブリダイゼーションに
より発現低下が検出された場合やＰＣＲ－ＳＳＣＰ法に
よりＤＮＡの突然変異が検出された場合は、例えば、日
和見感染症、敗血症、薬物中毒、結核、ガン、肝臓機能
障害、免疫機能障害、内分泌障害等の疾病である可能性
が高いと診断することができる。
【００６２】（６）アンチセンスＤＮＡを含有する医薬
本発明のＤＮＡに相補的に結合し、該ＤＮＡの発現を抑
制することができるアンチセンスＤＮＡは、生体内にお
ける本発明のポリペプチドまたは本発明のＤＮＡの機能
を抑制することができるので、例えば、本発明のポリペ
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プチドの発現過多に起因する疾患の治療・予防剤として
使用することができる。上記アンチセンスＤＮＡを上記
の治療・予防剤として、前記した本発明のＤＮＡを含有
する各種疾病の治療・予防剤と同様に使用することがで
きる。例えば、該アンチセンスＤＮＡを単独あるいはレ
トロウイルスベクター、アデノウイルスベクター、アデ
ノウイルスアソシエーテッドウイルスベクター等の適当
なベクターに挿入した後、常套手段に従って投与するこ
とができる。該アンチセンスＤＮＡは、そのままで、あ
るいは摂取促進のために補助剤等の生理学的に認められ
る担体とともに製剤化し、遺伝子銃やハイドロゲルカテ
ーテルのようなカテーテルによって投与できる。さら
に、該アンチセンスＤＮＡは、組織や細胞における本発
明のＤＮＡの存在やその発現状況を調べるための診断用
オリゴヌクレオチドプローブとして使用することもでき
る。
【００６３】（７）本発明の抗体を含有する医薬
本発明のポリペプチドの活性を中和する作用を有する本
発明の抗体は、例えば、本発明のポリペプチドの発現過
多に起因する疾患（例えば、肝機能障害、肝癌など）の
治療・予防剤等の医薬として使用することができる。本
発明の抗体を含有する上記疾患の治療・予防剤は、その
まま液剤として、または適当な剤型の医薬組成物とし
て、ヒトまたは哺乳動物（例、ラット、ウサギ、ヒツ
ジ、ブタ、ウシ、ネコ、イヌ、サル等）に対して経口的
または非経口的に投与することができる。投与量は、投
与対象、対象疾患、症状、投与ルート等によっても異な
るが、例えば、本発明の抗体を１回量として、通常０.
０１～２０ｍｇ／ｋｇ体重程度、好ましくは０.１～１
０ｍｇ／ｋｇ体重程度、さらに好ましくは０.１～５ｍ
ｇ／ｋｇ体重程度を、１日１～５回程度、好ましくは１
日１～３回程度、静脈注射により投与するのが好都合で
ある。他の非経口投与および経口投与の場合もこれに準
ずる量を投与することができる。症状が特に重い場合に
は、その症状に応じて増量してもよい。本発明の抗体
は、それ自体または適当な医薬組成物として投与するこ
とができる。上記投与に用いられる医薬組成物は、上記
またはその塩と薬理学的に許容され得る担体、希釈剤も
しくは賦形剤とを含むものである。かかる組成物は、経
口または非経口投与に適する剤形として提供される。す
なわち、例えば、経口投与のための組成物としては、固
体または液体の剤形、具体的には錠剤（糖衣錠、フィル
ムコーティング錠を含む）、丸剤、顆粒剤、散剤、カプ
セル剤（ソフトカプセル剤を含む）、シロップ剤、乳
剤、懸濁剤等があげられる。かかる組成物は自体公知の
方法によって製造され、製剤分野において通常用いられ
る担体、希釈剤もしくは賦形剤を含有するものである。
例えば、錠剤用の担体、賦形剤としては、乳糖、でんぷ
ん、蔗糖、ステアリン酸マグネシウム等が用いられる。
【００６４】非経口投与のための組成物としては、例え
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ば、注射剤、坐剤等が用いられ、注射剤は静脈注射剤、
皮下注射剤、皮内注射剤、筋肉注射剤、点滴注射剤等の
剤形を包含する。かかる注射剤は、自体公知の方法に従
って、例えば、上記抗体またはその塩を通常注射剤に用
いられる無菌の水性もしくは油性液に溶解、懸濁または
乳化することによって調製する。注射用の水性液として
は、例えば、生理食塩水、ブドウ糖やその他の補助薬を
含む等張液等が用いられ、適当な溶解補助剤、例えば、
アルコール（例、エタノール）、ポリアルコール（例、
プロピレングリコール、ポリエチレングリコール）、非
イオン界面活性剤〔例、ポリソルベート８０、ＨＣＯ－
５０（polyoxyethylene（５０mol）adduct of hydrogen
ated  castor oil）〕等と併用してもよい。油性液とし
ては、例えば、ゴマ油、大豆油等が用いられ、溶解補助
剤として安息香酸ベンジル、ベンジルアルコール等を併
用してもよい。調製された注射液は、通常、適当なアン
プルに充填される。直腸投与に用いられる坐剤は、上記
抗体またはその塩を通常の坐薬用基剤に混合することに
よって調製される。上記の経口用または非経口用医薬組
成物は、活性成分の投与量に適合するような投薬単位の
剤形に調製されることが好都合である。かかる投薬単位
の剤形としては、錠剤、丸剤、カプセル剤、注射剤（ア
ンプル）、坐剤等が例示され、それぞれの投薬単位剤形
当たり通常５～５００ｍｇ程度、とりわけ注射剤では５
～１００ｍｇ程度、その他の剤形では１０～２５０ｍｇ
程度の上記抗体が含有されていることが好ましい。なお
前記した各組成物は、上記抗体との配合により好ましく
ない相互作用を生じない限り他の活性成分を含有しても
よい。
【００６５】（８）ＤＮＡ転移動物
本発明は、外来性の本発明のポリペプチドをコードする
ＤＮＡ（以下、本発明の外来性ＤＮＡと略記する）また
はその変異ＤＮＡ（本発明の外来性変異ＤＮＡと略記す
る場合がある）を有する非ヒト哺乳動物を提供する。す
なわち、本発明は、（１）本発明の外来性ＤＮＡまたは
その変異ＤＮＡを有する非ヒト哺乳動物、（２）非ヒト
哺乳動物がゲッ歯動物である第（１)記載の動物、（３）
ゲッ歯動物がマウスまたはラットである第（２）記載の
動物、および（４）本発明の外来性ＤＮＡまたはその変
異ＤＮＡを含有し、哺乳動物において発現しうる組換え
ベクターを提供するものである。本発明の外来性ＤＮＡ
またはその変異ＤＮＡを有する非ヒト哺乳動物（以下、
本発明のＤＮＡ転移動物と略記する）は、未受精卵、受
精卵、精子およびその始原細胞を含む胚芽細胞等に対し
て、好ましくは、非ヒト哺乳動物の発生における胚発生
の段階（さらに好ましくは、単細胞または受精卵細胞の
段階でかつ一般に８細胞期以前）に、リン酸カルシウム
法、電気パルス法、リポフェクション法、凝集法、マイ
クロインジェクション法、パーティクルガン法、ＤＥＡ
Ｅ－デキストラン法等により目的とするＤＮＡを転移す
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ることによって作出することができる。また、該ＤＮＡ
転移方法により、体細胞、生体の臓器、組織細胞等に目
的とする本発明の外来性ＤＮＡを転移し、細胞培養、組
織培養等に利用することもでき、さらに、これら細胞を
上述の胚芽細胞と自体公知の細胞融合法により融合させ
ることにより本発明のＤＮＡ転移動物を作出することも
できる。
【００６６】非ヒト哺乳動物としては、例えば、ウシ、
ブタ、ヒツジ、ヤギ、ウサギ、イヌ、ネコ、モルモッ
ト、ハムスター、マウス、ラット等が用いられる。なか
でも、病体動物モデル系の作成の面から個体発生および
生物サイクルが比較的短く、また、繁殖が容易なゲッ歯
動物、とりわけマウス（例えば、純系として、Ｃ５７Ｂ
Ｌ／６系統，ＤＢＡ２系統等、交雑系として、Ｂ６Ｃ３
Ｆ
1
系統，ＢＤＦ

1
系統，Ｂ６Ｄ２Ｆ

1
系統，ＢＡＬＢ／

ｃ系統，ＩＣＲ系統等）またはラット（例えば、Ｗｉｓ
ｔａｒ，ＳＤ等）等が好ましい。哺乳動物において発現
しうる組換えベクターにおける「哺乳動物」としては、
上記の非ヒト哺乳動物の他にヒト等が挙げられる。本発
明の外来性ＤＮＡとは、非ヒト哺乳動物が本来有してい
る本発明のＤＮＡではなく、いったん哺乳動物から単離
・抽出された本発明のＤＮＡをいう。本発明の変異ＤＮ
Ａとしては、元の本発明のＤＮＡの塩基配列に変異（例
えば、突然変異等）が生じたもの、具体的には、塩基の
付加、欠損、他の塩基への置換等が生じたＤＮＡ等が用
いられ、また、異常ＤＮＡも含まれる。該異常ＤＮＡと
しては、異常な本発明のポリペプチドを発現させるＤＮ
Ａを意味し、例えば、正常な本発明のポリペプチドの機
能を抑制するポリペプチドを発現させるＤＮＡ等が用い
られる。本発明の外来性ＤＮＡは、対象とする動物と同
種あるいは異種のどちらの哺乳動物由来のものであって
もよい。本発明のＤＮＡを対象動物に転移させるにあた
っては、該ＤＮＡを動物細胞で発現させうるプロモータ
ーの下流に結合したＤＮＡコンストラクトとして用いる
のが一般に有利である。例えば、本発明のヒトＤＮＡを
転移させる場合、これと相同性が高い本発明のＤＮＡを
有する各種哺乳動物（例えば、ウサギ、イヌ、ネコ、モ
ルモット、ハムスター、ラット、マウス等）由来のＤＮ
Ａを発現させうる各種プロモーターの下流に、本発明の
ヒトＤＮＡを結合したＤＮＡコンストラクト（例、ベク
ター等）を対象哺乳動物の受精卵、例えば、マウス受精
卵へマイクロインジェクションすることによって本発明
のＤＮＡを高発現するＤＮＡ転移哺乳動物を作出するこ
とができる。
【００６７】本発明のポリペプチドの発現ベクターとし
ては、大腸菌由来のプラスミド、枯草菌由来のプラスミ
ド、酵母由来のプラスミド、λファージ等のバクテリオ
ファージ、モロニー白血病ウィルス等のレトロウィル
ス、ワクシニアウィルスまたはバキュロウィルス等の動
物ウイルス等が用いられる。なかでも、大腸菌由来のプ
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ラスミド、枯草菌由来のプラスミドまたは酵母由来のプ
ラスミド等が好ましく用いられる。上記のＤＮＡ発現調
節を行なうプロモーターとしては、例えば、①ウイルス
（例、シミアンウイルス、サイトメガロウイルス、モロ
ニー白血病ウイルス、ＪＣウイルス、乳癌ウイルス、ポ
リオウイルス等）に由来するＤＮＡのプロモーター、②
各種哺乳動物（ヒト、ウサギ、イヌ、ネコ、モルモッ
ト、ハムスター、ラット、マウス等）由来のプロモータ
ー、例えば、アルブミン、インスリンＩＩ、ウロプラキ
ンＩＩ、エラスターゼ、エリスロポエチン、エンドセリ
ン、筋クレアチンキナーゼ、グリア線維性酸性タンパク
質、グルタチオンＳ－トランスフェラーゼ、血小板由来
成長因子β、ケラチンＫ１，Ｋ１０およびＫ１４、コラ
ーゲンＩ型およびＩＩ型、サイクリックＡＭＰ依存タン
パク質キナーゼβＩサブユニット、ジストロフィン、酒
石酸抵抗性アルカリフォスファターゼ、心房ナトリウム
利尿性因子、内皮レセプターチロシンキナーゼ（一般に
Ｔｉｅ２と略される）、ナトリウムカリウムアデノシン
３リン酸化酵素（Ｎａ，Ｋ－ＡＴＰａｓｅ）、ニューロ
フィラメント軽鎖、メタロチオネインＩおよびＩＩＡ、
メタロプロティナーゼ１組織インヒビター、ＭＨＣクラ
スＩ抗原（Ｈ－２Ｌ）、Ｈ－ｒａｓ、レニン、ドーパミ
ンβ－水酸化酵素、甲状腺ペルオキシダーゼ（ＴＰ
Ｏ）、ポリペプチド鎖延長因子1α（ＥＦ－１α）、β
アクチン、αおよびβミオシン重鎖、ミオシン軽鎖１お
よび２、ミエリン基礎タンパク質、チログロブリン、Ｔ
ｈｙ－１、免疫グロブリン、Ｈ鎖可変部（ＶＮＰ）、血
清アミロイドＰコンポーネント、ミオグロビン、トロポ
ニンＣ、平滑筋αアクチン、プレプロエンケファリン
Ａ、バソプレシン等のプロモーター等が用いられる。な
かでも、全身で高発現することが可能なサイトメガロウ
イルスプロモーター、ヒトポリペプチド鎖延長因子１α
（ＥＦ－１α）のプロモーター、ヒトおよびニワトリβ
アクチンプロモーター等が好適である。
【００６８】上記ベクターは、ＤＮＡ転移哺乳動物にお
いて目的とするメッセンジャーＲＮＡの転写を終結する
配列（一般にターミネターと呼ばれる）を有しているこ
とが好ましく、例えば、ウィルス由来および各種哺乳動
物由来の各ＤＮＡの配列を用いることができ、好ましく
は、シミアンウィルスのＳＶ４０ターミネーター等が用
いられる。その他、目的とする外来性ＤＮＡをさらに高
発現させる目的で各ＤＮＡのスプライシングシグナル、
エンハンサー領域、真核ＤＮＡのイントロンの一部等を
プロモーター領域の５’上流、プロモーター領域と翻訳
領域間あるいは翻訳領域の３’下流 に連結することも
目的により可能である。該翻訳領域は転移動物において
発現しうるＤＮＡコンストラクトとして、前記のプロモ
ーターの下流および所望により転写終結部位の上流に連
結させる通常のＤＮＡ工学的手法により作製することが
できる。受精卵細胞段階における本発明の外来性ＤＮＡ
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の転移は、対象哺乳動物の胚芽細胞および体細胞のすべ
てに存在するように確保される。ＤＮＡ転移後の作出動
物の胚芽細胞において、本発明の外来性ＤＮＡが存在す
ることは、作出動物の後代がすべて、その胚芽細胞およ
び体細胞のすべてに本発明の外来性ＤＮＡを保持するこ
とを意味する。本発明の外来性ＤＮＡを受け継いだこの
種の動物の子孫はその胚芽細胞および体細胞のすべてに
本発明の外来性ＤＮＡを有する。
【００６９】本発明の外来性正常ＤＮＡを転移させた非
ヒト哺乳動物は、交配により外来性ＤＮＡを安定に保持
することを確認して、該ＤＮＡ保有動物として通常の飼
育環境で継代飼育することが出来る。受精卵細胞段階に
おける本発明の外来性ＤＮＡの転移は、対象哺乳動物の
胚芽細胞および体細胞の全てに過剰に存在するように確
保される。ＤＮＡ転移後の作出動物の胚芽細胞において
本発明の外来性ＤＮＡが過剰に存在することは、作出動
物の子孫が全てその胚芽細胞および体細胞の全てに本発
明の外来性ＤＮＡを過剰に有することを意味する。本発
明の外来性ＤＮＡを受け継いだこの種の動物の子孫はそ
の胚芽細胞および体細胞の全てに本発明の外来性ＤＮＡ
を過剰に有する。導入ＤＮＡを相同染色体の両方に持つ
ホモザイゴート動物を取得し、この雌雄の動物を交配す
ることによりすべての子孫が該ＤＮＡを過剰に有するよ
うに繁殖継代することができる。本発明の正常ＤＮＡを
有する非ヒト哺乳動物は、本発明の正常ＤＮＡが高発現
させられており、内在性の正常ＤＮＡの機能を促進する
ことにより最終的に本発明のポリペプチドの機能亢進症
を発症することがあり、その病態モデル動物として利用
することができる。例えば、本発明の正常ＤＮＡ転移動
物を用いて、本発明のポリペプチドの機能亢進症や、本
発明のポリペプチドが関連する疾患の病態機序の解明お
よびこれらの疾患の治療方法の検討を行なうことが可能
である。また、本発明の外来性正常ＤＮＡを転移させた
哺乳動物は、遊離した本発明のポリペプチドの増加症状
を有することから、本発明のポリペプチドに関連する疾
患に対する治療薬のスクリーニング試験にも利用可能で
ある。
【００７０】一方、本発明の外来性異常ＤＮＡを有する
非ヒト哺乳動物は、交配により外来性ＤＮＡを安定に保
持することを確認して該ＤＮＡ保有動物として通常の飼
育環境で継代飼育することが出来る。さらに、目的とす
る外来ＤＮＡを前述のプラスミドに組み込んで原科とし
て用いることができる。プロモーターとのＤＮＡコンス
トラク卜は、通常のＤＮＡ工学的手法によって作製する
ことができる。受精卵細胞段階における本発明の異常Ｄ
ＮＡの転移は、対象哺乳動物の胚芽細胞および体細胞の
全てに存在するように確保される。ＤＮＡ転移後の作出
動物の胚芽細胞において本発明の異常ＤＮＡが存在する
ことは、作出動物の子孫が全てその胚芽細胞および体細
胞の全てに本発明の異常ＤＮＡを有することを意味す
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る。本発明の外来性ＤＮＡを受け継いだこの種の動物の
子孫は、その胚芽細胞および体細胞の全てに本発明の異
常ＤＮＡを有する。導入ＤＮＡを相同染色体の両方に持
つホモザイゴート動物を取得し、この雌雄の動物を交配
することによりすべての子孫が該ＤＮＡを有するように
繁殖継代することができる。本発明の異常ＤＮＡを有す
る非ヒト哺乳動物は、本発明の異常ＤＮＡが高発現させ
られており、内在性の正常ＤＮＡの機能を阻害すること
により最終的に本発明のポリペプチドの機能不活性型不
応症となることがあり、その病態モデル動物として利用
することができる。例えば、本発明の異常ＤＮＡ転移動
物を用いて、本発明のポリペプチドの機能不活性型不応
症の病態機序の解明およびこの疾患を治療方法の検討を
行なうことが可能である。また、具体的な利用可能性と
しては、本発明の異常ＤＮＡ高発現動物は、本発明のポ
リペプチドの機能不活性型不応症における本発明の異常
ポリペプチドによる正常ポリペプチドの機能阻害（domi
nant negative作用）を解明するモデルとなる。また、
本発明の外来異常ＤＮＡを転移させた哺乳動物は、遊離
した本発明のポリペプチドの増加症状を有することか
ら、本発明のポリペプチドの機能不活性型不応症に対す
る治療薬スクリーニング試験にも利用可能である。
【００７１】また、上記２種類の本発明のＤＮＡ転移動
物のその他の利用可能性として、例えば、
①組織培養のための細胞源としての使用、
②本発明のＤＮＡ転移動物の組織中のＤＮＡもしくはＲ
ＮＡを直接分析するか、またはＤＮＡにより発現された
ポリペプチド組織を分析することによる、本発明のポリ
ペプチドにより特異的に発現あるいは活性化するポリペ
プチドとの関連性についての解析、
③ＤＮＡを有する組織の細胞を標準組織培養技術により
培養し、これらを使用して、一般に培養困難な組織から
の細胞の機能の研究、
④上記③記載の細胞を用いることによる細胞の機能を高
めるような薬剤のスクリーニング、および
⑤本発明の変異ポリペプチドを単離精製およびその抗体
作製等が考えられる。
さらに、本発明のＤＮＡ転移動物を用いて、本発明のポ
リペプチドの機能不活性型不応症等を含む、本発明のポ
リペプチドに関連する疾患の臨床症状を調べることがで
き、また、本発明のポリペプチドに関連する疾患モデル
の各臓器におけるより詳細な病理学的所見が得られ、新
しい治療方法の開発、さらには、該疾患による二次的疾
患の研究および治療に貢献することができる。また、本
発明のＤＮＡ転移動物から各臓器を取り出し、細切後、
トリプシン等のポリペプチド（タンパク質）分解酵素に
より、遊離したＤＮＡ転移細胞の取得、その培養または
その培養細胞の系統化を行なうことが可能である。さら
に、本発明のポリペプチド産生細胞の特定化、アポトー
シス、分化あるいは増殖との関連性、またはそれらにお
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けるシグナル伝達機構を調べ、それらの異常を調べるこ
と等ができ、本発明のポリペプチドおよびその作用解明
のための有効な研究材料となる。さらに、本発明のＤＮ
Ａ転移動物を用いて、本発明のポリペプチドの機能不活
性型不応症を含む、本発明のポリペプチドに関連する疾
患の治療薬の開発を行なうために、上述の検査法および
定量法等を用いて、有効で迅速な該疾患治療薬のスクリ
ーニング法を提供することが可能となる。また、本発明
のＤＮＡ転移動物または本発明の外来性ＤＮＡ発現ベク
ターを用いて、本発明のポリペプチドが関連する疾患の
ＤＮＡ治療法を検討、開発することが可能である。
【００７２】（９）ノックアウト動物
本発明は、本発明のＤＮＡが不活性化された非ヒト哺乳
動物胚幹細胞および本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳
動物を提供する。すなわち、本発明は、（１）本発明の
ＤＮＡが不活性化された非ヒト哺乳動物胚幹細胞、
（２）該ＤＮＡがレポーター遺伝子（例、大腸菌由来の
β－ガラクトシダーゼ遺伝子）を導入することにより不
活性化された第（１）項記載の胚幹細胞、（３）ネオマ
イシン耐性である第（１）項記載の胚幹細胞、（４）非
ヒト哺乳動物がゲッ歯動物である第（１）項記載の胚幹
細胞、（５）ゲッ歯動物がマウスである第（４）項記載
の胚幹細胞、（６）本発明のＤＮＡが不活性化された該
ＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物、（７）該ＤＮＡがレポ
ーター遺伝子（例、大腸菌由来のβ－ガラクトシダーゼ
遺伝子）を導入することにより不活性化され、該レポー
ター遺伝子が本発明のＤＮＡに対するプロモーターの制
御下で発現しうる第（６）項記載の非ヒト哺乳動物、
（８）非ヒト哺乳動物がゲッ歯動物である第（６）項記
載の非ヒト哺乳動物、（９）ゲッ歯動物がマウスである
第（８）項記載の非ヒト哺乳動物、および（１０）第
（７）項記載の動物に、試験化合物を投与し、レポータ
ー遺伝子の発現を検出することを特徴とする本発明のＤ
ＮＡに対するプロモーター活性を促進または阻害する化
合物またはその塩のスクリーニング方法を提供する。
【００７３】本発明のＤＮＡが不活性化された非ヒト哺
乳動物胚幹細胞とは、該非ヒト哺乳動物が有する本発明
のＤＮＡに人為的に変異を加えることにより、ＤＮＡの
発現能を抑制するか、もしくは該ＤＮＡがコードしてい
る本発明のポリペプチドの活性を実質的に喪失させるこ
とにより、ＤＮＡが実質的に本発明のポリペプチドの発
現能を有さない（以下、本発明のノックアウトＤＮＡと
称することがある）非ヒト哺乳動物の胚幹細胞（以下、
ＥＳ細胞と略記する）をいう。非ヒト哺乳動物として
は、前記と同様のものが用いられる。本発明のＤＮＡに
人為的に変異を加える方法としては、例えば、遺伝子工
学的手法により該ＤＮＡ配列の一部または全部の削除、
他ＤＮＡを挿入または置換させることによって行なうこ
とができる。これらの変異により、例えば、コドンの読
み取り枠をずらしたり、プロモーターあるいはエキソン



(24) 特開２００１－１４９０８３

10

20

30

40

50

45
の機能を破壊することにより本発明のノックアウトＤＮ
Ａを作製すればよい。本発明のＤＮＡが不活性化された
非ヒト哺乳動物胚幹細胞（以下、本発明のＤＮＡ不活性
化ＥＳ細胞または本発明のノックアウトＥＳ細胞と略記
する）の具体例としては、例えば、目的とする非ヒト哺
乳動物が有する本発明のＤＮＡを単離し、そのエキソン
部分にネオマイシン耐性遺伝子、ハイグロマイシン耐性
遺伝子を代表とする薬剤耐性遺伝子、あるいはｌａｃＺ
（β－ガラクトシダーゼ遺伝子）、ｃａｔ（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）を代表
とするレポーター遺伝子等を挿入することによりエキソ
ンの機能を破壊するか、あるいはエキソン間のイントロ
ン部分に遺伝子の転写を終結させるＤＮＡ配列（例え
ば、polyＡ付加シグナル等）を挿入し、完全なメッセン
ジャーＲＮＡを合成できなくすることによって、結果的
に遺伝子を破壊するように構築したＤＮＡ配列を有する
ＤＮＡ鎖（以下、ターゲッティングベクターと略記す
る）を、例えば相同組換え法により該動物の染色体に導
入し、得られたＥＳ細胞について本発明のＤＮＡ上ある
いはその近傍のＤＮＡ配列をプローブとしたサザンハイ
ブリダイゼーション解析あるいはターゲッティングベク
ター上のＤＮＡ配列とターゲッティングベクター作製に
使用した本発明のＤＮＡ以外の近傍領域のＤＮＡ配列を
プライマーとしたＰＣＲ法により解析し、本発明のノッ
クアウトＥＳ細胞を選別することにより得ることができ
る。
【００７４】また、相同組換え法等により本発明のＤＮ
Ａを不活化させる元のＥＳ細胞としては、例えば、前述
のような既に樹立されたものを用いてもよく、また公知
 EvansとKaufmaの方法に準じて新しく樹立したものでも
よい。例えば、マウスのＥＳ細胞の場合、現在、一般的
には１２９系のＥＳ細胞が使用されているが、免疫学的
背景がはっきりしていないので、これに代わる純系で免
疫学的に遺伝的背景が明らかなＥＳ細胞を取得する等の
目的で例えば、Ｃ５７ＢＬ／６マウスやＣ５７ＢＬ／６
の採卵数の少なさをＤＢＡ／２との交雑により改善した
ＢＤＦ

1
マウス（Ｃ５７ＢＬ／６とＤＢＡ／２とのＦ

1
）

を用いて樹立したもの等も良好に用いうる。ＢＤＦ
1
マ

ウスは、採卵数が多く、かつ、卵が丈夫であるという利
点に加えて、Ｃ５７ＢＬ／６マウスを背景に持つので、
これを用いて得られたＥＳ細胞は病態モデルマウスを作
出したとき、Ｃ５７ＢＬ／６マウスと戻し交配（バック
クロス）することでその遺伝的背景をＣ５７ＢＬ／６マ
ウスに代えることが可能である点で有利に用い得る。ま
た、ＥＳ細胞を樹立する場合、一般には受精後３.５日
目の胚盤胞を使用するが、これ以外に８細胞期胚を採卵
し胚盤胞まで培養して用いることにより効率よく多数の
初期胚を取得することができる。また、雌雄いずれのＥ
Ｓ細胞を用いてもよいが、通常雄のＥＳ細胞の方が生殖
系列キメラを作出するのに都合が良い。また、煩雑な培
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養の手間を削減するためにもできるだけ早く雌雄の判別
を行なうことが望ましい。ＥＳ細胞の雌雄の判定方法と
しては、例えば、ＰＣＲ法によりＹ染色体上の性決定領
域の遺伝子を増幅、検出する方法が、その１例として挙
げることができる。この方法を使用すれば、従来、核型
分析をするのに約１０6個の細胞数を要していたのに対
して、１コロニー程度のＥＳ細胞数（約５０個）で済む
ので、培養初期におけるＥＳ細胞の第一次セレクション
を雌雄の判別で行なうことが可能であり、早期に雄細胞
の選定を可能にしたことにより培養初期の手間は大幅に
削減できる。
【００７５】また、第二次セレクションとしては、例え
ば、Ｇ－バンディング法による染色体数の確認等により
行うことができる。得られるＥＳ細胞の染色体数は正常
数の１００％が望ましいが、樹立の際の物理的操作等の
関係上困難な場合は、ＥＳ細胞の遺伝子をノックアウト
した後、正常細胞（例えば、マウスでは染色体数が２ｎ
＝４０である細胞）に再びクローニングすることが望ま
しい。このようにして得られた胚幹細胞株は、通常その
増殖性は大変良いが、個体発生できる能力を失いやすい
ので、注意深く継代培養することが必要である。例え
ば、ＳＴＯ繊維芽細胞のような適当なフィーダー細胞上
でＬＩＦ（１－１００００U/ml）存在下に炭酸ガス培養
器内（好ましくは、約５％炭酸ガス、約９５％空気また
は約５％酸素、約５％炭酸ガス、約９０％空気）で約３
７℃で培養する等の方法で培養し、継代時には、例え
ば、トリプシン／ＥＤＴＡ溶液（通常約０.００１－０.
５％トリプシン／約０.１－５ｍＭ ＥＤＴＡ、好ましく
は約０.１％トリプシン／約１ｍＭ ＥＤＴＡ）処理によ
り単細胞化し、新たに用意したフィーダー細胞上に播種
する方法等がとられる。このような継代は、通常１－３
日毎に行なうが、この際に細胞の観察を行い、形態的に
異常な細胞が見受けられた場合はその培養細胞は放棄す
ることが望まれる。ＥＳ細胞は、適当な条件により、高
密度に至るまで単層培養するか、または細胞集塊を形成
するまで浮遊培養することにより、頭頂筋、内臓筋、心
筋等の種々のタイプの細胞に分化させることが可能であ
り〔M. J. EvansおよびM. H. Kaufman, ネイチャー（Na
ture）第292巻、154頁、1981年；G. R. Martin  プロシ
ーディングス・オブ・ナショナル・アカデミー・オブ・
サイエンス・ユーエスエー（Proc. Natl. Acad. Sci. 
U.S.A.）第78巻、7634頁、1981年；T. C. Doetschman
ら、ジャーナル・オブ・エンブリオロジー・アンド・エ
クスペリメンタル・モルフォロジー、第87巻、27頁、19
85年〕、本発明のＥＳ細胞を分化させて得られる本発明
のＤＮＡ発現不全細胞は、インビトロにおける本発明の
ポリペプチドの細胞生物学的検討において有用である。
本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物は、該動物のｍ
ＲＮＡ量を公知方法を用いて測定して間接的にその発現
量を比較することにより、正常動物と区別することが可
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能である。該非ヒト哺乳動物としては、前記と同様のも
のが用いられる。
【００７６】本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物
は、例えば、前述のようにして作製したターゲッティン
グベクターをマウス胚幹細胞またはマウス卵細胞に導入
し、導入によりターゲッティングベクターの本発明のＤ
ＮＡが不活性化されたＤＮＡ配列が遺伝子相同組換えに
より、マウス胚幹細胞またはマウス卵細胞の染色体上の
本発明のＤＮＡと入れ換わる相同組換えをさせることに
より、本発明のＤＮＡをノックアウトさせることができ
る。本発明のＤＮＡがノックアウトされた細胞は、本発
明のＤＮＡ上またはその近傍のＤＮＡ配列をプローブと
したサザンハイブリダイゼーション解析またはターゲッ
ティングベクター上のＤＮＡ配列と、ターゲッティング
ベクターに使用したマウス由来の本発明のＤＮＡ以外の
近傍領域のＤＮＡ配列とをプライマーとしたＰＣＲ法に
よる解析で判定することができる。非ヒト哺乳動物胚幹
細胞を用いた場合は、遺伝子相同組換えにより、本発明
のＤＮＡが不活性化された細胞株をクローニングし、そ
の細胞を適当な時期、例えば、８細胞期の非ヒト哺乳動
物胚または胚盤胞に注入し、作製したキメラ胚を偽妊娠
させた該非ヒト哺乳動物の子宮に移植する。作出された
動物は正常な本発明のＤＮＡ座をもつ細胞と人為的に変
異した本発明のＤＮＡ座をもつ細胞との両者から構成さ
れるキメラ動物である。該キメラ動物の生殖細胞の一部
が変異した本発明のＤＮＡ座をもつ場合、このようなキ
メラ個体と正常個体を交配することにより得られた個体
群より、全ての組織が人為的に変異を加えた本発明のＤ
ＮＡ座をもつ細胞で構成された個体を、例えば、コート
カラーの判定等により選別することにより得られる。こ
のようにして得られた個体は、通常、本発明のポリペプ
チドのヘテロ発現不全個体であり、本発明のポリペプチ
ドのヘテロ発現不全個体同志を交配し、それらの産仔か
ら本発明のポリペプチドのホモ発現不全個体を得ること
ができる。卵細胞を使用する場合は、例えば、卵細胞核
内にマイクロインジェクション法でＤＮＡ溶液を注入す
ることによりターゲッティングベクターを染色体内に導
入したトランスジェニック非ヒト哺乳動物を得ることが
でき、これらのトランスジェニック非ヒト哺乳動物に比
べて、遺伝子相同組換えにより本発明のＤＮＡ座に変異
のあるものを選択することにより得られる。
【００７７】このようにして本発明のＤＮＡがノックア
ウトされている個体は、交配により得られた動物個体も
該ＤＮＡがノックアウトされていることを確認して通常
の飼育環境で飼育継代を行なうことができる。さらに、
生殖系列の取得および保持についても常法に従えばよ
い。すなわち、該不活化ＤＮＡの保有する雌雄の動物を
交配することにより、該不活化ＤＮＡを相同染色体の両
方に持つホモザイゴート動物を取得しうる。得られたホ
モザイゴート動物は、母親動物に対して、正常個体１，
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ホモザイゴート複数になるような状態で飼育することに
より効率的に得ることができる。ヘテロザイゴート動物
の雌雄を交配することにより、該不活化ＤＮＡを有する
ホモザイゴートおよびヘテロザイゴート動物を繁殖継代
する。本発明のＤＮＡが不活性化された非ヒト哺乳動物
胚幹細胞は、本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物を
作出する上で、非常に有用である。また、本発明のＤＮ
Ａ発現不全非ヒト哺乳動物は、本発明のポリペプチドに
より誘導され得る種々の生物活性を欠失するため、本発
明のポリペプチドの生物活性の不活性化を原因とする疾
病のモデルとなり得るので、これらの疾病の原因究明お
よび治療法の検討に有用である。
【００７８】（９ａ）本発明のＤＮＡの欠損や損傷等に
起因する疾病に対して治療・予防効果を有する化合物の
スクリーニング方法
本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物は、本発明のＤ
ＮＡの欠損や損傷等に起因する疾病（日和見感染症、敗
血症、薬物中毒、結核、ガン、肝臓機能障害、免疫機能
障害、内分泌障害等）に対して治療・予防効果を有する
化合物のスクリーニングに用いることができる。すなわ
ち、本発明は、本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物
に試験化合物を投与し、該動物の変化を観察・測定する
ことを特徴とする、本発明のＤＮＡの欠損や損傷等に起
因する疾病に対して治療・予防効果を有する化合物また
はその塩のスクリーニング方法を提供する。該スクリー
ニング方法において用いられる本発明のＤＮＡ発現不全
非ヒト哺乳動物としては、前記と同様のものが挙げられ
る。試験化合物としては、例えば、ペプチド、タンパ
ク、非ペプチド性化合物、合成化合物、発酵生産物、細
胞抽出液、植物抽出液、動物組織抽出液、血漿等が挙げ
られ、これら化合物は新規な化合物であってもよいし、
公知の化合物であってもよい。具体的には、本発明のＤ
ＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物を、試験化合物で処理し、
無処理の対照動物と比較し、該動物の各器官、組織、疾
病の症状等の変化を指標として試験化合物の治療・予防
効果を試験することができる。試験動物を試験化合物で
処理する方法としては、例えば、経口投与、静脈注射等
が用いられ、試験動物の症状、試験化合物の性質等にあ
わせて適宜選択することができる。また、試験化合物の
投与量は、投与方法、試験化合物の性質等にあわせて適
宜選択することができる。例えば、肝臓機能障害に対し
て治療・予防効果を有する化合物をスクリーニングする
場合、本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物に毒物負
荷処置を行ない、毒物負荷処置前または処置後に試験化
合物を投与し、該動物の解毒作用および体重変化等を経
時的に測定する。
【００７９】本発明のスクリーニング方法を用いて得ら
れうる化合物は、上記した試験化合物から選ばれた化合
物であり、本発明のポリペプチドの欠損や損傷等によっ
て引き起こされる疾患（日和見感染症、敗血症、薬物中
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毒、結核、ガン、肝臓機能障害、免疫機能障害、内分泌
障害等）に対して治療・予防効果を有するので、該疾患
に対する安全で低毒性な治療・予防剤等の医薬として使
用することができる。さらに、上記スクリーニングで得
られた化合物から誘導される化合物も同様に用いること
ができる。該スクリーニング方法で得られた化合物は塩
を形成していてもよく、該化合物の塩としては、生理学
的に許容される酸（例、無機酸、有機酸）や塩基（例ア
ルカリ金属）等との塩が用いられ、とりわけ生理学的に
許容される酸付加塩が好ましい。この様な塩としては、
例えば、無機酸（例えば、塩酸、リン酸、臭化水素酸、
硫酸）との塩、あるいは有機酸（例えば、酢酸、ギ酸、
プロピオン酸、フマル酸、マレイン酸、コハク酸、酒石
酸、クエン酸、リンゴ酸、蓚酸、安息香酸、メタンスル
ホン酸、ベンゼンスルホン酸）との塩等が用いられる。
該スクリーニング方法で得られた化合物またはその塩を
含有する医薬は、前記した本発明のポリペプチドを含有
する医薬と同様にして製造することができる。このよう
にして得られる製剤は、安全で低毒性であるので、例え
ば、ヒトまたは哺乳動物（例えば、ラット、マウス、モ
ルモット、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ウマ、ネコ、
イヌ、サル等）に対して投与することができる。該化合
物またはその塩の投与量は、対象疾患、投与対象、投与
ルート等により差異はあるが、例えば、炎症性疾患の治
療目的で該化合物を経口投与する場合、一般的に成人
（体重６０ｋｇとして）においては、一日につき該化合
物を約０.１～１００ｍｇ、好ましくは約１．０～５０
ｍｇ、より好ましくは約１．０～２０ｍｇ投与する。非
経口的に投与する場合は、該化合物の１回投与量は投与
対象、対象疾患等によっても異なるが、例えば、日和見
感染症、敗血症、薬物中毒、結核、ガン、肝臓機能障
害、免疫機能障害、内分泌障害等の治療目的で該化合物
を注射剤の形で通常成人（６０ｋｇとして）に投与する
場合、一日につき該化合物を約０．０１～３０ｍｇ程
度、好ましくは約０．１～２０ｍｇ程度、より好ましく
は約０．１～１０ｍｇ程度を静脈注射により投与するの
が好都合である。他の動物の場合も、６０ｋｇ当たりに
換算した量を投与することができる。
【００８０】（９ｂ）本発明のＤＮＡに対するプロモー
ターの活性を促進または阻害する化合物をスクリーニン
グ方法
本発明は、本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物に、
試験化合物を投与し、レポーター遺伝子の発現を検出す
ることを特徴とする本発明のＤＮＡに対するプロモータ
ーの活性を促進または阻害する化合物またはその塩のス
クリーニング方法を提供する。上記スクリーニング方法
において、本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物とし
ては、前記した本発明のＤＮＡ発現不全非ヒト哺乳動物
の中でも、本発明のＤＮＡがレポーター遺伝子を導入す
ることにより不活性化され、該レポーター遺伝子が本発
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明のＤＮＡに対するプロモーターの制御下で発現しうる
ものが用いられる。試験化合物としては、前記と同様の
ものが挙げられる。レポーター遺伝子としては、前記と
同様のものが用いられ、β－ガラクトシダーゼ遺伝子
（ｌａｃＺ）、可溶性アルカリフォスファターゼ遺伝子
またはルシフェラーゼ遺伝子等が好適である。本発明の
ＤＮＡをレポーター遺伝子で置換された本発明のＤＮＡ
発現不全非ヒト哺乳動物では、レポーター遺伝子が本発
明のＤＮＡに対するプロモーターの支配下に存在するの
で、レポーター遺伝子がコードする物質の発現をトレー
スすることにより、プロモーターの活性を検出すること
ができる。
【００８１】例えば、本発明のポリペプチドをコードす
るＤＮＡ領域の一部を大腸菌由来のβ－ガラクトシダー
ゼ遺伝子（ｌａｃＺ）で置換している場合、本来、本発
明のポリペプチドの発現する組織で、本発明のポリペプ
チドの代わりにβ－ガラクトシダーゼが発現する。従っ
て、例えば、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル
－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（Ｘ－ｇａｌ）のような
β－ガラクトシダーゼの基質となる試薬を用いて染色す
ることにより、簡便に本発明のポリペプチドの動物生体
内における発現状態を観察することができる。具体的に
は、本発明のポリペプチド欠損マウスまたはその組織切
片をグルタルアルデヒド等で固定し、リン酸緩衝生理食
塩液（ＰＢＳ）で洗浄後、Ｘ－ｇａｌを含む染色液で、
室温または３７℃付近で、約３０分ないし１時間反応さ
せた後、組織標本を１ｍＭ ＥＤＴＡ／ＰＢＳ溶液で洗
浄することによって、β－ガラクトシダーゼ反応を停止
させ、呈色を観察すればよい。また、常法に従い、ｌａ
ｃＺをコードするｍＲＮＡを検出してもよい。
【００８２】上記スクリーニング方法を用いて得られう
る化合物またはその塩は、上記した試験化合物から選ば
れた化合物であり、本発明のＤＮＡに対するプロモータ
ー活性を促進または阻害する化合物である。該スクリー
ニング方法で得られた化合物は塩を形成していてもよ
く、該化合物の塩としては、生理学的に許容される酸
（例、無機酸）や塩基（例、有機酸）等との塩が用いら
れ、とりわけ生理学的に許容される酸付加塩が好まし
い。この様な塩としては、例えば、無機酸（例えば、塩
酸、リン酸、臭化水素酸、硫酸）との塩、あるいは有機
酸（例えば、酢酸、ギ酸、プロピオン酸、フマル酸、マ
レイン酸、コハク酸、酒石酸、クエン酸、リンゴ酸、蓚
酸、安息香酸、メタンスルホン酸、ベンゼンスルホン
酸）との塩等が用いられる。本発明のＤＮＡに対するプ
ロモーター活性を促進する化合物またはその塩は、本発
明のポリペプチドの発現を促進し、該ポリペプチドの機
能を促進することができるので、例えば、日和見感染
症、敗血症、薬物中毒、結核、ガン、肝臓機能障害、免
疫機能障害、内分泌障害等の疾病に対する安全で低毒性
な治療・予防剤等の医薬として有用である。さらに、上
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記スクリーニングで得られた化合物から誘導される化合
物も同様に用いることができる。
【００８３】該スクリーニング方法で得られた化合物ま
たはその塩を含有する医薬は、前記した本発明のポリペ
プチドまたはその塩を含有する医薬と同様にして製造す
ることができる。このようにして得られる製剤は、安全
で低毒性であるので、例えば、ヒトまたは哺乳動物（例
えば、ラット、マウス、モルモット、ウサギ、ヒツジ、
ブタ、ウシ、ウマ、ネコ、イヌ、サル等）に対して投与
することができる。該化合物またはその塩の投与量は、
対象疾患、投与対象、投与ルート等により差異はある
が、例えば、日和見感染症、敗血症、薬物中毒、結核、
ガン、肝臓機能障害、免疫機能障害、内分泌障害等の治
療目的で本発明のＤＮＡに対するプロモーター活性を促
進する化合物を経口投与する場合、一般的に成人（体重
６０ｋｇとして）においては、一日につき該化合物を約
０.１～１００ｍｇ、好ましくは約１．０～５０ｍｇ、
より好ましくは約１．０～２０ｍｇ投与する。非経口的
に投与する場合は、該化合物の１回投与量は投与対象、
対象疾患等によっても異なるが、例えば、日和見感染
症、敗血症、薬物中毒、結核、ガン、肝臓機能障害、免
疫機能障害、内分泌障害等の治療目的で本発明のＤＮＡ
に対するプロモーター活性を促進する化合物を注射剤の
形で通常成人（６０ｋｇとして）に投与する場合、一日
につき該化合物を約０．０１～３０ｍｇ程度、好ましく
は約０．１～２０ｍｇ程度、より好ましくは約０．１～
１０ｍｇ程度を静脈注射により投与するのが好都合であ
る。他の動物の場合も、６０ｋｇ当たりに換算した量を
投与することができる。一方、例えば、本発明のＤＮＡ
に対するプロモーター活性を阻害する化合物を経口投与
する場合、一般的に成人（体重６０ｋｇとして）におい
ては、一日につき該化合物を約０.１～１００ｍｇ、好
ましくは約１．０～５０ｍｇ、より好ましくは約１．０
～２０ｍｇ投与する。非経口的に投与する場合は、該化
合物の１回投与量は投与対象、対象疾患等によっても異
なるが、本発明のＤＮＡに対するプロモーター活性を阻
害する化合物を注射剤の形で通常成人（６０ｋｇとし
て）に投与する場合、一日につき該化合物を約０．０１
～３０ｍｇ程度、好ましくは約０．１～２０ｍｇ程度、
より好ましくは約０．１～１０ｍｇ程度を静脈注射によ
り投与するのが好都合である。他の動物の場合も、６０
ｋｇ当たりに換算した量を投与することができる。
【００８４】このように、本発明のＤＮＡ発現不全非ヒ
ト哺乳動物は、本発明のＤＮＡに対するプロモーターの
活性を促進または阻害する化合物またはその塩をスクリ
ーニングする上で極めて有用であり、本発明のＤＮＡ発
現不全に起因する各種疾患の原因究明または予防・治療
薬の開発に大きく貢献することができる。さらに、本発
明のポリペプチドをコードする遺伝子は、マウスやヒト
において、特に肝臓で極めて大量に発現していることか
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ら、該遺伝子のプロモーター配列は、目的タンパク質
（任意の有用遺伝子産物等）を非ヒト温血動物の肝臓で
大量に発現させるためのプロモーターとして好都合であ
る。非ヒト温血動物としては、例えば上述の温血動物と
して例示したものと同様のもの等があげられる。すなわ
ち、本発明は、配列番号：１で表されるアミノ酸配列を
含有することを特徴とするポリペプチドをコードする遺
伝子のプロモータ－領域の下流（３’末端側）に目的タ
ンパク質（任意の有用遺伝子産物等）を連結し、非ヒト
動物に導入することによる目的タンパク質（任意の有用
遺伝子産物等）を非ヒト温血動物の肝臓優位に発現させ
る方法を提供する。該目的タンパク質（任意の有用遺伝
子産物等）としては、例えば、サイトカイン（例、イン
ターロイキン、インターフェロン、ケモカイン、造血因
子）、増殖因子（例、EGF（epidermal growth factor）
またはそれと実質的に同一の活性を有する物質（例え
ば、EGF、ハレグリン（HER2リガンド）等）、インシュ
リンまたはそれと実質的に同一の活性を有する物質（例
えば、インシュリン、IGF（insulin-like growth facto
r）－１、IGF－２等）、FGF（fibroblast growth facto
r）またはそれと実質的に同一の活性を有するもの（例
えば、aFGF、bFGF、KGF(Keratindcyte Growth Facto
r)、HGF(Hepatocyte Growth Factor)、FGF-10等）、そ
の他の細胞増殖因子（例えば、CSF（colony stimulatin
g factor）、EPO(erythropoietin)、IL-2（interleukin
-2）、NGF(nerve growth factor)、PDGF（platelet-der
ived growth factor）、TGFβ（transforming growth f
actorβ））等）、ホルモン（例、黄体形成ホルモン放
出ホルモン（ＬＨ－ＲＨ）、成長ホルモン、成長ホルモ
ン放出ホルモン(ＧＨ－ＲＨ）、プロラクチン、メラノ
サイト刺激ホルモン、甲状腺ホルモン放出ホルモン、甲
状腺刺激ホルモン、黄体形成ホルモン、黄体ホルモン、
卵胞刺激ホルモン、ガストリン、モチリン、ソマトスタ
チン、セクレチン、グルカゴン、ＰＡＣＡＰ、ＶＩＰ
等、消化酵素（例、アミラーゼ、ペプシノーゲン、リパ
ーゼ等）、病原体に対する抗体（例、病原性サルモネラ
菌等の病原性細菌に対する抗体、インフルエンザ等の病
原性ウイルスに対する抗体、エキノコックス等の寄生虫
に対する抗体等）、抗菌ポリペプチド（例、セクロピ
ン、ヒスタチン、インドリシジン、プロテグリン、ディ
フェンシン、リゾチーム等）等の有用遺伝子産物等があ
げられる。上記の目的タンパク質のうち、
①  サイトカインを肝臓特異的に発現させることによっ
て、例えば、非ヒト温血動物の免疫活性の増強、調節等
が達成でき、
②  抗菌ペプチドを肝臓に発現させることによって、例
えば、非ヒト温血動物の各種感染症に対するの抵抗力の
増強が達成できる。
【００８５】以下に、配列番号：１で表されるアミノ酸
配列を含有することを特徴とするポリペプチドをコード
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する遺伝子のプロモータ－領域の下流（３’末端側）に
目的タンパク質（任意の有用遺伝子産物等）をコードす
るＤＮＡまたはＲＮＡを連結し、非ヒト動物に導入する
ことによる目的タンパク質（任意の有用遺伝子産物等）
を非ヒト温血動物の肝臓特異的に発現させる方法につい
てより具体的に記載する。まず、配列番号：１で表され
るアミノ酸配列を含有することを特徴とするポリペプチ
ドをコードする遺伝子のプロモータ－は、コロニーハイ
ブリダイゼーション、プラークハイブリダイゼーション
やＰＣＲ等の自体公知の方法（例えば、モレキュラー・
クローニング（Molecular Cloning） 2nd (J. Sambrook
 et al., Cold Spring Harbor Lab. Press, 1989)に記
載の方法等）によって得ることができる。また、プロモ
ーター活性を有する領域の同定は、レポーターアッセイ
等の自体公知の方法（例えば、アナリティカル バイオ
ケミストリー（Analytical Biochemistry），１８８
巻，２４５頁（1990年）に記載の方法等）によって得る
ことができる。次に上記の方法によって得られるプロモ
ータ－の下流（３’末端側）に目的タンパク質（任意の
有用遺伝子産物等）を連結するためには、Ｔ４ＤＮＡリ
ガーゼを用いてプラスミドを構築するための自体公知の
方法（例えば、モレキュラー・クローニング（Molecula
r Cloning） 2nd (J. Sambrook et al., Cold Spring H
arbor Lab. Press, 1989)に記載の方法等）によって目
的を達成する事が出来る。プロモータ－の下流（３’末
端側）に目的タンパク質（任意の有用遺伝子産物等）を
コードするＤＮＡを連結したものを非ヒト温血動物に導
入するためには、エレクトロポーレイションを用いる方
法、遺伝子銃を用いる方法、レトロウイルスベクターを*
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*用いる方法（例えば、ブラッド セルズ（Blood Cell
s），１７巻，４０７頁（1991年）に記載の方法等）、
アデノウイルスベクターを用いる方法（例えば、パソロ
ジー（Pathology），３０巻，３３５頁（1998年）に記
載の方法等）等がある。
【００８６】本明細書および図面において、塩基やアミ
ノ酸等を略号で表示する場合、ＩＵＰＡＣ－ＩＵＢ  Co
mmision on Biochemical Nomenclature による略号ある
いは当該分野における慣用略号に基づくものであり、そ
の例を下記する。またアミノ酸に関し光学異性体があり
得る場合は、特に明示しなければＬ体を示すものとす
る。
ＤＮＡ          ：デオキシリボ核酸
ｃＤＮＡ        ：相補的デオキシリボ核酸
Ａ            ：アデニン
Ｔ            ：チミン
Ｇ            ：グアニン
Ｃ            ：シトシン
ＲＮＡ          ：リボ核酸
ｍＲＮＡ        ：メッセンジャーリボ核酸
ｄＡＴＰ        ：デオキシアデノシン三リン酸
ｄＴＴＰ        ：デオキシチミジン三リン酸
ｄＧＴＰ        ：デオキシグアノシン三リン酸
ｄＣＴＰ        ：デオキシシチジン三リン酸
ＡＴＰ          ：アデノシン三リン酸
ＥＤＴＡ        ：エチレンジアミン四酢酸
ＳＤＳ          ：ドデシル硫酸ナトリウム
【００８７】

  Ｇｌｙ  または  Ｇ          ：グリシン
  Ａｌａ  または  Ａ          ：アラニン
  Ｖａｌ  または  Ｖ          ：バリン
  Ｌｅｕ  または  Ｌ          ：ロイシン
  Ｉｌｅ  または  Ｉ          ：イソロイシン
  Ｓｅｒ  または  Ｓ          ：セリン
  Ｔｈｒ  または  Ｔ          ：スレオニン
  Ｃｙｓ  または  Ｃ          ：システイン
  Ｍｅｔ  または  Ｍ          ：メチオニン
  Ｇｌｕ  または  Ｅ          ：グルタミン酸
  Ａｓｐ  または  Ｄ          ：アスパラギン酸
  Ｌｙｓ  または  Ｋ          ：リジン
  Ａｒｇ  または  Ｒ          ：アルギニン
  Ｈｉｓ  または  Ｈ          ：ヒスチジン
  Ｐｈｅ  または  Ｆ          ：フェニルアラニン
  Ｔｙｒ  または  Ｙ          ：チロシン
  Ｔｒｐ  または  Ｗ          ：トリプトファン
  Ｐｒｏ  または  Ｐ          ：プロリン
  Ａｓｎ  または  Ｎ          ：アスパラギン
  Ｇｌｎ  または  Ｑ          ：グルタミン
  ｐＧｌｕ                    ：ピログルタミン酸
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  Ｘａａ                      ：システイン以外の任意のアミノ酸55
【００８８】また、本明細書中で繁用される置換基、保*

56
*護基および試薬を下記の記号で表記する。

  Ｍｅ            ：メチル基
  Ｅｔ            ：エチル基
  Ｂｕ            ：ブチル基
  Ｐｈ            ：フェニル基
  ＴＣ            ：チアゾリジン－４（Ｒ）－カルボキサミド基
  Ｔｏｓ          ：ｐ－トルエンスルフォニル
  ＣＨＯ          ：ホルミル
  Ｂｚｌ          ：ベンジル
  Ｃｌ

2
－Bzl      ：２，６－ジクロロベンジル

  Ｂｏｍ          ：ベンジルオキシメチル
  Ｚ              ：ベンジルオキシカルボニル
  Ｃｌ－Ｚ        ：２－クロロベンジルオキシカルボニル
  Ｂｒ－Ｚ        ：２－ブロモベンジルオキシカルボニル
  Ｂｏｃ          ：ｔ－ブトキシカルボニル
  ＤＮＰ          ：ジニトロフェニル
  Ｔｒｔ          ：トリチル
  Ｂｕｍ          ：ｔ－ブトキシメチル
  Ｆｍｏｃ        ：Ｎ－９－フルオレニルメトキシカルボニル
  ＨＯＢｔ        ：１－ヒドロキシベンズトリアゾール
  ＨＯＯＢｔ      ：３,４－ジヒドロ－３－ヒドロキシ－４－オキソ－
                    １,２,３－ベンゾトリアジン
  ＨＯＮＢ        ：1-ヒドロキシ-5-ノルボルネン-2,3-ジカルボ
キシイミド
  ＤＣＣ          ：Ｎ，Ｎ’－ジシクロヘキシルカルボジイミド【００８９】本願明細書の配列表の配列番号は、以下の

配列を示す。
［配列番号：１］本発明のヒト型前駆体ポリペプチドの
アミノ酸配列を示す。
［配列番号：２］配列番号：１で表されるアミノ酸配列
を有するヒト型前駆体ポリペプチドをコードするＤＮＡ
の塩基配列を示す。
［配列番号：３］本発明のヒト型前駆体ポリペプチドの
アミノ酸配列を示す。
［配列番号：４］配列番号：３で表されるアミノ酸配列
を有するヒト型前駆体ポリペプチドをコードするＤＮＡ
の塩基配列を示す。
［配列番号：５］配列番号：１で表されるアミノ酸配列
を有するヒト型前駆体ポリペプチドに含まれるシグナル
配列のアミノ酸配列を示す。
［配列番号：６］配列番号：５で表されるアミノ酸配列
を有するシグナル配列をコードするＤＮＡの塩基配列を
示す。
［配列番号：７］本発明のヒト型成熟体ポリペプチドの
アミノ酸配列を示す。
［配列番号：８］配列番号：７で表されるアミノ酸配列
を有するヒト型成熟体ポリペプチドをコードするＤＮＡ
の塩基配列を示す。
［配列番号：９］本発明のマウス型前駆体ポリペプチド
のアミノ酸配列を示す。

［配列番号：１０］配列番号：９で表されるアミノ酸配
列を有するマウス型前駆体ポリペプチドをコードするＤ
ＮＡの塩基配列を示す。
［配列番号：１１］本発明のマウス型前駆体ポリペプチ
ドのアミノ酸配列を示す。
［配列番号：１２］配列番号：１１で表されるアミノ酸
配列を有するマウス型前駆体ポリペプチドをコードする
ＤＮＡの塩基配列を示す。
［配列番号：１３］本発明のマウス型成熟体ポリペプチ
ドのアミノ酸配列を示す。
［配列番号：１４］配列番号：１３で表されるアミノ酸
配列を有するマウス型成熟体ポリペプチドをコードする
ＤＮＡの塩基配列を示す。
［配列番号：１５］本発明のマウス型前駆体ポリペプチ
ドのアミノ酸配列を示す。
［配列番号：１６］配列番号：１５で表されるアミノ酸
配列を有するマウス型前駆体ポリペプチドをコードする
ＤＮＡの塩基配列を示す。
［配列番号：１７］本発明のマウス型前駆体ポリペプチ
ドのアミノ酸配列を示す。
［配列番号：１８］配列番号：１７で表されるアミノ酸
配列を有するマウス型前駆体ポリペプチドをコードする
ＤＮＡの塩基配列を示す。
［配列番号：１９］本発明のマウス型成熟体ポリペプチ
ドのアミノ酸配列を示す。
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［配列番号：２０］配列番号：１９で表されるアミノ酸
配列を有するマウス型成熟体ポリペプチドをコードする
ＤＮＡの塩基配列を示す。
［配列番号：２１］本発明のラット型前駆体ポリペプチ
ドのアミノ酸配列を示す。
［配列番号：２２］配列番号：２１で表されるアミノ酸
配列を有するラット型前駆体ポリペプチドをコードする
ＤＮＡの塩基配列を示す。
［配列番号：２３］本発明のラット型前駆体ポリペプチ
ドのアミノ酸配列を示す。
［配列番号：２４］配列番号：２３で表されるアミノ酸
配列を有するラット型前駆体ポリペプチドをコードする
ＤＮＡの塩基配列を示す。
［配列番号：２５］本発明のラット型成熟体ポリペプチ
ドのアミノ酸配列を示す。
［配列番号：２６］配列番号：２５で表されるアミノ酸
配列を有するマウス型成熟体ポリペプチドをコードする
ＤＮＡの塩基配列を示す。
［配列番号：２７］本発明の成熟体ポリペプチドのアミ
ノ酸配列を示す。
［配列番号：２８］実施例２で用いられたプライマーの
塩基配列を示す。
［配列番号：２９］実施例２で用いられたプライマーの
塩基配列を示す。
［配列番号：３０］本発明の成熟体ポリペプチドのアミ
ノ酸配列を示す。
［配列番号：３１］本発明の成熟体ポリペプチドのアミ
ノ酸配列を示す。
［配列番号：３２］実施例５で用いられたプライマーの
塩基配列を示す。
［配列番号：３３］実施例５で用いられたプライマーの
塩基配列を示す。
［配列番号：３４］実施例５で用いられたプライマーの
塩基配列を示す。
【００９０】後述の実施例２で得られた形質転換体エシ
ェリヒア  コリ（Escherichia coli） XL10-Gold/pDRL8
4vHは、平成１１年８月２日から通商産業省工業技術院
生命工学工業技術研究所（ＮＩＢＨ）に寄託番号ＦＥＲ
Ｍ  ＢＰ－６８１０として、平成１１年７月２１日から
財団法人・発酵研究所（ＩＦＯ）に寄託番号ＩＦＯ１６
２９８として寄託されている。
【実施例】以下に、実施例を挙げて本発明を具体的に説
明するが、本発明はそれらに限定されるものではない。
なお、大腸菌を用いての遺伝子操作は、モレキュラー・
クローニング（Molecular cloning）に記載されている
方法に従った。
【００９１】実施例１  遺伝子情報データベースからの
ヒト型前駆体ポリペプチドの発見
公開されている遺伝子情報データベースの中から、同一
のオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）の中に、分
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泌のためのシグナル配列、及び塩基性アミノ酸対（Arg-
Arg, Lys-Argなど）の両方が存在する配列を検索した結
果、ヒト遺伝子配列の中から、１９番染色体由来の配列
が見出された。本遺伝子配列を含むｍＲＮＡが実際に転
写されているかどうか、また、予想されるＯＲＦが正し
いかどうかを確認するため、スミスクラインビーチャム
（ＳＢ）社から供給されているＥＳＴデータベースの中
から、同一の配列を持つクローンを検索した。その結
果、HGS:416104、HGS:699764などが存在することを見出
し、本遺伝子産物が実際に転写されていることが確認さ
れた。また、ＥＳＴの配列としても塩基配列が明らかに
なったことから、新規な前駆体ポリペプチドであること
が明確となった。
【００９２】実施例２  ヒト型前駆体ポリペプチドをコ
ードする cDNA のクローニング
ヒト肝臓由来 poly(A)+ RNA を用いて RT-PCR を行うこ
とによりヒト型前駆体ポリペプチドをコードする cDNA 
のクローニングを行った。ヒト肝臓由来poly(A)+RNA (C
lontech社)1μgを制限酵素部位に続くpoly(T) を持つan
choredプライマ-、SuperscriptII MMLV 逆転写酵素(Gib
co-BRL社)を用いて1st. strand cDNA を合成後、ヒトゲ
ノム配列より推定したヒト型前駆体ポリペプチドのＯＲ
Ｆ前後のプライマー、5’ CAGTGGGACAGCCAGACAGACGG 
3’（配列番号：２８）、および5' CAGGGCAGGTAGGTTCTA
CGTCTT 3'（配列番号：２９）を用いて RT-PCR を行
い、ヒト型前駆体ポリペプチドのＯＲＦを含む297 bpの
cDNA断片を得た（図１）。このcDNA断片には２２または
２４アミノ酸残基の典型的なシグナル配列を含む 84 ア
ミノ酸からなるヒト型前駆体ポリペプチドがコ－ドされ
ていた。この DNA 断片を pCR2.1-TOPOに導入し pDRL84
vH を得た。プラスミドpDRL84vH を大腸菌 ( Escherich
ia coli )  XL10-Gold 株に導入して、形質転換体大腸
菌(Escherichia coli) XL10-Gold/pDRL84vHを得た。
【００９３】実施例３  発現部位の解析
実施例2に記載の挿入ＤＮＡ断片（EcoRI-EcoRI 0.3kb断
片）20ngと[α-32P]dCTP（Amersham: 6000Ci/mmol）5μ
lを用いてMultiprime DNA labeling system (Amersham:
 RPN.1601Y)の方法でＤＮＡプローブを作製した。この
プローブを用いて、ヒトマルチティッシュノーザンブロ
ット（CLONTECH社: #7759-1、#7760-1）及び、ヒトＲＮ
Ａマスターブロット（CLONTECH社: #7770-1）に対して
ハイブリダイゼーションを行った。ハイブリダイズ及び
洗浄の条件は、添付のマニュアルに従い、検出は、BAS-
2000（フジフィルム）を用いて行った。その結果、本ク
ローンのｍＲＮＡは、肝臓（成人及び胎児）に特異的に
多く発現していることが判明し、臓器特異的に発現して
いることが明らかとなった。また、ｍＲＮＡの大きさ
は、約0.6kbであった。
【００９４】実施例４  マウス型ポリペプチド及びラッ
ト型ポリペプチド
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ヒトペプチド前駆体のアミノ酸配列（配列番号：１）及
び塩基配列（配列番号：２）を質問配列（query sequen
ce）にして公開データベースに対してblastを用いてホ
モロジー検索を行って結果、ヒト型成熟体ポリペプチド
に対応するマウス型及びラット型の成熟体ポリペプチド
の配列が以下のように明らかとなった。
マウス型成熟体ポリペプチド１（配列番号：１３）：
Asp Thr Asn Phe Pro Ile Cys Ile Phe Cys Cys Lys Cy
s Cys Asn Asn Ser GlnCys Gly Ile Cys Cys Lys Thr
マウス型成熟体ポリペプチド２（配列番号：１９）：
Asp Ile Asn Phe Pro Ile Cys Arg Phe Cys Cys Gln Cy
s Cys Asn Lys Pro SerCys Gly Ile Cys Cys Glu Glu
ラット型成熟体ポリペプチド（配列番号：２５）：
Asp Thr Asn Phe Pro Ile Cys Leu Phe Cys Cys Lys Cy
s Cys Lys Asn Ser SerCys Gly Leu Cys Cys Ile Thr
また、上記の成熟体ポリペプチドは動物種を問わず、前
駆体の中の塩基性アミノ酸（ArgとLys）が5つ並んでい
る切り出し配列の後でプロセシングを受け、成熟ペプチ
ドが切り出されることが明らかとなった。さらに、成熟
体ペプチドの中に８個所あるシステイン残基の位置が、
配列番号：２７で表されるアミノ酸配列中の位置に保存
されて存在していることが明らかとなった。
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Cys Cys Xaa Cy
s Cys Xaa Xaa Xaa XaaCys Xaa Xaa Cys Cys Xaa Xaa  
（配列番号：２７）
【００９５】実施例５  ヒト型ポリペプチドの発現ベク
ターの構築
ヒト型ポリペプチドを動物細胞中で発現させるための発
現ベクターは、ヒト型前駆体ポリペプチドをコードする
 ORF を含む DNA 断片を、動物細胞用発現ベクター pCA
N618に挿入することにより構築した。まず、実施例2に
記載の挿入ＤＮＡ断片（EcoRI-EcoRI 0.3kb断片）を鋳
型にして、翻訳開始コドンの直前に制限酵素 EcoRI 認
識部位がくるように設計した合成 DNA [ 5'-TCGGAATTCA
CGATGGCACTGAGCTCCCAGATCTGG- 3' ：（配列番号：３
２）]  と、ヒト型ポリペプチドの C 末端に制限酵素Xh
oI 認識部位がくるように設計した合成 DNA [ 5'-ACGCT
CGAGCTACGTCTTGCAGCACATCCCACA- 3' ：（配列番号：３
３）]  を用いて PCR を行った。PCR 反応にはPremix T
aq (Ex Taq Version)（ Takara ）を用い、 96℃ 30秒
の後、94℃ 30 秒、68℃ 2 分を 25回の後、72℃ 7分の
伸長反応を行ってヒト型前駆体ポリペプチドの ORF を
含む約0.29kbのDNA断片を得た。また、ヒト型前駆体ポ
リペプチドのＣ末端にFLAG配列（Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-
Asp-Asp-Lys）を付加したORFを取得するために、前述の
合成 DNA[ 5'-TCGGAATTCACGATGGCACTGAGCTCCCAGATCTGG-
3' ：（配列番号：３２）] とヒト型ポリペプチドの C 
末端にFLAG配列と制限酵素XhoI 認識部位がくるように
設計した合成DNA [ 5'-ACGCTCGAGTTACTTGTCATCGTCGTCCT
TGTAGTCCGTCTTGCAGCACATCCCACACTT- 3' ：（配列番号：
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３４）] を用いて PCR を行った。PCR 反応にはPremix 
Taq (Ex Taq Version)（ Takara ）を用い、96℃ 30秒
の後、94℃ 30 秒、68℃ 2 分を25 回の後、72℃ 7 分
の伸長反応を行い、約0.3kbの DNA 断片を得た。これら
の DNA 断片を制限酵素EcoRI 及びXhoI で切断し、pCAN
618の EcoRI／SalI 部位に挿入してヒト型ポリペプチド
の動物細胞での発現ベクター pCAN84vH及びpCAN84vH-FL
AG（FLAG付き）を得た。
【００９６】実施例６  ヒト型ポリペプチドのCOS7 細
胞での発現
COS7 細胞 1.2×105 細胞を 6 穴プレートを用いて、10
%牛胎児血清（ FBS ）を含むダルベッコ変法最小培地
（ DMEM ）で 24 時間培養し、この細胞に上記の発現プ
ラスミド（pCAN84vH-FLAG）1μg をEffectene（QIAGE
N）を用いて導入した。導入 24 時間後新しい培地に交
換し、さらに 6 時間後 FBS を含まない DMEM（ GibcoB
RL ）に換えて48時間培養した後、遠心分離で培養上清
と細胞をそれぞれ得た。細胞抽出液を得るには、細胞を
生理食塩を含むリン酸緩衝液（ PBS）で 2 回洗浄後、S
DS サンプル用緩衝液を加えて溶解抽出した。培養上清
を濃縮するには、COS7細胞の培養上清に終濃度１Ｍにな
るように酢酸を加え、１Ｍ酢酸で平衡化させたSep-Pak 
C18カラム(Waters)に通し、１Ｍ酢酸で洗浄後、80%アセ
トニトリル，0.05%ＴＦＡで溶出した。溶出液を減圧下
乾燥させ、SDS サンプル用緩衝液で再溶解した。このサ
ンプル及び上記の細胞抽出液を16% SDS-ポリアクリルア
ミドゲル電気泳動（ Peptide-PAGE；TEFCO ）で分画
し、セミドライブロット法でPVDF 膜（ Amersham ）に
転写した。次にPVDF膜をブロックエース（雪印乳業）で
 1 時間室温で処理し、0.05% Tween 20 を含む PBS（ P
BS-T ）中で抗 FLAG モノクローナル抗体（ 10μg／m
l；Kodak ）と 1 時間反応させた。PBS-T で 2 回洗浄
後、更にPBS-T 中で、西洋ワサビ過酸化酵素標識抗マウ
ス IgG ヤギ抗体（ Amersham；5000 倍希釈）と 1 時間
反応させた。PBS-T で 5 回洗浄後、ECLplus 発色キッ
ト（ Amersham ）及び ECL film （ Amersham ）を用い
て発現産物を検出した結果、培養上清中に遺伝子産物が
分泌されていることが確認された。分子量マーカーとの
比較から、FLAG配列が付加した成熟体ペプチド（約3.8k
Da）が培養上清中に分泌されていることが判明した。
【００９７】実施例７  ヒト型ポリペプチドのCHO細胞
での発現
チャイニーズハムスター卵巣細胞（Chinese Hamster Ov
ary Cell, CHO-K1）を10%牛胎児血清（ FBS ）を含むダ
ルベッコ変法最小培地（ DMEM ）で培養し、上記の 発
現プラスミド（pCAN84vH）1μg をEffectene（QIAGEN）
を用いて導入する。その後、同培養液に200μg/mlのＧ
４１８を含む培地で培養し、生き残ってくる細胞（発現
プラスミドが導入された形質転換細胞）を選択する。得
られたＧ４１８に耐性のCHO細胞を上記培養液または一
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過性に牛胎児血清（ FBS ）を含まないダルベッコ変法
最小培地（ DMEM ）で培養し、遺伝子産物（ヒト型ポリ
ペプチド）が生産されている倍養上清を取得する。
【００９８】
【発明の効果】本発明のポリペプチドおよびそれをコー
ドするＤＮＡは、例えば、日和見感染症、敗血症、薬物
中毒、結核、ガン、肝臓機能障害、免疫機能障害、内分
泌障害等の診断、治療、予防に使用することができる。
また、本発明のポリペプチドは、本発明のポリペプチド
の活性を促進もしくは阻害する化合物またはその塩のス
クリーニングのための試薬として有用である。さらに、
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本発明のポリペプチドに対する抗体は、本発明のポリペ
プチドを特異的に認識することができるので、被検液中
の本発明のポリペプチドの検出、定量、中和等に使用す
ることができる。さらに本発明のプロモーターを使用す
ることにより、タンパク質（任意の有用遺伝子産物等）
を非ヒト温血動物の肝臓で優位に（好ましくは特異的
に）しかも大量に発現させることが可能になるので、遺
伝子治療の分野に貢献することができる。
【００９９】
【配列表】

<110> Takeda Chemical Industrie
s, Ltd.
<120> Novel Protein and its DNA
<150> JP 11-262228
<151> 1999-09-16
<160> 34
<210> 1
<211> 84
<212> PRT
<213> Human
<400> 1
Met Ala Leu Ser Ser Gln Ile Trp Ala Ala 
Cys Leu Leu Leu Leu Leu
  1               5                  10                  15
Leu Leu Ala Ser Leu Thr Ser Gly Ser Val 
Phe Pro Gln Gln Thr Gly
             20                  25                  30
Gln Leu Ala Glu Leu Gln Pro Gln Asp Arg 
Ala Gly Ala Arg Ala Ser
         35                  40                  45
Trp Met Pro Met Phe Gln Arg Arg Arg Arg 
Arg Asp Thr His Phe Pro
     50                  55                  60
Ile Cys Ile Phe Cys Cys Gly Cys Cys His 
Arg Ser Lys Cys Gly Met
 65                  70                  75                  80

Cys Cys Lys Thr 
             84
<210> 2
<211> 297
<212> DNA
<213> Human
<400> 2
CAGTGGGACA GCCAGACAGA CGGCACGATG GCAC
TGAGCT CCCAGATCTG GGCCGCTTGC  60
CTCCTGCTCC TCCTCCTCCT CGCCAGCCTG ACCA
GTGGCT CTGTTTTCCC ACAACAGACG 120
GGACAACTTG CAGAGCTGCA ACCCCAGGAC AGAG
CTGGAG CCAGGGCCAG CTGGATGCCC 180
ATGTTCCAGA GGCGAAGGAG GCGAGACACC CACT
TCCCCA TCTGCATTTT CTGCTGCGGC 240
TGCTGTCATC GATCAAAGTG TGGGATGTGC TGCA
AGACGT AGAACCTACC TGCCCTG    297
<210> 3
<211> 60
<212> PRT
<213> Human
<400> 3
Ser Val Phe Pro Gln Gln Thr Gly Gln Leu 
Ala Glu Leu Gln Pro Gln
  1               5                  10                  15
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Asp Arg Ala Gly Ala Arg Ala Ser Trp Met 
Pro Met Phe Gln Arg Arg
             20                  25                  30
Arg Arg Arg Asp Thr His Phe Pro Ile Cys 
Ile Phe Cys Cys Gly Cys
         35                  40                  45
Cys His Arg Ser Lys Cys Gly Met Cys Cys 
Lys Thr 
     50                  55                  60
<210> 4
<211> 180
<212> DNA
<213> Human
<400> 4
TCTGTTTTCC CACAACAGAC GGGACAACTT GCAG
AGCTGC AACCCCAGGA CAGAGCTGGA  60
GCCAGGGCCA GCTGGATGCC CATGTTCCAG AGGC
GAAGGA GGCGAGACAC CCACTTCCCC 120
ATCTGCATTT TCTGCTGCGG CTGCTGTCAT CGAT
CAAAGT GTGGGATGTG CTGCAAGACG 180
<210> 5
<211> 24
<212> PRT
<213> Human
<400> 5
Met Ala Leu Ser Ser Gln Ile Trp Ala Ala 
Cys Leu Leu Leu Leu Leu
  1               5                  10                  15
Leu Leu Ala Ser Leu Thr Ser Gly
             20              24
<210> 6
<211> 72
<212> DNA
<213> Human
<400> 6
ATGGCACTGA GCTCCCAGAT CTGGGCCGCT TGCC
TCCTGC TCCTCCTCCT CCTCGCCAGC  60
CTGACCAGTG GC                                             
         72
<210> 7
<211> 25
<212> PRT
<213> Human
<400> 7
Asp Thr His Phe Pro Ile Cys Ile Phe Cys 
Cys Gly Cys Cys His Arg
                  5                  10                  15
Ser Lys Cys Gly Met Cys Cys Lys Thr
             20                  25
<210> 8
<211> 75
<212> DNA
<213> Human
<400> 8
GACACCCACT TCCCCATCTG CATTTTCTGC TGCG
GCTGCT GTCATCGATC AAAGTGTGGG  60
ATGTGCTGCA AGACG                                       
            75
<210> 9
<211> 84
<212> PRT
<213> Mouse
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<400> 9
Met Met Ala Leu Ser Thr Arg Thr Gln Ala 
Ala Cys Leu Leu Leu Leu
  1               5                  10                  15
Leu Leu Ala Ser Leu Ser Ser Thr Thr Tyr 
Leu His Gln Gln Met Arg
             20                  25                  30
Gln Thr Thr Glu Leu Gln Pro Leu His Gly 
Glu Glu Ser Arg Ala Asp
         35                  40                  45
Ile Ala Ile Pro Met Gln Lys Arg Arg Lys 
Arg Asp Thr Asn Phe Pro
     50                  55                  60
Ile Cys Ile Phe Cys Cys Lys Cys Cys Asn 
Asn Ser Gln Cys Gly Ile
 65                  70                  75                  80

Cys Cys Lys Thr
             84
<210> 10
<211> 252
<212> DNA
<213> Mouse
<400> 10
ATGATGGCAC TCAGCACTCG GACCCAGGCT GCCT
GTCTCC TGCTTCTCCT CCTTGCCAGC  60
CTGAGCAGCA CCACCTATCT CCATCAACAG ATGA
GACAGA CTACAGAGCT GCAGCCTTTG 120
CACGGGGAAG AAAGCAGGGC AGACATTGCG ATAC
CAATGC AGAAGAGAAG GAAGAGAGAC 180
ACCAACTTCC CCATCTGCAT CTTCTGCTGT AAAT
GCTGTA ACAATTCCCA GTGTGGTATC 240
TGTTGCAAAA CA                                             
        252
<210> 11
<211> 60
<212> PRT
<213> Mouse
<400> 11
Thr Tyr Leu His Gln Gln Met Arg Gln Thr 
Thr Glu Leu Gln Pro Leu
  1               5                  10                  15
His Gly Glu Glu Ser Arg Ala Asp Ile Ala 
Ile Pro Met Gln Lys Arg
             20                  25                  30
Arg Lys Arg Asp Thr Asn Phe Pro Ile Cys 
Ile Phe Cys Cys Lys Cys
         35                  40                  45
Cys Asn Asn Ser Gln Cys Gly Ile Cys Cys 
Lys Thr
     50                  55                  60
<210> 12
<211> 180
<212> DNA
<213> Mouse
<400> 12
ACCTATCTCC ATCAACAGAT GAGACAGACT ACAG
AGCTGC AGCCTTTGCA CGGGGAAGAA  60
AGCAGGGCAG ACATTGCGAT ACCAATGCAG AAGA
GAAGGA AGAGAGACAC CAACTTCCCC 120
ATCTGCATCT TCTGCTGTAA ATGCTGTAAC AATT
CCCAGT GTGGTATCTG TTGCAAAACA 180
<210> 13
<211> 25
<212> PRT
<213> Mouse
<400> 13
Asp Thr Asn Phe Pro Ile Cys Ile Phe Cys 
Cys Lys Cys Cys Asn Asn
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                  5                  10                  15
Ser Gln Cys Gly Ile Cys Cys Lys Thr
             20                  25
<210> 14
<211> 75
<212> DNA
<213> Mouse
<400> 14
GACACCAACT TCCCCATCTG CATCTTCTGC TGTA
AATGCT GTAACAATTC CCAGTGTGGT  60
ATCTGTTGCA AAACA                                       
            75
<210> 15
<211> 84
<212> PRT
<213> Mouse
<400> 15
Met Met Ala Leu Ser Thr Arg Thr Gln Ala 
Ala Cys Leu Leu Leu Leu
  1               5                  10                  15
Leu Leu Ala Ser Leu Ser Ser Thr Thr Tyr 
Leu Gln Gln Gln Met Arg
             20                  25                  30
Gln Thr Thr Glu Leu Gln Pro Leu His Gly 
Glu Glu Ser Arg Ala Asp
         35                  40                  45
Ile Ala Ile Pro Met Gln Lys Arg Arg Lys 
Arg Asp Ile Asn Phe Pro
     50                  55                  60
Ile Cys Arg Phe Cys Cys Gln Cys Cys Asn 
Lys Pro Ser Cys Gly Ile
 65                  70                  75                  80

Cys Cys Glu Glu
             84
<210> 16
<211> 252
<212> DNA
<213> Mouse
<400> 16
ATGATGGCAC TCAGCACTCG GACCCAGGCT GCCT
GTCTCC TGCTTCTCCT CCTTGCCAGC  60
CTGAGCAGCA CCACCTATCT CCAGCAACAG ATGA
GACAGA CTACAGAGCT GCAGCCTTTG 120
CACGGGGAAG AAAGCAGGGC AGACATTGCG ATCC
CAATGC AGAAGAGAAG GAAGAGAGAC 180
ATCAACTTCC CCATCTGCAG ATTCTGCTGT CAGT
GCTGTA ACAAACCCTC CTGTGGTATC 240
TGTTGTGAAG AA                                             
        252
<210> 17
<211> 60
<212> PRT
<213> Mouse
<400> 17
Thr Tyr Leu Gln Gln Gln Met Arg Gln Thr 
Thr Glu Leu Gln Pro Leu
  1               5                  10                  15
His Gly Glu Glu Ser Arg Ala Asp Ile Ala 
Ile Pro Met Gln Lys Arg
             20                  25                  30
Arg Lys Arg Asp Ile Asn Phe Pro Ile Cys 
Arg Phe Cys Cys Gln Cys
         35                  40                  45
Cys Asn Lys Pro Ser Cys Gly Ile Cys Cys 
Glu Glu
     50                  55                  60
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<210> 18
<211> 180
<212> DNA
<213> Mouse
<400> 18
ACCTATCTCC AGCAACAGAT GAGACAGACT ACAG
AGCTGC AGCCTTTGCA CGGGGAAGAA  60
AGCAGGGCAG ACATTGCGAT CCCAATGCAG AAGA
GAAGGA AGAGAGACAT CAACTTCCCC 120
ATCTGCAGAT TCTGCTGTCA GTGCTGTAAC AAAC
CCTCCT GTGGTATCTG TTGTGAAGAA 180
<210> 19
<211> 25
<212> PRT
<213> Mouse
<400> 19
Asp Ile Asn Phe Pro Ile Cys Arg Phe Cys 
Cys Gln Cys Cys Asn Lys
                  5                  10                  15
Pro Ser Cys Gly Ile Cys Cys Glu Glu
             20                  25
<210> 20
<211> 75
<212> DNA
<213> Mouse
<400> 20
GACATCAACT TCCCCATCTG CAGATTCTGC TGTC
AGTGCT GTAACAAACC CTCCTGTGGT  60
ATCTGTTGTG AAGAA                                       
            75
<210> 21
<211> 84
<212> PRT
<213> Rat
<400> 21
Met Ala Leu Ser Thr Arg Ile Gln Ala Ala 
Cys Leu Leu Leu Leu Leu
  1               5                  10                  15
Leu Ala Ser Leu Ser Ser Gly Ala Tyr Leu 
Arg Gln Gln Thr Arg Gln
             20                  25                  30
Thr Thr Ala Leu Gln Pro Trp His Gly Ala 
Glu Ser Lys Thr Asp Asp
         35                  40                  45
Ser Ala Leu Leu Met Leu Lys Arg Arg Lys 
Arg Asp Thr Asn Phe Pro
     50                  55                  60
Ile Cys Leu Phe Cys Cys Lys Cys Cys Lys 
Asn Ser Ser Cys Gly Leu
 65                  70                  75                  80

Cys Cys Ile Thr
             84
<210> 22
<211> 252
<212> DNA
<213> Rat
<400> 22
ATGGCACTAA GCACTCGGAT CCAGGCTGCC TGTC
TCCTGC TTCTCCTCCT GGCCAGCCTG  60
AGCAGCGGTG CCTATCTCCG GCAACAGACG AGAC
AGACTA CGGCTCTGCA GCCTTGGCAT 120
GGGGCAGAAA GCAAGACTGA TGACAGTGCG CTGC
TGATGC TGAAGCGAAG GAAGCGAGAC 180
ACCAACTTCC CCATATGCCT CTTCTGCTGT AAAT
GCTGTA AGAATTCCTC CTGTGGTCTC 240
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TGTTGCATAA CA                                             
        252
<210> 23
<211> 60
<212> PRT
<213> Rat
<400> 23
Tyr Leu Arg Gln Gln Thr Arg Gln Thr Thr 
Ala Leu Gln Pro Trp His
  1               5                  10                  15
Gly Ala Glu Ser Lys Thr Asp Asp Ser Ala 
Leu Leu Met Leu Lys Arg
             20                  25                  30
Arg Lys Arg Asp Thr Asn Phe Pro Ile Cys 
Leu Phe Cys Cys Lys Cys
         35                  40                  45
Cys Lys Asn Ser Ser Cys Gly Leu Cys Cys 
Ile Thr
     50                  55                  60
<210> 24
<211> 180
<212> DNA
<213> Rat
<400> 24
TATCTCCGGC AACAGACGAG ACAGACTACG GCTC
TGCAGC CTTGGCATGG GGCAGAAAGC  60
AAGACTGATG ACAGTGCGCT GCTGATGCTG AAGC
GAAGGA AGCGAGACAC CAACTTCCCC 120
ATATGCCTCT TCTGCTGTAA ATGCTGTAAG AATT
CCTCCT GTGGTCTCTG TTGCATAACA 180
<210> 25
<211> 25
<212> PRT
<213> Rat
<400> 25
Asp Thr Asn Phe Pro Ile Cys Leu Phe Cys 
Cys Lys Cys Cys Lys Asn
                  5                  10                  15
Ser Ser Cys Gly Leu Cys Cys Ile Thr
             20                  25
<210> 26
<211> 75
<212> DNA
<213> Rat
<400> 26
GACACCAACT TCCCCATATG CCTCTTCTGC TGTA
AATGCT GTAAGAATTC CTCCTGTGGT  60
CTCTGTTGCA TAACA                                       
            75
<210> 27
<211> 25
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223>
<400> 27
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Cys 
Cys Xaa Cys Cys Xaa Xaa 
  1               5                  10                  15
Xaa Xaa  Cys Xaa Xaa Cys Cys Xaa Xaa
              20                  25
<210> 28
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<211> 23
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223>
<400> 28
CAGTGGGACA GCCAGACAGA CGG                      
                    23
<210> 29
<211> 24
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223>
<400> 29
CAGGGCAGGT AGGTTCTACG TCTT                    
                     24
<210> 30
<211> 25
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223>
<400> 30
Asp Xaa Xaa Phe Pro Ile Cys Xaa Phe Cys 
Cys Xaa Cys Cys Xaa Xaa
  1               5                  10                  15
Xaa Xaa Cys Gly Xaa Cys Cys Xaa Xaa
             20                  25
<210> 31
<211> 25
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220>
<223>
<400> 31
Asp Thr Xaa Phe Pro Ile Cys Xaa Phe Cys 
Cys Xaa Cys Cys Xaa Xaa
  1               5                  10                  15
Ser Xaa Cys Gly Xaa Cys Cys Xaa Thr
             20                  25
<210> 32
<211> 36
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223>
<400> 32
TCGGAATTCA CGATGGCACT GAGCTCCCAG ATCT
GG                           36
<210> 33
<211> 33
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
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<223>
<400> 33
ACGCTCGAGC TACGTCTTGC AGCACATCCC ACA 
                             33
<210> 34
<211> 60
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223>
<400> 34
ACGCTCGAGT TACTTGTCAT CGTCGTCCTT GTAG
TCCGTC TTGCAGCACA TCCCACACTT  60
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【図面の簡単な説明】
【図１】本発明のヒト型前駆体ポリペプチドの塩基配列
及びアミノ酸配列を示す。
【図２】ヒト型成熟体ポリペプチド、マウス型成熟体ポ
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リペプチド（２種）、ラット型成熟体ポリペプチドのア
ミノ酸配列を示す。
【図３】実施例５で用いたプラスミドpCAN618の制限酵
素地図を示す。

【図１】 【図２】
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