
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】種々のオピオイドレセプターポリペプチドをコードする単離および精製されたポ
リヌクレオチドを提供する。
【解決手段】特定のアミノ酸残基配列のうち少なくとも４８の連続したアミノ酸に対応し
たポリヌクレオチドを用い、種々のオピオイドレセプターポリペプチドをコードする。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
組 み 換 え ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 配 列 番 号 ２ ま た は 配
列 番 号 １ ２ 、 あ る い は 生 物 学 的 に 等 価 な 配 列 の う ち 少 な く と も ４ ８ の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 を
含 む 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 こ こ で 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 キ メ ラ で あ
る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 こ こ で 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 非 κ オ ピ オ
イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド 由 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 を さ ら に 含 む 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ７ ９ ～ ３ ８ ０ 、 ア ミ ノ 酸 残 基 １ ６ ７ ～ ２
２ ８ 、 ま た は ア ミ ノ 酸 残 基 ２ ７ １ ～ ３ １ ８ を 含 む か 、 あ る い は 配 列 番 号 １ ２ の ア ミ ノ 酸 残
基 １ ～ ２ ９ ４ 、 ア ミ ノ 酸 残 基 ８ １ ～ １ ４ １ 、 ま た は ア ミ ノ 酸 残 基 １ ８ ５ ～ ２ ３ ２ を 含 む 、
請 求 項 １ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 ペ プ チ ド が 、 キ メ ラ で あ り 、 そ し て 、 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 １ ２ に よ り 規 定 さ れ
る κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も ６ ２ ア ミ ノ 酸 を 含 む 、 請 求 項 １ に
記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド が 、 （ ａ ） κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 第 二 の 細 胞 外 ル ー プ
、 ま た は （ ｂ ） κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 第 二 の 細 胞 外 ル ー プ お よ び 哺 乳 動 物 δ オ ピ オ イ
ド レ セ プ タ ー の 第 三 の 細 胞 外 ル ー プ を 含 む 、 請 求 項 ５ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 １ １ の 少 な く と も ２ ５ の 連 続 し た 塩 基 に 同 一 で あ る か も し く は
相 補 的 で あ る ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 配 列 を 含 む 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 配 列 が 、 配 列 番 号 １ ま た は 配 列 番 号 １ １ の 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ７ に
記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か に よ っ て 規 定 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 前 記 コ ー ド さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド が 、 κ オ ピ オ イ ド レ セ タ プ タ ー で あ る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
組 換 え ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 １ ２ に よ り
規 定 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も ４ ８ ア ミ ノ 酸 を 含 む 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 １ ０ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配
列 ま た は 配 列 番 号 １ ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ２ 】
配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 １ ２ に よ り 規 定 さ れ る 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 ３ つ の ア
ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 お よ び 非 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト 結 合 部 位 の １ つ ま た は ２ つ が 欠 失
さ れ て い る 、 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ３ 】
ア ミ ノ 末 端 ド メ イ ン に お け る 前 記 ア ン タ ゴ ニ ス ト 結 合 部 位 が 欠 失 さ れ て い る 、 請 求 項 １ ２
に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
組 換 え ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 １ ２ の κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー
の 第 二 の 細 胞 外 ル ー プ の 少 な く と も κ レ セ プ タ ー 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト 結 合 部 分 を 含 む 、 ポ リ
ペ プ チ ド 。
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【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 少 な く と も 前 記 第 二 の 細 胞 外 ル ー プ を 含 む 、 請 求 項 １ ４ に
記 載 の ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 該 第 二 の 細 胞 外 ル ー プ が 、 ア ミ ノ 酸 Ｇ Ｇ Ｔ Ｋ Ｖ Ｒ Ｅ Ｄ Ｖ Ｄ
Ｖ Ｉ Ｅ Ｃ Ｓ ／ Ｃ Ｌ Ｑ Ｆ Ｐ Ｄ Ｄ Ｅ Ｙ Ｓ Ｗ Ｗ を 含 む 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 １ ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有
す る 哺 乳 動 物 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 少 な く と も １ つ の リ ガ ン ド 結 合 部 位 を 含 む 、 ポ リ
ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ７ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 前 記 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 第 二 の 細 胞 外 ル ー プ を 含 む 、 請 求 項
１ ６ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ８ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 第 三 の 細 胞 外 ル ー プ を さ ら に 含 む 、 請 求
項 １ ７ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ９ 】
κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 １ ０ ～ １ ８ の い ず れ か 1項 に 規 定 さ
れ る ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 、 請 求 項 １ ０ ～ １ ９ の い ず れ
か に お い て 規 定 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 発 現 ベ ク タ ー
。
【 請 求 項 ２ １ 】
請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 請 求 項 １ ０ ～ １ ９ の い ず れ か に 規 定
さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 発 現 ベ ク
タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 組 換 え 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
請 求 項 １ ０ ～ １ ９ の い ず れ か に 規 定 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 調 製 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法
は 、
　 ａ ） 細 胞 に 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 形
質 転 換 宿 主 細 胞 を 生 成 す る 工 程 ； お よ び
　 ｂ ） 該 形 質 転 換 宿 主 細 胞 を 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 十 分 な 生 物 学 的 条 件 下 で 維 持 す る
工 程 、
を 包 含 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
請 求 項 １ ０ ～ １ ９ の い ず れ か に 規 定 さ れ る オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 反 応
性 で あ る 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 能 力 に つ い て 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す
る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 は 、
　 ａ ） 請 求 項 １ ０ ～ １ ９ の い ず れ か に 規 定 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 工 程 ； お よ び
　 ｂ ） 該 物 質 が 該 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 能 力 を 試 験 す る 工 程 、
を 包 含 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 工 程 が 、 宿 主 細 胞 に 、 該 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 形 質 転 換 細 胞 を 形 成 し 、 該 形 質 転
換 細 胞 を 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 十 分 な 生 物 学 的 条 件 下 で 維 持 す る こ と に よ り 行 わ れ る
、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る 能 力 を 有 す る 産
物 を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 は 、
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　 ａ ） 請 求 項 １ ０ ～ １ ９ の い ず れ か に 規 定 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 工 程 ；
　 ｂ ） 候 補 特 異 的 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト を 得 る 工 程 ；
　 ｃ ） 該 物 質 が 該 ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 能 力 を 試 験 す る 工 程 ； お よ び
　 ｄ ） 該 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー と 相 互 作 用 す る 能 力 を 有 す る 産 物 を 提 供 す る 工 程 、
を 包 含 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る 能 力 を 有 す る 産
物 を 作 製 す る た め の 、 請 求 項 １ ０ ～ １ ９ の い ず れ か に 規 定 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
請 求 項 １ ０ ～ １ ９ の い ず れ か に 規 定 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ
Ａ 転 写 物 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 は 、
　 ａ ） 該 メ ッ セ ン ジ ャ ー Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 を 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 、 二 重 鎖 を 形 成 す る 工 程 ； お よ び
　 ｂ ） 該 二 重 鎖 を 検 出 す る 工 程 、
を 包 含 す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
生 物 学 的 試 料 中 の 請 求 項 １ ０ ～ １ ９ の い ず れ か に 規 定 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 検 出 す
る た め の 診 断 ア ッ セ イ キ ッ ト で あ っ て 、 該 キ ッ ト が 、 該 ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 反 応 し 得 る 一
次 抗 体 を 含 む 第 １ の コ ン テ ナ を 備 え 、 こ こ で 該 一 次 抗 体 が 、 少 な く と も １ つ の ア ッ セ イ を
実 施 す る に 十 分 な 量 で 存 在 す る 、 ア ッ セ イ キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
生 物 学 的 試 料 中 の 請 求 項 １ ０ ～ １ ９ の い ず れ か に 規 定 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 反 応 性 で
あ る 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る た め の 診 断 ア ッ セ イ キ ッ ト で あ っ て 、 該 キ ッ ト が 、 該 抗 体 と 免
疫 反 応 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 第 １ の コ ン テ ナ を 備 え 、 こ こ で 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 少 な く
と も １ つ の ア ッ セ イ を 実 施 す る に 十 分 な 量 で 存 在 す る 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ １ 】
薬 学 的 組 成 物 ま た は 診 断 組 成 物 の 開 発 お よ び 調 製 に お け る 、 請 求 項 １ ０ ～ １ ９ の い ず れ か
に 規 定 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 請 求 項 １ ～ ９ の い ず れ か に 規 定 さ れ る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 関 連 出 願 に 対 す る 相 互 参 照
　 本 出 願 は 、 1993年 11月 ５ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/147,592号 の 一 部 継 続 出 願 で
あ り 、 こ の 出 願 自 身 は 1993年 ７ 月 30日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/100,694号 の 一 部 継
続 出 願 で あ り 、 こ の 出 願 は 1993年 ５ 月 20日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 08/066,296号 の 一
部 継 続 出 願 で あ っ た 。 上 記 出 願 の 開 示 の す べ て は 、 本 明 細 書 に 参 考 と し て 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 関 連 す る 所 有 権
　 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 情 報 に つ い て の 研 究 は 、 Howard Hughes MedＩ cal Ｉ nstＩ tute、
AmerＩ can DＩ abetes AssocＩ atＩ onな ら び に 米 国 公 衆 衛 生 局 認 可  DK－ 20595、 DK－ 42086
、 MH－ 45533、 お よ び MH－ 48518に よ り 援 助 さ れ た 。 こ れ ら の 協 会 お よ び 米 国 政 府 は 本 明 細
書 に 開 示 さ れ る 発 明 に 対 し て 特 定 の 権 利 を 所 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 一 般 に オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 組 成 物 お よ び オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー を 得 る た
め の 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー を コ ー ド す る DNA配 列 、 こ れ ら
の 配 列 を 有 す る 組 換 え ベ ク タ ー 、 上 記 配 列 ま た は ベ ク タ ー の い ず れ か を 含 む 組 換 え 宿 主 細
胞 、 お よ び 組 換 え オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 オ ピ オ イ
ド レ セ プ タ ー の ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト の よ う な 候 補 物 質 を 選 択 お よ び 改 良 す る
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た め に 設 計 さ れ た ア ッ セ イ に お い て 、 単 離 さ れ た 組 換 え レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 使 用 す
る た め の 方 法 、 な ら び に 診 断 、 薬 剤 設 計 、 お よ び 治 療 用 途 に 使 用 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む
。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 発 明 の 背 景
　 オ ピ オ イ ド 薬 剤 は 、 痛 覚 、 意 識 、 運 動 制 御 、 気 分 、 お よ び 自 律 神 経 機 能 に 関 し て 種 々 の
影 響 を 有 し 、 そ し て ま た 身 体 的 依 存 を 誘 導 し 得 る (Koobら  1992)。 内 因 性 オ ピ オ イ ド 系 は
、 内 分 泌 、 心 臓 血 管 、 呼 吸 、 胃 腸 管 、 お よ び 免 疫 機 能 の 調 整 に 重 要 な 役 割 を 演 じ て い る (O
lsonら  1989)。 オ ピ オ イ ド 類 は 、 中 枢 お よ び 末 梢 神 経 系 を 通 じ て 位 置 す る 特 異 的 膜 関 連 レ
セ プ タ ー に 結 合 す る こ と に よ り そ れ ら の 作 用 を 奏 す る (Pertら  1973)。 こ れ ら の オ ピ オ イ
ド レ セ プ タ ー の 内 因 性 リ ガ ン ド は 、 ３ 種 の 前 駆 体 タ ン パ ク 質 、 プ ロ オ ピ オ メ ラ ノ コ ル チ ン
(proopＩ omelanocortＩ n)、 プ ロ エ ン ケ フ ァ リ ン (proenkephalＩ n)、 お よ び プ ロ ダ イ ノ ル
フ ィ ン (prodynorphＩ n)に 由 来 す る 20種 以 上 の オ ピ オ イ ド ペ プ チ ド の フ ァ ミ リ ー と し て 同
定 さ れ て い る (Hughesら 、 (1975)； AkＩ lら 、 (1984))。 オ ピ オ イ ド ペ プ チ ド は 、 オ ピ オ イ
ド ア ル カ ロ イ ド と は 別 の ク ラ ス の 分 子 に 属 す る け れ ど も 、 そ れ ら は 、 レ セ プ タ ー と の 相 互
作 用 に 必 要 な 、 芳 香 族 環 と 並 置 さ れ る 陽 電 荷 を 含 む 共 通 の 構 造 的 特 徴 を 有 す る (Bradbury
ら (1976))。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 薬 理 学 的 研 究 に よ り 、 δ 、 κ 、 μ 、 お よ び σ と 呼 ば れ る 、 少 な く と も ４ 種 の 主 要 ク ラ ス
の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー が 存 在 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る (SＩ mon 1991； Lutzら  1992)。
こ れ ら の ク ラ ス は 、 種 々 の オ ピ オ イ ド リ ガ ン ド に 対 す る そ れ ら の 親 和 性 に お い て 、 お よ び
そ れ ら の 細 胞 内 分 布 に お い て 異 な る 。 異 な る ク ラ ス の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー が 、 異 な る 生
理 学 的 機 能 を 供 す る と 考 え ら れ て い る (Olsonら  1989； SＩ mon 1991； Lutzお よ び PfＩ ster
 1992)。 し か し 、 機 能 お よ び 分 布 に つ い て 実 質 的 な 重 複 が あ る 。 多 く の グ ル ー プ か ら の オ
ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 生 化 学 的 特 徴 付 け は 、 ３ 種 の レ セ プ タ ー サ ブ タ イ プ の す べ て に つ い
て 約 60,000 Daの 分 子 量 を 報 告 し 、 そ れ ら が 関 連 分 子 で あ り 得 る こ と を 示 唆 し て い る (Loh
ら (1990))。 さ ら に 、 ３ 種 の レ セ プ タ ー サ ブ タ イ プ 間 の 類 似 性 は 、 (Ｉ )μ お よ び δ リ ガ ン
ド の 両 方 と 競 合 す る が κ リ ガ ン ド と は 競 合 し な い 抗 イ デ ィ オ タ イ プ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (G
ramschら (1988)； CoscＩ aら (1991))、 お よ び (Ｉ Ｉ )μ お よ び κ レ セ プ タ ー の 両 方 と 相 互 作
用 す る 精 製 μ レ セ プ タ ー に 対 し て 惹 起 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 単 離 に よ り 支 持 さ れ る
。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 オ ピ オ イ ド は 、 痛 み の 制 御 に お い て 臨 床 的 に 使 用 さ れ る が 、 そ れ ら の 使 用 は 、 呼 吸 低 下
、 縮 瞳 、 胃 腸 管 運 動 性 の 減 少 、 鎮 静 、 吐 気 、 お よ び 嘔 吐 を 含 む 一 群 の 望 ま し く な い 副 作 用
に よ り 制 限 さ れ る (Jaffeら (1990))。 慢 性 の 痛 み の 処 置 に お い て オ ピ オ イ ド の 使 用 に 関 係
の あ る 問 題 は 、 依 存 性 と 濫 用 の 可 能 性 で あ る 。 研 究 は 、 オ ピ オ イ ド の 臨 床 効 果 が 種 々 の レ
セ プ タ ー を 介 し て 仲 介 さ れ 、 そ し て オ ピ オ イ ド の 治 療 効 果 お よ び 望 ま し く な い 副 作 用 が 異
な る レ セ プ タ ー (サ ブ )タ イ プ に よ り 仲 介 さ れ る こ と を 示 唆 す る (Jaffeら (1990)； Pasterna
ck(1993))。 従 っ て 、 オ ピ オ イ ド の 治 療 効 果 お よ び 副 作 用 は 、 レ セ プ タ ー サ ブ タ イ プ に 対
す る よ り 選 択 的 な 因 子 の 使 用 に よ り 分 け ら れ 得 る 。 本 発 明 は 、 ク ロ ー ン 化 κ 、 δ 、 お よ び
μ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 薬 理 学 的 特 性 、 お よ び 広 く 使 用 さ れ て い る オ ピ オ イ ド リ ガ ン ド
の レ セ プ タ ー 選 択 性 を 開 示 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 δ レ セ プ タ ー は 、 エ ン ケ フ ァ リ ン に 最 も 大 き な 親 和 性 で 結 合 し 、 そ し て μ ま た は κ レ セ
プ タ ー の い ず れ よ り も 、 脳 幹 神 経 節 お よ び 辺 縁 領 域 内 で 高 濃 度 に 、 脳 内 で よ り 分 離 性 の 分
布 を 有 す る 。 モ ル ヒ ネ は 、 主 と し て μ レ セ プ タ ー と 相 互 作 用 す る け れ ど も 、 こ の オ ピ オ イ
ド の 末 梢 投 与 は 、 エ ン ケ フ ァ リ ン の 放 出 を 誘 導 す る (BertoluccＩ ら (1992))。 従 っ て 、 エ
ン ケ フ ァ リ ン は 、 多 分 δ レ セ プ タ ー と 相 互 作 用 す る こ と に よ り 、 モ ル ヒ ネ に 対 す る 生 理 学
的 応 答 の 一 部 分 を 仲 介 し 得 る 。 薬 理 学 的 お よ び 生 理 学 的 不 均 一 性 に か か わ ら ず 、 少 な く と

10

20

30

40

50

(5) JP 2005-124574 A 2005.5.19



も い く つ か の タ イ プ の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー が 、 ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ を 阻 害 し 、 K＋ コ
ン ダ ク タ ン ス を 増 加 さ せ 、 そ し て 百 日 咳 毒 素 感 受 性 機 構 に よ り Ca２ ＋ チ ャ ン ネ ル を 不 活 性
化 す る (Puttfarckenら  1988； AttalＩ ら  1989； HsＩ aら  1984)。 こ れ ら の 結 果 お よ び そ の
他 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー が 、 Ｇ タ ン パ ク 質 を 通 じ て シ グ ナ ル を 与 え る 細 胞 表 面 レ セ プ
タ ー の 大 フ ァ ミ リ ー に 属 す る こ と を 示 唆 す る （ DＩ  ChＩ araら (1992)； Lohら (1990)） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー を コ ー ド す る cDNAを ク ロ ー ン 化 す る い く つ か の 試 み が 報 告 さ れ て
い る 。 μ 選 択 性 を 有 す る オ ピ オ イ ド 結 合 タ ン パ ク 質 (OBCAM)を コ ー ド す る cDNAが 単 離 さ れ
た が (SchofＩ eldら (1989))、 推 定 タ ン パ ク 質 は 、 シ グ ナ ル 伝 達 に 必 要 で あ る と 推 定 さ れ る
貫 膜 (transmembrane)ド メ イ ン を 欠 失 し て い た 。 さ ら に 最 近 、 発 現 ク ロ ー ニ ン グ に よ り 得
ら れ た 、 別 の cDNAの 単 離 が 報 告 さ れ た (XＩ eら (1992))。 推 定 タ ン パ ク 質 の 配 列 は 、 ７ つ の
推 定 貫 膜 ド メ イ ン を 示 し 、 ヒ ト の ニ ュ ー ロ メ ジ ン Ｋ (neuromedＩ n K)レ セ プ タ ー に 非 常 に
類 似 し て い る 。 し か し 、 COS細 胞 で 発 現 さ れ る こ の レ セ プ タ ー に 対 す る オ ピ オ イ ド リ ガ ン
ド の 親 和 性 は 、 予 期 さ れ る 値 よ り ２ 桁 小 さ く 、 そ し て サ ブ タ イ プ 選 択 性 は 示 さ れ 得 な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 多 く の 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー /貫 膜 系 は 、 以 下 の 少 な く と も ３ 種 の 膜 結 合 ポ リ ペ プ チ ド 成
分 か ら な る ： (a)細 胞 表 面 レ セ プ タ ー ； (b)イ オ ン チ ャ ン ネ ル ま た は 酵 素 ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ
ー ゼ の よ う な エ フ ェ ク タ ー ； お よ び (c)レ セ プ タ ー お よ び そ の エ フ ェ ク タ ー の 両 方 に カ ッ
プ リ ン グ す る 、 グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド 結 合 調 節 ポ リ ペ プ チ ド ま た は Ｇ タ ン パ ク 質 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 Ｇ タ ン パ ク 質 が カ ッ プ リ ン グ し た レ セ プ タ ー は 、 光 、 臭 気 物 質 (odorant)、 ペ プ チ ド ホ
ル モ ン 、 お よ び 神 経 伝 達 物 質 な ど 種 々 の 細 胞 外 シ グ ナ ル の 作 用 を 仲 介 す る 。 そ の よ う な レ
セ プ タ ー は 、 酵 母 お よ び ヒ ト の よ う な 進 化 論 的 に 離 れ た 生 物 に お い て 同 定 さ れ て い る 。 ほ
ぼ す べ て の Ｇ タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ ン グ レ セ プ タ ー は 、 互 い に 配 列 類 似 性 を 有 し 、 そ し て す
べ て が 脂 質 二 層 に ま た が る ７ つ の 疎 水 性 (お よ び お そ ら く α ら せ ん )セ グ メ ン ト か ら な る 類
似 の ト ポ ロ ジ ー モ チ ー フ (motＩ f)主 要 素 を 担 っ て い る (Dohlmanら  1987； Dohlmanら  1991)
。
【 ０ ０ １ １ 】
　 Ｇ タ ン パ ク 質 は 、 ３ 種 の 堅 く 会 合 し た サ ブ ユ ニ ッ ト 、 分 子 量 の 低 く な る 順 に 、 α 、 β 、
お よ び γ (1:1:1)、 か ら な る 。 レ セ プ タ ー へ の ア ゴ ニ ス ト の 結 合 に 次 い で 、 コ ン ホ メ ー シ
ョ ン 変 化 が Ｇ タ ン パ ク 質 に 伝 達 さ れ 、 Ｇ α サ ブ ユ ニ ッ ト を 結 合 GDPを GTPに 交 換 さ せ 、 そ し
て β γ サ ブ ユ ニ ッ ト か ら 解 離 さ せ る 。 α サ ブ ユ ニ ッ ト の GTP結 合 形 態 は 、 代 表 的 に は 、 エ
フ ェ ク タ ー 調 整 部 分 で あ る 。 シ グ ナ ル 増 幅 は 、 シ グ ナ ル レ セ プ タ ー が 多 く の Ｇ タ ン パ ク 質
分 子 を 活 性 化 す る 能 力 、 お よ び エ フ ェ ク タ ー の 多 く の 触 媒 サ イ ク ル の Ｇ α GTPに よ る 刺 激
か ら 生 じ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 調 節 Ｇ タ ン パ ク 質 の フ ァ ミ リ ー は 、 複 数 の 異 な る α サ ブ ユ ニ ッ ト (ヒ ト で は 20種 を 超 え
る )を 含 み 、 β お よ び γ サ ブ ユ ニ ッ ト の よ り 小 さ な プ ー ル (そ れ ぞ れ ４ 種 以 上 )と 会 合 す る (
Strothmanお よ び SＩ mon 1991)。 従 っ て 、 種 々 の α サ ブ ユ ニ ッ ト の 標 的 ま た は 機 能 も ま た
、 そ れ ら が 会 合 す る β お よ び γ サ ブ ユ ニ ッ ト に 依 存 し 得 る が 、 α サ ブ ユ ニ ッ ト に お け る 違
い が 、 お そ ら く 種 々 の Ｇ タ ン パ ク 質 オ リ ゴ マ ー を 区 別 す る こ と が 理 解 さ れ る (Strothmanお
よ び SＩ mon 1991)。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 細 胞 培 養 お よ び 薬 理 学 的 方 法 に お け る 改 良 、 な ら び に よ り 最 近 の 分 子 ク ロ ー ニ ン グ お よ
び 遺 伝 子 発 現 技 術 の 使 用 が 、 新 規 な サ ブ タ イ プ お よ び 先 に 同 定 さ れ た レ セ プ タ ー の サ ブ の
サ ブ タ イ プ を 含 む 、 多 く の ７ 種 貫 膜 セ グ メ ン ト レ セ プ タ ー の 同 定 お よ び 特 徴 付 け に 至 っ た
。 α １ お よ び α ２ ア ド レ ナ リ ン 性 レ セ プ タ ー は 、 か つ て そ れ ぞ れ 単 一 の レ セ プ タ ー 種 か ら
な る と 考 え ら れ て い た が 、 現 在 で は そ れ ぞ れ が 少 な く と も ３ 種 の 別 の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド
さ れ る こ と が 知 ら れ て い る (KobＩ lkaら  1987； Reganら  1988； CotecchＩ aら  1988； Lomas
ney 1990)。 桿 細 胞 に お け る ロ ド プ シ ン (薄 暗 い 光 中 で の 視 野 を 仲 介 す る )に 加 え て 、 色 覚
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を 仲 介 す る ３ 種 の 非 常 に 良 く 似 た 円 錐 体 色 素 が ク ロ ー ン 化 さ れ て い る (Nathansら  1986A；
お よ び Nathansら  1986B)。 Ｇ タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ ン グ レ セ プ タ ー の す べ て の フ ァ ミ リ ー は
、 Ｇ タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ ン グ レ セ プ タ ー フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー (例 え ば 、 ド ー パ ミ ン
性 、 ム ス カ リ ン 性 、 セ ロ ト ニ ン 性 、 タ キ キ ニ ン な ど )に 類 似 で あ る よ う で あ り 、 そ し て そ
れ ぞ れ が 特 徴 的 な ７ 種 の 貫 膜 セ グ メ ン ト 様 相 (topography)を 有 し て い る よ う で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ７ 種 の 貫 膜 セ グ メ ン ト レ セ プ タ ー を 互 い に 比 較 し た 場 合 、 ア ミ ノ 酸 配 列 保 存 の 識 別 し 得
る パ タ ー ン が 観 察 さ れ る 。 貫 膜 ド メ イ ン は し ば し ば 最 も 類 似 し 、 そ の 一 方 で ア ミ ノ 末 端 領
域 お よ び カ ル ボ キ シ 末 端 領 域 、 な ら び に 貫 膜 セ グ メ ン ト Vお よ び VＩ を 接 続 す る 細 胞 質 ル ー
プ は 極 め て 多 様 で あ る (Dohlmanら  1987)。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 キ ナ ー ゼ お よ び Ｇ タ ン パ ク 質 の よ う な 細 胞 質 ポ リ ペ プ チ ド と の 相 互 作 用 は 、 レ セ プ タ ー
の 貫 膜 ド メ イ ン を 接 続 す る 疎 水 性 ル ー プ を 含 む こ と が 推 定 さ れ た 。 し か し 、 機 能 の 保 存 の
た め に 、 ７ 種 の 貫 膜 セ グ メ ン ト レ セ プ タ ー 間 で ど の 特 徴 が 保 存 さ れ て い る か 、 そ し て 新 規
機 能 に 対 し て ど の 分 枝 し た 特 徴 が 構 造 的 適 合 を 示 す か を 決 定 す る た め に 、 挑 戦 が な さ れ て
き た 。 多 く の 戦 略 が こ れ ら の 考 え を 試 験 す る た め に 使 用 さ れ た 。 こ れ ら は 、 置 換 お よ び 欠
失 変 異 体 、 お よ び ハ イ ブ リ ッ ド ま た は キ メ ラ レ セ プ タ ー の 構 築 の た め の 組 換 え DNAお よ び
遺 伝 子 発 現 技 術 の 使 用 を 包 含 す る (Dohlmanら  1991)。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 レ セ プ タ ー サ ブ タ イ プ 、 Ｇ タ ン パ ク 質 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 お よ び エ フ ェ ク タ ー の 数 が 増 え る
に つ れ 、 こ れ ら レ セ プ タ ー の リ ガ ン ド 結 合 お よ び Ｇ タ ン パ ク 質 認 識 特 性 の 特 徴 付 け が 調 査
の 重 要 領 域 と な る 。 複 数 の レ セ プ タ ー が 単 一 の Ｇ タ ン パ ク 質 に カ ッ プ リ ン グ す る こ と 、 そ
し て β ２ お よ び α ２ ア ド レ ナ リ ン 性 レ セ プ タ ー へ の エ ピ ネ フ リ ン 結 合 の 場 合 の よ う に 、 単
一 の リ ガ ン ド が 複 数 の 機 能 的 に 別 個 の レ セ プ タ ー サ ブ タ イ プ に 結 合 し 得 る こ と が 長 い 間 知
ら れ て い る 。 さ ら に 、 類 似 の レ セ プ タ ー を 有 す る Ｇ タ ン パ ク 質 お よ び エ フ ェ ク タ ー カ ッ プ
リ ン グ 特 異 性 も ま た 同 定 さ れ て い る 。 例 え ば 、 ヒ ト Ｇ Ｉ の ３ つ の 種 が ク ロ ー ン 化 さ れ (Ｉ t
ohら  1988)、 そ し て 交 互 の mRNAス プ ラ イ シ ン グ が Ｇ ｓ の 複 数 の 変 異 体 を 生 じ る こ と が 示 さ
れ て い る (Kozasaら  1988)。 ム ス カ リ ン 性 お よ び α ２ ア ド レ ナ リ ン 性 レ セ プ タ ー の ク ロ ー
ニ ン グ お よ び 過 剰 生 産 は 、 単 一 の レ セ プ タ ー サ ブ タ イ プ が 、 細 胞 に お い て 高 レ ベ ル で 発 現
さ れ る と き 、 Ｇ タ ン パ ク 質 の １ つ 以 上 の タ イ プ に カ ッ プ リ ン グ す る と い う 実 証 を 導 い た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー は 、 還 元 剤 に 感 受 性 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 。 そ し て ジ ス ル フ
ィ ド 架 橋 の 存 在 が 、 リ ガ ン ド 結 合 に 必 須 で あ る と 仮 定 さ れ て い る (GＩ oannＩ nＩ ら  1989)
。 ロ ド プ シ ン 、 ム ス カ リ ン 性 、 お よ び β ア ド レ ナ リ ン 性 レ セ プ タ ー に つ い て は 、 ２ つ の 第
１ 細 胞 外 ル ー プ の そ れ ぞ れ に お け る ２ つ の 保 存 さ れ た シ ス テ イ ン 残 基 が 、 機 能 的 タ ン パ ク
質 構 造 を 安 定 化 す る た め に 重 要 で あ る こ と が 示 さ れ て お り 、 そ し て ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 を 形
成 す る こ と に よ り 安 定 化 す る と 推 定 さ れ る 。 オ ピ オ イ ド リ ガ ン ド の 構 造 /機 能 研 究 は 、 レ
セ プ タ ー に 対 す る 高 親 和 性 で の 結 合 の た め の プ ロ ト ン 化 さ れ た ア ミ ン 基 の 重 要 性 を 示 し た
。 従 っ て 、 レ セ プ タ ー の 結 合 部 位 は 、 決 定 的 な 負 に 荷 電 さ れ た 相 対 物 を 有 し 得 る 。 カ テ コ
ー ル ア ミ ン レ セ プ タ ー は 、 そ れ ら の 配 列 に お い て 、 そ れ ら の リ ガ ン ド の 正 に 荷 電 さ れ た ア
ミ ン 基 を 結 合 す る た め に 必 要 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 保 存 さ れ た ア ス パ ラ ギ ン 酸 残 基 を
呈 示 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 種 々 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 機 能 の 複 雑 さ お よ び 見 か け 上 の 同 義 性 が 与 え ら れ る 場 合
、 根 本 的 に 重 要 な 疑 問 は 、 ど の よ う に し て 、 そ し て ど の よ う な 状 況 下 で 、 特 異 的 サ ブ タ イ
プ お よ び サ ブ の サ ブ タ イ プ レ セ プ タ ー が 、 適 切 な 刺 激 性 リ ガ ン ド の 存 在 下 で 、 そ れ ら の 生
理 学 的 効 果 を 奏 す る か と い う こ と で あ る 。 こ の 疑 問 に 答 え る た め の 従 来 の ア プ ロ ー チ は 、
イ ン ビ ト ロ で 精 製 レ セ プ タ ー お よ び Ｇ タ ン パ ク 質 成 分 を 再 構 築 す る こ と で あ っ た 。 不 運 に
も 、 精 製 ス キ ー ム は 、 非 常 に 限 ら れ た 数 の レ セ プ タ ー サ ブ タ イ プ お よ び そ れ ら の 同 族 Ｇ タ
ン パ ク 質 の み に つ い て 成 功 し て い る に 過 ぎ な い 。 あ る い は 、 異 種 発 現 系 が 、 ク ロ ー ン 化 レ
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セ プ タ ー の 特 徴 付 け に お い て 、 お よ び レ セ プ タ ー Ｇ タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ ン グ 特 異 性 を 解 明
す る こ と に お い て 、 よ り 一 般 的 に 有 用 で あ り 得 る (Marulloら  1988； Payetteら  1990； KＩ
ngら  1990)。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 そ の よ う な 系 の １ つ が 、 最 近 酵 母 細 胞 で 開 発 さ れ た 。 そ こ で は 、 哺 乳 類 β ２ ア ド レ ナ リ
ン 性 レ セ プ タ ー お よ び Ｇ ｓ α サ ブ ユ ニ ッ ト に 対 す る 遺 伝 子 が 同 時 発 現 さ れ た (KＩ ngら  199
0)。 任 意 の ヒ ト 組 織 に お け る よ り 数 百 倍 高 い レ ベ ル の β ２ ア ド レ ナ リ ン 性 レ セ プ タ ー の 発
現 が 達 成 さ れ 、 そ し て リ ガ ン ド 結 合 が 適 切 な 親 和 性 、 特 異 性 、 お よ び 立 体 選 択 性 で あ る こ
と が 示 さ れ た 。 さ ら に 、 フ ェ ロ モ ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の β ２ ア ド レ ナ リ ン 性 レ セ プ タ ー 介
在 活 性 化 が 、 成 長 停 止 の 賦 課 、 形 態 変 化 、 お よ び (β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を コ ー ド す る )Eshe
rＩ chＩ a colＩ  lacZ遺 伝 子 に 融 合 さ れ た フ ェ ロ ル モ ン 応 答 性 プ ロ モ ー タ ー (FUS1)の 誘 導
を 含 む 種 々 の 基 準 に よ り 示 さ れ た (KＩ ngら  1990)。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 最 後 に 、 他 の 関 連 サ ブ タ イ プ の 非 存 在 下 に お け る 単 一 レ セ プ タ ー の 発 現 は 、 し ば し ば 、
単 離 さ れ た 非 組 換 え 哺 乳 類 細 胞 に お い て さ え 、 達 成 す る こ と が 不 可 能 で あ る 。 従 っ て 、 オ
ピ オ イ ド レ セ プ タ ー 研 究 に 対 し て 、 古 典 的 遺 伝 学 の 標 準 ア プ ロ ー チ ま た は 分 子 生 物 学 の 強
力 な 技 法 で さ え 、 適 用 す る の が か な り 困 難 で あ る と 考 え ら れ て い る 。 特 に 、 個 々 の オ ピ オ
イ ド レ セ プ タ ー を コ ー ド す る DNA配 列 の 同 定 の た め の 手 段 が 必 要 で あ る 。 こ の よ う な 単 離
さ れ た 組 換 え 配 列 が 与 え ら れ れ ば 、 イ ソ 型 特 異 的 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト お よ び
ア ン タ ゴ ニ ス ト の 設 計 お よ び 試 験 に 関 連 す る 以 前 は 扱 い に く か っ た 問 題 を 取 り 扱 う こ と が
可 能 で あ る 。 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー を コ ー ド す る cDNAの 入 手 可 能 性 は 、 単 一 形 質 導 入 機 構
の 詳 細 な 研 究 を 可 能 に し 、 そ し て こ れ ら レ セ プ タ ー の mRNAの 解 剖 学 的 分 布 を 示 し 、 神 経 系
に お け る そ れ ら の 発 現 パ タ ー ン に 関 す る 情 報 を 提 供 す る 。 こ の 情 報 は 、 結 局 、 無 痛 覚 (ana
lgesＩ a)に お け る オ ピ オ イ ド 系 の よ り 良 好 な 理 解 、 そ し て ま た よ り 特 異 的 な 治 療 剤 の 設 計
を 可 能 に す る は ず で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 お よ び コ ー ド さ れ た レ セ プ
タ ー の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 入 手 可 能 性 は 、 無 痛 覚 の よ う な 、 薬 学 的 組 成 物 を 、 高 め ら れ た
特 異 性 の 機 能 を 有 し て 設 計 す る 能 力 を 著 し く 増 加 さ せ る 。 一 般 に 、 こ れ ら ポ リ ペ プ チ ド 配
列 の 入 手 可 能 性 は 、 候 補 組 成 物 の 効 率 的 な ス ク リ ー ニ ン グ を 可 能 に す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ
プ ロ セ ス を 通 じ た 操 作 原 理 は 以 下 の 通 り で あ る ： 天 然 ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト が
細 胞 表 面 レ セ プ タ ー お よ び チ ャ ン ネ ル に 結 合 し て 生 理 学 的 効 果 を 生 じ る ； 特 定 の 他 の 分 子
が レ セ プ タ ー お よ び チ ャ ン ネ ル に 結 合 す る ； 従 っ て 、 特 定 の 他 の 分 子 が 生 理 学 的 効 果 を 生
じ 得 、 そ し て 治 療 的 薬 学 的 因 子 と し て 作 用 す る 。 従 っ て 、 候 補 薬 剤 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ
ー に 結 合 す る 能 力 は 、 所 望 の 機 能 的 効 力 を 有 す る 薬 学 的 組 成 物 の 選 択 の た め に 特 に 有 効 な
ス ク リ ー ニ ン グ 基 準 と し て 機 能 し 得 る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー に 優 先 的 に 結 合 す る 能 力 に 基 づ い て 候 補 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ す る
以 前 の 方 法 は 、 組 織 ベ ー ス の 技 術 に 限 ら れ て い た 。 こ れ ら の 技 術 で は 、 目 的 の レ セ プ タ ー
タ イ プ が 豊 富 な 動 物 組 織 を 抽 出 お よ び 調 製 す る ； 次 い で 候 補 薬 剤 を 調 製 組 織 と 相 互 作 用 さ
せ 、 そ し て レ セ プ タ ー に 結 合 す る こ と が 見 い だ さ れ た 薬 剤 が さ ら な る 研 究 に 選 択 さ れ る 。
し か し 、 こ れ ら の 組 織 ベ ー ス の ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 は 、 い く つ か の 顕 著 な 欠 点 が あ る 。 第
１ に 、 レ セ プ タ ー 細 胞 組 織 の 供 給 源 － － 実 験 動 物 － － が 高 価 で あ る の で 高 価 で あ る 。 第 ２
に 、 ス ク リ ー ニ ン グ を 実 施 す る た め に 広 範 な 技 術 的 イ ン プ ッ ト が 必 要 で あ る 。 そ し て 、 第
３ に 、 た だ １ つ の レ セ プ タ ー サ ブ タ イ プ の み を 独 占 的 に 発 現 さ せ る 組 織 は 存 在 し な い の で
、 ス ク リ ー ニ ン グ は 結 果 を 混 乱 さ せ 得 る 。 従 来 の 先 行 技 術 ス ク リ ー ニ ン グ で は 、 基 本 的 に
は 、 間 違 っ た 相 互 作 用 、 ま た は 最 良 で も 、 種 々 の 望 ま な い 相 互 作 用 の 全 体 で 混 合 さ れ た 適
切 な 相 互 作 用 を 観 察 し て い る 。 動 物 組 織 ス ク リ ー ニ ン グ の さ ら な る 基 本 的 欠 点 は 、 そ れ ら
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が 動 物 レ セ プ タ ー を 含 む 点 に あ る － こ れ は 動 物 に 対 す る 薬 剤 を 開 発 す る に は 理 想 的 で あ る
が ヒ ト 治 療 剤 に お い て は 価 値 が 制 限 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 こ の 問 題 に 対 す る 回 答 が 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 適 切
な 宿 主 細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー に 相 当 す る ポ リ ペ プ チ ド
配 列 を 、 大 量 に お よ び 比 較 的 簡 単 な 実 験 室 手 順 に よ る 両 方 で 発 現 し 得 る 。 こ の 結 果 は 、 組
織 ベ ー ス の ス ク リ ー ニ ン グ 中 で 遭 遇 す る 競 合 的 お よ び 望 ま な い 相 互 作 用 の な い 、 非 常 に 特
異 的 な レ セ プ タ ー － 薬 剤 相 互 作 用 を 利 用 で き る こ と で あ る 。 そ の よ う な 内 因 性 レ セ プ タ ー
が 存 在 し な い 微 生 物 (例 え ば 酵 母 細 胞 ま た は 変 異 哺 乳 類 細 胞 株 )に お け る さ ら な る 発 現 が 、
サ ブ タ イ プ 選 択 的 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 評 価 の た め に 有 用 で あ り 得 る (Marulloら  1
988； Payetteら  1990； お よ び KＩ ngら  1990)。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ２ ４ 】
項 目 １ ． オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ お よ び 精 製 さ れ た ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 こ こ で 該 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 κ オ ピ オ イ ド レ
セ プ タ ー ま た は 先 に 規 定 さ れ た オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 薬 理 学 的 特 性 に 比 べ 薬 理 学 的 に 改
変 さ れ た 特 性 を 有 す る オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー で あ り 、 こ こ で 該 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー が 配
列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ６ 、 ま た は 配 列 番 号 12の い ず れ か の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 含 む 、 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 。
項 目 ２ ． 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が DNA分 子 で あ る 、 項 目 １ に 記 載 の 単 離 お よ び 精 製 さ れ た
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
項 目 ３ ． 短 縮 型 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 お よ び 精 製 さ れ た ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 単 離 さ れ お よ び 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て 、 こ こ で 、 該
短 縮 型 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド が 、 項 目 １ に 記 載 の 短 縮 型 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ
ー ポ リ ペ プ チ ド で あ る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
項 目 ４ ． 前 記 短 縮 型 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド が 、 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ
ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 79か ら 380、 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残
基 167か ら 228、 ま た は κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 271か ら 318を
含 む 、 項 目 ３ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
項 目 ５ ． 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ６ 、 ま た は 配 列 番 号 12の ア ミ ノ 酸 配 列 の 部 分 を 含 む キ メ ラ
オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 お よ び 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
。
項 目 ６ ． 前 記 ポ リ ペ プ チ ド が 、 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ を 含 み 、 特 に
こ こ で 該 ポ リ ペ プ チ ド が ま た δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 第 ３ 細 胞 外 ル ー プ を 含 む 、 項 目 ５
に 記 載 の 単 離 さ れ お よ び 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
項 目 ７ ． 前 記 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド が 、 κ １ － ７ ８ /δ ７ ０ － ３ ７ ２ ま た は δ １ － ６ ９ /κ ７

９ － ３ ８ ０ で あ る 、 項 目 ５ ま た は ６ に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
項 目 ８ ． 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ５ 、 ま た は 配 列 番 号 11の 少 な く と も 25の 連 続 す る 塩 基 の セ
グ メ ン ト と 同 一 ま た は 相 補 的 で あ る 塩 基 配 列 を 含 む 単 離 さ れ お よ び 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド で あ っ て 、 こ こ で 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 項 目 １ で 規 定 さ れ る オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
項 目 ９ ． 単 離 お よ び 精 製 さ れ た 哺 乳 類 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 こ こ
で 該 ポ リ ペ プ チ ド は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 そ し て こ こ で κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー が
配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 配 列 番 号 12の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸
配 列 を 含 む 、 ポ リ ペ プ チ ド 。
項 目 １ ０ ． 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ６ 、 ま た は 配 列 番 号 12の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 短 縮 型 オ
ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド と し て さ ら に 規 定 さ れ る 、 単 離 お よ び 精 製 さ れ た オ ピ オ
イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド 。
項 目 １ １ ． 前 記 短 縮 型 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド が 短 縮 型 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ
ー ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 よ り 特 定 す れ ば こ こ で 該 短 縮 型 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ

10

20

30

40

50

(9) JP 2005-124574 A 2005.5.19



ド が 、 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 12の 配 列 を 有 す る κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド
の ア ミ ノ 酸 残 基 79か ら 380、 ま た は 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 12の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る
κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も ア ミ ノ 酸 残 基 167か ら 228、 ま た は 配 列
番 号 ２ ま た は 配 列 番 号 12の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の
ア ミ ノ 酸 残 基 271か ら 318を 含 む 、 項 目 １ ０ に 記 載 の 短 縮 型 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ
チ ド 。
項 目 １ ２ ． キ メ ラ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 項 目 11に 記 載 の オ ピ オ イ ド レ
セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 特 に こ こ で 該 ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ２ ま た は 配 列 番
号 12の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ を 含 み 、 特 に こ
こ で 該 ポ リ ペ プ チ ド が ま た δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 第 ３ 細 胞 外 ル ー プ を 含 む 、 ポ リ ペ プ
チ ド 。
項 目 １ ３ ． 前 記 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド が κ １ － ７ ８ /δ ７ ０ － ３ ７ ２ ま た は δ １ － ６ ９ /κ ７

９ － ３ ８ ０ で あ る 、 項 目 １ ２ に 記 載 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド 。
項 目 １ ４ ． 項 目 １ お よ び 項 目 ９ で そ れ ぞ れ 規 定 さ れ る オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド
を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発 現 ベ ク タ ー で あ っ て 、 特 に こ こ で 該 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド が エ ン ハ ン サ ー － プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ る 、 発 現 ベ ク タ ー 。
項 目 １ ５ ． 項 目 ９ で 規 定 さ れ る オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 組 換 え 宿 主 細 胞 で あ っ て 、 特 に こ こ で 該 細 胞 が PC12細
胞 ま た は CHO－ D644細 胞 で あ る 、 組 換 え 宿 主 細 胞 。
項 目 １ ６ ． 前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 前 記 組 換 え 宿 主 細 胞 に お い て 機 能 的 な 調 節 シ グ ナ ル
の 転 写 制 御 下 に あ り 、 こ こ で 該 調 節 シ グ ナ ル が 、 す べ て の 必 要 な 転 写 お よ び 転 写 後 改 変 を
可 能 に す る 様 式 で 前 記 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 適 切 に 制 御 す る 、 項 目
１ ５ に 記 載 の 組 換 え 宿 主 細 胞 。
項 目 １ ７ ． 項 目 ９ で 規 定 さ れ た オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 調 製 す る 方 法 で あ っ
て 、
(a)該 レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト
し て 形 質 転 換 宿 主 細 胞 を 生 成 す る 工 程 ； お よ び
(b)該 形 質 転 換 宿 主 細 胞 を 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 十 分 な 生 物 学 的 条 件 下 で 維 持 す る 工
程 、
を 包 含 す る 方 法 。
項 目 １ ８ ． 項 目 ９ で 規 定 さ れ た オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 反 応 性 で あ る 抗
体 。
項 目 １ ９ ． 項 目 ９ で 規 定 さ れ た オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る 方 法 で あ っ
て 、
(a)該 ポ リ ペ プ チ ド を 項 目 １ ８ に 記 載 の 抗 体 と 免 疫 反 応 さ せ 、 抗 体 － ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体
を 形 成 す る 工 程 ； お よ び
(b)該 結 合 体 を 検 出 す る 工 程 、
を 包 含 す る 方 法 。
項 目 ２ ０ ． 項 目 ９ で 規 定 さ れ た オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る メ ッ セ ン
ジ ャ ー RNA転 写 物 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
(a)該 メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA転 写 物 を 該 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 二 重 鎖 を 形 成 す る 工 程 ； お よ び
(b)該 二 重 鎖 を 検 出 す る 工 程 、
を 包 含 す る 方 法 。
項 目 ２ １ ． 生 物 学 的 試 料 中 で 、 項 目 ９ で 規 定 さ れ た オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の
存 在 を 検 出 す る た め の 診 断 ア ッ セ イ キ ッ ト で あ っ て 、 該 キ ッ ト が 該 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー
ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 反 応 し 得 る 一 次 抗 体 を 含 む 第 １ コ ン テ ナ を 含 み 、 こ こ で 該 一 次 抗 体 が
少 な く と も １ つ の ア ッ セ イ を 実 施 す る に 十 分 な 量 で 存 在 す る 、 ア ッ セ イ キ ッ ト 。
項 目 ２ ２ ． 生 物 学 的 試 料 中 で 、 項 目 ９ で 規 定 さ れ た オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド と
免 疫 反 応 性 で あ る 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る た め の 診 断 ア ッ セ イ キ ッ ト で あ っ て 、 該 キ ッ ト が
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該 抗 体 と 免 疫 反 応 す る オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 第 １ コ ン テ ナ を 含 み 、 そ
し て こ こ で 、 該 ポ リ ペ プ チ ド が 少 な く と も １ つ の ア ッ セ イ を 実 施 す る に 十 分 な 量 で 存 在 す
る 、 ア ッ セ イ キ ッ ト 。
項 目 ２ ３ ． 項 目 ９ で 規 定 さ れ た オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 能 力 に
つ い て 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、
(a)該 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 工 程 ； お よ び
(b)該 物 質 が 該 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー と 相 互 作 用 す る 能 力 を 試 験 す る 工 程 、
を 包 含 す る 方 法 。
項 目 ２ ４ ． 前 記 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド が キ メ ラ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ
プ チ ド で あ り 、 特 に こ こ で 該 ポ リ ペ プ チ ド が κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ
を 含 み 、 特 に こ こ で 該 ポ リ ペ プ チ ド が ま た δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 第 ３ 細 胞 外 ル ー プ を
含 む 、 項 目 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
項 目 ２ ５ ． 前 記 キ メ ラ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド が κ １ － ７ ８ /δ ７ ０ － ３ ７ ２

ま た は δ １ － ６ ９ /κ ７ ９ － ３ ８ ０ で あ る 、 項 目 ２ ４ に 記 載 の 方 法 。
項 目 ２ ６ ． 前 記 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド が 短 縮 型 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ
プ チ ド で あ り 、 特 に こ こ で 該 短 縮 型 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド が 短 縮 型 κ オ ピ オ
イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 さ ら に 特 に こ こ で 該 短 縮 型 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ
リ ペ プ チ ド が κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 79か ら 380を 含 む 、 項
目 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
項 目 ２ ７ ． 前 記 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド が 変 異 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ
チ ド で あ る 、 項 目 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
項 目 ２ ８ ． 前 記 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 工 程 が 、 該 オ ピ オ イ ド レ セ
プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 宿 主 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 形
質 転 換 細 胞 を 形 成 し 、 そ し て 該 形 質 転 換 細 胞 を 、 該 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の
発 現 に 十 分 な 生 物 学 的 条 件 下 で 維 持 す る こ と に よ り 行 わ れ る 、 項 目 ２ ３ に 記 載 の 方 法 。
項 目 ２ ９ ． κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る 能 力 を 有 す る 産 物
を 作 成 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 は 以 下 の 工 程 を 包 含 す る ：
(a)オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 工 程 で あ っ て 、 特 に 該 ポ リ ペ プ チ ド が
κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 を 含 み 、 よ り 特 定 す れ ば 該 部 分 が κ オ ピ オ イ
ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ の 部 分 を 含 み 、 さ ら に よ り 特 定 す れ ば 該 部
分 が 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ の 負 に 荷 電 さ れ た 領 域 で あ る 、 工 程 ；
(b)候 補 特 異 的 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト を 得 る 工 程 ；
(c)該 物 質 が 前 記 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー と 相 互 作 用 す る 能 力 を 試 験 す る 工 程 ； お よ び
(d)該 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー と 相 互 作 用 す る 能 力 を 有 す る 産 物 を 提 供 す る 工 程 。
項 目 ３ ０ ． 前 記 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド が キ メ ラ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ
プ チ ド を 含 み 、 特 に こ こ で 該 ポ リ ペ プ チ ド が κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ
を 含 み 、 よ り 特 定 す れ ば 該 ポ リ ペ プ チ ド が ま た δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 第 ３ 細 胞 外 ル ー
プ を 含 む 、 項 目 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
項 目 ３ １ ． 前 記 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド が κ １ － ７ ８ /δ ７ ０ － ３ ７ ２ ま た は δ １ － ６ ９ /κ ７

９ － ３ ８ ０ で あ る 、 項 目 ３ ０ に 記 載 の 方 法 。
項 目 ３ ２ ． 前 記 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド が 、 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ
チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 79か ら 380を 含 み 、 ま た は 前 記 短 縮 型 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ
チ ド が 、 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も ア ミ ノ 酸 残 基 167か ら 228を 含
む 、 項 目 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
項 目 ３ ３ ． 前 記 候 補 特 異 的 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト が 、 該 候 補 が 正 荷 電 を 有 す
る か 否 か を 測 定 し て 予 備 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 、 項 目 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
項 目 ３ ４ ． 前 記 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 工 程 が 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ
タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 宿 主 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 形 質
転 換 細 胞 を 形 成 し 、 そ し て 該 形 質 転 換 細 胞 を 、 該 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 発
現 に 十 分 な 生 物 学 的 条 件 下 で 維 持 す る こ と に よ り 行 わ れ る 、 項 目 ２ ９ に 記 載 の 方 法 。
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項 目 ３ ５ ． 項 目 ２ ９ に 記 載 の 方 法 に よ り 単 離 さ れ 得 る 、 特 異 的 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ア
ゴ ニ ス ト 。
【 ０ ０ ２ ５ 】

発 明 の 簡 単 な 要 旨
　 一 般 に 、 本 発 明 は オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー に 関 す る 。 本 発 明 者 ら は 、 δ お よ び κ レ セ プ タ
ー を 含 む 種 々 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 単 離 お よ び ク ロ ー ン 化 し た 。
こ れ ら の 遺 伝 子 は オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 発 現 さ れ る 。 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ
ド は 種 々 の 有 用 性 を 有 し 、 そ の う ち 最 も 重 要 な １ つ は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト
お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 使 用 さ れ 得 る 物 質 の 決 定 を 可 能 に す る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ
イ の 基 礎 と し て 働 く 能 力 で あ る 。 そ の よ う な ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト は 薬 学 的 有
用 性 を 有 す る 。 新 規 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト の 必 要 性 が 大
い に 存 在 す る 。 何 故 な ら 現 在 使 用 さ れ て い る も の は ど ら ら か と 言 え ば 重 篤 な 副 作 用 を 有 す
る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 お よ び 精 製 さ れ た ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は DNA分 子
で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 δ 、 κ 、 μ 、 ま た は σ オ ピ オ イ
ド レ セ プ タ ー で あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー 、 例 え ば mORK1(配 列 番 号 ２ )ま た は ヒ ト κ オ ピ オ イ ド
レ セ プ タ ー (配 列 番 号 12)ま た は δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー 、 例 え ば mORD1(配 列 番 号 ４ )の ア
ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 最 も 好 ま し く は 、 本 発 明 の 単 離 お よ び
精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー 、 例 え ば mORK1(配 列 番 号 １ )ま
た は ヒ ト κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー (配 列 番 号 11)ま た は δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー (配 列 番 号
３ )の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は 、 先 に 規 定 さ れ た オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 MOP2(配 列 番
号 ６ )の 薬 理 学 的 特 性 に 比 べ て 薬 理 学 的 に 改 変 さ れ た 特 性 を 有 す る オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 お よ び 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 そ の よ う
な 本 発 明 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の １ つ は 、
配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 変 異 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 生 成 を 意 図 し 可 能 に す る 。 こ れ ら の 変 異 レ
セ プ タ ー は 、 そ れ ら に 変 異 さ れ る 元 の 天 然 に 存 在 す る オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー に 比 較 し て 改
変 さ れ た 結 合 活 性 お よ び 薬 理 学 的 活 性 を 有 す る 。 例 え ば 、 mORD1配 列 の 特 定 の ア ミ ノ 酸 残
基 で ヒ ス チ ジ ン を 挿 入 す る こ と に よ り オ ピ オ イ ド ア ゴ ニ ス ト が そ の レ セ プ タ ー に 結 合 す る
こ と が 妨 げ ら れ 得 る こ と が 示 さ れ て い る 。 変 異 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 例 は
、 残 基 128で ア ス パ ラ ギ ン 酸 の 代 わ り に ア ス パ ラ ギ ン を 有 す る mORD1ポ リ ペ プ チ ド お よ び 残
基 278で ヒ ス チ ジ ン の 代 わ り に ア ス パ ラ ギ ン を 有 す る mORD1ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 こ れ
ら の 変 異 し た レ セ プ タ ー は ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で 有 用 性 を 有 す る 。 勿 論 、 本 発 明 は ま
た 、 こ れ ら の 変 異 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 意 図 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ５ 、 ま た は 配 列 番 号 11の 少 な く と も 15、
20、 25、 30、 35、 40、 45、 50ま た は そ れ 以 上 の 連 続 塩 基 の セ グ メ ン ト と 同 一 ま た は 相 補 的
で あ る 塩 基 配 列 を 含 む 単 離 お よ び 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 意 図 し 、 こ こ で こ の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 好 ま し く は 、 こ の 単 離 お よ び 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番
号 １ 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ５ 、 ま た は 配 列 番 号 11の 少 な く と も 15か ら 100の 連 続 塩 基 の
セ グ メ ン ト と 同 一 ま た は 相 補 的 で あ る 塩 基 配 列 を 含 む 。 勿 論 、 単 離 お よ び 精 製 さ れ た ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ５ 、 ま た は 配 列 番 号 11の 少 な く と も
25か ら 75の 連 続 塩 基 の セ グ メ ン ト と 同 一 ま た は 相 補 的 で あ る よ り 短 い 塩 基 配 列 を 含 む 。 さ
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ら に 、 単 離 お よ び 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ５
、 ま た は 配 列 番 号 11の 少 な く と も 35か ら 60の 連 続 塩 基 の セ グ メ ン ト と 同 一 ま た は 相 補 的 で
あ る よ り 短 い 塩 基 配 列 を 含 む 。 ま た 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 開 示 さ れ る ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 の 40ま た は 55の 連 続 塩 基 と 同 一 ま た は 相 補 的 な 塩 基 の セ グ メ ン ト を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 は 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ５ 、 ま た は 配 列 番 号 11の 少 な く と も 10の
連 続 塩 基 の セ グ メ ン ト と 同 一 ま た は 相 補 的 で あ る 塩 基 配 列 を 含 む 単 離 お よ び 精 製 さ れ た ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 得 る こ と を 可 能 に す る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 １ 、 配
列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ５ 、 ま た は 配 列 番 号 11、 あ る い は 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号
５ 、 ま た は 配 列 番 号 11の 相 補 物 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 好 ま し く は 、 こ の 単 離 お よ び 精 製
さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ５ 、 ま た は 配 列 番 号 11の
少 な く と も 25か ら 70の 連 続 塩 基 の セ グ メ ン ト と 同 一 ま た は 相 補 的 で あ る 塩 基 配 列 を 含 む 。
例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 １ (配 列 番 号 ２ を コ ー ド す る コ ー デ ィ ン
グ 部 分 )の 40ま た は 55の 連 続 塩 基 と 同 一 ま た は 相 補 的 な 塩 基 の セ グ メ ン ト を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら に 、 単 離 お よ び 精 製 さ れ た オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 意 図 す
る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド で あ
る 。 よ り 好 ま し く は 、 本 発 明 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 δ 、 κ 、 μ 、 ま た
は σ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 本 発 明 の オ ピ オ
イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ６ 、 ま た は 配 列 番 号
12の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 発
現 ベ ク タ ー を 意 図 す る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ４
、 配 列 番 号 ６ 、 ま た は 配 列 番 号 12の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 よ り 好 ま し く は 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番
号 ３ 、 配 列 番 号 ５ 、 ま た は 配 列 番 号 11の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
含 む 。 さ ら に 好 ま し く は 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 エ ン ハ ン サ ー － プ ロ モ ー タ ー に 作 動
可 能 に 連 結 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 な お さ ら に よ り 好 ま し く は 、 本 発 明 の 発 現 ベ
ク タ ー は 、 原 核 生 物 プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 あ る
い は 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 真 核 生 物 プ ロ モ ー タ ー で あ る エ ン ハ ン サ ー － プ ロ モ ー タ
ー に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 そ し て 発 現 ベ ク タ ー は さ ら に 、 カ ル
ボ キ シ 末 端 ア ミ ノ 酸 の 3'側 お よ び コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 転 写 単 位 内 に 位 置 す る ポ リ
ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で ト ラ ン
ス フ ェ ク ト さ れ た 組 換 え 宿 主 細 胞 を 包 含 す る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 組 換 え 宿 主 細 胞 は 、
配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ５ 、 ま た は 配 列 番 号 11の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で ト ラ ン ス
フ ェ ク ト さ れ る 。 １ つ の 局 面 で は 、 本 発 明 の 宿 主 細 胞 は 真 核 生 物 宿 主 細 胞 で あ る 。 適 切 な
組 換 え 宿 主 と し て 当 業 者 に 知 ら れ て い る 任 意 の 真 核 生 物 細 胞 が 事 実 上 こ の 観 点 か ら 有 用 で
あ る こ と が 意 図 さ れ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 組 換 え 宿 主 細 胞 は 、 酵 母 細 胞 、 COS－ 1細 胞 、 PC
12細 胞 、 ま た は CHO－ D644細 胞 な ど で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 組 換 え 宿 主 細 胞 は 原 核 生 物 宿 主 細 胞 で あ り 得 る 。 当 業 者 は 、 原 核 生 物 細 胞 が ク
ロ ー ニ ン グ お よ び 遺 伝 子 操 作 の 実 施 に お い て 非 常 に 有 用 で あ る こ と を 理 解 す る 。 従 っ て 、
本 発 明 の 遺 伝 子 配 列 を 含 む 原 核 生 物 の 使 用 に つ い て 明 確 な 利 点 が 存 在 し 得 る 。 そ れ に よ っ
て 原 核 生 物 か ら 活 性 な ポ リ ペ プ チ ド が 得 ら れ 得 る 方 法 、 即 ち 、 適 切 な ポ リ ペ プ チ ド 折 り 畳
み を 可 能 に し 、 そ し て 多 く は 変 性 さ れ て 不 適 切 な 折 り 畳 み を 取 り 除 き そ し て 活 性 形 態 に 再
生 さ れ 得 る ポ リ ペ プ チ ド の 翻 訳 を 可 能 に す る い く つ か の 系 が ま た 存 在 す る 。 ペ プ チ ド 発 現
に お け る 使 用 の た め に 、 組 換 え 宿 主 細 胞 は 、 代 表 的 に は 、 組 換 え 宿 主 細 胞 中 で 機 能 的 な 調
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節 シ グ ナ ル の 転 写 制 御 下 に あ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 こ こ で 、 調 節 シ グ ナ ル は 、 す べ
て の 必 要 な 転 写 お よ び 転 写 後 改 変 を 可 能 に す る 様 式 で 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ
ド の 発 現 を 適 切 に 制 御 す る 。 活 性 ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る た め の 原 核 生 物 法 は 、 本 発 明 の
範 囲 内 に 含 ま れ る 。 本 発 明 の 例 示 の 組 換 え 宿 主 細 胞 は 、 EscherＩ chＩ a colＩ の DH5α 株 の
細 菌 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 調 製 す る 方 法 を 意 図 し 、 こ の 方 法
は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 細 胞 を ト ラ ン ス
フ ェ ク ト し て 、 形 質 転 換 宿 主 細 胞 を 生 成 す る 工 程 ； お よ び こ の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る に
十 分 な 生 物 学 的 条 件 下 で 形 質 転 換 宿 主 細 胞 を 維 持 す る 工 程 を 包 含 す る 。 好 ま し く は 、 形 質
転 換 宿 主 細 胞 は 真 核 生 物 細 胞 、 例 え ば 、 COS－ 1細 胞 で あ る 。 あ る い は 、 宿 主 細 胞 は 原 核 細
胞 、 例 え ば 、 EscherＩ chＩ a colＩ の DH5α 株 で あ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 形 質 転 換 細
胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ５
、 ま た は 配 列 番 号 11の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 反 応 性 で あ る 抗 体 を 提 供 す る 。 好
ま し く は 、 本 発 明 の 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 オ ピ オ イ ド レ セ
プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ６ 、 ま た は 配 列 番 号 12の ア ミ
ノ 酸 残 基 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 反 応 性 の 抗 体 を 生 成 す る 方 法 を 意
図 し 、 こ の 方 法 は 、 (a)オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド で 組 換 え 宿 主 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 工 程 ； (b)宿 主 細 胞 を 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド の
発 現 に 十 分 な 条 件 下 で 培 養 す る 工 程 ； (c)ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る 工 程 ； お よ び (d)こ の ポ
リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 調 製 す る 工 程 を 包 含 す る 。 好 ま し く は 、 宿 主 細 胞 は 、 配 列 番 号
１ 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ５ 、 ま た は 配 列 番 号 11の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク ト
さ れ る 。 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 本 発 明 は 、 上 記 に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 調 製 さ れ る 抗 体 を
提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ こ で こ の 方
法 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 、 上 記 で 記 載 さ れ る 方 法 に 従 っ て 調 製 さ れ る 抗 体 と 免 疫 反 応 さ せ て
、 抗 体 － ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 形 成 す る 工 程 、 お よ び こ の 結 合 体 を 検 出 す る 工 程 を 包 含 す
る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA転 写 物
を 検 出 す る 方 法 を 意 図 し 、 こ こ で こ の 方 法 は 、 (a)メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA転 写 物 を 、 オ ピ オ イ
ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 二 重
鎖 を 形 成 さ せ る 工 程 ； お よ び (b)こ の 二 重 鎖 を 検 出 す る 工 程 を 包 含 す る 。 あ る い は 、 本 発
明 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA分 子 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 し
、 こ こ で こ の 方 法 は 、 (a)DNA分 子 を 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 二 重 鎖 を 形 成 す る 工 程 ； お よ び (b)二 重 鎖 を 検 出 す
る 工 程 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 は 、 生 物 学 的 試 料 中 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 検 出 す る た め
の 診 断 ア ッ セ イ キ ッ ト を 提 供 し 、 こ こ で こ の キ ッ ト は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ
ド と 免 疫 反 応 し 得 る 一 次 抗 体 を 含 む 第 １ コ ン テ ナ を 含 み 、 こ の 一 次 抗 体 は 少 な く と も １ つ
の ア ッ セ イ を 実 施 す る に 十 分 な 量 で 存 在 す る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の ア ッ セ イ キ ッ ト は 、
一 次 抗 体 と 免 疫 反 応 す る 二 次 抗 体 を 含 む 第 ２ コ ン テ ナ を さ ら に 含 む 。 よ り 好 ま し く は 、 本
発 明 の ア ッ セ イ キ ッ ト で 使 用 さ れ る 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 さ ら に よ り 好 ま し
く は 、 一 次 抗 体 は 固 体 支 持 体 に 付 加 さ れ る 。 な お よ り 好 ま し く は 、 一 次 お よ び 二 次 抗 体 は
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イ ン ジ ケ ー タ ー を 含 み 、 そ し て 好 ま し く は 、 イ ン ジ ケ ー タ ー は 放 射 性 標 識 ま た は 酵 素 で あ
る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 は 、 生 物 学 的 試 料 中 で 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 存 在 を 検 出 す る た め の 診 断 ア ッ セ イ キ ッ ト を 提 供 し 、 こ の キ ッ ト は 、 配 列 番
号 １ 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ５ 、 ま た は 配 列 番 号 11の 少 な く と も 10の 連 続 ヌ ク レ オ チ ド 塩
基 の セ グ メ ン ト と 同 一 ま た は 相 補 的 な 第 ２ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 第 １ コ ン テ ナ を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 生 物 学 的 試 料 中 の 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ
ペ プ チ ド と 免 疫 反 応 性 の 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る た め の 診 断 ア ッ セ イ キ ッ ト を 意 図 し 、 こ の
キ ッ ト は 、 抗 体 と 免 疫 反 応 す る オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 第 １ コ ン テ ナ を
含 み 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 少 な く と も １ つ の ア ッ セ イ を 実 施 す る に 十 分 な 量 で 存 在 す る
。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 能 力 に つ い て 物 質 を ス ク
リ ー ニ ン グ す る 方 法 を 意 図 し 、 こ の 方 法 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す
る 工 程 、 お よ び 選 択 さ れ た 物 質 が オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 能 力
を 試 験 す る 工 程 を 包 含 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド
は キ メ ラ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 本 発 明 は 、 事 実 上 無 限 の 多 く の 可 能
な キ メ ラ レ セ プ タ ー を 意 図 し 、 こ れ ら レ セ プ タ ー の い く つ か は 、 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト 、 非 特
異 的 ア ゴ ニ ス ト 、 ま た は 特 定 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト に つ い て ス
ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 望 む か ど う か に 依 存 し て 利 点 を 有 し 得 る 。 本 発 明 者 ら は 、 各 タ イ
プ の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー リ ガ ン ド に つ い て 特 異 的 な 結 合 領 域 が あ る こ と を 見 い だ し た 。
１ つ の 特 定 の リ ガ ン ド 結 合 部 位 、 例 え ば 、 κ 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト 結 合 部 位 を 有 し 、 そ し て 非
特 異 的 結 合 部 位 を 欠 く キ メ ラ を 使 用 す る こ と に よ り 、 非 特 異 的 リ ガ ン ド 由 来 の 偽 シ グ ナ ル
に 悩 ま せ ら れ る こ と な く κ 特 異 的 リ ガ ン ド に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 宿 主 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 形 質 転 換 細 胞 を 形 成 す る こ と 、 お よ
び オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 に 十 分 な 生 物 学 的 条 件 下 で 形 質 転 換 細 胞
を 維 持 す る こ と を 意 図 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 短 縮 型 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離
お よ び 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 「 短 縮 型 」 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ
プ チ ド は 、 完 全 長 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の ア ミ ノ 酸 配 列 の 部 分 を 含 む 。 短 縮 型 レ セ プ タ ー
は 、 代 表 的 に は 、 よ り 長 い ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 遺 伝 物 質 の 標 準 的 遺 伝 子 操 作 に よ り
作 製 さ れ る 。 短 縮 型 レ セ プ タ ー は 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 大 き な 有 用 性 を 有 す
る 。 そ の よ う に レ セ プ タ ー を 短 縮 型 に す る こ と が 可 能 な の で 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の リ ガ
ン ド 結 合 部 位 が 欠 失 し て い る 。 例 え ば 、 こ の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー は 、 κ ま た は δ オ ピ オ
イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド で あ り 得 る 。 特 定 の 実 施 例 で は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー は 、
κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 79か ら 380、 ま た は δ オ ピ オ イ ド レ
セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 70か ら 372を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 は 、 キ メ ラ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 お よ び 精 製 さ れ
た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 「 キ メ ラ 」 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 ２ つ
ま た は そ れ 以 上 の 供 給 源 由 来 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド で あ り 、 こ こ で 供 給 源 の
少 な く と も １ つ は オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 例 え ば 、 δ オ ピ オ イ ド レ セ
プ タ ー 、 μ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー 、 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー 、 σ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー 、
MOP2、 ま た は ソ マ ト ス タ チ ン レ セ プ タ ー の １ つ 、 の １ つ ま た は そ れ 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 の
部 分 か ら な り キ メ ラ が 可 能 で あ る 。 例 示 の キ メ ラ は 、 κ － δ (カ ル ボ キ シ － ア ミ ノ 末 端 )、
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δ － κ 、 κ － δ － κ な ど で あ り 得 る 。 本 発 明 者 ら は 、 研 究 の 過 程 で 多 く の キ メ ラ を 作 製 し
、 そ し て こ れ ら の い く つ か は ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で 利 点 を 有 す る 。 こ の よ う な 構 築 さ
れ て い る ま た は さ れ 得 た キ メ ラ の 例 は 、 κ １ － ７ ８ /δ ７ ０ － ３ ７ ２ 、 δ １ － ６ ９ /κ ７ ９

－ ３ ８ ０ 、 κ １ － ７ ４ /δ ６ ５ － ３ ７ ２ 、 δ １ － ６ ４ /κ ７ ５ － ３ ８ ０ な ど で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の キ メ ラ は 、 所 望 の 目 的 を 遂 行 す る オ ピ オ イ ド リ ガ ン ド の 検 出 お よ び 解 明 を 可 能
に す る た め に 設 計 さ れ た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 非 常 に 有 用 で あ る 。 １ つ の ク ラ
ス と し て 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー は 、 細 胞 外 ル ー プ 、 貫 膜 領 域 、 細 胞 内 ル ー プ 、 お よ び 細
胞 外 ア ミ ノ 末 端 を 含 む 。 本 発 明 者 ら は 、 レ セ プ タ ー の 細 胞 外 部 分 、 細 胞 外 ル ー プ 、 お よ び
ア ミ ノ 末 端 が 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー リ ガ ン ド に 対 す る 結 合 部 位 と し て 働 く こ と を 示 し た
。 例 え ば 、 κ レ セ プ タ ー に 関 し て は 、 κ 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト が 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ に 結 合 し 、
そ の 一 方 ア ン タ ゴ ニ ス ト が ア ミ ノ 末 端 に 結 合 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 本 発 明 者 ら は 、 非
特 異 的 ア ゴ ニ ス ト が κ レ セ プ タ ー の 第 ３ 細 胞 外 ル ー プ に 結 合 す る と 強 く 考 え 、 そ し て こ の
こ と を 証 明 す る 研 究 が 進 行 中 で あ る 。 こ の 知 識 を 用 い て 、 特 異 的 ス ク リ ー ニ ン グ ツ ー ル と
し て 非 常 に 有 用 な キ メ ラ を 設 計 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 κ 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト に つ
い て ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 望 む 場 合 、 κ レ セ プ タ ー の 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ を 有 す る キ メ
ラ を 使 用 す べ き で あ る 。 さ ら に 、 κ レ セ プ タ ー の 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ を 有 す る が 第 ３ 細 胞 外
ル ー プ を 欠 く キ メ ラ が 、 非 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト を 検 出 す る 任 意 の お そ れ な く 、 κ 特 異 的 ア ゴ
ニ ス ト を 検 出 す る 利 点 を 有 し 得 た 。 勿 論 、 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ を 除 く κ レ セ プ タ ー の す べ て
の 領 域 を 有 す る キ メ ラ が 、 κ 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る よ う に 設 計 さ
れ た ア ッ セ イ に お い て ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 さ れ 得 る 。 本 発 明 者 ら は 、 多 く
の こ の よ う な キ メ ラ を 構 築 し 、 そ し て よ り 多 く を 構 築 す る 過 程 に あ る 。 標 準 の 遺 伝 子 操 作
お よ び オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の リ ガ ン ド 結 合 部 位 に 関 し て 本 発 明 者 ら が 由 来 す る 知 識 を 用
い て 、 ほ と ん ど 無 限 の 多 く の キ メ ラ を 作 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の よ う な キ メ ラ の す
べ て 、 そ れ ら を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び ア ッ セ イ 中 で そ れ ら を 使 用 す る 方 法
が 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る と 意 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー と 相 互 作 用 す る 能 力 に つ い て 物 質 を ス ク リ ー ニ
ン グ す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 以 下 の 工 程 を 包 含 す る ：
　 a)キ メ ラ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 工 程 ； お よ び
　 b)こ の 物 質 が キ メ ラ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 能 力 を 試 験 す る
工 程 。
好 適 な キ メ ラ は 、 上 記 で 呈 示 さ れ た キ メ ラ と 同 じ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 は な お 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー と 相 互 作 用 す る 能 力 に つ い て 物 質 を ス ク リ ー ニ ン
グ す る 方 法 を さ ら に 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 以 下 の 工 程 を 包 含 す る ：
　 a)短 縮 型 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 工 程 ； お よ び
　 b)こ の 物 質 が 短 縮 型 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 能 力 を 試 験 す る
工 程 。
好 適 な 短 縮 型 レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 上 記 で 呈 示 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド と 同 じ で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 他 の 局 面 は 、 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る 能 力
に つ い て 、 適 切 な 候 補 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 有 用 な ア ッ セ イ を 包 含 す る 。 こ れ ら の
ア ッ セ イ は 、 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト が 、 非 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト が 結 合
す る よ り レ セ プ タ ー の 異 な る 領 域 に 結 合 す る と い う 本 発 明 者 ら の 発 見 に よ り 可 能 に な っ た
。 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る
工 程 、 候 補 の 特 異 的 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト を 得 る 工 程 、 こ の 候 補 物 質 が オ ピ
オ イ ド レ セ プ タ ー と 相 互 作 用 す る 能 力 を ア ッ セ イ す る 工 程 を 含 む 。 当 業 者 は 、 候 補 物 質 が
κ レ セ プ タ ー と 相 互 作 用 す る 能 力 は 、 本 出 願 の 発 明 の 詳 細 な 説 明 に 詳 細 に 記 載 さ れ た 方 法
を 含 む が 、 し か し こ れ ら に 限 定 さ れ な い 、 任 意 の 数 の 方 法 で ア ッ セ イ さ れ 得 る こ と を 認 識
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し 得 る 。 こ れ ら の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 現 在 の 特 異 的 の よ り 少 な い κ ア ゴ ニ ス ト の ネ ガ
テ ィ ブ な 副 作 用 を 有 し な い 特 異 的 κ レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト の 解 明 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 好 適 な 実 施 態 様 で は 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 使 用 さ れ る オ ピ オ イ ド レ セ プ タ
ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 部 分 を 含 む 。 よ り 好 ま し く は
、 こ の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 第
２ 細 胞 外 ル ー プ の 部 分 を 含 み 、 そ れ は κ レ セ プ タ ー 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト に 対 す る 結 合 部 位 を
有 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ の 負 に 荷 電 さ れ
た 領 域 を 含 む オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 こ れ ら の ス ク リ ー ニ ン グ 手 順 に お け
る 使 用 に 特 に 好 適 で あ る こ と が 予 想 さ れ る 。 何 故 な ら 、 κ レ セ プ タ ー 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト －
κ レ セ プ タ ー 結 合 は 、 少 な く と も 部 分 的 に は 、 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ の 負 に 荷 電 さ れ た 部 分 と
ア ゴ ニ ス ト の 正 に 荷 電 さ れ た 部 分 と の 間 の 荷 電 相 互 作 用 に 基 づ く よ う で あ る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 キ メ ラ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 の ア ッ セ イ で 使 用 可 能 で あ る 。 事 実
、 こ れ ら ア ッ セ イ の 解 明 に 至 る 研 究 は 、 キ メ ラ レ セ プ タ ー を 用 い て 実 施 さ れ た 。 好 適 な 実
施 態 様 で は 、 キ メ ラ レ セ プ タ ー は κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ を 含 む 。 κ
の 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ は 、 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 167－ 228間
に 位 置 す る 。 他 の 好 適 な キ メ ラ は 、 κ レ セ プ タ ー の 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ を 有 す る が 、 第 ３ 細
胞 外 ル ー プ を 欠 く 。 第 ３ 細 胞 外 ル ー プ は 、 推 定 の 非 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト 結 合 領 域 を 含 む の で
、 こ の 領 域 を 欠 く キ メ ラ は 、 非 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト 活 性 を 検 出 す る こ と が で き な い と 予 想 さ
れ る 。 従 っ て 、 そ の よ う な キ メ ラ に 対 し て 観 察 さ れ る 任 意 の ア ゴ ニ ズ ム は 、 第 ２ 細 胞 外 ル
ー プ に 対 す る κ 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト 結 合 の 結 果 で な け れ ば な ら な い 。 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ を 欠
く キ メ ラ は 、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 有 用 で あ る 。 本 明 細 書 の 教 示 が 提 供 さ れ た と
き 、 当 業 者 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト の す べ て の 形 態 の
ス ク リ ー ニ ン グ を 可 能 に す る キ メ ラ お よ び 制 御 ス ク リ ー ニ ン グ 戦 略 を 得 る 。 こ の よ う な ア
ッ セ イ の す べ て は 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 。 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 有
用 で あ る キ メ ラ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 特 定 の 例 は 以 下 で あ る ： κ １ － ７ ８ /δ ７ ０ － ３ ７

２ 、 δ １ － ６ ９ /κ ７ ９ － ３ ８ ０ 、 κ １ － ７ ４ /δ ６ ５ － ３ ７ ２ 、 ま た は δ １ － ６ ４ /κ ７ ５

－ ３ ８ ０ な ど 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 短 縮 型 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 の 候 補 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お
い て 有 用 で あ る 。 κ レ セ プ タ ー 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト 結 合 を 示 す よ り 短 い ポ リ ペ プ チ ド が 、 よ
り 長 い ポ リ ペ プ チ ド に 比 べ 特 定 の 利 点 を 有 す る こ と が 記 載 さ れ る 。 好 ま し く は 、 短 縮 型 オ
ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 短 縮 型 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド で あ る
。 例 え ば 、 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 79か ら 380を 含 む 短 縮 型
オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド が こ の 観 点 か ら 有 用 で あ る と 予 期 さ れ る 。 レ セ プ タ ー
の 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ を 含 む 短 縮 型 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー が こ れ ら ア ッ セ イ に お い て 有 用
で あ る 。 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 残 基 167か ら 228を 含 む 短 縮 型 κ レ セ プ タ ー が 本 発 明 に お い て 有
用 で あ る 。 勿 論 、 κ レ セ プ タ ー の 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ の κ レ セ プ タ ー 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト 結 合
領 域 に 相 当 す る こ れ ら の ア ミ ノ 酸 残 基 を 特 異 的 に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 潜 在 的 な κ レ セ プ タ ー 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト を 、 上 記 に 記 載 さ れ た ア ッ セ イ で 試 験 す る 前 に
、 候 補 が 正 荷 電 を 有 す る か 否 か を 測 定 す る こ と に よ り 予 備 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 得 る 。 荷 電
相 互 関 係 は 、 負 に 荷 電 さ れ た 結 合 領 域 が 正 に 荷 電 さ れ た ア ゴ ニ ス ト を 結 合 し て 、 κ レ セ プ
タ ー － 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト 結 合 機 構 に 影 響 す る 。 勿 論 、 有 効 な ア ゴ ニ ス ト が 正 に 荷 電 し て い
な い こ と も 可 能 で あ る 。 し か し 、 荷 電 の 評 価 は 、 試 験 さ れ る べ き ア ゴ ニ ス ト の 範 囲 を 狭 め
る １ つ の 機 構 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 上 記 の ア ッ セ イ 方 法 の １ つ の 実 施 態 様 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 宿 主 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 形 質 転 換 細 胞 を 形 成 し 、 そ し て
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形 質 転 換 細 胞 を オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 十 分 な 生 物 学 的 条 件 下 で 維 持
す る こ と を 伴 う 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た ポ リ ペ プ チ ド は ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い
て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 他 の 局 面 は 、 上 記 プ ロ セ ス に よ り 単 離 可 能 な お よ び ／ ま た は 単 離 さ れ る 特 定 の
κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト を 包 含 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ５ ７ 】

Ｉ ．
　 本 発 明 は 、 DNAセ グ メ ン ト 、 精 製 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 を 得 る た め の 方 法 、 組 換 え オ ピ オ
イ ド レ セ プ タ ー を 得 て 用 い る の に 必 要 な 組 換 え 宿 主 細 胞 を ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ し て 用 い る
方 法 を 提 供 す る 。 従 っ て 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー に 対 す る 従 来 技 術 で 明 ら か な 、 古 典 的 遺
伝 学 の 標 準 手 法 ま た は 分 子 生 物 学 に お け る 技 術 を 適 用 す る 際 に 直 面 す る 困 難 性 が 、 克 服 さ
れ た 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 一 般 的 に オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 組 成 物 お よ び そ の 調 製 方 法 お
よ び そ の 使 用 に 関 す る 。
Ｉ Ｉ ．
　 Ａ ．

【 ０ ０ ５ ８ 】
　 １ つ の 局 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単
離 お よ び 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は DNA分 子 で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 δ 、 κ
、 μ 、 ま た は σ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー で あ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 さ ら に よ り 好 ま
し く は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ま た は マ ウ ス 様 オ ピ オ イ ド レ セ プ
タ ー の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ６ 、 ま た は 配 列 番
号 １ ２ の 配 列 ） を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 最 も 好 ま し く は 、 本 発 明 の 単 離 お よ び
精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ５ 、 お よ び 配 列 番 号
１ １ の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る よ う に 、 用 語 「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合
に よ り 接 続 さ れ て い る ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 意 味 す る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 明 細 書 中
で は 、 ５ ’ か ら ３ ’ 方 向 へ の 方 向 で 示 さ れ る 。 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 約 680か ら
約 数 十 万 塩 基 対 ま で を 含 み 得 る 。 好 ま し く は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 約 680～ 約 150,000塩
基 対 を 含 み 得 る 。 特 定 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 好 ま し い 長 さ は 、 以 下 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 デ オ キ シ リ ボ 核 酸 (DNA)分 子 ま た は リ ボ 核 酸 (RNA)分 子 で
あ り 得 る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が DNA分 子 で あ る 場 合 、 そ の 分 子 は 遺 伝 子 ま た は cDNA分 子 で
あ り 得 る 。 本 明 細 書 中 で は 、 ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 を 一 文 字 表 記 に よ り 示 す ： ア デ ニ ン （ A）
、 グ ア ニ ン （ G） 、 チ ミ ン （ T） 、 シ ト シ ン （ C） 、 イ ノ シ ン （ Ｉ ） 、 お よ び ウ ラ シ ル （ U）
。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 当 業 者 に 周 知 の 標 準 技 術 を 用 い て 調 製 さ れ 得 る 。 本 発 明
の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る cDNA分 子 の 調 製 は 、 以 下 に 実 施 例 １ お
よ び ２ に お い て 記 載 さ れ る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ま た 、 ラ ム ダ フ ァ ー ジ 技 術 を 用 い て ゲ ノ
ム DNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 調 製 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 別 の 局 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離
お よ び 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 提 供 す る 。 こ こ で こ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 こ の ポ
リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 か ら cDNAク ロ ー ン の ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る 工 程 ； こ の ポ リ ペ
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発 明 の 詳 細 な 説 明
本 発 明

ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 お よ び 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ

オ チ ド 。



プ チ ド を コ ー ド す る RNAか ら 調 製 さ れ る 標 識 cDNAプ ロ ー ブ で ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン
グ す る 工 程 ； お よ び プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ク ロ ー ン を 選 択 す る 工 程 を 包 含 す る プ
ロ セ ス に よ り 調 製 可 能 で あ る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 上 記 プ ロ セ ス
に よ り 調 製 さ れ る 。 よ り 好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番
号 ４ 、 配 列 番 号 ６ 、 ま た は 配 列 番 号 １ ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る 。 よ り さ ら に 好 ま し く は 、 こ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ３ 、 配
列 番 号 ５ 、 ま た は 配 列 番 号 １ １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
 
　 Ｂ ．
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 別 の 局 面 に お い て は 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る DNA配 列 情 報 に よ り 、 本 明 細 書 中 で 開 示
さ れ た 選 択 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 遺 伝 子 配 列 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 能 力 を 有
す る 比 較 的 短 い DNA（ ま た は RNA） 配 列 の 調 製 が 可 能 に な る 。 こ れ ら の 局 面 で は 、 適 切 な 長
さ の 核 酸 プ ロ ー ブ が 、 選 択 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 例 え ば 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ３ 、
配 列 番 号 ５ 、 ま た は 配 列 番 号 １ １ に 示 さ れ る よ う な 配 列 ） を 考 慮 す る こ と 基 づ い て 調 製 さ
れ る 。 こ の よ う な 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 そ れ ら が オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 能 力 に よ り 、 種 々 の 実 施 態 様 に お い て 特 定 の 有 用
性 が 与 え ら れ る 。 最 も 重 要 な こ と に は 、 プ ロ ー ブ は 、 所 定 の サ ン プ ル 中 の 相 補 的 配 列 の 存
在 を 検 出 す る た め の 種 々 の ア ッ セ イ に お い て 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い る こ と が 有 利 で あ る 。 こ の
よ う な プ ラ イ マ ー の 配 列 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)技 術 を 用 い て 哺 乳 類 細 胞 由 来 の
オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 規 定 の
セ グ メ ン ト を 検 出 す る 、 増 幅 す る 、 ま た は 変 異 さ せ る の に 用 い る た め に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 用 い て 設 計 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 特 定 の 利 点 を 提 供 す る た め に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 研 究 ま た は ア ッ
セ イ の た め に 用 い ら れ る 好 ま し い 核 酸 配 列 は 、 少 な く と も 10か ら 70ま た は さ ら に 長 い ヌ ク
レ オ チ ド 長 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 相 補 的 な プ ロ ー ブ 分 子 を 包 含 す る 。 こ の ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ６ 、 ま た は 配 列 番 号 １ ２ に 示 さ れ る よ う な オ ピ
オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 。 少 な く と も 10ヌ ク レ オ チ ド 長 の サ イ ズ が 、
フ ラ グ メ ン ト が 、 安 定 か つ 選 択 的 で あ る 二 重 鎖 分 子 を 形 成 す る に 充 分 な 長 さ で あ る こ と を
確 実 に す る に 有 効 で あ る 。 も っ と も 、 10塩 基 長 を 超 え る 長 さ に わ た っ て 相 補 的 配 列 を 有 す
る 分 子 が 、 ハ イ ブ リ ッ ド の 安 定 性 お よ び 選 択 的 を 増 大 さ せ 、 そ し て そ れ に よ り 、 得 ら れ る
特 異 的 ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 の 質 お よ び 程 度 を 向 上 さ せ る た め に は 、 一 般 的 に 好 ま し い 。 一 般
的 に は 、 25～ 40ヌ ク レ オ チ ド 、 55～ 70ヌ ク レ オ チ ド 、 ま た は 所 望 と さ れ る さ ら な る 長 さ の
遺 伝 子 相 補 長 を 有 す る 核 酸 分 子 を 設 計 す る こ と が 好 ま し い 。 こ の よ う な フ ラ グ メ ン ト は 、
例 え ば 、 化 学 的 手 段 に よ る フ ラ グ メ ン ト の 直 接 合 成 、 核 酸 再 生 技 術 （ 例 え ば 、 本 明 細 書 中
に 参 考 と し て 援 用 さ れ て い る 米 国 特 許 第 4,603,102号 に 記 載 の PCR技 術 ） の 適 用 、 ま た は 適
切 な 挿 入 片 お よ び 適 切 な 制 限 酵 素 部 位 を 含 む 組 換 え プ ラ ス ミ ド か ら の 選 択 DNAフ ラ グ メ ン
ト の 切 り 出 し に よ り 、 容 易 に 調 製 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 別 の 局 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ５ の 少 な く と も 10の 連 続 塩 基 の セ グ メ ン ト に
同 一 ま た は 相 補 的 で あ る 塩 基 配 列 を 含 む 単 離 お よ び 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 意 図 す
る 。 こ こ で 、 こ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 好 ま し く は 、 単 離 お よ び 精 製 さ れ た ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド は 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ５ 、 ま た は 配 列 番 号 １ １ の 少 な く と も 25～
70の 連 続 塩 基 の セ グ メ ン ト に 同 一 ま た は 相 補 的 で あ る 塩 基 配 列 を 含 む 。 例 え ば 、 本 発 明 の
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 開 示 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 40ま た は 55の 連 続 塩 基 に 同 一 ま た は 相 補 的
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プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー 。



で あ る 塩 基 の セ グ メ ン ト を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 分 子 は 、 そ れ が 遺 伝 子 の 相 補 長 と 二 重 鎖 分
子 を 選 択 的 に 形 成 す る 能 力 の た め に 用 い ら れ 得 る 。 想 定 さ れ る 適 用 に 依 存 し て 、 標 的 配 列
に 対 す る プ ロ ー ブ の 多 様 な 選 択 度 を 得 る た め に は 、 多 様 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を
用 い る こ と が 望 ま し い 。 高 い 選 択 度 を 必 要 と す る 適 用 に つ い て は 、 代 表 的 に は 、 ハ イ ブ リ
ッ ド を 形 成 す る に 比 較 的 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 を 用 い る こ と が 望 ま し い 。 例 え ば 、 50℃
～ 70℃ の 温 度 で 0.02Ｍ ～ 0.15Ｍ  NaClに よ り 提 供 さ れ る よ う な 、 比 較 的 低 塩 お よ び ／ ま た
は 高 温 の 条 件 を 選 択 す る 。 こ れ ら の 条 件 は 、 特 に 選 択 的 で あ り 、 そ し て プ ロ ー ブ と 鋳 型 ま
た は 標 的 鎖 と の 間 の ミ ス マ ッ チ を （ も し あ っ た と し て も ） ほ と ん ど 許 容 し な い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 も ち ろ ん 、 い く つ か の 適 用 に つ い て は 、 例 え ば 、 基 礎 的 な 鋳 型 に 標 準 的 に ハ イ ブ リ ダ イ
ズ し た 変 異 プ ラ イ マ ー 鎖 を 用 い る 変 異 体 を 調 製 す る こ と が 望 ま し い 場 合 、 ま た は 他 の 細 胞
、 機 能 的 等 価 物 な ど か ら オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 単 離 し よ
う と す る 場 合 、 あ ま り ス ト リ ン ジ ェ ン ト で な い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 が 、 ヘ テ ロ 二
重 鎖 を 形 成 さ せ る た め に 典 型 的 に 必 要 と さ れ る 。 こ れ ら の 環 境 で は 、 20℃ ～ 55℃ の 範 囲 の
温 度 で 0.15Ｍ ～ 0.9Ｍ 塩 の よ う な 条 件 を 用 い る こ と が 望 ま れ 得 る 。 そ れ に よ り 、 ク ロ ス ハ
イ ブ リ ダ イ ズ 種 は 、 コ ン ト ロ ー ル ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 関 し て ポ ジ テ ィ ブ に ハ イ ブ リ
ダ イ ズ す る シ グ ナ ル と し て 容 易 に 同 定 さ れ 得 る 。 い ず れ の 場 合 に お い て も 、 ホ ル ム ア ミ ド
の 量 を 増 加 さ せ て 添 加 す る こ と に よ り 、 条 件 は 、 よ り ス ト リ ン ジ ェ ン ト に さ れ 得 る こ と が
一 般 に 理 解 さ れ 得 る 。 ホ ル ム ア ミ ド は 、 温 度 上 昇 と 同 様 に 、 ハ イ ブ リ ッ ド 二 重 鎖 を 脱 安 定
化 す る よ う に 作 用 す る 。 従 っ て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 容 易 に 操 作 さ れ 得 、 そ
し て こ の た め 一 般 的 に 、 所 望 の 結 果 に 依 存 し て 選 択 さ れ る 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 形 成 を 検 出 す る た め に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 適 切 な 標 識 と 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と が 有 利 で あ る 。 広 範 な 種 の 適 切 な 標 識 が 当 該 分 野
に お い て 公 知 で あ り 、 こ れ ら は 放 射 性 リ ガ ン ド 、 酵 素 リ ガ ン ド 、 ま た は 他 の リ ガ ン ド （ 例
え ば ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン ） を 包 含 す る 。 こ れ ら の 標 識 は 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 与 え 得 る
。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 一 般 的 に 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は 、 溶 液 ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン な ら び に 固 相 を 用 い る 実 施 態 様 に お け る 試 薬 と し て 有 用 で あ る こ と が 想 定
さ れ る 。 固 相 に 関 わ る 実 施 態 様 で は 、 試 験 DNA（ ま た は RNA） が 、 選 択 さ れ た マ ト リ ッ ク ス
ま た は 表 面 に 吸 着 さ れ る か 、 ま た は そ う で な け れ ば 付 加 さ れ る 。 こ の 固 定 さ れ た 核 酸 は 、
次 い で 所 望 の 条 件 下 で 選 択 さ れ た プ ロ ー ブ と の 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に か け ら れ
る 。 選 択 条 件 は 、 当 該 分 野 で 周 知 の よ う に 、 特 定 の 環 境 お よ び 必 要 と さ れ る 基 準 （ 例 え ば
、 G+C含 有 量 、 標 的 核 酸 の 型 、 核 酸 源 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ の サ イ ズ ） に 依
存 す る 。 マ ト リ ッ ク ス を 洗 浄 し て 非 特 異 的 に 結 合 し た プ ロ ー ブ 分 子 を 除 去 し た 後 、 特 異 的
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 、 標 識 に よ っ て 検 出 さ れ る か 、 ま た は 定 量 も さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
 
Ｉ Ｉ Ｉ ．
　 １ つ の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 単 離 お よ び 精 製 さ れ た オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ
チ ド を 意 図 す る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 組 換 え ポ リ
ペ プ チ ド で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 本 発 明 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 δ 、
κ 、 μ 、 ま た は σ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 本
発 明 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ６ 、 ま
た は 配 列 番 号 １ ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 含 む 。 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 好
ま し く は 、 約 500未 満 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 み 、 そ し て よ り 好 ま し く は 約 400未 満 の ア ミ ノ 酸
残 基 を 含 む 。
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【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド は 、 ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 と し て 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ て い る 。 こ れ ら の 配 列
は 、 ア ミ ノ 末 端 か ら カ ル ボ キ シ 末 端 へ の 方 向 で 左 か ら 右 へ 記 載 さ れ て い る 。 標 準 的 な 命 名
法 に 従 っ て 、 ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 以 下 に 示 す よ う な 一 文 字 表 記 ま た は 三 文 字 表 記 の い ず れ
か で 称 す る 。
ア ミ ノ 酸 残 基 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 三 文 字 表 記 　 一 文 字 表 記
ア ラ ニ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ala　 　 　 　 Ａ
ア ル ギ ニ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Arg　 　 　 　 Ｒ
ア ス パ ラ ギ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Asn　 　 　 　 Ｎ
ア ス パ ラ ギ ン 酸 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Asp　 　 　 　 Ｄ
シ ス テ イ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Cys　 　 　 　 Ｃ
グ ル タ ミ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Gln　 　 　 　 Ｑ
グ ル タ ミ ン 酸 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Glu　 　 　 　 Ｅ
グ リ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Gly　 　 　 　 Ｇ
ヒ ス チ ジ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 His　 　 　 　 Ｈ
イ ソ ロ イ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ile　 　 　 　 Ｉ
ロ イ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Leu　 　 　 　 Ｌ
リ ジ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Lys　 　 　 　 Ｋ
メ チ オ ニ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Met　 　 　 　 Ｍ
フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Phe　 　 　 　 Ｆ
プ ロ リ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Pro　 　 　 　 Ｐ
セ リ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ser　 　 　 　 Ｓ
ト レ オ ニ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Thr　 　 　 　 Ｔ
ト リ プ ト フ ァ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Trp　 　 　 　 Ｗ
チ ロ シ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Tyr　 　 　 　 Ｙ
バ リ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Val　 　 　 　 Ｖ
－ － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － － －
　 改 変 お よ び 変 更 が 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 に お い て 行 わ れ 得 、 そ し て さ ら に オ ピ オ
イ ド レ セ プ タ ー 様 特 性 を 有 す る 分 子 も 得 る こ と が で き る 。 例 え ば 、 配 列 に お い て 、 特 定 の
ア ミ ノ 酸 が 、 レ セ プ タ ー 活 性 を 認 め ら れ る ほ ど に 損 失 す る こ と な く 別 の ア ミ ノ 酸 と 置 換 さ
れ 得 る 。 ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 機 能 活 性 を 決 定 す る の は ポ リ ペ プ チ ド の 相 互 に 作 用 す る
能 力 お よ び 性 質 で あ る の で 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 置 換 が ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ ま た は 、 も ち
ろ ん そ の 基 礎 と な る DNAコ ー テ ィ ン グ 配 列 ） に お い て 行 わ れ 得 、 そ し て そ れ に も 関 わ ら ず
同 様 の 特 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 こ の よ う な 変 更 を 行 う 際 に 、 ア ミ ノ 酸 の ハ イ ド ロ パ シ ー 指 数 が 考 慮 さ れ 得 る 。 ポ リ ペ プ
チ ド に 相 互 作 用 性 生 物 学 的 機 能 を 付 与 す る こ と に お け る ハ イ ド ロ パ シ ー ア ミ ノ 酸 指 数 の 重
要 性 は 、 一 般 に 当 該 分 野 で 理 解 さ れ て い る （ Kyteお よ び DoolＩ ttle, J. Mol. BＩ ol., 15
7:105－ 132, 1982） 。 特 定 の ア ミ ノ 酸 が 類 似 の ハ イ ド ロ パ シ ー 指 数 ま た は ス コ ア を 有 す る
他 の ア ミ ノ 酸 と 置 換 さ れ て 、 そ し て 類 似 の 生 物 学 的 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を さ ら に 生
じ 得 る こ と は 公 知 で あ る 。 各 ア ミ ノ 酸 に は 、 そ の 疎 水 性 お よ び 荷 電 特 性 に 基 づ い て ハ イ ド
ロ パ シ ー 指 数 が 割 り 当 て ら れ て い る 。 そ れ ら の 指 数 は 、 以 下 の 通 り で あ る ： イ ソ ロ イ シ ン
（ ＋ 4.5） ； バ リ ン （ ＋ 4.2） ； ロ イ シ ン （ ＋ 3.8） ； フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ ＋ 2.8） ； シ ス テ
イ ン ／ シ ス チ ン （ ＋ 2.5） ； メ チ オ ニ ン （ ＋ 1.9） ； ア ラ ニ ン （ ＋ 1.8） ； グ リ シ ン （ － 0.4
） ； ト レ オ ニ ン （ － 0.7） ； セ リ ン （ － 0.8） ； ト リ プ ト フ ァ ン （ － 0.9） ； チ ロ シ ン （ － 1
.3） ； プ ロ リ ン （ － 1.6） ； ヒ ス チ ジ ン （ － 3.2） ； グ ル タ ミ ン 酸 （ － 3.5） ； グ ル タ ミ ン
（ － 3.5） ； ア ス パ ラ ギ ン 酸 （ － 3.5） ； ア ス パ ラ ギ ン （ － 3.5） ； リ ジ ン （ － 3.9） ； お よ
び ア ル ギ ニ ン （ － 4.5） 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ア ミ ノ 酸 の 相 対 的 ハ イ ド ロ パ シ ー 特 性 は 、 得 ら れ る ポ リ ペ プ チ ド の 二 次 構 造 を 決 定 し 、
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続 い て こ の ポ リ ペ プ チ ド と 他 の 分 子 （ 例 え ば 酵 素 、 基 質 、 レ セ プ タ ー 、 抗 体 、 抗 原 な ど ）
と の 相 互 作 用 を 定 義 す る と 考 え ら れ て い る 。 ア ミ ノ 酸 が 類 似 の ハ イ ド ロ パ シ ー 指 数 を 有 す
る 別 の ア ミ ノ 酸 に よ り 置 換 さ れ 得 、 そ し て 機 能 的 に 等 価 の ポ リ ペ プ チ ド を さ ら に 得 る こ と
が で き る こ と は 、 当 該 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 こ の よ う な 変 更 に お い て は 、 そ の ハ イ ド
ロ パ シ ー 指 数 が ± ２ 以 内 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 が 好 ま し く 、 ± １ 以 内 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 が 特 に
好 ま し く 、 そ し て ± 0.5以 内 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 が さ ら に よ り 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 同 様 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 は ま た 、 親 水 性 に 基 づ い て 行 わ れ 得 、 特 に 、 そ れ に よ り 創 製 さ れ
る 生 物 学 的 機 能 的 等 価 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド が 免 疫 学 的 実 施 態 様 に お け る 使 用 が 意
図 さ れ る 場 合 に 行 わ れ 得 る 。 本 明 細 書 中 に 参 考 と し て 援 用 さ れ て い る 米 国 特 許 第 4,554,10
1号 に は 、 そ の 近 接 の ア ミ ノ 酸 の 親 水 性 に よ り 決 定 さ れ る よ う な 、 ポ リ ペ プ チ ド の 最 大 局
所 的 平 均 親 水 性 は 、 そ の 免 疫 原 性 お よ び 抗 原 性 、 す な わ ち そ の ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 特
性 と 相 関 関 係 を 有 す る こ と が 述 べ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 米 国 特 許 第 4,554,101号 に 詳 述 さ れ て い る よ う に 、 以 下 の 親 水 性 値 が ア ミ ノ 酸 残 基 に 割
り 当 て ら れ て い る ： ア ル ギ ニ ン （ ＋ 3.0） ； リ ジ ン （ ＋ 3.0） ； ア ス パ ラ ギ ン 酸 （ ＋ 3.0±
１ ） ； グ ル タ ミ ン 酸 （ ＋ 3.0± １ ） ； セ リ ン （ ＋ 0.3） ； ア ス パ ラ ギ ン （ ＋ 0.2） ； グ ル タ
ミ ン （ ＋ 0.2） ； グ リ シ ン （ ０ ） ； プ ロ リ ン （ － 0.5± １ ） ； ト レ オ ニ ン （ － 0.4） ； ア ラ
ニ ン （ － 0.5） ； ヒ ス チ ジ ン （ － 0.5） ； シ ス テ イ ン （ － 1.0） ； メ チ オ ニ ン （ － 1.3） ； バ
リ ン （ － 1.5） ； ロ イ シ ン （ － 1.8） ； イ ソ ロ イ シ ン （ － 1.8） ； チ ロ シ ン （ － 2.3） ； フ ェ
ニ ル ア ラ ニ ン （ － 2.5） ； ト リ プ ト フ ァ ン （ － 3.4） 。 ア ミ ノ 酸 が 、 類 似 の 親 水 性 値 を 有 す
る 別 の ア ミ ノ 酸 に よ り 置 換 さ れ 得 、 そ し て 生 物 学 的 等 価 物 、 特 に 免 疫 学 的 に 等 価 な ポ リ ペ
プ チ ド を さ ら に 得 る こ と が で き る こ と は 、 理 解 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 変 更 に お い て は 、 そ
の 親 水 性 値 が ± ２ 以 内 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 が 好 ま し く 、 ± １ 以 内 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 が 特 に 好
ま し く 、 そ し て ± 0.5以 内 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 が さ ら に よ り 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 従 っ て 、 上 記 で 概 説 し た よ う に 、 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 一 般 的 に ア ミ ノ 酸 側 鎖 置 換 基 の 相 対
的 類 似 性 （ 例 え ば 、 そ れ ら の 疎 水 性 、 親 水 性 、 荷 電 、 サ イ ズ な ど ） に 基 づ く 。 上 記 の 種 々
の 特 徴 を 考 慮 す る 代 表 的 な 置 換 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 そ し て 以 下 を 包 含 す る ： ア ル ギ
ニ ン お よ び リ ジ ン ； グ ル タ ミ ン 酸 お よ び ア ス パ ラ ギ ン 酸 ； セ リ ン お よ び ト レ オ ニ ン ； グ ル
タ ミ ン お よ び ア ス パ ラ ギ ン ； な ら び に バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 お よ び イ ソ ロ イ シ ン （ 以 下 の 表
１ を 参 照 の こ と ） 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 上 記 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 機 能
的 ま た は 生 物 学 的 等 価 物 を 意 図 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 Ａ ｌ ａ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｇ ｌ ｙ ； Ｓ ｅ ｒ
　 　 　 　 Ａ ｒ ｇ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｌ ｙ ｓ
　 　 　 　 Ａ ｓ ｎ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｇ ｌ ｎ ； Ｈ iｓ
　 　 　 　 Ａ ｓ ｐ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｇ ｌ ｕ
　 　 　 　 Ｃ ｙ ｓ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｓ ｅ ｒ
　 　 　 　 Ｇ ｌ ｎ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ ｓ ｎ
　 　 　 　 Ｇ ｌ ｕ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ ｓ ｐ
　 　 　 　 Ｇ ｌ ｙ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ ｌ ａ
　 　 　 　 Ｈ ｉ ｓ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ ｓ ｎ ； Ｇ ｌ ｎ
　 　 　 　 Ｉ ｌ ｅ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｌ ｅ ｕ ； Ｖ ａ ｌ
　 　 　 　 Ｌ ｅ ｕ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｉ ｌ ｅ ； Ｖ ａ ｌ
　 　 　 　 Ｌ ｙ ｓ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ ｒ ｇ
　 　 　 　 Ｍ ｅ ｔ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｍ ｅ ｔ ； Ｌ ｅ ｕ ； Ｔ ｙ ｒ
　 　 　 　 Ｓ ｅ ｒ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｔ ｈ ｒ
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表 １
元 の 残 基 例 示 的 な 置 換



　 　 　 　 Ｔ ｈ ｒ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｓ ｅ ｒ
　 　 　 　 Ｔ ｒ ｐ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｔ ｙ ｒ
　 　 　 　 Ｔ ｙ ｒ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｔ ｒ ｐ ； Ｐ ｈ ｅ
　 　 　 　 Ｖ ａ ｌ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｉ ｌ ｅ ； Ｌ ｅ ｕ
　 生 物 学 的 ま た は 機 能 的 に 等 価 の ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 を 用 い て 調 製
さ れ 得 る 。 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 は 、 基 礎 と す る DNAの 特 異 的 な 変 異 誘 発 を 介 し て 、 そ の 配
列 に 由 来 す る 第 二 世 代 の ポ リ ペ プ チ ド 、 も し く は 生 物 学 的 機 能 的 に 等 価 の ポ リ ペ プ チ ド ま
た は ペ プ チ ド の 調 製 に 有 用 な 技 術 で あ る 。 上 記 の よ う に 、 こ の よ う な 変 化 は 、 ア ミ ノ 酸 置
換 が 所 望 さ れ る 場 所 に お い て 所 望 さ れ 得 る 。 こ の 技 術 は 、 さ ら に 、 DNAに １ ま た は そ れ 以
上 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 変 化 を 導 入 す る こ と に よ り 、 配 列 変 異 型 (例 え ば 、 １ ま た は そ れ
以 上 の 上 記 の 考 慮 を 含 む )を 調 製 し 、 そ し て 試 験 す る 迅 速 な 能 力 を 提 供 す る 。 部 位 特 異 的
変 異 誘 発 は 、 特 定 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 使 用 を 介 し て 変 異 体 の 産 生 を 可 能 に す る 。
こ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 所 望 の 変 異 の DNA配 列 、 な ら び に 十 分 な 数 の 近 接 し た ヌ
ク レ オ チ ド を コ ー ド し て 、 横 断 さ れ る 欠 失 結 合 部 の 両 側 で 安 定 な 二 本 鎖 を 形 成 す る の に 十
分 な サ イ ズ と 配 列 の 複 雑 さ と を 有 す る プ ラ イ マ ー 配 列 を 提 供 す る 。 代 表 的 に は 、 約 17～ 25
ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ の プ ラ イ マ ー が 好 ま し く 、 変 化 す る 配 列 の 結 合 部 の 両 側 で 約 ５ ～ 10残
基 を と も な う 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 一 般 に 、 部 位 特 異 的 変 異 誘 の 技 術 は 、 Adelmanら (1983)に よ り 例 示 さ れ る よ う に 当 該 分
野 で 周 知 で あ る 。 理 解 さ れ る よ う に 、 こ の 技 術 は 、 一 本 鎖 お よ び 二 本 鎖 形 態 の 両 方 で 存 在
し 得 る フ ァ ー ジ ベ ク タ ー を 使 用 す る 。 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 に 有 用 な 代 表 的 な ベ ク タ ー は 、
M13フ ァ ー ジ (MessＩ ngら 、 1981)の よ う な ベ ク タ ー を 含 む 。 こ れ ら の フ ァ ー ジ は 市 販 さ れ
て お り 、 そ し て そ れ ら の 使 用 は 、 一 般 に 当 業 者 に 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 一 般 に 、 本 発 明 に よ る 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 は 、 一 本 鎖 ベ ク タ ー を 最 初 に 得 る こ と に よ り
行 わ れ 、 こ の 一 本 鎖 ベ ク タ ー は 、 そ の 配 列 内 に 、 選 択 し た オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ
チ ド 配 列 の 全 部 ま た は 一 部 分 を コ ー ド す る DNA配 列 を 含 む 。 所 望 の 変 異 配 列 を 有 す る オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー は 、 一 般 的 に 合 成 的 に 、 例 え ば 、 Creaら (1987)の 方 法 に よ り 調
製 さ れ る 。 次 い で 、 こ の プ ラ イ マ ー は 、 変 異 を 有 す る 鎖 の 合 成 を 完 了 す る た め に 、 一 本 鎖
ベ ク タ ー に ア ニ ー ル さ れ 、 そ し て E. colＩ ポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ ク レ ノ ウ フ ラ グ メ ン ト の よ う な
酵 素 の 使 用 に よ り 伸 長 さ れ る 。 こ う し て 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 は 形 成 さ れ 、 こ こ で 、 一 本 の 鎖 が
、 元 の 非 変 異 配 列 を コ ー ド し 、 そ し て ２ 本 目 の 鎖 が 、 所 望 の 変 異 を 有 す る 。 次 い で 、 こ の
ヘ テ ロ 二 本 鎖 ベ ク タ ー は 、 E. colＩ 細 胞 の よ う な 適 切 な 細 胞 を 形 質 転 換 す る た め に 用 い ら
れ 、 そ し て 変 異 を 有 す る 組 換 え ベ ク タ ー を 含 む ク ロ ー ン が 選 択 さ れ る 。 市 販 さ れ る キ ッ ト
は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 除 い て 、 必 要 な 全 て の 試 薬 を 有 す る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の 任 意 の 形 態 の オ ピ オ イ ド ま た は オ
ピ オ イ ド の ア ナ ロ グ に 結 合 し 得 る オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド で あ り 得 る と 理 解 さ
れ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 特 定 の 供 給 源 に は 限 定 さ
れ な い 。 本 明 細 書 中 に 開 示 さ れ る よ う に 、 本 発 明 の 技 術 お よ び 組 成 物 は 、 例 え ば 、 マ ウ ス
供 給 源 か ら の msls1－ 3の 同 定 お よ び 単 離 を 提 供 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 種 々 の 供 給 源 由
来 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 属 の 一 般 的 な 検 出 お よ び 単 離 を 提 供 す る 一 方 、
こ の 属 の 特 に ３ つ の 種 を 同 定 す る 。 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の フ ァ ミ リ ー の 多
く の 種 は 、 本 発 明 の 組 成 物 お よ び 方 法 を 用 い て 検 出 お よ び 単 離 す る こ と が で き る 。 例 え ば
、 本 発 明 は ま た 開 示 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 当 業 者 に 周 知 の 標 準 的 技 術 に よ り 調 製 さ れ る 。 こ の よ う な 技
術 は 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む こ と が 公 知 な 組 織 か ら の 単 離 お よ び 精 製 、 な ら び に 形 質 転
換 細 胞 を 用 い て こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ク ロ ー ニ ン グ さ れ た DNAか ら の 発 現
を 包 含 す る が 、 こ の 限 り で は な い (以 降 の 本 明 細 書 中 の 実 施 例 １ お よ び ２ を 参 照 の こ と )。
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【 ０ ０ ８ ４ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 オ ピ オ イ ド 様 レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 意 図 す る 。 こ の
よ う な ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ６ の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 含 む 。 オ ピ オ イ ド 様 レ
セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 配 列 番 号 ５ の ヌ ク レ オ
チ ド 塩 基 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 実 質 的 に は ヒ ト を 含 む 全 て の 動 物 に 見 出 さ れ る
。 マ ウ ス δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 配 列 は 、 以 前 に 記 載 さ れ て い る (KＩ efferら 、 1992、
お よ び Evansら 、 1992)。 他 の レ セ プ タ ー の 場 合 と 同 様 、 異 な る 種 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー
の 構 造 お よ び 機 能 の 間 に は わ ず か な 変 化 し か な い よ う で あ る 。 種 間 の 違 い が あ る 場 合 、 こ
れ ら の 違 い の 同 定 は 、 当 業 者 の 技 術 の 範 囲 内 で 十 分 で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 い か な る
哺 乳 類 由 来 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド も 意 図 す る 。 好 ま し い 哺 乳 類 は 齧 歯 類 ま
た は ヒ ト で あ る 。
Ｉ V．
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 配 列
番 号 ２ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ６ 、 ま た は 配 列 番 号 12の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 包 含 す る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ
ー は 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ５ 、 ま た は 配 列 番 号 11の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 配 列
を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 包 含 す る 。 さ ら に な お 好 ま し く は 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 、
エ ン ハ ン サ ー － プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 さ ら に 一 層
好 ま し く は 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 原 核 生 物 の プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 し た ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 あ る い は 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 真 核 生 物 の プ ロ モ ー タ ー で
あ る エ ン ハ ン サ ー － プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 み 、 そ し て
発 現 ベ ク タ ー は 、 さ ら に 、 カ ル ボ キ シ 末 端 の ア ミ ノ 酸 の ３ '、 お よ び コ ー ド さ れ た ポ リ ペ
プ チ ド の 転 写 単 位 内 に 位 置 す る ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 プ ロ モ ー タ ー は 、 DNA分 子 の 領 域 で あ り 、 代 表 的 に は 、 転 写 が 開 始 す る 点 (す な わ ち 、 転
写 開 始 部 位 )の 前 (上 流 )の 約 100ヌ ク レ オ チ ド 対 以 内 に あ る 。 こ の 領 域 は 、 代 表 的 に は 、 異
な る 遺 伝 子 に お け る 類 似 の 相 対 的 な 位 置 に 位 置 す る い く つ か の タ イ プ の DNA配 列 エ レ メ ン
ト を 含 む 。 本 明 細 書 に 用 い ら れ る と こ ろ の 、 用 語 「 プ ロ モ ー タ ー 」 は 、 当 該 分 野 で 、 上 流
プ ロ モ ー タ ー 領 域 、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 、 ま た は 一 般 的 な 真 核 生 物 RNAポ リ メ ラ ー ゼ Ｉ Ｉ 転
写 単 位 の プ ロ モ ー タ ー と 呼 ば れ る も の を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 他 の タ イ プ の 明 確 に 区 別 さ れ る 転 写 調 節 配 列 エ レ メ ン ト は 、 エ ン ハ ン サ ー で あ る 。 エ ン
ハ ン サ ー は 、 特 定 の コ ー デ ィ ン グ 領 域 (例 え ば 、 遺 伝 子 )の 時 間 、 位 置 、 お よ び 発 現 レ ベ ル
の 特 異 性 を 提 供 す る 。 エ ン ハ ン サ ー の 主 要 な 機 能 は 、 こ の エ ン ハ ン サ ー に 結 合 す る １ ま た
は そ れ 以 上 の 転 写 因 子 を 含 む 細 胞 内 で の 、 コ ー デ ィ ン グ 配 列 の 転 写 レ ベ ル の 増 加 で あ る 。
プ ロ モ ー タ ー と 異 な り 、 エ ン ハ ン サ ー は 、 プ ロ モ ー タ ー が 存 在 す る 限 り 、 転 写 開 始 部 位 か
ら 可 変 性 の 距 離 に 位 置 す る 場 合 に 、 機 能 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る と こ ろ の 、 用 語 「 エ ン ハ ン サ ー － プ ロ モ ー タ ー 」 は 、 エ ン ハ ン
サ ー お よ び プ ロ モ ー タ ー エ レ メ ン ト の 両 方 を 含 む 混 成 単 位 を 意 味 す る 。 エ ン ハ ン サ ー － プ
ロ モ ー タ ー は 、 少 な く と も １ つ の 遺 伝 子 産 物 を コ ー ド す る コ ー デ ィ ン グ 配 列 に 作 動 可 能 に
連 結 さ れ る 。 本 明 細 書 中 に 用 い ら れ る と こ ろ の 、 用 語 「 作 動 可 能 に 連 結 」 は 、 コ ー デ ィ ン
グ 配 列 の 転 写 が エ ン ハ ン サ ー － プ ロ モ ー タ ー に よ り 制 御 お よ び 調 節 さ れ る よ う に 、 そ の エ
ン ハ ン サ ー － プ ロ モ ー タ ー が 、 そ の コ ー デ ィ ン グ 配 列 に 接 続 さ れ る こ と を 意 味 す る 。 エ ン
ハ ン サ ー － プ ロ モ ー タ ー を コ ー デ ィ ン グ 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 す る 手 段 は 、 当 該 分 野 で 周
知 で あ る 。 や は り 当 該 分 野 で 周 知 な よ う に 、 転 写 が 制 御 さ れ る コ ー デ ィ ン グ 配 列 に 対 す る
正 確 な 配 向 お よ び 位 置 は 、 と り わ け 、 そ の エ ン ハ ン サ ー － プ ロ モ ー タ ー の 特 定 の 性 質 に 依
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存 す る 。 従 っ て 、 TATAボ ッ ク ス の 最 小 プ ロ モ ー タ ー は 、 代 表 的 に は 、 転 写 開 始 部 位 の 約 25
～ 約 30塩 基 対 上 流 に 位 置 し 、 そ し て 上 流 プ ロ モ ー タ ー エ レ メ ン ト は 、 代 表 的 に は 、 転 写 開
始 部 位 の 約 100～ 約 200塩 基 対 上 流 に 位 置 す る 。 対 照 的 に 、 エ ン ハ ン サ ー は 、 開 始 部 位 か ら
下 流 に 位 置 さ れ 得 、 そ し て こ の 部 位 か ら か な り 離 れ て 存 在 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 の ベ ク タ ー 構 築 物 に 用 い ら れ る エ ン ハ ン サ ー － プ ロ モ ー タ ー は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク
ト さ れ る べ き 細 胞 で 発 現 を 駆 動 す る 任 意 の エ ン ハ ン サ ー － プ ロ モ ー タ ー で あ り 得 る 。 周 知
の 特 性 を 有 す る エ ン ハ ン サ ー － プ ロ モ ー タ ー を 使 用 す る こ と に よ り 、 遺 伝 子 産 物 の 発 現 の
レ ベ ル お よ び パ タ ー ン が 最 適 化 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 発 現 ベ ク タ ー の コ ー デ ィ ン グ 配 列 は 、 転 写 終 止 領 域 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ る 。 RNAポ リ
メ ラ ー ゼ は 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 が 起 こ る 部 位 を 超 え て コ ー ド さ れ た DNA配 列 を 転 写 す る 。 代
表 的 に は 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 の 数 百 (a few hundred)塩 基 対 下 流 に 位 置 す る DNA配 列 が 、
転 写 の 終 止 に 役 立 つ 。 こ れ ら の DNA配 列 は 、 本 明 細 書 中 で 転 写 終 止 領 域 と 呼 ば れ る 。 こ れ
ら の 領 域 は 、 転 写 さ れ る メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA(mRNA)の 効 率 の 良 い ポ リ ア デ ニ ル 化 に 必 要 で
あ る 。 転 写 終 止 領 域 は 、 当 該 分 野 で 周 知 で あ る 。 本 発 明 の ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 構 築 物
中 に 用 い ら れ る 好 ま し い 転 写 終 止 領 域 は 、 SV40の ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル ま た は プ ロ タ ミ
ン 遺 伝 子 を 含 む 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 発 現 ベ ク タ ー は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
含 む 。 こ の よ う な ポ リ ペ プ チ ド は 、 非 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド セ グ メ ン ト か ら そ の セ グ メ ン ト を 識 別 す る た め に 十 分 な 長 さ の オ ピ オ イ ド
レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 、 ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 の 配 列 を 含 ま な け れ ば な ら な い
。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 交 換 す る ア ミ ノ 酸 の 相 対 的 な ハ イ ド ロ パ シ ー 値 の よ う な
考 察 に 基 づ き 選 択 し た 変 化 を 有 す る よ う な 、 変 異 型 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 生 物 学 的 に
機 能 的 な ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド を コ ー ド し 得 る 。 こ れ ら の 変 異 型 配 列 は 、 天 然 供 給
源 か ら 単 離 さ れ る 変 異 型 配 列 か 、 ま た は 部 位 指 向 変 異 誘 発 の よ う な 変 異 誘 発 手 順 を 用 い て
、 本 明 細 書 で 開 示 す る 配 列 中 で 誘 起 さ れ る 変 異 型 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ６ 、 ま た は
配 列 番 号 12の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む
。 発 現 ベ ク タ ー は 、 上 記 の 任 意 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の オ ピ オ イ ド レ セ プ
タ ー ポ リ ペ プ チ ド コ ー デ ィ ン グ 領 域 自 身 を 含 み 得 、 ま た は そ の よ う な オ ピ オ イ ド レ セ プ タ
ー ポ リ ペ プ チ ド の 塩 基 性 (basＩ c)コ ー デ ィ ン グ 領 域 に お い て 選 択 し た 変 化 ま た は 改 変 を 有
す る コ ー テ ィ ン グ 領 域 を 含 み 得 る 。 あ る い は 、 こ の よ う な ベ ク タ ー ま た は フ ラ グ メ ン ト は
、 よ り 大 き な ポ リ ペ プ チ ド ま た は 塩 基 性 (basＩ c)コ ー デ ィ ン グ 領 域 を や は り 含 む ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド し 得 る 。 い ず れ に せ よ 、 コ ド ン の 重 複 性 お よ び 生 物 学 的 機 能 等 価 性 の た め に
、 本 発 明 の こ の 局 面 は 、 上 記 の ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 対 応 す る 特 定 の DNA分 子 に 限 定 さ れ な
い こ と は 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 例 示 的 な ベ ク タ ー は 、 pCMV6bお よ び pCMV6c(ChＩ ron Corp., EmeryvＩ lle CA)を 含 む 、
哺 乳 類 の 発 現 ベ ク タ ー の pCMVフ ァ ミ リ ー を 含 む 。 あ る 場 合 、 お よ び 特 に こ れ ら の 個 々 の 哺
乳 類 発 現 ベ ク タ ー の 場 合 に は 、 生 じ る 構 築 物 は 、 pSV2neoの よ う な 選 択 マ ー カ ー を 含 む ベ
ク タ ー で の 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 必 要 と し 得 る 。 DG44の よ う な 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ
ク タ ー ゼ 欠 失 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 株 へ の 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 介 し て
、 こ の よ う な 発 現 ベ ク タ ー に 組 み 込 ま れ た DNAに よ っ て オ ピ オ イ ド ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す
る ク ロ ー ン は 、 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 の DNA分 子 は 、 当 該 分 野 で 周 知 な 多 く の 技 術 に よ り ベ ク タ ー に 組 み 込 ま れ 得 る 。
例 え ば 、 ベ ク タ ー pUC18は 、 特 に 価 値 が あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 同 様 に 、 関 連 す る ベ ク
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タ ー M13mp18お よ び M13mp19は 、 本 発 明 の あ る 実 施 態 様 で 、 特 に 、 ジ デ オ キ シ 配 列 決 定 の 実
施 に 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA自 身 の
大 量 の 調 製 手 段 、 お よ び コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド お よ び ペ プ チ ド の 調 製 手 段 の 両 方 と し
て 有 用 で あ る 。 本 発 明 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド が 、 組 換 え 手 段 に よ り 作 製 さ
れ る 場 合 、 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 の 発 現 ベ ク タ ー の い ず れ を も シ ャ ト ル 系 と し て 使 用 し
得 る こ と が 意 図 さ れ る 。 し か し 、 原 核 生 物 系 で は 、 通 常 、 前 駆 体 ポ リ ペ プ チ ド の 正 確 な プ
ロ セ ッ シ ン グ が 不 可 能 で あ り 、 特 に 、 こ の よ う な 系 は 、 膜 に 関 連 す る 真 核 生 物 の ポ リ ペ プ
チ ド の 正 確 な プ ロ セ ッ シ ン グ か 不 可 能 で あ る と い う 点 で 、 ま た 、 真 核 生 物 の オ ピ オ イ ド レ
セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド が 、 開 示 し た 本 発 明 の 教 示 を 用 い て 期 待 さ れ る の で 、 真 核 生 物 宿 主
で こ の よ う な 配 列 が 発 現 さ れ が ち で あ ろ う 。 し か し 、 DNAセ グ メ ン ト が 、 真 核 生 物 オ ピ オ
イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 場 合 で さ え 、 原 核 生 物 発 現 が 、 さ ら に 適 応 性 を
有 し 得 る こ と は 意 図 さ れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 真 核 生 物 細 胞 お よ び 原 核 生 物 細 胞 の 間 で
往 復 し 得 る ベ ク タ ー と の 組 合 せ で 用 い ら れ 得 る 。 細 菌 宿 主 細 胞 お よ び 真 核 生 物 宿 主 細 胞 の
使 用 が 可 能 な こ の よ う な 系 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 組 換 え オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 が 所 望 さ れ 、 そ し て 真 核 生 物 宿 主 が 意
図 さ れ る 場 合 、 真 核 生 物 の 複 製 起 点 を 組 み 込 む 、 プ ラ ス ミ ド の よ う な ベ ク タ ー を 使 用 す る
こ と は 、 最 も 好 ま し い 。 さ ら に 、 真 核 生 物 系 で の 発 現 の 目 的 の た め に 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ
タ ー を コ ー ド す る 配 列 を 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 と 組 合 せ て 用 い ら れ る プ ロ モ
ー タ ー の よ う な 、 効 果 的 な 真 核 生 物 プ ロ モ ー タ ー と 近 接 し て 、 そ し て そ の 制 御 下 に 位 置 さ
せ る こ と が 望 ま し い 。 真 核 生 物 ま た は 原 核 生 物 の い ず れ で あ っ て も 、 コ ー デ ィ ン グ 配 列 を
プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に お く た め に 、 真 核 生 物 か 原 核 生 物 か に か か わ ら ず 、 一 般 に 必 要 で
あ る も の は 、 選 択 し た プ ロ モ ー タ ー に 関 し て ３ 'ま た は 下 流 の 約 １ か ら 約 50ヌ ク レ オ チ ド
の 間 に 、 ポ リ ペ プ チ ド の 適 切 な 翻 訳 読 み 取 り 枠 の 翻 訳 開 始 部 位 の ５ '末 端 を 位 置 さ せ る こ
と で あ る 。 さ ら に 、 真 核 生 物 で の 発 現 が 期 待 さ れ る 場 合 、 代 表 的 に は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ
タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 転 写 単 位 に 、 適 切 な ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 を 組 み 込 む こ と が 所 望 さ
れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 pCMVプ ラ ス ミ ド は 、 本 発 明 で 特 に 有 用 な 一 連 の 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 ベ ク タ ー は
、 基 本 的 に 全 て の 培 養 細 胞 で 使 用 す る た め に 設 計 さ れ て お り 、 そ し て SV40－ 形 質 転 換 シ ミ
ア ン COS細 胞 株 で 非 常 に よ く 作 動 す る 。 pCMV1、 2、 3、 お よ び 5ベ ク タ ー は 、 各 プ ラ ス ミ ド
の ポ リ リ ン カ ー 領 域 の 、 あ る ユ ニ ー ク 制 限 部 位 で 互 い に 異 な る 。 pCMV4ベ ク タ ー は 、 ポ リ
リ ン カ ー の 前 の 配 列 に 翻 訳 エ ン ハ ン サ ー を 含 む 点 で 、 こ れ ら ４ つ の プ ラ ス ミ ド と 異 な る 。
直 接 的 な pCMV1～ 5の シ リ ー ズ の ベ ク タ ー 由 来 で は な い が 、 機 能 的 に 類 似 す る pCMV6bお よ び
cベ ク タ ー は 、 EmeryvＩ lle, CAの ChＩ ron Corp.か ら 入 手 さ れ 、 そ し て ポ リ リ ン カ ー 領 域
の 配 向 が 互 い に 逆 で あ る こ と を 除 い て 、 同 一 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 pCMVプ ラ ス ミ ド の 一 般 的 な 構 成 成 分 は 、 以 下 の と お り で あ る 。 ベ ク タ ー の バ ッ ク ボ ー ン
は 、 pTZ18R(PharmacＩ a)で あ り 、 そ し て 一 本 鎖 DNAの 生 産 の た め の バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ f1
の 複 製 起 点 お よ び ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 を 含 む 。 CMV領 域 は 、 ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル
ス (Towne株 )主 要 極 初 期 遺 伝 子 の 強 力 な プ ロ モ ー タ ー － 調 節 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド － 760～ +3
か ら な る (Thomsenら 、 1984; Boshartら 、 1985)。 ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン フ ラ グ メ ン ト (hGH)は
、 こ の 遺 伝 子 の 配 列 1533～ 2157を 示 す 転 写 終 止 お よ び ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル を 含 む (See
burg, 1982)。 こ の フ ラ グ メ ン ト に は 、 Alu中 頻 度 反 復 DNA配 列 が あ る 。 最 後 に 、 SV40の 複
製 起 点 お よ び 、 (Okayamaら 、 1983)に 記 載 さ れ る pcD－ Xプ ラ ス ミ ド (HＩ ndＩ Ｉ ～ PstＩ フ ラ
グ メ ン ト )由 来 の 初 期 領 域 プ ロ モ ー タ ー － エ ン ハ ン サ ー が あ る 。 こ の フ ラ グ メ ン ト の プ ロ
モ ー タ ー は 、 転 写 が CMV/hGH発 現 カ セ ッ ト か ら 離 れ て 進 行 す る よ う に 配 向 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
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　 pCMVプ ラ ス ミ ド は 、 ポ リ リ ン カ ー 領 域 の 違 い 、 お よ び 翻 訳 エ ン ハ ン サ ー の 存 在 ま た は 非
存 在 に よ り 互 い に 区 別 さ れ 得 る 。 最 初 の pCMV1プ ラ ス ミ ド は 進 歩 的 に 改 変 さ れ 、 ポ リ リ ン
カ ー 領 域 で 、 数 が 増 加 し て い る ユ ニ ー ク 制 限 部 位 が 与 え ら れ て い る 。 pCMV2を 作 製 す る た
め に 、 pCMV1の ２ つ の EcoRＩ 部 位 の １ つ が 破 壊 さ れ た 。 pCMV3を 作 製 す る た め に 、 pCMV1は
、 SV40領 域 (StuＩ ～ EcoRＩ )由 来 の 短 い セ グ メ ン ト を 欠 失 さ せ る こ と に よ り 改 変 さ れ 、 そ
し て そ う す る こ と で 、 ポ リ リ ン カ ー に ユ ニ ー ク な PstＩ 、 SalＩ 、 お よ び BamHＩ 部 位 を 作 製
し た 。 pCMV4を 作 製 す る た め に 、 CMVプ ロ モ ー タ ー か ら 転 写 さ れ る mRNAの ５ '非 翻 訳 領 域 に
相 当 す る DNAの 合 成 フ ラ グ メ ン ト が 、 Ｃ 付 加 さ れ た 。 こ の 配 列 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 合 成 で の
開 始 因 子 の 必 要 性 を 減 少 す る こ と に よ り 、 翻 訳 エ ン ハ ン サ ー と し て 働 く (JoblＩ ngら 、 198
7); BrownＩ ngら 、 1988)。 pCMV5を 作 製 す る た め に 、 DNAの セ グ メ ン ト (HpaＩ ～ EcoRＩ )が p
CMV1の SV40起 点 領 域 か ら 欠 失 さ れ 、 最 初 の ポ リ リ ン カ ー の 全 て の 部 位 を ユ ニ ー ク と し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 pCMVベ ク タ ー は 、 シ ミ ア ン COS細 胞 、 マ ウ ス Ｌ 細 胞 、 CHO細 胞 、 お よ び HeLa細 胞 で う ま く
発 現 し た 。 い く つ か の 並 行 し た 比 較 で は 、 そ れ ら は 、 SV40を 元 に し た ベ ク タ ー に 比 べ 、 CO
S細 胞 で ５ ～ 10倍 の 高 発 現 レ ベ ル を 生 じ た 。 pCMVベ ク タ ー は 、 LDLレ セ プ タ ー 、 核 因 子 １ 、
Ｇ ｓ α ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 シ ナ プ ト フ ィ シ ン (synaptophysＩ n)
、 シ ナ プ シ ン (synapsＩ n)、 イ ン ス リ ン レ セ プ タ ー 、 イ ン フ ル エ ン ザ 血 球 凝 集 素 、 ア ン ド
ロ ゲ ン レ セ プ タ ー 、 ス テ ロ ー ル 26ヒ ド キ シ ラ ー ゼ 、 ス テ ロ イ ド 17お よ び 21ヒ ド キ シ ラ ー ゼ
、 チ ト ク ロ ー ム P－ 450オ キ シ ド レ ダ ク タ ー ゼ 、 β ア ド レ ナ リ ン 性 レ セ プ タ ー 、 葉 酸 (folat
e)レ セ プ タ ー 、 コ レ ス テ ロ ー ル 側 鎖 開 裂 酵 素 、 お よ び そ の 他 の cDNAの 宿 主 を 発 現 す る た め
に 用 い ら れ た 。 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド 中 の SV40プ ロ モ ー タ ー が 、 優 性 選 択 マ ー カ ー の よ う な
他 の 遺 伝 子 を 発 現 す る た め に 用 い ら れ 得 る こ と は 注 記 さ れ る 。 最 後 に 、 pCMUの HＩ ndＩ Ｉ
Ｉ お よ び PstＩ 部 位 の 間 の ポ リ リ ン カ ー に 、 疑 翻 訳 開 始 を 起 こ し 得 る ATG配 列 が あ る 。 こ の
コ ド ン は 、 可 能 な ら ば 、 発 現 プ ラ ス ミ ド で 除 去 さ れ る べ き で あ る 。 非 経 口 (parenteral)pC
MV1お よ び pCMV4ベ ク タ ー の 構 築 お よ び 使 用 を 記 載 す る 論 文 は 、 公 開 さ れ て い る (Anderson
ら 、 1989b)。
【 ０ １ ０ １ 】
　 Ｖ ．
　 さ ら に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 形 質 転 換 し た ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 組 換 え 宿 主 細 胞 、 お よ び 形
質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た こ れ ら の 細 胞 由 来 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 細 胞 を 提 供 す
る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 組 換 え 宿 主 細 胞 は 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ５ 、 ま
た は 配 列 番 号 11の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 。 DNA分 子 の よ う な 外 因 性
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で の 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト の 手 法 は 、 当 該 分 野 で 周 知 で あ り
、 そ し て リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ま た は DEAEデ キ ス ト ラ ン 仲 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 プ ロ ト プ
ラ ス ト 融 合 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 リ ポ ソ ー ム 仲 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 直 接 マ イ
ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 お よ び ア デ ノ ウ イ ル ス 感 染 (Sambrook、 FrＩ tschお よ び ManＩ atＩ
s、 1989)の よ う な 技 術 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 最 も 広 範 囲 に 用 い ら れ る 方 法 は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ま た は DEAEデ キ ス ト ラ ン の い ず れ か
に よ り 仲 介 さ れ た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン で あ る 。 そ の メ カ ニ ズ ム は 依 然 と し て 不 明 瞭 で あ
る が 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た DNAは 、 エ ン ド サ イ ト ー シ ス に よ り 細 胞 の 細 胞 質 に 侵 入 し 、
そ し て 核 へ 輸 送 さ れ る と 考 え ら れ る 。 細 胞 の タ イ プ に 依 存 す る が 、 培 養 細 胞 の 集 団 の 90％
ま で が 、 任 意 の 一 回 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ 得 る 。 そ の 高 い 効 率 の た め に 、 リ ン 酸 カ ル シ
ウ ム ま た は DEAEデ キ ス ト ラ ン に よ り 仲 介 さ れ た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 多 数 の 細 胞 で の
外 来 DNAの 一 時 的 な 発 現 を 必 要 と す る 実 験 の た め に 選 択 さ れ る 方 法 で あ る 。 リ ン 酸 カ ル シ
ウ ム に 仲 介 さ れ た ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は ま た 、 外 来 DNAの コ ピ ー を 組 み 込 む 細 胞 株 を 確
立 す る た め に 使 用 さ れ 、 か か る 外 来 DNAは 、 通 常 、 頭 か ら 尾 (head－ to－ taＩ l)の 縦 列 配 置
で 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム に 配 置 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
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ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞



　 プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合 方 法 で は 、 目 的 の プ ラ ス ミ ド の 多 数 の コ ピ ー を 有 す る 細 菌 由 来 の プ
ロ ト プ ラ ス ト は 、 培 養 し た 動 物 細 胞 と 直 接 混 合 さ れ る 。 細 胞 膜 の 融 合 の 後 (通 常 、 ポ リ エ
チ レ ン グ リ コ ー ル を 用 い る )、 細 菌 の 含 有 物 は 、 哺 乳 類 細 胞 の 細 胞 質 に 送 達 さ れ 、 そ し て
プ ラ ス ミ ド DNAは 、 核 に 輸 送 さ れ る 。 プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合 は 、 一 時 的 な 発 現 ア ッ セ イ の た
め に 一 般 に 用 い る 多 く の 細 胞 株 に つ い て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ほ ど 効 率 的 で な い が 、 DNA
の エ ン ド サ イ ト ー シ ス が 非 効 率 的 に 起 こ る 細 胞 株 に つ い て は 有 用 で あ る 。 プ ロ ト プ ラ ス ト
融 合 は 、 宿 主 染 色 体 に 縦 列 に 組 み 込 ま れ た プ ラ ス ミ ド DNAの 多 く の コ ピ ー を し ば し ば 生 じ
る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 種 々 の 哺 乳 類 お よ び 植 物 細 胞 へ の 短 い 、 高 電 圧 電 気 パ ル ス の 適 用 は 、 細 胞 膜 に ナ ノ メ ー
タ ー サ イ ズ の 孔 の 形 成 を 導 く 。 DNAは 、 こ れ ら の 孔 を 通 る か 、 ま た は こ の 孔 の 閉 鎖 を と も
な う 膜 構 成 成 分 の 再 分 布 の 結 果 と し て 、 細 胞 の 細 胞 質 に 直 接 的 に 取 り 込 ま れ る 。 エ レ ク ト
ロ ポ レ ー シ ョ ン は 、 非 常 に 効 率 的 で あ り 得 、 そ し て ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 遺 伝 子 の 一 時 的 な
発 現 お よ び 目 的 の 遺 伝 子 の 組 み 込 ま れ た コ ピ ー を 有 す る 細 胞 株 の 確 立 の 両 方 の た め に 用 い
ら れ 得 る 。 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン は 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 仲 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン お よ
び プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合 と 対 照 的 に 、 し ば し ば 、 １ つ 、 ま た は 多 く て ２ 、 ３ の 外 来 DNAの 組
み 込 ま れ た コ ピ ー を 有 す る 細 胞 株 を 生 じ さ せ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 リ ポ ソ ー ム ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 リ ポ ソ ー ム 内 で の DNAお よ び RNAの カ プ セ ル 化 に 、
続 い て 、 細 胞 膜 と リ ポ ソ ー ム と の 融 合 を 含 む 。 ど の よ う に DNAが 細 胞 に 送 達 さ れ る の か と
い う メ カ ニ ズ ム は 、 不 明 確 で あ る が 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 効 率 は 、 高 く て 90％ で あ り 得
る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 DNA分 子 の 核 へ の 直 接 的 な マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン は 、 低 pHの エ ン ド ソ ー ム の よ う な
細 胞 の 分 画 に DNAを 曝 さ な い と い う 利 点 を 有 す る 。 従 っ て 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン は
、 目 的 の DNAの 組 み 込 ま れ た コ ピ ー を 有 す る 細 胞 の 株 を 確 立 す る 方 法 と し て 主 に 用 い ら れ
る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 細 胞 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め の ベ ク タ ー と し て の ア デ ノ ウ イ ル ス の 使 用 は 、 当 該 分
野 で 周 知 で あ る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 仲 介 の 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 種 々 の
細 胞 に つ い て 報 告 さ れ て い る (Stratford－ PerrＩ caudetら 、 1992)。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 細 胞 は 、 原 核 性 ま た は 真 核 性 で あ り 得 る 。 好 ま し く は 、 本 発 明
の 宿 主 細 胞 は 、 真 核 性 細 胞 で あ る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 本 発 明 の 組 換 え 宿 主 細 胞 は COS－ 1
細 胞 で あ る 。 ヒ ト の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 生 産 に 興 味 が あ る 場 合 、 培 養 哺
乳 類 ま た は ヒ ト 細 胞 は 、 特 に 興 味 が あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 他 の 局 面 で は 、 本 発 明 の 組 換 え 宿 主 細 胞 は 、 原 核 生 物 宿 主 細 胞 で あ る 。 好 ま し く は 、 本
発 明 の 組 換 え 宿 主 細 胞 は 、 EscherＩ chＩ a colＩ の DH5α 株 の 細 菌 細 胞 で あ る 。 一 般 に 、 原
核 生 物 は 、 DNA配 列 の 最 初 の ク ロ ー ニ ン グ 、 お よ び 本 発 明 で 有 用 な ベ ク タ ー の 構 築 に 好 ま
し い 。 例 え ば 、 E. colＩ  K12株 は 、 特 に 有 用 で あ り 得 る 。 用 い ら れ 得 る 他 の 微 生 物 の 株 は
、 E. colＩ  B、 お よ び E. colＩ  X1776(ATCC第 31537号 )を 含 む 。 こ れ ら の 例 は 、 も ち ろ ん
、 限 定 で は な く 例 示 を 意 図 し て い る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 原 核 生 物 は ま た 、 発 現 に も 用 い ら れ 得 る 。 前 記 の 株 、 お よ び E. colＩ  W3110(F、 λ 、 プ
ロ ト ト ロ フ 、 ATTC第 273325号 )、 BacＩ llus subtＩ lusの よ う な バ チ ル ス 、 ま た は Salmonel
la typhＩ murＩ umま た は Serratus marcesansの よ う な 他 の 腸 内 細 菌 科 、 お よ び 種 々 の Pseu
domonas種 は 、 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 一 般 に 、 宿 主 細 胞 と 適 合 性 の 種 由 来 の レ プ リ コ ン お よ び 制 御 配 列 を 含 む プ ラ ス ミ ド ベ ク
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タ ー は 、 こ れ ら の 宿 主 と 関 連 し て 用 い ら れ る 。 ベ ク タ ー は 、 通 常 、 複 製 部 位 、 お よ び 形 質
転 換 細 胞 で 表 現 型 で の 選 択 を 提 供 し 得 る マ ー カ ー 配 列 を 有 す る 。 例 え ば 、 E. colＩ は 、 E.
 colＩ 種 由 来 の プ ラ ス ミ ド pBR322を 用 い て 、 形 質 転 換 さ れ 得 る (BolＩ varら 、 1977)。 pBR3
22は 、 ア ン ピ シ リ ン お よ び テ ト ラ サ イ ク リ ン 耐 性 に 関 す る 遺 伝 子 を 含 み 、 従 っ て 、 形 質 転
換 細 胞 を 同 定 す る 容 易 な 手 段 を 提 供 す る 。 pBRプ ラ ス ミ ド 、 も し く は 他 の 微 生 物 プ ラ ス ミ
ド ま た は フ ァ ー ジ は ま た 、 そ れ 自 身 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の た め に 微 生 物 に よ り 用 い ら れ
得 る プ ロ モ ー タ ー を 含 ま な け れ ば な ら な い か 、 ま た は 含 む た め に 改 変 さ れ な け れ ば な ら な
い 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 組 換 え DNA構 築 で 最 も 一 般 的 に 用 い る プ ロ モ ー タ ー は 、 β － ラ ク タ マ ー ゼ (ペ ニ シ リ ナ ー
ゼ )お よ び ラ ク ト ー ス プ ロ モ ー タ ー 系 (Changら 、 1978; Ｉ takuraら 、 1977; Goeddelら 、 19
79; Goeddelら 、 1980)お よ び ト リ プ ト フ ァ ン (TRP)プ ロ モ ー タ ー 系 (ヨ ー ロ ッ パ 出 願 公 開 第
0036776号 ; SＩ ebwenlＩ stら 、 1980)を 含 む 。 こ れ ら は 、 最 も 一 般 的 に 用 い ら れ る が 、 他
の 微 生 物 プ ロ モ ー タ ー が 発 見 さ れ 、 そ し て 利 用 さ れ 、 そ し て そ れ ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に
関 す る 詳 細 が 公 開 さ れ て い る の で 、 当 業 者 は プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に 機 能 的 な プ ロ モ ー タ ー
を 導 入 し 得 る (SＩ ebwenlＩ stら 、 1980)。
【 ０ １ １ ３ 】
　 原 核 生 物 に 加 え て 、 酵 母 の よ う な 真 核 微 生 物 は 使 用 さ れ 得 る 。 Saccharomyces cerevＩ s
Ｉ aseま た は 一 般 の パ ン 酵 母 は 、 真 核 微 生 物 の 中 で 最 も 一 般 的 に 用 い ら れ る が 、 多 く の 他
の 株 が 一 般 に 利 用 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 Saccharomycesで の 発 現 で は 、 プ ラ ス ミ ド YRp7は
、 一 般 的 に 用 い ら れ る (StＩ nchcombら 、 1979; KＩ ngsmanら 、 1979; Tschemperら 、 1980)
。 こ の プ ラ ス ミ ド は 、 ト リ プ ト フ ァ ン 中 で 成 長 す る 能 力 を 欠 損 す る 酵 母 の 変 異 株 (例 え ば
、 ATCC第 44076号 ま た は PEP4－ 1)の 選 択 マ ー カ ー を 提 供 す る trp1遺 伝 子 を す で に 含 む (Jone
s, 1977)。 従 っ て 、 酵 母 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム の 特 徴 と し て の trp1損 傷 の 存 在 は 、 ト リ プ ト フ ァ
ン の 非 存 在 下 で の 成 長 に よ る 形 質 転 換 の 検 出 に 効 率 的 な 環 境 を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 酵 母 ベ ク タ ー の 適 切 な プ ロ モ ー タ ー 配 列 は 、 3－ ホ ス ホ グ リ セ レ ー ト キ ナ ー ゼ の プ ロ モ
ー タ ー (HＩ tzemanら 、 1980)ま た は 他 の 糖 分 解 酵 素 の プ ロ モ ー タ ー (Hessら 、 1968; Hollan
dら 、 1978)を 含 み 、 他 の 糖 分 解 酵 素 は 、 例 え ば 、 エ ノ ラ ー ゼ 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド － 3－
リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ヘ キ ソ キ ナ ー ゼ 、 ピ ル ビ ン 酸 デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ フ ル
ク ト キ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス － 6－ リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ 、 3－ ホ ス ホ グ リ セ レ ー ト ム タ ー ゼ 、
ピ ル ビ ン 酸 キ ナ ー ゼ 、 ト リ オ ー ス ホ ス フ ェ ー ト イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ グ ル コ ー ス イ ソ メ ラ
ー ゼ 、 お よ び グ ル コ キ ナ ー ゼ で あ る 。 適 切 な 発 現 プ ラ ス ミ ド の 構 築 で は 、 こ れ ら の 遺 伝 子
に 関 連 す る 終 止 配 列 は ま た 、 発 現 ベ ク タ ー の 発 現 さ れ る べ き 配 列 か ら 下 流 に 導 入 さ れ 、 mR
NAの ポ リ ア デ ニ ル 化 お よ び タ ー ミ ネ ー シ ョ ン を 提 供 す る 。 他 の プ ロ モ ー タ ー は 、 転 写 が 成
長 条 件 に よ り 制 御 さ れ る と い う さ ら な る 利 点 を 有 し 、 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 2、 イ
ソ チ ト ク ロ ー ム Ｃ 、 酸 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 窒 素 代 謝 に 関 連 す る 分 解 酵 素 、 お よ び 前 記 グ リ
セ ル ア ル デ ヒ ド － 3－ リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 な ら び に マ ル ト ー ス お よ び ガ ラ ク ト ー ス
の 利 用 の 原 因 と な る 酵 素 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 で あ る 。 酵 母 適 合 性 プ ロ モ ー タ ー 、 起 点 ま た
は 複 製 お よ び 終 止 配 列 を 含 む 任 意 の プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー は 適 切 で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 微 生 物 に 加 え て 、 多 細 胞 生 物 由 来 の 細 胞 の 培 養 物 は ま た 、 宿 主 と し て 使 用 さ れ 得 る 。 原
則 と し て 、 任 意 の こ の よ う な 細 胞 培 養 は 、 脊 椎 動 物 ま た は 無 脊 椎 動 物 い ず れ の 由 来 で も 、
作 動 し 得 る 。 し か し 、 興 味 は 、 脊 椎 動 物 細 胞 で 最 も 大 き く 、 そ し て 脊 椎 動 物 細 胞 の 培 養 物
(組 織 培 養 )の 増 殖 は 、 近 年 ル ー チ ン な 手 順 と な っ た (Kruseお よ び Peterson、 1973)。 こ の
よ う な 有 用 な 宿 主 細 胞 株 の 例 は 、 AtT－ 20、 VEROお よ び HeLa細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ
ー 卵 巣 (CHO)細 胞 株 、 な ら び に W138、 BHK、 COSM6、 COS－ 7、 293お よ び MDCK細 胞 株 で あ る 。
こ の よ う な 細 胞 の た め の 発 現 ベ ク タ ー は 、 通 常 、 (必 要 な 場 合 )複 製 起 点 、 発 現 さ れ る べ き
遺 伝 子 の 上 流 に 位 置 す る プ ロ モ ー タ ー を 、 任 意 の 必 要 な リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 、 RNAス プ ラ
イ ス 部 位 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 、 お よ び 転 写 終 止 配 列 に 加 え て 含 む 。
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【 ０ １ １ ６ 】
　 哺 乳 類 細 胞 に お け る 使 用 に つ い て 、 発 現 ベ ク タ ー の 制 御 機 能 は 、 し ば し ば 、 ウ イ ル ス 性
物 質 由 来 で あ る 。 例 え ば 、 一 般 に 用 い ら れ る プ ロ モ ー タ ー は 、 ポ リ オ ー マ 、 ア デ ノ ウ イ ル
ス ２ 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 、 お よ び 最 も 頻 繁 に は シ ミ ア ン ウ イ ル ス 40(SV40)由 来 で あ る
。 SV40ウ イ ル ス の 初 期 お よ び 後 期 プ ロ モ ー タ ー は 、 両 方 と も SV40ウ イ ル ス の 複 製 起 点 も 含
む フ ラ グ メ ン ト と し て ウ イ ル ス か ら 容 易 に 得 ら れ る た め に 、 有 用 で あ る (FＩ ers ら 、 1978
)。 よ り 小 さ な ま た は よ り 大 き な SV40フ ラ グ メ ン ト は ま た 、 ウ イ ル ス の 複 製 起 点 に 位 置 す
る HＩ ndＩ Ｉ Ｉ 部 位 か ら BglＩ 部 位 に 向 か っ て 伸 長 す る 約 250bpの 配 列 を 含 む も の で あ れ ば
、 用 い ら れ 得 る 。 さ ら に 、 所 望 の 遺 伝 子 配 列 に 通 常 に 関 連 す る プ ロ モ ー タ ー ま た は 制 御 配
列 の 利 用 は 、 こ の よ う な 制 御 配 列 が 宿 主 細 胞 系 と 適 合 性 で あ れ ば 、 や は り 可 能 で あ り 、 そ
し て し ば し ば 所 望 さ れ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 複 製 起 点 は 、 SV40ま た は 他 の ウ イ ル ス (例 え ば 、 ポ リ オ ー マ 、 ア デ ノ 、 VSV、 BPV、 CMV)
供 給 源 由 来 で あ り 得 る よ う な 、 も し く は 宿 主 細 胞 染 色 体 の 複 製 メ カ ニ ズ ム に よ り 提 供 さ れ
得 る よ う な 外 因 性 起 点 を 含 む よ う に ベ ク タ ー を 構 築 す る こ と で 、 提 供 さ れ 得 る 。 ベ ク タ ー
が 、 宿 主 細 胞 の 染 色 体 に 組 み 込 ま れ る 場 合 、 し ば し ば 後 者 で 十 分 で あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
 
VＩ ． 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 さ ら に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し て 、 形 質 転 換 宿 主 細 胞 を 生 産 す る こ と ； お
よ び ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 十 分 な 生 物 学 的 条 件 下 で 形 質 転 換 宿 主 細 胞 を 維 持 す る こ と を 含
む 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 調 製 す る プ ロ セ ス を 意 図 す る 。 好 ま し く は 、 形
質 転 換 宿 主 細 胞 は 、 真 核 生 物 細 胞 で あ る 。 さ ら に な お 好 ま し く は 、 真 核 生 物 細 胞 は 、 COS
－ 1細 胞 で あ る 。 あ る い は 、 宿 主 細 胞 は 、 原 核 生 物 細 胞 で あ る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 原 核
生 物 細 胞 は 、 EscherＩ chＩ a colＩ の DH5α 株 の 細 菌 細 胞 で あ る 。 さ ら に な お 好 ま し く は 、
形 質 転 換 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ３ 、
配 列 番 号 ５ 、 ま た は 配 列 番 号 11の ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 配 列 を 含 む 。 最 も 好 ま し い ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン は 、 本 明 細 書 中 で 以 前 に 開 示 し た 発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 達 成 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 こ の プ ロ セ ス で 用 い る 宿 主 細 胞 は 、 機 能 的 な 組 換 え オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド
を 発 現 し 得 る 。 好 ま し い 宿 主 細 胞 は 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 で あ る 。 し か し 、
種 々 の 細 胞 が 、 本 発 明 の プ ロ セ ス に 適 用 で き る 。 例 え ば 、 酵 母 細 胞 、 ヒ ト 細 胞 株 、 お よ び
当 業 者 に 周 知 の 他 の 真 核 生 物 細 胞 株 で あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 続 い て 、 細 胞 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に
十 分 な 時 間 の 間 、 培 養 条 件 下 で 維 持 さ れ る 。 培 養 条 件 は 、 当 該 分 野 で 周 知 で あ り 、 そ し て
イ オ ン 組 成 お よ び 濃 度 、 温 度 、 pHな ど を 含 む 。 代 表 的 に は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 は 、 培
地 中 で 培 養 条 件 下 で 維 持 さ れ る 。 種 々 の 細 胞 タ イ プ に 適 切 な 培 地 は 、 当 該 分 野 で 周 知 で あ
る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 温 度 は 、 約 20℃ か ら 約 50℃ 、 さ ら に 好 ま し く は 約 30℃ か ら 約
40℃ 、 さ ら に な お 好 ま し く は 約 37℃ で あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 pHは 、 好 ま し く は 約 6.0の 値 か ら 約 8.0の 値 、 さ ら に 好 ま し く は 約 6.8の 値 か ら 約 7.8の 値
、 お よ び 最 も 好 ま し く は 約 7.4で あ る 。 オ ス モ ル 濃 度 は 、 好 ま し く は 約 200ミ リ オ ス モ ル ／
リ ッ ト ル (mosm/L)か ら 約 400mosm/l、 お よ び さ ら に 好 ま し く は 約 290mosm/Lか ら 約 310mosm/
Lで あ る 。 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン お よ び 発 現 に 必 要 な 他 の 生 物
学 的 条 件 は 、 当 該 分 野 で 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 十 分 な 時 間 の 間
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維 持 さ れ る 。 適 切 な 時 間 は 、 と り わ け 、 用 い る 細 胞 タ イ プ に 基 づ き 、 そ し て 熟 達 し た 技 術
者 に よ り 容 易 に 決 定 さ れ 得 る 。 代 表 的 に は 、 持 続 時 間 は 、 約 ２ 日 か ら 約 14日 で あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 組 換 え オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 ま た は そ れ ら の 細
胞 が 培 養 さ れ て い る 培 地 の い ず れ か か ら 回 収 ま た は 採 取 さ れ る 。 回 収 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ
プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 単 離 お よ び 精 製 を 含 む 。 ポ リ ペ プ チ ド の 単 離 お よ び 精 製 技 術 は 、 当
該 分 野 で 周 知 で あ り 、 そ し て 沈 澱 、 濾 過 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 電 気 泳 動 な ど の よ う な 手
順 を 含 む 。
VＩ Ｉ ． 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 さ ら に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 反 応 性
の 抗 体 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。 さ ら に 好
ま し く は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ６
、 ま た は 配 列 番 号 12の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 含 む 。 抗 体 の 調 製 お よ び 特 徴 付 け の た め の 手 段
は 、 当 該 分 野 で 周 知 で あ る (例 え ば 、 AntＩ bodＩ es "A Laboratory Manual, E. Howellお
よ び D. Lane, Cold SprＩ ng Harbor Laboratory, 1988を 参 照 )。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 簡 単 に 言 う と 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 動 物 を 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 含 む 免 疫 原 で 免 疫 化 し て 、 そ し て 免 疫 化 動 物 由 来 の 抗 血 清 を 採 取 す る こ と に よ り
調 製 さ れ る 。 広 範 囲 な 動 物 種 が 、 抗 血 清 の 生 産 に 用 い ら れ 得 る 。 代 表 的 に は 、 抗 － 抗 血 清
の 生 産 に 用 い る 動 物 は 、 ウ サ ギ 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ま た は モ ル モ ッ ト で あ る
。 ウ サ ギ の か な り 大 量 の 血 液 の た め に 、 ウ サ ギ は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 産 に つ い て 好
ま し い 選 択 で あ る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 当 該 分 野 で 周 知 の よ う に 、 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 免 疫 原 性 は 変
化 し 得 る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 免 疫 原 (例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド )を キ
ャ リ ア と 結 合 す る こ と は 、 し ば し ば 必 要 で あ る 。 例 示 的 か つ 好 ま し い キ ャ リ ア は 、 ス カ シ
ガ イ ヘ モ シ ア ニ ン (KLH)お よ び ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)で あ る 。 オ ボ ア ル ブ ミ ン 、 マ ウ ス
血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ま た は ウ サ ギ 血 清 ア ル ブ ミ ン の よ う な 他 の ア ル ブ ミ ン は ま た 、 キ ャ リ ア
と し て 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 手 段 は 、 当 該 分
野 で 周 知 で あ り 、 そ し て グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 m－ マ レ イ ミ ド ベ ン コ イ ル － N－ ヒ ド ロ キ シ
ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 お よ び ビ ス － ビ ア ゾ 化 ベ ン ジ ジ ン を 含 む 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 当 該 分 野 で 周 知 の よ う に 、 特 定 の 免 疫 原 に 対 す る 免 疫 原 性 は 、 免 疫 応 答 の 非 特 異 的 刺 激
剤 (ア ジ ュ バ ン ト と し て 公 知 )の 使 用 に よ り 促 進 さ れ 得 る 。 例 示 的 か つ 好 ま し い ア ジ ュ バ ン
ト は 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 、 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 、 お よ び 水 酸 化 ア ル
ミ ニ ウ ム ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 産 で 用 い る 免 疫 原 の 量 は 、 と り わ け 、 免 疫 原 の 性 質 お よ び 免 疫
化 に 用 い る 動 物 で 変 化 す る 。 種 々 の 経 路 は 、 免 疫 原 を 投 与 す る た め に 用 い ら れ 得 る (皮 下
、 筋 肉 内 、 皮 内 、 静 脈 内 、 お よ び 腹 腔 内 )。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 産 は 、 免 疫 化 後 の 種
々 の 時 点 で の 免 疫 化 動 物 の 血 液 の サ ン プ リ ン グ に よ り モ ニ タ ー さ れ る 。 所 望 の レ ベ ル の 免
疫 原 性 が 得 ら れ る と 、 免 疫 化 動 物 は 採 血 さ れ 、 そ し て 血 清 は 単 離 お よ び 保 存 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 他 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 反 応 性 の 抗 体 を 生
産 す る 、 以 下 の 工 程 を 含 む プ ロ セ ス を 意 図 す る ： (a)組 換 え 宿 主 細 胞 を オ ピ オ イ ド レ セ プ
タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 工 程 ； (b)ポ リ
ペ プ チ ド の 発 現 に 十 分 な 条 件 下 で 宿 主 細 胞 を 培 養 す る 工 程 ； (C)ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る
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工 程 ； お よ び (d)ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 調 製 す る 工 程 。 好 ま し く は 、 宿 主 細 胞 は 、
配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ５ 、 ま た は 配 列 番 号 11の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で ト ラ ン ス
フ ェ ク ト さ れ る 。 さ ら に な お 好 ま し く は 、 本 発 明 は 、 上 記 の プ ロ セ ス に よ り 調 製 さ れ る 抗
体 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 本 明 細 書 中 で 参 考 と し て 援 用 さ れ る 米 国 特 許 第 4,196,
265号 で 例 示 さ れ る 技 術 の よ う な 周 知 な 技 術 の 使 用 に よ り 容 易 に 調 製 さ れ 得 る 。 代 表 的 に
は 、 技 術 は 、 免 疫 応 答 を 提 供 す る の に 十 分 な 様 式 で 、 選 択 し た 抗 原 (例 え ば 、 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド )で 適 切 な 動 物 を 最 初 に 免 疫 化 す る こ と を 含 む 。 マ ウ
ス お よ び ラ ッ ト の よ う な 齧 歯 動 物 は 好 ま し い 動 物 で あ る 。 次 い で 、 免 疫 化 動 物 由 来 の 脾 臓
細 胞 は 、 不 死 化 ミ エ ロ ー マ 細 胞 の 細 胞 と 融 合 さ れ る 。 免 疫 化 動 物 が マ ウ ス で あ る 場 合 、 好
ま し い ミ エ ロ ー マ 細 胞 は 、 ネ ズ ミ NS－ 1ミ エ ロ ー マ 細 胞 で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 融 合 脾 臓 ／ ミ エ ロ ー マ 細 胞 は 選 択 培 地 で 培 養 さ れ て 融 合 脾 臓 ／ ミ エ ロ ー マ 細 胞 を 親 細 胞
か ら 選 択 さ れ る 。 融 合 細 胞 は 非 融 合 親 細 胞 の 混 合 物 か ら 、 例 え ば 、 組 織 培 養 培 地 中 で の ヌ
ク レ オ チ ド の デ ノ ボ 合 成 を ブ ロ ッ ク す る 物 質 の 添 加 に よ っ て 、 分 離 さ れ る 。 例 示 的 で そ し
て 好 ま し い 物 質 は 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 お よ び ア ザ セ リ ン で あ る 。 ア ミ
ノ プ テ リ ン お よ び メ ト ト レ キ セ ー ト は 、 プ リ ン お よ び ピ リ ミ ジ ン の デ ノ ボ 合 成 を ブ ロ ッ ク
す る の に 対 し 、 ア ザ セ リ ン は 、 プ リ ン 合 成 の み を ブ ロ ッ ク す る 。 ア ミ ノ プ テ リ ン ま た は メ
ト ト レ キ セ ー ト が 用 い ら れ る 場 合 、 培 地 に は ヌ ク レ オ チ ド 源 と し て ヒ ポ キ サ ン チ ン お よ び
チ ミ ジ ン を 添 加 す る 。 ア ザ セ リ ン が 用 い ら れ る 場 合 に は 、 培 地 に ヒ ポ キ サ ン チ ン を 添 加 す
る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 こ の 培 養 は 、 特 異 的 な ハ イ ブ リ ド ー マ が 選 択 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ 集 団 を 提 供 す る 。 代
表 的 に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 択 は 、 単 一 の ク ロ ー ン 希 釈 物 を マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト
中 で 培 養 し 、 そ の 後 抗 原 － ポ リ ペ プ チ ド と の 反 応 性 に 関 し て 個 々 の ク ロ ー ン 上 清 を 試 験 す
る こ と に よ り 行 わ れ る 。 次 い で 、 選 択 さ れ た ク ロ ー ン は 、 無 制 限 に 増 殖 し 得 、 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 特 別 な 例 と し て 、 本 発 明 の 抗 体 を 産 生 す る た め に 、 マ ウ ス は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含
む 約 １ ～ 200μ gの 間 の 抗 原 を 腹 膜 腔 内 注 射 さ れ る 。 Ｂ リ ン パ 球 細 胞 は 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア
ジ ュ バ ン ト （ 死 滅 さ せ た MycobacterＩ um tuberculosＩ sを 含 む 免 疫 応 答 の た め の 非 特 異 的
刺 激 物 質 ） の よ う な ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 抗 原 を 注 射 す る こ と に よ り 刺 激 さ れ て 成 長 す る 。
第 １ 回 目 の 注 射 後 の あ る 時 期 （ 例 え ば 少 な く と も ２ 週 間 後 ） に 、 マ ウ ス は 不 完 全 フ ロ イ ン
ト ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 さ れ た 抗 原 の 第 ２ 回 目 の 投 与 量 を 用 い る 注 射 に よ っ て 追 加 免 疫 さ れ
る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 第 ２ 回 目 の 注 射 か ら ２ 、 ３ 週 間 後 、 マ ウ ス は 尾 部 放 血 さ れ 、 そ し て 血 清 は 、 放 射 標 識 さ
れ た 抗 原 に 対 す る 免 疫 沈 降 に よ っ て 力 価 を 測 定 す る 。 好 ま し く は 、 適 切 な 力 価 が 達 成 さ れ
る ま で 追 加 免 疫 と 力 価 測 定 の プ ロ セ ス が 繰 り 返 さ れ る 。 最 も 高 い 力 価 を 有 す る マ ウ ス の 脾
臓 を 取 り 出 し 、 そ し て そ の 脾 臓 の リ ン パ 球 は シ リ ン ジ を 用 い て 脾 臓 を ホ モ ジ ナ イ ズ す る こ
と に よ り 得 ら れ る 。 代 表 的 に は 、 免 疫 さ れ た マ ウ ス 由 来 の 脾 臓 は 、 約 ５ × 10７ ～ ２ × 10８

リ ン パ 球 を 含 む 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 ミ エ ロ ー マ 細 胞 と し て 知 ら れ る 変 異 リ ン パ 球 細 胞 は 、 そ の よ う な 細 胞 が 誘 導 さ れ て い る
実 験 動 物 か ら 得 ら れ 、 種 々 の 周 知 の 方 法 に よ っ て 増 殖 さ せ ら れ る 。 ミ エ ロ ー マ 細 胞 は 、 ヌ
ク レ オ チ ド 生 合 成 の サ ル ベ ー ジ 経 路 が 欠 落 し て い る 。 ミ エ ロ ー マ 細 胞 は 腫 瘍 細 胞 な の で 、
そ れ ら は 組 織 培 養 に お い て 無 制 限 に 増 殖 し 、 従 っ て 、 不 滅 と い わ れ る 。 マ ウ ス お よ び ラ ッ
ト 由 来 の 多 く の ミ エ ロ ー マ 細 胞 の 培 養 細 胞 系 （ 例 え ば ネ ズ ミ NS－ 1ミ エ ロ ー マ 細 胞 ） が 、
確 立 さ れ て き た 。
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【 ０ １ ３ ８ 】
　 ミ エ ロ ー マ 細 胞 は 、 本 発 明 の 抗 原 ／ ポ リ ペ プ チ ド を 注 射 さ れ た マ ウ ス ま た は ラ ッ ト の 脾
臓 由 来 の 正 常 抗 体 産 生 細 胞 と の 融 合 を 助 長 す る の に 適 切 な 条 件 下 で 混 合 さ れ る 。 融 合 条 件
と し て は 、 例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の 存 在 を 包 含 す る 。 得 ら れ た 融 合 細 胞 は ハ イ
ブ リ ド ー マ 細 胞 で あ る 。 ミ エ ロ ー マ 細 胞 の よ う に 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 培 養 物 中 で 無 制
限 に 増 殖 す る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 HAT培 地 （ ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 チ ミ ジ ン ） の よ
う な 選 択 培 地 中 で 培 養 す る こ と に よ り 融 合 し な か っ た ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 分 別 さ れ る 。 融 合
し な か っ た ミ エ ロ ー マ 細 胞 は 、 サ ル ベ ー ジ 経 路 か ら の ヌ ク レ オ チ ド 合 成 に 必 要 な 酵 素 を 欠
い て い る 。 な ぜ な ら 、 そ れ ら 細 胞 は 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト ま た は ア ザ セ リ
ン の 存 在 下 で 死 滅 す る か ら で あ る 。 融 合 し な か っ た リ ン パ 球 も ま た 組 織 培 養 中 で は 生 育 し
続 け な い 。 従 っ て 、 首 尾 良 く 融 合 し た 細 胞 （ ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 ） の み が 選 択 培 地 内 で 増
殖 し 得 る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 生 き 残 っ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の そ れ ぞ れ は 、 単 一 の 抗 体 を 産 生 す る 。 こ れ ら の 細 胞 は
、 次 い で 、 本 発 明 の 抗 原 ／ ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 反 応 性 の 特 異 的 抗 体 の 産 生 に 関 し て ス ク リ
ー ニ ン グ さ れ る 。 単 一 の 細 胞 の ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の 限 界 希 釈 に よ っ て 単
離 さ れ る 。 こ の ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 連 続 的 に 何 度 も 希 釈 さ れ 、 希 釈 後 に 増 殖 さ せ て そ の 上
清 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 存 在 に 関 し て テ ス ト さ れ た 。 次 い で 、 そ の 抗 体 を 産 生 す る ク ロ
ー ン は 、 大 量 に 培 養 さ れ 、 本 発 明 の 抗 体 を 適 量 産 生 す る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 に よ り 、 本 発 明 の 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド が 抗 原 と し て 認 識 さ れ 得 、 従 っ て 、 同 定 さ れ 得 る 。 一 旦 同 定 さ れ る と 、 そ れ ら
の ポ リ ペ プ チ ド お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 抗 体 － ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の
よ う な 技 術 に よ っ て 単 離 さ れ 得 、 そ し て 精 製 さ れ 得 る 。 抗 体 － ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー に お い て は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 固 体 の 支 持 体 に 結 合 さ れ そ し て 所 望 の 抗 原 を
含 む 溶 液 に 曝 さ れ る 。 そ の 抗 原 は 、 上 記 結 合 し た 抗 体 と の 免 疫 特 異 的 結 合 を 介 し て 溶 液 か
ら 除 か れ る 。 次 い で 、 こ の ポ リ ペ プ チ ド ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 支 持 体 か ら 容 易 に 外
さ れ て 、 そ し て 精 製 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 VＩ Ｉ Ｉ ．
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド お よ び 薬 学
的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア を 含 む 薬 学 的 組 成 物 を 提 供 す る 。 よ り 好 ま し く は 、 こ の 薬 学 的 組
成 物 は 、 配 列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ６ 、 ま た は 配 列 番 号 12の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を
有 す る オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 よ り 好 ま し く は 、 本 発 明 の 薬 学 的
組 成 物 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び 薬
学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ リ ア を 含 む 。 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 本 発 明 の 薬 学 的 組 成 物 は 、 配
列 番 号 ２ 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ６ 、 ま た は 配 列 番 号 12の ア ミ ノ 酸 残 基 配 列 を 有 す る オ ピ
オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 包 含 す る 。 あ る い は 、 こ の 薬 学 的 組 成 物 は 、 配 列 番 号 １
、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ５ 、 ま た は 配 列 番 号 11の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 包 含 す る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 代 表 的 に は 、 標 準 的 な 、 周 知 の 非 毒 性 の 生 理 学 的 に 受 容 可 能 な キ ャ
リ ア 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 お よ び 所 望 の 賦 形 剤 を 含 む 用 量 単 位 処 方 物 で 非 経 口 的 に 投 与 さ れ る
。 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る 用 語 「 非 経 口 的 」 と は 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 動 脈 内 、 注 射 ま た は
注 入 技 術 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 注 射 可 能 な 調 製 物 は 、 例 え ば 、 滅 菌 し た 注 射 可 能 な 水 性 ま た は 油 性 の 懸 濁 液 で あ り 、 適
切 な 分 散 剤 ま た は 湿 潤 剤 お よ び 懸 濁 剤 を 用 い て 公 知 の 技 術 に 従 っ て 処 方 さ れ る 。 滅 菌 し た
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注 射 可 能 な 調 製 物 は ま た 、 非 毒 性 の 非 経 口 的 に 受 容 可 能 な 希 釈 物 ま た は 溶 媒 中 の 滅 菌 し た
注 射 可 能 な 溶 液 ま た は 懸 濁 液 （ 例 え ば 1,3－ ブ タ ン ジ オ ー ル 溶 液 の よ う な ） で あ り 得 る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 受 容 可 能 な 賦 形 剤 お よ び 用 い ら れ 得 る 溶 媒 は 、 水 、 リ ン ガ ー 液 、 お よ び 等 張 塩 化 ナ ト リ
ウ ム 溶 液 で あ る 。 さ ら に 、 滅 菌 さ れ た 不 揮 発 性 の 油 は 、 溶 媒 ま た は 懸 濁 培 地 と し て 従 来 か
ら 用 い ら れ て い る 。 こ の 目 的 の た め に 、 合 成 モ ノ － ま た は ジ グ リ セ リ ド を 含 む 任 意 の 会 社
の 不 揮 発 性 油 が 用 い ら れ 得 る 。 さ ら に 、 オ レ イ ン 酸 の よ う な 脂 肪 酸 が 注 射 可 能 な 調 製 物 に
用 い ら れ る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 好 ま し い キ ャ リ ア は 、 中 性 の 生 理 食 塩 水 溶 液 で 、 ホ ス フ ェ ー ト 、 ラ ク テ ー ト 、 ト リ ス 等
に よ っ て 緩 衝 さ れ て い る 。 も ち ろ ん 、 実 施 す る 者 が 実 質 的 に 所 望 し な い 混 入 物 （ 例 え ば 、
不 完 全 な 干 渉 ア デ ノ ウ イ ル ス 粒 子 ま た は エ ン ド ト キ シ ン ） お よ び 他 の パ イ ロ ジ ェ ン を 持 た
な い ほ ど 十 分 に ベ ク タ ー を 精 製 す れ ば 、 そ の ベ ク タ ー 構 築 物 を 受 容 す る 個 体 中 に い か な る
厄 介 な 反 応 も 引 き 起 こ さ な い 。 ベ ク タ ー の 精 製 に 好 ま し い 手 段 は 、 塩 化 セ シ ウ ム 勾 配 遠 心
分 離 の よ う な 浮 遊 密 度 勾 配 の 使 用 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 キ ャ リ ア は ま た リ ポ ソ ー ム で あ り 得 る 。 送 達 ビ ヒ ク ル と し て の リ ポ ソ ー ム の 使 用 手 段 は
当 該 分 野 で 周 知 で あ る （ 例 え ば 、 GabＩ zonら 、 1990； FerrutＩ ら 、 1986； お よ び Ranade,V
.V.、 1989を 参 照 ） 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を キ ャ リ ア と し て 用 い 得 る 。 １ 例 と し て は 、 肝 臓 細 胞 を 生
体 か ら 摘 出 し 、 前 述 の 方 法 を 用 い て 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て ト ラ ン ス フ ェ ク ト
し 得 、 そ し て そ の ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を 当 該 生 体 へ 戻 し 得 る （ 例 え ば 、 血 管 内 の
注 射 に よ っ て ） 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 Ｉ X．
　 あ る い は 、 本 発 明 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 の プ ロ セ ス を 提 供 し 、
こ こ で 、 こ の プ ロ セ ス は 、 ポ リ ペ プ チ ド が 上 記 の プ ロ セ ス に よ っ て 調 製 さ れ た 抗 体 と 免 疫
反 応 し て 抗 体 － ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 形 成 す る 工 程 、 お よ び そ の 結 合 体 を 検 出 す る 工 程 を
包 含 す る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 さ ら に 別 の 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA転 写 物 を 検 出 す る プ ロ セ ス を 意 図 し 、 こ こ で 、 こ の プ ロ セ ス は
、 (a)メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA転 写 物 を オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て 二 重 鎖 を 形 成 す る 工 程 ； お よ び (b)そ の 二 重 鎖 を
検 出 す る 工 程 、 を 包 含 す る 。 あ る い は 、 本 発 明 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る DNA分 子 を 検 出 す る プ ロ セ ス を 提 供 し 、 こ こ で 、 こ の プ ロ セ ス は 、 (a)DNA分 子
を オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ
せ て 二 重 鎖 を 形 成 す る 工 程 ； お よ び (b)そ の 二 重 鎖 を 検 出 す る 工 程 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 Ｘ ．
　 さ ら に 別 の 局 面 に お い て は 、 本 発 明 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用
す る 能 力 に 関 し て 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る プ ロ セ ス を 意 図 し 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ
リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 工 程 、 お よ び 選 択 さ れ た 物 質 が オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド
と 相 互 作 用 す る 能 力 を 試 験 す る 工 程 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 を 使 用 し て 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン
タ ゴ ニ ス ト の よ う な 候 補 物 質 を 試 験 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ が 得 ら れ 得 る 。 候
補 物 質 は 、 結 合 ま た は 他 の 分 子 間 相 互 作 用 に よ っ て オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ヌ ク レ オ チ
ド と 潜 在 的 に 相 互 作 用 し 得 る か ま た は 調 節 し 得 る 物 質 で あ る 。 い く つ か の 例 で は 、 こ の よ
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う な 候 補 物 質 は 、 上 記 レ セ プ タ ー の ア ゴ ニ ス ト で あ り 得 、 そ し て 別 の 例 で は 、 上 記 レ セ プ
タ ー ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 場 合 に ア ン タ ゴ ニ ス ト 様 の 特 性 を 示 し 得 る 。 そ の 他 の 例
で は 、 そ の よ う な 物 質 は 、 雑 多 な ア ゴ ニ ス ト 様 お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト 様 の 性 質 を 有 し 得 、
あ る い は 、 別 の 方 法 で オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー を 調 節 し 得 る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 組 換 え レ セ プ タ ー 発 現 シ ス テ ム は 、 組 織 ベ ー ス の シ ス テ ム に 関 し て 明 確 な 利 点
を 有 す る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に 用 い る た め の 大 量 の オ ピ オ イ ド レ
セ プ タ ー を 生 産 す る こ と を 可 能 に す る 。 し か し 、 よ り 重 要 な こ と は 、 本 発 明 に よ っ て 提 供
さ れ る レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 相 対 的 な 精 製 度 で あ る 。 タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作
用 を ア ッ セ イ す る た め の 相 対 的 に 純 度 の 高 い ポ リ ペ プ チ ド 調 製 物 に よ り 、 競 合 し て 望 ま し
く な い 副 作 用 の な い 溶 出 方 法 を 用 い る こ と が 可 能 と な る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 あ る 特 定 の レ セ プ タ ー を 十 分 に 発 現 し て い る 組 織 を 入 手 す る の が 困 難 で あ る 場 合 に も 、
本 発 明 の よ う な ク ロ ー ン 発 現 シ ス テ ム は 有 用 で あ る 。 コ ス ト は 、 少 な く と も 本 発 明 の 微 生
物 発 現 シ ス テ ム に 関 し て は 、 も う 一 つ の 実 際 的 な 利 点 で あ る 。 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ に お け
る ア ン タ ゴ ニ ス ト に 関 し て は 、 本 発 明 の 微 生 物 発 現 シ ス テ ム は 、 先 行 技 術 の 組 織 ス ク リ ー
ニ ン グ 方 法 と 比 較 し て 安 価 で あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 従 来 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 ク ル ー ド な レ セ プ タ ー 調 製 物 の 使 用 に 頼 っ た 。 代 表
的 に は 、 目 的 の レ セ プ タ ー が 豊 富 で あ る と 考 え ら れ る 動 物 組 織 切 片 が レ セ プ タ ー の 供 給 源
で あ っ た 。 あ る い は 、 研 究 者 は 組 織 を ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 そ し て そ の ク ル ー ド な ホ モ ジ ネ ー
ト を レ セ プ タ ー 供 給 源 と し て 用 い た 。 こ の ア プ ロ ー チ の 主 な 難 点 は 、 単 一 の レ セ プ タ ー タ
イ プ の み が 発 現 さ れ る 組 織 タ イ プ が な い と い う こ と で あ る 。 従 っ て 、 得 ら れ る デ ー タ は 、
特 定 の レ セ プ タ ー と 明 確 に 相 関 し 得 な い 。 レ セ プ タ ー サ ブ タ イ プ お よ び サ ブ － サ ブ タ イ プ
の 最 近 の ク ロ ー ニ ン グ に よ っ て 、 こ の 困 難 に 光 が 当 て ら れ た 。 従 来 の ア プ ロ ー チ の ２ 番 目
の 基 本 的 な 難 点 は 、 潜 在 的 な 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ の た め の ヒ ト 組 織 を 入 手 し 得 な い こ と
で あ る 。 従 来 の ア プ ロ ー チ は 、 ほ と ん ど 動 物 レ セ プ タ ー を 常 用 し て い た 。 ヒ ト レ セ プ タ ー
の ク ロ ー ニ ン グ に は 、 ヒ ト レ セ プ タ ー を 用 い る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ が 必 要 で あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 ク ロ ー ン 化 レ セ プ タ ー の 利 用 可 能 性 に よ り 、 組 換 え レ セ プ タ ー ス ク リ ー ニ ン グ シ ス テ ム
に は 、 組 織 ベ ー ス シ ス テ ム よ り も い く つ か の 利 点 が あ る 。 主 な 利 点 は 、 研 究 者 は 今 や ス ク
リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に 用 い ら れ る レ セ プ タ ー の タ イ プ を 制 御 で き る と い う こ と で あ る 。 特
異 的 な レ セ プ タ ー サ ブ タ イ プ お よ び サ ブ － サ ブ タ イ プ が 優 先 的 に 発 現 さ れ 得 、 そ し て リ ガ
ン ド と そ れ と の 相 互 作 用 が 同 定 さ れ 得 る 。 他 の 利 点 に は 、 大 量 の レ セ プ タ ー の 入 手 可 能 性
、 以 前 に は 入 手 不 能 だ っ た 組 織 サ ン プ ル 中 の 希 少 な レ セ プ タ ー の 入 手 可 能 性 、 お よ び 生 き
た 動 物 の 維 持 に か か る 費 用 の 低 減 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に は 、 一 般 に 、 候 補 物 質 が レ セ プ タ ー に 結 合 し 、 そ し
て レ セ プ タ ー の 活 性 に 影 響 を 及 ぼ す 能 力 （ 例 え ば 、 レ セ プ タ ー の 機 能 を 阻 害 す る か ま た は
そ う で な け れ ば 調 節 す る 物 質 を 同 定 す る た め の 候 補 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ ） の 決 定 が 含 ま
れ る 。 代 表 的 に は 、 こ の 方 法 は 、 組 換 え レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 調 製 す る 工 程 、 次 い で
、 そ の 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 し て い る 細 胞 を 候 補 物 質 で テ ス
ト し 、 そ の 候 補 物 質 が そ の 生 理 学 的 機 能 に 影 響 を 及 ぼ す 能 力 を 決 定 す る 工 程 を 包 含 す る 。
好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 ヒ ト レ セ プ タ ー の 酵 素 学 的 活 性 に 影 響 を 及 ぼ す
候 補 物 質 を 同 定 す る た め の 候 補 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ に 関 し 、 従 っ て 、 ヒ ト に お け る 使 用
に 適 切 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 当 該 分 野 で 周 知 の よ う に 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 物 質 が レ セ プ タ ー に 結 合 す る の
に 適 し た 条 件 下 で レ セ プ タ ー を 提 供 す る 。 こ れ ら の 条 件 は 、 pH、 温 度 、 体 調 、 関 連 し た コ
フ ァ ク タ ー の 存 在 、 お よ び グ リ コ シ ル 化 ま た は プ レ ニ レ ー シ ョ ン の よ う な ポ リ ペ プ チ ド に
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対 す る 改 変 を 含 む が そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 レ セ プ タ ー が 原 核 細 胞 ま た は 真 核 細 胞 で 発 現
さ れ 得 、 そ し て 利 用 さ れ 得 る と い う こ と が 意 図 さ れ る 。 レ セ プ タ ー を 発 現 し て い る 宿 主 細
胞 が 丸 ご と 用 い ら れ 得 る か 、 ま た は レ セ プ タ ー が 宿 主 細 胞 か ら 単 離 さ れ 得 る 。 こ の レ セ プ
タ ー は 、 宿 主 細 胞 の 膜 中 で 膜 結 合 し 得 る か ま た は 、 宿 主 細 胞 の 細 胞 質 ゾ ル 中 で 遊 離 し 得 る
。 宿 主 細 胞 は ま た 、 レ セ プ タ ー が 見 出 さ れ 得 る 細 胞 下 画 分 に 分 画 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 レ セ
プ タ ー を 発 現 し て い る 細 胞 は 、 核 、 小 胞 体 、 小 胞 、 ま た は 細 胞 の 膜 表 面 に 分 画 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 ｐ Ｈ は 、 好 ま し く は 約 6.0～ 約 8.0の 値 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 約 6.8～ 約 7.8の 値 で あ り
、 そ し て 最 も 好 ま し く は 、 約 7.4で あ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、 温 度 は 、 約 20℃
～ 約 50℃ 、 よ り 好 ま し く は 約 30℃ ～ 約 40℃ 、 さ ら に 好 ま し く は 、 約 37℃ で あ る 。 容 量 オ ス
モ ル 濃 度 は 、 好 ま し く は １ リ ッ ト ル 当 た り 約 ５ ミ リ オ ス モ ル (mosm/L)～ 約 400mosm/Lで あ
り 、 よ り 好 ま し く は 、 １ リ ッ ト ル 当 た り 約 200ミ リ オ ス モ ル ～ 約 400mosm/Lで あ り 、 そ し て
さ ら に 好 ま し く は 、 約 290mosm/L～ 約 310mosm/Lで あ る 。 コ フ ァ ク タ ー の 存 在 は 、 レ セ プ タ
ー の 適 切 な 機 能 に 必 要 と さ れ 得 る 。 代 表 的 な コ フ ァ ク タ ー に は 、 ナ ト リ ウ ム 、 カ リ ウ ム 、
カ ル シ ウ ム 、 マ グ ネ シ ウ ム 、 お よ び 塩 化 物 が 包 含 さ れ る 。 さ ら に 、 置 換 基 と し て 知 ら れ て
い る 小 さ い 非 ペ プ チ ド 分 子 が 必 要 と さ れ 得 る 。 レ セ プ タ ー 機 能 に 必 要 と さ れ る 他 の 生 物 学
的 条 件 は 、 当 該 分 野 で 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 タ ン パ ク 質 が 人 工 的 な 膜 、 小 胞 ま た は リ ポ ソ ー ム に 再 構 築 さ れ 得 る こ と は 当 該 分 野 で 周
知 で あ る 。 (Danboldtら 、 1990)。 本 発 明 は 、 レ セ プ タ ー が 人 工 的 な 膜 、 小 胞 ま た は リ ポ ソ
ー ム に 組 み 込 ま れ 得 る こ と を 意 図 す る 。 再 構 築 さ れ た レ セ プ タ ー は 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ
セ イ に 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 本 発 明 の レ セ プ タ ー は 、 固 体 支 持 体 に カ ッ プ リ ン グ さ れ 得 る と い う こ と が さ ら に 意 図 さ
れ る 。 こ の 固 体 支 持 体 は 、 ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ビ ー ズ 、 ポ リ ア ク リ ル
ビ ー ズ 、 ま た は タ ン パ ク 質 と カ ッ プ リ ン グ し 得 る 他 の 固 体 マ ト リ ッ ク ス で あ り 得 る 。 周 知
の カ ッ プ リ ン グ 剤 は シ ア ノ ゲ ン ブ ロ マ イ ド 、 カ ル ボ ニ ル ジ イ ミ ダ ゾ ー ル 、 ト シ ル ク ロ ラ イ
ド 、 お よ び グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド を 含 む 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 本 発 明 の レ セ プ タ ー と 連 動 し て 機 能 し 得 る 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド が 提 供 さ れ 得 る こ と が 、
さ ら に 意 図 さ れ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の レ セ プ タ ー は 、 そ の 生 理 学 的 効 力 を 、 Ｇ タ ン パ ク 質
お よ び エ フ ェ ク タ ー ポ リ ペ プ チ ド と 連 動 し て 発 揮 す る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 候 補 物 質 を 同 定 す る 代 表 的 な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 、 レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ
ド を 得 る た め の 開 始 物 質 （ 一 般 的 に は 、 ク ル ー ド な ホ モ ジ ネ ー ト の 形 態 に 調 製 さ れ て い る
） と し て 同 一 の 組 換 え 発 現 宿 主 が 用 い ら れ 得 る 。 レ セ プ タ ー を 発 現 し て い る 組 換 え 細 胞 は
、 洗 浄 さ れ 、 ホ モ ジ ナ イ ズ さ れ て 本 明 細 書 中 で 開 示 さ れ た 所 望 の 緩 衝 液 で ク ル ー ド な ポ リ
ペ プ チ ド ホ モ ジ ネ ー ト に 調 製 さ れ る 。 代 表 的 な ア ッ セ イ で は 、 そ の 細 胞 ホ モ ジ ネ ー ト 由 来
の ポ リ ペ プ チ ド の あ る 量 が 、 小 容 量 の 適 切 な ｐ Ｈ の 適 切 な ア ッ セ イ 緩 衝 液 中 に 入 れ ら れ る
。 ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト の よ う な 候 補 物 質 が 、 適 切 な 濃 度 の 混 合 物 に 添 加 さ れ
、 そ し て 候 補 物 質 と レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド と の 間 の 相 互 作 用 が モ ニ タ ー さ れ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 レ セ プ タ ー に つ い て の 適 切 な 周 知 の 基 質 が 用 い ら れ る 場 合 、 前 述 の 方 法 で 、 組 み 換 え ら
れ て 産 生 さ れ た レ セ プ タ ー に 関 す る ベ ー ス ラ イ ン 活 性 が 得 ら れ る 。 次 い で 、 レ セ プ タ ー 機
能 の 阻 害 剤 ま た は 改 変 剤 を テ ス ト す る た め に 、 レ セ プ タ ー に 及 ぼ す 効 果 が 公 知 で あ る 候 補
物 質 を 混 合 物 に 組 込 み 得 る 。 候 補 物 質 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 行 わ れ る 反 応 を 比 較 す る
こ と に よ り 、 候 補 物 質 が レ セ プ タ ー の 正 常 な 機 能 に 及 ぼ す 影 響 に 関 す る 情 報 を 得 ら れ 得 る
。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の こ の 局 面 は 、 １ つ ま た は そ れ よ り 多 い 方 法 で オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ
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リ ペ プ チ ド の 作 用 を 改 変 す る 能 力 を 有 す る 候 補 物 質 の 同 定 を 可 能 に す る 方 法 を 、 当 業 者 に
提 供 す る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 １ つ の 実 施 態 様 に お い て 、 こ の よ う な ア ッ セ イ は 、 オ ピ オ イ ド の 所 望 の 性 質 を 有 す る が
オ ピ オ イ ド の 所 望 で な い 性 質 は 持 た な い 候 補 物 質 を 分 別 し 得 る よ う に 設 計 さ れ る 。 別 の 実
施 態 様 に お い て は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト の よ う な 候
補 物 質 を テ ス ト す る ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 １ つ ま た は そ れ よ り 多 く の オ ピ オ イ ド レ
セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド と 相 互 作 用 す る 選 択 能 を 有 す る そ の よ う な 候 補 物 質 を 同 定 す る た め
に 用 い ら れ る 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 明 細 書 中 で 同 定 さ れ る 別 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー
ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 と は 実 質 的 に オ ー バ ー ラ ッ プ し な い 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 さ ら に 、 候 補 物 質 の テ ス ト の た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 オ ピ オ イ ド と レ セ プ タ
ー と の 構 造 と 活 性 の 関 係 の 研 究 、 例 え ば 、 レ セ プ タ ー と 相 互 作 用 す る か ま た は そ う で な け
れ ば レ セ プ タ ー を 改 変 す る 天 然 に 生 じ る ホ ル モ ン お よ び 他 の 物 質 の 結 合 の 研 究 と そ の よ う
な 分 子 が レ セ プ タ ー に 結 合 す る こ と に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 活 性 の 研 究 と の 対 比 、 を 可 能
に す る よ う に 設 計 さ れ る 。 あ る 実 施 態 様 に お い て は 、 候 補 物 質 ま た は 他 の 分 子 と オ ピ オ イ
ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド と の 相 互 作 用 を 評 価 す る 手 段 と し て Ｘ 線 結 晶 研 究 を 行 う た め に
、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 結 晶 化 さ れ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 精 製 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド は 、
適 切 な 形 態 に 結 晶 化 さ れ る と 、 Ｘ 線 結 晶 学 に よ り 分 子 間 相 互 作 用 の 検 出 に 敏 感 に 反 応 す る
。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 本 発 明 の 重 要 な 局 面 は 、 レ セ プ タ ー の 機 能 を 阻 害 ま た は そ う で な け れ ば 改 変 あ る い は 変
化 さ せ 得 る 物 質 の 同 定 の た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 、 組 換 え で 産 生 さ れ た オ
ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 で あ る 。 天 然 に 生 じ る レ セ プ タ ー が 少 量 し か 存 在
せ ず 、 そ し て 精 製 の 困 難 さ が 証 明 さ れ た の で 、 組 換 え で 産 生 さ れ た レ セ プ タ ー の 使 用 は 特
に 有 益 で あ る 。 さ ら に 、 こ の こ と は 、 こ れ ま で 入 手 不 能 だ っ た レ セ プ タ ー の 得 易 い 供 給 源
を 提 供 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 上 記 の よ う に 、 ア ゴ ニ ス ト 存 在 下 で の レ セ プ タ ー は 、 第 ２ の 分 子 を 介 し て そ の 生 理 学 的
効 力 を 発 揮 す る 。 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で は 、 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 オ
ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド が 内 部 で 産 生 さ れ る 組 換 え 宿 主 細 胞 か ら 直 接 得 た オ ピ オ
イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 都 合 よ く 用 い る 。 こ の こ と は 、 組 換 え 宿 主 内 で 、 代 表 的 に
は 真 核 宿 主 内 で 、 選 択 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 単 純 に 発 現 さ せ 、 次 い で 、 酵 素 を 含 む ク ル ー
ド な ホ モ ジ ネ ー ト を 調 製 す る こ と に よ っ て 、 最 も 好 ま し く 達 成 さ れ る 。 次 い で 、 こ の ク ル
ー ド な ホ モ ジ ネ ー ト の 一 部 は 、 レ セ プ タ ー の 適 切 な エ フ ェ ク タ ー と 、 テ ス ト さ れ る べ き 候
補 物 質 と 一 緒 に 混 合 さ れ る 。 候 補 物 質 の 存 在 ま た は 非 存 在 下 で の レ セ プ タ ー に 対 す る 選 択
さ れ た エ フ ェ ク タ ー の 結 合 を 比 較 す る こ と に よ り 、 当 該 候 補 物 質 の 生 理 学 的 性 質 に 関 す る
情 報 が 得 ら れ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 レ セ プ タ ー は 、 原 核 細 胞 ま た は 真 核 細 胞 内 で 発 現 さ れ 得 る 。 レ セ プ タ ー は 、 E.colＩ 内 (
BertＩ nら 、 1992)、 酵 母 内 (KＩ ngら 、 (1990))、 お よ び 哺 乳 類 細 胞 内 (BouvＩ erら 、 1988)
で 発 現 さ れ た 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 レ セ プ タ ー を 発 現 し て い る 細 胞 は 、 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 丸 ご と 用 い ら れ 得
る 。 例 え ば 、 本 発 明 の レ セ プ タ ー を 発 現 し て い る 細 胞 は 、 放 射 標 識 し た 物 質 に 曝 さ れ 得 、
そ し て 細 胞 に 結 合 し た 放 射 標 識 し た 物 質 の 量 が 決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 レ セ プ タ ー を 発 現 し て い る 細 胞 は 、 本 発 明 の レ セ プ タ ー を 含 む 細 胞 下 成 分 に 分 画 さ れ 得
る 。 細 胞 下 画 分 を 精 製 す る 方 法 は 当 該 分 野 で 周 知 で あ る 。 細 胞 下 画 分 は 細 胞 質 、 細 胞 膜 、
小 胞 体 、 ゴ ル ジ 体 、 小 胞 、 お よ び 核 の よ う な 膜 性 の 画 分 を 含 む が そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
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細 胞 下 画 分 と し て 単 離 さ れ た レ セ プ タ ー は 、 細 胞 膜 と 関 連 さ せ 得 る 。 例 え ば 、 細 胞 膜 小 胞
が レ セ プ タ ー を 発 現 し て い る 細 胞 か ら 単 離 さ れ る 場 合 、 そ の レ セ プ タ ー 分 子 は 、 膜 結 合 性
で あ り 得 る 。 本 発 明 の レ セ プ タ ー が 該 レ セ プ タ ー を 発 現 す る 細 胞 か ら 精 製 さ れ 得 る と い う
こ と が さ ら に 意 図 さ れ る 。 精 製 方 法 は 、 当 該 分 野 で 周 知 で あ る 。 精 製 レ セ プ タ ー は 、 ス ク
リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 本 発 明 に 従 う そ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の ほ と ん ど が 、 オ ピ オ イ ド の 所 望 の 局
面 を 模 倣 し 、 そ の 反 面 、 こ の ホ ル モ ン の 所 望 で な い 局 面 を 排 除 す る の に 有 用 な 物 質 を 単 離
す る よ う に 設 計 さ れ て い る 場 合 、 好 ま し い ア ッ セ イ は 、 オ ピ オ イ ド を 正 常 な ア ゴ ニ ス ト と
し て 用 い る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 候 補 物 質 が 本 発 明 の レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 及 ぼ す 影 響 を 決 定 す る た め に 用 い ら れ 得
る 実 施 態 様 に は 広 範 な 種 類 が あ り 、 そ し て 本 発 明 は そ れ ら の 方 法 の 任 意 の １ つ に 限 定 さ れ
る こ と を 意 図 し て い な い 。 し か し 、 上 記 レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド が 結 合 す る か ま た は 特 定
の 物 質 の 存 在 下 で 用 い ら れ る エ フ ェ ク タ ー に よ っ て 改 変 さ れ る 能 力 を 測 定 し 得 る シ ス テ ム
を 用 い る こ と が 一 般 に 所 望 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 物 質 と レ セ プ タ ー と の 間 の 相 互 作 用 の 検 出 は 、 当 該 分 野 で 周 知 の 技 術 を 介 し て 達 成 さ れ
得 る 。 こ れ ら の 技 術 に は 、 遠 心 分 離 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 電 気 泳 動 、 お よ び 分 光 法 が 包
含 さ れ る が そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 こ れ ら の 技 術 と 連 動 さ せ て ま た は 単 独 で ア イ ソ ト ー プ
で 標 識 し た 試 薬 の 使 用 も ま た 意 図 さ れ る 。 一 般 に 用 い ら れ る 放 射 性 ア イ ソ ト ー プ に は 、 ３

H、 １ ４ C、 ２ ２ Na、 ３ ２ P、 ３ ５ S、 ４ ５ Ca、 ６ ０ Co、 １ ２ ５ Ｉ 、 お よ び １ ３ １ Ｉ が 含 ま れ
る 。 一 般 に 用 い ら れ る 安 定 な ア イ ソ ト ー プ に は 、 ２ H、 １ ３ C、 １ ５ N、 １ ８ Oが 含 ま れ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 例 え ば 、 あ る 物 質 が 本 発 明 の レ セ プ タ ー に 結 合 し 得 る 場 合 、 そ の 結 合 は 放 射 標 識 物 質 ま
た は 放 射 標 識 レ セ プ タ ー の 使 用 に よ り 検 出 さ れ 得 る 。 簡 単 に い う と 、 放 射 標 識 物 質 ま た は
放 射 標 識 レ セ プ タ ー が 用 い ら れ る 場 合 、 そ の 物 質 － レ セ プ タ ー 複 合 体 は 、 液 体 シ ン チ レ ー
シ ョ ン ま た は Ｘ 線 フ ィ ル ム へ の 感 光 に よ っ て 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 あ る 物 質 が レ セ プ タ ー を 改 変 す る 場 合 、 改 変 さ れ た レ セ プ タ ー は 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
、 電 気 泳 動 、 ま た は 遠 心 分 離 の 使 用 を 介 し て 改 変 さ れ た レ セ プ タ ー と 改 変 さ れ な い レ セ プ
タ ー と の 移 動 度 の 違 い に よ り 検 出 さ れ 得 る 。 用 い ら れ る 技 術 が 遠 心 分 離 の 場 合 、 移 動 度 の
違 い は 沈 降 係 数 と し て 公 知 で あ る 。 改 変 は ま た 、 改 変 さ れ た レ セ プ タ ー と 改 変 さ れ な い レ
セ プ タ ー と の 間 の 分 光 学 的 性 質 の 違 い に よ り 検 出 さ れ 得 る 。 明 確 な 例 と し て 、 あ る 物 質 が
共 有 結 合 に よ っ て レ セ プ タ ー を 改 変 す る 場 合 、 高 圧 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (HPLC)カ ラ ム
上 で の 改 変 さ れ た レ セ プ タ ー と 改 変 さ れ な い レ セ プ タ ー と の 間 の 保 持 時 間 の 違 い は 、 容 易
に 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 明 確 な 例 と し て 、 あ る 物 質 を 共 有 結 合 に よ っ て レ セ プ タ ー を 改 変 す る 場 合 、 改 変 さ れ た
レ セ プ タ ー と 改 変 さ れ な い レ セ プ タ ー と の 間 の 核 磁 気 共 鳴 (NMR)ス ペ ク ト ル に お け る 分 光
学 的 差 異 が 検 出 さ れ 得 る 。 あ る い は 、 あ る 物 質 に 注 目 し て 、 遊 離 の 物 質 と レ セ プ タ ー 改 変
後 の 物 質 と の 間 の 分 光 学 的 性 質 の 違 い ま た は 移 動 度 の 違 い を 検 出 し 得 る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド が 提 供 さ れ る 場 合 、 物 質 － レ セ プ タ ー － 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド の 複 合
体 あ る い は レ セ プ タ ー － 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド の 複 合 体 が 検 出 さ れ 得 る 。 上 記 の よ う な 移 動
度 の 違 い 、 ま た は 分 光 学 的 性 質 の 違 い が 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド が 提 供 さ れ る 場 合 、 エ フ ェ ク タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 酵 素 活 性 が 検 出 さ
れ 得 る と い う こ と が さ ら に 意 図 さ れ る 。 例 え ば 、 多 く の レ セ プ タ ー が ア デ ニ リ ル シ ク ラ ー
ゼ の 刺 激 ま た は 阻 害 を 介 し て 生 理 学 的 効 力 を 発 揮 す る 。 物 質 の 存 在 下 で の ア デ ニ リ ル シ ク
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ラ ー ゼ の 酵 素 学 的 活 性 が 検 出 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 物 質 と レ セ プ タ ー と の 相 互 作 用 は 、 レ セ プ タ ー 遺 伝 子 を 提 供 す る こ と に よ り 検 出 さ れ 得
る 。 周 知 の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 に は 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ (β － Gal)、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ
ー ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (CAT)、 お よ び ル シ フ ェ ラ ー ゼ が 包 含 さ れ る 。 こ れ ら レ ポ ー タ ー
遺 伝 子 は 、 宿 主 に よ っ て 発 現 さ れ 、 そ し て レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 産 物 の 酵 素 学 的 反 応 が 検 出 さ
れ 得 る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 好 ま し い ア ッ セ イ に お い て は 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 エ フ ェ ク タ ー 、 お よ び 候 補 物 質 を 含 む 混
合 物 が 、 所 定 の 量 の 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ 、 そ し て 得 ら れ た イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 混 合
物 は 、 そ の よ う に し て 産 生 さ れ た エ フ ェ ク タ ー ／ レ セ プ タ ー 複 合 体 か ら 混 合 物 中 に 残 っ た
非 結 合 エ フ ェ ク タ ー を 分 離 す る た め の 分 離 手 段 に か け ら れ る 。 次 い で 、 そ れ ぞ れ の 量 を 単
純 に 測 定 す る （ 例 え ば 、 候 補 物 質 を 添 加 し な か っ た コ ン ト ロ ー ル に 対 し て ） 。 こ の 測 定 は
、 速 度 デ ー タ が 所 望 さ れ る 種 々 の 時 点 で 行 わ れ 得 る 。 こ の こ と か ら 、 候 補 物 質 が レ セ プ タ
ー の 機 能 を 変 化 さ せ る か ま た は 改 変 さ せ る 能 力 を 決 定 し 得 る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 エ フ ェ ク タ ー を エ フ ェ ク タ ー ／ レ セ プ タ ー 複 合 体 か ら 分 離 す る 多 く の 技 術 が 公 知 で あ り
、 そ し て そ の よ う な 方 法 の 全 て は 、 本 発 明 の 範 囲 に 入 る こ と が 意 図 さ れ る 。 薄 層 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 法 (TLC)、 HPLC、 分 光 測 光 法 、 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ／ 質 量 分 光 測 光 法 、 ま
た は NMR分 析 の 使 用 。 任 意 の そ の よ う な 技 術 は 、 エ フ ェ ク タ ー と 複 合 体 と の 間 の 区 別 が 可
能 な 限 り 用 い ら れ 得 、 そ し て （ 例 え ば 、 基 質 お よ び 産 物 の 同 定 ま た は 定 量 を す る こ と に よ
り ） 酵 素 学 的 機 能 を 決 定 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 エ フ ェ ク タ ー ／ レ セ プ タ ー 複 合 体 そ れ 自 身 も ま た 、 Ｘ 線 結 晶 学 の よ う な 技 術 の 対 象 と な
り 得 る 。 候 補 物 質 が 薬 剤 の 作 用 機 作 と し て オ ピ オ イ ド 分 子 に 置 き 換 わ る 場 合 、 そ の 置 換 お
よ び そ れ が レ セ プ タ ー に 与 え る 影 響 を モ ニ タ ー す る よ う に 設 計 さ れ た 研 究 は 、 特 に 有 益 で
あ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 Ａ ．
　 本 発 明 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 に 関 し て 生 物 学 的 サ ン プ ル を ス ク
リ ー ニ ン グ す る プ ロ セ ス を 提 供 す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 生 物 学 的 サ ン プ ル は 、 細 胞 外
流 体 ま た は 細 胞 内 流 体 の よ う な 生 物 学 的 流 体 、 あ る い は 細 胞 抽 出 物 ま た は 組 織 抽 出 物 、 あ
る い は ホ モ ジ ネ ー ト で あ り 得 る 。 生 物 学 的 サ ン プ ル は ま た 、 単 離 さ れ た 細 胞 （ 例 え ば 、 培
養 物 中 の ） あ る い は 組 織 サ ン プ ル ま た は 組 織 学 的 サ ン プ ル 中 の 細 胞 の 採 集 物 で あ り 得 る 。
組 織 サ ン プ ル は 、 液 体 培 地 に 懸 濁 さ れ 得 る か 、 ま た は 顕 微 鏡 ス ラ イ ド の よ う な 固 体 支 持 体
に 固 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ プ ロ セ ス に 従 っ て 、 生 物 学 的 サ ン プ ル は そ の 存 在 が ア ッ セ イ さ
れ る オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 反 応 性 で あ る 抗 体 に 曝 さ れ る 。 代 表 的 に は
、 抗 体 お よ び 候 補 と な る オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 両 方 を 含 む 液 体 培 地 中 で 混
合 物 を 形 成 す る こ と に よ り 被 曝 が 達 成 さ れ る 。 抗 体 あ る い は オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ
プ チ ド を 有 す る サ ン プ ル の い ず れ も 固 体 支 持 体 （ 例 え ば 、 カ ラ ム 、 ま た は 、 マ イ ク ロ タ イ
タ ー プ レ ー ト ） に 固 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 生 物 学 的 サ ン プ ル は 、 生 物 学 的 反 応 条 件 下 で 、 抗 体 － ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 の 十 分 な 形 成
を な し 得 る 時 間 、 抗 体 に 曝 さ れ る 。 生 物 学 的 反 応 条 件 に は 、 イ オ ン 性 組 成 物 お よ び 濃 度 、
温 度 、 ｐ Ｈ 等 が 包 含 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 イ オ ン 性 組 成 物 お よ び 濃 度 は 、 蒸 留 水 の そ れ か ら NaClの ２ 重 量 モ ル 濃 度 溶 液 の そ れ の 範
囲 で あ り 得 る 。 好 ま し く は 、 容 量 オ ス モ ル 濃 度 は 約 100mosmols/l～ 約 400mosmols/lで あ り
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、 よ り 好 ま し く は 約 200mosmols/l～ 約 300mosmols/lで あ る 。 好 ま し い 温 度 は 、 約 ４ ℃ ～ 約
100℃ で あ り 、 よ り 好 ま し く は 約 15℃ ～ 約 50℃ で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は 、 約 25℃ ～ 約 40
℃ で あ る 。 ｐ Ｈ は 好 ま し く は 、 4.0～ 約 9.0の 値 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 約 6.5～ 約 8.5の
値 で あ り 、 そ し て さ ら に 好 ま し く は 、 約 7.0～ 約 7.5の 値 で あ る 。 生 物 学 的 反 応 条 件 の 唯 一
の 規 定 は 、 選 択 さ れ た 条 件 が 抗 体 － ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 を 形 成 さ せ 、 そ し て そ の 条 件 が 抗
体 お よ び オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ に も 有 害 な 影 響 を 及 ぼ さ な い と い う
こ と で あ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 曝 さ れ る 時 間 は 、 用 い ら れ る 生 物 学 的 条 件 、 抗 体 お よ び ポ リ ペ プ チ ド の 濃 度 、 お よ び サ
ン プ ル （ 例 え ば 、 流 体 ま た は 組 織 サ ン プ ル ） の 性 質 に よ っ て 特 に 変 化 す る 。 曝 さ れ る 時 間
を 決 定 す る 手 段 は 、 当 業 者 に は 周 知 で あ る 。 代 表 的 に は 、 サ ン プ ル が 流 体 で そ の サ ン プ ル
中 の ポ リ ペ プ チ ド 濃 度 が 約 10－ １ ０ Mの 場 合 、 曝 さ れ る 時 間 は 約 10分 ～ 約 200分 で あ る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 サ ン プ ル 中 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 は 、 抗 体 － オ ピ オ イ ド レ セ プ タ
ー ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 の 形 成 お よ び 存 在 を 検 出 す る こ と に よ り 検 出 さ れ る 。 そ の よ う な 抗
体 － 抗 原 （ 例 え ば レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド ） 結 合 体 ま た は 複 合 体 を 検 出 す る 手 段 は 当 該 分
野 で 周 知 で あ り 、 遠 心 分 離 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 、 二 次 抗 体 の 抗 体 － 候
補 レ セ プ タ ー 複 合 体 へ の 結 合 の よ う な 手 順 を 含 む 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 １ つ の 実 施 態 様 に お い て は 、 抗 体 に 固 定 さ れ た イ ン ジ ケ ー タ ー の 検 出 に よ り 検 出 が 達 成
さ れ る 。 例 示 的 で 周 知 の そ の よ う な イ ン ジ ケ ー タ ー に は 、 放 射 性 標 識 （ 例 え ば 、 ３ ２ P、 １

２ ５ Ｉ 、 １ ４ C） 、 二 次 抗 体 、 ま た は セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の よ う な 酵 素 が 包
含 さ れ る 。 イ ン ジ ケ ー タ ー を 抗 体 に 固 定 す る 手 段 は 、 当 該 分 野 で 周 知 で あ る 。 商 業 的 な キ
ッ ト が 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
 
Ｂ ．
　 別 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 反 応 性 の 抗 体
（ す な わ ち 、 抗 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー 抗 体 ） の 存 在 に 関 し て 生 物 学 的 サ ン プ ル を ス ク リ ー
ニ ン グ す る プ ロ セ ス を 提 供 す る 。 そ の よ う な プ ロ セ ス に 従 っ て 、 生 物 学 的 サ ン プ ル は 、 生
物 学 的 条 件 下 で 、 抗 体 － ポ リ ペ プ チ ド 結 合 体 の 形 成 が 十 分 に 行 わ れ る 時 間 オ ピ オ イ ド レ セ
プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド に 曝 さ れ 、 そ し て 形 成 さ れ た 結 合 体 が 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
 
Ｃ ．

　 DNA分 子 （ 特 に プ ロ ー ブ 分 子 ） は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 遺 伝 子 を 有 す る と 推 測 さ れ る DNA供 給 源 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る た
め に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と し て 用 い ら れ 得 る 。 プ ロ ー ブ 操 作 は 、 通 常 、 オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド を そ の よ う な レ セ プ タ ー 遺 伝 子 を 有 す る こ と が 推 測 さ れ る DNA供 給 源 に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 あ る 場 合 に は 、 上 記 プ ロ ー ブ は 唯 一 つ の プ ロ ー
ブ の み を 構 築 し 、 そ し て そ の 他 の 場 合 に は プ ロ ー ブ は 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は オ ピ オ
イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 に 基 づ い た プ ロ ー ブ の コ レ ク シ ョ ン を 構 築 し 、 そ し て
そ れ ら の 多 様 性 に お い て は 遺 伝 的 コ ー ド に 固 有 の 重 複 性 を 考 慮 す る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 こ の 方 法 で プ ロ ー ブ す る 適 切 な DNA供 給 源 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 発
現 し 得 、 そ し て 目 的 の 細 胞 系 の ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー と な り 得 る 。 あ る い は 、 DNAの 供 給 源
は 、 目 的 の 細 胞 系 由 来 の 全 て の DNAを 含 む 。 一 旦 本 発 明 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ セ
ス が 候 補 DNAセ グ メ ン ト を 同 定 す る と 、 さ ら な る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 制 限 酵 素 マ ッ
ピ ン グ 、 配 列 決 定 お よ び ／ ま た は 発 現 、 お よ び 分 析 に よ っ て ポ ジ テ ィ ブ ク ロ ー ン が 得 ら れ
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る こ と が 確 認 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 あ る い は 、 そ の よ う な DNA分 子 は 、 そ れ ら の 以 下 の よ う な 使 用 を 含 む 多 く の 技 術 に お い
て 用 い ら れ 得 る ： （ １ ） 患 者 の 細 胞 由 来 の DNA中 の 正 常 お よ び 異 常 な DNA配 列 を 検 出 す る た
め の 診 断 用 手 段 ； （ ２ ） オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー お よ び 関 連 ペ プ
チ ド を 、 そ の よ う な 配 列 を 潜 在 的 に 含 ん で い る DNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 検 出 お よ び 単 離 す る
手 段 ； （ ３ ） そ の よ う な 配 列 を 増 幅 さ せ る 目 的 で 関 連 し た 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る プ
ラ イ マ ー ； （ ４ ） 天 然 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー DNA配 列 を 変 化 さ せ る た め の プ ラ イ マ ー ；
な ら び に 、 本 明 細 書 中 で 開 示 さ れ る オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー DNAセ グ メ ン ト の DNA配 列 と 類 似
の DNA配 列 に 依 存 し た そ の 他 の 技 術 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 上 記 で 述 べ た よ う に 、 あ る 局 面 で は 、 本 発 明 に よ っ て 提 供 さ れ る DNA配 列 情 報 に よ り 、
所 定 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー 遺 伝 子 を コ ー ド し て い る 配 列 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て
い る か な り 短 い DNA（ ま た は RNA） 配 列 （ 例 え ば プ ロ ー ブ ） の 調 製 が 可 能 に な る 。 こ れ ら の
局 面 に お い て 、 適 切 な 長 さ の 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 所 定 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー 配 列 （ 例 え ば
、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ５ 、 ま た は 配 列 番 号 11、 に 示 さ れ る よ う な 配 列 ） の
考 慮 に 基 づ い て 調 製 さ れ る 。 そ の よ う な 核 酸 プ ロ ー ブ が オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー を コ ー ド す
る 配 列 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 能 力 は 、 種 々 の 実 施 態 様 に お け る 特 別 な 使 用 に そ れ
ら を 供 試 せ し め る 。 最 も 重 要 な こ と は 、 こ の プ ロ ー ブ が 与 え ら れ た サ ン プ ル 中 の 相 補 的 な
配 列 の 存 在 を 検 出 す る た め の 種 々 の ア ッ セ イ に 用 い ら れ 得 る と い う こ と で あ る 。 さ ら に 、
変 異 種 の プ ラ イ マ ー 調 製 物 に 関 す る 配 列 情 報 の 使 用 、 ま た は 他 の 遺 伝 的 構 築 物 の 調 製 に お
け る 使 用 の た め の プ ラ イ マ ー の 使 用 を 包 含 す る 用 途 が 構 想 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 本 発 明 に 伴 う 確 実 な 利 点 を 提 供 す る た め に 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 研 究 ま た は ア ッ セ
イ に 用 い ら れ る 好 ま し い 核 酸 配 列 に は 、 配 列 番 号 １ 、 配 列 番 号 ３ 、 配 列 番 号 ５ 、 ま た は 配
列 番 号 11に 示 さ れ る よ う な 、 少 な く と も 14～ 40ま た は そ れ よ り 長 い ヌ ク レ オ チ ド 長 の オ ピ
オ イ ド レ セ プ タ ー を コ ー ド す る 配 列 と 相 補 的 な プ ロ ー ブ 配 列 が 包 含 さ れ る 。 少 な く と も 14
ヌ ク レ オ チ ド 長 の サ イ ズ は 、 そ の フ ラ グ メ ン ト が 安 定 で 選 択 的 な 二 重 鎖 分 子 を 形 成 す る の
に 十 分 な 長 さ で あ る こ と を 確 実 に さ せ る 。 ハ イ ブ リ ッ ド の 安 定 性 お よ び 選 択 性 を 増 大 さ せ
る に は 、 14塩 基 長 よ り 長 い 相 補 的 な 配 列 を 有 す る 分 子 が 一 般 に 好 ま し く 、 そ れ に よ り 、 得
ら れ る 特 異 的 な ハ イ ブ リ ッ ド 分 子 の 質 お よ び 程 度 が 改 善 さ れ る 。 14～ 20ヌ ク レ オ チ ド 長 、
あ る い は 所 望 な ら ば さ ら に 長 い 遺 伝 子 相 補 性 を 有 す る よ う に 核 酸 分 子 を 設 計 す る こ と が 一
般 に 好 ま し い 。 そ の よ う な フ ラ グ メ ン ト は 、 例 え ば 、 化 学 的 手 段 に よ る 直 接 合 成 に よ り 、
核 酸 再 生 産 技 術 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,603,102号 の PCR技 術 、 本 明 細 書 中 で 参 考 と し て 援
用 す る ） の 応 用 に よ り 、 あ る い は 、 選 択 さ れ た 配 列 を 組 み 換 え 再 生 産 の た め に 組 み 換 え ベ
ク タ ー に 導 入 す る こ と に よ り 容 易 に 調 製 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は そ れ が 相 補 的 な 長 さ の 遺 伝 子 を 有 す る 二 重 鎖 分 子
を 選 択 的 に 形 成 す る 能 力 の 故 に 用 い ら れ 得 る 。 想 定 さ れ る 適 用 に 応 じ て 、 標 的 配 列 に 対 す
る プ ロ ー ブ の 種 々 の 選 択 性 の 程 度 を 達 成 す る よ う に 種 々 の 条 件 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
が 用 い ら れ 得 る 。 高 い 選 択 性 を 必 要 と す る 適 用 に は 、 ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る た め に 、 典
型 的 に 比 較 的 厳 し い 条 件 を 用 い る 。 例 え ば 、 比 較 的 低 い 塩 濃 度 、 お よ び ／ ま た は 高 い 温 度
条 件 （ 例 え ば 、 0.02M～ 0.15Mの NaClを 50℃ ～ 70℃ の 温 度 で ） が 選 択 さ れ る 。 そ の よ う な 条
件 は 、 特 に 選 択 的 で 、 プ ロ ー ブ と 鋳 型 ま た は 標 的 鎖 と の 僅 か の ミ ス マ ッ チ （ も し あ る な ら
ば ） も 許 容 し な い 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 も ち ろ ん 、 あ る 適 用 に お い て は 、 例 え ば 、 基 礎 と な る 鋳 型 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ れ た 変 異
体 プ ラ イ マ ー 鎖 を 用 い て 変 異 体 の 調 製 を 所 望 す る 場 合 、 あ る い は 、 関 連 種 、 機 能 的 等 価 物
等 か ら オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー コ ー デ ィ ン グ 配 列 を 単 離 し よ う と す る 場 合 、 ヘ テ ロ 二 重 鎖 を
形 成 さ せ る た め に 、 あ ま り 厳 し く な い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 が 必 要 と さ れ る 。 そ の
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よ う な 状 況 の 下 で は 、 0.15M～ 0.9Mの 塩 で 、 温 度 範 囲 は 20℃ ～ 55℃ の よ う な 条 件 が 用 い ら
れ る 。 そ れ に よ り 、 ク ロ ス ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 種 は 、 コ ン ト ロ ー ル ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン に 関 し て ポ ジ テ ィ ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た シ グ ナ ル と し て 容 易 に 同 定 さ れ 得 る 。 い か な
る 場 合 で も 、 条 件 は 、 ホ ル ム ア ミ ド の 添 加 量 の 増 加 に よ り 厳 し く な る と い う こ と が 一 般 に
理 解 さ れ て い る 。 ホ ル ム ア ミ ド は 、 温 度 上 昇 と 同 じ 様 式 で ハ イ ブ リ ッ ド 二 重 鎖 を 不 安 定 化
す る た め に 与 え ら れ る 。 従 っ て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 容 易 に 操 作 し 得 、 従 っ
て 、 一 般 に 所 望 の 結 果 に 応 じ て 選 択 さ れ る 方 法 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 特 定 の 実 施 態 様 に お い て は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 決 定 す る た め に 、 本 発 明 の 核 酸
配 列 を 適 切 な 手 段 （ 例 え ば 、 標 識 ） と 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と が 利 点 で あ る 。 放 射 性 、 ア
ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン の よ う な 酵 素 的 ま た は 他 の リ ガ ン ド （ こ れ ら は 検 出 し 得 る シ グ ナ ル を 提
供 し 得 る ） を 含 む 幅 広 い 種 々 の 適 切 な イ ン ジ ケ ー タ ー 手 段 が 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 好 ま し
い 実 施 態 様 に お い て は 、 放 射 性 ま た は 他 の 環 境 的 に 望 ま し く な い 試 薬 の 代 わ り に ウ レ ア ー
ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ま た は ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の よ う な 酵 素 標 識 が 用 い ら れ や す
い 。 酵 素 標 識 の 場 合 、 比 色 イ ン ジ ケ ー タ ー 基 質 が 公 知 で あ る 。 こ れ は ヒ ト の 目 ま た は 分 光
測 光 で 見 え る 手 段 を 提 供 す る た め に 用 い ら れ 、 相 補 的 な 核 酸 を 含 有 す る サ ン プ ル と の 特 異
的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 同 定 す る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 一 般 に 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は 溶 液 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 中 の 試 薬 と し て お よ び 固 体 相 を 用 い る 実 施 態 様 の 両 方 で 有 用 で あ る 。 固 体 相 を 含
む 実 施 態 様 で は 、 テ ス ト DNA（ ま た は RNA） を 含 む サ ン プ ル は 、 選 択 さ れ た マ ト リ ッ ク ス ま
た は 表 面 に 吸 収 さ れ る か そ う で な け れ ば 固 定 さ れ る 。 こ の 固 定 さ れ た １ 本 鎖 の 核 酸 は 、 次
い で 、 所 望 の 条 件 下 で 選 択 さ れ た プ ロ ー ブ と の 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 対 象 と
さ れ る 。 選 択 さ れ た 条 件 は 特 に 、 必 要 と さ れ る 特 定 の 基 準 （ 例 え ば 、 G+C含 量 、 標 的 核 酸
の タ イ プ 、 核 酸 の 供 給 源 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ の サ イ ズ な ど に 依 存 す る ） に
基 づ い た 特 定 の 条 件 に 依 存 す る 。 非 特 異 的 に 結 合 し た プ ロ ー ブ 分 子 を 除 去 す る よ う に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ し た 表 面 を 洗 浄 し た 後 、 標 識 に よ っ て 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 検 出
さ れ る か ま た は 定 量 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
 
Ｄ ． 　
　 δ レ セ プ タ ー は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の ３ つ の 主 要 な サ ブ タ イ プ の １ つ で あ る 。 こ の
レ セ プ タ ー と 相 互 作 用 す る 内 因 性 ペ プ チ ド は 、 メ チ オ ニ ン エ ン ケ フ ァ リ ン お よ び ロ イ シ ン
エ ン ケ フ ァ リ ン で あ る 。 こ れ ら の レ セ プ タ ー は 、 ア デ ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ 、 百 日 咳 毒 素 (per
tussＩ n－ toxＩ n)感 受 性 Ｇ タ ン パ ク 質 を 介 す る Ca++お よ び K+チ ャ ン ネ ル を 含 む 多 数 の 細 胞
性 エ フ ェ ク タ ー 系 (multＩ ple cellular effector system)と 結 合 す る 。 δ オ ピ オ イ ド レ セ
プ タ ー は 、 オ ピ オ イ ド の 鎮 痛 効 果 を 仲 介 す る 。 δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト は 無 痛
覚 を 引 き 起 こ し 得 る 一 方 で 、 濫 用 の 可 能 性 を 制 限 し て い る 。 従 っ て 、 高 選 択 性 δ オ ピ オ イ
ド レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト は 、 常 習 と い う 有 害 な 副 作 用 が な く 、 慢 性 の 痛 み の 治 療 に 臨 床 上
有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 高 選 択 性 の 、 臨 床 的 に 有 用 な δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト の 開 発 は 、 ア ゴ ニ ス ト
の 結 合 に 必 要 な δ レ セ プ タ ー 内 の 特 異 的 部 位 を 理 解 す る こ と に よ っ て 促 進 さ れ る 。 マ ウ ス
δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー cDNAの ク ロ ー ニ ン グ は 、 そ の 機 能 に 関 与 し て い る こ の レ セ プ タ ー
サ ブ タ イ プ の 構 造 ド メ イ ン を 検 討 す る 可 能 性 を 開 い た 。 以 下 に 示 す よ う に 、 δ レ セ プ タ ー
の 第 ２ 貫 膜 に 及 ぶ 領 域 (transmenbrane spannＩ ng regＩ on)に お け る １ 個 の (sＩ ngle)ア ミ
ノ 酸 が 、 δ 選 択 的 オ ピ オ イ ド ア ゴ ニ ス ト の 結 合 に と っ て 重 大 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 リ ガ ン ド 結 合 に 関 係 し て い る マ ウ ス δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 構 造 成 分 を 調 べ る た め に
、 残 基 95の ア ス パ ラ ギ ン 酸 を 、 部 位 特 異 的 変 異 に よ っ て ア ス パ ラ ギ ン に 変 換 し た 。 こ の ア
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ス パ ラ ギ ン 酸 は 、 Ｇ タ ン パ ク 質 結 合 レ セ プ タ ー 間 で 保 存 さ れ 、 そ し て ア ゴ ニ ス ト 結 合 の Na
+調 節 を 仲 介 す る と 考 え ら れ て い る 。 δ レ セ プ タ ー の リ ガ ン ド 結 合 特 性 を 試 験 す る た め に
、 変 異 型 お よ び 野 生 型 レ セ プ タ ー は 、 COS－ 7細 胞 で 発 現 さ れ た 。 両 レ セ プ タ ー は 、 δ 選 択
的 ア ゴ ニ ス ト [３ H]－ DPDPEお よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト [３ H]－ ナ ル ト リ ン ド ー ル で 標 識 さ れ 得
た 。 Na+(90mM)は 、 野 生 型 δ レ セ プ タ ー へ の [３ H]－ DPDPE結 合 を 減 少 さ せ た が 、 変 異 型 レ
セ プ タ ー へ の 結 合 は 減 少 さ せ な か っ た 。 Na+は 、 [３ H]－ ナ ル ト リ ン ド ー ル 結 合 に 影 響 を 及
ば さ な か っ た が 、 変 異 型 レ セ プ タ ー で は な く 野 生 型 レ セ プ タ ー へ の 放 射 性 標 識 ア ン タ ゴ ニ
ス ト 結 合 を 阻 害 す る ア ゴ ニ ス ト の 能 力 を 減 少 さ せ た 。 こ れ は 、 Na+が 、 ア ゴ ニ ス ト に 対 す
る 野 生 型 レ セ プ タ ー の 親 和 性 を 選 択 的 に 減 少 さ せ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 [３ H]－ DPDPEの 変 異 型 レ セ プ タ ー へ の 結 合 は 、 野 生 型 と 比 較 し て 減 少 し た 。 減 少 し た 結
合 は 、 Ｇ タ ン パ ク 質 か ら の レ セ プ タ ー の 脱 離 、 変 異 型 レ セ プ タ ー の 低 発 現 、 ま た は レ セ プ
タ ー の リ ガ ン ド 結 合 特 性 に お け る 変 化 に 起 因 す る も の で あ り 得 る 。 変 異 型 レ セ プ タ ー は 、
Ｇ タ ン パ ク 質 に カ ッ プ リ ン グ し た ま ま で あ っ た が 、 こ れ は GTPγ Sが レ セ プ タ ー へ の [３ H]
－ DPDPEの 結 合 を 減 少 さ せ 得 た か ら で あ る 。 さ ら に 、 こ の 変 異 型 レ セ プ タ ー は 、 Ｇ タ ン パ
ク 質 結 合 に 要 求 さ れ る 反 応 で あ る ア ゴ ニ ス ト の cAMP形 成 阻 害 を 仲 介 し 得 る 。 変 異 型 レ セ プ
タ ー は 、 野 生 型 レ セ プ タ ー よ り も 高 レ ベ ル で 発 現 さ れ た 。 従 っ て 、 変 異 型 レ セ プ タ ー は 、
ア ゴ ニ ス ト に 対 す る 親 和 性 を 選 択 的 に 減 少 さ せ た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 こ の こ と は 、 δ 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト DPDPE、 DSLET、 デ ル ト ル フ ィ ン 、 お よ び met－ エ ン ケ
フ ァ リ ン が 、 野 生 型 レ セ プ タ ー と 比 較 し て 、 変 異 型 レ セ プ タ ー へ の [３ H]－ ナ ル ト リ ン ド
ー ル の 結 合 を 阻 害 す る 能 力 が 減 少 し た こ と に よ っ て 、 さ ら に 示 さ れ た 。 変 異 型 レ セ プ タ ー
の 親 和 性 は 、 こ れ ら の ペ プ チ ド に 対 し て 100倍 以 上 低 い 。 対 照 的 に 、 δ 選 択 的 ア ン タ ゴ ニ
ス ト 、 ナ ル ト リ ン ド ー ル 、 NTB、 お よ び BNTXに 対 す る 変 異 型 お よ び 野 生 型 レ セ プ タ ー の 親
和 性 は 類 似 し て お り 、 変 異 型 レ セ プ タ ー は ア ゴ ニ ス ト に 対 す る 親 和 性 が 特 異 的 に 減 少 し た
こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 ブ レ マ ゾ シ ン (bremazocＩ ne)の よ う な 非 選 択 的 オ ピ オ イ ド ア ゴ ニ ス ト の 変 異 型 お よ び 野
生 型 δ レ セ プ タ ー へ の 結 合 能 力 は 、 類 似 し て い た 。 こ の 化 合 物 は 、 全 て の オ ピ オ イ ド レ セ
プ タ ー サ ブ タ イ プ で の ア ゴ ニ ス ト で あ る 。 ア ル カ ロ イ ド で あ る ブ プ レ ノ ル フ ィ ン (bupreno
rphＩ ne)は 、 オ ピ オ イ ド 常 習 を 処 置 す る た め に 用 い ら れ る 化 合 物 で あ り 、 部 分 的 な μ オ ピ
オ イ ド ア ゴ ニ ス ト で あ り そ し て δ レ セ プ タ ー で 完 全 レ セ プ タ ー で あ る こ と が 報 告 さ れ て い
る 。 な ぜ な ら 、 野 生 型 ま た は 変 異 型 δ レ セ プ タ ー の い ず れ か を 発 現 し て い る COS細 胞 中 で
の フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 に よ る cAMPの 形 成 を 阻 害 す る か ら で あ る 。 こ の 非 ペ プ チ ド 性 ア ゴ ニ
ス ト は 、 変 異 型 お よ び 野 生 型 δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 両 方 に 同 様 の 親 和 性 で 有 効 に 結 合
す る 。 変 異 型 レ セ プ タ ー は 、 非 選 択 的 、 非 ペ プ チ ド 性 オ ピ オ イ ド ア ゴ ニ ス ト に 対 し て 、 野
生 型 レ セ プ タ ー と 同 様 の 親 和 性 を 示 す が 、 δ 選 択 的 ペ プ チ ド ア ゴ ニ ス ト に 対 す る 親 和 性 が
減 少 し た の で 、 変 異 型 お よ び 野 生 型 レ セ プ タ ー の リ ガ ン ド 結 合 特 性 に お け る 相 違 は 、 ア ゴ
ニ ス ト の ペ プ チ ド の 性 質 ま た は こ れ ら の δ レ セ プ タ ー 選 択 特 性 に 関 し て 調 べ ら れ た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 BW373U86お よ び SＩ OMは 、 非 ペ プ チ ド の 、 有 力 な δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー 選 択 的 ア ゴ ニ
ス ト で あ る 。 両 方 の 化 合 物 は 、 野 生 型 お よ び 変 異 型 の δ レ セ プ タ ー を 刺 激 し て cAMP形 成 を
阻 害 す る 。 BW373U86お よ び SＩ OMは 、 [３ H]－ ナ ル ト リ ン ド ー ル の 野 生 型 δ レ セ プ タ ー へ の
結 合 を 効 果 的 に 阻 害 す る 。 そ れ に 対 し て 、 変 異 型 レ セ プ タ ー へ の 結 合 で は BW373U86は 100
倍 以 上 、 そ し て SＩ OMは 、 50倍 以 上 低 い 能 力 で あ る 。 こ れ ら の 発 見 は 、 変 異 型 δ レ セ プ タ
ー は 異 な る 構 造 の δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト に 対 し て 減 少 し た 親 和 性 を 有
す る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 こ の デ ー タ は 、 マ ウ ス δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 残 基 95の ア ス パ ラ ギ ン 酸 が δ レ セ プ タ
ー 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト の 高 親 和 性 結 合 の た め に 必 要 で あ る こ と を 示 す 。 こ の 残 基 は 、 ア ン タ
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ゴ ニ ス ト 結 合 に は 必 要 で は な く 、 非 選 択 的 オ ピ オ イ ド ア ゴ ニ ス ト の 結 合 に も 必 要 で な い 。
非 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト が 変 異 型 お よ び 野 生 型 δ レ セ プ タ ー に 等 し く よ く 結 合 し そ し て 刺 激 す
る 能 力 は 、 １ つ の 残 基 変 異 が リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン を 非 選 択 的 に 変 え る か 、 あ る い は レ セ
プ タ ー と Ｇ タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る よ う な 、 レ セ プ タ ー の 大 き な コ ン フ ォ メ ー
シ ョ ン の 変 化 を 引 き 起 こ さ な い こ と を 示 唆 し て い る 。 こ の こ と は 、 レ セ プ タ ー に と っ て 高
い 親 和 性 で ア ゴ ニ ス ト に 結 合 す る た め に 不 可 欠 で あ る 。 非 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト お よ び δ 選 択
的 ア ン タ ゴ ニ ス ト の δ レ セ プ タ ー へ の 結 合 は 、 点 突 然 変 異 に よ り 影 響 さ れ な か っ た の で 、
こ の よ う な ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー 選 択 的 ア ゴ ニ ス
ト 結 合 に 関 係 し て い る 部 位 と は 別 の こ の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン に
類 似 す る 領 域 と 相 互 作 用 し 得 る 。 ア ス パ ラ ギ ン 酸 95は 、 非 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト ま た は δ オ ピ
オ イ ド ア ン タ ゴ ニ ス ト の 結 合 に 必 要 で な い レ セ プ タ ー と リ ガ ン ド と の 相 互 作 用 を 安 定 化 さ
せ る た め に 負 電 荷 を 与 え る こ と に よ っ て 、 容 易 に δ レ セ プ タ ー に 対 し て 選 択 的 に ア ゴ ニ ス
ト を 結 合 さ せ 得 る 。 同 様 に 、 β － ア ド レ ナ リ ン レ セ プ タ ー に お け る ア ス パ ラ ギ ン 酸 は 、 β
－ ア ド レ ナ リ ン 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト の 結 合 の 安 定 化 の た め に 電 荷 を 供 給 す る と 考 え ら れ て い
る 。 最 近 の 研 究 は ま た 、 タ キ キ ニ ン (tachykＩ nＩ n)お よ び コ レ シ ス ト キ ニ ン (cholecytok
Ｉ nＩ n)レ セ プ タ ー に お け る １ 個 の ア ミ ノ 酸 が サ ブ タ イ プ 選 択 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト 結 合 に 関
与 し て い る こ と を 示 し 、 さ ら に １ 個 の 残 基 が 特 異 的 な リ ガ ン ド － レ セ プ タ ー 相 互 作 用 に と
っ て 重 大 で あ り 得 る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 こ の デ ー タ は 、 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト が 異 な っ て δ オ ピ オ イ ド レ セ プ
タ ー に 結 合 す る こ と を 示 す 。 こ の こ と は 、 こ れ ら は こ の レ セ プ タ ー の 異 な る 領 域 で 相 互 作
用 し 得 る こ と を 示 唆 し て い る 。 ア ス パ ラ ギ ン 酸 95を 含 む δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 第 ２ 貫
膜 に 及 ぶ 領 域 の ド メ イ ン は 、 ア ゴ ニ ス ト の 選 択 的 結 合 に 関 与 し て い る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 Ｅ ．
　 κ お よ び δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー は 、 異 な る 薬 学 的 な 特 性 を 示 す 。 貫 膜 に 及 ぶ 領 域 に お
け る κ お よ び δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 間 で ア ミ ノ 酸 配 列 が 高 い 類 似 性 を 有 す る こ と は 、
細 胞 外 ド メ イ ン が 、 リ ガ ン ド が 各 々 の レ セ プ タ ー と 選 択 的 に 結 合 す る こ と に 関 係 し て い る
ら し い こ と を 示 唆 す る 。 ２ つ の レ セ プ タ ー の 細 胞 外 領 域 の ア ミ ノ 末 端 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に
お い て お 互 い に 異 な る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 当 業 者 に 周 知 の 標 準 的 な 変 異 誘 発 技 術 を 用 い て 、 異 な っ た レ セ プ タ ー サ ブ タ イ プ か ら の
部 分 を 含 む キ メ ラ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド が 生 成 さ れ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に
お い て 、 特 定 の レ セ プ タ ー サ ブ タ イ プ (例 え ば 、 κ 、 δ )の ア ミ ノ 末 端 領 域 は 、 異 な っ た レ
セ プ タ ー サ ブ タ イ プ の 部 分 (非 ア ミ ノ 末 端 )に 結 合 し て い る 。 こ の よ う に し て 、 特 定 の レ セ
プ タ ー サ ブ タ イ プ の ア ミ ノ 末 端 は 交 換 さ れ 得 る 。 こ の よ う な キ メ ラ レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る 変 異 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド (例 え ば 、 cDNA)は 、 次 い で 宿 主 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ
ク ト さ れ 、 キ メ ラ レ セ プ タ ー が 発 現 さ れ る 。 好 ま し い 宿 主 細 胞 は 、 COS細 胞 で あ る 。 次 い
で 、 組 換 え キ メ ラ レ セ プ タ ー レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 サ ブ タ イ プ 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト お
よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト と 結 合 す る 能 力 に つ い て 試 験 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 第 １ 貫 膜 に 及 ぶ 領 域 に お け る SpeＩ 制 限 部 位 を 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 特 異 的 変 異 誘 発 を
用 い て マ ウ ス κ レ セ プ タ ー お よ び δ レ セ プ タ ー cDNAに 設 計 し た 。 こ の 部 位 は 、 両 方 の cDNA
に お け る 同 じ 位 置 に 設 計 さ れ 、 こ れ に よ っ て 、 配 列 の フ レ ー ム シ フ ト お よ び ／ ま た は 欠 失
ま た は 付 加 を 回 避 す る 。 κ ま た は δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー cDNAの い ず れ の コ ー デ ィ ン グ 領
域 に も 、 天 然 の SpeＩ 制 限 部 位 は な い 。 各 々 の レ セ プ タ ー の ア ミ ノ 末 端 に 対 応 す る フ ラ グ
メ ン ト は 、 両 方 の cDNAに 新 た に 設 計 し た SpeＩ 部 位 を 切 断 す る こ と に よ っ て 単 離 さ れ る 。
次 い で こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト を 他 方 の レ セ プ タ ー の カ ル ボ キ シ 末 端 に 対 応 す る 精 製 さ れ た
cDNAに 結 合 し て 、 キ メ ラ κ １ － ７ ４ ／ δ ６ ５ － ３ ７ ２ お よ び δ １ － ６ ４ ／ κ ７ ５ － ３ ８ ０

レ セ プ タ ー を 生 成 す る 。

10

20

30

40

50

(44) JP 2005-124574 A 2005.5.19

キ メ ラ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド



【 ０ ２ １ ４ 】
　 変 異 DNAフ ラ グ メ ン ト は 、 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー (例 え ば 、 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー pCMV6０ )に
サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 そ し て COS－ 7細 胞 ま た は CHO細 胞 の よ う な 適 切 な 宿 主 細 胞 に 一 時
的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る か ま た は 安 定 に 発 現 さ れ る 。 次 い で こ の キ メ ラ 体 は 、 ア ゴ ニ
ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 研 究 に 用 い ら れ る 。 例 と し て は 、 κ １ － ７ ４ ／ δ ６ ５ － ３ ７ ２ キ
メ ラ 体 は 、 δ レ セ プ タ ー 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト [３ H]－ DPDPEお よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト [３ H]－ ナ
ル ト リ ン ド ー ル （ 野 生 型 δ レ セ プ タ ー に 有 効 に 結 合 す る ） 、 お よ び κ 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト [３

H]－ U69,593な ら び に ア ン タ ゴ ニ ス ト [３ H]－ ナ ロ キ ソ ン （ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た κ オ ピ オ イ
ド レ セ プ タ ー に 結 合 す る が ク ロ ー ニ ン グ さ れ た δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー に は 結 合 し な い ）
で 標 識 さ れ る 能 力 に つ い て 試 験 さ れ る 。 δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー 放 射 性 リ ガ ン ド が こ の キ
メ ラ レ セ プ タ ー に 結 合 し な い が 、 [３ H]－ U69,593お よ び [３ H]－ ナ ロ キ ソ ン が 高 い 効 力 で
結 合 す る 場 合 、 両 方 の レ セ プ タ ー の リ ガ ン ド 結 合 領 域 は 、 ア ミ ノ 末 端 に 含 ま れ る よ う で あ
る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 マ ウ ス κ お よ び δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー cDNAを 、 Altered SＩ teＴ Ｍ イ ン ビ ト ロ Mutagen
esＩ s System（ Promega Corp. MadＩ son WＩ ） を 用 い て 変 異 し た 。 κ レ セ プ タ ー cDNAの 第
１ 貫 膜 に 及 ぶ 領 域 の 残 基 78～ 80部 位 で の SpeＩ 制 限 部 位 に 設 計 す る た め に 、 マ ウ ス κ レ セ
プ タ ー cDNAを 、 フ ァ ー ジ ミ ド pALTERＴ Ｍ に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ し て ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ
R408を 用 い て 、 一 本 鎖 鋳 型 を 作 製 し た 。 所 望 の 変 異 (TCTGGTか ら ACTAGT)を コ ー ド す る 24マ
ー の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (GTGGGCAATTCACTAGTCATGTTT； 配 列 番 号 ７ )を 、 一 本 鎖 鋳 型 に ア ニ
ー リ ン グ し 、 そ し て T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ で 伸 長 し た 。 次 い で 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 DNAを 用 い て
、 修 復 マ イ ナ ス (repaＩ r－ mＩ nus)E. colＩ 株 BMH 71－ 18 mut Sを 形 質 転 換 し た 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 形 質 転 換 細 胞 を 、 125μ g/mlア ン ピ シ リ ン を 含 有 す る LBプ レ ー ト で 成 長 さ せ て 選 択 し た
。 二 本 鎖 プ ラ ス ミ ド DNAの 配 列 を 、 サ ン ガ ー の ジ デ オ キ シ チ ェ ー ン タ ー ミ ネ ー シ ョ ン 法 に
よ っ て 決 定 し 、 そ し て SpeＩ で 切 断 し て 変 異 の 存 在 を 確 認 し た 。 δ レ セ プ タ ー cDNAに つ い
て は 、 所 望 の 変 異 (GCTCGTか ら ACTAGT)を コ ー ド す る 24マ ー の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (CTGGGCA
ACGTACTAGTCATGTTT； 配 列 番 号 ８ )を 使 用 し 、 そ し て 上 記 の κ レ セ プ タ ー cDNAの 場 合 と 同 様
の 手 順 を 用 い た 。 各 変 異 さ れ た cDNAを 、 pALTERか ら 、 δ レ セ プ タ ー cDNAの 場 合 に は EcoRＩ
お よ び SalＩ で 、 そ し て κ レ セ プ タ ー cDNAの 場 合 に は SalＩ お よ び BamHＩ で 切 り 出 し 、 そ し
て 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー pCMV6cの 対 応 す る 部 位 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 各 レ セ プ タ ー の Ｎ
末 端 領 域 に 対 応 す る 各 cDNAの 5'領 域 (κ レ セ プ タ ー で は 残 基 １ ～ 75お よ び δ レ セ プ タ ー で
は 残 基 １ ～ 65)を 、 Eco RＩ ／ SpeＩ (δ レ セ プ タ ー )お よ び SalＩ ／ SpeＩ (κ レ セ プ タ ー )で
切 除 し 、 そ し て ゲ ル 精 製 し た 。 κ レ セ プ タ ー の Ｎ 末 端 フ ラ グ メ ン ト を 、 δ レ セ プ タ ー の Ｃ
末 端 フ ラ グ メ ン ト に 結 合 し た 。 挿 入 物 を ベ ク タ ー か ら 切 除 し 、 そ し て そ の サ イ ズ を ア ガ ロ
ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 測 定 し て 、 適 切 な 連 結 反 応 が 起 こ っ た か ど う か を 確 認 し た 。 次 い で 、
キ メ ラ κ － δ レ セ プ タ ー cDNAを カ ル シ ウ ム － ホ ス フ ェ ー ト を 用 い る 手 順 に よ っ て COS－ 7細
胞 に 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 選 択 的 κ ア ゴ ニ ス ト [３ H]－ U69593は 、 κ １ － ７ ４ ／ δ ６ ５ － ３ ７ ２ キ メ ラ に 結 合 し な
か っ た 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト [３ H]－ ナ ロ キ ソ ン （ 高 親 和 性 で 野 生 型 κ に 結 合 す る が 、 δ レ セ
プ タ ー に は 結 合 し な い ） は 、 こ の キ メ ラ に 結 合 し た 。 [３ H]－ ナ ロ キ ソ ン の 結 合 は 、 κ 選
択 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト nor－ BNＩ に よ っ て 効 果 的 に 阻 害 さ れ た が 、 選 択 的 κ ア ゴ ニ ス ト U50,4
88、 ま た は ダ イ ノ ル フ ィ ン (dynorphＩ n)に よ っ て は 阻 害 さ れ な か っ た 。 こ れ ら の 発 見 は 、
κ レ セ プ タ ー の ア ミ ノ 末 端 が ア ン タ ゴ ニ ス ト 結 合 部 位 を 有 し て い る が 、 ア ゴ ニ ス ト 結 合 部
位 は 有 し て い な い よ う で あ る こ と を 示 し た 。 従 っ て 、 ア ゴ ニ ス ト 結 合 部 位 は 、 こ の レ セ プ
タ ー の 他 の 領 域 に 、 例 え ば δ レ セ プ タ ー と は 異 な る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 第 ３ お よ び 第 ４
細 胞 外 ド メ イ ン に 存 在 す る よ う で あ る 。 こ れ ら の デ ー タ は さ ら に 、 ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン
タ ゴ ニ ス ト が κ レ セ プ タ ー の 明 ら か に 離 れ た 領 域 に 結 合 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ １ ８ 】
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　 ナ ロ キ ソ ン 結 合 部 位 が κ レ セ プ タ ー の ア ミ ノ 末 端 領 域 に あ る と い う 発 見 は 、 κ レ セ プ タ
ー の 限 定 さ れ た 領 域 が μ レ セ プ タ ー に 類 似 し 得 る こ と を 示 唆 す る 。 ナ ロ キ ソ ン は 、 効 果 的
に μ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー 、 お よ び κ レ セ プ タ ー に 結 合 す る 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 κ レ セ
プ タ ー の ア ミ ノ 末 端 に 対 す る プ ロ ー ブ で cDNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ
り μ レ セ プ タ ー の ク ロ ー ニ ン グ が 容 易 に な る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 選 択 的 δ ア ゴ ニ ス ト [３ H]－ DPDPEお よ び 選 択 的 δ ア ン タ ゴ ニ ス ト [３ H]－ ナ ル ト リ ン ド
ー ル の 両 方 は 、 有 効 に キ メ ラ κ １ － ７ ４ ／ δ ６ ５ － ３ ７ ２ に 結 合 し た 。 こ れ ら の デ ー タ は
、 こ れ ら の 結 合 部 位 が δ レ セ プ タ ー の Ｎ 末 端 に な い こ と を 示 す 。 な ぜ な ら ば 、 こ の キ メ ラ
は δ レ セ プ タ ー の ア ミ ノ 末 端 を 有 し な い か ら で あ る 。 こ れ ら の 結 合 部 位 は 、 δ レ セ プ タ ー
の 他 の 部 分 に あ る よ う で あ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
 
XＩ ． 　 　

　 　 　 　 　 　  
　 Ａ ．
　 κ お よ び δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー は 、 異 な っ た 薬 学 的 特 性 を 示 す 。 ２ つ の レ セ プ タ ー の
Ｎ 末 端 細 胞 外 領 域 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て お 互 い に 異 な る 。 変 異 誘 発 技 術 を 用 い て 、 各
レ セ プ タ ー の Ｎ 末 端 を 交 換 す る 。 変 異 cDNAは 、 適 切 な 宿 主 細 胞 (例 え ば 、 COS細 胞 )に ト ラ
ン ス フ ェ ク ト さ れ 、 そ し て キ メ ラ レ セ プ タ ー は 、 κ お よ び δ サ ブ タ イ プ － 選 択 的 ア ゴ ニ ス
ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト と 結 合 す る 能 力 に つ い て 試 験 さ れ る 。 こ の 変 異 誘 発 の た め に 、 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 特 異 的 変 異 誘 発 を 用 い て 第 １ 貫 膜 に 及 ぶ 領 域 に お け る SpeＩ 制 限 部 位 を
、 マ ウ ス κ レ セ プ タ ー お よ び δ レ セ プ タ ー cDNAに 設 計 す る 。 こ の 部 位 は 、 両 方 の cDNAの 同
一 位 置 に 設 計 さ れ 、 そ れ に よ っ て 配 列 の フ レ ー ム シ フ ト お よ び ／ ま た は 欠 失 ま た は 付 加 を
回 避 す る 。 κ ま た は δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー cDNAの い ず れ の コ ー デ ィ ン グ 領 域 に も 天 然 の
SpeＩ 制 限 部 位 は な い 。 従 っ て 、 両 方 の cDNAに 新 た に 設 計 さ れ た 部 位 で 切 断 し た 後 、 各 レ
セ プ タ ー の Ｎ 末 端 に 対 応 す る フ ラ グ メ ン ト を 単 離 し 、 そ し て こ れ ら と 、 他 方 の レ セ プ タ ー
の Ｃ 末 端 に 対 応 す る 精 製 さ れ た cDNAと を 結 合 す る こ と に よ り 、 キ メ ラ κ 1－ 74／ δ 65－ 372
お よ び δ 1－ 64／ κ 75－ 380レ セ プ タ ー が 生 成 さ れ 得 る 。 各 変 異 DNAフ ラ グ メ ン ト は 、 適 切
な 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー (例 え ば 、 pCMV6c)に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 そ し て COS－ 7細 胞 に 一
時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る か ま た は CHO細 胞 に て 安 定 に 発 現 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 κ 1－ 74／ δ 65－ 372キ メ ラ は 、 δ レ セ プ タ ー 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト [３ H]－ DPDPEお よ び ア ン
タ ゴ ニ ス ト [３ H]－ ナ ル ト リ ン ド ー ル （ 野 生 型 δ レ セ プ タ ー に 有 効 に 結 合 す る ） 、 お よ び
κ 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト [３ H]－ U69,593な ら び に ア ン タ ゴ ニ ス ト [３ H]－ ナ ロ キ ソ ン （ ク ロ ー
ニ ン グ さ れ た κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー に 結 合 す る が 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た δ オ ピ オ イ ド レ
セ プ タ ー に は 結 合 し な い ） で 標 識 化 さ れ る 能 力 に つ い て 試 験 さ れ る 。 δ オ ピ オ イ ド レ セ プ
タ ー 放 射 性 リ ガ ン ド が こ の キ メ ラ レ セ プ タ ー に は 結 合 し な い が 、 [３ H]－ U69,593お よ び [３

H]－ ナ ロ キ ソ ン が 高 い 効 力 で 結 合 す る 場 合 、 両 レ セ プ タ ー の リ ガ ン ド 結 合 領 域 は 、 Ｎ 末 端
に 含 ま れ る よ う で あ る 。 δ 1－ 64／ κ 75－ 380キ メ ラ の 同 様 な 薬 学 的 分 析 は 、 さ ら に 両 レ セ
プ タ ー の リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン が そ れ ら の Ｎ 末 端 に 存 在 す る か ど う か 確 認 す る の に 役 に 立
つ 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト が キ メ ラ レ セ プ タ ー に 結 合 す る 能 力 に も ま た 相 違 が あ
る よ う で あ る 。 こ の 相 違 は ま た 、 変 異 誘 発 を 用 い て 調 べ ら れ る 。 例 と し て は 、 δ 選 択 的 ア
ゴ ニ ス ト [３ H]－ DPDPEが κ 1－ 74／ δ 65－ 372キ メ ラ に 結 合 し な い で [３ H]－ U69593に 結 合
す る 場 合 、 [３ H]－ DPDPEは 、 δ 1－ 64／ κ 75－ 380キ メ ラ に 有 効 に 結 合 す る が 、 [３ H]－ U69
593に は 結 合 し な い よ う で あ る 。 反 対 に 、 [３ H]－ ナ ル ト リ ン ド ー ル お よ び [３ H]－ ナ ロ キ
ソ ン が 、 キ メ ラ お よ び 野 生 型 レ セ プ タ ー に 同 様 に 結 合 す れ ば 、 こ の 結 果 は 、 ア ン タ ゴ ニ ス
ト は ア ゴ ニ ス ト と 比 べ て オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 異 な る 領 域 に 結 合 す る と い う 仮 説 を 支 持
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す る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 Ｎ 末 端 領 域 に お け る ２ つ の レ セ プ タ ー の リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン を さ ら に 同 定 お よ び 単 離
す る た め に 、 Ｎ 末 端 の よ り 小 さ な 領 域 が 交 換 さ れ 、 そ し て 変 異 型 レ セ プ タ ー は 、 κ ま た は
δ ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト に 対 す る 親 和 性 に つ い て 試 験 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 最 初 の 研 究 に よ り Ｎ 末 端 が リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン を 含 ま な い と い う こ と が 明 ら か で あ る
と す れ ば 、 第 ３ お よ び 第 ４ 細 胞 外 ド メ イ ン （ ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 明 ら か に 異 な る 、 オ ピ
オ イ ド レ セ プ タ ー 中 の 唯 一 ２ つ の 異 な っ て い る 細 胞 外 領 域 ） の ど ち ら か が 、 リ ガ ン ド 結 合
ド メ イ ン と し て の 役 割 を 果 た し て い る で あ ろ う 。 こ れ ら の 領 域 は 、 κ レ セ プ タ ー の 残 基 19
7～ 220お よ び 300～ 311、 な ら び に δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 残 基 187～ 208お よ び 287～ 298
に 対 応 す る 。 レ セ プ タ ー の 第 ３ お よ び 第 ４ 細 胞 外 ド メ イ ン は 、 ２ つ の レ セ プ タ ー の 間 で 交
換 さ れ 、 そ し て 変 異 型 レ セ プ タ ー は 、 κ お よ び δ レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ
ス ト と 結 合 す る 能 力 に つ い て 試 験 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 マ ウ ス κ お よ び δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー cDNAを 、 Altered SＩ teＴ Ｍ イ ン ビ ト ロ Mutagen
esＩ s System（ Promega Corp. MadＩ son WＩ ） を 用 い て 変 異 す る 。 κ レ セ プ タ ー cDNAの 第
１ 貫 膜 に 及 ぶ 領 域 に お け る 残 基 78～ 80に SpeＩ 制 限 部 位 を 設 計 す る た め に 、 マ ウ ス κ レ セ
プ タ ー cDNAを 、 フ ァ ー ジ ミ ド pALTERＴ Ｍ に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 そ し て ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ
R408を 用 い て 、 一 本 鎖 鋳 型 を 作 製 す る 。 所 望 の 変 異 (TCTGGTか ら ACTAGT)を コ ー ド す る 24マ
ー の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (GTGGGCAATTCACTAGTCATGTTT； 配 列 番 号 ７ )は 、 一 本 鎖 鋳 型 に ア ニ
ー リ ン グ し 、 そ し て T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ で 伸 長 す る 。 次 い で 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 DNAを 用 い て
、 修 復 マ イ ナ ス E. colＩ 株 BMH 71－ 18 mut Sを 形 質 転 換 す る 。 形 質 転 換 細 胞 は 、 125μ g/m
lア ン ピ シ リ ン を 含 有 す る LBプ レ ー ト で 成 長 さ せ て 選 択 さ れ る 。 二 本 鎖 プ ラ ス ミ ド DNAの 配
列 を 、 サ ン ガ ー の ジ デ オ キ シ チ ェ ー ン タ ー ミ ネ ー シ ョ ン 法 に よ っ て 決 定 し 、 そ し て SpeＩ
で 切 断 し て 変 異 の 存 在 を 確 認 す る 。 δ レ セ プ タ ー cDNAに つ い て は 、 所 望 の 変 異 (GCTCGTか
ら ACTAGT)を コ ー ド す る 24マ ー の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (CTGGGCAACGTACTAGTCATGTTT； 配 列 番
号 ８ )を 使 用 し 、 そ し て 上 記 の κ レ セ プ タ ー cDNAの 場 合 と 同 様 の 手 順 を 用 い 得 る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 各 変 異 さ れ た cDNAは 、 pALTERか ら 、 δ レ セ プ タ ー cDNAの 場 合 に は EcoRＩ お よ び SalＩ で
、 そ し て κ レ セ プ タ ー cDNAの 場 合 に は SalＩ お よ び BamHＩ で 切 り 出 さ れ 、 そ し て 適 切 な 哺
乳 類 発 現 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 pCMV6c） の 対 応 す る 部 位 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。 各 レ セ
プ タ ー の Ｎ 末 端 領 域 に 対 応 す る 各 cDNAの 5'領 域 (κ レ セ プ タ ー で は 残 基 １ ～ 75お よ び δ レ
セ プ タ ー で は 残 基 １ ～ 65)は 、 EcoRＩ ／ SpeＩ (δ レ セ プ タ ー )お よ び SalＩ ／ SpeＩ (κ レ セ
プ タ ー )で 切 除 さ れ 、 そ し て ゲ ル 精 製 さ れ る 。 δ レ セ プ タ ー の Ｎ 末 端 フ ラ グ メ ン ト は 、 κ
レ セ プ タ ー の Ｃ 末 端 フ ラ グ メ ン ト に 結 合 さ れ 、 そ し て κ レ セ プ タ ー の Ｎ 末 端 フ ラ グ メ ン ト
は 、 δ レ セ プ タ ー の Ｃ 末 端 領 域 に 結 合 さ れ る 。 挿 入 物 は ベ ク タ ー か ら 切 除 さ れ 、 そ し て そ
れ ら サ イ ズ を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 測 定 し 、 適 切 な 連 結 反 応 が 起 こ っ た か ど う か を 確
認 す る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 次 い で 、 キ メ ラ レ セ プ タ ー cDNAは 、 カ ル シ ウ ム － ホ ス フ ェ ー ト を 用 い る 手 順 に よ っ て CO
S－ 7細 胞 に 一 時 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 。 第 ３ ま た は 第 ４ 細 胞 外 ル ー プ が κ と δ オ ピ
オ イ ド レ セ プ タ ー と の 間 で 交 換 さ れ て い る キ メ ラ レ セ プ タ ー は 、 上 記 の 同 様 の 手 順 を 用 い
て PCRに よ っ て 生 成 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 レ セ プ タ ー 結 合 の 研 究 の た め に 、 キ メ ラ レ セ プ タ ー は 、 放 射 性 リ ガ ン ド [３ H]－ U69593
、 [３ H]－ ナ ロ キ ソ ン 、 [３ H]－ DPDPE、 お よ び [３ H]－ ナ ル ト リ ン ド ー ル で 標 識 さ れ る 。 特
異 的 結 合 は 、 ナ ロ キ ソ ン － 感 受 性 組 織 結 合 と し て 定 義 さ れ る 。 多 く の κ リ ガ ン ド 、 例 え ば
、 U50488、 U69593、 nor－ BNＩ 、 お よ び ダ イ ノ ル フ ィ ン を 用 い て 競 合 阻 害 研 究 が 行 わ れ る
。 結 合 の 立 体 特 異 性 は 、 ナ ロ キ ソ ン の 異 性 体 を 用 い て 、 そ し て 結 合 の 阻 害 で レ ボ ル フ ァ ノ
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ー ル と デ キ シ ト ル フ ァ ン (dextorphan)と の 能 力 を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 試 験 さ れ る 。 DP
DPE、 DSLET、 エ ン ケ フ ァ リ ン 、 デ ル ト ル フ ィ ン (deltorphＩ n)、 お よ び BW373U86の よ う な
δ レ セ プ タ ー リ ガ ン ド 、 な ら び に ナ ル ト リ ン ド ー ル 、 NTBお よ び BNTXな ど の ア ン タ ゴ ニ ス
ト も ま た 試 験 さ れ る 。 Ｉ C５ ０ 値 の 解 析 は 、 コ ン ピ ュ ー タ ー 曲 線 適 合 (curve fＩ ttＩ ng)プ
ロ グ ラ ム PROPHETを 用 い て 行 わ れ る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 放 射 性 標 識 ア ゴ ニ ス ト の 結 合 ま た は 放 射 性 標 識 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 結 合 の ア ゴ ニ ス ト に よ
る 阻 害 の い ず れ か に お け る GTPγ Sの 効 果 を 検 討 し て 、 変 異 型 レ セ プ タ ー が Ｇ タ ン パ ク 質 に
結 合 す る か ど う か 決 定 し 得 る 。 変 異 型 レ セ プ タ ー の 機 能 活 性 を 調 べ る た め に 、 レ セ プ タ ー
が フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 に よ る cAMPの 形 成 の ア ゴ ニ ス ト に よ る 阻 害 を 仲 介 す る 能 力 が 、 標 準
技 術 を 用 い て 記 載 さ れ て い る よ う に 決 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 Ｂ ．
　 Ｇ タ ン パ ク 質 は 、 種 々 の エ フ ェ ク タ ー 系 に 対 し て オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー を 結 合 し 、 そ し
て 従 っ て こ の オ ピ オ イ ド の 細 胞 活 動 を 仲 介 す る こ と に お い て 重 大 で あ る 。 Ｇ タ ン パ ク 質 と
の 会 合 に 関 係 し て い る レ セ プ タ ー の 領 域 は 、 以 前 は 同 定 さ れ て な か っ た 。 ア ド レ ナ リ ン お
よ び ム ス カ リ ン レ セ プ タ ー に 関 し て は 、 Ｇ タ ン パ ク 質 会 合 に 関 係 す る い く つ か の 異 な る 細
胞 内 ド メ イ ン が 、 同 定 さ れ て い る (Dohlmanら 、 1991)。 こ れ ら の レ セ プ タ ー の 第 ３ 細 胞 内
ル ー プ が 、 Ｇ タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 す る こ と が ま ず 考 え ら れ た 。 κ お よ び δ オ ピ オ イ ド
レ セ プ タ ー の 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 非 常 に 類 似 し て い る （ 下 記 参 照 ） 。 そ
れ ゆ え 、 κ お よ び δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ を 交 換 し て も 、 こ れ ら の 領
域 が Ｇ タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ ン グ ド メ イ ン で あ る か ど う か の 有 用 な 情 報 を 提 供 し そ う に は な
い 。 し か し 、 κ お よ び δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー は 、 ソ マ ト ス タ チ ン レ セ プ タ ー サ ブ タ イ プ
SSTR1と 高 い ア ミ ノ 酸 配 列 類 似 性 を 有 し 、 全 体 と し て 40％ の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 有 す る 。 さ
ら に 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ お よ び SSTR1は 、 サ イ ズ が 同 一 （ 各 々 28
ア ミ ノ 酸 ） で あ る が 、 配 列 は 異 な る （ 下 記 参 照 ） 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 SSTR1は 、 Ｇ タ ン パ ク 質 と 結 合 せ ず 、 ま た ア デ ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ 活 性 の ア ゴ ニ ス ト に よ
る 阻 害 も 仲 介 し な い こ と が 示 さ れ て い る (Rens－ DomＩ anoら 、 1992； Yasudaら 、 1992)。 そ
の 結 果 、 SSTR1の 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ は 、 Ｇ タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ ン グ の た め に 必 要 な 配 列 を
含 ん で い な い よ う で あ る 。 κ お よ び δ レ セ プ タ ー の 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ を 、 部 位 特 異 的 変 異
誘 発 に よ っ て SSTR1の 対 応 す る 領 域 と 交 換 す る こ と に よ り 、 こ れ ら が Ｇ タ ン パ ク 質 カ ッ プ
リ ン グ ド メ イ ン か ど う か 決 定 さ れ る 。 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ が Ｇ タ ン
パ ク 質 カ ッ プ リ ン グ ド メ イ ン で あ る 場 合 、 キ メ ラ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー は 、 Ｇ タ ン パ ク 質
と 会 合 す る 能 力 を な く す よ う で あ る 。 他 方 、 キ メ ラ SSTR1は 、 Ｇ タ ン パ ク 質 と 会 合 す る 能
力 を 得 る は ず で あ る 。 Ｇ タ ン パ ク 質 と キ メ ラ レ セ プ タ ー と の 会 合 は 、 ア ゴ ニ ス ト と レ セ プ
タ ー と の 結 合 に 対 す る GTPγ Sの 影 響 、 ア ゴ ニ ス ト の 結 合 に 対 す る 百 日 咳 毒 素 処 理 の 影 響 お
よ び キ メ ラ レ セ プ タ ー の cAMP形 成 の ア ゴ ニ ス ト 阻 害 を 仲 介 す る 能 力 に つ い て 試 験 さ れ る 。
キ メ ラ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 発 現 は 、 放 射 性 標 識 化 ア ン タ ゴ ニ ス ト お よ び ア ゴ ニ ス ト 結
合 の 両 方 を 用 い て 測 定 さ れ る 。 キ メ ラ SSTR1発 現 は 、 前 述 (Raynorお よ び ReＩ sＩ ne、 1989)
の よ う に 、 [１ ２ ５ Ｉ ]－ Tyr１ １ ソ マ ト ス タ チ ン 結 合 を 用 い て 検 出 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
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【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 い く つ か の レ セ プ タ ー の 第 ２ 細 胞 内 ル ー プ も ま た 、 Ｇ タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ ン グ に 寄 与 す
る と 考 え ら れ て い る (Dohlmanら 、 1991)。 κ お よ び δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の こ の 領 域 は
、 同 一 で あ る (上 記 参 照 )。 し か し 、 こ の 配 列 は 、 SSTR1の 配 列 と は 異 な る 。 第 ２ 細 胞 内 ル
ー プ は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の Ｇ タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ ン グ ド メ イ ン を 含 み 得 る 。 こ れ ら
の 領 域 は 、 SSTR1と 交 換 さ れ 、 そ し て キ メ ラ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー は Ｇ タ ン パ ク 質 カ ッ プ
リ ン グ の 喪 失 に つ い て 試 験 さ れ 、 そ し て キ メ ラ SSTR1は Ｇ タ ン パ ク 質 会 合 の 能 力 の 獲 得 に
つ い て 試 験 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 Ｇ タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ ン グ に 関 係 し 得 る オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 第 ３ の 潜 在 的 領 域 は 、
細 胞 質 テ ー ル (cytoplasmＩ c taＩ l)で あ ろ う 。 こ れ は 、 ２ つ の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー 間 で
ア ミ ノ 酸 配 列 が 異 な る 唯 一 の 細 胞 内 ド メ イ ン で あ る 。 両 方 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー が 百 日
咳 毒 素 感 受 性 Ｇ タ ン パ ク 質 に カ ッ プ リ ン グ す る が 、 そ れ が 会 合 す る Ｇ タ ン パ ク 質 の サ ブ タ
イ プ は 異 な る よ う で あ る 。 こ れ ら の レ セ プ タ ー が 異 な る Ｇ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 し 得 れ ば
、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の Ｃ 末 端 の 独 特 の 配 列 は 、 異 な る Ｇ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る こ
れ ら の 能 力 の 構 造 的 な 根 拠 を 提 供 す る よ う で あ る 。 こ れ ら の 領 域 は 、 SSTR1の 対 応 す る 領
域 と 交 換 さ れ 、 そ し て キ メ ラ レ セ プ タ ー は 、 放 射 性 リ ガ ン ド 結 合 技 術 を 用 い て Ｇ タ ン パ ク
質 会 合 に つ い て 、 お よ び ア デ ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ 活 性 の ア ゴ ニ ス ト 阻 害 を 仲 介 す る 能 力 に つ
い て 試 験 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 κ お よ び δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の Ｃ 末 端 は 、 Ｃ 末 端 が κ お よ び δ レ セ プ タ ー が Ｇ タ ン
パ ク 質 の サ ブ タ イ プ と 会 合 す る 能 力 の 微 妙 な 差 に 関 係 し て い る か ど う か 決 定 す る た め に 交
換 さ れ る 。 次 い で 、 こ の キ メ ラ 型 お よ び 野 生 型 レ セ プ タ ー は 、 適 切 な 宿 主 細 胞 (例 え ば 、 C
HO細 胞 ま た は PC12細 胞 )に お い て 安 定 に 発 現 さ れ る 。 次 い で 、 キ メ ラ レ セ プ タ ー は 、 免 疫
沈 降 ア プ ロ ー チ を 用 い て 、 ど の Ｇ タ ン パ ク 質 と そ れ ら が 会 合 し て い る か に つ い て 試 験 さ れ
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る 。 さ ら に 、 キ メ ラ レ セ プ タ ー の 異 な る エ フ ェ ク タ ー 系 （ 例 え ば 、 ア デ ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ
、 Ca++お よ び K+チ ャ ン ネ ル ） へ の カ ッ プ リ ン グ も ま た 、 特 定 の エ フ ェ ク タ ー 系 を 調 節 す る
た め に Ｃ 末 端 が レ セ プ タ ー に 選 択 的 に Ｇ タ ン パ ク 質 と カ ッ プ リ ン グ す る よ う に 指 示 (dＩ re
ct)し て い る が ど う か 決 定 す る た め に 分 析 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 ハ イ ブ リ ッ ド κ レ セ プ タ ー ／ SSTR1ま た は δ レ セ プ タ ー ／ SSTR1変 異 体 （ SSTR1の 第 ３ 細
胞 内 ル ー プ が 、 κ お よ び δ レ セ プ タ ー の 同 様 の 領 域 と 交 換 さ れ る ） を 構 築 す る た め に 、 PC
Rが 用 い ら れ る 。 ３ つ の フ ラ グ メ ン ト 、 Ｎ 末 端 、 Ｃ 末 端 、 お よ び SSTR1の 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ
、 κ お よ び δ レ セ プ タ ー は 、 以 下 の 条 件 下 で 10～ 50ngの プ ラ ス ミ ド DNAか ら 増 幅 さ れ る ： 9
5℃ で １ 分 間 、 55℃ で １ 分 間 、 そ し て 72℃ で １ 分 間 か ら な る サ イ ク ル を 25～ 30サ イ ク ル 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 Ｎ 末 端 フ ラ グ メ ン ト ： Ｎ 末 端 フ ラ グ メ ン ト は 、 SSTR1の cDNAに お け る 独 特 の SalＩ 部 位 、
δ レ セ プ タ ー の EcoRＩ 部 位 、 お よ び κ レ セ プ タ ー の SalＩ 部 位 に お よ ぶ 順 方 向 プ ラ イ マ ー
を 用 い て 生 成 さ れ る 。 逆 方 向 プ ラ イ マ ー は 、 SSTR1の 第 ５ 膜 に 及 ぶ 領 域 の 3'末 端 、 δ お よ
び κ レ セ プ タ ー に つ い て 行 わ れ る 。 SSTR1、 δ お よ び κ レ セ プ タ ー Ｎ 末 端 生 成 物 を 、 そ れ
ぞ れ 、 SalＩ 、 EcoRＩ お よ び SalＩ で 切 断 す る こ と に よ り 、 5'オ ー バ ー ハ ン グ お よ び 3'平 滑
末 端 を 有 す る DNAフ ラ グ メ ン ト を 生 じ る 。 Ｎ 末 端 フ ラ グ メ ン ト (N－ )の PCR増 幅 に 用 い ら れ
る 順 方 向 (Ｆ )お よ び 逆 方 向 (Ｒ )プ ラ イ マ ー は 、 以 下 を 含 む ：
【 ０ ２ ３ ８ 】
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ ： 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ (3－ Ｉ － ル ー プ )は 、 SSTR1、 δ お よ び κ レ セ プ タ
ー の 3－ Ｉ － ル ー プ の 5'末 端 を コ ー ド す る 順 方 向 プ ラ イ マ ー 、 な ら び に 3－ Ｉ － ル ー プ と Ｃ
末 端 フ ラ グ メ ン ト と の 間 の 接 合 点 (juncture)に ま た が る 逆 方 向 プ ラ イ マ ー を 用 い て 増 幅 さ
れ る 。 こ の プ ラ イ マ ー は 、 SSTR1、 δ お よ び κ レ セ プ タ ー cDNA内 の 同 一 位 置 で 制 限 部 位 Mbo
Ｉ を 有 し て い る 。 SSTR1、 δ お よ び κ レ セ プ タ ー 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ PCRフ ラ グ メ ン ト を Mbo
Ｉ で 切 断 す る と 、 5'平 滑 末 端 お よ び 3'MboＩ オ ー バ ー ハ ン グ を 有 す る DNAが 生 成 す る 。 3－
Ｉ － ル ー プ の PCR増 幅 に 用 い ら れ る プ ラ イ マ ー は 、 以 下 を 含 む ：
【 ０ ２ ４ ０ 】

10

20

30

40

(50) JP 2005-124574 A 2005.5.19



【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ １ 】
　 Ｃ 末 端 フ ラ グ メ ン ト ： Ｃ 末 端 フ ラ グ メ ン ト は 、 3－ Ｉ － ル ー プ と Ｃ 末 端 フ ラ グ メ ン ト と
の 間 の 接 合 点 に わ た る 順 方 向 プ ラ イ マ ー 、 お よ び SSTR1の 唯 一 の EcoRＩ 部 位 、 δ レ セ プ タ
ー の SalＩ 部 位 、 な ら び に κ レ セ プ タ ー の た め の XbaＩ 部 位 を コ ー ド す る 逆 方 向 プ ラ イ マ ー
で 生 成 さ れ る 。 順 方 向 プ ラ イ マ ー は 、 3－ Ｉ － ル ー プ フ ラ グ メ ン ト の 逆 方 向 プ ラ イ マ ー と
全 く 同 じ で 、 MboＩ 部 位 を コ ー ド す る 。 こ れ は 、 3－ Ｉ － ル ー プ フ ラ グ メ ン ト と Ｃ 末 端 フ ラ
グ メ ン ト と を 指 向 性 を も っ て 結 合 さ せ る 。 SSTR1、 δ お よ び κ レ セ プ タ ー の Ｃ 末 端 生 成 物
を 、 そ れ ぞ れ 、 EcoRＩ 、 SalＩ お よ び XbaＩ 、 な ら び に MboＩ で 切 断 す る と 、 5'MboＩ オ ー バ
ー ハ ン グ お よ び そ れ ら の そ れ ぞ れ の 3'オ ー バ ー ハ ン グ を 有 す る DNAフ ラ グ メ ン ト を 生 じ る
。 以 下 の プ ラ イ マ ー は 、 Ｃ 末 端 フ ラ グ メ ン ト (C－ )の PCR増 幅 に 用 い ら れ る ：
【 ０ ２ ４ ２ 】
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 PCR増 幅 お よ び 切 断 の 後 、 SSTR1の N－ お よ び C－ 末 端 フ ラ グ メ ン ト は 、 δ ま た は κ レ セ プ
タ ー の 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ に 接 合 さ れ 、 そ し て T4 DNAリ ガ ー ゼ の 存 在 下 16℃ で 24時 間 、 pCMV
－ 6b（ こ れ は 、 SalＩ お よ び EcoRＩ で 切 断 さ れ て い る ） に 結 合 さ れ る 。 一 旦 ハ イ ブ リ ッ ド
が 適 切 に 発 現 ベ ク タ ー に 結 合 さ れ る と 、 全 体 の 挿 入 物 の 配 列 を 、 サ ン ガ ー の ジ デ オ キ シ チ
ェ ー ン タ ー ミ ネ ー シ ョ ン 法 (Sequenase versＩ on 2.0、 USB)を 用 い て 製 造 業 者 の 記 載 に 従
っ て 決 定 す る 。 こ の 手 順 は 、 SSTR1の 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ を 含 む δ お よ び κ レ セ プ タ ー に つ
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い て 繰 り 返 さ れ る 。 δ お よ び κ レ セ プ タ ー の Ｃ 末 端 フ ラ グ メ ン ト は 、 そ れ ぞ れ 、 １ お よ び
２ 個 の 内 因 性 MboＩ 部 位 を 有 す る こ と を 留 意 す べ き で あ る 。 δ お よ び κ レ セ プ タ ー の 挿 入
物 は 、 以 前 に フ ァ ー ジ ミ ド pALTERに サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ て い る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 特
異 的 変 異 誘 発 (Altered SＩ tes、 Promega)に よ っ て 、 こ れ ら の 内 因 性 MboＩ 部 位 は 、 １ 個 の
(sＩ ngle)ヌ ク レ オ チ ド 変 化 （ こ の 変 化 は ア ミ ノ 酸 配 列 を 変 化 し な い ） に よ っ て 壊 れ る 。
こ れ は 、 PCR増 幅 の 前 に 行 わ れ る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 第 ２ 細 胞 内 ル ー プ の 交 換 は 、 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ 交 換 に 類 似 し た 方 法 で 行 わ れ る 。 Ｃ 末 端
交 換 は 、 Ｎ 末 端 交 換 の よ う な 類 似 し た 様 式 で 行 わ れ る 。 こ の 交 換 で は 、 共 通 の 制 限 部 位 が
、 SSTR1、 δ お よ び κ レ セ プ タ ー の 対 応 す る 同 一 の 部 位 に て 設 計 さ れ る 。 適 切 な 制 限 酵 素
を 用 い て 、 各 レ セ プ タ ー か ら Ｃ 末 端 フ ラ グ メ ン ト を 切 断 し 、 次 い で SSTR1の Ｃ 末 端 フ ラ グ
メ ン ト は κ ま た は δ レ セ プ タ ー の 残 り の い ず れ か に 結 合 さ れ る か 、 あ る い は オ ピ オ イ ド レ
セ プ タ ー の Ｃ 末 端 フ ラ グ メ ン ト は SSTR1の 残 り に 結 合 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 キ メ ラ レ セ プ タ ー は 、 適 切 な 宿 主 細 胞 (例 え ば 、 CHOお よ び PC12細 胞 )で 安 定 に 発 現 さ れ
、 そ し て 各 々 の レ セ プ タ ー と ア ゴ ニ ス ト と の 高 い 親 和 性 に よ る 結 合 を GTPア ナ ロ グ が 減 少
さ せ る 能 力 を 用 い て Ｇ タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ ン グ に つ い て 試 験 さ れ る 。 κ レ セ プ タ ー は [３ H
]－ U69,593で 標 識 さ れ 、 δ レ セ プ タ ー は [３ H]－ DPDPEで 標 識 さ れ 、 そ し て キ メ ラ SSTR1は
、 前 述 (Rens－ DomＩ anoら 、 1992、 Yasudaら 、 1992)の よ う に 、 [１ ２ ５ Ｉ ]－ Tyr１ １ SRＩ F
で 標 識 さ れ る 。 キ メ ラ レ セ プ タ ー は ま た 、 フ ォ ル ス コ リ ン に よ る cAMP形 成 刺 激 の ア ゴ ニ ス
ト 阻 害 を 仲 介 す る そ れ ら の 能 力 に つ い て 試 験 さ れ る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 Ｃ ．
　 リ ガ ン ド 結 合 に 必 要 な δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 構 造 的 必 要 条 件 を 調 べ る た め に 、 ク ロ
ー ニ ン グ さ れ た マ ウ ス δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 残 基 128の ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び 残 基 278
の ヒ ス チ ジ ン を 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 に よ っ て ア ス パ ラ ギ ン に 変 換 し た
(後 述 の 実 施 例 ８ 参 照 )。 野 生 型 お よ び 変 異 型 レ セ プ タ ー を COS－ 7細 胞 で 発 現 し 、 そ し て オ
ピ オ イ ド ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト に 対 す る 親 和 性 に つ い て 試 験 し た 。 レ セ プ タ ー
は 、 δ レ セ プ タ ー 選 択 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 3H－ ナ ル ト リ ン ド ー ル で 特 異 的 に 標 識 し 得 た 。
野 生 型 お よ び 変 異 型 レ セ プ タ ー は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ナ ル ト リ ン ド ー ル 、 NTB、 お よ び ジ
プ レ ノ ル フ ィ ン を 同 様 な 高 親 和 性 で 結 合 す る 。 対 照 的 に 、 δ レ セ プ タ ー 選 択 的 ペ プ チ ド 性
ア ゴ ニ ス ト 、 例 え ば 、 D－ Ala２ デ ル ト ル フ ィ ン (deltorphＩ n)Ｉ Ｉ 、 DSLET、 DPDPE、 お よ
び 非 ペ プ チ ド 性 ア ゴ ニ ス ト SＩ OM、 な ら び に 非 選 択 的 オ ピ オ イ ド ア ゴ ニ ス ト 、 例 え ば 、 β
－ エ ン ド ル フ ィ ン 、 エ ト ル フ ィ ン 、 ブ レ マ ゾ シ ン 、 お よ び レ ボ ル フ ァ ノ ー ル の ア ス パ ラ ギ
ン 128変 異 体 (D128N変 異 体 )と の 結 合 能 力 は 、 野 生 型 レ セ プ タ ー へ の 結 合 と 比 較 し て 非 常 に
減 少 し た 。 ア ゴ ニ ス ト に 対 す る D128N変 異 体 の 親 和 性 の 減 少 は 、 Ｇ タ ン パ ク 質 か ら の レ セ
プ タ ー の 解 離 に 起 因 す る の で は な か っ た 。 な ぜ な ら ば 、 D128N変 異 体 は 、 オ ピ オ イ ド ア ゴ
ニ ス ト に よ り 誘 発 さ れ る フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 に よ る cAMPの 形 成 の 阻 害 を 効 果 的 に 仲 介 す る
。 し か し 、 結 合 の 結 果 と 一 致 し て 、 D128N変 異 体 を 発 現 す る 細 胞 に お い て DSLETお よ び ブ レ
マ ゾ シ ン が フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 に よ る cAMPの 蓄 積 を 阻 害 す る 能 力 は 、 野 生 型 δ レ セ プ タ ー
と 比 較 し て 減 少 し た 。 こ れ ら の 研 究 の 結 果 は 、 マ ウ ス δ レ セ プ タ ー に お け る 残 基 128の ア
ス パ ラ ギ ン 酸 は ア ゴ ニ ス ト が δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー と 結 合 す る に は 必 要 で あ る が 、 ア ン
タ ゴ ニ ス ト が δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー と 結 合 す る に は 必 要 で は な い こ と を 示 す 。 こ の 負 に
荷 電 さ れ た 残 基 は 、 オ ピ オ イ ド ア ゴ ニ ス ト の 正 に 荷 電 さ れ た 窒 素 残 基 に 対 イ オ ン と し て の
役 目 を 果 た し 得 る 。 対 照 的 に 、 ヒ ス チ ジ ン 278を ア ス パ ラ ギ ン に 変 換 し た (H278N)変 異 型 レ
セ プ タ ー は 、 野 生 型 レ セ プ タ ー よ り も ア ゴ ニ ス ト に 対 し て よ り 高 い 親 和 性 を 有 し た 。 こ の
発 見 は 、 こ の ヒ ス チ ジ ン の 芳 香 族 構 造 は 、 δ レ セ プ タ ー と の リ ガ ン ド 結 合 に 不 可 欠 で は な
く 、 実 際 は ア ゴ ニ ス ト 結 合 の 障 害 に な り 得 る こ と を 示 唆 す る 。 こ れ ら ２ つ の 変 異 型 レ セ プ
タ ー に お け る ア ゴ ニ ス ト の 能 力 (ア ン タ ゴ ニ ス ト の 能 力 で は な く )の 変 化 は 、 ア ゴ ニ ス ト お
よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト が δ レ セ プ タ ー に 異 な る 方 法 で 、 そ し て お そ ら く は 異 な る リ ガ ン ド 結
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合 ド メ イ ン と 相 互 作 用 す る こ と に よ っ て 、 結 合 す る と い う 仮 説 を 支 持 す る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
 
XＩ Ｉ ．

　 Ａ ．
　 κ お よ び δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 両 方 は 多 細 胞 性 エ フ ェ ク タ ー 系 に カ ッ プ リ ン グ す る
。 Ｇ タ ン パ ク 質 は 多 く の レ セ プ タ ー を 細 胞 性 エ フ ェ ク タ ー 系 に 関 連 さ せ る の に 必 要 と さ れ
る 。 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー と 物 理 学 的 に 関 連 す る Ｇ タ ン パ ク 質 を 直 接 測 定 す る 生 物 化 学 的
な ア プ ロ ー チ が 本 研 究 所 に よ り 開 発 さ れ た 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 SRＩ Fレ セ プ タ ー お よ び
α 2aア ド レ ナ リ ン レ セ プ タ ー に 関 連 す る GＩ お よ び Goサ ブ タ イ プ を 同 定 す る た め に 使 用 さ
れ て い る （ Lawら 、 1991、 1993； Lawお よ び ReＩ sＩ ne、 1992； Okumaお よ び ReＩ sＩ ne、 199
2） 。 簡 潔 に い う と 、 こ の ア プ ロ ー チ は 、 (1)レ セ プ タ ー ／ Ｇ タ ン パ ク 質 の 関 係 を 維 持 す る
た め に 、 マ イ ル ド な 清 浄 剤 CHAPSを 用 い て レ セ プ タ ー を 発 現 す る 組 織 供 給 源 由 来 の こ の レ
セ プ タ ー を 可 溶 化 さ せ る こ と 、 (2)可 溶 化 さ れ な い 物 質 を 除 去 す る た め に 高 速 度 で 遠 心 分
離 し 、 そ し て GＩ α 1(3646)、 GＩ α 2(1521)、 GＩ α 3(1518)、 Goα 1ま た は Goα 2の い ず れ か
に 対 す る ペ プ チ ド 特 異 的 抗 血 清 を 用 い て レ セ プ タ ー ／ Ｇ タ ン パ ク 質 複 合 体 を 免 疫 沈 降 さ せ
る こ と 、 を 包 含 す る 。 こ の 抗 血 清 は 、 D. MannＩ ng博 士 （ Dept. Pharmacology, UnＩ v. PA
） に よ り 生 成 さ れ て 提 供 さ れ 、 そ し て α サ ブ タ イ プ の 内 部 配 列 に 特 異 的 で あ る 。 こ の 抗 血
清 は 、 α サ ブ ユ ニ ッ ト の 組 み 換 え 形 態 に よ っ て 決 定 さ れ た そ れ ら の 特 異 性 に 基 づ い て 各 α
サ ブ ユ ニ ッ ト に 対 し 選 択 的 で あ り 、 そ し て こ の 抗 血 清 は 、 [３ ５ S]－ メ チ オ ニ ン で 代 謝 的
に 標 識 さ れ た α サ ブ ユ ニ ッ ト を 免 疫 沈 降 さ せ る 能 力 に よ り 測 定 さ れ る よ う に 、 α サ ブ ユ ニ
ッ ト を 免 疫 沈 降 さ せ る こ と に 同 様 に 効 果 的 で あ る 。 免 疫 沈 降 の 後 、 免 疫 沈 降 物 を 上 清 か ら
分 離 し 、 そ し て 免 疫 沈 降 さ れ た レ セ プ タ ー ま た は 上 清 中 に 残 存 す る 可 溶 化 さ れ た レ セ プ タ
ー の い ず れ か に 対 し て 高 親 和 性 ア ゴ ニ ス ト 結 合 が 行 わ れ 得 る 。 免 疫 沈 降 の 特 異 性 は 、 免 疫
沈 降 を ブ ロ ッ ク す る た め に 生 成 さ れ た 抗 血 清 に 対 す る ペ プ チ ド を 用 い て 測 定 さ れ る 。 δ オ
ピ オ イ ド レ セ プ タ ー は 、 [１ ２ ５ Ｉ ]－ β － エ ン ド ル フ ィ ン を 用 い て 標 識 さ れ る 。 な ぜ な ら
、 そ れ は δ レ セ プ タ ー と の 結 合 に 使 用 で き る 最 も 強 力 な ア ゴ ニ ス ト の １ つ で あ り 、 か つ そ
の 高 い 比 放 射 能 に よ り こ の レ セ プ タ ー の 検 出 が 容 易 に な る か ら で あ る 。 さ ら に 、 Ｇ タ ン パ
ク 質 に カ ッ プ リ ン グ し て い な い レ セ プ タ ー の ア ゴ ニ ス ト に 対 す る 親 和 性 が 低 い の で 、 レ セ
プ タ ー を ア ゴ ニ ス ト で 標 識 す る こ と は 、 検 出 さ れ た レ セ プ タ ー が Ｇ タ ン パ ク 質 に カ ッ プ リ
ン グ し た も の で あ る こ と を 保 証 す る 。 可 溶 化 さ れ 、 そ し て 免 疫 沈 降 さ れ た δ レ セ プ タ ー も
ま た 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト [３ H]－ ナ ル ト リ ン ド ー ル で 標 識 さ れ る 。 κ レ セ プ タ ー を 標 識 す る
た め に は 、 高 親 和 性 の ア ゴ ニ ス ト [３ H]－ U69,593お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト [３ H]－ ナ ロ キ ソ
ン が 利 用 さ れ る 。 組 織 供 給 源 に 関 し て は 、 δ お よ び κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 両 方 が 共 に
CHO細 胞 お よ び PC12細 胞 に 安 定 に 発 現 さ れ て い る 。 こ れ ら の 研 究 に よ り 、 ど の Ｇ タ ン パ ク
質 が ク ロ ー ン 化 さ れ た δ お よ び κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー と 物 理 的 に 関 連 す る か を 決 定 し 得
る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 こ れ ら の 研 究 の た め に 、 SRＩ Fお よ び α 2ア ド レ ナ リ ン レ セ プ タ ー に カ ッ プ リ ン グ す る Ｇ
タ ン パ ク 質 を 研 究 す る た め に 用 い た 方 法 と 同 様 の 方 法 を 利 用 し た （ Lawら 、 1991、 1993； O
kumaお よ び ReＩ sＩ ne、 1992を 参 照 ） 。 ク ロ ー ン 化 さ れ た δ ま た は κ レ セ プ タ ー の い ず れ
か を 安 定 に 発 現 す る CHO（ DG44） ま た は PC12細 胞 は 、 非 イ オ ン 性 清 浄 剤 CHAPS（ 20mM CHAPS
、 20％ グ リ セ ロ ー ル 、 250mM PMSF、 な ら び に 50mMTrＩ s－ HCl(pH7.8)、 1mM EGTA、 5mM MgC
l２ 、 10μ gロ イ ペ プ チ ン 、 2μ gペ プ ス タ チ ン お よ び 200μ gバ シ ト ラ シ ン か ら な る 緩 衝 液 Ａ
） を 含 有 す る 緩 衝 液 で 可 溶 化 す る 。 可 溶 化 後 、 溶 液 を 100,000× gで 60分 間 ４ ℃ で 遠 心 分 離
し て 上 清 を 除 去 し 、 そ し て 緩 衝 液 Ａ 中 の 7.5％ グ リ セ ロ ー ル 、 0.5μ g/mlア プ ロ チ ニ ン で １
： ５ に 希 釈 す る 。 続 い て 、 サ ン プ ル を AmＩ con8050限 外 濾 過 装 置 を 用 い て 濃 縮 す る 。 オ ピ
オ イ ド レ セ プ タ ー ／ Ｇ タ ン パ ク 質 複 合 体 を 免 疫 沈 降 さ せ る た め 、 可 溶 化 さ れ た レ セ プ タ ー
を Ｇ タ ン パ ク 質 に 特 異 的 な 抗 血 清 の ア リ コ ー ト と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 サ ン プ ル を 回 転
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装 置 内 に ４ ℃ で ４ ～ ６ 時 間 放 置 す る 。 続 い て 、 50％ （ w/v） タ ン パ ク 質 Ａ セ フ ァ ロ ー ス ビ
ー ズ 100μ lを 、 こ の サ ン プ ル に 加 え 、 そ し て 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 抗 血 清 の 別 の ア リ
コ ー ト を 連 続 し て 添 加 し 、 全 抗 血 清 の 希 釈 度 を １ ： 20（ こ れ は 、 ソ マ ト ス タ チ ン お よ び α
2レ セ プ タ ー ／ Ｇ タ ン パ ク 質 複 合 体 を 免 疫 沈 降 さ せ る 抗 血 清 の 最 適 濃 度 で あ る ） に す る 。
サ ン プ ル を ３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 続 い て 、 Eppendorp mＩ crocentrＩ fugeに て 10,000r
pmで ２ 分 間 遠 心 分 離 す る 。 上 清 を 除 去 し 、 そ し て 下 記 の 結 合 ア ッ セ イ を 用 い て オ ピ オ イ ド
レ セ プ タ ー の 存 在 に つ い て テ ス ト す る 。 免 疫 沈 降 物 を 緩 衝 液 Ａ に 再 懸 濁 し 、 そ し て 再 び 遠
心 分 離 す る 。 上 清 を 除 去 し て 免 疫 沈 降 物 を 緩 衝 液 Ａ に 再 懸 濁 し 、 そ し て 下 記 の 結 合 ア ッ セ
イ に よ り オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 存 在 を 検 出 す る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 可 溶 化 さ れ た オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー を 放 射 性 リ ガ ン ド 結 合 ア ッ セ イ に よ り 検 出 す る 。 δ
レ セ プ タ ー に つ い て は 、 代 表 的 に は 、 [１ ２ ５ Ｉ ]－ β － エ ン ド ル フ ィ ン を 用 い て レ セ プ タ
ー を 標 識 す る 。 特 異 的 な 結 合 を DSLET（ 1μ M） ま た は ナ ル ト リ ン ド ー ル （ 1μ M） の 置 換 可
能 な 結 合 に よ り 測 定 す る 。 結 合 反 応 は 25℃ で 行 い 、 そ し て 反 応 混 合 物 に 9mlの 冷 TrＩ s－ HC
l緩 衝 液 (pH7.8)を 加 え 、 そ し て サ ン プ ル を 真 空 下 で 濾 過 す る こ と に よ り 停 止 す る 。 結 合 し
た 放 射 性 を ガ ン マ カ ウ ン タ ー を 用 い て 分 析 す る 。 同 様 の 研 究 を [３ H]－ ナ ル ト リ ン ド ー ル
を 用 い て 行 う 。 [３ H]－ ナ ル ト リ ン ド ー ル は 、 そ の 結 合 が Ｇ タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ ン グ に 依
存 し な い た め 、 存 在 す る 可 溶 化 さ れ た δ レ セ プ タ ー の 全 量 を 測 定 す る た め に 使 用 さ れ る 。
反 対 に 、 [１ ２ ５ Ｉ ]－ β － エ ン ド ル フ ィ ン は Ｇ タ ン パ ク 質 に カ ッ プ リ ン グ し た レ セ プ タ ー
の 存 在 の み を 検 出 す る 。 免 疫 沈 降 さ れ た δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー を 検 出 す る た め に 、 免 疫
沈 降 さ れ た レ セ プ タ ー を TrＩ s－ HCl（ pH7.8） 緩 衝 液 に 再 懸 濁 し 、 そ し て 上 記 と 同 様 の 結
合 ア ッ セ イ を 行 う 。 可 溶 化 さ れ 、 そ し て 免 疫 沈 降 さ れ た κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー を 検 出 す
る た め に 、 ア ゴ ニ ス ト [３ H]－ U69,593を 用 い て 、 κ レ セ プ タ ー ／ Ｇ タ ン パ ク 質 複 合 体 を 検
出 し 、 そ し て [３ H]－ ナ ロ キ ソ ン を 用 い て 存 在 す る 全 κ レ セ プ タ ー を 検 出 す る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 使 用 さ れ る Ｇ タ ン パ ク 質 特 異 的 抗 血 清 は 、 SRＩ Fお よ び α 2ア ド レ ナ リ ン レ セ プ タ ー ／ Ｇ
タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ ン グ を 研 究 す る た め に 使 用 さ れ た 先 の 血 清 と 同 じ で あ る 。 抗 血 清 8730
は GＩ α の C－ 末 端 に 特 異 的 で あ り 、 そ し て 全 て の 形 態 の GＩ α を 認 識 す る 。 使 用 さ れ る GＩ
α サ ブ タ イ プ 選 択 性 抗 血 清 は 、 3646（ GＩ α 1） 、 1521(GＩ α 2)お よ び 1518（ GＩ α 3） で あ
る 。 こ れ ら の 抗 血 清 は GＩ α の 内 部 領 域 に 特 異 的 で あ る 。 そ れ ら の 選 択 性 は GＩ α サ ブ タ イ
プ の 組 み 換 え 形 態 に 対 す る そ の 特 異 性 に 基 づ い て 確 立 さ れ て い る 。 抗 血 清 9072お よ び 2353
は 、 そ れ ぞ れ 、 Goα の C－ 末 端 お よ び 内 部 領 域 に 特 異 的 で あ る 。 こ れ ら は 、 Goα と 選 択 的
に 相 互 作 用 す る 。 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー と 相 互 作 用 す る Goα の ス プ ラ イ シ ン グ 変 種 を 区 別
す る た め に 使 用 す る Goα 1お よ び Goα 2抗 血 清 は 、 Goα サ ブ タ イ プ の 290～ 299残 基 に 対 応 す
る ペ プ チ ド Glu Tyr Pro Gly Ser Asn Thr Tyr Glu Asp (配 列 番 号 ： 36)お よ び Glu Tyr Th
r Gly Pro Ser Ala Phe Thr Glu (配 列 番 号 ： 37)に 対 し て 生 成 さ れ る （ Lawら 、 1993） 。
XＩ Ｉ Ｉ ．
　 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 急 激 な 刺 激 は 痛 覚 消 失 を 誘 導 し 得 る が 、 レ セ プ タ ー の ア ゴ ニ ス
ト へ の 慢 性 被 曝 は 耐 性 を 誘 導 し 得 る （ Koobお よ び Bloom、 1992） 。 こ れ ら の 行 動 現 象 に 含
ま れ る 特 異 的 な 神 経 化 学 メ カ ニ ズ ム は 知 ら れ て い な い 。 し か し な が ら 、 多 く の 研 究 は 、 耐
性 の 発 生 を オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 脱 感 作 と 関 連 さ せ て い る （ Nestler、 1993、 Lohお よ び
SmＩ th、 1990； ChＩ lders、 1988） 。 オ ピ オ イ ド ア ゴ ニ ス ト へ の 慢 性 被 曝 の 後 、 細 胞 株 お
よ び 動 物 中 の δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー が 脱 感 作 さ れ る と 報 告 さ れ て い る （ Lawら 、 1983～ 1
985） 。 同 様 に 、 COSま た は CHO細 胞 に 発 現 さ れ る ク ロ ー ン 化 さ れ た δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ
ー は 、 ア ゴ ニ ス ト に よ る 前 処 理 の 後 で 、 脱 感 作 す る （ 未 公 開 の 結 果 ） 。 齧 歯 類 に お け る 研
究 も ま た 、 κ レ セ プ タ ー が 慢 性 オ ピ オ イ ド 処 理 に よ り 変 調 さ れ 得 る こ と を 示 唆 し て い る 。
予 測 さ れ る よ う に 、 COS細 胞 に 発 現 さ れ る ク ロ ー ン 化 さ れ た κ レ セ プ タ ー は 、 ア ゴ ニ ス ト
に よ る 前 処 理 の 後 、 脱 感 作 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 短 期 間 の オ ピ オ イ ド 処 理 は オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 脱 感 作 を 誘 導 し 得 る が 、 培 養 中 の 細
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胞 の オ ピ オ イ ド へ の 長 期 間 被 曝 ま た は 動 物 の オ ピ オ イ ド に よ る 長 期 間 処 理 は オ ピ オ イ ド レ
セ プ タ ー の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 引 き 起 こ す 。 ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 こ の レ セ
プ タ ー の 内 在 化 （ Ｉ nternalＩ zatＩ on） ま た は 退 化 (degradatＩ on)に よ る 不 活 性 化 を 包 含
す る 。 こ れ は 、 NG－ 108細 胞 に 発 現 さ れ る δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー に つ い て 、 最 も 明 ら か
に 確 立 さ れ て い る （ Lawら 、 1984、 1985） 。 多 く の ホ ル モ ン レ セ プ タ ー お よ び 神 経 伝 達 物
質 の レ セ プ タ ー に 関 し て は 、 レ セ プ タ ー の 脱 感 作 お よ び ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が 、 時 間
的 様 式 お よ び 分 子 形 態 の 両 方 に 関 連 し て い る （ Hausdorffら 、 1992） 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 多 く の 神 経 伝 達 物 質 お よ び ホ ル モ ン に 関 し て は 、 レ セ プ タ ー の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン
が 多 く の 長 期 間 の 適 応 細 胞 応 答 を 引 き 起 こ し 得 る 。 最 も 明 確 な 変 化 の １ つ は 、 ダ ウ ン レ ギ
ュ レ ー ト さ れ た レ セ プ タ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 に お け る 改 変 で あ る 。 慢 性 オ ピ オ イ
ド 処 理 が オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 引 き 起 こ す と 報 告 さ れ て い る
が 、 慢 性 オ ピ オ イ ド の 使 用 後 の 、 適 応 細 胞 応 答 に 関 し て は 殆 ど 知 ら れ て い な い 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 Ａ ．
　 ア ゴ ニ ス ト に 対 す る ク ロ ー ン 化 さ れ た κ レ セ プ タ ー を 発 現 す る COS細 胞 の 前 処 理 は κ レ
セ プ タ ー を 脱 感 作 す る 。 酵 素 BARKは κ レ セ プ タ ー の 脱 感 作 に 関 与 す る 。 な ぜ な ら 、 κ レ セ
プ タ ー お よ び 優 性 の ネ ガ テ ィ ブ BARK変 異 体 を 同 時 発 現 す る 細 胞 で は 、 ア ゴ ニ ス ト 前 処 理 が
κ レ セ プ タ ー の 脱 感 作 を 引 き 起 こ さ な い か ら で あ る 。 リ ン 酸 化 は レ セ プ タ ー を Ｇ タ ン パ ク
質 お よ び エ フ ェ ク タ ー 系 か ら 解 離 す る こ と が 示 さ れ て い る の で 、 BARKは 多 く の ア ゴ ニ ス ト
の 占 め る レ セ プ タ ー の リ ン 酸 化 を 触 媒 し 、 そ し て こ の リ ン 酸 化 は こ れ ら の レ セ プ タ ー の ア
ゴ ニ ス ト 誘 発 脱 感 作 に 連 動 す る （ Hausdorffら 、 1992； BenovＩ cら 、 1989） 。 κ レ セ プ タ
ー に 対 す る ペ プ チ ド 特 異 的 抗 血 清 を 生 成 し 、 そ し て そ れ を 用 い て κ レ セ プ タ ー が 脱 感 作 の
間 に リ ン 酸 化 さ れ る か ど う か 、 お よ び BARKが リ ン 酸 化 の 触 媒 に 関 与 す る か ど う か を テ ス ト
す る 。 本 発 明 は 、 κ レ セ プ タ ー の C－ 末 端 （ Thr Val Gln Asp Pro Ala Ser Met Arg Asp V
al Gly； 配 列 番 号 ： 38、 残 基 367～ 378） お よ び N－ 末 端 （ Ser Pro Ｉ le Gln Ｉ le Phe Arg
 Gly Asp Pro Gly Pro Thr Cys Ser； 配 列 番 号 ： 39、 残 基 ３ ～ 17） に 対 応 す る ２ つ の 合 成
ペ プ チ ド を 開 示 す る 。 こ れ ら の 配 列 は 、 κ レ セ プ タ ー の ユ ニ ー ク な 領 域 で あ り 、 そ し て Ge
nbankデ ー タ ベ ー ス か ら 入 手 可 能 な 他 の い ず れ の 配 列 に も 対 応 し な い 。 こ の ペ プ チ ド を 用
い て 、 SRＩ Fレ セ プ タ ー に 対 す る ペ プ チ ド 特 異 的 抗 血 清 を 生 成 す る た め に 利 用 さ れ た の と
同 じ ア プ ロ ー チ を 用 い 、 抗 血 清 を 生 成 す る 。 こ の 抗 血 清 は 、 可 溶 化 さ れ た κ レ セ プ タ ー を
免 疫 沈 降 さ せ る そ れ ら の 能 力 （ こ れ は 、 放 射 性 リ ガ ン ド 結 合 技 術 を 用 い て 検 出 さ れ る ） 、
お よ び 、 [３ ５ S]－ メ チ オ ニ ン で 代 謝 的 に 標 識 さ れ た 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た COS細 胞 中
の κ レ セ プ タ ー を 免 疫 沈 降 さ せ る そ れ ら の 能 力 に つ い て テ ス ト さ れ る 。 抗 血 清 の 特 異 性 は
、 レ セ プ タ ー を 免 疫 沈 降 さ せ る 抗 血 清 の 能 力 を ブ ロ ッ ク す る た め に 生 成 さ れ る ペ プ チ ド の
能 力 に よ り 測 定 さ れ る 。 こ の 抗 血 清 は ま た 、 κ レ セ プ タ ー を 一 過 的 ま た は 安 定 的 に 発 現 す
る そ れ ぞ れ の COS細 胞 ま た は CHO細 胞 を 用 い る 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 に よ り ク ロ ー ン 化 さ れ た κ レ
セ プ タ ー を 選 択 的 に 検 出 す る 能 力 に つ い て テ ス ト さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 一 旦 抗 血 清 の 特 異 性 が 特 徴 付 け ら れ る と 、 こ れ ら は 、 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー が 脱 感 作
の 間 に リ ン 酸 化 さ れ る か ど う か を 測 定 す る た め に 使 用 さ れ る 。 こ れ ら の 研 究 の た め に 、 κ
レ セ プ タ ー を 発 現 す る COS細 胞 ま た は CHO細 胞 の い ず れ か を [３ ２ P]－ オ ル ト ホ ス フ ェ ー ト
で プ レ ロ ー ド す る 。 こ れ ら の 細 胞 を 、 U50,488で 種 々 の 時 間 （ １ 、 ５ 、 10、 15、 30、 45分
間 、 お よ び １ 、 ２ お よ び ４ 時 間 ） 処 理 し 、 処 理 を 停 止 し 、 そ し て 細 胞 を 可 溶 化 さ せ て κ レ
セ プ タ ー を 免 疫 沈 降 さ せ る 。 続 い て 、 免 疫 沈 降 さ れ た レ セ プ タ ー を SDS－ PAGEに か け 、 そ
し て オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ し て 、 そ れ ら が リ ン 酸 化 さ れ る か ど う か を 測 定 す る 。 N－ 末 端 特
異 的 抗 血 清 は リ ン 酸 化 さ れ た レ セ プ タ ー お よ び リ ン 酸 化 さ れ て い な い レ セ プ タ ー の 両 方 を
同 様 に 良 く 認 識 し 得 る は ず で あ る 。 な ぜ な ら 、 そ の エ ピ ト ー プ は 細 胞 内 キ ナ ー ゼ に 接 近 で
き な い 細 胞 外 ド メ イ ン に あ り 、 従 っ て 、 リ ン 酸 基 に よ り 妨 害 さ れ る は ず が な い か ら で あ る
。 C－ 末 端 特 異 的 抗 血 清 も ま た 、 レ セ プ タ ー を 免 疫 沈 降 さ せ る た め に 用 い ら れ る 。 リ ン 酸
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化 さ れ た 残 基 が 抗 血 清 の エ ピ ト ー プ に 近 い 場 合 、 こ れ は リ ン 酸 化 に よ り 影 響 さ れ 得 る 。 N
－ 末 端 特 異 的 な 抗 血 清 が 免 疫 沈 降 し 得 る の に 対 し 、 そ れ が リ ン 酸 化 さ れ た レ セ プ タ ー を 免
疫 沈 降 さ せ る こ と が で き な い な ら ば 、 こ の と き 、 結 果 は C－ 末 端 の 領 域 が リ ン 酸 化 さ れ る
こ と を 示 唆 す る 。 レ セ プ タ ー が リ ン 酸 化 さ れ る 場 合 、 反 応 の 特 異 性 は 、 nor－ BNＩ が ア ゴ
ニ ス ト 誘 導 リ ン 酸 化 を ブ ロ ッ ク し 得 る か ど う か （ ち ょ う ど 、 そ れ が ア ゴ ニ ス ト 誘 導 脱 感 作
を ブ ロ ッ ク し 得 る よ う に ） を 測 定 す る こ と に よ り テ ス ト さ れ る 。 リ ン 酸 化 に お け る BARKの
役 割 は 、 BARK優 性 ネ ガ テ ィ ブ 変 異 体 が レ セ プ タ ー の リ ン 酸 化 を 防 止 す る か ど う か （ ち ょ う
ど 、 そ れ が κ レ セ プ タ ー の 脱 感 作 を 防 止 す る よ う に ） を 測 定 す る こ と に よ り テ ス ト さ れ る
。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 BARK優 性 ネ ガ テ ィ ブ 変 異 体 が ア ゴ ニ ス ト 誘 導 κ レ セ プ タ ー の リ ン 酸 化 を ブ ロ ッ ク す る 場
合 、 リ ン 酸 化 さ れ 、 か つ κ レ セ プ タ ー の 脱 感 作 に 関 与 す る κ レ セ プ タ ー 中 の 領 域 は 、 標 準
的 な 技 術 を 用 い て 同 定 さ れ る 。 リ ン 酸 化 は レ セ プ タ ー の 細 胞 内 ド メ イ ン で 起 き 易 い 。 な ぜ
な ら 、 こ れ ら は BARKか ら 影 響 を 受 け る 領 域 で あ る た め で あ る 。 交 換 変 異 は 、 リ ン 酸 化 さ れ
得 、 か つ 脱 感 作 に 関 与 し 得 る κ レ セ プ タ ー 中 の 局 在 領 域 に 使 用 さ れ る 。 本 研 究 所 で の 先 の
研 究 は 、 SRＩ Fレ セ プ タ ー SSTR1が 慢 性 的 な ア ゴ ニ ス ト 処 理 の 後 に 脱 感 作 せ ず 、 従 っ て 、 ア
ゴ ニ ス ト 依 存 性 様 式 で リ ン 酸 化 さ れ る と 予 測 で き な い こ と を 示 し て い る （ Rens－ DomＩ ano
ら 、 1992） 。 こ の レ セ プ タ ー は κ レ セ プ タ ー と ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 40％ の 同 一 性 を 有 す
る 。 先 に 生 成 さ れ た 一 連 の κ レ セ プ タ ー ／ SSTR1交 換 変 異 体 の 、 第 ２ お よ び 第 ３ の 細 胞 内
ル ー プ な ら び に 細 胞 質 尾 部 は 、 こ の ２ つ の レ セ プ タ ー の 主 な 細 胞 内 ド メ イ ン で あ り 、 リ ン
酸 化 さ れ 易 い κ レ セ プ タ ー の 領 域 で あ る 。 な ぜ な ら 、 こ れ ら は 、 BARKに よ り 触 媒 さ れ る リ
ン 酸 化 の ア セ プ タ ー で あ る 多 数 の セ リ ン お よ び ト レ オ ニ ン 残 基 を 含 有 す る か ら で あ る 。 キ
メ ラ κ レ セ プ タ ー ／ SSTR1を 発 現 す る CHO細 胞 を κ ア ゴ ニ ス ト （ U50,488） で 処 理 す る こ と
を 用 い て こ の レ セ プ タ ー の リ ン 酸 化 を テ ス ト す る 。 こ れ ら の 研 究 で は 、 変 異 体 レ セ プ タ ー
を 安 定 に 発 現 す る CHO細 胞 を 、 [３ ２ P]－ オ ル ト ホ ス フ ェ ー ト で プ レ ロ ー ド し 、 そ し て ア ゴ
ニ ス ト 処 理 の 後 に 、 細 胞 を 可 溶 化 さ せ 、 キ メ ラ レ セ プ タ ー を κ レ セ プ タ ー の N－ 末 端 領 域
（ こ れ は 、 レ セ プ タ ー 変 異 に よ り 妨 害 さ れ な い エ ピ ト ー プ で あ る ） 特 異 的 抗 血 清 で 免 疫 沈
降 さ せ る 。 ア ゴ ニ ス ト 前 処 理 の 後 に リ ン 酸 化 さ れ て い な い キ メ ラ が 一 旦 同 定 さ れ る と 、 野
生 型 の κ レ セ プ タ ー 中 の セ リ ン お よ び ト レ オ ニ ン の 一 点 突 然 変 異 が 、 キ メ ラ レ セ プ タ ー で
交 換 さ れ た そ れ ら の 領 域 に 誘 発 さ れ る 。 変 異 レ セ プ タ ー は 、 慢 性 的 な ア ゴ ニ ス ト 処 理 の 後
に 、 そ れ ら の 脱 感 作 能 力 、 お よ び そ れ ら が ア ゴ ニ ス ト 刺 激 に 応 答 し て リ ン 酸 化 さ れ る か ど
う か に つ い て テ ス ト さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 κ レ セ プ タ ー の N－ 末 端 お よ び C－ 末 端 中 の ユ ニ ー ク な 配 列 に 対 応 す る ペ プ チ ド Ser Pro 
Ｉ le Gln Ｉ le Phe Arg Gly Asp Pro Gly Pro Thr Cys Ser (配 列 番 号 ： 39)お よ び Thr Va
l Gln Asp Pro Ala Ser Met Arg Asp Val Gly (配 列 番 号 ： 38)は 、 ペ プ チ ド 合 成 装 置 （ th
e WＩ star Ｉ nst. PhＩ ladelphＩ a, PA） を 用 い て S. Khan博 士 に よ り 合 成 さ れ た 。 こ の ペ
プ チ ド は 、 二 官 能 性 カ ッ プ リ ン グ 試 薬 で あ る グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド を 用 い 、 キ ャ リ ア と し て
の ス カ シ ガ イ ヘ モ シ ア ニ ン （ KLH） タ ン パ ク 質 に 共 有 結 合 す る 。 ペ プ チ ド － KLH結 合 体 は 、
第 １ の 注 射 の た め の フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト の 存 在 下 で 、 続 い て 、 次 の 注 射 の た め の
不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト の 存 在 下 で 乳 化 さ れ る 。 ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド ウ サ ギ は 、 ４ 週 間 毎 に 皮 下
注 射 を 受 け 、 そ し て 各 免 疫 化 の 10日 後 に 採 血 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 ク ロ ー ン 化 さ れ た κ レ セ プ タ ー を 発 現 す る CHO細 胞 ま た は COS細 胞 の い ず れ か お よ び コ ン
ト ロ ー ル 細 胞 由 来 の 膜 を ８ ％ の SDS－ PAGEに か け 、 タ ン パ ク 質 を ニ ト ロ ス ク リ ー ン メ ン ブ
レ ン に 移 し 、 そ し て こ の メ ン ブ レ ン を 、 ５ ％ の 脱 脂 ミ ル ク 、 0.02％ ア ジ ド お よ び PBSで 37
℃ で ２ 時 間 飽 和 さ せ る 。 種 々 の 希 釈 度 （ １ :10～ １ ： 10,000） の ５ ％ ミ ル ク ／ PBS中 の 抗 血
清 を 、 こ の メ ン ブ レ ン と 共 に ４ ℃ で 連 続 的 に 振 動 し な が ら 、 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 続 い
て 、 こ の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン を 洗 浄 し 、 結 合 し た 抗 体 を 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー
ゼ 標 識 抗 ウ サ ギ 抗 体 キ ッ ト で 検 出 す る 。 非 特 異 的 な 反 応 を 、 特 異 的 な ペ プ チ ド ブ ロ ッ ク に
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よ り 測 定 す る 。 前 免 疫 血 清 も ま た 、 特 異 性 の コ ン ト ロ ー ル と し て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 COSま た は CHO細 胞 中 の κ レ セ プ タ ー を 可 溶 化 さ せ 、 そ し て 抗 血 清 で プ レ ロ ー ド し た タ ン
パ ク 質 Ａ － セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ （ 20μ l血 清 あ た り 、 20μ lの 50％ タ ン パ ク 質 Ａ － セ フ ァ ロ
ー ス ビ ー ズ ／ 50％ PBS溶 液 ） の 存 在 下 で 一 晩 ４ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 上 清 お よ び 免 疫
沈 降 物 を 、 高 親 和 性 の [３ H]－ U69593結 合 お よ び [３ H]－ ナ ロ キ ソ ン 結 合 の 存 在 に つ い て 分
析 す る 。 さ ら に 、 レ セ プ タ ー を 、 ThevenＩ auら （ 1992） に 記 載 の よ う に 、 [３ ５ S]－ メ チ
オ ニ ン で 代 謝 的 に 標 識 し 、 そ し て 抗 血 清 で 免 疫 沈 降 さ せ る 。 こ れ ら の 研 究 の た め 、 ク ロ ー
ン 化 さ れ た κ レ セ プ タ ー を 発 現 す る COSま た は CHO細 胞 を 、 0.5mCＩ の [３ ５ S]－ メ チ オ ニ ン
を 含 有 す る メ チ オ ニ ン フ リ ー の 培 地 中 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 細 胞 を PBSで 洗 浄 し 、
そ し て タ ン パ ク 質 を RＩ PA緩 衝 液 に 可 溶 化 さ せ る 。 レ セ プ タ ー を 、 抗 体 で コ ー ト さ れ た タ
ン パ ク 質 Ａ ビ ー ズ と と も に 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 免 疫 沈 降 さ せ る 。 免 疫
沈 降 物 を サ ン プ ル 緩 衝 液 中 に 沸 騰 さ せ 、 10％ の SDS－ PAGEお よ び オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ に か
け る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 κ レ セ プ タ ー 、 ま た は キ メ ラ κ レ セ プ タ ー ／ SSTR1を 発 現 す る COSま た は CHO細 胞 の い ず
れ か を 、 0.3mCＩ の [３ ２ P]－ オ ル ト ホ ス フ ェ ー ト と 共 に 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 レ セ
プ タ ー が 脱 感 作 の 間 に リ ン 酸 化 さ れ る こ と を 測 定 す る 。 続 い て 、 細 胞 を U50488で 種 々 の 時
間 （ ０ 、 ５ 、 15、 30、 45、 60、 90、 120ま た は 240分 間 ） 刺 激 す る 。 反 応 を 停 止 し 、 細 胞 を
冷 PBSで 洗 浄 し 、 上 記 の よ う に 膜 を 可 溶 化 さ せ 、 そ し て レ セ プ タ ー を ペ プ チ ド 特 異 的 抗 血
清 で 免 疫 沈 降 さ せ る 。 免 疫 沈 降 物 を SDS－ PAGEお よ び オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ に か け 、 こ の レ
セ プ タ ー が リ ン 酸 化 さ れ る か ど う か を 測 定 す る 。 免 疫 沈 降 の 特 異 性 は 、 ペ プ チ ド （ こ れ に
対 し て 抗 血 清 が 生 成 さ れ る か ど う か ） で ブ ロ ッ ク す る こ と 、 お よ び コ ン ト ロ ー ル の 、 非 処
理 の 細 胞 中 の κ レ セ プ タ ー の リ ン 酸 化 の 欠 如 に よ り 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
 
　 Ｂ ．
　 κ レ セ プ タ ー と 同 様 に 、 δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー は 慢 性 的 な ア ゴ ニ ス ト 前 処 理 の 後 に 脱
感 作 す る 。 CHO細 胞 に 安 定 に 発 現 さ れ る ク ロ ー ン 化 さ れ た δ レ セ プ タ ー は 、 慢 性 的 な ア ゴ
ニ ス ト 前 処 理 の 後 に 、 脱 感 作 す る 。 脱 感 作 は 、 ア ゴ ニ ス ト に 対 す る レ セ プ タ ー の 親 和 性 の
低 下 、 Ｇ タ ン パ ク 質 由 来 の レ セ プ タ ー の 不 結 合 お よ び cAMP形 成 の ア ゴ ニ ス ト 阻 害 を 介 在 す
る δ レ セ プ タ ー の 能 力 の 減 少 と し て 特 徴 付 け ら れ る 。 上 記 の κ レ セ プ タ ー と 同 様 の 研 究 は
、 COS細 胞 中 で 発 現 さ れ る δ レ セ プ タ ー が ア ゴ ニ ス ト 処 理 の 後 に 脱 感 作 さ れ る か ど う か を
テ ス ト す る た め に 行 わ れ る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 こ れ ら の 研 究 の た め 、 ク ロ ー ン 化 さ れ た δ レ セ プ タ ー に 対 す る ペ プ チ ド 特 異 的 抗 血 清 は
、 N－ お よ び C－ 末 端 の 残 基 20～ 32お よ び 367～ 379に そ れ ぞ れ 対 応 す る ペ プ チ ド （ Ser Asp 
Ala Phe Pro Ser Ala Phe Pro Ser Ala Gly Ala; 配 列 番 号 ： 40） 、 お よ び （ Ala Thr Thr
 Arg Glu Arg Val Thr Ala Cys Thr Pro Ser; 配 列 番 号 ： 41） を 用 い る こ と に よ り 、 生 成
さ れ る 。 抗 血 清 は 、 続 い て 、 δ レ セ プ タ ー が 脱 感 作 の 間 に リ ン 酸 化 さ れ る か ど う か を 測 定
す る た め に 使 用 さ れ る 。 こ れ ら の 研 究 の た め 、 ク ロ ー ン 化 さ れ た δ レ セ プ タ ー を COSお よ
び CHO細 胞 内 で 発 現 さ せ 、 そ の 細 胞 を 32P－ オ ル ト ホ ス フ ェ ー ト で プ レ ロ ー ド し 、 そ し て DS
LET（ 1μ M） で 種 々 の 時 間 （ １ 、 ５ 、 10、 15、 30、 お よ び 60分 間 ） 刺 激 す る 。 続 い て 、 細
胞 を 可 溶 化 し 、 そ し て δ レ セ プ タ ー を 抗 血 清 で 免 疫 沈 降 さ せ る 。 免 疫 沈 降 物 を SDS－ PAGE
お よ び オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ に か け 、 レ セ プ タ ー が リ ン 酸 化 さ れ る か ど う か を 測 定 す る 。 同
様 の 研 究 は 、 δ レ セ プ タ ー で コ ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た COS細 胞 お よ び BARK優 性 ネ ガ テ ィ
ブ 変 異 体 に お い て 行 わ れ 、 BARKが δ レ セ プ タ ー の リ ン 酸 化 に 関 与 す る か ど う か を 測 定 す る
。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 脱 感 作 の 間 に リ ン 酸 化 さ れ る δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 領 域 を 決 定 す る た め に 、 上 記 の
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κ レ セ プ タ ー と 同 様 の ア プ ロ ー チ を 、 δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ／ SSTR1キ メ ラ レ セ プ タ ー
に 用 い る 。 キ メ ラ が リ ン 酸 化 さ れ な い 場 合 、 点 突 然 変 異 が 野 生 型 レ セ プ タ ー に 誘 発 さ れ 、
SSTR1で 交 換 さ れ た 対 応 す る 領 域 中 の セ リ ン お よ び ト レ オ ニ ン を 転 換 す る 。 続 い て 、 こ の
変 異 し た δ レ セ プ タ ー は 、 ア ゴ ニ ス ト 前 処 理 後 の 脱 感 作 さ れ る そ の 能 力 、 お よ び そ れ が リ
ン 酸 化 さ れ る か ど う か に つ い て テ ス ト さ れ る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 XＩ V．
　 慢 性 的 な オ ピ オ イ ド 処 理 は 多 く の 適 応 細 胞 応 答 を 誘 導 す る 。 い く つ か の 神 経 伝 達 物 質 お
よ び ホ ル モ ン に 関 し て は 、 標 的 細 胞 ま た は 組 織 の ア ゴ ニ ス ト へ の 慢 性 被 曝 は 、 こ の レ セ プ
タ ー 遺 伝 子 の 発 現 に 長 期 間 の 変 化 を 誘 発 し 得 る 。 現 在 ま で の と こ ろ 、 δ お よ び κ オ ピ オ イ
ド レ セ プ タ ー 遺 伝 子 の 発 現 に 対 す る オ ピ オ イ ド 処 理 の 長 期 間 的 影 響 に 関 す る 情 報 は 入 手 し
得 な い 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー を 内 在 的 に 発 現 す る NG－ 108細 胞 （ Lawら 、 1983） を 、 δ ア ゴ ニ
ス ト で 処 理 し て こ の レ セ プ タ ー を 脱 感 作 お よ び ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト し 、 そ し て 随 伴 変 化 が
こ の δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー 遺 伝 子 の 発 現 に 存 在 す る か ど う か を 測 定 す る 。 δ レ セ プ タ ー
遺 伝 子 発 現 の 変 化 を 、 δ レ セ プ タ ー 特 異 的 プ ロ ー ブ を 用 い る ノ ー ザ ン 分 析 に よ り 測 定 す る
。 NG－ 108細 胞 を 、 δ 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト DPDPE（ １ ～ 100nm） で 種 々 の 時 間 （ ５ 、 15、 45、 6
0分 間 、 ２ 、 ４ 、 ６ 、 ８ 、 16お よ び 24時 間 ） 処 理 す る 。 DPDPEが δ レ セ プ タ ー mRNAレ ベ ル を
変 化 さ せ る 場 合 、 他 の ア ゴ ニ ス ト （ DSLET、 デ ル ト ル フ ィ ン (deltorphＩ n)お よ び ブ レ マ ゾ
シ ン (bremazocＩ ne)） が こ の 影 響 を 誘 導 す る 能 力 を 研 究 す る 。 こ れ ら の 研 究 は 、 長 期 的 な
δ レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト 処 理 に 対 す る 細 胞 応 答 が δ レ セ プ タ ー 遺 伝 子 発 現 の 変 化 で あ る か
ど う か を テ ス ト す る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 δ オ ピ オ イ ド 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト を 用 い た 慢 性 処 理 が イ ン ビ ボ で の δ レ セ プ タ ー 遺 伝 子 発
現 を 改 変 す る か ど う か を 調 べ る た め に 、 DPDPEで 慢 性 的 に 処 理 し て ア ゴ ニ ス ト に 対 す る 耐
性 （ 抗 侵 害 受 容 性 ） を 作 っ た ラ ッ ト お よ び マ ウ ス の 死 後 冷 凍 し た 脳 を 得 る 。 使 用 さ れ る 手
順 お よ び 薬 物 投 与 の ス ケ ジ ュ ー ル は 、 先 に 記 載 さ れ た も の （ Cowanお よ び Murray、 1990； H
eymanら 、 1988） と 同 様 で あ る 。 選 択 さ れ た 脳 の 領 域 （ 大 脳 皮 質 、 線 条 、 海 馬 お よ び 小 脳
） 、 生 理 食 塩 水 で 処 理 さ れ た コ ン ト ロ ー ル の 脊 髄 お よ び DPDPEで 処 理 さ れ た 動 物 で は 、 δ
オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー mRNAの 変 化 は ノ ー ザ ン 分 析 に よ り 定 量 さ れ る 。 い く か の 同 じ ブ ロ ッ
ト に 関 し て は 、 κ レ セ プ タ ー mRNAを 再 プ ロ ー ブ 化 し て 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー 遺 伝 子 発 現
の 変 化 の 選 択 性 を 測 定 す る 。 さ ら に 、 コ ン ト ロ ー ル お よ び 処 理 動 物 の 他 の グ ル ー プ で は 、
δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー mRNAの 相 対 レ ベ ル を 、 イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 組 織
化 学 法 に よ る セ ミ － 定 量 に よ り 測 定 す る 。 慢 性 δ ア ゴ ニ ス ト 処 理 の 結 果 と し て δ レ セ プ タ
ー mRNAの 変 化 を 検 出 す る た め に イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 組 織 化 学 法 を 使 用 す
る 利 点 は 、 局 所 的 （ フ ィ ル ム オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ） お よ び 細 胞 的 レ ベ ル （ エ マ ル ジ ョ ン オ
ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ） で の 優 れ た 解 剖 学 的 な 解 析 で あ る 。 こ れ は 、 そ の 内 部 で δ レ セ プ タ ー
が 重 要 な 役 割 を 有 し 、 そ し て δ ア ゴ ニ ス ト に 対 す る 耐 性 が 示 さ れ た 青 斑 （ locus coerleus
） お よ び 他 の 脳 幹 核 （ braＩ nstem nucleＩ ） の よ う な 小 核 （ small nucleＩ ） 中 の δ レ セ
プ タ ー mRNAに お け る 変 化 を 分 析 す る の に 特 に 重 要 で あ る （ Nestler、 1993） 。 イ ン サ ン チ
ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の た め に 、 セ ク シ ョ ン を 加 工 し 、 フ ィ ル ム に ア プ ラ イ し 、 そ し
て 青 斑 、 黒 質 、 線 条 、 中 隔 側 座 核 、 海 馬 、 扁 桃 、 視 床 下 部 お よ び 中 心 灰 白 物 質 の よ う な 選
択 さ れ た 領 域 に お け る オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム の 吸 光 度 を 分 析 す る 。 こ れ ら の 領 域 は 、 マ ウ ス
の 脳 中 の δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー mRNAを 発 現 し 、 そ し て オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ の 研 究 で は 、
ラ ッ ト の 脳 中 で δ レ セ プ タ ー を 発 現 す る こ と が 示 さ れ て い る （ Herz、 1993） 。 フ ィ ル ム へ
曝 し た 後 、 こ れ ら の セ ク シ ョ ン を 写 真 乳 剤 に 含 浸 さ せ 、 そ し て 単 一 細 胞 レ ベ ル で オ ー ト ラ
ジ オ グ ラ フ シ グ ナ ル を 測 定 し 、 標 識 の 解 剖 学 的 な 特 異 性 を 確 認 す る 。 単 一 細 胞 レ ベ ル で の
定 量 は 、 標 識 さ れ た 細 胞 が 散 乱 す る た め に 、 フ ィ ル ム 上 で の 標 識 が 最 適 で は な い 脳 領 域 で
行 わ れ る 。 顕 微 鏡 分 析 が 、 所 定 の 領 域 中 の ニ ュ ー ロ ン の サ ブ 集 団 に 対 し て 異 な る 効 果 を 示
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唆 す る 場 合 、 単 一 細 胞 分 析 も ま た 、 吸 光 度 測 定 を 補 足 す る 。 同 様 の 研 究 は 、 DPPDEに 対 す
る 耐 性 を 作 っ た 動 物 の 脳 で κ レ セ プ タ ー mRNAが 改 変 さ れ る か ど う か を 測 定 す る た め に 行 わ
れ 、 δ レ セ プ タ ー 遺 伝 子 発 現 に 与 え る 影 響 の 特 異 性 を 測 定 す る 。 こ れ ら の 処 理 の た め に 使
用 さ れ る δ レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト DPDPEは 、 κ レ セ プ タ ー に も 、 そ の 他 の い ず れ の オ ピ オ
イ ド レ セ プ タ ー に も 結 合 し な い 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
 
　 Ａ ．
　 κ レ セ プ タ ー を 内 在 的 に 発 現 す る 細 胞 株 は な い 。 さ ら に 、 ク ロ ー ン 化 さ れ た κ レ セ プ タ
ー を 安 定 に 発 現 す る COSお よ び CHO細 胞 を 、 CMVプ ロ モ ー タ の 存 在 下 で マ ウ ス cDNAに よ り ト
ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 従 っ て 、 こ の cDNAは 、 調 節 領 域 、 お よ び κ レ セ プ タ ー 遺 伝 子 発 現 を
調 整 す る 因 子 の 正 常 な 制 御 下 に 置 か れ て い な い 。 従 っ て 、 κ ア ゴ ニ ス ト に よ る 齧 歯 類 動 物
の 慢 性 的 な 処 理 は 、 こ の ア ゴ ニ ス ト が κ レ セ プ タ ー 遺 伝 子 発 現 の 変 化 を 誘 導 し 得 る か ど う
か を 測 定 す る 。 こ れ ら の 研 究 の た め 、 U50,488で 処 理 さ れ た ラ ッ ト お よ び マ ウ ス か ら 冷 凍
し た 死 後 の 脳 を 入 手 し 、 先 の 手 順 （ Cowanお よ び Murray、 1990） を 用 い て κ ア ゴ ニ ス ト の
抗 侵 害 受 容 作 用 に 対 す る 行 動 耐 性 を 誘 導 す る 。 選 択 的 脳 領 域 中 の 改 変 さ れ た κ レ セ プ タ ー
遺 伝 子 発 現 は 、 ノ ー ザ ン 分 析 を 用 い る こ と に よ り 、 お よ び κ レ セ プ タ ー 選 択 的 RNAプ ロ ー
ブ を 用 い る イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 組 織 化 学 法 に よ り 行 わ れ る 。 処 理 さ れ た
動 物 の 脳 セ ク シ ョ ン の 結 果 を 、 コ ン ト ロ ー ル で あ る 生 理 食 塩 水 で 処 理 さ れ た 動 物 の 脳 セ ク
シ ョ ン で 検 出 さ れ た κ レ セ プ タ ー の mRNAレ ベ ル と 比 較 す る 。 隣 接 し た セ ク シ ョ ン で は 、 こ
の 処 理 が κ レ セ プ タ ー 遺 伝 子 発 現 を 選 択 的 に 影 響 す る か ど う か を 測 定 す る た め に 、 δ オ ピ
オ イ ド レ セ プ タ ー mRNAレ ベ ル が 検 出 さ れ る 。 U50,488は 、 δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー に も 、
κ レ セ プ タ ー 以 外 の そ の 他 の い ず れ の レ セ プ タ ー に も 結 合 し な い 。 従 っ て 、 U50,488処 理
が 、 δ レ セ プ タ ー mRNAレ ベ ル に は 変 化 を 与 え ず に 、 κ レ セ プ タ ー mRNAレ ベ ル の 選 択 的 な 変
化 を 誘 導 す る 場 合 、 κ レ セ プ タ ー 遺 伝 子 発 現 の 変 化 は 、 κ レ セ プ タ ー の 活 性 化 お よ び 変 調
に 直 接 に 関 連 す る よ う で あ る 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 Ｂ ．
　 モ ル ヒ ネ は nM Ｉ C５ ０ 値 を 有 す る μ レ セ プ タ ー に 強 力 に 結 合 す る 。 し か し 、 こ れ は 、 ク
ロ ー ン 化 さ れ た κ レ セ プ タ ー （ Ｉ C５ ０ 　 1μ M） に は 強 力 で な い が 、 10μ Mで は ク ロ ー ン 化
さ れ た δ レ セ プ タ ー と の 結 合 を 阻 害 し な い 。 μ レ セ プ タ ー に 対 す る そ の 選 択 的 高 親 和 性 は
、 遺 伝 子 発 現 の 変 化 が 単 に κ ま た は δ レ セ プ タ ー の 活 性 化 の み に よ る の で あ れ ば 、 そ の 親
和 性 は κ ま た は δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー 遺 伝 子 発 現 に 影 響 し 得 な い こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 κ お よ び δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー mRNAレ ベ ル に 対 す る モ ル ヒ ネ の 影 響 は 、 脳 セ ク シ ョ ン
で は イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 組 織 化 学 法 を 用 い る こ と に よ り 、 そ し て 脳 領 域
で は ノ ー ザ ン 分 析 に よ り 研 究 さ れ る 。 モ ル ヒ ネ の 抗 傷 害 受 容 行 動 に 対 す る 耐 性 を 作 っ た ラ
ッ ト お よ び マ ウ ス か ら の 、 凍 結 し た 死 後 の 脳 は 、 先 の 手 順 を 用 い て 得 ら れ る （ Tortellaら
、 1981； Cowanお よ び Murray、 1990） 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 NG－ 108細 胞 を 、 DPDPE（ 1μ M） に 種 々 の 時 間 （ ０ 、 ５ 、 15、 45分 間 、 １ 、 ２ 、 ４ 、 ８ 、
16お よ び 24時 間 ） 曝 す る 。 細 胞 を PBSで 洗 浄 し 、 フ ラ ス コ か ら 分 離 し 、 RNAを グ ア ニ ジ ン イ
ソ チ オ シ ア ネ ー ト － 塩 化 セ シ ウ ム 法 で 抽 出 し 、 グ リ オ キ サ ー ル で 変 性 さ せ 、 １ ％ ア ガ ロ ー
ス ゲ ル に て 分 画 し 、 そ し て ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン へ 転 移 し た 。 ブ ロ ッ ト を 、 cDNAの コ ー デ ィ
ン グ 領 域 の 開 始 350bpに 対 応 す る ク ロ ー ン 化 さ れ た マ ウ ス δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー cDNAの [
３ ２ P]－ 標 識 フ ラ グ メ ン ト で プ ロ ー ブ す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 後 、 ブ ロ ッ ト を ２
× SSCに て 室 温 で 、 0.05％ SDSに て 室 温 で 、 続 い て 、 0.1× SSCに て 48℃ で 、 そ し て 0.1％ SDS
で 30分 間 洗 浄 す る 。 続 い て 、 こ の ブ ロ ッ ト を 、 補 力 ス ク リ ー ン の 存 在 下 に て － 75℃ で Ｘ －
線 フ ィ ル ム に 曝 す る 。 各 レ ー ン の 全 RNAの 差 を 考 慮 す る た め の 内 部 コ ン ト ロ ー ル と し て 、
こ の ブ ロ ッ ト を β － ア ク チ ン mRNA用 の プ ロ ー ブ で 再 プ ロ ー ブ す る 。 δ レ セ プ タ ー mRNAの 相
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対 レ ベ ル は 、 デ ン シ ト メ ト リ ー 、 mRNAを 含 有 す る ゲ ル 上 の バ ン ド を 切 り 出 し 、 そ し て シ ン
チ レ ー シ ョ ン 分 光 法 に よ り 放 射 活 性 量 を 測 定 す る こ と に よ り 定 量 さ れ る 。 NG－ 108細 胞 中
の δ レ セ プ タ ー の レ ベ ル が ノ ー ザ ン 分 析 に よ り 検 出 さ れ る に は 低 す ぎ る 場 合 は 、 逆 転 写 酵
素 PCRを 用 い て mRNAの レ ベ ル を 測 定 す る 。 異 な る ラ ッ ト お よ び マ ウ ス の 脳 領 域 に お け る δ
オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー mRNAに つ い て の ノ ー ザ ン 分 析 は 、 上 記 と 同 様 の 手 順 を 用 い て 行 わ れ
る 。 Yasudaら に よ り 記 載 さ れ る よ う に 、 cDNAの 開 始 375bpに 対 応 す る マ ウ ス κ レ セ プ タ ー c
DNAの Pst1／ EcoR1フ ラ グ メ ン ト を 用 い て κ レ セ プ タ ー mRNAを 検 出 す る た め に 、 同 様 の 手 順
が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 組 織 化 学 法 は 、 上 記 の 、 35S－ 放 射 標 識 の RNAプ ロ
ー ブ を 用 い て 行 わ れ る （ Chesseletら 、 1987） 。 こ れ ら の 研 究 の た め に 、 脳 セ ク シ ョ ン を
－ 70℃ で 保 存 し 、 室 温 に 戻 し 、 ア セ チ ル 化 し て 、 0.1Mの TrＩ s／ グ リ シ ン （ pH7.0） 中 で イ
ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ し て 勾 配 エ タ ノ ー ル で 脱 水 す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 湿 潤 チ
ャ ン バ ー 内 で 50℃ で 3.5時 間 行 う 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 は 、 40％ の ホ ル ム ア ミ
ド 、 ４ × SSC（ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 15mMお よ び NaCl 150mM中 の １ × SSC、 pH7.2） 、 10％ の
硫 酸 デ キ ス ト ラ ン 、 10mMの DTT、 tRNA、 ニ シ ン 精 子 DNA、 Denhardt溶 液 お よ び 標 識 プ ロ ー ブ
を 含 有 す る 。 mRNAに お け る 量 的 な 差 は 、 こ の よ う な 条 件 下 で 確 実 に 検 出 さ れ 得 る （ WeＩ ss
－ Wunderお よ び Chesselet、 1991） 。 こ れ ら の 実 験 の た め に 、 生 理 食 塩 水 で 処 理 し た コ ン
ト ロ ー ル 動 物 の 脳 セ ク シ ョ ン 、 お よ び 処 理 し た 動 物 の 対 応 す る 脳 セ ク シ ョ ン を 一 緒 に 加 工
す る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の 洗 浄 は 、 50％ ホ ル ム ア ミ ド ／ ２ × SSCに よ り 52℃ で ５
、 20、 お よ び 25分 間 行 う 。 ２ 回 目 と ３ 回 目 の 洗 浄 の 間 に 、 セ ク シ ョ ン を ２ × SSCで リ ン ス
し 、 ２ × SSC中 の RNAse(100mg/ml)に て 37℃ で 30分 間 処 理 す る 。 こ の セ ク シ ョ ン を 、 ２ × SS
C／ TrＩ ton X－ 100(0.0%)中 で 一 晩 リ ン ス し 、 300mMの 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 含 む 勾 配 エ タ ノ
ー ル で 脱 水 し 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 用 に 加 工 す る 。 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム を 先 に 記 載 さ
れ た よ う に 定 量 す る （ SoghomomＩ anら 、 1992)。 コ ン ト ロ ー ル は 、 セ ン ス プ ロ ー ブ と の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び 非 オ ー バ ー ラ ッ プ ア ン チ セ ン ス プ ロ ー ブ と の ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン の 解 剖 学 的 パ タ ー ン 変 化 を 含 む 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 Morphon Ｉ mage分 析 シ ス テ ム に よ る 単 一 細 胞 分 析 に 関 し て は 、 細 胞 を 明 視 野 照 度 （ brＩ
ghtfＩ eld Ｉ llumＩ natＩ on） 下 で 、 100倍 ま た は 40倍 の 対 物 レ ン ズ に よ っ て 観 察 し 、 そ し
て イ メ ー ジ を 拡 大 し て ビ デ オ ス ク リ ー ン 上 に 転 写 す る 。 規 定 領 域 内 の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ
ィ ー グ レ イ ン を 先 に 記 載 さ れ た よ う に 分 析 す る （ WeＩ ss－ Wunderお よ び Chesselet、 1991
） 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 動 物 を 処 理 す る た め に 使 用 さ れ る 正 確 な 手 順 は 、 動 物 モ デ ル に 依 存 し て 変 化 す る 。 例 え
ば 、 オ ス Ｉ CRマ ウ ス （ 20～ 25g、 HＩ lltop Ｉ nc., PA） を ケ ー ジ あ た り ８ 匹 収 容 し 、 食 物
お よ び 水 を 自 由 に 与 え る 。 12時 間 の 明 期 ／ 12時 間 の 暗 期 の サ イ ク ル を 毎 日 維 持 す る 。 ８ 匹
の マ ウ ス の グ ル ー プ は 、 U50,488、 モ ル ヒ ネ ま た は 蒸 留 水 の s.c.注 射 を 受 け る 。 DPDPEを 左
外 側 大 脳 室 内 に 注 射 す る 。 動 物 を エ ー テ ル で 軽 く 麻 酔 し 、 続 い て 、 各 マ ウ ス は そ の 頭 皮 に
小 切 開 を 受 け る 。 27－ ゲ ー ジ 針 付 き の 10μ lの マ イ ク ロ シ リ ン ジ を 用 い る こ と に よ り 、 ５
μ lの DPDPEま た は 蒸 留 水 を 、 ブ レ グ マ の 2mm外 側 、 お よ び 2mm尾 部 側 で 深 さ 3mmの と こ ろ に
投 与 す る 。 傷 口 を 、 ス テ ン レ ス ス チ ー ル ク リ ッ プ で 閉 じ 、 次 の Ｉ cv注 射 を 頭 蓋 上 の 同 じ 孔
を 通 し て 行 う 。 代 表 的 な 注 射 ス ケ ジ ュ ー ル は 先 に 記 載 さ れ て い る （ Cowanお よ び Murray、 1
990； MattＩ aら 、 1991） 。 マ ウ ス の グ ル ー プ に 、 U50,488(s.c.)、 モ ル ヒ ネ (s.c.)、 DPDPE
(Ｉ cv)お よ び 蒸 留 水 (n＝ 46、 s.c.ま た は n＝ 32、 Ｉ cv） の い ず れ か を １ 日 目 の 午 後 １ 時 に
適 切 な 用 量 で 注 射 す る 。 侵 害 受 容 刺 激 と し て 、 50℃ の 温 水 に よ っ て テ ー ル フ リ ッ ク （ taＩ
l－ flＩ ck） す る 潜 伏 時 間 を 用 い 、 そ し て 100× （ テ ス ト 潜 伏 時 間 － コ ン ト ロ ー ル 潜 伏 時 間
） ／ （ 15ま た は 30－ コ ン ト ロ ー ル 潜 伏 時 間 ） の よ う に 計 算 し て 、 ０ 、 10、 20、 お よ び 30分
に お け る 抗 傷 害 受 容 を 評 価 す る 。 15ま た は 30秒 の 遮 断 点 は 、 代 表 的 に は 、 初 頭 の 潜 伏 時 間
に 応 じ て 選 択 さ れ る 。 蒸 留 水 を 与 え ら れ る コ ン ト ロ ー ル マ ウ ス も ま た 、 テ ー ル フ リ ッ ク 潜
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伏 時 間 に つ い て 測 定 さ れ る 。 回 帰 線 、 A50値 お よ び 95％ 信 頼 限 界 は 、 TallarＩ daお よ び Mur
rayの コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム 中 の 手 順 ８ （ 1987） を 用 い 、 個 々 の デ ー タ 点 か ら 測 定 さ れ
る 。 マ ウ ス に 、 注 射 ス ケ ジ ュ ー ル に 基 づ い て ア ゴ ニ ス ト ま た は 蒸 留 水 を 注 射 し 、 続 い て 、
抗 侵 害 受 容 ア ッ セ イ を 再 実 行 す る 。 薬 理 的 な 耐 性 は 、 最 初 の 投 与 量 － 反 応 曲 線 の 右 方 向 （
そ し て お そ ら く 下 向 き ） の 変 化 に よ り 反 映 さ れ る 。 最 後 の 注 射 の ４ 時 間 後 、 各 動 物 を 断 頭
し 、 全 脳 を 砕 氷 上 で 切 開 し 、 そ し て 直 ち に － 80℃ で 保 存 す る 。 い く つ か の 動 物 に つ い て は
、 断 頭 の 後 に 、 脳 を 切 開 し 、 大 脳 皮 質 、 海 馬 、 小 脳 、 髄 質 、 中 脳 、 視 床 下 部 お よ び 線 条 を
収 集 し 、 直 ち に － 80℃ で 凍 結 し 、 そ し て ノ ー ザ ン 分 析 に 用 い る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 ラ ッ ト に 関 す る 研 究 の た め に 、 オ ス S.D.ア ル ビ ノ ラ ッ ト を 、 （ 毎 日 12時 間 の 明 期 ／ 12時
間 の 暗 期 の サ イ ク ル ） ケ ー ジ あ た り ５ 匹 収 容 す る 。 こ れ ら の ラ ッ ト は U50,488、 モ ル ヒ ネ
ま た は 蒸 留 水 の s.c.注 射 を 受 け る 。 左 外 側 大 脳 室 に PE10を 予 め 移 植 し た ラ ッ ト に DPDPE(５
μ l)を 注 射 す る （ Tortellaら 、 1981） 。 ラ ッ ト に は 先 に 記 載 の よ う に 注 射 す る （ Heymanら
、 1988； Cowanお よ び Murray、 1990） 。 ラ ッ ト の グ ル ー プ に 、 U50,488(s.c.)、 モ ル ヒ ネ (s
.c.)、 DPDPE(Ｉ cv)ま た は 蒸 留 水 （ n＝ 46、 s.c.ま た は n＝ 32 Ｉ CV） を １ 日 目 の 午 後 １ 時 に
注 射 す る 。 侵 害 受 容 刺 激 と し て 、 50℃ ホ ッ ト プ レ ー ト 上 で の 後 足 な め （ hＩ nd－ paw lＩ ck
） の 潜 伏 時 間 を 用 い 、 そ し て 100× （ テ ス ト 潜 伏 時 間 － コ ン ト ロ ー ル 潜 伏 時 間 ） ／ （ 30、 4
5ま た は 60－ コ ン ト ロ ー ル 潜 伏 時 間 ） の よ う に 計 算 し て 、 ０ 、 10、 20、 お よ び 30分 に お け
る 抗 傷 害 受 容 を 評 価 す る 。 30、 45、 ま た は 60秒 の 遮 断 点 は 、 通 常 、 初 頭 の 潜 伏 時 間 に 応 じ
て 選 択 さ れ る 。 計 算 、 注 射 ス ケ ジ ュ ー ル お よ び デ ー タ 分 析 は 、 マ ウ ス に 関 す る 記 載 と 同 じ
で あ る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
 
XV．
　 他 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 生 物 学 的 な サ ン プ ル 中 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド
を 検 出 す る た め の 診 断 ア ッ セ イ キ ッ ト を 意 図 し 、 こ こ で 、 こ の キ ッ ト は 、 オ ピ オ イ ド レ セ
プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 反 応 し 得 る 一 次 抗 体 を 含 有 す る 第 １ の コ ン テ ナ を 有 し 、 そ し て
一 次 抗 体 は 少 な く と も １ 回 の ア ッ セ イ を 行 う の に 充 分 の 量 で 存 在 す る 。 好 ま し く は 、 本 発
明 の ア ッ セ イ キ ッ ト は 、 さ ら に 、 一 次 抗 体 と 免 疫 反 応 す る 二 次 抗 体 を 含 有 す る 第 ２ の コ ン
テ ナ を 有 す る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 本 発 明 の ア ッ セ イ キ ッ ト に 使 用 さ れ る 抗 体 は 、 モ ノ ク
ロ ナ ー ル 抗 体 で あ る 。 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 一 次 抗 体 が 固 体 支 持 体 に 固 定 さ れ て い る 。
さ ら に 、 よ り 好 ま し く は 、 一 次 お よ び 二 次 抗 体 は イ ン ジ ケ ー タ ー を 含 有 し 、 そ し て 好 ま し
く は 、 こ の イ ン ジ ケ ー タ ー は 放 射 活 性 標 識 ま た は 酵 素 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 作 用 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 診 断 キ ッ ト を 意 図 す る 。 こ の よ う
な キ ッ ト は 、 本 発 明 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー を 含 有 し 得 る 。 こ の キ ッ ト は 、 作 用 物 質 と 本
発 明 の レ セ プ タ ー と の 間 の 相 互 作 用 を 検 出 す る た め の 試 薬 を 含 有 し 得 る 。 提 供 さ れ る 試 薬
は 、 放 射 標 識 さ れ 得 る 。 こ の キ ッ ト は 、 本 発 明 の レ セ プ タ ー と 結 合 ま た は 相 互 作 用 し 得 る
周 知 の 放 射 標 識 作 用 物 質 を 含 有 し 得 る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 こ の キ ッ ト は 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 し 得 る こ と が さ ら に 意 図 さ れ る 。 第 ２ の ポ リ ペ
プ チ ド は Ｇ － タ ン パ ク 質 で あ り 得 る 。 こ の 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 エ フ ェ ク タ ー タ ン
パ ク 質 で あ り 得 る 。 キ ッ ト に 第 ２ の ポ リ ペ プ チ ド が 含 有 さ れ る と き 、 レ セ プ タ ー と こ の 第
２ ポ リ ペ プ チ ド と の 間 の 相 互 作 用 を 検 出 す る た め の 試 薬 が 提 供 さ れ 得 る 。 特 定 の 例 と し て
、 レ セ プ タ ー ／ Ｇ タ ン パ ク 質 複 合 体 を 検 出 し 得 る 抗 体 が 提 供 さ れ 得 る 。 別 の 特 定 の 例 と し
て 、 Ｇ タ ン パ ク 質 ／ エ フ ェ ク タ ー 複 合 体 を 検 出 し 得 る 抗 体 が 提 供 さ れ 得 る 。 エ フ ェ ク タ ー
の 検 出 用 試 薬 が 提 供 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 提 供 さ れ る エ フ ェ ク タ ー が ア デ ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ
で あ る 場 合 、 ア デ ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ の 活 性 を 検 出 す る た め の 試 薬 が 提 供 さ れ 得 る 。 こ の よ
う な 作 用 物 質 の 同 定 は 、 関 連 分 野 の 業 者 の 知 識 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
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ア ッ セ イ キ ッ ト



　 他 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 生 物 的 な サ ン プ ル 中 の 、 レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 を 検 出 す る た め の 診 断 ア ッ セ イ キ ッ ト を 提 供 し 、 こ の キ ッ ト は
、 配 列 番 号 ： １ 、 配 列 番 号 ： ３ 、 配 列 番 号 ： ５ ま た は 配 列 番 号 ： 11の 少 な く と も 10個 の 連
続 し た ヌ ク レ オ チ ド 塩 基 の セ グ メ ン ト と 同 じ ま た は 相 補 的 な 第 ２ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含
有 す る 第 １ の コ ン テ ナ を 包 含 す る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 生 物 的 な サ ン プ ル 中 の 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ
チ ド に 免 疫 反 応 性 の 抗 体 を 検 出 す る た め の 診 断 ア ッ セ イ キ ッ ト を 提 供 し 、 こ の キ ッ ト は 、
そ の 抗 体 と 免 疫 反 応 す る オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 第 １ の コ ン テ ナ を
有 し 、 そ し て こ の ポ リ ペ プ チ ド は 、 少 な く と も １ 回 の ア ッ セ イ を 行 う の に 十 分 な 量 で 存 在
す る 。 こ の キ ッ ト の 試 薬 は 、 液 状 溶 液 、 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ た 形 態 と し て 、 ま た は 乾 燥
粉 末 と し て 提 供 さ れ 得 る 。 試 薬 が 液 状 溶 液 で 提 供 さ れ る 場 合 、 こ の 液 状 溶 液 は 、 好 ま し く
は 水 溶 液 で あ る 。 好 ま し く は 、 試 薬 が 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ て い る 場 合 、 こ の 固 体 支 持 体
は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 媒 体 ま た は 顕 微 鏡 ス ラ イ ド で あ り 得 る 。 提 供 さ れ る 試 薬 が 乾 燥 粉 末
で あ る 場 合 、 こ の 粉 末 は 、 適 切 な 溶 媒 を 添 加 す る こ と に よ り 再 構 成 さ れ 得 る 。 こ の 溶 媒 は
提 供 さ れ 得 る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 実 施 例 は 、 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 を 含 む 。 以 下 の 実 施 例 の 特 定 の 局 面 は 、 本 発 明 の 実 施
に お い て 十 分 に 役 立 つ よ う に 本 発 明 者 ら に よ り 見 出 さ れ ま た は 意 図 さ れ た 技 術 お よ び 手 順
に 関 し て 記 載 さ れ る 。 こ れ ら の 実 施 例 は 、 本 発 明 者 ら の 標 準 的 な 研 究 所 で の 実 施 の 使 用 に
よ り 例 示 さ れ る 。 本 開 示 お よ び 当 業 者 の 一 般 的 な 技 術 レ ベ ル に 照 ら し て 、 当 業 者 は 、 以 下
の 実 施 例 が 単 に 例 示 的 で あ る こ と を 意 図 す る こ と お よ び 多 く の 変 化 、 改 変 、 な ら び に 変 更
が 本 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 行 わ れ 得 る こ と を 認 識 す る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】

実 施 例 １ ： cDNAク ロ ー ン の 単 離
　 ２ つ の 変 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 SSTR－ D1、
5'－ ACCAA(T/C)(G/A)TCTA(T/C)AT(T/C)AT(T/C)CTＩ AACCTGGC－ 3'
配 列 番 号 ： ９ ； お よ び
SSTR－ D2、
5'－ ACＩ GTCAG(G/A)CAG(A/T)A(G/T)AT(G/A)CTGGTGAA－ 3'
配 列 番 号 ： １ ０
を 、 ソ マ ト ス タ チ ン (SRＩ F)レ セ プ タ ー サ ブ タ イ プ 、 SSTR1、 SSTR2お よ び SSTR3の 第 ２ お よ
び 第 ３ 貫 膜 ド メ イ ン 中 に 存 在 す る 保 存 配 列 を 使 用 し て 選 択 し た (Yasudaら 、 1992； Yamada
ら 、 1992)。 マ ウ ス 脳 cDNAラ イ ブ ラ リ ー (Clontech、 Palo Alto、 CA； カ タ ロ グ 番 号 ML1036a
)の ア リ コ ー ト (約 1× 10６ pfu)を 鋳 型 と し て 使 用 し て 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)を 使 用
す る 増 幅 を 行 っ た 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 サ イ ク ル 条 件 は ： 94℃ で １ 分 間 の 変 性 、 37℃ で １ 分 間 の ア ニ ー リ ン グ お よ び 72℃ で ２ 分
間 の 伸 長 を 10サ イ ク ル 、 次 い で 、 94℃ で １ 分 間 の 変 性 、 55℃ で １ 分 間 の ア ニ ー リ ン グ お よ
び 72℃ で ２ 分 間 の 伸 長 を 35サ イ ク ル で あ っ た 。 PCR産 物 を 、 ３ ％ 低 融 点 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上
で 分 離 し 、 そ し て 150bpと 200bpと の 間 の DNAフ ラ グ メ ン ト を 単 離 し 、 M13 mp18中 へ ク ロ ー
ニ ン グ し て 配 列 決 定 し た 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 新 規 SRＩ Fレ セ プ タ ー 様 配 列 を コ ー ド す る ２ 種 の PCR産 物 を 同 定 し 、 msl－ 1(SD3)お よ び m
sl－ 2(SD15)と 名 付 け た 。 こ れ ら を 、 ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン に よ り ３ ２ P－ 標 識 し 、 そ
し て そ れ を 用 い て X－ 線 フ ィ ル ム へ 曝 す る 前 に 50℃ の 0.1× SSCお よ び 0.1%SDS中 で 最 後 の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 洗 浄 を 行 う 標 準 条 件 を 用 い る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り マ ウ
ス 脳 cDNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
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　 SRＩ Fレ セ プ タ ー 関 連 配 列 を コ ー ド す る マ ウ ス 脳 cDNAを 、 PCRお よ び 変 性 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 上 述 の よ う に 増 幅 し た 。 150～ 200bpの PCR産 物 を ク ロ ー ニ ン グ
し 、 そ し て 配 列 決 定 し た 。 特 徴 付 け ら れ た 33ク ロ ー ン の う ち 、 ２ 個 が mSSTR1を 、 ２ 個 が SS
TR2を 、 ９ 個 が mSSTR3を コ ー ド し 、 ４ 個 が 同 一 で 、 msl－ 1と 呼 ば れ る Gタ ン パ ク 質 カ ッ プ リ
ン グ レ セ プ タ ー ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 新 た な メ ン バ ー を コ ー ド し 、 そ し て １ 個 が msl－ 2と
名 付 け ら れ た 第 ２ の 新 レ セ プ タ ー 様 配 列 を コ ー ド し て い た 。 残 る 15ク ロ ー ン の 配 列 は 、 G
タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ ン グ レ セ プ タ ー の 配 列 ま た は GenBankデ ー タ ベ ー ス 内 の 他 の ど の 配 列
と も 関 連 し て い な か っ た 。 ク ロ ー ン msl－ 1お よ び msl－ 2を プ ロ ー ブ と し て 使 用 し 、 マ ウ ス
脳 cDNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ し て 3.1kbお よ び 2.3kbの 挿 入 断 片 を そ れ ぞ れ
有 す る λ msl－ 1お よ び λ msl－ 2を 単 離 し た 。 msl－ 1を マ ウ ス κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー と 新
た に 命 名 し 、 そ し て msl－ 2を マ ウ ス δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー と 新 た に 命 名 し た 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 λ msl－ 1お よ び λ msl－ 2内 の 挿 入 断 片 の 配 列 (そ れ ぞ れ 受 託 番 号 L11065お よ び L1104で Ge
nBankデ ー タ ベ ー ス に 寄 託 し た )を 決 定 し 、 そ れ ぞ れ 380ア ミ ノ 酸 お よ び 372ア ミ ノ 酸 の ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る こ と を 示 し た (図 １ )。 msl－ 1お よ び msl－ 2の 配 列 は 、 mSSTR1の 配 列
と 約 35%の 同 一 性 を 有 す る 最 近 記 述 さ れ た SRＩ Fレ セ プ タ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の 配 列 に
最 も 密 接 に 関 連 し た 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 msl－ 1お よ び msl－ 2の 配 列 は 、 第 ２ 細 胞 内 ル ー プ の NH２ － 末 端 内 の 配 列 Asp－ Arg－ Tyr(
DRY)な ら び に ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 し 得 る 第 １ お よ び 第 ２ の 細 胞 外 ル ー プ 内 の シ ス テ イ
ン 残 基 を 含 む Gポ リ ペ プ チ ド レ セ プ タ ー ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー の 間 で 保 存 さ れ る
多 く の 特 徴 を 共 有 す る 。 推 定 の NH2末 端 ド メ イ ン に お け る N－ 結 合 (連 結 )(N－ lＩ nked)グ リ
コ シ ル 化 の た め の 可 能 な 部 位 な ら び に 細 胞 内 ル ー プ お よ び COOH－ 末 端 ド メ イ ン に お け る cA
MP依 存 性 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ お よ び プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ Ｃ に 対 す る い く つ か の 可 能 な リ ン
酸 化 部 位 (Kennellyお よ び Krebs、 1991)も ま た 存 在 す る (図 １ 参 照 )。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 msl－ 1お よ び msl－ 2の ア ミ ノ 酸 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト は 、 そ れ ら が 61%の ア ミ ノ 酸 同 一
性 お よ び 71%の 類 似 性 を 有 す る こ と を 示 し た 。 密 接 に 関 連 す る Gタ ン パ ク 質 カ ッ プ リ ン グ レ
セ プ タ ー の 他 の 比 較 に お い て 以 前 に 示 さ れ た よ う に (Probstら 、 1992)、 推 定 膜 に 及 ぶ セ グ
メ ン ト 配 列 は 、 NH２ － お よ び COOH－ 末 端 ド メ イ ン の 配 列 よ り さ ら に 高 度 に 保 存 さ れ る 。 G
タ ン パ ク 質 の カ ッ プ リ ン グ に 決 定 的 に 重 要 で あ る と 考 え ら れ て い る 短 い 第 ３ の 細 胞 内 ル ー
プ (KobＩ lkaら 、 1988)を 含 む 細 胞 内 ル ー プ の 配 列 は 、 msl－ 1と msl－ 2と の 間 で 高 度 に 保 存
さ れ る 。 こ の こ と は 、 そ れ ら が 、 同 一 の Gタ ン パ ク 質 に カ ッ プ リ ン グ し 得 る こ と を 示 唆 す
る 。 msl－ 1お よ び msl－ 2の 両 方 は 、 第 ２ 貫 膜 ド メ イ ン 内 に 保 存 性 の Asp残 基 を 有 す る 。 こ
の Aspは 、 ア ド レ ナ リ ン レ セ プ タ ー (Horstmanら 、 1990)お よ び ソ マ ト ス タ チ ン レ セ プ タ ー
に お け る ア ゴ ニ ス ト 結 合 の ナ ト リ ウ ム 阻 害 を 媒 介 す る と 提 案 さ れ た 。
【 ０ ２ ８ ７ 】

実 施 例 ２ ： 発 現 お よ び 結 合 結 果
　 マ ウ ス κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー cDNAク ロ ー ン λ msl－ 1の 1.2kbの Pst Ｉ フ ラ グ メ ン ト 、
お よ び δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー cDNAク ロ ー ン λ msl－ 2の 1.3kbの Eco RＩ － Sac Ｉ フ ラ グ メ
ン ト を 、 そ れ ぞ れ CMVプ ロ モ ー タ ー ベ ー ス の 発 現 ベ ク タ ー pCMV－ 6bお よ び pCMV－ 6c(ChＩ ro
n Corp.、 EmeryvＩ lle、 CAの Dr. Barbara Chapmanよ り 入 手 )中 へ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 得 ら
れ た 構 築 物 pCMV－ msl－ 1お よ び pCMV－ msl－ 2を 用 い て 、 前 述 (Yasudaら 、 1992)の よ う に CO
S－ 1細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 msl－ 1お よ び msl－ 2を 一 時 的 に 発 現 す る COS－ 1細 胞 か ら 調 製 し た 膜 を 使 用 す る 結 合 研 究
を 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 72時 間 後 に 行 っ た 。 簡 潔 に 言 え ば 、 細 胞 を 、 Polytron(BrＩ nkm
ann、 2.5に セ ッ ト 、 30秒 )を 使 用 し て 、 50mMの TrＩ s－ HCl(pH7.8)、 1mMの エ チ レ ン グ リ コ
ー ル ビ ス (β － ア ミ ノ エ チ ル エ ー テ ル )－ N,N'－ 四 酢 酸 、 5mMの MgCl２ 、 10μ g/mlの ロ イ ペ
プ チ ン 、 10μ g/mlの ペ プ ス タ チ ン 、 200μ g/mlの バ シ ト ラ シ ン 、 お よ び 0.5μ g/mlの ア プ ロ
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チ ニ ン (緩 衝 液 １ )中 に 採 取 し た 。 次 い で 、 こ の ホ モ ジ ネ ー ト を 、 48,000× gで 20分 間 4℃ で
遠 心 分 離 し た 。 こ の ペ レ ッ ト を 、 緩 衝 液 １ 中 に 再 懸 濁 し 、 そ し て こ の 膜 調 製 物 を 放 射 性 リ
ガ ン ド 結 合 研 究 に 使 用 し た 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 細 胞 膜 (総 タ ン パ ク 質 20～ 30μ g)を 、 競 合 剤 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 [３ H]U69,593(
1nM、 比 放 射 能 37.2CＩ /mmol)ま た は [３ H]デ キ ス ト ロ メ ト ル フ ァ ン (1nM、 比 放 射 能 82.7CＩ
/mmol)、 [３ H]DTG(1mM、 比 放 射 能 37.2CＩ /mmol)ま た は [３ H]DAMGO(1nM、 比 放 射 能 55CＩ /m
mol)(Dupont NEN、 Boston、 MA)と 一 緒 に 最 終 容 量 200μ lで 40分 間 25℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 非 特 異 的 結 合 を 、 [３ H]デ キ ス ト ロ メ ト ル フ ァ ン お よ び [３ H]DTGを 除 く (代 わ り に 10μ
Mの ハ ロ ペ リ ド ー ル ま た は ク エ ン 酸 カ ル ベ タ ペ ン タ ン を 使 用 し た )全 て の 放 射 性 リ ガ ン ド に
つ い て 、 10μ Mの ナ ロ キ ソ ン の 存 在 下 で 残 存 結 合 し て い る 放 射 活 性 と し て 定 義 し た 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 結 合 反 応 を 、 50mMの 氷 冷 TrＩ s－ HCl(pH7.8)の 添 加 、 な ら び に 0.5%ポ リ エ チ ル イ ミ ン お
よ び 0.1%ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン で 少 な く と も １ 時 間 前 処 理 し た Whatman GF/Bグ ラ ス フ ァ イ バ
ー フ ィ ル タ ー に よ る 急 速 濾 過 に よ り 停 止 さ せ た 。 次 い で 、 こ の フ ィ ル タ ー を 12mlの 氷 冷 50
mM TrＩ s－ HCl(pH7.8)を 用 い て 洗 浄 し 、 そ し て 結 合 し た 放 射 性 を 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ
ウ ン タ ー を 使 用 し て 測 定 し た 。 放 射 性 リ ガ ン ド 結 合 研 究 か ら の デ ー タ を 用 い て 、 阻 害 曲 線
を 作 成 し た 。 NＩ Hが 後 援 す る PROPHET system上 で 利 用 可 能 な 数 学 的 モ デ リ ン グ プ ロ グ ラ ム
FＩ TCOMPに よ り 実 行 さ れ た 曲 線 適 合 か ら Ｉ C５ ０ 値 を 得 た 。
【 ０ ２ ９ １ 】
　 msl－ 1と msl－ 2と SRＩ Fレ セ プ タ ー と の 間 の 相 同 性 に よ り 、 そ れ ら が SRＩ Fレ セ プ タ ー フ
ァ ミ リ ー の 新 メ ン バ ー で あ り 得 る こ と が 示 唆 さ れ た 。 し か し 、 msl－ 1お よ び msl－ 2を 一 時
的 に 発 現 す る COS－ 1細 胞 由 来 の 膜 は 、 特 異 的 な [１ ２ ５ Ｉ － Try１ １ ]SRＩ F結 合 を 示 さ な か
っ た 。 こ の こ と は 、 msl－ 1お よ び msl－ 2が SRＩ Fレ セ プ タ ー で は な か っ た こ と を 示 す 。 SR
Ｉ Fア ゴ ニ ス ト SMS 201－ 995は 、 SRＩ Fレ セ プ タ ー お よ び μ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー に 結 合 す
る と 報 告 さ れ て い る の で 、 msl－ 1お よ び msl－ 2は オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー で あ り 得 る 可 能 性
が あ っ た 。 こ の 仮 説 を 試 験 す る た め に 研 究 を 継 続 し て い る 間 に 、 ２ つ の グ ル ー プ が NG 108
－ 15細 胞 由 来 の マ ウ ス δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の ク ロ ー ニ ン グ を 報 告 し た 。 こ れ ら の レ セ
プ タ ー の 配 列 は 、 msl－ 2と 同 一 で あ っ た 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 δ 、 κ 、 μ お よ び σ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー に 選 択 的 な ア ゴ ニ ス ト を 使 用 す る 結 合 研 究 に
よ り 、 msl－ 2が δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー (mORD1、 配 列 番 号 ： ４ )で あ る こ と が 確 定 し 、 そ
し て msl－ 1が κ レ セ プ タ ー (mORK1、 配 列 番 号 ： ２ )で あ る こ と が 示 さ れ た 。 msl－ 1お よ び m
sl－ 2を 発 現 す る COS－ 1細 胞 か ら 調 製 さ れ た 膜 の 結 合 特 性 を 、 表 ２ に 要 約 し た 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ２ ９ ４ 】
　 msl－ 1は κ 型 レ セ プ タ ー で あ っ て 、 κ １ レ セ プ タ ー に 強 力 か つ 特 異 的 に 結 合 す る が 、 他
の い ず れ の レ セ プ タ ー と も 結 合 し な い U－ 50,488お よ び U－ 69,593に 対 す る 、 こ の レ セ プ タ
ー の 高 い 親 和 性 に よ っ て 指 定 さ れ る (ZukＩ nら 、 1988; Clarkら 、 1989)。 ま た 、 msl－ 1が
κ レ セ プ タ ー で あ る こ と は 、 ダ イ ノ ル フ ィ ン Ａ に 対 し て 高 い 親 和 性 を 示 し 、 β エ ン ド ル フ
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ィ ン お よ び エ ン ケ フ ァ リ ン に 対 し て よ り 低 い 親 和 性 を 示 す こ と と も 一 致 し て い る 。 さ ら に
、 msl－ 1は 、 μ 、 δ 、 ま た は σ 特 異 的 リ ガ ン ド に 対 し て か な り 低 い 親 和 性 を 示 し た 。 msl
－ 1に 結 合 す る ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー に 予 測 さ れ る
と お り 、 立 体 特 異 的 で あ っ た 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 GppNHp(100μ M)に よ っ て 、 msl－ 1に 結 合 す る ア ゴ ニ ス ト が 44%減 少 し 、 そ し て msl－ 2に
結 合 す る ア ゴ ニ ス ト が 20%減 少 し た こ と か ら 、 msl－ 1お よ び msl－ 2は と も に Ｇ タ ン パ ク 質
と 結 合 す る 。 さ ら に 、 90mM NaClに よ っ て 、 msl－ 1お よ び msl－ 2に 結 合 す る ア ゴ ニ ス ト が
そ れ ぞ れ 95%お よ び 60%減 少 し た こ と か ら 、 脳 よ り 調 製 し た 膜 を 用 い て 示 さ れ る オ ピ オ イ ド
ア ゴ ニ ス ト 結 合 の ナ ト リ ウ ム 依 存 性 が 確 認 さ れ た (Pertお よ び Snyder, 1974; Ottら 、 1988
)。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 に よ る サ イ ク リ ッ ク AMP蓄 積 の 阻 害 が 、 72時 間 一 時 的 に msl－ 1お よ
び msl－ 2を 発 現 す る COS－ 1細 胞 内 で 観 察 さ れ た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 12ウ エ ル の コ ス タ ー
組 織 培 養 プ レ ー ト で 培 養 さ れ た 細 胞 を 、 10%牛 胎 児 血 清 お よ び 500nM ３ － イ ソ ブ チ ル － １
－ メ チ ル キ サ ン チ ン を 含 有 す る １ mlの DMEM培 地 と と も に 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 培 地
を 除 去 し 、 細 胞 を 洗 浄 し て 、 そ し て 培 地 を 10μ Mフ ォ ル ス コ リ ン の み を 含 む 同 様 の 培 地 、
ま た は １ μ Mオ ピ オ イ ド ア ゴ ニ ス ト お よ び /ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト と 取 り 替 え た 。 30分 後 、
培 地 を 除 去 し 、 そ し て 0.5mlの １ N HClを 細 胞 に 加 え 、 次 に 10秒 間 超 音 波 処 理 し た 。 HClを S
peedVacで エ バ ポ レ ー シ ョ ン 除 去 し 、 試 料 の cAMP含 有 量 を 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ キ ッ ト (
NEN/Dupont)を 用 い て 測 定 し た 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 こ の ２ つ の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー は 、 ア デ ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ 活 性 の オ ピ オ イ ド 阻 害 を 仲
介 す る 。 κ 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト の U－ 50,448お よ び エ チ ル ケ ト シ ク ラ ゾ シ ン は 、 フ ォ ル ス コ
リ ン 刺 激 に よ る cAMPの 蓄 積 を 、 一 時 的 に msl－ 1を 発 現 す る COS－ 1細 胞 内 で 50%阻 害 し 、 そ
し て こ の 効 果 は 、 ナ ロ キ ソ ン で は 完 全 に 復 帰 し た (図 2aお よ び 2b参 照 )。 δ 特 異 的 ア ゴ ニ ス
ト の DPDPEお よ び DSLETは 、 フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 に よ る cAMPの 形 成 を 、 msl－ 2を 発 現 す る CO
S－ 1細 胞 で 70%阻 害 し 、 そ し て こ の 効 果 は ま た 、 ナ ロ キ ソ ン に よ り ブ ロ ッ ク さ れ 得 た 。 こ
れ ら の 結 果 は 、 msl－ 1お よ び msl－ 2が と も に 、 COS－ 1細 胞 で の ア デ ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ 活 性
に 対 し て 、 サ ブ タ イ プ 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト 誘 導 性 の 阻 害 を 仲 介 し 得 る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 実 施 例 ３ ： κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー (msl－ 1)mRNAの 組 織 内 分 布
　 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に つ い て は 、 マ ウ ス マ ル チ プ ル 組 織 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト (Clontech)
を 、 製 造 会 社 の 奨 励 す る 手 法 に 従 い 、 ヌ ク レ オ チ ド 172－ 548に 対 応 す る λ msl－ 1の ３ ２ P
標 識 376bp PstＩ － EcoRＩ フ ラ グ メ ン ト で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 後 、 ブ ロ ッ ト を 室 温 で 、 ２ × SSCお よ び 0.05%SDSに て 洗 浄 し 、 そ し て 次 に 48℃ で
、 0.1× SSCお よ び 0.1%SDSに て 30分 間 洗 浄 し た 。 ブ ロ ッ ト を 増 強 ス ク リ ー ン の 存 在 下 、 － 7
5℃ で ７ 日 間 、 Ｘ 線 に 暴 露 し た 。 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に つ い て は 、 10μ gの マ ウ ス お よ び ヒ
ト DNAを EcoRＩ で 切 断 し 、 １ %ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 分 離 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー 上
に 移 し た 。 ブ ロ ッ ト を 、 標 準 的 な 条 件 を 用 い て 、 ヌ ク レ オ チ ド 172－ 1408に 対 応 す る λ msl
－ 1の ３ ２ P標 識 1.2kb PstＩ フ ラ グ メ ン ト で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し た 。 ６ 日 間 の Ｘ 線
フ ィ ル ム へ の 暴 露 前 に 、 ブ ロ ッ ト を 、 48℃ で 、 0.1× SSCお よ び 0.1%SDSに て 30分 間 洗 浄 し
た 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 成 熟 雄 BALB/cマ ウ ス よ り 調 製 し た 脳 切 片 を 用 い る イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
を 、 既 に 報 告 さ れ て い る (Brederら 、 1992)と お り に 、 上 記 の λ msl－ 1の 376bpの PstＩ － Ec
oRＩ フ ラ グ メ ン ト を 含 む プ ラ ス ミ ド よ り 転 写 さ れ た ３ ５ S標 識 ア ン チ セ ン ス リ ボ プ ロ ー ブ
お よ び セ ン ス リ ボ プ ロ ー ブ を 用 い て 行 っ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 後 、 切 片
を NTB2写 真 用 感 光 乳 剤 に 浸 し 、 そ し て ４ 週 間 暴 し た 。 ス ラ イ ド を D－ 19現 像 液 で 現 像 し 、
次 に 、 暗 視 野 顕 微 鏡 を 用 い て 観 察 す る 前 に 、 チ オ ニ ン 中 で ３ 分 間 対 比 染 色 し た 。
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【 ０ ３ ０ ０ 】
　 RNAブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 、 成 熟 マ ウ ス 脳 内 に κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー msl－ 1 mRNAを コ
ー ド す る ５ kbの 単 一 の 転 写 物 が 認 め ら れ た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の シ グ ナ ル は 、 心 臓
、 脾 臓 、 肝 臓 、 肺 、 骨 格 筋 、 腎 臓 、 ま た は 精 巣 内 に は 認 め ら れ な か っ た 。 成 熟 マ ウ ス の 中
枢 神 経 系 内 の κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー mRNAの 分 布 を 、 イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン に よ り 試 験 し た 。 新 皮 質 、 梨 状 皮 質 、 海 馬 、 扁 桃 、 内 側 手 網 、 視 床 下 部 (弓 状 核 お よ び
室 傍 核 )、 青 斑 、 お よ び 傍 小 脳 脚 核 で は 、 大 量 の 発 現 が 認 め ら れ た 。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 ３ ２ P標 識 msl－ 1 cDNAの EcoRＩ 切 断 マ ウ ス DNAお よ び ヒ ト DNAへ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン で は 、 18kbお よ び 3.4kbの ２ つ の マ ウ ス DNAフ ラ グ メ ン ト の 強 い 標 識 が 認 め ら れ た の に 対
し 、 こ の プ ロ ー ブ は 、 ヒ ト DNAの 多 数 の フ ラ グ メ ン ト と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し 、 8.0kb
、 6.0kb、 お よ び 2.5kbの フ ラ グ メ ン ト と は 強 く 、 そ し て 9.5kb、 5.1kb、 4.8kb、 お よ び 3.1
kbの フ ラ グ メ ン ト と は 弱 く ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し た 。 こ れ ら の ブ ロ ッ ト に 見 ら れ る 多
数 の バ ン ド に 関 す る 分 子 基 本 を 確 立 す る 必 要 が あ る 。 msl－ 1 cDNA配 列 の 内 在 性 EcoRＩ 部
位 の 存 在 は 、 ２ つ の マ ウ ス フ ラ グ メ ン ト に 対 す る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 説 明 し 得 る 。
さ ら に 、 こ の 結 果 か ら 、 マ ウ ス ゲ ノ ム 内 に は 、 単 一 の κ レ セ プ タ ー 遺 伝 子 し か 存 在 し 得 な
い こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 ヒ ト ブ ロ ッ ト で の 多 数 の DNAフ ラ グ メ ン ト へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 さ ら に 解 釈
し 難 い 。 ヒ ト κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー 遺 伝 子 の 部 分 配 列 か ら 、 マ ウ ス の 配 列 の ア ミ ノ 酸 Ar
g８ ６ お よ び Asp１ ８ ４ に 対 応 す る コ ド ン 内 に 位 置 す る こ の 遺 伝 子 内 に 、 少 な く と も ２ つ の
イ ン ト ロ ン が 存 在 す る こ と が 示 さ れ て お り 、 そ し て こ の 結 果 は 、 少 な く と も 部 分 的 に 、 ヒ
ト DNAの サ ザ ン ブ ロ ッ ト で 見 ら れ る 多 数 の バ ン ド を 説 明 し 得 る 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 最 近 の 報 告 (XＩ eら 、 1992)は 、 κ レ セ プ タ ー の 豊 富 な 供 給 源 源 で あ る ヒ ト 胎 盤 由 来 の 推
定 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー cDNAの 発 現 ク ロ ー ニ ン グ を 開 示 す る 。 こ の ク ロ ー ン 化 レ セ プ タ ー
を 発 現 す る 細 胞 は 、 オ ピ オ イ ド リ ガ ン ド と 中 程 度 の 親 和 性 の み で 結 合 し た が 、 立 体 特 異 的
方 法 で は 、 予 測 さ れ る κ レ セ プ タ ー 選 択 性 は 認 め ら れ な か っ た 。 こ の ク ロ ー ン の 配 列 は ま
た 、 ヒ ト ニ ュ ー ロ メ ジ ン Ｋ レ セ プ タ ー に 対 す る 配 列 と の 方 が 、 ク ロ ー ン 化 マ ウ ス δ ま た は
κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー に 対 す る よ り も 大 き な 配 列 同 一 性 が あ る こ と が 認 め ら れ 、 さ ら に
、 こ の こ と が こ の 配 列 の こ れ ら 後 者 の レ セ プ タ ー と の 関 係 を 複 雑 に し て い る が 、 こ の レ セ
プ タ ー は 、 真 正 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー に つ い て 推 測 さ れ る 親 和 性 お よ び 選 択 性 を 示 す 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 最 近 の ク ロ ー ニ ン グ 、 お よ び κ 型 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の ク
ロ ー ニ ン グ に つ い て 本 明 細 書 中 に 記 載 し た デ ー タ は 、 種 々 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ク ラ ス
が 、 異 な る 遺 伝 子 産 物 を 表 現 す る こ と を 強 く 示 唆 し て い る 。 し か し 、 数 ク ラ ス 、 例 え ば 、
κ １ 、 κ ２ 、 お よ び κ ３ で の 種 々 の サ ブ ク ラ ス に つ い て は 、 分 子 基 本 が 未 だ 明 ら か に さ れ
て い な い 。 COS－ 1細 胞 で 発 現 し た msl－ 1の 薬 理 学 的 特 徴 付 け に よ り 、 msl－ 1は κ １ レ セ プ
タ ー で あ る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 他 の κ サ ブ タ イ プ は 、 他 の 遺 伝 子 の 産 物 で あ り 得 る か
、 も し く は 共 通 の ポ リ ペ プ チ ド か ら 異 な る グ リ コ シ ル 化 ま た は 他 の 転 写 後 修 飾 を 受 け て 生
じ た も の か 、 も し く は Ｇ タ ン パ ク 質 の カ ッ プ リ ン グ お よ び 非 カ ッ プ リ ン グ 状 態 を 、 同 一 の
分 子 と し て 表 現 す る と 思 わ れ る (FrＩ elleら 、 1988)。 あ る い は 、 ヒ ト 遺 伝 子 の 予 備 分 析 に
示 さ れ る と お り 、 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー 遺 伝 子 内 に イ ン ト ロ ン が 存 在 す る 場 合 、 お そ ら
く 、 別 の ス プ ラ イ シ ン グ に よ り 、 僅 か に 異 な る 薬 理 学 的 特 性 を 有 す る κ サ ブ タ イ プ が 生 じ
る も の と 思 わ れ る 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 マ ウ ス の δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー お よ び κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較
す る こ と に よ り 、 推 定 膜 に 及 ぶ セ グ メ ン ト お よ び 接 続 ル ー プ の 配 列 は 、 NH２ 末 端 お よ び CO
OH末 端 よ り も 良 く 保 存 さ れ て い る こ と が 明 ら か に さ れ た 。 こ の 配 列 の 保 存 に は 、 第 ３ 細 胞
内 ル ー プ が 含 ま れ て い た 。 こ れ は 、 他 の Ｇ タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ ン グ レ セ プ タ ー が 、 Ｇ タ ン
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パ ク 質 に 結 合 す る 領 域 で あ り 、 こ の こ と か ら 、 お そ ら く こ れ ら ２ つ の レ セ プ タ ー は 、 類 似
し た Ｇ タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る こ と が 示 唆 さ れ る 。 大 き く 異 な る 薬 理 学 的 特 性 を 有 す る
こ れ ら ２ つ の ク ロ ー ン 化 レ セ プ タ ー を 利 用 す る こ と が で き れ ば 、 ア ド レ ナ リ ン 性 レ セ プ タ
ー (FrＩ elleら 、 1988)お よ び タ キ キ ニ ン レ セ プ タ ー (Yokotaら 、 1992)に 対 し て 行 わ れ た の
と 同 様 に 、 キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド の 結 合 特 性 を 比 較 す る こ と に よ り 、 リ ガ ン ド 結 合 部 位 の 位
置 決 定 が 可 能 と な る 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 種 々 の ク ラ ス は 、 様 々 な 薬 理 機 能 を も た ら す と 考 え ら れ て い る
(Olsonら 、 1989; SＩ mon 1991; Lutzお よ び PfＩ ster 1992)。 マ ウ ス 脳 内 の κ オ ピ オ イ ド
レ セ プ タ ー mRNAの 分 布 よ り 、 κ レ セ プ タ ー は 、 覚 醒 機 能 、 神 経 内 分 泌 機 能 、 お よ び 自 律 神
経 機 能 の 調 節 に 関 与 し 、 な ら び に 感 覚 情 報 の 処 理 に も 関 与 し て い る 可 能 性 が あ る こ と が 示
唆 さ れ た 。 予 備 RNAブ ロ ッ テ ィ ン グ 研 究 に よ り 、 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー mRNAの 分 布 に は
、 種 間 で 差 が あ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ て い る 。 例 え ば 、 イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン に よ り 、 皮 質 内 に 高 レ ベ ル の mRNAが 認 め ら れ 、 そ し て 線 条 体 内 で は 非 常 に 低 レ ベ ル の mR
NAし か 認 め ら れ な い が 、 ラ ッ ト 脳 の 種 々 の 領 域 か ら 調 製 し た RNAを 用 い た ノ ー ザ ン ブ ロ ッ
テ ィ ン グ 研 究 で は 、 大 脳 皮 質 内 よ り も 線 条 体 内 の 方 が mRNAレ ベ ル が 多 い こ と が 示 唆 さ れ 、
こ の 結 果 は 、 ラ ッ ト 脳 内 の リ ガ ン ド 結 合 研 究 と 一 致 す る (Mansourら 、 1987; Nockら 、 1988
; Unterwaldら 、 1991)。 こ の よ う な 差 の 機 能 的 意 義 に つ い て は 不 明 で あ る が 、 あ る 種 に つ
い て 、 κ 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト を 用 い る 研 究 の 結 果 を 、 他 の 種 で の 結 果 か ら 予 測 す る こ と は 不
可 能 で あ る と い え る 。 実 際 、 こ の ３ つ の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ク ラ ス の 内 、 κ 型 は 、 種 間
で 最 も 分 岐 す る 分 布 を 示 す 。 予 備 イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 研 究 に よ り 、 δ オ
ピ オ イ ド レ セ プ タ ー mRNAは 、 大 脳 皮 質 、 海 馬 、 扁 桃 、 お よ び 視 床 下 部 内 で の 発 現 を 含 む 、
マ ウ ス 脳 内 の κ レ セ プ タ ー の 分 布 と 比 較 し て 、 類 似 し て は い る が 異 な る 分 布 を 有 す る こ と
が 明 ら か に さ れ て い る 。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 ク ロ ー ン 化 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー を 利 用 す る こ と が で き れ ば 、 イ ン ビ ボ で の こ れ ら の 機
能 を 直 接 試 験 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ ら の レ セ プ タ ー は ま た 、 さ ら に 選 択 性 の 高 い ア
ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト を 臨 床 に 適 用 す る た め の 開 発 を 大 い に 促 進 し 得 る 。 オ ピ オ
イ ド レ セ プ タ ー の こ の ク ラ ス に 対 す る ア ゴ ニ ス ト は 、 無 痛 覚 を 誘 導 す る が 、 濫 用 性 を 制 限
し (Unterwaldら 、 1987)、 呼 吸 機 能 に 対 す る 副 作 用 は よ り 少 な い (Shookら 、 1990)こ と か ら
、 κ レ セ プ タ ー は 今 後 、 特 に 重 要 で あ る 。 同 様 に 、 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー フ ァ ミ リ ー の
他 の メ ン バ ー を 同 定 す る こ と に よ り 、 無 痛 覚 を 誘 導 す る が 、 κ ア ゴ ニ ス ト の 鎮 静 剤 ま た は
向 精 神 薬 の 副 作 用 を 殆 ど 有 さ な い (PfeＩ fferら 、 1986)か 、 も し く は 、 そ の 代 わ り に こ れ
ら の 好 ま し く な い 副 作 用 を 選 択 的 に 拮 抗 す る 、 選 択 的 リ ガ ン ド の 開 発 を 導 き 得 る 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 実 施 例 ４ ： 診 断 /治 療 へ の 適 用
　 異 な る オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 お よ び 精 製 す る と 、 診 断 お よ び 治 療 へ
の 適 用 で の 使 用 に 好 ま し い 特 性 を 有 す る と 思 わ れ る 候 補 ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト
な ど の 候 補 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 設 計 し た 方 法 に お い て 、 こ れ ら の ペ プ チ ド を
利 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 例 え ば 、 最 近 (Dohlmanら 、 1991)が 、 そ の 数 が 増 加 し 続 け て い る レ セ プ タ ー の サ ブ タ イ
プ 、 Ｇ タ ン パ ク 質 、 お よ び エ フ ェ ク タ ー に つ い て 述 べ て い る よ う に 、 レ セ プ タ ー の リ ガ ン
ド 結 合 お よ び Ｇ タ ン パ ク 質 認 識 の 特 性 を 特 徴 付 け る こ と は 、 診 断 お よ び 治 療 産 業 に と っ て
重 要 な 課 題 で あ る 。 こ こ で 述 べ て い る と お り 、 再 構 築 実 験 は 、 レ セ プ タ ー が 、 種 々 の 程 度
の 特 異 性 で 、 多 数 の (お よ び 場 合 に よ っ て は 機 能 的 に 異 な る )Ｇ タ ン パ ク 質 と カ ッ プ リ ン グ
し 得 る こ と を 示 す 最 初 の も の で あ っ た (Kanahoら 、 1984)。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 例 え ば 、 ム ス カ リ ン 性 レ セ プ タ ー お よ び α ２ － ア ド レ ナ リ ン 性 レ セ プ タ ー の ク ロ ー ニ ン
グ お よ び 過 剰 生 産 に よ り 、 細 胞 内 に 高 レ ベ ル に 発 現 さ れ た 場 合 の 、 単 一 レ セ プ タ ー サ ブ タ

10

20

30

40

50

(68) JP 2005-124574 A 2005.5.19



イ プ が 、 １ タ イ プ よ り 多 く の Ｇ タ ン パ ク 質 と カ ッ プ リ ン グ す る こ と が 明 ら か に さ れ た 。 こ
れ ら レ セ プ タ ー の そ れ ぞ れ に 対 し 、 ア ゴ ニ ス ト 処 理 に よ っ て ア デ ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ の 阻 害
お よ び ホ ス ホ イ ノ シ チ ド 代 謝 の 刺 激 の 両 方 が 得 ら れ る 。 最 終 的 に 、 個 々 の Ｇ タ ン パ ク 質 種
は 、 １ つ を 越 え る エ フ ェ ク タ ー を 刺 激 す る こ と が 明 ら か に さ れ て お り 、 例 え ば Ｇ ｓ は カ ル
シ ウ ム チ ャ ン ネ ル 、 さ ら に は ア デ ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ を 調 節 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 こ
れ ら の 著 者 ら は 、 こ の よ う に 機 能 が 複 雑 で か つ 見 か け 上 同 義 性 で あ る も の で あ る な ら ば 、
根 本 的 に 重 要 な 問 題 と し て 、 ど の よ う に し て 、 そ し て ど の よ う な 環 境 下 で 、 Ｇ タ ン パ ク 質
は 多 数 の レ セ プ タ ー か ら シ グ ナ ル を 発 生 さ せ 、 そ し て 適 切 な エ フ ェ ク タ ー に 運 ぶ の で あ ろ
う か 、 と い う 疑 問 が 生 ず る と 記 し て い る 。
【 ０ ３ １ １ 】
　 従 来 の ア プ ロ ー チ で は 、 精 製 し た レ セ プ タ ー お よ び Ｇ タ ン パ ク 質 成 分 を イ ン ビ ト ロ で 再
構 築 し て い た 。 あ い に く 、 こ れ ら の 著 者 ら が 記 す よ う に 、 精 製 ス キ ー ム は 、 非 常 に 限 ら れ
た 数 の レ セ プ タ ー の サ ブ タ イ プ お よ び そ の 同 族 Ｇ タ ン パ ク 質 に し か 成 功 し て い な い 。 あ る
い は 、 こ れ ま で に 同 定 さ れ て い る オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 配 列 決 定 に
よ っ て こ こ で 可 能 に な っ た よ う に 、 異 種 発 現 系 は 、 ク ロ ー ン 化 レ セ プ タ ー の 特 徴 付 け 、 お
よ び レ セ プ タ ー － Ｇ タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ ン グ 特 異 性 を 解 明 す る の に さ ら に 全 般 的 に 有 用 で
あ り 得 る 。
【 ０ ３ １ ２ 】
　 こ の よ う な 系 の 一 つ が 、 最 近 酵 母 細 胞 で 開 発 さ れ て お り 、 哺 乳 類 の β ２ － ア ド レ ナ リ ン
、 お よ び Ｇ ｓ α サ ブ ユ ニ ッ ト の 遺 伝 子 が 同 時 発 現 さ れ た (KＩ ngら 、 1990)。 β ２ － ア ド レ
ナ リ ン の 発 現 は 、 ど の ヒ ト 組 織 よ り も 数 百 倍 高 い レ ベ ル に 達 し 、 そ し て リ ガ ン ド 結 合 は 適
切 な 親 和 性 、 特 異 性 、 お よ び 立 体 選 択 性 が あ る こ と が 明 ら か に さ れ た 。 さ ら に 、 フ ェ ロ モ
ン シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の β ２ － ア ド レ ナ リ ン 介 在 活 性 化 が 、 成 長 速 度 変 化 、 形 態 変 化 、 お よ
び EscherＩ chＩ a colＩ  lacZ遺 伝 子 (β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を コ ー ド す る )と 融 合 す る フ ェ
ロ モ ン 応 答 性 プ ロ モ ー タ ー (FUS1)の 誘 導 を 含 む い く つ か の 基 準 に よ り 示 さ れ た 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 β ２ － ア ド レ ナ リ ン 、 お よ び Ｇ ｓ α サ ブ ユ ニ ッ ト の 発 現 に よ っ て 酵 母 の フ ェ ロ モ ン 応 答
経 路 を 制 御 す る 能 力 に は 、 こ の よ う な レ セ プ タ ー の 構 造 的 お よ び 機 能 的 特 徴 付 け を 非 常 に
容 易 に す る 能 力 を 有 す る 。 成 長 速 度 ま た は β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 誘 導 を 測 る こ と に よ っ て
、 変 異 レ セ プ タ ー の 特 性 を 迅 速 に 試 験 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 中 で 実 現 可 能
と な っ た 単 離 さ れ た 組 換 え オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー は 、 オ ピ オ イ ド の 所 望 の 特 性 を と も な う
が 、 オ ピ オ イ ド の 所 望 し な い 特 性 を 欠 く 候 補 物 質 を 識 別 す る こ と が で き る は ず で あ る 。 さ
ら に 、 本 出 願 に よ り 実 現 し た オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の １ ま た は そ れ 以 上 が 、
オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 同 フ ァ ミ リ ー 内 の ポ リ ペ プ チ ド よ り も 相 互 作 用 す る 、 選 択 的 能 力
を 有 す る 候 補 物 質 を 同 定 す る た め に 、 上 記 の よ う な 系 を 用 い る こ と が 可 能 な は ず で あ る 。
【 ０ ３ １ ４ 】
　 従 っ て 、 例 え ば 、 特 に 共 通 の 細 胞 株 内 で ク ロ ー ン 化 お よ び 発 現 さ れ た 一 連 の オ ピ オ イ ド
レ セ プ タ ー を 利 用 し て 、 こ の 一 連 の レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 種 々 の 候 補 物 質 に 暴 す る こ
と が で き る 。 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の 結 果 か ら 、 例 え ば δ 、 κ 、 μ 、 ま た は
σ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー と 相 互 作 用 す る 能 力 を 有 す る 候 補 物 質 を 同 定 す る こ と が で き る は
ず で あ る 。
【 ０ ３ １ ５ 】
　 さ ら に 、 本 出 願 に よ り 実 現 し た 単 離 さ れ た 組 換 え オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー を 比 較 す る 場 合
、 オ ピ オ イ ド の 構 造 － 活 性 関 係 を 、 続 い て 調 べ る こ と が で き る 。 こ の よ う な 研 究 に は 、 そ
れ ぞ れ 個 々 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー と 結 合 す る ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト の よ う な
候 補 物 質 を 同 定 す る た め の 結 合 研 究 が 含 ま れ る だ け で は な く 、 レ セ プ タ ー へ の 結 合 の 他 、
オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 活 性 を 刺 激 す る 候 補 物 質 を 同 定 す る た め の 研 究 も 含 ま れ る 。
【 ０ ３ １ ６ 】
　 さ ら に 、 Dohlmanら 、 1991が 記 し て い る よ う に 、 本 出 願 に よ り 実 現 可 能 と な っ た レ セ プ
タ ー の よ う な レ セ プ タ ー と カ ッ プ リ ン グ し た 、 推 定 Ｇ タ ン パ ク 質 に 対 す る 別 の 遺 伝 子 が 単
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離 さ れ る と 、 非 同 定 遺 伝 子 産 物 に 対 す る 活 性 を 有 す る リ ガ ン ド を 同 定 す る た め に 一 連 の リ
ガ ン ド を 都 合 良 く ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 著 者 も 記 し て い る よ う に 、
他 の 関 連 サ ブ タ イ プ 非 存 在 下 で の 単 一 レ セ プ タ ー の 発 現 を 、 天 然 の 哺 乳 類 細 胞 内 で 達 成 す
る こ と は 、 し ば し ば 不 可 能 で あ る 。 従 っ て 、 こ の よ う な 内 因 性 レ セ プ タ ー を 有 さ な い 微 生
物 内 ま た は 単 離 し た 真 核 細 胞 内 で の 発 現 は 、 サ ブ タ イ プ 選 択 的 薬 剤 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、
か つ 評 価 す る の に 有 用 で あ り 得 る (Marulloら 、 1988; Payetteら 、 1990; お よ び KＩ ngら 、
1990)。 　 実 施 例 ５ ： ヒ ト オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー
　 ヒ ト オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 、 こ の よ う な レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る ヒ ト 遺 伝 子 配 列 よ り 単 離 お よ び 同 定 す る 。 ヒ ト κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の イ ン ト ロ
ン お よ び エ キ ソ ン の 両 方 を 含 む 部 分 ゲ ノ ム 配 列 を 図 ３ に 示 す 。 図 4aお よ び 4bで は 、 ヒ ト κ
オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 と マ ウ ス κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 部 分 ア ミ ノ
酸 配 列 と を 比 較 し て い る 。 マ ウ ス の 配 列 は ア ミ ノ 酸 残 基 １ か ら 開 始 し 、 そ し て ヒ ト の 配 列
は ア ミ ノ 酸 残 基 87か ら 開 始 す る 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　 ヒ ト 脳 の 海 馬 よ り cDNAラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 し 、 そ し て マ ウ ス κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー よ
り 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ で ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 cDNA分 子 を Ec
oRＩ リ ン カ ー と 連 結 し た 。 ベ ク タ ー λ gt10を EcoRＩ で 切 断 し て 直 鎖 状 の ベ ク タ ー を 作 製 し
た 。 EcoRＩ リ ン カ ー を 有 す る cDNA分 子 を こ の 直 鎖 ベ ク タ ー に 連 結 し た 。 ラ イ ブ ラ リ ー 構 築
に 関 す る 宿 主 細 胞 は E.colＩ の LE 392株 で あ っ た 。
【 ０ ３ １ ８ 】
　 ヒ ト お よ び マ ウ ス の κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の ア ミ ノ 酸 配 列 に は 高 い 相 同 性 が 認 め ら れ
る 。 図 ３ に 見 ら れ る よ う に 、 293個 の ア ミ ノ 酸 の う ち 、 292個 は 同 一 か 、 ま た は 類 似 の ア ミ
ノ 酸 で あ る 。 281残 基 は 同 一 で あ り 、 そ し て ６ 残 基 は 保 存 的 置 換 に 関 連 し て い る 。 残 基 232
、 284、 285、 328、 お よ び 348は ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 ま た は バ リ ン に 関 与 す る 置 換 で
あ る 。 当 業 者 に よ っ て 高 く 評 価 さ れ て い る と お り 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 お よ び バ リ
ン に 関 与 し て い る 置 換 は 、 保 存 的 置 換 で あ る 。 残 基 218は 、 グ ル タ ミ ン 酸 か ら ア ス パ ラ ギ
ン 酸 へ の 変 化 で あ り 、 そ し て 残 基 274は 、 リ ジ ン か ら ア ル ギ ニ ン へ の 変 化 で あ る 。 当 該 分
野 で 周 知 の と お り 、 グ ル タ ミ ン 酸 お よ び ア ス パ ラ ギ ン 酸 の ハ イ ド ロ パ シ ー 指 数 は － 3.5で
一 致 し て い る 。 さ ら に 、 リ ジ ン お よ び ア ル ギ ニ ン は 、 指 数 が そ れ ぞ れ － 3.9お よ び － 4.5の
、 ハ イ ド ロ パ シ ー が 最 も 小 さ い ２ 個 の ア ミ ノ 酸 で あ る 。 従 っ て 、 218位 お よ び 274位 で の ア
ミ ノ 酸 の 変 化 は 、 保 存 的 置 換 で あ る 。 加 え て 、 完 全 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が ま だ 確 定 さ れ て
い な い た め 、 ヒ ト κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー 内 に は 、 255位 、 267位 、 351位 、 お よ び 355位 に
、 未 だ 同 定 さ れ て い な い ４ つ の ア ミ ノ 酸 が あ る 。 し か し 、 残 基 351お よ び 355を コ ー ド す る
配 列 か ら 、 一 つ だ け ヌ ク レ オ チ ド が 欠 け て い る こ と が 認 め ら れ て い る 。 こ の ２ つ の ヌ ク レ
オ チ ド を 同 定 す る と 、 ア ミ ノ 酸 残 基 351お よ び 355は 相 同 性 で あ り 得 る も の と 思 わ れ る 。 残
基 255お よ び 267は 、 こ の 残 基 を コ ー ド す る ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド が 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら
欠 け て い る た め 、 現 在 同 定 さ れ て い な い 。 ヒ ト お よ び マ ウ ス κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー 間 の
唯 一 の 有 意 差 は 、 セ リ ン が ア ス パ ラ ギ ン に 置 き 換 わ っ た 残 基 358に 認 め ら れ る 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 図 4aお よ び 4bに 示 す ヒ ト κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー は 、 ヒ ト κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の ア
ミ ノ 末 端 が 存 在 し な い 部 分 配 列 で あ る 。 こ の ヒ ト κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の ア ミ ノ 末 端 を
コ ー ド す る 遺 伝 子 配 列 は 、 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー ま た は cDNAラ イ ブ ラ リ ー を ヒ ト ま た は マ ウ
ス κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド で ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 同 定 し
得 る 。 好 ま し く は 、 図 ３ の ヒ ト κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が プ ロ ー ブ で
あ る 。 ヒ ト オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー サ ブ タ イ プ は 、 ヒ ト オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー プ ロ ー プ で ス
ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 同 定 さ れ る 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
　 さ ら に 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヒ ト cDNAは 、 本 明 細 書 中 前 記
の 技 術 を 用 い て 、 適 切 な 宿 主 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ 、 そ し て オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー
ポ リ ペ プ チ ド が 発 現 さ れ る 。 発 現 し た ヒ ト ポ リ ペ プ チ ド は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー サ ブ タ
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イ プ を 同 定 す る た め に 、 ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る
。
【 ０ ３ ２ １ 】

実 施 例 ６ ： 哺 乳 類 細 胞 の 安 定 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
　
　 PC－ 12細 胞 を 10%ウ マ 血 清 お よ び 5%ウ シ 血 清 を 含 む RPMＩ 培 地 中 で 、 5%CO２ 下 、 37℃ で 50
%集 密 度 ま で 生 育 さ せ た 。 細 胞 を リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 (Mullerら 、 1990)に よ り 、 既 に 報 告
さ れ て い る と お り (Yasudaら 、 1993)、 CMVプ ロ モ ー タ ー を 基 礎 と す る 発 現 ベ ク タ ー pCMV－ 6
cに ク ロ ー ニ ン グ し た マ ウ ス κ レ セ プ タ ー cDNAの 1.2キ ロ ベ ー ス PstＩ フ ラ グ メ ン ト の 7μ g
で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 200μ g/ml G418を 含 む 同 様 の 培 地 中 で 細 胞 を 選 択 し 、 そ し て 維
持 し た 。 既 に 記 載 さ れ て い る と お り (Rens－ DomＩ anoら 、 1992)、 マ ウ ス δ レ セ プ タ ー を 安
定 に 発 現 す る CHO－ DC44細 胞 株 の 継 代 を 確 立 し た 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 マ ウ ス δ オ ピ オ イ
ド レ セ プ タ ー cDNAの 1.3キ ロ ベ ー ス EcoRＩ － SacＩ フ ラ グ メ ン ト を 発 現 ベ ク タ ー pCMV－ 6cに
挿 入 し 、 そ し て pSV2nooと と も に CHO細 胞 に 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 そ し て 既 に 記 載 さ れ
て い る と お り (Yasudaら 、 1993、 お よ び Rens－ DomＩ anoら 、 1992)、 安 定 な ト ラ ン ス フ ェ ク
タ ン ト を 選 択 お よ び 生 育 さ せ た 。 既 に 記 載 さ れ て い る と お り (Chenら 、 1993、 お よ び Kong
ら 、 1993)、 ラ ッ ト μ レ セ プ タ ー を COS－ 7細 胞 内 で 一 時 的 に 発 現 さ せ た 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
　 Ｂ .薬 理 学 的 特 性
　 既 に 記 載 さ れ て い る と お り (４ 、 10)、 ク ロ ー ン 化 マ ウ ス κ レ セ プ タ ー を 安 定 に 発 現 す る
PC12細 胞 、 マ ウ ス δ レ セ プ タ ー を 安 定 に 発 現 す る CHO－ DG44細 胞 、 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン 後 、 48－ 72時 間 で ラ ッ ト μ レ セ プ タ ー を 一 時 的 に 発 現 す る COS－ 7細 胞 の い ず れ か に
由 来 す る 膜 を 用 い て 、 レ セ プ タ ー 結 合 ア ッ セ イ を 行 っ た 。 放 射 性 リ ガ ン ド 結 合 ア ッ セ イ に
つ い て は 、 1mM エ チ レ ン グ リ コ ー ル  ビ ス (β － ア ミ ノ エ チ ル エ ー テ ル )－ N,N'－ 四 酢 酸 、 5
mM MgCl２ 、 10μ g/mlロ イ ペ プ チ ン 、 10μ g/mlペ プ ス タ チ ン 、 200μ g/mlバ シ ト ラ シ ン 、 お
よ び 0.5μ g/mlア プ ロ チ ニ ン を 含 有 す る 50mM TrＩ s－ HCl (pH 7.8)(緩 衝 液 １ )内 に 細 胞 を
回 収 し 、 そ し て 24,000× gで ７ 分 間 、 ４ ℃ で 遠 心 分 離 し た 。 ペ レ ッ ト を 、 Polytron(BrＩ nk
mann、 設 定 2.5 30秒 )を 用 い て 緩 衝 液 １ 中 で ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 次 い で ホ モ ジ ネ ー ト を 48,
000× gで 20分 間 、 ４ ℃ で 遠 心 分 離 し た 。 ペ レ ッ ト を 緩 衝 液 １ 中 で ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 そ し て
こ の 膜 調 製 物 を 放 射 性 リ ガ ン ド 結 合 研 究 に 使 用 し た 。 阻 害 研 究 に つ い て は 、 細 胞 膜 (10－ 2
0μ gタ ン パ ク 質 量 )を 、 [３ H]U－ 69,593(2nM、 比 放 射 能  47.4CＩ /mmol)、 [３ H]ナ ル ト リ ン
ド ー ル (1nM、 比 放 射 能  31.2CＩ /mmol)、 ま た は [３ H]DAMGO(1nM、 比 放 射 能  55CＩ /mmol)と
と も に 、 最 終 容 量 200μ Lで 、 40分 間 、 25℃ に て 、 競 合 剤 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 飽 和 実 験 に つ い て は 、 細 胞 膜 を 上 昇 系 列 濃 度 の 放 射 性 リ ガ ン ド と と も に イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 非 特 異 的 結 合 を 、 全 放 射 性 リ ガ ン ド に 対 す る 、 10μ Mナ ロ キ ソ ン 存 在 下
で 残 存 結 合 し て い る 放 射 活 性 と 定 義 し た 。 氷 冷 50mM TrＩ s－ HCl緩 衝 液 (pH 7.8)を 添 加 し
、 そ し て 0.5%ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン /0.1% BSAで 少 な く と も １ 時 間 前 処 理 し た Whatman GF/B
グ ラ ス フ ァ イ バ ー フ ィ ル タ ー に て 急 速 濾 過 す る こ と に よ り 、 結 合 反 応 を 停 止 し た 。 次 に 、
フ ィ ル タ ー を 12mLの 氷 冷 TrＩ s－ HCl緩 衝 液 で 洗 浄 し 、 そ し て 結 合 放 射 活 性 を シ ン チ レ ー シ
ョ ン カ ウ ン タ ー で 計 数 し た 。 放 射 性 リ ガ ン ド 結 合 研 究 か ら の デ ー タ を 用 い て 、 阻 害 曲 線 を
作 成 し た 。 数 学 的 モ デ リ ン グ プ ロ グ ラ ム FＩ TCOMP(Perryお よ び McGonＩ gle、 1988)に よ り
行 っ た 曲 線 適 合 か ら Ｉ C５ ０ 値 を 得 、 そ し て 飽 和 デ ー タ を 、 米 国 国 立 衛 生 研 究 所 後 援 に よ
る PROPHETシ ス テ ム 上 で 入 手 可 能 な FＩ TSAT(McGonＩ gleら 、 1988)を 用 い て 分 析 し た 。 Chon
g－ Prusoff式 (Chengお よ び Prusoff、 1973)を 用 い て 、 Ｉ C５ ０ 値 よ り 阻 害 結 合 定 数 (KＩ )を
算 出 し た 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 κ 、 δ 、 お よ び μ レ セ プ タ ー を コ ー ド す る ク ロ ー ン 化 cDNAは PC12(κ )ま た は CHO－ D644
細 胞 (δ )細 胞 内 で 安 定 に 、 も し く は COS－ 7細 胞 (μ )内 で 一 時 的 に 発 現 し た 。 κ 、 δ 、 お よ
び μ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー を 、 そ れ ぞ れ 選 択 的 オ ピ オ イ ド 放 射 性 リ ガ ン ド で あ る [３ H]U－
69,593、 [３ H]ナ ル ト リ ン ド ー ル 、 ま た は [３ H]DAMGOで 標 識 し た 。 こ れ ら の 放 射 性 リ ガ ン
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ド の 結 合 は 、 飽 和 性 で 、 お よ び 高 親 和 性 で あ る (図 5Aお よ び 5B)。 飽 和 実 験 に よ り 、 [３ H]U
－ 69,593は 、 2.8nMの KＤ お よ び 3346fmol/mgタ ン パ ク 質 の Bｍ ａ ｘ を 有 す る ク ロ ー ン 化 κ レ
セ プ タ ー と 結 合 す る こ と が 実 証 さ れ た 。 同 様 に 、 ク ロ ー ン 化 δ レ セ プ タ ー に 結 合 す る [３ H
]ナ ル ト リ ン ド ー ル は 、 高 い 親 和 性 を 有 し 、 そ し て 0.18nMの KＤ お よ び 633 fmol/mgタ ン パ
ク 質 の Bｍ ａ ｘ を 有 す る 。 ク ロ ー ン 化 μ レ セ プ タ ー に 結 合 す る [３ H]DAMGOに 対 す る KＤ は 0.
57nMで あ り 、 そ し て Bｍ ａ ｘ は 444 fmol/mgタ ン パ ク 質 で あ る 。 全 デ ー タ を (s
Ｉ ngle－ sＩ te analysＩ s)に よ り 最 適 化 し た 。 適 切 な 非 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン コ ン ト ロ ー
ル 細 胞 中 に は 、 特 異 的 放 射 性 リ ガ ン ド 結 合 は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
　 一 連 の オ ピ オ イ ド リ ガ ン ド を 用 い て 、 ク ロ ー ン 化 κ 、 δ 、 お よ び μ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ
ー の 薬 理 学 的 特 異 性 を 同 定 し た (表 ３ )。 こ れ ら の リ ガ ン ド に は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー に
対 す る 選 択 的 お よ び 非 選 的 因 子 と し て 、 予 め 特 性 付 け ら れ た ペ プ チ ド 性 お よ び 非 ペ プ チ ド
性 化 合 物 の 両 方 が 包 含 さ れ る (Lutzお よ び PfＩ ster、 1992; GoldsteＩ nお よ び NaＩ du、 198
9; SchＩ ller、 1993; Portoghese、 1993; お よ び Corbettら 、 1993)。 内 因 性 オ ピ オ イ ド ペ
プ チ ド の ダ イ ノ ル フ ィ ン Ａ は 、 κ レ セ プ タ ー に 対 し て 選 択 的 で あ る の に 対 し 、 β － エ ン ド
ル フ ィ ン 、 Leu－ お よ び Met－ エ ン ケ フ ァ リ ン は 、 μ お よ び δ レ セ プ タ ー に 対 し て 選 択 的 で
あ っ て 、 こ れ ら は 、 Leu－ お よ び Met－ エ ン ケ フ ァ リ ン に つ い て は κ レ セ プ タ ー と 結 合 せ ず
、 か つ β － エ ン ド ル フ ィ ン に つ い て は 低 効 力 で し か 結 合 し な か っ た 。 Des－ Tyr１ － β － エ
ン ド ル フ ィ ン は ど の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー に も 結 合 し な か っ た 。 各 レ セ プ タ ー へ の 結 合 は
立 体 選 択 的 で 、 (－ )ナ ロ キ ソ ン お よ び レ ボ ル フ ァ ノ ー ル に よ っ て は 阻 害 さ れ る が 、 そ れ ぞ
れ の 異 性 体 、 (＋ )ナ ロ キ ソ ン ま た は デ キ ス ト ロ ル フ ァ ン に よ っ て は 阻 害 さ れ な い 。 試 験 し
た そ の 他 の 比 較 的 非 選 択 的 な 化 合 物 は 、 (± )ブ レ マ ゾ シ ン 、 エ チ ル ケ ト シ ク ラ ゾ シ ン 、 エ
ト ル フ ィ ン 、 ペ ン タ ゾ シ ン 、 お よ び ジ プ レ ノ ル フ ィ ン で あ っ た 。 こ れ ら の 化 合 物 は そ れ ぞ
れ 、 κ よ り μ に 対 し て 比 較 的 非 選 択 的 で あ っ て 、 そ し て こ れ ら の レ セ プ タ ー に 対 し て 、 δ
レ セ プ タ ー に 対 す る よ り も 高 い 親 和 性 を 示 し た 。 同 様 の 結 果 が 、 β － FNAお よ び β － CNAに
つ い て 認 め ら れ た が 、 こ れ ら の リ ガ ン ド の 共 有 結 合 性 に よ り 、 得 ら れ た 数 値 は 真 の KＩ 値
で は な い 。 さ ら に 、 ナ ル ト レ キ ソ ン 、 ナ ル ブ フ ィ ン 、 お よ び ナ ロ ル フ ィ ン は ま た 、 κ 、 μ
レ セ プ タ ー に 対 し て は 比 較 的 選 択 的 で 、 δ レ セ プ タ ー に 対 し て は 、 極 め て よ り 高 い 濃 度 で
の み 結 合 し た 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
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【 表 ３ － ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ２ ９ 】
　 ペ プ チ ド 性 お よ び 非 ペ プ チ ド 性 の ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト を 含 む μ 選 択 性 と し
て 既 に 特 徴 付 け ら れ た 化 合 物 も ま た 、 利 用 し た 。 予 想 ど お り 、 こ れ ら の 化 合 物 の 殆 ど は 、
低 い nM範 囲 の KＩ 値 で ク ロ ー ン 化 μ レ セ プ タ ー と 結 合 し た (表 ３ )。 例 外 物 に は モ ル ヒ ネ 、
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コ デ イ ン 、 モ ル フ ィ セ プ チ ン (morphＩ ceptＩ n)、 お よ び PL017が 含 ま れ 、 10－ 100nMの 範 囲
の 親 和 性 で 結 合 す る 。 試 験 し た 主 な リ ガ ン ド は 、 μ レ セ プ タ ー に 対 し て 選 択 的 で あ り 、 そ
し て κ ま た は δ レ セ プ タ ー と は 結 合 し な い 。 交 差 反 応 性 を 示 し た リ ガ ン ド の う ち 、 フ ェ ン
タ ニ ル は 高 選 択 性 で μ レ セ プ タ ー と 結 合 す る が 、 そ の 誘 導 体 で あ る ロ フ ェ ン タ ニ ル お よ び
ス フ ェ ン タ ニ ル は よ り 低 選 択 性 で あ り 、 δ お よ び κ 両 レ セ プ タ ー と 相 互 作 用 す る が 、 μ レ
セ プ タ ー に 対 す る よ り 低 い 親 和 性 で 相 互 作 用 す る 。 同 様 の 交 差 反 応 性 は 化 合 物 の ナ ロ キ ソ
ナ ジ ン で 認 め ら れ た が 、 こ の 化 合 物 は μ レ セ プ タ ー の サ ブ タ イ プ 間 を 識 別 す る こ と が 示 唆
さ れ て お り 、 μ １ レ セ プ タ ー に 対 し て 高 い 親 和 性 を 有 す る (Pasternackお よ び Wood、 1986)
。 ク ロ ー ン 化 μ レ セ プ タ ー の 、 サ ブ タ イ プ 選 択 性 を 有 す る 化 合 物 で あ る ナ ロ キ ソ ナ ジ ン に
対 す る 高 い 親 和 性 は 、 ク ロ ー ン 化 μ レ セ プ タ ー が 、 内 在 的 に 発 現 さ れ た μ １ レ セ プ タ ー の
サ ブ タ イ プ に 相 当 す る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
　 κ － 選 択 的 リ ガ ン ド で あ る U－ 50,488、 U－ 69,593、 Ｉ CＩ  204488、 お よ び ス ピ ラ ド リ ン
の 結 果 (表 ３ )か ら 、 κ 選 択 性 を 示 す 既 存 の 結 果 が 確 認 さ れ た (Lutzお よ び PfＩ ster、 1992;
 GoldsteＩ nお よ び NaＩ du、 1989; SchＩ ller、 1993; Portoghese、 1993;お よ び Corbettら
、 1993)。 κ ア ン タ ゴ ニ ス ト norBNＩ も ま た 、 κ レ セ プ タ ー に 対 し て 選 択 的 で あ っ た が 、 試
験 し た ア ゴ ニ ス ト ほ ど で は な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 ク ロ ー ン 化 κ レ セ プ タ ー は 、 異
種 組 織 で 既 に 特 徴 付 け ら れ た κ １ レ セ プ タ ー に 薬 理 学 的 に 対 応 す る こ と が 示 さ れ る (Clark
ら 、 1989)。
【 ０ ３ ３ １ 】
　 δ レ セ プ タ ー に お け る 種 々 の ペ プ チ ド 性 お よ び 非 ペ プ チ ド 性 ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ
ニ ス ト (Lutzお よ び PfＩ ster、 1992; GoldsteＩ nお よ び NaＩ du、 1989; SchＩ ller、 1993; 
Portoghese、 1993; お よ び Corbettら 、 1993)を 試 験 し 、 そ し て 結 果 よ り 、 こ れ ら の 化 合 物
の δ － 選 択 性 が 確 認 さ れ た (表 ３ )。 従 っ て 、 ペ プ チ ド 性 ア ゴ ニ ス ト で あ る DPDPEお よ び D－
Ala２ － デ ル ト ル フ ィ ン Ｉ Ｉ (deltorphＩ n Ｉ Ｉ )は δ レ セ プ タ ー に 対 し て 高 選 択 性 で あ る
が 、 DSLETお よ び DADLは そ れ ほ ど 選 択 的 で は な い 。 最 近 開 発 さ れ た 非 ペ プ チ ド 性 ア ゴ ニ ス
ト の BW3734(Leeら 、 1992)お よ び SＩ OM(Portogheseら 、 1993)に つ い て も 試 験 し た 。 BW3734
は 高 δ － 選 択 性 で あ る 。 δ １ お よ び δ ２ レ セ プ タ ー サ ブ タ イ プ 間 を 識 別 す る と さ れ て い る
化 合 物 を 試 験 し た 。 こ れ ら の 因 子 は 、 種 々 の 親 和 性 で ク ロ ー ン 化 δ レ セ プ タ ー と 結 合 し た
。 ア ゴ ニ ス ト で あ る DSLETお よ び D－ Ala２ デ ル ト ル フ ィ ン Ｉ Ｉ は δ ２ リ ガ ン ド と さ れ て い
る が 、 δ １ 選 択 性 で あ る DPDPEよ り 強 力 で あ る こ と が 認 め ら れ た 。 さ ら に 、 ア ン タ ゴ ニ ス
ト で あ る ナ ル ト リ ン ド ー ル お よ び NTBは 、 ク ロ ー ン 化 δ レ セ プ タ ー へ の 結 合 に お い て BNTX
よ り 強 力 で あ っ た 。 ク ロ ー ン 化 δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 薬 理 学 的 プ ロ フ ィ ー ル は 、 多 様
な 組 織 で 既 に 特 徴 付 け ら れ て い る δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー と は 異 な る 。 DPDPEお よ び BNTX
の よ う な δ １ レ セ プ タ ー と 相 互 作 用 す る 化 合 物 、 な ら び に DSLET、 D－ Ala２ － デ ル ト ル フ
ィ ン Ｉ Ｉ 、 お よ び NTBの よ う な δ ２ レ セ プ タ ー と 相 互 作 用 す る 化 合 物 を 用 い た 反 応 デ ー タ
に 基 づ き 、 δ レ セ プ タ ー の サ ブ タ イ プ の 存 在 が 示 唆 さ れ て い る (Sofugluら 、 1991; Portog
heseら 、 1992;お よ び Sofugluら 、 1991)。 お そ ら く 充 分 な 選 択 性 を 有 す る 放 射 性 リ ガ ン ド
が 欠 け て い る た め に 、 放 射 性 リ ガ ン ド 結 合 研 究 の 結 果 に 基 づ い た 、 δ レ セ プ タ ー サ ブ タ イ
プ の 存 在 の 実 証 は 、 さ ら に 不 明 瞭 な も の に な っ て い る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ク ロ ー ン 化 δ オ
ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 薬 理 学 的 プ ロ フ ィ ー ル が 、 δ ２ レ セ プ タ ー サ ブ タ イ プ の も の と 一 致
す る こ と を 示 唆 す る 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
　 本 研 究 所 に て 得 ら れ た K１ 値 を 、 文 献 （ GoldsteＩ nお よ び NaＩ du、 1989； SchＩ ller、 19
93； Portoghese、 1993； な ら び に Corbettら 、 1993） 中 に 報 告 さ れ た 値 と 比 較 す る

を 行 っ た 。 ク ロ ー ン 化 さ れ た オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 薬 理 学 的 プ ロ フ ィ ー ル が 、 複 数 の
オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー サ ブ タ イ プ を 含 有 す る 生 物 学 的 組 織 中 に イ ン ビ ボ で 発 現 さ れ た レ セ
プ タ ー に 関 し て 以 前 に 報 告 さ れ て い る も の と 同 様 で あ っ た か ど う か の 決 定 の た め で あ る 。
文 献 値 が 得 ら れ な か っ た 化 合 物 ま た は 所 定 の レ セ プ タ ー に 結 合 し な か っ た 化 合 物 は 、 分 析
に 含 ま れ て い な い 。 μ （ 図 6A） お よ び κ （ 図 6B） レ セ プ タ ー の 両 方 に つ い て 得 ら れ た 相 関
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係 数 は 、 非 常 に 高 く 、 ｒ 値 は そ れ ぞ れ 0.954(ｎ =25)お よ び 0.879(ｎ =16)で あ る 。 対 照 的 に
、 δ レ セ プ タ ー の 相 関 は 低 く （ デ ー タ を 示 し て い な い ） 、 ｒ 値 は 0.185(ｎ =17)で あ り 、 ク
ロ ー ン 化 さ れ た δ レ セ プ タ ー は 、 多 様 な 組 織 に お い て 特 徴 的 づ け ら れ た レ セ プ タ ー と は 薬
理 学 的 に 異 な る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
　 興 味 深 い こ と に 、 内 因 性 オ ピ オ イ ド ペ プ チ ド で あ る β － エ ン ド ル フ ィ ン 、 Leu－ お よ び M
et－ エ ン ケ フ ァ リ ン は 、 μ お よ び δ レ セ プ タ ー 対 κ レ セ プ タ ー に つ い て 選 択 的 で あ っ た 。
実 際 、 こ れ ら ペ プ チ ド に つ い て の KＩ 値 は 、 μ お よ び δ レ セ プ タ ー に お い て は 同 等 で あ っ
た 。 エ ン ケ フ ァ リ ン の μ お よ び δ レ セ プ タ ー に 対 す る 結 合 力 は 生 理 学 的 濃 度 の 範 囲 内 で あ
る た め 、 こ れ ら ペ プ チ ド は 、 こ れ ら 両 レ セ プ タ ー サ ブ タ イ プ の 内 因 性 リ ガ ン ド で あ り 得 る
。
【 ０ ３ ３ ４ 】
　 本 発 明 者 ら の 結 果 は 、 濫 用 性 (abuse lＩ abＩ lＩ tＩ es)を 有 す る オ ピ オ イ ド 因 子 が 、 μ
レ セ プ タ ー と 高 い 親 和 性 を 有 す る こ と を 示 し て い る 。 故 に 、 中 毒 性 化 合 物 で あ る モ ル ヒ ネ
、 フ ェ ン タ ニ ル 、 お よ び メ サ ド ン は 、 ク ロ ー ン 化 さ れ た μ レ セ プ タ ー と 高 い 親 和 性 を 有 し
て い る が 、 δ レ セ プ タ ー ま た は κ レ セ プ タ ー に 対 す る 親 和 性 は 全 く な い か ほ と ん ど な い 。
さ ら に 、 濫 用 性 を 有 す る こ と が 示 さ れ て い る （ Jaffeお よ び MartＩ n、 1990） エ ト ル フ ィ ン
、 ス フ ェ ン タ ニ ル 、 レ ボ ル フ ァ ノ ー ル 、 ナ ル ブ フ ィ ン 、 お よ び コ デ イ ン は 、 共 に μ レ セ プ
タ ー に 対 し て 比 較 的 高 い 親 和 性 を 有 し て い る 。 κ － ま た は δ － 選 択 的 鎮 痛 薬 の 開 発 に よ り
、 こ の μ － 選 択 的 鎮 痛 薬 の 制 約 は 除 去 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
　 ク ロ ー ン 化 さ れ た オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー サ ブ タ イ プ の 薬 理 学 的 特 性 を 個 別 に 研 究 す る 能
力 に よ り 、 選 択 的 相 互 作 用 を 可 能 に す る リ ガ ン ド の 構 造 的 特 徴 の 同 定 が 可 能 に な る 。 個 々
の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー が 治 療 剤 の 同 定 を 導 き 得 る 薬 剤 の 薬 理 学 的 相 互 作 用 を 同 定 す る こ
と に よ り 、 望 ま し く な い 副 作 用 を 生 じ る 可 能 性 の 重 荷 を 少 な く し た 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
　 実 施 例 ７ ： キ メ ラ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー
　 モ ル ヒ ネ な ど の オ ピ オ イ ド は 、 慢 性 的 疼 痛 の 処 置 (management)の た め に 用 い ら れ る （ Ja
ffeお よ び MartＩ n、 1990） 。 し か し 、 オ ピ オ イ ド の 使 用 は 、 呼 吸 抑 制 、 胃 腸 運 動 性 の 減 少
、 鎮 静 作 用 、 吐 き 気 、 お よ び 気 分 の 変 化 (mood change)を 含 む 望 ま し く な い 副 作 用 を 有 す
る 。 他 の 主 要 な 制 約 は 、 濫 用 性 、 耐 性 、 お よ び 依 存 性 で あ る 。 モ ル ヒ ネ な ら び に 内 因 性 オ
ピ オ イ ド ペ プ チ ド で あ る 、 エ ン ケ フ ァ リ ン 、 エ ン ド ル フ ィ ン 、 お よ び ダ イ ノ ル フ ィ ン は 、
中 枢 お よ び 末 梢 神 経 系 な ら び に 標 的 組 織 中 で 発 現 し た 膜 結 合 レ セ プ タ ー を 介 し て そ れ ら の
生 理 学 的 効 果 を 現 す 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
　 ク ロ ー ン 化 さ れ そ し て 機 能 的 に 特 徴 づ け ら れ た オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の ３ つ の 主 要 型 で
あ る δ 、 κ 、 お よ び μ （ Evansら 、 1993； KＩ efferら 、 1992； Yasudaら 、 1993； お よ び Che
nら 、 1993） は 、 ７ つ の 貫 膜 に 及 ぶ レ セ プ タ ー の DRY含 有 サ ブ フ ァ ミ リ ー に 属 す る 。 約 60%
の ア ミ ノ 酸 同 一 性 が 、 δ 、 κ 、 お よ び μ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 配 列 間 に あ る 。 推 定 膜 に
及 ぶ セ グ メ ン ト (TM Ｉ － VＩ Ｉ )お よ び こ れ ら の セ グ メ ン ト を 接 続 す る ３ つ の 細 胞 内 ル ー プ
の 配 列 は 、 高 度 に 保 存 さ れ て い る が 、 細 胞 外 NH２ － 末 端 セ グ メ ン ト 、 第 ２ お よ び 第 ３ 細 胞
外 ル ー プ 、 お よ び 細 胞 内 COOH－ 末 端 の 配 列 は 、 多 様 で あ る 。 こ れ ら の 多 様 な 細 胞 外 領 域 は
、 δ 、 κ 、 お よ び μ レ セ プ タ ー の 異 な る リ ガ ン ド 結 合 プ ロ フ ィ ー ル の 要 因 と な っ て い る よ
う で あ る 。 本 発 明 は 、 キ メ ラ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 調 製 お よ び 特 徴 付 け を 説 明 す る 。 キ
メ ラ レ セ プ タ ー は 、 κ １ － ７ ８ /δ ７ ０ － ３ ７ ２ 、 δ １ － ６ ９ /κ ７ ９ － ３ ８ ０ 、 κ １ － ７

４ /δ ６ ５ － ３ ７ ２ 、 お よ び δ １ － ６ ４ /κ ７ ５ － ３ ８ ０ を 含 む 。 こ の キ メ ラ レ セ プ タ ー の
表 記 に お い て 、 ア ミ ノ 末 端 を 最 初 に 示 し 、 カ ル ボ キ シ 末 端 を ２ 番 目 に 示 し て い る 。 こ の よ
う に 、 κ １ － ７ ８ /δ ７ ０ － ３ ７ ２ に つ い て は 、 キ メ ラ の ア ミ ノ 末 端 は 、 κ レ セ プ タ ー の
ア ミ ノ 酸 残 基 １ ～ 78か ら な り 、 そ し て カ ル ボ キ シ 末 端 は δ レ セ プ タ ー の ア ミ ノ 酸 残 基 70～
372か ら な っ て い る 。 図 7(C)お よ び 7(D)は 、 そ れ ぞ れ κ １ － ７ ８ /δ ７ ０ － ３ ７ ２ 、 お よ び
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δ １ － ６ ９ /κ ７ ９ － ３ ８ ０ を 図 示 し て い る 。 こ れ ら の キ メ ラ の ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ
ゴ ニ ス ト 結 合 特 性 、 な ら び に そ の キ メ ラ の ア デ ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ 活 性 の 阻 害 を 仲 介 す る 能
力 も 記 載 す る 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
 
キ メ ラ の 生 成 :
　 マ ウ ス の δ お よ び κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー 間 の NH２ － 末 端 を 通 常 の 制 限 部 位 で 交 換 す る
。 Spe Ｉ を 、 第 １ 貫 膜 ド メ イ ン を コ ー ド し て い る 領 域 中 の cDNAの 同 等 の 位 置 に 、 ど ち ら の
レ セ プ タ ー も そ の 他 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 変 更 せ ず に 生 成 し た 。 Altered SＩ tesＴ Ｍ イ ン ビ ト
ロ MutagenesＩ s System（ Promega、 MadＩ son、 WＩ ） 、 な ら び に 、 Spe Ｉ 部 位 で あ る δ レ
セ プ タ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド － CTGGGCAACGT CATGTTTGGC（ 配 列 番 号 ： 42） お よ び κ
レ セ プ タ ー オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド － GTGGGCAATTC CATGTTTGTC（ 配 列 番 号 ： 43） を 含 有
す る 27マ ー の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 、 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 を 行 っ た 。 Spe Ｉ お よ び
適 切 な 5'お よ び ／ ま た は 3'酵 素 を 用 い て 消 化 し た 後 、 δ お よ び κ の NH２ － お よ び COOH－ 末
端 を コ ー ド す る cDNAフ ラ グ メ ン ト を 、 1.2％ の 低 融 点 ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら 単 離 し た 。 δ レ
セ プ タ ー の NH２ － 末 端 お よ び κ レ セ プ タ ー の COOH－ 末 端 を コ ー ド す る フ ラ グ メ ン ト 、 な ら
び に そ の 逆 を 互 い に 連 結 し 、 そ し て 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー pCMV－ 6c中 に ク ロ ー ン 化 し た 。 短
縮 型 δ お よ び κ レ セ プ タ ー を 、 COOH－ 末 端 を コ ー ド す る フ ラ グ メ ン ト を 直 接 発 現 ベ ク タ ー
中 に 連 結 す る こ と に よ っ て 生 成 し た ； こ れ ら の 構 築 物 中 の レ セ プ タ ー 配 列 の 翻 訳 は 、 Spe 
Ｉ 部 位 の す ぐ 末 端 側 の 保 存 さ れ た ATGに お い て 開 始 す る と 予 測 さ れ た 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
　 前 述 の よ う に （ Evansら 、 1993； KＩ efferら 、 1992； Yasudaら 、 1993； お よ び Chenら 、 1
993） 、 野 生 型 κ レ セ プ タ ー は 、 κ － 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト [３ H]U－ 69,593お よ び ア ン タ ゴ ニ
ス ト [３ H]ナ ロ キ ソ ン で 標 識 さ れ 得 、 そ し て 野 生 型 δ レ セ プ タ ー は 、 δ － 選 択 的 ア ゴ ニ ス
ト で あ る [３ H][D－ Pen２ ,D－ Pen５ ]－ エ ン ケ フ ァ リ ン (DPDPE)お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ
る [３ H]ナ ル ト リ ン ド ー ル で 標 識 さ れ 得 る 。 κ － 選 択 的 お よ び δ － 選 択 的 リ ガ ン ド は 、 最
小 の 交 差 反 応 性 を 有 す る 。 κ １ － ７ ８ /δ ７ ０ － ３ ７ ２ お よ び δ １ － ６ ９ /κ ７ ９ － ３ ８ ０

キ メ ラ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー は 、 独 自 の ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト 結 合 特 性 を 示 す
。 κ １ － ７ ８ /δ ７ ０ － ３ ７ ２ レ セ プ タ ー は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る [３ H]ナ ロ キ ソ ン （ こ
れ は 野 生 型 δ レ セ プ タ ー を あ ま り 標 識 し な い ） 、 な ら び に そ れ ぞ れ δ － 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト
お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る [３ H]DPDPEお よ び [３ H]ナ ル ト リ ン ド ー ル （ 図 ＊ ） を 結 合 す
る 。 対 照 的 に 、 δ １ － ６ ９ /κ ７ ９ － ３ ８ ０ レ セ プ タ ー は 、 κ － 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト で あ る [
３ H]U－ 69,593の み を 結 合 す る が 、 46 fmol/mgタ ン パ ク 質 で 結 合 す る 野 生 型 κ － レ セ プ タ
ー に 比 較 す る と 低 レ ベ ル で あ る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 κ レ セ プ タ ー の ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン
タ ゴ ニ ス ト 結 合 ド メ イ ン が 分 離 可 能 で あ り 、 タ ン パ ク 質 の 異 な る 領 域 中 に 位 置 し て い る こ
と を 示 し て い る 。 κ の ア ン タ ゴ ニ ス ト 結 合 ド メ イ ン は 、 NH２ 末 端 細 胞 外 ド メ イ ン を 含 む ア
ミ ノ 酸 １ ～ 78の 領 域 中 に 局 在 し て い る 。 対 照 的 に 、 δ レ セ プ タ ー の ア ン タ ゴ ニ ス ト 結 合 ド
メ イ ン は こ の レ セ プ タ ー の 対 応 領 域 中 に 位 置 し て い な い 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
　 放 射 性 リ ガ ン ド 結 合 ア ッ セ イ ：
　 レ セ プ タ ー 結 合 研 究 の た め に 、 レ セ プ タ ー を 発 現 す る COS－ 7細 胞 を 、 1mMの EGTA、 5mMの
MgCl２ 、 10μ g/mlの ロ イ ペ プ チ ン 、 10μ g/mlの ペ プ ス タ チ ン 、 200μ g/mlの バ シ ト ラ シ ン
、 お よ び 0.5μ g/mlの ア プ ロ チ ニ ン を 含 有 す る 50nM TrＩ s－ HCl（ pH 7.8） （ 緩 衝 液 １ ） 中
で の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 72時 間 後 に 採 取 し 、 24,000× ｇ で ７ 分 間 ４ ℃ に て 遠 心 分 離 し
、 そ し て ペ レ ッ ト を ポ リ ト ロ ン を 用 い て 緩 衝 液 １ で 再 懸 濁 し た 。 ホ モ ジ ネ ー ト を 48,000×
ｇ で 20分 間 ４ ℃ に て 遠 心 分 離 し 、 ペ レ ッ ト を 緩 衝 液 １ で 再 懸 濁 し 、 放 射 性 リ ガ ン ド 結 合 ア
ッ セ イ に 使 用 し た 。 細 胞 膜 （ 10～ 20μ gの タ ン パ ク 質 ） を 、 [３ H]U69,593（ 2 nM、 比 放 射
能 47.4 CＩ /mmol） 、 [３ H]ナ ロ キ ソ ン （ 6 nM、 比 放 射 能 72.1 CＩ /mmol） 、 [３ H]DPDPE（ 2
 nM、 比 放 射 能 34.3 CＩ /mmol） 、 ま た は [３ H]ナ ル ト リ ン ド ー ル （ 1 nM、 比 放 射 能 31.2 C
Ｉ /mmol） と と も に 、 最 終 容 量 200μ lで 25℃ に て 40分 間 、 競 合 因 子 の 存 在 下 ま た は 非 存 在
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下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 全 て の 放 射 性 リ ガ ン ド は 、 NEN/Dupont（ Boston、 MA） か ら 得 た
。 非 特 異 的 結 合 は 、 δ － お よ び κ － 選 択 的 リ ガ ン ド に 対 し て そ れ ぞ れ 1 μ Mの ナ ル ト リ ン
ド ー ル ま た は ナ ロ キ ソ ン の 存 在 下 で 結 合 し た と き の 残 存 放 射 活 性 と し て 定 義 さ れ る 。 氷 冷
の 50mMの TrＩ s－ HCL（ pH 7.8） を 添 加 す る こ と 、 そ し て 0.5％ の ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン お よ
び 0.1％ の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン で 前 処 理 し た Whatman GF/B グ ラ ス フ ァ イ バ ー フ ィ ル タ ー で
素 早 く 濾 過 す る こ と に よ っ て 、 結 合 反 応 を 終 了 す る 。 こ の フ ィ ル タ ー を 、 氷 冷 し た 緩 衝 液
12mlで 洗 浄 し 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン 液 体 中 に 一 晩 浸 し た 。 結 合 放 射 活 性 を 、 シ ン チ レ ー シ ョ
ン カ ウ ン タ ー を 用 い て 決 定 し た 。 Ｉ C５ ０ 値 を 、 NＩ H型 Prophetシ ス テ ム (NＩ H－ based Pro
phet system)（ PHOPHET PublＩ c Procedure Notebook(Bolt, Berabek, and Newman, Ｉ nc
.、 CambrＩ ge、 MA、 1988)中 の H. Perryお よ び P. McGonＩ gle、 pp.187～ 197） の 曲 線 適 合
プ ロ グ ラ ム FＩ TCOMPを 用 い て 得 た 。
【 ０ ３ ４ １ 】
　 κ １ － ７ ８ /δ ７ ０ － ３ ７ ２ キ メ ラ の 結 合 特 性 を 、 阻 害 研 究 に よ り さ ら に 検 討 し た 。 図
９ に 示 す よ う に 、 κ １ － ７ ８ /δ ７ ０ － ３ ７ ２ キ メ ラ に 結 合 す る [３ H]ナ ロ キ ソ ン は 、 κ －
選 択 的 ア ゴ ニ ス ト U－ 50,488に よ っ て 阻 害 さ れ な か っ た 。 κ レ セ プ タ ー の 内 因 性 リ ガ ン ド
で あ る ダ イ ノ ル フ ィ ン は 、 [３ H]ナ ロ キ ソ ン の κ １ － ７ ８ /δ ７ ０ － ３ ７ ２ キ メ ラ へ の 結 合
を 、 Ｉ C５ ０ 値 40nMで 阻 害 し た 。 こ れ は 、 野 生 型 κ レ セ プ タ ー (2)に つ い て 観 察 さ れ る 結 合
よ り も 約 500倍 少 な い 効 力 で あ る 。 [３ H]ナ ロ キ ソ ン 結 合 は 用 量 依 存 性 で あ り 、 Ｉ C５ ０ 値 1
4nM（ 図 ＊ ） で ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る ナ ロ キ ソ ン に よ っ て 強 力 に 阻 害 さ れ 、 そ し て Ｉ C５ ０

値 0.14nMで κ － 選 択 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る ノ ル ビ ナ ル ト ル フ ィ ミ ン (norbＩ naltorphＩ m
Ｉ ne； nor－ BNＩ )に よ っ て も 阻 害 さ れ た 。 [３ H]ナ ル ト リ ン ド ー ル の こ の キ メ ラ へ の 結 合
は 、 用 量 依 存 的 に 、 強 力 な δ － 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト で あ る [D－ Ser２ ]－ Leu－ エ ン ケ フ ァ リ
ン － Thr(DSLET)お よ び DPDPE、 な ら び に δ － 選 択 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る ナ ル ト リ ン ド ー
ル に よ っ て 阻 害 さ れ た 。 こ の 結 果 は 、 δ レ セ プ タ ー 中 の ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト
結 合 部 位 が 残 基 70～ 372中 に 含 ま れ て い る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
　 サ イ ク リ ッ ク AMP蓄 積 ア ッ セ イ ：
　 野 生 型 レ セ プ タ ー ま た は 変 異 レ セ プ タ ー を 発 現 す る COS－ 7細 胞 中 の cAMP蓄 積 を 、 前 述 の
よ う に 測 定 す る （ Yasudaら 、 1992） 。 簡 潔 に 言 え ば 、 COS－ 7細 胞 を 12ウ ェ ル の 培 養 プ レ ー
ト 中 で 継 代 培 養 し た 。 cAMP実 験 の 72時 間 前 に 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 培 養 培 地 を ウ
ェ ル か ら 除 去 し 、 0.5mMの イ ソ ブ チ ル メ チ ル キ サ ン チ ン (Ｉ BMX)を 含 有 す る 新 鮮 な 培 地 500
μ lと 交 換 し た 。 細 胞 を 37℃ に て 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 培 地 を 除 去 し 、 0.5mMの Ｉ BM
Xを 含 有 し 、 そ し て 10μ Mフ ォ ル ス コ リ ン な ら び に 様 々 な オ ピ オ イ ド ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン
タ ゴ ニ ス ト を 含 有 す る あ る い は 含 有 し て い な い 、 新 鮮 な 培 地 と 交 換 し た 。 細 胞 を 37℃ に て
30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 培 地 を 除 去 し 、 細 胞 を 500μ lの １ N HCl中 の ウ ェ ル の 中 で 超
音 波 処 理 し た 。 HClを 真 空 下 で 除 去 し 、 DuPont－ New England Nuclearの ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ
セ イ キ ッ ト を 用 い て cAMPを 定 量 し た 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
　 図 10Aお よ び 10Bに 示 す よ う に 、 κ １ － ７ ８ /δ ７ ０ － ３ ７ ２ お よ び δ １ － ６ ９ /κ ７ ９ －

３ ８ ０ キ メ ラ は 機 能 的 に 活 性 で あ り 、 そ し て フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 し た サ イ ク リ ッ ク AMP(cA
MP)蓄 積 の 、 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト に よ る 阻 害 を 仲 介 し 得 る （ Yasudaら 、 1992） 。 cAMP蓄 積 の U
－ 50,488に よ る δ １ － ６ ９ /κ ７ ９ － ３ ８ ０ キ メ ラ を 介 し た 阻 害 は 、 ナ ロ キ ソ ン に よ っ て
ブ ロ ッ ク さ れ な か っ た 。 U－ 50,488の cAMP形 成 阻 害 能 力 は 、 約 1nMで あ り 、 こ れ は そ の 野 生
型 κ レ セ プ タ ー と の 相 互 作 用 能 力 と 同 様 で あ る 。 さ ら に 、 ダ イ ノ ル フ ィ ン は 、 δ １ － ６ ９

/κ ７ ９ － ３ ８ ０ キ メ ラ を 介 し て cAMP形 成 を 阻 害 し 得 、 そ の 効 果 は ナ ロ キ ソ ン に よ っ て ブ
ロ ッ ク さ れ な か っ た 。 従 っ て 、 ナ ロ キ ソ ン 結 合 部 位 は 、 κ レ セ プ タ ー の NH２ － 末 端 に 存 在
し て い る 可 能 性 が 高 い 。 κ レ セ プ タ ー の 短 縮 型 で あ り 、 細 胞 外 NH２ － 末 端 ド メ イ ン が 欠 落
し て い る κ ７ ９ － ３ ８ ０ の 発 現 も ま た 、 ナ ロ キ ソ ン 結 合 部 位 が ア ミ ノ 末 端 に 存 在 し て い る
こ と を 示 し て い る 。 こ の 短 縮 型 κ レ セ プ タ ー を コ ー ド す る 構 築 物 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ
た 細 胞 は 、 特 異 的 な [３ H]－ U69,593結 合 を ほ と ん ど 示 さ な か っ た が 、 フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激
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cAMP形 成 の U－ 50,488に よ る 阻 害 を 仲 介 し 得 た （ 図 10A） 。 こ の 効 果 は 、 κ － 選 択 的 ア ン タ
ゴ ニ ス ト で あ る ナ ロ キ ソ ン に よ っ て ブ ロ ッ ク さ れ な か っ た 。 こ の こ と は 、 残 基 １ ～ 78が ア
ゴ ニ ス ト 認 識 に 関 与 し て い な い が ナ ロ キ ソ ン に よ る ア ン タ ゴ ニ ズ ム に 必 要 で あ る こ と と 一
致 し て い る 。 さ ら に 、 δ － 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト で あ る DSLETは 、 δ １ － ６ ９ /κ ７ ９ － ３ ８ ０

キ メ ラ と 同 様 に 、 短 縮 型 κ レ セ プ タ ー を 発 現 し て い る 細 胞 中 で の cAMP形 成 に 影 響 を 及 ぼ さ
な か っ た 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
　 キ メ ラ κ １ － ７ ８ /δ ７ ０ － ３ ７ ２ ま た は 短 縮 型 δ レ セ プ タ ー で あ る δ ７ ０ － ３ ７ ２ の C
OS－ 7細 胞 に お け る 発 現 は 、 野 生 型 δ レ セ プ タ ー と 区 別 の つ か な い 機 能 的 特 性 を 与 え た （
図 9B） 。 図 10は 、 δ － 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト で あ る DSLETが 、 ナ ル ト リ ン ド ー ル に よ っ て ブ ロ
ッ ク さ れ る フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 cAMP形 成 を 阻 害 し た こ と を 示 し て い る 。 こ の 結 果 は 、 δ レ
セ プ タ ー の ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト 結 合 ド メ イ ン が 、 残 基 70～ 372に 局 在 し て い
る こ と を 示 し て い る 。 κ － 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト で あ る U－ 50,488は 、 κ １ － ７ ８ /δ ７ ０ － ３

７ ２ レ セ プ タ ー ま た は 短 縮 型 δ レ セ プ タ ー で あ る δ ７ ０ － ３ ７ ２ の 機 能 的 特 性 に な ん ら 影
響 を 及 ぼ さ な か っ た 。
【 ０ ３ ４ ５ 】
　 本 発 明 は 、 ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト 結 合 ド メ イ ン の 局 在 に 関 す る κ お よ び δ レ
セ プ タ ー 間 の 予 期 せ ぬ 差 異 を 示 し 、 そ し て 、 κ レ セ プ タ ー の NH２ － 末 端 の 78残 基 が ア ン タ
ゴ ニ ス ト 結 合 に お い て 果 た す 重 要 な 役 割 を 示 し て い る 。 ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト
が κ レ セ プ タ ー の 異 な る 領 域 に 結 合 す る と い う 証 明 は 、 の 開
発 を 容 易 に す る は ず で あ る 。 こ れ は 、 非 常 に 興 味 深 い 領 域 で あ る 。 κ レ セ プ タ ー － 選 択 的
因 子 は 限 ら れ た 濫 用 性 お よ び 呼 吸 抑 制 効 果 を 有 し て い る た め 、 κ 選 択 的 リ ガ ン ド の 開 発 は
非 常 に 興 味 深 い 。 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン の 構 造 分 析 に よ り 、 限 ら
れ た 副 作 用 を 有 す る 新 世 代 の 治 療 上 有 用 な 鎮 痛 剤 を 合 理 的 に 設 計 す る た め の 基 礎 が 提 供 さ
れ る 。
【 ０ ３ ４ ６ 】
　 実 施 例 ８ ： 　 変 異 δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド
　 近 年 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の ク ロ ー ニ ン グ （ Evans, 1992; KＩ efferら , 1992; Yasud
aら , 1993; Chenら , 1993） に よ り 、 リ ガ ン ド 結 合 に 含 有 さ れ る レ セ プ タ ー の ア ミ ノ 酸 残
基 お よ び ド メ イ ン の 分 析 が 可 能 に な っ た 。 β － ア ド レ ナ リ ン 性 レ セ プ タ ー に 対 す る 以 前 の
研 究 に よ り 、 第 ２ お よ び 第 ３ 貫 膜 に 及 ぶ 領 域 に お け る ア ス パ ラ ギ ン 酸 が リ ガ ン ド 結 合 に 対
し て 決 定 的 で あ る こ と が 示 唆 さ れ て い る （ Straderら , 1987） 。 β ２ － ア ド レ ナ リ ン 性 レ
セ プ タ ー の 第 ３ 貫 膜 に 及 ぶ 領 域 に お け る ア ス パ ラ ギ ン 酸 113が ア ス パ ラ ギ ン に 変 異 す る こ
と に よ り 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 結 合 の レ セ プ タ ー に 対 す る 効 力 が 大 幅 に 低 下 す る 一 方 で 、 ア デ
ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ の 活 性 を 刺 激 す る ア ゴ ニ ス ト の Ｋ actが 増 大 す る （ Straderら , 1987） 。
ア ス パ ラ ギ ン 酸 113の カ ル ボ キ シ ル 基 は 、 β － ア ド レ ナ リ ン ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ
ス ト の カ チ オ ン 基 の 対 イ オ ン と し て 機 能 す る 可 能 性 が 高 い （ Straderら , 1987） 。 第 ２ 貫
膜 に 及 ぶ 領 域 に お け る ア ス パ ラ ギ ン 酸 79が ア ス パ ラ ギ ン に 変 異 す る こ と に よ り 、 レ セ プ タ
ー の ア ゴ ニ ス ト に 対 す る 親 和 性 は 低 下 す る が 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト に 対 す る 親 和 性 は 低 下 し な
い 。 し た が っ て 、 お そ ら く こ の ア ス パ ラ ギ ン 酸 は 、 β － ア ド レ ナ リ ン 性 レ セ プ タ ー と の ア
ゴ ニ ス ト 結 合 に 選 択 的 に 含 有 さ れ 、 ま た 、 こ の レ セ プ タ ー の ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ
ス ト 結 合 ド メ イ ン は 別 個 の も の で は あ る が 重 複 し て い る 部 分 も あ る 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
　 最 近 の 研 究 に よ れ ば 、 マ ウ ス δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 第 ２ 貫 膜 に 及 ぶ ド メ イ ン に お け
る ア ス パ ラ ギ ン 酸 95が ア ス パ ラ ギ ン に 変 異 す る こ と に よ り 、 こ の レ セ プ タ ー の δ 選 択 的 ア
ゴ ニ ス ト に 対 す る 親 和 性 は 低 下 す る が 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト に 対 す る 親 和 性 は 低 下 し な い こ と
が 示 さ れ て い る （ Kongら , 1993） 。 こ の 変 異 レ セ プ タ ー は 、 野 生 型 δ レ セ プ タ ー と し て 非
選 択 的 オ ピ オ イ ド ア ゴ ニ ス ト に 対 し て 同 様 の 親 和 性 を 発 現 し た 。 こ の こ と は 選 択 的 δ オ ピ
オ イ ド ア ゴ ニ ス ト は 、 非 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト あ る い は ア ン タ ゴ ニ ス ト と は 異 な る 形 態 で δ レ
セ プ タ ー に 結 合 さ れ る こ と を 示 し て い る 。
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【 ０ ３ ４ ８ 】
　 す べ て の オ ピ オ イ ド は 、 正 に 荷 電 さ れ た 窒 素 を 有 し て い る の み な ら ず 、 高 親 和 性 リ ガ ン
ド 結 合 に は 必 須 の 芳 香 族 環 構 造 を 有 し て い る （ GＩ lmanら , 1990; SＩ mon, 1991） 。 ニ ュ
ー ロ キ ニ ン － １ レ セ プ タ ー に 対 す る 最 近 の 研 究 に よ り 、 残 基 197に お け る ヒ ス チ ジ ン の 芳
香 族 環 構 造 は ア ン タ ゴ ニ ス ト と 相 互 作 用 し 、 ま た ヒ ス チ ジ ン は タ キ キ ニ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト
結 合 に 必 要 な レ セ プ タ ー に お い て 決 定 的 な 残 基 で あ る こ と が 示 さ れ て い る （ Fongら , 1993
; Getherら , 1993） 。 δ レ セ プ タ ー の 第 ６ の 貫 膜 に 及 ぶ ド メ イ ン に お け る 残 基 278の ヒ ス
チ ジ ン は ア ス パ ラ ギ ン に 変 異 し て お り 、 ま た 、 オ ピ オ イ ド と の そ の 相 互 作 用 も 試 験 さ れ て
い る 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
　 こ の 結 果 に よ り 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 128は オ ピ オ イ ド ア ゴ ニ ス ト が δ レ セ プ タ ー と 高 い 親
和 性 で 結 合 す る の に は 必 要 で あ る が 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 結 合 に は 含 ま れ て い な い こ と 、 お よ
び ヒ ス チ ジ ン 278が リ ガ ン ド 結 合 に は 必 須 で な い こ と が 示 さ れ る 。 D128N変 異 体 お よ び H278
N変 異 体 に よ る 結 果 と 併 せ て 考 え る と 、 ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 お そ ら く 別
個 の リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン と 相 互 作 用 す る こ と に よ り 、 ク ロ ー ン 化 δ レ セ プ タ ー と 異 な る
形 態 で 結 合 さ れ る こ と が 証 明 さ れ る 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
　 [D－ Pen２ , D－ Pen５ ]エ ン ケ フ ァ リ ン (DPDPE)、 [D－ Ser２ , Leu５ ]エ ン ケ フ ァ リ ン － Th
r６ (DSLET)、 D－ Ala２ デ ル ト ル フ ィ ン Ｉ Ｉ お よ び β － エ ン ド ル フ ィ ン は PenＩ nsula Labs.
 (Belmont, CA)か ら 入 手 し た 。 ま た 、 ア ゴ ニ ス ト で あ る レ ボ ル フ ァ ノ ー ル お よ び ブ レ マ ゾ
シ ン 、 な ら び に ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る ジ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ナ ル ト リ ン ド ー ル は 、 Rese
arch BＩ ochemＩ cals Ｉ nc. (NatＩ ck, MA)か ら 入 手 し た 。 ７ － ス ピ ロ イ ン ジ ノ － オ キ シ
モ ル フ ォ ン (SＩ OM)、 ７ － ベ ニ リ デ ン ナ ル ト レ キ ソ ン (BNTX)、 ナ ル ト リ ン ド ー ル の ベ ン ゾ
フ ラ ン ア ナ ロ グ (NTB)は P. Portoghese博 士 (UnＩ v. MＩ nn.)に よ り 提 供 さ れ た 。 ３ H－ ナ ル
ト リ ン ド ー ル (比 放 射 能  28.8 CＩ /mmol)は Dupont/NEN (Boston, MA)か ら 入 手 し た 。
【 ０ ３ ５ １ 】
　 ク ロ ー ン 化 マ ウ ス δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 変 異 誘 発
　 マ ウ ス δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー cDNAを Altered SＩ teＴ Ｍ イ ン ビ ト ロ MutagenesＩ s Syst
ems（ Promega Corp. MadＩ son WＩ ） を 用 い て 変 異 さ せ た 。 ア ス パ ラ ギ ン 酸 128と ヒ ス チ ジ
ン 278と を ア ス パ ラ ギ ン に 変 異 さ せ る た め に 、 δ レ セ プ タ ー cDNAを フ ァ ー ジ ミ ド pALTERＴ Ｍ

へ と サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 ヘ ル パ ー フ ァ ー ジ R408を 用 い て 一 本 鎖 の 鋳 型 を 生 成 し た 。 ア ス
パ ラ ギ ン 酸 128を 変 異 さ せ る た め に 、 所 望 の 変 異 (GACか ら AACへ )を 含 ん で い る 21マ ー の オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (GCTCTCCATTAACTACTACAA)(配 列 番 号 :44)を 一 本 鎖 の 鋳 型 に ア ニ ー ル し 、
そ し て T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 伸 長 さ せ た 。 ヒ ス チ ジ ン 278の 変 異 の た め に 、 所 望 の
変 異 (CACか ら AACへ )を 含 ん で い る 21マ ー の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (GGCGGCCCATCAACATCTTCGT)
(配 列 番 号 :45)を 一 本 鎖 の 鋳 型 に ア ニ ー ル し 、 そ し て 伸 長 さ せ た 。 そ れ ぞ れ に つ い て 、 修
復 マ イ ナ ス  E. colＩ  BMH 71－ 18 mut Sを 形 質 転 換 す る た め に ヘ テ ロ 二 重 鎖 DNAを 用 い た
。 形 質 転 換 体 は 、 125μ g/mlの ア ン ピ シ リ ン を 含 ん で い る LBプ レ ー ト 上 で 成 長 さ せ て 選 択
し た 。 こ の 変 異 を DNA配 列 決 定 に よ り 確 認 し た 。 cDNAを EcoRＩ お よ び Sal Ｉ を 用 い て pALTE
Rか ら 切 り 出 し 、 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー pCMV6c(Yasudaら , 1929)に お け る 対 応 部 位 へ と サ ブ
ク ロ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
　 COS－ 7細 胞 に お け る マ ウ ス δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー cDNAの 発 現 ：
　 変 異 さ れ た 野 生 型 の cDNAを 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 仲 介 法 に よ り COS－ 7細 胞 へ と ト ラ ン ス フ
ェ ク ト し た 。 レ セ プ タ ー 結 合 を 研 究 す る た め に 、 こ の δ レ セ プ タ ー を 発 現 す る COS－ 7細 胞
を 、 1mMの EGTA、 5mMの MgCl２ 、 10μ g/mlの ロ イ ペ プ チ ン 、 10μ g/mlの ペ プ ス タ チ ン 、 200
μ g/mlの バ シ ト ラ シ ン 、 お よ び 0.5μ g/mlの ア プ ロ チ ニ ン （ 緩 衝 液 １ ） を 含 有 す る 50mMの T
rＩ s－ HCl (pH 7.8)に お い て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン を 行 っ た 48時 間 後 に 採 取 し 、 24,000×
gで ７ 分 間 、 ４ ℃ で 遠 心 分 離 し た 。 こ の ペ レ ッ ト を ポ リ ト ロ ン を 用 い て 緩 衝 液 １ 中 で ホ モ
ジ ナ イ ズ し た 。 こ の ホ モ ジ ネ ー ト を 48,000× gで 20分 間 、 ４ ℃ で 遠 心 分 離 し 、 そ し て こ の
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ペ レ ッ ト を 緩 衝 液 １ 中 に 再 懸 濁 し 、 放 射 性 リ ガ ン ド 結 合 ア ッ セ イ に 用 い た 。 細 胞 膜 （ 20～
30μ gの タ ン パ ク 質 ） を 、 競 合 因 子 の 存 在 あ る い は 非 存 在 下 に 最 終 容 量 200μ lと な る よ う
に 40分 間 、 25℃ で δ 選 択 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る ３ H－ ナ ル ト リ ン ド ー ル （ SＩ mon, 1991;
 Sofugluら , 1991; Portogheseら , 1992） (1nM)と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 非 特 異 的
結 合 を 10μ Mの ナ ロ キ ソ ン の 存 在 下 で 結 合 し て い る 放 射 活 性 と し て 規 定 し た 。 50 mMの 氷 冷
TrＩ s－ HCl (pH 7.8)を 加 え 、 か つ 0.5%ポ リ エ チ レ ン イ ミ ン お よ び 0.1%ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ
ン に よ り 前 処 理 し た Whatman GF/Bグ ラ ス フ ァ イ バ ー フ ィ ル タ ー に よ り 急 速 に 濾 過 す る こ と
に よ っ て 結 合 反 応 を 終 了 さ せ た 。 こ の フ ィ ル タ を 12 mlの 氷 冷 緩 衝 液 で 洗 浄 し 、 液 体 シ ン
チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ を 用 い て 結 合 放 射 活 性 を 測 定 し た 。 放 射 性 リ ガ ン ド 結 合 の 研 究 に よ
り 得 ら れ た デ ー タ を 用 い て 阻 害 曲 線 を 作 成 し た 。 FＩ TCOMPプ ロ グ ラ ム （ Kongら , 1993; Ya
sudaら , 1992） に よ り 行 わ れ た 曲 線 適 合 か ら Ｉ C５ ０ 値 を 得 、 式 K２ =Ｉ C５ ０ ０ /(1+L/Kd)
を 用 い て Ｋ Ｉ 値 に 変 換 し た 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
　 cAMP蓄 積
　 簡 単 に 言 え ば 、 COS－ 7細 胞 を 12ウ ェ ル の 培 養 プ レ ー ト に お い て 継 代 培 養 し た 。 こ れ ら の
細 胞 を cAMP実 験 の 48時 間 前 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 こ れ ら の ウ ェ ル か ら 培 地 を 除 去 し 、
代 わ り に 0.5 mMの イ ソ ブ チ ル メ チ ル キ サ ン チ ン (Ｉ BMX)を 含 有 す る 新 鮮 な 培 地 500μ lで 満
た し た 。 細 胞 を 20分 間 、 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 培 地 を 除 去 し た 後 、 10μ Mの フ ォ ル
ス コ リ ン お よ び 様 々 な オ ピ オ イ ド ア ゴ ニ ス ト を 含 め る か ま た は 含 め ず に 、 0.5 mMの Ｉ BMX
を 含 有 す る 新 鮮 な 培 地 を 満 た し た 。 こ れ ら の 細 胞 を 30分 間 、 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
培 地 を 除 去 し 、 細 胞 を 500μ lの 1N HClで ウ ェ ル に お い て 超 音 波 処 理 し た 。 HClを Speed－ Va
cに お い て 揮 発 さ せ 、 NEN/Dupont(WＩ lmＩ ngton, DE)の ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ キ ッ ト を 用
い て cAMPを 分 析 し た 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
　 野 生 型 δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー 、 な ら び に D128Nお よ び H278N変 異 レ セ プ タ ー が COS－ 7細
胞 に お い て 一 時 的 に 発 現 し た 。 δ レ セ プ タ ー 選 択 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る ３ H－ ナ ル ト リ
ン ド ー ル は こ れ ら ３ つ の レ セ プ タ ー の す べ て と 特 異 的 に 結 合 し た 。 ３ H－ ナ ル ト リ ン ド ー
ル の COS－ 7細 胞 膜 に お け る こ れ ら ３ つ の レ セ プ タ ー の す べ て と の 結 合 は 飽 和 性 で 高 い 親 和
性 を 有 す る も の で あ っ た 。 ３ H－ ナ ル ト リ ン ド ー ル の 飽 和 性 結 合 を 図 １ １ ａ 、 図 １ １ ｂ 、
お よ び 図 １ １ ｃ の グ ラ フ に 示 す 。 図 １ １ ａ は 、 ３ H－ ナ ル ト リ ン ド ー ル の 野 生 型 レ セ プ タ
ー に 対 す る 結 合 を 示 し て い る （ 白 四 角 ） 。 図 １ １ ｂ は 、 ３ H－ ナ ル ト リ ン ド ー ル の D128N変
異 体 に 対 す る 結 合 を 示 し て お り （ 黒 丸 ） 、 ま た 図 １ １ ｃ は 、 ３ H－ ナ ル ト リ ン ド ー ル の H27
8N変 異 体 に 対 す る 結 合 を 示 し て い る （ 白 丸 ） 。 Ｋ ｄ お よ び Ｂ ｍ ａ ｘ の 値 を 以 下 の 表 ４ に 示
す 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
 
表 ４ ： 野 生 型 レ セ プ タ ー 、 な ら び に D128Nお よ び H278N変 異 δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー に 対 す
る ３ H－ ナ ル ト リ ン ド ー ル 結 合 の Ｋ ｄ 値 お よ び Ｂ ｍ ａ ｘ 値
【 ０ ３ ５ ６ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ５ ７ 】
こ れ ら の 値 は ３ 回 の 別 々 の 実 験 に よ り 得 ら れ た 結 果 の 平 均 値 ± SEMで あ る 。
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【 ０ ３ ５ ８ 】
　 野 生 型 レ セ プ タ ー 、 D128N変 異 体 、 お よ び H278N変 異 体 へ の ３ H－ ナ ル ト リ ン ド ー ル 結 合
を 阻 害 す る 、 δ レ セ プ タ ー 選 択 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る ナ ル ト リ ン ド ー ル お よ び NTB、 な
ら び に 非 選 択 的 オ ピ オ イ ド ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る ジ プ レ ノ ル フ ィ ン の 効 力 を 図 １ ２ ａ 、 図
１ ２ ｂ 、 お よ び 図 １ ２ ｃ に 示 す 。 図 １ ２ ａ は 、 δ 選 択 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト NTBの 存 在 下 に お
け る 、 野 生 型 レ セ プ タ ー （ 白 四 角 ） 、 D128N（ 黒 丸 ） 、 お よ び H278N（ 白 丸 ） を 発 現 す る CO
S－ 7細 胞 由 来 の 膜 へ の ３ H－ ナ ル ト リ ン ド ー ル 結 合 を 示 す 。 こ れ ら ３ つ の レ セ プ タ ー 、 す
な わ ち 野 生 型 、 D128N、 お よ び H278Nの す べ て が δ 選 択 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る NTBに よ り
阻 害 さ れ た 。 図 １ ２ ｂ は 、 δ 選 択 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト DPDPEの 存 在 下 に お け る 、 野 生 型 レ セ
プ タ ー （ 白 四 角 ） 、 D128N（ 黒 丸 ） 、 お よ び H278N（ 白 丸 ） を 発 現 す る COS－ 7細 胞 由 来 の 膜
へ の ３ H－ ナ ル ト リ ン ド ー ル 結 合 を 示 す 。 こ れ ら ３ つ の レ セ プ タ ー 、 す な わ ち 野 生 型 、 D12
8N、 お よ び H278Nの す べ て が δ 選 択 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る DPDPEに よ り 阻 害 さ れ た 。 図 １
２ ｃ は 、 非 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト で あ る レ ボ ル フ ァ ノ ー ル の 存 在 下 に お け る 、 野 生 型 レ セ プ タ
ー （ 白 四 角 ） 、 D128N（ 黒 丸 ） 、 お よ び H278N（ 白 丸 ） を 発 現 す る COS－ 7細 胞 由 来 の 膜 へ の
３ H－ ナ ル ト リ ン ド ー ル 結 合 を 示 す 。 こ れ ら ３ つ の レ セ プ タ ー 、 す な わ ち 野 生 型 、 D128N、
お よ び H278Nの す べ て が 非 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト で あ る レ ボ ル フ ァ ノ ー ル に よ り 阻 害 さ れ た 。
こ れ ら の 実 験 に よ り 得 ら れ た Ｋ Ｉ 値 を 表 ５ お よ び 表 ６ に 示 す 。
表 ５ ： 野 生 型 レ セ プ タ ー お よ び 変 異 δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト 結 合
の 効 力
【 ０ ３ ５ ９ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ６ ０ 】
こ れ ら の 値 は 、 各 薬 剤 に 対 し て 少 な く と も ３ 回 別 々 に 測 定 を 行 っ て 得 ら れ た 値 の 平 均 値 で
あ る 。 各 薬 剤 に 対 す る SEMは 、 平 均 値 の 15％ 未 満 で あ る 。
【 ０ ３ ６ １ 】
 
　 こ れ に 対 し て 、 D128N変 異 レ セ プ タ ー へ の ３ H－ ナ ル ト リ ン ド ー ル 結 合 を 阻 害 す る 、 ペ プ
チ ド （ DPDPE、 DSLET、 お よ び D－ Ala２ デ ル ト ル フ ィ ン Ｉ Ｉ ） お よ び 非 ペ プ チ ド （ SＩ OM）
の δ レ セ プ タ ー 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト お よ び 非 選 択 的 オ ピ オ イ ド ア ゴ ニ ス ト で あ る 、 エ ト ル フ
ィ ン 、 レ ボ ル フ ァ ノ ー ル 、 β － エ ン ド ル フ ィ ン 、 お よ び ブ レ マ ゾ シ ン の 効 力 は 、 野 生 型 レ
セ プ タ ー へ の 結 合 の 場 合 に 比 べ て 低 か っ た （ 表 ６ ） 。 DPDPE、 DSLET、 お よ び β － エ ン ド ル
フ ィ ン の 効 力 は 、 野 生 型 レ セ プ タ ー に 比 べ て D128N変 異 体 へ の 結 合 に お い て 100倍 以 上 低 か
っ た 。
表 ６ ： 野 生 型 レ セ プ タ ー お よ び 変 異 δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー に 対 し て 結 合 す る ア ゴ ニ ス ト
の 効 力
【 ０ ３ ６ ２ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ６ ３ 】
Ｋ Ｉ 値 は 、 少 な く と も ３ 回 別 々 に 行 わ れ た 測 定 に よ り 得 ら れ た 値 の 平 均 値 で あ る 。 各 薬 剤
に つ い て 、 SEMは 平 均 値 の 10％ 未 満 で あ る 。
【 ０ ３ ６ ４ 】
　 D128N変 異 レ セ プ タ ー の ア ゴ ニ ス ト に 対 す る 親 和 性 の 低 下 は 、 こ の レ セ プ タ ー の Ｇ タ ン
パ ク 質 か ら の 脱 カ ッ プ リ ン グ に よ る も の で は な か っ た 。 な ぜ な ら 、 こ の D128N変 異 レ セ プ
タ ー は 、 フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 に よ る cAMPの 形 成 の ア ゴ ニ ス ト に よ る 阻 害 、 す な わ ち こ の レ
セ プ タ ー を Ｇ タ ン パ ク 質 に カ ッ プ リ ン グ す る こ と を 必 要 と す る 応 答 を 仲 介 し た か ら で あ る
。 D128N変 異 体 を 発 現 す る COS－ 7細 胞 に お い て は 、 δ ア ゴ ニ ス ト で あ る DSLETは 、 野 生 型 レ
セ プ タ ー あ る い は H278Nレ セ プ タ ー を 発 現 す る 細 胞 に お け る 場 合 と 同 じ く ら い フ ォ ル ス コ
リ ン 刺 激 に よ る cAMPの 形 成 を 最 大 限 に 阻 害 し た 。 し か し な が ら 、 D128N変 異 体 を 発 現 す る C
OS－ 7細 胞 に お い て フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 に よ る cAMPの 形 成 を 阻 害 す る DSLETお よ び ブ レ マ ゾ
シ ン の 効 力 は 、 野 生 型 レ セ プ タ ー を 発 現 す る 細 胞 に お け る 効 力 を 下 回 っ た （ 表 ７ ） 。 図 １
３ は 、 野 生 型 レ セ プ タ ー お よ び 変 異 δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー を 発 現 す る COS－ 7細 胞 に お い
て 、 フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 に よ る cAMPの 蓄 積 が δ ア ゴ ニ ス ト DSLETに よ り 阻 害 さ れ る こ と を
示 す 。 cAMP蓄 積 を 野 生 型 （ 白 棒 ） 、 D128N変 異 体 （ 黒 棒 ） 、 お よ び H278N変 異 体 （ 斜 線 棒 ）
を 発 現 す る COS－ 7細 胞 に お い て 測 定 し た 。 基 底 レ ベ ル お よ び 1μ Mの DSLET (DSLET)ま た は 1
μ Mの ナ ル ト リ ン ド ー ル を 含 む 1μ Mの DSLET(DSLET+ナ ル ト リ ン ド ー ル )が 存 在 す る 場 合 ま た
は し な い 場 合 （ フ ォ ル ス コ リ ン ） の 10μ Mの フ ォ ル ス コ リ ン に よ り 刺 激 さ れ た レ ベ ル を 評
価 し た 。
表 ７ ： 野 生 型 レ セ プ タ ー あ る い は 変 異 δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー を 発 現 す る COS－ 7細 胞 に お
い て フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 に よ る cAMPの 蓄 積 を 阻 害 す る ア ゴ ニ ス ト の 効 力
【 ０ ３ ６ ５ 】
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【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ３ ６ ６ 】
こ れ ら の 値 は 、 ３ つ の 別 々 の 実 験 に よ り 得 ら れ た 値 の 平 均 値 で あ り 、 こ こ で SEMは 平 均 値
の 20％ 未 満 で あ っ た 。
【 ０ ３ ６ ７ 】
 
　 こ れ ら の 結 果 は 、 ア ゴ ニ ス ト に 対 す る D128N変 異 体 の 親 和 性 の 低 下 を 示 す リ ガ ン ド 結 合
研 究 の 結 果 と 一 致 す る 。 し た が っ て 、 ア ゴ ニ ス ト に 対 し て D128N変 異 体 レ セ プ タ ー の 親 和
性 が 低 下 し た の は 、 Ｇ タ ン パ ク 質 の 脱 カ ッ プ リ ン グ に 帰 結 す る コ ン ホ メ ー シ ョ ン の 大 幅 な
変 化 に よ る も の で あ っ た の で は な く 、 ア ゴ ニ ス ト が δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー に 対 し て 結 合
さ れ る 際 に ア ス パ ラ ギ ン 酸 128が 果 た す 必 須 の 役 割 に よ る も の で あ る 。
【 ０ ３ ６ ８ 】
　 H278N変 異 レ セ プ タ ー の ア ゴ ニ ス ト に 対 す る 親 和 性 は 、 野 生 型 δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー
の 場 合 よ り も 大 き か っ た （ 表 ６ ） 。 こ れ に 対 し て 、 H278N変 異 体 お よ び 野 生 型 レ セ プ タ ー
に 対 し て 結 合 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト の 効 力 は 比 較 的 近 似 し た も の で あ っ た （ 表 ５ ） 。 野 生 型
δ レ セ プ タ ー と 同 様 に H278N変 異 体 も ま た 機 能 的 に 活 性 で あ っ た 。 な ぜ な ら 、 こ の レ セ プ
タ ー を 発 現 す る 細 胞 に お い て は 、 δ ア ゴ ニ ス ト が フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 に よ る cAMPの 蓄 積 を
阻 害 し た か ら で あ る （ 表 ７ ） 。
【 ０ ３ ６ ９ 】
　 薬 理 学 的 研 究 に よ り 、 効 力 を 有 す る す べ て の オ ピ オ イ ド ア ゴ ニ ス ト が 疎 水 性 芳 香 族 基 に
近 接 し た 位 置 に カ チ オ ン 窒 素 を 含 有 す る こ と が 示 さ れ て い る （ GＩ lmanら , 1990; SＩ mon,
 1991） 。 正 に 荷 電 さ れ た ア ミ ノ 基 を オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー に お い て 負 に 荷 電 さ れ た 残 基
と 会 合 さ せ る こ と が 提 案 さ れ て お り 、 こ の 静 電 的 相 互 作 用 が オ ピ オ イ ド の レ セ プ タ ー へ の
結 合 の 特 異 性 お よ び 高 親 和 性 に と っ て 必 須 で あ る と 考 え ら れ て い る 。 マ ウ ス δ オ ピ オ イ ド
レ セ プ タ ー に お け る ２ つ の ア ス パ ラ ギ ン 酸 は ア ゴ ニ ス ト 結 合 に 影 響 を 及 ぼ し 、 か つ オ ピ オ
イ ド ア ゴ ニ ス ト の カ チ オ ン 窒 素 に 対 し て 対 イ オ ン を 供 給 し 得 る も の で あ る 。 前 述 し た よ う
に 、 δ レ セ プ タ ー の 第 ２ 貫 膜 に 及 ぶ 領 域 に お け る ア ス パ ラ ギ ン 酸 95は 、 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト
を δ レ セ プ タ ー に 対 し て 高 い 親 和 性 で 結 合 す る の に 必 要 で あ っ た 。 本 願 明 細 書 に 示 し て い
る よ う に 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 128は 、 す べ て の オ ピ オ イ ド ア ゴ ニ ス ト を δ レ セ プ タ ー に 対 し
て 高 い 親 和 性 で 結 合 す る の に 必 須 で あ る 。
【 ０ ３ ７ ０ 】
　 リ ガ ン ド 結 合 に お い て ア ス パ ラ ギ ン 酸 95お よ び ア ス パ ラ ギ ン 酸 128が 別 々 に 果 た す 役 割
に よ り 、 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト と 非 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト と は 、 δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー に 対 し て
異 な る 形 態 で 結 合 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ る 。 ア デ ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ お よ び Ｇ タ ン パ ク 質 に
対 す る 機 能 的 カ ッ プ リ ン グ を 維 持 し な が ら 、 D128N変 異 体 が ア ゴ ニ ス ト に 対 す る 親 和 性 を
低 下 さ せ る 機 構 は 、 レ セ プ タ ー か ら ア ゴ ニ ス ト が 解 離 す る 速 度 が 、 ア ゴ ニ ス ト が 会 合 す る
速 度 を 低 下 さ せ る こ と な し に 、 選 択 的 に 増 大 す る こ と に よ る も の と 考 え ら れ る 。 こ れ に よ
り 、 結 合 の 研 究 に お い て 検 出 さ れ た よ う に 、 変 異 レ セ プ タ ー と 相 互 作 用 す る ア ゴ ニ ス ト の
効 力 が 低 下 す る 一 方 で 、 こ の レ セ プ タ ー を 介 し て cAMPの 蓄 積 を 阻 害 す る ア ゴ ニ ス ト の 能 力
が 維 持 さ れ る 理 由 が 説 明 さ れ 得 る 。 な ぜ な ら 機 能 的 応 答 は 、 結 合 ア ッ セ イ の 場 合 に 比 べ て
、 ア ゴ ニ ス ト が 解 離 す る 速 度 に 依 存 す る 割 合 が 低 い か ら で あ る 。 さ ら に 、 δ オ ピ オ イ ド レ
セ プ タ ー に お け る ア ス パ ラ ギ ン 酸 128が ア ゴ ニ ス ト 結 合 を 安 定 化 さ せ る 対 イ オ ン と し て 機
能 す る の な ら ば 、 こ の ア ス パ ラ ギ ン へ の 変 異 に 引 き 続 い て 発 生 す る よ う に 、 こ の 残 基 の 電
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荷 を 除 去 す る こ と に よ っ て 、 ア ゴ ニ ス ト 結 合 の 脱 安 定 化 と ア ゴ ニ ス ト の 解 離 速 度 の 増 大 が
予 想 さ れ 得 る 。 D95N変 異 δ レ セ プ タ ー の 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト に 対 す る 親 和 性 の 低 下 を 説 明 す
る た め に 同 様 の 提 案 が な さ れ て い る （ Kong, 1993） 。 ３ H－ DPDPEお よ び １ ２ ５ Ｉ － β － エ
ン ド ル フ ィ ン は い ず れ も 、 こ の D128N変 異 体 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 し 得 な か っ た が 、 こ れ
ら は 野 生 型 δ レ セ プ タ ー に 対 し て は 有 効 か つ 特 異 的 に 結 合 す る （ デ ー タ は 特 に 示 さ な い ）
。 こ の こ と は 、 D128N変 異 体 に 対 す る ３ H－ ナ ル ト リ ン ド ー ル 結 合 を 阻 害 す る 効 力 が 大 幅 に
低 下 す る 結 果 と 符 合 す る 。
【 ０ ３ ７ １ 】
　 δ レ セ プ タ ー に お け る 残 基 95ま た は 128に お け る ア ス パ ラ ギ ン 酸 の 変 異 は 、 ア ン タ ゴ ニ
ス ト 結 合 に 対 し て 明 ら か な 影 響 を 及 ぼ し た わ け で は な い 。 こ の こ と に よ り 、 オ ピ オ イ ド ア
ン タ ゴ ニ ス ト の カ チ オ ン 窒 素 が リ ガ ン ド 結 合 に と っ て 必 須 で は な い か 、 あ る い は 、 静 電 的
相 互 作 用 に 対 し て 負 の 電 荷 を 供 給 す る レ セ プ タ ー に お け る ア ミ ノ 酸 残 基 が レ セ プ タ ー の 他
の 場 所 に 存 在 し て い る か が 暗 示 さ れ る 。 δ レ セ プ タ ー に お い て ア ス パ ラ ギ ン 酸 128が ア ン
タ ゴ ニ ス ト 結 合 に 対 し て 果 た す 必 須 で は な い 役 割 は 、 β － ア ド レ ナ リ ン 性 レ セ プ タ ー に つ
い て 得 ら れ た 結 果 と は 対 照 的 で あ る 。 Straderら は 、 β ２ － ア ド レ ナ リ ン 性 レ セ プ タ ー の
第 ３ 貫 膜 に 及 ぶ 領 域 に お け る ア ス パ ラ ギ ン 酸 113の ア ス パ ラ ギ ン へ の 変 異 が 発 生 し た 結 果
、 ア ン タ ゴ ニ ス ト お よ び ア ゴ ニ ス ト に 対 す る レ セ プ タ ー の 親 和 性 が 低 下 し た こ と を 報 告 し
た （ Straderら , 1987） 。 Straderら は 、 こ の 残 基 が カ テ コ ー ル ア ミ ン ア ゴ ニ ス ト お よ び ア
ン タ ゴ ニ ス ト に 対 し て β － ア ド レ ナ リ ン 性 レ セ プ タ ー の リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン の 必 須 の 認
識 部 位 で あ る こ と を 提 案 し て い る 。 δ お よ び β － ア ド レ ナ リ ン 性 レ セ プ タ ー に お い て 保 持
さ れ て い た ア ス パ ラ ギ ン 酸 の 同 様 の 変 異 に 対 し て 根 本 的 に 異 な る 結 果 が 得 ら れ た と い う こ
と は 、 リ ガ ン ド が こ れ ら の レ セ プ タ ー に 対 し て 異 な る 形 態 で 結 合 し て い る こ と を 示 し て い
る 。
【 ０ ３ ７ ２ 】
　 ニ ュ ー ロ キ ニ ン レ セ プ タ ー に つ い て の 最 近 の 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 の 研 究 に よ り 、 親 和 性
の 高 い ア ン タ ゴ ニ ス ト の 結 合 を 得 る た め に は 第 ５ 貫 膜 に 及 ぶ 領 域 内 の ヒ ス チ ジ ン 残 基 が 必
要 で あ る こ と が 示 さ れ て い る （ Fongら 、 1993） 。 こ れ ら の 研 究 の 結 果 に よ れ ば 、 ヒ ス チ ジ
ン 残 基 の 芳 香 族 環 構 造 が ニ ュ ー ロ キ ニ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト の 芳 香 族 環 構 造 と 相 互 作 用 す る 。
芳 香 族 環 は す べ て の オ ピ オ イ ド リ ガ ン ド 内 に 存 在 し 、 ま た 、 オ ピ オ イ ド が そ れ ら の レ セ プ
タ ー に 高 い 親 和 性 で 結 合 す る た め に は 必 要 で あ る と 提 起 さ れ て い る た め （ GＩ lmanら 、 199
0； SＩ mon、 1991） 、 278位 の ヒ ス チ ジ ン 残 基 を ア ス パ ラ ギ ン に 変 異 さ せ た 。 な ぜ な ら 、 こ
れ が 、 ニ ュ ー ロ キ ニ ン レ セ プ タ ー に 比 較 さ れ る δ レ セ プ タ ー の 類 似 の 領 域 内 に お け る 唯 一
の ヒ ス チ ジ ン で あ る か ら で あ る 。 こ の 変 異 体 レ セ プ タ ー の 発 現 レ ベ ル は 、 野 生 型 ま た は D1
28N変 異 体 の い ず れ か よ り 低 か っ た 。 し か し 、 レ セ プ タ ー の ア ゴ ニ ス ト に 対 す る 親 和 性 は
、 野 生 型 の δ レ セ プ タ ー の こ れ ら 化 合 物 に 対 す る 親 和 性 よ り 高 か っ た 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト は
同 様 の 効 能 で 両 方 の レ セ プ タ ー に 結 合 し た 。 一 方 、 H278N変 異 体 は 、 野 生 型 の レ セ プ タ ー
よ り 僅 か に 高 い 親 和 性 で 、 ３ Ｈ － ナ ル ト リ ン ド ー ル お よ び 他 の オ ピ オ イ ド ア ン タ ゴ ニ ス ト
と 結 合 し た 。 ヒ ス チ ジ ン を ア ス パ ラ ギ ン に 置 換 し て も ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト に
対 す る レ セ プ タ ー の 親 和 性 が 減 少 し な か っ た と い う 知 見 は 、 こ の 残 基 が リ ガ ン ド の δ オ ピ
オ イ ド レ セ プ タ ー へ の 結 合 に と っ て 必 須 で は な い こ と を 示 し て い る 。 ア ゴ ニ ス ト に 対 す る
変 異 体 レ セ プ タ ー の 親 和 性 が 向 上 し た こ と は 、 そ の 変 異 に よ っ て 誘 発 さ れ る レ セ プ タ ー 内
の 微 妙 な 配 座 上 の 変 化 に よ る も の で あ り 得 る か 、 ま た は ヒ ス チ ジ ン が 通 常 は ア ゴ ニ ス ト の
結 合 を 妨 げ て い る こ と を 示 し 得 る 。
【 ０ ３ ７ ３ 】
　 H278N変 異 体 の ア ゴ ニ ス ト に 対 す る 親 和 性 が 選 択 的 に 大 き く 増 加 す る と 、 D128N変 異 体 の
ア ゴ ニ ス ト に 対 す る 親 和 性 が 選 択 的 に 失 わ れ る と い う こ と は 、 ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ
ニ ス ト が 、 お そ ら く は 別 々 の リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン と 相 互 作 用 す る こ と に よ っ て 、 δ レ セ
プ タ ー に 別 々 に 結 合 す る と い う 、 D95N変 異 体 δ レ セ プ タ ー に お け る 我 々 （ Kongら 、 1993）
の 以 前 得 ら れ た 知 見 と 一 致 す る 。 さ ら に 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 95お よ び 128な ら び に ヒ ス チ ジ
ン 278の ア ス パ ラ ギ ン へ の 変 異 に よ っ て 、 δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー へ の ア ン タ ゴ ニ ス ト の
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結 合 が 減 少 し な か っ た と い う 知 見 は 、 β － ア ド レ ナ リ ン 性 レ セ プ タ ー の （ Straderら 、 198
7） お よ び タ キ キ ニ ン レ セ プ タ ー （ Fongら 、 1993） の 同 様 の 変 異 に よ り 得 ら れ る 結 果 と は
異 な り 、 オ ピ オ イ ド ア ン タ ゴ ニ ス ト は こ れ ら の 他 の 神 経 伝 達 物 質 レ セ プ タ ー へ の ア ン タ ゴ
ニ ス ト の 結 合 と は 異 な る 方 法 で δ レ セ プ タ ー と 相 互 作 用 す る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ３ ７ ４ 】
　 実 施 例 ９ ： 　 MOP2の 分 析
　 MOP2は 、 古 典 的 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 薬 理 学 的 特 性 と は 異 な る 薬 理 学 的 特 性 を 有 す る
マ ウ ス レ セ プ タ ー で あ る 。 MOP2は 、 例 外 的 な リ ガ ン ド 結 合 特 性 を 有 す る オ ピ オ イ ド レ セ プ
タ ー で あ る と 考 え ら れ る 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 3H－ ナ ロ キ ソ ン 、 ３ H－ ナ ル ト リ ン ド ー
ル 、 お よ び ３ H－ ジ プ レ ノ ル フ ィ ン は こ の レ セ プ タ ー （ MOP2） に 特 異 的 に 結 合 せ ず 、 ま た
、 ア ゴ ニ ス ト で あ る ３ H－ U－ 69,593、 ３ H－ DPDE、 ３ H－ DAGO、 ３ H－ EKC、 １ ２ ５ Ｉ － β －
エ ン ド ル フ ィ ン 、 お よ び σ リ ガ ン ド ３ H－ ペ ン タ ゾ シ ン も ま た こ の レ セ プ タ ー に 特 異 的 に
結 合 し な か っ た 。 MOP2（ 配 列 番 号 ６ ） の 分 析 に つ い て は 、 cDNA（ 配 列 番 号 ５ ） を COS－ 7細
胞 内 で 発 現 さ せ 、 ま ず 、 発 現 し た タ ン パ ク 質 を オ ピ オ イ ド 放 射 性 リ ガ ン ド の 結 合 に つ い て
試 験 し た 。
【 ０ ３ ７ ５ 】
　 潜 在 的 な 機 能 活 性 を 試 験 す る た め に 、 多 数 の オ ピ オ イ ド リ ガ ン ド に つ い て 、 MOP2を 発 現
す る COS－ 7細 胞 内 に フ ォ ル ス コ リ ン の 刺 激 に よ り cAMPが 蓄 積 さ れ る の を 阻 害 す る 能 力 を 試
験 し た 。 ２ つ の オ ピ オ イ ド 、 エ ト ル フ ィ ン お よ び ロ フ ェ ン タ ニ ル は 、 １ μ Mの 濃 度 で 、 フ
ォ ル ス コ リ ン 刺 激 に よ る cAMPの 形 成 を 、 各 々 、 63± 11%お よ び 52± 7%（ N=5） だ け 阻 害 し た
。 こ れ ら の 化 合 物 は 、 ベ ク タ ー の み で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 内 に お い て 刺 激 に よ る
cAMPの 蓄 積 を 阻 害 し な か っ た 。 こ れ ら ２ つ の オ ピ オ イ ド の 効 果 は 、 最 大 効 果 の 半 分 が 100 
nMで 生 じ る 濃 度 依 存 型 で あ っ た 。 100 nMの 濃 度 で は 、 こ れ ら ２ つ の オ ピ オ イ ド の 効 果 は 、
オ ピ オ イ ド ア ン タ ゴ ニ ス ト ナ ロ キ ソ ナ ジ ン （ １ μ M)に よ り 完 全 に ブ ロ ッ ク さ れ 、 ア ン タ ゴ
ニ ス ト ナ ロ キ ソ ン お よ び B－ FNAに よ っ て 一 部 ブ ロ ッ ク さ れ た 。
【 ０ ３ ７ ６ 】
　 さ ら に 、 MOP2を 発 現 す る COS－ 7を 、 阻 害 Ｇ タ ン パ ク 質 形 態 の ア デ ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ を カ
ッ プ リ ン グ し て い な い 百 日 咳 毒 素 で 前 処 理 す る と 、 エ ト ル フ ィ ン お よ び ロ フ ェ ン タ ニ ル に
よ る cAMP形 成 の 阻 害 が 完 全 に ブ ロ ッ ク さ れ た 。 １ つ の 実 験 で は 、 ロ フ ェ ン タ ニ ル に 加 え て
、 ア ナ ロ グ の フ ェ ン タ ニ ル が フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 に よ る cAMP形 成 を 40%だ け 減 少 さ せ た 。
こ れ に 対 し て 、 1 μ Mの 濃 度 の モ ル フ ィ ン 、 メ サ ド ン 、 コ デ イ ン 、 EKC、 レ ボ ル フ ァ ノ ー ル
、 ブ レ マ ゾ シ ン 、 お よ び β － エ ン ド ル フ ィ ン は 、 MOP2を 発 現 す る COS－ 7細 胞 内 で の フ ォ ル
ス コ リ ン 刺 激 に よ る cAMP形 成 に 何 の 影 響 も 与 え な か っ た 。
【 ０ ３ ７ ７ 】
　 MOP2が ク ロ ー ン 化 さ れ た オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー と ア ミ ノ 酸 配 列 が 非 常 に 類 似 し て い る こ
と 、 お よ び こ の 異 常 な レ セ プ タ ー が ナ ロ キ ソ ナ ジ ン お よ び ナ ロ キ ソ ン の 感 受 性 を 有 す る よ
う な 方 法 で エ ト ル フ ィ ン お よ び ロ フ ェ ン タ ニ ル の cAMP形 成 の 阻 害 を 仲 介 す る 能 力 を 有 す る
こ と は 、 こ の レ セ プ タ ー が 新 規 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー で あ り 得 る こ と を 示 唆 し て い る 。
こ の レ セ プ タ ー の 新 規 性 は 、 多 く の オ ピ オ イ ド ア ゴ ニ ス ト が こ の レ セ プ タ ー と 相 互 作 用 す
る こ と が で き な い こ と に よ っ て さ ら に 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ３ ７ ８ 】
　 エ ト ル フ ィ ン は 最 も 効 能 の あ る 利 用 可 能 な 鎮 痛 薬 の １ つ で あ る 。 事 実 、 そ の 呼 吸 低 下 を
誘 発 す る 能 力 お よ び そ の 高 い 濫 用 性 が 、 エ ト ル フ ィ ン が ス ケ ジ ュ ー ル １ の 薬 剤 で あ り 、 臨
床 に お い て 用 い ら れ な い 理 由 で あ る 。 ロ フ ェ ン タ ニ ル の よ う な フ ェ ン タ ニ ル 誘 導 体 は 濫 用
性 が 極 め て 高 い 。 作 製 さ れ た フ ェ ン タ ニ ル の 誘 導 体 の 中 で は 、 ロ フ ェ ン タ ニ ル が 最 も 効 能
が あ り 効 果 的 な 鎮 痛 薬 で あ る 。 濫 用 性 な ら び に 鎮 痛 の 効 能 お よ び 効 力 が 極 め て 高 い 薬 剤 が
MOP2と 選 択 的 に 相 互 作 用 す る と い う 知 見 は 、 こ の レ セ プ タ ー が 麻 薬 常 習 癖 の 治 療 に 用 い ら
れ 得 る 薬 剤 の 開 発 に と っ て 重 要 な 位 置 に あ り 得 る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ３ ７ ９ 】
　 実 施 例 10： 　 κ レ セ プ タ ー の 物 理 的 に 離 れ た 細 胞 外 ド メ イ ン が ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ
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ゴ ニ ス ト の 結 合 に と っ て 必 要 で あ る と い う 知 見 に よ り 、 レ セ プ タ ー 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト の ア
ッ セ イ が 可 能 と な る
　 ク ロ ー ン 化 さ れ た κ お よ び δ レ セ プ タ ー は 独 特 の 薬 理 学 的 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 し か し
、 κ お よ び δ レ セ プ タ ー の ア ミ ノ 酸 配 列 は 約 60%が 同 一 で あ る 。 最 も 多 様 性 の レ セ プ タ ー
の 領 域 は NH２ お よ び COOH末 端 な ら び に 細 胞 外 ル ー プ で あ る 。 発 明 者 ら は 、 こ れ ら の 細 胞 外
ド メ イ ン は リ ガ ン ド の 識 別 お よ び ／ ま た は 結 合 に １ つ の 役 割 を 有 す る と い う 仮 説 を た て た
。 こ の 仮 説 を 試 験 す る た め に 、 発 明 者 ら は 、 NH２ 末 端 お よ び 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ が 交 換 さ れ
た κ お よ び δ の キ メ ラ レ セ プ タ ー を 構 築 し た 。 こ れ ら の 結 果 に つ い て は ス ク リ ー ニ ン グ ア
ッ セ イ に つ い て の セ ク シ ョ ン で 詳 細 に 説 明 し て い る 。 κ レ セ プ タ ー の NH２ 末 端 お よ び δ レ
セ プ タ ー の 残 り を 含 む キ メ ラ （ κ ／ δ ） の 研 究 に よ り 、 κ レ セ プ タ ー へ の ア ゴ ニ ス ト お よ
び ア ン タ ゴ ニ ス ト の 結 合 は 異 な る ド メ イ ン で 行 わ れ る こ と が 明 ら か と な っ た 。 こ の キ メ ラ
は κ 選 択 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト に は 結 合 し た が κ 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト に は 結 合 し な か っ た 。
【 ０ ３ ８ ０ 】
　 こ れ ら の 薬 理 学 的 お よ び 機 能 的 な 結 果 に よ り 、 κ レ セ プ タ ー の NH２ 末 端 の た め に ア ン タ
ゴ ニ ス ト の 識 別 お よ び 結 合 が 起 こ り 、 一 方 、 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト が 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ に 結 合
す る こ と が 示 唆 さ れ る 。 U50,488、 お よ び U69,593お よ び ス ピ ラ ド リ ン の よ う な そ の 誘 導 体
、 な ら び に κ レ セ プ タ ー で の 内 因 性 伝 達 物 質 、 ダ イ ノ ル フ ィ ン お よ び そ の ア ナ ロ グ 、 ダ イ
ノ ル フ ィ ン （ 1－ 8） 、 ダ イ ノ ル フ ィ ン （ 1－ 17） の よ う な 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト は 、 キ メ ラ に
結 合 し な か っ た 。 こ れ ら の κ 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト は δ レ セ プ タ ー の 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ に は 結
合 し 得 な か っ た 。 κ ／ δ ２ eル ー プ キ メ ラ の κ 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト が フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 に
よ る cAMP蓄 積 を 阻 害 す る 能 力 は 失 わ れ た 。
【 ０ ３ ８ １ 】
　 こ れ に 対 し て 、 エ チ ル ケ ト シ ク ラ ゾ シ ン （ EKC） 、 ブ レ マ ゾ シ ン 、 お よ び レ ボ ル フ ァ ノ
ー ル の よ う な よ り 低 い 選 択 性 の ア ゴ ニ ス ト は 同 様 の 親 和 性 で κ ／ δ ２ eル ー プ キ メ ラ お よ
び 野 生 型 の レ セ プ タ ー に 結 合 し た 。 さ ら に 、 こ れ ら の 非 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト は 、 キ メ ラ レ セ
プ タ ー を 発 現 す る COS－ 7細 胞 内 の cAMP形 成 を 同 様 の 程 度 で 阻 害 し た 。
【 ０ ３ ８ ２ 】
　 κ ／ δ ２ eル ー プ キ メ ラ に 結 合 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト と 野 生 型 の κ レ セ プ タ ー と は 類 似 し
て お り 、 こ れ に よ り 、 キ メ ラ は 野 生 型 と 同 様 の レ ベ ル で 発 現 さ れ る こ と 、 お よ び 第 ２ 細 胞
外 ル ー プ は ア ン タ ゴ ニ ス ト 結 合 に と っ て は 必 要 と さ れ な い こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ３ ８ ３ 】
　 こ れ ら の 結 果 に よ り 、 κ 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト は κ レ セ プ タ ー の 物 理
的 に 離 れ た 領 域 に 結 合 す る こ と が 明 瞭 に 示 さ れ る 。 κ レ セ プ タ ー の 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ は κ
選 択 的 ア ゴ ニ ス ト の た め の 結 合 ド メ イ ン を 含 む 。 EKCの よ う な 非 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト は κ レ
セ プ タ ー の 他 の 領 域 に 結 合 す る 。 こ の よ う な 知 見 は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の ア ゴ ニ ス ト
結 合 ド メ イ ン の 最 初 の 同 定 で あ り 、 ま た 、 選 択 的 お よ び 非 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト が 同 じ レ セ プ
タ ー の 異 な る 領 域 に 結 合 し 得 、 ア ゴ ニ ズ ム を 引 き 起 こ す こ と の 最 初 の 実 証 で あ る 。
【 ０ ３ ８ ４ 】
　 こ の よ う な 知 見 は 重 要 な 薬 理 学 的 な 示 唆 を 有 す る 。 EKCの よ う な 非 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト は
不 快 お よ び 精 神 病 を 誘 発 す る が 、 ダ イ ノ ル フ ィ ン お よ び κ レ セ プ タ ー で の 内 因 性 伝 達 物 質
の よ う な 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト は 誘 導 し な い こ と が 知 ら れ て い る 。 従 っ て 、 こ れ ら の 知 見 に よ
り 、 特 異 的 で あ る ダ イ ノ ル フ ィ ン レ セ プ タ ー の ア ゴ ニ ス ト の 開 発 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ を
可 能 す る 、 治 療 に 有 用 で あ っ て 、 か つ 利 用 可 能 な 非 特 異 的 κ ア ゴ ニ ス ト の 副 作 用 を 回 避 し
得 る 方 法 の 基 礎 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ３ ８ ５ 】
　 候 補 ア ゴ ニ ス ト 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 お よ び 条 件 に つ い て は 、 上 記 の ス ク リ ー
ニ ン グ ア ッ セ イ に つ い て の セ ク シ ョ ン で 詳 細 に 述 べ て い る 。 κ 特 異 的 お よ び 非 特 異 的 オ ピ
オ イ ド レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト の 異 な る 結 合 部 位 に 関 す る 本 出 願 の 教 示 が 与 え ら れ れ ば 、 当
業 者 で あ れ ば 、 こ れ ら の 方 法 が κ レ セ プ タ ー 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト の た め の ス ク リ ー ニ ン グ に
用 い ら れ 得 る こ と は 理 解 さ れ 得 る 。
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【 ０ ３ ８ ６ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド を 得 る 工 程 、 候 補 特 異
的 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト を 得 る 工 程 、 お よ び 候 補 物 質 が オ ピ オ イ ド レ セ プ タ
ー と 相 互 作 用 す る 能 力 を ア ッ セ イ す る 工 程 を 包 含 す る 。 候 補 物 質 が κ レ セ プ タ ー と 相 互 作
用 す る 能 力 を 、 本 出 願 の 発 明 の 詳 細 な 説 明 の セ ク シ ョ ン で 詳 細 に 述 べ た 方 法 を 含 む が こ れ
ら に 限 定 さ れ な い 多 く の 方 法 で ア ッ セ イ し 得 る こ と は 、 当 業 者 で あ れ ば 認 識 し 得 る 。
【 ０ ３ ８ ７ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で 用 い ら れ る オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 κ オ ピ オ
イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 一 部 を 含 む べ き で あ る 。 よ り 詳 細 に は 、 ス ク リ
ー ニ ン グ ポ リ ペ プ チ ド は 、 κ レ セ プ タ ー 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト の た め の 結 合 部 位 を 有 す る こ と
が 示 さ れ て い る κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ の 一 部 を 含 む べ
き で あ る 。 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ の 負 に 荷 電 さ れ た 領 域 を 含 む オ ピ
オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド が 、 こ れ ら の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で 用 い る の に 特 に 好 適 で
あ る と 予 想 さ れ る 。 な ぜ な ら 、 κ レ セ プ タ ー 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト － κ レ セ プ タ ー 結 合 は 、 少
な く と も 部 分 的 に は 、 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ の 負 に 荷 電 さ れ た 部 分 と ア ゴ ニ ス ト の 正 に 荷 電 さ
れ た 部 分 と の 間 の 電 荷 相 互 作 用 に 基 づ く と 考 え ら れ る か ら で あ る 。
【 ０ ３ ８ ８ 】
　 キ メ ラ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 の ア ッ セ イ に 使 用 可 能 で あ る 。 実 際
、 こ れ ら の ア ッ セ イ の 解 明 に 関 す る 研 究 は 、 キ メ ラ レ セ プ タ ー を 用 い て 行 わ れ た 。 ひ と つ
の ク ラ ス と し て は 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー は 、 細 胞 外 ル ー プ 、 貫 膜 領 域 、 細 胞 内 ル ー プ 、
お よ び 細 胞 外 ア ミ ノ 末 端 を 包 含 し て い る 。 本 発 明 の 発 明 者 は 、 レ セ プ タ ー の 細 胞 外 部 分 、
す な わ ち 、 第 ２ お よ び 第 ３ 細 胞 外 ル ー プ お よ び ア ミ ノ 末 端 が 、 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー リ ガ
ン ド の 結 合 部 位 と な る こ と を 示 し て い る 。 例 え ば 、 κ レ セ プ タ に つ い て は 、 κ 特 異 的 ア ゴ
ニ ス ト は 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ に 結 合 し 、 ア ン ダ ゴ ニ ス ト は ア ミ ノ 末 端 に 結 合 す る こ と が 示 さ
れ て い る 。 本 発 明 の 発 明 者 は 、 非 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト は κ レ セ プ タ ー の 第 ３ 細 胞 外 ル ー プ に
結 合 す る と 強 く 考 え て お り 、 こ の こ と を 証 明 す べ く 研 究 が 進 め ら れ て い る 。 こ の 知 見 が あ
れ ば 、 特 異 的 ス ク リ ー ニ ン グ 手 段 と し て 非 常 に 有 効 な キ メ ラ を 設 計 す る こ と が 可 能 で あ る
。
【 ０ ３ ８ ９ 】
　 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て は 、 キ メ ラ レ セ プ タ ー は κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 第 ２ 細 胞
外 ル ー プ を 含 ん で い る 。 κ 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ は 、 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の
ア ミ ノ 酸 残 基 167－ 228の 間 に 位 置 し て い る 。 本 発 明 の 発 明 者 の 研 究 の 結 果 、 κ レ セ プ タ ー
の 残 基 １ － 78は ア ン タ ゴ ニ ス ト と 特 異 的 に 結 合 す る こ と が 示 さ れ た 。 κ レ セ プ タ ー の 残 基
167－ 228は 、 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト と 結 合 す る 。 エ チ ル ケ チ ン シ ク ラ ゾ シ ン (etylketＩ n cycl
azocＩ ne)な ど の 非 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト は 、 こ れ ら の 領 域 の い ず れ と も 結 合 し な い 。 独 特 の
ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る κ レ セ プ タ ー の 唯 一 の 細 胞 外 ド メ イ ン は 、 第 ３ 細 胞 外 ル ー プ （ 残 基
271－ 318） で あ る 。 こ れ は 、 非 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト と 結 合 し 易 い 領 域 で あ る 。 δ レ セ プ タ ー
の 第 ３ 細 胞 外 ル ー プ で な る キ メ ラ κ レ セ プ タ ー は 、 選 択 的 κ ア ゴ ニ ス ト の み に 結 合 し 、 非
選 択 的 ア ゴ ニ ス ト に は 結 合 し な い と 考 え ら れ る （ キ メ ラ は κ １ － 270／ δ 258－ 300／ Ｋ 319
－ 380で あ る ） 。 こ の キ メ ラ は 、 選 択 的 κ ア ゴ ニ ス ト を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 用 い ら
れ 得 た 。 さ ら に 、 キ メ ラ δ １ － 69／ κ 79－ 270／ δ 258－ 306／ Ｋ 319－ 380は 、 選 択 的 ア ゴ
ニ ス ト の み と 結 合 す る と 考 え ら れ る 。 κ 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト を ス ク リ ー ニ ン グ し た い 場 合 は
、 κ レ セ プ タ ー の 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ を 有 す る キ メ ラ を 用 い る べ き で あ る 。 さ ら に 、 κ レ セ
プ タ ー の 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ を 有 す る が 第 ３ 細 胞 外 ル ー プ を 有 し て い な い キ メ ラ は 、 非 特 異
的 ア ゴ ニ ス ト を 検 出 す る こ と な く κ 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト を 検 出 す る と い う 利 点 を 有 し 得 た 。
も ち ろ ん 、 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ 以 外 の κ レ セ プ タ ー の す べ て の 領 域 を 有 す る キ メ ラ は 、 κ 特
異 的 ア ゴ ニ ス ト に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う よ う に 設 計 さ れ た ア ッ セ イ に お け る ネ ガ
テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い ら れ 得 る 。 他 の 好 ま し い キ メ ラ は 、 κ レ セ プ タ ー の 第 ２ 細
胞 外 ル ー プ を 有 す る が 、 第 ３ 細 胞 外 ル ー プ を 有 さ な い 。 第 ３ 細 胞 外 ル ー プ は 推 定 非 特 異 的
ア ゴ ニ ス ト 結 合 領 域 を 含 有 す る の で 、 こ の 領 域 を 有 さ な い キ メ ラ は 非 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト 活
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性 を 検 出 で き な い と 考 え ら れ る 。 し た が っ て 、 こ の よ う な キ メ ラ に つ い て 見 ら れ る い か な
る ア ゴ ニ ズ ム も 、 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ に 結 合 す る κ 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト の 結 果 と し て 生 じ る も
の で な け れ ば な ら な い 。 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ を 有 さ な い キ メ ラ は 、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル
と し て 有 効 で あ る 。
【 ０ ３ ９ ０ 】
　 本 明 細 書 の 教 示 が 与 え ら れ れ ば 、 当 業 者 は 、 す べ て の 形 態 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ア ゴ
ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト の ス ク リ ー ニ ン グ を 可 能 に す る キ メ ラ お よ び 制 御 さ れ た ス ク
リ ー ニ ン グ 戦 略 を 考 案 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 発 明 者 は そ の よ う な キ メ ラ を 多 数 構 築
し て お り 、 よ り 多 く の キ メ ラ の 構 築 過 程 に あ る 。 標 準 の 遺 伝 子 操 作 お よ び オ ピ オ イ ド レ セ
プ タ ー の リ ガ ン ド 結 合 領 域 に 関 し て 本 発 明 の 発 明 者 が 得 た 知 見 を 用 い て 、 ほ と ん ど 無 限 の
多 く の キ メ ラ を 作 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の よ う な キ メ ラ す べ て 、 そ れ ら を コ ー ド す
る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び そ れ ら を ア ッ セ イ に お い て 用 い る 方 法 が 、 本 発 明 の 範 囲 内 と
考 え ら れ る 。 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お い て 有 用 な キ メ ラ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 特 定
の 実 施 例 は 、 κ １ － ７ ８ ／ δ ７ ０ － ３ ７ ２ 、 δ １ － ６ ９ ／ κ ７ ９ － ３ ８ ０ 、 κ １ － ７ ４ ／
δ ６ ５ － ３ ７ ２ あ る い は δ １ － ６ ４ ／ κ ７ ５ － ３ ８ ０ で あ る 。
【 ０ ３ ９ １ 】
　 短 縮 型 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 上 記 の 候 補 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に お
い て 有 用 で あ る 。 κ ー レ セ プ タ ー 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト 結 合 を 示 す 短 い ポ リ ペ プ チ ド は 、 長 い
ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て あ る 利 点 を 有 す る 。 好 ま し く は 、 短 縮 型 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ
ペ プ チ ド は 、 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ の 少 な く と も ア ゴ ニ ス ト 結 合 部 を 含 む 短 縮 型 κ オ ピ オ イ ド
レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 例 え ば 、 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ
酸 残 基 79か ら 380を 含 む 短 縮 型 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ポ リ ペ プ チ ド は 、 こ の 点 に お い て 有
効 で あ る と 考 え ら れ る 。 レ セ プ タ ー の 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ を 含 む 短 縮 型 κ オ ピ オ イ ド レ セ プ
タ ー は 、 こ れ ら の ア ッ セ イ に お い て 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 残 基 167か ら 228を 含 む
短 縮 型 κ レ セ プ タ ー は 、 本 発 明 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ３ ９ ２ 】
　 潜 在 的 な κ レ セ プ タ ー 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト は 、 上 記 候 補 が 正 の 電 荷 を 有 し て い る か を 決 定
す る こ と に よ っ て 上 記 の ア ッ セ イ で テ ス ト さ れ る 前 に 、 前 も っ て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 得 る
。 電 荷 の 関 係 は 、 κ レ セ プ タ ー 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト 結 合 機 構 に 影 響 を 与 え 、 負 に 荷 電 さ れ た
結 合 領 域 は 、 正 に 荷 電 さ れ た ア ゴ ニ ス ト に 結 合 す る 。 も ち ろ ん 、 有 効 な ア ゴ ニ ス ト を 正 に
荷 電 さ せ な い こ と も 可 能 で あ る が 、 電 荷 を 評 価 す る こ と に よ っ て 、 テ ス ト さ れ る ア ゴ ニ ス
ト の 範 囲 を 狭 く す る た め の あ る 機 構 が 与 え ら れ る 。
【 ０ ３ ９ ３ 】
　 本 発 明 の 教 示 が 与 え ら れ れ ば 、 当 業 者 は 本 発 明 を 実 施 す る こ と が 可 能 に な る で あ ろ う 。
【 ０ ３ ９ ４ 】
　 特 定 の κ ア ゴ ニ ス ト の 開 発 は 、 κ レ セ プ タ ー の 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ の 独 特 な 性 質 の 知 見 に
よ っ て 補 助 さ れ る 。 κ レ セ プ タ ー の 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ は 、 ７ つ の ア ス パ ラ ギ ン 酸 お よ び グ
ル タ ミ ン 酸 で 強 く 負 に 荷 電 さ れ て い る 。 反 対 に 、 δ お よ び μ レ セ プ タ ー は 、 対 応 す る ル ー
プ 中 に 負 に 荷 電 さ れ た 残 基 を １ つ だ け 有 し て い る 。 ダ イ ノ ル フ ィ ン が 正 に 荷 電 さ れ 、 κ レ
セ プ タ ー の 第 ２ 細 胞 外 ル ー プ が 多 数 の 負 電 荷 を 有 し て い る の で 、 本 発 明 の 発 明 者 は 、 負 に
荷 電 さ れ た 残 基 を 中 性 の 保 存 さ れ た 残 基 へ 変 異 さ せ 、 こ の レ セ プ タ ー へ の ダ イ ノ ル フ ィ ン
ア ナ ロ グ の 選 択 的 結 合 に 荷 電 が ど の 程 度 重 要 で あ る か を 決 定 し て い る 。 こ の 作 業 は 進 行 過
程 に あ り 、 こ の 結 果 は 、 κ 特 異 的 ア ゴ ニ ス ト を 解 明 し よ う と し て い る も の に さ ら に 指 針 を
与 え る こ と に な る だ ろ う 。
実 施 例 11： 　 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た κ お よ び μ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー は 、 マ ウ ス AtT－ 20細
胞 で 発 現 さ れ る と 、 内 向 き 整 流 カ リ ウ ム 電 流 (Ｉ nward rectＩ fＩ er potassＩ um current
） と カ ッ プ リ ン グ す る
　 κ 、 δ 、 お よ び μ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の ク ロ ー ニ ン グ に よ っ て 、 こ れ ら の レ セ プ タ ー
の 活 性 の 細 胞 機 構 の 研 究 に 新 し い 技 術 を 用 い る こ と が 可 能 に な る 。 内 因 性 オ ピ オ イ ド レ セ
プ タ ー に 焦 点 を 当 て た 実 験 に よ っ て 、 イ オ ン コ ン ダ ク タ ン ス の 調 節 は 重 要 な 機 構 で あ り 、
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こ の 機 構 に よ っ て こ れ ら の レ セ プ タ ー は 細 胞 に お け る 事 象 を 仲 介 し て い る こ と が 示 さ れ た
。 本 発 明 者 は 、 PC－ 12細 胞 に お い て 安 定 に 発 現 さ れ た ク ロ ー ニ ン グ さ れ た κ オ ピ オ イ ド レ
セ プ タ ー が Ｎ 型 カ ル シ ウ ム 電 流 を 調 整 す る こ と が で き る こ と を 観 察 し た 。 オ ピ オ イ ド レ セ
プ タ ー イ オ ン チ ャ ン ネ ル カ ッ プ リ ン グ を さ ら に 検 討 す る た め に 、 本 発 明 者 は κ お よ び μ レ
セ プ タ ー を 安 定 に 発 現 す る AtT－ 20細 胞 株 を 生 じ さ せ た 。 全 細 胞 パ ッ チ ク ラ ン プ 記 録 は 、
κ お よ び μ レ セ プ タ ー は 両 方 と も 、 こ の 細 胞 株 に お い て 以 前 記 載 さ れ た 内 向 き 整 流 カ リ ウ
ム 電 流 の 活 性 化 を 調 整 す る こ と が で き る こ と を 示 し て い る 。 κ お よ び μ に よ っ て 仲 介 さ れ
る 活 性 の 両 者 が 選 択 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト に よ っ て ブ ロ ッ ク さ れ る の で 、 こ れ ら の 効 果 は 選 択
的 で あ る 。 同 一 細 胞 株 に お い て 別 々 に 発 現 さ れ た レ セ プ タ ー を 両 方 有 す る こ と に よ っ て 、
本 発 明 者 が 、 Ｇ タ ン パ ク 質 の カ ッ プ リ ン グ お よ び 脱 感 作 を 含 む 、 こ れ ら ２ つ の レ セ プ タ ー
の 機 能 的 特 性 を 比 較 す る こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ３ ９ ５ 】
　 実 施 例 12： 　 δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ は ア デ ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ へ の
カ ッ プ リ ン グ に 関 連 す る
　 ア デ ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ へ の 結 合 に お け る 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ の 役 割 を 調 査 す る た め に 、 δ
オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー と ソ マ ト ス タ チ ン レ セ プ タ ー SSTR1の 間 の キ メ ラ レ セ プ タ ー を 生 成
し た 。 SSTR1は 、 ア デ ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ に 結 合 し な い ソ マ ト ス タ チ ン レ セ プ タ ー で あ る 。
キ メ ラ レ セ プ タ ー が 生 成 し 、 こ こ で は SSTR1の 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ が δ レ セ プ タ ー の 第 ３ 細
胞 内 ル ー プ と 置 き 換 え ら れ 、 δ レ セ プ タ ー の 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ が SSTR1の 第 ３ 細 胞 内 ル ー
プ と 置 き 換 え ら れ て い る 。 野 生 型 SSTR1は 、 cAMP蓄 積 ア ッ セ イ に お い て ア デ ニ リ ル シ ク ラ
ー ゼ へ の 結 合 を 示 さ な か っ た が 、 SSTR1δ キ メ ラ レ セ プ タ ー は 、 ア ゴ ニ ス ト に 応 答 し 、 フ
ォ ル ス コ リ ン 刺 激 に よ る cAMPの 増 加 の 阻 害 を 仲 介 す る こ と が 可 能 で あ っ た 。 ア ゴ ニ ス ト に
よ る cAMP阻 害 は 投 与 量 に 依 存 し て い た 。 逆 に 、 野 生 型 δ レ セ プ タ ー は ア デ ニ リ ル シ ク ラ ー
ゼ 活 性 の 阻 害 を 仲 介 し た が 、 δ SSTR1キ メ ラ は 、 ア ゴ ニ ス ト に よ る cAMPの 蓄 積 を 阻 害 す る
能 力 が 減 少 す る こ と を 証 明 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 δ レ セ プ タ ー の 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ は 、
Ｇ タ ン パ ク 質 へ の レ セ プ タ ー の カ ッ プ リ ン グ に 関 係 が あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ３ ９ ６ 】
　 実 施 例 13： 　 δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー に 対 す る ペ プ チ ド 特 異 的 抗 血 清 の 開 発
　 ペ プ チ ド 特 異 的 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 を 、 ク ロ ー ニ ン グ し た δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の
Ｃ 末 端 に 対 し て 開 発 し た 。 こ の 抗 血 清 を 生 じ さ せ る た め に 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た δ オ ピ オ
イ ド レ セ プ タ ー の Ｃ 末 端 に お け る ア ミ ノ 酸 の １ ３ 個 の 長 さ の 残 基 に 対 応 す る 独 特 の ペ プ チ
ド Ala－ Thr－ Thr－ Arg－ Glu－ Arg－ Val－ Thr－ Ala－ Cys－ Thr－ Pro－ Ser（ 配 列 番 号 ： 46)
を ウ サ ギ に 注 射 し た 。 次 い で 、 抗 血 清 を 部 分 的 に 精 製 し 、 δ レ セ プ タ ー を 特 異 的 に 認 識 す
る 能 力 に つ い て テ ス ト し た 。 抗 血 清 は 、 δ レ セ プ タ ー を 安 定 に 発 現 す る CHO細 胞 中 で お お
よ そ 70kDaの タ ン パ ク 質 を 認 識 す る 。 こ の 70kDaの タ ン パ ク 質 を ３ ５ Ｓ － メ チ オ ニ ン で 標 識
し 、 ペ プ チ ド 特 異 的 抗 血 清 に よ っ て 免 疫 沈 降 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 70kDaの タ ン パ ク
質 の 免 疫 沈 降 は 、 そ れ に 対 し て 抗 血 清 が 生 じ る 過 剰 の ペ プ チ ド に よ っ て 特 異 的 に ブ ロ ッ ク
さ れ 得 る 。 こ の タ ン パ ク 質 の サ イ ズ は 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た δ レ セ プ タ ー に つ い て 、 １ ２

５ Ｉ － β － エ ン ド ル フ ィ ン を 用 い て 行 わ れ た 架 橋 試 験 の 結 果 と 一 致 し て い る 。 ペ プ チ ド 特
異 的 抗 血 清 は 、 特 異 的 １ ２ ５ Ｉ － β － エ ン ド ル フ ィ ン 結 合 活 性 を 、 δ レ セ プ タ ー を 安 定 に
発 現 す る CHO細 胞 か ら 免 疫 沈 降 さ せ る こ と が 可 能 で あ っ た 。 １ ２ ５ Ｉ － β － エ ン ド ル フ ィ
ン の 免 疫 沈 降 物 へ の 結 合 は 、 δ 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト DPDPEに よ っ て 阻 害 さ れ た 。 免 疫 前 の 血
清 は 結 合 活 性 を 免 疫 沈 降 さ せ る こ と が で き ず 、 抗 血 清 に よ る 結 合 活 性 の 免 疫 沈 降 を 過 剰 の
ペ プ チ ド に よ っ て ブ ロ ッ ク し た 。 抗 血 清 は 、 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 に よ り δ レ セ プ タ ー を 認 識 す
る こ と が で き ず 、 こ の こ と は 、 こ の 抗 血 清 が 認 識 す る エ ピ ト ー プ が 変 性 さ れ た か 、 あ る い
は 、 抗 体 に 対 し て 認 識 不 可 能 に さ れ て い る こ と を 示 唆 し て い る 。 こ の 抗 血 清 は 、 δ レ セ プ
タ ー の 物 理 的 特 性 お よ び δ レ セ プ タ ー が 受 け 得 る 翻 訳 後 改 変 の 調 査 に 有 効 で あ る 。
【 ０ ３ ９ ７ 】
　 実 施 例 14： 　 δ 、 κ 、 お よ び μ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー に お け る 保 存 残 基 の 変 異 誘 発
　 オ ピ オ イ ド リ ガ ン ド の こ れ ら の レ セ プ タ ー へ の 結 合 に お け る 、 推 定 第 ２ お よ び 第 ３ 貫 膜
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に 及 ぶ ド メ イ ン （ TM2お よ び TM3） 中 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 （ Ｄ ） 残 基 の 役 割 を 調 査 す る た め に
、 本 発 明 者 は 、 TM2中 の ア ス パ ラ ギ ン 酸 95、 105お よ び 114な ら び に TM3中 の ア ス パ ラ ギ ン 酸
128、 138お よ び 147を 、 δ 、 κ 、 お よ び μ の そ れ ぞ れ に つ い て ア ス パ ラ ギ ン （ Ｎ ） に 変 異
さ せ た 。 本 発 明 者 が δ TM2変 異 体 に つ い て は 既 に 示 し て い る よ う に （ Kong、 1993、 J. BＩ o
l. Chem.） 、 各 レ セ プ タ ー の TM2に お け る Ｄ の 変 異 は 、 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト の 結 合 に 著 し い
効 果 を も た ら し 、 そ れ ぞ れ の レ セ プ タ ー に つ い て こ れ ら の 化 合 物 の 親 和 性 が 一 般 的 に 100
分 の １ 未 満 に 低 減 さ れ る 。 さ ら に 、 こ の 変 異 に よ っ て 、 ア ゴ ニ ス ト 結 合 の Ｎ ａ ＋ 調 節 が 終
了 し た 。 こ れ ら の レ セ プ タ ー の TM3に お け る Ｄ の 変 異 に よ っ て 、 こ れ ら の レ セ プ タ ー に 結
合 す る 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト も 著 し く 減 少 し 、 非 選 択 的 薬 剤 の 親 和 性 も 低 下 し た 。 興 味 深 い こ
と に は 、 TM6に 保 存 さ れ て い る ヒ ス チ ジ ン 残 基 278、 291、 お よ び 297の 変 異 に よ っ て 、 レ セ
プ タ ー に 分 岐 効 果 が 与 え ら れ た 。 δ TM6変 異 体 に つ い て 効 果 が 観 察 さ れ な い の に 対 し て 、
変 異 μ レ セ プ タ ー に つ い て 幾 つ か の ペ プ チ ド ア ゴ ニ ス ト の 親 和 性 が 低 下 し て い る こ と が 観
察 さ れ た 。 CTOPお よ び SMS201－ 995の よ う な 、 μ 変 異 体 に 対 し て 低 下 し た 親 和 性 を 示 す 、
μ レ セ プ タ ー に 対 す る ペ プ チ ド ア ン タ ゴ ニ ス ト と い う 顕 著 な 例 外 は あ る が 、 こ れ ら の 変 異
は い ず れ も ア ン タ ゴ ニ ス ト の 結 合 に 対 し て 際 だ っ た 効 果 を 有 さ な い 。 そ れ と 共 に 、 こ れ ら
の 研 究 に よ っ て 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 各 々 へ の オ ピ オ イ ド ア ン タ
ゴ ニ ス ト の 結 合 に お い て 重 要 な 残 基 が 同 定 さ れ 、 ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト が こ れ
ら の レ セ プ タ ー に 識 別 可 能 に 結 合 す る こ と が 示 さ れ る 。
実 施 例 15： 　 ク ロ ー ン 化 ヒ ト μ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 特 徴 付 け
　 オ ピ オ イ ド を ヒ ト に お い て 臨 床 に 用 い る と 、 呼 吸 低 下 、 縮 瞳 、 胃 腸 運 動 の 低 下 、 鎮 静 、
吐 気 、 お よ び 嘔 吐 を 含 む 望 ま し く な い 副 作 用 が 種 々 存 在 す る こ と に よ っ て そ の 効 果 が 弱 め
ら れ る （ Jaffeお よ び MartＩ n、 1990） 。 オ ピ オ イ ド 投 与 に 関 し て 生 じ る 他 の 不 利 な 点 は 、
耐 性 、 依 存 性 お よ び 濫 用 の 可 能 性 で あ る 。 オ ピ オ イ ド の 効 果 は 、 種 々 の レ セ プ タ ー を 介 し
て 仲 介 さ れ る の で 、 あ る レ セ プ タ ー （ サ ブ ） タ イ プ は 治 療 上 の 効 果 を 仲 介 し 得 る が 、 異 な
る レ セ プ タ ー （ サ ブ ） タ イ プ は 望 ま し く な い 副 作 用 を 促 進 さ せ 得 る （ Pasternack、 1993）
。 従 っ て 、 治 療 に 関 係 の あ る レ セ プ タ ー に つ い て よ り 多 く の 選 択 的 因 子 を 用 い る と 、 望 ま
し く な い 副 作 用 は 最 小 化 あ る い は 除 去 さ れ 得 る 。 モ ル ヒ ネ 、 メ サ ド ン 、 コ デ イ ン 、 お よ び
フ ェ ン タ ニ ル を 含 む 、 治 療 上 用 い ら れ る オ ピ オ イ ド の 大 半 が 、 μ レ セ プ タ ー と 選 択 的 に 相
互 作 用 す る 。 こ の こ と は 、 最 近 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ラ ッ ト μ レ セ プ タ ー に つ い て の 研 究 に
お い て 直 接 示 さ れ た （ Raynorら 、 1994)。 ヒ ト に お け る こ れ ら の 化 合 物 の 活 動 の 機 構 を よ
り 深 く 洞 察 す る た め に 、 本 発 明 者 は 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た ヒ ト μ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の
薬 理 学 的 特 性 お よ び ヒ ト の 脳 に お け る μ レ セ プ タ ー を コ ー ド す る メ ッ セ ー ジ の 分 配 を 調 査
し た 。
【 ０ ３ ９ ８ 】
　 材 料 お よ び 方 法
　 略 称 ：
　 　 β － FNA　  β － フ ナ ル ト レ キ シ ア ミ ン
　 　 CTOP
　 　 D－ Phe－ Cys－ Tyr－ D－ Trp－ Orn－ Thr－ Pen－ Thr－ NH2
　 　 DAMGO [D－ Ala2,MePhe4,Gly－ o15]エ ン ケ フ ァ リ ン
　 　 GTPgS グ ア ノ シ ン － 5'－ O－ (3－ チ オ ト リ ホ ス フ ェ ー ト ）
　 　 Ｉ BMX イ ソ ブ チ ル メ チ ル キ サ ン チ ン
　 　 PTX　  百 日 咳 毒 素
　 ク ロ ー ニ ン グ ： ヒ ト μ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー を ク ロ ー ニ ン グ す る た め に 、 cDNAラ イ ブ ラ
リ ー を ヒ ト 尾 状 核 mRNAか ら 構 築 し 、 ラ ッ ト μ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー cDNA（ Chenら 、 1993）
を 用 い て 、 緊 縮 性 を 減 少 さ せ た 状 態 で ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 １ 個 の cDNAの 完 全 な 配 列 分 析
は 、 1200 bpの オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 呈 示 し 、 400個 の ア ミ ノ 酸 の タ ン パ ク 質 が
想 定 さ れ た 。 レ セ プ タ ー 発 現 の た め に 、 レ セ プ タ ー の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム を 含
む cDNAを 、 哺 乳 類 発 現 ベ ク タ ー pcDNA3（ Ｉ nvＩ trogen） 中 の ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス プ
ロ モ ー タ ー の 下 流 に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 ヒ ト μ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー cDNAの 単 離 に 関 す る
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詳 細 は 、 他 で 報 告 す る （ Mestekら 、 提 出 済 ） 。 cDNA配 列 は GenBank（ 受 託 番 号 第 L29301号
） に 提 出 済 み で あ る 。
【 ０ ３ ９ ９ 】
　 放 射 性 リ ガ ン ド 結 合 の 研 究 ： 先 に 記 載 し た よ う に （ Raynorら 、 1994） ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン か ら 48時 間 後 に 、 ヒ ト μ レ セ プ タ ー を 一 時 的 に 発 現 す る COS－ 7細 胞 か ら の 膜 を 用 い て
、 レ セ プ タ ー 結 合 ア ッ セ イ を 行 っ た 。 放 射 性 リ ガ ン ド 結 合 ア ッ セ イ の た め に 、 1 mMエ チ レ
ン グ リ コ ー ル ビ ス （ b－ ア ミ ノ エ チ ル エ ー テ ル )－ N,N'－ 四 酢 酸 、 5 mM MgCl２ 、 10 mg/ml
ロ イ ペ プ チ ン 、 10 mg/mlペ プ ス タ チ ン 、 200 mg/mlバ シ ト ラ シ ン 、 お よ び 0.5 mg/mlア プ ロ
チ ニ ン を 含 む 50 mMト リ ス － HCl(pH 7.8)（ 緩 衝 液 １ ） 中 で 細 胞 を 採 集 し 、 ４ ℃ で ７ 分 間 、
24,000 ×  gで 遠 心 分 離 し た 。 Polytron (BrＩ nkmann、 設 定 2.5、 30秒 ） を 用 い て 緩 衝 液 １
中 で ペ レ ッ ト を ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 そ の 後 、 ホ モ ジ ェ ネ ー ト を 、 次 い で 、 ４ ℃ で 20分 間 、
48,000 ×  gで 遠 心 分 離 し た 。 緩 衝 液 １ 中 で ペ レ ッ ト を ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 こ の 膜 調 製 物 を
用 い て 、 放 射 性 リ ガ ン ド 結 合 の 研 究 を 行 っ た 。 細 胞 膜 （ 10－ 20 mgタ ン パ ク 質 ） を 、 競 合
す る 因 子 の 存 在 下 ま た は 不 在 下 に お い て 25℃ で 40分 間 、 最 終 容 量 200 mL中 で 、 μ ア ゴ ニ ス
ト ［ 3H]DAMGO(2 nM、 比 放 射 能 55 CＩ /mmol)ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト [3H]ナ ロ キ ソ ン （ 4 nM
、 比 放 射 能 55 CＩ /mmol)（ NEN/Dupont、 WＩ lmＩ ngton、 DE)と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 飽 和
実 験 に お い て は 、 細 胞 膜 を 、 [3H]DAMGOの 濃 度 を 増 加 さ せ な が ら (0.25－ 15 nM)イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 非 特 異 的 結 合 を 、 1 mMナ ロ キ ソ ン の 存 在 下 に お い て 残 存 結 合 し て い る 放 射 活 性
と し て 定 義 し た 。 氷 冷 し た 50 mMト リ ス － HCl緩 衝 液 （ pH 7.8)を 添 加 し 、 0.5%ポ リ エ チ レ
ン イ ミ ン ／ 0.1% BSAで 少 な く と も １ 時 間 予 備 処 理 し た Whatman GF/Bグ ラ ス フ ァ イ バ ー フ ィ
ル タ ー で 急 速 濾 過 を 行 う こ と に よ り 、 結 合 反 応 を 終 了 さ せ た 。 そ の 後 、 12 mLの 氷 冷 し た
ト リ ス － HCl緩 衝 液 で フ ィ ル タ ー を 洗 浄 し 、 結 合 し た 放 射 活 性 を シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン
タ ー に お い て 計 数 し た 。 放 射 性 リ ガ ン ド 結 合 研 究 か ら の デ ー タ を 用 い て 、 阻 止 曲 線 を 生 成
し た 。 数 学 的 モ デ リ ン グ プ ロ グ ラ ム FＩ TCOMP(Perryお よ び McGonＩ gle、 1988） に よ り 行 っ
た 曲 線 適 合 か ら Ｉ C50値 を 得 、 NatＩ onal Ｉ nstＩ tutes of Health後 援 の PROPHETシ ス テ ム
に よ り 入 手 可 能 な FＩ TSAT(McGonＩ gleら 、 1988） を 用 い て 飽 和 デ ー タ を 分 析 し た 。 Cheng
－ Prusoff式 (Chengお よ び Prusoff、 1973年 ） を 用 い て Ｉ C50値 よ り 、 阻 害 結 合 定 数 （ KＩ ）
を 計 算 し た 。
【 ０ ４ ０ ０ 】
　 膜 へ の ア ゴ ニ ス ト の 次 の 結 合 に 対 す る 、 ヒ ト μ レ セ プ タ ー を 発 現 す る 細 胞 を モ ル ヒ ネ ま
た は 百 日 咳 毒 素 で 予 備 処 理 す る こ と の 影 響 も ま た 調 べ た 。 放 射 性 リ ガ ン ド 結 合 研 究 に 先 だ
っ て 、 1 mMモ ル ヒ ネ ま た は 100 ng/ml百 日 咳 毒 素 の い ず れ か の コ ン ト ロ ー ル 媒 体 を 用 い て
、 各 々 ４ 時 間 ま た は 18時 間 、 細 胞 を 処 理 し た 。
【 ０ ４ ０ １ 】
　 cAMP蓄 積 の 研 究 ： フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 に よ る ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ 活 性 を 阻 止 す る 化 合
物 の 能 力 を 調 べ る 研 究 を 、 先 に 記 載 の よ う に （ Kongら 、 1993、 J. BＩ ol. Chem.)行 っ た 。
簡 潔 に 言 う と 、 cAMP蓄 積 の 研 究 に 用 い た 細 胞 を 、 12ウ ェ ル の 培 養 プ レ ー ト 中 で 継 代 培 養 し
た 。 翌 日 、 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 続 い て 48時 間 に わ た っ て cAMP実 験 を 行 っ た 。 培 養
培 地 を ウ ェ ル か ら 除 去 し 、 0.5 mMイ ソ ブ チ ル メ チ ル キ サ ン チ ン (Ｉ BMX)を 含 む 500 mLの 新
鮮 な 培 地 と 交 換 し た 。 37℃ で 20分 間 、 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 培 地 を 除 去 し
、 10 mMフ ォ ル ス コ リ ン お よ び 様 々 な 濃 度 の 薬 剤 の 存 在 下 ま た は 不 在 下 に お い て 、 0.5 mM 
Ｉ BMXを 含 む 新 鮮 な 培 地 と 交 換 し た 。 37℃ で 30分 間 、 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後
、 培 地 を 除 去 し 、 250 mL 1M HCl中 で ウ ェ ル 中 で 細 胞 を 超 音 波 処 理 し 、 続 い て RＩ Aに よ る c
AMP含 有 量 の 測 定 の た め に 冷 凍 し た 。 NEN/Dupont(WＩ lmＩ ngton、 DE)よ り 市 場 入 手 可 能 な
ア ッ セ イ キ ッ ト を 用 い て cAMP含 有 量 の 分 析 を 行 う 前 に 、 サ ン プ ル を 解 凍 し 、 cAMP RＩ A緩
衝 液 中 で 希 釈 し た 。
【 ０ ４ ０ ２ 】
　 RNAブ ロ ッ テ ィ ン グ 分 析 ： 先 に 記 載 の よ う に （ Kongら 、 1994、 NeuroscＩ ence; Delfsら
、 印 刷 中 )、 RNAブ ロ ッ テ ィ ン グ 分 析 を 行 っ た 。 CLONTECH laboratorＩ es（ Palo Alto、 CA)
か ら ヒ ト 脳 RNAブ ロ ッ ト を 得 た 。 各 レ ー ン は 2 mgの ポ リ Ａ 選 択 mRNAを 含 ん で い た 。 EcoR V
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お よ び Xba Ｉ に よ る 消 化 後 に 単 離 さ れ た 1.6キ ロ ベ ー ス （ kB)フ ラ グ メ ン ト に 対 応 す る 、 ラ
ン ダ ム に プ ラ イ ム さ れ た 32P標 識 DNA(PrＩ me－ Ｉ t、 Stratagene)と 、 ブ ロ ッ ト を 42℃ で 24
時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 こ の フ ラ グ メ ン ト は 、 ヒ ト μ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 全 コ ー デ
ィ ン グ 領 域 を 含 む 。 ブ ロ ッ ト を 、 65℃ で 、 2 ×  SSC/0.5% SDS (0.3 M塩 化 ナ ト リ ウ ム /0.0
3 Mク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） 中 で 20分 間 、 お よ び 0.2 ×  SSC/0.2% SDS中 で 20分 間 洗 浄 し た 後
、 シ グ ナ ル を 検 出 す る た め に ５ ～ ７ 日 間 Ｘ 線 フ ィ ル ム に 露 出 し た 。
【 ０ ４ ０ ３ 】
　 考 察
　 ク ロ ー ン 化 ヒ ト μ レ セ プ タ ー を 薬 理 学 的 に 特 徴 づ け る た め に 、 発 明 者 ら は 、 先 に 記 載 の
よ う に （ Yasudaら 、 1993、 Proc. Natl. Acad. ScＩ . USA、 90:6736; Kongら 、 1993、 J. B
Ｉ ol. Chem.; Raynorら 、 1994） 、 COS－ 7細 胞 中 で こ の レ セ プ タ ー を コ ー ド す る cDNAを 一
時 的 に 発 現 さ せ た 。 比 較 の た め に 、 平 行 実 験 で ラ ッ ト μ レ セ プ タ ー を も 発 現 さ せ た 。 ヒ ト
μ レ セ プ タ ー へ の [3H]DAMGOの 結 合 は 飽 和 性 で あ り 、 親 和 性 が 高 か っ た （ 図 14） 。 飽 和 実
験 の ス キ ャ ッ チ ャ ー ド 分 析 は 、 [3H]DAMGOは 、 1.0 nMの KDお よ び 232 fmol/mgの Bｍ ａ ｘ で
、 ク ロ ー ン 化 ヒ ト μ レ セ プ タ ー に 結 合 す る こ と を 示 し た 。 全 デ ー タ は 、 単 一 部 位 分 析 に よ
り 最 良 に 適 合 し た 。 発 明 者 ら は 以 前 に 、 [3H]DAMGOは 、 0.57 nMの KDお よ び 444 fmol/mgタ
ン パ ク 質 の Bｍ ａ ｘ （ Raynorら 、 1994)で 、 ク ロ ー ン 化 ラ ッ ト μ レ セ プ タ ー に 結 合 す る と 報
告 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ て い な い 、 ま た は ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た COS
－ 7細 胞 に お い て は 、 特 異 的 放 射 性 リ ガ ン ド 結 合 は 検 出 不 能 で あ っ た 。
【 ０ ４ ０ ４ 】
　 ク ロ ー ン 化 ヒ ト μ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 薬 理 学 的 プ ロ フ ィ ー ル を 同 定 す る た め に 、 多
く の オ ピ オ イ ド リ ガ ン ド の 、 こ の レ セ プ タ ー へ の [3H]DAMGOの 結 合 を 阻 害 す る 能 力 に つ い
て テ ス ト し た （ 表 ８ ） 。
【 ０ ４ ０ ５ 】
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ０ ６ 】
　 こ れ ら の リ ガ ン ド は 、 ペ プ チ ド お よ び 非 ペ プ チ ド の 両 方 の ア ゴ ニ ス ト そ し て ア ン タ ゴ ニ
ス ト （ Lutzお よ び PfＩ ster、 1992、 GoldsteＩ nお よ び NaＩ du、 1989; Raynorら 、 1994） を
含 む 、 先 に μ － 選 択 的 で あ る と 特 徴 づ け ら れ て い る 様 々 な 化 合 物 を 含 ん で い た 。 予 想 さ れ
た よ う に 、 こ れ ら の 化 合 物 の ほ と ん ど は 、 低 い nM範 囲 （ 表 ８ ） に お け る KＩ 値 で 、 ク ロ ー
ン 化 μ レ セ プ タ ー に 結 合 し た 。 内 因 性 の オ ピ オ イ ド ペ プ チ ド Leu－ エ ン ケ フ ァ リ ン お よ び
β － エ ン ド ル フ ィ ン は μ レ セ プ タ ー に 強 力 に 結 合 し 、 他 方 、 des－ Tyr１ － β － エ ン ド ル フ
ィ ン は 結 合 し な か っ た 。 結 合 は 、 立 体 選 択 的 で あ り 、 （ － ） ナ ロ キ ソ ン 、 （ － ） ブ プ レ ノ
ル フ ィ ン 、 お よ び レ ボ ル フ ァ ノ ー ル に よ り 阻 害 さ れ た が 、 各 々 の 異 性 体 で あ る （ ＋ ） ナ ロ
キ ソ ン 、 （ ＋ ） ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 、 お よ び デ キ ス ト ロ ル フ ァ ン に よ っ て は 阻 害 さ れ な か っ
た 。 μ － 選 択 的 化 合 物 で あ る DAMGO、 モ ル ヒ ネ 、 メ サ ド ン 、 フ ェ ン タ ニ ル 、 お よ び ス フ ェ
ン タ ニ ル は 、 低 い ナ ノ モ ル 範 囲 に お い て 親 和 性 を 有 し て 結 合 し 、 他 方 、 コ デ イ ン の 親 和 性
は 多 少 低 か っ た 。 μ － 選 択 的 ペ プ チ ド ア ン タ ゴ ニ ス ト CTOPお よ び SMS201－ 995も ま た 高 い
親 和 性 で 結 合 し た 。 テ ス ト し た 他 の 比 較 的 非 選 択 的 な 化 合 物 は 、 エ ト ル フ ィ ン 、 β － FNA
、 ナ ロ ル フ ィ ン 、 （ ＋ ） ブ レ マ ゾ シ ン 、 ナ ル ト レ キ ソ ン 、 お よ び ジ プ レ ノ ル フ ィ ン で あ り
、 全 て 高 い 親 和 性 で 結 合 し た 。 δ － 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト DPDPEお よ び D－ Ala2デ ル ト ル フ ィ ン
Ｉ Ｉ そ し て κ － 選 択 的 化 合 物 U－ 50,488お よ び U－ 69,593は 1 mM程 度 の 濃 度 に お い て も ヒ ト
δ レ セ プ タ ー に 結 合 し な か っ た 。 こ れ ら の 全 リ ガ ン ド の 、 ヒ ト お よ び ラ ッ ト μ レ セ プ タ ー
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に 対 す る 親 和 性 の 比 較 は 、 こ れ ら の 薬 剤 の 全 て で は な い が 大 部 分 が 類 似 の 親 和 性 で こ れ ら
の レ セ プ タ ー に 結 合 す る こ と を 示 し た 。 モ ル ヒ ネ 、 メ サ ド ン 、 、 お よ び コ デ イ ン の 親 和 性
は 、 ラ ッ ト μ レ セ プ タ ー に 対 し て よ り も ヒ ト μ レ セ プ タ ー に 対 し て 有 意 に 高 か っ た （ 表 ９
） 。 テ ス ト し た 他 の 全 て の 薬 剤 は 、 表 ９ に 例 示 す る よ う に 、 ヒ ト お よ び ラ ッ ト μ レ セ プ タ
ー に 対 し て 識 別 不 可 能 な ほ ど よ く 似 た 親 和 性 を 示 し た 。
【 ０ ４ ０ ７ 】
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ０ ８ 】
　 ヒ ト μ レ セ プ タ ー と グ ア ニ ン － ヌ ク レ オ チ ド 結 合 タ ン パ ク 質 （ Ｇ タ ン パ ク 質 ） と の 会 合
を 調 べ る た め に 、 発 明 者 ら は 、 GTPの 加 水 分 解 不 能 な ア ナ ロ グ お よ び 一 時 的 に レ セ プ タ ー
を 発 現 す る COS－ 7細 胞 の 百 日 咳 毒 素 処 理 の 、 レ セ プ タ ー に 対 す る 放 射 標 識 ア ゴ ニ ス ト の 結
合 に 対 す る 影 響 を 調 べ た 。 図 15に 示 す よ う に 、 [3H]DAMGO結 合 ア ッ セ イ 中 に お け る 100 mM 
GTPgSの 含 有 が 、 ヒ ト お よ び ラ ッ ト μ レ セ プ タ ー の 特 異 的 標 識 化 を 、 各 々 65 +/－  1.5%お
よ び 55 +/－  7%減 少 さ せ た 。 加 え て 、 レ セ プ タ ー を 発 現 す る 細 胞 の PTX－ 予 備 処 理 は 、 ヒ
ト お よ び ラ ッ ト μ レ セ プ タ ー の [3H]DAMGO標 識 化 を 、 各 々 79 +/－  8%お よ び 42 +/－  5%実
質 的 に 減 少 さ せ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｇ タ ン パ ク 質 に 対 す る ヒ ト お よ び ラ ッ ト μ レ セ プ タ
ー の 両 方 の カ ッ プ リ ン グ と 一 致 す る 。
【 ０ ４ ０ ９ 】
　 ク ロ ー ン 化 ラ ッ ト μ レ セ プ タ ー は 、 機 能 的 に ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ の 阻 害 と カ ッ プ リ ン
グ す る （ Chenら 、 1993） 。 ヒ ト μ レ セ プ タ ー も ま た ア デ ニ ル 酸 シ ク ラ ー ゼ と カ ッ プ リ ン グ
す る か 否 か を 決 定 す る た め に 、 レ セ プ タ ー を 発 現 す る 細 胞 中 の cAMP蓄 積 を 減 少 す る ア ゴ ニ
ス ト の 効 果 を 調 べ た （ 図 16） 。 フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 に よ る cAMPの 蓄 積 は 、 Leu－ エ ン ケ フ
ァ リ ン に よ り 有 意 に 減 少 し 、 そ し て そ の 効 果 は （ － ） ナ ロ キ ソ ン に よ り 抑 制 さ れ た 。 効 果
は 、 レ ボ ル フ ァ ノ ー ル も ま た cAMP蓄 積 を 減 少 さ せ る が デ キ ス ト ロ ル フ ァ ン は 効 果 を 持 た な
い と い う 点 で 、 立 体 選 択 的 で あ る 。
【 ０ ４ １ ０ 】
　 オ ピ オ イ ド に 対 す る 耐 性 の 潜 在 的 な 細 胞 性 許 容 機 構 は 、 こ れ ら の 薬 剤 に 対 す る 特 異 的 レ
セ プ タ ー の 感 度 低 下 ／ 調 節 低 下 に 関 係 が あ り 得 る 。 ア ゴ ニ ス ト が μ レ セ プ タ ー の 調 節 を 引
き 起 こ す か 否 か を 決 定 す る た め に 、 ヒ ト お よ び ラ ッ ト μ レ セ プ タ ー を 発 現 す る 細 胞 を ４ 時
間 、 1 μ Mモ ル ヒ ネ に 曝 し た 。 発 明 者 ら は 以 前 に 、 ク ロ ー ン 化 マ ウ ス δ お よ び κ レ セ プ タ
ー が 、 高 濃 度 の 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト に ４ 時 間 曝 さ れ た 後 、 有 意 な 感 度 低 下 お よ び ／ ま た は 調
節 低 下 を 起 こ す こ と を 示 し た （ Raynorら 、 提 出 済 ； K. R.お よ び T. R.、 未 発 表 の 考 察 ） 。
図 17に 示 す よ う に 、 放 射 標 識 さ れ た ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 結 合 の い ず れ に お
い て も 有 意 な 変 化 は 検 出 不 能 で あ っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 μ レ セ プ タ ー が 、 ア ゴ ニ ス ト 露
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出 に よ っ て 、 δ お よ び κ レ セ プ タ ー の よ う に は 容 易 に 調 節 さ れ な い こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ４ １ １ 】
　 ヒ ト μ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 完 全 長 コ ー デ ィ ン グ 領 域 に 対 し て プ ロ ー ブ を 用 い て RNA
ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 っ た と こ ろ 、 約 13.5 kBの 優 勢 な mRNAを 含 む 複 数 の 転 写 物 （ 図 18） が
検 出 さ れ た 。 こ れ は 、 発 明 者 ら お よ び そ の 他 の 研 究 者 が ラ ッ ト μ レ セ プ タ ー mRNA（ Fukuda
ら 、 1993; Delfsら 、 1994） に つ い て 報 告 し た μ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー mRNAと 類 似 の サ イ
ズ で あ る 。 11、 4.3、 お よ び 2.8の 、 よ り 小 さ い サ イ ズ の バ ン ド も ま た 検 出 さ れ た 。 ヒ ト 脳
中 の μ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー mRNAの 最 高 の レ ベ ル は 、 視 床 下 部 、 視 床 、 お よ び 視 床 下 核 （
図 18、 レ ー ン ５ 、 ７ 、 ８ ） で 検 出 さ れ た 。 高 レ ベ ル は ま た 扁 桃 お よ び 尾 状 核 （ 図 18、 レ ー
ン １ 、 ２ ） に お い て も 検 出 さ れ た 。 は る か に 低 い レ ベ ル は 、 海 馬 、 脳 梁 、 お よ び 黒 質 （ 図
18、 レ ー ン ３ 、 ４ 、 ６ ） で 検 出 さ れ た 。 11 kB RNAは 扁 桃 体 お よ び 視 床 下 核 に お い て 最 も
豊 富 で あ り 、 他 方 、 4.3 kB RNAは 脳 梁 で も 豊 富 に 見 つ か っ た 。
【 ０ ４ １ ２ 】
　 本 実 施 例 に お い て 、 ク ロ ー ン 化 ヒ ト μ レ セ プ タ ー の 薬 理 学 的 プ ロ フ ィ ー ル 、 調 節 、 お よ
び 細 胞 の エ フ ェ ク タ カ ッ プ リ ン グ を 調 べ る 。 レ セ プ タ ー の 特 徴 は 、 ク ロ ー ン 化 ラ ッ ト μ レ
セ プ タ ー の そ れ に 酷 似 し て お り 、 こ れ ら の 種 の レ セ プ タ ー 間 に 見 ら れ る 高 レ ベ ル の 構 造 的
相 同 性 と 一 致 す る 。 ヒ ト μ レ セ プ タ ー の 薬 理 学 的 プ ロ フ ィ ー ル は 、 発 明 者 ら が 以 前 に ラ ッ
ト μ レ セ プ タ ー に つ い て 報 告 し た も の （ Chenら 、 1993） と 類 似 で あ る が 、 モ ル ヒ ネ 、 メ サ
ド ン 、 お よ び コ デ イ ン の よ う な 、 い く つ か の 臨 床 的 に 使 用 さ れ る オ ピ オ イ ド の 親 和 性 が 顕
著 に 異 な る 。 こ れ ら の 化 合 物 は 、 ラ ッ ト μ レ セ プ タ ー よ り も ヒ ト μ レ セ プ タ ー に 対 し て 高
い 親 和 性 で 結 合 す る 。 ヒ ト お よ び ラ ッ ト レ セ プ タ ー は 、 Ｎ 末 端 に お い て 最 も 多 様 で あ り 、
こ れ ら の ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 ラ ッ ト お よ び ヒ ト μ レ セ プ タ ー の 異 な る 薬 理 学 的 特 性 に 貢 献 し
得 る 。 興 味 深 い こ と に 、 内 因 性 オ ピ オ イ ド ペ プ チ ド β － エ ン ド ル フ ィ ン お よ び Leu－ エ ン
ケ フ ァ リ ン は 、 μ レ セ プ タ ー に 高 い 親 和 性 で 結 合 し 、 こ れ ら の ペ プ チ ド が こ の レ セ プ タ ー
に お い て 生 理 学 的 条 件 で 作 用 し 得 る こ と を 示 唆 し て い る 。 同 様 に 、 発 明 者 ら が ラ ッ ト μ レ
セ プ タ ー に 関 し て 見 い だ し た よ う に 、 本 願 の 研 究 結 果 は 、 モ ル ヒ ネ 、 フ ェ ン タ ニ ル 、 お よ
び メ サ ド ン の よ う な 、 悪 用 さ れ る 傾 向 の あ る オ ピ オ イ ド 因 子 は 、 ヒ ト μ レ セ プ タ ー に 対 し
て 高 い 親 和 性 を 有 し 、 他 方 、 マ ウ ス δ レ セ プ タ ー お よ び κ レ セ プ タ ー (Raynorら 、 1994）
に 対 し て は ほ と ん ど ま た は 全 く 親 和 性 を 示 さ な い こ と を 示 し て い る 。 κ － ま た は δ － 選 択
的 で あ る 鎮 痛 剤 の 開 発 は 、 μ 選 択 的 鎮 痛 剤 に 関 す る こ う し た 懸 念 、 お よ び 呼 吸 器 圧 迫 を 含
む 他 の 深 刻 な 副 作 用 を 回 避 し 得 る 。
【 ０ ４ １ ３ 】
　 オ ピ オ イ ド の 長 期 に わ た る 使 用 に 関 す る 他 の 問 題 点 は 、 こ れ ら の 因 子 に 対 す る 耐 性 の 発
展 で あ る 。 こ の 現 象 を 引 き 起 こ す 可 能 性 の あ る 機 構 と し て オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 感 度 低
下 ／ 調 節 低 下 が 示 唆 さ れ て い る が 、 多 く の 証 拠 が 、 長 期 に わ た る イ ン ビ ボ 露 出 に お け る μ
オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 場 合 は そ う で は な い こ と を 示 唆 し て い る （ ZukＩ nら 、 1993に お い
て 検 討 ） 。 培 養 さ れ た 細 胞 内 で 発 現 し た ヒ ト μ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー に 関 す る 、 こ れ ら の
現 在 の 研 究 結 果 は 、 レ セ プ タ ー レ ベ ル で 調 節 低 下 は ま た 、 ク ロ ー ン 化 κ お よ び δ レ セ プ タ
ー に お け る よ う に は 容 易 に 起 こ ら な い と い う こ と （ Raynorら 、 提 出 済 ； K. R.お よ び T. R.
、 未 発 表 の 考 察 ） 、 そ し て μ － 選 択 的 オ ピ オ イ ド に 対 す る 耐 性 の 発 展 に は 他 の 機 構 も 関 わ
っ て い る に 違 い な い と い う こ と を も 示 唆 し て い る 。
【 ０ ４ １ ４ 】
　 一 般 に 、 μ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー mRNAの 分 布 は 、 ラ ッ ト お よ び ヒ ト 脳 に お い て 類 似 で あ
り 、 最 も 高 度 な レ ベ ル が 視 床 領 域 で 検 出 さ れ 、 よ り 低 い レ ベ ル が 線 条 で 検 出 さ れ た 。 視 床
下 部 領 域 に お け る 高 レ ベ ル の mRNA発 現 は 珍 し く 、 神 経 構 造 制 御 に 関 わ る こ の 重 要 な リ レ ー
核 が 高 い μ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー 発 現 を 有 し 得 る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ４ １ ５ 】
　 RNAブ ロ ッ テ ィ ン グ は 、 ヒ ト 脳 で 発 現 す る 複 数 の μ レ セ プ タ ー 転 写 物 を 示 し た 。 最 大 転
写 物 サ イ ズ （ ～ 13.5 kB)は 、 ラ ッ ト μ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー mRNAに 関 し て 報 告 さ れ た （ Fu
kudaら 、 1993; Delfsら 、 1994） も の と 類 似 で あ る 。 し か し 、 ヒ ト 脳 で 検 出 さ れ た 、 よ り
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小 さ い 分 離 し た RNA種 は 、 ラ ッ ト 組 織 で 検 出 さ れ た も の と は 異 な る 。 RNAブ ロ ッ ト に よ り 検
出 さ れ た 複 数 の RNA種 の 同 一 性 は 明 確 で な い 。 こ れ ら は 、 異 な る ポ リ Ａ ＋ 尾 部 、 ま た は プ
ロ セ シ ン グ 中 間 部 を 有 す る 同 一 の RNAを 表 し 得 る 。 薬 理 学 的 証 拠 は 、 μ レ セ プ タ ー の サ ブ
タ イ プ が 、 神 経 系 で 発 現 す る こ と を 示 唆 し て い る 。 １ つ の 興 味 深 い 可 能 性 は 、 異 な る 転 写
物 の い く つ か が μ レ セ プ タ ー の サ ブ タ イ プ を コ ー ド す る こ と で あ る 。
【 ０ ４ １ ６ 】
　 ク ロ ー ン 化 オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の サ ブ タ イ プ の 薬 理 学 的 特 性 を 個 々 に 研 究 す る 能 力 が
あ れ ば 、 選 択 的 相 互 作 用 を 許 容 す る 、 リ ガ ン ド の 構 造 的 特 徴 の 同 定 が 可 能 に な る 。 薬 剤 の
薬 理 学 的 相 互 作 用 を 、 個 々 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー で 同 定 す る こ と は 、 望 ま し く な い 副 作
用 を 生 成 す る 可 能 性 が よ り 少 な い 治 療 剤 の 同 定 に つ な が る 。
【 ０ ４ １ ７ 】
 
　 本 発 明 の 好 適 な 実 施 態 様 を 説 明 す る た め に 実 施 例 を 挙 げ た 。 以 下 の 実 施 例 の い く つ か の
局 面 は 、 本 発 明 の 実 施 に 際 し て 、 発 明 者 ら が う ま く い く こ と を 発 見 し た 、 ま た は う ま く い
く と 考 え た 技 術 お よ び 手 順 で 説 明 さ れ て い る 。 こ れ ら の 実 施 例 は 、 発 明 者 の 標 準 的 な 実 験
室 で の 実 施 を 用 い る こ と に よ り 説 明 さ れ て い る 。 本 明 細 書 の 開 示 内 容 お よ び 当 該 分 野 の 一
般 的 な 水 準 に 照 ら し て 、 当 業 者 は 、 以 下 の 実 施 例 が 例 を 示 す た め だ け の も の で あ り 、 本 発
明 の 精 神 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 多 く の 改 変 、 修 正 、 お よ び 変 更 が 可 能 で あ る
こ と を 理 解 す る 。
【 ０ ４ １ ８ 】
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 参 照 文 献
　 以 下 の 文 献 お よ び 明 細 書 中 で 引 用 し た 全 て の 文 献 は 、 本 明 細 書 で 用 い た 方 法 、 技 術 、 お
よ び ／ ま た は 組 成 物 の 根 拠 を 補 足 、 説 明 、 お よ び 提 供 す る 、 あ る い は 教 示 す る 範 囲 に お い
て 、 参 考 と し て 本 明 細 書 中 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ４ １ ９ 】
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【 数 １ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ２ ０ 】
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【 数 １ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ２ １ 】
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【 数 １ － ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ２ ２ 】
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【 数 １ － ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ２ ３ 】
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【 数 １ － ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ２ ４ 】
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【 数 １ － ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ４ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 の 一 部 を 構 成 す る 図 に お い て ：
【 図 １ 】 図 １ は 、 マ ウ ス κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー (mORK1)お よ び マ ウ ス δ オ ピ オ イ ド レ セ
プ タ ー (mORD1)の ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 を 示 す 。 星 印 は 同 一 ア ミ ノ 酸 を 示 し 、 バ ー は 類 似 残
基 を 示 す 。 こ の 並 列 を 生 じ る よ う に 導 入 さ れ た ギ ャ ッ プ を コ ロ ン に よ っ て 表 す 。 ７ つ の 推
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定 貫 膜 ド メ イ ン (TM1～ TM7)を 示 す 。 NH２ 末 端 細 胞 外 ド メ イ ン に お け る N－ 連 結 グ リ コ シ ル
化 の 潜 在 部 位 を 下 線 を 引 い て 示 す 。 mORK1お よ び mORD1に お い て 、 そ れ ぞ れ 残 基 274お よ び 2
60に 、 cAMP依 存 性 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ の 潜 在 リ ン 酸 化 部 位 が 存 在 す る 。 潜 在 タ ン パ ク 質 キ
ナ ー ゼ Ｃ リ ン 酸 化 部 位 は 、 mORK1に 残 基 242、 255、 344、 お よ び 352で 、 そ し て mORD1に 残 基
255、 357、 お よ び 369で 存 在 す る 。
【 図 ２ Ａ 】 図 ２ ａ お よ び ２ ｂ は 、 マ ウ ス κ （ ａ ） お よ び δ （ ｂ ） オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー が
、 cAMP形 成 の オ ピ オ イ ド 阻 害 を 仲 介 す る こ と を 示 す 。 マ ウ ス κ お よ び δ オ ピ オ イ ド レ セ プ
タ ー を 一 時 的 に 発 現 す る COS－ 1細 胞 を 、 フ ォ ル ス コ リ ン (forskolＩ n)（ 10μ M） ± １ μ Mオ
ピ オ イ ド ア ゴ ニ ス ト ま た は １ μ Mア ゴ ニ ス ト お よ び 10μ Mナ ロ キ ソ ン で 処 理 し た 。 こ れ ら の
研 究 の た め に 、 等 数 の 細 胞 （ ５ × 10５ 個 ） を プ レ ー ト し た 。 κ お よ び δ オ ピ オ イ ド レ セ プ
タ ー を 発 現 す る 細 胞 に お い て 、 基 底 cAMPレ ベ ル は 40± ３ p/mol/ウ ェ ル で あ り 、 そ し て フ ォ
ル ス コ リ ン 刺 激 cAMP形 成 は ５ 倍 量 で あ っ た （ 203± 10pmol/ウ ェ ル ） で あ っ た 。 そ の 値 は 、
フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 cAMP形 成 の パ ー セ ン ト と し て 表 さ れ 、 ３ 回 の 異 な る 実 験 の 平 均 値 ± SE
Mで あ る 。 星 印 は 、 フ ォ ル ス コ リ ン 処 理 細 胞 と オ ピ オ イ ド ア ゴ ニ ス ト ／ ア ン タ ゴ ニ ス ト 処
理 細 胞 と の 間 の cAMPレ ベ ル の 有 意 （ p<0.05） 差 を 示 す 。 Nal、 ナ ロ キ ソ ン ； EKC、 エ チ ル ケ
ト シ ク ラ ゾ シ ン 。
【 図 ２ Ｂ 】 図 ２ ａ お よ び ２ ｂ は 、 マ ウ ス κ （ ａ ） お よ び δ （ ｂ ） オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー が
、 cAMP形 成 の オ ピ オ イ ド 阻 害 を 仲 介 す る こ と を 示 す 。 マ ウ ス κ お よ び δ オ ピ オ イ ド レ セ プ
タ ー を 一 時 的 に 発 現 す る COS－ 1細 胞 を 、 フ ォ ル ス コ リ ン (forskolＩ n)（ 10μ M） ± １ μ Mオ
ピ オ イ ド ア ゴ ニ ス ト ま た は １ μ Mア ゴ ニ ス ト お よ び 10μ Mナ ロ キ ソ ン で 処 理 し た 。 こ れ ら の
研 究 の た め に 、 等 数 の 細 胞 （ ５ × 10５ 個 ） を プ レ ー ト し た 。 κ お よ び δ オ ピ オ イ ド レ セ プ
タ ー を 発 現 す る 細 胞 に お い て 、 基 底 cAMPレ ベ ル は 40± ３ p/mol/ウ ェ ル で あ り 、 そ し て フ ォ
ル ス コ リ ン 刺 激 cAMP形 成 は ５ 倍 量 で あ っ た （ 203± 10pmol/ウ ェ ル ） で あ っ た 。 そ の 値 は 、
フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 cAMP形 成 の パ ー セ ン ト と し て 表 さ れ 、 ３ 回 の 異 な る 実 験 の 平 均 値 ± SE
Mで あ る 。 星 印 は 、 フ ォ ル ス コ リ ン 処 理 細 胞 と オ ピ オ イ ド ア ゴ ニ ス ト ／ ア ン タ ゴ ニ ス ト 処
理 細 胞 と の 間 の cAMPレ ベ ル の 有 意 （ p<0.05） 差 を 示 す 。 Nal、 ナ ロ キ ソ ン ； EKC、 エ チ ル ケ
ト シ ク ラ ゾ シ ン 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 ヒ ト κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 部 分 ゲ ノ ム 配 列 を 示 す 。 イ ン ト ロ ン １ は
、 残 基 １ で 始 ま り 、 残 基 101で 終 わ る 。 イ ン ト ロ ン ２ は 、 残 基 454で 始 ま る 。 イ ン ト ロ ン ２
の 長 さ は 現 在 の と こ ろ ま だ 決 定 さ れ て い な い 。 残 基 455の 後 の 13個 の コ ロ ン は 13個 の 未 知
の ヌ ク レ オ チ ド を 表 す の で は な い 。 こ れ ら の コ ロ ン は 、 イ ン ト ロ ン ２ が 図 ４ ａ お よ び ４ ｂ
に 示 さ れ る よ り 多 く の ヌ ク レ オ チ ド を 含 む こ と を 表 し 、 残 基 503で 始 ま り 残 基 435で 終 わ る
。 終 止 コ ド ン は 、 残 基 436で 始 ま る 。 エ キ ソ ン ２ で は 、 未 決 定 の ヌ ク レ オ チ ド 残 基 が い く
つ か 存 在 す る 。 こ れ ら の 残 基 は 656、 657、 691、 692、 945、 お よ び 955に 存 在 す る 。
【 図 ４ Ａ 】 図 ４ ａ お よ び ４ ｂ は 、 ヒ ト κ お よ び マ ウ ス κ (mORK1)オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の
ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 を 示 す 。 こ の 並 列 を 生 じ る よ う に 導 入 さ れ た ギ ャ ッ プ を コ ロ ン に よ り
示 す 。 ア ミ ノ 酸 残 基 255、 267、 351、 お よ び 355を 下 線 を 引 い て 示 す 。 な ぜ な ら 、 こ れ ら の
残 基 は 、 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 未 だ 同 定 さ れ て い な い か ら で あ る 。 マ ウ ス 配 列 は ア
ミ ノ 酸 残 基 １ で 始 ま り 、 そ し て ヒ ト 配 列 は ア ミ ノ 酸 残 基 87で 始 ま る 。
【 図 ４ Ｂ 】 図 ４ ａ お よ び ４ ｂ は 、 ヒ ト κ お よ び マ ウ ス κ (mORK1)オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の
ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 を 示 す 。 こ の 並 列 を 生 じ る よ う に 導 入 さ れ た ギ ャ ッ プ を コ ロ ン に よ り
示 す 。 ア ミ ノ 酸 残 基 255、 267、 351、 お よ び 355を 下 線 を 引 い て 示 す 。 な ぜ な ら 、 こ れ ら の
残 基 は 、 対 応 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 未 だ 同 定 さ れ て い な い か ら で あ る 。 マ ウ ス 配 列 は ア
ミ ノ 酸 残 基 １ で 始 ま り 、 そ し て ヒ ト 配 列 は ア ミ ノ 酸 残 基 87で 始 ま る 。
【 図 ５ － １ 】 図 ５ ａ ～ ５ ｆ は 、 [３ H]U－ 69,593、 [３ H]ナ ル ト リ ン ド ー ル (naltrＩ ndole）
、 ま た は [３ H]DAMGOの ク ロ ー ン 化 κ 、 δ 、 お よ び μ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー へ の 飽 和 性 結 合
を 示 す 。 安 定 に ク ロ ー ン 化 κ レ セ プ タ ー を 発 現 す る PC12細 胞 由 来 の 膜 （ 図 ５ ａ お よ び ５ ｂ
） 、 安 定 に ク ロ ー ン 化 δ レ セ プ タ ー を 発 現 す る CHO－ DG44細 胞 （ 図 ５ ｃ お よ び ５ ｄ ） 、 ま
た は 一 時 的 に ク ロ ー ン 化 μ レ セ プ タ ー を 発 現 す る COS－ 7細 胞 （ 図 ５ ｅ お よ び ５ ｆ ） を そ れ
ぞ れ 、 特 異 的 結 合 （ 黒 丸 ） を 測 定 す る た め に 、 10μ Mナ ロ キ ソ ン の 存 在 下 （ 白 三 角 ） ま た
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は 非 存 在 下 （ 白 四 角 ） で 、 [３ H]U－ 69,593、 [３ H]ナ ル ト リ ン ド ー ル 、 ま た は [３ H]DAMGO
の 濃 度 を 上 昇 さ せ な が ら 、 25℃ で 40分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 上 方 、 代 表 実 験 の 飽 和 等 温
； 下 方 、 飽 和 等 温 デ ー タ の 線 形 化 。 κ レ セ プ タ ー へ の 飽 和 性 結 合 の 分 析 は 、 [３ H]U－ 69,5
93が 、 2.8nMの Ｋ Ｄ お よ び 3346fmol/mgタ ン パ ク 質 の Ｂ ｍ ａ ｘ で 一 つ の 部 位 に 結 合 し た こ と
を 明 ら か に し た 。 δ レ セ プ タ ー へ の 飽 和 性 結 合 の 分 析 は 、 [３ H]DAMGOが 、 0.18nMの Ｋ Ｄ お
よ び 663fmol/mgタ ン パ ク 質 の Ｂ ｍ ａ ｘ で 一 つ の 部 位 に 結 合 し た こ と を 明 ら か に し た 。 μ レ
セ プ タ ー へ の 飽 和 性 結 合 の 分 析 は 、 [３ H]DAMGOが 、 0.57nMの Ｋ Ｄ お よ び 444fmol/mgタ ン パ
ク 質 の Ｂ ｍ ａ ｘ で 一 つ の 部 位 に 結 合 し た こ と を 明 ら か に し た 。 実 験 は ３ 回 行 い 、 そ し て ３
回 の 独 立 実 験 の う ち ２ 回 の 結 果 は 類 似 し て い た 。
【 図 ５ － ２ 】 図 ５ － １ の つ づ き 。
【 図 ５ － ３ 】 図 ５ － ２ の つ づ き 。
【 図 ６ Ａ 】 図 ６ ａ お よ び ６ ｂ は 、 ク ロ ー ン 化 κ 、 δ 、 お よ び μ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー へ の
放 射 性 リ ガ ン ド 結 合 を 阻 害 す る オ ピ オ イ ド リ ガ ン ド の 効 力 と 異 種 組 織 に お い て 特 徴 づ け ら
れ る オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー と の 相 関 関 係 を 示 す 。 相 関 分 析 は 、 ク ロ ー ン 化 κ （ ａ ） お よ び
ク ロ ー ン 化 μ （ ｂ ） レ セ プ タ ー に 対 す る オ ピ オ イ ド リ ガ ン ド の 親 和 性 の 対 数 と 、 異 種 組 織
に お け る こ れ ら の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー タ イ プ へ の サ ブ タ イ プ 選 択 放 射 性 リ ガ ン ド の 結 合
を 阻 害 す る こ れ ら の 化 合 物 の 効 力 の 対 数 と を 対 プ ロ ッ ト す る こ と に よ り 行 っ た 。 κ お よ び
μ レ セ プ タ ー に 対 す る リ ガ ン ド の 親 和 性 は 、 文 献 値 と 高 い 相 関 関 係 を 有 し て お り 、 そ れ ぞ
れ ｒ 値 は 0.954お よ び 0.879で あ っ た 。 δ レ セ プ タ ー で の 効 力 の 相 関 関 係 は 非 常 に 劣 る も の
で あ っ た （ ｒ ＝ 0.185） （ プ ロ ッ ト な し ） 。
【 図 ６ Ｂ 】 図 ６ ａ お よ び ６ ｂ は 、 ク ロ ー ン 化 κ 、 δ 、 お よ び μ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー へ の
放 射 性 リ ガ ン ド 結 合 を 阻 害 す る オ ピ オ イ ド リ ガ ン ド の 効 力 と 異 種 組 織 に お い て 特 徴 づ け ら
れ る オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー と の 相 関 関 係 を 示 す 。 相 関 分 析 は 、 ク ロ ー ン 化 κ （ ａ ） お よ び
ク ロ ー ン 化 μ （ ｂ ） レ セ プ タ ー に 対 す る オ ピ オ イ ド リ ガ ン ド の 親 和 性 の 対 数 と 、 異 種 組 織
に お け る こ れ ら の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー タ イ プ へ の サ ブ タ イ プ 選 択 放 射 性 リ ガ ン ド の 結 合
を 阻 害 す る こ れ ら の 化 合 物 の 効 力 の 対 数 と を 対 プ ロ ッ ト す る こ と に よ り 行 っ た 。 κ お よ び
μ レ セ プ タ ー に 対 す る リ ガ ン ド の 親 和 性 は 、 文 献 値 と 高 い 相 関 関 係 を 有 し て お り 、 そ れ ぞ
れ ｒ 値 は 0.954お よ び 0.879で あ っ た 。 δ レ セ プ タ ー で の 効 力 の 相 関 関 係 は 非 常 に 劣 る も の
で あ っ た （ ｒ ＝ 0.185） （ プ ロ ッ ト な し ） 。
【 図 ７ 】 図 ７ ａ は 、 野 生 型 δ レ セ プ タ ー の 模 式 図 を 示 す 。 図 ７ ｂ は 、 野 生 型 κ レ セ プ タ ー
の 模 式 図 を 示 す 。 図 ７ ｃ は 、 κ １ － ７ ８ ／ δ ７ ０ － ３ ７ ２ キ メ ラ レ セ プ タ ー の 模 式 図 を 示
す 。 図 ７ ｄ は 、 δ １ － ６ ９ ／ κ ７ ９ － ３ ８ ０ キ メ ラ レ セ プ タ ー の 模 式 図 を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 キ メ ラ κ １ － ７ ８ ／ δ ７ ０ － ３ ７ ２ レ セ プ タ ー の 結 合 特 性 を 示 す 。 δ －
お よ び κ － 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト の キ メ ラ κ １ － ７ ８ ／ δ ７ ０ － ３ ７ ２

レ セ プ タ ー へ の 結 合 。 COS－ 7細 胞 を 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 降 法 に よ り 、 野 生 型 δ ま た は κ
ま た は κ １ － ７ ８ ／ δ ７ ０ － ３ ７ ２ レ セ プ タ ー cDNAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 δ － お よ び
κ － 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト （ そ れ ぞ れ [３ H]DPDPEお よ び [３ H]U－ 69,593） お よ び ア ン タ ゴ ニ ス
ト （ そ れ ぞ れ [３ H]ナ ル ト リ ン ド ー ル お よ び [３ H]ナ ロ キ ソ ン ） を 、 そ れ ら が κ １ － ７ ８ ／
δ ７ ０ － ３ ７ ２ レ セ プ タ ー に 結 合 す る 能 力 に つ い て 試 験 し た 。 値 は 、 野 生 型 δ レ セ プ タ ー
へ の [３ H]DPDPEお よ び [３ H]ナ ル ト リ ン ド ー ル 結 合 パ ー セ ン ト 、 お よ び 野 生 型 κ レ セ プ タ
ー へ の [３ H]U－ 69,593お よ び [３ H]ナ ロ キ ソ ン 結 合 パ ー セ ン ト と し て 表 さ れ る 。 [３ H]DPDP
Eお よ び [３ H]ナ ル ト リ ン ド ー ル の 野 生 型 δ レ セ プ タ ー へ の 平 均 結 合 は 、 そ れ ぞ れ 1987fmol
/mgタ ン パ ク 質 お よ び 2404fmol/mgタ ン パ ク 質 で あ り ； [３ H]U－ 69,593お よ び [３ H]ナ ロ キ
ソ ン の 野 生 型 κ レ セ プ タ ー へ の 平 均 結 合 は 、 そ れ ぞ れ 998fmol/mgタ ン パ ク 質 お よ び 2085fm
ol/mgタ ン パ ク 質 で あ っ た 。 こ れ ら は 、 ３ ～ ４ 回 の 別 個 の 実 験 の 平 均 結 果 で あ る 。
【 図 ９ Ａ 】 図 ９ ａ お よ び ９ ｂ は 、 κ － お よ び δ － 選 択 的 因 子 に よ る κ １ － ７ ８ ／ δ ７ ０ －

３ ７ ２ キ メ ラ レ セ プ タ ー へ の [３ H]DPDPE（ ａ ） お よ び [３ H]ナ ロ キ ソ ン （ ｂ ） 結 合 の 阻 害
を 示 す 。 δ － 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト で あ る DSLET（ 黒 四 角 ） お よ び DPDPE（ 黒 丸 ） な ら び に δ －
選 択 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る ナ ル ト リ ン ド ー ル （ 黒 三 角 ） を 、 そ れ ら が こ の キ メ ラ へ の [３

H]DPDPEの 結 合 を 阻 害 す る 能 力 に つ い て 試 験 し た （ 上 部 ） 。 [３ H]DPDPEの 結 合 の 阻 害 の Ｉ C
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５ ０ 値 は 、 DPDPE、 DSLET、 お よ び ナ ル ト リ ン ド ー ル に つ い て 、 そ れ ぞ れ 5.8、 2.0、 お よ び
0.25mMで あ っ た 。 [３ H]ナ ロ キ ソ ン の 結 合 の 阻 害 の Ｉ C５ ０ 値 は 、 ナ ロ キ ソ ン （ 黒 ひ し 形 ）
に つ い て は 14nMで あ っ た が 、 κ － 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト U－ 50,488（ 黒 星 ） は 、 κ １ － ７ ８ ／
δ ７ ０ － ３ ７ ２ キ メ ラ へ の [３ H]ナ ロ キ ソ ン の 結 合 を 阻 害 し な か っ た （ 下 部 ） 。
【 図 ９ Ｂ 】 図 ９ ａ お よ び ９ ｂ は 、 κ － お よ び δ － 選 択 的 因 子 に よ る κ １ － ７ ８ ／ δ ７ ０ －

３ ７ ２ キ メ ラ レ セ プ タ ー へ の [３ H]DPDPE（ ａ ） お よ び [３ H]ナ ロ キ ソ ン （ ｂ ） 結 合 の 阻 害
を 示 す 。 δ － 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト で あ る DSLET（ 黒 四 角 ） お よ び DPDPE（ 黒 丸 ） な ら び に δ －
選 択 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る ナ ル ト リ ン ド ー ル （ 黒 三 角 ） を 、 そ れ ら が こ の キ メ ラ へ の [３

H]DPDPEの 結 合 を 阻 害 す る 能 力 に つ い て 試 験 し た （ 上 部 ） 。 [３ H]DPDPEの 結 合 の 阻 害 の Ｉ C

５ ０ 値 は 、 DPDPE、 DSLET、 お よ び ナ ル ト リ ン ド ー ル に つ い て 、 そ れ ぞ れ 5.8、 2.0、 お よ び
0.25mMで あ っ た 。 [３ H]ナ ロ キ ソ ン の 結 合 の 阻 害 の Ｉ C５ ０ 値 は 、 ナ ロ キ ソ ン （ 黒 ひ し 形 ）
に つ い て は 14nMで あ っ た が 、 κ － 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト U－ 50,488（ 黒 星 ） は 、 κ １ － ７ ８ ／
δ ７ ０ － ３ ７ ２ キ メ ラ へ の [３ H]ナ ロ キ ソ ン の 結 合 を 阻 害 し な か っ た （ 下 部 ） 。
【 図 １ ０ Ａ 】 図 １ ０ ａ お よ び １ ０ ｂ は 、 フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 に よ る cAMPの 蓄 積 の 阻 害 を 示
す 。 COS－ 7細 胞 を 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 降 法 に よ り 、 野 生 型 （ 黒 棒 ） 、 キ メ ラ （ 白 棒 ） 、
ま た は 短 縮 型 （ 斜 線 棒 ） の レ セ プ タ ー cDNAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 κ － お よ び δ － 選 択
的 ア ゴ ニ ス ト （ そ れ ぞ れ １ μ Mの U－ 50,488お よ び DSLET） を 、 そ れ ら が 10μ Mフ ォ ル ス コ リ
ン 刺 激 に よ る cAMPの 蓄 積 を 阻 害 す る 能 力 に つ い て 試 験 し た 。 κ － お よ び δ － 選 択 的 ア ン タ
ゴ ニ ス ト （ そ れ ぞ れ １ μ Mナ ロ キ ソ ン お よ び ナ ル ト リ ン ド ー ル ） が ア ゴ ニ ス ト の 効 果 を ブ
ロ ッ ク す る 能 力 も ま た 試 験 し た 。 結 果 を 、 フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 に よ る cAMPの 蓄 積 （ 野 生 型
δ レ セ プ タ ー に つ い て 173pmol/ウ ェ ル 、 野 生 型 κ レ セ プ タ ー に つ い て 244pmol/ウ ェ ル 、 δ

１ － ６ ９ ／ κ ７ ９ － ３ ８ ０ レ セ プ タ ー に つ い て 172pmol/ウ ェ ル 、 κ １ － ７ ８ ／ δ ７ ０ － ３

７ ２ レ セ プ タ ー に つ い て 205pmol/ウ ェ ル 、 δ ７ ０ － ３ ７ ２ レ セ プ タ ー に つ い て 100pmol/ウ
ェ ル 、 お よ び κ ７ ９ － ３ ８ ０ レ セ プ タ ー に つ い て 51pmol/ウ ェ ル ） の パ ー セ ン ト と し て 算
定 し た 。 基 底 cAMPレ ベ ル （ こ れ は フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 cAMPレ ベ ル の ５ ％ 未 満 で あ っ た ） を
全 て の 値 か ら 引 い た 。 結 果 は 、 ３ 回 の 別 個 の 実 験 の 平 均 値 ± S.E.M.で あ る 。
【 図 １ ０ Ｂ 】 図 １ ０ ａ お よ び １ ０ ｂ は 、 フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 に よ る cAMPの 蓄 積 の 阻 害 を 示
す 。 COS－ 7細 胞 を 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 降 法 に よ り 、 野 生 型 （ 黒 棒 ） 、 キ メ ラ （ 白 棒 ） 、
ま た は 短 縮 型 （ 斜 線 棒 ） の レ セ プ タ ー cDNAで ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 κ － お よ び δ － 選 択
的 ア ゴ ニ ス ト （ そ れ ぞ れ １ μ Mの U－ 50,488お よ び DSLET） を 、 そ れ ら が 10μ Mフ ォ ル ス コ リ
ン 刺 激 に よ る cAMPの 蓄 積 を 阻 害 す る 能 力 に つ い て 試 験 し た 。 κ － お よ び δ － 選 択 的 ア ン タ
ゴ ニ ス ト （ そ れ ぞ れ １ μ Mナ ロ キ ソ ン お よ び ナ ル ト リ ン ド ー ル ） が ア ゴ ニ ス ト の 効 果 を ブ
ロ ッ ク す る 能 力 も ま た 試 験 し た 。 結 果 を 、 フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 に よ る cAMPの 蓄 積 （ 野 生 型
δ レ セ プ タ ー に つ い て 173pmol/ウ ェ ル 、 野 生 型 κ レ セ プ タ ー に つ い て 244pmol/ウ ェ ル 、 δ

１ － ６ ９ ／ κ ７ ９ － ３ ８ ０ レ セ プ タ ー に つ い て 172pmol/ウ ェ ル 、 κ １ － ７ ８ ／ δ ７ ０ － ３

７ ２ レ セ プ タ ー に つ い て 205pmol/ウ ェ ル 、 δ ７ ０ － ３ ７ ２ レ セ プ タ ー に つ い て 100pmol/ウ
ェ ル 、 お よ び κ ７ ９ － ３ ８ ０ レ セ プ タ ー に つ い て 51pmol/ウ ェ ル ） の パ ー セ ン ト と し て 算
定 し た 。 基 底 cAMPレ ベ ル （ こ れ は フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 cAMPレ ベ ル の ５ ％ 未 満 で あ っ た ） を
全 て の 値 か ら 引 い た 。 結 果 は 、 ３ 回 の 別 個 の 実 験 の 平 均 値 ± S.E.M.で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ ａ 、 １ １ ｂ 、 お よ び １ １ ｃ は 、 野 生 型 な ら び に D128Nお よ び H278N変 異 δ
レ セ プ タ ー へ の ３ H－ ナ ル ト リ ン ド ー ル の 飽 和 性 結 合 を 示 す 。 野 生 型 （ Ａ 、 白 四 角 ） 、 D12
8N変 異 体 （ Ｂ 、 黒 丸 ） 、 お よ び H278N変 異 体 （ Ｃ 、 白 丸 ） へ の ３ H－ ナ ル ト リ ン ド ー ル の 飽
和 性 結 合 を 、 COS－ 7細 胞 で 発 現 さ れ た 各 レ セ プ タ ー の 親 和 性 （ Ｋ ｄ ） お よ び 密 度 （ Ｂ ｍ ａ

ｘ ） を 評 価 す る た め に 測 定 し た 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ ａ 、 １ ２ ｂ 、 お よ び １ ２ ｃ は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト （ NTB） 、 δ － 選 択 的 ア
ゴ ニ ス ト （ DPDPE） 、 お よ び 非 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト （ レ ボ ル フ ァ ノ ー ル ） に よ る 野 生 型 お よ
び 変 異 δ レ セ プ タ ー へ の ３ H－ ナ ル ト リ ン ド ー ル 結 合 の 阻 害 を 示 す 。 野 生 型 （ 白 四 角 ） 、 D
128N変 異 体 （ 黒 丸 ） 、 お よ び H278N変 異 体 （ 白 丸 ） を 発 現 す る COS－ 7細 胞 の 膜 へ の ３ H－ ナ
ル ト リ ン ド ー ル 結 合 は 、 δ － 選 択 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト NTB（ Ａ ） 、 δ － 選 択 的 ア ゴ ニ ス ト DPD
PE（ Ｂ ） 、 お よ び 非 選 択 的 オ ピ オ イ ド ア ゴ ニ ス ト レ ボ ル フ ァ ノ ー ル （ Ｃ ） に よ り 阻 害 さ れ
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た 。 こ れ ら は ３ 回 の 別 個 の 測 定 の 代 表 例 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 野 生 型 お よ び 変 異 δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー を 発 現 す る COS－ 7細 胞 に
お け る δ ア ゴ ニ ス ト DSLETに よ る フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 に よ る cAMPの 蓄 積 の 阻 害 を 示 す 。 cAM
P蓄 積 を 、 野 生 型 （ 白 棒 ） 、 D128N変 異 体 （ 黒 棒 ） 、 お よ び H278N変 異 体 （ 斜 線 棒 ） を 発 現
す る COS－ 7細 胞 に お い て 、 方 法 の 欄 に 記 載 の よ う に し て 測 定 し た 。 基 底 レ ベ ル 、 お よ び １
μ Mの DSLET（ DSLET） ま た は １ μ Mナ ル ト リ ン ド ー ル を 含 む １ μ M DSLET（ DSLET＋ ナ ル ト リ
ン ド ー ル ） が 存 在 す る 場 合 ま た は し な い 場 合 （ フ ォ ル ス コ リ ン ） の 10μ Mフ ォ ル ス コ リ ン
に よ り 刺 激 さ れ た レ ベ ル を 評 価 し た 。 結 果 は 、 ３ 回 の 別 個 の 測 定 の 平 均 値 ± SEMで あ る 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ ａ お よ び １ ４ ｂ は 、 [3H]DAMGOの ク ロ ー ン 化 ヒ ト μ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ
ー へ の 飽 和 性 結 合 を 示 す 。 ク ロ ー ン 化 ヒ ト μ レ セ プ タ ー を 一 時 的 に 発 現 す る COS－ 7細 胞 の
膜 を 、 特 異 的 結 合 を 測 定 す る た め に １ mMナ ロ キ ソ ン の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 [3H]DAMG
Oの 濃 度 を 上 昇 さ せ な が ら 、 25℃ で 40分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 代 表 実 験 の 飽 和 等 温 （ Ａ
） お よ び 飽 和 等 温 デ ー タ の 線 形 化 （ Ｂ ） を 示 す 。 ヒ ト μ レ セ プ タ ー へ の 飽 和 性 結 合 の 分 析
は 、 [3H]DAMGOが 、 1.0nMの KDお よ び 232fmol/mgタ ン パ ク 質 の Ｂ ｍ ａ ｘ で 一 つ の 部 位 に 結 合
し た こ と を 明 ら か に し た 。 実 験 は ３ 回 で 行 い 、 そ し て ３ 回 の 独 立 実 験 の 結 果 は 類 似 し て い
た 。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 安 定 な GTPア ナ ロ グ で あ る GTPgSに よ る 、 そ し て 百 日 咳 毒 素 で の 細 胞
の 前 処 理 に よ る 、 ク ロ ー ン 化 ヒ ト お よ び ラ ッ ト μ レ セ プ タ ー へ の ア ゴ ニ ス ト 結 合 調 節 を 示
す 。 ヒ ト （ 斜 線 ） ま た は ラ ッ ト （ 無 地 ） μ レ セ プ タ ー を 一 時 的 に 発 現 す る COS－ 7細 胞 の 膜
中 の μ レ セ プ タ ー を 、 100mM GTPgSの 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で [3H]DAMGOで 標 識 し た （ GTPg
S） 。 別 の フ ラ ス コ 内 の 細 胞 を 、 100ng/mlの 百 日 咳 毒 素 で 18時 間 処 理 し た （ PTX） 。 こ れ ら
は 、 ３ 回 の 別 個 の 実 験 の 平 均 値 ± SEMで あ る 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 ヒ ト μ レ セ プ タ ー を 発 現 す る 細 胞 に お け る フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 に よ
る cAMPの 蓄 積 に オ ピ オ イ ド が 及 ぼ す 効 果 を 示 す 。 ヒ ト μ レ セ プ タ ー を 一 時 的 に 発 現 す る CO
S－ 7細 胞 に お け る フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 （ 10mM） に よ る cAMPの 蓄 積 を 、 レ ボ ル フ ァ ノ ー ル 、
デ キ ス ト ロ ル フ ァ ン 、 ま た は ナ ロ キ ソ ン （ 10mM） を 用 い る ま た は 用 い な い Leu－ エ ン ケ フ
ァ リ ン の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 、 試 験 し た 。 Leu－ エ ン ケ フ ァ リ ン お よ び レ ボ ル フ ァ ノ
ー ル は 、 同 様 の 最 大 程 度 ま で （ そ れ ぞ れ 41％ お よ び 31％ ） 、 フ ォ ル ス コ リ ン 刺 激 に よ る cA
MPの 蓄 積 を 阻 害 し た 。 こ れ ら は 、 ３ 回 の 独 立 実 験 の 結 果 で あ る 。
【 図 １ ７ 】 図 １ ７ は 、 モ ル ヒ ネ に よ る ク ロ ー ン 化 ヒ ト お よ び ラ ッ ト μ レ セ プ タ ー へ の ア ゴ
ニ ス ト 結 合 調 節 の 欠 如 を 示 す 。 ヒ ト （ 斜 線 ） ま た は ラ ッ ト （ 無 地 ） μ レ セ プ タ ー を 一 時 的
に 発 現 す る COS－ 7細 胞 を １ mMの モ ル ヒ ネ を 用 い て ま た は 用 い ず に ４ 時 間 処 理 し た 。 細 胞 を
２ 回 洗 浄 し 、 回 収 し 、 そ し て 方 法 の 欄 に 記 載 の よ う に し て [3H]ナ ロ キ ソ ン お よ び [3H]DAMG
O結 合 ア ッ セ イ の た め に 膜 を 調 製 し た 。 ア ゴ ニ ス ト に 前 も っ て 曝 し た 後 の 残 留 放 射 性 リ ガ
ン ド 結 合 を コ ン ト ロ ー ル の パ ー セ ン ト と し て プ ロ ッ ト す る 。 こ れ ら は ３ 回 の 別 個 の 実 験 に
つ い て の 平 均 値 ± SEMで あ る 。
【 図 １ ８ 】 図 １ ８ は 、 ヒ ト 脳 に お け る ヒ ト μ レ セ プ タ ー 分 布 の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 示
す 。 ヒ ト 脳 RNAブ ロ ッ ト を CLONTECH laboratorＩ esか ら 入 手 し た 。 各 レ ー ン は 、 32P－ 標 識
ヒ ト μ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー cDNAプ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た ２ mgの ポ リ A－ 選 択 的 mRN
Aを 含 ん で い た 。 レ ー ン は 、 １ － 扁 桃 、 ２ － 尾 状 核 、 ３ － 脳 梁 、 ４ － 海 馬 、 ５ － 視 床 下 部
、 ６ － 黒 質 、 ７ － 視 床 下 核 、 お よ び ８ － 視 床 で あ る 。 こ の ブ ロ ッ ト を － 80℃ で ５ ～ ７ 日 間
フ ィ ル ム に 曝 し た 。
【 ０ ４ ２ ６ 】
　 （ 配 列 の 簡 単 な 説 明 ）
　 以 下 の リ ス ト に よ り 、 本 明 細 書 お よ び 請 求 の 範 囲 に お い て 議 論 さ れ る 配 列 を 簡 単 に 説 明
す る ：
配 列 番 号 １ 　 マ ウ ス κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー cDNA
配 列 番 号 ２ 　 マ ウ ス κ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ア ミ ノ 酸 配 列 （ mORK1）
配 列 番 号 ３ 　 マ ウ ス δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー cDNA
配 列 番 号 ４ 　 マ ウ ス δ オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー ア ミ ノ 酸 配 列 （ mORD1）
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配 列 番 号 ５ 　 マ ウ ス 由 来 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー 様 レ セ プ タ ー の cDNA
配 列 番 号 ６ 　 マ ウ ス 由 来 の オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー 様 レ セ プ タ ー の ア ミ ノ 酸 配 列 （ MOP2）
配 列 番 号 ７ 　 マ ウ ス κ レ セ プ タ ー に お い て Spe Ｉ 制 限 部 位 を 生 成 す る の に 用 い ら れ る オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 番 号 ８ 　 マ ウ ス δ レ セ プ タ ー に お い て Spe Ｉ 制 限 部 位 を 生 成 す る の に 用 い ら れ る オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 番 号 ９ 　 マ ウ ス ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 用 い ら れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド
配 列 番 号 １ ０ 　 マ ウ ス ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る の に 用 い ら れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド
配 列 番 号 １ １ 　 ヒ ト オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 部 分 ゲ ノ ム 配 列
配 列 番 号 １ ２ 　 ヒ ト オ ピ オ イ ド レ セ プ タ ー の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列
配 列 番 号 １ ３ 　 ソ マ ト ス タ チ ン レ セ プ タ ー サ ブ タ イ プ SSTR1の 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ の ア ミ ノ
酸 配 列 。
配 列 番 号 １ ４ 　 マ ウ ス κ レ セ プ タ ー の 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ の ア ミ ノ 酸 配 列 。
配 列 番 号 １ ５ 　 マ ウ ス δ レ セ プ タ ー の 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ の ア ミ ノ 酸 配 列 。
配 列 番 号 １ ６ 　 ソ マ ト ス タ チ ン レ セ プ タ ー サ ブ タ イ プ SSTR1の 第 ２ 細 胞 内 ル ー プ の ア ミ ノ
酸 配 列 。
配 列 番 号 １ ７ 　 マ ウ ス κ お よ び δ レ セ プ タ ー の 第 ２ 細 胞 内 ル ー プ の ア ミ ノ 酸 配 列 。
配 列 番 号 １ ８ 　 ソ マ ト ス タ チ ン レ セ プ タ ー サ ブ タ イ プ SSTR1の ア ミ ノ 末 端 由 来 の 順 方 向 PCR
プ ラ イ マ ー 。
配 列 番 号 １ ９ 　 ソ マ ト ス タ チ ン レ セ プ タ ー サ ブ タ イ プ SSTR1の ア ミ ノ 末 端 由 来 の 逆 方 向 PCR
プ ラ イ マ ー 。
配 列 番 号 ２ ０ 　 マ ウ ス δ レ セ プ タ ー の ア ミ ノ 末 端 由 来 の 順 方 向 PCRプ ラ イ マ ー 。
配 列 番 号 ２ １ 　 マ ウ ス δ レ セ プ タ ー の ア ミ ノ 末 端 由 来 の 逆 方 向 PCRプ ラ イ マ ー 。
配 列 番 号 ２ ２ 　 マ ウ ス κ レ セ プ タ ー の ア ミ ノ 末 端 由 来 の 順 方 向 PCRプ ラ イ マ ー 。
配 列 番 号 ２ ３ 　 マ ウ ス κ レ セ プ タ ー の ア ミ ノ 末 端 由 来 の 逆 方 向 PCRプ ラ イ マ ー 。
配 列 番 号 ２ ４ 　 ソ マ ト ス タ チ ン レ セ プ タ ー サ ブ タ イ プ SSTR1の 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ 由 来 の 順
方 向 PCRプ ラ イ マ ー 。
配 列 番 号 ２ ５ 　 ソ マ ト ス タ チ ン レ セ プ タ ー サ ブ タ イ プ SSTR1の 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ 由 来 の 逆
方 向 PCRプ ラ イ マ ー 。
配 列 番 号 ２ ６ 　 マ ウ ス δ レ セ プ タ ー の 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ 由 来 の 順 方 向 PCRプ ラ イ マ ー 。
配 列 番 号 ２ ７ 　 マ ウ ス δ レ セ プ タ ー の 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ 由 来 の 逆 方 向 PCRプ ラ イ マ ー 。
配 列 番 号 ２ ８ 　 マ ウ ス κ レ セ プ タ ー の 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ 由 来 の 順 方 向 PCRプ ラ イ マ ー 。
配 列 番 号 ２ ９ 　 マ ウ ス κ レ セ プ タ ー の 第 ３ 細 胞 内 ル ー プ 由 来 の 逆 方 向 PCRプ ラ イ マ ー 。
配 列 番 号 ３ ０ 　 ソ マ ト ス タ チ ン レ セ プ タ ー サ ブ タ イ プ SSTR1の カ ル ボ キ シ 末 端 由 来 の 順 方
向 PCRプ ラ イ マ ー 。
配 列 番 号 ３ １ 　 ソ マ ト ス タ チ ン レ セ プ タ ー サ ブ タ イ プ SSTR1の カ ル ボ キ シ 末 端 由 来 の 逆 方
向 PCRプ ラ イ マ ー 。
配 列 番 号 ３ ２ 　 マ ウ ス δ レ セ プ タ ー の カ ル ボ キ シ 末 端 由 来 の 順 方 向 PCRプ ラ イ マ ー 。
配 列 番 号 ３ ３ 　 マ ウ ス δ レ セ プ タ ー の カ ル ボ キ シ 末 端 由 来 の 逆 方 向 PCRプ ラ イ マ ー 。
配 列 番 号 ３ ４ 　 マ ウ ス κ レ セ プ タ ー の カ ル ボ キ シ 末 端 由 来 の 順 方 向 PCRプ ラ イ マ ー 。
配 列 番 号 ３ ５ 　 マ ウ ス κ レ セ プ タ ー の カ ル ボ キ シ 末 端 由 来 の 逆 方 向 PCRプ ラ イ マ ー 。
配 列 番 号 ３ ６ 　 Ｇ タ ン パ ク 質 の Goα サ ブ ユ ニ ッ ト に 対 す る 抗 血 清 を 生 成 す る の に 用 い ら れ
る 抗 原 の ア ミ ノ 酸 配 列 。
配 列 番 号 ３ ７ 　 Ｇ タ ン パ ク 質 の Goα サ ブ ユ ニ ッ ト に 対 す る 抗 血 清 を 生 成 す る の に 用 い ら れ
る 抗 原 の ア ミ ノ 酸 配 列 。
配 列 番 号 ３ ８ 　 マ ウ ス κ レ セ プ タ ー の カ ル ボ キ シ 末 端 に 対 す る 抗 血 清 を 生 成 す る の に 用 い
ら れ る 抗 原 の ア ミ ノ 酸 配 列 。
配 列 番 号 ３ ９ 　 マ ウ ス κ レ セ プ タ ー の ア ミ ノ 末 端 に 対 す る 抗 血 清 を 生 成 す る の に 用 い ら れ
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る 抗 原 の ア ミ ノ 酸 配 列 。
配 列 番 号 ４ ０ 　 マ ウ ス δ レ セ プ タ ー の ア ミ ノ 末 端 に 対 す る 抗 血 清 を 生 成 す る の に 用 い ら れ
る 抗 原 の ア ミ ノ 酸 配 列 。
配 列 番 号 ４ １ 　 マ ウ ス δ レ セ プ タ ー の カ ル ボ キ シ 末 端 に 対 す る 抗 血 清 を 生 成 す る の に 用 い
ら れ る 抗 原 の ア ミ ノ 酸 配 列 。
配 列 番 号 ４ ２ 　 キ メ ラ オ ピ ト イ ド レ セ プ タ ー を 生 成 す る の に 用 い ら れ る マ ウ ス δ レ セ プ タ
ー 由 来 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
配 列 番 号 ４ ３ 　 キ メ ラ オ ピ ト イ ド レ セ プ タ ー を 生 成 す る の に 用 い ら れ る マ ウ ス κ レ セ プ タ
ー 由 来 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
配 列 番 号 ４ ４ 　 ア ス パ ラ ギ ン 酸 128を ア ス パ ラ ギ ン に 変 異 誘 発 す る の に 用 い ら れ る マ ウ ス
δ レ セ プ タ ー 由 来 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
配 列 番 号 ４ ５ 　 ヒ ス チ ジ ン 128を ア ス パ ラ ギ ン に 変 異 誘 発 す る の に 用 い ら れ る マ ウ ス δ レ
セ プ タ ー 由 来 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 。
配 列 番 号 ４ ６ 　 δ オ ピ ト イ ド レ セ プ タ ー の Ｃ 末 端 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 を 得 る の
に 用 い ら れ る ペ プ チ ド 。
【 ０ ４ ２ ７ 】
　 （ 配 列 表 ）
【 ０ ４ ２ ８ 】
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【 数 １ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ２ ９ 】
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【 数 １ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ３ ０ 】
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【 数 １ － ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ３ １ 】
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【 数 １ － ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ３ ２ 】
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【 数 １ － ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ３ ３ 】

10

20

30

40

(116) JP 2005-124574 A 2005.5.19



【 数 １ － ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ３ ４ 】
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【 数 １ － ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ３ ５ 】
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【 数 １ － ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ３ ６ 】
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【 数 １ － ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ４ ３ ７ 】
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摘要(译)

要解决的问题：提供分离和纯化的编码各种阿片受体多肽的多核苷酸。 解决方案：在特定氨基酸残基序列中，对应于至少48个连
续氨基酸的多核苷酸用于编码各种阿片受体多肽。 [选择图]无
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