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同定するためのスクリーニングアッセイ

(57)【要約】
【課題】  不十分な食物摂取とエネルギー代謝に関連し
た、食欲関連性の代謝及び繁殖障害を治療するための方
法及び治療組成物を提供する。
【解決手段】  イヌ及びネコのメラノコルチン４受容体
をコードする新規な核酸とその遺伝子産物；メラノコル
チン４受容体の活性又は発現をモジュレートする化合物
を同定するスクリーニングアッセイ；メラノコルチン受
容体の活性又は発現をモジュレートする化合物を動物へ
投与することを含んでなる、不十分な食物摂取とエネル
ギー代謝に関連した、食欲関連性の代謝及び繁殖障害を
治療するための方法及び治療組成物を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  機能性ＭＣ４Ｒをコードする単離核酸、
又はその相補体であって、
（ａ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：１のコーディング領域に中
位ストリンジェンシーの条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列；
（ｂ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：１のコーディング領域に相
補的であるポリヌクレオチドに中位ストリンジェンシー
の条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列；
（ｃ）ＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ
－１７６２を有するネコＭＣ４Ｒのコーディング領域に
中位ストリンジェンシーの条件下でハイブリダイズする
ヌクレオチド配列；及び
（ｄ）ＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ
－１７６２を有するネコＭＣ４Ｒのコーディング領域に
相補的であるポリヌクレオチドに中位ストリンジェンシ
ーの条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列：か
らなる群から選択されるヌクレオチド配列を含んでな
る、前記核酸（但し、前記機能性ＭＣ４Ｒは、ヒト、ブ
タ、マウス、ラット又はニワトリのものではない）。
【請求項２】  機能性ＭＣ４Ｒをコードする単離核酸、
又はその相補体であって、
（ａ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：１のコーディング領域に高
いストリンジェンシーの条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列；
（ｂ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：１のコーディング領域に相
補的であるポリヌクレオチドに高いストリンジェンシー
の条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列；
（ｃ）ＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ
－１７６２を有するネコＭＣ４Ｒのコーディング領域に
高いストリンジェンシーの条件下でハイブリダイズする
ヌクレオチド配列；及び
（ｄ）ＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ
－１７６２を有するネコＭＣ４Ｒのコーディング領域に
相補的であるポリヌクレオチドに高いストリンジェンシ
ーの条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列：か
らなる群から選択されるヌクレオチド配列を含んでな
る、前記核酸。
【請求項３】  （ａ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３によるポ
リペプチドをコードする；又は（ｂ）ＡＴＣＣに預けら
れてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ－１７６２を有するネコ
ＭＣ４Ｒクローンによりコードされるポリペプチドをコ
ードする：ヌクレオチド配列を含んでなる単離核酸。
【請求項４】  前記核酸がＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：１か又
はＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ－１
７６２を有するネコＭＣ４Ｒクローンによるヌクレオチ
ド配列を有する、請求項３に記載の単離核酸。
【請求項５】  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：１か又はＡＴＣＣ
に預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ－１７６２を有
するネコＭＣ４Ｒクローンに対し８７．４％より多い同
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一性を有するヌクレオチド配列を含んでなる単離核酸。
【請求項６】  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３か又はＡＴＣＣ
に預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ－１７６２を有
するネコＭＣ４Ｒクローンによりコードされるポリペプ
チドに対し９８．２％より多い同一性を有するポリペプ
チドをコードするヌクレオチド配列を含んでなる単離核
酸。
【請求項７】  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３か又はＡＴＣＣ
に預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ－１７６２を有
するネコＭＣ４Ｒクローンによりコードされるポリペプ
チドのアミノ酸１～４６、９６～１２３、１８６～１９
０又は２６８～２７９に対応するネコＭＣ４ＲのＥＣＤ
をコードするヌクレオチド配列を含んでなる単離核酸。
【請求項８】  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３か又はＡＴＣＣ
に預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ－１７６２を有
するネコＭＣ４Ｒクローンによりコードされるポリペプ
チドのアミノ酸７０～７６、１４６～１６５、２１２～
２４４又は３０２～３３３に対応するネコＭＣ４ＲのＣ
Ｄをコードするヌクレオチド配列を含んでなる単離核
酸。
【請求項９】  機能性ＭＣ４Ｒをコードする単離核酸、
又はその相補体であって、
（ａ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２のコーディング領域に中
位ストリンジェンシーの条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列；
（ｂ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２のコーディング領域に相
補的であるポリヌクレオチドに中位ストリンジェンシー
の条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列；
（ｃ）ＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ
－１７６１を有するイヌＭＣ４Ｒのコーディング領域に
中位ストリンジェンシーの条件下でハイブリダイズする
ヌクレオチド配列；及び
（ｄ）ＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ
－１７６１を有するイヌＭＣ４Ｒのコーディング領域に
相補的であるポリヌクレオチドに中位ストリンジェンシ
ーの条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列：か
らなる群から選択されるヌクレオチド配列を含んでな
る、前記核酸（但し、前記機能性ＭＣ４Ｒは、ヒト、ブ
タ、マウス、ラット又はニワトリのものではない）。
【請求項１０】  機能性ＭＣ４Ｒをコードする単離核
酸、又はその相補体であって、
（ａ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２のコーディング領域に高
いストリンジェンシーの条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列；
（ｂ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２のコーディング領域に相
補的であるポリヌクレオチドに高いストリンジェンシー
の条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列；
（ｃ）ＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ
－１７６１を有するイヌＭＣ４Ｒのコーディング領域に
高いストリンジェンシーの条件下でハイブリダイズする
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ヌクレオチド配列；及び
（ｄ）ＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ
－１７６１を有するイヌＭＣ４Ｒのコーディング領域に
相補的であるポリヌクレオチドに高いストリンジェンシ
ーの条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列：か
らなる群から選択されるヌクレオチド配列を含んでな
る、前記核酸。
【請求項１１】  （ａ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４による
ポリペプチドをコードする；又は（ｂ）ＡＴＣＣに預け
られてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ－１７６１を有するイ
ヌＭＣ４Ｒクローンによりコードされるポリペプチドを
コードする：ヌクレオチド配列を含んでなる単離核酸。
【請求項１２】  前記核酸がＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２か
又はＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ－
１７６１を有するイヌＭＣ４Ｒクローンによるヌクレオ
チド配列を有する、請求項１１に記載の単離核酸。
【請求項１３】  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２か又はＡＴＣ
Ｃに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ－１７６１を
有するイヌＭＣ４Ｒクローンに対し８１．３％より多い
同一性を有するヌクレオチド配列を含んでなる単離核
酸。
【請求項１４】  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４か又はＡＴＣ
Ｃに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ－１７６１を
有するイヌＭＣ４Ｒクローンによりコードされるポリペ
プチドに対し９８．１％より多い同一性を有するポリペ
プチドをコードするヌクレオチド配列を含んでなる単離
核酸。
【請求項１５】  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４か又はＡＴＣ
Ｃに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ－１７６１を
有するイヌＭＣ４Ｒクローンによりコードされるポリペ
プチドのアミノ酸１～４６、９８～１２４、１８７～１
９１又は２６８～２７９に対応するイヌＭＣ４ＲのＥＣ
Ｄをコードするヌクレオチド配列を含んでなる単離核
酸。
【請求項１６】  ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４か又はＡＴＣ
Ｃに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ－１７６１を
有するイヌＭＣ４Ｒクローンによりコードされるポリペ
プチドのアミノ酸６９～７７、１４７～１６３、２１６
～２４４又は３０２～３３３に対応するイヌＭＣ４Ｒの
ＣＤをコードするヌクレオチド配列を含んでなる単離核
酸。
【請求項１７】  請求項１、２、３、４、５、６、７、
８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５又は１６
に記載の核酸を含んでなるヌクレオチドベクター。
【請求項１８】  請求項１、２、３、４、５、６、７、
８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５又は１６
に記載の核酸を、前記ヌクレオチド配列によりコードさ
れるポリペプチドの発現を制御するヌクレオチド調節要
素と機能的に関連して含んでなる、発現ベクター。
【請求項１９】  請求項１、２、３、４、５、６、７、
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８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５又は１６
に記載の核酸を含んでなる、遺伝子操作された宿主細
胞。
【請求項２０】  請求項１、２、３、４、５、６、７、
８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５又は１６
に記載の核酸を含んでなる、遺伝子操作された宿主細胞
であって、前記核酸が宿主細胞における前記ヌクレオチ
ド配列の発現を制御するヌクレオチド調節要素と機能的
に関連している、前記宿主細胞。
【請求項２１】  請求項１、２、３、４、５、６、７、
８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５又は１６
に記載の核酸によりコードされる、実質的に純粋なポリ
ペプチド。
【請求項２２】  （ａ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３；
（ｂ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４；
（ｃ）ＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ
－１７６２を有するネコＭＣ４Ｒクローン；
（ｄ）ＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ
－１７６１を有するイヌＭＣ４Ｒクローン；
（ｅ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３か又はＡＴＣＣに預けら
れてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ－１７６２を有するネコ
ＭＣ４Ｒクローンによりコードされるポリペプチドのア
ミノ酸１～４６、９６～１２３、１８６～１９０又は２
６８～２７９に対応するネコＭＣ４ＲのＥＣＤ；
（ｆ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４か又はＡＴＣＣに預けら
れてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ－１７６１を有するイヌ
ＭＣ４Ｒクローンによりコードされるポリペプチドのア
ミノ酸１～４６、９８～１２４、１８７～１９１又は２
６８～２７９に対応するイヌＭＣ４ＲのＥＣＤ；
（ｇ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３か又はＡＴＣＣに預けら
れてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ－１７６２を有するネコ
ＭＣ４Ｒクローンによりコードされるポリペプチドのア
ミノ酸７０～７６、１４６～１６５、２１２～２４４又
は３０２～３３３に対応するネコＭＣ４ＲのＣＤ；又は
（ｈ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４か又はＡＴＣＣに預けら
れてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ－１７６１を有するイヌ
ＭＣ４Ｒクローンによりコードされるポリペプチドのア
ミノ酸６９～７７、１４７～１６３、２１６～２４４又
は３０２～３３３に対応するイヌＭＣ４ＲのＣＤ：のア
ミノ酸配列を含んでなる、実質的に純粋なポリペプチ
ド。
【請求項２３】  請求項２１に記載のポリペプチドと免
疫特異的に結合する抗体。
【請求項２４】  （ａ）請求項１８に記載の発現ベクタ
ーで形質転換されて組換えポリペプチドを発現する宿主
細胞を培養すること；及び（ｂ）組換えポリペプチドを
細胞培養物から回収すること：を含んでなる、組換えポ
リペプチドを製造する方法。
【請求項２５】  請求項２１に記載のポリペプチドと担
体を含んでなる組成物。
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【請求項２６】  請求項１、２、３、４、５、６、７、
８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５又は１６
に記載のポリヌクレオチドをサンプル中に検出する方法
であって、
（ａ）サンプルを、ポリヌクレオチドに結合して複合体
を形成する化合物と、複合体を形成するのに十分な時間
接触させること；及び（ｂ）複合体が検出されたなら、
請求項１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１
１、１２、１３、１４、１５又は１６に記載のポリヌク
レオチドが検出されるように、複合体を検出すること：
を含んでなる、前記方法。
【請求項２７】  請求項１、２、３、４、５、６、７、
８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５又は１６
に記載のポリヌクレオチドをサンプル中に検出する方法
であって、
（ａ）サンプルを、ストリンジェントなハイブリダイゼ
ーション条件下で、請求項１、２、３、４、５、６、
７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５又は
１６に記載のポリヌクレオチドにそのような条件下でア
ニールする核酸プライマーと接触させること；及び
（ｂ）ポリヌクレオチドが増幅されたなら、請求項１、
２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、
１３、１４、１５又は１６に記載のポリヌクレオチドが
検出されるように、アニールされたポリヌクレオチドを
増幅させること：を含んでなる、前記方法。
【請求項２８】  ポリヌクレオチドが機能性ＭＣ４Ｒを
コードするＲＮＡ分子である、請求項２７に記載の方法
であって、アニールされたＲＮＡ分子をｃＤＮＡポリヌ
クレオチドへ逆転写させることをさらに含む、前記方
法。
【請求項２９】  請求項２１に記載のポリペプチドに結
合する化合物を同定する方法であって、
（ａ）化合物を、請求項２１に記載のポリペプチドと、
ポリペプチド／化合物の複合体を形成するのに十分な時
間接触させること；及び（ｂ）ポリペプチド／化合物の
複合体が検出されたなら、請求項２１に記載のポリペプ
チドに結合する化合物が同定されるように、複合体を検
出すること：を含んでなる、前記方法。
【請求項３０】  請求項２１に記載のポリペプチドに結
合する化合物を同定する方法であって、
（ａ）化合物を、請求項２１に記載のポリペプチドと、
ポリペプチド／化合物の複合体を形成するのに十分な時
間、複合体がレポーター遺伝子配列の発現を誘導する細
胞において、接触させること；及び（ｂ）ポリペプチド
／化合物の複合体が検出されたなら、請求項２１に記載
のポリペプチドに結合する化合物が同定されるように、
レポーター遺伝子配列の発現を検出することによって複
合体を検出すること：を含んでなる、前記方法。
【請求項３１】  請求項２１に記載のポリペプチドの活
性をモジュレートする方法であって、当該ポリペプチド
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を発現する細胞を、当該ポリペプチドの活性をモジュレ
ートする化合物と前記活性をモジュレートするのに十分
な時間接触させることを含んでなる、前記方法。
【請求項３２】  ＭＣ４Ｒの拮抗薬をスクリーニングし
て同定する方法であって、
（ａ）請求項１、２、３、４、５、６、７、８、９、１
０、１１、１２、１３、１４、１５又は１６に記載のポ
リヌクレオチドを発現する細胞系を、ＭＣ４Ｒ作動薬の
存在下で試験化合物と接触させること；及び（ｂ）試験
化合物がこの細胞系に対するＭＣ４Ｒ作動薬の結合及び
細胞性効果を阻害するかどうかを決定すること：を含ん
でなり、この細胞系に対するＭＣ４Ｒ作動薬の結合と細
胞性効果を両方阻害する化合物として拮抗薬が同定され
る、前記方法。
【請求項３３】  ＭＣ４Ｒの作動薬をスクリーニングし
て同定する方法であって、
（ａ）請求項１、２、３、４、５、６、７、８、９、１
０、１１、１２、１３、１４、１５又は１６に記載のポ
リヌクレオチドを発現する細胞系を、ＭＣ４Ｒ作動薬の
存在下及び不在下で試験化合物と接触させること；
（ｂ）ＭＣ４Ｒ作動薬の存在下で、試験化合物がこの細
胞系に対するＭＣ４Ｒ作動薬の結合を阻害するかどうか
を決定すること；及び
（ｃ）ＭＣ４Ｒ作動薬の不在下で、試験化合物がこの細
胞系に対するＭＣ４Ｒ作動薬の細胞性効果を模倣するか
どうかを決定すること：を含んでなり、この細胞系に対
するＭＣ４Ｒ作動薬の結合を阻害するが細胞性効果を模
倣する試験化合物として作動薬が同定される、前記方
法。
【請求項３４】  前記細胞系が遺伝子操作された細胞系
である、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】  ＭＣ４Ｒの拮抗薬をスクリーニングし
て同定する方法であって、
（ａ）請求項２１に記載のポリペプチドをランダムペプ
チドライブラリーと、ポリペプチドがこのライブラリー
内の１つ又はそれ以上のペプチド種を認識して結合する
ように接触させること；
（ｂ）ポリペプチド／ペプチドの結合物を単離するこ
と；
（ｃ）工程（ｂ）で単離されたペプチドの配列を決定す
ること；及び
（ｄ）試験化合物がＭＣ４Ｒ作動薬の結合及び細胞性効
果を阻害するかどうかを決定すること：を含んでなり、
ＭＣ４Ｒ作動薬の結合及び細胞性効果を両方阻害するペ
プチドとして拮抗薬が同定される、前記方法。
【請求項３６】  ＭＣ４Ｒの作動薬をスクリーニングし
て同定する方法であって、
（ａ）請求項２１に記載のポリペプチドをランダムペプ
チドライブラリーと、ポリペプチドがこのライブラリー
内の１つ又はそれ以上のペプチド種を認識して結合する
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ように接触させること；
（ｂ）ポリペプチド／ペプチドの結合物を単離するこ
と；
（ｃ）工程（ｂ）で単離されたペプチドの配列を決定す
ること；及び
（ｄ）ＭＣ４Ｒ作動薬の不在下でこのペプチドがＭＣ４
Ｒ作動薬の細胞性効果を模倣するかどうかを決定するこ
と：を含んでなり、ＭＣ４Ｒポリペプチドに対するＭＣ
４Ｒ作動薬の結合を阻害するが、ＭＣ４Ｒ作動薬の細胞
性効果を模倣するペプチドとして作動薬が同定される、
前記方法。
【請求項３７】  請求項２１に記載のポリペプチドの活
性をモジュレートする方法であって、当該ポリペプチド
を、当該ポリペプチドの活性をモジュレートする化合物
と前記活性をモジュレートするのに十分な時間接触させ
ることを含んでなる、前記方法。
【請求項３８】  ＭＣ４Ｒの内因性酵素活性を動物にお
いてモジュレートする方法であって、前記内因性酵素活
性をモジュレートするのに有効な量のＭＣ４Ｒリガンド
を動物へ投与することを含んでなる、前記方法。
【請求項３９】  動物がウシ、ブタ、ヤギ、ヒツジ、ウ
マ、イヌ又はネコである、請求項３８に記載の方法。
【請求項４０】  前記ＭＣ４Ｒ受容体に対するリガンド
がＭＣ４Ｒ作動薬である、請求項３８に記載の方法。
【請求項４１】  前記ＭＣ４Ｒ受容体に対するリガンド
がＭＣ４Ｒ拮抗薬である、請求項３８に記載の方法。
【請求項４２】  前記ＭＣ４Ｒのエピトープと免疫特異
的に結合するモノクローナル抗体である、請求項４１に
記載の拮抗薬。
【請求項４３】  前記ＭＣ４Ｒの酵素活性が増加され
る、請求項３８に記載の方法。
【請求項４４】  前記ＭＣ４Ｒの酵素活性が減少され
る、請求項３８に記載の方法。
【請求項４５】  トランスジェニック動物であって、請
求項１又は９に記載の核酸がそのゲノムに含まれて発現
されるトランス遺伝子である、前記動物。
【請求項４６】  請求項２１に記載のポリペプチドをコ
ードするゲノム配列の発現が妨げられているか又は抑え
られている、トランスジェニック動物。
【請求項４７】  ＭＣ４Ｒリガンドの有効量を動物へ投
与することを含んでなる、動物の食欲及び／又は代謝率
をモジュレートする方法。
【請求項４８】  動物が食欲関連又は代謝性の障害を有
する、請求項４７に記載の方法。
【請求項４９】  障害が、食欲、給餌行動又は体重にお
ける減少、又は代謝率における増加を引き起こすか、又
はそれにより引き起こされるか、又は特徴づけられ、リ
ガンドがＭＣ４Ｒ拮抗薬である、請求項４８に記載の方
法。
【請求項５０】  障害が、食欲、給餌行動又は体重にお*
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*ける増加、又は代謝率における減少を引き起こすか、又
はそれにより引き起こされるか、又は特徴づけられ、リ
ガンドがＭＣ４Ｒ作動薬である、請求項４８に記載の方
法。
【請求項５１】  動物が産後の雌ブタ又は乳用牛であ
る、請求項４９に記載の方法。
【請求項５２】  動物が伴侶動物である、請求項４８に
記載の方法。
【請求項５３】  動物が家畜動物である、請求項４８に
記載の方法。
【請求項５４】  動物が家禽動物である、請求項４８に
記載の方法。
【請求項５５】  動物が搬送又は密集のストレスに病ん
でいる、請求項４９に記載の方法。
【請求項５６】  動物が泌乳している、請求項４９に記
載の方法。
【請求項５７】  動物が妊娠している、請求項４７に記
載の方法。
【請求項５８】  障害が悪液質、無食欲又は離乳誘導性
の食思不振及び成長遅延である、請求項４９に記載の方
法。
【請求項５９】  障害が代謝性障害である、請求項４９
に記載の方法。
【請求項６０】  代謝性障害が糖尿病である、請求項５
９に記載の方法。
【請求項６１】  障害が疾患である、請求項４９に記載
の方法。
【請求項６２】  疾患が癌、腎不全、心臓病、内毒素血
症、発熱、肝脂質症、感染症又は炎症である、請求項６
１に記載の方法。
【請求項６３】  動物が肥満している、請求項５０に記
載の方法。
【請求項６４】  ＭＣ４Ｒリガンドが医薬組成物の一部
である、請求項４７に記載の方法。
【請求項６５】  ＭＣ４Ｒリガンドの有効量を動物へ投
与することを含んでなる、動物の繁殖能力を増加させる
方法。
【請求項６６】  ＭＣ４Ｒリガンドの有効量を動物へ投
与することを含んでなる、動物の成長能力を増加させる
方法。
【請求項６７】  リガンドが医薬組成物の一部である、
請求項４７に記載の方法。
【請求項６８】  調製物が経口、経皮、又は徐放性の皮
下インプラント／ペレットにより投与される、請求項６
７に記載の方法。
【請求項６９】  ＭＣ４Ｒリガンドを含んでなる医薬組
成物を含んでなるキット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】発明の分野
本発明は、イヌ及びネコのメラノコルチン４受容体をコ
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ードする新規な核酸とその遺伝子産物に関する。さら
に、本発明は、本発明の新規メラノコルチン４受容体の
活性又は発現をモジュレートする化合物を同定するスク
リーニングアッセイに関する。本発明はまた、メラノコ
ルチン受容体の活性又は発現をモジュレートする化合物
を動物へ投与することを含んでなる、不適切な食物摂取
を治療するための方法及び治療組成物に関する。１つの
側面では、本発明は、本発明の新規メラノコルチン４受
容体の活性又は発現に拮抗する化合物を投与することを
含んでなる、伴侶動物（コンパニオンアニマル）、家畜
又は家禽の食欲を増進させるためにメラノコルチン４受
容体の活性又は発現に拮抗する方法及び組成物に関す
る。もう１つの側面では、本発明は、本発明の新規メラ
ノコルチン４受容体の活性又は発現を作動する化合物を
投与することを含んでなる、例えばネコやイヌのような
伴侶動物の肥満を治療するためにメラノコルチン４受容
体の活性又は発現を作動する方法及び組成物に関する。
【０００２】背景技術
伴侶動物や農業動物の世話や飼育において食欲の調節は
実用上大変重要である。脂肪の代謝及び蓄積を含む、動
物の体重に影響を及ぼす要因のなかで、農業に使用され
る動物が遭遇する条件に特に敏感であるのが食欲であ
る。食欲が乏しいと、栄養摂取が低下し、動物の直面す
る健康リスクを増加させる。例えば、産後の雌ブタや乳
牛は給餌行動の減退を病む場合がある。このことは、泌
乳や繁殖能力に対し負の効果を及ぼす。搬送や密集のス
トレスも動物の栄養摂取を減少させ、それにより体重の
損失を招く場合がある。新生動物の発育が低栄養摂取に
より制限される場合があり、このことがその動物の一生
を通して存続し得る有害な効果を引き起こすという証拠
がある。食欲に関連した疾患及び病態には伴侶動物も罹
患する。一方の極端では、ネコ及びイヌの様々な病態、
特に癌、腎不全及び心臓病は、食欲不振や基礎代謝率の
上昇を引き起こす場合がある。他方の極端では、多くの
伴侶動物が肥満を病んでいる。
【０００３】精力的な研究があるにもかかわらず、動物
の食欲調節については依然としてほとんど理解されてい
ない。解剖レベルでは、食物摂取及び全身代謝率を制御
することによって、視床下部が脂肪の蓄積を調節する。
視床下部の腹内側核（以下、「ＶＭＨ」）又は前室傍核
（以下、「ＰＶＮ」）を実験的に切除すると、過度の肥
満を生じる。Bray et al., 1990, Frontiers in Neuroe
ndocrinology 11: 128-181。逆に、外側視床下部への損
傷は体脂肪を減少させる。同上。
【０００４】最近の研究活動は、食欲、体脂肪蓄積、エ
ネルギー代謝及び栄養バランスを調節する分子メカニズ
ムに集中している。それにより、多くの内分泌、神経内
分泌及び代謝物メディエーターが関与する複雑なフィー
ドバックシステムが明らかになった。Flier et al., 19
9１０ell 92: 437-440。現在、食欲調節及びエネルギー
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代謝においてメラノコルチンが果たす役割を理解しよう
とする試みがなされている。メラノコルチン（プロ－オ
ピオメラノコルチンの翻訳後プロセシングから生じる多
種多様なペプチド産物）は、広範囲の生理学的作用を有
することが知られている。副腎皮質の機能（例、副腎皮
質刺激ホルモン（以下、「ＡＣＴＨ」）とメラニン細胞
（例、メラニン細胞刺激ホルモン（以下、「α－ＭＳ
Ｈ」）に対する周知の効果とは別に、メラノコルチン
は、行動、学習及び記憶、心臓血管系の制御、痛覚消
失、体温調節、及びプロラクチン、黄体形成ホルモン及
び生体アミンを含む他の神経ホルモン剤の放出に影響を
及ぼすことが示されている。さほど重要ではないが、メ
ラノコルチンは、免疫調節及び神経栄養上の特性を有
し、分娩関連の事象に関わることが確かめられている。
【０００５】メラノコルチンは、メラノコルチン受容体
（以下、「ＭＣＲ」）－－Ｇタンパク質共役型受容体の
サブファミリーを介してその効果を発揮する。米国特許
第５，６２２，８６０号。ＭＣＲファミリーには５種の
サブタイプがあり、脳の様々な領域でほとんど発現され
る。Adan and Gispen, 1997, Peptides 18: 1279-128
7。最初にクローン化されたＭＣＲはヒト及びマウスの
メラニン細胞ＭＳＨ受容体、ＭＣＲ１と、ヒト副腎皮質
のＡＣＴＨ受容体、ＭＣ２Ｒである。Mountjoy et al.,
 1992, Science 257: 1248-1251; Chhajlani and Wikbe
rg, 1992, FEBS Lett. 309: 417-420。引き続き、メラ
ノコルチンの中核ヘプタペプチド配列（即ち、ペプチド
配列：ＭＥＨＦＲＷＧ，標準的な１文字アミノ酸の略号
を使用）を認識する、３種のメラノコルチン受容体遺伝
子が新たにクローン化された。これら受容体の２種、即
ち、ＭＣ３Ｒ（Roselli-Rehfuss et al., 1993, Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 90: 8856-8860; Gantz et al., 
1993, J. Biol. Chem. 268:8246-8250）及びＭＣ４Ｒ
（Gantz et al., 1993, 同上; Mountjoy et al., 1994,
 Mol. Endo. 8: 1298-1308）は、主に脳で発現されるこ
とが示された。当初ＭＣ２Ｒと呼ばれた第五のメラノコ
ルチン受容体は、脳だけでなく多くの末梢臓器で発現さ
れる。Chhajlani et al., 1993, Biochem. Biophys. Re
s. Commun. 195: 866-873; Gantz et al., 1994, Bioch
em. Biophys. Res. Commun. 200: 1214-1220。上記後者
３種の受容体のネーティブなリガンドと機能については
不明なままである。
【０００６】同定されたネーティブなリガンドがない受
容体としての「孤児」のような状況と、上記の新規受容
体の生理学的な役割が知られていないために、研究者た
ちは、様々な既知のメラノコルチン（例えば、Roselli-
Rehfuss, 1993, 同上；及びGantz, 1993, 同上、を参照
のこと）、又はＭＳＨ及びＡＣＴＨのアミノ酸配列（例
えば、Hruby et al., 1995, J. Med. Chem. 38: 3454-3
461; 及び Adan etal., 1994, Eur. J. Phramacol. 26
9: 331-337 を参照のこと）から派生した作動薬及び拮
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抗薬に対して結合及び反応する（例えば、シグナルを伝
達する）能力により、その受容体を in vivo で特徴づ
けようとしてきた。もう１つのアプローチでは、機能を
仮定するための手段として、メラノコルチン受容体ファ
ミリーのメンバーをその組織分布のパターンに基づいて
差別化した。例えば、Gantz etal., 1993, 同上；及び 
Mountjoy et al., 1994, 同上、を参照のこと。例え
ば、ＭＣ１Ｒ及びＭＣ２Ｒの発現は、メラニン細胞及び
副腎皮質細胞にそれぞれ局在化している。ＭＣ３Ｒ及び
ＭＣ４Ｒは、主に脳において発現されるが、副腎皮質や
メラニン細胞では発現されない。ＭＣ４Ｒは、大量のＭ
Ｃ３Ｒが発現される組織である、胎盤では発現されな
い。
【０００７】ＭＣ４Ｒは、７回膜貫通性のＧタンパク質
共役型受容体（以下、「ＧＰＣＲ」）であり、その上で
作動薬の活性化によりｃＡＭＰの蓄積が刺激される（米
国特許第５，８６９，２５７号；米国特許第５，７０
３，２２０号； Alvarro et al., 1996, Molecular Pha
rmacology 50: 583-591 を参照のこと）。今日まで、Ｍ
Ｃ４Ｒは、ラット（Alvarro et al., 1996，同上）、ヒ
ト（Gantz et al., 1993，同上）、マウス（ＧｅｎＢａ
ｎｋ  受入れ番号：ＡＢ００９６６４）、ニワトリ（Ｇ
ｅｎＢａｎｋ  受入れ番号：ＡＢ０１２２１１）及びブ
タ（ＧｅｎＢａｎｋ  受入れ番号：ＡＢ０２１６６４）
から単離された。脳の海馬領域におけるその発現パター
ンに基づいて、学習及び記憶におけるＭＣ４Ｒの役割が
提唱された（Gantz et al., 1993，同上を参照のこと）
が、学習された行動の保持に影響を及ぼすことが知られ
ている化合物に対してＭＣ４Ｒがさして反応しないため
に、「薬理学上のパラドックス」であると認知された
（Mountjoy et al., 1994，同上）。さらに、Mountjoy 
は、ＭＣ４Ｒが視覚及び感覚情報の流れをモジュレート
することに関わるか、又は身体運動コントロールの諸相
を調整する、及び／又は心臓への自律神経出力をモジュ
レーションすることに関わる可能性があると示唆した。
Mountjoy et al., 1994，同上。
【０００８】証拠が示唆するところでは、ＭＣ４Ｒは食
欲及びエネルギーのホメオスタシス調節においてきわめ
て重要である（米国特許第５，９３２，７７９）。第一
に、ＭＣ４Ｒ作動薬及び拮抗薬を中枢に投与すると、マ
ウスの給餌行動を調節し得る（Fan et al., 1997, Natu
re 385: 165-168）。第二に、アグーチ（agouti）はＭ
Ｃ３Ｒ及びＭＣ４Ｒの天然の拮抗薬であり（Moussa and
 Claycombe, 1999, Obes. Res. 7: 506-514; Fisher et
 al., 1999, Int. J. Obes. Relat. Metab. Disord. 23
 Suppl 1: 54-58）、黄色肥満（以下、「Ａｖｙ」）マ
ウスでは、成体でアグーチタンパク質が異所的に発現す
ることが肥満表現型の原因になると考えられている（Lu
 et al., 1994, Nature 371: 799-802）。第三に、ＭＣ
４Ｒノックアウトマウスは、後に肥満を発症する（Husz
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ar et al., 1997, Cell 88: 131-141）。第四に、ＭＣ
４Ｒノックアウトマウスは、ＭＳＨ様作動薬であるＭＴ
ＩＩの食欲減退効果に抵抗性である（Marsh et al., 19
99, Nature Genetics 21:119-122）。しかしながら、上
記ノックアウトマウスは、毛様体神経栄養因子（以下、
「ＣＮＴＦ」）、副腎皮質刺激ホルモン放出因子（以
下、「ＣＲＦ」）、又はウロコルチンの食欲減退効果、
あるいはＮＰＹ又はペプチドＹＹ（以下、「ＰＹＹ」）
の食欲増進作用には感受性があり、上記の神経モジュレ
ーターが独立してか又はＭＣ４Ｒの下流のいずれかで作
用することを示している（Marsh et al., 1999，同
上）。第五に、食欲及び生殖機能に対するレプチンの効
果に、少なくとも部分的に、ＭＣ４Ｒが介在するという
証拠が集まっている（Kask et al.,1998, European Jou
rnal of Pharmacology 360: 15-19; Marsh et al., 199
9，同上）。最後に、ＭＣ３ＲでなくＭＣ４Ｒが、ラッ
トにおいて不十分な給餌の間は視床下部の特定領域にお
いてアップレギュレートされ、食餌誘導性の肥満時には
ダウンレギュレートされるらしいことが、in situ 定量
的オートラジオグラフィーにより最近示された（Harrol
d et al., 199１4iabetes 48: 267-271; Harrold et a
l., 199１2iochem. Biophys. Res. Commun. 258: 574-5
77）。
【０００９】このように、状況証拠は、ＭＣ４Ｒがげっ
歯類において食欲及び代謝率を調節することにある役割
を果たしている可能性があることを示唆するが、その役
割がどんなものなのかは知られていないし、げっ歯類に
おける上記観察事実が伴侶動物及び農業動物の衰弱又は
肥満の障害を治療するためにいかに利用し得るかも知ら
れていない。本発明は、例えば、ネコ及びイヌのＭＣ４
Ｒポリペプチド及びペプチド、それをコードする核酸、
ＭＣ４Ｒの作動薬及び拮抗薬を同定するためにそれを使
用する方法、上記スクリーニングにより同定される作動
薬及び拮抗薬、この作動薬及び拮抗薬を含有する医薬組
成物、及び、食欲及びそれに関連した障害を治療するた
めにこの作動薬、拮抗薬及び組成物を使用する方法を提
供することによって上記の疑問を明確化することのニー
ズに対処する。
【００１０】発明の要約
本発明は、機能性ＭＣ４Ｒをコードする単離核酸、又は
その相補体に関するが、前記核酸は、
（ａ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：１のコーディング領域に中
位ストリンジェンシーの条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列；
（ｂ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：１のコーディング領域に相
補的であるポリヌクレオチドに中位ストリンジェンシー
の条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列；
（ｃ）ＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ
－１７６２を有するネコＭＣ４Ｒのコーディング領域に
中位ストリンジェンシーの条件下でハイブリダイズする
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ヌクレオチド配列；及び
（ｄ）ＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ
－１７６２を有するネコＭＣ４Ｒのコーディング領域に
相補的であるポリヌクレオチドに中位ストリンジェンシ
ーの条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列：か
らなる群から選択されるヌクレオチド配列を含んでな
る。但し、前記機能性ＭＣ４Ｒは、ヒト、ブタ、マウ
ス、ラット又はニワトリのものではない。
【００１１】さらに本発明は、機能性ＭＣ４Ｒをコード
する単離核酸、又はその相補体に関するが、前記核酸
は、
（ａ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：１のコーディング領域に高
いストリンジェンシーの条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列；
（ｂ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：１のコーディング領域に相
補的であるポリヌクレオチドに高いストリンジェンシー
の条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列；
（ｃ）ＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ
－１７６２を有するネコＭＣ４Ｒのコーディング領域に
高いストリンジェンシーの条件下でハイブリダイズする
ヌクレオチド配列；及び
（ｄ）ＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ
－１７６２を有するネコＭＣ４Ｒのコーディング領域に
相補的であるポリヌクレオチドに高いストリンジェンシ
ーの条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列：か
らなる群から選択されるヌクレオチド配列を含んでな
る。
【００１２】本発明はまた、（ａ）ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ
Ｏ：３によるポリペプチドをコードする；又は（ｂ）Ａ
ＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ－１７６
２を有するネコＭＣ４Ｒクローンによりコードされるポ
リペプチドをコードする：ヌクレオチド配列を含んでな
る単離核酸に関する。
【００１３】本発明のさらなる態様は、（ａ）ＳＥＱ  
ＩＤ  ＮＯ：３によるポリペプチドをコードする；又は
（ｂ）ＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ
－１７６２を有するネコＭＣ４Ｒクローンによりコード
されるポリペプチドをコードする：ヌクレオチド配列を
含んでなる単離核酸であり、ここで前記核酸は、ＳＥＱ
  ＩＤ  ＮＯ：１か又はＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ
受入れ番号ＰＴＡ－１７６２を有するネコＭＣ４Ｒクロ
ーンによるヌクレオチド配列を有する。
【００１４】本発明の好ましい態様は、ＳＥＱ  ＩＤ  
ＮＯ：１か又はＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番
号ＰＴＡ－１７６２を有するネコＭＣ４Ｒクローンに対
し８７．４％より多い同一性を有するヌクレオチド配列
を含んでなる単離核酸である。
【００１５】本発明のさらに好ましい態様は、ＳＥＱ  
ＩＤ  ＮＯ：３か又はＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受
入れ番号ＰＴＡ－１７６２を有するネコＭＣ４Ｒクロー
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ンによりコードされるポリペプチドに対し９８．２％よ
り多い同一性を有するポリペプチドをコードするヌクレ
オチド配列を含んでなる単離核酸である。
【００１６】本発明のさらにもう１つの好ましい態様
は、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３か又はＡＴＣＣに預けられ
てＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ－１７６２を有するネコＭ
Ｃ４Ｒクローンによりコードされるポリペプチドのアミ
ノ酸１～４６、９６～１２３、１８６～１９０又は２６
８～２７９に対応するネコＭＣ４ＲのＥＣＤをコードす
るヌクレオチド配列を含んでなる単離核酸である。
【００１７】本発明のさらにもう１つの好ましい態様
は、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３か又はＡＴＣＣに預けられ
てＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ－１７６２を有するネコＭ
Ｃ４Ｒクローンによりコードされるポリペプチドのアミ
ノ酸７０～７６、１４６～１６５、２１２～２４４又は
３０２～３３３に対応するネコＭＣ４ＲのＣＤをコード
するヌクレオチド配列を含んでなる単離核酸である。
【００１８】さらに、本発明は、機能性ＭＣ４Ｒをコー
ドする単離核酸、又はその相補体に関するが、前記核酸
は、
（ａ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２のコーディング領域に中
位ストリンジェンシーの条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列；
（ｂ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２のコーディング領域に相
補的であるポリヌクレオチドに中位ストリンジェンシー
の条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列；
（ｃ）ＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ
－１７６１を有するイヌＭＣ４Ｒのコーディング領域に
中位ストリンジェンシーの条件下でハイブリダイズする
ヌクレオチド配列；及び
（ｄ）ＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ
－１７６１を有するイヌＭＣ４Ｒのコーディング領域に
相補的であるポリヌクレオチドに中位ストリンジェンシ
ーの条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列：か
らなる群から選択されるヌクレオチド配列を含んでな
る。但し、前記機能性ＭＣ４Ｒは、ヒト、ブタ、マウ
ス、ラット又はニワトリのものではない。
【００１９】本発明のもう１つの態様は、機能性ＭＣ４
Ｒをコードする単離核酸、又はその相補体であって、前
記核酸は、
（ａ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２のコーディング領域に高
いストリンジェンシーの条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列；
（ｂ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２のコーディング領域に相
補的であるポリヌクレオチドに高いストリンジェンシー
の条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列；
（ｃ）ＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ
－１７６１を有するイヌＭＣ４Ｒのコーディング領域に
高いストリンジェンシーの条件下でハイブリダイズする
ヌクレオチド配列；及び
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（ｄ）ＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ
－１７６１を有するイヌＭＣ４Ｒのコーディング領域に
相補的であるポリヌクレオチドに高いストリンジェンシ
ーの条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列：か
らなる群から選択されるヌクレオチド配列を含んでな
る。
【００２０】本発明のさらなる態様は、（ａ）ＳＥＱ  
ＩＤ  ＮＯ：４によるポリペプチドをコードする；又は
（ｂ）ＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ
－１７６１を有するイヌＭＣ４Ｒクローンによりコード
されるポリペプチドをコードする：ヌクレオチド配列を
含んでなる単離核酸である。
【００２１】本発明のさらに好ましい態様は、（ａ）Ｓ
ＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４によるポリペプチドをコードす
る；又は（ｂ）ＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番
号ＰＴＡ－１７６１を有するイヌＭＣ４Ｒクローンによ
りコードされるポリペプチドをコードする：ヌクレオチ
ド配列を含んでなる単離核酸であり、ここで前記核酸
は、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２か又はＡＴＣＣに預けられ
てＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ－１７６１を有するイヌＭ
Ｃ４Ｒクローンによるヌクレオチド配列を有する。
【００２２】本発明の好ましい態様は、ＳＥＱ  ＩＤ  
ＮＯ：２か又はＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番
号ＰＴＡ－１７６１を有するイヌＭＣ４Ｒクローンに対
し８１．３％より多い同一性を有するヌクレオチド配列
を含んでなる単離核酸である。
【００２３】本発明のさらに好ましい態様は、ＳＥＱ  
ＩＤ  ＮＯ：４か又はＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受
入れ番号ＰＴＡ－１７６１を有するイヌＭＣ４Ｒクロー
ンによりコードされるポリペプチドに対し９８．１％よ
り多い同一性を有するポリペプチドをコードするヌクレ
オチド配列を含んでなる単離核酸である。
【００２４】本発明のさらにもう１つの好ましい態様
は、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４か又はＡＴＣＣに預けられ
てＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ－１７６１を有するイヌＭ
Ｃ４Ｒクローンによりコードされるポリペプチドのアミ
ノ酸１～４６、９８～１２４、１８７～１９１又は２６
８～２７９に対応するイヌＭＣ４ＲのＥＣＤをコードす
るヌクレオチド配列を含んでなる単離核酸である。
【００２５】本発明のさらに好ましい態様は、ＳＥＱ  
ＩＤ  ＮＯ：４か又はＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受
入れ番号ＰＴＡ－１７６１を有するイヌＭＣ４Ｒクロー
ンによりコードされるポリペプチドのアミノ酸６９～７
７、１４７～１６３、２１６～２４４又は３０２～３３
３に対応するイヌＭＣ４ＲのＣＤをコードするヌクレオ
チド配列を含んでなる単離核酸である。
【００２６】本発明のもう１つの側面は、本明細書に開
示される新規な核酸を含んでなるヌクレオチドベクター
に関する。そのような新規核酸には、上記に開示され、
請求項１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１

16
１、１２、１３、１４、１５及び１６に記載される核酸
が含まれる。
【００２７】さらに本発明は、そのような新規核酸を、
前記ヌクレオチド配列によりコードされるポリペプチド
の発現を制御するヌクレオチド調節要素と機能的に関連
して含んでなる発現ベクターに関する。
【００２８】本発明のもう１つの側面は、本明細書に記
載の新規核酸を含んでなる遺伝子操作した宿主細胞に関
する。本発明のさらにもう１つの側面は、本明細書に記
載の新規核酸を含んでなる遺伝子操作した宿主細胞に関
するが、ここで前記核酸は、宿主細胞における前記ヌク
レオチド配列の発現を制御するヌクレオチド調節要素と
機能的に関連している。
【００２９】さらに本発明は、本明細書に記載の新規核
酸によりコードされる実質的に純粋なポリペプチドに関
する。本発明の好ましい態様には、
（ａ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３；
（ｂ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４；
（ｃ）ＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ
－１７６２を有するネコＭＣ４Ｒクローン；
（ｄ）ＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ
－１７６１を有するイヌＭＣ４Ｒクローン；
（ｅ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３か又はＡＴＣＣに預けら
れてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ－１７６２を有するネコ
ＭＣ４Ｒクローンによりコードされるポリペプチドのア
ミノ酸１～４６、９６～１２３、１８６～１９０又は２
６８～２７９に対応するネコＭＣ４ＲのＥＣＤ；
（ｆ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４か又はＡＴＣＣに預けら
れてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ－１７６１を有するイヌ
ＭＣ４Ｒクローンによりコードされるポリペプチドのア
ミノ酸１～４６、９８～１２４、１８７～１９１又は２
６８～２７９に対応するイヌＭＣ４ＲのＥＣＤ；
（ｇ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３か又はＡＴＣＣに預けら
れてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ－１７６２を有するネコ
ＭＣ４Ｒクローンによりコードされるポリペプチドのア
ミノ酸７０～７６、１４６～１６５、２１２～２４４又
は３０２～３３３に対応するネコＭＣ４ＲのＣＤ；又は
（ｈ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４か又はＡＴＣＣに預けら
れてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ－１７６１を有するイヌ
ＭＣ４Ｒクローンによりコードされるポリペプチドのア
ミノ酸６９～７７、１４７～１６３、２１６～２４４又
は３０２～３３３に対応するイヌＭＣ４ＲのＣＤ：のア
ミノ酸配列を含んでなる、実質的に純粋なポリペプチド
が含まれる。
【００３０】本発明のさらにもう１つの側面は、本明細
書に記載の新規核酸によりコードされる実質的に純粋な
ポリペプチドと免疫特異的に結合する抗体に関する。さ
らに本発明は、（ａ）請求項１８に記載の発現ベクター
で形質転換されて組換えポリペプチドを発現する宿主細
胞を培養すること；及び（ｂ）組換えポリペプチドを細
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胞培養物から回収すること：を含んでなる、組換えポリ
ペプチドを製造する方法に関する。
【００３１】さらに本発明は、本明細書に記載の新規核
酸によりコードされる実質的に純粋なポリペプチドと担
体を含んでなる組成物に関する。本発明のもう１つの側
面は、本明細書に記載の新規核酸を含んでなるポリヌク
レオチドをサンプル中に検出する方法に関するが、前記
方法は、（ａ）サンプルを、ポリヌクレオチドに結合し
て複合体を形成する化合物と、複合体を形成するのに十
分な時間接触させること；及び（ｂ）複合体が検出され
たなら、記載のポリヌクレオチドが検出されるように、
複合体を検出すること：を含んでなる。
【００３２】さらに本発明は、上記のポリペプチドをサ
ンプル中に検出する方法に関するが、前記方法は、
（ａ）ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件
下で、本明細書に記載のポリヌクレオチドにそのような
条件下でアニールする核酸プライマーと接触させるこ
と；及び（ｂ）ポリヌクレオチドが増幅されたなら、本
明細書に記載のポリヌクレオチドが検出されるように、
アニールされたポリヌクレオチドを増幅させること：を
含んでなる。
【００３３】好ましい態様では、前記ポリヌクレオチド
は機能性ＭＣ４ＲをコードするＲＮＡ分子であり、この
方法はアニールされたＲＮＡ分子をｃＤＮＡポリヌクレ
オチドへ逆転写させることをさらに含む。
【００３４】本発明のもう１つの側面は、本明細書に記
載の新規核酸によりコードされる実質的に純粋なポリペ
プチドに結合する化合物を同定する方法に関するが、前
記方法は、（ａ）化合物を、ポリペプチド／化合物の複
合体を形成するのに十分な時間上記ポリペプチドと接触
させること；及び（ｂ）ポリペプチド／化合物の複合体
が検出されたなら、上記ポリペプチドに結合する化合物
が同定されるように複合体を検出すること：を含んでな
る。
【００３５】さらに本発明は、本明細書に記載の新規核
酸によりコードされる実質的に純粋なポリペプチドに結
合する化合物を同定する方法に関するが、前記方法は、
（ａ）化合物を、ポリペプチド／化合物の複合体を形成
するのに十分な時間、複合体がレポーター遺伝子配列の
発現を誘導する細胞において、上記ポリペプチドと接触
させること；及び（ｂ）ポリペプチド／化合物の複合体
が検出されたなら、上記ポリペプチドに結合する化合物
が同定されるように、レポーター遺伝子配列の発現を検
出することによって複合体を検出すること：を含んでな
る。
【００３６】さらに本発明は、本明細書に記載の新規核
酸によりコードされる実質的に純粋なポリペプチドの活
性をモジュレートする方法に関するが、前記方法は、上
記ポリペプチドを発現する細胞を、当該ポリペプチドの
活性をモジュレートする化合物と前記活性をモジュレー
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トするのに十分な時間接触させることを含んでなる。
【００３７】さらに本発明は、ＭＣ４Ｒの拮抗薬をスク
リーニングして同定する方法に関するが、前記方法は、
（ａ）本明細書に記載の核酸によりコードされる実質的
に純粋なポリヌクレオチドを発現する細胞系を、ＭＣ４
Ｒ作動薬の存在下で試験化合物と接触させること；及び
（ｂ）試験化合物がこの細胞系に対するＭＣ４Ｒ作動薬
の結合及び細胞性効果を阻害するかどうかを決定するこ
と：を含み、ここでは、この細胞系に対するＭＣ４Ｒ作
動薬の結合及び細胞性効果を両方阻害する化合物として
拮抗薬が同定される。
【００３８】さらに本発明は、ＭＣ４Ｒの作動薬をスク
リーニングして同定する方法に関するが、前記方法は、
（ａ）本明細書に記載の新規核酸によりコードされる実
質的に純粋なポリペプチドを発現する細胞系を、ＭＣ４
Ｒ作動薬の存在下及び不在下で試験化合物と接触させる
こと；（ｂ）ＭＣ４Ｒ作動薬の存在下で、試験化合物が
この細胞系に対するＭＣ４Ｒ作動薬の結合を阻害するか
どうかを決定すること；及び（ｃ）ＭＣ４Ｒ作動薬の不
在下で、試験化合物がこの細胞系に対するＭＣ４Ｒ作動
薬の細胞性効果を模倣するかどうかを決定すること：を
含み、ここでは、この細胞系に対するＭＣ４Ｒ作動薬の
結合を阻害するが細胞性効果を模倣する試験化合物とし
て作動薬が同定される。
【００３９】好ましい態様では、細胞系は遺伝子操作さ
れた細胞系である。さらに本発明は、ＭＣ４Ｒの拮抗薬
をスクリーニングして同定する方法に関するが、前記方
法は、
（ａ）本明細書に記載の新規核酸によりコードされる実
質的に純粋なポリペプチドをランダムペプチドライブラ
リーと、ポリペプチドがこのライブラリー内の１つ又は
それ以上のペプチド種を認識して結合するように接触さ
せること；
（ｂ）ポリペプチド／ペプチドの結合物を単離するこ
と；
（ｃ）工程（ｂ）で単離されたペプチドの配列を決定す
ること；及び
（ｄ）試験化合物がＭＣ４Ｒ作動薬の結合及び細胞性効
果を阻害するかどうかを決定すること：を含み、ここで
は、ＭＣ４Ｒ作動薬の結合及び細胞性効果を両方阻害す
るペプチドとして拮抗薬が同定される。
【００４０】さらに本発明は、ＭＣ４Ｒの作動薬をスク
リーニングして同定する方法に関するが、前記方法は、
（ａ）本明細書に記載の新規核酸によりコードされる実
質的に純粋なポリペプチドをランダムペプチドライブラ
リーと、ポリペプチドがこのライブラリー内の１つ又は
それ以上のペプチド種を認識して結合するように接触さ
せること；
（ｂ）ポリペプチド／ペプチドの結合物を単離するこ
と；
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（ｃ）工程（ｂ）で単離されたペプチドの配列を決定す
ること；及び
（ｄ）ＭＣ４Ｒ作動薬の不在下で、ペプチドがＭＣ４Ｒ
作動薬の細胞性効果を模倣するかどうかを決定するこ
と：を含み、ここでは、ＭＣ４Ｒポリペプチドに対する
ＭＣ４Ｒ作動薬の結合を阻害するが、ＭＣ４Ｒ作動薬の
細胞性効果を模倣するペプチドとして作動薬が同定され
る。
【００４１】さらに本発明は、本明細書に記載の新規核
酸によりコードされる実質的に純粋なポリペプチドの活
性をモジュレートする方法に関するが、前記方法は、当
該ポリペプチドを、当該ポリペプチドの活性をモジュレ
ートする化合物と前記活性をモジュレートするのに十分
な時間接触させることを含んでなる。
【００４２】さらに本発明は、ＭＣ４Ｒの内因性酵素活
性を動物においてモジュレートする方法に関するが、前
記方法は、前記内因性酵素活性をモジュレートするのに
有効な量のＭＣ４Ｒリガンドを動物へ投与することを含
んでなる。
【００４３】好ましい態様では、動物がウシ、ブタ、ヤ
ギ、ヒツジ、ウマ、イヌ又はネコである。さらに好まし
い態様では、前記ＭＣ４Ｒ受容体に対するリガンドがＭ
Ｃ４Ｒ作動薬である。
【００４４】もう１つの好ましい態様では、前記ＭＣ４
Ｒ受容体に対するリガンドがＭＣ４Ｒ拮抗薬である。好
ましい態様では、拮抗薬が前記ＭＣ４Ｒのエピトープと
免疫特異的に結合するモノクローナル抗体である。
【００４５】さらにもう１つの好ましい態様では、前記
ＭＣ４Ｒの酵素活性が増加されるか又は減少される。本
発明のさらにもう１つの側面はトランスジェニック動物
に関するが、ここでは、機能性ＭＣ４Ｒをコードする単
離核酸又はその相補体［前記核酸は、
（ａ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：１のコーディング領域に中
位ストリンジェンシーの条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列；
（ｂ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：１のコーディング領域に相
補的であるポリヌクレオチドに中位ストリンジェンシー
の条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列；
（ｃ）ＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ
－１７６２を有するネコＭＣ４Ｒのコーディング領域に
中位ストリンジェンシーの条件下でハイブリダイズする
ヌクレオチド配列；及び
（ｄ）ＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ
－１７６２を有するネコＭＣ４Ｒのコーディング領域に
相補的であるポリヌクレオチドに中位ストリンジェンシ
ーの条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列：か
らなる群から選択されるヌクレオチド配列を含んでなる
（但し、前記機能性ＭＣ４Ｒは、ヒト、ブタ、マウス、
ラット又はニワトリのものではない）］、又は機能性Ｍ
Ｃ４Ｒをコードする単離核酸、又はその相補体［前記核
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酸は、
（ａ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２のコーディング領域に中
位ストリンジェンシーの条件下でハイブリダイズするヌ
クレオチド配列；
（ｂ）ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２のコーディング領域に相
補的であるポリヌクレオチドに中位ストリンジェンシー
の条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列；
（ｃ）ＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ
－１７６１を有するイヌＭＣ４Ｒのコーディング領域に
中位ストリンジェンシーの条件下でハイブリダイズする
ヌクレオチド配列；及び
（ｄ）ＡＴＣＣに預けられてＡＴＣＣ受入れ番号ＰＴＡ
－１７６１を有するイヌＭＣ４Ｒのコーディング領域に
相補的であるポリヌクレオチドに中位ストリンジェンシ
ーの条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列：か
らなる群から選択されるヌクレオチド配列を含んでなる
（但し、前記機能性ＭＣ４Ｒは、ヒト、ブタ、マウス、
ラット又はニワトリのものではない）］を含んでなる核
酸が、動物のゲノムに含まれる発現されたトランス遺伝
子である。
【００４６】さらに本発明は、本明細書に記載の新規核
酸によりコードされる実質的に純粋なポリペプチドをコ
ードするゲノム配列の発現が妨げられているか又は抑え
られているトランスジェニック動物に関する。
【００４７】さらに本発明は、ＭＣ４Ｒリガンドの有効
量を動物へ投与することを含んでなる、動物の食欲及び
／又は代謝率をモジュレートする方法に関する。好まし
い態様では、動物が食欲関連又は代謝性の障害を有す
る。
【００４８】さらに好ましい態様では、障害が、食欲、
給餌行動又は体重における減少、又は代謝率における増
加を引き起こすか、又はそれにより引き起こされるか、
又は特徴づけられ、リガンドがＭＣ４Ｒ拮抗薬である。
【００４９】さらにもう１つの好ましい態様では、障害
が、食欲、給餌行動又は体重における増加、又は代謝率
における減少を引き起こすか、又はそれにより引き起こ
されるか、又は特徴づけられ、リガンドがＭＣ４Ｒ作動
薬である。
【００５０】もう１つの態様では、動物が産後の雌ブタ
又は乳用牛である。もう１つの態様では、動物が伴侶動
物である。もう１つの態様では、動物が家畜動物であ
る。
【００５１】もう１つの態様では、動物が家禽動物であ
る。もう１つの態様では、動物が搬送又は密集のストレ
スに病んでいる。もう１つの態様では、動物が泌乳して
いる。
【００５２】もう１つの態様では、動物が妊娠してい
る。もう１つの態様では、障害が悪液質、無食欲又は離
乳誘導性の食思不振及び成長遅延である。
【００５３】もう１つの態様では、障害が代謝性障害で
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ある。もう１つの態様では、代謝性障害が糖尿病であ
る。もう１つの態様では、障害が疾患である。
【００５４】もう１つの態様では、疾患が癌、腎不全、
心臓病、内毒素血症、発熱、肝脂質症、感染症又は炎症
である。もう１つの態様では、動物が肥満している。
【００５５】もう１つの態様では、ＭＣ４Ｒリガンドが
医薬組成物の一部である。さらに本発明は、ＭＣ４Ｒリ
ガンドの有効量を動物へ投与することを含んでなる、動
物の繁殖能力を増加させる方法に関する。
【００５６】さらに本発明は、ＭＣ４Ｒリガンドの有効
量を動物へ投与することを含んでなる、動物の成長能力
を増加させる方法に関する。さらに本発明は、ＭＣ４Ｒ
リガンドの有効量を動物へ投与することを含んでなる、
動物の食欲及び／又は代謝率をモジュレートする方法に
関するが、ここで当該リガンドは医薬組成物の一部であ
る。
【００５７】好ましい態様では、その医薬組成物が経口
投与される。さらに本発明は、ＭＣ４Ｒリガンドを含ん
でなる医薬組成物を含んでなるキットに関する。
【００５８】発明の詳細な説明
発明の概論
本発明は、メラノコルチン４受容体（以下、「ＭＣ４
Ｒ」）をコードする新規核酸とその遺伝子産物に関す
る。特に、本発明は、ネコ及びイヌのＭＣ４Ｒポリペプ
チドをコードする核酸とその遺伝子産物を提供する。本
発明はまた、本発明の新規ＭＣ４Ｒの活性又は発現をモ
ジュレートする化合物を同定するスクリーニングアッセ
イに関する。特に、本発明は、ＭＣ４Ｒでトランスフェ
クトされた細胞系を使用する、ＭＣ４Ｒ結合性化合物に
ついての in vitro アッセイを提供する。ＭＣ４Ｒでト
ランスフェクトされた細胞系は、さらに、その発現レベ
ルがＭＣ４Ｒにより調節されるレポーター遺伝子を含む
場合がある。さらに本発明は、ＭＣ４Ｒの活性又は発現
をモジュレートする医薬組成物に関する。特に、医薬組
成物は、ＭＣ４Ｒの作動薬又は拮抗薬であり得る。拮抗
薬は、例えば、他のＭＣ４Ｒ作動薬又は拮抗薬を競合的
に阻害することによって、活性化されたＭＣ４Ｒのその
下流のシグナル経路との相互作用を妨げることによっ
て、又はＭＣ４Ｒ遺伝子の転写を阻害することによっ
て、又はＭＣ４ＲのｍＲＮＡのプロセシング又は翻訳を
阻害することによって、作用し得る。作動薬は、ＭＣ４
Ｒのシグナル伝達反応又はその発現の天然の生物学的効
果を活性化すること及び／又は増強することによって作
用し得る。さらにもう１つの側面では、本発明は、伴侶
動物、家畜及び家禽における食欲に関連した障害を治療
する方法に関し、前記方法は、ＭＣ４Ｒの発現又は活性
をモジュレートする医薬組成物を投与することを含んで
なる。特に、病んでいるか又はストレス状態にある動物
の食欲及び繁殖能力、又は体重の維持又は回復を強化す
る、又は食欲を減退させるか又は肥満を改善する医薬組
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成物が、伴侶動物、家畜又は家禽へ投与され得る。
【００５９】本発明は、イヌ及びネコのＭＣ４Ｒの諸形
態をコードする新規なＭＣ４Ｒ核酸の発見に一部基づい
ている。本発明は、（ａ）イヌＭＣ４Ｒをコードする核
酸（図１、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：１に示される）；
（ｂ）ネコＭＣ４Ｒをコードする核酸（図２、ＳＥＱ  
ＩＤ  ＮＯ：２に示される）；（ｃ）それらの突然変異
体、先端切除体又はフラグメント；（ｄ）イヌＭＣ４Ｒ
又はネコＭＣ４Ｒを含んでなる、その組換えタンパク
質、ペプチド、フラグメント又はそれらの誘導体；
（ｅ）本発明のＭＣ４Ｒ変異体の組換えタンパク質、ペ
プチド、フラグメント又はそれらの誘導体；及び（ｆ）
イヌ又はネコのＭＣ４Ｒを含んでなる、組換え融合タン
パク質、ペプチド、フラグメント又はそれらの誘導体：
を包含する。本発明により使用され得る変化した核酸に
は、同一であるか又は機能的に同等な遺伝子産物をコー
ドする核酸を生じる、様々なヌクレオチド残基の欠失
物、付加物又は置換物が含まれる。遺伝子産物そのもの
は、ＭＣ４Ｒポリペプチドの内部にアミノ酸残基の欠失
物、付加物又は置換物を含有し得るが、これは機能的に
同等なＭＣ４Ｒを生じる。そのようなアミノ酸の置換物
は、関与する残基の極性、電荷、溶解性、疎水性、親水
性及び／又は両親媒性における同等性に基づいて製造し
得る。例えば、陰性に荷電したアミノ酸にはアスパラギ
ン酸及びグルタミン酸が含まれ；陽性に荷電したアミノ
酸にはリジン及びアルギニンが含まれ；同様の親水性を
有する電荷のない極性基の付いたアミノ酸には以下が含
まれる：ロイシン、イソロイシン、バリン；グリシン、
アラニン；アスパラギン、グルタミン；セリン、スレオ
ニン；フェニルアラニン、チロシン。本明細書で使用さ
れるように、機能的に同等なＭＣ４Ｒとは、ＭＣ４Ｒリ
ガンド又はリガンド類似体に、但し必ずしもその対照と
なるネーティブＭＣ４Ｒと同一の結合アフィニティーで
なく結合する受容体を意味する。さらに、ＳＥＱ  ＩＤ
  ＮＯ：１又はＳＥＱ  ＩＤＮＯ：２の相補体に高いス
トリンジェント条件の下で選択的にハイブリダイズし、
α－ＭＳＨ（シグマ、セントルイス、ＭＯ；ＢＡＣＨＥ
Ｍ  Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ  Ｉｎｃ．，Ｋｉｎｇ  ｏｆ
  Ｐｒｕｓｓｉａ，ＰＡ）、［Ｎｌｅ

4
，Ｄ－Ｐｈｅ

7
］

－α－ＭＳＨ（以下、［ＮＤＰ－ＭＳＨ］；シグマ、Ｂ
ＡＣＨＥＭ，又はＮＥＮ（登録商標）、ボストン、Ｍ
Ａ）、ＭＴＩＩ（ＢＡＣＨＥＭ；メラノコルチン受容体
作動薬（Bednarek et al., 199１2iochem. & Biophys. 
Res. Comm. 261: 209-13））又はＳＨＵ９１１９（ＢＡ
ＣＨＥＭ；メラノコルチン受容体拮抗薬）に結合し得る
任意の核酸が本発明の主題となる。但し、この核酸は、
ヒト、ブタ、ラット、マウス又はニワトリのＭＣ４Ｒを
コードしない。
【００６０】特に断らなければ、すべての核酸配列は
５’から３’へ表記され、すべてのポリペプチド及びタ
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ンパク質の配列はＮ末端からＣ末端へ表記される。
【００６１】本発明の核酸及びポリペプチドの単離及び
特徴づけ
ネコ及びイヌ由来の核酸配列（それぞれ、ＳＥＱ  ＩＤ
  ＮＯ：１、及びＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：２）とそれによ
りコードされるネコ（ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：３）及びイ
ヌ（ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：４）のＭＣ４Ｒタンパク質の
推定アミノ酸配列を、それぞれ図１、２、３及び４に示
す。予測される膜貫通（以下、「ＴＭ」）ドメインを、
上線及びローマ数字により示し、４種の細胞外ドメイン
と４種の細胞質ドメインを、それぞれＥＣＤ１～４、及
びＣＤ１～４により示す。図３及び４は、標準的な１文
字アミノ酸の配列として示す。配列上のローマ数字は膜
貫通領域を示す。ＥＣＤ＝細胞外ドメイン、ＣＤ＝細胞
質ドメインである。
【００６２】メラノコルチン受容体の曲がりくねった構
造は、ＴＭドメイン間に位置する親水性ドメインが細胞
の外側と内側に交替的に配置されてこの受容体のＥＣＤ
（ネコの配列では、アミノ酸残基１～４６、９６～１２
３、１８６～１９０及び２６８～２７９、図３；イヌの
配列では、アミノ酸残基１～４６、９８～１２４、１８
７～１９１及び２６８～２７９、図４）とＣＤ（ネコの
配列では、アミノ酸残基７０～７６、１４６～１６５、
２１２～２４４及び３０２～３３３、図３；イヌの配列
では、アミノ酸残基６９～７７、１４７～１６３、２１
６～２４４及び３０２～３３３、図４）を形成すること
を示唆する。
【００６３】本明細書に記載される特定の態様では、ネ
コ及びイヌのｃＤＮＡライブラリー（それぞれのライブ
ラリーは、そのＳＵＰＥＲＳＣＲＩＰＴTM  ｃＤＮＡラ
イブラリー構築技術を使用して、ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｉｅｓ（ロックビル、ＭＤ）により構築された）
のクローンへ、ビオチンタグの付いた特定の非縮重オリ
ゴヌクレオチド（ttgactctgtgactgtagctccttgct）を、
ストリンジェントにハイブリダイズさせることによっ
て、ネコ及びイヌのＭＣ４Ｒ遺伝子を単離した。磁石に
よりペレット化するＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｅｎ磁気ビー
ズを使用して、ライブラリー中の他のクローンからこの
複合体を分離した。捕捉オリゴヌクレオチド部位（前方
プライマ－：atgaggcagatgatgacagc；後方プライマー：
gtgatctgtagctccttgc）に隣接するように設計されたＭ
Ｃ４Ｒ特異的なプライマー対を使用するＰＣＲによっ
て、ＭＣ４Ｒクローンを同定した。このｃＤＮＡライブ
ラリーから６個のネコＭＣ４Ｒクローンと１個のイヌＭ
Ｃ４Ｒクローンを単離した。これらの中で、１種のネコ
クローンと１種のイヌクローンを（それぞれ、受入れ番
号ＰＴＡ－１７６２及びＰＴＡ－１７６１のもとで）Ａ
ＴＣＣに預けた。これらクローンの同一性を、様々なＭ
Ｃ４Ｒ遺伝子特異的なプライマー対（前方プライマ－：
tgagacatgaagcacac；後方プライマー：gtgatctgtagctcc
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ttgc）を使用するＰＣＲにより確かめた。ＭＣ４Ｒ遺伝
子の配列決定は、各クローンの両端から１回の標準反応
と３回のプライマーウォーキング（primer walking）反
応を使用して完了した。ＭＣ４Ｒ遺伝子フラグメントの
配列をその重複領域に基づいて組立てた。各クローン内
のオープンリーディングフレームの概念的な翻訳によ
り、それぞれがＭＣ４Ｒをコードする核酸を含むことが
示された。イヌＭＣ４Ｒ遺伝子のオープンリーディング
フレームはヌクレオチド４４７～１４４５を含む（図
２）。ネコＭＣ４Ｒ遺伝子のオープンリーディングフレ
ームはヌクレオチド４５１～１４４９を含む（図１）。
【００６４】本発明はまた、ＭＣ４Ｒ変異体をコードす
る核酸と、ＭＣ４Ｒ活性が存在する他の動物から単離し
たＭＣ４Ｒ核酸に関するが、但し、他の動物とはヒト、
ブタ、ラット、マウス又はニワトリではない。１つの態
様では、ＭＣ４Ｒ核酸が、限定しないが、雌ウシ、ウ
マ、ヤギ、ヒツジ、ヘラジカ、シカ、ヤギュウ、スイギ
ュウ、雄ウシ、ヒトニザル、サル及びキツネザルを含む
哺乳動物に由来する。もう１つの態様では、ＭＣ４Ｒ核
酸が、限定しないが、ガチョウ、ダチョウ、エミュー、
七面鳥及びアヒルを含む鳥類に由来する。さらにもう１
つの態様では、ＭＣ４Ｒ核酸が、限定しないが、サケ、
コイ及びマスを含む魚類に由来する。好ましくは、本発
明の核酸は、ＬＡＳＥＲＧＥＮＥ－ＭＥＧＡＬＩＧＮTM

ソフトウェアパッケージ（ＤＮＡＳＴＡＲ，Ｉｎｃ．，
マジソン、ＷＩ；類似性比率は、系統関係を考慮せず、
配列を直接比較する）を使用すると、ネコＭＣ４Ｒ遺伝
子配列に対し８７．４％より多く同一であり、イヌＭＣ
４Ｒ遺伝子配列に対し８１．３％より多く同一である。
他のやり方では、本発明の好ましいポリペプチドは、や
はりＬＡＳＥＲＧＥＮＥ－ＭＥＧＡＬＩＧＮTMソフトウ
ェアパッケージを使用すると、ネコＭＣ４Ｒタンパク質
配列に対し９８．２％より多く同一であり、イヌＭＣ４
Ｒ遺伝子配列に対し９８．１％より多く同一である。も
う１つの好ましい態様では、本発明のポリペプチドと本
発明の核酸によりコードされる遺伝子産物は、生理学的
条件の下で、α－ＭＳＨ、ＮＤＰ－ＭＳＨ、ＭＴＩＩ又
はＳＨＵ９１１９に結合して活性化され得る機能性ＭＣ
４Ｒである。
【００６５】典型的には、本発明の核酸は、ストリンジ
ェントな条件の下でネコ又はイヌのＭＣ４Ｒ核酸にハイ
ブリダイズすることができる。「ストリンジェント」と
いう用語は、当技術分野でストリンジェントとして通常
理解される条件を意味するために用いられる。好ましい
態様では、本発明の核酸は、本明細書に開示されたネコ
又はイヌのＭＣ４Ｒをコードするポリヌクレオチドに、
高いストリンジェント条件の下でハイブリダイズする。
高いストリンジェンシーのような条件を使用する方法は
以下の通りである：６ＸＳＳＣ，５０ｍＭ  トリス－Ｈ
Ｃｌ（ｐＨ７．５），１ｍＭ  ＥＤＴＡ，０．０２％  
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ＰＶＰ，０．０２％  Ｆｉｃｏｌｌ，０．０２％  ＢＳ
Ａ及び変性サケ精子ＤＮＡ  ５００μｇ／ｍｌからなる
緩衝液において、６５℃で８時間から一晩、ＤＮＡ含有
フィルターのプレハイブリダイゼーションを実行する。
変性サケ精子ＤＮＡ  １００μｇ／ｍｌと32Ｐ標識プロ
ーブ５～２０ｘ１０6ｃｐｍを含有するプレハイブリダ
イゼーション混合液において、６５℃で４８時間、フィ
ルターをハイブリダイズさせる。２ＸＳＳＣ，０．０１
％  ＰＶＰ，０．０１％  Ｆｉｃｏｌｌ及び０．０１％
  ＢＳＡを含有する溶液において、３７℃で１時間、フ
ィルターの洗浄を行なう。この後に、０．１ＸＳＳＣに
おいて、５０℃で４５分間洗浄した後、オートラジオグ
ラフィーを実施する。当技術分野でよく知られている他
の高いストリンジェンシーの条件も使用し得る。
【００６６】もう１つの態様では、本発明の核酸は、本
明細書に開示されたネコ又はイヌのＭＣ４Ｒをコードす
るポリヌクレオチドに中位ストリンジェンシーの条件下
でハイブリダイズする。中位ストリンジェンシーのよう
な条件を使用する方法は以下の通りである：６ＸＳＳ
Ｃ，５Ｘデンハート溶液，０．５％  ＳＤＳ及び変性サ
ケ精子ＤＮＡ  １００μｇ／ｍｌを含有する溶液におい
て、５５℃で６時間、ＤＮＡ含有フィルターを前処理す
る。同じ溶液においてハイブリダイゼーションを実行
し、32Ｐ標識プローブ５～２０ｘ１０6ｃｐｍを使用す
る。ハイブリダイゼーション混合液において、５５℃で
１８～２０時間、フィルターをインキュベートし、次い
で、１ＸＳＳＣ及び０．１％  ＳＤＳを含有する溶液に
おいて、６０℃で３０分間、２回洗浄する。フィルター
を乾燥させ、オートラジオグラフィーのために露光させ
る。当技術分野でよく知られている他の中位ストリンジ
ェンシーの条件も使用し得る。フィルターの洗浄は、２
ＸＳＳＣ及び０．１％  ＳＤＳを含有する溶液におい
て、３７℃で１時間、実行する。
【００６７】もう１つの態様では、本発明の核酸には、
本明細書に開示されたネコ又はイヌのＭＣ４Ｒをコード
するポリヌクレオチドに低いストリンジェンシーの条件
下でハイブリダイズするものが含まれる。低いストリン
ジェンシーのような条件を使用する方法は以下の通りで
ある（Shilo and Weinberg, 1981, Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 78: 6789-6792 も参照のこと）：３５％  ホ
ルムアミド、５ＸＳＳＣ，５０ｍＭ  トリス－ＨＣｌ
（ｐＨ７．５），５ｍＭ  ＥＤＴＡ，０．１％ＰＶＰ，
０．１％  Ｆｉｃｏｌｌ，１％  ＢＳＡ及び変性サケ精
子ＤＮＡ  ５００μｇ／ｍｌを含む溶液において、４０
℃で６時間、ＤＮＡ含有フィルターを前処理する。同じ
溶液においてハイブリダイゼーションを実行するが、以
下の変更がある：０．０２％  ＰＶＰ，０．０２％  Ｆ
ｉｃｏｌｌ，０．２％  ＢＳＡ、サケ精子ＤＮＡ  １０
０μｇ／ｍｌ、１０（重量／体積）％  硫酸デキストラ
ン及び32Ｐ標識プローブ５～２０ｘ１０6ｃｐｍを使用
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する。ハイブリダイゼーション混合液において、４０℃
で１８～２０時間、フィルターをインキュベートし、次
いで、２ＸＳＳＣ、２５ｍＭ  トリス－ＨＣｌ（ｐＨ
７．４）、５ｍＭ  ＥＤＴＡ及び０．１％  ＳＤＳを含
有する溶液において、５５℃で１．５時間、洗浄する。
洗浄溶液を新鮮な溶液に換え、６０℃でさらに１．５時
間インキュベートする。フィルターを乾燥させ、オート
ラジオグラフィーにために露光させる。必要ならば、フ
ィルターを６５～６８℃でもう一度（３回目）洗浄し、
フィルムに再露光させる。当技術分野でよく知られてい
る（例えば、種間ハイブリダイゼーションに利用されて
いるような）他の低いストリンジェンシーの条件も使用
し得る。
【００６８】本発明の核酸は、低減したストリンジェン
シーの条件下で、ネコ又はイヌのＭＣ４Ｒクローンの放
射活性標識フラグメントを使用して、ゲノム又はｃＤＮ
Ａのライブラリー、例えばバクテリオファージｃＤＮＡ
ライブラリーをスクリーニングすることによって単離し
得る。他のやり方では、ネコ又はイヌのＭＣ４Ｒ配列
は、ＰＣＲプローブとして使用し得る縮重又は完全縮重
オリゴヌクレオチドプローブを設計するか又はバクテリ
オファージｃＤＮＡライブラリーをスクリーニングする
ために使用し得る。もう１つの選択肢では、ポリメラー
ゼ連鎖反応（ＰＣＲ）に基づいた戦略を使用して、ＭＣ
４Ｒ変異体又は他の種由来のＭＣ４Ｒ遺伝子をコードす
る核酸をクローン化し得る。ネコ及びイヌのＭＣ４Ｒの
ｃＤＮＡ配列間に保存されたモチーフに対応する２つの
縮重オリゴヌクレオチドプールが、ＰＣＲ反応における
プライマーとして役立つように設計し得る。この反応の
鋳型は、ＭＣ４Ｒを発現することが知られている細胞系
又は組織から調製されたｍＲＮＡの逆転写により得られ
るｃＤＮＡである。この増幅された配列が所望のＭＣ４
Ｒ配列を表すことを保証するために、ＰＣＲ産物をサブ
クローン化して配列を決定する場合がある。このＰＣＲ
フラグメントは、増幅されたフラグメントを放射活性標
識化し、バクテリオファージｃＤＮＡライブラリーをス
クリーニングすることによって完全長ＭＣ４ＲのｃＤＮ
Ａクローンを単離するために使用し得る。他のやり方で
は、標識フラグメントは、ゲノムライブラリーをスクリ
ーニングするために使用し得る。使用し得るクローニン
グ戦略の概説については、例えば、Sambrook et al., 1
989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2d e
d.,Cold Spring Harbor Press, N. Y.; 及び Ausubel e
t al., 199１3urrent protocols in Molecular Biolog
y, (Green Publishing Associates and Wiley Intersci
ence, N. Y. ）を参照のこと。
【００６９】他のやり方では、本発明のＭＣ４Ｒ・ｃＤ
ＮＡの単離は、ＣＯＳ細胞へ移入されたときに高コピー
数のプラスミドの発現を可能にするＳＶ４０の複製開始
配列を含有する、ｐｃＤＮＡ１のような哺乳動物の発現
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ベクターにおいてｃＤＮＡライブラリーを構築すること
によっても達成され得る。トランスフェクトされたＣＯ
Ｓ細胞の表面におけるＭＣ４Ｒの発現は、放射標識、蛍
光標識又は酵素で標識した、ＭＳＨ又はＭＳＨ作動薬の
ような標識化リガンドの使用を含む、数多くの方法で検
出され得る。ＭＣ４Ｒを発現する細胞は、トランスフェ
クトされた細胞をＦＡＣＳ（蛍光標示式細胞分取器）ソ
ートにかけることによって濃縮し得る。
【００７０】当然ながら、本発明のＭＣ４Ｒをコードす
るポリヌクレオチドを単離するには、上記に概説した代
表的な方法及び手技だけでなく、当技術分野で知られて
いるｃＤＮＡ又はゲノムＤＮＡを単離する他の方法も使
用し得る。例えば、Sambrooket al., 同上、及び Ausub
el et al., 同上を参照のこと。
本発明の核酸の発現
本発明によれば、ＭＣ４Ｒポリペプチド、ＭＣ４Ｒポリ
ペプチドのペプチドフラグメント、ＭＣ４Ｒ融合タンパ
ク質又はそれらの機能的同等物をコードするＭＣ４Ｒの
核酸が、適切な宿主細胞系におけるＭＣ４Ｒポリペプチ
ド又はその機能的同等物の発現を指令する組換え核酸分
子を産生するために使用し得る。他のやり方では、ＭＣ
４Ｒ核酸の１つ又はそれ以上の部分にハイブリダイズす
る核酸も、核酸ハイブリダイゼーションアッセイ、サザ
ン又はノーザンブロット分析などにおいて使用し得る。
当然ながら、実質的に同一なもの又は機能的に同等なポ
リペプチドをコードする関連した核酸も、ＭＣ４Ｒポリ
ペプチドのクローニング及び発現のために本発明の実施
において使用し得る。
【００７１】本発明の核酸は、限定しないが、遺伝子産
物のプロセシング及び発現を修飾する変化を含む、多種
多様な目的についてＭＣ４Ｒコーディング配列を変化さ
せるために加工し得る。例えば、新しい制限部位を挿入
する、糖鎖結合パターンを変化させること、リン酸化パ
ターンを変化させること、等のために当技術分野でよく
知られている技術、例えば部位特異的突然変異誘発を使
用して、突然変異を導入し得る。例えば、酵母のような
ある種の発現系では、宿主細胞系により遺伝子産物が過
剰に糖鎖結合され得る。そのような発現系を使用すると
きは、ＭＣ４Ｒ遺伝子産物のＮ連結糖鎖結合部位をすべ
て消去するようにＭＣ４Ｒコーディング配列を変化させ
ることが好ましい場合もある。
【００７２】本発明のもう１つの態様では、融合タンパ
ク質をコードするために、ＭＣ４Ｒ核酸又は修飾された
ＭＣ４Ｒ核酸を異種配列へ連結し得る。例えば、ペプチ
ドライブラリーのスクリーニングには、市販の抗体によ
り認識される異種エピトープを含んでなるキメラＭＣ４
Ｒタンパク質を使用することが有利であり得る。融合タ
ンパク質はまた、ＭＣ４Ｒポリペプチドがこの異種ポリ
ペプチドから開裂され得るように、ＭＣ４Ｒポリペプチ
ドと異種ポリペプチドとの間に位置づけられる開裂部位
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を含有するように加工し得る。
【００７３】本発明の別の態様では、当技術分野でよく
知られている化学的な方法を使用して、全体又は部分的
にＭＣ４Ｒ核酸を合成し得る（例えば、Caruthers, et 
al.,1980, Nuc. Acids Res. Symp. Ser. 7: 215-233; C
rea and Horn, 1980, Nuc.Acids Res. 9: 2331; Matteu
cci and Caruthers, 1980, Tetrahedron Letters 21: 7
1１3how and Kempe, 1981, Nuc. Acids Res. 9: 2807-2
817 を参照のこと）。他のやり方では、ＭＣ４Ｒポリペ
プチドは、化学的な方法を使用して、全体又は部分的に
製造し得る。例えば、ＭＣ４Ｒポリペプチドは固相技術
により合成され、樹脂から開裂され、調製用高速液体ク
ロマトグラフィーにより精製し得る（例えば、Creighto
n, 1983, Proteins Structures And Molecular Princip
les, W. H. Freeman and Co., N. Y. pp. 50-60 を参照
のこと）。この合成ペプチドの組成は、アミノ酸分析又
は配列決定により確かめ得る（例えば、エドマン分解
法；Creighton, 1983, Proteins Structures And Molec
ular Principles, W. H. Freeman and Co., N. Y. pp. 
34-49 を参照のこと）。
【００７４】生物学的に活性なＭＣ４Ｒを発現させるに
は、ＭＣ４Ｒをコードする核酸、又はその（上記に述べ
たような）機能的同等物を適切な発現ベクター（即ち、
挿入されるコーディング配列の転写及び翻訳に必要な要
素を含有するベクター）へ挿入し、ＭＣ４Ｒを含むベク
ターを創出する。このＭＣ４Ｒ含有ベクターを用いて、
好適な宿主細胞系（即ち、ＭＣ４Ｒをコードする核酸か
らのＭＣ４Ｒ遺伝子産物の発現を可能にする細胞系）を
形質転換させる。このＭＣ４Ｒ遺伝子産物と形質転換さ
れた細胞系は様々な目的に使用し得る。この目的には、
限定しないが、ＭＣ４Ｒ遺伝子産物に結合する抗体（即
ち、モノクローナル又はポリクローナル抗体）を産生す
ることが含まれる。この抗体は、例えば、ＭＣ４Ｒ受容
体に対するリガンドの結合を競合阻害し得る（以下参
照）か、又はＭＣ４Ｒ受容体を介して作用するリガンド
又は薬物をスクリーニングして選択する（以下参照）、
等のために使用し得る。
【００７５】当技術分野の当業者によく知られている方
法を使用して、ＭＣ４Ｒ核酸及び適切な転写／翻訳制御
シグナルを含有する発現ベクターを構築し得る。この方
法には、in vitro 組換えＤＮＡ技術、合成技術及び in
 vivo 遺伝子組換えが含まれる。例えば、Sambrook et 
al., 同上； Ausubel et al., 同上、に記載の技術を参
照のこと。
【００７６】ＭＣ４Ｒの核酸を発現させるには、多種多
様な宿主－発現ベクター系を利用し得る。この系には、
限定しないが、ＭＣ４Ｒの核酸を含んでなる、組換えバ
クテリオファージＤＮＡ、プラスミドＤＮＡ又はコスミ
ドＤＮＡ発現ベクターで形質転換された微生物の株（例
えば、細菌の株）；ＭＣ４Ｒの核酸を含んでなる組換え
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酵母発現ベクターで形質転換された酵母の株（例えば、
S. cerevisiae 又は S. pombe の株）；ＭＣ４Ｒの核酸
を含んでなる組換えウイルス発現ベクター（例えば、バ
キュロウイルス由来の発現ベクター）に感染させた昆虫
細胞系；組換えウイルス発現ベクター（例えば、カリフ
ラワーモザイクウイルス（以下、「ＣａＭＶ」）又はタ
バコモザイクウイルス（以下、「ＴＭＶ」）由来の発現
ベクター）に感染させたか、又はＭＣ４Ｒの核酸を含有
する組換えプラスミド発現ベクター（例えば、Ｔｉプラ
スミド由来の発現ベクター）で形質転換させた植物細胞
系；組換えウイルス発現ベクター（例えば、アデノウイ
ルス又はワクシニアウイルス由来の発現ベクター）に感
染させた動物細胞系、又は、ＭＣ４Ｒ核酸の多重コピー
を含むように加工された動物細胞の系が含まれ、これら
は（例えば、ＭＣ４Ｒ核酸及びＤＨＦＲ遺伝子を含んで
なる発現ベクターで形質転換されたｄｈｆｒＣＨＯ細胞
系のメトトレキセート選択を使用して）安定的に増幅さ
れるか、又はＤＭ染色体（例えば、マウス細胞系）にお
いて不安定に増幅される。
【００７７】哺乳動物の宿主細胞系では、数多くのウイ
ルスをベースとする発現系を利用し得る。アデノウイル
スが発現ベクターとして使用される場合、ＭＣ４Ｒ核酸
は、アデノウイルスの転写／翻訳制御複合体（例えば、
後期プロモーター及び三分割リーダー配列）に連結して
キメラ遺伝子を産生し得る。次いで、このキメラ遺伝子
は、in vitro 又は in vivo の組換えによりアデノウイ
ルスゲノムへ挿入し得る。ウイルスゲノムの非必須領域
（例えば、領域Ｅ１又はＥ３）における挿入により、被
感染宿主において生存し得て、ＭＣ４Ｒ核酸を発現し得
る組換えウイルスが生じる（例えば、Logan & Shenk, 1
984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3655-3659 を参
照のこと）。他のやり方では、ワクシニアの７．５Ｋプ
ロモーターを使用し得る（例えば、Mackett et al., 19
82, Proc. Natl. Acad. Sci. USA79: 7415-7419; Macke
tt et al., 1984, J. Virol. 49: 857-864; Panicali e
tal., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79: 4927-49
31 を参照のこと）。
【００７８】ＭＣ４Ｒ核酸の効率的な翻訳には、１つ又
はそれ以上の特定の開始シグナルも必要とされる場合が
ある。このシグナルには、ＡＴＧ開始コドンと隣接配列
が含まれる。ＭＣ４Ｒ核酸が、それ自身の開始コドン及
び隣接配列を含め、ＭＣ４Ｒ遺伝子全体を含む場合、追
加の翻訳制御シグナルは必要でないかもしれない。しか
しながら、ＭＣ４Ｒ核酸が、ＭＣ４Ｒ遺伝子自身の開始
コドン及び隣接配列を含まない場合、ＡＴＧ開始コドン
を含む、1つ又はそれ以上の外来翻訳制御シグナルが提
供されなければならない。さらに、この開始コドンは、
挿入物全体の翻訳を保証するために、ＭＣ４Ｒコーディ
ング配列のリーディングフレームと同期していなければ
ならない。外来の翻訳制御シグナル及び開始コドンは、
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それぞれ天然か又は人工のいずれかの起源であり得る。
発現の効率は、適切な転写エンハンサー要素、転写ター
ミネーター等の取込みにより増強し得る（Bittner et a
l., 1987, Methods in Enzymol. 153: 516-544 を参照
のこと）。
【００７９】さらに、ＭＣ４Ｒ核酸の発現をモジュレー
トするか、又は所望される特定の形式でＭＣ４Ｒの遺伝
子産物を修飾するか又はプロセシングする宿主細胞を使
用し得る。ＭＣ４Ｒ遺伝子産物のそのような修飾（例え
ば、糖鎖連結）又はプロセシング（例えば、開裂）は、
このタンパク質の機能にとって重要であり得る。様々な
宿主細胞は、タンパク質の翻訳後プロセシング及び修飾
について特徴的かつ特定の機序を有する。ＭＣ４Ｒ遺伝
子産物の正確な修飾及びプロセシングを保証するのに適
切な細胞系又は宿主系を選択し得る。この目的のため
に、一次転写物の適切なプロセシングと、この遺伝子産
物の糖鎖連結及びリン酸化をするための細胞装置を保有
する真核の宿主細胞系を使用し得る。そのような哺乳動
物の宿主細胞系の例には、限定しないが、ＣＨＯ、ＶＥ
ＲＯ、ＢＨＫ、ＨｅＬａ、ＣＯＳ、ＭＤＣＫ、２９３及
びＷＩ３８細胞系が含まれる。
【００８０】組換えタンパク質の長期にわたる高収率産
生には、安定な発現が好ましい場合がある。例えば、Ｍ
Ｃ４Ｒ核酸を安定的に発現する細胞系を加工し得る。ウ
イルスの複製起点を含有する発現ベクターを使用するよ
りは、１つ又はそれ以上の適切な発現制御要素（例え
ば、プロモーター、エンハンサー、転写ターミネータ
ー、ポリアデニル化部位、等）により制御されるＭＣ４
Ｒ核酸と選択可能マーカーを含んでなる組換えプラスミ
ドで宿主細胞を形質転換し得る。形質転換の後、この細
胞系は濃縮培地で１～２日間増殖させ、次いで、選択培
地へ移される。組換えプラスミドの選択可能マーカー
は、選択に抵抗性をもたらし、形質転換された細胞がこ
のプラスミドを染色体へ安定的に組込み、増殖してフォ
ーカスを形成し、次いでクローン化され、細胞系へ拡大
され得ることを可能にする。この方法は、有利にも、Ｍ
Ｃ４Ｒ遺伝子産物を細胞表面上で発現し、ＭＣ４Ｒリガ
ンド介在性のシグナル伝達に反応する細胞系を加工する
ために使用し得る。そのように加工された細胞系は、Ｍ
Ｃ４Ｒリガンド及びリガンド類似体をスクリーニングす
ることに特に有用である。
【００８１】ＭＣ４Ｒ核酸を含有し、生物学的に活性な
ＭＣ４Ｒ遺伝子を発現する宿主細胞は、限定されない
が、以下のような少なくとも４種の一般的なアプローチ
のいずれか１つにより同定し得る：（ａ）ＤＮＡ－ＤＮ
Ａ又はＤＮＡ－ＲＮＡハイブリダイゼーション；（ｂ）
「マーカー」遺伝子機能の存在又は不在；（ｃ）宿主細
胞におけるＭＣ４Ｒ・ｍＲＮＡ転写物の発現により測定
されるように転写レベルを評価すること；及び（ｄ）免
疫アッセイ又はその生物学的活性により測定されるよう
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な遺伝子産物の検出。
【００８２】第一のアプローチでは、発現ベクターに挿
入されたＭＣ４Ｒ核酸の存在が、ＭＣ４Ｒコーディング
配列にそれぞれ相同であるヌクレオチド配列、又はその
部分か又は誘導体を含んでなるプローブを使用するＤＮ
Ａ－ＤＮＡ又はＤＮＡ－ＲＮＡハイブリダイゼーション
により検出され得る。
【００８３】第二のアプローチでは、ある種の「マーカ
ー」遺伝子機能（例えば、チミジンキナーゼ活性、抗生
物質に対する抵抗性、メトトレキセートに対する抵抗
性、形質転換の表現型、バクロウイルスにおける咬合体
の形成、等）の存在又は不在に基づいて、組換え発現ベ
クター／宿主系が同定及び選択され得る。例えば，ＭＣ
４Ｒ核酸がベクターのマーカー遺伝子配列の内部に挿入
されれば、ＭＣ４Ｒ核酸を含有する組換え体は、マーカ
ー遺伝子機能の不在により同定し得る。他のやり方で
は、マーカー遺伝子は、ＭＣ４Ｒ核酸の発現を制御する
ために使用されるものと同じであるか又は異なるプロモ
ーターの制御下にあるＭＣ４Ｒ核酸と並んで配置し得
る。誘導又は選択に反応するマーカーの発現は、ＭＣ４
Ｒ核酸の発現を示す。
【００８４】第三のアプローチでは、ＭＣ４Ｒ核酸の転
写活性をハイブリダイゼーションアッセイによって評価
し得る。例えば、形質転換した細胞系からＲＮＡを単離
し、ＭＣ４Ｒの核酸又はその特定部分と同一であるか又
は類似したプローブを使用するノーザンブロット分析に
より分析し得る。他のやり方では、形質転換された細胞
の全核酸を抽出し、そのようなプローブに対するハイブ
リダイゼーションについてアッセイすることが可能であ
る。
【００８５】第四のアプローチでは、ＭＣ４Ｒ遺伝子産
物の免疫学的検出、例えば、ウェスタンブロット、放射
免疫沈降、酵素吸着免疫アッセイ等の免疫アッセイによ
り、ＭＣ４Ｒ核酸の発現を評価し得る。しかしながら、
発現系の成功の究極的な試験には、生物学的に活性なＭ
Ｃ４Ｒ遺伝子産物の検出が含まれる。限定しないが、Ｍ
Ｃ４Ｒリガンド結合アッセイ；及び加工した細胞系を試
験の基質として使用する生物学的アッセイを含む、数多
くのアッセイを使用して、受容体の活性を検出すること
ができる。
【００８６】当然ながら、宿主細胞と、生物学的に活性
なＭＣ４Ｒ遺伝子産物の発現を含んでなる、当業者に知
られている他のアプローチも、ＭＣ４Ｒ核酸を同定する
ために利用し得る。本発明のＭＣ４Ｒの活性をモジュレ
ートする化合物のスクリーニング以下のパラグラフに記
載される本発明のこの側面は、ＭＣ４Ｒ遺伝子産物の活
性のモジュレーションを介して動物の食欲及び／又は代
謝率をモジュレートする化合物を同定するためのスクリ
ーニング法（例えば、アッセイ）を包含する。そのよう
な化合物は、例えば、ＭＣ４Ｒ作動薬又はＭＣ４Ｒ拮抗
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薬であり得る。ＭＣ４Ｒ拮抗薬は、ＭＣ４Ｒ依存性のシ
グナル伝達を低減させることによって食欲、及び、おそ
らくは体重における増加を引き起こす。ＭＣ４Ｒ作動薬
は、ＭＣ４Ｒ依存性のシグナル伝達を増加させることに
よって、食欲及びおそらくは体重における減少と、代謝
率の増加を引き起こす。本発明のこの側面は、本明細書
に開示されるアッセイを使用して同定されるＭＣ４Ｒの
作動薬及び拮抗薬も包含するが、それには低分子（例、
低分子の有機化合物）、高分子（例、ペプチド）及び抗
体、並びに、ＭＣ４Ｒの遺伝子発現を阻害するために使
用し得るヌクレオチド配列（例、アンチセンス及びリボ
ザイム分子）、及びＭＣ４Ｒ遺伝子の発現を増強させる
ように設計された遺伝子又は調節配列の置換構築体（例
えば、強いプロモーター系の制御下でＭＣ４Ｒ遺伝子を
配置する発現構築体）が含まれる。上記の化合物は、治
療を必要とする動物の食欲及び代謝障害を治療するため
に使用し得る。
【００８７】特に、本発明には、ＭＣ４Ｒと相互作用す
る、例えば、ＭＣ４Ｒの活性をモジュレートする、及び
／又はＭＣ４Ｒに結合する化合物を同定するために使用
し得る、細胞性又は非細胞性のアッセイが含まれる。細
胞をベースとするアッセイは、ＭＣ４Ｒのシグナル伝達
活性に影響を及ぼす化合物又は組成物を、それらがＭＣ
４Ｒに結合するか又はＭＣ４Ｒシグナル伝達経路に関係
する細胞内因子に作用するかを同定するために使用し得
る。この目的のために、ＭＣ４Ｒを内因的に発現する細
胞を使用して、化合物をスクリーニングし得る。他のや
り方では、ＭＣ４Ｒを発現するように遺伝子操作したＨ
ＥＫ２９３細胞、ＣＯＳ細胞、ＣＨＯ細胞、線維芽細胞
等のような細胞系をスクリーニング目的に使用し得る。
この細胞をさらに加工して、活性化されたＭＣ４Ｒによ
り伝達されるシグナルに連結され、ＭＣ４Ｒのシグナル
伝達活性をモジュレートする化合物の同定に役立つレポ
ーター分子を取込むことができる。好ましくは、メラノ
コルチンペプチドによる活性化に対応する機能性受容体
を発現するように遺伝子操作された宿主細胞系を、化学
的、生理学的、生物学的又は表現型の変化、宿主細胞遺
伝子又はレポーター遺伝子の誘導、ｃＡＭＰレベル、ア
デニルシクラーゼ活性、宿主細胞のＧタンパク質活性、
細胞外酸性化率、宿主細胞のキナーゼ活性、増殖、分化
等の変化により測定されるような、アッセイの終点とし
て使用し得る。
【００８８】限定でない例を挙げると、細胞をベースと
するアッセイに適した細胞系は、例えば、当技術分野で
知られている任意の方法を使用して、ＨＥＫ２９３細胞
をネコ又はイヌのＭＣ４Ｒ核酸でトランスフェクトする
ことによって製造し得る。例えば、ＨＥＫ２９３細胞を
含有する５０％集密なプレートは、ネコ又はイヌのＭＣ
４Ｒ核酸を含んでなるベクター構築体で、ＦｕＧＥＮＥ
  ６TM（Ｆ．ホフマン・ラ・ロッシュ社、バーゼル、ス
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イス）をトランスフェクション担体として使用して（プ
ラスミドＤＮＡ  １μｇにつき、ＦｕＧＥＮＥ  ６TM  
４μｌ）、一過的にトランスフェクトし得る。トランス
フェクトされた細胞は、トランスフェクションから４８
時間後に、シグマ解離緩衝液（シグマ、セントルイス、
ＭＯ）を使用して採取し、遠心分離してから結合緩衝液
（５０ｍＭ  ＨＥＰＥＳ，５ｍＭＭｇＣｌ

2
，０．１％

  ＢＳＡ，及びプロテアーゼ阻害剤カクテル（Ｓｉｇｍ
ａ  Ｐ－８３４０TM（シグマ、セントルイス、ＭＯ），
ｐＨ＝７．５）に再懸濁し得る。血球計を使用して、再
懸濁した細胞集団を計数する。細胞容量の滴定を、例え
ば、同一３検体の様々な容量を試験管の中へピペット操
作することによって、実施する。緩衝液か又は過剰な非
放射活性ＮＤＰ－ＭＳＨ（最終濃度：２μＭ）のいずれ
かを加える。過剰な非放射活性ＮＤＰ－ＭＳＨを使用す
るのは非特異的な結合を確定するためである。放射標識
したＮＤＰ－ＭＳＨ（［125Ｉ］［Ｎｌｅ

4
，Ｄ－Ｐｈｅ

7
］－α－ＭＳＨ；ＮＥＮ（登録商標）。ボストン、Ｍ
Ａ）を、最終濃度が７５ｐＭになるように加える。この
反応液を３７℃で１時間インキュベートした後、細胞を
５０００ｘＧで１０分間遠心分離する。上澄液を吸引
し、結合しなかった標識を除去し、γ－カウンターを使
用して膜に結合した（即ち、受容体に結合した）標識の
量を決定する。標識ＮＤＰ－ＭＳＨの特異的な結合が高
いレベルを示す１つ又はそれ以上のトランスフェクトさ
れた細胞系を、さらなる使用のために選択する。
【００８９】そのような細胞系を利用するときには、メ
ラノコルチン受容体を発現する細胞を、試験化合物又は
担体対照（例えば、プラセーボ）と接触させる。次い
で、この細胞をアッセイしてメラノコルチン受容体のシ
グナル伝達経路の諸成分の発現及び／又は活性を測定す
るか、又はシグナル伝達経路そのものの活性をアッセイ
し得る。例えば、曝露した後に、細胞溶解液をｃＡＭＰ
の誘導についてアッセイし得る。担体対照で処理した細
胞で見られるレベル以上にｃＡＭＰのレベルを増加させ
る能力が試験化合物にあれば、宿主細胞により発現され
るメラノコルチン受容体が介在するシグナル伝達がこの
試験化合物により誘導されることを示す（つまり、試験
化合物は作動薬である）。ＭＣ４Ｒの拮抗薬として作用
し得る化合物をスクリーニングするときは、ＭＣ４Ｒを
活性化するリガンド、例えば、α－ＭＳＨ、β－ＭＳＨ
又はＡＣＴＨを含み、担体対照に比較した試験化合物に
よるシグナル伝達の阻害について試験することが必要で
ある。
【００９０】１つの特定の態様では、細胞をベースとす
るアッセイを使用して、候補リガンドがＭＣ４Ｒに結合
するかどうかを決定する。そのようなアッセイの例で
は、ＭＣ４Ｒでトランスフェクトされた細胞系（例え
ば、上記のように創出された）由来の細胞を、放射標識
されたＮＤＰ－ＭＳＨと接触させる。同一のＭＣ４Ｒで
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トランスフェクトされた細胞系に由来する他の細胞を、
放射標識ＮＤＰ－ＭＳＨ及び候補リガンドと接触させ
る。各細胞群を３７℃で１時間インキュベートした後、
各細胞群を５０００ｘＧで１０分間遠心分離する。上澄
液を吸引し、結合しなかった標識を除去し、γ－カウン
ターを使用して膜に結合した（即ち、受容体に結合し
た）標識の量を決定する。放射標識ＮＤＰ－ＭＳＨをＭ
Ｃ４Ｒから置換する（膜結合性の放射活性が候補リガン
ド依存的に減少することにより裏付けられる）候補リガ
ンドを、さらなる使用のために選択する。
【００９１】もう１つの特定の態様では、細胞をベース
とするアッセイを使用して、ある候補リガンドがＭＣ４
Ｒの作動薬であるか又は拮抗薬であるかを判定する。１
つのそのようなアッセイでは、ＭＣ４Ｒでトランスフェ
クトした細胞系（例えば、上記のように創出された）
が、レポーター構築体でさらにトランスフェクトされ
る。このレポーター構築体は、２つの特性を含んでなる
遺伝子である。第一に、その発現レベルはＭＣ４Ｒの活
性のレベルにより調節されている。例えば、レポーター
遺伝子の発現は、ｃＡＭＰ応答性の要素に依存し得る。
この応答要素は、ＭＣ４Ｒ依存性のシグナル伝達に応答
してレポーター遺伝子の転写を増加し得る（この場合、
増加したレポーター遺伝子の発現は、増加したＭＣ４Ｒ
依存性のシグナル伝達に相関する）か又は、この応答要
素は、ＭＣ４Ｒ依存性のシグナル伝達に応答してレポー
ター遺伝子の転写を減少し得る（この場合、減少したレ
ポーター遺伝子の発現は、減少したＭＣ４Ｒ依存性のシ
グナル伝達に相関する）。第二に、レポーター構築体
は、レポーター遺伝子を含む。レポーター遺伝子は、ア
ッセイされ得る遺伝子産物をコードする核酸を含む。広
範囲のレポーター遺伝子が利用し得る。例えば、レポー
ター遺伝子は、クロラムフェニコールアセチルトランス
フェラーゼ（以下、「ＣＡＴ」）、ルシフェラーゼ、Ｇ
ＵＳ、成長ホルモン、又は胎盤アルカリホスファターゼ
（以下、「ＳＥＡＰ」）をコードする核酸であり得る。
細胞を試験化合物へ曝露した後で、レポーター遺伝子発
現のレベルを定量化し、受容体の活性を調節する試験化
合物の能力を決定し得る。本発明の実施において特に有
用なのは、アルカリホスファターゼをコードするレポー
ター遺伝子の使用であるが、それはこの酵素が細胞から
分泌されるので、組織培養の上澄液をアルカリホスファ
ターゼの分泌につきアッセイし得るからである。さら
に、アルカリホスファターゼの活性は、Bronstein et a
l., 1994, Biotechniques17: 172-77 に記載されるよう
な、比色、生物発光又は化学発光アッセイにより測定し
得る。そのようなアッセイは、単純で、高感度で、容易
に自動化し得る医薬品スクリーニングの検出系を提供す
る。使用し得る他のレポーター遺伝子には、生物発光、
比色反応又は蛍光を生じるものが含まれる。例えば、レ
ポーター遺伝子は、細菌のロドプシン（Ng et al., 199
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5, Biochemistry 34: 879-890 を参照のこと）のような
色素（例えば、Bonhoeffer, 1995, Arneimittelforschu
ng 45: 351-356 を参照のこと）、メラニン（Vitkin et
 al., 1994. Photochemstryand Photobiology 59: 455-
62 を参照のこと）、アクオリン（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
  Ｐｒｏｂｅｓ，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ）、グリーン蛍光
タンパク質（以下、「ＧＦＰ」；クローンテク、パロア
ルト、ＣＡ；Chalfie et al., 1994, Science263: 802-
805; Cubitt et al., 1995, TIBS 20: 448-455）、イェ
ロー蛍光タンパク質（Daubner et al., 1987, Proc. Na
tl. Acad. Sci. U. S. A. 84: 8912-8916 を参照のこ
と）、フラビン、バイオフラビノイド、ヘモグロビン
（Chance et al., 1995, Analytical Biochemistry 22
7: 351-362; Shen et al., 1993, Proc. Natl. Acad. S
ci. U. S. A. 90: 8108-8112 を参照のこと）、ヘム（P
ieulle et al., 1996, Biochem. Biophys. Acta 1273: 
51-61）、インジゴ色素（Murdock et al., 1993, Biote
chnology 11: 381-386）、ペリジニン－クロロフィル－
ａタンパク質（以下、「ＰＣＰ」）（Ogata et al., 19
94, FEBS Letters 356: 367-371）、又はピオシアニン
（al-Shibib and Kandela, 1993, Acta Microbiologica
 Polonica 42: 275-280）をコードし得る。他のやり方
では、レポーター遺伝子は、β－ラクタマーゼのような
吸色性の基質を開裂し得る酵素、発光又は蛍光性のタン
パク質、蛍光基質を有する酵素、又は光学的に活性な化
学品をコードするか又は基質を光学活性化合物へ変換し
得る他の遺伝子をコードし得る。さらなる選択肢では、
レポーター遺伝子は光タンパク質をコードし得る。いず
れの場合でも、レポーター遺伝子は、ＭＣ４Ｒ依存的な
シグナル伝達により活性化される誘導プロモーター（例
えば、ｃＡＭＰ応答性のプロモーター要素）と機能的に
連結している。
【００９２】本発明の特定の態様では、生物発光性のレ
ポーター遺伝子が利用される。ルシフェラーゼファミリ
ー（例えば、Wood et al., 1989, Science 244: 700-70
2 を参照のこと）を含む、数タイプの生物発光レポータ
ー遺伝子が知られている。ルシフェラーゼファミリーの
メンバーは、多種多様な原核及び真核生物において同定
されてきた。原核性の発光（ｌｕｘ）系、並びに対応す
るｌｕｘ遺伝子に関わるルシフェラーゼ及び他の酵素
が、Vibrio 及びPhotobacterium 属の海洋細菌やphotor
halodus とも呼ばれる Xenorhabdus 属の陸上細菌から
単離されている。ルシフェラーゼ系（ｌｕｃ）を含有す
る代表的な真核生物は、北米のホタルである Phototinu
s pyralis である。ホタルのルシフェラーゼは詳細に研
究されてきて、ＡＴＰアッセイに広く使用されている。
もう１つの種であるコメツキムシ（click beetle）、Py
rophorus plagiophthalamus 由来のルシフェラーゼをコ
ードするｃＤＮＡがクローン化され、発現された（Wood
 et al., 同上、を参照のこと）。この甲虫が独特なの
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は、この種の様々なメンバーが様々な色の生物発光を発
することにある。互いに９５～９９％の類似性を有する
４種のクローンが単離された。それらは、５４６ｎｍ
（緑）、５６０ｎｍ（黄緑）、５７８ｎｍ（黄）及び５
９３ｎｍ（橙）で光を発する。
【００９３】ルシフェラーゼは、ＡＴＰ、ＮＡＤ（Ｐ）
Ｈなどのようなエネルギー源、ルシフェリン、デカナー
ル（細菌の酵素）又はセレンテラジンのような基質、及
び酸素を必要とする。基質のルシフェリンが発光するに
は、それがルシフェラーゼ酵素へ供給されなければなら
ない。従って、ルシフェリンを提供する簡便な方法は、
ルシフェラーゼだけでなく、基質のデカナールを合成す
るための生合成酵素を発現させることである。さらに、
上記のタンパク質をＬｕｘオペロンから発現する細菌で
は、生物発光のために外から必要とされる唯一のものは
酸素である。
【００９４】例えば、土壌細菌の Xenorhabdos lumines
cence（Frackman et al., 1990, J.Bact. 172: 5767-57
73）から得られるｌｕｘオペロンは、ヘテロ二量体のル
シフェラーゼと３種のアクセサリータンパク質という２
つのサブユニットの発現を介して光子を発する能力を形
質転換された E. coli に与えるので（Frackman etal.,
 1990, 同上）、レポーター遺伝子として使用し得る。
X. luminescence のｌｕｘ遺伝子を発現する E. coli 
の最適な生物発光は３７℃で観察される（Szittner and
 Meighen 1990, J. Biol. Chem. 265: 16581-16587; Xi
 et al., 1991, J. Bact. 173: 1399-1405）が、これは
真核及び他の原核性発光生物に由来するルシフェラーゼ
の低温最適性と対照的である（Campbell, 198１０hemil
uminescence. Principles and Applications in Biolog
y and Medicine (Chichester,England: Ellis Horwood 
Ltd. and VCH Verlagsgesellschaft mbH) を参照のこ
と）。このように、レポーター遺伝子は特定の応用の本
質及び要求条件により選択し得る。従って、例えば、X.
 luminescence 由来のルシフェラーゼは、動物を用いた
試験のマーカーとしての使用に好適である。
【００９５】ルシフェラーゼベクター構築体は、ほとん
どの細菌と多くの真核細胞を含む、多種多様な宿主細胞
を形質転換する使用に適用し得る。さらに、ヘルペスウ
イルスやワクシニアウイルスのようなある種のウイルス
は、ルシフェラーゼを発現するように遺伝子操作をする
ことができる。例えば、Kovacs and Mettenlieter, 199
1, J. Gen. Virol. 72: 2999-3008 は、ホタルルシフェ
ラーゼをコードする遺伝子のヘルペスウイルスにおける
安定した発現について教示する。Brasier andRon, 199
2, Meth. in Enzymol. 216: 386-96 は、ルシフェラー
ゼ遺伝子構築体の哺乳動物細胞における使用を教示す
る。培養哺乳動物細胞由来のルシフェラーゼ発現は、Ｃ
ＣＤ造影を使用して、巨視的（Israel and Honigman, 1
991, Gene104: 139-145 を参照のこと）にも、微視的
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（Hooper et al., 1990, J. Biolum.and Chemilum. 5: 
123-130 を参照のこと）にも研究されてきた。
【００９６】このスクリーニングアッセイにおいて有用
であるためには、機能性ＭＣ４Ｒを発現する宿主細胞系
は、ＭＣ４Ｒリガンドに対して有意な応答、好ましくは
バックグラウンドより５倍以上高い誘導を示すべきであ
る。宿主細胞系は、好ましくは、メラノコルチンペプチ
ドにより誘導される応答を最大化するための多くの特性
を有する：（ａ）低天然レベルのｃＡＭＰ、（ｂ）ＭＣ
４Ｒと相互作用し得るＧタンパク質、（ｃ）高レベルの
アデニルシクラーゼ、（ｄ）高レベルのプロテインキナ
ーゼＡ、（ｅ）低レベルのホスホジエステラーゼ、及び
（ｆ）高レベルのｃＡＭＰ応答要素結合タンパク質が有
利であろう。メラノコルチンペプチドに対する応答性を
高めるために、より多数の好ましい因子を発現するか又
は好ましくない因子をより少なく発現するように宿主細
胞を加工し得る。さらに、ＣＲＥレポーターを誘導する
他の経路を消去して、基準レベルを低下させることも可
能である。
【００９７】特定の態様では、ＭＣ４Ｒ核酸及びレポー
ター遺伝子を両方含んでなるトランスフェクトされた細
胞系を、候補リガンドと３７℃で１時間接触させる。次
いで、レポーター遺伝子の発現を測定し、候補リガンド
との接触を除いて同一に処理した細胞の同等なバッチに
おけるレポーター遺伝子の発現と比較する。レポーター
遺伝子の発現において５倍又はそれ以上の増加を引き起
こしている候補リガンドを、潜在的なＭＣ４Ｒ作動薬と
してさらなる試験のために選択する。このスクリーニン
グの別バージョンを使用して、ＭＣ４Ｒの潜在的な拮抗
薬を同定し得る。このスクリーニングのバージョンで
は、トランスフェクトされた細胞を候補拮抗薬と接触さ
せることの前に、この細胞を既知の作動薬（例えば、Ｎ
ＤＰ－ＭＳＨ）と接触させる。レポーター遺伝子発現に
おいて５倍又はそれ以上の減少を引き起こす候補リガン
ドを、潜在的なＭＣ４Ｒ拮抗薬としてさらなる試験のた
めに選択する。
【００９８】メラノコルチン受容体群を区別し、ＭＣ４
Ｒを選択的に作動するか又は拮抗する化合物を同定する
ことが所望される場合、上記アッセイは、メラノコルチ
ン受容体群（ＭＣ１Ｒ～ＭＣ５Ｒ）の１つを発現するよ
うにそれぞれ遺伝子操作された宿主細胞のパネルを使用
して実施されるべきである。この目的のために、宿主細
胞は、メラノコルチン受容体１～５について知られるア
ミノ酸配列のいずれかを発現するように遺伝子操作し得
る。１種又はそれ以上の生物からそれぞれの受容体をク
ローニングして特徴づけることについては、例えば、マ
ウスとヒトのＭＣ１Ｒ及びＭＣ２Ｒ（Mountjoy, 1992, 
Science 257: 1248-1251; Chhajlani and Wikberg, 199
2, FEBS Lett. 309: 417-420）；ラットのＭＣ３Ｒ（例
えば、Roselli-Rehfuss et al., 1993, Proc. Natl. Ac
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ad. Sci. USA 90: 8856-8860; Gantz et al., 1993, J.
 Biol. Chem. 268: 8246-8250 を参照のこと）；ネコ及
びイヌのＭＣ４Ｒ（本明細書に記載）；及びマウスとヒ
トのＭＣ５Ｒ（Chhajlaniet al., 1993, Biochem. Biop
hys. Res. Commun. 195: 866-873; Gantz et al.,1994,
 Biochem. Biophys. Res. Commun. 200: 1214-1220）に
記載されているが、これらはいずれもそのまま参照によ
り本明細書に組込まれている。従って、上記配列のそれ
ぞれを利用して、本明細書に記載のスクリーニングアッ
セイにおける使用のためにメラノコルチン受容体の１つ
を発現する細胞又は細胞系を加工し得る。ＭＣ４Ｒ活性
を特異的又は選択的に調節する化合物を同定するため
に、ＭＣ４Ｒの活性化、又は活性化の阻害を、他のメラ
ノコルチン受容体に対する試験化合物の効果と比較す
る。
【００９９】他のやり方では、宿主細胞が１種より多い
メラノコルチンペプチド受容体を発現するならば、メラ
ノコルチンペプチドに応答してこれら受容体により産生
されるバックグラウンドシグナルは、このシグナルから
「差引く」べきである（Gantz et al., 1993, 同上）。
これら非ＭＣ４Ｒメラノコルチン受容体により産生され
るバックグラウンド応答は、アンチセンス、抗体又は拮
抗薬によるＭＣ４Ｒ活性の消滅を含む、数多くの方法に
より決定し得る。この点で、野生型ＣＨＯ細胞では、バ
ックグラウンドから差引かねばならないメラノコルチン
ペプチドへの内因性の応答が小さいことに注目すべきで
ある。他のやり方では、他のメラノコルチン受容体から
貢献される活性は、ＭＣ４Ｒ特異的リガンドで宿主細胞
を活性化するか、又は他のメラノコルチン受容体に特異
的な阻害剤を含むことによって消去し得る。
【０１００】もう１つの側面では、本発明は、試験化合
物がＭＣ４Ｒの作動薬か又は拮抗薬であるかを判定する
ためにＭＣ４Ｒの調製物を使用する、複数の in vitro 
アッセイを含む。そのようなＭＣ４Ｒ調製物は、当技術
分野で容易に知られる方法により得ることができる。例
えば、Ausubel et al., 1988, 同上、を参照のこと。好
ましい態様では、ＭＣ４Ｒの作動薬又は拮抗薬について
のハイスループットスクリーニングを含む、in vitro 
アッセイにおいて一群の試験化合物が系列的に使用され
る。このハイスループットスクリーニングでは、この系
列における１つのアッセイにより候補作動薬又は拮抗薬
として同定された化合物がこの系列における次のアッセ
イに使用される。この系列における１つのアッセイで候
補作動薬又は拮抗薬として同定されない化合物は、この
系列における次のアッセイには使用されない。特に好ま
しい態様では、この in vitro アッセイの系列は、in v
itro 結合アッセイ、蛍光造影プレートリーダー（以
下、「ＦＬＩＰＲ（登録商標）」（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
  Ｄｅｖｉｃｅｓ、サニヴェイル、ＣＡ）アッセイ、ｃ
ＡＭＰ機能性アッセイ、及び候補作動薬又は拮抗薬がＭ
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Ｃ１ＲからＭＣ５Ｒのいずれと選好的に結合するかを判
定するアッセイを含む。上記アッセイのそれぞれを以下
に順に説明する。当然ながら、このアッセイ群は以下の
記載と異なる順序で実施してよい。
【０１０１】最初に、イヌ又はネコのＭＣ４Ｒ含有ＨＥ
Ｋ２９３細胞膜との in vitro における特異的な結合に
ついて化合物をスクリーニングする。そのような in vi
troアッセイにより、リガンドのＭＣ４Ｒへの結合を定
量化することが可能になるが、これは細胞全体のアッセ
イを使用すると（ＭＣ４Ｒの内在化及び再環状化のため
に）達成し得ない。このアッセイでは、当技術分野で周
知の方法を使用して上記のようにトランスフェクトした
細胞からイヌ又はネコのＭＣ４Ｒを含有する膜を調製す
る。特定の、しかし代表的な態様では、Ｓｉｇｍａ解離
緩衝液を使用して反応試験管に細胞を採取し、遠心分離
して、氷冷したホモジェナイゼーション緩衝液（１ｍＭ
  ＥＤＴＡ，１ｍＭ  ＥＧＴＡ，１０ｍＭ  ＨＥＰＥＳ
及びプロテアーゼ阻害剤カクテル（Ｓｉｇｍａ  Ｐ－８
３４０TM），ｐＨ＝７．５）に再懸濁させる。この再懸
濁した細胞を少なくとも１０分間氷上でインキュベート
して、次いで、密着ガラス／ガラス式ｄｏｕｎｃｅホモ
ジェナイザーを２０ストロークしてホモジェナイズす
る。この細胞抽出液を４℃で１０分間１０００ｘＧで遠
心分離し、核と未溶解細胞をペレット状にする。上澄液
の分画を新しい試験管に移し、４℃で２０分間、２５０
００ｘＧで遠心分離し、原形質膜をペレット状にする。
この遠心分離の上澄液分画を捨て、ペレットをホモジェ
ナイゼーション緩衝液に再懸濁し、密着ガラス／ガラス
式ｄｏｕｎｃｅホモジェナイザーの２０ストロークでホ
モジェナイズし、このホモジェネートを４℃で２０分
間、２５０００ｘＧで遠心分離することによって洗浄す
る。再び上澄液を捨て、１～５ｍｇ／ｍｌのタンパク質
濃度を生じるのに十分な量のホモジェナイゼーション緩
衝液に再懸濁する。長期保存用に５００μｌのアリコー
トを－７０℃で冷凍する。抽出物のタンパク質濃度は当
技術分野で知られている方法を使用して決定し得る。例
えば、アリコートを５～１０倍に希釈して、ＢＣＡキッ
ト（Ｐｉｅｒｃｅ，ロックフォード、Ｉｌｌ．）を使用
し得る。
【０１０２】次いで、この膜調製物を実際のＭＣ４Ｒ結
合アッセイにかけて、イヌ又はネコのＭＣ４Ｒに結合す
る試験化合物を同定する。この結合アッセイでは、試験
化合物の存在又は不在下において標識リガンドとともに
膜をインキュベートする。この受容体に結合し、膜への
結合について標識リガンドと競合する化合物は、担体対
照サンプルに比較してシグナルを減少させる。
【０１０３】好ましい態様では、放射標識したＮＤＰ－
ＭＳＨ、融解したイヌ又はネコのＭＣ４Ｒ／ＨＥＫ２９
３膜、及び非標識試験化合物をアッセイ緩衝液（５０ｍ
ＭＨＥＰＥＳ，５ｍＭ  ＭｇＣｌ
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及びプロテアーゼ阻害剤カクテル（Ｓｉｇｍａ  Ｐ－８
３４０TM），ｐＨ＝７．５）に再懸濁させ、ＮＤＰ－Ｍ
ＳＨの最終濃度が０．０５ｎＭになるように混合し、３
７℃で１時間インキュベートする。ポリエチルイミン
（シグマ－アルドリッチ社、セントルイス、ＭＯ）で処
理したＵＮＩＦＩＬＴＥＲ（登録商標）ＧＦ／Ｃ（登録
商標）９６穴マイクロプレート（パッカード・インスツ
ルメント社、メリデン、ＣＴ）上に膜分画を採取するこ
とによってこの結合反応を停止させる。シンチラントを
加え、β計数装置を利用する。アッセイは９６穴プレー
トフォーマットにおいて実施し得る。非標識の試験化合
物を０．０１ｎＭ～２００００ｎＭの濃度範囲で試験
し、ＩＣ

50
値を決定する。好ましくは、最初の結合スク

リーニングで「ヒット」する（即ち、Ｋ
d
＜１０μＭで

ＭＣ４Ｒに結合する）化合物を、ＩＣ
50
及び／又はＫ

I

値を決定するための７点用量－滴定アッセイにおいて再
試験する。この結合アッセイにおいて強力な結合を示す
候補化合物を、以下のアッセイで機能活性についてスク
リーニングする。
【０１０４】ＭＣ４Ｒ作動薬及び拮抗薬についての代替
的な in vitro 結合アッセイでは、可溶性のＭＣ４Ｒを
組換え的に発現し、無細胞ベースのアッセイにおいて利
用して、ＭＣ４Ｒに結合する化合物を同定し得る。以下
の記載のように製造したＭＣ４Ｒの１つ又はそれ以上の
ＥＣＤを含有する組換え的に発現したＭＣ４Ｒポリペプ
チド又は融合ペプチドを、無細胞ベースのスクリーニン
グアッセイに使用し得る。他のやり方では、ＭＣ４Ｒの
１つ又はそれ以上のＣＤに対応するペプチド、又はＭＣ
４Ｒの１つ又はそれ以上のＣＤを含有する融合タンパク
質を無細胞ベースのアッセイ系において使用して、ＭＣ
４Ｒの細胞質部分に結合する化合物を同定することがで
きるが、そのような化合物は、ＭＣ４Ｒのシグナル伝達
経路をモジュレートするのに有用であり得る。無細胞ベ
ースのアッセイでは、組換え的に発現させたＭＣ４Ｒ
を、当業者によく知られている手段により試験管、マイ
クロタイターウェル又はカラムのような固形の基質に付
着させることができる。Ausubel et al., 同上を参照の
こと。次いで、ＭＣ４Ｒに結合する能力について試験化
合物をアッセイする。
【０１０５】第二のアッセイとして、上記結合アッセイ
においてＭＣ４Ｒと強力に結合することが確認された候
補化合物についてＦＬＩＰＲ（登録商標）アッセイを実
施する。ＭＣ４Ｒタンパク質はＧタンパク質共役型受容
体（以下、「ＧＰＣＲ」）ファミリーのメンバーである
ので、このアッセイは、機能性Ｇタンパク質に共役する
スクリーニングを含むように設計されている。好ましい
態様では、特定のＧタンパク質の使用により、ＭＣ４Ｒ
をホスホリパーゼＣ（以下、「ＰＬＣ」）経路に連結さ
せる。Ｇタンパク質は、天然に存在する「乱雑な」Ｇタ
ンパク質、即ち、複数のＧＰＣＲタイプをＰＬＣ経路へ
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連結させ得るＧタンパク質（Offermanset al., 1995, 
J. Biol. Chem. 270: 15175-15180）であるか、又は、
それは選択されたＧＰＣＲをＰＬＣ経路へ連結させるよ
うに設計された、修飾されたキメラＧタンパク質であり
得る（Conklin et al., 1996, Molecular Pharmacology
 50: 885-890）。作動薬又は拮抗薬によるＧＰＣＲの活
性化又は阻害は、ＰＬＣの活性化又は阻害により引き起
こされる細胞内カルシウムレベルの変化を測定すること
によって、上記アプローチのいずれかを使用して測定し
得る。
【０１０６】特定の、しかし代表的な態様では、当技術
分野で周知の技術を使用して、ｃＭＣ４Ｒを発現するＨ
ＥＫ２９３ａの安定な細胞系を培養基（ＤＭＥＭ，１０
％ＦＢＳ，ペニシリン／ストレプトマイシン１００ユニ
ット、ＧＥＮＥＴＩＣＩＮ（登録商標）（ＧＩＢＣＯ  
ＢＲＬ，ロックビル、ＭＤ）３００ｍｇ／ｍｌ）におい
て増殖させ、２つの異なるＧタンパク質遺伝子、Ｇα１
５及びＧα１６（図１２及び１３参照）を担うベクター
でトランスフェクトし、ＺＥＯＣＩＮTM（Ｉｎｖｉｔｒ
ｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）３００μｇ／ｍｌ
を含有する細胞培養液を使用して上記ＤＮＡの安定的な
取込みについて選択する。他のやり方では、キメラＧタ
ンパク質（例えば、最後の５個のアミノ酸がＧαｓ由来
のそれで置換されているＧαである、Ｇαｑｉ５）を含
有するベクターを産生し、使用し得る。単一のクローン
コロニーを選択し、クローニングシリンダー（シグマ－
アルドリッチ社、セントルイス、ＭＯ）を使用して拡張
する。以下に示すように、ＦＬＩＰＲ（登録商標）アッ
セイを使用して、取込まれた乱雑Ｇタンパク質と共役し
得る受容体の能力について個々のクローンを試験する。
Ｇα１５及びＧα１６が乱雑Ｇタンパク質として知られ
ているのは、任意のＧタンパク質受容体と機能的に共役
し、シグナルを伝達して細胞内カルシウムを増加させ
る、その能力のためである。ＦＬＩＰＲ（登録商標）装
置（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｄｅｖｉｃｅｓ，サニーヴェ
イル、ＣＡ）は、市販の蛍光色素を使用してそのような
カルシウムシグナル伝達カスケードを定量化することを
可能にする。
【０１０７】ＨＥＫ２９３ａ／ｃＭＣ４Ｒ／Ｇα１５，
Ｇα１６を集密状態にまで増殖させ、トリプシン－ＥＤ
ＴＡ（ＧＩＢＣＯ－ＢＲＬ，ロックビル、ＭＤ）を用い
て採取する。ＺＥＯＣＩＮTM３００μｇ／ｍｌを含有す
る新鮮な培養基において細胞を再懸濁する。血球計を使
用してこの細胞懸濁液を計数し、ポリ－ｄ－リジンで被
覆した黒／透明色の９６穴プレート（Ｂｅｃｔｏｎ  Ｄ
ｉｃｋｉｎｓｏｎ  Ｌａｂｗａｒｅ，ベッドフォード、
ＭＡ）へ、各ウェルにつき約５０，０００個の細胞を加
える。薬４８時間の培養後、増殖培地を吸引し、９６穴
プレートあたり２５μｇのカルシウム感受性蛍光色素Ｆ
ｌｕｏ－４（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒｏｂｅｓ，ユー
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ジーン、ＯＲ）及びプロベネシド２．５ｍＭ（シグマ－
アルドリッチ社、セントルイス、ＭＯ）を含有する無血
清培地で置換する。このプレートを３７℃で１時間イン
キュベートした後、過剰の色素を除去するために、プロ
ベネシド２．５ｍＭを含有するＨｅｐｅｓ  Ｓａｌｉｎ
ｅ溶液で３回洗浄する。次いで、このプレートをＦＬＩ
ＰＲ（登録商標）へそれぞれ加え、蛍光レベルを２分間
にわたり連続的にモニターする。（拮抗薬の存在又は不
在下で）候補作動薬、又は（作動薬の存在又は不在下
で）候補拮抗薬を、ベースラインを記録してから２０秒
後に、９６穴のそれぞれへ同時に加える。各化合物につ
き、実施するならば、６点の用量－滴定アッセイとす
る。蛍光の増加は、細胞内カルシウムレベルの上昇を示
す。ＥＸＣＥＬTM（マイクロソフト、レドマン、ＷＡ）
へのＡＳＣＩＩファイルとして経時変化を明らかにし、
引継いで分析する。細胞内カルシウムレベルを上昇させ
る作動薬の候補物質、又は細胞内カルシウムレベルを低
下させる拮抗薬の候補物質を次の試験のために選択す
る。
【０１０８】第三のアッセイとして、上記のＦＬＩＰＲ
（登録商標）アッセイにより同定された候補作動薬又は
拮抗薬を試験するために、ｃＡＭＰ機能アッセイを実施
する。当技術分野で知られている任意のｃＡＭＰ機能ア
ッセイを使用してよい。このアッセイは、その作動薬リ
ガンドにより活性化されたときにｃＡＭＰ蓄積を促進す
る受容体であるＭＣ４Ｒの特徴に基づいている。候補化
合物と接触した安定したイヌ又はネコのＭＣ４Ｒ発現Ｈ
ＥＫ２９３細胞系により産生されるｃＡＭＰを直接測定
することで、当該化合物がＭＣ４Ｒ作動薬であるか又は
拮抗薬であるかを判定し得る。
【０１０９】特定の、しかし代表的な態様では、アデニ
ルシクラーゼ活性化ＦＬＡＳＨＰＬＡＴＥTMアッセイ
（ＮＥＮ（登録商標）Ｌｉｆｅ  Ｓｃｉｅｎｃｅ  Ｐｒ
ｏｄｕｃｔｓ，Ｉｎｃ．，ボストン、ＭＡ）を使用し
て、ｃＡＭＰアッセイを実施する。Ｓｉｇｍａ解離緩衝
液を使用して、ＭＣ４Ｒでトランスフェクトした細胞系
を採取し、遠心分離し、刺激緩衝液（キットで提供され
る）において再懸濁する。この再懸濁した細胞集団を、
血球計を使用して計数する。遠心分離により再び細胞を
ペレット化し、刺激緩衝液で０．５～５ｘ１０6細胞／
ｍｌへ再懸濁する。同一３検体でウェルへ様々な量を入
れることによって細胞量を滴定する。それぞれの試験さ
れる細胞濃度につき、候補作動薬又は拮抗薬全体の用量
滴定を実施する。ＮＤＰ－ＭＳＨ又はα－ＭＳＨのよう
な既知の作動薬を陽性対照として使用し得る。作動薬の
刺激時間も１５～４５分に変化させる。作動薬の刺激を
停止させるために、全ウェルへ、適当な時点で検出ミッ
クスを加える。各プレートにカバーをかけ、室温で２０
時間インキュベートし、次いでシンチレーション計数用
のＷａｌｌａｃ  １４５０  ＭＩＣＲＯＢＥＴＡTM多量
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検出器（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ  Ｌｉｆｅ  Ｓｃｉｅ
ｎｃｅｓ，ゲイサースブルグ、ＭＤ）に入れる。ｃＡＭ
Ｐ  ＳＰＡTMキット（ＲＰＡ５５１1ｍｅｒｓｈａｍ  
Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ，Ｉｎｃ．，ピス
カタウェイ、ＮＪ）のような他のｃＡＭＰアッセイキッ
ト、又は他のベンダーによる他のキットも使用し得る。
【０１１０】第四のアッセイでは、ＭＣ４Ｒの候補作動
薬又は拮抗薬がＭＣ４Ｒ又はＭＣ３Ｒに選好的に結合す
るかどうかを決定するために、当技術分野で知られてい
る方法を使用して試験し得る。好ましい態様では、先述
のin vitro結合及び機能性スクリーニングにおいて効力
を示す候補作動薬又は拮抗薬を、ＭＣ３Ｒ受容体に対す
るＭＣ４Ｒ受容体への結合の選択性についてアッセイす
る。ＭＣ４Ｒを発現する１つの細胞系とＭＣ３Ｒを発現
するもう１つの細胞系を、上記のようなＨＥＫ２９３細
胞系を使用して創出する。これらトランスフェクトされ
た細胞系、細胞全体及び膜分画のそれぞれについて、上
記のように結合アッセイを実施する。受容体の数やリガ
ンド親和性についてより徹底的に研究し、現今の方法及
び文献値に比較するために、膜分画を使用する飽和結合
試験を実施する。ＢＣＡタンパク質アッセイキットを使
用して、特定の膜調製物のタンパク質濃度へ正規化し得
るように、各調製物のタンパク質濃度を定量する。各膜
分画調製物には、（全タンパク質の量により測定され
る）一定量の膜分画を使用する（ＭＣ４Ｒを発現する細
胞系に由来する膜分画では、この量はタンパク質３０μ
ｇ；ＭＣ３Ｒを発現する細胞系に由来する膜分画では、
この量は７０μｇである）。放射活性で標識した様々な
量の候補作動薬又は拮抗薬において滴定することによっ
て、飽和結合等温線（isotherm）を決定する。ＭＣ４Ｒ
又はＭＣ３Ｒに対する候補作動薬又は拮抗薬の結合につ
いての解離定数（以下、「Ｋ

d
」）と膜タンパク質１ｍ

ｇあたりの最大特異結合部位数（以下、「Ｂ
max
」）

を、ソフトウェアパッケージのＧｒａｐｈＰａｄ  ＰＲ
ＩＳＭ（登録商標）（ＧｒａｐｈＰａｄ  Ｓｏｆｔｗａ
ｒｅＩｎｃ．，サンディエゴ、ＣＡ）を使用する飽和結
合等温線と非線形回帰分析により決定する。直線状のス
キャッチャードラインは、それぞれの膜調製物が放射活
性リガンドについて単一のアフィニティーを有する受容
体の集団を含有することを証明する。
【０１１１】細胞をベースとする in vitro アッセイ
も、転写又は翻訳のいずれかのレベルでＭＣ４Ｒの発現
をモジュレートする化合物をスクリーニングするために
設計し得る。１つの態様では、レポーター遺伝子（上記
参照）をコードする核酸をＭＣ４Ｒ遺伝子の調節要素に
連結させ、適切なインタクト細胞、細胞抽出物又は溶解
物において使用して、ＭＣ４Ｒ遺伝子の発現をモジュレ
ートする化合物を同定し得る。適切な細胞又は細胞抽出
物は、ＭＣ４Ｒ遺伝子を正常に発現する任意の細胞型か
ら調製され、それにより、この細胞抽出物が in vitro 
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又は in vivo の転写に必要な転写因子を含有すること
を保証する。このスクリーニングは、レポーター構築物
の発現をモジュレートする化合物を同定するためにも使
用し得る。そのようなスクリーニングでは、レポーター
遺伝子の発現レベルを試験化合物の存在下で決定し、試
験化合物の不在下での発現レベルと比較する。
【０１１２】ＭＣ４Ｒの翻訳をモジュレートする化合物
を同定するには、ＭＣ４Ｒ転写物を含有する細胞又は i
n vitro の細胞溶解物をＭＣ４Ｒ・ｍＲＮＡの翻訳のモ
ジュレーションについて試験し得る。ＭＣ４Ｒ翻訳の阻
害剤についてアッセイするために、in vitro 翻訳抽出
物におけるＭＣ４Ｒ・ｍＲＮＡの翻訳をモジュレートす
る能力について、試験化合物をアッセイする。
【０１１３】ＭＣ４Ｒ発現のレベルを転写又は翻訳のい
ずれかのレベルで減少させる化合物は、食欲不振や悪液
質のような減退した食欲に関連する障害の治療に有用で
あり得る。対照的に、ＭＣ４Ｒの発現を増加させる化合
物は、肥満のような亢進した食欲に関連する障害の治療
に有用であり得る。
【０１１４】上記のアッセイにより、ＭＣ４Ｒの活性に
影響を及ぼす化合物を同定することが可能である。例え
ば、ＭＣ４Ｒの活性に影響を及ぼす化合物には、限定し
ないが、ＭＣ４Ｒに結合し、天然のリガンドの結合を阻
害し、シグナル伝達を活性化する（作動薬）又は活性化
を阻害する（拮抗薬）化合物、及び天然のＭＣ４Ｒリガ
ンドに結合してリガンド活性を中和する化合物が含まれ
る。（完全長であるか又は先端が切れた形態のＭＣ４Ｒ
の発現がモジュレートされ得るように、転写に影響を及
ぼすか又はスプライシング反応に干渉する分子、例えば
タンパク質又は有機低分子を含め、ＭＣ４Ｒの遺伝子発
現に影響を及ぼすことによって）ＭＣ４Ｒ遺伝子の活性
に影響を及ぼす化合物も、本発明のスクリーニングを使
用して同定し得る。しかしながら、上記のアッセイがＭ
Ｃ４Ｒのシグナル伝達をモジュレートする化合物（例え
ば、ＭＣ４Ｒへのシグナル結合によって活性化されるシ
グナルを伝達することに関与するＧタンパク質活性の阻
害剤又はエンハンサーのような、下流のシグナル伝達反
応に影響を及ぼす化合物）を同定し得ることも銘記すべ
きである。ＭＣ４Ｒのシグナル伝達反応の下流に影響を
及ぼし、体重障害の発達に対するＭＣ４Ｒの効果をモジ
ュレートするような化合物の同定及び使用も本発明の範
囲内にある。ある事例では、Ｇタンパク質共役型受容体
の応答が、リガンドに長い間曝露されると減退するか又
は脱感作されることが観察されている。本発明の態様で
は、種々のアッセイを利用してＭＣ４Ｒの脱感作を妨げ
る化合物を同定し得る。そのような化合物はＭＣ４Ｒの
活性を維持するために使用される場合があり、食欲障害
を処置する治療法の一部として使用し得る。
【０１１５】本明細書に記載したようなアッセイを介し
て同定される化合物は、例えば、ＭＣ４Ｒ遺伝子産物の
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生物学的機能を詳しく検討したり、動物の食欲障害及び
代謝障害を改善するのに有用であり得る。細胞性スクリ
ーニングにおいて同定される化合物の効力を試験するア
ッセイは、食欲障害の動物モデル系において試験し得
る。そのような動物モデルは、動物、例えばネコ、イヌ
及び家畜動物におけるそのような障害を治療することに
有効であり得る薬剤、製剤、治療法及び介入を同定する
ための試験基質として使用し得る。例えば、動物モデル
は、食欲障害の症状を改善する能力を示す可能性がある
化合物に、それに曝露される動物における食欲障害症状
の改善を誘導するのに十分な濃度と十分な時間、曝露し
得る。この曝露に対する動物の応答は、悪液質や肥満の
ような食欲障害に関連した症状の逆転を評価することに
よって監視し得る。介入に関して言えば、食欲障害様の
症状のどんな側面でも逆転させる処置は、動物、特にネ
コ、イヌ及び家畜動物における食欲障害の治療的介入の
候補とみなすべきである。試験薬剤の用量は、以下に論
じるような用量－応答曲線を導くことによって決定し得
る。
【０１１６】動物モデルは、ＭＣ４Ｒの遺伝子産物を過
剰に発現する動物であり得る。限定しないが、マウス、
ラット、ウサギ、モルモット、ブタ、ミニブタ、ヤギ、
ウシ、及び非ヒト霊長類（例えばヒヒ、サル及びチンパ
ンジー）を含む、任意の動物種がＭＣ４Ｒのトランスジ
ェニック動物を産生するために使用し得る。そのサイズ
が比較的小さいこと、世話が容易なこと、世代時間が短
いこと、遺伝子組成が詳しく研究されていること、及び
実験室での飼育条件がよく知られていることのために、
特に好ましいのはトランスジェニックマウス及びラット
である。
【０１１７】当技術分野で知られている任意の技術を使
用して、トランスジェニック動物の創立系を産生するた
めに、ＭＣ４Ｒトランス遺伝子を動物へ導入し得る。そ
のような技術には、限定しないが、前核マイクロインジ
ェクション（Hoppe and Wagner, 1989, 米国特許第４，
８７３，１９１号を参照のこと）；レトロウイルスが介
在した、生殖細胞系列への遺伝子導入（Van der Putten
 et al., 1985, Proc.Natl. Acad. Sci. USA 82: 6148-
6152 を参照のこと）；胚性幹細胞における遺伝子ター
ゲッティング（Thompson et al., 198１3ell 56: 313-3
21）；胚のエレクトロポレーション（Lo, 1983, Mol Ce
ll. Biol. 3: 1803-1814）；及び精子介在性の遺伝子導
入（Lavitrano et al., 198１3ell 57: 717-723）、等
が含まれる。そのような技術の概説としては、Gordon, 
1989, Transgenic Animals, Intl. Rev. Cytol. 115: 1
71-179 を参照のこと。これはそのまま参照により本明
細書に組込まれている。
【０１１８】本発明は、その細胞の全部にＭＣ４Ｒトラ
ンス遺伝子を担うトランスジェニック動物、並びにその
細胞の全部ではなく一部にトランス遺伝子を担う動物、
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つまり、モザイク動物を提供する。トランス遺伝子は、
単一のトランス遺伝子としてか、又はコンカテマーにお
いて、例えば、先端－先端又は先端－末端のタンデムリ
ピートで取込まれ得る。トランス遺伝子はまた、例え
ば、Lasko et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
 89: 6232-6236 の教示に従うことによって、特定の細
胞型へ選択的に取込まれ、活性化され得る。そのような
細胞型特異的な活性化に必要な調節配列は、関心対象と
なる特定の細胞型に依存するものであり、当業者には明
らかであろう。ＭＣ４Ｒのトランス遺伝子を内因性ＭＣ
４Ｒ遺伝子の染色体部位へ組込むことが所望される場合
は、遺伝子ターゲッティングが好ましい。簡潔に言え
ば、そのような技術が利用されるときは、内因性ＭＣ４
Ｒ遺伝子に同一なヌクレオチド残基を高比率に有する配
列及び／又はその遺伝子に隣接する配列を有する核酸を
含有するベクターが、染色体配列との相同的組換えを介
して内因性ＭＣ４Ｒ遺伝子を組込み、その機能を妨害す
ることのために設計される。トランス遺伝子はまた、例
えば Gu et al., 1994, Science 265: 103-06 の教示に
従えば、特定の細胞において選択的に発現され、その細
胞型においてのみ内因性ＭＣ４Ｒ遺伝子を同時に不活性
化する。そのような細胞型特異的な組換えに必要な調節
配列は、関心対象となる特定の細胞型に依存するもので
あり、当業者には明らかであろう。
【０１１９】創始動物が産生されたなら、サザンブロッ
ト分析又はＰＣＲ技術のような標準技術を使用して動物
の組織を分析し、トランス遺伝子の取込みが起こったか
どうかを判定する。創始動物の組織におけるトランス遺
伝子のｍＲＮＡ発現レベルも、限定しないが、その動物
から入手したサンプルのノーザンブロット分析、in sit
u ハイブリダイゼーション分析、及びＲＴ－ＰＣＲとい
った技術を使用して評価し得る。ＭＣ４Ｒ遺伝子を発現
する組織のサンプルはまた、ＭＣ４Ｒトランス遺伝子産
物に特異的な抗体を使用して、免疫細胞化学的にも評価
し得る。
【０１２０】例えば、ＭＣ４Ｒカスケードにおける下流
のシグナル伝達タンパク質を活性化し、それにより欠損
ＭＣ４Ｒを回避することによって、活性化されたＭＣ４
Ｒにより伝達されるシグナルを刺激するか又は増強す
る、上記のアッセイにより同定される化合物は、以下に
記載するように、体重減少を達成するために使用し得
る。投与の製剤及び様式は化合物の物理化学的性質に依
存する。この投与には、血液脳関門の通過を考慮する既
知の技術が含まれるべきである。
【０１２１】本発明のＭＣ４Ｒの活性をモジュレートす
る化合物の供給源
ＭＣ４Ｒの作動薬又は拮抗薬活性についての上記アッセ
イを使用して試験され得る化合物には、限定しないが、
例えばランダムペプチドライブラリーのメンバーを限定
せずに含む、可溶性ペプチドのようなペプチド（例え
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ば、Lam et al.,1991, Nature 354: 82-84; Houghten e
t al., 1991, Nature 354: 84-86 を参照のこと）；及
び、Ｄ－及び／又はＬ－配置のアミノ酸からなるコンビ
ナトリアルケミストリー由来の分子ライブラリー、ホス
ホペプチド（限定しないが、ランダム又は部分的に縮重
した指定のホスホペプチドライブラリーを含む）（例え
ば、Songyang et al., 1993, Cell 72: 767-78 を参照
のこと）、抗体（ポリクローナル、モノクローナル、ヒ
ト化、抗イディオタイプ、キメラ又は単鎖の抗体、及び
ＦＡｂ、Ｆ（ａｂ’）

2
及びＦＡｂ発現ライブラリーフ

ラグメント、及びそのエピトープ結合フラグメントを限
定せずに含む）、ＭＣ４ＲのＥＣＤ（又はその部分）、
及び天然のリガンドに結合して「中和」する抗体、及び
有機又は無機の低分子が含まれる。
【０１２２】本発明によりスクリーニングされ得る他の
化合物には、血液脳関門を通過し、適切な細胞へのエン
トリーを獲得し、ＭＣ４Ｒ遺伝子又はＭＣ４Ｒシグナル
伝達経路に関わる他の遺伝子の発現に（例えば、遺伝子
発現に関わる調節領域又は転写因子と相互作用すること
によって）影響を及ぼすことができる有機の低分子；又
はＭＣ４Ｒの活性又は、例えばＭＣ４Ｒ結合性Ｇタンパ
ク質のような、ＭＣ４Ｒシグナル伝達経路に関わる他の
細胞内因子の活性に影響を及ぼすような化合物が、限定
されずに含まれる。
コンピュータモデリングを使用するリガンドの同定
コンピュータモデリングと検索技術により、ＭＣ４Ｒの
発現又は活性をモジュレートし得るリガンドの同定、又
はすでに同定されたリガンドの改良が可能になる。リガ
ンドを同定すると、その活性部位又は領域が同定され
る。活性部位は、典型的には、ＭＣ４Ｒ結合部位であり
得る。活性部位は、例えば、リガンドがペプチドであれ
ばアミノ酸配列を、それが核酸であればヌクレオチド配
列を試験すること、又は化合物又は組成物のＭＣ４Ｒと
の複合体について試験することを含む、当技術分野で知
られている方法を使用して同定し得る。後者の場合、リ
ガンドとＭＣ４Ｒがどこで互いに接触するかを見出すこ
とによって活性部位を見つけるために、複合体の化学的
試験又はＸ線結晶解析試験を使用し得る。
【０１２３】次に、リガンドの活性部位の３次元的幾何
学が決定される。このことは、Ｘ線結晶解析を含む、完
全な分子構造を決定し得る既知の方法によりなし得る。
一方、ある種の分子間距離を決定するには、固相又は液
相のＮＭＲを使用し得る。構造決定の他の実験法も部分
的又は完全な幾何学的情報を得るために使用し得る。活
性部位のジオメトリーは、リガンドがＭＣ４Ｒ、又は別
の結合パートナーと複合していて、測定の精度を高め得
る間に、測定し得る。
【０１２４】リガンドの活性部位の不完全か又は不充分
に正確な分子構造が決定されたならば、コンピュータを
ベースとした数的モデリングの方法を使用して、その構
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造を完成させるか又はその正確性を向上させることがで
きる。タンパク質又は核酸のような特定の生体高分子に
特有のパラメーター化モデル、分子運動の計算をもとに
した分子動態モデル、熱アンサンブルに基づいた統計力
学モデル、又は上記を組み合わせモデルを含む、認知さ
れたモデリング法を使用し得る。ほとんどのタイプのモ
デルで、構成する原子及び基の間の様々な力を表す標準
的な分子の力場が必要であり、物理化学において知られ
ている力場から選択され得る。不完全であるか又はあま
り正確でない実験構造も、これらモデリング法により計
算される完全でより正確な構造に対する束縛事項として
役立ち得る。
【０１２５】最後に、リガンドの活性部位の構造を決定
した後で、様々な化合物とその分子構造についての情報
を含むデータベースを検索することによって、候補リガ
ンドを同定し得る。この検索では、リガンドの活性部位
構造に同一であるか又は類似した構造を有する化合物が
求められる。そのような検索はマニュアルでも可能であ
るが、好ましくはコンピュータで支援される。この検索
で同定される化合物は、潜在的なＭＣ４Ｒ作動薬又は拮
抗薬である。
【０１２６】他のやり方では、すでに知られているもの
を改良した作動薬又は拮抗薬を創出するために、上記の
方法を使用し得る。既知の作動薬又は拮抗薬の組成を修
飾し、上記の実験及びコンピュータモデリング法を使用
して、修飾の構造的影響を決定する。修飾した作動薬又
は拮抗薬をＭＣ４Ｒに結合させること、又はＭＣ４Ｒ依
存性のシグナル伝達に対するその効果を、元の作動薬又
は拮抗薬のそれと比較する。上記の方法を使用して、既
知の作動薬又は拮抗薬の体系的な変更（例えば、特定の
側鎖基の体系的な変更）をすぐに評価して、特異性又は
活性が改善された、修飾された作動薬又は拮抗薬を得る
ことができる。上記工程の１つ又はいくつかを連続的に
繰り返し、さらに有効なＭＣ４Ｒ作動薬又は拮抗薬を同
定するか又は創出することが可能になる。
【０１２７】ＭＣ４Ｒの活性部位、及び関連する伝達及
び転写因子の活性部位の同定に基づいた、ＭＣ４Ｒの作
動薬又は拮抗薬を同定するのに有用なさらなる実験及び
コンピュータモデリング法は、当業者に明らかであろ
う。
【０１２８】分子モデリングシステムの例は、ＣＨＡＲ
ＭｍTM及びＱＵＡＮＴＡTMプログラム（Ｐｏｌｙｇｅｎ
  Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，ウォルサム、ＭＡ）であ
る。ＣＨＡＲＭｍTMは、エネルギー最少化及び分子動態
の関数を実行する。ＱＵＡＮＴＡTMは、分子構造の構
築、グラフィックモデリング及び解析を実行する。ＱＵ
ＡＮＴＡTMは、分子相互の挙動に関する相互構築、修
飾、視覚化及び解析を考慮する。
【０１２９】特定のタンパク質と相互作用する薬物のコ
ンピュータモデリングは、Rotivinen, et al., 198１０
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ta Pharmaceutical Fennica 97: 159-166; Ripka, 198
8, New Scientist 118: 54-57; McKinaly and Rossman,
 198１1nnu. Rev. Pharmacol.Toxicol. 29: 111-122; P
erry and Davies, 1989, OSAR: Quantitative Structur
e-Activity Relationships in Drug Design pp. 189-19
3 Alan R. Liss, Inc.; Lewis and Dean, 1989, Proc. 
R. Soc. Lond. 236: 125-140 and 141-162;及び（核酸
成分のモデル受容体については）、Askew, et al., 198
9, J. Am. Chem. Soc. 111: 1082-1090 のような、数多
くの論文に解説されている。化学品をスクリーニングし
てグラフィックに表現する他のコンピュータプログラム
が、ＢｉｏＤｅｓｉｇｎ，Ｉｎｃ．（パサデナ、Ｃ
Ａ）、Ａｌｌｅｌｉｘ，Ｉｎｃ．（ミシソーガ、オンタ
リオ、カナダ）及びＨｙｐｅｒｃｕｂｅ，Ｉｎｃ．（ケ
ンブリッジ、オンタリオ、カナダ）のような企業から提
供されている。これらは、特定のタンパク質に特異的な
薬物への応用のために主に設計されているが、領域が同
定されれば、ＤＮＡ又はＲＮＡの領域に特異的な薬物の
設計にも適用し得る。
【０１３０】ＭＣ４Ｒペプチド
本発明のもう１つの側面では、イヌ又はネコのＭＣ４Ｒ
タンパク質、ポリペプチド及びペプチドフラグメント、
そのＭＣ４Ｒの突然変異，先端切れ又は欠失した形態及
び／又はＭＣ４Ｒの融合タンパク質が様々な使用のため
に製造されるが、それには、動物における食欲調節に関
わる他の細胞性遺伝子産物を同定する診断アッセイにお
ける試薬として、動物における食欲障害の治療に使用し
得る化合物をスクリーニングするためのアッセイにおけ
る試薬として、及び動物における食欲障害の治療に有用
なＭＣ４Ｒに関する製剤試薬として抗体を産生すること
が限定せずに含まれる。
【０１３１】ＭＣ４Ｒの１つ又はそれ以上のドメインに
対応するペプチド（例えば、ＥＣＤ、ＴＭ又はＣＤ）、
先端切れか欠失しているＭＣ４Ｒ（例えば、１つ又はそ
れ以上のＥＣＤ、ＴＭ及び／又はＣＤが欠失しているＭ
Ｃ４Ｒ）、並びに完全長のＭＣ４Ｒ、ＭＣ４Ｒペプチド
又は先端切れＭＣ４Ｒが無関係なタンパク質に融合して
いる融合タンパク質も、本発明の範囲内にある。そのよ
うな可溶性ペプチド、タンパク質、融合タンパク質、又
は循環しているＭＣ４Ｒの天然リガンドに結合して「中
和」する抗体（抗イディオタイプ抗体も含む）が、以下
に示すように、食欲増進を実現するために使用し得る。
この目的のために、ＭＣ４Ｒの各ＥＣＤに対応するペプ
チド、可溶性のＭＣ４Ｒ欠失突然変異体（例えば、ΔＴ
Ｍ突然変異体）、又はＭＣ４Ｒの全ＥＣＤ（以下に示す
ように、４種のＥＣＤを連結することによって加工され
る）を、別のポリペプチド（例えば、ＩｇＦｃポリペプ
チド）に融合し得る。ＭＣ４Ｒ又はＭＣ４Ｒ・ＥＣＤの
ＩｇＦｃポリペプチドへの融合は、調製物の安定性を高
めるだけでなく、in vivo におけるＭＣ４Ｒ－Ｉｇ融合
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タンパク質の半減期及び活性を高めるものである。融合
タンパク質のＩｇ部分のＦｃ領域は、免疫グロブリンの
エフェクター機能を低減させるようにさらに修飾してよ
い。
【０１３２】そのようなペプチド、ポリペプチド又は融
合タンパク質は、組換えＤＮＡ技術により製造し得る。
例えば、曲がりくねったＭＣ４ＲのＥＣＤにある４種の
ドメインの１つ又はそれ以上をコードする核酸は、合成
されるか又はクローン化されて、ＭＣ４Ｒの可溶性ＥＣ
Ｄをコードするようにともに連結し得る。４種のＥＣＤ
（図１及び２のＥＣＤ１～４）の１つ又はそれ以上をそ
れぞれがコードする、２つ又はそれ以上の核酸は、直接
的にか、又はペプチドスペーサーをコードするリンカー
オリゴヌクレオチドを介して連結し得る。このリンカー
は、柔軟で、グリシンが多いポリペプチドをコードし得
て、それにより、ともに結ばれているＥＣＤがＭＣ４Ｒ
リガンドに結合し得るコンホメーションをとることを可
能にする。他のやり方では、ＥＣＤ内の各ドメインをコ
ードする核酸を使用して、ＭＣ４Ｒから派生するペプチ
ドを発現し得る。
【０１３３】上記のポリペプチドを産生するＭＣ４Ｒの
適切な領域をコードする核酸を発現させるために、多種
多様な宿主－発現ベクター系を利用し得る。生成するペ
プチド又はポリペプチドが可溶性の誘導体（例えば、Ｅ
ＣＤに相当するペプチド；先端切れ又は内部欠失のＭＣ
４Ｒ）である場合、このペプチド又はポリペプチドは培
養基から回収し得る。ポリペプチド又はタンパク質が分
泌されない場合、ＭＣ４Ｒの生成物は、宿主細胞それ自
体から回収され得る。
【０１３４】この宿主－発現ベクター系には、ＭＣ４Ｒ
又は機能的同等物を in situ で、つまり細胞膜内に留
まったまま発現するように加工された宿主細胞も含まれ
る。そのような発現系からのＭＣ４Ｒの精製又は濃縮
は、好適な界面活性剤及び脂質ミセルと当業者によく知
られた方法を使用して達成し得る。しかしながら、その
ように加工された宿主細胞そのものは、ＭＣ４Ｒの構造
及び機能上の特徴を保持することだけでなく、例えば薬
物スクリーニングアッセイ（上記参照）において生物学
的活性を評価することも重要である状況において使用し
得る。
【０１３５】融合タンパク質は、発現される融合タンパ
ク質に特異的な抗体を利用することによって容易に精製
し得る。例えば、そのような１つの系は、ヒト細胞系に
おいて発現される非変性融合タンパク質の速やかな精製
を可能にする（Janknecht, et al., 1991, Proc. Natl.
 Acad. Sci. USA 88: 8972-76 を参照のこと）。この系
では、６つのヒスチジン残基からなるアミノ酸末端タグ
に関心対象の遺伝子のオープンリーディングフレームが
翻訳可能に融合されるように、その遺伝子がワクシニア
組換えプラスミドへサブクローン化される。組換えワク
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シニアウイルスで感染した細胞の抽出物をＮｉ2+ニトリ
ロ酢酸－アガロースカラムにロードし、ヒスチジン－タ
グ付きタンパク質をイミダゾール含有緩衝液で選択的に
溶出させる。
【０１３６】ＭＣ４Ｒ抗体
さらにもう１つの側面では、ネコ又はイヌＭＣ４Ｒの１
つ又はそれ以上のエピトープ、又はＭＣ４Ｒ保存変異体
又はＭＣ４Ｒペプチドフラグメントのエピトープを特異
的に認識する抗体も本発明に含まれる。そのような抗体
には、限定しないが、ポリクローナル抗体、モノクロー
ナル抗体（ｍＡｂ）、ヒト化又はキメラ抗体、短鎖抗
体、Ｆａｂフラグメント、Ｆ（ａｂ’）

2
フラグメン

ト、Ｆａｂ発現ライブラリーにより産生されるフラグメ
ント、抗イディオタイプ（抗Ｉｄ）抗体、及び上記のい
ずれかのエピトープ結合性フラグメントが含まれる。
【０１３７】本発明の抗体は、例えば、生物学的サンプ
ルにおけるＭＣ４Ｒの検出において使用し得るので、従
って、異常な量のＭＣ４Ｒについて動物を試験し得る診
断又は予後の技術の一部として利用し得る。抗体はま
た、例えば上記のような化合物スクリーニング計画とと
もに、ＭＣ４Ｒ遺伝子産物の発現及び／又は活性に対す
る試験化合物の効果を評価するために利用し得る。さら
に、抗体は、以下に示すようなトランスジェニック技術
とともに、例えば、正常であるか及び／又は加工したＭ
Ｃ４Ｒ発現細胞を動物被検者へ導入する前に評価するた
めに使用し得る。さらに、抗体は、異常なＭＣ４Ｒ活性
を阻害するための方法として使用し得る。つまり、上記
抗体は、食欲障害の治療法の一部として利用し得る。
【０１３８】抗体を産生するには、ＭＣ４Ｒ、ＭＣ４Ｒ
ペプチド（例えば、ＥＣＤ、ＴＭ又はＣＤのような、受
容体の機能性ドメインに対応するもの）、先端切れＭＣ
４Ｒポリペプチド（即ち、１つ又はそれ以上のドメイ
ン、例えばＴＭ又はＣＤが欠失しているＭＣ４Ｒ）、Ｍ
Ｃ４Ｒの機能的同等物又はＭＣ４Ｒの突然変異体を用い
た注射により、宿主動物を免疫化し得る。宿主動物は、
例えば、ヤギ、ウサギ、マウス、ハムスター又はラット
である。宿主の種によっては、免疫応答を高めるために
アジュバントを使用してよい。アジュバントは、例え
ば、フロイント（完全及び不完全）アジュバント、鉱質
ゲル（例えば、水酸化アルミニウム）、リソレシチンの
ような界面活性物質、多価（pluronic）ポリオール、ポ
リアニオン、ペプチド、油性乳剤、アオガイヘモシアニ
ン、ジニトロフェノール、及びカルメット－ゲラン菌
（以下、「ＢＣＧ」）やコリネバクテリウム・パルブム
のような潜在的に有用なヒトアジュバントであり得る。
【０１３９】ポリクローナル抗体は、免疫化した動物の
血清に由来する異質な抗体分子の集団である。モノクロ
ーナル抗体（以下、「ｍＡｂ」）は、均質な抗体の集団
である。特定の抗原に対するｍＡｂは、継代した培養細
胞系による抗体分子の産生を提供する任意の技術により
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産生し得る。これらの技術には、限定しないが、Kohler
 and Milstein, 1975, Nature 256: 495-497; 及び米国
特許第４，３７６，１１０号のハイブリドーマ技術、ヒ
トＢ細胞ハイブリドーマ技術（Kosbor et al.,1983, Im
munology Today 4: 72; Cole et al., 1983, Proc. Nat
l. Acad. Sci.USA 80; 2026-2030）、及びＥＢＶ－ハイ
ブリドーマ技術（Cole et al., 1985,Monoclonal Antib
odies And Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp77
-96を参照のこと）が含まれる。抗体は、ＩｇＧ、Ｉｇ
Ｍ、ＩｇＥ、ＩｇＡ、ＩｇＤを含む任意の免疫グロブリ
ンクラス、及びそれらの任意のサブクラスであり得る。
本発明のｍＡｂを産生するハイブリドーマは、in vitro
 又は in vivo で培養し得る。in vivoで高力価のｍＡ
ｂが産生されるので、これが現在は好ましい産生法であ
る。
【０１４０】さらに、「キメラ抗体」（Morrison et a
l., 1984, Pro. Natl. Acad. Sci. USA 81: 6851-6855;
 Neuberger et al., 1984, Nature 312: 604-608; Take
da etal., 1985, Nature 314: 452-454 を参照のこと）
の産生に開発された技術も使用し得る。キメラ抗体は、
異なる動物種由来の部分を含んでなる分子であり、マウ
スｍＡｂ由来の可変部とヒト免疫グロブリンの定常部を
有するようなものである。キメラ抗体は、好適な抗原特
異性を有するマウス抗体分子の遺伝子を、好適な生物学
的活性を有するヒト抗体分子の遺伝子と再接合させるこ
とによって、産生し得る。
【０１４１】他のやり方では、単鎖抗体（米国特許第
４，９４６，７７８号； Bird, 1988,Science 242: 423
-26; Huston et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA 85: 5879-83; 及び Ward et al., 1989, Nature 33
4: 544-546 を参照のこと）の産生について記載された
技術を適用して、ＭＣ４Ｒ遺伝子産物に対する単鎖抗体
を製造し得る。単鎖抗体は、Ｆｖ領域の重鎖及び軽鎖フ
ラグメントをアミノ酸架橋により連結し、単鎖ポリペプ
チドを生成して形成される。
【０１４２】特定のエピトープを認識する抗体フラグメ
ントは既知の技術により産生し得る。例えば、この抗体
フラグメントは、例えば抗体分子のペプシン消化から生
じるＦ（ａｂ’）

2
フラグメントの１つ、又はＦ（ａ

ｂ’）
2
フラグメントのジスルフィド結合を還元するこ

とによって産生されるＦａｂフラグメントの１つであり
得る。他のやり方では、所望の特異性を有するモノクロ
ーナルＦａｂフラグメントの迅速かつ容易な同定を可能
にするために、Ｆａｂ発現ライブラリーを構築し得る
（Huse et al., 1989, Science 246: 1275-1281 を参照
のこと）。
【０１４３】次いで、ＭＣ４Ｒに対する抗体は、当業者
に周知の技術（例えば、Greenspanand Bona, 1993, FAS
EB J. 7: 437-444; 及び Nissinoff, 1991, J. Immuno
l. 147: 2429-2438 を参照のこと）を使用して、ＭＣ４
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Ｒを「模倣する」抗イディオタイプ抗体を産生するため
に利用し得る。例えば、ＭＣ４ＲのＥＣＤに結合し、メ
ラノコルチンのＭＣ４Ｒへの結合を競合的に阻害する抗
体を使用して、ＥＣＤを「模倣し」、従って、メラノコ
ルチンに結合してそれを中和する抗イディオタイプを産
生し得る。中和作用のある抗－イディオタイプ（又は抗
イディオタイプのＦａｂフラグメント）は、被検動物に
おいてネーティブリガンドを中和して食欲増進を促進す
る治療法に使用し得る。
【０１４４】他のやり方では、ＭＣ４Ｒの作動薬として
作用するＭＣ４Ｒへの抗体を産生し得る。この抗体は、
ＭＣ４Ｒに結合して、そのシグナル伝達活性を活性化す
る。この抗体は、被検動物において肥満のような食欲関
連障害を治療するのに特に有用である。さらに、ＭＣ４
Ｒの拮抗薬として作用する、即ち、ＭＣ４Ｒ受容体の活
性化を阻害する抗体は、被検動物において食欲不振や悪
液質のような食欲関連障害を治療するために使用し得
る。
【０１４５】本発明の方法により同定される化合物を使
用した食欲関連障害の治療
本発明には、食欲及び／又は代謝率を変化させ、肥満、
悪液質、食欲不振、生殖不能、内毒素血症、発熱、腎不
全、肝脂質症、離乳誘導性の無食欲及び成長遅延、癌、
感染、炎症及び乳汁分泌を限定せずに含む、食欲及び／
又は代謝率に関連した障害を治療するための方法及び組
成物が含まれる。正常なＭＣ４Ｒ機能が欠損すると肥満
表現型の発達を生じるので、ＭＣ４Ｒ活性の増加、又は
ＭＣ４Ｒ経路の活性化（例えば、下流の活性化）は、Ｍ
Ｃ４Ｒ遺伝子の発現及び／又はＭＣ４Ｒ活性の欠乏レベ
ルを示す肥満動物において、正常な体重状態への進展を
促進するだろう。他のやり方では、食欲不振やおそらく
は正常以下の体重の表現型が含まれる、例えば悪液質の
ようなある種の障害の症状は、ＭＣ４Ｒ遺伝子の発現、
及び／又はＭＣ４Ｒ遺伝子の活性のレベルを減少させる
こと、及び／又は（例えば、下流のシグナル伝達反応を
標的にすることによって）ＭＣ４Ｒ経路の活性をダウン
レギュレートすることによって、改善される可能性があ
る。種々のアプローチを以下に論じる。
【０１４６】１つの態様では、ＭＣ４Ｒ活性をモジュレ
ートする化合物が、それを必要とする被検動物、好まし
くは哺乳動物又は鳥類へ投与される。この被検動物は、
例えば、上記の疾患又は病態の１つを病んでいる場合が
ある。化合物はＭＣ４Ｒの作動薬又は拮抗薬であり得
る。ＭＣ４Ｒの作動薬は、被検動物における肥満の治療
に、食物摂取を低減する、及び／又は代謝率を高めて体
重損失を引き起こすために使用し得る。好ましい態様で
は、安全で有効な食欲減少を引き起こすＭＣ４Ｒ作動薬
を含んでなる調製物がそれを必要とする動物へ投与され
る。特に好ましい態様では、動物はイヌ又はネコであっ
て、体重損失は動物の過剰体重の４～８％／月であり、
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及び／又は調製物は経口投与される。ＭＣ４Ｒ活性の拮
抗薬は、食欲不振又は悪液質のような病態を治療するた
めに、食欲増進を引き起こすために使用し得る。好まし
い態様では、食欲を急に刺激するＭＣ４Ｒ拮抗薬を含ん
でなる調製物がそれを必要とする動物へ投与される。特
に好ましい態様では、動物は、不適切に低い食物摂取と
体重減少（例えば、肝脂質症又は悪液質）をもたらす病
理に罹患しているイヌ又はネコである。
【０１４７】化合物がＭＣ４Ｒに対する絶対的な特異性
を示すことは必要ではない。例えば、ＭＣ４ＲとＭＣ１
Ｒの両方を作動する化合物を使用し得るが、この化合物
は、脳へのデリバリーが食欲減少と体重減少を達成する
ように最適化され、皮膚、獣皮又は毛皮に生じる末梢の
メラニン産生のような副作用が忍容レベルまで減少され
るように、投与され得る。ＭＣ４Ｒに対する特異性を示
さない化合物は、他のメラノコルチン受容体をモジュレ
ートすることから生じ得る副作用を制御するために、他
の治療法又は薬物とともに投与し得るが、ＭＣ３Ｒより
もＭＣ４Ｒに対する選好性又は選択性を示す化合物が好
ましいのは、局所デリバリーを使用しても受容体特異性
の不足を補填し得ない脳において、いずれの受容体も発
現されているからである。
【０１４８】化合物の毒性及び治療有効性は、細胞培養
物、又はラット及びマウスのような実験動物において、
例えばＬＤ

50
（集団の５０％に対する致死量）及びＥＤ

50
（集団の５０％における治療有効量）を決定する医薬
品の標準的な方法により決定し得る。毒性効果と治療効
果の用量比（即ち、ＬＤ

50
／ＥＤ

50
比）が治療インデッ

クスである。大きい治療インデックスを示す化合物が好
ましい。有毒な副作用を示す化合物が使用される場合
は、感染してない細胞への潜在的な損傷を最少化して副
作用を軽減するために、罹患組織の部位を化合物の標的
とするデリバリーシステムを設計するよう配慮されるべ
きである。
【０１４９】ある化合物についての細胞培養アッセイと
実験動物試験から得られるデータは、ネコ、イヌ又は家
畜動物のような被検動物における化合物の使用される用
量範囲を定式化することに使用し得る。化合物の投与量
は、好ましくは、毒性がほとんど又はまったくないＥＤ

50
を含む循環濃度の範囲内にある。投与量は、利用され
る剤形と利用される投与経路に応じて、この範囲内で変
化し得る。化合物の治療有効量は、最初に細胞培養アッ
セイから評価し得る。用量は、細胞培養において決定さ
れるようなＩＣ

50
（即ち、症状の最大阻害の半分を達成

する試験化合物の濃度）を含む循環血漿濃度の範囲を達
成するように、実験動物モデルにおいて定式化し得る。
そのような情報を使用して、被験動物において有用な用
量をより正確に決定することができる。化合物の血漿レ
ベルは、例えば、高速液体クロマトグラフィーにより測
定し得る。
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【０１５０】ＭＣ４Ｒの発現を阻害するために使用され
るアンチセンスオリゴヌクレオチド本発明のさらにもう
１つの側面では、ＭＣ4Ｒシグナル伝達経路の成分の発
現を阻害し、それにより被検動物の食欲をモジュレート
するために核酸分子が使用される。１つの態様では、Ｍ
Ｃ４Ｒ・ｍＲＮＡ転写物の翻訳を阻害するか又は妨げる
アンチセンス核酸又はリボザイム；ＭＣ４Ｒ遺伝子又は
その調節要素の全部又は一部と三重らせんを形成してＭ
Ｃ４Ｒ遺伝子の転写を阻害する核酸；又はＭＣ４Ｒ遺伝
子又はその内因性プロモーターを不活性化するか又は
「ノックアウト」する標的化した相同的組換えに有用な
核酸を使用することによって、被検動物における内因性
ＭＣ４Ｒ遺伝子発現のレベルを減少させる治療法が設計
される。この治療法は、ＭＣ４Ｒ発現の阻害が食欲を増
加させるために設計される、悪液質や食欲不振のような
被検動物の食欲及び体重の障害を治療するのに利用し得
る。ＭＣ４Ｒ遺伝子は脳内で発現されるので、好ましく
は、核酸が血液脳関門を通過することを可能にするデリ
バリー技術が設計されるべきである（ＰＣＴ  ＷＯ８９
／１０１３４号を参照のこと、これは参照によりそのま
ま本明細書に組込まれている）。例えば、上記の核酸
は、血液脳関門を通過するその能力を高めるように修飾
されるか又は適切に製剤化され得る。他のやり方では、
本明細書に記載のアンチセンス、リボザイム又は核酸の
構築体は、標的細胞を含有する部位へ直接投与し得る。
【０１５１】アンチセンスアプローチは、ｍＲＮＡに相
補的であるオリゴヌクレオチドの設計に関わる。このオ
リゴヌクレオチドは、以下により詳しく説明するよう
に、好適なポリマー分子、例えば、ＤＮＡ、ＲＮＡ、Ｄ
ＮＡ／ＲＮＡハイブリッド、修飾したＤＮＡ又はＲＮ
Ａ、又は合成のＤＮＡ又はＲＮＡ類似体（例えば、ペプ
チド核酸（以下、「ＰＮＡ」）；ＷＯ９２／２０７０２
号を参照のこと）を含み得る。アンチセンスオリゴヌク
レオチドは、相補的なｍＲＮＡ転写物に結合し、翻訳を
妨げる。絶対的な相補性は、好ましいが、必須ではな
い。ＲＮＡの一部に「相補的な」配列とは、本明細書に
言及されるように、ＲＮＡとハイブリダイズし、安定な
二本鎖を形成し得るに十分な相補性を有する配列を意味
し；二重鎖のアンチセンス核酸の場合は、二本鎖ＤＮＡ
の一本鎖が試験されるか又は三本鎖の形成がアッセイさ
れ得る。ハイブリダイズする能力は、相補性の程度とア
ンチセンスオリゴヌクレオチドの長さの両方に依存す
る。一般に、ハイブリダイズするオリゴヌクレオチドが
長いほど、それが含有し得るＲＮＡとより多くの塩基ミ
スマッチが起こるが、それでも安定な二本鎖（場合によ
っては、三本鎖）が形成される。当業者は、ハイブリダ
イズした複合体の融点を決定する標準法の使用により、
許容し得るミスマッチの度合いを確かめることができ
る。
【０１５２】コーディング領域の配列に相補的なアンチ
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センスオリゴヌクレオチドも使用し得るが、最も好まし
いのは、転写される非翻訳領域に相補的なものである。
メッセージの５’末端、例えば、ＡＵＧ開始コドンまで
を含む５’非翻訳領域に相補的であるオリゴヌクレオチ
ドは、翻訳を阻害するのに最も効率的に作用するはずで
ある（図１及び２を参照のこと）。しかしながら、ｍＲ
ＮＡの３’非翻訳配列に相補的な配列も、ｍＲＮＡの翻
訳を阻害するのに同じくらい有効であることが最近証明
された。一般論としては、Wagner, 1994, Nature 372: 
333-335 を参照のこと。このように、ＭＣ４Ｒの５’－
又は３’－非翻訳、非コーディング領域のいずれかに相
補的なオリゴヌクレオチドは、内因性ｍＲＮＡの翻訳を
阻害するアンチセンスアプローチにおいて使用し得る。
ｍＲＮＡの５’非翻訳領域に相補的なオリゴヌクレオチ
ドには、好ましくは、ＡＵＧ開始コドンの相補体が含ま
れる。ｍＲＮＡのコーディング領域に相補的なアンチセ
ンスオリゴヌクレオチドは、低効率の翻訳阻害剤である
が、本発明により使用し得る。ＭＣ４Ｒ・ｍＲＮＡの
５’－、３’－又はコーディング領域にハイブリダイズ
するように設計されるかどうかに関わらず、アンチセン
スオリゴヌクレオチドは少なくとも６個のヌクレオ塩基
の長さであり、好ましくは６～約５０個の範囲にあるヌ
クレオ塩基の長さである。ヌクレオ塩基は、オリゴヌク
レオチドに含まれるモノマー単位である（例えば、ＤＮ
Ａ及びＲＮＡオリゴヌクレオチドでは、ヌクレオ塩基は
ヌクレオチドである）。特定の側面では、オリゴヌクレ
オチドは少なくとも１０個のヌクレオ塩基、少なくとも
１７個のヌクレオ塩基、少なくとも２５個のヌクレオ塩
基、又は少なくとも５０個のヌクレオ塩基である。
【０１５３】リボザイム
ＭＣ４Ｒ・ｍＲＮＡ転写物を触媒的に開裂するように設
計されたリボザイム分子も、被検動物におけるＭＣ４Ｒ
・ｍＲＮＡの翻訳とＭＣ４Ｒの発現を妨げるために使用
し得る（例えば、１９９０年１０月４日に公開された、
ＰＣＴ国際公開ＷＯ９０／１１３６４号；Sarver et a
l., 1990, Science 247: 1222-1225 を参照のこと）。
部位特異的な認識配列でｍＲＮＡを開裂するリボザイム
は、ＭＣ４Ｒ・ｍＲＮＡを破壊するために使用し得る
が、好ましいのはハンマーヘッドリボザイムの使用であ
る。ハンマーヘッドリボザイムは、標的ｍＲＮＡと相補
的な塩基対を形成する隣接領域により指定される位置で
ｍＲＮＡを開裂する。唯一の必要条件は、標的ｍＲＮＡ
が５’－ＵＧ－３’という２塩基の配列を有することで
ある。ハンマーヘッドリボザイムの構築及び製造につい
ては当技術分野でよく知られていて、Haseloff and Ger
lach, 1988, Nature 334: 585-591 により詳しく記載さ
れている。ネコ及びイヌのｍＲＮＡ・ｃＤＮＡのヌクレ
オチド配列（図１及び２を参照のこと）内にはハンマー
ヘッドリボザイムの潜在的な開裂部位が数百存在する。
好ましくは、リボザイムは、開裂認識部位がＭＣ４Ｒ・
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ｍＲＮＡの５’末端付近に位置づけられる、つまり開裂
効率を高め、非機能的なｍＲＮＡ転写物の細胞内蓄積を
最少化するように加工される。
【０１５４】本発明のリボザイムには、Tetrahymena Th
ermophila において天然に存在し、Thomas Cech と共同
研究者により詳しく述べられてきたもの（ＩＶＳ又はＬ
－１９  ＩＶＳ  ＲＮＡとして知られる）のような、Ｒ
ＮＡエンドリボヌクレアーゼ（以下、「Ｃｅｃｈ型リボ
ザイム」）も含まれる（Zaug et al., 1984, Science22
4: 574-578; Zaug and Cech, 1986, Science 231: 470-
475; Zaug et al., 1986, Nature 324; 429-433; Unive
rsity Patents Inc．による国際公開特許出願第ＷＯ８
８／０４３００号; Been and Cech, 1986, Cell 47: 20
7-216 を参照のこと）。Ｃｅｃｈ型リボザイムは、標的
ＲＮＡ配列にハイブリダイズした後で標的ＲＮＡの開裂
が起こる、８塩基対の活性部位配列を有する。本発明に
は、ＭＣ４Ｒに存在する８塩基対の活性部位を標的とす
るＣｅｃｈ型リボザイムが含まれる。
【０１５５】アンチセンスアプローチでは、リボザイム
は（例えば、安定性、標的化などの向上のために）修飾
されたオリゴヌクレオチドから構成され、in vivo でＭ
Ｃ４Ｒを発現する細胞、例えば視床下部へデリバリーさ
れるべきである。例えば、リボザイムは、血液脳関門を
通過するように修飾し得るか、又は適切に製剤化し得る
（ＰＣＴ  ＷＯ８９／１０１３４号を参照のこと、これ
は参照により本明細書にそのまま組込まれている）。好
ましいデリバリー方法は、トランスフェクトされた細胞
が内因性ＭＣ４Ｒのメッセージを破壊し、翻訳を阻害す
るのに十分な量のリボザイムを産生するように、強い構
成的ｐｏｌ  ＩＩＩ又はｐｏｌ  ＩＩプロモーターの制
御下で、リボザイムをコードするＤＮＡ構築体を使用す
ることに関わる。リボザイムは、アンチセンス分子とは
異なり、触媒的であるので、効率性にはより低い細胞内
濃度で十分である。
【０１５６】トランスジェニック動物
本発明のもう１つの側面では、野生型の対照物に比較し
て、変化した食欲調節と体重制御を示すトランスジェニ
ック動物が産生される。特に、そのような動物では、Ｍ
Ｃ４Ｒの発現がin vivoで、例えば転写又は翻訳のレベ
ルで制御される。好ましくは、トランスジェニック動物
は哺乳動物、例えば、イヌ、ネコ、ウシ、ウマ、ヒツ
ジ、ヤギ又はブタである。ある種のアプローチを以下に
説明する。
【０１５７】正常なＭＣ４Ｒ遺伝子の発現、及び／又は
ＭＣ４Ｒ遺伝子生成物の活性レベルの増加に関しては、
イヌ又はネコのＭＣ４Ｒ核酸配列を利用して、肥満を含
む、食欲及び体重の障害に罹患しにくいトランスジェニ
ック動物を産生することができる。
【０１５８】他のやり方では、標的化した相同的組換え
を利用して、被検動物の適切な組織、例えば脳組織にあ
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る欠損した内因性ＭＣ４Ｒ遺伝子を矯正し得る。標的化
した相同的組換えを使用して、ＥＳ細胞における欠損を
矯正して矯正された形質を有する子孫を産生するために
使用し得る。
【０１５９】もう１つの代替法では、被検動物における
内因性のＭＣ４Ｒ遺伝子発現を、標的化した相同的組換
えを使用して、ＭＣ４Ｒ又はそのプロモーターを不活性
化するか又は「ノックアウト」することによって低減し
得る。Smithies et al., 1985, Nature 317: 230-234; 
Thomas and Capecchi, 1987, Cell 51: 503-512; Thomp
son et al., 198１3ell 5: 313-321; これらはいずれも
そのまま参照により本明細書に組込まれている。例え
ば、内因性ＭＣ４Ｒ遺伝子に相同なＤＮＡが隣接する突
然変異体の非機能性ＭＣ４Ｒ（又は全く無関係なＤＮＡ
配列）を、選択可能マーカー及び／又は陰性の選択可能
マーカーを伴うか又は伴わずに使用して、ＭＣ４Ｒを i
n vivo で発現する細胞をトランスフェクトすることが
できる。標的化した相同的組換えを介したＤＮＡの挿入
はＭＣ４Ｒ遺伝子の不活性化をもたらす。このアプロー
チは、不活性なＭＣ４Ｒを有する動物の子孫を産生する
ために胚性幹細胞（以下、「ＥＳ細胞」）への修飾を使
用し得る、農業応用に特に適している。例えば、Thomas
 and Capecchi and Thompson, 1987, 同上を参照のこ
と。しかしながら、このアプローチは、ネコやイヌのよ
うな伴侶動物における使用にも適用し得る。
【０１６０】他には、被検動物における内因性ＭＣ４Ｒ
遺伝子の発現は、ＭＣ４Ｒ遺伝子の調節領域（即ち、Ｍ
Ｃ４Ｒのプロモーター及び／又はエンハンサー）に相補
的なデオキシリボヌクレオチド配列を体内標的細胞にお
けるＭＣ４Ｒ遺伝子の転写を妨げる三重らせん構造を形
成させるように標的化することによって、低減し得る。
一般論としては、Helene, 1991, Anticancer Drug Des.
 6: 569-584; Heleneet al., 1992, Ann. N. Y. Acad. 
Sci. 660: 27-36; 及び Maher, 1992, Bioassays 14: 8
07-815 を参照のこと。
【０１６１】可溶性のＭＣ４Ｒ・ＥＣＤ又は融合タンパ
ク質、例えば融合Ｉｇ分子を発現する遺伝子操作された
細胞は、in vivo で投与され、そこにおいて可溶性分子
の供給物をデリバリーする「バイオリアクター」として
機能し得る。そのような可溶性のＭＣ４Ｒポリペプチド
及び融合タンパク質は、適切な濃度で発現されると、Ｍ
Ｃ４Ｒのネーティブリガンドを中和するか又は「吸い取
り」、そのようにしてＭＣ４Ｒ活性の阻害剤として作用
し、被検動物において食欲とおそらくは体重増加を引き
起こす。
【０１６２】医薬製剤と投与方法
本発明に従って使用される、本発明のＭＣ４Ｒの作動薬
及び拮抗薬を含んでなる医薬組成物は、従来のやり方で
製剤化し得る。医薬組成物は、（上記のように）ＭＣ４
Ｒの活性をモジュレートする化合物と１つ又はそれ以上
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の生理学的に許容される担体又は賦形剤を含む。担体又
は賦形剤は、使用される投与法に従って選択される。化
合物（及びその生理学的に許容される塩又は溶媒和物）
は、例えば、吸入又は通気（口又は鼻のいずれかを介す
る）による投与、又は経口、頬内、腸管外、局所、経皮
又は直腸投与のために製剤化し得る。
【０１６３】経口投与用には、医薬組成物は、例えば、
結合剤（例、ゼラチン化トウモロコシデンプン、ポリビ
ニルピロリドン、又はヒドロキシプロピルメチルセルロ
ース）；充填剤（例、ラクトース、微結晶性セルロース
又はリン酸水素カルシウム）；潤滑剤（例、ステアリン
酸マグネシウム、タルク又はシリカ）；崩壊剤（例、ジ
ャガイモデンプン又はグリコール酸ナトリウムデンプ
ン）；又は湿潤剤（例、ラウリル硫酸ナトリウム）のよ
うな製剤的に許容される賦形剤とともに従来法により製
造される、錠剤又はカプセル剤の形態をとる。錠剤は、
当技術分野で周知の方法により被覆し得る。経口投与用
の液体調製物は、例えば、溶液、シロップ又は懸濁液の
形態をとり得るか、又は、使用前に水又は他の好適な担
体と構成させるための乾燥品として提示され得る。液体
調製物は、懸濁剤（例、ソルビトールシロップ、セルロ
ース誘導体又は水素化食用脂肪）；乳化剤（例、レシチ
ン又はアカシア）；非水性担体（例、ヘントウ油、油状
エステル、エチルアルコール又は分画された植物油）；
又は保存剤（例、ｐ－ヒドロキシ安息香酸メチル又はプ
ロピル、又はソルビン酸）のような製剤的に許容される
添加物とともに、従来法により製造し得る。この調製物
は、緩衝塩、芳香剤、着色剤及び甘味剤を適宜含有して
よい。
【０１６４】経口投与用の調製物は、有効成分の制御さ
れた放出をもたらすように、適切に製剤化し得る。頬内
投与用には、組成物は、従来法で製剤化した錠剤又はト
ローチ剤の形態をとり得る。
【０１６５】吸入による投与のためには、化合物は、好
適な噴霧推進剤、例えばジクロロジフルオロメタン、ト
リクロロフルオロメタン、ジクロロテトラフルオロエタ
ン、二酸化炭素、又は他の好適なガスを使用して、加圧
パック又はネブライザーからのエアゾールスプレー状の
形態で好便にもデリバリーされる。加圧エアゾールの場
合、用量単位は、目盛量をデリバリーするためのバルブ
を提供することによって決定し得る。例えば、吸入器又
は吹き入れ器において使用されるゼラチンのカプセル又
はカートリッジは、化合物の粉末ミックスとラクトース
又はデンプンのような好適な粉末基剤を含有して製剤化
し得る。
【０１６６】本発明の化合物は、注射、例えばボーラス
注射又は連続注入による腸管外投与のために製剤化し得
る。注射用製剤は、保存剤が加えられた、単位剤形、例
えばアンプル又は多用量容器において提示し得る。この
製剤は、油性又は水性の担体にある懸濁液、溶液又は乳
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液の形態を取り、懸濁剤、安定化剤、及び／又は分散剤
のような製剤用の薬剤を含有し得る。他のやり方では、
化合物は、使用前に好適な担体、例えば無菌の発熱物質
を含まない水と構成させるための粉末形態であり得る。
【０１６７】化合物はまた、例えばココア脂や他のグリ
セリドのような従来の坐剤用基剤を含有する坐剤用又は
貯留用浣腸剤のような直腸組成物において製剤化し得
る。上記の諸製剤だけでなく、本発明の化合物はまた、
長時間作用するデポー調製物として製剤化し得る。この
調製物は、埋め込み（例えば、皮下又は筋肉内）、筋肉
内注射、又は経皮パッチにより投与し得る。従って、例
えば、化合物は好適なポリマー又は疎水性材料（例え
ば、許容し得る油における乳液として）又はイオン交換
樹脂と一緒にか、又はほとんど溶けない誘導体、例えば
難溶性の塩として製剤化し得る。
【０１６８】この組成物は、所望されるならば、有効成
分を含有する１つ又はそれ以上の単位剤形を含有し得る
パック又は調合器において提示し得る。このパックは、
例えば、ブリスターパックのような金属又はプラスチッ
クのホイルを含み得る。パック又は調合器には投与の手
引きがつく場合がある。
【０１６９】本発明のもう１つの側面では、上記に記載
の系をキットへ製剤化し得る。このためには、ＭＣ４Ｒ
又はＭＣ４Ｒ発現細胞を、多種多様な容器、例えばバイ
アル、管、マイクロタイタープレート、ボトルなどに封
入し得る。他の試薬、例えば、陽性対照サンプル、陰性
対照サンプル、メラノコルチンペプチド（限定しない
が、α－ＭＳＨ及びＡＣＴＨ誘導体を含む）、緩衝液、
細胞培養基などを別の容器に入れ、キットとして提供し
得る。
【０１７０】
【実施例】実施例１
以下の実施例は、本明細書に開示される、ネコ又はイヌ
のメラノコルチン受タンパク質をコードする核酸の単離
について説明する。
【０１７１】別々の実験で、ネコ及びイヌの視床下部組
織を調製した。それからＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉ
ｅｓ  Ｉｎｃ．（ロックビル、ＭＤ）によりｃＤＮＡラ
イブラリーを調製した。ＭＣ４Ｒ遺伝子の保存領域か
ら、配列ttgactctgtgatctgtagctccttgctを有するビオチ
ニル化した捕捉オリゴヌクレオチドを設計した。このオ
リゴヌクレオチドとＧＥＮＥＴＲＡＰＰＥＲ（登録商
標）システム（ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ  Ｉ
ｎｃ．）を使用して、その対応するｃＤＮＡライブラリ
ーからネコ及びイヌのＭＣ４Ｒクローンを単離した。ｃ
ＤＮＡライブラリーのクローンへこのオリゴヌクレオチ
ドをストリンジェントにハイブリダイズすることによっ
てポジティブ選択を達成した。磁石によりペレット化さ
れるＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｅｎｎ磁気ビーズを使用し
て、ライブラリー中の他のクローンからこの複合体を単
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離した。捕捉オリゴヌクレオチド部位の外側に設計され
たＭＣ４Ｒ特定のプライマ－対（前方プライマー：atga
ggcagatgatgacagc；後方プライマー：gtgatctgtagctcct
tgc）を使用するＰＣＲによりＭＣ４Ｒクローンを同定
した。このｃＤＮＡライブラリーから６個のネコＭＣ４
Ｒクローンと１個のイヌＭＣ４Ｒクローンを単離した。
このクローンのサイズは１．７～２．２キロベースに及
んだ。これらクローンの同一性を、様々なＭＣ４Ｒ遺伝
子特異的プライマー対（前方プライマ－：tgagacatgaag
cacac；後方プライマー：gtgatctgtagctccttgc）を使用
するＰＣＲにより確かめた。
【０１７２】ネコ及びイヌのＭＣ４Ｒ遺伝子の配列決定
は、各クローンの両端から１回の標準反応と３回のプラ
イマーウォーキング（primer walking）反応を使用して
完了した。ＭＣ４Ｒ遺伝子フラグメントの配列をその重
複領域に基づいて組立てた。
【０１７３】イヌ及びネコのＭＣ４Ｒ遺伝子のヌクレオ
チド配列を、それぞれ図１及び２（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ
Ｏ：１及び２）に示す。各ヌクレオチド配列のオープン
・リーディング・フレームの概念的な翻訳により、ネコ
及びイヌのＭＣ４Ｒの予測されるアミノ酸配列を明らか*
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*にした。これを、それぞれ図３及び４（ＳＥＱ  ＩＤＮ
Ｏ：４及び５）に示す。
【０１７４】ネコ及びイヌのＭＣ４Ｒのヌクレオチド配
列を相互に、及び利用し得る他の種由来のＭＣ４Ｒ遺伝
子配列と比較した。ネコ及びイヌのＭＣ４Ｒヌクレオチ
ド配列を、公知の配列データベースを検索するための照
会語（queries）として使用した。ヒト、ラットなどの
ＭＣ４Ｒ遺伝子を含む、多くの検索ヒットが得られた。
ＤＮＡ配列、オープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）
及びタンパク質配列の照会語間の同一性とヒットについ
て、ＬＡＳＥＲＧＥＮＥ－ＭＥＧＡＬＩＧＮTMソフトウ
ェアパッケージ（ＤＮＡＳＴＡＲ，Ｉｎｃ．，マジソ
ン、ＷＩ）のＪｏｔｕｎ  Ｈｅｉｎ法を使用して分析
し、分岐性を判定した。Ｊｏｔｕｎ  Ｈｅｉｎ法では、
配列の対を検証し、先祖の枝分かれについて最も可能性
がある配置を創出することによって系統樹が組立てられ
る。この方法が最も有用であるのは、並置された配列群
が系統的に関連づけられる場合である。以下の表Ｉ、Ｉ
Ｉ及びＩＩＩは、この照会の結果である。
【０１７５】
【表１】

【０１７６】 * *【表２】

【０１７７】 【表３】

実施例２
以下の実施例は、ネコ、イヌ及びヒトのＭＣ４Ｒの、Ｍ
ＳＨに結合する能力を判定して比較するために実施し
た。

【０１７８】異なるイヌ又はネコのＭＣ４Ｒクローンを
それぞれ発現する、トランスフェクトされた細胞系を構
築した。各細胞系につき特定すると、５０％の集密度ま
で増殖させたＨＥＫ２９３細胞を、１つの種由来のＭＣ
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４Ｒ遺伝子を含んでなるベクター構築体で一過的にトラ
ンスフェクトした。プラスミドＤＮＡ１μｇあたり、ト
ランスフェクション担体のＦｕＧＥＮＥ  ６TM  ４μｌ
を使用した。
【０１７９】トランスフェクションから４８時間後に、
シグマ解離緩衝液を使用して細胞を採取し、遠心分離し
てから結合緩衝液（５０ｍＭ  ＨＥＰＥＳ，５ｍＭ  Ｍ
ｇＣｌ

2
，０．１％  ＢＳＡ，及びプロテアーゼ阻害剤

カクテル（Ｓｉｇｍａ  Ｐ－８３４０TM，ｐＨ＝７．
５）に再懸濁した。細胞全体の結合は、この細胞系がメ
ラノコルチン受容体を発現することを手早く確認するこ
ととして実施した。血球計を使用して、再懸濁した細胞
集団を計数した。同一３検体の様々な容量を試験管の中
へピペット操作することによって、細胞容量の滴定を実
施した。緩衝液か又は過剰な非放射標識ＮＤＰ－ＭＳＨ
（最終濃度：２μＭ）のいずれかを加え、過剰な非放射
標識ＮＤＰ－ＭＳＨを使用して、非特異的な結合を確定
した。次いで、放射標識したＮＤＰ－ＭＳＨを加えて、
最終濃度を７５ｐＭとした。この反応液を３７℃で１時
間インキュベートした後、５０００ｘＧで１０分間遠心
分離した。上澄液を吸引し、ペレット化した放射標識Ｎ
ＤＰ－ＭＳＨの量を、γ－カウンターを使用して測定し
た。結果を図５及び６に示す。
【０１８０】細胞全体の結合アッセイでは、（受容体の
内在化及び再環状化のために）細胞あたりの受容体の数
を正確に決定するのに使用し得ないので、各細胞系から
膜調製物を調製した。Ｓｉｇｍａ解離緩衝液を使用して
トランスフェクトした細胞を採取し、遠心分離して、氷
冷したホモジェナイゼーション緩衝液（１ｍＭ  ＥＤＴ
Ａ，１ｍＭ  ＥＧＴＡ，１０ｍＭ  ＨＥＰＥＳ及びプロ
テアーゼ阻害剤カクテル（Ｓｉｇｍａ  Ｐ－８３４
０TM），ｐＨ＝７．５）に再懸濁させた。この細胞懸濁
液を少なくとも１０分間氷上でインキュベートして、次
いで、密着ガラス／ガラス式ｄｏｕｎｃｅホモジェナイ
ザーを２０ストロークしてホモジェナイズした。このホ
モジェネートを４℃で１０分間１０００ｘＧで遠心分離
し、核と未溶解細胞をペレット状にした。上澄液を新し
い試験管に移し、４℃で２０分間２５０００ｘＧで遠心
分離し、原形質膜をペレット状にした。この上澄液を捨
てた。ペレットをホモジェナイゼーション緩衝液に再懸
濁し、原形質膜を洗浄した。再懸濁したペレットを密着
ガラス／ガラス式ｄｏｕｎｃｅホモジェナイザーの２０
ストロークでホモジェナイズし、次いで、４℃で２０分
間２５０００ｘＧで遠心分離した。上澄液を捨て、１～
５ｍｇ／ｍｌのタンパク質濃度になるようにホモジェナ
イゼーション緩衝液にペレットを再懸濁した。長期保存
用に５００μｌのアリコートを－７０℃で冷凍した。ホ
モジェネートを５～１０倍に希釈して、Ｐｉｅｒｃｅ  
ＢＣＡキット（Ｐｉｅｒｃｅ，ロックフォード、ＩＬ）
を使用することによって、タンパク質濃度を決定した。
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【０１８１】実施例３
以下は、ｃＭＣ４Ｒ、ｈＭＣ３Ｒ及びｈＭＣ４ＲのＭＳ
Ｈ及び他のＭＣ４Ｒリガンドに対する相対親和性を決定
するために実施した。ｃＭＣ４Ｒ、ｈＭＣ３Ｒ又はｈＭ
Ｃ４Ｒを発現するＨＥＫ２９３細胞系を、１０％ウシ胎
仔血清、ペニシリン１００ユニット／ｍｌ、ストレプト
マイシン１００μｇ／ｍｌ及びジェネチシン３００μｇ
／ｍｌ（いずれもＧｉｂｃｏ  ＢＲＬより入手）を補充
したＤＭＥＭ（ダルベッコ改良イーグル培地；高グルコ
ース、Ｌ－グルタミン、ピルビン酸ナトリウム  １１０
ｍｇ／Ｌ及び塩酸ピリドキシン）（Ｇｉｂｃｏ  ＢＲ
Ｌ，ロックビル、ＭＤ）において、３７℃、５％  ＣＯ

2
で増殖させた。各細胞系につき、それがメラノコルチ
ン受容体を発現することを手早く確認する方法として細
胞全体の結合アッセイを実施した。Ｓｉｇｍａ解離緩衝
液を使用して、各細胞系から細胞を採取し、ＰＢＳで洗
浄した。結合緩衝液に細胞を再懸濁し、血球計を使用し
て計数した。特異的な結合を定量するために、様々な量
の細胞を、最終濃度５ｍＭの過剰な非放射標識ＮＤＰ－
ＭＳＨを含むか又は含まない同一３検体の試験管へ加え
た。各試験管へ、最終濃度５０ｐＭの125Ｉ－ＮＤＰ－
ＭＳＨを加え、３７℃で５０分間結合させた。遠心分離
により細胞をペレット化し、上澄液を除去し、細胞に結
合した放射活性をγ－カウンターで計数した。結果は、
細胞数が増加するにつれ、125Ｉ－ＮＤＰ－ＭＳＨに対
する特異的な結合もｃＭＣ４Ｒ細胞系で増加したことを
示す（図７）。細胞全体の結合アッセイでは、（受容体
の内在化及び再環状化のために）細胞あたりの受容体分
子の数を正確に測定し得ないので、各細胞系から膜調製
物を調製した。Ｓｉｇｍａ解離緩衝液を使用して細胞を
採取し、遠心分離によりペレット化し、再構成させてＰ
ＢＳで洗浄し、遠心分離によりペレット化した。全細胞
数のカウントを血球計算により実施し、記録した。この
細胞ペレットをホモジェナイゼーション緩衝液（２５ｍ
Ｍ  ＨＥＰＥＳ，１．５ｍＭ  ＣａＣｌ

2
，１ｍＭ  Ｍ

ｇＳＯ
4
，１００ｍＭ  ＮａＣｌ，１０％スクロース、

Ｓｉｇｍａプロテアーゼ阻害剤カクテル）に再懸濁させ
た。Ｄｏｕｎｃｅホモジェナイザー（１０～１５ストロ
ーク）を用いて氷上でホモジェナイゼーションを実施し
た後、音波処理した（高セッティングで３ｘ３０秒のバ
ースト）。７００ｘＧでの遠心分離により、大きい細胞
の粒子状物質を膜分画から分離した。次いで、この上清
分画を１５０，０００ｘＧで遠心分離した。この遠心分
離の上清分画を除去し、膜ペレットをホモジェナイゼー
ション緩衝液２０ｍｌに再懸濁し、－７０℃で０．５ｍ
ｌのアリコートに保存した。
【０１８２】受容体の数やリガンド親和性について研究
し、現今の方法を文献値と比較するために、膜調製物に
関して飽和結合試験を実施した。各調製物につきＢＣＡ
TMタンパク質アッセイキットを使用してタンパク質濃度
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を定量し、各アッセイに使用する膜の量を正規化した。
全ペプチド含量により測定される、各調製物の一定量の
膜を各アッセイに使用した（ｈＭＣ３Ｒ／ＨＥＫ２９３
及びｈＭＣ４Ｒ／ＨＥＫ２９３ではタンパク質１μｇ；
ｃＭＣ４Ｒ  Ｃ１／ＨＥＫ２９３ではタンパク質２μ
ｇ）。様々な量の125Ｉ－ＮＤＰ－ＭＳＨをこのアッセ
イに使用し、各受容体についての飽和結合等温線（isot
herm）を作成した。ｃＭＣ４Ｒ／ＨＥＫ２９３、ｈＭＣ
３Ｒ／ＨＥＫ２９３及びｈＭＣ４Ｒ／ＨＥＫ２９３の膜
に対する変換等温線を図８、９及び１０に示す（［ｈＭ
Ｃ４Ｒ／ＨＥＫ２９３膜のロット１］；図８：ｈＭＣ４
Ｒ／ＨＥＫ２９３の飽和結合等温線；図９：ｈＭＣ３Ｒ
／ＨＥＫ２９３の飽和結合等温線；図１５：ｃＭＣ４Ｒ
／ＨＥＫ２９３の飽和結合等温線）。３種の膜調製物に
ついてのスキャッチャード分析は、ＮＤＰ－ＭＳＨのＫ

d
が上記調製物のいずれについても１００～２００ｐＭ
の間にあることを示した（図８、９及び１０）。さら *

66
*に、ＧｒａｐｈＰａｄ  ＰＲＩＳＭ（登録商標）（Ｇｒ
ａｐｈＰａｄ  Ｓｏｆｔｗａｒｅ  Ｉｎｃ．，サンディ
エゴ、ＣＡ）により算出されるような直線状のスキャッ
チャードラインは、予測されるように、それぞれの細胞
系ついて単一の受容体の集団であることを示す。
【０１８３】同じ膜調製物を使用して、市販リガンドに
対する結合プロファイリングを実施した。単位膜タンパ
ク質あたりの受容体数の膜調製物間での違いを補整する
ために、膜調製物の量を調整して受容体の発現を正規化
した。低分子化合物についてはＤＭＳＯを使用して各化
合物を溶かし、結合緩衝液で０．２％へ希釈した。滴定
曲線を図１１－１４に示す。ＧｒａｐｈＰａｄ  ＰＲＩ
ＳＭ（登録商標）により提供される非線形回帰分析を使
用して、ＩＣ

50
値を算出した。以下の表ＩＶにデータを

まとめる。
【０１８４】
【表４】

実施例４
以下の実施例は、α－ＭＳＨの刺激に応じてｃＡＭＰの
蓄積を誘発するイヌＭＣ４Ｒの能力を測定するために実
施した。
【０１８５】他の種では、ＭＣ４ＲがＧタンパク質共役
型受容体であり、その作動薬リガンドにより刺激された
ときにｃＡＭＰ蓄積を刺激することが示されている。市
販キット（アデニルシクラーゼ活性化Ｆｌａｓｈｐｌａ
ｔｅ  Ａｓｓａｙ，ＮＥＮ（登録商標）Ｌｉｆｅ  Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ  Ｐｒｏｄｕｃｔｓ，Ｉｎｃ．，ボストン、
ＭＡ）を使用して、イヌＭＣ４Ｒでトランスフェクトし
た細胞における作動薬リガンド刺激後のｃＡＭＰの蓄積
を測定した。上記のように、ＭＣ４Ｒでトランスフェク
トした細胞系を調製し、採取した。次いで、採取した細
胞を刺激緩衝液（キットに提供されている）に再懸濁さ
せた。この再懸濁した細胞の数を、血球計を使用して決
定した。再懸濁した細胞を遠心分離し、再び刺激緩衝液
で３種の異なる最終細胞濃度（９６穴プレート１ｍｌに
つき、０．５ｘ１０6、１．０ｘ１０6及び１．５ｘ１０
6個の細胞）に再懸濁した。各濃度の細胞を、１μＭの
作動薬α－ＭＳＨ又は陰性対照のいずれかと接触させ
た。３０分後に検出ミックス（キットに提供されてい
る）を加えることによってインキュベーションを停止さ
せた。各プレートにカバーをかけ、室温で２０時間イン
キュベートした。ＭＣ４Ｒの刺激は、Ｗａｌｌａｃ  １
４５０  ＭＩＣＲＯＢＥＴＡTMシンチレーションカウン
ターでのシンチレーション計数により定量した。α－Ｍ

ＳＨ処理した細胞は、各濃度で、バックグラウンドに対
するｃＡＭＰレベルの有意な増加を示した（図１５）。
この効果は、最も細胞濃度が高いバッチで最も顕著であ
り、陰性対照細胞の１．５３ピコモル／ｍｌに対し、α
－ＭＳＨ処理した細胞は、１３．８２ピコモル／ｍｌの
ｃＡＭＰ濃度（ほぼ１０倍増）を示した。
【０１８６】実施例５
以下の実施例は、キメラ又は乱雑Ｇタンパク質を介した
ＰＬＣ経路に共役するＭＣ４Ｒを使用してＭＣ４Ｒの作
動薬又は拮抗薬を同定するための、機能ベースのハイス
ループットスクリーニングを使用することの実行可能性
を示すために実施した。
【０１８７】ｃＭＣ４Ｒを発現するＨＥＫ２９３ａの安
定な細胞系を培養基（ＤＭＥＭ，１０％  ＦＢＳ，ペニ
シリン／ストレプトマイシン１００ユニット、ＧＥＮＥ
ＴＩＣＩＮ（登録商標）（ＧＩＢＣＯ  ＢＲＬ，ロック
ビル、ＭＤ）３００ｍｇ／ｍｌ）において増殖させ、２
つの異なるＧタンパク質遺伝子、Ｇα１５及びＧα１６
（図18、19、20及び21、22、23参照）を担うベクターで
トランスフェクトし、４週間にわたり、ＺＥＯＣＩＮTM

（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）３
００μｇ／ｍｌを含有する細胞培養液を使用して、上記
ＤＮＡの安定的な取込みについて選択した。他のやり方
では、キメラＧタンパク質（例えば、最後の５個のアミ
ノ酸がＧαｓ由来のそれで置換されているＧαである、
Ｇαｑｉ５）を含有するベクターを産生し、使用し得
る。単一のクローンコロニーを選択し、クローニングシ
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リンダー（シグマ－アルドリッチ社、セントルイス、Ｍ
Ｏ）を使用して拡張した。以下に示すように、ＦＬＩＰ
Ｒ（登録商標）アッセイを使用して、取込まれた乱雑Ｇ
タンパク質と共役し得る受容体の能力について個々のク
ローンを試験した。Ｇα１５及びＧα１６が乱雑Ｇタン
パク質として知られているのは、任意のＧタンパク質受
容体と機能的に共役し、シグナルを伝達して細胞内カル
シウムを増加させる、その能力のためである。ＦＬＩＰ
Ｒ（登録商標）装置（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｄｅｖｉｃ
ｅｓ，サニーヴェイル、ＣＡ）は、市販の蛍光色素を使
用してそのようなカルシウムシグナル伝達カスケードを
定量化することを可能にする。
【０１８８】ＨＥＫ２９３ａ／ｃＭＣ４Ｒ／Ｇα１５，
Ｇα１６を集密状態にまで増殖させ、トリプシン－ＥＤ
ＴＡ（ＧＩＢＣＯ－ＢＲＬ，ロックビル、ＭＤ）を用い
て採取した。ＺＥＯＣＩＮTM３００μｇ／ｍｌを含有す
る新鮮な培養基において細胞を再懸濁した。血球計を使
用してこの細胞懸濁液を計数し、ポリ－ｄ－リジンで被
覆した黒／透明色の９６穴プレート（Ｂｅｃｔｏｎ  Ｄ
ｉｃｋｉｎｓｏｎ  Ｌａｂｗａｒｅ，ベッドフォード、
ＭＡ）へ、各ウェルにつき約５０，０００個の細胞を加
えた。約４８時間の培養後、増殖培地を吸引除去し、９
６穴プレートあたり２５μｇのカルシウム感受性蛍光色
素Ｆｌｕｏ－４（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ，ユ
ージーン、ＯＲ）及びプロベネシド（シグマ－アルドリ
ッチ社、セントルイス、ＭＯ）２．５ｍＭを含有する無
血清培地で置換した。このプレートを３７℃で１時間イ
ンキュベートした後、プロベネシド２．５ｍＭを含有す
るＨｅｐｅｓ  Ｓａｌｉｎｅ溶液で３回洗浄し、過剰の
色素を除去した。次いで、このプレートをそれぞれＦＬ
ＩＰＲ（登録商標）へ加え、２分間にわたり蛍光レベル
を連続的にモニターした。３種の有名なＭＣ４Ｒ作動
薬、ＮＤＰ－ＭＳＨ、α－ＭＳＨ及びＭＴＩＩと１種の
有名なＭＣ４Ｒ拮抗薬、ＳＨＵ９１１９は、Ｂａｃｈｅ
ｍ（Ｂａｃｈｅｍ  Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ  Ｉｎｃ．，
  Ｋｉｎｇｏｆ  Ｐｒｕｓｓｉａ，ＰＡ）から購入し、
上記のアッセイ系で試験した。化合物はすべてＨｅｐｅ
ｓ緩衝化生理食塩水で希釈した。図16及び17は、作動薬
で刺激したカルシウム放出、並びに２０ｎＭ  ＮＤＰ－
ＭＳＨ作動薬存在下でのカルシウム放出の拮抗薬阻害に
ついての用量応答曲線を示す。ＧｒａｐｈＰａｄ  ＰＲ
ＩＳＭ（登録商標）ソフトウェア（Ｇｒａｐｈｐａｄ  
Ｓｏｆｔｗａｒｅ，Ｉｎｃ．，サンディエゴ、ＣＡ）を
使用して、作動薬及び拮抗薬それぞれのＥＣ

50
及びＩＣ

50
を決定した。ＮＤＰ－ＭＳＨのＥＣ

50
は１３＋／－６

ｎＭであると算出され、α－ＭＳＨについては５５＋／
－１５ｎＭであると算出され、ＭＴＩＩは１０＋／－６
ｎＭであると算出された。ＳＨＵ９１１９のＩＣ

50
は２

＋／－２ｎＭであると算出された。
【０１８９】実施例６
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以下の実施例は、食物摂取又は代謝率を減少又は増加さ
せる本発明の化合物を同定するために実験動物を使用す
ることの実行可能性を示すために実施した。
【０１９０】健常な体重１１～１５ｋｇの雄及び雌（１
～３年齢）のビーグル（Ｍａｒｓｈａｌ  Ｆａｒｍｓ，
Ｎｏｒｔｈ  Ｒｏｓｅ  ＮＹ）を被検動物として利用し
た。標準技術を使用して、この動物の側脳室にカニュー
レを外科的に埋め込んだ。Wilsson Rahmberg et al., 1
998, J. Investigative Surgery, 11: 207-214。カニュ
ーレの位置及び開存性を蛍光透視法により確認した。イ
ヌは、ＵＳＤＡ基準（米国農務省、動物福祉、決議ルー
ル、１3．Ｆ．Ｒ．１－３部、１９９５年）を満たして
いるか又は凌いでいる標準ケージに１匹づつ収容した。
【０１９１】各被検動物に、３種の溶液の１つを側室内
に１回５０μｌ注射（ＩＣＶ注射）した：３０～１００
ナノモルの非特異的メラノコルチン（ＭＣ）受容体作動
薬［Ｎｌｅ4，Ｄ－Ｐｈｅ7］－α－ＭＳＨ（以下、「Ｎ
ＤＰ－ＭＳＨ」、Ｂａｃｈｅｍ  Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
  Ｉｎｃ．，Ｋｉｎｇ  ｏｆ  Ｐｒｕｓｓｉａ，Ｐ
Ａ）、１～２ナノモルのＭＣ３／４受容体拮抗薬、ＳＨ
Ｕ－９１１９（Ｂａｃｈｅｍ  Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ  
Ｉｎｃ．，Ｋｉｎｇ  ｏｆ  Ｐｒｕｓｓｉａ，ＰＡ）又
は人工脳脊髄液（以下、「ａＣＳＦ］、Ｈａｒｖａｒｄ
  Ａｐｐａｒａｔｕｓ、ホリストン、ＭＡ）からなる担
体。ＮＤＰ－ＭＳＨとＳＨＵ－９１１９は、乾燥粉末と
して入手し、５０μｌ注射に対して適切な濃度をなるよ
うにａＣＳＦで再組成した。ＩＣＶ注射後に、食物摂取
又は代謝率に対して生じる効果を判定した。
【０１９２】この試験は、１群５匹のイヌを含む動物か
ら構成した。試験１では、０日目にＮＤＰ－ＭＳＨ又は
ａＣＳＦのいずれかをイヌに与えたが、交差試験の設計
により、２匹のイヌに最初にＮＤＰ－ＭＳＨを、３匹の
イヌにａＣＳＦを最初に与えた。食物摂取に対して生じ
る効果を判定した。試験２では、０日目にＳＨＵ－９１
１９又はａＣＳＦのいずれかをイヌに与えたが、交差試
験の設計により、２匹のイヌに最初にＳＨＵ－９１１９
を、３匹のイヌにａＣＳＦを最初に与えた。食物摂取に
対して生じる効果を判定した。試験３では、０日目にＮ
ＤＰ－ＭＳＨ又はａＣＳＦのいずれかをイヌに与えた
が、交差試験の設計により、３匹のイヌに最初にＮＤＰ
－ＭＳＨを、２匹のイヌにａＣＳＦを最初に与えた。代
謝率に対して生じる効果を判定した。試験４では、０日
目にＳＨＵ－９１１９又はａＣＳＦのいずれかをイヌに
与えたが、交差試験の設計により、３匹のイヌに最初に
ＳＨＵ－９１１９を、２匹のイヌにａＣＳＦを最初に与
えた。代謝率に対して生じる効果を判定した。各試験動
物は、試験期間の毎日、特に留意しなければ、自由に水
とＩＡＭＳ  ＭＩＮＩＣＨＵＮＫＳ（登録商標）（Ｔｈ
ｅ  ＩＡＭＳ  Ｃｏｍｐａｎｙ，デイトン、ＯＨ）乾燥
食料を摂ることが許された。
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【０１９３】食物摂取における減少又は増加は、毎日、
摂食前と２４時間消費時間の終了時にそれぞれの餌容器
の重さを量ることによって測定した。上記重量の差が、
２４時間の消費期間にイヌが消費した食餌の量を表す。
各試験の開始時には、７日間の基準期（－７～－１日と
表記）があり、この期間に試験動物の食物摂取基準量を
評価した。－７日～－１日に消費された平均量とＩＣＶ
注射後に消費された量との差がＩＣＶ注射に起因する食
物摂取の減少又は増加を表す。 *

70
*【０１９４】代謝率の減少又は増加は、開回路熱量計
（ＯＸＹＭＡＸ  ＤＥＬＵＸＥ（登録商標）、Ｃｏｌｕ
ｍｂｕｓ  Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，コロンバス、Ｏ
Ｈ）を使用する標準間接測熱法により測定した。ＩＣＶ
注射に先立つ約１８時間の間、イヌを絶食させた。ＩＣ
Ｖ注射から約２時間後に測熱セッションを開始し、６０
～９０分続けた。
【０１９５】
【表５】

【０１９６】 【表６】

以上の結果を上記の表Ｖ及びＶＩに示す。
【０１９７】

【配列表】

                     SEQUENCE LISTING
<110> Pfizer Products  Inc.
<120> NOVEL MELANOCORTIN-4 RECE
PTOR SEQUENCES AND
      SCREENING ASSAYS TO IDENTIFY COMPO
UNDS USEFUL
      IN REGULATING ANIMAL APPETITE AND M
ETABOLIC RATE

<130> PC10743A
<140> 60/213,909
<141> 2000-06-26
<150> 60/213,909
<151> 2000-06-26
<160> 6 
<170> PatentIn Ver. 2.1
<210> 1
<211> 1708
<212> DNA
<213> Feline MC4R Nucleotide Se
quence
<400> 1
cataaaatca gcagcagcta ctaacactca aagc
aatgct tcaggttggg aactaatacc 60
tcagaggcag ctggtgtgaa catgcaaaca cgga
ttcagc tcccagtggc acagcagcca 120 



(37) 特開２００２－３３５９７４

ctaggaaaat tattttgaaa agacctgact gaat
gcctca ggctaaagtt aaggtggaag 180 
ggaggacaga aaagcaaaga gcagactctt tcaa
ctgaga atgagtattt cagaagccta 240 
agattttaca atgaaggtga tcagagccgt tcct
gggaga cagtaaaaac tccatttcca 300 
gcctgggagc acgtgacatt tactcacaac aggc
atgcca atttcagcct canaactttc 360 
gggcagacaa aggcgtggag aaaaacactg aggc
tacctg acccgagaga tcgaatcaat 420 
tccgagggga tctgaatcca ctggtgcagg atga
actcca ctcatcacca tggaatgcac 480 
acttctctcc acttctggaa ccgcagcacc tacg
gaccgc acagcaatgc cagtgagtcc 540 
cttggaaaag gctactctga tggagggtgt tatg
agcaac tttttgtctc ccctgaggtg 600 
tttgtgactc tgggtgtcat cagcttgttg gaga
atattc tggtgattgt ggcaatagcc 660 
aagaacaaaa acctgcattc gcccatgtac tttt
tcatct gcagcctggc tgtggctgat 720 
atgttggtga gcgtgtcaaa cggatccgaa acca
ttgtca tcaccctatt aaacagtaca 780 
gatacggacg cgcagagttt caccgtgaat attg
ataatg tcattgactc ggtgatctgt 840 
agctccttgc ttgcatcgat ttgcagcctg ctct
caattg cagtggacag gtactttact 900 
atcttttatg ctctccagta ccataacatc atga
cggtca ggcgggttgg gatcatcata 960 
agttgtatct gggcagcttg cacggtttcg ggcg
ttttgt tcatcatcta ctcagacagc 1020
agtgctgtca tcatctgcct catcaccatg ttct
tcacca tgctggctct catggcctct 1080
ctctatgtcc acatgttcct catggccaga ctgc
acatta agagaattgc tgtcctcccg 1140
ggcactggca ccatccgcca aggggccaac atga
agggtg caattaccct gaccatactg 1200
attggggtct ttgttgtctg ctgggccccg ttct
tcctcc acttaatatt ctacatctct 1260
tgtccccaga atccttactg tgtgtgcttc atgt
ctcact ttaacctgta tctcatactg 1320
atcatgtgta attccatcat cgaccctcta attt
atgcac tccggagcca agaactaagg 1380
aaaaccttca aagagatcat ctgttgctat cctc
taggcg gcctctgtga tttgtctagc 1440
agatactaac tgtgcagata gaaacgtgca taag
agactt cttcattctt acagaaccgg 1500
aacattgtgc tttgatgacc cttttctcct ctgt
gtaagg catgggttga gactatctgt 1560
tgtataaatt taagttcatg actttttttt ggaa
tggaaa caatgcccag tctctgtaca 1620
tttctaatgt cttgctactt tttggctgta caat
gttaat ccatattata ggttgtaggc 1680
actatgaatg tataaaaaaa aaaaaaaa            
                        1708
<210> 2
<211> 1985
<212> DNA
<213> Canine MC4R Nucleotide Se
quence
<400> 2
ctaagaccgt ggggaggcag ctgatgcgaa catg
tgcacg cagattcagc tcctggtggc 60
tcggcggcaa ctcggagaat tacttgcaac agac
ctcact gaatgcccta gactaaagtt 120 
aaggtgggag tgaggacaaa aaaaaaaaag aaaa
agaaaa aagaaaaaaa gaaaaaaaag 180 
aaaaagcaaa gagcagactc tttgaactaa gaat
gagcat ttcagaaatc gaagatgtta 240 
cagtgaaggt gatcggagct gtacctggaa gaca
gtaaga gctccactgc cagccttttg 300 
gagcacggga caggtactca acacctggca ggcc
agctgg atcctcagaa ctttgggacg 360 
cacggagagg gggagaacat caccggggct ccct
ggctgg agaggccgaa tcagtcccga 420 
gggggtctgc atacacttgt tgcaggatga actc
caccct tcagcacgga atgcacactt 480 
ctctccactt ctggaaccgc agcacctacg gaca
gcacgg caacgccact gagtcccttg 540 
gcaaaggcta ccccgacggg ggatgctacg agca
actctt cgtctccccg gaggtgttcg 600 
tgactctggg ggtcataagc ttgctggaga acat
tctggt gatcgtggca atagccaaga 660 
acaagaatct gcactcaccc atgtactttt tcat
ctgtag cctggctgtg gccgatatgc 720 
tggtgagcgt ttccaacggg tcagagacca tcgt
catcac cctgttgaac agtacggata 780 
cggacgcgca gagtttcacg gtgaatattg ataa
tgtcat tgactcggtg atctgtagct 840 
ccttgctcgc ctcgatttgc agcctgctct caat
tgcagt ggacaggtac tttactatct 900 
tttatgccct ccagtaccat aacatcatga cggt
gaggcg ggttgggatc atcatcagtt 960 
gcatctgggc ggcttgcacg gtgtcaggca tctt
gttcat catttactcg gacagtactg 1020
ctgtcatcat ctgcctcatc accatgttct tcac
catgct ggccctcatg gcttctctct 1080



(38) 特開２００２－３３５９７４

acgtccacat gttcctcatg gccagactgc acat
caagag aatcgccgtc ctcccgggca 1140
ccggcaccat ccgccaaggg gccaacatga aggg
tgccat taccttgacc atactcattg 1200
gggtcttcgt cgtctgctgg gctccattct tcct
ccactt gatattctac atctcttgtc 1260
cccagaatcc atactgtgtg tgcttcatgt ctca
ctttaa cttgtacctc attctgatca 1320
tgtgtaactc catcatcgac cctctcattt atgc
actccg gagccaagag ctgaggaaaa 1380
ccttcaaaga gatcatctgt tgctatcctc tggg
tggcct ttgtgacttg tctagcagat 1440
actagctggg gacagaggaa gtactaaaaa catg
caccag agacttcttc atcctcacac 1500
aacatgaact gtgtgcttgg acaacagctg cttc
ttcagt ataaggcagg agttgagaat 1560
atctgttgca caaattcaac tttatgatgt tttg
atgtga aaaaaaaaat gcccaggctc 1620
tgtacattgc taatgtcatg ctacttttgg gctg
tgcatt gttaatccat ttcgacgctg 1680
tagacacttt gaatttctag aaaagaaaaa agct
tccatt aaaagcatat cagtgtttct 1740
tgttattcac gaggatttgg cactttgctt gctt
taggaa acatagaaat catagaatca 1800
ttaactatgt agcctgataa gtaacttctt atat
tatact atatcacatg aaatgtgcag 1860
atttgaatgt agcatggggg gtggatattg aaca
atagat acttggtcat taaaacaatc 1920
aactgaaatt ttaagtaata aaatgtgttc attc
tccctg ttgcagaaat aaaaaaaaaa 1980
aaaaa                                                            
 1985
<210> 3
<211> 332
<212> PRT
<213> Feline MC4R protein Seque
nce
<400> 3
Met Asn Ser Thr His His His Gly Met His 
Thr Ser Leu His Phe Trp 
  1               5                  10                  15 
Asn Arg Ser Thr Tyr Gly Pro His Ser Asn 
Ala Ser Glu Ser Leu Gly 
             20                  25                  30 
Lys Gly Tyr Ser Asp Gly Gly Cys Tyr Glu 
Gln Leu Phe Val Ser Pro 
         35                  40                  45 
Glu Val Phe Val Thr Leu Gly Val Ile Ser 
Leu Leu Glu Asn Ile Leu 
     50                  55                  60 
Val Ile Val Ala Ile Ala Lys Asn Lys Asn 
Leu His Ser Pro Met Tyr 
 65                  70                  75                  80

Phe Phe Ile Cys Ser Leu Ala Val Ala Asp 
Met Leu Val Ser Val Ser 
                 85                  90                  95 
Asn Gly Ser Glu Thr Ile Val Ile Thr Leu 
Leu Asn Ser Thr Asp Thr 
            100                 105                 110 
Asp Ala Gln Ser Phe Thr Val Asn Ile Asp 
Asn Val Ile Asp Ser Val 
        115                 120                 125 
Ile Cys Ser Ser Leu Leu Ala Ser Ile Cys 
Ser Leu Leu Ser Ile Ala 
    130                 135                 140 
Val Asp Arg Tyr Phe Thr Ile Phe Tyr Ala 
Leu Gln Tyr His Asn Ile 
145                 150                 155                 1
60
Met Thr Val Arg Arg Val Gly Ile Ile Ile 
Ser Cys Ile Trp Ala Ala 
                165                 170                 175 
Cys Thr Val Ser Gly Val Leu Phe Ile Ile 
Tyr Ser Asp Ser Ser Ala 
            180                 185                 190 
Val Ile Ile Cys Leu Ile Thr Met Phe Phe 
Thr Met Leu Ala Leu Met 
        195                 200                 205 
Ala Ser Leu Tyr Val His Met Phe Leu Met 
Ala Arg Leu His Ile Lys 
    210                 215                 220 
Arg Ile Ala Val Leu Pro Gly Thr Gly Thr 
Ile Arg Gln Gly Ala Asn 



(39) 特開２００２－３３５９７４

225                 230                 235                 2
40
Met Lys Gly Ala Ile Thr Leu Thr Ile Leu 
Ile Gly Val Phe Val Val 
                245                 250                 255 

Cys Trp Ala Pro Phe Phe Leu His Leu Ile 
Phe Tyr Ile Ser Cys Pro 
            260                 265                 270 
Gln Asn Pro Tyr Cys Val Cys Phe Met Ser 
His Phe Asn Leu Tyr Leu 
        275                 280                 285 
Ile Leu Ile Met Cys Asn Ser Ile Ile Asp 
Pro Leu Ile Tyr Ala Leu 
    290                 295                 300 
Arg Ser Gln Glu Leu Arg Lys Thr Phe Lys 
Glu Ile Ile Cys Cys Tyr 
305                 310                 315                 3
20
Pro Leu Gly Gly Leu Cys Asp Leu Ser Ser 
Arg Tyr 
                325                 330 
<210> 4
<211> 332
<212> PRT
<213> Canine MC4R protein Seque
nce
<400> 4
Met Asn Ser Thr Leu Gln His Gly Met His 
Thr Ser Leu His Phe Trp 
  1               5                  10                  15 
Asn Arg Ser Thr Tyr Gly Gln His Gly Asn 
Ala Thr Glu Ser Leu Gly 
             20                  25                  30 
Lys Gly Tyr Pro Asp Gly Gly Cys Tyr Glu 
Gln Leu Phe Val Ser Pro 
         35                  40                  45 
Glu Val Phe Val Thr Leu Gly Val Ile Ser 
Leu Leu Glu Asn Ile Leu 
     50                  55                  60 
Val Ile Val Ala Ile Ala Lys Asn Lys Asn 
Leu His Ser Pro Met Tyr 
 65                  70                  75                  80

Phe Phe Ile Cys Ser Leu Ala Val Ala Asp 
Met Leu Val Ser Val Ser 
                 85                  90                  95 
Asn Gly Ser Glu Thr Ile Val Ile Thr Leu 
Leu Asn Ser Thr Asp Thr 
            100                 105                 110 
Asp Ala Gln Ser Phe Thr Val Asn Ile Asp 
Asn Val Ile Asp Ser Val 
        115                 120                 125 
Ile Cys Ser Ser Leu Leu Ala Ser Ile Cys 
Ser Leu Leu Ser Ile Ala 
    130                 135                 140 
Val Asp Arg Tyr Phe Thr Ile Phe Tyr Ala 
Leu Gln Tyr His Asn Ile 
145                 150                 155                 1
60
Met Thr Val Arg Arg Val Gly Ile Ile Ile 
Ser Cys Ile Trp Ala Ala 
                165                 170                 175 
Cys Thr Val Ser Gly Ile Leu Phe Ile Ile 
Tyr Ser Asp Ser Thr Ala 
            180                 185                 190 

Val Ile Ile Cys Leu Ile Thr Met Phe Phe 
Thr Met Leu Ala Leu Met 
        195                 200                 205 
Ala Ser Leu Tyr Val His Met Phe Leu Met 
Ala Arg Leu His Ile Lys 
    210                 215                 220 
Arg Ile Ala Val Leu Pro Gly Thr Gly Thr 
Ile Arg Gln Gly Ala Asn 
225                 230                 235                 2
40



(40) 特開２００２－３３５９７４

Met Lys Gly Ala Ile Thr Leu Thr Ile Leu 
Ile Gly Val Phe Val Val 
                245                 250                 255 
Cys Trp Ala Pro Phe Phe Leu His Leu Ile 
Phe Tyr Ile Ser Cys Pro 
            260                 265                 270 
Gln Asn Pro Tyr Cys Val Cys Phe Met Ser 
His Phe Asn Leu Tyr Leu 
        275                 280                 285 
Ile Leu Ile Met Cys Asn Ser Ile Ile Asp 
Pro Leu Ile Tyr Ala Leu 
    290                 295                 300 
Arg Ser Gln Glu Leu Arg Lys Thr Phe Lys 
Glu Ile Ile Cys Cys Tyr 
305                 310                 315                 3
20
Pro Leu Gly Gly Leu Cys Asp Leu Ser Ser 
Arg Tyr 
                325                 330 
<210> 5
<211> 6148
<212> DNA
<213> pcDNA3.1zeo/murine G-alp
ha 15
<400> 5
gacggatcgg gagatctccc gatcccctat ggtc
gactct cagtacaatc tgctctgatg 60
ccgcatagtt aagccagtat ctgctccctg cttg
tgtgtt ggaggtcgct gagtagtgcg 120 
cgagcaaaat ttaagctaca acaaggcaag gctt
gaccga caattgcatg aagaatctgc 180 
ttagggttag gcgttttgcg ctgcttcgcg atgt
acgggc cagatatacg cgttgacatt 240 
gattattgac tagttattaa tagtaatcaa ttac
ggggtc attagttcat agcccatata 300 
tggagttccg cgttacataa cttacggtaa atgg
cccgcc tggctgaccg cccaacgacc 360 
cccgcccatt gacgtcaata atgacgtatg ttcc
catagt aacgccaata gggactttcc 420 
attgacgtca atgggtggac tatttacggt aaac
tgccca cttggcagta catcaagtgt 480 
atcatatgcc aagtacgccc cctattgacg tcaa
tgacgg taaatggccc gcctggcatt 540 
atgcccagta catgacctta tgggactttc ctac
ttggca gtacatctac gtattagtca 600 
tcgctattac catggtgatg cggttttggc agta
catcaa tgggcgtgga tagcggtttg 660 
actcacgggg atttccaagt ctccacccca ttga
cgtcaa tgggagtttg ttttggcacc 720 
aaaatcaacg ggactttcca aaatgtcgta acaa
ctccgc cccattgacg caaatgggcg 780 
gtaggcgtgt acggtgggag gtctatataa gcag
agctct ctggctaact agagaaccca 840 
ctgcttactg gcttatcgaa attaatacga ctca
ctatag ggagacccaa gctggctagc 900 
gtttaaactt aagcttggtg gtctgtgaag cgcc
caccat ggcccggtcc ctgacttggg 960 
gctgctgtcc ctggtgcctg acagaggagg agaa
gactgc cgccagaatc gaccaggaga 1020
tcaacaggat tttgttggaa cagaaaaaac aaga
gcgcga ggaattgaaa ctcctgctgt 1080
tggggcctgg tgagagcggg aagagtacgt tcat
caagca gatgcgcatc attcacggtg 1140
tgggctactc ggaggaggac cgcagagcct tccg
gctgct catctaccag aacatcttcg 1200
tctccatgca ggccatgata gatgcgatgg accg
gctgca gatccccttc agcaggcctg 1260
acagcaagca gcacgccagc ctagtgatga ccca
ggaccc ctataaagtg agcacattcg 1320
agaagccata tgcagtggcc atgcagtacc tgtg
gcggga cgcgggcatc cgtgcatgct 1380
acgagcgaag gcgtgaattc caccttctgg actc
cgcggt gtattacctg tcacacctgg 1440
agcgcatatc agaggacagc tacatcccca ctgc
gcaaga cgtgctgcgc agtcgcatgc 1500
ccaccacagg catcaatgag tactgcttct ccgt
gaagaa aaccaaactg cgcatcgtgg 1560
atgttggtgg ccagaggtca gagcgtagga aatg
gattca ctgtttcgag aacgtgattg 1620
ccctcatcta cctggcctcc ctgagcgagt atga
ccagtg cctagaggag aacgatcagg 1680
agaaccgcat ggaggagagt ctcgctctgt tcag
cacgat cctagagctg ccctggttca 1740
agagcacctc ggtcatcctc ttcctcaaca agac
ggacat cctggaagat aagattcaca 1800
cctcccacct ggccacatac ttccccagct tcca
gggacc ccggcgagac gcagaggccg 1860
ccaagagctt catcttggac atgtatgcgc gcgt
gtacgc gagctgcgca gagccccagg 1920
acggtggcag gaaaggctcc cgcgcgcgcc gctt
cttcgc acacttcacc tgtgccacgg 1980



(41) 特開２００２－３３５９７４

acacgcaaag cgtccgcagc gtgttcaagg acgt
gcggga ctcggtgctg gcccggtacc 2040
tggacgagat caacctgctg tgacgcagat ctaa
agccga attctgcaga tatccatcac 2100
actggcggcc gctcgagcat gcatctagag ggcc
cgttta aacccgctga tcagcctcga 2160
ctgtgccttc tagttgccag ccatctgttg tttg
cccctc ccccgtgcct tccttgaccc 2220
tggaaggtgc cactcccact gtcctttcct aata
aaatga ggaaattgca tcgcattgtc 2280
tgagtaggtg tcattctatt ctggggggtg gggt
ggggca ggacagcaag ggggaggatt 2340
gggaagacaa tagcaggcat gctggggatg cggt
gggctc tatggcttct gaggcggaaa 2400
gaaccagctg gggctctagg gggtatcccc acgc
gccctg tagcggcgca ttaagcgcgg 2460
cgggtgtggt ggttacgcgc agcgtgaccg ctac
acttgc cagcgcccta gcgcccgctc 2520
ctttcgcttt cttcccttcc tttctcgcca cgtt
cgccgg ctttccccgt caagctctaa 2580
atcggggcat ccctttaggg ttccgattta gtgc
tttacg gcacctcgac cccaaaaaac 2640
ttgattaggg tgatggttca cgtagtgggc catc
gccctg atagacggtt tttcgccctt 2700
tgacgttgga gtccacgttc tttaatagtg gact
cttgtt ccaaactgga acaacactca 2760
accctatctc ggtctattct tttgatttat aagg
gatttt ggggatttcg gcctattggt 2820
taaaaaatga gctgatttaa caaaaattta acgc
gaatta attctgtgga atgtgtgtca 2880
gttagggtgt ggaaagtccc caggctcccc aggc
aggcag aagtatgcaa agcatgcatc 2940
tcaattagtc agcaaccagg tgtggaaagt cccc
aggctc cccagcaggc agaagtatgc 3000
aaagcatgca tctcaattag tcagcaacca tagt
cccgcc cctaactccg cccatcccgc 3060
ccctaactcc gcccagttcc gcccattctc cgcc
ccatgg ctgactaatt ttttttattt 3120
atgcagaggc cgaggccgcc tctgcctctg agct
attcca gaagtagtga ggaggctttt 3180
ttggaggcct aggcttttgc aaaaagctcc cggg
agcttg tatatccatt ttcggatctg 3240
atcagcacgt gttgacaatt aatcatcggc atag
tatatc ggcatagtat aatacgacaa 3300
ggtgaggaac taaaccatgg ccaagttgac cagt
gccgtt ccggtgctca ccgcgcgcga 3360
cgtcgccgga gcggtcgagt tctggaccga ccgg
ctcggg ttctcccggg acttcgtgga 3420
ggacgacttc gccggtgtgg tccgggacga cgtg
accctg ttcatcagcg cggtccagga 3480
ccaggtggtg ccggacaaca ccctggcctg ggtg
tgggtg cgcggcctgg acgagctgta 3540
cgccgagtgg tcggaggtcg tgtccacgaa cttc
cgggac gcctccgggc cggccatgac 3600
cgagatcggc gagcagccgt gggggcggga gttc
gccctg cgcgacccgg ccggcaactg 3660
cgtgcacttc gtggccgagg agcaggactg acac
gtgcta cgagatttcg attccaccgc 3720
cgccttctat gaaaggttgg gcttcggaat cgtt
ttccgg gacgccggct ggatgatcct 3780
ccagcgcggg gatctcatgc tggagttctt cgcc
cacccc aacttgttta ttgcagctta 3840
taatggttac aaataaagca atagcatcac aaat
ttcaca aataaagcat ttttttcact 3900
gcattctagt tgtggtttgt ccaaactcat caat
gtatct tatcatgtct gtataccgtc 3960
gacctctagc tagagcttgg cgtaatcatg gtca
tagctg tttcctgtgt gaaattgtta 4020
tccgctcaca attccacaca acatacgagc cgga
agcata aagtgtaaag cctggggtgc 4080
ctaatgagtg agctaactca cattaattgc gttg
cgctca ctgcccgctt tccagtcggg 4140
aaacctgtcg tgccagctgc attaatgaat cggc
caacgc gcggggagag gcggtttgcg 4200
tattgggcgc tcttccgctt cctcgctcac tgac
tcgctg cgctcggtcg ttcggctgcg 4260
gcgagcggta tcagctcact caaaggcggt aata
cggtta tccacagaat caggggataa 4320
cgcaggaaag aacatgtgag caaaaggcca gcaa
aaggcc aggaaccgta aaaaggccgc 4380
gttgctggcg tttttccata ggctccgccc ccct
gacgag catcacaaaa atcgacgctc 4440
aagtcagagg tggcgaaacc cgacaggact ataa
agatac caggcgtttc cccctggaag 4500
ctccctcgtg cgctctcctg ttccgaccct gccg
cttacc ggatacctgt ccgcctttct 4560
cccttcggga agcgtggcgc tttctcaatg ctca
cgctgt aggtatctca gttcggtgta 4620
ggtcgttcgc tccaagctgg gctgtgtgca cgaa
cccccc gttcagcccg accgctgcgc 4680
cttatccggt aactatcgtc ttgagtccaa cccg
gtaaga cacgacttat cgccactggc 4740
agcagccact ggtaacagga ttagcagagc gagg
tatgta ggcggtgcta cagagttctt 4800
gaagtggtgg cctaactacg gctacactag aagg
acagta tttggtatct gcgctctgct 4860
gaagccagtt accttcggaa aaagagttgg tagc
tcttga tccggcaaac aaaccaccgc 4920
tggtagcggt ggtttttttg tttgcaagca gcag
attacg cgcagaaaaa aaggatctca 4980



(42) 特開２００２－３３５９７４

agaagatcct ttgatctttt ctacggggtc tgac
gctcag tggaacgaaa actcacgtta 5040
agggattttg gtcatgagat tatcaaaaag gatc
ttcacc tagatccttt taaattaaaa 5100
atgaagtttt aaatcaatct aaagtatata tgag
taaact tggtctgaca gttaccaatg 5160
cttaatcagt gaggcaccta tctcagcgat ctgt
ctattt cgttcatcca tagttgcctg 5220
actccccgtc gtgtagataa ctacgatacg ggag
ggctta ccatctggcc ccagtgctgc 5280
aatgataccg cgagacccac gctcaccggc tcca
gattta tcagcaataa accagccagc 5340
cggaagggcc gagcgcagaa gtggtcctgc aact
ttatcc gcctccatcc agtctattaa 5400
ttgttgccgg gaagctagag taagtagttc gcca
gttaat agtttgcgca acgttgttgc 5460
cattgctaca ggcatcgtgg tgtcacgctc gtcg
tttggt atggcttcat tcagctccgg 5520
ttcccaacga tcaaggcgag ttacatgatc cccc
atgttg tgcaaaaaag cggttagctc 5580
cttcggtcct ccgatcgttg tcagaagtaa gttg
gccgca gtgttatcac tcatggttat 5640
ggcagcactg cataattctc ttactgtcat gcca
tccgta agatgctttt ctgtgactgg 5700
tgagtactca accaagtcat tctgagaata gtgt
atgcgg cgaccgagtt gctcttgccc 5760
ggcgtcaata cgggataata ccgcgccaca tagc
agaact ttaaaagtgc tcatcattgg 5820
aaaacgttct tcggggcgaa aactctcaag gatc
ttaccg ctgttgagat ccagttcgat 5880
gtaacccact cgtgcaccca actgatcttc agca
tctttt actttcacca gcgtttctgg 5940
gtgagcaaaa acaggaaggc aaaatgccgc aaaa
aaggga ataagggcga cacggaaatg 6000
ttgaatactc atactcttcc tttttcaata ttat
tgaagc atttatcagg gttattgtct 6060
catgagcgga tacatatttg aatgtattta gaaa
aataaa caaatagggg ttccgcgcac 6120
atttccccga aaagtgccac ctgacgtc            
                        6148
<210> 6
<211> 6149
<212> DNA
<213> pcDNA3.1zeo/human G-alph
a 16
<400> 6
gacggatcgg gagatctccc gatcccctat ggtc
gactct cagtacaatc tgctctgatg 60
ccgcatagtt aagccagtat ctgctccctg cttg
tgtgtt ggaggtcgct gagtagtgcg 120 
cgagcaaaat ttaagctaca acaaggcaag gctt
gaccga caattgcatg aagaatctgc 180 
ttagggttag gcgttttgcg ctgcttcgcg atgt
acgggc cagatatacg cgttgacatt 240 
gattattgac tagttattaa tagtaatcaa ttac
ggggtc attagttcat agcccatata 300 
tggagttccg cgttacataa cttacggtaa atgg
cccgcc tggctgaccg cccaacgacc 360 
cccgcccatt gacgtcaata atgacgtatg ttcc
catagt aacgccaata gggactttcc 420 
attgacgtca atgggtggac tatttacggt aaac
tgccca cttggcagta catcaagtgt 480 
atcatatgcc aagtacgccc cctattgacg tcaa
tgacgg taaatggccc gcctggcatt 540 
atgcccagta catgacctta tgggactttc ctac
ttggca gtacatctac gtattagtca 600 
tcgctattac catggtgatg cggttttggc agta
catcaa tgggcgtgga tagcggtttg 660 
actcacgggg atttccaagt ctccacccca ttga
cgtcaa tgggagtttg ttttggcacc 720 
aaaatcaacg ggactttcca aaatgtcgta acaa
ctccgc cccattgacg caaatgggcg 780 
gtaggcgtgt acggtgggag gtctatataa gcag
agctct ctggctaact agagaaccca 840 
ctgcttactg gcttatcgaa attaatacga ctca
ctatag ggagacccaa gctggctagc 900 
gtttaaactt aagcttgact gaggccaccg cacc
atggcc cgctcgctga cctggcgctg 960 
ctgcccctgg tgcctgacgg aggatgagaa ggcc
gccgcc cgggtggacc aggagatcaa 1020
caggatcctc ttggagcaga agaagcagga ccgc
ggggag ctgaagctgc tgcttttggg 1080
cccaggcgag agcgggaaga gcaccttcat caag
cagatg cggatcatcc acggcgccgg 1140
ctactcggag gaggagcgca agggcttccg gccc
ctggtc taccagaaca tcttcgtgtc 1200
catgcgggcc atgatcgagg ccatggagcg gctg
cagatt ccattcagca ggcccgagag 1260
caagcaccac gctagcctgg tcatgagcca ggac
ccctat aaagtgacca cgtttgagaa 1320
gcgctacgct gcggccatgc agtggctgtg gagg
gatgcc ggcatccggg cctgctatga 1380
gcgtcggcgg gaattccacc tgctcgattc agcc
gtgtac tacctgtccc acctggagcg 1440
catcaccgag gagggctacg tccccacagc tcag
gacgtg ctccgcagcc gcatgcccac 1500
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cactggcatc aacgagtact gcttctccgt gcag
aaaacc aacctgcgga tcgtggacgt 1560
cgggggccag aagtcagagc gtaagaaatg gatc
cattgt ttcgagaacg tgatcgccct 1620
catctacctg gcctcactga gtgaatacga ccag
tgcctg gaggagaaca accaggagaa 1680
ccgcatgaag gagagcctcg cattgtttgg gact
atcctg gaactaccct ggttcaaaag 1740
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cacatccgtc atcctctttc tcaacaaaac cgac
atcctg gaggagaaaa tccccacctc 1800
ccacctggct acctatttcc ccagtttcca gggc
cctaag caggatgctg aggcagccaa 1860
gaggttcatc ctggacatgt acacgaggat gtac
accggg tgcgtggacg gccccgaggg 1920
cagcaagaag ggcgcacgat cccgacgcct tttc
agccac tacacatgtg ccacagacac 1980
acagaacatc cgcaaggtct tcaaggacgt gcgg
gactcg gtgctcgccc gctacctgga 2040
cgagatcaac ctgctgtgac ccagatctaa agcc
gaattc tgcagatatc catcacactg 2100
gcggccgctc gagcatgcat ctagactaga gggc
ccgttt aaacccgctg atcagcctcg 2160
actgtgcctt ctagttgcca gccatctgtt gttt
gcccct cccccgtgcc ttccttgacc 2220
ctggaaggtg ccactcccac tgtcctttcc taat
aaaatg aggaaattgc atcgcattgt 2280
ctgagtaggt gtcattctat tctggggggt gggg
tggggc aggacagcaa gggggaggat 2340
tgggaagaca atagcaggca tgctggggat gcgg
tgggct ctatggcttc tgaggcggaa 2400
agaaccagct ggggctctag ggggtatccc cacg
cgccct gtagcggcgc attaagcgcg 2460
gcgggtgtgg tggttacgcg cagcgtgacc gcta
cacttg ccagcgccct agcgcccgct 2520
cctttcgctt tcttcccttc ctttctcgcc acgt
tcgccg gctttccccg tcaagctcta 2580
aatcggggca tccctttagg gttccgattt agtg
ctttac ggcacctcga ccccaaaaaa 2640
cttgattagg gtgatggttc acgtagtggg ccat
cgccct gatagacggt ttttcgccct 2700
ttgacgttgg agtccacgtt ctttaatagt ggac
tcttgt tccaaactgg aacaacactc 2760
aaccctatct cggtctattc ttttgattta taag
ggattt tggggatttc ggcctattgg 2820
ttaaaaaatg agctgattta acaaaaattt aacg
cgaatt aattctgtgg aatgtgtgtc 2880
agttagggtg tggaaagtcc ccaggctccc cagg
caggca gaagtatgca aagcatgcat 2940
ctcaattagt cagcaaccag gtgtggaaag tccc
caggct ccccagcagg cagaagtatg 3000
caaagcatgc atctcaatta gtcagcaacc atag
tcccgc ccctaactcc gcccatcccg 3060
cccctaactc cgcccagttc cgcccattct ccgc
cccatg gctgactaat tttttttatt 3120
tatgcagagg ccgaggccgc ctctgcctct gagc
tattcc agaagtagtg aggaggcttt 3180
tttggaggcc taggcttttg caaaaagctc ccgg
gagctt gtatatccat tttcggatct 3240
gatcagcacg tgttgacaat taatcatcgg cata
gtatat cggcatagta taatacgaca 3300
aggtgaggaa ctaaaccatg gccaagttga ccag
tgccgt tccggtgctc accgcgcgcg 3360
acgtcgccgg agcggtcgag ttctggaccg accg
gctcgg gttctcccgg gacttcgtgg 3420
aggacgactt cgccggtgtg gtccgggacg acgt
gaccct gttcatcagc gcggtccagg 3480
accaggtggt gccggacaac accctggcct gggt
gtgggt gcgcggcctg gacgagctgt 3540
acgccgagtg gtcggaggtc gtgtccacga actt
ccggga cgcctccggg ccggccatga 3600
ccgagatcgg cgagcagccg tgggggcggg agtt
cgccct gcgcgacccg gccggcaact 3660
gcgtgcactt cgtggccgag gagcaggact gaca
cgtgct acgagatttc gattccaccg 3720
ccgccttcta tgaaaggttg ggcttcggaa tcgt
tttccg ggacgccggc tggatgatcc 3780
tccagcgcgg ggatctcatg ctggagttct tcgc
ccaccc caacttgttt attgcagctt 3840
ataatggtta caaataaagc aatagcatca caaa
tttcac aaataaagca tttttttcac 3900
tgcattctag ttgtggtttg tccaaactca tcaa
tgtatc ttatcatgtc tgtataccgt 3960
cgacctctag ctagagcttg gcgtaatcat ggtc
atagct gtttcctgtg tgaaattgtt 4020
atccgctcac aattccacac aacatacgag ccgg
aagcat aaagtgtaaa gcctggggtg 4080
cctaatgagt gagctaactc acattaattg cgtt
gcgctc actgcccgct ttccagtcgg 4140
gaaacctgtc gtgccagctg cattaatgaa tcgg
ccaacg cgcggggaga ggcggtttgc 4200
gtattgggcg ctcttccgct tcctcgctca ctga
ctcgct gcgctcggtc gttcggctgc 4260
ggcgagcggt atcagctcac tcaaaggcgg taat
acggtt atccacagaa tcaggggata 4320
acgcaggaaa gaacatgtga gcaaaaggcc agca
aaaggc caggaaccgt aaaaaggccg 4380
cgttgctggc gtttttccat aggctccgcc cccc
tgacga gcatcacaaa aatcgacgct 4440
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caagtcagag gtggcgaaac ccgacaggac tata
aagata ccaggcgttt ccccctggaa 4500
gctccctcgt gcgctctcct gttccgaccc tgcc
gcttac cggatacctg tccgcctttc 4560
tcccttcggg aagcgtggcg ctttctcaat gctc
acgctg taggtatctc agttcggtgt 4620
aggtcgttcg ctccaagctg ggctgtgtgc acga
accccc cgttcagccc gaccgctgcg 4680
ccttatccgg taactatcgt cttgagtcca accc
ggtaag acacgactta tcgccactgg 4740
cagcagccac tggtaacagg attagcagag cgag
gtatgt aggcggtgct acagagttct 4800
tgaagtggtg gcctaactac ggctacacta gaag
gacagt atttggtatc tgcgctctgc 4860
tgaagccagt taccttcgga aaaagagttg gtag
ctcttg atccggcaaa caaaccaccg 4920
ctggtagcgg tggttttttt gtttgcaagc agca
gattac gcgcagaaaa aaaggatctc 4980
aagaagatcc tttgatcttt tctacggggt ctga
cgctca gtggaacgaa aactcacgtt 5040
aagggatttt ggtcatgaga ttatcaaaaa ggat
cttcac ctagatcctt ttaaattaaa 5100
aatgaagttt taaatcaatc taaagtatat atga
gtaaac ttggtctgac agttaccaat 5160
gcttaatcag tgaggcacct atctcagcga tctg
tctatt tcgttcatcc atagttgcct 5220
gactccccgt cgtgtagata actacgatac ggga
gggctt accatctggc cccagtgctg 5280
caatgatacc gcgagaccca cgctcaccgg ctcc
agattt atcagcaata aaccagccag 5340
ccggaagggc cgagcgcaga agtggtcctg caac
tttatc cgcctccatc cagtctatta 5400
attgttgccg ggaagctaga gtaagtagtt cgcc
agttaa tagtttgcgc aacgttgttg 5460
ccattgctac aggcatcgtg gtgtcacgct cgtc
gtttgg tatggcttca ttcagctccg 5520
gttcccaacg atcaaggcga gttacatgat cccc
catgtt gtgcaaaaaa gcggttagct 5580
ccttcggtcc tccgatcgtt gtcagaagta agtt
ggccgc agtgttatca ctcatggtta 5640
tggcagcact gcataattct cttactgtca tgcc
atccgt aagatgcttt tctgtgactg 5700
gtgagtactc aaccaagtca ttctgagaat agtg
tatgcg gcgaccgagt tgctcttgcc 5760
cggcgtcaat acgggataat accgcgccac atag
cagaac tttaaaagtg ctcatcattg 5820
gaaaacgttc ttcggggcga aaactctcaa ggat
cttacc gctgttgaga tccagttcga 5880
tgtaacccac tcgtgcaccc aactgatctt cagc
atcttt tactttcacc agcgtttctg 5940
ggtgagcaaa aacaggaagg caaaatgccg caaa
aaaggg aataagggcg acacggaaat 6000
gttgaatact catactcttc ctttttcaat atta
ttgaag catttatcag ggttattgtc 6060
tcatgagcgg atacatattt gaatgtattt agaa
aaataa acaaataggg gttccgcgca 6120
catttccccg aaaagtgcca cctgacgtc          
                         6149
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【図面の簡単な説明】
【図１】ネコＭＣ４Ｒのヌクレオチド配列（ＳＥＱ  Ｉ
Ｄ  ＮＯ：１）を示す。
【図２】イヌＭＣ４Ｒのヌクレオチド配列（ＳＥＱ  Ｉ
Ｄ  ＮＯ：２）を示す。
【図３】ネコＭＣ４Ｒのポリペプチド配列（ＳＥＱ  Ｉ
Ｄ  ＮＯ：３）を示す。
【図４】イヌＭＣ４Ｒのポリペプチド配列（ＳＥＱ  Ｉ
Ｄ  ＮＯ：１）を示す。
【図５】ヒトＭＣ４Ｒ（ｈＭＣ４Ｒ）、イヌＭＣ４Ｒ
（ｃＭＣ４Ｒ）及びネコＭＣ４Ｒ（ｆＭＣ４Ｒ）を発現
するＨＥＫ２９３細胞に対する放射標識ＮＤＰ－ＭＳＨ
リガンドの特異的な結合を示すグラフである。
【図６】ｈＭＣ４Ｒ、ｃＭＣ４Ｒ又はｆＭＣ４Ｒを安定
して発現する様々な細胞クローンに対する放射標識ＮＤ
Ｐ－ＭＳＨリガンドの特異的な結合を示すグラフであ
る。
【図７】ＭＣ３Ｒ及びＭＣ４Ｒを発現する全細胞に対す
る125Ｉ－ＮＤＰ－ＭＳＨの特異的な結合を細胞数に関
連して示すグラフである。
【図８】膜分画のＭＣ３Ｒ及びＭＣ４Ｒに対する125Ｉ
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－ＮＤＰ－ＭＳＨの特異的な結合を、リガンド濃度に関
連して示すグラフとそれに対応するスキャッチャードプ
ロットである。
【図９】膜分画のＭＣ３Ｒ及びＭＣ４Ｒに対する125Ｉ
－ＮＤＰ－ＭＳＨの特異的な結合を、リガンド濃度に関
連して示すグラフとそれに対応するスキャッチャードプ
ロットである。
【図１０】膜分画のＭＣ３Ｒ及びＭＣ４Ｒに対する125

Ｉ－ＮＤＰ－ＭＳＨの特異的な結合を、リガンド濃度に
関連して示すグラフとそれに対応するスキャッチャード
プロットである。
【図１１】ＭＣ３Ｒ及びＭＣ４Ｒを含有する膜由来125

Ｉ－ＮＤＰ－ＭＳＨの様々なリガンドによる競合置換を
示す作表及びグラフである。
【図１２】ＭＣ３Ｒ及びＭＣ４Ｒを含有する膜由来125

Ｉ－ＮＤＰ－ＭＳＨの様々なリガンドによる競合置換を
示す作表及びグラフである。
【図１３】ＭＣ３Ｒ及びＭＣ４Ｒを含有する膜由来125

Ｉ－ＮＤＰ－ＭＳＨの様々なリガンドによる競合置換を
示す作表及びグラフである。
【図１４】ＭＣ３Ｒ及びＭＣ４Ｒを含有する膜由来125
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Ｉ－ＮＤＰ－ＭＳＨの様々なリガンドによる競合置換を
示す作表及びグラフである。
【図１５】ｃＭＣ４Ｒクローンの機能バリデーションと
してのα－ＭＳＨによる刺激後に、ＨＥＫ２９３細胞に
ｃＡＭＰが蓄積されることを示すグラフである。
【図１６】ｃＭＣ４Ｒ及びＧα１５－１６でトランスフ
ェクトし、作動薬ＮＤＰ－ＭＳＨ、α－ＭＳＨ又はＭＴ
ＩＩ、又はＮＤＰ－ＭＳＨ、及び拮抗薬ＳＨＵ９１１９
で処理した細胞についてのＦＬＩＰＲ（登録商標）アッ
セイの結果を示すグラフである。
【図１７】ｃＭＣ４Ｒ及びＧα１５－１６でトランスフ
ェクトし、作動薬ＮＤＰ－ＭＳＨ、α－ＭＳＨ又はＭＴ
ＩＩ、又はＮＤＰ－ＭＳＨ、及び拮抗薬ＳＨＵ９１１９
で処理した細胞についてのＦＬＩＰＲ（登録商標）アッ
セイの結果を示すグラフである。
【図１８】Ｇ－α１５（ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５）をコ
ードする遺伝子のコーディング鎖のヌクレオチド配列で*
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*ある。
【図１９】Ｇ－α１５（ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５）をコ
ードする遺伝子のコーディング鎖のヌクレオチド配列で
ある。
【図２０】Ｇ－α１５（ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：５）をコ
ードする遺伝子のコーディング鎖のヌクレオチド配列で
ある。
【図２１】Ｇ－α１６（ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６）をコ
ードする遺伝子のコーディング鎖のヌクレオチド配列で
ある。
【図２２】Ｇ－α１６（ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６）をコ
ードする遺伝子のコーディング鎖のヌクレオチド配列で
ある。
【図２３】Ｇ－α１６（ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：６）をコ
ードする遺伝子のコーディング鎖のヌクレオチド配列で
ある。

【図１】

【図５】
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【図１６】
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要解决的问题：提供一种用于治疗与食物摄取和能量代谢不足有关的食
欲相关的代谢和生殖疾病的方法和治疗组合物。 编码犬和猫黑皮质素4
受体及其基因产物的新型核酸；筛选试验以鉴定可调节黑皮质素4受体活
性或表达的化合物；黑皮质素受体的活性或表达 提供了用于治疗与食物
摄入和能量代谢不足有关的食欲相关的代谢和生殖疾病的方法和治疗组
合物，包括向动物施用调节化合物。


