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(57)【要約】        （修正有）
【課題】  新規Ｇタンパク質共役型レセプタータンパク
質を検索し、機能を解明する。
【解決手段】特定配列で表わされるアミノ酸配列と同一
もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有する新規Ｇ
タンパク質共役型レセプタータンパク質またはその塩お
よびそれをコードするポリヌクレオチドを提供する。そ
れらの医薬用等の用途も提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  配列番号：１で表されるアミノ酸配列と
同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含有するこ
とを特徴とするＧタンパク質共役型レセプタータンパク
質またはその塩。
【請求項２】  配列番号：１で表されるアミノ酸配列を
含有するＧタンパク質共役型レセプタータンパク質また
はその塩。
【請求項３】  請求項１記載のＧタンパク質共役型レセ
プタータンパク質の部分ペプチドまたはその塩。
【請求項４】  請求項１記載のＧタンパク質共役型レセ
プタータンパク質をコードするポリヌクレオチドを含有
するポリヌクレオチド。
【請求項５】  DNAである請求項４記載のポリヌクレオ
チド。
【請求項６】  配列番号：２で表される塩基配列を有す
る請求項４記載のポリヌクレオチド。
【請求項７】  請求項４記載のポリヌクレオチドを含有
する組換えベクター。
【請求項８】  請求項７記載の組換えベクターで形質転
換させた形質転換体。
【請求項９】  請求項１記載のＧタンパク質共役型レセ
プタータンパク質もしくは請求項３記載の部分ペプチド
またはそれらの塩を含有してなる医薬。
【請求項１０】  請求項４記載のポリヌクレオチドを含
有してなる医薬。
【請求項１１】  請求項８記載の形質転換体を培養し、
請求項１記載のＧタンパク質共役型レセプタータンパク
質を生成せしめることを特徴とする請求項１記載のＧタ
ンパク質共役型レセプタータンパク質またはその塩の製
造法。
【請求項１２】  請求項１記載のＧタンパク質共役型レ
セプタータンパク質もしくは請求項３記載の部分ペプチ
ドまたはそれらの塩に対する抗体。
【請求項１３】  請求項１記載のＧタンパク質共役型レ
セプタータンパク質のシグナル伝達を不活性化する中和
抗体である請求項１２記載の抗体。
【請求項１４】  請求項１２記載の抗体を含有してなる
診断薬。
【請求項１５】  請求項１２記載の抗体を含有してなる
医薬。
【請求項１６】  請求項１記載のＧタンパク質共役型レ
セプタータンパク質もしくは請求項３記載の部分ペプチ
ドまたはその塩を用いることにより得られうる請求項１
記載のＧタンパク質共役型レセプタータンパク質または
その塩に対するリガンド。
【請求項１７】  請求項１６記載のリガンドを含有して
なる医薬。
【請求項１８】  請求項１記載のＧタンパク質共役型レ
セプタータンパク質もしくは請求項３記載の部分ペプチ
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ドまたはその塩を用いることを特徴とする請求項１記載
のＧタンパク質共役型レセプタータンパク質またはその
塩に対するリガンドの決定方法。
【請求項１９】  請求項１記載のＧタンパク質共役型レ
セプタータンパク質もしくは請求項３記載の部分ペプチ
ドまたはそれらの塩を用いることを特徴とするリガンド
と請求項１記載のＧタンパク質共役型レセプタータンパ
ク質またはその塩との結合性を変化させる化合物または
その塩のスクリーニング方法。
【請求項２０】  請求項１記載のＧタンパク質共役型レ
セプタータンパク質もしくは請求項３記載の部分ペプチ
ドまたはそれらの塩を含有することを特徴とするリガン
ドと請求項１記載のＧタンパク質共役型レセプタータン
パク質またはその塩との結合性を変化させる化合物また
はその塩のスクリーニング用キット。
【請求項２１】  請求項１９記載のスクリーニング方法
または請求項２０記載のスクリーニング用キットを用い
て得られうるリガンドと請求項１記載のＧタンパク質共
役型レセプタータンパク質またはその塩との結合性を変
化させる化合物またはその塩。
【請求項２２】  請求項１９記載のスクリーニング方法
または請求項２０記載のスクリーニング用キットを用い
て得られうるリガンドと請求項１記載のＧタンパク質共
役型レセプタータンパク質またはその塩との結合性を変
化させる化合物またはその塩を含有してなる医薬。
【請求項２３】  請求項４記載のポリヌクレオチドとハ
イストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリ
ヌクレオチド。
【請求項２４】  請求項４記載のポリヌクレオチドと相
補的な塩基配列またはその一部を含有してなるポリヌク
レオチド。
【請求項２５】  請求項４記載のポリヌクレオチドまた
はその一部を用いることを特徴とする請求項１記載のＧ
タンパク質共役型レセプタータンパク質のmRNAの定量方
法。
【請求項２６】  請求項１２記載の抗体を用いることを
特徴とする請求項１記載のＧタンパク質共役型レセプタ
ータンパク質の定量方法。
【請求項２７】  請求項２５または請求項２６記載の定
量方法を用いることを特徴とする請求項１記載のＧタン
パク質共役型レセプターの機能が関連する疾患の診断方
法。
【請求項２８】  請求項２５記載の定量方法を用いるこ
とを特徴とする請求項１記載のＧタンパク質共役型レセ
プタータンパク質の発現量を変化させる化合物またはそ
の塩のスクリーニング方法。
【請求項２９】  請求項２６記載の定量方法を用いるこ
とを特徴とする細胞膜における請求項１記載のＧタンパ
ク質共役型レセプタータンパク質量を変化させる化合物
またはその塩のスクリーニング方法。
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【請求項３０】  請求項２８記載のスクリーニング方法
を用いて得られうる請求項１記載のＧタンパク質共役型
レセプタータンパク質の発現量を変化させる化合物また
はその塩。
【請求項３１】  請求項２９記載のスクリーニング方法
を用いて得られうる細胞膜における請求項１記載のＧタ
ンパク質共役型レセプタータンパク質量を変化させる化
合物またはその塩。
【請求項３２】  請求項２８記載のスクリーニング方法
を用いて得られうる請求項１記載のＧタンパク質共役型
レセプタータンパク質の発現量を変化させる化合物また
はその塩を含有してなる医薬。
【請求項３３】  請求項２９記載のスクリーニング方法
を用いて得られうる細胞膜における請求項１記載のＧタ
ンパク質共役型レセプタータンパク質量を変化させる化
合物またはその塩を含有してなる医薬。
【請求項３４】  中枢疾患、内分泌系疾患、代謝疾患、
癌、循環器系疾患  呼吸系疾患  消化器系疾患、免疫系
疾患、炎症系疾患、または感染症の予防・治療剤であ
る、請求項２２、請求項３２または請求項３３のいずれ
かに記載の医薬。
【請求項３５】  哺乳動物に対して請求項２１，請求項
３０または請求項３１のいずれかに記載の化合物または
その塩の有効量を投与することを特徴とする、該哺乳動
物における中枢疾患、内分泌系疾患、代謝疾患、癌、循
環器系疾患  呼吸系疾患  消化器系疾患、免疫系疾患、
炎症系疾患、または感染症の予防・治療方法。
【請求項３６】  中枢疾患、内分泌疾患、代謝疾患、癌
循環器系疾患  呼吸系疾患  消化器系疾患、免疫系疾
患、炎症系疾患、または感染症の予防・治療剤を製造す
るための、請求項２１、請求項３０，または請求項３１
のいずれかに記載の化合物またはその塩の使用。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、ヒト腎臓由来の新
規Ｇタンパク質共役型レセプタータンパク質またはその
塩およびそれをコードするDNAに関する。
【０００２】
【従来の技術】多くのホルモンや神経伝達物質などの生
理活性物質は、細胞膜に存在する特異的なレセプタータ
ンパク質を通じて生体の機能を調節している。これらの
レセプタータンパク質のうち多くは共役しているguanin
e nucleotide-binding protein（以下、Ｇタンパク質と
略称する）の活性化を通じて細胞内のシグナル伝達を行
ない、また、7個の膜貫通領域を有する共通した構造を
もっていることから、Ｇタンパク質共役型レセプタータ
ンパク質あるいは7回膜貫通型レセプタータンパク質（7
TMR）と総称される。Ｇタンパク質共役型レセプタータ
ンパク質は生体の細胞や臓器の各機能細胞表面に存在
し、それら細胞や臓器の機能を調節する分子、例えば、
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ホルモン、神経伝達物質および生理活性物質等の標的と
して生理的に重要な役割を担っている。レセプターは生
理活性物質との結合を介してシグナルを細胞内に伝達
し、このシグナルにより細胞の賦活や抑制といった種々
の反応が惹起される。各種生体の細胞や臓器の内の複雑
な機能を調節する物質と、その特異的レセプタータンパ
ク質特にはＧタンパク質共役型レセプタータンパク質と
の関係を明らかにすることは、各種生体の臓器や細胞の
機能を解明し、それら機能と密接に関連した医薬品開発
に非常に重要な手段を提供することとなる。
【０００３】例えば、生体の種々の器官では、多くのホ
ルモン、ホルモン様物質、神経伝達物質あるいは生理活
性物質による調節のもとで生理的な機能の調節が行なわ
れている。特に、生理活性物質は生体内の様々な部位に
存在し、それぞれに対応するレセプタータンパク質を通
してその生理機能の調節を行っている。生体内には未知
のホルモンや神経伝達物質その他の生理活性物質も多
く、それらのレセプタータンパク質の構造に関しても、
これまで報告されていないものが多い。さらに、既知の
レセプタータンパク質においてもサブタイプが存在する
かどうかについても分かっていないものが多い。生体に
おける複雑な機能を調節する物質と、その特異的レセプ
タータンパク質との関係を明らかにすることは、レセプ
タータンパク質に対するアゴニスト、アンタゴニストを
含む医薬品開発に非常に重要な手段である。しかし従来
は、レセプタータンパク質に対するアゴニスト、アンタ
ゴニストを効率よくスクリーニングし、医薬品を開発す
るためには、生体内で発現しているレセプタータンパク
質の遺伝子の機能を解明し、それらを適当な発現系で発
現させることが必要であった。また、近年、生体内で発
現している遺伝子を解析する手段として、cDNAの配列を
ランダムに解析する研究が活発に行なわれており、この
ようにして得られたcDNAの断片配列がExpressed Sequen
ce Tag（EST）としてデータベースに登録され、公開さ
れている。しかし、多くのESTは配列情報のみであり、
その機能を推定することは困難である。
【０００４】
【発明が解決しようとする課題】従来、Ｇタンパク質共
役型レセプターとそのリガンドである生理活性物質との
結合を阻害する物質や、結合して生理活性物質と同様な
シグナル伝達を引き起こす物質は、これらレセプターの
特異的なアンタゴニストまたはアゴニストとして、生体
機能を調節する医薬品として活用されてきた。従って、
このように生体内での生理発現において重要であるばか
りでなく、医薬品開発の標的ともなりうるＧタンパク質
共役型レセプタータンパク質を新規に見出し、その遺伝
子（例えばcDNA）をクローニングすることは、新規Ｇタ
ンパク質共役型レセプタータンパク質の特異的リガンド
や、アゴニスト、アンタゴニストを見出す際に、非常に
重要な手段となる。しかし、Ｇタンパク質共役型レセプ
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ターはその全てが見出されているわけではなく、現時点
でもなお、未知のＧタンパク質共役型レセプター、また
そのリガンドが同定されていない、いわゆるオーファン
レセプターが多数存在しており、新たなＧタンパク質共
役型レセプターの探索および機能解明が切望されてい
る。Ｇタンパク質共役型レセプターは、そのシグナル伝
達作用を指標とする、新たなリガンド（生理活性物質）
の探索、また、該レセプターに対するアゴニストまたは
アンタゴニストの探索に有用である。一方、生理的なリ
ガンドが見出されなくても、該レセプターの不活化実験
（ノックアウト動物）から該レセプターの生理作用を解
析することにより、該レセプターに対するアゴニストま
たはアンタゴニストを作製することも可能である。これ
ら該レセプターに対するリガンド、アゴニストまたはア
ンタゴニストなどは、Ｇタンパク質共役型レセプターの
機能不全に関連する疾患の予防／治療薬や診断薬として
活用することが期待できる。さらにまた、Ｇタンパク質
共役型レセプターの遺伝子変異に基づく、生体での該レ
セプターの機能の低下または昂進が、何らかの疾患の原
因となっている場合も多い。この場合には、該レセプタ
ーに対するアンタゴニストやアゴニストの投与だけでな
く、該レセプター遺伝子の生体内（またはある特定の臓
器）への導入や、該レセプター遺伝子に対するアンチセ
ンス核酸の導入による、遺伝子治療に応用することもで
きる。この場合には該レセプターの塩基配列は遺伝子上
の欠失や変異の有無を調べるために必要不可欠な情報で
あり、該レセプターの遺伝子は、該レセプターの機能不
全に関与する疾患の予防／治療薬や診断薬に応用するこ
ともできる。本発明は、上記のように有用な新規Ｇタン
パク質共役型レセプタータンパク質を提供するものであ
る。すなわち、新規Ｇタンパク質共役型レセプタータン
パク質もしくはその部分ペプチドまたはその塩、該Ｇタ
ンパク質共役型レセプタータンパク質またはその部分ペ
プチドをコードするポリヌクレオチド（DNA、RNAおよび
それらの誘導体）を含有するポリヌクレオチド（DNA、R
NAおよびそれらの誘導体）、該ポリヌクレオチドを含有
する組換えベクター、該組換えベクターを保持する形質
転換体、該Ｇタンパク質共役型レセプタータンパク質ま
たはその塩の製造法、該Ｇタンパク質共役型レセプター
タンパク質もしくはその部分ペプチドまたはその塩に対
する抗体、該Ｇタンパク質共役型レセプタータンパク質
の発現量を変化させる化合物、該Ｇタンパク質共役型レ
セプターに対するリガンドの決定方法、リガンドと該Ｇ
タンパク質共役型レセプタータンパク質との結合性を変
化させる化合物（アンタゴニスト、アゴニスト）または
その塩のスクリーニング方法、該スクリーニング用キッ
ト、該スクリーニング方法もしくはスクリーニングキッ
トを用いて得られうるリガンドと該Ｇタンパク質共役型
レセプタータンパク質との結合性を変化させる化合物
（アンタゴニスト、アゴニスト）またはその塩、および
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リガンドと該Ｇタンパク質共役型レセプタータンパク質
との結合性を変化させる化合物（アンタゴニスト、アゴ
ニスト）もしくは該Ｇタンパク質共役型レセプタータン
パク質の発現量を変化させる化合物またはその塩を含有
してなる医薬などを提供する。
【０００５】
【課題を解決するための手段】本発明者らは、鋭意研究
を重ねた結果、ヒト腎臓由来の新規なＧタンパク質共役
型レセプタータンパク質をコードするcDNAを単離し、そ
の全塩基配列を解析することに成功した。そして、この
塩基配列をアミノ酸配列に翻訳したところ、第1～第7膜
貫通領域が図１に示される疎水性プロット上で確認さ
れ、これらのcDNAにコードされるタンパク質が7回膜貫
通型のＧタンパク質共役型レセプタータンパク質である
ことを確認した。本発明者らは、これらの知見に基づい
て、さらに研究を重ねた結果、本発明を完成するに至っ
た。
【０００６】すなわち、本発明は、（１）  配列番号：
１で表されるアミノ酸配列と同一もしくは実質的に同一
のアミノ酸配列を含有することを特徴とするＧタンパク
質共役型レセプタータンパク質またはその塩、（２）  
配列番号：１で表されるアミノ酸配列を含有するＧタン
パク質共役型レセプタータンパク質またはその塩、
（３）  上記（１）記載のＧタンパク質共役型レセプタ
ータンパク質の部分ペプチドまたはその塩、（４）上記
（１）記載のＧタンパク質共役型レセプタータンパク質
をコードするポリヌクレオチドを含有するポリヌクレオ
チド、（５）  DNAである上記（４）記載のポリヌクレ
オチド、（６）  配列番号：２で表される塩基配列を有
する上記（４）記載のポリヌクレオチド、（７）  上記
（４）記載のポリヌクレオチドを含有する組換えベクタ
ー、（８）  上記（７）記載の組換えベクターで形質転
換させた形質転換体、（９）  上記（１）記載のＧタン
パク質共役型レセプタータンパク質もしくは上記（３）
記載の部分ペプチドまたはそれらの塩を含有してなる医
薬、（１０）  上記（４）記載のポリヌクレオチドを含
有してなる医薬、（１１）  上記（８）記載の形質転換
体を培養し、上記（１）記載のＧタンパク質共役型レセ
プタータンパク質を生成せしめることを特徴とする上記
（１）記載のＧタンパク質タンパク質共役型レセプター
タンパク質またはその塩の製造法、（１２）  上記
（１）記載のＧタンパク質共役型レセプタータンパク質
もしくは上記（３）記載の部分ペプチドまたはそれらの
塩に対する抗体、（１３）  上記（１）記載のＧタンパ
ク質共役型レセプタータンパク質のシグナル伝達を不活
性化する中和抗体である上記（１２）記載の抗体、（１
４）  上記（１２）記載の抗体を含有してなる診断薬、
（１５）  上記（１２）記載の抗体を含有してなる医
薬、（１６）  上記（１）記載のＧタンパク質共役型レ
セプタータンパク質もしくは請求項３記載の部分ペプチ
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7
ドまたはその塩を用いることにより得られうる上記
（１）記載のＧタンパク質共役型レセプタータンパク質
またはその塩に対するリガンド、（１７）  上記（１
６）記載のリガンドを含有してなる医薬、（１８）  上
記（１）記載のＧタンパク質共役型レセプタータンパク
質もしくは請求項３記載の部分ペプチドまたはその塩を
用いることを特徴とする上記（１）記載のＧタンパク質
共役型レセプタータンパク質またはその塩に対するリガ
ンドの決定方法、（１９）  上記（１）記載のＧタンパ
ク質共役型レセプタータンパク質もしくは上記３記載の
部分ペプチドまたはその塩を用いることを特徴とするリ
ガンドと請求項１記載のＧタンパク質共役型レセプター
タンパク質またはその塩との結合性を変化させる化合物
またはその塩のスクリーニング方法、（２０）  上記
（１）記載のＧタンパク質共役型レセプタータンパク質
もしくは上記（３）記載の部分ペプチドまたはそれらの
塩を含有することを特徴とするリガンドと請求項１記載
のＧタンパク質共役型レセプタータンパク質またはその
塩との結合性を変化させる化合物またはその塩のスクリ
ーニング用キット、（２１）  上記（１９）記載のスク
リーニング方法または上記（２０）記載のスクリーニン
グ用キットを用いて得られうるリガンドと上記（１）記
載のＧタンパク質共役型レセプタータンパク質またはそ
の塩との結合性を変化させる化合物またはその塩、（２
２）  上記（１９）記載のスクリーニング方法または上
記（２０）記載のスクリーニング用キットを用いて得ら
れうるリガンドと請求項１記載のＧタンパク質共役型レ
セプタータンパク質またはその塩との結合性を変化させ
る化合物またはその塩を含有してなる医薬、（２３）  
上記（４）記載のポリヌクレオチドとハイストリンジェ
ントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチド、
（２４）  上記（４）記載のポリヌクレオチドと相補的
な塩基配列またはその一部を含有してなるポリヌクレオ
チド、（２５）  上記（４）記載のポリヌクレオチドま
たはその一部を用いることを特徴とする上記（１）記載
のＧタンパク質共役型レセプタータンパク質のmRNAの定
量方法、（２６）  上記（１２）記載の抗体を用いるこ
とを特徴とする（１）記載のＧタンパク質共役型レセプ
タータンパク質の定量方法、（２７）  上記（２５）ま
たは上記（２６）記載の定量方法を用いることを特徴と
する上記（１）記載のＧタンパク質共役型レセプターの
機能が関連する疾患の診断剤、（２８）  上記（２５）
記載の定量方法を用いることを特徴とする上記（１）記
載のＧタンパク質共役型レセプタータンパク質の発現量
を変化させる化合物またはその塩のスクリーニング方
法、（２９）  上記（２６）記載の定量方法を用いるこ
とを特徴とする細胞膜における上記（１）記載のＧタン
パク質共役型レセプタータンパク質量を変化させる化合
物またはその塩のスクリーニング方法、（３０）  上記
（２８）記載のスクリーニング方法を用いて得られうる
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上記（１）記載のＧタンパク質共役型レセプタータンパ
ク質の発現量を変化させる化合物またはその塩、（３
１）  上記（２９）記載のスクリーニング方法を用いて
得られうる細胞膜における上記（１）記載のＧタンパク
質共役型レセプタータンパク質量を変化させる化合物ま
たはその塩、（３２）  上記（２８）記載のスクリーニ
ング方法を用いて得られうる上記（１）記載のＧタンパ
ク質共役型レセプタータンパク質の発現量を変化させる
化合物またはその塩を含有してなる医薬、（３３）  上
記（２９）記載のスクリーニング方法を用いて得られう
る細胞膜における請求項１記載のＧタンパク質共役型レ
セプタータンパク質量を変化させる化合物またはその塩
を含有してなる医薬、（３４）  中枢疾患、内分泌系疾
患、代謝疾患、癌、循環器系疾患  呼吸系疾患消化器系
疾患、免疫系疾患、炎症系疾患、または感染症の予防・
治療剤である、上記（２２）、上記（３２）または上記
（３３）のいずれかに記載の医薬、（３５）  哺乳動物
に対して上記（２１）、上記（３０）または上記（３
１）のいずれかに記載の化合物またはその塩の有効量を
投与することを特徴とする、該哺乳動物における中枢疾
患、内分泌系疾患、代謝疾患、癌、循環器系疾患  呼吸
系疾患  消化器系疾患、免疫系疾患、炎症系疾患、また
は感染症の予防・治療方法、（３６）  中枢疾患、内分
泌疾患、代謝疾患、癌循環器系疾患  呼吸系疾患  消化
器系疾患、免疫系疾患、炎症系疾患、または感染症の予
防・治療剤を製造するための、上記（２１）、上記（３
０）、または上記（３１）のいずれかに記載の化合物ま
たはその塩の使用等に関する。
【０００７】本発明は、さらに、（３７）  タンパク質
が、①配列番号：１で表わされるアミノ酸配列、配列番
号：１で表わされるアミノ酸配列中の1または2個以上
（好ましくは、1～30個程度、より好ましくは1～10個程
度、さらに好ましくは数個（1～5個））のアミノ酸が欠
失したアミノ酸配列、②配列番号：１で表わされるアミ
ノ酸配列に1または2個以上（好ましくは、1～30個程
度、より好ましくは1～10個程度、さらに好ましくは数
個（1～5個））のアミノ酸が付加したアミノ酸配列、③
配列番号：１で表わされるアミノ酸配列中の1または2個
以上（好ましくは1～30個程度、より好ましくは1～10個
程度、さらに好ましくは数個（1～5個））のアミノ酸が
他のアミノ酸で置換されたアミノ酸配列、または④それ
らを組み合わせたアミノ酸配列を含有するタンパク質で
ある上記（１）記載のＧタンパク質共役型レセプタータ
ンパク質またはその塩、（３８）  上記（１）記載のＧ
タンパク質共役型レセプタータンパク質もしくはその塩
または上記（３）記載の部分ペプチドもしくはその塩
と、試験化合物とを接触させることを特徴とする上記
（１８）記載のリガンドの決定方法、（３９）  リガン
ドが、例えば、チラミン（tyramine）、 ベーターフェ
ニルエチラミン（β-phenyl ethylamine） 、トリプタ
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ミン（tryptamine）、 オクトパミン（octopamine）な
どのトレイスアミン（trace amine）；アンギオテンシ
ン、ボンベシン、カナビノイド、コレシストキニン、グ
ルタミン、セロトニン、メラトニン、ニューロペプチド
Y、オピオイド、プリン、バソプレッシン、オキシトシ
ン、PACAP（例、PACAP27、PACAP38）、セクレチン、グ
ルカゴン、カルシトニン、アドレノメジュリン、ソマト
スタチン、GHRH、CRF、ACTH、GRP、PTH、VIP（バソアク
ティブ  インテスティナル  ポリペプチド）、ソマトス
タチン、ドーパミン、モチリン、アミリン、ブラジキニ
ン、CGRP（カルシトニンジーンリレーティッドペプチ
ド）、ロイコトリエン、パンクレアスタチン、プロスタ
グランジン、トロンボキサン、アデノシン、アドレナリ
ン、ケモカインスーパーファミリー（例、IL-8、GRO
α、GROβ、GROγ、NAP-2、ENA-78、GCP-2、PF4、IP-1
0、Mig、PBSF/SDF-1などのCXCケモカインサブファミリ
ー；MCAF/MCP-1、MCP-2、MCP-3、MCP-4、eotaxin、RANT
ES、MIP-1α、MIP-1β、HCC-1、MIP-3α/LARC、MIP-3β
/ELC、I-309、TARC、MIPF-1、MIPF-2/eotaxin-2、MDC、
DC-CK1/PARC、SLCなどのCCケモカインサブファミリー；
lymphotactinなどのCケモカインサブファミリー；fract
alkineなどのCX3Cケモカインサブファミリー等）、エン
ドセリン、エンテロガストリン、ヒスタミン、ニューロ
テンシン、TRH、パンクレアティックポリペプタイド、
ガラニン、リゾホスファチジン酸（LPA）またはスフィ
ンゴシン1－リン酸である上記（３８）記載のリガンド
の決定方法、
【０００８】（４０）（i）上記（１）記載のGタンパク
質共役型レセプタータンパク質もしくはその塩または上
記（３）記載の部分ペプチドもしくはその塩と、リガン
ドとを接触させた場合と、（ii）上記（１）記載のＧタ
ンパク質共役型レセプタータンパク質もしくはその塩ま
たは上記（３）記載の部分ペプチドもしくはその塩と、
リガンドおよび試験化合物とを接触させた場合との比較
を行なうことを特徴とする上記（１９）記載のスクリー
ニング方法、（４１）  （i）標識したリガンドを上記
（１）記載のＧタンパク質共役型レセプタータンパク質
もしくはその塩または上記（３）記載の部分ペプチドも
しくはその塩に接触させた場合と、（ii）標識したリガ
ンドおよび試験化合物を上記（１）記載のＧタンパク質
共役型レセプタータンパク質もしくはその塩または上記
（３）記載の部分ペプチドもしくはその塩に接触させた
場合における、標識したリガンドの上記（１）記載のＧ
タンパク質共役型レセプタータンパク質もしくはその塩
または上記（３）記載の部分ペプチドもしくはその塩に
対する結合量を測定し、比較することを特徴とするリガ
ンドと上記（１）記載のＧタンパク質共役型レセプター
タンパク質またはその塩との結合性を変化させる化合物
またはその塩のスクリーニング方法、（４２）  （i）
標識したリガンドを上記（１）記載のＧタンパク質共役

10
型レセプタータンパク質を含有する細胞に接触させた場
合と、（ii）標識したリガンドおよび試験化合物を上記
（１）記載のＧタンパク質共役型レセプタータンパク質
を含有する細胞に接触させた場合における、標識したリ
ガンドの該細胞に対する結合量を測定し、比較すること
を特徴とするリガンドと上記（１）記載のＧタンパク質
共役型レセプタータンパク質またはその塩との結合性を
変化させる化合物またはその塩のスクリーニング方法、
（４３）（i）標識したリガンドを上記（１）記載のＧ
タンパク質共役型レセプタータンパク質を含有する細胞
の膜画分に接触させた場合と、（ii）標識したリガンド
および試験化合物を上記（１）記載のＧタンパク質共役
型レセプタータンパク質を含有する細胞の膜画分に接触
させた場合における、標識したリガンドの該細胞の膜画
分に対する結合量を測定し、比較することを特徴とする
リガンドと上記（１）記載のＧタンパク質共役型レセプ
タータンパク質またはその塩との結合性を変化させる化
合物またはその塩のスクリーニング方法、
【０００９】（４４）  （i）標識したリガンドを上記
（８）記載の形質転換体を培養することによって該形質
転換体の細胞膜に発現したＧタンパク質共役型レセプタ
ータンパク質に接触させた場合と、（ii）標識したリガ
ンドおよび試験化合物を上記（８）記載の形質転換体を
培養することによって該形質転換体の細胞膜に発現した
Ｇタンパク質共役型レセプタータンパク質に接触させた
場合における、標識したリガンドの該Ｇタンパク質共役
型レセプタータンパク質に対する結合量を測定し、比較
することを特徴とするリガンドと上記（１）記載のＧタ
ンパク質共役型レセプタータンパク質またはその塩との
結合性を変化させる化合物またはその塩のスクリーニン
グ方法、（４５）  （i）上記（１）記載のＧタンパク
質共役型レセプタータンパク質またはその塩を活性化す
る化合物を上記（１）記載のＧタンパク質共役型レセプ
タータンパク質を含有する細胞に接触させた場合と、
（ii）上記（１）記載のＧタンパク質共役型レセプター
タンパク質またはその塩を活性化する化合物および試験
化合物を上記（１）記載のＧタンパク質共役型レセプタ
ータンパク質を含有する細胞に接触させた場合におけ
る、Ｇタンパク質共役型レセプタータンパク質を介した
細胞刺激活性を測定し、比較することを特徴とするリガ
ンドと上記（１）記載のＧタンパク質共役型レセプター
タンパク質またはその塩との結合性を変化させる化合物
またはその塩のスクリーニング方法、（４６）  上記
（１）記載のＧタンパク質共役型レセプタータンパク質
またはその塩を活性化する化合物を上記（８）記載の形
質転換体を培養することによって該形質転換体の細胞膜
に発現したＧタンパク質共役型レセプタータンパク質に
接触させた場合と、上記（１）記載のＧタンパク質共役
型レセプタータンパク質またはその塩を活性化する化合
物および試験化合物を上記（８）記載の形質転換体を培



(7) 特開２００２－３６０２７７

10

20

30

40

50

11
養することによって該形質転換体の細胞膜に発現したＧ
タンパク質共役型レセプタータンパク質に接触させた場
合における、Ｇタンパク質共役型レセプタータンパク質
を介する細胞刺激活性を測定し、比較することを特徴と
するリガンドと上記（１）記載のＧタンパク質共役型レ
セプタータンパク質またはその塩との結合性を変化させ
る化合物またはその塩のスクリーニング方法、
【００１０】（４７）  上記（１）記載のＧタンパク質
共役型レセプタータンパク質を活性化する化合物が、チ
ラミン（tyramine）、 ベーターフェニルエチラミン
（β-phenyl ethylamine） 、トリプタミン（tryptamin
e）、 オクトパミン（octopamine）などのトレイスアミ
ン（trace amine）；アンギオテンシン、ボンベシン、
カナビノイド、コレシストキニン、グルタミン、セロト
ニン、メラトニン、ニューロペプチドY、オピオイド、
プリン、バソプレッシン、オキシトシン、PACAP（例、P
ACAP27、PACAP38）、セクレチン、グルカゴン、カルシ
トニン、アドレノメジュリン、ソマトスタチン、GHRH、
CRF、ACTH、GRP、PTH、VIP（バソアクティブインテステ
ィナル  ポリペプチド）、ソマトスタチン、ドーパミ
ン、モチリン、アミリン、ブラジキニン、CGRP（カルシ
トニンジーンリレーティッドペプチド）、ロイコトリエ
ン、パンクレアスタチン、プロスタグランジン、トロン
ボキサン、アデノシン、アドレナリン、ケモカインスー
パーファミリー（例、IL-8、GROα、GROβ、GROγ、NAP
-2、ENA-78、GCP-2、PF4、IP-10、Mig、PBSF/SDF-1など
のCXCケモカインサブファミリー；MCAF/MCP-1、MCP-2、
MCP-3、MCP-4、eotaxin、RANTES、MIP-1α、MIP-1β、H
CC-1、MIP-3α/LARC、MIP-3β/ELC、I-309、TARC、MIPF
-1、MIPF-2/eotaxin-2、MDC、DC-CK1/PARC、SLCなどのC
Cケモカインサブファミリー；lymphotactinなどのCケモ
カインサブファミリー；fractalkineなどのCX3Cケモカ
インサブファミリー等）、エンドセリン、エンテロガス
トリン、ヒスタミン、ニューロテンシン、TRH、パンク
レアティックポリペプタイド、ガラニン、リゾホスファ
チジン酸（LPA）またはスフィンゴシン1－リン酸である
上記（４５）または（４６）記載のスクリーニング方
法、（４８）上記（４０）～上記（４７）記載のスクリ
ーニング方法で得られうるリガンドと上記(1)記載のＧ
タンパク質共役型レセプタータンパク質またはその塩と
の結合性を変化させる化合物またはその塩、（４９）  
上記（４０）～上記（４７）記載のスクリーニング方法
で得られうるリガンドと上記（1）記載のＧタンパク質
共役型レセプタータンパク質またはその塩との結合性を
変化させる化合物またはその塩を含有することを特徴と
する医薬、
【００１１】（５０）  上記（１）記載のＧタンパク質
共役型レセプタータンパク質を含有する細胞を含有する
ことを特徴とする上記（２０）記載のスクリーニング用
キット、（５１）  上記（１）記載のＧタンパク質共役
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型レセプタータンパク質を含有する細胞の膜画分を含有
することを特徴とする上記（２０）記載のスクリーニン
グ用キット、（５２）上記（８）記載の形質転換体を培
養することによって該形質転換体の細胞膜に発現したＧ
タンパク質共役型レセプタータンパク質を含有すること
を特徴とする上記（２０）記載のスクリーニング用キッ
ト、（５３）  上記（５０）～上記（５２）記載のスク
リーニング用キットを用いて得られうる、リガンドと上
記（１）記載のＧタンパク質共役型レセプタータンパク
質またはその塩との結合性を変化させる化合物またはそ
の塩、（５４）  上記（５０）～上記（５２）記載のス
クリーニング用キットを用いて得られうる、リガンドと
上記（１）記載のＧタンパク質共役型レセプタータンパ
ク質またはその塩との結合性を変化させる化合物または
その塩を含有することを特徴とする医薬、（５５）上記
（１２）記載の抗体と、上記（１）記載のＧタンパク質
共役型レセプタータンパク質もしくは上記（３）記載の
部分ペプチドまたはその塩とを接触させることを特徴と
する上記（１）のＧタンパク質共役型レセプタータンパ
ク質もしくは上記（３）記載の部分ペプチドまたはその
塩の定量法、（５６）  上記（１２）記載の抗体と、被
検液および標識化された上記（１）記載のＧタンパク質
共役型レセプタータンパク質もしくは上記（３）記載の
部分ペプチドまたはその塩とを競合的に反応させ、該抗
体に結合した標識化された上記（１）記載のＧタンパク
質共役型レセプタータンパク質もしくは上記（３）記載
の部分ペプチドまたはそれら塩の割合を測定することを
特徴とする被検液中の上記（１）記載のＧタンパク質共
役型レセプタータンパク質もしくは上記（３）記載の部
分ペプチドまたはその塩の定量法、および（５７）  被
検液と担体上に不溶化した上記（１２）記載の抗体およ
び標識化された上記（１２）記載の抗体とを同時あるい
は連続的に反応させたのち、不溶化担体上の標識剤の活
性を測定することを特徴とする被検液中の上記（１）記
載のＧタンパク質共役型レセプタータンパク質もしくは
上記（３）記載の部分ペプチドまたはそれらの塩の定量
法等を提供する。
【００１２】
【発明の実施の形態】本発明のＧタンパク質共役型レセ
プタータンパク質（以下、レセプタータンパク質と略記
する場合がある）は、配列番号：１で表わされるアミノ
酸配列と同一もしくは実質的に同一のアミノ酸配列を含
有するレセプタータンパク質である。本発明のレセプタ
ータンパク質は、例えば、ヒトや非ヒト哺乳動物（例え
ば、モルモット、ラット、マウス、ウサギ、ブタ、ヒツ
ジ、ウシ、サルなど）のあらゆる細胞（例えば、脾細
胞、神経細胞、グリア細胞、膵臓β細胞、骨髄細胞、メ
サンギウム細胞、ランゲルハンス細胞、表皮細胞、上皮
細胞、内皮細胞、繊維芽細胞、繊維細胞、筋細胞、脂肪
細胞、免疫細胞（例、マクロファージ、T細胞、B細胞、
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ナチュラルキラー細胞、肥満細胞、好中球、好塩基球、
好酸球、単球）、巨核球、滑膜細胞、軟骨細胞、骨細
胞、骨芽細胞、破骨細胞、乳腺細胞、肝細胞もしくは間
質細胞、またはこれら細胞の前駆細胞、幹細胞もしくは
ガン細胞など）や血球系の細胞、またはそれらの細胞が
存在するあらゆる組織、例えば、脳、脳の各部位（例、
嗅球、扁頭核、大脳基底球、海馬、視床、視床下部、視
床下核、大脳皮質、延髄、小脳、後頭葉、前頭葉、側頭
葉、被殻、尾状核、脳染、黒質）、脊髄、下垂体、胃、
膵臓、腎臓、肝臓、生殖腺、甲状腺、胆のう、骨髄、副
腎、皮膚、筋肉、肺、消化管（例、大腸、小腸）、血
管、心臓、胸腺、脾臓、顎下腺、末梢血、末梢血球、前
立腺、睾丸、精巣、卵巣、胎盤、子宮、骨、関節、骨格
筋などに由来するタンパク質であってもよく、また合成
タンパク質であってもよい。
【００１３】配列番号：１で表わされるアミノ酸配列と
実質的に同一のアミノ酸配列としては、例えば、配列番
号：１で表わされるアミノ酸配列と約50%以上、好まし
くは約60%以上、より好ましくは約70%以上、さらに好ま
しくは約80%以上、なかでも好ましくは約90%以上、最も
好ましくは約95%以上の相同性を有するアミノ酸配列な
どが挙げられる。本発明の配列番号：１で表わされるア
ミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列を含有するタ
ンパク質としては、例えば、配列番号：１で表わされる
アミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列を有し、配
列番号：１で表わされるアミノ酸配列と実質的に同質の
活性を有するタンパク質などが好ましい。実質的に同質
の活性としては、例えば、リガンド結合活性、シグナル
情報伝達作用などが挙げられる。実質的に同質とは、そ
れらの活性が性質的に同質であることを示す。したがっ
て、リガンド結合活性やシグナル情報伝達作用などの活
性が同等（例、約0.01～100倍、好ましくは約0.5～20
倍、より好ましくは約0.5～2倍）であることが好ましい
が、これらの活性の程度やタンパク質の分子量などの量
的要素は異なっていてもよい。リガンド結合活性やシグ
ナル情報伝達作用などの活性の測定は、公知の方法に準
じて行なうことができるが、例えば、後に記載するリガ
ンドの決定方法やスクリーニング方法に従って測定する
ことができる。
【００１４】また、本発明のレセプタータンパク質とし
ては、①配列番号：１で表わされるアミノ酸配列中の1
または2個以上（好ましくは、1～30個程度、より好まし
くは1～10個程度、さらに好ましくは数個（1～5個））
のアミノ酸が欠失したアミノ酸配列、②配列番号：１で
表わされるアミノ酸配列に1または2個以上（好ましく
は、1～30個程度、より好ましくは1～10個程度、さらに
好ましくは数個（1～5個））のアミノ酸が付加したアミ
ノ酸配列、③配列番号：１で表わされるアミノ酸配列中
の1または2個以上（好ましくは、1～30個程度、より好
ましくは1～10個程度、さらに好ましくは数個（1～5
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個））のアミノ酸が他のアミノ酸で置換されたアミノ酸
配列、または④それらを組み合わせたアミノ酸配列を含
有するタンパク質なども用いられる。
【００１５】本明細書におけるレセプタータンパク質の
アミノ酸配列は、ペプチド標記の慣例に従って、左端が
N末端（アミノ末端）、右端がC末端（カルボキシル末
端）である。配列番号：１で表わされるアミノ酸配列を
含有するレセプタータンパク質をはじめとする、本発明
のレセプタータンパク質は、C末端がカルボキシル基
（－COOH）、カルボキシレート（－COO-）、アミド（－
CONH

2
）またはエステル（－COOR）のいずれであっても

よい。ここでエステルにおけるRとしては、例えば、メ
チル、エチル、n－プロピル、イソプロピルもしくはn－
ブチルなどのC

1-6
アルキル基、例えば、シクロペンチ

ル、シクロヘキシルなどのC
3-8
シクロアルキル基、例え

ば、フェニル、α－ナフチルなどのC
6-12
アリール基、

例えば、ベンジル、フェネチルなどのフェニル－C
1-2
ア

ルキル基もしくはα－ナフチルメチルなどのα－ナフチ
ル－C

1-2
アルキル基などのC

7-14
アラルキル基のほか、

経口用エステルとして汎用されるピバロイルオキシメチ
ル基などが用いられる。本発明のレセプタータンパク質
がC末端以外にカルボキシル基（またはカルボキシレー
ト）を有している場合、カルボキシル基がアミド化また
はエステル化されているものも本発明のレセプタータン
パク質に含まれる。この場合のエステルとしては、例え
ば上記したC末端のエステルなどが用いられる。さら
に、本発明のレセプタータンパク質には、上記したタン
パク質において、N末端のメチオニン残基のアミノ基が
保護基（例えば、ホルミル基、アセチルなどのC

2-6
アル

カノイル基などのC
1-6
アシル基など）で保護されている

もの、N端側が生体内で切断され生成したグルタミル基
がピログルタミン酸化したもの、分子内のアミノ酸の側
鎖上の置換基（例えば、－OH、－SH、アミノ基、イミダ
ゾール基、インドール基、グアニジノ基など）が適当な
保護基（例えば、ホルミル基、アセチルなどのC

2-6
アル

カノイル基などのC
1-6
アシル基など）で保護されている

もの、あるいは糖鎖が結合したいわゆる糖タンパク質な
どの複合タンパク質なども含まれる。本発明のレセプタ
ータンパク質の具体例としては、例えば、配列番号：１
で表わされるアミノ酸配列を含有するレセプタータンパ
ク質などが用いられる。
【００１６】本発明のレセプタータンパク質の部分ペプ
チド（以下、部分ペプチドと略記する場合がある）とし
ては、上記した本発明のレセプタータンパク質の部分ペ
プチドであれば何れのものであってもよいが、例えば、
本発明のレセプタータンパク質分子のうち、細胞膜の外
に露出している部位であって、実質的に同質の活性を有
するものなどが用いられる。ここで、「実質的に同質の
活性」とは、例えばリガンド結合活性を示す。リガンド
結合活性の測定は上記と同様に行なうことができる。具
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体的には、配列番号：１で表わされるアミノ酸配列を有
するレセプタータンパク質の部分ペプチドとしては、図
１に示される疎水性プロット解析において細胞外領域
（親水性（Hydrophilic）部位）であると分析された部
分を含むペプチドである。また、疎水性（Hydrophobi
c）部位を一部に含むペプチドも同様に用いることがで
きる。個々のドメインを個別に含むペプチドも用い得る
が、複数のドメインを同時に含む部分のペプチドでもよ
い。本発明の部分ペプチドのアミノ酸数は、上記した本
発明のレセプタータンパク質の構成アミノ酸配列のうち
少なくとも20個以上、好ましくは50個以上、より好まし
くは100個以上のアミノ酸配列を有するペプチドなどが
好ましい。実質的に同一のアミノ酸配列とは、これらア
ミノ酸配列と約50%以上、好ましくは約60%以上、より好
ましくは約70%以上、さらに好ましくは約80%以上、なか
でも好ましくは約90%以上、最も好ましくは約95%以上の
相同性を有するアミノ酸配列を示す。
【００１７】また、本発明の部分ペプチドは、①上記ア
ミノ酸配列中の1または2個以上（好ましくは、1～10個
程度、さらに好ましくは数個（1～5個））のアミノ酸が
欠失し、②上記アミノ酸配列に1または2個以上（好まし
くは、1～20個程度、より好ましくは1～10個程度、さら
に好ましくは数個（1～5個））のアミノ酸が付加し、ま
たは③上記アミノ酸配列中の1または2個以上（好ましく
は、1～10個程度、より好ましくは数個、さらに好まし
くは1～5個程度）のアミノ酸が他のアミノ酸で置換され
ていてもよい。また、本発明の部分ペプチドはＣ末端が
カルボキシル基（－COOH）、カルボキシレート（－CO
O-）、アミド（－CONH

2
）またはエステル（－COOR）の

いずれであってもよい（Rは前記と同意義を示す）。本
発明の部分ペプチドがC末端以外にカルボキシル基（ま
たはカルボキシレート）を有している場合、カルボキシ
ル基がアミド化またはエステル化されているものも本発
明の部分ペプチドに含まれる。この場合のエステルとし
ては、例えば上記したC末端のエステルなどが用いられ
る。さらに、本発明の部分ペプチドには、上記した本発
明のレセプタータンパク質と同様に、N末端のメチオニ
ン残基のアミノ基が保護基で保護されているもの、N端
側が生体内で切断され生成したGlnがピログルタミン酸
化したもの、分子内のアミノ酸の側鎖上の置換基が適当
な保護基で保護されているもの、あるいは糖鎖が結合し
たいわゆる糖ペプチドなどの複合ペプチドなども含まれ
る。本発明のレセプタータンパク質またはその部分ペプ
チドの塩としては、酸または塩基との生理学的に許容さ
れる塩が挙げられ、とりわけ生理学的に許容される酸付
加塩が好ましい。この様な塩としては、例えば、無機酸
（例えば、塩酸、リン酸、臭化水素酸、硫酸）との塩、
あるいは有機酸（例えば、酢酸、ギ酸、プロピオン酸、
フマル酸、マレイン酸、コハク酸、酒石酸、クエン酸、
リンゴ酸、蓚酸、安息香酸、メタンスルホン酸、ベンゼ
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ンスルホン酸）との塩などが用いられる。
【００１８】本発明のレセプタータンパク質またはその
塩は、上記したヒトや非ヒト哺乳動物の細胞または組織
から公知のレセプタータンパク質の精製方法によって製
造することもできるし、後に記載する本発明のレセプタ
ータンパク質をコードするDNAを含有する形質転換体を
培養することによっても製造することができる。また、
後に記載するタンパク質合成法またはこれに準じて製造
することもできる。ヒトや非ヒト哺乳動物の組織または
細胞から製造する場合、ヒトや非ヒト哺乳動物の組織ま
たは細胞をホモジナイズした後、酸などで抽出を行な
い、該抽出液を逆相クロマトグラフィー、イオン交換ク
ロマトグラフィーなどのクロマトグラフィーを組み合わ
せることにより精製単離することができる。
【００１９】本発明のレセプタータンパク質もしくはそ
の部分ペプチドまたはその塩またはそのアミド体の合成
には、通常市販のタンパク質合成用樹脂を用いることが
できる。そのような樹脂としては、例えば、クロロメチ
ル樹脂、ヒドロキシメチル樹脂、ベンズヒドリルアミン
樹脂、アミノメチル樹脂、4－ベンジルオキシベンジル
アルコール樹脂、4－メチルベンズヒドリルアミン樹
脂、PAM樹脂、4－ヒドロキシメチルメチルフェニルアセ
トアミドメチル樹脂、ポリアクリルアミド樹脂、4－
（2',4'－ジメトキシフェニル－ヒドロキシメチル）フ
ェノキシ樹脂、4－（2',4'－ジメトキシフェニル－Fmoc
アミノエチル）フェノキシ樹脂などを挙げることができ
る。このような樹脂を用い、α－アミノ基と側鎖官能基
を適当に保護したアミノ酸を、目的とするタンパク質ま
たはペプチドのアミノ酸配列通りに、公知の各種縮合方
法に従い、樹脂上で縮合させる。反応の最後に樹脂から
タンパク質またはペプチドを切り出すと同時に各種保護
基を除去し、さらに高希釈溶液中で分子内ジスルフィド
結合形成反応を実施し、目的のタンパク質もしくは部分
ペプチドまたはそのアミド体を取得する。上記した保護
アミノ酸の縮合に関しては、タンパク質合成に使用でき
る各種活性化試薬を用いることができるが、特に、カル
ボジイミド類がよい。カルボジイミド類としては、DC
C、N,N'－ジイソプロピルカルボジイミド、N－エチル－
N'－（3－ジメチルアミノプロリル）カルボジイミドな
どが用いられる。これらによる活性化にはラセミ化抑制
添加剤（例えば、HOBt、HOOBt）とともに保護アミノ酸
を直接樹脂に添加するか、または、対称酸無水物または
HOBtエステルあるいはHOOBtエステルとしてあらかじめ
保護アミノ酸の活性化を行なった後に樹脂に添加するこ
とができる。
【００２０】保護アミノ酸の活性化や樹脂との縮合に用
いられる溶媒としては、タンパク質縮合反応に使用しう
ることが知られている溶媒から適宜選択されうる。例え
ば、N,N－ジメチルホルムアミド，N,N－ジメチルアセト
アミド，N－メチルピロリドンなどの酸アミド類、塩化
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メチレン，クロロホルムなどのハロゲン化炭化水素類、
トリフルオロエタノールなどのアルコール類、ジメチル
スルホキシドなどのスルホキシド類、ピリジン，ジオキ
サン，テトラヒドロフランなどのエーテル類、アセトニ
トリル，プロピオニトリルなどのニトリル類、酢酸メチ
ル，酢酸エチルなどのエステル類あるいはこれらの適宜
の混合物などが用いられる。反応温度はタンパク質結合
形成反応に使用され得ることが知られている範囲から適
宜選択され、通常約－20℃～50℃の範囲から適宜選択さ
れる。活性化されたアミノ酸誘導体は通常1.5～4倍過剰
で用いられる。ニンヒドリン反応を用いたテストの結
果、縮合が不十分な場合には保護基の脱離を行うことな
く縮合反応を繰り返すことにより十分な縮合を行なうこ
とができる。反応を繰り返しても十分な縮合が得られな
いときには、無水酢酸またはアセチルイミダゾールを用
いて未反応アミノ酸をアセチル化することができる。
【００２１】原料のアミノ基の保護基としては、例え
ば、Z、Boc、ターシャリーペンチルオキシカルボニル、
イソボルニルオキシカルボニル、4－メトキシベンジル
オキシカルボニル、Cl－Z、Br－Z、アダマンチルオキシ
カルボニル、トリフルオロアセチル、フタロイル、ホル
ミル、2－ニトロフェニルスルフェニル、ジフェニルホ
スフィノチオイル、Fmocなどが用いられる。カルボキシ
ル基は、例えば、アルキルエステル化（例えば、メチ
ル、エチル、プロピル、ブチル、ターシャリーブチル、
シクロペンチル、シクロヘキシル、シクロヘプチル、シ
クロオクチル、2－アダマンチルなどの直鎖状、分枝状
もしくは環状アルキルエステル化）、アラルキルエステ
ル化（例えば、ベンジルエステル、4－ニトロベンジル
エステル、4－メトキシベンジルエステル、4－クロロベ
ンジルエステル、ベンズヒドリルエステル化）、フェナ
シルエステル化、ベンジルオキシカルボニルヒドラジド
化、ターシャリーブトキシカルボニルヒドラジド化、ト
リチルヒドラジド化などによって保護することができ
る。セリンの水酸基は、例えば、エステル化またはエー
テル化によって保護することができる。このエステル化
に適する基としては、例えば、アセチル基などの低級ア
ルカノイル基、ベンゾイル基などのアロイル基、ベンジ
ルオキシカルボニル基、エトキシカルボニル基などの炭
酸から誘導される基などが用いられる。また、エーテル
化に適する基としては、例えば、ベンジル基、テトラヒ
ドロピラニル基、t－ブチル基などである。チロシンの
フェノール性水酸基の保護基としては、例えば、Bzl、C
l
2
－Bzl、2－ニトロベンジル、Br－Z、ターシャリーブ

チルなどが用いられる。ヒスチジンのイミダゾールの保
護基としては、例えば、Tos、4－メトキシ－2,3,6－ト
リメチルベンゼンスルホニル、DNP、ベンジルオキシメ
チル、Bum、Boc、Trt、Fmocなどが用いられる。
【００２２】原料のカルボキシル基の活性化されたもの
としては、例えば、対応する酸無水物、アジド、活性エ
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ステル〔アルコール（例えば、ペンタクロロフェノー
ル、2,4,5－トリクロロフェノール、2,4－ジニトロフェ
ノール、シアノメチルアルコール、パラニトロフェノー
ル、HONB、N－ヒドロキシスクシミド、N－ヒドロキシフ
タルイミド、HOBt）とのエステル〕などが用いられる。
原料のアミノ基の活性化されたものとしては、例えば、
対応するリン酸アミドが用いられる。保護基の除去（脱
離）方法としては、例えば、Pd-黒あるいはPd-炭素など
の触媒の存在下での水素気流中での接触還元や、また、
無水フッ化水素、メタンスルホン酸、トリフルオロメタ
ンスルホン酸、トリフルオロ酢酸あるいはこれらの混合
液などによる酸処理や、ジイソプロピルエチルアミン、
トリエチルアミン、ピペリジン、ピペラジンなどによる
塩基処理、また液体アンモニア中ナトリウムによる還元
なども用いられる。上記酸処理による脱離反応は、一般
に約－20℃～40℃の温度で行なわれるが、酸処理におい
ては、例えば、アニソール、フェノール、チオアニソー
ル、メタクレゾール、パラクレゾール、ジメチルスルフ
ィド、1,4－ブタンジチオール、1,2－エタンジチオール
などのようなカチオン捕捉剤の添加が有効である。ま
た、ヒスチジンのイミダゾール保護基として用いられる
2,4－ジニトロフェニル基はチオフェノール処理により
除去され、トリプトファンのインドール保護基として用
いられるホルミル基は上記の1,2－エタンジチオール、
1,4－ブタンジチオールなどの存在下の酸処理による脱
保護以外に、希水酸化ナトリウム溶液、希アンモニアな
どによるアルカリ処理によっても除去される。
【００２３】原料の反応に関与すべきでない官能基の保
護ならびに保護基、およびその保護基の脱離、反応に関
与する官能基の活性化などは公知の基または公知の手段
から適宜選択しうる。タンパク質のアミド体を得る別の
方法としては、例えば、まず、カルボキシ末端アミノ酸
のα－カルボキシル基をアミド化して保護した後、アミ
ノ基側にペプチド（タンパク質）鎖を所望の鎖長まで延
ばした後、該ペプチド鎖のN末端のα－アミノ基の保護
基のみを除いたタンパク質とC末端のカルボキシル基の
保護基のみを除去したタンパク質とを製造し、この両タ
ンパク質を上記したような混合溶媒中で縮合させる。縮
合反応の詳細については上記と同様である。縮合により
得られた保護タンパク質を精製した後、上記方法により
すべての保護基を除去し、所望の粗タンパク質を得るこ
とができる。この粗タンパク質は既知の各種精製手段を
駆使して精製し、主要画分を凍結乾燥することで所望の
タンパク質のアミド体を得ることができる。タンパク質
のエステル体を得るには、例えば、カルボキシ末端アミ
ノ酸のα－カルボキシル基を所望のアルコール類と縮合
しアミノ酸エステルとした後、タンパク質のアミド体と
同様にして、所望のタンパク質のエステル体を得ること
ができる。
【００２４】本発明のタンパク質の部分ペプチドまたは
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その塩は、公知のペプチドの合成法に従って、あるいは
本発明のタンパク質を適当なペプチダーゼで切断するこ
とによって製造することができる。ペプチドの合成法と
しては、例えば、固相合成法、液相合成法のいずれによ
っても良い。すなわち、本発明のタンパク質を構成し得
る部分ペプチドもしくはアミノ酸と残余部分とを縮合さ
せ、生成物が保護基を有する場合は保護基を脱離するこ
とにより目的のペプチドを製造することができる。公知
の縮合方法や保護基の脱離としては、例えば、以下の①
～⑤に記載された方法が挙げられる。
①M. Bodanszky および M.A. Ondetti、ペプチド シン
セシス (Peptide Synthesis), Interscience Publisher
s, New York (1966年)
②SchroederおよびLuebke、ザ ペプチド(The Peptide),
 Academic Press, NewYork (1965年)
③泉屋信夫他、ペプチド合成の基礎と実験、 丸善(株) 
（1975年）
④矢島治明 および榊原俊平、生化学実験講座 1、 蛋白
質の化学IV、 205、(1977年)
⑤矢島治明監修、続医薬品の開発 第14巻 ペプチド合成
 広川書店
また、反応後は通常の精製法、例えば、溶媒抽出・蒸留
・カラムクロマトグラフィー・液体クロマトグラフィー
・再結晶などを組み合わせて本発明の部分ペプチドを精
製単離することができる。上記方法で得られる部分ペプ
チドが遊離体である場合は、公知の方法によって適当な
塩に変換することができるし、逆に塩で得られた場合
は、公知の方法によって遊離体に変換することができ
る。
【００２５】本発明のレセプタータンパク質をコードす
るポリヌクレオチドとしては、上記した本発明のレセプ
タータンパク質をコードする塩基配列（DNAまたはRNA、
好ましくはDNA）を含有するものであればいかなるもの
であってもよい。該ポリヌクレオチドとしては、本発明
のレセプタータンパク質をコードするDNA、mRNA等のRNA
であり、二本鎖であっても、一本鎖であってもよい。二
本鎖の場合は、二本鎖DNA、二本鎖RNAまたはDNA：RNAの
ハイブリッドでもよい。一本鎖の場合は、センス鎖（す
なわち、コード鎖）であっても、アンチセンス鎖（すな
わち、非コード鎖）であってもよい。本発明のレセプタ
ータンパク質をコードするポリヌクレオチドを用いて、
公知の実験医学増刊「新PCRとその応用」15(7)、1997記
載の方法またはそれに準じた方法、例えば、TaqMan PCR
などの方法により、本発明のレセプタータンパク質のmR
NAを定量することができる。本発明のレセプタータンパ
ク質をコードするDNAとしては、ゲノムDNA、ゲノムDNA
ライブラリー、上記した細胞・組織由来のcDNA、上記し
た細胞・組織由来のcDNAライブラリー、合成DNAのいず
れでもよい。ライブラリーに使用するベクターは、バク
テリオファージ、プラスミド、コスミド、ファージミド
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などいずれであってもよい。また、上記した細胞・組織
よりtotal RNAまたはmRNA画分を調製したものを用いて
直接Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reactio
n（以下、RT－PCR法と略称する）によって増幅すること
もできる。具体的には、本発明のレセプタータンパク質
をコードするDNAとしては、例えば、配列番号：２で表
わされる塩基配列を含有するDNA、または配列番号：２
で表わされる塩基配列を有するDNAとハイストリンジェ
ントな条件下でハイブリダイズするDNAを有し、本発明
のレセプタータンパク質と実質的に同質の活性（例、リ
ガンド結合活性、シグナル情報伝達作用など）を有する
レセプタータンパク質をコードするDNAであれば何れの
ものでもよい。配列番号：２で表わされる塩基配列を有
するDNAとハイストリンジェントな条件下でハイブリダ
イズするDNAとしては、例えば、配列番号：２で表わさ
れる塩基配列と約70%以上、好ましくは約80%以上、より
好ましくは約90%以上、さらに好ましくは約95%以上の相
同性を有する塩基配列を含有するDNAなどが用いられ
る。
【００２６】ハイブリダイゼーションは、公知の方法あ
るいはそれに準じる方法、例えば、モレキュラー・クロ
ーニング（Molecular Cloning）２nd（J. Sambrook et 
al.,Cold Spring Harbor Lab. Press, 1989）に記載の
方法などに従って行なうことができる。また、市販のラ
イブラリーを使用する場合、添付の使用説明書に記載の
方法に従って行なうことができる。より好ましくは、ハ
イストリンジェントな条件に従って行なうことができ
る。該ハイストリンジェントな条件とは、例えば、ナト
リウム濃度が約19～40 mM、好ましくは約19～20 ｍＭ
で、温度が約50～70℃、好ましくは約60～65℃の条件を
示す。特に、ナトリウム濃度が約19 ｍＭで温度が約65
℃の場合が最も好ましい。より具体的には、配列番号：
１で表わされるアミノ酸配列を含有するレセプタータン
パク質をコードするDNAとしては、配列番号：2で表わさ
れる塩基配列を含有するDNAなどが用いられる。本発明
のレセプタータンパク質をコードするDNAの塩基配列の
一部、または該DNAと相補的な塩基配列の一部を含有し
てなるポリヌクレオチドとは、下記の本発明の部分ペプ
チドをコードするDNAを包含するだけではなく、RNAをも
包含する意味で用いられる。本発明に従えば、Ｇタンパ
ク質共役型レセプタータンパク質遺伝子の複製または発
現を阻害することのできるアンチセンス・ポリヌクレオ
チド（核酸）を、クローン化した、あるいは決定された
Ｇタンパク質共役型レセプタータンパク質をコードする
DNAの塩基配列情報に基づき設計し、合成しうる。そう
したポリヌクレオチド（核酸）は、Ｇタンパク質共役型
レセプタータンパク質遺伝子のRNAとハイブリダイズす
ることができ、該RNAの合成または機能を阻害すること
ができるか、あるいはＧタンパク質共役型レセプタータ
ンパク質関連RNAとの相互作用を介してＧタンパク質共
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役型レセプタータンパク質遺伝子の発現を調節・制御す
ることができる。Ｇタンパク質共役型レセプタータンパ
ク質関連RNAの選択された配列に相補的なポリヌクレオ
チド、およびＧタンパク質共役型レセプタータンパク質
関連RNAと特異的にハイブリダイズすることができるポ
リヌクレオチドは、生体内および生体外でＧタンパク質
共役型レセプタータンパク質遺伝子の発現を調節・制御
するのに有用であり、また病気などの治療または診断に
有用である。また、Ｇタンパク質共役型レセプタータン
パク質遺伝子の5'端ヘアピンループ、5'端6－ベースペ
ア・リピート、5'端非翻訳領域、ポリペプチド翻訳開始
コドン、タンパク質コード領域、ORF翻訳終止コドン、
3'端非翻訳領域、3'端パリンドローム領域、および3'端
ヘアピンループは好ましい対象領域として選択しうる
が、Ｇタンパク質共役型レセプタータンパク質遺伝子内
の如何なる領域も対象として選択しうる。
【００２７】目的核酸と、対象領域の少なくとも一部に
相補的なポリヌクレオチドとの関係、即ち、対象物とハ
イブリダイズすることができるポリヌクレオチドとの関
係は、「アンチセンス」であるということができる。ア
ンチセンス・ポリヌクレオチドは、2－デオキシ－D－リ
ボースを含有しているポリヌクレオチド、D－リボース
を含有しているポリヌクレオチド、プリンまたはピリミ
ジン塩基のN－グリコシドであるその他のタイプのポリ
ヌクレオチド、あるいは非ヌクレオチド骨格を有するそ
の他のポリマー（例えば、市販のタンパク質核酸および
合成配列特異的な核酸ポリマー）または特殊な結合を含
有するその他のポリマー（但し、該ポリマーはDNAやRNA
中に見出されるような塩基のペアリングや塩基の付着を
許容する配置をもつヌクレオチドを含有する）などが挙
げられる。それらは、二本鎖DNA、一本鎖DNA、二本鎖RN
A、一本鎖RNA、さらにDNA：RNAハイブリッドであること
ができ、さらに非修飾ポリヌクレオチド（または非修飾
オリゴヌクレオチド）、さらには公知の修飾の付加され
たもの、例えば当該分野で知られた標識のあるもの、キ
ャップの付いたもの、メチル化されたもの、1個以上の
天然のヌクレオチドを類縁物で置換したもの、分子内ヌ
クレオチド修飾のされたもの、例えば非荷電結合（例え
ば、メチルホスホネート、ホスホトリエステル、ホスホ
ルアミデート、カルバメートなど）を持つもの、電荷を
有する結合または硫黄含有結合（例えば、ホスホロチオ
エート、ホスホロジチオエートなど）を持つもの、例え
ばタンパク質（ヌクレアーゼ、ヌクレアーゼ・インヒビ
ター、トキシン、抗体、シグナルペプチド、ポリ－L－
リジンなど）や糖（例えば、モノサッカライドなど）な
どの側鎖基を有しているもの、インターカレント化合物
（例えば、アクリジン、ソラレンなど）を持つもの、キ
レート化合物（例えば、金属、放射活性をもつ金属、ホ
ウ素、酸化性の金属など）を含有するもの、アルキル化
剤を含有するもの、修飾された結合を持つもの（例え
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ば、αアノマー型の核酸など）であってもよい。ここで
「ヌクレオシド」、「ヌクレオチド」および「核酸」と
は、プリンおよびピリミジン塩基を含有するのみでな
く、修飾されたその他の複素環型塩基をもつようなもの
を含んでいて良い。こうした修飾物は、メチル化された
プリンおよびピリミジン、アシル化されたプリンおよび
ピリミジン、あるいはその他の複素環を含むものであっ
てよい。修飾されたヌクレオチドおよび修飾されたヌク
レオチドはまた糖部分が修飾されていてよく、例えば、
1個以上の水酸基がハロゲンとか、脂肪族基などで置換
されていたり、あるいはエーテル、アミンなどの官能基
に変換されていてよい。
【００２８】本発明のアンチセンス・ポリヌクレオチド
（核酸）は、RNA、DNA、あるいは修飾された核酸（RN
A、DNA）である。修飾された核酸の具体例としては核酸
の硫黄誘導体やチオホスフェート誘導体、そしてポリヌ
クレオシドアミドやオリゴヌクレオシドアミドの分解に
抵抗性のものが挙げられるが、それに限定されるもので
はない。本発明のアンチセンス核酸は次のような方針で
好ましく設計されうる。すなわち、細胞内でのアンチセ
ンス核酸をより安定なものにする、アンチセンス核酸の
細胞透過性をより高める、目標とするセンス鎖に対する
親和性をより大きなものにする、そしてもし毒性がある
ならアンチセンス核酸の毒性をより小さなものにする。
このような修飾は当該分野で数多く知られており、例え
ば J. Kawakami et al., Pharm Tech Japan, Vol. 8, p
p.247, 1992; Vol. 8, pp.395, 1992; S. T. Crooke et
 al. ed., Antisense Research and Applications, CRC
 Press, 1993などに開示がある。本発明のアンチセンス
核酸は、変化せしめられたり、修飾された糖、塩基、結
合を含有していて良く、リポゾーム、ミクロスフェアの
ような特殊な形態で供与されたり、遺伝子治療により適
用されたり、付加された形態で与えられることができう
る。こうして付加形態で用いられるものとしては、リン
酸基骨格の電荷を中和するように働くポリリジンのよう
なポリカチオン体、細胞膜との相互作用を高めたり、核
酸の取込みを増大せしめるような脂質（例えば、ホスホ
リピド、コレステロールなど）といった疎水性のものが
挙げられる。付加するに好ましい脂質としては、コレス
テロールやその誘導体（例えば、コレステリルクロロホ
ルメート、コール酸など）が挙げられる。こうしたもの
は、核酸の3'端あるいは5'端に付着させることができ、
塩基、糖、分子内ヌクレオシド結合を介して付着させる
ことができうる。その他の基としては、核酸の3'端ある
いは5'端に特異的に配置されたキャップ用の基で、エキ
ソヌクレアーゼ、RNaseなどのヌクレアーゼによる分解
を阻止するためのものが挙げられる。こうしたキャップ
用の基としては、ポリエチレングリコール、テトラエチ
レングリコールなどのグリコールをはじめとした当該分
野で知られた水酸基の保護基が挙げられるが、それに限
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定されるものではない。アンチセンス核酸の阻害活性
は、本発明の形質転換体、本発明の生体内や生体外の遺
伝子発現系、あるいはＧタンパク質共役型レセプタータ
ンパク質の生体内や生体外の翻訳系を用いて調べること
ができる。該核酸は公知の各種の方法で細胞に適用でき
る。
【００２９】本発明の部分ペプチドをコードするDNAと
しては、上記した本発明の部分ペプチドをコードする塩
基配列を含有するものであればいかなるものであっても
よい。また、ゲノムDNA、ゲノムDNAライブラリー、上記
した細胞・組織由来のcDNA、上記した細胞・組織由来の
cDNAライブラリー、合成DNAのいずれでもよい。ライブ
ラリーに使用するベクターは、バクテリオファージ、プ
ラスミド、コスミド、ファージミドなどいずれであって
もよい。また、上記した細胞・組織よりmRNA画分を調製
したものを用いて直接RT－PCR法によって増幅すること
もできる。具体的には、本発明の部分ペプチドをコード
するDNAとしては、例えば、（1）配列番号：２で表わさ
れる塩基配列を有するDNAの部分塩基配列を有するDNA、
または（2）配列番号：２で表わされるDNAとハイストリ
ンジェントな条件下でハイブリダイズするDNAを有し、
本発明のタンパク質ペプチドと実質的に同質の活性
（例、リガンド結合活性、シグナル情報伝達作用など）
を有するタンパク質をコードするDNAの部分塩基配列を
有するDNAなどが用いられる。配列番号：２で表わされ
るDNAとハイストリンジェントな条件でハイブリダイズ
するDNAとしては、例えば、配列番号：２で表わされる
塩基配列と約70%以上、好ましくは約80%以上、より好ま
しくは約90%以上、さらに好ましくは約95%以上の相同性
を有する塩基配列を含有するDNAなどが用いられる。
【００３０】本発明のレセプタータンパク質またはその
部分ペプチド（以下、本発明のレセプタータンパク質と
略記する場合がある）を完全にコードするDNAのクロー
ニングの手段としては、本発明のペプチドをコードする
DNAの塩基配列の部分塩基配列を有する合成DNAプライマ
ーを用いてPCR法によって増幅するか、または適当なベ
クターに組み込んだDNAを本発明のレセプタータンパク
質の一部あるいは全領域をコードするDNA断片もしくは
合成DNAを用いて標識したものとのハイブリダイゼーシ
ョンによって選別することができる。ハイブリダイゼー
ションの方法は、例えば、モレキュラー・クローニング
（Molecular Cloning）2nd（J. Sambrooket al., Cold 
Spring Harbor Lab. Press, 1989）に記載の方法などに
従って行なうことができる。また、市販のライブラリー
を使用する場合、添付の使用説明書に記載の方法に従っ
て行なうことができる。
【００３１】DNAの塩基配列の置換は、PCRや公知のキッ
ト、例えば、MutanTM－super Express Km（宝酒造
（株））、MutanTM－K（宝酒造（株））等を用いて、OD
A－LA PCR法、gapped duplex法、Kunkel法等の公知の方
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法あるいはそれらに準じる方法に従って行なうことがで
きる。クローン化されたレセプタータンパク質をコード
するDNAは目的によりそのまま、または所望により制限
酵素で消化したり、リンカーを付加したりして使用する
ことができる。該DNAはその5'末端側に翻訳開始コドン
としてのATGを有し、また3'末端側には翻訳終止コドン
としてのTAA、TGAまたはTAGを有していてもよい。これ
らの翻訳開始コドンや翻訳終止コドンは、適当な合成DN
Aアダプターを用いて付加することもできる。本発明の
レセプタータンパク質の発現ベクターは、例えば、
（イ）本発明のレセプタータンパク質をコードするDNA
を含む、例えばcDNAから目的とするDNA断片を切り出
し、（ロ）該DNA断片を適当な発現ベクター中のプロモ
ーターの下流に連結することにより製造することができ
る。
【００３２】ベクターとしては、大腸菌由来のプラスミ
ド（例、pCR4、pCR2.1、pBR322、pBR325、pUC12、pUC1
3）、枯草菌由来のプラスミド（例、pUB110、pTP5、pC1
94）、酵母由来プラスミド（例、pSH19、pSH15）、lフ
ァージなどのバクテリオファージ、レトロウイルス、ワ
クシニアウイルス、バキュロウイルスなどの動物ウイル
スなどの他、pA1-11、pXT1、pRc/CMV、pRc/RSV、pcDNAI
/Neoなどが用いられる。本発明で用いられるプロモータ
ーとしては、遺伝子の発現に用いる宿主に対応して適切
なプロモーターであればいかなるものでもよい。例え
ば、動物細胞を宿主として用いる場合は、SRαプロモー
ター、SV40プロモーター、LTRプロモーター、CMVプロモ
ーター、HSV-TKプロモーターなどが挙げられる。これら
のうち、CMVプロモーター、SRαプロモーターなどを用
いるのが好ましい。宿主がエシェリヒア属菌である場合
は、trpプロモーター、lacプロモーター、recAプロモー
ター、λP

L
プロモーター、lppプロモーターなどが、宿

主がバチルス属菌である場合は、SPO1プロモーター、SP
O2プロモーター、penPプロモーターなど、宿主が酵母で
ある場合は、PHO5プロモーター、PGKプロモーター、GAP
プロモーター、ADHプロモーターなどが好ましい。宿主
が昆虫細胞である場合は、ポリヘドリンプロモーター、
P10プロモーターなどが好ましい。
【００３３】発現ベクターには、以上の他に、所望によ
りエンハンサー、スプライシングシグナル、ポリA付加
シグナル、選択マーカー、SV40複製オリジン（以下、SV
40oriと略称する場合がある）などを含有しているもの
を用いることができる。選択マーカーとしては、例え
ば、ジヒドロ葉酸還元酵素（以下、dhfrと略称する場合
がある）遺伝子〔メソトレキセート（MTX）耐性〕、ア
ンピシリン耐性遺伝子（以下、Amprと略称する場合があ
る）、ネオマイシン耐性遺伝子（以下、Neorと略称する
場合がある、G418耐性）等が挙げられる。特に、CHO（d
hfr-）細胞を用いてdhfr遺伝子を選択マーカーとして使
用する場合、目的遺伝子をチミジンを含まない培地によ
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っても選択できる。また、必要に応じて、宿主に合った
シグナル配列を、本発明のレセプタータンパク質のN端
末側に付加する。宿主がエシェリヒア属菌である場合
は、PhoA・シグナル配列、OmpA・シグナル配列などが、
宿主がバチルス属菌である場合は、α－アミラーゼ・シ
グナル配列、サブチリシン・シグナル配列などが、宿主
が酵母である場合は、MFα・シグナル配列、SUC2・シグ
ナル配列など、宿主が動物細胞である場合には、インシ
ュリン・シグナル配列、α－インターフェロン・シグナ
ル配列、抗体分子・シグナル配列などがそれぞれ利用で
きる。このようにして構築された本発明のレセプタータ
ンパク質をコードするDNAを含有するベクターを用い
て、形質転換体を製造することができる。
【００３４】宿主としては、例えば、エシェリヒア属
菌、バチルス属菌、酵母、昆虫細胞、昆虫、動物細胞な
どが用いられる。エシェリヒア属菌の具体例としては、
エシェリヒア・コリ（Escherichia coli）K12・DH1〔プ
ロシージングズ・オブ・ザ・ナショナル・アカデミー・
オブ・サイエンシイズ・オブ・ザ・ユーエスエー（Pro
c. Natl. Acad. Sci. USA），60巻，160 (1968)〕，JM1
03〔ヌクイレック・アシッズ・リサーチ，（Nucleic Ac
idsResearch），9巻，309 (1981)〕，JA221〔ジャーナ
ル・オブ・モレキュラー・バイオロジー（Journal of M
olecular Biology）〕，120巻，517 (1978)〕，HB101
〔ジャーナル・オブ・モレキュラー・バイオロジー，41
巻，459 (1969)〕，C600〔ジェネティックス（Genetic
s），39巻，440 (1954)〕，DH5α〔Inoue, H.,Nojima, 
H. and Okayama, H., Gene, 96, 23-28 (1990)〕，DH10
B〔プロシージングズ・オブ・ザ・ナショナル・アカデ
ミー・オブ・サイエンシイズ・オブ・ザ・ユーエスエー
（Proc. Natl. Acad. Sci. USA），87巻，4645－4649 
(1990)〕などが用いられる。バチルス属菌としては、例
えば、バチルス・ズブチルス（Bacillus subtilis）MI1
14〔ジーン，24巻，255 (1983)〕，207－21〔ジャーナ
ル・オブ・バイオケミストリー（Journal of Biochemis
try），95巻，87 (1984)〕などが用いられる。酵母とし
ては、例えば、サッカロマイセス  セレビシエ（Saccha
romyces cerevisiae）AH22、AH22R、NA87-11A、DKD-5
D、20B-12、シゾサッカロマイセス  ポンベ（Schizosac
charomyces pombe）NCYC1913、NCYC2036、ピキア  パス
トリス（Pichia pastoris）などが用いられる。
【００３５】昆虫細胞としては、例えば、ウイルスがAc
NPVの場合は、ヨトウガの幼虫由来株化細胞（Spodopter
a frugiperda cell；Sf細胞）、Trichoplusia niの中腸
由来のMG1細胞、Trichoplusia niの卵由来のHigh Five
TM 細胞、Mamestra brassicae由来の細胞またはEstigme
na acrea由来の細胞などが用いられる。ウイルスがBmNP
Vの場合は、カイコ由来株化細胞（Bombyx mori N；BmN
細胞）などが用いられる。該Sf細胞としては、例えば、
Sf9細胞（ATCC CRL1711）、Sf21細胞（以上、Vaughn, 
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J.L.ら、イン・ヴィボ（In Vivo）, 13, 213-217 (197
7)）などが用いられる。昆虫としては、例えば、カイコ
の幼虫などが用いられる〔前田ら、ネイチャー（Natur
e），315巻，592 (1985)〕。動物細胞としては、例え
ば、サル細胞COS-7、Vero、チャイニーズハムスター細
胞CHO（以下、CHO細胞と略記）、dhfr遺伝子欠損チャイ
ニーズハムスター細胞CHO（以下、CHO（dhfr-）細胞と
略記）、マウスL細胞，マウスAtT-20、マウスミエロー
マ細胞、ラットGH3、ヒトFL細胞などが用いられる。
【００３６】エシェリヒア属菌を形質転換するには、例
えば、プロシージングズ・オブ・ザ・ナショナル・アカ
デミー・オブ・サイエンジイズ・オブ・ザ・ユーエスエ
ー（Proc. Natl. Acad. Sci. USA），69巻，2110 (197
2)やジーン（Gene），17巻，107 (1982)などに記載の方
法に従って行なうことができる。バチルス属菌を形質転
換するには、例えば、モレキュラー・アンド・ジェネラ
ル・ジェネティックス（Molecular ＆ General Genetic
s），168巻，111 (1979)などに記載の方法に従って行な
うことができる。酵母を形質転換するには、例えば、メ
ッソズ・イン・エンザイモロジー（Methods in Enzymol
ogy），194巻，182－187（1991）、プロシージングズ・
オブ・ザ・ナショナル・アカデミー・オブ・サイエンシ
イズ・オブ・ザ・ユーエスエー（Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA），75巻，1929 (1978)などに記載の方法に従っ
て行なうことができる。昆虫細胞または昆虫を形質転換
するには、例えば、バイオ／テクノロジー（Bio/Techno
logy）, 6, 47-55 (1988))などに記載の方法に従って行
なうことができる。動物細胞を形質転換するには、例え
ば、細胞工学別冊８  新細胞工学実験プロトコール．26
3－267（1995）（秀潤社発行）、ヴィロロジー（Virolo
gy），52巻，456 (1973)に記載の方法に従って行なうこ
とができる。このようにして、Ｇタンパク質共役型レセ
プタータンパク質をコードするDNAを含有する発現ベク
ターで形質転換された形質転換体が得られる。宿主がエ
シェリヒア属菌、バチルス属菌である形質転換体を培養
する際、培養に使用される培地としては液体培地が適当
であり、その中には該形質転換体の生育に必要な炭素
源、窒素源、無機物その他が含有せしめられる。炭素源
としては、例えば、グルコース、デキストリン、可溶性
澱粉、ショ糖など、窒素源としては、例えば、アンモニ
ウム塩類、硝酸塩類、コーンスチープ・リカー、ペプト
ン、カゼイン、肉エキス、大豆粕、バレイショ抽出液な
どの無機または有機物質、無機物としては、例えば、塩
化カルシウム、リン酸二水素ナトリウム、塩化マグネシ
ウムなどが挙げられる。また、酵母エキス、ビタミン
類、生長促進因子などを添加してもよい。培地のpHは約
5～8が望ましい。
【００３７】エシェリヒア属菌を培養する際の培地とし
ては、例えば、グルコース、カザミノ酸を含むM9培地
〔ミラー（Miller），ジャーナル・オブ・エクスペリメ
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ンツ・イン・モレキュラー・ジェネティックス（Journa
l of Experiments in Molecular Genetics），431－43
3，Cold Spring Harbor Laboratory, New York 1972〕
が好ましい。ここに必要によりプロモーターを効率よく
働かせるために、例えば、3β－インドリル  アクリル
酸のような薬剤を加えることができる。宿主がエシェリ
ヒア属菌の場合、培養は通常約15～43℃で約3～24時間
行ない、必要により、通気や撹拌を加えることもでき
る。宿主がバチルス属菌の場合、培養は通常約30～40℃
で約6～24時間行ない、必要により通気や撹拌を加える
こともできる。宿主が酵母である形質転換体を培養する
際、培地としては、例えば、バークホールダー（Burkho
lder）最小培地〔Bostian, K. L. ら、「プロシージン
グズ・オブ・ザ・ナショナル・アカデミー・オブ・サイ
エンシイズ・オブ・ザ・ユーエスエー（Proc. Natl. Ac
ad. Sci. USA），77巻，4505 (1980)」や0.5%カザミノ
酸を含有するSD培地〔Bitter, G. A. ら、「プロシージ
ングズ・オブ・ザ・ナショナル・アカデミー・オブ・サ
イエンシイズ・オブ・ザ・ユーエスエー（Proc.Natl. A
cad. Sci. USA），81巻，5330（1984）」が挙げられ
る。培地のpHは約5～8に調整するのが好ましい。培養は
通常約20℃～35℃で約24～72時間行ない、必要に応じて
通気や撹拌を加える。
【００３８】宿主が昆虫細胞または昆虫である形質転換
体を培養する際、培地としては、Grace's Insect Mediu
m（Grace, T.C.C., ネイチャー（Nature）,195, 788 (1
962)）に非動化した10%ウシ血清等の添加物を適宜加え
たものなどが用いられる。培地のpHは約6.2～6.4に調整
するのが好ましい。培養は通常約27℃で約3～5日間行な
い、必要に応じて通気や撹拌を加える。宿主が動物細胞
である形質転換体を培養する際、培地としては、例え
ば、約5～20%の胎児牛血清を含むMEM培地〔サイエンス
（Science），122巻，501 (1952)〕，DMEM培地〔ヴィロ
ロジー（Virology），8巻，396 (1959)〕，RPMI 1640培
地〔ジャーナル・オブ・ザ・アメリカン・メディカル・
アソシエーション（The Journal of the American Medi
cal Association）199巻，519 (1967)〕，199培地〔プ
ロシージング・オブ・ザ・ソサイエティ・フォー・ザ・
バイオロジカル・メディスン（Proceeding of the Soci
ety for the Biological Medicine），73巻，1 (195
0)〕などが用いられる。pHは約6～8であるのが好まし
い。培養は通常約30℃～40℃で約15～60時間行ない、必
要に応じて通気や撹拌を加える。以上のようにして、形
質転換体の細胞内、細胞膜または細胞外に本発明のＧタ
ンパク質共役型レセプタータンパク質を生成せしめるこ
とができる。
【００３９】上記培養物から本発明のレセプタータンパ
ク質を分離精製するには、例えば、下記の方法により行
なうことができる。本発明のレセプタータンパク質を培
養菌体あるいは細胞から抽出するに際しては、培養後、
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公知の方法で菌体あるいは細胞を集め、これを適当な緩
衝液に懸濁し、超音波、リゾチームおよび／または凍結
融解などによって菌体あるいは細胞を破壊したのち、遠
心分離やろ過によりレセプタータンパク質の粗抽出液を
得る方法などが適宜用いられる。緩衝液の中に尿素や塩
酸グアニジンなどのタンパク質変性剤や、トリトンX－1
00TMなどの界面活性剤が含まれていてもよい。培養液中
にレセプタータンパク質が分泌される場合には、培養終
了後、公知の方法で菌体あるいは細胞と上清とを分離
し、上清を集める。このようにして得られた培養上清、
あるいは抽出液中に含まれるレセプタータンパク質の精
製は、公知の分離・精製法を適切に組み合わせて行なう
ことができる。これらの公知の分離、精製法としては、
塩析や溶媒沈澱法などの溶解度を利用する方法、透析
法、限外ろ過法、ゲルろ過法、およびSDS－ポリアクリ
ルアミドゲル電気泳動法などの主として分子量の差を利
用する方法、イオン交換クロマトグラフィーなどの荷電
の差を利用する方法、アフィニティークロマトグラフィ
ーなどの特異的親和性を利用する方法、逆相高速液体ク
ロマトグラフィーなどの疎水性の差を利用する方法、等
電点電気泳動法などの等電点の差を利用する方法などが
用いられる。
【００４０】このようにして得られるレセプタータンパ
ク質が遊離体で得られた場合には、公知の方法あるいは
それに準じる方法によって塩に変換することができ、逆
に塩で得られた場合には公知の方法あるいはそれに準じ
る方法により、遊離体または他の塩に変換することがで
きる。なお、組換え体が産生するレセプタータンパク質
を、精製前または精製後に適当な蛋白修飾酵素を作用さ
せることにより、任意に修飾を加えたり、ポリペプチド
を部分的に除去することもできる。蛋白修飾酵素として
は、例えば、トリプシン、キモトリプシン、アルギニル
エンドペプチダーゼ、プロテインキナーゼ、グリコシダ
ーゼなどが用いられる。このようにして生成する本発明
のレセプタータンパク質またはその塩の活性は、標識し
たリガンドとの結合実験および特異抗体を用いたエンザ
イムイムノアッセイなどにより測定することができる。
【００４１】本発明のレセプタータンパク質もしくはそ
の部分ペプチドまたはその塩に対する抗体は、本発明の
レセプタータンパク質もしくはその部分ペプチドまたは
その塩を認識し得る抗体であれば、ポリクローナル抗
体、モノクローナル抗体の何れであってもよい。本発明
のレセプタータンパク質もしくはその部分ペプチドまた
はその塩（以下、本発明のレセプタータンパク質等と略
記する場合がある）に対する抗体は、本発明のレセプタ
ータンパク質等を抗原として用い、公知の抗体または抗
血清の製造法に従って製造することができる。
【００４２】〔モノクローナル抗体の作製〕
（a）モノクローナル抗体産生細胞の作製
本発明のレセプタータンパク質等は、哺乳動物に対して
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投与により抗体産生が可能な部位にそれ自体あるいは担
体、希釈剤とともに投与される。投与に際して抗体産生
能を高めるため、完全フロイントアジュバントや不完全
フロイントアジュバントを投与してもよい。投与は通常
2～6週毎に1回ずつ、計2～10回程度行なわれる。用いら
れる哺乳動物としては、例えば、サル、ウサギ、イヌ、
モルモット、マウス、ラット、ヒツジ、ヤギが挙げられ
るが、マウスおよびラットが好ましく用いられる。モノ
クローナル抗体産生細胞の作製に際しては、抗原を免疫
された温血動物、例えば、マウスから抗体価の認められ
た個体を選択し最終免疫の2～5日後に脾臓またはリンパ
節を採取し、それらに含まれる抗体産生細胞を骨髄腫細
胞と融合させることにより、モノクローナル抗体産生ハ
イブリドーマを調製することができる。抗血清中の抗体
価の測定は、例えば、後記の標識化レセプタータンパク
質等と抗血清とを反応させたのち、抗体に結合した標識
剤の活性を測定することにより行なうことができる。融
合操作は既知の方法、例えば、ケーラーとミルスタイン
の方法〔ネイチャー（Nature）、256巻、495頁（1975
年）〕に従い実施することができる。融合促進剤として
は、例えば、ポリエチレングリコール（PEG）やセンダ
イウィルスなどが挙げられるが、好ましくはPEGが用い
られる。骨髄腫細胞としては、例えば、NS-1、P3U1、SP
2/0などが挙げられるが、P3U1が好ましく用いられる。
用いられる抗体産生細胞（脾臓細胞）数と骨髄腫細胞数
との好ましい比率は1：1～20：1程度であり、PEG（好ま
しくは、PEG1000～PEG6000）が10～80%程度の濃度で添
加され、約20～40℃、好ましくは約30～37℃で約1～10
分間インキュベートすることにより効率よく細胞融合を
実施できる。
【００４３】モノクローナル抗体産生ハイブリドーマの
スクリーニングには種々の方法が使用できるが、例え
ば、レセプタータンパク質等の抗原を直接あるいは担体
とともに吸着させた固相（例、マイクロプレート）にハ
イブリドーマ培養上清を添加し、次に放射性物質や酵素
などで標識した抗免疫グロブリン抗体（細胞融合に用い
られる細胞がマウスの場合、抗マウス免疫グロブリン抗
体が用いられる）またはプロテインAを加え、固相に結
合したモノクローナル抗体を検出する方法、抗免疫グロ
ブリン抗体またはプロテインAを吸着させた固相にハイ
ブリドーマ培養上清を添加し、放射性物質や酵素などで
標識したレセプタータンパク質等を加え、固相に結合し
たモノクローナル抗体を検出する方法などが挙げられ
る。モノクローナル抗体の選別は、公知あるいはそれに
準じる方法に従って行なうことができるが、通常はHAT
（ヒポキサンチン、アミノプテリン、チミジン）を添加
した動物細胞用培地などで行なうことができる。選別お
よび育種用培地としては、ハイブリドーマが生育できる
ものならばどのような培地を用いても良い。例えば、1
～20%、好ましくは10～20%の牛胎児血清を含むRPMI 164
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0培地、1～10%の牛胎児血清を含むGIT培地（和光純薬工
業（株））またはハイブリドーマ培養用無血清培地（SF
M-101、日水製薬（株））などを用いることができる。
培養温度は、通常20～40℃、好ましくは約37℃である。
培養時間は、通常5日～3週間、好ましくは1週間～2週間
である。培養は、通常5%炭酸ガス下で行なうことができ
る。ハイブリドーマ培養上清の抗体価は、上記の抗血清
中の抗体価の測定と同様にして測定できる。
【００４４】（b）モノクローナル抗体の精製
モノクローナル抗体の分離精製は、通常のポリクローナ
ル抗体の分離精製と同様に免疫グロブリンの分離精製法
〔例、塩析法、アルコール沈殿法、等電点沈殿法、電気
泳動法、イオン交換体（例、DEAE）による吸脱着法、超
遠心法、ゲルろ過法、抗原結合固相またはプロテインA
あるいはプロテインGなどの活性吸着剤により抗体のみ
を採取し、結合を解離させて抗体を得る特異的精製法〕
に従って行なうことができる。
【００４５】〔ポリクローナル抗体の作製〕本発明のポ
リクローナル抗体は、公知あるいはそれに準じる方法に
したがって製造することができる。例えば、免疫抗原
（本発明のタンパク質等の抗原）とキャリアータンパク
質との複合体をつくり、上記のモノクローナル抗体の製
造法と同様に哺乳動物に免疫を行ない、該免疫動物から
本発明のレセプタータンパク質等に対する抗体含有物を
採取して、抗体の分離精製を行なうことにより製造でき
る。哺乳動物を免疫するために用いられる免疫抗原とキ
ャリアータンパク質との複合体に関し、キャリアータン
パク質の種類およびキャリアーとハプテンとの混合比
は、キャリアーに架橋させて免疫したハプテンに対して
抗体が効率良くできれば、どの様なものをどの様な比率
で架橋させてもよいが、例えば、ウシ血清アルブミン、
ウシサイログロブリン、キーホール・リンペット・ヘモ
シアニン等を重量比でハプテン1に対し、約0.1～20、好
ましくは約1～5の割合でカプルさせる方法が用いられ
る。また、ハプテンとキャリアーのカプリングには、種
々の縮合剤を用いることができるが、グルタルアルデヒ
ドやカルボジイミド、マレイミド活性エステル、チオー
ル基、ジチオビリジル基を含有する活性エステル試薬等
が用いられる。縮合生成物は、温血動物に対して、抗体
産生が可能な部位にそれ自体あるいは担体、希釈剤とと
もに投与される。投与に際して抗体産生能を高めるた
め、完全フロイントアジュバントや不完全フロイントア
ジュバントを投与してもよい。投与は、通常約2～6週毎
に1回ずつ、計約3～10回程度行なうことができる。ポリ
クローナル抗体は、上記の方法で免疫された哺乳動物の
血液、腹水など、好ましくは血液から採取することがで
きる。抗血清中のポリクローナル抗体価の測定は、上記
の血清中の抗体価の測定と同様にして測定できる。ポリ
クローナル抗体の分離精製は、上記のモノクローナル抗
体の分離精製と同様の免疫グロブリンの分離精製法に従
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って行なうことができる。
【００４６】本発明のレセプタータンパク質またはその
塩、その部分ペプチドまたはその塩、および該レセプタ
ータンパク質またはその部分ペプチドをコードするDNA
は、（1）本発明のＧタンパク質共役型レセプタータン
パク質に対するリガンド（アゴニスト）の決定、（2）
本発明のＧタンパク質共役型レセプタータンパク質の機
能不全に関連する疾患の予防および／または治療剤、
（3）遺伝子診断剤、（4）本発明のレセプタータンパク
質またはその部分ペプチドの発現量を変化させる化合物
のスクリーニング方法、（5）本発明のレセプタータン
パク質またはその部分ペプチドの発現量を変化させる化
合物を含有する各種疾病の予防および／または治療剤、
（6）本発明のＧタンパク質共役型レセプタータンパク
質に対するリガンドの定量法、（7）本発明のＧタンパ
ク質共役型レセプタータンパク質とリガンドとの結合性
を変化させる化合物（アゴニスト、アンタゴニストな
ど）のスクリーニング方法、（8）本発明のＧタンパク
質共役型レセプタータンパク質とリガンドとの結合性を
変化させる化合物（アゴニスト、アンタゴニスト）を含
有する各種疾病の予防および／または治療剤、（9）本
発明のレセプタータンパク質もしくはその部分ペプチド
またはその塩の定量、（10）細胞膜における本発明のレ
セプタータンパク質またはその部分ペプチドの量を変化
させる化合物のスクリーニング方法、（11）細胞膜にお
ける本発明のレセプタータンパク質またはその部分ペプ
チドの量を変化させる化合物を含有する各種疾病の予防
および／または治療剤、（12）本発明のレセプタータン
パク質もしくはその部分ペプチドまたはその塩に対する
抗体による中和、（13）本発明のＧタンパク質共役型レ
セプタータンパク質をコードするDNAを有する非ヒトト
ランスジェニック動物の作出などに用いることができ
る。特に、本発明の組換え型Ｇタンパク質共役型レセプ
タータンパク質の発現系を用いたレセプター結合アッセ
イ系を用いることによって、ヒトや非ヒト哺乳動物に特
異的なＧタンパク質共役型レセプターに対するリガンド
の結合性を変化させる化合物（例、アゴニスト、アンタ
ゴニストなど）をスクリーニングすることができ、該ア
ゴニストまたはアンタゴニストを各種疾病の予防・治療
剤などとして使用することができる。本発明のレセプタ
ータンパク質もしくは部分ペプチドまたはその塩（以
下、本発明のレセプタータンパク質等と略記する場合が
ある）、本発明のレセプタータンパク質またはその部分
ペプチドをコードするDNA（以下、本発明のDNAと略記す
る場合がある）および本発明のレセプタータンパク質等
に対する抗体（以下、本発明の抗体と略記する場合があ
る）の用途について、以下に具体的に説明する。
【００４７】（1）本発明のＧタンパク質共役型レセプ
タータンパク質に対するリガンド（アゴニスト）の決定
本発明のレセプタータンパク質もしくはその塩または本
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発明の部分ペプチドもしくはその塩は、本発明のレセプ
タータンパク質またはその塩に対するリガンド（アゴニ
スト）を探索し、または決定するための試薬として有用
である。すなわち、本発明は、本発明のレセプタータン
パク質もしくはその塩または本発明の部分ペプチドもし
くはその塩と、試験化合物とを接触させることを特徴と
する本発明のレセプタータンパク質に対するリガンドの
決定方法を提供する。試験化合物としては、公知のリガ
ンド（例えば、チラミン（tyramine）、 ベーターフェ
ニルエチラミン（β-phenyl ethylamine） 、トリプタ
ミン（tryptamine）、 オクトパミン（octopamine）な
どのトレイスアミン（trace amine）；アンギオテンシ
ン、ボンベシン、カナビノイド、コレシストキニン、グ
ルタミン、セロトニン、メラトニン、ニューロペプチド
Ｙ、オピオイド、プリン、バソプレッシン、オキシトシ
ン、PACAP（例、PACAP27、PACAP38）、セクレチン、グ
ルカゴン、カルシトニン、アドレノメジュリン、ソマト
スタチン、GHRH、CRF、ACTH、GRP、PTH、VIP（バソアク
ティブ  インテスティナル  アンド  リレイテッドポリ
ペプチド）、ソマトスタチン、ドーパミン、モチリン、
アミリン、ブラジキニン、ＣGＲＰ（カルシトニンジー
ンリレーティッドペプチド）、ロイコトリエン、パンク
レアスタチン、プロスタグランジン、トロンボキサン、
アデノシン、アドレナリン、ケモカインスーパーファミ
リー（例、IL-8、GROα、GROβ、GROγ、NAP-2、ENA-7
8、GCP-2、PF4、IP-10、Mig、PBSF/SDF-1などのCXCケモ
カインサブファミリー；MCAF/MCP-1、MCP-2、MCP-3、MC
P-4、eotaxin、RANTES、MIP-1α、MIP-1β、HCC-1、MIP
-3α/LARC、MIP-3β/ELC、I-309、TARC、MIPF-1、MIPF-
2/eotaxin-2、MDC、DC-CK1/PARC、SLCなどのCCケモカイ
ンサブファミリー；lymphotactinなどのCケモカインサ
ブファミリー；fractalkineなどのCX3ケモカインサブフ
ァミリー等）、エンドセリン、エンテロガストリン、ヒ
スタミン、ニューロテンシン、TRH、パンクレアティッ
クポリペプタイド、ガラニン、リゾホスファチジン酸
（LPA）、スフィンゴシン1－リン酸など）の他に、例え
ば、ヒトまたは非ヒト哺乳動物（例えば、マウス、ラッ
ト、ブタ、ウシ、ヒツジ、サルなど）の組織抽出物、細
胞培養上清などが用いられる。例えば、該組織抽出物、
細胞培養上清などを本発明のレセプタータンパク質に添
加し、細胞刺激活性などを測定しながら分画し、最終的
に単一のリガンドを得ることができる。
【００４８】具体的には、本発明のリガンド決定方法
は、本発明のレセプタータンパク質もしくはその部分ペ
プチドもしくはその塩を用いるか、または組換え型レセ
プタータンパク質の発現系を構築し、該発現系を用いた
レセプター結合アッセイ系を用いることによって、本発
明のレセプタータンパク質に結合して細胞刺激活性（例
えば、アラキドン酸遊離、アセチルコリン遊離、細胞内
Ca2+遊離、細胞内cAMP生成、細胞内cGMP生成、イノシト
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ールリン酸産生、細胞膜電位変動、細胞内タンパク質の
リン酸化、c-fos活性化、pHの低下などを促進する活性
または抑制する活性）を有する化合物（例えば、ペプチ
ド、タンパク質、非ペプチド性化合物、合成化合物、発
酵生産物など）またはその塩を決定する方法である。本
発明のリガンド決定方法においては、本発明のレセプタ
ータンパク質またはその部分ペプチドと試験化合物とを
接触させた場合の、例えば、該レセプタータンパク質ま
たは該部分ペプチドに対する試験化合物の結合量や、細
胞刺激活性などを測定することを特徴とする。
【００４９】より具体的には、本発明は、
①標識した試験化合物を、本発明のレセプタータンパク
質もしくはその塩または本発明の部分ペプチドもしくは
その塩に接触させた場合における、標識した試験化合物
の該タンパク質もしくはその塩、または該部分ペプチド
もしくはその塩に対する結合量を測定することを特徴と
する本発明のレセプタータンパク質またはその塩に対す
るリガンドの決定方法、
②標識した試験化合物を、本発明のレセプタータンパク
質を含有する細胞または該細胞の膜画分に接触させた場
合における、標識した試験化合物の該細胞または該膜画
分に対する結合量を測定することを特徴とする本発明の
レセプタータンパク質またはその塩に対するリガンドの
決定方法、
③標識した試験化合物を、本発明のレセプタータンパク
質をコードするDNAを含有する形質転換体を培養するこ
とによって細胞膜上に発現したレセプタータンパク質に
接触させた場合における、標識した試験化合物の該レセ
プタータンパク質またはその塩に対する結合量を測定す
ることを特徴とする本発明のレセプタータンパク質に対
するリガンドの決定方法、
【００５０】④試験化合物を、本発明のレセプタータン
パク質を含有する細胞に接触させた場合における、レセ
プタータンパク質を介した細胞刺激活性（例えば、アラ
キドン酸遊離、アセチルコリン遊離、細胞内Ca2+遊離、
細胞内cAMP生成、細胞内cGMP生成、イノシトールリン酸
産生、細胞膜電位変動、細胞内タンパク質のリン酸化、
c-fosの活性化、pHの低下などを促進する活性または抑
制する活性など）を測定することを特徴とする本発明の
レセプタータンパク質またはその塩に対するリガンドの
決定方法、および
⑤試験化合物を、本発明のレセプタータンパク質をコー
ドするDNAを含有する形質転換体を培養することによっ
て細胞膜上に発現したレセプタータンパク質に接触させ
た場合における、レセプタータンパク質を介する細胞刺
激活性（例えば、アラキドン酸遊離、アセチルコリン遊
離、細胞内Ca2+遊離、細胞内cAMP生成、細胞内cGMP生
成、イノシトールリン酸産生、細胞膜電位変動、細胞内
タンパク質のリン酸化、c-fosの活性化、pHの低下など
を促進する活性または抑制する活性など）を測定するこ
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とを特徴とする本発明のレセプタータンパク質またはそ
の塩に対するリガンドの決定方法を提供する。特に、上
記①～③の試験を行ない、試験化合物が本発明のレセプ
タータンパク質に結合することを確認した後に、上記④
～⑤の試験を行なうことが好ましい。
【００５１】まず、リガンド決定方法に用いるレセプタ
ータンパク質としては、上記した本発明のレセプタータ
ンパク質または本発明の部分ペプチドを含有するもので
あれば何れのものであってもよいが、動物細胞を用いて
大量発現させたレセプタータンパク質が適している。本
発明のレセプタータンパク質を製造するには、上記の発
現方法が用いられるが、該レセプタータンパク質をコー
ドするDNAを哺乳動物細胞や昆虫細胞で発現することに
より行なうことが好ましい。目的とするタンパク質部分
をコードするDNA断片には、通常、相補DNAが用いられる
が、必ずしもこれに制約されるものではない。例えば、
遺伝子断片や合成DNAを用いてもよい。本発明のレセプ
タータンパク質をコードするDNA断片を宿主動物細胞に
導入し、それらを効率よく発現させるためには、該DNA
断片を昆虫を宿主とするバキュロウイルスに属する核多
角体病ウイルス（nuclear polyhedrosis virus；NPV）
のポリヘドリンプロモーター、SV40由来のプロモータ
ー、レトロウイルスのプロモーター、メタロチオネイン
プロモーター、ヒトヒートショックプロモーター、サイ
トメガロウイルスプロモーター、SRαプロモーターなど
の下流に組み込むのが好ましい。発現したレセプターの
量と質の検査は公知の方法で行うことができる。例え
ば、文献〔Nambi，P．ら、ザ・ジャーナル・オブ・バイ
オロジカル・ケミストリー（J. Biol. Chem.），267
巻，19555～19559頁，1992年〕に記載の方法に従って行
うことができる。
【００５２】したがって、本発明のリガンド決定方法に
おいて、本発明のレセプタータンパク質もしくはその部
分ペプチドまたはその塩を含有するものとしては、公知
の方法に従って精製したレセプタータンパク質もしくは
その部分ペプチドまたはその塩であってもよいし、該レ
セプタータンパク質を含有する細胞またはその細胞膜画
分を用いてもよい。本発明のリガンド決定方法におい
て、本発明のレセプタータンパク質を含有する細胞を用
いる場合、該細胞をグルタルアルデヒド、ホルマリンな
どで固定化してもよい。固定化方法は公知の方法に従っ
て行なうことができる。本発明のレセプタータンパク質
を含有する細胞としては、本発明のレセプタータンパク
質を発現した宿主細胞をいうが、該宿主細胞としては、
大腸菌、枯草菌、酵母、昆虫細胞、動物細胞などが用い
られる。細胞膜画分としては、細胞を破砕した後、公知
の方法で得られる細胞膜が多く含まれる画分のことをい
う。細胞の破砕方法としては、Potter－Elvehjem型ホモ
ジナイザーで細胞を押し潰す方法、ワーリングブレンダ
ーやポリトロン（Kinematica社製）による破砕、超音波
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による破砕、フレンチプレスなどで加圧しながら細胞を
細いノズルから噴出させることによる破砕などが挙げら
れる。細胞膜の分画には、分画遠心分離法や密度勾配遠
心分離法などの遠心力による分画法が主として用いられ
る。例えば、細胞破砕液を低速（500～3000 rpm）で短
時間（通常、約1分～10分）遠心し、上清をさらに高速
（15000～30000 rpm）で通常30分～2時間遠心し、得ら
れる沈澱を膜画分とする。該膜画分中には、発現したレ
セプタータンパク質と細胞由来のリン脂質や膜タンパク
質などの膜成分が多く含まれる。
【００５３】該レセプタータンパク質を含有する細胞や
その膜画分中のレセプタータンパク質の量は、1細胞当
たり103～108分子であるのが好ましく、105～107分子で
あるのが好適である。なお、発現量が多いほど膜画分当
たりのリガンド結合活性（比活性）が高くなり、高感度
なスクリーニング系の構築が可能になるばかりでなく、
同一ロットで大量の試料を測定できるようになる。本発
明のレセプタータンパク質またはその塩に対するリガン
ドを決定する上記の①～③の方法を実施するためには、
適当なレセプタータンパク質画分と、標識した試験化合
物が必要である。レセプタータンパク質画分としては、
天然型のレセプタータンパク質画分か、またはそれと同
等の活性を有する組換え型レセプター画分などが望まし
い。ここで、同等の活性とは、同等のリガンド結合活
性、シグナル情報伝達作用などを示す。標識した試験化
合物としては、〔3H〕、〔125I〕、〔14C〕、〔35S〕な
どで標識したチラミン（tyramine）、 ベーターフェニ
ルエチラミン（β-phenyl ethylamine） 、トリプタミ
ン（tryptamine）、 オクトパミン（octopamine）など
のトレイスアミン（trace amine）；アンギオテンシ
ン、ボンベシン、カナビノイド、コレシストキニン、グ
ルタミン、セロトニン、メラトニン、ニューロペプチド
Y、オピオイド、プリン、バソプレッシン、オキシトシ
ン、PACAP（例、PACAP27、PACAP38）、セクレチン、グ
ルカゴン、カルシトニン、アドレノメジュリン、ソマト
スタチン、GHRH、CRF、ACTH、GRP、PTH、VIP（バソアク
ティブ  インテスティナル  アンド  リイテッド  ポリ
ペプチド）、ソマトスタチン、ドーパミン、モチリン、
アミリン、ブラジキニン、CGRP（カルシトニンジーンリ
レーティッドペプチド）、ロイコトリエン、パンクレア
スタチン、プロスタグランジン、トロンボキサン、アデ
ノシン、アドレナリン、ケモカインスーパーファミリー
（例、IL-8、GROα、GROβ、GROγ、NAP-2、ENA-78、GC
P-2、PF4、IP-10、Mig、PBSF/SDF-1などのCXCケモカイ
ンサブファミリー；MCAF/MCP-1、MCP-2、MCP-3、MCP-
4、eotaxin、RANTES、MIP-1α、MIP-1β、HCC-1、MIP-3
α/LARC、MIP-3β/ELC、I-309、TARC、MIPF-1、MIPF-2/
eotaxin-2、MDC、DC-CK1/PARC、SLCなどのCCケモカイン
サブファミリー；lymphotactinなどのCケモカインサブ
ファミリー；fractalkineなどのCX3ケモカインサブファ
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ミリー等）、エンドセリン、エンテロガストリン、ヒス
タミン、ニューロテンシン、TRH、パンクレアティック
ポリペプタイド、ガラニン、リゾホスファチジン酸（LP
A）、スフィンゴシン1－リン酸などが好適である。
【００５４】具体的には、本発明のレセプタータンパク
質またはその塩に対するリガンドの決定方法を行なうに
は、まず本発明のレセプタータンパク質を含有する細胞
または細胞の膜画分を、決定方法に適したバッファーに
懸濁することによりレセプター標品を調製する。バッフ
ァーには、pH4～10（望ましくはpH6～8）のリン酸バッ
ファー、トリス－塩酸バッファーなどのリガンドとレセ
プタータンパク質との結合を阻害しないバッファーであ
ればいずれでもよい。また、非特異的結合を低減させる
目的で、CHAPS、Tween-80TM（花王－アトラス社）、ジ
ギトニン、デオキシコレートなどの界面活性剤やウシ血
清アルブミンやゼラチンなどの各種タンパク質をバッフ
ァーに加えることもできる。さらに、プロテアーゼによ
るリセプターやリガンドの分解を抑える目的でPMSF、ロ
イペプチン、E-64（ペプチド研究所製）、ペプスタチン
などのプロテアーゼ阻害剤を添加することもできる。0.
01～10 mlの該レセプター溶液に、一定量（5000～50000
0 cpm）の〔3H〕、〔125I〕、〔14C〕、〔35S〕などで
標識した試験化合物を共存させる。非特異的結合量（NS
B）を知るために大過剰の未標識の試験化合物を加えた
反応チューブも用意する。反応は約0℃～50℃、望まし
くは約4℃～37℃で、約20分～24時間、望ましくは約30
分～3時間行なう。反応後、ガラス繊維濾紙等で濾過
し、適量の同バッファーで洗浄した後、ガラス繊維濾紙
に残存する放射活性を液体シンチレーションカウンター
あるいはγ－カウンターで計測する。全結合量（B）か
ら非特異的結合量（NSB）を引いたカウント（B－NSB）
が0 cpmを越える試験化合物を本発明のレセプタータン
パク質またはその塩に対するリガンド（アゴニスト）と
して選択することができる。
【００５５】本発明のレセプタータンパク質またはその
塩に対するリガンドを決定する上記の④～⑤の方法を実
施するためには、該レセプタータンパク質を介する細胞
刺激活性（例えば、アラキドン酸遊離、アセチルコリン
遊離、細胞内Ca2+遊離、細胞内cAMP生成、細胞内cGMP生
成、イノシトールリン酸産生、細胞膜電位変動、細胞内
タンパク質のリン酸化、c-fosの活性化、pHの低下など
を促進する活性または抑制する活性など）を公知の方法
または市販の測定用キットを用いて測定することができ
る。具体的には、まず、レセプタータンパク質を含有す
る細胞をマルチウェルプレート等に培養する。リガンド
決定を行なうにあたっては前もって新鮮な培地あるいは
細胞に毒性を示さない適当なバッファーに交換し、試験
化合物などを添加して一定時間インキュベートした後、
細胞を抽出あるいは上清液を回収して、生成した産物を
それぞれの方法に従って定量する。細胞刺激活性の指標
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とする物質（例えば、アラキドン酸など）の生成が、細
胞が含有する分解酵素によって検定困難な場合は、該分
解酵素に対する阻害剤を添加してアッセイを行なっても
よい。また、cAMP産生抑制などの活性については、フォ
ルスコリンなどで細胞の基礎的産生量を増大させておい
た細胞に対する産生抑制作用として検出することができ
る。
【００５６】本発明のレセプタータンパク質またはその
塩に結合するリガンド決定用キットは、本発明のレセプ
タータンパク質もしくはその塩、本発明の部分ペプチド
もしくはその塩、本発明のレセプタータンパク質を含有
する細胞、または本発明のレセプタータンパク質を含有
する細胞の膜画分などを含有するものである。本発明の
リガンド決定用キットの例としては、次のものが挙げら
れる。
1.  リガンド決定用試薬
①測定用緩衝液および洗浄用緩衝液
Hanks' Balanced Salt Solution（ギブコ社製）に、0.0
5%のウシ血清アルブミン（シグマ社製）を加えたもの。
孔径0.45 μmのフィルターで濾過滅菌し、4℃で保存す
るか、あるいは用時調製しても良い。
②Ｇタンパク質共役型レセプタータンパク質標品
本発明のレセプタータンパク質を発現させたCHO細胞
を、12穴プレートに5×105個／穴で継代し、37℃、5% C
O
2
、95% airで2日間培養したもの。

③標識試験化合物
市販の〔3H〕、〔125I〕、〔14C〕、〔35S〕などで標識
した化合物、または適当な方法で標識化したもの
水溶液の状態のものを4℃あるいは－20℃にて保存し、
用時に測定用緩衝液にて1 μMに希釈する。水に難溶性
を示す試験化合物については、ジメチルホルムアミド、
DMSO、メタノール等に溶解する。
④非標識試験化合物
標識化合物と同じものを100～1000倍濃い濃度に調製す
る。
【００５７】2.  測定法
①12穴組織培養用プレートにて培養した本発明のレセプ
タータンパク質発現CHO細胞を、測定用緩衝液1 mlで2回
洗浄した後、490 μlの測定用緩衝液を各穴に加える。
②標識試験化合物を5 μl加え、室温にて1時間反応させ
る。非特異的結合量を知るためには非標識試験化合物を
5 μl加えておく。
③反応液を除去し、1 mlの洗浄用緩衝液で3回洗浄す
る。細胞に結合した標識試験化合物を0.2N NaOH－1% SD
Sで溶解し、4 mlの液体シンチレーターA（和光純薬製）
と混合する。
④液体シンチレーションカウンター（ベックマンコール
ター社製）を用いて放射活性を測定する。
【００５８】本発明のレセプタータンパク質またはその
塩に結合することができるリガンドとしては、例えば、
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視床下部、大脳皮質、結腸癌、肺癌、心臓、胎盤、肺な
どに特異的に存在する物質などが挙げられ、具体的に
は、チラミン（tyramine）、ベーターフェニルエチラミ
ン（β-phenyl ethylamine） 、トリプタミン（tryptam
ine）、 オクトパミン（octopamine）などのトレイスア
ミン（trace amine）；アンギオテンシン、ボンベシ
ン、カナビノイド、コレシストキニン、グルタミン、セ
ロトニン、メラトニン、ニューロペプチドY、オピオイ
ド、プリン、バソプレッシン、オキシトシン、PACAP
（例、PACAP27、PACAP38）、セクレチン、グルカゴン、
カルシトニン、アドレノメジュリン、ソマトスタチン、
GHRH、CRF、ACTH、GRP、PTH、VIP（バソアクティブ  イ
ンテスティナル  アンド  リイテッドポリペプチド）、
ソマトスタチン、ドーパミン、モチリン、アミリン、ブ
ラジキニン、CGRP（カルシトニンジーンリレーティッド
ペプチド）、ロイコトリエン、パンクレアスタチン、プ
ロスタグランジン、トロンボキサン、アデノシン、アド
レナリン、ケモカインスーパーファミリー（例、IL-8、
GROα、GROβ、GROγ、NAP-2、ENA-78、GCP-2、PF4、IP
-10、Mig、PBSF/SDF-1などのCXCケモカインサブファミ
リー；MCAF/MCP-1、MCP-2、MCP-3、MCP-4、eotaxin、RA
NTES、MIP-1α、MIP-1β、HCC-1、MIP-3α/LARC、MIP-3
β/ELC、I-309、TARC、MIPF-1、MIPF-2/eotaxin-2、MD
C、DC-CK1/PARC、SLCなどのCCケモカインサブファミリ
ー；lymphotactinなどのCケモカインサブファミリー；f
ractalkineなどのCX3ケモカインサブファミリー等）、
エンドセリン、エンテロガストリン、ヒスタミン、ニュ
ーロテンシン、TRH、パンクレアティックポリペプタイ
ド、ガラニン、リゾホスファチジン酸（LPA）、スフィ
ンゴシン1－リン酸などが用いられる。
【００５９】（2）本発明のＧタンパク質共役型レセプ
タータンパク質の機能不全に関連する疾患の予防および
／または治療剤
上記（1）の方法において、本発明のレセプタータンパ
ク質に対するリガンドが明らかになれば、該リガンドが
有する作用に応じて、①本発明のレセプタータンパク質
または②該レセプタータンパク質をコードするDNAを、
本発明のレセプタータンパク質の機能不全に関連する疾
患の予防および／または治療剤などの医薬として使用す
ることができる。例えば、生体内において本発明のレセ
プタータンパク質が減少しているためにリガンドの生理
作用が期待できない（該レセプタータンパク質の欠乏
症）患者がいる場合に、①本発明のレセプタータンパク
質を該患者に投与し該レセプタータンパク質の量を補充
したり、②（イ）本発明のレセプタータンパク質をコー
ドするDNAを該患者に投与し発現させることによって、
あるいは（ロ）対象となる細胞に本発明のレセプタータ
ンパク質をコードするDNAを挿入し発現させた後に、該
細胞を該患者に移植することなどによって、患者の体内
におけるレセプタータンパク質の量を増加させ、リガン
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ドの作用を充分に発揮させることができる。すなわち、
本発明のレセプタータンパク質をコードするDNAは、安
全で低毒性な本発明のレセプタータンパク質の機能不全
に関連する疾患の予防および／または治療剤として有用
である。本発明のレセプタータンパク質は、Ｇ蛋白共役
型レセプタータンパク質であるニューロトランスミッタ
ーレセプターにアミノ酸配列レベルで、約43%程度の相
同性が認められる新規7回膜貫通型レセプタータンパク
質である。本発明のレセプタータンパク質または該レセ
プタータンパク質をコードするDNAは、例えば中枢疾患
(例えば、アルツハイマー病、痴呆、摂食障害、うつ
病、てんかん、不安症など)、内分泌疾患(例えば、アジ
ソン病、クッシング症候群、褐色細胞腫、原発性アルド
ステロン症、更年期障害、子宮内膜症、性腺機能異常、
甲状腺機能異常、下垂体機能異常など)、代謝疾患(例え
ば、糖尿病、脂質代謝異常、糖尿病合併症、肥満、痛
風、白内障、高脂血症など)、癌（例えば、非小細胞肺
癌、卵巣癌、前立腺癌、胃癌、膀胱癌、乳癌、子宮頸部
癌、結腸癌、直腸癌など）、炎症性疾患（例えば、アレ
ルギー、喘息、リュウマチ、関節炎、腎炎、肝炎、網膜
症、膀胱炎、肺炎など）、循環器疾患（例えば、高血圧
症、心肥大、狭心症、心筋梗塞、動脈硬化症など）、呼
吸器系疾患（例えば、かぜ症候群、喘息、肺炎、肺高血
圧症、肺血栓、肺寒栓など）、消化器系疾患（例えば、
胃潰瘍、十二指腸潰瘍、胃炎、逆流性食道炎、膵炎な
ど）、免疫系疾患（例えば、自己免疫疾患など）、感染
症（例えば免疫機能不全、肺炎、サイトメガルウイル
ス、インフルエンザウイルス、ヘルペスウイルスなどの
ウイルス感染症、リケッチア感染症、細菌感染症な
ど）、偏頭痛などの予防および／または治療に有用であ
る。本発明のレセプタータンパク質を上記予防・治療剤
として使用する場合は、常套手段に従って製剤化するこ
とができる。一方、本発明のレセプタータンパク質をコ
ードするDNA（以下、本発明のDNAと略記する場合があ
る）を上記予防・治療剤として使用する場合は、本発明
のDNAを単独あるいはレトロウイルスベクター、アデノ
ウイルスベクター、アデノウイルスアソシエーテッドウ
イルスベクターなどの適当なベクターに挿入した後、常
套手段に従って実施することができる。本発明のDNA
は、そのままで、あるいは摂取促進のための補助剤とと
もに、遺伝子銃やハイドロゲルカテーテルのようなカテ
ーテルによって投与できる。例えば、①本発明のレセプ
タータンパク質または②該レセプタータンパク質をコー
ドするDNAは、必要に応じて糖衣を施した錠剤、カプセ
ル剤、エリキシル剤、マイクロカプセル剤などとして経
口的に、あるいは水もしくはそれ以外の薬学的に許容し
得る液との無菌性溶液、または懸濁液剤などの注射剤の
形で非経口的に使用できる。例えば、①本発明のレセプ
タータンパク質または②該レセプタータンパク質をコー
ドするDNAを生理学的に認められる公知の担体、香味
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剤、賦形剤、ベヒクル、防腐剤、安定剤、結合剤などと
ともに一般に認められた製剤実施に要求される単位用量
形態で混和することによって製造することができる。こ
れら製剤における有効成分量は指示された範囲の適当な
用量が得られるようにするものである。
【００６０】錠剤、カプセル剤などに混和することがで
きる添加剤としては、例えば、ゼラチン、コーンスター
チ、トラガント、アラビアゴムのような結合剤、結晶性
セルロースのような賦形剤、コーンスターチ、ゼラチ
ン、アルギン酸などのような膨化剤、ステアリン酸マグ
ネシウムのような潤滑剤、ショ糖、乳糖またはサッカリ
ンのような甘味剤、ペパーミント、アカモノ油またはチ
ェリーのような香味剤などが用いられる。調剤単位形態
がカプセルである場合には、上記タイプの材料にさらに
油脂のような液状担体を含有することができる。注射の
ための無菌組成物は注射用水のようなベヒクル中の活性
物質、胡麻油、椰子油などのような天然産出植物油など
を溶解または懸濁させるなどの通常の製剤実施に従って
処方することができる。注射用の水性液としては、例え
ば、生理食塩水、ブドウ糖やその他の補助薬を含む等張
液（例えば、D－ソルビトール、D－マンニトール、塩化
ナトリウムなど）などが用いられ、適当な溶解補助剤、
例えば、アルコール（例、エタノール）、ポリアルコー
ル（例、プロピレングリコール、ポリエチレングリコー
ル）、非イオン性界面活性剤（例、ポリソルベート8
0TM、HCO-50）などと併用してもよい。油性液として
は、例えば、ゴマ油、大豆油などが用いられ、溶解補助
剤である安息香酸ベンジル、ベンジルアルコールなどと
併用してもよい。
【００６１】また、上記予防・治療剤は、例えば、緩衝
剤（例えば、リン酸塩緩衝液、酢酸ナトリウム緩衝
液）、無痛化剤（例えば、塩化ベンザルコニウム、塩酸
プロカインなど）、安定剤（例えば、ヒト血清アルブミ
ン、ポリエチレングリコールなど）、保存剤（例えば、
ベンジルアルコール、フェノールなど）、酸化防止剤な
どと配合してもよい。調製された注射液は通常、適当な
アンプルに充填される。このようにして得られる製剤は
安全で低毒性であるので、例えば、ヒトや非ヒト哺乳動
物（例えば、ラット、マウス、ウサギ、ヒツジ、ブタ、
ウシ、ネコ、イヌ、サルなど）に対して投与することが
できる。本発明のレセプタータンパク質の投与量は、投
与対象、対象臓器、症状、投与方法などにより差異はあ
るが、経口投与の場合、一般的に例えば、癌患者（60 k
gとして）においては、一日につき約0.1～100 mg、好ま
しくは約1.0～50 mg、より好ましくは約1.0～20 mgであ
る。非経口的に投与する場合は、その1回投与量は投与
対象、対象臓器、症状、投与方法などによっても異なる
が、例えば、注射剤の形では通常例えば、癌患者（60 k
gとして）においては、一日につき約0.01～30 mg程度、
好ましくは約0.1～20 mg程度、より好ましくは約0.1～1
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0 mg程度を静脈注射により投与するのが好都合である。
他の動物の場合も、60 kg当たりに換算した量を投与す
ることができる。本発明のDNAの投与量は、投与対象、
対象臓器、症状、投与方法などにより差異はあるが、経
口投与の場合、一般的に例えば、癌患者（60 kgとし
て）においては、一日につき約0.1～100 mg、好ましく
は約1.0～50 mg、より好ましくは約1.0～20 mgである。
非経口的に投与する場合は、その1回投与量は投与対
象、対象臓器、症状、投与方法などによっても異なる
が、例えば、注射剤の形では通常例えば、癌患者（60 k
gとして）においては、一日につき約0.01～30 mg程度、
好ましくは約0.1～20 mg程度、より好ましくは約0.1～1
0 mg程度を静脈注射により投与するのが好都合である。
他の動物の場合も、60 kg当たりに換算した量を投与す
ることができる。
【００６２】（3）遺伝子診断剤
本発明のDNAは、プローブとして使用することにより、
ヒトまたは非ヒト哺乳動物（例えば、ラット、マウス、
ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ネコ、イヌ、サルなど）
における本発明のレセプタータンパク質またはその部分
ペプチドをコードするDNAまたはmRNAの異常（遺伝子異
常）を検出することができるので、例えば、該DNAまた
はmRNAの損傷、突然変異あるいは発現低下や、該DNAま
たはmRNAの増加あるいは発現過多などの遺伝子診断剤と
して有用である。本発明のDNAを用いる上記の遺伝子診
断は、例えば、公知のノーザンハイブリダイゼーション
やPCR－SSCP法（ゲノミックス（Genomics），第5巻，87
4～879頁（1989年）、プロシージングズ・オブ・ザ・ナ
ショナル・アカデミー・オブ・サイエンシイズ・オブ・
ユーエスエー（Proceedings of the National Academy 
ofSciences of the United States of America），第86
巻，2766～2770頁（1989年））などにより実施すること
ができる。
【００６３】（4）本発明のレセプタータンパク質また
はその部分ペプチドの発現量を変化させる化合物のスク
リーニング方法
本発明のDNAは、プローブとして用いることにより、本
発明のレセプタータンパク質またはその部分ペプチドの
発現量を変化させる化合物のスクリーニングに用いるこ
とができる。すなわち、本発明は、例えば、（i）非ヒ
ト哺乳動物の①血液、②特定の臓器、③臓器から単離し
た組織もしくは細胞、または（ii）形質転換体等に含ま
れる本発明のレセプタータンパク質またはその部分ペプ
チドのmRNA量を測定することによる、本発明のレセプタ
ータンパク質またはその部分ペプチドの発現量を変化さ
せる化合物のスクリーニング方法を提供する。
【００６４】本発明のレセプタータンパク質またはその
部分ペプチドのmRNA量の測定は具体的には以下のように
して行なう。
（i）正常あるいは疾患モデル非ヒト哺乳動物（例え
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ば、マウス、ラット、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ネ
コ、イヌ、サルなど、より具体的には痴呆ラット、肥満
マウス、動脈硬化ウサギ、担癌マウスなど）に対して、
薬剤（例えば、抗痴呆薬、血圧低下薬、抗癌剤、抗肥満
薬など）あるいは物理的ストレス（例えば、浸水ストレ
ス、電気ショック、明暗、低温など）などを与え、一定
時間経過した後に、血液、あるいは特定の臓器（例え
ば、脳、肺、大腸など）、または臓器から単離した組
織、あるいは細胞を得る。得られた細胞に含まれる本発
明のレセプタータンパク質またはその部分ペプチドのmR
NAは、例えば、通常の方法により細胞等からmRNAを抽出
し、例えば、TaqMan PCRなどの手法を用いることにより
定量することができ、公知の手段によりノザンブロット
を行うことにより解析することもできる。
（ii）本発明のレセプタータンパク質もしくはその部分
ペプチドを発現する形質転換体を上記の方法に従い作製
し、該形質転換体に含まれる本発明のレセプタータンパ
ク質またはその部分ペプチドのmRNAを同様にして定量、
解析することができる。
【００６５】本発明のレセプタータンパク質またはその
部分ペプチドの発現量を変化させる化合物のスクリーニ
ングは、（i）正常あるいは疾患モデル非ヒト哺乳動物
に対して、薬剤あるいは物理的ストレスなどを与える一
定時間前（30分前～24時間前、好ましくは30分前～12時
間前、より好ましくは1時間前～6時間前）もしくは一定
時間後（30分後～3日後、好ましくは1時間後～2日後、
より好ましくは1時間後～24時間後）、または薬剤ある
いは物理的ストレスと同時に被検化合物を投与し、投与
後一定時間経過後（30分後～3日後、好ましくは1時間後
～2日後、より好ましくは1時間後～24時間後）、細胞に
含まれる本発明のレセプタータンパク質またはその部分
ペプチドのmRNA量を定量、解析することにより行なうこ
とができ、（ii）形質転換体を常法に従い培養する際に
被検化合物を培地中に混合させ、一定時間培養後（1日
後～7日後、好ましくは1日後～3日後、より好ましくは2
日後～3日後）、該形質転換体に含まれる本発明のレセ
プタータンパク質またはその部分ペプチドのmRNA量を定
量、解析することにより行なうことができる。
【００６６】本発明のスクリーニング方法を用いて得ら
れる化合物またはその塩は、本発明のレセプタータンパ
ク質またはその部分ペプチドの発現量を変化させる作用
を有する化合物であり、具体的には、（イ）本発明のレ
セプタータンパク質またはその部分ペプチドの発現量を
増加させることにより、Ｇタンパク質共役型レセプター
を介する細胞刺激活性（例えば、アラキドン酸遊離、ア
セチルコリン遊離、細胞内Ca2+遊離、細胞内cAMP生成、
細胞内cGMP生成、イノシトールリン酸産生、細胞膜電位
変動、細胞内タンパク質のリン酸化、c-fosの活性化、p
Hの低下などを促進する活性または抑制する活性など）
を増強させる化合物、（ロ）本発明のレセプタータンパ
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ク質またはその部分ペプチドの発現量を減少させること
により、該細胞刺激活性を減弱させる化合物である。該
化合物としては、ペプチド、蛋白、非ペプチド性化合
物、合成化合物、発酵生産物などが挙げられ、これら化
合物は新規な化合物であってもよいし、公知の化合物で
あってもよい。該細胞刺激活性を増強させる化合物は、
本発明のレセプタータンパク質等の生理活性を増強する
ための安全で低毒性な医薬として有用である。該細胞刺
激活性を減弱させる化合物は、本発明のレセプタータン
パク質等の生理活性を減少させるための安全で低毒性な
医薬として有用である。
【００６７】本発明のスクリーニング方法を用いて得ら
れる化合物またはその塩を医薬組成物として使用する場
合、常套手段に従って実施することができる。例えば、
上記した本発明のレセプタータンパク質を含有する医薬
と同様にして、錠剤、カプセル剤、エリキシル剤、マイ
クロカプセル剤、無菌性溶液、懸濁液剤などとすること
ができる。このようにして得られる製剤は安全で低毒性
であるので、例えば、ヒトや非ヒト哺乳動物（例えば、
ラット、マウス、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ネコ、
イヌ、サルなど）に対して投与することができる。該化
合物またはその塩の投与量は、投与対象、対象臓器、症
状、投与方法などにより差異はあるが、経口投与の場
合、一般的に、例えば、癌患者（60 kgとして）におい
ては、一日につき約0.1～100 mg、好ましくは約1.0～50
 mg、より好ましくは約1.0～20 mgである。非経口的に
投与する場合は、その1回投与量は投与対象、対象臓
器、症状、投与方法などによっても異なるが、例えば、
注射剤の形では通常例えば、癌患者（60 kgとして）に
おいては、一日につき約0.01～30mg程度、好ましくは約
0.1～20 mg程度、より好ましくは約0.1～10 mg程度を静
脈注射により投与するのが好都合である。他の動物の場
合も、60 kg当たりに換算した量を投与することができ
る。
【００６８】（5）本発明のレセプタータンパク質また
はその部分ペプチドの発現量を変化させる化合物を含有
する各種疾病の予防および／または治療剤
本発明のレセプタータンパク質は上記のとおり、例え
ば、中枢機能など生体内で何らかの重要な役割を果たし
ていると考えられる。したがって、本発明のレセプター
タンパク質またはその部分ペプチドの発現量を変化させ
る化合物は、本発明のレセプタータンパク質の機能不全
に関連する疾患の予防および／または治療剤として用い
ることができる。該化合物を本発明のレセプタータンパ
ク質の機能不全に関連する疾患の予防および／または治
療剤として使用する場合は、常套手段に従って製剤化す
ることができる。本発明のレセプタータンパク質の機能
不全に関連する疾患としては、例えば中枢疾患(例え
ば、アルツハイマー病、痴呆、摂食障害、うつ病、てん
かん、不安症など)、内分泌疾患(例えば、アジソン病、
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クッシング症候群、褐色細胞腫、原発性アルドステロン
症、更年期障害、子宮内膜症、性腺機能異常、甲状腺機
能異常、下垂体機能異常など)、代謝疾患(例えば、糖尿
病、脂質代謝異常、糖尿病合併症、肥満、痛風、白内
障、高脂血症など)、癌（例えば、非小細胞肺癌、卵巣
癌、前立腺癌、胃癌、膀胱癌、乳癌、子宮頸部癌、結腸
癌、直腸癌など）、炎症性疾患（例えば、アレルギー、
喘息、リュウマチ、関節炎、腎炎、肝炎、網膜症、膀胱
炎、肺炎など）、循環器疾患（例えば、高血圧症、心肥
大、狭心症、心筋梗塞、動脈硬化症など）、呼吸器系疾
患（例えば、かぜ症候群、喘息、肺炎、肺高血圧症、肺
血栓、肺寒栓など）、消化器系疾患（例えば、胃潰瘍、
十二指腸潰瘍、胃炎、逆流性食道炎、膵炎など）、免疫
系疾患（例えば、自己免疫疾患など）、感染症（例えば
免疫機能不全、肺炎、サイトメガルウイルス、インフル
エンザウイルス、ヘルペスウイルスなどのウイルス感染
症、リケッチア感染症、細菌感染症など）、偏頭痛など
があげられる。例えば、該化合物は、必要に応じて糖衣
を施した錠剤、カプセル剤、エリキシル剤、マイクロカ
プセル剤などとして経口的に、あるいは水もしくはそれ
以外の薬学的に許容し得る液との無菌性溶液、または懸
濁液剤などの注射剤の形で非経口的に使用できる。例え
ば、該化合物を生理学的に認められる公知の担体、香味
剤、賦形剤、ベヒクル、防腐剤、安定剤、結合剤などと
ともに一般に認められた製剤実施に要求される単位用量
形態で混和することによって製造することができる。こ
れら製剤における有効成分量は指示された範囲の適当な
用量が得られるようにするものである。
【００６９】錠剤、カプセル剤などに混和することがで
きる添加剤としては、例えば、ゼラチン、コーンスター
チ、トラガント、アラビアゴムのような結合剤、結晶性
セルロースのような賦形剤、コーンスターチ、ゼラチ
ン、アルギン酸などのような膨化剤、ステアリン酸マグ
ネシウムのような潤滑剤、ショ糖、乳糖またはサッカリ
ンのような甘味剤、ペパーミント、アカモノ油またはチ
ェリーのような香味剤などが用いられる。調剤単位形態
がカプセルである場合には、上記タイプの材料にさらに
油脂のような液状担体を含有することができる。注射の
ための無菌組成物は注射用水のようなベヒクル中の活性
物質、胡麻油、椰子油などのような天然産出植物油など
を溶解または懸濁させるなどの通常の製剤実施に従って
処方することができる。注射用の水性液としては、例え
ば、生理食塩水、ブドウ糖やその他の補助薬を含む等張
液（例えば、D－ソルビトール、D－マンニトール、塩化
ナトリウムなど）などが用いられ、適当な溶解補助剤、
例えば、アルコール（例、エタノール）、ポリアルコー
ル（例、プロピレングリコール、ポリエチレングリコー
ル）、非イオン性界面活性剤（例、ポリソルベート8
0TM、HCO-50）などと併用してもよい。油性液として
は、例えば、ゴマ油、大豆油などが用いられ、溶解補助



(24) 特開２００２－３６０２７７

10

20

30

40

50

45
剤である安息香酸ベンジル、ベンジルアルコールなどと
併用してもよい。
【００７０】また、上記予防・治療剤は、例えば、緩衝
剤（例えば、リン酸塩緩衝液、酢酸ナトリウム緩衝
液）、無痛化剤（例えば、塩化ベンザルコニウム、塩酸
プロカインなど）、安定剤（例えば、ヒト血清アルブミ
ン、ポリエチレングリコールなど）、保存剤（例えば、
ベンジルアルコール、フェノールなど）、酸化防止剤な
どと配合してもよい。調製された注射液は通常、適当な
アンプルに充填される。このようにして得られる製剤は
安全で低毒性であるので、例えば、ヒトや非ヒト哺乳動
物（例えば、ラット、マウス、ウサギ、ヒツジ、ブタ、
ウシ、ネコ、イヌ、サルなど）に対して投与することが
できる。該化合物またはその塩の投与量は、投与対象、
対象臓器、症状、投与方法などにより差異はあるが、経
口投与の場合、一般的に例えば、癌患者（60 kgとし
て）においては、一日につき約0.1～100 mg、好ましく
は約1.0～50 mg、より好ましくは約1.0～20 mgである。
非経口的に投与する場合は、その1回投与量は投与対
象、対象臓器、症状、投与方法などによっても異なる
が、例えば、注射剤の形では通常例えば、癌症患者（60
 kgとして）においては、一日につき約0.01～30mg程
度、好ましくは約0.1～20 mg程度、より好ましくは約0.
1～10 mg程度を静脈注射により投与するのが好都合であ
る。他の動物の場合も、60 kg当たりに換算した量を投
与することができる。
【００７１】（6）本発明のＧタンパク質共役型レセプ
タータンパク質に対するリガンドの定量法
本発明のレセプタータンパク質等は、リガンドに対して
結合性を有しているので、生体内におけるリガンド濃度
を感度良く定量することができる。本発明の定量法は、
例えば、競合法と組み合わせることによって用いること
ができる。すなわち、被検体を本発明のレセプタータン
パク質等と接触させることによって被検体中のリガンド
濃度を測定することができる。具体的には、例えば、以
下の①または②などに記載の方法あるいはそれに準じる
方法に従って用いることができる。
①入江寛編「ラジオイムノアッセイ」（講談社、昭和49
年発行）
②入江寛編「続ラジオイムノアッセイ」（講談社、昭和
54年発行）
【００７２】（7）本発明のＧタンパク質共役型レセプ
タータンパク質とリガンドとの結合性を変化させる化合
物（アゴニスト、アンタゴニストなど）のスクリーニン
グ方法
本発明のレセプタータンパク質等を用いるか、または組
換え型レセプタータンパク質等の発現系を構築し、該発
現系を用いたレセプター結合アッセイ系を用いることに
よって、リガンドと本発明のレセプタータンパク質等と
の結合性を変化させる化合物（例えば、ペプチド、タン

46
パク質、非ペプチド性化合物、合成化合物、発酵生産物
など）またはその塩を効率よくスクリーニングすること
ができる。このような化合物には、（イ）Ｇタンパク質
共役型レセプターを介して細胞刺激活性（例えば、アラ
キドン酸遊離、アセチルコリン遊離、細胞内Ca2+遊離、
細胞内cAMP生成、細胞内cGMP生成、イノシトールリン酸
産生、細胞膜電位変動、細胞内タンパク質のリン酸化、
c-fosの活性化、pHの低下などを促進する活性または抑
制する活性など）を有する化合物（いわゆる、本発明の
レセプタータンパク質に対するアゴニスト）、（ロ）該
細胞刺激活性を有しない化合物（いわゆる、本発明のレ
セプタータンパク質に対するアンタゴニスト）、（ハ）
リガンドと本発明のＧタンパク質共役型レセプタータン
パク質との結合力を増強する化合物、あるいは（ニ）リ
ガンドと本発明のＧタンパク質共役型レセプタータンパ
ク質との結合力を減少させる化合物などが含まれる（な
お、上記（イ）の化合物は、上記したリガンド決定方法
によってスクリーニングすることが好ましい）。すなわ
ち、本発明は、（i）本発明のレセプタータンパク質も
しくはその部分ペプチドまたはその塩と、リガンドとを
接触させた場合と（ii）本発明のレセプタータンパク質
もしくはその部分ペプチドまたはその塩と、リガンドお
よび試験化合物とを接触させた場合との比較を行なうこ
とを特徴とするリガンドと本発明のレセプタータンパク
質もしくはその部分ペプチドまたはその塩との結合性を
変化させる化合物またはその塩のスクリーニング方法を
提供する。本発明のスクリーニング方法においては、
（i）と（ii）の場合における、例えば、該レセプター
タンパク質等に対するリガンドの結合量、細胞刺激活性
などを測定して、比較することを特徴とする。
【００７３】より具体的には、本発明は、
①標識したリガンドを、本発明のレセプタータンパク質
等に接触させた場合と、標識したリガンドおよび試験化
合物を本発明のレセプタータンパク質等に接触させた場
合における、標識したリガンドの該レセプタータンパク
質等に対する結合量を測定し、比較することを特徴とす
るリガンドと本発明のレセプタータンパク質等との結合
性を変化させる化合物またはその塩のスクリーニング方
法、
②標識したリガンドを、本発明のレセプタータンパク質
等を含有する細胞または該細胞の膜画分に接触させた場
合と、標識したリガンドおよび試験化合物を本発明のレ
セプタータンパク質等を含有する細胞または該細胞の膜
画分に接触させた場合における、標識したリガンドの該
細胞または該膜画分に対する結合量を測定し、比較する
ことを特徴とするリガンドと本発明のレセプタータンパ
ク質等との結合性を変化させる化合物またはその塩のス
クリーニング方法、
③標識したリガンドを、本発明のDNAを含有する形質転
換体を培養することによって細胞膜上に発現したレセプ
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タータンパク質等に接触させた場合と、標識したリガン
ドおよび試験化合物を本発明のDNAを含有する形質転換
体を培養することによって細胞膜上に発現した本発明の
レセプタータンパク質等に接触させた場合における、標
識したリガンドの該レセプタータンパク質等に対する結
合量を測定し、比較することを特徴とするリガンドと本
発明のレセプタータンパク質等との結合性を変化させる
化合物またはその塩のスクリーニング方法、
【００７４】④本発明のレセプタータンパク質等を活性
化する化合物（例えば、本発明のレセプタータンパク質
等に対するリガンドなど）を本発明のレセプタータンパ
ク質等を含有する細胞に接触させた場合と、本発明のレ
セプタータンパク質等を活性化する化合物および試験化
合物を本発明のレセプタータンパク質等を含有する細胞
に接触させた場合における、レセプターを介した細胞刺
激活性（例えば、アラキドン酸遊離、アセチルコリン遊
離、細胞内Ca2+遊離、細胞内cAMP生成、細胞内cGMP生
成、イノシトールリン酸産生、細胞膜電位変動、細胞内
タンパク質のリン酸化、c-fosの活性化、pHの低下など
を促進する活性または抑制する活性など）を測定し、比
較することを特徴とするリガンドと本発明のレセプター
タンパク質等との結合性を変化させる化合物またはその
塩のスクリーニング方法、および
⑤本発明のレセプタータンパク質等を活性化する化合物
（例えば、本発明のレセプタータンパク質等に対するリ
ガンドなど）を本発明のDNAを含有する形質転換体を培
養することによって細胞膜上に発現した本発明のレセプ
タータンパク質等に接触させた場合と、本発明のレセプ
タータンパク質等を活性化する化合物および試験化合物
を本発明のDNAを含有する形質転換体を培養することに
よって細胞膜上に発現した本発明のレセプタータンパク
質等に接触させた場合における、レセプターを介する細
胞刺激活性（例えば、アラキドン酸遊離、アセチルコリ
ン遊離、細胞内Ca2+遊離、細胞内cAMP生成、細胞内cGMP
生成、イノシトールリン酸産生、細胞膜電位変動、細胞
内タンパク質のリン酸化、c-fosの活性化、pHの低下な
どを促進する活性または抑制する活性など）を測定し、
比較することを特徴とするリガンドと本発明のレセプタ
ータンパク質等との結合性を変化させる化合物またはそ
の塩のスクリーニング方法を提供する。
【００７５】本発明のレセプタータンパク質等が得られ
る以前は、Ｇタンパク質共役型レセプターアゴニストま
たはアンタゴニストをスクリーニングする場合、まずラ
ットなどのＧタンパク質共役型レセプタータンパク質を
含む細胞、組織またはその細胞膜画分を用いて候補化合
物を得て（一次スクリーニング）、その後に該候補化合
物が実際にヒトのＧタンパク質共役型レセプタータンパ
ク質とリガンドとの結合を阻害するか否かを確認する試
験（二次スクリーニング）が必要であった。細胞、組織
または細胞膜画分をそのまま用いれば他のレセプタータ
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ンパク質も混在するために、目的とするレセプタータン
パク質に対するアゴニストまたはアンタゴニストを実際
に直接的にスクリーニングすることは困難であった。し
かしながら、例えば、本発明のヒト由来レセプタータン
パク質を用いることによって、一次スクリーニングの必
要がなくなり、リガンドとＧタンパク質共役型レセプタ
ータンパク質との結合を阻害する化合物を効率良くスク
リーニングすることができる。さらに、スクリーニング
された化合物がアゴニストかアンタゴニストかを簡便に
評価することができる。本発明のスクリーニング方法の
具体的な説明を以下にする。まず、本発明のスクリーニ
ング方法に用いる本発明のレセプタータンパク質等とし
ては、上記した本発明のレセプタータンパク質等を含有
するものであれば何れのものであってもよいが、本発明
のレセプタータンパク質等を含有する哺乳動物の臓器の
細胞膜画分が好適である。しかし、特にヒト由来の臓器
は入手が極めて困難なことから、スクリーニングに用い
られるものとしては、組換え体を用いて大量発現させた
ヒト由来のレセプタータンパク質等などが適している。
【００７６】本発明のレセプタータンパク質等を製造す
るには、上記の方法が用いられるが、本発明のDNAを哺
乳細胞や昆虫細胞で発現することにより行なうことが好
ましい。目的とするタンパク質部分をコードするDNA断
片にはcDNAが用いられるが、必ずしもこれに制約される
ものではない。例えば、遺伝子断片や合成DNAを用いて
もよい。本発明のレセプタータンパク質をコードするDN
A断片を宿主動物細胞に導入し、それらを効率よく発現
させるためには、該DNA断片を昆虫を宿主とするバキュ
ロウイルスに属する核多角体病ウイルス（nuclear poly
hedrosis virus；NPV）のポリヘドリンプロモーター、S
V40由来のプロモーター、レトロウイルスのプロモータ
ー、メタロチオネインプロモーター、ヒトヒートショッ
クプロモーター、サイトメガロウイルスプロモーター、
SRαプロモーターなどの下流に組み込むのが好ましい。
発現したレセプターの量と質の検査は公知の方法で行う
ことができる。例えば、文献〔Nambi，P．ら、ザ・ジャ
ーナル・オブ・バイオロジカル・ケミストリー（J. Bio
l. Chem.）,267巻, 19555～19559頁, 1992年〕に記載の
方法に従って行なうことができる。したがって、本発明
のスクリーニング方法において、本発明のレセプタータ
ンパク質等を含有するものとしては、公知の方法に従っ
て精製したレセプタータンパク質等であってもよいし、
該レセプタータンパク質等を含有する細胞を用いてもよ
く、また該レセプタータンパク質等を含有する細胞の膜
画分を用いてもよい。
【００７７】本発明のスクリーニング方法において、本
発明のレセプタータンパク質等を含有する細胞を用いる
場合、該細胞をグルタルアルデヒド、ホルマリンなどで
固定化してもよい。固定化方法は公知の方法に従って行
なうことができる。本発明のレセプタータンパク質等を
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含有する細胞としては、該レセプタータンパク質等を発
現した宿主細胞をいうが、該宿主細胞としては、大腸
菌、枯草菌、酵母、昆虫細胞、動物細胞などが好まし
い。細胞膜画分としては、細胞を破砕した後、公知の方
法で得られる細胞膜が多く含まれる画分のことをいう。
細胞の破砕方法としては、Potter－Elvehjem型ホモジナ
イザーで細胞を押し潰す方法、ワーリングブレンダーや
ポリトロン（Kinematica社製）のよる破砕、超音波によ
る破砕、フレンチプレスなどで加圧しながら細胞を細い
ノズルから噴出させることによる破砕などが挙げられ
る。細胞膜の分画には、分画遠心分離法や密度勾配遠心
分離法などの遠心力による分画法が主として用いられ
る。例えば、細胞破砕液を低速（500～3000 rpm）で短
時間（通常、約1～10分）遠心し、上清をさらに高速（1
5000～30000 rpm）で通常30分～2時間遠心し、得られる
沈澱を膜画分とする。該膜画分中には、発現したレセプ
タータンパク質等と細胞由来のリン脂質や膜タンパク質
などの膜成分が多く含まれる。該レセプタータンパク質
等を含有する細胞や膜画分中のレセプタータンパク質の
量は、1細胞当たり103～108分子であるのが好ましく、1
05～107分子であるのが好適である。なお、発現量が多
いほど膜画分当たりのリガンド結合活性（比活性）が高
くなり、高感度なスクリーニング系の構築が可能になる
ばかりでなく、同一ロットで大量の試料を測定できるよ
うになる。
【００７８】リガンドと本発明のレセプタータンパク質
等との結合性を変化させる化合物をスクリーニングする
上記の①～③を実施するためには、例えば、適当なレセ
プタータンパク質画分と、標識したリガンドが必要であ
る。レセプタータンパク質画分としては、天然型のレセ
プタータンパク質画分か、またはそれと同等の活性を有
する組換え型レセプタータンパク質画分などが望まし
い。ここで、同等の活性とは、同等のリガンド結合活
性、シグナル情報伝達作用などを示す。標識したリガン
ドとしては、標識したリガンド、標識したリガンドアナ
ログ化合物などが用いられる。例えば〔3H〕、
〔125I〕、〔14C〕、〔35S〕などで標識されたリガンド
などが用いられる。具体的には、リガンドと本発明のレ
セプタータンパク質等との結合性を変化させる化合物の
スクリーニングを行なうには、まず本発明のレセプター
タンパク質等を含有する細胞または細胞の膜画分を、ス
クリーニングに適したバッファーに懸濁することにより
レセプタータンパク質標品を調製する。バッファーに
は、pH4～10（望ましくはpH6～8）のリン酸バッファ
ー、トリス－塩酸バッファーなどのリガンドとレセプタ
ータンパク質との結合を阻害しないバッファーであれば
いずれでもよい。また、非特異的結合を低減させる目的
で、CHAPS、Tween-80TM（花王－アトラス社）、ジギト
ニン、デオキシコレートなどの界面活性剤をバッファー
に加えることもできる。さらに、プロテアーゼによるレ
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セプターやリガンドの分解を抑える目的でPMSF、ロイペ
プチン、E-64（ペプチド研究所製）、ペプスタチンなど
のプロテアーゼ阻害剤を添加することもできる。0.01～
10 mlの該レセプター溶液に、一定量（5000～500000 cp
m）の標識したリガンドを添加し、同時に10-4～10-10 M
の試験化合物を共存させる。非特異的結合量（NSB）を
知るために大過剰の未標識のリガンドを加えた反応チュ
ーブも用意する。反応は約0℃から50℃、望ましくは約4
℃から37℃で、約20分から24時間、望ましくは約30分か
ら3時間行う。反応後、ガラス繊維濾紙等で濾過し、適
量の同バッファーで洗浄した後、ガラス繊維濾紙に残存
する放射活性を液体シンチレーションカウンターまたは
γ－カウンターで計測する。拮抗する物質がない場合の
カウント（B

0
）から非特異的結合量（NSB）を引いたカ

ウント（B
0
－NSB）を100%とした時、特異的結合量（B－

NSB）が、例えば、50%以下になる試験化合物を拮抗阻害
能力のある候補物質として選択することができる。
【００７９】リガンドと本発明のレセプタータンパク質
等との結合性を変化させる化合物スクリーニングする上
記の④～⑤の方法を実施するためには、例えば、レセプ
タータンパク質を介する細胞刺激活性（例えば、アラキ
ドン酸遊離、アセチルコリン遊離、細胞内Ca2+遊離、細
胞内cAMP生成、細胞内cGMP生成、イノシトールリン酸産
生、細胞膜電位変動、細胞内タンパク質のリン酸化、c-
fosの活性化、pHの低下などを促進する活性または抑制
する活性など）を公知の方法または市販の測定用キット
を用いて測定することができる。具体的には、まず、本
発明のレセプタータンパク質等を含有する細胞をマルチ
ウェルプレート等に培養する。スクリーニングを行なう
にあたっては前もって新鮮な培地あるいは細胞に毒性を
示さない適当なバッファーに交換し、試験化合物などを
添加して一定時間インキュベートした後、細胞を抽出あ
るいは上清液を回収して、生成した産物をそれぞれの方
法に従って定量する。細胞刺激活性の指標とする物質
（例えば、アラキドン酸など）の生成が、細胞が含有す
る分解酵素によって検定困難な場合は、該分解酵素に対
する阻害剤を添加してアッセイを行なってもよい。ま
た、cAMP産生抑制などの活性については、フォルスコリ
ンなどで細胞の基礎的産生量を増大させておいた細胞に
対する産生抑制作用として検出することができる。細胞
刺激活性を測定してスクリーニングを行なうには、適当
なレセプタータンパク質を発現した細胞が必要である。
本発明のレセプタータンパク質等を発現した細胞として
は、天然型の本発明のレセプタータンパク質等を有する
細胞株、上記の組換え型レセプタータンパク質等を発現
した細胞株などが望ましい。試験化合物としては、例え
ば、ペプチド、蛋白、非ペプチド性化合物、合成化合
物、発酵生産物、細胞抽出液、植物抽出液、動物組織抽
出液などが用いられ、これら化合物は新規な化合物であ
ってもよいし、公知の化合物であってもよい。



(27) 特開２００２－３６０２７７

10

20

30

40

50

51
【００８０】リガンドと本発明のレセプタータンパク質
等との結合性を変化させる化合物またはその塩のスクリ
ーニング用キットは、本発明のレセプタータンパク質
等、本発明のレセプタータンパク質等を含有する細胞、
または本発明のレセプタータンパク質等を含有する細胞
の膜画分を含有するものなどである。本発明のスクリー
ニング用キットの例としては、次のものが挙げられる。
1.  スクリーニング用試薬
①測定用緩衝液および洗浄用緩衝液
Hanks' Balanced Salt Solution（ギブコ社製）に、0.0
5%のウシ血清アルブミン（シグマ社製）を加えたもの。
孔径0.45 μmのフィルターで濾過滅菌し、4℃で保存す
るか、あるいは用時調製しても良い。
②Ｇタンパク質共役型レセプター標品
本発明のレセプタータンパク質を発現させたCHO細胞
を、12穴プレートに5×105個／穴で継代し、37℃、5% C
O
2
、95% airで2日間培養したもの。

③標識リガンド
市販の〔3H〕、〔125I〕、〔14C〕、〔35S〕などで標識
したリガンド
水溶液の状態のものを4℃あるいは－20℃にて保存し、
用時に測定用緩衝液にて1 μMに希釈する。
④リガンド標準液
リガンドを0.1% ウシ血清アルブミン（シグマ社製）を
含むPBSで1 mMとなるように溶解し、－20℃で保存す
る。
【００８１】2.  測定法
①12穴組織培養用プレートにて培養した本発明のレセプ
タータンパク質発現CHO細胞を、測定用緩衝液1 mlで2回
洗浄した後、490 μlの測定用緩衝液を各穴に加える。
②10-3～10-10 Ｍの試験化合物溶液を5 μl加えた後、
標識リガンドを5 μl加え、室温にて1時間反応させる。
非特異的結合量を知るためには試験化合物の代わりに10
-3 Ｍのリガンドを5 μl加えておく。
③反応液を除去し、1 mlの洗浄用緩衝液で3回洗浄す
る。細胞に結合した標識リガンドを0.2N NaOH－1% SDS
で溶解し、4 mlの液体シンチレーターA（和光純薬製）
と混合する。
④液体シンチレーションカウンター（ベックマンコール
ター社製）を用いて放射活性を測定し、Percent Maximu
m Binding（PMB）を次の式で求める。
PMB＝［（B－NSB）／（B

0
－NSB）］×100

PMB：Percent Maximum Binding
B ：検体を加えた時の値
NSB：Non-specific Binding（非特異的結合量）
B
0
   ：最大結合量

【００８２】本発明のスクリーニング方法またはスクリ
ーニング用キットを用いて得られる化合物またはその塩
は、リガンドと本発明のレセプタータンパク質等との結
合性を変化させる作用を有する化合物であり、具体的に
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は、（イ）Ｇタンパク質共役型レセプターを介して細胞
刺激活性（例えば、アラキドン酸遊離、アセチルコリン
遊離、細胞内Ca2+遊離、細胞内cAMP生成、細胞内cGMP生
成、イノシトールリン酸産生、細胞膜電位変動、細胞内
タンパク質のリン酸化、c-fosの活性化、pHの低下など
を促進する活性または抑制する活性など）を有する化合
物（いわゆる、本発明のレセプタータンパク質に対する
アゴニスト）、（ロ）該細胞刺激活性を有しない化合物
（いわゆる、本発明のレセプタータンパク質に対するア
ンタゴニスト）、（ハ）リガンドと本発明のＧタンパク
質共役型レセプタータンパク質との結合力を増強する化
合物、あるいは（ニ）リガンドと本発明のＧタンパク質
共役型レセプタータンパク質との結合力を減少させる化
合物である。該化合物としては、ペプチド、蛋白、非ペ
プチド性化合物、合成化合物、発酵生産物などが挙げら
れ、これら化合物は新規な化合物であってもよいし、公
知の化合物であってもよい。本発明のレセプタータンパ
ク質等に対するアゴニストは、本発明のレセプタータン
パク質等に対するリガンドが有する生理活性と同様の作
用を有しているので、該リガンド活性に応じて安全で低
毒性な医薬として有用である。本発明のレセプタータン
パク質等に対するアンタゴニストは、本発明のレセプタ
ータンパク質等に対するリガンドが有する生理活性を抑
制することができるので、該リガンド活性を抑制する安
全で低毒性な医薬として有用である。リガンドと本発明
のＧタンパク質共役型レセプタータンパク質との結合力
を増強する化合物は、本発明のレセプタータンパク質等
に対するリガンドが有する生理活性を増強するための安
全で低毒性な医薬として有用である。リガンドと本発明
のＧタンパク質共役型レセプタータンパク質との結合力
を減少させる化合物は、本発明のレセプタータンパク質
等に対するリガンドが有する生理活性を減少させるため
の安全で低毒性な医薬として有用である。
【００８３】本発明のスクリーニング方法またはスクリ
ーニング用キットを用いて得られる化合物またはその塩
を上記の医薬組成物として使用する場合、常套手段に従
って実施することができる。例えば、上記した本発明の
レセプタータンパク質を含有する医薬と同様にして、錠
剤、カプセル剤、エリキシル剤、マイクロカプセル剤、
無菌性溶液、懸濁液剤などとすることができる。このよ
うにして得られる製剤は安全で低毒性であるので、例え
ば、ヒトや非ヒト哺乳動物（例えば、ラット、ウサギ、
ヒツジ、ブタ、ウシ、ネコ、イヌ、サルなど）に対して
投与することができる。該化合物またはその塩の投与量
は、投与対象、対象臓器、症状、投与方法などにより差
異はあるが、経口投与の場合、一般的に例えば、癌患者
（60 kgとして）においては、一日につき約0.1～100 m
g、好ましくは約1.0～50 mg、より好ましくは約1.0～20
 mgである。非経口的に投与する場合は、その1回投与量
は投与対象、対象臓器、症状、投与方法などによっても
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異なるが、例えば、注射剤の形では通常例えば、癌患者
（60 kgとして）においては、一日につき約0.01～30 mg
程度、好ましくは約0.1～20 mg程度、より好ましくは約
0.1～10 mg程度を静脈注射により投与するのが好都合で
ある。他の動物の場合も、60 kg当たりに換算した量を
投与することができる。
【００８４】（8）本発明のＧタンパク質共役型レセプ
タータンパク質とリガンドとの結合性を変化させる化合
物（アゴニスト、アンタゴニスト）を含有する各種疾病
の予防および／または治療剤
本発明のレセプタータンパク質は上記のとおり、例えば
中枢機能、循環機能、消化機能、心機能など生体内で何
らかの重要な役割を果たしていると考えられる。従っ
て、本発明のレセプタータンパク質とリガンドとの結合
性を変化させる化合物（アゴニスト、アンタゴニスト）
や本発明のレセプタータンパク質に対するリガンドは、
本発明のレセプタータンパク質の機能不全に関連する疾
患の予防および／または治療剤として用いることができ
る。本発明のレセプタータンパク質の機能不全に関連す
る疾患として例えば、中枢疾患(例えば、アルツハイマ
ー病、痴呆、摂食障害、うつ病、てんかん、不安症な
ど)、内分泌疾患(例えば、アジソン病、クッシング症候
群、褐色細胞腫、原発性アルドステロン症、更年期障
害、子宮内膜症、性腺機能異常、甲状腺機能異常、下垂
体機能異常など)、代謝疾患(例えば、糖尿病、脂質代謝
異常、糖尿病合併症、肥満、痛風、白内障、高脂血症な
ど)、癌（例えば、非小細胞肺癌、卵巣癌、前立腺癌、
胃癌、膀胱癌、乳癌、子宮頸部癌、結腸癌、直腸癌な
ど）、炎症性疾患（例えば、アレルギー、喘息、リュウ
マチ、関節炎、腎炎、肝炎、網膜症、膀胱炎、肺炎な
ど）、循環器疾患（例えば、高血圧症、心肥大、狭心
症、心筋梗塞、動脈硬化症など）、呼吸器系疾患（例え
ば、かぜ症候群、喘息、肺炎、肺高血圧症、肺血栓、肺
寒栓など）、消化器系疾患（例えば、胃潰瘍、十二指腸
潰瘍、胃炎、逆流性食道炎、膵炎など）、免疫系疾患
（例えば、自己免疫疾患など）、感染症（例えば免疫機
能不全、肺炎、サイトメガルウイルス、インフルエンザ
ウイルス、ヘルペスウイルスなどのウイルス感染症、リ
ケッチア感染症、細菌感染症など）、偏頭痛などがあげ
られる。該化合物やリガンドを本発明のレセプタータン
パク質の機能不全に関連する疾患の予防および／または
治療剤として使用する場合は、常套手段に従って製剤化
することができる。例えば、該化合物やリガンドは、必
要に応じて糖衣を施した錠剤、カプセル剤、エリキシル
剤、マイクロカプセル剤などとして経口的に、あるいは
水もしくはそれ以外の薬学的に許容し得る液との無菌性
溶液、または懸濁液剤などの注射剤の形で非経口的に使
用できる。例えば、該化合物を生理学的に認められる公
知の担体、香味剤、賦形剤、ベヒクル、防腐剤、安定
剤、結合剤などとともに一般に認められた製剤実施に要
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求される単位用量形態で混和することによって製造する
ことができる。これら製剤における有効成分量は指示さ
れた範囲の適当な用量が得られるようにするものであ
る。
【００８５】錠剤、カプセル剤などに混和することがで
きる添加剤としては、例えば、ゼラチン、コーンスター
チ、トラガント、アラビアゴムのような結合剤、結晶性
セルロースのような賦形剤、コーンスターチ、ゼラチ
ン、アルギン酸などのような膨化剤、ステアリン酸マグ
ネシウムのような潤滑剤、ショ糖、乳糖またはサッカリ
ンのような甘味剤、ペパーミント、アカモノ油またはチ
ェリーのような香味剤などが用いられる。調剤単位形態
がカプセルである場合には、上記タイプの材料にさらに
油脂のような液状担体を含有することができる。注射の
ための無菌組成物は注射用水のようなベヒクル中の活性
物質、胡麻油、椰子油などのような天然産出植物油など
を溶解または懸濁させるなどの通常の製剤実施に従って
処方することができる。注射用の水性液としては、例え
ば、生理食塩水、ブドウ糖やその他の補助薬を含む等張
液（例えば、D－ソルビトール、D－マンニトール、塩化
ナトリウムなど）などが用いられ、適当な溶解補助剤、
例えば、アルコール（例、エタノール）、ポリアルコー
ル（例、プロピレングリコール、ポリエチレングリコー
ル）、非イオン性界面活性剤（例、ポリソルベート8
0TM、HCO-50）などと併用してもよい。油性液として
は、例えば、ゴマ油、大豆油などが用いられ、溶解補助
剤である安息香酸ベンジル、ベンジルアルコールなどと
併用してもよい。
【００８６】また、上記予防・治療剤は、例えば、緩衝
剤（例えば、リン酸塩緩衝液、酢酸ナトリウム緩衝
液）、無痛化剤（例えば、塩化ベンザルコニウム、塩酸
プロカインなど）、安定剤（例えば、ヒト血清アルブミ
ン、ポリエチレングリコールなど）、保存剤（例えば、
ベンジルアルコール、フェノールなど）、酸化防止剤な
どと配合してもよい。調製された注射液は通常、適当な
アンプルに充填される。さらに、上記予防・治療剤は適
当な薬剤と組み合わせて例えば本発明のレセプタータン
パク質が高発現している臓器や組織を特異的なターゲッ
トとしたDDS製剤として使用することもできる。このよ
うにして得られる製剤は安全で低毒性であるので、例え
ば、ヒトや非ヒト哺乳動物（例えば、ラット、マウス、
ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ネコ、イヌ、サルなど）
に対して投与することができる。該化合物またはその塩
の投与量は、投与対象、対象臓器、症状、投与方法など
により差異はあるが、経口投与の場合、一般的に例え
ば、癌患者（60 kgとして）においては、一日につき約
0.1～100 mg、好ましくは約1.0～50 mg、より好ましく
は約1.0～20 mgである。非経口的に投与する場合は、そ
の1回投与量は投与対象、対象臓器、症状、投与方法な
どによっても異なるが、例えば、注射剤の形では通常例
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えば、癌患者（60 kgとして）においては、一日につき
約0.01～30 mg程度、好ましくは約0.1～20 mg程度、よ
り好ましくは約0.1～10 mg程度を静脈注射により投与す
るのが好都合である。他の動物の場合も、60 kg当たり
に換算した量を投与することができる。
【００８７】（9）本発明のレセプタータンパク質もし
くはその部分ペプチドまたはその塩の定量
本発明の抗体は、本発明のレセプタータンパク質等を特
異的に認識することができるので、被検液中の本発明の
レセプタータンパク質等の定量、特にサンドイッチ免疫
測定法による定量などに使用することができる。すなわ
ち、本発明は、例えば、（i）本発明の抗体と、被検液
および標識化レセプタータンパク質等とを競合的に反応
させ、該抗体に結合した標識化レセプタータンパク質等
の割合を測定することを特徴とする被検液中の本発明の
レセプタータンパク質等の定量法、（ii）被検液と担体
上に不溶化した本発明の抗体および標識化された本発明
の抗体とを同時あるいは連続的に反応させたのち、不溶
化担体上の標識剤の活性を測定することを特徴とする被
検液中の本発明のレセプタータンパク質等の定量法を提
供する。上記（ii）においては、一方の抗体が本発明の
レセプタータンパク質等のN端部を認識する抗体で、他
方の抗体が本発明のレセプタータンパク質等のC端部に
反応する抗体であることが好ましい。
【００８８】本発明のレセプタータンパク質等に対する
モノクローナル抗体（以下、本発明のモノクローナル抗
体と称する場合がある）を用いて本発明のレセプタータ
ンパク質等の測定を行なえるほか、組織染色等による検
出を行なうこともできる。これらの目的には、抗体分子
そのものを用いてもよく、また、抗体分子のF(ab')

2
、F

ab'、あるいはFab画分を用いてもよい。本発明のレセプ
タータンパク質等に対する抗体を用いる測定法は、特に
制限されるべきものではなく、被測定液中の抗原量（例
えば、レセプタータンパク質量）に対応した抗体、抗原
もしくは抗体－抗原複合体の量を化学的または物理的手
段により検出し、これを既知量の抗原を含む標準液を用
いて作製した標準曲線より算出する測定法であれば、い
ずれの測定法を用いてもよい。例えば、ネフロメトリ
ー、競合法、イムノメトリック法およびサンドイッチ法
が好適に用いられるが、感度、特異性の点で、後に記載
するサンドイッチ法を用いるのが特に好ましい。標識物
質を用いる測定法に用いられる標識剤としては、例え
ば、放射性同位元素、酵素、蛍光物質、発光物質などが
用いられる。放射性同位元素としては、例えば、
〔125I〕、〔131I〕、〔3H〕、〔14C〕などが用いられ
る。上記酵素としては、安定で比活性の大きなものが好
ましく、例えば、β－ガラクトシダーゼ、β－グルコシ
ダーゼ、アルカリフォスファターゼ、パーオキシダー
ゼ、リンゴ酸脱水素酵素などが用いられる。蛍光物質と
しては、例えば、フルオレスカミン、フルオレッセンイ
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ソチオシアネートなどが用いられる。発光物質として
は、例えば、ルミノール、ルミノール誘導体、ルシフェ
リン、ルシゲニンなどが用いられる。さらに、抗体ある
いは抗原と標識剤との結合にビオチン－アビジン系を用
いることもできる。
【００８９】抗原あるいは抗体の不溶化に当っては、物
理吸着を用いてもよく、また通常、タンパク質あるいは
酵素等を不溶化、固定化するのに用いられる化学結合を
用いる方法でもよい。担体としては、例えば、アガロー
ス、デキストラン、セルロースなどの不溶性多糖類、ポ
リスチレン、ポリアクリルアミド、シリコン等の合成樹
脂、あるいはガラス等が用いられる。サンドイッチ法に
おいては不溶化した本発明のモノクローナル抗体に被検
液を反応させ（1次反応）、さらに標識化した本発明の
モノクローナル抗体を反応させ（2次反応）た後、不溶
化担体上の標識剤の活性を測定することにより被検液中
の本発明のレセプタータンパク質量を定量することがで
きる。1次反応と2次反応は逆の順序に行なっても、ま
た、同時に行なってもよいし時間をずらして行なっても
よい。標識化剤および不溶化の方法は上記のそれらに準
じることができる。また、サンドイッチ法による免疫測
定法において、固相用抗体あるいは標識用抗体に用いら
れる抗体は必ずしも1種類である必要はなく、測定感度
を向上させる等の目的で2種類以上の抗体の混合物を用
いてもよい。本発明のサンドイッチ法によるレセプター
タンパク質等の測定法においては、1次反応と2次反応に
用いられる本発明のモノクローナル抗体はレセプタータ
ンパク質等の結合する部位が相異なる抗体が好ましく用
いられる。すなわち、1次反応および２次反応に用いら
れる抗体は、例えば、2次反応で用いられる抗体が、レ
セプタータンパク質のC端部を認識する場合、1次反応で
用いられる抗体は、好ましくはC端部以外、例えばN端部
を認識する抗体が用いられる。
【００９０】本発明のモノクローナル抗体をサンドイッ
チ法以外の測定システム、例えば、競合法、イムノメト
リック法あるいはネフロメトリーなどに用いることがで
きる。競合法では、被検液中の抗原と標識抗原とを抗体
に対して競合的に反応させたのち、未反応の標識抗原と
(F)と抗体と結合した標識抗原（B）とを分離し（B/F分
離）、B、F何れかの標識量を測定し、被検液中の抗原量
を定量する。本反応法には、抗体として可溶性抗体を用
い、B/F分離をポリエチレングリコール、上記抗体に対
する第2抗体などを用いる液相法、および、第1抗体とし
て固相化抗体を用いるか、あるいは、第1抗体は可溶性
のものを用い第2抗体として固相化抗体を用いる固相化
法とが用いられる。イムノメトリック法では、被検液中
の抗原と固相化抗原とを一定量の標識化抗体に対して競
合反応させた後固相と液相を分離するか、あるいは、被
検液中の抗原と過剰量の標識化抗体とを反応させ、次に
固相化抗原を加え未反応の標識化抗体を固相に結合させ
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たのち、固相と液相を分離する。次に、何れかの相の標
識量を測定し被検液中の抗原量を定量する。また、ネフ
ロメトリーでは、ゲル内あるいは溶液中で抗原抗体反応
の結果、生じた不溶性の沈降物の量を測定する。被検液
中の抗原量が僅かであり、少量の沈降物しか得られない
場合にもレーザーの散乱を利用するレーザーネフロメト
リーなどが好適に用いられる。
【００９１】これら個々の免疫学的測定法を本発明の測
定方法に適用するにあたっては、特別の条件、操作等の
設定は必要とされない。それぞれの方法における通常の
条件、操作法に当業者の通常の技術的配慮を加えて本発
明のレセプタータンパク質またはその塩の測定系を構築
すればよい。これらの一般的な技術手段の詳細について
は、総説、成書などを参照することができる〔例えば、
入江  寛編「ラジオイムノアッセイ」（講談社、昭和49
年発行）、入江  寛編「続ラジオイムノアッセイ」（講
談社、昭和54年発行）、石川栄治ら編「酵素免疫測定
法」（医学書院、昭和53年発行）、石川栄治ら編「酵素
免疫測定法」（第2版）（医学書院、昭和57年発行）、
石川栄治ら編「酵素免疫測定法」（第3版）（医学書
院、昭和62年発行）、「メソッズ・イン・エンザイモロ
ジー（Methods in ENZYMOLOGY）」 Vol.70 (Immunochem
ical Techniques (Part A))、 同書 Vol. 73 (Immunoch
emicalTechniques (Part B))、 同書 Vol. 74 (Immunoc
hemical Techniques (Part C))、同書 Vol. 84 (Immuno
chemical Techniques (Part D:Selected Immunoassay
s))、 同書 Vol. 92 (Immunochemical Techniques (Par
t E:Monoclonal Antibodiesand General Immunoassay M
ethods))、 同書 Vol. 121 (Immunochemical Technique
s (Part I:Hybridoma TechnoloGy and Monoclonal Anti
bodies))(以上、アカデミックプレス社発行)など参
照〕。以上のように、本発明の抗体を用いることによっ
て、本発明のレセプタータンパク質またはその塩を感度
良く定量することができる。さらに、本発明の抗体を用
いて、生体内での本発明のレセプタータンパク質またそ
の塩を定量することによって、本発明のレセプタータン
パク質の機能不全に関連する各種疾患の診断をすること
ができる。また、本発明の抗体は、体液や組織などの被
検体中に存在する本発明のレセプタータンパク質等を特
異的に検出するために使用することができる。また、本
発明のレセプタータンパク質等を精製するために使用す
る抗体カラムの作製、精製時の各分画中の本発明のレセ
プタータンパク質等の検出、被検細胞内における本発明
のレセプタータンパク質の挙動の分析などのために使用
することができる。
【００９２】（10）細胞膜における本発明のレセプター
タンパク質またはその部分ペプチドの量を変化させる化
合物のスクリーニング方法
本発明の抗体は、本発明のレセプタータンパク質もしく
はその部分ペプチドまたはその塩を特異的に認識するこ
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とができるので、細胞膜における本発明のレセプタータ
ンパク質またはその部分ペプチドの量を変化させる化合
物のスクリーニングに用いることができる。すなわち本
発明は、例えば、（i）非ヒト哺乳動物の①血液、②特
定の臓器、③臓器から単離した組織もしくは細胞等を破
壊した後、細胞膜画分を単離し、細胞膜画分に含まれる
本発明のレセプタータンパク質またはその部分ペプチド
を定量することによる、細胞膜における本発明のレセプ
タータンパク質またはその部分ペプチドの量を変化させ
る化合物のスクリーニング方法、（ii）本発明のレセプ
タータンパク質もしくはその部分ペプチドを発現する形
質転換体等を破壊した後、細胞膜画分を単離し、細胞膜
画分に含まれる本発明のレセプタータンパク質またはそ
の部分ペプチドを定量することによる、細胞膜における
本発明のレセプタータンパク質またはその部分ペプチド
の量を変化させる化合物のスクリーニング方法、（ii
i）非ヒト哺乳動物の①血液、②特定の臓器、③臓器か
ら単離した組織もしくは細胞等を切片とした後、免疫染
色法を用いることにより、細胞表層での該レセプタータ
ンパク質の染色度合いを定量化することにより、細胞膜
上の該タンパク質を確認することによる、細胞膜におけ
る本発明のレセプタータンパク質またはその部分ペプチ
ドの量を変化させる化合物のスクリーニング方法を提供
する。（iv）本発明のレセプタータンパク質もしくはそ
の部分ペプチドを発現する形質転換体等を切片とした
後、免疫染色法を用いることにより、細胞表層での該レ
セプタータンパク質の染色度合いを定量化することによ
り、細胞膜上の該タンパク質を確認することによる、細
胞膜における本発明のレセプタータンパク質またはその
部分ペプチドの量を変化させる化合物のスクリーニング
方法を提供する。
【００９３】細胞膜画分に含まれる本発明のレセプター
タンパク質またはその部分ペプチドの定量は具体的には
以下のようにして行なう。
（i）正常あるいは疾患モデル非ヒト哺乳動物（例え
ば、マウス、ラット、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ネ
コ、イヌ、サルなど、より具体的には痴呆ラット、肥満
マウス、動脈硬化ウサギ、担癌マウスなど）に対して、
薬剤（例えば、抗痴呆薬、血圧低下薬、抗癌剤、抗肥満
薬など）あるいは物理的ストレス（例えば、浸水ストレ
ス、電気ショック、明暗、低温など）などを与え、一定
時間経過した後に、血液、あるいは特定の臓器（例え
ば、脳、肺、大腸など）、または臓器から単離した組
織、あるいは細胞を得る。得られた臓器、組織または細
胞等を、例えば、適当な緩衝液（例えば、トリス塩酸緩
衝液、リン酸緩衝液、ヘペス緩衝液など）等に懸濁し、
臓器、組織あるいは細胞を破壊し、界面活性剤（例え
ば、トリトンX100TM、ツイーン20TMなど）などを用い、
さらに遠心分離や濾過、カラム分画などの手法を用いて
細胞膜画分を得る。
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【００９４】細胞膜画分としては、細胞を破砕した後、
公知の方法で得られる細胞膜が多く含まれる画分のこと
をいう。細胞の破砕方法としては、Potter－Elvehjem型
ホモジナイザーで細胞を押し潰す方法、ワーリングブレ
ンダーやポリトロン（Kinematica社製）のよる破砕、超
音波による破砕、フレンチプレスなどで加圧しながら細
胞を細いノズルから噴出させることによる破砕などが挙
げられる。細胞膜の分画には、分画遠心分離法や密度勾
配遠心分離法などの遠心力による分画法が主として用い
られる。例えば、細胞破砕液を低速（500～3000 rpm）
で短時間（通常、約1～10分）遠心し、上清をさらに高
速（15000～30000 rpm）で通常30分～2時間遠心し、得
られる沈澱を膜画分とする。該膜画分中には、発現した
レセプタータンパク質等と細胞由来のリン脂質や膜タン
パク質などの膜成分が多く含まれる。
【００９５】細胞膜画分に含まれる本発明のレセプター
タンパク質またはその部分ペプチドは、例えば、本発明
の抗体を用いたサンドイッチ免疫測定法、ウエスタンブ
ロット解析などにより定量することができる。かかるサ
ンドイッチ免疫測定法は上記の方法と同様にして行なう
ことができ、ウエスタンブロットは公知の手段により行
なうことができる。
【００９６】（ii）本発明のレセプタータンパク質もし
くはその部分ペプチドを発現する形質転換体を上記の方
法に従い作製し、細胞膜画分に含まれる本発明のレセプ
タータンパク質またはその部分ペプチドを定量すること
ができる。
【００９７】細胞膜における本発明のレセプタータンパ
ク質またはその部分ペプチドの量を変化させる化合物の
スクリーニングは、
（i）正常あるいは疾患モデル非ヒト哺乳動物に対し
て、薬剤あるいは物理的ストレスなどを与える一定時間
前（30分前～24時間前、好ましくは30分前～12時間前、
より好ましくは1時間前～6時間前）もしくは一定時間後
（30分後～3日後、好ましくは1時間後～2日後、より好
ましくは1時間後～24時間後）、または薬剤あるいは物
理的ストレスと同時に被検化合物を投与し、投与後一定
時間経過後（30分後～3日後、好ましくは1時間後～2日
後、より好ましくは1時間後～24時間後）、細胞膜にお
ける本発明のレセプタータンパク質またはその部分ペプ
チドの量を定量することにより行なうことができ、
（ii）形質転換体を常法に従い培養する際に被検化合物
を培地中に混合させ、一定時間培養後（1日後～7日後、
好ましくは1日後～3日後、より好ましくは2日後～3日
後）、細胞膜における本発明のレセプタータンパク質ま
たはその部分ペプチドの量を定量することにより行なう
ことができる。
【００９８】細胞膜画分に含まれる本発明のレセプター
タンパク質またはその部分ペプチドの確認は具体的には
以下のようにして行なう。
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（iii）正常あるいは疾患モデル非ヒト哺乳動物（例え
ば、マウス、ラット、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ネ
コ、イヌ、サルなど、より具体的には痴呆ラット、肥満
マウス、動脈硬化ウサギ、担癌マウスなど）に対して、
薬剤（例えば、抗痴呆薬、血圧低下薬、抗癌剤、抗肥満
薬など）あるいは物理的ストレス（例えば、浸水ストレ
ス、電気ショック、明暗、低温など）などを与え、一定
時間経過した後に、血液、あるいは特定の臓器（例え
ば、心臓、胎盤、肺など）、または臓器から単離した組
織、あるいは細胞を得る。得られた臓器、組織または細
胞等を、常法に従い組織切片とし、本発明の抗体を用い
て免疫染色を行う。細胞表層での該レセプタータンパク
質の染色度合いを定量化することにより、細胞膜上の該
タンパク質を確認することにより、定量的または定性的
に、細胞膜における本発明のレセプタータンパク質また
はその部分ペプチドの量を確認することができる。
（iv）本発明のレセプタータンパク質もしくはその部分
ペプチドを発現する形質転換体等を用いて同様の手段を
とることにより確認することもできる。
【００９９】本発明のスクリーニング方法を用いて得ら
れる化合物またはその塩は、細胞膜における本発明のレ
セプタータンパク質またはその部分ペプチドの量を変化
させる作用を有する化合物であり、具体的には、（イ）
細胞膜における本発明のレセプタータンパク質またはそ
の部分ペプチドの量を増加させることにより、Ｇタンパ
ク質共役型レセプターを介する細胞刺激活性（例えば、
アラキドン酸遊離、アセチルコリン遊離、細胞内Ca2+遊
離、細胞内cAMP生成、細胞内cGMP生成、イノシトールリ
ン酸産生、細胞膜電位変動、細胞内タンパク質のリン酸
化、c-fosの活性化、pHの低下などを促進する活性また
は抑制する活性など）を増強させる化合物、（ロ）細胞
膜における本発明のレセプタータンパク質またはその部
分ペプチドの量を減少させることにより、該細胞刺激活
性を減弱させる化合物である。該化合物としては、ペプ
チド、蛋白、非ペプチド性化合物、合成化合物、発酵生
産物などが挙げられ、これら化合物は新規な化合物であ
ってもよいし、公知の化合物であってもよい。該細胞刺
激活性を増強させる化合物は、本発明のレセプタータン
パク質等の生理活性を増強するための安全で低毒性な医
薬として有用である。該細胞刺激活性を減弱させる化合
物は、本発明のレセプタータンパク質等の生理活性を減
少させるための安全で低毒性な医薬として有用である。
【０１００】本発明のスクリーニング方法を用いて得ら
れる化合物またはその塩を医薬組成物として使用する場
合、常套手段に従って実施することができる。例えば、
上記した本発明のレセプタータンパク質を含有する医薬
と同様にして、錠剤、カプセル剤、エリキシル剤、マイ
クロカプセル剤、無菌性溶液、懸濁液剤などとすること
ができる。このようにして得られる製剤は安全で低毒性
であるので、例えば、ヒトや非ヒト哺乳動物（例えば、
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ラット、マウス、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ネコ、
イヌ、サルなど）に対して投与することができる。該化
合物またはその塩の投与量は、投与対象、対象臓器、症
状、投与方法などにより差異はあるが、経口投与の場
合、一般的に例えば、癌患者（60 kgとして）において
は、一日につき約0.1～100 mg、好ましくは約1.0～50 m
g、より好ましくは約1.0～20 mgである。非経口的に投
与する場合は、その1回投与量は投与対象、対象臓器、
症状、投与方法などによっても異なるが、例えば、注射
剤の形では通常例えば、癌患者（60 kgとして）におい
ては、一日につき約0.01～30 mg程度、好ましくは約0.1
～20 mg程度、より好ましくは約0.1～10 mg程度を静脈
注射により投与するのが好都合である。他の動物の場合
も、60 kg当たりに換算した量を投与することができ
る。
【０１０１】（11）細胞膜における本発明のレセプター
タンパク質またはその部分ペプチドの量を変化させる化
合物を含有する各種疾病の予防および／または治療剤
本発明のレセプタータンパク質は上記のとおり、例え
ば、心臓または中枢機能など生体内で何らかの重要な役
割を果たしていると考えられる。したがって、細胞膜に
おける本発明のレセプタータンパク質またはその部分ペ
プチドの量を変化させる化合物は、本発明のレセプター
タンパク質の機能不全に関連する疾患の予防および／ま
たは治療剤として用いることができる。本発明のレセプ
タータンパク質の機能不全に関連する疾患としては、例
えば中枢疾患(例えば、アルツハイマー病、痴呆、摂食
障害、うつ病、てんかん、不安症など)、内分泌疾患(例
えば、アジソン病、クッシング症候群、褐色細胞腫、原
発性アルドステロン症、更年期障害、子宮内膜症、性腺
機能異常、甲状腺機能異常、下垂体機能異常など)、代
謝疾患(例えば、糖尿病、脂質代謝異常、糖尿病合併
症、肥満、痛風、白内障、高脂血症など)、癌（例え
ば、非小細胞肺癌、卵巣癌、前立腺癌、胃癌、膀胱癌、
乳癌、子宮頸部癌、結腸癌、直腸癌など）、炎症性疾患
（例えば、アレルギー、喘息、リュウマチ、関節炎、腎
炎、肝炎、網膜症、膀胱炎、肺炎など）、循環器疾患
（例えば、高血圧症、心肥大、狭心症、心筋梗塞、動脈
硬化症など）、呼吸器系疾患（例えば、かぜ症候群、喘
息、肺炎、肺高血圧症、肺血栓、肺寒栓など）、消化器
系疾患（例えば、胃潰瘍、十二指腸潰瘍、胃炎、逆流性
食道炎、膵炎など）、免疫系疾患（例えば、自己免疫疾
患など）、感染症（例えば免疫機能不全、肺炎、サイト
メガルウイルス、インフルエンザウイルス、ヘルペスウ
イルスなどのウイルス感染症、リケッチア感染症、細菌
感染症など）、偏頭痛などがあげられる。該化合物を本
発明のレセプタータンパク質の機能不全に関連する疾患
の予防および／または治療剤として使用する場合は、常
套手段に従って製剤化することができる。例えば、該化
合物は、必要に応じて糖衣を施した錠剤、カプセル剤、
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エリキシル剤、マイクロカプセル剤などとして経口的
に、あるいは水もしくはそれ以外の薬学的に許容し得る
液との無菌性溶液、または懸濁液剤などの注射剤の形で
非経口的に使用できる。例えば、該化合物を生理学的に
認められる公知の担体、香味剤、賦形剤、ベヒクル、防
腐剤、安定剤、結合剤などとともに一般に認められた製
剤実施に要求される単位用量形態で混和することによっ
て製造することができる。これら製剤における有効成分
量は指示された範囲の適当な用量が得られるようにする
ものである。
【０１０２】錠剤、カプセル剤などに混和することがで
きる添加剤としては、例えば、ゼラチン、コーンスター
チ、トラガント、アラビアゴムのような結合剤、結晶性
セルロースのような賦形剤、コーンスターチ、ゼラチ
ン、アルギン酸などのような膨化剤、ステアリン酸マグ
ネシウムのような潤滑剤、ショ糖、乳糖またはサッカリ
ンのような甘味剤、ペパーミント、アカモノ油またはチ
ェリーのような香味剤などが用いられる。調剤単位形態
がカプセルである場合には、上記タイプの材料にさらに
油脂のような液状担体を含有することができる。注射の
ための無菌組成物は注射用水のようなベヒクル中の活性
物質、胡麻油、椰子油などのような天然産出植物油など
を溶解または懸濁させるなどの通常の製剤実施に従って
処方することができる。注射用の水性液としては、例え
ば、生理食塩水、ブドウ糖やその他の補助薬を含む等張
液（例えば、D－ソルビトール、D－マンニトール、塩化
ナトリウムなど）などが用いられ、適当な溶解補助剤、
例えば、アルコール（例、エタノール）、ポリアルコー
ル（例、プロピレングリコール、ポリエチレングリコー
ル）、非イオン性界面活性剤（例、ポリソルベート8
0TM、HCO-50）などと併用してもよい。油性液として
は、例えば、ゴマ油、大豆油などが用いられ、溶解補助
剤である安息香酸ベンジル、ベンジルアルコールなどと
併用してもよい。
【０１０３】また、上記予防・治療剤は、例えば、緩衝
剤（例えば、リン酸塩緩衝液、酢酸ナトリウム緩衝
液）、無痛化剤（例えば、塩化ベンザルコニウム、塩酸
プロカインなど）、安定剤（例えば、ヒト血清アルブミ
ン、ポリエチレングリコールなど）、保存剤（例えば、
ベンジルアルコール、フェノールなど）、酸化防止剤な
どと配合してもよい。調製された注射液は通常、適当な
アンプルに充填される。このようにして得られる製剤は
安全で低毒性であるので、例えば、ヒトや非ヒト哺乳動
物（例えば、ラット、マウス、ウサギ、ヒツジ、ブタ、
ウシ、ネコ、イヌ、サルなど）に対して投与することが
できる。該化合物またはその塩の投与量は、投与対象、
対象臓器、症状、投与方法などにより差異はあるが、経
口投与の場合、一般的に例えば、癌患者（60 kgとし
て）においては、一日につき約0.1～100 mg、好ましく
は約1.0～50 mg、より好ましくは約1.0～20 mgである。
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非経口的に投与する場合は、その1回投与量は投与対
象、対象臓器、症状、投与方法などによっても異なる
が、例えば、注射剤の形では通常例えば、癌患者（60 k
gとして）においては、一日につき約0.01～30 mg程度、
好ましくは約0.1～20 mg程度、より好ましくは約0.1～1
0 mg程度を静脈注射により投与するのが好都合である。
他の動物の場合も、60 kg当たりに換算した量を投与す
ることができる。
【０１０４】（12）本発明のレセプタータンパク質、そ
の部分ペプチドまたはそれらの塩に対する抗体による中
和
本発明のレセプタータンパク質もしくはその部分ペプチ
ドまたはその塩に対する抗体の、それらレセプタータン
パク質などに対する中和活性とは、すなわち、該レセプ
タータンパク質の関与するシグナル伝達機能を不活性化
する活性を意味する。従って、該抗体が中和活性を有す
る場合は、該レセプタータンパク質の関与するシグナル
伝達、例えば、該レセプタータンパク質を介する細胞刺
激活性（例えば、アラキドン酸遊離、アセチルコリン遊
離、細胞内Ca2+遊離、細胞内cAMP生成、細胞内cGMP生
成、イノシトールリン酸産生、細胞膜電位変動、細胞内
タンパク質のリン酸化、c-fosの活性化、pHの低下など
を促進する活性または抑制する活性など）を不活性化す
ることができる。したがって、該レセプタータンパク質
の過剰発現などに起因する疾患の予防および／または治
療に用いることができる。該レセプタータンパク質の過
剰発現などに起因する疾患としては例えば、中枢疾患
(例えば、アルツハイマー病、痴呆、摂食障害、うつ
病、てんかん、不安症など)、内分泌疾患(例えば、アジ
ソン病、クッシング症候群、褐色細胞腫、原発性アルド
ステロン症、更年期障害、子宮内膜症、性腺機能異常、
甲状腺機能異常、下垂体機能異常など)、代謝疾患(例え
ば、糖尿病、脂質代謝異常、糖尿病合併症、肥満、痛
風、白内障、高脂血症など)、癌（例えば、非小細胞肺
癌、卵巣癌、前立腺癌、胃癌、膀胱癌、乳癌、子宮頸部
癌、結腸癌、直腸癌など）、炎症性疾患（例えば、アレ
ルギー、喘息、リュウマチ、関節炎、腎炎、肝炎、網膜
症、膀胱炎、肺炎など）、循環器疾患（例えば、高血圧
症、心肥大、狭心症、心筋梗塞、動脈硬化症など）、呼
吸器系疾患（例えば、かぜ症候群、喘息、肺炎、肺高血
圧症、肺血栓、肺寒栓など）、消化器系疾患（例えば、
胃潰瘍、十二指腸潰瘍、胃炎、逆流性食道炎、膵炎な
ど）、免疫系疾患（例えば、自己免疫疾患など）、感染
症（例えば免疫機能不全、肺炎、サイトメガルウイル
ス、インフルエンザウイルス、ヘルペスウイルスなどの
ウイルス感染症、リケッチア感染症、細菌感染症な
ど）、偏頭痛などがあげられる。
【０１０５】（13）本発明のＧタンパク質共役型レセプ
タータンパク質をコードするDNAを有するトランスジェ
ニック動物の作出
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本発明のDNAを用いて、本発明のレセプタータンパク質
等を発現するトランスジェニック動物を作製することが
できる。動物としては、哺乳動物（例えば、ラット、マ
ウス、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ネコ、イヌ、サル
など）など（以下、動物と略記する場合がある）が挙げ
られるが、特に、マウス、ウサギなどが好適である。本
発明のDNAを対象動物に導入するにあたっては、該DNAを
動物細胞で発現させうるプロモーターの下流に結合した
遺伝子コンストラクトとして用いるのが一般に有利であ
る。例えば、ウサギ由来の本発明のDNAを導入する場
合、これと相同性が高い動物由来の本発明のDNAを動物
細胞で発現させうる各種プロモーターの下流に結合した
遺伝子コンストラクトを、例えば、ウサギ受精卵へマイ
クロインジェクションすることによって本発明のレセプ
タータンパク質等を高産生するDNA導入動物を作出でき
る。このプロモーターとしては、例えば、ウイルス由来
プロモーター、メタロチオネイン等のユビキアスな発現
プロモーターも使用しうるが、好ましくは心臓で特異的
に発現する遺伝子のプロモーターが用いられる。
【０１０６】受精卵細胞段階における本発明のDNAの導
入は、対象動物の胚芽細胞および体細胞の全てに存在す
るように確保される。DNA導入後の作出動物の胚芽細胞
において本発明のレセプタータンパク質等が存在するこ
とは、作出動物の子孫が全てその胚芽細胞および体細胞
の全てに本発明のレセプタータンパク質等を有すること
を意味する。遺伝子を受け継いだこの種の動物の子孫は
その胚芽細胞および体細胞の全てに本発明のレセプター
タンパク質等を有する。本発明のDNA導入動物は、交配
により遺伝子を安定に保持することを確認して、該DNA
保有動物として通常の飼育環境で飼育継代を行うことが
できる。さらに、目的DNAを保有する雌雄の動物を交配
することにより、導入遺伝子を相同染色体の両方に持つ
ホモザイゴート動物を取得し、この雌雄の動物を交配す
ることによりすべての子孫が該DNAを有するように繁殖
継代することができる。本発明のDNAが導入された動物
は、本発明のレセプタータンパク質等が高発現させられ
ているので、本発明のレセプタータンパク質等に対する
アゴニストまたはアンタゴニストのスクリーニング用の
動物などとして有用である。本発明のDNA導入動物を、
組織培養のための細胞源として使用することもできる。
例えば、本発明のDNA導入マウスの組織中のDNAもしくは
RNAを直接分析するか、あるいは遺伝子により発現され
た本発明のレセプタータンパク質が存在する組織を分析
することにより、本発明のレセプタータンパク質等につ
いて分析することができる。本発明のレセプタータンパ
ク質等を有する組織の細胞を標準組織培養技術により培
養し、これらを使用して、例えば、脳や末梢組織由来の
ような一般に培養困難な組織からの細胞の機能を研究す
ることができる。また、その細胞を用いることにより、
例えば、各種組織の機能を高めるような医薬の選択も可
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能である。また、高発現細胞株があれば、そこから、本
発明のレセプタータンパク質等を単離精製することも可
能である。
【０１０７】本明細書および図面において、塩基やアミ
ノ酸などを略号で表示する場合、その表示は、IUPAC-IU
B Commission on Biochemical Nomenclatureによる略号
あるいは当該分野における慣用略号に基づくものであ
る。その例を以下に示す。またアミノ酸に関し光学異性
体があり得る場合は、特に明示しなければL体を示すも
のとする。
【０１０８】Gly ：グリシン
Ala ：アラニン
Val ：バリン
Leu ：ロイシン
Ile ：イソロイシン
Ser ：セリン
Thr ：スレオニン
Cys ：システイン
Met ：メチオニン
Glu ：グルタミン酸
Asp ：アスパラギン酸
Lys ：リジン
Arg ：アルギニン
His ：ヒスチジン
Phe ：フェニルアラニン
Tyr ：チロシン
Tr  ：トリプトファン
Pro ：プロリン
Asn ：アスパラギン
Gln ：グルタミン
pGlu:ピログルタミン酸
*   ：終止コドンに対応する
Me  ：メチル基
Et  ：エチル基
Bu  ：ブチル基
Ph  ：フェニル基
TC  ：チアゾリジン－4(R)－カルボキサミド基
【０１０９】また、本明細書中で繁用される置換基、保
護基および試薬を下記の記号で表記する。
Tos ：p－トルエンスルフォニル
CHO ：ホルミル
Bzl ：ベンジル
Cl

2
Bzl：2,6－ジクロロベンジル

Bom ：ベンジルオキシメチル
Z   ：ベンジルオキシカルボニル
Cl-Z：2－クロロベンジルオキシカルボニル
Br-Z：2－ブロモベンジルオキシカルボニル
Boc ：t－ブトキシカルボニル
DNP ：ジニトロフェノール
Trt ：トリチル
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Bum ：t－ブトキシメチル
Fmoc：N-9－フルオレニルメトキシカルボニル
HOBt：1－ヒドロキシベンズトリアゾール
HOOBt：3,4－ジヒドロ－3－ヒドロキシ－4－オキソ－1,
2,3－ベンゾトリアジン
HONB ：1－ヒドロキシ－5－ノルボルネン－2,3－ジカル
ボキシイミド
DCC ：N,N'－ジシクロヘキシルカルボジイミド
【０１１０】本明細書の配列表の配列番号は、以下の配
列を示す。
配列番号：１
本発明のヒト由来新規Ｇタンパク質共役型レセプタータ
ンパク質TGR29のアミノ酸配列を示す。
配列番号：２
本発明のヒト由来新規Ｇタンパク質共役型レセプタータ
ンパク質TGR29をコードするcDNAの塩基配列を示す。
配列番号：３
以下の実施例１におけるPCR反応で使用したプライマー1
の塩基配列を示す。
配列番号：４
以下の実施例１におけるPCR反応で使用したプライマー2
の塩基配列を示す。
【０１１１】以下の実施例１で得られた形質転換体、大
腸菌（Escherichia coli）TOP10/pCR2.1-hTGR29は、２
００１年（平成１３年）３月５日から茨城県つくば市東
１丁目１番地１  中央第６（郵便番号３０５－８５６
６）の独立行政法人産業技術総合研究所特許生物寄託セ
ンター（ＮＩＢＨ）（旧経済産業省産業技術総合研究所
生命工学工業技術研究所）に寄託番号ＦＥＲＭ  ＢＰ－
７４８６として、２００１年（平成１３年）２月２０日
から大阪府大阪市淀川区十三本町２－１７－８５（郵便
番号５３２－８６８６）の財団法人・発酵研究所（ＩＦ
Ｏ）に寄託番号ＩＦＯ  １６５７３として寄託されてい
る。
【０１１２】
【実施例】以下に実施例を示して、本発明をより詳細に
説明するが、これらは本発明の範囲を限定するものでは
ない。なお、大腸菌を用いての遺伝子操作法は、モレキ
ュラー・クローニング(Molecular cloning)に記載され
ている方法に従った。
【０１１３】実施例１  ヒト腎臓のＧタンパク質共役型
レセプタータンパク質をコードするcDNAのクローニング
と塩基配列の決定
ヒト腎臓cDNA（CLONTECH社）を鋳型とし、2個のプライ
マー、プライマー1（配列番号：３）およびプライマー2
（配列番号：４）を用いてPCR反応を行った。該反応に
おける反応液の組成は上記cDNAを1/10量鋳型として使用
し、Advantage-GC2 Polymerase Mix （CLONTECH社）1/5
0量、プライマー1（配列番号：３）およびプライマー2
（配列番号：４）を各0.5 μM、dNTPsを200 μM、およ
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び酵素に添付のバッファーを1/5量、GC Meltを1/5量加
え、20 μlの液量とした。PCR反応は、94℃・5分の後、
94℃・30秒、60℃・30秒、68℃・4分のサイクルを35回
繰り返し、最後に68℃・5分の伸長反応を行った。該PCR
反応産物をTAクローニングキット（Invitrogen社）の処
方に従いプラスミドベクターpCR2.1（Invitrogen社）へ
サブクローニングした。これを大腸菌TOP10に導入し、c
DNAを持つクローンをアンピシリン含有LB寒天培地中で
選択した。個々のクローンの配列を解析した結果、新規
Ｇタンパク質共役型レセプタータンパク質をコードする
cDNA配列（配列番号：2）を得た。また、このアミノ酸
配列（配列番号：1）を含有する新規Ｇタンパク質共役
型レセプタータンパク質をTGR29と命名した。また形質
転換体を大腸菌（Escherichia coli）TOP10/pCR2.1-hTG
R29と命名した。
【０１１４】
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【発明の効果】本発明のＧタンパク質共役型レセプター
タンパク質もしくはその部分ペプチドまたはその塩、該
レセプタータンパク質またはその部分ペプチドをコード
するポリヌクレオチド（例えば、DNA、RNAおよびそれら
の誘導体）は、①リガンド（アゴニスト）の決定、②抗
体および抗血清の入手、③組換え型レセプタータンパク
質の発現系の構築、④同発現系を用いたレセプター結合
アッセイ系の開発と医薬品候補化合物のスクリーニン
グ、⑤構造的に類似したリガンド・レセプターとの比較
にもとづいたドラッグデザインの実施、⑥遺伝子診断に
おけるプローブやPCRプライマーの作成のための試薬、
⑦トランスジェニック動物の作出または⑧遺伝子治療剤
等の医薬等として用いることができる。
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Ser Pro Gly Ser Arg Val
             20                  25                  30 
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Leu Leu Ala Val Phe Gly
         35                  40                  45 
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Phe Lys Gln Leu His Ser
     50                  55                  60 
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Thr Tyr Ser Gly Ala Val Phe Tyr Thr Gly 
Val Asn Asp Asp Gly Leu
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Glu Glu Leu Val Ser Ala Leu Asn Cys Val 
Gly Gly Cys Gln Ile Ile
            180                 185                 190 
Val Ser Gln Gly Trp Val Leu Ile Asp Phe 
Leu Leu Phe Phe Ile Pro
        195                 200                 205 
Thr Leu Val Met Ile Ile Leu Tyr Ser Lys 
Ile Phe Leu Ile Ala Lys
    210                 215                 220 
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            340
<210> 2
<211> 1026
<212> DNA
<213> Human
<400> 2
atgaccagca atttttccca acctgttgtg cagc
tttgct atgaggatgt gaatggatct   60
tgtattgaaa ctccctattc tcctgggtcc cggg
taattc tgtacacggc gtttagcttt  120
gggtctttgc tggctgtatt tggaaatctc ttag
taatga cttctgttct tcattttaag  180
cagctgcact ctccaaccaa ttttctcatt gcct
ctctgg cctgtgctga cttcttggta  240
ggtgtgactg tgatgctttt cagcatggtc agga
cggtgg agagctgctg gtattttgga  300
gccaaatttt gtactcttca cagttgctgt gatg
tggcat tttgttactc ttctgtcctc  360
cacttgtgct tcatctgcat cgacaggtac attg
tggtta ctgatcccct ggtctatgct  420
accaagttca ccgtgtctgt gtcgggaatt tgca
tcagcg tgtcctggat tctgcctctc  480
acgtacagcg gtgctgtgtt ctacacaggt gtca
atgatg atgggctgga ggaattagta  540
agtgctctca actgcgtagg tggctgtcaa atta
ttgtaa gtcaaggctg ggtgttgata  600
gattttctgt tattcttcat acctaccctt gtta
tgataa ttctttacag taagattttt  660
cttatagcta aacaacaagc tataaaaatt gaaa
ctacta gtagcaaagt agaatcatcc  720
tcagagagtt ataaaatcag agtggccaag agag
agagga aagcagctaa aaccctgggg  780
gtcacggtac tagcatttgt tatttcatgg ttac
cgtata cagttgatat attaattgat  840
gcctttatgg gcttcctgac ccctgcctat atct
atgaaa tttgctgttg gagtgcttat  900
tataactcag ccatgaatcc tttgatttat gctc
tatttt atccttggtt taggaaagcc  960
ataaaactta ttttaagtgg agatgtttta aagg
ctagtt catcaaccat tagtttattt 1020
ttagaa                                                          
  1026
<210> 3
<211> 32
<212> DNA
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<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Primer
<400> 3
gtcgacatga ccagcaattt ttcccaacct gt   
   32
<210> 4
<211> 32
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Primer
<400> 4
gctagcttat tctaaaaata aactaatggt tg   
   32

69
【図面の簡単な説明】

70
【図１】  TGR29の疎水性プロット図である。
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