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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号６で表されるペプチドのＮ末端の８アミノ酸配列（Ser - Ser - Leu - Leu - 
Glu - Lys - Gly - Leu）に対する特異的抗体。
【請求項２】
　請求項１に記載の特異的抗体を含んでなる、細胞浸潤能阻害剤。
【請求項３】
　請求項１に記載の特異的抗体を使用して、
　配列番号５で表されるアミノ酸配列を有するペプチドと、配列番号６で表されるアミノ
酸配列を有するペプチドとを、等モルずつ含んでなる多量体である、１９ｋＤａ蛋白質を
、検出する方法。
【請求項４】
　請求項１に記載の特異的抗体を使用して、
　配列番号５で表されるアミノ酸配列を有するペプチドと、配列番号６で表されるアミノ
酸配列を有するペプチドとを、等モルずつ含んでなる多量体である、１９ｋＤａ蛋白質を
、単離する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、蛋白質分解酵素活性を調節する作用を有する蛋白質又はその特異的抗体を含
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む、周産期疾患、癌、神経疾患、炎症疾患、免疫疾患、心血管疾患、内分泌疾患、ウイル
ス感染症、細菌感染症及びプリオン病からなる群より選択される疾患の治療用、予防用又
は診断用医薬組成物に関する。
【背景技術】
【０００２】
　現在までに報告されている蛋白質分解酵素は、セリン・スレオニンプロテアーゼ、メタ
ロプロテアーゼ、システインプロテアーゼ、アスパラギン酸プロテアーゼ等のプロテアー
ゼファミリー等に分類され、それらのプロテアーゼファミリーを構成する共通の蛋白質モ
チーフ構造を持つことを特徴とする。しかしながら、それらの蛋白質モチーフ構造を持た
ず、蛋白質分解酵素活性、他の蛋白質分解酵素の酵素活性を調節する活性、細胞浸潤能を
調節する活性及び平滑筋弛緩・収縮を調節する活性を有する蛋白質分解酵素は未だに報告
されていない。
　本発明者らはヒト胎盤組織よりオキシトシン受容体作用物質を抽出、精製、単離してそ
の部分アミノ酸構造を決定し（特許文献１、特許文献２、非特許文献１）、さらに、当該
蛋白質の遺伝子の構造を決定し（特許文献３、非特許文献１）、ヒト妊娠末期胎盤にその
遺伝子のスプライスバリアントが存在することを示した（非特許文献１）。本発明者らは
当該蛋白質の生理作用を探究し、子宮平滑筋を弛緩させる作用があること（特許文献３）
、また蛋白質分解酵素活性があること（特許文献４、非特許文献１）を開示した。しかし
ながら、当該蛋白質が他の蛋白質分解酵素の活性を調節する活性を有し種々の疾患の治療
、予防、診断に有用であること、細胞浸潤能を調節する活性を有し癌等の治療に有用であ
ること、さらには、子宮平滑筋を弛緩のみならず収縮する活性、すなわち、広く子宮平滑
筋の機能を調節する活性を有し種々の周産期疾患の治療、予防、診断に有用であることは
示されていない。
【０００３】
【特許文献１】特開２０００－０９５７９７号公報
【特許文献２】特開２００３－２２６６９９号公報
【特許文献３】特開２００５－２１０９０１号公報
【特許文献４】特開２００４－３４４１５６号公報
【非特許文献１】J.P. Lee Motoyama (Shizuo Motoyama), H. Kim-Motoyama (Kaoru Moto
yama), P. Kim, H. Nakagama, K. Miyagawa, K. Suzuki, Identification of dermcidin 
in human gestational tissue and characterization of its proteolytic activity, Bi
ochem. Biophys. Res. Commun. 357（2007）p. 828-833
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　従って、本発明は、既知の蛋白質モチーフ構造を有さず、蛋白質分解酵素活性、他の蛋
白質分解酵素の酵素活性を調節する活性、細胞浸潤能を調節する活性及び平滑筋弛緩・収
縮を調節する活性を有する蛋白質を含む医薬組成物であって、これにより種々の疾患の治
療、予防、診断を可能とする新たな医薬組成物を提供する。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本願発明者らは、既知の蛋白質モチーフ構造を有さない蛋白質について、他の蛋白質分
解酵素の酵素活性を調節する活性、細胞浸潤能を調節する活性及び平滑筋弛緩・収縮を調
節する活性を有するという驚くべき特性を見出し、これにより種々の疾患の治療、予防、
診断を可能とする新たな蛋白質の治療、予防及び診断用医薬組成物を完成するに至った。
【０００６】
　即ち、本発明は、配列表１の蛋白質又はその特異的抗体を含む、蛋白質分解酵素活性調
節剤、細胞浸潤能調節剤又は平滑筋弛緩・収縮調節剤を提供する。
　また、本発明は、配列表１の蛋白質をコードする配列表２の遺伝子又はそのスプライス
バリアントである配列表３若しくは配列表４の遺伝子を含む、蛋白質分解酵素活性調節用
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、細胞浸潤能調節用又は平滑筋弛緩・収縮調節用組換えベクターを提供する。
　さらに、本発明は、配列表１の蛋白質又はその特異的抗体を含む、周産期疾患、不妊症
、癌、神経疾患、炎症疾患、免疫疾患、心血管疾患、内分泌疾患、ウイルス感染症、細菌
感染症及びプリオン病からなる群より選択される疾患の治療用、予防用又は診断用医薬組
成物を提供する。
　また、本発明は、配列表１の蛋白質をコードする配列表２の遺伝子又はそのスプライス
バリアントである配列表３若しくは配列表４の遺伝子を含む、周産期疾患、不妊症、癌、
神経疾患、炎症疾患、免疫疾患、心血管疾患、内分泌疾患、ウイルス感染症、細菌感染症
及びプリオン病からなる群より選択される疾患の治療用、予防用又は診断用組換えベクタ
ーを提供する。
【発明の効果】
【０００７】
　本発明の蛋白質の蛋白質分解酵素活性、他の蛋白質分解酵素の酵素活性を調節する活性
、細胞浸潤能を調節する活性及び平滑筋弛緩・収縮を調節する活性に基づき、これを含む
医薬組成物による不育症、流産、早産、子宮内胎児発育不全、子宮内胎児死亡、妊娠中毒
症、子癇等の周産期疾患；不妊症；発癌、癌の浸潤、転移；神経疾患；炎症疾患；免疫疾
患；動脈硬化症のような心血管疾患；糖尿病のような内分泌疾患；ウイルス感染症、細菌
感染症、プリオン病等の感染疾患を含む種々の疾患に対する治療用、予防用、診断用医薬
組成物を提供することが可能となる。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００８】
　本発明の蛋白質分解酵素活性調節剤、細胞浸潤能調節剤、平滑筋弛緩・収縮調節剤又は
治療用、予防用若しくは診断用医薬組成物に含まれる蛋白質は、妊娠期間中の胎盤、羊膜
、脱落膜、あるいは胎盤を還流する母体因子、例えば、白血球等の母体血球成分、一例を
挙げれば母体単球・リンパ球に由来するものであってもよいが、そのいずれに由来するか
は問わない。同様に、当該蛋白質の由来は、妊娠期間に限らず、脳・神経組織、腫瘍組織
、炎症組織等のヒトのいかなる組織由来であるか、または生理的状態または病理的状態の
いかなる組織に由来するものであるかは問わない。さらに、当該蛋白質の由来がヒト以外
のいかなる種由来である場合も本願発明に包含される。
【０００９】
　本発明において、配列表１の蛋白質の特異的抗体とは、配列表１の蛋白質に特異的に反
応する抗体を意味する。調製した抗体が配列表１の蛋白質に特異的に反応するか否かは、
ウェスタンブロット法、ELISA法等の当業界で常用されるアッセイ法により容易に確認す
ることができる。
　本発明の組換えベクターは、配列表１の蛋白質をコードする配列表２の遺伝子又はその
スプライスバリアントである配列表３若しくは配列表４の遺伝子を、当業界で通常用いら
れるベクターに、制限酵素処理又はＴＡクローニング等の当業界で通常行われるクローニ
ングすることにより容易に調製することができる。
　本発明の蛋白質によってその活性が調節される蛋白質分解酵素は、いずれの蛋白質分解
酵素であってもよい。また、蛋白質分解酵素活性調節とは、蛋白質分解酵素の酵素活性を
亢進し又は減弱する作用を意味する。同様に、細胞浸潤能調節とは、細胞浸潤能を亢進し
又は減弱する作用を意味し、平滑筋弛緩・収縮調節とは平滑筋を収縮し又は弛緩する作用
を意味する。平滑筋はいずれの平滑筋であってもよいが、好ましくは、子宮平滑筋である
。
【００１０】
　本発明において治療とは、疾患又は病気の状態を完治又は部分的に改善することを意味
する。同様に、予防とは、疾患又は病気の状態の発生を事前に防ぐことのみならず、さら
なる疾患又は病気の状態の進展を防ぐことをも意味する。また、本発明において診断とは
、疾患又は病気の状態を判定することを意味する。
【００１１】
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　蛋白質分解酵素は、組織再構築、蛋白質前駆体の活性化、胚形成、胎盤着床機構をはじ
め、様々な生理作用に深く関与すると考えられている。同時に、発癌、癌の浸潤、転移機
構あるいは、関節炎、歯周炎を含めた炎症性疾患、妊娠中毒症、流早産等の周産期疾患、
不妊症をはじめとする様々な疾患の病態生理とも深く関わっていることが示されている。
　蛋白質分解酵素は、単に蛋白質を分解するだけではなく、生体において様々な機能性蛋
白質の一部分を加水分解により切断することでその機能を調節し、多岐にわたる生体機能
の制御に関与する。一例を挙げれば、血液凝固線溶系の前駆体蛋白質活性化カスケードに
おける前駆体蛋白質の蛋白質分解酵素による活性化があり、また、ＤＮＡの複製、細胞周
期、細胞増殖、アポトーシス、細胞分化・脱分化、細胞の移動・浸潤等の重要な細胞機能
の制御に蛋白質分解酵素活性が関与することが示唆されている。
【００１２】
　細胞外微小環境において大部分の蛋白質分解酵素は細胞表面、細胞近傍の細胞外基質領
域に限局して存在する。細胞外に分泌された蛋白質分解酵素はこれらの傍細胞領域におい
て細胞増殖因子、ホルモン、サイトカイン、受容体蛋白質、又はインテグリン等の機能性
蛋白質の一部分を加水分解により切断することで修飾し、その機能を調節する。細胞表面
では蛋白質分解酵素は精密なネットワークを形成してこれら細胞表面又は細胞膜の機能性
蛋白質の機能を調節し、さらにその情報を細胞内へ伝達することで細胞外環境の変化に対
応した様々な細胞の機能を制御していることが明らかにされている。
　蛋白質分解酵素活性により制御される細胞機能は多岐にわたるが、一例として細胞の浸
潤能の調節が挙げられる。癌細胞、絨毛細胞の浸潤においては、細胞は、浸潤していく領
域の細胞外基質蛋白質を蛋白質分解酵素活性により逐次分解するのみならず、様々な細胞
の挙動、例えば細胞増殖、細胞に対する免疫細胞の攻撃又はアポトーシスからの回避、細
胞運動、血管新生等を、細胞表面又は近傍領域の蛋白質分解酵素活性により制御すること
によって、はじめて周囲組織への細胞浸潤を成立させることができる。
【００１３】
　細胞の浸潤能は、癌細胞の浸潤・転移、神経細胞の可塑性、創傷治癒機構、炎症反応、
免疫応答、血管新生等の様々な生体の生理機能、あるいは多岐にわたる疾患の病態生理と
深く関わる。一方で胎盤絨毛細胞の浸潤能は妊娠維持のメカニズムに不可欠のものである
。絨毛細胞は子宮脱落膜、筋層へと浸潤し、さらには母体血管内膜へ浸潤することにより
胎盤が形成され、胎盤内の母体血液循環が確立される。上述のとおり、癌細胞の浸潤と絨
毛細胞の浸潤は多くの点で共通の分子メカニズムを持つ。しかしながら、癌細胞が無秩序
な細胞浸潤を特徴とすることに対し、絨毛細胞の浸潤は時間的には主に妊娠初期に、空間
的には母体子宮筋層近位１/３までに限局される特徴を有する。妊娠中の絨毛細胞の浸潤
は厳密に制御されなくてはならず、絨毛細胞の浸潤が抑制されると様々な疾患、一例を挙
げれば、子宮内胎児発育不全、妊娠中毒症・子癇、その他、不妊症、不育症、流・早産、
子宮内胎児死亡等の病因となる。他方、絨毛細胞の浸潤能の亢進は高い転移能を特徴とす
る絨毛細胞腫の病因となる。絨毛細胞の浸潤能が妊娠・分娩の分子メカニズムと同時に、
不育症、流・早産、子宮内胎児発育不全・胎児死亡、妊娠中毒症・子癇等の周産期疾患、
不妊症の病態生理また絨毛細胞腫の発癌、転移等のメカニズムと深くかかわることが明ら
かにされている。
【００１４】
　蛋白質分解酵素活性により制御される細胞の機能として、浸潤能以外にも、平滑筋収縮
、弛緩の分子調節機能が挙げられる。妊娠の維持、分娩の完遂には絨毛細胞の浸潤能の制
御とともに、子宮平滑筋の弛緩、収縮状態の精緻なコントロールが不可欠である。受精・
着床からはじまり、胎芽・胎児の発育にあわせて子宮は増大するが、妊娠期間中その排出
を促す子宮筋収縮は抑制され、子宮平滑筋は一定のトーヌスを保ちながら弛緩状態を維持
しなくてはならない。一方で、過度の子宮筋収縮は流産、早産の病因となる。同時に過度
の子宮筋収縮は胎盤血流の減少をもたらし、胎児低酸素血症による胎児脳機能障害の原因
となり得るとともに、脳性まひ、胎児仮死、子宮内胎児死亡等の病因となる。また、分娩
の発来とともに子宮平滑筋は規則的な収縮を開始するが、この子宮収縮は一定時間内に胎



(5) JP 5373407 B2 2013.12.18

10

20

30

40

50

児を子宮外へ排出するために十分に強くなくてはならない反面、過度の子宮筋収縮は、胎
盤血流の減少による胎児低酸素血症、胎児脳機能障害ひいては胎児仮死、子宮内胎児死亡
に帰結する危険性を有するため、厳格に制御されなくてはならない。他方、分娩時の子宮
筋収縮の抑制は遷延分娩等による胎児仮死、子宮内胎児死亡の病因になり得る。また分娩
発来の遅延も胎盤機能不全等により、胎児仮死、子宮内胎児死亡の病因となる。上述のと
おり、子宮平滑筋の弛緩、収縮状態の精緻なコントロールが妊娠の維持、分娩の完遂に不
可欠であり、その異常は流産、早産、胎児仮死、子宮内胎児死亡、脳性まひ、不育症等の
周産期疾患や不妊症の病因となる。
【００１５】
　子宮平滑筋弛緩・収縮の分子機構には未だ不明の点が多い。一例として、子宮平滑筋収
縮とオキシトシンとの関係が挙げられる。オキシトシンは１９５０年代に発見された下垂
体後葉ホルモンで強力な子宮筋収縮作用を有し、オキシトシン製剤は臨床上も分娩誘発、
分娩誘導に広く用いられている。妊娠末期、分娩発来時期にむけて子宮筋オキシトシン受
容体の発現が急増することが報告され、分娩発来、分娩期の子宮収縮とオキシトシンが深
く関わっていることが示唆されている。一方で、オキシトシンのノックアウトマウスにお
いて分娩発来を含めて、妊娠・分娩経過また胎児発育にまったく異常が見られないという
報告もある。オキシトシンと分娩発来、分娩期の子宮収縮との関係には未だ不明な点が多
い。他方、妊娠期間中の子宮平滑筋の弛緩の分子機構も不明な点が多く、子宮筋弛緩の破
綻が病因となる早産の予知及びその予防と治療は、周産期管理の最も大きな問題の一つと
なっている。
　子宮平滑筋収縮、弛緩の分子機構には、オキシトシンの傍分泌機序又は内分泌機序によ
る液性因子とその子宮筋受容体が関与する以外に、子宮平滑筋細胞膜上あるいはその近傍
領域の蛋白質分解酵素活性による受容体蛋白質又はそのリガンドの修飾が関わる場合があ
ることが知られている。
【００１６】
　このように、蛋白質分解酵素活性は生体において様々な機能性蛋白質の一部分を加水分
解により切断することによりその機能を調節し、実に多種多様な生体機能の制御に関与す
る。蛋白質分解酵素活性により調節される生体機能は、例として示した細胞浸潤能、平滑
筋収縮・弛緩活性以外にも、細胞増殖、アポトーシス、血管新生、細胞運動、免疫反応、
炎症反応、創傷治癒、神経細胞の可塑性等多岐にわたる。
　そのため、蛋白質分解酵素活性は、様々な疾患の病態と深く結びついている。蛋白質分
解酵素活性が癌細胞の浸潤と関係することは上述のとおりであり、また発癌機構、癌の転
移機構とも密接に関わっている。その他、蛋白質分解酵素活性は炎症疾患、免疫疾患、神
経疾患、動脈硬化症を含めた心・血管疾患、糖尿病等の内分泌疾患、ウイルス・細菌、プ
リオン病等の感染症の病態生理とも深く関わることが知られている。
【００１７】
　さらに、蛋白質分解酵素活性は先に述べたように妊娠関連疾患とも密接に関わっている
。すなわち、蛋白質分解酵素活性と妊娠関連疾患との関わりの一例は、先に述べた絨毛細
胞浸潤機構の破綻に起因する不育症、流・早産、子宮内胎児発育不全・胎児死亡、妊娠中
毒症・子癇等の周産期疾患、不妊症及び絨毛細胞腫等であり、また蛋白質分解酵素による
子宮平滑筋細胞の収縮、弛緩活性又はその破綻に起因する流産、早産、胎児仮死、子宮内
胎児死亡、脳性まひ等の周産期疾患、不妊・不育症等である。
【００１８】
　蛋白質分解酵素活性と妊娠関連疾患の病因との密接な関わりはその他にも数多くの報告
がなされており、妊娠中毒症・子癇等が挙げられる。妊娠中毒症・子癇は母体死亡、胎児
死亡に結びつく重篤な周産期疾患であるが、蛋白質分解酵素活性とその病因との関係がい
くつか報告されている。絨毛細胞浸潤の抑制を病態生理の一つとする妊娠中毒症・子癇の
発症、そして絨毛細胞浸潤と蛋白質分解酵素との関わりは先に述べたとおりであるが、そ
の他の例として、胎盤絨毛合胞体細胞層外層の微絨毛に存在する蛋白質分解酵素活性が、
妊娠中毒症・子癇の病態と深く関わるという報告がある。絨毛合胞体細胞層は母体血液、
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胎児・胎盤の境界面に位置し、その微絨毛は一部が剥離して母体循環系へ流入する。この
微絨毛に存在する蛋白質分解酵素活性が妊娠中毒症・子癇の母体側の症状である高血圧、
蛋白尿、浮腫の成因になるという報告があるが、未だに当該蛋白質分解酵素は特定されて
いない。その他、蛋白質分解酵素活性と妊娠中毒症・子癇の病因との関係として絨毛膜上
の血管内皮細胞増殖因子（VEGF）受容体の例を挙げることができる。血管内皮細胞増殖因
子（VEGF）受容体は絨毛細胞上でその細胞外領域（sFln1）が蛋白質分解酵素により切断
されて母体循環系へ流入し、妊娠中毒症、子癇の発症につながるというものである。当該
蛋白質分解酵素の詳細は十分には明らかにされていない。
【００１９】
　上述のとおり、蛋白質分解酵素活性は多種多様な疾患の病態生理と関わることが明らか
となっており、その蛋白質分解酵素活性を調節する物質により、当該蛋白質分解酵素活性
が関与する疾患の特異的な治療薬、予防薬、診断薬を開発することが可能となる。またあ
る蛋白質分解酵素活性が病態生理に直接関与しない疾患においても、その疾患の病態に直
接関与する蛋白質の機能が当該蛋白質分解酵素活性により調節される場合には、当該蛋白
質分解酵素を調節する物質によりその疾患の特異的な治療薬、予防薬、診断薬を開発する
ことが可能となる。
　しかしながら、蛋白質分解酵素が、単に蛋白質を分解するだけではなく、生体において
様々な機能性蛋白質の一部分を加水分解により切断することによりその機能を調節し、多
岐にわたる生体機能の制御及び種々の疾患の病態生理に深くかかわることが明らかになっ
ている反面、その分子メカニズムには未だ不明の点も多く残される。一例を挙げると、細
胞表面、その近傍の細胞外基質領域におけるマトリックスメタロプロテアーゼ前駆体の蛋
白質分解酵素による活性化のメカニズム、またマトリックスメタロプロテアーゼと細胞の
浸潤能をはじめとした細胞機能との関わりはいまだ詳細が明らかでない点も多い。さらに
一例を挙げると血液凝固線溶系の前駆体蛋白質活性化カスケードにおける前駆体蛋白質の
蛋白質分解酵素による活性化のメカニズムにも未解明の点が残る。同時に、蛋白質分解酵
素活性が関わる極めて多岐にわたる生体の機能、又は様々な疾患の病態生理の中には既知
の蛋白質分解酵素活性のみではその分子メカニズムを説明しきれない場合も多く存在する
。
【００２０】
　従って、既知の蛋白質モチーフ構造を有さず、他の蛋白質分解酵素の酵素活性を調節す
る活性、細胞浸潤能を調節する活性及び平滑筋弛緩・収縮を調節する活性を有するという
驚くべき特性を有する本発明の配列表１の蛋白質又はその特異的抗体を含む医薬組成物は
、周産期疾患、不妊症、癌、神経疾患、炎症疾患（例えば、大腸炎、関節炎及び創傷治癒
）、免疫疾患、心血管疾患（例えば、動脈硬化）、内分泌疾患（例えば、糖尿病）、ウイ
ルス感染症（例えば、ＨＩＶ及びカポジ肉腫）、細菌感染症又はプリオン病の治療、予防
又は診断に用いることができる。好ましくは、上記の周産期疾患は、不育症、流産、早産
、子宮内胎児発育不全、子宮内胎児死亡、妊娠中毒症、子癇である。上記の癌は、固形腫
瘍であるか非固形腫瘍であるかを問わずいずれの癌、腫瘍又は肉腫であってもよい。
【００２１】
　本発明の配列表１の蛋白質又はその特異的抗体を含む医薬組成物は、好ましくは、不育
症、流産、早産、子宮内胎児発育不全、子宮内胎児死亡、妊娠中毒症、子癇、不妊症、癌
、ウイルス感染症、細菌感染症からなる群より選択される疾患の治療、予防又は診断に用
いられる。
　配列表１の蛋白質をコードする配列表２の遺伝子又はそのスプライスバリアントである
配列表３若しくは配列表４の遺伝子を含むベクターは、周産期疾患、不妊症、癌、神経疾
患、炎症疾患、免疫疾患、内分泌疾患、ウイルス感染症、細菌感染症及びプリオン病から
なる群より選択される疾患の治療、予防又は診断に用いることができるが、好ましくは、
不育症、流産、早産、子宮内胎児発育不全、子宮内胎児死亡、妊娠中毒症、子癇、不妊症
、癌、ウイルス感染症、細菌感染症からなる群より選択される疾患の治療、予防又は診断
に用いられる。
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【００２２】
　当業者は理解するように、標的組織で当該遺伝子の発現を達成する多数の方法が存在し
、任意の適当な方法を使用することができる。例えば、当該遺伝子をウイルスベクターの
中に組込むことができ、このようなウイルスベクターの例は、アデノウイルス、アデノ関
連ウイルス、レトロウイルス、又はワクシニア若しくは他のポックスウイルス（例えば、
トリポックスウイルス）であるが、これらに限定されない。このようなベクターの中に遺
伝子を組込む技術は、当業者によく知られている。レトロウイルスのベクターは、選択可
能なマーカーの遺伝子及び/又は標的部分、例えば、特異的標的組織を構成する細胞上の
レセプターのリガンドをコードする遺伝子をさらに組込んで、ベクター標的を特異的にす
ることができる。また、標的化は、当業界において知られる方法により、例えば、抗体を
使用して達成することができる。当該遺伝子を含むベクターは、当該ベクターを注射、吸
入、塗布等で標的組織に注入するか、又は患者自身の血球等の細胞を一度取り出し、体外
でベクターを導入してから、患者に戻すことにより、上述の疾患の治療、予防又は診断に
用いることができる。当該ベクターの例としては、ウイルスベクターが挙げられる。診断
用ベクターとして用いる際には、配列表２の遺伝子又はそのスプライスバリアントである
配列表３若しくは配列表４の遺伝子の配列の一部を標識してもよい。当該標識としては、
例えば、放射性同位元素による標識等が挙げられる。
【００２３】
　本発明の医薬組成物、組換えベクター、調節剤は、それぞれ単独で用いてもよいし、又
は本発明の他の活性物質と組み合わせて用いてもよく、必要であれば、他の薬理学的な活
性を有する活性物質と組み合わせて用いてもよい。
　医薬組成物を含む製剤として適切なものの例としては、液剤、特に注入用（皮下投与（
s.c.）、静脈内投与（i.v.）、筋肉内投与（i.m.））及び点滴用の液剤又は乳剤が挙げら
れるが、これらに限定されない。注射用及び点滴用の液剤は、通常の方法、例えば、等張
剤、p-ヒドロキシベンゾアートのような保存料、又はエチレンジアミン四酢酸のアルカリ
金属塩のような安定剤を添加し、必要に応じて乳化剤及び/又は分散剤を用いてもよい。
また、水を希釈剤として用いる場合には、例えば、有機溶媒を溶媒和剤又は溶解剤として
用い、注射バイアル又はアンプル又は点滴ボトルへ移して調製してもよい。
　当該製剤は、通常の方法により、好ましくは皮下投与（s.c.）、静脈内投与（i.v.）、
筋肉内投与（i.m.）により投与される。投与量は、体重、投与経路、当該活性物質に対す
る個々の反応性、当該活性物質を投与する時間又は間隔に応じて適切に選択されるが、当
該製剤中の本発明の蛋白質の投与量は、概して患者の体重１kgあたり約100μg～50mgの範
囲である。適当な投与体積は患者の体型等に依存するが、典型的には約0.1mL～約10mLの
範囲である。
【実施例１】
【００２４】
（本発明の蛋白質の精製及び同定）
　本発明の蛋白質は、本発明者らがヒト胎盤で特定した新規オキシトシン受容体作用物質
（特開２０００－０９５７９７号公報）である。本発明の蛋白質のヒト妊娠末期胎盤組織
からの単離、精製、アミノ酸配列の決定は、特開２００３－２２６６９９号公報の実施例
１～７、非特許文献１と同一の手法を用いた。要約すると、ヒト満期正常経膣分娩後に得
られた胎盤（湿重量約500ｇ）を直ちに液体窒素にて凍結後粉砕し、４倍量の水中（９５
℃）にて１０分間抽出した。さらに酢酸を終濃度１Ｎで添加し、ポリトロンホモジェナイ
ザーにてホモジェナイズした後、終濃度８０％のアセトンを加え、遠心分離により得られ
た上清画分を濃縮して粗抽出物とした。当該租抽出物を、オキシトシンのラジオリセプタ
ーアッセーを活性の指標として分取用逆相ＨＰＬＣ、陽イオン交換ＨＰＬＣを用いて精製
することで280nmの吸光度に一致する単一の活性フラクションを得た。当該活性フラクシ
ョンをさらに逆相ＨＰＬＣで分離し、４箇所の活性フラクションを得た。その中で最も疎
水性の強いフラクションより、常法に準じてアミノ酸配列の決定を行うことにより配列表
５および配列表６に示した本発明の蛋白質の部分アミノ酸配列を得た。なお、当該活性フ
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ラクションのプロテインシークエンサーによる解析では、各サイクルで、配列表５および
配列表６の２配列のアミノ酸残基が等モルずつ回収された。また、オキシトシンのラジオ
リセプターアッセーは、特開２０００―０９５７９７号公報の実施例１に示した方法で行
った。すなわち、ヒト妊娠末期子宮筋組織より調製した粗膜分画を用い、オキシトシン受
容体結合の特異性・選択性が高く、比放射活性にも優れる125Ｉ-オルニチンバソトシンア
ナログ（125Ｉ-OVTA） を標識リガンドとした常法に準ずるインビトロでのラジオリセプ
ターアッセーを行い、精製の各ステップでの活性の指標とした。結果として配列表１に示
すアミノ酸配列を有する本発明の蛋白質が同定された。免疫組織染色は本発明者らが作製
した本発明の蛋白質に対する特異的抗体を用いた。特異的抗体としてウサギでポリクロナ
ール抗体を作製し、免疫原には本発明で開示した部分アミノ酸配列のうち配列表６で表わ
されるペプチドのＮ末端の８アミノ酸配列を化学合成したペプチドを用いた。コントロー
ル染色には、免疫原として蛋白質データベース上に存在しない８アミノ酸配列 (GSGNQKGL
)を化学合成したペプチドを用いたウサギポリクロナール抗体を作製し使用した。それぞ
れの抗原ペプチドには、ウシサイログロブリンをキャリア蛋白として結合させ、常法に準
じてウサギを免疫した。抗体精製に際し、ウサギ血清 IgG 画分をさらに免疫原に用いた
ペプチドを結合させたカラムによりアフィニティー精製することで、終濃度 0.108 mg/mL
 （コントロール抗体は0.448 mg/mL ）の高力価な特異的抗体が得られた。特異的抗体に
よる免疫組織染色の結果、本発明の蛋白質が、妊娠初期胎盤絨毛において合胞体細胞層表
層に局在することが明らかとなった（図１）。絨毛合胞体細胞層は母体、胎児の境界に位
置し、母体・胎児間のガス交換・栄養交換、又はホルモン、成長因子、サイトカイン、蛋
白質分解酵素等の産生により胎児・母体間のホメオスタシスの維持に関与している。これ
により、本発明の蛋白質が妊娠維持機構、分娩のメカニズムと深く関与することが示唆さ
れた。
【００２５】
　なお、本発明の蛋白質の単離、精製過程において本発明の蛋白質の生化学的特性が抗細
菌ペプチドであるヒト好中球ディフェンシン－１及びヒト好中球ディフェンシン－２と密
接に関連することが明らかとなった。すなわち、特開２００３－２２６６９９号公報の実
施例１～７、非特許文献１で示した本発明の蛋白質の精製過程で、本発明の蛋白質が単離
された最終逆相HPLCの前段階の陽イオン交換 HPLC における活性フラクションは、N端ア
ミノ酸配列解析、Maldi-Tof 質量分析の結果、大部分の構成成分がヒト好中球ディフェン
シン－１及びヒト好中球ディフェンシン－２であり、同時に最終逆相HPLCの活性フラクシ
ョンで本発明の蛋白質が得られたフラクション以外の３フラクションからはすべてヒト好
中球ディフェンシン－１及びヒト好中球ディフェンシン－２が得られた。つまり、本発明
の蛋白質の生化学的特性が抗細菌ペプチドであるヒト好中球ディフェンシン－１及びヒト
好中球ディフェンシン－２と密接に関連することが明らかとなり、またこれらの実験結果
は本発明の蛋白質の生理活性と抗細菌その他病原微生物、抗ウイルス、抗プリオン活性と
の関連を強く示すものである。
【実施例２】
【００２６】
（本発明の蛋白質をコードする遺伝子及びそのスプライスバリアントのクローニング）
　妊娠末期胎盤からの本発明の蛋白質の遺伝子のクローニングは、特開２００５－２１０
９０１号公報の実施例、非特許文献１に記した方法と同一の方法により行い、２つのスプ
ライスバリアントのクローニングは、非特許文献１に記した方法と同一の方法により行っ
た。その結果、本発明の蛋白質をコードする遺伝子として配列番号２の遺伝子を同定し、
その２つのスプライスバリアントとして配列番号３及び４の遺伝子を同定した。妊娠初期
の本発明の蛋白質の遺伝子のクローニングもこれらの方法に準じて行った。要約すると、
妊娠末期胎盤からの本発明の蛋白質の遺伝子のクローニングは、まず第一に、胎盤より得
られた本発明の蛋白質の部分アミノ酸配列である配列表６に示す２９残基のペプチドの中
のＣ末端の７残基のペプチドをコードする遺伝子の塩基配列をBLASTプログラムによりヒ
ト２１番染色体上の２１塩基配列に特定することより開始した。次に、当該２１塩基配列
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を含んだ７０００塩基配列のヒト２１番染色体上の領域で、様々な遺伝子予測プログラム
を用いて遺伝子構造を予測した。インシリコで予測されるいくつかの遺伝子構造の中で、
FGENES を用いて予測された５エクソンからなる遺伝子のみが、胎盤から得られた本発明
の蛋白質の部分アミノ酸配列である配列表５と配列表６で示したアミノ酸配列をコードす
る遺伝子であることが判明した。最後に、予測された当該遺伝子が妊娠末期胎盤で発現し
ていることを、RT-PCR 法を用いて確認し、さらに５'および３'非翻訳領域の塩基配列を 
RT-PCR 法で決定することにより本発明の蛋白質の遺伝子のクローニングを完了した。
　さらに、RT-PCR 法を用いて、ヒト妊娠末期の胎盤、羊膜組織に本発明の蛋白質をコー
ドする遺伝子の２つのスプライスバリアントの発現を確認した。２つのスプライスバリア
ントのそれぞれから、５エクソンよりなる本発明の蛋白質の遺伝子のイントロン領域に遺
伝子データベースに報告されず遺伝子予測プログラムでも予測されなかったエクソンが１
つずつ特定された。すなわち、ヒト２１番染色体上の当該領域に、７エクソンからなる新
規な遺伝子構造が判明した。
　本発明の２つのスプライスバリアントは、ヒト胎盤以外の臓器、組織での発現の報告が
見られず、また妊娠初期胎盤では発現しないことがRT-PCR 法により判明した（図２－ｂ 
）。したがって、この２つのスプライスバリアントは、妊娠の成立とともに、時間的にも
空間的にも非常に限局して発現することが判明し、これらの３つの関連遺伝子の発現が、
妊娠期間を通じて非常に精緻にコントロールを受けることが推察された。
【実施例３】
【００２７】
（本発明の蛋白質による他の蛋白質分解酵素活性の調節）
　JAR 細胞から免疫沈降により得られた本発明の蛋白質をトリプシンに対する蛍光ペプチ
ド基質に加え、基質分解による蛍光強度の増加を判定することにより、蛋白質分解酵素活
性を測定した。その結果、本発明の蛋白質単独では基質分解による蛍光強度の増加は認め
られず、逆に若干の消光現象を認めた（図３－ａ）。当該消光現象は、本発明の蛋白質の
蛍光ペプチド基質への結合、それに伴う合成ペプチド基質の三次構造の変化による消光現
象であると考えられた。ところが、本発明の蛋白質をエンテロキナーゼとともに蛍光ペプ
チド基質に加えた場合には極めて高い蛍光強度の増加が認められた（図３－ｂ）。エンテ
ロキナーゼ単独では、基質分解による蛍光強度の顕著な増加は認められず、蛋白質分解酵
素活性をほとんど示さなかった（図３－ｂ）。すなわち、エンテロキナーゼ単独でほとん
ど認められない蛋白質分解酵素活性を、JAR細胞から免疫沈降により得られた本発明の蛋
白質は著しく亢進させることが判明した。
　以上のことから、本発明の蛋白質が他の蛋白質分解酵素であるエンテロキナーゼの蛋白
質分解酵素活性を亢進する生理活性を有すること、さらには、本発明の蛋白質が直接的に
蛋白質分解酵素活性を示さない基質に対して、他の蛋白質分解酵素の活性を修飾すること
により間接的に作用することが明らかとなった。次に、JAR 細胞のライセート(レーン１)
、およびJAR 細胞より免疫沈降により得られた本発明の蛋白質(レーン２)の特異的抗体を
用いたウェスタンブロットを行ったところ、約１９ｋＤの単一のバンドが識別でき（図３
－ｃ）、作製した抗体と本発明の蛋白質が特異的に結合することが示唆された。他方、ヒ
トJAR細胞より免疫沈降により得られた本発明の蛋白質が、他の蛋白分解酵素の活性を調
節する作用以外に、大腸菌より得られた本発明の組換え蛋白質と同様に（特許文献６及び
非特許文献１）、蛋白分解酵素活性を持つことを図３－ｄに示す。すなわち、マトリック
スメタロプロテアーゼ９前駆体は、免疫沈降により得られた本発明の蛋白質と２５℃、一
晩反応させることで活性化され、ゼラチンザイモグラムにおいて８２ｋＤの活性体が出現
した（図３－ｄ、レーン１）。図３－ｄ、レーン１ではマトリックスメタロプロテアーゼ
阻害剤であるフェナントロリンを反応系へ添加した。これらの結果から、免疫沈降により
得られた本発明の蛋白質を反応系へ加えた際のマトリックスメタロプロテアーゼ９前駆体
活性化に、マトリックスメタロプロテアーゼ９自体の蛋白分解酵素活性は関与せず、本発
明の蛋白質の蛋白分解酵素活性のみにより生じたものである事が示され、ヒトJAR細胞よ
り免疫沈降により得られた本発明の蛋白質が蛋白分解酵素活性を有することが確認された
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。
【実施例４】
【００２８】
（本発明の蛋白質による細胞浸潤能の調節）
　本発明の大腸菌での組み換え蛋白質の調製は特開２００５－２１０９０１号公報の実施
例、非特許文献１に示した方法に準じて行った。要約すると、以下のとおりであった。発
現ベクター、組み替え蛋白質の作製は、Stratagene社のキット（Affinity LIC Cloning a
nd Protein Expression Kit）を用いた。配列表１で示す本蛋白質の塩基配列の一部を LI
C クローニングベクターへ挿入し発現ベクターを得た。さらに当該発現ベクターで大腸菌
（BL21細胞）を形質転換し、イソプロピルチオガラクトピラノシドにて発現誘導して組み
替え蛋白質を得た。組み替え蛋白質は、Ｎ末端側にタグ配列（カルモジュリン結合蛋白（
Calmodulin Binding Protein））を連結し、連結部位にエンテロキナーゼによる切断認識
部位を挿入した。アフィニティー精製（カルモジュリンアフィニティーカラム）した組み
替え蛋白質は、SDS-PAGEで約１９ｋＤの単一バンドを示した。精製された組み替え蛋白質
のＮ末端タグ配列をエンテロキナーゼで切断し、切り離されたタグ配列およびエンテロキ
ナーゼをアフィニティーカラムにて除去（カルモジュリンアフィニティーカラム及びSTI-
アガロースカラム）して本発明の蛋白質を得た。なお、エンテロキナーゼで切断された当
該蛋白質は、配列表１で示したプレ体の本蛋白質からＮ末端の分泌性のシグナルペプチド
が除去された配列（配列表１の２０番アミノ酸の Tyrosin からC末端までの９１アミノ酸
）を有し、切断されたＮ末端には本蛋白質以外の余分なアミノ酸が付加されないように発
現ベクターを設計した。
　細胞の浸潤能の測定は、人工基底膜基質であるマトリゲルがコートされたフィルターが
装着されたインベージョンチャンバー（BD Bioscience 社製BioCaot Matrigel Invasion 
Chamber）を用いて測定した。ヒト絨毛上皮癌の細胞株である JAR 細胞は、 American Ty
pe Tissue Collection より入手した。常法により、無血清培地 RPMI1640 中でJAR 細胞
の単細胞浮遊液を 1×105 cells/mL に調製した。インベージョンチャンバーの下層には 
10% FBS を含む無血清 RPMI1640 を0.75 mL添加した。インベージョンチャンバー上層に 
JAR 細胞の単細胞浮遊液を 500μL 添加し、CO2 インキュベーター中で３７℃、１８時間
培養した。培養後、フィルター上面の非浸潤細胞を除去しフィルターを乾燥後、ギムザ染
色によりマトリゲルに浸潤したJAR 細胞を観察して浸潤能を定量化した。その結果、大腸
菌で発現させた本発明の組み換え蛋白質の量の増加に伴ってベルシェープ型の反応曲線を
示し、本発明の蛋白質は、JAR 細胞の浸潤能を調節することが示唆された（図４－ａ）。
　また、組み換え蛋白質のJAR 細胞の浸潤能に対する促進作用がメタロプロテアーゼ阻害
剤であるフェナントロリンにより阻害されることから、本物質の細胞浸潤能に対する作用
とメタロテアーゼ活性が関係する事が示唆された（図４－ｂ）。さらに、特異的抗体とし
て免疫組織染色に用いた抗体を用い、コントロール反応にウサギＩｇＧを用いて、本発明
の蛋白質の細胞浸潤能に与える影響を検討した。その結果、本発明の蛋白質に対する特異
的抗体が、用量依存的にJAR 細胞の浸潤能を抑制したことから（図４－ｃ）、本発明の蛋
白質が細胞浸潤能を調節することが確認された。
【実施例５】
【００２９】
（本発明の蛋白質による平滑筋弛緩・収縮の調節）
　特開２００５－２１０９０１号公報の実施例と同様の手法を用いた。要約すると、妊娠
２１日目のＳＤ系ラットより子宮を摘出し、幅約5 mm のリング状標本を作製した。37℃ 
に加温したクレブス液の入った浴槽に子宮筋サンプルを固定し、５% ＣＯ2ガスで持続的
に通気しながら、等尺性の収縮を記録した。（0.15ｇ）の前負荷をかけて、自発収縮が収
まった後、1.07 ｎＭのオキシトシンを添加した際の子宮収縮を図５－a で示す。浴槽よ
りオキシトシンを洗い流した後、約 (10 nＭ) の本発明の組み換え蛋白質をマグヌス装置
内の摘出妊娠ラット子宮筋に添加し、その３分後にオキシトシンを添加した。その結果、
オキシトシンのみを添加した図５－ａと比べ、収縮高が高く、収縮周期が短い規則的な子
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痛様の持続的な子宮収縮を示すことを見出した。また、浴槽をクレブス液で洗浄し、オキ
シトシンと組み換え蛋白質を洗い流した後、1.07 ｎＭのオキシトシンを添加すると図５
－a と同様な子宮収縮が認められた。更に、浴槽をクレブス液で洗浄し、約 (10 nＭ ) 
の本発明の組み換え蛋白質を加えた３分後にオキシトシンを加えると、図５－ｂと同様な
陣痛様の子宮収縮が認められ、組み換え蛋白質による子宮平滑筋収縮に対する作用が可逆
的であることが示された（データは示さず）。受精・着床よりはじまり分娩に至る妊娠・
分娩全期間を通じ、子宮筋の収縮、弛緩状態は精緻にコントロールされなくてはならない
。胎盤は空間的にも時間的にも妊娠子宮と密着して存在するが、本発明の蛋白質が傍分泌
機序により子宮筋の収縮、弛緩状態を精緻にコントロールして、受精・着床から始まる妊
娠維持機構、分娩のメカニズムに深くかかわることが示唆された。本発明者らは特開２０
０５－２１０９０１号公報において、既に本発明の蛋白質の平滑筋収縮抑制作用、つまり
は、平滑筋弛緩作用を開示したが、驚くべき事に、本発明の蛋白質が子宮平滑筋収縮作用
をも併せ持つことが明らかとなった。
【図面の簡単な説明】
【００３０】
【図１】図１－ａは、本発明の蛋白質の特異的抗体を用いた妊娠初期絨毛組織の免疫染色
を示す。図１－ｂは、ヘマトキシリン－エオジン染色を示す。図１－ｃは、図１－ａの拡
大図を示す。図１－ｄは、コントロール染色を示す。図１－ａ、図１－ｂは５０×の倍率
、図１－ｃ、図１－ｄは４００×の倍率である。
【図２】図２は、胎盤での本発明の蛋白質の遺伝子、及びその２つのスプライスバリアン
トの発現を示す。図２－ａは、RT-PCR により本発明の蛋白質、及びそのスプライスバリ
アントのｍＲＮＡを妊娠満期胎盤より増幅した結果を示す。レーン１、２は異なる胎盤の
実質部分、レーン３は羊膜より得られたサンプルである。図２－ｂは、妊娠初期の胎盤に
おいても本発明のたんぱく質の遺伝子の発現が認められることを示す。図２－ｃは、これ
らの遺伝子の構造の模式図である。
【図３】図３－ａは、JAR 細胞より免疫沈降により得られた本発明の蛋白質による、トリ
プシンに対する蛍光ペプチド基質の分解活性を測定した結果を示す。図３－ｂは、エンテ
ロキナーゼ及び/又は本発明の蛋白質を、蛍光ペプチド基質に加えて、基質分解活性を測
定した結果を示す。図３－ｃは、JAR 細胞のライセート(レーン１)、およびJAR 細胞より
免疫沈降により得られた本発明の蛋白質(レーン２)の特異的抗体を用いたウェスタンブロ
ットの図を示す。図３－ｄは、レーン１において、JAR 細胞より免疫沈降により得られた
本発明の蛋白質がEDTA 存在下で活性化することをゼラチンザイモグラムで示したもので
ある。レーン２は、本発明の蛋白質を加えないで反応させたコントロールを示す。
【図４】図４－ａは、人工基底膜基質のマトリゲルを用いた実験系で、大腸菌で発現させ
た本発明の組み換え蛋白質がJAR 細胞の浸潤能へ及ぼす影響を示すグラフである。図４－
ｂは、大腸菌で発現させた本発明の組み換え蛋白質のJAR 細胞の浸潤能に対する促進作用
がメタロプロテアーゼ阻害剤であるフェナントロリンにより阻害されることを示すグラフ
である。図４－ｃは、JAR細胞の浸潤能が本発明の蛋白質に対する特異的抗体により用量
依存的に阻害されるグラフを示す。
【図５】図５は、妊娠末期ラットより摘出した子宮筋を用い、マグヌス装置により各種薬
剤の子宮筋収縮に対する影響を測定したチャートである。図５－ａは、オキシトシンのみ
を添加したときのチャートを示す。図５－ｂは、本発明の組み換え蛋白質を添加した３分
後にオキシトシンを添加したときのチャートを示す。
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摘要(译)

本发明旨在提供针对蛋白的特异性抗体，该蛋白不具有已知的蛋白基序
结构，但是具有蛋白水解活性和对其他蛋白酶的活性，细胞侵袭性以及
平滑肌收缩和松弛的调节作用，并且能够治疗 ，预防和诊断各种疾病。 
该蛋白质用于治疗，预防或诊断选自围产期疾病，不育症，癌症，神经
系统疾病，炎性疾病，免疫疾病，心血管疾病，内分泌疾病，病毒感
染，细菌感染和病毒疾病的疾病 ，并显示在序列表1中。
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