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(54)【発明の名称】 βアミロイドにより誘導できる遺伝子

(57)【要約】
【課題】βアミロイド処理により発現が誘導もしくは抑
制される新規遺伝子を見出し、アルツハイマー病などの
神経疾患を制御すること。
【解決手段】βアミロイド処理により発現が誘導される
新規遺伝子をｃＤＮＡサブトラクション法により取得す
る方法、該方法により得られた新規ＤＮＡ、該ＤＮＡが
コードするポリペプチド、該ＤＮＡを含有する組み換え
ベクター、該組み換えベクターを有する形質転換体、当
該ポリペプチドに対する抗体、当該ポリペプチドの製造
法、上記のものを利用したプロスタグランジンＥ合成酵
素の遺伝子発現、酵素活性を調節する化合物のスクリー
ニング法、該方法で選別される化合物を提供し、さら
に、これらを利用してβアミロイドに関連した神経疾患
に用いる医薬組成物・診断手段を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】βアミロイド処理アストログリア細胞と未
処理細胞を用いてサブトラクション処理することによ
り、βアミロイドにより発現が誘導または抑制される遺
伝子を取得する方法。
【請求項２】βアミロイド処理アストログリア細胞と未
処理細胞を用いてｃＤＮＡサブトラクション処理するこ
とにより、βアミロイドにより発現が誘導または抑制さ
れる遺伝子を取得する方法。
【請求項３】βアミロイド処理ラットアストログリア細
胞と未処理細胞を用いてｃＤＮＡサブトラクション処理
することにより、βアミロイドにより発現が誘導または
抑制される遺伝子を取得する方法。
【請求項４】請求項１から３のいずれか１項に記載の取
得方法で得られるＤＮＡ群。
【請求項５】下記の群より選ばれるＤＮＡまたはその相
補鎖；
①配列表の配列番号１に記載のＤＮＡ配列で示されるＤ
ＮＡ、
②配列表の配列番号１に記載のＤＮＡ配列を含有するＤ
ＮＡ、
③前記①のＤＮＡと少なくとも約７０％のＤＮＡ配列上
の相同性を有し、かつプロスタグランジンＥ合成酵素活
性を有するポリペプチドをコードするＤＮＡ、および
④前記①から③のＤＮＡのＤＮＡ配列において１ないし
数個のＤＮＡの欠失、置換、付加などの変異あるいは誘
発変異を有し、かつプロスタグランジンＥ合成酵素活性
を有するポリペプチドをコードするＤＮＡ。
【請求項６】請求項５に記載のＤＮＡまたはその相補鎖
とストリンジェントな条件下でハイブリダイゼーション
し、かつプロスタグランジンＥ合成酵素活性を有するポ
リペプチドをコードするＤＮＡ。
【請求項７】請求項５または６に記載のＤＮＡがコード
するポリペプチド。
【請求項８】請求項５または６に記載のＤＮＡまたはそ
の相補鎖を含有する組換えベクター。
【請求項９】請求項８に記載の組換えベクターを用いて
形質転換した形質転換体。
【請求項１０】大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ４３７（ＦＥＲＭ
  ＢＰ－７０７４号）。
【請求項１１】大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ４３７（ＦＥＲＭ
  ＢＰ－７０７４号）が保持するプラスミドｐ４３７。
【請求項１２】請求項９に記載の形質転換体を培養する
工程を含む、請求項７に記載のポリペプチドの製造方
法。
【請求項１３】請求項７に記載のポリペプチドを免疫学
的に認識する抗体。
【請求項１４】プロスタグランジンＥ合成酵素の活性お
よび／またはプロスタグランジンＥ合成酵素遺伝子の発
現を調節する化合物のスクリーニング方法であって、請
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求項５または６に記載のＤＮＡまたはその相補鎖、請求
項７に記載のポリペプチド、請求項８に記載の組換えベ
クター、請求項９に記載の形質転換体または請求項１３
に記載の抗体のうち、少なくともいずれか１つを用いる
ことを特徴とするスクリーニング方法。
【請求項１５】請求項１４に記載のスクリーニング方法
により選別される化合物。
【請求項１６】請求項１４に記載のスクリーニング方法
により選別されるプロスタグランジンＥ合成酵素阻害
剤。
【請求項１７】請求項５または６に記載のＤＮＡまたは
その相補鎖、請求項７に記載のポリペプチド、請求項８
に記載の組換えベクター、請求項９に記載の形質転換
体、請求項１３に記載の抗体、請求項１５に記載の化合
物または請求項１６に記載の阻害剤のうち、少なくとも
いずれか１つを含有することを特徴とする医薬組成物。
【請求項１８】請求項５または６に記載のＤＮＡまたは
その相補鎖、請求項７に記載のポリペプチド、請求項８
に記載の組換えベクター、請求項９に記載の形質転換
体、請求項１３に記載の抗体、請求項１５に記載の化合
物または請求項１６に記載の阻害剤のうち、少なくとも
いずれか１つを含有することを特徴とするプロスタグラ
ンジンＥ合成酵素に関連した疾病の予防／治療に用いる
医薬組成物。
【請求項１９】請求項５または６に記載のＤＮＡまたは
その相補鎖、請求項７に記載のポリペプチド、請求項８
に記載の組換えベクター、請求項９に記載の形質転換
体、請求項１３に記載の抗体、請求項１５に記載の化合
物または請求項１６に記載の阻害剤のうち少なくともい
ずれか１つを含有することを特徴とする神経細胞死の予
防／治療剤。
【請求項２０】請求項５または６に記載のＤＮＡまたは
その相補鎖、請求項７に記載のポリペプチド、請求項８
に記載の組換えベクター、請求項９に記載の形質転換
体、請求項１３に記載の抗体、請求項１５に記載の化合
物または請求項１６に記載の阻害剤のうち少なくともい
ずれか１つを含有することを特徴とするアルツハイマー
病の予防／治療剤。
【請求項２１】請求項５または６に記載のＤＮＡまたは
その相補鎖、請求項７に記載のポリペプチド、請求項８
に記載の組換えベクター、請求項９に記載の形質転換
体、請求項１３に記載の抗体、請求項１５に記載の化合
物または請求項１６に記載の阻害剤のうち少なくともい
ずれか１つを含有することを特徴とする疾病の診断手
段。
【請求項２２】プロスタグランジンＥ合成酵素の遺伝子
発現量および／または酵素活性を測定する工程を含む神
経細胞死の診断手段。
【請求項２３】プロスタグランジンＥ合成酵素の遺伝子
発現量および／または酵素活性を測定する工程を含むア
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ルツハイマー病の診断手段。
【請求項２４】プロスタグランジンＥ合成酵素阻害剤を
含有する神経細胞死の予防／治療剤。
【請求項２５】プロスタグランジンＥ合成酵素阻害剤を
含有するアルツハイマー病の予防／治療剤。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【産業上の利用分野】本発明は、アルツハイマー病に関
与する蛋白質βアミロイドにより、発現が誘導もしくは
抑制される遺伝子を得る方法および、その方法により得
られた新規遺伝子に関するものである。さらに詳しく
は、新規遺伝子のＤＮＡ配列を有するＤＮＡ、該ＤＮＡ
がコードするポリペプチド、該ＤＮＡを含有する組換え
ベクター、該組換えベクターで形質転換された形質転換
体、該形質転換体を用いたポリペプチドの製造方法、該
ポリペプチドに対する抗体、これらを利用した化合物の
スクリーニング方法、該スクリーニング方法により選別
される化合物、該ポリペプチドもしくは該ＤＮＡに作用
する該ポリペプチドの活性および／または発現の阻害
剤、これらに関係する医薬組成物、およびこれらに関係
する疾病の診断手段に関する。
【０００２】
【従来の技術】βアミロイドは、アルツハイマー病患者
の脳で観察される老人斑の構成因子であり、アルツハイ
マー病の初期発症段階において最も重要な意味を持つ因
子と考えられている。βアミロイドは、βアミロイド前
駆体が、ある種のプロテアーゼによりプロセシングを受
けることにより生成し、不溶性のβシート構造の凝集体
を形成する。βアミロイドは神経細胞に対し、直接的、
間接的に作用することにより、アルツハイマー病の進行
を促すと考えられている。
【０００３】βアミロイドの間接的作用として、アスト
ログリア細胞の活性化が知られている。アストログリア
細胞は、βアミロイドにより活性化されると、いくつか
の機能因子を生産する。アストログリア細胞とβアミロ
イドの協調作用により、アルツハイマー病が増悪すると
考えられている。アルツハイマー病患者脳の病変部にお
いて、活性化アストログリア細胞のほとんどが老人斑部
分に局在していることも知られている。
【０００４】しかしながら、βアミロイドがアストグリ
ア細胞を活性化する機構およびβアミロイドによりアス
トログリア細胞において発現が誘導あるいは抑制される
因子についての解析は未だ十分でない。
【０００５】
【発明が解決しようとする課題】本発明が解決しようと
する課題は、アストログリア細胞においてβアミロイド
処理により発現が誘導される新規遺伝子を見出すことで
あり、見出された遺伝子をアルツハイマー病変等の神経
疾患の診断・制御を目的とする手段として使用すること
である。さらには、該新規遺伝子がコードするポリペプ
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チドを提供し、該新規ポリペプチドに対する抗体を提供
することである。また、他の本発明の課題は、上記のも
のを利用して、該新規ポリペプチドの作用および／また
は発現を調節する化合物のスクリーニングを行うことで
あり、さらには、スクリーニングにより選別される化合
物を提供することであり、また、これらを利用した疾病
の診断手段、治療薬を提供するものである。
【０００６】
【解決するための手段】課題解決のため、本発明者は、
βアミロイド処理および未処理のラット胎児脳由来アス
トログリア細胞の発現遺伝子を用いたｃＤＮＡサブトラ
クション処理を実施し、βアミロイド処理により発現が
誘導される新規の遺伝子を同定し、その塩基配列および
該新規遺伝子がコードするアミノ酸配列を決定し、本発
明を完成した。
【０００７】すなわち、本発明は、βアミロイド処理ア
ストログリア細胞と未処理細胞を用いてサブトラクショ
ン処理することにより、βアミロイドにより発現が誘導
または抑制される遺伝子を取得する方法；βアミロイド
処理アストログリア細胞と未処理細胞を用いてｃＤＮＡ
サブトラクション処理することにより、βアミロイドに
より発現が誘導または抑制される遺伝子を取得する方
法；βアミロイド処理ラットアストログリア細胞と未処
理細胞を用いてｃＤＮＡサブトラクション処理すること
により、βアミロイドにより発現が誘導または抑制され
る遺伝子を取得する方法；上記の遺伝子取得方法で得ら
れるＤＮＡ群；次の①から④より選ばれるＤＮＡまたは
その相補鎖、①配列表の配列番号１に記載のＤＮＡ配列
で示されるＤＮＡ、②配列表の配列番号１に記載のＤＮ
Ａ配列を含有するＤＮＡ、③前記①のＤＮＡと少なくと
も約７０％のＤＮＡ配列上の相同性を有し、かつプロス
タグランジンＥ合成酵素活性を有するポリペプチドをコ
ードするＤＮＡ、および、④前記①から③のＤＮＡのＤ
ＮＡ配列において１ないし数個のＤＮＡの欠失、置換、
付加などの変異あるいは誘発変異を有し、かつプロスタ
グランジンＥ合成酵素活性を有するポリペプチドをコー
ドするＤＮＡ；上記ＤＮＡまたはその相補鎖とストリン
ジェントな条件下でハイブリダイゼーションし、かつプ
ロスタグランジンＥ合成酵素活性を有するポリペプチド
をコードするＤＮＡ；本発明のＤＮＡがコードするポリ
ペプチド；本発明のＤＮＡまたはその相補鎖を含有する
組換えベクター；本発明の組換えベクターを用いて形質
転換した形質転換体；大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ４３７（Ｆ
ＥＲＭ  ＢＰ－７０７４号）；大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ４
３７（ＦＥＲＭ  ＢＰ－７０７４号）が含有するプラス
ミドｐ４３７；本発明の形質転換体を培養する工程を含
む、本発明のポリペプチドの製造方法；本発明のポリペ
プチドを免疫学的に認識する抗体；プロスタグランジン
Ｅ合成酵素の活性および／またはプロスタグランジンＥ
合成酵素遺伝子の発現を調節する化合物のスクリーニン
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グ方法であって、本発明のＤＮＡまたはその相補鎖、ポ
リペプチド、組換えベクター、形質転換体、または抗体
のうち、少なくともいずれか１つを用いることを特徴と
するスクリーニング方法；上記スクリーニング方法によ
り選別される化合物；上記スクリーニング方法により選
別されるプロスタグランジンＥ合成酵素阻害剤；本発明
のＤＮＡまたはその相補鎖、ポリペプチド、組換えベク
ター、形質転換体、抗体、化合物、または阻害剤のう
ち、少なくともいずれか１つを含有することを特徴とす
る医薬組成物；本発明のＤＮＡまたはその相補鎖、ポリ
ペプチド、組換えベクター、形質転換体、抗体、化合
物、または阻害剤のうち、少なくともいずれか１つを含
有することを特徴とするプロスタグランジンＥ合成酵素
に関連した疾病の予防／治療に用いる医薬組成物；本発
明のＤＮＡまたはその相補鎖、ポリペプチド、組換えベ
クター、形質転換体、抗体、化合物、または阻害剤のう
ち少なくともいずれか１つを含有することを特徴とする
神経細胞死の予防／治療剤；本発明のＤＮＡまたはその
相補鎖、ポリペプチド、組換えベクター、形質転換体、
抗体、化合物、または阻害剤のうち少なくともいずれか
１つを含有することを特徴とするアルツハイマー病の予
防／治療剤；本発明のＤＮＡまたはその相補鎖、ポリペ
プチド、組換えベクター、形質転換体、抗体、化合物、
または阻害剤のうち少なくともいずれか１つを含有する
ことを特徴とする疾病の診断手段；プロスタグランジン
Ｅ合成酵素の遺伝子発現量および／または酵素活性を測
定する工程を含む神経細胞死の診断手段；プロスタグラ
ンジンＥ合成酵素の遺伝子発現量および／または酵素活
性を測定する工程を含むアルツハイマー病の診断手段；
プロスタグランジンＥ合成酵素阻害剤を含有する神経細
胞死の予防／治療剤；プロスタグランジンＥ合成酵素阻
害剤を含有するアルツハイマー病の予防／治療剤を提供
することである。
【０００８】
【発明の実施の形態】（アストログリア細胞のβアミロ
イド処理）アストログリア細胞は各種動物の脳から調製
できる。胎児脳が好適に用いられ、用いる動物としては
比較的胎児脳を採取し易い、ラット、マウス、モルモッ
ト、ウサギ等のげっ歯類小動物が好ましく、特にラット
は好適に用いられる。胎児脳からのアストログリア細胞
の調製は自体公知の方法が用いられるが、その方法は実
験医学別冊神経生化学マニュアル（伊藤仁一ら  羊土社
（１９８９））などに開示されている。
【０００９】アストログリア細胞に作用させるβアミロ
イドは市販されており、Ａｎａｓｐｅｃ社などから入手
できるが、遺伝子工学的手法により作成することもでき
る。βアミロイド処理は、各種動物脳由来アストログリ
ア細胞を適当な培養容器に播種し、無血清培地中で２日
間程度培養した後、適当な緩衝液を用いて適宜希釈した
βアミロイドを添加することにより行う。βアミロイド
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の添加濃度および処理時間は生理活性を観察し得る範囲
で適宜選択されるが、濃度としては２５～５０μＭ、処
理時間としては１０～２０時間が好ましい。βアミロイ
ド処理と並行して、同一条件下で他の培養容器にアスト
ログリア細胞を播種し、βアミロイドの希釈に用いた緩
衝液を等量添加することによりβアミロイド未処理アス
トログリア細胞を調製できる。
【００１０】（発現遺伝子の調製）発現遺伝子は、ｍＲ
ＮＡのままで用いてもｃＤＮＡ化して用いてもよい。ｍ
ＲＮＡからｃＤＮＡへの変換は逆転写酵素等を用いた方
法が適用できる。
【００１１】βアミロイド処理および未処理のアストロ
グリア細胞の発現遺伝子は通常用いられるＲＮＡの採取
法により採取できる。全ＲＮＡの採取には例えば、ＡＧ
ＰＣ法（Ｃｈｏｍｃｚｙｎｓｋｉ  ｅｔ  ａｌ．，  Ａ
ｎａｌ．  Ｂｉｏｃｈｅｍ．１６２，  ｐｐ１５６－１
５９  （１９８６））が適用でき、全ＲＮＡからのｍＲ
ＮＡの採取にはオリゴｄＴカラム等を用いたｐｏｌｙＡ
（＋）ＲＮＡの精製等が挙げられる。ＲＮＡサンプルは
複数回採取したものを混合して用いる場合もある。採取
ロットの品質を解析する目的から、アストログリアでの
発現が知られているいくつかの遺伝子の発現をモニター
するとよい。例えば、神経成長因子（ＮＧＦ）、腫瘍壊
死因子－α（ＴＮＦ－α）、インターロイキン－６（Ｉ
Ｌ－６）、ｐ７５などをモニター遺伝子として用い、こ
れらの発現が同等であるサンプルのみを使用するとよ
い。
【００１２】（サブトラクション処理）βアミロイド処
理により発現が誘導または抑制される遺伝子を獲得する
ためには、サブトラクション処理が適用できる。サブト
ラクション処理では差し引かれる側の遺伝子群（テスタ
ー）と差し引く側の遺伝子群（ドライバー）の二組の遺
伝子群を用いる。例えば、βアミロイドにより発現が誘
導される遺伝子を獲得するためには、テスターとしてβ
アミロイド処理細胞から得られた遺伝子（βアミロイド
処理遺伝子）、ドライバーとして未処理細胞から得られ
た遺伝子（未処理遺伝子）を用いたサブトラクションを
行い、βアミロイドにより発現が抑制される遺伝子を獲
得するためには、テスターとして未処理遺伝子を、ドラ
イバーとしてβアミロイド処理遺伝子を用いたサブトラ
クションを行うとよい。サブトラクション処理の方法と
しては、既知の各種手段を利用可能であり（特開平３－
１１７４８８号）、好ましくはｃＤＮＡサブトラクショ
ン法が挙げられる。ｃＤＮＡサブトラクション法として
は、ＲＤＡ法、ＰＣＲ－選択（ｓｅｌｅｃｔ）ｃＤＮＡ
法などが特に好ましい。
【００１３】サブトラクション処理では、サブトラクシ
ョンの陽性対照として、テスター側に適当なＤＮＡフラ
グメントを加え、その濃縮を確認することにより、サブ
トラクション処理の効率を確認できる。また、βアミロ
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7
イド処理により発現が誘導されることが知られている遺
伝子をプローブとして、サブトラクション前およびサブ
トラクション後のＰＣＲ産物についてサザンブロット・
ハイブリダイゼーションを行うと、同様にサブトラクシ
ョン処理の成否を確認できる。現在βアミロイド処理に
より発現が誘導されることが知られている遺伝子として
はＮＧＦ、ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ  Ｎｉｔｒｉｃ  Ｏｘｉ
ｄｅ  Ｓｙｎｔｈａｓｅ（ｉＮＯＳ）、Ｒｅｇｕｌａｔ
ｅｄ  ｏｎ  Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ  Ｎｏｒｍａｌ  Ｔ
－ｃｅｌｌ  Ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ  ａｎｄ  Ｓｅｃｒｅ
ｔｅｄ（ＲＡＮＴＥＳ）等が挙げられる。
【００１４】サブトラクション処理後のＰＣＲ産物は適
当なベクターへ挿入し、プラスミドライブラリーなどを
作製する。ベクター挿入部分をＰＣＲにより増幅し、そ
れらの遺伝子を６０～１００ｎｇずつメンブレンにドッ
トブロットしたものを４セット作製する。このドットメ
ンブレンに対して、テスターとしてβアミロイド処理遺
伝子、ドライバーとして未処理遺伝子を用いたサブトラ
クション処理前ＰＣＲ産物（以下、サブトラクション処
理を（テスター）－（ドライバー）の式で表す。）と
（未処理遺伝子）－（βアミロイド処理遺伝子）のサブ
トラクション前ＰＣＲ産物、および、（βアミロイド処
理遺伝子）－（未処理遺伝子）と（未処理遺伝子）－
（βアミロイド処理遺伝子）のサブトラクション後ＰＣ
Ｒ産物の計４プローブでそれぞれディファレンシャルハ
イブリダイゼーションを実施する。（未処理遺伝子）－
（βアミロイド処理遺伝子）のサブトラクション後ＰＣ
Ｒ産物と比較して、（βアミロイド処理遺伝子）－（未
処理遺伝子）のサブトラクション後ＰＣＲ産物において
特異的に濃縮が認められるクローンを、βアミロイド処
理によって発現が誘導される遺伝子として判断すればよ
い。ベクター挿入部分は自体公知のＤＮＡシークエンス
法によりその配列を決定することができる。
【００１５】（遺伝子の取得）本発明において提供され
る遺伝子は、ラット胎児脳由来アストログリアを用いた
ｃＤＮＡサブトラクション処理により、新規な蛋白質を
コードする遺伝子としてそのｃＤＮＡが取得されたもの
である。βアミロイド処理およびβアミロイド未処理の
アストログリアの発現遺伝子を調製し、（βアミロイド
処理遺伝子）－（未処理遺伝子）のサブトラクション処
理を行い、βアミロイド処理により発現が誘導されるク
ローンとして見出された。蛍光色素（Ｃｙ５；ファルマ
シア社製）標識Ｍ１３ユニバーサルおよびリバースプラ
イマーを用いてシークエンス反応を行い、ＡＬＦ  Ｅｘ
ｐｒｅｓｓ蛍光シークエンサー（ファルマシア社製）な
どでインサート部分の塩基配列を決定したところ、本発
明のｃＤＮＡは１５３個のアミノ酸からなる蛋白質をコ
ードしていた。遺伝子データベース（ＤＤＢＪ／ＥＭＢ
Ｌ／ＧｅｎＢａｎｋ）を検索したところ、本発明の遺伝
子は、最近ヒトプロスタグランジンＥ合成酵素をコード
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することが報告された遺伝子ｍｉｃｒｏｓｏｍａｌ  ｇ
ｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ  Ｓ－ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ１
―ｌｉｋｅ１（ＭＧＳＴ１－Ｌ１）（Ｊａｋｏｂｓｓｏ
ｎ  ｅｔ  ａｌ．  Ｐｒｏｃ．  Ｎａｔｌ．  Ａｃａ
ｄ．  Ｓｃｉ．  ＵＳＡ，  ９６，  ｐｐ７２２０－７
２２５（１９９９））とヌクレオチドで８２．５％、ア
ミノ酸で７９．７％のホモロジーを有することが判明し
た。さらに、ラット組織ブロット（ｔｉｓｓｕｅ  ｂｌ
ｏｔｓ）の結果から、本遺伝子はラット精巣と腎臓にお
いて高い発現を示すことが示され、ＭＧＳＴ１－Ｌ１の
ヒト組織での分布パターンと同様であった。したがっ
て、本遺伝子はラットのプロスタグランジンＥ合成酵素
をコードすると予測している。
【００１６】βアミロイド処理および未処理のラットア
ストログリア細胞の発現遺伝子を用いたノーザンブロッ
ティングによっても、本遺伝子は、βアミロイド処理時
において顕著に誘導されることが示された。
【００１７】（ＤＮＡおよびその相補鎖）本発明のＤＮ
Ａおよびその相補鎖は、配列表の配列番号１に示すＤＮ
Ａ配列からなるＤＮＡおよびその相補鎖、配列表の配列
番号１に示す部分配列を有するＤＮＡおよびその相補
鎖、これらのＤＮＡとストリンジェントな条件下でハイ
ブリダイゼーションするＤＮＡを意味する。「ＤＮＡに
ストリンジェントな条件下でハイブリダイゼーションす
るＤＮＡ」は、例えば、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎ
ｉｎｇ第２版（Ｊ．Ｓａｍｂｒｏｏｋ  ｅｔ  ａｌ．  
（１９８９））に記載の方法によって得ることができ
る。ここで、「ストリンジェントな条件下でハイブリダ
イゼーションする」とは、例えば、６×ＳＳＣ、０．５
％ＳＤＳおよび５０％ホルムアミドの溶液中で４２℃に
て加温した後、０．１×ＳＳＣ、０．５％ＳＤＳの溶液
中で６８℃にて洗浄する条件でも依然として陽性のハイ
ブリダイゼーションのシグナルが観察されることを表
す。
【００１８】また、本発明のＤＮＡは配列表の配列番号
１のＤＮＡ配列で示されるＤＮＡと少なくとも約７０％
のＤＮＡ配列上の相同性を有しかつプロスタグランジン
Ｅ合成酵素活性を有するポリペプチドをコードするＤＮ
Ａから選択される。その選択されるＤＮＡは、好ましく
は約７０％以上、より好ましくは約８０％以上、さらに
好ましくは約９０％をこえる相同性を有する。ＤＮＡ配
列の相同性を決定する技術は、自体公知であり、例えば
ＤＮＡ配列を直接決定する方法を使用することができ
る。コードするポリペプチドのプロスタグランジンＥ合
成酵素活性の確認は本発明のＤＮＡを用いてポリペプチ
ドを発現させることにより行うことができる。ポリぺプ
チドの発現には公知の蛋白質発現系、例えば、無細胞蛋
白質発現系を利用できる。無細胞蛋白質発現系として
は、例えば、胚芽、家兎網状赤血球等由来のリボソーム
系の技術を利用できる（Ｎａｔｕｒｅ，  １７９，  ｐ



(6) 特開２００１－２５８５７５

10

20

30

40

50

9
ｐ１６０－１６１  （１９５７））。
【００１９】さらに本発明のＤＮＡは上記ＤＮＡのＤＮ
Ａ配列において１ないし数個のＤＮＡの欠失、置換、付
加などの変異あるいは誘発変異を有し、かつプロスタグ
ランジンＥ合成酵素活性を有するポリペプチドをコード
するＤＮＡを意味する。ＤＮＡの欠失、置換、付加ある
いは挿入の手段は自体公知であり、エキソヌクレアーゼ
を用いた欠失変異体の作製法、部位特異的突然変異誘発
法などが挙げられる。
【００２０】これらのＤＮＡは、いずれも本発明の新規
ポリペプチドの製造に有用な遺伝子を提供するものであ
り、これをコードする遺伝子等の核酸、またはｍＲＮＡ
検出のためのプローブもしくはプライマーとして、ある
いは遺伝子発現を調節するアンチセンスオリゴマーとし
て使用することができる。例えば、本発明のＤＮＡをア
ンチセンスとして使用する場合、本発明の新規ポリペプ
チドの発現が特異的に阻害される。さらに、本発明のＤ
ＮＡは、核酸に関する試薬としても利用できる。
【００２１】（ポリペプチド）本発明のポリペプチドは
配列表の配列番号１のＤＮＡ配列で示されるＤＮＡおよ
び配列表の配列番号１に記載のＤＮＡ配列で示されるＤ
ＮＡを含有するＤＮＡによりコードされるポリペプチド
である。さらに配列表の配列番号１に記載のＤＮＡ配列
で示されるＤＮＡと少なくとも約７０％のＤＮＡ配列上
の相同性を有するＤＮＡによりコードされ、かつプロス
タグランジンＥ合成酵素活性を有するポリペプチドであ
る。また、これらのポリペプチドは、その構成アミノ基
もしくはカルボキシル基などを修飾するなど、機能の著
しい変更を伴わない程度に改変が可能である。
【００２２】本発明のポリペプチドは、それら自体で、
それら自体の生体内での機能を調節するための医薬組成
物に使用できる。また、本発明のポリペプチドは、それ
らの機能を調節し得る化合物、例えば、阻害剤、拮抗
剤、賦活剤等を得るためのスクリーニングや、それらに
対する抗体の取得に用いることができる。さらに、本発
明のポリペプチドは、試薬としても使用可能である。
【００２３】（組換えベクター）本発明のＤＮＡを適当
なベクターＤＮＡへ組み込むことにより、組換えベクタ
ーを得ることができる。ベクターＤＮＡとしては、天然
に存在するものを抽出したもののほか、増殖に必要な部
分以外のＤＮＡの部分が一部欠落しているものでもよ
い。例えば、Ｃｏｌ  Ｅ１から派生するベクター、ラム
ダファージから派生するベクターがある。前記ベクター
ＤＮＡに本発明のＤＮＡを組み込む方法は、自体公知の
方法を適用し得る。例えば、適当な制限酵素を選択、処
理してＤＮＡを特定部位で切断し、次いで同様に処理し
たベクターとして用いるＤＮＡと混合し、リガーゼによ
って再結合する方法が用いられる。後述の実施例中に示
すｐ４３７では、ベクターＤＮＡとしてｐＢｌｕｅｓｃ
ｒｉｐｔ  ＳＫ（ＳＴＲＡＴＡＧＥＮＥ社製）を用いた
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が、むろんこれに限定されない。
【００２４】（形質転換体）上記のような無細胞蛋白質
発現系以外にも、大腸菌、酵母、枯草菌、昆虫細胞、動
物細胞等の自体公知の宿主を利用した遺伝子組換え技術
によって、本発明からなる新規ポリペプチドおよびその
由来物を提供可能である。
【００２５】形質転換は、自体公知の手段を応用するこ
とができ、例えば、レプリコンとして、プラスミド、染
色体、ウイルス等を利用して宿主の形質転換を行う。よ
り好ましい系としては、遺伝子の安定性を考慮するなら
ば、染色体内へのインテグレート法が挙げられるが、簡
便には核外遺伝子を用いた自律複製系を利用する。ベク
ターは、宿主の種類により選択され、発現目的遺伝子配
列とその複製そして制御に関する情報を担持した遺伝子
配列とを構成要素とする。構成要素は宿主が原核細胞か
真核細胞かによって選択し、プロモーター、リボソーム
結合部位、ターミネーター、シグナル配列、エンハンサ
ー等を自体公知の方法によって組み合わせて使用する。
【００２６】形質転換体は、自体公知の各々の宿主の培
養条件に最適な条件を選択して培養することにより、本
発明のポリペプチドの製造に用いることができる。培養
は、発現産生される新規ポリペプチドの生理活性、特に
プロスタグランジンＥ合成酵素活性を指標に行ってもよ
いが、培地中の形質転換体量を指標にして継代培養また
はバッチによって行う。
【００２７】後述の実施例中に示す形質転換体Ｅ．ｃｏ
ｌｉ  ４３７は、ベクターＤＮＡとしてプラスミドのＤ
ＮＡを用い、これを大腸菌に導入して形質転換反応によ
り得られた新規微生物であり、工業技術院生命工学工業
技術研究所にＦＥＲＭ  ＢＰ－７０７４号として寄託さ
れている。
【００２８】（新規ポリペプチドおよびその由来物の回
収）培地からの新規ポリペプチドおよびその由来物から
なるポリペプチドの回収は、プロスタグランジンＥ合成
酵素活性を指標にして、分子篩、イオンカラムクロマト
グラフィー、アフィニティクロマトグラフィー等を組み
合わせるか、溶解度差に基づく硫安、アルコール等の分
画手段によっても精製回収できる。より好ましくは、ア
ミノ酸配列の情報に基づき、該アミノ酸配列に対する抗
体を作製し、ポリクローナル抗体またはモノクローナル
抗体によって、特異的に吸着回収する方法を用いる。
【００２９】（抗体）抗体は、本発明の新規ポリペプチ
ドおよびその由来物からなるポリペプチドの抗原決定基
を選別し、作製する。抗原決定基は、少なくとも、５
個、より好ましくは少なくとも８～１０個のアミノ酸で
構成される。このアミノ酸配列は、必ずしも配列表の配
列番号１のＤＮＡがコードするポリペプチド配列と相同
である必要はなく、蛋白質の立体構造上の外部への露出
部位であればよく、露出部位が不連続部位であれば、該
露出部位について連続的なアミノ酸配列であることも有
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11
効である。抗体は、免疫学的に新規ポリペプチドおよび
その由来物からなるポリペプチドを認識する限り特に限
定されない。この認識の有無は、公知の抗原抗体結合反
応によって決定する。
【００３０】抗体を産生するためには、本発明の新規ポ
リペプチドおよびその由来物からなるポリペプチドを、
アジュバントの存在または非存在下で、単独または担体
に結合して、動物に対して体液性応答および／または細
胞性応答等の免疫誘導を行う。担体は、自身が宿主に対
して有害作用を起こさなければ特に限定されず、例え
ば、セルロース、重合アミノ酸、アルブミン等が例示さ
れる。免疫する動物としては、マウス、ラット、ウサ
ギ、ヤギ、馬等が好適に用いられる。ポリクローナル抗
体は、自体公知の血清からの抗体回収法によって取得す
る。好ましい手段としては、免疫アフィニティクロマト
グラフィー法である。
【００３１】モノクローナル抗体を生産するためには、
上記の免疫手段が施された動物から抗体産生細胞を回収
し、自体公知の永久増殖性細胞への形質転換手段を導入
することによって行われる。
【００３２】ポリクローナル抗体またはモノクローナル
抗体は、直接本発明のポリペプチドと結合し、その活性
を制御可能であり、本発明のポリペプチドの活性が関与
する疾病の治療・予防のために有用である。
【００３３】（スクリーニング）かくして調製されたＤ
ＮＡおよびその相補鎖、ポリペプチド、組換えベクタ
ー、形質転換体および抗体は、単独または複数手段を組
み合わせることによって、プロスタグランジンＥ合成酵
素活性または、プロスタグランジンＥ合成酵素の遺伝子
発現に対する阻害剤もしくは賦活剤のスクリーニングに
有効な手段を提供する。すなわち、本発明のＤＮＡまた
はその相補鎖、組換えベクター、形質転換体、または抗
体のうちの少なくとも１つを用いることにより、プロス
タグランジンＥ合成酵素の発現を阻害もしくは増強する
化合物のスクリーニングが、また、本発明のポリペプチ
ド、または抗体のうちの少なくとも１つを用いることに
より、プロスタグランジンＥ合成酵素活性を阻害もしく
は増強する化合物のスクリーニングが可能である。例え
ば、ポリペプチドの立体構造に基づくドラッグデザイン
による拮抗剤の選別、蛋白質発現系を利用した遺伝子レ
ベルでの発現調節剤の選別、抗体を利用した抗体認識物
質の選別等が、自体公知の医薬品スクリーニングシステ
ムにおいて利用可能である。また、本スクリーニングに
より選別された化合物は後述する医薬組成物、疾病の治
療剤として有用である。
【００３４】（プロスタグランジンＥ合成酵素）プロス
タグランジンはアラキドン酸のようなエイコサポリエン
酸から動物組織で合成される一群の生理活性物質であ
り、プロスタン酸を基本構造として、五員環部分につく
酸素原子と二重結合の違いに応じて、Ａ～Ｊの区別がさ
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れる。また、側鎖の二重結合の数によって１～３群があ
り、両者を組み合わせてプロスタグランジンＥ

1
、プロ

スタグランジンＨ
2
というように分類・表記される。２

群では前駆物質のエイコサポリエン酸はアラキドン酸で
あり、シクロオキシゲナーゼによりアラキドン酸に２分
子の酸素が添加されることによって生合成が始まり、プ
ロスタグランジンＧ

2
が生じる。その１５－ヒドロペル

オキシドがヒドロキシル基となってプロスタグランジン
Ｈ
2
をつくる。プロスタグランジンＨ

2
の異性化によりプ

ロスタグランジンＥ
2
が生成するが、その異性化反応を

触媒する酵素がプロスタグランジンＥ合成酵素である。
ヒトプロスタグランジンＥ合成酵素は１５～１６ｋＤａ
の蛋白として、最近、蛋白および遺伝子が同定された
（Ｊａｋｏｂｓｓｏｎ  ｅｔ  ａｌ．  Ｐｒｏｃ．  Ｎ
ａｔｌ．  Ａｃａｄ．  Ｓｃｉ．  ＵＳＡ，  ９６，  
ｐｐ７２２０－７２２５  （１９９９））。
【００３５】プロスタグランジンＥ合成酵素活性は自体
公知の方法により測定することができる。例えば、上記
Ｐｒｏｃ．  Ｎａｔｌ．  Ａｃａｄ．  Ｓｃｉ．  ＵＳ
Ａ，９６，  ｐｐ７２２０－７２２５  （１９９９）に
開示された方法を用いるとよい。
【００３６】プロスタグランジンＥ合成酵素の触媒作用
により生成するプロスタグランジンＥは、血圧降下作
用、血管拡張作用等の活性を有する生理活性物質であ
る。プロスタグランジンＥ合成酵素の上流過程を触媒す
る酵素であるシクロオキシゲナーゼを阻害するアスピリ
ン等の非ステロイド系抗炎症剤により、その生成が阻害
されるが、近年、非ステロイド系抗炎症剤が、アルツハ
イマー病に対して効果を示すことが報告されている（Ａ
ｎｄｅｒｓｅｎ  ｅｔ  ａｌ．    Ｎｅｕｒｏｌｏｇ
ｙ，  ４５，  ｐｐ１４４１－１４４５  （１９９
５））。さらに、最近、アルツハイマー病の患者脳脊ず
い液を用いた試験において、アルツハイマー病患者脳に
おいて、プロスタグランジンＥ量が増加していることが
報告された（Ｍｏｎｔｉｎｅ  ｅｔ  ａｌ．  Ｎｅｕｒ
ｏｌｏｇｙ，  ５３，  ｐｐ１４９５－１４９８  （１
９９９））。これらから、アルツハイマー病に、プロス
タグランジンＥの過剰産生が関与する可能性が考えられ
る。一方、本発明の新規遺伝子は、βアミロイド処理に
より発現が誘導される遺伝子として同定され、ＤＮＡ配
列の相同性検索の結果から、ラットのプロスタグランジ
ンＥ合成酵素をコードすると考えられた。このことから
アルツハイマー病におけるプロスタグランジンＥの過剰
産生にはβアミロイド処理によるプロスタグランジンＥ
合成酵素の過剰発現が関与する可能性が考えられ、プロ
スタグランジンＥ合成酵素の活性・発現を阻害すること
は、アルツハイマー病等の神経疾患の治療に結びつく可
能性を示すものである。
【００３７】（化合物、医薬組成物、診断手段）上記の
スクリーニング法で選別された化合物、および、プロス
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タグランジンＥ合成酵素の活性および／または遺伝子発
現を阻害または増強する化合物は、プロスタグランジン
Ｅ合成酵素活性、プロスタグランジンＥ合成酵素発現を
調節する阻害剤、拮抗剤、賦活剤等の候補化合物として
利用可能である。上記の阻害剤、拮抗剤、賦活剤等の候
補化合物としては、蛋白質、ポリペプチド、抗原性を有
さないポリペプチド、低分子化合物が挙げられ、好まし
くは低分子化合物である。
【００３８】かくして選別された候補化合物は、生物学
的有用性を毒性等を考慮して選別することによって、プ
ロスタグランジンＥ合成酵素の活性および／または発現
に関連する疾病の治療に用いる医薬組成物として調製可
能である。また、本発明からなる新規ＤＮＡまたはその
相補鎖、これらがコードするポリペプチド、上記ＤＮＡ
またはその相補鎖を含む組換えベクター、これら組換え
ベクターを用いて形質転換した形質転換体、および上記
ポリペプチドを免疫学的に認識する抗体は、それら自体
が、プロスタグランジンＥ合成酵素の活性、発現に対す
る阻害、拮抗、賦活等の機能を有し、プロスタグランジ
ンＥ合成酵素の活性、発現に関連する疾病の治療に用い
る医薬手段として使用できる。
【００３９】プロスタグランジンＥ合成酵素の活性、発
現に関連する疾病としては、神経細胞死が関与する疾
病、例えばアルツハイマー病等の神経疾患が挙げられ
る。なお、製剤化にあたっては、化合物、ポリペプチ
ド、蛋白質、ポリヌクレオチド、抗体等、各対照に応じ
た自体公知の製剤化手段を導入すればよい。
【００４０】本発明の新規ＤＮＡまたはその相補鎖、こ
れらがコードするポリペプチド、上記ＤＮＡまたはその
相補鎖を含む組換えベクター、これら組換えベクターを
用いて形質転換した形質転換体、および上記ポリペプチ
ドを免疫学的に認識する抗体は、プロスタグランジンＥ
合成酵素の活性、発現に関連する神経細胞死、疾患等の
診断手段として有用である。特に、アルツハイマー病の
診断マーカーおよび／または試薬等の診断手段として有
用である。診断は本発明のＤＮＡとの相互作用・反応性
を利用して、プロスタグランジンＥ合成酵素の核酸配列
の存在量を決定すること、および／またはプロスタグラ
ンジンＥ合成酵素の試料中での存在量を決定することに
よって行う。試料としては血液、ずい液、脳生検サンプ
ル等が好適であり、特に脳脊ずい液が好ましい。診断に
用いる測定法は、自体公知の抗原抗体反応、酵素反応
系、ＰＣＲ反応系等を利用すればよい。また、試料中の
プロスタグランジンＥの量および／または活性を測定す
ることもプロスタグランジンＥ合成酵素の活性・発現を
間接的に測定する手段として有用である。プロスタグラ
ンジンＥの定量にはプロスタグランジンＥに対する抗体
を用いた放射免疫測定法（平田文雄ら、Ｍｅｄ．  Ｔｅ
ｃｈｎｏｌ．，  ６，  ｐｐ１２４２  （１９７８））
等の自体公知の方法が適用できる。なお、ここで言う手
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段とは、目的達成のために使用する方法および／または
媒体を意味する。すなわち、例えば、診断手段には、診
断するための方法、診断に用いる試薬キットなどが含ま
れる。
【００４１】
【実施例】（アストログリア細胞からのｐｏｌｙ  Ａ
（＋）ＲＮＡの調製）アストログリア細胞はＷｉｓｔｅ
ｒ系ラット胎児脳から、実験医学別冊神経生化学マニュ
アル（伊藤  仁一ら  羊土社（１９８９））  に従い調
製した。ラット胎児脳由来アストログリア細胞を二次培
養後、２日間無血清とした後に、２．５μＭ／６ｃｍプ
ラスティックディッシュとなるようにβアミロイド（Ａ
ｎａｓｐｅｃ社製、βアミロイド１－４０）または等量
の溶媒を添加し、１５時間培養した。
【００４２】βアミロイド処理および未処理のアストロ
グリア細胞（６ｃｍプラスティックディッシュ各２０
枚）よりＡＧＰＣ法にて９回にわたり全ＲＮＡを抽出し
た。
【００４３】βアミロイド処理・未処理の各ロットの全
ＲＮＡの品質を解析する目的から、アストログリア細胞
での発現が知られている遺伝子であるＮＧＦ、ＴＮＦ―
α、ＩＬ―６、ｐ７５の遺伝子を用いてＲＴ－ＰＣＲを
実施した。さらにＮＧＦについてはそのＲＴ－ＰＣＲ産
物をプローブとしてノーザンブロッティングを実施し
た。これらの結果をもとにサブトラクション処理に使用
するロットの選択を行い、選択したロットの全ＲＮＡを
それぞれ混合し、オリゴｄＴ―ラテックス法によりｐｏ
ｌｙ  Ａ（＋）ＲＮＡを調製した。
【００４４】（サブトラクション処理）βアミロイド処
理および未処理のアストログリア細胞由来のｐｏｌｙ  
Ａ（＋）ＲＮＡ各２μｇを出発原料として（βアミロイ
ド処理遺伝子）―（未処理遺伝子）および（未処理遺伝
子）―（βアミロイド処理遺伝子）のｃＤＮＡサブトラ
クション処理を、Ｄｉａｔｃｈｅｎｋｏらの方法（Ｐｒ
ｏｃ．  Ｎａｔｌ．  Ａｃａｄ．  ＵＳＡ,  ９３，  
ｐｐ６０２５－６０３０（１９９６））に準じて行っ
た。サブトラクション処理のポジティブコントロールと
して、Ｒｓａ  Ｉ消化後のテスターにφΧ１７４／Ｈａ
ｅ  ＩＩＩ消化ＤＮＡフラグメントをテスター中の重量
比で約２．５×１０ー5になるように加えた。
【００４５】実施したサブトラクション処理の効率を検
証するため、陽性対照であるφΧ１７４／Ｈａｅ  ＩＩ
Ｉ消化ＤＮＡフラグメント、およびＮＧＦ遺伝子をプロ
ーブとして、サブトラクション後のＰＣＲ産物およびサ
ブトラクション前のＰＣＲ産物についてサザンブロット
・ハイブリダイゼーションを実施した。
【００４６】（βアミロイド処理遺伝子）―（未処理遺
伝子）および（未処理遺伝子）―（βアミロイド処理遺
伝子）のサブトラクション後のＰＣＲ産物を９００ｂｐ
以上（グループＩ）、５００ｂｐ以上９００ｂｐ以下
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（グループＩＩ）、２５０ｂｐ以上５００ｂｐ以下（グ
ループＩＩＩ）にサイズ分画した。
【００４７】（βアミロイド処理遺伝子）―（未処理遺
伝子）のグループＩＩＩに属するＰＣＲ産物のベクター
（ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ  ＩＩ）へのライゲーション
を行い、プラスミドライブラリーを作製した。
【００４８】プラスミドライブラリーの４８０クローン
のベクター挿入部分をＰＣＲ法により増幅し、それらの
遺伝子を６０～１００ｎｇずつメンブレン（Ｈｙｂｏｎ
ｄ－Ｎ＋；Ａｍｅｒｓｈａｍ社製）にドットブロットし
たものを４セット作製した。このドットブロットメンブ
レンに対して、（βアミロイド処理遺伝子）―（未処理
遺伝子）および（未処理遺伝子）―（βアミロイド処理
遺伝子）のサブトラクション後のＰＣＲ産物及び、（β
アミロイド処理遺伝子）―（未処理遺伝子）および（未
処理遺伝子）―（βアミロイド処理遺伝子）のサブトラ
クション前のＰＣＲ産物の計４プローブでそれぞれディ
ファレンシャルハイブリダイゼーションを実施した。
（未処理遺伝子）―（βアミロイド処理遺伝子）のサブ
トラクション後のＰＣＲ産物と比較して（βアミロイド
処理遺伝子）―（未処理遺伝子）のサブトラクション後
のＰＣＲ産物において特異的に濃縮が認められるクロー
ンを選択した。
【００４９】（ノーザンブロットハイブリダイゼーショ
ンによる解析）ディファレンシャルハイブリダイゼーシ
ョンスクリーニングで選択したクローン群のそれぞれの
ベクター挿入部分をプローブとしてβアミロイド処理お
よび未処理アストログリア細胞由来ｐｏｌｙ  Ａ（＋）
ＲＮＡを用いたノーザンブロット・ハイブリダイゼーシ
ョンを実施した。なお、ディファレンシャルハイブリダ
イゼーションスクリーニングで選択されたクローン群中
にクローンの重複の可能性が考えられるものに関しては
サザンブロット・ハイブリダイゼーションによってその
有無を確認し、重複することが判明したクローンはあら
かじめノーザンブロット・ハイブリダイゼーションによ
る解析から除外した。
【００５０】（塩基配列解析およびホモロジー検索）β
アミロイドにより発現が誘導されるクローン群はＣｙ５
標識Ｍ１３ユニバーサルおよびリバースプライマーを用
いてシークエンス反応を行い、ＡＬＦ  Ｅｘｐｒｅｓｓ
蛍光シークエンサー（ファルマシア社製）でベクター挿
入部分の塩基配列を解析した。得られた配列について、
ＮＣＢＩデータベースでホモロジー検索を実施した。得
られた全長ｃＤＮＡのうちの１クローンは新規遺伝子で
あり、最近ヒトプロスタグランジンＥ合成酵素をコード
することが報告された遺伝子ＭＧＳＴ１－Ｌ１と塩基配
列で７９．７％、アミノ酸で８２．５％のホモロジーが
あった（図１）。
【００５１】（ノーザンブロット法による新規遺伝子誘
導の確認）上記方法により、βアミロイド処理および未
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処理のアストログリアから、それぞれのｐｏｌｙ  Ａ  
（＋）  ＲＮＡサンプルを調製した。上記新規遺伝子の
サブトラクション処理後ｃＤＮＡフラグメントをプロー
ブとして、ノーザンブロッティングを行った。常発現性
遺伝子であるグリセルアルデヒド３リン酸デヒドロゲナ
ーゼ（Ｇ３ＰＤＨ）ｃＤＮＡ（ＣＬＯＮＴＥＣＨ社製）
を内部標準プローブとして用いた。検出はＢＡＳ２００
０（富士フィルム社製）を用いて行った。Ｇ３ＰＤＨ遺
伝子は、βアミロイド処理時および未処理時において発
現量に差が認められないのに対し、本発明の新規遺伝子
は、βアミロイド未処理時では低レベルで維持されてい
た発現量が、βアミロイド処理により約２２倍増加した
（図２）。
【００５２】（新規遺伝子発現の組織分布）ラットの各
組織から抽出したｐｏｌｙ  Ａ  （＋）  ＲＮＡのノー
ザンブロット（ＣＬＯＮＴＥＣＨ社製）に、本発明の新
規遺伝子由来のランダムプライムｃＤＮＡプローブをハ
イブリダイゼーションさせた。腎臓と精巣において、本
発明の新規遺伝子の強い発現が見られた。脳、肺、骨格
筋において弱い発現が見られた（図３）。本遺伝子の各
組織における発現パターンは、ヒトのプロスタグランジ
ンＥ合成酵素遺伝子ＭＧＳＴ１－Ｌ１の発現パターン
（Ｊａｋｏｂｓｓｏｎｅｔ  ａｌ．  Ｐｒｏｃ．  Ｎａ
ｔｌ．  Ａｃａｄ．  Ｓｃｉ．  ＵＳＡ，  ９６，  ｐ
ｐ７２２０－７２２５  （１９９９））と一致してお
り、この結果は本遺伝子が、ラットにおける既報と同タ
イプのプロスタグランジンＥ合成酵素をコードすること
を支持している。
【００５３】（大腸菌Ｅ．ｃｏｌｉ  ４３７（ＦＰＲＭ
  ＢＰ－７０７４号）の作製）ＺＡＰベクター（ＳＴＲ
ＡＴＡＧＥＮＥ社製）のマルチクローニングサイト内Ｂ
ａｍ  Ｈ１－ＸｈｏＩ部位に本発明遺伝子のオープンリ
ーディングフレーム（ＯＲＦ）４６２塩基対を含むｃＤ
ＮＡ全長約１．３ｋＢを挿入した。この組換えベクター
をＺＡＰ－ｃＤＮＡ合成システム（ＳＴＲＡＴＡＧＥＮ
Ｅ社製）を用いてｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ  ＳＫ  （Ｓ
ＴＲＡＴＡＧＥＮＥ社製）に変換しｐ４３７を得た（図
４）。大腸菌コンピテントセル（Ｍａｘ  Ｅｆｆｉｃｉ
ｅｎｃｙＤＨ５α  ｃｏｍｐｅｔｅｎｔ  ｃｅｌｌｓ；
  ＧＩＢＣＯ  ＢＲＬ社製）５０μｌに対し、得られた
プラスミド２５ｐｇを加えて形質転換を行った。４５０
μｌのＳＯＣ  （２０ｇ／ｌ  トリプトン、５ｇ／ｌ  
イーストエクストラクト、０．５ｇ／ｌ  ＮａＣｌ、
２．５ｍＭ  ＫＣｌ、１０ｍＭ  ＭｇＣｌ

2
、２０ｍＭ

  グルコース）を加え、３７℃にて１時間振とう培養
後、ＬＢ－アンピシリンプレート（１０ｇ／ｌ  ＮａＣ
ｌ、１０ｇ／ｌ  トリプトン、５ｇ／ｌ  イーストエク
ストラクト、２５μｇ／ｍｌ  アンピシリン）に播種
し、アンピシリン耐性クローンを得た。
【００５４】
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【発明の効果】以上説明したように本発明はβアミロイ
ド処理により発現が誘導される新規プロスタグランジン
Ｅ合成酵素を提供するものである。この特性を利用した
新規医薬組成物、診断手段の提供は、アルツハイマー病
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等のβアミロイドに関連した疾患の臨床・基礎の医用領
域において大きな有用性を提供する。
【配列表】

                              SEQUENCE LISTING         
                 
     
<110> Daiichi Pharmaceutical Co
.,Ltd.
<120> Novel gene induced by beta
-amyloid
<130> N00032201A
<160> 2                             
<170> PatentIn Ver. 2.1
<210> 1
<211> 462
<212> DNA
<213> rat
<220> 
<221> CDS
<222> (1)..(462)
<400> 1
atg act tcc ctg ggt ttg gtg atg gag aac 
agc cag gtg ctc ccc gcc   48    
Met Thr Ser Leu Gly Leu Val Met Glu Asn 
Ser Gln Val Leu Pro Ala
  1               5                  10                  15    
ttt ctg ctc tgc agc aca ctg ctg gtc atc 
aag atg tac gcg gtg gct   96    
Phe Leu Leu Cys Ser Thr Leu Leu Val Ile 
Lys Met Tyr Ala Val Ala
             20                  25                  30        
gtc atc aca ggc caa gtc agg ctg cgg aag 
aag gct ttt gcc aac ccc   144   
Val Ile Thr Gly Gln Val Arg Leu Arg Lys 
Lys Ala Phe Ala Asn Pro
         35                  40                  45            
gag gac gcg ttg aaa cgt gga ggt ctc cag 
tac tgc agg agt gac cca   192   
Glu Asp Ala Leu Lys Arg Gly Gly Leu Gln 
Tyr Cys Arg Ser Asp Pro
     50                  55                  60                
gat gtg gag cgc tgc ctc aga gcc cac cgc 
aac gac atg gag acg atc   240   
Asp Val Glu Arg Cys Leu Arg Ala His Arg 
Asn Asp Met Glu Thr Ile
 65                  70                  75                  80

tac ccc ttc ctc ttc ctt ggt ttc gtc tac 
tca ttc ctg gga ccc aac   288   
Tyr Pro Phe Leu Phe Leu Gly Phe Val Tyr 
Ser Phe Leu Gly Pro Asn
                 85                  90                  95    
cct ctc atc gcc tgg ata cat ttc ctc gtg 
gtc ctc aca ggc cgt gtg   336   
Pro Leu Ile Ala Trp Ile His Phe Leu Val 
Val Leu Thr Gly Arg Val
            100                 105                 110      
  
gta cac acc gtg gcc tac ctg ggc aaa atg 
aac cca cgc att cgc tcc   384   
Val His Thr Val Ala Tyr Leu Gly Lys Met 
Asn Pro Arg Ile Arg Ser
        115                 120                 125          
  
ggg gcc tat gtt ctg gcc cag ttc gcc tgt 
ttc tcc atg gcc cta cag   432   
Gly Ala Tyr Val Leu Ala Gln Phe Ala Cys 
Phe Ser Met Ala Leu Gln
    130                 135                 140              
  
atc ctc tgg gaa gtg gcc cac cat ctg tga 
                          462   
Ile Leu Trp Glu Val Ala His His Leu    
145                 150                
<210> 2
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<211> 153        
<212> PRT
<213> rat
<400> 2
Met Thr Ser Leu Gly Leu Val Met Glu Asn 
Ser Gln Val Leu Pro Ala  
  1               5                  10                  15     
 
Phe Leu Leu Cys Ser Thr Leu Leu Val Ile 
Lys Met Tyr Ala Val Ala  
             20                  25                  30         
 
Val Ile Thr Gly Gln Val Arg Leu Arg Lys 
Lys Ala Phe Ala Asn Pro  
         35                  40                  45             
 
Glu Asp Ala Leu Lys Arg Gly Gly Leu Gln 
Tyr Cys Arg Ser Asp Pro  
     50                  55                  60                 
 
Asp Val Glu Arg Cys Leu Arg Ala His Arg 
Asn Asp Met Glu Thr Ile  
 65                  70                  75                  80
  
Tyr Pro Phe Leu Phe Leu Gly Phe Val Tyr 
Ser Phe Leu Gly Pro Asn  
                 85                  90                  95     
 
Pro Leu Ile Ala Trp Ile His Phe Leu Val 
Val Leu Thr Gly Arg Val  
            100                 105                 110      
    
Val His Thr Val Ala Tyr Leu Gly Lys Met 
Asn Pro Arg Ile Arg Ser  
        115                 120                 125          
    
Gly Ala Tyr Val Leu Ala Gln Phe Ala Cys 
Phe Ser Met Ala Leu Gln  
    130                 135                 140              
    
Ile Leu Trp Glu Val Ala His His Leu        
                      
145                 150                         
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【図面の簡単な説明】
【図１】  本発明の遺伝子がコードするポリペプチドの
アミノ酸配列とヒト遺伝子ＭＧＳＴ１－Ｌ１がコードす
るヒトプロスタグランジンＥ合成酵素のアミノ酸配列の
比較を説明する図である。上段のアミノ酸配列は本発明
の遺伝子がコードするポリペプチドの推定アミノ酸配
列、下段のアミノ酸配列はヒトプロスタグランジンＥ合
成酵素のアミノ酸配列。図中「＊」はアミノ酸が同一で
あることを示し、「．」は異なることを示す。
【図２】  本発明の遺伝子の発現がβアミロイド処理に
より誘導されることを確認したノーザンブロッティング
の結果の図である。図中、レーンＵは無処理のラットア
ストログリア細胞由来ｐｏｌｙ（Ａ）＋ＲＮＡサンプ
ル、レーンＡは２５μＭのβアミロイド１５時間処理後
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のラットアストログリア細胞由来ｐｏｌｙ（Ａ）＋ＲＮ
Ａサンプルをそれぞれ示す。上段は本発明の遺伝子のｍ
ＲＮＡ由来ｃＤＮＡフラグメントをプローブとして用い
た結果を示す。下段は内部標準として用いたＧ３ＰＤＨ
のｃＤＮＡ（ＣＬＯＮＴＥＣＨ）をプローブとして用い
た結果を示す。
【図３】  本発明の遺伝子の組織分布をラット組織ブロ
ット（ｔｉｓｓｕｅｂｌｏｔｓ）により解析した結果を
示す図である。本発明の遺伝子のｍＲＮＡ由来ｃＤＮＡ
フラグメントをプローブとして用いた。
【図４】  本発明のプラスミドｐ４３７の構築を示す図
である。図中「ＰＧＥｓｙｎｔｈａｓｅ」として表した
部分が本発明の遺伝子の挿入部分である。
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