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(54)【発明の名称】 プロテアーゼ活性を有する蛋白質

(57)【要約】
【課題】  ＡＤＡＭＴＳファミリーに属する蛋白質の多
様性を解明し、その用途を見出すこと。
【解決手段】  かずさＤＮＡ研究所でクローニングされ
た公知の遺伝子ＫＩＡＡ１３１２の配列的特徴と生物学
的機能の検討から、該遺伝子の遺伝子産物が公知のＡＤ
ＡＭＴＳファミリーに属する蛋白質と比較してＴｓｐ１
ドメインを１１回繰り返すという大きな構造的差異を持
ち、かつプロテアーゼ活性を有していることを見出し、
該遺伝子産物の用途を見出した。また、本発明に係るペ
プチドまたは該ぺプチドを有する蛋白質、これらをコー
ドするポリヌクレオチドまたはその相補鎖、該蛋白質を
認識する抗体、これらを利用した化合物の同定方法、該
同定方法で同定された化合物などを提供し、これらを利
用した医薬組成物および診断のための測定方法等を提供
する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  プロテアーゼ活性を有する下記の群より
選ばれるペプチドまたは該ペプチドを有する蛋白質；
①配列表の配列番号１のアミノ酸配列からなるペプチ
ド、
②配列表の配列番号１のアミノ酸配列を含有するペプチ
ド、
③配列表の配列番号１のアミノ酸配列と少なくとも約７
０％のアミノ酸配列上の相同性を有し、かつカゼイン分
解活性を有するペプチド、および、
④前記①から③のアミノ酸配列において１ないし数個の
アミノ酸の欠失、置換、付加または挿入といった変異を
有し、かつカゼイン分解活性を有するペプチド。
【請求項２】  トロンボスポンジン  タイプ１（Ｔｓｐ
１）ドメインを有し、該ドメインの数が５個以上３０個
以下である請求項１に記載のペプチドまたは該ペプチド
を有する蛋白質。
【請求項３】  トロンボスポンジン  タイプ１（Ｔｓｐ
１）ドメインを有し、該ドメインの数が１０個以上３０
個以下である請求項１に記載のペプチドまたは該ペプチ
ドを有する蛋白質。
【請求項４】  細胞外マトリックスを分解する請求項１
から請求項３のいずれか１つの請求項に記載のペプチド
または該ペプチドを有する蛋白質。
【請求項５】  請求項１から請求項４のいずれか１つの
請求項に記載のペプチドまたは該ペプチドを有する蛋白
質をコードするポリヌクレオチドまたはその相補鎖。
【請求項６】  カゼイン分解活性を有するペプチドをコ
ードする配列表の配列番号２の塩基配列からなるポリヌ
クレオチドまたはその相補鎖。
【請求項７】  請求項５または請求項６に記載のポリヌ
クレオチド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するポリヌクレオチド。
【請求項８】  配列表の配列番号２の塩基配列またはそ
の相補的塩基配列の少なくとも約１５個の連続する塩基
配列を有するポリヌクレオチド。
【請求項９】  請求項５から請求項８のいずれか１つの
請求項に記載のポリヌクレオチドまたはその相補鎖を含
有する組換えベクター。
【請求項１０】  請求項９に記載の組換えベクターで形
質転換された形質転換体。
【請求項１１】  請求項１０に記載の形質転換体を培養
する工程を含む、請求項１から請求項４のいずれか１つ
の請求項に記載のペプチドまたは該ペプチドを有する蛋
白質の製造法。
【請求項１２】  請求項１から請求項４のいずれか１つ
の請求項に記載のペプチドまたは該ペプチドを有する蛋
白質を免疫学的に認識する抗体。
【請求項１３】  請求項１から請求項４のいずれか１つ
の請求項に記載のペプチドまたは該ペプチドを有する蛋

2
白質の活性を促進する化合物の同定方法、および／また
は請求項５から請求項８のいずれか１つの請求項に記載
のポリヌクレオチドの発現を促進する化合物の同定方法
であって、請求項１から請求項４のいずれか１つの請求
項に記載のペプチドまたは該ペプチドを有する蛋白質、
請求項５から請求項８のいずれか１つの請求項に記載の
ポリヌクレオチドまたはその相補鎖、請求項９に記載の
ベクター、請求項１０に記載の形質転換体、および請求
項１２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方法。
【請求項１４】  請求項１３に記載の方法によって同定
された化合物。
【請求項１５】  請求項１３に記載の方法によって同定
された化合物からなる細胞外マトリックス分解促進剤。
【請求項１６】  請求項１から請求項４のいずれか１つ
の請求項に記載のペプチドまたは該ペプチドを有する蛋
白質、請求項５から請求項８のいずれか１つの請求項に
記載のポリヌクレオチドまたはその相補鎖、請求項９に
記載のベクター、請求項１０に記載の形質転換体、請求
項１４に記載の化合物、および請求項１５に記載の細胞
外マトリックス分解促進剤のうち、少なくともいずれか
１つを含有する医薬組成物。
【請求項１７】  細胞外マトリックス分解が関連する疾
患の病的症状の進行防止および／または治療剤である請
求項１６に記載の医薬組成物。
【請求項１８】  請求項１から請求項４のいずれか１つ
の請求項に記載のペプチドまたは該ペプチドを有する蛋
白質、請求項５から請求項８のいずれか１つの請求項に
記載のポリヌクレオチドまたはその相補鎖、請求項９に
記載のベクター、請求項１０に記載の形質転換体、請求
項１２に記載の抗体、請求項１４に記載の化合物、およ
び請求項１５に記載の細胞外マトリックス分解促進剤の
うち、少なくともいずれか１つを用いることを特徴とす
る疾患診断のための測定方法。
【請求項１９】  生体における請求項１から請求項４の
いずれか１つの請求項に記載のペプチドまたは該ペプチ
ドを有する蛋白質の活性、あるいはその発現が関連した
疾患診断のための測定方法であって、（ａ）生体由来試
料中の請求項１から請求項４のいずれか１つの請求項に
記載のペプチドまたは該ペプチドを有する蛋白質、およ
び／または（ｂ）生体由来試料中の請求項５から請求項
８のいずれか１つの請求項に記載のポリヌクレオチドま
たはその相補鎖をマーカーとして分析することを含む測
定方法。
【請求項２０】  請求項１８または請求項１９に記載の
疾患診断のための測定方法であって、疾患が、細胞外マ
トリックス分解が関連する疾患である測定方法。
【請求項２１】  請求項１８から請求項２０のいずれか
１つの請求項に記載の測定方法に使用される診断用キッ
ト。
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【発明の詳細な説明】
【０００１】
【産業上の利用分野】本発明は、ＡＤＡＭＴＳ（ａ  ｄ
ｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎ  ａｎｄ  ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏ
ｔｅａｓｅ  ｗｉｔｈ  ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ
  ｍｏｔｉｆｓ）ファミリーに属するプロテアーゼ活性
を有するペプチドまたは蛋白質に関し、構造的特徴とし
てトロンボスポンジン・タイプ１（ｔｈｒｏｍｂｏｓｐ
ｏｎｄｉｎ  ｔｙｐｅ  １）（以下Ｔｓｐ１と略す）ド
メインを多数含有するペプチドまたは蛋白質に関する。
また本発明は、上記ペプチドまたは蛋白質をコードする
ポリヌクレオチド、該ポリヌクレオチドを含有する組換
えベクター、該組換えベクターで形質転換された形質転
換体、該形質転換体もしくは該組換えベクターを使った
上記ペプチドまたは蛋白質の製造法、該ペプチドまたは
蛋白質に対する抗体、これらを利用した化合物の同定方
法および同定された化合物、該化合物の用途、これらに
係わる医薬組成物、およびこれらに係わる疾患の診断の
ための測定方法または測定キットに関する。
【０００２】
【従来の技術】ＡＤＡＭＴＳファミリーに属する蛋白質
は、Ｔｓｐ１ドメイン、メタロプロテアーゼドメイン、
およびディスインテグリン様ドメインという特徴的なド
メインを有する分泌型蛋白質である〔Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃ
ｈｅｍ．２７４（１９９９），ｐ．２３３４９－２３３
５７〕〔Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７４（１９９
９），ｐ．２３４４３－２３４５０〕〔ＦＥＢＳ  Ｌｅ
ｔｔｅｒｓ  ４７８（２０００），ｐ．２４１－２４
５〕。また、ＡＤＡＭＴＳファミリーに属する蛋白質は
既に１１種類が報告されているが、それらは、ＡＤＡＭ
ＴＳ－４（アグリカナーゼ１）、ＡＤＡＭＴＳ－５（ア
グリカナーゼ２）のような細胞外マトリックス（Ｅｘｔ
ｒａｃｅｌｌｕｌａｒ  ｍａｔｒｉｘ）（ＥＣＭ）を構
成するアグリカン切断活性を持つもの、ＡＤＡＭＴＳ－
２（ｐＮＰＩ）のようなプロコラーゲン切断活性をもつ
もの、ＡＤＡＭＴＳ－１（ＭＥＴＨ１）やＡＤＡＭＴＳ
－８（ＭＥＴＨ２）のような血管新生阻害作用を持つも
のである。
【０００３】上記のメタロプロテアーゼドメインは、細
胞外マトリックスの分解に関与し、細胞外マトリックス
を構成するコラーゲンやアグリカン等を切断（開裂）す
る機能をもつ。
【０００４】また、Ｔｓｐ１ドメインは、血小板のα顆
粒の成分であるトロンボスポンジン（ｔｈｒｏｍｂｏｓ
ｐｏｎｄｉｎ）（Ｔｓｐ）の３８５－５２２アミノ酸配
列領域に認められる特徴のあるドメインであり、ＴＳＰ
は血小板凝集に伴って放出されるヘパリン結合性の糖蛋
白質であり、５種のファミリーが報告されている。
【０００５】Ｔｓｐ１ドメインは、コラーゲンやフィブ
ロネクチン、ヘパラン硫酸プロテオグリカンといった細
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胞外マトリックスにＴｓｐが結合するのに重要な部位で
ある。また、ＴＳＰが血管内皮細胞の接着、増殖を抑制
し、遊走も強力に阻害することが報告され、ＴＳＰの血
管新生抑制作用において、Ｔｓｐ１はｂＥＧＦの内皮細
胞への結合を阻害したり、内皮細胞のアポトーシスを誘
導したりするといった重要な役割をもっていることも報
告されている。
【０００６】公知のＡＤＡＭＴＳファミリーに属する蛋
白質は、ヒトでは最大４個のＴｓｐ１ドメインを保有し
ており、Ｔｓｐ１ドメインは、上記のように細胞外マト
リックス（ＥＣＭ）を構成する酸性ムコ多糖と結合する
ことが報告されている。しかし、その含有するＴｓｐ１
ドメイン数の機能および構造的意義については報告され
ていない。
【０００７】
【発明が解決しようとする課題】したがって本発明の課
題は、ＡＤＡＭＴＳファミリーに属する蛋白質、特にＴ
ｓｐ１ドメインの存在を指標としてｃＤＮＡひいては蛋
白質を検索することにより、新規な機能を有するペプチ
ドを確保し、その多様性を解明して、Ｔｓｐ１ドメイン
の関与する生体機能、特に細胞外マトリックスの分解や
血管新生が係わる疾患の解明や、その疾患の病的症状の
進行防止、治療および診断を可能とすることである。
【０００８】より具体的には、本発明の課題はＡＤＡＭ
ＴＳファミリーに属するプロテアーゼ活性を有するペプ
チドまたは該ペプチドを有する蛋白質に関し、構造的特
徴としてＴｓｐ１ドメインを多数含有するペプチドまた
は蛋白質の用途を提供することである。
【０００９】また本発明の別の課題は、上記ペプチドま
たは蛋白質をコードするポリヌクレオチド、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
で形質転換した形質転換体、上記ペプチドまたは蛋白質
に対する抗体、これらを利用して同定した化合物、これ
らを利用した医薬組成物、これらを利用した同定方法、
上記形質転換体もしくは上記組換えベクターを使った上
記ペプチドまたは蛋白質の製造法、上記化合物の用途、
および上記ペプチドまたは蛋白質が係わる疾患の診断に
用いる測定方法もしくは測定キットを提供することであ
る。
【００１０】
【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、かずさＤＮＡ研究所でクローニングされ
た遺伝子ＫＩＡＡ１３１２に着目し、その配列的特徴と
生物学的機能の検討から、該遺伝子の遺伝子産物が公知
のＡＤＡＭＴＳファミリー蛋白質と比較して、Ｔｓｐ１
ドメインを１１回繰り返すという大きな構造的差異を持
ち、かつプロテアーゼ活性を有していることを見出し
た。本発明者等は、こ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。すなわち、本発
明は、（１）プロテアーゼ活性を有する下記の群より選
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ばれるペプチドまたは該ペプチドを有する蛋白質；
①配列表の配列番号１のアミノ酸配列からなるペプチ
ド、
②配列表の配列番号１のアミノ酸配列を含有するペプチ
ド、
③配列表の配列番号１のアミノ酸配列と少なくとも約７
０％のアミノ酸配列上の相同性を有し、かつカゼイン分
解活性を有するペプチド、および、
④前記①から③のアミノ酸配列において１ないし数個の
アミノ酸の欠失、置換、付加または挿入といった変異を
有し、かつカゼイン分解活性を有するペプチド、（２）
トロンボスポンジン  タイプ１（Ｔｓｐ１）ドメインを
有し、該ドメインの数が５個以上３０個以下である前記
（１）に記載のペプチドまたは該ペプチドを有する蛋白
質、（３）トロンボスポンジン  タイプ１（Ｔｓｐ１）
ドメインを有し、該ドメインの数が１０個以上３０個以
下である前記（１）に記載のペプチドまたは該ペプチド
を有する蛋白質、（４）細胞外マトリックスを分解する
前記（１）から（３）のいずれかに記載のペプチドまた
は該ペプチドを有する蛋白質、（５）前記（１）から
（４）のいずれかに記載のペプチドまたは該ペプチドを
有する蛋白質をコードするポリヌクレオチドまたはその
相補鎖、（６）カゼイン分解活性を有するペプチドをコ
ードする配列表の配列番号２の塩基配列からなるポリヌ
クレオチドまたはその相補鎖、（７）前記（５）または
（６）に記載のポリヌクレオチド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す
るポリヌクレオチド、（８）配列表の配列番号２の塩基
配列またはその相補的塩基配列の少なくとも約１５個の
連続する塩基配列を有するポリヌクレオチド、（９）前
記（５）から（８）のいずれかに記載のポリヌクレオチ
ドまたはその相補鎖を含有する組換えベクター、（１
０）前記（９）に記載の組換えベクターで形質転換され
た形質転換体、（１１）前記（１０）に記載の形質転換
体を培養する工程を含む、前記（１）から（４）のいず
れかに記載のペプチドまたは該ペプチドを有する蛋白質
の製造法、（１２）前記（１）から（４）のいずれかに
記載のペプチドまたは該ペプチドを有する蛋白質を免疫
学的に認識する抗体、（１３）前記（１）から（４）の
いずれかに記載のペプチドまたは該ペプチドを有する蛋
白質の活性を促進する化合物の同定方法、および／また
は前記（５）から（８）のいずれかに記載のポリヌクレ
オチドの発現を促進する化合物の同定方法であって、前
記（１）から（４）のいずれかに記載のペプチドまたは
該ペプチドを有する蛋白質、前記（５）から（８）のい
ずれかに記載のポリヌクレオチドまたはその相補鎖、前
記（９）に記載のベクター、前記（１０）に記載の形質
転換体、および前記（１２）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方法、
（１４）前記（１３）に記載の方法によって同定された
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化合物、（１５）前記（１３）に記載の方法によって同
定された化合物からなる細胞外マトリックス分解促進
剤、（１６）前記（１）から（４）のいずれかに記載の
ペプチドまたは該ペプチドを有する蛋白質、前記（５）
から（８）のいずれかに記載のポリヌクレオチドまたは
その相補鎖、前記（９）に記載のベクター、前記（１
０）に記載の形質転換体、前記（１２）に記載の抗体、
前記（１４）に記載の化合物、および前記（１５）に記
載の細胞外マトリックス分解促進剤のうち、少なくとも
いずれか１つを含有する医薬組成物、（１７）細胞外マ
トリックス分解が関連する疾患の病的症状の進行防止お
よび／または治療剤である前記（１６）に記載の医薬組
成物、（１８）前記（１）から（４）のいずれかに記載
のペプチドまたは該ペプチドを有する蛋白質、前記
（５）から（８）のいずれかに記載のポリヌクレオチド
またはその相補鎖、前記（９）に記載のベクター、前記
（１０）に記載の形質転換体、前記（１２）に記載の抗
体、前記（１４）に記載の化合物、および前記（１５）
に記載の細胞外マトリックス分解促進剤のうち、少なく
ともいずれか１つを用いることを特徴とする疾患診断の
ための測定方法、（１９）生体における前記（１）から
（４）のいずれかに記載のペプチドまたは該ペプチドを
有する蛋白質の活性、あるいはその発現が関連した疾患
の診断のための測定方法であって、（ａ）生体由来試料
中の前記（１）から（４）のいずれかに記載のペプチド
または該ペプチドを有する蛋白質、および／または
（ｂ）生体由来試料中の前記（５）から（８）のいずれ
かに記載のポリヌクレオチドまたはその相補鎖をマーカ
ーとして分析することを含む測定方法、（２０）前記
（１８）または（１９）に記載の疾患診断のための測定
方法であって、疾患が、細胞外マトリックス分解が関連
する疾患である測定方法、（２１）前記（１８）から
（２０）のいずれかに記載の方法に使用される診断用キ
ット、である。
【００１１】
【発明の実施の形態】（プロテアーゼ活性を有するペプ
チド、蛋白質）発明者らが着目したかずさＤＮＡ研究所
でクローニングされた遺伝子ＫＩＡＡ１３１２は、バイ
オインフォーマティクス（ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ
ｓ）を用いた解析により、ＡＤＡＭＴＳファミリーと類
似したドメインをもち、オープンリーディングフレーム
（以下ＯＲＦという）の５′側配列が欠損しているもの
の、活性発現に必要な基本モチーフ（ｍｏｔｉｆ）を含
む領域はすべて有すると推定された。
【００１２】本発明者らは、後述の実施例で示すよう
に、大腸菌を用いた遺伝子発現系で本発明に係る上記の
遺伝子を発現させ、得られた蛋白質を精製し、カゼイン
分解能を指標として該蛋白質がカゼインを濃度依存的に
分解するプロテアーゼ活性を有していることを見出し
た。また、該蛋白質は図１に示したようにＴｓｐ１ドメ
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インを１１個（１１領域）有するという特徴をもってい
た。
【００１３】本発明に係るプロテアーゼ活性を有するペ
プチドもしくは該ペプチドを有する蛋白質は、配列表の
配列番号１に記載したアミノ酸配列と同一、または実質
的に同一なアミノ酸配列およびこれらを含有する蛋白質
を含む。上記プロテアーゼ活性を有するペプチドもしく
は該ペプチドを有する蛋白質は、ヒトや哺乳動物の細
胞、またはそれらの細胞が存在する組織に由来する蛋白
質でもよく、また合成蛋白質でもよい。これらはカゼイ
ン分解能を有するかぎりにおいてプロテアーゼ活性を有
する蛋白質として有用である。本明細書において、ペプ
チドは、ペプチド結合または修飾されたペプチド結合に
より互いに結合している２個またはそれ以上のアミノ酸
を含む任意のペプチドを意味する。また、長鎖のペプチ
ドを蛋白質ということもある。
【００１４】配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列
と実質的に同一のアミノ酸配列としては、例えば、配列
表の配列番号１に記載のアミノ酸配列と約４０％以上、
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％以上、特に好ましくは約
９５％以上の相同性を有するアミノ酸配列が挙げられ
る。これらはカゼイン分解能を有するかぎりにおいてプ
ロテアーゼ活性を有する蛋白質として有用である。アミ
ノ酸配列の相同性を決定する技術は、自体公知であり、
例えばアミノ酸配列を直接決定する方法、ｃＤＮＡの塩
基配列を決定後これにコードされるアミノ酸配列を推定
する方法等が可能である。また、カゼイン分解能の測定
は、例えば後述する実施例に記載した方法等の、公知の
方法を用いて実施できる。
【００１５】上記プロテアーゼ活性を有するペプチドも
しくは該ペプチドを含有する蛋白質は、成熟蛋白質の形
態であってもよく、あるいは融合蛋白質等、大型の蛋白
質の一部であってもよい。分泌またはリーダー配列、プ
ロ配列、複数のヒスチジン残基等の精製を促進する配
列、または組換え生産を行っている間の安定性のための
さらなる配列を含むものであってもよい。
【００１６】また、本発明は、配列表の配列番号１に記
載のアミノ酸配列を含有するペプチド、あるいはその部
分配列を含むペプチドもその範囲に含む。
【００１７】本発明に係るペプチドの部分配列からなる
ペプチドは、その最小単位としては５個以上のアミノ
酸、好ましくは８個以上のアミノ酸、より好ましくは１
２個以上、さらに好ましくは１５個以上の連続するアミ
ノ酸で構成されるアミノ酸配列からなり、好ましくは免
疫学的に認識しうるペプチドを本発明の対象とする。こ
れらのペプチドは、試薬もしくは標準物質、または後述
するように本発明に係るプロテアーゼ活性を有するペプ
チドに特異的な抗体を作製するための抗原として単独ま
たはキャリア（例えば、キーホールリンペイトヘモシア
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ニンまたは卵白アルブミン）と結合して使用できる。
【００１８】このように特定された本発明に係るプロテ
アーゼ活性を有するペプチドもしくは該ペプチドを含有
する蛋白質を基にして、カゼイン分解活性を指標とする
ことにより、アミノ酸の欠失・置換・付加あるいは挿入
といった変異を、１個以上、例えば１～１００個、好ま
しくは１～６０個、より好ましくは１～２０個、さらに
好ましくは１～１０個、特に好ましくは１ないし数個有
するアミノ酸配列からなるペプチドもしくは該ペプチド
を有する蛋白質も提供される。欠失・置換・付加あるい
は挿入の手段は自体公知であり、例えば、部位特異的変
異導入法、遺伝子相同組換え法、プライマー伸長法また
はポリメラーゼ連鎖増幅法（ＰＣＲ）を単独または適宜
組合わせて、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら編［Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ Ｃｌｏｎｉｎｇ，Ａ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
 Ｍａｎｕａｌ、２nd ed.］，Cold Spring Harbor Labo
ratory Press（１９８９）、村松正實編［ラボマニュア
ル遺伝子工学］，丸善株式会社（１９８８）、Ｅｈｒｌ
ｉｃｈ，ＨＥ．編［ＰＣＲテクノロジー、ＤＮＡ増幅の
原理と応用］，ストックトンプレス（１９８９）等の成
書に記載の方法に準じて、あるいはそれらの方法を改変
して実施することができ、例えばＵｌｍｅｒの技術（Ｓ
ｃｉｅｎｃｅ，２１９（１９８３），ｐ．６６６）を利
用することができる。上記のような変異の導入におい
て、当該ポリペプチドの基本的な性質（物性、活性、ま
たは免疫学的活性等）を変化させないという観点から
は、例えば、同族アミノ酸（極性アミノ酸、非極性アミ
ノ酸、疎水性アミノ酸、親水性アミノ酸、陽性荷電アミ
ノ酸、陰性荷電アミノ酸、芳香族アミノ酸等）の間での
相互置換は容易に想定される。
【００１９】さらに、本発明に係るプロテアーゼ活性を
有するペプチドもしくは該ペプチドを有する蛋白質は、
構造的特徴として５個以上、より好ましくは１０個以上
のＴｓｐ１ドメインを有するペプチドまたは蛋白質も包
含する。
【００２０】発明者らは、Ｔｓｐ１ドメイン数がＥＣＭ
との結合親和性に強く関わって、本発明のプロテアーゼ
活性を有するペプチドまたは該ペプチドを有する蛋白質
が生体内のＥＣＭに多量におよび／または強く結合し、
公知のＡＤＡＭＴＳファミリーに属する蛋白質より長時
間結合できると考えている。また、Ｔｓｐ１ドメインの
ＥＣＭへの結合親和性を利用して、該蛋白質の効果をさ
らに増強できると考えている。例えば、本発明に係るペ
プチドが含有するＴｓｐ１ドメイン数を公知の遺伝子組
換え法等を用いて増加させることにより、ＥＣＭへの結
合を多量にあるいは長時間結合させ、該蛋白質の保有す
るプロテアーゼ活性を全体として高めたり、長時間作用
させたりできる。
【００２１】従って、ＡＤＡＭＴＳファミリーに属する
他の公知の蛋白質に比べ、該ペプチドまたは該蛋白質に
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よる基質分解速度や基質分解量を、Ｔｓｐ１ドメインに
よる強い親和性により著しく早くおよび／または大きく
できる。一方、公知の遺伝子組換え法等を用いてＴｓｐ
１ドメイン数を減少させれば、該蛋白質のプロテアーゼ
活性の効果を減弱させることも可能である。
【００２２】別の観点から見ると、Ｔｓｐ１ドメイン数
は該ドメインを有する蛋白質の特異性にかかわり、組織
や細胞の基底膜あるいは細胞外マトリックスの構成成分
に対する高い結合特異性を惹起すると発明者らは考えて
いる。すなわち、その結合特異性により、該ペプチドま
たは該蛋白質が特定の組織に、例えば脳に、あるいは分
解する基質の選択を行っていると考えている。基質に対
する結合特異性を確認するためには、例えばＥＣＭの１
つであるアグリカンの分解特性を検討することにより可
能であり、分解したアミノ酸配列の情報をもとに公知の
データベースで生体内基質を検索すればことが足りる。
【００２３】さらに後述する関連疾患の病態時には、上
記の強い親和性や高い特異性により、本発明に係るプロ
テアーゼ活性を有するペプチドまたは該ペプチドを有す
る蛋白質が主要な役割を果たしていると発明者らは考
え、これらのＴｓｐ１ドメインの含有数を変化させ該蛋
白質の機能を増強、特にＥＣＭの分解を促進することに
より、より効果的な該関連疾患の症状進行の防止および
／または治療がおこなえると考えている。
【００２４】例えば、アルツハイマー病の原因物質と考
えられているベータアミロイドによりＡＤＡＭＴＳファ
ミリーに属する蛋白質の一つであるＡＤＡＭＴＳ―４が
脳において誘導されることが報告〔Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．
Ｌｅｔｔ．２８９（２０００），ｐ．１７７－１８０〕
されている。脳内でベータアミロイドが凝集し、沈着す
ることにより神経細胞死は惹起されると一般的に考えら
れていることから、ベータアミロイドで誘導されるプロ
テアーゼはベータアミロイドを分解するために、あるい
は病態を回復させるために発現しているとも考えられ
る。
【００２５】本発明者らは、後述する実施例において本
発明に係るＴｓｐ１ドメインを有し、かつプロテアーゼ
活性を有する蛋白質をコードするｍＲＮＡが脳に存在し
ていることを確認した。本発明に係る該蛋白質がベータ
アミロイドにより誘導されるかどうかは公知の方法で確
認することができ、したがって本発明に係る該蛋白質の
プロテアーゼ活性を促進すれば、アルツハイマー病にお
ける沈着あるいは増加するベータアミロイドを分解して
神経細胞死を防止でき、および／または変性した細胞外
マトリックスを速やかに分解して正常組織を再構成させ
神経細胞の脱落を阻止することが可能であると考えてい
る。
【００２６】本発明のＴｓｐ１ドメイン数の構造につい
ては、１つのＴｓｐ１ドメインがありスペーサーを介し
て繰り返しＴｓｐ１ドメインを有する構造が前述したＥ
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ＣＭなどへの結合等に重要であると発明者らは考えてい
る。
【００２７】進化の過程で起きるドメイン単位等の重複
進化などを考慮すると、上記構造を含む１１個のドメイ
ン単位が重複され、つまり「１ドメイン―スペーサー―
１０ドメイン」の構造重複、例えば２回で２２個、３回
で３３個が起こりえる。
【００２８】また、別の観点では１ドメイン―スペーサ
ー後の「ｎ個のドメイン」の重複、例えばｎが１０個、
２０個あるいは３０個等が起こりえる。従って、上記構
造に由来する結合親和性および／または特異性を発揮す
るためには、構造の繰り返しが必須と考えられ、５個以
上、好ましくは１０個、より好ましくは２０個、さらに
好ましくは３０個のドメインがあればよい。
【００２９】これらのＴｓｐ１ドメイン数を増減させる
ことは自体公知の遺伝子工学的技術、例えば該当するコ
ード領域のポリヌクレオチドの挿入あるいは欠損等の方
法により、可能である。
【００３０】また、本発明に係るペプチドまたは該ペプ
チドを有する蛋白質が、ＡＤＡＭＴＳファミリー蛋白質
の１つであるＡＤＡＭＴＳ－１の活性中心と同じモチー
フを有することから、ＡＤＡＭＴＳ－１と同様の基質を
同じ開裂部位で、例えば基質がアグリカンであるときは
セリン－グルタミン－グルタミン酸－ロイシン（ＳＱＥ
Ｌ）のグルタミン酸－ロイシンの間で切断すると考えら
れる。従って、本発明に係るプロテアーゼ活性を有する
ペプチドもしくは該ペプチドを有する蛋白質は、細胞外
マトリックス、アグリカン、カゼイン、またはＡＤＡＭ
ＴＳ－１による開裂部位のアミノ酸配列を有するペプチ
ドのいずれかを分解することのできるペプチドまたは蛋
白質であり得る。
【００３１】（ポリヌクレオチド）本発明に係るポリヌ
クレオチドおよびその相補鎖は、上記プロテアーゼ活性
を有するペプチドまたは該ペプチドを有する蛋白質、例
えば配列表の配列番号１に記載のアミノ酸配列からなる
ペプチドをコードするポリヌクレオチドおよび該ポリヌ
クレオチドに対する相補鎖を意味する。これらは例えば
本発明に係るプロテアーゼ活性を有するペプチドもしく
は該ペプチドを有する蛋白質の製造に有用な遺伝子情報
を提供するものであり、あるいは核酸に関する試薬・標
準品としても利用できる。好ましいポリヌクレオチドの
塩基配列は、配列表の配列番号２に記載している。
【００３２】別の態様において本発明は、上記プロテア
ーゼ活性を有するペプチドまたは該ペプチドを有する蛋
白質のアミノ酸配列、例えば配列表の配列番号１のアミ
ノ酸配列からなるペプチドをコードするポリヌクレオチ
ドまたはその相補鎖、好ましくは配列表の配列番号２の
塩基配列からなるポリヌクレオチドまたはその相補鎖の
対応する領域に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を提供できる。ハイブリダイ
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ゼーションの条件は、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら編
[Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｃｌｏｎｉｎｇ；Ａ Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｙ Ｍａｎｕａｌ、第２版]，コールド・スプリ
ング・ハーバー・ラボラトリー，１９８９年等に従うこ
とができる。ストリンジェントなハイブリダイゼーショ
ン条件は一般に知られたものであるが、その一例として
は、５０％ホルムアミド、５ｘＳＳＣ（１５０ｍＭ  Ｎ
ａＣｌ、１５ｍＭ  クエン酸三ナトリウム）、５０ｍＭ
  リン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）、５ｘデンハーツ溶
液、１０％デキストラン硫酸、および２０μｇ／ｍｌの
変性剪断サケ・精子ＤＮＡを含む溶液中、４２℃で一
晩、次いで、約６５℃において０．１ｘＳＳＣ中での洗
浄といった条件であってもよい。
【００３３】これらのポリヌクレオチドは、目的のポリ
ヌクレオチド、特に配列表の配列番号２の塩基配列から
なるポリヌクレオチドまたはその相補鎖にハイブリダイ
ズするものであれば必ずしも相補的配列でなくとも良
い。例えば、配列表の配列番号２の塩基配列またはその
相補的配列に対する相同性において、少なくとも約４０
％、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％以上、最も好ましくは
約９５％以上の相同性を有するポリヌクレオチドであり
得る。また本発明に係るポリヌクレオチドは、指定され
た塩基配列の領域に対応する連続する１０個以上のポリ
ヌクレオチド、好ましくは１５個以上、より好ましくは
２０個以上の配列からなるポリヌクレオチド、オリゴヌ
クレオチドおよび該相補鎖を包含する。
【００３４】上記本発明に係るポリヌクレオチドは、本
発明に係るプロテアーゼ活性を有するペプチドもしくは
該ペプチドを有する蛋白質の製造に、または該ペプチド
もしくは該ペプチドを有する蛋白質をコードするポリヌ
クレオチド、例えばその遺伝子もしくはｍＲＮＡの検出
のためのプローブもしくはプライマー（ｐｒｉｍｅｒ）
として、またはその遺伝子発現を促進または阻害するた
めのアンチセンスオリゴヌクレオチド等として、機能性
遺伝子スクリーニング技術であるＡｎｔｉｓｅｎｓｅ  
ｄｉｓｐｌａｙ法の材料として有用である。その意味
で、本発明に係るポリヌクレオチドおよびオリゴヌクレ
オチドは翻訳領域のみでなく、非翻訳領域に対応するも
のも包含する。例えば、アンチセンスによって本発明に
係るプロテアーゼ活性を有するペプチドもしくは該ペプ
チドを有する蛋白質の発現を特異的に阻害するために
は、本発明に係るプロテアーゼ活性を有するペプチドも
しくは該ペプチドを有する蛋白質に固有な領域の塩基配
列を用いることが想定される。一方、Ｔｓｐ１ドメイン
含有蛋白質間の保存配列を用いることにより本発明に係
るプロテアーゼ活性を有するペプチドを含む複数のＴｓ
ｐ１ドメイン含有蛋白質の発現を同時に阻害することも
可能と考える。
【００３５】ここで、新規Ｔｓｐ１ドメイン含有蛋白質
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または同様の活性を有するペプチドをコードするポリヌ
クレオチドの塩基配列の決定には、例えば公知の蛋白質
発現系を利用して発現蛋白質の確認を行い、その生理活
性特にカゼイン分解活性を指標にして行うことができ
る。無細胞蛋白質発現系を利用する場合は、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（１９５７），ｐ．１６
０－１６１）。
【００３６】また、本発明に係るポリヌクレオチドは、
それにコードされるアミノ酸配列を変化させてもよく、
コードされるペプチドにおけるアミノ酸の置換、付加、
欠損、融合および末端切断を招く場合があるが、本発明
はこれらのものも包含する。これらの変化は１またはそ
れ以上の置換、付加、欠損が任意の組合わせで起こるこ
とにより、アミノ酸配列が変化し得るものであり、これ
らの変化は、突然変異技術、直接的合成、および当業者
に既知のその他の組換え技術により製造できる。
【００３７】（組換えベクター）上記ポリヌクレオチド
を適当なベクターに組込むことにより、組換えベクター
を得ることができる。ベクターは、用いる宿主の種類に
より選択され、発現目的の遺伝子と複製や制御に関する
情報を担持した遺伝子、例えば、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、マーカー配列等を構成要素とし、これらを自体
公知の方法によって組合わせて作製される。前記ベクタ
ーに本発明に係るポリヌクレオチド等を組込む方法は、
自体公知の方法を適用し得る。なお、マーカー配列とし
ては、ヘキサ－ヒスチジンペプチドまたはＨＡタグが好
適に例示される。
【００３８】ベクターには、染色体、エピソームおよび
ウイルス由来のベクター、例えば細菌プラスミド由来、
バクテリオファージ由来、トランスポゾン由来、酵母エ
ピソーム由来、挿入エレメント由来、酵母染色体エレメ
ント由来、例えばバキュロウイルス、パポバウイルス、
例えばＳＶ４０、ワクシニアウイルス、アデノウイル
ス、鶏痘ウイルス、仮性狂犬病ウイルスおよびレトロウ
イルス等のウイルス由来のベクター、ならびにそれらを
組合わせたベクター、例えばプラスミドおよびバクテリ
オファージの遺伝学的エレメント由来のベクター、例え
ばコスミドおよびファージミド等がある。
【００３９】（形質転換体）形質転換には自体公知の手
段が応用でき、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が行われ
る。より好ましくは、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用いられるが、簡
便には核外遺伝子を利用した自律複製系が使用できる。
【００４０】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される。培養は、発
現産生される本発明に係るプロテアーゼ活性を有するペ
プチドもしくは該ペプチドを有する蛋白質の生物活性を
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マーカーにしておこなってもよいが、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培養によって生
産してもよい。
【００４１】また、発現系の構築物には発現を抑制ある
いは促進する領域を含有させることができる。通常、宿
主中にＤＮＡを保持、伸長または発現するためには、蛋
白質を発現するのに適した任意の系またはベクターを選
択することが必要となる。これらは周知の技術により適
当なＤＮＡ配列を発現系に挿入することができる。ま
た、翻訳蛋白質を、小胞体内腔、ペリプラスミックスペ
ースまたは細胞外環境へ分泌させるために、適当な分泌
シグナルを発現する蛋白質に組込むことができる。これ
らのシグナルは蛋白質に本来的なものであってもよく、
あるいは異種性のシグナルであってもよい。
【００４２】また、本発明では、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り、または本発明に係るＤＮＡ由
来のＲＮＡを用いた無細胞系蛋白質合成法により、本発
明からなるプロテアーゼ活性を有するペプチドもしくは
該ペプチドを有する蛋白質を提供可能である。後述する
実施例においては、大腸菌を用いた遺伝子発現系を利用
したが、無論これに限定されるものではない。
【００４３】本発明に係るプロテアーゼ活性を有するペ
プチドもしくは該ペプチドを有する蛋白質は、培地中に
分泌される場合、培地を回収し、該ペプチドもしくは該
蛋白質を回収し精製することができる。さらに、細胞内
に生成される場合、まず細胞を溶解し、次いで該ペプチ
ドもしくは該蛋白質を回収することによって、これらを
得ることができる。
【００４４】その方法には例えば硫酸アンモニウムまた
はエタノール沈殿、酸抽出、陰イオンまたは陽イオン交
換クロマトグラフィー、ホスホセルロースクロマトグラ
フィー、疎水性相互作用クロマトグラフィー、親和性ク
ロマトグラフィー、ヒドロキシルアパタイトクロマトグ
ラフィーおよびレクチンクロマトグラフィー等がある。
また、高速液体クロマトグラフィーを精製に用いること
もできる。
【００４５】さらに蛋白質が単離および／または精製中
に変性した場合、再び活性な立体配座にするために、蛋
白再生のための周知の技法を用いることができる。
【００４６】（抗体）抗体は、本発明に係るプロテアー
ゼ活性を有するペプチドもしくは該ペプチドを含む蛋白
質を抗原として用いることにより作製することができ
る。抗原は当該ペプチドもしくは該ペプチドを含む蛋白
質、またはその断片でもよく、断片の場合には少なくと
も５個、好ましくは少なくとも８個、より好ましくは少
なくとも１０個、さらに好ましくは１２個、特に好まし
くは１５個以上のアミノ酸で構成される。本発明に係る
プロテアーゼ活性を有するペプチドもしくは該ペプチド
を有する蛋白質に対して免疫学的に特異的な抗体を作製
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するためには、本発明に係るプロテアーゼ活性を有する
ペプチドもしくは該ペプチドを有する蛋白質に固有な配
列からなる領域を用いることが好ましい。このアミノ酸
配列は、必ずしも配列表の配列番号１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が好ま
しく、露出部位のアミノ酸配列が一次構造上で不連続で
あっても、該露出部位について連続的なアミノ酸配列で
あればよい。抗体は、免疫学的に本発明に係るポリペプ
チドまたはペプチドを認識または結合する限り特に限定
されない。この結合または認識の有無は、公知の抗原抗
体結合反応によって決定される。ここで、免疫学的に特
異的とは、先行技術の他の関連蛋白質に対する親和性よ
りも、本発明に係るプロテアーゼ活性を有するペプチド
もしくは該ペプチドを有する蛋白質に対する親和性が実
質的に大きいことを意味する。
【００４７】抗体を産生するためには、本発明に係るプ
ロテアーゼ活性を有するペプチド、該ペプチドを有する
蛋白質、または該ペプチドの断片を、アジュバントの存
在または非存在下で、単独で用いるかまたは担体に結合
して用いて、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おこなうことによって行われ
る。担体は、それ自体が宿主に対して有害作用をおこさ
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。免疫される動物は、
マウス、ラット、ウサギ、ヤギ、ヒツジ、ウマ、ウシ、
ニワトリ等が好適に用いられる。
【００４８】ポリクローナル抗体は、上記免疫手段を施
された動物の血清から自体公知の抗体回収法によって取
得される。好ましい回収法としては、免疫アフィニティ
ークロマトグラフィー法が挙げられる。
【００４９】モノクロ－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（例え
ば、脾臓またはリンパ節由来のリンパ球）を回収し、自
体公知の永久増殖性細胞（例えば、Ｐ３Ｘ６３Ａｇ８株
等のミエローマ株）への形質転換手段を導入することに
よって行われる。例えば、抗体産生細胞と永久増殖性細
胞とを自体公知の方法で融合させてハイブリドーマを作
成してこれをクローン化し、上記ポリペプチドまたはペ
プチドを特異的に認識する抗体を産生するハイブリドー
マを選別し、該ハイブリドーマの培養液から抗体を回収
する。
【００５０】本発明に係るプロテアーゼ活性を有するペ
プチドもしくは該ペプチドを有する蛋白質を認識し結合
し得るポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体
は、該ペプチドまたは該蛋白質の精製用抗体、試薬、ま
たは標識マーカー等として利用できる。また、本発明に
係るペプチドもしくは該ペプチドを有する蛋白質の活性
を阻害する抗体や、細胞外マトリックス、アグリカン、
カゼイン、またはＡＤＡＭＴＳ－１による開裂部位のア
ミノ酸配列を有するペプチドを分解するプロテアーゼの
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活性を阻害する抗体、本発明に係るペプチドもしくは該
ペプチドを有する蛋白質の細胞外マトリックスへの結合
を阻害する抗体は、細胞外マトリックスの分解が過剰な
病態、あるいは血管新生が不十分である病態等で有用に
なる。さらに本発明の抗体は、抗原と結合するＦａｂ部
分が本発明由来でありＦｃ部分がヒト由来であるヒト化
抗体（キメラ抗体）も包含する。ヒト化抗体の作成方法
は自体公知の方法を用いることができ、該ヒト化抗体を
上記病態の治療に使用できると考える。
【００５１】（化合物の同定方法）かくして調製された
本発明に係るプロテアーゼ活性を有するペプチドもしく
は該ペプチドを有する蛋白質、これらをコードするポリ
ヌクレオチドおよびその相補鎖、これらの塩基配列を含
むベクター、これらのアミノ酸配列および塩基配列の情
報に基づき形質転換させた形質転換体、またはこれらを
用いる蛋白質合成系、ならびに本発明に係るプロテアー
ゼ活性を有するペプチドもしくは該ペプチドを有する蛋
白質を免疫学的に認識する抗体等は、単独または複数を
組合わせることによって、本発明に係るプロテアーゼ活
性を有するペプチドもしくは該ペプチドを有する蛋白質
の活性を促進あるいは阻害する化合物等を同定するのに
有効な手段を提供する。
【００５２】例えば、ペプチドもしくは該ペプチドを有
する蛋白質の立体構造に基づくドラッグデザインによる
化合物のプロテアーゼ活性促進剤または阻害剤の同定、
細胞外マトリックス結合促進剤または阻害剤の同定や、
蛋白質合成系を利用した遺伝子レベルでの発現促進剤ま
たは阻害剤の同定、抗体を利用した抗体認識物質の同定
等が可能であり、これらを自体公知の医薬品スクリーニ
ングシステムにも使用できる。
【００５３】同定方法として例えば、本発明に係るプロ
テアーゼ活性を有するペプチドもしくは該ペプチドを有
する蛋白質とスクリーニングされる化合物との間の相互
作用を可能にする条件を選択し、該条件下でこれら該ペ
プチド等と該化合物とを接触させて、その相互作用によ
り生じるシグナルの存在もしくは不存在または変化を検
出することにより、上記該ペプチド等の活性を促進また
は阻害する化合物を同定可能である。具体的には、上記
プロテアーゼ活性を有するペプチドもしくは該ペプチド
を有する蛋白質とスクリーニングされる化合物とを接触
させ、該ペプチド等のプロテアーゼ活性を定量すること
により、該ペプチドを促進もしくは阻害する化合物を同
定できる。
【００５４】また、本発明に係るプロテアーゼ活性を有
するペプチドもしくは該ペプチドを有する蛋白質をコー
ドしているポリヌクレオチドとスクリーニングされる化
合物との間の相互作用を可能にする条件を選択し、該条
件下でこれらポリヌクレオチドと該化合物とを接触させ
て、その相互作用により生じるシグナルの存在もしくは
不存在または変化を検出することにより、これらポリヌ
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クレオチドに結合する化合物を同定できる。得られた化
合物から、形質転換体を用いた下記の方法により、これ
らポリヌクレオチドの発現を促進もしくは阻害できる化
合物を同定できる。
【００５５】さらに、本発明に係る形質転換体を用い
て、スクリーニングされる化合物または上記得られた化
合物とを適当な条件下で接触させ、本発明に係るペプチ
ドもしくは該ペプチドを有する蛋白質の発現の有無また
は変化を検出することにより、該ペプチド等の発現を促
進または阻害する化合物を同定可能である。該ペプチド
等の発現の有無または変化を検出するには、簡便には、
発現されるペプチド等の酵素活性を、例えば蛍光カゼイ
ンの分解を指標として測定できる。また、ペプチド等の
発現の有無または変化を検出するために、検出のための
シグナルもしくはマーカーを使用する系を導入し、この
シグナルもしくはマーカーの存在もしくは不存在または
変化を検出してもよい。ここでシグナルとは、そのもの
自体がその物理的または化学的性質により直接検出され
得るものを指し、マーカーとはそのものの物理的または
生物学的性質を指標として間接的に検出され得るものを
指す。シグナルとしてはルシフェラーゼやグリーン蛍光
蛋白質（ＧＦＰ）など、マーカーとしては、レポーター
遺伝子、例えばクロラムフェニコールアセチルトランス
フェラーゼ（ＣＡＴ）遺伝子など、または検出用のタ
グ、例えば６×Ｈｉｓタグなど、公知のものが利用でき
る。これらのシグナルまたはマーカーを組込んだベクタ
ーを作成し、該ベクターを形質転換体に導入すればよ
い。また、これらのシグナルまたはマーカーの検出方法
は、当業者には周知のものである。
【００５６】（化合物）このようにして選別あるいは同
定された化合物（化合物としては塩や水和物を形成して
も良く、天然物も包含する）は、本発明に係るプロテア
ーゼ活性を有するペプチドもしくは該ペプチドを有する
蛋白質の活性促進剤または活性阻害剤の候補化合物とし
て利用可能である。また、上記プロテアーゼ活性を有す
るペプチドもしくは該ペプチドを有する蛋白質の遺伝子
レベルでの発現促進剤、発現阻害剤等の候補化合物とし
ても利用可能である。特にプロテアーゼ活性を有するペ
プチドもしくは該ペプチドを有する蛋白質の活性促進剤
や、該蛋白質の遺伝子レベルでの発現促進剤は有用であ
る。さらに細胞外マトリックス分解促進剤の候補化合物
としても利用可能である。これらの候補化合物は、本発
明に係るプロテアーゼ活性を有するペプチドもしくは該
ペプチドを有する蛋白質の発現や活性の増加、減少また
は欠失等が関連する各種病的症状の進行を防止および／
または治療効果を期待できる。
【００５７】（医薬組成物）かくして選別あるいは同定
された候補化合物等は、生物学的有用性と毒性のバラン
スを考慮して選別することによって、医薬組成物として
調製可能である。また本発明に係るプロテアーゼ活性を
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有するペプチドもしくは該ペプチドを有する蛋白質、こ
れらをコードするポリヌクレオチドおよびその相補鎖、
これらの塩基配列を含むベクター、これらのアミノ酸配
列および塩基配列の情報に基づき形質転換させた形質転
換体、ならびに本発明に係るプロテアーゼ活性を有する
ペプチドもしくは該ペプチドを有する蛋白質を免疫学的
に認識する抗体等は、本発明に係るプロテアーゼ活性を
有するペプチドもしくは該ペプチドを有する蛋白質の活
性および／または発現を促進または抑制する機能を利用
した治療薬等（促進剤、拮抗剤、阻害剤等）の医薬手段
として使用することができる。すなわち本発明は、これ
らを単独または複数組合わせて利用することによって、
これらのうち少なくとも１つを含有する医薬組成物を提
供する。なお、製剤化にあたっては、自体公知のペプチ
ド、蛋白質、ポリヌクレオチド、抗体、化合物等各対象
に応じた製剤化手段を導入すればよい。
【００５８】本発明に係るペプチドもしくは該ペプチド
を有する蛋白質の発現およびその活性の低下や欠失等に
関連する異常な症状の治療には、１つの方法として本発
明に係るペプチドもしくは該ペプチドを有する蛋白質を
コードする遺伝子を活性化する治療上有効量の促進剤を
医薬上許容される担体とともに投与し、そのことにより
異常な症状を改善することを特徴とする方法が挙げられ
る。あるいは、遺伝子治療を用いて、対象中の細胞内で
本発明に係るペプチドもしくは該ペプチドを有する蛋白
質を生成せしめてもよい。上記ポリヌクレオチドを利用
した遺伝子治療は、公知の方法が利用できる。例えば、
上記のごとく本発明に係るポリヌクレオチドを組入れた
複製欠損レトロウイルスベクターを作製して遺伝子治療
に利用すればよい。また、遺伝子治療において、治療に
使用するペプチドもしくは該ペプチドを有する蛋白質を
対象中において生成させることもできる。例えば、当該
蛋白質をコードしているＤＮＡまたはＲＮＡを用いて、
例えばレトロウイルスプラスミドベクターを用いること
によりエクスビボ  （ｅｘ  ｖｉｖｏ）において対象由
来の細胞を処理し、次いで、細胞を対象に導入すること
もできる。
【００５９】また、本発明に係るペプチドもしくは該ペ
プチドを有する蛋白質の発現およびその活性が過剰な場
合、例えば有効量の上記阻害剤を医薬上許容される担体
とともに対象に投与して、当該ペプチドもしくは該ペプ
チドを有する蛋白質の活性を阻害し、そのことにより異
常な症状を改善することができる。さらに、発現ブロッ
ク法を用いて内在性の上記ペプチドもしくは該ペプチド
を有する蛋白質をコードしている遺伝子の発現を阻害し
てもよい。細胞内で生成させた、あるいは別個に投与さ
れた当該遺伝子のアンチセンス配列を使用して当該遺伝
子の発現を阻害できる。これらのオリゴヌクレオチド
は、上記本発明に係るポリヌクレオチドを基にして設計
し合成できる。当該オリゴヌクレオチドはそれ自体投与
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することができ、あるいは関連オリゴマーをインビボで
発現させることもできる。
【００６０】本発明に係るペプチドもしくは該ペプチド
を有する蛋白質が関連する疾患としては、細胞外マトリ
ックスの分解が関連する疾患等が挙げられる。また、該
ペプチドもしくは該蛋白質がＴｓｐ１ドメイン、メタロ
プロテアーゼドメイン、およびディスインテグリン様ド
メインを有するＡＤＡＭＴＳファミリー蛋白質と構造的
特徴およびプロテアーゼ活性においては類似しているこ
とから、ＡＤＡＭＴＳファミリー蛋白質が関与すると考
えられる各種疾患、例えば、癌、腫瘍性浸潤および転
移、難治性疾患、慢性関節リウマチ、動脈硬化、変形性
関節症、歯周疾患、異所性脈管形成、潰瘍形成、骨疾
患、血管再閉塞、血管再狭窄、ＨＩＶ感染症、または糖
尿病合併症、炎症性疾患、痴呆、アルツハイマー病等
が、本発明に係るペプチドもしくは該ペプチドを有する
蛋白質が関連する疾患として挙げられる。特に癌や腫瘍
性疾患、炎症性疾患、痴呆やアルツハイマー病等への関
与は重要である。
【００６１】（診断のための測定方法および試薬、診断
用キット）本発明に係るプロテアーゼ活性を有するペプ
チドもしくは該ペプチドを有する蛋白質、これらをコー
ドするポリヌクレオチドおよびその相補鎖、これらの塩
基配列を含むベクター、これらのアミノ酸配列および塩
基配列の情報に基づき形質転換させた形質転換体、なら
びに本発明に係るプロテアーゼ活性を有するペプチドも
しくは該ペプチドを有する蛋白質を免疫学的に認識する
抗体等は、それ自体が診断マーカーや試薬等の疾患診断
手段として使用可能であり、これらを複数組合わせて上
記疾患の診断のための測定方法にも用いることができ
る。また本発明は、これらのうちの１種またはそれ以上
を充填した、１個またはそれ以上の容器を含んでなる試
薬キットも提供する。なお、製剤化にあたっては、自体
公知のペプチドまたはポリペプチド、蛋白質、ポリヌク
レオチド、または抗体等それぞれに応じた製剤化手段を
導入すればよい。
【００６２】本発明に係るペプチドもしくは該ペプチド
を有する蛋白質の発現または活性に関連した疾患の診断
のための測定方法は、例えば当該ペプチドもしくは該ペ
プチドを有する蛋白質をコードしているポリヌクレオチ
ドとの相互作用や反応性を利用して、相応するポリヌク
レオチドの存在量を決定すること、および／または当該
ペプチドもしくは該ペプチドを有する蛋白質について個
体中の生体内分布を決定すること、および／または当該
ペプチドもしくは該ペプチドを有する蛋白質の存在、個
体由来の試料中の存在量を測定することによって行うこ
とができる。詳しくは、本発明に係るペプチドもしくは
該ペプチドを有する蛋白質を、および／または該ペプチ
ドもしくは該ペプチドを有する蛋白質をコードするポリ
ヌクレオチドまたはその相補鎖を診断マーカーとして分
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析するのである。試料中の当該ペプチドもしくは該ペプ
チドを有する蛋白質の検出またはその存在量の測定に用
いることができる測定法は当業者に周知である。このよ
うな測定法には、ラジオイムノアッセイ、競争結合アッ
セイ、ウェスタンブロット分析やＥＬＩＳＡ等がある。
また、本発明に係るペプチドもしくは該ペプチドを有す
る蛋白質をコードするポリヌクレオチドまたはその相補
鎖の検出法および定量法としては、例えば増幅、ＰＣ
Ｒ、ＲＴ－ＰＣＲ、ＲＮアーゼ保護、ノーザンブロッテ
ィングおよびその他のハイブリダイゼーション法を用い
て測定することができる。
【００６３】測定に供与される試料としては、例えば個
体由来の細胞、血液、尿、唾液、髄液、組織生検または
剖検材料等を挙げることができる。また、ポリヌクレオ
チド等の検出には、上記各試料から自体公知の調製方法
により得られる。ポリヌクレオチドまたはその相補鎖
は、ゲノムＤＮＡを検出に直接使用してもよく、あるい
は分析前にＰＣＲもしくはその他の増幅法を用いること
により酵素的に増幅してもよい。正常遺伝子型との比較
において、増幅生成物のサイズ変化により欠失および挿
入を検出することができる。増幅したＤＮＡを、標識し*
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*た上記ペプチドもしくは該ペプチドを有する蛋白質をコ
ードするポリヌクレオチドまたはその相補鎖にハイブリ
ダイゼーションさせることにより点突然変異を同定する
ことができる。
【００６４】上記測定方法により本発明に係るペプチド
もしくは該ペプチドを有する蛋白質およびそれをコード
するポリヌクレオチド等の変異、減少、増加を検出する
ことにより、当該ペプチドもしくは該ペプチドを有する
蛋白質が関連する疾病、例えば上記の疾患の診断が可能
となる。
【００６５】
【実施例】以下、本発明を実施例に基づき具体的に説明
するが、本発明は下記の実施例に限定されない。
【００６６】（実施例１）本発明に係るペプチドをコー
ドする遺伝子の塩基配列の決定ヒト脳由来ｐｏｌｙ
（Ａ）＋ＲＮＡ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）５００ｎｇより、
ランダムヘキサマーを使用して逆転写反応を行い、ｃＤ
ＮＡを合成した。また、かずさＤＮＡ研究所により決定
された塩基配列を基に下記に示すプライマーを設計し
た。
【００６７】

プライマー：
ＫＩＡＡ１３１２－Ｓ０１；
    ５′－ＣＧＴＴＴＴＴＴＡＴＣＣＴＡＴＣＣＡＣＧＧ－３′
ＫＩＡＡ１３１２－Ｒ０２；
    ５′－ＴＴＡＣＡＧＴＴＣＣＣＡＧＧＡＣＧＧＴＡＣＣＴＣＴＧＡ－３′

ＫＩＡＡ１３１２－Ｓ０３； 
    ５′－ＴＴＧＴＣＣＡＣＡＣＧＡＣＧＣＴＧＣＡＴＧ－３′
ＫＩＡＡ１３１２－Ｒ０４；
    ５′－ＡＴＧＡＣＡＴＧＣＴＧＧＧＧＡＣＴＣＴＴＡＡＣ－３′
ＫＩＡＡ１３１２－Ｓ０５； 
    ５′－ＣＡＧＣＧＧＣＴＴＡＧＣＡＡＣＡＧＡＧＧＣ－３′
ＫＩＡＡ１３１２－Ｒ０６；
    ５′－ＴＴＣＧＴＴＡＡＧＣＡＡＡＣＡＣＴＣＧＣＣ－３′
ＫＩＡＡ１３１２－Ｓ０７； 
    ５′－ＴＡＴＡＧＡＡＧＣＴＧＴＴＣＴＡＴＴＡＧＴＧ－３′
ＫＩＡＡ１３１２－Ｒ０８；
    ５′－ＴＣＣＴＣＣＴＣＧＧＣＡＣＴＴＴＣＴＧＴＧ－３′
ＫＩＡＡ１３１２－Ｓ０９； 
    ５′－ＧＧＣＧＡＧＴＧＴＴＴＧＣＴＴＡＡＣＧＡＡＣ－３′
ＫＩＡＡ１３１２－Ｒ１０； 
    ５′－ＣＡＣＡＧＴＣＧＴＴＴＧＣＧＧＴＧＴＡＴＣ－３′
ＫＩＡＡ１３１２－Ｓ１１； 
    ５′－ＡＣＴＧＴＧＴＡＧＧＡＣＧＴＡＧＡＡＴＧＡ－３′
ＫＩＡＡ１３１２－Ｒ１２； 
    ５′－ＡＧＧＧＴＡＧＣＡＣＡＧＧＣＡＣＴＣＴＣＧ－３′
ＫＩＡＡ１３１２－Ｓ１３； 
    ５′－ＧＧＴＧＧＣＧＡＴＡＡＴＴＣＴＴＣＡＴＧＣ－３′
ＫＩＡＡ１３１２－Ｒ１４； 
    ５′－ＣＧＡＴＣＴＴＣＡＣＣＡＡＡＣＴＧＡＣＡＣ－３′
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ＫＩＡＡ１３１２－Ｓ１５； 
    ５′－ＣＡＴＧＧＧＣＣＡＴＧＧＣＡＡＧＣＡＴＧＣ－３′
ＫＩＡＡ１３１２－Ｒ１６； 
    ５′－ＣＴＣＣＴＧＣＴＧＧＣＡＡＣＡＴＧＣＣＡＣ－３′
ＫＩＡＡ１３１２－Ｓ１７； 
    ５′－ＡＴＧＡＴＧＴＡＣＴＧＧＡＴＧＡＣＡＧＣＡ－３′
ＫＩＡＡ１３１２－Ｒ１８； 
    ５′－ＡＡＴＴＣＡＣＣＴＴＴＡＣＴＧＣＴＴＧＡＴ－３′
ＫＩＡＡ１３１２－Ｓ１９； 
    ５′－ＧＧＡＣＴＧＴＧＡＡＴＴＡＣＣＡＴＣＡＴＧ－３′
ＫＩＡＡ１３１２－Ｒ２０； 
    ５′－ＡＧＣＧＣＡＣＡＴＴＧＧＧＡＡＧＣＡＧＡＣ－３′
ＫＩＡＡ１３１２－Ｓ２１； 
    ５′－ＴＴＧＴＣＣＡＣＡＣＧＡＣＧＣＴＧＣＡＴＧ－３′
ＫＩＡＡ１３１２－Ｒ２２； 
    ５′－ＴＴＡＴＴＧＣＡＣＣＡＧＡＧＣＣＧＴＣＴＧ－３′
ＫＩＡＡ１３１２－Ｓ２３； 
    ５′－ＣＡＣＡＧＡＡＡＧＴＧＣＣＧＡＧＧＡＧＧＡ－３′
ＫＩＡＡ１３１２－Ｒ２４； 
    ５′－ＣＡＴＧＣＡＧＣＧＴＣＧＴＧＴＧＧＡＣＡＡＧ－３′
ＫＩＡＡ１３１２－Ｓ２５； 
    ５′－ＣＴＧＴＧＴＣＣＡＧＧＧＣＣＴＴＴＧＣＣＧ－３′
ＫＩＡＡ１３１２－Ｒ２６； 
    ５′－ＴＡＧＣＣＴＣＡＡＧＴＣＴＣＣＣＡＣＡＴＴＣ－３′
ＫＩＡＡ１３１２－Ｓ２７； 
    ５′－ＣＡＧＡＣＡＧＴＧＧＣＴＴＡＧＣＴＣＡＧＣ－３′
ＫＩＡＡ１３１２－Ｒ２８； 
    ５′－ＣＴＣＡＴＣＣＣＴＣＴＧＣＣＡＣＴＣＴＣＡ－３′21

【００６８】ついで、上記合成したｃＤＮＡを鋳型とし
て、上記設計したプライマーのうちＫＩＡＡ１３１２－
Ｓ０１とＫＩＡＡ１３１２－Ｒ０６、ＫＩＡＡ１３１２
－Ｓ０９とＫＩＡＡ１３１２－Ｒ２０、ＫＩＡＡ１３１
２－Ｓ１１とＫＩＡＡ１３１２－Ｒ１８、ＫＩＡＡ１３
１２－Ｓ１３とＫＩＡＡ１３１２－Ｒ１６、ＫＩＡＡ１
３１２－Ｓ１５とＫＩＡＡ１３１２－Ｒ１４、ＫＩＡＡ
１３１２－Ｓ１７とＫＩＡＡ１３１２－Ｒ１２、ＫＩＡ
Ａ１３１２－Ｓ１９とＫＩＡＡ１３１２－Ｒ１０、ＫＩ
ＡＡ１３１２－Ｓ２７とＫＩＡＡ１３１２－Ｒ０８、Ｋ
ＩＡＡ１３１２－Ｓ２３とＫＩＡＡ１３１２－Ｒ２６の
それぞれの組合わせを用い、ＲＴ－ＰＣＲを実施した。
ＰＣＲ産物は予想されるサイズにすべて検出された。こ
れらＰＣＲ産物について平滑末端化、リン酸化処理を施
し、ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ  ＫＳ（＋）（ＳｍａＩ消
化，脱リン酸化処理）にサブクローニングして塩基配列
を決定した。
【００６９】塩基配列の決定にはＴｈｅｒｍｏ  ｓｅｑ
ｕｅｎａｓｅ  Ｃｙ５．５  ｄｙｅｔｅｒｍｉｎａｔｏ
ｒ  ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ  ｋｉｔ（Ａｍｅｒｓｈａｍ
ｐｈａｒｍａｃｉａ  ｂｉｏｔｅｃｈ）を使用して、各
種ベクター１μｇを鋳型としてシークエンス反応を実施
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した。反応は上記の任意のプライマーを使用して９４℃
で３０秒間、６０℃で３０秒間、７２℃で１分間を１サ
イクルとして４０サイクル繰り返した。塩基配列の解析
は蛍光シークエンサー（ＧｅｎｅＲａｐｉｄ，Ａｍｅｒ
ｓｈａｍ  ｐｈａｒｍａｃｉａ  ｂｉｏｔｅｃｈ）を使
用した。各試料２μｌを、電圧  １２５０Ｖ、電流３０
ｍＡ、温度５０℃、レーザー５０％の条件で泳動した。
【００７０】この結果、ＰＣＲ産物の塩基配列は、かず
さＤＮＡ研究所でクローニングされた遺伝子ＫＩＡＡ１
３１２の塩基配列と完全に一致し、ＫＩＡＡ１３１２の
配列にはイントロン等も含まれていないことが確認され
た。また、ヒト脳組織においてＫＩＡＡ１３１２と塩基
配列が一致するｍＲＮＡの存在を見出した。
【００７１】（実施例２）発現ベクターの構築
ＫＩＡＡ１３１２遺伝子産物を得るために、ゲートウェ
イ  クローニング  システム（Ｇａｔｅｗａｙ  ｃｌｏ
ｎｉｎｇ  ｓｙｓｔｅｍ）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ  Ｌ
ｉｆｅ  ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を使用し、大腸菌
発現系を利用して発現ベクターを構築した。抗体による
検出およびニッケル親和性カラム（Ｎｉ－ａｆｆｉｎｉ
ｔｙ  ｃｏｌｕｍｎ）を利用した精製を可能とするた
め、該遺伝子産物である蛋白質を、そのＮ末端にヒスチ
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ジンタグが付加された融合蛋白質（Ｈｉｓ－ｔａｇｇｅ
ｄ  Ｎ－ｔｅｒｍｉｎａｌ  ｆｕｓｉｏｎ  ｐｒｏｔｅ
ｉｎ）（図２）として発現させ得る発現ベクターを構築
した。
【００７２】ところで、ＡＤＡＭＴＳファミリーの１つ
であるアグリカナーゼ－１はアグリカナーゼ－１前駆体
蛋白質として生体内で産生され、セリンプロテアーゼで
あるフリンによりプロペプチド領域が切断され、活性型
となることが知られている。そこで、リーディングフレ
ーム（Ｒｅａｄｉｎｇ  ｆｒａｍｅ）が一致するように
組込むため、ＰＣＲによりＫＩＡＡ１３１２の活性型領
域を増幅した。ＰＣＲはｐＢＳ－ＫＩＡＡ１３１２（か
ずさＤＮＡ研究所）を鋳型とし、Ｔａｑ  ＤＮＡポリメ
ラーゼ（Ｅｘｐａｎｄ ｈｉｇｈ－ｆｉｄｅｌｉｔｙ Ｐ
ＣＲ ｓｙｓｔｅｍ）（Ｒｏｃｈｅ）と下記プライマー
を使用し、下記反応条件で実施した。
【００７３】プライマー：
Ｂ／Ｘ／ＫＩＡＡ１３１２Ｓ０１；
５′－ＧＧＧＡＣＡＡＧＴＴＴＧＴＡＣＡＡＡＡＡＡＧ
ＣＡＧＧＣＴＴＴＴＴＡＴＣＣＴＡＴＣＣＡＣＧＧ－
３′
Ｂ／ＫＩＡＡ１３１２Ｒ０２；
５′－ＧＧＧＧＡＣＣＡＣＴＴＴＧＴＡＣＡＡＧＡＡＡ
ＧＣＴＧＧＧＴＣＴＴＡＣＡＧＴＴＣＣＣＡＧＧＡＣＧ
ＧＴＡＣＣＴＣＴＧＡ－３′
ＰＣＲ反応条件：９４℃で２分間を１サイクル、９４℃
で３０秒間、６０℃で１分間、６８℃で５分間を１サイ
クルとして３０サイクル、６８℃で５分間を１サイク
ル。
【００７４】上記ＰＣＲ産物はＢＰ  ｃｌｏｎａｓｅ  
ｅｎｚｙｍｅ ｍｉｘを使用して、各種発現ベクター構
築の基礎となるｐＤＯＮＲ２０１ベクターに組込み、ｐ
ＤＯＮＲ／Ｘ／ＫＩＡＡ１３１２ベクターを得た。な
お、全塩基配列を検討した結果、アミノ酸置換を伴う変
異が１ヵ所認められたことから、この変異を含む領域
を、正常配列を含む領域と組換えた。すなわち、ｐＤＯ
ＮＲ／Ｘ／ＫＩＡＡ１３１２をＰａｃＩおよびＳｃａＩ
処理して変異を含む領域を除去した後、ｐＢＳ－ＫＩＡ
Ａ１３１２からＰａｃＩおよびＳｃａＩ処理して得た正
常配列を含む領域に組換え、塩基配列を検討し正常配列
であることを確認した。
【００７５】さらに、ｐＤＯＮＲ／Ｘ／ＫＩＡＡ１３１
２ベクターをＬＲ  ｃｌｏｎａｓｅｅｎｚｙｍｅ  ｍｉ
ｘを使用してｐＤＥＳＴ１７ベクターに組込み、Ｈｉｓ
ｘ６  Ｎ－ｔｅｒｍｉｎａｌ  ｆｕｓｉｏｎ  ＫＩＡＡ
１３１２（以下Ｈ６－ＫＩＡＡ１３１２あるいはＨ６－
ｆｈ１１７６７と記載する）蛋白質発現ベクター（ｐＤ
ＥＳＴ１７／Ｘ／ＫＩＡＡ１３１２ベクター）を得た。
【００７６】また、ＫＩＡＡ１３１２蛋白質は活性中心
に亜鉛金属（Ｚｎ）を配位するメタロプロテアーゼであ
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ると推測されることから，その機能を消失させるため、
亜鉛金属（Ｚｎ）結合モチーフを欠失させたΔＫＩＡＡ
１３１２蛋白質発現ベクターも合わせて構築した（図
２）。
【００７７】すなわち、ＫＩＡＡ１３１２ｃＤＮＡ内の
特異的な制限酵素（ＡａｔＩ）およびＰＣＲを利用し
て、プロテアーゼの活性中心と予測される領域（アミノ
酸配列上で第１４７番目－第１５８番目）を含む部分を
コードする領域を除去した欠失変異体を構築した。
【００７８】リーディングフレームが一致するように組
込むため、ｐＢＳ－ＫＩＡＡ１３１２（かずさＤＮＡ研
究所）を鋳型とし、Ｔａｑ  ＤＮＡポリメラーゼ（Ｅｘ
ｐａｎｄ  ｈｉｇｈ－ｆｉｄｅｌｉｔｙ  ＰＣＲ  ｓｙ
ｓｔｅｍ）（Ｒｏｃｈｅ）と下記プライマーを使用し
て、ＰＣＲにより下記反応条件で増幅した。
【００７９】プライマー：
ＫＩＡＡ１３１２ΔＳ０１；
５′－ＡＧＣＣＣＧＧＧＡＧＴＴＡＡＧＡＧＴＣＣＣＣ
ＡＧＣＡＴＧＴＣ－３′
ＫＩＡＡ１３１２ΔＲ０２；
５′－ＣＴＣＣＡＧＴＣＣＡＡＧＧＣＣＴＴＣＣＡＴＴ
ＧＣＣＣＡＣＡＧ－３′
ＰＣＲ反応条件：９５℃で２分間を１サイクル、９５℃
で３０秒間、６２℃で１分間、７２℃で４分間を１サイ
クルとして２７サイクル、７２℃で５分間を１サイク
ル。
【００８０】制限酵素（ＳｍａＩおよびＡａｔＩ）処理
したＰＣＲ産物をＡａｔＩ処理および脱リン酸化処理し
たｐＤＥＳＴ１７／Ｘ／ＫＩＡＡ１３１２ベクターに組
込み、Ｈ６－ΔＫＩＡＡ１３１２（あるいは以下、Ｈ６
－Δｆｈ１１７６７と記載する）蛋白質発現ベクター
（ｐＤＥＳＴ１７／Ｘ／ΔＫＩＡＡ１３１２ベクター）
を得た。なお、このベクターの組換えた領域の塩基配列
を検討し、変異が含まれていないことを確認した。
【００８１】（実施例３）蛋白発現系の構築
まず、産生誘導条件を検討した。Ｈ６－ＫＩＡＡ１３１
２蛋白質発現ベクターを導入した菌液（一晩培養）２０
０μｌをＬＢ－ａｍｐ培地２ｍｌにて、３０℃で２時間
培養後、２本（７００μｌ／チューブ）に分注した。２
本をそれぞれＮａＣｌ添加群（５Ｍ  ＮａＣｌ  ５０μ
ｌ添加、終濃度０．３Ｍ）あるいは非添加群（滅菌蒸留
水５０μｌ添加）として、さらに３０℃で３時間培養
後、以下の処理をしてＳＤＳ－ＰＡＧＥにより発現を確
認した。
【００８２】菌体をバッファーＴ（１５０ｍＭ  ＮａＣ
ｌを添加した２０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ  バッファ
ー、ｐＨ８．０）５０μｌに懸濁後、超音波破砕、遠心
した上清を可溶性画分とした。続いて、沈殿をバッファ
ーＴＴ（１％Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１００を添加したバッフ
ァーＴ）５０μｌに懸濁後、超音波破砕した上清を不溶
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性画分１とした。さらに、沈殿をバッファーＴＵＩ－Ａ
（１０ｍＭ  イミダゾール、８Ｍ  尿素を添加したバッ
ファーＴ）５０μｌに懸濁後、超音波破砕した上清を不
溶性画分２とした。最後に、沈殿をバッファーＴＳ
（２．５％ＳＤＳを添加したバッファーＴ）５０μｌに
懸濁後、超音波破砕した上清を不溶性画分３とした。各
画分に２倍濃度のサンプルバッファー５０μｌ、β－メ
ルカプトエタノール１０μｌを混合し、３分間煮沸後、
１０％ アクリルアミドゲルを使用して電気泳動後、ク
マシーブリリアントブルー（ＣＢＢ）染色により検出し
た。
【００８３】ＮａＣｌ添加により目的蛋白質を発現する
大腸菌であるＢＬ２１－ＳＩにおいて、Ｈ６－ＫＩＡＡ
１３１２（Ｈ６－ｆｈ１１７６７）蛋白質あるいは同様
にＨ６－ΔＫＩＡＡ１３１２（Ｈ６－Δｆｈ１１７６
７）蛋白質を発現させたところ、ＮａＣｌ添加群での
み、それぞれアミノ酸配列から推定される１５５ｋＤ
ａ、１５０ｋＤａ付近に産生誘導が確認された（図
３）。また、通常（３０℃）の培養条件で誘導されるこ
れらの蛋白は、Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１００のような界面活
性剤存在下でも可溶化せず、尿素のような変性剤の存在
下でのみ可溶化することから、不溶性成分として産生さ
れることが明らかとなった。
【００８４】（実施例４）Ｈ６－ＫＩＡＡ１３１２蛋白
質およびＨ６－ΔＫＩＡＡ１３１２蛋白質の精製
不溶性成分として産生したＨ６－ＫＩＡＡ１３１２蛋白
質は活性型としての立体構造をとれないと推測されるこ
とから、変性剤存在下でＨ６－ＫＩＡＡ１３１２蛋白質
およびＨ６－ΔＫＩＡＡ１３１２蛋白質を可溶化し、Ｎ
ｉ－親和性カラムにより精製した。
【００８５】すなわち、Ｈ６－ＫＩＡＡ１３１２蛋白質
発現株（ＢＬ２１－ＳＩ／Ｈ６－ＫＩＡＡ１３１２）あ
るいはＨ６－ΔＫＩＡＡ１３１２蛋白質発現株（ＢＬ２
１－ＳＩ／Ｈ６－ΔＫＩＡＡ１３１２）の菌液（一晩培
養）１０ｍｌをＬＢ－ａｍｐ培地１００ｍｌに添加して
３７℃で１．５時間培養した。５Ｍ  ＮａＣｌ溶液７．
６ｍｌを添加後、さらに３７℃で３時間培養し、集菌し
た。プロテアーゼ阻害剤カクテル（ＥＤＴＡ  ｆｒｅ
ｅ、Ｒｏｃｈｅ）および２０ｍＭジチオスレイトールを
添加したバッファーＴ１０ｍｌに菌体それぞれを懸濁
し、超音波破砕（１０秒間で６回）、遠心後の沈殿を回
収した。沈殿をバッファーＴＵＩ－Ａ（１０ｍＭイミダ
ゾール、８Ｍ尿素を添加したバッファーＴ）１０ｍｌに
懸濁し、超音波破砕（１０秒間で６回）、超遠心後（３
０ｋｒｐｍ、１時間）の上清を大腸菌抽出画分とした。
この抽出画分をバッファーＴＵＩ－Ａで飽和したハイト
ラップキレーティングカラム（ＨｉＴｒａｐ  ｃｈｅｌ
ａｔｉｎｇ  ｃｏｌｕｍｎ）に添加後、バッファーＴＵ
Ｉ－Ｂ（５０ｍＭイミダゾール、８Ｍ尿素を添加したバ
ッファーＴ）にて洗浄し、Ｈ６－ＫＩＡＡ１３１２蛋白
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質をバッファーＴＵＩ－Ｃ（５００ｍＭイミダゾール、
８Ｍ尿素を添加したバッファーＴ）で溶出した。精製過
程の各画分２５μｌに２倍濃度のサンプルバッファー２
５μｌ、β－メルカプトエタノール５μｌを混合し、３
分間煮沸後、上記と同様にＳＤＳ－ＰＡＧＥでバンドを
確認した。
【００８６】その結果、複数の夾雑物が存在するもの
の、Ｈ６－ＫＩＡＡ１３１２蛋白質またはＨ６－ΔＫＩ
ＡＡ１３１２蛋白質を主とする溶出画分を得た。また、
この溶出画分の変性剤を除去して、溶出蛋白の活性型と
しての立体構造を再生するため、界面活性剤存在下で透
析したところ、溶出画分のすべての蛋白が可溶化し、リ
フォールディング（ｒｅｆｏｌｄｉｎｇ）がある程度進
行していることが期待された。
【００８７】（実施例５）プロテアーゼ活性の測定
プロテアーゼ活性を、蛍光標識したカゼインの分解能を
指標にして検討した。
【００８８】Ｈ６－ＫＩＡＡ１３１２（Ｈ６－ｆｈ１１
７６７）蛋白質およびＨ６－ΔＫＩＡＡ１３１２（Ｈ６
－Δｆｈ１１７６７）蛋白質のプロテアーゼ活性を測定
するため、まず、リフォールディングを実施した。Ｈ６
－ＫＩＡＡ１３１２蛋白質あるいはＨ６－ΔＫＩＡＡ１
３１２蛋白質を含む画分を貯留し、終濃度１００ｍＭの
β－メルカプトエタノールの存在下で室温にて１時間放
置した。その後、１００倍容量のバッファーＴＴにて透
析を４℃で３回行い、水溶性画分についてプロテアーゼ
活性を測定した。Ｈ６－ＫＩＡＡ１３１２水溶性画分の
蛋白濃度を０．５μｇ／μｌに調製後、各種濃度の精製
標品と蛍光標識カゼイン反応液（終濃度１０μｇ／ｍ
ｌ）を混合し、室温で２時間インキュベーションした。
インキュベーション後、蛍光プレートリーダーで励起波
長４８５±１０ｎｍ、測定波長５３０±１０ｎｍにて蛍
光強度を測定した。なお、プロテアーゼ活性を、トリプ
シン（２５０ｎｇ／ｍｌ）により室温２時間でカゼイン
が分解される活性を１Ｕとして算出した。
【００８９】上記測定結果から、Ｈ６－ＫＩＡＡ１３１
２（Ｈ６－ｆｈ１１７６７）蛋白質が濃度依存的にカゼ
インを分解することを明らかにした。さらに、この活性
はＨ６－ΔＫＩＡＡ１３１２（Ｈ６－Δｆｈ１１７６
７）蛋白質では認められないことから、大腸菌由来の夾
雑物によるものではないと考えられた（図４）。したが
って、本発明からなるＨ６－ＫＩＡＡ１３１２蛋白質
は、メタロプロテアーゼとして機能する有用なものであ
る。
【００９０】
【発明の効果】以上説明したように本発明では、かずさ
ＤＮＡ研究所でクローニングされた遺伝子ＫＩＡＡ１３
１２が、その配列的特徴と生物学的機能の検討から、該
遺伝子の遺伝子産物が公知のＡＤＡＭＴＳファミリーに
属する蛋白質と比較してＴｓｐ１ドメインを１１回繰り
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返すという大きな構造的差異を持ち、かつプロテアーゼ
活性を有していることを見出し、該遺伝子産物の用途を
見出した。本発明によれば、本発明に係るペプチドまた
は該ぺプチドを有する蛋白質、これらをコードするポリ
ヌクレオチドまたはその相補鎖、該ペプチドや該蛋白質
を認識する抗体、これらを利用して同定された化合物な
どを提供することができる。これらは、本発明に係るペ
プチドまたは該ペプチドを有する蛋白質や細胞外マトリ
ックス関連の臨床・基礎の医療領域における研究、新規

28
医薬組成物や診断手段（例えばサロゲートマーカーへの
応用等）の開発に有用である。
【００９１】
【配列表フリーテキスト】
配列表配列番号１：プロテアーゼ活性を有する蛋白質の
アミノ酸配列（フリン開裂部位からC末まで）
配列表配列番号２：プロテアーゼ活性を有する蛋白質を
コードする塩基配列
【配列表】

                               SEQUENCE LISTING        
                 
      
<110> DAIICHI PHARMACEUTICAL CO
., LTD
<120> protease
<130> S01102911A
<140>
<141>
<160> 2                             
<170> PatentIn Ver. 2.1
<210> 1
<211> 1342
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 1
Phe Leu Ser Tyr Pro Arg Phe Val Glu Val 
Leu Val Val Ala Asp Asn  
  1               5                  10                  15    
Arg Met Val Ser Tyr His Gly Glu Asn Leu 
Gln His Tyr Ile Leu Thr  
             20                  25                  30        

Leu Met Ser Ile Val Ala Ser Ile Tyr Lys 
Asp Pro Ser Ile Gly Asn  
         35                  40                  45            
Leu Ile Asn Ile Val Ile Val Asn Leu Ile 
Val Ile His Asn Glu Gln  
     50                  55                  60                
Asp Gly Pro Ser Ile Ser Phe Asn Ala Gln 
Thr Thr Leu Lys Asn Phe  
 65                  70                  75                  80

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

Arg Lys Tyr Ile Thr Glu Phe Leu Asp Thr 
Gly Tyr Gly Glu Cys Leu  
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        195                 200                 205          
  
Leu Asn Glu Pro Glu Ser Arg Pro Tyr Pro 
Leu Pro Val Gln Leu Pro  
    210                 215                 220              
  
Gly Ile Leu Tyr Asn Val Asn Lys Gln Cys 
Glu Leu Ile Phe Gly Pro  
225                 230                 235                 2
40
Gly Ser Gln Val Cys Pro Tyr Met Met Gln 
Cys Arg Arg Leu Trp Cys  
                245                 250                 255  
  
Asn Asn Val Asn Gly Val His Lys Gly Cys 
Arg Thr Gln His Thr Pro  
            260                 265                 270      
  
Trp Ala Asp Gly Thr Glu Cys Glu Pro Gly 
Lys His Cys Lys Tyr Gly  
        275                 280                 285          
  
Phe Cys Val Pro Lys Glu Met Asp Val Pro 
Val Thr Asp Gly Ser Trp  
    290                 295                 300              
  
Gly Ser Trp Ser Pro Phe Gly Thr Cys Ser 
Arg Thr Cys Gly Gly Gly  
305                 310                 315                 3
20
Ile Lys Thr Ala Ile Arg Glu Cys Asn Arg 
Pro Glu Pro Lys Asn Gly  
                325                 330                 335  
  
Gly Lys Tyr Cys Val Gly Arg Arg Met Lys 
Phe Lys Ser Cys Asn Thr  
            340                 345                 350      
  
Glu Pro Cys Leu Lys Gln Lys Arg Asp Phe 
Arg Asp Glu Gln Cys Ala  
        355                 360                 365          
  
His Phe Asp Gly Lys His Phe Asn Ile Asn 
Gly Leu Leu Pro Asn Val  
    370                 375                 380              
  
Arg Trp Val Pro Lys Tyr Ser Gly Ile Leu 
Met Lys Asp Arg Cys Lys  
385                 390                 395                 4
00
Leu Phe Cys Arg Val Ala Gly Asn Thr Ala 
Tyr Tyr Gln Leu Arg Asp  
                405                 410                 415  
  
Arg Val Ile Asp Gly Thr Pro Cys Gly Gln 
Asp Thr Asn Asp Ile Cys  
            420                 425                 430      
  
Val Gln Gly Leu Cys Arg Gln Ala Gly Cys 
Asp His Val Leu Asn Ser  
        435                 440                 445          
  
Lys Ala Arg Arg Asp Lys Cys Gly Val Cys 
Gly Gly Asp Asn Ser Ser  
    450                 455                 460              
  
Cys Lys Thr Val Ala Gly Thr Phe Asn Thr 
Val His Tyr Gly Tyr Asn  
465                 470                 475                 4
80
Thr Val Val Arg Ile Pro Ala Gly Ala Thr 
Asn Ile Asp Val Arg Gln  
                485                 490                 495  
  

29

His Ser Phe Ser Gly Glu Thr Asp Asp Asp 
Asn Tyr Leu Ala Leu Ser  
            500                 505                 510      
  
Ser Ser Lys Gly Glu Phe Leu Leu Asn Gly 
Asn Phe Val Val Thr Met  
        515                 520                 525          
  
Ala Lys Arg Glu Ile Arg Ile Gly Asn Ala 
Val Val Glu Tyr Ser Gly  
    530                 535                 540              
  
Ser Glu Thr Ala Val Glu Arg Ile Asn Ser 
Thr Asp Arg Ile Glu Gln  
545                 550                 555                 5
60
Glu Leu Leu Leu Gln Val Leu Ser Val Gly 
Lys Leu Tyr Asn Pro Asp  
                565                 570                 575  
  
Val Arg Tyr Ser Phe Asn Ile Pro Ile Glu 
Asp Lys Pro Gln Gln Phe  
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            580                 585                 590      
  
Tyr Trp Asn Ser His Gly Pro Trp Gln Ala 
Cys Ser Lys Pro Cys Gln  
        595                 600                 605          
  
Gly Glu Arg Lys Arg Lys Leu Val Cys Thr 
Arg Glu Ser Asp Gln Leu  
    610                 615                 620              
  
Thr Val Ser Asp Gln Arg Cys Asp Arg Leu 
Pro Gln Pro Gly His Ile  
625                 630                 635                 6
40
Thr Glu Pro Cys Gly Thr Asp Cys Asp Leu 
Arg Trp His Val Ala Ser  
                645                 650                 655  
  

Arg Ser Glu Cys Ser Ala Gln Cys Gly Leu 
Gly Tyr Arg Thr Leu Asp  
            660                 665                 670      
  
Ile Tyr Cys Ala Lys Tyr Ser Arg Leu Asp 
Gly Lys Thr Glu Lys Val  
        675                 680                 685          
  
Asp Asp Gly Phe Cys Ser Ser His Pro Lys 
Pro Ser Asn Arg Glu Lys  
    690                 695                 700              
  
Cys Ser Gly Glu Cys Asn Thr Gly Gly Trp 
Arg Tyr Ser Ala Trp Thr  
705                 710                 715                 7
20
Glu Cys Ser Lys Ser Cys Asp Gly Gly Thr 
Gln Arg Arg Arg Ala Ile  
                725                 730                 735  
  
Cys Val Asn Thr Arg Asn Asp Val Leu Asp 
Asp Ser Lys Cys Thr His  
            740                 745                 750      
  
Gln Glu Lys Val Thr Ile Gln Arg Cys Ser 
Glu Phe Pro Cys Pro Gln  
        755                 760                 765          
  
Trp Lys Ser Gly Asp Trp Ser Glu Cys Leu 
Val Thr Cys Gly Lys Gly  
    770                 775                 780              
  
His Lys His Arg Gln Val Trp Cys Gln Phe 
Gly Glu Asp Arg Leu Asn  
785                 790                 795                 8
00
Asp Arg Met Cys Asp Pro Glu Thr Lys Pro 
Thr Ser Met Gln Thr Cys  
                805                 810                 815  
  
Gln Gln Pro Glu Cys Ala Ser Trp Gln Ala 
Gly Pro Trp Gly Gln Cys  
            820                 825                 830      
  
Ser Val Thr Cys Gly Gln Gly Tyr Gln Leu 
Arg Ala Val Lys Cys Ile  
        835                 840                 845          
  
Ile Gly Thr Tyr Met Ser Val Val Asp Asp 
Asn Asp Cys Asn Ala Ala  
    850                 855                 860              
  
Thr Arg Pro Thr Asp Thr Gln Asp Cys Glu 
Leu Pro Ser Cys His Pro  
865                 870                 875                 8
80
Pro Pro Ala Ala Pro Glu Thr Arg Arg Ser 
Thr Tyr Ser Ala Pro Arg  
                885                 890                 895  
  
Thr Gln Trp Arg Phe Gly Ser Trp Thr Pro 
Cys Ser Ala Thr Cys Gly  
            900                 905                 910      
  
Lys Gly Thr Arg Met Arg Tyr Val Ser Cys 
Arg Asp Glu Asn Gly Ser  
        915                 920                 925          
  
Val Ala Asp Glu Ser Ala Cys Ala Thr Leu 
Pro Arg Pro Val Ala Lys  
    930                 935                 940              
  
Glu Glu Cys Ser Val Thr Pro Cys Gly Gln 
Trp Lys Ala Leu Asp Trp  
945                 950                 955                 9
60

30
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Ser Ser Cys Ser Val Thr Cys Gly Gln Gly 
Arg Ala Thr Arg Gln Val  
                965                 970                 975  
  
Met Cys Val Asn Tyr Ser Asp His Val Ile 
Asp Arg Ser Glu Cys Asp  
            980                 985                 990      
  
Gln Asp Tyr Ile Pro Glu Thr Asp Gln Asp 
Cys Ser Met Ser Pro Cys  
        995                1000                1005        
    
Pro Gln Arg Thr Pro Asp Ser Gly Leu Ala 
Gln His Pro Phe Gln Asn  
   1010                1015                1020           
     
Glu Asp Tyr Arg Pro Arg Ser Ala Ser Pro 
Ser Arg Thr His Val Leu  
1025               1030                1035               
 1040
Gly Gly Asn Gln Trp Arg Thr Gly Pro Trp 
Gly Ala Cys Ser Ser Thr  
               1045                1050                1055
    
Cys Ala Gly Gly Ser Gln Arg Arg Val Val 
Val Cys Gln Asp Glu Asn  
           1060                1065                1070   
     
Gly Tyr Thr Ala Asn Asp Cys Val Glu Arg 
Ile Lys Pro Asp Glu Gln  
       1075                1080                1085       
     
Arg Ala Cys Glu Ser Gly Pro Cys Pro Gln 
Trp Ala Tyr Gly Asn Trp  
   1090                1095                1100           
     
Gly Glu Cys Thr Lys Leu Cys Gly Gly Gly 
Ile Arg Thr Arg Leu Val  
1105               1110                1115               
 1120

Val Cys Gln Arg Ser Asn Gly Glu Arg Phe 
Pro Asp Leu Ser Cys Glu  
               1125                1130                1135
    
Ile Leu Asp Lys Pro Pro Asp Arg Glu Gln 
Cys Asn Thr His Ala Cys  
           1140                1145                1150   
     
Pro His Asp Ala Ala Trp Ser Thr Gly Pro 
Trp Ser Ser Cys Ser Val  
       1155                1160                1165       
     
Ser Cys Gly Arg Gly His Lys Gln Arg Asn 
Val Tyr Cys Met Ala Lys  
   1170                1175                1180           
     
Asp Gly Ser His Leu Glu Ser Asp Tyr Cys 
Lys His Leu Ala Lys Pro  
1185               1190                1195               
 1200
His Gly His Arg Lys Cys Arg Gly Gly Arg 
Cys Pro Lys Trp Lys Ala  
               1205                1210                1215
    
Gly Ala Trp Ser Gln Cys Ser Val Ser Cys 
Gly Arg Gly Val Gln Gln  
           1220                1225                1230   
     
Arg His Val Gly Cys Gln Ile Gly Thr His 
Lys Ile Ala Arg Glu Thr  
       1235                1240                1245       
     
Glu Cys Asn Pro Tyr Thr Arg Pro Glu Ser 
Glu Arg Asp Cys Gln Gly  
   1250                1255                1260           
     
Pro Arg Cys Pro Leu Tyr Thr Trp Arg Ala 
Glu Glu Trp Gln Glu Cys  
1265               1270                1275               
 1280
Thr Lys Thr Cys Gly Glu Gly Ser Arg Tyr 
Arg Lys Val Val Cys Val  
               1285                1290                1295
    
Asp Asp Asn Lys Asn Glu Val His Gly Ala 
Arg Cys Asp Val Ser Lys  
           1300                1305                1310   
     
Arg Pro Val Asp Arg Glu Ser Cys Ser Leu 
Gln Pro Cys Glu Tyr Val  
       1315                1320                1325       
     
Trp Ile Thr Gly Glu Trp Ser Glu Val Pro 
Ser Trp Glu Leu          
   1330                1335                1340        
<210> 2
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<211> 4029
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<220> 
<221> CDS
<222> (1)..(4029)
<400> 2
ttt tta tcc tat cca cgg ttt gta gaa gtc 
ttg gtg gtg gca gac aac   48    
Phe Leu Ser Tyr Pro Arg Phe Val Glu Val 
Leu Val Val Ala Asp Asn
  1               5                  10                  15    

aga atg gtt tca tac cat gga gaa aac ctt 
caa cac tat att tta act   96    
Arg Met Val Ser Tyr His Gly Glu Asn Leu 
Gln His Tyr Ile Leu Thr
             20                  25                  30        
tta atg tca att gta gcc tct atc tat aaa 
gac cca agt att gga aat   144   
Leu Met Ser Ile Val Ala Ser Ile Tyr Lys 
Asp Pro Ser Ile Gly Asn
         35                  40                  45            
tta att aat att gtt att gtg aac tta att 
gtg att cat aat gaa cag   192   
Leu Ile Asn Ile Val Ile Val Asn Leu Ile 
Val Ile His Asn Glu Gln
     50                  55                  60                
gat ggg cct tcc ata tct ttt aat gct cag 
aca aca tta aaa aac ttt   240   
Asp Gly Pro Ser Ile Ser Phe Asn Ala Gln 
Thr Thr Leu Lys Asn Phe
 65                  70                  75                  80

tgc cag tgg cag cat tcg aag aac agt cca 
ggt gga atc cat cat gat   288   
Cys Gln Trp Gln His Ser Lys Asn Ser Pro 
Gly Gly Ile His His Asp
                 85                  90                  95    
act gct gtt ctc tta aca aga cag gat atc 
tgc aga gct cac gac aaa   336   
Thr Ala Val Leu Leu Thr Arg Gln Asp Ile 
Cys Arg Ala His Asp Lys
            100                 105                 110      
  
tgt gat acc tta ggc ctg gct gaa ctg gga 
acc att tgt gat ccc tat   384   
Cys Asp Thr Leu Gly Leu Ala Glu Leu Gly 
Thr Ile Cys Asp Pro Tyr
        115                 120                 125          
  
aga agc tgt tct att agt gaa gat agt gga 
ttg agt aca gct ttt acg   432   
Arg Ser Cys Ser Ile Ser Glu Asp Ser Gly 
Leu Ser Thr Ala Phe Thr
    130                 135                 140              
  
atc gcc cat gag ctg ggc cat gtg ttt aac 
atg cct cat gat gac aac   480   
Ile Ala His Glu Leu Gly His Val Phe Asn 
Met Pro His Asp Asp Asn
145                 150                 155                 1
60
aac aaa tgt aaa gaa gaa gga gtt aag agt 
ccc cag cat gtc atg gct   528   
Asn Lys Cys Lys Glu Glu Gly Val Lys Ser 
Pro Gln His Val Met Ala
                165                 170                 175  
  
cca aca ctg aac ttc tac acc aac ccc tgg 
atg tgg tca aag tgt agt   576   
Pro Thr Leu Asn Phe Tyr Thr Asn Pro Trp 
Met Trp Ser Lys Cys Ser
            180                 185                 190      
  
cga aaa tat atc act gag ttt tta gac act 
ggt tat ggc gag tgt ttg   624   
Arg Lys Tyr Ile Thr Glu Phe Leu Asp Thr 
Gly Tyr Gly Glu Cys Leu
        195                 200                 205          
  
ctt aac gaa cct gaa tcc aga ccc tac cct 
ttg cct gtc caa ctg cca   672   
Leu Asn Glu Pro Glu Ser Arg Pro Tyr Pro 
Leu Pro Val Gln Leu Pro
    210                 215                 220              
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ggc atc ctt tac aac gtg aat aaa caa tgt 
gaa ttg att ttt gga cca   720   
Gly Ile Leu Tyr Asn Val Asn Lys Gln Cys 
Glu Leu Ile Phe Gly Pro
225                 230                 235                 2
40
ggt tct cag gtg tgc cca tat atg atg cag 
tgc aga cgg ctc tgg tgc   768   
Gly Ser Gln Val Cys Pro Tyr Met Met Gln 
Cys Arg Arg Leu Trp Cys
                245                 250                 255  
  
aat aac gtc aat gga gta cac aaa ggc tgc 
cgg act cag cac aca ccc   816   
Asn Asn Val Asn Gly Val His Lys Gly Cys 
Arg Thr Gln His Thr Pro
            260                 265                 270      
  
tgg gcc gat ggg acg gag tgc gag cct gga 
aag cac tgc aag tat gga   864   
Trp Ala Asp Gly Thr Glu Cys Glu Pro Gly 
Lys His Cys Lys Tyr Gly
        275                 280                 285          
  
ttt tgt gtt ccc aaa gaa atg gat gtc ccc 
gtg aca gat gga tcc tgg   912   
Phe Cys Val Pro Lys Glu Met Asp Val Pro 
Val Thr Asp Gly Ser Trp
    290                 295                 300              
  
gga agt tgg agt ccc ttt gga acc tgc tcc 
aga aca tgt gga ggg ggc   960   
Gly Ser Trp Ser Pro Phe Gly Thr Cys Ser 
Arg Thr Cys Gly Gly Gly
305                 310                 315                 3
20
atc aaa aca gcc att cga gag tgc aac aga 
cca gaa cca aaa aat ggt   1008  
Ile Lys Thr Ala Ile Arg Glu Cys Asn Arg 
Pro Glu Pro Lys Asn Gly
                325                 330                 335  
  
gga aaa tac tgt gta gga cgt aga atg aaa 
ttt aag tcc tgc aac acg   1056  
Gly Lys Tyr Cys Val Gly Arg Arg Met Lys 
Phe Lys Ser Cys Asn Thr
            340                 345                 350      
  
gag cca tgt ctc aag cag aag cga gac ttc 
cga gat gaa cag tgt gct   1104  
Glu Pro Cys Leu Lys Gln Lys Arg Asp Phe 
Arg Asp Glu Gln Cys Ala
        355                 360                 365          
  

cac ttt gac ggg aag cat ttt aac atc aac 
ggt ctg ctt ccc aat gtg   1152  
His Phe Asp Gly Lys His Phe Asn Ile Asn 
Gly Leu Leu Pro Asn Val
    370                 375                 380              
  
cgc tgg gtc cct aaa tac agt gga att ctg 
atg aag gac cgg tgc aag   1200  
Arg Trp Val Pro Lys Tyr Ser Gly Ile Leu 
Met Lys Asp Arg Cys Lys
385                 390                 395                 4
00
ttg ttc tgc aga gtg gca ggg aac aca gcc 
tac tat cag ctt cga gac   1248  
Leu Phe Cys Arg Val Ala Gly Asn Thr Ala 
Tyr Tyr Gln Leu Arg Asp
                405                 410                 415  
  
aga gtg ata gat gga act cct tgt ggc cag 
gac aca aat gat atc tgt   1296  
Arg Val Ile Asp Gly Thr Pro Cys Gly Gln 
Asp Thr Asn Asp Ile Cys
            420                 425                 430      
  
gtc cag ggc ctt tgc cgg caa gct gga tgc 
gat cat gtt tta aac tca   1344  
Val Gln Gly Leu Cys Arg Gln Ala Gly Cys 
Asp His Val Leu Asn Ser
        435                 440                 445          
  
aaa gcc cgg aga gat aaa tgt ggg gtt tgt 
ggt ggc gat aat tct tca   1392  
Lys Ala Arg Arg Asp Lys Cys Gly Val Cys 
Gly Gly Asp Asn Ser Ser
    450                 455                 460              
  
tgc aaa aca gtg gca gga aca ttt aat aca 
gta cat tat ggt tac aat   1440  
Cys Lys Thr Val Ala Gly Thr Phe Asn Thr 
Val His Tyr Gly Tyr Asn
465                 470                 475                 4
80
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act gtg gtc cga att cca gct ggt gct acc 
aat att gat gtg cgg cag   1488  
Thr Val Val Arg Ile Pro Ala Gly Ala Thr 
Asn Ile Asp Val Arg Gln
                485                 490                 495  
  
cac agt ttc tca ggg gaa aca gac gat gac 
aac tac tta gct tta tca   1536  
His Ser Phe Ser Gly Glu Thr Asp Asp Asp 
Asn Tyr Leu Ala Leu Ser
            500                 505                 510      
  
agc agt aaa ggt gaa ttc ttg cta aat gga 
aac ttt gtt gtc aca atg   1584  
Ser Ser Lys Gly Glu Phe Leu Leu Asn Gly 
Asn Phe Val Val Thr Met
        515                 520                 525          
  
gcc aaa agg gaa att cgc att ggg aat gct 
gtg gta gag tac agt ggg   1632  
Ala Lys Arg Glu Ile Arg Ile Gly Asn Ala 
Val Val Glu Tyr Ser Gly
    530                 535                 540              
  
tcc gag act gcc gta gaa aga att aac tca 
aca gat cgc att gag caa   1680  
Ser Glu Thr Ala Val Glu Arg Ile Asn Ser 
Thr Asp Arg Ile Glu Gln
545                 550                 555                 5
60
gaa ctt ttg ctt cag gtt ttg tcg gtg gga 
aag ttg tac aac ccc gat   1728  
Glu Leu Leu Leu Gln Val Leu Ser Val Gly 
Lys Leu Tyr Asn Pro Asp
                565                 570                 575  
  
gta cgc tat tct ttc aat att cca att gaa 
gat aaa cct cag cag ttt   1776  
Val Arg Tyr Ser Phe Asn Ile Pro Ile Glu 
Asp Lys Pro Gln Gln Phe
            580                 585                 590      
  
tac tgg aac agt cat ggg cca tgg caa gca 
tgc agt aaa ccc tgc caa   1824  
Tyr Trp Asn Ser His Gly Pro Trp Gln Ala 
Cys Ser Lys Pro Cys Gln
        595                 600                 605          
  
ggg gaa cgg aaa cga aaa ctt gtt tgc acc 
agg gaa tct gat cag ctt   1872  
Gly Glu Arg Lys Arg Lys Leu Val Cys Thr 
Arg Glu Ser Asp Gln Leu
    610                 615                 620              
  
act gtt tct gat caa aga tgc gat cgg ctg 
ccc cag cct gga cac att   1920  
Thr Val Ser Asp Gln Arg Cys Asp Arg Leu 
Pro Gln Pro Gly His Ile
625                 630                 635                 6
40
act gaa ccc tgt ggt aca gac tgt gac ctg 
agg tgg cat gtt gcc agc   1968  
Thr Glu Pro Cys Gly Thr Asp Cys Asp Leu 
Arg Trp His Val Ala Ser
                645                 650                 655  
  
agg agt gaa tgt agt gcc cag tgt ggc ttg 
ggt tac cgc aca ttg gac   2016  
Arg Ser Glu Cys Ser Ala Gln Cys Gly Leu 
Gly Tyr Arg Thr Leu Asp
            660                 665                 670      
  
atc tac tgt gcc aaa tat agc agg ctg gat 
ggg aag act gag aag gtt   2064  
Ile Tyr Cys Ala Lys Tyr Ser Arg Leu Asp 
Gly Lys Thr Glu Lys Val
        675                 680                 685          
  
gat gat ggt ttt tgc agc agc cat ccc aaa 
cca agc aac cgt gaa aaa   2112  
Asp Asp Gly Phe Cys Ser Ser His Pro Lys 
Pro Ser Asn Arg Glu Lys
    690                 695                 700              
  
tgc tca ggg gaa tgt aac acg ggt ggc tgg 
cgc tat tct gcc tgg act   2160  
Cys Ser Gly Glu Cys Asn Thr Gly Gly Trp 
Arg Tyr Ser Ala Trp Thr
705                 710                 715                 7
20
gaa tgt tca aaa agc tgt gac ggt ggg acc 
cag agg aga agg gct att   2208  
Glu Cys Ser Lys Ser Cys Asp Gly Gly Thr 
Gln Arg Arg Arg Ala Ile
                725                 730                 735  
  
tgt gtc aat acc cga aat gat gta ctg gat 
gac agc aaa tgc aca cat   2256  
Cys Val Asn Thr Arg Asn Asp Val Leu Asp 
Asp Ser Lys Cys Thr His
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            740                 745                 750      
  
caa gag aaa gtt acc att cag agg tgc agt 
gag ttc cct tgt cca cag   2304  
Gln Glu Lys Val Thr Ile Gln Arg Cys Ser 
Glu Phe Pro Cys Pro Gln
        755                 760                 765          
  
tgg aaa tct gga gac tgg tca gag tgc ttg 
gtc acc tgt gga aaa ggg   2352  
Trp Lys Ser Gly Asp Trp Ser Glu Cys Leu 
Val Thr Cys Gly Lys Gly
    770                 775                 780              
  
cat aag cac cgc cag gtc tgg tgt cag ttt 
ggt gaa gat cga tta aat   2400  
His Lys His Arg Gln Val Trp Cys Gln Phe 
Gly Glu Asp Arg Leu Asn
785                 790                 795                 8
00
gat aga atg tgt gac cct gag acc aag cca 
aca tct atg cag act tgt   2448  
Asp Arg Met Cys Asp Pro Glu Thr Lys Pro 
Thr Ser Met Gln Thr Cys
                805                 810                 815  
  
cag cag ccg gaa tgt gca tcc tgg cag gcg 
ggt ccc tgg gga cag tgc   2496  
Gln Gln Pro Glu Cys Ala Ser Trp Gln Ala 
Gly Pro Trp Gly Gln Cys
            820                 825                 830      
  

agt gtc act tgt gga cag gga tac cag cta 
aga gca gtg aaa tgc atc   2544  
Ser Val Thr Cys Gly Gln Gly Tyr Gln Leu 
Arg Ala Val Lys Cys Ile
        835                 840                 845          
  
att ggg act tat atg tca gtg gta gat gac 
aat gac tgt aat gca gca   2592  
Ile Gly Thr Tyr Met Ser Val Val Asp Asp 
Asn Asp Cys Asn Ala Ala
    850                 855                 860              
  
act aga cca act gat acc cag gac tgt gaa 
tta cca tca tgt cat cct   2640  
Thr Arg Pro Thr Asp Thr Gln Asp Cys Glu 
Leu Pro Ser Cys His Pro
865                 870                 875                 8
80
ccc cca gct gcc ccg gaa acg agg aga agc 
aca tac agt gca cca aga   2688  
Pro Pro Ala Ala Pro Glu Thr Arg Arg Ser 
Thr Tyr Ser Ala Pro Arg
                885                 890                 895  
  
acc cag tgg cga ttt ggg tct tgg acc cca 
tgc tca gcc act tgt ggg   2736  
Thr Gln Trp Arg Phe Gly Ser Trp Thr Pro 
Cys Ser Ala Thr Cys Gly
            900                 905                 910      
  
aaa ggt acc cgg atg aga tac gtc agc tgc 
cga gat gag aat ggc tct   2784  
Lys Gly Thr Arg Met Arg Tyr Val Ser Cys 
Arg Asp Glu Asn Gly Ser
        915                 920                 925          
  
gtg gct gac gag agt gcc tgt gct acc ctg 
cct aga cca gtg gca aag   2832  
Val Ala Asp Glu Ser Ala Cys Ala Thr Leu 
Pro Arg Pro Val Ala Lys
    930                 935                 940              
  

gaa gaa tgt tct gtg aca ccc tgt ggg caa 
tgg aag gcc ttg gac tgg   2880  
Glu Glu Cys Ser Val Thr Pro Cys Gly Gln 
Trp Lys Ala Leu Asp Trp
945                 950                 955                 9
60
agc tct tgc tct gtg acc tgt ggg caa ggt 
agg gca acc cgg caa gtg   2928  
Ser Ser Cys Ser Val Thr Cys Gly Gln Gly 
Arg Ala Thr Arg Gln Val
                965                 970                 975  
  
atg tgt gtc aac tac agt gac cac gtg atc 
gat cgg agt gag tgt gac   2976  
Met Cys Val Asn Tyr Ser Asp His Val Ile 
Asp Arg Ser Glu Cys Asp
            980                 985                 990      
  
cag gat tat atc cca gaa act gac cag gac 
tgt tcc atg tca cca tgc   3024  
Gln Asp Tyr Ile Pro Glu Thr Asp Gln Asp 
Cys Ser Met Ser Pro Cys
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        995                1000                1005        
    
cct caa agg acc cca gac agt ggc tta gct 
cag cac ccc ttc caa aat   3072  
Pro Gln Arg Thr Pro Asp Ser Gly Leu Ala 
Gln His Pro Phe Gln Asn
   1010                1015                1020           
     
gag gac tat cgt ccc cgg agc gcc agc ccc 
agc cgc acc cat gtg ctc   3120  
Glu Asp Tyr Arg Pro Arg Ser Ala Ser Pro 
Ser Arg Thr His Val Leu
1025               1030                1035               
 1040
ggt gga aac cag tgg aga act ggc ccc tgg 
gga gca tgt tcc agt acc   3168  
Gly Gly Asn Gln Trp Arg Thr Gly Pro Trp 
Gly Ala Cys Ser Ser Thr
               1045                1050                1055
    
tgt gct ggc gga tcc cag cgg cgt gtt gtt 
gta tgt cag gat gaa aat   3216  
Cys Ala Gly Gly Ser Gln Arg Arg Val Val 
Val Cys Gln Asp Glu Asn
           1060                1065                1070   
     
gga tac acc gca aac gac tgt gtg gag aga 
ata aaa cct gat gag caa   3264  
Gly Tyr Thr Ala Asn Asp Cys Val Glu Arg 
Ile Lys Pro Asp Glu Gln
       1075                1080                1085       
     
aga gcc tgt gaa tcc ggc cct tgt cct cag 
tgg gct tat ggc aac tgg   3312  
Arg Ala Cys Glu Ser Gly Pro Cys Pro Gln 
Trp Ala Tyr Gly Asn Trp
   1090                1095                1100           
     
gga gag tgc act aag ctg tgt ggt gga ggc 
ata aga aca aga ctg gtg   3360  
Gly Glu Cys Thr Lys Leu Cys Gly Gly Gly 
Ile Arg Thr Arg Leu Val
1105               1110                1115               
 1120
gtc tgt cag cgg tcc aac ggt gaa cgg ttt 
cca gat ttg agc tgt gaa   3408  
Val Cys Gln Arg Ser Asn Gly Glu Arg Phe 
Pro Asp Leu Ser Cys Glu
               1125                1130                1135
    
att ctt gat aaa cct ccc gat cgt gag cag 
tgt aac aca cat gct tgt   3456  
Ile Leu Asp Lys Pro Pro Asp Arg Glu Gln 
Cys Asn Thr His Ala Cys
           1140                1145                1150   
     
cca cac gac gct gca tgg agt act ggc cct 
tgg agc tcg tgt tct gtc   3504  
Pro His Asp Ala Ala Trp Ser Thr Gly Pro 
Trp Ser Ser Cys Ser Val
       1155                1160                1165       
     
tct tgt ggt cga ggg cat aaa caa cga aat 
gtt tac tgc atg gca aaa   3552  
Ser Cys Gly Arg Gly His Lys Gln Arg Asn 
Val Tyr Cys Met Ala Lys
   1170                1175                1180           
     
gat gga agc cat tta gaa agt gat tac tgt 
aag cac ctg gct aag cca   3600  
Asp Gly Ser His Leu Glu Ser Asp Tyr Cys 
Lys His Leu Ala Lys Pro
1185               1190                1195               
 1200
cat ggg cac aga aag tgc cga gga gga aga 
tgc ccc aaa tgg aaa gct   3648  
His Gly His Arg Lys Cys Arg Gly Gly Arg 
Cys Pro Lys Trp Lys Ala
               1205                1210                1215
    
ggc gct tgg agt cag tgc tct gtg tcc tgt 
ggc cga ggc gta cag cag   3696  
Gly Ala Trp Ser Gln Cys Ser Val Ser Cys 
Gly Arg Gly Val Gln Gln
           1220                1225                1230   
     
agg cat gtg ggc tgt cag atc gga aca cac 
aaa ata gcc aga gag acc   3744  
Arg His Val Gly Cys Gln Ile Gly Thr His 
Lys Ile Ala Arg Glu Thr
       1235                1240                1245       
     
gag tgc aac cca tac acc aga ccg gag tcg 
gaa cgc gac tgc caa ggc   3792  
Glu Cys Asn Pro Tyr Thr Arg Pro Glu Ser 
Glu Arg Asp Cys Gln Gly
   1250                1255                1260           
     
cca cgg tgt ccc ctc tac act tgg agg gca 
gag gaa tgg caa gaa tgc   3840  
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Pro Arg Cys Pro Leu Tyr Thr Trp Arg Ala 
Glu Glu Trp Gln Glu Cys
1265               1270                1275               
 1280
acc aag acc tgc ggc gaa ggc tcc agg tac 
cgc aag gtg gtg tgt gtg   3888  
Thr Lys Thr Cys Gly Glu Gly Ser Arg Tyr 
Arg Lys Val Val Cys Val
               1285                1290                1295
    

gat gac aac aaa aac gag gtg cat ggg gca 
cgc tgt gac gtg agc aag   3936  
Asp Asp Asn Lys Asn Glu Val His Gly Ala 
Arg Cys Asp Val Ser Lys
           1300                1305                1310   
     
cgg ccg gtg gac cgt gaa agc tgt agt ttg 
caa ccc tgc gag tat gtc   3984  
Arg Pro Val Asp Arg Glu Ser Cys Ser Leu 
Gln Pro Cys Glu Tyr Val
       1315                1320                1325       
     
tgg atc aca gga gaa tgg tca gag gta ccg 
tcc tgg gaa ctg taa       4029  
Trp Ile Thr Gly Glu Trp Ser Glu Val Pro 
Ser Trp Glu Leu    
   1330                1335                1340           
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【００９２】
【図面の簡単な説明】
【図１】  発現させたＫＩＡＡ１３１２蛋白質の一次元
的構造の特徴を示す図である。
【図２】  発現させたＨ６－ＫＩＡＡ１３１２蛋白質の
構造および該蛋白質のプロテアーゼ活性中心（太字）を
含む領域を除去した欠失変異体（Ｈ６－ΔＫＩＡＡ１３
１２）蛋白質の構造を示す模式図である。図中のＴＳド
メインはＴＳＰドメインのことである。
【図３】  発現させたＨ６－ＫＩＡＡ１３１２（Ｈ６－
ｆｈ１１７６７）蛋白質およびＨ６－ΔＫＩＡＡ１３１
２（Ｈ６－Δｆｈ１１７６７）蛋白質のＳＤＳ－ＰＡＧ
Ｅでの検出結果を示す図である。レーン１（－）はＮａ
Ｃｌ無添加バッファーでの全溶解液、レーン２と８はＮ
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ａＣｌ添加バッファーによる全溶解液、レーン３と９は
バッファーＴによる可溶性画分、レーン４と１０はバッ
ファーＴＴによる不溶性画分１、レーン５と１１はバッ
ファーＴＵＩ－Ａによる不溶性画分２、レーン６と１２
はバッファーＴＳによる不溶性画分３、レーン７は分子
量マーカーである。
【図４】  精製したＨ６－ＫＩＡＡ１３１２（Ｈ６－ｆ
ｈ１１７６７）蛋白質およびＨ６－ΔＫＩＡＡ１３１２
（Ｈ６－Δｆｈ１１７６７）蛋白質のプロテアーゼ活性
を示す図である。Ｈ６－ＫＩＡＡ１３１２（Ｈ６－ｆｈ
１１７６７）蛋白質は濃度依存的にカゼインを分解し
た。また、この活性はＨ６－ΔＫＩＡＡ１３１２（Ｈ６
－Δｆｈ１１７６７）蛋白質では認めらない。

【図２】 【図４】
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【図１】 【図３】
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