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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　下記の工程１）乃至４）を含む、糖代謝異常の検出方法：
１）被験者又は被験動物より採取した検体より、全ＲＮＡ画分を抽出する工程；
２）正常人又は正常動物より採取した検体より、全ＲＮＡ画分を抽出する工程；
３）上記工程１）由来の全ＲＮＡ画分と上記工程２）由来の全ＲＮＡ画分における、下記
のｉ）乃至ｉｉｉ）のいずれか一つに記載のポリヌクレオチドの発現量を測定する工程；
ｉ）配列表の配列番号２のヌクレオチド番号１７２乃至１４３１に示されるヌクレオチド
配列を含むことからなるポリヌクレオチド、
ｉｉ）配列表の配列番号６のヌクレオチド番号５４乃至１３１６に示されるヌクレオチド
配列を含むことからなるポリヌクレオチド、
ｉｉｉ）上記ｉ）又はｉｉ）のいずれか一つに記載のポリヌクレオチドのヌクレオチド配
列と相補的なヌクレオチド配列からなるポリヌクレオチドとストリンジェントな条件下で
ハイブリダイズし、かつ、グリコーゲン濃度低下作用を有する蛋白質をコードするポリヌ
クレオチド；
４）上記工程１）由来の全ＲＮＡ画分と上記工程２）由来の全ＲＮＡ画分との間における
、上記工程３）によって測定されたポリヌクレオチドの発現量の差を解析することにより
、上記工程１）に記載の被験者又は被験動物の、糖代謝異常を判定する工程。
【請求項２】
　下記の工程１）乃至３)を含む、糖代謝異常の検出方法：
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１）被験者又は被験動物より採取した検体における、下記のｉ）乃至ｉｉｉ）のいずれか
一つに記載の蛋白質の発現量を測定する工程：
ｉ）配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこと
からなる蛋白質、
ｉｉ）配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に示されるアミノ酸配列を含むこ
とからなる蛋白質、
ｉｉｉ）上記ｉ）又はｉｉ）に記載の蛋白質のアミノ酸配列において１若しくは数個のア
ミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列を含むことからなり、かつ、グリコ
ーゲン濃度低下作用を有する蛋白質；
２）正常人又は正常動物より採取した検体における、上記工程１）のｉ）乃至ｉｉｉ）の
いずれか一つに記載の蛋白質の発現量を測定する工程；
３）上記工程１）によって測定された蛋白質の発現量と上記工程２）によって測定された
該蛋白質の発現量の差を解析することにより、上記工程１）に記載の被験者又は被験動物
の糖代謝異常を判定する工程。
【請求項３】
　下記の工程１）乃至４）を含むことからなる、糖代謝異常に対する治療効果を有する物
質のスクリーニング方法：
１）被験物質を添加した培地で培養した哺乳動物由来培養細胞より、全ＲＮＡ画分を抽出
する工程；
２）被験物質を添加しない培地で培養した哺乳動物由来培養細胞より、全ＲＮＡ画分を抽
出する工程；
３）上記工程１）由来の全ＲＮＡ画分と上記工程２）由来の全ＲＮＡ画分における、下記
のｉ）乃至ｉｉｉ）のいずれか一つに記載のポリヌクレオチドの発現量を測定する工程；
ｉ）配列表の配列番号２のヌクレオチド番号１７２乃至１４３１に示されるヌクレオチド
配列を含むことからなるポリヌクレオチド、
ｉｉ）配列表の配列番号６のヌクレオチド番号５４乃至１３１６に示されるヌクレオチド
配列を含むことからなるポリヌクレオチド、
ｉｉｉ）上記ｉ）又はｉｉ）のいずれか一つに記載のポリヌクレオチドのヌクレオチド配
列と相補的なヌクレオチド配列からなるポリヌクレオチドとストリンジェントな条件下で
ハイブリダイズし、かつ、グリコーゲン濃度低下作用を有する蛋白質をコードするポリヌ
クレオチド；
４）上記工程１）由来の全ＲＮＡ画分と上記工程２）由来の全ＲＮＡ画分との間における
、上記工程３）によって測定されたポリヌクレオチドの発現量の差を解析することにより
、被験物質の、糖代謝異常に対する、治療効果を判定する工程。
【請求項４】
　下記の工程１）乃至４）を含むことからなる、糖代謝異常に対する、治療効果を有する
物質のスクリーニング方法：
１）被験物質を投与した非ヒト哺乳動物個体より採取した検体より、全ＲＮＡ画分を抽出
する工程；
２）被験物質を投与しなかった非ヒト哺乳動物個体より採取した検体より、全ＲＮＡ画分
を抽出する工程；
３）上記工程１）由来の全ＲＮＡ画分と上記工程２）由来の全ＲＮＡ画分における、下記
のｉ）乃至ｉｉｉ）のいずれか一つに記載のポリヌクレオチドの発現量を測定する工程；
ｉ）配列表の配列番号２のヌクレオチド番号１７２乃至１４３１に示されるヌクレオチド
配列を含むことからなるポリヌクレオチド、
ｉｉ）配列表の配列番号６のヌクレオチド番号５４乃至１３１６に示されるヌクレオチド
配列を含むことからなるポリヌクレオチド、
ｉｉｉ）上記ｉ）又はｉｉ）のいずれか一つに記載のポリヌクレオチドのヌクレオチド配
列と相補的なヌクレオチド配列からなるポリヌクレオチドとストリンジェントな条件下で
ハイブリダイズし、かつ、グリコーゲン濃度低下作用を有する蛋白質をコードするポリヌ
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クレオチド；
４）上記工程１）由来の全ＲＮＡ画分と上記工程２）由来の全ＲＮＡ画分との間における
上記工程３）によって検出されたポリヌクレオチドの発現量の差を解析することにより、
被験物質の、糖代謝異常に対する治療効果を判定する工程。
【請求項５】
　下記の工程１）乃至３）を含むことからなる、糖代謝異常に対する治療効果を有する物
質のスクリーニング方法：
１）被験物質を添加した培地で培養した哺乳動物由来培養細胞における、下記のｉ）乃至
ｉｉｉ）のいずれか一つに記載の蛋白質の発現量を測定する工程；
ｉ）配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこと
からなる蛋白質、
ｉｉ）配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に示されるアミノ酸配列を含むこ
とからなる蛋白質、
ｉｉｉ）上記ｉ）又はｉｉ）に記載の蛋白質のアミノ酸配列において１若しくは数個のア
ミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、グリコーゲン濃度
低下作用を有する蛋白質；
２）被験物質を添加しない培地で培養した哺乳動物由来培養細胞における、上記工程１）
のｉ）乃至ｉｉｉ）のいずれか一つに記載の蛋白質の発現量を測定する工程；
３）上記工程１）で検出された蛋白質の発現量と、上記工程２）で検出された該蛋白質の
発現量の差を解析することにより、被験物質の、糖代謝異常に対する治療効果を判定する
工程。
【請求項６】
　下記の工程１）乃至３）を含むことからなる、糖代謝異常に対する治療効果を有する物
質のスクリーニング方法：
１）被験物質を投与した非ヒト哺乳動物個体より採取した検体における、下記のｉ）乃至
ｉｉｉ）のいずれか一つに記載の蛋白質の発現量を測定する工程；
ｉ）配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこと
からなる蛋白質、
ｉｉ）配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に示されるアミノ酸配列を含むこ
とからなる蛋白質、
ｉｉｉ）上記ｉ）又はｉｉ）に記載の蛋白質のアミノ酸配列において１若しくは数個のア
ミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、グリコーゲン濃度
低下作用を有する蛋白質；
２）被験物質を投与しなかった非ヒト哺乳動物個体より採取した検体における、上記工程
１）のｉ）乃至ｉｉｉ）のいずれか一つに記載の蛋白質の発現量を測定する工程；
３）上記工程１）で測定された蛋白質の発現量と、上記工程２）で測定された該蛋白質の
発現量の差を解析することにより、被験物質の糖代謝異常に対する治療効果を判定する工
程。
【請求項７】
　下記の工程１）乃至３）を含むことからなる、糖代謝異常に対する治療効果を有する物
質のスクリーニング方法：
１）下記のｉ）乃至ｉｉｉ）のいずれか一つに記載の蛋白質と被験物質とを添加して培養
した哺乳動物由来培養細胞中のグリコーゲン濃度を測定する工程；
ｉ）配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこと
からなる蛋白質、
ｉｉ）配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に示されるアミノ酸配列を含むこ
とからなる蛋白質、
ｉｉｉ）上記ｉ）又はｉｉ）に記載の蛋白質のアミノ酸配列において１若しくは数個のア
ミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、グリコーゲン濃度
低下作用を有する蛋白質；
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２）上記工程１）のｉ）乃至ｉｉｉ）のいずれの蛋白質も添加しないで、被験物質を添加
して培養した哺乳動物由来培養細胞中のグリコーゲン濃度を測定する工程；
３）上記工程１）で測定したグリコーゲン濃度と上記工程２）で測定したグリコーゲン濃
度の差を解析することにより、被験物質の、糖代謝異常に対する、治療効果を判定する工
程。
【請求項８】
　下記の工程１）乃至４）を含むことからなる、糖代謝異常に対する治療効果を有する物
質のスクリーニング方法：
１）下記のｉ）乃至ｉｉｉ）のいずれか一つに記載の蛋白質と被験物質とを添加して培養
した哺乳動物由来培養細胞にインスリンを添加してインキュベートする工程；
ｉ）配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこと
からなる蛋白質、
ｉｉ）配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に示されるアミノ酸配列を含むこ
とからなる蛋白質、
ｉｉｉ）上記ｉ）又はｉｉ）に記載の蛋白質のアミノ酸配列において１若しくは数個のア
ミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、グリコーゲン濃度
低下作用を有する蛋白質；
２）上記工程１）のｉ）乃至ｉｉｉ）のいずれの蛋白質も添加しないで、被験物質を添加
して培養した哺乳動物由来培養細胞にインスリンを添加してインキュベートする工程；
３）上記工程１）由来の哺乳動物由来培養細胞中と上記工程２）由来の哺乳動物由来培養
細胞中のグリコーゲン濃度を測定する工程；
４）上記工程１）由来の哺乳動物由来培養細胞と上記工程２）由来の哺乳動物由来培養細
胞との間における、上記工程３）で測定したグリコーゲン濃度の差を解析することにより
、被験物質の、糖代謝異常に対する治療効果を判定する工程。
【請求項９】
　下記の工程１）乃至４）を含む、糖代謝異常に対する治療効果を有する物質のスクリー
ニング方法：
１）非ヒト哺乳動物個体に、以下のｉ）乃至ｉｉｉ）のいずれか一つに記載の蛋白質及び
被験物質を投与する工程；
ｉ）配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこと
からなる蛋白質、
ｉｉ）配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に示されるアミノ酸配列を含むこ
とからなる蛋白質、
ｉｉｉ）上記ｉ）又はｉｉ）に記載の蛋白質のアミノ酸配列において１若しくは数個のア
ミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、グリコーゲン濃度
低下作用を有する蛋白質；
２）非ヒト哺乳動物個体に、上記工程１)のｉ）乃至ｉｉｉ）のいずれか一つに記載の蛋
白質を投与する工程；
３）上記工程１）由来の非ヒト哺乳動物個体及び上記工程２）由来の非ヒト哺乳動物個体
の血中のグリコーゲン濃度及び／又は中性脂質濃度を測定する工程；
４）上記工程１)由来の非ヒト哺乳動物個体及び上記工程２)由来の非ヒト哺乳動物個体と
の間における、上記工程３）で測定した、血中のグルコース濃度、グリコーゲン濃度及び
／又は中性脂質濃度の差を解析することにより、被験物質の、糖代謝異常に対する治療効
果を判定する工程。
【請求項１０】
　下記の工程１）乃至５）を含む、糖代謝異常の治療効果を有する物質のスクリーニング
方法：
１）非ヒト哺乳動物個体に、以下のｉ）乃至ｉｉｉ）のいずれか一つに記載のポリヌクレ
オチドを発現させる工程；
ｉ）配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこと
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からなる蛋白質、
ｉｉ）配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に示されるアミノ酸配列を含むこ
とからなる蛋白質、
ｉｉｉ）上記ｉ）又はｉｉ）に記載の蛋白質のアミノ酸配列において１若しくは数個のア
ミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、グリコーゲン濃度
低下作用を有する蛋白質、
２）上記工程１）に記載の非ヒト哺乳動物個体に被験物質を投与する工程；
３）上記工程１)のｉ）乃至ｉｉｉ）に記載のいずれのポリヌクレオチドも発現させない
非ヒト哺乳動物個体に被験物質を投与する工程；
４）上記工程２）由来の非ヒト哺乳動物個体と上記工程３）由来の非ヒト哺乳動物個体に
おける血中のグルコース濃度、グリコーゲン濃度及び／又は中性脂質濃度を測定する工程
；
５）上記工程２）由来の非ヒト哺乳動物個体と上記工程３）由来の非ヒト哺乳動物個体と
の間における、上記工程４）で測定された、血中のグルコース濃度、グリコーゲン濃度及
び／又は中性脂質濃度の差を解析することにより、被験物質の、糖代謝異常に対する治療
効果を判定する工程。
【請求項１１】
　下記の１）乃至３）のいずれか一つに記載の蛋白質に被験物質を含む試料を接触させ、
次いで、該蛋白質に結合した物質を分離することを特徴とする糖代謝異常に対する治療効
果を有する物質の単離方法：
１）配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこと
からなる蛋白質；
２）配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に示されるアミノ酸配列を含むこと
からなる蛋白質；
３）上記１）又は２）に記載の蛋白質のアミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸
が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、グリコーゲン濃度低下作
用を有する蛋白質。
【請求項１２】
　哺乳動物由来培養細胞が霊長類又はげっ歯類由来であることを特徴とする請求項３、５
、７及び８のいずれか一つに記載のスクリーニング方法。
【請求項１３】
　哺乳動物由来培養細胞がヒト、サル、マウス又はラット由来培養細胞であることを特徴
とする、請求項３、５、７及び８のいずれか一つに記載のスクリーニング方法。
【請求項１４】
　哺乳動物由来培養細胞がヒト又はマウス由来であることを特徴とする請求項３、５、７
及び８のいずれか一つに記載のスクリーニング方法。
【請求項１５】
　哺乳動物由来培養細胞が、マウス由来の繊維芽細胞、マウス、ラットもしくはヒト由来
の遊離脂肪細胞、マウス、ラットもしくはヒト由来の初代肝細胞であることを特徴とする
請求項３、５、７及び８のいずれか一つに記載のスクリーニング方法。
【請求項１６】
　哺乳動物個体が、サル、イヌ、マウス及びラットのいずれかであることを特徴とする、
請求項４、６、９又は１０に記載の方法。
【請求項１７】
　下記の１）乃至３）からなる群から選択される少なくとも一つ以上を含む、糖代謝異常
に対する、治療効果を有する物質のスクリーニング用、及び／又は、糖代謝異常の検出用
、キット：
１）少なくとも、配列表の配列番号２又は６に示されるヌクレオチド配列を含むことから
なるポリヌクレオチドの一つを特異的に増幅するための１５乃至３０塩基長の連続したオ
リゴヌクレオチドプライマー；
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２）少なくとも、配列表の配列番号２又は６に示されるヌクレオチド配列を含むことから
なるポリヌクレオチドの一つにストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、該ポリヌ
クレオチドを検出するための１５ヌクレオチド以上の連続したポリヌクレオチドプローブ
；
３）少なくとも、配列表の配列番号２又は６に示されるヌクレオチド配列を含むことから
なるポリヌクレオチドの一つが固定された固相化試料。
【請求項１８】
　下記の１）及び２）の少なくとも一つを含む、糖代謝異常に対する治療効果を有する物
質のスクリーニング用、及び／又は、糖代謝異常の検出用、キット：
１）少なくとも、配列表の配列番号３又は７に示されるアミノ酸配列を含むことからなる
蛋白質の一つに特異的に結合し、該蛋白質を検出するための抗体；
２）上記１）に記載の抗体に結合し得る二次抗体。
【請求項１９】
　ポリヌクレオチドの発現量を測定する方法が、ノーザンブロット法、ドットブロット法
、スロットブロット法、ＲＴ－ＰＣＲ、リボヌクレアーゼ保護アッセイ又はランオン・ア
ッセイであることを特徴とする、請求項１、３、４及び１２乃至１６のいずれか一つに記
載の方法。
【請求項２０】
　ポリヌクレオチドの発現量を測定する方法が動物組織又は動物細胞由来の相補的ＤＮＡ
群又は該ＤＮＡ群の各ＤＮＡの部分配列を含むことからなるＤＮＡ群で作製された遺伝子
チップ又はアレイを用いることを特徴とする請求項１、３、４及び１２乃至１６のいずれ
か一つに記載の方法。
【請求項２１】
　蛋白質の発現量の測定方法が、該蛋白質に特異的に結合する抗体又はリガンドを用いる
ことを特徴とする、請求項２、５、６及び１２乃至１６のいずれか一つに記載の方法。
【請求項２２】
　蛋白質の発現量の測定方法が、ウエスタンブロット法、ドットブロット法、スロットブ
ロット法又は固相酵素免疫定量法（ＥＬＩＳＡ法）であることを特徴とする、請求項２、
５、６及び１２乃至１６のいずれか一つに記載の方法。
【請求項２３】
　下記の１）乃至３）からなる群から選択される少なくとも一つのヌクレオチド配列又は
該配列の部分配列に相補的なヌクレオチド配列を有するオリゴヌクレオチドを含む、糖代
謝異常に対する治療用医薬組成物：
１）配列表の配列番号２のヌクレオチド番号１７２乃至１４３１に示されるヌクレオチド
配列；
２）配列表の配列番号６のヌクレオチド番号５４乃至１３１６に示されるヌクレオチド配
列；
３）上記１）又は２）に記載のポリヌクレオチドのヌクレオチド配列と相補的なヌクレオ
チド配列からなるポリヌクレオチドとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、か
つ、グリコーゲン濃度低下作用を有する蛋白質をコードするポリヌクレオチド。
【請求項２４】
　下記の１）乃至３）からなる群から選択される少なくとも一つの蛋白質を特異的に認識
する抗体を含有する糖代謝異常に対する、治療用医薬組成物：
１）配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこと
からなる蛋白質；
２）配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に示されるアミノ酸配列を含むこと
からなる蛋白質；
３）上記１）又は２）に記載の蛋白質のアミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸
が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、グリコーゲン濃度低下作
用を有する蛋白質。
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【請求項２５】
　下記の１）乃至３）からなる群から選択される蛋白質のうち少なくとも一つを含有する
、糖代謝異常の治療用医薬組成物。
１）配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこと
からなる蛋白質；
２）配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に示されるアミノ酸配列を含むこと
からなる蛋白質；
３）上記１）又は２）に記載の蛋白質のアミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸
が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、グリコーゲン濃度低下作
用を有する蛋白質。
【請求項２６】
　被験者の血糖値を低下する機能を有することを特徴とする請求項２３又は２４に記載の
医薬組成物。
【請求項２７】
　下記の１)乃至３）からなる群から選択される少なくとも１以上を含む糖代謝異常の検
出用キット：
１）配列表の配列番号２のヌクレオチド番号１乃至１４７９に示されるヌクレオチド配列
を含むことからなるポリヌクレオチド又は配列表の配列番号６のヌクレオチド番号１乃至
１４３８に示されるヌクレオチド配列を含むことからなるポリヌクレオチドの一部乃至全
部を特異的に増幅するための１５乃至３０塩基長の連続したオリゴヌクレオチドプライマ
ー；
２）配列表の配列番号２のヌクレオチド番号１乃至１４７９に示されるヌクレオチド配列
を含むことからなるポリヌクレオチド又は配列表の配列番号６のヌクレオチド番号１乃至
１４３８に示されるヌクレオチド配列からなるポリヌクレオチドにストリンジェントな条
件下でハイブリダイズし、該ポリヌクレオチドを検出するための１５ヌクレオチド以上の
連続したポリヌクレオチドプローブ；
３）上記１）に記載のオリゴヌクレオチドプライマー又は上記２）に記載のポリヌクレオ
チドプローブのいずれか一つのポリヌクレオチドが固定された固相化試料。
【請求項２８】
　下記の１)及び２）の少なくとも１つを含む糖代謝異常の検出用キット：
１）配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこと
からなる蛋白質又は配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に示されるアミノ酸
配列を含むことからなる蛋白質に特異的に結合し、該蛋白質を検出するための抗体；
２）上記１）に記載の抗体に結合し得る二次抗体。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明が属する技術分野】
本発明はインスリン抵抗性改善剤によって発現が変動するポリヌクレオチド及び蛋白質、
該ポリヌクレオチド又は該蛋白質を利用した糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常の検出方
法、該ポリヌクレオチド又は該蛋白質を利用した糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常に対
する、治療効果及び／又は予防効果を有する物質のスクリーニング方法等に関する。
【０００２】
【従来の技術】
糖尿病は近年その患者数が増加しており、成人病のひとつとして注目されている。２型糖
尿病（インスリン非依存性糖尿病、ＮＩＤＤＭ）は日本人に多い糖尿病のタイプであり、
早期発見、早期治療がその予後の点からも重要である。
【０００３】
しかし、２型糖尿病はその成因が多様であり、予想されうる原因についての知見は乏しい
。２型糖尿病におけるインスリン作用不足の原因として、インスリン感受性機構の異常と
インスリン分泌の低下が挙げられる。欧米では多くは前者、すなわちインスリン抵抗性が
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２型糖尿病の主な原因であるが、日本ではインスリン分泌不全を主な原因とする場合も少
なくない。
【０００４】
近年、糖尿病治療薬として、インスリン抵抗性改善剤が開発されてきている。「インスリ
ン抵抗性改善剤」とは、インスリン受容体のシグナル伝達を増強することにより、インス
リン作用の感受性を上げ、不足を補う作用メカニズムによりインスリン抵抗性を改善する
薬剤をいう。そのようなインスリン抵抗性改善剤としては、例えば、トログリタゾン（ｔ
ｒｏｇｌｉｔａｚｏｎｅ）（例えば、特許文献１参照。）、ピオグリタゾン（ｐｉｏｇｌ
ｉｔａｚｏｎｅ）（例えば、特許文献２参照。）、又はロシグリタゾン（例えば、特許文
献３参照。）、ＧＩ－２６２５７０（例えば、特許文献４参照。）、ＪＴＴ－５０１（例
えば、特許文献５参照。）、ＡＺ－２４２（例えば、特許文献６参照。）、ＭＣＣ－５５
５（例えば、特許文献７参照。）、ＹＭ－４４０（例えば、特許文献８参照。）、ＫＲＰ
－２９７（例えば、特許文献９参照。）、Ｔ－１７４（例えば、特許文献１０参照。）、
ＮＣ－２１００（例えば、特許文献１１参照。）、ＮＮ－６２２（例えば、特許文献１２
参照。）、ＢＭＳ－２９８５８５（例えば、特許文献１３参照。）、５－[４－（６－メ
トキシ－１－メチルベンズイミダゾール－２－イルメトキシ）ベンジル]チアゾリジン－
２,４－ジオン（例えば、特許文献１４参照。）のようなオキサゾール化合物、オキサジ
アゾリジン化合物、チアゾリジン化合物又はフェノキサジン化合物等を挙げることができ
る。
【０００５】
これらのインスリン抵抗性改善剤のうち、トログリタゾン、ロジグリタゾン、及びピオグ
リタゾンのようなチアゾリジン誘導体は臨床の場で用いられている（例えば、非特許文献
１、２及び３参照）。これらの薬剤は、基本構造としてチアゾリジン環骨格を有すること
を特徴としており、核内レセプターであるＰＰＡＲγを標的分子とし、肝臓、筋肉、及び
脂肪細胞における遺伝子発現を変化させることにより、２型糖尿病患者のインスリン抵抗
性を改善すると考えられている。
【０００６】
ＰＰＡＲγの主要な発現臓器である脂肪組織では、インスリン抵抗性改善剤はＰＰＡＲγ
に直接作用し脂肪組織のインスリン感受性を亢進する（例えば、非特許文献４参照）。一
方、ＰＰＡＲγを標的分子とするインスリン抵抗性改善剤の生体内での作用として、筋肉
における糖利用の促進及び肝臓における糖放出の抑制が挙げられるが、筋肉や肝臓におけ
るインスリン抵抗性改善が、筋肉や肝臓に発現しているＰＰＡＲγに対する直接の作用で
あるかに関しては今なお不明な点が多い（例えば、非特許文献５参照。）。近年では、チ
アゾリジン誘導体に代表されるインスリン抵抗性改善剤により、脂肪組織から分泌される
因子の産生量が調節されることが、生体のインスリン感受性を調節し２型糖尿病を改善す
る一因として考えられている。
【０００７】
脂肪組織は単なる脂肪の貯蔵器官ではなく、多数の因子を分泌する内分泌器官であり、こ
れら分泌因子の中には、節食及びエネルギー代謝を調節するレプチン (leptin)（例えば
、非特許文献６及び７参照）、インスリン感受性を低下させる作用を持つ腫瘍壊死因子（
tumor necrosis factor: TNF-α）（例えば、非特許文献８参照）。）やレジスチン（res
istin）（例えば、非特許文献９参照、）、インスリン感受性を亢進させるアディポネク
チン（adiponectin）（例えば、非特許文献１０及び１１参照）等、肥満やインスリン抵
抗性、２型糖尿病と関連する多数の因子が含まれる。
【０００８】
例えばTNF-αは、肥満・糖尿病を呈するマウスの脂肪組織では発現が上昇しており、TNF-
αを中和することによりインスリン抵抗性が改善する（例えば、非特許文献１２参照。）
。またピオグリタゾン投与によりインスリン抵抗性が改善した状態では、肥満・糖尿病モ
デルマウスで認められたTNF-αの発現亢進が抑制される（例えば、非特許文献１３参照。
）。
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【０００９】
逆にアディポネクチンは、肥満・糖尿病を呈するマウスやヒトでは発現が低下しており（
例えば、非特許文献１４及び１５参照。）、インスリン抵抗性改善剤投与時には、アディ
ポネクチンの発現が上昇する（例えば、非特許文献１０及び１１参照。）。
【００１０】
脂肪細胞においてインスリン抵抗性改善剤投与時に発現が変動し、分泌される因子は、以
上述べてきた因子と同様に肥満やインスリン抵抗性、２型糖尿病と関連する可能性が考え
られる。
【００１１】
ＮａｐｓｉｎＡはアスパラギン酸プロテアーゼ（Aspartic protease）として知られ、腎
症との関係や肺や腎臓での発現や肺腺癌での発現が報告されているが、その機能は不明で
あり、糖代謝や脂質代謝との関係も明らかとはなっていない（例えば、非特許文献１６及
び１７参照。）。
【００１２】
インスリンによる重要な血糖値の維持機構として肝臓や骨格筋、脂肪組織におけるグリコ
ーゲン合成の促進が考えられている。肝臓におけるグルコースの取り込みは主にインスリ
ン非依存性のグルコース輸送担体ＧＬＵＴ２によって行われており、血中グルコースと肝
細胞内のグルコース濃度は常に一定に保たれている。肝臓におけるグリコーゲン合成酵素
活性は血中のグルコース濃度とインスリン刺激の両者によって活性化されうる（例えば、
非特許文献１８参照。）が、インスリンによるグリコーゲン合成酵素活性化メカニズムは
骨格筋と違い明らかとなっていない。しかしグリコーゲン合成能と糖尿病との関連が示唆
されている（例えば、非特許文献１９及び２０参照。）。
【００１３】
【特許文献１】
特開昭６０－０５１１８９公報
【特許文献２】
特開昭６１－２６７５８０号公報
【特許文献３】
国際公開第９５／２１６０８号パンフレット
【特許文献４】
国際公開第００／８００２号パンフレット
【特許文献５】
国際公開第９５／１８１２５号パンフレット
【特許文献６参照】
国際公開第９９／６２８７２号パンフレット
【特許文献７】
欧州特許出願公開第６０４，９８３号明細書
【特許文献８】
国際公開第９４／２５４４８号パンフレット
【特許文献９】
米国特許第５，９４８，８０３号明細書
【特許文献１０】
欧州特許第２８３０３５号明細書
【特許文献１１】
欧州特許出願公開第７８７７２５号明細書
【特許文献１２】
国際公開第９９／１９３１３号パンフレット
【特許文献１３】
国際公開第０１／２１６０２号パンフレット
【特許文献１４】
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欧州特許出願公開０７４５６００号明細書
【非特許文献１】
「ライフ・サイエンス（Life Sciecce）」、２０００年、第６７巻、ｐ．２４０５－２４
１６
【非特許文献２】
「日本臨床」、２０００年、第５８巻，ｐ．３８９－４０４
【非特許文献３】
「ファーマコセラピー（Pharmacotherapy）」、２００１年、第２１巻，ｐ．１０８２－
１０９９
【非特許文献４】
「エンドクライノロジー（Endocrinology）」、１９９６年、第１３７巻，１９８４－１
９９０
【非特許文献５】
「エンドクライノロジー（Endocrinology）」、１９９８年、第１３９巻，ｐ．５０３４
－５０４１
【非特許文献６】
「ネイチャー （Nature）」、１９９４年、第３７２巻、ｐ．４２５－４３２
【非特許文献７】
「ネイチャー （Nature）」、１９９８年、第３９５巻、ｐ．７６３－７７０
【非特許文献８】
「ネイチャー（Nature）」、１９９７年、第３８９巻、ｐ．６１０－６１４
【非特許文献９】
「ネイチャー（Nature）」、２００１年、第４０９巻、ｐ．３０７－３１２
【非特許文献１０】
「ネイチャー・メディスン（Nature Medicine）」、２００１年、 第７巻、ｐ．９４１－
９４６
【非特許文献１１】
「ネイチャー・メディスン（Nature Medicine）」、２００１年、第７巻、ｐ．９４７－
９５３
【非特許文献１２】
「サイエンス （Science）」、１９９３年、第２５９巻、ｐ．８７－９１
【非特許文献１３】
「エンドクライノロジー（Endocrinology）」、１９９４年、第１３４巻、ｐ．２６４－
７０
【非特許文献１４】
「ジャーナル・オブ・バイオロジカル・ケミストリー(Journal of Biological Chemisitr
y)」、１９９６年、第２７１巻、ｐ．１０６９７－１０７０３
【非特許文献１５】
「バイオケミストリー・アンド・バイオフィジックス・リサーチ・コミュニケーション（
Biochemisitry and Biophysics Research Communication）」、１９９９年、第２５７巻
、ｐ．７９－８３
【非特許文献１６】
「フェブス・レターズ（FEBS Letters）」、１９９９年、第４６２巻、ｐ．１２９－１３
４
【非特許文献１７】
「バイオキミカ・バイオフィジカ・アクタ（Biochimica et Biophysica Acta）」、２０
００年、第１５２４巻、ｐ．５１－５６
【非特許文献１８】
「バイオケミカル・ジャーナル（Biochemical Journal）」、１９９８年、第３３６巻、
ｐ．１９－３１
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【非特許文献１９】
「バイオケミカル・ジャーナル（Biochemical Journal）」、２００１年、第３６０巻、
ｐ．４４９‐５９
【非特許文献２０】
「ジャーナル・オブ・バイオロジカル・ケミストリー(Journal of Biological Chemisitr
y)」、２００２年、第２７７巻、ｐ．１５２４－１５３０
【００１４】
【発明が解決しようとする課題】
ＰＰＡＲγを標的分子とするインスリン抵抗性改善剤により発現量が減少する物質は、糖
代謝の調節に関与する可能性を有する因子であると考えられる。また、インスリン抵抗性
改善剤を投与すると血糖値の低下の他に血中の中性脂質濃度の低下も確認されるので、脂
質代謝の調節に関与する可能性を有する因子であるとも考えられる。本発明の目的はイン
スリン抵抗性改善剤によって発現が変動するポリヌクレオチド、該ポリヌクレオチドを利
用した糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常を改善する物質のスクリーニング方法等に関す
る。
【００１５】
本発明者はＰＰＡＲγを標的分子とするインスリン抵抗性改善剤を投与することによって
発現量が顕著に減少するポリヌクレオチドを見出し、該ポリヌクレオチド及び該ポリヌク
レオチドによってコードされている蛋白質が被験者又は被験動物の糖代謝異常及び／又は
脂質代謝異常の検出方法に使用できることを見出した。さらに、該ポリヌクレオチド及び
該ポリヌクレオチドによってコードされている蛋白質が糖代謝異常及び／又は脂質代謝異
常の改善剤、例えば、インスリン抵抗性改善剤及び／又は血中中性脂質濃度低下剤の新規
スクリーニング方法に使用でき、また、該ポリヌクレオチド及び該ポリヌクレオチドによ
ってコードされている蛋白質を用いることで、糖代謝異常改善剤及び／又は脂質代謝異常
改善剤、例えば、インスリン抵抗性改善剤、高脂血症治療剤を提供できること等を見出し
、本発明を完成させた。
【００１６】
【課題を解決するための手段】
本発明は、
【００１７】
（１）　下記の工程１）乃至４）を含む、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常の検出方法
：
１）被験者又は被験動物より採取した検体より、全ＲＮＡ画分を抽出する工程；
２）正常人又は正常動物より採取した検体より、全ＲＮＡ画分を抽出する工程；
３）上記工程１）由来の全ＲＮＡ画分と上記工程２）由来の全ＲＮＡ画分における、下記
の▲１▼乃至▲３▼のいずれか一つに記載のポリヌクレオチドの発現量を測定する工程；
▲１▼配列表の配列番号２のヌクレオチド番号１７２乃至１４３１に示されるヌクレオチ
ド配列を含むことからなるポリヌクレオチド、
▲２▼配列表の配列番号６のヌクレオチド番号５４乃至１３１６に示されるヌクレオチド
配列を含むことからなるポリヌクレオチド、
▲３▼上記▲１▼又は▲２▼のいずれか一つに記載のポリヌクレオチドのヌクレオチド配
列と相補的なヌクレオチド配列からなるポリヌクレオチドとストリンジェントな条件下で
ハイブリダイズし、かつ、グリコーゲン濃度低下作用を有する蛋白質をコードするポリヌ
クレオチド；
４）上記工程１）由来の全ＲＮＡ画分と上記工程２）由来の全ＲＮＡ画分との間における
、上記工程３）によって測定されたポリヌクレオチドの発現量の差を解析することにより
、上記工程１）に記載の被験者又は被験動物の、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常を判
定する工程、
【００１８】
（２）　下記の工程１）乃至３)を含む、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常の検出方法
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：
１）被験者又は被験動物より採取した検体における、下記の▲１▼乃至▲３▼のいずれか
一つに記載の蛋白質の発現量を測定する工程：
▲１▼配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこ
とからなる蛋白質、
▲２▼配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に示されるアミノ酸配列を含むこ
とからなる蛋白質、
▲３▼上記▲１▼又は▲２▼に記載の蛋白質のアミノ酸配列において１若しくは数個のア
ミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列を含むことからなり、かつ、グリコ
ーゲン濃度低下作用を有する蛋白質；
２）正常人又は正常動物より採取した検体における、上記工程１）の▲１▼乃至▲３▼の
いずれか一つに記載の蛋白質の発現量を測定する工程；
３）上記工程１）によって測定された蛋白質の発現量と上記工程２）によって測定された
該蛋白質の発現量の差を解析することにより、上記工程１）に記載の被験者又は被験動物
の糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常の病態を判定する工程。
【００１９】
（３）　下記の工程１）乃至４）を含むことからなる、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異
常に対する、治療効果及び／又は予防効果を有する物質のスクリーニング方法：
１）被験物質を添加した培地で培養した哺乳動物由来培養細胞より、全ＲＮＡ画分を抽出
する工程；
２）被験物質を添加しない培地で培養した哺乳動物由来培養細胞より、全ＲＮＡ画分を抽
出する工程；
３）上記工程１）由来の全ＲＮＡ画分と上記工程２）由来の全ＲＮＡ画分における、下記
の▲１▼乃至▲３▼のいずれか一つに記載のポリヌクレオチドの発現量を測定する工程；
▲１▼配列表の配列番号２のヌクレオチド番号１７２乃至１４３１に示されるヌクレオチ
ド配列を含むことからなるポリヌクレオチド、
▲２▼配列表の配列番号６のヌクレオチド番号５４乃至１３１６に示されるヌクレオチド
配列を含むことからなるポリヌクレオチド、
▲３▼上記▲１▼又は▲２▼のいずれか一つに記載のポリヌクレオチドのヌクレオチド配
列と相補的なヌクレオチド配列からなるポリヌクレオチドとストリンジェントな条件下で
ハイブリダイズし、かつ、グリコーゲン濃度低下作用を有する蛋白質をコードするポリヌ
クレオチド；
４）上記工程１）由来の全ＲＮＡ画分と上記工程２）由来の全ＲＮＡ画分との間における
、上記工程３）によって測定されたポリヌクレオチドの発現量の差を解析することにより
、被験物質の、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常に対する、治療効果及び／又は予防効
果を判定する工程、
【００２０】
（４）　下記の工程１）乃至４）を含むことからなる、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異
常に対する、治療効果及び／又は予防効果を有する物質のスクリーニング方法：
１）被験物質を投与した哺乳動物個体より採取した検体より、全ＲＮＡ画分を抽出する工
程；
２）被験物質を投与しなかった哺乳動物個体より採取した検体より、全ＲＮＡ画分を抽出
する工程；
３）上記工程１）由来の全ＲＮＡ画分と上記工程２）由来の全ＲＮＡ画分における、下記
の▲１▼乃至▲３▼のいずれか一つに記載のポリヌクレオチドの発現量を測定する工程；
▲１▼配列表の配列番号２のヌクレオチド番号１７２乃至１４３１に示されるヌクレオチ
ド配列を含むことからなるポリヌクレオチド、
▲２▼配列表の配列番号６のヌクレオチド番号５４乃至１３１６に示されるヌクレオチド
配列を含むことからなるポリヌクレオチド、
▲３▼上記▲１▼又は▲２▼のいずれか一つに記載のポリヌクレオチドのヌクレオチド配
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列と相補的なヌクレオチド配列からなるポリヌクレオチドとストリンジェントな条件下で
ハイブリダイズし、かつ、グリコーゲン濃度低下作用を有する蛋白質をコードするポリヌ
クレオチド；
４）上記工程１）由来の全ＲＮＡ画分と上記工程２）由来の全ＲＮＡ画分との間における
上記工程３）によって検出されたポリヌクレオチドの発現量の差を解析することにより、
被験物質の、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常に対する、治療効果及び／又は予防効果
を判定する工程、
【００２１】
（５）　下記の工程１）乃至３）を含むことからなる、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異
常に対する、治療効果及び／又は予防効果を有する物質のスクリーニング方法：
１）被験物質を添加した培地で培養した哺乳動物由来培養細胞における、下記の▲１▼乃
至▲３▼のいずれか一つに記載の蛋白質の発現量を測定する工程；
▲１▼配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこ
とからなる蛋白質、
▲２▼配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に示されるアミノ酸配列を含むこ
とからなる蛋白質、
▲３▼上記▲１▼又は▲２▼に記載の蛋白質のアミノ酸配列において１若しくは数個のア
ミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、グリコーゲン濃度
低下作用を有する蛋白質；
２）被験物質を添加しない培地で培養した哺乳動物由来培養細胞における、上記工程１）
の▲１▼乃至▲３▼のいずれか一つに記載の蛋白質の発現量を測定する工程；
３）上記工程１）で検出された蛋白質の発現量と、上記工程２）で検出された該蛋白質の
発現量の差を解析することにより、被験物質の、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常に対
する、治療効果及び／又は予防効果を判定する工程、
【００２２】
（６）　下記の工程１）乃至３）を含むことからなる、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異
常に対する、治療効果及び／又は予防効果を有する物質のスクリーニング方法：
１）被験物質を投与した哺乳動物個体より採取した検体における、下記の▲１▼乃至▲３
▼のいずれか一つに記載の蛋白質の発現量を測定する工程；
▲１▼配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこ
とからなる蛋白質、
▲２▼配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に示されるアミノ酸配列を含むこ
とからなる蛋白質、
▲３▼上記▲１▼又は▲２▼に記載の蛋白質のアミノ酸配列において１若しくは数個のア
ミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、グリコーゲン濃度
低下作用を有する蛋白質；
２）被験物質を投与しなかった哺乳動物個体より採取した検体における、上記工程１）の
▲１▼乃至▲３▼のいずれか一つに記載の蛋白質の発現量を測定する工程；
３）上記工程１）で測定された蛋白質の発現量と、上記工程２）で測定された該蛋白質の
発現量の差を解析することにより、被験物質の糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常に対す
る、治療効果及び／又は予防効果を判定する工程、
【００２３】
（７）　下記の工程１）乃至３）を含むことからなる、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異
常に対する、治療効果及び／又は予防効果を有する物質のスクリーニング方法：
１）下記の▲１▼乃至▲３▼のいずれか一つに記載の蛋白質と被験物質とを添加して培養
した哺乳動物由来培養細胞中のグリコーゲン濃度を測定する工程；
▲１▼配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこ
とからなる蛋白質、
▲２▼配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に示されるアミノ酸配列を含むこ
とからなる蛋白質、
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▲３▼上記▲１▼又は▲２▼に記載の蛋白質のアミノ酸配列において１若しくは数個のア
ミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、グリコーゲン濃度
低下作用を有する蛋白質；
２）上記工程１）の▲１▼乃至▲３▼のいずれの蛋白質も添加しないで、被験物質を添加
して培養した哺乳動物由来培養細胞中のグリコーゲン濃度を測定する工程；
３）上記工程１）で測定したグリコーゲン濃度と上記工程２）で測定したグリコーゲン濃
度の差を解析することにより、被験物質の、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常に対する
、治療効果及び／又は予防効果を判定する工程、
【００２４】
（８）　下記の工程１）乃至４）を含むことからなる、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異
常に対する、治療効果及び／又は予防効果を有する物質のスクリーニング方法：
１）下記の▲１▼乃至▲３▼のいずれか一つに記載の蛋白質と被験物質とを添加して培養
した哺乳動物由来培養細胞にインスリンを添加してインキュベートする工程；
▲１▼配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこ
とからなる蛋白質、
▲２▼配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に示されるアミノ酸配列を含むこ
とからなる蛋白質、
▲３▼上記▲１▼又は▲２▼に記載の蛋白質のアミノ酸配列において１若しくは数個のア
ミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、グリコーゲン濃度
低下作用を有する蛋白質；
２）上記工程１）の▲１▼乃至▲３▼のいずれの蛋白質も添加しないで、被験物質を添加
して培養した哺乳動物由来培養細胞にインスリンを添加してインキュベートする工程；
３）上記工程１）由来の哺乳動物由来培養細胞中と上記工程２）由来の哺乳動物由来培養
細胞中のグリコーゲン濃度を測定する工程；
４）上記工程１）由来の哺乳動物由来培養細胞と上記工程２）由来の哺乳動物由来培養細
胞との間における、上記工程３）で測定したグリコーゲン濃度の差を解析することにより
、被験物質の、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常に対する、治療効果及び／又は予防効
果を判定する工程、
【００２５】
（９）　下記の工程１）乃至４）を含む、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常に対する、
治療効果及び／又は予防効果を有する物質のスクリーニング方法：
１）哺乳動物個体に、以下の▲１▼乃至▲３▼のいずれか一つに記載の蛋白質及び被験物
質を投与する工程；
▲１▼配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこ
とからなる蛋白質、
▲２▼配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に示されるアミノ酸配列を含むこ
とからなる蛋白質、
▲３▼上記▲１▼又は▲２▼に記載の蛋白質のアミノ酸配列において１若しくは数個のア
ミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、グリコーゲン濃度
低下作用を有する蛋白質；
２）哺乳動物個体に、上記工程１)の▲１▼乃至▲３▼のいずれか一つに記載の蛋白質を
投与する工程；
３）上記工程１）由来の哺乳動物個体及び上記工程２）由来の哺乳動物個体の血中のグリ
コーゲン濃度及び／又は中性脂質濃度を測定する工程；
４）上記工程１)由来の哺乳動物個体及び上記工程２)由来の哺乳動物個体との間における
、上記工程３）で測定した、血中のグルコース濃度、グリコーゲン濃度及び／又は中性脂
質濃度の差を解析することにより、被験物質の、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常に対
する、治療効果及び／又は予防効果を判定する工程、
【００２６】
（１０）　下記の工程１）乃至５）を含む、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常の、治療
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効果及び／又は予防効果を有する物質のスクリーニング方法：
１）哺乳動物個体に、以下の▲１▼乃至▲３▼のいずれか一つに記載のポリヌクレオチド
を発現させる工程；
▲１▼配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこ
とからなる蛋白質、
▲２▼配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に示されるアミノ酸配列を含むこ
とからなる蛋白質、
▲３▼上記▲１▼又は▲２▼に記載の蛋白質のアミノ酸配列において１若しくは数個のア
ミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、グリコーゲン濃度
低下作用を有する蛋白質、
２）上記工程１）に記載の哺乳動物個体に被験物質を投与する工程；
３）上記工程１)の▲１▼乃至▲３▼に記載のいずれのポリヌクレオチドも発現させない
哺乳動物個体に被験物質を投与する工程；
４）上記工程２）由来の哺乳動物個体と上記工程３）由来の哺乳動物個体における血中の
グルコース濃度、グリコーゲン濃度及び／又は中性脂質濃度を測定する工程；
５）上記工程２）由来の哺乳動物個体と上記工程３）由来の哺乳動物個体との間における
、上記工程４）で測定された、血中のグルコース濃度、グリコーゲン濃度及び／又は中性
脂質濃度の差を解析することにより、被験物質の、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常に
対する、治療効果及び／又は予防効果を判定する工程、
（１１）　下記の１）乃至３）のいずれか一つに記載の蛋白質に被験物質を含む試料を接
触させ、次いで、該蛋白質に結合した物質を分離することを特徴とする糖代謝異常及び／
又は脂質代謝異常に対する、治療効果及び／又は予防効果をは有する物質の単離方法：
１）配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこと
からなる蛋白質；
２）配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に示されるアミノ酸配列を含むこと
からなる蛋白質；
３）上記１）又は２）に記載の蛋白質のアミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸
が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、グリコーゲン濃度低下作
用を有する蛋白質、
（１２）　哺乳動物由来培養細胞が霊長類又はげっ歯類由来であることを特徴とする（３
）、（５）、（７）及び（８）のいずれか一つに記載のスクリーニング方法、
（１３）　哺乳動物由来培養細胞がヒト、サル、マウス又はラット由来培養細胞であるこ
とを特徴とする、（３）、（５）、（７）及び（８）のいずれか一つに記載のスクリーニ
ング方法、
（１４）　哺乳動物由来培養細胞がヒト又はマウス由来であることを特徴とする（３）、
（５）、（７）及び（８）のいずれか一つに記載のスクリーニング方法、
（１５）　哺乳動物由来培養細胞が、マウス由来の繊維芽細胞、マウス、ラットもしくは
ヒト由来の遊離脂肪細胞、マウス、ラットもしくはヒト由来の初代肝細胞であることを特
徴とする（３）、（５）、（７）及び（８）のいずれか一つに記載のスクリーニング方法
、
（１６）　哺乳動物個体が、サル、イヌ、マウス及びラットのいずれかであることを特徴
とする、（４）、（６）、（９）又は（１０）に記載の方法、
（１７）　下記の１）乃至３）からなる群から選択される少なくとも一つ以上を含む、糖
代謝異常及び／又は脂質代謝異常に対する、治療効果及び／又は予防効果を有する物質の
スクリーニング用、及び／又は、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常の検出用、キット：
１）少なくとも、配列表の配列番号２又は６に示されるヌクレオチド配列を含むことから
なるポリヌクレオチドの一つを特異的に増幅するための１５乃至３０塩基長の連続したオ
リゴヌクレオチドプライマー；
２）少なくとも、配列表の配列番号２又は６に示されるヌクレオチド配列を含むことから
なるポリヌクレオチドの一つにストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、該ポリヌ
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クレオチドを検出するための１５ヌクレオチド以上の連続したポリヌクレオチドプローブ
；
３）少なくとも、配列表の配列番号２又は６に示されるヌクレオチド配列を含むことから
なるポリヌクレオチドの一つが固定された固相化試料、
【００２７】
（１８）　下記の１）及び２）の少なくとも一つを含む、糖代謝異常及び／又は脂質代謝
異常に対する、治療効果及び／又は予防効果を有する物質のスクリーニング用、及び／又
は、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常の検出用、キット：
１）少なくとも、配列表の配列番号３又は７に示されるアミノ酸配列を含むことからなる
蛋白質の一つに特異的に結合し、該蛋白質を検出するための抗体；
２）上記１）に記載の抗体に結合し得る二次抗体、
（１９）　ポリヌクレオチドの発現量を測定する方法が、ノーザンブロット法、ドットブ
ロット法、スロットブロット法、ＲＴ－ＰＣＲ、リボヌクレアーゼ保護アッセイ又はラン
オン・アッセイであることを特徴とする、（１）、（３）、（４）及び（１２）乃至（１
６）のいずれか一つに記載の方法、
（２０）　ポリヌクレオチドの発現量を測定する方法が動物組織又は動物細胞由来の相補
的ＤＮＡ群又は該ＤＮＡ群の各ＤＮＡの部分配列を含むことからなるＤＮＡ群で作製され
た遺伝子チップ又はアレイを用いることを特徴とする（１）、（３）、（４）及び（１２
）乃至１６のいずれか一つに記載の方法、
（２１）　蛋白質の発現量の測定方法が、該蛋白質に特異的に結合する抗体又はリガンド
を用いることを特徴とする、（２）、（５）、（６）及び（１２）乃至（１６）のいずれ
か一つに記載の方法、
（２２）　蛋白質の発現量の測定方法が、ウエスタンブロット法、ドットブロット法、ス
ロットブロット法又は固相酵素免疫定量法（ＥＬＩＳＡ法）であることを特徴とする、（
２）、（５）、（６）及び（１２）乃至（１６）のいずれか一つに記載の方法、
【００２８】
（２３）　下記の１）乃至３）からなる群から選択される少なくとも一つのヌクレオチド
配列又は該配列の部分配列に相補的なヌクレオチド配列を有するオリゴヌクレオオチドを
含む、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常に対する、治療用及び／又は予防用、医薬組成
物：
１）配列表の配列番号２のヌクレオチド番号１７２乃至１４３１に示されるヌクレオチド
配列；
２）配列表の配列番号６のヌクレオチド番号５４乃至１３１６に示されるヌクレオチド配
列；
３）上記１）又は２）に記載のポリヌクレオチドのヌクレオチド配列と相補的なヌクレオ
チド配列からなるポリヌクレオチドとストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、か
つ、グリコーゲン濃度低下作用を有する蛋白質をコードするポリヌクレオチド、
（２４）　下記の１）乃至３）からなる群から選択される少なくとも一つの蛋白質を特異
的に認識する抗体を含有する糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常に対する、治療用及び／
又は予防用、医薬組成物：
１）配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこと
からなる蛋白質；
２）配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に示されるアミノ酸配列を含むこと
からなる蛋白質；
３）上記１）又は２）に記載の蛋白質のアミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸
が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、グリコーゲン濃度低下作
用を有する蛋白質、
（２５）　下記の１）乃至３）からなる群から選択される蛋白質のうち少なくとも一つを
含有する、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常の、予防及び／又は治療用医薬組成物：
１）配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこと
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からなる蛋白質；
２）配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に示されるアミノ酸配列を含むこと
からなる蛋白質；
３）上記１）又は２）に記載の蛋白質のアミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸
が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、グリコーゲン濃度低下作
用を有する蛋白質、
【００２９】
（２６）　被験者の血糖値を低下する機能を有することを特徴とする（２４）又は（２５
）に記載の医薬組成物、
（２７）　下記の１)乃至３）からなる群から選択される少なくとも１以上を含む糖代謝
異常及び／又は脂質代謝異常の検出用キット：
１）配列表の配列番号２のヌクレオチド番号１乃至１４７９に示されるヌクレオチド配列
を含むことからなるポリヌクレオチド又は配列表の配列番号６のヌクレオチド番号１乃至
１４３８に示されるヌクレオチド配列を含むことからなるポリヌクレオチドの一部乃至全
部を特異的に増幅するための１５乃至３０塩基長の連続したオリゴヌクレオチドプライマ
ー；
２）配列表の配列番号２のヌクレオチド番号１乃至１４７９に示されるヌクレオチド配列
を含むことからなるポリヌクレオチド又は配列表の配列番号６のヌクレオチド番号１乃至
１４３８に示されるヌクレオチド配列からなるポリヌクレオチドにストリンジェントな条
件下でハイブリダイズし、該ポリヌクレオチドを検出するための１５ヌクレオチド以上の
連続したポリヌクレオチドプローブ；
３）上記１）に記載のオリゴヌクレオチドプライマー又は上記２）に記載のポリヌクレオ
チドプローブのいずれか一つのポリヌクレオチドが固定された固相化試料；
（２８）　下記の１)及び２）の少なくとも１つを含む糖代謝異常及び／又は脂質代謝異
常の検出用キット：
１）配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこと
からなる蛋白質又は配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に示されるアミノ酸
配列を含むことからなる蛋白質に特異的に結合し、該蛋白質を検出するための抗体；
２）上記１）に記載の抗体に結合し得る二次抗体、
に関する。
【００３０】
【発明の実施の形態】
本明細書中において、「ストリンジェントな条件下でハイブリダイズする」とは、市販の
ハイブリダイゼーション溶液ＥｘｐｒｅｓｓＨｙｂ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　Ｓｏ
ｌｕｔｉｏｎ（クロンテック（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）社製）中、６８℃でハイブリダイズす
ること、又は、ＤＮＡを固定したフィルターを用いて０．７－１．０ＭのＮａＣｌ存在下
６８℃でハイブリダイゼーションを行なった後、０．１－２倍濃度のＳＳＣ溶液（１倍濃
度ＳＳＣとは１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１５ｍＭ　クエン酸ナトリウムからなる）を用い、
６８℃で洗浄することにより同定することができる条件又はそれと同等の条件でハイブリ
ダイズすることをいう。
【００３１】
本明細書中におけるにおける、糖代謝異常には、糖尿病を初めとする糖代謝の異常によっ
て引き起こされる各種疾患が含まれ、インスリン感受性の異常によって引き起こされる２
型糖尿病も糖代謝異常に含まれる。本明細書中における脂質代謝異常とは、体内での脂質
の代謝に異常を来している状態をいい、脂質代謝異常によって引き起こされる疾患として
は例えば、高コレステロール血症、高脂血症を挙げることができる。本明細書中における
、「ＲＮＡ画分」とは、ＲＮＡを含んでいる画分をいう。なお、本明細書中において「蛋
白質」という言葉には、ポリペプチド、蛋白質、これに糖鎖が付加されたものも全て含む
ものとする。
【００３２】
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なお、本発明における「ポリヌクレオチド」という用語には、ＤＮＡのみならずそのｍＲ
ＮＡやｃＤＮＡも含むものとする。また、全長遺伝子やＥＳＴも含むものとする。
【００３３】
本発明におけるインスリン抵抗性改善剤とは、糖尿病の治療に使用される薬剤をいい、有
効成分としてインスリン抵抗性改善剤を有する医薬組成物を挙げることができる。「イン
スリン抵抗性改善剤」は、インスリン受容体のシグナル伝達を増強することにより、イン
スリン作用の感受性を上げ、不足を補う作用メカニズムによりインスリン抵抗性を改善す
る薬剤であり、糖尿病用剤として使用される。そのようなインスリン抵抗性改善剤として
は、例えば、
特開昭６０－０５１１８９公報に記載されたトログリタゾン（５－［４－（６－ヒドロキ
シ－２，５，７，８－テトラメチルクロマン－２－イルメトキシ）ベンジル］－２，４－
チアゾリジンジオン）及び、その薬理上許容される塩（塩酸塩等）、
特開昭６１－２６７５８０号公報（ＥＰ特許第１９３，２５６号公報又は米国特許第４，
６８７，７７７号公報）に記載されたピオグリタゾン（５－[４－[２－（５－エチル－ピ
リジン－２－イル）エトキシ]ベンジル]－２,４－チアゾリジンジオン）及び、その薬理
上許容される塩（塩酸塩等）、
特表平９－５１２２４９号公報（ＷＯ９５／２１６０８号公報又は米国特許第５，００２
，９５３号公報）に記載されたロシグリタゾン（５－[４－[２－（Ｎ－メチル－Ｎ－２－
ピリジルアミノ）エトキシ]ベンジル]－２,４－チアゾリジンジオン）及び、その薬理上
許容される塩（マレイン酸塩等）、
ＷＯ００／８００２号公報に記載されたＧＩ－２６２５７０（化学名は、２（Ｓ）－（２
－ベンゾイルフェニルアミノ）－３－[４－[２－（５－メチル－２－フェニルオキサゾー
ル－４－イル）エトキシ]フェニル]プロピオン酸）及び、その薬理上許容される塩（塩酸
塩等）、
ＷＯ９５／１８１２５号公報（ＥＰ公開第６８４，２４２号公報又は米国特許第５，７２
８，７２０号公報）に記載されたＪＴＴ－５０１（４－[４－[２－（５－メチル－２－フ
ェニル－オキサゾール－４－イル）エトキシ]ベンジル－３,５－イソオキサゾリジンジオ
ン）及び、その薬理上許容される塩（塩酸塩等）、
ＷＯ９９／６２８７２号公報（ＥＰ公開第１，０８４，１０３号公報又は米国特許第６，
２５８，８５０号公報）に記載されたＡＺ－２４２（２－エトキシ－３－[４－[２－（４
－メチルスルホニルオキシフェニル）エトキシ]フェニル]プロパン酸）及び、その薬理上
許容される塩（ナトリウム塩等）、
特開平６－２４７９４５号公報（ＥＰ公開第６０４，９８３号公報又は米国特許第５，５
９４，０１６号公報）に記載されたＭＣＣ－５５５（５－[６－（２－フルオロベンジル
オキシ）ナフタレン－２－イルメチル]チアソリジン－２,４－ジオン）及び、その薬理上
許容される塩、
ＷＯ９４／２５４４８号公報（ＥＰ特許第６９６，５８５号公報又は米国特許第５，６４
３，９３１号公報）に記載されたＹＭ－４４０（（Ｚ）－１,４－ビス[４－（３,５－ジ
オキソ－１,２,４－オキサジアゾリジン－２－イルメチル]フェノキシ]－２－ブテンで）
及び、その薬理上許容される塩、
特開平１０－８７６４１号公報（米国特許５，９４８，８０３号公報）に記載されたＫＲ
Ｐ－２９７（５－（２,４－ジオキソチアゾリジン－５－イルメチル）－２－メトキシ－
Ｎ－（４－トリフルオロメチルベンジル）ベンズアミド）及び及びその薬理上許容される
塩、
特開昭６４－５６６７５号公報（ＥＰ特許第２８３０３５号公報又は米国特許第４，８９
７，３９３号公報）に記載されたＴ－１７４（５－[２－（２－ナフチルメチル）－５－
ベンズオキサゾリルメチル]－２,４－チアゾリジンジオン）及び薬理上許容される塩（塩
酸塩等）、
特開平９－１００２８０号公報（ＥＰ公開第７８７７２５号公報又は米国特許第５，６９
３，６５１号公報）に記載されたＮＣ－２１００（５－（７－ベンジルオキシ－３－キノ
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イルメチル）－２,４－チアゾリジンジオン）及び、その薬理上許容される塩（塩酸塩等
）、
ＷＯ９９／１９３１３号公報（米国特許６，０５４，４５３号公報）に記載されたＮＮ－
６２２（（Ｓ）－３－[４－[２－（フェノキサジン－１０－イル）エトキシ]フェニル]－
２－エトキシプロパン酸）及び、その薬理上許容される塩（ナトリウム塩等）、
ＷＯ０１／２１６０２号公報に記載されたＢＭＳ－２９８５８５（Ｎ－（４－メトキシフ
ェノキシカルボニル）－Ｎ－[４－[２－（５－メチル－２－フェニル－４－オキサゾリル
）エトキシ]ベンジル]グリシン）であり、及びその薬理上許容される塩（塩酸塩等）、
ＥＰ公開第７４５６００号公報に記載された５－[４－（６－メトキシ－１－メチルベン
ズイミダゾール－２－イルメトキシ）ベンジル]チアゾリジン－２,４－ジオン及びその薬
理上許容される塩（塩酸塩等）（ここで、５－[４－（６－メトキシ－１－メチルベンズ
イミダゾール－２－イルメトキシ）ベンジル]チアゾリジン－２,４－ジオンの塩酸塩を、
以下、「化合物Ａ」という。）、
のようなオキサゾール化合物、オキサジアゾリジン化合物、チアゾリジン化合物又はフェ
ノキサジン化合物を挙げることができ、好適には、トログリタゾン、ピオグリタゾン、Ｍ
ＣＣ－５５５、ＫＲＰ－２９７、Ｔ－１７４、ＮＣ－２１００、化合物Ａであり、更に好
適には、ピオグリタゾン、ロシグリダゾン又は化合物Ａであり、最も好適には、化合物Ａ
である。
１．インスリン抵抗性改善剤によって発現が変動するポリヌクレオチド
本発明における「インスリン抵抗性改善剤によって発現が変動するポリヌクレオチド」と
は、ヒト及び／又はヒト以外の哺乳動物の、インスリン抵抗性改善剤添加によって発現が
変動するポリヌクレオチドを意味する。本発明における「インスリン抵抗性改善剤添加に
よって発現が変動するポリヌクレオチド」は具体的には、配列表の配列番号２のヌクレオ
チド番号１乃至１４７９に示されるヌクレオチド配列を含むことからなるポリヌクレオチ
ド、配列表の配列番号２のヌクレオチド番号１７２乃至１４３１に示されるヌクレオチド
配列を含むことからなるポリヌクレオチド、配列表の配列番号６のヌクレオチド番号１乃
至１４３８に示されるヌクレオチド配列を含むことからなるポリヌクレオチド及び配列表
の配列番号６のヌクレオチド番号５４乃至１３１６に示されるヌクレオチド配列を含むこ
とからなるポリヌクレオチドからなる群から選択される少なくとも一つのポリヌクレオチ
ドである。また、本発明の「インスリン抵抗性改善剤によって変動するポリヌクレオチド
」はＧｅｎＢａｎｋにＭｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ　ｋｉｄｎｅｙ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ａｓ
ｐａｒｔｉｃ　ｐｒｏｔｅａｓｅ－ｌｉｋｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ （Ｋｄａｐ）（アクセッ
ション番号：ＮＭ＿００８４３７．１）として登録されている。
【００３４】
なお、本発明の属する技術分野における通常の知識を有する者であれば、インスリン抵抗
性改善剤添加によって発現が変動する、天然型のポリヌクレオチドのヌクレオチド配列の
一部を他のヌクレオチドへの置換やヌクレオチドの欠失、付加などの改変により、インス
リン抵抗性改善剤添加によって発現が変動する、天然型のポリヌクレオチドと同等にイン
スリン抵抗性改善剤添加によって発現が変動するポリヌクレオチドを調製することが可能
である。このように天然型のヌクレオチド配列においてヌクレオチドが置換、欠失、もし
くは付加したヌクレオチド配列を有し、天然型の「インスリン抵抗性改善剤添加によって
発現が変動するポリヌクレオチド」と同等のインスリン抵抗性改善剤添加による発現の変
動を示すポリヌクレオチドもまた本発明の「インスリン抵抗性改善剤添加によって発現が
変動するポリヌクレオチド」に含まれる。ヌクレオチド配列の改変は、例えば、制限酵素
あるいはＤＮＡエキソヌクレアーゼによる欠失導入、部位特異的変異誘発法による変異導
入、変異プライマーを用いたＰＣＲ法によるヌクレオチド配列の改変、合成変異ＤＮＡの
直接導入などの方法により行うことができる。
【００３５】
以下、マウス由来の本発明における「インスリン抵抗性改善剤によって発現が変動するポ
リヌクレオチド」を「マウスＫｄａｐポリヌクレオチド」と呼び、該ポリヌクレオチドに
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よってコードされているマウス由来の蛋白質及び該蛋白質と同一の生物活性を有する蛋白
質を「マウスＫｄａｐ蛋白質」と呼ぶ。
【００３６】
１．１　マウスＫｄａｐポリヌクレオチドの検出
本発明のマウスＫｄａｐポリヌクレオチドは、インスリン抵抗性改善剤投与によって発現
量が変動するポリヌクレオチドであり、哺乳動物にインスリン抵抗性改善剤を投与するこ
とによって、発現の低下を確認することができる。具体的には糖尿病モデルマウスを用い
て、化合物Ａを投与する場合について、以下の工程１）乃至２）を順次行なうことによっ
て、特定することができる。
１）化合物Ａを投与したＫＫマウス及び化合物Ａを投与しなかったＫＫマウスの皮下白色
脂肪組織から全ＲＮＡ画分を調製する工程；
２）上記１）に記載の各全ＲＮＡ画分よりｃＲＮＡ又はｃＤＮＡを調製し、これを利用し
て化合物Ａ投与と非投与で発現量が著しく異なるポリヌクレオチドを特定する工程。
以下、各工程を順次説明する。
【００３７】
工程１）全ＲＮＡ画分を調製する工程
本工程で用いられるＫＫマウスは肥満、高血糖及び／又は高インスリン血症を示す２型糖
尿病のモデル動物であり、網膜の肥厚、細動脈瘤、腎糸球体の硬化、脂肪肝、心筋症、石
灰沈着、膵島の肥大、膵β細胞の脱顆粒、グリコーゲン沈着、肝と末梢組織でのインスリ
ン感受性の低下などの特長を有し、例えば日本クレアより購入することができる。
【００３８】
ＫＫマウスの白色脂肪組織から全ＲＮＡ画分を抽出するに際しては、屠殺、採血後に他の
組織が混入しないように注意しながら白色脂肪組織を切り出し、該組織をＲＮＡ抽出用の
溶媒（例えばフェノール等、リボヌクレアーゼを不活性化する作用を有する成分を含むも
の）で直接溶解するのが好ましい。又は、該組織の細胞を破壊しないように、スクレーパ
ーで慎重に掻きとるか、もしくはトリプシン等のタンパク質分解酵素を用いて穏やかに組
織から細胞を抽出するなどの方法により、細胞を回収した後、速やかにＲＮＡ抽出工程に
移行する。
【００３９】
ＲＮＡの抽出方法としては、チオシアン酸グアニジン・塩化セシウム超遠心法、チオシア
ン酸グアニジン・ホットフェノール法、グアニジン塩酸法、酸性チオシアン酸グアニジン
・フェノール・クロロホルム法（Chomczynski,P.　and　Sacchi,N., Anal.Biochem. (198
7),162,156-159）などを採用しうるが、酸性チオシアン酸グアニジン・フェノール・クロ
ロホルム法が好適である。また、市販のＲＮＡ抽出用試薬（例えば、ＩＳＯＧＥＮ（ニッ
ポンジーン（株）製）、ＴＲＩＺＯＬ試薬（ギブコ・ビーアールエル社製））等を試薬に
添付のプロトコールに従って用いることもできる。
【００４０】
得られた全ＲＮＡ画分は、必要に応じてさらにｍＲＮＡのみに精製して用いるのが好まし
い。精製方法は特に限定されないが、真核細胞の細胞質に存在するｍＲＮＡの多くは、そ
の３’末端にポリ（Ａ）配列を持つことが知られているので、この特徴を利用して例えば
ビオチン化したオリゴ（ｄＴ）プローブにｍＲＮＡを吸着させ、さらにストレプトアビジ
ンを固定化した常磁性粒子に、ビオチン／ストレプトアビジン間の結合を利用してｍＲＮ
Ａを捕捉し洗浄操作の後、ｍＲＮＡを溶出することにより、ｍＲＮＡを精製することがで
きる。また、オリゴ（ｄＴ）セルロースカラムにｍＲＮＡを吸着させて、次にこれを溶出
して精製する方法も採用し得る。さらにショ糖密度勾配遠心法などにより、ｍＲＮＡをさ
らに分画することもできる。ただし、本発明の方法のためには、これらｍＲＮＡの精製工
程は必須ではなく、検出対象のポリヌクレオチドの発現の検出が可能である限りにおいて
、全ＲＮＡ画分をその後の工程に用いることもできる。
【００４１】
対照として用いられる、化合物Ａを投与しなかったマウス白色脂肪細胞由来の全ＲＮＡ画
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分は上記と同様に抽出、精製することができる。
【００４２】
工程２）　インスリン抵抗性改善剤投与と非投与で発現量が著しく異なるポリヌクレオチ
ドを特定する工程
ポリヌクレオチドの発現量は、上記工程１）で得られた全ＲＮＡ画分よりｃＲＮＡ又はｃ
ＤＮＡを調製し、これを適当な標識でラベルすることにより、そのシグナル強度として検
出することができる。
【００４３】
以下に、ポリヌクレオチド発現量の解析方法として、固相化試料を用いた解析方法と、そ
の他のいくつかの解析方法について説明する。
【００４４】
（１）　固相化試料を用いた解析方法
ｉ）固相化試料
前記固相化試料としては、例えば以下のものが挙げられる。
ａ）遺伝子チップ：
データベース上のＥＳＴ（ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｔａｇ）配列又はｍ
ＲＮＡ配列をもとに合成したアンチセンスオリゴヌクレオチドが固相化された遺伝子チッ
プを用いることができる。このような遺伝子チップとしてはアフィメトリックス（Ａｆｆ
ｙｍｅｔｒｉｘ）社製の遺伝子チップ(Lipshutz,R.J. et al., Nature　Genet. (1999)21
,suppliment,20-24）を用いることができるが、これに限定されず、公知の方法に基づき
作製してもよい。遺伝子チップ上に固相化するアンチセンスオリゴヌクレオチドの基とな
るＥＳＴ配列又はｍＲＮＡ配列は、解析対象の動物あるいは動物細胞と、同種の動物由来
のものであることが最も好ましい。マウスやマウス由来培養細胞を用いるときはマウス由
来のものが望ましく、ヒト検体やヒト由来培養細胞を用いるときはヒト由来のものが望ま
しい。ＫＫマウス由来のｍＲＮＡを解析する場合はマウス由来のものが最も好ましく、例
えば、アフィメトリックス社製マウス１９Ｋセット（Ｍｕｒｉｎｅ　１９Ｋ　ＳＥＴ：１
９ＫＡ、１９ＫＢ、１９ＫＣ）やマウス１１Ｋセット（Ｍｕｒｉｎｅ　１１Ｋ　ＳＥＴ：
１１ＫＡ、１１ＫＢ）を用いることができる。ヒト白色脂肪細胞由来のｍＲＮＡを解析す
る場合には、ヒト由来のものが好ましく、例えば、アフィメトリックス社製ヒトＵ９５セ
ット又はＵ１３３セットを用いることができる。しかしながら、それらに限定されず、例
えば近縁種の動物由来のものも使用可能である。近縁種としては、例えば哺乳類同士を挙
げることができ、ヒトとマウス、ヒトとサル等組み合わせを挙げることができるがこれら
に限定されない。
【００４５】
ｂ）マウス又はヒト、全ＲＮＡあるいは特定の組織から得た全ＲＮＡより作製されたｃＤ
ＮＡ又はＲＴ－ＰＣＲ産物が固相化された、アレイ又はメンブレンフィルター：
上記ｃＤＮＡ又はＲＴ－ＰＣＲ産物は、マウス又はヒトのＥＳＴデータベース等の配列情
報を基に作製されたプライマーで逆転写酵素反応やＰＣＲを実施することによりクローン
化されたものである。このｃＤＮＡやＲＴ－ＰＣＲ産物は、あらかじめインスリン抵抗性
改善剤を投与したマウスとインスリン抵抗性改善剤を投与しなかったマウスとの間で発現
量の異なる全ＲＮＡを、サブトラクション法（Diatchenki,L,et al, Proc．Natl.Acad.Sc
i.USA, (1996)93,6025-6030）、ディファレンシャルディスプレイ法（Liang,P.,et alNuc
leic Acids Res. ,(1992) 23,3685-3690）などを利用して選択されたものであってもよい
。また、アレイやフィルターは市販のもの（例えば、インテリジーン：タカラバイオ社製
等）を使用してもよいし、上記ｃＤＮＡやＲＴ－ＰＣＲ産物を市販のスポッターで（例え
ば、ＧＭＳ４１７アレイヤー：タカラバイオ社製等）を用いて固相化することにより作製
してもよい。
【００４６】
ｉｉ）プローブの作製と解析
標識プローブは、特定のｍＲＮＡクローンではなく、発現している全てのｍＲＮＡを標識



(22) JP 4334202 B2 2009.9.30

10

20

30

40

50

したものを用いる。プローブ作製のための出発材料としては精製していないｍＲＮＡを用
いてもよいが、前述の方法で精製したポリ（Ａ）＋ＲＮＡを用いることが望ましい。以下
に、各種固相化試料を用いた場合の、標識プローブの調製方法と検出、解析方法について
説明する。
【００４７】
ａ）アフィメトリックス社製遺伝子チップ：
アフィメトリクス社製遺伝子チップに添付されたプロトコール（アフィメトリックス社発
現解析技術マニュアル）に従ってビオチン標識したｃＲＮＡプローブを作製する。次いで
アフィメトリックス社製遺伝子チップに添付のプロトコール（発現解析技術マニュアル）
に従って、アフィメトリックス社製の解析装置（ＧｅｎｅＣｈｉｐ　Ｆｌｕｉｄｉｃｓ　
Ｓｔａｔｉｏｎ　４００）を用いてハイブリダイゼーション及び解析を行い、アビジンに
よる発光を検出、解析を行なう。
【００４８】
ｂ）アレイ：
逆転写酵素反応でポリ（Ａ）+ＲＮＡからｃＤＮＡを作製する際に、ｃＤＮＡの検出がで
きるようにｃＤＮＡを標識しておくことが必要であり、蛍光色素で標識する場合には、蛍
光色素（例えばＣｙ３、Ｃｙ５など）で標識されたｄ－ＵＴＰなどを加えておくことによ
りｃＤＮＡを蛍光標識する。このとき、被験物質添加細胞由来のポリ（Ａ）+ＲＮＡと対
照細胞由来のポリ（Ａ）+ＲＮＡをそれぞれ異なる色素で標識しておけば、後のハイブリ
ダイゼーション時には両者を混合して用いることができる。アレイとして例えば、タカラ
バイオ（株）社の市販アレイを用いる場合、同社のプロトコールに従いハイブリダイゼー
ション及び洗浄を行って、蛍光シグナル検出機（例えばＧＭＳ４１８アレイスキャナー（
タカラバイオ（株）社製）等）で蛍光シグナルを検出後、解析を行う。ただし、使用する
アレイとしては市販のものに限定されず、自家製のもの、特別に作製したものでもよい。
【００４９】
ｃ）メンブレンフィルター：
逆転写酵素でポリ（Ａ）+ＲＮＡからｃＤＮＡを作製する際に、放射性同位元素（例えば
、ｄ－ＣＴＰ等を加えることにより標識プローブを調製し、常法によりハイブリダイゼー
ションを行ない、例えば、市販のフィルター製マイクロアレーである、アトラスシステム
（クロンテック社製）を用いてハイブリダイゼーション及び洗浄を行なった後、解析装置
（例えば、アトラスイメージ：クロンテック社製等）を用いて検出、解析を行なう。
【００５０】
前記ａ）乃至ｃ）のいずれに記載の方法も、同一ロットの固相化試料にインスリン抵抗性
改善剤を投与したＫＫマウス白色脂肪細胞由来のプローブ又はヒトの白色脂肪細胞由来の
プローブとインスリン抵抗性改善剤を投与しないＫＫマウス白色脂肪細胞由来のプローブ
又はヒトの白色脂肪細胞由来のプローブをそれぞれハイブリダイズさせる。このとき、使
用するプローブ以外のハイブリダイゼーション以外の条件は同じとする。蛍光標識プロー
ブを用いる場合には、それぞれのプローブを異なる蛍光色素で標識しておけば一つの固相
化試料に両プローブの混合物を一度にハイブリダイズさせて蛍光強度を読み取ることがで
きる(Brown、P.O. et al. Nature　Genet., (1999)21, supplement, p.33－37)。
【００５１】
（２）その他の解析方法
上記以外の解析方法として以下の方法等を挙げることができる。
ａ）サブトラクションクローニング法：
目的の細胞で特異的に発現する遺伝子のｃＤＮＡを取得する方法である。目的の細胞から
ｍＲＮＡを精製し、対照の細胞からもＲＮＡを抽出する。目的の細胞より精製したｍＲＮ
Ａを鋳型とし、逆転写酵素でｃＤＮＡを合成する。合成時に［α－32Ｐ］ｄＮＴＰを加え
ることでｃＤＮＡを標識することができる。標識されたｃＤＮＡと鋳型となったｍＲＮＡ
のハイブリッドをアルカリ処理し、ｍＲＮＡのみを分解し、一本鎖ｃＤＮＡを精製する。
この一本鎖ｃＤＮＡと対照細胞から抽出したＲＮＡを混合し、ＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッ
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ドを形成させる。目的とした細胞にのみ発現しているｍＲＮＡを鋳型としたｃＤＮＡは一
本鎖のままである。ハイドロキシアパタイトカラムで二本鎖ＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッド
と一本鎖ｃＤＮＡのみを精製する。精製された一本鎖ｃＤＮＡをプローブとしてライブラ
リーをスクリーニングし、目的とする細胞で特異的に発現している遺伝子のクローンを取
得することができる（実験医学別冊　新　遺伝子工学ハンドブック、羊土社刊(1996) p.3
2-35参照）。
【００５２】
具体的にはインスリン抵抗性改善剤を投与したマウス又はヒト白色脂肪細胞とインスリン
抵抗性改善剤を投与しないマウス又はヒト白色脂肪細胞のそれぞれからｍＲＮＡ（又は全
ＲＮＡ）を精製し、インスリン抵抗性改善剤を添加した培地で培養した細胞から精製した
ｍＲＮＡを鋳型とし、逆転写酵素でｃＤＮＡを合成する。合成時に［α－32Ｐ］ｄＮＴＰ
を加えることでｃＤＮＡを標識する。標識したｃＤＮＡと鋳型となったｍＲＮＡのＤＮＡ
－ＲＮＡハイブリッドをアルカリ高温処理しｍＲＮＡのみを分解し、一本鎖ｃＤＮＡを精
製する。この一本鎖ｃＤＮＡとインスリン抵抗性改善剤を添加しないで培養した細胞から
抽出したＲＮＡを混合し、二本鎖ＤＮＡ－ＲＮＡハイブリッドを形成させる。このときイ
ンスリン抵抗性改善剤を投与したマウス又はヒト由来の細胞で特異的に発現するｍＲＮＡ
を鋳型としたｃＤＮＡは一本鎖のままである。ハイドロキシアパタイトカラムで二本鎖Ｄ
ＮＡ－ＲＮＡハイブリッドと一本鎖ｃＤＮＡとを分離し、一本鎖ｃＤＮＡのみを精製する
。このステップを繰り返すことでインスリン抵抗性改善剤を投与したマウス又はヒト由来
の細胞で特異的なｃＤＮＡを濃縮することができる。濃縮された特異的ｃＤＮＡは放射性
同位元素で標識されているので、ライブラリーをスクリーニングするプローブとして使用
できる。
【００５３】
ｂ）ディファレンシャルディスプレー法：
複数の細胞間あるいは同一細胞でも特定の誘導処理をしたものとしないものとの間で、特
異的に発現している遺伝子を比較して同定する実験法である。例えば、以下のように実施
できる。インスリン抵抗性改善剤を投与したＫＫマウスと投与しなかったＫＫマウスのそ
れぞれの白色脂肪細胞から全ＲＮＡを精製する。オリゴ（ｄＴ12）の３’末端に更に２ヌ
クレオチド付加したプライマー（ｄＴ１２ＭＮ：Ｍ＝Ａ、ＧあるいはＣ、Ｎ＝Ａ、Ｇ、Ｃ
あるいはＴ）で逆転写し、新たに合成されたｃＤＮＡを基に、任意の配列を持ったプライ
マー（１０量体程度）を使用してＰＣＲを行なう。得られたＰＣＲ産物をゲル電気泳動し
、ゲル上に展開（ディスプレー）される全ＲＮＡの発現パターン（フィンガープリント）
を比較解析し、インスリン抵抗性改善剤添加細胞で特異的に発現している遺伝子を選択し
、そのｃＤＮＡ断片を単離することができる（基礎生化学実験法４　核酸・遺伝子実験　
II.応用編、東京化学同人(2001), p125-128）。
【００５４】
ｃ）レポーター遺伝子を使用した方法：
インスリン抵抗性改善剤によって発現が変動するポリヌクレオチドのプロモーター支配下
に、該プロモーター活性の検出を可能にする遺伝子（以下「レポーター遺伝子」という。
）を利用して、間接的にインスリン抵抗性改善剤によって発現が変動するポリヌクレオチ
ドやインスリン抵抗性改善剤によって発現が変動する蛋白質の発現を検出することもでき
る。以下、レポーター遺伝子を利用した検出方法について説明する。
【００５５】
ｃ－１）レポーター遺伝子
レポーター遺伝子は、宿主細胞が本試験方法の一連の過程において産生し得る他のいかな
る蛋白質とも特異的に区別可能な、レポーター蛋白質をコードするものであればよい。好
ましくは、形質転換前の細胞が該レポーター蛋白質と同一又は類似の蛋白質をコードする
遺伝子を持たないようなものがよい。例えば、レポーター蛋白質が該細胞に対して毒性を
有するようなものや、該細胞が感受性を有する抗生物質の耐性を付与するものであるよう
な場合でも、レポーター遺伝子の発現の有無は細胞の生存率で判定することが可能である
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。しかしながら、本発明で用いられるレポーター遺伝子としてより好ましいものは、発現
量を特異的かつ定量的に検出することができる（例えば、該レポーター遺伝子にコードさ
れる蛋白質に対する特異的抗体が取得されているような）構造遺伝子である。より好まし
くは、外来の基質と特異的に反応することにより定量的測定が容易な代謝産物を生じるよ
うな酵素等をコードする遺伝子である。そのようなレポーター遺伝子としては、例えば、
以下の蛋白質をコードする遺伝子を例示することができるが、本発明はそれらに限定され
ない。
ｃ－１－１）クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ：
クロラムフェニコールにアセチル基を付加する酵素で、いわゆるＣＡＴアッセイ等で検出
することができる。プロモーターを組み込むだけでレポーターアッセイ用のベクターを調
製できるベクターとして、ｐＣＡＴ３－Ｂａｓｉｃベクター（プロメガ社製）が市販され
ている。
ｃ－１－２）ホタルルシフェラーゼ：
ルシフェリンを代謝した際に生じる生物発光を測定することにより定量できる。レポータ
ーアッセイ用のベクターとしては、ｐＧＬ３－Ｂａｓｉｃベクター（プロメガ社製）が市
販されている。
ｃ－１－３）β－ガラクトシダーゼ：
呈色反応、蛍光又は化学発光でそれぞれ測定可能な基質がある。レポーターアッセイ用の
ベクターとしては、ｐβｇａｌ－Ｂａｓｉｃ（プロメガ社製）が市販されている。
ｃ－１－４）分泌型アルカリホスファターゼ：
呈色反応、生物発光又は化学発光でそれぞれ測定可能な基質がある。レポーターアッセイ
用のベクターとしては、ｐＳＥＡＰ２－Ｂａｓｉｃ（クロンテック社製）が市販されてい
る。
ｃ－１－６）緑色蛍光蛋白質（ｇｒｅｅｎ－ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ）
：
酵素ではないが、自らが蛍光を発するので直接定量できる。同じくレポーターアッセイ用
のベクターとしてｐＥＧＦＰ－１（クロンテック社製）が市販されている。
【００５６】
ｃ－２）レポーター遺伝子の導入
公知の方法に従い、レポーター遺伝子発現プラスミドと、インスリン抵抗性改善剤によっ
て発現が変動するポリヌクレオチドを哺乳類細胞で発現可能にした組換えベクターを作製
し、これらを細胞に同時トランスフェクションする。ベクターとしては、ｐＣＲ３．１（
インビトロジェン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）社製）、ｐＣＭＶ－Ｓｃｒｉｐｔ（ストラタ
ジーン（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）社製）等を好適に用いることができるが、これらに限定
されない。
【００５７】
細胞に発現プラスミドを導入する方法としては、ＤＥＡＥ－デキストラン法（Luthman,H.
 and Magnusson,G. Nucleic Acids Res., (1983) 11, p.1295-1308）、リン酸カルシウム
－ＤＮＡ共沈殿法(Graham,F.L. and van der Eb,A.J., Virology (1973)52,456-457)、電
気パルス穿孔法(Neumann,E.et al., EMBO J. (1982) 1, p.841-845)、リポフェクション
法(Lopata et al. Nucl.Acids Res. (1984)12, p.5707-5717、Sussman and Milman, Mol.
Cell.Biol. (1984)4, p.1641-1643）等を挙げることができるが、これらに限定されず、
本発明の属する技術分野において汎用される任意の方法を採用することができる。ただし
、細胞がいわゆる浮遊細胞である場合は、リン酸カルシウム－ＤＮＡ共沈殿法以外の方法
を用いることが好ましい。いずれの方法においても、用いる細胞に応じて、至適化された
トランスフェクション条件を用いることが必要である。
【００５８】
ｃ－３）評価
かくして、インスリン抵抗性改善剤によって発現が変動するポリヌクレオチドの発現ベク
ターと、レポーター発現ベクターを同時トランスフェクションした細胞を培養すると、イ
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ンスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチドの発現依存的にレポーター遺伝子の転写が
促進される。したがって、レポーター遺伝子の発現が可能な条件下において、培地中に任
意の被検物質を添加した場合と添加しない場合でのレポーター遺伝子の発現量変化をみれ
ば、インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチドの発現量が評価できる。ここで、「
レポーター遺伝子の発現が可能な条件」とは、レポーター発現ベクターによってトランス
フェクトされた細胞が生存して、レポーター遺伝子の転写産物（レポーター蛋白質）の生
産が可能な条件であればよい。好ましくは、使用される細胞株に適合した培地（ウシ胎児
血清等の血清成分を添加してもよい）で、４乃至６％（最も好適には５％）の炭酸ガスを
含む空気存在下、３６乃至３８℃（最も好適には３７℃）で２乃至３日間（最も好適には
２日間）培養する。
【００５９】
（３）評価・判定
上記解析の結果、インスリン抵抗性改善剤を投与したＫＫマウス由来白色脂肪細胞とイン
スリン抵抗性改善剤を投与しないＫＫマウス由来白色脂肪細胞又は、インスリン抵抗性改
善剤を投与したヒト白色脂肪細胞とインスリン抵抗性改善剤を投与しなかったヒト白色脂
肪細胞で、発現量が著しく異なるポリヌクレオチドを、インスリン抵抗性改善剤感受性ポ
リヌクレオチドとして特定することができる。そしてこの特定されたポリヌクレオチドを
以下、「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」とする。ここで、発現量が「
著しく異なる」とは、例えば、アフィメトリックス社の遺伝子チップを用いて、アフィメ
トリックス社のｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｓｕｉｔｅ　Ｖｅｒ．３．０を用いて解析した場
合、インスリン抵抗性改善剤を添加して培養した細胞由来のポリヌクレオチドのＡｖｅｒ
ａｇｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ値がインスリン抵抗性改善剤無添加の場合に比べて２倍以
上増加又は減少している場合をいう。
【００６０】
こうして発現量が著しく異なる遺伝子として特定されたポリヌクレオチドとしては具体的
には配列表の配列番号２のヌクレオチド番号１乃至１４７９に示されるヌクレオチド配列
を含むことからなるポリヌクレオチド、配列表の配列番号２のヌクレオチド番号１７２乃
至１４３１からなるヌクレオチド配列を含むことからなるポリヌクレオチドを挙げること
ができる。配列表の配列番号２のヌクレオチド番号１乃至１４７９からなるヌクレオチド
配列は上記方法によって特定されたポリヌクレオチドのｃＤＮＡの配列を示し、このうち
、配列表の配列番号２のヌクレオチド番号１７２乃至１４３１からなるヌクレオチド配列
はオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）を示す。またこうして特定されたポリヌクレ
オチドはＧｅｎＢａｎｋにＭｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ　ｋｉｄｎｅｙ－ｄｅｒｉｖｅｄ　
ａｓｐａｒｔｉｃ　ｐｒｏｔｅａｓｅ－ｌｉｋｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ （Ｋｄａｐ）（アク
セッション番号：ＮＭ＿００８４３７．１）として登録されている。そして、このように
特定されたマウス由来の「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」を前述のよ
うに、「マウスＫｄａｐポリヌクレオチド」という。
【００６１】
１．２　相同性ポリヌクレオチドの検索
１．１の方法によって見出された「マウスＫｄａｐポリヌクレオチド」を、公開の、及び
／又は未公開の核酸及び／又は蛋白質のデータベースとの間で相同性検索を行うことによ
り、同様の機能を有すると推定できるポリヌクレオチドを同定することができる。相同性
検索によって同定されたポリヌクレオチドについても上記方法により、インスリン抵抗性
改善剤投与による特異的発現を調べることでポリヌクレオチドの機能を解明することがで
きる。相同性ポリヌクレオチドは同種生物間に限らず、他種生物間でも検索することがで
きる。相同性ポリヌクレオチドの検索はＧｅｎＢａｎｋなどのデータベースに登録されて
いるデータに対してＢＬＡＳＴ等の検索プログラムを用いて行なうことができるが、その
他、市販の検索ソフトを用いても検索することができる。このようにしてＧｅｎＢａｎｋ
に対して相同性検索を行なうと、ＧｅｎＢａｎｋアミノ酸データベース上のヒト由来のpr
onapsin A（アクセッション番号：ＮＰ＿００４８４２．１）が、７１％の相同性を有す
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る蛋白質として選択される。また、このようなポリヌクレオチドとして、例えば、配列表
の配列番号６のヌクレオチド番号５４乃至１３１６に示されるヌクレオチド配列を含むこ
とからなるポリヌクレオチド又は配列表の配列番号６のヌクレオチド番号１乃至１４３８
に示されるヌクレオチド配列を含むことからなるポリヌクレオチドを挙げることができる
。配列表の配列番号６のヌクレオチド番号１乃至１４３８からなるヌクレオチド配列はｃ
ＤＮＡの配列を示し、このうち、配列番号５４乃至１３１６からなるヌクレオチド配列は
オープンリーディングフレームの領域を示す。この配列を有するポリヌクレオチドはヒト
全長ｃＤＮＡライブラリーを用いて適当なＰＣＲプライマーを用いたＰＣＲ反応を行なう
ことにより取得することができる。以下、ヒト由来のpronapsin Aポリヌクレオチドを「
ヒトpronapsin Aポリヌクレオチド」という。
【００６２】
１．３　「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」
上記１．１及び上記１．２において特定されたポリヌクレオチドの他に、それぞれのポリ
ヌクレオチドのヌクレオチド配列と相補的なヌクレオチド配列からなるポリヌクレオチド
とストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、インスリン抵抗性改善剤によって発現
量が著しく変化するポリヌクレオチドも本発明のポリヌクレオチドに含めることができる
。このようにして特定されたポリヌクレオチドも「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌ
クレオチド」に含まれる。すなわち、本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌク
レオチド」は、以下の１）乃至５）のいずれか一つに記載のポリヌクレオチドである。
１）配列表の配列番号２のヌクレオチド番号１乃至１４７９に示されるヌクレオチド配列
を含むことからなるポリヌクレオチド；
２）配列表の配列番号２のヌクレオチド番号１７２乃至１４３１に示されるヌクレオチド
配列を含むことからなるポリヌクレオチド；
３）配列表の配列番号６のヌクレオチド番号１乃至１４３８に示されるヌクレオチド配列
を含むことからなるポリヌクレオチド；
４）配列表の配列番号６のヌクレオチド番号５４乃至１３１６に示されるヌクレオチド配
列を含むことからなるポリヌクレオチド；
５）上記１）乃至４）からなる群から選択される少なくとも一つに記載のポリヌクレオチ
ドのヌクレオチド配列と相補的なヌクレオチド配列からなるポリヌクレオチドとストリン
ジェントな条件下でハイブリダイズし、グリコーゲン濃度低下作用を有する蛋白質をコー
ドするポリヌクレオチド。
【００６３】
なお、本発明における「グリコーゲン濃度低下作用を有する蛋白質」とは、インスリン存
在下及び／又は非存在下において、初代肝細胞と接触させると、該細胞中のグリコーゲン
濃度をコントロールに比べて低くする作用を有する蛋白質をいう。
【００６４】
１．４　「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」の検定
上記のようにして特定された「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」は、Ｋ
Ｋマウス由来白色脂肪細胞においてインスリン抵抗性改善剤投与によって、インスリン抵
抗性改善剤を投与投与しない場合に比べ発現量が著しく変化しており、インスリン抵抗性
改善剤によって引き起こされる糖代謝及び／又は脂質代謝の変化に影響を与えるポリヌク
レオチドであり、インスリン抵抗性改善剤をはじめとした糖代謝及び／又は脂質代謝に影
響を及ぼす物質のスクリーニングに有効である。
【００６５】
まず、特定されたポリヌクレオチド断片をプローブとして、ＫＫマウス又はヒトｃＤＮＡ
ライブラリーから、コロニーハイブリダイゼーション法等、公知の方法に従い、完全長ｃ
ＤＮＡを取得する。この完全長ｃＤＮＡをマウス又はヒト細胞に導入して高発現させ、糖
代謝及び／又は脂質代謝に影響が生じるか否かを検討する。
【００６６】
ｃＤＮＡを動物個体内で発現させるためには、得られた完全長ｃＤＮＡをウイルスベクタ
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ーに組み込み、動物に投与する方法が挙げられる。ウイルスベクターによる遺伝子導入方
法としては例えば、レトロウイルス、アデノウイルス、アデノ関連ウイルス、ヘルペスウ
イルス、ワクシニアウイルス、ポックスウイルス、ポリオウイルス等のＤＮＡウイルス、
又はＲＮＡウイルスにｃＤＮＡを組み込んで導入する方法が挙げられる。なかでも、レト
ロウイルス、アデノウイルス、アデノ関連ウイルス、ワクシニアウイルスを用いた方法が
好ましい。
【００６７】
非ウイルス性の遺伝子導入方法としては、発現プラスミドを直接筋肉内に投与する方法（
ＤＮＡワクチン法）、リポソーム法、リポフェクション法、マイクロインジェクション法
、リン酸カルシウム法、エレクトロポレーション法等が挙げられ、なかでも、ＤＮＡワク
チン法、リポソーム法が好ましい。
【００６８】
また、培養細胞に対して、完全長ｃＤＮＡをヒト、マウス、ラット等由来の筋肉細胞、肝
細胞、脂肪細胞、あるいは筋肉細胞、肝細胞、脂肪細胞に分化する細胞等のインスリン感
受性を有する細胞へ導入し、高発現させ、各標的細胞の有する機能、具体的には、糖や脂
質の産生や取り込み、あるいはグリコーゲンの蓄積等の糖脂質代謝を調節する機能にどの
様な影響が現れるかを検討することができる。逆に、試験する遺伝子の全ＲＮＡに対する
アンチセンス核酸を、細胞に導入し、各標的細胞の機能にどの様な影響が出るかを調べる
こともできる。
【００６９】
完全長ｃＤＮＡを動物又は細胞に導入するにあたっては、適当なプロモーター及び形質発
現に関わる配列を含むベクターに該ｃＤＮＡを組み込み、該ベクターで宿主細胞を形質転
換させる。脊椎動物細胞の発現プロモーターとしては、通常発現しようとする遺伝子の上
流に位置するプロモーター、ＲＮＡのスプライス部位、ポリアデニル化部位、及び転写終
結配列等を有するものを使用でき、さらにこれは必要により複製起点を有してもよい。該
発現ベクターの例としては、ＳＶ４０の初期プロモーターを有するｐＳＶ２ｄｈｆｒ（Su
bramani,S. et al., Mol.Cell.Biol.,(1981)1, p.854-864）、レトロウイルスベクターｐ
ＬＮＣＸ、ｐＬＮＳＸ、ｐＬＸＩＮ、ｐＳＩＲ（クロンテック（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）社製
）、コスミドベクターｐＡｘＣｗ（タカラバイオ社製）等が挙げられるが、これに限定さ
れない。該発現ベクターは、ジエチルアミノエチル（ＤＥＡＥ）－デキストラン法（Luth
man,H.and　Magnusson,G., Nucleic Acids Res. (1983) 11,p.1295-1308）、リン酸カル
シウム－ＤＮＡ共沈殿法(Graham,F.L.and van der Eb,A.J. Virology,(1973) 52, p.456-
457)、及び電気パルス穿孔法(Neumann, E.et al., EMBO J.(1982) 1, p.841-845)などに
よりサルの細胞であるＣＯＳ細胞(Gluzman,Y. Cell(1981) 23,p.175-182,ATCC：ＣＲＬ－
１６５０)やチャイニーズ・ハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ細胞、ＡＴＣＣ：ＣＣＬ－６１
）のジヒドロ葉酸還元酵素欠損株（Urlaub,G. and Chasin, L.A. Proc. Natl. Acad. Sci
. USA(1980) 77, p.4126－4220）、ヒト胎児腎臓由来２９３細胞（ＡＴＣＣ：ＣＲＬ－１
５７３）等に取り込ませることができるが、これらに限定されない。かくして所望の形質
転換体を得ることができる。
【００７０】
また、遺伝子操作により、正常動物において、目的とする遺伝子が高発現するようにトラ
ンスジェニック動物を作製し、糖代謝及び／又は脂質代謝を調節する機能にどの様な影響
が現れるかを検討することも可能である。逆に、肥満や糖尿病といった症状を呈する動物
において、対象とする遺伝子を破壊したノックアウト動物を作製し、その病態が改善・治
療されるか否かを検討することも可能である。前記トランスジェニック動物は、動物から
受精卵を取得し、遺伝子導入の後、偽妊娠動物に移植し、発生させることにより得ること
ができ、その手順は公知の方法（発生工学実験マニュアル(野村達次　監修、勝木元也　
編、1987年刊)、特開平５－４８０９３号等参照）に従えばよい。具体的には、例えば、
マウスの場合にはまずメスマウスに排卵誘起剤を投与後、同系統のオスと交配し、翌日メ
スマウスの卵管より前核受精卵を採取する。次いで、導入するＤＮＡ断片溶液を微小ガラ
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ス管を用いて受精卵の前核に注入する。なお、導入する遺伝子を動物細胞内で発現させる
ためのプロモーターやエンハンサー等の調節遺伝子は、導入された動物の細胞内で機能す
るものであれば特に限定されない。ＤＮＡを注入した受精卵は、偽妊娠仮親メスマウス（
Ｓｌｃ：ＩＣＲ等）の卵管に移植し、約２０日後に自然分娩又は帝王切開により出生させ
る。
【００７１】
こうして得られた動物が、導入遺伝子を保持していることを確認する方法としては、例え
ば、前記動物の尾等からＤＮＡを抽出し、該ＤＮＡをこれに特異的なセンス及びアンチセ
ンスプライマーを用いてＰＣＲ増幅する方法、該ＤＮＡを制限酵素で消化後、ゲル電気泳
動し、ゲル中のＤＮＡをナイロン膜等にブロッティングした後、標識した導入遺伝子の全
部又は一部をプローブとしてサザンブロット解析を行なう方法等を挙げることができる。
【００７２】
１．５　「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」によるグリコーゲン生合成能低下作用
本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」とグルタチオンＳ－トランスフェラー
ゼ（ＧＳＴ）との融合タンパク質で処理したラット初代肝細胞では、コントロールとした
ＧＳＴで処理した細胞に比べ、インスリンを添加した場合もインスリンを添加しない場合
もともに、グリコーゲン濃度の低下が観察され、「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質
」はグリコーゲン蓄積反応の抑制及び／又はインスリン刺激によるグリコーゲン合成の抑
制活性を示す蛋白質であると考えられる。特に、コントロールで観察されるインスリン依
存的なグリコーゲン合成が「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」とグルタチオンＳ－
トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）との融合タンパク質ではほとんどみられなくなることから
、本発明における、「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」は肝細胞のインスリン感受
性を低下させ、インスリン受容体活性化よりグリコーゲン合成に至る反応のうち一つ以上
の段階を抑制及び／又は一つ以上の段階の活性を低下させることにより、インスリン依存
的なグリコーゲン合成酵素系の働きを低下させていると考えられる。なお、本発明におけ
る、グリコーゲン濃度の低下とはコントロールに比べグリコーゲン濃度が１０%以上、好
ましくは３０%以上より好ましくは５０以上低下していることをいう。
【００７３】
本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」をコードする配列表の配列番号２のヌ
クレオチド番号１７２乃至１４３１に示されるヌクレオチド配列を含むことからなるポリ
ヌクレオチドをアデノウイルスベクターｐＡｘＣｗ（タカラバイオ社製のアデノウイルス
・エクスプレッション・ベクター・キットに付属。）に組み込んで、アデノウイルスを作
製し、野生型マウス（例えば、Ｃ５７ＢＬ／６Ｊマウス（日本クレア社より購入））に接
種し、該ｃＤＮＡをマウスで発現させる。該ｃＤＮＡを発現させたマウスと該ｃＤＮＡを
発現させなかったマウスについて血中のグルコース濃度、インスリン濃度、肝臓中のグリ
コーゲン濃度を測定し、両者の差を解析することによって、「インスリン抵抗性改善剤感
受性ポリヌクレオチド」の発現産物である、「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」の
作用を調べることができる。本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」を発現し
たマウスでは、肝臓内グリコーゲン量、血糖値やインスリン値の変化が観察され、特に肝
臓内グリコーゲン量の減少、血糖値やインスリン値の上昇が観察される可能性が考えられ
る。
【００７４】
２．「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」
本発明における「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」は、糖代謝及び／又は脂質代謝
に影響する、本発明によって得られた蛋白質を意味する。「インスリン抵抗性改善剤感受
性蛋白質を含有する組成物」とは上記蛋白質を含んでいる物質を意味する。本発明におけ
る「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」はＫＫマウス由来白色脂肪細胞において、「
インスリン抵抗性改善剤」を投与すると投与しない場合に比べ発現量が著しく低下してお
り、糖代謝及び／又は脂質代謝に影響を与える遺伝子を検出するために有効であり、本発
明の「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」によってコードされる蛋白質で
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ある。「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」は具体的には以下の１）乃至４）のいず
れか一つに記載の蛋白質である。
１）配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこと
からなる蛋白質；
２）配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に示されるアミノ酸配列を含むこと
からなる蛋白質；
３）上記１)又は２)に記載の蛋白質のアミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸が
欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、グリコーゲン濃度低下作用
を有する蛋白質。
【００７５】
３．「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」の生産
本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」はｉｎ　ｖｉｔｒｏにて合成する、あ
るいは遺伝子操作により宿主細胞に産生させることによって生産することができる。具体
的には、本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」を発現可能なベク
ターに組み込んだ後、転写と翻訳に必要な酵素、基質及びエネルギー物質を含む溶液中で
合成する、あるいは他の原核生物、又は真核生物の宿主細胞を形質転換させることによっ
て該ポリヌクレオチドを発現させることにより、「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質
」を得ることが出来る。
【００７６】
蛋白質のｉｎ　ｖｉｔｒｏ合成としては、例えばロシュ・ダイアグノスティックス（Ｒｏ
ｃｈｅ　ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ）社製のラピッドトランスレーションシステム（ＲＴＳ
）が挙げられるが、これに限定されない。ＲＴＳを用いる場合を例に挙げると、目的の遺
伝子をＴ７プロモーターにより制御される発現ベクターにクローニングし、これをｉｎ　
ｖｉｔｒｏの反応系に添加すると、最初に鋳型ＤＮＡよりＴ７ＲＮＡポリメラーゼにより
ｍＲＮＡが転写され、その後大腸菌溶解液中のリボソーム等により翻訳が行われ、目的の
ポリペプチドが反応液中に合成される(Biochemica(2001) 1, p.20-23、Biochemica (2001
), 2, p.28-29)。
【００７７】
原核細胞の宿主としては、例えば、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）や枯草
菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）などが挙げられる。目的の遺伝子をこれらの
宿主細胞内で形質転換させるには、宿主と適合し得る種由来のレプリコンすなわち複製起
点と、調節配列を含んでいるプラスミドベクターで宿主細胞を形質転換させる。また、ベ
クターとしては、形質転換細胞に表現形質（表現型）の選択性を付与することができる配
列を有するものが好ましい。
【００７８】
例えば、大腸菌としてはＫ１２株などがよく用いられ、ベクターとしては、一般にｐＢＲ
３２２やｐＵＣ系のプラスミドが用いられるが、これらに限定されず、公知の各種菌株、
及びベクターがいずれも使用できる。
【００７９】
プロモーターとしては、大腸菌においては、トリプトファン（ｔｒｐ）プロモーター、ラ
クトース（ｌａｃ）プロモーター、トリプトファン・ラクトース（ｔａｃ）プロモーター
、リポプロテイン（ｌｐｐ）プロモーター、ポリペプチド鎖伸張因子Ｔｕ（ｔｕｆＢ）プ
ロモーター等が挙げられ、どのプロモーターも目的のポリペプチドの産生に使用すること
ができる。
【００８０】
枯草菌としては、例えば２０７－２５株が好ましく、ベクターとしてはｐＴＵＢ２２８（
Ohmura,K.et al., J.Biochem. (1984) 95, p.87-93）などが用いられるが、これに限定さ
れるものではない。枯草菌のα－アミラーゼのシグナルペプチド配列をコードするＤＮＡ
配列を連結することにより、菌体外での分泌発現も可能となる。
【００８１】
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真核細胞の宿主細胞には、脊椎動物、昆虫、酵母などの細胞が含まれ、脊椎動物細胞とし
ては、例えば、サルの細胞であるＣＯＳ細胞（Gluzman,Y.（1981）Cell 23,175-182、Ａ
ＴＣＣ：ＣＲＬ－１６５０）やチャイニーズ・ハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ細胞、ＡＴＣ
Ｃ：ＣＣＬ－６１）のジヒドロ葉酸還元酵素欠損株（Urlaub,G.　and　Chasin,L.A., Pro
c. Natl.Acad.Sci.USA (1980) 77, p.4126-4220）等がよく用いられているが、これらに
限定されない。
【００８２】
脊椎動物細胞の発現プロモーターとしては、通常発現しようとする遺伝子の上流に位置す
るプロモーター、ＲＮＡのスプライス部位、ポリアデニル化部位、及び転写終結配列等を
有するものを使用でき、さらにこれは必要により複製起点を有してもよい。該発現ベクタ
ーの例としては、サイトメガロウイルス初期プロモーターを有するｐＣＲ３．１（インビ
トロジェン社製）、ＳＶ４０の初期プロモーターを有するｐＳＶ２ｄｈｆｒ(Subramani,S
.et al., Mol.Cell.Biol.(1981) 1, p.854-864)等が挙げられるが、これに限定されない
。
【００８３】
宿主細胞として、ＣＯＳ細胞を用いる場合を例に挙げると、発現ベクターとしては、ＳＶ
４０複製起点を有し、ＣＯＳ細胞において自立増殖が可能であり、さらに、転写プロモー
ター、転写終結シグナル、及びＲＮＡスプライス部位を備えたものを用いることができる
。該発現ベクターは、ジエチルアミノエチル（ＤＥＡＥ）－デキストラン法(Luthman,H. 
and Magnusson,G., Nucleic Acids Res. (1983) 11, p.1295-1308)、リン酸カルシウム－
ＤＮＡ共沈殿法(Graham, F.L. and van der Eb, A. J., Virology (1973) 52, p.456-457
)、及び電気パルス穿孔法(Neumann, E.et al., EMBO J.(1982) 1, 841-845)などによりＣ
ＯＳ細胞に取り込ませることができ、かくして所望の形質転換細胞を得ることができる。
また、宿主細胞としてＣＨＯ細胞を用いる場合には、発現ベクターと共に、抗生物質Ｇ４
１８耐性マーカーとして機能するｎｅｏ遺伝子を発現し得るベクター、例えばｐＲＳＶｎ
ｅｏ(Sambrook,J.et al: “Molecular Cloning A Laboratory Manual" Cold Spring Harb
or Laboratory, NY.(1989))やｐＳＶ２ｎｅｏ(Southern,P.J. and Berg,P., J.Mol.Appl.
Genet. (1982) 1, p.327-341）などをコ・トランスフェクトし、Ｇ４１８耐性のコロニー
を選択することにより、目的のポリペプチドを安定に産生する形質転換細胞を得ることが
できる。
【００８４】
昆虫細胞を宿主細胞として用いる場合には、鱗翅類ヤガ科のＳｐｏｄｏｐｔｅｒａ　ｆｒ
ｕｇｉｐｅｒｄａの卵巣細胞由来株化細胞（Ｓｆ－９又はＳｆ－２１）やＴｒｉｃｈｏｐ
ｌｕｓｉａ ｎｉの卵細胞由来Ｈｉｇｈ Ｆｉｖｅ細胞(Wickham,T.J.et al, Biotechnol.P
rog. (1992) I: 391-396)などが宿主細胞としてよく用いられ、バキュロウイルストラン
スファーベクターとしてはオートグラファ核多角体ウイルス（ＡｃＮＰＶ）のポリヘドリ
ンタンパク質のプロモーターを利用したｐＶＬ１３９２／１３９３がよく用いられる(Kid
d,I.M.and V.C.Emery,"The use of baculoviruses as expression vectors.", Applied B
iochemistry and Biotechnology (1993) 42, p.137-159)。この他にも、バキュロウイル
スのＰ１０や同塩基性タンパク質のプロモーターを利用したベクターも使用できる。さら
に、ＡｃＮＰＶのエンベロープ表面タンパク質ＧＰ６７の分泌シグナル配列を目的タンパ
ク質のＮ末端側に繋げることにより、組換えタンパク質を分泌タンパク質として発現させ
ることも可能である(Zhe-mei Wang,et al., Biol.Chem., (1998)379, p.167-174)。
【００８５】
真核微生物を宿主細胞とした発現系としては、酵母が一般によく知られており、その中で
もサッカロミセス属酵母、例えばパン酵母Saccharomyces cerevisiaeや石油酵母Pichia p
astorisが好ましい。該酵母などの真核微生物の発現ベクターとしては、例えば、アルコ
ール脱水素酵素遺伝子のプロモーター(Bennetzen,J.L.and Hall,B.D., J.Biol.Chem. (19
82) 257, p.3018-3025)や酸性フォスファターゼ遺伝子のプロモーター(Miyanohara,A. et
 al. Proc.Natl.Acad.Sci.USA (1983) 80, p.1-5)などを好ましく利用できる。また、分
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泌型タンパク質として発現させる場合には、分泌シグナル配列と宿主細胞の持つ内在性プ
ロテアーゼあるいは既知のプロテアーゼの切断部位をＮ末端側に持つ組換え体として発現
することも可能である。例えば、トリプシン型セリンプロテアーゼのヒトマスト細胞トリ
プターゼを石油酵母で発現させた系では、Ｎ末端側に酵母のαファクターの分泌シグナル
配列と石油酵母の持つＫＥＸ２プロテアーゼの切断部位をつなぎ発現させることにより、
活性型トリプターゼが培地中に分泌されることが知られている(Andrew,L.Niles,et al., 
Biotechnol.Appl.Biochem. (1998) 28, p.125-131)。
【００８６】
上記のようにして得られる形質転換体は、常法に従い培養することができ、該培養により
細胞内、又は細胞外に目的のポリペプチドが産生される。該培養に用いられる培地として
は、採用した宿主細胞に応じて慣用される各種のものを適宜選択でき、例えば、上記ＣＯ
Ｓ細胞であれば、ＲＰＭＩ１６４０培地やダルベッコ変法イーグル培地（以下「ＤＭＥＭ
」という）などの培地に、必要に応じウシ胎児血清などの血清成分を添加したものを使用
できる。
【００８７】
上記培養により、形質転換体の細胞内又は細胞外に産生される組換えタンパク質は、該タ
ンパク質の物理的性質や化学的性質などを利用した各種の公知の分離操作法により分離・
精製することができる。該方法としては、具体的には例えば、通常のタンパク沈殿剤によ
る処理、限外濾過、分子ふるいクロマトグラフィー（ゲル濾過）、吸着クロマトグラフィ
ー、イオン交換クロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィー、高速液体クロ
マトグラフィー（ＨＰＬＣ）などの各種液体クロマトグラフィー、透析法、これらの組合
せなどを例示できる。また、発現させる組換えタンパク質に６残基からなるヒスチジンを
繋げることにより、ニッケルアフィニティーカラムで効率的に精製することができる。上
記方法を組み合わせることにより容易に高収率、高純度で本発明の蛋白質を大量に製造で
きる。また、精製した蛋白質の分子量は質量分析器、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ等通常の方法で決
定することができる。本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」には、スプライ
シングバリアントが存在する可能性もあるが、本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性
蛋白質」と同一の生物活性（血中グルコース濃度の低下作用）を有する限りにおいて本発
明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」に含まれる。
【００８８】
このようにして得られた本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」は、インスリ
ン抵抗性改善剤を投与すると発現量が減少する蛋白質であり、また、「インスリン抵抗性
改善剤感受性蛋白質」を添加した培地で培養したラット初代肝細胞では、細胞中のグリコ
ーゲン濃度がコントロールに比べて低下し、インスリン刺激による、グリコーゲンの合成
もコントロールに比べて抑制される。したがって、本発明の「インスリン抵抗性改善剤感
受性蛋白質」は糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常にに関与する蛋白質であると考えられ
る。
【００８９】
４．糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常の検出方法
本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」及び「インスリン抵抗性改
善剤感受性蛋白質」は、血中グルコース濃度が正常動物に比べて高くなる糖代謝異常及び
／又は脂質代謝異常を有する動物では、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常を有さない動
物に比較して発現量が有意に増加している。例えば、糖尿病モデル動物であるＫＫマウス
にインスリン抵抗性改善剤である化合物Ａを投与すると、投与８日後では、血中グルコー
ス濃度とともに血中中性脂質濃度も低下し、本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性ポ
リヌクレオチド」及び「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」の発現量はインスリン抵
抗性改善剤を投与しない場合に比べ有意に低下する。したがって、検体中の該「インスリ
ン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」又は「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」
の発現量を定量することにより、糖代謝異常を判定し、インスリン抵抗性異常で引き起こ
される２型糖尿病等の疾患の診断に利用することが可能である。
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【００９０】
また、糖尿病モデル動物にインスリン抵抗性改善剤を投与すると、血中の中性脂質濃度も
低下するので、脂質代謝異常の診断にも利用することができる。
なお、「検体」とは、被験者や臨床検体、被験動物等から得られた、血液、体液、肝臓、
筋肉、脂肪組織等の組織又は排泄物等の試料を意味するが、本発明においては血液、肝臓
又は脂肪組織が好ましい。
【００９１】
例えば、被験者から採取した検体中での「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチ
ド」又は「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」の発現量が正常人から採取した検体に
比べ高い場合、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常の病態を有するか、糖代謝異常及び／
又は脂質代謝異常になる可能性が高いと判定される。また、個々の患者について、該「イ
ンスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」や「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白
質」の発現変動を経時的に観察すれば、該患者の予後を予測することもできる。
【００９２】
本発明において、正常人及び正常動物とは、糖代謝異常及び脂質代謝異常を有さない人及
び動物を意味する。正常人あるいは正常動物であるか否かは、血糖値及び血中中性脂質（
トリグリセライド）濃度を測定し、あらかじめ正常人の値として決められている数値範囲
に入るか否かで判定することができる。血糖値及び血中中性脂質濃度は通常の方法によっ
て測定できるが、例えば、血糖値はグルコローダーＧＸＴ（Ａ＆Ｔ社製）、トリグリセラ
イド濃度はトリグリセライドＥ－テストワコー（和光純薬社製）を用いて測定することが
できる。本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」又は「インスリン
抵抗性改善剤感受性蛋白質の発現量」と、正常人又は正常動物の血糖値及び血中中性脂質
濃度の相関をあらかじめ調べておくことによって、被験者又は被験動物から採取した検体
における本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」又は「インスリン
抵抗性改善剤感受性蛋白質」の発現量を測定することによって被験者又は被験動物が、正
常人又は正常動物であるか否かを判定することができる。
【００９３】
４．１　「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」を利用した糖代謝異常及び
／又は脂質代謝異常の検出方法
本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」を利用した糖代謝異常及び
／又は脂質代謝異常の検出方法は、具体的には、４．１．１又は４．１．２に記載したと
おりである。
４．１．１　以下の工程１）乃至３）を含む：
１）被験者又は被験動物より採取した血液、肝臓又は脂肪組織を含む検体より、全ＲＮＡ
画分を抽出する工程；
２）上記工程１）に記載の検体由来の全ＲＮＡと正常人又は正常動物より採取した血液、
肝臓又は脂肪組織を含む検体より抽出した全ＲＮＡ画分の間における、本発明の「インス
リン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」のいずれか一つの発現量の差を検出する工程
；
３）上記工程２）に記載のポリヌクレオチドの発現量の差を解析することにより、上記工
程１）に記載の被験者又は被験動物の糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常の病態を判定す
る工程。
４．１．２　以下の工程１）乃至４）を含む：
１）被験者又は被験動物より採取した血液、肝臓又は脂肪組織を含む検体より、全ＲＮＡ
画分を抽出する工程；
２）正常人又は正常動物より採取した血液、肝臓又は脂肪組織を含む検体より、全ＲＮＡ
画分を抽出する工程；
３）上記工程１）由来の全ＲＮＡ画分と上記工程２）由来の全ＲＮＡ画分における、本発
明の「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」の発現量を測定する工程；
４）上記工程１）由来の全ＲＮＡ画分と上記工程２）由来の全ＲＮＡ画分との間における
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、上記工程３）によって測定されたポリヌクレオチドの発現量の差を解析することにより
、上記工程１）に記載の被験者又は被験動物の、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常を検
出する工程。
【００９４】
４．１．３　ここで、４．１．１の工程１）及び４．１．２の工程１）及び工程２）にお
ける全ＲＮＡの抽出は上記、「１．１　マウスＫｄａｐポリヌクレオチドの検出」の項中
「工程１」全ＲＮＡ画分を調製する工程」の項に示した方法にしたがって実施することが
でき、抽出された全ＲＮＡ画分はさらに精製してｍＲＮＡとして使用することが望ましい
。また、４．１．１の工程２）及び４．１．２の工程３）における「インスリン抵抗性改
善剤感受性ポリヌクレオチド」の発現量の測定も上記、「１．１　マウスＫｄａｐポリヌ
クレオチドの検出」の項中「工程２）　インスリン抵抗性改善剤投与と非投与で発現量が
著しく異なるポリヌクレオチドを特定する工程」の項に記載の方法や、下記の４．１．４
に示すＲＴ－ＰＣＲ法、リボヌクレアーゼ保護アッセイ、ランオン・アッセイに従って実
施することができるが、特に遺伝子チップ、ｃＤＮＡアレイ等の固相化試料を用いた核酸
ハイブリダイゼーションやＲＴ－ＰＣＲを用いて実施することが望ましい。
【００９５】
４．１．４　「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」の発現量を測定するた
めのその他の方法
４．１．４．１　ＲＴ－ＰＣＲ
まず本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」のｍＲＮＡを鋳型とする逆転写酵
素反応を行ってから、ＰＣＲを実施して特異的にＤＮＡ断片を増幅する。この方法におい
て、目的のヌクレオチド配列を特異的に増幅するためには、目的のｍＲＮＡの特定の部分
配列に相補的なアンチセンスプライマーと、該アンチセンスプライマーから逆転写酵素に
より生成されるｃＤＮＡの配列中の特定の部分配列に相補的なセンスプライマーが用いら
れる。ＲＴ－ＰＣＲは市販のキット（例えば、ＲＮＡ　ＰＣＲキット　ＡＭＶ　ｖｅｒ２
．１：タカラバイオ社製等）を用いて、キットに添付のマニュアルに従って行なうことが
できるが、以下の方法でもできる。
【００９６】
逆転写酵素反応及びＰＣＲの両方に用いられるアンチセンスプライマーは、実質的に本発
明の「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」のヌクレオチド配列のアンチセ
ンス配列中の、連続した１５ヌクレオチド乃至４０ヌクレオチド、好ましくは少なくとも
１８ヌクレオチド乃至３０ヌクレオチド、更に好ましくは２３ヌクレオチド乃至３０ヌク
レオチドのヌクレオチド配列からなる。
【００９７】
一方、ＰＣＲにおいて用いられるセンスプライマーの配列は、本発明の「インスリン抵抗
性改善剤感受性ポリヌクレオチド」のヌクレオチド配列において、上記アンチセンスプラ
イマーの相補鎖にあたる配列中の最も５’末端側の位置よりもさらに５’末端側領域に存
在する配列中の連続した１５乃至４０ヌクレオチド、好ましくは１８乃至３５ヌクレオチ
ド、更に好ましくは２１乃至３０ヌクレオチドの任意の部分配列からなる。ただし、セン
スプライマーとアンチセンスプライマーに互いに相補的な配列が存在すると、プライマー
同士がアニーリングすることにより非特異的な配列が増幅され、特異的なポリヌクレオチ
ド検出の妨げとなるおそれがあるので、そのような組み合わせを避けたプライマーの設計
を行うことが好ましい。
【００９８】
これらアンチセンスプライマー及びセンスプライマーには、いずれも上記で規定したそれ
らヌクレオチド配列の５’末端に、本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレ
オチド」のヌクレオチド配列とは無関係のヌクレオチド配列がリンカーとして付加されて
いてもよい。ただし、特異的なポリヌクレオチド検出の妨げとならないよう、該リンカー
は反応中に反応液内の核酸と非特異的アニーリングを起こさないようなものであることが
好ましい。
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【００９９】
ＲＴ－ＰＣＲの反応は常法により行なうことができる。なお、ＲＴ－ＰＣＲによる検出の
ための試料は、通常ポリ（Ａ）+ＲＮＡにまで精製されている必要はない。
【０１００】
ＰＣＲ終了後、反応液を電気泳動し、目的の大きさのバンドが増幅されているか否かを検
出する。定量的検出を行うためには、予め段階希釈したｃＤＮＡクローンを標準の鋳型Ｄ
ＮＡとして同条件でＰＣＲを実施し、定量的検出が可能な温度サイクル数を定めておくか
、又は、例えば５サイクル毎に一部反応液をサンプリングしてそれぞれ電気泳動を行う。
また例えばＰＣＲ反応時に放射標識ｄＣＴＰを用いることにより、バンド中に取り込まれ
た放射能の量を指標に定量を行うこともできる。ポリヌクレオチド定量の信頼性を高めた
方法として、上記ＲＴ－ＰＣＲ法を改良した競合ＲＴ－ＰＣＲ法(Souaze et al., BioTec
hniques (1996) 21, p.280-285)や、ＴａｑＭａｎ　ＰＣＲ法(Heid et al. Genom.Res. (
1996) 6, p.986-994)なども利用可能である。
【０１０１】
４．１．４．２　リボヌクレアーゼ保護アッセイ（ＲＮａｓｅ　ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　
ａｓｓａｙ）：　ＲＮＡ試料中の、上記１）乃至５）のいずれか一つに記載のヌクレオチ
ド配列を有するｍＲＮＡ（ただし配列中のｔはｕに読み替える）のみに標識プローブをハ
イブリダイズさせ、二本鎖ポリヌクレオチドを形成させておいてから、試料にリボヌクレ
アーゼを添加してインキュベーションすると、プローブがハイブリダイズしたｍＲＮＡは
二本鎖を形成していることによってリボヌクレアーゼによる消化を免れ、それ以外のＲＮ
Ａは消化されるので、該二本鎖ポリヌクレオチドのみが残る（検出されるｍＲＮＡよりプ
ローブが短ければ、プローブの鎖長に相当する二本鎖ポリヌクレオチドが残る）。この二
本鎖ポリヌクレオチドを定量することにより、目的のポリヌクレオチドの発現量を測定す
る。具体的には、例えば以下に記載する方法に従う。
【０１０２】
二本鎖を形成せずに余った標識プローブを二本鎖ポリヌクレオチドと確実に分離して定量
を容易にするために、余った標識プローブはリボヌクレアーゼに消化されることが好まし
いが、リボヌクレアーゼとして一本鎖ＤＮＡも消化できるようなものを使用すれば、標識
プローブはＤＮＡでもＲＮＡでもよい。標識プローブの調製方法は上記常法に従って行な
うことができるが、リボヌクレアーゼアッセイにおいて用いられるプローブの長さは５０
乃至５００ヌクレオチド程度が好ましい。また、二本鎖ＤＮＡを直接標識して熱変性した
のみのプローブ等、相補鎖が混在するようなプローブは本法には好適ではない。
【０１０３】
ＲＮＡプローブは、例えば下記の方法に従って調製される。まず鋳型ＤＮＡをバクテリオ
ファージのプロモーター（Ｔ７、ＳＰ６、Ｔ３プロモーター等）を有するプラスミドベク
ター（例えばｐＧＥＭ－Ｔ（プロメガ社製）など）に挿入する。次にこの組換えプラスミ
ドベクターを、制限酵素で、挿入断片のすぐ下流で一ヶ所だけ切断されるように消化する
。得られた直鎖ＤＮＡを鋳型として、放射能標識されたリボヌクレオチド存在下で、イン
ビトロ転写反応を行う。この反応には、ベクター中のプロモーターに合わせてＴ７、ＳＰ
６又はＴ３ポリメラーゼ等の酵素を用いる。以上の操作は例えばリボプローブシステム－
Ｔ７、同－ＳＰ６又は同－Ｔ３（いずれもプロメガ社製）を用いて行うことができる。
【０１０４】
ＲＮＡ試料を調製するまでの工程は「１．１　１．１　マウスＫｄａｐポリヌクレオチド
の検出」の項中「工程１）全ＲＮＡを調製する工程」の項に示した方法にしたがって実施
することができ、抽出された全ＲＮＡはさらに精製してｍＲＮＡとして使用することが望
ましい。調製された全ＲＮＡ試料１０乃至２０μｇ相当分と、５×１０5ｃｐｍ相当の過
剰量の標識プローブとを用いてリボヌクレアーゼ保護アッセイを行う。この操作は市販の
キット（ＨｙｂＳｐｅｅｄ　ＲＰＡ　Ｋｉｔ、アンビオン社製）を用いて行うことができ
る。得られたリボヌクレアーゼ消化後の試料を、８Ｍ　尿素を含む４乃至１２％ポリアク
リルアミドゲルで電気泳動した後、ゲルを乾燥させ、Ｘ線フィルムでオートラジオグラフ
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ィーを行う。以上の操作により、リボヌクレアーゼ消化を免れた二本鎖ポリヌクレオチド
のバンドを検出することができ、またその定量は常法に従って実施することができる。さ
らに、各試料間のＲＮＡ量の差等に起因するばらつきを補正する目的で、β－アクチン遺
伝子の発現量を同時に測定しておけば、より精密な評価を行うことができる。
【０１０５】
４．１．４．３　ランオン・アッセイ（Ｒｕｎ－ｏｎ　ａｓｓａｙ、Greenberg,M.E. and
 Ziff,E.B.B., Nature (1984) 311, p.433-438, Groudine, M.et al. Mol.Cell Biol. (1
981) 1, p.281-288参照）：　本方法は、細胞から核を単離して目的の遺伝子の転写活性
を測定する方法であり、細胞内のｍＲＮＡを検出する方法ではないが、本発明においては
「ポリヌクレオチドの発現量を測定する方法」に包含される。単離された細胞核を用いて
、試験管内で転写反応を行わせると、核を単離する前に既に転写が開始されｍＲＮＡ鎖が
生成されている途中のものが伸長していく反応のみが進行する。この反応時に放射標識し
たリボヌクレオチドを添加して、伸長していくｍＲＮＡを標識しておき、その中に含まれ
る、非標識プローブにハイブリダイズするｍＲＮＡを検出することにより、核を単離した
時点における目的のポリヌクレオチドの転写活性を測定することができる。なお具体的操
作方法は、標識しないプローブを調製する他は、上記参照文献の記載に準ずる。被験者又
は被験動物から採取した検体由来の試料と、正常人又は正常動物由来の試料との間で測定
結果を比較し、本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」の転写活性
が正常人又は正常動物より高い場合、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常を有すると判断
することができる。
【０１０６】
４．１．５　判定
４．１．１の工程３）及び４．１．２の工程４）におけるインスリン感受性異常の病態の
判定は、「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」が複数ある場合は、その発
現量の差を総合的に評価して行なうことが望ましい。なお、「発現量の差」は、被験者又
は被験動物由来の検体と、正常人又は正常動物由来の検体における「インスリン抵抗性改
善剤感受性ポリヌクレオチド」の発現量を定量的に比較できる限り、発現量差であっても
発現量比であってもよい。
【０１０７】
上記分析の結果、被験者又は被験動物から採取した検体由来の試料と、正常人又は正常動
物由来の試料との間で測定結果を比較し、本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリ
ヌクレオチド」の発現量が正常人又は正常動物より高い場合、糖代謝異常及び／又は脂質
代謝異常を有すると判断することができる。
【０１０８】
４．２　「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」を利用した糖代謝異常及び／又は脂質
代謝異常の検出方法
本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」を利用した糖代謝異常及び／又は脂質
代謝異常の検出方法は、具体的には以下の４．２．１、４．２．２、４．２．３又は４．
２．４からなる。
４．２．１　以下の工程１）乃至２）を含む：
１）被験者又は被験動物から採取した血液、肝臓又は脂肪組織を含む検体における、本発
明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」のいずれか一つの発現量を測定する工程：
２）上記工程１）で検出された蛋白質の発現量と正常人又は正常動物から採取した血液、
肝臓又は脂肪組織を含む検体における該蛋白質の発現量の差を解析することにより、上記
工程１）における被験者又は被験動物の糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常の病態を判定
する工程。
【０１０９】
４．２．２　以下の工程１）乃至３）を含む:
１）被験者又は被験動物より採取した血液、肝臓又は脂肪組織を含む検体における、本発
明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」のいずれか一つの発現量を測定する工程：
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２）正常人又は正常動物より採取した血液、肝臓又は脂肪組織を含む検体における、上記
工程１）に記載の蛋白質の発現量を測定する工程：
３）上記工程１）に記載の蛋白質の発現量と上記工程２）に記載の蛋白質の発現量の差を
解析することにより、上記工程１）に記載の被験者又は被験動物の糖代謝異常及び／又は
脂質代謝異常の病態を判定する工程。
【０１１０】
４．２．３　以下の工程１）乃至３）を含む:
１）被験者又は被験動物より採取した血液、肝臓又は脂肪組織を含む検体より得た全蛋白
質を固相化する工程；
２）上記工程１）に記載の固相化蛋白質における、本発明の「インスリン抵抗性改善剤感
受性蛋白質」のいずれか一つの発現量を測定する工程；
３）上記工程２）で検出された蛋白質の発現量と正常人又は正常動物より採取した血液、
肝臓又は脂肪組織を含む検体より得た全ポリペプチにおける該蛋白質の発現量の差を解析
することにより、上記１）における被験者又は被験動物の糖代謝異常及び／又は脂質代謝
異常の病態を判定する工程。
【０１１１】
４．２．４　以下の工程１）乃至５）を含む、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常の検出
方法：
１）被験者又は被験動物より採取した血液、肝臓又は脂肪組織を含む検体より得た全蛋白
質を固相化する工程；
２）正常人又は正常動物より採取した血液、肝臓又は脂肪組織を含む検体より得た全蛋白
質を固相化する工程；
３）上記工程１）由来の固相化蛋白質と上記工程２）由来の固相化蛋白質における、本発
明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」のうちのいずれか一つの発現量を測定する
工程：
４）上記工程１）由来の固相化蛋白質と上記工程２）由来の固相化蛋白質との間における
上記工程３）で測定した該蛋白質の発現量の差を該蛋白質に特異的に結合する抗体又はリ
ガンドを用いて測定する工程；
５）上記工程４）で測定した該蛋白質の発現量の差を解析することにより、上記工程１）
に記載の被験者又は被験動物の糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常の病態を判定する工程
。
【０１１２】
以下、上記４．２．１乃至４．２．４に記載の検出方法について説明する。
【０１１３】
糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常の病態の検出方法の好適な態様として、抗体を利用し
た方法について説明する。まず、試料中の蛋白質を９６穴プレートや３８４穴プレート等
のマルチウエルプレートのウエル内底面やメンブレン等に固相化しておいてから、本発明
の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」を特異的に認識する抗体を用いた検出が行わ
れる。このうち、９６穴プレートや３８４穴プレート等のマルチウエルプレートを用いる
のは一般に固相酵素免疫定量法（ＥＬＩＳＡ法）や放射性同位元素免疫定量法（ＲＩＡ法
）と呼ばれる方法である。一方、メンブレンに固相化する方法としては、試料のポリアク
リルアミド電気泳動を経てメンブレンに蛋白質を転写する方法（ウエスタンブロット法）
か、又は直接メンブレンに試料又はその希釈液を染み込ませる、いわゆるドットブロット
法やスロットブロット法が挙げられる。
【０１１４】
（１）試料の調製
試料としては、ヒト全血、血清、肝臓又は脂肪組織抽出液が好ましい。該全血、肝臓又は
脂肪組織抽出液は、必要に応じて高速遠心を行うことにより、不溶性の物質を除去した後
、以下のようにＥＬＩＳＡ／ＲＩＡ用試料やウエスタンブロット用試料として調製する。
【０１１５】
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ＥＬＩＳＡ／ＲＩＡ用試料としては、例えば回収した血清、肝臓や脂肪組織抽出液をその
まま使用するか、緩衝液で適宜希釈したものを用いる。ウエスタンブロット用（電気泳動
用）試料は、例えば血清、肝臓や脂肪組織抽出液をそのまま使用するか、緩衝液で適宜希
釈して、ＳＤＳ－ポリアクリルアミド電気泳動用の２－メルカトルエタノールを含むサン
プル緩衝液（シグマ社製等）と混合する。ドット／スロットブロットの場合は、例えば回
収した血清、肝臓や脂肪組織抽出液そのもの、又は緩衝液で適宜希釈したものを、ブロッ
ティング装置を使用するなどして、直接メンブレンへ吸着させる。
【０１１６】
（２）試料の固相化
上記のようにして得られた試料中の蛋白質を特異的に検出するためには、試料を免疫沈降
法、リガントの結合を利用した方法等によって、沈殿させ、固相化せずに検出することも
できるし、そのまま検出する該試料を固相化することもできる。蛋白質を固相化する場合
において、ウエスタンブロット法、ドットブロット法又はスロットブロット法に用いられ
るメンブレンとしては、ニトロセルロースメンブレン（例えば、バイオラッド社製等）、
ナイロンメンブレン（例えば、ハイボンド－ＥＣＬ（アマシャム・ファルマシア社製）等
）、コットンメンブレン（例えば、ブロットアブソーベントフィルター（バイオラッド社
製）等）又はポリビニリデン・ジフルオリド（ＰＶＤＦ）メンブレン（例えば、バイオラ
ッド社製等）等が挙げられる。
【０１１７】
電気泳動後のゲルからメンブレンに蛋白質を移す、いわゆるブロッティング方法としては
、ウエット式ブロッティング法（CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY volume 2 ed by J. 
E. Coligan, A. M. Kruisbeek, D. H. Margulies, E. M. Shevach, W. Strober）、セミ
ドライ式ブロッティング法（上記CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY volume 2 参照）等
を挙げることができる。ドットブロット法やスロットブロット法のための器材も市販され
ている（例えば、バイオ・ドット（バイオラッド）等）。
【０１１８】
一方、ＥＬＩＳＡ法／ＲＩＡ法で検出・定量を行うためには、専用の９６穴プレート（例
えば、イムノプレート・マキシソープ（ヌンク社製）等）に試料又はその希釈液（例えば
０．０５％　アジ化ナトリウムを含むリン酸緩衝生理食塩水（以下「ＰＢＳ」という）で
希釈したもの）を入れて４℃乃至室温で一晩、又は３７℃で１乃至３時間静置することに
より、ウエル内底面に蛋白質を吸着させて固相化する。
【０１１９】
（３）抗体
用いられる抗体は、本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」又はその一部を特
異的に認識するものである。このような抗体としては、例えば、本発明の「インスリン抵
抗性改善剤感受性蛋白質」のいずれにも結合するが、他のいかなるマウス又はヒト由来の
タンパク質とも結合しないような抗体を挙げることができる。
【０１２０】
前記抗体は、常法を用いて（例えば、新生化学実験講座１、タンパク質１,p.389-397, 19
92）、抗原となる蛋白質、あるいはそのアミノ酸配列から選択される任意のポリペプチド
を動物に免疫し、生体内に産生される抗体を採取、精製することによって得ることができ
る。また、公知の方法（例えば、Kohler and Milstein, Nature (1975) 256, p.495-497
、Kennet,R.ed., Monoclonal Antibody, 1980 p.365-367, Prenum Press, N.Y.）に従っ
て、本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」に対する抗体を産生する抗体産生
細胞とミエローマ細胞とを融合させることによりハイブリドーマを樹立し、モノクローナ
ル抗体を得ることもできる。
【０１２１】
抗体を作製するための抗原としては、本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」
又はその少なくとも６個の連続した部分アミノ酸配列からなるポリペプチド、あるいはこ
れらに任意のアミノ酸配列や担体が付加された誘導体を挙げることができる。
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【０１２２】
前記抗原ポリペプチドは具体的には、上記、「３．「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白
質」の生産」の項に記載した方法によって、得ることができる。
【０１２３】
本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」に対する抗体は、ＲＩＡ法、ＥＬＩＳ
Ａ法、蛍光抗体法、受身血球凝集反応法などの各種免疫学的測定法や免疫組織染色などに
用いることができる。
【０１２４】
「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」と特異的に結合する抗体の例として、本発明の
「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」と特異的に結合するモノクローナル抗体を挙げ
ることができるが、その取得方法は、以下に記載する通りである。
【０１２５】
モノクローナル抗体の製造にあたっては、一般に下記のような作業工程が必要である。す
なわち、
（ａ）抗原として使用する生体高分子の精製、
（ｂ）抗原を動物に注射することにより免疫した後、血液を採取しその抗体価を検定して
脾臓摘出の時期を決定してから、抗体産生細胞を調製する工程、
（ｃ）骨髄腫細胞（以下「ミエローマ」という）の調製、
（ｄ）抗体産生細胞とミエローマとの細胞融合、
（ｅ）目的とする抗体を産生するハイブリドーマ群の選別、
（ｆ）単一細胞クローンへの分割（クローニング）、
（ｇ）場合によっては、モノクローナル抗体を大量に製造するためのハイブリドーマの培
養、又はハイブリドーマを移植した動物の飼育、
（ｈ）このようにして製造されたモノクローナル抗体の生理活性、及びその認識特異性の
検討、あるいは標識試薬としての特性の検定、等である。
【０１２６】
以下、モノクローナル抗体の作製法を上記工程に沿って詳述するが、該抗体の作製法はこ
れに制限されず、例えば脾細胞以外の抗体産生細胞及びミエローマを使用することもでき
る。
【０１２７】
（ａ）抗原の精製
抗原としては、前記したような方法で調製した本発明の蛋白質又はその一部を使用するこ
とができる。さらに、本発明により本発明の蛋白質の一次構造が明らかにされたので、当
業者に周知の方法を用いて、本発明の蛋白質の部分ペプチドを化学合成し、これを抗原と
して使用することもできる。
【０１２８】
（ｂ）抗体産生細胞の調製
工程（ａ）で得られた抗原と、フロインドの完全又は不完全アジュバント、又はカリミョ
ウバンのような助剤とを混合し、免疫原として実験動物に免疫する。実験動物としては、
マウスが最も好適に用いられるが、これに限定されない。
【０１２９】
マウス免疫の際の免疫原投与法は、皮下注射、腹腔内注射、静脈内注射、皮内注射、筋肉
内注射いずれでもよいが、皮下注射又は腹腔内注射が好ましい。
【０１３０】
免疫は、一回、又は、適当な間隔で（好ましくは１週間から５週間間隔で）複数回繰返し
行なうことができる。その後、免疫した動物の血清中の抗原に対する抗体価を測定し、抗
体価が十分高くなった動物を抗体産生細胞の供給原として用いれば、以後の操作の効果を
高めることができる。一般的には、最終免疫後３～５日後の動物由来の抗体産生細胞を後
の細胞融合に用いることが好ましい。
【０１３１】
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ここで用いられる抗体価の測定法としては、放射性同位元素免疫定量法（以下「ＲＩＡ法
」という）、固相酵素免疫定量法（以下「ＥＬＩＳＡ法」という）、蛍光抗体法、受身血
球凝集反応法など種々の公知技術があげられるが、検出感度、迅速性、正確性、及び操作
の自動化の可能性などの観点から、ＲＩＡ法又はＥＬＩＳＡ法がより好適である。
【０１３２】
本発明における抗体価の測定は、例えばＥＬＩＳＡ法によれば、以下に記載するような手
順により行うことができる。まず、精製又は部分精製した抗原をＥＬＩＳＡ用９６穴プレ
ート等の固相表面に吸着させ、さらに抗原が吸着していない固相表面を抗原と無関係なタ
ンパク質、例えばウシ血清アルブミン（以下「ＢＳＡ」という）により覆い、該表面を洗
浄後、第一抗体として段階希釈した試料（例えばマウス血清）に接触させ、上記抗原に試
料中のモノクローナル抗体を結合させる。さらに第二抗体として酵素標識されたマウス抗
体に対する抗体を加えてマウス抗体に結合させ、洗浄後該酵素の基質を加え、基質分解に
基づく発色による吸光度の変化等を測定することにより、抗体価を算出する。
【０１３３】
（ｃ）ミエローマの調製工程
ミエローマとしては、一般的にはマウスから得られた株化細胞、例えば８－アザグアニン
耐性マウス（ＢＡＬＢ／ｃ由来）ミエローマ株P3X63Ag8U.1(P3-U1)［Yelton, D.E. et al
. Current Topics in Microbiology and Immunology, 81, 1-7(1978)］、P3／NSI ／1-Ag
4-1(NS-1) ［Kohler, G. et al. European J. Immunology, 6, 511-519 (1976) ］、Sp2 
／O-Ag14 (SP-2) ［Shulman, M. et al. Nature, 276, 269-270 (1978)］、P3X63Ag8.653
　(653) ［Kearney, J. F. et al. J. Immunology, 123, 1548-1550 (1979)］、P3X63Ag8
(X63) ［Horibata, K. and Harris, A. W. Nature, 256, 495-497 (1975)］などを用いる
ことが好ましい。これらの細胞株は、適当な培地、例えば８－アザグアニン培地［ＲＰＭ
Ｉ－１６４０培地にグルタミン、２－メルカプトエタノール、ゲンタマイシン、及びウシ
胎児血清（以下「ＦＣＳ」という）を加えた培地に８－アザグアニンを加えた培地] 、イ
スコフ改変ダルベッコ培地（Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium ；以下「ＩＭＤＭ
」という）、又はダルベッコ改変イーグル培地（Dulbecco’s Modified Eagle Medium；
以下「ＤＭＥＭ」という）で継代培養するが、細胞融合の３乃至４日前に正常培地［例え
ば、１０％　ＦＣＳを含むＡＳＦ１０４培地（味の素（株）社製）］で継代培養し、融合
当日に２×１０7以上の細胞数を確保しておく。
【０１３４】
（ｄ）細胞融合
抗体産生細胞は、形質細胞、及びその前駆細胞であるリンパ球であり、これは個体のいず
れの部位から得てもよく、一般には脾、リンパ節、末梢血、又はこれらを適宜組み合わせ
たもの等から得ることができるが、脾細胞が最も一般的に用いられる。
【０１３５】
最終免疫後、所定の抗体価が得られたマウスから抗体産生細胞が存在する部位、例えば脾
臓を摘出し、抗体産生細胞である脾細胞を調製する。この脾細胞と工程（ｃ）で得られた
ミエローマを融合させる手段として現在最も一般的に行われているのは、細胞毒性が比較
的少なく融合操作も簡単なポリエチレングリコールを用いる方法である。この方法は、例
えば以下の手順よりなる。
【０１３６】
脾細胞とミエローマとを無血清培地（例えばＲＰＭＩ１６４０）、又はリン酸緩衝生理食
塩液（以下「ＰＢＳ」という）でよく洗浄し、脾細胞とミエローマの細胞数の比が５：１
～１０：１程度になるように混合し、遠心分離する。上清を除去し、沈澱した細胞群をよ
くほぐした後、撹拌しながら１ｍｌの５０％（ｗ／ｖ）ポリエチレングリコール（分子量
１０００～４０００）を含む無血清培地を滴下する。その後、１０ｍｌの無血清培地をゆ
っくりと加えた後遠心分離する。再び上清を捨て、沈澱した細胞を適量のヒポキサンチン
・アミノプテリン・チミジン（以下「ＨＡＴ」という）液及びマウスインターロイキン－
２（以下「ＩＬ－２」という）を含む正常培地（以下「ＨＡＴ培地」という）中に懸濁し
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て培養用プレート（以下「プレート」という）の各ウェルに分注し、５％　炭酸ガス存在
下、３７℃で２週間程度培養する。途中適宜ＨＡＴ培地を補う。
【０１３７】
（ｅ）ハイブリドーマ群の選択
上記ミエローマ細胞が、８－アザグアニン耐性株である場合、すなわち、ヒポキサンチン
・グアニン・ホスホリボシルトランスフェラーゼ（ＨＧＰＲＴ）欠損株である場合、融合
しなかった該ミエローマ細胞、及びミエローマ細胞どうしの融合細胞は、ＨＡＴ含有培地
中では生存できない。一方、抗体産生細胞どうしの融合細胞、あるいは、抗体産生細胞と
ミエローマ細胞とのハイブリドーマは生存することができるが、抗体産生細胞どうしの融
合細胞には寿命がある。従って、ＨＡＴ含有培地中での培養を続けることによって、抗体
産生細胞とミエローマ細胞とのハイブリドーマのみが生き残り、結果的にハイブリドーマ
を選択することができる。
【０１３８】
コロニー状に生育してきたハイブリドーマについて、ＨＡＴ培地からアミノプテリンを除
いた培地（以下「ＨＴ培地」という）への培地交換を行う。以後、培養上清の一部を採取
し、例えば、ＥＬＩＳＡ法により抗体価を測定する。
【０１３９】
以上、８－アザグアニン耐性の細胞株を用いる方法を例示したが、その他の細胞株もハイ
ブリドーマの選択方法に応じて使用することができ、その場合使用する培地組成も変化す
る。
【０１４０】
（ｆ）クローニング
工程（ｂ）の記載と同様の方法で抗体価を測定することにより、特異的抗体を産生するこ
とが判明したハイブリドーマを、別のプレートに移しクローニングを行う。このクローニ
ング法としては、プレートの１ウェルに１個のハイブリドーマが含まれるように希釈して
培養する限界希釈法、軟寒天培地中で培養しコロニーを回収する軟寒天法、マイクロマニ
ュピレーターによって１個づつの細胞を取り出し培養する方法、セルソーターによって１
個の細胞を分離する「ソータクローン」などが挙げられるが、限界希釈法が簡便でありよ
く用いられる。
【０１４１】
抗体価の認められたウェルについて、例えば限界希釈法によるクローニングを２～４回繰
返し、安定して抗体価の認められたものを本発明のモノクローナル抗体産生ハイブリドー
マ株として選択する。
【０１４２】
（ｇ）ハイブリドーマ培養によるモノクローナル抗体の調製
クローニングを完了したハイブリドーマは、培地をＨＴ培地から正常培地に換えて培養さ
れる。大量培養は、大型培養瓶を用いた回転培養、あるいはスピナー培養で行われる。こ
の大量培養における上清を、ゲル濾過等、当業者に周知の方法を用いて精製することによ
り、本発明の蛋白質に特異的に結合するモノクローナル抗体を得ることができる。また、
同系統のマウス（例えば、上記のＢＡＬＢ／ｃ）、あるいはＮｕ／Ｎｕマウスの腹腔内で
該ハイブリド－マを増殖させることにより、本発明のモノクローナル抗体を大量に含む腹
水を得ることができる。精製の簡便な方法としては、市販のモノクローナル抗体精製キッ
ト（例えば、ＭＡｂＴｒａｐ　ＧIIキット；ファルマシア社製）等を利用することもでき
る。
【０１４３】
かくして得られるモノクローナル抗体は、本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白
質」に対して高い抗原特異性を有する。
【０１４４】
（ｈ）モノクローナル抗体の検定
かくして得られたモノクローナル抗体のアイソタイプ及びサブクラスの決定は以下のよう
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に行うことができる。まず、同定法としてはオクテルロニー（Ouchterlony）法、ＥＬＩ
ＳＡ法、又はＲＩＡ法が挙げられる。オクテルロニー法は簡便ではあるが、モノクローナ
ル抗体の濃度が低い場合には濃縮操作が必要である。一方、ＥＬＩＳＡ法又はＲＩＡ法を
用いた場合は、培養上清をそのまま抗原吸着固相と反応させ、さらに第二次抗体として各
種イムノグロブリンアイソタイプ、サブクラスに対応する抗体を用いることにより、モノ
クローナル抗体のアイソタイプ、サブクラスを同定することが可能である。また、さらに
簡便な方法として、市販の同定用のキット（例えば、マウスタイパーキット；バイオラッ
ド社製）等を利用することもできる。
【０１４５】
さらに、タンパク質の定量は、フォーリンロウリー法、及び２８０ｎｍにおける吸光度［
１．４（ＯＤ２８０）＝イムノグロブリン１ｍｇ／ｍｌ］より算出する方法により行うこ
とができる。
【０１４６】
このようにして得られる本発明のモノクローナル抗体は、その特異性を利用した本発明の
「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」の検出や分離精製に用いることができる。
【０１４７】
（４）検出
上記（３）記載の方法で得られる抗体は、それを直接標識するか、又は該抗体を一次抗体
とし、該抗体を特異的に認識する（抗体を作製した動物由来の抗体を認識する）標識二次
抗体と協同で検出に用いられる。
【０１４８】
標識の種類として好ましいものは酵素（アルカリホスファターゼ又は西洋ワサビペルオキ
シダーゼ）又はビオチン（ただし二次抗体のビオチンにさらに酵素標識ストレプトアビジ
ンを結合させる操作が加わる）であるが、これらに限定されない。標識二次抗体（又は標
識ストレプトアビジン）を使用する方法のための、予め標識された抗体（又はストレプト
アビジン）は種々のものが市販されている。ＲＩＡの場合はＩ125等の放射性同位元素で
標識された抗体を用い、測定は液体シンチレーションカウンター等を用いて行う。
【０１４９】
これら標識された酵素の活性を検出することにより、抗原であるポリペプチドの量が測定
される。アルカリホスファターゼ又は西洋ワサビペルオキシダーゼの場合、それら酵素の
触媒により発色する基質や発光する基質が市販されている。
【０１５０】
発色する基質を用いた場合、ウエスタンブロット法やドット／スロットブロット法におい
ては目視で検出できる。ＥＬＩＳＡ法においては、好ましくは市販のマイクロプレートリ
ーダーを用いて各ウエルの吸光度（測定波長は基質により異なる）を測定することにより
定量する。また好ましくは上記（３）において抗体作製のために使用した抗原の希釈系列
を調製し、これを標準抗原試料として他の試料と同時に検出操作を行って、標準抗原濃度
と測定値をプロットした標準曲線を作成することにより、他の試料中の抗原濃度を定量す
ることが可能である。
【０１５１】
一方、発光する基質を使用した場合は、ウエスタンブロット法やドット／スロットブロッ
ト法においてはＸ線フィルム又はイメージングプレートを用いたオートラジオグラフィー
や、インスタントカメラを用いた写真撮影により検出することができ、デンシトメトリー
やモレキュラー・イメージャーＦｘシステム（バイオラッド社製）等を利用した定量も可
能である。また、ＥＬＩＳＡ法で発光基質を用いる場合は、発光マイクロプレートリーダ
ー（例えば、バイオラッド社製等）を用いて酵素活性を測定する。
【０１５２】
（５）測定操作
ｉ）ウエスタンブロット、ドットブロット又はスロットブロットの場合
まず、抗体の非特異的吸着を阻止するため、予めメンブレンをそのような非特異的吸着を
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阻害する物質（スキムミルク、カゼイン、ウシ血清アルブミン、ゼラチン、ポリビニルピ
ロリドン等）を含む緩衝液中に一定時間浸しておく操作（ブロッキング）を行う。ブロッ
キング溶液の組成は、例えば５％　スキムミルク、０．０５乃至０．１％　ツイーン２０
を含むリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）又はトリス緩衝生理食塩水（ＴＢＳ）が用いられ
る。スキムミルクの代わりに、ブロックエース（大日本製薬）、１乃至１０％のウシ血清
アルブミン、０．５乃至３％のゼラチン又は１％のポリビニルピロリドン等を用いてもよ
い。ブロッキングの時間は、４℃で１６乃至２４時間、又は室温で１乃至３時間である。
【０１５３】
次に、メンブレンを０．０５乃至０．１％　ツイーン２０を含むＰＢＳ又はＴＢＳ（以下
「洗浄液」という）で洗浄して余分なブロッキング溶液を除去した後、上記（３）記載の
方法で作製された抗体をブロッキング溶液で適宜希釈した溶液中に一定時間浸して、抗体
をメンブレン上の抗原に結合させる。このときの抗体の希釈倍率は、例えば上記３）記載
の組換え抗原を段階希釈したものを試料とした予備のウエスタンブロッティング実験を行
って決定することができる。この抗体反応操作は、好ましくは室温で２時間行う。抗体反
応操作終了後、メンブレンを洗浄液で洗浄する。ここで、用いた抗体が標識されたもので
ある場合は、ただちに検出操作を行うことができる。未標識の抗体を用いた場合には、引
き続いて二次抗体反応を行う。標識二次抗体は、例えば市販のものを使用する場合はブロ
ッキング溶液で２０００乃至２００００倍に希釈して用いる（添付の指示書に好適な希釈
倍率が記載されている場合は、その記載に従う）。一次抗体を洗浄除去した後のメンブレ
ンを二次抗体溶液に室温で４５分乃至１時間浸し、洗浄液で洗浄してから、標識方法に合
わせた検出操作を行う。洗浄操作は、例えばまずメンブレンを洗浄液中で１５分間振盪し
てから、洗浄液を新しいものに交換して５分間振盪した後、再度洗浄液を交換して５分間
振盪することにより行う。必要に応じてさらに洗浄液を交換して洗浄してもよい。
【０１５４】
ｉｉ）ＥＬＩＳＡ／ＲＩＡ
まず、上記（２）の方法で試料を固相化させたプレートのウェル内底面への抗体の非特異
的吸着を阻止するため、ウエスタンブロットの場合と同様、予めブロッキングを行ってお
く。ブロッキングの条件については、ウエスタンブロットの項に記載した通りである。
【０１５５】
次に、ウェル内を０．０５乃至０．１％　ツイーン２０を含むＰＢＳ又はＴＢＳ（以下「
洗浄液」という）で洗浄して余分なブロッキング溶液を除去した後、上記（３）記載の方
法で作製された抗体を洗浄液で適宜希釈した溶液を分注して一定時間インキュベーション
し、抗体を抗原に結合させる。このときの抗体の希釈倍率は、例えば上記（３）記載の組
換え抗原を段階希釈したものを試料とした予備のＥＬＩＳＡ実験を行って決定することが
できる。この抗体反応操作は、好ましくは室温で１時間程度行う。抗体反応操作終了後、
ウェル内を洗浄液で洗浄する。ここで、用いた抗体が標識されたものである場合は、ただ
ちに検出操作を行うことができる。未標識の抗体を用いた場合には、引き続いて二次抗体
反応を行う。標識二次抗体は、例えば市販のものを使用する場合は洗浄液で２０００乃至
２００００倍に希釈して用いる（添付の指示書に好適な希釈倍率が記載されている場合は
、その記載に従う）。一次抗体を洗浄除去した後のウェルに二次抗体溶液を分注して室温
で１乃至３時間インキュベーションし、洗浄液で洗浄してから、標識方法に合わせた検出
操作を行う。洗浄操作は、例えばまずウェル内に洗浄液を分注して５分間振盪してから、
洗浄液を新しいものに交換して５分間振盪した後、再度洗浄液を交換して５分間振盪する
ことにより行う。必要に応じてさらに洗浄液を交換して洗浄してもよい。
【０１５６】
また本発明において、いわゆるサンドイッチ法のＥＬＩＳＡは例えば以下に記載する方法
により実施することができる。まず、本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」
のアミノ酸配列のいずれか一つにおいて、親水性に富む領域を２箇所選んで、それぞれの
領域中のアミノ酸６残基以上からなる部分ペプチドを合成し、該部分ペプチドを抗原とし
た２種類の抗体を取得する。このうち一方の抗体を上記（４）記載のように標識しておく
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。標識しなかった方の抗体は、上記（２）記載の方法に準じて９６穴ＥＬＩＳＡ用プレー
トのウェル内底面に固相化する。ブロッキングの後、試料液をウェル内に入れて常温で１
時間インキュベーションする。ウェル内を洗浄後、標識した方の抗体希釈液を各ウェルに
分注してインキュベーションする。再びウェル内を洗浄後、標識方法に合わせた検出操作
を行う。
【０１５７】
（６）リガンド
抗体の他に、「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」に特異的に結合する基質、補酵素
、調節因子等のリガンドを用いることによっても「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質
」を定量することができる。
【０１５８】
（７）判定
以上に記載した方法で、被験者又は被験動物から採取した検体と、正常人又は正常動物か
ら採取した検体との間で検出結果を比較し、その結果上記（３）記載の方法で作製された
抗体又はリガンドが特異的に結合するポリペプチドの量を各「インスリン抵抗性改善剤感
受性蛋白質」の発現量として、正常個体に比べ「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」
の発現量が上昇している場合に糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常があるか、糖代謝異常
及び／又は脂質代謝異常になる可能性が高いと判定することができる。
【０１５９】
５．糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常に対する、治療効果及び／又は予防効果を有する
物質のスクリーニング用、及び／又は、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常の検出用キッ
ト
本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」及び／又は「インスリン抵
抗性改善剤感受性蛋白質」を検出することができるキットば、糖代謝異常及び／又は脂質
代謝異常に対する、治療効果及び／又は予防効果を有する物質のスクリーニング用、及び
／又は、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常の検出用に用いることができる。そのような
キットとしては以下のは、以下の１）乃至５）からなる群から選択される少なくとも一つ
以上を含むキットを挙げることができる。
１）少なくとも、配列表の配列番号２又は６に示されるヌクレオチド配列を含むことから
なるポリヌクレオチドの一つを特異的に増幅するための１５乃至３０塩基長の連続したオ
リゴヌクレオチドプライマー；
２）少なくとも、配列表の配列番号２又は６に示されるヌクレオチド配列を含むことから
なるポリヌクレオチドの一つにストリンジェントな条件下でハイブリダイズし、該ポリヌ
クレオチドを検出するための１５ヌクレオチド以上の連続したポリヌクレオチドプローブ
；
３）少なくとも、配列表の配列番号２又は６に示されるヌクレオチド配列を含むことから
なるポリヌクレオチドの一つが固定された固相化試料。
４）少なくとも、配列表の配列番号３又は７に示されるアミノ酸配列を含むことからなる
蛋白質の一つに特異的に結合し、該蛋白質を検出するための抗体；
５）上記４）に記載の抗体に結合し得る二次抗体。
【０１６０】
前記１）記載のプライマーは、本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチ
ド」のヌクレオチド配列（配列表の配列番号２又は６に示されるヌクレオチド配列）に基
づき市販のプライマー設計ソフト（たとえば、Wisconsin GCG package Version 10.2）を
用いる等、常法により容易に設計し、増幅することができる。このようなプライマーとし
ては例えば、配列表の配列番号６に示されるヌクレオチド配列からなるオリゴヌクレオチ
ドと配列表の配列番号７に示されるヌクレオチド配列からなるオリゴヌクレオチドの組み
合わせを使用することができる。また、前記２）に記載のプローブは、本発明の「インス
リン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」に特異的にハイブリダイズするポリペプチド
であって、１００乃至１５００塩基長、好ましくは３００乃至６００塩基長である。これ
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らのプライマーやプローブは、適当な標識によりラベル（例えば、酵素標識、放射性標識
、蛍光標識等）されていてもよく、また、リンカーを付加していてもよい。
【０１６１】
上記３）に記載の固相化試料は、上記２）に記載のプローブをガラス板、ナイロンメンブ
レン等の固相に固定することにより作製される。このような固相化試料の作成方法につい
ては、既に「１．１　インスリン抵抗性改善剤投与によって発現が変動するポリヌクレオ
チドの特定方法」の項中、「工程２）インスリン抵抗性改善剤投与と非投与で発現量が著
しく異なるポリヌクレオチドを特定する工程」の項中、「（１）固相化試料」の項で説明
した通りであり、例えば、遺伝子チップ、ｃＤＮＡアレイ、オリゴアレイ、メンブレンフ
ィルター等を挙げることができる。
【０１６２】
本発明のキットには、更に耐熱性ＤＮＡポリメラーゼ、ｄＮＴＰ（ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、
ｄＧＴＰ、ｄＴＴＰの混合物）及び緩衝液を含めることもできる。耐熱性ＤＮＡポリメラ
ーゼとしてはＴａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ、ＬＡ　Ｔａｑ　ＤＡＮ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓ
ｅ（タカラバイオ社）、Ｔｔｈ　ＤＮＡポリメラーゼ、ＰｆｕＤＮＡポリメラーゼなどが
例示できる。緩衝液は使用するＤＮＡポリメラーゼに応じて選ばれ、必要に応じてＭｇ2+

等が添加されている。
【０１６３】
前記、４）及び５）に記載の抗体は３．２に記載した方法により作製することができる。
該抗体は、適当な標識によりラベル（例えば、酵素標識、放射性標識、蛍光標識等）され
ていてもよい。
【０１６４】
本発明のキットは「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」及び／又は「イン
スリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」の検出に用いることができ、糖代謝異常及び／又は脂
質代謝異常の病態の判定や、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常を改善する物質のスクリ
ーニングにも用いることができる。
【０１６５】
６．糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常を改善する物質のスクリーニング方法本発明の「
インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」又は「インスリン抵抗性改善間感受性
蛋白質」の少なくとも一つの発現量を測定することによって糖代謝異常及び／又は脂質代
謝異常を改善する物質のスクリーニングをすることができる。
【０１６６】
なお、「被験物質」とは、本発明のスクリーニング方法でインスリン抵抗性の治療効果及
び／又は予防効果を調べる対象となる物質をいう。被験物質としては、化合物、微生物の
代謝産物、植物や動物組織の抽出物、それらの誘導体又はそれらの混合物等が挙げられる
。また、本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」の発現量を低下す
るように設計された核酸又はその誘導体（アンチセンスオリゴヌクレオチド、リボザイム
、ＲＮＡｉ等を含む）を、被験物質として使用することも可能である。被験物質の投与量
や濃度は適宜設定するか、又は例えば希釈系列を作成するなどして複数種の投与量を設定
してもよく、個体、液体等適当な状態で投与することができ、適当なバッファーに溶解し
たり、安定化剤等を加えてもよい。培養細胞を用いるスクリーニング方法の場合には、培
地に添加して培養することができる。培地に添加する場合には培養開始時から添加しても
よいし、培養途中で添加しても良く、また、添加の回数も１回に限らない。被験物質存在
下で培養する期間も適宜設定してよいが、好ましくは３０分乃至４８時間である。哺乳動
物個体に被験物質を投与する場合は、被験物質の物性等により経口投与、静脈注射、腹腔
内注射、経皮投与、皮下注射等の投与形態を使い分ける。また、投与から、検体を得るま
での時間は適当に選択することができる。
【０１６７】
本発明における「糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常を改善する物質」とは、インスリン
抵抗性を改善する効果を有する物質及び／又は脂質代謝異常を改善する物質を意味する。
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【０１６８】
本発明のスクリーニング方法において用いられる培養細胞は、本発明の「インスリン抵抗
性改善剤感受性ポリヌクレオチド」のいずれか一つ又はその一部のヌクレオチド配列を有
するポリヌクレオチドを発現する哺乳動物細胞であればよく、肝臓又は脂肪組織由来の培
養細胞あるいは肝臓や脂肪組織に分化する培養細胞であるが、例えば本発明の「インスリ
ン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」のいずれか一つをそのプロモーター領域ととも
に導入した細胞など、人為的に形質転換された細胞も使用することが可能である。このよ
うな培養細胞としては、例えば、マウス繊維芽細胞由来細胞株３T３－L１細胞、マウス、
ラット及びヒト遊離脂肪細胞、マウス、ラット及びヒト初代肝細胞等を挙げることができ
る。哺乳動物種としては、ヒト、ラット、マウス又はハムスターが好ましく、ヒト又はマ
ウスがより好ましいが、これらに限定されない。
【０１６９】
本発明のスクリーニング方法には、培養細胞を用いず、哺乳動物個体に被験物質を投与し
て、その後該動物個体から摘出されたその臓器又は組織細胞における本発明の「インスリ
ン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」のいずれか一つの発現を検出する方法も含まれ
る。ポリヌクレオチド発現の検出対象となる臓器又は組織は、本発明の「インスリン抵抗
性改善剤感受性ポリヌクレオチド」のいずれかを発現するものであればよいが、好ましく
は白色脂肪細胞、肝臓、筋肉である。哺乳動物種としてはヒト、マウス又はハムスターが
好ましく、ヒト又はマウスがより好ましい。なお、糖尿病のモデル動物であるＫＫマウス
を用いることもできる。
【０１７０】
本発明の方法において用いられる培養細胞は、被験物質を添加しない場合には本発明の「
インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」のいずれか一つを発現可能な条件であ
れば、いかなる条件で培養してもよい。例えば、該培養細胞について確立された培養条件
が知られており、該条件下において該細胞が本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性ポ
リヌクレオチド」を発現する場合は、該条件で培養してよい。また、哺乳動物個体から摘
出した臓器又は組織における本ポリヌクレオチド発現を検出する場合における、該動物の
飼育条件も、被験物質を添加しない場合に「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオ
チド」を発現可能な条件であればよい。
【０１７１】
「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」を検出する実施態様において用いられる培養細
胞の種類に関する条件は、上記した「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」
の発現を検出する実施態様の場合と同様である。また、何らかの事情により培養細胞を用
いるよりも好適と判断される場合には、哺乳動物個体に被験物質を投与して、その後該動
物個体から採取された臓器又は組織等を試料として用いる方法も採用し得る。ヒトの場合
は生体より採取された脂肪組織や肝臓を用いることもできる。
【０１７２】
哺乳動物種としてはヒト、マウス又はハムスターが好ましく、ヒト又はマウスがより好ま
しい。培養細胞の培養条件、動物の飼育条件、被験物質の投与方法についても、ポリヌク
レオチド発現を検出する実施態様の場合と同様である。被験物質としては、化合物、微生
物の代謝産物、植物や動物組織の抽出物、それらの誘導体又はそれらの混合物等が挙げら
れる。
【０１７３】
本実施態様のための試料を調製するための材料としては、被験物質存在下又は非存在下で
培養した培養細胞の全細胞抽出液又は核抽出画分が用いられ得るが、全細胞抽出液が好適
である。全細胞抽出液は、必要により高速遠心することにより不溶性の物質を除去した後
、ＥＬＩＳＡ／ＲＩＡ用試料やウエスタンブロット用試料の調製工程に供される。
【０１７４】
なお、被験物質の、本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」の発現
に対する影響を調べるためには、「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」の
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発現量を測定する方法と、「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」の転写産
物である、「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」の発現量を測定する方法がある。
【０１７５】
培養細胞からの、全ＲＮＡの抽出、「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」
の発現量の測定、「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」の発現量の測定については、
上記「１．１マウスＫｄａｐポリヌクレオチドの検出」、「４．１．４「インスリン抵抗
性改善剤感受性ポリヌクレオチド」の発現量を測定するためのその他の方法」及び「４．
２「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」を利用した糖代謝異常及び／又は脂質代謝異
常の検出方法」の項に既に記載した方法に従って行うことができる。
【０１７６】
６．１　「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」を用いる方法
本発明のスクリーニング方法としては例えば、哺乳動物由来培養細胞を用いる場合、哺乳
動物個体を用いる場合についてそれぞれ以下のようになる。
【０１７７】
Ａ）哺乳動物由来培養細胞を用いる場合
Ａ－１）以下の工程１）乃至３）を含む。
１）被験物質を添加した培地で培養した哺乳動物由来培養細胞より、全ＲＮＡを抽出する
工程；
２）１）由来の全ＲＮＡと被験物質を添加しないで培養した哺乳動物培養細胞由来全ＲＮ
Ａの間における、本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」のいずれ
か一つの発現量の差を検出する工程；
３）ポリヌクレオチドの発現量の差を解析することにより、被験物質の、糖代謝異常及び
／又は脂質代謝異常の治療効果及び／又は予防効果を判定する工程。
【０１７８】
Ａ－２）以下の工程１）乃至４）を含む。
１）被験物質を添加した培地で培養した哺乳動物由来培養細胞より、全ＲＮＡ画分を抽出
する工程；
２）被験物質を添加しない培地で培養した哺乳動物由来培養細胞より、全ＲＮＡ画分を抽
出する工程；
３）上記工程１）由来の全ＲＮＡ画分と上記工程２）由来の全ＲＮＡ画分における、本発
明の「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」のいずれか一つの発現量を測定
する工程；
４）上記工程１）由来の全ＲＮＡ画分と上記工程２）由来の全ＲＮＡ画分との間における
、上記工程３）によって測定されたポリヌクレオチドの発現量の差を解析することにより
、被験物質の糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常の治療効果及び／又は予防効果を判定す
る工程。
【０１７９】
Ｂ）哺乳動物個体を用いる場合
Ｂ－１）以下の工程１）乃至３）を含む。
１）被験物質を投与した動物より採取した血液、肝臓及び／又は脂肪組織を含む検体より
、全ＲＮＡ画分を抽出する工程；
２）１）由来の全ＲＮＡ画分と被験物質を投与しなかった動物より採取した血液、肝臓及
び／又は脂肪組織を含む検体より得た全ＲＮＡ画分との間における、本発明の「インスリ
ン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」のいずれか一つ発現量の差を検出する工程；
３）上記工程２）に記載のポリヌクレオチドの発現量の差を解析することにより、被験物
質の糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常の治療効果及び／又は予防効果を判定する工程。
【０１８０】
Ｂ－２）以下の工程１）乃至４）を含む。
１）被験物質を投与した動物より採取した血液、肝臓及び／又は脂肪組織を含む検体より
、全ＲＮＡ画分を抽出する工程；
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２）被験物質を投与しなかった動物より採取した血液、肝臓及び／又は脂肪組織を含む検
体より、全ＲＮＡ画分を抽出する工程；
３）上記工程１）由来の全ＲＮＡ画分と上記工程２）由来の全ＲＮＡ画分における、本発
明の「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」のいずれか一つの発現量を測定
する工程；
４）上記工程３）によって測定された、上記工程１）由来の全ＲＮＡ画分と上記工程２）
由来の全ＲＮＡ画分との間における、ポリヌクレオチドの発現量の差を解析することによ
り、被験物質の糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常の治療効果及び／又は予防効果を判定
する工程。
【０１８１】
６．２　「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」を用いる場合
本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド」の発現量を測定することを
利用したスクリーニング方法については哺乳動物培養細胞を用いた場合と動物固体を用い
た場合についてそれぞれ以下の工程を含む。
【０１８２】
Ａ）哺乳動物由来培養細胞を用いる場合
Ａ－１）以下の工程１）及び２）を含む：
１）被験物質を添加した培地で培養した哺乳動物由来培養細胞における、本発明の「イン
スリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」のいずれか一つの発現量を測定する工程；
２）１）で測定された蛋白質の発現量と、被験物質を添加しない培地で培養した哺乳動物
由来培養細胞における該蛋白質の発現量の差を解析することにより、被験物質の糖代謝異
常及び／又は脂質代謝異常の治療効果及び／又は予防効果を判定する工程。
【０１８３】
Ａ－２）以下の工程１）乃至３）を含む:
１）被験物質を添加した培地で培養した哺乳動物由来培養細胞における、本発明の「イン
スリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」のいずれか一つの発現量を測定する工程；
２）被験物質を添加しない培地で培養した哺乳動物由来培養細胞における、上記工程１）
に記載の蛋白質の発現量を測定する工程；
３）上記工程１）で測定された蛋白質の発現量と、上記工程２）で測定された該蛋白質の
発現量の差を検出し、被験物質の糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常の治療効果及び／又
は予防効果を判定する工程。
【０１８４】
Ａ－３）以下の工程１）乃至３）を含む：
１）被験物質を添加した培地で培養した哺乳動物由来培養細胞から得た全蛋白質を固相化
する工程；
２）上記固相化蛋白質における、本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」のい
ずれか一つの発現量を測定する工程；
３）上記工程２）で検出された蛋白質の発現量と、被験物質を添加しない培地で培養した
哺乳動物由来培養細胞から得た全蛋白質における該蛋白質の発現量の差を解析することに
より、被験物質の糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常の治療効果及び／又は予防効果を判
定する工程。
【０１８５】
Ａ－４）以下の工程１）乃至５）を含む：
１）被験物質を添加した培地で培養した哺乳動物由来培養細胞から得た全蛋白質を固相化
する工程；
２）被験物質を添加しない培地で培養した哺乳動物由来培養細胞から得た全蛋白質を固相
化する工程；
３）上記工程１）由来の固相化蛋白質と上記工程２）由来の固相化蛋白質における本発明
の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」のいずれか一つの発現量を測定する工程；
４）上記工程２）に記載の固相化蛋白質における上記３）で測定した蛋白質と同じ蛋白質
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の発現量を該蛋白質に特異的に結合する抗体又はリガンドを用いて測定する工程；
５）上記工程１）由来の固相化蛋白質と上記工程２）由来の固相化蛋白質との間における
、上記工程３）で測定された蛋白質の発現量の差を解析することにより、被験物質の、糖
代謝異常及び／又は脂質代謝異常の治療効果及び／又は予防効果を判定する工程。
【０１８６】
Ｂ）哺乳動物個体を用いる場合
Ｂ－１）以下の工程１）及び２）を含む：
１）被験物質を投与された哺乳動物個体より採取した検体における、本発明の「インスリ
ン抵抗性改善剤感受性蛋白質」のいずれか一つの発現量を測定する工程；
２）上記工程１）で測定された蛋白質の発現量と、被験物質を投与されなかった哺乳動物
個体から採取した検体における該蛋白質の発現量の差を解析することにより、被験物質の
糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常の治療効果及び／又は予防効果を判定する工程。
【０１８７】
Ｂ－２）以下の工程１）乃至３）を含む:
１）被験物質を投与された哺乳動物個体より採取した検体における、本発明の「インスリ
ン抵抗性改善剤感受性蛋白質」のいずれか一つの発現量を測定する工程；
２）被験物質を投与されなかった哺乳動物個体より採取した検体における、該蛋白質の発
現量を測定する工程；
３）上記工程１）で測定された蛋白質の発現量と、上記工程２）で測定された該蛋白質の
発現量の差を解析することにより、被験物質の糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常の治療
効果及び／又は予防効果を判定する工程。
【０１８８】
Ｂ－３）以下の工程１）乃至３）を含む：
１）被験物質を投与された哺乳動物個体より採取した検体中の全蛋白質を固相化する工程
；
２）上記固相化蛋白質における、本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」のい
ずれか一つの発現量を測定する工程；
３）上記工程２）で検出された蛋白質の発現量と、被験物質を投与されなかった哺乳動物
個体より採取した検体中における該蛋白質の発現量の差を解析することにより、被験物質
の糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常の治療効果及び／又は予防効果を判定する工程。
【０１８９】
Ｂ－４）以下の工程１）乃至５）を含む：
１）被験物質を投与された哺乳動物個体より採取した検体中の全蛋白質を固相化する工程
；
２）被験物質を投与されなかった哺乳動物個体より採取した検体中の全蛋白質を固相化す
る工程；
３）上記１）由来の固相化蛋白質と上記工程２）由来の固相化蛋白質における、本発明の
「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」のいずれか一つの発現量を測定する工程；
４）上記工程１）由来の固相化蛋白質と上記工程２）由来の固相化蛋白質との間における
、上記工程３）で測定された蛋白質の発現量の差を解析することにより、被験物質の、糖
代謝異常及び／又は脂質代謝異常の治療効果及び／又は予防効果を判定する工程。
【０１９０】
６．３　グリコーゲン濃度等を測定する場合
本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」とグルタチオンＳ－トランスフェラー
ゼ（ＧＳＴ）との融合タンパク質で処理したラット初代肝細胞では、コントロールとした
ＧＳＴで処理した細胞に比べ、インスリンを添加した場合もインスリンを添加しない場合
もともに、グリコーゲンの合成の低下が観察される。特に、コントロールで観察されるイ
ンスリン依存的なグリコーゲン合成が「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」とグルタ
チオンＳ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）との融合タンパク質ではほとんどみられなくな
ることから、本発明における、「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」は肝細胞のイン
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スリン感受性を低下させ、インスリン受容体活性化よりグリコーゲン合成に至る反応のう
ち一つ以上の段階を抑制及び／又は一つ以上の段階の活性を低下させることにより、イン
スリン依存的なグリコーゲン合成酵素系の働きを低下させていると考えられる。なお、グ
リコーゲン濃度は通常の方法によって測定することができる。
【０１９１】
したがって、「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」存在下で、グリコーゲン濃度を指
標として糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常の治療効果及び／又は予防効果を有する物質
のスクリーニングを行うことができ、このようなスクリーニング系は以下の工程を含む。
Ａ）以下の工程１)乃至３)を含む。
１）下記の▲１▼乃至▲３▼のいずれか一つに記載の蛋白質と被験物質とを添加して培養
した哺乳動物由来培養細胞中のグリコーゲン濃度を測定する工程；
▲１▼配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこ
とからなる蛋白質、
▲２▼配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に示されるアミノ酸配列を含むこ
とからなる蛋白質、
▲３▼上記▲１▼又は▲２▼に記載の蛋白質のアミノ酸配列において１若しくは数個のア
ミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、グリコーゲン濃度
低下作用を有する蛋白質；
２）上記工程１）の▲１▼乃至▲３▼のいずれの蛋白質も添加しないで、被験物質を添加
して培養した哺乳動物由来培養細胞中のグリコーゲン濃度を測定する工程；
３）上記工程１）で測定したグリコーゲン濃度と上記工程２）で測定したグリコーゲン濃
度の差を解析することにより、被験物質の、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常に対する
、治療効果及び／又は予防効果を判定する工程。
Ｂ）以下の工程１）乃至４)を含む。
１）下記の▲１▼乃至▲３▼のいずれか一つに記載の蛋白質と被験物質とを添加して培養
した哺乳動物由来培養細胞にインスリンを添加してインキュベートする工程；
▲１▼配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこ
とからなる蛋白質、
▲２▼配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に示されるアミノ酸配列を含むこ
とからなる蛋白質、
▲３▼上記▲１▼又は▲２▼に記載の蛋白質のアミノ酸配列において１若しくは数個のア
ミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、グリコーゲン濃度
低下作用を有する蛋白質；
２）上記工程１）の▲１▼乃至▲３▼のいずれの蛋白質も添加しないで、被験物質を添加
して培養した哺乳動物由来培養細胞にインスリンを添加してインキュベートする工程；
３）上記工程１）由来の哺乳動物由来培養細胞中と上記工程２）由来の哺乳動物由来培養
細胞中のグリコーゲン濃度を測定する工程；
４）上記工程１）由来の哺乳動物由来培養細胞と上記工程２）由来の哺乳動物由来培養細
胞との間における、上記工程３）で測定したグリコーゲン濃度の差を解析することにより
、被験物質の、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常に対する、治療効果及び／又は予防効
果を判定する工程。
【０１９２】
Ｃ）　下記の工程１）乃至４）を含む：
１）哺乳動物個体に、以下の▲１▼乃至▲３▼のいずれか一つに記載の蛋白質及び被験物
質を投与する工程；
▲１▼配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこ
とからなる蛋白質、
▲２▼配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に示されるアミノ酸配列を含むこ
とからなる蛋白質、
▲３▼上記▲１▼又は▲２▼に記載の蛋白質のアミノ酸配列において１若しくは数個のア
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ミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、グリコーゲン濃度
低下作用を有する蛋白質；
２）哺乳動物個体に、上記工程１)の▲１▼乃至▲３▼のいずれか一つに記載の蛋白質を
投与する工程；
３）上記工程１）由来の哺乳動物個体及び上記工程２）由来の哺乳動物個体の血中のグリ
コーゲン濃度及び／又は中性脂質濃度を測定する工程；
４）上記工程１)由来の哺乳度物個体及び上記工程２)由来の哺乳動物個体との間における
、上記工程３）で測定した、血中のグルコース濃度、グリコーゲン濃度及び／又は中性脂
質濃度の差を解析することにより、被験物質の、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常に対
する、治療効果及び／又は予防効果を判定する工程。Ｄ）　下記の工程１）乃至５）を含
む：
１）哺乳動物個体に、以下の▲１▼乃至▲３▼のいずれか一つに記載のポリヌクレオチド
を発現させる工程；
▲１▼配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこ
とからなる蛋白質、
▲２▼配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に示されるアミノ酸配列を含むこ
とからなる蛋白質、
▲３▼上記▲１▼又は▲２▼に記載の蛋白質のアミノ酸配列において１若しくは数個のア
ミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、グリコーゲン濃度
低下作用を有する蛋白質、
２）上記工程１）に記載の哺乳動物個体に被験物質を投与する工程；
３）上記工程１)の▲１▼乃至▲３▼に記載のいずれのポリヌクレオチドも発現させない
哺乳動物個体に被験物質を投与する工程；
４）上記工程２）由来の哺乳動物個体と上記工程３）由来の哺乳動物個体における血中の
グルコース濃度、グリコーゲン濃度及び／又は中性脂質濃度を測定する工程；
５）上記工程２）由来の哺乳動物個体と上記工程３）由来の哺乳動物個体との間における
、上記工程４）で測定された、血中のグルコース濃度、グリコーゲン濃度及び／又は中性
脂質濃度の差を解析することにより、被験物質の、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常に
対する、治療効果及び／又は予防効果を判定する工程。
【０１９３】
６．４　判定
以上に記載した方法で、被験物質を添加した哺乳動物由来培養細胞及び／又は、被験物質
を投与した哺乳動物個体で、本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性ポリヌクレオチド
」及び／又は「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」の発現量が被験物質を添加しない
コントロールに比べ有意に低下していた場合、被験物質は糖代謝異常及び／又は脂質代謝
異常の治療効果及び／又は予防効果があると判定することができる。
【０１９４】
また、「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」存在下で、グリコーゲン濃度を指標とし
てコントロールに比べ、グリコーゲン濃度を上昇させる物質は糖代謝異常及び／又は脂質
代謝異常の治療効果及び／又は予防効果があると判定することができる。
【０１９５】
７．直接相互作用する物質の探索
本発明の他の一つの態様としては、本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」の
活動を抑制するような物質を得ることを目的とした、該蛋白質の立体構造をベースとした
ドラッグデザインの手法を含む。このような手法は、ラショナルドラッグデザイン法とし
て知られており、酵素活性などの機能や、リガンド、コファクター、又はＤＮＡへの結合
などを効率よく阻害もしくは活性化させるような化合物の探索に利用されている。この例
として、すでに上市されている抗ＨＩＶ剤であるプロテアーゼの阻害剤がよく知られてい
る。本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」の三次元構造解析においても、Ｘ
―線結晶解析や核磁気共鳴法といった一般的によく知られている手法が利用できると考え
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られる。さらに、本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」の機能を抑制する物
質の探索には、コンピュータードラッグデザイン（ＣＡＤＤ）を活用した設計も可能であ
る。この例としては、慢性関節リウマチ治療の新たなゲノム新薬として期待されているＡ
Ｐ－１の働きを阻害する低分子化合物（国際特許出願公開ＷＯ９９／５８５１５号）など
が知られている。このような方法により、本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白
質」に直接結合したり、あるいは本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」と他
の因子との相互作用を阻害することにより、本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋
白質」の機能を抑制するような物質を得ることができる。
【０１９６】
さらに、他の一つの態様は、本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」が会合す
るポリペプチド、すなわち本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」のパートナ
ータンパク質に関する。すなわち、本発明は、本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性
蛋白質」の活性を調節するパートナータンパク質のスクリーニング方法に関する。
【０１９７】
このスクリーニング方法の一つの態様は、「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」に被
験タンパク質試料を接触させ、「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」に結合するタン
パク質を選択する工程を含む。このような方法としては、例えば、精製した「インスリン
抵抗性改善剤感受性蛋白質」を用いて、これに結合するタンパク質のアフィニティー精製
を行う方法が挙げられる。具体的な方法の一例を示せば、「インスリン抵抗性改善剤感受
性蛋白質」にヒスチジン６個よりなる配列をアフィニティータグとして融合したものを作
製して、これを細胞の抽出液（予めニッケル－アガロースカラムにチャージして、このカ
ラムを素通りした画分）と４℃で１２時間インキュベートし、次いで、この混合物に別途
ニッケル－アガロース担体を加えて４℃で１時間インキュベートする。ニッケル－アガロ
ース担体を洗浄バッファーで十分洗浄した後、１００ｍＭイミダゾールを加えることによ
り、「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」と特異的に結合する細胞抽出液中のタンパ
ク質を溶出させて精製し、この構造を決定する。このようにして、「インスリン抵抗性改
善剤感受性蛋白質」と直接結合するタンパク質、及び「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋
白質」との結合活性は持たないが、サブユニットとして「インスリン抵抗性改善剤感受性
蛋白質」に直接結合するタンパク質と複合体を形成することにより間接的に「インスリン
抵抗性改善剤感受性蛋白質」に結合するタンパク質が精製できる［実験医学別冊、バイオ
マニュアルシリーズ５「転写因子研究法」ｐｐ２１５－２１９（羊土社刊）］。
【０１９８】
別の方法としては、ファーウエスタンブロット法［実験医学別冊、「新遺伝子工学ハンド
ブック」ｐｐ７６－８１（羊土社刊）］や、酵母や哺乳類動物細胞を用いたツーハイブリ
ッドシステム法［実験医学別冊、「新遺伝子工学ハンドブック」ｐｐ６６－７５（羊土社
刊）、「チェックメイト・マンマリアン・ツーハイブリッドシステム」（プロメガ社製）
］によるクローニングも可能であるが、これらの方法に限定されない。
【０１９９】
このようにして、本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」と直接もしくは間接
的に相互作用するパートナータンパク質のｃＤＮＡが得られれば、「インスリン抵抗性改
善剤感受性蛋白質」と該パートナータンパク質との相互作用を阻害する物質の機能的スク
リーニングに利用することができる。具体的には、例えば、「インスリン抵抗性改善剤感
受性蛋白質」とグルタチオンＳ－トランスフェラーゼとの融合タンパク質を調製して、抗
グルタチオンＳ－トランスフェラーゼ抗体で覆ったマイクロプレートに結合させた後、ビ
オチン化した該パートナータンパク質をこの融合タンパク質と接触させ、該融合タンパク
質との結合をストレプトアビジン化アルカリフォスファターゼで検出する。ビオチン化し
た該パートナータンパク質添加の際、被験物質も添加し、融合タンパク質と該パートナー
タンパク質との結合を促進あるいは阻害する物質を選択する。この方法では、融合タンパ
ク質に直接作用する物質又は該パートナータンパク質に直接作用する物質が得られる。
【０２００】
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融合タンパク質と該パートナータンパク質との結合が間接的であり、何らかの別の因子を
介しているような場合には、例えば該因子を含むような細胞抽出液存在下で、同様に上記
アッセイを行う。この場合には、該因子に対して作用するような物質も選択される可能性
がある。
【０２０１】
また、得られたパートナータンパク質が、「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」の機
能を促進する活性を有している場合には、既に記載した「インスリン抵抗性改善剤感受性
蛋白質」の遺伝子の発現ベクターを応用した試験方法に従って、糖代謝異常及び／又は脂
質代謝異常の改善剤又は予防剤、例えば、インスリン抵抗性の治療効果及び／又は予防効
果を有する２型糖尿病や高脂血症の治療又は予防剤として有用な候補物質のスクリーニン
グを行うことができる。また、得られたパートナー蛋白質が、「インスリン抵抗性改善剤
感受性蛋白質」の機能を促進する活性を有している場合には、このような促進因子をコー
ドするヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチドは、糖代謝異常や脂質代謝異常、例え
ば、２型糖尿病や高脂血症の遺伝子治療に用いることができる。
【０２０２】
そのようなポリヌクレオチドは、例えば同定された阻害因子のアミノ酸配列を解析し、該
アミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列からなるオリゴヌクレオチドプローブを合成
してｃＤＮＡライブラリーやゲノムライブラリーのスクリーニングを行うことにより取得
できる。また、「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」の機能の阻害活性を有するぺプ
チドが、ランダムに合成された人工ペプチドライブラリー由来である場合は、該ペプチド
のアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列からなるＤＮＡを化学合成する。
【０２０３】
遺伝子治療においては、そのようにして得られた阻害因子をコードする遺伝子を、例えば
ウイルスベクターに組み込んで、該組換えウイルスベクターを有するウイルス（無毒化さ
れたもの）を患者に感染させる。患者体内ではインスリン抵抗性改善因子が産生され、イ
ンスリン抵抗性が改善する機能を有するので、糖代謝異常や脂質代謝異常、例えば、２型
糖尿病や高脂血症のの治療が可能となる。
【０２０４】
遺伝子治療剤を細胞内に導入する方法としては、ウイルスベクターを利用した遺伝子導入
方法、あるいは非ウイルス性の遺伝子導入方法（日経サイエンス,1994年4月号,20-45頁、
実験医学増刊,12(15)(1994)、実験医学別冊「遺伝子治療の基礎技術」,羊土社（1996））
のいずれの方法も適用することができる。
【０２０５】
ウイルスベクターによる遺伝子導入方法としては、例えばレトロウイルス、アデノウイル
ス、アデノ関連ウイルス、ヘルペスウイルス、ワクシニアウイルス、ポックスウイルス、
ポリオウイルス、シンビスウイルス等のＤＮＡウイルス又はＲＮＡウイルスに、ＴＲ４あ
るいは変異ＴＲ４をコードするＤＮＡを組み込んで導入する方法が挙げられる。このうち
、レトロウイルス、アデノウイルス、アデノ関連ウイルス、ワクシニアウイルスを用いた
方法が、特に好ましい。非ウイルス性の遺伝子導入方法としては、発現プラスミドを直接
筋肉内に投与する方法（ＤＮＡワクチン法）、リポソーム法、リポフェクチン法、マイク
ロインジェクション法、リン酸カルシウム法、エレクトロポレーション法等が挙げられ、
特にＤＮＡワクチン法、リポソーム法が好ましい。
【０２０６】
また遺伝子治療剤を実際に医薬として作用させるには、ＤＮＡを直接体内に導入するイン
ビボ（in vivo）法及びヒトからある種の細胞を取り出し体外でＤＮＡを該細胞に導入し
、その細胞を体内に戻すエクスビボ（ex vivo）法がある（日経サイエンス,1994年4月号,
20-45頁、月刊薬事,36(1),23-48（1994）、実験医学増刊, 12 (15)(1994)）。
【０２０７】
例えば、該遺伝子治療剤がインビボ法により投与される場合は、疾患、症状等に応じ、静
脈、動脈、皮下、皮内、筋肉内等、適当な投与経路により投与される。またインビボ法に
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より投与する場合は、該遺伝子治療剤は一般的には注射剤等とされるが、必要に応じて慣
用の担体を加えてもよい。また、リポソーム又は膜融合リポソーム（センダイウイルス－
リポソーム等）の形態にした場合は、懸濁剤、凍結剤、遠心分離濃縮凍結剤等のリポソー
ム製剤とすることができる。
【０２０８】
配列表の配列番号２のヌクレオチド番号１乃至１４７９に示されるヌクレオチド配列又は
配列番号６のヌクレオチド番号１乃至１４３８に示されるヌクレオチド配列又は部分配列
に相補的なヌクレオチド配列は、いわゆるアンチセンス治療に用いることができる。アン
チセンス分子は、配列表の配列番号２のヌクレオチド番号１乃至１４７９に示されるヌク
レオチド配列又は配列番号６のヌクレオチド番号１乃至１４３８に示されるヌクレオチド
配列の一部に相補的な、通常１５乃至３０ｍｅｒからなるＤＮＡ、もしくはそのホスホロ
チオエート、メチルホスホネート又はモルフォリノ誘導体などの安定なＤＮＡ誘導体、２
’－Ｏ－アルキルＲＮＡなどの安定なＲＮＡ誘導体として用いられ得る。そのようなアン
チセンス分子を、微量注入、リポソームカプセル化により、あるいはアンチセンス配列を
有するベクターを利用して発現させるなど、本発明の技術分野において周知の方法で、細
胞に導入することができる。このようなアンチセンス療法は、配列表の配列番号２のヌク
レオチド番号１乃至１４７９に示されるヌクレオチド配列又は配列番号６のヌクレオチド
番号１乃至１４３８に示されるヌクレオチド配列がコードするタンパク質の活性が増加し
すぎることによって引き起こされる病気の治療又は予防に有用である。
【０２０９】
上記アンチセンスオリゴヌクレオチドを含む医薬として有用な組成物は、医薬として許容
できる担体の混合などの公知の方法によって製造され得る。このような担体と製造方法の
例は、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ（１９９８　Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ、Ｉｎｃ．）に記載されている。そし
て、配列番号２のヌクレオチド番号１乃至１４７９に示されるヌクレオチド配列又は配列
番号６のヌクレオチド番号１乃至１４３８に示されるヌクレオチド配列を含む遺伝子の発
現やその遺伝子産物の活性に異常の認められる患者の治療に十分な量を各人に投与される
。その有効量は、各人の状態、体重、性別、及び年齢などの種々の因子や、皮下、局所、
経口、及び筋肉内といった投与方法の違いによって変化し得る。例えば、静脈注射する場
合には、０．０２乃至０．２ｍｇ／ｋｇ／時間で２時間、また、皮下投与の場合には、１
乃至２００ｍｇ／ｍ2／日のように変化し得る。
【０２１０】
８．本発明の蛋白質を含有する医薬
１）配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこと
からなる蛋白質、又は配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９のアミノ酸配列を
含むことからなる蛋白質において１若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは付加さ
れたアミノ酸配列からなり、かつインスリン抵抗性改善剤によって発現が変動し、初代肝
細胞と接触させると細胞中のグリコーゲン蓄積反応の抑制及び／又はインスリン刺激によ
るグリコーゲン合成の抑制活性示す蛋白質；
又は、
２）配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこと
からなるポリペプチド、又は配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に示される
アミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ
酸配列からなり、かつインスリン抵抗性改善剤によって発現が変動し、初代肝細胞と接触
させると細胞中のグリコーゲン蓄積反応の抑制及び／又はインスリン刺激によるグリコー
ゲン合成の抑制活性を示す蛋白質、は糖尿病、高脂血症等の糖代謝異常の治療剤として用
いることができ、それ自体あるいは適宜の薬理学的に許容される、賦形剤、希釈剤等と混
合し、錠剤、カプセル剤、顆粒剤、散剤若しくはシロップ剤等により経口的に、又は、注
射剤、坐剤、貼付剤、若しくは、外用剤等により非経口的に投与することができる。
【０２１１】
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これらの製剤は、賦形剤（例えば、乳糖、白糖、葡萄糖、マンニトール、ソルビトールの
ような糖誘導体；トウモロコシデンプン、バレイショデンプン、α澱粉、デキストリンの
ような澱粉誘導体；結晶セルロースのようなセルロース誘導体；アラビアゴム；デキスト
ラン；プルランのような有機系賦形剤；及び、軽質無水珪酸、合成珪酸アルミニウム、珪
酸カルシウム、メタ珪酸アルミン酸マグネシウムのような珪酸塩誘導体；燐酸水素カルシ
ウムのような燐酸塩；炭酸カルシウムのような炭酸塩；硫酸カルシウムのような硫酸塩等
の無機系賦形剤を挙げることができる。）、滑沢剤（例えば、ステアリン酸、ステアリン
酸カルシウム、ステアリン酸マグネシウムのようなステアリン酸金属塩；タルク；コロイ
ドシリカ；ビーズワックス、ゲイ蝋のようなワックス類；硼酸；アジピン酸；硫酸ナトリ
ウムのような硫酸塩；グリコール；フマル酸；安息香酸ナトリウム；ＤＬロイシン；ラウ
リル硫酸ナトリウム、ラウリル硫酸マグネシウムのようなラウリル硫酸塩；無水珪酸、珪
酸水和物のような珪酸類；及び、上記澱粉誘導体を挙げることができる。）、結合剤（例
えば、ヒドロキシプロピルセルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース、ポリビニ
ルピロリドン、マクロゴール、及び、前記賦形剤と同様の化合物を挙げることができる。
）、崩壊剤（例えば、低置換度ヒドロキシプロピルセルロース、カルボキシメチルセルロ
ース、カルボキシメチルセルロースカルシウム、内部架橋カルボキシメチルセルロースナ
トリウムのようなセルロース誘導体；カルボキシメチルスターチ、カルボキシメチルスタ
ーチナトリウム、架橋ポリビニルピロリドンのような化学修飾されたデンプン・セルロー
ス類を挙げることができる。）、乳化剤（例えば、ベントナイト、ビーガムのようなコロ
イド性粘土；水酸化マグネシウム、水酸化アルミニウムのような金属水酸化物；ラウリル
硫酸ナトリウム、ステアリン酸カルシウムのような陰イオン界面活性剤；塩化ベンザルコ
ニウムのような陽イオン界面活性剤；及び、ポリオキシエチレンアルキルエーテル、ポリ
オキシエチレンソルビタン脂肪酸エステル、ショ糖脂肪酸エステルのような非イオン界面
活性剤を挙げることができる。）、安定剤（メチルパラベン、プロピルパラベンのような
パラオキシ安息香酸エステル類；クロロブタノール、ベンジルアルコール、フェニルエチ
ルアルコールのようなアルコール類；塩化ベンザルコニウム；フェノール、クレゾールの
ようなフェノール類；チメロサール；デヒドロ酢酸；及び、ソルビン酸を挙げることがで
きる。）、矯味矯臭剤（例えば、通常使用される、甘味料、酸味料、香料等を挙げること
ができる。）、希釈剤等の添加剤を用いて周知の方法で製造される。
【０２１２】
本発明の化合物を患者へ導入する方法については、上記に加えてコロイド分散系を用いる
ことができる。コロイド分散系は化合物の生体内の安定性を高める効果や、特定の臓器、
組織又は細胞へ化合物を効率的に輸送する効果が期待される。コロイド分散系は、通常用
いられるものであれば限定しないが、高分子複合体、ナノカプセル、ミクロスフェア、ビ
ーズ、及び水中油系の乳化剤、ミセル、混合ミセル及びリポソームを包含する脂質をベー
スとする分散系を挙げる事ができ、好ましくは、特定の臓器、組織又は細胞へ化合物を効
率的に輸送する効果のある、複数のリポソーム、人工膜の小胞である（Mannino et al.,B
iotechniques,1988,6,682;Blume and Cevc,Biochem.et Biophys.Acta,1990,1029,91;Lapp
alainen et al.,Antiviral Res.,1994,23,119;Chonn and Cullis,Current Op.Biotech.,1
995,6,698 ）。
0 .2-0 .4 μｍ のサイズ範囲をとる単膜リポソームは、巨大分子を含有する水性緩衝液
のかなりの割合を被包化し得、化合物はこの水性内膜に被胞化され、生物学的に活性な形
態で脳細胞へ輸送される（Fraley et al.,Trends Biochem.Sci.,1981,6,77 ）。リポソー
ムの組成は、通常、脂質、特にリン脂質、とりわけ相転移温度の高いリン脂質を１種又は
それ以上のステロイド、特にコレステロールと通常複合したものである。リポソーム生産
に有用な脂質の例は、ホスファチジルグリセロール、ホスファチジルコリン、ホスファチ
ジルセリン、スフィンゴ脂質、ホスファチジルエタノールアミン、セレブロシド及びガン
グリオシドのようなホスファチジル化合物を包含する。特に有用なのはジアシルホスファ
チジルグリセロールであり、ここでは脂質部分が１４－１８ の炭素原子、特に１６ －１
８ の炭素原子を含有し、飽和している（１４ －１８ の炭素原子鎖の内部に二重結合を
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欠いている）。代表的なリン脂質は、ホスファチジルコリン、ジパルミトイルホスファチ
ジルコリン及びジステアロイルホスファチジルコリンを包含する。
【０２１３】
リポソームを包含するコロイド分散系の標的化は、受動的又は能動的のいずれかであって
もよい。受動的な標的化は、洞様毛細血管を含有する臓器の網内系細胞へ分布しようとす
るリポソーム本来の傾向を利用することによって達成される。一方、能動的な標的化は、
例えば、ウイルスのタンパク質コート（Morishita et al.,Proc.Natl.Acad.Sci.(U.S.A.)
,1993,90,8474 ）、モノクローナル抗体（又はその適切な結合部分）、糖、糖脂質又はタ
ンパク質（又はその適切なオリゴペプチドフラグメント）のような特定のリガンドをリポ
ソームへ結合させること、又は天然に存在する局在部位以外の臓器及び細胞型への分布を
達成するためにリポソームの組成を変えることによってリポソームを修飾する手法等を挙
げる事ができる。標的化されたコロイド分散系の表面は様々なやり方で修飾され得る。リ
ポソームで標的したデリバリーシステムでは、脂質二重層との緊密な会合において標的リ
ガンドを維持するために、リポソームの脂質二重層へ脂質基が取込まれ得る。脂質鎖を標
的リガンドと結びつけるために様々な連結基が使用され得る。本発明のオリゴヌクレオチ
ドのデリバリーが所望される細胞の上に支配的に見出される特定の細胞表面分子に結合す
る標的リガンドは、例えば、（１ ）デリバリーが所望される細胞によって支配的に発現
される特定の細胞受容体と結合している、ホルモン、成長因子又はその適切なオリゴペプ
チドフラグメント、又は（２ ）標的細胞上で支配的に見出される抗原性エピトープと特
異的に結合する、ポリクローナル又はモノクローナル抗体、又はその適切なフラグメント
（例えば、Ｆａｂ ；Ｆ （ａｂ'）2 ）、であり得る。２種又はそれ以上の生物活性剤（
例えば、「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」とその他の薬剤）は、単一のリポソー
ム内部で複合し、投与することもできる。内容物の細胞内安定性及び／又は標的化を高め
る薬剤をコロイド分散系へ追加することも可能である。
【０２１４】
その使用量は症状、年齢等により異なるが、経口投与の場合には、１回当り下限１mg（好
適には、３０mg）、上限２０００mg（好適には、１５００mg）を、注射の場合には、１回
当り下限０．１mg（好適には、５mg）、上限１０００mg（好適には、５００mg）を皮下注
射、筋肉注射又は静脈注射によって投与することができる。
【０２１５】
９．本発明のポリペプチドに対する抗体を含有する医薬
本発明の「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」に対する抗体は、糖代謝異常により血
糖値及び血中インスリン濃度が正常値より上昇している動物及び／又はヒトにおいて、血
糖値及び／又は血中インスリン濃度を低下させ、糖尿病の治療薬となり得る。本発明の「
インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」に対する抗体をヒトに対する医薬として用いる場
合、抗原性の問題からヒト型抗ヒト「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」抗体を作製
することが望ましい。ヒト型抗ヒト「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」抗体の作製
は、次に述べるような手法により得ることができる。即ち、▲１▼ヒト末梢血あるいは脾
臓から採取したヒトリンパ球をｉｎ ｖｉｔｒｏでＩＬ－４存在下、抗原であるヒト「イ
ンスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」で感作し、感作したヒトリンパ球をマウスとヒトと
のヘテロハイブリドーマであるＫ6Ｈ6／Ｂ5（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ１８２３）と細胞融合さ
せることにより目的の抗体産生ハイブリドーマをスクリーニングする。得られた抗体産生
ハイブリドーマが生産する抗体は、ヒト型抗ヒト「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質
」モノクローナル抗体である。これらの抗体の中からヒト「インスリン抵抗性改善剤感受
性蛋白質」の活性を中和する抗体を選別する。しかしながら、このようにヒトリンパ球を
ｉｎ　ｖｉｔｒｏで感作する方法では、一般的に抗原に対して高親和性の抗体を得るのは
困難である。従って、ヒト「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」に高親和性のモノク
ローナル抗体を得るには、上記のようにして得られた低親和性のヒト型抗ヒト「インスリ
ン抵抗性改善剤感受性蛋白質」モノクローナル抗体を抗親和化する必要がある。それには
、上記のようにして得られ、中和抗体であるものの低親和性であるヒト型抗ヒト「インス
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リン抵抗性改善剤感受性蛋白質」モノクローナル抗体のＣＤＲ領域（特にＣＤＲ－３）に
ランダム変異を導入し、これをファージで発現させてヒト「インスリン抵抗性改善剤感受
性蛋白質」を固相化したプレートを用いてファージディスプレー法により、抗原であるヒ
ト「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」に強力に結合するファージを選択し、そのフ
ァージを大腸菌で増やし、その塩基配列から高親和性を有するＣＤＲのアミノ酸配列を決
定すればよい。このようにして得られたヒト型抗ヒト「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋
白質」モノクローナル抗体をコードする遺伝子を一般的に使用されている哺乳動物細胞用
発現ベクターに組み込んで、発現させることによりヒト型抗ヒト「インスリン抵抗性改善
剤感受性蛋白質」モノクローナル抗体が得られる。これらの中から、ヒト「インスリン抵
抗性改善剤感受性蛋白質」の生物活性を中和し、かつ高親和性である目的のヒト型抗「イ
ンスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」モノクローナル抗体を選別することができる。また
、▲２▼Ｂａｌｂ／ｃマウスを用いて、本発明と同じように常法（Kohler et al.: Natur
e 256, p.495-497, 1975）によりマウス型抗ヒト「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質
」モノクローナル抗体を作製し、ヒト「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」の生物活
性を中和し、かつ高親和性を有するモノクローナル抗体を選択する。この高親和性マウス
型抗ヒト「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」モノクローナル抗体のＣＤＲ－領域（
ＣＤＲ－１、２及び３）をヒトＩｇＧのＣＤＲ領域に移植するＣＤＲ－ｇｒａｆｔｉｎｇ
（Winter and Milstein: Nature 349, p293-299, 1991）の手法を駆使することによりヒ
ト型化が可能である。上記に加え、さらに▲３▼ヒト抹消血リンパ球をＳｅｖｅｒｅ　ｃ
ｏｍｂｉｎｅｄ　ｉｍｍｕｎｅ　ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ（ＳＣＩＤ）マウスに移植し、こ
の移植されたＳＣＩＤマウスはヒト型抗体を生産する（Mosier D. E. et al.: Nature 33
5, p256-259, 1988; Duchosal M. A. et al.: Nature 355, p258-262, 1992）ので、抗原
としてヒト「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」を抗原として感作し、スクリーニン
グすることにより、ヒト「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」に特異的なヒト型モノ
クローナル抗体を生産するリンパ球をそのマウスから採取することができる。得られたリ
ンパ球を前述のヒト型抗体の作製法▲１▼と同様に、マウスとヒトとのヘテロハイブリド
ーマであるＫ6Ｈ6／Ｂ5（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ１８２３）と細胞融合させ、得られたハイブ
リドーマをスクリーニングすることにより、目的のヒト型モノクローナル抗体を産生する
ハイブリドーマを得ることができる。このようにして得られたハイブリドーマを培養する
ことにより、目的のヒト型モノクローナル抗体を大量に製造でき、該タンパク質の物理的
性質や化学的性質などを利用した各種の公知の分離操作法により分離・精製することがで
きる。該方法としては、具体的には例えば、通常のタンパク沈殿剤による処理、限外濾過
、分子ふるいクロマトグラフィー（ゲル濾過）、吸着クロマトグラフィー、イオン交換ク
ロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィー、高速液体クロマトグラフィー（
ＨＰＬＣ）などの各種液体クロマトグラフィー、透析法、これらの組合せなどを例示でき
る。また、目的のヒト型モノクローナル抗体をコードする遺伝子（ｃＤＮＡ）をクローニ
ングし、この遺伝子を遺伝子工学的手法により適当なベクターに組み込み、各種動物細胞
、混注細胞、あるいは大腸菌などを宿主として発現させることにより、遺伝子組換えヒト
型モノクローナル抗体を大量に製造することができる。得られた培養液から上述と同様の
方法により精製することにより、精製されたヒト型モノクローナル抗体を大量に得ること
ができる。更に、上述の方法で得られた抗「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」モノ
クローナル抗体の中から、「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」の生物活性を中和す
る抗体を得ることができる。これら「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」の生物活性
を中和する抗体は、生体内での「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」の生物活性、即
ち、インスリンのシグナル伝達をの減弱を抑制することから、医薬として、特に糖尿病に
対する治療及び／又は予防剤として期待される。ｉｎ　ｖｉｖｏでの実験動物を利用した
抗「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」抗体の糖尿病及び／又は高インスリン血症に
対する治療及び／又は予防効果は、例えば、「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」を
過剰に発現しているトランスジェニック動物に同「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質
」抗体を投与し、血糖値の変化を測定することで確認することができる。
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【０２１６】
このようにして得られた「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」の生物活性を中和する
抗体は、医薬として特に糖尿病及び／又は高インスリン血症の治療及び／又は予防を目的
とした医薬組成物として、あるいはこのような疾患の免疫学的診断のための抗体として有
用である。本発明の抗体は製剤化して経口的あるいは非経口的に投与することができる。
本発明抗体を含む製剤は、「インスリン抵抗性改善剤感受性蛋白質」を認識する抗体を有
効成分として含有する医薬組成物として、ヒトあるいは動物に対し安全に投与されるもの
である。医薬組成物の形態としては、点滴を含む注射剤、坐剤、経鼻剤、舌下剤、経皮吸
収剤などが挙げられる。モノクローナル抗体は高分子蛋白質であることから、バイアル瓶
などのガラス容器や注射筒などへの吸着が著しい上に不安定であり、種々の物理化学的因
子、例えば、熱、ｐＨ及び湿度とうにより容易に失活する。従って、安定な形で製剤化す
るために、安定化剤、ｐＨ調整剤、緩衝剤、可溶化剤、界面活性剤などを添加する。安定
化剤としてはグリシン、アラニン等のアミノ酸類、デキストラン４０及びマンノース等の
糖類、ソルビトール、マンニトール、キシリトール等の糖アルコール等が挙げられ、また
これらの二種以上を併用してもよい。これらの安定化剤の添加量は、抗体の重量にたいし
て０．０１～１００倍、特に０．１～１０倍添加するのが好ましい。これら安定化剤を加
えることにより、液状製剤あるいは凍結乾燥製剤の保存安定性を向上することができる。
緩衝剤としては、例えばリン酸バッファー、クエン酸バッファー等が挙げられる。緩衝剤
は、液状製剤あるいは凍結乾燥製剤の再溶解後の水溶液のｐＨを調製し、抗体の安定性、
溶解性に寄与する。緩衝剤の添加量としては、例えば液状製剤あるいは凍結乾燥製剤を採
用解した後の水量に対し、１～１０ｍＭとするのが好ましい。界面活性剤としては、好ま
しくはポリソルベート２０、プルロニックＦ－６８、ポリエチレングリコール等、特に好
ましくはポリソルベート８０が挙げられ、またこれらの２種以上を併用してもよい。抗体
のような高分子蛋白質は容器の材質であるガラスや樹脂などに吸着しやすい。従って、界
面活性剤を添加することによって、液状製剤あるいは凍結乾燥製剤の再溶解後の抗体の、
容器への吸着を防止することができる。界面活性剤の添加量としては、液状製剤あるいは
凍結乾燥製剤の再溶解後の水重量に対して０．００１～１．０％添加することが好ましい
。以上のような安定化剤、緩衝剤、あるいは吸着防止剤を加えて本発明抗体の製剤を調製
することができるが、特に医療用又は動物用注射剤として用いる場合は、浸透圧として許
容される浸透圧比は１～２が好ましい。浸透圧比は、製剤化に際して塩化ナトリウムの増
減により調製することができる。製剤中の抗体含量は、適用疾患、適用投与経路などに応
じて適宜調整することができ、ヒトに対するヒト型抗体の投与量は、抗体のヒト「インス
リン抵抗性改善剤感受性蛋白質」に対する親和性、即ち、ヒト「インスリン抵抗性改善剤
感受性蛋白質」に対する解離定数（Ｋｄ値）に対し、親和性が高い（Ｋｄ値が低い）ほど
、ヒトへの投与量を少なく薬効を発揮することができる。ヒト型抗「インスリン抵抗性改
善剤感受性蛋白質」抗体をヒトに対して投与する際には、約０．１～１００ｍｇ／ｋｇを
１～３０日間に１回投与すればよい。
【０２１７】
【実施例】
以下、本発明を実施例により具体的に説明するが、本発明はこれら実施例に限定されるも
のではない。なお、下記実施例において、遺伝子操作に関する各操作は特に明示がない限
り、「モレキュラークローニング（Molecular Cloning）」(Sambrook， J.，Fritsch， E
.F.及びManiatis、T．著、Cold　Spring　Harbor　Laboratory　Pressより1989年に発刊)
に記載の方法により行うか、又は、市販の試薬やキットを用いる場合には市販品の指示書
に従って使用した。
【０２１８】
参考例.　５－[４－（６－メトキシ－１－メチルベンズイミダゾール－２－イルメトキシ
）ベンジル]チアゾリジン－２,４－ジオン塩酸塩（化合物Ａ）の製造欧州特許出願公開第
７４５６００号に記載の方法によって合成した、５－[４－（６－メトキシ－１－メチル
ベンズイミダゾール－２－イルメトキシ）ベンジル]チアゾリジン－２,４－ジオン１０．
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６ｇ及び４規定塩酸－１，４－ジオキサン１００ｍｌの混合物を室温で１時間撹拌した。
反応混合物を濃縮後、酢酸エチルを加え、析出した成績体を濾取し、酢酸エチルで洗浄し
て、融点２７５－２７７℃を有する目的化合物１１．０ｇを得た。
【０２１９】
1Ｈ－核磁気共鳴スペクトル：δ（ｐｐｍ）：重ジメチルスルホキシド中、内部標準にＴ
ＭＳ（テトラメチルシラン）を使用して測定した1Ｈ－核磁気共鳴スペクトル（４００Ｍ
Ｈｚ）：δ（ｐｐｍ）は次の通りである。
【０２２０】
3.11 (1H, dd, J=14Hz及び9Hz), 3.34 (1H, dd, J=14Hz及び4Hz),3.89 (3H, s), 3.98 (3
H, s), 4.91 (1H, dd, J=9Hz及び4Hz),5.64 (2H, s), 7.14 (2H, d, J=9Hz), 7.15 (1H, 
d, J=9Hz)7.25 (2H, d, J=9Hz), 7.50 (1H, s), 7.70 (1H, d, 9Hz),12.04 (1H, s, D2O
添加により消失)。
【０２２１】
実施例１．KKマウスへの薬剤投与及び血液生化学値測定
ａ）ＫＫマウスの準備
通常の食餌（Ｆ２：船橋農場製）で飼育した１８週齢の雄性ＫＫマウス（高脂血症マウス
：日本クレアより購入）の体重を測定し、次いで尾静脈から採血し、遠心分離により血漿
を分離し、血糖値を測定した。血糖値が３．５ｇ／L以上の個体を選抜し、体重及び血糖
値が群毎にほぼ等しくなるように３匹ずつ群分けし、実験に供した（表１）。本実験に用
いた化合物Ａは粉末の餌（Ｆ２：船橋農場製）に０．００３％（薬剤重量／餌重量）の濃
度で添加することによって食餌と一緒に投与した（混餌投与）。なお、コントロール群で
は化合物Ａを添加しない食餌を与えた。
【０２２２】
【表１】
－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－
群　　　　　　　　　▲１▼　　　▲２▼　　　▲３▼　　　▲４▼　　　▲５▼　　　
▲６▼
－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－
化合物Ａ投与　　　　－　　　＋　　　－　　　＋　　　－　　　＋
日数　　　　　　　　１日　　１日　　３日　　３日　　８日　　８日
－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－
ｂ）薬剤投与及び皮下白色脂肪組織の採取
群分けの日を０日とし、化合物Ａの投与を開始した。化合物Ａの投与開始日を０日とし、
１日後、３日後、８日後の午前中に体重を測定し、尾静脈よりヘパリン処理済みヘマトク
リット管２本分及びＥＤＴＡ処理したヘマトクリット管１本分を採血し、遠心により血漿
を分離し、血漿中の血糖値、インスリン濃度、トリグリセライド濃度及び遊離脂肪酸濃度
を測定した。血糖値はグルコローダーＧＸＴ（Ａ＆Ｔ社製）、インスリン濃度はＲａｔ　
Ｉｎｓｕｌｉｎ　ＲＩＡ　キット（Linco Research Inc.社製（米国））、トリグリセラ
イド濃度はトリグリセライドE－テストワコー（和光純薬（株）社製）そして遊離脂肪酸
濃度はNEFA C－テストワコー（和光純薬（株）社製）を用いて測定を行なった。同じ日の
午後に断頭によってと殺し、皮下白色脂肪組織（subcutanious white adipose tissue）
を採取し、液体窒素により凍結した。なお、採血日の前日から当日にかけて体重と摂餌量
を測定し、各個体における薬物投与量を計算した。化合物Ａを投与しなかった群について
も同様に行なった（表２）。
【０２２３】
表中、“０日”で示す値は、群分けの日（０日）における血漿中の血糖値、インスリン濃
度及びトリグリセライド濃度を表し、“１日”、“３日”、“８日”で示す値は、それぞ
れ実験開始から１日、３日、８日後の血漿中の血糖値、インスリン濃度、トリグリセライ
ド濃度及び遊離脂肪酸濃度を表す。
【０２２４】



(59) JP 4334202 B2 2009.9.30

10

20

30

40

50

表２に示すように、化合物Ａ非投与群では、実験開始１日後、３日後、８日後を通じて血
漿中の血糖値、インスリン濃度、トリグリセライド濃度及び遊離脂肪酸濃度の変動はほと
んど無く、いずれも高い値を示していた。これに対し化合物Ａ投与群では、血糖値及び血
漿中トリグリセライド濃度は非投与群と比較して投与１日後では有意な差は認められなか
ったが、投与３日後、８日後ではいずれも有意に低下していた。また血漿中インスリン濃
度及び遊離脂肪酸濃度は、非投与群と比較して投与１日後から低下傾向が認められ、投与
３日後、８日後ではいずれも非投与群と比較して有意に低下していた。
【０２２５】
【表２】

【０２２６】
実施例２．マウス脂肪組織からの全ＲＮＡの抽出
実施例１で得たマウス皮下白色脂肪組織を、速やかに液体窒素内に入れ急速冷凍した後、
使用時まで－８０℃に保存した。皮下白色脂肪組織０．２ｇに対し約２ｍＬのＴＲＩｚｏ
ｌ試薬（インビトロジェン（ＩＮＶＩＴＲＯＧＥＮ）社製）を加え、超高速ホモジナイザ
ー（ポリトロン：キネマティカ社製）を用いて氷上でホモジナイズを行った（目盛６で１
分間）。ホモジナイズした皮下白色脂肪組織を１２０００ｘｇ、４℃で１０分間遠心した
後、水層を新たなチューブに移し、０．２容量のクロロホルムを加え、１５秒間激しく転
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倒混和した。室温で３分間静置してから、１２０００ｘｇ、４℃で１５分間遠心した。遠
心後、上層を回収し、０．８容量のリボヌクレアーゼを含まないイソプロピルアルコール
を加えて混和した。室温で１０分間静置後、１２０００ｘｇ、４℃で１５分間遠心分離し
た後、上清を除去してリボヌクレアーゼを含まない７０％エタノールを加え、１２０００
ｘｇ、４℃で１０分間遠心分離した。上清を除去して、沈殿を乾燥させることにより、全
ＲＮＡを得た。この全ＲＮＡ試料は、使用時まで－８０℃に保存した。
【０２２７】
実施例３．遺伝子チップ解析
遺伝子チップ解析は、アフィメトリクス社の発現解析技術マニュアル（Ｅｘｐｒｅｓｓｉ
ｏｎ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ　Ｍａｎｕａｌ）に従って、以下に記載し
た方法により行った。
【０２２８】
ａ）ｃＤＮＡの合成
上記実施例２記載の方法で得られた全ＲＮＡ各５μgを出発材料として、上記アフィメト
リクス社の発現解析技術マニュアルの記載に従ってｃＤＮＡの合成及び精製を行った（フ
ァーストストランド合成の反応条件は、４２℃、１時間とした）。
【０２２９】
ｂ）ｃＲＮＡの合成
ａ）で得られたｃＤＮＡを鋳型として、アフィメトリクス社の発現解析技術マニュアルの
記載に従ってｃＲＮＡの合成を行った（反応条件は３７℃、４．５時間とした）。合成さ
れたｃＲＮＡは各群▲１▼～▲６▼ごと（３匹分）に等量ずつ混合した。この操作で得ら
れた１０μｇのｃＲＮＡを４０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－Ａｃｅｔａｔｅ（ｐＨ８．１）、１００
ｍＭ　酢酸カリウム、３０ｍＭ　酢酸マグネシウム存在下９４℃で３５分間断片化し、プ
ローブ溶液に加えた。
【０２３０】
ｃ）プローブ溶液の作製
プローブ溶液に加える各種コントロールｃＲＮＡ（ＧｅｎｅＣｈｉｐ　Ｅｕｋａｒｙｏｔ
ｉｃ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ Ｃｏｎｔｒｏｌ　Ｋｉｔ）はアマシャム・ファルマ
シア社から購入した。
【０２３１】
ｄ）ハイブリダイゼーション
上記のようにして得られたプローブとハイブリダイズさせる遺伝子チップとして、アフィ
メトリクス社製マウスゲノムＵ７４セット（Ｍｕｒｉｎｅ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｕ７４　ｖｅ
ｒ．２　Ｓｅｔ：ＭＧ－Ｕ７４Ａｖ２、ＭＧ－Ｕ７４Ｂｖ２、ＭＧ－Ｕ７４Ｃｖ２）を用
いた。ハイブリダイゼーションとその後の洗浄操作は上記マニュアル記載に従って行った
（ハイブリダイゼーション条件は、４５℃、１６－２０時間とした）。
【０２３２】
ｅ）解析
上記ｄ）でハイブリダイゼーション操作を行った遺伝子チップのデータ解析は、上記マニ
ュアル記載に従って、Ｇｅｎｅ　Ｃｈｉｐ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｓｕｉｔｅ　４．０
（アフィメトリックス（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ）社）にて行った。化合物Ａ非投与マウス
のデータを基準にして、化合物Ａ投与マウスより得られたデータと比較検討した。その結
果、ＭＧ－Ｕ７４Ｂｖ２遺伝子チップにおいて下記の表３に示すように、１０１９７２＿
ａｔが示す配列（配列表の配列番号１のヌクレオチド番号１乃至４５４に示されるヌクレ
オチド配列）を有する遺伝子のＦｏｌｄ　Ｃｈａｎｇｅは、化合物Ａ投与マウスでは化合
物Ａ非投与マウスと比較して投与後１日及び３日で上昇、８日で低下していた。ここで示
す“Ｆｏｌｄ　Ｃｈａｎｇｅ”値は、化合物Ａ非投与マウスを基準とした化合物Ａ投与マ
ウスの相対的発現量を表す。例えば遺伝子Ｉ及び遺伝子ＩＩのＦｏｌｄ　Ｃｈａｎｇｅ値
が３及び３のとき、化合物Ａ投与マウスにおける遺伝子Ｉの発現は化合物Ａ非投与マウス
の３倍亢進していることを、また遺伝子ＩＩの発現は化合物Ａ非投与マウスの３分の１に
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低下していることを示す。表３では、投与後１日、３日、８日後のＦｏｌｄ　Ｃｈａｎｇ
ｅ値を示す。
【０２３３】
１０１９７２＿ａｔの配列を配列表の配列番号１に示す。
【０２３４】
【表３】
－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－
投与後日数　　　　　　　　　　　１日　　　３日　　　８日
－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－
フォールドチェンジ　　　　　　２．６　　０．６　　－３４．４
(Fold Change)
－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－
実施例４．　マウスｃＤＮＡ配列の探索
ＭＧ－Ｕ７４Ａの１０１９７２＿ａｔで示されるＥＳＴを含む全長ｃＤＮＡ配列を探索す
るため、配列表の配列番号１に示されるヌクレオチド配列について、ＧｅｎＢａｎｋ核酸
データベース及びＧｅｎｅＳｅｑ核酸データベースを検索したところ、ＧｅｎＢａｎｋ核
酸データベース上のＭｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ　ｋｉｄｎｅｙ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ａｓｐ
ａｒｔｉｃ　ｐｒｏｔｅａｓｅ－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ （Ｋｄａｐ）（アクセッショ
ン番号：ＮＭ＿００８４３７．１）及びＧｅｎｅＳｅｑ核酸データベース上のＨａｅｍａ
ｔｏｐｏｉｅｔｉｃ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ（
アクセッション番号：ＡＡＺ９４１１８）と９９％のホモロジーを有していることが判明
した。これら2つのヌクレオチド配列のＯＲＦが完全に一致したので、以後、ＧｅｎＢａ
ｎｋ核酸データベース上のＭｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ　ｋｉｄｎｅｙ－ｄｅｒｉｖｅｄ　
ａｓｐａｒｔｉｃ　ｐｒｏｔｅａｓｅ－ｌｉｋｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ（Ｋｄａｐ）（アクセ
ッション番号：ＮＭ＿００８４３７．１：配列表の配列番号２）を元に、マウスｃＤＮＡ
のクローニングを行った。
【０２３５】
実施例５．　マウスｃＤＮＡのクローニング
「実施例２．マウス脂肪組織からの全ＲＮＡの抽出」の項に記載の方法で得られた全ＲＮ
Ａを出発材料として、下記の方法に従って配列表の配列番号２に示されるヌクレオチド配
列のＯＲＦを有するｃＤＮＡを取得した。
【０２３６】
ａ）　ファーストストランドｃＤＮＡ合成
ファーストストランドｃＤＮＡは、先に示したようにして調製した全ＲＮＡ６μｇをもと
にして、Ｆｉｒｓｔ－ｓｔｒａｎｄ　ｃＤＮＡ　ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（アマシャム
・ファルマシア社）をその添付プロトコールに従って用いることにより合成した。反応は
４０μｌの容量で行なった。反応後、ＣＨＲＯＭＡ　ＳＰＩＮ　１００　Ｃｏｌｕｍｎｓ
（クロンテック社製）をその添付プロトコールに従って用いることにより精製した。
【０２３７】
ｂ）　ＰＣＲ反応
以下のヌクレオチド配列：
5'- ctctagtccccagagatgtc -3'（プライマー１：配列表の配列番号４）、
5'- tgagcttgtaccctaaccag -3'（プライマー２：配列表の配列番号５）
を有するオリゴヌクレオチドを合成した。合成したヌクレオチド配列は、実施例４で得ら
れたＧｅｎＢａｎｋ核酸データベース上のＭｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ　ｋｉｄｎｅｙ－ｄ
ｅｒｉｖｅｄ　ａｓｐａｒｔｉｃ　ｐｒｏｔｅａｓｅ－ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ（Ｋｄ
ａｐ）（アクセッション番号：ＮＭ＿００８４３７．１）のヌクレオチド配列をもとにし
て決定した。
【０２３８】
ＰＣＲ反応はＰＬＡＴＩＮＵＭ　Ｐｆｘ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（インビトロジ
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ェン社製）をその添付プロトコールに従って用いることにより行った。具体的に以下に示
す。
【０２３９】
得られたファーストストランドｃＤＮＡ １μｌに、上記の合成プライマー（配列表の配
列番号３及び４）をそれぞれ０.３μＭ、１０Ｘ　Ｐｆｘ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
　Ｂｕｆｆｅｒ　５μｌ、ｄＡＴＰ　０.３ｍＭ、ｄＧＴＰ０.３ｍＭ、ｄＣＴＰ　０.３
ｍＭ、ｄＴＴＰ　０.３ｍＭ、ＭｇＳＯ４　１ｍＭ、ＰＬＡＴＩＮＵＭ　Ｐｆｘ　ＤＮＡ
　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　２.５Ｕｎｉｔｓ（全てキットに添付）を添加し、５０μｌの
ＰＣＲ溶液を作製した。ＰＣＲ反応は、Ｐｅｌｔｉｅｒ Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ、
ＰＴＣ－２００　ＤＮＡ Ｅｎｇｉｎｅ（エムジェイジャパン社製）により行った。まず
９４℃で５分加熱した後、引き続き９４℃で１５秒、５５℃で３０秒、６８℃で１分３０
秒の温度サイクルを４０回繰り返し、最後に７２℃で１０分間保温してから、４℃に保存
した。反応物を１％のアガロースゲルで電気泳動し、目的ｃＤＮＡ（１２８７ｂｐ）の増
幅を確認後、ＱＩＡｑｕｉｃｋ　ＰＣＲ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（キアゲン
（ＱＩＡＧＥＮ）社製）をその添付プロトコールに従って用いることにより精製した。目
的ｃＤＮＡの濃度は、吸光光度計（Ｇｅｎｅ　Ｓｐｅｃ　Ｉ：日立計測器サービス社製）
により測定した。
【０２４０】
ｃ）　ＴＡクローニング
ＰＬＡＴＩＮＵＭ　Ｐｆｘ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅにより増幅したｃＤＮＡ断片
は平滑末端であるので、ＴＡクローニングするために、上記ｂ）にて精製したｃＤＮＡの
３’末端にｄＡＴＰの付加を行なった。精製したｃＤＮＡ １８０ｎｇに、１０ＸＰＣＲ
　Ｂｕｆｆｅｒ　１μｌ、ＭｇＣｌ2 １.５ｍＭ、ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ　Ｔａｑ　Ｄ
ＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　２.５Ｕｎｉｔｓ（全てインビトロジェン社製、ｒｅｃｏ
ｍｂｉｎａｎｔ　Ｔａｑ　ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅに添付）、ｄＡＴＰ　０.２Ｍを
添加し、１０μlの反応液を作製した。反応液をＰｅｌｔｉｅｒ　Ｔｈｅｒｍａｌ　Ｃｙ
ｃｌｅｒ、ＰＴＣ－２００　ＤＮＡ　Ｅｎｇｉｎｅ（エムジェイジャパン社製）にて、７
０℃で３０分反応させた後、ＣＨＲＯＭＡ　ＳＰＩＮ　１００　Ｃｏｌｕｍｎｓ（クロン
テック社製）をその添付プロトコールに従って用いることによりｃＤＮＡを精製した。精
製したｃＤＮＡを、ｐＴＡＲＧＥＴ Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｖｅ
ｃｔｏｒ　Ｓｙｓｔｅｍ（プロメガ（Ｐｒｏｍｅｇａ）社製）をその添付プロトコールに
従って用いることによりクローニングした。この組換えプラスミドベクターで大腸菌（Ｊ
Ｍ１０９：宝酒造社製）を形質転換し、５０μｇ／ｍｌのアンピシリンを含むＬＢ寒天培
地上で培養した。その結果アンピシリン耐性を示して生育してきた大腸菌コロニーを選択
して、２ｍｌの５０μｇ／ｍｌのアンピシリンを含む液体ＬＢ培地中で３７℃で一晩培養
し、常法に準じてプラスミドＤＮＡを回収した。得られたプラスミドＤＮＡについてＡＢ
Ｉ　ＰＲＩＳＭ　３７００　ＤＮＡ　Ａｎａｌｙｚｅｒ（アプライド・バイオシステムズ
（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）社製）によりヌクレオチド配列解析を行ない
、上記実施例４で示された配列表の配列番号２に示されるヌクレオチド配列のＯＲＦを有
するｃＤＮＡがｐＴＡＲＧＥＴ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｖｅｃｔ
ｏｒに組み込まれていることを確認し、ｐＩＤ２－ＴＡＲＧＥＴと命名した。予測された
アミノ酸配列を配列表の配列番号５に示す。
【０２４１】
実施例６．　ヒトホモログの探索
配列表の配列番号５に示されるアミノ酸配列に対応するヒトｃＤＮＡを取得するため、Ｇ
ｅｎＢａｎｋアミノ酸データベース及びＧｅｎｅＳｅｑアミノ酸データベースを検索した
ところ、ＧｅｎＢａｎｋアミノ酸データベース上のpronapsin A（アクセッション番号：
ＮＰ＿００４８４２．１）及びＧｅｎｅＳｅｑアミノ酸データベース上のＨｕｍａｎ　ｎ
ａｐｓｉｎ　Ｂ　プロテイン（登録番号ＡＡＷ５４８７８）と７１％のホモロジーを有し
ていることが判明した。
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【０２４２】
実施例７．　大腸菌におけるマウスポリペプチドの発現及び精製
大腸菌におけるマウスポリペプチドの発現は、グルタチオンＳトランスフェラーゼ（ＧＳ
Ｔ）と融合させた形で行った。具体的に以下に示す。
【０２４３】
ａ）発現プラスミドの構築
大腸菌において、配列表の配列番号５に示されるポリペプチドよりシグナルペプチドに相
当する部分（Ｎ末より１６アミノ酸：MSPLLLLLLCLLLGNLPCR）を除く配列をＧＳＴと融合
させた形で発現させるため、まずＰＣＲにてシグナルペプチドに相当する配列を含まない
スクレオチド断片を増幅した。反応はＰＬＡＴＩＮＵＭ　Ｐｆｘ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅ
ｒａｓｅ（インビトロジェン社製）をその添付プロトコールに従って用いることにより行
った。具体的に以下に示す。
【０２４４】
実施例５にて得られたプラスミドｐＩＤ２－ＴＡＲＧＥＴ　１０ｎｇに、制限酵素部位Ｅ
ｃｏＲＩを付加した合成プライマー２種類
5'－cccgaattctggagcctgaggaggccaaactgatc-3'（プライマー３：配列表の配列番号８）及
び、
5'-cccgaattcctaaccagggcgtcttttgaagaa-3'（プライマー４：配列表の配列番号９）
をそれぞれ０.３μM、１０Ｘ　Ｐｆｘ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｂｕｆｆｅｒ　５
μｌ、ｄＡＴＰ　０.３ｍＭ、ｄＧＴＰ　０.３ｍＭ、ｄＣＴＰ　０.３ｍＭ、ｄＴＴＰ　
０.３ｍＭ、ＭｇＳＯ4　１ｍＭ、ＰＬＡＴＩＮＵＭ　Ｐｆｘ　ＤＮＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａ
ｓｅ　２.５Ｕｎｉｔｓ（全てキットに添付）を添加し、５０μlのＰＣＲ溶液を作製した
。ＰＣＲ反応は、Peltier Thermal Cycler, PTC-200 DNA Engine（エムジェイジャパン製
）により行った。まず９４℃で５分加熱した後、引き続き９４℃で１５秒、５５℃で３０
秒、６８℃で１分３０秒の温度サイクルを４０回繰り返し、最後に７２℃で１０分間保温
してから、４℃に保存した。反応物を１％のアガロースゲルで電気泳動し、目的ｃＤＮＡ
の増幅を確認後、ＱＩＡｑｕｉｃｋ　ＰＣＲ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（キア
ゲン社製）をその添付プロトコールに従って用いることにより精製した。目的ｃＤＮＡの
濃度は、吸光光度計（Gene Spec I：日立計測器サービス社製）により測定した。
【０２４５】
上記ＰＣＲにて得られたＤＮＡ断片を制限酵素ＥｃｏＲＩで消化した後、アガロースゲル
にて電気泳動後に目的のバンドを切り出し、ＱＩＡｑｕｉｃｋ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉ
ｏｎ Ｋｉｔ（キアゲン社製）をその添付プロトコールに従って用いることにより精製し
た。これに、同じく制限酵素ＥｃｏＲＩで消化し脱リン酸化した発現ベクター(ｐＧＥＸ
－６ｐ２、アマシャム・バイオサイエンス社製)を混ぜあわせ、ＤＮＡライゲーションキ
ットｖｅｒ．２（宝酒造社製）をその添付プロトコールに従って用いることにより１５℃
で１５時間ライゲーション反応を行った。次いで、コンピテント大腸菌ＪＭ１０９（宝酒
造社製）５０μｌに上記ライゲーション反応液５μｌを添加し氷上で３０分間放置した後
に、４２℃で３０秒、氷上で２分間静置した。ついでＳＯＣ培地（２％ トリプトン、０.
５％ イーストエキストラクト、０.０５％ 塩化ナトリウム、２.５ｍＭ 塩化カリウム、
１ｍＭ 塩化マグネシウム、２０ｍＭ グルコース）５００μｌを加え、１時間振とう培養
した。この培養液を１００μｇ／ｍｌのアンピシリンを含有するＬ-ブロス寒天培地（１
％トリプトン、０.５％イーストエキストラクト、０.５％塩化ナトリウム、０.１％グル
コース、０.６％バクト・アガー（ディフコ社製））プレート上に塗り広げ、３７oCにて
一晩静置培養した。プレート上に現れた単一のアンピシリン耐性コロニーを選択し、この
コロニーを白金耳で掻きとって、５０μｇ／ｍｌのアンピシリンを含有するＬ－ブロス培
地にて培養した後に、遠心分離して回収した菌体からアルカリ法によりプラスミドＤＮＡ
を調製した。このようにして得られたプラスミドを、プラスミドｐＧＥＸ６Ｐ－ＩＤ２と
命名した。得られたプラスミドＤＮＡについてＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ　３７００　ＤＮＡ　
Ａｎａｌｙｚｅｒ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ社製）によりヌクレオチド配
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列解析を行い、目的ＤＮＡ断片がその５’上流側のベクター配列中に存在するＧＳＴ配列
と同じ読み枠でｐＧＥＸ－６Ｐ２に組み込まれていることを確認した。得られた形質転換
体を大量培養した後、Ｗｉｚａｒｄ　Ｐｕｒｅｆｅｃｔｉｏｎ　Ｐｌａｓｍｉｄ　Ｐｕｒ
ｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｐｒｏｍｅｇａ社製）を用いてプラスミドを大量調
製した。
【０２４６】
ｂ）大腸菌での発現
上記a）にてプラスミド大量調整に用いた大腸菌形質転換体の－８０℃グリセロールスト
ック菌体を、５０μｇ／ｍｌのアンピシリンを含有するＬＢ培地２ｍｌ中で３７℃、６時
間前培養後、その培養液をアンピシリン入りＬＢ培地１００ｍｌに１／１０００量接種し
て２０℃で１６時間本培養を行った。本培養中吸光度測定を経時的に実施し、分光光度計
を用いて波長６００ｎｍにおける培養液の吸光度（ＯＤ600）をモニターした。ＯＤ600が
約１．０になった時点で１００ｍＭ ＩＰＴＧを０．２ｍｌ添加（終濃度０．２ｍＭ）し
、更に２０℃で約２０時間（O/N）培養した。培養液を遠沈管に移し、４℃で５０００rpm
、２０分間遠心することにより集菌した。沈殿を５ｍｌの氷冷しておいたソニケーション
バッファー（５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．０）、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、）に
懸濁し、Ｐｒｏｔｅａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｃｏｃｋｔａｉｌ (シグマ（ＳＩＧＭＡ
）社製)を１／１００量添加後１５ｍｌコニカルチューブに分注し、１分ずつ５回超音波
処理を行い、大腸菌を破壊した。その後氷冷しておいた１０％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１０
０を終濃度０．２５％になるように添加・混合し、４℃で８０００ｒｐｍ、２０分間遠心
した。可溶性画分を回収し、０．４５μｍのフィルターにかけ、グルタチオンカラムによ
るアフィニティー精製に用いた。
【０２４７】
ソニケーションバッファーで平衡化したグルタチオンカラム（アマシャム・ファルマシア
社製）に上記可溶性画分を重層し樹脂を通過させた後、樹脂体積の５倍量のＰＢＳ（－）
にて洗浄を２回行った。樹脂体積の５倍量の１０ｍＭグルタチオンを用いて溶出し、滴下
してくる溶液を１ｍｌずつマイクロチューブに回収した。各溶出画分から５μｌを分取し
、ＳＤＳポリアクリルアミドゲル電気泳動により目的タンパク質の存在を確認した。
【０２４８】
実施例８．　ラット初代肝細胞を用いたＧＳＴ融合型マウスポリペプチドの機能解析
ａ）ラット初代肝細胞の採取
ラット初代肝細胞は、雄性Ｗｉｓｔａｒ－Ｉｍａｍｉｃｈｉラット（動物繁殖研究所）よ
りコラゲナーゼ灌流法及び低速遠心法により採取した。
【０２４９】
ラットにネンブタール（４０ｍｇ／ｋｇ：大日本製薬社製）を腹腔内投与することで麻酔
した後、ヘパリン（アベンティス・ファーマ社製）２００μｌを尾静脈内投与した。開腹
後、門脈に１８Ｇの留置針（テルモ社製）を挿入し縫合糸で固定し、灌流ポンプのチュー
ブを接続して前灌流用緩衝液（Ｈａｎｋ’ｓ液よりＣａ2+を除去・０．６ｍＭ エチレン
グリコール　ビス（２－アミノエチル　エーテル）テトラアセティック・アシッド（Ｅｔ
ｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ　ｂｉｓ（２－ａｍｉｎｏｅｔｈｙｌ　ｅｔｈｅｒ）ｔｅｔｒ
ａａｃｅｔｉｃ　ａｃｉｄ（ＥＧＴＡ））を添加したものを流速３０ｍｌ／ｍｉｎで流し
た。灌流開始と同時に下大静脈を切断し放血をおこない、肝臓の脱血が十分になったらコ
ラゲナーゼ溶液（Ｈａｎｋ’ｓ液に０．５ｍｇ／ｍｌ　コラゲナーゼ（シグマ社製）と０
．０５ｍｇ／ｍｌ Ｔｒｙｐｓｉｎ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（シグマ社製）を添加）に交換
し、肝臓全体が粥状となるまで消化した。コラゲナーゼ処理後肝臓を摘出し、冷えたＨａ
ｎｋ’ｓ溶液中でゆっくりとほぐし、先太ピペットでピペッティングすることで細胞を分
散した後、２重に重ねた滅菌ガーゼでろ過した。ろ過液は、さらに冷Ｈａｎｋ’ｓ液に懸
濁して、低速遠心分離（５０Ｘｇ、１ｍｉｎ）を繰り返し行なうことで肝細胞を単離した
。
【０２５０】
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１０％ ＦＣＳ（ＰＡＡ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ社製）、１０ｎＭ インスリン（シグ
マ社製）、１０ｎＭ デキサメサゾン（シグマ社製）を加えたＷｉｌｌｉａｍｓ’Ｅ培地
（インビトロジェン社製）に懸濁後、トリパンブルーにて生細胞数の計測を行い、５.０
　ｘ　１０5細胞／ｍｌになるように調整し、コラーゲンタイプＩコートの２４穴プレー
ト（スミロン社製）に１ウエル当たり０.５ｍｌ（２．５ｘ１０5細胞）ずつプレーティン
グした。
【０２５１】
ｂ）肝細胞の培養
１０％ＦＣＳを含むＷｉｌｉａｍ　Ｅ培地中で３７℃、４時間培養した後、ＦＣＳを含ま
ないＷｉｌｉａｍ Ｅ培地（１０ｎＭ　インスリン、１０ｎＭ　デキサメサゾンを含む）
に交換し、１８時間培養した。その後、実施例７で得られたＧＳＴ融合型マウスポリペプ
チド（ＧＳＴ－ＩＤ２）又はコントロールとしてＧＳＴをそれぞれ１０ｎＭの濃度で含む
Ｗｉｌｉａｍ　Ｅ培地（１０ｎＭ インスリン、１０ｎＭ デキサメサゾン含）に交換し、
インスリン刺激前に２４時間前刺激した。それから各濃度（０、１０、１００ｎＭ）のイ
ンスリンを含むＷｉｌｉａｍ　Ｅ培地に交換し、６時間インスリン刺激し、ラット初代肝
細胞のインスリン依存的なグリコーゲン合成を誘導した。培養終了後、各ウエルを１ｍｌ
のＰＢＳで２回洗浄し、プレートごと－８０℃のディープフリーザーで凍結した。
【０２５２】
ｃ）肝細胞中のグリコーゲン量測定
－８０℃のディープフリーザーで凍結したおいたプレートを取り出し、１５０μｌの８Ｍ
　ＫＯＨを添加後、１００℃の温浴にプレートごと浮かべ１５分間細胞を溶解した。氷上
で冷やした後、各ウエル中の溶解液を１.５ｍｌチューブに移し、そこに５０μｌの１Ｍ
　Ｎａ2ＳＯ4及び４００μｌのエタノールを加え混和後、卓上遠心機にて１５０００ｒｐ
ｍ、５分遠心した。上清を捨て沈殿を２００μｌの蒸留水に懸濁後、４００μｌのエタノ
ールを加え遠心し、再度上清を捨て沈殿を２００μｌの蒸留水に懸濁した。この溶液５０
μｌに対し、０.２％アントロン（ナカライテスク社製）／硫酸溶液を１００μｌ加え、
よくボルテックスした後、９４℃で１０分間反応させた。冷却後、９６ウエルプレートに
１２０μｌずつ分取し、分光光度計にて、波長６２０ｎｍでの吸光度を測定した。検量線
より各溶液中のグルコース濃度を算出し、その値を１.１で除することによりグリコーゲ
ン濃度を算出した。結果を図１に示した。
【０２５３】
図１に示すように、ＩＤ２－ＧＳＴ処理群では、インスリン無添加（０ｎＭ）で６時間培
養した後の細胞中のグリコーゲン含有量が、コントロールであるＧＳＴ処理群と比較して
有意に低下していた。またＧＳＴ刺激群で示されるように、ラット初代肝細胞中のグリコ
ーゲン量は１０ｎＭ及び１００ｎＭのインスリン刺激により２倍弱増加したが、ＩＤ２－
ＧＳＴ処理群ではこのインスリン刺激による細胞内グリコーゲン量の増加は殆んど認めら
れなかった。従って、ラット初代肝細胞を１０ｎＭのＩＤ２－ＧＳＴで２４時間前処理す
ると、インスリン依存的なグリコーゲンの蓄積が減弱することがわかった。
【０２５４】
製剤例
本発明の医薬組成物は、
１）配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸配列を含むこと
からなる蛋白質、又は該蛋白質のアミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸が欠失
、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、グリコーゲン濃度低下作用を有
する蛋白質。
又は、
２）配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に示されるアミノ酸配列を含むこと
からなる蛋白質、又は該蛋白質のアミノ酸配列において１若しくは数個のアミノ酸が欠失
、置換若しくは付加されたアミノ酸配列からなり、グリコーゲン濃度低下作用を有する蛋
白質、
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は懸濁液のアンプルとして使用に供される。
【０２５５】
具体的には例えば、配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるアミノ酸
配列を含むことからなる蛋白質、又は配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０に
示されるアミノ酸配列を含むことからなる蛋白質０．５ｍｇを１リットルの注射用水に溶
解し、無菌的にアンプルに分注、封入する。
【０２５６】
また、無菌粉末製剤（(１)配列表の配列番号３のアミノ酸番号１乃至４１９に示されるア
ミノ酸配列を含むことからなる蛋白質、配列表の配列番号７のアミノ酸番号１乃至４２０
に示されるアミノ酸配列を含むことからなる蛋白質を凍結乾燥するのが好ましい）をアン
プルに充填しておき、使用時に薬理学的に許容し得る溶液で希釈してもよい。
【０２５７】
【発明の効果】
本発明により、インスリン抵抗性改善剤によって発現が変動するポリヌクレオチド及び／
又は蛋白質が取得され、被験者及び／又は被験動物の糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常
の検出方法、糖代謝異常及び／又は脂質代謝異常の改善剤の新規スクリーニング方法、更
に、糖代謝異常改善剤及び／又は血中中性脂質濃度低下剤等が提供された。
【０２５８】
【配列表フリーテキスト】
配列番号４：ＰＣＲセンスプライマー
配列番号５：ＰＣＲアンチセンスプライマー
配列番号８：ＰＣＲセンスプライマー
配列番号９：ＰＣＲアンチセンスプライマー
【０２５９】
【配列表】
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【図面の簡単な説明】
【図１】ＩＤ２及びＩＤ２－ＧＳＴ処理群におけるインスリン濃度とグリコーゲン濃度の
関係を示す図。
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