
(57)【要約】
本発明は、胃腸内分泌細胞特異的 Gタンパク質共役受容体の単離核酸およびアミノ酸配列
、このような受容体の検出方法、およびこのような受容体のリガンドをスクリーニングす
る方法を提供する。さらに、本発明は、 STC-1腸内分泌細胞が複数の苦味覚受容体ならび
に味覚シグナル伝達を媒介して細胞内カルシウム濃度の変化を開始させる苦味化合物に応
答する Gタンパク質のαサブユニットを発現することを証明する。現在、味覚受容体媒介
シグナル伝達の機能的効果を決定するための培養細胞モデル系が存在しないことを考慮す
ると、本発明者らの所見により、 STC-1細胞は、味覚媒介シグナル伝達の研究のための細
胞モデルとして同定される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 受 容 体 が 、 胃 腸 内 分 泌 細 胞 中 で 発 現 し 、 配 列 番 号 ： 1、 配 列 番 号 ： 3、 配 列 番 号 ： 5、 配
列 番 号 ： 7、 配 列 番 号 ： 9、 配 列 番 号 ： 11、 も し く は 配 列 番 号 ： 13か ら な る 群 よ り 、 ま た は
配 列 番 号 ： 15、 17、 19、 21、 23、 25、 27、 29か ら な る 群 よ り 、 ま た は 配 列 番 号 ： 31、 33、
35、 37、 39、 41、 43、 45、 47、 49、 51、 53、 55、 57、 59、 61、 63、 65、 67か ら な る 群 よ り
、 ま た は 配 列 番 号 ： 69、 71、 73、 75、 77、 79、 81、 83、 85、 87、 89か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 配 列 と 60％ を 超 え る 核 酸 配 列 同 一 性 を 構 成 す る 、 化 学 感 覚 Gタ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 を
コ ー ド す る 単 離 核 酸 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 ： 2、 配 列 番 号 ： 4、 配 列 番 号 ： 6、 配 列 番 号 ： 8、 配 列 番 号 ： 10、 配 列 番 号 ： 12
、 配 列 番 号 ： 14の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 受 容 体 を コ ー ド す る 、 請 求 項 1記 載 の 単 離 核 酸 。
【 請 求 項 ３ 】
　 配 列 番 号 ： 1、 配 列 番 号 ： 3、 配 列 番 号 ： 5お よ び 配 列 番 号 ： 7、 配 列 番 号 ： 9、 配 列 番 号
： 11、 ま た は 配 列 番 号 ： 13の 核 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 単 離 核 酸 。
【 請 求 項 ４ 】
　 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ま た は ヒ ト 起 源 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 単 離 核 酸 。
【 請 求 項 ５ 】
　 配 列 番 号 ： 2、 配 列 番 号 ： 4、 配 列 番 号 ： 6、 配 列 番 号 ： 8、 配 列 番 号 ： 10、 配 列 番 号 ： 12
、 配 列 番 号 ： 14か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 縮 重 プ ラ イ マ ー と 同
一 の 配 列 に ア ニ ー リ ン グ す る プ ラ イ マ ー に よ っ て 増 幅 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 単 離 核 酸 。
【 請 求 項 ６ 】
　 （ i） 化 合 物 を 味 覚 Gタ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド に 接 触 さ せ る 工 程 で あ っ て 、 該
ポ リ ペ プ チ ド は 、 胃 腸 内 分 泌 細 胞 中 で 発 現 し 、 （ a） マ ウ ス GT2R:配 列 番 号 ： 2、 4、 6、 8、
10、 12、 14、 16、 18、 20、 22、 24、 26、 28、 30か ら な る 群 よ り 、 ま た は （ b） ラ ッ ト GT2R:
配 列 番 号 ： 32、 34、 36、 38、 40、 42、 44、 46、 48、 50、 52、 54、 56、 58、 60、 62、 64、 66
、 68か ら な る 群 よ り 、 ま た は （ c） ヒ ト GT2R:配 列 番 号 ： 70、 72、 74、 76、 78、 80、 82、 84
、 86、 88、 90か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 と 50％ を 超 え る ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 構 成 す
る 工 程 と 、
　 （ ii） 該 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 該 化 合 物 の 機 能 的 効 果 を 決 定 す る 工 程 と を 含 む 、 胃 腸 内
分 泌 細 胞 の 化 学 感 覚 応 答 を 改 変 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 Gタ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 活 性 を 有 す る 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 機 能 的 効 果 を 、 細 胞 内 Ca 2 ＋ 、 サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ン 酸 化 お よ び 脱 リ ン 酸 化
、 な ら び に pHの 変 化 を 測 定 す る こ と に よ っ て 決 定 す る 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 機 能 的 効 果 を 、 ペ プ チ ド ホ ル モ ン お よ び 神 経 伝 達 物 質 の 放 出 を 測 定 す る こ と に よ っ て 決
定 す る 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 天 然 型 ま た は 組 換 え 型 で あ る 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 お よ び ヒ ト 起 源 で あ る 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 内 分 泌 細 胞 お よ び 外 分 泌 細 胞 、 上 皮 細 胞 な ら び に 神 経 内 分 泌 細 胞 を 含
む が 排 他 的 で な い 胃 腸 細 胞 で 発 現 す る 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 機 能 的 効 果 を 、 受 容 体 の リ ン 酸 化 、 内 在 化 、 お よ び 再 分 布 の 変 化 を 測 定 す る こ と に よ っ
て 決 定 す る 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
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　 細 胞 が 真 核 細 胞 で あ る 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド が 、 （ a） マ ウ ス GT2R:配 列 番 号 ： 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、
22、 24、 26、 28、 30か ら な る 群 よ り 、 ま た は （ b） ラ ッ ト GT2R:配 列 番 号 ： 32、 34、 36、 38
、 40、 42、 44、 46、 48、 50、 52、 54、 56、 58、 60、 62、 64、 66、 68か ら な る 群 よ り 、 ま た
は （ c） ヒ ト GT2R:配 列 番 号 ： 70、 72、 74、 76、 78、 80、 82、 84、 86、 88、 90か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 1記 載 の 核 酸 を 含 む 、 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 16記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 、 単 離 細 胞 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 味 覚 受 容 体 媒 介 シ グ ナ ル 伝 達 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る た め の 、 GT2Rを 天 然 に 発 現 す
る 天 然 の STC-1腸 内 分 泌 細 胞 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 STC-1腸 内 分 泌 細 胞 を 化 合 物 に 接 触 さ せ る 工 程 と 、
　 STC-1細 胞 に 対 す る 該 化 合 物 の 機 能 的 効 果 を 測 定 す る 工 程 と を 含 む 、 GT2R媒 介 シ グ ナ ル
伝 達 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 同 定 す る た め の 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 モ ジ ュ レ ー タ ー が 、 食 物 ま た は 薬 学 的 成 分 、 そ の 分 解 産 物 、 ま た は 夾 雑 物 由 来 の 味 分 子
で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 シ グ ナ ル 伝 達 を 、 細 胞 内 Ca 2 ＋ 、 サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ン 酸 化 お よ び 脱 リ ン 酸
化 、 pH、 な ら び に コ レ シ ス ト キ ニ ン （ CCK） 放 出 の 変 化 を 測 定 す る こ と に よ っ て 決 定 す る
、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
政 府 の 利 益
　 本 発 明 は 、 国 立 衛 生 研 究 所 （ National Institute of Health） に よ っ て 授 与 さ れ た 助 成
金 番 号 DK17294の 政 府 支 援 を 使 用 し て 実 施 し た 。 政 府 は 、 本 発 明 に 一 定 の 権 利 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 GI内 分 泌 細 胞 特 異 的 Gタ ン パ ク 共 役 受 容 体 の 単 離 核 酸 お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 、
こ の よ う な 核 酸 お よ び 受 容 体 を 検 出 す る 方 法 、 な ら び に GI特 異 的 Gタ ン パ ク 質 共 役 受 容 体
の 天 然 お よ び 人 工 リ ガ ン ド の ス ク リ ー ニ ン グ モ デ ル を 提 供 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
発 明 の 背 景
　 味 覚 系 は 、 栄 養 に な る 有 益 な 化 合 物 な ら び に 有 害 ま た は 有 毒 な 物 質 を 検 出 す る た め に 進
化 過 程 に お い て 選 択 さ れ た （ Hernessら 、 Annu.Rev.Physiol.、 61、 873～ 900、 1999） 。 特
に 、 苦 味 は 、 有 毒 な 可 能 性 の あ る 物 質 の 摂 取 に 対 す る 中 心 的 な 警 戒 信 号 と し て 進 化 し て き
た （ Glendinningら 、 Behav.Neurosci.、 113、 840～ 854、 1999） 。 最 近 、 舌 中 の 味 蕾 内 に
組 織 さ れ て い る 特 殊 化 神 経 上 皮 味 覚 受 容 体 細 胞 で 発 現 さ れ る 大 き な 苦 味 覚 受 容 体 （ T2R）
フ ァ ミ リ ー が 、 ヒ ト お よ び げ っ 歯 類 で 同 定 さ れ て い る （ Chandrashekarら 、 Cell、 100、 70
3～ 711、 2000;Adlerら 、 Cell、 100、 693～ 702、 2000;Matsunamiら 、 Nature（ London） 、 4
04、 601～ 604、 2000） 。 推 定 7回 膜 貫 通 ド メ イ ン に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る グ ア ニ ン ヌ ク レ
オ チ ド 結 合 調 節 タ ン パ ク 質 （ Gタ ン パ ク 質 ） 共 役 受 容 体 （ GPCR） ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー に 属
す る こ れ ら の 推 定 味 覚 受 容 体 は 、 V1R鋤 鼻 受 容 体 お よ び オ プ シ ン と 遠 戚 関 係 に あ る （ Adler
ら 、 Cell、 100、 693～ 702、 2000） 。 遺 伝 的 お よ び 生 化 学 的 証 拠 は 、 特 異 的 Gα 、 サ ブ ユ ニ
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ッ ト 、 ガ ス ト デ ュ ー シ ン （ Gα g u s t ） 、 お よ び ト ラ ン ス デ ュ ー シ ン （ Gα t ） が 舌 上 皮 の 味
蕾 に お け る 苦 味 お よ び 甘 味 の 味 覚 シ グ ナ ル を 媒 介 す る こ と を 示 す （ Ruiz-Avilaら 、 Nature
（ London） 、 376、 80～ 85、 1995;Wongら 、 Nature（ London） 、 381、 796～ 800、 1996;Ming
ら 、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA、 96、 9903～ 9908、 1999） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 舌 の 外 側 で は 、 Gα g u s t の 発 現 は 胃 細 胞 （ Hoeferら 、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA、 93、 663
1～ 6634、 1996） お よ び 膵 臓 細 胞 （ Hoeferら 、 1998、 Histochem.Cell.Biol.、 110、 303～ 3
09、 1998） に も 局 在 し て お り 、 味 覚 機 構 が 胃 腸 （ GI） 管 に も 存 在 す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ る
。 し か し 、 Gα g u s t を 発 現 す る 細 胞 の 全 て が 受 容 体 の T2Rフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー を 同 時 発 現
す る わ け で は な い （ Adlerら 、 Cell、 100、 693～ 702、 2000） 。 例 え ば 、 舌 の 茸 状 乳 頭 中 の
ほ と ん ど の Gα g u s t 陽 性 味 覚 受 容 体 細 胞 は T2R陰 性 で あ り 、 Gα g u s t は 他 の 受 容 体 を 介 し た
シ グ ナ ル 伝 達 も 媒 介 し う る こ と を 示 唆 す る （ Wongら 、 Nature（ London） 、 381、 796～ 800
、 1996） 。 胃 粘 膜 お よ び 腸 粘 膜 が 分 子 感 知 の 役 割 を 果 た す こ と を 確 立 し 、 関 連 す る シ グ ナ
ル 伝 達 機 構 を 解 明 す る た め に 、 胃 ま た は 腸 上 皮 の 味 覚 受 容 体 遺 伝 子 転 写 物 を 同 定 す る こ と
は 極 め て 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 味 覚 系 に 加 え て 、 嗅 覚 系 は 、 化 学 的 に 異 な る 構 造 か ら 構 成 さ れ る 何 千 も の 臭 気 （ 臭 気 物
質 ） を 区 別 し な け れ ば な ら な い 。 一 般 に 、 一 次 嗅 覚 受 容 体 ニ ュ ー ロ ン は 、 吸 入 し た 臭 気 物
質 と 直 接 接 触 す る 嗅 覚 上 皮 に 存 在 す る と 認 識 さ れ て い る 。 臭 気 物 質 が 嗅 覚 ニ ュ ー ロ ン 表 面
に 存 在 す る 特 異 的 GPCRと 相 互 作 用 し て 、 特 異 的 ヘ テ ロ 三 量 体 Gタ ン パ ク 質 （ Gα o l f ） を 活
性 化 し て cAMPの 蓄 積 を 促 進 し た 場 合 、 臭 気 物 質 シ グ ナ ル 伝 達 が 開 始 さ れ る （ Ronnettら 、 A
nnu.Rev.Physiol.、 64、 189～ 222、 2002） 。 し か し 、 い く つ か の 研 究 に よ り 、 嗅 覚 受 容 体
遺 伝 子 に 密 接 に 関 連 す る 受 容 体 が 嗅 覚 上 皮 以 外 の 組 織 で 発 現 し て い る 可 能 性 が 示 さ れ て い
る 。 こ の 所 見 に よ り 、 こ の 化 学 感 覚 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の 別 の 生 物 学 的 役 割 が 存 在 す る 可 能
性 が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ヒ ト お よ び マ ウ ス 赤 血 球 （ Feingoldら 、 Genomics、 61、 15～ 23、 1999） 、 成 長 中 の ラ ッ
ト の 心 臓 （ Drutelら 、 Recept.Channel、 3、 33～ 40、 1995） 、 鳥 類 脊 索 （ Nefら 、 Proc.Nat
l.Acad.Sci.USA、 94、 4766～ 71、 1997） 、 お よ び 舌 上 皮 （ Abeら 、 FEBS Lett.、 316、 253
～ 56、 1993） で の 種 々 の 嗅 覚 受 容 体 の 発 現 が 報 告 さ れ た 。 嗅 覚 受 容 体 存 在 の 最 も よ い 事 例
は 、 哺 乳 動 物 嗅 覚 GPCRに 関 連 す る 遺 伝 子 が 睾 丸 で 転 写 さ れ て 成 熟 精 子 表 面 で 発 現 す る こ と
が 見 出 さ れ 、 嗅 覚 受 容 体 の 精 子 走 化 性 に お け る 可 能 な 役 割 が 示 唆 さ れ て い る こ と で あ る （
Walenskyら 、 J.Biol.Chem.、 273、 9378～ 87、 1998） 。 本 発 明 者 ら は 、 味 覚 受 容 体 に 加 え
て 、 胃 腸 管 内 の 腸 内 分 泌 細 胞 ま た は 他 の 細 胞 型 が 臭 気 物 質 受 容 体 お よ び 対 応 す る シ グ ナ ル
伝 達 物 質 （ Gα o l f ） を 発 現 す る こ と が で き る 可 能 性 を 考 え た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 胃 腸 管 の 管 腔 内 容 物 の 分 子 感 知 は 、 運 動 性 、 GIホ ル モ ン の 放 出 、 お よ び 膵 胆 管 （ pancre
atobiliary） 分 泌 を 制 御 す る だ け で な く 、 摂 取 し た 薬 物 お よ び 毒 素 の 検 出 、 そ れ に よ る 生
存 に 重 要 な 応 答 の 開 始 も 担 う 。 20種 を 超 え る 同 定 さ れ た ホ ル モ ン を 産 生 お よ び 放 出 す る 腸
内 分 泌 細 胞 は 、 こ れ ら の 生 理 学 的 応 答 の 調 和 お よ び 調 整 に 重 要 な 役 割 を 果 た す と 考 え ら れ
る 。 （ Furnessら 、 Am.J.Physiol.、 277、 G922～ G928、 1999） 。 こ れ ら の 基 本 的 調 節 系 は
数 十 年 前 よ り 公 知 で あ る に も か か わ ら ず 、 管 腔 内 容 物 の 化 学 組 成 物 を 感 知 す る 最 初 の 分 子
認 識 事 象 は 理 解 さ れ て い な い ま ま で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 食 物 の 摂 取 、 消 化 、 お よ び 毒 物 拒 絶 に お け る 化 学 感 覚 の 重 要 性 の 観 点 か ら の 、 味 覚 お よ
び 嗅 覚 受 容 体 の 発 現 が 関 心 対 象 で あ る 。 化 学 感 覚 受 容 体 （ 味 覚 イ オ ン チ ャ ネ ル を 含 む ） お
よ び シ グ ナ ル 伝 達 分 子 の 同 定 お よ び 単 離 に よ り 、 味 覚 伝 達 経 路 が 薬 理 学 的 お よ び 遺 伝 学 的
に 調 整 さ れ る 。 例 え ば 、 受 容 体 お よ び チ ャ ネ ル 分 子 の 利 用 可 能 性 に よ り 、 化 学 感 覚 細 胞 活
性 の 高 親 和 性 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 逆 ア ゴ ニ ス ト 、 お よ び モ ジ ュ レ ー タ ー を ス ク
リ ー ニ ン グ 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 化 合 物 を 、 味 を カ ス タ マ イ ズ す る た め に 医 薬 品 お よ び
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食 品 工 業 で 使 用 す る こ と が で き る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 は 、 薬 物 お よ び 毒 素 を 含 む 摂 取 物 質 の 化 学 成 分 を 知 覚 す る 味 覚 受 容 体 フ ァ ミ リ ー
で あ っ て 、 GI管 に お け る 分 子 感 知 の 理 解 お よ び 腸 内 の こ れ ら の 受 容 体 の 機 能 を 改 変 す る 新
規 の 治 療 化 合 物 の 開 発 に 重 要 な 意 味 を 有 す る 胃 お よ び 腸 の 味 覚 受 容 体 フ ァ ミ リ ー を 同 定 す
る 。 こ の よ う な 治 療 化 合 物 は 、 胃 腸 の 運 動 性 お よ び 反 射 、 粘 膜 成 長 、 イ オ ン お よ び 酵 素 の
分 泌 、 満 腹 お よ び 食 欲 の 公 知 の レ ギ ュ レ ー タ ー で あ る ペ プ チ ド ホ ル モ ン お よ び 神 経 伝 達 物
質 の 放 出 に 対 す る 機 能 的 効 果 を 有 す る 。 治 療 化 合 物 は ま た 、 味 の 感 受 性 お よ び 適 合 性 を 改
変 す る 、 受 容 体 の リ ン 酸 化 、 内 在 化 、 お よ び 再 分 布 を 変 化 さ せ う る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 1つ の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 （ a） マ ウ ス GT2R:配 列 番 号 ： 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16
、 18、 20、 22、 24、 26、 28、 30か ら な る 群 よ り 、 ま た は （ b） ラ ッ ト GT2R:配 列 番 号 ： 32、
34、 36、 38、 40、 42、 44、 46、 48、 50、 52、 54、 56、 58、 60、 62、 64、 66、 68か ら な る 群
よ り 、 ま た は （ c） ヒ ト GT2R:配 列 番 号 ： 70、 72、 74、 76、 78、 80、 82、 84、 86、 88、 90か
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 少 な く と も 50％ の ア ミ ノ 酸 同 一 性 、 通 常 60％ を
超 え る 配 列 同 一 性 を 有 し 、 70％ 、 80％ 、 ま た は 90％ の 同 一 性 を 有 し う る 胃 腸 管 味 覚 伝 達 G
タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 （ 本 明 細 書 中 で は 、 GT2Rと い う ） を コ ー ド す る 単 離 核 酸 を 提 供 す る
。
【 ０ ０ １ １ 】
　 1つ の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 （ a） マ ウ ス GT2R:配 列 番 号 ： 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16
、 18、 20、 22、 24、 26、 28、 30か ら な る 群 よ り 、 ま た は （ b） ラ ッ ト GT2R:配 列 番 号 ： 32、
34、 36、 38、 40、 42、 44、 46、 48、 50、 52、 54、 56、 58、 60、 62、 64、 66、 68か ら な る 群
よ り 、 ま た は （ c） ヒ ト GT2R:配 列 番 号 ： 70、 72、 74、 76、 78、 80、 82、 84、 86、 88、 90か
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 膜 貫 通 ド メ イ ン 配 列 と 、 少 な く と も 60％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、
通 常 70％ を 超 え る 同 一 性 を 有 し 、 80％ ま た は 90％ の 同 一 性 を 有 し う る 、 感 覚 伝 達 Gタ ン パ
ク 質 共 役 受 容 体 の 膜 貫 通 ド メ イ ン を 含 む 単 離 ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 （ a） マ ウ ス GT2R:配 列 番 号 ： 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、
18、 20、 22、 24、 26、 28、 30か ら な る 群 よ り 、 ま た は （ b） ラ ッ ト GT2R:配 列 番 号 ： 32、 34
、 36、 38、 42、 44、 46、 48、 50、 52、 54、 56、 58、 60、 62、 64、 66、 68か ら な る 群 よ り 、
ま た は （ c） ヒ ト GT2R:配 列 番 号 ： 70、 72、 74、 76、 78、 80、 82、 84、 86、 88、 90か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 と 約 50％ を 超 え る ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ： 1、 配 列 番 号 ： 3、 配 列 番 号 ： 5、 配 列 番 号 ： 7、 配
列 番 号 ： 9、 配 列 番 号 ： 11、 配 列 番 号 ： 13か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む 内 因 性 GT2
Rを 発 現 す る 宿 主 細 胞 株 STC-1を 提 供 す る 。 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 （ a） マ ウ ス GT2R:配
列 番 号 ： 15、 17、 19、 21、 23、 25、 27、 29か ら な る 群 よ り 、 ま た は （ b） ラ ッ ト GT2R:配 列
番 号 ： 31、 33、 35、 37、 41、 43、 45、 47、 49、 51、 53、 55、 57、 59、 61、 63、 65、 67か ら
な る 群 よ り 、 ま た は （ c） ヒ ト GT2R:配 列 番 号 ： 69、 71、 73、 75、 77、 79、 81、 83、 85、 87
、 89か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む 組 換 え GT2Rを 含 む 発 現 ベ ク タ ー で ト ラ ン ス フ ェ
ク ト す る こ と が で き る 宿 主 細 胞 株 STC-1を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 別 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 （ i） 化 合 物 を 味 覚 伝 達 Gタ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド
に 接 触 さ せ る 工 程 で あ っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド が 、 STC-1細 胞 中 で 発 現 し 、 配 列 番 号 ： 2、 配 列
番 号 ： 4、 ま た は 配 列 番 号 ： 6、 お よ び 配 列 番 号 ： 8、 配 列 番 号 ： 10、 配 列 番 号 ： 12、 配 列
番 号 ： 14か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 と 60％ を 超 え る ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 有 す る 工 程 と 、
（ ii） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 前 記 化 合 物 の 機 能 的 効 果 を 決 定 す る 工 程 と を 含 む 、 胃 腸
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化 学 感 覚 細 胞 の 味 覚 シ グ ナ ル 伝 達 を 調 整 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 1つ の 態 様 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 （ a） マ ウ ス GT2R:配 列 番 号 ： 2、 4、 6、 8、 10、 12、 1
4、 16、 18、 20、 22、 24、 26、 28、 30か ら な る 群 よ り 、 ま た は （ b） ラ ッ ト GT2R:配 列 番 号
： 32、 34、 36、 38、 42、 44、 46、 48、 50、 52、 54、 56、 58、 60、 62、 64、 66、 68か ら な る
群 よ り 、 ま た は （ c） ヒ ト GT2R:配 列 番 号 ： 70、 72、 74、 76、 78、 80、 82、 84、 86、 88、 90
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 、 約 50％ を 超 え る ア ミ ノ 酸 同 一 性 、 通 常 少 な く
と も 60％ の 配 列 同 一 性 を 有 し 、 70％ 、 80％ 、 ま た は 90％ の 同 一 性 を 有 し う る 、 味 覚 Gタ ン
パ ク 質 共 役 受 容 体 で あ る 。 別 の 態 様 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 Gタ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 活 性
を 有 す る 。 別 の 態 様 で は 、 機 能 的 効 果 を 、 細 胞 内 cAMP、 IP3、 ま た は Ca 2 ＋ の 変 化 の 測 定 に
よ っ て 決 定 す る 。 別 の 態 様 で は 、 機 能 的 効 果 は 、 化 学 的 効 果 で あ る 。 別 の 態 様 で は 、 機 能
的 効 果 を 、 化 合 物 の 結 合 ド メ イ ン へ の 結 合 の 測 定 に よ っ て 決 定 す る 。 別 の 態 様 で は 、 ポ リ
ペ プ チ ド は 組 換 え 型 で あ る 。 別 の 態 様 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ま た は ヒ
ト 由 来 で あ る 。 別 の 態 様 で は 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 胃 腺 、 腸 腺 、 細 胞 株 、 ま た は 細 胞 膜 で 発
現 さ れ る 。 別 の 態 様 で は 、 細 胞 は 真 核 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 お よ び ヒ ト の 胃 腸 管 由 来 の 味 覚 伝 達 Gタ ン パ ク 質 共 役 受 容
体 フ ァ ミ リ ー を コ ー ド す る 新 規 の 核 酸 配 列 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 舌 外 の GI管 に 存 在
す る 公 知 の T2Rホ モ ロ グ の 同 一 性 お よ び い く つ か の 部 分 的 に 特 徴 付 け ら れ た T2Rフ ラ グ メ ン
ト の 全 配 列 を 初 め て 提 供 す る 。 こ れ ら の 核 酸 お よ び こ れ ら が コ ー ド す る 受 容 体 を 、 胃 腸 味
覚 受 容 体 に つ い て は 「 GT2R」 と い い 、 GT2R-s（ STC-1細 胞 由 来 の 配 列 番 号 ： 1～ 14） 、 GT2R
-m（ マ ウ ス GI粘 膜 由 来 の 配 列 番 号 ： 15～ 30） 、 GT2R-r（ ラ ッ ト GI粘 膜 由 来 の 配 列 番 号 ： 31
～ 68） 、 お よ び GT2R-h（ ヒ ト GI cDNA由 来 の 配 列 番 号 ： 69～ 90） と 命 名 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ れ ら の 特 異 的 GT2Rお よ び そ の 一 次 共 役 Gタ ン パ ク 質 Gα t お よ び Gα g u s t は 、 味 覚 伝 達 経
路 の 構 成 要 素 で あ る （ 実 施 例 1を 参 照 の こ と ） 。 こ れ ら の 核 酸 は 、 特 に GI管 ま た は 細 胞 株
で 発 現 す る の で 、 味 覚 細 胞 の 同 定 の た め の 価 値 あ る プ ロ ー ブ を 提 供 す る 。 例 え ば 、 GT2Rポ
リ ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 の プ ロ ー ブ を 使 用 し て 、 腸 管 ニ ュ ー ロ ン な ど の 化 学 感 覚 細 胞
ま た は 特 異 的 内 分 泌 細 胞 （ 例 え ば 、 腸 ク ロ ム 親 和 性 （ EC） 細 胞 、 腸 ク ロ ム 親 和 性 様 （ EC）
細 胞 、 お よ び CCK産 生 I細 胞 ） の サ ブ セ ッ ト を 同 定 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 核 酸 お よ び
こ れ ら が コ ー ド す る タ ン パ ク 質 を 、 味 覚 誘 導 性 挙 動 の 分 析 の た め の プ ロ ー ブ と し て 使 用 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 こ れ ら の 新 規 の GT2Rの リ ガ ン ド /モ ジ ュ レ ー タ ー （ 例 え ば 、 ア ク チ ベ ー
タ ー 、 イ ン ヒ ビ タ ー 、 ス テ ィ ミ ュ レ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 ア ゴ ニ ス ト 、 お よ び ア ン タ ゴ
ニ ス ト ） の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。 味 覚 伝 達 の こ の よ う な モ ジ ュ レ ー タ ー は 、 味
覚 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 薬 理 学 的 お よ び 遺 伝 学 的 調 整 に 有 用 で あ る 。 こ れ ら の ス ク リ ー ニ ン
グ 方 法 を 使 用 し て 、 GI化 学 感 覚 細 胞 活 性 の 高 親 和 性 ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同
定 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 こ れ ら の 調 整 化 合 物 を 、 腸 内 で の 味 覚 を カ ス タ マ イ ズ す る
た め に 食 品 工 業 お よ び 医 薬 品 工 業 で 使 用 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 GT2R
が シ グ ナ ル 伝 達 に 対 す る モ ジ ュ レ ー タ ー 効 果 の た め の 直 接 ま た は 間 接 的 受 容 体 分 子 と し て
作 用 す る 、 味 覚 調 整 ア ッ セ イ を 提 供 す る 。 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ 、 イ ン ビ ボ 、 お よ び エ ク ス
ビ ボ に お け る 、 イ オ ン 濃 度 、 膜 電 位 、 電 流 、 イ オ ン の 流 れ 、 転 写 、 シ グ ナ ル 伝 達 、 受 容 体
-リ ガ ン ド 相 互 作 用 、 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー 濃 度 の 変 化 を 測 定 す る た め に 、 GT2Rを ア ッ セ イ
で 使 用 す る こ と が で き る 。 1つ の 態 様 で は 、 GT2Rを 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 な ど の 第 2の レ ポ
ー タ ー 分 子 へ の 結 合 を 介 す る 間 接 的 レ ポ ー タ ー と し て 使 用 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Mi
stili＆ Spector、 Nature Biotechnology、 15、 961～ 964、 1997を 参 照 の こ と ） 。 別 の 態 様
で は 、 細 胞 中 で GT2Rが 発 現 し 、 GT2R活 性 を 介 し た シ グ ナ ル 伝 達 の 調 整 を 、 Ca 2 ＋ レ ベ ル の
変 化 の 測 定 に よ っ て ア ッ セ イ す る （ 実 施 例 2を 参 照 の こ と ） 。
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【 ０ ０ １ ９ 】
　 味 覚 伝 達 の モ ジ ュ レ ー タ ー の ア ッ セ イ 方 法 に は 、 GT2R-S1、 膜 貫 通 ド メ イ ン な ど の そ の
一 部 、 ま た は 1つ も し く は 複 数 の GT2R-S1ド メ イ ン を 含 む キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 使 用 す る イ ン
ビ ト ロ リ ガ ン ド 結 合 ア ッ セ イ ;組 織 培 養 細 胞 GT2R-S1発 現 ;GT2R-S1の 転 写 活 性 化 ;GT2Rの リ
ン 酸 化 お よ び 脱 リ ン 酸 化 ;GT2Rへ の Gタ ン パ ク 質 結 合 ;リ ガ ン ド 結 合 ア ッ セ イ ;電 圧 ;膜 電 位
お よ び 膜 コ ン ダ ク タ ン ス の 変 化 ;イ オ ン 流 ア ッ セ イ ;cAMPお よ び イ ノ シ ト ー ル 三 リ ン 酸 な ど
の 細 胞 内 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー の 変 化 ;細 胞 内 カ ル シ ウ ム レ ベ ル の 変 化 ;お よ び ホ ル モ ン ま た
は 神 経 伝 達 物 質 の 放 出 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 最 後 に 、 本 発 明 は 、 味 覚 伝 達 制 御 の 調 査 お よ び 味 覚 受 容 体 細 胞 の 特 異 的 同 定 を 可 能 に す
る GT2R-S1核 酸 お よ び タ ン パ ク 質 発 現 の 検 出 方 法 を 提 供 す る 。 GT2R-S1は 、 EC、 ECL、 お よ
び /ま た は CCK産 生 I細 胞 な ど の 化 学 感 覚 内 分 泌 細 胞 の 下 位 集 団 の 同 定 用 の 核 酸 プ ロ ー ブ と
し て 有 用 で あ る 。 GT2R-S1受 容 体 を 使 用 し て 、 味 覚 内 分 泌 細 胞 の 同 定 に 有 用 な ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る こ と も で き る 。 mRNAの 逆 転 写 お よ び 増 幅 、
総 RNAも し く は ポ リ A＋ RNAの 単 離 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 、 RNア ー ゼ 保 護 、 プ ロ ー ビ ン グ DNAマ イ ク ロ チ ッ プ ア レ イ 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ
ッ ト な ど の 技 術 を 使 用 し て こ れ ら の 細 胞 を 同 定 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 GT2R遺 伝 子 は 、 巨 大 な 苦 味 覚 受 容 体 T2Rフ ァ ミ リ ー の 一 部 で あ る 。 哺 乳 動 物 ゲ ノ ム で は
、 ほ と ん ど の T2R遺 伝 子 は 、 い く つ か の 遺 伝 子 ク ラ ス タ ー の う ち の 1つ に 存 在 す る 。 例 え ば
、 マ ウ ス 第 6染 色 体 に は 、 7、 6、 お よ び 27個 の 遺 伝 子 （ お よ び 偽 遺 伝 子 ） を 含 む 3つ の 遺 伝
子 ク ラ ス タ ー が 同 定 さ れ て い る 。 ヒ ト で は 、 第 12染 色 体 上 に 見 出 さ れ た 2つ の 遺 伝 子 ク ラ
ス タ ー は 14個 お よ び 5個 の 遺 伝 子 を 含 み 、 第 7染 色 体 上 に 存 在 す る 別 の ク ラ ス タ ー は 10個 の
遺 伝 子 を 含 ん で い る 。 マ ウ ス お よ び ヒ ト ゲ ノ ム は そ れ ぞ れ 少 な く と も 40～ 50種 の 異 な る T2
R遺 伝 子 を 含 み 得 る こ と が 推 定 さ れ て い る 。 GT2Rを コ ー ド す る 遺 伝 子 の 染 色 体 局 在 化 を 使
用 し て 、 ヒ ト に お け る GT2Rに 関 連 す る 疾 患 、 代 謝 障 害 、 お よ び 形 質 を 同 定 し 、 罹 患 個 体 を
よ り 良 好 に 予 防 お よ び 治 療 す る 栄 養 補 助 食 品 お よ び 遺 伝 子 タ ー ゲ テ ィ ン グ 研 究 の た め の 動
物 モ デ ル を 開 発 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 機 能 的 に は 、 GT2Rは 、 Gタ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 す る 苦 味 覚 伝 達 に 関 与 す る 7回 膜 貫 通 Gタ
ン パ ク 質 共 役 受 容 体 （ 味 覚 シ グ ナ ル 伝 達 を 媒 介 す る た め の Gα t ま た は Gα g u s t ） を 示 す （
例 え ば 、 Fong、 Cell Signal、 8、 217、 1996;Baldwin、 Curr.Opin.Cell Biol.、 6、 180、 1
994、 お よ び 実 施 例 3を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 構 造 的 に は 、 GT2Rの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 例 え ば 、 マ ウ ス 由 来 の 配 列 番 号 ： 1、 3、 5、 ま
た は 7を 参 照 の こ と ） は 、 推 定 分 子 量 が 約 38kDaお よ び 推 定 範 囲 が 35～ 40kDaの 約 300～ 350
個 の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ： 2を 参 照 の こ と ） 。 同 種
由 来 の GT2R遺 伝 子 は 、 少 な く と も 約 25ア ミ ノ 酸 長 、 選 択 的 に 50～ 100ア ミ ノ 酸 長 の 領 域 に
わ た っ て 、 少 な く と も 約 50％ の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 共 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 GT2Rメ ン バ ー は 、 GI管 で の 発 現 が 異 な る 。 mT2R19と 同 様 に 、 GT2R-S1は 幽 門 、 胃 底 、 お
よ び 十 二 指 腸 で 豊 富 に 発 現 し 、 GT2R-S7は こ れ ら の 組 織 中 に 中 程 度 に 豊 富 な 配 列 で あ る 。
他 方 で は 、 GT2R-S2は あ ま り 豊 富 で は な く 、 mT2R21は STC-1お よ び 胃 粘 膜 で ほ と ん ど 発 現 し
な い （ 実 施 例 1お よ び 4を 参 照 の こ と ） 。 核 酸 プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー の 提 供 に 加 え て 、
本 発 明 は ま た 、 GI管 お よ び STC-1細 胞 株 に お け る Gα t - 2 ま た は Gα g u s t 発 現 細 胞 中 で の T2R
転 写 の GI特 異 的 発 現 を モ ニ タ ー す る た め に 使 用 す る こ と が で き る GT2Rプ ロ モ ー タ ー の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 mT2R5に お け る 4個 の ア ミ ノ 酸 の 相 違 に よ り 、 シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド 知 覚 種 （ taster） （ DBA/
2J） と 非 知 覚 種 （ non-taster） （ C57BL/6J） に 分 か れ る こ と が 報 告 さ れ て い る （ Chandras
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hekarら 、 Cell、 100、 703～ 711、 2000） 。 本 発 明 は ま た 、 本 明 細 書 中 に 提 供 し た GT2Rタ ン
パ ク 質 の 多 型 バ リ ア ン ト を 提 供 す る 。 例 え ば 、 GT2R-S2は 、 11個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 さ れ た m
T2R23と 高 度 に 相 同 で あ り 、 GT2R-S7は 2個 の ア ミ ノ 酸 の み を 変 化 さ せ る と mT2R2と 同 一 で あ
る 。 部 分 配 列 GT2R-S5-1は 、 5個 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 さ れ て い る mT2R7と 密 接 に 関 連 す る 。 し
た が っ て 、 味 覚 シ グ ナ ル 伝 達 を 増 強 ま た は 除 去 す る こ と が で き る 天 然 の バ リ ア ン ト ま た は
ミ ュ ー タ ン ト に お け る 重 要 な 残 基 の 同 定 に よ り 、 味 分 子 を 改 変 す る た め の 有 用 な 標 的 が 得
ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 GT2R発 現 STC-1細 胞 系 の 同 定 に よ り 、 リ ガ ン ド 結 合 、 Gタ ン パ ク 質 の 共 役 お よ び 活 性 化 、
リ ン 酸 化 お よ び 脱 リ ン 酸 化 、 細 胞 内 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー 、 ホ ル モ ン 放 出 を 測 定 す る た め の
イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ を 使 用 し た 、 味 覚 伝 達 物 質 （ 特 に 、 苦 味 物 質 ） と し て の T2Rの イ ン ヒ
ビ タ ー お よ び ア ク チ ベ ー タ ー の ス ク リ ー ニ ン グ 手 段 も 提 供 さ れ る （ 実 施 例 5を 参 照 の こ と
） 。 こ の よ う な ア ク チ ベ ー タ ー お よ び イ ン ヒ ビ タ ー は 、 味 の 改 変 お よ び 栄 養 価 の 付 加 に 有
用 な 医 薬 品 お よ び 食 用 薬 剤 （ food agent） で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
II.定 義
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 以 下 の 用 語 は 、 特 記 し な い 限 り 、 こ れ ら の 用 語 に 対 し て 記 載
し た 意 味 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 「 胃 腸 内 分 泌 細 胞 」 は 、 胃 腺 お よ び 腸 腺 に 存 在 す る ホ ル モ ン お よ び 神 経 伝 達 物 質 産 生 細
胞 （ 例 え ば 、 腸 ク ロ ム 親 和 性 （ EC） 細 胞 、 腸 ク ロ ム 親 和 性 様 （ ECL） 細 胞 、 お よ び コ レ シ
ス ト キ ニ ン 産 生 I細 胞 、 ま た は 腫 瘍 細 胞 STC-1） で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 「 GT2R」 は 、 胃 腸 味 覚 受 容 体 を 示 し 、 STC-1お よ び GI組 織 中 に 特 異 的 に 発 現 す る Gタ ン パ
ク 質 共 役 受 容 体 を い う 。 こ の よ う な 化 学 感 覚 細 胞 は 、 Gα g u s t （ 味 細 胞 特 異 的 Gタ ン パ ク 質
） な ど の 特 異 的 分 子 を 発 現 す る の で 、 同 定 す る こ と が で き る （ McLaughinら 、 Nature、 357
、 563～ 569、 1992） 。 形 態 学 に 基 づ い て 内 分 泌 細 胞 を 同 定 す る こ と も で き る （ Norlenら 、
J.Histochem.Cytochem.、 49、 9～ 18、 2001） 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 GT2Rは 、 「 Gタ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 活 性 」 （ 例 え ば 、 細 胞 外 刺 激 に 応 答 し て Gタ ン パ ク 質
に 結 合 し 、 ホ ス ホ リ パ ー ゼ C（ PLC） お よ び ア デ ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ な ど の 酵 素 刺 激 を 介 し て
イ ノ シ ト ー ル 三 リ ン 酸 （ IP3） 、 cAMP、 お よ び Ca 2 ＋ な ど の 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー の 産 生 を 促
進 す る ） を 有 す る 7回 膜 貫 通 領 域 を 有 す る GPCRを コ ー ド す る （ GPCRの 構 造 お よ び 機 能 の 説
明 に つ い て は 、 例 え ば 、 Fong、 前 記 お よ び Baldwin、 前 記 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 し た が っ て 、 「 GT2R」 と い う 用 語 は 、 （ 1） 約 25個 の ア ミ ノ 酸 、 選 択 的 に 50～ 100個 の ア
ミ ノ 酸 範 囲 （ window） に わ た っ て 配 列 番 号 ： 2、 配 列 番 号 ： 4、 配 列 番 号 ： 6、 配 列 番 号 ： 8
と 約 60％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る 、 （ 2） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン 条 件 下 で 、 配 列 番 号 ： 1、 配 列 番 号 ： 3、 配 列 番 号 ： 5、 配 列 番 号 ： 7、 お よ び こ れ ら の
保 存 的 に 改 変 さ れ た バ リ ア ン ト か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 と 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る （ 少 な く と も 約 500、 選 択 的 に 少 な く と も 約 900ヌ ク レ オ チ ド の サ イ ズ を 有 す る ） 、 ま
た は （ 3） ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で 、 配 列 番 号 ： 1、 配 列 番 号
： 3、 配 列 番 号 ： 5、 配 列 番 号 ： 7を コ ー ド す る 縮 重 プ ラ イ マ ー セ ッ ト と 同 一 の 配 列 と 特 異
的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る プ ラ イ マ ー に よ っ て 増 幅 さ れ る 、 多 型 バ リ ア ン ト 、 対 立 遺 伝 子 、
ミ ュ ー タ ン ト 、 お よ び 種 間 ホ モ ロ グ を い う 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 形 態 的 に は 、 味 覚 GPCRは 、 短 い N末 端 「 細 胞 外 ド メ イ ン 」 、 7回 膜 貫 通 領 域 お よ び 対 応 す
る 細 胞 質 ル ー プ お よ び 細 胞 外 ル ー プ を 含 む 「 膜 貫 通 ド メ イ ン 」 、 お よ び C末 端 「 細 胞 質 ド
メ イ ン 」 を 有 す る （ Buck＆ Axel、 Cell、 65、 175～ 187、 1991を 参 照 の こ と ） 。 疎 水 性 お よ
び 親 水 性 ド メ イ ン を 同 定 す る 配 列 分 析 プ ロ グ ラ ム な ど の 当 業 者 に 公 知 の 方 法 を 使 用 し て こ
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れ ら の ド メ イ ン を 構 造 的 に 同 定 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Kyte＆ Doolittle、 J.Mol.Bio
l.、 157、 105～ 132、 1982を 参 照 の こ と ） 。 こ の よ う な ド メ イ ン は 、 本 発 明 の キ メ ラ タ ン
パ ク 質 の 作 製 お よ び イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 「 細 胞 外 ド メ イ ン 」 は 、 細 胞 膜 か ら 突 出 し て 細 胞 の 外 部 表 面 に 曝 さ れ た GT2Rポ リ ペ プ チ
ド の ド メ イ ン を い う 。 こ の よ う な ド メ イ ン は 、 「 N末 端 ド メ イ ン 」 お よ び 膜 貫 通 ド メ イ ン
の 間 （ 例 え ば 、 膜 貫 通 領 域 2と 3と の 間 お よ び 膜 貫 通 領 域 4と 5と の 間 ） の 「 細 胞 外 ル ー プ 」
を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 7回 膜 貫 領 域 を 含 む 「 膜 貫 通 ド メ イ ン 」 は 、 原 形 質 膜 内 に 存 在 す る GT2Rポ リ ペ プ チ ド の
ド メ イ ン を い う 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 「 細 胞 質 ド メ イ ン 」 は 、 細 胞 の 内 側 に 面 す る GT2Rポ リ ペ プ チ ド の ド メ イ ン を い う 。 こ の
よ う な ド メ イ ン は 、 「 C末 端 ド メ イ ン 」 お よ び 膜 貫 通 ド メ イ ン の 間 （ 例 え ば 、 膜 貫 通 領 域 1
と 2と の 間 お よ び 膜 貫 通 領 域 3と 4と の 間 ） の 「 細 胞 内 ル ー プ 」 を 含 む 。 「 C末 端 ド メ イ ン 」
は 、 最 後 の 膜 貫 通 ド メ イ ン の 末 端 か ら ポ リ ペ プ チ ド の C末 端 に わ た る 領 域 を い う 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 「 GPCR活 性 」 は 、 GPCRが 味 覚 シ グ ナ ル を 伝 達 す る 能 力 を い う 。 こ の よ う な 活 性 を 、 Gタ
ン パ ク 質 、 G g u s t 、 ま た は Gα 1 5 な ど の 無 差 別 な （ promiscuous） Gタ ン パ ク 質 、 お よ び PLC
な ど の 酵 素 へ の GPCRへ の 共 役 お よ び 使 用 す る 細 胞 内 カ ル シ ウ ム の 増 加 の 測 定 に よ っ て 、 GP
CRを 発 現 す る 天 然 の 細 胞 株 （ 例 え ば 、 SCT-1） お よ び 異 種 細 胞 で 測 定 す る こ と が で き る （ O
ffermans＆ Simon、 J.Biol.Chem.、 270、 15175～ 15180、 1995） 。 受 容 体 活 性 を 、 蛍 光 Ca 2 ＋

指 示 色 素 お よ び 蛍 光 画 像 化 を 使 用 し た ［ Ca 2 ＋ ］ i の リ ガ ン ド 誘 導 変 化 の 記 録 に よ っ て 有 効
に 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 GT2R媒 介 シ グ ナ ル 伝 達 を 調 整 す る 化 合 物 を 試 験 す る た め の ア ッ セ イ の 文 脈 で の 句 「 機 能
的 効 果 」 に は 、 受 容 体 の 影 響 下 で の 間 接 的 ま た は 直 接 的 な 、 例 え ば 、 機 能 的 、 物 理 的 、 お
よ び 化 学 的 効 果 で あ る 任 意 の パ ラ メ ー タ ー の 決 定 が 含 ま れ る 。 こ れ に は 、 イ ン ビ ト ロ 、 イ
ン ビ ボ 、 お よ び エ ク ス ビ ボ で の 、 リ ガ ン ド 結 合 、 イ オ ン 流 の 変 化 、 膜 電 位 、 電 流 、 転 写 、
Gタ ン パ ク 質 結 合 、 受 容 体 の リ ン 酸 化 も し く は 脱 リ ン 酸 化 、 受 容 体 の 内 在 化 お よ び 再 分 布
、 受 容 体 -リ ガ ン ド 相 互 作 用 、 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー 濃 度 （ 例 え ば 、 cAMP、 IP3、 ま た は 細 胞
内 Ca 2 ＋ ） が 含 ま れ 、 神 経 伝 達 物 質 も し く は ホ ル モ ン 放 出 の 増 減 な ど の 他 の 生 理 学 的 効 果
も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 「 機 能 的 効 果 の 決 定 」 は 、 GT2Rの 影 響 下 で の 間 接 的 ま た は 直 接 的 な 、 例 え ば 、 機 能 的 、
物 理 的 、 お よ び 化 学 的 効 果 で あ る パ ラ メ ー タ ー を 増 減 さ せ る 化 合 物 の ア ッ セ イ を 意 味 す る
。 こ の よ う な 機 能 的 効 果 を 、 当 業 者 に 公 知 の 任 意 の 手 段 （ 例 え ば 、 分 光 学 的 特 徴 （ 例 え ば
、 蛍 光 、 吸 光 度 、 屈 折 率 ） の 変 化 、 水 力 学 的 特 性 （ 例 え ば 、 形 状 ） 、 ク ロ マ ト グ ラ フ 特 性
、 ま た は 可 溶 性 、 パ ッ チ ク ラ ン ピ ン グ 、 電 位 感 受 性 色 素 、 細 胞 全 体 の 電 流 （ whole cell c
urrent） 、 放 射 性 同 位 体 の 流 出 、 誘 導 性 マ ー カ ー 、 組 織 培 養 細 胞 GT2R発 現 ;GT2Rの 転 写 活
性 化 ;リ ガ ン ド 結 合 ア ッ セ イ ;電 圧 、 膜 電 位 、 お よ び 伝 導 性 の 変 化 ;イ オ ン 流 ア ッ セ イ ;cAMP
お よ び IP3な ど の 細 胞 内 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー の 変 化 ;細 胞 内 カ ル シ ウ ム レ ベ ル の 変 化 ;ホ ル
モ ン お よ び 神 経 伝 達 物 質 の 放 出 な ど ） に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 GT2Rの 「 イ ン ヒ ビ タ ー 」 、 「 ア ク チ ベ ー タ ー 」 、 お よ び 「 モ ジ ュ レ ー タ ー 」 は 、 イ ン ビ
ト ロ お よ び イ ン ビ ボ シ グ ナ ル 伝 達 ア ッ セ イ を 使 用 し て 同 定 さ れ る 、 阻 害 、 活 性 化 、 ま た は
調 整 分 子 （ 例 え ば 、 リ ガ ン ド 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 お よ び そ の ホ モ ロ グ お よ び
模 倣 物 ） を い う た め に 交 換 可 能 に 使 用 さ れ る 。 イ ン ヒ ビ タ ー は 、 例 え ば 、 結 合 し て 、 味 覚
伝 達 の 刺 激 を 部 分 的 も し く は 全 体 的 に 遮 断 す る か 、 活 性 化 を 減 少 す る か 、 防 止 す る か 、 遅
ら せ る か 、 不 活 化 さ せ る か 、 脱 感 作 す る か 、 下 方 制 御 す る 化 合 物 （ 例 え ば 、 ア ン タ ゴ ニ ス
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ト ） で あ る 。 ア ク チ ベ ー タ ー は 、 例 え ば 、 結 合 し て 味 覚 伝 達 の 活 性 化 を 刺 激 す る か 、 増 加
さ せ る か 、 広 げ る か 、 活 性 化 す る か 、 促 進 す る か 、 増 強 す る か 、 感 作 す る か 、 上 方 制 御 す
る 化 合 物 （ 例 え ば 、 ア ゴ ニ ス ト ） で あ る 。 モ ジ ュ レ ー タ ー に は 、 例 え ば 、 ア ク チ ベ ー タ ー
ま た は イ ン ヒ ビ タ ー に 結 合 す る 細 胞 外 タ ン パ ク 質 ;Gタ ン パ ク 質 ;キ ナ ー ゼ （ 例 え ば 、 ロ ド
プ シ ン キ ナ ー ゼ お よ び 受 容 体 の 不 活 化 お よ び 脱 感 作 に 関 与 す る β ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 受 容
体 キ ナ ー ゼ の ホ モ ロ グ ） ;な ら び に 受 容 体 を 不 活 化 お よ び 脱 感 作 す る ア レ ス チ ン 様 タ ン パ
ク 質 と の 受 容 体 の 相 互 作 用 を 変 化 さ せ る 化 合 物 が 含 ま れ る 。 モ ジ ュ レ ー タ ー に は 、 例 え ば
、 活 性 が 変 化 し た GT2Rの 遺 伝 子 改 変 異 形 な ら び に 天 然 お よ び 合 成 の リ ガ ン ド 、 ア ン タ ゴ ニ
ス ト 、 ア ゴ ニ ス ト 、 お よ び 化 学 的 小 分 子 な ど が 含 ま れ る 。 こ の よ う な イ ン ヒ ビ タ ー お よ び
ア ク チ ベ ー タ ー ア ッ セ イ に は 、 例 え ば 、 細 胞 ま た は 細 胞 膜 で の GT2Rの 発 現 、 推 定 モ ジ ュ レ
ー タ ー 化 合 物 の 適 用 、 お よ び 上 記 の 味 覚 伝 達 に 対 す る 機 能 的 効 果 の 決 定 が 含 ま れ る 。 潜 在
的 な ア ク チ ベ ー タ ー 、 イ ン ヒ ビ タ ー 、 ま た は モ ジ ュ レ ー タ ー で 処 理 し た GT2Rを 含 む サ ン プ
ル ま た は ア ッ セ イ を 、 阻 害 範 囲 を 試 験 す る た め に イ ン ヒ ビ タ ー 、 ア ク チ ベ ー タ ー 、 ま た は
モ ジ ュ レ ー タ ー を 含 ま な い 対 照 サ ン プ ル と 比 較 す る 。 対 照 サ ン プ ル （ イ ン ヒ ビ タ ー で 未 処
理 ） に 、 100％ の 相 対 GT2R活 性 値 を 割 り 当 て る 。 GT2R活 性 の 値 が 対 照 と 比 較 し て 約 50％ ま
た は そ れ 以 下 で あ る 場 合 、 GT2Rの 有 意 な 阻 害 が 達 成 さ れ た と す る 。 GT2R活 性 の 値 が 対 照 と
比 較 し て 150％ 、 選 択 的 に 200～ 500％ ま た は そ れ 以 上 で あ る 場 合 、 GT2Rの 有 意 な 活 性 化 が
達 成 さ れ た と す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 特 に 示 さ な い 限 り 、 特 定 の 核 酸 配 列 は 、 明 確 に 示 さ れ た 配 列 に 加 え て 、 保 存 的 に 改 変 さ
れ た バ リ ア ン ト （ 例 え ば 、 縮 重 コ ド ン 置 換 ） お よ び 相 補 配 列 も 暗 黙 の う ち に 含 む 。 詳 細 に
は 、 1つ ま た は 複 数 の 選 択 さ れ た （ ま た は 全 て の ） コ ド ン の 第 3の 位 置 を 、 混 合 し た 塩 基 お
よ び /ま た は デ オ キ シ イ ノ シ ン 残 基 と 置 換 し た 配 列 を 作 製 す る こ と に よ っ て 、 縮 重 コ ド ン
置 換 を 行 う こ と が で き る （ Batzerら 、 Nucleic Acid Res.、 19、 5081、 1991;Ohtsukaら 、 J
.Biol.Chem.、 260、 2605～ 2608、 1985;Rossoliniら 、 Mol.Cell.Probes、 8、 91～ 98、 1994
） 。 「 核 酸 」 と い う 用 語 を 、 遺 伝 子 、 cDNA、 mRNA、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド と 交 換 可 能 に 使 用 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 、 「 ペ プ チ ド 」 、 お よ び 「 タ ン パ ク 質 」 と い う 用 語 を 、 ア ミ ノ 酸 残 基
の ポ リ マ ー を い う た め に 本 明 細 書 中 で 交 換 可 能 に 使 用 す る 。 こ の 用 語 は 、 1つ ま た は 複 数
の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 対 応 す る 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 の 人 為 的 な 化 学 的 模 倣 物 で あ る 、 ア
ミ ノ 酸 ポ リ マ ー 、 な ら び に 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 ポ リ マ ー 、 お よ び 天 然 に 存 在 し な い ア
ミ ノ 酸 ポ リ マ ー に 適 用 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 「 ア ミ ノ 酸 」 と い う 用 語 は 、 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 お よ び 合 成 ア ミ ノ 酸 、 な ら び に 天
然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 と 類 似 の 様 式 で 機 能 す る ア ミ ノ 酸 ア ナ ロ グ お よ び ア ミ ノ 酸 模 倣 物 を
い う 。 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 は 、 遺 伝 コ ー ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 、 な ら び に
そ の 後 例 え ば ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン 、 y-カ ル ボ キ シ グ ル タ ミ ン 酸 、 お よ び O-ホ ス ホ セ リ ン で
修 飾 さ れ た ア ミ ノ 酸 で あ る 。 ア ミ ノ 酸 ア ナ ロ グ は 、 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 と 同 じ 基 本 的
化 学 構 造 を 有 す る 化 合 物 （ す な わ ち 、 水 素 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 ア ミ ノ 基 、 お よ び R基 （ 例
え ば 、 ホ モ セ リ ン 、 ノ ル ロ イ シ ン 、 メ チ オ ニ ン ス ル ホ キ シ ド 、 メ チ オ ニ ン メ チ ル ス ル ホ ニ
ウ ム ） に 結 合 し た 炭 素 ） を い う 。 こ の よ う な ア ナ ロ グ は 、 修 飾 R基 （ 例 え ば 、 ノ ル ロ イ シ
ン ） ま た は 修 飾 ペ プ チ ド 骨 格 を 有 す る が 、 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 と 同 じ 基 本 的 化 学 構 造
を 保 持 し て い る 。 ア ミ ノ 酸 模 倣 物 は 、 ア ミ ノ 酸 の 全 体 的 な 化 学 構 造 は 異 な る が 、 天 然 に 存
在 す る ア ミ ノ 酸 と 類 似 の 様 式 で 機 能 す る 構 造 を 有 す る 化 合 物 を い う 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 一 般 的 に 公 知 の 3文 字 表 記 ま た は IUPAC-IUB生 化 学 命 名 委 員 会 が 推 奨
す る 1文 字 表 記 に よ っ て ア ミ ノ 酸 を 表 す こ と が あ る 。 同 様 に 、 一 般 的 に 認 め ら れ て い る 一
文 字 コ ー ド に よ っ て ヌ ク レ オ チ ド を 表 す こ と が あ る 。 「 保 存 的 に 修 飾 さ れ た バ リ ア ン ト 」
を 、 ア ミ ノ 酸 配 列 お よ び 核 酸 配 列 の 両 方 に 適 用 す る 。 特 定 の 核 酸 配 列 に 関 し て 、 保 存 的 に
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修 飾 さ れ た バ リ ア ン ト は 、 同 一 も し く は 本 質 的 に 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 を
い う か 、 核 酸 が ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド し な い 場 合 、 本 質 的 に 同 一 の 配 列 を い う 。 遺 伝 コ ー
ド の 縮 重 に よ り 、 多 数 の 機 能 的 に 同 一 の 核 酸 が 任 意 の 所 与 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 例
え ば 、 コ ド ン GCA、 GCC、 GCG、 お よ び GCUは 全 て ア ミ ノ 酸 ア ラ ニ ン を コ ー ド す る 。 し た が っ
て 、 ア ラ ニ ン が コ ド ン に よ っ て 特 定 さ れ る 全 て の 位 置 で 、 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 変
化 さ せ る こ と な く 、 コ ド ン を 任 意 の 対 応 す る 記 載 の コ ド ン に 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 こ
の よ う な 核 酸 の バ リ エ ー シ ョ ン は 、 保 存 的 に 修 飾 さ れ た バ リ エ ー シ ョ ン の 一 種 で あ る 「 サ
イ レ ン ト バ リ エ ー シ ョ ン 」 で あ る 。 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 本 明 細 書 中 の 各 核 酸 配 列 は
、 核 酸 の 全 て の 可 能 な サ イ レ ン ト バ リ エ ー シ ョ ン も 説 明 す る 。 当 業 者 は 、 核 酸 中 の 各 コ ド
ン （ 通 常 メ チ オ ニ ン の み の コ ド ン で あ る AUGお よ び 通 常 ト リ プ ト フ ァ ン の み の コ ド ン で あ
る TGGを 除 く ） を 修 飾 し て 機 能 的 に 同 一 の 分 子 を 得 る こ と が で き る こ と を 認 識 す る 。 し た
が っ て 、 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 各 サ イ レ ン ト バ リ エ ー シ ョ ン が 記 載 の 各 配 列 中
に 潜 在 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 し て 、 当 業 者 は 、 コ ー ド さ れ た 配 列 の 1つ の ア ミ ノ 酸 ま た は 少 数 の ア
ミ ノ 酸 を 変 化 、 添 加 、 ま た は 欠 失 さ せ る 核 酸 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は タ ン パ ク
質 配 列 の 各 置 換 、 欠 失 、 ま た は 付 加 は 、 変 化 に よ っ て ア ミ ノ 酸 が 化 学 的 に 類 似 の ア ミ ノ 酸
に 置 換 さ れ る 「 保 存 的 に 修 飾 さ れ た バ リ ア ン ト 」 で あ る こ と を 認 識 す る 。 機 能 的 に 類 似 の
ア ミ ノ 酸 を 提 供 す る 保 存 的 置 換 表 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 こ の よ う な 保 存 的
に 修 飾 さ れ た バ リ ア ン ト は 、 本 発 明 の 多 型 バ リ ア ン ト 、 種 間 ホ モ ロ グ 、 お よ び 対 立 遺 伝 子
に 加 え ら れ る が 、 排 他 的 で は な い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 「 核 酸 プ ロ ー ブ ま た は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 を 、 1つ ま た は
複 数 の 化 学 結 合 型 、 通 常 相 補 的 塩 基 対 合 、 通 常 水 素 結 合 形 成 に よ っ て 相 補 配 列 の 標 的 核 酸
に 結 合 す る こ と が で き る 核 酸 と 定 義 す る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 、 「 プ ロ ー ブ 」 は 、 天
然 （ す な わ ち 、 A、 G、 C、 ま た は T） ま た は 修 飾 塩 基 （ 7-デ ア ザ グ ア ノ シ ン 、 イ ノ シ ン な ど
） を 含 み 得 る 。 さ ら に 、 プ ロ ー ブ 中 の 塩 基 を 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 妨 害 し な い 限 り
、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 以 外 の 結 合 に よ っ て 連 結 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 例 え ば
、 プ ロ ー ブ は 、 構 成 塩 基 が ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 で は な く ペ プ チ ド 結 合 に よ っ て 結 合 さ れ
た ペ プ チ ド 核 酸 で あ り 得 る 。 プ ロ ー ブ は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の ス ト リ ン ジ ェ ン
シ ー に 依 存 し て プ ロ ー ブ 配 列 と 完 全 な 相 補 性 を 欠 く 標 的 配 列 に 結 合 し う る こ と が 当 業 者 に
理 解 さ れ る 。 プ ロ ー ブ は 、 同 位 体 、 発 色 団 、 発 光 団 、 色 素 原 で 選 択 的 に 直 接 標 識 さ れ る か
、 後 に ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 複 合 体 が 結 合 し う る ビ オ チ ン な ど で 間 接 的 に 標 識 さ れ る 。 プ ロ
ー ブ の 有 無 の ア ッ セ イ に よ り 、 選 択 し た 配 列 ま た は サ ブ シ ー ケ ン ス （ subsequence） の 有
無 を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 「 組 換 え 」 と い う 用 語 は 、 例 え ば 、 細 胞 、 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 ま た は ベ ク タ ー に 関 し て
使 用 す る 場 合 、 細 胞 、 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 ま た は ベ ク タ ー を 、 異 種 核 酸 も し く は タ ン パ ク
質 の 導 入 ま た は 天 然 の 核 酸 も し く は タ ン パ ク 質 の 変 化 に よ っ て 改 変 す る こ と を 示 す か 、 細
胞 が こ の よ う に 改 変 さ れ た 細 胞 に 由 来 す る こ と を 示 す 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 組 換 え 細 胞
は 、 天 然 （ 非 組 換 え ） 型 の 細 胞 内 で 見 出 さ れ な い 遺 伝 子 を 発 現 す る か 、 異 常 に 発 現 さ れ る
か 、 過 小 発 現 さ れ る か 、 全 く 発 現 さ れ な い 天 然 の 遺 伝 子 を 発 現 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 「 異 種 」 と い う 用 語 は 、 核 酸 の 一 部 に 関 し て 使 用 す る 場 合 、 核 酸 が 天 然 で 互 い に 同 じ 関
係 で 見 出 さ れ な い 2つ ま た は そ れ 以 上 の サ ブ シ ー ケ ン ス を 含 む こ と を 示 す 。 例 え ば 、 核 酸
は 、 典 型 的 に は 組 換 え に よ っ て 産 生 さ れ 、 新 規 の 機 能 的 核 酸 が 得 ら れ る よ う に 配 置 さ れ た
無 関 係 の 遺 伝 子 由 来 の 2つ ま た は そ れ 以 上 の 配 列 （ 例 え ば 、 あ る 供 給 源 由 来 の プ ロ モ ー タ
ー お よ び 別 の 供 給 源 由 来 の コ ー ド 領 域 ） を 有 す る 。 同 様 に 、 異 種 タ ン パ ク 質 と は 、 タ ン パ
ク 質 が 天 然 で 互 い に 同 じ 関 係 で 見 出 さ れ な い 2つ ま た は そ れ 以 上 の サ ブ シ ー ケ ン ス を 有 す
る こ と を 示 す （ 例 え ば 、 融 合 タ ン パ ク 質 ） 。
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【 ０ ０ ４ ８ 】
　 「 プ ロ モ ー タ ー 」 を 、 核 酸 の 転 写 を 指 示 す る 核 酸 調 節 配 列 の ア レ イ と 定 義 す る 。 本 明 細
書 中 で 使 用 さ れ る 「 プ ロ モ ー タ ー 」 は 、 転 写 開 始 部 位 付 近 の 必 要 な 核 酸 配 列 を 含 む （ ポ リ
メ ラ ー ゼ II型 プ ロ モ ー タ ー の 場 合 、 TATAエ レ メ ン ト な ど ） 。 プ ロ モ ー タ ー は ま た 、 選 択 的
に 、 転 写 開 始 部 位 か ら 数 千 塩 基 対 離 れ て 存 在 し 得 る 遠 位 エ ン ハ ン サ ー ま た は リ プ レ ッ サ ー
エ レ メ ン ト を 含 む 。 「 構 成 性 」 プ ロ モ ー タ ー は 、 ほ と ん ど の 環 境 お よ び 開 発 条 件 下 で 活 性
な プ ロ モ ー タ ー で あ る 。 「 誘 導 性 」 プ ロ モ ー タ ー は 、 環 境 ま た は 開 発 調 節 下 で 活 性 な プ ロ
モ ー タ ー で あ る 。 「 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 」 と い う 用 語 は 、 核 酸 発 現 調 節 配 列 （ プ ロ モ ー
タ ー （ 転 写 因 子 結 合 部 位 の ア レ イ ） な ど ） と 第 2の 核 酸 配 列 と の 間 で の 、 発 現 調 節 配 列 が
第 2の 配 列 に 対 応 す る 核 酸 の 転 写 を 指 示 す る 機 能 的 結 合 を い う 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 「 発 現 ベ ク タ ー 」 は 、 宿 主 細 胞 中 で 特 定 の 核 酸 を 転 写 す る 一 連 の 特 定 の 核 酸 エ レ メ ン ト
を 使 用 し て 組 換 え ま た は 合 成 に よ っ て 作 製 さ れ た 核 酸 構 築 物 で あ る 。 発 現 ベ ク タ ー は 、 プ
ラ ス ミ ド 、 ウ イ ル ス 、 ま た は 核 酸 フ ラ グ メ ン ト の 一 部 で あ り 得 る 。 典 型 的 に は 、 発 現 ベ ク
タ ー は 、 プ ロ モ ー タ ー に 物 理 的 に 結 合 し た 転 写 さ れ る べ き 核 酸 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 「 同 一 」 ま た は パ ー セ ン ト 「 同 一 性 」 と い う 用 語 は 、 2つ ま た は そ れ 以 上 の 核 酸 ま た は
ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 文 脈 に お い て 、 比 較 範 囲 、 す な わ ち 以 下 の 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム の 1
つ を 使 用 す る か も し く は 手 動 の ア ラ イ ン メ ン ト お よ び 目 視 に よ っ て 測 定 し た 指 定 領 域 に お
い て 、 最 大 一 致 の た め に 比 較 お よ び 整 列 さ せ た 場 合 に 、 同 じ で あ る か 、 特 定 の パ ー セ ン テ
ー ジ で 同 じ ア ミ ノ 酸 残 基 ま た は ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る （ す な わ ち 、 特 定 の 領 域 に わ た っ て
、 70％ の 同 一 性 、 選 択 的 に 75％ 、 80％ 、 85％ 、 90％ 、 ま た は 95％ の 同 一 性 ） 、 2つ ま た は
そ れ 以 上 の 配 列 ま た は サ ブ シ ー ケ ン ス を い う 。 こ の よ う な 配 列 を 、 「 実 質 的 に 同 一 」 で あ
る と い う 。 こ の 定 義 は ま た 、 試 験 配 列 の 相 補 性 を い う 。 選 択 的 に 、 同 一 性 は 、 少 な く と も
約 50ア ミ ノ 酸 長 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 長 の 領 域 に わ た っ て 、 よ り 好 ま し く は 75～ 100ア ミ ノ
酸 長 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 長 の 領 域 に わ た っ て 存 在 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 配 列 比 較 の た め に 、 典 型 的 に は 、 1つ の 配 列 は 、 試 験 配 列 と 比 較 す る 基 準 配 列 と し て 作
用 す る 。 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し た 場 合 、 試 験 配 列 お よ び 基 準 配 列 を 、 コ ン ピ ュ ー
タ に 入 力 し 、 必 要 に 応 じ て 、 サ ブ シ ー ケ ン ス の 座 標 を 指 定 し 、 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム プ ロ グ ラ
ム の パ ラ メ ー タ を 指 定 す る 。 デ フ ォ ル ト の プ ロ グ ラ ム パ ラ メ ー タ を 使 用 し て も よ く 、 ま た
は 別 の パ ラ メ ー タ を 指 定 し て も よ い 。 次 い で 、 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム が 、 プ ロ グ ラ ム パ ラ
メ ー タ に 基 づ い て 基 準 配 列 と 比 較 し た 試 験 配 列 の パ ー セ ン ト 配 列 同 一 性 を 計 算 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 パ ー セ ン ト 配 列 同 一 性 お よ び 配 列 類 似 性 の 決 定 に 適 切 な ア ル ゴ リ ズ ム の 1つ の 例 は 、 そ
れ ぞ れ Altschulら 、 Nuc.Acids Res.、 25、 3389～ 3402、 1977お よ び Altschulら 、 J.Mol.Bi
ol.、 215、 403～ 410、 1990に 記 載 の BLASTお よ び BLAST2.0ア ル ゴ リ ズ ム で あ る 。 BLAST分 析
の た め の ソ フ ト ウ ェ ア は 、 National Center for Biotechnology Information（ http://ww
w.ncbi.nlm.nih.gov/） か ら 公 的 に 利 用 可 能 で あ る 。 こ の ア ル ゴ リ ズ ム は 、 デ ー タ ベ ー ス
配 列 中 の 同 じ 長 さ の ワ ー ド を 用 い て 整 列 さ せ た 何 ら か の 正 の 閾 値 ス コ ア Tと 適 合 す る か こ
れ を 満 た す ク エ リ ー 配 列 中 の 長 さ Wの 短 い ワ ー ド の 同 定 に よ っ て 高 ス コ ア 配 列 対 （ HSP） を
同 定 す る 工 程 を 最 初 に 含 む 。 Tは 、 隣 接 ワ ー ド の ス コ ア 閾 値 を い う （ Altschulら 、 前 記 ）
。 こ れ ら の 最 初 の 隣 接 ワ ー ド の ヒ ッ ト は 、 こ れ ら を 含 む よ り 長 い HSPを 見 出 す た め の 検 索
開 始 の 基 礎 と し て 作 用 す る 。 累 積 ア ラ イ ン メ ン ト ス コ ア が 増 加 し 得 る 限 り 、 各 配 列 に 沿 っ
た 両 方 の 方 向 に ワ ー ド ヒ ッ ト が 拡 大 さ れ る 。 パ ラ メ ー タ M（ 適 合 残 基 組 に つ い て の リ ワ ー
ド ス コ ア 、 常 に ＞ 0） お よ び N（ ミ ス マ ッ チ 残 基 に つ い て の ペ ナ ル テ ィ ス コ ア 、 常 に ＜ 0）
を 使 用 し て ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に つ い て の 累 積 ス コ ア を 計 算 す る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 の た め に 、
ス コ ア 行 列 を 使 用 し て 、 累 積 ス コ ア を 計 算 す る 。 累 積 ア ラ イ ン メ ン ト ス コ ア が そ の 最 大 達
成 値 か ら 数 量 X減 少 し た 場 合 、 1つ ま た は 複 数 の 負 の ス コ ア に す る 残 基 ア ラ イ ン メ ン ト の 蓄
積 に よ っ て 累 積 ス コ ア が 0ま た は そ れ 以 下 に な る 場 合 、 ま た は い ず れ か の 配 列 が 終 了 し た
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場 合 に 、 各 方 向 で の ワ ー ド ヒ ッ ト の 拡 大 を 停 止 す る 。 BLASTア ル ゴ リ ズ ム パ ラ メ ー タ W、 T
、 お よ び Xは 、 ア ラ イ ン メ ン ト の 感 度 お よ び ス ピ ー ド を 決 定 す る 。 BLASTNプ ロ グ ラ ム （ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 用 ） は 、 デ フ ォ ル ト と し て 、 ワ ー ド 長 （ W） 11、 期 待 値 （ E） 10、 M＝ 5、 N
＝ 4、 お よ び 両 鎖 の 比 較 を 使 用 す る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 の た め に 、 BLASTPプ ロ グ ラ ム は 、 デ フ
ォ ル ト と し て 、 ワ ー ド 長 3、 期 待 値 （ E） 10、 BLOSUM62ス コ ア 行 列 （ Henikoff ＆  Henikoff
、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA、 89、 10915、 1989を 参 照 の こ と ） 、 ア ラ イ ン メ ン ト （ B） 50、
期 待 値 （ E） 10、 M＝ 5、 N＝ 4、 お よ び 両 鎖 の 比 較 を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 BLASTア ル ゴ リ ズ ム は ま た 、 2つ の 配 列 間 の 類 似 性 の 統 計 分 析 を 行 う （ 例 え ば 、 Karlin 
＆  Altschul、 Proc.Nat’ l.Acad.Sci.USA、 90、 5873～ 5787、 1993を 参 照 の こ と ） 。 BLAST
ア ル ゴ リ ズ ム に よ っ て 得 ら れ た 類 似 性 の 1つ の 基 準 は 、 2つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は ア ミ
ノ 酸 配 列 の 間 で 偶 然 に 適 合 す る 可 能 性 の 指 標 が 得 ら れ る 最 小 総 計 の 確 率 （ smallest sum p
robability） （ P（ N） ） で あ る 。 例 え ば 、 試 験 核 酸 と 基 準 核 酸 の 比 較 に お け る 最 小 総 計 の
確 率 が 約 0.2未 満 、 よ り 好 ま し く は 約 0.01未 満 、 最 も 好 ま し く は 約 0.001未 満 で あ る 場 合 、
核 酸 を 基 準 配 列 と 類 似 す る と 見 な す 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 2つ の 核 酸 配 列 ま た は ポ リ ペ プ チ ド が 実 質 的 に 同 一 で あ る 指 標 は 、 下 記 の よ う に 第 1の 核
酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 第 2の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド に
対 し て 惹 起 さ れ た 抗 体 と 免 疫 学 的 に 交 差 反 応 性 を 示 す こ と で あ る 。 し た が っ て 、 ポ リ ペ プ
チ ド は 、 典 型 的 に は 、 例 え ば 、 2つ の ペ プ チ ド が 保 存 的 置 換 に よ っ て の み 異 な る 場 合 、 第 2
の ポ リ ペ プ チ ド と 実 質 的 に 同 一 で あ る 。 2つ の 核 酸 配 列 が 実 質 的 に 同 一 で あ る こ と の 別 の
指 標 は 、 2つ の 分 子 ま た は そ の 相 補 物 が 下 記 の よ う に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 互 い に
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る こ と で あ る 。 2つ の 核 酸 配 列 が 実 質 的 に 同 一 で あ る さ ら に 別
の 指 標 は 、 同 じ プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 配 列 を 増 幅 で き る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 「 宿 主 細 胞 」 は 、 発 現 ベ ク タ ー を 含 み 、 発 現 ベ ク タ ー の 複 製 ま た は 発 現 を 補 助 す る 細 胞
を 意 味 す る 。 宿 主 細 胞 は 、 大 腸 菌 な ど の 原 核 細 胞 、 酵 母 な ど の 真 核 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 両 生
類 細 胞 、 ま た は CHOな ど の 哺 乳 動 物 細 胞 、 お よ び HeLa細 胞 な ど （ 例 え ば 、 培 養 細 胞 、 移 植
片 、 お よ び イ ン ビ ボ で の 細 胞 ） で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 は 、 組 換 え 遺 伝 学 分 野 の 日 常 的 な 技 術 に 依 存 す る 。 本 発 明 で の 一 般 的 な 使 用 方 法
を 開 示 し た 基 礎 テ キ ス ト に は 、 Sambrookら 、 Molecular Cloning、 A Laboratory Manual、
第 2版 、 1989;Kriegler、 Gene Transfer and Expression: A Laboratory Manual、 1990;お
よ び Current Protocols in Molecular Biology、 Ausubelら 編 、 1994が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 核 酸 に つ い て 、 キ ロ ベ ー ス （ kb） ま た は 塩 基 対 （ bp） の い ず れ か で サ イ ズ を 示 す 。 こ れ
ら は 、 ア ガ ロ ー ス も し く は ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 、 配 列 決 定 さ れ た 核 酸 、 ま た は 公
開 さ れ た DNA配 列 よ り 見 積 も っ た も の で あ る 。 タ ン パ ク 質 に つ い て 、 キ ロ ダ ル ト ン （ kDa）
ま た は ア ミ ノ 酸 残 基 数 で サ イ ズ を 示 す 。 タ ン パ ク 質 の サ イ ズ を 、 ゲ ル 電 気 泳 動 、 配 列 決 定
さ れ た タ ン パ ク 質 、 誘 導 ア ミ ノ 酸 配 列 、 ま た は 公 開 さ れ た タ ン パ ク 質 配 列 か ら 評 価 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 市 販 さ れ て い な い オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 Van Devanterら 、 Nucleic Acids Res.、 12、
6159～ 6168、 1984に 記 載 の 自 動 化 合 成 機 を 使 用 し た Beaucage ＆  Caruthers、 Tetrahedron
 Letts.、 22、 1859～ 1862、 1981に 最 初 に 記 載 の 固 相 ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト ト リ エ ス テ ル 法 に
し た が っ て 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で き る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 精 製 は 、 Pearson ＆  R
eanier、 J.Chrom.、 255、 137～ 149、 1983に 記 載 の 未 変 性 の ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動
ま た は 陰 イ オ ン 交 換 HPLCに よ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ク ロ ー ン 化 遺 伝 子 お よ び 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 、 例 え ば 、 Wallaceら 、 Gene
、 16、 21～ 26、 1981の 二 本 鎖 テ ン プ レ ー ト の 配 列 決 定 の た め の 鎖 延 長 阻 止 法 （ chain term
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ination method） を 使 用 し て ク ロ ー ニ ン グ 後 に 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 プ ラ イ マ ー を 使 用 し た 増 幅 技 術 を 使 用 し て 、 DNAま た は RNAか ら GT2Rを 増 幅 お よ び 単 離 す
る こ と も で き る 。 以 下 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 縮 重 プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 配 列 番 号
： 1、 3、 5、 ま た は 7か ら な る 群 よ り GT2R配 列 を 増 幅 す る こ と も で き る （ 例 え ば 、 Dieffenf
ach ＆  Dveksler、 PCR Primer.A Laboratory Manual、 1995を 参 照 の こ と ） 。 こ れ ら の プ
ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 例 え ば 、 全 長 配 列 ま た は 1～ 数 百 ヌ ク レ オ チ ド の プ ロ ー ブ を 増 幅 し
、 こ れ を 全 長 GT2R-S1の 哺 乳 動 物 ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ に 使 用 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 GT2R核 酸 ホ モ ロ グ の 別 の 単 離 方 法 は 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー の 使 用 と RNA
ま た は DNAテ ン プ レ ー ト の 増 幅 と を 組 み 合 わ せ る （ 米 国 特 許 第 4,683,195号 お よ び 同 第 4,68
3,202号 、 PCR Protocols:A Guide to Methods and Applications、 Innisら 編 、 1990を 参
照 の こ と ） 。 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） お よ び リ ガ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ LCR） な ど の 方 法 を
使 用 し て 、 mRNA、 cDNA、 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー 、 ま た は cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 直 接 GCR-S1の
核 酸 配 列 を 増 幅 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 の 配 列 を 使 用 し て GCR-S1ホ モ ロ グ を
増 幅 す る よ う に 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を デ ザ イ ン す る こ と が で き る 。 制 限 エ ン ド ヌ ク レ
ア ー ゼ 部 位 を 、 プ ラ イ マ ー に 組 み 込 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 核 酸 配 列 決 定 ま た は 他 の 目
的 の た め の 生 理 学 的 サ ン プ ル 中 の GT2Rを コ ー ド す る mRNAの 存 在 を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ
と し て の 核 酸 を 作 製 す る た め に 、 発 現 す べ き タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の ク ロ ー ン
化 に 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 ま た は 他 の イ ン ビ ト ロ 増 幅 方 法 も 有 用 で あ り 得 る 。 PCR反 応
に よ っ て 増 幅 し た 遺 伝 子 を 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル か ら 精 製 し 、 適 切 な ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 GT2Rの 遺 伝 子 発 現 を 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 技 術 （ 例 え ば 、 mRNAの 逆 転 写 お よ び 増
幅 、 全 RNAま た は ポ リ A＋ RNAの 単 離 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 ド ッ ト ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、
イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 RNア ー ゼ 保 護 、 お よ び プ ロ ー ビ ン グ DNAマ イ ク
ロ チ ッ プ ア レ イ な ど ） に よ っ て 分 析 す る こ と も で き る 。 1つ の 態 様 で は 、 高 密 度 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 分 析 技 術 （ 例 え ば 、 GeneChip（ 商 標 ） 、 Affymetrix） を 使 用 し て 、 本 発 明 の GT
2Rの ホ モ ロ グ お よ び 多 型 バ リ ア ン ト を 同 定 す る 。 同 定 さ れ る ホ モ ロ グ が 公 知 の 疾 患 に 関 連
す る 場 合 、 こ れ を 生 体 サ ン プ ル に お け る 疾 患 検 出 に お け る 診 断 ツ ー ル と し て GeneChip（ 商
標 ） と 共 に 使 用 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Gunthandら 、 AIDS Res.Hum.Retroviruses、 1
4、 869～ 876、 1998;Kozalら 、 Nat.Med.、 2、 753～ 759、 1996;Matsonら 、 Anal.Biochem.、
224、 110～ 106、 1995;Lockhartら 、 Nat.Biotechnol.、 14、 1675～ 1680、 1996;Gingerasら
、 Genome Res.、 8、 435～ 448、 1998;Haciaら 、 Nucleic Acids Res.、 26、 3865～ 3866、 19
98を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 し て 、 プ ロ ー ブ と し て 使 用 す る か タ ン パ ク 質 発 現 の た め
の 組 換 え GT2R遺 伝 子 （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ： 1、 3、 5、 ま た は 7） を 構 築 す る こ と が で き る 。
遺 伝 子 の セ ン ス 鎖 お よ び 非 セ ン ス 鎖 の 両 方 を 示 す 通 常 40～ 120bp長 の 一 連 の 重 複 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 使 用 し て こ の 方 法 を 行 う 。 次 い で 、 こ れ ら の DNAフ ラ グ メ ン ト を 、 ア ニ ー リ
ン グ し 、 ラ イ ゲ ー シ ョ ン し 、 ク ロ ー ン 化 す る 。 ま た は 、 正 確 な プ ラ イ マ ー と 共 に 増 幅 技 術
を 使 用 し て 、 GT2R核 酸 の 特 異 的 配 列 （ 例 え ば 、 配 列 番 号 ： 1、 3、 5、 ま た は 7） を 増 幅 す る
こ と が で き る 。 次 い で 、 特 異 的 配 列 を 、 発 現 ベ ク タ ー に ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 GT2Rを コ ー ド す る 核 酸 を 、 典 型 的 に は 、 複 製 お よ び /ま た は 発 現 の た め の 原 核 細 胞 ま た
は 真 核 細 胞 へ の 形 質 転 換 前 に 媒 介 ベ ク タ ー （ intermediate vector） に ク ロ ー ン 化 す る 。
こ れ ら の 媒 介 ベ ク タ ー は 、 典 型 的 に は 、 原 核 生 物 ベ ク タ ー （ 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド ） ま た は
シ ャ ト ル ベ ク タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
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　 ま た は 、 GT2Rま た は そ の ド メ イ ン を 含 む キ メ ラ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 、 標 準 的
技 術 に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ ン 、 細 胞 外 ド メ イ ン 、
膜 貫 通 ド メ イ ン （ 例 え ば 、 7回 膜 貫 通 領 域 な ら び に 対 応 す る 細 胞 外 お よ び サ イ ト ゾ ル ル ー
プ を 含 む も の ） な ど の ド メ イ ン 、 膜 貫 通 ド メ イ ン お よ び 細 胞 質 ド メ イ ン 、 活 性 部 位 、 サ ブ
ユ ニ ッ ト 結 合 領 域 な ど を 、 異 種 タ ン パ ク 質 に 共 有 結 合 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 細 胞 外
ド メ イ ン を 異 種 GPCR膜 貫 通 ド メ イ ン に 結 合 す る こ と が で き 、 ま た は 異 種 GPCR細 胞 外 ド メ イ
ン を 膜 貫 通 ド メ イ ン に 結 合 す る こ と が で き る 。 他 の 異 種 タ ン パ ク 質 の 選 択 肢 に は 、 例 え ば
、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 カ ル シ ウ ム 感 知 （ calcium sensing） 受 容
体 、 お よ び ロ ド プ シ ン プ レ 配 列 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 目 的 の 配 列 に は 、 表 1に 記 載 の 配 列 表 中 に 記 載 の 配 列 が 含 ま れ る 。 以 下 の 配 列 は 、 マ ウ
ス 、 ラ ッ ト 、 お よ び ヒ ト 由 来 の 胃 腸 組 織 、 細 胞 株 、 ま た は cDNAラ イ ブ ラ リ ー 中 に 発 現 さ れ
る こ と が 確 定 さ れ た 。 こ れ ら の 配 列 は 、 味 覚 シ グ ナ ル 伝 達 で 機 能 す る 公 知 の T2Rに 対 し て
配 列 類 似 性 を 示 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
【 表 １ 】
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【 ０ ０ ６ ８ 】
GT2R活 性 の ア ッ セ イ
　 GT2R-S1な ら び に そ の 対 立 遺 伝 子 、 多 型 バ リ ア ン ト 、 お よ び ホ モ ロ グ は 、 味 覚 伝 達 に 関
与 す る Gタ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 で あ る 。 GT2Rポ リ ペ プ チ ド 活 性 を 、 機 能 的 、 化 学 的 、 お よ
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び 物 理 的 効 果 （ 例 え ば 、 リ ガ ン ド 結 合 （ 例 え ば 、 放 射 性 リ ガ ン ド 結 合 ） 、 二 次 メ ッ セ ン ジ
ャ ー （ 例 え ば 、 cAMP、 cGMP、 IP 3 、 DAG、 ま た は Ca 2 ＋ ） 、 イ オ ン 流 、 リ ン 酸 化 レ ベ ル 、 転
写 レ ベ ル 、 神 経 伝 達 物 質 レ ベ ル な ど の 測 定 ） を 決 定 す る た め の 種 々 の イ ン ビ ト ロ お よ び イ
ン ビ ボ ア ッ セ イ を 使 用 し て 評 価 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 こ の よ う な ア ッ セ イ を 使 用 し
て 、 GT2Rの イ ン ヒ ビ タ ー お よ び ア ク チ ベ ー タ ー を 試 験 す る こ と が で き る 。 モ ジ ュ レ ー タ ー
は ま た 、 GT2Rの 遺 伝 子 改 変 形 態 で あ り 得 る 。 味 覚 伝 達 活 性 の こ の よ う な モ ジ ュ レ ー タ ー は
、 味 の カ ス タ マ イ ズ に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ア ッ セ イ の GT2Rを 、 配 列 番 号 ： 2、 4、 6、 8、 ま た は そ の 保 存 的 に 改 変 さ れ た バ リ ア ン ト
か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド か ら 選 択 す る 。 ま た は 、 ア ッ セ イ の
GT2Rは 、 真 核 生 物 に 由 来 し 、 配 列 番 号 ： 2、 4、 6、 ま た は 8と ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る
ア ミ ノ 酸 サ ブ シ ー ケ ン ス が 含 ま れ る 。 一 般 に 、 ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 は 、 少 な く と も 70％ 、
選 択 的 に 少 な く と も 85％ 、 選 択 的 に 少 な く と も 90～ 95％ で あ る 。 選 択 的 に 、 ア ッ セ イ の ポ
リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 外 ド メ イ ン 、 膜 貫 通 ド メ イ ン 、 細 胞 質 ド メ イ ン 、 リ ガ ン ド 結 合 ド メ イ
ン 、 サ ブ ユ ニ ッ ト 結 合 ド メ イ ン 、 活 性 部 位 な ど の 選 択 さ れ た GT2Rの ド メ イ ン を 含 む 。 GT2R
ポ リ ペ プ チ ド 全 体 ま た は そ の ド メ イ ン の い ず れ か を 、 異 種 タ ン パ ク 質 と 共 有 結 合 さ せ て 、
本 明 細 書 中 に 記 載 の ア ッ セ イ で 使 用 す る キ メ ラ タ ン パ ク 質 を 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 GT2R-S1活 性 の モ ジ ュ レ ー タ ー を 、 上 記 の 組 換 え ま た は 天 然 の 選 択 さ れ た GT2Rポ リ ペ プ
チ ド を 使 用 し て 試 験 す る 。 タ ン パ ク 質 を 、 組 換 え ま た は 天 然 に 存 在 す る 細 胞 中 で 単 離 、 発
現 さ せ る か 、 細 胞 由 来 の 膜 中 で 発 現 さ せ る か 、 組 織 も し く は 動 物 中 で 発 現 さ せ る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 胃 腺 、 GI粘 膜 か ら 分 離 し た 細 胞 、 形 質 転 換 細 胞 （ 例 え ば 、 STC-1） 、 ま た
は 膜 を 使 用 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 の イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ ア ッ セ イ の
1つ を 使 用 し て 、 改 変 を 試 験 す る 。 可 溶 性 ま た は 固 体 状 態 反 応 を 使 用 し 、 異 種 シ グ ナ ル 伝
達 ド メ イ ン に 共 有 結 合 し た 受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン ま た は 受 容 体 の 膜 貫 通 ド メ イ ン お よ び
も し く は 細 胞 質 ド メ イ ン に 共 有 結 合 し た 異 種 細 胞 外 ド メ イ ン な ど の キ メ ラ 分 子 を 使 用 し て
、 味 覚 伝 達 を イ ン ビ ト ロ で 試 験 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、 目 的 の タ ン パ ク 質 の リ ガ ン ド
結 合 ド メ イ ン を 、 イ ン ビ ト ロ で の 可 溶 性 ま た は 固 体 状 態 反 応 で 使 用 し て リ ガ ン ド 結 合 を ア
ッ セ イ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 溶 液 中 、 二 分 子 膜 、 固 相 に 結 合 し た 形 態 、 脂 質 単 分 子 層 、 ま た は 小 胞 中 で 、 GT2Rの 全 タ
ン パ ク 質 、 ド メ イ ン 、 ま た は キ メ ラ タ ン パ ク 質 へ の リ ガ ン ド 結 合 を 試 験 す る こ と が で き る
。 モ ジ ュ レ ー タ ー の 結 合 を 、 例 え ば 、 分 光 学 的 特 徴 （ 例 え ば 、 蛍 光 、 吸 光 度 、 屈 折 率 ） 、
水 力 学 （ 例 え ば 、 形 状 ） 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ま た は 溶 解 性 の 変 化 を 使 用 し て 試 験 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 受 容 体 -Gタ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 も 試 験 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 受 容 体 へ の Gタ ン パ
ク 質 の 結 合 ま た は 受 容 体 か ら の 放 出 を 試 験 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 GTPの 非 存 在 下 で
、 ア ク チ ベ ー タ ー に よ り 、 Gタ ン パ ク 質 （ 3つ 全 て の サ ブ ユ ニ ッ ト ） の 受 容 体 と の 強 固 な 複
合 体 が 形 成 さ れ る 。 こ の 複 合 体 を 、 種 々 の 方 法 （ 上 記 ） で 検 出 す る こ と が で き る 。 こ の よ
う な ア ッ セ イ を 、 イ ン ヒ ビ タ ー を 検 索 す る よ う に 改 変 す る こ と が で き る 。 GTPの 非 存 在 下
で の 受 容 体 お よ び Gタ ン パ ク 質 へ の ア ク チ ベ ー タ ー の 添 加 に よ り 強 固 な 複 合 体 が 形 成 さ れ
、 そ の 後 、 受 容 体 -Gタ ン パ ク 質 複 合 体 の 解 離 の 検 索 に よ っ て イ ン ヒ ビ タ ー を ス ク リ ー ニ ン
グ す る 。 GTPの 存 在 下 で の 他 の 2つ の Gタ ン パ ク 質 サ ブ ユ ニ ッ ト か ら の Gタ ン パ ク 質 の α サ ブ
ユ ニ ッ ト の 放 出 は 、 活 性 化 の 基 準 と し て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 次 い で 、 活 性 化 ま た は 阻 害 さ れ た Gタ ン パ ク 質 は 、 標 的 酵 素 、 チ ャ ネ ル 、 お よ び 他 の エ
フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 の 性 質 が 変 化 す る 。 古 典 的 な 例 は 、 視 覚 体 系 に お け る 伝 達 に よ る cG
MPホ ス ホ ジ エ ス テ ラ ー ゼ の 活 性 化 、 刺 激 Gタ ン パ ク 質 に よ る ア デ ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ 、 Gqお
よ び 他 の 同 族 Gタ ン パ ク 質 に よ る ホ ス ホ リ パ ー ゼ C、 な ら び に Giお よ び 他 の Gタ ン パ ク 質 に
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よ る 種 々 の チ ャ ネ ル の 改 変 で あ る 。 PLCに よ る ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル お よ び IP3の 発 生 お よ
び そ の 後 の IP3に よ る カ ル シ ウ ム 動 員 な ど の 下 流 コ ン シ ー ケ ン ス （ consequence） を 試 験 す
る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 活 性 化 GPCR受 容 体 は 、 受 容 体 の C末 端 テ ー ル （ お よ び 他 の 部 位 も 同 様 に 可 能 で あ る ） を
リ ン 酸 化 す る キ ナ ー ゼ の 基 質 と な る 。 し た が っ て 、 ア ク チ ベ ー タ ー は 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン
カ ウ ン タ ー で ア ッ セ イ す る こ と が で き る 3 2 Pの γ 標 識 GTPか ら 受 容 体 へ の 移 動 を 促 進 す る 。
C末 端 テ ー ル の リ ン 酸 化 は 、 ア レ ス チ ン 様 タ ン パ ク 質 の 結 合 を 促 進 し 、 Gタ ン パ ク 質 の 結 合
を 妨 害 す る 。 キ ナ ー ゼ /ア レ ス チ ン 経 路 は 、 多 く の GPCR受 容 体 の 脱 感 作 で 重 要 な 役 割 を 果
た す 。 例 え ば 、 味 覚 受 容 体 を 活 性 な ま ま に す る 持 続 時 間 を 調 整 す る 化 合 物 は 、 所 望 の 味 を
延 長 す る か 望 ま し く な い 味 を 遮 断 す る 手 段 と し て 有 用 で あ る 。 GTPRシ グ ナ ル 伝 達 の 一 般 的
概 説 お よ び シ グ ナ ル 伝 達 の ア ッ セ イ 方 法 に つ い て は 、 例 え ば 、 Methods in Enzymology、
第 237巻 お よ び 第 238巻 （ 1994） な ら び に 第 96巻 （ 1983） ;Bourneら 、 Nature、 10、 349、 11
7～ 27、 1991;Bourneら 、 Nature、 348、 125～ 32、 1990;Pitcherら 、 Annu.Rev.Biochem.、 6
7、 653～ 92、 1998を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 調 整 範 囲 を 試 験 す る た め に 、 潜 在 的 な GT2Rイ ン ヒ ビ タ ー ま た は ア ク チ ベ ー タ ー で 処 理 す
る サ ン プ ル ま た は ア ッ セ イ を 、 試 験 化 合 物 を 使 用 し な い 対 照 サ ン プ ル と 比 較 す る 。 対 照 サ
ン プ ル （ ア ク チ ベ ー タ ー ま た は イ ン ヒ ビ タ ー で 未 処 理 ） を 、 相 対 GT2R活 性 値 100と す る 。
対 照 と 比 較 し た GT2R活 性 値 が 、 80％ 、 選 択 的 に 50％ ま た は そ れ 以 下 で あ る 場 合 、 GT2Rの 阻
害 を 有 意 と 見 な す 。 対 照 と 比 較 し た GT2R活 性 値 が 、 150％ 、 好 ま し く は 200～ 500％ ま た は
そ れ 以 上 で あ る 場 合 、 GT2Rが 活 性 化 さ れ た と す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 ポ リ ペ プ チ ド 機 能 に 対 す る 試 験 化 合 物 の 効 果 を 、 上 記 の 任 意 の パ ラ メ ー タ の 試 験 に よ っ
て 測 定 す る こ と が で き る 。 GPCR活 性 に 影 響 を 与 え る 任 意 の 適 切 な 生 理 学 的 変 化 を 使 用 し て
、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 試 験 化 合 物 の 影 響 を 評 価 す る こ と が で き る 。 イ ン タ ク ト
な 細 胞 ま た は 動 物 を 使 用 し て 機 能 的 コ ン シ ー ケ ン ス を 測 定 し た 場 合 、 伝 達 物 質 の 放 出 、 ホ
ル モ ン の 放 出 、 公 知 お よ び 特 徴 付 け ら れ て い な い 遺 伝 子 マ ー カ ー に 対 す る 転 写 の 変 化 （ 例
え ば 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト ） 、 細 胞 成 長 も し く は pH変 化 な ど の 細 胞 代 謝 の 変 化 、 な ら び に Ca
2 + 、 IP3、 ま た は cAMPな ど の 細 胞 内 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー の 変 化 な ど の 種 々 の 効 果 を 測 定 す
る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 Gタ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 の 好 ま し い ア ッ セ イ に は 、 受 容 体 活 性 を 報 告 す る た め の イ オ ン
ま た は 電 位 感 受 性 色 素 を 負 荷 し た 細 胞 が 含 ま れ る 。 こ の よ う な 受 容 体 の 活 性 を 決 定 す る ア
ッ セ イ は ま た 、 試 験 し た 化 合 物 の 活 性 を 評 価 す る た め の 負 ま た は 正 の 対 照 と し て 他 の Gタ
ン パ ク 質 共 役 受 容 体 の 公 知 の ア ゴ ニ ス ト お よ び ア ン タ ゴ ニ ス ト を 使 用 す る こ と が で き る 。
調 整 化 合 物 （ 例 え ば 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト ） の 同 定 ア ッ セ イ で は 、 細 胞 質 に お け
る イ オ ン レ ベ ル ま た は 膜 電 位 の 変 化 を 、 そ れ ぞ れ イ オ ン 感 受 性 ま た は 膜 電 位 蛍 光 指 示 薬 を
使 用 し て モ ニ タ ー す る 。 使 用 す る こ と が で き る イ オ ン 感 受 性 指 示 薬 お よ び 電 位 プ ロ ー ブ は
、 Molecular Probes 1997 Catalogに 開 示 の も の で あ る 。 Gタ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 に つ い て
、 Gα 15お よ び Gα 16な ど の 無 差 別 の （ promiscuous） Gタ ン パ ク 質 を 、 選 択 し た ア ッ セ イ で
使 用 す る こ と が で き る （ Wilkieら 、 Proc.Nat’ l.Acad.Sci.USA、 88、 10049～ 10053、 1991
） 。 こ の よ う な 無 差 別 の Gタ ン パ ク 質 は 、 広 範 な 受 容 体 に 結 合 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 受 容 体 活 性 化 に よ り 、 典 型 的 に は 、 そ の 後 の 細 胞 内 事 象 （ 例 え ば 、 カ ル シ ウ ム イ オ ン の
細 胞 内 貯 蔵 物 を 放 出 す る IP3な ど の 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー の 増 加 ） が 開 始 さ れ る 。 い く つ か
の Gタ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 の 活 性 化 に よ り 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル の ホ ス ホ リ パ ー
ゼ C媒 介 加 水 分 解 を 介 し た IP3形 成 が 刺 激 さ れ る （ Berridge ＆  Irvine、 Nature、 312、 315
～ 21、 1984） 。 次 に 、 IP3は 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム イ オ ン 蓄 積 物 の 放 出 を 刺 激 す る 。 し た が
っ て 、 細 胞 質 の カ ル シ ウ ム イ オ ン レ ベ ル の 変 化 ま た は IP3な ど の 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー レ ベ
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ル の 変 化 を 使 用 し て 、 Gタ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 機 能 を 評 価 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な G
タ ン パ ク 質 共 役 受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 は 、 細 胞 内 貯 蔵 物 お よ び イ オ ン チ ャ ネ ル の 活 性 化 の
両 方 か ら の 寄 与 の 結 果 と し て 細 胞 質 カ ル シ ウ ム レ ベ ル の 増 加 を 示 す こ と が で き 、 内 部 貯 蔵
物 か ら の カ ル シ ウ ム 放 出 に 起 因 す る 蛍 光 応 答 を 区 別 す る た め に 選 択 的 に EGTAな ど の キ レ ー
ト 剤 を 補 足 し た 無 カ ル シ ウ ム 緩 衝 液 で こ の よ う な ア ッ セ イ を 行 う こ と が 望 ま し い が 、 そ の
必 要 は な い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 他 の ア ッ セ イ は 、 活 性 化 さ れ た 場 合 に ア デ ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ な ど の 酵 素 の 活 性 化 ま た は
阻 害 に よ っ て 細 胞 内 サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 、 cAMPま た は cGMP） レ ベ ル が 変 化
す る 受 容 体 の 活 性 を 決 定 す る 工 程 を 含 み 得 る 。 サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド 依 存 性 イ オ ン チ
ャ ネ ル （ 例 え ば 、 cAMPま た は cGMPの 結 合 に よ る 活 性 化 の 際 に 陽 イ オ ン を 透 過 可 能 な 桿 体 光
受 容 体 細 胞 チ ャ ネ ル お よ び 嗅 覚 ニ ュ ー ロ ン チ ャ ネ ル ） が 存 在 す る （ 例 え ば 、 Altenhofenら
、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA、 88、 9868～ 9872、 1991お よ び Dhallanら 、 Nature、 347、 184
～ 187、 1990を 参 照 の こ と ） 。 受 容 体 の 活 性 化 に よ り サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド レ ベ ル が
減 少 す る 場 合 、 ア ッ セ イ に お い て 受 容 体 活 性 化 化 合 物 を 細 胞 に 添 加 す る 前 に 細 胞 内 サ イ ク
リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド レ ベ ル を 増 加 さ せ る 薬 剤 （ 例 え ば 、 フ ォ ル ス コ リ ン ） に 細 胞 を 曝 露 す
る こ と が 好 ま し い 。 こ の ア ッ セ イ 型 の た め の 細 胞 を 、 サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド 封 入 （ cr
ated） イ オ ン チ ャ ネ ル を コ ー ド す る DNA、 GPCRホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 お よ び 活 性 化 し た 場 合 に
細 胞 質 中 の サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド レ ベ ル が 変 化 す る 受 容 体 （ 例 え ば 、 一 定 の グ ル タ ミ
ン 酸 受 容 体 、 ム ス カ リ ン 性 ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 、 ド ー パ ミ ン 受 容 体 、 セ ロ ト ニ ン 受 容 体
な ど ） を コ ー ド す る DNAで の 宿 主 細 胞 の 共 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ っ て 作 製 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 1つ の 態 様 で は 、 受 容 体 を PLCCシ グ ナ ル 伝 達 経 路 に リ ン ク さ せ る 無 差 別 な Gタ ン パ ク 質 を
有 す る 異 種 細 胞 で の 選 択 さ れ た GT2R（ 例 え ば 、 GT2R-S1、 配 列 番 号 ： 1） の 発 現 に よ っ て GT
2R活 性 を 測 定 す る （ Offermanns ＆  Simon、 J.Biol.Chem.、 270、 15175～ 15180、 1995を 参
照 の こ と ;実 施 例 2も 参 照 の こ と ） 。 選 択 的 に 、 細 胞 株 は HEK-293（ GT2Rを 天 然 に 発 現 し な
い ） で あ り 、 無 差 別 な Gタ ン パ ク 質 は Gα 1 5 で あ る （ Offermanns ＆  Simon、 前 記 ） 。 こ の
特 異 的 GT2Rと 会 合 す る 分 子 の 投 与 を 介 し て GT2Rシ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 調 整 に 応 答 し て 変 化 す
る 細 胞 内 Ca 2 ＋ レ ベ ル の 変 化 の 測 定 に よ っ て 味 覚 伝 達 の 調 整 を ア ッ セ イ す る 。 Ca 2 ＋ レ ベ ル
の 変 化 を 、 選 択 的 に 、 蛍 光 Ca 2 ＋ 指 示 薬 お よ び 蛍 光 画 像 化 を 使 用 し て 測 定 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 別 の 態 様 で は 、 細 胞 内 cAMPま た は cGMPの 変 化 を 、 免 疫 ア ッ セ イ を 使 用 し て 測 定 す る こ と
が で き る 。 Offermanns ＆  Simon、 J.Biol.Chem.、 270、 15175～ 15180、 1995に 記 載 の 方 法
を 使 用 し て 、 cAMPレ ベ ル を 決 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 Felley-Boscoら 、 Am.J.Resp.Ce
ll and Mol.Biol.、 11、 159～ 164、 1994に 記 載 の 方 法 を 使 用 し て 、 cGMPレ ベ ル を 決 定 す る
こ と が で き る 。 さ ら に 、 cAMPお よ び /ま た は cGMPを 測 定 す る た め の ア ッ セ イ キ ッ ト は 、 米
国 特 許 第 4,115,538号 （ 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 別 の 態 様 で は 、 米 国 特 許 第 5,436,128号 （ 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） に し
た が っ て ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル （ PI） 加 水 分 解 を 分 析 す る こ と が で き る 。 簡 単 に 述
べ れ ば 、 ア ッ セ イ は 、 3 H-ミ オ イ ノ シ ト ー ル で の 48時 間 の 細 胞 の 標 識 を 含 む 。 標 識 細 胞 を
、 試 験 化 合 物 で 1時 間 処 理 す る 。 処 理 し た 細 胞 を 溶 解 し 、 ク ロ ロ ホ ル ム -メ タ ノ ー ル -水 で
抽 出 し 、 そ の 後 、 リ ン 酸 イ ノ シ ト ー ル を イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ で 分 離 し 、 シ ン チ レ
ー シ ョ ン カ ウ ン テ ィ ン グ に よ っ て 定 量 し た 。 緩 衝 液 対 照 の 存 在 下 で の cpmに 対 す る ア ゴ ニ
ス ト の 存 在 下 で の cpmの 比 の 計 算 に よ っ て 倍 率 （ fold） 刺 激 を 決 定 す る 。 同 様 に 、 緩 衝 液
対 照 （ ア ゴ ニ ス ト を 含 ん で い て も 含 ん で い な く て も よ い ） の 存 在 下 で の cpmに 対 す る ア ン
タ ゴ ニ ス ト の 存 在 下 で の cpmの 比 の 計 算 に よ っ て 倍 率 （ fold） 阻 害 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 別 の 態 様 で は 、 シ グ ナ ル 伝 達 に 対 す る 試 験 化 合 物 の 効 果 を 評 価 す る た め に 、 転 写 レ ベ ル
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を 測 定 す る こ と が で き る 。 目 的 の タ ン パ ク 質 を 含 む 宿 主 細 胞 を 、 任 意 の 相 互 作 用 に 影 響 を
与 え る の に 十 分 な 時 間 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る 。 こ の よ う
な 相 互 作 用 に 影 響 を 与 え る 時 間 を 、 時 間 の 関 数 と し て の 経 時 変 化 の 実 施 お よ び 転 写 レ ベ ル
の 測 定 な ど に よ っ て 実 験 的 に 決 定 す る こ と が で き る 。 当 業 者 に 公 知 の 適 切 な 任 意 の 方 法 の
使 用 に よ っ て 、 転 写 量 を 測 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト を 使 用 し て 目
的 の タ ン パ ク 質 の mRNA発 現 を 検 出 す る こ と が で き 、 ま た は 免 疫 ア ッ セ イ を 使 用 し て そ の ポ
リ ペ プ チ ド 産 物 を 同 定 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 米 国 特 許 第 5,436,128号 （ 参 照 と し て
本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る ） に 記 載 の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 使 用 し た 転 写 ベ ー ス の ア ッ セ イ
を 使 用 す る こ と が で き る 。 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 は 、 例 え ば 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル
ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 細 菌 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー
ゼ 、 お よ び ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ り 得 る 。 さ ら に 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 な ど の 第 2
の レ ポ ー タ ー へ の 結 合 を 介 し た 間 接 的 レ ポ ー タ ー と し て 目 的 の タ ン パ ク 質 を 使 用 す る こ と
が き る （ 例 え ば 、 Mistili ＆  Spector、 Nature Biotechnology、 15、 961～ 964、 1997を 参
照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 次 い で 、 転 写 量 を 、 試 験 化 合 物 の 非 存 在 下 で の い ず れ か の 同 じ 細 胞 で の 転 写 量 と 比 較 す
る か 、 目 的 の タ ン パ ク 質 を 欠 く 実 質 的 に 同 一 の 細 胞 に お け る 転 写 量 と 比 較 す る こ と が で き
る 。 実 質 的 に 同 一 の 細 胞 は 、 組 換 え 細 胞 を 調 製 し た 、 異 種 DNAの 移 入 に よ っ て 改 変 さ れ て
い な い 同 じ 細 胞 に 由 来 し 得 る 。 転 写 量 の 任 意 の 相 違 は 、 試 験 化 合 物 が 何 ら か の 様 式 で 目 的
の タ ン パ ク 質 の 活 性 を 変 化 さ せ る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
GT2Rの モ ジ ュ レ ー タ ー
　 GT2Rの モ ジ ュ レ ー タ ー と し て 試 験 し た 化 合 物 は 、 任 意 の 化 合 物 ま た は タ ン パ ク 質 、 ア ミ
ノ 酸 、 糖 、 核 酸 、 も し く は 脂 質 な ど の 生 物 学 的 実 体 で あ り 得 る 。 ま た は 、 モ ジ ュ レ ー タ ー
は 、 GT2Rの 遺 伝 的 変 化 形 態 で あ り 得 る 。 典 型 的 に は 、 試 験 化 合 物 は 、 化 学 小 分 子 お よ び ペ
プ チ ド で あ る 。 本 質 的 に 任 意 の 化 合 物 を 、 本 発 明 の ア ッ セ イ で の 潜 在 的 モ ジ ュ レ ー タ ー ま
た は リ ガ ン ド と し て 使 用 す る こ と が で き る が 、 ほ と ん ど の 場 合 、 水 溶 液 ま た は 有 機 溶 媒 （
特 に 、 DMSOベ ー ス ） に 溶 解 す る こ と が で き る 化 合 物 を 使 用 す る 。 典 型 的 に 同 時 進 行 す る （
例 え ば 、 ロ ボ ッ ト ア ッ セ イ に お け る マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト 上 で の マ イ ク ロ タ イ タ ー 形
式 ） ア ッ セ イ 工 程 の 自 動 化 お よ び ア ッ セ イ の た め の 任 意 の 都 合 の 良 い 供 給 源 か ら の 化 合 物
の 提 供 に よ っ て 巨 大 な 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る よ う に ア ッ セ イ を デ ザ イ
ン す る 。 多 数 の 化 合 物 の 供 給 元 （ Sigma（ St.Louis、 Mo） 、 Aldrich（ St.Louis、 Mo） 、 Si
gma-Aldrich（ St.Louis、 Mo） 、 お よ び Fluka Chemika-Biochemica Analytika（ Buchs Swi
tzerland） な ど が 含 ま れ る ） の 存 在 が 認 識 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 1つ の 好 ま し い 態 様 で は 、 高 処 理 ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、 多 数 の 潜 在 的 な 治 療 化 合 物 （ 潜
在 的 な モ ジ ュ レ ー タ ー ま た は リ ガ ン ド 化 合 物 ） を 含 む コ ン ビ ナ ト リ ア ル 化 学 ま た は ペ プ チ
ド ラ イ ブ ラ リ ー を 提 供 す る 工 程 を 含 む 。 こ の よ う な 「 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー
」 ま た は 「 リ ガ ン ド ラ イ ブ ラ リ ー 」 を 、 所 望 の 特 徴 的 活 性 を 示 す ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー （
特 定 の 化 合 物 の 種 ま た は サ ブ ク ラ ス ） を 同 定 す る た め の 本 明 細 書 中 に 記 載 の よ う な 1つ ま
た は 複 数 の ア ッ セ イ で ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 こ の よ う に し て 同 定 し た 化 合 物 は 、 従 来 の 「
リ ー ド 化 合 物 」 と し て 供 す る こ と が で き る か 、 こ れ ら 自 体 を 潜 在 的 ま た は 実 際 の 治 療 薬 と
し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 試 薬 な ど の 多 数 の 化 学 的 「 基 礎 単 位 」 の 組 み 合
わ せ に よ る 化 学 合 成 ま た は 生 物 学 的 合 成 に よ っ て 作 製 さ れ た 多 様 な 化 合 物 の 集 団 で あ る 。
例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー な ど の 一 次 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー を 、 所
与 の 化 合 物 の 長 さ （ す な わ ち 、 ポ リ ペ プ チ ド 化 合 物 の ア ミ ノ 酸 数 ） の た め の す べ て の 可 能
な 方 法 に お け る 化 学 的 基 礎 単 位 （ ア ミ ノ 酸 ） 組 の 組 み 合 わ せ に よ っ て 形 成 す る 。 化 学 的 基
礎 単 位 の こ の よ う な コ ン ビ ナ ト リ ア ル 混 合 に よ っ て 、 無 数 の 化 合 物 を 合 成 す る こ と が で き
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る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー の 調 製 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ は 、 当 業 者 に 周 知 で あ
る 。 こ の よ う な コ ン ビ ナ ト リ ア ル 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー に は 、 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば
、 米 国 特 許 第 5,010,175号 、 Furka、 Int.J.Pept.Prot.Res.、 37、 487～ 493、 1991、 お よ び
Houghtonら 、 Nature、 354、 84～ 88、 1991を 参 照 の こ と ） が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ
れ な い 。 化 学 的 多 様 性 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る た め の 他 の 化 学 論 を 使 用 す る こ と も で き る
。 こ の よ う な 化 学 論 に は 、 ペ プ ト イ ド （ 例 え ば 、 PCT国 際 公 開 公 報 第 91/19735号 ） 、 コ ー
ド さ れ た ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 PCT国 際 公 開 公 報 第 93/20242号 ） 、 ラ ン ダ ム バ イ オ オ リ ゴ マ
ー （ 例 え ば 、 PCT国 際 公 開 公 報 第 92/00091号 ） 、 ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5
,288,514号 ） 、 ヒ ダ ン ト イ ン 、 ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン 、 お よ び ジ ペ プ チ ド な ど の デ ィ バ ー ソ マ
ー （ diversomer） （ Hobbsら 、 Proc.Natl.Acad.Sci.USA、 90、 6909～ 6913、 1993） 、 ビ ニ
ロ ガ ス （ vinylogous） ポ リ ペ プ チ ド （ Hagiharaら 、 J.Amer.Chem.Soc.、 114、 6568、 1992
） 、 グ ル コ ー ス 足 場 を 有 す る 非 ペ プ チ ド ペ プ チ ド 模 倣 物 （ Hirschmannら 、 J.Amer.Chem.So
c.、 114、 9217～ 9218、 1992） 、 小 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー の 類 似 の 有 機 合 成 （ Chenら 、 J.Ame
r.Chem.Soc.、 116、 2661、 1994） 、 オ リ ゴ カ ル バ メ ー ト （ Choら 、 Science、 261、 1303、 1
993） 、 お よ び /ま た は ホ ス ホ ン 酸 ペ プ チ ジ ル （ Campbellら 、 J.Org.Chem.、 59、 658、 1994
） 、 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー （ Ausubel、 Berger、 お よ び Sambrook（ 全 て 前 記 ） を 参 照 の こ と ）
、 ペ プ チ ド 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,539,083号 を 参 照 の こ と ） 、 抗 体 ラ
イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 、 Vaughnら 、 Nature Biotechnology、 14（ 3） 、 309～ 314、 1996お よ
び PCTIUS96/10287号 を 参 照 の こ と ） 、 炭 水 化 物 ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 、 Liangら 、 Science
、 274、 1520～ 1522、 1996お よ び 米 国 特 許 第 5,593,853号 を 参 照 の こ と ） 、 小 有 機 分 子 ラ イ
ブ ラ リ ー （ 例 え ば 、 ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン 、 Baum C＆ EN、 1月 18日 、 第 33頁 、 1993;イ ソ プ レ ノ
イ ド 、 米 国 特 許 第 5,569,588号 ;チ ア ゾ リ ジ ノ ン お よ び メ タ チ ア ザ ノ ン 、 米 国 特 許 第 5,549,
974号 ;ピ ロ リ ジ ン 、 米 国 特 許 第 5,525,735号 お よ び 同 第 5,519,134号 ;モ ル ホ リ ノ 化 合 物 、
米 国 特 許 第 5,506,337号 ;ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン 、 米 国 特 許 第 第 5,288,514号 な ど を 参 照 の こ と
） が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 す る た め の デ バ イ ス は 、 市 販 さ れ て い る （ 例 え ば
、 357MPS、 390MPS、 Advanced Chem Tech、 Louisville Ky.、 Symphony、 Rainin、 Wobum、 M
ass.、 433A Applied Biosystems、 Foster City、 Calif.、 9050 Plus、 Millipore、 Bedfor
d、 Mass.を 参 照 の こ と ） 。 さ ら に 、 多 数 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー 自 体 が 市 販 さ れ
て い る （ 例 え ば 、 ComGenex、 Princeton、 N.J.、 Tripos,Inc.、 St.Louis、 Mo、 3D　 Pharma
ceuticals、 Exton,Pa.、 Martek Biosciences、 Columbia、 Md.な ど を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
コ ン ピ ュ ー タ ベ ー ス の ア ッ セ イ
　 GT2R活 性 を 調 整 す る 化 合 物 の さ ら に 別 の ア ッ セ イ は 、 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム を 使 用 し て
ア ミ ノ 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る 構 造 情 報 に 基 づ い て GT2Rの 三 次 元 構 造 を 作 製 す る コ ン
ピ ュ ー タ 支 援 薬 物 デ ザ イ ン を 含 む 。 入 力 し た ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム の
予 め 確 立 さ れ た ア ル ゴ リ ズ ム と 直 接 的 且 つ 積 極 的 に 相 互 作 用 し て 、 タ ン パ ク 質 の 二 次 、 三
次 、 お よ び 四 次 構 造 モ デ ル が 得 ら れ る 。 次 い で 、 タ ン パ ク 質 構 造 モ デ ル を 、 例 え ば 、 リ ガ
ン ド へ の 結 合 能 力 を 有 す る 構 造 領 域 を 同 定 す る た め に 試 験 す る 。 次 い で 、 こ れ ら の 構 造 を
使 用 し て 、 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る リ ガ ン ド を 同 定 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 タ ン パ ク 質 の 三 次 元 構 造 モ デ ル を 、 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム へ の 少 な く と も 10個 の ア ミ ノ
酸 残 基 の タ ン パ ク 質 ア ミ ノ 酸 配 列 ま た は GT2Rポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 対 応 す る 核 酸 配 列
の 入 力 に よ っ て 作 製 す る 。 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列
を 、 配 列 番 号 ： 2、 4、 6、 ま た は 8お よ び そ の 保 存 的 に 改 変 さ れ た 形 態 か ら な る 群 よ り 選 択
す る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 タ ン パ ク 質 の 構 造 情 報 を コ ー ド す る タ ン パ ク 質 の 一 次 配 列 ま た は
サ ブ シ ー ケ ン ス を 示 す 。 ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も 10個 の 残 基 （ ま た は 10個 の ア ミ ノ 酸 を
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コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ） を 、 コ ン ピ ュ ー タ ー キ ー ボ ー ド か ら コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム
、 コ ン ピ ュ ー タ 読 取 可 能 基 板 （ 電 子 記 憶 媒 体 （ 例 え ば 、 磁 気 デ ィ ス ケ ッ ト 、 テ ー プ 、 カ ー
ト リ ッ ジ 、 お よ び チ ッ プ ） 、 光 学 媒 体 （ 例 え ば 、 CD ROM、 DVD） 、 イ ン タ ー ネ ッ ト サ イ ト
お よ び RAMに よ っ て 分 配 さ れ る 情 報 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） に 入 力 す る 。
次 い で 、 タ ン パ ク 質 の 三 次 元 構 造 モ デ ル を 、 当 業 者 に 公 知 の ソ フ ト ウ ェ ア を 使 用 し て ア ミ
ノ 酸 配 列 の 相 互 作 用 お よ び コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム に よ っ て 作 製 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 目 的 の タ ン パ ク 質 の 二 次 、 三 次 、 お よ び 四 次 構 造 の 形 成 に 必 要 な 情 報
を コ ー ド す る 一 次 構 造 を 示 す 。 ソ フ ト ウ ェ ア は 、 構 造 モ デ ル を 作 製 す る た め の 一 次 配 列 に
よ っ て コ ー ド さ れ る 一 定 の パ ラ メ ー タ を 検 索 す る 。 こ れ ら の パ ラ メ ー タ を 、 「 エ ネ ル ギ ー
項 」 と い い 、 主 に 、 静 電 ポ テ ン シ ャ ル 、 疎 水 性 ポ テ ン シ ャ ル 、 溶 媒 接 触 表 面 、 お よ び 水 素
結 合 が 含 ま れ る 。 二 次 エ ネ ル ギ ー 項 は 、 フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス ポ テ ン シ ャ ル を 含 む 。 生 体 分
子 は 、 漸 増 様 式 で エ ネ ル ギ ー 項 を 最 小 化 す る 構 造 を 形 成 す る 。 し た が っ て 、 コ ン ピ ュ ー タ
プ ロ グ ラ ム は 、 一 次 構 造 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ る こ れ ら の 項 を 使 用 し て
、 二 次 構 造 モ デ ル を 作 製 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 次 い で 、 二 次 構 造 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 三 次 構 造 を 、 二 次 構 造 の エ ネ ル ギ
ー 項 に 基 づ い て 形 成 す る 。 こ の 時 点 で 、 ユ ー ザ ー は 、 タ ン パ ク 質 が 膜 結 合 し て い る か 可 溶
性 で あ る か ど う か 、 体 内 で の 位 置 、 お よ び 細 胞 で の 位 置 （ 例 え ば 、 細 胞 質 、 表 面 、 ま た は
核 ） な ど の さ ら な る 変 数 を 入 力 す る こ と が で き る 。 二 次 構 造 の エ ネ ル ギ ー 項 と 共 に こ れ ら
の 変 数 を 使 用 し て 、 三 次 構 造 モ デ ル を 形 成 す る 。 三 次 構 造 の モ デ リ ン グ で は 、 コ ン ピ ュ ー
タ プ ロ グ ラ ム は 、 二 次 構 造 の 疎 水 性 表 面 お よ び 二 次 構 造 の 親 水 性 表 面 を 変 数 と 適 合 さ せ る
。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 一 旦 構 造 が 得 ら れ る と 、 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム に よ っ て 潜 在 的 な リ ガ ン ド 結 合 領 域 が 同
定 さ れ る 。 潜 在 的 な リ ガ ン ド の 三 次 元 構 造 を 、 上 記 の よ う な 化 合 物 の ア ミ ノ 酸 配 列 も し く
は ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は 化 学 式 の 入 力 に よ っ て 作 製 す る 。 次 い で 、 GT2R-S1に 結 合 す る
リ ガ ン ド の 同 定 の た め に 、 潜 在 的 な リ ガ ン ド の 三 次 元 構 造 を GT2R-S1タ ン パ ク 質 の 三 次 元
構 造 と 比 較 す る 。 ど の リ ガ ン ド が タ ン パ ク 質 へ の 結 合 能 力 が 増 強 さ れ て い る か を 決 定 す る
た め に 、 タ ン パ ク 質 と リ ガ ン ド と の 間 の 結 合 親 和 性 を 、 エ ネ ル ギ ー 項 を 使 用 し て 決 定 す る
。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム を 使 用 し て 、 選 択 さ れ た GT2R遺 伝 子 の 、 変 異 、 多 型 バ リ ア ン ト 、
対 立 遺 伝 子 お よ び 種 間 ホ モ ロ グ に つ い て も ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 こ の よ う な 変 異 は 、 病 態
ま た は 遺 伝 形 質 に 関 連 し 得 る 。 上 記 の よ う な GeneChip（ 商 標 ） お よ び 関 連 テ ク ノ ロ ジ ー を
使 用 し て 、 変 異 、 多 型 バ リ ア ン ト 、 対 立 遺 伝 子 お よ び 種 間 ホ モ ロ グ に つ い て ス ク リ ー ニ ン
グ す る こ と も で き る 。 一 旦 バ リ ア ン ト が 同 定 さ れ る と 、 診 断 ア ッ セ イ を 使 用 し て 、 こ の よ
う な 変 異 遺 伝 子 を 有 す る 患 者 を 同 定 す る こ と が で き る 。 変 異 GT2R遺 伝 子 の 同 定 は 、 配 列 番
号 ： 1、 3、 5、 も し く は 7ま た は 配 列 番 号 ： 2、 4、 6、 ま た は 8な ら び に そ の 保 存 的 に 改 変 さ
れ た 形 態 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 第 1の 核 酸 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 の 入 力 を 受 け る こ と 含
む 。 配 列 を 、 上 記 の よ う な コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム に 入 力 す る 。 次 い で 、 第 1の 核 酸 ま た は
ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 第 1の 配 列 と 実 質 的 な 同 一 性 を 有 す る 第 2の 核 酸 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 と 比
較 す る 。 第 2の 配 列 を 、 上 記 の 様 式 で コ ン ピ ュ ー タ シ ス テ ム に 入 力 す る 。 一 旦 第 1お よ び 第
2の 配 列 が 比 較 さ れ る と 、 ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 の 配 列 間 の 相 違 が 同 定 さ れ る 。 こ
の よ う な 配 列 は 、 GT2R遺 伝 子 の 対 立 遺 伝 子 の 相 違 な ら び に 病 態 お よ び 遺 伝 形 質 に 関 連 す る
変 異 を 示 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
キ ッ ト
　 GT2Rホ モ ロ グ は 、 味 覚 細 胞 の 同 定 、 法 医 学 お よ び 父 子 鑑 別 、 お よ び 味 覚 伝 達 の 試 験 の た
め の 有 用 な ツ ー ル で あ る 。 GT2R-S1プ ロ ー ブ お よ び プ ラ イ マ ー な ど の GT2R核 酸 に 特 異 的 に
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ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る GT2R特 異 的 試 薬 な ら び に GT2Rタ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る
GT2R特 異 的 試 薬 （ 例 え ば 、 GT2R抗 体 ） を 使 用 し て 、 胃 腸 味 覚 細 胞 発 現 お よ び 味 覚 伝 達 制 御
を 試 験 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 サ ン プ ル 中 の GT2Rの DNAお よ び RNAの 存 在 に つ い て の 核 酸 ア ッ セ イ は 、 当 業 者 に 公 知 の 多
数 の 技 術 （ サ ザ ン 分 析 、 ノ ー ザ ン 分 析 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 、 RNア ー ゼ 保 護 、 S1分 析 、 RT-PCR
お よ び QPCRな ど の 増 幅 技 術 、 な ら び に イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン な ど ） を 含
む 。 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で は 、 例 え ば 、 標 的 核 酸 を 、 そ の 後 の 解 釈 お
よ び 分 析 の た め の 細 胞 形 態 を 保 存 し な が ら 細 胞 内 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 利 用 可 能 な
よ う に 細 胞 周 囲 物 か ら 遊 離 す る 。 以 下 の 文 献 は 、 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
分 野 の 概 説 を 提 供 し て い る :Singerら 、 Biotechniques、 4、 230～ 250、 1986;Haaseら 、 Met
hods in Virology、 第 VII巻 、 189～ 226、 1984;お よ び Nucleic Acid Hybridization:A Pra
ctical Approach、 Hamesら 編 、 1987。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 さ ら に 、 GT2Rタ ン パ ク 質 を 、 上 記 の 種 々 の 免 疫 ア ッ セ イ 技 術 を 使 用 し て 検 出 す る こ と が
で き る 。 試 験 サ ン プ ル を 、 典 型 的 に は 、 正 の 対 照 （ 例 え ば 、 組 換 え GT2Rを 発 現 す る サ ン プ
ル ） お よ び 負 の 対 照 の 両 方 と 比 較 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 特 異 的 GT2Rの モ ジ ュ レ ー タ ー の ス ク リ ー ニ ン グ キ ッ ト を 提 供 す る 。 こ の
よ う な キ ッ ト を 、 容 易 に 利 用 可 能 な 材 料 お よ び 試 薬 か ら 調 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、
こ の よ う な キ ッ ト は 、 1つ ま た は 複 数 の 以 下 の 材 料 を 含 み 得 る :GT2R核 酸 ま た は タ ン パ ク 質
、 反 応 チ ュ ー ブ 、 お よ び GT2R活 性 試 験 の 説 明 書 。 選 択 的 に 、 キ ッ ト は 、 生 物 活 性 GT2Rを 含
む 。 広 範 な 種 々 の キ ッ ト お よ び 成 分 を 、 キ ッ ト の 意 図 す る 使 用 者 お よ び 使 用 者 の 特 定 の ニ
ー ズ に 依 存 し て 、 本 発 明 に し た が っ て 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
実 施 例
　 以 下 の 実 施 例 は 、 例 示 の み を 目 的 と し て 提 供 さ れ る も の で あ っ て 、 本 発 明 を 制 限 す る も
の で は な い 。 当 業 者 は 、 本 質 的 に 類 似 の 結 果 を 得 る た め に 変 化 ま た は 改 変 す る こ と が で き
る 種 々 の 重 要 で な い パ ラ メ ー タ を 容 易 に 認 識 す る で あ ろ う 。
【 ０ １ ０ １ 】
実 施 例 １
STC-1細 胞 中 で の G g u s t 、 G t - 2 お よ び GT2Rの 発 現
　 腸 内 分 泌 細 胞 は 、 運 動 性 、 胃 腸 ホ ル モ ン の 放 出 、 お よ び 膵 胆 管 分 泌 を 含 む 多 数 の 生 理 学
的 応 答 の 統 合 お よ び 調 整 で 重 要 な 役 割 を 果 た す 。 本 発 明 者 ら は 、 こ れ ら の 細 胞 は 管 腔 内 容
物 の 化 学 組 成 の 感 知 で 役 割 を 果 た す と 仮 定 し た 。 こ の 仮 定 を 試 験 す る た め の 最 初 の 工 程 と
し て 、 腸 STC-1細 胞 株 （ 内 分 泌 細 胞 の 混 合 集 団 ） （ Rindiら 、 Amer.J.Pathol.、 136、 1349
～ 1363、 1990） が T2Rフ ァ ミ リ ー メ ン バ ー お よ び 細 胞 内 味 覚 シ グ ナ ル 伝 達 に 関 係 す る Gタ ン
パ ク 質 の Gα サ ブ ユ ニ ッ ト を 発 現 す る か ど う か 試 験 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 RT-PCRお よ び 配 列 決 定 に よ り 、 STC-1細 胞 に お け る Gα g u s t お よ び Gα t - 2 の 転 写 物 の 存 在
が 明 ら か と な っ た （ 図 1A） 。 さ ら に 、 Gα g u s t お よ び Gα t - 2 に 指 向 す る 特 異 的 抗 体 を 使 用
し た STC-1細 胞 溶 解 物 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 免 疫 原 性 ペ プ チ ド の 存 在 に よ っ
て 消 滅 す る 42～ 46kDaの 免 疫 反 応 性 バ ン ド が 明 ら か と な っ た （ 図 1B） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 S
TC-1細 胞 は 、 細 胞 内 味 覚 シ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 し 、 そ の た め 本 発 明 者 ら が こ れ ら の 腸 内 分 泌
細 胞 も 苦 味 覚 受 容 体 を 発 現 す る こ と が で き る か ど う か を 試 験 す る こ と を 考 え た 、 Gタ ン パ
ク 質 の α サ ブ ユ ニ ッ ト を 発 現 す る こ と を 証 明 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 T2Rフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー が STC-1細 胞 で 発 現 さ れ る か を 試 験 す る た め に 、 mT2R5、 mT2R8
、 お よ び mT2R19の 利 用 可 能 な 配 列 に 基 づ い て マ ウ ス T2Rサ ブ タ イ プ 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 最
初 に 使 用 し た 。 RT-PCRお よ び 配 列 決 定 分 析 に よ り 、 mT2R5お よ び mT2R19の 存 在 が 明 ら か と
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な っ た 。 こ れ ら の 細 胞 由 来 の mT2R19お よ び mT2R5の 全 長 受 容 体 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る cDN
Aの 配 列 決 定 に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 STC-1細 胞 由 来 の 味 覚 受 容 体 は 、 味 覚 細 胞 由 来 の 味
覚 受 容 体 と 同 一 で あ る 。 対 照 的 に 、 こ れ ら の 転 写 物 は 、 マ ウ ス Swiss3T3線 維 芽 細 胞 か ら 単
離 し た RNAを 使 用 し た RT-PCRに よ っ て 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 苦 味 覚 受 容 体 フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー が STC-1細 胞 で 発 現 さ れ る か を 決 定 す る た め に
、 異 種 間 お よ び 縮 重 プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 、 マ ウ ス STC-1細 胞 の cDNAを 増 幅 さ せ た 。 RT-PC
Rお よ び 配 列 決 定 分 析 は 、 STC-1細 胞 は mT2R19、 mT2R23、 mT2R18、 mT2R7、 mT2R30、 mT2R2、
mT2R5、 お よ び mT2R26（ 図 1C） 、 お よ び 新 規 の T2R遺 伝 子 を 発 現 す る こ と を 証 明 し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 ゲ ノ ム DNAか ら マ ウ ス 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト を 増 幅 し 、 2つ の ゲ ノ ム DNAラ イ ブ ラ リ ー 中 の
こ れ ら の マ ウ ス 遺 伝 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 使 用 し た （ BACマ
ウ ス ES-129/SvJ rel.Iお よ び II、 Incyte Genomics、 St.Louis、 MO） 。 7つ の ゲ ノ ム ク ロ ー
ン が 得 ら れ 、 4つ の GT2R遺 伝 子 （ STC-1 cDNAク ロ ー ン S-1、 S-2、 S-7、 お よ び S-8に 対 応 す
る ） が 、 こ れ ら の ゲ ノ ム DNAク ロ ー ン で 見 出 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
実 施 例 ２
STC-1由 来 の GT2Rは 味 覚 受 容 体 で あ る
　 STC-1の cDNAク ロ ー ン ま た は マ ウ ス ゲ ノ ム DNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た ゲ ノ ム ク ロ ー ン
か ら ア ミ ノ 酸 配 列 を 推 定 し た （ 図 2） 。 こ の 分 析 に よ り 、 マ ウ ス GT2R-S1お よ び S4が 、 rT2R
2お よ び GT2R-r22と そ れ ぞ れ 84％ お よ び 75％ 相 同 性 を 有 す る 新 規 の 配 列 で あ る こ と が 明 ら
か と な っ た 。 マ ウ ス GT2R-S1は 、 さ ら に 、 マ ウ ス 胃 底 、 幽 門 、 お よ び 十 二 指 腸 の 粘 膜 組 織
で 発 現 さ れ る こ と が 見 出 さ れ た 。 マ ウ ス GT2R-S2遺 伝 子 は 、 mT2R23と 密 接 に 関 連 し （ 7個 の
ア ミ ノ 酸 が 置 換 さ れ て い る ） 、 GT2R-S7は 、 mT2R2と ほ と ん ど 同 一 で あ る （ 2個 し か ア ミ ノ
酸 が 変 化 し て い な い ） 。 後 者 の 2つ の 転 写 物 は 、 既 存 の mT2Rの バ リ ア ン ト を 示 す 。 同 様 に
、 マ ウ ス cDNAク ロ ー ン GT2R-S5-1お よ び S7-4は 事 実 上 mT2R7お よ び mT2R30と 同 一 で あ り 、 そ
れ に よ り こ れ ら の 遺 伝 子 の バ リ ア ン ト 形 態 で あ り 得 る 。 し か し 、 全 長 GT2Rタ ン パ ク 質 を コ
ー ド す る 遺 伝 子 は 、 そ の 真 の 同 一 性 を 確 認 す る こ と が 必 要 で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 STC-1細 胞 が Gα g u s t 、 Gα t - 2 、 お よ び 多 数 の GT2Rを 発 現 す る こ と が 証 明 さ れ た の で 、 苦
味 化 合 物 の 添 加 に よ り こ れ ら の 細 胞 に お け る 機 能 的 応 答 が 誘 導 さ れ る か ど う か を 試 験 し た
。 STC-1細 胞 集 団 の 異 種 性 の た め に 、 各 細 胞 の Ca 2 ＋ 画 像 化 を 使 用 し て 細 胞 内 Ca 2 ＋ 濃 度 （
［ Ca 2 ＋ ］ i ） の 応 答 を モ ニ タ ー し 、 苦 味 覚 シ グ ナ ル 伝 達 で 広 範 に 使 用 さ れ る い く つ か の 化
合 物 の 効 果 を 試 験 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 蛍 光 Ca 2 ＋ 指 示 薬 フ ラ 2-AMを 負 荷 し た STC-1細 胞 培 養 物 へ の 安 息 香 酸 デ ナ ト ニ ウ ム の 添 加
に よ り 、 細 胞 内 Ca 2 ＋ 濃 度 （ ［ Ca 2 ＋ ］ i ） の 急 速 且 つ 用 量 依 存 性 の 上 昇 が 誘 導 さ れ た 。 10m
Mで は 、 デ ナ ト ニ ウ ム に よ り 、 試 験 し た 細 胞 の 97％ で ［ Ca 2 ＋ ］ i の 顕 著 な 増 加 が 誘 導 さ れ
、 1mMで は 、 こ の 苦 味 物 質 に よ り 、 STC-1集 団 の 33％ で ［ Ca 2 ＋ ］ i の 増 加 が 誘 導 さ れ た 。 こ
れ ら の 実 験 で 使 用 し た デ ナ ト ニ ウ ム の 濃 度 は 、 味 覚 組 織 に お け る 二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー の 変
化 お よ び イ オ ン チ ャ ネ ル 活 性 の 誘 発 で 使 用 し た 濃 度 と 同 様 で あ る 。 フ ェ ニ ル チ オ カ ル バ ミ
ド 、 6-n-プ ロ ピ ル -2-チ オ ウ ラ シ ル 、 カ フ ェ イ ン 、 お よ び ニ コ チ ン を 含 む 種 々 の 他 の 苦 味
物 質 に よ っ て も 、 STC-1細 胞 に お け る 強 力 な ［ Ca 2 ＋ ］ i 応 答 が 誘 導 さ れ た （ 図 9お よ び 10）
。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 ロ ド プ シ ン の NH2末 端 39ア ミ ノ 酸 を 含 む キ メ ラ mT2R5受 容 体 の HEK-293細 胞 に お け る 異 種
発 現 は 、 ［ Ca 2 ＋ ］ i の 増 加 で 示 さ れ る よ う に mT2R-5が シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド に 応 答 す る こ と を
証 明 し た （ Chandrashekarら 、 Cell、 100、 703～ 711、 2000） 。 SCT-1細 胞 で 低 レ ベ ル の mT2
R5発 現 が 検 出 さ れ た の で 、 シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド が こ れ ら の 細 胞 で の ［ Ca 2 ＋ ］ i 応 答 を 刺 激 す
る か を 検 定 し た 。 シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド の 添 加 に よ り 、 STC-1細 胞 の 小 亜 集 団 で ［ Ca 2 ＋ ］ i の
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振 動 変 化 が 誘 導 さ れ る こ と が 見 出 さ れ た （ 図 9） 。 対 照 的 に 、 ア ト ロ ピ ン 、 コ ー ヒ ー 酸 、
お よ び エ ピ カ テ キ ン を 含 む 他 の 苦 味 物 質 に よ っ て は 、 STC-1細 胞 に お い て ［ Ca 2 ＋ ］ i の い
か な る 検 出 可 能 な 変 化 も 誘 導 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ １ ０ 】
実 施 例 ３
ラ ッ ト お よ び マ ウ ス GI組 織 に お け る ガ ス ト デ ュ ー シ ン （ Gα g u s t ） お よ び ト ラ ン ス デ ュ ー
シ ン （ G t ） の 発 現
　 GI管 で の Gα g u s t 発 現 を 同 定 す る た め に 、 ラ ッ ト の 幽 門 、 胃 底 、 お よ び 十 二 指 腸 粘 膜 か
ら 単 離 し た 逆 転 写 mRNAを 、 ラ ッ ト Gα g u s t 配 列 に 基 づ い た 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 使 用 し た PCR
に 供 し た （ 図 7） 。 こ れ ら の 各 組 織 か ら 推 定 サ イ ズ （ 332bp） の 主 要 な PCR産 物 を 得 た 。 興
味 深 い こ と に 、 Gα g u s t 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 使 用 し た ラ ッ ト 胃 内 分 泌 細 胞 で 豊 富 な cDNAラ
イ ブ ラ リ ー の PCR増 幅 に よ っ て も 、 332bpフ ラ グ メ ン ト が 産 生 さ れ た 。 配 列 分 析 に よ り 、 こ
れ ら の PCR産 物 が 増 幅 G g u s t に 対 応 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 胃 内 分 泌 細 胞 cDNAラ イ ブ ラ リ ー
由 来 の Gα g u s t の 全 読 み 取 り 枠 を コ ー ド す る cDNAフ ラ グ メ ン ト の ク ロ ー ニ ン グ お よ び 配 列
決 定 に よ っ て 、 胃 Gα g u s t の 同 一 性 を 確 認 し た 。
【 ０ １ １ １ 】
　 最 初 に 網 膜 の 光 受 容 体 の み で 発 現 す る と 考 え ら れ て い た ト ラ ン ス デ ュ ー シ ン 1（ Gα t - 1

） お よ び 2（ Gα t - 2 ） の α サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 細 胞 内 味 覚 シ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 す る 脊 椎 動 物
味 覚 細 胞 に も 存 在 す る 。 こ こ で 、 ト ラ ン ス デ ュ ー シ ン が GI粘 膜 で も 発 現 す る こ と を 同 定 す
る た め に 、 RT-PCRお よ び 免 疫 組 織 化 学 を 使 用 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 ヒ ト お よ び マ ウ ス ト ラ ン ス デ ュ ー シ ン の COOH末 端 の 114ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る コ ン セ ン
サ ス 配 列 に 基 づ い た プ ラ イ マ ー を 使 用 し た RT-PCRに よ っ て （ 図 1に 記 載 ） 、 胃 底 粘 膜 で Gα

t - 2 転 写 物 が 支 配 的 に 検 出 さ れ た 。 胃 幽 門 お よ び 十 二 指 腸 か ら 抽 出 さ れ た RNAを 使 用 し て 、
よ り 弱 い RT-PCTシ グ ナ ル も 得 ら れ た 。 さ ら に 、 ラ ッ ト 胃 内 分 泌 細 胞 の cDNAラ イ ブ ラ リ ー に
お い て も Gα t - 2 が 検 出 さ れ た 。 対 照 的 に 、 同 じ RT-PCR条 件 を 使 用 し て 、 胃 底 、 幽 門 、 十 二
指 腸 、 お よ び ラ ッ ト 胃 内 分 泌 細 胞 の cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 増 幅 Gα t - 1 に 対 応 す る わ ず か な
シ グ ナ ル し か 得 ら れ な か っ た 。 Gα t - 1 の RT-PCRを さ ら に 15サ イ ク ル 行 っ た 場 合 、 胃 底 の み
で 推 定 Gα t - 1 産 物 （ 340bp） が 検 出 さ れ 、 さ ら に 116bpの イ ン ト ロ ン 7を 含 む 非 ス プ ラ イ シ
ン グ バ リ ア ン ト （ 456bp） が 幽 門 で 同 定 さ れ た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Gα g u

s t に 加 え て 、 ト ラ ン ス デ ュ ー シ ン （ 特 に Gα t - 2 ） も ま た 胃 腸 系 で 発 現 さ れ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 Gα g u s t 転 写 物 が 胃 底 お よ び 幽 門 で 検 出 さ れ 、 Gα t - 2 は 胃 底 に 優 先 的 に 存 在 す る と み ら
れ る こ と に よ り 、 こ れ ら 2つ の Gα タ ン パ ク 質 は 異 な る 胃 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る こ と が 示
唆 さ れ 、 こ の 可 能 性 を 調 査 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 Gα g u s t お よ び Gα t - 2 の 固 有 の ア
ミ ノ 酸 配 列 に 指 向 す る 特 異 的 抗 体 を 使 用 し た 免 疫 組 織 化 学 に よ っ て こ れ ら Gタ ン パ ク 質 の
α サ ブ ユ ニ ッ ト の 発 現 を 試 験 し た 。 マ ウ ス 胃 底 粘 膜 切 片 で は 、 Gα t - 2 は 、 腺 の 先 端 領 域 よ
り も む し ろ 基 底 に 存 在 す る 細 胞 に 局 在 し て い た 。 首 （ neck） で は 、 拡 散 し た わ ず か な Gα t

- 2 陽 性 細 胞 の み が 認 め ら れ た 。 対 照 的 に 、 胃 底 の ほ と ん ど の Gα g u s t 陽 性 細 胞 は 、 腺 の 上
部 （ 首 ） 領 域 、 峡 部 、 ま た は 表 面 上 皮 に 存 在 す る が 、 基 底 部 分 に 存 在 し な か っ た 。 幽 門 粘
膜 で 稀 に Gα t - 2 染 色 細 胞 が 認 め ら れ た が 、 こ の 胃 領 域 で は Gα g u s t 陽 性 細 胞 が 豊 富 で あ っ
た 。 Gα t - 2 お よ び Gα g u s t 抗 体 の 対 応 す る 免 疫 原 性 ペ プ チ ド へ の 曝 露 に よ り 、 胃 上 皮 細 胞
の 免 疫 染 色 が 完 全 に 消 滅 し た 。 連 続 切 片 試 験 に よ っ て 明 ら か な よ う に 、 Gα t - 2 陽 性 細 胞 の
分 布 お よ び 形 態 （ 挿 入 図 を 参 照 の こ と ） は 、 Gα g u s t 陽 性 細 胞 の も の と 明 ら か に 異 な っ て
い た （ 図 4～ 6） 。 こ の 所 見 は 、 Gα g u s t お よ び Gα t - 2 が 、 胃 粘 膜 中 の 異 な る 上 皮 細 胞 型 に
よ っ て 発 現 さ れ る こ と を 示 す 。
【 ０ １ １ ４ 】
実 施 例 ４
ラ ッ ト お よ び マ ウ ス GI粘 膜 中 の 推 定 GT2R転 写 物 の 同 定
　 苦 味 覚 受 容 体 シ グ ナ ル 伝 達 に 関 与 す る ガ ス ト デ ュ ー シ ン お よ び ト ラ ン ス デ ュ ー シ ン が GI
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管 で 発 現 さ れ る の で 、 次 の 工 程 は 、 舌 上 皮 の 味 覚 細 胞 に お い て 同 定 さ れ た 任 意 の 味 覚 受 容
体 フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー も 胃 粘 膜 お よ び 十 二 指 腸 粘 膜 で 発 現 さ れ る か ど う か を 決 定 す る こ
と で あ っ た 。 マ ウ ス ま た は ラ ッ ト の 胃 粘 膜 ま た は 十 二 指 腸 粘 膜 中 に T1Rフ ァ ミ リ ー の 転 写
物 は 検 出 さ れ な か っ た 。 非 常 に 対 照 的 に 、 縮 重 T2Rプ ラ イ マ ー を 使 用 し た RT-PCR分 析 に よ
っ て 、 幽 門 、 胃 底 、 お よ び 十 二 指 腸 で 増 幅 産 物 が 産 生 さ れ た 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 ラ ッ ト の 幽 門 、 胃 底 、 お よ び 十 二 指 腸 組 織 中 の 公 知 の T2Rサ ブ タ イ プ の 発 現 を さ ら に 試
験 し た 。 ラ ッ ト 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 使 用 し た RT-PCRに よ っ て 、 ラ ッ ト の 幽 門 、 胃 底 、 お よ
び 十 二 指 腸 中 に 多 数 の T2R転 写 物 が 検 出 さ れ た （ 図 8） 。 さ ら に 、 非 常 に 富 化 さ れ た ラ ッ ト
胃 内 分 泌 細 胞 cDNAラ イ ブ ラ リ ー で 多 数 の T2R cDNA配 列 が ま た 見 出 さ れ た 。 全 て の 増 幅 産 物
を ク ロ ー ン 化 お よ び 配 列 決 定 し 、 こ れ ら が 公 知 の T2R配 列 と 同 一 で あ る こ と を 確 認 し た 。
対 照 的 に 、 肝 臓 、 顎 下 腺 、 心 臓 、 腎 臓 、 お よ び 脳 な ら び に 非 分 化 腸 上 皮 細 胞 株 IEC-6か ら
単 離 し た RNAを 使 用 し た RT-PCRで は 、 い か な る こ れ ら の 転 写 物 も 検 出 さ れ な か っ た 。 こ れ
ら の 結 果 に よ り 、 ラ ッ ト 胃 粘 膜 お よ び 十 二 指 腸 粘 膜 で の T2Rフ ァ ミ リ ー の 味 覚 受 容 体 の 選
択 的 発 現 が 明 ら か と な っ た 。 マ ウ ス 胃 お よ び 十 二 指 腸 組 織 で 任 意 の 公 知 の T2Rが 発 現 す る
か ど う か も 決 定 し た 。 RT-PCRお よ び 配 列 決 定 分 析 に よ り 、 mT2R19に 対 応 す る 転 写 物 が 幽 門
、 胃 底 、 お よ び 十 二 指 腸 な ら び に 舌 に 存 在 す る が 、 結 腸 、 肝 臓 、 心 臓 、 お よ び 腎 臓 を 含 む
他 の 組 織 に は 存 在 し な い こ と が 確 認 さ れ た （ 図 3） 。 し か し 、 最 初 に STC-1細 胞 （ GT2R-S1
、 -S2、 -S7、 mT2R5、 mT2R8、 お よ び mT2R30が 含 ま れ る ） か ら 同 定 さ れ た 他 の GT2Rは 、 マ ウ
ス の 幽 門 、 胃 底 、 お よ び 十 二 指 腸 で 発 現 が 異 な る に も か か わ ら ず 、 そ の 遺 伝 子 は 全 て 第 6
染 色 体 の 苦 味 遺 伝 子 座 内 に 存 在 す る （ 図 11） 。
【 ０ １ １ ６ 】
実 施 例 ５
STC-1は 、 味 覚 伝 達 の 新 規 の 細 胞 モ デ ル で あ る
　 STC-1細 胞 が 多 数 の 苦 味 覚 受 容 体 お よ び 味 覚 シ グ ナ ル 伝 達 を 媒 介 す る Gタ ン パ ク 質 の α サ
ブ ユ ニ ッ ト を 発 現 す る こ と が 証 明 さ れ た 。 本 発 明 者 ら は 、 苦 味 覚 シ グ ナ ル 伝 達 で 広 範 に 使
用 さ れ る 化 合 物 （ 例 え ば 、 デ ナ ト ニ ウ ム 、 フ ェ ニ ル チ オ カ ル バ ミ ド 、 6-n-プ ロ ピ ル -2-チ
オ ウ ラ シ ル 、 お よ び シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド ） の STC-1細 胞 の 培 養 物 へ の 添 加 に よ り 、 こ れ ら の
細 胞 に お い て 迅 速 な ［ Ca 2 ＋ ］ i 応 答 が 促 進 さ れ る が （ 図 9） 、 IEC-18ま た は 3T3な ど の 十 分
に 研 究 さ れ た 他 の 細 胞 株 で は 促 進 さ れ な い （ 図 10） こ と も 証 明 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 し た が っ て 、 1つ ま た は 多 数 の GT2Rの 活 性 化 は 、 細 胞 内 貯 蔵 物 か ら の Ca 2 ＋ が 放 出 さ れ る
二 次 メ ッ セ ン ジ ャ ー の 合 成 を 促 進 す る か 、 細 胞 へ の Ca 2 ＋ の 侵 入 を 媒 介 す る イ オ ン チ ャ ネ
ル の 開 閉 を 調 整 す る 。 苦 味 物 質 に 応 答 し た ［ Ca 2 ＋ ］ i の 増 加 は 、 神 経 の 反 射 を 活 性 化 し 、
そ し て /ま た は 隣 接 細 胞 の 活 性 を 調 整 す る シ グ ナ ル 伝 達 分 子 の 放 出 を 誘 発 す る こ と が で き
る 。 現 時 点 で は 味 覚 受 容 体 媒 介 シ グ ナ ル 伝 達 を 研 究 す る た め の 長 期 培 養 細 胞 系 が 存 在 し な
い の で 、 本 発 明 は 、 GT2R遺 伝 子 調 節 お よ び GT2R媒 介 シ グ ナ ル 伝 達 の 研 究 の た め の STC-1の
優 れ た 細 胞 モ デ ル を 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ８ 】
結 論
　 薬 物 お よ び 毒 素 を 含 む 摂 取 物 質 の 化 学 成 分 を 感 知 す る 胃 お よ び 腸 中 の 化 学 感 覚 受 容 体 の
同 定 は 、 こ れ ら の 受 容 体 の 活 性 化 に よ っ て 開 始 さ れ た 応 答 を 改 変 す る 新 規 の 分 子 デ ザ イ ン
を 含 む 多 数 の 重 要 な 意 味 を 有 す る 。 例 え ば 、 薬 物 お よ び 毒 素 は 嘔 吐 反 射 を 開 始 さ せ 、 い く
つ か の 食 品 成 分 は 食 欲 お よ び 満 腹 を 制 御 し 、 胃 腸 の 運 動 性 を 変 化 さ せ 、 正 常 な 消 化 機 能 に
必 要 な 神 経 お よ び ホ ル モ ン の 経 路 を 開 始 す る 。 本 発 明 者 ら が 胃 お よ び 腸 で 同 定 し た 化 学 感
覚 受 容 体 の 巨 大 な フ ァ ミ リ ー は 、 こ れ ら の 応 答 の 媒 介 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た す 可 能 性
が 高 い 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 口 よ り 後 ろ の （ post-oral） GI管 に お け る 味 覚 受 容 を 、 中 枢 神 経 系 で 舌 上 皮 か ら 生 じ る
味 覚 シ グ ナ ル と 統 合 し 得 、 ま た は 全 く 異 な る 系 に よ っ て 処 理 さ れ る 。 苦 味 化 合 物 の 挙 動 効
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果 （ 例 え ば 、 条 件 付 き の 味 の 回 避 ） は 、 味 蕾 だ け で な く 胃 お よ び 腸 で 発 現 し た 味 覚 受 容 体
に よ っ て 感 知 さ れ た 刺 激 の 複 雑 な 統 合 の 結 果 で あ る 可 能 性 が あ る 。 胃 お よ び 十 二 指 腸 の 粘
膜 に お け る 味 覚 受 容 体 の 同 定 は 、 分 子 感 知 理 解 に 新 た な 道 を 開 き 、 消 化 管 内 の こ れ ら の 受
容 体 の 機 能 を 改 変 す る 治 療 化 合 物 の 開 発 の 道 を 開 く 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 明 細 書 中 で 引 用 さ れ た 全 て の 刊 行 物 お よ び 特 許 出 願 は 、 各 刊 行 物 ま た は 特 許 出 願 が 具
体 的 且 つ 個 別 に 参 照 と し て 組 み 入 れ ら れ る こ と が 示 さ れ た か の よ う に 、 参 照 と し て 本 明 細
書 に 組 み 入 れ ら れ る 。 任 意 の 刊 行 物 の 引 用 は 、 出 願 日 前 の そ の 開 示 の た め で あ り 、 本 発 明
が 先 行 発 明 に よ る こ の よ う な 刊 行 物 よ り も 日 付 が 前 で あ る 権 利 が な い と い う 承 認 と 解 釈 す
べ き で は な い 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 上 記 の 発 明 は 、 明 確 な 理 解 を 目 的 と し て 例 示 お よ び 実 施 例 に よ っ て 詳 細 に 説 明 さ れ て い
る が 、 本 発 明 の 教 示 を 考 慮 し て 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 の 精 神 ま た は 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ
と な く 一 定 の 変 形 形 態 お よ び 改 変 形 態 を 作 製 し 得 る こ と が 当 業 者 に 容 易 に は 明 ら か で あ る
。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ２ ２ 】
【 図 １ 】 STC-1細 胞 に お け る 、 Gα t - 2 、 Gα g u s t 、 お よ び GT2Rフ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の 発 現 を
示 す 。 A:STC-1細 胞 か ら 単 離 し た ポ リ A + RNAに 対 し て 、 Gα t - 2 お よ び Gα g u s t の α サ ブ ユ ニ
ッ ト に つ い て RT-PCR分 析 を 行 っ た 。 推 定 サ イ ズ （ 矢 印 で 示 す ） の PCR産 物 を 、 サ ブ ク ロ ー
ン 化 し 、 配 列 決 定 し て そ の 同 一 性 を 確 認 し た 。 B:STC-1細 胞 か ら 調 製 し た 総 タ ン パ ク 質 抽
出 物 に 対 す る Gα t - 2 お よ び Gα g u s t に つ い て の 免 疫 ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 っ た 。 通 常 の ま た は
予 め 吸 収 さ せ た Gα t - 2 お よ び Gα g u s t 特 異 的 抗 体 を 使 用 し て 、 そ の 各 Gα の 存 在 を 検 出 し 、
総 タ ン パ ク 質 抽 出 物 中 の サ ブ ユ ニ ッ ト を 電 気 泳 動 し 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン に ブ ロ
ッ ト し た 。 C:セ ク シ ョ ン Aに 記 載 の 実 験 で 使 用 し た も の と 同 一 の cDNAに 対 し て 、 T2R特 異 的
プ ラ イ マ ー を 使 用 し た RT-PCR分 析 を 行 っ た 。 推 定 mT2Rに 対 応 す る PCR産 物 を サ ブ ク ロ ー ン
化 し 配 列 決 定 し て 、 公 開 さ れ て い る ラ ッ ト お よ び マ ウ ス 配 列 と の 関 連 を 確 認 し た 。
【 図 ２ 】 STC-1細 胞 か ら 単 離 さ れ た マ ウ ス GT2Rホ モ ロ グ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 縮 重
ま た は 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 使 用 し た RT-PCRに よ っ て 作 製 し た STC-1の cDNAク ロ ー ン お よ び
マ ウ ス BACゲ ノ ム DNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 し た ゲ ノ ム ク ロ ー ン か ら 完 全 な 配 列 を 推 定 し た
。 複 数 の 配 列 お よ び 相 同 性 分 析 の た め に 、 MacVectorソ フ ト ウ ェ ア （ バ ー ジ ョ ン 7.1、 Acce
lrys Inc.） を 使 用 し て ClustaIWア ラ イ ン メ ン ト を 行 っ た 。
【 図 ３ 】 マ ウ ス 上 部 消 化 管 に お け る ヒ ト T2R1お よ び ラ ッ ト T2R1の 公 知 の マ ウ ス オ ル ソ ロ グ
で あ る mT2R19転 写 物 の 組 織 分 布 を 示 す 。 種 々 の マ ウ ス 組 織 か ら 調 製 し た cDNAに 対 し て mT2R
19特 異 的 プ ラ イ マ ー を 使 用 し た RT-PCRを 行 っ た 。 PCR産 物 を 、 EtBrを 含 む 1％ ア ガ ロ ー ス ゲ
ル で 分 離 し 、 推 定 mT2R19 cDNAフ ラ グ メ ン ト （ 698bp） の 同 一 性 を 、 DNA配 列 決 定 に よ っ て
確 認 し た 。 A:幽 門 、 F:胃 底 、 D:十 二 指 腸 、 I:回 腸 、 J:空 腸 、 C:結 腸 、 L:肝 臓 、 H:心 臓 、 K:
腎 臓 、 お よ び T:舌 。 対 照 と し て 、 各 サ ン プ ル 由 来 の β -ア ク チ ン を 増 幅 し 、 下 の パ ネ ル に
示 す 。
【 図 ４ 】 図 4A～ 4Dは 、 マ ウ ス 胃 底 （ Aお よ び B） お よ び 幽 門 （ Cお よ び D） に お け る Gα t - 2 お
よ び Gα g u s t の 免 疫 染 色 を 示 す 。 図 4A-Gα t - 2 に 対 す る 抗 体 で の 免 疫 染 色 。 胃 底 腺 の 基 部 （
base） は 、 陽 性 染 色 細 胞 に 富 む （ 矢 印 ） （ 40倍 ） 。 挿 入 図 :染 色 細 胞 は 円 く 、 中 心 ま た は
わ ず か に 中 心 か ら 外 れ た 核 お よ び 淡 色 の （ pale） 細 胞 質 を 含 む こ と を 示 す 、 腺 の 拡 大 図 （
100倍 ） 。 図 4B-Gα g u s t に 対 す る 抗 体 で 染 色 さ れ た 連 続 切 片 。 こ の 腺 部 分 で 陽 性 細 胞 は 認
め ら な い （ 40倍 ） 。 図 4C-Gα t - 2 に 対 す る 抗 体 で 免 疫 染 色 し た 幽 門 粘 膜 。 陽 性 細 胞 は 認 め
ら れ な い （ 40倍 ） 。 図 4D-Gα g u s t に 対 す る 抗 体 で 染 色 さ れ た 連 続 切 片 。 矢 印 は 、 多 数 の 陽
性 染 色 細 胞 の い く つ か を 示 す （ 40倍 ） 。 挿 入 図 :基 底 膜 に 向 か う 管 腔 の 棒 状 物 （ pole） お
よ び 突 出 を 有 す る 伸 長 し た 形 状 を 示 す Gα g u s t 陽 性 細 胞 の 拡 大 図 （ 100倍 ） 。
【 図 ５ 】 図 5A～ 5Dは 、 舌 の 味 蕾 （ Aお よ び B） お よ び 胃 幽 門 （ Cお よ び D） の Gα g u s t の 免 疫
染 色 を 示 す 。 図 5A-Gα g u s t に 対 す る 抗 体 で の 舌 上 皮 の 免 疫 染 色 に よ り 、 味 蕾 中 の Gα g u s t
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陽 性 細 胞 の 存 在 が 示 さ れ る 。 図 5B-Gα g u s t に 対 す る 抗 体 で 免 疫 染 色 し て い る が 、 免 疫 化 ペ
プ チ ド の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 舌 上 皮 の 連 続 切 片 。 図 5C-Gα g u s t に 対 す る 抗 体 で 免
疫 染 色 し た 幽 門 粘 膜 。 図 5D-Gα g u s t に 対 す る 抗 体 で 免 疫 染 色 し て い る が 、 免 疫 化 ペ プ チ ド
の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 連 続 切 片 。 免 疫 原 性 ペ プ チ ド の 添 加 に よ り 味 蕾 中 の 細 胞 ま
た は 胃 粘 膜 細 胞 の い ず れ か の 染 色 が 完 全 に 遮 断 さ れ る こ と に 留 意 の こ と 。 対 照 的 に 、 Gα o

l f の α サ ブ ユ ニ ッ ト ま た は 細 胞 外 シ グ ナ ル 調 節 キ ナ ー ゼ 領 域 に 対 応 す る 構 造 的 に 無 関 係 の
ペ プ チ ド の 存 在 下 で の 抗 体 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 、 胃 上 皮 細 胞 の 免 疫 染 色 は 減 少 し
な か っ た 。 使 用 し た 抗 体 は 、 Gα g u s t の ア ミ ノ 酸 93～ 112に 対 応 す る ペ プ チ ド （ ラ ッ ト タ ン
パ ク 質 中 の 非 常 に 多 岐 に わ た る 配 列 ） ［ Gα g u s t （ I-20） ;Santa Cruz Biotechnology］ で
惹 起 さ れ た 親 和 性 精 製 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ た 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ お
よ び 免 疫 組 織 化 学 に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 Gα g u s t （ I-20） は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 お よ
び ヒ ト 細 胞 起 源 の ガ ス ト デ ュ ー シ ン の α サ ブ ユ ニ ッ ト と 特 異 的 に 反 応 す る が 、 桿 体 （ Gα t

- 1 ） ま た は 錐 体 （ Gα t - 2 ） ト ラ ン ス デ ュ ー シ ン （ Santa Cruz Biotechnology） を 含 む 他 の
Gα サ ブ ユ ニ ッ ト と は 交 差 反 応 し な い （ 倍 率 :Aお よ び B、 40倍 ;Cお よ び D、 20倍 ） 。
【 図 ６ 】 図 6A～ 6Dは 、 マ ウ ス 網 膜 （ Aお よ び B） お よ び 胃 底 （ Cお よ び D） に お け る Gα t - 2 の
免 疫 染 色 を 示 す 。 図 6A-網 膜 に お け る Gα t - 2 に 対 す る 抗 体 で の 免 疫 染 色 。 図 6B-網 膜 の 連 続
切 片 を 、 Gα t - 2 に 対 す る 抗 体 で 免 疫 染 色 し た が 、 免 疫 化 ペ プ チ ド の 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 図 6C-胃 底 腺 の 基 部 に お け る Gα t - 2 に 対 す る 抗 体 で の 免 疫 染 色 。 図 6D-胃 底 腺 の 基
部 の 連 続 切 片 を 、 Gα t - 2 に 対 す る 抗 体 で 免 疫 染 色 し た が 、 免 疫 化 ペ プ チ ド の 存 在 下 で イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 1.色 素 上 皮 、 2.光 受 容 体 （ 錐 体 お よ び 桿 体 ） 層 。 免 疫 原 性 ペ プ チ ド の 添
加 に よ り 網 膜 の 錐 体 細 胞 ま た は 胃 粘 膜 細 胞 の い ず れ か の 染 色 が 完 全 に 遮 断 さ れ る こ と に 留
意 の こ と 。 対 照 的 に 、 Golfの α サ ブ ユ ニ ッ ト ま た は 細 胞 外 シ グ ナ ル 関 連 キ ナ ー ゼ 領 域 に 対
応 す る 構 造 的 に 無 関 係 の ペ プ チ ド の 存 在 下 で の 抗 体 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 、 胃 上 皮
細 胞 の 免 疫 染 色 は 減 少 し な か っ た 。 こ れ ら の 実 験 で 使 用 し た 抗 体 は 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ
ィ ン グ お よ び 免 疫 組 織 化 学 に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 お よ び ヒ ト 起 源 の
細 胞 と 反 応 す る が 、 Gα t - 1 （ Santa Cruz Biotechnology） を 含 む 他 の Gα サ ブ ユ ニ ッ ト と
交 差 反 応 し な い 、 a-ト ラ ン ス デ ュ ー シ ン -2（ Gα t - 2 （ I-20） ;Santa Cruz Biotechnology
） に 対 す る 親 和 性 精 製 ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ た （ 倍 率 :20倍 ） 。
【 図 ７ 】 ラ ッ ト GI組 織 お よ び ラ ッ ト 胃 内 分 泌 細 胞 の cDNAラ イ ブ ラ リ ー に お け る Gα t お よ び
Gα g u s t の 発 現 を 示 す 。 PCRに よ っ て Gα t - 2 お よ び Gα g u s t の α サ ブ ユ ニ ッ ト を 増 幅 す る た
め の コ ン セ ン サ ス プ ラ イ マ ー を 、 公 開 さ れ た ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 お よ び ヒ ト Gα 配 列 に 基 づ
い て デ ザ イ ン し た 。 ラ ッ ト の 幽 門 （ A） 、 胃 底 （ F） 、 お よ び 十 二 指 腸 （ D） 由 来 の 逆 転 写 m
RNAな ら び に 胃 内 分 泌 細 胞 ラ イ ブ ラ リ ー 由 来 の cDNAに 対 し て PCR増 幅 反 応 を 行 っ た 。 Gα t - 2

お よ び Gα g u s t の PCR産 物 の 推 定 サ イ ズ は 、 そ れ ぞ れ 340bpお よ び 332bpで あ る 。
【 図 ８ 】 ラ ッ ト GI管 に お け る 公 知 の rT2Rフ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の 発 現 を 示 す 。 ラ ッ ト 幽 門 、
胃 底 、 十 二 指 腸 粘 膜 、 お よ び IEC-6細 胞 か ら 単 離 し た ポ リ A + mRNAな ら び に ラ ッ ト 胃 内 分 泌
細 胞 cDNAラ イ ブ ラ リ ー 由 来 の cDNAに 対 し て 、 11種 の 各 rT2Rサ ブ タ イ プ に つ い て の ラ ッ ト 特
異 的 プ ラ イ マ ー を 使 用 し て RT-PCRを 行 っ た 。 PCR産 物 を 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム を 含 む 1％ ア ガ ロ
ー ス ゲ ル で 分 離 し 、 各 rT2Rサ ブ タ イ プ に つ い て 予 想 さ れ る サ イ ズ を 有 す る 産 物 を サ ブ ク ロ
ー ン 化 し 、 配 列 決 定 し て そ の 同 一 性 を 評 価 し た 。 対 照 転 写 物 で あ る 各 サ ン プ ル 由 来 の β -
ア ク チ ン を 、 隣 の レ ー ン に 示 す 。
【 図 ９ 】 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 を 増 加 さ せ た 苦 味 物 質 分 子 に 対 す る STC-1細 胞 の 応 答 を 示
す 。 各 細 胞 の ［ Ca 2 ＋ ］ i を 、 苦 味 物 質 の 単 一 濃 縮 物 へ の 曝 露 前 後 に 測 定 し た 。 上 の パ ネ ル
:各 味 物 質 に 応 答 し た 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ :DB（ 安 息 香 酸 デ ナ ト ニ ウ ム ） 10mM（ n＝ 160細
胞 ） 、 1mM（ n＝ 98細 胞 ） 、 0.1mM（ n＝ 82細 胞 ） ;PTC（ フ ェ ニ ル チ オ カ ル バ ミ ド ） 3mM（ n＝
60細 胞 ） ;6-PTU（ 6-n-プ ロ ピ ル チ オ ウ ラ シ ル ） 1mM（ n＝ 63細 胞 ） ;CAP（ カ フ ェ イ ン ） 10mM
（ n＝ 52） ;NIC（ ニ コ チ ン ） 10mM（ n＝ 53細 胞 ） ;CHL（ ク ロ ロ キ ン ） 1mM（ n＝ 52細 胞 ） 、 CY
C（ シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド ） 50μ M（ n＝ 538細 胞 ） 。 括 弧 内 の 値 は 、 分 析 細 胞 数 で あ る 。 下 の パ
ネ ル :安 息 香 酸 デ ナ ト ニ ウ ム ま た は シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド に 曝 露 し た 2つ の 細 胞 由 来 の 各 ［ Ca 2 ＋

］ の 軌 跡 。
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【 図 １ ０ 】 STC-1細 胞 中 の ［ Ca 2 ＋ ］ i の 用 量 依 存 性 増 加 を 誘 導 す る デ ナ ト ニ ウ ム の 効 果 を
示 す 。 （ A） カ バ ー ガ ラ ス 上 で 成 長 さ せ た STC-1細 胞 を 、 0.03％ NaHCO 3 、 1.3mM CaCl 2 、 0.5
mM MgCl 2 、 0.4mM MgSO 4 、 お よ び 0.1％ BSAを 補 足 し た ハ ン ク ス 平 衡 化 塩 溶 液 か ら な る 緩 衝
液 （ 緩 衝 液 A） で 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 細 胞 を 、 DMSO中 、 1mMの ス ト ッ ク 由 来 の 5mM フ ラ -2-
テ ト ラ -ア セ ト キ シ メ チ ル エ ス テ ル （ fura-2/AME） と 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
次 い で 、 細 胞 を 再 度 緩 衝 液 Aで 洗 浄 し 、 室 温 で さ ら に 30分 間 放 置 し た 。 各 カ バ ー ガ ラ ス を
、 2mlの 緩 衝 液 Aを 含 む ガ ラ ス キ ュ ベ ッ ト 中 に 入 れ 、 Hitachi F-2000蛍 光 光 度 計 に て 励 起 波
長 340nmお よ び 380nmな ら び に 発 光 波 長 510nmで 連 続 的 に 蛍 光 を 測 定 し た 。 バ ー は 、 示 し た
種 々 の 濃 度 の 安 息 香 酸 デ ナ ト ニ ウ ム （ DB） 応 答 に お け る ［ Ca 2 ＋ ］ i の 増 加 を 示 す 。 （ B） 5
mM安 息 香 酸 デ ナ ト ニ ウ ム （ DB） お よ び そ の 後 の 正 の 対 照 と し て 添 加 し た 50nMバ ソ プ レ シ ン
（ VP） の 連 続 添 加 後 の IEC-18細 胞 （ 正 常 な ラ ッ ト 腸 上 皮 細 胞 株 ） の ［ Ca 2 ＋ ］ i 変 化 。 （ C
） 5mM安 息 香 酸 デ ナ ト ニ ウ ム （ DB） お よ び そ の 後 の 正 の 対 照 と し て 添 加 し た 10nMボ ン ベ シ
ン （ Bom） の 連 続 添 加 後 の Swiss3T3細 胞 の ［ Ca 2 ＋ ］ i 変 化 。 IEC-18細 胞 お よ び Swiss3T3細
胞 の ［ Ca 2 ＋ ］ i 変 化 を 、 STC-1細 胞 に つ い て の 上 記 の よ う に 測 定 し た 。
【 図 １ １ 】 マ ウ ス 第 6染 色 体 に 対 す る T2R遺 伝 子 の 組 織 化 を 示 す 。 苦 味 遺 伝 子 座 は 、 約 1.4M
bに わ た り 、 7個 の 偽 遺 伝 子 を 含 む 少 な く と も 30個 の T2R関 連 配 列 を 有 す る 。 STC-1か ら 同 定
し た GT2R遺 伝 子 は 、 バ ン ド 6F3上 の 2つ の ク ラ ス タ ー に 分 布 す る 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】
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