
(57)【要約】
本発明はヒト一過性受容器電位６遺伝子（ＴＲＰＣ６）がコードするポリペプチドの活性
を変調する物質のアッセイ法に関する。該アッセイ法は、候補物質と当該ポリペプチドと
を組合せ、次いで、該候補物質が当該ポリペプチドに及ぼす作用を測定することからなる
。かかる物質は炎症性疾患、特に白血球と関連する疾患の処置用医薬の製造に使用するこ
とができる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ヒ ト 一 過 性 受 容 器 電 位 ６ 遺 伝 子 （ Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ ） が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 変 調
す る 白 血 球 関 連 炎 症 性 疾 患 処 置 の 使 用 に 適 す る 物 質 の 同 定 法 で あ っ て 、 候 補 物 質 と 当 該 ポ
リ ペ プ チ ド と を 組 合 せ 、 次 い で 該 候 補 物 質 が 当 該 ポ リ ペ プ チ ド に 及 ぼ す 作 用 を 測 定 す る こ
と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 該 候 補 物 質 と 、 Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ に よ り 安 定 に 形 質 導 入 を 受 け 、 機 能 的 Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ チ ャ ン ネ ル
を 発 現 す る 細 胞 と を 組 合 せ 、 Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ － 介 在 Ｎ ａ ＋ 流 入 を 示 す い ず れ か の 膜 脱 分 極 を 測
定 す る こ と か ら な る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ア ゴ ニ ス ト の 刺 激 に よ り Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ チ ャ ン ネ ル を 活 性 化 し 得 る 内 在 性 カ ル シ ウ ム － 可 動
性 Ｇ タ ン パ ク 質 － カ ッ プ ル 結 合 レ セ プ タ ー を 該 細 胞 に よ り 発 現 さ せ 、 Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ チ ャ ン ネ
ル を 刺 激 す る た め の 候 補 物 質 に 続 い て レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト を 添 加 し 、 阻 害 測 定 を 可 能 と
す る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ イ オ ン チ ャ ン ネ ル を 通 過 す る カ ル シ ウ ム イ オ ン の 流 入 を 阻 害 す る 化 合 物
お よ び 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 有 し て な る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 該 化 合 物 が １ － ［ ｂ － ［ ３ － （ ４ － メ ト キ シ フ ェ ニ ル ） プ ロ ポ キ シ ］ － ４ － メ ト キ シ フ
ェ ネ チ ル ］ － １ Ｈ － イ ミ ダ ゾ ー ル ・ Ｈ Ｃ ｌ で あ る 請 求 項 ４ 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 反 応 す る 抗 体 の 使 用 、 ま
た は 当 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る ポ リ オ ヌ ク レ オ チ ド に
相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 で あ っ て
、 ヒ ト 組 織 に お い て 白 血 球 蓄 積 を 阻 害 す る 医 薬 の 製 造 に 際 し て の 使 用 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 反 応 す る 抗 体 の 使 用 、 ま
た は 当 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る ポ リ オ ヌ ク レ オ チ ド に
相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 で あ っ て
、 白 血 球 関 連 炎 症 性 疾 患 処 置 用 の 医 薬 製 造 に 際 し て の 使 用 。
【 請 求 項 ８ 】
　 該 疾 患 が 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 、 成 人 呼 吸 窮 迫 症 候 群 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 ま た は 炎 症 性 腸
疾 患 な ど の 好 中 球 関 連 疾 患 で あ る 請 求 項 ７ 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ９ 】
　 該 疾 患 が 、 喘 息 お よ び ア レ ル ギ ー 性 鼻 炎 な ど の 好 酸 球 関 連 疾 患 で あ る 請 求 項 ７ 記 載 の 使
用 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 白 血 球 関 連 炎 症 性 疾 患 の 処 置 用 医 薬 の 製 造 に お け る Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ イ ン ヒ ビ タ ー の 使 用 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 肺 高 血 圧 症 の 処 置 用 医 薬 の 製 造 に お け る Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ イ ン ヒ ビ タ ー の 使 用 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 実 質 的 に 実 施 例 と 関 連 し て 記 載 さ れ る 、 ヒ ト 一 過 性 受 容 器 電 位 ６ 遺 伝
子 が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 変 調 す る 白 血 球 関 連 炎 症 性 疾 患 の 処 置 使 用 に 適 す る
物 質 の 同 定 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 一 過 性 受 容 器 電 位 ６ イ オ ン チ ャ ン ネ ル （ Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ ） の 活 性 を 変 調 す る 物 質 ま
た は 作 用 因 子 の 同 定 、 お よ び か か る 物 質 の 炎 症 性 疾 患 、 特 に 呼 吸 器 系 炎 症 性 疾 患 の 処 置 に
お い て の 使 用 に 関 す る 。

10

20

30

40

50

(2) JP 2005-534311 A 2005.11.17



【 ０ ０ ０ ２ 】
　 炎 症 に 際 し て は 様 々 な 細 胞 が 組 織 内 に 引 き 寄 せ ら れ る 。 こ れ ら 細 胞 に は 種 々 の 白 血 球 、
と り わ け 中 性 好 性 顆 粒 球 、 好 酸 性 顆 粒 球 お よ び 単 球 な ど の 炎 症 性 食 細 胞 が 含 ま れ る 。 好 中
球 は 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 （ Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ ） 、 た と え ば 、 慢 性 気 管 支 炎 お よ び そ の 関 連 す る 肺 気 腫
、 成 人 呼 吸 窮 迫 症 候 群 （ Ａ Ｒ Ｄ Ｓ ） な ど の 呼 吸 器 疾 患 、 ク ロ ー ン 病 お よ び 潰 瘍 性 大 腸 炎 な
ど の 炎 症 性 腸 疾 患 、 お よ び リ ウ マ チ 様 関 節 炎 に お け る 炎 症 と 組 織 破 壊 に 関 わ る 。 好 酸 球 は
喘 息 お よ び ア レ ル ギ ー 性 鼻 炎 な ど の 呼 吸 器 疾 患 と 関 わ っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 炎 症 症 状 に お い て 白 血 球 が 作 用 す る 重 要 な 段 階 は 、 こ れ ら の 細 胞 の 組 織 へ の 移 行 、 た と
え ば 、 呼 吸 器 炎 症 に お け る 気 道 へ の 移 行 ま た は リ ウ マ チ 様 関 節 炎 に お け る 関 節 へ の 移 行 、
細 胞 活 性 化 と あ る 範 囲 の 炎 症 性 メ デ ィ エ ー タ ー 、 ロ イ コ ト リ エ ン 、 酸 素 ラ ジ カ ル 、 プ ロ テ
ア ー ゼ の 放 出 な ど で あ る 。 白 血 球 の 移 行 と 活 性 化 が 必 要 で あ る と い う シ グ ナ ル は 、 多 く の
場 合 、 細 胞 質 基 質 カ ル シ ウ ム レ ベ ル の 増 加 に 応 答 し て 、 レ セ プ タ ー を 介 し て 伝 達 さ れ る 。
Ｉ ｎ ｓ （ １ ,４ ,５ ） Ｐ ３ レ セ プ タ ー は 細 胞 内 貯 蔵 庫 か ら カ ル シ ウ ム イ オ ン を 放 出 さ せ る こ
と が 知 ら れ て い る が 、 そ れ ら の イ オ ン が 通 過 す る 血 漿 膜 の チ ャ ン ネ ル に つ い て は 余 り 知 ら
れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ Drosophila） の 一 過 性 受 容 器 電 位 ま た は “ ｔ ｒ ｐ ” 遺 伝 子 は 、 Ｃ ａ
＋ ＋ 選 択 性 貯 蔵 作 用 Ｃ ａ ＋ ＋ 取 込 み （ Ｓ Ｏ Ｃ ） を コ ー ド す る こ と が 知 ら れ て い る が 、 こ れ
は ヒ ト の 相 同 体 （ Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ） お よ び 関 連 の 遺 伝 子 を 見 出 す た め に 使 用 さ れ て い た 。 こ の こ
と が 、 イ オ ン チ ャ ン ネ ル 、 す な わ ち 、 Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ １ － ６ と し て 機 能 す る タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ
ー の 発 見 に つ な が っ た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ブ ー レ イ （ Boulay） ら は マ ウ ス の Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ を ク ロ ー ン 化 し 、 配 列 決 定 し て 、 「 Ｇ ｑ ク
ラ ス の Ｇ タ ン パ ク 質 に カ ッ プ ル 結 合 し た レ セ プ タ ー の 活 性 化 に 対 し 、 二 次 的 に カ ル シ ウ ム
取 り 込 み に 関 与 す る シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の 一 過 性 受 容 器 電 位 （ trp） の 新 規 哺 乳 動 物 相 同 体
の ク ロ ー ニ ン グ と 発 現 」 と し て 報 告 し た （ J. Biol. Chem. Vol.272, 29672-29680 （ 1997
） ） 。 マ ウ ス Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ は ジ ェ ン バ ン ク （ GenBank） か ら 寄 託 番 号 Ｎ Ｐ _０ ３ ８ ８ ６ ６ と し
て 入 手 し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 古 典 的 Ｔ Ｒ Ｐ ６ ま た は Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ と し て も 知 ら れ る ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ は 寄 託 番 号 Ｎ Ｐ ＿ ０
０ ４ ６ １ ２ と し て ジ ェ ン バ ン ク か ら 入 手 し 得 る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 デ ス ポ ジ ト （ D'Esposito） ら は 、 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ 遺 伝 子 の 配 列 に つ い て 、 「 染 色 体 １ １
ｑ ２ １ -->ｑ ２ ２ に 対 す る ヒ ト 一 過 性 受 容 器 電 位 チ ャ ン ネ ル ６ 遺 伝 子 Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ の 同 定 と
帰 属 （ Identification and assignment of the human transient receptor potential ch
annel 6 gene TRPC6 to chromosome 11q21-->q22） 」 と し て 報 告 し た （ Cytogenet. Cell 
Cenet. 83 （ 1-2） , 46-47 （ 1998） ） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ホ フ マ ン （ Hofmann） ら は 、 「 ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル に よ る ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ お よ び Ｔ Ｒ
Ｐ Ｃ ３ チ ャ ン ネ ル の 直 接 活 性 化 （ Direct activation of human TRPC6 and TRPC3 channel
s by diacylglycerol） 」 （ Nature Vol.397, 21 January 1999） に お い て 、 も し Ｃ Ｈ Ｏ －
Ｋ １ 細 胞 が 異 種 と し て 機 能 的 Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ チ ャ ン ネ ル を 発 現 す る な ら （ 電 気 生 理 学 的 に は 証
明 さ れ て い る ） 、 Ｃ Ｈ Ｏ － Ｋ １ 細 胞 に お い て は ヒ ス タ ミ ン が 大 き な Ｃ ａ ＋ ＋ 流 入 を 刺 激 す
る こ と を 示 し て い る 。 彼 ら は ま た Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ チ ャ ン ネ ル 活 性 が Ｎ ａ ＋ 流 入 同 様 に 測 定 し 得
る こ と も 証 明 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ は 、 炎 症 に 際 し て 組 織 に 引 き 寄 せ ら れ た 細 胞 中 に 存 在 す る こ と が 判 明 し て い
る 。 Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ ｍ Ｒ Ｎ Ａ は 分 離 し た 一 次 ヒ ト 好 中 球 に 存 在 し 、 ま た 喫 煙 者 と Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ 患 者
か ら 気 管 支 肺 胞 洗 浄 に よ り 分 離 し た ヒ ト 肺 マ ク ロ フ ァ ー ジ に も 存 在 す る こ と が 示 さ れ て い
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る 。 Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 は ま た 培 養 し た ヒ ト の 気 道 平 滑 筋 細 胞 お よ び 十 分 に 分 化 し
た ヒ ト 気 管 支 上 皮 細 胞 に も 見 出 さ れ て い る 。 Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ タ ン パ ク 質 は ヒ ト Ｔ － リ ン パ 球 、
培 養 し た ヒ ト の 気 道 平 滑 筋 細 胞 、 十 分 に 分 化 し た ヒ ト 気 管 支 上 皮 細 胞 、 気 管 支 気 道 平 滑 筋
、 気 道 上 皮 の 上 皮 細 胞 、 粘 膜 下 腺 お よ び 組 織 の 白 血 球 、 す な わ ち 、 好 中 球 、 マ ク ロ フ ァ ー
ジ お よ び リ ン パ 球 に お い て 発 現 さ れ る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 か か る 細 胞 へ の カ ル シ ウ ム イ オ ン の 流 入 を 阻 害 す る こ と に よ り 、 好 中 球 ま た は 好 酸 球 な
ど の 白 血 球 の 活 性 化 を 減 弱 さ せ る 物 質 が 、 喘 息 お よ び 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 な ど の 呼 吸 器 疾 患
の 処 置 に 有 用 で あ る こ と を 本 発 明 に よ り 提 案 す る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は か か る 疾 患 の 治
療 標 的 と し て の Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ を 提 供 し 、 ま た ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ の 遺 伝 子 産 物 に よ り 形 成 さ れ る
チ ャ ン ネ ル 活 性 を 刺 激 ま た は 阻 害 す る モ ジ ュ レ ー タ ー 、 す な わ ち 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 擬
似 物 質 、 小 分 子 ま た は そ の 他 の 薬 物 な ど の 候 補 化 合 物 ま た は 作 用 因 子 を 同 定 す る “ ス ク リ
ー ニ ン グ ア ッ セ イ ” 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 し た が っ て 、 第 一 の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 一 過 性 受 容 器 電 位 ６ 遺 伝 子 （ Ｔ Ｒ Ｐ
Ｃ ６ ） が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 変 調 す る 白 血 球 関 連 炎 症 性 疾 患 処 置 の 使 用 に 適
す る 物 質 の 同 定 法 で あ っ て 、 候 補 物 質 と 当 該 ポ リ ペ プ チ ド と を 組 合 せ 、 次 い で 該 候 補 物 質
が 当 該 ポ リ ペ プ チ ド に 及 ぼ す 作 用 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 第 二 の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ イ オ ン チ ャ ン ネ ル を 通 過 す る カ ル シ ウ
ム イ オ ン の 流 入 を 阻 害 す る 化 合 物 お よ び 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 有 し て な る 医 薬 組 成 物
に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 第 三 の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ 遺 伝 子 が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド の 使
用 、 当 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る ポ リ オ ヌ ク レ オ チ ド に
相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 、 ま た は
当 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も １ ５ 個 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド プ ロ ー ブ と 免 疫 反 応 す る 抗 体 の 使 用 で あ っ て 、 ヒ ト 組 織 に お い て 白 血 球 蓄 積 を 阻
害 す る 医 薬 の 製 造 に 際 し て の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 第 四 の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ 遺 伝 子 が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド の 使
用 、 当 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る ポ リ オ ヌ ク レ オ チ ド に
相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 、 ま た は
当 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 少 な く と も １ ５ 個 の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で な る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド プ ロ ー ブ と 免 疫 反 応 す る 抗 体 の 使 用 で あ っ て 、 白 血 球 関 連 炎 症 性 疾 患 の 処 置 用 医
薬 の 製 造 に お け る 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 第 五 の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 白 血 球 関 連 炎 症 性 疾 患 の 処 置 用 医 薬 の 製 造 に お け る Ｔ
Ｒ Ｐ Ｃ ６ イ ン ヒ ビ タ ー の 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 上 記 の よ う に 、 第 一 の 側 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト 一 過 性 受 容 器 電 位 ６ 遺 伝 子 が コ ー
ド す る ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 変 調 す る 白 血 球 関 連 炎 症 性 疾 患 処 置 の 使 用 に 適 す る 物 質 の 本
発 明 同 定 法 に 関 す る 。 広 い 意 味 で 、 本 方 法 、 ま た は ア ッ セ イ 法 は 、 候 補 物 質 と 一 過 性 受 容
器 電 位 チ ャ ン ネ ル ６ 遺 伝 子 が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド と を 組 合 せ 、 次 い で 該 候 補 物 質 が 当
該 ポ リ ペ プ チ ド に 及 ぼ す 作 用 を 測 定 す る こ と か ら な る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 白 血 球 関 連 炎 症 性 疾 患 の 処 置 使 用 に 適 し た 物 質 と は 、 そ の 活 性 の エ ン ハ ン サ ー （ 本 明 細
書 で は “ ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ ア ゴ ニ ス ト ” ） ま た は イ ン ヒ ビ タ ー （ 本 明 細 書 で は “ ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ
Ｃ ６ ア ン タ ゴ ニ ス ト ” ） と し て 役 立 つ 。
【 ０ ０ １ ８ 】
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　 Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ 遺 伝 子 産 物 、 す な わ ち 、 Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ イ オ ン チ ャ ン ネ ル を 形 成 す る ポ リ ペ プ チ
ド は 、 た と え ば 、 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ チ ャ ン ネ ル の 活 性 に 刺 激 的 ま た は 阻 害 的 作 用 を 示 す 化 合
物 を 同 定 す る 細 胞 に も と づ く 方 法 ま た は ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 法 に よ り 、 あ る い は 適 切
な レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 ア ッ セ イ 法 に よ り 測 定 し 得 る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 上 記 の ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、 た と え ば 、 そ の 表 面 に Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る
細 胞 、 た と え ば 、 昆 虫 、 哺 乳 動 物 も し く は 酵 母 の 細 胞 を 調 製 し 、 次 い で 得 ら れ る 細 胞 を 候
補 物 質 と イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 活 性 が 上 昇 し て い る か 、
阻 害 さ れ て い る か を 測 定 す る こ と に よ り 実 施 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ チ ャ ン ネ ル 活 性 化 の 適 切 な 試 験 で は 、 候 補 物 質 を 、 Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ の 形 質 移 入 を
安 定 に 受 け 、 機 能 的 Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ チ ャ ン ネ ル を 発 現 す る 細 胞 と 組 合 せ 、 膜 脱 分 極 を 測 定 し て
Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ － 介 在 の Ｎ ａ ＋ 流 入 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ チ ャ ン ネ ル 阻 害 の 適 切 な 試 験 で は 、 内 在 性 Ｇ タ ン パ ク 質 カ ッ プ ル 結 合 カ ル シ
ウ ム 可 動 性 レ セ プ タ ー 、 た と え ば 、 Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ チ ャ ン ネ ル を 活 性 化 し 得 る ム ス カ リ ン 様 ア
セ チ ル コ リ ン レ セ プ タ ー を 発 現 す る 細 胞 を 用 い 、 レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト 、 た と え ば 、 ム ス
カ リ ン 様 ア セ チ ル コ リ ン レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト を 加 え て Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ チ ャ ン ネ ル を 刺 激 す る
。 該 細 胞 は レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト の 添 加 前 に 、 候 補 物 質 で 処 理 す る 。 こ の 処 理 は 蛍 光 増 大
を 生 ず る は ず で あ る が 、 そ の 増 大 度 は 該 候 補 化 合 物 が Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ チ ャ ン ネ ル を 阻 害 す る 場
合 、 減 少 す る 。 蛍 光 の 何 ら か の 変 化 は 適 切 な 装 置 、 た と え ば 、 蛍 光 画 像 プ レ ー ト リ ー ダ ー
に よ り 測 定 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 か か る 方 法 を 使 用 し 、 １ － ［ ｂ － ［ ３ － （ ４ － メ ト キ シ フ ェ ニ ル ） プ ロ ポ キ シ ］ － ４ －
メ ト キ シ フ ェ ネ チ ル ］ － １ Ｈ － イ ミ ダ ゾ ー ル ・ Ｈ Ｃ ｌ が ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ イ オ ン チ ャ ン ネ ル
の 活 性 を 阻 害 す る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 １ － ［ ｂ － ［ ３ － （ ４ － メ ト キ シ フ ェ ニ ル ） プ ロ ポ キ シ ］ － ４ － メ ト キ シ フ ェ ネ チ ル ］
－ １ Ｈ － イ ミ ダ ゾ ー ル ・ Ｈ Ｃ ｌ は 、 レ セ プ タ ー 介 在 カ ル シ ウ ム 取 込 み （ Ｒ Ｍ Ｃ Ｅ ） を 阻 害
す る こ と が 開 示 さ れ て い る （ Merritt et al in Biochem. J. （ 1990）  271: 515-522） 。
ま た 、 井 上 ら も マ ウ ス の Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ イ オ ン チ ャ ン ネ ル を 遮 断 す る こ と を 開 示 し て い る （ In
oue et al in Circ. Res. （ 2001）  88: 325-332） 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 は ま た ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ イ オ ン チ ャ ン ネ ル を 通 過 す る カ ル シ ウ ム イ オ ン の 流 入 を 阻
害 す る 化 合 物 、 た と え ば 、 １ － ［ ｂ － ［ ３ － （ ４ － メ ト キ シ フ ェ ニ ル ） プ ロ ポ キ シ ］ － ４
－ メ ト キ シ フ ェ ネ チ ル ］ － １ Ｈ － イ ミ ダ ゾ ー ル ・ Ｈ Ｃ ｌ 、 お よ び 医 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を
含 有 し て な る 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ヒ ト 組 織 に お い て 白 血 球 の 蓄 積 を 阻 害 す る 医 薬 を 製 造 す る た め に 、 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ 遺 伝
子 が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド と 免 疫 反 応 す る 抗 体 （ 本 明 細 書 で は “ ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ 抗 体 ”
と い う ） 、 ま た は 当 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る ポ リ オ ヌ
ク レ オ チ ド に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド （
本 明 細 書 で は “ ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ” と い う ） を 使 用 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 上 記 の ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ 抗 体 お よ び ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 白 血 球 関 連 炎 症
性 疾 患 を 処 置 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ ア ゴ ニ ス ト 、 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ 抗 体 お よ
び ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 明 細 書 に お い て “ 本 発 明 の 作 用
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因 子 ” と し て 相 互 に 集 合 的 に 引 用 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 を 適 用 し 得 る 好 中 球 関 連 炎 症 性 疾 患 は 、 好 中 球 関 連 の 炎 症 ま た は 閉 塞 性 気 道 疾 患
、 と り わ け 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 患 （ Ｃ Ｏ Ｐ Ｄ ） 、 た と え ば 、 慢 性 気 管 支 炎 お よ び 肺 気 腫 、 お よ
び 成 人 （ ま た は 急 性 ） 呼 吸 促 迫 症 候 群 （ Ａ Ｒ Ｄ Ｓ ） 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 お よ び ク ロ ー ン
病 お よ び 潰 瘍 性 大 腸 炎 な ど の 炎 症 性 腸 疾 患 で あ る 。 ま た 本 発 明 を 適 用 し 得 る 好 酸 球 関 連 炎
症 性 疾 患 は 、 好 酸 球 関 連 の 炎 症 ま た は 閉 塞 性 気 道 疾 患 、 と り わ け 喘 息 お よ び ア レ ル ギ ー 性
鼻 炎 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 末 梢 組 織 の 中 で 、 肺 は 胎 盤 と と も に 最 高 の レ ベ ル で Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ を 発 現 す る 。 Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６
は 肺 の 多 く の 常 在 性 細 胞 、 た と え ば 、 上 皮 細 胞 お よ び 気 道 平 滑 筋 細 胞 に 存 在 す る が 、 肺 動
脈 の 平 滑 筋 に も 存 在 す る 。 Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ は 血 小 板 由 来 増 殖 因 子 （ Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ ） に よ り 刺 激 を 受
け た 場 合 、 こ れ ら の 平 滑 筋 細 胞 で 上 方 制 御 さ れ る 。 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ の 増 大 は 肺 高 血 圧 症 お よ び 動
脈 平 滑 筋 細 胞 の 増 殖 と 関 連 す る 。 Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ の 発 現 を 、 た と え ば 、 ア ン チ セ ン ス に よ り 阻
害 す る と 、 Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ － 刺 激 を 受 け た 動 脈 平 滑 筋 細 胞 の 増 殖 が 抑 制 さ れ る 。 し た が っ て 、 肺
動 脈 の 平 滑 筋 Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ を 阻 害 す る 医 薬 は 肺 高 血 圧 症 の 処 置 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ ポ リ ペ プ チ ド は 適 当 な 常 套 法 に よ り 単 離 す る こ と が で き る 。 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ
Ｃ ６ 遺 伝 子 の 配 列 は 既 知 で あ る た め 、 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 簡 便 な 選 択 肢 と し て 使 用 し て も
よ い 。 た と え ば 、 前 進 プ ラ イ マ ー と し て の （ Ｓ Ｅ Ｑ ０ １ ） ５ ’ － ｇ ｃ ａ ａ ａ ｔ ｇ ａ ａ ａ ｇ
ｃ ｔ ｔ ｔ ｇ ｇ ａ ｃ ｃ － ３ ’ お よ び 逆 進 プ ラ イ マ ー と し て の （ Ｓ Ｅ Ｑ ０ ２ ） ５ ’ － ａ ｔ ｃ ｇ
ｔ ａ ａ ｃ ａ ｔ ｔ ａ ｔ ａ ｇ ａ ｃ ｔ ｃ ｃ ａ ｔ － ３ ’ は 、 ３ ０ ０ 塩 基 対 の ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応
（ Ｐ Ｃ Ｒ ） 産 物 を 生 成 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ で あ り 、 適 当
な 常 套 法 に よ り 取 得 し 得 る 。 た と え ば 、 そ れ を 構 成 す る ヌ ク レ オ チ ド か ら 化 学 合 成 に よ り
、 た と え ば 、 既 知 の 手 法 と 装 置 を 用 い る 自 動 化 固 相 合 成 に よ り 調 製 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で も モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で も よ い 。 か か る 抗
体 は 常 套 の 手 法 に よ り 調 製 し 得 る 。 精 製 抗 原 に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 方 法 は 十
分 に 確 立 さ れ て い る （ 参 考 ： Cooper and Paterson in Current Protocols in Molecular 
Biology, Ausubel et al. Eds., John Wiley and Sons Inc., Chapter 11） 。 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ
Ｃ ６ 抗 体 は ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ ポ リ ペ プ チ ド の 検 出 ま た は 発 現 レ ベ ル の 定 量 に 、 あ る い は ヒ ト
Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ ポ リ ペ プ チ ド の リ ガ ン ド ／ 抗 リ ガ ン ド 結 合 活 性 の 阻 害 に 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｄ Ｎ Ａ の ホ ス ホ ロ チ オ エ
ー ト も し く は メ チ ル ホ ス ホ ネ ー ト 類 似 体 な ど の Ｄ Ｎ Ａ 類 似 体 、 Ｒ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ 類 似 体 、 ま
た は ペ プ チ ド 核 酸 （ Ｐ Ｎ Ａ ） で も よ い 。 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 た と え ば 、
自 動 化 固 相 法 を 用 い る 常 套 の 方 法 で 合 成 し 得 る 。 こ れ は 、 そ れ が 望 ま し い 場 合 、 ヒ ト Ｔ Ｒ
Ｐ Ｃ ６ 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る た め に 使 用 し 得 る 。 あ る い は 、 短 鎖 干 渉 Ｒ Ｎ Ａ （ ｓ ｉ Ｒ Ｎ
Ａ ） を 標 的 遺 伝 子 ノ ッ ク ダ ウ ン の 特 異 的 手 段 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 は
遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 し 、 し た が っ て 遺 伝 子 機 能 の 探 求 に 使 用 し 得 る 。 こ の 技 法 に つ い て は
エ ル バ シ ア ー ら が 記 載 し て い る （ S.M. Elbashir et al in Methods 26 （ 2002）  199-213
） 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 上 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ま た は そ の 相 補 体 の
少 な く と も １ ５ 個 の 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 。 該 プ ロ ー ブ は ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ
Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ で あ り 、 常 套 の 方 法 で 合 成 す る こ と が で き る 。 通 常 、 そ れ は １ ５ な い し ５
０ 個 の ヌ ク レ オ チ ド か ら な る 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ り 、 た と え ば 、 発 蛍 光 基 で 標 識
し て 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 じ さ せ る こ と も 可 能 で あ る 。 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ の 最 初 の ５ ０ 個
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程 度 の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド は 、 こ の 目 的 に 使 用 し 得 る 。 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は ヒ ト Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ 遺 伝 子 の 有 無 の 検 出 、 す な わ ち 、 遺 伝 的 異 常 の
検 出 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 白 血 球 関 連 炎 症 性 疾 患 を 阻 害 ま た は 逆 転 さ せ る 際 の 本 発 明 作 用 因 子 の 有 効 性 は 、 該 疾 患
の モ デ ル 、 た と え ば 、 ラ ッ ト ま た は マ ウ ス の リ ポ 多 糖 誘 発 肺 炎 症 モ デ ル 、 ま た は 文 献 （ Du
rie et al., Clin. Immunol. Immunopathol. （ 1994）  73: 11-18; and Williams et al,
 Proc. Natl. Acad. Sci. USA （ 1992）  89: 9784-9788） 記 載 の モ デ ル に て 証 明 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 作 用 因 子 は 適 切 な 経 路 に よ り 、 た と え ば 、 経 口 に よ り 、 た と え ば 、 錠 剤 ま た は
カ プ セ ル 剤 の 形 状 で ； 非 経 口 的 に 、 た と え ば 、 静 脈 内 に ； 局 所 的 に 、 た と え ば 、 軟 膏 ま た
は ク リ ー ム と し て ； 経 皮 的 に 、 た と え ば 、 パ ッ チ と し て ； 吸 入 に よ り ； ま た は 経 鼻 的 に 投
与 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 作 用 因 子 を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 は 、 通 常 の 希 釈 剤 ま た は 添 加 剤 な ら び に 製 剤 技 術
上 既 知 の 技 法 を 用 い 、 製 造 し 得 る 。 し た が っ て 、 経 口 投 与 用 剤 は 錠 剤 お よ び カ プ セ ル 剤 で
あ り 、 吸 引 用 の 組 成 物 は エ ー ロ ゾ ル ま た は 他 の 噴 霧 可 能 製 剤 ま た は 乾 燥 粉 末 製 剤 を 含 み 得
る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 該 組 成 物 が エ ー ロ ゾ ル 製 剤 か ら な る 場 合 、 該 製 剤 は 、 好 ま し く は 、 た と え ば 、 ヒ ド ロ －
フ ル オ ロ － ア ル カ ン （ Ｈ Ｆ Ａ ） 噴 射 剤 、 た と え ば 、 Ｈ Ｆ Ａ １ ３ ４ ａ ま た は Ｈ Ｆ Ａ ２ ２ ７ ま
た は そ の 混 合 物 、 技 術 上 既 知 の １ 種 以 上 の 補 助 溶 媒 、 た と え ば 、 エ タ ノ ー ル （ ２ ０ 重 量 ％
ま で ） 、 １ 種 以 上 の 界 面 活 性 剤 、 た と え ば 、 オ レ イ ン 酸 ま た は ト リ オ レ イ ン 酸 ソ ル ビ タ ン
、 お よ び １ 種 以 上 の 充 填 剤 、 た と え ば 、 ラ ク ト ー ス を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 該 組 成 物 が 乾 燥 粉 末 製 剤 か ら な る 場 合 、 該 有 効 成 分 は 、 好 ま し く は 、 粒 径 が １ ０ ミ ク ロ
ン ま で の も の で あ り 、 該 製 剤 は 希 釈 剤 ま た は 担 体 、 た と え ば 、 ラ ク ト ー ス 、 お よ び 湿 気 に
よ る 製 品 の 性 能 劣 化 を 防 止 す る 助 剤 と な る 化 合 物 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 該 組 成 物 が 噴 霧 製 剤 か ら な る 場 合 、 該 製 剤 は 、 好 ま し く は 、 た と え ば 、 溶 解 も し く は 懸
濁 状 態 の 有 効 成 分 を 、 水 、 補 助 溶 媒 と し て の エ タ ノ ー ル ま た は プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル お よ
び 界 面 活 性 剤 で も あ る 安 定 剤 を 含 む 媒 体 を 含 有 す る 。 本 発 明 は 、 （ ｉ ） 吸 入 可 能 な 形 状 、
た と え ば 、 エ ー ロ ゾ ル ま た は 他 の 噴 霧 可 能 な 組 成 物 ま た は 吸 入 可 能 な 微 粒 子 、 た と え ば 、
微 小 化 形 状 の 本 発 明 作 用 因 子 ； （ ii） 吸 入 可 能 な 形 状 の 本 発 明 作 用 因 子 を 含 有 し て な る 吸
入 可 能 な 医 薬 ； （ iii） 吸 入 装 置 と 組 み 合 わ せ た 吸 入 可 能 形 状 の か か る 本 発 明 作 用 因 子 を
含 有 し て な る 医 薬 製 品 ； お よ び （ iv） 吸 入 可 能 な 形 状 の 本 発 明 作 用 因 子 を 含 有 す る 吸 入 装
置 ； を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 を 実 施 す る に 際 し 採 用 す る 本 発 明 作 用 因 子 の 投 与 量 は 、 勿 論 、 た と え ば 、 処 置 す
べ き 特 定 の 症 状 、 所 望 の 効 果 、 お よ び 投 与 形 態 に よ っ て 変 動 し 得 る 。 一 般 に 、 吸 入 投 与 の
場 合 の 適 切 な 日 用 量 は １ μ ｇ な い し １ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ の 範 囲 で あ る が 、 経 口 投 与 の 場 合 の 適
切 な 日 用 量 は ０ .１ ｍ ｇ な い し １ ０ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ の 範 囲 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 を 以 下 の 実 施 例 に よ り 説 明 す る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ４ ３ 】
大 量 処 理 ス ク リ ー ニ ン グ に 適 し た ア ッ セ イ
　 候 補 化 合 物 ま た は テ ス ト 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る ア ッ セ イ は 、 Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ を 安 定 に
形 質 導 入 し た 、 機 能 的 Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ チ ャ ン ネ ル を 発 現 す る 細 胞 、 た と え ば 、 哺 乳 動 物 細 胞 株
Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ （ Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ チ ャ ン ネ ル を 活 性 化 し 得 る 内 在 性 ム ス カ リ ン 様 ア セ チ ル コ リ ン
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レ セ プ タ ー を 発 現 す る ） を 用 い て 実 施 す る 。 該 ア ッ セ イ は ９ ６ 穴 Ｆ Ｌ Ｉ Ｐ Ｒ （ 登 録 商 標 ）
（ Fluorescence Imaging Plate Reader； 蛍 光 画 像 プ レ ー ト リ ー ダ ー ） （ モ レ キ ュ ラ ー ・
デ ィ バ イ ス ・ コ ー ポ レ ー シ ョ ン ） 上 、 モ レ キ ュ ラ ー ・ デ ィ バ イ ス 専 売 Ｆ Ｌ Ｉ Ｐ Ｒ （ 登 録 商
標 ） 膜 電 位 ア ッ セ イ キ ッ ト （ カ タ ロ グ ＃ Ｒ ８ ０ ３ ４ ） を 用 い て 実 施 し 、 Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ － 介 在
Ｎ ａ ＋ 流 入 か ら の 膜 脱 分 極 を 測 定 す る 。 こ の Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ － 介 在 応 答 の 特 異 性 は 、 Ｎ ａ ＋ が
細 胞 外 バ ッ フ ァ ー に お い て 不 透 過 性 一 価 カ チ オ ン Ｎ Ｍ Ｄ Ｇ ＋ と 置 換 わ っ て い る な ら ば 、 Ｔ
Ｒ Ｐ Ｃ ６ 発 現 細 胞 に は そ れ が 観 察 さ れ な い こ と 、 ま た Ｎ ａ ＋ 流 入 依 存 性 膜 の 脱 分 極 が Ｔ Ｒ
Ｐ Ｃ ６ を 形 質 移 入 し て い な い 対 照 の 細 胞 で 観 察 さ れ な い こ と を 証 明 す る こ と に よ り 示 し 得
る 。 Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ 発 現 細 胞 を ９ ６ 穴 黒 色 壁 平 底 マ イ ク ロ プ レ ー ト に 塗 布 容 量 １ ０ ０ μ ｌ で 播
種 し 、 ア ッ セ イ に と っ て 周 密 と な る ま で 増 殖 さ せ る 。 ア ッ セ イ 用 細 胞 を 調 製 す る た め に 、
細 胞 培 地 を 除 き 、 ロ ー デ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー １ ０ ０ μ ｌ を 各 ウ エ ル に 添 加 す る 。 ロ ー デ ィ ン
グ バ ッ フ ァ ー は 、 ｐ Ｈ ７ .４ で 、 １ ４ ０ ｍ Ｍ － Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ .１ ５ ｍ Ｍ － Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ 、 ３ .
３ ｍ Ｍ － Ｋ Ｈ ２ Ｐ Ｏ ４ 、 １ .２ ｍ Ｍ － Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 １ ０ ｍ Ｍ － Ｄ － グ ル コ ー ス お よ び ２ ０
ｍ Ｍ － Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ か ら な り 、 ０ .０ ３ ｍ Ｍ － Ｂ Ａ Ｐ Ｔ Ａ － Ａ Ｍ を 含 む バ ッ フ ァ ー 中 、 必 要
な ア ッ セ イ 濃 度 ま で 希 釈 し た Ｆ Ｌ Ｉ Ｐ Ｒ （ 登 録 商 標 ） 膜 電 位 色 素 か ら な る 。 プ レ ー ト は ア
ッ セ イ を 開 始 す る 前 に ３ ７ ℃ で ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ の イ ン ヒ ビ タ ー
を 検 出 す る た め に 、 ム ス カ リ ン 様 ア セ チ ル コ リ ン レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト ・ カ ル バ コ ー ル （
Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ チ ャ ン ネ ル を 活 性 化 す る ） で 刺 激 す る 前 ま た は 後 に 、 各 ウ エ ル に テ ス ト 作 用 因
子 を 加 え る 。 イ ン ヒ ビ タ ー の 期 待 し た 効 果 は 、 カ ル バ コ ー ル 刺 激 に よ る 蛍 光 増 大 の 減 少 と
な る は ず で あ る 。 Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ の 活 性 化 剤 は テ ス ト 作 用 因 子 を カ ル バ コ ー ル に 置 き 換 え る こ
と に よ り 検 出 し 得 る が 、 こ の 場 合 、 活 性 化 剤 は 蛍 光 増 大 を 刺 激 す る 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ４ ４ 】
１ － ［ ｂ － ［ ３ － （ ４ － メ ト キ シ フ ェ ニ ル ） プ ロ ポ キ シ ］ － ４ － メ ト キ シ フ ェ ネ チ ル ］ －
１ Ｈ － イ ミ ダ ゾ ー ル ・ Ｈ Ｃ ｌ の 検 出
　 １ － ［ ｂ － ［ ３ － （ ４ － メ ト キ シ フ ェ ニ ル ） プ ロ ポ キ シ ］ － ４ － メ ト キ シ フ ェ ネ チ ル ］
－ １ Ｈ － イ ミ ダ ゾ ー ル ・ Ｈ Ｃ ｌ で １ ０ 分 間 あ ら か じ め 処 理 し た Ｔ Ｒ Ｐ Ｃ ６ ク ロ ー ン １ ４ 細
胞 を 、 実 施 例 １ に 記 載 の ア ッ セ イ 法 に し た が っ て カ ル バ コ ー ル （ １ ０ μ Ｍ ） で 刺 激 す る 。
カ ル バ コ ー ル を 添 加 す る 前 に （ 最 小 の 応 答 、 す な わ ち 、 Ｍ ｉ ｎ ） 、 ま た 、 カ ル バ コ ー ル 刺
激 に よ る 蛍 光 増 大 が 最 大 に 達 し た と き に （ 最 大 応 答 、 す な わ ち 、 Ｍ ａ ｘ ） 、 蛍 光 を 測 定 す
る 。 下 記 表 １ に 認 め ら れ る よ う に 、 減 少 し た 蛍 光 応 答 が 、 化 合 物 の 存 在 し な い 対 照 応 答 に
比 べ て 、 化 合 物 処 理 細 胞 に て 観 察 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 デ ー タ は （ Ｍ ａ ｘ － Ｍ ｉ ｎ ） ／ Ｍ ｉ ｎ 応 答 と し て 計 算 す る 。 １ － ［ ｂ － ［ ３ － （ ４ － メ
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ト キ シ フ ェ ニ ル ） プ ロ ポ キ シ ］ － ４ － メ ト キ シ フ ェ ネ チ ル ］ － １ Ｈ － イ ミ ダ ゾ ー ル ・ Ｈ Ｃ
ｌ の 各 濃 度 は 、 ｎ ＝ １ ０ ウ エ ル の 平 均 ± Ｓ Ｅ Ｍ （ 平 均 値 の 標 準 誤 差 ） で あ る 。 ｎ ＝ ４ の 実
験 か ら 計 算 さ れ た 平 均 Ｉ Ｃ ５ ０ 値 は ４ .９ ± ０ .８ μ Ｍ （ 平 均 ± Ｓ .Ｅ .Ｍ .） で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 こ の 結 果 は 実 施 例 １ に 記 載 の ア ッ セ イ 法 が 、 １ － ［ ｂ － ［ ３ － （ ４ － メ ト キ シ フ ェ ニ ル
） プ ロ ポ キ シ ］ － ４ － メ ト キ シ フ ェ ネ チ ル ］ － １ Ｈ － イ ミ ダ ゾ ー ル ・ Ｈ Ｃ ｌ を 検 出 し て い
る こ と を 示 し て い る 。

【 配 列 表 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 1月 27日 (2005.1.27)
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