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(57)【要約】
　本発明は、塩基性のプロリンに富んだ涙液タンパク質（ＢＰＬＰ）の成熟生成物である
ペプチド、又は該成熟生成物のペプチド誘導体若しくは模倣体に関し、前記ペプチド又は
ペプチド誘導若しくは模倣体は、金属－エクトペプチダーゼ、特にＮＥＰ及び／又はＡＰ
Ｎに対する阻害特性を提示する。本発明はまた、前記ペプチドをコードするポリヌクレオ
チド、及び前記ペプチドに対する抗体に関する。さらに、本発明は、ヒトＢＰＬＰタンパ
ク質及びそれから誘導された阻害性ペプチド、ヒトＢＰＬＰタンパク質又はそれから誘導
されたペプチドをコードするポリペプチド、並びにＢＰＬＰタンパク質又はそれから誘導
されたペプチドに対する抗体の診断的及び治療的使用に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　塩基性のプロリンに富んだ涙液タンパク質（ＢＰＬＰ）の成熟生成物であるペプチド、
又は該成熟生成物のペプチド誘導体であって、金属－エクトペプチダーゼに対する調節特
性、特に阻害特性を提示する、前記ペプチド又はペプチド誘導体。
【請求項２】
　前記金属－エクトペプチダーゼがＮＥＰ又はＡＰＮである、請求項１のペプチド。
【請求項３】
　前記ペプチド又はペプチド誘導体が、配列Ｘ１－Ｘ２－Ａｒｇ－Ｐｈｅ－Ｓｅｒ－Ａｒ
ｇを含み、ここで：
　－Ｘ１は、Ｈ原子、又はＴｙｒアミノ酸若しくはＣｙｓアミノ酸を表し、
　－Ｘ２は、Ｘ１がＨである場合にはＧｌｎ若しくはＧｌｐを表し、又はＸ２は、Ｘ１が
Ｔｙｒである場合にはＧｌｎを表し、
ここで、前記配列Ｘ１－Ｘ２－Ａｒｇ－Ｐｈｅ－Ｓｅｒ－Ａｒｇは前記ペプチドのＣ末端
部分である、請求項１のペプチド又はペプチド誘導体。
【請求項４】
　配列Ｘ１－Ｘ２－Ａｒｇ－Ｐｈｅ－Ｓｅｒ－Ａｒｇからなる、請求項１のペプチド。
【請求項５】
　前記ペプチドがＱＲＦＳＲ、ＹＱＲＦＳＲ、又はＣＱＲＦＳＲを含む、請求項３のペプ
チド。
【請求項６】
　配列ＱＲＦＳＲからなる、請求項５のペプチド。
【請求項７】
　配列ＹＱＲＦＳＲからなる、請求項５のペプチド。
【請求項８】
　配列ＣＱＲＦＳＲからなる、請求項５のペプチド。
【請求項９】
　請求項１ないし８のいずれか１項に記載のペプチドをコードする核酸。
【請求項１０】
　請求項９の核酸を含む、クローニング及び／又は発現用ベクター。
【請求項１１】
　請求項９の核酸又は請求項１０のベクターを含む宿主細胞。
【請求項１２】
　請求項１ないし８のいずれか１項に記載のペプチドを特異的に認識する抗体。
【請求項１３】
　ＢＰＬＰタンパク質を特異的に認識する抗体。
【請求項１４】
　請求項１ないし８のいずれか１項に記載のペプチド、又はその誘導体若しくは模倣体を
含み、薬学的に許容される担体を併用した医薬組成物。
【請求項１５】
　請求項１ないし８に記載のペプチドのポリマー、又はその誘導体若しくは模倣体を含み
、薬学的に許容される担体を併用した医薬組成物。
【請求項１６】
　請求項９の核酸又は前記核酸を発現するベクターを含む医薬組成物。
【請求項１７】
　ＢＰＬＰタンパク質をコードする核酸又は前記核酸を発現するベクターを含む医薬組成
物。
【請求項１８】
　請求項１２又は１３の抗体を含む医薬組成物。
【請求項１９】
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　ＢＰＬＰタンパク質を含み、薬学的に許容される担体を併用した医薬組成物。
【請求項２０】
　ＢＰＬＰ－ペプチドと相乗的に作用する第二の医薬的試薬を含む、請求項１４ないし１
７及び１９に記載の医薬組成物。
【請求項２１】
　膜金属ペプチダーゼの活性の調節が要求される疾患の予防又は治療用の薬物を製造する
ための、請求項１ないし８のいずれか１項に記載のペプチド、又はその誘導体若しくは模
倣体の使用。
【請求項２２】
　金属ペプチダーゼが膜－亜鉛金属ペプチダーゼである、請求項２１の使用。
【請求項２３】
　金属ペプチダーゼがＮＥＰ又はＡＰＮである、請求項２２の使用。
【請求項２４】
　疼痛の予防又は治療用の薬物を製造するための、請求項１ないし８のいずれか１項に記
載のペプチド、又はその誘導体若しくは模倣体の使用。
【請求項２５】
　疼痛が慢性、急性、内臓炎症性又は神経障害性の疼痛である、請求項２４の使用。
【請求項２６】
　水素－ミネラル不均衡の予防又は治療用の薬物を製造するための、請求項１ないし８の
いずれか１項に記載のペプチド、又はその誘導体若しくは模倣体の使用。
【請求項２７】
　水素－ミネラル不均衡によって引き起こされる骨、歯、腎臓、副甲状腺、膵臓、腸、胃
粘膜、前立腺、及び唾液腺障害の予防又は治療のための請求項２６の使用。
【請求項２８】
　前記障害が、副甲状腺機能亢進症又は副甲状腺機能低下骨粗鬆症、膵炎、顎下腺結石症
、腎結石症及び骨異栄養症からなる群から選択される、請求項２７の使用。
【請求項２９】
　損なわれた対人関係及び行動障害の予防又は治療のための、請求項１ないし８のいずれ
か１項に記載のペプチド、又はその誘導体若しくは模倣体の使用。
【請求項３０】
　前記障害が、逃避障害、減少した認知障害、自閉性障害、注意欠陥多動性障害、ホスピ
タリズム、損なわれた対人関係機能及び外界に対する関係、分裂病質人格障害、統合失調
症、環境への関心の減少、性欲に連結した損なわれた社会活動からなる群から選択される
、請求項２９の使用。
【請求項３１】
　前記障害が抑うつ障害である、請求項２９の使用。
【請求項３２】
　炎症性関節炎の予防又は治療のための請求項２１に記載の使用。
【請求項３３】
　前記ペプチド又はその誘導体若しくは模倣体がナトリウム利尿剤として作用する、請求
項２１に記載の使用。
【請求項３４】
　前記ペプチドが利尿剤として作用する、請求項２１に記載のペプチドの使用。
【請求項３５】
　アテローム性動脈硬化症の予防又は治療のための請求項２１に記載の使用。
【請求項３６】
　腫瘍の予防又は治療のための請求項２１に記載の使用。
【請求項３７】
　炎症性腸疾患の予防又は治療のための請求項２１に記載の使用。
【請求項３８】
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　感染の治療のための請求項２１に記載の使用。
【請求項３９】
　免疫－炎症応答を調整するための請求項２１に記載の使用。
【請求項４０】
　神経変性障害の治療のための請求項２１に記載の使用。
【請求項４１】
　アミロイドーシスと関連した神経変性障害の治療のための請求項４０に記載の使用。
【請求項４２】
　請求項２１ないし４１のいずれか１項に定義される疾患の予防又は治療用の薬物を製造
するための請求項９の核酸の使用。
【請求項４３】
　請求項２１ないし４１のいずれか１項に定義される疾患の予防又は治療用の薬物を製造
するための請求項１２の抗体の使用。
【請求項４４】
　請求項２１ないし４１のいずれか１項に定義される疾患の予防又は治療用の薬物を製造
するためのＢＰＬＰタンパク質の使用。
【請求項４５】
　請求項２１ないし４１のいずれか１項に定義される疾患の予防又は治療用の薬物を製造
するためのＢＰＬＰタンパク質をコードする核酸の使用。
【請求項４６】
　請求項２１ないし４１のいずれか１項に定義される疾患の予防又は治療用の薬物を製造
するための請求項１３に記載のＢＰＬＰタンパク質に対する抗体の使用。
【請求項４７】
　ＢＰＬＰ若しくは任意のその成熟生成物の生産の変更と関わりがある状態の発生を予測
し、診断し又は決定するためのインビトロの方法であって、試験患者の生物学的試料中の
ＢＰＬＰタンパク質若しくはその成熟生成物を検出又は定量すること、そして、ＢＰＬＰ
タンパク質若しくは成熟生成物の生産と対照患者の生物学的試料中の同生産とを比較する
ことを含む、前記方法。
【請求項４８】
　ＢＰＬＰ又は任意のその成熟生成物の生産の検出が、生物学的試料と請求項１２又は１
３に定義される抗体とを接触させることによって実行される、請求項４７の方法。
【請求項４９】
　試験患者の生物学的試料中のＢＰＬＰ遺伝子又はその転写物における定量的及び／又は
定性的異常性を検出することを含む、ＢＰＬＰ又は任意の成熟生成物の生産の変更に関わ
りがある状態を予測し又は診断するインビトロの方法。
【請求項５０】
　ＢＰＬＰタンパク質又はその成熟生成物に対するＮＥＰ結合部位に結合する化合物の能
力についてその化合物をスクリーニングするインビトロの方法であって、下記の工程：
　ａ）候補化合物とＮＥＰ発現細胞とをＢＰＬＰタンパク質若しくはその成熟生成物の存
在下で、又はＢＰＬＰタンパク質若しくはその成熟生成物の結合特異性若しくは生理学的
活性を保持している任意のペプチドの存在下でインキュベートすること；
　ｂ）ＮＥＰへの結合に対するＢＰＬＰタンパク質若しくはその成熟生成物、又はＢＰＬ
Ｐタンパク質若しくはその成熟生成物の結合特異性若しくは生理学的活性を保持している
ペプチドと競合する候補化合物の能力を決定すること
を含む、前記方法。
【請求項５１】
　下記の工程：
　ａ）ＢＰＬＰタンパク質若しくはその成熟生成物に対するＮＥＰ結合部位を含有する細
胞培養物を調製すること、又は臓器標本若しくは組織試料を調製すること；
　ｂ）半飽和濃度の標識したＢＰＬＰタンパク質若しくはその成熟生成物、又はＢＰＬＰ
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タンパク質若しくはその成熟生成物の結合特異性若しくは生理学的活性を保持しているペ
プチドと競合して試験されるべき候補化合物を添加すること；
　ｃ）候補化合物の存在下で、特異的結合が生じるのに十分な時間及び条件で、工程ａ）
の細胞培養物、臓器標本若しくは組織試料をインキュベートすること；
　ｄ）様々な濃度の候補化合物の存在下で、細胞培養物、臓器標本若しくは組織試料に特
異的に結合した標識を定量すること
を含む、請求項５０の方法。
【請求項５２】
　ＢＰＬＰタンパク質若しくはその成熟生成物に対するＮＥＰ結合部位に特異的に結合す
る化合物の親和性を決定する方法であって、下記の工程：
　ａ）ＢＰＬＰタンパク質若しくはその成熟生成物に対するＮＥＰ結合部位を含有する細
胞培養物を調製すること、又は臓器標本若しくは組織試料を調製すること；
　ｂ）放射性標識又は非放射性標識で予め標識した候補化合物を添加すること；
　ｃ）標識した候補化合物の存在下で、特異的結合が生じるのに十分な時間及び条件で、
工程ａ）の細胞培養物、臓器標本若しくは組織試料をインキュベートすること；
　ｄ）様々な濃度の標識した候補化合物の存在下で、細胞培養物、臓器標本若しくは組織
試料に特異的に結合した標識を定量すること
を含む、前記方法。
【請求項５３】
　ＮＥＰ活性に関してＢＰＬＰタンパク質若しくはその成熟生成物のアゴニスト又はアン
タゴニストとして作用する化合物の能力についてその化合物をスクリーニングするインビ
トロの方法であって、下記の工程：
　ａ）（ｉ）ＢＰＬＰタンパク質若しくはその成熟生成物、又はＢＰＬＰタンパク質若し
くはその成熟生成物の結合特異性若しくは生理学的活性を保持している任意のペプチド、
及び（ｉｉ）ＮＥＰ基質の存在下で、候補化合物とＮＥＰ発現細胞とをインキュベートす
ること；
　ｂ）ＮＥＰによるＮＥＰ基質の細胞内タンパク質分解を測定すること、ここで、候補化
合物の存在下での細胞内タンパク質分解の増加は、候補化合物がない場合の細胞内タンパ
ク質分解と比較して、アンタゴニスト活性を示し；一方、候補化合物の存在下での細胞内
タンパク質分解の減少は、候補化合物がない場合の細胞内タンパク質分解と比較して、ア
ゴニスト活性を示す、
ことを含む、前記方法。
【請求項５４】
　ＢＰＬＰタンパク質又はその成熟生成物のアゴニストである化合物をスクリーニングす
るための請求項５３の方法であって、下記の工程：
　ａ）ＢＰＬＰタンパク質若しくはその成熟生成物に対するＮＥＰ結合部位を含有する細
胞培養物を調製すること、又は臓器標本若しくは組織試料を調製すること；
　ｂ）（ｉ）候補化合物、（ｉｉ）半飽和濃度のＢＰＬＰタンパク質若しくはその成熟生
成物、又はＢＰＬＰタンパク質若しくはその成熟生成物の結合特異性若しくは生理学的活
性を保持している任意のペプチド、及び（ｉｉｉ）ＮＥＰ基質の存在下で、初速度の条件
下でＮＥＰ基質の細胞内タンパク質分解が起こるのに十分な時間で、ＮＥＰの酵素活性を
測定することができる濃度で、工程ａ）の細胞培養物、臓器標本又は組織試料をインキュ
ベートすること；
　ｃ）候補化合物の有無で、及びＢＰＬＰタンパク質若しくはその成熟生成物、又はＢＰ
ＬＰタンパク質若しくはその成熟生成物の結合特異性若しくは生理学的活性を保持してい
るペプチドの有無で、それぞれ、ＮＥＰ基質の細胞内タンパク質分解のレベルを測定する
ことによって、工程ａ）の生物学的材料中に存在するＮＥＰの活性を定量すること
を含む、前記方法。
【請求項５５】
　ＢＰＬＰタンパク質若しくはその成熟生成物のアンタゴニストである化合物をスクリー
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ニングするための請求項５３の方法であって、下記の工程：
　ａ）ＢＰＬＰタンパク質若しくはその成熟生成物に対するＮＥＰ結合部位を含有する細
胞培養物を調製すること、又は臓器標本若しくは組織試料を調製すること；
　ｂ）最大下の濃度のＢＰＬＰタンパク質若しくはその成熟生成物、又はＢＰＬＰタンパ
ク質若しくはその成熟生成物の結合特異性若しくは生理学的活性を保持している任意のペ
プチド、及びＮＥＰ基質の存在下で、ＮＥＰ基質の細胞内タンパク質分解が初速度の条件
下で生じるのに十分な時間で候補化合物の存在下で、初速度の条件下でＮＥＰ酵素活性を
測定することができる濃度で、工程ａ）の細胞培養物、臓器標本若しくは組織試料をイン
キュベートすること；
　ｃ）候補化合物の有無で、及びＢＰＬＰタンパク質若しくはその成熟生成物又はＢＰＬ
Ｐタンパク質若しくはその成熟生成物の結合特異性若しくは生理学的活性を保持している
タンパク質の有無で、それぞれ、ＮＥＰ基質の細胞内タンパク質分解のレベルを測定する
ことによって、工程ａ）の生物学的材料中に存在するＮＥＰの活性を定量すること
を含む、請求項５３の方法。
【請求項５６】
　－金属－エクトペプチダーゼ受容体、特にＮＥＰ受容体若しくはＡＰＮ受容体、ＢＰＬ
Ｐ－タンパク質若しくはその成熟生成物の結合部位、
　－ＢＰＬＰ－タンパク質若しくはその成熟生成物
を含む分子複合体。
【請求項５７】
　膜金属ペプチダーゼの活性の調節が要求される疾患の予防又は治療のための治療用組成
物を調製するための、内因性ＢＰＬＰタンパク質若しくは成熟生成物、及び膜金属ペプチ
ダーゼとの間の相互作用を調節する薬剤の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、金属－エクトペプチダーゼの新規阻害剤としてのヒトＢＰＬＰタンパク質由
来のペプチドに関する。本発明はまた、該ペプチドをコードするポリヌクレオチド、及び
該ペプチドに対する抗体に関する。さらに、本発明は、ヒトＢＰＬＰタンパク質、それに
由来するペプチド及びその模倣体、ヒトＢＰＬＰタンパク質若しくはそれに由来するペプ
チドをコードするポリペプチド、並びにＢＰＬＰタンパク質若しくはそれに由来するペプ
チドに対する抗体に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ゲノムアプローチにおいて、アンドロゲン制御遺伝子は、成熟ラットの顎下腺（ＳＭＧ
）及び前立腺に主に発現しており、同定されている（Ｒｏｓｉｎｓｋｉ－Ｃｈｕｐｉｎら
、１９８８及び欧州特許第０３９４４２４号）。その遺伝子は、対をなした塩基性アミノ
酸を変換する酵素による複数の塩基性部位での開裂によって、インビボで前駆体から選択
的に成熟する３つの構造的に関連したペプチドを生じる前駆体タンパク質、顎下ラット1

（ｓｕｂｍａｎｄｉｂｕｌａｒ　ｒａｔ1）タンパク質（ＳＭＲ1）をコードする（Ｒｏｕ
ｇｅｏｔら、１９９４）。
【０００３】
　ポストゲノム及びフィジオームのアプローチにおいて、哺乳動物における細胞間コミュ
ニケーションのホルモン伝達物質、即ち、ＳＭＲ1プレプロホルモンから発生する最終成
熟ペプチド：（配列ＱＨＮＰＲの）シアロルフィン（Ｓｉａｌｏｒｐｈｉｎ）と現在命名
されたＳＭＲ１－ペンタペプチドの存在に関する証拠を提供する分子的及び機能的基準が
確立された。それ故に、シアロルフィンは、外分泌性及び内分泌性ペプチドシグナルであ
り、雄性ラットでは、その発現は、活性なアンドロゲン制御下にあり、そして、分泌は、
環境ストレスに対するアドレナリンが仲介する応答下で引き起こされる（Ｒｏｕｇｅｏｔ
ら、１９９７）。
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【０００４】
　性的に成熟した雄性ラットでは、アンドロゲン制御のシアロルフィンが環境の急性スト
レスに応答して急速に分泌されるという事実は、このシグナリング仲介物が繁殖と連結し
たある生理的及び行動的統合における役割を果たすかもしれないという前提へと導いた。
つまり、同著者らは、マウント、挿入及び射精の頻度及び待ち時間、並びに社会的な性的
相互作用を含む、雄の性行動パターンに関するシアロルフィンによって誘導される効果を
調査した。得られたデータは、シアロルフィンが、生理的な血中濃度に関連した投与量で
、雄性ラットの交配パターン、即ち、投与量に依存した方法で、性的パフォーマンスにお
ける二元的な促進／阻害効果を発揮すること、その一方で、全ての投与量で、見せ掛けの
性的興奮又は欲求を刺激することを調節する能力を有することを示した。つまり、内因性
のアンドロゲン制御のシアロルフィンは、状況に応じて、適切な雄性ラットの性的応答に
役立つ興奮性と阻害性メカニズムとの間の適応均衡を調節する手助けとなることが提案さ
れている。
【０００５】
　国際特許出願ＷＯ０１／００２２１は、性的欠陥を含む損なわれた対人関係及び行動障
害を治療するためのＳＭＲ１の成熟生成物の使用を記載する。
【０００６】
　さらに、これらの著者らは、ＳＭＲ１成熟生成物が、無機イオン濃度に深く関係する臓
器における特定の標的部位を認識することを発見した。国際特許出願ＷＯ９８／３７１０
０は、ヒト又は動物の体内における無機イオン不均衡と関連した疾患を予防し又は治療す
るためのＳＭＲ１の成熟生成物の治療的使用を記載する。
【０００７】
　ストレス状況に応答して、シアロルフィンは、急性に放出され、急速に分布され、そし
て、その全身の膜関連の標的物によって持続的に利用される（Ｒｏｕｇｅｏｔら、１９９
７）。著者らは、シアロルフィンがインビボで結合する主要な細胞表面分子は膜に結合し
た金属エクト－エンドペプチダーゼ、ＮＥＰ（中性エンドペプチダーゼ（Ｎｅｕｔｒａｌ
　Ｅｎｄｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ）；ネプリライシン（Ｎｅｐｒｉｌｙｓｉｎ）ＥＣ３．４
．２４．１１）、又はエンケファリナーゼ（ｅｎｋｅｐｈａｌｉｎａｓｅ）であることを
示している（Ｒｏｕｇｅｏｔら、２００３）。さらに、シアロルフィンは、エクスビボで
ＮＥＰ活性の生理的なアンタゴニストであることが示され；そして、可溶性の精製した腎
性ＮＥＰと基質としての人工的な蛍光性ＤＧＮＰＡ（ダンシル－Ｇｌｙ－（ｐＮＯ２）Ｐ
ｈｅ－βＡｌａ）を用いるインビトロのアッセイにおいて評価したＮＥＰとシアロルフィ
ンとの直接的な相互作用は、シアロルフィンがＮＥＰ活性を阻害した（シアロルフィンの
ＩＣ５０：０．６μＭ）という直接的な証拠を提供した。シアロルフィンは、現在までに
げっ歯類において同定されたＮＥＰ－エンケファリナーゼ活性の第一の生理学的阻害剤で
ある（Ｒｏｕｇｅｏｔら、２００３及び欧州特許出願ＥＰ１２１６７０７）。
【０００８】
　ＮＥＰは、神経組織及び全身組織における細胞表面に局在しており、多くの神経ペプチ
ド及び制御性ペプチドの分泌後のプロセッシング又は代謝を触媒する外酵素として重要な
機能を果たす。ＮＥＰに対する主要な生理学的な関連基質は、エンケファリン、サブスタ
ンスＰ及び心房性ナトリウム利尿ペプチド（ＡＮＰ）である。これらの哺乳動物のシグナ
ルペプチドは、中心性及び末梢性疼痛の認識、炎症性現象、動脈緊張及びミネラルの恒常
性の調整に関係する。それらの機能的能力の調節におけるそれらの生理的な重要性及びＮ
ＥＰ外酵素の重大な役割は、生理学的並びに生理病理学的な治療的観点から内因性の阻害
剤によってそれらの可能な保護を調査し知ることを重要なものにさせる。
【０００９】
　分子薬理学及び行動薬理学の異なったモデルを使用することによって、著者らは、生理
学的仲介物質であるシアロルフィンが、インビトロでその２種の生理学的な関連基質、サ
ブスタンスＰ及びＭｅｔ－エンケファリンを分解することから脊髄性及び腎性ＮＥＰを妨
げることを示した。シアロルフィンは、サブスタンスＰの分解を０．４－１μＭのＩＣ５
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０で阻害し、神経組織（脊髄）又は全身組織（腎臓、骨、歯、胎盤、前立腺、ＧＳＭ、腸
）に由来する膜結合のＮＥＰの競合阻害剤として作用した。インビボでは、静脈内のシア
ロルフィンは、傷害によって誘導される急性及び緊張性疼痛の２つのラット行動モデル、
ピンによる疼痛試験（機械的痛覚）及びホルマリン試験（化学的痛覚）における強い抗侵
害受容応答を引き出した。シアロルフィンによって誘導された無痛覚は、μ－及びδ－オ
ピオイド受容体の活性化を要求し、エンケファリン作用の伝達における内因性のオピオイ
ド受容体の関与と一致する。実際には、これらの受容体は、内因性のオピオイド作用のシ
グナル、例えばＮＥＰ及びアミノペプチダーゼＡＰＮによって不活化されるエンケファリ
ンの伝達、また、外因性の鎮静剤であるμ－オピオイド受容体と主に相互作用するモルヒ
ネの伝達に関与する。シアロルフィンは、インビボにおいてエクト－エンケファリナーゼ
を阻害することによって侵害受容の刺激に続いて放出される内因性のエンケファリンを保
護し、つまりそれらの鎮痛効果の可能性をもたらすと結論付けられた。別に、内因性のオ
ピオイド系、特にδ－オピオイドが仲介する経路はまた、抑うつ行動の病因に連結してお
り；例えば、行動的落胆の解析モデル（強制の水泳試験）を用いて、著者らは、シアロル
フィンが雄性ラットで有意な抗抑うつ活性を提示することを示した。シアロルフィンは、
現在までに哺乳動物において同定されたＮＥＰ活性の第一の天然の全身性活性制御因子で
ある。さらに、それは、傷害に続く疼痛認識の新規な生理学的調節因子であり、推定され
る新規な抗侵害受容剤及び抗抑うつ剤として、新規なクラスの治療用分子の先駆者となる
かもしれないという証拠が提供された（Ｒｏｕｇｅｏｔら、２００３；欧州特許第１，３
４３，５１９号及び欧州特許第１，３４３，５２０号）。
【００１０】
　シアロルフィンの強力な鎮痛効果は、エンケファリンを分解する外酵素による不活化か
らエンケファリンを完全に保護する能力に関連付けられる。インビボでは、エンケファリ
ンは、ＮＥＰ及びＡＰＮの両者のエクトペプチダーゼによって非常な効率で（ほとんど数
秒とかからないで）不活化される。一致して、はじめに開発された合成阻害剤は、ＮＥＰ
のみ特異的であるか（例えば、チオールファン（Ｔｈｉｏｒｐｈａｎ））、又はＡＰＮ特
異的であるか（例えば、ベスタチン（Ｂｅｓｔａｔｉｎ））のいずれかであり、有意でな
いか又は弱い抗侵害受容効果を提示する。つまり、ラットのシアロルフィンは、生理学的
にＮＥＰ及びＡＰＮ金属－エクトペプチダーゼの二元的阻害剤であり；さらに、ストレス
に対する適応性応答のこの内分泌性シグナル伝達物質は、ラットにおける疼痛認識の強力
な阻害剤であり、そして、その鎮痛効果は、モデル方法によって他に開発されたケラトル
ファン（ｋｅｌａｔｏｒｐｈａｎ）のような合成の二元的ＮＥＰ／ＡＰＮ阻害剤よりも強
力である。そのため、シアロルフィンは、その標的物の立体構造的及び分布的特徴に対す
る特異性及び生物学的利用能の点から顕著に適応され、結果として、統合の観点からより
効果的である。これらの観察を考慮すると、機能的並びに生理病理学的及び治療的観点か
ら、ラットのシアロルフィンによって制御される機能の生物学的重要性は、ヒトにおいて
、ラットのシアロルフィンの内因性の機能的ホモロガスを調査し同定することを重要なも
のにさせる。
【００１１】
　シアロルフィンは、哺乳動物において、膜結合のエンケファリナーゼ活性の唯一同定さ
れた生理学的な全身性活性の制御因子である。これは、ヒトの唾液及び血中にそのような
内因性のＮＥＰ－エクトペプチダーゼ阻害剤が存在するという疑問を投げかける。免疫反
応性ではないＱＨＮＰＲペプチド（シアロルフィン）は、感度の高い特異的なラジオイム
ノアッセイを用いて、男性ヒトの唾液において検出された（Ｒｏｕｇｅｏｔら、１９９４
）。しかしながら、文献的データは、ヒト、顕著にはヒトの唾液中のＮＥＰエクトペプチ
ダーゼ活性を阻害する低分子量の物質（３０００Ｄａ以下）の存在を想定させる。この（
これらの）唾液成分（又は複数）は、生化学的には特徴付けられていないが、性に関連し
た差異がヒトのエンケファリンを分解する外酵素のこの（これらの）阻害剤（又は複数）
の唾液生成物において観察された（Ｍａｒｉｎｉ及びＲｏｄａ、２０００）。顕著に、そ
の状況は、雄性ラットにおける阻害剤によって同定されたものと非常に類似しており、顎
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下腺及び唾液は、それぞれシアロルフィンの主要な合成及び分泌の区分を示した。
【００１２】
　シアロルフィンのＳＭＲ１前駆体をコードする遺伝子は、メンバーがヒトで同定されて
いる多重遺伝子族に属する。しかしながら、ラットＳＭＲ１遺伝子（ＳＭＲ１をコードす
るＶＣＳＡ１）の狭義のホモロガスなヒト遺伝子は、ヒト（ｃＤＮＡクローニング及びヒ
トゲノム解析）において見出されなかった。さらに、膜に結合したヒトＮＥＰに対するラ
ットのシアロルフィンの阻害能力は、ヒトの前立腺細胞株（ＬＮＣａＰ）によって発現さ
れ、存在するが、げっ歯類（ラット、ウサギ）のＮＥＰに対して観察されたものより約１
０倍低い。ラットのシアロルフィン及びＮＥＰ外酵素との間の機能的相互作用における見
せ掛けの選択性は、ラット及びヒトのＮＥＰが相対的に高いアミノ酸配列の類似性（約８
５％）を有するという事実を考慮して、少なくとも驚くことである。別に、ラットのシア
ロルフィンの前駆体（ＳＭＲ１）をコードする遺伝子に属する多重遺伝子族のヒト遺伝子
の特徴付けは、それが同じ染色体領域である第４染色体のｑ１３－２１に凝集される３つ
の遺伝子、即ちｈＰＢ、ｈＰＢＩ及びＢＰＬＰが特徴付けられたうちのこの族のヒトのい
くつかの遺伝子中に存在することを示した（Ｉｓｅｍｕｒａ、２０００）（Ｉｓｅｍｕｒ
ａ及びＳａｉｔｏｈ、１９９７）（Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ及びＴｈｉｅｓｓｅ、１９９６）
。
【発明の開示】
【００１３】
　本発明者らは、ＳＭＲ１－ペンタペプチドのシアロルフィンの機能的ヒトホモロガスと
して考えられる新規ペプチドを現在同定している。
【００１４】
　本発明者らによって回収された無数のデータは、配列ＱＲＦＳＲの新規ペプチドがＢＰ
ＬＰタンパク質（「塩基性のプロリンに富んだ涙液タンパク質」）から誘導されることを
支持する。
【００１５】
　ヒト遺伝子ＢＰＬＰは、Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎらによってクローニングされ特徴付けられ
たｃＤＮＡから予測される２０１個のアミノ酸のポリペプチド配列（潜在的な分泌のシグ
ナルペプチドを含む）をコードする（Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ及びＴｈｉｅｓｓｅ、１９９６
）。遺伝子ＢＰＬＰは、ヒトの涙腺及び顎下腺に発現する。添付した配列表において；配
列番号１は、ＢＰＬＰをコードするｃＤＮＡ配列を示し、そして、配列番号２はＢＰＬＰ
アミノ酸配列を示す。
【００１６】
　本発明者らは、ＳＭＲ１前駆体由来のラットのシアロルフィンの成熟プロセッシングに
基づいて、分泌したＢＰＬＰタンパク質の（ラット、マウス及びヒトの間で）最も保存さ
れたＮ末端領域におけるコンセンサス部位を定義した。
【００１７】
　例えば、これらのコンセンサス部位は、シグナルペプチダーゼに対して要求される配列
を有する領域内で、そして、対をなした塩基性アミノ酸変換酵素に対してプロセッシング
シグナルとして認識されるＲ－Ｒ結合を有する対をなした塩基性残基でシグナルペプチド
開裂部位として定義された。
【００１８】
　そのようなコンセンサス部位で、次いで、本発明者らは、ラットのＱＨＮＰＲシアロル
フィンに構造的に密接に関連した配列ＱＲＦＳＲを見出した。
【００１９】
　このペプチドは合成され、生理学的なＮＥＰ基質、即ちサブスタンスＰの分解を阻害す
る能力に対して解析された。
　次いで、このペプチドは、シアロルフィンのヒトの機能的ホモロガスとして同定された
。
【００２０】
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　本発明は、金属－エクトペプチダーゼの新規阻害剤としてヒトＢＰＬＰタンパク質から
誘導されるペプチドに関する。
【００２１】
　より具体的には、本発明は、侵害受容伝達を調整する神経内分泌ペプチド伝達物質（例
えば、エンケファリン）の効果、健康、及び／又は主にＮａ／Ｐｉ／Ｃａ／Ｈ2０の恒常
的交換（例えば、ナトリウム利尿ペプチド）を可能にするのに有用なＢＰＬＰタンパク質
の成熟生成物、特にＱＲＦＳＲペプチド、並びにそのペプチド誘導体及び模倣体に関する
。
【００２２】
　本発明はまた、前記ペプチド及びペプチド誘導体をコードするポリヌクレオチド、並び
に前記ペプチド及びそのペプチド誘導体に対する抗体に関する。
【００２３】
　さらに、本発明は、ヒトＢＰＬＰタンパク質、ヒトＢＰＬＰタンパク質によって誘導さ
れたペプチド、及びそのペプチド誘導体及び模倣体の診断的及び治療的使用、並びにヒト
ＢＰＬＰタンパク質、ヒトＢＰＬＰタンパク質によって誘導されたペプチド及びそのペプ
チド誘導体をコードするポリヌクレオチドの診断的及び治療的使用、及びヒトＢＰＬＰタ
ンパク質、ヒトＢＰＬＰタンパク質によって誘導されたペプチド及びそのペプチド誘導体
の診断的及び治療的使用に関する。
【００２４】
　本発明のペプチド、タンパク質、又は核酸は単離された形態又は精製された形態である
ことは理解されるべきである。
【００２５】
　《精製した》及び《単離した》によって、タンパク質若しくはペプチド（抗体を含む）
又はヌクレオチド配列に言及する場合、他の生物学的分子が実質的にない状態で同定され
た分子が存在することが意味される。本明細書で使用される用語「精製した」は、好まし
くは重量で少なくとも７５％、より好ましくは重量で少なくとも８５％、より好ましくは
さらに重量で少なくとも９５％、そして最も好ましくは重量で少なくとも９８％の同型の
生物学的分子が存在することを意味する。特定のポリペプチドをコードする「単離された
」又は「精製された」核酸分子は、対象とするポリペプチドをコードしない他の核酸分子
が実質的にない核酸分子を意味する。しかしながら、その分子は、組成物の基本的な特徴
に有害的に影響を与えないいくつかの追加の塩基又は部分を含んでいてもよい。
【００２６】
ペプチド
　本発明の目的のために、「ペプチド」は、ペプチド結合によって直線配列で互いに連結
した直線配列のアミノ酸残基から構成される分子である。そのような直線配列は、場合に
よっては環状であってもよく、即ち、直線状ペプチドの両端又はそのペプチド内のアミノ
酸の側鎖が、例えば化学結合によって接続していてもよい。本発明に係るそのようなペプ
チドは、約３個ないし約５００個のアミノ酸、好ましくは約３個ないし約１００個のアミ
ノ酸、及び最も好ましくは約３個ないし約５０個のアミノ酸、そして特に約３ないし１５
個のアミノ酸を含むことができ、さらに、二次、三次又は四次構造、並びに他のペプチド
又は他の非ペプチド性分子との分子間結合を含んでもよい。そのような分子間結合は、限
定なしに、共有結合（例えば、ジスルフィド連結を通じて）、キレート化、静電的相互作
用、疎水性相互作用、水素結合、イオン双極子相互作用、双極子間相互作用又は上記の任
意の組み合わせを通じてでもよい。
【００２７】
　これらのペプチドにおいて、Ｎ末端環状化／脱環状化により、Ｇｌｐ及びＧｌｎは相互
変換する。
　本発明の課題は、ヒトＢＰＬＰタンパク質から誘導され、金属－エクトペプチダーゼに
おける調節活性、特に阻害活性を有するペプチドである。
【００２８】
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　「ヒトＢＰＬＰタンパク質から誘導される」とは、ＢＰＬＰタンパク質断片を含む、そ
れから本質的になる、又はそれからなることを含む。好ましい態様において、前記ペプチ
ドは、３個ないし約１５０個のアミノ酸からなる。最も好ましくは、前記ペプチドは、１
００個未満のアミノ酸からなる。
【００２９】
　具体的には、本発明の課題は、ＢＰＬＰタンパク質の成熟生成物、並びにそのペプチド
誘導体である。
　より具体的には、塩基性のプロリンに富んだ涙液タンパク質（ＢＰＬＰ）の成熟生成物
又は前記成熟生成物のペプチド誘導体であるペプチドに関し、そのペプチド又はペプチド
誘導体は、金属－エクトペプチダーゼ、特にＮＥＰ及び／又はＡＰＮ、そしてより具体的
にはＮＥＰに対する阻害的性質を提示する。
【００３０】
　「成熟生成物」は、天然の成熟酵素若しくは酵素を変換するプロホルモン、又はフリン
（ｆｕｒｉｎ）、ＰＣ変換酵素若しくはＰＡＣＥ４（Ｓｅｉｄａｈ、１９９５）のような
関連した単一の若しくは対をなした塩基性アミノ酸を開裂する酵素によってＢＰＬＰタン
パク質前駆体の開裂を通じて得られるペプチドである。
【００３１】
　本発明のペプチドは、「ペプチド誘導体」を含む。
　「ペプチド誘導体」は、元のペプチドからアミノ酸置換、好ましくは、具体的に元のア
ミノ酸が１５個未満のアミノ酸、好ましくは１０個未満のアミノ酸を含む場合、元のペプ
チドから１個ないし２個のアミノ酸置換を有するペプチドであるが、元のペプチドの結合
特異性及び／又は生理学的活性を保持しているペプチドである。本明細書で使用されるよ
うに、「元のペプチドの結合特異性を保持している」とは、ＢＰＬＰ成熟生成物の１つに
、又はＢＰＬＰ成熟生成物の受容体に、ＢＰＬＰ成熟生成物であるペプチドの１つと少な
くとも１０分の１、より好ましくは２分の１、そして最も好ましくは少なくとも同じ大き
さである親和性を有して結合するモノクローナル抗体又はポリクローナル抗体に結合する
ことができることを意味する。そのような親和性の決定は、標準的な競合結合的イムノア
ッセイの条件下で好ましくは行われる。「元のペプチドの生理学的活性を保持している」
とは、ＢＰＬＰ成熟ペプチドの任意の１つが結合する能力、そして、金属－エクトペプチ
ダーゼ、特にＮＥＰ及び／又はＡＰＮ、そしてより具体的にはＮＥＰの活性を調節する能
力、そして、他に、局所性及び全身性侵害受容、炎症、抗抑うつ、及び／又はストレスに
対するイオン恒常的応答を最適化する能力を保持することを意味する。そのような活性が
調節されるかどうかの決定は、本明細書において下記にさらに記載される。
【００３２】
　本発明のペプチドは、配列Ｘ１－Ｘ２－Ａｒｇ－Ｐｈｅ－Ｓｅｒ－Ａｒｇを含み、それ
から本質的になり、又はそれからなるペプチド又はペプチド誘導体を含み、ここでＸ１は
Ｈ原子又はＴｙｒアミノ酸を表し、Ｘ２は、Ｘ１がＨである場合、Ｇｌｎ若しくはＧｌｐ
を表し、又はＸ２は、Ｘ１がＴｙｒ若しくはＣｙｓである場合、Ｇｌｎを表す。本発明の
ペプチドが配列Ｘ１－Ｘ２－Ａｒｇ－Ｐｈｅ－Ｓｅｒ－Ａｒｇを含み、又はそれから本質
的になる場合には、前記配列は本発明のペプチドのＣ末端部分である。
【００３３】
　本発明に係る好ましいペプチドは、配列ＱＲＦＳＲを含み、それから本質的になり、又
はそれからなる。
　より具体的には、本発明のペプチドは、配列ＱＲＦＳＲ（配列番号：３）からなるペプ
チドである。
　本発明の別のペプチドは、配列ＹＱＲＦＳＲ（配列番号：４）からなるペプチドである
。
【００３４】
　本発明のさらに別のペプチドは、配列ＣＱＲＦＳＲからなるペプチドである。
　本明細書を通じて、
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　Ｇｌｐはピログルタミン酸であり、
　Ｔｙｒ又はＹはチロシンであり、
　Ｇｌｎ又はＱはグルタミンであり、
　Ａｒｇ又はＲはアルギニンであり、
　Ｐｈｅ又はＦはフェニルアラニンであり、
　Ｓｅｒ又はＳはセリンであり、
　Ｃｙｓ又はＣはシステインである。
【００３５】
　本発明に係るペプチドは、慣用的な方法で、（液相でＮ末端からＣ末端に、又は固相で
Ｃ末端からＮ末端に）導入されるべき異なるアミノ酸残基の連続的カップリングによる液
相又は固相におけるペプチド合成によって調製することができ、ここで、Ｎ末端及び反応
性側鎖は予め慣用的な基によってブロックされる。
【００３６】
　固相合成に関して、Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄによって説明される手法は、特に使用するこ
とができる。その代わりに、Ｈｏｕｂｅｎｗｅｙｌ（１９７４年）によって説明される手
法もまた使用することができる。
【００３７】
　より詳細には、参照は、ＷＯ９８／３７１００にされてもよい。
　本発明に係るペプチドはまた、遺伝子工学的方法を用いて得ることができる。
　好ましい模倣体は、ペプチド模倣体を含み、上述したように、ペプチド誘導体を含む元
のペプチドの結合特異性及び／又は生理学的活性を保持する。本明細書で使用されるよう
に、「模倣体」は、天然のペプチドのいくつかの性質、好ましくはそれらの結合特異性及
び生理学的活性を模倣する分子である。好ましい模倣体は、本発明に係るペプチドの構造
的修飾によって、好ましくは非天然アミノ酸、Ｌアミノ酸の代わりにＤアミノ酸、立体構
造の抑制、等比体積の置換、環状化、又は他の修飾を用いて得られる。他の好ましい修飾
は、限定されないが、１若しくはそれ以上のアミド結合が非アミド結合によって置換され
、及び／又は１若しくはそれ以上のアミノ酸側鎖が異なった化学的部分によって置換され
、あるいは１又はそれ以上のＮ末端、Ｃ末端又は１若しくはそれ以上の側鎖が保護基で保
護され、及び／又は二重結合及び／又は環状化及び／又は立体特異性が強度及び／又は結
合親和性を増加するためにアミノ酸鎖に導入されるものを含む。
　本発明のペプチドによって標的とされる金属－エクトペプチダーゼの結合ドメインの結
晶構造に基づいて、模倣体はまた、コンピューター支援の薬物設計開発の手段によって得
ることができる（Ｏｅｆｎｅｒら（２０００）；Ｇｏｍｅｎｉら（２００１）；Ｊｏｎｅ
ｓら（２００２）；Ｋａｎ（２００２））。
【００３８】
　さらに他の好ましい修飾は、酵素分解に対する耐性、特に神経組織及び生殖腺組織によ
る生物学的利用能における改善、より一般的には薬物速度論的性質における改善を増強す
ることを意図するものを含み、特に、下記：
　－脂溶性アルコールを用いるエステル化（ＣＯＯＨ）若しくはアミド化（ＣＯＯＨ）に
よって、及び／又はアセチル化（ＮＨ2）又はＮＨ2末端でのカルボキシアリール若しくは
芳香族疎水性鎖を添加することによって、ＮＨ2及びＣＯＯＨ親水性基を保護すること；
　－ＣＯ－ＮＨアミド結合の逆反転異性体、又はアミド官能基のメチル化（若しくはケト
メチレン、メチレンオキシ、ヒドロキシエチレン）；
　－Ｌアミノ酸からＤアミノ酸への置換
を含む。
【００３９】
　これら全ての変形体は、当該技術分野において周知である。即ち、本明細書に開示され
るペプチド配列が与えられれば、当業者は、そのようなペプチドに類似した又は優れた結
合特性及び／又は生理学的活性を有する模倣体を設計し生成することができる（例えば、
Ｈｏｒｗｅｌｌら、（１９９６）；Ｌｉｓｋａｍｐら、（１９９４）；Ｇａｎｔｅら、（
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１９９４）；Ｓｅｅｂａｃｈら、（１９９６）を参照されたい）。
【００４０】
　本明細書で使用されるように、用語「ＢＰＬＰ－ペプチド」は、本発明のＢＰＬＰタン
パク質、ＢＰＬＰから誘導されたペプチド、ＢＰＬＰ成熟ペプチド、及びペプチド誘導体
及び模倣体（ペプチド模倣体を含む）を意味する。
【００４１】
　本発明はまた、下記：
　－金属－エクトペプチダーゼ受容体、特にＮＥＰ受容体又はＡＰＮ受容体、特にＮＥＰ
受容体、ＢＰＬＰ－タンパク質又はその成熟生成物の結合部位、例えばＱＲＦＳＲ；
　－ＢＰＬＰ－タンパク質又はその成熟生成物、例えばＱＲＦＳＲ
を含む分子複合体に関する。
【００４２】
核酸、発現方法及び検出方法
　核酸は、ポリヌクレオチドとも称し、例えば、ＤＮＡ又はＲＮＡ分子であり、上記で定
義されるペプチド誘導体を含むペプチドをコードし、本発明の部分でもあり、一方、遺伝
子コードの縮重を考慮する。
　したがって、本発明は、ヒトＢＰＬＰタンパク質から誘導されるペプチド、及びそのペ
プチド誘導体をコードする核酸を提供する。
【００４３】
　具体的には、本発明は、上記で定義される配列Ｘ１－Ｘ２－Ａｒｇ－Ｐｈｅ－Ｓｅｒ－
Ａｒｇを含み、それから本質的になり、又はそれからなるペプチドをコードする核酸を提
供する。本発明のペプチドが配列Ｘ１－Ｘ２－Ａｒｇ－Ｐｈｅ－Ｓｅｒ－Ａｒｇを含み、
又はそれから本質的になる場合、前記配列は本発明のペプチドのＣ末端部分である。好ま
しい態様において、本発明は、配列ＱＲＦＳＲを含み、それから本質的になり、又はそれ
からなるペプチドをコードする核酸を提供する。最も好ましい態様では、本発明は、ＱＲ
ＦＳＲをコードする核酸又はＹＱＲＦＳＲをコードする核酸を提供する。
【００４４】
　本発明の核酸は、標準的なハイブリダイゼーション条件、好ましくは高ストリンジェン
トな条件下で任意の上記の配列又はそれらの相補的な配列にハイブリダイズする配列を含
む。
【００４５】
　核酸分子は、核酸分子の一本鎖形態が温度及び溶液のイオン強度の適切な条件下で他の
核酸分子にアニールすることができる場合、別の核酸分子に「ハイブリダイズできる」（
Ｓａｍｂｒｏｏｋら、１９８９を参照されたい）。温度及びイオン強度の条件は、ハイブ
リダイゼーションの「ストリンジェンシー」を決定する。ホモロガスな核酸に対する予備
のスクリーニングについては、５５℃のＴｍ（融解温度）に対応する低ストリンジェント
なハイブリダイゼーション条件を使用することができ、例えば、５×ＳＳＣ、０．１％Ｓ
ＤＳ、０．２５％ミルク、及びホルムアミドなし；又は３０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ
、０．５％ＳＤＳである。中程度のストリンジェントなハイブリダイゼーション条件は、
より高いＴｍ、例えば５×又は６×ＳＣＣを有する４０％ホルムアミドに対応する。高ス
トリンジェントなハイブリダイゼーション条件は、最も高いＴｍ、例えば５０％ホルムア
ミド、５×又は６×ＳＣＣに対応する。ＳＣＣは、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、０．０１５Ｍ
　クエン酸Ｎａである。ハイブリダイゼーションは、ハイブリダイゼーションのストリン
ジェンシーに依存して、塩基間のミスマッチが起こり得るけれども、２つの核酸が相補的
な配列を含有することを要求する。核酸をハイブリダイズするための適切なストリンジェ
ンシーは、当該技術分野において周知な変数である核酸の長さ及び相補性の程度に依存す
る。２つのヌクレオチド配列間の類似性又は相同性の程度が大きくなれば、それらの配列
を有する核酸のハイブリッドのためのＴｍ値も大きくなる。核酸ハイブリダイゼーション
の（より高いＴｍに対応する）相対的な安定性は、次の順番：ＲＮＡ：ＲＮＡ、ＤＮＡ：
ＲＮＡ、ＤＮＡ：ＤＮＡで減少する。１００ヌクレオチドよりも大きな長さのハイブリッ
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ドについては、Ｔｍを計算するための式が導かれている（Ｓａｍｂｒｏｏｋら、上述、９
．５０－９．５１を参照されたい）。より短い核酸、即ちオリゴヌクレオチドを伴うハイ
ブリダイゼーションについては、ミスマッチの位置がより重要となり、オリゴヌクレオチ
ドの長さはその特異性を決定する（Ｓｍｂｒｏｏｋら、上述、１１．７－１１．８を参照
されたい）。ハイブリダイズ可能な核酸の最小の長さは、少なくとも約１０ヌクレオチド
；好ましくは少なくとも約１５ヌクレオチドである。
【００４６】
　特定の態様において、用語「標準的なハイブリダイゼーション条件」は、５５℃のＴｍ
を意味し、前述される条件を利用する。好ましい態様において、Ｔｍは６０℃である。よ
り好ましい態様において、Ｔｍは６５℃である。特定の態様において、「高ストリンジェ
ンシー」は、０．２×ＳＳＣで６８℃、５０％ホルムアミド、４×ＳＳＣで４２℃、又は
これら２つの条件のいずれかで観察されるレベルに等しいハイブリダイゼーションのレベ
ルを提供する条件下でのハイブリダイゼーション及び／又は洗浄条件を意味する。
【００４７】
　本発明は、さらに、本発明の核酸配列を含むクローニング及び／又は発現用ベクター、
及び本発明の核酸又は前記ベクターを含む宿主細胞、即ちこれらのベクターのうち少なく
とも１つが移入された宿主細胞に関する。本発明に係る発現ベクターは、本発明のペプチ
ド誘導体を含むペプチド、又はタンパク質をコードする核酸配列を含み、前記核酸配列は
、その発現を可能にする構成要素に操作的に連結している。前記ベクターは、プロモータ
ー配列、翻訳開始及び終止シグナル、並びに翻訳制御のための適切な領域を好都合に含有
する。宿主細胞へのその挿入は、一時的又は安定的であってもよい。前記ベクターはまた
、翻訳されたタンパク質を分泌するための特異的なシグナルを含有してもよい。
【００４８】
　これら様々な調節シグナルは、宿主細胞に従って選択され、選択された宿主細胞中で自
己複製するベクターに、又は前記宿主のゲノムを組み込むベクター中に挿入することがで
きる。
【００４９】
　宿主細胞は、原核生物又は真核生物であってもよく、限定されないが、商業的に利用で
きる細胞株を含む細菌、酵母、植物細胞、昆虫細胞、哺乳動物の細胞を含む。宿主細胞の
好ましい例は、ＣＯＳ－１、ＨＥＫ細胞、２９３細胞、又はＣＨＯ細胞である。
【００５０】
　本発明の課題はまた、組換えＢＰＬＰ－ペプチドを生産する方法であり、前記宿主細胞
は前記発現ベクターで導入され、ＢＰＬＰ－ペプチドの発現を可能にする条件下で培養さ
れる。宿主細胞の遺伝子導入は、任意の標準的な手法、例えばエレクトロポレーション又
はリン酸塩カルシウム沈殿又はリポフェクチン（登録商標）を用いて実行することができ
る。
【００５１】
　次に、タンパク質又はペプチドは、精製のための周知な方法を用いて回収し、そして精
製することができる：組換えペプチド又はタンパク質は、ＨＰＬＣクロマトグラフィー、
特異的な抗体を用いた免疫親和性手法などの方法によって、溶解物又は細胞抽出物、培養
液の上清から精製することができる。
【００５２】
　本発明は、さらに、インビトロでの予測及び／又は診断の方法に関し、本発明の核酸配
列、又はそれから誘導されるプローブ若しくはプライマーは、異常に高いか若しくは低い
合成を含む異常合成、又はＢＰＬＰ遺伝子レベルでのゲノムの異常性を検出するために使
用される。
【００５３】
　つまり、本発明は、ＢＰＬＰ生産若しくは任意のその成熟生成物の変更に関係する状態
の予測及び／診断のためのインビトロの方法を提供し、該方法は、試験患者の生物学的試
料における、ＢＰＬＰ遺伝子又はその転写物における質及び／又は量に関する異常性を検
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出することを含む。
【００５４】
　用語「予測」は、生じる疾患又は状態の可能性の決定又は確認を意味する。
　本発明は、より具体的には、ＢＰＬＰ遺伝子における異常性を検出する方法に指向し、
下記の工程：
　－ＤＮＡを含有する生物学的試料と、ＢＰＬＰ遺伝子の全部又は一部の増幅を可能にす
る特異的なオリゴヌクレオチドとを接触させること（試料中に含有されるＤＮＡは、プラ
イマーと生物学的試料に含有されるＤＮＡとのハイブリダイゼーションを可能にする条件
下で、適切である場合に、ハイブリダイゼーションし易くされている）；
　－前記ＤＮＡを増幅すること；
　－増幅生成物を検出すること；
　－得られた増幅された生成物と、正常な対照の生物学的試料を用いて得られた増幅され
た生産物とを比較し、それによってＢＰＬＰ遺伝子における可能な異常性を検出すること
；
を含む。
【００５５】
　本発明の方法はまた、生物学的試料に含有されるｍＲＮＡを増幅することによって、例
えばＲＴ－ＰＣＲによって、ＢＰＬＰ遺伝子の転写における異常性の検出に応用すること
ができる。
【００５６】
　つまり、本発明の別の課題は、前記で定義されるように、ＢＰＬＰ転写における異常性
を検出する方法であり、下記の工程：
　－生物学的試料に含有されるＲＮＡからｃＤＮＡを生成すること；
　－プライマーと前記ｃＤＮＡのハイブリダイゼーションを可能にする条件下で、前記ｃ
ＤＮＡと、ＢＰＬＰ遺伝子の転写物の全部又は一部の増幅を可能にする特異的なオリゴヌ
クレオチドとを接触させること；
　－前記ｃＤＮＡを増幅すること；
　－増幅生成物を検出すること；
　－得られた増幅された生産物と、正常な対照の生物学的試料を用いて得られた増幅され
た生産物とを比較し、それによってＢＰＬＰ遺伝子の転写における可能な異常性を検出す
ること
を含む。
【００５７】
　生物学的試料から得られた増幅された生産物と、正常な生物学的試料を用いて得られた
増幅された生産物とのこの比較は、定量的な比較及び／又は定性的比較である。この後者
の場合では、比較は、例えば、特異的なプローブ・ハイブリダイゼーション、配列決定又
は制限部位解析によって実行することができる。
【００５８】
　当業者は、生物学的試料に含有されるＤＮＡの解析、及び遺伝的障害の診断のための標
準的な方法を非常に良く知っている。遺伝子型解析に対する多くの戦略が利用可能である
。
【００５９】
　好ましくは、誰でも、ＢＰＬＰ遺伝子における異常性を検出するためにＤＧＧＥ法（変
性濃度勾配ゲル電気泳動）（Ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇ　Ｇｒａｄｉｅｎｔ　Ｇｅｌ　Ｅｌｅ
ｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ）、又はＳＳＣＰ法（一本鎖構造多型）（Ｓｉｎｇｌｅ　Ｓｔ
ｒａｎｄ　Ｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）を使用することがで
きる。そのような方法は、好ましくは、その後に直接配列決定が続く。ＲＴ－ＰＣＲ法は
、暗号部位の活性化により、エクソンスキッピング又は異常スプライシングのようなスプ
ライシング突然変異の結果を視覚化することを可能にするので、ＢＰＬＰ転写物における
異常性を検出するために好都合に使用することができる。同様に、この方法は、好ましく
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は、その後に直接配列決定が続く。より最近に開発されたＤＮＡクリップを用いる手法は
また、ＢＰＬＰ遺伝子における異常性を検出するために好都合に実施することができる。
【００６０】
　ＢＰＬＰ遺伝子又はその転写物における異常性を検出するこれらの方法は、機能しない
ＢＰＬＰタンパク質又は突然変異生成物の原因となる突然変異を同定するのに特に有用で
あり、そして、ＢＰＬＰ遺伝子が関与する場合、疾患のインビトロでの予測及び／又は診
断に好都合である。
　そのような疾患の例は、「治療への応用」の節で引用した疾患である。
【００６１】
抗体及び検出方法
　本発明は、さらに、ＢＰＬＰタンパク質に対して特異的に指向する（即ち、特異的に認
識する）抗体を提供する。本発明は、さらに、ペプチド誘導体を含む、上記で定義される
ペプチドに対して特異的に指向する（即ち、特異的に認識する）抗体を提供する。
　したがって、本発明は、ヒトＢＰＬＰタンパク質から誘導されるペプチド、及びそのペ
プチド誘導体に対する抗体を提供する。
【００６２】
　より具体的には、本発明は、上記で定義される配列Ｘ１－Ｘ２－Ａｒｇ－Ｐｈｅ－Ｓｅ
ｒ－Ａｒｇを含む、それから本質的になる、又はそれからなるペプチドに対する抗体を提
供する。本発明のペプチドが配列Ｘ１－Ｘ２－Ａｒｇ－Ｐｈｅ－Ｓｅｒ－Ａｒｇを含む又
はそれから本質的になる場合、前記配列は、本発明のペプチドのＣ末端部分である。好ま
しい態様において、本発明は、配列ＱＲＦＳＲを含む、それから本質的になる、又はそれ
からなるペプチドに対して指向される（即ち、特異的に認識する）抗体を提供する。最も
好ましい態様において、本発明は、ＱＲＦＳＲに対して指向される（即ち、特異的に認識
する）抗体、又はＹＱＲＦＳＲに対して指向される（即ち、特異的に認識する）抗体、又
はＣＱＲＦＳＲに対して指向される（即ち、特異的に認識する）抗体を提供する。
【００６３】
　用語「抗体」は様々な文法的な形で本明細書で使用され、免疫グロブリン分子、及び免
疫グロブリン分子の免疫学的に活性な部分、即ち、抗体結合部位又はパラトープを含有す
る分子を意味する。典型的な抗体分子は、原型の免疫グロブリン分子、実質的に原型の免
疫グロブリン分子、及びＦａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２及びＦ（ｖ）として当該技術
分野において既知の部分を含む免疫グロブリン分子の部分である。
【００６４】
　ＢＰＬＰ成熟生成物又はそのペプチド誘導体とその受容体との相互作用を阻害する抗体
は、より特に有用である。
　ポリクローナル抗体が使用できる一方で、モノクローナル抗体は、長期に渡ってより再
生産可能であるために好ましい。
【００６５】
　ポリクローナル抗体を発生する方法はまた周知である。典型的には、そのような抗体は
、本発明のタンパク質、又は結合ペプチドを含むペプチドを、免疫前血清を得るためにま
ず飼育されているニュージーランドのシロウサギに皮下に投与することによって発生させ
ることができる。抗原を少なくとも異なる１０箇所又は少なくとも異なる５箇所に１箇所
当たり全量５０μｌで注射することができる。次に、ウサギを最初の注射後５週間飼育し
、６週ごとに３回免疫応答の質に応じて、最大で最初の注射よりも５倍低い濃度で、皮下
に投与した同抗原で定期的にブーストする。次に、血清試料を各ブースト後１０日ごとに
回収した。次いで、ポリクローナル抗体を捕捉するために対応する抗原を用いたアフィニ
ティー・クロマトグラフィーによって血清から抗体を回収する。ポリクローナル抗体を発
生するこの方法及び他の方法は、Ｅ．Ｈａｒｌｏｗら編集、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｙ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９８８）に開示される。
【００６６】
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　「モノクローナル抗体」は、様々な文法的な形で、特定のエピトープで免疫反応するこ
とができる部位を結合するただ１種の抗体を含有する一群の抗体分子を意味する。つまり
、モノクローナル抗体は、典型的には、免疫反応する任意のエピトープに対する単一の結
合アフィニティーを提示する。したがって、モノクローナル抗体は、複数の抗体結合部位
を有し、それぞれが異なるエピトープに対して免疫特異的であり、例えば二重特異性のモ
ノクローナル抗体を含有してもよい。
【００６７】
　モノクローナル抗体を製造する実験室的方法は、当該技術分野において周知である（例
えば、上述のＨａｒｌｏｗらを参照されたい）。モノクローナル抗体（Ｍａｂ）は、哺乳
動物、例えばマウス、ラット、ウサギ、ヤギ、ヒトなどを精製したＢＰＬＰタンパク質、
ＢＰＬＰ成熟生成物、又は結合したＢＰＬＰ－ペプチドを含むそのペプチド誘導体に対し
て免疫することによって製造することができる。免疫した哺乳動物における抗体産生細胞
を単離し、ミエローマ又はヘテロミエローマ細胞と融合し、ハイブリッド細胞（ハイブリ
ドーマ）を生産する。モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ細胞は、所望のモノ
クローナル抗体の供給源として使用される。
【００６８】
　Ｍａｂはハイブリドーマの培養によって生産することができるが、本発明はそれほど限
定されるべきではない。また、ハイブリドーマからクローニングされた発現している核酸
によって生産されたＭａｂの使用が意図される。つまり、ハイブリドーマによって分泌さ
れる分子を発現する核酸は、別の細胞株に導入され、形質転換体を生産することができる
。形質転換体は、元々のハイブリドーマとは遺伝子型で区別されるが、ハイブリドーマに
よって分泌される抗体に対応する抗体分子全体の免疫学的に活性な断片を含む本発明の抗
体分子を生産することもできる。加えて、文献は、キメラ抗体、ヒト化した抗体、一本鎖
抗体など、基本的な免疫反応性の抗体断片に関する変異体を形成する方法を提供する。こ
れら全ては、抗体のクラス及び特異性が開示され請求される限りでは、当業者が構築して
もよい正確な変異構造にかまわずに、本発明の範囲内であると考えられる。
【００６９】
　本発明は、さらに、ＢＰＬＰ又は任意のその成熟生成物の生産の変更（即ち、対照患者
と比較した生産の減少又は増加）に関係する状態の発生の診断、予測又は決定のインビト
ロの方法に関する。該方法は、試験患者の生物学的試料中のＢＰＬＰタンパク質又はその
成熟生成物、特にＱＲＦＳＲを、対照患者の生物学的試料中の同じものと比較して、検出
し、又は定量することを含む。
【００７０】
　そのような状態の例は、「治療への応用」の節で引用した疾患である。
　「生物学的試料」は、患者からの流体物であり、血清、血液、髄液、脳脊髄液、尿、ミ
ルク、唾液、又は例えば脳、脊髄、骨組織、腎臓、前立腺、胎盤、象牙組織、胃の腺粘膜
、腸、唾液腺組織のような組織抽出物又は組織生検若しくは臓器生検を含む。
【００７１】
　「対象」又は「患者」は脊椎動物であり、例えば哺乳動物、好ましくはヒトであり、彼
／彼女の年齢、性及び一般的状態を問わない。子供及び幼児もまた包含される。試験患者
は無症候であってもよく、疾患又は状態を発症する可能性があると考えられてもよい。標
的障害の疑いがある患者、又は疾患若しくは状態の症状を既に示している患者はまた、試
験され得る。
【００７２】
　「対照患者」は、健康な患者であってもよく、又はＢＰＬＰタンパク質若しくはその成
熟生成物の１つと関係があり得る任意の見せ掛けの障害のない患者であってもよい。ＢＰ
ＬＰタンパク質又はその成熟生成物の１つに関係する状態の発生を決定するために、ＢＰ
ＬＰタンパク質又はその成熟生成物の発現について患者を試験すること、そして彼／彼女
を２度に渡り、例えば、数週間後に試験することによって薬物の効果若しくは状態のまん
延を監視することが非常に有用であるかもしれない。その場合には、２度目の試験の結果
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は、１度目の試験の結果と比較され、そして、一般的には「健康な」患者で得られた結果
とも比較される。次に、「対照患者」は、同じ試験患者又は「健康な患者」のいずれかを
意味する。
【００７３】
　用語「診断」は、患者における疾患又は状態の決定又は確認を意味する。
　用語「予測」は、生じる疾患又は状態の可能性を決定又は確認を意味する。
　「ＢＰＬＰタンパク質又はその成熟生成物の発現又は生成」は、ＢＰＬＰタンパク質又
はその成熟生成物をアッセイすることによって決定することができる。
【００７４】
　そのようなアッセイ方法は、生物学的試料を、該試料に存在するＢＰＬＰタンパク質又
はその成熟生成物、特にＱＲＦＳＲと選択的に相互作用することが可能な結合パートナー
と接触させることを含む。結合パートナーは、一般的には抗体であり、ポリクローナル若
しくはモノクローナル、好ましくはモノクローナルであってもよい。
【００７５】
　治療に従って、上記で記載される抗体を生産する方法はまた、本発明に従って診断又は
予測方法に有用な抗体を生産するために容易に適合させることができる。
　例えば、ＢＰＬＰタンパク質又は任意のその成熟生成物、又は該タンパク質若しくは成
熟生成物の突然変異した形態の存在又は生成は、生物学的試料を、ＢＰＬＰタンパク質を
特異的に認識する抗体、又はその成熟生成物、特にＱＲＳＦＲを特異的に認識する抗体と
ともにインキュベーションして、例えば、標準的な電気泳動手法、及び競合的、直接反応
、若しくはサンドイッチ型のアッセイのようなイムノアッセイを含む液体若しくは固体の
免疫診断手法を使用することによって検出することができる。そのようなアッセイは、限
定されないが、ウェスタンブロット；凝集試験；酵素標識及び仲介のイムノアッセイ、例
えばＥＬＩＳＡ；ビオチン／アビジン型のアッセイ；ラジオイムノアッセイ、例えば放射
性ヨウ化した又はトリチウム化したＢＰＬＰタンパク質若しくは任意のその成熟生成物、
特にＱＲＳＦＲを用いるアッセイ；免疫電気泳動；免疫沈降などを含む。反応物は、一般
的に、蛍光、化学ルミネッセント、放射活性、酵素標識体若しくは染色分子のような標識
を示すことを含み、又は抗原と抗体若しくはそれと反応した抗体（複数）との間の複合体
の形成を検出する他の方法を含む。
【００７６】
　前述したアッセイは、一般的に、固相上に固定される特異的抗体に結合したＢＰＬＰタ
ンパク質又は成熟生成物、特にＱＨＮＰＲから、結合していないＢＰＬＰタンパク質又は
結合していないその成熟生成物、特に結合していないＱＲＦＳＲの分離と関係する。本発
明の実施に使用することができる固体支持体は、ニトロセルロース（例えば、メンブレン
若しくはマイクロタイターウェルの形で）；ポリ塩化ビニル（例えば、シート若しくはマ
イクロタイターウェル）；ポリスチレン・ラテックス（例えば、ビーズ若しくはマイクロ
タイタープレート）；ポリフッ化ビニリジン；ジアゾ化ペーパー；ナイロン・メンブレン
；活性化ビーズ、磁気に反応性のビーズなどのような支持体を含む。
【００７７】
　つまり、１つの特定の態様において、生物学的試料からの結合したＢＰＬＰタンパク質
又はその成熟生成物、特にＱＲＦＳＲの存在は、当業者に既知の方法を用いて、セイヨウ
ワサビ・ペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ又はウレアーゼのような検出可能な
酵素標識に容易に結合することができる別の抗体を含む第２の結合剤を用いて容易に検出
することができる。次に、適切な酵素基質は、検出可能なシグナル、例えば発色性又は蛍
光性シグナルを発生するために使用される。他の関連した態様において、競合型のＥＬＩ
ＳＡ手法は、当業者に既知の方法を用いて実施することができる。
【００７８】
　抗体を含む上述したアッセイ試薬は、上記で記載されるイムノアッセイを行うために、
適した指示書及び他の必要な試薬と一緒にキットで提供することができる。キットはまた
、使用される特定のイムノアッセイに依存して、適した標識及び他に包装された試薬及び
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材料（即ち、洗浄バッファーなど）を含有することができる。標準的な免疫アッセイ、例
えば上記で記載したものは、これらのキットを用いて行うことができる。
【００７９】
遺伝子治療
　本発明に従って、膜金属ペプチダーゼ活性の調節は、患者の細胞のＢＰＬＰタンパク質
、その成熟生成物の量、及びそこからの放出を変更（即ち、増加又は減少）することによ
って、又は上記で定義されるペプチド誘導体を含むペプチドを発現及び可能に放出するこ
とによって達成することができる。患者の細胞のＢＰＬＰタンパク質若しくはその成熟生
成物の量及びそこからの可能な放出を増加すること、ペプチド誘導体を含む上記で定義さ
れるペプチドを発現し及び可能に放出することは、ＢＰＬＰ発現ベクター又はＢＰＬＰタ
ンパク質、ＢＰＬＰ成熟生成物若しくは上記で定義されるペプチド誘導体を含むペプチド
を発現するベクターを用いて、例えば、裸のＤＮＡの形で、ウイルスベクターとして、細
胞に導入することによって実行することができる。
【００８０】
　好ましくは、本発明の核酸は、ベクターの部分を形成する。そのようなベクターは、ベ
クターで遺伝子導入された細胞においてタンパク質又はペプチドの発現を調節する配列と
操作的に関連したコード配列を含む核酸である。
【００８１】
　実際に、そのようなベクターの使用は、患者の細胞及び特に処置されるべき細胞への核
酸の投与を改善し、そして、前記細胞におけるその安定性を増加することを可能にし、永
続的な治療効果を得ることを可能にする。さらに、いくつかの核酸配列を同ベクターへ導
入することが可能であり、それはまた治療の効果を増加させる。
【００８２】
　使用されるベクターは、それが動物細胞、好ましくはヒト細胞を形質転換することがで
きる限り、異なった起源のものであってよい。本発明の好ましい態様において、ウイルス
ベクターを使用し、アデノウイルス、レトロウイルス、アデノ関連ウイルス（ＡＡＶ）、
レンチウイルス、ヘルペスウイルス、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）、ワクシニアウイ
ルスなどから選択することができる。アデノウイルス、レトロウイルス若しくはＡＡＶ由
来のベクター、ＨＩＶ誘導レトロウイルスベクターは、異種の核酸を導入し、文献に記載
されている。
　したがって、本発明はまた、ゲノム中に挿入された、ＢＰＬＰタンパク質、ＢＰＬＰ成
熟生成物又はペプチド誘導体を含む上記で定義されるペプチドをコードする核酸を含む任
意の組換えベクターに関する。
【００８３】
　好都合には、本発明に係る組換えウイルスは、感染した細胞においてウイルスの複製に
少なくとも必要な配列を欠いている不完全なウイルスである。
　アデノウイルス、ＡＡＶ又は不完全な組換えレトロウイルスに導入された形で本発明の
核酸配列を使用することが特に好都合である。
【００８４】
　標的遺伝子の輸送は、１９９５年１０月に公開された国際特許出願公開ＷＯ９５／２８
４９４に記載される。
　その代わりに、ベクターは、インビボでリポフェクションによって導入することができ
る。過去１０年間で、インビトロでの核酸のカプセル化及び導入のためにリポゾームの使
用が増加している。リポゾームに関する情報は、同様に本出願の「医薬組成物」の節で提
供される。
【００８５】
　ベクターをインビボで裸のＤＮＡプラスミドとして導入することも可能である。遺伝子
治療のための裸のＤＮＡベクターは、当該技術分野において既知の方法、例えばトランス
フェクション、エレクトロポレーション、マイクロインジェクション、トランスダクショ
ン、細胞融合、ＤＥＡＥデキストラン、リン酸カルシウム沈殿、リポフェクタミン（登録
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商標）、遺伝子銃の使用、又はＤＮＡベクター・トランスポーターの使用によって所望の
宿主細胞に導入することができる。
【００８６】
医薬組成物
　ＢＰＬＰ－ペプチド（換言すれば、ＢＰＬＰタンパク質、ＢＰＬＰ由来のペプチド、成
熟生成物、ペプチド誘導体及び模倣体を含む上記で定義したペプチド）、又はそのような
ＢＰＬＰ－ペプチドをコードする核酸、及び前記ＢＰＬＰ－ペプチドに対する抗体は、薬
学的に許容される担体と併せて、医薬組成物に製剤化することができる。例えば、医薬組
成物は、局所的、経口的、舌下、非経口的、鼻腔内、静脈内、筋肉内、皮下、経皮又は眼
内投与などに適している。
【００８７】
　本発明の主題はまた、前記ＢＰＬＰ－ペプチド又はその模倣体のポリマーを含む医薬組
成物である。
　好ましくは、核酸は、該核酸を発現するベクターの部分を形成する。
　好ましくは、医薬組成物は、注射可能な製剤に医薬的に許容されるベヒクルを含有する
。
【００８８】
　適した医薬組成物は、特に、等張、無菌、塩溶液（リン酸一ナトリウム若しくはリン酸
二ナトリウム、塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩化カルシウム若しくは塩化マグネシウ
ムなど、又はそのような塩の混合物）、又は乾燥の状態であってよく、特に、場合に応じ
て、無菌の水若しくは生理食塩水の添加により注射可能な溶液の構成を可能にする凍結乾
燥した組成物であってよい。
【００８９】
　投与のために使用されるＢＰＬＰ－ペプチド、抗体又は核酸の投与量は、様々なパラメ
ータの関数として、特に、使用される投与法、関連する病理学、又はその代わりに治療の
所望の持続時間の関数として適合させることができる。
　ペプチド治療用の医薬組成物を製造するために、有効量のＢＰＬＰ－ペプチドは、薬学
的に許容される担体又は水性媒体に溶解させ又は分散させることができる。
　医薬製剤の例は、下記に提供される。
【００９０】
　医薬組成物は、薬学的に許容される担体又は水性媒体中に、有効量のＢＰＬＰ－ペプチ
ド、核酸又は抗体を含む。
　「医薬的に」又は「薬学的に許容される」は、ヒトを含む動物に適切に投与した場合、
反対の、アレルギー性の又は他の予期せぬ反応を生じない分子的実体及び組成物を意味す
る。
【００９１】
　本明細書で使用されるように、「薬学的に許容される担体」は、任意の及び全ての溶媒
、分散媒体、被覆剤、抗細菌剤及び抗真菌剤、等張及び吸収遅延剤などを含む。医薬的に
活性な物質のためのそのような媒体及び薬剤の使用は、当該技術分野において周知である
。任意の慣用的な媒体又は薬剤が活性成分と適合しない限度を除いて、治療用組成物にお
けるその使用が意図される。補助的な活性成分はまた、組成物中に導入することができる
。
【００９２】
　注射可能な使用に適した医薬的形態は、無菌の水溶液又は分散剤；ゴマ油、ピーナッツ
油又は水性プロピレングリコールを含む製剤；及び、無菌の注射可能な溶液又は分散剤の
即座の調製のための無菌粉末剤を含む。全ての場合において、形態は、無菌でなければな
らいし、容易な注入性が存在する範囲内で液体でなければならない。それは、製造及び保
存の条件下で安定でなければならないし、細菌及び真菌のような微生物の汚染作用に対し
て保存されなければならない。
【００９３】
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　遊離塩基又は薬理学的に許容される塩としての活性成分の溶液は、界面活性剤、例えば
ヒドロキシプロピルセルロースと適切に混合した水中で調製することができる。分散剤は
また、グリセロール、液体ポリエチレングリコール、及びその混合物中で、そして油中で
調製することができる。保存及び使用の通常の条件下で、これらの調製物は、微生物の増
殖を妨げるために防腐剤を含有する。
【００９４】
　担体はまた、例えば、水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロール、プロピレ
ングリコール、及び液体ポリエチレングリコールなど）、その適した混合物、及び植物油
を含有する溶媒又は分散媒体であることができる。適当な流動性は、例えば、レシチンの
ような被覆剤の使用、分散する場合の要求される粒子サイズの維持、及び界面活性剤の使
用によって維持することができる。微生物の作用の阻害は、様々な抗細菌剤及び抗真菌剤
、例えば、パラベン、クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸、チメロサールなどに
よって成し遂げることができる。多くの場合、等張剤、例えば糖類又は塩化ナトリウムを
含むことが好ましいであろう。注射可能な組成物の吸収の引き延ばしは、吸収を遅延する
薬剤、例えばモノステアリン酸アルミニウム及びゼラチンの組成物における使用によって
成し遂げることができる。
【００９５】
　無菌の注射可能な溶液は、要求される量の活性化合物を上記で列挙した様々な他の成分
と一緒に適切な溶媒に取り込み、必要に応じて続くろ過による無菌によって調製される。
一般的に、分散剤は、様々な無菌の活性成分を、塩基性分散媒体、及び上記で列挙したも
のから要求される必要とされる他の成分を含有する無菌のベヒクル中に取り込むことによ
って調製される。無菌の注射可能な溶液の調製のための無菌の粉末剤の場合、好ましい調
製方法は、真空乾燥及び凍結乾燥の手法であり、活性成分に加えたその予め無菌的にろ過
した溶液からの任意の追加の所望される成分の粉末を生じる。
【００９６】
　製剤化に応じて、溶液は、投与製剤に適合した方法で、そして、治療的に有効なそのよ
うな量で投与されるであろう。製剤は、様々な投与形態、例えば上記で記載した注射可能
な溶液の型で容易に投与されるが、薬物放出カプセルなどもまた使用することができる。
　水溶液での非経口投与については、例えば、溶液は、もし必要であれば、適切に緩衝化
されるべきであり、液体希釈剤はまず十分な塩又はグルコースで等張にすべきである。こ
れらの特定の水溶液は、静脈内、筋肉内、皮下及び腹腔内投与に特に適している。これに
関連して、使用することができる無菌の水性媒体は、本開示の観点から当業者に知られる
であろう。例えば、１回の投与量は、等張のＮａＣｌ溶液の１ｍｌ中に溶解し、１０００
ｍｌの皮下注入液に添加されるか、又は予定の注入部位で注射されるかのいずれかであり
得る（例えば、「Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎ
ｃｅｓ」第１５版、１０３５－１０３８及び１５７０－１５８０ページを参照されたい）
。投与量のいくつかの変形は、治療を受けるべき患者の状態に応じて必然的に起こるであ
ろう。投与に責任のある者は、いずれにしても、個々の患者のために適切な投与量を決定
するであろう。
【００９７】
　関心のあるＢＰＬＰ－ペプチドは、１回の投薬当たり約０．０００１ないし１００ミリ
グラム、又は約０．００１ないし０．１ミリグラム、又は約０．１ないし１．０、又はさ
らに約１ミリグラムないし１０ミリグラム、又はさらに約１０ないし１００ミリグラムな
どを含むように治療用混合物内に製剤化することができる。複数回投薬はまた投与するこ
とができる。好ましい投与量は、約０．１μｇ／ｋｇないし約１ｍｇ／ｋｇ、より好まし
くは約１μｇ／ｋｇないし約１００μｇ／ｋｇ、そして、最も好ましくは約１０μｇ／ｋ
ｇないし約１００μｇ／ｋｇである。
【００９８】
　非経口投与、例えば静脈内又は筋肉内注射のための製剤に加えて、他の薬学的に許容さ
れる形態は、例えば錠剤又は経口投与用の固形物；リポゾーム製剤；徐放性カプセル；及
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び、クリームを含む現在使用される任意の他の形態を含む。
　他の投与経路が意図され、点鼻液若しくはスプレイ、噴霧剤若しくは吸入剤、又は膣内
若しくは肛門坐剤及びペッサリー若しくはクリーム、及び長期に作用する輸送ポリマーを
含む。
【００９９】
　ある態様において、リポゾーム及び／又はナノ粒子の使用は、ＢＰＬＰ－ペプチド剤、
並びに核酸ベクター又は抗体の宿主細胞への導入のために意図される。
　本発明はまた、上記で定義され、さらに、ＢＰＬＰ－ペプチドと相乗的に作用する第二
の医薬的試薬を含む医薬組成物に関する。
【０１００】
治療への応用
　上記で記載されるＢＰＬＰ－ペプチド、前記ＢＰＬＰ－ペプチドに対する抗体、又は前
記ＢＰＬＰ－ペプチドをコードする核酸は、膜金属－エクトペプチダーゼ、より好ましく
は膜－亜鉛金属ペプチダーゼ、例えばＮＥＰ及びＡＰＮの活性の調節が要求される疾患及
び障害の予防又は治療に有用である。
【０１０１】
　天然のＮＥＰ基質は、主にペプチドホルモン：エンケファリン、サブスタンスＰ、ブラ
ジキニン、アンジオテンシンＩＩ及び心房性ナトリウム利尿ペプチドであり、中心性及び
末梢性疼痛認識、炎症性現象、ミネラル交換及び／又は動脈緊張の調節における鍵となる
役割を果たす（Ｒｏｑｕｅｓら、１９９３）。
【０１０２】
　より具体的には、天然のエンドペプチダーゼ、ＮＥＰ２４－１１は、哺乳動物の神経組
織及び末梢組織の両方に分布され、そして、末梢においては、腎臓及び胎盤において特に
豊富にある。これらの組織において、細胞表面金属ペプチダーゼＮＥＰは、神経ペプチド
、全身性免疫制御性ペプチド及びペプチドホルモンの分泌後のプロセッシング及び代謝に
関与する。循環している又は分泌された制御性ペプチドの活性レベルを調節することによ
って、ＮＥＰは、それらの生理学的な受容体を介した作用を調節する。したがって、膜に
結合したＮＥＰは、強力な血管作用ペプチド、例えばサブスタンスＰ、ブラジキニン（Ｂ
Ｋ）、心房性ナトリウム利尿ペプチド（ＡＮＰ）、及びアンジオテンシンＩＩ（ＡＩＩ）
；強力な炎症性／免疫制御性ペプチド、例えばサブスタンスＰ及びＢＫ及びｆＭｅｔ－Ｌ
ｅｕ－Ｐｈｅ（ｆＭＬＰ）；強力なオピオイド神経ペプチド、例えばＭｅｔ及びＬｅｕ－
エンケファリン（Ｅｎｋ）；及び強力なミネラル交換及び体液恒常性制御ペプチド、例え
ばＡＮＰ、Ｃ型ナトリウム利尿ペプチド（ＣＮＰ）及びＢ型ナトリウム利尿ペプチド（Ｂ
ＮＰ）の活性の制御に関係する。しかしながら、これらのペプチドのレベルは、それらが
持続的に放出される領域、又はそれらの放出が刺激によって誘発される領域にのみＮＥＰ
誘導の形成／分解を通じて変化する。
【０１０３】
　統合的な観点から、ＮＥＰの生物学的活性は、動脈圧制御、炎症性現象及び水－ミネラ
ル恒常性、並びに疼痛プロセッシングの調節に関係するペプチド作用性シグナルの活性レ
ベルを調節することである。臨床の観点から、これは、ＮＥＰが様々な疾患状態における
重要な薬物標的であるという事実を立証する。例えば、ＮＥＰを阻害することによって、
それによって中心性の又は末梢性の内因性オピオイドのレベル及びその作用の持続を増加
することで、鎮痛効果又は抗抑うつ効果が得られ、又は内因性ＡＩＩ形成及びサブスタン
スＰを阻害することによって、ＢＫ及びＡＮＰ不活化、抗高血圧、ナトリウム利尿剤及び
利尿剤が得られる。ＮＥＰ阻害剤の使用によって、内因性ペプチドの濃度を調節する主な
利点は、薬理学的な効果が天然のエフェクターによって刺激された受容体でのみ誘導され
、そして、環境、行動及び生理病理学的ストレス性の状況に応じて起こる天然のエフェク
ターの持続的又は刺激によって引き起こされる放出に明らかにに依存している（Ｒｏｑｕ
ｅｓら、１９９３）。
【０１０４】
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　ＮＥＰの他に、哺乳動物の膜金属ペプチダーゼの例は、ＥＣＥ（エンドセリン変換酵素
）、特にＥＣＥ１及びＥＣＥ２、赤血球細胞表面抗原ＫＥＬＬ及びＸ連結低リン酸血症性
くる病と関連したＰＥＸ遺伝子の生成物、並びにＡＣＥ（アンジオテンシン変換酵素）及
びＡＰＮ（アミノペプチダーゼＮ）である。
【０１０５】
　ＡＣＥ及び／又はＥＣＥの阻害は、高血圧の治療、及びアテローム性動脈硬化症の予防
及び治療に有意な応用を有する。
　ＮＥＰと併せてＡＰＮの阻害は、疼痛及び抑うつの治療に有意な応用を有する。
　関連する膜金属ペプチダーゼの阻害は、腫瘍、主に卵巣、結腸直腸、脳、肺、膵臓、胃
及びメラノーマの癌の治療、及び転移、アテローム性動脈硬化症及び／又は高血圧の発生
の減少において治療的効果を有する。関連する膜金属ペプチダーゼの阻害はまた、疼痛の
調節に治療的効果を有する。急性な疼痛におけるそのような抗侵害受容効果は、鎮痛効果
であるが、関節炎又は炎症性腸疾患のような慢性炎症性疼痛に対する効果もある。
　さらに、細菌性又はウイルス性金属ペプチダーゼの阻害は、抗感染効果を有することが
期待される。
【０１０６】
　金属ペプチダーゼは、病原体宿主組織侵入、及び免疫学的及び炎症性過程、例えばスト
レプトコッカス・ピオゲネス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）、シュ
ードモナス・アエルジギノサ（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）、ポル
フィロモナス・ギンギバリス（Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ　ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓ）及
びレジオネラ・ニューモフィラ（Ｌｅｇｉｎｏｎｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｐｈｉｌａ）の
それらにおいて重要な役割を果たす。
　さらに、細菌性金属ペプチダーゼ、特に亜鉛金属ペプチダーゼは、タンパク質分解毒素
、例えば炭疽菌（Ｂ．ａｎｔｈｒａｃｉｓ）（炭疽菌の致死因子）の毒素及び破傷風菌（
Ｃ．ｔｅｔａｎｕｍ）及びボツリヌス菌の神経毒素によって引き起こされる疾患において
重要な役割を果たす。
【０１０７】
　他の金属ペプチダーゼは、ＨＩＶによって引き起こされる感染のような様々な感染にお
いて重要な役割を果たす（ＦＲ２７０７１６９）。
【０１０８】
　細菌性又はウイルス性疾患の治療のためのプロテイナーゼ阻害剤の重要性が、Ｊ．Ｐｏ
ｔｅｍｐａ及びＪ．Ｔｒａｖｉｓに見出すことができる。
　金属ペプチダーゼの異なった役割は、Ｔｕｒｎｅｒら、２００１；Ｋｅｎｎｙら、１９
７７；Ｋｅｎｎｙら、１９８７；Ｂｅａｕｍｏｎｔら、１９９６に開示される。
【０１０９】
　本発明の目的の１つは、末梢、脊髄及び／又は脊柱レベルでのＮＥＰ及びＡＰＮを阻害
し、それによって、エンケファリンを含む中心性又は末梢性の内因性オピオイドのレベル
及びその作用の持続を増加することによる鎮痛剤又は抗抑うつ剤としての上記で記載した
治療用ペプチド又は核酸の使用である。
　疼痛、特に急性及び慢性疼痛、内臓の炎症性及び神経障害性疼痛の予防又は治療が意図
される。
【０１１０】
　任意の水素－ミネラル不均衡の予防又は治療はまた、本発明の目的でもある。標的とな
る障害の中で、誰でも、水素－ミネラル不均衡によって引き起こされる骨、歯、腎臓、副
甲状腺、膵臓、腸、胃の粘膜、前立腺、及び唾液腺障害を引用することができる。
　特に、障害は、副甲状腺機能亢進症又は副甲状腺機能低下症、骨粗鬆症、膵炎、顎下腺
結石症、腎結石症及び骨異栄養症からなる群から選択されることができる。
　損なわれた対人関係及び行動障害の予防又は治療は、さらに関心がある。様々な精神障
害はＷＯ０２／０５１４３４に記載される。
【０１１１】
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　特に、本発明は、逃避障害、減少した認知障害、自閉性障害、注意欠陥多動性障害、覚
醒障害、ホスピタリズム、損なわれた対人関係機能及び外界に対する関係、分裂病質人格
障害、統合失調症、抑うつ障害、環境への関心の減少、性欲に連結した損なわれた社会活
動、及び早すぎる射精や活動過多の性欲を含む損なわれた性行動からなる群から選択され
る任意の障害に関心がある。
　膜金属ペプチダーゼの調節が要求される疾患はまた、高血圧、アテローム性動脈硬化症
、腫瘍、炎症性関節炎及び腸疾患を含む。
【０１１２】
　感染の治療もまた包含される。特に、細菌性又はウイルス性疾患の治療のためのプロテ
イナーゼ阻害剤の重要性は、Ｊ．Ｐｏｔｅｍｐａ及びＴｒａｖｉｓに見出すことができる
。
　上記で定義されるＢＰＬＰ－ペプチド、抗体又は核酸はまた、免疫炎症性応答を調節す
るために有用である。
　上記で定義されるＢＰＬＰ－ペプチド、抗体又は核酸はまた、ナトリウム利尿剤又は利
尿剤として有用である。
【０１１３】
　本発明の別の目的は、薬物乱用、特にモルヒネの薬物乱用の治療において代わるものと
して上記で定義されるペプチド又は核酸の使用である。
　実際に、研究は、薬物乱用に対する脆弱性、及び報酬及び薬物依存の発生は、少なくと
も部分的には、内因性オピオイド系の先在の若しくは誘導された変更及び／又は欠損の結
果であることを示唆している。これに関連して、内因性エンケファリンの効果を可能にす
るためにＢＰＬＰ－ペプチド又は核酸を使用することは、慢性的なモルヒネ又はヘロイン
投与の中断によって生じる様々な副作用（全身の離脱兆候）を減少するであろう。
【０１１４】
　本発明によれば、ＮＥＰにおけるＢＰＬＰ－ペプチドの阻害効果を減少することは、例
えば、ＢＰＬＰ－タンパク質又はペプチドに対する抗体を用いることによって望むことが
できる。ＮＥＰ活性の増強は、アミロイドーシスと関連した疾患又は障害のような神経変
性障害の治療に特に有効である。実際に、ネプリライシンの阻害剤（中性エンドペプチダ
ーゼ、ＮＥＰ又はエンケファリナーゼ）は、合成阻害剤によって、アミロイドβレベルを
上昇させることが示されている（Ｎｅｗｅｌｌら、２００３）。Ｌｅｉｓｓｒｉｎｇら（
２００３）は、さらに、ニューロンにおいてネプリライシンのトランスジェニック的な過
剰発現は、脳のＡβレベルを有意に減少させ、アミロイドプラーク形成及びその関連する
細胞病理学を遅らせ又は完全に阻害し、そして、アミロイド前駆体タンパク質のトランス
ジェニックマウスに存在する早産の致死率を救うことを報告している。
【０１１５】
　疾患に影響された組織中若しくはその近辺でアミロイドが堆積し、又はアミロイドプラ
ークが見られる場合、又は、疾患が不溶性である若しくは不溶になる可能性があるタンパ
ク質の過剰生産によって特徴付けられる場合、疾患又は障害は、アミロイドーシスと関連
する。アミロイドプラークは、既知の又は未知のメカニズムによって直接的に又は間接的
に病理学的な効果を引き起こすことができる。アミロイドーシスの例は、限定されないが
、慢性炎症性疾病、多発性ミエローマ、マクログロブリン血症、家族性アミロイド多発性
神経障害（ポルトガル人）及び心筋症（デンマーク人）、全身性老人性アミロイドーシス
、家族性アミロイド多発性腎症（ロワ（ｌｏｗａ））、家族性アミロイドーシス（フィン
ランド人）、ゲルストマン・シュトロイスラー・シャインカー症候群、蕁麻疹及び難聴を
伴う家族性アミロイド腎症（マックル・ウェルズ症候群）、甲状腺髄様癌、単独の心房性
アミロイド、及び血液透析関連アミロイドーシス（ＨＡＡ）のような全身疾患；及び神経
変性疾患を含む。
【０１１６】
　用語「神経変性疾患」は、例えば、短期記憶若しくは長期記憶喪失又は記憶障害、痴呆
、認識欠如、均衡及び協調問題、及び情緒的及び行動的欠如の脳又は神経機能障害の特徴
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的症状をもって現れる特に脳と関係する神経系の疾患又は障害を意味する。本発明は、よ
り具体的には、アミロイドーシスと関連する神経変性障害と関わりがある。そのような疾
患は、そのような症状を示す患者からの脳組織の組織病理学的（生検）試料がアミロイド
プラーク形成を表す場合、「アミロイドーシスと関連」している。脳、特にヒトの脳から
の生検試料は、非常な困難さを伴って、生きている患者から得られるか、又は全く利用す
ることができないかもしれないので、しばしば、アミロイドーシスを伴う神経変性疾患の
症状又は複数の症状の関連は、生検試料中のプラーク又は原線維のようなアミロイド堆積
物の存在以外の基準に基づく。
【０１１７】
　特定の態様において、本発明によれば、神経変性障害は、アルツハイマー病（ＡＤ）で
ある。他の態様において、疾患は、ＡＰＰのβＡＰ部分のアミノ末端に近いアミロイド前
駆体タンパク質（ＡＰＰ）におけるＮＬ突然変異に対する二重のＫＭによって特徴付けら
れる稀なスウェーデン人病であるかもしれない。別のそのような疾患は、アミロイドーシ
ス（ＨＣＨＡ又はＨＣＨＷＡ）－オランダ人型を伴う遺伝性脳出血である。当該技術分野
において既知の、及び本発明の範囲内である他のそのような疾患は、限定されないが、散
発性脳アミロイド血管障害、遺伝性脳アミロイド血管障害、ダウン症候群、グアムのパー
キンソン痴呆、及び年齢に関連した無症性アミロイド血管障害を含む。
【０１１８】
　更なる側面において、神経変性疾患は、亜急性の海綿状脳疾患、例えば、限定されない
が、スクレピー、クロイツフェルト－ヤコブ病、ゲルストマン－シュトロイスラー病、ク
ル、ミュールジカ及びヘラジカの慢性消耗病、畜牛のウシ海綿状脳疾患、及びミンクの伝
染性脳疾患である。
　本発明は、さらに、膜金属ペプチダーゼの活性の調節が要求される疾患を予防し又は治
療するための治療的組成物の製造のための、内因性のＢＰＬＰタンパク質又は成熟生産物
、例えばＱＲＦＳＲ、及び膜金属ペプチダーゼとの相互作用を調節する薬物の使用に関す
る。
【０１１９】
スクリーニング法
　当業者が、同標的物に結合し、ＢＰＬＰタンパク質又はその成熟生成物、例えばＱＲＦ
ＳＲペプチドのアゴニスト又はアンタゴニストの生物学的活性を有する候補化合物を選択
し精製することができるようにする方法は、下記に記載される。
　候補化合物は、タンパク質、ペプチド、ホルモン、抗体、又は有機化学の慣用的な方法
によって合成することができる任意の化合物のようなペプチド又は非ペプチド性分子であ
る合成化合物であってもよい。
【０１２０】
　本発明は、ＢＰＬＰタンパク質又はその成熟生成物、例えばＱＲＦＳＲペプチドに対す
るＮＥＰ結合部位に結合する化合物の能力についてその化合物をスクリーニングするイン
ビトロの方法を提供し、下記の工程：
　ａ）ＢＰＬＰタンパク質若しくはその成熟生成物、例えばＱＲＦＳＲペプチド、又はＢ
ＰＬＰタンパク質又はその成熟生成物の結合特異性若しくは生理学的な活性を保持してい
る任意のペプチド、例えばペプチドＹＱＲＦＳＲの存在下で、候補化合物とＮＥＰ発現細
胞とをインキュベートすること；
　ｂ）ＮＥＰへの結合について、ＢＰＬＰタンパク質若しくはその成熟生成物、例えばＱ
ＲＦＳＲペプチド、又はＢＰＬＰタンパク質若しくはその成熟生成物の結合特異性若しく
は生理学的な活性を保持しているペプチド、例えばペプチドＹＱＲＦＳＲと競合する候補
化合物の能力を決定すること
を含む。
【０１２１】
　候補化合物の結合アッセイは、一般的に４℃ないし２５℃、又は３７℃で実行される。
　ＮＥＰ発現細胞は、ＢＰＬＰタンパク質又はその成熟生成物、例えばＱＲＦＳＲペプチ
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ドに対するＮＥＰ結合部位を含有する、細胞培養物、例えばコンフルエントな標的細胞培
養の単層、又は標的臓器標本若しくは組織試料（例えば、凍結切片、薄片、膜調製物又は
粗ホモジネート）中のあってよい。
【０１２２】
　本発明に係るスクリーニング法に使用される好ましい組織試料は、哺乳動物からの脊髄
の膜調製物又は薄片、ＮＥＰ活性測定に充当されることが知られている組織である。
　本発明に係るスクリーニング法に使用することができる他の好ましい組織試料は、ＮＥ
Ｐ－ペプチダーゼに豊富であり、及び／又はＢＰＬＰタンパク質若しくはその成熟生成物
、例えばＱＲＦＳＲペプチドに対して標的物となることが知られている全ての末梢組織調
製物である。例えば、誰でも、哺乳動物の腎臓の外髄質、胎盤、精巣、前立腺及び骨を使
用することができる。例えば、そのような方法は、マウス、ラット又はヒト起源の組織及
び／又は細胞、又は金属－エクトペプチダーゼｃＤＮＡ、具体的にはＮＥＰ　ｃＤＮＡ、
特にヒトＮＥＰ　ｃＤＮＡを用いて導入した細胞株に応用することができる。
【０１２３】
　ＢＰＬＰ－タンパク質又はその成熟生成物（又はＢＰＬＰタンパク質又はその成熟生成
物の結合特異性又は生理学的活性を保持するペプチド）は、好ましくは、例えば、放射性
標識（32Ｐ、35Ｓ、3Ｈ、125Ｉなど）又は非放射性標識（ジゴキシゲニン、ＣｙＤｙｅ－
ユーロピウム、フルオレセインなど）によって標識される。次に、ＮＥＰ発現細胞と一緒
に、特異的な結合が生じるのに十分な時間及び条件下でインキュベートされる。
【０１２４】
　細胞に特異的に結合した標識は、次いで、様々な濃度、例えば１０-10ないし１０-5Ｍ
の前記候補化合物の存在下で定量することができる。
　したがって、本発明は、さらに、ＢＰＬＰタンパク質、又はその成熟生成物に対するＮ
ＥＰ結合部位に特異的に結合する化合物をスクリーニングする方法を提供し、下記の工程
：
　ａ）ＢＰＬＰタンパク質若しくはその成熟生成物に対するＮＥＰ結合部位を含有する細
胞培養物、又は臓器標本若しくは組織試料（例えば、凍結切片又は薄片又は膜調製物又は
粗ホモジネート）を調製すること；
　ｂ）半飽和濃度の標識したタンパク質若しくはその成熟生成物（又はＢＰＬＰタンパク
質若しくはその成熟生成物の結合特異性若しくは生理学的活性を保持するペプチド）と競
合して、試験されるべき候補化合物を添加すること；
　ｃ）特異的な結合が生じるのに十分な時間及び条件下で、候補化合物の存在下で、工程
ａ）の細胞培養物、臓器標本又は組織試料をインキュベートすること；
　ｄ）様々な濃度（好ましくは１０-10ないし１０-5Ｍ）の候補化合物の存在下で、細胞
培養物、臓器標本又は組織試料に特異的に結合した標識を定量すること
を含む。
【０１２５】
　上記の前記方法において、半飽和濃度は、ＮＥＰ結合部位の５０％と結合する、標識し
たＢＰＬＰタンパク質又はその成熟生成物、例えばＱＲＦＳＲペプチド（又はＢＰＬＰタ
ンパク質若しくはその成熟生成物の結合特異性若しくは生理学的活性を保持するペプチド
）の濃度である。
【０１２６】
　この方法はまた、ＢＰＬＰタンパク質、又は成熟生成物、例えばＱＲＦＳＲ（又はＢＰ
ＬＰタンパク質若しくはその成熟生成物の結合特異性若しくは生理学的活性を保持するペ
プチド）の親和性と比較して、候補化合物の相対的親和性を定義することもできる。
　本発明の別の目的は、ＢＰＬＰタンパク質、又は成熟生成物（又はＢＰＬＰタンパク質
若しくはその成熟生成物の結合特異性又は生理学的活性を保持するペプチド）に対するＮ
ＥＰ結合部位に特異的に結合するリガンド化合物の相対的親和性を測定する方法であり、
それぞれの候補化合物についての上記方法の工程ａ）、ｂ）、ｃ）及びｄ）を含み、そし
て、さらに、工程ｄ）において定量された各候補化合物の親和性とその他の候補化合物の
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親和性とを比較する工程ｅ）を含む。
【０１２７】
　本発明の別の目的は、ＢＰＬＰタンパク質又はその成熟生成物に対するＮＥＰ結合部位
に特異的に結合する化合物の親和性を決定する方法であり、下記の工程：
　ａ）ＢＰＬＰタンパク質又はその成熟生成物に対するＮＥＰ結合部位を含有する細胞培
養物を調製し、又は臓器標本若しくは組織試料（例えば、凍結切片又は薄片又は膜調製物
又は粗ホモジネート）を調製すること；
　ｂ）放射性又は非放射性標識で予め標識した候補化合物を添加すること；
　ｃ）特異的結合が生じるのに十分な時間及び条件下で、標識した候補化合物の存在下で
、工程ａ）の細胞培養物、臓器標本又は組織試料をインキュベートすること；そして
　ｄ）様々な濃度（好ましくは１０-10ないし１０-5Ｍ）の標識した候補化合物の存在下
で、細胞培養物、臓器標本又は組織試料に特異的に結合した標識を定量すること
を含む。
【０１２８】
　候補化合物は、好ましくは、例えば、放射性標識（32Ｐ、32Ｓ、3Ｈ、125Ｉなど）又は
非放射性標識（ジゴキシゲニン、ＣｙＤｙｅ－ユーロピウム、フルオレセインなど）によ
って標識される。次に、特異的結合が生じるのに十分な時間及び条件下で、ＮＥＰ発現細
胞とインキュベートする。
【０１２９】
　誰でも、さらに、ＢＰＬＰタンパク質又はその成熟生成物、例えばＱＲＦＳＲペプチド
に対するＮＥＰ結合部位に特異的に結合する候補化合物の相対的親和性を決定するために
、定量した各候補化合物の親和性とその他の候補化合物の親和性を比較することができる
。
【０１３０】
　本発明は、さらに、ＮＥＰ活性に対して、ＢＰＬＰタンパク質又はその成熟生成物のア
ゴニスト又はアンタゴニストとして作用する化合物の能力についてその化合物をスクリー
ニングするインビトロの方法を提供し、下記の工程：
　ａ）（ｉ）ＢＰＬＰタンパク質又はその成熟生成物、例えばＱＲＦＳＲペプチド、又は
ＢＰＬＰタンパク質若しくはその成熟生成物の結合特異性若しくは生理学的活性を保持し
ている任意のペプチド、及び（ｉｉ）ＮＥＰ基質の存在下で、候補化合物とＮＥＰ発現細
胞とをインキュベートすること；
　ｂ）ＮＥＰによるＮＥＰ基質の細胞内タンパク質分解を測定し、候補化合物がない場合
ける細胞内タンパク質加水分解と比較して、候補化合物の存在下での細胞内タンパク質加
水分解の増加は、アンタゴニスト活性を指示し；一方、候補化合物がない場合における細
胞内タンパク質加水分解と比較して、候補化合物の存在での細胞内質加水分解の減少は、
アゴニスト活性を指示する
ことを含む。
【０１３１】
　本明細書で使用されるように、ＢＰＬＰタンパク質又はその成熟生成物のアゴニストは
、金属－エクトペプチダーゼ活性、特にＮＥＰ又はＡＰＮ活性を阻害する活性を有する分
子である。
　本明細書で使用されるように、ＢＰＬＰタンパク質又はその成熟生成物のアンタゴニス
トは、金属－ペプチダーゼ活性、特にＮＥＰ又はＡＰＮ活性を増加する活性を有する分子
である。
【０１３２】
　さらに、候補化合物のアゴニスト又はアンタゴニスト活性は、その標的に対するこの候
補化合物によって誘導された代謝性変化、例えば、プロテインキナーゼ又はアデニル酸シ
クラーゼを介した情報伝達シグナルの結果として第一又は第二の伝達物質の代謝産物の合
成及び／又は放出、及びＧファミリーのタンパク質の活性化を決定することで評価するこ
とができる。
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【０１３３】
　特定の態様において、本発明はまた、ＢＰＬＰタンパク質又はその成熟生成物のアゴニ
ストである化合物をスクリーニングするための方法に関連し、下記の工程：
　ａ）ＢＰＬＰタンパク質又はその成熟生成物に対するＮＥＰ結合部位を含有する細胞培
養物を調製すること、又は臓器標本若しくは組織試料（例えば、凍結切片又は薄片又は膜
調製物又は粗ホモジネート）を調製すること；
　ｂ）初速度の条件下でＮＥＰ基質の細胞内タンパク質分解が生じるのに十分な時間で、
候補化合物（好ましくは１０-10ないし１０-5Ｍ）、半飽和濃度のＢＰＬＰタンパク質若
しくはその成熟生成物（又はＢＰＬＰタンパク質若しくはその成熟生成物の結合特異性若
しくは生理学的活性を保持している任意のペプチド）及びＮＥＰ基質の存在下で、ＮＥＰ
の酵素活性を測定することができる濃度で、工程ａ）の細胞培養物、臓器標本又は組織試
料をインキュベートすること；
　ｃ）ＮＥＰ基質の細胞内タンパク質加水分解のレベルを、それぞれ、候補化合物の有無
で、及びＢＰＬＰタンパク質若しくはその成熟生成物、又はＢＰＬＰタンパク質若しくは
その成熟生成物の結合特異性若しくは生理学的活性を保持しているペプチドの有無で測定
することによって、工程ａ）の生物学的材料中に存在するＮＥＰの活性を定量すること
を含む。
【０１３４】
　前記の上記方法において、半飽和濃度は、ＮＥＰ基質の分解が結果として半分まで減少
するＢＰＬＰタンパク質又はその成熟生成物の濃度である。
　本発明の別の目的は、ＢＰＬＰタンパク質又はその成熟生成物のアンタゴニストである
化合物をスクリーニングする方法を含み、下記の工程：
　ａ）ＢＰＬＰタンパク質又はその成熟生成物に対するＮＥＰ結合部位を含有する細胞培
養物を調製すること、又は臓器標本若しくは組織試料（凍結切片又は薄片又は膜調製物又
は粗ホモジネート）を調製すること；
　ｂ）最大下の濃度のＢＰＬＰタンパク質若しくはその成熟生成物（又はＢＰＬＰタンパ
ク質若しくはその成熟生成物の結合特異性若しくは生理学的活性を保持している任意のペ
プチド）、及びＮＥＰ基質の存在下で、初速度の条件下でＮＥＰ基質の細胞内タンパク質
分解が生じるのに十分な時間で候補化合物の存在下で、初速度の条件下でＮＥＰの酵素活
性を測定することができる濃度で、工程ａ）の細胞培養物、臓器標本又は組織試料をイン
キュベートすること；
　ｃ）ＮＥＰ基質の細胞内タンパク質分解のレベルを、それぞれ、候補化合物の有無で、
及びＢＰＬＰタンパク質若しくはその成熟生成物、又はＢＰＬＰタンパク質若しくはその
成熟生成物の結合特異性又は生理学的活性を保持しているペプチドの有無で測定すること
によって、工程ａ）の生物学的材料中に存在するＮＥＰの活性を定量すること
を含む。
【０１３５】
　前記の上記方法の好ましい態様において、最大下の濃度は、基質の分解の少なくとも５
０％まで、及び好ましくは少なくとも７５％まで結果として減少するペプチドの濃度であ
る。
　下記の実施例及び図は、本発明の範囲を限定することなしに本発明を例証する。
【実施例】
【０１３６】
実施例：
　研究は、特にヒトの唾液分泌物中の天然の金属－エクトペプチダーゼ、特にＮＥＰ及び
／又はＡＰＮ阻害剤を探索するために設計された。この生成物の検出及び単離のための戦
略は、膜に結合したヒトＮＥＰを発現しているヒト細胞によるＮＥＰ感受性基質の細胞内
タンパク質分解を阻害する唾液の低分子量化合物の単離に基づいている。本発明者らは、
ヒトにおける天然の内因性ＮＥＰエクトペプチダーゼ阻害剤（又は複数）、即ち、ラット
シアロルフィンの内因性の唾液機能的ホモログ（又は複数）の配列解析による同定のため
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に、機能的検出モデル（ＮＥＰを発現しているＬＮＣａＰ及びＨＥＫヒト細胞の膜調製物
）及び分子単離モデル（ＨＰＬＣクロマトグラフィーシステム）を開発した。
【０１３７】
実施例１：ヒト唾液調製
　パスツール研究所の「ｃｅｎｔｒｅ　ｄｅ　ｒｅｃｈｅｒｃｈｅ　Ｖａｃｃｉｎａｌｅ
　ｅｔ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｅ」で確立した臨床研究のプロトコール、受入番号：２０
４５は、ＣＣＰＰＲＢ委員会の承認を受領し、及び１０人の健常な男性ボランティアから
のヒト唾液のサンプリングは、２００３年５月に開始し、２００３年１０月まで継続した
。唾液は、アプロチニン（１０００ＫＩＵ／ｍｌ）、ペファブロック（Ｐｅｆａｂｌｏｃ
）（０．４ｍＭ）及びＨＣｌ（０．１Ｎ）（最終濃度）を含有する、予め冷却した「ミク
ロソープ（ｍｉｃｒｏｓｏｒｐ）」管に回収し；この媒体はタンパク質分解活性を阻害す
るものと推測される。このようにして、唾液試料は、メタノール抽出法を実行するまで－
８０℃で保存した。
【０１３８】
実施例２：ＮＥＰ阻害のための材料及び実験モデル
１－ヒトエクトペプチダーゼＮＥＰ及びＡＰＮの供給源
　いくつかのヒト細胞株は、金属エクト－ペプチダーゼファミリーの他のメンバーと同様
にＮＥＰを発現するように説明されている；それらの中には、骨芽細胞株、ＭＧ－６３（
骨肉腫）、トロホブラスト細胞株、ＢｅＷｏ（胎盤絨毛癌）、前立腺上皮細胞株、ＬＮＣ
ａＰ（腺癌）及び腸細胞株、Ｃａｃｏ－２（結腸直腸腺癌）がある。細胞薬理学的解析に
有用な合成培地の培養条件をまず開発した。第二に、発明者らは、ＬＮＣａＰ及びＢｅＷ
ｏが合成培地の培養条件（即ち、インスリン、トランスフェリン及びセレニウムを含有す
るＲＰＭＩ、ＧＩＢＣＯ）で、ＤＨＴ（ジヒドロテストステロン）及びホルスコリンによ
ってそれぞれ誘導後、ＮＥＰ（ＡＲＮｍ及び細胞表面タンパク質）を発現することができ
る唯一の細胞株であることをノーザンブロット及び免疫細胞化学的解析を用いることによ
って確かめた。そして、最後に、これらの細胞を起源とする膜調製物の静置なインキュベ
ーションの実験モデルにおいて、本発明者らは、初速度の測定の条件、即ち、１００ｐＭ
／分／μｇ　ＬＮＣａＰ細胞膜タンパク質（ＢｅＷｏに対して１０倍低い特異的活性）で
、サブスタンスＰのヒトＮＥＰを介した細胞内タンパク質分解を解析するために許容され
るパラメータを定義した。ＬＮＣａＰ膜活性は、特異的な合成ＮＥＰ阻害剤、例えばチオ
ールファン（５００ｎＭで最大の阻害能力に対する６２％）の存在下で阻害された。対照
的に、アミノペプチダーゼ（ＡＰＮ、ＡＰＢ）を妨げるベスタチン（２５μＭ）及びカプ
トプリル（１０μＭ）、及びアンジオテンシン変換酵素（ＡＣＥ）活性は、それぞれ、細
胞表面エクトペプチダーゼによってサブスタンスＰの加水分解を阻害しなかった；つまり
、実験条件では、サブスタンスＰの細胞外分解は、これらの細胞の表面に局在したＮＥＰ
エンドペプチダーゼ活性によって主に引き起こされた。
　加えて、ヒトＮＥＰ　ｃＤＮＡ又はヒトＡＰＮ　ｃＤＮＡを用いて導入したＨＥＫ細胞
（ＨＥＫ細胞はこれらの金属エクトペプチダーゼを発現しない）の膜調製物、及び可溶性
組換えヒトＮＥＰ又は可溶性組換えヒトＤＰＰ　ＩＶ（ジペプチジルアミノペプチダーゼ
ＩＶ）（Ｎ末端細胞質及び膜貫通部分を含まない）を用いたインビトロモデルをも開発し
た。
【０１３９】
２－基質及び阻害剤：
　インビトロにおいて、ヒト細胞膜の膜アミノ－及びエンド－エクトペプチダーゼ活性は
、下記の合成基質及び天然基質の分解を測定することによってインビトロで検査した：
　ａ／合成特異的蛍光性基質又は発色性基質：
　－Ｍｃａ－Ｒ－Ｐ－Ｐ－Ｇ－Ｆ－Ｓ－Ａ－Ｆ－Ｋ（Ｄｎｐ）－ＯＨ及び／又はＳｕｃ－
Ａ－Ａ－Ｆ－Ａｍｃ（ＮＥＰ）（Ｒ＆Ｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ及びＢａｃｈｅｍ）
　－Ａｃ－Ａ－Ａｍｃ又はＡｌａ－ｐＮＡ（ＡＰＮ）（Ｂａｃｈｅｍ）
　ｂ／生理学的基質：
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　－修飾したトリチウム化サブスタンスＰ［（３，４3Ｈ）Ｐｒｏ2－Ｓａｒ9－Ｍｅｔ（
Ｏ2）

11］－サブスタンスＰ（ＤｕＰｏｎｔ－ＮＥＮ）及び天然のサブスタンスＰ：Ｒ－
Ｐ－Ｋ－Ｐ－Ｑ－Ｑ－Ｆ－Ｆ－Ｇ－Ｌ－Ｍ（ＮＥＰ－ＤＰＰＩＶ－ＡＣＥ）（Ｐｅｎｉｎ
ｓｕｌａ－Ｂｉｏｖａｌｌｅｙ）
　－天然のＭｅｔ－エンケファリン：Ｙ－Ｇ－Ｇ－Ｆ－Ｍ（ＮＥＰ－ＡＰＮ）（Ｐｅｎｉ
ｎｓｕｌａ－Ｂｉｏｖａｌｌｅｙ）
　異なる利用可能な選択的合成ペプチダーゼ阻害剤の有無における細胞膜ペプチダーゼに
よるこれらの基質の加水分解の測定することは、ペプチダーゼアッセイの特異性を評価し
た：
　－チオールファン、ホスホラミドン（ＮＥＰ）（Ｓｉｇｍａ及びＲｏｃｈｅ）
　－ベスタチン、アマスタチン（ＡＰＮ）（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ）
　－ＤＰＰＩＶインヒビターＩＩ（ＤＰＰＩＶ）（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ）
　－カプトプリル（ＡＣＥ）（Ｓｉｇｍａ）
【０１４０】
３－ペプチダーゼ活性の測定
　エクトペプチダーゼ活性は、ラットシアロルフィンの機能的特徴付けのために開発され
確立したプロトコールに従って測定した（Ｒｏｕｇｅｏｔら、２００３）。簡単には、膜
調製物については、ｐＨ７．１で緩衝化した５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ／ＨＣｌの１０体積（体
積／重量）中で４℃で細胞をホモジネートした。１０００×ｇ及び５℃で５分間の最初の
遠心は、ペレット中の細胞破壊堆積物及び細胞核を取り除くために許される。１００００
０×ｇ及び５℃で３０分の２回目の遠心は、ペレット中の膜画分を濃縮させ、冷却したＴ
ｒｉｓ／ＨＣｌ緩衝液中で３回表面的に洗浄し、新鮮な緩衝液中に再懸濁し、等分し、酵
素供給源として使用されるまで待つ間、－８０℃で保存した。タンパク質定量は、標準と
してウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）でＢｉｏ－Ｒａｄ　ＤＣタンパク質アッセイを用いて
実行した。
【０１４１】
　基質の加水分解は、特異的阻害剤の有無で、初速度の測定の条件で代謝率を監視するこ
とによって測定した。プレインキュベーション培地にこれらを添加した。標準的な反応混
合物は、最終体積の２００μｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　５０ｍＭ　ｐＨ６．５－７．２中の
細胞膜からなった。基質は、１０分間のプレインキュベーション後に添加され、そして、
消化は、一定に振とうする水浴中で２０分間２５℃で実行した。反応物は、４℃まで冷却
し、ＨＣｌ（０．３Ｎ最終濃度）を添加することによって停止させた。次に、反応管を遠
心（４℃で１５分間４７００×ｇ）し、残ったそのままの基質及びその代謝産物を測定し
た。
【０１４２】
　天然の基質、サブスタンスＰ又はＭｅｔ－エンケファリンを使用する場合、反応の生産
物は、それらの異なる疎水的特徴に従って単離し定量する：
　－Ｃ－１８　Ｓｅｐ－Ｐａｋカートリッジ（Ｗａｔｅｒｓ）は、放射標識したサブスタ
ンスＰの加水分解を解析するために使用した。3Ｈ代謝産物は、Ｈ２Ｏ－０．１％ＴＦＡ
、次いで２５％メタノール－０．１％ＴＦＡ（それぞれ４ｍｌ）を用いる溶出によって単
離した。そのままのトリチウム化基質は、７５－１００％メタノール－０．１％ＴＦＡ（
４ｍｌ）を用いて溶出した。
【０１４３】
　－分光光度計に連結したＲＰ－ＨＰＬＣは、Ｍｅｔ－エンケファリンの加水分解を解析
するために使用した（Ｃ－１８　ＬＵＮＡカラム、ＡＩＴ）。水中の０．１％　ＴＦＡか
ら１００％アセトニトリル中の０．１％　ＴＦＡの３０分の直線勾配による１ｍｌ／分で
の溶出は、２つのＭｅｔ－エンケファリン代謝産物（ＹＧＧ：５．８±０．２；ＦＭ：１
２．８±０．１分の保持時間）及びそのままの基質（ＹＧＧＦＭ：１８．８±０．２分）
を分離した。それらの同定及び相対量（ピークの高さ）を２６４ｎｍでカラム流出（Ｌ３
０００、Ｍｅｒｃｋ）を監視することによって調べた。
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【０１４４】
　－最初のＭｅｔ－エンケファリン基質の消失はまた、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）
によって定量した。アッセイは、抗Ｍｅｔ－エンケファリン抗血清（Ｇｒｏｓら、１９７
８）及び125Ｉ－Ｍｅｔ－エンケファリン（８０ＴＢｑ／ｍｍｏｌ、ＮＥＮ）を使用した
；μＭ濃度のＴｙｒ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ及びＰｈｅ－Ｍｅｔ代謝産物の存在下で、ｎＭ濃度
のＭｅｔ－エンケファリンを検出した。各分画の放射活性は、液体シンチレーションスペ
クトロメトリーによって決定した。
　合成基質を使用した場合は、蛍光シグナル（強度及び偏光）の出現の動力学は、マルチ
ウェルの蛍光分光計を用いて直接的に解析し；シグナルの強度は、反応中に形成した代謝
産物の量に直接的に比例する。
【０１４５】
実施例３：ヒト唾液の精製及びクロマトグラフィー
　ヒト唾液成分の抽出及び精製のプロトコールは、ラット唾液からのシアロルフィンの分
子的特徴付けについて開発し確立したものを模倣し（Ｒｏｕｇｅｏｔら、１９９４）、そ
して抽出物及びクロマトグラフィーの分画は、ＮＥＰを含有するヒト細胞膜によって、生
理学的基質、サブスタンスＰの加水分解を阻害するそれらの能力について解析した。
　ヒト唾液成分の抽出及び精製は、エンケファリナーゼ活性を潜在的に制御する。簡単に
は、＋４℃で解凍後、唾液試料を下記の方法に従って処理した：
【０１４６】
－メタノール－酸抽出方法：４℃でのメタノール－酸中の低分子量成分の抽出；唾液の１
体積に、０．１％トリフルオロ酢酸（ＴＦＡ）溶液を含有するメタノールの４体積を添加
した。この第一工程は、酸及びメタノール培地中でそれぞれ不活化し沈殿させる高分子量
のタンパク質（分解酵素を含む）の除去を実現し、そして小さな分子量（１０Ｋｄａ以下
）の唾液構成物質の可溶化を可能にする。メタノール混合物は、急激に振とうし、４℃で
１５分間１２０００ｇで遠心し；メタノールを上清から除去した後、－１１０℃で凍結乾
燥した。
【０１４７】
－ＨＰＬＣ陽イオン交換クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ－ＥＣ）：メタノールで抽出した
唾液を溶媒Ａ、即ち、酢酸アンモニウム１０ｍＭ、ｐＨ４．３中に溶解させ、ＨＥＭＡ－
ＩＥＣ　ＢＩＯ－１０００カルボキシメチルカラム（Ａｌｌｔｅｃｈ）中に注入した。成
分をそれらの陽イオンの特徴に従って、２工程の直線勾配、それぞれ１０－５００ｍＭ及
び５００－９００ｍＭ酢酸アンモニウム、ｐＨ４．７で、そして、１ｍｌ／分の流速で溶
出し単離した。２ｍｌの分画を回収し、ヒトエクトペプチダーゼ活性（ＬＮＣａＰ）の阻
害能力について試験した後に凍結乾燥させた。
【０１４８】
　抽出及び一連のクロマトグラフィーの質及び回収は、図１に図示されるように、代表的
な唾液試料に添加した内部標準（トリチウム化ペプチド：３Ｈ－ＹＱＦＲＳＲ）を用いて
推定した；２．５ｍｌのヒト唾液に対応する、抽出した試料に添加したマーカーの回収は
、７５－８４％で評価した。メタノール抽出した唾液のＨＰＬＣ陽イオン交換クロマトグ
ラフィー（図２；７ｍｌのヒト唾液に対応する唾液抽出物の代表的なプロフィール）は、
２つの主要分子の唾液成分の存在を明確に表し、それぞれ２６－２８及び３６－３８分の
保持時間で第一工程の酢酸アンモニウムの勾配プロフィール（１０－５００ｍＭ）内に抽
出され、ヒトの膜に結合したペプチダーゼによるサブスタンスＰの９０％以上の細胞内タ
ンパク質分解によって阻害した（保持時間の６及び４８分の図２に視覚化された２つの活
性ピークは、それぞれカラムの排除体積と全体積に対応する）。
【０１４９】
－ＨＰＬＣ逆相クロマトグラフィー（ＲＰ－ＨＰＬＣ）。前回のＨＰＬＣ－ＥＣの活性分
画を溶媒Ａ［水中の０．１％ＴＦＡ］に溶解させ、Ｓｙｎｅｒｇｉ　Ｍａｘ－ＲＰカラム
（Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ）中に注入した。試料成分を１－９９％の溶媒Ｂ［アセトニトリ
ル－ＴＦＡ、１００－０．１、体積比で］の直線勾配で溶出（１ｍｌ／分）した。１ｍｌ
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の分画を回収し、細胞表面のヒトエクトペプチダーゼ活性（ＬＮＣａＰ）に対する阻害能
力について凍結後に解析した。内部マーカーの回収は、６１％で評価した。前回のＨＰＬ
Ｃ－ＥＣの分画１３－１４（２６－２８分の保持時間）から単離した活性分子の形成体の
ＲＰ－ＨＰＬＣによる分画（図３）は、ヒトエンドペプチダーゼ活性を阻害する２つの主
要な分子群の存在を示し、それぞれ２３－２５及び２８－３０分の保持時間でアセトニト
リルの勾配プロフィール内で溶出された。
【０１５０】
　これらの分画は、１－９９％の溶媒Ｂ［１００％メタノール－０．１％ＴＦＡ］の直線
勾配による溶出を通じて新しいｓｙｎｅｒｇｉ　Ｍａｘ－ＲＰ－ＨＰＬＣカラム上で更な
る精製処理を受けた。カラム溶出物は、１分の間隔でミクロソルブ（ｍｉｃｒｏｓｏｒｂ
）管に回収し、そして分画をＮＥＰ阻害活性について凍結後に試験した。図４に示される
ように、２つの主要な分子形態は、ヒトエクトペプチダーゼによるサブスタンスＰの細胞
内タンパク質分解を阻害し、このように、それぞれ２０－２１及び２９－３０分の保持時
間で単離し、それらのアミノ酸配列を決定した。
【０１５１】
－サイファージェン・プロテインチップ及びアミノ酸配列解析。Ｎ末端配列解析は、Ａｐ
ｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓのペプチドシークエンサーを用いて自動化エドマン分
解によって実行した（ｐｌａｔｅ－ｆｏｒｍｅ　ｄ’Ａｎａｌｙｓｅ　ｅｔ　ｄｅ　Ｍｉ
ｃｒｏｓｅｑｕｅｎｃａｇｅ　ｄｅｓ　ｐｒｏｔｅｉｎｅｓ，Ｉｎｓｔｉｔｕｔ　Ｐａｓ
ｔｅｕｒ）。１８分の保持時間（分画２０）での最終的なＲＰ－ＨＰＬＣから溶出する分
子形態は、６９０及び７６９．５Ｄａの分子量に対応し、下記の５個のアミノ酸残基の配
列：ＱＲＦＳＲに対応した。２６分の保持時間（分画２８）で溶出するものは、それぞれ
６２２－６６６Ｄａ及び６４９５Ｄａの２つの分子成分に対応し；最大の分子量のアミノ
酸の決定は、唾液の塩基性のプロリンに富んだポリペプチド配列、６１個のアミノ酸配列
のヒトＰＲＰ－Ｅに対応することを示した（Ｉｓｅｍｕｒａら、１９８２）。
【０１５２】
　ラット唾液シアロルフィンの類似性によって、これらのデータは、ラットＱＨＮＰＲペ
ンタペプチドに密接に関連した構造及び機能であって、ヒト唾液の分泌物中に分泌される
ヒト唾液シアロルフィン様のＱＲＦＳＲペンタペプチドの存在に関する直接的な証拠を提
供する；それらは、ＱＲＳＦＲがＳＭＲ１及びペプチド－ホルモン前駆体の成熟経路に一
応は類似した前駆体タンパク質からタンパク質分解的に処理された成熟生成物であること
を支持する。さらに、ＱＨＮＰＲラットペプチドに関しては、分泌されたＱＲＦＳＲペプ
チドは、おそらくは酢酸塩の形態を含む遊離形態、及び唾液のＰＲＰ－Ｅとの高い疎水性
相互作用を含む複合体形態のうち、異なる形態でヒト唾液の分泌物に蓄積されるようであ
る。
【０１５３】
実施例４：ＱＲＦＳＲペプチドの合成及び試験
　ＱＲＦＳＲペプチドは合成され、ヒトＬＮＣａＰ細胞膜の静置のインキュベーションの
実験モデルにおいて、インビトロで、生理学的なＮＥＰ基質、サブスタンスＰの分解を阻
害する能力について解析した。ペプチドＱＲＦＳＲは、ヒト前立腺上皮細胞の表面に発現
したヒトＮＥＰによって仲介されたサブスタンスＰの細胞外の細胞内タンパク質分解を阻
害した。ＱＲＦＳＲの有効濃度は、１ないし２５μＭの範囲であり、最大の半分（ＩＣ５
０）は１１μＭであった（図５）。驚くべきことに、しかし、ヒトＮＥＰに対するラット
シアロルフィンを用いて観察したものに関連した重複した方法で、ラット腎のＮＥＰ活性
に対するＱＲＦＳＲヒトペプチドの阻害効率は、ヒト細胞表面のＮＥＰ（ＬＮＣａＰ）に
対して観察したものより少なくとも１０倍低い。驚くことに、誘導ペプチドＹＱＲＦＳＲ
は、抗体及びイムノアッセイ検出システムの開発用にトリチウム標識及び免疫原性結合の
ために合成されており、ヒト及びラットのエクト－エンドペプチダーゼ活性の両方に対し
て相対的に類似した阻害効果を提示するようであった（図６及び７）。
【０１５４】
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　表：ヒト及びラットのエクトエンドペプチダーゼ活性に対する天然及び誘導のヒト及び
ラットのペプチドの阻害能力：
【表１】

【０１５５】
　その上、ＱＲＧＰＲペプチド（２０－９０μＭ）は、ｈＰＢ遺伝子産物から潜在的に成
熟される可能性があり、ＬＮＣａＰヒト細胞膜によって誘導されるサブスタンスＰの細胞
内タンパク質分解における効果は有しなかった；この結果は、発明者らに、天然のＮＥＰ
－阻害性ペンタペプチダーゼ（共通のＱ－Ｎ末端及びＲ－Ｃ末端）の３つの中心的なアミ
ノ酸の性質がＮＥＰエクトエンドペプチダーゼとの機能的相互作用のアフィニティー及び
／又は特異性に対する決定的な特徴であることを提案させる。さらに、ラットとヒトＮＥ
Ｐとの間の強い一次アミノ酸配列の類似性（８５％でない）にもかかわらず、発明者らは
、天然の阻害性ペンタペプチダーゼ、それぞれラットＱＨＮＰＲ及びヒトＱＲＦＳＲの両
方の機能的相互作用における相対的特異性を観察した。これら全ての結果は、両方の外酵
素の二次及び三次における立体構造の特異性の存在に関する証拠を提供するものであり；
シアロルフィン若しくはその誘導体及びヒトＮＥＰとで形成した二元複合体の結晶構造の
決定は、これらの天然の競合阻害剤の結合形態を見抜くことができる。
【０１５６】
　成熟雄性ラットのインビボでのラットシアロルフィンのヒト機能的ペプチド模倣薬の薬
理動態及薬力学的パラメータを確立（生体内分布－生物学的利用能－一掃）し、並びにイ
ンビボ及びインビトロでのその代謝メカニズム及び代謝回転を決定するためにトリチウム
化した３Ｈ－ＹＱＲＦＳＲを使用した（図８）。ＲＰ－ＨＰＬＣクロマトグラフィーの特
徴付けは、下記を示した：
　－ＹＱＲＦＳＲペプチドはＮＥＰを含有するヒト細胞膜によって代謝されず、実際に９
３％が、代謝膜がない場合の９４％に対してそのままのペプチドとして回収され、
　－同じ実験条件で、ＹＱＲＦＳＲペプチドはこれらのヒト細胞膜によるサブスタンスＰ
の細胞内タンパク質分解を７０％まで阻害する。
【０１５７】
　したがって、ＹＱＲＦＳＲは、インビボでのシアロルフィンの機能的特徴付けについて
研究された急性疼痛、例えば、ピンによる疼痛試験及びホルマリン試験（Ｒｏｕｇｅｏｔ
ら、２００３）の行動的ラットモデルにおけるＢＰＬＰ成熟生成物の鎮痛活性を調査する
ために有用である。
【０１５８】
実施例５：インビトロでのＱＲＦＳＲペプチドの更なる特徴付け
　ＱＲＦＳＲ－ペプチドの阻害特異性は、精製した可溶性ヒトＮＥＰ及びヒトＤＰＰＩＶ
（Ｎ末端細胞質及び膜貫通部分なし）を用いてインビトロで酵素－アッセイでサブスタン
スＰ（ＳＰ）の細胞内タンパク質分解を測定することによって評価した。選択的組換えｈ
ＮＥＰアッセイを用いて、ヒトＱＲＦＳＲ－ペプチドとｈＮＥＰとの分子相互作用が確立
され、そのペプチドがｈＮＥＰ活性を阻害したという直接的な証拠を提供する：図９に示
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されるように、ＱＲＦＳＲ－ペプチドは、９０％までＮＥＰを介したＳＰの細胞内タンパ
ク質分解を阻害した；その阻害能力は、５ないし５０μＭの範囲で、顕著に濃度依存的（
ｒ2＝０．９９、ｎ＝１８）であり、最大の半分は２９±１μＭであった。対照的に、組
換えｈＤＰＰＩＶによるＳＰの分解は、２５又は５０μＭのＱＲＦＳＲ－ペプチドによっ
ては阻害されず、インビトロでのＳＰを異化する細胞表面の外酵素におけるＱＲＦＳＲ－
ペプチドの阻害能力は、ＮＥＰ－エクトペプチダーゼとの特異的相互作用に単に起因して
いることを示す。さらに、ＳＰのインビボでの代謝を監視する研究から、ＱＲＦＳＲ－ペ
プチドは、ラットＱＨＮＰＲ－シアロルフィンのように、脊髄のＳＰ－不活化エクトペプ
チダーゼによる開烈から内因性のＳＰを完全には保護せず、したがって、インビボではＳ
Ｐを介した侵害受容を可能にしないであろうように思われる。
【０１５９】
　エンケファリンは、両エクトペプチダーゼ、ＮＥＰ及びＡＰＮによって顕著な効率（数
秒以内）でインビボでは不活化される。エンケファリン不活化におけるＮＥＰ及びＡＰＮ
の相補的な役割のせいで、混合したＮＥＰ－ＡＰＮ合成阻害剤だけが、様々な疼痛モデル
における抗侵害受容応答を誘導する。
【０１６０】
　つまり、ＱＲＦＳＲ－ペプチドの阻害特異性は、ヒト膜を結合したＮＥＰ又はＡＰＮの
いずれかを選択的に発現する組換えＨＥＫヒト細胞の膜調製物を用いて酵素－アッセイで
評価した。これらを遺伝子導入した細胞モデルは、研究室で開発された。ヒト細胞膜の膜
アミノ－及びエンド－エクトペプチダーゼ活性は、人工的な特異的な蛍光基質の分解を測
定することによってインビトロで評価し、使用したＮＥＰ基質は：Ｍｃａ－Ｒ－Ｐ－Ｐ－
Ｇ－Ｆ－Ｓ－Ａ－Ｆ－Ｋ－（Ｄｎｐ）－ＯＨ（Ｍｃａ－ＢＫ２）であり、ＡＰＮ基質は：
Ａｌａ－ｐＮＡであった。選択的な膜に結合したｈＮＥＰアッセイを用いて、発明者らは
、ＮＥＰによるＭｃａ－ＢＫ２細胞内タンパク質分解のＱＲＦＳＲ－ペプチドによる阻害
は、濃度依存的であり（ｒ2＝０．８８、ｎ＝２９決定点）、有効な投与量は５ないし５
０μＭの範囲であったことを見出した。選択的な膜に結合したｈＡＰＮアッセイを用いて
、発明者らは、ＱＲＦＳＲ－ペプチドが１０ないし９０μＭの有効投与量（ｒ２＝０．９
３、ｎ＝２２決定点）でのｈＡＰＮによるＡｌａ－ｐＮＡ開烈を阻害することを示した（
図１０及び１１を参照されたい）。
【０１６１】
【表２】

【０１６２】
　これらの結果は、ヒトＱＲＦＳＲ－ペンタペプチドがインビトロにおいてＮＥＰ及びＡ
ＰＮエクトペプチダーゼ活性の効果的な二重の阻害剤であることを示す。さらに、エンケ
ファリン不活化におけるＮＥＰ及びＡＰＮの相補的な役割のせいで、強力な鎮痛作用を発
揮するラットシアロルフィンとの類似によって、得られた組み合わせた生物学的及び遺伝
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ＡＰＮエクトペプチダーゼを阻害することによって、インビボでエンケファリン依存の抗
侵害受容メカニズムを可能にすることを提案させた。
【０１６３】
実施例６：インビボにおけるＱＲＦＳＲペプチドの機能的特徴付け
　ラット及びヒトＮＥＰとの間の強力な一次アミノ酸配列の類似性（８５％ではない）に
もかかわらず、発明者らは、両阻害性－ペンタペプチダーゼ、それぞれラットＱＨＮＰＲ
及びヒトＱＲＦＳＲの阻害能力における相対的な種選択性を観察した。驚くべきことに、
誘導ペプチドＹＱＲＦＳＲは、トリチウム標識のために合成され、ヒト及びラットのエク
トエンドペプチダーゼに対する相対的に類似する阻害効果（５及び５０μＭの間の有効濃
度の範囲）を提示すようであった。つまり、ＱＲＦＳＲ誘導のペプチドの抗侵害受容能力
は、急性疼痛、例えば、ラットシアロルフィン作用のインビボでの特徴付けのために使用
されたホルマリン試験（Ｒｏｕｇｅｏｔら、２００３）の行動ラットモデルにおいて調査
された。０．５及び１ｍｇ／ｋｇのＹＱＲＦＳＲ－ペプチドの全身投与は、ホルマリンを
注射した後足の足をなめることの初期段階（ホルマリン注射後の最初の２０分）を阻害し
た。例えば、１４４±１７秒、ｎ＝８（ベヒクル）から９７±１４秒、ｎ＝８（０．５ｍ
ｇ／ｋｇ）（ｐ＝０．０５）まで及び８４±１３秒、ｎ＝８（１ｍｇ／ｋｇ）（ｐ＝０．
０２、Ｄｕｎｎｅｔｔ　ｔ－Ｔｅｓｔによる）まで、足をなめることにおける処置したラ
ットによる経過時間を顕著に減少させた。驚くべきことに、ラットシアロルフィンで処理
したラットとは対照的に、ＹＱＲＦＳＲペプチドで処理したラットは、ホルマリン試験の
後期段階（ホルマリン注射後の４０ないし６０分）で足をなめることの費やした時間が有
意に少なくなった（ベヒクルで処理したラット：６３±１３秒、対１ｍｇ／ｋｇで処理し
たラット：９±３秒、ｐ＝０．００１）。ラットシアロルフィンより少ない能力であるが
、有効投与量の範囲で（１００－２００μｇ／ｋｇ、ｉｖ）、ＱＲＦＳＲ誘導ペプチドは
、ホルマリン誘導の疼痛モデルにおける合成的に混合したＮＥＰ－ＡＰＮ阻害剤ＲＢ１０
１（２．５－５ｍｇ／ｋｇ、ｉｖ）と同様の疼痛抑制能力に効果的（１ｍｇ／ｋｇ、ｉｖ
）であるように思われる。
【０１６４】
　これらのデータは（図１２、１３及び１４に提示されるように）、ＹＱＲＦＳＲ－ペプ
チドが急性及び長期に作用する化学的刺激によって誘導した侵害受容を阻害することを明
確に示す。
【０１６５】
　その鎮痛効力は、３ｍｇ／ｋｇのモルヒネ投与量とほとんど同じ効果である。
　さらに、化学的に誘発した疼痛の行動におけるＱＲＦＳＲ誘導のペプチドによって誘導
された無痛覚は、オピオイド受容体アンタゴニスト、ナラキソン（ｎａｌａｘｏｎｅ）の
存在下で全体的に反対となり、その鎮静効果における内因性のオピオイド経路の関与と一
致する。
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【化２】

【図面の簡単な説明】
【０１６６】
【図１】図１は、２．５ｍｌのヒト唾液に対応する２．５ｍｌの唾液のメタノール－酸抽
出物に添加した3Ｈ－ＹＱＲＦＳＲマーカーの代表的な陽イオン交換ＨＰＬＣプロフィー
ルを示す。主要な放射活性ピークは７５－８４％で評価された（点線のバー）。
【図２】図２は、７ｍｌのヒト唾液から得た唾液のメタノール－酸抽出物の代表的な陽イ
オン交換ＨＰＬＣプロフィールである。ヒトエクトエンドペプチダーゼ活性（ＬＮＣａＰ
細胞株）によるサブスタンスＰの細胞内タンパク質加水分解の阻害能力について分画を解
析した。
【図３】図３は、主要なＨＰＬＣ－ＥＣ活性の１３－１４分画の代表的な逆相ＨＰＬＣプ
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株）によるサブスタンスＰの細胞内タンパク質分解の阻害能力について分画を解析した。
【図４】図４は、主要なＨＰＬＣ－ＲＰ活性分画の代表的な逆相ＨＰＬＣプロフィールで
ある。ヒトエクトエンドペプチダーゼ活性（黒色バー）によるサブスタンスＰの細胞内タ
ンパク質分解の阻害能力について分画を解析し、それらの吸光度は２７４ｎｍであった（
黒線）。
【図５】図５は、ヒトエクト－エンドペプチダーゼ活性（ＬＮＣａＰ細胞株）によるサブ
スタンスＰの分解におけるＢＰＬＰ－ＱＲＦＳＲペプチドの効果を示し、ＱＲＦＳＲペプ
チドの有効濃度は１ないし２５μＭの範囲であり、最大の半分は１１μＭである。
【図６】図６は、ヒトエクト－エンドペプチダーゼ活性（ＬＮＣａＰ細胞株）によるサブ
スタンスＰの分解におけるｈＢＰＬＰ－ＱＲＦＳＲペプチドのＹＱＲＦＳＲ誘導体の効果
を示し、ＹＱＲＦＳＲペプチドの有効濃度は５ないし５０μＭの範囲であり、最大の半分
は３０μＭである。
【図７】図７は、ラットＮＥＰエクト－エンドペプチダーゼ活性（腎組織）によるサブス
タンスＰの分解におけるｈＢＰＬＰ－ＱＲＦＳＲペプチドのＹＱＲＦＳＲ誘導体の効果を
示し、ＹＱＲＦＳＲペプチドの有効濃度は５ないし７５μＭの範囲であり、最大の半分は
３８μＭである。
【図８】図８は、ＹＱＲＦＳＲペプチドのＲＰ－ＨＰＬＣクロマトグラフィー解析である
。ＹＱＲＦＳＲペプチド（１７５μＭ）は、インビトロでヒト細胞表面エンドペプチダー
ゼによって代謝されなかったが、ヒトＮＥＰエクトエンドペプチダーゼによって仲介され
たサブスタンスＰの細胞内タンパク質分解の７０％まで阻害した。ＲＰ－ＨＰＬＣクロマ
トグラフィーの特徴は、下記：１／ＹＱＲＦＳＲペプチドは、ＮＥＰを含有するヒト細胞
膜によって代謝されず；代謝膜がない場合の９４％に対してそのままのペプチドとして９
３％が回収された。２／同じ実験条件で、ＹＱＲＦＳＲペプチドは、これらのヒト細胞膜
によってサブスタンスＰの細胞内タンパク質分解を７０％まで阻害することを示した。
【図９】図９は、組換えヒトＮＥＰによるサブスタンスＰの分解におけるＱＲＦＳＲ－ペ
プチドの阻害効果を示す。可溶性組換えヒトＮＥＰ活性におけるＱＲＦＳＲ－ペプチドの
濃度依存的な阻害効果、及び可溶性組換えｈＤＰＰＩＶ活性のサブスタンスＰの細胞内タ
ンパク質分解におけるＱＲＦＳＲ－ペプチドの効果なし。
【図１０】図１０は、細胞表面ヒトＡＰＮによるＡＰＮ合成基質の分解におけるＱＲＦＳ
Ｒ－ペプチドの阻害効果を示す。細胞表面ＨＥＫ－ｈＡＰＮによるＡｌａ－ｐＮＡ発色基
質の開烈のＱＲＦＳＲ－ペプチドによる濃度依存的な阻害。
【図１１】図１１は、細胞表面ヒトＮＥＰによるＮＥＰ合成基質の分解におけるＱＲＦＳ
Ｒ－ペプチドの阻害効果を示す。細胞表面ＨＥＫ－ｈＮＥＰによるＭｃａ－ＢＫ２蛍光基
質の開烈のＱＲＦＳＲ－ペプチドによる濃度依存的な阻害。
【図１２】図１２は、ホルマリン注射した後足の足をなめることにおけるラットによる時
間経過におけるＹＱＲＦＳＲ－ペプチドのインビボの効果を示す；平均±ＳＥＭ。
【図１３】図１３は、後足へのホルマリン注射に続く足の疼痛痙攣の回数におけるＹＱＲ
ＦＳＲ－ペプチドのインビボの効果を示す；平均±ＳＥＭ。
【図１４】図１４は、ホルマリンの注射後６０分間の足の疼痛痙攣の指標におけるＹＱＲ
ＦＳＲ－ペプチドのインビボの効果を示す。ＱＲＦＳＲ誘導のペプチドによって導入され
た無痛覚は、内因性オピオイド受容体の活性化を必要とする。



(39) JP 2008-507256 A 2008.3.13

【図１】 【図２】

【図３】 【図４】



(40) JP 2008-507256 A 2008.3.13

【図５】 【図６】

【図７】 【図８】



(41) JP 2008-507256 A 2008.3.13

【図９】 【図１０】

【図１１】 【図１２】



(42) JP 2008-507256 A 2008.3.13

【図１３】 【図１４】

【配列表】
2008507256000001.app



(43) JP 2008-507256 A 2008.3.13

10

20

30

40

【国際調査報告】



(44) JP 2008-507256 A 2008.3.13

10

20

30

40



(45) JP 2008-507256 A 2008.3.13

10

20

30

40



(46) JP 2008-507256 A 2008.3.13

10

20

30

40



(47) JP 2008-507256 A 2008.3.13

10

20

30

40



(48) JP 2008-507256 A 2008.3.13

10

20

30

40



(49) JP 2008-507256 A 2008.3.13

10

20

30

40

50

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ｃ１２Ｑ   1/37     (2006.01)           Ｃ１２Ｑ   1/37    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｋ  38/00     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  37/02    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｋ  38/16     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  37/14    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   1/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   1/02    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   1/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   1/04    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   3/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   3/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   3/12     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   3/12    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   1/18     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   1/18    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   5/18     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   5/18    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   7/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   7/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   7/12     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   7/12    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   9/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   9/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   9/12     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   9/12    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ   9/10     (2006.01)           Ａ６１Ｐ   9/10    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  13/12     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  13/12    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  15/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  15/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  17/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  17/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  13/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  13/04    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  19/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  19/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  19/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  19/02    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  19/10     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  19/10    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  25/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  25/04    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/14     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  25/14    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/18     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  25/18    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/24     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  25/24    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/28     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  25/28    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/30     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  25/30    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  29/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  29/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  31/04    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/12     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  31/12    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  31/18     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  31/18    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  35/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  35/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  35/04     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  35/04    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  37/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  37/02    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  43/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  43/00    １１１　          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/53     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  43/00    １１５　          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/15     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  43/00    １１６　          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/50     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｄ          　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   9/99     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/15    　　　Ｚ          　　　　　
   　　　　                                Ｇ０１Ｎ  33/50    　　　Ｚ          　　　　　
   　　　　                                Ｃ１２Ｎ   9/99    　　　　          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LS,MW,MZ,NA,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),
EP(AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,MC,NL,PL,PT,RO,SE,SI,SK,TR),OA(BF,BJ,
CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,
CU,CZ,DE,DK,DM,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,L



(50) JP 2008-507256 A 2008.3.13

10

20

U,LV,MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MZ,NA,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PL,PT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,SY,TJ,TM,TN,TR,TT
,TZ,UA,UG,US,UZ,VC,VN,YU,ZA,ZM,ZW

(74)代理人  100108903
            弁理士　中村　和広
(72)発明者  ルジョー，カトリーヌ
            フランス国，エフ－７８４６０　シェブルーズ，ルート　ドゥ　ショワセル　３９－リュ　ディ　
            ドゥ　タロウ
(72)発明者  ウオルム，ジャン－フランソワ
            フランス国，エフ－５３２１０　アルジャントル，リュ　デ　フォベッテ　３６
(72)発明者  ユンジェウール，マリー－ヌール
            フランス国，エフ－７８３１０　モールパ，リュ　ドゥ　ベノデ　１２
(72)発明者  ウィスナー，アン
            フランス国，エフ－９４２３０　カシャン，リュ　デ　ドゥー　フレール　１
(72)発明者  デュフール，エブリーヌ
            フランス国，エフ－９２１７０　バンブ，リュ　ジ．ベ．ポタン　１２－１４
Ｆターム(参考) 2G045 AA24  CB01  DA20  DA36  FB01 
　　　　 　　  4B024 AA01  AA11  BA80  CA02  CA09  CA12  CA20  DA01  DA02  DA05 
　　　　 　　        DA11  DA12  GA11  HA11  HA13  HA14 
　　　　 　　  4B063 QA01  QA05  QA19  QQ02  QQ08  QQ21  QQ36  QQ41  QQ61  QQ79 
　　　　 　　        QQ89  QR08  QR16  QR32  QR35  QR40  QR42  QR48  QR55  QR56 
　　　　 　　        QR57  QR62  QR72  QS16  QS25  QS33  QS34  QS36  QX01  QX02 
　　　　 　　  4C084 AA02  AA03  AA07  BA01  BA08  BA16  BA17  CA35  DC32  DC50 
　　　　 　　        NA14  ZA011 ZA021 ZA051 ZA081 ZA121 ZA151 ZA161 ZA181 ZA221
　　　　 　　        ZA361 ZA421 ZA451 ZA512 ZA661 ZA671 ZA681 ZA811 ZA831 ZA891
　　　　 　　        ZA961 ZA971 ZB022 ZB071 ZB111 ZB212 ZB261 ZB331 ZB351 ZC021
　　　　 　　        ZC022 ZC062 ZC162 ZC172 ZC201 ZC212 ZC391 ZC551
　　　　 　　  4H045 AA10  AA11  AA20  AA30  BA10  CA40  DA56  DA75  EA20  EA50 
　　　　 　　        FA34  FA71  FA74 


	biblio-graphic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	search-report
	overflow

