
(57)【要約】
【課題】血小板凝集阻害作用を有する新規な蛋白質を提供することが、本発明の課題であ
る。
【解決手段】本発明により、ブラジルサシガメ（Ｔｒｉａｔｏｍａ　ｉｎｆｅｓｔａｎｓ
）由来の新規な蛋白質であるＴｉ－３蛋白質、及び当該蛋白質をコードするＴｉ－３遺伝
子が与えられた。Ｔｉ－３蛋白質は血小板凝集阻害活性を有するために、Ｔｉ－３蛋白質
を有効成分として含有する医薬は、血小板凝集阻害剤として、心筋梗塞、肺梗塞、脳梗塞
の治療及び予防に有効である。またＴｉ－３蛋白質は、医薬開発の場における血小板凝集
阻害剤のリード化合物としてもまた、大きな可能性を有している。
【選択図】　　　　なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ブ ラ ジ ル サ シ ガ メ 由 来 の 蛋 白 質 で あ り 、 以 下 の （ ａ ） ま た は （ ｂ ） に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 か
ら な る こ と を 特 徴 と す る 蛋 白 質 。
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 す 、 ア ミ ノ 酸 番 号 （ － １ ８ ） － １ ６ ４ 　 で 示 さ れ る ア ミ ノ
酸 配 列 か ら な る こ と を 特 徴 と す る 蛋 白 質 。
（ ｂ ） 血 小 板 凝 集 阻 害 活 性 を 有 し 、 （ ａ ） の 一 部 が 欠 損 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た 蛋 白 質
。
【 請 求 項 ２ 】
請 求 項 １ 記 載 の 蛋 白 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 。
【 請 求 項 ３ 】
ブ ラ ジ ル サ シ ガ メ 由 来 の 蛋 白 質 で あ り 、 以 下 の （ ｃ ） ま た は （ ｄ ） に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 か
ら な る こ と を 特 徴 と す る 蛋 白 質 。
（ ｃ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 す 、 ア ミ ノ 酸 番 号 １ － １ ６ ４ 　 で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か
ら な る こ と を 特 徴 と す る 蛋 白 質 。
（ ｄ ） 血 小 板 凝 集 阻 害 活 性 を 有 し 、 （ ｃ ） の 一 部 が 欠 損 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た 蛋 白 質
。
【 請 求 項 ４ 】
ブ ラ ジ ル サ シ ガ メ 由 来 の 蛋 白 質 を コ ー ド し 、 以 下 の （ ｅ ） ま た は （ ｆ ） に 示 す 塩 基 配 列 か
ら な る こ と を 特 徴 と す る 遺 伝 子 。
（ ｅ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 す 、 塩 基 番 号 １ － ６ ９ ５ 　 で 示 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る こ
と を 特 徴 と す る 遺 伝 子 。
（ ｆ ） 血 小 板 凝 集 阻 害 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 を コ ー ド し 、 （ ｅ ） の 一 部 が 欠 損 、 置 換 若 し く
は 付 加 さ れ た 遺 伝 子 。
【 請 求 項 ５ 】
請 求 項 ３ 記 載 の 蛋 白 質 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 、 血 小 板 凝 集 阻 害 剤 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
【 発 明 の 属 す る 技 術 分 野 】
本 発 明 は 、 吸 血 昆 虫 で あ る ブ ラ ジ ル サ シ ガ メ （ Ｔ ｒ ｉ ａ ｔ ｏ ｍ ａ 　 ｉ ｎ ｆ ｅ ｓ ｔ ａ ｎ ｓ ）
の 唾 液 腺 に 由 来 し 、 血 小 板 凝 集 阻 害 活 性 を 有 す る Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 、 及 び 当 該 Ｔ ｉ － ３ 蛋 白
質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
【 従 来 の 技 術 】
高 齢 化 社 会 を 迎 え 、 成 人 病 が ま す ま す 重 要 な 社 会 問 題 と な っ て き た 。 成 人 病 に 起 因 す る 症
状 、 特 に 血 液 関 連 の 疾 病 、 例 え ば 高 血 圧 症 、 肺 高 血 圧 症 、 心 筋 梗 塞 、 脳 梗 塞 、 肺 梗 塞 、 ク
モ 膜 下 出 血 後 の 血 管 攣 縮 な ど の よ う に 、 血 管 が 細 く し か も 硬 く な る こ と に よ っ て 起 こ る 疾
病 を 治 療 し た り 、 予 防 す る こ と は 、 高 年 齢 層 の 社 会 で は 重 要 な 課 題 で あ る 。 こ れ ら の 疾 病
は 、 血 管 弛 緩 拡 張 剤 や 血 液 凝 固 阻 害 剤 、 血 小 板 凝 集 阻 害 剤 に よ っ て 治 療 し た り 予 防 す る こ
と が で き る 。 そ の 様 な 目 的 に 使 用 が 可 能 で あ る 抗 凝 固 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド と し て は 、 ヒ
ル の 唾 液 腺 由 来 の ヒ ル ジ ン が こ れ ま で に 知 ら れ て い た 。 ヒ ル ジ ン は 吸 血 す る ム シ の 唾 液 腺
か ら 同 定 さ れ た 抗 凝 固 活 性 ペ プ チ ド で あ り 、 ト ロ ン ビ ン 阻 害 活 性 を 有 す る 。 な お 、 本 発 明
の Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 、 及 び 当 該 Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 新 規 の も の で あ る が 、
昆 虫 を 主 と す る 吸 血 動 物 の 唾 液 中 の 生 理 活 性 物 質 に 関 す る 知 見 が 、 例 え ば 非 特 許 文 献 １ と
非 特 許 文 献 ２ に お い て 総 説 と し て ま と め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】
リ ベ イ ロ ・ ジ ェ イ ・ エ ム （ Ｒ ｉ ｂ ｅ ｉ ｒ ｏ 　 Ｊ Ｍ ． ） ， 　 ア ニ ュ ア ル ・ レ ビ ュ ー ・ エ ン ト
モ ロ ジ ー （ Ａ ｎ ｎ ｕ 　 Ｒ ｅ ｖ 　 Ｅ ｎ ｔ ｏ ｍ ｏ ｌ 　 ） ， 　 １ ９ ８ ７ 年 ， 　 ３ ２ 巻 ， 　 ｐ ４ ６
３ － ７ ８ ． 　 “ Ｒ ｏ ｌ ｅ 　 ｏ ｆ 　 ｓ ａ ｌ ｉ ｖ ａ 　 ｉ ｎ 　 ｂ ｌ ｏ ｏ ｄ － ｆ ｅ ｅ ｄ ｉ ｎ ｇ 　 ｂ
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ｙ 　 ａ ｒ ｔ ｈ ｒ ｏ ｐ ｏ ｄ ｓ ． ”
【 非 特 許 文 献 ２ 】
バ サ ノ バ ・ エ イ ・ ブ イ （ Ｂ ａ ｓ ａ ｎ ｏ ｖ ａ 　 Ａ Ｖ ） ， 　 バ ス コ バ ・ ア イ ・ ピ ー （ Ｂ ａ ｓ ｋ
ｏ ｖ ａ 　 Ｉ Ｐ ） ， 　 ザ バ ロ バ ・ エ ル ・ エ ル （ Ｚ ａ ｖ ａ ｌ ｏ ｖ ａ 　 Ｌ Ｌ ） バ イ オ ケ ミ ス ト リ
ー （ Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｓ ｔ ｒ ｙ ） ， 　 ２ ０ ０ ２ 年 ， ６ ７ 巻 ， 　 ｐ １ ４ ３ － ５ ０ ． 　 “ Ｖ ａ
ｓ ｃ ｕ ｌ ａ ｒ － ｐ ｌ ａ ｔ ｅ ｌ ｅ ｔ 　 ａ ｎ ｄ 　 ｐ ｌ ａ ｓ ｍ ａ 　 ｈ ｅ ｍ ｏ ｓ ｔ ａ ｓ ｉ ｓ 　 ｒ ｅ
ｇ ｕ ｌ ａ ｔ ｏ ｒ ｓ 　 ｆ ｒ ｏ ｍ 　 ｂ ｌ ｏ ｏ ｄ ｓ ｕ ｃ ｋ ｉ ｎ ｇ 　 ａ ｎ ｉ ｍ ａ ｌ ｓ ． ”
【 ０ ０ ０ ４ 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
し か し 、 上 記 の ヒ ル ジ ン は 合 成 が 困 難 で あ り 、 副 作 用 を 有 す る と い う 欠 点 を 有 し て い た 。
そ の た め に 大 量 に 得 て 安 全 な 医 薬 と し て 用 い る に は 、 こ れ ら の 問 題 を 解 決 す る 必 要 が あ る
。 そ こ で 、 合 成 が 容 易 で あ り 、 か つ 副 作 用 を 有 さ な い 抗 血 小 板 凝 集 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 を
採 取 す る こ と が 求 め ら れ て い た 。 そ の 様 な 蛋 白 質 は 、 抗 血 栓 剤 の リ ー ド 化 合 物 と し て 有 用
で あ り 、 創 薬 の 分 野 に お い て 高 い 有 用 性 を 有 す る も の と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
そ こ で 本 発 明 の 目 的 は 、 吸 血 昆 虫 で あ る ブ ラ ジ ル サ シ ガ メ （ Ｔ ｒ ｉ ａ ｔ ｏ ｍ ａ 　 ｉ ｎ ｆ ｅ
ｓ ｔ ａ ｎ ｓ ） の 唾 液 腺 か ら 単 離 さ れ 、 血 小 板 凝 集 阻 害 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 を 提 供 す る こ と
に あ る 。 そ し て 、 更 に は バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の 系 を 用 い て そ の 様 な 蛋 白 質 の 大 量 供 給 を 可 能
に す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
前 記 の 課 題 を 解 決 す る た め に 、 本 出 願 に お い て 以 下 の 発 明 を 提 供 す る も の で あ る 。 本 発 明
は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 す 、 ア ミ ノ 酸 番 号 （ － １ ８ ） － １ ６ ４ 　 で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸
配 列 か ら な る こ と を 特 徴 と す る 、 ブ ラ ジ ル サ シ ガ メ 由 来 の Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 で あ る 。 血 小 板
凝 集 阻 害 活 性 を 有 し 、 そ の 一 部 が 欠 損 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た 蛋 白 質 も ま た 、 本 発 明 の
範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
更 に 本 発 明 は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 す 、 ア ミ ノ 酸 番 号 １ － １ ６ ４ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸
配 列 か ら な る こ と を 特 徴 と す る 、 ブ ラ ジ ル サ シ ガ メ 由 来 の Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 で あ る 。 血 小 板
凝 集 阻 害 活 性 を 有 し 、 そ の 一 部 が 欠 損 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た 蛋 白 質 も ま た 、 本 発 明 の
範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
更 に 本 発 明 は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 す 、 塩 基 番 号 １ － ６ ９ ５ 　 で 示 さ れ る 塩 基 配 列 か
ら な る こ と を 特 徴 と す る 、 ブ ラ ジ ル サ シ ガ メ 由 来 の Ｔ ｉ － ３ 遺 伝 子 で あ る 。 血 小 板 凝 集 阻
害 活 性 を 有 し 、 そ の 一 部 が 欠 損 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝
子 も ま た 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
更 に 本 発 明 は 、 上 記 の 蛋 白 質 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 血 小 板 凝 集 阻 害 剤 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
【 発 明 の 実 施 の 形 態 】
吸 血 性 昆 虫 や ダ ニ の 類 の 唾 液 腺 に は 動 物 の 血 液 や 血 管 に 対 し て 特 異 な 活 性 を も つ 物 質 が 含
ま れ て い る 。 本 発 明 者 ら は 、 唾 液 腺 か ら 抗 凝 血 作 用 を 持 つ 活 性 物 質 を 同 定 し 、 単 離 ・ 精 製
し 、 そ れ ら の 有 効 成 分 の 性 状 を 解 析 す る こ と に よ り 、 ま た 、 遺 伝 子 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ ン
グ を 行 う こ と に よ り 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 系 に よ っ て 血 管 弛 緩 機 能 を 持 つ 蛋 白 質 を 多 量
に 製 造 で き る こ と を 明 ら か に し て 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。
【 ０ ０ １ １ 】
即 ち 、 本 発 明 者 ら は 吸 血 昆 虫 で あ る ブ ラ ジ ル サ シ ガ メ （ Ｔ ｒ ｉ ａ ｔ ｏ ｍ ａ 　 ｉ ｎ ｆ ｅ ｓ ｔ
ａ ｎ ｓ ： Ｔ ｉ 　 ） に 注 目 し 、 ブ ラ ジ ル サ シ ガ メ 由 来 の 抗 血 小 板 凝 集 活 性 を 有 す る 蛋 白 質 を
採 取 す る こ と を 試 み た 。 ブ ラ ジ ル サ シ ガ メ 約 ４ ０ 匹 か ら 唾 液 腺 を 摘 出 し 、 全 Ｒ Ｎ Ａ 　 を 抽
出 し 、 ｐ ｏ ｌ ｙ （ Ａ ） ＋ Ｒ Ｎ Ａ 　 と し て リ バ ー ス ト ラ ン ス ク リ プ タ ー ゼ に よ り ｄ ｓ Ｄ Ｎ Ａ
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　 を 合 成 し 、 ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー に 組 み 込 ん で 唾 液 腺 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し
た 。 Ｔ ｉ 唾 液 腺 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら ラ ン ダ ム に コ ロ ニ ー を ピ ッ ク ア ッ プ し て 、 塩 基
配 列 の 解 析 を 行 っ た 。 ５ ５ ０ 　 個 の 配 列 を 決 め 、 重 複 を 除 い て 分 泌 シ グ ナ ル を 持 つ も の ４
４ 個 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 得 て 、 全 塩 基 配 列 を 決 め た 。 得 ら れ た Ｔ ｉ － ３ 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 お よ び
そ の 遺 伝 子 が コ ー ド す る Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 １ に 示 す 。
【 ０ ０ １ ２ 】
そ の う ち の １ ６ 個 に つ い て 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス （ Ａ ｃ Ｎ Ｐ Ｖ 　 ） 　 を 用 い た 蛋 白 質 発 現 系
で 発 現 さ せ る た め の ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー コ ン ス ト ラ ク ト を 作 製 し 、 ウ イ ル ス に ト ラ ン
ス フ ェ ク ト し 、 多 核 体 を 作 ら な い 、 即 ち 挿 入 蛋 白 質 を 発 現 し て い る ウ イ ル ス ク ロ ー ン を 分
離 し た 。 蛋 白 質 の 発 現 を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 確 認 し 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ る ゲ ル 濾 過 ・ イ オ
ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 を 採 取 し
た 。 そ し て 上 記 の 方 法 に よ り 採 取 し た 本 発 明 の 蛋 白 質 が 、 血 小 板 凝 集 に 及 ぼ す 作 用 を 検 討
し た 。
【 ０ ０ １ ３ 】
目 的 と す る 物 質 を ヒ ト の 洗 浄 血 小 板 に 加 え 、 コ ラ ー ゲ ン で 血 小 板 凝 集 を 惹 起 し 、 １ ０ 分 後
の 透 光 度 を 測 定 す る こ と に よ り 血 小 板 凝 集 阻 害 作 用 の 検 討 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 Ｔ ｉ － ３
蛋 白 質 は 血 小 板 の コ ラ ー ゲ ン 凝 集 を 濃 度 依 存 的 に 抑 制 し た 。 よ っ て 本 発 明 の Ｔ ｉ － ３ 蛋 白
質 は 血 小 板 凝 集 を 阻 害 す る 作 用 を 有 し 、 血 小 板 凝 集 阻 害 剤 と し て 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ
た 。 そ の た め に 、 Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 は 、 心 筋 梗 塞 、 肺 梗 塞 、 脳 梗 塞 等 の 治 療 薬 や 予 防 薬 に 有
効 で あ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 す 、 ア ミ ノ 酸 番 号 （ － １ ８ ） － １ ６ ４ 　 で 示
さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に よ り 特 定 さ れ る 。 本 願 明 細 書 に お い て 、 配 列 番 号 １ に 示 す 蛋 白 質 の
一 部 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た 蛋 白 質 と は 、 配 列 番 号 １ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 に お い
て 、 ２ ０ 個 以 下 、 好 ま し く は １ ０ 個 以 下 、 更 に 好 ま し く は ５ 個 以 下 の ア ミ ノ 酸 が 置 換 さ れ
た 蛋 白 質 で あ る 。 ま た 、 そ の 様 な 蛋 白 質 と 配 列 番 号 １ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 と は 、 ９ ５ ％ 以
上 、 好 ま し く は ９ ７ ％ 以 上 、 更 に 好 ま し く は ９ ９ ％ 以 上 の 相 同 性 を 有 す る 。 そ の 様 な 蛋 白
質 も 、 血 小 板 凝 集 を 阻 害 す る Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 と し て の 機 能 を 有 す る 限 り 、 本 発 明 の 範 囲 内
で あ る 。 な お 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に お い て 、 － １ ８ 　 か ら － １ の 部 分 は シ グ ナ ル ペ プ チ
ド で あ り 、 プ ロ セ シ ン グ を 受 け た 結 果 、 成 熟 蛋 白 質 は ア ミ ノ 酸 番 号 １ － １ ６ ４ 　 で 示 さ れ
る １ ６ ４ 　 個 の ア ミ ノ 酸 か ら な っ て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
ま た 、 Ｔ ｉ － ３ 遺 伝 子 は 上 記 の Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 を コ ー ド し て お り 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に
示 す 、 塩 基 番 号 １ － ６ ９ ５ 　 で 示 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る こ と を 特 徴 と す る 。 な お 、 塩 基
配 列 中 の 塩 基 番 号 ２ １ － ５ ６ ６ に 相 当 す る 部 分 が 読 み 枠 で あ り 、 上 記 の 蛋 白 質 を コ ー ド し
て い る 。 遺 伝 子 組 み 換 え 技 術 に よ れ ば 、 基 本 と な る Ｄ Ｎ Ａ 　 の 特 定 の 部 位 に 、 当 該 Ｄ Ｎ Ａ
　 の 基 本 的 な 特 性 を 変 化 さ せ る こ と な く 、 あ る い は そ の 特 性 を 改 善 す る 様 に 、 人 為 的 に 変
異 を 起 こ す こ と が で き る 。 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 天 然 の 塩 基 配 列 を 有 す る 遺 伝 子 、 あ る
い は 天 然 の も の と は 異 な る 塩 基 配 列 を 有 す る 遺 伝 子 に 関 し て も 、 同 様 に 人 為 的 に 挿 入 、 欠
失 、 置 換 を 行 う 事 に よ り 、 天 然 の 遺 伝 子 と 同 等 の あ る い は 改 善 さ れ た 特 性 を 有 す る も の と
す る こ と が 可 能 で あ り 、 本 発 明 は そ の よ う な 変 異 遺 伝 子 を 含 む も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
即 ち 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 す 遺 伝 子 の 一 部 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た 遺 伝 子 と
は 、 配 列 番 号 ２ に 示 す 塩 基 配 列 に お い て 、 ２ ０ 個 以 下 、 好 ま し く は １ ０ 個 以 下 、 更 に 好 ま
し く は ５ 個 以 下 の 塩 基 が 置 換 さ れ た 遺 伝 子 で あ る 。 ま た 、 そ の 様 な 遺 伝 子 と 配 列 番 号 ２ に
示 す 塩 基 配 列 と は 、 ９ ５ ％ 以 上 、 好 ま し く は ９ ７ ％ 以 上 、 更 に 好 ま し く は ９ ９ ％ 以 上 の 相
同 性 を 有 す る 。 そ の 様 な 遺 伝 子 も 、 血 小 板 凝 集 を 阻 害 す る Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 と し て の 機 能 を
有 す る 蛋 白 質 を コ ー ド す る 限 り 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 ま た 、 そ の 様 な 遺 伝 子 は ス ト リ
ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 す 遺 伝 子 と ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
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本 発 明 に お け る Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 は 、 Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 組 み こ ん だ バ キ ュ ロ ウ イ
ル ス 発 現 系 で 多 量 に 製 造 す る こ と が で き る 。 そ れ ら の 一 例 を 次 に 挙 げ る 。 カ イ コ （ Ｂ ｏ ｍ
ｂ ｙ ｘ 　 ｍ ｏ ｒ ｉ 　 ） の 核 多 角 体 ウ イ ル ス （ Ｂ ｍ Ｎ Ｐ Ｖ 　 ） を 用 い 、 カ イ コ の 培 養 細 胞 Ｂ
ｍ Ｎ ４ 又 は カ イ コ の 幼 虫 を 用 い て 発 現 さ せ る こ と が で き 、 そ れ ぞ れ 培 養 液 又 は カ イ コ 体 液
か ら ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 単 離 で き る 。 ま た 、 Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を オ ー ト グ
ラ フ ァ カ リ フ ォ ル ニ カ （ Ａ ｕ ｔ ｏ ｇ ｒ ａ ｐ ｈ ａ 　 ｃ ａ ｌ ｉ ｆ ｏ ｒ ｎ ｉ ｃ ａ ） の 核 多 角 体 ウ
イ ル ス （ Ａ ｃ Ｎ Ｐ Ｖ 　 ） に 組 込 み 、 ヨ ト ウ ム シ （ Ｓ ｐ ｏ ｄ ｏ ｐ ｔ ｅ ｒ ａ 　 ｆ ｒ ｕ ｇ ｉ ｐ ｅ
ｒ ｄ ａ 　 ） の Ｓ ｆ ９ 　 細 胞 、 あ る い は イ ラ ク サ ギ ン ウ ワ バ （ Ｔ ｒ ｉ ｃ ｈ ｏ ｐ ｌ ｕ ｓ ｉ ａ 　
ｎ ｉ 　 ） の Ｔ ｎ ５ 　 細 胞 で 発 現 さ せ 、 培 養 上 清 か ら 同 様 に ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
ま た 本 発 明 に お け る Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 は 、 Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 組 み こ ん だ 大 腸 菌 に
よ る 発 現 系 を 用 い る こ と に よ っ て も 多 量 に 製 造 す る こ と が で き る 。 そ の 様 な 目 的 の た め に
、 Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 増 幅 し 、 ｐ Ｍ Ａ Ｌ － ｃ ２ ｇ 等 の プ ラ ス ミ ド に 組 み 込 ん だ マ
ル ト ー ス 結 合 蛋 白 質 （ Ｍ Ｂ Ｐ ） 融 合 蛋 白 質 発 現 ベ ク タ ー を 作 製 す る こ と が で き る 。 そ し て
、 そ の 発 現 ベ ク タ ー に よ り 大 腸 菌 を 形 質 転 換 し 、 Ｉ Ｐ Ｔ Ｇ を 含 む 培 地 中 で 培 養 す る こ と に
よ り 、 大 腸 菌 に お い て Ｍ Ｂ Ｐ 　 融 合 Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 の 発 現 を 誘 導 す る こ と が で き る 。 こ の
様 な 目 的 の た め に 使 用 可 能 な 大 腸 菌 株 と し て は 、 例 え ば Ｂ Ｌ ２ １ 株 等 を 挙 げ る こ と が で き
る 。 そ し て 、 大 腸 菌 体 内 に お い て 誘 導 さ れ た Ｍ Ｂ Ｐ 融 合 Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 を 、 大 腸 菌 を 破 砕
す る こ と に よ り 回 収 す る こ と が で き る 。 そ の 様 に し て 回 収 さ れ た Ｍ Ｂ Ｐ 　 融 合 Ｔ ｉ － ３ 蛋
白 質 を 、 ア ミ ロ ー ス レ ジ ン を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 、 精 製 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 の Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 は 、 吸 血 性 昆 虫 の 唾 液 腺 よ り 血 小 板 凝 集 阻 害 作 用 を 持 つ 活 性 物 質
を 同 定 し 、 単 離 ・ 精 製 し 、 そ の 遺 伝 子 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ ン グ を 行 う こ と に よ り 、 バ キ ュ
ロ ウ イ ル ス 発 現 系 に よ り 血 小 板 凝 集 阻 害 作 用 を 持 つ 蛋 白 質 を 多 量 に 製 造 で き る も の で あ る
。 ま た 、 蛋 白 質 の 血 小 板 凝 集 阻 害 作 用 に 起 因 す る 活 性 部 位 を 究 明 し 、 構 造 解 析 が 進 め ば 、
分 子 設 計 手 法 で 活 性 物 質 を 一 般 の 化 学 合 成 手 法 で 製 造 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
ま た 、 本 発 明 の Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 は 血 小 板 凝 集 阻 害 作 用 を 有 す る 医 薬 の リ ー ド 化 合 物 と し て
も 高 い 有 用 性 を 有 す る と 思 わ れ る 。 即 ち Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 に 種 々 の 改 変 を 行 う こ と に よ り 、
よ り 血 小 板 凝 集 阻 害 作 用 の 高 い 物 質 を 得 る こ と が で き る 可 能 性 が あ る 。 本 発 明 の Ｔ ｉ － ３
蛋 白 質 は 、 そ の 様 な 検 討 の 基 礎 と な る 生 理 活 性 物 質 を 与 え る も の で あ り 、 更 な る 新 規 な 抗
血 小 板 凝 集 物 質 を 得 る た め の リ ー ド 化 合 物 と し て も 大 き な 有 用 性 を 有 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
【 実 施 例 】
次 に 本 発 明 を 実 施 例 を 挙 げ て 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら の 例 に 限 定 さ れ る も の
で は な い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
（ 遺 伝 子 の 採 取 方 法 ）
ブ ラ ジ ル サ シ ガ メ （ Ｔ ｒ ｉ ａ ｔ ｏ ｍ ａ 　 ｉ ｎ ｆ ｅ ｓ ｔ ａ ｎ ｓ ） 胸 部 よ り 唾 液 腺 を 摘 出 し た
。 こ れ よ り 、 Ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ｐ ｒ ｅ ｐ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 　 ｐ ｕ ｒ ｉ ｆ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ 　 ｋ ｉ ｔ 　 （ Ａ
ｍ ｅ ｒ ｓ ｈ ａ ｍ 　 Ｐ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｉ ａ 社 製 ） を 用 い て 、 唾 液 腺 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 ・ 精 製 し た 。
次 に こ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を テ ン プ レ ー ト に 用 い 、 Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ 　 Ｐ ｌ ａ ｓ ｍ ｉ ｄ 　 Ｓ
ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ 　 （ Ｌ ｉ ｆ ｅ 　 Ｔ ｅ ｃ ｈ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｉ ｅ ｓ 社 製 ） で 唾 液 腺 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ
ー を 構 築 し た 。 こ の ラ イ ブ ラ リ ー か ら ラ ン ダ ム に ク ロ ー ン （ 総 数 ５ ５ ０ ク ロ ー ン ） を 拾 い
上 げ 、 Ｑ ｉ Ａ Ｐ ｒ ｅ ｐ 　 Ｓ ｐ ｉ ｎ 　 Ｍ ｉ ｎ ｉ ｐ ｒ ｅ ｐ 　 Ｋ ｉ ｔ 　 （ Ｑ Ｉ Ａ Ｇ Ｅ Ｎ 社 製 ） に
て プ ラ ス ミ ド 抽 出 ・ 精 製 し た 。 こ の プ ラ ス ミ ド に 組 み 込 ま れ て い る ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 を
Ａ Ｂ Ｉ 　 Ｐ Ｒ Ｉ Ｓ Ｍ 　 ３ １ ０ 　 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ 　 Ａ ｎ ａ ｌ ｙ ｚ ｅ ｒ 　 （ Ｐ Ｅ 　 Ｂ ｉ ｏ ｓ ｙ
ｓ ｔ ｅ ｍ ｓ 社 製 ） を 用 い て 解 読 し た 。 解 読 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 は 、 Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｙ ｘ
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　 ｖ ｅ ｒ 　 ８ ． ５ 　 （ Ｓ ｏ ｆ ｔ ｗ ａ ｒ ｅ 　 Ｄ ｅ ｖ ｅ ｌ ｏ ｐ ｍ ｅ ｎ ｔ 社 製 ） を 用 い て 解 析 し
た 。 そ の 結 果 、 同 一 の 塩 基 配 列 を 有 す る ４ 個 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン が 見 出 さ れ 、 こ れ を Ｔ ｉ
－ ３ と 命 名 し た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
（ 組 換 え 蛋 白 質 の 大 量 発 現 と 精 製 ）
Ｐ Ｃ Ｒ 法 に て 増 幅 し た Ｔ ｉ － ３ 　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 全 長 を 、 プ ラ ス ミ ド ｐ Ａ ｃ Ｙ Ｍ １ の Ｂ ａ ｍ Ｈ Ｉ
の 制 限 酵 素 サ イ ト に 組 み 込 ん だ ト ラ ン ス フ ァ ー ベ ク タ ー を 作 製 し 、 Ｐ ｌ ａ ｓ ｍ ｉ ｄ 　 Ｍ ｉ
ｎ ｉ 　 Ｋ ｉ ｔ 　 （ Ｑ Ｉ Ａ Ｇ Ｅ Ｎ 社 製 ） を 用 い て 精 製 し た 。 こ の プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー と Ｂ ａ
ｃ ｕ ｌ ｏ Ｇ ｏ ｌ ｄ 　 Ｌ ｉ ｎ ｅ ａ ｒ ｌ ｉ ｚ ｅ ｄ 　 Ｂ ａ ｃ ｕ ｌ ｏ ｖ ｉ ｒ ｕ ｓ 　 Ｄ Ｎ Ａ 　 （ Ｐ ｈ
ａ ｅ ｍ ｉ ｎ ｇ ｅ ｎ 社 製 ） を 用 い て 昆 虫 培 養 細 胞 Ｓ ｆ － ９ に 導 入 し 、 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル
ス を 作 製 し た 。 こ の 組 換 え ウ イ ル ス を 別 の 昆 虫 培 養 細 胞 Ｔ ｎ － ５ に 感 染 さ せ 、 組 換 え Ｔ ｉ
－ ３ を 大 量 発 現 さ せ た 。 培 養 液 中 に 分 泌 さ れ た 組 換 え Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 は 、 Ｍ Ｏ Ｎ Ｏ 　 Ｓ 　
（ Ａ ｍ ｅ ｒ ｓ ｈ ａ ｍ 　 Ｐ ｈ ａ ｒ ｍ ａ ｃ ｉ ａ 社 製 ） を 用 い た 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー お よ び Ｔ Ｓ Ｋ ２ ０ ０ ０ Ｓ Ｗ 　 （ 東 ソ ー 社 製 ） を 用 い た ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ
る 二 段 階 の 精 製 を 行 う こ と で 純 化 し 、 以 下 の 実 験 に 供 し た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
（ 血 小 板 凝 集 ）
血 小 板 凝 集 は ヒ ト 洗 浄 血 小 板 を 用 い て 比 濁 法 に よ っ て 測 定 し た 。 す な わ ち 、 ヒ ト 洗 浄 血 小
板 （ ６ ． ０ × １ ０ ５ ／ ｍ ｌ ） ５ ０ 　 ｍ ｌ に 対 し 、 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 　 （ ｐ Ｈ 　
７ ． ４ ） ， 　 １ ５ ０ 　 ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ に 溶 解 し た 精 製 Ｔ ｉ － ３ を ４ ０ 　 ｍ ｌ 加 え 、 ３ ７ ℃
で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 １ ０ 分 後 、 ２ ０ 　 ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の コ ラ ー ゲ ン （ Ｃ ｈ ｒ ｏ ｎ ｏ ｌ ｏ ｇ
社 製 ） を １ ０ 　 ｍ ｌ 加 え 、 さ ら に １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 溶 液 の ６ ０ ０ 　 ｎ ｍ で の 透
光 度 を Ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ 　 Ｐ ｌ ａ ｔ ｅ 　 Ｒ ｅ ａ ｄ ｅ ｒ 　 Ｍ Ｐ Ｒ － Ａ ４ ｉ 　 （ 東 ソ ー 社 製 ） を 用 い
て 測 定 し た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
Ｔ ｉ － ３ が 血 小 板 の コ ラ ー ゲ ン 凝 集 に 対 し て 及 ぼ す 影 響 を 図 ２ に 示 す 。 図 ２ よ り 、 Ｔ ｉ －
３ は 濃 度 依 存 的 に 血 小 板 凝 集 を 抑 制 し た 。 す な わ ち 、 ブ ラ ジ ル サ シ ガ メ 唾 液 腺 由 来 蛋 白 質
Ｔ ｉ － ３ は 血 小 板 の コ ラ ー ゲ ン 凝 集 を 阻 害 す る 蛋 白 質 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
【 発 明 の 効 果 】
本 発 明 に よ り 、 ブ ラ ジ ル サ シ ガ メ 由 来 の 新 規 な 蛋 白 質 で あ る Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 、 及 び 当 該 蛋
白 質 を コ ー ド す る Ｔ ｉ － ３ 遺 伝 子 が 与 え ら れ た 。 Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 は 血 小 板 凝 集 阻 害 活 性 を
有 す る た め に 、 Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 医 薬 は 、 血 小 板 凝 集 阻 害 剤 と し
て 、 心 筋 梗 塞 、 肺 梗 塞 、 脳 梗 塞 の 治 療 及 び 予 防 に 有 効 で あ る 。 ま た Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 は 、 医
薬 開 発 の 場 に お け る 血 小 板 凝 集 阻 害 剤 の リ ー ド 化 合 物 と し て も ま た 、 大 き な 可 能 性 を 有 し
て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
【 配 列 表 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 及 び そ れ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 配 列 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 Ｔ ｉ － ３ 蛋 白 質 が 血 小 板 の コ ラ ー ゲ ン 凝 集 に 対 し て 及 ぼ す 影 響 を 示 す グ
ラ フ で あ る 。
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