
(57)【要約】
【課題】　クロソ蛋白質の機能を明らかにし、クロソ蛋白質の測定法及びその利用方法を
提供すること。
【解決手段】　クロソ蛋白質が、β－グルクロニダーゼ活性（β‐ glucuronidase）を持
つことを解明し、該クロソ蛋白質の酵素活性を測定する方法を開発した。また、本発明は
、該クロソ蛋白質の酵素活性を測定することにより、生体中のクロソ遺伝子の発現の状況
を検知・測定し、クロソ遺伝子の発現の低下により発症する疾病の診断を行う方法を提供
する。更に、本発明の知見により、生体中のクロソ蛋白質作用物質のスクリーニングを行
う方法を提供するとともに、該作用物質のスクリーニングを行った。また、本発明におい
ては、本発明の方法を用いて、クロソ蛋白質機能活性化物質のスクリーニング、更には、
早期老化症状を呈する疾病の予防又は治療薬のスクリーニングを行う方法を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ク ロ ソ 蛋 白 質 の β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 活 性 に 基 づ く 特 異 酵 素 活 性 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と
す る ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 の 測 定 法 。
【 請 求 項 ２ 】
ク ロ ソ 蛋 白 質 の β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 活 性 に 基 づ く 特 異 酵 素 活 性 の 測 定 が 、 β － グ ル ク ロ
ニ ド 結 合 を 有 す る 酵 素 基 質 を 用 い る 特 異 酵 素 活 性 の 測 定 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １
記 載 の ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 の 測 定 法 。
【 請 求 項 ３ 】
β － グ ル ク ロ ニ ド 結 合 を 有 す る 酵 素 基 質 が 、 β － グ ル ク ロ ニ ド 結 合 を 有 す る フ ラ ボ ノ イ ド
又 は ア ル カ ロ イ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 の
測 定 法 。
【 請 求 項 ４ 】
β － グ ル ク ロ ニ ド 結 合 を 有 す る 酵 素 基 質 が 、 ４ － メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル － β － Ｄ － グ ル
ク ロ ニ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 の 測 定 法 。
【 請 求 項 ５ 】
β － グ ル ク ロ ニ ド 結 合 を 有 す る 酵 素 基 質 が 、 天 然 基 質 の ス テ ロ イ ド β － グ ル ク ロ ニ ド で あ
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 の 測 定 法 。
【 請 求 項 ６ 】
天 然 基 質 の ス テ ロ イ ド β － グ ル ク ロ ニ ド が 、 β － エ ス ト ラ ジ オ ー ル ３ － β － Ｄ グ ル ク ロ ニ
ド 、 エ ス ト ロ ン ３ － β － Ｄ グ ル ク ロ ニ ド 、 又 は エ ル ト リ オ ー ル ３ － β － Ｄ グ ル ク ロ ニ ド で
あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ 記 載 の ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 の 測 定 法 。
【 請 求 項 ７ 】
ク ロ ソ 蛋 白 質 の β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 活 性 に 基 づ く 特 異 酵 素 活 性 の 測 定 が 、 生 体 ま た は 生
体 細 胞 中 の ク ロ ソ 遺 伝 子 の 発 現 に 基 づ く ク ロ ソ 蛋 白 質 生 成 の 測 定 で あ る こ と を 特 徴 と す る
請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 記 載 の ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 の 測 定 法 。
【 請 求 項 ８ 】
生 体 ま た は 生 体 細 胞 中 の ク ロ ソ 遺 伝 子 の 発 現 に 基 づ く ク ロ ソ 蛋 白 質 生 成 の 測 定 が 、 ク ロ ソ
遺 伝 子 の 発 現 の 低 下 に よ り 発 症 す る 疾 病 の 診 断 の た め の 測 定 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 ７ 記 載 の ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 の 測 定 法 。
【 請 求 項 ９ 】
ク ロ ソ 遺 伝 子 の 発 現 の 低 下 に よ り 発 症 す る 疾 病 の 診 断 が 、 早 期 老 化 症 状 を 呈 す る 疾 病 の 診
断 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ 記 載 の ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 の 測 定 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
早 期 老 化 症 状 を 呈 す る 疾 病 の 診 断 が 、 寿 命 の 短 縮 、 各 種 臓 器 の 石 灰 化 、 動 脈 硬 化 又 は 生 殖
臓 器 の 萎 縮 に 係 わ る 疾 病 の 診 断 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ 記 載 の ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素
活 性 の 測 定 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
早 期 老 化 症 状 を 呈 す る 疾 病 の 診 断 が 、 血 管 内 皮 機 能 劣 化 に 起 因 す る 疾 病 の 診 断 で あ る こ と
を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ 記 載 の ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 の 測 定 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
血 管 内 皮 機 能 劣 化 に 起 因 す る 疾 病 の 診 断 が 、 高 血 圧 、 動 脈 硬 化 、 高 コ レ ス テ ロ ー ル 血 症 、
糖 尿 病 、 心 筋 梗 塞 又 は 脳 梗 塞 の 診 断 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ １ 記 載 の ク ロ ソ 蛋 白
質 酵 素 活 性 の 測 定 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
配 列 表 の 配 列 番 号 ２ 又 は 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 該 ポ リ ペ プ チ ド の 有 す
る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア
ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 活 性 を 有 す る 変 異 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い 、
生 体 又 は 生 体 細 胞 中 の 物 質 と の β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 酵 素 反 応 を 利 用 し て 生 体 又 は 生 体 細
胞 中 の 酵 素 基 質 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 生 体 中 の ク ロ ソ 蛋 白 質 作 用 物 質 の ス ク リ ー ニ
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ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 １ ３ 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 変 異 ポ リ ペ プ チ ド を 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を 結 合 さ せ た
キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド と し て 用 い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ 記 載 の 生 体 中 の ク ロ ソ 蛋 白
質 作 用 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
イ ム ノ グ ロ ブ リ ン と し て イ ム ノ グ ロ ブ リ ン Ｆ ｃ 領 域 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４
記 載 の 生 体 中 の ク ロ ソ 蛋 白 質 作 用 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
生 体 又 は 生 体 細 胞 中 の 物 質 と の β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 酵 素 反 応 を 利 用 し た 生 体 ま た は 生 体
細 胞 中 の 酵 素 基 質 の 検 出 が 、 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 酵 素 反 応 に よ っ て 生 成 さ れ る β － グ ル
ク ロ ニ ド の 検 出 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ ～ １ ５ の い ず れ か 記 載 の 生 体 中 の ク ロ
ソ 蛋 白 質 作 用 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
生 体 又 は 生 体 細 胞 中 の 酵 素 基 質 の 検 出 が 、 天 然 基 質 と し て の ス テ ロ イ ド β － グ ル ク ロ ニ ド
の 検 出 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ ～ １ ６ の い ず れ か 記 載 の 生 体 中 の ク ロ ソ 蛋 白 質
作 用 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
天 然 基 質 と し て の ス テ ロ イ ド β － グ ル ク ロ ニ ド の 検 出 が 、 天 然 基 質 と し て の β － エ ス ト ラ
ジ オ ー ル ３ － β － Ｄ グ ル ク ロ ニ ド 、 エ ス ト ロ ン ３ － β － Ｄ グ ル ク ロ ニ ド 、 又 は エ ル ト リ オ
ー ル ３ － β － Ｄ グ ル ク ロ ニ ド の 検 出 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ７ 記 載 の 生 体 中 の ク
ロ ソ 蛋 白 質 作 用 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
ク ロ ソ 遺 伝 子 欠 損 モ デ ル 動 物 又 は 該 動 物 由 来 の 細 胞 に 、 被 検 物 質 を 投 与 し 、 請 求 項 １ ～ ６
の い ず れ か 記 載 の ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 の 測 定 法 に よ り ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 を 測 定 す る
こ と を 特 徴 と す る ク ロ ソ 蛋 白 質 機 能 活 性 化 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
ク ロ ソ 遺 伝 子 欠 損 モ デ ル 動 物 が 、 ク ロ ソ マ ウ ス で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ９ 記 載 の
ク ロ ソ 蛋 白 質 機 能 活 性 化 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
請 求 項 １ ９ 又 は ２ ０ 記 載 の ク ロ ソ 蛋 白 質 機 能 活 性 化 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と を 特
徴 と す る 早 期 老 化 症 状 を 呈 す る 疾 病 の 予 防 又 は 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。

                                                                        
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ク ロ ソ （ Klotho） 蛋 白 質 の 酵 素 活 性 の 測 定 法 及 び そ の 利 用 方 法 、 特 に は 、 ク
ロ ソ 蛋 白 質 の β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 活 性 に 基 づ く 特 異 酵 素 活 性 を 測 定 す る こ と に よ り ク ロ
ソ 蛋 白 質 の 酵 素 活 性 を 測 定 す る 方 法 、 及 び 、 該 方 法 を 用 い て ク ロ ソ 遺 伝 子 の 発 現 の 低 下 に
よ り 発 症 す る 疾 病 の 診 断 を 行 う 方 法 、 生 体 中 の ク ロ ソ 蛋 白 質 作 用 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ を
行 う 方 法 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 機 能 活 性 化 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う 方 法 、 及 び 、 早 期 老 化 症
状 を 呈 す る 疾 病 の 予 防 又 は 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 個 体 の 老 化 機 序 の 解 明 は 、 医 学 ・ 生 物 学 に 残 さ れ た 最 大 の 課 題 の 一 つ で あ る 。 老 化 は 成
熟 期 以 後 、 加 齢 と と も に 各 臓 器 の 機 能 、 あ る い は 統 合 す る 機 能 の 低 下 が 起 こ り 、 個 体 の 恒
常 性 を 維 持 す る こ と が で き な く な り 、 最 終 的 に 死 に 至 る 過 程 を 指 す 。 こ の よ う に 老 化 は 、
広 範 囲 に 及 ぶ 多 面 的 な 現 象 で あ り 、 し か も 、 個 体 差 が 大 き く 、 さ ら に 環 境 や 生 活 習 慣 の 影
響 を 受 け る こ と か ら 、 そ の 実 体 を 捉 え 、 機 序 を 説 明 す る こ と が 困 難 で あ っ た 。 こ の よ う な
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状 況 の 中 で 、 老 化 の 実 体 を 明 ら か に す る た め に 多 く の 独 自 の 切 り 口 を 持 っ た 研 究 が 進 め ら
れ て き た 。 例 え ば 、 （ １ ） 生 物 体 を 構 成 す る 細 胞 に 着 目 し た ア プ ロ ー チ 、 （ ２ ） 生 物 個 体
の 生 理 機 能 、 免 疫 機 能 、 内 分 泌 系 に 着 目 し た ア プ ロ ー チ 、 （ ３ ） 実 験 動 物 の 生 存 寿 命 に 着
目 し た ア プ ロ ー チ 、 ま た 、 （ ４ ） ヒ ト の 早 老 症 や 老 年 性 疾 患 を 解 析 す る こ と で 、 老 化 の 実
体 に 迫 ろ う と す る ア プ ロ ー チ な ど で あ る 。 こ れ ら の ア プ ロ ー チ は 、 そ れ ぞ れ 老 化 の あ る 側
面 を 捉 え る こ と を 可 能 に し て お り 、 多 く の 老 化 に 関 す る 知 識 を も た ら し た が 、 未 だ 老 化 の
機 序 を 一 元 的 に 説 明 す る ま で は 至 っ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 そ の 中 に あ っ て 、 黒 尾 ら に よ っ て 確 立 さ れ た ク ロ ソ （ Klotho） マ ウ ス は 個 体 老 化 の 実 体
、 さ ら に は 機 序 の 解 析 に 一 石 を 投 じ た 。 こ の マ ウ ス は 、 ク ロ ソ 遺 伝 子 の 欠 損 に よ っ て 、 性
成 熟 期 に 動 脈 効 果 、 中 膜 や 軟 部 組 織 の 石 灰 化 、 肺 気 腫 な ど ヒ ト 型 老 化 様 を 呈 し 、 短 時 間 で
死 亡 す る 。 さ ら に ク ロ ソ 遺 伝 子 及 び 蛋 白 質 は 、 主 に 腎 臓 遠 位 尿 細 管 と 脳 脈 絡 叢 に 発 現 し て
い る が 、 老 化 様 表 現 型 は 発 現 部 位 を 越 え 全 身 に 及 ん で い る 。 こ れ は 、 ク ロ ソ の 作 用 が 組 織
－ 組 織 間 を 越 え て 作 用 し て お り 、 動 物 個 体 の 恒 常 性 を 保 ち 、 老 化 様 表 現 型 の 発 現 を 抑 え て
い る こ と を 示 し て い る 。 こ の よ う に ク ロ ソ の 解 析 は 、 個 体 の 恒 常 性 の 維 持 機 構 と い う 立 場
で 、 老 化 の 実 体 を 理 解 す る た め の ア プ ロ ー チ の 一 つ と 考 え 、 研 究 が 進 め ら れ て き た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ク ロ ソ 遺 伝 子 は 、 寿 命 の 短 縮 、 各 種 臓 器 の 石 灰 化 、 動 脈 硬 化 、 生 殖 臓 器 の 萎 縮 な ど 、 顕
著 か つ 多 彩 な 早 期 老 化 症 状 を 呈 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス (ク ロ ソ マ ウ ス )の 外 来 遺 伝
子 挿 入 部 に 存 在 し 、 そ の 発 現 が 低 下 す る と マ ウ ス に 前 記 老 化 症 状 を 引 き 起 こ す 原 因 遺 伝 子
と し て 同 定 さ れ た 遺 伝 子 で あ る 。 ク ロ ソ マ ウ ス は 生 後 ３ 週 目 ま で は 野 生 型 の マ ウ ス と 同 様
に 生 育 す る が 、 そ の 後 は 成 長 が 止 ま り 様 々 な 老 化 の 兆 候 を 示 す 。 ６ 週 齢 に な る と 、 ク ロ ソ
マ ウ ス の 活 動 性 は 野 生 型 の ５ ０ ％ 程 度 に 低 下 し 、 パ ー キ ン ソ ン 病 様 の 歩 行 が み ら れ る 。 性
腺 は 萎 縮 し て お り 不 妊 で あ る 。 骨 粗 鬆 症 が 顕 著 と な る ほ か 、 大 動 脈 弁 、 気 管 支 、 脳 の 脈 絡
叢 に 異 所 性 の 石 灰 化 が 生 じ る 。 動 脈 系 で は 、 血 管 内 膜 の 肥 厚 や 中 膜 の 石 灰 化 と い っ た 加 齢
に 特 徴 的 な メ ン ケ ベ ル グ 型 の 動 脈 硬 化 所 見 を 示 す 。 そ の 他 皮 膚 の 萎 縮 や 、 肺 気 腫 も 観 察 さ
れ る よ う に な る （ Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ９ ５ ４ ４ 、 Nature, 390, 45, 1997)。 ク ロ ソ 遺 伝 子 の ｃ Ｄ
Ｎ Ａ の 解 析 か ら 、 ク ロ ソ 遺 伝 子 は ス プ ラ イ シ ン グ の 違 い に よ り ２ 種 類 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ が 転 写 さ
れ 、 該 ｍ Ｒ Ｎ Ａ よ り ２ 種 類 の 蛋 白 質 が 翻 訳 さ れ る （ 以 下 、 こ れ ら 蛋 白 質 を 含 め 、 ク ロ ソ 遺
伝 子 に コ ー ド さ れ る 蛋 白 質 を 「 ク ロ ソ 蛋 白 質 」 と 呼 ぶ ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ク ロ ソ 遺 伝 子 変 異 が 様 々 な 老 化 症 状 を 引 き 起 こ す 機 作 や 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 分 子 機 能 は ま
だ 明 ら か に さ れ て い な い 。 ク ロ ソ 遺 伝 子 の 発 現 は 腎 臓 で 高 い が 、 激 し い 老 化 症 状 は 、 肺 、
骨 、 胃 壁 、 皮 膚 等 を 含 む 全 身 臓 器 に 及 ん で い る 。 こ の こ と か ら 、 そ の 分 子 機 能 に は 何 ら か
の 分 泌 性 の 因 子 が 存 在 し 、 作 用 を 発 揮 し て い る こ と が 推 定 さ れ た （ Nature, 390, 45, 199
7)。 ク ロ ソ マ ウ ス と ク ロ ソ 遺 伝 子 発 現 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス と の 交 配 実 験 お よ び 、 膜
結 合 型 ク ロ ソ 遺 伝 子 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 組 み 込 ん だ ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い て ク ロ ソ マ ウ
ス 体 内 で ク ロ ソ 蛋 白 質 を 発 現 さ せ る 実 験 等 に よ り 、 ク ロ ソ マ ウ ス の 老 化 症 状 発 症 の 予 防 が
達 成 さ れ た こ と か ら 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 機 能 不 全 に 由 来 す る 疾 患 の 治 療 は 、 何 ら か の 手 段 を
用 い て ク ロ ソ 遺 伝 子 を 増 強 す る こ と に よ り 達 成 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ て い る （ Nature, 39
0, 45, 1997、 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ９ ５ ４ ４ ） 。 血 管 内 皮 細 胞 は 、 内 皮 依 存 性 血 管 弛 緩 因 子 や 内
皮 依 存 性 血 管 収 縮 因 子 を 放 出 し て 血 管 緊 張 を 調 節 し て い る ば か り で な く 、 血 管 内 膜 の 透 過
性 や 血 小 板 凝 集 に も 深 く 関 与 し て お り 、 血 栓 性 動 静 脈 疾 患 の 発 症 進 展 に 重 要 な 役 割 を 演 じ
て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 前 記 ２ 種 類 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ に コ ー ド さ れ る ク ロ ソ 蛋 白 質 の 内 、 一 方 の 蛋 白 質 は Ｎ 末 端 の シ グ
ナ ル 配 列 領 域 、 細 胞 外 ド メ イ ン 領 域 及 び Ｃ 末 端 の 膜 貫 通 ド メ イ ン 領 域 を 有 す る 構 造 を 持 つ
１ 型 膜 蛋 白 （ 以 下 、 「 膜 結 合 型 ク ロ ソ 蛋 白 質 」 と 呼 ぶ ） で あ り 、 細 胞 外 ド メ イ ン は 細 菌 或
い は 植 物 の β － グ ル コ シ ダ ー ゼ に 相 同 性 を 持 つ ２ つ の ド メ イ ン （ Ｋ Ｌ １ 、 Ｋ Ｌ ２ ） よ り 構
成 さ れ て い る 。 こ れ に 対 し て 、 も う 一 方 の 蛋 白 は 、 Ｎ 末 端 の シ グ ナ ル 配 列 領 域 と Ｋ Ｌ １ ド
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メ イ ン 領 域 を 有 す る 分 泌 蛋 白 （ 以 下 、 分 泌 型 ク ロ ソ 蛋 白 と 呼 ぶ ） で あ る こ と が 明 ら か に さ
れ た （ Biochem. Biophys. Res. Commun., 242, 626, 1998)。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ク ロ ソ 蛋 白 質 は 、 約 １ ２ ０ ｋ Ｄ ａ の １ 型 膜 蛋 白 質 で あ る 。 Ｎ 末 端 側 よ り シ グ ナ ル 配 列 、
β － グ ル コ シ ダ ー ゼ （ beta-glucosidase） に 相 同 性 の あ る ２ つ の 繰 り 返 し 領 域 を 持 つ 細 胞
外 領 域 （ Ｋ Ｌ １ 、 Ｋ Ｌ ２ ） 、 １ 回 膜 貫 通 領 域 、 短 い 細 胞 内 領 域 を 持 つ 。 β － グ ル コ シ ダ ー
ゼ と は 、 高 度 に 保 存 さ れ た 酵 素 群 で あ り 、 単 糖 － 単 糖 間 、 単 糖 － オ リ ゴ 糖 間 及 び 単 糖 － 非
炭 水 化 物 間 の グ リ コ シ ド 結 合 を 加 水 分 解 す る も の で あ り 、 生 体 内 に お い て 糖 鎖 の 合 成 ・ 分
解 、 配 糖 体 の 合 成 ・ 分 解 、 細 胞 内 シ グ ナ ル の 調 節 、 解 毒 な ど 生 体 維 持 に 不 可 欠 な 機 能 を 担
っ て い る 。 例 と し て 、 フ ァ ミ リ ー １ グ リ コ シ ダ ー ゼ （ glycosidase） に は 、 リ ソ ソ ー ム β
－ グ ル コ シ ダ ー ゼ （ lysosomal beta-glucosidase） 、 細 胞 質 β － グ ル コ シ ダ ー ゼ （ cytoso
lic beta-glucosidase） 、 ラ ク タ ー ゼ ピ ロ リ ジ ン ヒ ド ラ ー ゼ （ lactase philorizine hydr
olase： Ｌ Ｐ Ｈ ） 、 ミ ロ シ ナ ー ゼ （ myrosinase） な ど が あ る 。 ま た フ ァ ミ リ ー ２ に は 、 β
－ グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ （ beta-glucuronidase） 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ beta-galactosida
se： Ｌ ａ ｃ Ｚ ） 、 β － マ ン ノ シ ダ ー ゼ （ beta-mannosidase） な ど が あ る 。 多 く の グ リ コ シ
ダ ー ゼ は ２ つ の 活 性 中 心 （ 求 核 基 、 酸 塩 基 触 媒 基 ） を 担 う グ ル タ ミ ン 酸 残 基 を 持 ち 、 こ れ
ら の 働 き に よ っ て 酵 素 反 応 が ２ 段 階 に わ た っ て 進 む 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 第 一 段 階 と し て 、 求 核 基 が 基 質 の ア ノ マ ー 炭 素 を 攻 撃 し 、 酸 塩 基 触 媒 基 の カ ル ボ キ シ ル
基 が 糖 － 酵 素 （ α － グ リ コ ピ ラ ノ シ ル － 酵 素 ： alpha-glycopyranosyl-enzyme） 中 間 体 の
形 成 を 助 け る 。 第 二 段 階 と し て 、 水 分 子 に よ る 一 般 塩 基 触 媒 作 用 に よ り ア ノ マ ー 中 心 が 攻
撃 を 受 け る 。 最 終 的 に 、 グ リ コ シ ド 結 合 は 切 断 さ れ る 。 興 味 深 い こ と に 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 は
、 活 性 に 必 要 な ２ つ の グ ル タ ミ ン 酸 残 基 の 一 方 が 、 そ れ ぞ れ の 領 域 で 置 換 さ れ て い る 。 Ｋ
Ｌ １ 領 域 に お い て 、 酸 塩 基 触 媒 を 担 う グ ル タ ミ ン 酸 残 基 が ア ス パ ラ ギ ン 酸 に 、 Ｋ Ｌ ２ 領 域
に お い て 求 核 基 を 担 う グ ル タ ミ ン 酸 残 基 が ア ラ ニ ン ま た は セ リ ン に 置 換 さ れ て い る 。 こ の
た め 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 が 一 次 構 造 上 に 相 同 性 を 持 つ か ら と い っ て 、 β － グ ル コ シ ダ ー ゼ と し
て 働 く か は 不 明 で あ っ た 。 し か し 、 植 物 が 持 つ ミ ロ シ ナ ー ゼ は 、 酸 塩 基 触 媒 を 担 う グ ル タ
ミ ン 酸 が グ ル タ ミ ン に 置 換 さ れ て い る の に も か か わ ら ず 、 Ｓ － グ リ コ シ ド （ S-glycoside
） 結 合 を 持 つ グ ル コ シ ノ レ ー ト （ glucosinolate） に 対 し て 、 酵 素 活 性 が 見 ら れ て い る 。
よ っ て ク ロ ソ 蛋 白 質 も 酵 素 と し て 機 能 す る 可 能 性 が 考 え ら れ て い た 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 前 記 の と お り 、 ク ロ ソ 遺 伝 子 や 該 遺 伝 子 が コ ー ド す る ク ロ ソ 蛋 白 質 の 欠 失 に よ り 、 多 彩
な 老 化 関 連 疾 患 が 発 症 す る 機 構 や 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 機 能 に つ い て は 明 ら か に さ れ て い な い
点 が 多 い が 、 そ の 医 薬 等 へ の 利 用 に つ い て は 、 特 許 公 報 上 で い く つ か の 開 示 が な さ れ て い
る 。 再 公 表 特 許 公 報 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ９ ５ ４ ４ に は 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の ポ リ ペ プ チ ド 、 該 ポ リ ペ
プ チ ド を 認 識 す る 抗 体 等 を 、 早 期 老 化 症 治 療 薬 、 成 人 病 治 療 薬 及 び 老 化 抑 制 薬 等 に 用 い る
こ と 及 び ク ロ ソ 遺 伝 子 を 組 み 込 ん だ ベ ク タ ー 等 を 該 老 化 抑 制 の た め の 遺 伝 子 治 療 に 用 い る
こ と が 開 示 さ れ て い る 。 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ２ ７ ８ ８ ５ に は 、 血 中 で の 安 定 性 を 保 持 す る た め に 、
ク ロ ソ 蛋 白 質 と 免 疫 グ ロ ブ リ ン と を 結 合 さ せ た キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を 老 化 症 の 予 防 ・ 治 療
薬 、 或 い は 腎 疾 患 、 悪 液 質 及 び 変 形 性 関 節 炎 等 の 予 防 ・ 治 療 薬 と し て 用 い る こ と が 開 示 さ
れ て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ま た 、 特 開 ２ ０ ０ １ － ７ ２ ６ ０ ７ 号 公 報 に は 、 ク ロ ソ 遺 伝 子 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 組 み 込 ん だ 組 換
え ベ ク タ ー を 投 与 す る こ と に よ り 、 哺 乳 動 物 の 血 管 内 皮 機 能 低 下 を 伴 う 高 血 圧 や 動 脈 硬 化
等 の 疾 患 の 予 防 ・ 改 善 を 図 る こ と に つ い て 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 更 に 、 関 連 す る 開 示 と し て は 、 Ｗ Ｏ ０ １ ／ ０ ０ ５ ２ ４ ４ に は 、 二 価 の 陽 イ オ ン 金 属 を 含
有 す る 化 合 物 及 び ／ 又 は リ ン を 含 有 す る 化 合 物 を 食 品 や 動 物 飼 料 に 含 有 さ せ て 、 摂 取 さ せ
る こ と に よ り 、 ヒ ト や 動 物 の ク ロ ソ 蛋 白 質 発 現 量 増 加 又 は 減 少 に 伴 う 疾 患 の 予 防 又 は 治 療
を 行 う こ と に つ い て 開 示 さ れ て い る 。 ま た 、 特 表 ２ ０ ０ ３ － ５ １ ４ ５ １ ３ 号 公 報 に は 、 骨
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粗 鬆 症 、 皮 膚 障 害 、 老 化 関 連 疾 患 、 肺 機 能 不 全 及 び 代 謝 症 候 群 を 含 む さ ま ざ ま な 慢 性 疾 患
に 対 す る 素 因 と 関 連 し て 、 ク ロ ソ 遺 伝 子 中 の リ ス ク 多 型 に 関 連 す る 疾 患 の 診 断 方 法 等 に つ
い て 、 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 上 記 の よ う に 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 や そ の 遺 伝 子 、 及 び そ の 用 途 に つ い て は 、 種 々 の 開 示 が な
さ れ て お り 、 ま た 、 該 ク ロ ソ 蛋 白 質 や 遺 伝 子 の 検 出 方 法 や そ れ を 用 い た ク ロ ソ 遺 伝 子 の 発
現 を 増 強 さ せ る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 等 に つ い て の 開 示 も な さ れ て い る が （ Ｗ Ｏ ９
８ ／ ２ ９ ５ ４ ４ ） 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 欠 失 が 多 彩 な 老 化 関 連 疾 患 を も た ら す 機 構 は 、 唯 一 、
ク ロ ソ 蛋 白 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン が β － グ ル コ シ ダ ー ゼ と 相 同 性 を 持 つ こ と 以 外 は 明 ら か に
な っ て い な い 。 し た が っ て 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 機 能 を 明 ら か に す る こ と が 、 生 体 に お い て ク
ロ ソ 蛋 白 質 の 機 能 に 関 与 す る 物 質 を 特 定 し 、 老 化 関 連 疾 患 に 対 す る ク ロ ソ 蛋 白 質 の 作 用 機
構 の 解 明 を 可 能 に し ， 更 に は 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 機 能 を 増 加 さ せ る 物 質 の 効 果 的 な 開 発 が 可
能 に な る 。 し た が っ て 、 そ れ ら の 解 明 が 強 く 望 ま れ て い た 。
【 特 許 文 献 １ 】 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ９ ５ ４ ４ 。
【 特 許 文 献 ２ 】 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ２ ７ ８ ８ ５ 。
【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 ２ ０ ０ １ － ７ ２ ６ ０ ７ 号 公 報 。
【 特 許 文 献 ４ 】 Ｗ Ｏ ０ １ ／ ０ ０ ５ ２ ４ ４ 。
【 特 許 文 献 ５ 】 特 表 ２ ０ ０ ３ － ５ １ ４ ５ １ ３ 号 公 報 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 Nature, 390, 45, 1997。
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Biochem. Biophys. Res. Commun., 242, 626, 1998。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 機 能 を 明 ら か に し 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 測 定 法 及 び そ の 利
用 方 法 を 提 供 す る こ と 、 特 に は 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 が 酵 素 活 性 を 持 つ こ と を 明 ら か に し 、 該 特
異 酵 素 活 性 を 測 定 す る こ と に よ り ク ロ ソ 蛋 白 質 の 酵 素 活 性 を 測 定 す る 方 法 、 更 に は 、 該 方
法 を 用 い て ク ロ ソ 遺 伝 子 の 発 現 の 低 下 に よ り 発 症 す る 疾 病 の 診 断 を 行 う 方 法 、 動 物 個 体 に
お け る 特 異 的 な 基 質 を 推 定 し 、 真 の 基 質 の 同 定 と そ の 情 報 に 基 づ く 生 理 活 性 物 質 の 解 析 を
行 う た め に 、 生 体 中 の ク ロ ソ 蛋 白 質 作 用 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う 方 法 、 真 の 基 質 に 作
用 す る 新 規 薬 剤 の 開 発 へ と 発 展 さ せ る た め に 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 機 能 活 性 化 物 質 の ス ク リ ー ニ
ン グ 、 及 び 、 早 期 老 化 症 状 を 呈 す る 疾 病 の 予 防 又 は 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う 方 法 を
提 供 す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 者 は 、 上 記 課 題 を 解 決 す べ く 鋭 意 研 究 す る 中 で 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 機 能 を 明 ら か に
す る こ と で 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 が 関 わ っ て い る 個 体 老 化 制 御 機 構 を 解 明 で き る 可 能 性 が あ る と
考 え た 。 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 一 次 構 造 に 着 目 し た 時 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 は β － グ ル コ シ ダ ー ゼ と し
て 酵 素 活 性 を 持 つ 可 能 性 、 或 い は 酵 素 活 性 は 持 た ず 、 受 容 体 な ど と 結 合 す る こ と で 機 能 す
る 可 能 性 が 考 え ら れ た 。 し か し 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 直 接 の 作 用 分 子 は わ か っ て い な い た め 、
こ の ２ つ の 可 能 性 に つ い て 直 接 検 証 す る こ と は 難 し い 。 そ こ で 、 生 体 内 作 用 分 子 の 代 わ り
に 人 工 的 に 合 成 さ れ た 類 似 物 を 用 い る こ と で in vitroに お い て 傍 証 を と る こ と は 可 能 で あ
る こ と か ら 、 本 発 明 に お い て は 、 組 換 え 型 ク ロ ソ 蛋 白 質 を 作 製 し 、 β － グ ル コ シ ダ ー ゼ 活
性 測 定 に 用 い ら れ て い る 人 工 基 質 と 反 応 さ せ る こ と で 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 が 酵 素 活 性 を 持 つ 可
能 性 を 検 証 し た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ の 検 証 の 中 で 、 本 発 明 者 は 、 今 回 、 そ の 酵 素 活 性 の 解 析 に よ り 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 が 、 ４
メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ ル － グ ル ク ロ ニ ド （ 4Methylumberifel-Glucuronide： 4-Methylumberi
felyl-beta-D-glucuronide： 4Mu-glucuronide） と 反 応 し 、 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 活 性 （
β ‐ glucuronidase） を 持 つ こ と を 解 明 し 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。 す な わ ち 、 本 発
明 に お い て は 、 該 知 見 に 基 づ い て 、 そ の 特 異 酵 素 活 性 を 測 定 す る こ と に よ り ク ロ ソ 蛋 白 質
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の 酵 素 活 性 を 測 定 す る 方 法 を 開 発 し た 。 ま た 、 該 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 酵 素 活 性 を 測 定 す る 方 法
に よ り 、 生 体 中 の ク ロ ソ 遺 伝 子 の 発 現 の 状 況 を 検 知 ・ 測 定 し 、 ク ロ ソ 遺 伝 子 の 発 現 の 低 下
に よ り 発 症 す る 疾 病 の 診 断 を 行 う 方 法 を 開 発 し た 。 更 に 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 が β － グ ル ク ロ ニ
ダ ー ゼ 活 性 を 持 つ こ と を 解 明 し た こ と に よ っ て 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 が 末 端 に グ ル ク ロ ン 酸 を も
つ 分 子 を 切 断 し 、 活 性 化 す る こ と が 示 唆 さ れ 、 そ の こ と に よ り 、 動 物 個 体 に お け る 酵 素 特
異 的 な 基 質 を 推 定 し 、 真 の 基 質 の 同 定 と そ の 情 報 に 基 づ く 生 理 活 性 物 質 の 解 析 を 行 う こ と
が 可 能 と な り 、 こ の 知 見 に よ り 、 生 体 中 の ク ロ ソ 蛋 白 質 作 用 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う
方 法 を 開 発 し た 。 こ の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 、 数 多 く の 天 然 β － グ ル ク ル ニ ド を ス ク
リ ー ニ ン グ し た 結 果 、 β － エ ス ト ラ ジ オ ー ル ３ － β － Ｄ グ ル ク ロ ニ ド （ b-estradiol 3-b-
D-glucuronide） 、 エ ス ト ロ ン ３ β Ｄ グ ル ク ロ ニ ド （ estrone 3-b-D-glucuronide） 、 及 び
エ ル ト リ オ ー ル ３ β Ｄ グ ル ク ロ ニ ド （ estriol 3-b-D-glucuronide） な ど の ス テ ロ イ ド β
－ グ ル ク ロ ニ ド が 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 に よ っ て 加 水 分 解 さ れ た こ と を 見 い 出 し た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 従 来 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン が β － グ ル コ シ ダ ー ゼ と 相 同 性 を 持 つ と い う 構 造
か ら 生 体 分 子 末 端 の グ ル コ ー ス や ガ ラ ク ト ー ス を 切 断 す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ て き た が 、 こ
れ ら は 一 般 的 な 糖 蛋 白 、 糖 鎖 分 子 に 含 ま れ て い る も の で あ り 、 酵 素 活 性 か ら 特 異 的 な 基 質
を 推 定 す る こ と は 困 難 で あ る と 考 え ら れ て き た 。 し か し 、 本 発 明 の 知 見 に よ り 、 ア ル カ ロ
イ ド や ス テ ロ イ ド の よ う な 低 分 子 量 分 子 を 含 む 特 殊 な 分 子 が そ の 生 体 内 基 質 で あ る 可 能 性
が 示 唆 さ れ た こ と か ら 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 酵 素 活 性 を 指 標 に し て 生 体 内 基 質 を 同 定 す る こ と
が 可 能 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。 ま た 、 本 発 明 に お い て は 、 真 の 基 質 に 作 用 す る 新 規
薬 剤 の 開 発 へ と 発 展 さ せ る た め に 、 本 発 明 の ク ロ ソ 蛋 白 質 の 酵 素 活 性 を 測 定 す る 方 法 を 用
い て 、 被 検 物 質 を 投 与 し た 生 体 で の ク ロ ソ 蛋 白 質 の 酵 素 活 性 の 増 減 の 状 況 を 把 握 し 、 こ の
こ と に よ っ て ク ロ ソ 蛋 白 質 機 能 活 性 化 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 、 及 び 、 早 期 老 化 症 状 を 呈 す
る 疾 病 の 予 防 又 は 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う 方 法 を 開 発 し た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 す な わ ち 具 体 的 に は 本 発 明 は 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 活 性 に 基 づ く 特 異
酵 素 活 性 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 の 測 定 法 （ 請 求 項 １ ） や 、 ク
ロ ソ 蛋 白 質 の β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 活 性 に 基 づ く 特 異 酵 素 活 性 の 測 定 が 、 β － グ ル ク ロ ニ
ド 結 合 を 有 す る 酵 素 基 質 を 用 い る 特 異 酵 素 活 性 の 測 定 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記
載 の ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 の 測 定 法 （ 請 求 項 ２ ） や 、 β － グ ル ク ロ ニ ド 結 合 を 有 す る 酵 素
基 質 が 、 β － グ ル ク ロ ニ ド 結 合 を 有 す る フ ラ ボ ノ イ ド 又 は ア ル カ ロ イ ド で あ る こ と を 特 徴
と す る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 の 測 定 法 （ 請 求 項 ３ ） や 、 β － グ ル ク
ロ ニ ド 結 合 を 有 す る 酵 素 基 質 が 、 ４ － メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル － β － Ｄ － グ ル ク ロ ニ ド で
あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 の 測 定 法 （ 請 求 項 ４ ）
や 、 β － グ ル ク ロ ニ ド 結 合 を 有 す る 酵 素 基 質 が 、 天 然 基 質 の ス テ ロ イ ド β － グ ル ク ロ ニ ド
で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 の 測 定 法 （ 請 求 項 ５
） か ら な る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 天 然 基 質 の ス テ ロ イ ド β － グ ル ク ロ ニ ド が 、 β － エ ス ト ラ ジ オ ー ル ３ －
β － Ｄ グ ル ク ロ ニ ド 、 エ ス ト ロ ン ３ － β － Ｄ グ ル ク ロ ニ ド 、 又 は エ ル ト リ オ ー ル ３ － β －
Ｄ グ ル ク ロ ニ ド で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ 記 載 の ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 の 測 定 法 （
請 求 項 ６ ） や 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 活 性 に 基 づ く 特 異 酵 素 活 性 の 測 定 が
、 生 体 ま た は 生 体 細 胞 中 の ク ロ ソ 遺 伝 子 の 発 現 に 基 づ く ク ロ ソ 蛋 白 質 生 成 の 測 定 で あ る こ
と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 記 載 の ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 の 測 定 法 （ 請 求 項 ７
） や 、 生 体 ま た は 生 体 細 胞 中 の ク ロ ソ 遺 伝 子 の 発 現 に 基 づ く ク ロ ソ 蛋 白 質 生 成 の 測 定 が 、
ク ロ ソ 遺 伝 子 の 発 現 の 低 下 に よ り 発 症 す る 疾 病 の 診 断 の た め の 測 定 で あ る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 ７ 記 載 の ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 の 測 定 法 （ 請 求 項 ８ ） や 、 ク ロ ソ 遺 伝 子 の 発 現 の
低 下 に よ り 発 症 す る 疾 病 の 診 断 が 、 早 期 老 化 症 状 を 呈 す る 疾 病 の 診 断 で あ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 ８ 記 載 の ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 の 測 定 法 （ 請 求 項 ９ ） や 、 早 期 老 化 症 状 を 呈 す
る 疾 病 の 診 断 が 、 寿 命 の 短 縮 、 各 種 臓 器 の 石 灰 化 、 動 脈 硬 化 又 は 生 殖 臓 器 の 萎 縮 に 係 わ る
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疾 病 の 診 断 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ 記 載 の ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 の 測 定 法 （ 請 求
項 １ ０ ） か ら な る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 更 に 本 発 明 は 、 早 期 老 化 症 状 を 呈 す る 疾 病 の 診 断 が 、 血 管 内 皮 機 能 劣 化 に 起 因 す る 疾 病
の 診 断 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ９ 記 載 の ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 の 測 定 法 （ 請 求 項 １
１ ） や 、 血 管 内 皮 機 能 劣 化 に 起 因 す る 疾 病 の 診 断 が 、 高 血 圧 、 動 脈 硬 化 、 高 コ レ ス テ ロ ー
ル 血 症 、 糖 尿 病 、 心 筋 梗 塞 又 は 脳 梗 塞 の 診 断 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ １ 記 載 の ク
ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 の 測 定 法 （ 請 求 項 １ ２ ） や 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ 又 は 配 列 番 号 ４ に 示
さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 該 ポ リ ペ プ チ ド の 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数
個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ β － グ ル ク ロ
ニ ダ ー ゼ 活 性 を 有 す る 変 異 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い 、 生 体 又 は 生 体 細 胞 中 の 物 質 と の β － グ ル
ク ロ ニ ダ ー ゼ 酵 素 反 応 を 利 用 し て 生 体 又 は 生 体 細 胞 中 の 酵 素 基 質 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と
す る 生 体 中 の ク ロ ソ 蛋 白 質 作 用 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 １ ３ ） や 、 請 求 項 １ ３
記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 変 異 ポ リ ペ プ チ ド を 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を 結 合 さ せ た キ メ ラ ポ リ
ペ プ チ ド と し て 用 い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ 記 載 の 生 体 中 の ク ロ ソ 蛋 白 質 作 用 物 質
の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 １ ４ ） や 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン と し て イ ム ノ グ ロ ブ リ ン Ｆ ｃ
領 域 を 用 い る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ４ 記 載 の 生 体 中 の ク ロ ソ 蛋 白 質 作 用 物 質 の ス ク リ
ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 １ ５ ） か ら な る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 生 体 又 は 生 体 細 胞 中 の 物 質 と の β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 酵 素 反 応 を 利 用 し
た 生 体 ま た は 生 体 細 胞 中 の 酵 素 基 質 の 検 出 が 、 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 酵 素 反 応 に よ っ て 生
成 さ れ る β － グ ル ク ロ ニ ド の 検 出 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ ～ １ ５ の い ず れ か 記
載 の 生 体 中 の ク ロ ソ 蛋 白 質 作 用 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 １ ６ ） や 、 生 体 又 は 生
体 細 胞 中 の 酵 素 基 質 の 検 出 が 、 天 然 基 質 と し て の ス テ ロ イ ド β － グ ル ク ロ ニ ド の 検 出 で あ
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ３ ～ １ ６ の い ず れ か 記 載 の 生 体 中 の ク ロ ソ 蛋 白 質 作 用 物 質 の
ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 １ ７ ） や 、 天 然 基 質 と し て の ス テ ロ イ ド β － グ ル ク ロ ニ ド の
検 出 が 、 天 然 基 質 と し て の β － エ ス ト ラ ジ オ ー ル ３ － β － Ｄ グ ル ク ロ ニ ド 、 エ ス ト ロ ン ３
－ β － Ｄ グ ル ク ロ ニ ド 、 又 は エ ル ト リ オ ー ル ３ － β － Ｄ グ ル ク ロ ニ ド の 検 出 で あ る こ と を
特 徴 と す る 請 求 項 １ ７ 記 載 の 生 体 中 の ク ロ ソ 蛋 白 質 作 用 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求
項 １ ８ ） や 、 ク ロ ソ 遺 伝 子 欠 損 モ デ ル 動 物 又 は 該 動 物 由 来 の 細 胞 に 、 被 検 物 質 を 投 与 し 、
請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か 記 載 の ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 の 測 定 法 に よ り ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活
性 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る ク ロ ソ 蛋 白 質 機 能 活 性 化 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求
項 １ ９ ） や 、 ク ロ ソ 遺 伝 子 欠 損 モ デ ル 動 物 が 、 ク ロ ソ マ ウ ス で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 １ ９ 記 載 の ク ロ ソ 蛋 白 質 機 能 活 性 化 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 ２ ０ ） や 、 請 求
項 １ ９ 又 は ２ ０ 記 載 の ク ロ ソ 蛋 白 質 機 能 活 性 化 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と を 特 徴 と
す る 早 期 老 化 症 状 を 呈 す る 疾 病 の 予 防 又 は 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 ２ １ ） か
ら な る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 が β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ （ beta-glucuronidase） 活 性
を 持 つ こ と を 解 明 し 、 該 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 酵 素 活 性 を 測 定 す る 方 法 を 開 発 し た 。 ま た 、 本 発
明 は 、 該 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 酵 素 活 性 を 測 定 す る 方 法 に よ り 、 生 体 中 の ク ロ ソ 遺 伝 子 の 発 現 の
状 況 を 検 知 ・ 測 定 し 、 ク ロ ソ 遺 伝 子 の 発 現 の 低 下 に よ り 発 症 す る 疾 病 の 診 断 を 行 う 方 法 を
提 供 す る 。 更 に 、 本 発 明 は 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 が β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 活 性 を 持 つ こ と を 解 明
し た こ と に よ っ て 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 が 末 端 に グ ル ク ロ ン 酸 を も つ 分 子 を 切 断 し 、 活 性 化 す る
こ と が 示 唆 さ れ た こ と に よ り 、 動 物 個 体 に お け る 酵 素 特 異 的 な 基 質 を 推 定 し 、 真 の 基 質 の
同 定 と そ の 情 報 に 基 づ く 生 理 活 性 物 質 の 解 析 を 行 う こ と が 可 能 と な り 、 こ の 知 見 に よ り 、
生 体 中 の ク ロ ソ 蛋 白 質 作 用 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 用 い て 、 数 多 く の 天 然 β － グ ル ク ル
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ニ ド を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 β － エ ス ト ラ ジ オ ー ル ３ － β － Ｄ グ ル ク ロ ニ ド （ b-estradiol 
3-b-D-glucuronide） 、 エ ス ト ロ ン ３ β Ｄ グ ル ク ロ ニ ド （ estrone 3-b-D-glucuronide） 、
及 び エ ル ト リ オ ー ル ３ β Ｄ グ ル ク ロ ニ ド （ estriol 3-b-D-glucuronide） な ど の ス テ ロ イ
ド β － グ ル ク ロ ニ ド が 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 に よ っ て 加 水 分 解 さ れ る こ と を 見 い 出 し た 。
ま た 、 本 発 明 に お い て は 、 本 発 明 の ク ロ ソ 蛋 白 質 の 酵 素 活 性 を 測 定 す る 方 法 を 用 い て 、 被
検 物 質 を 投 与 し た 生 体 で の ク ロ ソ 蛋 白 質 の 酵 素 活 性 の 増 減 の 状 況 を 把 握 し 、 こ の こ と に よ
っ て ク ロ ソ 蛋 白 質 機 能 活 性 化 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 、 更 に は 、 早 期 老 化 症 状 を 呈 す る 疾 病
の 予 防 又 は 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う 方 法 を 提 供 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 活 性 に 基 づ く 特 異 酵 素 活 性 を 測 定 し て
ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 を 測 定 す る こ と よ り な る 。 該 ク ロ ソ 蛋 白 質 の β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ
活 性 に 基 づ く 特 異 酵 素 活 性 の 測 定 は 、 β － グ ル ク ロ ニ ド 結 合 を 有 す る 酵 素 基 質 を 用 い て 、
行 う こ と が で き る 。 該 酵 素 基 質 を 用 い た β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 活 性 の 測 定 は 、 そ れ 自 体 公
知 の 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。
β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 活 性 の 公 知 の 測 定 方 法 と し て は 、 発 色 基 質 を 用 い て 、 β － グ ル ク ロ
ニ ダ ー ゼ の 酵 素 反 応 の 結 果 、 遊 離 す る 発 色 物 質 を 比 色 測 定 す る 方 法 を 挙 げ る こ と が で き る
。 例 え ば 、 発 色 基 質 と し て ｐ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル グ ル ク ロ ニ ド を 用 い た 比 色 測 定 法 （ 赤 堀 四
郎 、 沖 中 重 雄 監 修 「 臨 床 酵 素 学 」 朝 倉 書 店 、 ３ ９ ７ － ３ ９ ８ ） を 挙 げ る こ と が で き る 。 発
色 基 質 と し て は 、 そ の 他 に 、 フ ェ ノ ー ル フ タ レ イ ン 、 フ ェ ニ ル 、 ｐ － ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル
、 ｐ － ク ロ ロ フ ェ ニ ル 、 ８ － ヒ ド ロ キ シ キ ノ リ ン 、 １ － Ｏ － ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル － ア ゾ ナ
フ ト ー ル 、 ６ － ブ ロ ム － ２ － ナ フ チ ル な ど の 発 色 基 を 有 す る グ ル ク ロ ニ ド 等 を 用 い る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 望 ま し い β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 活 性 の 測 定 方 法 と し て 、 蛍 光 基 質 を 用 い て 測 定 す る 方 法
が 挙 げ ら れ る 。 蛍 光 測 定 方 法 と し て 、 ４ － メ チ ル ウ ン べ リ フ ェ リ ル － β － Ｄ － グ ル ク ロ ニ
ド を 蛍 光 基 質 に 用 い る 方 法 を 挙 げ る こ と が で き る （ J. Biol. Chem., 254, 14, 6588-6597
, 1979） 。 ま た 、 生 体 内 基 質 で あ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ る β － グ ル ク ロ ニ ド 結 合 を 有 す る フ
ラ ボ ノ イ ド 又 は ア ル カ ロ イ ド の よ う な 低 分 子 量 分 子 を 、 望 ま し い 酵 素 基 質 と し て 用 い る こ
と が で き る 。 更 に 、 近 年 、 迅 速 か つ 高 感 度 な 測 定 方 法 と し て 開 発 さ れ た ル シ フ ェ リ ン － ル
シ フ エ ラ ー ゼ 発 光 反 応 を 利 用 す る 測 定 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Ｄ － ル シ フ ェ
リ ン － Ｏ － β － Ｄ － グ ル ク ロ ニ ド の よ う な 発 光 基 質 を 用 い た 測 定 方 法 を 用 い て 測 定 す る こ
と が で き る （ 特 開 ２ ０ ０ ０ － ２ ７ ０ ８ ９ ４ 号 公 報 ） 。 該 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 活 性 の 測 定
方 法 を 用 い て 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 酵 素 活 性 の 測 定 を 行 う に は 、 そ れ 自 体 既 に 公 知 の 手 法 及 び
装 置 を 使 用 し て 、 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 活 性 に 基 づ く 特 異 酵 素 活 性 を
測 定 し て 、 生 体 又 は 生 体 細 胞 中 の ク ロ ソ 遺 伝 子 の 発 現 に 基 づ く ク ロ ソ 蛋 白 質 の 生 成 を 測 定
す る こ と が で き る 。 ク ロ ソ 遺 伝 子 の 発 現 の 低 下 に よ り 、 寿 命 の 短 縮 、 各 種 臓 器 の 石 灰 化 、
動 脈 硬 化 又 は 生 殖 臓 器 の 萎 縮 に 係 わ る 疾 病 の よ う な 早 期 老 化 症 状 を 呈 す る 疾 病 を 発 症 す る
こ と が 知 ら れ て お り 、 ま た 、 ク ロ ソ 遺 伝 子 の 発 現 の 低 下 に よ り 、 高 血 圧 、 動 脈 硬 化 、 高 コ
レ ス テ ロ ー ル 血 症 、 糖 尿 病 、 心 筋 梗 塞 又 は 脳 梗 塞 の よ う な 血 管 内 皮 機 能 劣 化 に 起 因 す る 疾
病 を 発 症 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 の 測 定 法
を 用 い て 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 生 成 の 検 知 ・ 測 定 を 行 う こ と に よ り 、 生 体 又 は 生 体 細 胞 中 の ク ロ
ソ 遺 伝 子 の 発 現 の 状 況 を 検 知 ・ 測 定 し 、 こ れ ら の 疾 病 の 診 断 を 行 う こ と が で き る 。 生 体 又
は 生 体 細 胞 中 の ク ロ ソ 蛋 白 質 生 成 の 測 定 を 行 う に は 、 生 体 中 よ り 、 適 宜 の 方 法 に よ り 試 料
を 採 取 し 、 該 試 料 及 び 採 取 し た 生 体 細 胞 に 、 本 発 明 の ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 の 測 定 法 を 適
用 し て 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 生 成 を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 に お い て は 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の ポ リ ペ プ チ ド を 用 い 、 該 ポ リ ペ プ チ ド と 、 生
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体 又 は 生 体 細 胞 中 の 物 質 と の β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 酵 素 反 応 を 利 用 し て 、 生 体 又 は 生 体 細
胞 中 の 酵 素 基 質 を 検 出 す る こ と に よ り 生 体 中 の ク ロ ソ 蛋 白 質 作 用 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ を
行 う こ と が で き る 。 本 発 明 で 用 い ら れ る ク ロ ソ 蛋 白 質 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ の 遺 伝 子 は 既
に 取 得 さ れ 、 そ の 構 造 が 明 ら か に さ れ て い る （ Nature 390, 6655, 45-51, 1997、 Biochem
. Biophys. Res. Commun. 242, 3, 626-630, 1998） 。 マ ウ ス の ク ロ ソ 蛋 白 質 及 び 該 ク ロ
ソ 蛋 白 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 及 び Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ の デ ー タ ー ベ ー
ス に 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 　 Ｓ Ｅ Ｇ ＿ Ａ Ｂ ０ １ ０ ０ ８ ９ Ｓ と し て 登 録 さ れ て お り 、 該 ア ク
セ ッ シ ョ ン 番 号 に よ り 検 索 す る こ と が で き る 。 ま た 、 ヒ ト の ク ロ ソ 蛋 白 質 及 び 該 ク ロ ソ 蛋
白 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の ア ミ ノ 酸 配 列 及 び Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ の デ ー タ ー ベ ー ス に
、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 　 Ａ Ｂ ０ ０ ９ ６ ６ ６ 及 び Ａ Ｂ ０ ０ ９ ６ ６ ７ と し て 登 録 さ れ て お り 、
該 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 に よ り 検 索 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 こ れ ら の ク ロ ソ 蛋 白 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 エ ク ソ ン １ ～ ５ の ５ つ の エ ク ソ ン 部 を 有
し 、 該 エ ク ソ ン 部 に よ っ て コ ー ド さ れ る ク ロ ソ 蛋 白 質 の ポ リ ペ プ チ ド の う ち 、 β － グ ル コ
シ ダ ー ゼ と 構 造 的 に 相 同 性 を 有 す る 細 胞 外 ド メ イ ン 部 分 は 、 ヒ ト の 遺 伝 子 に つ い て は 、 Ｎ
Ｃ Ｂ Ｉ の デ ー タ ベ ー ス に 登 録 さ れ て い る ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： Ａ Ｂ ０ ０ ９ ６ ６ ６ 　 エ ク ソ
ン １ の ２ ０ ８ １ ～ ２ ８ ９ ９ 番 目 、 Ａ Ｂ ０ ０ ９ ６ ６ ７ 　 エ ク ソ ン ２ の １ ２ ４ １ ８ ～ １ ２ ９ ２
８ 番 目 、 エ ク ソ ン ３ の １ ３ ６ ９ ８ ～ １ ３ ９ ６ ６ 番 目 、 及 び エ ク ソ ン ４ の １ ９ ３ ２ ２ ～ １ ９
４ １ ７ 番 目 に よ っ て コ ー ド さ れ る 部 分 で あ る （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 を
配 列 番 号 ２ に 示 し た 。 ） 。 ま た 、 マ ウ ス の 遺 伝 子 に つ い て は 、 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ の デ ー タ ベ ー ス に
登 録 さ れ て い る ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： Ｓ Ｅ Ｇ ＿ Ａ Ｂ ０ １ ０ ０ ８ ９ Ｓ １ 　 エ ク ソ ン １ の ６ ８
７ ～ １ ５ １ １ 番 目 、 Ｓ Ｅ Ｇ ＿ Ａ Ｂ ０ １ ０ ０ ８ ９ Ｓ ２ 　 エ ク ソ ン ２ の １ ４ １ ～ ６ ５ １ 番 目 、
エ ク ソ ン ３ の ２ ０ ３ ４ ～ ２ ３ ０ ２ 番 目 、 及 び エ ク ソ ン ４ の ７ ９ ０ ６ ～ ８ ０ ０ １ 番 目 に よ っ
て コ ー ド さ れ る 部 分 で あ る （ 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ４ に 示 し
た 。 ） 。
本 発 明 に お い て は 、 該 ク ロ ソ 蛋 白 質 の ポ リ ペ プ チ ド を 調 製 し 、 該 ポ リ ペ プ チ ド と 、 生 体 又
は 生 体 細 胞 中 の 物 質 と の β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 酵 素 反 応 を 利 用 し 、 生 体 又 は 生 体 細 胞 中 の
酵 素 基 質 の 検 出 を 行 う こ と が で き る 。 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る ク ロ ソ 蛋 白 質 の ポ リ ペ プ
チ ド の 調 製 は 、 こ の 分 野 で 通 常 用 い ら れ て い る 遺 伝 子 工 学 的 手 法 を 用 い て 行 う こ と が で き
る （ Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ９ ５ ４ ４ ） 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 に お け る 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 の 生 体 又 は 生 体 細 胞 中 の 酵 素 基 質 の 検 出 に は
、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 変 異 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い る こ と が で き る 。 該 変 異 ポ リ ペ プ チ ド と し て は
、 該 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ 又 は 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て
、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か
つ β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 活 性 を 有 す る 変 異 ポ リ ペ プ チ ド が 挙 げ ら れ る 。 該 変 異 ポ リ ペ プ チ
ド の 調 製 は 、 こ の 分 野 で 通 常 用 い ら れ て い る 遺 伝 子 工 学 的 手 法 を 用 い て 行 う こ と が で き る
（ Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ９ ５ ４ ４ ） 。 該 変 異 ポ リ ペ プ チ ド を 用 い 、 該 変 異 ポ リ ペ プ チ ド と 生 体 ま た
は 生 体 細 胞 中 の 物 質 と の β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 酵 素 反 応 を 利 用 し て 、 該 酵 素 の 酵 素 基 質 を
検 出 し 、 生 体 中 の ク ロ ソ 蛋 白 質 作 用 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 該 生 体 中 の ク ロ ソ 蛋 白 質 作 用 物 質 を ス ク リ ー ニ ン グ す る に 際 し て 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の ポ リ
ペ プ チ ド 或 い は そ の 変 異 ポ リ ペ プ チ ド の 生 体 又 は 生 体 細 胞 中 で の 安 定 性 を 保 持 す る た め に
、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン Ｆ ｃ 領 域 の よ う な イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を 結 合 さ せ た キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド
と し て 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の ポ リ ペ プ チ ド や そ の 変 異 ポ リ ペ プ チ ド
或 い は キ メ ラ ポ リ ペ プ チ ド を 生 体 又 は 生 体 細 胞 中 に 導 入 す る に は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る 遺 伝 子 の 形 で 、 生 体 又 は 生 体 細 胞 中 へ 導 入 す る こ と が で き る （ Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ２ ７ ８ ８
５ ） 。 生 体 ま た は 生 体 細 胞 中 の 物 質 と ク ロ ソ 蛋 白 質 の β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 活 性 と の 酵 素
反 応 を 利 用 し た 酵 素 基 質 の 検 出 は 、 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 酵 素 反 応 に よ っ て 生 成 さ れ る β
－ グ ル ク ロ ニ ド の 検 出 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 の 測 定 法 を 用 い て ク ロ ソ 蛋 白 質 機 能 活 性 化 物
質 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と が で き る 。 す な わ ち 、 本 発 明 の ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 の 測
定 法 を 、 真 の 基 質 に 作 用 す る 新 規 薬 剤 の 開 発 へ と 発 展 さ せ る た め に 、 本 発 明 の ク ロ ソ 蛋 白
質 の 酵 素 活 性 測 定 法 を 用 い て 、 被 検 物 質 を 投 与 し た 生 体 で の ク ロ ソ 蛋 白 質 の 酵 素 活 性 の 増
減 の 状 況 を 把 握 し 、 こ の こ と に よ っ て ク ロ ソ 蛋 白 質 機 能 活 性 化 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ 、 更
に は 、 早 期 老 化 症 状 を 呈 す る 疾 病 の 予 防 又 は 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と が で き る
。 該 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 行 う に は 、 ク ロ ソ 遺 伝 子 欠 損 モ デ ル 動 物 又 は 該 動 物 由 来 の 細 胞
に 、 被 検 物 質 を 投 与 し 、 本 発 明 の ク ロ ソ 蛋 白 質 酵 素 活 性 の 測 定 法 に よ り 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 酵
素 活 性 を 測 定 し 、 生 体 又 は 生 体 細 胞 中 で の ク ロ ソ 遺 伝 子 の 発 現 の 状 況 を 検 知 ・ 測 定 す る こ
と に よ り 行 う こ と が で き る 。 ク ロ ソ 遺 伝 子 欠 損 モ デ ル 動 物 は 、 公 知 の 方 法 に よ り 、 モ デ ル
動 物 の ク ロ ソ 遺 伝 子 を ノ ッ ク ア ウ ト す る こ と に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る が 、 既 に 公 知
の ク ロ ソ マ ウ ス の よ う な 動 物 を 用 い る こ と が で き る 。 該 ク ロ ソ 蛋 白 質 機 能 活 性 化 物 質 の ス
ク リ ー ニ ン グ に よ り 、 ク ロ ソ 遺 伝 子 の 発 現 の 低 下 に よ り 発 症 す る 疾 病 で あ る 早 期 老 化 症 状
を 呈 す る 疾 病 の 予 防 又 は 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 以 下 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を よ り 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 は こ れ ら の
例 示 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ３ ２ 】
＜ ク ロ ソ 蛋 白 質 の 機 能 の 解 明 ＞
　 本 実 施 例 に お い て は 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 機 能 を 明 ら か に す る た め に 、 組 換 え 型 ク ロ ソ 蛋 白
質 を 作 製 し 、 該 蛋 白 質 を β － グ ル コ シ ダ ー ゼ （ beta-glucosidase） 活 性 測 定 等 に 用 い ら れ
て い る 人 工 基 質 と 反 応 さ せ る こ と で 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 酵 素 活 性 を 検 証 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ［ 材 料 及 び 方 法 ］
（ 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 ）
マ ウ ス ク ロ ソ 蛋 白 質 及 び 、 該 蛋 白 質 が コ ー ド さ れ て い る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 は 、 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ の デ ー タ
ベ ー ス に 登 録 さ れ て い る （ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： Ｓ Ｅ Ｇ ＿ Ａ Ｂ ０ １ ０ ０ ８ ９ Ｓ ） 。 ま た 、
マ ウ ス ク ロ ソ 蛋 白 質 の 膜 貫 通 領 域 は 、 ク ロ ソ Ｄ Ｎ Ａ エ ク ソ ン 部 分 で あ る エ ク ソ ン １ ～ ５ の
う ち の エ ク ソ ン ５ に 存 在 し て お り 、 Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ に 登 録 さ れ て い る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 （ ア ク セ ッ シ ョ
ン 番 号 ： Ｓ Ｅ Ｇ ＿ Ａ Ｂ ０ １ ０ ０ ８ ９ Ｓ ３ ） の 第 ８ ９ ５ 番 目 ～ ９ ６ ４ 番 目 （ ７ ０ ｂ ｐ ） で あ
る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 組 換 え 型 蛋 白 質 を 得 る た め に 、 ク ロ ソ （ Klotho） 膜 貫 通 型 領 域 よ り Ｃ 端 側 （ マ ウ ス ク ロ
ソ Ｄ Ｎ Ａ エ ク ソ ン ５ 部 位 の 第 ８ ２ ０ 番 目 以 降 ） を 削 除 し 、 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ Ｆ ｃ 領 域 を 結 合 さ
せ た ク ロ ソ － Ｆ ｃ 領 域 融 合 キ メ ラ 蛋 白 を 発 現 す る ベ ク タ ー を 作 製 し た 。 ま た 、 コ ン ト ロ ー
ル と し て ラ ッ ト Lactose-Philorizin hydrolase（ Ｌ Ｐ Ｈ ： Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ：
Ｘ ５ ６ ７ ４ ７ ） の 膜 貫 通 領 域 （ ラ ッ ト Ｌ Ｐ Ｈ  Ｄ Ｎ Ａ の 第 ５ ６ ３ ２ 番 目 ～ ５ ６ ９ ５ 番 目 ：
６ ４ ｂ ｐ ） よ り Ｃ 端 側 （ ラ ッ ト Ｌ Ｐ Ｈ  Ｄ Ｎ Ａ の 第 ５ ６ ３ ２ 番 目 以 降 ） を 削 除 し 、 ヒ ト Ｉ
ｇ Ｇ １ Ｆ ｃ 領 域 を 結 合 さ せ た Ｌ Ｐ Ｈ － Ｆ ｃ 領 域 融 合 キ メ ラ 蛋 白 を 発 現 す る ベ ク タ ー を 作 製
し た 。 な お 、 ラ ッ ト Ｌ Ｐ Ｈ は 前 駆 体 領 域 を 含 み 、 融 合 キ メ ラ 蛋 白 質 の 作 製 に は 、 ラ ッ ト Ｌ
Ｐ Ｈ  Ｄ Ｎ Ａ の 第 ２ ５ ４ ８ 番 目 ～ ５ ６ ３ ２ 番 目 （ ３ ０ ８ ５ ｂ ｐ ） の 配 列 を 用 い た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 次 に 、 そ れ ぞ れ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し て 、 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を Ｐ Ｃ Ｒ に て 増 幅 し 、 こ れ を ベ ク
タ ー 構 築 に 用 い た 。 な お 、 Ｐ Ｃ Ｒ に 用 い た オ リ ゴ プ ラ イ マ ー （ 国 際 試 薬 株 式 会 社 に 合 成 を
依 頼 ） を 、 以 下 の 表 １ に 示 し た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 は 次 の 通 り で あ る 。 そ れ ぞ れ の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 、 以 下 の 条 件 で 作 製 し た 。 鋳 型
ｃ Ｄ Ｎ Ａ 　 １ ０ ０ ｎ ｇ 、 ０ ． ３ μ ｍ 　 プ ラ イ マ ー 、 ０ ． ２ ｍ Ｍ 　 各 ｄ Ｎ Ｔ Ｐ ｓ 、 １ ｍ Ｍ 　
Ｍ ｇ Ｓ Ｏ 4 、 ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ 　 ｐ Ｈ ７ ． ５ 、 ７ ． ５ ｍ Ｍ 　 Ｄ Ｔ Ｔ 、 １ ｕ ｎ ｉ
ｔ 　 KOD plus DNA polymerase（ TOYOBO社 よ り 購 入 ） 。 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー （ GeneAmp PCR
 System 9700； Applied Biosystemsよ り 購 入 ） の 設 定 は 、 変 性 ９ ４ ℃ 　 １ ５ 秒 、 ア ニ ー リ
ン グ ６ ０ ℃ 　 ３ ０ 秒 、 伸 長 ６ ８ ℃ 　 １ ～ ６ 分 、 ２ ０ 回 で 行 っ た 。 こ れ ら の Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 は 、
ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー （ Ｐ Ｓ Ｐ ７ ２ ； Promega社 よ り 購 入 、 pBlueScript KS+； stratagene
社 よ り 購 入 ） に 挿 入 し 、 サ ン ガ ー 法 に よ っ て 、 そ れ ぞ れ の 配 列 を 解 析 し た 。 配 列 解 析 は 、
BigDye Terminator Cycle Sequencing Kitを 用 い た （ Applied Biosystemsよ り 購 入 ） 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 （ Ｋ Ｌ － Ｆ ｃ ベ ク タ ー （ Ｋ Ｌ Ｆ ｃ ／ ｐ Ｙ Ｔ ） の 構 築 ）
　 全 長 型 マ ウ ス ク ロ ソ ｃ Ｄ Ｎ Ａ か ら 制 限 酵 素 を 用 い て Eco RI-Xba I断 片 を 切 り 出 し 、 こ れ
を Ｐ Ｓ Ｐ ７ ２ ベ ク タ ー に 挿 入 し 、 Ｐ Ｓ Ｐ ７ ２ － Ｋ Ｌ  fullを 作 製 し た 。 Ｐ Ｓ Ｐ ７ ２ － Ｋ Ｌ
－ Ｅ Ｐ （ ｍ Ｋ Ｌ － Ｓ １ 、 ｍ Ｋ Ｌ － Ａ Ｓ １ 由 来 の Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 ） よ り 制 限 酵 素 を 用 い て Eco RI
-Pst I断 片 を 切 り 出 し 、 Ｐ Ｓ Ｐ ７ ２ － Ｋ Ｌ の Eco RI-Pst Iサ イ ト 間 へ 挿 入 し 、 Ｐ Ｓ Ｐ ７ ２
－ Ｋ Ｌ  full2を 作 製 し た 。 Fsp I-Bam HI断 片 （ ｍ Ｋ Ｌ － Ｓ ２ 、 ｍ Ｋ Ｌ － Ａ Ｓ ２ 由 来 Ｐ Ｃ Ｒ
断 片 ） を Ｐ Ｓ Ｐ ７ ２ － Ｋ Ｌ  full2の 同 サ イ ト へ 挿 入 し 、 Ｐ Ｓ Ｐ ７ ２ － Ｋ Ｌ （ － Ｔ Ｍ ） を 得
た 。 Ｆ ｃ 断 片 （ Bam HI-Xba I） を Ｐ Ｓ Ｐ ７ ２ － Ｋ Ｌ （ － Ｔ Ｍ ） の 同 サ イ ト へ 挿 入 し 、 Ｐ Ｓ
Ｐ ７ ２ － Ｋ Ｌ Ｆ ｃ を 得 た 。 Ｐ Ｓ Ｐ ７ ２ － Ｋ Ｌ Ｆ ｃ を Xho Iで 消 化 し 、 T4 DNA polymerase（
TAKARA社 よ り 入 手 ） で 平 滑 化 し た 後 、 Eco RVで 消 化 し Ｋ Ｌ Ｆ ｃ 断 片 を 切 り 出 し た 。 こ れ を
、 Eco RVで 消 化 し 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (TAKARA社 よ り 入 手 ） で 脱 リ ン 酸 化 処 理 し た
部 位 へ 挿 入 し 、 順 方 向 の も の を 選 び 、 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ ／ pYTと し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 （ Ｌ Ｐ Ｈ － Ｆ ｃ ベ ク タ ー （ Ｌ Ｐ Ｈ － Ｆ ｃ ／ pcDNA3） の 構 築 ）
　 pS34Tベ ク タ ー （ Ｌ Ｐ Ｈ β 領 域 に 相 当 ； Jean-Noel Frenud氏 よ り 入 手 ） よ り 、 Kpn I-Acc
 IIIを 切 り 出 し た 。 予 め Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 （ Ｌ Ｐ Ｈ － Ｓ １ ～ Ｌ Ｐ Ｈ － Ａ Ｓ １ 由 来 ） が 挿 入 さ れ て
い る pBlueScript KS+（ stratagene社 よ り 購 入 ） の Kpn I-Acc IIIサ イ ト へ 挿 入 し 、 pBSII
／ Ｌ Ｐ Ｈ （ － Ｔ Ｍ ） を 得 た 。 Ｆ ｃ 断 片 （ Bam HI-Xba I） を pcDNA3（ Invitrogen社 よ り 入 手
） の Bam HI-Xba Iサ イ ト へ 導 入 し た 。 こ の ベ ク タ ー に 、 pBSII／ Ｌ Ｐ Ｈ （ － Ｔ Ｍ ） よ り 切
り 出 し た Kpn I-Acc III断 片 を Kpn I- Bam HIサ イ ト へ 挿 入 し 、 Ｌ Ｐ Ｈ － Ｆ ｃ ／ pcDNA3を 得
た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 （ 細 胞 へ の 遺 伝 子 導 入 ）
Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 を 次 の よ う な 条 件 で 培 養 し た 。 Ｍ Ｅ Ｍ α （ Sigma社 よ り 購 入 ） 、 １ ％ Ｆ Ｃ Ｓ （ B
ioWest社 よ り 購 入 ） 、 １ ％ 　 penicillin/streptmycin（ Sigma社 よ り 購 入 ） 、 ２ ｍ Ｍ 　 L-g
lutamine（ Sigma） 。 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に Ｋ Ｌ Ｆ ｃ ま た は Ｌ Ｐ Ｈ Ｆ ｃ を 安 定 発 現 さ せ る た め に Lip
ofectAMINE plus（ Invitrogen社 よ り 購 入 ） を 使 っ て 、 ４ ０ μ ｇ の Ｄ Ｎ Ａ を １ × １ ０ 8 個 ／
１ ０ ｃ ｍ 　 plateの 細 胞 に 、 導 入 し た 。 ２ 日 間 培 養 後 、 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ に 関 し て は ２ ５ ０ μ ｇ ／
ｍ ｌ  Hygromicin（ Sigma社 よ り 購 入 ） で 選 択 し た 後 、 １ ～ １ ０ ｍ Ｍ  mthotrexate（ Sigma
社 よ り 購 入 ） で 引 き 続 き 選 択 を 行 っ た 。 Ｌ Ｐ Ｈ Ｆ ｃ に 関 し て は 、 １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 　 Ｇ ４ １ ８
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（ Invitrogen社 よ り 購 入 ） で 選 択 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 （ 組 換 え 型 蛋 白 質 の 精 製 ）
Ｋ Ｌ Ｆ ｃ 及 び Ｌ Ｐ Ｈ Ｆ ｃ を 安 定 発 現 す る Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 を Ｍ Ｅ Ｍ α 培 地 （ ０ ． ５ ％ ultra low 
IgG fetal bovain serum、 １ ％ 　 penicillin/streptmycin、 ２ ｍ Ｍ 　 L-glutamineを 含 む
） 中 で ３ 日 間 培 養 し た 。 そ の 後 、 培 養 液 を 回 収 し 、 遠 心 （ １ ５ ， ０ ０ ０ ｇ 、 ６ ０ 分 、 ４ ℃
） 及 び ろ 過 フ ィ ル タ ー （ Sterivac-GP10， ０ ． ２ ２ μ ｍ ； Millipore社 よ り 購 入 ） に よ っ て
死 細 胞 等 の 不 要 物 を 取 り 除 い た 。 そ の 後 、 二 段 階 に わ た っ て 限 外 ろ 過 （ viva flow 50及 び
viva spin 20, poresize 100kDa； sartorius） を 行 っ た 。 得 ら れ た 濃 縮 培 養 上 清 中 の Ｋ Ｌ
Ｆ ｃ 及 び Ｌ Ｐ Ｈ Ｆ ｃ は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 検 定 し た 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ は 、 次 の よ う に 行 っ た 。 ヤ ギ
抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 （ American Qualex社 よ り 購 入 ） を 結 合 さ せ た ９ ６ well plate（ Falcon
社 よ り 購 入 ） を 作 製 し た 。 こ れ ら に 、 段 階 希 釈 し た 濃 縮 上 清 を 入 れ て 、 室 温 に て 反 応 さ せ
た 。 一 次 抗 体 と し て Ｈ Ｒ Ｐ の 結 合 し た ヤ ギ 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 （ BIOSOUCE社 よ り 購 入 ） 、 発
色 試 薬 o-phenylendoamine dihydrochloride（ Ｏ Ｐ Ｄ ； Sigma社 よ り 購 入 ） 、 発 色 反 応 停 止
試 薬 　 ４ Ｎ 　 Ｈ 2 Ｓ Ｏ 4 を 順 に 加 え 、 最 後 に microplate reader（ Bio Rad社 よ り 購 入 ） で 検
出 し た 。 標 準 物 質 に は 、 精 製 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ （ ATENS RESEARCH AND TECHNOLOGY社 よ り 購 入 し
た ） を 用 い た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 濃 縮 培 養 上 清 は 、 Sepharose beads（ Amersham Pharmacia Biotech社 よ り 購 入 ） を 用 い
て ２ 回 前 処 理 （ 非 特 異 的 な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 除 く ） を 行 っ た 。 濃 縮 培 養 上 清 を 新 チ ュ ー
ブ に 移 し た 後 、 rProteinA fast flow beads（ Amersham Pharmacia Biotech社 よ り 購 入 ）
を 加 え た 。 ４ ℃ で ２ 時 間 以 上 結 合 反 応 を 行 っ た 後 、 ビ ー ズ を ０ ． １ Ｍ 　 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ
ム バ ッ フ ァ ー 〔 ０ ． ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． ０ １ ％ Tween20及 び プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 （ compl
ete, BOERINGER MANNHEIM社 よ り 購 入 ） を 含 む 〕 で ５ 回 洗 っ た 。 そ の 後 、 ０ ． １ Ｍ 　 ク エ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー で ２ 回 洗 い 、 こ れ を 酵 素 活 性 測 定 実 験 で 使 用 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 （ ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト ）
濃 縮 培 養 上 清 は 、 Sepharose beads（ Amersham Pharmacia Biotech社 よ り 購 入 ） を 用 い て
２ 回 前 処 理 （ 非 特 異 的 な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 除 く ） を 行 っ た 。 濃 縮 培 養 上 清 を 新 チ ュ ー ブ
に 移 し た 後 、 rProteinA fast flow beads（ Amersham Pharmacia Biotech社 よ り 購 入 ） を
加 え た 。 ４ ℃ で ２ 時 間 以 上 結 合 反 応 を 行 っ た 後 、 ビ ー ズ を ０ ． １ Ｍ 　 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム
バ ッ フ ァ ー 〔 ０ ． ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． ０ １ ％ 　 Tween20及 び プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 （ compl
ete, BOERINGER MANNHEIM社 よ り 購 入 ） を 含 む 〕 で ５ 回 洗 っ た 。 そ の 後 、 ０ ． １ Ｍ 　 ク エ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー で ２ 回 洗 い 、 こ れ を 酵 素 活 性 測 定 実 験 で 使 用 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 （ ゲ ル 染 色 ）
Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ の 後 、 ０ ． ０ ５ ％  SYPRO Orange（ Bio Rad社 よ り 購 入 ） を 含 む ７ ． ５ ％
酢 酸 中 で １ ６ 時 間 染 色 し た 。 染 色 し た ゲ ル は 、 ７ ． ５ ％ 酢 酸 及 び 滅 菌 し た 脱 イ オ ン 水 で 洗
っ た 後 、 Ｓ Ｔ Ｏ Ｒ Ｍ （ blue filter使 用 ； molecular dynamics） に て 解 析 し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 （ 酵 素 ア ッ セ イ ）
基 本 条 件 を 以 下 に 示 す 。
基 質 と し て ０ ． ５ ｍ Ｍ 　 4-methylumberifel-glycosides（ グ ル ク ロ ニ ド 、 グ ル コ シ ド 、 ガ
ラ ク ト シ ド 、 Ｎ － ア セ チ ル － グ ル コ サ ミ ニ ド 、 Ｎ － ア セ チ ル － ガ ラ ク ト サ ミ ニ ド 、 Ｄ － フ
コ シ ド 、 マ ン ノ シ ド ） （ ４ Ｍ ｕ － glucuronide） を 用 い た 。 バ ッ フ ァ ー は 、 ０ ． １ Ｍ 　 ク
エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ ５ ． ５ ） 、 ０ ． ０ ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． ０ １ ％ 　 Tween20を 用 い
、 ク ロ ソ と し て １ ０ μ ｇ 　 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ を 、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 、 １ ０ μ ｇ の ヒ ト
Ｉ ｇ Ｇ １ を Ｃ Ｈ Ｏ 由 来 の 培 養 上 清 と 混 ぜ て 用 い た 。 ま た 、 コ ン ト ロ ー ル と し て ラ ッ ト Ｌ Ｐ
Ｈ Ｆ ｃ を 用 い た 。 β － グ ル コ シ ダ ー ゼ （ beta-glucosidase） は 、 ア ー モ ン ド 由 来 β － グ ル
コ シ ダ ー ゼ （ Sigma社 よ り 購 入 ） 、 及 び ウ シ 肝 臓 由 来 β － グ ル コ シ ダ ー ゼ （ Sigma社 よ り 購

10

20

30

40

50

(13) JP 2005-6647 A 2005.1.13



入 ） を 用 い た 。 反 応 温 度 は ３ ７ ℃ 、 反 応 時 間 は ０ ～ ３ 時 間 の 条 件 下 で 実 験 を 行 っ た 。 こ れ
ら の 実 験 は 、 １ ０ ０ μ ｇ の 反 応 系 で 、 ９ ６ well plateを 用 い て 酵 素 反 応 を 行 っ た 。 反 応 の
モ ニ タ ー は 、 Multilabel counter（ ARVO sx； PerkinElmer社 よ り 購 入 ） を 用 い 、 蛍 光 強 度
（ emission； ４ ７ ０ ｎ ｍ 、 excitation ３ ６ ０ ｎ ｍ ） を 測 定 す る こ と で 行 っ た 。 酵 素 活 性
は 、 得 ら れ た 蛍 光 強 度 を 反 応 生 成 物 濃 度 に 換 算 し て 表 し た 。 こ れ は 、 既 知 濃 度 の 4-Methyl
umbelliferoneか ら 検 量 線 を 作 成 し 換 算 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 （ 速 度 定 数 の 計 算 ）
基 質 は 、 ０ ． ０ １ ２ ５ ｍ Ｍ か ら ３ ． ２ ｍ Ｍ の 範 囲 で 系 列 希 釈 を 行 っ た 。 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ は 、 ２ ０
μ ｇ 用 い た 。 ３ ０ 分 ご と に 、 一 部 サ ン プ リ ン グ を 行 い 、 ０ ． ２ ５ Ｍ 　 Ｎ ａ 2 Ｃ Ｏ 3 を 加 え る
こ と で 反 応 を 停 止 し た 。 こ れ ら の サ ン プ ル を 、 Multilabel counterを 用 い て 、 蛍 光 強 度 （
emission： ４ ７ ０ ｎ ｍ 、 excitation： ３ ６ ０ ｎ ｍ ） を 測 定 し た 。 酵 素 活 性 は 、 既 知 濃 度 の
4-Methylumbelliferoneを 基 に し て 、 得 ら れ た 蛍 光 強 度 を 反 応 生 成 物 に 換 算 し て 表 示 し た
。 得 ら れ た 結 果 を Lineweaver-Burkプ ロ ッ ト に 従 い 、 Ｋ ｍ 値 及 び Ｖ ｍ ａ ｘ 値 を 計 算 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 （ ｐ Ｈ の 影 響 ）
　 基 本 条 件 に 基 づ き 、 ｐ Ｈ ４ ． ５ ～ ６ ． ０ ま で は 、 ０ ． １ Ｍ 　 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ
ァ ー を 、 ｐ Ｈ ６ ． ０ ～ ８ ． ０ ま で は 、 ０ ． １ Ｍ 　 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー を 用 い て 、
ク ロ ソ 蛋 白 質 の ｐ Ｈ に よ る 影 響 を 調 べ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 （ 阻 害 剤 の 影 響 ）
市 販 さ れ て い る β － グ ル コ シ ダ ー ゼ 及 び β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ （ beta-glucuronidase） の
阻 害 剤 の 影 響 を 調 べ た 。 β － グ ル コ シ ダ ー ゼ に 対 す る 阻 害 剤 と し て 、 Conduritol B epoxi
de, 1-deoxynojirimycinを 、 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ に 対 す る 阻 害 剤 と し て 、 D-Saccharic 
acid 1,4-lactone and Taurocholic acidを 用 い た 。 基 本 条 件 に こ れ ら の 阻 害 剤 を ０ ． １
μ Ｍ ～ １ ｍ Ｍ の 範 囲 で 添 加 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 （ 金 属 イ オ ン の 影 響 ）
基 本 条 件 下 で 、 二 価 の 金 属 イ オ ン （ Ｃ ａ 2 + 、 Ｍ ｇ 2 + 、 Ｍ ｎ 2 + 、 Ｃ ｏ 2 + 、 Ｚ ｎ 2 + ） を ０ ． １
ｍ Ｍ ～ １ ｍ Ｍ の 範 囲 で 添 加 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 （ 反 応 温 度 の 影 響 ）
３ ０ ℃ ～ ８ ０ ℃ の 範 囲 で 、 基 本 条 件 に 基 づ い て 反 応 さ せ た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ［ 試 験 の 結 果 ］
（ 組 換 え 型 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 作 製 及 び 精 製 ）
組 換 え 型 ク ロ ソ 蛋 白 質 を 作 製 す る た め に 、 マ ウ ス ク ロ ソ 蛋 白 質 の 膜 貫 通 領 域 、 細 胞 内 領 域
を 削 除 し 、 そ こ に ヒ ト イ ム ノ グ ロ ブ リ ン （ Ｉ ｇ Ｇ ） Ｆ ｃ 領 域 を 結 合 さ せ た 組 換 え 型 プ ラ ス
ミ ド を 作 製 し た 。 ま た 、 コ ン ト ロ ー ル 用 酵 素 と し て ク ロ ソ 同 様 に １ 型 膜 蛋 白 質 で 、 ２ 回 繰
り 返 し 構 造 を 持 つ グ ル コ シ ダ ー ゼ で あ る Ｌ Ｐ Ｈ を 、 ク ロ ソ と 同 様 に 加 工 し た 。 こ れ ら の プ
ラ ス ミ ド を Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に 導 入 し 、 安 定 発 現 株 を 得 た 。 図 １ に こ れ ら の 細 胞 か ら 回 収 し た 培
養 上 清 を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト で 解 析 し た 結 果 を 示 し た 。
図 １ に お い て 、 培 養 後 の Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 か ら 培 養 上 清 を 回 収 後 、 レ ー ン １ に 非 ベ ク タ ー 、 レ ー
ン ２ に Ｋ Ｌ Ｆ ｃ 、 レ ー ン ３ に Ｌ Ｐ Ｈ Ｆ ｃ を そ れ ぞ れ 泳 動 し 、 実 施 例 に 基 づ い て イ ム ノ ブ ロ
ッ ッ ト に よ り 解 析 し た 。 な お 、 図 中 の Ａ は 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 に 対 す る イ ム ノ ブ ロ ッ ッ ト 解 析
を 、 Ｂ は 、 Ｆ ｃ タ グ に 対 す る イ ム ノ ブ ロ ッ ッ ト 解 析 を そ れ ぞ れ 示 し た 。 分 子 量 マ ー カ ー を
左 側 に 表 示 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 約 １ ５ ０ ｋ Ｄ ａ （ Ｋ Ｌ Ｆ ｃ ） 及 び １ ６ ０ ｋ Ｄ ａ （ Ｌ Ｐ Ｈ Ｆ ｃ ） に そ れ ぞ れ バ ン ド が 認 め
ら れ た こ と か ら 、 目 的 の 蛋 白 質 が 作 ら れ て い る こ と が 確 認 さ れ た 。 そ こ で 、 こ の 蛋 白 質 を
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用 い て 、 取 扱 説 明 書 に 従 い 、 組 換 え 型 蛋 白 質 を 回 収 し た 。 こ れ ら 濃 縮 培 養 上 清 中 の 組 換 え
蛋 白 質 の 濃 度 は 、 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ 抗 体 に よ る サ ン ド イ ッ チ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ っ て 求 め た 。 精
製 し た Ｋ Ｌ Ｆ ｃ 、 Ｌ Ｐ Ｈ  Ｆ ｃ 又 は ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ を 含 む Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 培 養 上 清 を 実 施 例 に 基 づ
い て 還 元 条 件 下 で 変 性 さ せ た の ち Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ を 行 っ た 。 ゲ ル は SYPRO Orangeで 染 色
し た 。 な お 、 レ ー ン ２ に Ｋ Ｌ Ｆ ｃ 　 ０ ． ２ μ ｇ 、 レ ー ン ３ に Ｌ Ｐ Ｆ ｃ 　 ０ ． ２ μ ｇ 、 レ ー
ン ４ に コ ン ト ロ ー ル と し て ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ １ 　 ０ ． ２ μ ｇ を 含 む Ｃ Ｈ Ｏ 上 清 培 地 、 レ ー ン ５ ～
８ に は 、 段 階 的 に Ｂ Ｓ Ａ （ ０ ． ０ ６ ２ ５ ～ ０ ． ５ μ ｇ ） を 除 い た 条 件 下 で 培 養 し た レ ー ン
１ ～ ４ と 同 様 の 蛋 白 質 を 表 示 し た 。 図 ２ に 、 回 収 し た Ｋ Ｌ Ｆ ｃ 、 Ｌ Ｐ Ｈ Ｆ ｃ を 約 ２ ０ ０ μ
ｇ ず つ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 展 開 し 、 そ の 後 SYPRO Orangeに よ り ゲ ル の 染 色 を し た 結 果
を 示 す 。 図 １ と 同 様 な 位 置 に バ ン ド が 確 認 さ れ た 。 レ ー ン ４ ～ ７ は 系 列 希 釈 し た Ｂ Ｓ Ａ で
あ る 。 こ れ ら を も と に ア プ ラ イ さ れ て い る 組 換 え 型 蛋 白 質 の 量 を 計 算 す る と 、 １ レ ー ン あ
た り 約 ２ ０ ０ ｎ ｇ と な る 。 こ れ は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ っ て 求 め た 濃 度 を 支 持 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 （ ク ロ ソ 蛋 白 質 の 酵 素 活 性 の 有 無 ）
ク ロ ソ 蛋 白 質 が 酵 素 活 性 を も つ 可 能 性 を 検 討 す る た め に 、 作 製 し た Ｋ Ｌ Ｆ ｃ と 様 々 な 蛍 光
性 人 工 基 質 ４ Ｍ ｕ － glycosidesと 反 応 さ せ た 。 す な わ ち 、 実 施 例 に 記 載 の と お り 、 組 換 え
蛋 白 質 を ３ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 な お 、 パ ネ ル Ａ は Ｋ Ｌ Ｆ ｃ 、 Ｂ は Ｌ Ｐ Ｆ ｃ 、 Ｃ は β
－ グ ル コ シ ダ ー ゼ 、 Ｄ は β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ を 示 し た （ 図 ３ ） 。 白 四 角 は 、 Ｇ ｌ ｃ 、 白
ひ し 形 は Ｇ ａ ｌ 、 白 丸 は Ｇ ｌ ｃ Ｎ Ａ ｃ 、 白 三 角 は Ｇ ａ ｌ Ａ ｃ 、 黒 四 角 は Ｇ ｌ ｃ Ａ 、 黒 ひ し
形 は Ｄ － Ｆ ｌ ｃ 、 黒 丸 は Ｍ ａ ｎ 、 黒 三 角 は Ｘ ｌ ｙ を そ れ ぞ れ 示 す 。 標 準 誤 差 を エ ラ ー バ ー
で 表 示 し 、 実 験 は ｎ ＝ ３ で 行 っ た 。 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ は ４ － Ｍ ｕ － ｇ ｌ ｃ Ａ と 反 応 し 、 他 の 基 質 に
関 し て は 、 ほ と ん ど 活 性 を 示 さ な い こ と が 明 ら か に な っ た （ 図 ３ Ａ 、 表 ２ ） 。 別 個 に 作 製
し た Ｋ Ｌ Ｆ ｃ 安 定 発 現 細 胞 株 か ら 回 収 し た 様 々 な 濃 度 の Ｋ Ｌ Ｆ ｃ を 用 い て 、 同 様 の 結 果 が
得 ら れ る か 調 べ た 。 そ の 結 果 、 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ 量 依 存 的 に ４ － Ｍ ｕ － ｇ ｌ ｃ Ａ と 反 応 し た こ と か
ら 、 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ 依 存 的 に 酵 素 活 性 を 示 す こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 （ 酵 素 パ ラ メ ー タ ー の 計 算 ）
図 ４ に 示 す よ う に 、 反 応 生 成 物 濃 度 ［ Ｐ ］ と 時 間 を プ ロ ッ ト し た 。 な お 、 こ の 実 施 例 に お
い て は 、 組 換 え 蛋 白 質 を 、 ０ ． ０ １ ２ ５ ～ ３ ． ２ ｍ Ｍ の 一 連 の 濃 度 勾 配 の ４ － Ｍ ｕ － Ｇ ｌ
ｃ Ａ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 パ ネ ル Ａ は Ｋ Ｌ Ｆ ｃ 、 Ｂ は Ｌ Ｐ Ｆ ｃ 、 Ｃ は β － グ ル コ シ ダ ー
ゼ 、 Ｄ は β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ を 示 し た 。 白 四 角 は 、 ３ ． ２ ｍ Ｍ 、 白 ひ し 形 は １ ． ６ ｍ Ｍ
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、 白 丸 は ０ ． ８ ｍ Ｍ 、 白 三 角 は ０ ． ４ ｍ Ｍ 、 黒 四 角 は ０ ． ２ ｍ Ｍ 、 黒 ひ し 形 は ０ ． １ ｍ Ｍ
、 黒 丸 は ０ ． ０ ５ ｍ Ｍ 、 黒 三 角 は ０ ． ０ ２ ５ ｍ Ｍ を そ れ ぞ れ 示 す 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 そ れ ぞ れ の 基 質 濃 度 に お け る 反 応 初 速 度 Ｖ 0 を 傾 き よ り 求 め た 。 初 期 基 質 濃 度 ［ Ｓ ］ 0 、
反 応 初 速 度 Ｖ 0 を 図 ６ に 示 す よ う に Lineweaver-Burkプ ロ ッ ト に よ り プ ロ ッ ト し 、 得 ら れ た
直 線 か ら Ｋ ｍ 、 Ｖ ｍ ａ ｘ を 求 め た （ こ の 図 で は 、 ｐ Ｈ ５ ． ５ 下 で ２ ０ ０ 倍 超 の 濃 度 の ４ －
Ｍ ｕ － Ｇ ｌ ｃ Ａ を 用 い て Ｋ Ｌ Ｆ ｃ の 酵 素 活 性 を 測 定 し 、 Ｘ 軸 に 基 質 の 初 期 濃 度 の 逆 数 （ １
／ ［ Ｓ ］ 0 ； μ Ｍ - 1 ） を 、 Ｙ 軸 に 初 速 度 の 逆 数 （ １ ／ Ｖ 0 ； ｈ × μ Ｍ - 1 ） を 表 示 し た 。 標 準
誤 差 を エ ラ ー バ ー で 表 示 し 、 実 験 は ｎ ＝ ３ で 行 っ た ） 。 こ の 結 果 を 表 ３ に 示 し た 。 一 般 に
Ｋ ｍ は 基 質 濃 度 と 反 応 初 速 度 に 相 当 す る の で 、 こ こ で 得 ら れ た 値 は 、 Michaelis-Mentenの
式 に 一 致 し た （ 図 ５ ） 。 図 ５ に お い て 、 基 質 の 初 速 度 及 び 初 期 濃 度 を グ ラ フ 化 し 、 Ｘ 軸 に
基 質 の 初 期 濃 度 （ ［ Ｓ ］ 0 ； μ Ｍ ） を 、 Ｙ 軸 に 初 速 度 （ Ｖ 0 ； μ Ｍ ／ ｈ ） を 表 示 し た 。 標 準
誤 差 を エ ラ ー バ ー で 表 示 し 、 実 験 は ｎ ＝ ３ で 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　 （ ｐ Ｈ の 影 響 ）
ク ロ ソ 蛋 白 質 の 最 適 ｐ Ｈ を 求 め る た め に 、 ｐ Ｈ ４ ． ５ ～ ６ ． ０ ま で の 低 ｐ Ｈ 域 で は 、 ク エ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー を 、 ｐ Ｈ ６ ． ０ ～ ８ ． ０ で は 、 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー を
用 い て 、 実 験 を 行 っ た 。 ｐ Ｈ ５ ． ５ 下 で ４ － Ｍ ｕ － Ｇ ｌ ｃ Ａ を 用 い て Ｋ Ｌ Ｆ ｃ の 酵 素 活 性
を 測 定 し た 。 ｐ Ｈ ４ ． ５ ～ ６ ． ０ ま で は 、 ０ ． １ Ｍ 　 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー を 、
ｐ Ｈ ６ ． ０ ～ ８ ． ０ ま で は 、 ０ ． １ Ｍ 　 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー を 用 い た 。 標 準 誤 差
を エ ラ ー バ ー で 表 示 し 、 実 験 は ｎ ＝ ３ で 行 っ た 。 そ の 結 果 、 ク ロ ソ は ｐ Ｈ ５ ． ５ 付 近 で 最
も 高 い 酵 素 活 性 を 示 す こ と が 明 ら か に な っ た （ 図 ７ ） 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 （ 金 属 イ オ ン の 影 響 ）
β － グ ル コ シ ダ ー ゼ の 中 に は 、 二 価 の 金 属 イ オ ン に よ り 活 性 が 増 強 す る 酵 素 が 知 ら れ て い
る 。 数 種 類 の 金 属 イ オ ン を 用 い る こ と に よ り 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 、 二 価 の 金 属 イ オ ン に 対 す
る 反 応 性 を 検 討 し た 。 Ｃ ａ 2 + 、 Ｍ ｇ 2 + 、 Ｍ ｎ 2 + 、 Ｚ ｎ 2 + を ０ か ら １ ｍ Ｍ の 範 囲 で 用 い た と
こ ろ 、 酵 素 活 性 は 金 属 イ オ ン に よ る 影 響 を 受 け な い こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 （ 温 度 の 影 響 ）
実 施 例 に 基 づ い て 、 種 々 の 温 度 条 件 下 で Ｋ Ｌ Ｆ ｃ の 酵 素 活 性 を 解 析 し た 。 定 常 状 態 の 間 、
０ ． １ Ｍ 　 ク エ ン 酸 バ ッ フ ァ ー （ ｐ Ｈ ５ ． ５ ） 中 の Ｋ Ｌ Ｆ ｃ を 種 々 の 温 度 条 件 下 で ３ ０ 分
間 培 養 し 、 酵 素 活 性 を 解 析 し た 。 白 四 角 は 、 ３ ０ ℃ 、 白 ひ し 形 は ４ ０ ℃ 、 白 丸 は ５ ０ ℃ 、
白 三 角 は ６ ０ ℃ 、 黒 四 角 は ７ ０ ℃ 、 黒 ひ し 形 は ８ ０ ℃ を そ れ ぞ れ 示 す 。 標 準 誤 差 を エ ラ ー
バ ー で 表 示 し 、 実 験 は ｎ ＝ ３ で 行 っ た 。 酵 素 反 応 の 最 適 温 度 を 調 べ た と こ ろ 、 ６ ０ ℃ ま で
は 温 度 依 存 的 に 反 応 が 起 こ る （ 図 ８ ） 。 ７ ０ ℃ 以 上 に な る と 最 初 の ３ ０ 分 は 反 応 が 見 ら れ
る が 、 ３ ０ 分 を 越 え る と 急 激 に 反 応 が 遅 く な る こ と か ら 、 最 適 温 度 が 、 ６ ０ ℃ 前 後 に あ る
こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 （ 阻 害 剤 の 影 響 ）
人 工 的 に 合 成 さ れ た 阻 害 剤 の 影 響 を 調 べ た 。 実 施 例 に 基 づ い て Ｋ Ｌ Ｆ ｃ の 酵 素 活 性 を β －
グ ル コ シ ダ ー ゼ 及 び β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ に 対 す る 阻 害 剤 の 種 々 の 濃 度 下 で 解 析 し た 。 パ
ネ ル Ａ は D-saccharic acid、 Ｂ は Taurocholic acid、 Ｃ は 1-deoxynojirimycin、 Ｄ は Cond
uritol B epoxideを 示 し た 。 四 角 は 、 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ 、 ひ し 形 は β － グ ル コ シ ダ ー ゼ 、 丸 は β －
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グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ を そ れ ぞ れ 示 し 、 阻 害 剤 を 含 ま な い も の を コ ン ト ロ ー ル と し た 。 こ の 結
果 を 図 ９ に 示 す 。 ま ず 、 ウ シ 肝 臓 由 来 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ に 対 し て 競 合 的 阻 害 を 示 す D-
Saccharic acid 1,4-lactoneや Taurocholic acidを 用 い た 。 ウ シ 肝 臓 由 来 β － グ ル ク ロ ニ
ダ ー ゼ と 同 様 に 酵 素 活 性 が 阻 害 さ れ た 。 ま た 、 ア ー モ ン ド 由 来 β － グ ル コ シ ダ ー ゼ に 対 し
て 阻 害 活 性 を 示 す 競 合 的 阻 害 剤 1-deoxynojirimycinや catalytic site-directed covalent
 type阻 害 剤 Conduritol B epoxideを 用 い て 、 同 様 の 実 験 を 行 っ た 。 1-deoxynojirimycin
は 最 大 １ ０ ｍ Ｍ ま で 用 い た が 、 ほ と ん ど 阻 害 さ れ な か っ た 。 Conduritol B epoxideは 、 弱
い な が ら も 、 阻 害 を 受 け た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ［ 試 験 結 果 の 解 析 ］
（ 酵 素 活 性 に つ い て ）
　 本 実 施 例 に よ り 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 は 酵 素 活 性 を 持 つ こ と が 示 さ れ た 。 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 基 質
特 異 性 は 非 常 に 高 く 、 ４ － Ｍ ｕ － グ ル ク ロ ニ ド の み と 反 応 し た 。 従 っ て 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 は
、 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ で あ る と 推 定 さ れ た 。 ク ロ ソ 蛋 白 質 は B. Henrissaら の 一 次 構 造
に 基 づ く 分 類 で は 、 フ ァ ミ リ ー １ － グ リ コ シ ダ ー ゼ に 分 類 さ れ る 。 こ の フ ァ ミ リ ー の 中 に
は 、 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 活 性 を 示 す も の は 今 ま で 知 ら れ て お ら ず 、 こ の 結 果 は 、 １ － グ
リ コ シ ダ ー ゼ の 分 類 法 の 概 念 を 見 直 す 必 要 が あ る こ と を 示 唆 し て い る 。 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 酵
素 活 性 は 、 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ に 対 す る 阻 害 剤 で 抑 制 さ れ る 。 こ の こ と か ら も 、 ク ロ ソ
蛋 白 質 の 酵 素 活 性 が 、 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ で あ る こ と が 支 持 さ れ る 。 古 典 的 に は β － グ
ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 活 性 を 持 つ β － グ ル コ シ ダ ー ゼ と し て 、 フ ァ ミ リ ー ２ － グ リ コ シ ダ ー ゼ に
分 類 さ れ る β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ク ロ ソ 蛋 白 質 は 、 こ の 酵 素 と 全 く 一 次 構 造 上 は 相 同 性 が な い に も か か わ ら ず 、 こ の よ う
な 活 性 を も つ の は ク ロ ソ 蛋 白 質 の 立 体 構 造 が β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ と し て の 活 性 を 持 ち う
る 構 造 を と っ て い る 可 能 性 が あ る 。 ま た 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 は 酵 素 で は な く 、 何 ら か の タ ー ゲ
ッ ト 分 子 と 結 合 す る こ と に よ っ て 機 能 し て い る 可 能 性 が あ っ た 。 そ こ で 、 ３ Ｈ － グ ル ク ロ
ニ ド を 用 い て 、 結 合 が 見 ら れ る か ど う か を 検 討 し た が 、 全 く 結 合 が 見 ら れ な か っ た 。 こ の
こ と か ら も 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 は 酵 素 活 性 に 基 づ い て 機 能 を 発 揮 す る 分 子 で あ る こ と が 確 認 さ
れ た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 （ ク ロ ソ 蛋 白 質 の 生 化 学 的 所 見 ）
４ － Ｍ ｕ － Ｇ ｌ ｃ Ａ を 用 い て ク ロ ソ 蛋 白 質 の 酵 素 パ ラ メ ー タ ー を 求 め た 。 先 行 研 究 で 知 ら
れ て い る ヒ ト 胎 盤 由 来 、 血 清 由 来 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ の Ｋ ｍ 値 は 、 そ れ ぞ れ ０ ． ０ ４ ５
ｍ Ｍ 、 ０ ． ０ ６ ｍ Ｍ で あ り 、 こ れ ら と 比 べ る と ク ロ ソ 蛋 白 質 の Ｋ ｍ 値 は 大 き い 。 よ っ て 、
既 知 の β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ に 比 べ 、 基 質 に 対 す る 親 和 性 は 低 い 。 ま た 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の
比 活 性 は 、 ウ シ 肝 臓 由 来 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ の 約 １ ／ ３ ０ 、 Ｌ Ｐ Ｈ の １ ／ ３ で あ る （ Ｌ
Ｐ Ｈ に つ い て は 本 実 験 の 結 果 よ り β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 活 性 を 持 つ こ と を 初 め て 確 認 し た
） 。 ク ロ ソ 蛋 白 質 は 、 活 性 の 弱 い 酵 素 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 更 に 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 酵 素 活 性 は 、 ｐ Ｈ ５ ． ５ で 活 性 が 最 大 に な る 。 β － グ ル ク ロ ニ ダ
ー ゼ の 酵 素 活 性 は ク エ ン 酸 バ ッ フ ァ ー に よ り 抑 制 的 に 影 響 を 受 け る が 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 活
性 は ク エ ン 酸 バ ッ フ ァ ー に よ り 影 響 を 受 け な い 。 調 べ た 限 り に お い て 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 酵
素 活 性 は 金 属 イ オ ン の 影 響 を 全 く 受 け な い 。 ク ロ ソ 蛋 白 質 は 、 胆 汁 酸 β － グ ル コ シ ダ ー ゼ
や α － マ ン ノ シ ダ ー ゼ と は 異 な り 、 金 属 イ オ ン 非 要 求 性 の グ リ コ シ ダ ー ゼ で あ る と 考 え ら
れ る 。 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 酵 素 活 性 は 、 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ の 阻 害 剤 だ け で は な く 、 一 部 で
は あ る が β － グ ル コ シ ダ ー ゼ の 阻 害 剤 の 影 響 を 受 け る 。 こ れ は 、 従 来 知 ら れ て い る β － グ
ル ク ロ ニ ダ ー ゼ と は 異 な る 点 で あ り 、 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 生 化 学 的 性 質 の 特 徴 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 （ ク ロ ソ 蛋 白 質 の 生 理 活 性 に つ い て ）
ク ロ ソ 蛋 白 質 は 、 酵 素 領 域 を 細 胞 外 に 持 つ た め 、 細 胞 自 律 或 い は 細 胞 非 自 律 的 に 標 的 前 駆
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体 分 子 を 活 性 化 し て い る と 推 定 さ れ 、 活 性 化 さ れ た 分 子 が ク ロ ソ マ ウ ス の 変 異 表 現 型 を 抑
え る こ と に 作 用 し て い る と 推 定 さ れ る 。 該 ク ロ ソ 蛋 白 質 の 標 的 分 子 と し て は 、 β － グ ル ク
ロ ニ ド を 持 つ 分 子 が 想 定 さ れ る 。 生 体 内 で β － グ ル ク ロ ニ ド を 持 つ も の と し て は 、 プ ロ テ
オ グ リ カ ン が 考 え ら れ る 。 プ ロ テ オ グ リ カ ン は 、 ア ミ ノ 糖 と ウ ロ ン 酸 と の 二 糖 の 繰 り 返 し
構 造 を 持 つ 。 こ の ウ ロ ン 酸 と し て β － グ ル ク ロ ニ ド が 使 わ れ て い る 。 ま た 、 解 毒 作 用 の 一
種 で あ る グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 に よ り 修 飾 を 受 け た グ ル ク ロ ン 酸 抱 合 体 が あ る 。 こ れ は 脂 溶 性
の 高 い 物 質 を 水 溶 性 に 変 え 排 出 し や す く す る も の で あ る 。 他 に 、 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン や 糖
脂 質 な ど に も 、 β － グ ル ク ロ ニ ド が 結 合 し た も の が 見 ら れ る 。 植 物 性 の フ ラ ボ ノ イ ド や ア
ル カ ノ イ ド に も β － グ ル ク ロ ニ ド が 結 合 し て い る 。 幾 つ か の 既 知 の 分 子 に つ い て 例 を 挙 げ
た 。 今 回 得 ら れ た 知 見 か ら 、 β － グ ル ク ロ ニ ド を 持 つ 生 体 活 性 因 子 を 探 す こ と で ク ロ ソ タ
ン パ ク 質 の 直 接 の 作 用 点 を 、 明 ら か に す る こ と が で き る 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ６ ４ 】
＜ ク ロ ソ タ ン パ ク 質 の 天 然 基 質 の ス ク リ ー ニ ン グ ＞
ク ロ ソ タ ン パ ク 質 の 天 然 基 質 の ス ク リ ー ニ ン グ の た め に 、 以 下 の グ ル ク ロ ニ ド に つ い て 試
験 を 行 っ た ： す な わ ち 、 天 然 基 質 の ス ク リ ー ニ ン グ に 、 ス テ ロ イ ド グ ル ク ロ ニ ド （ β － エ
ス ト ラ ジ オ ー ル ３ － β ― グ ル ク ロ ニ ド （ estradiol-3GlcU） 、 β － エ ス ト ラ ジ オ ー ル １ ７
－ β グ ル ク ロ ニ ド （ estradiol-17GlcU） 、 ア ン ド ロ ス テ ロ ン グ ル ク ロ ニ ド （ androsterone
-GlcU） 、 エ チ オ コ ラ ン － ３ α -ol-１ ７ － oneグ ル ク ロ ニ ド （ etiocholan-3a-ol-17-one-Gl
cU） 、 テ ス ト ス テ ロ ン β － グ ル ク ロ ニ ド （ testosterone-GlcU） 、 エ ス テ ロ ン ３ － β － グ
ル ク ロ ニ ド （ estrone-3GlcU） 、 ５ β -プ レ グ ナ ン ３ α ， ２ ０ α － デ ィ オ ー ル グ ル ク ロ ニ ド
(5b-pregnane-3a, 20a-diol-GlcU)、 デ ヒ ド ロ イ ソ ア ン ド ロ ス テ ロ ン ３ － グ ル ク ロ ニ ド （ d
ehyddroisoandrosterone-3GlcU） 、 ５ α ア ン ド ロ ス タ ン － ３ α ， １ ７ β － デ ィ オ ー ル 　 １
７ β ― Ｄ － グ ル ク ロ ニ ド （ 5a-androstane-3a,17b-diol 17GlucU） 、 エ ス ト リ オ ー ル １ ７
β － β － Ｄ － グ ル ク ロ ニ ド （ estriol-17GlucU） 、 エ ス ト リ オ ー ル １ ６ α － β － Ｄ － グ ル
ク ロ ニ ド （ estriol-16GlucU） 、 エ ス ト リ オ ー ル ３ β － Ｄ － グ ル ク ロ ニ ド （ estriol-3Gluc
U） （ シ グ マ 社 製 ） 、 プ ロ テ オ グ リ カ ン の 二 糖 （ コ ン ド ロ イ シ ン （ Chondorosine） 、 IdoUA
-2S-GlcNS-6S, IdoUA-GlcNS-6S, IdoUA-GlcNS, IdoUA-GlcNac-6S, IdoUA-GalNAc, IdoUA-
GalNAc-4S, IdoUA-GalNAc-6S, IdoUA-GalNAc-4S, 6S, IdoUA-GlcNAc, GlcA-GalNAc-4S, G
lcA-GalNAc-6S） （ 生 化 学 工 業 、 Dextra Laboratories社 製 ） 及 び イ ン タ ク ト な プ ロ テ オ グ
リ カ ン （ コ ン ド ロ イ オ チ ン 、 コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 、 ケ ラ タ ン 硫 酸 及 び ヘ パ ラ ン 硫 酸 ） （ 生
化 学 工 業 社 製 ） を 、 競 合 阻 害 ア ッ セ イ （ Inhibition assay） に よ り 試 験 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 阻 害 ア ッ セ イ 用 に 、 各 試 薬 （ ５ ｍ Ｍ ） を Ｋ Ｌ Ｆ ｃ 、 ０ ． １ ｍ Ｍ の ４ Ｍ ｕ － Ｇ ｌ ｃ Ｕ を 含
む 標 準 反 応 液 に 添 加 し た 。 試 薬 の 加 水 分 解 を 調 べ る た め に 、 各 基 質 （ １ ｍ Ｍ ） を 、 Ｋ Ｌ Ｆ
ｃ 融 合 タ ン パ ク 質 と 、 標 準 的 な 条 件 下 で 、 ３ ０ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 Estradiol-
3GlcU 及 び estrone-3GlcUを 水 に 溶 解 し 、 etiocholan-3a-ol-17-one-GlucU、 testosterone
-b-D-GlucU、 5b-pregnane-3a、 20-a-diol-GlcU を エ タ ノ ー ル に 溶 解 し 、 5a-androstane-3
a、 17 b-diol-17-GlucU及 び estriol-3-GlucUを ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド に 溶 解 し 、 estradio
l-17GlcU、 dehydroisoandrostenone-3GlucU、 estriol-17GlucU、 estriol-16GlucUを 、 N,N
-dimethylformamideに 溶 解 し た 。 ス テ ロ イ ド GlcUsの 加 水 分 解 を 分 析 す る た め に 、 サ ン プ
ル を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ （ Waters Alliance HPLC system 2695 EX separation module） シ ス テ ム に
か け 、 Waters二 重 λ 紫 外 可 視 検 知 機 （ Waters dualλ UV-visible detector） に か け た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 シ メ ト リ － Ｃ １ ８ カ ラ ム （ ４ ． ６ × １ ５ ０ ｍ ｍ ； Waters 社 製 ） を 逆 の 局 面 で 、 フ ロ ー
レ ー ト １ ． ０ ｍ ｌ ／ 分 で 、 ４ ０ ℃ で 使 用 し た 。 サ ン プ ル １ ０ μ ｌ を 、 分 析 用 の カ ラ ム に 注
入 し た 。 移 動 相 １ の 勾 配 プ ロ グ ラ ム は 以 下 の 通 り で あ っ た ： 水 中 の ０ ． ０ ２ ％ ト リ フ ル オ
ロ 酢 酸 及 び １ ０ ％ ア セ ト ニ ト リ ル を ０ 分 間 、 そ の 後 ０ ． ０ ２ ％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 及 び ８ ０
％ ア セ ト ニ ト リ ル で １ ０ 分 間 、 さ ら に そ の 後 ０ ． ０ ２ ％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 及 び １ ０ ％ ア セ
ト ニ ト リ ル で １ ０ ． １ 分 間 、 定 組 成 的 に 溶 離 し た 。 ２ １ ０ 又 は ２ ６ ０ ｎ ｍ の 吸 光 度 を 監 視
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し た 。 最 後 に 、 エ ス ト ラ ン Ｇ ｌ ｕ Ｃ の 触 媒 パ ラ メ ー タ ー を 算 出 し た 。 エ ス ト ラ ン Ｇ ｌ ｕ Ｃ
を Ｋ Ｌ Ｆ ｃ で 触 媒 し た 加 水 分 解 反 応 を 、 さ ま ざ ま な 基 質 濃 度 で 行 っ た 。 触 媒 定 数 は 、 エ ス
ト ラ ン Ｇ ｌ ｕ Ｃ ｓ を 用 い た 、 Lineweaver-Burk plotに よ る ３ 度 の 実 験 で 決 定 し た 。 コ ン ド
ロ イ シ ン （ chondrosine） の 加 水 分 解 を 分 析 す る た め に 、 ア ミ ノ 酸 分 析 を 、 ニ ン ヒ ド リ ン
試 薬 の 自 動 オ ン ラ イ ン 混 合 が 可 能 な 、 Hitachi L-8500を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 ［ 実 験 方 法 及 び 結 果 ］
実 施 例 １ の 実 験 方 法 を 用 い て 、 ク ロ ソ タ ン パ ク 質 の 天 然 基 質 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ を
行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 （ 組 換 え 型 ク ロ ソ の 発 現 及 び 精 製 ）
組 換 え 型 ク ロ ソ を 発 現 す る た め に 、 マ ウ ス ク ロ ソ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子
を 用 い て 、 発 現 ベ ク タ ー を 作 製 し た 。 ク ロ ソ の 細 胞 外 領 域 を コ ー ド す る 領 域 は 、 ヒ ト 免 疫
グ ロ ブ リ ン Ｆ ｃ 領 域 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ に 融 合 し て い た 。 コ ン ト ロ ー ル 実 験 に 、 フ ァ ミ リ
ー １ β － グ ル コ シ ダ ー ゼ に 相 同 な ２ 個 の 内 部 リ ピ ー ト を 有 す る １ 型 膜 タ ン パ ク 質 で あ る 、
マ ウ ス Ｌ Ｐ Ｈ を 用 い た 。 Ｌ Ｐ Ｈ Ｆ ｃ の 発 現 ベ ク タ ー を 、 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ と 同 様 に 作 製 し た 。 こ れ
ら の 発 現 構 築 物 を Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に 導 入 し 、 ス テ ー ブ ル な ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト を 得 た 。 こ れ
ら の ク ロ ー ン か ら の 培 養 上 澄 を 濃 縮 し 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 っ た 。 融 合 タ ン パ ク
質 が 、 １ ５ ０ ｋ Ｄ ａ （ Ｋ Ｌ Ｆ ｃ ） 及 び １ ６ ０ ｋ Ｄ ａ （ Ｌ Ｐ Ｈ Ｆ ｃ ） の 相 対 分 子 量 で そ れ ぞ
れ 検 出 し た （ 図 １ ） 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 組 換 え 型 タ ン パ ク 質 の 濃 度 は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 、 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 と で 推 定 し た 。 推 定 の
信 頼 性 を 確 認 し 、 精 製 し た 融 合 タ ン パ ク 質 の 質 を 調 べ る た め に 、 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ 及 び Ｌ Ｐ Ｈ Ｆ ｃ
（ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ る 推 定 に よ る 各 ２ ０ ０ ｎ ｇ ） を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 単 離 し 、 ゲ ル を
SYPRO  Orangeで 染 色 し 、 タ ン パ ク 質 を 視 覚 化 し た （ 図 ２ ） 。 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ タ ン パ ク 質 は 、 単
一 バ ン ド と し て 検 出 し 、 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 が タ ン パ ク 質 分 解 な し で 精 製 で き る こ と を 示
唆 し た （ 図 ２ 、 レ ー ン １ ） 。 Ｌ Ｐ Ｈ Ｆ ｃ タ ン パ ク 質 も 精 製 す る こ と を 可 能 で あ る （ レ ー ン
２ ） 。 ７ ０ ｋ Ｄ ａ で 検 出 し た 弱 い バ ン ド は 、 ウ シ 胎 児 血 清 由 来 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン の コ ン
タ ミ ネ ー シ ョ ン の よ う で あ る 。 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン の 段 階 希 釈 を 、 定 量 化 の 標 準 物 質 と し
て 用 い た （ 図 ２ 、 レ ー ン ４ ～ ７ ） 。 シ グ ナ ル 強 度 を 、 標 準 物 質 と 比 較 し 、 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ 及 び Ｌ
Ｐ Ｈ Ｆ の 量 を 計 算 し た 。 結 果 は 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 得 た も の と 関 連 し て い る 。 精 製 し た 融 合 タ
ン パ ク 質 を 、 以 下 の 実 験 に 用 い た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 （ ク ロ ソ タ ン パ ク 質 の 酵 素 活 性 ）
Ｋ Ｌ Ｆ ｃ タ ン パ ク 質 の 酵 素 活 性 を 検 討 す る た め に 、 ４ Ｍ ｕ － グ ル コ シ ド の パ ネ ル を 調 べ た
。 こ れ ら の 基 質 は 、 蛍 光 性 で な い が 、 加 水 分 解 さ れ た 基 質 の 量 を 推 定 す る た め に 、 時 間 の
関 数 と し て 蛍 光 光 度 計 を 用 い て 測 定 し た 、 蛍 光 ４ － methylumbelliferoneを 遊 離 す る 。 ８
種 類 の グ ル コ シ ド を 調 べ た 。 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ は ４ Ｍ ｕ － Ｇ ｌ ｕ Ｃ と 特 異 的 に 反 応 し 、 こ の 基 質 を
加 水 分 解 し た 。 他 の 潜 在 的 な 基 質 の 蛍 光 強 度 の 変 化 は 、 Ｉ ｇ Ｇ １ で 観 察 し た バ ッ ク グ ラ ウ
ン ド レ ベ ル と 同 様 で あ り （ 実 施 例 １ 、 表 ２ ） 、 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ が こ れ ら の 分 子 を 加 水 分 解 し な い
こ と を 示 唆 し た 。 一 方 で 、 Ｌ Ｐ Ｈ Ｆ ｃ 、 β － グ ル コ シ ダ ー ゼ 及 び β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ は
、 表 ２ に 示 す 基 質 に 対 し 、 活 性 を 示 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 表 ２ は 、 ク ロ ソ の 特 異 的 活 性 が 、 ウ シ 肝 臓 由 来 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ の 約 １ ／ ３ ０ 、 ラ
ッ ト Ｌ Ｐ Ｈ 由 来 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ の １ ／ ３ で あ る こ と を 示 す 。 ク ロ ー ン の 変 動 を 除 外
す る た め に 、 別 個 に 構 築 さ れ た ３ 個 の 他 の ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト を 調 べ 、 こ れ ら の ク ロ ー
ン か ら 得 た 融 合 タ ン パ ク 質 、 用 量 依 存 的 方 式 と 同 様 の 結 果 を 示 す こ と を 確 認 し た 。 更 に 、
０ ． ５ ｍ Ｍ の Ｆ Ｄ － Ｇ ｌ ｃ Ｕ 及 び Ｅ Ｌ Ｆ ９ ７ － Ｇ ｌ ｃ Ｕ 、 他 の 蛍 光 基 質 共 役 β － グ ル ク ロ
ン 酸 を 調 べ た と こ ろ 、 同 様 の 条 件 下 で 加 水 分 解 さ れ 、 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ タ ン パ ク 質 の β － グ ル ク ロ
ニ ダ ー ゼ 活 性 を 確 認 し た 。
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【 ０ ０ ７ ２ 】
　 （ 速 度 パ ラ メ ー タ ー の 算 出 ）
Ｋ Ｌ Ｆ ｃ 融 合 タ ン パ ク 質 の 基 質 飽 和 を 、 一 連 の ４ Ｍ ｕ － Ｇ ｌ ｃ Ｕ 濃 度 で 調 べ た 。 生 成 物 の
濃 度 （ ［ Ｐ ］ ） 及 び 反 応 時 間 （ ｔ ） は 、 実 施 例 １ の 図 ４ に 示 す よ う に プ ロ ッ ト し た 。 ３ ．
２ 及 び １ ． ６ ｍ Ｍ の 基 質 が 、 同 じ レ ベ ル の 生 成 物 を 結 果 と し て 示 し 、 基 質 飽 和 が Ｋ Ｌ Ｆ ｃ
タ ン パ ク 質 ２ ０ μ ｇ に 対 し 、 １ ． ６ ｍ Ｍ に 達 し た こ と を 示 唆 し た 。 こ れ ら の ラ イ ン の 傾 斜
に 基 づ き 、 基 質 の 各 初 期 濃 度 （ ［ Ｓ ］ 0 ） の 初 期 速 度 （ ｖ 0 ） を 計 算 し た 。 ［ Ｓ ］ 0 及 び ｖ 0

を 図 ５ に プ ロ ッ ト し た 。 相 互 の Lineweaver-Burk plotを 、 図 ６ に 示 す 。 ミ カ エ リ ス 定 数 （
Ｋ m ） 及 び 最 大 速 度 （ Ｖ m a x ） を こ の プ ロ ッ ト か ら 計 算 し 、 実 施 例 １ の 表 ３ に 示 し た 。 図 ５
及 び 表 ３ は 、 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ 融 合 タ ン パ ク 質 ４ Ｍ ｕ － Ｇ ｌ ｃ Ｕ に 対 す る 反 応 が 、 ミ カ エ ル － メ ン
テ ン 動 力 学 （ Michaelis-Menten kinetics） と 合 致 す る こ と を 示 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 （ 最 適 ｐ H及 び ニ 価 金 属 イ オ ン ）
Ｋ Ｌ Ｆ ｃ の 酵 素 活 性 に 対 す る ｐ Ｈ 効 果 を 調 べ た （ 実 施 例 １ の 図 ７ ） 。 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム
緩 衝 液 を ｐ Ｈ ４ ． ５ ～ ６ ． ０ で 使 用 し 、 リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 を ｐ Ｈ ６ ． ０ ～ ８ ． ０ で
使 用 し 、 ０ ． ５ 増 加 ご と に ｐ Ｈ ４ ． ５ ～ ８ ． ０ ま で の 最 適 な 条 件 を 決 定 し た 。 ４ Ｍ ｕ － Ｇ
ｌ ｃ Ｕ の 処 理 に 対 す る KLFｃ の 最 も 高 い 活 性 を 、 ｐ Ｈ ５ ． ５ で 観 測 し 、 そ れ が Ｋ Ｌ Ｆ ｃ に
対 す る 最 適 ｐ Ｈ で あ る こ と を 示 唆 し た 。 数 種 類 の グ ル コ シ ダ ー ゼ の 活 性 の 、 金 属 イ オ ン へ
の 依 存 性 が 報 告 さ れ て い る （ ３ ０ 、 ３ １ ） の で 、 Ｃ ａ 2 + 、 Ｍ ｇ 2 + 、 Ｍ ｎ 2 + 及 び Ｚ ｎ 2 + の ク
ロ ソ の 酵 素 活 性 に 対 す る 効 果 を 調 べ た 。 し か し 、 こ れ ら の 金 属 イ オ ン は 、 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ の 酵 素
活 性 を 有 さ な い よ う で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 （ 阻 害 剤 に 対 す る 影 響 ）
Ｋ Ｌ Ｆ ｃ 融 合 タ ン パ ク 質 を さ ら に 特 徴 づ け る た め 、 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ に 対 す る 既 知 の
阻 害 剤 の 、 酵 素 活 性 に 対 す る 効 果 を 調 べ た （ 実 施 例 １ 、 図 ９ ） 。 ウ シ 肝 臓 由 来 β － グ ル ク
ロ ニ ダ ー ゼ は 、 既 知 の 酵 素 間 の 相 違 を 測 定 す る た め の 標 準 物 質 を し て 用 い た 。 ウ シ 肝 臓 由
来 β グ ル ク ト ニ ダ ー ゼ に 対 す る 競 合 阻 害 剤 で あ る こ と が 知 ら れ て い る Ｄ － 糖 酸 １ ， ４ ラ ク
ト ン (D-Saccharic acid 1,4-lactone)及 タ ウ ロ コ ー ル 酸 (Taurocholic acid)を 、 ４ Ｍ ｕ －
Ｇ ｌ ｃ Ｕ 加 水 分 解 反 応 液 に 添 加 し た 。 図 ９ Ａ 及 び Ｂ に 示 す よ う に 、 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ の 酵 素 活 性 は
、 こ れ ら の 阻 害 剤 に よ っ て 減 少 し た 。 こ の 阻 害 効 果 は 、 β ― グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ で も 観 察 さ
れ た が 、 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ に 対 し て 要 求 よ り も 低 い 用 量 で あ っ た 。 こ の 結 果 は 、 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ の 酵 素 活
性 が 、 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ の 既 知 の 阻 害 剤 に よ っ て 阻 害 さ れ て い る こ と を 示 唆 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 （ ク ロ ソ タ ン パ ク 質 の 基 質 の 候 補 ）
　 ク ロ ソ の 潜 在 的 な 未 変 性 の 基 質 を 探 索 す る た め に 、 プ ロ テ オ グ リ カ ン （ Int. J. Bioche
m.Cell Biol. 32,269-288,2000） 、 ス テ ロ イ ド ホ ル モ ン （ Chem. Biol. Interact. 129,17
1-193,2000;Steroids 64, 715-725,1999） 、 糖 脂 質 （ Biochem. J. 320-93-99,1996） 、 ア
ル カ ロ イ ド （ Clin. Pharmacokinet, 40,485-499,2001） 及 び フ ラ ボ ノ イ ド （ FEBS Lett.,5
03,103-106） を 含 む 、 天 然 の グ ル ク ロ ニ ド 接 合 体 の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 ま ず 、 こ れ
ら の 化 合 物 が 、 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ 融 合 タ ン パ ク 質 に よ っ て 加 水 分 解 作 用 を 競 合 的 に 阻 害 で き る か ど
う か を 調 べ た 。 各 化 合 物 （ ５ ｍ Ｍ ） を 、 １ ０ μ ｇ Ｋ Ｌ Ｆ ｃ 及 び ０ ． １ ｍ Ｍ の ４ Ｍ ｕ － Ｇ ｌ
ｕ ｃ を 含 む 反 応 液 に 添 加 し た 。 プ ロ テ オ グ リ カ ン の 部 分 溶 解 や イ ン タ ク ト な プ ロ テ オ グ リ
カ ン （ コ ン ド ロ イ オ チ ン 、 コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 、 ケ ラ タ ン 硫 酸 及 び ヘ パ ラ ン 硫 酸 ） 由 来 の
ニ 糖 に は 、 効 果 が な か っ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 検 査 し た １ １ の ス テ ロ イ ド Ｇ ｌ ｃ Ｕ の 内 、 ８ 個 （ androsterone-GlcU、  etiocholan-3a-
ol-17-one GlcU、  estrone-3GlcU、 estradiol-3GlcU、 5b-pregnane-3a、 20a-diol-GlcU, 
dehydroisoandrosterone-3GlcU、 testosterone-GlcU及 び  estriol-3GlcU） が 、 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ
に よ る ４ Ｍ ｕ － Ｇ ｌ ｃ Ｕ の 加 水 分 解 の 阻 害 効 果 を 示 し た （ 図 １ ０ ） 。 ど の プ ロ テ オ グ リ カ
ン も ４ Ｍ ｕ － Ｇ ｌ ｃ Ｕ の 加 水 分 解 も 阻 害 し な か っ た 。 ス テ ロ イ ド Ｇ ｌ ｃ Ｕ ｓ （ estradiol-
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3GlcU、  estrone-3GlcU、 estriol-3GlcU、 testosterone-GlcU、  androsterone-GlcU） が
、 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ と 加 水 分 解 で き る か ど う か 、 さ ら に 調 べ た 。 各 グ ル ク ロ ニ ド を 、 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ 融 合
タ ン パ ク 質 と イ ン キ ュ ー ベ ー シ ョ ン し た 。 反 応 生 成 物 を 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 勾 配 ク ロ マ ト グ ラ ム に
か け 、 ２ １ ０ 又 は ２ ６ ０ ｎ ｍ の 吸 光 度 で 検 出 し た 。 そ の 結 果 、 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ は 、 estradiol-3G
lcU, estrone-3GlcU, estriol-3GlcUを 、 ４ Ｍ ｕ － Ｇ ｌ ｕ ｃ で 得 た も の と 同 様 の 触 媒 パ ラ
メ ー タ ー （ k c a t 及 び  k c a t ／ K m ） （ 実 施 例 １ 表 ３ 、 及 び 表 ４ ） と 共 に 加 水 分 解 し た 。 Testo
sterone-GlcUは 、 わ ず か に Ｋ Ｌ Ｆ ｃ に よ っ て 加 水 分 解 さ れ た が 、 androsterone-GlcU及 び
コ ン ド ロ イ チ ン は 、 全 く さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ８ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ る 、 培 養 上 清 中 の マ ウ ス ク ロ
ソ － ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ  Ｆ ｃ 領 域 融 合 蛋 白 質 及 び ラ ッ ト Ｌ Ｐ Ｈ － ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ  Ｆ ｃ 領 域 融 合 蛋 白 質
の 発 現 を ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ り 解 析 し た 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 な お 、 図 中 の Ａ は 、 ク
ロ ソ 蛋 白 質 に 対 す る イ ム ノ ブ ロ ッ ッ ト 解 析 を 、 Ｂ は 、 Ｆ ｃ タ グ に 対 す る イ ム ノ ブ ロ ッ ッ ト
解 析 を そ れ ぞ れ 示 し た 。 分 子 量 マ ー カ ー を 左 側 に 表 示 し た 。
【 図 ２ 】 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 、 ProteinA sepharoseで 精 製 し た Ｋ Ｌ Ｆ ｃ 蛋 白 質 及 び Ｌ
Ｐ Ｈ  Ｆ ｃ 蛋 白 質 を Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 解 析 し た 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 、 基 質 と し て ４ － Ｍ ｕ － グ リ コ シ ド を 用 い た Ｋ Ｌ Ｆ ｃ の
酵 素 活 性 の 解 析 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 実 施 例 に 記 載 の と お り 、 組 換 え 蛋 白 質 を ３ 時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 な お 、 パ ネ ル Ａ は Ｋ Ｌ Ｆ ｃ 、 Ｂ は Ｌ Ｐ Ｆ ｃ 、 Ｃ は β － グ ル コ シ ダ ー ゼ 、
Ｄ は β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ を 示 し た 。
【 図 ４ 】 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 、 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ 初 速 度 の 測 定 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 実 施 例 に
記 載 の と お り 、 組 換 え 蛋 白 質 を 、 ０ ． ０ １ ２ ５ ～ ３ ． ２ ｍ Ｍ の 一 連 の 濃 度 勾 配 の ４ － Ｍ ｕ
－ Ｇ ｌ ｃ Ａ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 パ ネ ル Ａ は Ｋ Ｌ Ｆ ｃ 、 Ｂ は Ｌ Ｐ Ｆ ｃ 、 Ｃ は β － グ ル コ
シ ダ ー ゼ 、 Ｄ は β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ を 示 し た 。
【 図 ５ 】 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 、 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ の 基 質 飽 和 曲 線 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 、 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ の Lineweaver-Burkプ ロ ッ ト を 示 す 図 で あ る
。
【 図 ７ 】 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 、 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ の 酵 素 活 性 に お け る ｐ Ｈ の 影 響 を 調 べ た 結 果
を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ８ 】 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 、 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ の 酵 素 活 性 に お け る 培 養 温 度 の 影 響 を 調 べ た
結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ９ 】 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 、 Ｋ Ｌ Ｆ ｃ の 酵 素 活 性 に お け る 阻 害 剤 の 影 響 を 調 べ た 結
果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 、 検 査 し た １ １ の ス テ ロ イ ド Ｇ ｌ ｃ Ｕ の 内 、 ８ 個 が 、
Ｋ Ｌ Ｆ ｃ に よ る ４ Ｍ ｕ － Ｇ ｌ ｃ Ｕ の 加 水 分 解 の 阻 害 効 果 を 示 し た こ と を 示 す 図 で あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

(26) JP 2005-6647 A 2005.1.13



【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 配 列 表 】
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