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(57)【要約】
　新規のペプチド及びその用途、例えば体重減少の用途並びに肥満及び例えば脂肪組織の
量の増加に付随する関連疾患の治療用途を有するポリペプチド及び関連分子。



(2) JP 2008-502307 A 2008.1.31

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の：
　(ａ)　配列番号１のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド；
　(ｂ)　配列番号２のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド；
　(ｃ)　 厳格な条件下で(ａ)及び/又は(ｂ)のポリヌクレオチド又はその相補体にハイブ
リッド形成するポリヌクレオチド；及び
　(ｄ)　(ａ)、(ｂ)、又は(ｃ)で定義される配列の遺伝コードの結果として縮重するポリ
ヌクレオチド配列
　からなる群から選ばれるポリヌクレオチドを含む、組換え発現ベクター。
【請求項２】
　請求項１に記載のベクターでトランスフェクションされた細胞。
【請求項３】
　前記細胞が真核細胞又は哺乳動物細胞である、請求項２に記載の細胞。
【請求項４】
　アディポシスピン・タンパク質、ペプチド、又は融合タンパク質を産生する方法であっ
て、遺伝子操作されて増加量のアディポシスピン・タンパク質、ペプチド、又は融合タン
パク質を産生する組換え細胞を培養することを含む、前記方法。
【請求項５】
　配列番号１、配列番号２、又はそれらのいずれかの生物活性又は免疫原性断片を含む、
単離又は組換えポリペプチド。
【請求項６】
　前脂肪細胞の脂肪細胞への変換を抑制する、請求項５に記載のアディポシスピン・ポリ
ペプチド。
【請求項７】
　前記ポリペプチドが、配列番号１又は２に少なくとも９０％同一である３０個のアミノ
酸配列を有する、請求項５に記載のポリペプチド又は断片。
【請求項８】
　請求項５に記載のポリペプチドを含む融合タンパク質。
【請求項９】
　配列番号１又は配列番号２をコードするポリペプチドに相補的な少なくとも１５の連続
塩基を含む、ポリヌクレオチド・プライマー、プローブ、アンチセンス・オリゴヌクレオ
チド、又はリボザイム。
【請求項１０】
　請求項５に記載のポリペプチドに特異的に結合する、抗体又はその結合性断片。
【請求項１１】
　請求項１０に記載の抗体を分泌することができる単離された細胞。
【請求項１２】
　サンプル中のアディポシスピン遺伝子産物を検出する方法であって、以下の：
　(ａ)　当該サンプルを当該遺伝子産物に結合するプローブと接触させ、ここで当該プロ
ーブと当該遺伝子産物が複合体を形成し、そして当該複合体の形成を検出するステップ；
又は
　(ｂ)　当該生物サンプル中の遺伝子産物を特異的に増幅し、ここで当該遺伝子産物がポ
リヌクレオチドであり、そして増幅産物を検出するステップ
　を含み、ここで当該複合体の形成又は増幅産物の存在が、生物サンプル中のアディポネ
クチン遺伝子産物の存在と相関する、前記方法。
【請求項１３】
　アディポシスピン活性の調節物質を同定する方法であって、アディポシスピン及び試験
化合物の存在下で細胞を接触させ、そして当該試験化合物の存在下で生じるが、当該試験
化合物の不存在下では生じない生物学的効果を測定することを含み、ここで生物学的効果
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を誘導する試験化合物が、アディポシスピン活性の調節物質として同定される、前記方法
。
【請求項１４】
　前記生物学的効果が、前脂肪細胞の脂肪細胞への変換の抑制である、請求項１３に記載
の方法。
【請求項１５】
　哺乳動物においてアディポシスピン媒介性の症状を治療する方法であって、哺乳動物の
細胞又は組織中のアディポシスピンの活性又は発現を調節する薬剤を投与することを含む
、前記方法。
【請求項１６】
　請求項５に記載されるアディポシスピン・ポリヌクレオチド並びに医薬として許容され
る賦形剤、担体、共活性剤、及び希釈剤からなる群から選ばれる１以上の物質を含む、医
薬組成物。
【請求項１７】
　アディポシスピン・ポリペプチドを含む組成物であって、当該アディポシスピン・ポリ
ペプチドが組換え、単離、精製、又は合成ポリペプチドである、前記組成物。
【請求項１８】
　１μg/ｍｌ～２０μg/ｍｌの血漿アディポシスピン・ポリペプチド濃度を誘発するため
に有効な、請求項１６に記載の組成物。
【請求項１９】
　１.９μg/ｍｌ～１７μg/ｍｌの血漿アディポシスピン・ポリペプチド濃度を誘発する
ために有効な、請求項１６に記載の組成物。
【請求項２０】
　病状の存在、又は病状を発達させる素因の存在を個体において診断する方法であって、
個体におけるアディポシスピン・ポリペプチド・レベルを測定し、そして当該レベルを、
当該病状を患わない個体を示すレベルと比較することを含み、ここでレベルの違いが、当
該疾患の存在又は当該疾患を発達させる傾向を指し示す、前記方法。
【請求項２１】
　前記病状が、高血糖症、インスリン抵抗性、二型糖尿病、肥満、高血圧、アテローム硬
化症、冠状動脈性心臓病、虚血性心疾患、多嚢胞卵巣症候群、及びインスリン抵抗性に付
随する代謝症候群から選ばれる、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記評価方法が、電気泳動、ＨＰＬＣ、又は質量分析を利用する、請求項２０に記載の
方法。
【請求項２３】
　アディポシスピン調節異常に付随する病状を治療する方法であって、アディポシスピン
・ポリペプチドを含む医薬として許容される組成物の有効量を投与することを含む、前記
方法。
【請求項２４】
　以下の：
　(ｉ)　アディポシスピン・ポリペプチド制御に関連する病状の治療における；
　(ｉｉ)　インスリンの効果を高めるための；或いは
　(ｉｉｉ)　肥満、又は脂肪重量の増加に付随する状態を阻害するための
　哺乳動物患者に有用である投与単位又は医薬組成物若しくは医薬の製造における、アデ
ィポシスピン・ポリペプチドの使用であって、医薬として許容される賦形剤、共活性剤、
希釈剤、及び格納容器を伴うか又は伴わない、前記使用。
【請求項２５】
　ヒト又は他の哺乳動物に投与又は自己投与されるとき、脂肪組織の量又は体重を低減す
るために十分であるアディポシスピン・ポリペプチドの有効量をデリバリーできる製剤又
は投与形態。
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【請求項２６】
　前記アディポシスピン・ポリペプチドが、ヒト・アディポシスピンである、請求項２５
に記載の製剤又は投与形態。
【請求項２７】
　肥満若しくは脂肪組織量の増加、及び/又は肥満若しくは脂肪組織量の増加の特徴のい
ずれかを予防し及び/又は逆行させる哺乳動物の治療方法であって、当該対象に、アディ
ポシスピン及び/又はそのアゴニストを投与することを含む、前記方法。
【請求項２８】
　アディポシスピン・ポリペプチド、及び/又はアディポシスピン・アゴニストを含む容
器；並びに肥満若しくは脂肪組織量の増加及び/又は肥満若しくは脂肪組織量の増加の特
徴のいずれかを治療し、予防し、又は逆行させるためにそれらを使用するための説明書を
含む、製品。
【請求項２９】
　血中又は組織中のアディポシスピン濃度を測定することを含む、哺乳動物においてアデ
ィポシスピンを計測する方法。
【請求項３０】
　前記濃度が、ラジオイムノアッセイ(ＲＩＡ)及び/又はＥＬＩＳＡなどの免疫学的方法
により測定される、請求項２９に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　新規のペプチド及びその使用に関し、当該ペプチドは、体重低下用途、並びに肥満及び
脂肪細胞量の増加に付随する関連疾患の治療用途を有するポリペプチド及び関連分子を含
む。
【背景技術】
【０００２】
　以下の記載は、本発明を理解するのに有用でありうる情報を含む。本明細書中に適用さ
れる情報のいずれもが従来技術であり、本明細書中に記載され又は特許請求される発明に
関連しており、或いは特許性を評価する際に使用することができる参考文献であるという
ことを認めるものではない。
【０００３】
　インスリンの標的組織におけるインスリン感受性の減少により特徴付けられるインスリ
ン抵抗性は、２型糖尿病の原因の基本的な一面であり、そして他の疾患、例えば高脂血症
、アテローム性硬化症、及び高血圧(つまりＸ症候群)などと関連することが多い。インス
リン抵抗性の分子機序は複雑かつ多因子性である。脂肪量の変化とインスリン抵抗性との
間に密接な相関が存在すると報告されている。変更された脂肪細胞の機能が、この過程に
重要な役割を果たすようである。インスリン抵抗性及び高インスリン血症は、肥満並びに
脂肪異栄養症の個体において生じるということが報告されている。最近の２個の独立した
遺伝学的研究により、脂肪を含まないマウスは、重篤なインスリン抵抗性及び高血糖を有
するということが報告された。
【０００４】
　脂肪組織は、トリグリセリドのエネルギー貯蔵所として役割を果たす。脂肪組織は、細
胞外シグナルに応じて種々の生物学的に活性な分子を分泌できる活性な内分泌器官である
とも報告される。脂肪細胞により分泌される生成物は、全身のエネルギー恒常性の制御に
役割を果たすと報告されており、そしてその発現及び/又は分泌の変化は、インスリン抵
抗性及び関連する症候群に寄与することもある。脂肪組織により分泌される１の生成物は
レプチンであり、レプチンは体脂肪蓄積の中心的制御因子であると報告されており、また
はグルコース恒常性に影響する。脂肪細胞により分泌される他の分子は、ＴＮＦα、遊離
脂肪酸、及び近年特徴付けられたレジスチンである。ＴＮＦαは、インスリン抵抗性の状
態において、脂肪組織により過発現されるということが報告された。脂肪組織におけるプ
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増加は、肥満、トロンビン血管障害、及び高血圧において役割を果たすこともある。
【０００５】
　内分泌器官としての脂肪組織の役割は、アディポネクチン、脂肪細胞からのみ分泌され
るホルモン、の近年の発見に表されている。インスリン抵抗性を患う様々な動物モデル、
並びに肥満のヒト及び異なる人種群からの二型糖尿病患者において、アディポネクチンの
メッセンジャーＲＮＡ(ｍＲＮＡ)の発現及びアディポネクチンの分泌レベルが低下してい
るということが報告されている。さらに、インスリン増感剤であるアディポネクチンの補
充が、食物摂食に影響を与えることなくマウスにおいて高血糖を低減し、インスリン感受
性を元に戻し、そして持続性の体重減少を引き起こすことができると報告されている。
　多くの分泌性因子の同定にもかかわらず、エネルギー代謝の調節に重要な役割を果たす
未だ同定されていない他の因子が存在するようである。
【発明の開示】
【０００６】
　我々が発見し、そして「アディポシスピン(adipocyspin)」と名付けた因子が、本明細
書中で開示され、そして特許請求される。
　発明の要約
　本明細書中に開示されそして特許請求される発明は、多くの特性及び実施態様を有し、
非限定的に、当該発明の要約に説明され、記載され、又は参照されるものを含む。本明細
書中に記載されそして特許請求される本発明は、この発明の要約に同定される特徴若しく
は実施態様に限定されないし、又は当該特徴若しくは実施態様によって制限されない。こ
れらの特徴若しくは実施態様は、例示の目的で含まれており、制限する目的ではない。
【０００７】
　一の態様では、アディポシスピン・ポリペプチドをコードする単離ポリヌクレオチド、
又はアディポシスピン・ポリペプチドをコードする配列に相補性である単離ポリヌクレオ
チドが提供される。
【０００８】
　本発明は、例えば、抗肥満活性を有するポリペプチドをコードする配列を含むポリヌク
レオチド、並びにその活性又は免疫学的に活性な断片を含み、そしてこれらは、例えば
　(ａ)　以下のアミノ酸配列：
【化１】

　を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチド；
　(ｂ)　以下のアミノ酸配列：
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【化２】

　を有するポリペプチドをコードするポリヌクレオチド；
　(ｃ)　(ａ)若しくは(ｂ)又はそのいずれかの相補配列のポリヌクレオチドに厳格な条件
下でハイブリッド形成するポリヌクレオチド；並びに
　(ｄ)　(ａ)、(ｂ)、又は(ｃ)に定義される配列に対する遺伝コードの結果として縮重す
るポリヌクレオチド配列
　を含む。
【０００９】
　幾つかの実施態様では、ポリヌクレオチドは、(ａ)又は(ｂ)のポリヌクレオチドに同一
又は正確に相補性を有する少なくとも約１０、１５、２５、５０、又は１００個の連続す
る塩基を有する。
【００１０】
　別の実施態様では、ポリヌクレオチドは、配列番号５又は６の全長配列であるか、又は
配列番号１若しくは２の配列を有するアディポシスピン・ポリペプチド、又はその断片、
例えば生物活性及び免疫学的に活性なペプチドをコードする。
【００１１】
　当該ポリヌクレオチドは、脂肪細胞又は３Ｔ３ Ｌ１細胞などの細胞中でポリヌクレオ
チドの発現を可能にするか又は高めるプロモーター若しくは他の配列に発現可能なように
結合されてもよい。
【００１２】
　別の実施態様では、組換えベクター(例えば発現ベクター)は、アディポシスピン・ポリ
ペプチド又は断片の発現用に提供される。
【００１３】
　組換えアディポシスピン・ポリヌクレオチド又はベクターを含む細胞(例えば細菌、真
核細胞、哺乳動物細胞、又はヒト細胞)、並びに当該組換えアディポシスピン・ポリヌク
レオチド又はアディポシスピン・タンパク質、ペプチド、又は融合タンパク質若しくは断
片をコードするベクターを含む細胞を、当該ポリペプチドが発現されうる条件下で培養す
ることにより、アディポシスピン・タンパク質、ペプチド、又は融合タンパク質若しくは
断片を製造する方法が提供される。
【００１４】
　単離、実質的に純粋、又は組換えのアディポシスピン・ポリペプチド、又はその生物活
性若しくは免疫原性断片が提供され、例えば上記(ａ)～(ｃ)によりコードされるポリペプ
チドを含む。一の態様では、例えば、当該ポリペプチドは、配列番号１又は配列番号２に
同一のアミノ酸配列を有する。別の態様では、当該ポリペプチドは、保存的突然変異によ
り配列番号１又は配列番号２とは異なるアミノ酸配列を有し、これは配列番号１又は配列
番号２に対して６０％、８０％、又は９０％以上同一であるか、及び/又は配列番号１又
は配列番号２によりコードされる全長ポリペプチドと免疫学的に交差反応する。他の態様
では、当該ポリペプチドは、１、２、又は３個の分子内ジスルフィド結合を有する。例え
ば少なくとも２個のシステイン残基、例えばヒト・アディポシスピン中のシステイン残基
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又はマウス・アディポシスピンの６２、７２、８３、８６、１０１、又は１１６のアミノ
酸位でのシステイン残基に対応するシステイン残基は、分子内ジスルフィド結合を形成す
るように結合される。一の態様では、ポリペプチドは融合タンパク質である。他の態様で
は、例えば、ポリペプチドは、天然ヒト・アディポシスピンの活性、例えば前脂肪細胞か
ら脂肪細胞への形成の阻害、及び/又は脂肪過多症又は脂肪組織量の低減、を有する。
【００１５】
　他の実施態様では、抗体、又は抗体断片(例えば、Ｆａｂ断片若しくは一本鎖抗体)又は
結合性断片(例えば、ファージディスプレイにより産生される)であって、アディポシスピ
ン・ポリペプチドに特異的に結合するものが提供される。当該抗体は、モノクローナル抗
体であってもよく、そして少なくとも約１０8Ｍ-1、好ましくは少なくとも約１０9Ｍ-1、
又は少なくとも約１０10Ｍ-1の親和性で結合することができる。本発明はまた、抗体、抗
体断片、又は抗体結合性断片を分泌できる単離細胞又はハイブリドーマも提供する。当該
抗体、抗体断片、又は抗体結合性断片は、ヒト又はキメラ又はヒト化されたものであって
もよい。
【００１６】
　他の態様では、アディポシスピン活性の調節物質を同定するための方法が提供される。
こうした方法は、以下のステップ：
　(ａ)試験化合物の存在下で、ポリペプチド、例えばアディポシスピン・ポリペプチドと
アディポシスピン受容体及び/又はアディポシスピン受容体調製品とを接触させ、そして
　(ｂ)(ａ)におけるアディポシスピン受容体及び/又はアディポシスピン受容体調製品と
ポリペプチドとの結合のレベルを、当該試験化合物が存在しない状態での結合のレベルと
比較する
　を含んでもよい。ここで結合の減少は、当該化合物が結合の阻害剤又はブロッカーであ
ることを示し、そして結合の増加は、当該試験化合物がエンハンサー又は結合のシミュレ
ーターであることを指し示す。一の実施態様では、細胞はアディポシスピン・ポリペプチ
ドを発現する。
【００１７】
　別の態様では、アディポシスピンのアゴニスト又はアンタゴニストの同定又はスクリー
ニングに用いる方法が提供される。当該方法は、以下の：
　試験サンプルとアディポシスピン受容体調製品とを一緒にすることを含み、ここで当該
試験サンプルは１以上の試験化合物を含み、そして当該アディポシスピン受容体調製品が
、アディポシスピンに結合できるアディポシスピン受容体タンパク質を含み；
　当該受容体タンパク質へのアディポシスピンの結合を許容する条件下で当該試験サンプ
ルと当該受容体調製品とをインキュベーションし；そして
　当該受容体に検出できるように結合する１以上の試験化合物を含む当該試験サンプルを
同定する
　を含む。
【００１８】
　別の実施態様では、当該方法はさらに以下のステップ：
　アディポシスピン受容体媒介性の活性をin vitro又はin vivoで刺激又は阻害すること
について、当該受容体タンパク質に検出できるように結合する試験サンプルをスクリーニ
ングし、そして
　アディポシスピンのアゴニスト又はアンタゴニストとして作用する試験サンプルを同定
する
　を含む。好ましい実施態様では、当該アディポシスピン受容体タンパク質に検出できる
ように結合する試験サンプルは、試験サンプルによる受容体タンパク質調製品からの標識
第一リガンドの解離を計測し、そして１以上の既知の第二リガンドによる当該受容体調製
品からの標識第一リガンドの計測された解離と比較することにより同定される。標識第一
リガンド及び第二リガンドは、アディポシスピン、アディポシスピン・アゴニスト、又は
アディノシスピン・アンタゴニストを含む。有用な受容体調製品は、例えばアディポシス
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ピン受容体を有する単離細胞、アディポシスピン受容体を有する単離膜調製品、及び単離
されたアディポシスピン受容体タンパク質を含む。単離された膜は、受容体調製品として
使用される場合、前脳基底部由来の膜が特に好ましい。上記方法のいずれかにおいて使用
される試験サンプルであって、１を超える試験化合物を含み、かつ陽性の結果をもたらす
サンプルを分割し、そして必要な回数再試験し、そして適切なものとして、陽性結果の産
生に関与する試験サンプル中の化合物(単数又は複数)を同定することができる。
【００１９】
　別の態様では、アディポシスピン・アゴニスト又はアンタゴニスト化合物として既知の
もの又は候補物について測定しようとする１以上の受容体結合特性を評価する方法が提供
され、当該方法は以下の：
　アディノシスピン受容体調製品への結合について、標識リガンドに対して競合する化合
物の能力を評価又は計測し；そして
　当該化合物について測定しようとする受容体結合特性を測定する
　を含む。測定することができる受容体結合特性は、例えば結合親和性及び結合特異性を
含む。
【００２０】
　さらなる態様では、アッセイされる試験サンプル中のアディポシスピン受容体に結合す
る化合物の存在又は量を測定する方法が提供される。当該方法は、以下の：
　試験サンプルとアディポシスピン受容体調製品を一緒にし；
　アディポシスピン受容体調製品への結合について、標識リガンドと競合する試験サンプ
ルの能力を計測し；そして場合により、
　試験サンプル中のアディポシスピン受容体に結合する化合物の量を、ネガティブ・コン
トロール・サンプルについて計測されるアディポシスピン受容体に結合する化合物の量と
関連付けし(ここで当該ネガティブ・コントロール・サンプルはアディポシスピン受容体
に結合する化合物を含まないことが知られている)、及び/又は
　試験サンプル中にアディポシスピン受容体に結合する化合物の存在又は量を測定するた
めに、試験サンプル中のアディポシスピン受容体に結合する化合物の量を、アディポシス
ピン受容体化合物の既知の量を含むポジティブ・コントロール・サンプルについて計測さ
れるアディポシスピン受容体に結合する化合物の量と関連付けする
　を含む。当該アッセイ方法は、さらなる実施態様において、アディポシスピン調製品の
安定性を評価し、アディポシスピン調製品の強度を評価し、そしてアディポシスピン調製
品の溶解性を評価するためなどに利用できる。
【００２１】
　他の態様では、本発明の受容体調製品は、当該技術分野に知られている方法を使用して
、ポリクローナル抗血清及びモノクローナル抗体を含む抗アディポシスピン受容体抗体を
調製するために利用できる。
【００２２】
　他の態様では、本発明は、アディポシスピン受容体を有する細胞を同定するために、細
胞系列、組織から分離した細胞、及びヒト又は動物血液由来の細胞のスクリーニングに使
用される。本発明のアディポシスピン受容体を固相に結合し、そして種々のアフィニティ
ー・クロマトグラフィー方法で使用し、そして例えばアディポシスピンを精製するため又
はアディポシスピン、アディポシスピン・アゴニスト、若しくはアディポシスピン・アン
タゴニストを含むと知られているか又は疑われているサンプルを評価するために使用され
る。アディポシスピン受容体の調節物質を同定する方法であって、以下の：
　組換えアディポシスピン・ポリペプチドを発現する細胞と試験化合物とを接触させ、そ
して
　当該試験化合物の存在下で生じるが、試験化合物の不存在下では生じない生物学的効果
をアッセイする
　による方法が提供される。ここで生物学的効果を誘導する試験化合物は、アディポシス
ピン活性の調節物質又は刺激因子として同定される。例えば、こうした試験化合物は非限
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定的に、ポリヌクレオチド、例えばアンチセンス又はＲＮＡｉポリヌクレオチドとして機
能するポリヌクレオチド、ポリペプチド、例えばアディポシスピンに結合するか又は修飾
することができるポリペプチド、及び生物学的効果を発揮することができるアディポシス
ピンのレベルを調節することができる化合物、例えばアディポシスピン受容体に結合でき
る化合物を含む。一の実施態様では、アッセイされる生物学的効果は、前脂肪細胞から脂
肪細胞への変化の割合である。
【００２３】
　別の態様では、アディポシスピン若しくはその活性断片、又はアディポシスピン活性(
例えば結合)の調節物質を剤形することにより、医薬用途の医薬組成物を製造する方法が
提供される。
【００２４】
　別の態様では、例えば、アディポシスピン若しくはその活性断片を含むか又はそれらか
ら実質的になる医薬組成物が提供される。
【００２５】
　別の態様では、当該化合物がアディポシスピン若しくはアディポシスピン受容体と相互
作用するかを測定することにより、種々の疾患又は症状、例えばアディポシスピン媒介性
若しくはアディポシスピン関連疾患及び症状の治療に有用な化合物を同定する方法が提供
される。
【００２６】
　哺乳動物における種々の疾患又は症状、例えばアディポシスピン媒介性又はアディポシ
スピン関連疾患若しくは症状について対象を治療する方法であって、哺乳動物の細胞又は
組織中のアディポシスピンの活性又は発現を低減又は増加するか、又はアディポシスピン
若しくはその活性断片、又はアディポシスピンの調節物質を、当該哺乳動物に投与する
　ことによる方法が提供される。種々の実施態様では、当該症状又は疾患は、肥満である
か、又は脂肪組織量の増加に関連する症状である。他の実施態様では、当該哺乳動物は、
体重を減らすことを望むか及び/又は体重増加をさけることを望んでいる。
【００２７】
　別の実施態様では、哺乳動物中の細胞又は組織中のアディポシスピンの活性又は発現を
低下又は増大することにより、哺乳動物における種々の疾患又は症状、例えば、アディポ
シスピン媒介性又はアディポシスピン関連疾患又は症状を治療するための、アディポシス
ピン又はその活性断片、又はアディポシスピンの調節物質の使用が提供される。一の実施
態様では、当該疾患又は症状は、例えば脂肪組織量の増大、インスリン効果の増大に付随
する肥満を含む。別の実施態様では当該哺乳動物は体重を減らすこと及び/又は体重増加
を避けることを望んでいる。
【００２８】
　アディポシスピン又はその断片の活性の測定に使用する方法であって、以下の：
　試験サンプルとアディポシスピン受容体調製品とを一緒にし(ここで、当該試験サンプ
ルは、アディポシスピン又はその断片を含み、そして当該アディポシスピン受容体調製品
は、アディポシスピンに結合できる)；
　当該試験サンプルと当該受容体調製品を、アディポシスピン又はその断片が、受容体タ
ンパク質に結合することを可能にする条件下でインキュベーションし；そして
　当該試験サンプルが生物学的効果を誘導する能力を計測する、
　を含む、方法も提供される。種々の実施例において、当該アディポシスピン受容体調製
品は、前脂肪細胞、例えば３Ｔ３ Ｌ１細胞及び/又はアディポシスピン受容体を発現する
細胞、例えば、アディポシスピン受容体をコードするポリヌクレオチドで一過的にトラン
スフェクションされた細胞、を含む。当該生物学的効果は、前脂肪細胞から脂肪細胞への
変化であり、及び/又は脂質の蓄積、及び/又は脂肪細胞マーカー、例えばＰＰＡＲγもし
くはＧＬＵＴ４の発現の増加又は低減である。
【００２９】
　アディポシスピン・ポリペプチドが組換え、単離、精製、又は合成ポリペプチドである
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、アディポシスピン・ポリペプチドを含む組成物も提供される。一の実施態様では、当該
組成物は、１μｇ/ｍｌ～２０μｇ/ｍｌ、別の実施態様では１.９μｇ/ｍｌ～１７μｇ/
ｍｌの血漿アディポシスピン・ポリペプチド濃度を誘発するために有効である。
【００３０】
　他の態様では、病状の存在又は病状を発達させる傾向の存在について個体を診断する方
法であって、個体におけるアディポシスピン・ポリペプチドのレベルを測定し、そして当
該レベルを、病状を患っていない個体におけるレベルと比較することを含む方法が提供さ
れる。ここでレベルの差が、疾患の存在又は疾患を発達させる傾向があるということを指
し示すことになる。一の実施態様では、病状は、以下の：高血糖症、インスリン抵抗性、
二型糖尿病、肥満、高血圧、アテローム硬化症、冠状動脈性心臓病、虚血性心疾患、多嚢
胞卵巣症候群、及びインスリン抵抗性に付随する代謝症候群のいずれか１から選ばれる。
さらなる実施態様では、当該方法は、電気泳動、ＨＬＰＣ、又は質量分析を利用する。
【００３１】
　アディポシスピンの異常調節に付随する病状を治療する方法であって、アディポシスピ
ン・ポリペプチドを含む医薬として許容される組成物の有効量を投与することを含む方法
も提供される。
【００３２】
　ｉ)　アディポシスピン・ポリペプチド制御に付随する病状を治療し；
　ｉｉ)　インスリンの効果を高め；又は
　ｉｉｉ)　肥満又は脂肪量の増加に付随する状態を抑制する
　ために哺乳動物において有用な医薬組成物又は医薬又は投与単位の製造における、医薬
として許容される賦形剤、共活性剤、希釈剤、及び格納容器を伴うか又は伴わない医薬の
製造におけるアディポシスピン・ポリペプチドの使用にも関する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３３】
　本発明は、記載される具体的な方法、プロトコル、細胞系列、ベクター、組成物、及び
試薬に限定されず、それらは変化することができる。本明細書中で使用される専門用語は
、具体的実施態様を記載する目的のみに使用され、そして添付の特許請求の範囲により定
義される本発明の特許請求の範囲を制限することを意図しない。
【００３４】
　Ｉ.一般的技術
　本発明の実施には、他に記載がない限り、分子生物学(組換え技術を含む)、微生物学、
生化学、核酸化学、及び免疫学における慣用技術を利用しており、これらは当該技術分野
の技術の範囲内である。こうした技術は、文献、例えばMolecular Cloning : A Laborato
ry Manual、第二版(Sambrookら、1989)及び Molecular Cloning :A Laboratory Manual、
第三版(Sambrook及びRussel, 2001)、(合わせて本明細書中で"Sambrook"と呼ぶ); Curren
t Protocols in Molecular Biology (F.M. Ausubelら編、1987、付録を含む)；PCR：The 
Polymerase Chain Reaction、(Mullisら著、1994)； Harlow及びLane (1988) Antibodies
, Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press、Cold Spring Harbor Pub
lications、New York、及びHarlow 及び Lane (1999) Using Antibodies : Laboratory M
anual Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY (合わせて、本
明細書中で「Harlow及びLane」と呼ぶ)、Beaucageら共著、Current Protocols in Nuclei
c Acid Chemistry John Wiley & Sons, Inc., New York, 2000)中に十分に説明されてい
る。
【００３５】
　本明細書中に使用されるとき「アレル」又は「アレル配列」という用語は、アディポシ
スピン・ポリペプチドをコードする遺伝子(つまり、アディポシスピン・ポリペプチドを
コードするポリヌクレオチド)の天然のオルタナティブ・フォームを指す。アレルは、突
然変異(つまり、核酸配列の変化)から得られ、そして時に、変化したか及び/又は違うよ
うに制御されるｍＲＮＡ又はポリペプチドであって、その構造及び/又は機能が変化する
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か又は変化しないものをもたらす。アレルを生じさせる一般的な突然変異は、一般的な突
然変異変化は、一般的に自然に生じる欠失、付加、又はコードされるアミノ酸に影響する
か又は影響しないヌクレオチドの置換が原因である。これらのタイプの各々は、単独で生
じてもよいし、他との組合せで生じてもよく、又は与えられた遺伝子、クロモソーム、又
は他の細胞ポリヌクレオチド内で１回以上生じてもよい。得られた遺伝子の全ては、アレ
ル形態を有さないこともあるし、又は１以上のアレル形態を持ってもよい。本明細書中に
使用されるとき、「アレル」という用語は、遺伝子又は遺伝子から転写されたｍＲＮＡの
いずれか又は両者を指す。
【００３６】
　本明細書中で使用されるとき、「アミノ酸」という用語は、天然アミノ酸及び合成アミ
ノ酸、並びにアミノ酸アナログ、非天然アミノ酸、及び天然アミノ酸に類似の様式で機能
するアミノ酸ミメティクスを指す。天然アミノ酸は、遺伝コードによりコードされたアミ
ノ酸並びに後に修飾されたアミノ酸、例えばヒドロキシプロリン、γ-カルボキシグルタ
メート、及びO-ホスホセリンである。アミノ酸アナログは、天然アミノ酸と同じ塩基性化
学構造を有する化合物を指す。つまりα炭素は、水素、カルボキシ基、アミノ基、及びＲ
基に結合しており、例えばホモセリン、ノルロイシン、メチオニン・スルホキシド、メチ
オニン・メチル・スルホニウムである。そうしたアナログは、修飾されたＲ基(例えば、
ノルロイシン)又は修飾されたペプチド骨格を有するが、天然アミノ酸と同じ塩基化学構
造を保持する。アミノ酸ミメティクスは、アミノ酸の一般的な化学構造から異なる構造を
有するが、天然アミノ酸と類似の様式で機能する化学化合物を指す。
【００３７】
　「アンチセンス配列」という用語は、ＲＮＡ配列に相補的な配列、或いはＲＮＡ配列に
望ましく又は有用に相補的である配列を有するポリヌクレオチドを指す。これらの用語は
、具体的にｍＲＮＡ又はそのタンパク質に結合して、リボソームによるｍＲＮＡの転写を
阻害する核酸配列を特異的に含む。アンチセンス法は、一般的に当該技術分野に周知であ
る(例えば、PCT公開WO 94/12633号、及び Nielsenら 1991, Science 254: 1497; OLIGONU
CLEOTIDES AND ANALOGUES, A PRACTICAL APPROACH, F. Eckstein編, IRL Press at Oxfor
d University Press (1991); ANTISENSE RESEARCH AND APPLICATIONS (1993, CRC Press)
を参照のこと)。
【００３８】
　本明細書中で使用される「組成物」という用語は、指定された成分を、指定された量又
は他の量で含む物、並びに指定された成分を指定された量又は他の量の組合せから直接又
は間接的にもたらされる物を含むことを意図される。
【００３９】
　「保存的置換」という用語は、ポリペプチドを記載するとき、ポリペプチドの活性を実
質的に変化させないポリペプチドのアミノ酸組成の変化を指し、つまりアミノ酸を、類似
の性質を有する他のアミノ酸と置換し、その結果、重要なアミノ酸の置換であっても、実
質的に活性を変化させることはない。機能的に類似のアミノ酸を提供する保存的置換は、
当該技術分野に周知である。以下の６群は、例えば、各々互いに保存的置換であると理解
されているアミノ酸を含む：１)アラニン(A)、セリン(S)、スレオニン(T)；２)アスパラ
ギン酸(D)、グルタミン酸(E)；３)アスパラギン(N)、グルタミン(Q)；４)アルギニン(R)
、リジン(K)；５)イソロイシン(I)、ロイシン(L)、メチオニン(M)、バリン(V)；及び６)
フェニルアラニン(F)、チロシン(Y)、トリプトファン(W)(Creighton 1984, Proteins, W.
 H. Freeman and Company)。
【００４０】
　上で定義される保存的置換に加えて、アミノ酸残基の他の改変が、「保存的に改変され
たバリアント」をもたらすことができる。全ての荷電されたアミノ酸は、それが正であれ
又は負であれ、互いに置換できるとみなすこともある。加えて、保存的に改変されたバリ
アントは、コード配列中の単一のアミノ酸又はアミノ酸の低い割合(例えば５％未満であ
ることが多い)を変化、付加、又は欠失する個々の置換、欠失、又は付加からもたらすこ
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とができる。さらに、保存的に改変されたバリアントは、未変性又は野生型の遺伝子によ
り使用されるアミノ酸のコドンを、同じアミノ酸についての異なるコドンで置換すること
により、組換えポリペプチドから作ることができる。
【００４１】
　「制御要素」又は「制御配列」という用語は、エンハンサー、プロモーター、転写ター
ミネーター、複製起点、染色体組み込み配列、５’及び３’非翻訳領域を含み、これらと
ポリペプチド又は他の生体分子は相互作用して転写及び翻訳を行う。真核細胞では、制御
配列は、プロモーター及び好ましくはエンハンサー(例えば、免疫グロブリン遺伝子、SV
４０、サイトメガロウイルス由来)、及びポリアデニル化配列を含み、そしてスプライス
・ドナー及びアクセプター配列を含んでもよい。使用されるベクター・システムと宿主に
依存して、適切な転写及び翻訳要素、例えば構成的及び誘導プロモーターのいくつかが、
使用されてもよい。アディポシスピンに関して、アディポシスピンコード配列に元々付随
するプロモーター以外のプロモーターは、「異種」プロモーターと呼ぶことができる。
【００４２】
　本明細書中で使用されるとき、「誘導体化」ポリヌクレオチド、オリゴヌクレオチド、
又は核酸は、誘導体化された置換基を含むオリゴ及びポリヌクレオチドを指す。幾つかの
実施態様では、当該置換基は、実質的に相補的ポリヌクレオチドとのハイブリッド形成に
関して実質的に妨害することはない。添付の化学置換基で改変された誘導体化オリゴ-又
はポリヌクレオチド(例えば、既に合成されたオリゴ-又はポリヌクレオチドの修飾により
、又は修飾された塩基又は骨格アナログを合成の間に取り込むことによる)を、代謝的に
活性な真核細胞中に導入して、アディポシスピンＤＮＡ、ＲＮＡ、又はタンパク質とハイ
ブリッド形成させる。ここでこれらは、局所的ＤＮＡ、ＲＮＡ、又はタンパク質への変換
又は化学修飾をもたらす。或いは、誘導体化オリゴ又はポリヌクレオチドは、アディポシ
スピンＤＮＡ若しくはアディポシスピン遺伝子産物と相互作用するアディポシスピン・ポ
リペプチド又はタンパク質と相互作用し、そして変化させるか、或いはアディポシスピン
ＤＮＡ、ＲＮＡ、又はタンパク質の発現又は機能を変化又は調節してもよい。代表的な付
着された化学置換は、例えば：ユーロピウム(ＩＩＩ)テキサフィリン、交差試薬、ソラレ
ン、金属キレート(例えば、イオン触媒性切断についての鉄/ＥＤＴＡキレート)、トポイ
ソメラーゼ、エンドヌクレアーゼ、エキソヌクレアーゼ、リガーゼ、ホスホジエステラー
ゼ、フォトダイナミック・ポルフィリン、化学治療薬(例えば、アドリアマイシン、ドキ
シルビシン)、挿入剤、塩基-修飾剤、免疫グロブリン鎖、及びオリゴヌクレオチドを含む
。鉄/ＥＤＴＡキレートは、核酸配列の局所的切断が所望される場合、しばしば使用され
る化学置換基である(Hertzbergら、1982. J. Am. Chem. Soc. 104: 313; Hertzberg and 
Dervan, 1984, Biochemistry 23: 3934; Taylorら、1984, Tetrahedron 40: 457; Dervan
, 1986, Science 232: 464)。例示的な結合化学は、以下の：例えば添付の反応性アミノ
基を介した直接結合(Corey and Schultz, 1988, Science 238：1401)及び他の直接結合化
学を含む。しかしながら、ストレプトアビジン/ビオチン及びディオキシゲニン/抗-ディ
オキシゲニン抗体も使用することができる。化学置換基を結合する方法が、米国特許5,13
5,720号、5,093,245号、及び5,055,556号に提供される。他の結合化学を、当業者の判断
で使用してもよい。
【００４３】
　本明細書中で使用されるとき、「検出できる標識」は、当該技術分野において通常の意
味を有し、そして原子(例えば、放射性核種)、分子(例えば、フルオレセイン)、又は複合
体を指す。それらは、分子の存在を(例えば、物理的又は化学的性質により)検出し指し示
すために、或いは別の分子に結合できるようにするために使用されるか又は使用できる。
ここで標識は当該分子に共有結合するか又はそうでなければ付随する。「標識」という用
語はまた、共有結合されるか又はそうでなければ付随する分子であって、基質と作用して
検出できる原子、分子、又は複合体を作り出すもの(例えば酵素などの生体分子)を指す。
本明細書中での使用に適した検出可能な標識は、例えば、分光法、光化学、生化学、免疫
化学、電気化学、光学、化学手段などにより検出できる組成物の全てを含む。
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【００４４】
　「エピトープ」という用語は、抗体により認識される抗原上の部位についての通常の意
味を有する。エピトープは、典型的にアミノ酸の断片であり、ポリペプチド全体の一部で
ある。エピトープは、立体配置でもよい(つまり、不連続な状態)。つまり、エピトープは
、一次配列の非連続な部分によりコードされるアミノ酸であって、タンパク質折り畳みに
より並列されるアミノ酸から形成されてもよい。
【００４５】
　「融合タンパク質」という用語は、ポリペプチドの合成物、つまり通常の単一アミノ酸
配列に融合されない２(以上)の異なる異種性のポリペプチドから作られる一の連続アミノ
酸配列を指す。こうして、融合タンパク質は、２個の全く異なるアミノ酸配列又は２の類
似の又は同一のポリペプチド配列を含む単一アミノ酸配列を含んでもよい。但し、これら
の配列は、通常、自然界においてみつかる単一のアミノ酸配列において同じ立体配置で一
緒に見られることはない。融合タンパク質は、一般的に、組換え核酸方法のいずれかを使
用して、つまり、組換え遺伝子融合産物の転写及び翻訳の結果として一般的に製造するこ
とができる。当該融合タンパク質は、ポリペプチドをコードする断片及び異種ポリペプチ
ドをコードする断片を含む。或いは、融合タンパク質は、当該技術分野に周知の化学合成
方法により製造されうる。
【００４６】
　「遺伝子産物」という用語は、遺伝子から転写されたＲＮＡ分子、又は当該遺伝子によ
りコードされるか又は当該ＲＮＡから翻訳されるポリペプチドを指す。
【００４７】
　本明細書中に使用されるとき、ＩｇＧ抗体についての「高親和性」という用語は、少な
くとも約１０6Ｍ‐1、好ましくは少なくとも約１０8Ｍ-1、より好ましくは少なくとも約
１０9Ｍ-1、又はそれ以上、例えば１０12Ｍ-1以下、又はそれ以上の結合定数(Ｋａ)を指
す。しかしながら、「高親和性」結合は、他の抗体アイソタイプについて変化することが
できる。
【００４８】
　「免疫原」及び「免疫原性」とう用語は、当該技術分野において通常の意味を有し、つ
まり、免疫原はポリペプチド又は他の抗原などの、ヒト又は動物中に注射したときに適応
的免疫応答を誘発することができる分子である。
【００４９】
　前脂肪細胞の脂肪細胞への変換活性の「調節物質」及び「調節」という用語は、本明細
書中でその様々な形態で使用されるとき、特定の細胞表面受容体、好ましくはアディポシ
スピン受容体に関連する活性のアンタゴニズム、アゴニズム、部分的なアンタゴニズム、
及び／又は部分的なアゴニズムを含むように意図される。種々の実施態様では「調節物質
」は、アディポシスピン発現又は活性を阻害又は刺激しうる。かかる調節物質は、アディ
ポシスピン機能又は発現の低分子アゴニスト及びアンタゴニスト：アンチセンス及びリボ
ザイム・三重鎖ポリヌクレオチド；遺伝子治療などを含む。
【００５０】
　「核酸」及び「ポリヌクレオチド」という用語は、交換して用いることができ、そして
デオキシリボヌクレオチド又はリボヌクレオチド、及びその一本鎖又は二本鎖形態のポリ
マーを指す。具体的に制限しない限りは、ポリヌクレオチド配列の開示は、相補配列につ
いても言及することを意図する。本明細書中で使用されるとき、「ポリヌクレオチド」と
いう用語は、オリゴヌクレオチドを含む。
【００５１】
　「オリゴヌクレオチド」又は「オリゴマー」という用語は、約７以上のヌクレオチド、
そして約１００ヌクレオチドほどの核酸配列を指し、それらは例えばプライマー又はプロ
ーブとして使用することができる。オリゴヌクレオチドは、約１０～約５０ヌクレオチド
長であることが多く、しばしば約１２～約５０ヌクレオチドであり、約１５～約２５ヌク
レオチドであることがさらに多い。
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【００５２】
　「発現可能なように結合される」という用語は、２以上のポリヌクレオチド(例えばＤ
ＮＡ)断片の間の機能的な関係を指し、例えば、プロモーター又はエンハンサーは、適切
な宿主細胞又は他の発現系で配列の転写を刺激する場合、コード配列に発現可能なように
結合されている。一般的に発現可能なように結合される配列は連続しており、そしてシグ
ナル配列の場合では、連続しかつリーディング・フェース内に存在する。しかしながら、
エンハンサーは、その転写を高めるコード配列の近位に位置する必要はない。
【００５３】
　「ペプチドミメティクス」及び「ミメティック」という用語は、合成化合物を指し、当
該化合物は、１以上のアディポシスピン・ポリペプチドの同じ構造的及び機能的特徴を実
質的に有する化合物を指す。ペプチド・アナログは、医薬工業においてテンプレートであ
るペプチドの性質に類似の性質を有する非ペプチド薬剤として一般的に使用される。非ペ
プチド化合物のこれらのタイプは、「ペプチド・ミメティクス」と名付けられる(Faucher
e, J. Adv. Drug Res. 15: 29 (1986); Veber and Freidinger TINS p. 392 (1985); 及
び Evansら. J. Med. Chem. 30: 1229 (1987), これらの文献は、本明細書中に援用され
る。)。治療上有用なペプチドに構造的に類似するペプチド・ミメティクスは、同等又は
高められた治療若しくは予防効果をもたらすために使用されうる。一般的に、ペプチドミ
メティクスは、アディポシスピンなどのパラダイムポリペプチド(つまり、生物学的又は
医薬活性を有するポリペプチド)に構造的に類似するが、以下の：-ＣＨ2ＮＨ‐、-ＣＨ2

Ｓ‐、-ＣＨ2-ＣＨ2-、-ＣＨ＝ＣＨ‐(シス及びトランス)、‐ＣＯＣＨ2-、-ＣＨ(ＯＨ)
ＣＨ2-、及び-ＣＨ2ＳＯ‐からなる群から選ばれる結合により、場合により置換される１
以上のペプチド結合を有する。ミメティクスは、合成の非天然アミノ酸アナログからもっ
ぱら構成されるか、部分的な天然ペプチド・アミノ酸と部分的なアミノ酸の非天然アナロ
グのキメラ分子である。ミメティクスは、置換がミメティクスの構造及び／又は活性を実
質的に変化させないかぎりは、天然アミノ酸の保存的置換をいくらでも取り込むことがで
きる。例えば、ミメティクス組成物は、アディポシスピンの結合性又は酵素活性を達成す
ることができる場合、本特許の範囲内であると考えられる。
【００５４】
　「医薬として許容される」という用語は、製剤のほかの製剤と適合性を有し、そして製
剤を受けた人に対して有害ではないか又は不所望ではない担体、希釈剤、又は賦形剤を意
味する。
【００５５】
　「ポリペプチド」という用語は、本明細書中で、「タンパク質」という用語と交換して
用いることができ、そしてアミド結合により結合されるアミノ酸残基から構成されるポリ
マーを指し、例えば、その合成、天然、及び非天然アナログ(アミノ酸及び結合)を含む。
ペプチドは、ポリペプチドの一例である。
【００５６】
　本明細書中に使用されるとき、ポリヌクレオチド及び抗体の文脈で使用される場合、「
プローブ」は、他の分子に特異的に又はそうでなければ望ましく結合する分子を指す。プ
ローブの１の例は、「核酸プローブ」であり、これはＤＮＡ、ＲＮＡ、又は他のポリヌク
レオチドでありうる。核酸プローブについての特異的配列が与えられる場合、相補鎖が同
定され、そして含まれるということが理解される。相補鎖は、実質的に相補的な核酸に特
異的に結合(例えばアニール又はハイブリッド形成)する二本鎖核酸である状況において同
等にうまく働くであろう。プローブの他の例は、対応する抗原又はエピトープに特異的に
結合する「抗体プローブ」である。
【００５７】
　「組換え」という用語は、ｉｎ ｖｉｔｒｏで合成され又はそうでなければｉｎ ｖｉｔ
ｒｏで操作されたポリヌクレオチドを指し(例えば、「組換えポリヌクレオチド」)、組換
えポリヌクレオチドを使用して、細胞又は他の生物システム中で遺伝子産物を産生する方
法を指し、又は組換えポリヌクレオチドによりコードされるポリペプチド(組換えタンパ
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ク質)を指す。こうして、「組換え」ポリヌクレオチドは、例えばその産生方法又はその
構造のいずれかにより定義されてもよい。産生方法について、当該方法は、例えば、ヌク
レオチド配列中への人の介入を含む組換え核酸技術の使用であり、典型的に選別又は産生
である。或いは、天然では互いに連続ではない２個の断片を融合することを含む配列を作
製することにより作られるポリヌクレオチドでありうるが、自然の産物を除くことを意味
する。こうして、例えば、いずれかの非天然ベクターで細胞を形質転換することにより作
られる産物が含まれ、合成オリゴヌクレオチド方法を使用して誘導される配列を含むポリ
ヌクレオチドである。同様に「組換え」ポリペプチドは、組換えポリヌクレオチドから発
現されるポリペプチドである。
【００５８】
　「選択的にハイブリッド形成する」というフレーズは、標的配列が全細胞ＤＮＡ又はＲ
ＮＡの調製物中に存在する場合、特定の標的ＤＮＡ又はＲＮＡ配列に所望の程度ハイブリ
ッド形成し、二本鎖形成し、又は結合するポリヌクレオチド・プローブを指す。
【００５９】
　抗体とタンパク質又はポリペプチドとの間の相互作用を指すとき、「特異的免疫反応性
」又は「特異的に結合する」というフレーズは、比較的高い親和性で、関心のタンパク質
、例えばアディポシスピンを認識しそして結合する抗体を指し、その結果、当該結合が、
異なる種のタンパク質及び他の生体物質の集合におけるタンパク質の存在を決定する。こ
うして、指定された免疫アッセイの条件下では、特定の抗体が、特定のポリペプチドに結
合し、そして、サンプル中に存在する他のポリペプチドに有意な量で結合しないか、又は
そうでなければ不所望な量でしか結合しない。種々の免疫アッセイ形式が、免疫活性であ
るか又は特定のポリペプチドと特異的に免疫反応する抗体を選別するために使用されても
よい。例えば、固相ＥＬＩＳＡ免疫アッセイは、ポリペプチドと特異的に免疫反応するモ
ノクローナル抗体を選別するために、通常使用される。特異的免疫反応性を測定するため
に使用できる免疫アッセイ・フォーマット及び条件についての記載については、Harlow、
1988、ANTIBODIES、A LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor Publications, New York
 (本明細書の以下で、"Harlow"と記載する)を参照のこと。
【００６０】
　本明細書中で使用されるとき、「実質的な配列同一性」又は「実質的に同一」(２以上
のポリペプチド又はポリヌクレオチドを比較する文脈では)は、以下の配列比較アルゴリ
ズムのうちの一つを使用して、又は外観検査により計測される最大比較について比較され
そして配列比較されるとき、少なくとも６０％、好ましくは８０％、最も好ましくは９０
％、９５％、９８％、又は９９％のヌクレオチド又はアミノ酸残基の同一性を有する２以
上の配列を指す。２個の配列(アミノ酸又はヌクレオチド)は、その全長(例えば、2個の配
列が実質的に異なる長さである場合、2個の配列のうち短い配列の長さ)に渡って比較でき
るか、又は少なくとも約５０、約１００、約２００、約５００、又は約１０００の連続ヌ
クレオチド又は少なくとも約１０、約２０、約３０、約５０、又は約１００の連続アミノ
酸残基などのサブシーケンスに渡って比較できる。本明細書中で使用されるとき、実質的
に同一なポリペプチドは、共通の機能的活性(例えば、生物学的活性)を有する。
【００６１】
　配列比較のためには、典型的に１の配列が参照配列として役割を果たす。当該参照配列
に対して試験配列が比較される。配列比較アルゴリズムが使用されるとき、試験及び参照
配列は、コンピューター中に入力され、必要がある場合サブシーケンスの座標が指定され
、シーケンス・アルゴリズム・プログラムのパラメーターが指定される。当該配列比較ア
ルゴリズムは、次に指定されたプログラム・パラメーターに基づいて、参照配列に対する
試験配列についての配列同一性割合を計算する。
【００６２】
　比較のための配列の最適アライメントは、Smith ＆ Waterman Adv. Appl. Math. 2: 48
2の局所ホモロジー・アルゴリズムにより、Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol 48: 443 
(1970)のホモロジー・アライメント・アルゴリズムにより、Pearson & Lipman, Proc. Na
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tl. Acad. Sci. USA 85: 2444 (1988)の類似性の検索方法により、これらのアルゴリズム
のコンピューターによる実行(Wisconsin Genetics Software Package中のGAP、BESTFIT、
FASTA、及びTFASTA、Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI)により
、又は外観検査法(一般的にAusubelら、Current Protocols In Molecular Biology, Gree
ne Publishing and Wiley-Interscience, New York (supplemented through 2001)を参照
のこと)により行うことができる。前述のアルゴリズムのいずれかを使用するとき、「ウ
インドウ」の長さ、ギャップ・ペナルティなどについてのデフォルトのパラメーターが使
用される。
【００６３】
　配列同一性割合及び配列類似性を決定するために適したアルゴリズムの１の例は、ＢＬ
ＡＳＴアルゴリズムであり、これはAtschulらJ. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990)に記載
される。ＢＬＡＳＴ分析を実行するためのソフトウェアは、全米バイオテクノロジー情報
センター(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).から公共利用できる。当該アルゴリズムは、
クエリー配列中の短いワード長Ｗ(short words of length)を同定することにより、高ス
コアの配列ペア(ＨＳＰｓ)を第一に同定することに関する。当該配列は、データーベース
配列中の数個のワードと配列比較する時、適合するか又はある程度の正の値の閾値(thres
hold score)Ｔを満たす。Ｔは、隣接ワード・スコアの閾値を指す(Altschulら、上記)。
最初の隣接ワードの適合は、当該ワードを含むより長いＨＳＰｓを見つけるための検索を
開始するためのシーズとして役に立つ。当該ワードの適合は次に、各配列の両方向に伸張
し、累積する配列比較のスコアが増加する。各方向におけるワード適合の伸張は、最大達
成値からクオンティティ(quantity)Ｘだけ累積アライメント・スコアが減少した場合、１
以上のマイナスの点数を付ける残基のアライメントを蓄積するため当該累積スコアが０以
下になる場合；又はいずれかの配列が末端に達した場合に止められる。当該ＢＬＡＳＴア
ルゴリズムのパラメーターＷ、Ｔ、及びＸは、感受性及びアライメントのスピードを決定
する。ＢＬＡＳＴプログラムは、ワード長(wordlength)(Ｗ)１１、ＢＬＯＳＵＭ６２スコ
アリング・マトリックス(Henikoff & Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10915
(１９８９))アライメント(Alignments)(Ｂ)５０、予想値(expectation)(Ｅ)１０、Ｍ＝５
、Ｎ＝４、及び両方の鎖の比較を使用する。
【００６４】
　配列同一性の割合を計算することに加えて、BLASTアルゴリズムは、２個の配列間の類
似性の統計分析を行うために使用されてもよい(例えば、Karlin & Altschul, Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 90: 5873-5787 (1993)を参照のこと)。ＢＬＡＳＴアルゴリズムにより
提供される類似性の１の計測は、最小和確率(the smallest sum probability)(P(N))であ
り、当該確率は、２個のヌクレオチド又はアミノ酸配列間の適合が、偶然生じる確率を指
し示す。例えば、核酸は、試験核酸を、参照核酸に比較する際の最小和確率が約０.１未
満、より好ましくは約０.０１未満、そして最も好ましくは約０.００１未満である場合、
参照配列に類似であると考えられる。
【００６５】
　２個の核酸配列又はポリペプチドが、実質的に同一であるというさらなる記載は、第一
ポリペプチド(例えば、第一核酸によりコードされるポリペプチド)が、第二ポリペプチド
(例えば、第二核酸によりコードされるポリペプチド)と交差反応性であるということであ
る。こうして、ポリペプチドは、典型的に、例えば２個のペプチドが、保存的置換によっ
てのみ異なる場合、実質的に第二ポリペプチドに同一である。
【００６６】
　２個の核酸配列が実質的に同一であるという別の記載は、２個の分子が、厳格な条件下
で互いにハイブリッド形成するということである。実質的な同一性は、当該断片が、厳格
なハイブリダイゼーション条件の下で、プローブ・ヌクレオチド配列から誘導される少な
くとも約５０個の連続ヌクレオチドの配列を使用して、鎖、又はその相補鎖にハイブリッ
ド形成する場合存在する。
【００６７】
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　観測される偶然生じた差の可能性(ｐ値)が、ある予め決められたレベルであるならば、
その差は、典型的に「統計的に有意である」と考えられる。本明細書中に使用されるとき
「統計的有意差」は、０.０５未満のｐ値、好ましくは０.０１未満のｐ値、そして最も好
ましくは０.００１未満のｐ値を指す。
【００６８】
　「厳格なハイブリダイゼーション条件」は、典型的に、標的配列と、当該標的に対して
正確又はほぼ正確な相補性を有するプローブの融点(Ｔｍ)から約５℃～約２０℃下の範囲
であるか、又は当該融点の２５℃下の条件を指す。本明細書中で使用されるとき、融点は
、二本鎖核酸分子が、一本鎖に半分解離する温度である。核酸のＴｍを計算するための方
法は、当該技術分野において周知である(例えば、Berger and Kimmel、1987, Methods In
 Enzymology、Vol.152: Guide To Molecular Cloning Techniques) San Diego: Academic
 Press) Inc. 及びSambrookら;上記; (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
第二版, Vols. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratoryを参照のこと)。標準の参考文献に
記載されるように、核酸が１Ｍ・ＮａＣｌの水溶液中に存在する場合、Tm値の単純な見積
もりは、次式：Ｔｍ＝８１.５＋０.４１(％Ｇ＋Ｃ)により計算することができる(例えば
、Anderson and Young, "Quantitative Filter Hybridization"in Nucleic Acid Hybridi
zation (1985)を参照のこと。)。他の参考文献は、構造並びに配列の特徴をＴｍの計算に
考慮するという、より洗練された計算を含む。ハイブリッドの融点(及び厳格なハイブリ
ダイゼーションについての条件)は、種々の因子、例えばプローブの長さ及び性質(ＤＮＡ
、ＲＮＡ、塩基組成物)及び標的の性質(溶液中に存在するか又は固定されているＤＮＡ、
ＲＮＡ、塩基組成物など)、並びに塩及び他の成分(例えば、ホルムアミド、デキストラン
・サルフェート、ポリエチレン・グリコール)の濃度を含む。これらの因子の効果は周知
であり、当該技術分野の標準参考文献に記載されている(例えば、Sambrook, 上記、及びA
usubel、上記)。典型的に、厳格なハイブリダイゼーション条件は、約１.０Ｍナトリウム
イオン未満の塩濃度であり、典型的にはｐＨ７.０～８.３にて約０.０１～１.０Ｍナトリ
ウムイオンであり、そして温度は、短いプローブについて少なくとも約３０℃であり、そ
して長いプローブ(例えば、５０ヌクレオチドを超える)については少なくとも約６０℃で
ある。記載されるように、厳格な条件は、ホルムアミドなどの不安定化剤の添加により達
成されることもあり、そうした場合低い温度が使用されてもよい。
【００６９】
　「実質的に純粋」又は「単離された」という用語は、タンパク質及びポリペプチド、例
えばアディポシスピンについて記載する場合、自然の状態でそれらに付随しているタンパ
ク質又は他の混入物から全体として又は部分的に分離されたポリペプチドを指す。例えば
、タンパク質を含む組成物の総タンパク質量の約５０％超、そして典型的には総タンパク
質量の約６０％超をしめる場合、タンパク質又はポリペプチドは、実質的に純粋である。
より一般的に、実質的に純粋な又は単離されたタンパク質又はポリペプチドは、総タンパ
ク質の少なくとも７５％、より好ましくは少なくとも９０％を占めるであろう。好ましく
は、当該タンパク質は、組成物中において総タンパク質の約９０％超、及びより好ましく
は約９５％超を占めるであろう。ポリヌクレオチドについて記載する場合、「実質的に純
粋な」又は「単離された」という用語は、当該ポリヌクレオチドに一般的に付随する混入
物(例えば、脂質、タンパク質、及び他のポリヌクレオチド)から分離されたポリヌクレオ
チドを一般的に指す。実質的に純粋又は単離されたポリヌクレオチドは、約５０％を超え
る純度であろう。典型的に、これらのポリヌクレオチドは、約６０％を超える純度であり
、より典型的に約７５％～約９０％の純度であり、そして好ましくは約９５％～約９８％
の純度である。
【００７０】
　「治療有効量」という用語は、組織、システム、動物、又はヒトの生物学的又は医学的
応答であって、研究者、獣医師、医師、又は他の臨床医により標的とされる応答を誘発す
る対象化合物の量を意味する。
　本明細書中に使用されるとき、「生物学的効果」は、前脂肪細胞から脂肪細胞への変化
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を含む。
【００７１】
　我々は、新規の脂肪細胞分泌因子を発見し、そして特徴づけした。当該因子は、「アデ
ィポシスピン」と名付けられた(１７ｋＤａの見かけの分子量及びｐＩ値９.４を有した)
。当該因子は、３Ｔ３ Ｌ１脂肪細胞から優先的に発現されそして分泌されるが、対応す
る前脂肪細胞からは発現又は分泌されない。アミノ酸配列分析及びｃＤＮＡクローニング
に従って、当該タンパク質が、推定の分泌シグナルペプチドを含みその後にシステイン・
プロテアーゼ阻害剤のファミリーと配列ホモロジーを共有するドメインを含むということ
が発見された。アディポシスピンｍＲＮＡは、３Ｔ３ Ｌ１脂肪細胞では実質的に検出で
きなかったが、ホルモン誘導性の脂肪細胞変換の後に目立って増加した。脂肪組織におけ
るその発現は、肥満状態で有意に増加する。
【００７２】
　３Ｔ３‐Ｌ１細胞の脂肪細胞への変化は、一過的にトランスフェクションされたＣＯＳ
７細胞から精製されたＦＬＡＧ標識アディポシスピンで処理した後に、劇的に阻害された
。制御された発現パターン及び脂肪細胞についての阻害効果により、アディポシスピンが
脂質生成のフィードバック制御において役割を有するという我々の発見が支持される。我
々はさらに、アディポシスピンが前脂肪細胞から脂肪細胞への変化を下方制御できるとい
うことを発見した。当該化合物の使用は、例えば投与を含み、又は減少若しくは増加され
た、或いはそうでなければ異常な又は不所望な前脂肪細胞から脂肪細胞への変化の変化率
に関連する状態、例えば脂肪細胞の肥厚化、の阻害を含む。使用はまた、肥満の治療及び
体重減少及び／又は体重増加の予防を含む。
【００７３】
　他の使用は、アディポネクチン又はその活性断片の投与を含む。アディポネクチン欠損
状態又は、更なるアディポネクチン活性又はアディポネクチン活性の増加が所望される状
態又は症状で投与されうる。
【００７４】
　一の態様では、ポリヌクレオチドは、哺乳動物(例えば、マウス、ラット、又はヒト)の
アディポシスピン遺伝子又はＤＮＡ又はＲＮＡの配列又はサブシーケンスを有するポリヌ
クレオチドが提供されている。ポリヌクレオチド(例えばＲＮＡ、ＤＮＡ、ＰＮＡ、又は
キメラ)は、一本鎖、二本鎖、又は混合ハイブリッドであってもよい。
【００７５】
　ポリヌクレオチドは、配列番号１(図１)又は配列番号２のポリペプチドをコードする配
列、或いはそれらのサブシーケンス(例えば、少なくとも約１５、少なくとも約２５、少
なくとも約５０、少なくとも約１００、少なくとも約２００、少なくとも約５００塩基の
ポリヌクレオチド及びそのバリアントを含む)を有してもよい。本明細書中に開示される
アディポシスピン・ポリヌクレオチドに実質的に配列同一性を有するポリヌクレオチドも
含まれる。こうして、哺乳動物(例えばヒト)アディポシスピン遺伝子の天然アレル、例え
ば配列番号２の分子をコードするアディポシスピン・ポリヌクレオチドのヒト・アレル・
バリアントも提供される。
【００７６】
　本明細書中に記載される時、幾つか実施態様では、ポリヌクレオチドは、配列番号１(
図１)、配列番号２、配列番号９、又は配列番号１０に実質的に配列同一性を有するポリ
ペプチドをコードするか、又はそうしたポリペプチド(例えば、融合タンパク質を含む)、
或いはこうした配列から誘導されるキメラ、突然変異、及び／又は進化形態の生物活性又
は免疫活性断片をコードする。遺伝コードの縮重のため、配列番号１又は配列番号２のポ
リペプチド、或いはその生物活性又は免疫活性断片をコードする異なるポリヌクレオチド
が含まれる。別の実施態様では、アディポシスピン・ポリペプチドをコードしないが、例
えばプローブ、プライマー、アンチセンス、トリプレックス、ＲＮＡｉ、又はリボザイム
試薬などとして有用であるアディポシスピン・ポリヌクレオチドが提供される。
【００７７】
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　アディポシスピン及び／又はかかるポリペプチドの１以上の生物活性又は免疫活性断片
をコードする１以上のアディポシスピン・ポリヌクレオチドを含む発現ベクター、細胞、
細胞系列、及びトランスジェニック生物が提供される。幾つかの実施態様では、ベクター
、細胞、及び生物対は、コードされたアディポシスピン・ポリペプチド及び断片を発現す
ることができる。
【００７８】
　アディポシスピン・ポリヌクレオチド及びポリペプチド、又はそのいずれかの断片は、
組換え方法により製造することができる。例えば、Sambrookら、Berger and Kimmel (198
7) Methods In Enzymology, Vol. 152: Guide To Molecular Cloning Techniques, San D
iego: Academic Press, Inc.; Ausubelら Current Protocols In Molecular Biology, Gr
eene Publishing and Wiley-Interscience, New York (2001)を参照のこと。或いは、ア
ディポシスピン・ポリヌクレオチド、ポリペプチド、そのいずれかの断片は、当該技術分
野に周知の従来方法を使用して化学的に合成することができる(例えば、Narangら、1979,
 Meth. Enzymnol. 68: 90; Brownら、1979、 Meth. Enzymol. 68:109; Beaucageら, 1981
, Tetra. Lett., 22: 1859)。幾つかの実施態様では、アディポシスピン・ポリヌクレオ
チドは、例えば、非天然塩基、例えばデオキシイノシン(Batzer ら, 1991, Nucleic Acid
 Res. 19: 5081; Ohtsukaら, 1985,. J. Chem. 260:2605‐2608； Rossoliniら、1994, M
ol. Cell. Probes 8: 91-98)又は改変された骨格残基又は結合、例えばペプチド核酸(PNA
)、メチルホスホネート骨格、ホスホロチオエート骨格などを含む。
【００７９】
　アディポシスピンをコードするポリヌクレオチドは、種々の突然変異又は進化方法のい
ずれかにかけて、開示された配列のバリアントを作り出すことができる。バリアントは、
関心の生物学的活性を保持するように選択されてもよく、そしてそうした活性を望ましく
変化されてもよい。選択プロセスは、そうしたバリアントの作製の後、又は作成中に行っ
てもよい。化学又は生物学的突然変異方法を使用することができ、例えば単離されたヌク
レオチド又は宿主細胞の化学処理、部位特異的突然変異誘導技術、低精度の条件下で複製
することを含むランダム生物学的突然変異誘導、並びに部位特異的進化技術を含む。ポリ
ヌクレオチドは、本明細書中に記載される配列を使用して、ＤＮＡシャッフリング技術、
例えばStemmerにより開発されたシャッフリング技術(米国特許第5,605,793号；5,811,238
号、5,830721号)にかけることができる。ポリヌクレオチドは、システマチック・カセッ
ト突然変異誘導方法、例えば、Huseにより記載される方法にかけることができる。当該タ
ンパク質の各位置における全ての突然変異の分析を使用することができ、そして当該分析
は、部位特異的変性ヌクレオチドのシリーズを使用して行うことができる(米国特許第6,0
54,267号、第5,939,250号、第5,763,239号、第6,537,776号、第6,238,884号、第6,171,82
0号、第5,830,696号、第5,965,408号、及び第5,955,358号)。バイアス掛け突然変異誘導
方法が使用でき、置換マトリックスに基づくライブラリーの使用(2002年10月24日に公開
されたSchellenbergerらに対する米国特許公開2020155460A1)を含む。かかる方法の組合
せも提供される。こうしたアディポシスピン・バリアントを含む本明細書中に記載される
アディポシスピンの使用方法と同様に、かかる突然変異誘導方法が提供される。
【００８０】
　一の態様では、アディポシスピン・ポリペプチド及びその断片、例えば、配列番号１又
は配列番号２を有するアディポシスピン・ポリペプチド、その生物活性又は免疫学的に活
性(例えば抗原性)な断片、そのバリアント(例えば、保存的又はアレル・バリアント)、又
はアディポシスピン融合ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドが提供される。１の
実施態様では、ポリヌクレオチドは、配列番号１、配列番号２、配列番号９、又は配列番
号１０の配列をコードするポリヌクレオチド、或いはその断片を含むか、それらから実質
的になるか、又はそれらからなる。他の態様では、ポリヌクレオチドは、天然アディポシ
スピン・ポリペプチド又は断片であって、(例えば、種の配列特徴の結果として及び／又
は遺伝コードの縮重の結果として)異なる配列を有するものをコードする。幾つかの実施
態様では、ポリヌクレオチドは、発現された配列タグ、H67224、AI1131555、AA215577、A
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W190975、又はAI769466、又はウシPPR1をコードするポリヌクレオチド(Matsuokaら、1993
, Biochem Biophys Res Comm 194: 540-11)以外である。
【００８１】
　ポリヌクレオチドは、アディポシスピン・ポリヌクレオチド及びポリペプチド、或いは
そのいずれかの断片の発現を調節するのに有用である(例えば、センス又はアンチセンス
ＤＮＡ及びＲＮＡ)。ポリヌクレオチド及びポリペプチドの組換え発現方法は当該技術分
野に周知である。典型的に、ポリヌクレオチドは、アディポシスピン・ポリペプチド及び
ポリヌクレオチド、及びその断片の製造用の発現ベクター中で使用される。発現ベクター
は、典型的に、転写及び／又は翻訳制御シグナル(例えば、転写制御要素、プロモーター
、リボソーム結合部位、及びＡＴＧ開始コドン)を含んでもよい。加えて、発現の効力は
、使用する細胞システムに適したエンハンサーを含めることにより亢進することができる
。例えば、ＳＶ４０エンハンサー又はＣＭＶエンハンサーは、哺乳動物宿主細胞中の発現
を増加させるために使用することができる。
【００８２】
　こうして、例えば、アディポシスピン・ポリペプチドをコードするＤＮＡ又は断片は、
in vitro宿主細胞、例えば細菌(例えば、イー・コリ(E. coli)、バチルス・サブチルス(B
acillus subtilus))、酵母(例えばサッカロマイシス)、昆虫(例えば、スポドプレラ フル
ギペルダ(Spodoprera frugiperda)、又は哺乳動物細胞培養システム中に導入できそして
発現できるＤＮＡ構築物中に挿入されてもよい。ポリペプチドの発現及び産生に有用な哺
乳動物細胞培養システムの例は、ヒト胎児腎臓細胞系列を含む (293; Grahamら, 1977,. 
Ｉ: Gen. Virol. 36: 59); ＣＨＯ(ATCC CCL 61 及び CRL 9618);ヒト子宮頚癌細胞(He L
a、ATCC CCL2)；及び当該技術分野に知られている他のものを含む。有用なヒト及び非ヒ
ト細胞系列は、米国培養細胞系統保存機関(ATCC)、P.O. Box1549、Manassa, VA 20108か
ら広く利用できる(http://www.atcc.orgを参照のこと)。哺乳動物組織細胞培養を使用し
て、ポリペプチドを発現することは、例えばWinnacker, FROM GENES TO CLONES (VCH Pub
lishers, N.Y., N.Y., 1987)及び上記Ausubelにおいて広く議論されている。
【００８３】
　種々のシステムにおいて、哺乳動物遺伝子由来又は哺乳動物ウイルス由来のプロモータ
ーが、哺乳動物細胞系列中で使用されてもよい。適切なプロモーターを構築することがで
き、細胞型特異的、ステージ特異的、及び／又は(例えば、グルココルチコイドなどのホ
ルモンにより)調節可能又は制御可能でありうる。有用なプロモーターは、非限定的に、
メタロチオネイン・プロモーター、構成的アデノウイルス・メジャー・レイト・プロモー
ター(constitutive adenovirus major late promoter)、デキサメタゾン誘導性MMTVプロ
モーター、SV40プロモーター、及び当該技術分野に知られているプロモーター-エンハン
サーの組合せを含む。
【００８４】
　アディポシスピン及びポリペプチド又は断片は、当該技術分野に既知の方法により、宿
主細胞染色体中に取り込まれる適切な発現ベクターを使用して、トランスジェニック動物
(マウス、ヤギ、ウシなど)及び植物(タバコ、アラビドプシスなど)で発現することができ
る。
【００８５】
　アディポシスピン・ポリヌクレオチドを検出又は増幅するためのオリゴヌクレオチド又
はポリヌクレオチド・プローブ及び／又はプライマーが提供される。ポリヌクレオチド(
例えば、プローブ及びプライマー)は、配列番号１又は配列番号２のポリペプチド中の少
なくとも５個のアミノ酸、通常少なくとも約１０～１２個のアミノ酸、典型的には少なく
とも約１５のアミノ酸、一般的には少なくとも約１８個のアミノ酸、そして多くの場合少
なくとも約２５をコードする連続塩基を含むか、当該連続塩基から実質的になるか、又は
当該連続塩基からなるが、当該ポリペプチドはまた５０～１００個のアミノ酸、又はそれ
以上であってもよい。アディポシスピン・ポリヌクレオチドが、プローブ又はプライマー
として使用される場合、当該ポリヌクレオチドは、一般的に約３０００塩基未満の長さで



(21) JP 2008-502307 A 2008.1.31

10

20

30

40

50

あり；典型的に約１２～約５００の連続ヌクレオチドであって、配列番号１又は配列番号
２に同一であるか又は正確に相補するアミノ酸をコードする連続ヌクレオチドを含む。よ
り多くの場合、約１２～約５０個の連続ヌクレオチドを含み、さらに多くの場合約１５～
約２５個の連続ヌクレオチドを含む。
【００８６】
　プローブ及びプライマーはまた、プローブ又はプライマーに制限酵素部位を加えること
により改変されてもよい。プライマー又はプローブは、さらなる配列、例えばリンカーを
含んでもよい。さらに、プライマー又はプローブは、検出可能な標識で改変されてもよい
。例えば、プライマー及びプローブは、放射性標識されてもよいし、化学的に改変、例え
ば誘導体化されてもよいし、修飾ヌクレオチド塩基を取り込んでもよいし、又は抗-リガ
ンド(例えばビオチン)により結合することができるリガンドを含んでもよい。
【００８７】
　アディポシスピン・プローブ及びプライマーは、多くの目的のために使用することがで
きる。例えば、本明細書中により詳細に議論されるように、生物試料中のアディポシスピ
ン・ポリヌクレオチドを検出又は増幅するために使用することができる。例えば、本明細
書中の記載に基づき、当業者は、サンプル中のアディポシスピン遺伝子、ｍＲＮＡ、又は
ｃＤＮＡの全部又は一部を特異的に増幅するプライマー対を選択することができるであろ
う。当該プライマー対及び増幅条件は、他のポリヌクレオチド配列、例えばサンプル中に
存在する他のメッセンジャーＲＮＡを、アディポシスピンプライマーの３’末端と他の遺
伝子配列)の間の相補性のため、増幅しないように選ばれる。
【００８８】
　アディポシスピン・ポリヌクレオチドを標的とするか、アディポシスピン／ポリヌクレ
オチドにハイブリッド形成するアンチセンス、トリプレックス、及びリボザイム、及びＲ
ＮＡｉ試薬などの阻害性ポリヌクレオチドも提供される。
【００８９】
　別の実施態様において、アディポシスピン遺伝子の発現を阻害するか又は下方制御する
ために使用することができるアンチセンス・オリゴヌクレオチド及びポリヌクレオチドが
提供される。幾つかの治療方法は、ｉｎ ｖｉｖｏ生理学的条件下でアディポシスピン活
性を阻害及び／又は刺激するように機能し、そして治療効果のために十分な期間当該条件
下で比較的安定であるオリゴヌクレオチドを投与することに関しうる。当該技術分野に知
られている方法を使用して、ポリヌクレオチドは、そうした安定性を与え、そして所望の
組織、器官、又は細胞に対してオリゴヌクレオチドを、標的送達を促進するように改変さ
れうる。
【００９０】
　アンチセンス・ポリヌクレオチドは、少なくとも約１０塩基、典型的に少なくとも約１
２又は１４、そして約８００以下の連続ヌクレオチドから転写される配列又はその全長転
写物に特異的にハイブリッド形成するアンチセンス配列を含むか又は当該配列から実質的
になってもよい。より多くの場合、当該アンチセンス・ポリヌクレオチドは、約１２～約
５０個のヌクレオチド長であり、又は約１５～約２５個のヌクレオチド長であってもよい
。一般的に、当該アンチセンス・ポリヌクレオチドは、安定した二重構造を形成するため
に十分長くあるべきであるが、デリバリーの様式に左右されて、所望されるならｉｎ ｖ
ｉｖｏで投与されるために十分短くあるべきである。標的配列へ特異的にハイブリダイゼ
ーションするために必要とされるポリヌクレオチドの最小の長さは、幾つかの因子、例え
ば、因子のなかで特に、Ｇ／Ｃ含量、ミスマッチ塩基の位置(存在する場合)、標的ポリヌ
クレオチドの数に比べた配列の特異性の程度、並びにポリヌクレオチドの化学的性質(例
えば、メチルホスホネート骨格、ペプチド核酸、ホスホロチオエート)に左右される。
【００９１】
　一般的に、特異的ハイブリダイゼーションを保証するために、アンチセンス配列は、標
的アディポシスピンｍＲＮＡ配列に対して実質的に相補的である。ある実施態様では、ア
ンチセンス配列は、標的配列の少なくとも一部に対して正確に相補的である。しかしなが
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ら、当該アンチセンス・ポリヌクレオチドはまた、ヌクレオチド置換、付加、欠失、転移
、トランスポジション、又は修飾を含んでもよいし、或いはアディポシスピンＲＮＡ又は
その遺伝子に対応する関連標的配列に特異的結合性又はそうでない場合望ましい結合性が
、ポリヌクレオチドの機能的な性質として保持されるかぎり、他の核酸配列又は非核酸成
分を含んでもよい。
【００９２】
　一の態様では、アンチセンス配列は、アディポシスピンｍＲＮＡの比較的アクセス可能
な配列(例えば、比較的二次構造を欠いている)に相補的である。これは、例えばＭＦＯＬ
Ｄプログラム(Genetics Computer Group, Madison WI)を使用して予測されたRNA二次構造
を分析し、そして当該技術分野に知られているin vitro又はin vivoで試験することによ
り測定することができる。有効なアンチセンス組成物を同定するために有用な方法は、オ
リゴヌクレオチドのコンビナトリアル・アレイを使用する(例えば、Milnerら, 1997, Nat
ure Biotechnology 15: 537)。
【００９３】
　アンチセンス配列をさらに含む(つまり、アンチ-アディポシスピン・センス配列をさら
に含む)配列を有するアンチセンス・ポリヌクレオチドが提供される。この場合、アンチ
センス配列は、長い配列のポリヌクレオチド内に含まれる。別の実施態様では、ポリヌク
レオチドの配列は、アンチセンス配列から実質的になるか、又は当該配列である。
【００９４】
　アンチセンス核酸(ＤＮＡ、ＲＮＡ、ＰＮＡ改変されたアナログなど)は、核酸を産生す
るためのいずれかの適切な方法、例えば化学合成及び本明細書中に開示される組換え方法
を使用して作ることができる。一の実施態様では、例えば、アンチセンスＲＮＡ分子は、
新規に化学合成により又はクローニングにより製造されてもよい。例えば、アディポシス
ピンｍＲＮＡにハイブリッド形成するアンチセンスＲＮＡは、ベクター(例えばプラスミ
ド)中で、プロモーターにアディポシスピンＤＮＡ配列(例えば、配列番号５又は６、又は
その断片)を逆向きに発現可能なように挿入することにより作ることができる。但し、プ
ロモーター及び、好ましくは終止シグナルおよびポリアデニル化シグナルは、適切に位置
され、非コード鎖に対応する配列を挿入された鎖が転写され、そしてアンチセンス・オリ
ゴヌクレオチドとして作用するであろう。当該アンチセンス・オリゴヌクレオチドは、無
細胞抽出物、細胞、及び哺乳動物及びヒトを含む動物においてアディポシスピン活性を阻
害するために使用することができる。
【００９５】
　アンチセンス・ポリヌクレオチドに関する一般的な方法については、ANTISENSE RNA AN
D DNA, (1988), D. A. Melton, Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Har
bor, NY)及びDagleら, 1991, Nucleic Acids Research, 19を参照のこと。アンチセンス
治療の総説については、例えば、Uhlmannら、Chem. Reviews, 90: 543-584 (1990)などを
参照のこと。
【００９６】
　オリゴ及びポリヌクレオチド(例えばＤＮＡ、ＲＮＡ、ＰＮＡ、改変アナログなど)であ
って、二本鎖又は二重のアディポシスピン核酸(例えば、アディポシスピンＲＮＡの折り
たたまれた領域又はアディポシスピン遺伝子)に結合し、三重ヘリックスを含有するか又
は「トリプレックス」核酸を形成するものが提供される。三重ヘリックス形成は、例えば
、アディポシスピン遺伝子の転写を妨げ、そうして細胞内のアディポシスピン活性を低減
又は排除することにより、アディポシスピン発現の阻害又は下方制御をもたらす。作用に
ついてのいずれかの特定の理論又はメカニズムにより拘束されることなく、三重ヘリック
スにより、二重ヘリックスが、ポリメラーゼ、転写因子、又は調節分子を結合するために
十分開く能力が失われる。
【００９７】
　三重オリゴ及びポリヌクレオチドは、三重ヘリックス形成の塩基対則(例えば、Chengら
., 1988. J: Biol. Chem 263: 15110; FeIrin及び Camerini-Otero. 1991, Science : 14
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94; Ramdasら, 1989, J: Biol. Chem 264: 17395; Strobelら, 1991, Science 254: 1639
; 及びRigasら, 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 83: 9591)、及びアディポシスピ
ンｍＲＮＡ及び／又は遺伝子配列を使用して構築される。典型的にトリプレックス形成オ
リゴヌクレオチドは、当該アディポシスピンＲＮＡ又は遺伝子の特異的配列に「相補的」
である、約１０～少なくとも約２５個又はそれより長いのヌクレオチドの特異的配列(つ
まり、安定な三重ヘリックスを形成するために充分長いが、デリバリーの様式に左右され
て、所望されるならばｉｎ ｖｉｖｏで投与される)を含むか、実質的にそれからなるか、
又はそれらからなる。この文脈において、「相補的」という用語は、安定な三重ヘリック
スを形成できることを意味する。一の実施態様では、オリゴヌクレオチドは、アディポシ
スピン遺伝子の制御領域(例えば、アディポシスピン５’‐隣接配列、プロモーター、及
びエンハンサー)又は転写開始部位(例えば、転写開始部位から約-１０～約＋１０の間)に
特異的に結合する。トリプレックスＤＮＡを使用する近年の治療法の進歩については、Ge
e et al.. in Huber and Carr, 1994, MOLECULAR. AND IMMUNOLOGIC APPROACHES, Futura
 Publishing Co, Mt Kisco NY and Rininsland et al. , 1997, Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA 94: 5854を参照のこと。
【００９８】
　アディポシスピン活性の阻害又は下方制御に有用なリボザイムもまた提供される。リボ
ザイムは、アディポシスピンｍＲＮＡに結合し、そして特異的に切断し、そして不活性化
する。有用なリボザイムは、アディポシスピンｍＲＮＡに相補的な５’‐及び３’‐末端
配列を含み、そして本明細書中に開示されるアディポシスピンｍＲＮＡ配列に基づいて当
業者によって作製される。(上記ＰＣＴ公開ＷＯ９３/２３５７２号)を参照のこと)。リボ
ザイムは、グループ１のイントロン・リボザイム(Cech, 1995, Biotechnology 13: 323) 
、及び他のハンマーヘッド型リボザイム(Edgington,1992,Biotechnology, 10：256)を含
む。
【００９９】
　リボザイムは、ＧＵＡ、ＧＵＵ、及びＧＵＣなどの切断部位を含む。アディポシスピン
活性のリボザイム媒介性の阻害についての最適切断部位は、従ってＰＣＴ公開WO94/02595
号及びWO93/23569号に記載される部位を含む。切断部位を含む標的アディポシスピン遺伝
子の領域に対応する約１５～約２０のリボヌクレオチドの長さは、当該オリゴヌクレオチ
ドをより望ましいものにし得る二次構造について評価することができる。切断部位の適切
性は、リボヌクレアーゼ保護アッセイを用いて相補的オリゴヌクレオチドとのハイブリダ
イゼーションに対する近接可能度を試験することによって、又は当業者に知られている標
準方法に従ってｉｎ ｖｉｔｒｏリボザイム活性について試験することによって評価され
てもよい。
【０１００】
　Huら、PCT公開WO 94/03596号により記載されるように、アンチセンス及びリボザイムの
機能は、単一のオリゴヌクレオチド中に一体化することができる。さらに、リボザイムは
、例示的なアンチセンス・オリゴヌクレオチドの記載に関して上で記載したように、１以
上の改変ヌクレオチド又はヌクレオチド間の改変結合を含むか、又はそれらから実質的に
なるか、又はそれらからなってもよい。
【０１０１】
　一の実施態様では、リボザイムは、in vitroで作成され、そして細胞又は患者に導入す
ることができる。別の実施態様では、遺伝子治療方法は、ex vivo又はin vivoで、標的細
胞においてリボザイムを発現するために使用される。
【０１０２】
　ＲＮＡ干渉(ＲＮＡｉ)などの方法によるアディポシスピン活性の阻害に有用なポリヌク
レオチドも提供される。当該方法は、共抑制及びクェリング(quelling)も含む。当該及び
他の遺伝子抑制技術は、当該技術分野に周知である。当該技術の概説は、Science : 1370
-1372 (2000)を参照のこと。ＲＮＡｉは、転写後レベルを制御し、そして配列特異的であ
る。当該方法は、部分的又は全長二本鎖の特徴を有するＲＮＡ、又はその前駆体、或いは
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かかるＲＮＡをコードすることができるものを、細胞中に、又は細胞外環境中に導入する
ことを含む。
【０１０３】
　Ｆｉｒｅら、米国特許第6,506,559号に記載されるように、ＲＮＡは、ポリマー化リボ
ヌクレオチドの１以上の鎖を含んでもよい。当該二本鎖構造は、単一鎖の自己相補ＲＮＡ
配列により形成されてもよいし、二個の相補性ＲＮＡ鎖により形成されてもよい。当該Ｒ
ＮＡは、例えばホスフェート-糖骨格又はヌクレオシドのいずれかに修飾、例えば、例示
のアンチセンス・オリゴヌクレオチドの記載に関して上で記載した修飾を含んでも良い。
【０１０４】
　１以上のリボヌクレアーゼは、特異的に二本鎖ＲＮＡに結合し、そして短い断片へと切
断するということが研究により示された。当該リボヌクレアーゼ(単数又は複数)は、これ
らの断片と会合したまま残り、これは、次に相補的ｍＲＮＡに特異的に結合する。つまり
、アディポシスピンをコードする転写されたｍＲＮＡ鎖に特異的に結合する。アディポシ
スピンのｍＲＮＡは、リボヌクレアーゼにより短い断片へと分解され、それによりアディ
ポシスピン遺伝子の翻訳及び発現を避け、そうしてアディポシスピン活性を阻害又は下方
制御する。さらに、ＲＮＡポリメラーゼは、多コピーの短い断片の合成を促進するように
作用し、当該断片は、当該システムの効率を指数関数的に増加させる。これらの遺伝子抑
制経路の固有の特徴は、サイレンシングがそれを開始した細胞に限定されないということ
である。当該遺伝子サイレンシングの効果は、生物体のほかの部分に伝播し、そして生殖
細胞系列を介して数世代伝達することもある。
【０１０５】
　アディポシスピン遺伝子をサイレンシングするための遺伝子構築物を作成するために有
用なポリヌクレオチドを提供する。当該ポリヌクレオチドは、単一の自己相補的ＲＮＡ配
列であって、アディポシスピン遺伝子に特異的なものをコードする遺伝子構築物を作成す
るために使用されてもよい。遺伝子構築物及び/又はアディポシスピン特異的自己相補的
ＲＮＡ配列は、当該技術分野に知られ又は見出すことができる方法のいずれかによりデリ
バリーされてもよい。遺伝子構築物のうちで、センス及びアンチセンス配列は、ドナー及
びアクセプター・スプライシング部位を利用する適切なスプライシング配向で配置される
イントロン配列に隣接する。或いは、発現可能及び有効な構築物を作成するために、分離
したイントロン配列よりはむしろ、様々な長さのスペーサー配列を使用するであろう。ア
ディポシスピン遺伝子構築産物の転写後プロセッシングの間、イントロン配列はスプライ
シングで取り除かれ、センス及びアンチセンス、並びにスプライス結合配列が二本鎖ＲＮ
Ａを形成するように結合することを可能にする。選ばれたリボヌクレアーゼは、二本鎖Ｒ
ＮＡに結合し、そして切断し、それによりアディポシスピンｍＲＮＡ遺伝子配列の分解を
導く事象のカスケードを開始し、そしてアディポシスピン遺伝子をサイレンシングする。
【０１０６】
　或いは、自己相補性ＲＮＡ配列を発現する遺伝子構築物を使用するよりは、アディポシ
スピン特異的二本鎖ＲＮＡ断片は、１以上の標的領域にデリバリーされて、遺伝子サイレ
ンシング効果を発揮するように細胞質へと内部移行させられる。ＲＮＡは、細胞あたり少
なくとも１コピーのデリバリーを可能にする量で導入されうる。二本鎖物質の高用量は、
より有効な阻害をもたらすかもしれない。阻害は、ＲＮＡの二本鎖領域が、遺伝子の阻害
又は下方制御の標的となるという点で配列特異的である。アディポシスピン遺伝子の一部
に同一であるヌクレオチド配列を含有するＲＮＡは、阻害又は下方制御に好ましい。標的
配列に対して挿入、欠失、及び単一点突然変異を有するＲＮＡ配列もまた、阻害及び下方
制御について有効であることが発見された。こうして、配列同一性は、当該技術分野に知
られている配列比較アルゴリズム、並びにヌクレオチド配列間の差異の割合(％)を計算す
ることにより最適化されてもよい。或いは、ＲＮＡの二本鎖領域は、標的遺伝子転写産物
の一部とハイブリッド形成できるヌクレオチド配列として機能的に定義されうる。
【０１０７】
　治療法は、ｉｎ ｖｉｖｏ生理条件下で、アディポシスピン活性を阻害、下方制御、又
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は刺激するように機能するオリゴヌクレオチドを投与することを含み、そして治療効果に
充分な時間の間これらの条件下で比較的安定であるオリゴヌクレオチドを投与することを
含む。上で記載されるように、改変された核酸は、かかる安定性を与える点で、並びに当
該オリゴヌクレオチドを、所望の組織、器官、又は細胞へと標的デリバリーする点で有用
であることもある。
【０１０８】
　オリゴ及びポリヌクレオチドは、適切な医薬製剤中で薬剤として直接デリバリーできる
か、又は核酸を細胞に導入することを用いて間接的に導入できる。例えば、リポソーム、
免疫リポソーム、弾丸導入(ballistics)、細胞内への直接取り込みなどを含む。疾患の治
療のため、オリゴヌクレオチドは、患者に治療有効量で投与されるであろう。治療有効量
は、疾患の症状を寛解するため又は標的細胞においてアディポシスピン活性を調節するた
めに充分な量である。治療目的でオリゴヌクレオチドをデリバリーするのに有用な方法は
、米国特許第5,272,065号に記載される。医薬として活性な化合物及びそれらを含む組成
物を投与する詳細は、知られているか、又は本明細書中で提供される。別の実施態様では
、オリゴ及びポリヌクレオチドは、遺伝子治療又は他の組換えＤＮＡ発現戦略を使用して
デリバリーすることができる。
【０１０９】
　遺伝子治療は、外来性のポリヌクレオチドが導入される(典型的には)哺乳動物細胞に医
学として有用な表現効果をもたらす他の外来性ポリヌクレオチドの導入を指す。一の態様
では、遺伝子治療法は及び組成物は、アディポシスピン関連条件の治療のために提供され
ている。例示的な態様では、遺伝子治療は、例えばアディポシスピン遺伝子産物(例えば
、アディポシスピン活性を増大するために、配列番号１又は２の配列を有するアディポシ
スピン・ポリペプチドに実質的に類似なアディポシスピン・タンパク質、或いは活性を低
減させるために、阻害性アディポシスピン・ポリペプチド)を発現させ、又は発現を誘導
し、アディポシスピン遺伝子産物の発現に影響を与えるポリペプチド又はポリヌクレオチ
ド(例えば、アディポシスピン活性を低減するアディポシスピンｍＲＮＡに対するリボザ
イム)を発現させ、又は内在性のアディポシスピン配列(例えば、遺伝子置換及び遺伝子ノ
ックアウト、制御配列の挿入又は欠失)を置換又は破壊するベクターを細胞中に導入する
ことを含む。多くの実施態様は、本明細書中の開示を参照すれば、当業者に明らかであろ
う。
【０１１０】
　一の実施態様では、生理的に許容される担体及びアディポシスピン・ポリペプチドを発
現可能なようにコードする裸のポリヌクレオチドは、それらの発現を引き起こすために導
入できる。裸のポリヌクレオチドを含む製剤を導入するための組成物は、ＰＣＴ出願第WO
 90/11092号(Vical Inc.)、ＰＣＴ出願第WO 95/11307号(Institut Pasteur, INSERM, Uni
versit d'Ottawa)、及びTacsonら、Nature Medicine.2(8):888-892(1996)及びHuygenら、
Nature Medicine.2(8):898(1996)により記載される。弾丸導入法も使用できる。
【０１１１】
　アディポシスピン遺伝子治療において有用なベクターは、ウイルスであるか又は非ウイ
ルスであり、そしてアディポシスピン発現系に関して本明細書中で記載される。遺伝子治
療ベクターは、本開示に記載されるように、プロモーター及び他の制御又はプロセッシン
グ配列を含み得るということが当業者により理解されるであろう。通常、ベクターは、プ
ロモーター及び場合によりエンハンサー(プロモーター配列内に含まれるいずれかから分
離される)を含み、それらは、オリゴリボヌクレオチド又はポリヌクレオチドの転写を促
進するために役に立ち、そして望むのであれば、エピソームの維持又は染色体への組み込
み、並びに高レベルの転写を与える他の制御要素を含むであろう。遺伝子治療のために有
用なプラスミドは、他の機能的な要素、例えば選択マーカー、同定領域、及び他の配列な
どを含むことができる。さらなる配列は、細胞内外の両方で安定性を与え、アディポシス
ピン・ヌクレオチド配列(センス又はアンチセンス)を特定の器官、組織、又は細胞集合へ
のデリバリーを標的とし、細胞核への侵入を媒介し、及び/又は核ＤＮＡへの組み込みを
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媒介する役割を有することができる。例えば、アプタマー様ＤＮＡ構造又は他のタンパク
質結合部位は、細胞表面又は受容体に結合する血清タンパク質へのベクターの結合を媒介
するために使用でき、それにより細胞内へのＤＮＡの移動の効率を高める。他のＤＮＡ部
位及び構造は、直接又は間接的に核膜内の受容体又は核内に移動する他のタンパク質に結
合でき、それにより、ベクターの核への取り込みを促進する。他のＤＮＡ配列は、直接又
は間接的に組み込み効率に影響することができる。
【０１１２】
　適切な遺伝子治療ベクターは、１以上の複製起点を有してもよいし、有さなくても良い
。例えば、患者に投与する前にベクターを増殖させるために、ベクター内に複製起点を含
めることは有用である。しかしながら、複製起点は、当該ベクターが、宿主染色体ＤＮＡ
中に組み込まれるか、又は宿主ｍＲＮＡ又はＤＮＡに結合するように設計される場合、複
製起点は、投与前に取り除くことができる。
【０１１３】
　記載されるように、遺伝子置換治療の方法及び試薬も提供される(つまり、内在性アデ
ィポシスピン遺伝子を組換え遺伝子で相同組換えすることによる置換)。相同組換えによ
る組み込み用に特異的に設計されたベクターが使用されてもよい。相同組換えを最適化す
る因子は、例えば、配列同一性の程度、及び染色体配列への相同性の長さを含む。相同組
換えを媒介する特異的配列もまた重要である。なぜなら、組み込みは、転写活性ＤＮＡに
おいてかなり容易に生じるからである。相同性標的構築物を構築するための方法及び物質
は、例えば、Mansourら、1988, Nature 336: 348; Bradleyら、1992,Bio/Technology 10:
 534に記載されている。米国特許第5,627,059号；第5,487,992号;第5,631,153号;及び第5
,464,764号を参照のこと。一の実施態様では、遺伝子組換え治療は、制御される遺伝子の
発現をコントロールする制御配列の一部又は全てを変化又は置換することを含みうる。例
えば、アディポシスピン・プロモーター配列(図５に示される)は、転写制御部位を挿入又
は欠失することにより、又は外来性のプロモーターを導入することにより、アディポシス
ピン発現を変化させるように破壊される。
【０１１４】
　in vitro及び動物におけるアディポシスピン「遺伝子ノックアウト」のための方法及び
試薬もまた提供される。これは、組換え生成ベクターを使用して内在性のアディポシスピ
ン遺伝子を相同組換えすることにより欠失又は破壊することにより達成されてもよい。遺
伝子ノックアウトにおいて、標的配列は、制御配列(例えばアディポシスピン・プロモー
ター)又はＲＮＡ若しくはタンパク質コード配列でありうる。内在性の遺伝子の発現を変
化させるための相同組換えの使用は、例えば米国特許第5,272,071号、WO91/09955号、WO9
3/09222号、WO96/29411号、WO95/31560号、及びWO91/12650号に詳細に記載されている。M
oynahanら;1996, Hum. Mol. Genet. 5:875を参照のこと。遺伝子治療ベクターは、in viv
o、in vitro、又はex vivoにおいて細胞又は組織中に導入されてもよい。ex vivo治療で
は、ベクターは、細胞、例えば患者から取られた幹細胞中に導入され、そしてクローン的
に増殖させて同じ患者に自己移植で戻される(例えば、米国特許第5,399,493号及び第5,43
7,994号を参照のこと)。
【０１１５】
　外来性のアディポシスピン遺伝子配列を含むトランスジェニック非ヒト多細胞生物(例
えば、植物及び非ヒト動物)、又は単細胞生物(例えば、酵母)も提供される。ここで当該
遺伝子配列は、コード配列であるか又は制御配列(例えばプロモーター)であってもよい。
多細胞生物の例は、植物、昆虫、及び非ヒト動物、例えばマウス、ラット、ラビット、サ
ル、類人猿、ブタ、及び他の非ヒト哺乳動物を含む。単細胞生物の例は酵母である。一の
実施態様では、当該生物は、ヒト・アディポシスピン・タンパク質の配列を有する外来性
のアディポシスピン・ポリペプチドを発現する。アディポシスピンをコードする遺伝子が
(例えばコード領域又は制御領域において)突然変異され又は欠失され、そうして元のアデ
ィポシスピンが発現されないか、又は野生型の細胞又は生物と比較した際に低減したレベ
ルで又は異なる活性を有して発現されるような単細胞及び多細胞生物も提供される。かか
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る細胞及び生物は、「遺伝子ノックアウト」細胞又は生物と呼ばれることが多い。
【０１１６】
　本特許は、外来性のアディポシスピン遺伝子又はバリアント(例えばヒト・アディポシ
スピン)が導入され、そして発現する細胞及び生物をさらに提供する。外来性アディポシ
スピン遺伝子又はバリアントは、内在性のアディポシスピン遺伝子を増補するか又は置き
換えることもある。当該タイプの細胞及び生物は、例えばアディポシスピン活性又は発現
の調節物質を同定するため、又は当該アディポシスピン遺伝子における突然変異の効果を
測定するためのモデルシステムとして使用することができる。
【０１１７】
　特定の遺伝子(例えば、内在性のアディポシスピン遺伝子)を変化させ又は欠失するため
の方法は、当業者に周知である。例えば、Baudinら、1993. Nucl. Acids Res. 21: 3329;
 Waccら、1994, Yeast 10:1793；Rothstein, 1991, Methods Enzymol.194:281; Anderson
, 1995, Methods Cell Biol. 48:31; Pettittら、Development 122: 4149-4157; Ramirez
-Solisら、1993, Meshods Enzymol 225: 855;及びThomasら、1987, Cell 51：503を参照
のこと。典型的に、かかる方法は、例えば制御しようとする特定の遺伝子の発現をコント
ロールする制御配列の一部又は全てを変化又は置換することを含む。制御配列、例えば、
元のプロモーターを変化させることができる。遺伝子の標的突然変異の１の慣用技術は関
心の遺伝子を含むゲノムＤＮＡ断片を、ベクター内に配置し、続いて標的遺伝子に付随す
る２個のゲノム腕を、チミジンキナーゼを含有するベクター中の選択的ネオマイシン耐性
カセットの周囲にクローニングすることを含む。当該「ノックアウト」構築物を、次に適
切な宿主細胞、つまりマウス胚性幹細胞(ＥＳ細胞)にトランスフェクションした。当該Ｅ
Ｓ細胞は、次に(例えばネオマイシン耐性について選別するために例えばＧ４１８を使用
して)陽性選別及び(チミジンキナーゼを欠失する細胞を除くために、例えばＦＩＡＵを使
用して)陰性選別にかけ、ノックアウト・ベクターと相同組換えを行った細胞を選別した
。当該アプローチにより、関心遺伝子の不活性化が導かれる。例えば、米国特許第5,464,
764号；第5,631,153号；第5,487,992号；及び第5,627,059号を参照のこと。
【０１１８】
　内在遺伝子の発現を「ノックアウト」することは、相同組換えを使用して相同核酸を関
心の遺伝子の制御配列(例えばプロモーター)中に導入することによって達成することもで
きる。機能的な酵素又は生成物の発現を抑制するために、読み取りフレームを変化させる
か、又はプロモーターを破壊する単純な突然変異が適切でありうる。また、「遺伝子トラ
ップ挿入(gene trap insertion)」は、宿主遺伝子を破壊するために使用することができ
、そしてマウスＥＳ細胞は、ノックアウト・トランスジェニック動物を製造するために使
用することができる。これらは、例えば、Holazschu(1997)Transgenic Res ６:97-106に
おいて記載されている。他の方法も当該技術分野に知られている。
【０１１９】
　発現を上方制御するために、元のプロモーターを、高レベルの転写を誘導する異種プロ
モーターに置換することもできる。
【０１２０】
　相同組換えにより内在性遺伝子の発現を変化させることは、問題の構造遺伝子を含む核
酸配列を使用することにより達成することもできる。上流配列は、異種組換え構築物の標
的に使用される。アディポシスピン構造遺伝子配列情報、例えば配列番号１又は配列番号
２のポリペプチドをコードするゲノム・ポリヌクレオチド配列を利用して、当業者は、通
常の実験により相同組換え構築物を作ることができる。
【０１２１】
　内在性遺伝子の発現を変化させる相同組換えは、例えば米国特許第5,272,071号、及びW
O 91/09955号、WO 93/09222号、WO 96/29411号、WO 95/31560号、及びWO91/12650号に記
載される。動物における相同組換えは、Moynahan (1996) Hum. Mol. Genet. 5: 875によ
り記載され、植物における相同組換えは、Offringa (1990) EMBO J. 9: 3077により記載
された。
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【０１２２】
　単離された、実施的に純粋な、又は組換えアディポシスピン・ポリペプチド及びアディ
ポシスピン・ポリペプチドの免疫原性断片も提供される。一の実施態様では、当該アディ
ポシスピン・ポリペプチド又は断片は、配列番号１若しくは配列番号２に記載される配列
、又はそのサブシーケンスに同一又は実質的に同一なアミノ酸配列を有する。
【０１２３】
　実質的に純粋で、単離され、又は組換えアディポシスピン・ポリペプチドも提供される
。幾つかの実施態様では、当該アディポシスピン・ポリペプチドは、配列番号１又は配列
番号２に記載されるアミノ酸配列に同一又は実質的に同一なアミノ酸配列を有する。別の
実施態様では、当該アディポシスピン・ポリペプチドは、配列番号１又は配列番号２のア
ミノ酸残基の保存的置換により特徴付けられる突然変異及びバリアントである。
【０１２４】
　当該ポリペプチドは、全長(例えば、図３に示される種について約１５０個のアミノ酸
を含む)であってもよいか、又は全長タンパク質の断片(例えば、アディポシスピン・ポチ
ペプチド及びバリアントの少なくとも２０、少なくとも４０、少なくとも６０、又は少な
くとも１００残基を含む)をコードしても良い。配列番号１、配列番号２、配列番号９、
又は配列番号１０のアミノ酸配列について、幾つかの様式、例えば切り詰め、突然変異、
誘導体化、又は他の配列への融合(例えば、融合タンパク質を形成する)において、改変さ
れるアディポシスピン・ポリペプチドが提供される。幾つかのアディポシスピン・ポリペ
プチドは、開示された配列に対して、挿入、欠失、又はアミノ酸残基の置換を含む。例え
ば、保存的アミノ酸置換、つまり、選択されたアミノ酸を、類似の構造特徴、例えば総電
荷、疎水性、極性、大きさなどを有する異なるアミノ酸で置換することがなされる。
【０１２５】
　アディポシスピン・バリアントは、配列番号１、配列番号２、配列番号９、又は配列番
号１０のアディポシスピン・ポリペプチドに構造的に及び機能的に類似しうる。構造的類
似性は、例えば、実際の配列同一性(上で定義される)又は免疫学的交差反応性により示唆
される。機能的類似性は、例えば前脂肪細胞から脂肪細胞への変換を阻害することにより
示唆される。
【０１２６】
　幾つかの実施態様では、アディポシスピン・バリアントは、対応するアミノ酸位置にお
いて、図３Bに記載されるようにヒト・アディポシスピンの６２、７２、８３、８６、１
０１、及び１１６のアミノ酸位置に少なくとも２個のシステイン残基を含んでもよい。一
のシステイン残基は、他のシステイン残基と分子内ジスルフィド結合を形成するために結
合され、その結果、アディポシスピン及び/又はアディポシスピン・イソ型は、３以下の
分子内ジスルフィド結合を含むことがある。上記配列番号１又は配列番号２のアミノ酸配
列に対して改変されたアディポシスピン・バリアントは、他の分子内又は分子間ジスルフ
ィド結合を形成することができ、例えば、それらは、分子内ジスルフィド結合を形成する
ことができる他のシステイン残基を含んでもよい。アディポシスピン・バリアントはまた
、例えば１以上のシステイン残基を突然変異させるか又は欠失することにより、１以上の
ジスルフィド結合を除去するように改変されてもよく、これはその安定性、酸素感受性、
又は薬理学的特性を改善することもある。
【０１２７】
　幾つかの実施態様において、アディポシスピン・ポリペプチドは、転写時、転写後、又
は翻訳後に改変されて、種々のアディポシスピン・バリアント及び/又はイソ型を産生し
うる。かかる改変は、当該技術分野に周知であり、そして例えばオルタナティブ・スプラ
イシング、ＲＮＡ編集、タンパク質分解性切断、グリコシル化、リン酸化、ペグ化、アシ
ル化、メチル化、硫酸化、プレニル化などを含みうる。当該ポリペプチドは、グリコシル
化又はペグ化されうる部位であって、遺伝学的及び/又は化学的方法を介して導入される
部位を有してもよく、グリコシル化又はペグ化は、生物学的半減期又はアディポシスピン
の他の薬理学特性を改良しうる。
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【０１２８】
　幾つかの実施態様において、アディポシスピン・ポリペプチド又はその断片は、(例え
ば、抗アディポシスピン抗体産生用)免疫原として使用されてもよい。典型的に、免疫原
アディポシスピン断片は、配列番号１、配列番号２、配列番号９、又は配列番号１０の少
なくとも６以上の連続残基、例えばより一般的に少なくとも約８、約１０、又は約１２、
又は約１６の連続残基を含む。
【０１２９】
　実質的に純粋、単離された、又は組換えアディポシスピン・ポリペプチドは、配列番号
１又は配列番号２に示される配列を有するポリペプチドと特異的に免疫反応する抗体に結
合できる能力により特徴付けることができる。特異的免疫反応性は、抗体のそのリガンド
(例えば、アディポシスピン)に対する特異的結合親和性であって、例えば少なくとも約１
０7、１０8、１０9、又は１０10Ｍ-1の親和性により通常特徴付けられる。
【０１３０】
　多くの用途のため、所定の環境においてポリペプチドの同定、検出、又は定量を容易に
するために、アディポシスピン・ポリペプチドを標識体、つまり検出可能な標識又は基、
或いは交差結合可能な基に共有結合又は結合される標識体として提供することが所望され
るであろう。これらの検出可能基は、検出可能なポリペプチド基、例えばアッセイ可能な
酵素又は抗体エピトープ、例えば放射性標識(例えば、125Ｉ、32Ｐ、35Ｓ)、又は化学発
光又は蛍光基から選ばれうる。同様に、検出可能基は、基質、コファクター、阻害剤、又
はアフィニティリガンドでありうる。
【０１３１】
　加えて、アディポシスピン・ポリペプチドは、１以上のアミノ酸残基を、同じタイプの
Ｄ-アミノ酸(例えば、Ｌ-リジンの代わりにＤ-リジン)で置換することにより改変されて
、例えば更なる安定性を有するペプチドを作成する。同様に、アミノ又はカルボキシル末
端の改変は、ポリペプチドの安定性を与えるために使用することができる。例えば、カル
ボキシル末端のアミド化又はアミノ末端のアシル化、又はペグ化誘導体である。
【０１３２】
　アディポシスピン・ポリペプチドは、組換え又は合成方法を使用して製造することがで
きるか、又は例えば天然細胞源から単離することができる。
【０１３３】
　アディポシスピン・ポリヌクレオチドからアディポシスピン・ポリペプチドを発現させ
る適切な組換え技術は、知られているか又は本明細書中に開示されている。例えば、Samb
rookら、1989, MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, (第二版)Vols. 1-3, Cold Sp
ring Harbor Laboratory、及び上記Ausubelを参照のこと。アディポシスピン・ポリペプ
チド、バリアント、又は断片などのポリペプチドを合成するための合成方法は、例えば、
Merrifield～1963)Amer.Chem.Soc. 85：2149-2456, Athertonら、1989, SOLID PHASE PEP
TIDE SYNTHESIS: A PRACTICAL APPROACH, IRL Press, and 1986, Science 232: 341-347
に記載されている。
【０１３４】
　アディポシスピン・ポリペプチドの単離及び精製は、当該技術分野において一般的に周
知である方法により行うことができる。これらの方法は、非限定的にイオン交換、疎水性
相互作用、ＨＰＬＣ、又はアフィニティー・クロマトグラフィーを含み、所望の純度を達
成する。一の実施態様では、アディポシスピン・ポリペプチドは、免疫親和性クロマトグ
ラフィーを使用して精製することができる。例えば、アディポシスピン・ポリペプチド又
はその免疫原性断片(例えば、配列番号１又は配列番号２の配列又はサブシーケンスを有
する)に対して作られた抗体を適切な固体支持体上に結合し、そして当該ポリペプチドと
抗体の結合を招く条件下で、アディポシスピン・ポリペプチドを含むポリペプチドの混合
物と接触させる。アディポシスピン・ポリペプチドが固定化抗体に結合する場合、固体支
持体は、未結合の物質及び/又は非特異的に結合されるポリペプチドを取り除くために洗
浄される。所望のポリペプチドは、次にｐＨ又は緩衝液中の塩濃度を変化させることによ
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り、実質的に純粋な形態で固体支持体から溶出することができる。
【０１３５】
　「タンパク質」又は「ポリペプチド」の用語で主に記載されているが、当業者は、上記
ポリペプチドの構造アナログ及び誘導体、例えばペプチド・ミメティクスなどが、アディ
ポシスピンの代わりとして、例えばアディポシスピン・アゴニスト、或いはアディポシス
ピン・アンタゴニストとして使用することができるということを理解するであろう。ペプ
チドミメティクス又はペプチド・ミメティクスは、医薬工業において、元となるペプチド
の性質と類似の性質(例えば生物学的活性)を有する非ペプチド薬として通常使用される(F
auchere, 1986, Adv. 15: 29; Evansら、1987, J. Med. Chem. 30: 1229)。これらは、通
常コンピューターによる分子モデリングの助けを伴って開発される。治療上有用なペプチ
ドに構造的に類似するペプチド・ミメティクスは、同等の又は実質的に同等の治療効果を
提供するために使用することができる。ペプチド・ミメティクスは、ポリペプチドの実施
態様を超えるかなりの利点、例えば、優れた経済的生産性及び優れた化学安定性などを有
しうる。
【０１３６】
　哺乳動物アディポシスピン・ポリペプチド、例えばげっ歯類又はヒト・アディポシスピ
ンと特異的に又はそうでなければ望ましい免疫反応性である抗体、又は抗体断片、例えば
ScFvも提供される。従って、抗体又は結合性断片は、配列番号１又は配列番号２のアミノ
酸配列、或いはその免疫原性断片に同一であるか、又は実質的に同一であるアミノ酸配列
を有するポリペプチドを認識及び結合しうる。抗体は、通常、アディポシスピンへの特異
的な結合親和性であって、例えば少なくとも約１０7、１０8、１０9、又は１０10Ｍ-1の
親和性を示す。
【０１３７】
　抗アディポシスピン抗体及び断片は、様々な用途、例えばアディポシスピン・ポリペプ
チドの単離(例えば、免疫親和性クロマトグラフィーによる)、アディポシスピン・ポリペ
プチドの検出、及びアディポシスピン活性の阻害(例えばin vivo又はin vitro)を有する
。
【０１３８】
　抗-アディポシスピン抗体は、例えば上で記載されるように、当業者に周知である様々
な方法により作成することができる。記載されるように、抗体は、本明細書中において広
く定義されており、そして断片、キメラ、及び類似の結合剤(例えば、ファージディスプ
レイ技術の産物)を含み、それらは特異的に、又はそうでなければ望ましく、アディポシ
スピン・ポリペプチド又はエピトープを結合する。一の実施態様では、抗体は、抗原特異
的結合に充分な抗体軽鎖及び重鎖可変ドメインを含む組換え作成された一本鎖又は二本鎖
又は多本鎖ポリペプチドを含み、そして二本鎖ポリペプチドの場合、２個のポリペプチド
の結合を維持するために充分な抗体軽鎖及び重鎖の定常領域の少なくとも断片(例えば、
重鎖のＣH

1ドメイン)を含む。一の実施態様では、抗体は一本鎖抗体(ｓＦｖ)であり、例
えば抗体軽鎖と抗体重鎖の可変ドメインであって、アディポシスピン又はアディポシスピ
ン・エピトープに結合するように構成された適切なリンカーにより典型的に結合されるド
メインを含む。
【０１３９】
　ポリクローナル又はモノクローナル抗体の製造方法は、当該技術分野によく知られてい
る。例えば、Coligan, CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY, Wiley/Greene, NY (1991); S
titesら(著)、 BASIC AND CLINICAL IMMUNOLOGY (第７版) Lange Medical Publications,
 Los Altos, CA、及び当該文献中に引用される参考文献("Stites"); Goding, MONOCLONAL
 ANTIBODIES: PRINCIPLES AND PRACTICE (第二版) Academic Press, New York, NY (1986
); Kohler and Milstein, 1975 Nature 256: 495-97;及びHarlow及びLaneを参照のこと。
これらの技術は、ファージ又は類似のベクター内で、組換え抗体のライブラリーから抗体
を選別することによる抗体の調製を含む。Huseら、1989 Science 246 : 1275-81;及びWar
dら、Nature 341: 544-46を参照のこと。
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【０１４０】
　ポリクローナル抗体の製造のために、適切な標的免疫系、典型的にマウス又はラビット
、さらにヤギ、ヒツジ、ウシ、トリ、モルモット、サル、及びラットが選ばれる。宿主に
より産生される免疫グロブリンを沈殿し、単離し、そして通常の方法、例えばアフィニテ
ィー精製により精製することができる。所望される場合、実質的に単一特異的抗体集合を
、ポリクローナル抗血清をクロマトグラフィー精製することにより製造することができる
。
【０１４１】
　モノクローナル抗体に適した動物が選択され、そして所望の免疫化プロトコルが行われ
た。当該抗体は、いずれかのイソ型、例えば、ＩｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＧ、ＩｇＡ、及びＩ
ｇＥであり、そしてＩｇＧ、ＩｇＡ、及びＩｇＭが好ましく、そしてＩｇＧが最も好まし
い。好ましいモノクローナル抗-アディポシスピン抗体は、アディポシスピンの１以上の
生物学的に活性を中和(つまり、阻害又は遮断)する。かかる抗体は、所望される２０の阻
害性活性についてハイブリドーマ上清をスクリーニングすることにより取得され得る。１
０8ｌ/ｍｏｌ、好ましくは１０9～１０10、又はそれ以上の親和性を有するモノクローナ
ル抗体は、以下に記載される方法により製造することができる。非ヒトモノクローナル抗
体、例えばマウス、ウサギ、又はウマのモノクローナル抗体の産生は周知であり、そして
例えば宿主動物を、アディポシスピン又はその断片を含む調製物で免疫化することにより
達成することができる。免疫化された動物から取得された抗体産生細胞を不死化し、そし
てスクリーニングするか、又はアディポシスピン・ポリペプチドに結合する抗体の産生に
ついて最初にスクリーニングし、次に不死化した。
【０１４２】
　モノクローナル抗体は、ヒト化されるか、又は当該技術分野に周知の方法を使用してキ
メラを作ってもよい。幾つかの抗アディポシスピン・モノクローナル抗体は、その標的へ
の親和性を低減することなく、その潜在的な抗原性を低減するためにヒト化又はキメラ化
する。ヒト化抗体は、当該技術分野に記載されるとおりに製造することができる。例えば
、30 Queenら 1989, Proc. Acad. Sci. USA 86:10029; 米国特許第5,563,762号;第5,693,
761号;第5,585,089号、及び第5,530,101号を参照のこと。ヒト化に使用されるヒト抗体配
列は、天然ヒト抗体の配列であるか、又は幾つかのヒト抗体の共通配列でありうる。Kett
leboroughら、Protein Engineering 4: 773 (1991); Kolbingerら、Protein Engineering
 6: 971 (1993)を参照のこと。アディポシスピンに対するヒト化モノクローナル抗体は、
ヒト免疫系の要素を有するトランスジェニック動物を使用して製造することもできる(例
えば、米国特許第5,569,825号;第5,545,806号;第5,693,762号;第5,693,761号;及び5,7124
,350号を参照のこと)。
【０１４３】
　有用な抗アディポシスピン抗体は、ファージディスプレイ技術を使用して製造すること
もできる(例えば、Dowerら、WO91/17271号、及びMcCaffertyら、WO92/01047号を参照のこ
と)。これらの方法において、ファージのライブラリーが作成され、当該ファージにおい
てメンバーは異なる抗体をその外表面に提示する。抗体は、通常Ｆｖ又はＦａ断片として
提示される。所望の特異性を有する抗体を提示するファージが、アディポシスピン・ポリ
ペプチドに対するアフィニティー濃縮により選択される。一本鎖抗体は、当該技術分野に
周知の方法を使用して製造することができる(例えば、Colcherら(1999) Ann. N Y Acad. 
Sci. 880: 263-80; Reiter (1996) Clin. Cancer Res. 2: 245-52); 米国特許第4,946,77
8号; 第5,260203号;第5,455,030号;第5,518,889号;及び第5,534,621号を参照のこと)。
【０１４４】
　ひとたび発現されると、抗体全体、そのダイマー、個々の軽鎖及び重鎖、又は他の免疫
グロブリン形態は、当該技術分野の標準方法に従って精製することができ、例えば硫酸ア
ンモニウム沈殿、アフィニティー・クロマトグラフィー、ゲル電気泳動などを含む(一般
的に、PROTEIN PURIFICATION: PRINCIPLES AND PRACTICE 第三版(Springer-Verlag, N. Y
. , 1994)を参照のこと)。
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【０１４５】
　調製物中で少なくとも約８０％、より多くの場合少なくとも約９０％、さらにより多く
の場合少なくとも９５％、最も多くの場合少なくとも約９９％、又はそれ以上のポリペプ
チド分子が、同じ抗原(例えばアディポシスピン・ポリペプチド)に結合する場合、抗体(
例えば、抗アディポシスピン抗体又はその断片のいずれか)は、実質的に純粋である。医
薬用途では、少なくとも約９０～９５％の均質性の抗-アディポシスピン・免疫グロブリ
ンが好ましく、そして９８％～９９％又はそれ以上の均質性が最も好ましい。
【０１４６】
　当該抗体は、改変あり又はなしで使用することができる。当該抗体は、検出可能なシグ
ナルを提供する物質を共有結合又は非共有結合することにより標識されるであろう。かか
る標識は、当業者に浴知られている標識を含み、例えば、放射性、蛍光、又は生物活性（
例えば酵素的)標識を含む。標識された結合性実体のように、抗体は診断用途において特
に有用であるかもしれない。
【０１４７】
　アディポシスピン・ポリペプチドに対する抗体の特異性を有し、さらに第二の部分へ特
異的に結合できる特異性を有するハイブリッド又は「二重特異性抗体」が提供される。ハ
イブリッド抗体では、一の重鎖と軽鎖の対が一の抗体由来であり、そして他方の対が、他
のエピトープに対して生じた抗体由来である。この結果は、多機能性質、つまり少なくと
も２個の異なるエピトープに同時に結合する能力をもたらす。かかるハイブリッドは、そ
れぞれの要素を産生するハイブリドーマの融合により、又は組換え技術により形成するこ
とができる。
【０１４８】
　幾つかの実施態様では、抗-アディポシスピン・モノクローナル又はポリクローナル抗
血清であって、アディポシスピンと特異的に又は望ましくは免疫反応し、そして他のタン
パク質、例えばシスタチンなどの相同タンパク質に対して低い又は所望のレベルの交差反
応性を有する抗血清が産生される。そうした交差反応性のいずれについても、免疫アッセ
イで使用する前に、免疫吸着によってポリクローナル抗血清から取り除くことができる。
特異性についてモノクローナル抗体をスクリーニングし、そして特徴付けする方法は、当
該技術分野に周知であり、そして一般的に上記Harlow及びLaneにおいて記載されている。
(例えば、免疫アッセイにおいて使用するために)配列番号１又は配列番号２のタンパク質
に対するポリクローナル抗血清を産生するため、例えば、ポリクローナル抗血清は、本明
細書中に記載される方法などの当該技術分野に周知の方法を使用して調製することができ
る。例えば、組換えタンパク質は、哺乳動物細胞系列において産生することができる。ｂ
ａｌｂ／ｃなどのマウスの近交系の種を、標準アジュバント、例えばフロインド・アジュ
バント、並びに標準マウス免疫化プロトコルを使用して、配列番号１又は配列番号２のタ
ンパク質で免疫化する(上記Harlow及びLaneを参照のこと)。或いは、本明細書中に開示さ
れる配列の１以上から誘導され、そしてキャリアタンパク質に会合された合成タンパク質
は、免疫原として使用することができる。ポリクローナル血清が回収され、そして免疫ア
ッセイ、例えば、固体支持体上に固定された免疫原を用いる固相免疫アッセイにおいて免
疫原タンパク質に対して力価を決められる。１０4以上の力価を有する抗血清が選ばれ、
そして上記Harlow及びLane、570‐573頁に記載される免疫アッセイなどの競合的結合免疫
アッセイを使用して、他のヒト・システインプロテアーゼ(例えば１以上のシスタチン又
は既知のホモログ)に対する交差反応性について試験される。競合的結合形式における免
疫アッセイは、交差反応性の決定についても使用することができる。例えば、アディポシ
スピンは、固体支持体上に固定することができる。アッセイに加えられるタンパク質は、
抗血清の固定化抗原への結合と競合する。当該抗血清の固定化タンパク質への結合に競合
する上記タンパク質の能力が、アディポシスピンと比較される。上記タンパク質への交差
反応性の割合は、いずれかの適切な方法を用いて計算される。上記タンパク質のいずれか
と１０％未満の交差反応性を有する抗血清が選択され、そして貯蔵される。交差反応性の
抗体は、次に上記タンパク質との免疫吸着により、貯蔵抗血清から取り除かれる。
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【０１４９】
　一の態様では、アディポシスピンの発現は、アディポシスピン制御に関連する病状を患
うか又は当該病状への傾向を有するヒトの診断又は評価のためにモニターされ又は測定さ
れうる。様々な実施態様において、当該病状は、肥満及び／又は糖尿病、例えば２型糖尿
病、及び／又は「Ｘ症候群」又は「代謝症候群」として知られる症状であり、グルコース
感受性異常及び／又はグルコース非感受性を含む。
【０１５０】
　アディポシスピンは、体液、例えば血清、血漿、尿、唾液、又は血液から得ることがで
き、そして例えば電気泳動、ＨＰＬＣ、質量分析、免疫学的などにより分析することがで
きる。発現プロファイルは、本明細書中に開示されるか又は当該技術分野で知られている
方法のいずれかによりモニターすることができる。
【０１５１】
　モニターは、個体においてアディポシスピンのレベルをモニターすることにより達成す
ることができる。一の実施態様では、個体におけるレベル又は発現プロファイルが、対照
と比較され、ここで対照に対して統計的に有意な相関は、症状の指標となる。
【０１５２】
　アディポシスピンの活性を調節する能力について、分子をスクリーニングすることを含
むアッセイ方法も提供される。アディポシスピンの機能の推定される特異的アゴニスト又
はアンタゴニストを評価する方法が含まれる。特に関心のあるものは、前脂肪細胞から脂
肪細胞への変化を調節する分子である。従って、前脂肪細胞から脂肪細胞への変化を妨げ
るアディポシスピンの能力を調節する化合物のスクリーニングアッセイを準備しそして実
行する際の当該化合物の使用も意図される。かかる方法を使用してアッセイされ得る分子
の例は、有機分子、無機分子、ポリマー、低分子、アンチセンス及びｓｉＲＮＡ分子を含
むポリヌクレオチド、又はそれらの前駆体、アディポシスピンのバリアント及び改変体、
及び抗体を含む。
【０１５３】
　アディポシスピン受容体又は結合パートナーに対して結合することができる化合物につ
いてスクリーニングすることにより、予備スクリーニングを行うことができる。なぜなら
、こうして同定される少なくとも幾つかの化合物は、アディポシスピン調節物質でありう
るからである。当該結合アッセイは通常、例えばアディポシスピン・タンパク質などのア
ディポシスピン・アゴニストと１以上の試験化合物を接触させ、そして当該タンパク質及
び試験化合物が結合複合体を形成するために充分な時間を経過させることを含む。形成さ
れた結合複合体のいずれについても、確立された多くの分析技術のうちのいずれかを使用
して検出することができる。タンパク質結合アッセイは、非限定的に、共沈殿、非変性Ｓ
ＤＳ‐ポリアクリルアミド上での共移動、及びウエスタンブロットにおける共移動を含む
。かかるアッセイにおいて利用されるアディポシスピン・タンパク質は、天然発現、クロ
ーン化、又は合成アディポシスピンであってもよい。一の実施態様では、当該アッセイは
細胞に基づくアッセイであり、そしてアディポシスピン受容体又は結合パートナーをコー
ドする核酸配列を有する発現カセット又はベクターで安定して又は一過的にトランスフェ
クションされた細胞が使用される。当該細胞は、当該アディポシスピン受容体の発現に適
した条件下で維持され、そして結合が生じるために適した条件下で推定される薬剤と接触
される。当該結合は、標準技術を使用して検出することができる。例えば、結合の程度は
、適切な対照に対して(例えば、推定される薬剤の不存在下におけるバックグラウンドに
対して、又は既知のリガンドに対して)測定することができる。場合により、受容体を含
有する細胞分画、例えば膜分画は、細胞全体に代えて用いることができる。
【０１５４】
　結合又は複合体形成の検出は、直接又は間接的に検出することができる。例えば、推定
される薬剤は、適切な標識(例えば、蛍光標識、化学発光標識、同位体標識、酵素標識な
ど)で標識され、そして結合は、当該標識の検出により測定することができる。特異的及
び／又は競合的結合は、非標識薬剤を競合剤としてリガンド(例えば、組換えアディポシ
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スピン)として使用する競合又は置換実験により評価することができる。
【０１５５】
　別の実施態様では、結合阻害アッセイは、化合物を評価するために使用することができ
る。これらのアッセイでは、当該化合物は、例えばＮＩＨ ３Ｔ３ Ｌ１細胞で発現された
アディポシスピン受容体を使用して、リガンドの結合の阻害剤として評価される。当該実
施態様では、アディポシスピン受容体は、例えばアディポシスピンなどのリガンドと接触
され、そしてリガンドの結合が測定される。当該受容体は次に、リガンド(例えば、組替
えアディポシスピン)の存在下で試験薬剤と接触され、そして結合の第二回目の計測を行
う。リガンドの結合度合いの低下が、当該試験薬剤による結合の阻害を示す。結合阻害ア
ッセイは、アディポシスピン受容体を発現する細胞全体、又はアディポシスピン受容体を
発現する細胞由来の膜分画を使用して行うことができる。
【０１５６】
　あるスクリーニング方法は、アディポシスピンの発現又はアディポシスピンの活性を上
方制御する(又は阻害若しくは下方制御する)化合物をスクリーニングすることを含む。か
かる方法は、一般的に試験化合物が、アディポシスピンを発現する１以上の細胞と接触す
る細胞に基づくアッセイを行い、そして次にアディポシスピン発現(転写又は翻訳産物)又
は活性の変化(例えば増加又は低減)を検出することを含む。内在性のアディポシスピンを
発現する細胞(例えば、脂肪細胞又はＮＩＨ ３Ｔ３ Ｌ１細胞)を用いて行われる。他の発
現アッセイは、適切な発現ベクター中にコードされるアディポシスピンを発現する組換え
細胞を用いて行われてもよい。いずれの場合においても、アディポシスピン発現は、本明
細書中に記載されるように多くの異なる方法により検出することができる。例えば、細胞
におけるアディポシスピンの発現レベルは、細胞において発現されるｍＲＮＡを、アディ
ポシスピンをコードする転写産物(又はそれから由来される相補核酸)と特異的にハイブリ
ッド形成するプローブを用いて探索することにより測定することができる。探索は、細胞
を溶解し、そしてノーザンブロットを行うことにより、又は細胞を溶解せずに、in situ
ハイブリダイゼーション技術(上記を参照のこと)を行うことができる。或いは、アディポ
シスピン・タンパク質は、細胞ライセートが、アディポシスピンに特異的に結合する抗体
でプローブされる免疫学的方法を用いて検出することができる。同様に、アディポシスピ
ン活性は、例えば脂肪細胞前駆体から脂肪細胞への、例えば前ＮＩＨ ３Ｔ３ Ｌ１細胞か
らＮＩＨ ３Ｔ３ Ｌ１脂肪細胞への変換の割合を測定することによりアッセイすることが
できる。薬剤スクリーニングの一の方法は、アディポシスピン、例えば配列番号１又は配
列番号２の配列を有するタンパク質を発現する組換えＤＮＡ分子で安定して形質転換され
ている真核又は原核宿主細胞を利用する。かかる細胞は、生細胞の形態又は固定された形
態において、スクリーニングに用いることができる。試験化合物は、結合について、又は
結合性について他のリガンドとの競合についてアッセイすることができる。
【０１５７】
　適切なアッセイの一の実施例において、ヒト・アディポシスピン・タンパク質の性質、
活性、又は機能特性のうちの少なくとも１を有するアディポシスピン・タンパク質(単離
又は組換えのいずれか)が、使用される。性質は、例えば、前脂肪細胞から脂肪細胞への
変換の抑制でありうる。
【０１５８】
　一の実施態様では、アディポシスピン・タンパク質又はそのバリアントを含む組成物は
、結合に適した条件下で維持される。アディポシスピン受容体を、推定される薬剤(又は
少なくとも１の推定の薬剤を含む第二組成物)と接触させて試験し、そして結合を検出又
は測定した。
【０１５９】
　発現又は活性のレベルは、基準の値に比較され得る。発現レベルは、アディポシスピン
として発現しない細胞をネガティブ・コントロールとして測定することができる。かかる
細胞は、一般的にその他の点で実質的に遺伝的に試験細胞と同じ細胞である。
【０１６０】
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　試験化合物、アディポシスピン活性調節物質又は推定される調節物質、並びに本明細書
中に提供される他の化合物は、炎症モデルを使用して、ｉｎ ｖｉｖｏ効果を発揮する化
合物の能力を評価する。適切なモデルは、例えば、下記のものを含む。
【０１６１】
　アッセイを自動化する幾つかの方法は、近年開発されて、その結果数万もの化合物を短
い期間のうちにスクリーニングすることが可能になった。例えば、Fodorら、1991, Scien
ce 251: 767-73、及び他の化学的多様性ライブラリーについての他の記載を参照のこと。
これらの記載は、複数の化合物による結合親和性を試験する手段を記載する。適切なアッ
セイの開発は、多量の精製されたアディポシスピン及び/又は本発明により提供される組
換えアディポシスピンを発現する細胞の利用可能性によりかなり容易になりうる。
【０１６２】
　「上方制御」及び「活性化」という用語は、遺伝子などの核酸の発現について使用され
る場合、遺伝子産物の産生の増加をもたらす過程全てを指す。遺伝子産物は、ＲＮＡ(非
限定的にｍＲＮＡを含む)又はタンパク質のいずれかでありうる。従って、遺伝子上方制
御又は活性化は、遺伝子の転写及び/又はｍＲＮＡの翻訳を増加させる方法を含む。
【０１６３】
　転写を増加させる遺伝子上方制御又は活性化プロセスの例は、非限定的に転写開始複合
体の形成を促進するもの、転写開始効率を増加させるもの、転写伸張効率を増大させるも
の、転写の伸張能(processivity)を増加させるもの、及び転写抑制を開放するもの(例え
ば、転写リプレッサーの結合を阻害することによる)を含む。遺伝子上方制御又は活性化
は、例えば転写抑制の阻害並びに現在のレベルを超える発現の刺激から構成される。翻訳
を増加させる遺伝子上方制御又は活性化プロセスの例は、翻訳開始を増加させるもの、翻
訳伸張を増加させるもの、翻訳終結を増加させるもの、リボソームの再利用を増加させる
もの、並びにｍＲＮＡの安定性を増加させるものを含む。遺伝子活性化又は上方制御のレ
ベルを含む遺伝子発現のレベルは、多くの確立された技術、例えば非限定的にノーザンブ
ロット、ＲＮａｓｅ保護アッセイ(ＲＰＡ)、核酸プローブ・アッセイ、定量的ＰＣＲ(例
えば、いわゆるＴａｑＭａｎアッセイ)、ドット・ブロットアッセイ、並びにｉｎ ｓｉｔ
ｕハイブリダイゼーションを利用して定量することができる。一般的に、遺伝子上方制御
又は活性化は、遺伝子産物の産生における検出できる増加の全て、好ましくは少なくとも
５０～１００％の遺伝子産物の産生の増加を含む。他の例では、約２～約５倍又はその間
の整数、時には約１０～約２０倍又はその間の整数、他の場合約２０～約５０倍又はその
間の整数、さらに他の場合約５０～約１００倍又はその間の整数、及びさらに他の場合１
００倍以上である。上方制御及び遺伝子活性化という用語は、基準レベルに対し観察され
た活性が、統計的に有意に異なっている(つまり増加している)ということを意味すること
ができる。
【０１６４】
　本明細書中で記載されるとき、「基準値」は、一般的に実験値又は測定値(例えば、診
断又は予後試験の一部として患者サンプルについて測定された値)が比較される値(又は値
の範囲)を指す。こうして、上方制御の場合、基準値は、同じ個体から異なる時間点で得
られたサンプルについての活性又は発現についての値でありうる。他の場合、基準値は、
対照細胞、又は個体について測定された値であるか、或いは対照細胞又は個体の集合につ
いて確立された統計的な値(例えば、平均値(average or mean))である。上方制御におい
ては対照は、上方制御が期待されていない細胞、個体、又はそれらの集合でありうる。こ
うして、例えば、対照の個体又は対照集合は、健康な個体を含むことができる。対照とし
ての役割を果たす集合は、大きさの点で変化することがあり、わずか１のメンバーを有す
ることもあるが、数十、数百、数千、数万以上の個体を含む可能性もある。対照が大集団
である場合、基準値は、各メンバーについての個々の値から測定される統計値でありうる
し、又は対照集合から総計として測定される値(例えば、ウェル内の細胞の集合について
測定される値)でありうる。
【０１６５】
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　さらに別の態様では、アディポシスピン媒介性の症状又は疾患を治療する方法であって
、かかる疾患又は症状を有する対象に、治療有効量のアディポシスピン機能の調節物質、
例えばアディポシスピン機能又は遺伝子発現のアゴニスト(刺激物質)及びアンタゴニスト
(阻害剤)を投与することによる方法が提供される。
【０１６６】
　変更されたアディポシスピン発現又は活性に関連する疾患及び症状は、肥満、並びに脂
肪細胞質量若しくは脂肪重量の増加に付随する症状を含む。慢性疾患を含む疾患又は症状
は、アディポシスピン機能の調節物質で治療することができる。疾患又は症状は、例えば
肥満、並びに脂肪重量の増加に付随する症状であって、アディポシスピン及びアディポシ
スピン・アゴニストにより治療されうる症状を含む。かかる調節物質は、アディポシスピ
ン機能又は発現の低分子アゴニスト及びアンタゴニスト、アンチセンス、及びリボザイム
・トリプレックス・ポリヌクレオチド、遺伝子治療などを含む。本明細書中に記載される
方法及び試薬は、動物、例えば哺乳動物(例えば、ヒト、非ヒト霊長類、ウシ、ヒツジ、
ヤギ、ウマ、イヌ、ネコ、ラビット、ラット、マウスなど)の治療に用いることができる
し、又はヒト疾患の動物モデル又はｉｎ ｖｉｔｒｏ(細胞培養モデル)で使用することが
できる。
【０１６７】
　アディポシスピンのアゴニスト、アンタゴニスト、又はリガンドを含む治療組成物、並
びにアディポシスピンにより媒介される生理的又は病理的状態、例えばアディポシスピン
活性の低下を治療する方法がさらに提供される。
【０１６８】
　アディポシスピン・ポリペプチド、その断片、センス及びアンチセンス・ポリペプチド
、抗アディポシスピン抗体又はその結合性断片、並びにアディポシスピン活性のアンタゴ
ニスト又はアゴニスト(例えば、低分子調節物質)は、治療される宿主に対して滅菌又は他
の適切な、又は所定の条件下で直接投与されうる。しかしながら、活性成分を単独で投与
することができる一方、活性成分を医薬製剤とすることが一般的に好ましいこともある。
製剤は、典型的に少なくとも１の活性成分を、１以上のその許容される担体と含む。各担
体は、他の成分と適合するという意味で医薬としてそして生理的に許容されるべきであり
、そして患者に対して有害又は不所望の毒性を持つべきではない。例えば、生理活性剤は
、安定性又は半減期などの薬理学的特性を高めるために、投与前に担体タンパク質、例え
ばオブアルブミン又は血清アルブミンと複合体形成することができる。さらに、治療製剤
は、他の化学治療剤又は化学抗癌剤と混合し、又は併用することができる。
【０１６９】
　治療製剤は、製剤学の分野において周知の方法により製造することができる。例えば、
Gilmanら(編) (1990) Goodman and Gilman's : The Pharmacological Bases of Therapeu
tics (第８版). Pergamon Press;及びRemington, The Science of Practice and Pharmac
y, 第２０版 (2001) Mack Publishing Co., Easton, P.a.; Avisら(編)(1993) Pharmaceu
tical Dosage Forms: Parenteral Medications N. Y.; Liebennanら(編)(1990) Pharmace
utical Dosage Forms: Tablets Dekker, N. Y.;及びLiebennanら(編)(1990) Pharmaceuti
cal Dosage Forms: Disperse Systems Dekker, N. Y.を参照のこと。
【０１７０】
　治療される疾患及び対象の症状に左右されて、本明細書中に記載される化合物は、経口
、非経口(例えば、筋肉内、腹腔内、静脈内、ＩＣＶ、嚢内注射又は輸液、皮下注射、又
は埋め込み)により、吸入スプレーにより、鼻、膣、直腸、舌下、又は局所投与経路で投
与されうるし、そして、単独で又は共に、慣用の非毒性の医薬として許容される担体、ア
ジュバント、及び溶媒であって各投与経路に適したものを含む適切な単位投与製剤に剤形
されうる。
【０１７１】
　医薬組成物及び治療方法は、本明細書中に記載される他の治療活性化合物であって、上
記病的状態の治療において通常適用されるか、又は適用され得る化合物をさらに含む。



(37) JP 2008-502307 A 2008.1.31

10

20

30

40

50

【０１７２】
　アディポシスピン調節物質を必要とする症状の治療又は予防において、適切な投与レベ
ルは、一般的に１日あたり患者の体重(ｋｇ)あたり約０.００１～約１００ｍｇであり、
これは１回又は複数回で投与することができる。好ましくは、用量レベルは、１日あたり
約０.０１～約２５ｍｇ/ｋｇ；より好ましくは１日あたり約０.０５～約１０ｍｇ/ｋｇ、
又は１日あたり約０.１～約５ｍｇ/ｋｇでありうる。この範囲内において、用量は、１日
あたり約０.００５～約０.０５、０.０５～約０.５、又は約０.５～約５ｍｇ/ｋｇであり
うる。経口投与では、組成物は、好ましくは、治療を受ける患者の症状を調節する用量の
ため、約１～約１０００ｍｇ以上の活性成分、具体的に約１、５、１０、１５、２０、２
５、５０、７５、１００、１５０、２００、２５０、３００、４００、５００、６００、
７５０、８００、９００、又は１０００ｍｇの活性成分を含む錠剤の形態で提供される。
当該化合物は、１日あたり約１～約４回、好ましくは１日あたり１又は２回の投与計画で
投与されうる。
【０１７３】
　しかしながら、特定の患者のいずれかに対する所定の用量レベル及び投与頻度が、変更
されることがあり、そして使用される特定の化合物の活性、代謝安定性、及び当該化合物
の作用の長さ、年齢、体重、全体的な健康状態、性別、食事、投与方式及び投与回数、排
泄割合、薬剤の組合せ、個々の症状の重篤度、並びに治療を受けている宿主に左右される
であろう。
【０１７４】
　本特許の範囲内の化合物は、炎症及び免疫調節性障害及び疾患、例えば喘息及びアレル
ギー疾患、並びにリューマチ様関節炎及びアテローム性動脈硬化症及び上記病状などの自
己免疫疾患を予防及び治療するための関連用途を有するほかの化合物と混合されうる。
【０１７５】
　生物学的サンプル中におけるアディポシスピン・ポリペプチド及びポリヌクレオチドを
検出及び定量するための方法も提供される。一の実施態様では、アディポシスピン遺伝子
産物(例えばポリペプチド又はｍＲＮＡ)の発現又は過発現は、アディポシスピンにより媒
介されるか又はアディポシスピンに付随する疾患又は症状と相関する。
【０１７６】
　生物学的サンプルは、非限定的に血液サンプル、血清、細胞(細胞全体、細胞の一部分
、細胞抽出物、及び培養細胞、又は細胞系列を含む)、組織(生検により取得される組織を
含む)、体液(例えば、尿、唾液、羊水、滑液)、又は培地由来物(培養細胞又は細胞系列)
などを含む。アディポシスピン・ポリヌクレオチドを検出又は定量する方法は、非限定的
に、シグナル増幅を用いた増幅に基づくアッセイ、ハイブリダイゼーションに基づくアッ
セイ、及び増幅-ハイブリダイゼーションアッセイを含む。アディポシスピン・ポリペプ
チドを検出及び定量するための方法の例は、アディポシスピン・ポリペプチド又はエピト
ープに特異的に結合する抗体又は他の結合性物質を使用する免疫アッセイ、例えばＥＬＩ
ＳＡ又はＲＩＡアッセイである。
【０１７７】
　ポリメラーゼ・チェーン反応(ＰＣＲ)又はその変法は、典型的な増幅に基づくアッセイ
である。ｉｎ ｖｉｔｒｏ増幅方法のための技術の例は、PCR TECHNOLOGY: PRINCIPLES AN
D APPLICATIONS FOR DNA AMPLIFICATION, H. Erlich, Ed. Freeman Press, New York. NY
 (1992); PCR PROTOCOLS: A GUIDE TO METHODS AND APPLICATIONS, eds. Innis, Gelflan
d, Snisky,及びWhite, Academic Press, San Diego, CA (1990).に見られる。他の適切な
標的増幅方法は、例えばリガーゼ・チェーン反応(ＬＣＲ；例えば、Wu及びWallace, 1989
, 4: 560);鎖置換増幅(ＳＤＡ;例えば、Walkerら、1992, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A
. 89:392-396)；核酸配列に基づく増幅(ＮＡＳＢＡ, Cangene, Mississauga, Ontario; 
例えばCompton, 1991, Nature 350: 91)などを含む。１の有用なＰＣＲの変法は、ＰＣＲ
 ＥＬＩＳＡ(例えばBoehringer Cat. No.１ 636 111)であり、ここでジオキシゲニン-ｄ
ＵＴＰは、ＰＣＲ産物中に取りこまれる。当該ＰＣＲ反応混合物は、変性され(denatured
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)、ＰＣＲ産物の配列内にアニールするように設計されたビオチン標識オリゴヌクレオチ
ドとハイブリッド形成される。ハイブリダイゼーション産物は、ストレプトアビジンコー
ト・プレート上に固定し、そして抗-ジゴキシゲニン抗体を使用して検出される。
【０１７８】
　ポリヌクレオチド・ハイブリダイゼーション技術を用いた特異的ＤＮＡ及びＲＮＡ計測
についての様々な方法は、当業者に知られている(上記Sambrookを参照のこと)。ハイブリ
ダイゼーションに基づくアッセイは、一般的にポリヌクレオチド・プローブが、標的ポリ
ヌクレオチドにハイブリッド形成するアッセイを指す。通常、ポリヌクレオチド・ハイブ
リダイゼーション・プローブ、例えば本明細書中に記載され又は参照されるプローブは、
アディポシスピン核酸配列の連続配列に完全に又は実質的に同一である。好ましくは、ポ
リヌクレオチド・プローブは、少なくとも約１０塩基長であり、しばしば少なくとも約２
０塩基長であり、そして時に少なくとも約２００塩基長以上である。ポリヌクレオチド・
ハイブリダイゼーションにおいて用いるポリヌクレオチド・プローブ配列を選択する方法
は、上記Sambrookにおいて記載されている。
【０１７９】
　ポリヌクレオチド・ハイブリダイゼーション形式は、当業者に知られている。幾つかの
形式において、標的及びプローブのうちの少なくとも一方が固定される。固定されたポリ
ヌクレオチドは、ＤＮＡ、ＲＮＡ、又は他のオリゴ又はポリヌクレオチドであってもよく
、そして天然又は非天然ヌクレオチド、ヌクレオチド・アナログ、又は骨格を含んでも良
い。かかるアッセイは、サザン、ノーザン、ドット、及びスロット・ブロット、高密度ポ
リヌクレオチド、又はオリゴヌクレオチドアレイ(例えば、GeneChip（登録商標）アフィ
メトリックス)、ディップ・スティック、ピン、チップ、又はビーズを含む様々な形式の
いずれかでありうる。これらの技術の全ては、当該技術分野に周知であり、そして多くの
市販診断キットに基づいている。ハイブリダイゼーション技術は、一般的にHamesら、編,
 NUCLEIC ACID HYBRIDIZATION, A PRACTICAL APPROACH IRL Press, (1985); Gall及びPar
due Proc. Nat'l. Acad. Sci., USA., 63: 378-383 (1969); 及びJohnら, Nature, 223: 
582-587 (1969)に記載されている。
【０１８０】
　一の実施態様において、in situハイブリダイゼーションは、サンプル中のアディポシ
スピン配列を検出するために使用される。in situハイブリダイゼーションアッセイは、
周知であり、そしてAngererら、METHODS ENZYMOL., 152: 649-660(1987)及び上記Ausubel
に記載されている。
【０１８１】
　一の実施態様では、アディポシスピン・ポリヌクレオチド(単数又は複数)は、抗-アデ
ィポシスピン抗体又は結合性分子を使用してサンプル中で検出される。多くの良く確立さ
れた免疫学的結合アッセイは、アディポシスピンを検出及び定量するのに適している。例
えば、米国特許第4,366,241号;第4,376,110号;第4,517,288号;及び第4,837,168号、及びM
ETHODS IN CELL BIOLOGY VOLUME 37: ANTIBODIES IN CELL BIOLOGY, Asai,編. Academic 
Press, Inc. New York (1993); BASIC AND CLINICAL IMMUNOLOGY 第７版, Stites & Terr
編(1991); 上記Harlow,[例えば第１４章]、及びAusubel[例えば第１１章]を参照のこと。
両文献は、その全てを全ての目的のために本明細書中に援用される。
【０１８２】
　アディポシスピンを検出するための免疫アッセイは、競合的又は非競合的であってもよ
い。アッセイされるアディポシスピン遺伝子産物は、検出可能な標識を用いて直接又は間
接的に検出されてもよい。当該アッセイにおいて使用される個々の標識又は検出可能基は
、当該アッセイにおいて使用される抗体(単数又は複数)の特異的結合性を有意に妨げない
限り、通常重要な態様ではない。標識は、例えば、捕捉剤(例えば、抗アディポシスピン
抗体)に共有結合されることもあり、又は第三の部分、例えば別の抗体、に結合されるこ
ともある。当該抗体は、捕捉剤により認識されるエピトープとは異なるエピトープにおい
て、アディポシスピン・ポリペプチドに特異的に結合する。
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【０１８３】
　非競合的免疫アッセイは、捕捉された被分析物(ここでは、例えば、アディポシスピン
・ポリペプチド)の量が直接計測されるアッセイである。そうした一のアッセイは、例え
ば、捕捉被分析物上の２個の干渉しないエピトープに対して反応性を有するモノクローナ
ル抗体を利用するモノクローナルに基づく２部位免疫アッセイである。例えば、背景技術
の情報について、Maddoxら、1983,J： Exp. Med., 158: 1211 を参照のこと。かかるアッ
セイにおいて、サンプル中のアディポシスピンの量が直接計測される。例えば、いわゆる
「サンドウィッチ」アッセイを使用して、捕捉剤(本明細書中で、抗アディポシスピン抗
体)は、固体支持体に直接結合することができ、そこでそれらは固定される。
【０１８４】
　固定化された抗体は、当該試験サンプル中に存在するポリペプチドを補足する。このよ
うにして固定されたアディポシスピン又は他の標的は、次に標識物質、例えば標識を有す
るアディポシスピン二次抗体などにより結合される。或いは、例えば、アディポシスピン
二次抗体は、標識を有しておらず、二次抗体を産生した種の抗体に特異的である標識され
た三次抗体により結合されうる。二次抗体は、検出できる部分、例えばビオチンで修飾す
ることもできる。当該部分に第三の標識された分子、例えば酵素標識されたストレプトア
ビジンが結合することができる。
【０１８５】
　競合アッセイにおいて、サンプル中に存在するアディポシスピン・ポリペプチドの量は
、例えばサンプル中に存在する被分析物(例えば、アディポシスピン・ポリペプチド)によ
って、捕捉物質(例えば、抗-アディポシスピン抗体)から外された(又は競合して除かれた
)れていた(外来性の)アディポシスピンの量を計測することにより、間接的に計測するこ
ともできる。一の競合アッセイにおいて、例えば、アディポシスピンの既知の量をサンプ
ルに加え、そして当該サンプルは次にアディポシスピンに特異的に結合する捕捉物質(例
えば、抗アディポシスピン抗体)と接触される。抗体に結合されるアディポシスピンの量
は、サンプル中に存在するアディポシスピンの濃度に反比例する。
【０１８６】
　好ましくは、当該抗体が固体支持体上に固定化されてもよい。当該抗体に結合するアデ
ィポシスピンの量は、例えばアディポシスピン/抗体複合体で存在するアディポシスピン
の量を計測することにより、或いは代わりに複合体形成しないで残っているアディポシス
ピンを計測することにより測定することができる。アディポシスピンの量は、標識された
アディポシスピン分子を与えることにより検出されてもよい。例えば、ハプテン阻害アッ
セイを使用して、被分析物(この場合、アディポシスピン)は、固体支持体上に固定される
。抗アディポシスピン抗体の既知の量は、例えばサンプルに加えられ、そして当該サンプ
ルは次に、固定されたアディポシスピンと接触される。この場合、固定されたアディポシ
スピンに結合される抗-アディポシスピン抗体の量は、サンプル中に存在するアディポシ
スピンの量に反比例する。次に、固定された抗体量を、固定された抗体分画又は溶液中に
残っている抗体の分画のいずれかを検出することにより、検出することができる。この検
出は、抗体が標識されている場合、検出は直接的であり、又は上で記載されるように続い
て当該抗体に特異的に結合する標識部分を加えることによるものは間接的である。
【０１８７】
　競合的又は非競合的アディポシスピン・ポリペプチド免疫アッセイに加えて、アディポ
シスピン・ポリペプチドの検出及び定量用の他のアッセイも提供される。例えば、ウエス
タンブロット(免疫ブロット)分析は、サンプル中のアディポシスピンの存在を検出及び定
量するために使用することができる。当該技術は、分子量に基づいてゲル電気泳動により
サンプル・ポリペプチドを分離し、分離されたポリペプチドを適切な固体支持体(例えば
、ニトロセルロース・フィルター、ナイロン・フィルター、又は誘導体化されたナイロン
・フィルター)へ転写させ、そしてサンプルをアディポシスピンに特異的に結合する抗体
とインキュベーションすることを含む。抗アディポシスピン抗体は、固体支持体上のアデ
ィポシスピンに特異的に結合する。これらの抗体は、直接標識されていてもよいし、又は
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抗アディポシスピンに特異的に結合する標識抗体(例えば、標識されたヒツジ抗マウス抗
体)を使用して引き続いて検出してもよい。
【０１８８】
　さらに、リポソーム・免疫アッセイ(ＬＩＡ)などのアッセイはまた、本特許により包含
される。ＬＩＡは、特異的分子(例えば、抗体)に結合し、そして封入された試薬又はマー
カーを放出するように設計される。放出された化学物質は、次に標準技術に従って検出さ
れる(Monroeら；1986,Amer, .Clin. Prod. Rev. 5: 34-41を参照のこと)。
【０１８９】
　治療及び診断(検出)方法に有用な試薬は、ポリペプチド、抗体、及びポリヌクレオチド
を含むキットを含むキット形態で都合よく提供される。
【０１９０】
　一の実施態様では、当該キットは、以下の内容物：
　(１)　１以上のアディポシスピン・ポリヌクレオチド(例えば、アディポシスピンｃＤ
ＮＡ配列に記載され、そして標的ポリヌクレオチドを増幅することができるオリゴヌクレ
オチド・プライマー又はプローブ)；
　(２)　１以上の抗アディポシスピン抗体(又は他の結合性分子)；
　(３)　例えば固体表面(例えばスライド、多ウェル・プレート、又は試験管)上を被膜す
る１以上のアディポシスピン・ポリペプチド又は断片；
　(４)　１以上のアディポシスピン・ポリヌクレオチド及び/又はポリペプチド(例えば、
アッセイにおいて、陽性対照として使用するためのもの)、及び
　(５)　チューブ
　のうちの１以上を含む。関連の検出方法を行うための指示、及び例えば、較正曲線も含
めることができる。
【０１９１】
　以下の研究において、我々は、システイン・プロテアーゼ阻害剤ファミリー・メンバー
と配列相同性を有する新規の脂肪細胞分泌産物の同定を報告する。アディポシスピンの発
現は、３Ｔ３-Ｌ１細胞の脂肪細胞への変換の間において明らかに誘導された。肥満状態
においてｍＲＮＡ量が有意に増加した。さらに、３Ｔ３ Ｌ１細胞を、組換えアディポシ
スピンで治療することは、脂肪細胞変換を有意に阻害し、このことはアディポシスピンが
、脂質生成の負のレギュレーターであるということを示唆する。
【０１９２】
　以下の実験部分を参考にすることにより、さらに理解がされるであろう。以下の実験は
、いずれにせよ例示の目的であり、そして本発明を制限するものとして意図されない。
【実施例】
【０１９３】
　実施例１
　３Ｔ３-Ｌ１細胞を分化させ、その後に細胞培養培地から得られたタンパク質の濃度を
利用する実験方法を行った。
　３Ｔ３-Ｌ１細胞は、１０％ウシ胎仔血清を加えたＤＭＥＭ中でサブコンフルエント・
カルチャーとして維持した。分化を誘導させるために、細胞を１５０ｍｍプレートに蒔き
、そして１００％コンフルエントにし、そしてコンフルエントになった１日後、０.２５
μＭデキサメタソン、０.５ｍＭ・ＩＢＭＸ、及び１０μｇ/ｍｌインスリンを含む上記培
地で２日間誘導した。その後、１０μｇ/ｍｌインスリンで２日間インキュベーションし
た。細胞を次に１０％ウシ胎児血清でさらに４日間維持した。
【０１９４】
　脂肪細胞から分泌されたタンパク質を収集するために、分化誘導後８日目の細胞を、Ｐ
ＢＳで三回洗浄し、次に無血清培地でさらに４時間インキュベーションした。培地を回収
し、３０００×ｇで１０分間遠心し、０.２０μｍフィルターを通してろ過し、次いで５
０００ＤａのＭＷＣＯを有する濃縮器(Vivascience Ltd, Gloucestershire, UK)を用いて
濃縮し、そして脱塩した。タンパク質を次に、ＢＣＡ試薬を使用して定量し、そして-８
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０℃で使用するまで貯蔵した。
【０１９５】
　脂肪細胞又は３Ｔ３ Ｌ１前脂肪細胞から分泌されるタンパク質を、Immobiline DryStr
ipsを６～１１のｐＨ範囲で用いて、前に記載されるように２次元ゲル電気移動により分
離した。分離されたタンパク質は、銀又はクマシー・ブリリアント・ブルーＲ２５０(Ｃ
ＢＢ)のいずれかで染色した。異なって分泌されるタンパク質は、Melanine２ソフトウェ
アにより同定した。
【０１９６】
　２ＤＥゲルにより分離される関心のタンパク質を切り出し、そして以前に記載されたよ
うにゲル片をゲル中トリプシン消化にかけた。抽出されたトリプシン処理されたペプチド
混合物をJupiter５μＣ１８カラム(２５０×２.００ｍｍ、Phenomenex)上でＲＰ ＨＰＬ
Ｃにより分画した。予め温められたカラム(３７℃)を７分間０.１％トリフルオロ酢酸(Ｖ
／Ｖ)で洗浄し、続いて、５０分間８％～３６％アセトニトリルの直線勾配で、２００μ
ｌ/分の流速を用いて溶出した。良く分離された画分を、Perkin-Elmer(Procise, Model 4
92)タンパク質シーケンサーを用いてエドマン分解を使用するアミノ酸シーケンスに選ん
だ。
【０１９７】
　アディポシスピンのクローニング及び哺乳動物における発現
　総ＲＮＡをマウス３Ｔ３-Ｌ１脂肪細胞又はヒト脂肪体から、製品説明書に従ってＴＲ
ＩＺＯＬ試薬を用いて精製した。総ＲＮＡ由来のオリゴｄＴのついたｃＤＮＡをＰＣＲク
ローニングのテンプレートとして使用した。マウス・アディポシスピンの全長ｃＤＮＡ(
配列番号５)及びヒト・アディポシスピンの全長ｃＤＮＡ(配列番号６)を、ＤＮＡ配列の
確定のためｐＧＥＭＴ-ｅａｓｙベクター(Promega)中に挿入した。
【０１９８】
　マウス・アディポシスピンの哺乳動物発現用のベクターを、５’ＧＣＣＣＧＣＧＧＡＴ
ＣＣＡＴＧＣＴＡＣＴＧＴＴＧＣＡＡＧＣＴＣＴ３’［配列番号３］をセンスプライマー
として、そして５’ＧＧＣＣＧＣＧＡＡＴＴＣＴＣＡＣＴＴＧＴＣＡＴＣＧＴＣＧＴＣＣ
ＴＴＧＴＡＧＴＣＧＴＴＧＧＴＡＴＣＡＴＧＧＴＡＧＡＧ３’［配列番号４］をアンチセ
ンス・プライマーとして使用するｃＤＮＡ増幅により作成した。ＢａｍＨＩ/ＥｃｏＲＩ
で切断後に、ｐｃＤＮＡ-アディポシスピン-Ｆを産生するためにｐｃＤＮＡ３.１ベクタ
ー中に断片を挿入した。ｐｃＤＮＡ-アディポシスピン-Ｆは、そのＣ末端にＦＬＡＧエピ
トープ・タグを有する全長アディポシスピンをコードする。当該哺乳動物発現ベクターを
、ＦｕＧＥＮＥ６トランスフェクション試薬を使用してＣＯＳ-７細胞中にトランスフェ
クションし、そして細胞を４８時間無血清倍地中にアディポシスピンを分泌させた。次に
培地を回収し、そして細胞破片を３０００×ｇで１０分間遠心し、続いて０.２μｍフィ
ルターを通してろ過することにより取り除いた。ろ過された培地を、上で記載されるよう
に５０００ＤａのＭＷＣＯを有するＶｉｖｉａｎ濃縮器を用いて濃縮した。製造説明書(
Ｓｉｇｍａ)に従って、ＦＬＡＧ標識アディポシスピンを抗-ＦＬＡＧ・Ｍ２アフィニティ
・ゲルを使用して精製し、そして１５０μｇ/ｍｌでＦＬＡＧペプチドを溶出した。
【０１９９】
　ノーザンブロット及びウエスタンブロット分析
　３Ｔ３ Ｌ１細胞又はマウス脂肪組織から精製された１０μｇの総ＲＮＡを、１.２％ホ
ルムアルデヒド-変性アガロースゲル上で分離し、そしてナイロン膜に転写した。以前に
記載されるように、32Ｐ標識された全長アディポシスピン、アディポネクチン、ＰＰＡＲ
γ、又はＧＬＵＴ４ｃＤＮＡをプローブとして使用してハイブリダイゼーションを行った
。膜をホスホールイメージャー(phosphorimager)を使用して可視化し、そして分析した。
ウエスタンブロット分析を以前に記載されるように行った。
【０２００】
　実施例２
　以下の実験により、アディポシスピンの特徴を決定した。
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　３Ｔ３ Ｌ１前脂肪細胞及び脂肪細胞の培養培地由来のタンパク質を、２次元ゲル電気
泳動により分離した。分析により、１６ｋＤａの見掛けの分子量及び９.３のｐＩ値を有
するタンパク質は、脂肪細胞中に選択的に存在し、そして前脂肪細胞に存在しなかった(
図１)。当該タンパク質の性質を同定するために、タンパク質「スポット」(図１を参照の
こと)を複数の調製ゲル(multiple preparative gel)から切り出し、次にゲル中トリプシ
ン切断にかけた。トリプシン処理ペプチド混合物をＲＰ ＨＰＬＣにより分画し、そして
よく分離された画分を、アミノ酸シーケンスにかけた(図２)。４のトリプシン処理ペプチ
ド由来のアミノ酸配列は、既知のタンパク質に割り当てることができなかった。全米バイ
オテクノロジー情報センターでの核酸データーベースのｔＢＬＡＳＴｎサーチにより、Ｒ
ＩＫＥＮ全長濃縮マウス成獣ｃＤＮＡライブラリーから得た発現遺伝子配列断片(ＥＳＴ)
(遺伝子受入番号：ＡＫ００２２９８)から電子的に翻訳される仮のタンパク質と適合する
ということが示唆された。ＲＴ ＰＣＲ分析により、３Ｔ３Ｌ１脂肪細胞における遺伝子
発現を確認した。
【０２０１】
　当該ｃＤＮＡ配列の仮のリーティングフレームは、１６２アミノ酸残基の推定のタンパ
ク質をコードする(図３Ａ)。当該予想されるアミノ酸配列は、図３Ａに示されるように６
２、７２、８３、８６、１０１、及び１１６のアミノ酸位置にシステイン残基を含む。１
のシステイン残基は、他のシステイン残基と分子間ジスルフィド結合を形成するように結
合され、その結果、アディポシスピン及び/又はアディポシスピン・イソ型は、３以下の
分子内ジスルフィド結合を含みうる。Ｋｙｔｅ-Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅプロットに従って予
想される１の疎水性部分は、アミノ末端の最初の１８個の残基内に位置し、そしてシグナ
ル配列の特徴を有する。相同性サーチにより、当該タンパク質のＮ末端側の半分とシスタ
チンＣなどのシスタチン様ドメインを有するタンパク質ファミリーとの間の同じ類似性を
明らかにする(図３Ｂ)。シスタチンは、システイン・プロテアーゼ阻害剤のファミリーで
あり、その多くは、分泌性タンパク質である。アディポシスピンのＣＯＯＨ末端側の半分
は、既知のタンパク質のいずれかに対してほとんど相同性を示さない。(推定の分泌シグ
ナルを除く)アディポシスピンの予想される分子量及びＰＩ値は、１６５４８.２３Ｄａと
９.３６であり、これらは２ＤＥ分離(図２)で観察される値に完全に適合する。
【０２０２】
　実施例３
　当該実験により、アディポシスピンが分泌性タンパク質であるということが確認される
。ＦＬＡＧエピトープ標識アディポシスピン構築物を、一過性トランスフェクションによ
りＣＯＳ７細胞中に導入し、そして当該タンパク質を免疫ブロッティングにより培養上清
中において検出した。
【０２０３】
　分析により、アディポシスピンは、培養倍地中に容易に検出することができるというこ
とが示される(図４)。他方、βチューブリン、細胞質タンパク質は、ほとんど検出されず
、そして細胞培養倍地中のアディポシスピンが細胞溶解が原因ではないと結論付けた。
【０２０４】
　実施例４
　当該実施例により、ノーザンブロット分析により３Ｔ３ Ｌ１前脂肪細胞の脂肪細胞変
換の間におけるアディポシスピンｍＲＮＡ発現のタイムコースを試験することにより、ア
ディポシスピンｍＲＮＡの分化依存性の発現をアッセイした。図５に示されるように、ア
ディポシスピンｍＲＮＡ発現は、細胞分化及び細胞形態の変化とよく相関する(丸型と脂
肪内脂質球の形状)。約８００ｂｐを有するアディポシスピンｍＲＮＡは、脂肪細胞変換
の誘導後早くも２日目に現れ始め、そして８日目において最大に達した。アディポシスピ
ンの発現キネティクスは、ａＰ２の発現と平行し、そして脂肪細胞においてもっぱら発現
するタンパク質であるアディポネクチンに少し先行した。
　結果は、アディポシスピンｍＲＮＡ発現と脂肪細胞表現型の同時の出現を示した。
【０２０５】
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　実施例５
　本実施例における実験により、肥満状態におけるアディポシスピンの発現の変化を評価
した。肥満状態における遺伝子発現の調節により、代謝性病状における関心タンパク質の
機能関連性について価値ある情報を提供する。
　肥満(ｏｂ/ｏｂ)マウスのアディポシスピンｍＲＮＡが、その類遺伝子の痩せ型対照の
アディポシスピンｍＲＮＡより一貫して３～４倍増加しているということを観察した。こ
の結果は、ｏｂ/ｏｂマウスにおけるアディポネクチン遺伝子の発現低下と著しく対照的
である。肥満体におけるアディポシスピン発現の変化は、かかる状態の１以上の病態生理
学的特徴における当該タンパク質の関与を示唆する。アディポシスピンｍＲＮＡレベルは
、当該モデルについて特異的な遺伝的欠損、例えばレプチンにより制御されているのかも
しれない。
【０２０６】
　実施例６
　本実施例における実験により、脂肪細胞分化によるタンパク質分解のアディポシスピン
による阻害、並びに脂肪変換におけるアディポシスピンの役割が評価された。
　ＣＯＯＨ末端においてＦＬＡＧ標識されたアディポシスピンを、一過的にトランスフェ
クションされたＣＯＳ７細胞の培養培地から精製し、次に３Ｔ３ Ｌ１細胞に加えた。ア
ディポシスピンが存在しない状態では、オイルレッドＯ染色(図７のＡを参照のこと)で示
したときに８０％を超える３Ｔ３ Ｌ１細胞が、脂質含有脂肪細胞へと分化した。２０μ
ｇ/ｍｌアディポシスピンで処理した細胞において、散発的な(５０分の１以下の)脂質含
有細胞の存在が観察された。同様に、脂肪細胞マーカー、ＰＰＡＲγ及びＧＬＵＴ４の発
現は、この細胞がアディポシスピンで処理された際に７０％超低減した。これらの結果に
より、アディポシスピンが脂肪細胞変換を阻害することができるということが示唆された
。
【０２０７】
　本明細書中に引用され又は記載されている全ての特許、公開、科学論文、ウェブサイト
、及び他の文献及び資料は、本発明が関与する技術分野における当業者の技術レベルを指
し、そうした参考文献及び資料の各々は、個々にその全てを引用することにより援用され
る場合又はその全てを本明細書中に記載される場合と同じ程度に援用される。出願人は、
当該明細書中に、かかる特許、公開、科学論文、ウェブサイト、電気的に利用できる情報
、及び他の参考資料又は文献のいずれかから、あらゆる物質及び情報を物理的に援用する
権利を留保する。
【０２０８】
　本特許の明細書は、特許請求の範囲の全てを含む。さらに、全ての出願当初の特許請求
の範囲並びにあらゆる優先権書類に記載される特許請求の範囲の全てを含む特許請求の範
囲の全ては、本明細書に援用され、そして出願人は、物理的に本出願の明細書又は他の部
位にそうした全ての特許請求の範囲を取り込む権利を留保する。こうして、例えば、いか
なる状況でも、請求項の的確な言葉使いが、本特許の明細書に正確に記載されていないと
いう主張に基づいて請求項に記載されていないと解釈されることはない。
【０２０９】
　特許請求の範囲は、法律に従って解釈されるであろう。しかしながら、特許請求の範囲
又はその一部の解釈が容易又は困難であるとされているにもかかわらず、いかなる状況に
おいても、出願の係属中、又は出願が特許になる間、特許請求の範囲又はそのいずれかの
部分の調整又は補正は、従来技術の一部を形成しているものではないあらゆる均等物に対
する権利を没収されるものとして解釈されることはない。
【０２１０】
　本明細書中に開示された特徴の全ては、どの組合せで混合されてもよい。こうして、そ
うではないと明確に記載されない限り、開示される特徴の各々は、一般的な一連の均等又
は類似の特徴のほんの一例である。
【０２１１】
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　本発明が、その詳細な説明において記載される一方、前述の記載は、本発明の範囲を例
示することを意図し、そして発明の範囲(それは添付の特許請求の範囲により定義される
ものである)を制限することを意図しない。こうして、前述の記載から、具体的な実施態
様が、例示の目的のため本明細書中に記載されているが、種々の改変が、本発明の精神及
び範囲から逸脱することなくなされうるということが認められるであろう。他の態様、利
点、及び改変は、添付の特許請求の範囲の範囲内であり、そして本発明は、添付の特許請
求の範囲によるものを除いて制限されることはない。
【０２１２】
　本明細書中に記載される具体的な方法及び組成物は、好ましい実施態様を表すものであ
りかつ例示であり、そして本発明の範囲の制限するものとして意図されることはない。他
の対象、態様、及び実施態様は、明細書について検討すれば、当業者が思いつくであろう
し、そして特許請求の範囲により定義される発明の精神の内に包含される。様々な置換及
び改変が、本発明の範囲及び精神から逸脱することなく本明細書中に開示される発明につ
いてされうるということが、当業者に容易に明らかであろう。本明細書中に例示的に記載
される発明は、本明細書中に必須なものとしてとして具体的に開示されていないいずれか
の構成要素(単数又は複数)、或いは制限(単数又は複数)がない状態で実行されてもよい。
こうして、例えば、本明細書中の各場合、並びに本発明の実施態様又は実施例の記載にお
いて、「含む(comprising, including, containingなど)」は、拡張的かつ無制限に読ま
れるべきである。本明細書中に例示的に記載される方法は、ステップの順番を変えて適切
に行われてもよく、そうして、それらは必ずしも本明細書又は特許請求の範囲に記載され
るステップの順番に必ずしも限定されるわけではない。
【０２１３】
　使用される用語及び表現は、説明の用語として使用されており、そして制限の用語とし
て使用されず、そしてかかる用語及び表現の使用において、示されそして記載された特徴
の均等物又はその一部を除くことを意図するものでなく、そして種々の改変が、特許請求
される発明の範囲内で可能であるということが理解される。こうして、本発明は、種々の
実施態様及び/又は好ましい実施態様、及び任意の特徴により具体的又は一般的に開示さ
れ得るが、本明細書中に開示された概念のあらゆる改変及び変更であって、当業者がなす
ことができるものが、添付の特許請求の範囲により定義される本発明の範囲内であるとい
うことが理解されるであろう。
【０２１４】
　本発明は、本明細書中に広くそして一般的に記載されている。狭い範囲、並びに一般的
な開示内に記載されている亜類の各々もまた本発明の一部を形成する。これは、切り出さ
れた構成要素又は条件が具体的に本明細書中に列挙されているかに関わらず、類から主題
のいずれかを取り除く但し書き又は消極的限定を有する本発明の一般的な記載を含む。
【０２１５】
　本明細書及び添付の特許請求の範囲に使用されるとき、単数形「ａ」、「ａｎ」、及び
「ｔｈｅ」は、文脈が明らかにそうでないと記載しない限りは、複数形を含み、そして名
詞の後につく「ｓ」という文字は、その名詞の複数形及び単数形の両方を指す。「又は」
という用語は、ほかに記載されない限り、一つの接続詞として本明細書中で使用されると
き、「及び/又は」を意味する。「含んでいる」という用語及び関連する用語、例えば「
含む」は、本明細書中に使用されるとき、非制限的であり、そして具体的に列挙された要
素に加えて他の要素の存在を許容する。加えて、特徴又は態様がマーカッシュ群で記載さ
れる場合、当業者は、マーカッシュ群のメンバーの個々のメンバー又はサブグループの全
てについて記載されていると認めるであろう。
【０２１６】
　他の実施態様は、添付の特許請求の範囲の範囲内である。いかなる状況にあっても、当
該特許は、本明細書中に具体的に及び/又は明確に開示された具体的な実施例又は実施態
様又は方法に限定されると解釈すべきではない。いかなる場合も、審査官又は特許庁の職
員によりなされる陳述が具体的であり、かつ出願人による応答において明らかに採用され
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た限定又は留保がない限り、当該特許は、そうした陳述により限定されると解釈されない
。
【図面の簡単な説明】
【０２１７】
【図１】図１は、脂肪変換の間に誘導される低分子量の脂肪細胞分泌性タンパク質の２次
元電気泳動(２ＤＥ)分離を示す。分化誘導の８日後、サブコンフルエントの３Ｔ３-Ｌ１
前脂肪細胞又は脂肪細胞をＰＢＳで３回洗い、次に無血清ＤＭＥＭで４時間インキュベー
ションした。当該培地を収集し、濃縮し、そして各サンプルから得た５０μｇのタンパク
質を、２ＤＥにより分離し、そして銀染色で可視化し、そして脂肪細胞から選択的に分泌
されるタンパク質を矢印で示した。
【図２】図２は、逆相ＨＰＬＣ及びアミノ酸シーケンスによる新規の脂肪細胞分泌産物の
マイクロキャラクタライゼーションを示す。図１からえられる脂肪細胞特異的タンパク質
に対応するスポットを、多重クマシー・ブリリアント・ブルー染色されたゲルから切り出
して、ペプチドを分画し、そして表は、示されたＲＰ・ＨＰＬＣ分画についてのアミノ酸
配列を示す。
【図３】図３は、アディポシスピンの配列分析を示し、ここで(Ａ)はマウス・アディポシ
スピンのアミノ酸配列であり、(Ｂ)は、マウス・アディポシスピンの模式的な図であり、
そして(Ｃ)はマウス・アディポシスピンのシステイン様ドメインとマウスシステインＣの
配列比較である。
【図４】図４は、トランスフェクションされたＣＯＳ７細胞から分泌されるアディポシス
ピンを示す。ＣＯＳ７細胞は、ＣＯＯＨ末端でＦＬＡＧ標識された全長アディポシスピン
をコードし、そしてＤＭＥＭ中で４８時間成長させた。細胞培養培地を次に収集し、そし
てＶｉｖｉａｎ濃縮器(分子量カットオフ５０００Ｄａ)を使用して濃縮した。いずれかの
細胞ペレット又は培地から得た２０μｇのタンパク質を、ＳＤＳ-ＰＡＧＥで分離し、そ
して抗-ＦＬＡＧモノクローナル抗体又は抗βチューブリンモノクローナル抗体でプロー
ブした。アディポシスピンは、細胞培地中で容易に検出できる一方、βチューブリンは検
出することができなかった。
【図５】図５は、アディポシスピンｍＲＮＡの分化依存性の発現を示す。全ＲＮＡを、ホ
ルモン分化誘導後指示された時間点で、ＮＩＨ ３Ｔ３細胞から又は３Ｔ３-Ｌ１細胞から
精製した。各サンプルから得た１０μｇの全ＲＮＡを、32Ｐ標識されたアディポシスピン
ＤＮＡを使用してノーザンブロット分析にかけた。ＲＮＡロードについてのコントロール
として、１８Ｓ ＲＮＡハイブリッド形成シグナルをアディポシスピンと平行して示した
。
【図６】図６は、肥満体マウス(ｏｂ/ｏｂ)におけるアディポシスピン遺伝子発現の異常
調節を示す。１０μｇの痩せ型(ｏｂ/+)又は肥満体(ｏｂ/ｏｂ)から得た１０μｇの全Ｒ
ＮＡを、ノーザンブロット分析により分析した。同じ膜を、アディポシスピン及びアディ
ポネクチンに対する32Ｐ標識ＤＮＡでプローブした。図５の様に、１８Ｓ ＲＮＡハイブ
リッド形成シグナルをＲＮＡロードのコントロールとして示した。
【図７】図７は、アディポシスピンが３Ｔ３ Ｌ１前脂肪細胞の分化を抑制するというこ
とを示す。図４と同様にＦＬＡＧ標識アディポシスピンを一過的にトランスフェクション
されたＣＯＳ７細胞をから精製した。３Ｔ３ Ｌ１細胞を２０μｇ/ｍｌのＦＬＡＧ標識ア
ディポシスピンの不存在下での分化を誘導した(結果をＡに示す)。又は２０μｇ/ｍｌの
ＦＬＡＧ標識アディポシスピンの存在下で分化を誘導した(結果をＢに示す)。ここで各ス
ライドを分化誘導６日目で行った。細胞をオイルレッドＯで染色し、そして光学顕微鏡に
より可視化した。
【図８】図８は、アディポシスピンが、脂肪細胞における脂肪細胞特異的遺伝子産物の発
現を阻害し、ここで３Ｔ３ Ｌ１細胞を２０μｇ/ｍｌ・ＦＬＡＧ標識アディポシスピンの
不存在下(レーン１)又は存在下(レーン２)で分化させた。図７の様に、分化誘導後６日で
スライドを取り、ここでこれらの細胞から得た１０μｇの全ＲＮＡを、図５と同様にノー
ザンブロットをし、そしてＰＰＡＲγ又はＧＬＵＴ４に対応する32Ｐ-標識ｃＤＮＡでプ
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ローブすることにより分析した。
【図９】図９は、マウス、ラット、ヒト、及びトリアディポシスチンの配列を示す。
【図１０】図１０は、ヒト及びトリアディポシスチンのタンパク質配列を示す。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】

【図６】 【図７】
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【図８】 【図９】

【図１０】
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摘要(译)

新型肽及其用途，包括多肽和相关分子，其用途例如用于减肥以及用于治疗肥胖症和与例如脂肪细胞增加有关的相关病症。
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