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(54)【発明の名称】 免疫関連疾患の治療のための組成物と方法

(57)【要約】        （修正有）
【課題】免疫刺激活性を有する分子を阻害する中和抗体
は、免疫媒介及び炎症疾患の治療に有用であり、免疫関
連疾患を改善する。
【解決手段】本発明は、免疫関連疾患の診断及び治療の
ための、新規なタンパク質及びそれをコードする遺伝
子．その製造法及びそれを含有する組成物，それを使用
した診断及び治療薬のスクリーニング方法を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  抗原に応答した、その必要がある哺乳動
物における免疫反応を刺激又は促進し、又はその必要が
ある哺乳動物におけるＴリンパ球の増殖を増大させるた
めの組成物であって、ＰＲＯ３０６ポリペプチド、アゴ
ニスト又はその断片及び担体又は賦形剤を含んでなるこ
とを特徴とする組成物。
【請求項２】  抗原に応答した、その必要がある哺乳動
物における免疫反応を阻害又は低下させ、又はその必要
がある哺乳動物におけるＴリンパ球の増殖を減少させる
ための組成物であって、ＰＲＯ３０６ポリペプチドのア
ンタゴニスト又はその断片及び担体又は賦形剤を含んで
なることを特徴とする組成物。
【請求項３】  その必要がある哺乳動物のＴ細胞媒介疾
患等の免疫関連疾患を治療するための組成物であって、
ＰＲＯ３０６ポリペプチド、そのアゴニスト抗体、それ
に対するアンタゴニスト抗体、又はその断片の有効量を
含む組成物。
【請求項４】  疾患が、全身性紅斑性狼瘡、リウマチ様
関節炎、変形性関節症、若年性慢性関節炎、脊椎関節
症、全身性硬化症(強皮症)、特発性炎症ミオパシー(皮
膚筋炎、多発性筋炎)、シェーグレン症候群、全身性血
管炎症症(systemic vasculitis)、サルコイドーシス、
自己免疫性溶血性貧血(免疫再生不良性貧血、発作性夜
間血色素尿)、自己免疫性血小板減少(特発性血小板減少
性紫斑病、免疫仲介血小板減少)、甲状腺炎(グレーブス
疾患、ハシモト甲状腺炎、若年性リンパ球性甲状腺炎、
萎縮性甲状腺炎)、真性糖尿病、免疫仲介腎疾患(糸球体
腎炎、尿細管間質性腎炎)、例えば多発性硬化症、特発
性脱髄性多発神経障害又はギラン-バレー症候群、及び
慢性炎症脱髄性多発神経障害のような中枢及び末梢神経
系の脱髄疾患、伝染性肝炎(Ａ型、Ｂ型、Ｃ型、Ｄ型、
Ｅ型肝炎及び他の非肝炎性(nonhepatotropic)ウィル
ス)、自己免疫性慢性活性肝炎、原発性胆汁性肝硬変
症、肉芽腫性肝炎、及び硬化性胆管炎のような肝胆道系
疾患、炎症性腸疾患(潰瘍性大腸炎：クローン病)、グル
テン過敏性腸疾患、ウィップル病、水疱性皮膚疾患、多
形性紅斑及び接触性皮膚炎を含む自己免疫又は免疫媒介
皮膚疾患、乾癬、喘息、アレルギー性鼻炎、アトピー性
皮膚炎、食物過敏症及び蕁麻疹等のアレルギー性疾患、
好球性肺炎、特発性肺線維症及び過敏性肺炎のような肺
の免疫疾患、拒絶反応及び移植片対宿主疾患を含む移植
関連疾患から選択される、請求項３に記載の組成物。
【請求項５】  アゴニスト又はアンタゴニストがモノク
ローナル抗体である、請求項１ないし４の何れか１項に
記載の組成物。
【請求項６】  アゴニスト又はアンタゴニストが抗体断
片又は一本鎖抗体である、請求項１ないし４の何れか１
項に記載の組成物。
【請求項７】  抗体が、非ヒト相補性決定領域（ＣＤ
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Ｒ）残基及びヒトフレームワーク領域（ＦＲ）残基を持
つ、請求項５又は６に記載の組成物。
【請求項８】  前記ＰＲＯ３０６ポリペプチドが、図１
４（配列番号：１４）に示されるアミノ酸配列と少なく
とも約８０％のアミノ酸配列同一性を有する、請求項１
ないし７の何れか１項に記載の組成物。
【請求項９】  前記ポリペプチドが、ＡＴＣＣ受託番号
２０９４３５で１９９７年１１月７日に寄託されたＤＮ
Ａ３９９８４－１２２１の全長コード配列によってコー
ドされるアミノ酸配列と少なくとも８０％のアミノ酸配
列同一性を有する、請求項１ないし７の何れか１項に記
載の組成物。
【請求項１０】  前記ポリペプチドが、図１４（配列番
号：１４）に示され、その関連シグナルペプチドを欠く
ポリペプチドと少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性
を有する、請求項１ないし７の何れか１項に記載の組成
物。
【請求項１１】  ＰＲＯ３０６ポリペプチドの存在を測
定する方法であって、該ポリペプチドを含有すると推測
される細胞を、抗ＰＲＯ３０６抗体に暴露し、抗体の細
胞への結合を測定することを含んでなる方法。
【請求項１２】  哺乳動物における免疫関連疾患を診断
する方法であって、（ａ）当該哺乳動物から得た組織細
胞の試験試料中、及び（ｂ）同じ細胞型の既知の正常組
織細胞のコントロール試料中におけるＰＲＯ３０６ポリ
ペプチドをコードする遺伝子の発現レベルを検出するこ
とを含んでなり、試験試料中におけるコントロール試料
に比較して高い発現レベルが、当該試験組織細胞を得た
哺乳動物における免疫関連疾患の存在を示す方法。
【請求項１３】  哺乳動物における免疫関連疾患を診断
する方法であって、（ａ）抗ＰＲＯ３０６抗体を当該哺
乳動物から得た組織細胞の試験試料と接触させ、そして
（ｂ）試験試料中での抗体とポリペプチドとの間の複合
体形成を検出することを含んでなり、該複合体の形成が
該哺乳動物における該免疫関連疾患の存在を示す方法。
【請求項１４】  抗ＰＲＯ３０６抗体又はその断片及び
担体を適当な包装中に具備してなる免疫関連疾患の診断
キット。
【請求項１５】  抗体をＰＲＯ３０６ポリペプチドの検
出に使用するための説明書をさらに具備する、請求項１
４に記載のキット。
【請求項１６】  容器；当該容器上のラベル；及び当該
容器内に収容された活性剤を含有する組成物とを具備
し、当該組成物が哺乳動物における免疫反応の阻害又は
減少に有効であり、容器上のラベルに当該組成物が免疫
関連疾患の治療に使用できることを表示し、当該組成物
中の活性剤がＰＲＯ３０６ポリペプチドの発現及び／又
は活性を阻害する薬剤である製造品。
【請求項１７】  前記活性剤が抗ＰＲＯ３０６抗体であ
る請求項１６に記載の製造品。
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【請求項１８】  ＰＲＯ３０６ポリペプチドの発現又は
活性を阻害することのできる化合物を同定する方法であ
って、候補化合物と該ポリペプチドとを、これら２成分
を相互作用させる条件下で十分な時間接触させることを
含んでなる方法。
【請求項１９】  候補化合物あるいはＰＲＯ３０６ポリ
ペプチドが固体支持体上に固定化される請求項１８に記
載の方法。
【請求項２０】  非固定化成分が検出可能な標識を担持
する請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】  図１４（配列番号：１４）に示したア
ミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列と少なくとも
８０％の核酸配列同一性を有する単離された核酸。
【請求項２２】  図１３（配列番号：１３）に示したヌ
クレオチド配列と少なくとも８０％の核酸配列同一性を
有する単離された核酸。
【請求項２３】  図１３（配列番号：１３）に示したヌ
クレオチド配列の全長コード配列と少なくとも８０％の
核酸配列同一性を有する単離された核酸。
【請求項２４】  ＡＴＣＣ受託番号２０９４３５で１９
９７年１１月７日に寄託されたＤＮＡ３９９８４－１２
２１の全長コード配列と少なくとも８０％の核酸配列同
一性を有する単離された核酸。
【請求項２５】  請求項２１ないし２４の何れか１項に
記載の核酸を含んでなるベクター。
【請求項２６】  ベクターで形質転換される宿主細胞に
認識されるコントロール配列に作用可能に結合した請求
項２５に記載のベクター。
【請求項２７】  請求項２５に記載のベクターを含んで
なる宿主細胞。
【請求項２８】  前記細胞がＣＨＯ細胞である請求項２
７に記載の宿主細胞。
【請求項２９】  前記細胞が大腸菌である請求項２７に
記載の宿主細胞。
【請求項３０】  前記細胞が酵母細胞である請求項２７
に記載の宿主細胞。
【請求項３１】  請求項２７に記載の宿主細胞を、前記
ＰＲＯポリペプチドの発現に適した条件下で培養し、細
胞培養物から前記ＰＲＯポリペプチドを回収することを
含んでなるＰＲＯポリペプチドの製造方法。
【請求項３２】  図１４（配列番号：１４）に示したア
ミノ酸配列と少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を
有する単離されたポリペプチド。
【請求項３３】  ＡＴＣＣ受託番号２０９４３５で１９
９７年１１月７日に寄託されたＤＮＡ３９９８４－１２
２１の全長コード配列によってコードされるアミノ酸配
列と少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を有する単
離されたポリペプチド。
【請求項３４】  異種アミノ酸配列に融合した請求項３
２又は３３に記載のポリペプチドを含んでなるキメラ分*
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*子。
【請求項３５】  前記異種アミノ酸配列がエピトープタ
グ配列である請求項３４に記載のキメラ分子。
【請求項３６】  前記異種アミノ酸配列が免疫グロブリ
ンのＦｃ領域である請求項３４に記載のキメラ分子。
【請求項３７】  請求項３２又は３３に記載のポリペプ
チドに特異的に結合する抗体。
【請求項３８】  前記抗体がモノクローナル抗体、ヒト
化抗体又は一本鎖抗体である請求項３７に記載の抗体。
【請求項３９】  図１４（配列番号：１４）に示したポ
リペプチドをコードし、その関連シグナルペプチドを欠
くヌクレオチド配列と少なくとも８０％の核酸配列同一
性を有する単離された核酸。
【請求項４０】  図１４（配列番号：１４）に示され、
その関連シグナルペプチドを欠くポリペプチドと少なく
とも８０％のアミノ酸配列同一性を有する単離されたポ
リペプチド。
【発明の詳細な説明】
【０００１】(発明の分野)本発明は免疫関連疾患の診断
と治療のための組成物と方法に関する。
【０００２】(発明の背景)免疫関連及び炎症疾患は、正
常な生理機能では、発作又は傷害に反応して、発作又は
傷害から修復を開始し、外来生物体に対する生得及び後
天的防御を開始するのに重要な、かなり複合化した、多
くの場合は多重に相互に関連した生物学的経路の現れ又
は結果である。疾患又は病理は、これらの正常な生理学
的経路が、反応の強さに直接関連してか、異常な調節又
は過度な刺激の結果として、自己に対する反応として、
又はこれらの組合せとして、さらなる発作又は傷害を引
き起こすときに生じる。これらの疾患の発生は、多くの
場合、多段階経路、及び多くの生物学的システム／経
路、に関与しており、一又は複数のこれらの経路の重要
点における介在により改善又は治療効果を有し得る。治
療的介在は有害なプロセス／経路、又は有益なプロセス
／経路の刺激のいずれかにより生じる。多くの免疫関連
疾患が知られており、広範囲にわたって研究されてい
る。このような疾患には、免疫媒介炎症疾患、非免疫媒
介炎症疾患、感染疾患、免疫欠損症、異常増殖等が含ま
れる。Ｔリンパ球(Ｔ細胞)は哺乳動物の免疫反応の重要
な成分である。Ｔ細胞は主要組織適合性複合体(ＭＨＣ)
内の遺伝子によりコードされる自己分子と結合する抗原
を認識する。抗原は抗原提示細胞、ウイルス感染細胞、
癌細胞、移植片等の表面上のＭＨＣ分子と共に示され得
る。Ｔ細胞系は宿主哺乳動物の健康を脅かすこれらの改
変細胞を除去するものである。Ｔ細胞はヘルパーＴ細胞
及び細胞障害性Ｔ細胞を含む。ヘルパーＴ細胞は、抗原
提示細胞上の抗原-ＭＨＣ複合体の認識に続いて広範囲
に増殖する。またヘルパーＴ細胞は種々のサイトカイ
ン、例えばリンホカインを分泌し、これはＢ細胞、細胞
障害性Ｔ細胞、及び免疫反応に寄与している種々の他の
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細胞の活性化において中心的な役割を担っている。
【０００３】体液及び細胞媒介性の免疫反応の双方にお
ける中心的事象は、ヘルパーＴ細胞の活性化及びクロー
ン増殖である。ヘルパーＴ細胞の活性化は、抗原提示細
胞の表面におけるＴ細胞レセプター(ＴＣＲ)-ＣＤ３複
合体と抗原-ＭＨＣとの相互作用により開始される。こ
の相互作用は休止ヘルパーＴ細胞が細胞サイクル(Ｇ０
からＧ１転移)に入るのを誘発する生化学的事象のカス
ケードを媒介し、結果として、ＩＬ-２と、時々はＩＬ-
４とに対する高親和性レセプターが発現する。活性化さ
れたＴ細胞は増殖及び記憶細胞とエフェクター細胞への
分化のサイクルを通って進行する。ＴＣＲを通して媒介
されたシグナルに加えて、Ｔ細胞の活性化は、抗原提示
細胞により放出されるサイトカイン、又は抗原提示細胞
とＴ細胞上の膜結合性分子との相互作用により誘発され
る付加的な同時刺激に関与している。サイトカインＩＬ
-１及びＩＬ-６は同時刺激シグナルを提供することが示
されている。また、抗原提示細胞の表面で発現したＢ７
分子とＴ細胞表面で発現したＣＤ２８及びＣＴＬＡ-４
分子との相互作用により細胞の活性化がなされる。活性
化されたＴ細胞は増加した数の細胞付着分子、例えばＩ
ＣＡＭ-１、インテグリン、ＶＬＡ-４、ＬＦＡ-１、Ｃ
Ｄ５６等を発現する。混合リンパ球培養又は混合リンパ
球反応（ＭＬＲ）におけるＴ細胞増殖は、化合物が免疫
系を刺激する能力の確立された指標である。多くの免疫
反応において、炎症細胞は傷害又は感染部位に浸潤す
る。移動細胞は、影響を受けた組織の組織学的検査によ
り決定可能な好中球、好酸球、単球又はリンパ球であり
うる。Current Protocols in Immunology, 編集 John. 
E. Coligan, 1994, John Wiley &Sons, Inc.参照。免疫
関連疾患は免疫反応を抑制することにより治療すること
ができる。免疫刺激活性を有する分子を阻害する中和抗
体を使用することは、免疫媒介及び炎症疾患の治療に有
用である。免疫反応を阻害する分子は免疫反応の阻害に
有用であり(タンパク質を直接、又は抗体アゴニストの
使用を介して)、よって免疫関連疾患を改善する。
【０００４】(発明の概要)
１．実施態様
本発明は、ヒトを含む哺乳動物における免疫関連疾患の
診断と治療ための組成物と方法に関する。本発明は、哺
乳動物における免疫反応を刺激又は阻害するタンパク質
(アゴニスト及びアンタゴニスト抗体を含む)の同定に基
づく。免疫関連疾患は免疫反応を阻害又は増強すること
で治療することができる。免疫反応を促進する分子は、
抗原に対する免疫反応を促進又は増強する。免疫反応増
強が有益である場合には、免疫反応を刺激する分子は治
療に使用可能である。また、免疫反応の抑制が重要であ
る場合には、このような刺激分子は阻害されうる。中和
抗体は、免疫刺激活性を有する分子を阻害する分子の例
であり、免疫関連及び炎症疾患の治療に役立つ。また、

6
免疫反応を阻害する分子は免疫反応の阻害に(タンパク
質を直接又は抗体アゴニストの使用を経て)利用されう
るし、こうして免疫関連疾患は改善する。従って、ＰＲ
Ｏポリペプチド及び抗-ＰＲＯ抗体及びそれらの断片
は、免疫関連疾患の診断及び／又は治療(予防を含む)に
役立つ。刺激タンパク質に結合する抗体は免疫システム
及び免疫反応の阻害に利用可能である。阻害タンパク質
に結合する抗体は免疫システム及び免疫反応の刺激に有
用である。また、ＰＲＯポリペプチド及び抗-ＰＲＯ抗
体は免疫関連及び炎症疾患の治療のための薬や薬剤の調
製に有用である。
【０００５】一実施態様では、本発明は、ＰＲＯ１７
９、ＰＲＯ１７５、ＰＲＯ１８２、ＰＲＯ３６６、ＰＲ
Ｏ２４０、ＰＲＯ２５６、ＰＲＯ３０６、ＰＲＯ３６
４、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ８２６、ＰＲＯ１０６８、Ｐ
ＲＯ１３４３又はＰＲＯ１３７５ポリペプチドに結合す
る単離された抗体に関する。一態様では、抗体は、ＰＲ
Ｏ１７９、ＰＲＯ１７５、ＰＲＯ１８２、ＰＲＯ３６
６、ＰＲＯ２４０、ＰＲＯ２５６、ＰＲＯ３０６、ＰＲ
Ｏ３６４、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ８２６、ＰＲＯ１０６
８、ＰＲＯ１３４３又はＰＲＯ１３７５ポリペプチドの
活性に類似する（アゴニスト抗体）、又は逆に抗体はＰ
ＲＯ１７９、ＰＲＯ１７５、ＰＲＯ１８２、ＰＲＯ３６
６、ＰＲＯ２４０、ＰＲＯ２５６、ＰＲＯ３０６、ＰＲ
Ｏ３６４、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ８２６、ＰＲＯ１０６
８、ＰＲＯ１３４３又はＰＲＯ１３７５ポリペプチドの
活性を阻害又は中和する（アンタゴニスト抗体）。他の
態様では、抗体はモノクローナル抗体であり、それは好
ましくは非ヒト相補性決定領域（ＣＤＲ）残基及びヒト
フレームワーク領域（ＦＲ）残基を有する。抗体は標識
されていてもよく、固体支持体に固定化されていてもよ
い。さらなる態様では、抗体は抗体断片、一本鎖抗体、
又は抗-イディオタイプ抗体である。他の実施態様で
は、本発明は、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ１７５、ＰＲＯ１
８２、ＰＲＯ３６６、ＰＲＯ２４０、ＰＲＯ２５６、Ｐ
ＲＯ３０６、ＰＲＯ３６４、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ８２
６、ＰＲＯ１０６８、ＰＲＯ１３４３又はＰＲＯ１３７
５ポリペプチド、又は当該ポリペプチドに結合するアゴ
ニスト又はアンタゴニスト抗体を、担体又は賦形剤と混
合して含有する組成物に関する。一態様では、組成物は
治療的有効量のペプチド又は抗体を含有する。他の態様
では、組成物が免疫刺激性分子を含有する場合、当該組
成物は、抗原に応答して（ａ）それを必要とする哺乳動
物の組織への炎症性細胞の浸潤を増大させ、（ｂ）それ
を必要とする哺乳動物における免疫反応を刺激又は促進
し、又は（ｃ）それを必要とする哺乳動物におけるＴリ
ンパ球の増殖を増大させるのに有用である。さらなる態
様では、組成物が免疫阻害性分子を含有する場合、当該
組成物は、抗原に応答して（ａ）それを必要とする哺乳
動物の組織への炎症性細胞の浸潤を減少させ、（ｂ）そ
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7
れを必要とする哺乳動物における免疫反応を阻害又は低
下させ、又は（ｃ）それを必要とする哺乳動物における
Ｔリンパ球の増殖を減少させるのに有用である。他の態
様では、組成物は更なる活性成分を含有し、それは、例
えば更なる抗体又は細胞障害性又は化学治療薬であって
よい。好ましくは、組成物は無菌である。一実施態様で
は、本発明は本発明のポリペプチド及び抗体の、上記の
用途を有する組成物又は医薬の調製のための使用に関す
る。さらなる実施態様では、本発明は抗-ＰＲＯ１７
９、ＰＲＯ１７５、ＰＲＯ１８２、ＰＲＯ３６６、ＰＲ
Ｏ２４０、ＰＲＯ２５６、ＰＲＯ３０６、ＰＲＯ３６
４、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ８２６、ＰＲＯ１０６８、Ｐ
ＲＯ１３４３又はＰＲＯ１３７５抗体をコードする核
酸、及びそのような核酸を含むベクター及び宿主細胞に
関する。またさらなる態様では、本発明は、抗体をコー
ドする核酸で形質転換した宿主細胞を、抗体が発現され
る条件下で培養し、細胞培地から抗体を回収することに
よるそれらの抗体の製造方法に関する。
【０００６】さらに本発明は、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ１
７５、ＰＲＯ１８２、ＰＲＯ３６６、ＰＲＯ２４０、Ｐ
ＲＯ２５６、ＰＲＯ３０６、ＰＲＯ３６４、ＰＲＯ３５
６、ＰＲＯ８２６、ＰＲＯ１０６８、ＰＲＯ１３４３又
はＰＲＯ１３７５ポリペプチドの一又は複数の機能又は
活性を阻害する、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ１７５、ＰＲＯ
１８２、ＰＲＯ３６６、ＰＲＯ２４０、ＰＲＯ２５６、
ＰＲＯ３０６、ＰＲＯ３６４、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ８
２６、ＰＲＯ１０６８、ＰＲＯ１３４３又はＰＲＯ１３
７５ポリペプチドのアンタゴニスト及びアゴニストに関
する。さらなる実施態様では、本発明は、ＰＲＯ１７
９、ＰＲＯ１７５、ＰＲＯ１８２、ＰＲＯ３６６、ＰＲ
Ｏ２４０、ＰＲＯ２５６、ＰＲＯ３０６、ＰＲＯ３６
４、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ８２６、ＰＲＯ１０６８、Ｐ
ＲＯ１３４３又はＰＲＯ１３７５ポリペプチドをコード
する核酸分子の補体にハイブリッド形成する単離された
核酸分子に関する。核酸は好ましくはＤＮＡであり、ハ
イブリッド形成は好ましくは緊縮性条件下で起こる。こ
のような核酸分子は、ここに同定される増幅されたアン
チセンス分子として作用し、それは次に、対応する増幅
された遺伝子のモジュレーションにおいて、又は増幅反
応におけるアンチセンスプライマーとしての用途が見出
される。さらに、これらの配列は、リボザイム(ribozym
e)及び／又は三重螺旋配列の一部として使用でき、それ
は従って増幅された遺伝子の調節で使用してもよい。他
の実施態様では、本発明は、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ１７
５、ＰＲＯ１８２、ＰＲＯ３６６、ＰＲＯ２４０、ＰＲ
Ｏ２５６、ＰＲＯ３０６、ＰＲＯ３６４、ＰＲＯ３５
６、ＰＲＯ８２６、ＰＲＯ１０６８、ＰＲＯ１３４３又
はＰＲＯ１３７５ポリペプチドの存在を測定する方法で
あって、該ポリペプチドを含有すると推測される細胞
を、抗-ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ１７５、ＰＲＯ１８２、

8
ＰＲＯ３６６、ＰＲＯ２４０、ＰＲＯ２５６、ＰＲＯ３
０６、ＰＲＯ３６４、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ８２６、Ｐ
ＲＯ１０６８、ＰＲＯ１３４３又はＰＲＯ１３７５抗体
に暴露し、抗体の細胞への結合を測定することを含んで
なる方法に関する。さらに他の実施態様では、本発明は
哺乳動物における免疫関連疾患を診断する方法に関し、
それは（ａ）当該哺乳動物から得た組織細胞の試験試料
中、及び（ｂ）同じ細胞型の知られた正常細胞のコント
ロール試料中におけるＰＲＯ１７９、ＰＲＯ１７５、Ｐ
ＲＯ１８２、ＰＲＯ３６６、ＰＲＯ２４０、ＰＲＯ２５
６、ＰＲＯ３０６、ＰＲＯ３６４、ＰＲＯ３５６、ＰＲ
Ｏ８２６、ＰＲＯ１０６８、ＰＲＯ１３４３又はＰＲＯ
１３７５ポリペプチドをコードする遺伝子の発現レベル
を検出することを含んでなり、試験試料中での高い発現
レベルが、当該試験組織細胞を得た哺乳動物における免
疫関連疾患の存在を示す。他の実施態様では、本発明は
哺乳動物における免疫関連疾患を診断する方法に関し、
それは（ａ）抗-ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ１７５、ＰＲＯ
１８２、ＰＲＯ３６６、ＰＲＯ２４０、ＰＲＯ２５６、
ＰＲＯ３０６、ＰＲＯ３６４、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ８
２６、ＰＲＯ１０６８、ＰＲＯ１３４３又はＰＲＯ１３
７５抗体を当該哺乳動物から得た組織細胞の試料と接触
させ、そして（ｂ）試験試料中での抗体とポリペプチド
との間の複合体形成を検出することを含んでなる。検出
は、定性的でも定量的でも良く、同じ細胞型の知られた
正常組織細胞のコントロール試料における複合体形成の
監視との比較において実施される。試験試料中で形成さ
れた複合体量が多いことは、試験組織細胞を得た哺乳動
物における腫瘍の存在を示す。抗体は、好ましくは検出
可能な標識を担持している。複合体形成は、例えば、光
学顕微鏡、フローサイトメトリー、蛍光定量法、又はこ
の分野で知られた他の技術によって監視される。試験試
料は、通常は免疫系の不全又は異常を有すると推定され
る個体から得る。
【０００７】他の実施態様では、本発明は、抗-ＰＲＯ
１７９、ＰＲＯ１７５、ＰＲＯ１８２、ＰＲＯ３６６、
ＰＲＯ２４０、ＰＲＯ２５６、ＰＲＯ３０６、ＰＲＯ３
６４、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ８２６、ＰＲＯ１０６８、
ＰＲＯ１３４３又はＰＲＯ１３７５抗体及び担体（例え
ば、バッファー）を適当な包装中に具備してなる診断キ
ットに関する。このキットは、好ましくは抗体をＰＲＯ
１７９、ＰＲＯ１７５、ＰＲＯ１８２、ＰＲＯ３６６、
ＰＲＯ２４０、ＰＲＯ２５６、ＰＲＯ３０６、ＰＲＯ３
６４、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ８２６、ＰＲＯ１０６８、
ＰＲＯ１３４３又はＰＲＯ１３７５ポリペプチドの検出
に使用するための説明書を備える。さらなる実施態様で
は、本発明は、容器；当該容器上のラベル；及び当該容
器内に収容された活性剤を含有する組成物とを具備し、
当該組成物が哺乳動物における免疫反応を促進又は阻害
するのに有効であり、容器上のラベルが当該組成物は免
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疫関連疾患の治療に使用できることを表示し、組成物中
の活性剤がＰＲＯ１７９、ＰＲＯ１７５、ＰＲＯ１８
２、ＰＲＯ３６６、ＰＲＯ２４０、ＰＲＯ２５６、ＰＲ
Ｏ３０６、ＰＲＯ３６４、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ８２
６、ＰＲＯ１０６８、ＰＲＯ１３４３又はＰＲＯ１３７
５ポリペプチドの発現及び／又は活性を刺激又は阻害す
る薬剤である製造品に関する。好ましい態様では、活性
剤はＰＲＯ１７９、ＰＲＯ１７５、ＰＲＯ１８２、ＰＲ
Ｏ３６６、ＰＲＯ２４０、ＰＲＯ２５６、ＰＲＯ３０
６、ＰＲＯ３６４、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ８２６、ＰＲ
Ｏ１０６８、ＰＲＯ１３４３又はＰＲＯ１３７５ポリペ
プチド又は抗-ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ１７５、ＰＲＯ１
８２、ＰＲＯ３６６、ＰＲＯ２４０、ＰＲＯ２５６、Ｐ
ＲＯ３０６、ＰＲＯ３６４、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ８２
６、ＰＲＯ１０６８、ＰＲＯ１３４３又はＰＲＯ１３７
５抗体である。さらなる実施態様では、候補化合物をＰ
ＲＯ１７９、ＰＲＯ１７５、ＰＲＯ１８２、ＰＲＯ３６
６、ＰＲＯ２４０、ＰＲＯ２５６、ＰＲＯ３０６、ＰＲ
Ｏ３６４、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ８２６、ＰＲＯ１０６
８、ＰＲＯ１３４３又はＰＲＯ１３７５ポリペプチド
と、これら２成分を相互作用させる条件下及び十分な時
間で接触させることを含んでなるＰＲＯ２４５ポリペプ
チドの発現及び／又は活性を阻害することのできる化合
物の同定方法に関する。特別な態様では、候補化合物あ
るいはＰＲＯ１７９、ＰＲＯ１７５、ＰＲＯ１８２、Ｐ
ＲＯ３６６、ＰＲＯ２４０、ＰＲＯ２５６、ＰＲＯ３０
６、ＰＲＯ３６４、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ８２６、ＰＲ
Ｏ１０６８、ＰＲＯ１３４３又はＰＲＯ１３７５ポリペ
プチドのいずれかが固体支持体上に固定化される。他の
態様では、非固定化成分が検出可能な標識を担持する。
他の実施態様では、本発明は、Ｔリンパ球の増殖を促進
する方法であって、Ｔリンパ球の増殖を促進するのに十
分な量でＰＲＯ２５６、ＰＲＯ３０６、ＰＲＯ３６４、
ＰＲＯ８２６、ＰＲＯ１０６８、ＰＲＯ１３４３又はＰ
ＲＯ１３７５ポリペプチドとＴリンパ球を接触させるこ
とを含む方法に関する。さらに他の実施態様は、哺乳動
物の免疫反応を促進する方法であって、免疫反応を促進
するのに十分な量でＰＲＯ１７５、ＰＲＯ１７９、ＰＲ
Ｏ２４０、ＰＲＯ３６６又はＰＲＯ１３７５ポリペプチ
ドを哺乳動物に投与することを含む方法に関する。
【０００８】２．更なる実施態様
本発明のさらなる実施態様では、本発明は、ここに記載
するポリペプチドの任意のものをコードするＤＮＡを含
むベクターを提供する。そのようなベクターの任意のも
のを含む宿主細胞も提供される。例として、宿主細胞は
ＣＨＯ細胞、大腸菌、又は酵母であってよい。ここに記
載する任意のポリペプチドの製造方法がさらに提供さ
れ、それは、宿主細胞を所望のポリペプチドの発現に適
した条件下で培養し、細胞培地から所望のポリペプチド
を回収することを含む。他の実施態様では、本発明は、
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異種ポリペプチド又はアミノ酸配列に融合した、ここに
記載する任意のポリペプチドを含んでなるキメラ分子を
提供する。そのようなキメラ分子の例は、エピトープタ
グ配列又は免疫グロブリンのＦｃ領域に融合したここに
記載の任意のポリペプチドを含む。他の実施態様では、
本発明は、上記又は下記のポリペプチドの任意のものに
特異的に結合する抗体を提供する。場合によっては、抗
体はモノクローナル抗体、ヒト化抗体、抗体断片又は一
本鎖抗体である。さらに他の実施態様では、本発明は、
ゲノム及びｃＤＮＡヌクレオチド配列又はアンチセンス
プローブの単離に有用なオリゴヌクレオチドプローブを
提供し、それらのプローブは上記又は下記のヌクレオチ
ド配列の任意のものから誘導されうる。
一実施態様において、本発明はＰＲＯポリペプチドをコ
ードするヌクレオチド配列を含む単離された核酸分子を
提供する。
一態様において、単離された核酸分子は、(ａ)ここに開
示された全長アミノ酸配列、ここに開示されたシグナル
ペプチドを欠くアミノ酸配列、シグナルペプチドを伴う
か伴わないここに開示された膜貫通タンパク質の細胞外
ドメイン、又はここに開示された全長アミノ酸配列の任
意の他の特に定められた断片を有するＰＲＯポリペプチ
ドをコードするＤＮＡ分子、又は(ｂ)(ａ)のＤＮＡ分子
の補体に対して、少なくとも約８０％の核酸配列同一
性、又は少なくとも約８１％の核酸配列同一性、又は少
なくとも約８２％の核酸配列同一性、又は少なくとも約
８３％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８４％の核
酸配列同一性、又は少なくとも約８５％の核酸配列同一
性、又は少なくとも約８６％の核酸配列同一性、又は少
なくとも約８７％の核酸配列同一性、又は少なくとも約
８８％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８９％の核
酸配列同一性、又は少なくとも約９０％の核酸配列同一
性、又は少なくとも約９１％の核酸配列同一性、又は少
なくとも約９２％の核酸配列同一性、又は少なくとも約
９３％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９４％の核
酸配列同一性、又は少なくとも約９５％の核酸配列同一
性、又は少なくとも約９６％の核酸配列同一性、又は少
なくとも約９７％の核酸配列同一性、又は少なくとも約
９８％の核酸配列同一性、そして、又は少なくとも約９
９％の核酸配列同一性を有しているヌクレオチド配列を
含んでなる。
【０００９】他の態様において、単離された核酸分子
は、(ａ)ここに開示されたＰＲＯポリペプチドｃＤＮＡ
のコード配列、ここに開示されたシグナルペプチドを欠
くＰＲＯポリペプチドのコード配列、シグナルペプチド
を伴うか伴わないここに開示した膜貫通ＰＲＯポリペプ
チドの細胞外ドメインのコード配列、又はここに開示さ
れた全長アミノ酸配列の任意の他の特に定められた断片
のコード配列を含むＤＮＡ分子、又は(ｂ)(ａ)のＤＮＡ
分子の補体に対して、少なくとも約８０％の核酸配列同



(7) 特開２００３－１８０３８１

10

20

30

40

50

11
一性、又は少なくとも約８１％の核酸配列同一性、又は
少なくとも約８２％の核酸配列同一性、又は少なくとも
約８３％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８４％の
核酸配列同一性、又は少なくとも約８５％の核酸配列同
一性、又は少なくとも約８６％の核酸配列同一性、又は
少なくとも約８７％の核酸配列同一性、又は少なくとも
約８８％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８９％の
核酸配列同一性、又は少なくとも約９０％の核酸配列同
一性、又は少なくとも約９１％の核酸配列同一性、又は
少なくとも約９２％の核酸配列同一性、又は少なくとも
約９３％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９４％の
核酸配列同一性、又は少なくとも約９５％の核酸配列同
一性、又は少なくとも約９６％の核酸配列同一性、又は
少なくとも約９７％の核酸配列同一性、又は少なくとも
約９８％の核酸配列同一性、そして、又は少なくとも約
９９％の核酸配列同一性を有しているヌクレオチド配列
を含んでなる。さらなる態様では、本発明は、(ａ)ここ
に開示されたＡＴＴＣに寄託されたヒトタンパク質ｃＤ
ＮＡの任意のものによりコードされる同じ成熟ポリペプ
チドをコードするＤＮＡ分子、又は(ｂ)(ａ)のＤＮＡ分
子の補体に対して、少なくとも約８０％の核酸配列同一
性、又は少なくとも約８１％の核酸配列同一性、又は少
なくとも約８２％の核酸配列同一性、又は少なくとも約
８３％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８４％の核
酸配列同一性、又は少なくとも約８５％の核酸配列同一
性、又は少なくとも約８６％の核酸配列同一性、又は少
なくとも約８７％の核酸配列同一性、又は少なくとも約
８８％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８９％の核
酸配列同一性、又は少なくとも約９０％の核酸配列同一
性、又は少なくとも約９１％の核酸配列同一性、又は少
なくとも約９２％の核酸配列同一性、又は少なくとも約
９３％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９４％の核
酸配列同一性、又は少なくとも約９５％の核酸配列同一
性、又は少なくとも約９６％の核酸配列同一性、又は少
なくとも約９７％の核酸配列同一性、又は少なくとも約
９８％の核酸配列同一性、そして、又は少なくとも約９
９％の核酸配列同一性を有しているヌクレオチド配列を
含んでなる単離された核酸分子に関する。
【００１０】本発明の他の態様は、膜貫通ドメインが欠
失されているか膜貫通ドメインが不活性化されているＰ
ＲＯポリペプチドをコードするヌクレオチド配列、また
はそのようなコード化ヌクレオチド配列に相補的である
ヌクレオチド配列を含んでなる単離された核酸分子を提
供し、ここでそのようなポリペプチドの膜貫通ドメイン
がここに開示される。従って、ここに記載されたＰＲＯ
ポリペプチドの可溶性細胞外ドメインが考慮される。他
の実施態様は、ＰＲＯポリペプチドコード配列の断片、
又はその補体に向けられ、それらは、例えば、場合によ
っては抗-ＰＲＯ抗体に対する結合部位を含むポリペプ
チドをコードするＰＲＯポリペプチドの断片をコードす
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る、ハイブリッド形成プローブとして、又はアンチセン
スオリゴヌクレオチドプローブとしての用途が見いださ
れる。そのような核酸断片は通常少なくとも約２０のヌ
クレオチド長、又は少なくとも約３０のヌクレオチド
長、又は少なくとも約４０のヌクレオチド長、又は少な
くとも約５０のヌクレオチド長、又は少なくとも約６０
のヌクレオチド長、又は少なくとも約７０のヌクレオチ
ド長、又は少なくとも約８０のヌクレオチド長、又は少
なくとも約９０のヌクレオチド長、又は少なくとも約１
００のヌクレオチド長、又は少なくとも約１１０のヌク
レオチド長、又は少なくとも約１２０のヌクレオチド
長、又は少なくとも約１３０のヌクレオチド長、又は少
なくとも約１４０のヌクレオチド長、又は少なくとも約
１５０のヌクレオチド長、又は少なくとも約１６０のヌ
クレオチド長、又は少なくとも約１７０のヌクレオチド
長、又は少なくとも約１８０のヌクレオチド長、又は少
なくとも約１９０のヌクレオチド長、又は少なくとも約
２００のヌクレオチド長、又は少なくとも約２５０のヌ
クレオチド長、又は少なくとも約３００のヌクレオチド
長、又は少なくとも約３５０のヌクレオチド長、又は少
なくとも約４００のヌクレオチド長、又は少なくとも約
４５０のヌクレオチド長、又は少なくとも約５００のヌ
クレオチド長、又は少なくとも約６００のヌクレオチド
長、又は少なくとも約７００のヌクレオチド長、又は少
なくとも約８００のヌクレオチド長、又は少なくとも約
９００のヌクレオチド長、又は少なくとも約１０００の
ヌクレオチド長であり、ここで、「約」という用語は、
その参照長のプラス又はマイナス１０％の参照ヌクレオ
チド配列長を意味する。それぞれのＰＲＯポリペプチド
コード化ヌクレオチド配列の新規な断片は、多くのよく
知られた配列アラインメントプログラムの任意のものを
使用して、それぞれのＰＲＯポリペプチドコードヌクレ
オチド配列を他の既知のヌクレオチド配列にアラインメ
ントさせ、どのヌクレオチド配列断片(類)が新規である
かを決定することにより常套的方法により決定すること
ができることに留意される。そのようなそれぞれのＰＲ
Ｏポリペプチドコード化ヌクレオチド配列の全てがここ
で考慮される。また考慮されるものは、これらのヌクレ
オチド分子によりコードされるＰＲＯポリペプチド断
片、好ましくは抗-ＰＲＯポリペプチド抗体に対する結
合部位を含んでなるそれらのポリペプチド断片である。
【００１１】他の実施態様では、本発明は、上記で同定
された単離された核酸配列の任意のものにコードされる
単離されたＰＲＯポリペプチドを提供する。或る態様で
は、本発明は、ここに開示された全長アミノ酸配列、こ
こに開示されたシグナルペプチドを欠くアミノ酸配列、
ここに開示されたシグナルペプチドを伴うか伴わない膜
貫通タンパク質の細胞外ドメイン、又はここに開示され
た全長アミノ酸配列の任意の他の特に定められた断片を
有するＰＲＯポリペプチドに対して、少なくとも約８０
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％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約８１％のア
ミノ酸配列同一性、又は少なくとも約８２％のアミノ酸
配列同一性、又は少なくとも約８３％のアミノ酸配列同
一性、又は少なくとも約８４％のアミノ酸配列同一性、
又は少なくとも約８５％のアミノ酸配列同一性、又は少
なくとも約８６％のアミノ酸配列同一性、又は少なくと
も約８７％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約８
８％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約８９％の
アミノ酸配列同一性、又は少なくとも約９０％のアミノ
酸配列同一性、又は少なくとも約９１％のアミノ酸配列
同一性、又は少なくとも約９２％のアミノ酸配列同一
性、又は少なくとも約９３％のアミノ酸配列同一性、又
は少なくとも約９４％のアミノ酸配列同一性、又は少な
くとも約９５％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも
約９６％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約９７
％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約９８％のア
ミノ酸配列同一性、又は少なくとも約９９％のアミノ酸
配列同一性を有しているアミノ酸配列を含んでなる単離
されたＰＲＯポリペプチドに関する。さらなる態様で
は、本発明は、ここに開示されたＡＴＴＣに寄託された
ヒトタンパク質ｃＤＮＡの任意のものによりコードされ
るアミノ酸配列に対して、少なくとも約８０％のアミノ
酸配列同一性、又は少なくとも約８１％のアミノ酸配列
同一性、又は少なくとも約８２％のアミノ酸配列同一
性、又は少なくとも約８３％のアミノ酸配列同一性、又
は少なくとも約８４％のアミノ酸配列同一性、又は少な
くとも約８５％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも
約８６％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約８７
％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約８８％のア
ミノ酸配列同一性、又は少なくとも約８９％のアミノ酸
配列同一性、又は少なくとも約９０％のアミノ酸配列同
一性、又は少なくとも約９１％のアミノ酸配列同一性、
又は少なくとも約９２％のアミノ酸配列同一性、又は少
なくとも約９３％のアミノ酸配列同一性、又は少なくと
も約９４％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約９
５％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約９６％の
アミノ酸配列同一性、又は少なくとも約９７％のアミノ
酸配列同一性、又は少なくとも約９８％のアミノ酸配列
同一性、又は少なくとも約９９％のアミノ酸配列同一性
を有しているアミノ酸配列を含んでなる単離されたＰＲ
Ｏポリペプチドに関する。
【００１２】さらなる態様では、本発明は、ここに開示
された全長アミノ酸配列、ここに開示されたシグナルペ
プチドを欠く全長アミノ酸配列、シグナルペプチドを伴
うか伴わないここに開示した膜貫通タンパク質の細胞外
ドメインのコード配列、又はここに開示された全長アミ
ノ酸配列の任意の他の特に定められた断片を有するＰＲ
Ｏポリペプチドのアミノ酸配列と比較したとき、少なく
とも約８０％のポジティブ、又は少なくとも約８１％の
ポジティブ、又は少なくとも約８２％のポジティブ、又
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は少なくとも約８３％のポジティブ、又は少なくとも約
８４％のポジティブ、又は少なくとも約８５％のポジテ
ィブ、又は少なくとも約８６％のポジティブ、又は少な
くとも約８７％のポジティブ、又は少なくとも約８８％
のポジティブ、又は少なくとも約８９％のポジティブ、
又は少なくとも約９０％のポジティブ、又は少なくとも
約９１％のポジティブ、又は少なくとも約９２％のポジ
ティブ、又は少なくとも約９３％のポジティブ、又は少
なくとも約９４％のポジティブ、又は少なくとも約９５
％のポジティブ、又は少なくとも約９６％のポジティ
ブ、又は少なくとも約９７％のポジティブ、又は少なく
とも約９８％のポジティブ、又は少なくとも約９９％の
ポジティブのスコアを示すアミノ酸配列を含んでなる単
離されたＰＲＯポリペプチドに関する。特定の態様で
は、本発明は、Ｎ末端シグナル配列及び／又は開始メチ
オニンを持たない単離されたＰＲＯポリペプチドを提供
し、それは上述したそのようなアミノ酸配列をコードす
るヌクレオチド配列によりコードされる。これを生産す
る方法もまたここに記載され、ここで、これらの方法は
ＰＲＯポリペプチドの発現に適した条件下で適当なコー
ド化核酸分子を含むベクターを含んでなる宿主細胞を培
養し、細胞培地からＰＲＯポリペプチドを回収すること
を含んでなる。
【００１３】本発明の他の態様は、膜貫通ドメインの欠
失した又は膜貫通ドメインが不活性化された、単離され
たＰＲＯポリペプチドを提供する。それらを製造する方
法もここに記載され、それらの方法は、適当なコード化
核酸分子を含むベクターを含む宿主細胞をＰＲＯポリペ
プチドの発現に適した条件下で培養し、細胞培養培地か
らＰＲＯポリペプチドを回収することを含む。さらに他
の実施態様では、本発明は、ここで特定される天然ＰＲ
Ｏポリペプチドのアゴニスト及びアンタゴニストに関す
る。特別な実施態様では、アゴニスト又はアンタゴニス
トは抗-ＰＲＯ抗体又は小分子である。さらなる実施態
様では、本発明は、ＰＲＯポリペプチドのアゴニスト又
はアンタゴニストを同定する方法に関し、それは、ＰＲ
Ｏポリペプチドを候補分子と接触させ、前記ＰＲＯポリ
ペプチドによって媒介される生物学的活性を監視するこ
とを含む。好ましくは、ＰＲＯポリペプチドは天然ＰＲ
Ｏポリペプチドである。またさらなる実施態様では、本
発明は、ＰＲＯポリペプチド、又はここに記載するＰＲ
Ｏポリペプチドのアゴニスト又はアンタゴニスト、又は
抗-ＰＲＯ抗体を、担体と組み合わせて含有する物質の
組成物に関する。場合によっては、担体は製薬的に許容
される担体である。本発明の他の実施態様は、ＰＲＯポ
リペプチド、又は上記したようなそのアゴニスト又はア
ンタゴニスト、又は抗-ＰＲＯ抗体の、ＰＲＯポリペプ
チド、そのアゴニスト又はアンタゴニスト又は抗-ＰＲ
Ｏ抗体に起因する状態の治療において有用な医薬の調製
のための使用に向けられる。
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【００１４】好ましい実施態様の詳細な説明
Ｉ．定義
「免疫関連疾患」という用語は、哺乳動物の免疫システ
ムの成分が、哺乳動物の病的状態を引き起こし、媒介し
又は寄与等するものである疾患を意味する。また、免疫
反応の刺激又は介在により疾患の進行に改善された効果
が付与される疾患も含まれる。この用語に含まれるもの
は、免疫媒介炎症疾患、非免疫媒介炎症疾患、感染症、
免疫不全症、異常増殖等が含まれる。「Ｔ細胞媒介疾
患」という用語は、Ｔ細胞が直接的又は間接的に哺乳動
物の病的状態を媒介するか寄与等する疾患を意味する。
Ｔ細胞媒介疾患は細胞媒介効果、リンホカイン媒介効果
等を伴い、例えばＴ細胞により分泌されるリンホカイン
によりＢ細胞が刺激されている場合はＢ細胞に関連した
効果を伴う。本発明で治療可能で、そのいくつかは免疫
又はＴ細胞媒介性である免疫関連及び炎症疾患の例に
は、全身性紅斑性狼瘡、リウマチ様関節炎、若年性慢性
関節炎、脊椎関節症、全身性硬化症(強皮症)、特発性炎
症ミオパシー(皮膚筋炎、多発性筋炎)、シェーグレン症
候群、全身性血管炎症症(systemic vaculitis)、サルコ
イドーシス、自己免疫性溶血性貧血(免疫再生不良性貧
血、発作性夜間血色素尿)、自己免疫性血小板減少(特発
性血小板減少性紫斑病、免疫仲介血小板減少)、甲状腺
炎(グレーブス疾患、ハシモト甲状腺炎、若年性リンパ
球性甲状腺炎、萎縮性甲状腺炎)、真性糖尿病、免疫仲
介腎疾患(糸球体腎炎、尿細管間質性腎炎)、例えば多発
性硬化症、特発性脱髄性多発神経障害、又はギラン-バ
レー症候群、及び慢性炎症脱髄性多発神経障害のような
中枢及び末梢神経系の脱髄疾患、伝染性肝炎(Ａ型、Ｂ
型、Ｃ型、Ｄ型、Ｅ型肝炎及び他の非肝炎性(nonhepato
tropic)ウィルス)、自己免疫性慢性活性肝炎、原発性胆
汁性肝硬変症、肉芽腫性肝炎、及び硬化性胆管炎のよう
な肝疾患、炎症性腸疾患(潰瘍性大腸炎：クローン病)、
グルテン過敏性腸疾患、ウィップル病、水疱性皮膚疾
患、多形性紅斑及び接触性皮膚炎を含む自己免疫又は免
疫媒介皮膚疾患、乾癬、喘息、アレルギー性鼻炎、アト
ピー性皮膚炎、食物過敏症及び蕁麻疹等のアレルギー性
疾患、好球性肺炎、特発性肺線維症及び過敏性肺炎のよ
うな肺の免疫疾患、拒絶反応及び移植片対宿主疾患を含
む移植関連疾患が含まれる。ウイルス性疾患、例えばＡ
ＩＤＳ(例えばＨＩＶ感染)、Ａ型、Ｂ型、Ｃ型、Ｄ型及
びＥ型肝炎、ヘルペス等、細菌感染、真菌感染、原生動
物感染及び寄生虫感染等の感染症も含まれる。
【００１５】「治療」とは、疾患の病理の進行又は改変
の防止を意図して行われる処置である。従って、「治
療」とは、治癒的処置、予防的処置及び防止的処置の両
方を称する。治療が必要なものとは、既に疾患に罹って
いるもの、並びに疾患に罹りやすいもの又は疾患が防止
されているものを含む。免疫関連疾患の治療において、
治療薬は直接的に免疫反応の成分度合いを減少又は増加
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させてもよいし、又は他の治療薬、例えば抗生物質、抗
真菌剤、抗炎症剤、化学療法剤等による治療に対してよ
り敏感にしてもよい。「慢性」投与とは、急性様式とは
異なり連続的な様式で薬剤を投与し、初期の治療効果
(活性)を長時間に渡って維持することを称する。「間
欠」投与とは、中断無く連続的になされるのではなく、
むしろ本質的に周期的になされる処理である。免疫関連
疾患の「病理」は、患者の良好な生存を危うくさせる全
ての現象を含む。これは、限定されるものではないが、
異常又は制御不能な細胞成長、抗体生産、自己抗体生
産、補体生産及び活性化、隣接細胞の正常機能の阻害、
サイトカイン又は他の分泌生成物の異常レベルでの放
出、炎症又は免疫反応の抑制又は悪化、組織空間への炎
症細胞(好中球、エシオン好性球、単球、リンパ球)の侵
入等を含む。治療の目的のための「哺乳動物」は、ヒ
ト、家庭及び農業用動物、及び動物園、スポーツ、又は
ペット動物、例えばイヌ、ウマ、ネコ、ウシ等を含む哺
乳類に分類される任意の動物を称する。好ましくは、哺
乳動物はヒトである。一又は複数のさらなる治療薬と
「組み合わせた」投与とは、同時(同時期)及び任意の順
序での連続した投与を含む。ここで用いられる「担体」
は、製薬的に許容されうる担体、賦形剤、又は安定化剤
を含み、用いられる用量及び濃度でそれらに暴露される
細胞又は哺乳動物に対して非毒性である。生理学的に許
容されうる担体は、水性ｐＨ緩衝溶液であることが多
い。生理学的に許容されうる担体の例は、リン酸塩、ク
エン酸塩、及び他の有機酸のバッファー；アスコルビン
酸を含む酸化防止剤；低分子量(約１０残基未満)ポリペ
プチド；タンパク質、例えば血清アルブミン、ゼラチ
ン、又は免疫グロブリン；親水性ポリマー、例えばポリ
ビニルピロリドン；アミノ酸、例えばグリシン、グルタ
ミン、アスパラギン、アルギニン又はリシン；グルコー
ス、マンノース又はデキストランを含む単糖類、二糖
類、及び他の炭水化物；ＥＤＴＡ等のキレート剤；マン
ニトール又はソルビトール等の糖アルコール；ナトリウ
ム等の塩形成対イオン；及び／又は非イオン性界面活性
剤、例えばTWEEN(商品名)、ポリエチレングリコール(Ｐ
ＥＧ)、及びPLURONICS(商品名)を含む。
【００１６】ここで用いられる「細胞障害薬」なる用語
は、細胞の機能を阻害又は抑制する及び／又は細胞破壊
を生ずる物質を称する。この用語は、放射性同位体(例
えば、Ｉ１３１、Ｉ１２５、Ｙ９０及びＲｅ１８６)、
化学療法剤、及び細菌、真菌、植物又は動物由来の酵素
的活性毒素といった毒素、又はその断片を含むとされ
る。「化学療法剤」は、癌の治療に有用な化学化合物で
ある。化学療法剤の例は、アドリアマイシン、ドキソル
ビシン、エピルビシン、５-フルオロウラシル、シトシ
ンアラビノシド(「Ａｒａ－Ｃ」)、シクロホスファミ
ド、チオテパ、ブスルファン、サイトキシン、タキソイ
ド類、例えばパクリタキセル(Taxol, Bristol-Myers Sq
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uibb Oncology, Princeton, NJ)及びドキセタキセル(Ta
xotere, Rhone-Poulenc Rorer, Antony, Rnace)、トキ
ソテール、メトトレキセート、シスプラチン、メルファ
ラン、ビンブラスチン、ブレオマイシン、エトポシド、
イフォスファミド、マイトマイシンＣ、マイトキサント
ロン、ビンクリスチン、ビノレルビン、カルボプラチ
ン、テニポシド、ダウノマイシン、カルミノマイシン、
アミノプテリン、ダクチノマイシン、マイトマイシン、
エスペラマイシン(米国特許第4,675,187号を参照のこ
と)、メルファラン、及び他の関連するナイトロジェン
マスタードを含む。また、この定義に含まれるのは、タ
モキシフェン及びオナプリストン等の腫瘍へのホルモン
作用を調節又は阻害するように作用するホルモン様薬剤
である。ここで用いられる際の「成長阻害剤」は、細
胞、特にここで同定される任意の遺伝子を過剰発現する
癌細胞の成長を、インビトロ又はインビボで阻害する化
合物又は組成物を称する。即ち、成長阻害剤は、Ｓ相で
そのような遺伝子を過剰発現する細胞の割合を有意に減
少させるものである。成長阻害剤の例は、細胞周期の進
行を(Ｓ相以外の位置で)ブロックする薬剤、例えばＧ１
停止又はＭ相停止を誘発する薬剤を含む。古典的なＭ相
ブロッカーは、ビンカス(ビンクリスチン及びビンブラ
スチン)、タキソール、及びトポＩＩインヒビター、例
えばドキソルビシン、エピルビシン、ダウノルビシン、
エトポシド、及びブレオマイシンを含む。Ｇ１停止させ
るこれらの薬剤は、Ｓ相停止にも溢流し、例えば、ＤＮ
Ａアルキル化剤、例えば、タモキシフェン、プレドニゾ
ン、ダカルバジン、メクロレタミン、シスプラチン、メ
トトレキセート、５-フルオロウラシル、及びａｒａ-Ｃ
である。さらなる情報は、The Molecular Basis of Can
cer, Mendelsohn及びIsrael, 編, Chapter 1, 表題「Ce
ll cycle regulation, oncogene, and antineoplastic 
drugs」, Murakami等, (WB Saunders: Philadelphia, 1
995)、特にp13に見出すことができる。「サイトカイ
ン」なる用語は、１つの細胞集団から放出され、他の細
胞に細胞間メディエータとして作用するタンパク質の一
般用語である。このようなサイトカインの例は、リンホ
カイン、モノカイン、及び伝統的なポリペプチドホルモ
ンである。サイトカインに含まれるのは、成長ホルモ
ン、例えばヒト成長ホルモン、Ｎ-メチオニルヒト成長
ホルモン、及びウシ成長ホルモン；副甲状腺ホルモン；
チロキシン；インシュリン；プロインシュリン；レラキ
シン；プロレラキシン；糖タンパク質ホルモン、例えば
濾胞刺激ホルモン(ＦＳＨ)、甲状腺刺激ホルモン(ＴＳ
Ｈ)、及び黄体化ホルモン(ＬＨ)；肝臓成長因子；線維
芽成長因子；プロラクチン；胎盤ラクトゲン；腫瘍壊死
因子-α及び-β；ミューラー阻害因子；マウス生殖腺刺
激ホルモン関連ペプチド；インヒビン；アクチビン；血
管内皮成長因子；インテグリン；トロンボポエチン(Ｔ
ＰＯ)；ＮＧＦ-β等の神経成長因子；血小板成長因子；
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ＴＧＦ-α及びＴＧＦ-β等のトランスフォーミング成長
因子(ＴＧＦ)；インシュリン様成長因子-Ｉ及びＩＩ；
エリスロポエチン(ＥＰＯ)；骨誘発因子；インターフェ
ロン-α、-β、及び-γ等のインターフェロン；コロニ
ー刺激因子(ＣＳＦｓ)、例えばマクロファージ-ＣＳＦ
(Ｍ-ＣＳＦ)；顆粒球-マクロファージ-ＣＳＦ(ＧＭ-Ｃ
ＳＦ)；及び顆粒球-ＣＳＦ(Ｇ-ＣＳＦ)；インターロイ
キン(ＩＬｓ)、例えばＩＬ-１、ＩＬ-１ａ、ＩＬ-２、
ＩＬ-３、ＩＬ-４、ＩＬ-５、ＩＬ-６、ＩＬ-７、ＩＬ-
８、ＩＬ-９、ＩＬ-１１、ＩＬ-１２；腫瘍壊死因子、
例えばＴＮＦ-α及びＴＮＦ-β；及びＬＩＦ及びキット
リガンド(ＫＬ)を含む他のポリペプチド因子である。こ
こで用いられる際、用語サイトカインは、天然供給源か
ら、又は組換え細胞培養からのタンパク質、及び天然配
列サイトカインの生物学的な活性等価物を含む。
【００１７】ここで使用される際の「ＰＲＯポリペプチ
ド」及び「ＰＲＯ」という用語は、直後に数値符号があ
る場合に種々のポリペプチドを指し、完全な符号(例え
ば、ＰＲＯ／数字)は、ここに記載する特定のポリペプ
チド配列を称する。ここで使用される「ＰＲＯ／数字ポ
リペプチド」及び「ＰＲＯ／数字」であって、「数字」
がここで使用される実際の数値符号として与えられる用
語は、天然配列ポリペプチド及びポリペプチド変異体
(ここで更に詳細に定義する)を含む。ここに記載される
ＰＲＯポリペプチドは、ヒト組織型又は他の供給源とい
った種々の供給源から単離してもよく、組換え又は合成
方法によって調製してもよい。「ＰＲＯポリペプチド」
なる用語は、ここで記載する個々のＰＲＯ／数字ポリペ
プチドを意味する。「ＰＲＯポリペプチド」に言及する
この明細書中の全ての開示は、ポリペプチドのそれぞれ
を個々に又は併せて意味する。例えば、調製、精製、誘
導、抗体生成、投与、それを含有する組成物、それによ
る病気の治療などが、本発明の各ポリペプチドにそれぞ
れ関与している。また「ＰＲＯポリペプチド」なる用語
には、ここに開示されるＰＲＯ／数字ポリペプチドの変
異体も含まれる。「天然配列ＰＲＯポリペプチド」は、
天然由来の対応するＰＲＯポリペプチドと同一のアミノ
酸配列を有するポリペプチドを含んでいる。このような
天然配列ＰＲＯポリペプチドは、自然から単離すること
もできるし、組換え又は合成手段により生産することも
できる。「天然配列ＰＲＯポリペプチド」という用語に
は、特に、特定のＰＲＯポリペプチドの自然に生じる切
断又は分泌形態(例えば、細胞外ドメイン配列)、自然に
生じる変異形態(例えば、選択的にスプライシングされ
た形態)及びそのポリペプチドの自然に生じる対立遺伝
子変異体が含まれる。本発明の種々の実施態様におい
て、天然配列ＰＲＯポリペプチドは、添付の図面に示さ
れる全長アミノ酸配列を含む成熟又は全長天然配列ポリ
ペプチドである。開始及び停止コドンは、図において太
字及び下線で示した。しかし、添付の図面に開示したＰ
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ＲＯポリペプチドは、図面におけるアミノ酸１としてこ
こに命名されるメチオニン残基で始まるように示されて
いるが、図面におけるアミノ酸位置１の上流又は下流に
位置する他のメチオニン残基をＰＲＯポリペプチドの開
始アミノ酸残基として用いることも考えられるし可能で
もある。ＰＲＯポリペプチド「細胞外ドメイン」又は
「ＥＣＤ」は、膜貫通及び細胞質ドメインを実質的に有
しないＰＲＯポリペプチドの形態を称する。通常、ＰＲ
ＯポリペプチドＥＣＤは、それらの膜貫通及び／又は細
胞質ドメインを１％未満、好ましくはそのようなドメイ
ンを０．５％未満しか持たない。本発明のＰＲＯポリペ
プチドについて同定された任意の膜貫通ドメインは、疎
水性ドメインのその型を同定するために当該分野におい
て日常的に使用される基準に従い同定されることが理解
されるであろう。膜貫通ドメインの厳密な境界は変わり
得るが、最初に同定されたドメインのいずれかの末端か
ら約５アミノ酸を越えない可能性が高い。従って、ＰＲ
Ｏポリペプチドの細胞外ドメインは、場合によっては、
実施例又は明細書で同定されるように膜貫通ドメイン及
び／又は細胞外ドメインの境界のいずれかの側から約５
を越えないアミノ酸を含んでもよく、シグナルペプチド
を伴う又は伴わない、それらのポリペプチド及びそれら
をコードする核酸が、本発明で考慮される。
【００１８】ここに開示する種々のＰＲＯポリペプチド
の「シグナルペプチド」の適切な位置は、本明細書及び
／又は添付図面に示す。しかし、注記するように、シグ
ナルペプチドのＣ-末端境界は変化しうるが、ここで最
初に定義したようにシグナルペプチドＣ-末端境界のい
ずれかの側で約５アミノ酸未満である可能性が最も高
く、シグナルペプチドのＣ-末端境界は、そのような型
のアミノ酸配列成分を同定するのに日常的に使用される
基準に従って同定しうる(例えば、Nielsen等, Prot. En
g. 10: 1-6 (1997)及びvon Heinje等, Nucl. Acids. Re
s. 14: 4683-4690(1986))。さらに、幾つかの場合に
は、分泌ポリペプチドからのシグナルペプチドの切断は
完全に均一ではなく、結果として一以上の分泌種をもた
らすことも認められる。シグナルペプチドがここで同定
されるシグナルペプチドのＣ-末端境界の何れかの側の
約５アミノ酸未満内で切断されるこれらの成熟ポリペプ
チド、及びそれらをコードするポリヌクレオチドが、本
発明で考慮される。「ＰＲＯポリペプチド変異体」と
は、上記又は下記に定義されるように、ここに開示され
る全長天然配列ＰＲＯポリペプチド配列、ここに開示さ
れたシグナルペプチドを欠く全長天然配列ＰＲＯポリペ
プチド配列、シグナルペプチドを伴うか伴わないここに
開示されたＰＲＯの細胞外ドメイン、又はここに開示さ
れた全長ＰＲＯポリペプチドの任意の他の断片と、少な
くとも約８０％のアミノ酸配列同一性を有する活性ＰＲ
Ｏポリペプチドを意味する。このようなＰＲＯポリペプ
チド変異体には、例えば、全長天然アミノ酸配列のＮ-
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又はＣ-末端において一又は複数のアミノ酸残基が付
加、もしくは欠失されたＰＲＯポリペプチドが含まれ
る。通常、ＰＲＯポリペプチド変異体は、ここに開示さ
れる全長天然配列ポリペプチド配列、ここに開示された
シグナルペプチドを欠くＰＲＯポリペプチド配列、シグ
ナルペプチドを伴うか伴わないここに開示されたＰＲＯ
ポリペプチドの細胞外ドメイン、又はここに開示された
全長ＰＲＯポリペプチド配列の他の任意の特に定められ
た断片と、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性、
又は少なくとも約８１％のアミノ酸配列同一性、又は少
なくとも約８２％のアミノ酸配列同一性、又は少なくと
も約８３％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約８
４％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約８５％の
アミノ酸配列同一性、又は少なくとも約８６％のアミノ
酸配列同一性、又は少なくとも約８７％のアミノ酸配列
同一性、又は少なくとも約８８％のアミノ酸配列同一
性、又は少なくとも約８９％のアミノ酸配列同一性、又
は少なくとも約９０％のアミノ酸配列同一性、又は少な
くとも約９１％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも
約９２％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約９３
％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約９４％のア
ミノ酸配列同一性、又は少なくとも約９５％のアミノ酸
配列同一性、又は少なくとも約９６％のアミノ酸配列同
一性、又は少なくとも約９７％のアミノ酸配列同一性、
又は少なくとも約９８％のアミノ酸配列同一性、そして
又は少なくとも約９９％のアミノ酸配列同一性を有して
いる。通常は、ＰＲＯ変異体ポリペプチドは、少なくと
も約１０アミノ酸長、又は少なくとも約２０アミノ酸
長、又は少なくとも約３０アミノ酸長、又は少なくとも
約４０アミノ酸長、又は少なくとも約５０アミノ酸長、
又は少なくとも約６０アミノ酸長、又は少なくとも約７
０アミノ酸長、又は少なくとも約８０アミノ酸長、又は
少なくとも約９０アミノ酸長、又は少なくとも約１００
アミノ酸長、又は少なくとも約１５０アミノ酸長、又は
少なくとも約２００アミノ酸長、又は少なくとも約３０
０アミノ酸長、又はそれ以上である。
【００１９】ここに同定されるＰＲＯポリペプチド配列
に対する「パーセント(％)アミノ酸配列同一性」は、配
列を整列させ、最大のパーセント配列同一性を得るため
に必要ならば間隙を導入し、如何なる保存的置換も配列
同一性の一部と考えないとした、特定のＰＲＯポリペプ
チド配列のアミノ酸残基と同一である候補配列中のアミ
ノ酸残基のパーセントとして定義される。パーセントア
ミノ酸配列同一性を決定する目的のためのアラインメン
トは、当業者の技量の範囲にある種々の方法、例えばBL
AST、BLAST-2、ALIGN又はMegalign(DNASTAR)ソフトウエ
アのような公に入手可能なコンピュータソフトウエアを
使用することにより達成可能である。当業者であれば、
比較される配列の全長に対して最大のアラインメントを
達成するために必要な任意のアルゴリズムを含む、アラ
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インメントを測定するための適切なパラメータを決定す
ることができる。しかし、ここでの目的のためには、％
アミノ酸配列同一性値は、ALIGN-2プログラム用の完全
なソースコードが下の表１に与えられている配列比較コ
ンピュータプログラムALIGN-2を用いて得られる。ALIGN
-2配列比較コンピュータプログラムはジェネンテク社に
よって作成され、表１に示したソースコードは米国著作
権庁, Washington D.C., 20559に使用者用書類とともに
提出され、米国著作権登録番号TXU510087の下で登録さ
れている。ALIGN-2プログラムはジェネンテク社、South
 San Francisco, Californiaを通して公的に入手可能で
あり、また表１に与えたソースコードからコンパイルし
てもよい。ALIGN-2プログラムは、UNIX(登録商標)オペ
レーティングシステム、好ましくはデジタルUNIX(登録
商標) V4.0Dでの使用のためにコンパイルされる。全て
の配列比較パラメータは、ALIGN-2プログラムによって
設定され変動しない。
【００２０】アミノ酸配列比較にALIGN-2が用いられる
状況では、与えられたアミノ酸配列Ａの、与えられたア
ミノ酸配列Ｂとの、又はそれに対する％アミノ酸配列同
一性(あるいは、与えられたアミノ酸配列Ｂと、又はそ
れに対して或る程度の％アミノ酸配列同一性を持つ又は
含む与えられたアミノ酸配列Ａと言うこともできる)は
次のように計算される：
分率Ｘ／Ｙの１００倍
ここで、Ｘは配列アラインメントプログラムALIGN-2の
Ａ及びＢのプログラムアラインメントによって同一であ
ると一致したスコアのアミノ酸残基の数であり、ＹはＢ
の全アミノ酸残基数である。アミノ酸配列Ａの長さがア
ミノ酸配列Ｂの長さと異なる場合、ＡのＢに対する％ア
ミノ酸配列同一性は、ＢのＡに対する％アミノ酸配列同
一性とは異なると認識されるであろう。％アミノ酸配列
同一性の計算の例として、表２及び３は、「比較タンパ
ク質」と称されるアミノ酸配列の「ＰＲＯ」と称される
アミノ酸配列に対する％アミノ酸配列同一性の計算方法
を示し、ここで「ＰＲＯ」は関心ある仮定ＰＲＯポリペ
プチドのアミノ酸配列を表し、「比較タンパク質」は関
心ある「ＰＲＯ」ポリペプチドと比較され、これに対す
るポリペプチドのアミノ酸配列を表し、「Ｘ」、「Ｙ」
及び「Ｚ」は、それぞれ異なる仮定アミノ酸残基を表
す。特に断らない限りは、ここで使用されるの全ての％
アミノ酸配列同一性値は上記のようにALIGN-2コンピュ
ータプログラムを用いて得られる。しかしながら、％ア
ミノ酸配列同一性は、WU-BLAST-2コンピュータプログラ
ム(Altschul等, Methods in Enzymology 266: 460-480 
(1996))を用い、以下に記載するようにしても得られ
る。殆どのWU-BLAST-2検索パラメータはデフォルト値に
設定される。デフォルト値に設定されない、即ち調節可
能なパラメータは以下の値に設定する：オーバーラップ
スパン＝１、オーバーラップフラクション＝０．１２
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５、ワード閾値(Ｔ)＝１１、及びスコアリングマトリク
ス＝BLOSUM62。WU-BLAST-2を使用する場合、％アミノ酸
配列同一性値は、(ａ)天然ＰＲＯポリペプチドから誘導
された配列を有する関心あるＰＲＯポリペプチドのアミ
ノ酸配列と、関心ある比較アミノ酸配列(即ち、関心あ
るＰＲＯポリペプチドが比較されるＰＲＯポリペプチド
変異体であってもよい配列)との間の、WU-BLAST-2によ
って決定した一致する同一アミノ酸残基の数を、(ｂ)関
心あるＰＲＯポリペプチドの残基の総数で除した商によ
って決定される。例えば、「アミノ酸配列Ｂに対して少
なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を持つ又は持って
いるアミノ酸配列Ａを含んでなるポリペプチド」という
表現では、アミノ酸配列Ａが関心ある比較アミノ酸配列
であり、アミノ酸配列Ｂが関心あるＰＲＯポリペプチド
のアミノ酸配列である。
【００２１】また、パーセントアミノ酸配列同一性は配
列比較プログラムNCBI-BLAST2(Altschul等, Nucleic Ac
ids Res. 25: 3389-3402 (1997))を用いて決定してもよ
い。NCBI-BLAST2配列比較プログラムは、http://ww.ncb
i.nlm.nih.govからダウンロードするか、又は国立衛生
研究所, Bethesda, MD.から得ることができる。NCBI-BL
AST2は幾つかの検索パラメータを使用し、それら検索パ
ラメータの全てはデフォルト値に設定され、例えば、un
mask＝可、鎖＝全て、予測される発生＝１０、最小低複
合長＝１５／５、マルチパスｅ-値＝０．０１、マルチ
パスの定数＝２５、最終ギャップアラインメントのドロ
ップオフ＝２５、及びスコアリングマトリクス＝BLOSUM
62を含む。アミノ酸配列比較にNCBI-BLAST2が用いられ
る状況では、与えられたアミノ酸配列Ａの、与えられた
アミノ酸配列Ｂとの、又はそれに対する％アミノ酸配列
同一性(あるいは、与えられたアミノ酸配列Ｂと、又は
それに対して或る程度の％アミノ酸配列同一性を持つ又
は含む与えられたアミノ酸配列Ａと言うこともできる)
は次のように計算される：
分率Ｘ／Ｙの１００倍
ここで、Ｘは配列アラインメントプログラムNCBI-BLAST
2のＡ及びＢのプログラムアラインメントによって同一
であると一致したスコアのアミノ酸残基の数であり、Ｙ
はＢの全アミノ酸残基数である。アミノ酸配列Ａの長さ
がアミノ酸配列Ｂの長さと異なる場合、ＡのＢに対する
％アミノ酸配列同一性は、ＢのＡに対する％アミノ酸配
列同一性とは異なると評価されるであろう。
【００２２】「ＰＲＯ変異体ポリヌクレオチド」又は
「ＰＲＯ変異体核酸配列」は、以下に定義するような活
性なＰＲＯポリペプチドをコードする核酸分子を意味
し、ここに開示する全長天然配列ＰＲＯポリペプチド配
列、ここに開示するシグナルペプチドを欠く全長天然配
列ＰＲＯポリペプチド配列、ここに開示するシグナルペ
プチド有又は無のＰＲＯポリペプチド細胞外ドメイン、
又はここに開示する全長ＰＲＯポリペプチド配列の任意
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の他の断片をコードする核酸配列に対して少なくとも約
８０％の核酸配列同一性を有する。通常は、ＰＲＯ変異
体ポリヌクレオチドは、ここに開示する全長天然配列Ｐ
ＲＯポリペプチド配列、ここに開示するシグナルペプチ
ドを欠く全長天然配列ＰＲＯポリペプチド配列、ここに
開示するシグナルペプチド有又は無のＰＲＯポリペプチ
ド細胞外ドメイン、又はここに開示する全長ＰＲＯポリ
ペプチド配列の任意の他の断片をコードする核酸配列と
少なくとも約８０％の核酸配列同一性、又は少なくとも
約８１％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８２％の
核酸配列同一性、又は少なくとも約８３％の核酸配列同
一性、又は少なくとも約８４％の核酸配列同一性、又は
少なくとも約８５％の核酸配列同一性、又は少なくとも
約８６％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８７％の
核酸配列同一性、又は少なくとも約８８％の核酸配列同
一性、又は少なくとも約８９％の核酸配列同一性、又は
少なくとも約９０％の核酸配列同一性、又は少なくとも
約９１％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９２％の
核酸配列同一性、又は少なくとも約９３％の核酸配列同
一性、又は少なくとも約９４％の核酸配列同一性、又は
少なくとも約９５％の核酸配列同一性、又は少なくとも
約９６％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９７％の
核酸配列同一性、又は少なくとも約９８％の核酸配列同
一性、そして又は少なくとも約９９％の核酸配列同一性
を有している。変異体は、天然のヌクレオチド配列を含
まない。通常は、ＰＲＯ変異体ポリヌクレオチドは、少
なくとも約３０ヌクレオチド長、又は少なくとも約６０
ヌクレオチド長、又は少なくとも約９０ヌクレオチド
長、又は少なくとも約１２０ヌクレオチド長、又は少な
くとも約１５０ヌクレオチド長、又は少なくとも約１８
０ヌクレオチド長、又は少なくとも約２１０ヌクレオチ
ド長、又は少なくとも約２４０ヌクレオチド長、又は少
なくとも約２７０ヌクレオチド長、又は少なくとも約３
００ヌクレオチド長、又は少なくとも約４５０ヌクレオ
チド長、又は少なくとも約６００ヌクレオチド長、又は
少なくとも約９００ヌクレオチド長、又はそれ以上であ
る。
【００２３】ここに同定されるＰＲＯポリペプチドコー
ド化核酸配列に対するる「パーセント(％)核酸配列同一
性」は、配列を整列させ、最大のパーセント配列同一性
を得るために必要ならば間隙を導入し、関心あるＰＲＯ
核酸配列のヌクレオチドと同一である候補配列中のヌク
レオチドのパーセントとして定義される。パーセント核
酸配列同一性を決定する目的のためのアラインメント
は、当業者の技量の範囲にある種々の方法、例えばBLAS
T、BLAST-2、ALIGN又はMegalign(DNASTAR)ソフトウエア
のような公に入手可能なコンピュータソフトウエアを使
用することにより達成可能である。しかし、ここでの目
的のためには、％核酸配列同一性値は、以下に記載する
ように、ALIGN-2プログラム用の完全なソースコードが
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表１に与えられている配列比較コンピュータプログラム
ALIGN-2を用いて得られる。ALIGN-2配列比較コンピュー
タプログラムはジェネンテク社によって作成され、表１
に示したソースコードは米国著作権庁, Washington D.
C., 20559に使用者用書類とともに提出され、米国著作
権登録番号TXU510087の下で登録されている。ALIGN-2プ
ログラムはジェネンテク社、South San Francisco, Cal
iforniaを通して公的に入手可能であり、また表１に与
えたソースコードからコンパイルしてもよい。ALIGN-2
プログラムは、UNIX(登録商標)オペレーティングシステ
ム、好ましくはデジタルUNIX(登録商標) V4.0Dでの使用
のためにコンパイルされる。全ての配列比較パラメータ
は、ALIGN-2プログラムによって設定され変動しない。
【００２４】核酸配列比較にALIGN-2が用いれれる状況
では、与えられた核酸配列Ｃの、与えられた核酸配列Ｄ
との、又はそれに対する％核酸配列同一性(あるいは、
与えられた核酸配列Ｄと、又はそれに対して或る程度の
％核酸配列同一性を持つ又は含む与えられたアミノ酸配
列Ｃと言うこともできる)は次のように計算される：分
率Ｗ／Ｚの１００倍ここで、Ｗは配列アラインメントプ
ログラムALIGN-2のＣ及びＤのプログラムアラインメン
トによって同一であると一致したスコアのヌクレオチド
の数であり、ＺはＤの全ヌクレオチド数である。核酸配
列Ｃの長さが核酸配列Ｄの長さと異なる場合、ＣのＤに
対する％核酸配列同一性は、ＤのＣに対する％核酸配列
同一性とは異なると評価されるであろう。％核酸配列同
一性の計算の例として、表４及び５は、「比較ＤＮＡ」
と称される核酸配列の「ＰＲＯ-ＤＮＡ」と称される核
酸配列に対する％核酸配列同一性の計算方法を示してお
り、ここで「ＰＲＯ-ＤＮＡ」は関心ある仮定ＰＲＯコ
ード化核酸配列を表し、「比較ＤＮＡ」は関心ある「Ｐ
ＲＯ-ＤＮＡ」核酸分子と比較され、これに対する核酸
分子のヌクレオチド配列を表し、「Ｎ」、「Ｌ」及び
「Ｖ」は、それぞれ異なる仮定ヌクレオチドを表す。特
に断らない限りは、ここでの全ての％核酸配列同一性値
は上記のようにALIGN-2配列比較コンピュータプログラ
ムを用いて得られる。しかしながら、％核酸配列同一性
は、WU-BLAST-2コンピュータプログラム(Altschul等, M
ethods in Enzymology 266: 460-480 (1996))を用い、
以下に記載するようにしても得られる。殆どのWU-BLAST
-2検索パラメータはデフォルト値に設定される。デフォ
ルト値に設定されない、即ち調節可能なパラメータは以
下の値に設定する：オーバーラップスパン＝１、オーバ
ーラップフラクション＝０．１２５、ワード閾値(Ｔ)＝
１１、及びスコアリングマトリクス＝BLOSUM62。WU-BLA
ST-2を使用する場合、％核酸配列同一性値は、(ａ)天然
配列ＰＲＯポリペプチドコード化核酸から誘導された配
列を有する関心あるＰＲＯポリペプチドコード化核酸分
子の核酸配列と、関心ある比較核酸配列(即ち、関心あ
るＰＲＯポリペプチドコード化核酸配列が比較される変
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異体ＰＲＯポリペプチドであってもよい配列)との間
の、WU-BLAST-2によって決定した一致する同一ヌクレオ
チドの数を、(ｂ)関心あるＰＲＯポリペプチドコード化
核酸分子のヌクレオチドの総数で除した商によって決定
される。例えば、「核酸配列Ｂに対して少なくとも８０
％の核酸配列同一性を持つ又は持っている核酸配列Ａを
含んでなる単離された核酸分子」という表現では、核酸
配列Ａが関心ある比較核酸配列であり、核酸配列Ｂが関
心あるＰＲＯポリペプチドコード化核酸分子の核酸配列
である。
【００２５】また、パーセント核酸配列同一性を配列比
較プログラムNCBI-BLAST2(Altschul等, Nucleic Acids 
Res. 25: 3389-3402 (1997))を用いて決定してもよい。
NCBI-BLAST2配列比較プログラムは、http://ww.ncbi.nl
m.nih.govからダウンロードするか、又は国立衛生研究
所, Bethesda, MD.から得ることができる。NCBI-BLAST2
は幾つかの検索パラメータを使用し、それら検索パラメ
ータの全てはデフォルト値に設定され、例えば、unmask
＝可、鎖＝全て、予測される発生＝１０、最小低複合長
＝１５／５、マルチパスｅ-値＝０．０１、マルチパス
の定数＝２５、最終ギャップアラインメントのドロップ
オフ＝２５、及びスコアリングマトリクス＝BLOSUM62を
含む。配列比較にNCBI-BLAST2が用いれれる状況では、
与えられた核酸配列Ｃの、与えられた核酸配列Ｄとの、
又はそれに対する％核酸配列同一性(与えられた核酸配
列Ｄと、又はそれに対して或る程度の％核酸配列同一性
を持つ又は含む与えられた核酸配列Ｃと言うこともでき
る)は次のように計算される：
分率Ｗ／Ｚの１００倍
ここで、Ｗは配列アラインメントプログラムNCBI-BLAST
2のＣ及びＤのプログラムアラインメントによって同一
であると一致したスコアのヌクレオチドの数であり、Ｚ
はＤの全ヌクレオチド数である。核酸配列Ｃの長さが核
酸配列Ｄの長さと異なる場合、ＣのＤに対する％核酸配
列同一性は、ＤのＣに対する％核酸配列同一性とは異な
ると評価されるであろう。他の実施態様では、ＰＲＯ変
異体ポリペプチドヌクレオチドは、活性ＰＲＯポリペプ
チドをコードし、好ましくは緊縮性ハイブリッド形成及
び洗浄条件下で、ここに開示する全長ＰＲＯポリペプチ
ドをコードするヌクレオチド配列にハイブリッド形成す
る核酸分子である。ＰＲＯ変異体ポリペプチドは、ＰＲ
Ｏ変異体ポリヌクレオチドにコードされるものであって
もよい。
【００２６】「陽性(ポジティブ)」という用語は、上記
のように実施された配列比較の中で、比較された配列に
おいて同一ではないが類似の特性を有している残基(例
えば、保存的置換の結果として、下記の表６参照)を含
む。ここでの目的のために、陽性の％値は、(ａ)天然Ｐ
ＲＯポリペプチドから誘導された配列を有する関心ある
ＰＲＯポリペプチドアミノ酸配列と、関心ある比較アミ
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ノ酸配列(即ち、ＰＲＯポリペプチド配列が比較される
アミノ酸配列)との間の、WU-BLAST-2のBLOSUM62マトリ
クス内でポジティブな値が付けられたアミノ酸残基の数
を、(ｂ)関心あるＰＲＯポリペプチドのアミノ酸残基の
総数で除した商によって決定される。特に断らない限
り、陽性の％値は、直上のパラグラフに記載したように
して計算される。しかしながら、ALIGN-2及びNCBI-BLAS
T2について上記したように実施されるアミノ酸配列同一
性には、配列比較において同一のみならず類似した特性
をもつ配列におけるアミノ酸残基を含む。関心あるアミ
ノ酸残基に対して陽性とされたアミノ酸残基は、関心あ
るアミノ酸残基と同一であるか、又は関心あるアミノ酸
残基の好ましい置換(下記の表６に定義)であるものであ
る。ALIGN-2又はNCBI-BLAST2を用いたアミノ酸配列比較
では、与えられたアミノ酸配列Ａの、与えられたアミノ
酸配列Ｂとの、又はそれに対する陽性の％値(あるい
は、与えられたアミノ酸配列Ｂと、又はそれに対して或
る程度の％アミノ酸配列同一性を持つ又は含む与えられ
たアミノ酸配列Ａと言うこともできる)は次のように計
算される：
分率Ｘ／Ｙの１００倍
ここで、Ｘは配列アラインメントプログラムALIGN-2又
はNCBI-BLAST2のＡ及びＢのアラインメントによって陽
性であるとされたスコアのアミノ酸残基の数であり、Ｙ
はＢの全アミノ酸残基数である。アミノ酸配列Ａの長さ
がアミノ酸配列Ｂの長さと等しくない場合、ＡのＢに対
する％陽性は、ＢのＡに対する％陽性とは異なると評価
されるであろう。
【００２７】「単離された」とは、ここで開示された種
々のポリペプチドを記述するために使用するときは、そ
の自然環境の成分から同定され分離され及び／又は回収
されたポリペプチドを意味する。その自然環境の汚染成
分とは、そのポリペプチドの診断又は治療への使用を典
型的には妨害する物質であり、酵素、ホルモン、及び他
のタンパク質様又は非タンパク質様溶質が含まれる。好
ましい実施態様において、ポリペプチドは、(１)スピニ
ングカップシークエネーターを使用することにより、少
なくとも１５残基のＮ末端あるいは内部アミノ酸配列を
得るのに充分なほど、あるいは、(２)クーマシーブルー
あるいは好ましくは銀染色を用いた非還元あるいは還元
条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥによる均一性まで精製され
る。単離されたポリペプチドには、ＰＲＯポリペプチド
の自然環境の少なくとも一つの成分が存在しないため、
組換え細胞内のインサイツのポリペプチドが含まれる。
しかしながら、通常は、単離されたポリペプチドは少な
くとも一つの精製工程により調製される。「単離され
た」ＰＲＯポリペプチドコード化核酸又は他のポリペプ
チドコード化核酸は、同定され、ＰＲＯポリペプチドコ
ード化核酸の天然源に通常付随している少なくとも一つ
の汚染核酸分子から分離された核酸分子である。単離さ
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れたＰＲＯポリペプチドコード化核酸分子は、天然に見
出される形態あるいは設定以外のものである。ゆえに、
単離されたＰＲＯポリペプチドコード化核酸分子は、天
然の細胞中に存在する特定のＰＲＯポリペプチドコード
化核酸分子とは区別される。しかし、単離されたＰＲＯ
ポリペプチドコード化核酸分子は、例えば、核酸分子が
天然細胞のものとは異なった染色体位置にあるポリペプ
チドを通常発現する細胞に含まれるポリペプチドコード
核酸分子を含む。「コントロール配列」なる用語は、特
定の宿主生物において作用可能に結合したコード配列を
発現するために必要なＤＮＡ配列を指す。例えば原核生
物に好適なコントロール配列は、プロモーター、場合に
よってはオペレータ配列、及びリボソーム結合部位を含
む。真核生物の細胞は、プロモーター、ポリアデニル化
シグナル及びエンハンサーを利用することが知られてい
る。核酸は、他の核酸配列と機能的な関係にあるときに
「作用可能に結合し」ている。例えば、プレ配列あるい
は分泌リーダーのＤＮＡは、ポリペプチドの分泌に参画
するプレタンパク質として発現されているなら、そのポ
リペプチドのＤＮＡに作用可能に結合している；プロモ
ーター又はエンハンサーは、配列の転写に影響を及ぼす
ならば、コード配列に作用可能に結合している；又はリ
ボソーム結合部位は、もしそれが翻訳を容易にするよう
な位置にあるなら、コード配列と作用可能に結合してい
る。一般的に、「作用可能に結合している」とは、結合
したＤＮＡ配列が近接しており、分泌リーダーの場合に
は近接していて読みフェーズにあることを意味する。し
かし、エンハンサーは必ずしも近接している必要はな
い。結合は簡便な制限部位での連結により達成される。
そのような部位が存在しない場合は、従来の手法に従っ
て、合成オリゴヌクレオチドアダプターあるいはリンカ
ーが使用される。
【００２８】「抗体」という用語は最も広い意味におい
て使用され、例えば、単一の抗-ＰＲＯモノクローナル
抗体(アゴニスト、アンタゴニスト、及び中和抗体を含
む)、多エピトープ特異性を持つ抗-ＰＲＯ抗体組成物、
一本鎖抗-ＰＲＯ抗体、及び抗-ＰＲＯ抗体の断片(下記
参照)を包含している。ここで使用される「モノクロー
ナル抗体」という用語は、実質的に均一な抗体の集団、
すなわち、集団を構成する個々の抗体が、少量存在しう
る自然に生じる可能性のある突然変異を除いて同一であ
る集団から得られる抗体を称する。ハイブリッド形成反
応の「緊縮性」は、当業者によって容易に決定され、一
般的にプローブ長、洗浄温度、及び塩濃度に依存する経
験的な計算である。一般に、プローブが長くなると適切
なアニーリングのための温度が高くなり、プローブが短
くなると温度は低くなる。ハイブリッド形成は、一般的
に、相補的鎖がその融点に近いがそれより低い環境に存
在する場合における変性ＤＮＡの再アニールする能力に
依存する。プローブとハイブリッド形成可能な配列との
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間の所望の相同性の程度が高くなると、使用できる相対
温度が高くなる。その結果、より高い相対温度は、反応
条件をより緊縮性にするが、低い温度は緊縮性を低下さ
せる。ハイブリッド形成反応の緊縮性の更なる詳細及び
説明は、Ausubel等, Current Protocols in Molecular 
Biology, Wiley Interscience Publishers, (1995)を参
照のこと。ここで定義される「緊縮性条件」又は「高度
の緊縮性条件」は、(１)洗浄のために低イオン強度及び
高温度、例えば、５０℃において０．０１５Ｍの塩化ナ
トリウム／０．００１５Ｍのクエン酸ナトリウム／０．
１％のドデシル硫酸ナトリウムを用いるもの；(２)ハイ
ブリッド形成中にホルムアミド等の変性剤、例えば、４
２℃において５０％(v/v)ホルムアミドと０．１％ウシ
血清アルブミン／０．１％フィコール／０．１％のポリ
ビニルピロリドン／５０ｍＭのｐＨ６．５のリン酸ナト
リウムバッファー、及び７５０ｍＭの塩化ナトリウム、
７５ｍＭクエン酸ナトリウムを用いるもの；又は(３)４
２℃における５０％ホルムアミド、５ｘＳＳＣ(０．７
５ＭのＮａＣｌ、０．０７５Ｍのクエン酸ナトリウ
ム)、５０ｍＭのリン酸ナトリウム(ｐＨ６．８)、０．
１％のピロリン酸ナトリウム、５ｘデンハート液、超音
波処理サケ精子ＤＮＡ(５０μｇ／ｍｌ)、０．１％ＳＤ
Ｓ、及び１０％のデキストラン硫酸と、４２℃における
０．２ｘＳＳＣ(塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム)
中の洗浄及び５５℃での５０％ホルムアミド、次いで５
５℃におけるＥＤＴＡを含む０．１ｘＳＳＣからなる高
緊縮性洗浄を用いるものによって特定される。「中程度
の緊縮性条件」は、Sambrook等, Molecular Cloning: A
 LaboratoryManual, New York: Cold Spring Harbor La
boratory Press, 1989に記載されているように特定さ
れ、上記の緊縮性より低い洗浄溶液及びハイブリッド形
成条件(例えば、温度、イオン強度及び％ＳＤＳ)の使用
を含む。中程度の緊縮性条件の例は、２０％ホルムアミ
ド、５ｘＳＳＣ(１５０ｍＭのＮａＣｌ、１５ｍＭのク
エン酸三ナトリウム)、５０ｍＭリン酸ナトリウム(ｐＨ
７．６)、５ｘデンハート液、１０％デキストラン硫
酸、及び２０ｍｇ／ｍＬの変性剪断サケ精子ＤＮＡを含
む溶液中の３７℃での終夜インキュベーション、次いで
１ｘＳＳＣ中３７－５０℃でのフィルターの洗浄といっ
た条件である。当業者であれば、プローブ長などの因子
に適合させる必要に応じて、どのようにして温度、イオ
ン強度等を調節するかを認識するであろう。
【００２９】「エピトープタグ」なる用語は、ここで用
いられるときは、「タグポリペプチド」に融合したＰＲ
Ｏポリペプチドを含んでなるキメラポリペプチドを指
す。タグポリペプチドは、その抗体が産生され得るエピ
トープを提供するに十分な残基を有しているが、その長
さはそれが融合するポリペプチドの活性を阻害しないよ
う充分に短い。また、タグポリペプチドは、好ましく
は、抗体が他のエピトープと実質的に交差反応をしない



(16) 特開２００３－１８０３８１

10

20

30

40

50

29
ようにかなり独特である。適切なタグポリペプチドは、
一般に、少なくとも６のアミノ酸残基、通常は約８～約
５０のアミノ酸残基(好ましくは約１０～約２０のアミ
ノ酸残基)を有する。ここで用いられる「イムノアドヘ
シン」なる用語は、異種タンパク質(「アドヘシン」)の
結合特異性と免疫グロブリン定常ドメインのエフェクタ
ー機能とを結合した抗体様分子を指す。構造的には、イ
ムノアドヘシンは、所望の結合特異性を持ち、抗体の抗
原認識及び結合部位以外である(即ち「異種の」)アミノ
酸配列と、免疫グロブリン定常ドメイン配列との融合物
を含む。イムノアドヘシン分子のアドへシン部分は、典
型的には少なくともレセプター又はリガンドの結合部位
を含む隣接アミノ酸配列である。イムノアドヘシンの免
疫グロブリン定常ドメイン配列は、ＩｇＧ-１、ＩｇＧ-
２、ＩｇＧ-３又はＩｇＧ-４サブタイプ、ＩｇＡ(Ｉｇ
Ａ-１及びＩｇＡ-２を含む)、ＩｇＥ、ＩｇＤ又はＩｇ
Ｍなどの任意の免疫グロブリンから得ることができる。
ここで目的としている「活性な」及び「活性」とは、天
然又は天然に生じるＰＲＯの生物学的及び／又は免疫学
的活性を保持するＰＲＯポリペプチドの形態を称し、
「生物学的」活性とは、天然又は天然に生じるＰＲＯに
よって生ずる(阻害性又は刺激性の)生物学的機能であっ
て、天然又は天然に生じるＰＲＯが有する抗原性エピト
ープに対して抗体を生成する能力を除くものを意味し、
「免疫学的」活性とは、天然又は天然に生じるＰＲＯが
有する抗原性エピトープに対して抗体を生成する能力を
称する。「アンタゴニスト」なる用語は最も広い意味で
用いられ、ここに開示した天然ＰＲＯポリペプチドの生
物学的活性を部分的もしくは完全に阻止、阻害、又は中
和する任意の分子を含む。同様に「アゴニスト」なる用
語も最も広い意味で用いられ、ここに開示した天然ＰＲ
Ｏポリペプチドの生物学的活性を模倣する任意の分子を
含む。好適なアゴニスト又はアンタゴニスト分子は特
に、アゴニスト又はアンタゴニスト抗体又は抗体断片、
天然ＰＲＯポリペプチドの断片又はアミノ酸配列変異
体、ペプチド、アンチセンスオリゴヌクレオチド、有機
小分子等を含む。ＰＲＯポリペプチドのアゴニスト又は
アンタゴニストの同定方法は、ＰＲＯポリペプチドを候
補アンタゴニスト又はアゴニストと接触させ、ＰＲＯポ
リペプチドに通常付随する一又は複数の生物学的活性の
検出可能な変化を測定することを含みうる。
【００３０】「抗体断片」は、無傷の抗体の一部、好ま
しくは無傷の抗体の抗原結合又は可変領域を含む。抗体
断片の例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ(ａｂ')

２
、及びＦ

ｖ断片；ダイアボディ(diabodies)；直鎖状抗体(Zapata
等, Protein Eng. 8(10): 1057-1062 [1995])；一本鎖
抗体分子；及び抗体断片から形成された多重特異性抗体
を含む。抗体のパパイン消化は、「Ｆａｂ」断片と呼ば
れる２つの同一の抗体結合断片を生成し、その各々は単
一の抗原結合部位を持ち、残りは容易に結晶化する能力
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を反映して「Ｆｃ」断片と命名される。ペプシン処理は
Ｆ(ａｂ')

２
断片を生じ、それは２つの抗原結合部位を

持ち、抗原を交差結合することができる。「Ｆｖ」は、
完全な抗原認識及び結合部位を含む最小の抗体断片であ
る。この領域は、密接に非共有結合した１本の重鎖と１
本の軽鎖の可変ドメインの二量体からなる。この配置に
おいて各可変ドメインの３つのＣＤＲが相互作用してＶ

Ｈ
－Ｖ

Ｌ
二量体の表面に抗原結合部位を決定する。集合

的には、６つのＣＤＲｓは抗体に対して抗原結合特異性
をもたらす。しかしながら、単一の可変ドメイン(又は
抗原に特異的な３つのＣＤＲのみを含んでなるＦｖの半
分)でさえ、結合部位全体よりは低い親和性であるが、
抗原を認識し結合する能力を持つ。またＦａｂ断片は、
軽鎖の定常ドメイン及び重鎖の第１の定常ドメイン(Ｃ
Ｈ１)も含む。Ｆａｂ断片は、抗体ヒンジ領域からの一
又は複数のシステインを含む重鎖ＣＨ１ドメインのカル
ボキシ末端に幾つかの残基が付加されていることにより
Ｆａｂ断片と相違する。ここで、Ｆａｂ'-ＳＨは、定常
ドメインのシステイン残基が遊離のチオール基を持つＦ
ａｂ’を表す。Ｆ(ａｂ')

２
抗体断片は、最初はＦａ

ｂ’断片の対として生成され、それらの間にヒンジシス
テインを有する。抗体断片の他の化学的結合も知られて
いる。任意の脊椎動物種からの抗体(免疫グロブリン)の
「軽鎖」は、それらの定常ドメインのアミノ酸配列に基
づいて、カッパ及びラムダと呼ばれる二つの明らかに異
なる型の一方に分類される。それらの重鎖の定常ドメイ
ンのアミノ酸配列に依存して、免疫グロブリンは異なる
クラスに分類できる。免疫グロブリンには五つの主要な
クラス：ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ及びＩｇＭが
あり、それらの幾つかは更にサブクラス(アイソタイ
プ)、例えばＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３，ＩｇＧ
４、ＩｇＡ及びＩｇＡ２に分類される。本発明の抗体及
びその断片には、抗体を一又は複数のＣＤＲ領域及び／
又はフレームワーク領域のアミノ酸配列を変化させて、
それが結合する抗原に対する抗体又はその断片の親和性
を改変させた「親和成熟（affinity matured）」抗体も
含まれる。親和成熟により、出発抗体と比較して抗原に
対する成熟抗体の親和性が増加又は低減する結果とな
る。典型的には、出発抗体はヒト化、ヒト、キメラもし
くはマウス抗体であり、親和成熟した抗体は出発抗体よ
りも高い親和性を有する。成熟プロセス中、ＣＤＲ又は
フレームワーク領域における一又は複数のアミノ酸残基
は、任意の標準的な方法を使用して異なる残基に変えら
れる。適切な方法には、よく知られているカセット突然
変異法(Well等, 1985. Gene 34：315)又はオリゴヌクレ
オチド媒介突然変異法(Zoller等, 1987, Nucl. Acids R
es., 10: 6487-6504)を使用する点突然変異が含まれ
る。また親和成熟は、多くの変異体を産出し、所望の親
和性を有する変異体を抗原又はリガンドに対する改善さ
れた親和性に基づき、変異体のライブラリ又はプールか
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ら選択する、既知の選択法を使用して実施することもで
きる。既知のファージライブラリ技術をこのアプローチ
法で簡便に使用することができる。例えば米国特許第5,
750,373号、米国特許第5,223,409号等を参照のこと。ヒ
ト抗体は本発明の抗体の範囲に入る。ヒト抗体は、ファ
ージ表示ライブラリ［Hoogenboom及びWinter, J. Mol. 
Biol., 227:381 (1991)；Marks等, J. Mol.Biol., 222:
581 (1991)］を含むこの分野で知られた種々の方法を用
いて作成することもできる。また、Cole等及びBoerner
等の技術も、ヒトモノクローナル抗体の調製に利用する
ことができる［Cole等, Monoclonal Antibodies and Ca
ncerTherapy, Alan R. Liss. p.77(1985)；Boerner等, 
J. Immunol., 147(1)：86-95(1991)；米国特許第5,750,
373号］。同様に、ヒト抗体はヒト免疫グロブリン座位
をトランスジェニック動物、例えば内在性免疫グロブリ
ン遺伝子が部分的又は完全に不活性化されたマウスに導
入することにより産生することができる。投与の際に、
遺伝子再配列、組立、及び抗体レパートリーを含むあら
ゆる観点においてヒトに見られるものに非常に類似して
いるヒト抗体の生産が観察される。このアプローチは、
例えば米国特許第5,545,807号；同第5,545,806号；同第
5,569,825号；同第5,625,126号；同第5,633,425号；同
第5,661,016号、及び次の科学文献：Marks等, Bio/Tech
nology 10, 779-783 (1992); Lonberg等, Nature 368 8
56-859 (1994); Morrison, Nature 368, 812-13 (199
4); Fishwild等, Nature Biotechnology 14, 845-51 (1
996); Neuberger, Nature Biotechnology 14, 826 (199
6); Lonberg及びHuszar, Intern. Rev. Immunol. 13 65
-93 (1995)に記載されている。
【００３１】「一本鎖Ｆｖ」又は「ｓＦｖ」抗体断片
は、抗体のＶ

Ｈ
及びＶ

Ｌ
ドメインを含み、これらのドメ

インは単一のポリペプチド鎖に存在する。好ましくは、
ＦｖポリペプチドはＶ

Ｈ
及びＶ

Ｌ
ドメイン間にポリペプ

チドリンカーを更に含み、それはｓＦｖが抗原結合に望
まれる構造を形成するのを可能にする。ｓＦｖの概説に
ついては、The Pharmacology of Monoclonal Antibodie
s, vol. 113, Rosenburg及びMoore編, Springer-Verla
g, New York, pp. 269-315 (1994)のPluckthunを参照の
こと。用語「ダイアボディ(diabodies)」は、二つの抗
原結合部位を持つ小型の抗体断片を指し、その断片は同
じポリペプチド鎖(Ｖ

Ｈ
－Ｖ

Ｌ
)内で軽鎖可変ドメイン

(Ｖ
Ｌ
)に結合した重鎖可変ドメイン(Ｖ

Ｈ
)を含む。同じ

鎖の二つのドメイン間に対形成するには短すぎるリンカ
ーを用いることにより、ドメインは強制的に他の鎖の相
補的ドメインと対形成して二つの抗原結合部位を生成す
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る。ダイアボディは、例えば、EP 404,097; WO 93/1116
1; 及びHollinger等, Proc. Natl. Acad.Sci. USA, 90:
 6444-6448 (1993)に十分に記載されている。「単離さ
れた」抗体は、その自然環境の成分から同定され分離及
び／又は回収されたものである。その自然環境の汚染成
分とは、その抗体の診断又は治療への使用を妨害する物
質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は
非タンパク質様溶質が含まれる。好ましい実施態様にお
いて、抗体は、(１)ローリ法(Lowry method)で測定した
場合９５重量％を越える抗体、最も好ましくは９９重量
％を越えるまで、(２)スピニングカップシークエネータ
ーを使用することにより、少なくとも１５残基のＮ末端
あるいは内部アミノ酸配列を得るのに充分なほど、ある
いは、(３)クーマシーブルーあるいは好ましくは銀染色
を用いた非還元あるいは還元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧ
Ｅによる均一になるまで精製される。単離された抗体に
は、抗体の自然環境の少なくとも一つの成分が存在しな
いため、組換え細胞内のインサイツの抗体が含まれる。
しかしながら、通常は、単離された抗体は少なくとも一
つの精製工程により調製される。「標識」なる語は、こ
こで用いられる場合、抗体に直接又は間接的に抱合して
「標識」抗体を生成する検出可能な化合物又は組成物を
称する。標識は、それ自身検出可能でもよく(例えば、
放射性標識又は蛍光標識)、又は酵素標識の場合、検出
可能な基質化合物又は組成物の化学変化を触媒してもよ
い。「固相」とは、本発明の抗体がそれに付着すること
のできる非水性マトリクスを意味する。ここに包含する
固相の例は、部分的又は全体的に、ガラス(例えば、孔
調整ガラス)、多糖類(例えばアガロース)、ポリアクリ
ルアミド、ポリスチレン、ポリビニルアルコール及びシ
リコーンから形成されたものを含む。或る種の実施態様
では、内容に応じて、固相はアッセイプレートのウェル
を構成することができ；その他では精製カラム(例えば
アフィニティクロマトグラフィーカラム)とすることも
できる。また、この用語は、米国特許第4,275,149号に
記載されたような、別個の粒子の不連続な固相も包含す
る。「リポソーム」は、種々の型の脂質、リン脂質及び
／又は界面活性剤からなる小型の小胞であり、哺乳動物
への薬物(ＰＲＯポリペプチド又はその抗体など)の送達
に有用である。リポソームの成分は、通常は生体膜の脂
質配置に類似する二層構造に配置される。「小分子」と
は、ここでは約５００ダルトン未満の分子量を持つと定
義される。
【００３２】
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【００３３】
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【００３４】ＩＩ.  本発明の組成物と方法
１．本発明のＰＲＯポリペプチドの調製
本発明は、本出願でＰＲＯポリペプチドと命名されるポ
リペプチドをコードする新規に同定され単離されたヌク
レオチド配列を提供する。特に下記の実施例でさらに詳
細に説明するように、種々のＰＲＯポリペプチドをコー
ドするｃＤＮＡが同定され単離された。別々の発現ラウ
ンドで生成されたタンパク質には異なるＰＲＯ番号が与
えられるが、ＵＮＱ番号は全ての与えられたＤＮＡ及び
コード化タンパク質に独特であり、変わることはないこ
とを記しておく。しかしながら、単純化のために、本明
細書において、ここに開示した全長天然核酸分子にコー
ドされるタンパク質並びに上記のＰＲＯの定義に含まれ
るさらなる天然相同体及び変異体は、それらの起源又は
調製形式に関わらず、「ＰＲＯ」又は「ＰＲＯ／番号」
で呼称する。下記の実施例に開示するように、種々のｃ
ＤＮＡクローンがＡＴＣＣに寄託されている。これらの
クローンの正確なヌクレオチド配列は、この分野で日常
的な方法を用いて寄託されたクローンを配列決定するこ
とにより容易に決定することができる。予測されるアミ
ノ酸配列は、ヌクレオチド配列から常套的技量を用いて
決定できる。ここに記載したＰＲＯポリペプチド及びコ
ード化核酸について、本出願人は、現時点で入手可能な
配列情報と最も良く一致するリーディングフレームであ
ると考えられるものを同定した。
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【００３５】１．ＰＲＯポリペプチド
以下の説明は、主として、本発明のＰＲＯポリペプチド
をコードする核酸を含むベクターで形質転換又は形質移
入された細胞を培養することにより、本発明のＰＲＯポ
リペプチドを生産する方法に関する。もちろん、当該分
野においてよく知られている他の方法を用いてＰＲＯポ
リペプチドを調製することができると考えられる。例え
ば、ポリペプチド配列、又はその一部は、固相技術を用
いた直接ペプチド合成によって生産してもよい［例え
ば、Stewart等, Solid-Phase Peptide Synthesis, W.H.
 Freeman Co., San Francisco, CA (1969)；Merrifiel
d, J.Am. Chem. Soc., 85:2149-2154 (1963)参照］。手
動技術又は自動によるインビトロタンパク質合成を行っ
てもよい。自動合成は、例えば、アプライド・バイオシ
ステムズ・ペプチド合成機(Foster City, CA)を用い
て、製造者の指示により実施してもよい。本発明のＰＲ
Ｏポリペプチドの種々の部分は、別々に化学的に合成さ
れ、化学的又は酵素的方法を用いて結合させて全長ポリ
ペプチドを生産してもよい。
【００３６】Ｂ．ＰＲＯポリペプチド変異体
ここに記載した全長天然配列ＰＲＯポリペプチドに加え
て、ＰＲＯ変異体も調製できると考えられる。ＰＲＯ変
異体は、ＰＲＯ ＤＮＡに適当なヌクレオチド変化を導
入することにより、あるいは所望のＰＲＯポリペプチド
を合成することにより調製できる。当業者であれば、グ
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リコシル化部位の数又は位置の変化あるいは膜固着特性
の変化などのアミノ酸変化がＰＲＯの翻訳後プロセスを
変えうることを理解するであろう。天然全長配列ＰＲＯ
又はここに記載したＰＲＯの種々のドメインにおける変
異は、例えば、米国特許第5,364,934号に記載されてい
る保存的及び非保存的変異についての任意の技術及び指
針を用いてなすことができる。変異は、天然配列ＰＲＯ
と比較してＰＲＯのアミノ酸配列が変化することになる
ＰＲＯをコードする一又は複数のコドンの置換、欠失又
は挿入であってよい。場合によっては、変異は少なくと
も一つのアミノ酸のＰＲＯの一又は複数のドメインの任
意の他のアミノ酸による置換である。どのアミノ酸残基
が所望の活性に悪影響を与えることなく挿入、置換又は
欠失されるかの指針は、ＰＲＯの配列を、相同性な既知
のタンパク質分子のものと比較し、相同性の高い領域に
なされるアミノ酸配列変化の数を最小にすることによっ
て見出される。アミノ酸置換は、一のアミノ酸の類似し
た構造及び／又は化学特性を持つ他のアミノ酸での置
換、例えばロイシンのセリンでの置換、即ち保存的アミ
ノ酸置換の結果とすることができる。挿入及び欠失は、
場合によっては約１から５のアミノ酸の範囲内とするこ
とができる。許容される変異は、配列においてアミノ酸
の挿入、欠失又は置換を系統的に作成し、得られた変異
体について全長又は成熟天然配列が示す活性を試験する
ことにより決定される。
【００３７】ＰＲＯポリペプチド断片がここに提供され*
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*る。このような断片は、例えば、全長天然タンパク質と
比較した際に、Ｎ末端又はＣ末端で切断されてもよく、
又は内部残基を欠いていてもよい。或る種の断片は、Ｐ
ＲＯポリペプチドの所望の生物学的活性に必須ではない
アミノ酸残基を欠いている。ＰＲＯ断片は、多くの一般
的な技術の任意のものによって調製されうる。所望のペ
プチド断片は化学合成されてもよい。代替方法は、酵素
的消化、例えば特定のアミノ酸残基によって定められる
部位のタンパク質を切断することが知られた酵素でタン
パク質を処理することにより、あるいは適当な制限酵素
でＤＮＡを消化して所望の断片を単離することによるＰ
ＲＯ断片の生成を含む。さらに他の好適な技術は、ポリ
メラーゼ連鎖反応(ＰＣＲ)により、所望のポリペプチド
断片をコードするＤＮＡ断片を単離し増幅することを含
む。ＤＮＡ断片の所望の末端を定めるオリゴヌクレオチ
ドは、ＰＣＲの５’及び３’プライマーで用いられる。
好ましくは、ＰＲＯポリペプチド断片は、ここに開示し
た天然ＰＲＯポリペプチドと少なくとも一つの生物学的
及び／又は免疫学的活性を共有する。特別の実施態様で
は、関心ある保存的置換を、好ましい置換との表題で表
６に示す。このような置換が生物学的活性の変化をもた
らす場合、表６に置換例と命名され、又は以下にアミノ
酸分類に関してさらに記載されるような、より実質的な
変化が導入され、生成物がスクリーニングされる。
【００３８】

                            表６
元の残基           例示的置換                        好ましい置換
Ala(A)             val; leu; ile                     
      val
Arg(R)             lys; gln; asn                     
      lys
Asn(N)             gln; his; lys; arg            
               gln
Asp(D)             glu                                      g
lu
Cys(C)             ser                                      s
er
Gln(Q)             asn                                      a
sn
Glu(E)             asp                                      a
sp
Gly(G)             pro; ala                              
       ala
His(H)             asn; gln; lys; arg            
               arg
Ile(I)          leu; val; met; ala; phe;
                ノルロイシン                               leu
Leu(L)             ノルロイシン; ile; val;
                met; ala; phe                         ile

Lys(K)             arg; gln; asn                     
      arg
Met(M)             leu; phe; ile                     
      leu
Phe(F)          leu; val; ile; ala; tyr      
          leu
Pro(P)          ala                                   ala
Ser(S)          thr                                   thr
Thr(T)             ser                                    se
r
Trp(W)             tyr; phe                              
    tyr
Tyr(Y)             trp; phe; thr; ser            
           phe
Val(V)             ile; leu; met; phe;
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                ala; ノルロイシン                            leu38
【００３９】ＰＲＯポリペプチドの機能又は免疫学的同
一性の実質的修飾は、(ａ)置換領域のポリペプチド骨格
の構造、例えばシート又は螺旋配置、(ｂ)標的部位の分
子の電荷又は疎水性、又は(ｃ)側鎖の嵩を維持しなが
ら、それらの効果において実質的に異なる置換基を選択
することにより達成される。天然に生じる残基は共通の
側鎖特性に基づいてグループ分けすることができる：
(１)疎水性：ノルロイシン, met, ala, val, leu, ile;
(２)中性の親水性：cys, ser, thr;
(３)酸性：asp, glu;
(４)塩基性：asn, gln, his, lys, arg;
(５)鎖配向に影響する残基：gly, pro; 及び
(６)芳香族：trp, tyr, phe。
非保存的置換は、これらの分類の一つのメンバーを他の
分類に交換することを必要とするであろう。また、その
ように置換された残基は、保存的置換部位、好ましくは
残された(非保存)部位に導入されうる。変異は、オリゴ
ヌクレオチド媒介(部位特異的)突然変異誘発、アラニン
スキャンニング、及びＰＣＲ突然変異誘発等の当該分野
において公知の技術を使用して作成することができる。
部位特異的突然変異誘発［Carter等, Nucl. Acids Re
s., 13: 4331 (1986); Zoller等, Nucl. Acids Res., 1
0: 6487 (1987)］、カセット突然変異誘発［Wells等, G
ene, 34: 315 (1985)］、制限選択突然変異誘発［Wells
等, Philos. Trans. R. Soc. London SerA, 317: 415 
(1986)］又は他の周知の技術が、ＰＲＯ変異体ＤＮＡを
製造するために、クローン化されたＤＮＡに実施でき
る。また、隣接配列に沿って一又は複数のアミノ酸を同
定するのにスキャンニングアミノ酸分析を用いることが
できる。好ましいスキャンニングアミノ酸は比較的小さ
く、中性のアミノ酸である。そのようなアミノ酸は、ア
ラニン、グリシン、セリン、及びシステインを含む。ア
ラニンは、ベータ炭素を越える側鎖を排除し変異体の主
鎖構造を変化させにくいので、この群の中で典型的に好
ましいスキャンニングアミノ酸である［Cuningham及びW
ells, Science, 244: 1081-1085 (1989)］。また、アラ
ニンは最もありふれたアミノ酸であるため典型的には好
ましい。さらに、それは埋もれた及び露出した位置の両
方に見られることが多い［Creighton, The Proteins, 
(W.H. Freeman & Co., N.Y.); Chothia, J. Mol. Bio
l.,150: 1 (1976)］。アラニン置換が十分な量の変異体
を生じない場合は、アイソテリック(isoteric)アミノ酸
を用いることができる。
【００４０】Ｃ．ＰＲＯの修飾
ＰＲＯの共有結合的修飾は本発明の範囲内に含まれる。
共有結合的修飾の一型は、ＰＲＯポリペプチドの標的と
するアミノ酸残基を、ＰＲＯの選択された側鎖又はＮ又
はＣ末端残基と反応できる有機誘導体化試薬と反応させ
ることを含む。二官能性試薬での誘導体化が、例えばＰ
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ＲＯを水不溶性支持体マトリクスあるいは抗-ＰＲＯ抗
体の精製方法又はその逆で用いるための表面に架橋させ
るのに有用である。通常用いられる架橋剤は、例えば、
１，１-ビス(ジアゾアセチル)-２-フェニルエタン、グ
ルタルアルデヒド、Ｎ-ヒドロキシスクシンイミドエス
テル、例えば４-アジドサリチル酸、３，３’-ジチオビ
ス(スクシンイミジルプロピオネート)等のジスクシンイ
ミジルエステルを含むホモ二官能性イミドエステル、ビ
ス-Ｎ-マレイミド-１，８-オクタン等の二官能性マレイ
ミド、及びメチル-３-[(ｐ-アジドフェニル)-ジチオ］
プロピオイミダート等の試薬を含む。他の修飾は、グル
タミニル及びアスパラギニル残基の各々対応するグルタ
ミル及びアスパルチル残基への脱アミノ化、プロリン及
びリシンのヒドロキシル化、セリル又はトレオニル残基
のヒドロキシル基のリン酸化、リシン、アルギニン、及
びヒスチジン側鎖のα-アミノ基のメチル化[T.E. Creig
hton, Proteins: Structure and Molecular Propertie
s, W.H. Freeman & Co., San Francisco, pp.79-86 (19
83)]、Ｎ末端アミンのアセチル化、及び任意のＣ末端カ
ルボキシル基のアミド化を含む。本発明の範囲内に含ま
れるＰＲＯポリペプチドの共有結合的修飾の他の型は、
ポリペプチドの天然グリコシル化パターンの変更を含
む。「天然グリコシル化パターンの変更」とは、この目
的で意図されるのは、天然配列ＰＲＯに見られる一又は
複数の炭水化物部分の欠失(存在するグリコシル化部位
の除去又は化学的及び／又は酵素的手段によるグリコシ
ル化の削除のいずれかによる)、及び／又は天然配列Ｐ
ＲＯに存在しない一又は複数のグリコシル化部位の付加
を意味する。さらに、この文節は、存在する種々の炭水
化物部分の性質及び特性の変化を含む、天然タンパク質
のグリコシル化における定性的変化を含む。ＰＲＯポリ
ペプチドへのグリコシル化部位の付加はアミノ酸配列の
変更を伴ってもよい。この変更は、例えば、一又は複数
のセリン又はトレオニン残基の天然配列ＰＲＯ(Ｏ-結合
グリコシル化部位)への付加、又は置換によってなされ
てもよい。ＰＲＯアミノ酸配列は、場合によっては、Ｄ
ＮＡレベルでの変化、特に、ＰＲＯポリペプチドをコー
ドするＤＮＡを予め選択された塩基において変異させ、
所望のアミノ酸に翻訳されるコドンを生成させることを
通して変更されてもよい。
【００４１】ＰＲＯポリペプチド上に炭水化物部分の数
を増加させる他の手段は、グリコシドのポリペプチドへ
の化学的又は酵素的結合による。このような方法は、こ
の技術分野において、例えば、1987年9月11日に公開さ
れたWO 87/05330、及びAplin及びWriston, CRC Crit. R
ev. Biochem., pp. 259-306 (1981)に記載されている。
ＰＲＯポリペプチド上に存在する炭水化物部分の除去
は、化学的又は酵素的に、あるいはグルコシル化の標的
として提示されたアミノ酸残基をコードするコドンの変
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異的置換によってなすことができる。化学的脱グリコシ
ル化技術は、この分野で知られており、例えば、Hakimu
ddin等, Arch. Biochem. Biophys., 259:52 (1987)によ
り、及びEdge等, Anal. Biochem., 118: 131 (1981)に
より記載されている。ポリペプチド上の炭水化物部分の
酵素的切断は、Thotakura等, Meth.Enzymol. 138:350 
(1987)に記載されているように、種々のエンド及びエキ
ソグリコシダーゼを用いることにより達成される。ＰＲ
Ｏの共有結合的修飾の他の型は、ＰＲＯポリぺプチド
の、種々の非タンパク質様ポリマー、例えばポリエチレ
ングリコール(PEG)、ポリプロピレングリコール、又は
ポリオキシアルキレンの一つへの、米国特許第4,640,83
5号；第4,496,689号；第4,301,144号；第4,670,417号；
第4,791,192号又は第4,179,337号に記載された方法での
結合を含む。また、本発明のＰＲＯは、他の異種ポリペ
プチド又はアミノ酸配列に融合したＰＲＯを含むキメラ
分子を形成する方法で修飾してもよい。一実施態様で
は、このようなキメラ分子は、抗タグ抗体が選択的に結
合できるエピトープを提供するタグポリペプチドとＰＲ
Ｏとの融合を含む。エピトープタグは、一般的にはＰＲ
Ｏのアミノ又はカルボキシル末端に位置する。このよう
なＰＲＯのエピトープタグ形態の存在は、タグポリペプ
チドに対する抗体を用いて検出することができる。ま
た、エピトープタグの提供は、抗-タグ抗体又はエピト
ープタグに結合する他の型の親和性マトリクスを用いた
アフィニティ精製によってＰＲＯを容易に精製できるよ
うにする。種々のタグポリペプチド及びそれら各々の抗
体はこの分野で良く知られている。例としては、ポリ-
ヒスチジン(poly-his)又はポリ-ヒスチジン-グリシン(p
oly-his-gly)タグ；flu HAタグポリペプチド及びその抗
体１２ＣＡ５［Field等, Mol. Cell. Biol., 8:2159-21
65 (1988)］；c-mycタグ及びそれに対する８Ｆ９、３Ｃ
７、６Ｅ１０、Ｇ４、Ｂ７及び９Ｅ１０抗体［Evan等, 
Molecular and Cellular Biology, 5:3610-3616 (198
5)］；及び単純ヘルペスウイルス糖タンパク質Ｄ(gD)タ
グ及びその抗体［Paborsky等, Protein Engineering, 3
(6):547-553 (1990)］を含む。他のタグポリペプチド
は、フラッグペプチド［Hopp等, BioTechnology, 6:120
4-1210 (1988)］；ＫＴ３エピトープペプチド［Martin
等, Science, 255:192-194 (1992)］；α-チューブリン
エピトープペプチド［Skinner等, J. Biol. Chem., 26
6:15163-15166 (1991)］；及びＴ７遺伝子１０タンパク
質ペプチドタグ［Lutz-Freyermuth等, Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA, 87:6393-6397 (1990)］を含む。それに換
わる実施態様では、キメラ分子はＰＲＯの免疫グロブリ
ン又は免疫グロブリンの特定領域との融合体を含んでも
よい。キメラ分子の二価形態(「イムノアドヘシン」と
も呼ばれる)については、そのような融合体はＩｇＧ分
子のＦｃ領域であり得る。Ｉｇ融合体は、好ましくはＩ
ｇ分子内の少なくとも一つの可変領域に換えてＰＲＯポ
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リペプチドの可溶化(膜貫通ドメイン欠失又は不活性化)
形態を含む。特に好ましい実施態様では、免疫グロブリ
ン融合体は、ＩｇＧ１分子のヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ
３、又はヒンジ、ＣＨ１、ＣＨ２及びＣＨ３領域を含
む。免疫グロブリン融合体の製造については、1995年6
月27日発行の米国特許第5,428,130号を参照のこと。
【００４２】Ｄ．ＰＲＯの調製
以下の説明は、主として、ＰＲＯ核酸を含むベクターで
形質転換又は形質移入された細胞を培養することにより
ＰＲＯを生産する方法に関する。もちろん、当該分野に
おいてよく知られている他の方法を用いてＰＲＯを調製
することができると考えられる。例えば、ＰＲＯ配列、
又はその一部は、固相技術を用いた直接ペプチド合成に
よって生産してもよい［例えば、Stewart等, Solid-Pha
se Peptide Synthesis, W.H. Freeman Co., San Franci
sco, CA (1969)；Merrifield, J.Am. Chem. Soc., 85:2
149-2154 (1963)参照］。手動技術又は自動によるイン
ビトロタンパク質合成を行ってもよい。自動合成は、例
えば、アプライド・バイオシステムズ・ペプチド合成機
(Foster City, CA)を用いて、製造者の指示により実施
してもよい。ＰＲＯの種々の部分は、別々に化学的に合
成され、化学的又は酵素的方法を用いて結合させて全長
ＰＲＯを生産してもよい。
【００４３】１．ＰＲＯをコードするＤＮＡの単離
ＰＲＯをコードするＤＮＡは、ＰＲＯｍＲＮＡを保有し
ていてそれを検出可能なレベルで発現すると考えられる
組織から調製されたｃＤＮＡライブラリーから得ること
ができる。従って、ヒトＰＲＯ ＤＮＡは、実施例に記
載されるように、ヒトの組織から調製されたｃＤＮＡラ
イブラリーから簡便に得ることができる。またＰＲＯ-
コード化遺伝子は、ゲノムライブラリーから又は公知の
合成方法(例えば、自動化核酸合成)により得ることもで
きる。ライブラリーは、関心ある遺伝子あるいはその遺
伝子によりコードされるタンパク質を同定するために設
計されたプローブ(ＰＲＯに対する抗体又は少なくとも
約２０－８０塩基のオリゴヌクレオチド等)によってス
クリーニングできる。選択されたプローブによるｃＤＮ
Ａ又はゲノムライブラリーのスクリーニングは、例えば
Sambrook等, Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 19
89)に記載されている標準的な手順を使用して実施する
ことができる。ＰＲＯポリペプチドをコードする遺伝子
を単離する他の方法はＰＣＲ法を使用するものである
［Sambrook等,上掲；Dieffenbach等, PCR Primer：A La
boratory Manual(Cold Spring Harbor Laboratory Pres
s, 1995)］。
【００４４】下記の実施例には、ｃＤＮＡライブラリー
のスクリーニング技術を記載している。プローブとして
選択されたオリゴヌクレオチド配列は、充分な長さで、
疑陽性が最小化されるよう充分に明瞭でなければならな
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い。オリゴヌクレオチドは、スクリーニングされるライ
ブラリー内のＤＮＡとのハイブリッド形成時に検出可能
であるように標識されていることが好ましい。標識化の
方法は当該分野において良く知られており、３２Ｐ標識
されたＡＴＰのような放射線標識、ビオチン化あるいは
酵素標識の使用が含まれる。中程度の厳密性及び高度の
厳密性を含むハイブリッド形成条件は、上掲のSambrook
等に与えられている。このようなライブラリースクリー
ニング法において同定された配列は、Genbank等の公共
データベース又は他の個人の配列データベースに寄託さ
れ利用可能とされている他の周知の配列と比較及びアラ
インメントすることができる。分子の決定された領域内
又は全長に渡っての(アミノ酸又はヌクレオチドレベル
のいずれかでの)配列同一性は、この分野で知られた、
そしてここに記載した方法を用いて決定することができ
る。タンパク質コード配列を有する核酸は、初めてここ
で開示された推定アミノ酸配列を使用し、また必要なら
ば、ｃＤＮＡに逆転写されなかったｍＲＮＡの生成中間
体及び先駆物質を検出する上掲のSambrook等に記述され
ているような従来のプライマー伸展法を使用し、選択さ
れたｃＤＮＡ又はゲノムライブラリーをスクリーニング
することにより得られる。
【００４５】２．宿主細胞の選択及び形質転換
宿主細胞を、ここに記載したＰＲＯ生産のための発現又
はクローニングベクターで形質移入又は形質転換し、プ
ロモーターを誘導し、形質転換体を選択し、又は所望の
配列をコードする遺伝子を増幅するために適当に変性さ
れた常套的栄養培地で培養する。培養条件、例えば培
地、温度、ｐＨ等々は、過度の実験をすることなく当業
者が選ぶことができる。一般に、細胞培養の生産性を最
大にするための原理、プロトコール、及び実用技術は、
Mammalian Cell Biotechnology: aPractical Approach,
 M.Butler編 (IRL Press, 1991)及びSambrook等, 上掲
に見出すことができる。原核生物細胞形質移入及び真核
生物細胞形質転換の方法、例えば、ＣａＣｌ２、ＣａＰ
Ｏ４、リポソーム媒介及びエレクトロポレーションは当
業者に知られている。用いられる宿主細胞に応じて、そ
の細胞に対して適した標準的な方法を用いて形質転換は
なされる。前掲のSambrook等に記載された塩化カルシウ
ムを用いるカルシウム処理又はエレクトロポレーション
が、一般的に原核生物に対して用いられる。アグロバク
テリウム・トゥメファシエンスによる感染が、Shaw等, 
Gene, 23:315 (1983)及び1989年6月29日公開のWO 89/05
859に記載されているように、或る種の植物細胞の形質
転換に用いられる。このような細胞壁のない哺乳動物の
細胞に対しては、Graham及びvan der Eb, Virology, 5
2:456-457 (1978)のリン酸カルシウム沈降法を使用する
ことができる。哺乳動物細胞の宿主系形質転換の一般的
な態様は米国特許第4,399,216号に記載されている。酵
母菌中への形質転換は、典型的には、Van Solingen等, 
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J. Bact., 130:946 (1977)及びHsiao等, Proc. Natl. A
cad. Sci. USA, 76:3829 (1979)の方法に従って実施さ
れる。しかしながら、ＤＮＡを細胞中に導入する他の方
法、例えば、核マイクロインジェクション、エレクトロ
ポレーション、無傷の細胞、又はポリカチオン、例えば
ポリブレン、ポリオルニチン等を用いる細菌プロトプラ
スト融合もまた用いることもできる。哺乳動物細胞を形
質転換するための種々の技術については、Keown等, Met
hods in Enzymology, 185:527-537 (1990)及び Mansour
等, Nature, 336:348-352 (1988)を参照のこと。
【００４６】ここに記載のベクターにＤＮＡをクローニ
ングあるいは発現するために適切な宿主細胞は、原核生
物、酵母菌、又は高等真核生物細胞である。適切な原核
生物は、限定するものではないが、真正細菌、例えばグ
ラム陰性又はグラム陽性生物体、例えば大腸菌のような
腸内細菌科を含む。種々の大腸菌株が公衆に利用可能で
あり、例えば、大腸菌Ｋ１２株ＭＭ２９４(ATCC31,44
6)；大腸菌Ｘ１７７６(ATCC31,537)；大腸菌株Ｗ３１１
０(ATCC27,325)及びＫ５７７２(ATCC53,635)である。他
の好ましい原核動物宿主細胞は、大腸菌、例えば、E. c
oli、エンテロバクター、エルビニア(Erwinia)、クレブ
シエラ(Klebsiella)、プロテウス(Proteus)、サルモネ
ラ、例えば、ネズミチフス菌、セラチア、例えば、セラ
チアマルセサンス(Serratia marcescans) 、及び赤痢
菌、並びに桿菌、例えばバシリスブチリス(B. subtili
s)及びバシリリチェニフォルミス(B. licheniformis)
(例えば、1989年4月12日発行のDD 266,710に記載された
バシリリチェニフォルミス４１Ｐ)、シュードモナス、
例えば緑膿筋及びストレプトマイセスなどの腸内細菌科
を含む。これらの例は限定ではなく例示である。株Ｗ３
１１０は、組換えＤＮＡ生産発行のための共通の宿主株
であるので一つの特に好ましい宿主又は親宿主である。
好ましくは、宿主細胞は最小量のタンパク質分解酵素を
分泌する。例えば、株Ｗ３１１０は、細胞に外来のタン
パク質をコードする遺伝子における遺伝子変異をするよ
うに修飾してもよく、そのような宿主の例としては、完
全な遺伝子型ｔｏｎＡを有する大腸菌Ｗ３１１０株１Ａ
２；完全な遺伝子型ｔｏｎＡ  ｐｔｒ３を有する大腸菌
Ｗ３１１０株９Ｅ４；完全な遺伝子型ｔｏｎＡ  ｐｒｔ
３  ｐｈｏＡ  Ｅ１５  (ａｒｇＦ-ｌａｃ)１６９  ｄ
ｅｇＰ  ｏｍｐＴ ｋａｎrを有する大腸菌Ｗ３１１０株
２７Ｃ７(ATCC 55,244)；完全な遺伝子型ｔｏｎＡ  ｐ
ｔｒ３  ｐｈｏＡ  Ｅ１５  (ａｌｇＦ-ｌａｃ)１６９
  ｄｅｇＰ  ｏｍｐＴ  ｒｂｓ７ｉｌｖＧｋａｎｒを有
する大腸菌Ｗ３１１０株３７Ｄ６；非カナマイシン耐性
ｄｅｇＰ欠失変異を持つ３７Ｄ６株である大腸菌Ｗ３１
１０株４０Ｂ４；及び1990年8月7日発行の米国特許第4,
946,783号に開示された変異周辺質プロテアーゼを有す
る大腸菌株を含む。あるいは、クローニングのインビト
ロ法、例えばＰＣＲ又は他の核酸ポリメラーゼ反応が好
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ましい。
【００４７】原核生物に加えて、糸状菌又は酵母菌のよ
うな真核微生物は、ＰＲＯポリペプチドコード化ベクタ
ーのための適切なクローニング又は発現宿主である。サ
ッカロミセス・セレヴィシアは、通常用いられる下等真
核生物宿主微生物である。他に、シゾサッカロミセスプ
ロンブ(Schizosaccharomyces prombe)(Beach及びNurse,
 Nature, 290: 140 [1981]; 1985年5月2日公開のEP 13
9,383)；クルベロミセスホスツ(Kluveromyces hosts)
(米国特許第4,943,529号; Fleer等, Bio/Technology, 
9: 968-975 (1991))、例えばケー・ラクチス(K. lacti
s)(MW98-8C, CBS683, CBS4574; Louvencourt等, J. Bac
teriol. 154(2): 737-742 [1983])、ケー・フラギリス
(K. fragilis)(ATCC 12,424)、ケー・ブルガリクス(K. 
bulgaricus)(ATCC 16,045)、ケー・ウィケラミイ(K. wi
ckeramii)(ATCC 24,178)、ケー・ワルチイ(K. waltii)
(ATCC 56,500)、ケー・ドロソフィラルム(K. drosophil
arum)(ATCC 36,906; Van den Berg等, Bio/Technology,
 8: 135 (1990))、ケー・テモトレランス(K. themotole
rans)及びケー・マルキシアナス(K. marxianus)；ヤロ
ウィア(yarrowia)(EP 402,226)；ピッチャパストリス(P
ichia pastoris)(EP 183,070; Sheekrishna等, J. Basi
c Microbiol, 28: 265-278 [1988])；カンジダ；トリコ
デルマレーシア(reesia)(EP 244,234)；アカパンカビ(C
ase等, Proc. Natl.Acad. Sci. USA, 76: 5259-5263 [1
979])；シュワニオマイセス(schwanniomyces)、例えば
シュワニオマイセスオクシデンタリス(occidentalis)(1
990年10月31日公開のEP 394,538)；及び糸状真菌、例え
ば、ニューロスポラ、ペニシリウム、トリポクラジウム
(Tolypocladium)(1991年1月10日公開のWO 91/00357)；
及びコウジ菌、例えば偽巣性コウジ菌(Ballance等, Bio
chem. Biophys. Res. Commun., 112: 284-289 [1983]; 
Tilburn等, Gene, 26: 205-221 [1983]; Yelton等, Pro
c. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 1470-1474 [1984])及び
クロカビ(Kelly及びHynes, EMBO J., 4: 475-479 [198
5])が含まれる。ここで好ましいメチロトロピック(meth
ylotropic)酵母は、これらに限られないが、ハンセヌラ
(Hansenula)、カンジダ、クロエケラ(Kloeckera)、ピチ
ア(Pichia)、サッカロミセス、トルロプシス(Torulopsi
s)、及びロドトルラ(Rhodotorula)からなる属から選択
されるメタノールで成長可能な酵母を含む。この酵母の
分類の例示である特定の種のリストは、C. Anthony, Th
e Biochemistry of Methylotrophs, 269 (1982)に記載
されている。
【００４８】グリコシル化ＰＲＯの発現に適切な宿主細
胞は、多細胞生物から誘導される。無脊椎動物細胞の例
としては、ショウジョウバエＳ２及びスポドスペラＳｆ
９等の昆虫細胞並びに植物細胞が含まれる。有用な哺乳
動物宿主株化細胞の例は、チャイニーズハムスター卵巣
(ＣＨＯ)及びＣＯＳ細胞を含む。多くの特異的な例は、
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ＳＶ４０によって形質転換されたサル腎臓ＣＶ１株 (CO
S-7, ATCC CRL 1651);ヒト胚腎臓株(293又は懸濁培養で
の増殖のためにサブクローン化された293細胞、Graham
等, J. Gen Virol., 36:59 (1977));チャイニーズハム
スター卵巣細胞／-ＤＨＦＲ(CHO, Urlaub及びChasin, P
roc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980));マウス
のセルトリ細胞(TM4, Mather, Biol. Reprod., 23:243-
251 (1980))ヒト肺細胞 (W138, ATCC CCL 75); ヒト肝
細胞 (Hep G2, HB 8065); 及びマウス乳房腫瘍細胞 (MM
T 060562, ATTC CCL51)を含む。適切な宿主細胞の選択
は、この分野の技術常識内にある。
【００４９】３．複製可能なベクターの選択及び使用
ＰＲＯをコードする核酸(例えば、ｃＤＮＡ又はゲノム
ＤＮＡ)は、クローニング(ＤＮＡの増幅)又は発現のた
めに複製可能なベクター内に挿入される。様々なベクタ
ーが公的に入手可能である。ベクターは、例えば、プラ
スミド、コスミド、ウイルス粒子、又はファージの形態
とすることができる。適切な核酸配列が、種々の手法に
よってベクターに挿入される。一般に、ＤＮＡはこの分
野で周知の技術を用いて適当な制限エンドヌクレアーゼ
部位に挿入される。ベクター成分としては、一般に、こ
れらに制限されるものではないが、一又は複数のシグナ
ル配列、複製開始点、一又は複数のマーカー遺伝子、エ
ンハンサーエレメント、プロモーター、及び転写終結配
列を含む。これらの成分の一又は複数を含む適当なベク
ターの作成には、当業者に知られた標準的なライゲーシ
ョン技術を用いる。ＰＲＯは直接的に組換え手法によっ
て生産されるだけではなく、シグナル配列あるいは成熟
タンパク質あるいはポリペプチドのＮ-末端に特異的切
断部位を有する他のポリペプチドである異種性ポリペプ
チドとの融合ペプチドとしても生産される。一般に、シ
グナル配列はベクターの成分であるか、ベクターに挿入
されるＰＲＯ-コード化ＤＮＡの一部である。シグナル
配列は、例えばアルカリホスファターゼ、ペニシリナー
ゼ、ｌｐｐあるいは熱安定性エンテロトキシンIIリーダ
ーの群から選択される原核生物シグナル配列であってよ
い。酵母の分泌に関しては、シグナル配列は、酵母イン
ベルターゼリーダー、α因子リーダー(酵母菌属(Saccha
romyces)及びクルイベロマイシス(Kluyveromyces)α因
子リーダーを含み、後者は米国特許第5,010,182号に記
載されている)、又は酸ホスフォターゼリーダー、白体
(C.albicans)グルコアミラーゼリーダー(1990年4月4日
公開のEP362179)、又は1990年11月15日に公開されたWO 
90/13646に記載されているシグナルであり得る。哺乳動
物細胞の発現においては、哺乳動物シグナル配列は、同
一あるいは関連ある種の分泌ポリペプチド由来のシグナ
ル配列並びにウイルス分泌リーダーのようなタンパク質
の直接分泌に使用してもよい。
【００５０】発現及びクローニングベクターは共に一又
は複数の選択された宿主細胞においてベクターの複製を
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可能にする核酸配列を含む。そのような配列は多くの細
菌、酵母及びウイルスに対してよく知られている。プラ
スミドｐＢＲ３２２に由来する複製開始点は大部分のグ
ラム陰性細菌に好適であり、２μプラスミド開始点は酵
母に適しており、様々なウイルス開始点(ＳＶ４０、ポ
リオーマ、アデノウイルス、ＶＳＶ又はＢＰＶ)は哺乳
動物細胞におけるクローニングベクターに有用である。
発現及びクローニングベクターは、典型的には、選択性
マーカーとも称される選択遺伝子を含む。典型的な選択
遺伝子は、(a)アンピシリン、ネオマイシン、メトトレ
キセートあるいはテトラサイクリンのような抗生物質あ
るいは他の毒素に耐性を与え、(b)栄養要求性欠陥を補
い、又は(c)例えばバシリに対する遺伝子コードＤ-アラ
ニンラセマーゼのような、複合培地から得られない重要
な栄養素を供給するタンパク質をコードする。哺乳動物
細胞に適切な選べるマーカーの例は、ＤＨＦＲあるいは
チミジンキナーゼのように、ＰＲＯ-コード化核酸を取
り込むことのできる細胞成分を同定することのできるも
のである。野生型ＤＨＦＲを用いた場合の好適な宿主細
胞は、Urlaub 等により, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
 77:4216 (1980)に記載されているようにして調製され
増殖されたＤＨＦＲ活性に欠陥のあるＣＨＯ株化細胞で
ある。酵母菌中での使用に好適な選択遺伝子は酵母プラ
スミドＹＲｐ７に存在するｔｒｐ１遺伝子である［Stin
chcomb等, Nature, 282：39(1979)；Kingman等,Gene, 
7：141(1979)；Tschemper等, Gene, 10：157(1980)］。
ｔｒｐ１遺伝子は、例えば、ＡＴＣＣ番号４４０７６あ
るいはＰＥＰ４-１のようなトリプトファン内で成長す
る能力を欠く酵母菌の突然変異株に対する選択マーカー
を提供する［Jones, Genetics, 85:12 (1977)］。
【００５１】発現及びクローニングベクターは、通常、
ＰＲＯ-コード化核酸配列に作用可能に結合し、ｍＲＮ
Ａ合成を制御するプロモーターを含む。種々の可能な宿
主細胞により認識されるプロモーターが知られている。
原核生物宿主での使用に好適なプロモーターはβ-ラク
タマーゼ及びラクトースプロモーター系［Cahng等, Nat
ure, 275:615 (1978)；Goeddel等, Nature, 281:544 (1
979)］、アルカリホスファターゼ、トリプトファン(tr
p)プロモーター系［Goeddel, Nucleic Acids Res., 8:4
057 (1980); EP 36,776］、及びハイブリッドプロモー
ター、例えばｔａｃプロモーター［deBoer 等, Proc. N
atl. Acad. Sci. USA, 80:21-25 (1983)］を含む。細菌
系で使用するプロモータもまたＰＲＯをコードするＤＮ
Ａと作用可能に結合したシャイン・ダルガーノ(S.D.)配
列を有する。酵母宿主と共に用いて好適なプロモーター
配列の例としては、３-ホスホグリセラートキナーゼ［H
itzeman 等, J. Biol. Chem., 255:2073 (1980)］又は
他の糖分解酵素［Hess 等, J. Adv. Enzyme Reg., 7:14
9 (1968)；Holland, Biochemistry, 17：4900(197
8)］、例えばエノラーゼ、グリセルアルデヒド-３-リン
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酸デヒドロゲナーゼ、ヘキソキナーゼ、ピルビン酸デカ
ルボキシラーゼ、ホスホフルクトキナーゼ、グルコース
-６-リン酸イソメラーゼ、３-ホスホグリセレートムタ
ーゼ、ピルビン酸キナーゼ、トリオセリン酸イソメラー
ゼ、ホスホグルコースイソメラーゼ、及びグルコキナー
ゼが含まれる。他の酵母プロモーターとしては、成長条
件によって転写が制御される付加的効果を有する誘発的
プロモーターであり、アルコールデヒドロゲナーゼ２、
イソチトクロムＣ、酸ホスファターゼ、窒素代謝と関連
する分解性酵素、メタロチオネイン、グリセルアルデヒ
ド-３-リン酸デヒドロゲナーゼ、及びマルトース及びガ
ラクトースの利用を支配する酵素のプロモーター領域が
ある。酵母菌での発現に好適に用いられるベクターとプ
ロモータはEP 73,657に更に記載されている。哺乳動物
の宿主細胞におけるベクターからのＰＲＯ転写は、例え
ば、ポリオーマウィルス、伝染性上皮腫ウィルス(1989
年7月5日公開のUK 2,211,504)、アデノウィルス(例えば
アデノウィルス２)、ウシ乳頭腫ウィルス、トリ肉腫ウ
ィルス、サイトメガロウィルス、レトロウィルス、Ｂ型
肝炎ウィルス及びサルウィルス４０(SV40)のようなウィ
ルスのゲノムから得られるプロモーター、異種性哺乳動
物プロモーター、例えばアクチンプロモーター又は免疫
グロブリンプロモーター、及び熱衝撃プロモーターから
得られるプロモーターによって、このようなプロモータ
ーが宿主細胞系に適合し得る限り制御される。
【００５２】より高等の真核生物による所望のＰＲＯを
コードするＤＮＡの転写は、ベクター中にエンハンサー
配列を挿入することによって増強され得る。エンハンサ
ーは、通常は約１０から３００塩基対で、プロモーター
に作用してその転写を増強するＤＮＡのシス作動要素で
ある。哺乳動物遺伝子由来の多くのエンハンサー配列が
現在知られている(グロビン、エラスターゼ、アルブミ
ン、α-フェトプロテイン及びインスリン)。しかしなが
ら、典型的には、真核細胞ウィルス由来のエンハンサー
が用いられるであろう。例としては、複製起点の後期側
のＳＶ４０エンハンサー(１００-２７０塩基対)、サイ
トメガロウィルス初期プロモーターエンハンサー、複製
起点の後期側のポリオーマエンハンサー及びアデノウィ
ルスエンハンサーが含まれる。エンハンサーは、ＰＲＯ
コード配列の５’又は３’位でベクター中にスプライシ
ングされ得るが、好ましくはプロモーターから５’位に
位置している。また真核生物宿主細胞(酵母、真菌、昆
虫、植物、動物、ヒト、又は他の多細胞生物由来の有核
細胞)に用いられる発現ベクターは、転写の終結及びｍ
ＲＮＡの安定化に必要な配列も含む。このような配列
は、真核生物又はウィルスのＤＮＡ又はｃＤＮＡの通常
は５’、時には３’の非翻訳領域から取得できる。これ
らの領域は、ＰＲＯをコードするｍＲＮＡの非翻訳部分
にポリアデニル化断片として転写されるヌクレオチドセ
グメントを含む。組換え脊椎動物細胞培養でのＰＲＯの
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合成に適応化するのに適切な他の方法、ベクター及び宿
主細胞は、Gething等, Nature, 293:620-625 (1981); M
antei等,Nature, 281:40-46 (1979); EP 117,060; 及び
EP 117,058に記載されている。
【００５３】４．遺伝子発現の検出
遺伝子発現は、ここで提供された配列に基づき、適切に
標識されたプローブを用い、例えば、従来よりのサザン
ブロット法、ｍＲＮＡの転写を定量化するノーザンブロ
ット法［Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,77:5201
-5205 (1980)］、ドットブロット法(ＤＮＡ分析)、又は
インサイツハイブリッド形成法によって、直接的に試料
中で測定することができる。あるいは、ＤＮＡ二本鎖、
ＲＮＡ二本鎖及びＤＮＡ-ＲＮＡハイブリッド二本鎖又
はＤＮＡ-タンパク二本鎖を含む、特異的二本鎖を認識
することができる抗体を用いることもできる。次いで、
抗体を標識し、アッセイを実施することができ、ここで
二本鎖は表面に結合しており、その結果二本鎖の表面で
の形成の時点でその二本鎖に結合した抗体の存在を検出
することができる。あるいは、遺伝子の発現は、遺伝子
産物の発現を直接的に定量する免疫学的な方法、例えば
細胞又は組織切片の免疫組織化学的染色及び細胞培養又
は体液のアッセイによって、測定することもできる。試
料液の免疫組織化学的染色及び／又はアッセイに有用な
抗体は、モノクローナルでもポリクローナルでもよく、
任意の哺乳動物で調製することができる。簡便には、抗
体は、天然配列ＰＲＯポリペプチドに対して、又はここ
で提供されるＤＮＡ配列をベースとした合成ペプチドに
対して、又はＰＲＯ ＤＮＡに融合し特異的抗体エピト
ープをコードする外因性配列に対して調製され得る。
【００５４】５．ポリペプチドの精製
ＰＲＯの形態は、培地又は宿主細胞の溶菌液から回収す
ることができる。膜結合性であるならば、適切な洗浄液
(例えばトリトン-Ｘ１００)又は酵素的切断を用いて膜
から引き離すことができる。ＰＲＯの発現に用いられる
細胞は、凍結融解サイクル、超音波処理、機械的破壊、
又は細胞溶解剤などの種々の化学的又は物理的手段によ
って破壊することができる。ＰＲＯを、組換え細胞タン
パク又はポリペプチドから精製することが望ましい。適
切な精製手順の例である次の手順により精製される：す
なわち、イオン交換カラムでの分画；エタノール沈殿；
逆相ＨＰＬＣ；シリカ又はカチオン交換樹脂、例えばＤ
ＥＡＥによるクロマトグラフィー；クロマトフォーカシ
ング；ＳＤＳ-ＰＡＧＥ；硫酸アンモニウム沈殿；例え
ばセファデックスＧ-７５を用いるゲル濾過；ＩｇＧの
ような汚染物を除くプロテインＡセファロースカラム；
及びＰＲＯのエピトープタグ形態を結合させる金属キレ
ート化カラムである。この分野で知られ、例えば、Deut
cher, Methodes in Enzymology, 182 (1990)；Scopes, 
Protein Purification: Principles and Practice, Spr
inger-Verlag, New York (1982)に記載された多くのタ
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ンパク質精製方法を用いることができる。選ばれる精製
過程は、例えば、用いられる生産方法及び特に生産され
る特定のＰＲＯの性質に依存する。
【００５５】Ｅ．組織分布
ＰＲＯを発現する組織の位置は、種々のヒト組織でのｍ
ＲＮＡの発現を測定することにより同定可能である。こ
のような遺伝子の位置により、ＰＲＯポリペプチドの活
性の刺激又は阻害の影響を最も受けていると思われる組
織の情報が提供される。また、特異的組織における遺伝
子の位置により、以下で論議される活性阻止アッセイに
ついての試料組織も提供される。上記したように、種々
の組織における遺伝子発現は、従来の、ｍＲＮＡの転写
の定量化のためのノーザンブロット(Thomas, Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA, 77:5201-5205 [1980])、サザンブ
ロット、ドットブロット(ＤＮＡ分析)、又はインサイツ
ハイブリッド形成により、ここに提供する配列にもとづ
いて適切な標識プローブを用いて測定できる。あるい
は、ＤＮＡ二重鎖、ＲＮＡ二重鎖、及びＤＮＡ-ＲＮＡ
ハイブリッド二重鎖又はＤＮＡ-タンパク質二重鎖を含
む特定の二重鎖を認識可能な抗体を用いてもよい。ある
いは、種々の組織における遺伝子発現は、遺伝子産物を
直接定量化するための、組織断片の免疫組織化学的染
色、及び細胞培地又は体液のアッセイ等の免疫学的方法
によっても測定できる。免疫組織化学的染色及び／又は
試料液のアッセイに有用な抗体は、モノクローナルでも
ポリクローナルでもよく、任意の哺乳動物から調製され
る。便利には、抗体は天然配列ＰＲＯポリペプチドに対
して、又はＰＲＯポリペプチドをコードするＤＮＡ配列
に基づく合成ペプチドに対して、又は特異的抗体エピト
ープをコードし、ＰＲＯポリペプチドをコードするＤＮ
Ａに融合した外因性配列に対して調製され得る。抗体を
生成する一般的技術、及びノーザンブロット及びインサ
イツハイブリッド形成の特定のプロトコールは以下に提
供する。
【００５６】Ｆ．抗体結合性の研究
遺伝子増幅実験の結果は、それぞれ、組織細胞上でのＰ
ＲＯ１７９、ＰＲＯ１７５、ＰＲＯ１８２、ＰＲＯ３６
６、ＰＲＯ２４０、ＰＲＯ２５６、ＰＲＯ３０６、ＰＲ
Ｏ３６４、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ８２６、ＰＲＯ１０６
８、ＰＲＯ１３４３又はＰＲＯ１３７５ポリペプチドの
効果を阻害する、抗-ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ１７５、Ｐ
ＲＯ１８２、ＰＲＯ３６６、ＰＲＯ２４０、ＰＲＯ２５
６、ＰＲＯ３０６、ＰＲＯ３６４、ＰＲＯ３５６、ＰＲ
Ｏ８２６、ＰＲＯ１０６８、ＰＲＯ１３４３又はＰＲＯ
１３７５抗体の能力が試験される抗体結合性の研究によ
って更に証明できる。例示的な抗体は、ポリクローナ
ル、モノクローナル、ヒト化、二重特異性、及びへテロ
抱合体抗体を含み、その調製は以下に記載する。抗体結
合性の研究は、競合的結合アッセイ、直接及び間接サン
ドウィッチアッセイ、及び免疫沈降アッセイなどの既知
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のアッセイ法で実施してよい。Zola, Monoclonal Antib
odies: A Manual of Techniques, pp.147-158 (CRC Pre
ss, Inc., 1987)。競合的結合アッセイは、標識標準物
の、限られた量の抗体との結合について試験分析物と競
合する能力による。試験試料中の標的タンパク質の量
は、抗体に結合する標準物の量に逆比例する。結合する
標準物の量の測定を促進するために、抗体は好ましくは
競合の前又は後に不溶化し、抗体に結合した標準品及び
分析物が未結合で残っている標準物及び分析物から容易
に分離できるようにする。サンドウィッチアッセイは２
つの抗体の使用を含み、各々、検出されるタンパク質の
異なる免疫原部分、又はエピトープに結合できる。サン
ドウィッチアッセイにおいて試験試料分析物は固体支持
体上に固定化された第１の抗体に結合し、その後第２の
抗体が分析物に結合し、よって不溶性の３成分複合体が
形成される。例えば米国特許第4,376,110号参照。第２
の抗体は検出可能部分で標識され(直接サンドウィッチ
アッセイ)、あるいは検出可能部分で標識された抗-免疫
グロブリン抗体を用いて測定してもよい(間接サンドウ
ィッチアッセイ)。例えば、サンドウィッチアッセイの
一形態はＥＬＩＳＡアッセイであり、この場合の検出可
能部分は酵素である。免疫組織学のために、組織試料は
新鮮でも凍結したものでもよく、パラフィンに包埋し
て、例えばホルマリン等の保存剤で固定してもよい。
【００５７】Ｇ．細胞ベースアッセイ
細胞ベースアッセイ及び免疫関連疾患の動物モデルは、
ここで同定されたポリペプチドと遺伝子との関係、及び
免疫関連疾患の進行及び病理との関係をさらに理解する
ために使用するすることができる。異なる方法では、特
定の免疫関連疾患に含まれることが知られた細胞型の細
胞をここに記載のｃＤＮＡで形質移入し、これらのｃＤ
ＮＡの免疫機能を刺激又は阻害する能力を分析する。適
当な細胞を所望の遺伝子で形質移入し、免疫機能活性を
監視できる。このような形質移入株化細胞は、次いで、
例えばＴ細胞増殖又は炎症細胞の侵入を調節するといっ
た、免疫機能を刺激又は阻害するポリ-又はモノクロー
ナル抗体又は抗体組成物の能力を試験するのに使用でき
る。ここに同定した遺伝子のコード化配列で形質移入し
た細胞は、さらに、免疫関連疾患治療用の候補薬の同定
に使用できる。さらに、(下記のような)トランスジェニ
ック動物から誘導された一次培地は、ここでの細胞ベー
スアッセイに使用できるが、安定な株化細胞が好まし
い。トランスジェニック動物から連続株化細胞を誘導す
る技術はこの分野で良く知られている(Small等, Mol. C
ell. Biol. 5, 642-648 [1985]参照)。
【００５８】一つの適切な細胞ベースアッセイは混合リ
ンパ球反応(ＭＬＲ)である。Current Protocols in Imm
unology, unit3.12；J.E. Coligan, A.M.Kruisbeek, D.
H.Marglies, E. M.Shevach, W.Strober編, 国立衛生研
究所, John Wiley & Sons, Incから出版。このアッセイ
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では、試験化合物が活性化したＴ細胞の増殖を刺激又は
阻害する能力をアッセイする。レスポンダーＴ細胞の懸
濁液を同種刺激細胞で培養し、トリチウム化チミジンの
取込によりＴ細胞の増殖度合いを測定する。このアッセ
イはＴ細胞反応性の一般的な測定法である。多くのＴ細
胞が応答し、ＩＬ-２の活性化をもたらすため、このア
ッセイにおける応答性の差異は、応答細胞によるＩＬ-
２生産の差異に部分的に反映する。ＭＬＲの結果を、標
準的なリンホカイン(ＩＬ-２)検出アッセイにより証明
することができる。上掲のCurrentProtocols in Immuno
logy, 3.15.6.3.。ＭＬＲアッセイにおける増殖性Ｔ細
胞応答は、アッセイされる分子の直接的な有糸分裂促進
特性又は外的な抗原誘発活性化による可能性がある。Ｐ
ＲＯポリペプチドのＴ細胞刺激活性のさらなる証明は、
同時刺激アッセイにより得ることができる。Ｔ細胞活性
化にはＴ細胞レセプター(ＴＣＲ)を通して媒介される抗
原に特異的なシグナル、及び第２のリガンド結合相互作
用、例えばＢ７(ＣＤ８０、ＣＤ８６)／ＣＤ２８結合相
互作用を通して媒介される同時刺激シグナルが必要であ
る。ＣＤ２８の架橋により、活性化Ｔ細胞によるリンホ
カインの分泌が増加する。Ｔ細胞活性化はネガティブ又
はポジティブ効果を有するリガンドの結合を通してネガ
ティブ及びポジティブコントロールの双方を有する。Ｃ
Ｄ２８及びＣＴＬＡ-４はＢ７に結合するＩｇスーパー
ファミリーの糖タンパク質に関連している。Ｂ７に結合
するＣＤ２８は、ポジティブなＴ細胞活性化同時刺激効
果を有し；逆にＢ７に結合するＣＴＬＡ-４はネガティ
ブなＴ細胞非活性化効果を有する。Chambers. C.A. and
 Allison. J.P., Curr. Opin. Immunol. (1997)9：39
6。Schwartz, R.H., Cell(1992)71：1065；Linsey, P.
S. and Ledbetter. J.A. Annu. Rev. Immunol.(1993)1
1：191；June, C.H.等 Immunol. Today(1994)15：321；
Jenkins. M.K., Immunity(1994)1：405。同時刺激アッ
セイにおいて、ＰＲＯポリペプチドはＴ細胞同時刺激又
は阻害活性をアッセイするものである。
【００５９】本発明のＰＲＯポリペプチド、並びにＴ細
胞の増殖の刺激剤(同時刺激剤)である本発明の他の化合
物及びアゴニスト、例えばアゴニスト抗体で、例えばＭ
ＬＲ及び同時刺激アッセイで決定されるようなものは、
免疫機能の貧弱さ、最適下限又は不適切さに特徴付けら
れる免疫関連疾患の治療に有用である。これらの疾患は
Ｔ細胞(及びＴ細胞媒介免疫性)の増殖及び活性化を刺激
し、刺激化合物、例えば刺激性ＰＲＯポリペプチドの投
与により哺乳動物における免疫反応を増強することによ
り治療される。刺激性ポリペプチドは、例えばＰＲＯ１
７９、ＰＲＯ１７５、ＰＲＯ１８２、ＰＲＯ３６６、Ｐ
ＲＯ２４０、ＰＲＯ２５６、ＰＲＯ３０６、ＰＲＯ３６
４、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ８２６、ＰＲＯ１０６８、Ｐ
ＲＯ１３４３又はＰＲＯ１３７５ポリペプチド又はその
アゴニスト抗体であり得る。本発明の刺激化合物の直接
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的用途は、プライムＴ細胞上で発現するリガンド(４-Ｉ
ＢＢＬ)に結合し、Ｔ細胞活性化及び成長の信号を発す
る腫瘍壊死因子レセプターファミリーのメンバーである
４-ＩＢＢ糖タンパク質を用いる実験において確認され
ている。Alderson, M.E.等，J.Immunol.(1994)24：221
9。また、アゴニスト刺激化合物の用途は実験的に確認
されている。アゴニスト抗-４-ＩＢＢ抗体を用いた治療
による４-ＩＢＢの活性化は腫瘍の根絶化を増強する。H
ellstrom. I.及びHellstrom, K.E., Crit. Rev. Immuno
l.(1998)18：1。以下により詳細に記載する腫瘍治療の
ための免疫アジュバント治療は、本発明の刺激化合物の
用途の他の例である。さらに、免疫刺激又は増強効果は
ＭＬＲアッセイにおいて阻害することが見出されたＰＲ
Ｏの活性に拮抗又はこれをブロックすることにより達成
することができる。化合物の阻害活性を無効にすること
で、ネットの刺激効果が生じる。適切なアンタゴニスト
／ブロック化合物は阻害タンパク質を認識し、これに結
合する抗体及びその断片であり、それにより該タンパク
質とそのレセプターとの効果的な相互作用がブロックさ
れ、レセプターを通したシグナル化が阻害される。この
効果は、おそらくＣＴＬＡ-４結合による阻害シグナル
の除去することにより、Ｔ細胞増殖を増強する抗-ＣＴ
ＬＡ-４抗体を使用する実験で確認されている。Waluna
s, T.L.等, Immunity(1994)1：405。
【００６０】別に、免疫刺激又は増強効果は、血管透過
性増強特性を有するＰＲＯの投与により達成することも
できる。増強した血管透過性は炎症及び免疫細胞(例え
ば単球、好酸球、ＰＭＮ)の局部的浸潤により緩和可能
な疾患に有益である。他方、Ｔ細胞増殖／活性化、リン
ホカイン分泌、及び／又は血管透過性の直接阻害剤であ
るＰＲＯポリペプチド並びに本発明の他の化合物は、免
疫反応の抑制に直接使用することができる。これらの化
合物は、過剰活性、最適上限(superoptimal)又は自己免
疫反応により特徴付けられる免疫関連疾患の治療、及び
免疫反応の程度を低減するのに有用である。本発明の化
合物のこの用途は、レセプターＢ７に結合するＣＴＬＡ
-４がＴ細胞を非活性化するという上述の実験により確
認されている。本発明の直接阻害化合物は類似した方法
で機能する。血管透過性を抑制する化合物の用途は炎症
を低減することが期待される。このような用途は過度の
炎症に関連した病状の治療に有益である。別に、刺激Ｐ
ＲＯポリペプチドに結合し、これらの分子の刺激効果を
ブロックする化合物、例えば抗体により、ネットの阻害
効果が生じ、Ｔ細胞の増殖／活性化及び／又はリホカイ
ン分泌を阻害することにより、Ｔ細胞媒介免疫反応を抑
制するために使用することができる。ポリペプチドの刺
激効果をブロックすると、哺乳動物の免疫反応が抑制さ
れる。この用途は抗-ＩＬ２抗体を使用する実験におい
て確認されている。これらの実験において、抗体はＩＬ
２に結合し、そのレセプターへのＩＬ２の結合が阻害さ
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れ、よってＴ細胞阻害効果が達成される。
【００６１】Ｈ．動物モデル
さらに、インビトロにおける細胞ベースアッセイの結果
は、インビボ動物モデルを使用し、Ｔ細胞機能アッセイ
により証明することができる。免疫関連疾患の進行及び
病因におけるここに同定される遺伝子の役割を更に理解
するために、そして抗体、及び小分子アゴニストを含む
天然ポリペプチドの他のアゴニストを含む候補治療薬の
有効性を試験するために、種々の良く知られた動物モデ
ルが使用できる。これらのモデルのインビボ性質によ
り、特にヒト患者における反応を予測できる。免疫関連
疾患の動物モデルは、非組換え及び組換え(トランスジ
ェニック)動物の両方を含む。非組換え動物モデルは、
例えば、齧歯類、例えばマウスモデルを含む。このよう
なモデルは、標準的な技術、例えば、皮下注射、尾部静
脈注射、脾臓移植、腹膜内移植、腎被膜下移植等によ
り、細胞を同系マウスに導入することにより作成され
る。(1997年9月18日に発行されたＰＣＴ公報WO 97/3355
1参照。)移植片対宿主疾患は、免疫適格細胞が免疫抑制
された、又は耐性のある患者に移植された場合に生じ
る。ドナー細胞は認識し、宿主抗原に反応する。反応は
生命に危険性のある重度の炎症から、下痢や体重の減少
等の軽度のケースまで多様である。移植片対宿主疾患モ
デルはＭＨＣ抗原及び少量の移植抗原に対するＴ細胞反
応性を評価する手段を提供する。適切な手順は上掲のCu
rrent Protocols inImmunology unit4.3.に詳細に記載
されている。皮膚同種移植片拒絶のための動物モデル
は、Ｔ細胞がインビボ組織の破壊を媒介する能力を試験
し、及び移植拒絶におけるそれらの役割を測定する手段
である。最も一般的で容認されているモデルではマウス
の尾の皮膚の移植片が使用される。繰り返し実験によ
り、皮膚同種移植片拒絶がＴ細胞、ヘルパーＴ細胞及び
キラー-エフェクターＴ細胞により媒介されるが、抗体
では媒介されないことが示された。Auchincloss, H. J
r.及びSachs, D.H., Fundamental Immunology, 2nded.,
 W.E.Paul ed., Raven Press, NY, 1989, 889-992。適
切な手順は上掲のCurrent Protocols in Immunology un
it4.4.に詳細に記載されている。本発明の化合物の試験
に使用可能な他の移植拒絶は、Tanabe, M.等, Transpla
ntation(1994)58：23及びTinubu, S.A.等,  J. Immuno
l.(1994)4330-4338により記載されている同種心臓移植
片モデルである。遅延型過敏用の動物モデルは、細胞媒
介免疫機能のアッセイを提供する。遅延型過敏反応は、
抗原投与による攻撃後の経過した時間まで、ピークに達
しない炎症により特徴付けられるＴ細胞媒介インビボ免
疫反応である。またこれらの反応は組織特異的自己免疫
疾患、例えば多発性硬化症(ＭＳ)及び実験的自己免疫脳
脊髄炎(ＥＡＥ、ＭＳ用のモデル)で生じる。適切な手順
は上掲のCurrent Protocols in Immunology unit4.5.に
詳細に記載されている。
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【００６２】ＥＡＥは、Ｔ細胞及び単核細胞の炎症、続
いて中枢神経系における軸索の脱髄により特徴付けられ
るＴ細胞媒介自己免疫疾患である。ＥＡＥは、一般的に
ヒトにおけるＭＳ用の関連動物モデルであると考えられ
ている。Bolton. C., Multiple Sclerosis(1995)1：14
3。急性及び再発性弛緩モデルの双方が開発されてい
る。本発明の化合物は上掲のCurrent Protocols in Imm
unology unit15.1及び15.2.に記載されているプロトコ
ールを使用して、免疫媒介脱髄疾患に対するＴ細胞刺激
又は阻害活性を試験することができる。また、Duncan. 
I.D.等, Molec. Med. Today(1997)554-561に記載されて
いるようにして、オリゴデンドロサイト又はシュワン細
胞が中枢神経系に移植されたミエリン疾患用のモデルも
参照のこと。接触性過敏は、細胞媒介免疫機能の単純遅
延型過敏インビボアッセイである。この手順において、
遅延型過敏反応が生じている外因性ハプテンに皮膚を暴
露し、測定して定量する。接触性過敏は最初に敏感相、
続いて顕現相を含む。顕現相はＴリンパ球が以前接触し
たことのある抗原に遭遇したときに生じる。腫脹及び炎
症が生じ、ヒトアレルギー性接触皮膚炎の優れたモデル
が作成される。適切な手順は、Current Protocols in I
mmunology,；J.E. Coligan, A.M.Kruisbeek, D.H.Margl
ies, E. M.Shevach, 及びW.Strober編, John Wiley & S
ons, Inc, unit4.2に詳細に記載されている。また、Gra
bbe, S.及びSchwarz, T. Immun. Today19(1)：37-44(19
98)を参照のこと。関節炎用の動物モデルは、コラーゲ
ン-誘発関節炎である。このモデルはヒト自己免疫慢性
関節リウマチの臨床的、組織的及び免疫学的特徴を共有
し、ヒト自己免疫関節炎用の許容可能なモデルである。
マウス及びラットモデルは滑膜炎、軟骨の腐食及びsubc
hondral骨により特徴付けられる。本発明の化合物は上
掲のCurrent Protocols in Immunology unit15.5.に記
載されているプロトコルを使用し、自己免疫関節炎に対
する活性度を試験することができる。また、Issekutz,
A.C.等, Immunology(1996)88：569に記載されているＣ
Ｄ１８及びＶＬＡ-４インテグリンに対するモノクロー
ナル抗体を使用するモデルも参照のこと。喘息モデルで
は、抗原誘発気道反応性亢進、肺好球菌増加症及び炎症
が卵白アルブミンで動物を感作させることで誘発され、
ついで、エアゾールにより送達された同様のタンパク質
で動物を攻撃する、と記載されている。いくつかの動物
モデル(モルモット、ラット、非ヒト霊長類)では、エア
ゾール抗原で攻撃されたヒトにおけるアトピー性喘息に
類似した徴候が示された。本発明の化合物の、喘息治療
における活性及び有効性を試験するのに適した手順は、
Wolyniec, W.W.等,Am. J. Respir. Cell Mol. Biol.(19
98)18：777とそこに引用された文献に記載されている。
【００６３】さらに、本発明の化合物は乾癬用疾患用の
動物モデルにおいて試験することができる。Ｔ細胞が乾
癬の病原である証拠も示唆されている。本発明の化合物
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はSchon. M.P.等, Nat. Med.(1997)3：183により記載さ
れているscid／scidマウスモデルにおいて試験すること
ができ、マウスは組織病理学的傷害に類似した乾癬を示
す。他の適切なモデルはNickoloff． B.J.等, Am. J. P
ath.(1995)146：580に記載されているようにして調製さ
れたヒト皮膚／scidマウスキメラである。組換え(トラ
ンスジェニック)動物モデルは、ここで同定された遺伝
子のコード部分を、トランスジェニック動物作成のため
の標準的技術を用いて、関心ある動物のゲノムに導入す
ることにより加工できる。トランスジェニック操作の標
的として提供できる動物は、限定されないが、マウス、
ラット、ウサギ、モルモット、ヒツジ、ヤギ、ブタ、及
び非-ヒト霊長類、例えばヒヒ、チンパンジー及びサル
を含む。これらの動物に導入遺伝子を導入するのにこの
分野で知られた技術は、前核マイクロインジェクション
(Hoppe及びWanger, 米国特許第4,873,191号)；胚系列へ
のレトロウイルス媒介遺伝子転移(例えば、Van der Put
ten等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 6148-615 [19
85])；胚性肝細胞での遺伝子標的化(Thompson等, Cell 
56, 313-321 [1989])；胚のエレクトロポレーション(L
o, Mol. Cel. Biol. 3, 1803-1814 [1983])；精子媒介
遺伝子転移(Lavitrano等, Cell 57,717-73 [1989])を含
む。概説のためには、例えば、米国特許第4,736,866号
を参照のこと。本発明の目的のために、トランスジェニ
ック動物は、それらの細胞の一部にのみ導入遺伝子を有
するもの(「モザイク動物」)を含む。導入遺伝子は、単
一の導入遺伝子として、又はコンカテマー、例えば頭部
と頭部又は頭部と尾部の直列型として組み込まれる。特
定の細胞型への導入遺伝子の選択的導入も、例えば、La
sko等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 6232-636 (19
92)の技術に従って可能である。トランスジェニック動
物における導入遺伝子の発現は、標準的技術によって監
視できる。例えば、導入遺伝子の組み込みの確認にサザ
ンブロット分析又はＰＣＲ増幅が用いられる。次いで、
ｍＲＮＡ発現のレベルは、インサイツハイブリッド形
成、ノーザンブロット分析、ＰＣＲ、又は免疫組織化学
等の技術を用いて分析できる。
【００６４】さらに、特定組織中への免疫細胞の湿潤を
測定するために、動物を、例えば組織学的検査により免
疫疾患の病原の徴候について検査してもよい。またブロ
ック実験も実施することができ、ここでトランスジェニ
ック動物は本発明の化合物で処理され、化合物のＴ細胞
増殖刺激又は阻害の度合いが測定される。これらの実験
において、上述のようにして調製したＰＲＯポリペプチ
ドに結合するブロック抗体は動物に投与され、免疫機能
における効果が測定される。あるいは、動物の胚性細胞
に導入されたポリペプチドをコードする変更ゲノムＤＮ
Ａと、その同じポリペプチドをコードする内在性遺伝子
との間の相同的組換えの結果、ここに同定するポリペプ
チドをコードする欠陥又は変更遺伝子を有する「ノック
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アウト」動物を作成することができる。例えば、特定の
ポリペプチドをコードするｃＤＮＡは、確立された技術
に従って当該ポリペプチドをコードするゲノムＤＮＡの
クローニングに使用できる。特定のポリペプチドをコー
ドするゲノムＤＮＡの一部を欠失したり、組み込みを監
視するために使用する選択可能なマーカーをコードする
遺伝子等の他の遺伝子で置換することができる。典型的
には、ベクターは無変化のフランキングＤＮＡ(５'と
３'末端の両方)を数キロベース含む［例えば、相同的組
換えベクターの記述についてはThomas and Capecchi, C
ell, 51: 503 (1987)を参照のこと］。ベクターは胚性
幹細胞に(例えばエレクトロポレーションによって)導入
され、導入されたＤＮＡが内在性ＤＮＡと相同的に組換
えられた細胞を選択する［例えば、Li等, Cell,69:915 
(1992)参照］。選択された細胞は次に動物(例えばマウ
ス又はラット)の胚盤胞内に注入され、集合キメラを形
成する［例えば、Bradley, Teratocarcinomas and Embr
yonic Stem Cells: A Practical Approach, E. J. Robe
rtson, ed. (IRL, Oxford, 1987), pp. 113-152参
照］。その後、キメラ性胚を適切な偽妊娠の雌性乳母に
移植し、「ノックアウト」動物を作ると言われる。胚細
胞に相同的に組換えられたＤＮＡを有する子孫は標準的
な技術により同定され、それらを利用して動物の全細胞
が相同的に組換えられたＤＮＡを含む動物を繁殖させる
ことができる。ノックアウト動物は、ポリペプチドが存
在しないことによるある種の病理的状態及び病理的状態
の進行に対して防御する能力によって特徴付けられる。
【００６５】Ｉ．免疫アジュバント治療
一実施態様において、本発明の免疫刺激化合物は腫瘍
(癌)治療における免疫アジュバント治療に使用すること
ができる。Ｔ細胞がヒト腫瘍特異的抗原を認識すること
は十分に確立されている。遺伝子のＭＡＧＥ、ＢＡＧＥ
及びＧＡＧＥファミリーによりコードされる腫瘍抗原の
一グループは全ての成人の正常組織で無症状であるが、
腫瘍、例えばメラノーマ、肺腫瘍、頭部及び頸部の腫
瘍、膀胱癌においてはかなりの量が発現している。DeSm
et. C.等, (1996)Proc. Natl. Acad.Sci.93：7149。Ｔ
細胞の同時刺激により、インビトロ及びインビボの双方
において、腫瘍の退行及び抗腫瘍反応が誘発されること
が示されている。Melero. I.等, Nature Medicine(199
7)3：682；Kwon. E.D.等,  Proc. Natl. Acad. Sci.USA
(1997)94：8099；Lynch. D.H.等, Nature Medicine(199
7)3：625；Finn. O.J.及びLotze. M.T., J. Immunol.(1
998)21：114。本発明の刺激化合物はアジュバントとし
て単独で又は成長調節剤、細胞障害薬又は化学療法剤と
共に投与することができ、Ｔ細胞増殖／活性化及び腫瘍
抗原に対する抗腫瘍反応を刺激する。成長調節剤、細胞
障害薬又は化学療法剤は既知の投与方法で使用されてい
る従来からの量で投与することができる。本発明の化合
物による免疫刺激活性により、成長調節剤、細胞障害薬
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又は化学療法剤の量を減らすことができ、よって、潜在
的に患者に対する毒性を低下させることができる。
【００６６】Ｊ．候補薬についてのスクリーニングアッ
セイ
候補薬のスクリーニングアッセイは、ここで同定される
遺伝子にコードされるポリペプチド、又はその生物学的
に活性な断片と結合又は抱合する化合物、あるいはコー
ド化ポリペプチドと他の細胞性タンパク質との相互作用
を阻害する化合物を同定するために設計される。このよ
うなスクリーニングアッセイは、特に小分子候補薬の同
定に適したものにする、化学的ライブラリの高スループ
ットスクリーニングに従うアッセイを含む。考慮される
小分子とは、合成有機又は無機化合物を含み、それら
は、ペプチド、好ましくは可溶性ペプチド、(ポリ)ペプ
チド-免疫グロブリン融合体、特に、限定されないが、
ポリ-及びモノクローナル抗体及び抗体断片、単鎖抗
体、抗-イディオタイプ抗体、及びそれらの抗体又は断
片のキメラ又はヒト化形、並びにヒト抗体及び抗体断片
を含む抗体を含んでいる。アッセイは、種々の形式で実
施でき、この分野で良く特徴付けられたタンパク質-タ
ンパク質結合アッセイ、生化学的スクリーニングアッセ
イ、イムノアッセイ及び細胞ベースのアッセイを含む。
全てのアッセイは、それらが候補薬をここで同定された
核酸にコードされるポリペプチドと、これら２つの成分
が相互作用するのに十分な条件下及び時間で接触させる
ことを必要とすることにおいて共通する。結合アッセイ
において、相互作用は結合であり、形成された複合体は
単離されるか、又は反応混合物中で検出される。特別な
実施態様では、ここに同定された遺伝子にコードされる
ポリペプチド、即ち候補薬が、共有又は非共有結合によ
り固相、例えばマイクロタイタープレートに固定化され
る。非共有結合は、一般的に固体表面をポリペプチドの
溶液で被覆し乾燥させることにより達成される。あるい
は、固定化すべきペプチドに特異的な固定化抗体、例え
ばモノクローナル抗体を、そのペプチドを固体表面に固
着させるために用いることができる。アッセイは、固定
化成分、例えば固着成分を含む被覆表面に、検出可能な
標識で標識されていてもよい非固定化成分を添加するこ
とにより実施される。反応が完了したとき、未反応成分
を例えば洗浄により除去し、固体表面に固着した複合体
を検出する。最初の非固定化成分が検出可能な標識を有
している場合、表面に固定化された標識の検出は複合体
形成が起こったことを示す。最初の非固定化成分が標識
を持たない場合は、複合体形成は、例えば、固定化され
た複合体に特異的に結合する標識抗体によって検出でき
る。
【００６７】候補化合物がここで同定される遺伝子にコ
ードされる特定のタンパク質と相互作用するが結合しな
い場合、そのタンパク質との相互作用は、タンパク質-
タンパク質相互作用を検出するために良く知られた方法
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によってアッセイすることができる。そのようなアッセ
イは、架橋、同時免疫沈降、及び勾配又はクロマトグラ
フィカラムを通す同時精製などの伝統的な手法を含む。
さらに、タンパク質-タンパク質相互作用は、Chevray及
びNathans［Proc.Natl. Acad. Sci. USA 89,5789-5793 
(1991)］に開示されているようにして、Fields及び共同
研究者等［Fiels及びSong, Nature(London) 340, 245-2
46 (1989); Chien等, Proc.Natl. Acad. Sci. USA 88, 
9578-9582 (1991)］に記載された酵母菌ベースの遺伝子
系を用いることにより監視することができる。酵母菌Ｇ
ＡＬ４などの多くの転写活性化剤は、２つの物理的に別
個のモジュラードメインからなり、一方はＤＮＡ結合ド
メインとして作用し、他方は転写活性化ドメインとして
機能する。以前の文献に記載された酵母菌発現系(一般
に「２-ハイブリッド系」と呼ばれる)は、この特性の長
所を利用して、２つのハイブリッドタンパク質を用い、
一方では標的タンパク質がＧＡＬ４のＤＮＡ結合ドメイ
ンに融合し、他方では、候補となる活性化タンパク質が
活性化ドメインに融合している。ＧＡＬ１-ｌａｃＺリ
ポーター遺伝子のＧＡＬ４活性化プロモーターの制御下
での発現は、タンパク質-タンパク質相互作用を介した
ＧＡＬ４活性の再構成に依存する。相互作用するポリペ
プチドを含むコロニーは、β-ガラクトシダーゼに対す
る色素生産性物質で検出される。２-ハイブリッド技術
を用いた２つの特定なタンパク質間のタンパク質-タン
パク質相互作用を同定するための完全なキット(MATCHMA
KER(商品名))は、Clontechから商業的に入手可能であ
る。この系は、特定のタンパク質相互作用に含まれるタ
ンパク質ドメインのマッピング、並びにこの相互作用に
とって重要なアミノ酸残基の特定にも拡張することがで
きる。ここで同定される遺伝子と他の細胞内又は細胞外
成分との相互作用を阻害する化合物は、次のように試験
することができる：通常は、遺伝子の生成物及び細胞内
又は外成分を含む反応混合物を、条件下で２つの生成物
が相互作用及び結合する時間に渡って調製する。試験化
合物が結合を阻害する能力を試験するために、反応は試
験化合物有り又は無しで実施する。さらに、第３の反応
混合物にプラシーボを添加してポジティブ対照としても
よい。混合物中に存在する試験化合物と細胞内又は外成
分との結合(複合体形成)は上記のように監視する。対照
反応において複合体が形成され、試験化合物を含む反応
混合物ではしないことは、試験化合物が試験化合物とそ
の反応パートナーとの相互作用を妨害することを示す。
【００６８】Ｋ．  免疫関連疾患の治療のための組成物
及び方法
免疫関連疾患の治療に有用な組成物は、限定するもので
はないが、例えば、Ｔ細胞の増殖／活性化、リンホカイ
ンの放出、又は免疫細胞の浸潤等の免疫機能を阻害又は
刺激するタンパク質、抗体、有機小分子、ペプチド、リ
ンペプチド、アンチセンス及びリボザイム分子、三重螺
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旋分子を含む。例えば、アンチセンスＲＮＡ及びＲＮＡ
分子は、標的ｍＲＮＡにハイブリッド形成してタンパク
質翻訳を妨害することによりｍＲＮＡの翻訳を直接阻止
するように作用する。アンチセンスＤＮＡが用いられる
場合、翻訳開始部位、例えば標的遺伝子ヌクレオチド配
列の－１０から＋１０位置の間から誘導されるオリゴデ
オキシリボヌクレオチドが好ましい。リボザイムは、Ｒ
ＮＡの特異的切断を触媒できる酵素的ＲＮＡ分子であ
る。リボザイムは、相補的標的ＲＮＡへの配列特異的ハ
イブリッド形成、次いでヌクレオチド鎖切断的切断によ
り作用する。潜在的ＲＮＡ標的内の特異的リボザイム切
断部位は、既知の技術で同定できる。更なる詳細は、例
えば、Rossi, Current Biology 4: 469-471 (1994)及び
ＰＣＴ公報、番号WO 97/33551(1997年9月18日公開)を参
照のこと。転写阻害に用いられる三重螺旋形成における
核酸分子は単鎖でデオキシヌクレオチドからなる。これ
らのオリゴヌクレオチドの基本組成は、フーグスチン塩
基対則を介する三重螺旋形成を促進するように設計さ
れ、それは一般に二重鎖の一方の鎖上のプリン又はピリ
ミジンのサイズ変更可能な伸展を必要とする。さらなる
詳細は、例えば、ＰＣＴ公報、番号WO 97/33551, 上掲
を参照のこと。これらの小分子は、上記で議論したスク
リーニングアッセイの任意のもの又は任意の組合せによ
り、及び／又は当業者に良く知られた他の任意のスクリ
ーニング技術により同定できる。
【００６９】Ｌ．抗ＰＲＯ抗体
本発明は、さらにＴ細胞の増殖、エオシン好性白血球の
浸潤、血管透過性等を阻害(アンタゴニスト)又は刺激
(アゴニスト)する抗-ＰＲＯ抗体及びその断片を提供す
るものである。このような抗-ＰＲＯ抗体又はその断片
の例としては、ポリクローナル、モノクローナル、ヒト
化、二重特異性及びヘテロ抱合体抗体が含まれる。
【００７０】１．ポリクローナル抗体
抗-ＰＲＯ抗体はポリクローナル抗体を含む。ポリクロ
ーナル抗体の調製方法は当業者に知られている。哺乳動
物においてポリクローナル抗体は、例えば免疫化剤、及
び所望するのであればアジュバントを、一又は複数回注
射することで発生させることができる。典型的には、免
疫化剤及び／又はアジュバントを複数回皮下又は腹腔内
注射により、哺乳動物に注射する。免疫化剤は、ＰＲＯ
ポリペプチド又はその融合タンパク質を含みうる。免疫
化剤を免疫化された哺乳動物において免疫原性が知られ
ているタンパク質に抱合させるのが有用である。このよ
うな免疫原タンパク質の例は、これらに限られないが、
キーホールリンペットヘモシアニン、血清アルブミン、
ウシサイログロブリン及び大豆トリプシンインヒビター
が含まれる。使用され得るアジュバントの例には、フロ
イント完全アジュバント及びＭＰＬ-ＴＤＭアジュバン
ト(モノホスホリル脂質Ａ、合成トレハロースジコリノ
ミコラート)が含まれる。免疫化プロトコールは、過度
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の実験なく当業者により選択されるであろう。
【００７１】２．モノクローナル抗体
あるいは、抗-ＰＲＯ抗体はモノクローナル抗体であっ
てもよい。モノクローナル抗体は、Kohler及びMilstei
n, Nature, 256:495 (1975)に記載されているようなハ
イブリドーマ法を使用することで調製することができ
る。ハイブリドーマ法では、マウス、ハムスター又は他
の適切な宿主動物を典型的には免疫化剤により免疫化す
ることで、免疫化剤に特異的に結合する抗体を生成する
かあるいは生成可能なリンパ球を誘発する。また、リン
パ球をインビトロで免疫化することもできる。免疫化剤
は、典型的にはＰＲＯポリペプチド又はその融合タンパ
ク質を含む。一般にヒト由来の細胞が望まれる場合には
末梢血リンパ球(「ＰＢＬ」)が使用され、あるいは非ヒ
ト哺乳動物源が望まれている場合は、脾臓細胞又はリン
パ節細胞が使用される。次いで、ポリエチレングリコー
ル等の適当な融合剤を用いてリンパ球を不死化株化細胞
と融合させ、ハイブリドーマ細胞を形成する［Goding,M
onoclonal Antibodies: Principles and Practice, Aca
demic Press, (1986) pp. 59-103］。不死化株化細胞
は、通常は、形質転換した哺乳動物細胞、特に齧歯動
物、ウシ、及びヒト由来の骨髄腫細胞である。通常、ラ
ット又はマウスの骨髄腫株化細胞が使用される。ハイブ
リドーマ細胞は、好ましくは、未融合の不死化細胞の生
存又は成長を阻害する一又は複数の物質を含有する適切
な培養培地で培養される。例えば、親細胞が、酵素のヒ
ポキサンチングアニンホスホリボシルトランスフェラー
ゼ(HGPRT又はHPRT)を欠いていると、ハイブリドーマの
培養培地は、典型的には、ヒポキサチン、アミノプチリ
ン及びチミジンを含み(「ＨＡＴ培地」)、この物質がＨ
ＧＰＲＴ欠乏性細胞の増殖を阻止する。好ましい不死化
株化細胞は、効率的に融合し、選択された抗体生成細胞
による安定した高レベルの抗体発現を支援し、ＨＡＴ培
地のような培地に対して感受性である。より好ましい不
死化株化細胞はマウス骨髄腫株であり、これは例えばカ
リフォルニア州サンディエゴのSalk Institute Cell Di
stribution Centerやバージニア州マナッサスのアメリ
カン・タイプ・カルチャー・コレクションより入手可能
である。ヒトモノクローナル抗体を生成するためのヒト
骨髄腫及びマウス-ヒト異種骨髄腫株化細胞も記載され
ている［Kozbor, J. Immunol., 133:3001 (1984)；Brod
eur等, Monoclonal Antibody Production Techniques a
nd Applications, Marcel Dekker, Inc., New York, (1
987) pp. 51-63］。
【００７２】次いでハイブリドーマ細胞が培養される培
養培地を、ＰＲＯに対するモノクローナル抗体の存在に
ついてアッセイする。好ましくは、ハイブリドーマ細胞
によって生成されたモノクローナル抗体の結合特異性は
免疫沈降又はラジオイムノアッセイ(ＲＩＡ)や酵素結合
免疫測定法(ＥＬＩＳＡ)等のインビトロ結合検定法によ
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って測定する。このような技術及びアッセイは、当該分
野において既知である。モノクローナル抗体の結合親和
性は、例えばMunson及びPollard, Anal. Biochem., 10
7:220 (1980)によるスキャッチャード分析法によって測
定することができる。所望のハイブリドーマ細胞が同定
された後、クローンを制限希釈工程によりサブクローニ
ングし、標準的な方法で成長させることができる［Godi
ng, 上掲］。この目的のための適当な培地には、例え
ば、ダルベッコの改変イーグル培地及びＲＰＭＩ-１６
４０倍地が含まれる。あるいは、ハイブリドーマ細胞は
哺乳動物においてインビボで腹水として成長させること
もできる。サブクローンによって分泌されたモノクロー
ナル抗体は、例えばプロテインＡ-セファロース法、ヒ
ドロキシルアパタイトクロマトグラフィー法、ゲル電気
泳動法、透析法又はアフィニティークロマトグラフィー
等の従来の免疫グロブリン精製方法によって培養培地又
は腹水液から単離又は精製される。また、モノクローナ
ル抗体は、組換えＤＮＡ法、例えば米国特許第4,816,56
7号に記載された方法により作成することができる。本
発明のモノクローナル抗体をコードするＤＮＡは、常套
的な方法を用いて(例えば、マウス抗体の重鎖及び軽鎖
をコードする遺伝子に特異的に結合可能なオリゴヌクレ
オチドプローブを使用して)、容易に単離し配列決定す
ることができる。本発明のハイブリドーマ細胞はそのよ
うなＤＮＡの好ましい供給源となる。ひとたび単離され
たら、ＤＮＡは発現ベクター内に配することができ、こ
れが宿主細胞、例えばサルＣＯＳ細胞、チャイニーズハ
ムスター卵巣(ＣＨＯ)細胞、あるいは免疫グロブリンタ
ンパク質を生成等しない骨髄腫細胞内に形質移入され、
組換え宿主細胞内でモノクローナル抗体の合成をするこ
とができる。また、ＤＮＡは、例えば相同マウス配列に
換えてヒト重鎖及び軽鎖定常ドメインのコード配列を置
換することにより［米国特許第4,816,567号；Morrison
等, 上掲］、又は免疫グロブリンコード配列に非免疫グ
ロブリンポリペプチドのコード配列の一部又は全部を共
有結合することにより修飾することができる。このよう
な非免疫グロブリンポリペプチドは、本発明の抗体の定
常ドメインに置換でき、あるいは本発明の抗体の１つの
抗原結合部位の可変ドメインに置換でき、キメラ性二価
抗体を生成する。抗体は一価抗体であってもよい。一価
抗体の調製方法は当該分野においてよく知られてる。例
えば、一つの方法は免疫グロブリン軽鎖と修飾重鎖の組
換え発現を含む。重鎖は一般的に、重鎖の架橋を防止す
るようにＦｃ領域の任意の点で切断される。あるいは、
関連するシステイン残基を他のアミノ酸残基で置換する
か欠失させて架橋を防止する。一価抗体の調製にはイン
ビトロ法がまた適している。抗体の消化による、その断
片、特にＦａｂ断片の生成は、当該分野において知られ
ている慣用的技術を使用して達成できる。
【００７３】３．ヒト及びヒト化抗体
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本発明の抗-ＰＲＯ抗体は、さらにヒト化抗体又はヒト
抗体を含む。非ヒト(例えばマウス)抗体のヒト化形と
は、キメラ免疫グロブリン、免疫グロブリン鎖あるいは
その断片(例えばＦｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ'、Ｆ(ａｂ')

２

あるいは抗体の他の抗原結合サブ配列)であって、非ヒ
ト免疫グロブリンに由来する最小配列を含むものであ
る。ヒト化抗体はレシピエントの相補性決定領域(ＣＤ
Ｒ)の残基が、マウス、ラット又はウサギのような所望
の特異性、親和性及び能力を有する非ヒト種(ドナー抗
体)のＣＤＲの残基によって置換されたヒト免疫グロブ
リン(レシピエント抗体)を含む。幾つかの例では、ヒト
免疫グロブリンのＦｖフレームワーク残基は、対応する
非ヒト残基によって置換されている。また、ヒト化抗体
は、レシピエント抗体にも、移入されたＣＤＲもしくは
フレームワーク配列にも見出されない残基を含んでいて
もよい。一般に、ヒト化抗体は、全てあるいはほとんど
全てのＣＤＲ領域が非ヒト免疫グロブリンのものに対応
し、全てあるいはほとんど全てのＦＲ領域がヒト免疫グ
ロブリンコンセンサス配列のものである、少なくとも１
つ、典型的には２つの可変ドメインの実質的に全てを含
む。ヒト化抗体は、最適には免疫グロブリン定常領域
(Ｆｃ)、典型的にはヒトの免疫グロブリンの定常領域の
少なくとも一部を含んでなる［Jones等, Nature, 321:5
22-525 (1986); Riechmann等, Nature, 332:323-329 (1
988); 及びPresta, Curr. Op Struct. Biol., 2:593-59
6 (1992)］。
【００７４】非ヒト抗体をヒト化する方法はこの分野で
よく知られている。一般的に、ヒト化抗体には非ヒト由
来の一又は複数のアミノ酸残基が導入される。これら非
ヒトアミノ酸残基は、しばしば、典型的には「移入」可
変ドメインから得られる「移入」残基と称される。ヒト
化は基本的に齧歯動物のＣＤＲ又はＣＤＲ配列でヒト抗
体の該当する配列を置換することによりウィンター(Win
ter)及び共同研究者［Jones等, Nature, 321:522-525 
(1986)；Riechmann等, Nature, 332:323-327 (1988)；V
erhoeyen等, Science, 239:1534-1536 (1988)］の方法
に従って実施される。よって、このような「ヒト化」抗
体は、無傷のヒト可変ドメインより実質的に少ない分が
非ヒト種由来の対応する配列で置換されたキメラ抗体
(米国特許第4,816,567号)である。実際には、ヒト化抗
体は典型的には幾つかのＣＤＲ残基及び場合によっては
幾つかのＦＲ残基が齧歯類抗体の類似する部位からの残
基によって置換されたヒト抗体である。また、ヒト抗体
は、ファージ表示ライブラリ［Hoogenboom及びWinter, 
J. Mol. Biol., 227:381 (1991)；Marks等, J. Mol. Bi
ol., 222:581 (1991)］を含むこの分野で知られた種々
の方法を用いて作成することもできる。また、Cole等及
びBoerner等の技術も、ヒトモノクローナル抗体の調製
に利用することができる［Cole等, Monoclonal Antibod
ies and Cancer Therapy, Alan R. Liss. p.77(1985)；
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Boerner等, J. Immunol., 147(1)：86-95(1991)；米国
特許第5,750,373号］。同様に、ヒト抗体はヒト免疫グ
ロブリン座位をトランスジェニック動物、例えば内在性
免疫グロブリン遺伝子は部分的又は完全に不活性化して
マウスに導入することにより産生することができる。投
与の際に、遺伝子再配列、組立、及び抗体レパートリー
を含むあらゆる観点においてヒトに見られるものに非常
に類似しているヒト抗体の生産が観察される。このアプ
ローチは、例えば米国特許第5,545,807号；同第5,545,8
06号；同第5,569,825号；同第5,625,126号；同第5,633,
425号；同第5,661,016号、及び次の科学文献：Marks等,
 Bio/Technology 10,779-783 (1992); Lonberg等, Natu
re 368 856-859 (1994); Morrison, Nature 368, 812-1
3 (1994); Fishwild等, Nature Biotechnology 14, 845
-51 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14, 82
6 (1996); Lonberg及びHuszar, Intern. Rev. Immunol.
 13 65-93 (1995)に記載されている。また、抗体は上述
した既知の選択及び／又は突然変異誘発を使用し、親和
成熟させてもよい。好ましい親和成熟抗体は、成熟抗体
が調製される(一般的にマウス、ヒト化又はヒトの)出発
抗体のものよりも、５倍、より好ましくは１０倍、さら
に好ましくは２０又は３０倍の親和性を有する。
【００７５】４．二重特異性抗体
二重特異性抗体は、少なくとも２つの異なる抗原に対し
て結合特異性を有するモノクローナル抗体、好ましくは
ヒトもしくはヒト化抗体である。本ケースにおいて、結
合特異性の一方はＰＲＯに対してであり、他方は任意の
他の抗原、好ましくは細胞表面タンパク質又はレセプタ
ー又はレセプターサブユニットに対してである。二重特
異性抗体を作成する方法は当該技術分野において周知で
ある。伝統的には、二重特異性抗体の組換え生産は、二
つの重鎖が異なる特異性を持つ二つの免疫グロブリン重
鎖／軽鎖対の同時発現に基づく(Milstein及びCuello, N
ature, 305:537-539[1983])。免疫グロブリンの重鎖と
軽鎖を無作為に取り揃えるため、これらハイブリドーマ
(クアドローマ)は１０種の異なる抗体分子の潜在的混合
物を生成し、その内一種のみが正しい二重特異性構造を
有する。正しい分子の精製は、アフィニティークロマト
グラフィー工程によって通常達成される。同様の手順が
1993年5月13日公開のWO 93/08829、及びTraunecker等, 
EMBO J.,10:3655-3659 (1991)に開示されている。所望
の結合特異性(抗体-抗原結合部位)を有する抗体可変ド
メインを免疫グロブリン定常ドメイン配列に融合でき
る。融合は、好ましくは少なくともヒンジ部、ＣＨ２及
びＣＨ３領域の一部を含む免疫グロブリン重鎖定常ドメ
インとのものである。少なくとも一つの融合には軽鎖結
合に必要な部位を含む第一の重鎖定常領域(ＣＨ１)が存
在することが望ましい。免疫グロブリン重鎖融合をコー
ドするＤＮＡ、及び望むのであれば免疫グロブリン軽鎖
を、別々の発現ベクターに挿入し、適当な宿主生物に同
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時形質移入する。二重特異性抗体を作成するための更な
る詳細については、例えばSuresh等, Methods in Enzym
ology, 121:210(1986)を参照されたい。
【００７６】WO 96/27011に記載された他のアプローチ
によれば、一対の抗体分子間の界面を操作して組換え細
胞培養から回収される異種二量体の割合を最大にするこ
とができる。好適な界面は抗体定常ドメインのＣＨ３領
域の少なくとも一部を含む。この方法では、第１抗体分
子の界面からの一又は複数の小さいアミノ酸側鎖がより
大きな側鎖(例えばチロシン又はトリプトファン)と置き
換えられる。大きな側鎖と同じ又は類似のサイズの相補
的「キャビティ」は、大きなアミノ酸側鎖が小さいもの
(例えばアラニン又はスレオニン)と置き換えられた第２
の抗体分子の界面に作り出される。これにより、ホモダ
イマーのような不要の他の最終産物に対してヘテロダイ
マーの収量を増大させるメカニズムが提供される。二重
特異性抗体は、全長抗体又は抗体断片(例えば、Ｆ(ａ
ｂ')

２
二重特異性抗体)として調製できる。抗体断片か

ら二重特異性抗体を産生する技術もまた文献に記載され
ている。例えば、化学結合を使用して二重特異性抗体を
調製することができる。Brennan等, Science, 229:81 
(1985) は無傷の抗体をタンパク分解性に切断してＦ(ａ
ｂ')

２
断片を産生する手順を記述している。これらの断

片は、ジチオール錯体形成剤亜砒酸ナトリウムの存在下
で還元して近接ジチオールを安定化させ、分子間ジスル
フィド形成を防止する。産生されたＦａｂ'断片はつい
でチオニトロベンゾアート(ＴＮＢ)誘導体に転換され
る。Ｆａｂ'-ＴＮＢ誘導体の一つをついでメルカプトエ
チルアミンでの還元によりＦａｂ'-チオールに再転換
し、他のＦａｂ'-ＴＮＢ誘導体の等モル量と混合して二
重特異性抗体を形成する。作られた二重特異性抗体は酵
素の選択的固定化用の薬剤として使用することができ
る。
【００７７】大腸菌からＦａｂ'断片を直接回収でき、
これは化学的に結合して二重特異性抗体を形成すること
ができる。Shalaby等, J. Exp. Med., 175:217-225 (19
92)は完全にヒト化された二重特異性抗体Ｆ(ａｂ')２分
子の製造を記述している。各Ｆａｂ'断片は大腸菌から
別個に分泌され、インビトロで定方向化学共役を受けて
二重特異性抗体を形成する。このようにして形成された
二重特異性抗体は、正常なヒトＴ細胞及びＥｒｂＢ２レ
セプターを過剰発現する細胞に結合可能で、ヒト乳房腫
瘍標的に対するヒト細胞障害性リンパ球の細胞溶解活性
の誘因となる。組換え細胞培養から直接的に二重特異性
抗体断片を作成し分離する様々な技術もまた記述されて
いる。例えば、二重特異性抗体はロイシンジッパーを使
用して生産されている。Kostelnyら, J.Immunol. 148
(5):1547-1553 (1992)。Ｆｏｓ及びＪｕｎタンパク質か
らのロイシンジッパーペプチドを遺伝子融合により二つ
の異なった抗体のＦａｂ'部分に結合させる。抗体ホモ
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ダイマーをヒンジ領域で還元してモノマーを形成し、つ
いで再酸化して抗体ヘテロダイマーを形成する。この方
法はまた抗体ホモダイマーの生産に対して使用すること
ができる。Hollingerら, Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 9
0:6444-6448 (1993)により記述された「ダイアボディ」
技術は二重特異性抗体断片を作成する別のメカニズムを
提供した。断片は、同一鎖上の２つのドメイン間の対形
成を可能にするには十分に短いリンカーにより軽鎖可変
ドメイン(Ｖ

Ｌ
)に重鎖可変ドメイン(Ｖ

Ｈ
)を結合してな

る。従って、一つの断片のＶ
Ｈ
及びＶ

Ｌ
ドメインは他の

断片の相補的Ｖ
Ｌ
及びＶ

Ｈ
ドメインと強制的に対形成さ

せられ、２つの抗原結合部位を形成する。単鎖Ｆｖ(ｓ
Ｆｖ)ダイマーの使用により二重特異性抗体断片を製造
する他の方策もまた報告されている。Gruberら, J.Immu
nol. 152:5368 (1994)を参照されたい。
【００７８】二価より多い抗体も考えられる。例えば、
三重特異性抗体を調製することができる。Tuttら J.Imm
unol. 147:60(1991)。例示的な二重特異性抗体は、ここ
に与えられたＰＲＯポリペプチドの２つの異なるエピト
ープに結合しうる。あるいは、抗-ＰＲＯアームは、特
定のＰＲＯポリペプチド発現細胞に細胞防御メカニズム
を集中させるように、Ｔ細胞レセプター分子(例えばＣ
Ｄ２、ＣＤ３、ＣＤ２８、又はＢ７)等の白血球上のト
リガー分子又はＦｃγＲＩ(ＣＤ６４)、ＦｃγＲＩＩ
(ＣＤ３２)及びＦｃγＲＩＩＩ(ＣＤ１６)等のＩｇＧ
(ＦｃγＲ)に対するＦｃレセプターに結合するアームと
結合しうる。また、二重特異性抗体は特定のＰＲＯポリ
ペプチドを発現する細胞に細胞障害薬を局在化させるた
めにも使用されうる。これらの抗体はＰＲＯポリペプチ
ド結合アーム及び細胞障害薬又は放射性キレート化剤、
例えばＥＯＴＵＢＥ、ＤＰＴＡ、ＤＯＴＡ、又はＴＥＴ
Ａと結合するアームを有する。関心ある他の二重特異性
抗体はＰＲＯポリペプチドに結合し、そしてさらに組織
因子(ＴＦ)に結合する。
【００７９】５．ヘテロ抱合体抗体
ヘテロ抱合抗体は２つの共有結合した抗体からなる。こ
のような抗体は、例えば、免疫系細胞を不要な細胞に対
してターゲティングさせるため［米国特許第4,676,980
号］及びＨＩＶ感染の治療のために［WO 91/00360; WO 
92/200373; EP 03089］提案されている。この抗体は、
架橋剤に関連したものを含む合成タンパク化学における
既知の方法を使用して、インビトロで調製することがで
きると考えられる。例えば、ジスルフィド交換反応を使
用するか又はチオエーテル結合を形成することにより、
免疫毒素を作成することができる。この目的に対して好
適な試薬の例には、イミノチオレート及びメチル-４-メ
ルカプトブチリミデート、及び例えば米国特許第4,676,
980号に開示されているものが含まれる。
【００８０】６．エフェクター機能の加工
本発明の抗体をエフェクター機能について改変し、例え
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ば免疫関連疾患の治療における抗体の有効性を向上させ
るのが望ましい。例えば、システイン残基をＦｃ領域に
導入し、それにより、この領域に鎖間ジスルフィド結合
を形成させるようにしてもよい。そのようにして生成さ
れた同種二量体抗体は、向上した内部移行能力及び／又
は増加した補体媒介細胞殺傷及び抗体-依存性細胞性細
胞毒性(ＡＤＣＣ)を有しうる。Caron等, J. Exp. Med. 
176: 1191-1195 (1992)及びShopes, B. J. Immunol. 14
8: 2918-2922 (1992)参照。向上した抗腫瘍活性を持つ
同種二量体抗体はまた、Wolff等, Cancer Research 53:
 2560-2565 (1993)に記載されたような異種二官能性架
橋を用いても調製しうる。あるいは、抗体は、２つのＦ
ｃ領域を有するように加工して、それにより補体溶解及
びＡＤＣＣ能力を向上させることもできる。Stevenson
等, Anti-Cancer Drug Design 3: 219-230 (1989)参
照。
【００８１】７．免疫複合体
本発明はまた、化学療法剤、毒素(例えば、細菌、真
菌、植物又は動物由来の酵素活性毒素、又はその断片)
などの細胞障害薬、あるいは放射性同位体(即ち、放射
性抱合)に抱合された抗体を含む免疫複合体にも関す
る。このような免疫抱合体の生成に有用な化学療法剤は
上記した。用いることのできる酵素活性毒素及びその断
片は、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合活性断
片、(緑膿菌からの)外毒素Ａ鎖、リシンＡ鎖、アブリン
Ａ鎖、モデクシン(modeccin)Ａ鎖、アルファ-サルシ
ン、アレウリテス・フォーディ(Aleurites fordii)タン
パク質、ジアンチン(dianthin)タンパク質、フィトラカ
・アメリカーナ(Phytolaca americana)タンパク質(ＰＡ
ＰＩ、ＰＡＰＩＩ、及びＰＡＰ-Ｓ)、モモルディカ・チ
ャランチア(momordica charantia)インヒビター、クル
シン(curcin)、クロチン(crotin)、サパオナリア・オフ
ィシナリス(sapaonaria oficinalis)インヒビター、ゲ
ロニン(gelonin)、ミトゲリン(mitogellin)、レストリ
クトシン(restrictocin)、フェノマイシン(phenomyci
n)、エノマイシン(enomycin)及びトリコテセン(tricoth
ecene)を含む。様々な放射性ヌクレオチドが放射性抱合
抗体の生成に利用可能である。例として、２１２Ｂｉ、
１３１Ｉ、１３１Ｉｎ、９０Ｙ及び１８６Ｒｅを含む。
抗体及び細胞障害薬の抱合体は、種々の二官能性タンパ
ク質カップリング剤、例えば、Ｎ-スクシンイミジル-３
-(２-ピリジルジチオール)プロピオネート(ＳＰＤＰ)、
イミノチオラン(ＩＴ)、イミドエステルの二官能性誘導
体(ジメチルアジピミデートＨＣＬ等)、活性エステル
(ジスクシンイミジルスベレート等)、アルデヒド(グル
タルアルデヒド等)、ビス-アジド化合物(ビス(ｐ-アジ
ドベンゾイル)ヘキサンジアミン等)、ビス-ジアゾニウ
ム誘導体(ビス-(ｐ-ジアゾニウムベンゾイル)-エチレン
ジアミン等)、ジイソシアネート(トリエン２，６-ジイ
ソシアネート等)、及びビス-活性フッ素化合物(１,５-
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ジフルオロ-２,４-ジニトロベンゼン等)を用いて作成で
きる。例えば、リシン免疫毒素は、Vitetta等, Science
 238: 1098 (1987)に記載されたように調製することが
できる。カーボン-１４-標識１-イソチオシアナトベン
ジル-３-メチルジエチレントリアミン五酢酸(ＭＸ-ＤＴ
ＰＡ)は、放射性ヌクレオチドの抗体への抱合のための
キレート剤の例である。WO 94/11026参照。他の実施態
様では、組織の予備標的化で使用するために、抗体は
「レセプター」(ストレプトアビジン等)に抱合されても
よく、抗体-レセプター抱合体は患者に投与され、次い
で清澄化剤を用いて未結合抱合体を循環から除去し、次
に細胞毒性薬(放射性ヌクレオチド等)に抱合された「リ
ガンド」(アビジン等)を投与する。
【００８２】８．免疫リポソーム
また、ここに開示するタンパク質、抗体は、免疫リポソ
ームとして調製してもよい。抗体を含むリポソームは、
Epstein等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:3688 (19
85); Hwang等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 4030
 (1980); 及び米国特許第4,485,045号及び同第4,544,54
5号に記載されたような、この分野で知られた方法で調
製される。向上した循環時間を持つリポソームは、米国
特許第5,013,556号に開示されている。特に有用なリポ
ソームは、ホスファチジルコリン、コレステロール及び
ＰＥＧ-誘導ホスファチジルエタノールアミン(ＰＥＧ-
ＰＥ)を含む脂質組成物での逆相蒸発法によって生成さ
れる。リポソームは、定められた孔サイズのフィルター
を通して押し出され、所望の径を有するリポソームが生
成される。本発明の抗体のＦａｂ’断片は、Martin等, 
J. Biol. Chem. 257: 286-288 (1982)に記載されている
ように、ジスルフィド交換反応を介してリポソームに抱
合され得る。化学治療剤(ドキソルビシン等)は、場合に
よってはリポソーム内に包含される。Gabizon等, J. Na
tional Cancer Inst. 81(19) 1484 (1989)参照。
【００８３】Ｍ．抗体の製薬組成物
本発明の活性ＰＲＯ分子(例えばＰＲＯポリペプチド、
抗-ＰＲＯ抗体、及び／又はその変異体)、並びに上述の
スクリーニングアッセイで同定された他の分子は、免疫
関連疾患の治療のために、製薬組成物の形態で投与する
ことができる。本発明の活性ＰＲＯ分子、好ましくはポ
リペプチド又は抗体の治療用製剤は、所望される程度の
純度を持つ活性分子を、親油性製剤又は水性溶液の形態
で、任意の製薬上許容される担体、賦形剤又は安定化剤
と混合することにより調製され保存される(Remington's
 Pharmaceutical Science 16th edition, Osol, A. Ed.
[1980])。許容される担体、賦形剤、又は安定化剤は、
用いられる用量及び濃度で受容者に非毒性であり、リン
酸、クエン酸、及び他の有機酸などのバッファー；アス
コルビン酸及びメチオニンを含む酸化防止剤；防腐剤
(オクタデシルジメチルベンジルアンモニウムクロイ
ド；ヘキサメトニウムクロイド；ベンズアルコニウムク
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ロイド；ベンズエトニウムクロイド；フェノール；ブチ
ル又はベンジルアルコール；メチル又はプロピルパラベ
ン等のアルキルパラベン；カテコール；レゾルシノー
ル；シクロヘキサノール；３-ペンタノール；及びｍ-ク
レゾールなど)；低分子量(約１０残基未満)ポリペプチ
ド；血清アルブミン、ゼラチン、又は免疫グロブリン等
のタンパク質；ポリビニルピロリドン等の親水性ポリマ
ー；グリシン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチジ
ン、アルギニン、又はリシン等のアミノ酸；グルコー
ス、マンノース、又はデキストリンを含む単糖類、二糖
類、及び他の炭水化物；ＥＤＴＡ等のキレート剤；スク
ロース、マンニトール、トレハロース又はソルビトール
などの糖；ナトリウムなどの塩形成対イオン；金属錯体
(例えば、Ｚｎ-タンパク質錯体)；及び／又はトゥイー
ン(TWEEN)(商品名)、プルロニクス(PLURONICS)(商品
名)、及びポリエチレングリコール(ＰＥＧ)等の非イオ
ン性界面活性剤を含む。ここで開示されたスクリーニン
グアッセイで同定された化合物は、同様の方式でこの分
野で知られた標準技術を用いて製剤することができる。
リポフェクション又はリポソームもＰＲＯ分子を細胞に
導入するのに使用できる。抗体断片が用いられる場合、
標的タンパク質の結合ドメインに特異的に結合する最小
阻害断片が好ましい。例えば、抗体の可変領域配列に基
づいて、標的タンパク質配列に結合する能力を保持した
ペプチド分子が設計できる。このようなペプチドは、化
学的に合成でき、又は組換えＤＮＡ技術によって生成で
きる。(例えば、Marasco等, Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA 90, 7889-7893 [1993]を参照のこと)。
【００８４】ここでの製剤は、治療すべき特定の徴候に
必要な場合に１以上の活性化合物、好ましくは互いに悪
影響を及ぼさない相補的活性を持つものも含んでよい。
あるいは、又はそれに加えて、組成物は、細胞障害薬、
サイトカイン又は成長阻害剤を含んでもよい。これらの
分子は、適切には、意図する目的に有効な量の組み合わ
せで存在する。また、活性ＰＲＯ分子は、例えばコアセ
ルベーション技術により又は界面重合により調製された
マイクロカプセル、例えば、各々ヒドロキシメチルセル
ロース又はゼラチン-マイクロカプセル及びポリ(メタク
リル酸メチル)マイクロカプセル中、コロイド状薬物送
達系(例えば、リポソーム、アルブミン小球、マイクロ
エマルション、ナノ粒子及びナノカプセル)中、又はマ
イクロエマルション中に包括されていてもよい。これら
の技術は、Remington's Pharmaceutical Science16th e
dition, Osol, A. Ed. (1980)に開示されている。イン
ビボ投与に使用される製剤は無菌でなけらばならない。
これは、滅菌濾過膜を通した濾過により容易に達成され
る。徐放性製剤又はＰＲＯ分子を調製してもよい。徐放
性製剤の好適な例は、抗体を含有する固体疎水性ポリマ
ーの半透性マトリクスを含み、このマトリクスは成形さ
れた物品、例えばフィルム、又はマイクロカプセルの形
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状である。除放性マトリクスの例は、ポリエステル、ヒ
ドロゲル(例えば、ポリ(２-ヒドロキシエチル-メタクリ
レート)又はポリ(ビニルアルコール))、ポリアクチド
(米国特許第3,773,919号)、Ｌ-グルタミン酸とgethyl-
Ｌ-グルタマートのコポリマー、非分解性エチレン-酢酸
ビニル、LUPRON DEPOT(商品名)(乳酸-グリコール酸コポ
リマーと酢酸リュープロリドからなる注射可能なマイク
ロスフェア)などの分解性乳酸-グリコール酸コポリマ
ー、ポリ-(Ｄ)-(-)-３-ヒドロキシブチル酸を含む。エ
チレン-酢酸ビニル及び乳酸-グリコール酸などのポリマ
ーは分子を１００日に渡って放出することができるが、
ある種のヒドロゲルはより短時間でタンパク質を放出し
てしまう。カプセル化された抗体が身体内に長時間残る
と、それらは３７℃の水分に露出されることにより変性
又は凝集し、その結果、生物学的活性の低下及び起こり
うる免疫原性の変化をもたらす。合理的な方法は、含ま
れる機構に依存する安定化について工夫することができ
る。例えば、凝集機構がチオ-ジスルフィド交換を通し
た分子間Ｓ-Ｓ結合形成であると発見された場合、安定
化はスルフヒドリル残基の修飾、酸性溶液からの凍結乾
燥、水分含有量の制御、適切な添加剤の付加、及び特異
的ポリマーマトリクス組成物の開発によって達成されう
る。
【００８５】Ｎ．治療方法
本発明のＰＲＯポリペプチド、抗体及び他の活性物質
は、組織への炎症細胞の浸潤、Ｔ細胞の増殖の刺激、Ｔ
細胞の増殖の阻害、血管透過性の増加又は低減又はそれ
らの阻害によって特徴付けられるものを含む、Ｔ細胞媒
介疾患等の種々の免疫関連疾患及び病状を治療するため
に使用できると考えられる。本発明のＰＲＯポリペプチ
ド、抗体及び他の化合物で治療される病状又は疾患の例
には、限定するものではないが、全身性紅斑性狼瘡、リ
ウマチ様関節炎、若年性慢性関節炎、骨関節症、脊椎関
節症、全身性硬化症(強皮症)、特発性炎症ミオパシー
(皮膚筋炎、多発性筋炎)、シェーグレン症候群、全身性
血管炎症症(systemic vasculitis)、サルコイドーシ
ス、自己免疫性溶血性貧血(免疫再生不良性貧血、発作
性夜間血色素尿)、自己免疫性血小板減少(特発性血小板
減少性紫斑病、免疫仲介血小板減少)、甲状腺炎(グレー
ブス疾患、ハシモト甲状腺炎、若年性リンパ球性甲状腺
炎、萎縮性甲状腺炎)、真性糖尿病、免疫仲介腎疾患(糸
球体腎炎、尿細管間質性腎炎)、例えば多発性硬化症の
ような中枢及び末梢神経系の脱髄疾患、特発性脱髄性多
発神経障害、又はギラン-バレー症候群、及び慢性炎症
脱髄性多発神経障害、肝疾患、例えば伝染性肝炎(Ａ
型、Ｂ型、Ｃ型、Ｄ型、Ｅ型肝炎及び他の非肝炎性(non
hepatotropic)ウィルス)、自己免疫性慢性活性肝炎、原
発性胆汁性肝硬変症、肉芽腫性肝炎、及び硬化性胆管
炎、炎症性腸疾患(潰瘍性大腸炎；クローン病)、グルテ
ン過敏性腸疾患、ウィップル病、水疱性皮膚疾患、多形



(52) 特開２００３－１８０３８１

10

20

30

40

50

70
性紅斑及び接触性皮膚炎を含む自己免疫又は免疫媒介皮
膚疾患、乾癬、喘息、アレルギー性鼻炎、アトピー性皮
膚炎、食物過敏症及び蕁麻疹等のアレルギー性疾患、好
球性肺炎、特発性肺線維症及び過敏性肺炎のような肺の
免疫疾患、拒絶反応及び移植片対宿主疾患を含む移植関
連疾患が含まれる。全身性紅斑性狼瘡において、疾患の
中心媒介物は自己タンパク質／組織に対する自己反応性
抗体の産出であり、続いて、免疫媒介炎症が生じ、抗体
は直接的又は間接的に組織傷害を媒介する。しかし、Ｔ
リンパ球は組織ダメージに直接関与しないことが示され
ており、Ｔリンパ球は自己反応性抗体の発育に必要であ
る。よって、疾患の発生はＴリンパ球に依存している。
腎臓、肺、筋骨格、皮膚粘膜、眼、中枢神経系、心臓血
管系、胃腸管、骨髄及び血液を含む複数の器官及び系が
臨床的な影響を受ける。
【００８６】リウマチ様関節炎(ＲＡ)は、主に複数の関
節の滑膜に係る慢性全身性自己免疫疾患であり、結果と
して関節軟骨に傷害が生じる。病原はＴリンパ球依存で
あり、リウマチ因子、自己ＩｇＧに指向する自己抗体の
生成を付随し、結果として関節体液及び血液において高
レベルに達する免疫複合体が形成される。関節における
これらの複合体は、滑膜へのリンパ球及び単球の顕著な
浸潤と、続いての顕著な滑膜変化を誘発しうる；多数の
好中球の添加により同様の細胞で浸潤されるならば関節
空間／体液でもである。影響を受けている組織は、多く
の場合対照的なパターンで主に関節である。しかしなが
ら、２つの主な形態の関節外疾患も生じる。一方の形態
は進行中の進行性関節疾患及び肺線維症の局部的障害、
血管炎、及び皮膚潰瘍を伴う関節外障害の発達である。
関節外疾患の第２の形態はいわゆるフェルティー症候群
であり、ＲＡ疾患経路の末期、時々は関節疾患が鎮静し
た後に生じ、好中球減少、血小板減少及び脾肥大の存在
に関与する。これは、梗塞、皮膚潰瘍及び壊疽の形成を
伴う多数の器官及び血管炎に付随する。多くの場合、患
者では、発病している関節上にある皮下組織にリウマチ
様小結節が発達し；小結節は、混合炎症細胞浸潤に包囲
された壊死性中心を有する。ＲＡで生じる可能性のある
他の徴候には：心外膜炎、胸膜炎、冠動脈炎、肺線維症
を伴う間質性肺炎、乾性角結膜炎、及びリウマチ様小結
節が含まれる。若年性慢性関節炎は、多く場合１６才以
下で発症する慢性特発性炎症疾患である。その表現型は
ＲＡといくつかの類似点があり；リウマチ因子がポジテ
ィブである患者の中には若年性リウマチ様関節炎に分類
されるものもいる。この疾患は主な３つのカテゴリー：
小関節(pauciarticular)、多関節(polyarticular)及び
全身性ものに亜分類される。関節炎は重度で局所的な破
壊が生じ、関節強直症及び遅延成長に至るおそれもあ
る。他の徴候には慢性前ブドウ膜炎及び全身性アミロイ
ド症が含まれる。
【００８７】脊椎関節症は、一般的にＨＬＡ-Ｂ２７遺
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伝子生成物の発現に関連した、いくつかの共通した臨床
的特徴を有する疾患のグループである。疾患には：強直
症、脊椎炎(sponylitis)、ライター症候群(反応性関節
炎)、炎症性大腸疾患に関連した関節炎、乾癬に関連し
た脊椎炎、若年発生脊椎関節症及び未分化脊椎関節症が
含まれる。区別する特徴には、脊椎炎を伴うか伴わない
仙腸関節炎；ＨＬＡ-Ｂ２７(血清学的には、クラスＩ 
ＭＨＣのＨＬＡ-Ｂ座位にある定義された対立遺伝子)を
伴う炎症非対称性関節炎；眼の炎症、及び他のリウマチ
疾患に関連した自己抗体の不在が含まれる。疾患の誘導
における鍵として関わるほとんどの細胞はＣＤ８＋Ｔリ
ンパ球であり、クラスＩ ＭＨＣ分子により付与される
抗原を標的としている細胞である。ＣＤ８＋Ｔ細胞は、
ＭＨＣクラスＩ分子により発現した外来ペプチドである
かのように、クラスＩ ＭＨＣ対立遺伝子ＨＬＡ-Ｂ２７
と反応する。ＨＬＡ-Ｂ２７のエピトープが細菌性又は
他の微生物の抗原エピトープを模倣し、よってＣＤ８＋

Ｔ細胞の反応が誘発されると仮定されている。全身性硬
化症(強皮症)は病因がよく知られていない。疾患の特徴
は皮膚の硬化であり；これは活性化炎症プロセスにより
誘発される。強皮症は局部的又は全身的であり：血管障
害が一般的で、微小血管系における内皮細胞傷害は全身
性硬化症の発達における初期の重要な事象であり；血管
傷害は免疫媒介されうる。免疫学的基準では、皮膚障害
における単核細胞浸潤の存在、多くの患者において抗細
胞核抗体の存在を意味する。多くの場合、ＩＣＡＭ-１
は皮膚障害における線維芽細胞の細胞表面をアップレギ
ュレーションし、これらの細胞と相互作用するＴ細胞が
疾患の病因における役割を担っていることが示唆され
る。関連する他の器官には：胃腸管：萎縮症及び線維症
があり、結果として異常なぜん動／運動性となっている
平滑筋：腎臓：小弓形及び小葉間動脈に影響を及ぼし、
結果として腎皮質の血流が低下し、タンパク尿、高窒素
血尿及び高血圧になる同心性内皮下内膜増殖：骨格筋：
萎縮、間質性線維症：炎症：肺：間質性肺炎及び間質性
線維症：及び心臓：収縮バンド壊死、瘢痕／線維症が含
まれる。
【００８８】皮膚筋炎、多発性筋炎及び他のものを含む
特発性炎症ミオパシーは病因がよく知られていない慢性
筋肉炎症疾患であり、筋肉の弱化に至る。筋肉損傷／炎
症は多くの場合対称的で進行性である。自己抗体は多く
の形態と関連している。これらの筋炎特異的自己抗体
は、タンパク質合成に係る成分、タンパク質及びＲＮＡ
に対して産生されてその機能を阻害する。シェーグレン
症候群は、免疫媒介炎症、続く涙腺及び唾液腺の機能破
壊によるものである。この疾患は炎症結合組織疾患を伴
うか又は伴わない。この疾患は、双方ともが小ＲＮＡ-
タンパク質複合体であるＲｏ及びＬａ抗原に対する抗体
産出に関連している。障害により、結果として乾性角結
膜炎、bilary硬変を含む他の徴候又は会合を伴う口内乾
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燥、末梢又は感覚ニューロパシー、及び明白な紫斑病に
至る。全身性血管炎症症は主な障害が炎症で、続いて血
管にダメージを受け、結果として影響を受けた脈管によ
り供給される組織に虚血／壊死／変性が生じ、最終的な
末端器官ではいくつかのケースで機能障害になるといっ
た疾患である。また、第２の障害として血管炎(vasculi
tides)、又は他の免疫炎症媒介疾患、例えばリウマチ様
関節炎、全身性硬化症等、特に免疫複合体の形成に関連
した疾患等の続発症が生じるおそれがある。主な全身性
血管炎症症グループの疾患には：全身壊死性血管炎：多
動脈炎結節(polyarteritis nodosa)、アレルギー性脈管
炎、及び肉芽腫症、多脈管炎：ヴェゲナー肉芽腫症；リ
ンパ腫様肉芽腫症：及び巨細胞動脈炎が含まれる。種々
の血管炎には：粘膜皮膚リンパ節症候群(ＭＬＮＳ又は
川崎病)、単離したＣＮＳ血管炎、ベヘット(Behet's)
病、閉塞性血栓性血管炎(バージャー病)及び皮膚壊死性
細静脈炎(venulitis)が含まれる。列挙した血管炎のほ
とんどの種類の病原メカニズムは、主に脈管壁に免疫グ
ロブリン複合体が付着し、続いてＡＤＣＣ、補体活性又
は双方を介して炎症反応が誘発されることによると考え
られている。サルコイドーシスは、体内のほとんど任意
の組織中に類上皮細胞肉芽腫が存在し、肺ではほとんど
一般的に包含されることにより特徴付けられる、病因が
よく知られていない病状である。病原には疾患部位に活
性マクロファージ及びリンパ球が残留していることに関
連しており、続いてこれらの細胞種より放出される局部
的又は全身的活性物質の放出の結果として慢性続発症が
生じる。自己免疫性溶血性貧血、免疫再生不良性貧血、
発作性夜間血色素尿を含む自己免疫性溶血性貧血は、赤
血球細胞(いくつかのケースにおいは、血小板を含む他
の血液細胞)表面で発現する抗原と反応する抗体が産出
される結果によるものであり、補体媒介溶解及び／又は
ＡＤＣＣ／Ｆｃ-レセプター-媒介メカニズムを介して、
その抗体被覆細胞の除去に反映される。
【００８９】他の臨床的セッティング(setting)におけ
る血小板減少性紫斑病及び免疫仲介血小板減少を含む自
己免疫性血小板減少では、抗体又は補体が血小板に接合
し、続いて補体溶解、ＡＤＣＣ又はＦｃ-レセプター-媒
介メカニズムによる除去の結果として生じる。グレーブ
ス疾患、ハシモト甲状腺炎、若年性リンパ球性甲状腺
炎、萎縮性甲状腺炎を含む甲状腺炎は、甲状腺内に多く
の場合特異的に存在するタンパク質と反応する抗体の産
出を伴う、甲状腺抗原に対する自己免疫反応の結果によ
るものである。実験用モデルには：内在的モデルラット
(ＢＵＦ及びＢＢラット)及びチキン(肥満チキン種)；誘
導性モデル：チログロブリン、甲状腺ミクロソーム抗原
(甲状腺ペルオキシダーゼ)を用いた動物の免疫化が含ま
れる。Ｉ型真性糖尿病又はインシュリン依存性糖尿病は
膵臓小島β細胞の自己免疫破壊であり；この破壊は自己
抗体及び自己反応性Ｔ細胞により媒介される。また、イ

73
ンシュリン又はインシュリン様レセプターに対する抗体
は、インシュリン-非-反応性の表現型を産出することが
できる。糸球体腎炎及び尿細管間質性腎炎を含む免疫仲
介腎疾患は、腎抗原に対する自己反応性抗体又はＴ細胞
が産出される結果により直接的に、又は他の非腎抗原に
対して反応する、腎臓における抗体及び／又は免疫複合
体の沈着の結果により間接的に、腎組織に抗体又はＴ細
胞媒介傷害が生じることによるものである。よって、免
疫複合体の形成の結果生じる他の免疫媒介疾患により、
間接的続発症等の免疫媒介腎疾患が誘発される。直接的
及び間接的免疫メカニズムの双方により、結果として腎
組織における障害発達が産出／誘発されるといった炎症
反応が生じ、器官機能が損なわれ、いくつかのケースで
は腎臓機能不全が進行する。体液及び細胞免疫メカニズ
ムに双方が障害の病原に関与している。多発性硬化症の
ような中枢及び末梢神経系の脱髄疾患、特発性脱髄性多
発神経障害、又はギラン-バレー症候群；及び慢性炎症
脱髄性多発神経障害は、自己免疫基準であり、神経脱髄
が生じて、オリゴデンドロサイト又はミエリンに直接的
に起因するダメージの結果によるものと考えられてい
る。ＭＳにおいて、疾患の誘発及び進行はＴリンパ球に
依存すると示唆される証拠がある。多発性硬化症は、Ｔ
リンパ球依存性であり、再発性弛緩経路又は慢性進行経
路のいずれかを有する脱髄疾患である。病因はよく知ら
れていないが、ウイルス感染、遺伝的素因、環境及び自
己免疫性の全てが寄与している。障害はＴ細胞媒介小膠
細胞の優先的湿潤、及びマイクロファージの浸潤を含
み；ＣＤ４＋Ｔリンパ球は障害において優先的な細胞型
であった。オリゴデンドロサイトの細胞死及び続く脱髄
のメカニズムはよく知られていないが、Ｔリンパ球の駆
動によると思われる。好球性肺炎；特発性肺線維症及び
過敏性肺炎を含む炎症及び線維症の肺疾患には、調節さ
れない免疫炎症反応が関連している。反応を阻害するこ
とは治療的に有益なことである。水疱性皮膚疾患、多形
性紅斑及び接触性皮膚炎を含む自己免疫又は免疫媒介皮
膚疾患は自己抗体により媒介され、Ｔリンパ球に依存し
て発生する。乾癬はＴリンパ球媒介炎症疾患である。障
害はＴリンパ球、マクロファージ及び抗原プロセシング
細胞及びある種の好中球の浸潤が含まれる。
【００９０】喘息；アレルギー性鼻炎；アトピー性皮膚
炎；食物過敏症及び蕁麻疹等を含むアレルギー性疾患は
Ｔ細胞依存性である。この疾患は炎症により誘発される
Ｔリンパ球、及びＩｇＥ媒介炎症、又は双方の組合せに
より主に媒介される。拒絶反応及び移植片対宿主疾患
(ＧＶＨＤ)を含む移植関連疾患はＴリンパ球依存性であ
り；Ｔリンパ球の機能を阻害することで改善される。免
疫及び／又は炎症反応への介在が有益である他の疾患に
は、限定するものではないがウイルス感染(限定するも
のではないがＡＩＤＳ、Ａ型、Ｂ型、Ｃ型、Ｄ型及びＥ
型肝炎、ヘルペス)、細菌感染、真菌感染、原生動物感
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染及び寄生虫感染(ＭＬＲを刺激する分子(又は誘導体／
アゴニスト)を治療に利用し、感染要因に対する免疫反
応性を増強することができる)、ＭＬＲを刺激する(分子
／誘導体／アゴニスト)を治療に利用し、受け継ぎ、獲
得し、感染誘発された(例えばＨＩＶ感染)又は医原性
(例えば化学療法)免疫欠損疾患の病状に対する免疫反応
増強することができる免疫欠損疾患、及び異常増殖が含
まれる。ヒト癌患者の中には、異常増殖細胞上の抗原に
反応する抗体及び／又はＴリンパ球が発育しているもの
もいることが示されている。また、異常増殖のある動物
モデルにおいても、免疫反応を増強することで、特定の
異常増殖が拒絶又は退行する結果になることが示されて
いる。ＭＬＲにおけるＴリンパ球反応を増強する分子
は、異常増殖に対する免疫反応を増強するインビボにて
利用される。ＭＬＲにおけるＴリンパ球増殖反応を増強
する分子(又は拮抗方式で同様のレセプターに影響を及
ぼす小分子アゴニスト又は抗体)は、癌の治療に治療的
に使用することができる。また、ＭＬＲにおいてリンパ
球反応を阻害する分子は、異常増殖中に、新生物に対す
る免疫反応抑制するように、インビボで機能し；このよ
うな分子は新生物細胞自体により発現するか、又はそれ
らの発現は他の細胞中の新生物により誘発され得る。こ
のような阻害分子(抗体、小分子アンタゴニスト又は他
の手段)の拮抗作用により免疫媒介腫瘍拒絶が増強され
る。
【００９１】加えて、炎症誘発性を有する分子を阻害す
ることは、再灌流傷害；脳卒中；心筋梗塞；アテローム
性動脈硬化；急性肺傷害；出血性ショック；火傷；敗血
症／敗血症ショック；急性尿細管壊死；子宮内膜症；変
性関節疾患及び膵炎(pancreatis)の治療に有益である。
本発明の化合物、例えばポリペプチド又は抗体は、哺乳
動物、好ましくはヒトに、周知の方法、例えば、ボーラ
スとして又は所定時間に渡る連続注入による静脈内投
与、筋肉内、腹膜内、脳脊髄内、皮下、関節間、滑膜
内、鞘内、経口、局所、又は吸入(鼻孔内、肺内)経路な
どにより投与される。抗体の静脈内又は吸入投与が好ま
しい。免疫アジュバント治療、他の治療的養生法におい
て、抗癌剤を、本発明のタンパク質、抗体又は化合物の
投与と組み合わせて投与してもよい。例えば、本発明の
免疫アジュバントで治療される患者は、抗癌剤(化学療
法剤)又は放射線治療を受けてもよい。このような化学
療法剤の調製法及び用量スケジュールは、製造者の指示
に従って使用されるか、熟練した実務者により経験的に
決定される。そのような化学療法に対する調製法及び用
量スケジュールはまたChemotherapy Service M.C. Perr
y編, Williams & Wilkins, Baltimore, MD (1992)にも
記載されている。化学療法剤は、免疫アジュバントの投
与に先立って、又は続いて投与してもよく、あるいはそ
れらと同時に投与してもよい。加えて、タモキシフェン
等の抗エストロゲン化合物又はオナプリストンなどの抗
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プロゲステロン(EP 616812参照)を、それらの分子につ
いて知られた用量で付与してもよい。また、他の免疫疾
患に関連した、又は腫瘍に関連した抗原に対する抗体、
例えばＣＤ２０、ＣＤ１１ａ、ＣＤ１８、ＥｒｂＢ２、
ＥＧＦＲ、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４、又は血管内皮因子
(ＶＥＧＦ)に結合する抗体を投与することも好ましい。
別に、あるいは加えて、同一のもの又はここに開示した
二又はそれ以上の異なる抗原に結合する二又はそれ以上
の抗体を患者に同時投与してもよい。ときどきは、患者
に一又は複数のサイトカインを投与することも有利であ
る。一実施態様では、ＰＲＯポリペプチドは、成長阻害
剤と同時投与される。例えば、まず成長阻害剤を投与
し、続いてＰＲＯポリペプチドを投与する。しかしなが
ら、同時投与、又は最初に投与することも考えられる。
成長阻害剤についての適切な用量は現在用いられている
量であるが、成長阻害剤とＰＲＯポリペプチドとの組み
合わせ(相乗)効果により減少させ得る。重篤な免疫関連
疾患の治療又は低減のための、本発明の化合物の適切な
用量は、上記で定義したような治療される疾患の型、疾
患の重篤さ及び経過、防止又は治療目的で薬剤が投与さ
れるか否か、従前の治療、患者の臨床履歴及び化合物に
対する反応、及び主治医の裁量に依存する。化合物は、
適切には患者に一回又は一連の治療に渡って適切に投与
される。例えば、疾患の型及び重篤さに応じて、約１μ
ｇ／ｋｇから１５ｍｇ／ｋｇ(例えば、０．１-２０ｍｇ
／ｋｇ)のポリペプチド又は抗体が、例えば、一又はそ
れ以上の別々の投与あるいは連続注入のいずれにして
も、患者に投与するための最初の候補用量である。典型
的な１日の用量は、上記の要因に応じて、約１μｇ／ｋ
ｇから１００ｍｇ／ｋｇの範囲又はそれ以上であろう。
数日以上に渡る繰り返し投与のためには、状態に応じ
て、疾患の徴候に所望の抑制が現れるまで治療が続けら
れる。しかしながら、他の用量計画が有用であることも
ある。この治療の進行は、従来の技術及びアッセイによ
って容易に監視される。
【００９２】Ｏ．製造品
本発明の他の実施態様では、上記の疾患の診断又は治療
に有用な物質を含む製造品が提供される。この製造品は
容器と使用説明書とを含んでなる。好適な容器は、例え
ば、ビン、バイアル、シリンジ、及び試験管を含む。容
器は、ガラス又はプラスチックなどの種々の材料から形
成されてよい。容器は、状態を診断し治療するのに有効
な組成物を収容し、無菌のアクセスポートを有し得る
(例えば、容器は皮下注射針で貫通可能なストッパーを
有する静脈内溶液バッグ又はバイアルであってよい)。
組成物中の活性剤は通常、本発明のポリペプチド又は抗
体である。容器上又は添付される使用説明書又はラベル
は、組成物が選択した状態の診断又は治療のために使用
されることを示す。製造品はさらに、リン酸緩衝塩水、
リンガー液及びデキストロース溶液などの製薬的に許容
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されるバッファーを含む第２の容器を具備してもよい。
さらに、他のバッファー、希釈剤、フィルター、針、シ
リンジ、及び使用上の指示を付けたパッケージ挿入物を
含む商業的及び使用者の見地から望ましい他の材料を含
んでもよい。
【００９３】Ｐ．免疫関連疾患の診断及び予知
或る種の免疫関連疾患で過剰発現されるタンパク質等の
細胞表面タンパク質は候補薬剤又は疾患治療の優れた標
的である。同じタンパク質は免疫関連疾患で増幅された
遺伝子にコードされる分泌タンパク質とともに、これら
の疾患の診断及び予知における用途が見出される。例え
ば、多発性硬化症、リウマチ様関節炎、又は他の免疫関
連疾患で増幅された遺伝子のタンパク質産物に対する抗
体は診断又は予知として使用できる。例えば、抗体断片
を含む抗体は、増幅又は過剰発現された遺伝子にコード
されるタンパク質(「マーカー遺伝子産物」)の発現の定
性的又は定量的検出に用いることができる。抗体は、好
ましくは検出可能な、例えば蛍光標識を備え、結合は光
学顕微鏡、フローサイトメトリー、フルオロメトリー、
又はこの分野で知られた他の技術によって監視できる。
これらの技術は、過剰発現した遺伝子が細胞表面タンパ
ク質をコードする場合に特に適切である。このような結
合アッセイは、本質的に上述したように実施される。マ
ーカー遺伝子産物に結合する抗体のインサイツ検出は、
例えば、免疫蛍光又は免疫電子顕微鏡によって実施でき
る。この目的のために、組織学的試料を患者から取り出
し、好ましくは生物学的試料に抗体を被せることによ
り、標識抗体をそれに適用する。この手法はまた、試験
される組織におけるマーカー遺伝子産物の分布も決定で
きるようにする。当業者には、インサイツ検出のために
広範な組織学的方法が容易に利用できることは明らかで
あろう。以下の実施例は例示するためにのみ提供される
ものであって、本発明の範囲を決して限定することを意
図するものではない。本明細書で引用した全ての特許及
び参考文献の全体を、参照としてここに取り込む。実施
例で言及されている市販試薬は、特に示さない限りは製
造者の使用説明に従い使用した。ＡＴＣＣ受託番号によ
り以下の実施例及び明細書全体を通して同定されている
細胞の供給源はバージニア州マナッサスのアメリカン・
タイプ・カルチャー・コレクションである。特記しない
限り、本発明は上記及び以下の教科書に記載されたもの
のような組換えＤＮＡ技術の標準的な手法を用いる：Sa
mbrook等, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 
Cold Spring Harbor Press N.Y., 1989; Ausubel等, Cu
rrent Protocols in Molecular Biology, Green Publis
hing Associates and Wiley Interscience, N.Y., 198
9; Innis等, PCR Protocols: A Guide to Methods and 
Applications, Academic Press, Inc., N.Y..,1990; Ha
rlow等, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spri
ng Harbor Press, Cold Spring Harbor, 1988; Gait, 
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M.J., Oligonucleotide synthesis, IRLPress, Oxford,
 1984; R.I. Freshney, Animal Cell Culture, 1987; C
oligan等, Current Protocols in Immunology, 1991。
【００９４】（実施例）実施例で言及されている全ての
市販試薬は、特に示さない限りは製造者の使用説明に従
い使用した。ＡＴＣＣ登録番号により以下の実施例及び
明細書全体を通して同定されている細胞の供給源はバー
ジニア州マナッサスのアメリカン・タイプ・カルチャー
・コレクションである。
実施例１：ヒトＰＲＯ１７９、ＰＲＯ１７５、ＰＲＯ１
８２、ＰＲＯ３６６、ＰＲＯ２４０、ＰＲＯ２５６、Ｐ
ＲＯ３０６、ＰＲＯ３６４、ＰＲＯ３５６、ＰＲＯ８２
６、ＰＲＯ１０６８、ＰＲＯ１３４３又はＰＲＯ１３７
５（ＵＮＱ１５３、ＵＮＱ１４９、ＵＮＱ１５６、ＵＮ
Ｑ３２１、ＵＮＱ２１４、ＵＮＱ２２３、ＵＮＱ２６
９、ＵＮＱ３１９、ＵＮＱ３１３、ＵＮＱ４６７、ＵＮ
Ｑ５２５、ＵＮＱ６９８又はＵＮＱ７１２）をコードす
るｃＤＮＡクローンの単離
１．ヒトＰＲＯ１７９（ＵＮＱ１５３）をコードするｃ
ＤＮＡクローンの単離
１．オリゴｄＴプライムｃＤＮＡライブラリーの調製
ｍＲＮＡを関心あるヒト組織からInvitrogen, San Dieg
o, CAからの試薬及びプロトコールを用いて単離した(Fa
st Track 2)。このＲＮＡを、Life Technologies, Gait
hersburg, MD (Super Script Plasmid System)からの試
薬及びプロトコールを用いるベクターｐＲＫ５Ｄにおけ
るオリゴｄＴプライムしたｃＤＮＡの生成に使用した。
この方法において、二本鎖ｃＤＮＡは１０００ｂｐを越
えるサイズ分類し、ＳａｌＩ／ＮｏｔＩ結合ｃＤＮＡを
ＸｈｏＩ／ＮｏｔＩ切断ベクターにクローニングした。
ｐＲＫ５Ｄを、ｓｐ６転写開始部位、それに続くＳｆｉ
Ｉ制限酵素部位、さらにＸｈｏＩ／ＮｏｔＩｃＤＮＡク
ローニング部位を持つベクターにクローニングした。
【００９５】２．ランダムプライムｃＤＮＡライブラリ
ーの調製
一次ｃＤＮＡクローンの５’末端を好ましく表現するた
めに二次ｃＤＮＡライブラリーを作成した。ｓｐ６ＲＮ
Ａを(上記の)一次ライブラリーから生成し、このＲＮＡ
を、ベクターｐＳＳＴ-ＡＭＹ．０におけるLife Techno
logies (上で参照したSuper Script Plasmid System)か
らの試薬及びプロトコールを用いたランダムプライムし
たｃＤＮＡライブラリーの生成に使用した。この方法に
おいて、二本鎖ｃＤＮＡを５００-１０００ｂｐにサイ
ズ分類し、平滑末端でＮｏｔＩアダプターに結合させ、
ＳｆｉＩ部位で切断し、そしてＳｆｉＩ／ＮｏｔＩ切断
ベクターにクローニングした。ｐＳＳＴ-ＡＭＹ．０
は、ｃＤＮＡクローニング部位の前に酵母アルコールデ
ヒドロゲナーゼプロモータ、及びクローニング部位の後
にマウスアミラーゼ配列(分泌シグナルを持たない成熟
配列)に次いで酵母アルコールデヒドロゲナーゼ転写終



(56) 特開２００３－１８０３８１

10

20

30

40

50

78
結区を有するクローニングベクターである。よって、ア
ミラーゼ配列でフレームに融合するこのベクターにクロ
ーニングされたｃＤＮＡは、適当に形質移入された酵母
コロニーからのアミラーゼの分泌を導く。
【００９６】３．形質転換及び検出
上記の段落２に記載したライブラリーからのＤＮＡを氷
上で冷却し、それにエレクトロコンピテントＤＨ１０Ｂ
細菌(Life Technoligies、２０ｍｌ)を添加した。細菌
及びベクターの混合物は、次いで製造者に推奨されてい
るように電気穿孔した。次いで、ＳＯＣ培地(Life Tech
nologies、１ｍｌ)を添加し、この混合物を３７℃で３
０分間インキュベートした。形質転換体は、次いでアン
ピシリンを含む２０標準１５０ｍｍＬＢプレートに蒔
き、１６時間インキュベートした(３７℃)。ポジティブ
コロニーをプレートから廃棄し、細菌ペレットから標準
的な方法、例えばＣｓＣｌ-勾配を用いてＤＮＡを単離
した。精製ＤＮＡは、次いで以下の酵母プロトコールに
のせた。酵母方法は３つの範疇に分けられる：(１)酵母
のプラスミド／ｃＤＮＡ結合ベクターでの形質転換；
(２)アミラーゼを分泌する酵母クローンの検出及び単
離；及び(３)酵母コロニーから直接的な挿入物のＰＣＲ
増幅及び配列決定及びさらなる分析のためのＤＮＡの精
製。用いた酵母菌株はＨＤ５６-５Ａ(ATCC-90785)であ
った。この株は以下の遺伝子型：ＭＡＴα、ｕｒａ３-
５２、ｌｅｕ２-３、ｌｅｕ２-１１２、ｈｉｓ３-１
１、ｈｉｓ３-１５、ＭＡＬ＋、ＳＵＣ＋、ＧＡＬ＋を
有する。好ましくは、不完全な翻訳後経路を持つ酵母変
異体を用いることができる。このような変異体は、ｓｅ
ｃ７１、ｓｅｃ７２、ｓｅｃ６２に転位不全対立遺伝子
を持つが、切断されたｓｅｃ７１が最も好ましい。ある
いは、これらの遺伝子の正常な操作を阻害するアンタゴ
ニスト(アンチセンスヌクレオチド及び／又はリガンド
を含む)、この翻訳後経路に含まれる他のタンパク質(例
えば、ＳＥＣ６１ｐ、ＳＥＣ７２ｐ、ＳＥＣ６２ｐ、Ｓ
ＥＣ６３ｐ、ＴＤＪ１ｐ又はＳＳＡ１ｐ-４ｐ)又はこれ
らのタンパク質の複合体形成も、アミラーゼ発現酵母と
組み合わせて好ましく用いられる。形質転換は、Gietz
等, Nucl. Acid. Res., 20: 1425 (1992)に概略が記さ
れたプロトコールに基づいて実施された。形質転換細胞
は、次いで寒天からＹＥＰＤ複合培地ブロス(１００ｍ
ｌ)に播種し、３０℃で終夜成長させた。ＹＥＰＤブロ
スは、Kaiser等, Methods in Yeast Genetics, Cold Sp
ring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY, p. 207 
(1994)に記載されているように調製した。終夜培地は、
次いで新鮮なＹＥＰＤブロス(５００ｍｌ)中におよそ２
ｘ１０６細胞／ｍｌ(約ＯＤ

６００
＝０．１)に希釈し、

１ｘ１０７細胞／ｍｌ(約ＯＤ
６００
＝０．４－０．５)

まで再成長させた。
【００９７】次いで細胞を収穫し、5,000rpmで５分間の
Sorval GS3 ローターのＧＳ３ローターボトルに移し、
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上清を捨て、次いで無菌水に再懸濁することにより形質
転換のために調製し、そして５０ｍｌのファルコン管内
で、Beckman GS-6KR遠心機において3,500rpmで再度遠心
分離した。上清を捨て、細胞をＬｉＡｃ／ＴＥ(10ml,10
mMのトリス-HCl, 1mMのEDTA  pH7.5, 100mMのＬｉ

２
Ｏ

ＯＣＣＨ
３
)で続けて洗浄し、ＬｉＡｃ／ＴＥ(2.5ml)中

に再懸濁させた。形質転換は、マイクロチューブ内で、
調製した細胞(100μl)を新鮮な変性一本鎖サケ精子ＤＮ
Ａ(Lofstrand Labs, Gaitherburg, MD)及び形質転換Ｄ
ＮＡ(1μgvol.＜10μl)と混合することにより起こし
た。混合物はボルテックスにより簡単に混合し、次いで
40%ＰＥＧ／ＴＥ(600μl, 40%のポリエチレングリコー
ル-４０００, 10mMのトリス-HCl, 1mMのEDTA, 100mMのLi

２

OOCCH
３
, pH 7.5)を添加した。この混合物を緩く撹拌

し、３０分間撹拌しながら３０℃でインキュベートし
た。次いで細胞に４２℃で１５分間熱衝撃を与え、反応
容器をミクロチューブ内で12,000rpmで5-10秒間遠心分
離し、デカント及びＴＥ(500μl, 10mMのトリス-HCl, 1mM
のEDTA pH 7.5)への再懸濁に次いで遠心分離した。次い
で、細胞をＴＥ(1ml)中に希釈し、アリコート(200μl)
を150mm成長プレート(ＶＷＲ)に予め調製した選択培地
に拡げた。あるいは、複数の少量反応の代わりに、形質
転換を１回の大規模反応で実施したが、試薬の量はしか
るべくスケールアップした。用いた選択培地は、Kaiser
等, Methods in Yeast Genetics, Cold Spring Harbor 
Press, Cold Spring Harbor, NY, p. 208-210 (1994)に
記載されているように調製したウラシルを欠く合成完全
デキストロース寒天(ＳＣＤ-Ｕｒａ)であった。形質転
換体は３０℃で２-３日成長させた。アミラーゼを分泌
するコロニーの検出は、選択成長培地における赤色デン
プンの包含により実施した。Biely等, Anal. Biochem.,
 172: 176-179 (1988)に記載された方法に従って、デン
プンを赤色染料(反応性 Red-120, Sigma)に結合させ
た。結合したデンプンをＳＣＤ-Ｕｒａ寒天プレートに
最終濃度0.15%(w/v)で導入し、リン酸カリウムでｐＨ
７．０に緩衝した(最終濃度50-100mM)。ポジティブコロ
ニーを拾って新鮮な選択培地(150mmプレート)に画線
し、良好に単離され同定可能な単一コロニーを得た。ア
ミラーゼ分泌についてポジティブな良好に単離された単
一コロニーは、緩衝ＳＣＤ-Ｕｒａ寒天への赤色デンプ
ンの直接導入により検出した。ポジティブコロニーは、
デンプンを分解して、ポジティブコロニーの周囲に直接
目視できる暈を形成する能力により決定した。
【００９８】４．ＰＣＲ増幅によるＤＮＡの単離
ポジティブコロニーが単離された場合、その一部を楊枝
で拾い、９６ウェルプレートにおいて無菌水(30μl)に
希釈した。この時点で、ポジティブコロニーは凍結して
次の分析のために保存するか、即座に増幅するかのいず
れかである。細胞のアリコート(5μl)を、0.5μlのKlen
taq(Clontech, Palo Alto, CA); 4.0μlの10mM dNTP(Pe
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rkin Elmer-Cetus); 2.5μlのKentaqバッファー(Clonte
ch); 0.25μlの正方向オリゴ１；0.25μlの逆方向オリ
ゴ２；12.5μlの蒸留水を含有する25μl容量におけるＰ
ＣＲ反応のテンプレートとして使用した。正方向オリゴ
ヌクレオチド１の配列は：5'- TGTAAAACGACGGCCAGTTAAA
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TAGACCTGCAATTATTAATCT-3' (配列番号：２７)であっ
た。逆方向オリゴヌクレオチド２の配列は：5'- CAGGAA
ACAGCTATGACCACCTGCACACCTGCAAATCCATT-3'(配列番号：
２８)であった。次いで、ＰＣＲは以下の通り実施し
た：

  ａ．                  変性           92℃、5分間
  ｂ．３サイクル：      変性           92℃、30秒間
                        アニール       59℃、30秒間
                        伸長           72℃、60秒間
  ｃ．３サイクル：      変性           92℃、30秒間
                        アニール       57℃、30秒間
                        伸長           72℃、60秒間
  ｄ．２５サイクル：    変性           92℃、30秒間
                        アニール       55℃、30秒間
                        伸長           72℃、60秒間
  ｅ．                  保持           4℃

オリゴヌクレオチドの下線を施した領域は、各々ＡＤＨ
プロモーター領域及びアミラーゼ領域にアニーリングさ
れ、挿入物が存在しない場合はベクターｐＳＳＴ-ＡＭ
Ｙ．０からの３０７ｂｐ領域を増幅する。典型的には、
これらのオリゴヌクレオチドの５’末端の最初の１８ヌ
クレオチドは、配列プライマーのアニーリング部位を含
んでいた。即ち、空のベクターからのＰＣＲ反応の全生
成物は３４３ｂｐであった。しかしながら、シグナル配
列融合ｃＤＮＡは、かなり長いヌクレオチド配列をもた
らした。ＰＣＲに続いて、反応のアリコート(5μl)を、
上掲のSambrook等に記載されたように1%アガロースゲル
中でトリス-ボレート-ＥＤＴＡ(ＴＢＥ)緩衝系を用いた
アガロースゲル電気泳動により試験した。４００ｂｐよ
り大きな単一で強いＰＣＲ産物をもたらすクローンを、
96 Qiaquick PCR 清浄化カラム(Qiagen Inc., Chatswor
th, CA)での精製の後にＤＮＡ配列によりさらに分析し
た。
【００９９】上記スクリーニングにおいて単離されたｃ
ＤＮＡ配列は、BLAST及びFastA配列アラインメントによ
り、様々なアンジオポエチン(angiopoietin)タンパク質
をコードするヌクレオチド配列と配列相同性を有するこ
とがわかった。このｃＤＮＡ配列を、ここでＤＮＡ１０
０２８及び／又はＤＮＡ２５２５０と命名する。配列相
同性に基づいて、ＤＮＡ１００２８分子の配列からプロ
ーブを調製し、上記のパラグラフ１に記載したように調
製したヒト胎児肝臓ライブラリ（LIB6）のスクリーニン
グに使用した。クローニングベクターはｐＲＫ５Ｂであ
り（ｐＲＫ５ＢはＳｆｉＩ部位を含まないｐＲＫ５Ｄの
前駆体である；Holmes等, Science, 253: 1278-1280 (1
991)参照）、ｃＤＮＡサイズカットは２８００ｂｐ未満
であった。全長クローンが同定され、ヌクレオチド位置
３７－３９に見かけの翻訳開始位置を有する単一のオー
プンリーディングフレームを含み、ヌクレオチド位置１
４１７－１４１９に見られる終止コドンで終端する（図

１；配列番号：１）。予測されるポリペプチド前駆体は
４６０アミノ酸長であり、およそ５３，６３７ダルトン
の計算された分子量、及びおよそ６．６１の推定ｐＩを
有する。図２（配列番号２）に示される全長ＰＲＯ１７
９配列の分析により、以下の存在が明らかになった：約
アミノ酸１から約アミノ酸１６のシグナルペプチド；約
アミノ酸１２０から約アミノ酸１４１及び約アミノ酸１
２７から約アミノ酸１４８のロイシンジッパーパター
ン；約アミノ酸２３から約アミノ酸２６、約アミノ酸１
１５から約アミノ酸１１８、約アミノ酸２９６から約ア
ミノ酸２９９、及び約アミノ酸３５７から約アミノ酸３
６０のＮ-グリコシル化部位；及び約アミノ酸２７１か
ら約アミノ酸３０９、約アミノ酸３１２から約アミノ酸
３２１、約アミノ酸３３１から約アミノ酸３６８、及び
約アミノ酸３９３から約アミノ酸４２３のフィブリノー
ゲンβ及びγ鎖Ｃ末端ドメインである。クローンＤＮＡ
１６４５１-１３８８は1998年4月14日にＡＴＣＣに寄託
され、ＡＴＣＣ寄託番号２０９７７６が付与された。全
長ＰＲＯ１７９配列のアミノ酸配列の分析は、それがア
ンジオポエチンファミリーのタンパク質と有意な類似性
を有し、よってＰＲＯ１７９が新規なアンジオポエチン
ファミリーのメンバーであることを示唆している。より
詳細には、Dayhoffデータベース（ハ゛ーシ゛ョン35.45 Swiss 
Prot 35）の分析により、ＰＲＯ１７９アミノ酸配列と
以下のDayhoff配列との有意な相同性が明らかになっ
た：AF004326_1, P_R94605, HSU83508_1, P_R94603, P_
R94317, AF025818_1, HSY16132_1,P_R65760, I37391及
びHUMRSC192_1。
【０１００】２．ＰＲＯ１７５(ＵＮＱ１４９)をコード
するヒトｃＤＮＡの単離
ＤＮＡ１９３５５-１１５０分子を得るために酵母スク
リーニングが実施された。単離されたｃＤＮＡクローン
の全体を配列決定した。ＤＮＡ１９３５５-１１５０の
分子配列は図３(配列番号：３)に示される。クローンＤ
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ＮＡ１９３５５-１１５０は、単一のオープンリーディ
ングフレームを含み、ヌクレオチド位置２１－２３に見
かけの翻訳開始部位を有する（図３）。予測されるポリ
ペプチド前駆体は１７７アミノ酸長さであり、約２０，
３０８ダルトンの計算された分子量を持つ。ヒドロパシ
ー分析により、推定細胞質領域（アミノ酸１－２５）；
膜貫通領域（アミノ酸２６－５１）；及び細胞外領域
（アミノ酸５２－１７７）を持つＩＩ型膜貫通タンパク
質の類型が示唆された。２つの潜在的なＮ-結合グリコ
シル化部位は、図４（配列番号：４）に示す配列の位置
１２９（Ａｓｎ）及び位置１６１（Ａｓｎ）に特定され
た。クローンＤＮＡ１９３５５－１１５０は、ＡＴＣＣ
に寄託され、ＡＴＣＣ寄託番号２０９４６６が付与され
ている。ＤＮＡ１９３５５ポリペプチドは、寄託された
ＡＴＣＣ寄託番号２０９４６６ベクターのｃＤＮＡ挿入
物にコードされる分子を発現させることにより得られ又
は得られうる。ベクターのＸｂａＩ及びＮｏｔＩ制限酵
素での消化は、１４１１ｂｐ断片及び６６８ｂｐ断片を
生ずるであろう。細胞外配列の（ALIGNコンピュータプ
ログラムを用いた）BLAST及びFastA配列アラインメント
分析に基づくと、ＤＮＡ１９３５５-１１５０は、ＴＮ
Ｆサイトカインファミリーの幾つかのメンバーとアミノ
酸配列同一性、特にヒトＡｐｏ-２Ｌ（１９．８％）、
Ｆａｓ／Ａｐｏ１-リガンド（１９．０％）、ＴＮＦ-ア
ルファ（２０．６％）及びリンホトキシン-α（１７．
５％）を示す。
【０１０１】１．ヒトＰＲＯ１８２（ＵＮＱ１５６；Ｄ
ＮＡ２７８６５-１０９１）をコードするｃＤＮＡクロ
ーンの単離
ｃＤＮＡライブラリは、Clontech Laboratories, Inc. 
Palo Alto, CA, カタログ番号6537-1から得たヒト子宮
ｍＲＮＡから構築した。次のプロトコルは「Instructio
n Manual: SUPERSCRIPT(商品名)Lamda Systemfor cDNA 
Synthysis and l cloning」cat. No. 19643-014, Life 
Technologies,Gaithersburg, MD, USAに記載され、ここ
で出展明示により取り込む。他に記載がなければ、全て
の試薬もLife Tecnologiesから得られた。全体の方法は
次の工程：(１)第１のストランド合成；(２)第２のスト
ランド合成；(３)アダプター添加；(４)酵素消化；(５)
ｃＤＮＡのゲル単離；(６)ベクターへの連結；及び(７)
形質転換に要約される。
【０１０２】第１のストランド合成：ＮｏｔＩプライマ
ー-アダプター(Life Tech., 2μl, 0.5g/μl)をポリＡ
＋ｍＲＮＡ(7 l, 5μg)を添加した無菌の１．５ｍｌの
μ遠心分離チューブに加えた。反応チューブを５分間又
はｍＲＮＡの２次構造を変性させるのに十分な時間、７
０℃まで温めた。次いで反応物を氷上で冷却し、５Ｘ第
１のストランドバッファー(Life Tech., 4μl)、０．１
Ｍ ＤＤＴ(2μl)及び１０ｍＭ ｄＮＴＰ Ｍｉｘ(Life T
ech., 1μl)を添加し、次いで恒温にするように３７℃
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で２分間温めた。SUPERSCRIPT II(商品名)逆転写酵素(L
ife tech., 5μl)を添加し、反応チューブを良く混合し
て３７℃で１時間インキュベートし、氷上において終了
する。反応物の最終濃度は次の通りである；５０ｍＭの
Ｔｒｉｓ-ＨＣｌ(ｐＨ８．３)；７５ｍＭのＫＣｌ；３
ｍＭ ＭｇＣｌ

２
；１０ｍＭのＤＤＴ；ｄＡＴＰ、ｄＣ

ＴＰ、ｄＧＴＰ、及びｄＴＴＰをそれぞれ５００ｍＭ；
５０ｍｇ/ｍｌのＮｏｔＩプライマー-アダプター；５ｍ
ｇ(２５０ｍｇ/ｍｌ)のｍＲＮＡ；５０，０００Ｕ/ｍｌ
のSUPERSCRIPT II(商品名)逆転写酵素。
【０１０３】第２のストランド合成：氷上で、第１のス
トランド合成の反応チューブに次の試薬が追加され、反
応物は良く混合し、１６℃で２時間させ、１６℃を越え
ないように温度に注意する：蒸留水(93ml)；５Ｘ第２ス
トランドバッファー(30ml)；ｄＮＴＰ混合物(3ml)；１
０Ｕ/ｍｌの大腸菌ＤＮＡリガーゼ(1ml)；１０U/ml大腸
菌ＤＮＡポリメラーゼ(4ml)；２U/ml大腸菌ＲＮａｓｅ
Ｈ(1ml)。１０ＵのＴ４ ＤＮＡポリメラーゼ(2ml)を添
加し、反応物はさらに５分間１６℃でインキュベートし
続けた。反応物の最終濃度は次の通りであった：２５ｍ
ＭのＴｒｉｓ-Ｈｃｌ(pH7.5)；１００ｍＭのＫＣｌ；５
ｍＭのＭｇＣｌ

２
；１０ｍＭの(ＮＨ

４
)
２
ＳＯ

４
；０．

１５ｍＭのβ-ＮＡＤ＋；ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴ
Ｐ、及びｄＴＴＰをそれぞれ２５０ｍＭ；１．２ｍＭの
ＤＴＴ；６５Ｕ/ｍｌのＤＮＡポリメラーゼＩ；１３Ｕ/
ｍｌのＲＮａｓｅＨ。反応は氷上において、０．５Ｍの
ＥＤＴＡ(10ml)を添加することにより停止され、次い
で、フェノール：クロロホルム：イソアミルアルコール
(25:24:1、150ml)を通して抽出された。水相が取り出さ
れて回収され、５ＭのＮａＣｌ(15ｍｌ)及び無水エタノ
ール(-20℃、400ml)で希釈し、１４，０００ｘｇで２分
間、遠心分離した。最終産物ＤＮＡペレットから上清を
注意深く取り出し、ペレットを７０％エタノール(0.5m
l)に再懸濁し、１４，０００ｘｇで２分間、再び遠心分
離した。上清を再び取り出し、ペレットをSPEEDVAC(商
品名)乾燥機で乾燥した。
【０１０４】アダプター添加：次の試薬を、上記の第２
のストランド合成のｃＤＮＡペレットに加え、反応物を
穏やかにかき混ぜ、１６℃で１６時間インキュベートし
た：蒸留水(25ml)；５Ｘ ４Ｔ ＤＮＡリガーゼバッファ
ー(10ml)；ＳａｌＩアダプター(10ml)；Ｔ４ＤＮＡリガ
ーゼ(5ml)。反応物の最終濃度は、次の通りであった：
５０ｍＭのＴｒｉｓ-ＨＣｌ(pH7.6)；１０ｍＭのＭｇＣ
ｌ
２
；１ｍＭのＡＴＰ；５％(w/v)ＰＥＧ８０００；１

ｍＭのＤＤＴ；２００ｍｇ/ｍｌのＳａｌＩアダプタ
ー；１００Ｕ/ｍｌのＴ４ ＤＮＡリガーゼ。反応物はフ
ェノール：クロロフォルム：イソアミルアルコール(2
5：24：1、50ml)、水相を取り出し、５ＭのＮａＣｌ(8m
l)及び無水エタノール(-20℃、250ml)を通して抽出され
る。これを次いで１４，０００ｘｇで２０分間、遠心分
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離し、上清を取り出して、ペレットを７０％エタノール
(0.5ml)に再懸濁し、１４，０００ｘｇで２分間、再び
遠心分離した。続いて上清を再び取り出し、最終産物の
ペレットをSPEEDVAC(商品名)乾燥機で乾燥して、次のプ
ロトコルを実施した。
【０１０５】酵素消化：前の段落のＳａｌＩアダプター
で調製したｃＤＮＡに次の試薬を混合し、混合物を３７
℃で２時間インキュベートした：ＤＥＰＣ処理水(41m
l)；ＮｏｔＩ制限バッファー(REACT、Life Tech.、5m
l)、ＮｏｔＩ(40ml)。この反応物の最終濃度は次の通り
であった：５０ｍＭのＴｒｉｓ-ＨＣｌ(ｐＨ８．０)；
１０ｍＭのＭｇＣｌ

２
；１００ｍＭのＮａＣｌ；１，２

００Ｕ/ｍｌのＮｏｔＩ。
【０１０６】ｃＤＮＡのゲル単離：ｃＤＮＡを５％アク
リルアミドゲルのアクリルアミドゲル電気泳動により、
サイズ分離し、分子量マーカーと比較して決定されるよ
うな、１ｋｂよりも大きい任意の断片を、ゲルから除去
した。次いでｃＤＮＡは、ゲルから０．１ｘＴＢＥバッ
ファー(200ml)に電気溶出し、フェノール：クロロホル
ム：イソアミルアルコール(25：24：1、200ml)で抽出し
た。水相を取り出して回収し１４，０００ｘｇで２０分
間遠心分離した。上清を７０％エタノール(0.5ml)に懸
濁したＤＮＡペレットから取り出し、再び１４，０００
ｘｇで２分間遠心分離した。上清を再び除去し、ペレッ
トをスピードバックで乾燥し蒸留水(15m)に再懸濁し
た。
【０１０７】ｐＲＫ５ＢベクターへのｃＤＮＡの連結次
の試薬をともに加え、１６℃で１６時間インキュベート
した：５Ｘ Ｔ４リガーゼバッファー(3ml)；ｐＲＫ５
Ｂ、ＸｈｏＩ、ＮｏｔＩ消化ベクター、0.5mg、1ml)；
前の段落で調製されたｃＤＮＡ(5ml)及び蒸留水(6ml)。
続いて、更なる蒸留水(70ml)及び10mg/mlのｔＲＮＡ(0.
1ml)を添加し、全ての試薬をフェノール：クロロホル
ム：イソアミルアルコール(25：24：1)を通して抽出し
た。水相を取り出して回収し、５MのＮａＣｌ(10ml)及
び無水エタノール(-20℃、250ml)中に希釈した。次いで
これを１４，０００ｘｇで２０分間、遠心分離し、ペレ
ットを７０％エタノール(0.5ml)に再懸濁し、１４，０
００ｘｇで２分間、再び遠心分離した。次いでＤＮＡペ
レットをスピードバックで乾燥して、次の方法に使用す
るために蒸留水(3ml)に溶出した。
【０１０８】バクテリアへのライブラリ連結の形質転換
前記したように調製された、連結したｃＤＮＡ／ｐＲＫ
５ＢベクターＤＮＡは、氷上で冷却され、それには電気
コンピテントＤＨ１０Ｂバクテリア(Life Tech.、20ml)
を添加してある。次いでバクテリアベクター混合物を、
メーカーの勧めに従って電気穿孔した。続いてＳＯＣ培
地(1ml)を添加し、混合物を３７℃で３０分インキュベ
ートした。次いで形質転換体をアンピシリンを含む２０
の標準１５０ｍｍＬＢプレートに蒔き、コロニーが成育
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するまで１６時間(３７℃)インキュベートした。次いで
ポジティブコロニーをこすり取り、ＤＮＡを標準ＣｓＣ
ｌ-勾配プロトコルを用いてバクテリアペレットから単
離した(例えば、上掲のAusubelら, 2.3.1.)。
【０１０９】全長ｉｌｐの単離
ｉｌｐの全長核酸配列は、Incyte, IncからのＥＳＴ配
列(Incyte EST INC2328985及びIncyte EST INC778319)
に基づいて作成されたオリゴヌクレオチドを用いたコロ
ニーハイブリダイゼーションによる(上記したような子
宮ｍＲＮＡから調製された)プラスミドｃＤＮＡライブ
ラリをスクリーニングすることにより得られた。プライ
マーオリゴヌクレオチド配列は以下の通り：5'-CACATTC
AGTCCTCAGCAAAATGAA-3'（配列番号：２９）；5'-GAGAAT
AAAAACAGAGTGAAAATGGAGCCCTTCATTTTGC-3'（配列番号：
３０）；5'-CTCAGCTTGCTGAGCTTGAGGGA-3'（配列番号：
３１）。この方法で得られたｃＤＮＡの配列は、通常の
技術により決定された。ｃＤＮＡの核酸配列は図５に示
され、ＰＲＯ１８２のアミノ酸配列は図６に示される。
【０１１０】２．ＰＲＯ３６６(ＵＮＱ３２１；ヒトＡ
ｐｏ-２ＤｃＲ)をコードするｃＤＮＡクローンの単離
上記実施例１、パートＡに記載した酵母スクリーニング
を用いて、ＤＮＡ３３０８５－１１１０分子をヒト乳癌
ライブラリから単離した。特に、全長クローンが同定さ
れ(ＤＮＡ３３０８５－１１１０)(ｐＲＫ５-ｈＡｐｏ-
２ＤｃＲ)(また以下に示すようにＡＴＣＣ２０９０８７
として寄託されたＡｐｏ-ＤｃＲとも呼ばれる)、オープ
ンリーディングフレームを含み、ヌクレオチド位置１９
３－１９５に見かけの翻訳開始部位を有し、ヌクレオチ
ド位置９７０－９７２に見られる停止コドンで終端する
(図７；配列番号：７)。予定ポリペプチド前駆体は２５
９アミノ酸長であり、およそ２７．４ｋＤａの計算され
た分子量を有する。配列分析は、Ｎ末端シグナルペプチ
ド、２つのシステインリッチドメイン、４つのほぼ同一
の１５アミノ酸タンデム反復を含む配列、及び疎水性Ｃ
末端領域を示した(図８のアミノ酸領域４１－２９９)。
Ｃ末端の疎水性配列は、小アミノ酸の対(Ａｌａ２２３
及びＡｌａ２２４)に先導され；この構造及び見かけの
細胞質ドメインの欠失は、ＰＲＯ３６６(Ａｐｏ-２Ｄｃ
Ｒ)がグリコシルフォスファチジルイノシトール(ＧＰ
Ｉ)アンカー型タンパク質でありうる[Moran, J. Biol. 
Chem., 266:1250-1257(1991)参照]こと示唆する。Ａｐ
ｏ-２ＤｃＲは５つの潜在的なＮ結合グリコシル化部位
を含む。ＴＮＦレセプターファミリータンパク質は、典
型的には、その細胞外領域における複数(通常は４つ)の
システインリッチドメインの存在によって特徴付けら
れ、各システインリッチドメインは約４５アミノ酸長で
あり、約６つの規則的に離間したシステイン残基を含
む。１型ＴＮＦレセプターの結晶構造に基づいて、各ド
メインのシステインは３つのジスルフィド結合を形成す
るが、通常は、システイン１と２、３と５、及び４と６
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とが結合する。ＤＲ４及びＡｐｏ-２(さらに以下に記
載)と同様に、Ａｐｏ-２ＤｃＲは２つの細胞外のシステ
インリッチシュードリピート(pseudorepeat)を含むが、
他の同定された哺乳動物ＴＮＦＲファミリーのメンバー
は、そのようなドメインを３つ又はそれ以上含んでいる
［Smithら,Cell, 76:959 (1994)］。図７(配列番号：
７)に示す全長配列のアライメント分析に基づくと、Ａ
ｐｏ-２ＤｃＲは、他のアポトーシス関連レセプター、
例えばＡｐｏ-３、ＴＮＦＲ１、又はＦａｓ／Ａｐｏ-１
よりも、ＤＲ４及びＡｐｏ-２に対して高い配列同一性
を示した。本出願は、見かけの翻訳開始部位があるいは
ヌクレオチド部位９３－９５(図８のアミノ酸配残基１)
にありうることを示している。図８に示されるＡｐｏ-
２ＤｃＲはアミノ酸残基１から２９９を含む。
【０１１１】３．ヒトＰＲＯ２４０(ＵＮＱ２１４)をコ
ードするｃＤＮＡクローンの単離
Swiss-Prot公的データベースからの約９５０の既知の分
泌タンパク質からの細胞外ドメイン(ＥＣＤ)配列(あれ
ば、分泌シグナル配列を含む)を、発現配列タグ(ＥＳ
Ｔ)データベースの検索に使用した。ＥＳＴデータベー
スは、公的データベース(例えば、GenBank)及び企業の
データベース(例えば、LIFESEQTM、Incyte Pharmaceuti
cals、Palo Alto, CA)を含む。検索は、コンピュータプ
ログラムBLAST又はBLAST-2(Altschul等, Methods in En
zymology 266: 460-480 (1996))を用いて、ＥＣＤタン
パク質配列のＥＳＴ配列の６フレーム翻訳との比較とし
て実施した。既知のタンパク質をコードせず、BLASTス
コア７０(９０の場合もある)又はそれ以上を持つ比較物
は、プログラム「phrap」(Phil Green, University of 
Washington, Seattle, Washington)で集団化してコンセ
ンサスＤＮＡ配列に構築した。オリゴヌクレオチドは、
ＰＲＯ２４０の全長コード配列のクローンを単離するプ
ローブとして用いるために、対象とする配列を含むｃＤ
ＮＡライブラリをＰＣＲで同定して合成した。
ＰＣＲプライマー(正方向及び逆方向)の対を合成した：
正方向ＰＣＲプライマー：5'-TCAGCTCCAGACTCTGATACTGC
C-3'（配列番号：３２）
逆方向ＰＣＲプライマー：5'-TGCCTTTCTAGGAGGCAGAGCTC
C-3'（配列番号：３３）
さらに、合成オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーショ
ンプローブは、次のヌクレオチド配列を有するものを構
築した：
5'-GGACCCAGAAATGTGTCCTGAGAATGGATCTTGTGTACCTGATGGTC
CAG-3'(配列番号：３４)
全長クローンの供給源のいくつかのライブラリをスクリ
ーニングするために、ライブラリ由来のＤＮＡを上で同
定したＰＣＲプライマー対でのＰＣＲ増幅でスクリーニ
ングした。次いでポジティブライブラリは、プローブオ
リゴヌクレオチド及びＰＣＲプライマーの１つを用いて
ＰＲＯ２４０をコードするクローンを単離するのに使用
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した。
【０１１２】ｃＤＮＡライブラリの構築のためのＲＮＡ
はヒト胎児肝臓組織から単離した。ｃＤＮＡクローンの
単離に用いたｃＤＮＡライブラリは、Invitrogen, San 
Diego, CAからのもの等の市販試薬を用いて標準的な方
法によって作成した。ｃＤＮＡは、ＮｏｔＩ部位を含む
オリゴｄＴでプライムし、平滑末端でＳａｌＩヘミキナ
ーゼアダプターに結合させ、ＮｏｔＩで切断し、ゲル電
気泳動でおよそのサイズ分類し、そして適切なクローニ
ングベクター（ｐＲＫＢ又はｐＲＫＤ等；ｐＲＫ５Ｂは
ＳｆｉＩ部位を含まないｐＲＫ５Ｄの前駆体である；Ho
lmesら, Science, 253: 1278-1280 (1991)参照）に、独
特のＸｈｏＩ及びＮｏｔＩ部位において、所定の方向で
クローニングした。上記の様にして単離されたクローン
のＤＮＡ配列は、ＰＲＯ２４０の全長ＤＮＡ配列[ここ
でDNA34387-1138と称する]、及びＰＲＯ２４０の誘導さ
れたタンパク質配列を提供する。ＤＮＡ３４３８７－１
１３８の全ヌクレオチド配列を図９(配列番号：９)に示
す。太字の下線で示したように、ＤＮＡ３４３８７－１
１３８は、単一のオープンリーディングフレームを含
み、ヌクレオチド位置１２-１４に見かけの翻訳開始部
位を有し、ヌクレオチド位置６９９-７０１の停止コド
ンで終端する。予測されるポリペプチド前駆体は２２９
アミノ酸長である(図１０)。クローンＤＮＡ３４３８７
－１１３８は１９９７年９月１６日にＡＴＣＣに寄託さ
れＡＴＣＣ寄託番号２０９２６０が付与されている。全
長ＰＲＯ２４０のアミノ酸配列の分析は、キイロショウ
ジョウバエ由来の鋸状前駆タンパク質及びセキショクヤ
ケイ(Gallus属gallus)のＣ-ｓｅｒｒａｔｅ-１タンパク
質との３０％及び３５％のアミノ酸同一性を有すること
を示唆する。
【０１１３】４．ヒトＰＲＯ２５６(ＵＮＱ２２３)をコ
ードするｃＤＮＡクローンの単離
上記実施例１パートＥに記載したように、phrapを用い
て他のＥＳＴ配列に対してコンセンサスＤＮＡ配列を構
築した。この構築されたコンセンサス配列を、ここでＤ
ＮＡ２８７２５と命名する。ＤＮＡ２８７２５コンセン
サス配列に基づいて、１）ＰＣＲにより対象とする配列
を含むｃＤＮＡライブラリを同定するため、及び２）Ｐ
ＲＯ２５６の全長コード化配列のクローンを単離するプ
ローブとして使用するために、オリゴヌクレオチドを合
成した。正方向及び逆方向ＰＣＲプライマーは一般的に
２０から３０ヌクレオチドの範囲であり、しばしば約１
００-１０００ｂｐ長のＰＣＲ産物を与えるように設計
される。プローブ配列は典型的には４０-５５ｂｐ長で
ある。幾つかの場合には、コンセンサス配列が約１-
１．５ｋｂｐより大きな場合に更なるオリゴヌクレオチ
ドを合成する。全長クローンについて幾つかのライブラ
リーをスクリーニングするために、ライブラリーからの
ＤＮＡを上掲のAusubel等, Current Protocols in Mole
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cular Biologyに従って、ＰＣＲプライマー対でのＰＣ
Ｒ増幅によりスクリーニングした。次いでポジティブラ
イブラリーを、プローブオリゴヌクレオチド及びプライ
マー対の一方を用いた興味ある遺伝子をコードするクロ
ーンの単離に使用した。
ＰＣＲプライマー（正方向及び逆方向）の対を合成し
た：
正方向ＰＣＲプライマー：5'-TGTCCACCAAGCAGACAGAAG-
3'（配列番号：３５）
逆方向ＰＣＲプライマー：5'-ACTGGATGGCGCCTTTCCATG-
3'（配列番号：３６）
さらに、ＤＮＡ２８７２５コンセンサス配列から合成オ
リゴヌクレオチドハイブリッド形成プローブを作成し、
それは以下のヌクレオチド配列を有していた：
ハイブリッド形成プローブ：
5'-CTGACAGTGACTAGCTCAGACCACCCAGAGGACACGGCCAACGTCAC
AGT-3'（配列番号：３７）
5'-GGGCTCTTTCCCACGCTGGTACTATGACCCCACGGAGCAGATCTG-
3'（配列番号：３８）
【０１１４】全長クローンの供給源について幾つかのラ
イブラリをスクリーニングするために、ライブラリから
のＤＮＡを上で同定したＰＣＲプライマー対でＰＣＲ増
幅した。次いで、ポジティブライブラリを、プローブオ
リゴヌクレオチド及びＰＣＲプライマー対の一方を用い
てＰＲＯ２５６遺伝子をコードするクローンを単離する
のに使用した。ｃＤＮＡライブラリの構築のためのＲＮ
Ａはヒト胎盤組織から単離した。ｃＤＮＡクローンの単
離に用いたｃＤＮＡライブラリは、Invitrogen, San Di
ego, CAからのもの等の市販試薬を用いて標準的な方法
によって作成した。ｃＤＮＡは、ＮｏｔＩ部位を含むオ
リゴｄＴでプライムし、平滑末端でＳａｌＩヘミキナー
ゼアダプターに結合させ、ＮｏｔＩで切断し、ゲル電気
泳動でおよそのサイズ分類し、そして適切なクローニン
グベクター（ｐＲＫＢ又はｐＲＫＤ等；ｐＲＫ５ＢはＳ
ｆｉＩ部位を含まないｐＲＫ５Ｄの前駆体である；Holm
es等, Science, 253: 1278-1280 (1991)参照）に、独特
のＸｈｏＩ及びＮｏｔＩ部位において、所定の方向でク
ローニングした。上記のように単離したクローンのＤＮ
Ａ配列決定により、ＰＲＯ２５６[ここでＤＮＡ３５８
８０－１１６０と称される］(配列番号：１１)の全長Ｄ
ＮＡ配列及びＰＲＯ２５６の誘導タンパク質配列が得ら
れた。
【０１１５】ＤＮＡ３５８８０－１１６０の全コード化
配列が図１１（配列番号：１１）に示される。クローン
ＤＮＡ３５８８０－１１６０は単一のオープンリーディ
ングフレームを含み、ヌクレオチド位置１８８－１９０
に見かけの翻訳開始部位、そしてヌクレオチド位置１７
７５－１７７７に見かけの停止コドンを持つ。予測され
るポリペプチド前駆体は５２９アミノ酸長である（図１
２）。クローンＤＮＡ３５８８０－１１６０は1997年10
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月16日にＡＴＣＣに寄託され、ＡＴＣＣ寄託番号２０９
３７９が付与された。ＰＲＯ２５６の全長配列の分析に
より、その一部がヒトビクニン(bikunin)タンパク質と
有意な相同性を持つことが示唆され、それよりＰＲＯ２
５６が新規なプロテイナーゼインヒビターであることが
示された。
【０１１６】５．ヒトＰＲＯ３０６(ＵＮＱ２６９)をコ
ードするｃＤＮＡクローンの単離
コンセンサスＤＮＡ配列を、上記の実施例１パートＥに
記載したように、phrapを用いて他のＥＳＴ配列に対し
て作成した。次いでこのコンセンサス配列を、ここでＤ
ＮＡ３６４５８と命名する。コンセンサスＤＮＡ配列を
BLAST及びphrapの繰り返しサイクルを用いて伸長させ
て、上述したＥＳＴ配列の供給源を用いてコンセンサス
配列をできるだけ伸長させた。ＤＮＡ３６４５８コンセ
ンサス配列に基づいて、１)ＰＣＲにより関心ある配列
を含むｃＤＮＡライブラリーを同定するため、及び２)
ＰＲＯ３０６の全長コード化配列のクローンを単離する
プローブとして使用するために、オリゴヌクレオチドを
合成した。正方向及び逆方向ＰＣＲプライマーは一般的
に２０から３０ヌクレオチドの範囲であり、しばしば約
１００-１０００ｂｐ長のＰＣＲ産物を与えるように設
計される。プローブ配列は典型的には４０-５５ｂｐ長
である。幾つかの場合には、コンセンサス配列が約１-
１．５ｋｂｐより大きな場合に更なるオリゴヌクレオチ
ドを合成する。全長クローンについて幾つかのライブラ
リーをスクリーニングするために、ライブラリーからの
ＤＮＡを上掲のAusubel等,Current Protocols in Molec
ular Biologyに従って、ＰＣＲプライマー対でのＰＣＲ
増幅によりスクリーニングした。次いでポジティブライ
ブラリーを、プローブオリゴヌクレオチド及びプライマ
ー対の一方を用いた興味ある遺伝子をコードするクロー
ンの単離に使用した。
次のＰＣＲプライマー対(正方向及び逆方向)を合成し
た：
正方向ＰＣＲプライマー：5'-CAGGTCGAACCCAGACCACGATG
C-3'(配列番号：３９)
正方向ＰＣＲプライマー：5'-GCCACATGGCCCAGCTTG-3'
(配列番号：４０)
正方向ＰＣＲプライマー：5'-GAGACGGAGGAAGCAGGC-3'
(配列番号：４１)
正方向ＰＣＲプライマー：5'-GGCCACACTTACAGCTCTG-3'
(配列番号：４２)
逆方向ＰＣＲプライマー：5'-AGCCGGCTTCTGAGGGCGTCTAC
C-3'(配列番号：４３)
さらに、コンセンサスＤＮＡ３６４５８配列から合成オ
リゴヌクレオチドハイブリッド形成プローブを作成し、
それは以下のヌクレオチド配列を有していた：
ハイブリッド形成プローブ：
5'-TGGTGCTGCCGCTGCTGCTCCTGGCCGCGGCAGCCCTGGCCGAAG-
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3'(配列番号：４４)
全長クローンの供給源について幾つかのライブラリーを
スクリーニングするために、ライブラリーからのＤＮＡ
を上で同定したＰＣＲプライマー対でＰＣＲ増幅してス
クリーニングした。次いで、ポジティブライブラリー
を、プローブオリゴヌクレオチド及びＰＣＲプライマー
対の一方を用いてＰＲＯ３０６遺伝子をコードするクロ
ーンを単離するのに使用した。
【０１１７】ｃＤＮＡライブラリーの構築のためのＲＮ
Ａはヒト胎児腎臓組織から単離した。ｃＤＮＡクローン
を単離するために用いたｃＤＮＡライブラリーは、Invi
trogen, San Diego, CA からのもの等の市販試薬を用い
た標準的方法によって形成した。ｃＤＮＡは、ＮｏｔＩ
部位を含むオリゴｄＴでプライムし、ＳａｌＩヘミキナ
ーゼアダプターの平滑末端で結合させ、ＮｏｔＩで切断
し、ゲル電気泳動で適当にサイズ分割をし、定まった方
向で適当なクローニングベクター(ｐＲＫＢ又はｐＲＫ
Ｄ等；ｐＲＫ５Ｂは、ＳｆｉＩ部位を持たないｐＲＫ５
Ｄの前駆体である；Holmes等, Science, 253:1278-1280
 (1991)を参照されたい)に独特のＸｈｏｌ及びＮｏｔＩ
部位においてクローン化した。上記のように単離したク
ローンのＤＮＡ配列決定により、ＰＲＯ３０６[ＤＮＡ
３９９８４－１２２１](配列番号：１３)の全長ＤＮＡ
配列；及びＰＲＯ３０６の誘導タンパク質配列が得られ
た。ＤＮＡ３９９８４－１２２１の全コード化配列を図
１３(配列番号：１３)に示す。クローンＤＮＡ３９９８
４－１２２１は単一のオープンリーディングフレームを
含み、ヌクレオチド位置１９９－２０１に見かけの翻訳
開始部位、そしてヌクレオチド位置１４７１－１４７３
に見かけの停止コドンを持つ。予測されるポリペプチド
前駆体は４２４アミノ酸長である(図１４)。クローンＤ
ＮＡ３９９８４－１２２１はＡＴＣＣに寄託され、ＡＴ
ＣＣ寄託番号２０９４３５を付与されている。全長ＰＲ
Ｏ３０６ポリペプチドのアミノ酸配列の分析により、そ
の部分がテスティカンタンパク質、及びＩＧＦ結合タン
パク質に対する十分な相同性を有することが示唆され、
よってＰＲＯ３０６が新規なテスティカン又はＩＧＦ結
合タンパク質であり得ることを示す。
【０１１８】６．ヒトＰＲＯ３６４(ＵＮＱ３１９)をコ
ードするｃＤＮＡクローンの単離
発現配列タグ(ＥＳＴ)ＤＮＡデータベース(LIFESEQ(登
録商標)、Incyte Pharmaceuticals、Palo Alto, CA)を
検索し、ポリペプチドの腫瘍壊死因子レセプター(ＴＮ
ＦＲ)ファミリーのメンバーと相同性を示すＥＳＴ(Incy
te EST番号3003460)を同定した。次に、BLAST(Altschul
等, Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996))及び
「phrap」(Phil Green, University of Washington, Se
attle, http://bozeman.mbt.washington.edu/phrap.doc
s/phrap.html)の繰り返しサイクルを用いてIncyte 3003
460 EST及び他のＥＳＴ配列に対してコンセンサスＤＮ
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Ａ配列を構築した。このコンセンサス配列を、ここでＤ
ＮＡ４４８２５と命名した。ＤＮＡ４４８２５コンセン
サス配列に基づいて、１)ＰＣＲにより関心ある配列を
含むｃＤＮＡライブラリーを同定するため、及び２)Ｐ
ＲＯ３６４の全長コード化配列のクローンを単離するプ
ローブとして使用するために、オリゴヌクレオチドを合
成した。正方向及び逆方向ＰＣＲプライマーは一般的に
２０から３０ヌクレオチドの範囲であり、しばしば約１
００－１０００ｂｐ長のＰＣＲ産物を与えるように設計
される。プローブ配列は典型的には４０－５５ｂｐ長で
ある。ある場合には、コンセンサス配列が約１－１．５
ｋｂｐよりも大きいときに更なるオリゴヌクレオチドが
合成される。全長クローンについて幾つかのライブラリ
ーをスクリーニングするために、ライブラリーからのＤ
ＮＡをAusubel等, Current Protocols in Molecular Bi
ologyに従って、ＰＣＲプライマー対でのＰＣＲ増幅に
よりスクリーニングした。次いでポジティブライブラリ
ーを、プローブオリゴヌクレオチド及びプライマー対の
一方を用いた対象とする遺伝子をコードするクローンの
単離に使用した。
【０１１９】ＰＣＲプライマー対(正方向及び逆方向)を
合成した：
正方向ＰＣＲプライマー：5'-CACAGCACGGGGCGATGGG-3'
(配列番号：４５)
正方向ＰＣＲプライマー：5'-GCTCTGCGTTCTGCTCTG-3'
(配列番号：４６)
正方向ＰＣＲプライマー：5'-GGCACAGCACGGGGCGATGGGCG
CGTTT-3'(配列番号：４７)
逆方向ＰＣＲプライマー：5'-CTGGTCACTGCCACCTTCCTGCA
C-3'(配列番号：４８)
逆方向ＰＣＲプライマー：5'-CGCTGACCCAGGCTGAG-3'(配
列番号：４９)
逆方向ＰＣＲプライマー：5'-GAAGGTCCCCGAGGCACAGTCGA
TACA-3'(配列番号：５０)
さらに、コンセンサスＤＮＡ４４８２５配列から合成オ
リゴヌクレオチドハイブリッド形成プローブを作成し、
それは以下のヌクレオチド配列を有していた：
ハイブリッド形成プローブ：
5'-GAGGAGTGCTGTTCCGAGTGGGACTGCATGTGTGTCCAGC-3'(配
列番号：５１)
ハイブリッド形成プローブ：
5'-AGCCTGGGTCAGCGCCCCACCGGGGGTCCCGGGTGCGGCC-3'(配
列番号：５２)
全長クローンの供給源について幾つかのライブラリーを
スクリーニングするために、ライブラリーからのＤＮＡ
を上で同定したＰＣＲプライマー対でＰＣＲ増幅した。
次いで、ポジティブライブラリーを、プローブオリゴヌ
クレオチド及びＰＣＲプライマーの一方を用いてＰＲＯ
３６４遺伝子をコードするクローンを単離するのに使用
した。



(63) 特開２００３－１８０３８１

10

20

30

40

50

92
【０１２０】ｃＤＮＡライブラリーの構築のためのＲＮ
Ａはヒト小腸組織(ＬＩＢ２３１)から単離した。ｃＤＮ
Ａクローンを単離するために用いたｃＤＮＡライブラリ
ーは、Invitrogen, San Diego, CA からのもの等の市販
試薬を用いて標準的方法によって形成した。ｃＤＮＡ
は、ＮｏｔＩ部位を含むオリゴｄＴでプライムし、ブラ
ントでＳａｌＩヘミキナーゼ化したアダプターに結合
し、ＮｏｔＩで分割し、ゲル電気泳動で適当にサイズ分
割をし、定まった方向で適当なクローニングベクター
(ｐＲＫＢ又はｐＲＫＤ等；ｐＲＫ５Ｂは、ＳｆｉＩ部
位を持たないｐＲＫ５Ｄの前駆体である；Holmes等, Sc
ience, 253:1278-1280 (1991)を参照されたい)に独特の
ＸｈｏＩ及びＮｏｔＩ部位においてクローン化した。前
記のような単離されたクローンのＤＮＡ配列は、ＰＲＯ
３６４の全長ＤＮＡ配列[ここでＤＮＡ４７３６５-１２
０６と称される](配列番号：１５)及びＰＲＯ３６４の
誘導されたタンパク質配列を提供する。ＤＮＡ４７３６
５-１２０６の全ヌクレオチド配列は、図１５(配列番
号：１５)に示される。クローンＤＮＡ４７３６５-１２
０６はヌクレオチド位置１２１－１２３に見かけの転写
開始部位をもつ単一のオープンリーディングフレームを
含み、ヌクレオチド位置８４４－８４６の終止コドンで
終端する。予定ポリペプチド前駆体は、２４１アミノ酸
長である(図１６)。全長ＰＲＯ３６４タンパク質は、見
積もり分子量約２６,０００ダルトン及びｐＩ約６．３
４を有する。潜在的なＮ-グリコシル化部位は図１６に
示されるアミノ酸配列のアミノ酸１４６－１４９の間に
ある。推定のシグナル配列はアミノ酸１から２５にあ
り、潜在的な膜貫通ドメインは、配列のアミノ酸１６２
から１８０の間にある。クローンＤＮＡ４７３６５-１
２０６はＡＴＣＣに寄託され、ＡＴＣＣ寄託番号２０９
４３６が付与された。全長ＰＲＯ３６４ポリペプチドの
アミノ酸配列の分析は、その一部が腫瘍壊死因子レセプ
ターファミリーのメンバーと相同性を有することを示唆
し、よってＰＲＯ３６４が腫瘍壊死因子レセプターファ
ミリーの新規なメンバーであることを示している。全長
天然ＰＲＯ３６４ポリペプチドの推定アミノ酸配列及び
それをコードするヌクレオチド配列の詳細な検討によ
り、Nocentini等, Proc. Natl. Acad. Sci.USA 94: 621
6-6221 (1997)に報告されたマウスＧＩＴＲ（ｍＧＩＴ
Ｒ）タンパク質との配列相同性が明らかとなる。従っ
て、ＰＲＯ３６４はNocentini等によって報告されたマ
ウスＧＩＴＲタンパク質のヒト対応物又は相同分子種を
表していることが可能である。
【０１２１】１．ヒトＮＬ４(ＰＲＯ３５６；ＵＮＱ３
１３)をコードするｃＤＮＡクローンの単離
発現配列タグ（ＥＳＴ）ＤＮＡデータベース（LIFESEQ
(登録商標)、Incyte Pharmaceuticals、Palo Alto, C
A）を検索し、ヒトＴＩＥ-２ Ｌ１とＴＩＥ-２ Ｌ２と
の間に相同性を示すＥＳＴ(＃２９３９３４０)を同定し
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た。ＥＳＴに基づき、一対のＰＣＲプライマー(正方向
及び逆方向)とプローブを合成した：
ＮＬ４,５-１：5'-TTCAGCACCAAGGACAAGGACAATGACAACT-
3' (配列番号：５３)
ＮＬ４,３-１：5'-TGTGCACACTTGTCCAAGCAGTTGTCATTGTC-
3'(配列番号：５４)
ＮＬ４,３-３：5'-GTAGTACACTCCATTGAGGTTGG-3'      
   (配列番号：５５)
Life Technologies, Gaithersburg, MD (Super Script 
Plasmid System)からの試薬とプロトコールを用いて、
ベクターｐＲＫ５ＤにおいてClontech, Inc.から購入し
た子宮ｍＲＮＡ(Palo Alto, CA, USA, カタログ番号653
7-1)よりオリゴｄＴプライムしたｃＤＮＡのライブラリ
ーを作製した。ｐＲＫ５Ｄは、ｓｐ６転写開始部位に続
いてＳｆｉＩ制限酵素部位を、さらにＸｈｏＩ／Ｎｏｔ
ＩｃＤＮＡクローニング部位を持つクローニングベクタ
ーである。ｃＤＮＡをＮｏｔＩ部位を含むオリゴｄＴで
プライムし、平滑末端でＳａｌＩヘミキナーゼアダプタ
ーに結合させ、ＮｏｔＩで切断し、ゲル電気泳動で約１
０００ｂｐを越えるように適切にサイズ分類し、Ｘｈｏ
Ｉ／ＮｏｔＩ切断ｐＲＫ５Ｄにおいて所定の方向でクロ
ーニングした。全長クローンの供給源について幾つかの
ライブラリをスクリーニングするために、ライブラリか
らのＤＮＡを上述で同定したＰＣＲプライマー対でＰＣ
Ｒ増幅してスクリーニングを行った。次いで、ポジティ
ブライブラリを、プローブオリゴヌクレオチド及びＰＣ
Ｒプライマー対の一方を用いてＰＲＯ３５６遺伝子をコ
ードするクローンを単離するのに使用した。上述のよう
に単離したクローンのＤＮＡ配列決定により、ＮＬ４の
全長ＤＮＡ配列及び誘導タンパク質配列が得られた。Ｐ
ＲＯ３５６の全ヌクレオチド配列を図１７(配列番号：
１７)に示す。太字の下線で示したように、クローンＤ
ＮＡ４７４７０－１１３０は、単一のオープンリーディ
ングフレームリーディングフレームを含み、ヌクレオチ
ド位置２１５-２１７に見かけの翻訳開始部位を有す
る。図１７において、ヌクレオチド位置１０３９-１０
４１にＴＡＡ停止コドンを有する。予測されるポリペプ
チドは３４６アミノ酸長である(図１８)。ＤＮＡ４７４
７０－１１３０は１９９７年１０月２８日にＡＴＣＣに
寄託され、ＡＴＣＣ寄託番号２０９４２２が付与されて
いる。全長配列のＢＬＡＳＴ及びＦａｓｔＡ配列に基づ
き、ＰＲＯ３５６はＴＩＥ２Ｌ１(３２％)及びＴＩＥ２
Ｌ２(３４％)とアミノ酸配列同一性を示す。
【０１２２】１０．ヒトＰＲＯ８２６(ＵＮＱ４６７)を
コードするｃＤＮＡクローンの単離
ＤＮＡ５７６９４－１３４１は、ジェネンテク，インク
（South San Francisco, CA）によって開発された独自
の配列発見アルゴリズムを、公的（例えば、GenBank）
及び／又は私的（LifeseqR Incyte Pharmaceuticals, I
nc., Palo Alto,CA）データベースからのＥＳＴｓ並び
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に集団化及び構築されたＥＳＴ断片に適用することによ
り同定した。シグナル配列アルゴリズムは、考慮してい
る配列又は配列断片の５'-末端の第１の、場合によって
は第２のメチオニンコドン（ＡＴＧ）を取り囲むＤＮＡ
ヌクレオチドの性質に基づく分泌シグナルスコアを計算
する。第１のＡＴＧに続くヌクレオチドは、停止コドン
を持たない少なくとも３５の不明瞭でないアミノ酸をコ
ードしなければならない。第１のＡＴＧが必要なアミノ
酸を有する場合、第２のものは試験しない。何れも要件
を満たさない場合、候補配列にスコアをつけなかった。
ＥＳＴ配列が真正のシグナル配列を含むか否かを決定す
るために、ＡＴＧコドンを取り囲むＤＮＡ及び対応する
アミノ酸配列を、分泌シグナルに関連することが知られ
た７つのセンサー（評価パラメータ）の組を用いてスコ
アをつけた。このアルゴリズムの使用により、多くのポ
リペプチド-コード化核酸配列の同定がなされた。上に
記載したシグナル配列アルゴリズムの使用により、Incy
teデータベースからの、４７２８３と命名されるＥＳＴ
クラスター配列の同定が可能となった。次いでこのＥＳ
Ｔクラスター配列を、公的データベース（例えば、GenB
ank）及び独自に開発したＥＳＴＤＮＡデータベース（L
IFESEQ(商品名)、Incyte Pharmaceuticals、Palo Alto,
 CA）を含む種々の発現配列タグ（ＥＳＴ）データベー
スと比較して、存在する相同性を同定した。相同体検索
は、コンピュータプログラムBLAST又はBLAST2（Altschu
l等, Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996)）を
用いて実施した。公知のタンパク質をコードせず、BLAS
Tスコア７０（９０の場合もある）又はそれ以上を持つ
比較物は、プログラム「phrap」（Phil Green,Universi
ty of Washington, Seattle, Washington）で集団化し
てコンセンサスＤＮＡ配列を構築した。そこから得られ
たコンセンサス配列を、ここでＤＮＡ５６０００と命名
する。ＤＮＡ５６０００コンセンサス配列とＭｅｒｃｋ
のＥＳＴクローン番号Ｗ６９２３３に含まれるＥＳＴ配
列との間の観察された配列相同性に鑑みて、Ｍｅｒｃｋ
ＥＳＴクローン番号Ｗ６９２３３を購入し、ｃＤＮＡ挿
入物を得て配列決定した。この挿入物は全長タンパク質
をコードすることがわかった。このｃＤＮＡ挿入物の配
列を図１９に示し、ここでＤＮＡ５７６９４－１３４１
と命名する。クローンＤＮＡ５７６９４－１３４１は単
一のオープンリーディングフレームを含み、ヌクレオチ
ド位置１３－１５に見かけの翻訳開始部位を持ち、そし
てヌクレオチド位置３１０－３１２の停止コドンで終端
する。予測されるポリペプチド前駆体は９９アミノ酸長
である（図２０）。全長ＰＲＯ８２６タンパク質は、約
１１，０５０の見積もられた分子量及び約７．４７のｐ
Ｉを有する。図２０（配列番号：２０）に示した全長Ｐ
ＲＯ８２６配列の分析は、以下のものの存在を明らかに
した：約アミノ酸１から約アミノ酸２２のシグナルペプ
チド、約アミノ酸２２から約アミノ酸２７及び約アミノ
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酸９０から約アミノ酸９５の潜在的Ｎ-ミリストイル化
部位、約アミノ酸１６から約アミノ酸４８のペルオキシ
ダーゼに相同性を有するアミノ酸ブロック。クローンＤ
ＮＡ５７６９４－１３４１は1998年6月22日にＡＴＣＣ
に寄託され、ＡＴＣＣ寄託番号２０３０１７が付与され
ている。図２０に示した全長配列のＷＵ-ＢＬＡＳＴ-２
配列アラインメント分析を用いたＤａｙｈｏｆｆデータ
ベース（バージョン35.45 SwissProt 35）の分析によ
り、ＰＲＯ８２６アミノ酸配列と以下のDayhoff配列：C
CU12315_1, SCU96108_6, CELF39F10_4及びHELT_HELHOと
の間の有意な相同性が明らかになった。
【０１２３】１１．ヒトＰＲＯ１０６８(ＵＮＱ５２５)
をコードするｃＤＮＡクローンの単離
上記の実施例１に記載したシグナル配列アルゴリズムの
使用により、ここでＩｎｃｙｔｅクラスター番号１４７
３６と命名されるＥＳＴクラスター配列のLIFESEQ(商品
名)データベースからの同定が可能となった。次いでこ
のＥＳＴクラスター配列を、公的データベース（例え
ば、GenBank）及び独自に開発したＥＳＴＤＮＡデータ
ベース（LIFESEQ(商品名)、Incyte Pharmaceuticals、P
alo Alto,CA）を含む種々の発現配列タグ（ＥＳＴ）デ
ータベースと比較して、存在する相同性を同定した。相
同体検索は、コンピュータプログラムBLAST又はBLAST2
（Altschul等, Methods in Enzymology 266: 460-480 
(1996)）を用いて実施した。公知のタンパク質をコード
せず、BLASTスコア７０（９０の場合もある）又はそれ
以上を持つ比較物は、プログラム「phrap」（Phil Gree
n, University of Washington, Seattle, Washington）
で集団化してコンセンサスＤＮＡ配列を構築した。そこ
から得られたコンセンサス配列を、ここでＤＮＡ５６０
９４と命名する。ＤＮＡ５６０９４コンセンサス配列と
ＩｎｃｙｔｅのＥＳＴクローン番号００４９７４に含ま
れるＥＳＴ配列との間の観察された配列相同性に鑑み
て、ＩｎｃｙｔｅＥＳＴクローン００４９７４を購入
し、ｃＤＮＡ挿入物を得て配列決定した。この挿入物は
全長タンパク質をコードすることがわかった。このｃＤ
ＮＡ挿入物の配列を図２１に示し、ここでＤＮＡ５９２
１４－１４４９（配列番号：２１）と命名する。図２１
に示した全長クローンは単一のオープンリーディングフ
レームを含み、ヌクレオチド位置４２－４４に見かけの
翻訳開始部位を持ち、そしてヌクレオチド位置１４－１
６の停止コドンで終端する。予測されるポリペプチド前
駆体（図２２；配列番号：２２）は１２４アミノ酸長で
ある。ＰＲＯ１０６８は、約１４，２８４ダルトンの計
算された分子量及び約８．１４の見積もられたｐＩを有
する。図２２に示すように、ＰＲＯ１０６８ポリペプチ
ドは以下のさらなる特徴を持つ：約アミノ酸１－２０の
シグナル配列、約アミノ酸１１８－１２３のウロテシン
ＩＩシグネーチャー配列、約アミノ酸６４－６６の細胞
接着配列、約アミノ酸１１２－１１５の潜在的ｃＡＭＰ
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-及びｃＧＭＰ-依存性タンパク質キナーゼリン酸化部
位。図２２に示した全長配列のＷＵ-ＢＬＡＳＴ-２配列
アラインメント分析を用いたＤａｙｈｏｆｆデータベー
ス（バージョン35.45 SwissProt 35）の分析により、Ｐ
ＲＯ１０６８アミノ酸配列と以下のDayhoff配列：HALBO
P_1, MTV043_36, I50498,及びP_R78445との間の相同性
が明らかになった。クローンＤＮＡ５９２１４－１４４
９は1998年7月1日にＡＴＣＣに寄託され、ＡＴＣＣ寄託
番号２０３０４６付与されている。
【０１２４】１２．ヒトＰＲＯ１３４３(ＵＮＱ６９８)
をコードするｃＤＮＡクローンの単離
上記の実施例１パートＡに記載したアミラーゼスクリー
ニングで単離したｃＤＮＡ配列は、WU-BLAST2配列アラ
インメントコンピュータプログラムにより、如何なる既
知のヒトコード核酸に対しても有意な配列同一性を有し
ていないことが分かった。このｃＤＮＡ配列をここでＤ
ＮＡ４８９２１と命名する。ＤＮＡ４８９２１分子の配
列からプローブを産生し、上記の実施例１パラグラフ
１、パートＡに記載したようにして調製されたヒト平滑
筋細胞組織ライブラリをスクリーニングするために使用
した。クローニングベクターはｐＲＫ５Ｂであり（ｐＲ
Ｋ５ＢはＳｆｉＩ部位を含まないｐＲＫ５Ｄの前駆体で
ある；Holmes等, Science, 253: 1278-1280 (1991)）、
切断されたｃＤＮＡサイズは２８００ｂｐ未満であっ
た。用いたオリゴヌクレオチドプローブは次の通りであ
った：
正方向ＰＣＲプライマー：5'-CAATATGCATCTTGCACGTCTGG
-3'（配列番号：５６）
逆方向ＰＣＲプライマー：5'-AAGCTTCTCTGCTTCCTTTCCTG
C-3'（配列番号：５７）
ハイブリッド形成プローブ：
5'-TGACCCCATTGAGAAGGTCATTGAAGGGATCAACCGAGGGCTG-3'
（配列番号：５８）
全長クローンが同定され、それは単一のオープンリーデ
ィングフレームを含み、ヌクレオチド位置７１－７３に
見かけの翻訳開始部位を持ち、ヌクレオチド位置８１２
－８１４に停止シグナルを有する（図２３；配列番号：
２３）。予測されるポリペプチド前駆体は２４７アミノ
酸長であり、約２５，３３５ダルトンの算定分子量及び
約７．０の推定ｐＩを有する。図２４（配列番号：２
４）に示された全長ＰＲＯ１３４３の分析により次のも
のの存在が証明される：約アミノ酸１から約アミノ酸２
５のシグナルペプチド及び約アミノ酸３５から約アミノ
酸２２５のサーカムスポロゾイト(circumsporozoite)反
復。クローンＤＮＡ６６６７５－１５８７は１９９８年
９月２２日にＡＴＣＣに寄託され、ＡＴＣＣ寄託番号２
０３１１５が付与された。図２４に示した全長配列のＷ
Ｕ-ＢＬＡＳＴ-２配列アラインメント分析を用いたＤａ
ｙｈｏｆｆデータベース（バージョン35.45 SwissProt 
35）の分析により、ＰＲＯ１３４３アミノ酸配列と以下
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のDayhoff配列：CSP_PLACC, CEF25H8_2, U88974_40, BN
AMRNAA_1, B0B0PC3_1, S58135, AF061832_1, BHU52040_
1, HUMPROFILE_1及びMTV023_14との間の有意な相同性が
証明された。また、ＤＮＡ４８９２１配列と相同性を有
するIncyteＥＳＴクローン（IncyteＥＳＴクローン番号
４７０１１４８）を得て、挿入断片を配列決定し、それ
によって図２３に示されたＤＮＡ６６６７５－１５８７
配列を生じた。
【０１２５】１３．ヒトＰＲＯ１３７５(ＵＮＱ７１２)
をコードするｃＤＮＡクローンの単離
Merck/Wash.U.データベースをサーチしてMerk ＥＳＴを
同定した。ついで、この配列をSwiss-Prot公的データベ
ース、公のＥＳＴデータベース（例えばGenBank、Merck
/Wash. U.）と企業のＥＳＴデータベース（LIFESEQ(商
品名), Incyte Pharmaceuticals, Palo Alto, CA）から
の他の配列とそれを整列化させるプログラムに入力し
た。サーチは、ＥＳＴ配列の６フレーム翻訳との細胞外
ドメイン（ＥＣＤ）タンパク質配列の比較としてコンピ
ュータプログラムBLAST又はBLAST2[Altshul等, Methods
 in Enzymology 266:460-480 (1996)]を使用して行っ
た。既知のタンパク質をコードしなかった７０（又はあ
る場合には９０）以上のBLASTスコアになったその比較
物を集合化し、「phrap」プログラム（Phil Green, Uni
versity of Washington, Seattle, Washington）でコン
センサスＤＮＡ配列を構築した。phrapを使用して他の
ＥＳＴ配列に対してコンセンサスＤＮＡ配列が構築され
た。このコンセンサス配列はここで「ＤＮＡ６７００
３」と命名する。ＤＮＡ６７００３コンセンサス配列に
基づいて、ヒト膵臓ライブラリにおいて核酸（配列番
号：４１７）を同定した。クローンのＤＮＡ配列決定に
より、ＰＲＯ１３７５に対する全長ＤＮＡ配列とＰＲＯ
１３７５に対する誘導タンパク質配列が得られた。ＰＲ
Ｏ１３７５の全コード配列は図２５（配列番号：２５）
に示される。クローンＤＮＡ６７００４－１６１４は、
単一のオープンリーディングフレームを持ち、ヌクレオ
チド位置１０４－１０６に見かけの翻訳開始部位、ヌク
レオチド位置６９８－７００に見かけの停止コドンを有
する。予測されたポリペプチド前駆体は１９８アミノ酸
長であり、図２６（配列番号：２６）に示した。膜貫通
ドメインはアミノ酸約１１－２８（ＩＩ型）及び１０３
－１２５にある。クローンＤＮＡ６７００４－１６１４
は、ＡＴＣＣに寄託され、ＡＴＣＣ寄託番号２０３１１
５が付されている。図２６に示した全長ＰＲＯ１３７５
タンパク質は約２２,５３１ダルトンの見積もり分子量
と約８．４７のｐＩを有する。図２６に示した全長配列
のWU-BLAST2配列アラインメント分析法を使用してのDay
hoffデータベース（バージョン35.45 SwissProt35）の
解析により、ＰＲＯ１３７５アミノ酸配列と次のDayhof
f配列：AF026198_5, CELR12C12_5, S73465, Y011_MYCP
N, S64538_1, P_P8150, MUVSHPO10_1, VSH_MUMPL及びCV
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U59751_5の間の配列同一性が明らかにされた。
【０１２６】実施例２：混合リンパ球反応(ＭＬＲ)にお
ける刺激活性アッセイ(アッセイ２４)
この実施例は、本発明のあるポリペプチドが刺激された
Ｔリンパ球の増殖刺激剤として活性であることを示す。
リンパ球の増殖を刺激する化合物は、免疫反応の向上が
好ましい治療において有用である。治療剤は本発明のポ
リペプチドのアンタゴニストの形態、例えばポリペプチ
ドのマウス-ヒトキメラ、ヒト化又はヒト抗体であり得
る。このアッセイの基本的プロトコールは、Current Pr
otocol in Immunology, unit3.12；J E Coligan, A M K
ruisbeek, D H Marglies, E M Shevach, W Strober編, 
国立衛生研究所, John Wiley & Sons, Incから出版に記
載されている。特に、このアッセイの一変形例では、末
梢血液単核細胞(ＰＢＭＣ)を個々の哺乳動物、例えばヒ
トのボランティアからロイコフェレーシスにより単離す
る(一人のドナーには刺激物ＰＢＭＣを供給し、他のド
ナーにはレスポンダーＰＢＭＣを供給する)。所望する
ならば、単離後に、細胞をウシ胎児血清及びＤＭＳＯ中
で凍結する。凍結細胞をアッセイ用培地(３７℃、5%Ｃ
Ｏ

２
)で一晩解凍し、ついで洗浄し、アッセイ用培地(Ｒ

ＰＭＩ；10%ウシ胎児血清、1%ペニシリン／ストレプト
マイシン、1%グルタミン、1%ＨＥＰＥＳ、1%非必須アミ
ノ酸、1%ピルビン酸)に3X10６細胞/mlに再懸濁させる。
刺激物ＰＢＭＣは細胞を光にさらす(約3000ラド)ことに
より調製される。このアッセイは混合物：100:1の1%又
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は0.1%に希釈された試験料試料、50:1の光にさらされた
刺激物細胞、及び50:1のレスポンダーＰＢＭＣ細胞、を
三重ウェルに蒔くことにより調製される。100マイクロ
タイターの細胞培養培地又は100マイクロタイターのＣ
Ｄ４-ＩｇＧを対照体として使用する。ついで、ウェル
を３７℃、5%ＣＯ

２
で４日間インキュベートする。５日

目、各ウェルにトリチウム化チミジン(1.0mC/ウェル；A
mersham)を適用する。６時間後、細胞を３回洗浄し、つ
いで標識の取込を評価する。このアッセイの他の変形例
では、ＰＢＭＣをBalb/cマウス及びC57B6マウスの脾臓
から単離する。細胞を、アッセイ用培地(ＲＰＭＩ；10%
ウシ胎児血清、1%ペニシリン／ストレプトマイシン、1%
グルタミン、1%ＨＥＰＥＳ、1%非必須アミノ酸、1%ピル
ビン酸)において新たに回収された脾臓から顕微鏡検査
用に細かく切断し、リンホライト(Lympholyte)Ｍ(Organ
on Teknika)上にこれらの細胞をオーバーレイすること
によりＰＭＢＣを単離し、2000rpmで２０分間遠心分離
し、集め、アッセイ用培地における単核細胞層を洗浄
し、アッセイ用培地に1X10７細胞/mlになるように細胞
を再懸濁させる。ついで、このアッセイは上記のように
行われる。ポジティブとは対照体よりも増加することで
あり、増加することはポジティブであると考えられ、18
0%以上の増加が好ましい。しかしながら、任意の値がコ
ントロール以上であるなら、試験用タンパク質について
刺激効果を示す。結果は以下の表７に示す。
【０１２７】
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【０１２８】実施例３：皮膚血管透過性アッセイ(アッ
セイ６４)
このアッセイは本発明のあるポリペプチドが動物の注入
部位での単核細胞、好酸球及びＰＭＮ浸潤を誘発するこ
とにより免疫反応を促進及び炎症反応を誘発することを
示す。免疫反応を刺激する化合物は免疫反応の刺激が有
用な治療に利用可能である。この皮膚血管透過性アッセ
イは次のように実施される。体重が３５０グラム又はそ
れ以上の毛の無いモルモットをケタミン(７５－８０mg/
Kg)及び５mg/Kgキシラジンの筋肉注射(IM)をして麻酔を
かけた。精製された本発明のポリペプチドの試料又は条
件培地試験試料が、注入部位あたり１００μｌを試験動
物の背中に皮内注入される。動物あたり約１０－３０、
好ましくは約１６－２４箇所の部位に注入が可能であ
る。エバンスブルー色素(１％に生理的食塩水で緩衝)の
１μｌが心臓内に注入される。ついで注入部位における
斑点が注入後１時間と６時間で測定(直径ｍｍ)される。
動物は注入後６時間で屠殺される。それぞれの皮膚注入
部位は生体組織検査され、ホルマリンで固定される。つ
いで皮膚は組織病理学検査用に調製される。それぞれ部
位は皮膚への炎症細胞浸潤を検査される。可視的な炎症
細胞の炎症を有する部位はポジティブとして記録され
る。炎症細胞は好中球、好酸球、単球、リンパ球であり
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得る。少なくとも注入部位での最小血管周囲の浸潤はポ
ジティブとして記録され、注入部位で浸潤のなかった場
合にはネガティブとして記録される。次のポリペプチド
がこのアッセイにおいてポジティブであると検定され
た：ＰＲＯ１７５、ＰＲＯ１７９、ＰＲＯ１８２、ＰＲ
Ｏ２４０、ＰＲＯ３６６及びＰＲＯ１３７５。
【０１２９】実施例４：ヒト同時刺激アッセイ
Ｔ細胞レセプターに媒介されるシグナルの活性化に加え
て、Ｔ細胞活性化は同時刺激シグナルを必要とする。一
つの同時刺激シグナルはＢ７（ＣＤ３）とＣＤ２８との
相互作用によって生成される。このアッセイにおいて
は、96ウェルプレートをＣＤ２８有又は無のＣＤ３で被
覆し、次いでヒト末梢血リンパ球、次いで試験タンパク
質を添加する。リンパ球の増殖は、トリチウム化チミジ
ン取り込みにより決定する。ポジティブなアッセイは、
試験タンパク質がリンパ球増殖に刺激性シグナルを提供
したことを示す。
材料：
１）カルシウム、マグネシウムを含まないハイクローン
(Hyclone)Ｄ-ＰＢＳ
２）Nunc96ウェル認定プレート#4-39454
３）抗ヒトＣＤ３Amac 0178 200μg/mlストック
４）抗ヒトＣＤ２８Biodesgn P42235M
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５）媒体：GibcoＲＰＭＩ1640＋Intergen#1020-90ＦＢ
Ｓ、1%Ｇｌｕ、1%Ｐ／Ｓ、50μg/mlゲンタマイシン、10
mMＨｅｐｅｓ。各アッセイ毎に新鮮。
６）トリチウム化チミジン
７）ロイコフェレーシス法を介して収集された凍結ヒト
末梢血リンパ球（ＰＢＬ）。
プレートは、96ウェル平底プレートを、カルシウム及び
マグネシウムを含まないハイクローンＤ-ＰＢＳ中の抗-
ＣＤ３抗体（Amac）又は抗-ＣＤ２８抗体（Biodesign）
又は両方で被覆することにより調製する。抗ＣＤ-３抗
体は10ng/ウェル（200ng/mlの50:l）、抗-ＣＤ２８抗体
は25ng/ウェル（0.5μg/mlの50:l）で100:lの全容量で
使用した。ＰＢＬは、ヒトドナーから標準的なロイコフ
ェレーシス法を用いて単離した。細胞調製物は、アッセ
イを実施するまで50%のウシ胎児血清及び50%のＤＭＳＯ
中で凍結させた。細胞は、媒体中で解凍してＰＢＬで洗
浄し、ＰＢＬを25mlの媒体中に再懸濁して37℃、5%ＣＯ*
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*
２
で終夜インキュベートした。アッセイ法において、被
覆プレートをＰＢＳで2回洗浄し、ＰＢＬを洗浄して100
μl/ウェルを用いて1x10６細胞/mlに再懸濁した。試験
タンパク質又は対照媒体の100μlをプレートに添加して
ウェル当たりの全容量を200μlとした。プレートを72時
間インキュベートした。次いでプレートをトリチウム化
チミジン（1mC/ウェル；Amersham）で6時間パルスし、
プレートからＰＢＬを回収してトリチウム化チミジンの
取り込みを見積もった。本発明の化合物のこのアッセイ
の結果は、以下の表８に示す。コントロールを越えるポ
ジティブな増加は、好ましいとされる１８０％以上の増
加を有するポジティブであるとみなされる。しかしなが
ら、コントロールよりも大きい任意の値は、試験タンパ
ク質の促進効果を示す。ＰＢＭＣは末梢血単核球を意味
する。
【０１３０】



(69) 特開２００３－１８０３８１

10

20

30

104

【０１３１】実施例５：混合リンパ球反応(ＭＬＲ)にお
ける阻害活性アッセイ(アッセイ６７)
この実施例は、本発明の一又は複数のポリペプチドが刺
激されたＴリンパ球の増殖阻害剤として活性であること
を示す。リンパ球の増殖を阻害する化合物は、免疫反応
の抑制が好ましい治療において有用である。このアッセ
イの基本的プロトコールは、Immunology, unit3.12；J 
E Coligan,A M Kruisbeek, D H Marglies, E M Shevac
h, W Strober編, 国立衛生研究所,John Wiley & Sons, 
Incから出版のCurrent Protocolsに記載されている。さ
らに、このアッセイの一変形例では、末梢血液単核細胞
（PBMC）を個々の哺乳類、例えばヒトのボランティアか
らロイコフェレーシスにより単離する（一人のドナーに
は刺激物PBMCを供給し、他のドナーにはレスポンダーPB
MCを供給する）。所望するならば、単離後に、細胞をウ
シ胎児血清及びＤＭＳＯ中で凍結する。凍結細胞をアッ
セイ用培地（37℃、5％ＣＯ

２
）で一晩解凍し、ついで

洗浄し、アッセイ用培地（RPMI；10％ウシ胎児血清、1
％ペニシリン／ストレプトマイシン、1％グルタミン、1
％HEPES、1％非必須アミノ酸、1％ピルビン酸塩）に３
ｘ１０６細胞/mlに再懸濁させる。刺激物ＰＢＭＣは細
胞を光にさらす（約3000ラド）ことにより調製される。
このアッセイは混合物：100:1の１％又は0.1％に希釈さ
れた試験料試料、50:1の光にさらされた刺激物細胞、及
び50:1のレスポンダーＰＢＭＣ細胞、を三重ウェルに蒔
くことにより調製される。100マイクロタイターの細胞
培養培地又は100マイクロタイターのCD4-IgGを対照体と
して使用する。ついで、ウェルを３７℃、５％ＣＯ

２
で

４日間インキュベートする。５日目、各ウェルにトリチ
ウム化チミジン（1.0mC/ウェル；Amersham）を適用す
る。６時間後、細胞を３回洗浄し、ついで標識の取込を
評価する。このアッセイの他の変形例では、ＰＢＭＣを
Balb/cマウス及びC57B6マウスの脾臓から単離する。細
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胞を、アッセイ用培地（RPMI；10％ウシ胎児血清、1％
ペニシリン／ストレプトマイシン、1％グルタミン、1％
HEPES、1％非必須アミノ酸、1％ピルビン酸塩）におい
て新たに回収された脾臓から顕微鏡検査用に細かく切断
し、リンパライトＭ（Lympholyte M）（Organon Teknik
a）上にこれらの細胞をオーバーレイすることによりＰ
ＭＢＣを単離し、2000rpmで２０分間遠心分離し、集
め、アッセイ用培地における単核細胞層を洗浄し、アッ
セイ用培地に１ｘ１０７細胞/mlになるように細胞を再
懸濁させる。ついで、このアッセイは上記のように行わ
れる。任意に以下の対照体が減少することは、阻害用化
合物についてのポジティブな結果であると考えられ、８
０％未満の減少が好ましい。しかしながら、任意の値が
対照体未満であるなら、試験用タンパク質について阻害
効果を示す。以下の試験ポリペプチドがこのアッセイで
ポジティブであった：ＰＲＯ１８２。
【０１３２】実施例６：インサイツハイブリッド形成
インサイツハイブリッド形成は、細胞又は組織調製物内
での核酸配列の検出及び局在化のための強力で多用途の
技術である。それは、例えば、遺伝子発現部位の同定、
転写物の組織分布の分析、ウイルス感染の同定及び局在
化、特定ｍＲＮＡ合成及び染色体マッピングにおける追
跡に有用である。インサイツハイブリッド形成は、Lu及
びGillett, Cell Vision 1: 169-176 (1994)のプロトコ
ールの最適な変形に従って、ＰＣＲ生成３３Ｐ-標識リ
ボプローブを用いて実施される。簡単には、ホルマリン
固定、パラフィン包埋ヒト組織を切片化し、脱パラフィ
ンし、プロテイナーゼＫ（20g/ml）で１５分間３７℃で
脱タンパクし、さらに上掲のLu及びGillettに記載され
たようにインサイツハイブリッド形成する。［３３-
Ｐ］ＵＴＰ-標識アンチセンスリボプローブをＰＣＲ産
物から生成し、５５℃で終夜ハイブリッド形成する。ス
ライドをKodak NTB2(商品名)核トラックエマルションに
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浸漬して４週間露出する。
【０１３３】３３Ｐ-リボプローブ合成
6.0μl（125mCi）の３３Ｐ-ＵＴＰ（Amersham BF 1002,
 SA＜2000 Ci/mmol）をスピード真空乾燥させた。乾燥
３３Ｐ-ＵＴＰを含む管に以下の成分を添加した：
2.0μlの5ｘ転写バッファー
1.0μlのＤＴＴ（100mM）
2.0μlのＮＴＰ混合物（2.5mM: 10μl; 10mMのGTP, CTP
及びATP+10μlのH

2
O）

1.0μlのＵＴＰ（50μM）
1.0μlのＲＮＡｓｉｎ
1.0μlのＤＮＡテンプレート（1μg）
1.0μlのＨ

２
Ｏ

1.0μlのＲＮＡポメラーゼ（ＰＣＲ産物についてT3＝A
S, T7=S,通常）
管を３７℃で１時間インキュベートし、1.0μlのRQ1 Ｄ
Ｎａｓｅを添加し、次いで３７℃で１５分間インキュベ
ートした。90μlのＴＥ（10mMトリスpH7.6／1mMのＥＤ
ＴＡpH8.0）を添加し、混合物をDE81紙にピペットし
た。残りの溶液をMicrocon-50限外濾過ユニットに負荷
し、プログラム１０を用いてスピンさせた（6分間）。
濾過ユニットを第２の管に変換し、プログラム２を用い
てスピンさせた（3分間）。最終回収スピンの後、100μ
lのＴＥを添加した。1μlの最終生成物をDE81紙にピペ
ットし6mlのBiofluor IIで数えた。プローブをＴＢＥ／
尿素ゲル上で走らせた。1-3μlのプローブ又は5μlのＲ
ＮＡ ＭｒｋＩＩＩを3μlの負荷バッファーに添加し
た。加熱ブロック上で９５℃に３分間加熱した後、ゲル
を即座に氷上に置いた。ゲルのウェルをフラッシング
し、試料を負荷し、180-250ボルトで45分間走らせた。
ゲルをサランラップでラップし、－７０℃冷凍機内で補
強スクリーンを持つＸＡＲフィルムに１時間から終夜露
出した。
【０１３４】３３Ｐ-ハイブリッド形成
Ａ．凍結切片の前処理
スライドを冷凍機から取り出し、アルミニウムトレイに
配置して室温で５分間解凍した。トレイを５５℃のイン
キュベータに５分間配置して凝結を減らした。スライド
を蒸気フード内において4%パラホルムアルデヒド中で５
分間固定し、0.5ｘＳＳＣで５分間室温で洗浄した（25m
l 20xSSC + 975ml SQ H

2
O）。0.5μg/mlのプロテイナー

ゼ中、３７℃で１０分間の脱タンパクの後（250mlの予
備加熱ＲＮａｓｅ無しＲＮａｓｅバッファー中の10mg/m
lストック12.5μl）、切片を0.5ｘＳＳＣで１０分間室
温で洗浄した。切片を、70%、95%、100%エタノール中、
各2分間脱水した。
Ｂ．パラフィン包埋切片の前処理
スライドを脱パラフィンし、ＳＱ Ｈ

２
Ｏ中に配置し、2

ｘＳＳＣで室温において各々５分間２回リンスした。切
片を20μg/mlのプロテイナーゼＫ（250ｍｌのＲＮａｓ
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ｅ無しＲＮａｓｅバッファー中10mg/mlを500μｌ；３７
℃、１５分間）－ヒト胚又は８ｘプロテイナーゼＫ（25
0mlのＲＮａｓｅバッファー中100μl、３７℃、３０分
間）－ホルマリン組織で脱タンパクした。続く0.5ｘＳ
ＳＣでのリンス及び脱水は上記のように実施した。
Ｃ．プレハイブリッド化
スライドをＢｏｘバッファー（4ｘＳＳＣ、50%ホルムア
ミド）－飽和濾紙で列を作ったプラスチックボックスに
並べた。組織を50μlのハイブリッド形成バッファー
（3.75gデキストラン硫酸＋6mlＳＱ Ｈ２Ｏ）で被覆
し、ボルテックスし、キャップを外して２分間マイクロ
波で加熱した。氷上で冷却した後、18.75mlのホルムア
ミド、3.75ｍｌの20ｘＳＳＣ及び9mlのＳＱ Ｈ２Ｏを添
加し、組織を良くボルテックスし、４２℃で1-4時間イ
ンキュベートした。
Ｄ．ハイブリッド形成
スライド当たり1.0ｘ10６cpmのプローブ及び1.0μlのｔ
ＲＮＡ（50mg/mlストック）を９５℃で３分間加熱し
た。スライドを氷上で冷却し、スライド当たり48μlの
ハイブリッド形成バッファーを添加した。ボルテックス
の後、50μlの３３Ｐ混合物をスライド上のプレハイブ
リッド50μlに添加した。スライドを５５℃で終夜イン
キュベートした。
Ｅ．洗浄
洗浄は、2ｘ10分間、2ｘＳＳＣ、ＥＤＴＡで室温で実施
し（400mlの20ｘSSC＋16mlの0.25M EDTA、Ｖ

ｆ
＝４

Ｌ）、次いでＲＮａｓｅＡ処理を３７℃で３０分間行っ
た（250mlＲＮａｓｅバッファー中10mg/mlを500μｌ＝2
0μg/ml）。スライドを2ｘ10分間、ＥＤＴＡで室温にお
いて洗浄した。緊縮性洗浄条件は次の通り：５５℃で２
時間、0.1ｘＳＳＣ、ＥＤＴＡ（20mlの20ｘSSC＋16mlの
EDTA、Ｖ

ｆ
＝４Ｌ）。

【０１３５】６．結果
ＤＮＡ１９３５５－１１５０
ヒト胎児組織での発現。副腎－胎児副腎の内皮細胞の密
度を超える特定のポジティブシグナル。
使用したオリゴヌクレオチド：
5'-TCTAATACGACTCACTATAGCTCAGGGGAAGAGCCAAAGA-3'(配
列番号：５９)
5'-TGAATTAACCCTCACTAAAGCAGTGCAATGCAGGGGACTA-3'(配
列番号：６０)
ＤＮＡ４７３６５－１２０６
ヒト及び胎児組織での発現。胎児において、椎骨体の前
面をはしる筋膜で発現がある。胎児網膜を越える発現及
び胎児ニューロンを越える低レベルの発現がある。
使用したオリゴヌクレオチド：
5'-GGATTCTAATACGACTCACTATAGGGCAACCCGAGCATGGCACAGCA
C-3' （配列番号：６１）
5'-CTATGAAATTAACCCTCACTAAAGGGATCTCCCAGCCGCCCCTTCTC
-3' （配列番号：６２）
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ＤＮＡ３４３８７－１１３８
ヒト成人及び胎児組織での発現。一般化した低いレベル
の発現。高いシグナルが次の部分で観察された：胎児－
甲状腺上皮、小腸上皮、生殖腺、膵臓上皮、肝臓の肝細
胞及び腎尿細管。また、発現は発達中の長骨の脈管組織
でも見られた。成人－胎盤細胞栄養芽層、腎尿細管上
皮、膀胱上皮、副甲状腺及び上皮性腫瘍。使用したオリ
ゴヌクレオチド：
5'-GGATTCTAATACGACTCACTATAGGGCCCGAGATATGCACCCAATGT
C-3' （配列番号：６３）
5'-CTATGAAATTAACCCTCACTAAAGGGATCCCAGAATCCCGAAGAACA
-3' （配列番号：６４）
【０１３６】実施例７：細胞及び疾患組織でのインサイ
ツハイブリッド形成
実施例６のインサイツハイブリッド形成方法を、遺伝子
発現の決定、転写物の組織分布、及び特定疾患に罹患し
たヒト個体から単離した疾患組織における本発明の遺伝
子／ＤＮＡ及びタンパク質の合成のための特定のｍＲＮ
Ａにおける変化の追跡に用いた。これらの結果は、疾患
組織の何処において本発明の遺伝子がより特異的に発現
されるか、及び疾患における本発明の阻害性又は刺激性
化合物（及びそのアゴニスト又はアンタゴニスト）の治
療効果の特定位置をより予測的に示す。ハイブリッド形
成は、以下の組織及び細胞試料の一又は複数を使用して
実施例６の方法に従って実施した。
（ａ）リンパ球及び抗原提示細胞（樹状細胞、ランゲル
ハンス細胞、マクロファージ及び単球、ＮＫ細胞）；
（ｂ）リンパ組織：正常及び反応性リンパ節、胸腺、気
管支関連リンパ組織（ＢＡＬＴ）、粘膜関連リンパ組織
（ＭＡＬＴ）；
（ｃ）ヒト疾患組織：関節炎及び変性関節疾患を持つ患
者の滑膜及び関節、潰瘍性大腸炎及びクローン病を含む
炎症性腸疾患を持つ患者からの大腸、乾癬及び他の型の
皮膚炎からの皮膚病変部、慢性及び急性気管支炎、肺
炎、肺、胸膜炎からのＢＡＬＴを含む肺組織及び組織リ
ンパ節、喘息からのＢＡＬＴを含む肺組織及び組織リン
パ節、鼻炎又は副鼻腔炎を持つ患者からの鼻及び副鼻腔
組織、多発性硬化症、アルツハイマー病及び発作からの
脳及び脊髄、腎炎、糸球体腎炎及び全身性エリテマトー
デスからの腎臓、感染性及び非感染性肝炎からの肝臓、
腫瘍／癌からの組織。発現は一又は複数の細胞又は組織
試料で観察され、これらの細胞又は組織試料に関連する
疾患における本発明の化合物（及びそのアゴニスト又は
アンタゴニスト）の治療的効果の位置を示している。
ＤＮＡ３４３８７－１１３８
発現は肺癌で観察された。遺伝子は肺腫瘍パネルのＴａ
ｑｍａｎ分析で増幅した。発現は８つの扁平上皮癌及び
６／８の腺癌で観察された。発現はインサイツ及び浸潤
成分において見られた。発現レベルは腺癌において低か
ら中程度であった。一般的に、発現は扁平上皮癌の方が
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高く、２の発現が強かった。リンパ節において低レベル
の発現がある場合もあった。
使用したオリゴヌクレオチド：
5'-GGATTCTAATACGACTCACTATAGGGCCCGAGATATGCACCCAATGT
C-3' （配列番号：６５）
5'-CTATGAAATTAACCCTCACTAAAGGGATCCCAGAATCCCGAAGAACA
-3' （配列番号：６６）
【０１３７】実施例８：ハイブリダイゼーションプロー
ブとしてのＰＲＯの利用
以下の方法は、ＰＲＯをコードする核酸配列のハイブリ
ダイゼーションプローブとしての使用を記載する。ここ
に開示した全長又は成熟ＰＲＯのコード化配列を含んで
なるDNA及び／又はその断片は、ヒト組織cDNAライブラ
リー又はヒト組織ゲノムライブラリーにおける相同的な
DNA（例えば、ＰＲＯの自然発生変異体をコードするも
の）のスクリーニングのためのプローブとして用いられ
る。いずれかのライブラリーDNAを含むフィルターのハ
イブリダイゼーション及び洗浄は、以下の高い緊縮条件
で実施した。放射標識ＰＲＯ誘導プローブのフィルター
へのハイブリダイゼーションは、５０％ホルムアルデヒ
ド、５ｘSSC、０．１％SDS、０．１％ピロリン酸ナトリ
ウム、５０mMリン酸ナトリウム、ｐＨ６．８、２ｘデン
ハード溶液、及び１０％デキストラン硫酸の溶液中で、
４２℃において２０時間行った。フィルターの洗浄は、
０．１ｘSSC及び０．１％SDSの水溶液中、４２℃で行っ
た。次いで、全長天然配列ＰＲＯをコードするDNAと所
望の配列同一性を有するＤＮＡは、この分野で知られた
標準的な方法を用いて同定できる。
【０１３８】実施例９：大腸菌におけるのＰＲＯ発現
この実施例は、大腸菌における組み換え発現による所望
のＰＲＯの非グリコシル化形態の調製を例示する。ＰＲ
ＯポリペプチドをコードするＤＮＡ配列は、選択された
ＰＣＲプライマーを用いて最初に増幅した。プライマー
は、選択された発現ベクターの制限酵素部位に対応する
制限酵素部位を持たなければならない。種々の発現ベク
ターが用いられる。好適なベクターの例は、ｐＢＲ３２
２（大腸菌由来のもの；Bolivarら,Gene, 2:95 (1977)
参照）であり、アンピシリン及びテトラサイクリン耐性
についての遺伝子を含む。ベクターは、制限酵素で消化
され、脱リン酸される。ＰＣＲ増幅した配列は、次い
で、ベクターに結合させる。ベクターは、好ましくは抗
生物質耐性遺伝子、ｔｒｐプロモーター、ポリ-Ｈｉｓ
リーダー（最初の６つのＳＴIIコドン、ポリ-Ｈｉｓ配
列、及びエンテロキナーゼ切断部位を含む）、ＰＲＯコ
ードする領域、ラムダ転写ターミネーター、及びａｒｇ
Ｕ遺伝子を含む。ライゲーション混合物は、次いで、Sa
mbrookら, 上掲に記載された方法を用いた選択した大腸
菌の形質転換に使用される。形質転換体は、それらのＬ
Ｂプレートで成長する能力により同定され、次いで抗生
物質耐性クローンが選択される。プラスミドＤＮＡが単
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離され、制限分析及びＤＮＡ配列分析で確認される。選
択されたクローンは、抗生物質を添加したＬＢブロスな
どの液体培地で終夜成長させることができる。終夜培地
は、続いて大規模培地の播種に用いられる。次に細胞を
最適光学密度まで成長させ、その間に発現プロモーター
が作動する。数時間の培養の後、遠心分離による集菌が
可能である。遠心分離で得られた細胞ペレットは、この
分野で知られた種々の試薬を用いて可溶化され、次いで
可溶化ＰＲＯタンパク質を、タンパク質が堅く結合する
条件下で金属キレート化カラムを用いて精製した。
【０１３９】以下の手法を用いて、ポリ-Ｈｉｓ（ポリ-
ヒス）タグ形態でＰＲＯを大腸菌で発現させてもよい。
ＰＲＯをコードするＤＮＡを選択したＰＣＲプライマー
を用いて最初に増幅した。プライマーは、選択された発
現ベクターの制限酵素部位に対応する制限酵素部位、及
び効率的で信頼性のある翻訳開始、金属キレートカラム
での迅速な精製、及びエンテロキナーゼでのタンパク質
分解的除去を与える他の有用な配列を含む。次いでＰＣ
Ｒ増幅された、ポリ-Ｈｉｓタグ配列を発現ベクターに
結合させ、それを株５２（W3110 fuhA(tonA) lon galE 
rpoHts(htpRts)clpP(lacIq)）に基づく大腸菌宿主の形
質転換に使用した。形質転換体は、最初に５０mg/mlの
カルベニシリンを含有するＬＢ中、３０℃で振盪しなが
ら３－５のＯ．Ｄ．６００に達するまで成長させた。つ
いで培地をＣＲＡＰ培地（3.57gの（ＮＨ

４
）
２
Ｓ

Ｏ
４
、０．７１gのクエン酸ナトリウム・２Ｈ

２
Ｏ、１．

０７gのＫＣｌ、５．３６gのＤｉｆｃｏ酵母抽出物、５
００mL水中の５．３６gのShefield hycase SF、並びに
１１０mMのＭＰＯＳ、pH７．３、０．５５%（w/v）のグ
ルコース及び７ｍMのＭｇＳＯ

４
の混合で調製）中に５

０－１００倍希釈し、３０℃で振盪させながら約２０－
３０時間成長させた。試料を取り出してＳＤＳ-ＰＡＧ
Ｅにより発現を確認し、バルク培地を遠心分離して細胞
のペレットとした。細胞ペレットを精製及び再折りたた
みまで凍結させた。０．５から1Lの発酵（６－１０gペ
レット）からの大腸菌ペーストを、７Mのグアニジン、
２０mMのトリス、ｐＨ８バッファー中で１０容量（w/
v）で再懸濁させた。固体硫酸ナトリウム及びテトラチ
オン酸ナトリウムを添加して最終濃度を各々０．１Ｍ及
び０．０２Ｍとし、溶液を4℃で終夜撹拌した。この工
程により、すべてのシステイン残基が亜硫酸によりブロ
ックされた変性タンパク質がもたらされた。溶液をBeck
man Ultracentrifuge中で４０，０００rpmで３０分間濃
縮した。上清を金属キレートカラムバッファー（6Mのグ
アニジン、20mMのトリス、pH7.4）の３－５容量で希釈
し、０．２２ミクロンフィルターを通して濾過して透明
化した。透明化抽出物を、金属キレートカラムバッファ
ーで平衡化させた５mlのQiagen Ni+2-NTA金属キレート
カラムに負荷した。カラムを５０mMのイミダゾール（Ca
lbiochem, Utrol grade）を含む添加バッファー、pH7.4
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で洗浄した。タンパク質を２５０mMのイミダゾールを含
有するバッファーで溶離した。所望のタンパク質を含有
する画分をプールし、４℃で保存した。タンパク質濃度
は、そのアミノ酸配列に基づいて計算した吸光係数を用
いて２８０nmにおけるその吸収により見積もった。
【０１４０】試料を、２０mMのトリス、pH８．６、０．
３MのＮａＣｌ、２．５Ｍの尿素、５ｍＭのシステイ
ン、２０mMのグリシン及び１mMのＥＤＴＡからなる新た
に調製した再生バッファー中に徐々に希釈することによ
りタンパク質を再生させた。リフォールディング容量
は、最終的なタンパク質濃度が５０～１００マイクログ
ラム／ｍｌとなるように選択した。リフォールディング
溶液を４℃で１２－３６時間ゆっくり撹拌した。リフォ
ールディング反応はＴＦＡを採取濃度０．４％（約３の
ｐＨ）で添加することにより停止させた。タンパク質を
さらに精製する前に、溶液を０．２ンフィルターを通し
て濾過し、アセトニトリルを最終濃度２－１０％で添加
した。再生したタンパク質を、Poros R1/H逆相カラム
で、０．１％ＴＦＡの移動バッファーと１０～８０％の
アセトニトリル勾配での溶離を用いてクロマトグラフに
かけた。Ａ２８０吸収を持つ画分のアリコートをＳＤＳ
ポリアクリルアミドゲルで分析し、相同な再生タンパク
質を含有する画分をプールした。一般的に、殆どの正し
く再生したタンパク質種は、これらの種が最もコンパク
トであり、その疎水性内面が逆相樹脂との相互作用から
遮蔽されているので、アセトニトリルの最低濃度で溶離
される。凝集した種は通常、より高いアセトニトリル濃
度で溶離される。誤って再生したタンパク質を所望の形
態から除くのに加えて、逆相工程は試料からエンドトキ
シンも除去する。所望の再生したＰＲＯポリペプチドを
含有する画分をプールし、溶液に向けた窒素の弱い気流
を用いてアセトニトリルを除去した。タンパク質を、透
析又は調製バッファーで平衡化したＧ２５Superfine（P
harmacia）樹脂でのゲル濾過及び滅菌濾過により、０．
１４Ｍの塩化ナトリウム及び４％のマンニトールを含む
２０ｍＭのHepes、ｐＨ６．８に調製した。ここで記載
されるＰＲＯポリペプチドの多くが、上記されるように
うまく発現された。
【０１４１】実施例１０：哺乳動物細胞におけるＰＲＯ
の発現
この実施例は、哺乳動物細胞における組み換え発現によ
るＰＲＯのグリコシル化形態の調製を例示する。発現ベ
クターとしてｐＲＫ５（1989年3月15日発行のＥＰ307,2
47参照のこと）を用いた。場合によっては、ＰＲＯＤＮ
Ａを選択した制限酵素を持つｐＲＫ５に結合させ、Samb
rookら, 上掲に記載されたようなライゲーション方法を
用いてＰＲＯＤＮＡを挿入させる。得られたベクター
は、各々ｐＲＫ５－ＰＲＯと呼ばれる。一実施態様で
は、選択された宿主細胞は２９３細胞とすることができ
る。ヒト２９３細胞（ATCC CCL 1573）は、ウシ胎児血
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清及び場合によっては滋養成分及び／又は抗生物質を添
加したＤＭＥＭなどの媒質中で組織培養プレートにおい
て成長させて集密化した。約１０μｇのｐＲＫ５－ＰＲ
Ｏ ＤＮＡを、ＶＡ ＲＮＡ遺伝子をコードする約１μｇ
のＤＮＡと混合し[Thimmappayaら, Cell, 31:543(198
2)]、約１μｇのＶＡ  ＲＮＡ遺伝子コード化ＤＮＡ［T
himmappayaら, Cell,31:543 (1982))］と混合し、５０
０μｌの１ｍＭトリス－ＨＣｌ、０．１ｍＭＥＤＴＡ、
０．２２７ＭＣａＣｌ

２
に溶解させた。この混合物に、

滴状の、５００μｌの５０ｍＭ ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．
３５）、２８０ｍＭのＮａＣｌ、１．５ｍＭのＮａＰＯ

４
を添加し、２５℃で１０分間析出物を形成させた。析
出物を懸濁し、２９３細胞に加えて３７℃で約４時間定
着させた。培養培地を吸引し、２ｍｌのＰＢＳ中２０％
グリセロールを３０秒間添加した。２９３細胞は、次い
で無血清培地で洗浄し、新鮮な培地を添加し、細胞を約
５日間インキュベートした。形質移入の約２４時間後、
培養培地を除去し、培養培地（のみ）又は２００μＣｉ
／ml３５Ｓ－システイン及び２００μＣｉ／ml３５Ｓ－
メチオニンを含む培養培地で置換した。１２時間のイン
キュベーションの後、条件培地を回収し、スピンフィル
ターで濃縮し、１５％ＳＤＳゲルに添加した。処理した
ゲルを乾燥させ、ＰＲＯポリペプチドの存在を現すとし
て選択された時間にわたってフィルムにさらした。形質
転換した細胞を含む培地は、更なるインキュベーション
を施し（無血清培地で）、培地を選択されたバイオアッ
セイで試験した。
【０１４２】これに換わる技術において、ＰＲＯ ＤＮ
Ａは、Somparyacら, Proc. Natl. Acad. Sci., 12:7575
 (1981)に記載されたデキストラン硫酸法を用いて２９
３細胞に一過的に導入される。２９３細胞は、スピナー
フラスコ内で最大密度まで成長させ、７００μｇのｐＲ
Ｋ５－ＰＲＯ ＤＮＡを添加する。細胞は、まずスピナ
ーフラスコから遠心分離によって濃縮し、ＰＢＳで洗浄
した。ＤＮＡ－デキストラン沈殿物を細胞ペレット上で
4時間インキュベートした。細胞を２０%グリセロールで
９０秒間処理し、組織培養培地で洗浄し、組織培養培
地、５μg/mlウシインシュリン及び０．１μｇ/mlウシ
トランスフェリンを含むスピナーフラスコに再度導入し
た。約4日後に、条件培地を遠心分離して濾過し、細胞
及び細胞片を除去した。次いで発現されたＰＲＯを含む
試料を濃縮し、透析及び／又はカラムクロマトグラフィ
ー等の選択した方法によって精製した。他の実施態様で
は、ＰＲＯをＣＨＯ細胞で発現させることができる。ｐ
ＲＫ５－ＰＲＯベクターは、ＣａＰＯ

４
又はＤＥＡＥ－

デキストランなどの公知の試薬を用いてＣＨＯ細胞に形
質移入することができる。上記したように、細胞培地を
インキュベートし、培地を培養培地（のみ）又は３５Ｓ
-メチオニン等の放射性標識を含む培地に置換すること
ができる。ＰＲＯポリペプチドの存在を同定した後、培
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養培地を無血清培地に置換してもよい。好ましくは、培
地を約６日間インキュベートし、次いで条件培地を収集
する。次いで、発現されたＰＲＯを含む培地を濃縮し
て、選択した方法にとって精製することができる。
【０１４３】また、エピトープタグＰＲＯは、宿主ＣＨ
Ｏ細胞において発現させてもよい。ＰＲＯは、ｐＲＫ５
ベクターからサブクローニングした。サブクローン挿入
物は、次いで、ＰＣＲを施してバキュロウイルス発現ベ
クター中のポリ-Ｈｉｓタグ等の選択されたエピトープ
タグを持つ枠に融合できる。ポリ-ＨｉｓタグＰＲＯ挿
入物は、次いで、安定なクローンの選択のためのＤＨＦ
Ｒ等の選択マーカーを含むＳＶ４０誘導ベクターにサブ
クローニングできる。最後に、ＣＨＯ細胞をＳＶ４０誘
導ベクターで（上記のように）形質移入した。発現を確
認するために、上記のように標識化を行ってもよい。発
現されたポリ-ＨｉｓタグＰＲＯを含む培養培地は、次
いで濃縮し、Ｎｉ２＋－キレートアフィニティクロマト
グラフィー等の選択された方法により精製できる。ま
た，一過性発現法によって、ＣＨＯ及び／又はＣＯＳ細
胞の発現を完遂させてもよい。ＣＨＯ細胞における安定
な発現は，以下の方法を用いて実施することが可能であ
る。タンパク質を、各タンパク質の可溶形態のコード化
配列（例えば、細胞外ドメイン）がＩｇＧ１のヒンジ、
ＣＨ２及びＣＨ２ドメインを含む定常領域配列に融合し
たＩｇＧ作成物（イムノアドヘシン）及び／又はポリ-
Ｈｉｓタグ形態として発現する。ＰＣＲ増幅に続いて、
対応するＤＮＡを、Ausubelら, Current Protocols ofM
olecular Biology, Unit 3.16, John Wiley and Sons 
(1997)に記載されたような標準的技術を用いてＣＨＯ発
現ベクターにサブクローニングした。ＣＨＯ発現ベクタ
ーは、対象とするＤＮＡの５’及び３’に適合する制限
部位を有し、ｃＤＮＡの便利なシャトル化ができるよう
に作成される。ベクターは、Lucasら, Nucl. Acids re
s. 24: 9, 1774-1779 (1996)に記載されたようにＣＨＯ
細胞での発現を用い、対象とするｃＤＮＡ及びジヒドロ
フォレートレダクターゼ（ＤＨＦＲ）の発現の制御にＳ
Ｖ４０初期プロモーター／エンハンサーを用いる。ＤＨ
ＦＲ発現は、形質移入に続くプラスミドの安定な維持の
ための選択を可能にする。所望のプラスミドＤＮＡの１
２マイクログラムを、市販の形質移入試薬Superfect(登
録商標)(Quiagen), Dosper(登録商標)及びFugene(登録
商標)（BoehringerMannheim）約一千万のＣＨＯ細胞に
導入した。細胞は、上掲のLucasらに記載されているよ
うに成長させた。約３ｘ１０－７細胞を、下記のような
更なる成長及び生産のためにアンプル中で凍結させた。
【０１４４】プラスミドＤＮＡを含むアンプルを水槽に
配して解凍し、ボルテックスにより混合した。内容物を
１０mLの媒質を含む遠心管にピペットして、１０００rp
mで５分間遠心分離した。上清を吸引して細胞を１０mL
の選択培地（０．２μm濾過ＰＳ２０、５％の０．２μm
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透析濾過ウシ胎児血清を添加）中に懸濁させた。次いで
細胞を９０mLの選択培地を含む１００mlスピナーに分け
た１－２日後、細胞を１５０mLの選択培地を満たした２
５０mLスピナーに移し、３７℃でインキュベートした。
さらに２－３日後、２５０mL、５００mL及び２０００mL
のスピナーを３ｘ１０５細胞/mLで播種した。細胞培地
を遠心分離により新鮮培地に交換し、生産培地に再懸濁
させた。任意の適切なＣＨＯ培地を用いてもよいが、実
際には１９９２年６月１６日に発行された米国特許第5,
122,469号に記載された生産培地を使用した。３Ｌの生
産スピナーを１．２ｘ１０６細胞/mLで播種した。０日
目に、細胞数とｐＨを測定した。1日目に、スピナーを
サンプルし、濾過空気での散布を実施した。２日目に、
スピナーをサンプルし、温度を３３℃に変え、５００g/
Lのグルコース及び０．６mLの１０％消泡剤（例えば３
５％ポリジメチルシロキサンエマルション、Dow Cornin
g 365 Medical Grade Emulsion）の３０mLとした。生産
を通して、ｐＨは７．２近傍に調節し維持した。１０日
後、又は生存率が７０%を下回るまで、細胞培地を遠心
分離で回収して０．２２μmフィルターを通して濾過し
た。濾過物は、4℃で貯蔵するか、即座に精製用カラム
に負荷した。ポリ-Ｈｉｓタグ作成物について、タンパ
ク質はNi+2-NTAカラム（Qiagen）を用いて精製した。精
製の前に、イミダゾールを条件培地に５ｍＭの濃度まで
添加した。条件培地を、０．３ＭのＮａＣｌ及び５ｍＭ
イミダゾールを含む２０ｍＭのHepes、ｐＨ７．４バッ
ファーで平衡化した６ｍｌのＮｉ－ＮＴＡカラムに４－
５ｍｌ／分の流速で４℃においてポンプ供給した。負荷
後、カラムをさらに平衡バッファーで洗浄し、タンパク
質を０．２５Ｍイミダゾールを含む平衡バッファーで溶
離した。高度に精製されたタンパク質は、続いて１０ｍ
ＭのHepes、０．１４ＭのＮａＣｌ及び４％のマンニト
ールを含む貯蔵バッファー中で２５ｍｌのＧ２５Superf
ine（Pharmacia）を用いて脱塩し、－８０℃で貯蔵し
た。イムノアドヘシン（Ｆｃ含有）作成物を以下のよう
にして条件培地から精製した。条件培地を、２０ｍＭの
リン酸ナトリウムバッファー，  ｐＨ６．８で平衡化し
た５ｍｌのプロテインＡカラム（Pharmacia）に負荷し
た。負荷後、カラムを平衡バッファーで強く洗浄した
後、１００ｍＭのクエン酸，  ｐＨ３．５で溶離した。
溶離したタンパク質は、１ｍｌの画分を２７５μｌの１
Ｍトリスバッファー，  ｐＨ９を含む管に回収すること
により即座に中性化した。高度に精製されたタンパク質
は、続いてポリ-Ｈｉｓタグタンパク質について上記し
た貯蔵バッファー中で脱塩した。均一性はＳＤＳポリア
クリルアミドゲルで試験し、エドマン（Edman）分解に
よりＮ－末端アミノ酸配列決定した。ここに開示される
多くのＰＲＯポリペプチドは、上記されるようにうまく
発現された。
【０１４５】実施例１１：酵母菌でのＰＲＯの発現
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以下の方法は、酵母菌中でのＰＲＯの組換え発現を記載
する。第１に、ＡＤＨ２／ＧＡＰＤＨプロモーターから
の  ＰＲＯの細胞内生産又は分泌のための酵母菌発現ベ
クターを作成する。  ＰＲＯをコードするＤＮＡ及びプ
ロモーターを選択したプラスミドの適当な制限酵素部位
に挿入して  ＰＲＯの細胞内発現を指示する。分泌のた
めに、  ＰＲＯをコードするＤＮＡを選択したプラスミ
ドに、ＡＤＨ２／ＧＡＰＤＨプロモーターをコードする
ＤＮＡ、天然ＰＲＯシグナルペプチド又は他の哺乳動物
シグナルペプチド、又は、例えば酵母菌アルファ因子分
泌シグナル／リーダー配列、及び（必要ならば）  ＰＲ
Ｏの発現のためのリンカー配列とともにクローニングす
ることができる。酵母菌株ＡＢ１１０等の酵母菌は、次
いで上記の発現プラスミドで形質転換し、選択された発
酵培地中で培養できる。形質転換した酵母菌上清は、１
０%トリクロロ酢酸での沈降及びＳＤＳ－ＰＡＧＥによ
る分離で分析し、次いでクマシーブルー染色でゲルの染
色をすることができる。続いて組換えＰＲＯは、発酵培
地から遠心分離により酵母菌細胞を除去し、次いで選択
されたカートリッジフィルターを用いて培地を濃縮する
ことによって単離及び精製できる。ＰＲＯを含む濃縮物
は、選択されたカラムクロマトグラフィー樹脂を用いて
さらに精製してもよい。ここに開示される多くのＰＲＯ
ポリペプチドは、上記されるようにうまく発現された。
【０１４６】実施例１２：バキュロウイルス感染昆虫細
胞でのＰＲＯの発現
以下の方法は、バキュロウイルス感染昆虫細胞中におけ
るＰＲＯの組換え発現を示す。  ＰＲＯコードする配列
を、バキュロウイルス発現ベクターに含まれるエピトー
プタグの上流に融合させた。このようなエピトープタグ
は、ポリ-Ｈｉｓタグ及び免疫グロブリンタグ（ＩｇＧ
のＦｃ領域など）を含む。ｐＶＬ１３９３（Navogen）
などの市販されているプラスミドから誘導されるプラス
ミドを含む種々のプラスミドを用いることができる。簡
単には、ＰＲＯコード化配列，又はＰＲＯのコード化配
列の所望する部分［例えば膜貫通タンパク質の細胞外ド
メインをコードする配列又はタンパク質が細胞外である
場合の成熟タンパク質をコードする配列］が、５’及び
３’領域に相補的なプライマーでのＰＣＲにより増幅さ
れる。５’プライマーは、隣接する（選択された）制限
酵素部位を包含していてもよい。生産物は、次いで、選
択された制限酵素で消化され、発現ベクターにサブクロ
ーニングされる。組換えバキュロウイルスは、上記のプ
ラスミド及びBaculoGold(商品名)ウイルスＤＮＡ（Phar
mingen）を、Spodoptera frugiperda（「Ｓｆ９」）細
胞（ATCCCRL 1711）中にリポフェクチン（GIBCO-BRLか
ら市販）を用いて同時形質移入することにより作成され
る。２８℃で４－５日インキュベートした後、放出され
たウイルスを回収し、更なる増幅に用いた。ウイルス感
染及びタンパク質発現は、O'Reilleyら, Baculovirus e
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xpression vectors: A laboratory Manual, Oxford: Ox
ford University Press (1994)に記載されているように
実施した。
【０１４７】次に、発現されたポリ-ＨｉｓタグＰＲＯ
は、例えばＮｉ２＋－キレートアフィニティクロマトグ
ラフィーにより次のように精製される。抽出は、Rupert
ら,Nature, 362:175-179 (1993)に記載されているよう
に、ウイルス感染した組み換えＳｆ９細胞から調製し
た。簡単には、Ｓｆ９細胞を洗浄し、超音波処理用バッ
ファー（２５ｍＭのHepes、ｐＨ７．９；１２．５ｍＭ
のＭｇＣｌ

２
；０．１ｍＭ  EDTA；１０％グリセロー

ル；０．１％のNP-40；０．４ＭのＫＣｌ）中に再懸濁
し、氷上で２回２０秒間超音波処理した。超音波処理物
を遠心分離で透明化し、上清を負荷バッファー（５０mM
リン酸塩、３００mMのＮａＣｌ、１０％グリセロール、
ｐＨ７．８）で５０倍希釈し、０．４５μmフィルター
で濾過した。Ｎｉ２＋－ＮＴＡアガロースカラム（Qiag
enから市販）を5mLの総容積で調製し、２５mLの水で洗
浄し、２５mLの負荷バッファーで平衡させた。濾過した
細胞抽出物は、毎分０．５mLでカラムに負荷した。カラ
ムを、分画回収が始まる点であるＡ

２８０
のベースライ

ンまで負荷バッファーで洗浄した。次に、カラムを、結
合タンパク質を非特異的に溶離する二次洗浄バッファー
（50mMリン酸塩；300mMのＮａＣｌ、10%グリセロール、
pH6.0）で洗浄した。Ａ

２８０
のベースラインに再度到

達した後、カラムを二次洗浄バッファー中で０から５０
０mMイミダゾール勾配で展開した。１mLの分画を回収
し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ及び銀染色又はアルカリホスファ
ターゼ（Qiagen）に複合したＮｉ２＋－ＮＴＡでのウェ
スタンブロットで分析した。溶離したＨｉｓ

１０
－タグ

ＰＲＯを含む画分をプールして負荷バッファーで透析し
た。あるいは、ＩｇＧタグ（又はＦｃタグ）ＰＲＯの精
製は、例えば、プロテインＡ又はプロテインＧカラムク
ロマトグラフィーを含む公知のクロマトグラフィー技術
を用いて実施できる。ここに開示される多くのＰＲＯポ
リペプチドは、上記されるようにうまく発現された。
【０１４８】実施例１３：ＰＲＯに結合する抗体の調製
この実施例は、ＰＲＯに特異的に結合できるモノクロー
ナル抗体の調製を例示する。モノクローナル抗体の生産
のための技術は、この分野で知られており、例えば、上
掲のGodingに記載されている。用いられ得る免疫原は、
精製ＰＲＯを含むＰＲＯ融合タンパク質、細胞表面に組
換えＰＲＯを発現する細胞を含む。免疫原の選択は、当
業者が過度の実験をすることなくなすことができる。Ｂ
ａｌｂ／ｃ等のマウスを、完全フロイントアジュバント
に乳化して皮下又は腹腔内に１－１００マイクログラム
で注入したＰＲＯ免疫原で免疫化する。あるいは、免疫
原をＭＰＬ－ＴＤＭアジュバント（Ribi Immunochemica
l Researh, Hamilton, MT）に乳化し、動物の後足蹠に
注入してもよい。免疫化したマウスは、次いで１０から
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１２日後に、選択したアジュバント中に乳化した付加的
免疫源で追加免疫する。その後、数週間、マウスをさら
なる免疫化注射で追加免疫する。抗ＰＲＯ抗体の検出の
ためのＥＬＩＳＡアッセイで試験するために、レトロオ
ービタル出血からの血清試料をマウスから周期的に採取
してもよい。適当な抗体力価が検出された後、抗体に
「ポジティブ（陽性）」な動物に、ＰＲＯの静脈内注射
の最後の注入をすることができる。３から４日後、マウ
スを屠殺し、脾臓細胞を取り出した。次いで脾臓細胞を
（３５％ポリエチレングリコールを用いて）、ＡＴＣＣ
から番号ＣＲＬ１５９７で入手可能なＰ３Ｘ６３Ａｇ
Ｕ．１等の選択されたマウス骨髄腫株化細胞に融合させ
た。融合によりハイブリドーマ細胞が生成され、次い
で、ＨＡＴ（ヒポキサンチン、アミノプテリン、及びチ
ミジン）培地を含む９６ウェル組織培養プレートに蒔
き、非融合細胞、骨髄腫ハイブリッド、及び脾臓細胞ハ
イブリッドの増殖を阻害した。ハイブリドーマ細胞は、
ＰＲＯに対する反応性についてのＥＬＩＳＡでスクリー
ニングされる。所望のモノクローナル抗体を分泌する
「ポジティブ（陽性）」ハイブリドーマ細胞の決定は、
技術常識の範囲内である。陽性ハイブリドーマ細胞を同
系のＢａｌｂ／ｃマウスに腹腔内注入し、抗ＰＲＯモノ
クローナル抗体を含む腹水を生成させる。あるいは、ハ
イブリドーマ細胞を、組織培養フラスコ又はローラーボ
トルで成長させることもできる。腹水中に生成されたモ
ノクローナル抗体の精製は、硫酸アンモニウム沈降、そ
れに続くゲル排除クロマトグラフィ－を用いて行うこと
ができる。あるいは、抗体のプロテインＡ又はプロテイ
ンＧへの親和性に基づくアフィニティクロマトグラフィ
ーを用いることもできる。
【０１４９】実施例１４：特異的抗体を用いたＰＲＯポ
リペプチドの精製
天然又は組換えＰＲＯポリペプチドは、この分野の種々
の標準的なタンパク質精製方法によって精製できる。例
えば、プロ-ＰＲＯポリペプチド、成熟ポリペプチド、
又はプレ-ＰＲＯポリペプチドは、関心あるＰＲＯポリ
ペプチドに特異的な抗体を用いた免疫親和性クロマトグ
ラフィーによって精製される。一般に、免疫親和性カラ
ムは抗-ＰＲＯポリペプチド抗体を活性化クロマトグラ
フィー樹脂に共有結合させて作成される。ポリクローナ
ル免疫グロブリンは、硫酸アンモニウムでの沈殿又は固
定化プロテインＡ(Pharmacia LKB Biotechnology, Pisc
ataway, N.J.)での精製のいずれかにより免疫血清から
調製される。同様に、モノクローナル抗体は、硫酸アン
モニウム沈殿又は固定化プロテインＡでのクロマトグラ
フィーによりマウス腹水液から調製される。部分的に精
製された免疫グロブリンは、ＣｎＢｒ-活性化セファロ
ースTM(Pharmacia LKB Biotechnology)等のクロマトグ
ラフィー樹脂に共有結合される。抗体が樹脂に結合さ
れ、樹脂がブロックされ、誘導体樹脂は製造者の指示に
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従って洗浄される。このような免疫親和性カラムは、可
溶化形態のＰＲＯポリペプチドを含有する細胞からの画
分を調製することによるＰＲＯポリペプチドの精製にお
いて利用される。この調製物は、洗浄剤の添加又はこの
分野で公知の方法により微分遠心分離を介して得られる
全細胞又は細胞成分画分の可溶化により誘導される。あ
るいは、シグナル配列を含む可溶化ＰＲＯポリペプチド
は、細胞が成長する培地中に有用な量で分泌される。可
溶化ＰＲＯポリペプチド含有調製物は、免疫親和性カラ
ムを通され、カラムはＰＲＯポリペプチドの好ましい吸
着をさせる条件下(例えば、洗浄剤存在下の高イオン強
度バッファー)で洗浄される。次いで、カラムは、抗体
／ＰＲＯポリペプチド結合を分解する条件下(例えば、
約2-3といった低ｐＨ、高濃度の尿素又はチオシアン酸
イオン等のカオトロープ)で溶離され、ＰＲＯポリペプ
チドが回収される。
【０１５０】実施例１５：薬物スクリーニング
本発明は、ＰＲＯポリペプチド又はその結合断片を種々
の薬物スクリーニング技術において使用することによる
化合物のスクリーニングに特に有用である。そのような
試験に用いられるＰＲＯポリペプチド又は断片は、溶液
中の遊離状態でも、固体支持体に固定されても、細胞表
面に担持されていても、細胞内に位置していてもよい。
薬剤スクリーニングの一つの方法は、ＰＲＯポリペプチ
ド又は断片を発現する組換え核酸で安定に形質移入され
る真核生物又は原核生物宿主細胞を利用する。薬剤は、
そのような形質移入細胞に対して、競合的結合アッセイ
においてスクリーニングされる。そのような細胞は、生
存可能又は固定化形態のいずれかにおいて、標準的な結
合アッセイに使用できる。例えば、ＰＲＯポリペプチド
又は断片と試験される試薬の間での複合体の形成を測定
してよい。あるいは、試験する試薬によって生ずるＰＲ
Ｏポリペプチドとその標的細胞との間の複合体形成にお
ける減少を試験することもできる。しかして、本発明
は、ＰＲＯポリペプチド関連疾患又は障害に影響を与え
うる薬剤又は任意の他の試薬のスクリーニング方法を提
供する。これらの方法は、その試薬をＰＲＯポリペプチ
ド又は断片に接触させ、(ｉ)試薬とＰＲＯポリペプチド
又は断片との間の複合体の存在について、又は(ｉｉ)Ｐ
ＲＯポリペプチド又は断片と細胞との間の複合体の存在
について、当該技術でよく知られた方法でアッセイする
ことを含む。これらの競合結合アッセイでは、ＰＲＯポ
リペプチド又は断片が典型的には標識される。適切なイ
ンキュベーションの後、自由なＰＲＯポリペプチド又は
断片を結合形態のものから分離し、自由又は未複合の標
識の量が、特定の試薬がＰＲＯポリペプチドに結合する
又はＰＲＯポリペプチド／細胞複合体を阻害する能力の
尺度となる。薬剤スクリーニングのための他の技術は、
ポリペプチドに対して適当な結合親和性を持つ化合物に
ついての高スループットスクリーニングを提供し、1984
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年9月13日に公開されたWO 84/03564に詳細に記載されて
いる。簡単に述べれば、多数の異なる小型ペプチド試験
化合物が、プラスチックピン等の固体支持体又は幾つか
の他の表面上で合成される。ＰＲＯポリペプチドに適用
すると、ペプチド試験化合物はＰＲＯポリペプチドと反
応して洗浄される。結合したＰＲＯポリペプチドはこの
分野で良く知られた方法により検出される。精製したＰ
ＲＯポリペプチドは、上記の薬剤スクリーニング技術に
使用するためにプレート上に直接被覆することもでき
る。さらに、非中和抗体は、ペプチドを捕捉し、それを
固体支持体上に固定化するのに使用できる。また、本発
明は、ＰＲＯポリペプチドに結合可能な中和抗体がＰＲ
Ｏポリペプチド又はその断片について試験化合物と特異
的に競合する競合薬剤スクリーニングアッセイも考慮す
る。この方法において、抗体は、ＰＲＯポリペプチド
で、一又は複数の抗原決定基を持つ任意のペプチドの存
在を検出するのに使用できる。
【０１５１】実施例１６：合理的薬物設計
合理的薬物設計の目的は、関心ある生物学的活性ポリペ
プチド(例えば、ＰＲＯポリペプチド)又はそれらが相互
作用する小分子、例えばアゴニスト、アンタゴニスト、
又はインヒビターの構造的類似物を製造することであ
る。これらの例の任意のものが、ＰＲＯポリペプチドの
より活性で安定な形態又はインビボでＰＲＯポリペプチ
ドの機能を向上又は阻害する薬物の創作に使用できる
(参考、Hodgson, Bio/Technology, 9: 19-21 (1991))。
一つの方法において、ＰＲＯポリペプチド、又はＰＲＯ
ポリペプチド-インヒビター複合体の三次元構造が、ｘ
線結晶学により、コンピュータモデル化により、最も典
型的には２つの方法の組み合わせにより決定される。分
子の構造を解明し活性部位を決定するためには、ＰＲＯ
ポリペプチドの形状及び電荷の両方が確認されなければ
ならない。数は少ないが、ＰＲＯポリペプチドの構造に
関する有用な情報が相同タンパク質の構造に基づいたモ
デル化によって得られることもある。両方の場合におい
て、関連する構造情報は、類似ＰＲＯポリペプチド様分
子の設計又は効果的なインヒビターの同定に使用され
る。合理的な薬剤設計の有用な例は、Braxton及びWell
s, Biochemistry, 31: 7796-7801 (1992)に示されてい
るような向上した活性又は安定性を持つ分子、又はAtha
uda等, J. Biochem., 113: 742-746 (1993)に示されて
いるような天然ペプチドのインヒビター、アゴニスト、
又はアンタゴニストとして作用する分子を含む。また、
上記のような機能アッセイによって選択された標的特異
的な抗体を単離しその結晶構造を解明することもでき
る。この方法は、原理的には、それに続く薬剤設計が基
礎をおくことのできるファーマコア(pharmacore)を生成
する。機能的な薬理学的に活性な抗体に対する抗-イデ
ィオタイプ抗体(抗-ids)を生成することにより、タンパ
ク質結晶学をバイパスすることができる。鏡像の鏡像と
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して、抗-idsの結合部位は最初のレセプターの類似物で
あると予測できる。抗-idは、次いで、化学的又は生物
学的に製造したペプチドのバンクからペプチドを同定及
び単離するのに使用できる。単離されたペプチドは、フ
ァーマコアとして機能するであろう。本発明により、十
分な量のＰＲＯポリペプチドがＸ線結晶学などの分析実
験を実施するために入手可能である。さらに、ここに提*
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*供したＰＲＯポリペプチドアミノ酸配列の知識は、ｘ線
結晶学に換える、又はそれに加えるコンピュータモデル
化技術で用いられる指針を提供する。
【０１５２】材料の寄託
次の材料をアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクシ
ョン, 10801 ユニバーシティ  ブルバード，マナッサ
ス，ヴァージニア20110-2209，米国(ATCC)に寄託した：

                            表９
材料              ＵＮＱ   ＰＲＯ  ATCC寄託番号        寄託日
DNA16451-1388    153      179     209776     
     1998年4月14日
DNA19355-1150    149      175     209466     
     1997年11月18日
DNA27865-1091    156      182     209296     
     1997年9月23日
DNA33085-1110    321      366     209087     
     1997年5月30日
DNA34387-1138    214      240     209260     
     1997年9月16日
DNA35880-1160    223      256     209379     
     1997年9月16日
DNA39984-1221    269      306     209435     
     1997年11月7日
DNA47365-1206    319      364     209436     
     1997年11月7日
DNA47470-1130    313      356     209422     
     1997年10月28日
DNA57694-1341    467      826     203017     
     1998年6月23日
DNA59214-1449    525      1068    203046    
      1998年7月1日
DNA66675-1587    698      1343    203282    
      1998年9月22日
DNA67004-1614    712      1375    203115    
      1998年8月11日

【０１５３】これらの寄託は、特許手続き上の微生物の
寄託の国際的承認に関するブダペスト条約及びその規則
(ブダペスト条約)の規定に従って行われた。これは、寄
託の日付から３０年間、寄託の生存可能な培養が維持さ
れることを保証するものである。寄託物はブダペスト条
約の条項に従い、またジェネンテク社とＡＴＣＣとの間
の合意に従い、ＡＴＣＣから入手することができ、これ
は、どれが最初であろうとも、関連した米国特許の発行
時又は任意の米国又は外国特許出願の公開時に、寄託培
養物の後代を永久かつ非制限的に入手可能とすることを
保証し、米国特許法第１２２条及びそれに従う特許庁長
官規則(特に参照番号８８６ＯＧ６３８の３７ＣＦＲ第
１．１４条を含む)に従って権利を有すると米国特許庁
長官が決定した者に子孫を入手可能とすることを保証す
るものである。本出願の譲受人は、寄託した培養物が、
適切な条件下で培養されていた場合に死亡もしくは損失
又は破壊されたならば、材料は通知時に同一の他のもの
と即座に取り替えることに同意する。寄託物質の入手可
能性は、特許法に従いあらゆる政府の権限下で認められ
た権利に違反して、本発明を実施するライセンスである
とみなされるものではない。上記の文書による明細書
は、当業者に本発明を実施できるようにするために十分
であると考えられる。寄託した態様は、本発明のある側
面の一つの説明として意図されており、機能的に等価な
あらゆる作成物がこの発明の範囲内にあるため、寄託さ
れた作成物により、本発明の範囲が限定されるものでは
ない。ここでの物質の寄託は、ここに含まれる文書によ
る説明が、そのベストモードを含む、本発明の任意の側

面の実施を可能にするために不十分であることを認める
ものではないし、それが表す特定の例証に対して請求の
範囲を制限するものと解釈されるものでもない。実際、
ここに示し記載したものに加えて、本発明を様々に改変
することは、前記の記載から当業者にとっては明らかな
ものであり、添付の請求の範囲内に入るものである。
【図面の簡単な説明】
【図１】  天然配列ＰＲＯ１７９(ＵＮＱ１５３)をコー
ドするヌクレオチド配列を含むｃＤＮＡのヌクレオチド
配列を示す図であり、ヌクレオチド配列(配列番号：１)
は、ここで「ＤＮＡ１６４５１－１３８８」と命名され
るクローンである。また、太字及び下線で示したのは、
各々開始及び停止コドンの部分である。
【図２】  図１のコード化配列から誘導された天然配列
ＰＲＯ１７９ポリペプチドのアミノ酸配列（配列番号：
２）を示す図である。また、種々の他の重要なポリペプ
チドドメインの位置も知られている場合には表示した。
【図３】  天然配列ＰＲＯ１７５(ＵＮＱ１４９)をコー
ドするヌクレオチド配列を含むｃＤＮＡのヌクレオチド
配列を示す図であり、ヌクレオチド配列(配列番号：３)
は、ここで「ＤＮＡ１９３５５－１１５０」と命名され
るクローンである。また、太字及び下線で示したのは、
各々開始及び停止コドンの部分である。
【図４】  図３のコード化配列から誘導された天然配列
ＰＲＯ１７５ポリペプチドのアミノ酸配列（配列番号：
４）を示す図である。また、種々の他の重要なポリペプ
チドドメインの位置も知られている場合には表示した。
【図５】  天然配列ＰＲＯ１８２（ＵＮＱ１５６）をコ
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ードするヌクレオチド配列を含むｃＤＮＡのヌクレオチ
ド配列を示す図であり、当該ヌクレオチド配列（配列番
号：５）はここで「ＤＮＡ２７８６５－１０９１」と命
名されるクローンである。また、太字及び下線フォント
で示したのは、各々開始及び停止コドンである。
【図６】  図５のコード化配列から誘導された天然配列
ＰＲＯ１８２ポリペプチドのアミノ酸配列（配列番号：
６）を示す図である。また、種々の他の重要なドメイン
の位置も知られている場合には表示した。
【図７】  天然配列ＰＲＯ３６６（ＵＮＱ３２１）をコ
ードするヌクレオチド配列を含むｃＤＮＡのヌクレオチ
ド配列を示す図であり、当該ヌクレオチド配列（配列番
号：７）はここで「ＤＮＡ３３０８５－１１１０」と命
名されるクローンである。また、太字及び下線フォント
で示したのは、各々開始及び停止コドンである。
【図８】  図７のコード化配列から誘導された天然配列
ＰＲＯ３６６ポリペプチドのアミノ酸配列（配列番号：
８）を示す図である。また、種々の他の重要なドメイン
の位置も知られている場合には表示した。
【図９】  天然配列ＰＲＯ２４０（ＵＮＱ２１４）をコ
ードするヌクレオチド配列を含むｃＤＮＡのヌクレオチ
ド配列を示す図であり、当該ヌクレオチド配列（配列番
号：９）はここで「ＤＮＡ３４３８７－１１３８」と命
名されるクローンである。また、太字及び下線フォント
で示したのは、各々開始及び停止コドンである。
【図１０】  図９のコード化配列から誘導された天然配
列ＰＲＯ２４０ポリペプチドのアミノ酸配列（配列番
号：１０）を示す図である。また、種々の他の重要なド
メインの位置も知られている場合には表示した。
【図１１】  天然配列ＰＲＯ２５６（ＵＮＱ２２３）を
コードするヌクレオチド配列を含むｃＤＮＡのヌクレオ
チド配列を示す図であり、当該ヌクレオチド配列（配列
番号：１１）はここで「ＤＮＡ３５８８０－１１６０」
と命名されるクローンである。また、太字及び下線フォ
ントで示したのは、各々開始及び停止コドンである。
【図１２】  図１１のコード化配列から誘導された天然
配列ＰＲＯ２５６ポリペプチドのアミノ酸配列（配列番
号：１２）を示す図である。また、種々の他の重要なド
メインの位置も知られている場合には表示した。
【図１３】  天然配列ＰＲＯ３０６（ＵＮＱ２６９）を
コードするヌクレオチド配列を含むｃＤＮＡのヌクレオ
チド配列を示す図であり、当該ヌクレオチド配列（配列
番号：１３）はここで「ＤＮＡ３９９８４－１２２１」
と命名されるクローンである。また、太字及び下線フォ
ントで示したのは、各々開始及び停止コドンである。
【図１４】  図１３のコード化配列から誘導された天然
配列ＰＲＯ３０６ポリペプチドのアミノ酸配列（配列番
号：１４）を示す図である。また、種々の他の重要なド
メインの位置も知られている場合には表示した。
【図１５】  天然配列ＰＲＯ３６４（ＵＮＱ３１９）を
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コードするヌクレオチド配列を含むｃＤＮＡのヌクレオ
チド配列を示す図であり、当該ヌクレオチド配列（配列
番号：１５）はここで「ＤＮＡ４７３６５－１２０６」
と命名されるクローンである。また、太字及び下線フォ
ントで示したのは、各々開始及び停止コドンである。
【図１６】  図１５のコード化配列から誘導された天然
配列ＰＲＯ３６４ポリペプチドのアミノ酸配列（配列番
号：１６）を示す図である。また、種々の他の重要なド
メインの位置も知られている場合には表示した。
【図１７】  天然配列ＰＲＯ３５６(ＵＮＱ３１３)をコ
ードするヌクレオチド配列を含むｃＤＮＡのヌクレオチ
ド配列を示す図であり、ヌクレオチド配列(配列番号：
１７)は、ここで「ＤＮＡ４７４７０－１１３０」と命
名されるクローンである。また、太字及び下線で示した
のは、各々開始及び停止コドンの部分である。
【図１８】  図１７のコード化配列から誘導された天然
配列ＰＲＯ３５６ポリペプチドのアミノ酸配列（配列番
号：１８）を示す図である。また、種々の他の重要なポ
リペプチドドメインの位置も知られている場合には表示
した。
【図１９】  天然配列ＰＲＯ８２６(ＵＮＱ４６７)をコ
ードするヌクレオチド配列を含むｃＤＮＡのヌクレオチ
ド配列を示す図であり、ヌクレオチド配列(配列番号：
１９)は、ここで「ＤＮＡ５７６９４－１３４１」と命
名されるクローンである。また、太字及び下線で示した
のは、各々開始及び停止コドンの部分である。
【図２０】  図１９のコード化配列から誘導された天然
配列ＰＲＯ８２６ポリペプチドのアミノ酸配列（配列番
号：２０）を示す図である。また、種々の他の重要なポ
リペプチドドメインの位置も知られている場合には表示
した。
【図２１】  天然配列ＰＲＯ１０６８（ＵＮＱ５２５）
をコードするヌクレオチド配列を含むｃＤＮＡのヌクレ
オチド配列を示す図であり、当該ヌクレオチド配列（配
列番号：２１）はここで「ＤＮＡ５９２１４－１４４
９」と命名されるクローンである。また、太字及び下線
フォントで示したのは、各々開始及び停止コドンであ
る。
【図２２】  図２１のコード化配列から誘導された天然
配列ＰＲＯ１０６８ポリペプチドのアミノ酸配列（配列
番号：２２）を示す図である。また、種々の他の重要な
ドメインの位置も知られている場合には表示した。
【図２３】  天然配列ＰＲＯ１３４３（ＵＮＱ６９８）
をコードするヌクレオチド配列を含むｃＤＮＡのヌクレ
オチド配列を示す図であり、当該ヌクレオチド配列（配
列番号：２３）はここで「ＤＮＡ６６６７５－１５８
７」と命名されるクローンである。また、太字及び下線
フォントで示したのは、各々開始及び停止コドンであ
る。
【図２４】  図２３のコード化配列から誘導された天然
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配列ＰＲＯ１３４３ポリペプチドのアミノ酸配列（配列
番号：２４）を示す図である。また、種々の他の重要な
ドメインの位置も知られている場合には表示した。
【図２５】  天然配列ＰＲＯ１３７５（ＵＮＱ７１２）
をコードするヌクレオチド配列を含むｃＤＮＡのヌクレ
オチド配列を示す図であり、当該ヌクレオチド配列（配
列番号：２５）はここで「ＤＮＡ６７００４－１６１ *
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*４」と命名されるクローンである。また、太字及び下線
フォントで示したのは、各々開始及び停止コドンであ
る。
【図２６】  図２５のコード化配列から誘導された天然
配列ＰＲＯ１３７５ポリペプチドのアミノ酸配列（配列
番号：２６）を示す図である。また、種々の他の重要な
ドメインの位置も知られている場合には表示した。

【図１】 【図２】

【図４】 【図５】
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摘要(译)

要解决的问题：获得抑制具有免疫刺激活性的分子的中和抗体，其可用
于免疫中间体和用于治疗炎性疾病并改善免疫相关疾病。 
ŽSOLUTION：这种新蛋白质用于诊断和治疗免疫相关疾病。该基因编码
蛋白质。提供了一种产生该基因的方法。该组合物含有该基因。这种用
于诊断免疫相关疾病的方法包括使用该组合物。该用于筛选治疗剂的方
法包括使用该组合物。 Ž
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