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(54)【発明の名称】 免疫を調節する新規粘液腫遺伝子

(57)【要約】
本発明は、新規免疫調節蛋白質をコードするレポリポッ
クスウイルス属の新規遺伝子を提供する。本発明はまた
、これらの新規ポリペプチドを含む治療組成物、ならび
に多様な炎症および自己免疫障害を治療するために用い
られる方法を提供する。一つの好ましい態様において、
本発明は、新規免疫調節ポリペプチドを実質的に純粋な
型で産生する方法を提供する。もう一つの好ましい態様
において、本発明は、自己免疫または炎症障害と診断さ
れた人を遺伝子治療によって治療する方法を提供する。
さらにもう一つの好ましい態様において、本発明の方法
および組成物は、癌を治療するために用いてもよい。最
後に、本発明は、さらなるレポリポックスウイルスの免
疫調節ポリペプチドを同定および単離する方法を提供す
る。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  実質的に純粋なレポリポックスウイルス免疫調節ポリペプチ

ド。

    【請求項２】  粘液腫ウイルスまたはショープ線維腫ウイルスに由来する、

請求項１記載のポリペプチド。

    【請求項３】  ケモカイン、サイトカイン、免疫調節物質、抗炎症ポリペプ

チド、免疫受容体、または多重膜貫通受容体蛋白質をコードするアミノ酸配列を

含む、請求項１記載のポリペプチド。

    【請求項４】  同定可能なシグナル配列をコードするアミノ酸配列を含む、

請求項１記載のポリペプチド。

    【請求項５】  配列番号：21、配列番号：22、配列番号：23、配列番号：24

、配列番号：25、配列番号：26、配列番号：27、配列番号：28、配列番号：29、

配列番号：30、配列番号：31、配列番号：32、配列番号：33、配列番号：34、配

列番号：35、配列番号：36、配列番号：37、配列番号：38、配列番号：39、およ

び配列番号：40からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、請求項１記載の

ポリペプチド。

    【請求項６】  配列番号：31と実質的に同一であるアミノ酸配列を含む、請

求項５記載のポリペプチド。

    【請求項７】  サイトカインが、配列番号：32と実質的に同一であるアミノ

酸配列を含む、請求項５記載のポリペプチド。

    【請求項８】  レポリポックスウイルスポリペプチドをコードする配列を含

む、実質的に純粋なレポリポックスウイルス核酸分子。

    【請求項９】  粘液腫ウイルスポリペプチドまたはショープ線維腫ウイルス

ポリペプチドをコードする、請求項８記載の核酸分子。

    【請求項１０】  配列番号：21、配列番号：22、配列番号：23、配列番号：

24、配列番号：25、配列番号：26、配列番号：27、配列番号：28、配列番号：29

、配列番号：30、配列番号：31、配列番号：32、配列番号：33、配列番号：34、

配列番号：35、配列番号：36、配列番号：37、配列番号：38、配列番号：39、お

よび配列番号：40からなる群より選択されるアミノ酸配列と実質的に同一である
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アミノ酸配列を含むポリペプチドをコードする、請求項８記載の核酸分子。

    【請求項１１】  ゲノムDNA、cDNA、およびmRNAからなる群より選択される

、請求項８記載の核酸分子。

    【請求項１２】  同定可能なシグナル配列を有するポリペプチドをコードす

るヌクレオチド配列を含む、請求項８記載の核酸分子。

    【請求項１３】  ケモカイン、サイトカイン、免疫調節物質、抗炎症ポリペ

プチド、免疫受容体、または多重膜貫通受容体蛋白質からなる群より選択される

ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含む、請求項８記載の核酸分子。

    【請求項１４】  サイトカインが、M118（配列番号：32）と実質的に同一で

ある、請求項13記載の核酸分子。

    【請求項１５】  断片がアミノ酸少なくとも６個を含み、核酸分子が、高ス

トリンジェンシー条件で、レポリポックスウイルス核酸分子の少なくとも一部と

ハイブリダイズする、レポリポックスウイルスポリペプチドをコードする配列ま

たはその断片と少なくとも50％のヌクレオチド配列同一性を有する核酸分子。

    【請求項１６】  断片がアミノ酸少なくとも６個を含み、核酸分子が、高ス

トリンジェンシー条件で、レポリポックスウイルス核酸分子の少なくとも一部と

ハイブリダイズする、該核酸分子がレポリポックスウイルス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断片と100％の相補性を有する、請求項17記

載の核酸分子。

    【請求項１７】  レポリポックスウイルス核酸分子のコード鎖またはその断

片に対してアンチセンスである配列を含む、核酸分子。

    【請求項１８】  請求項８記載の核酸分子を含むベクター。

    【請求項１９】  遺伝子治療ベクターである、請求項18記載のベクター。

    【請求項２０】  請求項18記載のベクターを含む細胞。

    【請求項２１】  核酸分子が、レポリポックスウイルスポリペプチドを発現

するための調節配列に機能的に結合している、かつ前記の調節配列がプロモータ

ーを含む、請求項18記載のベクター。

    【請求項２２】  ヒト細胞および齧歯類細胞からなる群より選択される、請

求項20記載の細胞。
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    【請求項２３】  請求項８記載の核酸分子を含むヒト以外のトランスジェニ

ック動物。

    【請求項２４】  請求項23記載のヒト以外のトランスジェニック動物からの

細胞。

    【請求項２５】  レポリポックスウイルスポリペプチドと実質的に同一なポ

リペプチドをコードする一つまたは双方の対立遺伝子にノックアウト変異を有す

る、ヒト以外のトランスジェニック動物。

    【請求項２６】  レポリポックスウイルスポリペプチドに特異的に結合する

抗体。

    【請求項２７】  ポリペプチドが、配列番号：21、配列番号：22、配列番号

：23、配列番号：24、配列番号：25、配列番号：26、配列番号：27、配列番号：

28、配列番号：29、配列番号：30、配列番号：31、配列番号：32、配列番号：33

、配列番号：34、配列番号：35、配列番号：36、配列番号：37、配列番号：38、

配列番号：39、および配列番号：40からなる群より選択されるアミノ酸配列と実

質的に同一であるアミノ酸配列を含む、請求項26記載の抗体。

    【請求項２８】  断片がアミノ酸少なくとも６個を含み、プローブが、高ス

トリンジェンシー条件で、レポリポックスウイルス核酸分子の少なくとも一部と

ハイブリダイズする、レポリポックスウイルス遺伝子もしくはレポリポックスウ

イルス遺伝子相同体またはその断片を解析するためのプローブであって、レポリ

ポックスウイルスポリペプチドをコードする配列またはその断片と少なくとも50

％のヌクレオチド配列同一性を有するプローブ。

    【請求項２９】  断片がアミノ酸少なくとも６個を含み、プローブが、高ス

トリンジェンシー条件で、レポリポックスウイルス核酸分子の少なくとも一部と

ハイブリダイズする、レポリポックスウイルスポリペプチドをコードする核酸分

子またはその断片と100％相補性を有する、請求項28記載のプローブ。

    【請求項３０】  試料を請求項26記載の抗体と接触させる段階および抗体と

ポリペプチドとの結合に関してアッセイする段階を含む、試料中のレポリポック

スウイルスポリペプチドを検出する方法。

    【請求項３１】  細胞においてレポリポックスウイルス遺伝子もしくはレポ
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リポックスウイルス遺伝子相同体またはその断片を検出する方法であって、断片

の長さが約18ヌクレオチドより大きい請求項８記載の核酸分子またはその断片を

、配列番号：1、配列番号：2、配列番号：3、配列番号：4、配列番号：5、配列

番号：6、配列番号：7、配列番号：8、配列番号：9、配列番号：10、配列番号：

11、配列番号：12、配列番号：13、配列番号：14、配列番号：15、配列番号：16

、配列番号：17、配列番号：18、配列番号：19、および配列番号：20からなる群

より選択される配列と約50％またはそれ以上のヌクレオチド配列同一性を有する

DNA配列が検出されるハイブリダイゼーション条件で、前記細胞からのゲノムDNA

の調製物に接触させる段階を含む方法。

    【請求項３２】  以下を含む、レポリポックスウイルス遺伝子もしくはレポ

リポックスウイルス遺伝子相同体またはその断片を同定する方法：

（a）哺乳類細胞試料を提供する段階；

（b）前記細胞試料に、形質転換によって候補遺伝子を導入する段階；

（c）該細胞試料内で候補遺伝子を発現させる段階；および

（d）該試料が免疫機能のレベルの変化を誘発するか否かを決定し、それによっ

て、免疫機能のレベルが変化すれば、レポリポックスウイルス遺伝子もしくはレ

ポリポックスウイルス遺伝子相同体またはその断片が同定される段階。

    【請求項３３】  レポリポックスウイルスポリペプチドの発現または活性を

調節する試験化合物を同定する方法であって、レポリポックスウイルスポリペプ

チドを試験化合物に接触させる段階、および該レポリポックスウイルスポリペプ

チドに及ぼす該試験化合物の作用を決定する段階を含む方法。

    【請求項３４】  関心対象の蛋白質が上記の細胞から分泌される、レポリポ

ックスウイルスポリペプチドから選択される同定可能なシグナル配列を関心対象

の蛋白質に結合させる段階を含む、細胞から分泌されるように蛋白質をターゲテ

ィングする方法。

    【請求項３５】  以下を含む、哺乳類において免疫を調節する方法：

ポリペプチドが前記哺乳類において免疫調節作用を有する、レポリポックスウイ

ルスポリペプチドまたはその断片の治療的有効量を該哺乳類に投与する段階。

    【請求項３６】  以下を含む、哺乳類において免疫を調節する方法：
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化合物が前記哺乳類において免疫調節作用を有する、レポリポックスウイルスポ

リペプチドの活性を調節する化合物の治療的有効量を該哺乳類に投与する段階。

    【請求項３７】  以下の段階を含む、免疫調節障害を有する哺乳類を治療す

る方法：

化合物が前記哺乳類において免疫調節作用を有する、レポリポックスウイルスポ

リペプチドの活性を調節する化合物の治療的有効量を該哺乳類に投与する段階。

    【請求項３８】  組成物が免疫調節障害の治療のために製剤化される、薬学

的に許容される担体において、レポリポックスウイルスポリペプチドまたはその

断片の治療的有効量の少なくとも１用量を含む薬学的組成物。

    【請求項３９】  レポリポックスウイルスポリペプチドが、配列番号：21、

配列番号：22、配列番号：23、配列番号：24、配列番号：25、配列番号：26、配

列番号：27、配列番号：28、配列番号：29、配列番号：30、配列番号：31、配列

番号：32、配列番号：33、配列番号：34、配列番号：35、配列番号：36、配列番

号：37、配列番号：38、配列番号：39、および配列番号：40からなる群より選択

されるアミノ酸配列、ならびにその断片およびその類似体と実質的に同一である

アミノ酸配列を含む、請求項33～38記載の方法。

    【請求項４０】  ポリペプチドが、配列番号：31またはその断片およびその

類似体と実質的に同一であるアミノ酸配列を含む、請求項33～38記載の方法。

    【請求項４１】  ポリペプチドが、配列番号：32またはその断片およびその

類似体と実質的に同一であるアミノ酸配列を含む、請求項33～38記載の方法。

    【請求項４２】  免疫調節が、哺乳類における免疫抑制、免疫刺激、細胞増

殖、アポトーシス、T細胞刺激の減少、および炎症の減少からなる群より選択さ

れる、請求項35および36記載の方法。

    【請求項４３】  哺乳類がヒトである、請求項35～37記載の方法。

    【請求項４４】  哺乳類が腫瘍を有すると診断される、請求項35～37記載の

方法。

    【請求項４５】  ヒトが、癌、プラズマ細胞腫、リンパ腫、および肉腫から

なる群より選択される腫瘍を有する、請求項44記載の方法。

    【請求項４６】  レポリポックスウイルスポリペプチドが多重膜貫通受容体
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関連蛋白質である、請求項35記載の方法。

    【請求項４７】  ポリペプチドが、配列番号：38、配列番号：39、および配

列番号：40からなる群より選択される配列ならびにその断片およびその類似体と

実質的に同一であるアミノ酸配列を含む、請求項35記載の方法。

    【請求項４８】  哺乳類が、急性炎症、リウマチ性関節炎、移植の拒絶、再

狭窄、喘息、アレルギー、炎症性腸疾患、ブドウ膜炎、乾せん、アトピー性皮膚

炎、気管支喘息、花粉症、全身性紅斑性狼瘡、狼瘡性ネフローゼ症候群、多発性

硬化症、重症筋無力症、I型およびII型真性糖尿病、糸球体腎炎、橋本甲状腺炎

、自己免疫性溶血性貧血、自己免疫性血小板減少性紫斑病、微生物感染症、悪性

疾患および転移、自己免疫疾患、硬変、内毒素血症、アテローム性動脈硬化症、

再潅流損傷および炎症反応、AIDS、肝硬変、神経変性、骨髄異形成症候群、なら

びに虚血性損傷からなる群より選択される病態を有する、請求項35記載の方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

発明の分野

  本発明は、免疫学の分野、特に新規ウイルス遺伝子および蛋白質、ならびに免

疫調節物質としてこれらを用いる方法に関する。

      【０００２】

発明の背景

  ウイルスは、高等脊椎動物の細胞内で生存することによって増殖する。したが

って、それらは宿主免疫系を特異的に回避するように進化してきた。実際に、ウ

イルスが生存できるか否かは、外からの侵入者に対する無数の宿主反応を回避、

抑制、中和、またはそうでなければ迂回することができる戦略に依存する。宿主

の免疫系のイフェクターエレメントによって与えられる選択圧は、明らかに進化

圧の強力なエレメントとなりうる；実際に、今日存在する真核ウイルスは全て、

免疫系を抑制するコードされた蛋白質が存在することから証明されるように、ま

たはウイルスに免疫系による検知を回避させる生存戦略によって証明されるよう

に、免疫系との戦いの痕跡または残遺を含む。

      【０００３】

  ウイルスによって用いられる特異的戦略または複数の戦略は、そのゲノムの容

量に従って劇的に変化する。ゲノムが小さいウイルスは、検出を回避するために

、宿主免疫の能力範囲の弱点または欠陥を利用することによって、その生存を確

実にする。または、より小さいゲノムは、非常に急速に複製し、効率よく免疫応

答を追い越す。より大きいDNAウイルス（すなわち、アデノウイルス、ヘルペス

ウイルス、イリドウイルス、およびポックスウイルス）は、特に、ウイルスを免

疫認識から保護するようにおよび／または感染宿主による排泄から保護するよう

に機能する蛋白質をコードする。そのような「破壊する」ウイルス蛋白質は、炎

症および自己免疫障害の治療のための有用な治療薬である。

      【０００４】

  レポリポックス属のウイルスであり、この中にはショープ繊維腫ウイルスも含

まれる粘液腫ウイルスに関する最近の研究から、これらのウイルスが多様な戦略
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によって免疫系を破壊するウイルスであることが示された。粘液腫ウイルスは、

粘液腫症と呼ばれる家畜用ウサギの毒性全身疾患の感染物質である。過去の世紀

に最初の記載があるが、粘液腫は、実験動物に関して発見された最初のウイルス

病原体であり、ペストを撲滅するという明白な目的のために環境に意図的に導入

された最初のウイルス物質であった。オーストラリアとヨーロッパの野生のウサ

ギ集団に対して40年以上前に放出されて以来、ウサギとウイルスの野生種は、相

互に進化と選択圧を受けて、接種地域において比較的安定な地方病となった（フ

ェンナーおよびラトクリフェ（Fenner、F. and Ratcliffe、F.N.）、「粘液腫症

（Myxomatosis）」、ケンブリッジ大学出版、ロンドン、1965）。

      【０００５】

  粘液腫は、ポックスウイルスに関連した多くの生物学的特徴、すなわち、複製

が細胞質で行われること、および大きい二本鎖160 キロベースDNAゲノムという

特徴を共通に有する。一連の多くの証拠から、粘液腫がポックスウイルスと同様

に、その機能によって多様な宿主組織においてウイルスが伝幡および増殖可能と

なる多数の遺伝子産物をコードすることが示されている。これらのウイルス蛋白

質のいくつかは、宿主の免疫系の既知の成分と相互作用する、または細胞内シグ

ナル伝達を妨害して、宿主の炎症反応および後天性の細胞性免疫の発生を特異的

に中和または打倒する。ポックスウイルスは、一般的に、そのような豊富な免疫

調節蛋白質源であった。

      【０００６】

  そのような免疫調節遺伝子産物の例には、細胞の上皮細胞増殖因子受容体を通

じて、隣接する細胞をパラクライン様に刺激する粘液腫増殖因子（MGF）；Serp 

1、初期炎症反応の発症を防止するセリンプロテアーゼ阻害剤活性を有する分泌

型糖蛋白質；T1、ウイルス感染症に対する宿主防御において中心的な役割を有す

るCCケモカインの可溶性スカベンジャー；T7、ウサギインターフェロン-γに結

合して阻害する細胞インターフェロン-γ受容体の分泌型ウイルス相同体；およ

びM11L、メカニズム不明の炎症反応を妨害する表面受容体様蛋白質が含まれる。

SERP-1蛋白質は、抗炎症薬として用いられて成功している。

      【０００７】



(10) 特表２００３－５０４０６３

  宿主およびウイルス免疫調節蛋白質には、「ケモカイン」と呼ばれる化学遊走

性サイトカインが含まれる。ケモカインは、好中球、好塩基球、単球、およびT

細胞のような白血球に対する化学誘引物質である低分子量の免疫リガンドである

。ケモカインには２つの主要なクラスがあり、そのいずれも、蛋白質の三次構造

においてジスルフィド結合を形成する保存されたシステイン残基４個を含む。α

クラスは、C-X-C（Xは任意のアミノ酸である）と呼ばれ、この中にはII-8、CTAP

-III、gro/MGSA、およびENA-78が含まれる；かつβクラスはC-Cと呼ばれ、この

中にはMCP-1、MIP-1αおよびβ、ならびに活性化時調節正常T細胞発現分泌型蛋

白質（RANTES）が含まれる。クラスは、モチーフにおける最初のシステイン２個

のあいだに残基が介在するか否かに従って分類される。一般的に、ほとんどのC-

X-Cケモカインは、好中球に対する化学誘引物質であるが、単球に対しては化学

誘引物質ではなく、一方C-Cケモカインは単球を誘引するように思われるが好中

球は誘引しない。最近、リンフォタクチンと呼ばれる新しい蛋白質の発見によっ

て、第三のグループのケモカイン、「C」グループが命名された。ケモカインフ

ァミリーは、炎症部位へのリンパ球と単球の浸潤において極めて重要であると考

えられている。

      【０００８】

  宿主とウイルスはいずれも、アポトーシス（または細胞死）を調節するクラス

の蛋白質をコードする可能性がある。ウイルスとアポトーシスとの関係は複雑で

ある、というのもその理由の一部は、ウイルスは全て、受容する細胞内環境内で

最初に生産的に複製して、次に他の細胞または組織に伝幡して、最終的に増殖の

鎖を継続するために新しい宿主を探す必要性に直面しているためである。このよ

うに、アポトーシスの未成熟な誘導が、例えば、ウイルスの複製ライフサイクル

を破壊することによって、ウイルスにとって有害となりうることもあれば、ウイ

ルスの播種および貪食細胞または他の免疫細胞への二次感染を促進することによ

って、アポトーシスが有利となりうる場合もある。ウイルスが、宿主の免疫系を

回避する後天性のメカニズムを有するにつれて、ウイルスは、特定のウイルス／

宿主相互作用に応じて、アポトーシスを阻害または刺激するための戦略を共同で

進化させた。
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      【０００９】

  ヒト炎症および自己免疫障害の治療にとって有用な新しい薬剤が必要である。

新規免疫調節物質が同定されれば、炎症と免疫系の調節障害とを抑制するために

用いることができる新しい薬剤となる可能性がある。さらに、新規物質は、細胞

性免疫の能力範囲および新しいクラスの薬剤の新規要素を同定するために用いる

ことができる新しいプローブと標的とを提供する。そのようなツールは、ウイル

スの免疫調節物質が機能する分子メカニズムの理解を推進し、これらの疾患を治

療するために実質的な利益となりうる薬理学的介入の標的を明らかにする可能性

がある。

      【００１０】

発明の概要

  一般的に、本発明は、多様な免疫調節障害の治療のために治療的免疫調節蛋白

質として用いてもよい新規免疫調節蛋白質をコードする新規核酸を提供する。

      【００１１】

  一つの局面において、本発明は、例えば粘液腫ウイルスまたはショープ繊維腫

ウイルスに由来してもよい実質的に純粋なレポリポックスウイルス免疫調節ポリ

ペプチドを提供する。好ましい態様において、ポリペプチドは、ケモカイン、サ

イトカイン（例えば、配列番号：32）、免疫調節物質、抗炎症ポリペプチド、免

疫受容体、もしくは多重膜貫通受容体蛋白質をコードしうる、または同定可能な

シグナル配列を有しうる。他の好ましい態様において、ポリペプチドは、配列番

号：21、配列番号：22、配列番号：23、配列番号：24、配列番号：25、配列番号

：26、配列番号：27、配列番号：28、配列番号：29、配列番号：30、配列番号：

31、配列番号：32、配列番号：33、配列番号：34、配列番号：35、配列番号：36

、配列番号：37、配列番号：38、配列番号：39、および配列番号：40からなる群

より選択されるアミノ酸配列を含みうる。

      【００１２】

  もう一つの局面において、本発明は、レポリポックスウイルスポリペプチド、

例えば、粘液腫ウイルスポリペプチドまたはショープ繊維腫ウイルスポリペプチ

ドをコードする配列を含む実質的に純粋なレポリポックスウイルス核酸分子（例
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えば、ゲノムDNA、cDNA、もしくは合成DNA、またはmRNA）を提供する。好ましい

態様において、核酸分子は、配列番号：21、配列番号：22、配列番号：23、配列

番号：24、配列番号：25、配列番号：26、配列番号：27、配列番号：28、配列番

号：29、配列番号：30、配列番号：31、配列番号：32、配列番号：33、配列番号

：34、配列番号：35、配列番号：36、配列番号：37、配列番号：38、配列番号：

39、および配列番号：40からなる群より選択されるアミノ酸配列と実質的に同一

であるアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードする。他の好ましい態様におい

て、核酸分子はゲノムDNA、cDNA、およびmRNAとなりうる。他の好ましい態様に

おいて、核酸分子は、同定可能なシグナル配列を有するポリペプチド、ケモカイ

ン、サイトカイン（例えば、配列番号：32）、免疫調節物質、抗炎症ポリペプチ

ド、免疫受容体、または多重膜貫通受容体蛋白質をコードしうる。

      【００１３】

  本発明はまた、レポリポックスウイルス核酸分子を含むベクター（例えば、遺

伝子治療ベクター）；ベクターを含んでもよい細胞（例えば、細菌、酵母、線虫

、またはヒト細胞もしくは齧歯類細胞のような哺乳類細胞）；レポリポックスウ

イルス核酸分子を含むヒト以外のトランスジェニック動物；レポリポックスウイ

ルスポリペプチドと実質的に同一なポリペプチドをコードする一つまたは双方の

対立遺伝子にノックアウト変異を有するヒト以外のトランスジェニック動物；お

よびヒト以外のトランスジェニック動物からの細胞を提供する。好ましい態様に

おいて、ベクターの核酸分子は、レポリポックスウイルスポリペプチドを発現さ

せるために、プロモーターを含む調節配列に機能的に結合している。プロモータ

ーは、レポリポックス遺伝子に対して生得のプロモーターとなりうる。さらに、

転写および翻訳調節領域は、好ましくはレポリポックス遺伝子に対して生得の領

域である。構成的プロモーターまたは誘導型プロモーターもまた本発明に含まれ

る。関連する局面において、本発明は、図21～40に記載されるものと実質的に同

一な切断型および増強されたレポリポックスポリペプチドをコードする実質的に

純粋な核酸を特徴とする。

      【００１４】

  関連する局面において、本発明は、レポリポックスウイルスポリペプチドをコ
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ードする導入遺伝子を含むトランスジェニック動物、およびレポリポックス遺伝

子においてノックアウト変異を有するトランスジェニック動物を遺伝子操作する

ためにレポリポックスウイルスヌクレオチド配列を用いる方法を特徴とする。例

えば、本発明は、レポリポックスウイルスポリペプチドと実質的に同一な遺伝子

において機能欠失変異を有するトランスジェニック動物を提供する。本発明の好

ましい態様において、機能欠失変異は、図21～40の蛋白質をコードする図1～20

の任意の遺伝子にも起こる。本発明はまた、レポリポックスウイルス遺伝子を発

現する細胞（すなわち、トランスジェニック細胞）を特徴とする。様々な態様に

おいて、細胞は形質転換された動物細胞である。

      【００１５】

  他の関連する局面において、レポリポックスウイルス遺伝子を発現する細胞は

、免疫調節（例えば、免疫抑制または免疫刺激）の形で治療を必要とする患者に

存在する。または、患者は、広範囲の炎症または自己免疫障害（例えば、アレル

ギー反応、急性炎症、リウマチ性関節炎、移植の拒絶、再狭窄、喘息、ブドウ膜

炎、または炎症性腸疾患）を経験している。

      【００１６】

  もう一つの局面において、本発明は、断片がアミノ酸少なくとも６個を含み、

核酸分子が、高ストリンジェンシー条件でレポリポックスウイルス核酸分子の少

なくとも一部とハイブリダイズする、レポリポックスウイルスポリペプチドをコ

ードする配列またはその断片と少なくとも50％のヌクレオチド配列同一性を有す

る核酸分子を提供する。好ましい態様において、核酸分子は、断片がアミノ酸少

なくとも６個を含み、核酸分子が高ストリンジェンシー条件でレポリポックスウ

イルス核酸分子の少なくとも一部とハイブリダイズする、レポリポックスウイル

ス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断片と100％相補性を

有する。

      【００１７】

  もう一つの局面において、本発明は、レポリポックスウイルス核酸分子または

その断片のコード鎖に対してアンチセンスである配列を含む核酸分子を提供する

。
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      【００１８】

  もう一つの局面において、本発明は、レポリポックスウイルスポリペプチドに

特異的に結合する抗体を提供する。この局面の好ましい態様において、ポリペプ

チドは、配列番号：21、配列番号：22、配列番号：23、配列番号：24、配列番号

：25、配列番号：26、配列番号：27、配列番号：28、配列番号：29、配列番号：

30、配列番号：31、配列番号：32、配列番号：33、配列番号：34、配列番号：35

、配列番号：36、配列番号：37、配列番号：38、配列番号：39、および配列番号

：40からなる群より選択されるアミノ酸配列と実質的に同一であるアミノ酸配列

を含む。もう一つの局面において、本発明は、マウスまたはヒトレポリポックス

蛋白質に対して特異的に結合する精製抗体を特徴とする。そのような抗体は、レ

ポリポックスポリペプチドを同定するための標準的な免疫検出方法において用い

てもよい。そのような抗体はまた、レポリポックス蛋白質機能を阻害するために

、および腫瘍診断後の予後を予測するために用いてもよい。様々な態様において

、抗体は無傷のモノクローナル抗体またはポリクローナル抗体であってもよいが

、Fab'もしくは(Fab')2断片、または遺伝子操作されたFv断片のような免疫学的

に活性な抗体断片であってもよい（参照として本明細書に組み入れられる、米国

特許第4,946,788号を参照のこと）。もう一つの局面において、本発明は、試料

を本発明の抗体に接触させて、ポリペプチドに対する抗体の結合をアッセイする

ことによって、試料中のレポリポックスウイルスポリペプチドを検出する方法を

提供する。

      【００１９】

  もう一つの局面において、本発明は、断片がアミノ酸少なくとも６個を含み、

プローブがレポリポックスウイルス核酸分子の少なくとも一部に対して高ストリ

ンジェンシー条件でハイブリダイズする、レポリポックスウイルス遺伝子もしく

はレポリポックスウイルス遺伝子相同体またはその断片を解析するためのプロー

ブであって、レポリポックスウイルスポリペプチドをコードする配列またはその

断片と少なくとも50％のヌクレオチド配列同一性を有するプローブを提供する。

この局面の好ましい態様において、プローブは、断片がアミノ酸少なくとも６個

を含み、プローブがレポリポックスウイルス核酸分子の少なくとも一部に対して
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高ストリンジェンシー条件でハイブリダイズする、レポリポックスウイルスポリ

ペプチドをコードする核酸分子またはその断片と100％の相補性を有する。

      【００２０】

  もう一つの局面において、本発明は、上記細胞からのゲノムDNAの調製物と、

配列番号：1、配列番号：2、配列番号：3、配列番号：4、配列番号：5、配列番

号：6、配列番号：7、配列番号：8、配列番号：9、配列番号：10、配列番号：11

、配列番号：12、配列番号：13、配列番号：14、配列番号：15、配列番号：16、

配列番号：17、配列番号：18、配列番号：19、および配列番号：20からなる群よ

り選択される配列と約50％またはそれ以上のヌクレオチド配列同一性を有するDN

A配列が検出されるハイブリダイゼーション条件で、断片の長さが約18ヌクレオ

チド以上であるレポリポックスウイルス核酸分子またはその断片を、上記の細胞

からのゲノムDNA調製物と接触させることによって、細胞においてレポリポック

スウイルス遺伝子もしくはレポリポックスウイルス遺伝子相同体またはその断片

を検出する方法を提供する。

      【００２１】

  もう一つの局面において、本発明は、哺乳類の細胞試料を提供すること；形質

転換によって細胞試料に候補遺伝子を導入すること；細胞試料内で候補遺伝子を

発現させること；および試料が免疫機能レベルの変化を誘発するか否かを決定し

、免疫機能のレベルが変化すれば、レポリポックスウイルス遺伝子またはレポリ

ポックスウイルス遺伝子相同体またはその断片であることが同定されることによ

って、レポリポックスウイルス遺伝子もしくはレポリポックスウイルス遺伝子相

同体またはその断片を同定する方法を提供する。

      【００２２】

  もう一つの局面において、本発明は、上記のレポリポックスウイルスポリペプ

チドを試験化合物に接触させて、レポリポックスウイルスポリペプチドに及ぼす

試験化合物の作用を決定することによって、レポリポックスウイルスポリペプチ

ドの発現または活性を調節する試験化合物を同定する方法を提供する。

      【００２３】

  もう一つの局面において、本発明は、関心対象の蛋白質が該細胞から分泌され



(16) 特表２００３－５０４０６３

るように、レポリポックスウイルスポリペプチドから選択される同定可能なシグ

ナル配列を関心対象の蛋白質に結合させることによって、細胞から分泌されるよ

うに蛋白質をターゲティングする方法を提供する。

      【００２４】

  もう一つの局面において、本発明は、ポリペプチドが哺乳類において免疫調節

作用を有する、レポリポックスウイルスポリペプチドまたはその断片の治療的有

効量を哺乳類に投与することによって、哺乳類において免疫を調節する方法を提

供する。もう一つの局面において、本発明は、方法が（a）レポリポックスウイ

ルス遺伝子が、炎症を減少させるまたは自己免疫反応を阻害するために有効な量

でレポリポックス蛋白質を輸送することができる構築物において発現されている

、細胞においてレポリポックスウイルス遺伝子の制御可能な発現を提供するプロ

モーターの制御下でレポリポックスウイルス遺伝子を提供する段階を含む、免疫

調節方法を特徴とする。ポリペプチドはまた、例えば、治療に用いるために細胞

培養において直接提供してもよい。好ましい態様において、レポリポックスウイ

ルスポリペプチドは、組織特異的もしくは細胞タイプ特異的プロモーターを用い

て、または化学的シグナルもしくは物質のような外的シグナルもしくは物質を導

入することによって活性化されるプロモーターによって、レポリポックスウイル

ス遺伝子を発現させることによって輸送される。好ましい態様において、方法は

、腫瘍患者において予後を改善するために用いられる。方法は、ポリペプチドの

有効量を提供することによって、またはポリペプチドを発現する導入遺伝子の有

効量を提供することによって、腫瘍領域においてアポトーシスの誘導物質として

作用するレポリポックスウイルス蛋白質を提供することを含む。そのような一つ

の態様において、腫瘍は固形腫瘍、例えばリンパ腫（例えば、ホジキンリンパ腫

）、プラズマ細胞腫、癌（例えば、胃癌、結腸癌、および肺癌）、黒色腫、およ

び肉腫である。

      【００２５】

  もう一つの局面において、本発明は、ポリペプチドが図21～40の配列の少なく

とも一つと少なくとも80％の同一性を有する配列を有するドメインを含む免疫調

節現象を媒介することができる組換えポリペプチドを特徴とする。より好ましく
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は、同一性領域は、90％またはそれ以上であり、最も好ましくは同一性領域は95

％またはそれ以上である。

      【００２６】

  もう一つの局面において、本発明は、化合物が上記の哺乳類において免疫調節

作用を有する、レポリポックスウイルスポリペプチドの活性を調節する化合物の

治療的有効量を上記の哺乳類に投与することによって、哺乳類において免疫を調

節する方法を提供する。

      【００２７】

  もう一つの局面において、本発明は、化合物が上記の哺乳類において免疫調節

作用を有する、レポリポックスウイルスポリペプチドの活性を調節する化合物の

治療的有効量を哺乳類に投与することによって、免疫調節障害を有する哺乳類を

治療する方法を提供する。他の局面において、本発明は、細胞にレポリポックス

ウイルスポリペプチド、またはレポリポックスウイルスポリペプチドの活性を調

節する化合物（例えば、化学物質、薬剤、もしくはレポリポックスウイルスポリ

ペプチドに特異的に結合してポリペプチドの活性を中和する抗体）を投与するこ

とによって、細胞（例えば、哺乳類細胞）の増殖またはアポトーシスを調節する

方法を提供する。関連する局面において、本発明は、アポトーシス活性を有する

レポリポックスウイルスポリペプチドの投与によって、AIDS、肝硬変、神経変性

、骨髄異形成症候群、または虚血性損傷を治療する方法を提供する。

      【００２８】

  もう一つの局面において、本発明は、組成物が免疫調節障害を治療するために

製剤化される、レポリポックスウイルスポリペプチドまたはその断片の治療的有

効量の少なくとも１用量を含む薬学的組成物を薬学的に許容される担体において

提供する。

      【００２９】

  上記の局面のいくつかの好ましい態様において、レポリポックスウイルスポリ

ペプチドは、配列番号：21、配列番号：22、配列番号：23、配列番号：24、配列

番号：25、配列番号：26、配列番号：27、配列番号：28、配列番号：29、配列番

号：30、配列番号：31、配列番号：32、配列番号：33、配列番号：34、配列番号



(18) 特表２００３－５０４０６３

：35、配列番号：36、配列番号：37、配列番号：38、配列番号：39、および配列

番号：40からなる群より選択されるアミノ酸配列、ならびにその断片およびその

類似体と実質的に同一なアミノ酸配列を含む。

      【００３０】

  上記の局面のいくつかの他の好ましい態様において、免疫調節には、哺乳類（

例えば、ヒト）における免疫抑制、免疫刺激、細胞増殖、アポトーシス、T細胞

刺激の減少、または炎症の減少が含まれる。哺乳類は、腫瘍（例えば、癌、プラ

ズマ細胞腫、リンパ腫、または肉腫）と診断されてもよい。

      【００３１】

  上記の局面のいくつかの他の好ましい態様において、レポリポックスウイルス

ポリペプチドは、多重膜貫通受容体関連蛋白質であり、配列番号：38、配列番号

：39、および配列番号：40からなる群より選択される配列ならびにその断片およ

びその類似体と実質的に同一であるアミノ酸を含む。

      【００３２】

  上記の局面のいくつかの他の好ましい態様において、哺乳類は、急性炎症、リ

ウマチ性関節炎、移植の拒絶、再狭窄、喘息、アレルギー、炎症性腸疾患、ブド

ウ膜炎、乾せん、アトピー性皮膚炎、気管支喘息、花粉症、全身性紅斑性狼瘡、

狼瘡性ネフローゼ症候群、多発性硬化症、重症筋無力症、I型およびII型真性糖

尿病、糸球体腎炎、橋本甲状腺炎、自己免疫性溶血性貧血、自己免疫性血小板減

少性紫斑病、微生物感染症、悪性疾患および転移、自己免疫疾患、硬変、内毒素

血症、アテローム性動脈硬化症、再潅流損傷および炎症反応、AIDS、肝硬変、神

経変性、骨髄異形成症候群、ならびに虚血性損傷からなる群より選択される病態

を有する。哺乳類は、炎症または自己免疫疾患（上記のように）と診断されるこ

とが特に好ましい。または、他の好ましい態様において、哺乳類は、腫瘍（例え

ば、癌、プラズマ細胞腫、リンパ腫、または肉腫）を有する。

      【００３３】

  もう一つの局面において、本発明は、炎症を減少させる方法を特徴とする。例

えば、損傷は、喘息反応、炎症性腸疾患（すなわち、クローン疾患と潰瘍性大腸

炎）、好酸球増加性大腸炎、またはアレルギー性鼻炎の際に起こる。方法は、免
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疫刺激レポリポックスウイルスポリペプチドによって通常引き起こされる炎症を

阻害することを含む。好ましくは、レポリポックスウイルスポリペプチド活性は

、抗レポリポックスウイルスポリペプチド抗体またはレポリポックスウイルスポ

リペプチド断片のようなアゴニストを用いて減少させる。いくつかの態様におい

て、アンタゴニストは、カルボキシ末端もしくはアミノ末端にアミノ酸の欠失を

有する、またはアミノ酸付加を有するレポリポックスポリペプチドである。アミ

ノ酸を付加する場合、それらは、ランダムであってもよく、またはそれらは安定

性もしくは疎水性のような特定の生物学的特性を有するように選択してもよい。

      【００３４】

  もう一つの局面において、本発明は、以下を含む、レポリポックスウイルス遺

伝子またはその断片を細胞から単離する方法を特徴とする：（a）細胞DNAの試料

を提供する段階；（b）レポリポックスウイルス遺伝子の保存領域に対して配列

相同性を有するオリゴヌクレオチド対を提供する段階（例えば、図１～20におい

て示される配列の断片を含むオリゴヌクレオチド）；（c）オリゴヌクレオチド

対をポリメラーゼ連鎖反応によるDNA増幅に適した条件で細胞DNA試料と合わせる

段階；および（d）増幅されたレポリポックスウイルス遺伝子またはその断片を

単離する段階。断片がPCRによって得られる場合、標準的なライブラリースクリ

ーニング技法を用いて完全なコード配列を得てもよい。好ましい態様において、

増幅は、逆転写ポリメラーゼ連鎖反応、例えばRACE法を用いて行う。

      【００３５】

  もう一つの局面において、本発明は、以下を含む、細胞においてレポリポック

スウイルス遺伝子を同定する方法を特徴とする：（a）細胞DNA（例えば、ヒトゲ

ノムからの）の調製物を提供する段階；（b）レポリポックスウイルス遺伝子の

保存領域に対して相同性を有する検出可能に標識されたDNA配列（例えば、本発

明の方法によって調製された）を提供する段階；（c）50％またはそれ以上の配

列同一性を有する遺伝子が検出されるハイブリダイゼーション条件で、細胞DNA

調製物を検出可能に標識されたDNA配列に接触させる段階；および（d）レポリポ

ックスウイルス遺伝子をその検出可能な標識との会合によって同定する段階。

      【００３６】
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  もう一つの局面において、本発明は、以下を含む、組換えDNAライブラリーか

らレポリポックスウイルス遺伝子を単離する方法を特徴とする：（a）組換えDNA

ライブラリーを提供する段階；（b）50％またはそれ以上の配列同一性を有する

遺伝子が検出されるハイブリダイゼーション条件で、本発明のPCR法に従って作

製された検出可能に標識された遺伝子断片に、組換えDNAライブラリーを接触さ

せる段階；および（c）レポリポックスウイルス遺伝子を、検出可能な標識との

その会合によって単離する段階。

      【００３７】

  もう一つの局面において、本発明は、以下を含む、組換えDNAライブラリーか

らレポリポックスウイルス遺伝子を単離する方法を特徴とする：（a）組換えDNA

ライブラリーを提供する段階；（b）50％またはそれ以上の配列同一性を有する

遺伝子が検出されるハイブリダイゼーション条件で、本発明の検出可能に標識さ

れたレポリポックスウイルスオリゴヌクレオチドに、組換えDNAライブラリーを

接触させる段階；および（c）レポリポックスウイルス遺伝子を、検出可能な標

識とのその会合によって単離する段階。

      【００３８】

  もう一つの局面において、本発明は、以下を含む方法に従って単離されたレポ

リポックスウイルス遺伝子を特徴とする：（a）細胞DNAの試料を提供する段階；

（b）レポリポックスウイルス遺伝子の保存領域に対して配列相同性を有するオ

リゴヌクレオチド対を提供する段階；（c）ポリメラーゼ連鎖反応によるDNA増幅

に適した条件で、細胞DNA試料とオリゴヌクレオチド対とを合わせる段階；およ

び（d）増幅されたレポリポックスウイルス遺伝子またはその断片を単離する段

階。

      【００３９】

  もう一つの局面において、本発明は、以下を含む方法に従って単離されたレポ

リポックスウイルス遺伝子を特徴とする：（a）細胞DNAの調製物を提供する段階

；（b）レポリポックスウイルス遺伝子の保存領域に対して相同性を有する検出

可能に標識されたDNA配列を提供する段階；（c）50％またはそれ以上の配列同一

性を有する遺伝子が検出されるハイブリダイゼーション条件で、検出可能に標識
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されたDNA配列にDNA調製物を接触させる段階；および（d）レポリポックスウイ

ルス遺伝子を検出可能な標識とのその会合によって同定する段階。

      【００４０】

  もう一つの局面において、本発明は、以下を含む方法に従って単離されたレポ

リポックスウイルス遺伝子を特徴とする：（a）組換えDNAライブラリーを提供す

る段階；（b）50％またはそれ以上の配列同一性を有する遺伝子が検出されるハ

イブリダイゼーション条件で、本発明の方法に従って産生された検出可能に標識

されたレポリポックスウイルス遺伝子断片に組換えDNAライブラリーを接触させ

る段階；および（c）レポリポックスウイルス遺伝子を検出可能な標識とのその

会合によって単離する段階。

      【００４１】

  もう一つの局面において、本発明は、以下を含むレポリポックスウイルス遺伝

子を同定する方法を特徴とする：（a）哺乳類の細胞試料を提供する段階；（b）

形質転換（例えば、ウイルス、化学、または機械的形質転換）によって、候補レ

ポリポックスウイルス遺伝子（例えば、cDNA発現ライブラリーから得られた遺伝

子）を細胞試料に導入する段階；（c）細胞試料内で候補レポリポックスウイル

ス遺伝子を発現させる、または組織試料からレポリポックスウイルスポリペプチ

ドを、もしくはそこから単離された蛋白質を単離する段階；および（d）細胞試

料が免疫調節活性（例えば、好中球化学遊走性の変化、この場合、好中球特異的

化学遊走が減少すれば、レポリポックスウイルス遺伝子が同定される）を誘発す

るか否かを決定する段階。

      【００４２】

  もう一つの局面において、本発明は、以下を含む方法に従って単離されたレポ

リポックスウイルス遺伝子を特徴とする：（a）細胞試料を提供する段階；（b）

形質転換によって、細胞試料に候補レポリポックスウイルス遺伝子を導入する段

階；（c）組織試料内で候補レポリポックスウイルス遺伝子を発現させる段階；

および（d）反応があればレポリポックスウイルス遺伝子が同定される、組織試

料がレポリポックスウイルス蛋白質媒介反応を誘発するか、またはその減少を誘

発するか否かを決定する段階。
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      【００４３】

  もう一つの局面において、本発明は、以下を含む、細胞においてレポリポック

スウイルス遺伝子を検出する方法を特徴とする：（a）図1～20の保存されたDNA

配列と約50％もしくはそれ以上の配列同一性を有するDNA配列、または図21～40

に提供されたポリペプチド配列から推定して、他の蛋白質と比較してレポリポッ

クスウイルスポリペプチにおいて保存されている配列が検出されるハイブリダイ

ゼーション条件で、レポリポックスウイルス遺伝子もしくは核酸９個以上、好ま

しくは長さが核酸18個以上のその一部を、細胞からのDNA調製物に接触させる段

階。好ましくは、ハイブリダイゼーションに用いられる配列同一性領域は、図１

～20のいずれかに示す配列またはその相同体において最高の保存領域をコードす

る核酸９個またはそれ以上の領域である。

      【００４４】

  もう一つの局面において、本発明は、以下を含むレポリポックスポリペプチド

（ウイルス、齧歯類またはヒト）を産生する方法を特徴とする：（a）細胞にお

いて発現される位置に存在する（例えば、プラスミド上に存在する、または細胞

のゲノムに挿入される）レポリポックスウイルスポリペプチドをコードするDNA

によって形質転換した細胞を提供する段階；（b）DNAを発現する条件で形質転換

された細胞を培養する段階；および（c）レポリポックスポリペプチドを単離す

る段階。

      【００４５】

定義

  「ポリペプチド」または「ポリペプチド断片」とは、翻訳後修飾（例えば、グ

リコシル化または燐酸化）によらず、自然界に存在する、または自然界に存在し

ないポリペプチドの全てまたは一部を構成する２つまたはそれ以上のアミノ酸の

鎖を意味する。「翻訳後修飾」とは、合成の際または合成後のポリペプチドまた

はポリペプチド断片に対する任意の変化を意味する。翻訳後修飾は、天然（細胞

内での合成の際のような）に行われてもよく、または人工的に産生されうる（組

み換えまたは化学手段によるような）。「蛋白質」は、一つまたはそれ以上のポ

リペプチドで構成されうる。
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      【００４６】

  「レポリポックスウイルス免疫調節ポリペプチド」または「レポリポックスウ

イルスポリペプチド」は、図21～40に記載の粘液腫ウイルスポリペプチド配列の

いずれとも実質的に同一であって免疫調節活性を有するレポリポックスウイルス

ポリペプチド、またはその断片を意味する。この定義には、粘液腫ウイルスCBPI

およびCBPII、ならびにショープ線維腫ウイルスCBPIおよびCBPII（米国特許第5,

834,419号、国際公開公報第96/33730号、および国際公開公報第97/44054号）は

、特に除外される。レポリポックスウイルスポリペプチドはまた、図21～40に記

載のアミノ酸配列と実質的に同一である参照レポリポックスウイルスポリペプチ

ドと比較して、生物活性、例えば免疫調節または抗炎症活性の少なくとも50％、

好ましくは少なくとも75％、より好ましくは少なくとも90％、および最も好まし

くは少なくとも95％を有するポリペプチドをコードするポリペプチドであると定

義される。レポリポックスウイルスポリペプチドには、本明細書に記載の配列の

相同体、例えばヒトまたはマウス相同体が含まれる。

      【００４７】

  「生物学的に活性な断片」とは、完全長のレポリポックスウイルスポリペプチ

ドの免疫調節特性と比較して、少なくとも30％、好ましくは少なくとも50％、よ

り好ましくは少なくとも75％、および最も好ましくは少なくとも100％である免

疫調節特性を示すレポリポックスウイルスポリペプチドのポリペプチド断片を意

味する。「類似体」とは、それが由来するレポリポックスウイルスポリペプチド

の免疫調節特性と比較して、少なくとも30％、好ましくは少なくとも50％、より

好ましくは少なくとも75％、および最も好ましくは少なくとも100％である免疫

調節特性を示すレポリポックスウイルスポリペプチドのアミノ酸配列における任

意の置換、付加、または欠失も意味する。断片および類似体は、標準的な技術、

例えば、固相ペプチド合成またはポリメラーゼ連鎖反応を用いて作製することが

できる。

      【００４８】

  「レポリポックスウイルス免疫調節核酸分子」または「レポリポックスウイル

ス核酸分子」とは、本明細書に記載のレポリポックスウイルスポリペプチドまた



(24) 特表２００３－５０４０６３

はその断片の特徴または生物活性を有するポリペプチドをコードするゲノムDNA

、cDNA、またはRNA（例えば、mRNA）分子のような核酸分子を意味する。レポリ

ポックスウイルス核酸分子は、本明細書に記載の参照レポリポックスウイルス核

酸分子と少なくとも30％の核酸配列同一性、好ましくは少なくとも50％の核酸配

列同一性、より好ましくは少なくとも75％の核酸配列同一性、および最も好まし

くは少なくとも95％の核酸配列同一性を有する。

      【００４９】

  「同一性」という用語は、本明細書において、同じタイプの参照分子の配列に

対する特定の核酸分子またはポリペプチドの配列の関係を記述するために用いら

れる。例えば、それが並置される参照分子と比較して、ポリペプチドまたは核酸

分子が所定の位置で同じアミノ酸またはヌクレオチド残基を有する場合、その位

置で「同一」であると言われる。参照分子に対する核酸分子またはポリペプチド

の配列同一性のレベルは、典型的に、最適な配列を得るために空白の導入のよう

な、その中で明記されるデフォルトパラメータによって配列解析ソフトウェア（

例えば、ウィスコンシン大学バイオテクノロジーセンター、ジェネティクスコン

ピューターグループの配列解析ソフトウェアパッケージ、1710 University Aven

ue、Madison、WI 53705、BLAST、またはPILEUP/PRETTYBOXプログラム）を用いて

測定される。これらのソフトウェアプログラムは、様々な置換、欠失、または他

の改変に対して同一性の程度を割付することによって同一または類似の配列をマ

ッチさせる。保存的置換は、典型的に以下の群の中の置換を含む：グリシン、ア

ラニン、バリン、イソロイシン、およびロイシン；アスパラギン酸、グルタミン

酸、アスパラギン、グルタミン；セリンおよびトレオニン；リジンおよびアルギ

ニン；ならびにフェニルアラニンおよびチロシン。

      【００５０】

  核酸分子またはポリペプチドは、それが参照分子の配列に対してその全長にわ

たって、少なくとも50％、好ましくは少なくとも55％、60％、または65％、およ

び最も好ましくは75％、85％、90％、95％、または99％同一性を示せば、参照分

子に対して「実質的に同一」であると言われる。ポリペプチドに関して、比較配

列の長さは、アミノ酸少なくとも16個、好ましくはアミノ酸少なくとも20個、よ
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り好ましくはアミノ酸少なくとも25個、および最も好ましくはアミノ酸少なくと

も35個である。核酸分子に関して、比較配列の長さは少なくともヌクレオチド50

個、好ましくは少なくともヌクレオチド60個、より好ましくはヌクレオチド少な

くとも75個、および最も好ましくはヌクレオチド少なくとも110個である。

      【００５１】

  または、もしくはさらに、２つの核酸配列は、それらが高ストリンジェンシー

条件でハイブリダイズする場合には、「実質的に同一」である。「高ストリンジ

ェンシー条件」とは、長さが少なくとも500ヌクレオチドのDNAプローブを用いて

、0.5 M NaHPO4、pH 7.2、７％SDS、１mM EDTA、および１％BSA（画分V）を含む

緩衝液において65℃で、または48％ホルムアミド、4.8×SSC、0.2 Mトリス-Cl、

pH 7.6、１×デンハルト溶液、10％硫酸デキストラン、および0.1％SDSを含む緩

衝液において42℃で起こるハイブリダイゼーションと同等のハイブリダイゼーシ

ョンを可能にする条件を意味する。（これらは、高ストリンジェンシーノザンま

たはサザンハイブリダイゼーションの典型的な条件である）。高ストリンジェン

シーハイブリダイゼーションはまた、高ストリンジェンシーPCR、DNA配列決定、

一本鎖構造多型解析、およびインサイチューハイブリダイゼーションのような分

子生物学者によって一般的に実施される多数の技術の成功に依存する。ノザンハ

イブリダイゼーションおよびサザンハイブリダイゼーションとは対照的に、これ

らの技術は通常、比較的短いプローブを用いて行われる（例えば、通常、PCRま

たは配列決定に関して16ヌクレオチドまたはそれ以上、インサイチューハイブリ

ダイゼーションに関して40ヌクレオチドまたはそれ以上）。これらの技術におい

て用いられる高ストリンジェンシー条件は、分子生物学の当業者に周知であり、

その例は、例えば、参照として本明細書に組み入れられる、アウスユベール（Au

subel）ら、「分子生物学の現行プロトコール（Current Protocols in Molecula

r Biology）」、ジョン・ウィリー＆サンズ、ニューヨーク、ニューヨーク州、1

998年に見ることができる。

      【００５２】

  「プローブ」または「プライマー」は、相補的配列（「標的」）を含む第二の

DNAまたはRNA分子に対して塩基対を形成することができる明確な配列の一本鎖DN
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AまたはRNA分子を意味する。得られたハイブリッドの安定性は、起こる塩基対の

程度に依存する。この安定性は、プローブと標的分子のあいだの相補性の程度、

およびハイブリダイゼーション条件のストリンジェンシーの程度のようなパラメ

ータによって影響を受ける。ハイブリダイゼーションストリンジェンシーの程度

は、温度、塩濃度、およびホルムアミドのような有機分子の濃度のようなパラメ

ータによって影響を受け、当業者に周知の方法によって決定される。レポリポッ

クスウイルス核酸分子に対して特異的なプローブまたはプライマーは、本明細書

に記載のアミノ酸配列をコードする核酸配列に対して、好ましくは、45％以上の

配列同一性、より好ましくは少なくとも55～75％配列同一性、なおより好ましく

は少なくとも75～85％配列同一性、さらにより好ましくは少なくとも85～99％配

列同一性、および最も好ましくは100％配列同一性を有する。プローブは、当業

者に周知の方法によって放射活性または非放射活性によって検出可能に標識する

ことができる。プローブは、核酸配列決定のような核酸ハイブリダイゼーション

、ポリメラーゼ連鎖反応による核酸増幅、一本鎖構造多型（RFLP）解析、サザン

ハイブリダイゼーション、ノザンハイブリダイゼーション、インサイチューハイ

ブリダイゼーション、電気泳動移動度シフトアッセイ法（EMSA）、および当業者

に周知の他の方法を含む方法のために用いることができる。分子、例えばオリゴ

ヌクレオチドプローブまたはプライマー、遺伝子またはその断片、cDNA分子、ポ

リペプチド、または抗体は、その存在を試料において直接同定することができる

ように標識すれば「検出可能に標識される」と言うことができる。分子を検出可

能に標識する方法は、当技術分野で周知であり、放射活性標識（例えば、32Pま

たは35Sのような同位元素によって）、または非放射活性標識（例えば、フルオ

レセインのような蛍光標識）が含まれるが、これらに限定しない。

      【００５３】

  「実質的に純粋なポリペプチド」とは、本来それが伴う蛋白質および有機分子

から分離されているポリペプチド（またはその断片）を意味する。典型的に、ポ

リペプチドは、それが自然界において会合する蛋白質および自然界に存在する有

機分子を重量で少なくとも60％含まなければ実質的に純粋である。好ましくは、

ポリペプチドは、重量で少なくとも75％、より好ましくは少なくとも90％、およ
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び最も好ましくは少なくとも99％純粋であるレポリポックスウイルスポリペプチ

ドである。実質的に純粋なレポリポックスウイルスポリペプチドは、例えば、天

然起源からの抽出によって（例えば、哺乳類細胞）、レポリポックスウイルスポ

リペプチドをコードする組換え核酸分子の発現によって、または化学合成によっ

て得ることができる。純度は、適当な方法、例えば、カラムクロマトグラフィー

、ポリアクリルアミドゲル電気泳動、またはHPLC分析によって得ることができる

。

      【００５４】

  ポリペプチドは、それが天然の状態で伴う蛋白質および有機分子から分離され

る場合に、自然界で会合する成分を実質的に含まない。このように、化学合成さ

れる、またはそれが本来産生される細胞とは異なる細胞系において産生される蛋

白質は、その自然界で会合する成分を実質的に含まない。したがって、実質的に

純粋なポリペプチドには、真核生物に由来するポリペプチドのみならず、大腸菌

または他の原核細胞において合成されたポリペプチドが含まれる。

      【００５５】

  抗体は、それがポリペプチド（例えばレポリポックスウイルスポリペプチド）

を認識して結合するが、試料中、例えば本来ポリペプチドを含む生体試料におい

て他の分子（例えば、非レポリポックスウイルス関連ポリペプチド）を実質的に

認識せず結合しない場合には、ポリペプチドに対して「特異的に結合する」と言

われる。好ましい抗体は、図21～40に示すポリペプチド配列と実質的に同一であ

るレポリポックスウイルスポリペプチド配列、またはその一部に結合する。

      【００５６】

  「実質的に純粋な核酸分子」は、それが本来伴う成分を含まない核酸分子を意

味する。例えば、実質的に純粋なDNAは、本発明のDNAが由来する生物の天然に存

在するゲノムにおいて遺伝子に隣接する遺伝子を含まない。したがって、この用

語には、例えばベクター；自律的に複製するプラスミドもしくはウイルス；また

は原核細胞もしくは真核細胞のゲノムDNAに組み入れられる組換えDNA；または他

の配列とは無関係に異なる分子（PCRまたは制限エンドヌクレアーゼ消化によっ

て産生されたcDNAまたはゲノムまたはcDNA断片）として存在する組換えDNAが含
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まれる。同様に、さらなるポリペプチド配列をコードするハイブリッド遺伝子の

一部である組換えDNAも含まれる。

      【００５７】

  「プロモーター」とは、転写を指示するために十分な最小の核酸配列エレメン

トを意味する。必要に応じて、本発明の構築物は、プロモーター依存的遺伝子発

現を細胞タイプ特異的、組織特異的、もしくは時間特異的に制御可能にする、ま

たは外来シグナルもしくは物質によって誘導可能にするために十分なプロモータ

ーエレメントを含みうる。そのようなエレメントは、5'、3'、または遺伝子のイ

ントロン領域に存在しうる。

      【００５８】

  「機能的に結合した」とは、適当な分子（例えば、転写活性化蛋白質）が調節

配列に結合した場合に遺伝子が発現されるように、遺伝子と一つまたはそれ以上

の調節配列とが結合していることを意味する。

      【００５９】

  「アンチセンス分子」とは、本明細書において、核酸分子を参照して用いられ

、レポリポックスウイルス遺伝子のような遺伝子のコード鎖の少なくとも75ヌク

レオチド、好ましくは少なくとも100、150、または200ヌクレオチドと相補的で

ある配列を有する核酸分子を意味する。アンチセンス核酸分子は、レポリポック

スウイルス遺伝子によってコードされるレポリポックスウイルスポリペプチドの

産生を選択的に減少させることができる。

      【００６０】

  「導入遺伝子」とは、細胞に人為的に挿入され、細胞から発生する生物のゲノ

ムに組み入れられるDNA分子を意味する。そのような導入遺伝子は、トランスジ

ェニック生物に対して部分的もしくは完全に異種（例えば、異物）となりうる、

または生物の内因性の遺伝子に対して同種である遺伝子となりうる。生物または

動物（例えば、マウス、ラット、もしくはヤギのような哺乳類）は、それが人為

的に挿入された導入遺伝子を有する細胞から発生すれば、「トランスジェニック

」であると言うことができる。

      【００６１】
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  「ノックアウト変異」は、変異していない遺伝子と比較してそこから通常コー

ドされるポリペプチドの生物活性を少なくとも80％減少させる核酸分子において

人為的に誘導された変化（組換えDNA技術または変異誘発物質に対する意図的な

曝露によって作製される）を意味する。変異は、挿入、欠失、フレームシフト変

異、またはミスセンス変異となりうるがこれらに限定しない。「ノックアウト動

物」は、好ましくは哺乳類であり、より好ましくは上記のようなノックアウト変

異を含むマウスである。

      【００６２】

  「ベクター」は、例えばバクテリオファージ、アデノウイルス、レトロウイル

ス、ポックスウイルス、ヘルペスウイルス、または人工染色体に由来する遺伝子

操作されたプラスミドまたはウイルスを意味し、これは、プロモーターに機能的

に結合したポリペプチド（例えば、レポリポックスウイルスポリペプチド）コー

ド配列を、コードされたペプチドまたはポリペプチドが宿主細胞内で発現される

ように、宿主細胞に移入するために用いられる。

      【００６３】

  「保存領域」とは、レポリポックスウイルスファミリーメンバーの二つまたは

それ以上のあいだで少なくとも80％、好ましくは90％、および最も好ましくは95

％の配列同一性を示す６個またはそれ以上の連続アミノ酸の鎖を意味する。

      【００６４】

  「形質転換」とは、細胞に外来分子（例えば、核酸分子）を導入する任意の方

法を意味する。リポフェクション、DEAE-デキストラン媒介トランスフェクショ

ン、マイクロインジェクション、プロトプラスト融合、燐酸カルシウム沈殿、レ

トロウイルス輸送、電気穿孔、および微粒子銃形質転換は、本発明において用い

ることができる当業者に周知の多くの形質転換方法のごく一部に過ぎない。例え

ば、微粒子銃形質転換は、タングステンまたは金粒子のような速度によって駆動

される微小弾丸を用いて、細胞に外来分子を導入する方法である。そのような方

法には、ヘリウム駆動、空気駆動、および火薬駆動技術を含みうる。微粒子銃形

質転換は、ミトコンドリア、葉緑体、細菌、酵母、真菌、藻類、動物組織、およ

び培養細胞を含むがこれらに限定されない広範囲の細胞タイプ、細胞内オルガネ



(30) 特表２００３－５０４０６３

ラ、および無傷の組織の形質転換またはトランスフェクションに適合させること

ができる。「形質転換細胞」、「トランスフェクトした細胞」、または「形質導

入した細胞」は、その中にポリペプチドをコードするDNA分子が組換えDNA技術に

よって導入されている細胞（または細胞の子孫）である。

      【００６５】

  「試料」とは、患者または試験被験者から得た組織生検、羊水、細胞、血液、

血清、尿、便または他の標本を意味する。試料は、当技術分野で既知の方法によ

って、レポリポックスウイルス遺伝子における変異、レポリポックスウイルス遺

伝子もしくはポリペプチドの発現レベル、またはレポリポックスウイルスポリペ

プチドの生物学的機能を検出するために解析することができる。例えば、患者の

試料に由来するPCR産物の配列決定、一本鎖構造多型（SSCP）解析、または制限

断片長多型（RFLP）解析のような方法を用いて、レポリポックスウイルス遺伝子

における変異を検出することができる；ELISAを用いてレポリポックスウイルス

ポリペプチドのレベルを測定することができる；かつPCRを用いて、レポリポッ

クスウイルス核酸分子のレベルを測定することができる。

      【００６６】

  「中和抗体」とは、レポリポックスウイルスポリペプチドの生物活性（例えば

、レポリポックスウイルスポリペプチドM141（mVOX2）のT細胞共刺激シグナルの

阻害能）のいずれかを妨害する抗体を意味する。中和抗体は、レポリポックスウ

イルスポリペプチドがその特異的生物活性の実行能を約50％、より好ましくは約

70％、および最も好ましくは約90％またはそれ以上減少させてもよい。本明細書

に記載のアッセイ法を含む、任意のレポリポックスウイルスポリペプチドの生物

活性に関する任意の標準的なアッセイ法を用いて、レポリポックスウイルスポリ

ペプチドに対して特異的な可能性がある中和抗体を評価してもよい。

      【００６７】

  「薬学的に許容される担体」とは、それと共に投与される化合物の治療特性を

保持しながら治療される哺乳類に対して生理的に許容される担体を意味する。一

例としての薬学的に許容される担体は、生理食塩液溶液である。他の生理学的に

許容される担体およびその製剤は、当業者に既知であり、例えば、レミントン（
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Remington）：「薬学の科学と実践（The Science and Practice of Pharmacy）

」、第19版、ゲナロ（A. Gennaro）編、1995、マックパブリッシングカンパニー

、イーストン、ペンシルバニア州に記載されている。

      【００６８】

  「試験化合物」とは、天然に存在する、または人工的に由来するかによらず、

本明細書に記載のアッセイ法の一つを用いて免疫調節物質、抗炎症物質、または

抗腫瘍物質として作用することができるか否かをアッセイされる化学物質を意味

する。試験化合物には、例えば、ペプチド、ポリペプチド、合成有機分子、自然

界に存在する有機分子、核酸分子、およびその成分が含まれてもよい。

      【００６９】

  本明細書において薬剤の用量に関して用いられる「治療的有効量」とは、特定

の障害に特徴的な症状を示す個々の患者に合うように調製した薬理学的活性物質

（例えば、レポリポックスウイルスポリペプチド）の特定の量の投与を意味する

。例えば、本発明の治療を受ける患者は、自己免疫または炎症疾患を経験してい

てもよい。当業者は、投与される薬剤の最適な用量が患者によって異なることを

認識するであると思われる。個々の患者における用量は、患者の身長、体重、調

べる薬剤の吸収速度および代謝、治療すべき障害の段階、および同時投与される

他の薬理物質の種類を考慮しなければならない。

      【００７０】

  「治療する」または「治療」とは、疾患、病態、または障害を治癒、改善、安

定化、または予防することを意図した患者の医学的処置を意味する。この用語に

は、能動的治療、すなわち、疾患、病態または障害の改善に特に向けられる、ま

たはそれらの治癒に関連する治療が含まれ、かつ同様に、偶発的治療、すなわち

関連する疾患、病態、または障害の原因の除去に向けられる治療が含まれる。さ

らに、この用語には、待期的治療、すなわち、疾患、病態、または障害の治癒よ

りむしろ症状の緩和のためにデザインされる治療；予防的治療、すなわち、関連

する疾患、病態、または障害の発達を最小限にする、または部分的もしくは完全

に阻害することに向けられる治療；および補助治療、すなわち、関連する疾患、

病態、または障害の改善に向けられるもう一つの特異的治療を補助するために用
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いられる治療が含まれる。「治療」という句にはまた、対症治療、すなわち、関

連する障害、病態、または障害の構成的症状に向けられる治療が含まれる。

      【００７１】

  「調節」または「調節する」とは、生物活性を減少または増加のいずれかによ

って変化させることを意味する。

      【００７２】

  「免疫機能」または「免疫反応性」とは、当技術分野で周知の標準的なアッセ

イ法によって測定した外来抗原に対する免疫系の応答能を意味する。

      【００７３】

  「免疫調節」または「免疫調節性」とは、本発明のポリペプチド、またはその

断片およびその類似体のような物質による処置の際に哺乳類における免疫系の全

体的な免疫反応性の変化を意味する。「免疫調節物質」とは、変異ウイルスにお

ける病原体の変化、または当技術分野で周知の多様なイムノアッセイ法（例えば

、本明細書において記載する化学遊走アッセイ法）によって測定される変化（す

なわち、免疫抑制または免疫刺激）を誘導する物質を意味する。例えば、本発明

において、免疫調節物質は、それによって免疫機能のレベルが変化すればレポリ

ポックスウイルスポリペプチドが同定されるような、免疫機能のレベルの変化を

誘発してもよい。好ましくは、変化は、類似のタイプの無処置対照と比較して少

なくとも20～40％、より好ましくは少なくとも50～75％、および最も好ましくは

80％以上である。「免疫調節障害」とは、免疫機能の変化を特徴とする任意の病

理生理学的病態を意味する。変化は、例えば、免疫細胞数もしくは大きさの減少

、細胞アポトーシスもしくは細胞死の増加、または免疫細胞の増殖、生存、もし

くは分化の減少を含んでもよい。「免疫調節障害」とは、免疫応答または免疫全

般に関係する任意の疾患を意味する。より詳しく述べると、そのような障害は、

体内において外来物質（例えば、ウイルス、細菌、細菌毒素、植物の花粉、真菌

胞子、動物の鱗屑、薬剤、食品、同種異系もしくは異種移植臓器）に対する生物

の抵抗能を減少させる、または生体に自身の組織に対して抗体を産生させ（例え

ば、自己免疫障害）、その結果組織を損傷させる免疫系の機能障害である。免疫

障害はまた、免疫系の機能障害（例えば、遺伝的欠損、疾患、障害、栄養不良、
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化学療法のために用いられる薬剤のような薬剤によって引き起こされる）の結果

、感染の発生率または重症度の増加が起こる場合にも起こりうる。免疫障害はし

ばしば炎症を伴うが、これは組織障害に対する生体反応であり、その結果、損傷

部位において白血球、マクロファージ、およびリンパ球の蓄積が起こる。

      【００７４】

  「病理生理学的病態」とは、哺乳類の任意の疾患を含むがこれらに限定しない

、外的原因、遺伝的素因、物理もしくは化学的外傷、または上記の組み合わせが

原因で起こる生体の機能および／または構造の障害を意味する。

      【００７５】

  「免疫抑制」は、特定の免疫調節物質に接触していない免疫系の免疫反応性と

比較して、免疫調節物質を投与した場合の免疫系の全体的な免疫反応性の減少を

意味する。好ましくは、減少は、類似のタイプの無処置対照と比較して、少なく

とも20～40％、より好ましくは少なくとも50～75％、および最も好ましくは80％

以上である。

      【００７６】

  「免疫刺激」は、特定の免疫調節物質に接触していない免疫系の免疫反応性と

比較して、免疫調節物質を投与した場合の免疫系の全体的な免疫反応性の増加を

意味する。好ましくは、増加は、少なくとも20～40％、より好ましくは少なくと

も50～75％、および最も好ましくは80％以上である。

      【００７７】

  「T細胞刺激の減少」とは、例えば、類似のタイプの無処置対照と比較して、

クロム放出アッセイ法によって測定したT細胞刺激レベルの少なくとも20～40％

、より好ましくは少なくとも50～75％、および最も好ましくは80％以上の減少を

意味する。

      【００７８】

  「炎症の減少」とは、類似のタイプの無処置対照組織と比較して、標的組織に

おける炎症細胞（白血球、例えば好酸球）数の少なくとも20～40％、より好まし

くは少なくとも50～75％、および最も好ましくは80％以上の減少を意味する。好

ましくは、白血球数の減少は少なくとも２倍である。
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      【００７９】

  「細胞増殖」は、類似の細胞の増殖または繁殖を意味する。「増殖の阻害」と

は、類似の細胞数の少なくとも10％、より好ましくは少なくとも20％、および最

も好ましくは少なくとも50％の減少を意味する。「増殖の刺激」とは、類似の細

胞数の少なくとも10％、より好ましくは少なくとも20％、および最も好ましくは

少なくとも50％の増加を意味する。

      【００８０】

  「アポトーシス」とは、死につつある細胞が、サイトレンマル（cytolemmal）

水疱形成、細胞体収縮、染色質濃縮、およびDNAラダリングを含む十分に特徴が

調べられた生化学特徴のセットを示す細胞死のプロセスを意味する。

      【００８１】

  「抗炎症」剤は、個体に投与した場合に全体的な炎症または免疫機能を減少さ

せることができる免疫調節物質である。好ましくは、減少は、類似のタイプの無

処置対照と比較して、少なくとも20～40％、より好ましくは少なくとも50～75％

、および最も好ましくは80％以上である。

      【００８２】

  「サイトカイン」とは、例えば、シグナルを伝達する隣接細胞によって免疫反

応を調節するために重要な役割を果たす低分子量のポリペプチド意味する。

      【００８３】

  「ケモカイン」は、白血球（例えば、好中球、好塩基球、単球、およびT細胞

）の化学誘引物質であり、炎症部位に対するリンパ球と単球の浸潤にとって重要

である低分子量リガンドを意味する。

      【００８４】

  「同定可能なシグナル配列」とは、細胞の特定の領域にポリペプチドをターゲ

ティングする既知の機能を有するペプチド配列に対する相同性または生物活性に

よって同定される可能性があるアミノ酸配列を意味する。好ましくは、シグナル

配列は、そこからポリペプチドが分泌される細胞膜にポリペプチドを向ける。ま

たは、シグナル配列は、ゴルジ体のような細胞内区画またはオルガネラにポリペ

プチドを指向してもよい。当業者は、例えば、容易に入手できる配列解析ソフト
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ウェア（例えば、ウィスコンシン大学バイオテクノロジーセンター、1710 Unive

rsity Avenue、Madison、ジェネティクスコンピューターグループの配列解析ソ

フトウェアパッケージ、 WI 53705、BLAST、またはPILEUP/PRETTYBOXプログラム

）を用いて、シグナル配列を同定することができる。

      【００８５】

  「多重膜貫通受容体蛋白質」とは、膜の両面において水に露出している親水性

領域のあいだに、細胞膜の脂質二重層を細胞質から細胞表面まで貫通する多数の

疎水性領域が介在する両親媒性蛋白質である。両親媒性蛋白質における疎水性領

域の数は、しばしば、蛋白質が脂質二重層を貫通する回数と比例する。多くの多

重膜貫通受容体関連蛋白質は、リガンドが細胞内部に結合している細胞表面から

のシグナルの伝達を開始するように作用する様々なリガンド（例えば、サイトカ

イン）のための受容体として作用する。開始はしばしば、リガンド結合の際の多

重膜貫通受容体の立体構造変化の形である。当業者は、例えば、容易に入手でき

る配列解析ソフトウェア（例えば、ウィスコンシン大学バイオテクノロジーセン

ター、1710 University Avenue、Madison、WI 53705、ジェネティクスコンピュ

ーターグループの配列解析ソフトウェアパッケージ、BLAST、またはPILEUP/PRET

TYBOXプログラム）を用いて、そのような蛋白質を（動詞なし）することができ

る。

      【００８６】

  本発明のその他の特徴および長所は、以下の好ましい態様の説明、および請求

の範囲から明らかとなるであると思われる。

      【００８７】

発明の詳細な説明

  典型的に、自然界に存在するウイルス蛋白質は主に、免疫抑制剤として作用す

る。おそらく、これらの分子は、古代の分子侵害行為を通じてウイルスによって

得られており、その後ウイルスに対して有利となる薬理学的表現型となるように

構造的に最適化されている。広範囲の免疫の様相に対して、ウイルスは、宿主免

疫応答を妨害するための異なる戦略を同時に進化させた。粘液腫ウイルスは、免

疫系の多様なイフェクターエレメントに容易に近づくことができる組織（例えば
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皮膚、呼吸器官、およびリンパ節）において伝幡する。全てのポックスウイルス

と同様に、粘液腫は、免疫系のそれぞれの脅威となる局面を系統的に遮断する広

範囲の蛋白質を発現することによって、この無愛想な免疫環境に適合してきた。

      【００８８】

  本発明は、広範囲の免疫病理的病態を治療する可能性を有する新規遺伝子を提

供する。当技術分野で周知の標準的な分子生物学技術を用いて、全体でDNAセグ

メント1,925個を単離して、Bluescriptプライマー（ストラタジーン社、ラホヤ

、カリフォルニア州）によるショットガン配列決定アプローチを用いて配列決定

して、最終的に連続した粘液腫ウイルス遺伝子配列を構築した。

      【００８９】

  われわれは、本明細書において

（配列番号：１～20；図１～20）として開示される新規遺伝子20個を粘液腫ゲノ

ムにおいて同定した。cDNA配列内に開始および停止コドンを同定することによっ

て、対応するアミノ酸配列の予測が可能となった（配列番号：21～40；図21～40

）。

      【００９０】

  本発明の多くのcDNA配列が新規であるが、なおも他の既知の遺伝子と有意な相

同性を有するか、または同定可能な構造もしくは機能的ドメインを有する。主に

、これらの遺伝子のそれぞれは、免疫調節蛋白質と相同であるか、または免疫調

節機能を有することが知られている認識可能なドメインを有するポリペプチドを

コードする。例えば、cDNA配列M141（またはmVOX）（配列番号：11；図11）は、

哺乳類のOX-2遺伝子と有意な相同性を有する。新規遺伝子のいくつかは、３つの

大きい分類に分けることができる：1）抗炎症蛋白質M118、M135、およびM144（

配列番号：12～14；それぞれ図12～14）；2）免疫受容体調節遺伝子M121、M122

、およびM154（配列番号：15～17；それぞれ図15～17）；ならびに3）多重膜貫

通受容体関連遺伝子、M104、M107、およびM128（配列番号：18～20；それぞれ図
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18～20）。

      【００９１】

  残りの新規遺伝子は、粘液腫感染細胞から分泌されて、同定可能なシグナル配

列を有する蛋白質をコードする。しかし、核酸および蛋白質配列解析アルゴリズ

ムは、既知の配列に対するこれらの遺伝子の有意な相同性を示さなかった。さら

に、本明細書に開示したアミノ酸モチーフ配列内には、構造的または機能的ドメ

インを検出できなかった。これらの遺伝子のいくつかは、炎症を調節するために

重要である蛋白質をコードする可能性がある。他の遺伝子は、ウイルス複製と集

合を制御する蛋白質をコードする可能性がある。または、これらの遺伝子および

それらがコードするポリペプチドを解析すれば、哺乳類に感染して留まる際に粘

液腫およびおそらく他のレポリポックスウイルスによって使用されるメカニズム

が解明される可能性がある。さらに別の蛋白質が、細胞増殖またはアポトーシス

の重要な調節物質であるかもしれない。先に述べたように、ポックスウイルスは

、ウイルス感染症によって誘発される生得の細胞アポトーシス反応を調節するこ

とができる多様な蛋白質を発現する。

      【００９２】

  当業者は、そのような蛋白質が、多様なヒト疾患を治療するための治療物質と

して有用である可能性があると容易に認識すると思われる。例えば、本発明は、

新規抗炎症剤（例えば、虚血性損傷の治療のために）を生じる可能性がある。ま

たはもしくはさらに、本発明は、抗ウイルス化合物を生成する可能性がある（例

えば、AIDSの治療のために）。さらに他の蛋白質を、増殖疾患（例えば、癌もし

くは骨髄異形成症候群）または細胞死（例えば、神経変性、筋ジストロフィー、

肝硬変）を治療するための薬剤として用いてもよい。

      【００９３】

  われわれは、粘液腫感染細胞において発現されると、例えば、本明細書に開示

の遺伝子の全て、または改変されたその変種が、感染細胞によって分泌されるポ

リペプチドを生成すると考えている。この予測は２つの知見に基づいている：1

）これらのポリペプチドを永続的に細胞内のオルガネラに存在させる保持配列（

T4におけるRDELモチーフのような）が存在しないこと；および2）細胞膜に挿入
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するため、または細胞外環境に分泌するために、これらの蛋白質のターゲティン

グを媒介するシグナル配列が存在すること。本発明の蛋白質のいくつか、すなわ

ち、他の既知の免疫調節蛋白質または機能的ドメインに対して有意な相同性を有

する蛋白質を下記により詳細に記載する。

      【００９４】

ヴィロカイン

  上記のように、ウイルスによる免疫回避の一つの戦略は、宿主サイトカインお

よび増殖因子（ヴィロカイン）の捕獲と発現である。この戦略は多くのウイルス

によって用いられているが、ヘルペスウイルスとポックスウイルスファミリーに

限定される（マックファッデン（McFadden）ら、Semin. Cell. Dev. Biol. 9：3

59～368、1996）。時間が経つにつれて、ヴィロカインの定義は、ポックスウイ

ルスファミリーのサイトカイン類似体とアゴニスト、増殖因子、および分泌型セ

リンプロテアーゼ阻害剤のような阻害剤を含むように拡大された（マックファッ

デン（McFadden）(1995）オースチン（Austin）（TX）：R.G.ランデス社、参照

として本明細書に組み入れられる）。本明細書に開示の、M141、M118、M135、お

よびM144を含むいくつかの配列は、ヴィロカインとして分類されると思われる。

M135とM144は、より詳しくは抗炎症剤として分類することができる。

      【００９５】

M141/mVOX-2

  cDNA配列M141（またはmVOX）（配列番号：11）（図11参照）は、哺乳類のOX-2

遺伝子と有意な相同性を有する。特に、M141は、ヒトおよびラットイソ型OX-2に

対して約25％同一性と43％類似性を有する蛋白質（配列番号：31；図31）をコー

ドすると予想される。OX-2は、脳、胸腺、卵巣、およびファロピー管、糸球体、

平滑筋と共に、リンパ様臓器における濾胞樹状細胞、および毛細管後小静脈内皮

に発現されている（ボリエロ（Borriello）ら、J. Immunol. 158(10)：4548～45

54、1997）。この広範囲の組織分布は、OX-2の多様な役割を示唆している。これ

までの研究から、哺乳類のOX-2受容体がB7非依存的経路でT細胞の同時刺激を媒

介することが証明されている。しかし、mVOX-2蛋白質は、細胞内シグナルを輸送

するためにおそらく機能する細胞質ドメインを欠損する。
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      【００９６】

  現在、免疫応答は、２つの主な成分からなると考えられている：細胞性免疫応

答（T細胞によって媒介される）、および液性免疫応答（B細胞によって媒介され

る）。B細胞は、受容体として作用する表面結合抗体を通じて抗原を認識する。

対照的にT細胞は、T細胞の表面に発現された特異的T細胞受容体（TCR）を通じて

抗原を認識するに過ぎない。TCR分子は、プロセシングされて抗原提示細胞（APC

）の表面に提示された直鎖状のエピトープのみを認識する。これらの直鎖状エピ

トープは、細胞内でプロセシングされて、腫瘍組織適合抗原複合体MHC分子と会

合してAPCの表面に提示される。

      【００９７】

  T細胞の活性化には、異なる２つのタイプのシグナルが必要である。第一のシ

グナルは、抗原依存的シグナルであり、APC表面上の腫瘍組織適合（MHC）抗原複

合体によるTCRの関与に起因する。第二のシグナルは抗原非依存的であり、T細胞

上の同起源の受容体（複数）と、APCs上の多数のリガンドの一つとの相互作用に

よって媒介される。これらの異なる２つのシグナルがT細胞に同時に輸送された

場合に限って、T細胞の増殖とその後のサイトカイン産生が起こる。T細胞活性化

におけるこの重要な制御点は、リガンドB7および受容体CD28に依存する。B7/CD2

8経路のリガンド（B7-1およびB7-2）は、多様なAPCs上に発現され、T細胞上での

CD28受容体を通じて同時刺激を提供しうる。

      【００９８】

  OX-2はまた、T細胞上のOX-2受容体を通じての（抗原の存在下で）共刺激によ

って、T細胞に強力な第二のシグナルを提供することができることが証明されて

いる（ボリエロ（Borriello）ら、J. Immunol. 158(10)：4548～4554、1997）。

OX-2を通じてのシグナル伝達の結果、T細胞増殖と抗原特異的寛容が起こる。OX-

2はまた、抗CD3抗体を用いて抗原非依存的にT細胞に対する共刺激を提供して、

一次シグナルを提供することができる（ボリエロ（Borriello）ら、J. Immunol.

 158(10)：4548～4554、1997）。さらに、OX-2共刺激は、Th1型免疫応答を防止

して、それによって移植の寛容を媒介する（ゴルチンスキー（Gorczynski）ら、

Transplantation、65(8)：1106～1114、1999）。
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      【００９９】

  われわれは、粘液腫感染の際に発現されたmVOX-2が、以下の作用の一つまたは

双方を有しうると考えている：1）ウイルスの排泄と細胞障害性Tリンパ球活性に

とって必要なTh1型免疫応答の抑制；および2）細胞内シグナル伝達ドメインの欠

如によるT細胞共刺激シグナルの阻害。このシナリオにおいて、mVOX-2は、負の

作用が優勢となるように作用する。したがって、mVOX-2発現は、哺乳類生物の粘

液腫感染症の際に免疫抑制的な役割を果たす可能性が最も高い。

      【０１００】

  本発明の一つの局面において、M141、mVOX-2遺伝子によってコードされるポリ

ペプチドを免疫抑制剤としてインビボで投与する。例えば、一つの好ましい態様

において、mVOX-2ポリペプチドの治療的調製物を用いて、細胞障害性免疫応答を

調節することができる。または、本発明のもう一つの好ましい態様において、mV

OX-2のインビボでの投与は、T細胞刺激を破壊する。

      【０１０１】

M118/Mig相同体

  本明細書においてM118（配列番号：12）（図12参照）と呼ばれるDNA配列は、

「インターフェロン-g誘導モノカイン」（Mig）として知られる哺乳類ケモカイ

ンとかなりの相同性を示す蛋白質配列（配列番号：32）（図32を参照）を有する

。上記のように、ケモカインは、白血球の選択的動員において重要な役割を果た

す低分子（アミノ酸67～103個）分泌型蛋白質の大きいファミリーである（バッ

ジオリーニ（Baggiolini）ら、Ann. Rev. Immunol. 15：675～705、1997）。一

般的に、ケモカインは、正しい時間に正しい組織または区画への白血球の遊走を

確実にする化学遊走性サイトカインである。ケモカインは、前炎症性サイトカイ

ンおよび他の刺激によって誘導されると、血液および組織細胞において急速に産

生される（バッジオリーニ（Baggiollni）ら、上記；モサー（Moser）ら、Int. 

Rev. Immunol. 16：323～344、1997；マーフィー（Murphy）、Cytokine Growth 

Fact. Rev. 7：47～64、1996；ジェラルド（Gerard）ら、Curr. Opin. Immunol.

 6：140～145、1996）。哺乳類Migは、アミノ酸がそのあいだに介在する保存さ

れたシステイン残基２個を含む（したがって、ケモカインのCXCファミリーメン
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バーである）が、粘液腫M118相同体は、そのようなシステインを含まない。さら

に、MigのM118相同性は、蛋白質のC-末端領域に限定される。

      【０１０２】

  何千ものケモカイン受容体が単一の白血球表面上に発現される。リガンドが結

合すると、白血球は、化学遊走、酵素およびメディエータの放出、ならびに様々

なイフェクター機能によって反応する。既知のケモカイン受容体は全て、シグナ

ル伝達のためにG蛋白質を必要とする７回膜貫通ドメイン受容体の大きいファミ

リーメンバーである。先に述べたように、ケモカイン受容体は、それらが結合す

るケモカインのファミリーに基づいて２つの明確なファミリー、すなわちCCとCX

Cとにさらに分類することができる（バッジオリーニ（Baggiolini）ら、上記）

。この複雑度に基づいて、細胞浸潤物は、関連する受容体を発現する循環中の白

血球の多様性と共に、局所産生されたケモカインの組成物によって主に定義され

ることは当業者に明らかであると思われる。

      【０１０３】

  哺乳類MigとのM118のアミノ酸配列相同性は、哺乳類宿主の粘液腫感染症の際

にその役割に対して洞察を与える。Migは、インターフェロン-g、IFN-gの分泌に

反応してアップレギュレートされることが知られている（ラスター（Luster）ら

、Nature 215：272～276、1985；ファーバー（Farber）、Proc. Natl. Acad. Sc

i. U.S.A. 87、5238～5242、1998；ファーバー（Farber）ら、Biochem. Biophys

. Res. Commun. 192：223～230、1993）。これまでの研究は、哺乳類のMigがCXC

受容体3（CXCR3）に結合して（ピアリ（Piali）ら、Eur. J. Immunol. 28(3)：9

61～972、1998；ゲーベラー（Goebeler）ら、J. Pathol. 184(1)：89～95、1998

）、活性化T細胞およびナチュラルキラー（NK）-細胞に対する強力な化学誘引物

質として主に作用すること（ラスター（Luster）ら、J. Exp. Med.、178：1057

～1066、1993；ファーバー（Farber）、J. Leukocyte Biol. 61：246～257、199

7）を示している。したがって、Migは、炎症の際のリンパ球の動員に関係して、

インターフェロン依存的病態の進行を媒介することが示唆される。リンパ球の関

与は、遅延型過敏症、自己免疫および抗ウイルス反応に主に関連している。例え

ば、Migは、哺乳類細胞の粘液腫感染のあいだに発現される可能性がある。さら
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なる例として、Migの発現はまた、乾せん病変にも相関する（ウェング（Weng）

ら、J. Biol. Chem. 272(29)：18288～18291、1998）。

      【０１０４】

  M118蛋白質は、哺乳類MigのC-末端断片を提示するに過ぎず、ケモカインのCXC

サブファミリー内で保存される２つのシステイン残基を含まないことから、Mig

の化学遊走機能に拮抗すると考えられる。ケモカインアンタゴニストは、白血球

の局所動員を妨害するためにウイルスによって用いられうると思われる。M118は

、CXCR3上のMig結合部位を阻害することによってMig機能を破壊する可能性があ

ると考えられる。またはもしくはさらに、M118は、そうでなければCXCR媒介シグ

ナル伝達を排除する可能性がある。その結果、M118は、哺乳類生物の粘液腫感染

症の際に抗炎症作用を提供する可能性がある。われわれはまた、M118遺伝子産物

をインビボで投与すると、CXCR3媒介シグナル伝達が減少して、したがって、多

様な炎症疾患のいずれかに関連するリンパ球動員および炎症症状を減少または妨

害すると提唱する。したがって、本発明の好ましい態様は、抗炎症作用を有する

免疫調節化合物としてインビボで投与するためにM118遺伝子によってコードされ

るポリペプチドを提供する。

      【０１０５】

M135およびM144／抗炎症剤

  われわれは、本明細書に開示のM135およびM144配列が、そこでコードされてい

る蛋白質を通じて粘液腫感染症の際にインビボで抗炎症メカニズムを媒介するで

あろうと考えている。M135とM144の予想アミノ酸配列は、重要な既知の哺乳類抗

炎症遺伝子と相同である。

      【０１０６】

  解析すると、M135は、IL-1bとIL-6受容体とのハイブリッドであるように思わ

れる。M135はIL-1b受容体の既知の配列と29％同一性（47％類似性）を有し、IL-

6受容体と相同性を有する。細胞性免疫応答を媒介する活性化T細胞の活性に加え

て、細胞性免疫はまた、抗体との接触の際に、T細胞および他の免疫調節細胞（

例えば、単球、樹状細胞、B細胞、線維芽細胞、および上皮細胞）によって放出

されるインターロイキンおよびリンフォカインを含むリンパ球産物によっても媒
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介される。IL-1bに対する受容体は、炎症を調節するシグナルを伝達し、胸腺細

胞、単球、T細胞、B細胞および単球を含む異なる多数の細胞上に認められる。IL

-6応答細胞には、胸腺細胞、B細胞、およびNK細胞が含まれる。IL-6受容体は、

分化を促進するシグナルを媒介する。

      【０１０７】

  多様な任意の免疫調節活性がM135の遺伝子産物によって影響をうけうることは

、上記の相同蛋白質の機能の多様性から明らかである。例えば、特定の理論に拘

束されたくはないが、M135は、IL-1またはIL-6リガンドに結合して細胞内シグナ

ル伝達を阻害する、ドミナントネガティブなIL-1b受容体として機能する可能性

がある。好ましい態様において、本発明は、免疫抑制作用を有する免疫調節蛋白

質としてインビボで投与することができるM135によってコードされるポリペプチ

ドを提供する。

      【０１０８】

  M144は、感染細胞の溶解を媒介する既知の補体調節因子であるCD46と27％の同

一性（42％類似性）を有する。先に述べたように、液性免疫応答は、特定の抗原

を特異的に認識する抗体の産生においてB細胞によって行われる。抗体単独でも

、場合によってはインビボで保護的となる可能性があるが、抗体の感染症に対す

る保護能の多くは補体系に依存する。抗体がその抗原と反応すると、一連の血清

蛋白質（本明細書において「補体」と呼ばれる）が活性化される。この活性化の

結果として、特定の抗原を発現する生体は溶解され、そのプロセスにおいて、貪

食細胞が破片を除去すると言われている。一例として、抗体コーティング細菌の

溶解は、補体媒介経路の結果として起こる可能性がある。

      【０１０９】

  抗体によって開始される一連の補体現象の他に、補体成分を活性化するための

もう一つの経路が存在する。この系は、細菌またはウイルス上の多糖類およびリ

ポ多糖類、または寄生虫と相互作用する一連の成分を含む。このもう一つの補体

活性化経路は、特異的免疫が存在しない場合の感染の制御にとって重要である。

このように、異なる多くの生物が、もう一つの経路の活性化の結果として排泄さ

れる。
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      【０１１０】

  補体系が不適当にまたは過剰に活性化されると、重度の炎症組織の破壊により

有害な、おそらく生命を脅かす結末となりうる。これらの結末は、敗血症ショッ

ク、多臓器不全、および超急性移植片拒絶を含む様々な障害に臨床発現される。

遺伝的補体欠損症または補体欠乏は、重度の補体依存的炎症に関する多くの動物

モデルにおいて組織損傷を減少させるために有用であることが証明されている。

したがって、補体の治療的阻害は特定の疾患のプロセスを停止させる可能性があ

ると思われる。

      【０１１１】

  補体を効率よく阻害する試みには、内因性の可溶性補体阻害剤の適用、抗体の

投与、およびカスケード反応の重要な蛋白質の遮断、補体由来アナフィラトキシ

ンの作用の中和、または炎症細胞の血管内皮への補体受容体3（CR3、CD18/11b）

媒介接着の妨害が含まれる。さらに、異種細胞への対応するcDNAのトランスフェ

クションによって、膜結合型補体調節物質（DAF-CD55、MCP-CD46、CD59）を組み

入れることが可能となった。補体媒介炎症組織損傷に対する保護は、敗血症、心

筋と腸管の虚血／潅流損傷、成人呼吸窮迫症候群、腎炎、および移植片拒絶の様

々な動物モデルにおいて得られうる。このように、補体の阻害は、炎症を制御す

るために適した治療的アプローチであるように思われる（カーシュフィンク（Ki

rschfink）ら、Immunopharmacology 12月；38(1～2)：51～62、1997）。

      【０１１２】

  ヒトCD46は、1）麻疹ウイルス受容体蛋白質；および2）補体系路の調節物質と

して同定されている。麻疹ウイルス（MV）感染症のあいだ、ヒトではリンパ球減

少症と免疫抑制が認められる。CD46（同様に、膜共因子蛋白質（MCP）としても

知られる）は、MVの受容体として作用し、宿主細胞へのウイルスの流入を加速す

る。補体カスケードの調節物質として、CD46は自己補体系から宿主細胞を保護す

るように作用する。CD55（崩壊加速因子）およびCD59（プロテクチン）の他に、

CD46もまた、活性化された補体による溶解に対して腫瘍細胞を保護することが示

されている（シュミット（Schmitt）ら、（1999）Eur. J. Cancer、1月；35(1)

：117～24）。このように、CD46は、補体関連およびMV媒介免疫調節の双方を含
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む（セヤ（Seya）、Int. J. Hematol. 8月；64(2)：101～9、1996；デボー（Dev

aux）ら、Eur. J. Immunol. 3月；29(3)：815～22、1999）。

      【０１１３】

  われわれは、M144が、補体複合体の適切な形成と感染細胞の溶解を防止するCD

46のドミナントネガティブ型をコードすると考えている。M144遺伝子産物をイン

ビボで投与すると、炎症症状を減少させると思われる。または、M144遺伝子産物

は、細胞へのウイルスの流入を阻害するために用いられる可能性がある。

      【０１１４】

ヴィロセプター

  先に述べたように、サイトカイン受容体は、ポックスウイルスによって進化的

に獲得されている。ヴィロセプターという用語には、分泌型の可溶性ウイルスコ

ードサイトカイン受容体が含まれる。ヴィロセプターは、1）宿主サイトカイン

に結合して、それによって真の細胞受容体とのその後の相互作用を防止すること

によって；および2）細胞のサイトカイン受容体と有意な相同性を有するウイル

スコード膜貫通蛋白質として、機能する。本発明において開示される配列のいく

つかは、M121、M122、M154、M104、M107、およびM128を含むヴィロセプターとし

て分類することができ、これらを下記により詳細に説明する。M121、M122、およ

びM154は、免疫受容体関連遺伝子であるのに対し、M104、M107、およびM128は、

多重膜貫通受容体関連遺伝子である。

      【０１１５】

免疫受容体関連遺伝子

  先に述べたように、DNA配列M121、M122、およびM154（配列番号：15、配列番

号：16、および配列番号：17）（図15～17を参照のこと）は、粘液腫感染細胞に

よって発現される免疫受容体関連蛋白質（配列番号：35、配列番号：36および配

列番号：37）(図35～37を参照のこと）をコードすると予想される。免疫受容体

は、受容体リガンドとして組み入れられるシグナルを受容して反応する重要な反

応分子である。免疫受容体は、細胞外環境からの情報を受容して、細胞内環境に

その情報を輸送して、免疫応答を調節するために必要な多くの複雑な相互作用を

協調させる。本発明の理論は、新規粘液腫遺伝子M121、M122、およびM154によっ
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てコードされる蛋白質が、免疫細胞によって発現される相同な免疫受容体蛋白質

の正常な機能を妨害して、それによって免疫刺激を阻害するように作用するとい

うことである。

      【０１１６】

  M121蛋白質は、炭化水素分子の認識を媒介するC型レクチン受容体である、CD6

9蛋白質と高い相同性（24％同一性）を示す。レクチンは、特定の糖残基を認識

する結合部位を有する蛋白質である。そのような特異的蛋白質-炭化水素相互作

用は、免疫系において多数の機能を提供する。例えば、多くの動物レクチンは、

病原体の認識および細胞-細胞相互作用の双方を媒介する。さらに、レクチン上

の糖結合部位の広い選択性は、免疫系の自己と非自己との識別能に関与する。（

ワイス（Weiss）ら、Immunol. Rev 1998、６月；163：19～34、1998）。特異的C

型レクチン受容体は、広範囲のレクチンを識別することができる。粘液腫感染細

胞によるM121蛋白質の発現は、特異的炭化水素リガンドに対してCD69受容体と競

合すると考えられ、それによって、免疫細胞のCD69媒介反応を妨害すると考えら

れる。

      【０１１７】

  好ましい態様において、本発明は、M121遺伝子によってコードされるポリペプ

チドを提供する。特に好ましい態様において、M121ポリペプチドは、免疫抑制剤

としてインビボで投与される。例えば、一つの局面の態様において、本発明は、

病原体認識を調節するために用いられるM121ポリペプチドの治療的調製物を提供

する。または、本発明のもう一つの局面において、M121をインビボで投与すると

、自己と非自己の識別を促進する可能性がある。

      【０１１８】

  M122蛋白質はまた、C型レクチン受容体、特にLY49C（本明細書においてNKRと

呼ぶ）と、アミノ酸127個の領域に対して（22％）同一性を有する。NKRは、ナチ

ュラルキラー（NK）細胞免疫応答を媒介する（受託番号G11330631）。したがっ

て、M122蛋白質は、粘液腫感染細胞によって分泌され、免疫系内のNK細胞の機能

を破壊して、NK媒介炎症反応に対する保護を提供する。したがって、好ましい態

様において、本発明は、治療的免疫抑制物質としてM122蛋白質を提供する。
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      【０１１９】

  M154蛋白質は、ヒト免疫不全ウイルス（HIV）のgp120蛋白質（21％）を含む他

のウイルス蛋白質と相同性を示す。HIVがCD4+ T細胞に感染することは周知であ

る。これらの細胞に対するHIVの指向性は、外膜蛋白質gp120を通じて決定され、

これはCD4受容体（さらなる共受容体分子と共に）に結合して（パクストン（Pax

ton）ら、Semin. Immunol. 6月；10(3)：187～194、1998）、ウイルスを細胞膜

と融合させて、それによって細胞に取り込ませる。gp120のCD4に対する結合はま

た、CD4+ T細胞のダウンレギュレートにおいて重要な役割を有し、これによって

HIV感染患者ではCD4+ T細胞数に特徴的な減少を認める。一つの理論は、gp120の

CD4+ T細胞に対する結合は、T細胞における細胞死経路を活性化するために何ら

かの役割を有するということである（ピーター（Peter）ら、Br. Med. Bull、53

(3)：604～16、1997）。CD4+ T細胞のダウンレギュレートにおけるgp120蛋白質

の既知の役割により、M154がインビボで発現されると、免疫受容体に結合してそ

の機能を破壊し、粘液腫感染症を持続させると考えられる。このように、本発明

の特定の好ましい態様には、免疫受容体機能の抑制として用いることができるM1

54ポリペプチドの調製物が含まれる。

      【０１２０】

多重膜貫通受容体

  先に述べたように、DNA配列M104、M107、およびM128（配列番号：18、配列番

号：19および配列番号：20）（図18～20を参照のこと）は、多数の膜貫通領域を

含むいくつかの哺乳類受容体蛋白質の相同体をコードすると予想される。多重膜

貫通受容体蛋白質は、膜の両側で水に露出される親水性領域のあいだに、細胞膜

の脂質二重層を細胞質から細胞表面まで貫通する多数の疎水性領域が介在する両

親媒性蛋白質である。両親媒性蛋白質における疎水性領域の数はしばしば、蛋白

質が脂質二重層を通過する回数に比例する。多重膜貫通受容体関連蛋白質の多く

は、リガンドが結合する細胞表面から細胞内部へのシグナル伝達を開始する様々

なリガンド（例えば、サイトカイン）に対する受容体として作用する。この開始

はしばしば、リガンド結合の際の多重膜貫通受容体における立体構造変化という

形で起こる。そのような複合体形成は、特定の免疫機能を開始または抑制するた
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めに重要である免疫調節シグナルを伝達するために重要な現象である。

      【０１２１】

  M104蛋白質（配列番号：38）（図38）は、クモザルヘルペスウイルスによって

コードされるORF-74 IL-8受容体と高い配列類似性を含む短いポリペプチドであ

る（ローゼンキルド（Rosenkilde）ら、J. Biol. Chem. (1月)6；274(2)：956～

961、1999）。ORF-74は、多くのg-ヘルペスウイルス（例えば、ヒトヘルペスウ

イルス8、およびカポジ肉腫関連ヘルペスウイルス）によってコードされるCXCケ

モカイン受容体である。ORF-74は、高い親和性でケモカインIL-8に結合する膜を

７回貫通する（7TM）蛋白質であるが、哺乳類IL-8受容体（CXCR-1およびCXCR-2

）との相同性は限られている。

      【０１２２】

  7TM蛋白質受容体はしばしば、G蛋白質を通じてシグナルを伝達する（総説に関

しては、ケルビン（Kelvin）ら、J. Leukocyte Biol. 54：604～612、1993；マ

ーフィー、Ann. Rev. Imm. 12：593～633、1994；ホルク（Horuk）、Imm. Today

、15：169～174、1994を参照のこと）。そのようなG蛋白質（GSおよびGi）は、

受容体をアデニレートシクラーゼカスケードにカップリングさせるのに対し、他

の蛋白質（Gp）は、受容体をホスホリパーゼCシグナル伝達経路にカップリング

させる。ほとんどの7TMケモカイン受容体は、Gi経路を通じて選択的にシグナル

を伝達するが、ORF-74は、ホスホリパーゼC経路を活性化し、様々な分裂促進蛋

白質（例えば、ホスファチジルイノシトール、cJun、N-末端キナーゼ、およびp3

8マイトゲン活性化蛋白質キナーゼ）の構成的に高い代謝回転を引き起こす。し

たがって、ORF-74は、細胞の形質転換を誘導する腫瘍遺伝子としても機能する。

ORF-74は、カポジ肉腫病変とヘルペスウイルス感染症に関連したリンパ腫の発症

において原因として関係しうると提案されている（ローゼンキルド（Rosenkilde

）ら、前記）。

      【０１２３】

  野生型ORF74蛋白質は、膜貫通領域７個で構成されるが、本明細書に開示のM10

4ポリペプチドは、短い細胞質尾部に結合した一つまたは二つのC末端膜貫通ドメ

インを示すに過ぎない。したがって、本発明の理論を制限するつもりはないが、
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感染細胞によってM104が発現されると、M104ポリペプチド分子はIL-8媒介シグナ

ル伝達を妨害して、IL-8受容体または他のケモカイン受容体のドミナントネガテ

ィブ型として作用すると示唆する。このように、本発明の一つの局面において、

M104は免疫抑制物質として用いられる。細胞の形質転換および悪性度においてOR

F-74の考えられる役割を考慮すると、本発明のもう一つの局面は、ヘルペスウイ

ルス関連悪性疾患の治療として用いることができるORF-74に対するアンタゴニス

トを提供する。7TM受容体が古典的に良好な薬剤標的であることは周知であるた

め、そのような治療は特に望ましい。

      【０１２４】

  M107蛋白質（配列番号：39）（図39）は、膜貫通領域４個を含むと予想され、

多重膜貫通受容体、特に線虫（C. elegans）の7TM受容体と高い相同性を示す。

したがって、上記のように、そのような7TM受容体は、CXCR1、CCR2b、CXCR4、CC

R4、およびCCR5を含む多数のケモカイン受容体において認められるため、本明細

書において、感染細胞におけるM107の発現によってケモカイン受容体機能の破壊

が起こるという仮説がなされている。したがって、本発明は、ケモカイン受容体

機能の一般的な免疫調節物質としてM107ポリペプチドを提供する。

      【０１２５】

  M128ポリペプチド（配列番号：40）（図40）の配列解析により、CD47（同様に

、インテグリン関連蛋白質；IAPとして知られる）と有意な相同性を有する膜貫

通領域少なくとも５個が示される。これまでの研究から、CD47が、CD28分子に非

依存的なT細胞に接着依存的共刺激経路を提供することが示されている（ワルク

ラビセック（Walclavicek）ら、J. Immunol. 159(11)：5345～5354、1997）。し

たがって、特定の理論に拘束されたくはないが、われわれは、M128が粘液腫感染

症の際にT細胞の接着媒介共刺激を破壊して、CD47機能を防止すると提唱する。

本発明の好ましい態様において、M128蛋白質は免疫抑制物質として提供される。

より詳しく述べると、M128蛋白質は、T細胞特異的免疫調節物質として提供され

る。

      【０１２６】

レポリポックスウイルス蛋白質発現
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  一般的に、本発明のレポリポックスウイルス蛋白質は、適した発現媒体におけ

るレポリポックスウイルス蛋白質コードcDNA断片（例えば、上記のcDNA）の全て

または一部による適した宿主細胞の形質転換によって産生してもよい。

      【０１２７】

  分子生物学の当業者は、多様な任意の発現系を用いて組換え蛋白質を提供して

もよいと理解すると思われる。用いられる正確な宿主は、本発明にとって重要で

はない。レポリポックスウイルス蛋白質は、原核細胞宿主（例えば、大腸菌）ま

たは真核細胞宿主（例えば、酵母（Saccharomyces cerevisiae）、昆虫細胞、例

えば、Sf21細胞、または哺乳類細胞、例えば、COS1、NIH3T3、もしくはHeLa細胞

））において産生してもよい。そのような細胞は、多様な起源から入手できる（

例えば、米国培養収集所、ロックランド、メリーランド州；同様に、例えばアウ

スユベール（Ausubel）ら、「分子生物学の現行プロトコール（Current Protoco

ls in Molecular Biology）」、ジョン・ウィリー＆サンズ、ニューヨーク州、1

994も参照のこと）。形質転換またはトランスフェクション法および発現媒体の

選択は、選択される宿主系に依存すると考えれる。形質転換およびトランスフェ

クション法は、例えば、アウスユベール（Ausubel）ら、前記、に記載されてい

る；発現媒体は、例えば「クローニングベクター：実験マニュアル（Cloning Ve

ctors：A Laboratory Manual）」、パウエルス（P.H. Pouwels）ら、1985、補則

、1987）に提供される媒体から選択してもよい。

      【０１２８】

  一つの好ましい発現系は、クロンテック社（パロアルト、カリフォルニア州）

から入手できるバキュロウイルス系（例えば、ベクターpBacPAK9を用いる）であ

る。必要に応じて、この系は、他の蛋白質発現技術と共に、例えばエバン（Evan

)ら（Mol. Cell Biol. 5：3610～3616、1985）によって記載されるmycタグアプ

ローチと共に用いてもよい。

      【０１２９】

  または、レポリポックスウイルス蛋白質は、安定にトランスフェクトした哺乳

類細胞株によって産生される。哺乳類細胞の安定なトランスフェクションに適し

た多くのベクターが公的に使用できる、例えばパウエルス（Pouwels）ら、前記
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を参照のこと；そのような細胞株を構築する方法も同様に、アウスユベール（Au

subel）ら、前記、のように公式に使用できる。一つの例において、レポリポッ

クスウイルス蛋白質をコードするcDNAを、ジヒドロ葉酸レダクターゼ（DHFR）遺

伝子を含む発現ベクターにクローニングする。プラスミドと、したがって、レポ

リポックスウイルス蛋白質コード遺伝子との宿主細胞染色体への組み込みは、0.

01～300 μMメソトレキセートを細胞培養用培地に含めることによって選択され

る（アウスユベール（Ausubel）ら、上記に記載のように）。この優性選択は、

ほとんどの細胞タイプにおいて行うことができる。組換え蛋白質発現は、トラン

スフェクトした遺伝子のDHFR媒介増幅によって増加させることができる。遺伝子

増幅を有する細胞株を選択する方法は、アウスユベール（Ausubel）ら、前記に

記載されており、そのような方法は、一般的に、メソトレキセートの漸増濃度を

含む培地中で長期間培養することを含む。この目的のために一般的に用いられる

DHFR含有発現ベクターには、pCVSEII-DHFRおよびpAdD26SV(A)（アウスユベール

（Ausubel）ら、前記に記載）が含まれる。上記のいずれの宿主細胞も、または

好ましくはDHFR欠損CHO細胞株（例えば、CHO DHFR-細胞、ATCC受託番号CRL9096

）は、安定にトランスフェクトした細胞株またはDHFR媒介遺伝子増幅のDHFR選択

にとって好ましい宿主細胞である。

      【０１３０】

  組換えレポリポックスウイルス蛋白質が発現されると、例えば、アフィニティ

クロマトグラフィーを用いて単離する。一つの例において、抗レポリポックスウ

イルス蛋白質抗体（例えば、本明細書に記載のように産生された）をカラムに結

合させて、これを用いてレポリポックスウイルス蛋白質を単離してもよい。アフ

ィニティクロマトグラフィーを行う前のレポリポックスウイルス蛋白質含有細胞

の溶解および分画は、標準的な方法によって行ってもよい（例えば、アウスユベ

ール（Ausubel）ら、上記を参照のこと）。もう一つの例において、レポリポッ

クスウイルス蛋白質は、細胞から得た抽出物または上清のような化合物の混合物

から精製または実質的に精製してもよい（アウスユベール（Ausubel）ら、前記

）。標準的な精製技術を用いて、単一の化合物または最小数の有効な化合物が単

離されるまで混合物から望まない化合物を次第に除去することができる。
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      【０１３１】

  単離されれば、組換え蛋白質を、必要に応じて、例えば、高速液体クロマトグ

ラフィー（例えば、フィッシャー（Fisher）、「生化学と分子生物学の実験技術

（Laboratory Techniques In Biochemistry And Molecular Biology）」、ワー

クおよびバードン（Work and Burdon）編、エルゼビア、1980を参照のこと）に

よってさらに精製することができる。

      【０１３２】

  本発明のポリペプチド、特に短いレポリポックスウイルス蛋白質断片はまた、

化学合成（例えば、「固相ペプチド合成（Solid Phase Peptide Synthesis）」

、第二版、1984年、ピアスケミカル社、ロックフォード、イリノイ州によって）

によって産生することができる。

      【０１３３】

  ポリペプチド発現と精製に関するこれらの一般的な技術はまた、有用なレポリ

ポックスウイルス蛋白質断片または類似体（本明細書に記載）を産生および単離

するために用いることができる。

      【０１３４】

  特定の好ましい態様において、レポリポックス蛋白質は多様なタグのいずれか

一つに結合してもよい。タグはアミノ酸タグであっても、化学タグであってもよ

く、精製目的のために加えることができる（例えば、ニッケルカラム上で精製す

るための6-ヒスチジンタグ）。他の好ましい態様において、様々な標識をレポリ

ポックス蛋白質ともう一つの蛋白質、例えばケモカインまたはケモカイン受容体

との結合を検出するための手段として用いることができる。または、レポリポッ

クスDNAまたはRNAを例えば、ハイブリダイゼーションアッセイ法において検出す

るために標識してもよい。レポリポックスウイルス核酸もしくは蛋白質、または

その誘導体は、例えば、ラジオスコープ、蛍光化合物、生物発光化合物、化学発

光化合物、金属キレート剤、または酵素によって直接または間接的に標識しても

よい。当業者は、他の適した標識を知っていると思われる、または日常的な実験

を用いてそれらを確認することができると思われる。本発明のなおもう一つの好

ましい態様において、本明細書に開示の蛋白質またはその誘導体を毒素に結合さ
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せる。毒素に結合した蛋白質は、例えば、蛋白質が腫瘍に局在することができれ

ば、悪性腫瘍に毒性薬物をターゲティングするために用いることができる。

      【０１３５】

抗レポリポックスウイルス蛋白質抗体

  レポリポックスウイルス蛋白質特異的抗体を作製するために、レポリポックス

ウイルス蛋白質コード配列（すなわち、mVOX-2）を、例えばグルタチオン-S-ト

ランスフェラーゼ（GST）とのC末端融合体として発現してもよい（スミス（Smit

h）ら、Gene 67：31～40、1988）。次に、融合蛋白質を、グルタチオン-セファ

ロースビーズ上で精製し、トロンビンで切断した（操作された切断部位で）グル

タチオンによって溶出して、ウサギの免疫化にとって必要な程度まで精製しても

よい。一次免疫化は、フロイントの完全アジュバントと共に行い、その後の免疫

化はフロイントの不完全アジュバントと共に行う。抗体力価は、GST-レポリポッ

クスウイルス融合蛋白質のトロンビン切断レポリポックスウイルス蛋白質断片を

用いるウェスタンブロット解析および免疫沈降解析によってモニターする。免疫

血清は、CNBr-セファロースカップリングレポリポックスウイルス蛋白質を用い

てアフィニティ精製する。抗血清の特異性は、無関係なGST蛋白質のパネル（GST

p53、Rb、HPV-16、E6、およびE6-APを含む）およびGST-トリプシン（既知の配列

を用いてPCRによって産生される）を用いて決定する。

      【０１３６】

  GST融合蛋白質に対する代わりまたは補助の免疫原として、比較的独自の親水

性レポリポックスウイルス蛋白質に対応するペプチドを産生して、導入されたC-

末端リジンを通じてこれをキーホールリンペットヘモシアニン（KLH）にカップ

リングしてもよい。これらのペプチドのそれぞれに対する抗血清は、BSA上で結

合させたペプチド上で同様にアフィニティ精製して、ペプチド結合を用いるELIS

Aおよびウェスタンブロットにおいて、ならびにGST融合蛋白質として発現される

レポリポックスウイルス蛋白質を用いるウェスタンブロットと免疫沈降によって

、特異性を調べる。

      【０１３７】

  または、上記のレポリポックスウイルス蛋白質および標準的なハイブリドーマ
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技術を用いてモノクローナル抗体を調製してもよい（例えば、コーラー（Kohler

）ら、Nature 256；495、1975；コーラー（Kohler）ら、Eur. J. Immunol. 6：5

11、1976；コーラー（Kohler）ら、Eur. J. Immunol. 6：292、1976；ハンメル

リンク（Hammerling）ら、「モノクローナル抗体とT細胞ハイブリドーマ（Monoc

lonal Antibodies and T Cell Hybridomas）」、エルゼビア、ニューヨーク州、

1981；アウスユベール（Ausubel）ら、前記を参照のこと）。産生されると、モ

ノクローナル抗体はまた、ウェスタンブロットまたは免疫沈降解析によって、特

異的レポリポックスウイルス蛋白質の認識に関して調べる（アウスユベール（Au

subel）ら、前記に記載の方法によって）。レポリポックスウイルス蛋白質を特

異的に認識する抗体は、本発明において有用であると見なされる；そのような抗

体は、例えば、哺乳類によって産生されるレポリポックスウイルス蛋白質のレベ

ルをモニターするためのイムノアッセイ法において用いてもよい（例えば、レポ

リポックスウイルス蛋白質の量または位置を決定するために）。

      【０１３８】

  好ましくは、本発明の抗体は、レポリポックスウイルスポリペプチド全体を用

いて産生されるのみならず、高度保存領域の外側に存在して、荷電残基が高頻度

であるといった基準によって抗原性であるように思われるレポリポックスウイル

スポリペプチドの断片を用いて産生される。一つの特定の例において、そのよう

な断片はPCRの標準的な技術を用いて産生され、pGEX発現ベクターにクローニン

グされる（アウスユベール（Ausubel）ら、前記）。融合蛋白質を大腸菌に発現

させて、アウスユベール（Ausubel）ら、前記に記載のようにグルタチオンアガ

ロースアフィニティマトリクスを用いて精製する。抗血清の親和性または特異性

が低いという起こりうる問題を最小限にとどめるために、そのような融合蛋白質

２個または３個をそれぞれの蛋白質について作製し、各融合体をウサギ少なくと

も２羽に注入する。抗血清は、好ましくは追加免疫注射少なくとも３回を含む一

連の注射によって作製する。

      【０１３９】

レポリポックスウイルス生物活性を調節する、またはその生物活性がレポリポッ

クスウイルスによって調節される分子の同定
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  レポリポックスウイルスcDNA（本明細書に記載）の単離はまた、レポリポック

スウイルスポリペプチド生物活性を増加または減少させる分子の同定を促進する

。同様に、その活性がレポリポックスウイルスポリペプチド生物活性によって調

節される分子を同定することができる。一つのアプローチに従って、様々な濃度

でレポリポックスウイルスmRNAを発現する細胞の培地に候補分子を加える。次に

、レポリポックスウイルスポリペプチド生物活性を標準的な技術を用いて測定す

る。生物活性の測定は、レポリポックスウイルスポリペプチド蛋白質および核酸

分子レベルの測定、または免疫調節に及ぼすレポリポックスウイルスポリペプチ

ドの影響の測定を含みうる。

      【０１４０】

  必要に応じて、発現に及ぼす候補調節物質の影響は、同じ一般的アプローチお

よびレポリポックスウイルスポリペプチド特異的抗体（下記参照）によるウェス

タンブロットまたは免疫沈降のような標準的な免疫学的検出技術を用いて、レポ

リポックスウイルス蛋白質産生レベルで測定することができる。

      【０１４１】

  候補調節物質は、精製された（または実質的に精製された）分子または化合物

の混合物（例えば、細胞から得た抽出物または上清；アウスユベール（Ausubel

）ら、前記）の一つの成分となりうる。混合化合物アッセイ法において、レポリ

ポックスウイルスポリペプチド発現を、単一の化合物または最小の化合物混合物

がレポリポックスウイルスポリペプチド発現を調節することが示されるまで、候

補化合物のプールの進行的に小さいサブセット（例えば、標準的な精製技術、例

えば、HPLCまたはFPLCによって産生）に対して調べる。

      【０１４２】

  または、もしくはさらに、候補化合物を、レポリポックスポリペプチド活性を

調節する化合物に関してスクリーニングすることができる。このアプローチにお

いて、候補化合物の存在下での免疫調節のレベルを、同等の条件でその非存在下

での免疫調節のレベルと比較する。この場合も、そのようなスクリーニングは、

候補化合物のプールについて開始して、そこから一つまたはそれ以上の有用な調

節化合物を段階的に単離することができる。
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      【０１４３】

  上記のスクリーニングアッセイ法は、当業者に周知の多様な方法で行うことが

できる。これらには、レポリポックスウイルスポリペプチド変種を用いること、

またはレポリポックスウイルスポリペプチドの断片を用いることが含まれる。

      【０１４４】

  上記の方法においてスクリーニングすることができる試験化合物は、それが自

然界に存在するものであれ、人工的なものであれ、化学物質となりうる。そのよ

うな化合物には、例えば、ポリペプチド、合成有機分子、自然界に存在する有機

分子、核酸分子、およびその成分が含まれる。候補レポリポックスポリペプチド

調節物質には、ペプチドと共に非ペプチド分子が含まれる（例えば、細胞抽出物

、哺乳類血清、または哺乳類細胞を培養した増殖培地に認められるペプチドまた

は非ペプチド分子）。

      【０１４５】

  一般的に、免疫調節疾患を予防または治療するための新規薬剤は、天然物、合

成（または半合成）抽出物、および化学物質ライブラリーの大きいライブラリー

から当技術分野で周知の方法を用いて同定される。医薬品研究開発分野の当業者

は、試験抽出物または化合物の正確な起源は本発明のスクリーニング方法にとっ

て重要ではないと理解すると思われる。したがって、実質的に任意の数の化学抽

出物または化合物もこれらの方法を用いてスクリーニングすることができる。そ

のような抽出物または化合物の例には、植物、真菌、原核細胞、または動物に基

づく抽出物、発酵ブロス、および合成化合物と共に既存の化合物の改変体が含ま

れるがこれらに限定しない。

      【０１４６】

  糖類、脂質、ペプチド、および核酸分子骨格化合物を含むがこれらに限定しな

い任意の数の化学化合物のランダムまたは定方向合成（例えば、半合成または全

合成）を行うために多数の方法が使用できる。合成化合物ライブラリーは、ブラ

ンドンアソシエーツ社（メリマック、ニューハンプシャー州）およびアルドリッ

チケミカル社（ミルウォーキー、ウィスコンシン州）から市販されている。また

は、細菌、真菌、植物および動物抽出物の形での天然化合物のライブラリーは、
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バイオティクス社（サセックス、イギリス）、ジェノバ社（スロー、イギリス）

、ハーバーブランチオーシャノグラフィックインスチチュート社（Ft.ピアス、

フロリダ州）、およびファーママーアメリカ（ケンブリッジ、マサチューセッツ

州）を含む多くの販売元から市販されている。さらに、天然および合成によって

作製されたライブラリーは、必要に応じて当業者に既知の方法に従って、例えば

、標準的な抽出および分画法に従って産生する。さらに、必要に応じて、任意の

ライブラリーまたは化合物も標準的な化学、物理、または生化学法を用いて容易

に改変することができる。

      【０１４７】

  さらに、医薬品研究開発の当業者は、免疫障害に対して治療活性を有すること

が既に知られている材料を、デレプリケーション（dereplication）（例えば、

分類体系脱複製、生物学的脱複製、および化学的脱複製またはその組み合わせ）

する方法、または模倣体もしくは複製を消失させる方法は、可能であれば常に用

いることができることを容易に理解する。

      【０１４８】

  粗抽出物が免疫調節を調節することが判明すれば、観察された作用の原因とな

る化学成分を単離するために、陽性リード抽出物のさらなる分画を行うことがで

きる。このように、抽出、分画、および精製プロセスの目標は、所望の活性を有

する粗抽出物内に含まれる化学的実体の注意深い特徴付けおよび同定である。化

合物の混合物において活性を抽出するために本明細書に記載した同じアッセイ法

を用いて、活性成分を精製して、その誘導体を試験することができる。そのよう

な不均一な抽出物の分画法および精製法は、当技術分野で既知である。必要に応

じて、治療にとって有用な物質であることが示された化合物は、当技術分野で既

知の方法に従って化学修飾される。治療的価値があると同定された化合物は、そ

の後、例えば本明細書に記載のいずれかの動物モデルを用いて解析することがで

きる。

      【０１４９】

免疫調節分子の試験と投与

  本発明のレポリポックス免疫調節ポリペプチドは、免疫調節活性に関してスク
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リーニングしてもよい。例えば、候補化合物の存在下での化学遊走性アッセイ法

を、同等の条件でその非存在下における化学遊走活性と比較する。そのようなス

クリーニングは、候補化合物のプールについて始めて、そこから一つまたはそれ

以上の有用な免疫調節化合物を段階的に単離してもよい。（好酸球または他の白

血球の）化学遊走活性は、例えば本明細書に記載の任意の標準的なアッセイ法を

用いて測定してもよい。

      【０１５０】

  候補レポリポックスウイルスコード調節物質には、ペプチドと共に非ペプチド

分子が含まれる（例えば、哺乳類細胞を培養した細胞抽出物、哺乳類血清、また

は増殖培地に認められるペプチドまたは非ペプチド分子）。レポリポックスウイ

ルス蛋白質発現の調節物質は特に有用である。

      【０１５１】

  レポリポックスウイルス蛋白質発現の増加、または白血球化学遊走活性の減少

を促進する分子は、本発明において特に有用であると思われる；そのような分子

は、例えば、個体における免疫反応性を減少させるために、治療物質として用い

てもよい。さらに、本発明において同定され、これらの活性を示すレポリポック

スウイルス蛋白質（またはその改変体および誘導体）もまた特に望ましい。例え

ば、これらのポリペプチドは、リウマチ性関節炎を有する人を治療するために用

いてもよい。免疫調節物質として作用する、またはそうでなければ免疫機能を減

少させる分子を用いて治療してもよいその他のヒト疾患には、急性炎症、アレル

ギー反応、喘息反応、炎症性腸疾患（すなわち、クローン病および潰瘍性大腸炎

）、移植片拒絶、および再狭窄が含まれる。

      【０１５２】

  または、アポトーシスを増強または誘導する分子を腫瘍の治療において用いて

もよい。

      【０１５３】

  本発明の免疫調節物質およびレポリポックスウイルス蛋白質発現または活性レ

ベルで有効であることが判明した他のポリペプチドは、動物モデルにおいて有用

であると確認される可能性がある。本発明において用いてもよい動物モデルは、
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自己免疫および炎症疾患を治療するための有効性に関して試験候補物質を試験す

ると考えられる。標的治療領域には、急性炎症、リウマチ性関節炎、移植片拒絶

、喘息、炎症性腸疾患、ブドウ膜炎、再狭窄、多発性硬化症、乾せん、創傷治癒

、紅斑性狼瘡、および当業者によって認識することができる他の自己免疫または

炎症障害が含まれる。

      【０１５４】

  例えば、本発明の方法によって治療してもよい炎症に関連する他の疾患には、

例えばアレルギー性鼻炎、アトピー性皮膚炎、および食物アレルギーが含まれる

。免疫系が宿主自身の組織を攻撃する他の自己免疫障害の例には、１型インスリ

ン依存型真性糖尿病、皮膚炎、髄膜炎、血小板減少性血栓性紫斑病、シェーグレ

ン症候群、脳炎、白血球接着欠損症、リウマチ熱、ライター症候群、乾せん性関

節炎、進行性全身硬化症、原発性胆汁性肝硬変、天疱瘡、類天疱瘡、壊死性血管

炎、重症筋無力症、紅斑性狼瘡、多発性筋炎、サルコイドーシス、肉芽腫症、血

管炎、悪性貧血、CNS炎症障害抗原抗体複合体媒介疾患、自己免疫性溶血性貧血

、橋本甲状腺炎、グレーヴス病、習慣性自然流産、レイノー症候群、糸球体腎炎

、皮膚筋炎、慢性活動型肝炎、小児脂肪便症、AIDSの自己免疫合併症、アトピー

性胃炎、強直性脊椎炎、およびアジソン病が含まれるが、これらに限定しない。

      【０１５５】

  本発明の方法によって治療される可能性がある非悪性疾患または免疫関連細胞

増殖疾患に関連した他の疾患には、例えば、乾せん、尋常性天疱瘡、ベーチェッ

ト症候群、急性呼吸窮迫症候群（ARDS）、虚血性心疾患、アテローム性動脈硬化

症、透析後症候群、白血病、後天性免疫不全症候群、敗血症ショックおよび他の

タイプの急性炎症、および脂質性組織球増殖症が含まれる。

      【０１５６】

  成功すれば、同定されたレポリポックスウイルスポリペプチドを、抗炎症また

は抗癌治療物質として用いてもよい（例えば、マウス腫瘍モデル）。

      【０１５７】

  候補化合物の免疫調節作用を試験するための動物モデルは当技術分野で周知で

ある。したがって、本発明は、本発明の試験化合物を試験するために用いること
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ができる動物モデルの選択を単に述べて、当技術分野で周知の内容は省略する。

本発明において、候補化合物が自己免疫および炎症障害を治療するための有効性

を有するか否かを調べるために用いることが提案される動物モデルには、以下が

含まれる：

      【０１５８】

急性炎症：

  急性炎症の動物モデルは、初回の迅速な薬剤有効性スクリーニングおよび慢性

炎症疾患における転帰を予測できるか否かを標的とする。以下の動物モデルは、

急性炎症の治療におけるその有効性に関して本発明の候補化合物を試験するため

に用いてもよい：1）カラゲニン誘発炎症；2）テルペンチン誘発炎症；3）トラ

ンスジェニックHLAB-27炎症；および4）炎症の耳掻きモデル。

      【０１５９】

リウマチ性関節炎；ラット、マウス、およびウサギ

  リウマチ性関節炎における有効性は、1）ウサギ、ラット、およびマウスの様

々な抗原誘導関節炎モデル；ならびに2）トランスジェニックリウマチモデル、

において評価する。

      【０１６０】

  候補化合物の分子細胞学的メカニズムは、関節疾患に関係する変性プロセスを

調節する重要な細胞内メカニズムに影響を及ぼすその有効性を調べることによっ

て評価される。特に注目すべき重要な分子細胞学的メカニズムには、血管新生の

増加、滑膜過形成、およびマトリクスメタロプロテアーゼ発現のような、疾患プ

ロセスを調節するシグナル伝達現象が含まれる。これらのプロセスは、関節疾患

における軟骨分解に関係すると思われる。

      【０１６１】

１.コラーゲン誘発関節炎；ラット、マウスおよびウサギ

  自己免疫媒介多発性関節炎は、特定の系統の齧歯類（ラット、マウス、および

ウサギ）およびヒト以外の霊長類を天然型のII型コラーゲンによって免疫するこ

とによって、それらの動物に誘導することができる。コラーゲン誘発関節炎モデ

ルは広く用いられており、十分に特徴が調べられてる。コラーゲン誘発関節炎は
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、II型コラーゲンの特定の領域に結合する自己抗体に対する感受性によって媒介

される。誘発のメカニズムは、MHCクラスII分子に関連しているが、免疫に用い

るII型コラーゲンの種にも依存する。

      【０１６２】

２.卵白アルブミン誘発関節炎；ウサギ

  候補化合物が、卵白アルブミン関節炎の兆候および症状の減少に有効であるか

否かを調べる。卵白アルブミンによってウサギを免疫することによって、多発性

関節炎をウサギに誘導する。

      【０１６３】

３.アジュバント誘発関節炎；ラット、マウス、およびウサギ

  候補化合物は、アジュバント関節炎の兆候および症状の減少に有効であるか否

かを調べる。特定の系統の齧歯類をフロイントのアジュバントで免疫することに

よってそれらに多発性関節炎を誘発する。

      【０１６４】

４.連鎖球菌細胞壁誘発関節炎；ラット

  候補化合物が、連鎖球菌細胞壁誘発関節炎の兆候および症状の減少に有効であ

るか否かを調べる。A群連鎖球菌から単離した細胞壁断片の水性懸濁液を腹腔内

に注射することによって、慢性びらん性多発性関節炎を誘発する。

      【０１６５】

移植片拒絶（急性および慢性）

  移植片拒絶における有効性は、移植片血管疾患（GVD）の様々なモデルにおい

て評価する。GVDは、固形臓器移植における遅発型移植片拒絶の最も一般的な原

因である。GVDまたは移植片アテローム性動脈硬化症は、小血管におけるプラー

ク形成と繊維症を特徴とする。移植片血管疾患の発症は、急性同種移植片拒絶、

虚血性再潅流損傷、および細菌またはウイルス感染症に関連している。これらの

術後障害の一般的な経路によって、間質細胞の血管壁への移動を誘発する血管周

囲炎症が起こり、その結果、血管腔の閉鎖または部分的閉鎖が起こる。

      【０１６６】

１.大動脈同種移植片モデル；ラット、ウサギ、サル
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  特定の系統のMHCミスマッチラットおよびウサギにおいて実施した大動脈セグ

メントの移植後の血管損傷モデルにおいて、候補化合物が、移植片アテローム性

動脈硬化症および移植片拒絶の減少に有効であるか否かを調べる。

      【０１６７】

２.気管同種移植片モデル；ラット、ウサギ、サル

  特定の系統のMHCミスマッチラットおよびウサギにおいて実施した気管セグメ

ントの移植後の血管損傷モデルにおいて、候補化合物が、移植片アテローム性動

脈硬化症および移植片拒絶の減少に有効であるか否かを調べる。

      【０１６８】

３.異所性心移植；マウス、ラット、サル

  異所性心移植はMHCミスマッチラットにおいて行う。このモデルにおいて、齧

歯類にシクロスポリンAを移植後最初の７日間のみ処置して、移植片血管疾患を

発症させた後、術後90日目に屠殺して解析する。

      【０１６９】

４.正所性腎移植；マウス、ラット、サル

  正所性腎移植はMHCミスマッチラットにおいて行う。このモデルにおいて、動

物にシクロスポリンAの治療下用量を移植後最初の10日間処置して、症例の70％

に慢性腎同種移植片拒絶の特徴を示させた後、術後屠殺して解析する。

      【０１７０】

５.正所性肺移植；ラット、サル

  ラットおよびサルの全肺臓器移植後の臓器拒絶の兆候および症状の遅延または

減少に、候補化合物が有効であるか否かを調べる。

      【０１７１】

６.再潅流損傷；ラット

  臨床肺移植における直後の術後経過は、しばしば虚血および再潅流損傷の結果

として移植片機能が遅れることによって重度に不良である。虚血性再潅流損傷に

おける薬剤候補物質の予防的有効性は、ラットにおける急性のインビボ両肺移植

モデルを用いて評価する（ハウゼン（Hausen）ら、Ann. Thorac. Surg. 61：171

4～9、1996、参照として本明細書に組み入れられる）。
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      【０１７２】

再狭窄

  バルーン血管形成術後の冠動脈再狭窄モデルにおいて、候補化合物が、アテロ

ーム斑沈着の減少に有効であるか否かを調べる。アテローム斑形成は、血管閉鎖

に極めて関係があり、動脈損傷に対する過度の炎症および血栓反応に関連してい

る。

      【０１７３】

喘息；齧歯類

  喘息の兆候および症状の減少に候補化合物が有効であるか否かは、抗原誘発実

験的気道炎症の齧歯類モデルにおいて評価する。モデルには以下が含まれる：

      【０１７４】

１.卵白アルブミン誘発実験的気道炎症；齧歯類

  候補化合物は、実験的気道炎症の卵白アルブミン感作齧歯類モデルにおいてエ

アロゾルチャレンジ後の肺の気管支肺胞洗浄液における炎症細胞成分の減少に有

効であるか否かを調べる。

      【０１７５】

２.GM-CSF導入遺伝子発現の存在下での卵白アルブミン誘発アレルギー感作；マ

ウス

  候補化合物が、GM-CSFの局所発現に関して卵白アルブミンをエアロゾルチャレ

ンジ後のマウス肺の気管支肺胞洗浄液における炎症細胞成分の減少に有効である

か否かを調べる（スタエンプリ（Staempfli）ら、J. Clin. Invest. 102：9、17

04～1714）。

      【０１７６】

炎症性腸疾患（IBD）；マウスおよびラット

  薬剤候補物質を、マウスおよびラットにおける抗原誘発および遺伝的に媒介さ

れる自然発生性の慢性間質性炎症に関する様々なモデルを使用して、潰瘍性大腸

炎またはクローン病におけるその可能性がある治療的有効性に関して評価する。

例には以下が含まれる：

      【０１７７】
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１.硫酸デキストランナトリウム誘発IBD；マウス

  IBDの慢性の非可逆性の臨床症状は、デキストラン硫酸ナトリウムの経口投与

によってマウスを処理することによって誘発する。

      【０１７８】

２.IBDの遺伝子欠損およびトランスジェニックモデル；齧歯類

  化合物の有効性は、炎症性腸疾患のヒト要素に非常に類似した症状を発症する

トランスジェニック齧歯類株において調べる。モデルには、IL-2、IL-10、TGF-

β、T細胞受容体α／β、ケラチン8、Gi2αをコードする遺伝子の標的化欠失が

含まれる。さらに、ヒトWA-B27およびHLA-B27と共に、N-カドヘリンを機能的に

遮断するドミナントネガティブ構築物に対する導入遺伝子を発現する動物を調べ

る。

      【０１７９】

ブドウ膜炎

  薬剤候補物質はブドウ膜炎の様々な動物モデルにおいて有効性を調べる。重要

なモデルには、実験的自己免疫性ブドウ膜炎および養子免疫細胞移入実験的自己

免疫性ブドウ膜炎の双方が含まれる。

      【０１８０】

１.実験的自己免疫性ブドウ膜炎（EAU）

  EAUは、眼特異的抗原による免疫によっていくつかの哺乳類種に誘導すること

ができるT細胞媒介炎症性眼科疾患である（ゲリー（Gery）ら、Invest. Ophthal

mol. Vis. Sci. 27：1296～1300、1986；サヌイ（Sanui）ら、J. Exp. Med. 169

：1947～1989、参照として本明細書に組み入れられる）。この実験疾患は、ヒト

における炎症性眼科疾患ファミリーのモデルであると考えられており、ヒトでの

試験の前に様々な様相を調べるために用いられている。

      【０１８１】

２.養子免疫細胞移入実験的自己免疫性ブドウ膜炎

  養子免疫細胞移入EAUは、網膜抗原に対して前感作したリンパ球を無傷の同系

レシピエントに注射することによって誘発する（マックアリスター（McAllister

）ら、J. Immunol. 138：1416～1420、1987、参照として本明細書に組み入れら
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れる）。

      【０１８２】

  同定されれば、レポリポックスウイルス免疫調節物質または抗発癌物質の薬学

的に有効量を、薬学的に許容される希釈剤、担体、または賦形剤と共に投与して

もよい。従来の薬学的実践を用いて、前症候性癌を有する患者にレポリポックス

ウイルス蛋白質を投与するために適した製剤または組成物を提供してもよい。任

意の適当な投与経路、例えば、非経口、静脈内、皮下、筋肉内、頭蓋内、眼窩内

、眼内、脳室内、嚢内、髄腔内、槽内、腹腔内、鼻腔内、エアロゾル、または経

口投与を用いてもよい。治療的製剤は、液体溶液または懸濁液の形であってもよ

く；経口投与の場合、製剤は、錠剤またはカプセル剤の形であってもよく；かつ

鼻腔内製剤の場合、粉剤、点鼻液、またはエアロゾルの形であってもよい。

      【０１８３】

  製剤を作製する当技術分野で周知の方法は、例えば、「レミントンの製薬科学

（Remington's Pharmaceutical Sciences）」に記載されている。非経口投与の

ための製剤は、例えば、賦形剤、滅菌水、または生理食塩液、ポリエチレングリ

コールのようなポリアルキレングリコール、植物油、または硬化ナフタレンを含

んでもよい。生体適合性で生体分解性のラクチドポリマー、ラクチド／グリコリ

ドポリマー、またはポリオキシエチレン-ポリオキシプロピレンコポリマーを化

合物の放出を制御するために用いてもよい。NES1調節化合物の他のおそらく有用

な非経口輸送系には、エチレン-酢酸ビニルコポリマー粒子、浸透圧ポンプ、埋

め込み型注入系、およびリポソームが含まれる。吸入用製剤は、賦形剤、例えば

乳糖を含んでもよく、または例えばポリオキシエチレン-9-ラウリルエーテル、

グリココレート、およびデオキシコレートを含む水溶液であってもよく、または

点鼻液の形もしくはゲルとして投与するための油性溶液であってもよい。

      【０１８４】

  必要に応じて、NES1調節化合物による治療は、手術、放射線照射、または化学

療法のような従来の癌治療と組み合わせてもよい。

      【０１８５】

特異的病態の検出
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  レポリポックスウイルスポリペプチドおよび核酸配列は、炎症、自己免疫およ

び他の病態の検出またはモニタリングにおいて診断的価値がある。例えば、レポ

リポックスウイルス蛋白質は白血球の化学遊走性に関係していること、および白

血球数の減少が免疫抑制に関係していることから、特定のレポリポックスウイル

ス蛋白質産生レベルの変化は、病態の予後の指標を提供する。レポリポックスウ

イルス蛋白質発現レベルは、任意の標準的な技術によってアッセイしてもよい。

例えば、生体試料（例えば、生検）におけるその発現は、標準的なノザンブロッ

ト解析によってモニターしてもよく、またはPCRの助けを借りてもよい（例えば

、アウスユベール（Ausubel）ら、前記；「PCR技術；DNA増幅の原理と応用（PCR

 Technology：Principles and Applications for DNA Amplification）」、エー

リッヒ（H.A. Ehrlich）編、ストックトン出版、ニューヨーク州；およびヤップ

およびマギー（Yap and McGee）、Nucl. Acids. Res. 19：4294、1991）。

      【０１８６】

  さらにもう一つのアプローチにおいて、イムノアッセイ法を用いて、生体試料

中のレポリポックスウイルス蛋白質を検出またはモニターする。レポリポックス

ウイルス蛋白質特異的ポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体（上記のよ

うに産生する）を、任意の標準的なイムノアッセイフォーマット（例えば、ELIS

A、ウェスタンブロット、またはRIAアッセイ法）において用いて、レポリポック

スポリペプチドレベルを測定してもよい；この場合も、野生型レポリポックスウ

イルス蛋白質レベルと比較する。レポリポックスウイルス蛋白質産生の変化は、

特定の予後の指標となる可能性がある。イムノアッセイ法の例は、例えばアウス

ユベール（Ausubel）ら、上記に記載されている。免疫組織化学技術も同様に、

レポリポックスウイルス蛋白質検出に用いてもよい。例えば、組織試料を患者か

ら得て、抗レポリポックスウイルス蛋白質抗体および標準的な検出系（例えば、

西洋わさびペルオキシダーゼに結合した二次抗体を含む系）を用いて、レポリポ

ックスウイルス蛋白質の有無に関して切片を染色する。そのような技術に関する

全般的な説明書は、例えば、バンクロフトおよびスティーブンス（Bancroft and

 Stevens）の「組織学技術の理論と実践（Theory and Practice of Histologica

l Techniques）」、チャーチルリビングストン、1982）およびアウスユベール（
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Ausubel）ら、前記に見ることができる。

      【０１８７】

レポリポックスウイルス遺伝子治療

  レポリポックスウイルス蛋白質の発現は、自己免疫、炎症、または腫瘍の予後

に相関する可能性があるため、レポリポックスウイルス遺伝子はまた、免疫調節

または抗癌遺伝子治療において用いられる。例えば、腫瘍の白血球浸潤を増強す

るため、機能的レポリポックスウイルス遺伝子を腫瘍部位の細胞に導入してもよ

い。さらに、自己免疫反応を逆転させることが知られているレポリポックスウイ

ルスポリペプチドを遺伝子治療において用いてもよい。または、その変化が炎症

を阻害するレポリポックスウイルスポリペプチドを好酸球媒介炎症病態の治療の

ための遺伝子治療によって投与してもよい。

      【０１８８】

  レトロウイルスベクター、アデノウイルスベクター、アデノ随伴ウイルスベク

ター、またはレポリポックスウイルス蛋白質発現細胞に対して適当な指向性を有

する他のウイルスベクターを、治療的レポリポックスウイルス遺伝子構築物のた

めの遺伝子移入輸送系として用いてもよい。この目的のために有用な多数のベク

ターが一般的に知られている（ミラー（Miller）、Human Gene Therapy 15～14

、1990；フリードマン（Friedman）、Science 244：1275～1281、1989；エグリ

ティスおよびアンダーソン（Eglitis and Anderson）、Biotechniques 6：608～

614、1988；トルストシェフおよびアンダーソン（Tolstoshev and Anderson）、

Current Opinion in Biotechnology 1：55～61、1990；シャープ（Sharp）、The

 Lancet 337：1277～1278、1991；コルネッタ（Cornetta）ら、Nucleic Acid Re

search and Molecular Biology 36：311～322、1987；アンダーソン（Anderson

）、Science 226：401～409、1984；モーン（Moen）、Blood Cells 17 ：407～4

16、1991；およびミラーおよびロスマン（Miller and Rosman）、Biotechniques

 7：980～990、1989；レガルラサール（Le Gal La Salle）ら、Science 259：98

8～990、1993；およびジョンソン（Johnson）、Chest 107：77S～83S、1995）。

レトロウイルスベクターは、特に十分に開発されており、臨床状況において用い

られている（ローゼンバーグ（Rosenberg）ら、N. Engl. J. Med. 323：370、19
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90；アンダーソン（Anderson）ら、米国特許第5,399,346号）。

      【０１８９】

  非ウイルスアプローチもまた、治療的DNAを細胞に導入するために用いてもよ

い。例えば、リポフェクション（フェルグナー（Felgner）ら、Proc. Natl. Aca

d. Sci. USA 84：7413、1987；オノ（Ono）ら、Neuroscience Lett 117：259、1

990；ブリガム（Brigham）ら、Am. J. Med. Sci. 298：278、1989；スタウビン

ガーおよびパパードポーロス（Staubinger and Papahadjopoulos）、Meth. Enz.

 101：512、1983）；アシアロオロソムコイド-ポリリジン結合体（ウおよびウ（

Wu and Wu）、J. Biol. Chem. 263：14621、1988；ウ（Wu）ら、J. Biol. Chem.

 264：16985、1989）；または次に好ましいが外科での状況におけるマイクロイ

ンジェクション（ウルフ（Wolff）ら、Science 247：1465、1990）によってレポ

リポックスウイルス遺伝子を腫瘍細胞に導入してもよい。

      【０１９０】

  上記のアプローチのいずれかに関しても、治療的レポリポックスウイルスDNA

構築物は、好ましくは、悪性疾患または炎症部位および細胞障害部位に適用され

るが（例えば、注射によって）、悪性疾患または炎症および細胞障害部位の近傍

の組織に適用してもよく、またはこれらの領域を供給する血管に適用してもよい

。

      【０１９１】

  遺伝子治療構築物において、レポリポックスウイルスcDNA発現は、任意の適し

たプロモーター（例えば、ヒトサイトメガロウイルス、シミアンウイルス40、ま

たはメタロチオネインプロモーター）からも指示され、その産生は、望ましい哺

乳類調節領域によって調節される。例えば、必要に応じて、内皮細胞または上皮

細胞における選択的遺伝子発現を指示することが知られているエンハンサーを用

いて、レポリポックスウイルス蛋白質発現を指示してもよい。そのようなエンハ

ンサーには、肺特異的プロモーター（例えば、界面活性剤）および腸管特異的調

節配列が含まれる。

      【０１９２】

  または、レポリポックスウイルスゲノムクローンを、治療構築物（例えば、上
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記のレポリポックスウイルスcDNAとのハイブリダイゼーションによるその単離後

）として使用する場合、レポリポックスウイルス蛋白質発現は、その同源の調節

配列によって調節されるか、または必要に応じて、異種起源に由来する調節配列

、例えば上記のプロモーターもしくは調節エレメントのいずれかによって調節さ

れる。

      【０１９３】

  次に好ましくは、レポリポックスウイルス遺伝子治療は、レポリポックスウイ

ルスmRNAの腫瘍への直接投与によって行う。このmRNAは任意の標準的な技術によ

って産生および単離してもよいが、高い効率のプロモーター（例えば、T7プロモ

ーター）の制御下でレポリポックスウイルスcDNAを用いるインビトロ転写によっ

て最も容易に産生される。レポリポックスウイルスmRNAの悪性細胞への投与は、

上記の直接核酸投与法によって行う。

      【０１９４】

  理想的には、上記の遺伝子治療アプローチによってレポリポックスウイルス蛋

白質が産生されると、非罹患個体におけるNES1の正常な細胞レベルと少なくとも

同等であるレポリポックスウイルス蛋白質の細胞レベルが得られる。NES1媒介遺

伝子治療アプローチによる治療は、より従来の癌治療（例えば、腫瘍の治療のた

めの手術、放射線照射、または化学療法）と組み合わせてもよい。

      【０１９５】

  本発明に含まれるもう一つの治療的アプローチは、自己免疫もしくは炎症障害

の治療のための従来の組換え蛋白質投与技術によって、組換えレポリポックスウ

イルス蛋白質の、悪性腫瘍部位（例えば、注射によって）へのまたは全身投与に

よる直接投与を含む。レポリポックスウイルス蛋白質の実際の用量は、個々の患

者の体格および健康を含む多数の要因に依存するが、一般的に薬学的に許容され

る製剤で0.1 mg～100 mgまでを１日あたり成人に投与する。

      【０１９６】

  上記のアプローチはまた、レポリポックスウイルス蛋白質遮断活性を有する変

化したレポリポックスウイルスポリペプチド（例えば、アミノ末端で欠失または

挿入を有する）を上記のレポリポックスウイルスポリペプチドに置換することに
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よって、候補化合物の活性を阻害するために用いてもよい。

      【０１９７】

トランスジェニック動物

  トランスジェニック動物は、標準的な技術を用いて行ってもよい。例えば、レ

ポリポックスウイルス遺伝子は、内因性制御配列を用いて、または構成的な組織

特異的もしくは誘導性調節配列を用いて提供してもよい。機能的レポリポックス

ウイルスポリペプチドを欠損するトランスジェニック動物はまた、標準的な技術

を用いて作製してもよい。これは、本明細書に提供したDNA配列を用いてレポリ

ポックスウイルス遺伝子におけるノックアウト変異を遺伝子操作することによっ

て行ってもよい。

      【０１９８】

レポリポックスウイルス遺伝子配列

  一般的に、本発明は、レポリポックスウイルス核酸に関する。いくつかの好ま

しい態様において、核酸はゲノムDNAである。他の好ましい態様において、核酸

はcDNAである。さらに他の好ましい態様において、核酸はmRNAである。本発明の

特定の好ましい局面において、レポリポックスウイルス核酸は、免疫調節ポリペ

プチドをコードする。好ましくは、免疫調節ポリペプチドは、粘液腫と同じ種で

あるか、またはレポリポックスウイルスのショープ線維腫の種である。免疫調節

ポリペプチドは、免疫抑制物質または免疫刺激物質であってもよい。好ましくは

、本発明は、本明細書に開示のポリペプチドと実質的に同一である（少なくとも

80％同一性）ポリペプチドに関する。例えば、ポリペプチドは、サイトカイン、

抗炎症、免疫受容体、多重膜貫通受容体蛋白質、もしくは分泌型蛋白質のいずれ

か1つであってもよく、または組み合わせであってもよい。

      【０１９９】

粘液腫ウイルスノックアウト

  ポックスウイルスは、最も大きい真核細胞DNAウイルスに属し、感染細胞の細

胞質において異常な自律的複製能を有する。多くのポックスウイルス蛋白質は、

存在する場合、それらが免疫コンピテント宿主内で病原性の増加を付与して、ウ

イルス複製を改善するという根拠に基づいて、病原体因子として同定されている
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。これらの病原体因子蛋白質をコードする遺伝子を欠失させると、得られたウイ

ルス株は一般的に、弱毒化または変化した疾患表現型を示す（ターナー（Turner

）、Curr. Top. Microbiol. Immunol. 163：125～151、1990；ビュラー（Buller

）、Microbiol. Rev. 55：80～122、1991；スミス（Smith）、J. Gen. Virol. 7

4：1725～1740；マックファッデン（McFadden）、オースチン（Austin）（TX）

；R.G. ランデス社、1995年、参照として本明細書に組み入れられる）。そのよ

うな「ノックアウト」粘液腫ウイルスは、免疫調節またはウイルス蛋白質の他の

役割の解明に役立つ可能性がある。

      【０２００】

  標準的なウイルス学アッセイ法（ナッシュ（Nash）ら、1999、Immunological 

Review、57：731～最後まで）を用いて、当業者は、各遺伝子の粘液腫ウイルス

感染症に対する関与および粘液腫症の一般的な生化学的および生理学的進行を確

立してもよい。特定の遺伝子を欠損するノックアウト粘液腫ウイルスを、標準的

な分子生物学的技術を用いて作製してもよい（サムブルック（Sambrook）ら、「

分子のクローニング：実験マニュアル（Molecular Cloning：A Laboratory Manu

al）」第二版、コールドスプリングハーバー出版、コールドスプリングハーバー

、ニューヨーク州、1989；イニス（Innis）ら、「PCRプロトコール：方法と応用

の手引き（PCR Protocols：A Guide to Methods and Applications）」、アカデ

ミックプレス、サンジエゴ、カリフォルニア州、1990；エーリッヒ（Erlich）ら

、「PCR技術：DNA増幅の原理と応用（PCR Technology：Principles and Applica

tions for DNA Amplification）」、ストックトンプレス、ニューヨーク、ニュ

ーヨーク州、1989、そのそれぞれが参照として本明細書に組み入れられる）。こ

れらのノックアウトウイルスの病原体は、当技術分野で周知の標準的な感染度ア

ッセイ法を用いて評価してもよい（ナッシュ（Nash）ら、1999、Immunological 

Review 57：731～最後まで）。例えば、上記のように、OX-2相同体M141（mVox-2

）（配列番号：９）は、T細胞刺激を破壊するために粘液腫ウイルスおよび他の

ポックスウイルスによって用いられるメカニズムを解明するために有用であると

思われる。そのような発見によって、ヒトにおけるT細胞刺激を調節する方法が

得られる可能性がある。
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      【０２０１】

実施例

さらなるレポリポックスウイルス遺伝子のクローニング

  本発明によって提供されたアミノ酸配列に基づき、制限部位を含む縮重オリゴ

ヌクレオチドプライマーを合成する。第一の鎖のcDNAを関心対象の組織から調製

したRNAから合成し、PCRを最初の５サイクル、例えば37℃で60秒間実施して、そ

の後Bluescript II KS（ストラタジーン社）にサブクローニングすることができ

るレポリポックスウイルスcDNA断片を増幅するために、50℃で60秒間を25サイク

ル（95℃で30秒間変性および72℃で90秒間伸長）行う。選択した組織から単離し

たポリA RNAを用いたcDNAライブラリーの構築は、ストラタジーン社のZAPエクス

プレスベクターを用いて製造元の指示に従って行う。可能性があるクローンをそ

の後増幅して、ファージを含むこのcDNAライブラリーのアリコットを、クレノウ

酵素によって32P標識したレポリポックスウイルスcDNAによってスクリーニング

する。次に、単離されたファージミドをアプライドバイオシステムズ装置（モデ

ル373a）および染色ターミネータープロトコールを用いて双方の鎖上で自動配列

決定に供する。配列解析は、ウィスコンシン大学ジェネティクスコンピューター

グループによって開発されたソフトウェアを用いて行う（アルツシュル（Altsch

ul）ら、J. Mol. Biol. 215：403～410、1990）。

      【０２０２】

DNAおよびRNA解析

  RNAはグアニジン・イソチオシアネート中でのCsCl遠心によって単離する（チ

ャーグィン（Chirgwin）ら、1979、Biochemistry 18：5294～9）。生物活性リボ

核酸は、リボヌクレアーゼに富む起源から単離する。DNAは、これらの勾配から

同様に単離される。場合によっては、RNAは、RNAゾル（バイオテクスラブインク

）を用いて製造元の指示に従って単離する。ポリA RNAはオリゴdTカラム（ファ

ルマシア社）の中を溶出させることによって濃縮する。例えば、総RNA 10 mcg、

ポリA RNA ２mcg、または制限エンドヌクレアーゼ切断DNA 10 mcgをアガロース

中で電気泳動して、ジーンスクリーン（NENデュポン社）メンブレンに転写する

。メンブレンを、翻訳した蛋白質をコードする32P標識した完全長のcDNAまたは
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断片とハイブリダイズさせる。高ストリンジェンシーハイブリダイゼーション、

例えば50％ホルムアミド、10％硫酸デキストラン、５×SSC、１×デンハルト溶

液（0.0002％（w/v）ポリビニルピロリドン、0.0002％（w/v）BSA、0.0002％（w

/v）フィコール400、１％（w/v）SDS、100 μg/ml変性サケ精子DNA、および20 m

Mトリスで42oCで行い、ブロットを0.2×SSC、0.5％SDSによって65oCで洗浄する

。低ストリンジェンシーハイブリダイゼーションは、例えば、0.6 M NaCl、80 m

M トリスCl、４mM EDTA、0.1％（w/v）ピロ燐酸ナトリウム、0.1％（w/v）SDS、

10×デンハルト、100 mcg/ml変性サケ精子DNAによって50oCで行い、１×SSC、0.

05％SDSによって50oCで洗浄する。バンドのハイブリダイゼーション強度の定量

は、ホスホイメージャー（モレキュラーダイナミクス社）を用いて決定する。

      【０２０３】

レポリポックスウイルス遺伝子解析

  レポリポックスウイルスcDNAのコード領域からのcDNAプローブをクレノウ酵素

によって32P標識し、これを用いて低ストリンジェンシー条件（0.6 M NaCl、80 

mMトリスCl、４mM EDTA、0.1％ピロ燐酸ナトリウム、0.1％SDS、10×デンハルト

溶液（0.002％ポリビニルピロリドン、0.002％BSA、0.002％フィコール400）、1

00 mcg/ml変性サケ精子DN中で50℃でハイブリダイゼーション、およびブロット

を１×SSC、0.05％SDSによって50℃で洗浄）で哺乳類ゲノムライブラリー（例え

ば、多様なライブラリーをストラタジーン社、ラホヤ、カリフォルニア州から入

手できる）からプラーク約１×106個をスクリーニングする。強くハイブリダイ

ズするプラークを精製する。適当な酵素による制限消化によってゲノムDNAをフ

ァージDNAから遊離させて、pBlue-Script SK II（ストラタジーン社）にサブク

ローニングした。プローブとハイブリダイズする任意の陽性同定されたゲノム断

片も例えば、pBlue-Script KS IIにサブクローニングして、アプライドバイオシ

ステムズ装置（モデル373a）および染色ターミネータープロトコールを用いて双

方の鎖に対して自動配列決定を行う。配列解析は、ウィスコンシン大学ジェネテ

ィクスコンピューターグループによって開発されたソフトウェアを用いて行う（

アルツシュル（Altschul）ら、J. Mol. Biol. 215：403～410、1990）。

      【０２０４】
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  レポリポックスウイルス遺伝子相同体の染色体の位置は、遺伝子において同定

された任意の多型解析によっても決定される。この多型に隣接するPCRプライマ

ーを構築して、ゲノムDNAをPCRによって増幅する。これらのプライマーを用いて

、サイズ多型を同定する（例えば、ロウエ（Rowe）ら、Mamm. Gen. 5、253～274

、1994を参照のこと）。

      【０２０５】

マウスレポリポックスcDNA解析

  同定されたゲノム断片を用いて、高ストリンジェンシー条件（50％ホルムアミ

ド、10％硫酸デキストラン、５×SSC、１×デンハルト溶液、１％SDS、100 mcg/

ml変性サケ精子DNA、および20 mMトリス中で42℃でハイブリダイゼーション、お

よびブロットを0.2×SSC、0.5％SDSによって65℃で洗浄した）で哺乳類cDNA発現

ライブラリー（ストラタジーン社）をスクリーニングする。陽性プラークを同定

して、精製し、ライブラリーの製造元の説明書に従ってファージミドを調製する

。挿入断片は、自動配列決定によって双方の鎖上で完全に配列決定する。配列解

析は、メグアラインソフトウェア（DNAスターインク）を用いてクラスタル法に

よって決定する（ヒギンス（Higgins）ら、1988、Gene 73、237～244）。

      【０２０６】

蛋白質発現ベクターの構築とトランスフェクション

  PCRプライマーを、その後のサブクローニングのために都合のよい制限部位に

隣接する、レポリポックス遺伝子またはその相同誘導体のコード領域を増幅する

ようにデザインする。PCRは、鋳型としてレポリポックスcDNA-pBlueScriptを用

いて標準的な条件で行う。得られたPCR産物をその後、例えばTAクローニングキ

ット（インビトロゲン社、サンジエゴ、カリフォルニア州）を用いてサブクロー

ニングして、確認配列決定を行う。レポリポックスcDNAをpcDNA-I/Amp（インビ

トロゲン社）の使用可能な制限部位にサブクローニングする。レポリポックス-p

cDNA-I構築物約４μgを、DEAEデキストランを用いて～30％コンフルエントのCOS

細胞を含む100 mmプレートにトランスフェクトする（ロパタ（Lopata）ら、Nucl

. Acids Res. 12：5707～5717、1984）。トランスフェクション効率を測定する

ために、COS細胞の複製試料にCMVプロモーター-胎盤アルカリホスファターゼ対
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照プラスミドをトランスフェクトさせる（フィールズ-ベリー（Fields-Berry）

ら、Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89：693～697、1992）。RNA発現は、レポ

リポックスpcDNAをプローブとして用いてノザン解析によって確認する。レポリ

ポックス-cDNA-Iトランスフェクトまたは偽トランスフェクトCOS細胞上清を培養

72時間後に得て、４℃で保存する。もう一つのセットのトランスフェクション実

験において、レポリポックスcDNAを同様に、MoLTR-SV40 I/PA発現ベクターの適

した部位にサブクローニングする（例えば、ラスター（Luster）ら、J. Exp. Me

d. 178、1057～1065、1993を参照のこと）。直線状レポリポックス-MoLTR構築物

20 mcgおよび直線状ネオマイシン抵抗性プラスミドpSV7Neo１mcgを用いて、電気

穿孔によってJ558L細胞をトランスフェクトする。単一のウェルからのG418抵抗

性細胞を、ノザンブロットによってレポリポックスmRNA発現に関して解析する。

レポリポックスウイルス蛋白質を発現する細胞または対照の非トランスフェクト

細胞（レポリポックスウイルス蛋白質を発現しない）を、大量培養において増殖

させる。上清中のレポリポックスウイルス蛋白質の濃度を最適にするために、細

胞をFCSを含まないRPMIにおいて高密度（１×106個/ml）で72時間培養して、条

件培地をセントリコン3000微量濃縮機（アミコン、ビバリー、マサチューセッツ

州）によって５倍に濃縮してから、保存する。

      【０２０７】

化学遊走性アッセイ法

  マウス白血球、例えば、好酸球を単離する。特に好酸球をIL-5トランスジェニ

ックマウスから単離する（デント（Dent）ら、1990、J. Exp. Med. 172、1425～

1431）。これらのマウスは、脾細胞の～30％を占める好酸球によって脾腫を発症

する。混入している脾細胞を除去するために、免疫磁石分離を用いて好酸球を脾

臓から精製する。簡単に説明すると、脾細胞を抗Thy-1（M5/49）、抗-B220（6B2

）、および抗Lyt-2（53-6.7）によって標識する。ハイブリドーマ細胞株を、例

えば米国培養収集所から得て、ハイブリドーマ細胞上清を抗体源として用いる。

抗体標識細胞を、抗血清コーティング磁気ビーズ、一次抗体のアイソタイプに対

して特異性を有する抗血清（M450、ダイナル社、グレートネック、ニューヨーク

州）によって処理して、好酸球を磁場の中の陰性選択によって濃縮する。マクロ
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ファージ細胞は、2.9％チオグリコレート（ディフコ社、デトロイト、カリフォ

ルニア州）の腹腔内注射によって前処置した（２日前）マウスの腹腔から単離す

る。腹腔好中球は、カゼインナトリウムによって前処置したマウスから単離する

（ルオ（Luo）ら、J. Immun. 153、4616～4624、1994）。好酸球またはマクロフ

ァージを0.05％BSAを含むHBSSに２×106個/mlでそれぞれ浮遊させ、同型細胞50 

mlを48ウェルマイクロ化学遊走チャンバーの上段のウェルに入れる（ニューロプ

ローブインク、キャビンジョン、メリーランド州）。孔径５μmのポリカーボネ

ートフィルターを用いて、比較ができるように、かつレポリポックスウイルス蛋

白質の免疫抑制（化学遊走性の阻害）特性を評価できるように、緩衝液（30 ml

）単独または組換えCOS細胞上清、ならびに陽性（例えば、MCP-1（ロリンズおよ

びポバー（Rollins and Pober）、Am. J. Path. 138、1315～1319、1991）およ

び陰性対照（例えば、偽トランスフェクトCOS細胞からの上清）を含む緩衝液か

ら細胞を単離する。細胞を37oCで60分（好酸球もしくは好中球）、または90分（

マクロファージ）インキュベートして、フィルターを通って移動して、フィルタ

ーの底面に接着した細胞を、ディフクイック（バクスター・サイエンティフィッ

ク社、マグローパーク、イリノイ州）によって染色する。倍率400倍で細胞数を

計数する。

      【０２０８】

統計解析

  平均値の差の統計学的有意性は、分散解析（ANOVA）によって決定する。P＜0.

05は有意であると見なされる。ANOVAが有意差を示す場合、ニューマン・ケウル

ス試験を用いて、どの群が互いに有意差を示すかを決定する。

      【０２０９】

レポリポックスcDNAの解析

  本明細書に開示のレポリポックス遺伝子配列のアミノ酸配列に基づく縮重オリ

ゴヌクレオチドプライマーを用いて、選択した哺乳類組織からの一本鎖cDNAから

cDNAを増幅する。このPCR産物はレポリポックス遺伝子と同一のペプチドをコー

ドし、選択した哺乳類組織から作製した増幅cDNAライブラリーをスクリーニング

するために用いられる。陽性プラークをその後精製する。次に、プラークの配列
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解析を本明細書において先に記述したように実施する。

      【０２１０】

異なる臓器におけるレポリポックスmRNA発現

  異なる哺乳類組織試料から単離した総RNAのノザンブロット解析は、任意のレ

ポリポックスウイルス遺伝子、相同体、または誘導体の検出可能な発現も明らか

にする可能性がある。脳、骨髄、皮膚、腸、胃、心臓、胸腺、リンパ節、乳腺、

骨格筋、舌、脾臓、肝臓、精巣、および腎臓を含む哺乳類組織を解析する。同様

に、脾臓から単離および培養したマクロファージ、肺上皮細胞株、結腸腺癌細胞

のような細胞株をレポリポックスまたは相同なmRNAの発現に関して解析する。

      【０２１１】

他の態様

  他の好ましい態様において、本発明は、レポリポックスウイルスポリペプチド

（好ましくは図21～40の配列）と実質的に同一な任意の蛋白質も含む；そのよう

な相同体には、レポリポックス蛋白質の他の実質的に純粋な自然界に存在する哺

乳類相同体と共に対立遺伝子変種；天然の変異体；誘導変異体；図１～20のレポ

リポックス配列と高ストリンジェンシー条件または低ストリンジェンシー条件（

例えば、２×SSCで40℃で少なくとも40ヌクレオチドのプローブによって洗浄す

る）でハイブリダイズするDNAによってコードされる蛋白質；およびレポリポッ

クスポリペプチドに対して作製された抗血清によって特異的に結合するポリペプ

チドまたは蛋白質が含まれる。この用語にはまた、レポリポックス断片を含むキ

メラポリペプチドが含まれる。

      【０２１２】

  本発明はさらに、レポリポックスウイルスポリペプチドの類似体が含まれる。

類似体は、アミノ酸の差によって、翻訳後修飾、またはその両者によって自然界

に存在するレポリポックス蛋白質とは異なりうる。本発明の類似体は、一般的に

、自然界に存在するレポリポックス配列の全てまたは一部と少なくとも70％、よ

り好ましくは80％、さらにより好ましくは90％、および最も好ましくは95％、ま

たはさらに99％同一性を示す。比較配列の長さは、少なくとも８アミノ酸残基、

好ましくは少なくとも24アミノ酸残基、およびより好ましくは35アミノ酸残基以
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上である。修飾には、ポリペプチドのインビボおよびインビトロ化学的誘導体化

、例えば、アセチル化、カルボキシル化、燐酸化、またはグリコシル化が含まれ

る；そのような修飾はポリペプチド合成もしくはプロセシングの際に、または単

離された修飾酵素による処理後に起こってもよい。類似体は、一次配列における

変化によって自然界に存在するレポリポックスポリペプチドとは異なりうる。こ

れらには、天然および誘導（例えば、参照として本明細書に組み入れられる、サ

ムブルック、フリッチュおよびマニアティス（Sambrook、Fritsch and Maniatis

、「分子のクローニング：実験マニュアル（Molecular Cloning：A Laboratory 

Manual）」、第二版、CSH出版、1989年、またはアウスユベール（Ausubel）ら、

上記に記載のような、放射線照射もしくはエタンメチルスルフェートに対する曝

露による、または部位特異的変異誘発によるランダム変異誘発が原因である）の

双方の遺伝子変種が含まれる。同様に、L-アミノ酸以外の残基、例えばD-アミノ

酸または自然界存在しないもしくは合成アミノ酸、例えばβアミノ酸もしくはγ

アミノ酸を含む環状ペプチド分子および類似体も含まれる。

      【０２１３】

  完全長のポリペプチドの他に、本発明はまた、レポリポックスポリペプチド断

片を含む。本明細書において用いられるように、「断片」という用語は、少なく

とも10個の連続するアミノ酸、好ましくは少なくとも30個の連続するアミノ酸、

より好ましくは少なくとも50個の連続するアミノ酸、および最も好ましくは少な

くとも60～80個またはそれ以上の連続するアミノ酸を意味する。レポリポックス

ウイルス蛋白質の断片は、当業者に既知の方法によって作成することができ、ま

たは正常な蛋白質プロセシングの結果であってもよい（例えば、生物活性にとっ

て必要でない発生期ポリペプチドからのアミノ酸の除去、またはもう一つのmRNA

スプライシングもしくはもう一つの蛋白質プロセシング現象によるアミノ酸の除

去）。

      【０２１４】

  本発明の好ましい断片または類似体は、生物活性（例えば、本明細書に記載の

免疫調節物質としての作用能）を示す断片または類似体である。好ましくは、レ

ポリポックスポリペプチド、断片、または類似体は、完全長の自然界に存在する
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レポリポックスウイルスポリペプチドの生物活性の少なくとも10％、より好まし

くは30％、および最も好ましくは70％を示す。

      【０２１５】

  本発明は、その特定の態様と結びつけて記述してきたが、さらなる改変を行う

ことが可能であると理解され、本出願は一般的に本発明の原理に従う本発明の変

化、用途、または適応を包含すると解釈され、本開示からのそのような逸脱も含

み、それらは本発明が属する技術分野の既知または慣例的な実践の範囲内であり

、これまでに述べた本質的な特徴に当てはまると解釈される。

    【配列表】
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【図面の簡単な説明】

    【図１】  M035のcDNA配列（配列番号：１）を示す。

    【図２】  M037のcDNA配列（配列番号：２）を示す。

    【図３】  M046のcDNA配列（配列番号：３）を示す。

    【図４】  M102のcDNA配列（配列番号：４）を示す。

    【図５】  M103のcDNA配列（配列番号：５）を示す。

    【図６】  M110のcDNA配列（配列番号：６）を示す。

    【図７】  M116のcDNA配列（配列番号：７）を示す。

    【図８】  M125のcDNA配列（配列番号：８）を示す。

    【図９Ａから図９Ｃ】  M134のcDNA配列（配列番号：９）を示す。

    【図１０】  M153のcDNA配列（配列番号：10）を示す。

    【図１１】  M141（mVOX-2）のcDNA配列（配列番号：11）を示す。

    【図１２】  M118のcDNA配列（配列番号：12）を示す。

    【図１３】  M135のcDNA配列（配列番号：13）を示す。

    【図１４】  M144のcDNA配列（配列番号：14）を示す。

    【図１５】  M121のcDNA配列（配列番号：15）を示す。

    【図１６】  M122のcDNA配列（配列番号：16）を示す。

    【図１７】  M154のcDNA配列（配列番号：17）を示す。

    【図１８】  M104のcDNA配列（配列番号：18）を示す。

    【図１９】  M107のcDNA配列（配列番号：19）を示す。
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    【図２０】  M128のcDNA配列（配列番号：20）を示す。

    【図２１】  M035のアミノ酸配列（配列番号：21）を示す。

    【図２２】  M037のアミノ酸配列（配列番号：22）を示す。

    【図２３】  M046のアミノ酸配列（配列番号：23）を示す。

    【図２４】  M102のアミノ酸配列（配列番号：24）を示す。

    【図２５】  M103のアミノ酸配列（配列番号：25）を示す。

    【図２６】  M110のアミノ酸配列（配列番号：26）を示す。

    【図２７】  M116のアミノ酸配列（配列番号：27）を示す。

    【図２８】  M125のアミノ酸配列（配列番号：28）を示す。

    【図２９】  M134のアミノ酸配列（配列番号：29）を示す。

    【図３０】  M153のアミノ酸配列（配列番号：30）を示す。

    【図３１】  M141（mVOX-2）のアミノ酸配列（配列番号：31）を示す。

    【図３２】  M118のアミノ酸配列（配列番号：32）を示す。

    【図３３】  M135のアミノ酸配列（配列番号：33）を示す。

    【図３４】  M144のアミノ酸配列（配列番号：34）を示す。

    【図３５】  M121のアミノ酸配列（配列番号：35）を示す。

    【図３６】  M122のアミノ酸配列（配列番号：36）を示す。

    【図３７】  M154のアミノ酸配列（配列番号：37）を示す。

    【図３８】  M104のアミノ酸配列（配列番号：38）を示す。

    【図３９】  M107のアミノ酸配列（配列番号：39）を示す。

    【図４０】  M128のアミノ酸配列（配列番号：40）を示す。
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摘要(译)

本发明提供了一种编码新的免疫调节蛋白的黎波克斯病毒属的新基因。 
本发明还提供了包含这些新多肽的治疗组合物和用于治疗多种炎症和自
身免疫疾病的方法。 在一个优选的实施方案中，本发明提供了一种生产
基本上纯净形式的新型免疫调节多肽的方法。 在另一个优选的实施方案
中，本发明提供了一种通过基因疗法治疗被诊断出患有自身免疫或炎性
疾病的人的方法。 在又一个优选的实施方案中，本发明的方法和组合物
可以用于治疗癌症。 最后，本发明提供了一种用于鉴定和分离黎波痘病
毒的其他免疫调节多肽的方法。
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