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(54)【発明の名称】 免疫関連疾患を治療するための組成物及び方法

(57)【要約】
本発明は、新規なタンパク質を含有する組成物、及びそ
の組成物を使用する免疫関連疾患の診断又は治療のため
の方法に関する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  （ａ）図２（配列番号：２）、図４（配列番号：４）、図６

（配列番号：６）、図８（配列番号：８）、図１０（配列番号：１０）、図１２

（配列番号：１２）、図１４（配列番号：１４）、図１６（配列番号：１６）又

は図１８（配列番号：１８）に示すポリペプチドをコードするヌクレオチド配列

；

  （ｂ）図２（配列番号：２）、図４（配列番号：４）、図６（配列番号：６）

、図８（配列番号：８）、図１０（配列番号：１０）、図１２（配列番号：１２

）、図１４（配列番号：１４）、図１６（配列番号：１６）又は図１８（配列番

号：１８）に示す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；

  （ｃ）図２（配列番号：２）、図４（配列番号：４）、図６（配列番号：６）

、図８（配列番号：８）、図１０（配列番号：１０）、図１２（配列番号：１２

）、図１４（配列番号：１４）、図１６（配列番号：１６）又は図１８（配列番

号：１８）に示すポリペプチドの細胞外ドメインをコードし、その関連シグナル

ペプチドを伴うヌクレオチド配列；又は

  （ｄ）図２（配列番号：２）、図４（配列番号：４）、図６（配列番号：６）

、図８（配列番号：８）、図１０（配列番号：１０）、図１２（配列番号：１２

）、図１４（配列番号：１４）、図１６（配列番号：１６）又は図１８（配列番

号：１８）に示すポリペプチドの細胞外ドメインをコードし、その関連シグナル

ペプチドを欠くヌクレオチド配列；

に対して少なくとも８０％の核酸配列同一性を有する単離された核酸。

    【請求項２】  図１（配列番号：１）、図３（配列番号：３）、図５（配列

番号：５）、図７（配列番号：７）、図９（配列番号：９）、図１１（配列番号

：１１）、図１３（配列番号：１３）、図１５（配列番号：１５）及び図１７（

配列番号：１７）に示すヌクレオチド配列からなる群から選択されるヌクレオチ

ド配列に対して少なくとも８０％の核酸配列同一性を有する単離された核酸。

    【請求項３】  図１（配列番号：１）、図３（配列番号：３）、図５（配列

番号：５）、図７（配列番号：７）、図９（配列番号：９）、図１１（配列番号
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：１１）、図１３（配列番号：１３）、図１５（配列番号：１５）及び図１７（

配列番号：１７）に示すヌクレオチド配列の全長コード配列からなる群から選択

されるヌクレオチド配列に対して少なくとも８０％の核酸配列同一性を有する単

離された核酸。

    【請求項４】  表７に示すＡＴＣＣ受託番号で寄託されたＤＮＡの全長コー

ド配列に対して少なくとも８０％の核酸配列同一性を有する単離された核酸。

    【請求項５】  請求項１に記載の核酸を含んでなるベクター。

    【請求項６】  ベクターで形質転換された宿主細胞により認識されるコント

ロール配列と作用可能に連結する請求項５に記載のベクター。

    【請求項７】  請求項５に記載のベクターを含んでなる宿主細胞。

    【請求項８】  前記細胞がＣＨＯ細胞、大腸菌細胞又は酵母菌細胞である請

求項７に記載の宿主細胞。

    【請求項９】  ＰＲＯポリペプチドの発現に適した条件下で、請求項７に記

載の宿主細胞を培養し、細胞培養物から該ＰＲＯポリペプチドを回収することを

含んでなるＰＲＯポリペプチドの生産方法。

    【請求項１０】  （ａ）図２（配列番号：２）、図４（配列番号：４）、図

６（配列番号：６）、図８（配列番号：８）、図１０（配列番号：１０）、図１

２（配列番号：１２）、図１４（配列番号：１４）、図１６（配列番号：１６）

又は図１８（配列番号：１８）に示すポリペプチドのアミノ酸配列；

  （ｂ）図２（配列番号：２）、図４（配列番号：４）、図６（配列番号：６）

、図８（配列番号：８）、図１０（配列番号：１０）、図１２（配列番号：１２

）、図１４（配列番号：１４）、図１６（配列番号：１６）又は図１８（配列番

号：１８）に示すポリペプチドのアミノ酸配列で、その関連シグナルペプチドを

欠くアミノ酸配列；

  （ｃ）図２（配列番号：２）、図４（配列番号：４）、図６（配列番号：６）

、図８（配列番号：８）、図１０（配列番号：１０）、図１２（配列番号：１２

）、図１４（配列番号：１４）、図１６（配列番号：１６）又は図１８（配列番

号：１８）に示すポリペプチドの細胞外ドメインのアミノ酸配列で、その関連シ

グナルペプチドを伴うアミノ酸配列；又は
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  （ｄ）図２（配列番号：２）、図４（配列番号：４）、図６（配列番号：６）

、図８（配列番号：８）、図１０（配列番号：１０）、図１２（配列番号：１２

）、図１４（配列番号：１４）、図１６（配列番号：１６）又は図１８（配列番

号：１８）に示すポリペプチドの細胞外ドメインのアミノ酸配列で、その関連シ

グナルペプチドを欠くアミノ酸配列；

に対して少なくとも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１１】  表７に示す任意のＡＴＣＣ受託番号で寄託されたＤＮＡの

全長コード配列によりコードされるアミノ酸配列に対して少なくとも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１２】  異種性アミノ酸配列に融合した請求項１０に記載のポリペ

プチドを含んでなるキメラ分子。

    【請求項１３】  前記異種性アミノ酸配列がエピトープタグ配列又は免疫グ

ロブリンのＦｃ領域である請求項１２に記載のキメラ分子。

    【請求項１４】  請求項１０に記載のポリペプチドに特異的に結合する抗体

。

    【請求項１５】  前記抗体がモノクローナル抗体、ヒト化抗体又は単鎖抗体

である請求項１４に記載の抗体。

    【請求項１６】  担体と組合せて、（ａ）請求項１０に記載のポリペプチド

、（ｂ）該ポリペプチドのアゴニスト、（ｃ）該ポリペプチドのアンタゴニスト

、又は（ｄ）該ポリペプチドに結合する抗体を含有する組成物。

    【請求項１７】  前記担体が製薬的に許容可能な担体である請求項１６に記

載の組成物。

    【請求項１８】  哺乳動物の免疫関連疾患の治療に有用な請求項１６に記載

の組成物。

    【請求項１９】  （ａ）、（ｂ）、（ｃ）又は（ｄ）が、（ｉ）哺乳動物に

おけるＴリンパ球の増殖を増強させ、（ｉｉ）哺乳動物におけるＴリンパ球の増

殖を阻害し、又は（ｉｉｉ）哺乳動物組織中への炎症細胞の浸潤を増加させるこ

とができる、請求項１６に記載の組成物。
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    【請求項２０】  治療的有効量の（ａ）、（ｂ）、（ｃ）又は（ｄ）を含有

してなる請求項１６に記載の組成物。

    【請求項２１】  容器；

  前記容器上のラベル；及び

  前記容器に収容される（ａ）請求項１０に記載のポリペプチド、（ｂ）該ポリ

ペプチドのアゴニスト、（ｃ）該ポリペプチドのアンタゴニスト、又は（ｄ）該

ポリペプチドに結合する抗体を含有する組成物と、を含んでなる製造品であって

、前記容器上のラベルが、前記組成物が免疫関連疾患の治療に使用できることを

示している製造品。

    【請求項２２】  必要とする哺乳動物において免疫関連疾患を治療する方法

において、治療的有効量の（ａ）請求項１０に記載のポリペプチド、（ｂ）該ポ

リペプチドのアゴニスト、（ｃ）該ポリペプチドのアンタゴニスト、又は（ｄ）

該ポリペプチドに結合する抗体を前記哺乳動物に投与することを含んでなる方法

。

    【請求項２３】  免疫関連疾患が、全身性紅斑性狼瘡、リウマチ様関節炎、

骨関節症、若年性慢性関節炎、脊椎関節症、全身性硬化症、特発性炎症ミオパシ

ー、シェーグレン症候群、全身性血管炎、サルコイドーシス、自己免疫性溶血性

貧血、自己免疫性血小板減少、甲状腺炎、真性糖尿病、免疫仲介腎疾患、中枢又

は末梢神経系の脱髄疾患、特発性脱随性多発神経障害、ギラン－バレー症候群、

慢性炎症脱随性多発神経障害、肝胆汁性疾患、感染性又は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、硬化性胆管炎、炎症性腸疾患、グル

テン過敏性腸疾患、ウィップル病、自己免疫又は免疫媒介皮膚疾患、水疱性皮膚

疾患、多形性紅斑、接触性皮膚炎、乾癬、アレルギー性疾患、喘息、アレルギー

性鼻炎、アトピー性皮膚炎、食物過敏症、蕁麻疹、肺の免疫疾患、好酸球性肺炎

、特発性肺線維症、過敏性肺炎、移植関連疾患、拒絶反応又は移植片対宿主疾患

である請求項２２に記載の方法。

    【請求項２４】  ＰＲＯ１０８１、ＰＲＯ１２７４、ＰＲＯ１１９９、ＰＲ

Ｏ１７５４、ＰＲＯ１５５６、ＰＲＯ４４０１、ＰＲＯ９９１２、ＰＲＯ１０２

６８又はＰＲＯ１０２７２ポリペプチドの該ポリペプチドを含むと推測される試
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料中における存在を決定する方法であって、前記試料を、抗ＰＲＯ１０８１、抗

ＰＲＯ１２７４、抗ＰＲＯ１１９９、抗ＰＲＯ１７５４、抗ＰＲＯ１５５６、抗

ＰＲＯ４４０１、抗ＰＲＯ９９１２、抗ＰＲＯ１０２６８又は抗ＰＲＯ１０２７

２抗体に暴露し、該抗体の該試料の成分への結合を測定することを含んでなる方

法。

    【請求項２５】  哺乳動物における免疫関連疾患の診断方法において、（ａ

）哺乳動物から得た組織細胞の試験試料中と、（ｂ）同じ細胞型の既知の正常組

織細胞の対照試料中における、ＰＲＯ１０８１、ＰＲＯ１２７４、ＰＲＯ１１９

９、ＰＲＯ１７５４、ＰＲＯ１５５６、ＰＲＯ４４０１、ＰＲＯ９９１２、ＰＲ

Ｏ１０２６８又はＰＲＯ１０２７２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、対照試料と比較した試験試料中の前記遺伝子の

発現レベルがより高い又は低いことが、試験組織細胞を取得した哺乳動物に免疫

関連疾患が存在することを示すものである診断方法。

    【請求項２６】  哺乳動物における免疫関連疾患の診断方法において、（ａ

）抗ＰＲＯ１０８１、抗ＰＲＯ１２７４、抗ＰＲＯ１１９９、抗ＰＲＯ１７５４

、抗ＰＲＯ１５５６、抗ＰＲＯ４４０１、抗ＰＲＯ９９１２、抗ＰＲＯ１０２６

８又は抗ＰＲＯ１０２７２抗体を前記哺乳動物から得た組織細胞の試験試料に接

触させ、（ｂ）試験試料中でのポリペプチドと抗体との複合体の生成を検出する

ことを含んでなり、該複合体の生成が、試験組織細胞を取得した哺乳動物に免疫

関連疾患が存在することを示すものである診断方法。

    【請求項２７】  ＰＲＯ１０８１、ＰＲＯ１２７４、ＰＲＯ１１９９、ＰＲ

Ｏ１７５４、ＰＲＯ１５５６、ＰＲＯ４４０１、ＰＲＯ９９１２、ＰＲＯ１０２

６８又はＰＲＯ１０２７２ポリペプチドの活性を阻害する化合物の同定方法にお

いて、前記ポリペプチドに対して正常に反応する細胞を、（ａ）前記ポリペプチ

ド及び（ｂ）候補化合物と接触させ、前記細胞による（ａ）に対する反応性の欠

如を測定することを含んでなる同定方法。

    【請求項２８】  ＰＲＯ１０８１、ＰＲＯ１２７４、ＰＲＯ１１９９、ＰＲ

Ｏ１７５４、ＰＲＯ１５５６、ＰＲＯ４４０１、ＰＲＯ９９１２、ＰＲＯ１０２

６８又はＰＲＯ１０２７２ポリペプチドをコードする遺伝子の発現を阻害する化
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合物の同定方法において、該ポリペプチドを正常に発現する細胞を候補化合物と

接触させ、前記遺伝子の発現を欠くことを測定することを含んでなる同定方法。

    【請求項２９】  前記候補化合物がアンチセンス核酸である請求項２８に記

載の方法。

    【請求項３０】  ＰＲＯ１０８１、ＰＲＯ１２７４、ＰＲＯ１１９９、ＰＲ

Ｏ１７５４、ＰＲＯ１５５６、ＰＲＯ４４０１、ＰＲＯ９９１２、ＰＲＯ１０２

６８又はＰＲＯ１０２７２ポリペプチドの活性を模倣する化合物の同定方法にお

いて、該ポリペプチドに対して正常反応する細胞を候補化合物と接触させ、前記

細胞による前記候補化合物に対する反応性を測定することを含んでなる同定方法

。

    【請求項３１】  Ｔリンパ球の増殖を刺激する方法において、有効量の（ａ

）ＰＲＯ１０８１、ＰＲＯ１２７４又はＰＲＯ１０２７２ポリペプチド又は（ｂ

）（ａ）のアゴニストとＴリンパ球を接触させることを含んでなり、該Ｔリンパ

球の増殖が刺激される方法。

    【請求項３２】  Ｔリンパ球の増殖を阻害する方法において、有効量のＰＲ

Ｏ１０８１、ＰＲＯ１２７４又はＰＲＯ１０２７２ポリペプチドのアンタゴニス

トとＴリンパ球を接触させることを含んでなり、該Ｔリンパ球の増殖が阻害され

る方法。

    【請求項３３】  Ｔリンパ球の増殖を阻害する方法において、有効量の（ａ

）ＰＲＯ１１９９、ＰＲＯ１５５６、ＰＲＯ４４０１又はＰＲＯ１０２６８ポリ

ペプチド又は（ｂ）（ａ）のアゴニストとＴリンパ球を接触させることを含んで

なり、該Ｔリンパ球の増殖が阻害される方法。

    【請求項３４】  Ｔリンパ球の増殖を刺激する方法において、有効量のＰＲ

Ｏ１１９９、ＰＲＯ１５５６、ＰＲＯ４４０１又はＰＲＯ１０２６８ポリペプチ

ドとＴリンパ球を接触させることを含んでなり、該Ｔリンパ球の増殖が刺激され

る方法。

    【請求項３５】  炎症細胞の哺乳動物組織への浸潤を増強する方法において

、有効量の（ａ）ＰＲＯ１７５４又はＰＲＯ９９１２ポリペプチド又は（ｂ）（

ａ）のアゴニストを該組織へ投与することを含んでなり、該浸潤が増強される方
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法。

    【請求項３６】  炎症細胞が単核細胞、好酸球又は多形核好中球（ＰＭＮｓ

）である請求項３５に記載の方法。



(9) 特表２００３－５３００８２

【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に有用な組成物と方法に関する。

（発明の背景）

  免疫関連及び炎症疾患は、正常な生理においては、侵襲又は傷害に反応し、侵

襲又は傷害からの修復を開始し、異物性生物体に対する生得的及び後天性防御を

備えるために重要である、かなり複雑で、しばしば複数の相互に関連した生物的

経路の現れ又は結果である。疾患又は病状は、これらの正常な生理学的経路が、

反応の強度に直接関連したものとして、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、さらなる侵襲又は傷害

を引き起こす場合に生じる。

  これらの疾患の発生は、多くの場合、多段階経路を含み、しばしば複数の異な

る生物学的システム／経路を含むが、一又は複数のこれらの経路の重要な点での

介入は改善又は治療効果を有し得る。治療的介入は、有害なプロセス／経路の拮

抗か、又は有益なプロセス／経路の刺激のいずれかにより生じ得る。

      【０００２】

  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、感染症、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して

いる抗原を認識する。抗原は抗原提示細胞、ウイルス感染細胞、癌細胞、移植片

等々の表面にＭＨＣ分子と共に表示され得る。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。Ｔ細胞はヘルパーＴ細胞と細胞障害性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、すなわちリ

ンホカインを分泌し、これが、Ｂ細胞、細胞障害性Ｔ細胞、及び免疫反応に寄与

する種々の他の細胞の活性化において中心的な役割を担う。
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  体液性及び細胞媒介性免疫反応の双方においての中心的事象は、ヘルパーＴ細

胞の活性化とクローン性増殖である。ヘルパーＴ細胞の活性化は、抗原提示細胞

の表面上の抗原－ＭＨＣとのＴ細胞レセプター（ＴＣＲ）－ＣＤ３複合体の相互

作用により開始させられる。この相互作用は休止ヘルパーＴ細胞を誘発して細胞

周期（Ｇ０からＧ１転移）へ入らせる生化学的事象カスケードを媒介し、その結

果、ＩＬ－２と、時にはＩＬ－４に対する高親和性レセプターを発現させる。活

性化されたＴ細胞は周期を通じて進展し、増殖しメモリー細胞又はエフェクター

細胞に分化する。

  ＴＣＲによっ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

胞によって放出されるサイトカインにより、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さらなる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に発現したＢ７分子とＴ細胞表面に発現したＣＤ

２８及びＣＴＬＡ－４分子との相互作用によりＴ細胞の活性化がなされる。活性

化したＴ細胞は増加した数の細胞接着分子、例えばＩＣＡＭ－１、インテグリン

、ＶＬＡ－４、ＬＦＡ－１、ＣＤ５６等を発現する。

      【０００３】

  混合リンパ球培養又は混合リンパ球反応（ＭＬＲ）におけるＴ細胞の増殖は、

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、患部組織の組織学的

検査により定量可能な好中球、好酸球、単球又はリンパ球でありうる。Ｃｕｒｒ

ｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ．Ｅ．Ｃ

ｏｌｉｇａｎ編，１９９４，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．。

  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用いること

ができ（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】
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（発明の概要）

Ａ．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に有用な組

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）の同定に基づいている

。免疫関連疾患は免疫反応を抑制又は増強することで治療することができる。免

疫反応を増強する分子は、抗原に対する免疫反応を刺激又は強化する。免疫反応

の増強が有益である場合には、免疫反応を刺激する分子が治療に使用可能である

。あるいは、免疫反応の鎮静が有用である場合（例えば炎症）には、抗原に対す

る免疫反応を鎮静又は低減するといった、免疫反応を抑制する分子（例えば中和

抗体）を治療的に使用することができる。従って、ＰＲＯポリペプチド、そのア

ゴニスト及びアンタゴニストは、免疫関連及び炎症疾患の治療のための医薬及び

薬物の調製に有用である。特定の態様では、このような医薬及び薬物は、製薬的

に許容可能な担体と共に、治療的有効量のＰＲＯポリペプチド、そのアゴニスト

又はアンタゴニストを含有する。好ましくは、混合物は滅菌される。

  さらなる実施態様では、本発明は、ＰＲＯ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モニターすること

を含んでなる、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

に関する。好ましくは、ＰＲＯポリペプチドは天然配列ＰＲＯポリペプチドであ

る。特定の態様では、ＰＲＯアゴニスト又はアンタゴニストは抗ＰＲＯ抗体であ

る。

      【０００５】

  他の実施態様では、本発明は、担体又は賦形剤と混合されてＰＲＯポリペプチ

ド又は該ポリペプチドと結合するアゴニスト又はアンタゴニスト抗体を含んでな

る組成物に関する。一態様では、組成物は治療に有効な量のポリペプチド又は抗

体を含む。他の態様では、組成物が免疫刺激分子を含むとき、組成物は、（ａ）

その必要とする哺乳動物の組織への炎症細胞の浸潤を増大させ、（ｂ）その必要

とする哺乳動物における免疫反応を刺激又は増強し、（ｃ）抗原に反応してその

必要とする哺乳動物におけるＴ－リンパ球の増殖を増加させ、（ｄ）Ｔ－リンパ
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球の活性を刺激し、又は（ｅ）血管透過性を増加させるのに有用である。さらな

る態様では、組成物が免疫阻害分子を含むとき、組成物は、（ａ）その必要とす

る哺乳動物の組織への炎症細胞の浸潤を減少させ、（ｂ）その必要とする哺乳動

物における免疫反応を阻害又は低減させ、（ｃ）Ｔ－リンパ球の活性を低減し、

又は（ｄ）抗原に反応してその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、例えばさらなる抗体又

は細胞障害又は化学療法剤であり得るさらなる活性成分を含有する。好ましくは

、組成物は滅菌されている。

      【０００６】

  他の実施態様では、本発明は有効量のＰＲＯポリペプチド、そのアゴニスト又

はそのアンタゴニストを哺乳動物に投与することを含む、その必要とする哺乳動

物における免疫関連疾患を治療する方法に関する。好ましい態様では、免疫関連

疾患は、全身性紅斑性狼瘡、リウマチ様関節炎、骨関節症、若年性慢性関節炎、

脊椎関節症、全身性硬化症、特発性炎症ミオパシー、シェーグレン症候群、全身

性血管炎、サルコイドーシス、自己免疫性溶血性貧血、自己免疫性血小板減少、

甲状腺炎、真性糖尿病、免疫仲介腎疾患、中枢及び末梢神経系の脱髄疾患、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

慢性炎症脱随性多発神経障害、肝胆道疾患、例えば感染性、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

、グルテン過敏性腸疾患、及びウィップル病、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、アレルギー性疾患、

例えば喘息、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、肺

の免疫疾患、例えば好球性肺炎、特発性肺線維症及び過敏性肺炎、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なる群から選択される。

      【０００７】

  他の実施態様では、本発明は上述の又は下記のポリペプチドの何れかに特異的

に結合する抗体を提供する。場合によっては、該抗体はモノクローナル抗体、ヒ

ト化抗体、抗体断片又は単鎖抗体である。一態様では、本発明は、ＰＲＯポリペ

プチドに結合する単離された抗体に関する。他の態様では、抗体はＰＲＯポリペ
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プチドの活性を模倣し（アゴニスト抗体）、又は逆に抗体がＰＲＯ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、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固体支持

体上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、モノクロ

ーナル抗体、単鎖抗体、又は抗イディオタイプ抗体である。

  さらなる他の実施態様では、本発明は製薬的に許容可能な担体と混合して、抗

ＰＲＯ抗体を含有する組成物を提供する。一態様においては、該組成物は製薬的

有効量の抗体を含む。好ましくは該組成物は滅菌されている。組成物は、貯蔵時

の安定性の延長が達成されるように保存できる、液状製薬用製剤の形態で投与さ

れてもよい。あるいは、抗体はモノクローナル抗体、抗体断片、ヒト化抗体、又

は単鎖抗体である。

      【０００８】

  さらなる実施態様では、本発明は：

（ａ）ＰＲＯポリペプチド又はそのアゴニスト又はアンタゴニストを含有する組

成物；

（ｂ）該組成物を収容する容器；及び

（ｃ）免疫関連疾患の治療における該ＰＲＯポリペプチド又はそのアゴニスト又

はアンタゴニストの使用に言及した、該容器に添付されたラベル又は該容器に含

められた包装挿入物を具備する製造品を提供する。該組成物は、治療的有効量の

ＰＲＯポリペプチド又はそのアゴニスト又はアンタゴニストを含んでいてもよい

。

      【０００９】

  さらなる他の実施態様では、本発明は、（ａ）哺乳動物から得た組織細胞の試

験試料における、及び（ｂ）同じ細胞型の既知の正常組織細胞の対照試料におけ

る、ＰＲＯ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む

、哺乳動物における免疫関連疾患の診断方法に関し、ここで、対照試料と比較し

て試験試料の発現レベルが高い又は低いと、試験組織細胞を得た哺乳動物に免疫

関連疾患が存在することを示す。
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  他の実施態様では、本発明は（ａ）抗ＰＲＯ抗体を哺乳動物から得た組織細胞

の試験試料に接触させ、（ｂ）試験試料中における、ＰＲＯポリペプチドと抗体

との複合体形成を検出することを含む哺乳動物における免疫疾患の診断方法に関

し、ここで、該複合体の形成は、該疾患の有無を示す。検出は、定性的でも定量

的でもよく、同じ細胞型の既知の正常組織細胞の対照試料における複合体形成を

モニターして比較することで実施してもよい。試験試料中に生成される多量の複

合体は、試験組織細胞が得られた哺乳動物における免疫疾患の有無を示す。抗体

は、好ましくは検出可能な標識を有する。複合体生成は、例えば、光学顕微鏡、

フローサイトメトリー、蛍光測定、又は他のこの分野で知られた技術によりモニ

ターすることができる。通常、試験試料は、免疫システムに欠陥又は異常がある

と疑われる個体から採取される。

      【００１０】

  他の実施態様では、本発明はＰＲＯポリペプチドを含有すると思われる細胞の

試験試料を抗ＰＲＯ抗体に暴露し、該細胞試料に対する該抗体の結合性を測定す

ることを含んでなる、試料中におけるＰＲＯポリペプチドの有無を決定する方法

を提供する。特定の態様では、試料は、ＰＲＯポリペプチドを含有すると思われ

る細胞と、細胞に結合する抗体を含む。抗体は、好ましくは検出可能に標識化さ

れ、及び／又は固体支持体に結合される。

  他の実施態様では、本発明は適当なパッケージ中に抗ＰＲＯ抗体と担体を含ん

でなる免疫関連疾患の診断キットに関する。キットは好ましくはＰＲＯポリペプ

チドの有無を検出するために抗体を使用するための説明書を含む。好ましくは、

担体は製薬的に許容可能なものである。

  他の実施態様では、本発明は適当なパッケージに抗ＰＲＯ抗体を含んでなる診

断キットに関する。好ましくはキットはＰＲＯポリペプチドを検出するための抗

体を使用するための説明書を含む。

      【００１１】

  他の実施態様では、本発明は哺乳動物から得た組織細胞の試験試料におけるＰ

ＲＯポリペプチドの有無を検出することを含む、哺乳動物における免疫関連疾患

の診断方法を提供し、ここで、該試験試料におけるＰＲＯポリペプチドの有無が
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該哺乳動物に免疫関連疾患が存在することを示す。

  他の実施態様では、本発明は、ＰＲＯポリペプチドのアゴニストを同定する方

法を提供し、それは：

  （ａ）細胞とスクリーニングされる試験化合物とを、ＰＲＯポリペプチドによ

って通常誘発される細胞性反応の誘発に適した条件下で接触させ；

  （ｂ）前記細胞性反応の誘発を測定して、試験化合物が有効なアゴニストであ

るか否かを決定することを含んでなり、前記細胞性反応の誘発が前記試験化合物

が有効なアゴニストであることを示す。

      【００１２】

  他の実施態様では、本発明は、ＰＲＯポリペプチドに候補化合物を、これら２

つの成分を互いに作用させるのに十分な時間と条件の下で接触させ、ＰＲＯポリ

ペプチドの活性が阻害されているかどうかを決定することを含んでなる、ＰＲＯ

ポリペプチドの活性を阻害可能な化合物を同定する方法に関する。特定の態様で

は、候補化合物又はＰＲＯポリペプチドのどちらかは固体支持体上に固定される

。他の態様では、非固定成分は検出可能な標識を保有する。好ましい態様では、

この方法は、

  （ａ）細胞とスクリーニングされる試験化合物とを、ＰＲＯポリペプチドが存

在し、ＰＲＯポリペプチドによって通常誘発される細胞性反応の誘発に適した条

件下で接触させ；

  （ｂ）前記細胞性反応の誘発を測定して、試験化合物が有効なアンタゴニスト

であるか否かを決定する過程を含んでなる。

  他の実施態様では、本発明は、通常はＰＲＯポリペプチドを発現する細胞にお

けるＰＲＯポリペプチドの発現を阻害する化合物の同定方法を提供し、該方法は

、細胞と試験化合物とを接触させ、ＰＲＯポリペプチドの発現が阻害されるか否

かを測定することを含む。好ましい態様では、この方法は：

  （ａ）細胞とスクリーニングされる試験化合物とをＰＲＯポリペプチドを発現

させるのに適した条件下で接触させ；

  （ｂ）前記ポリペプチドの発現の阻害を測定する過程を含んでなる。

      【００１３】
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  さらなる実施態様において、本発明は免疫関連疾患を患っている哺乳動物の該

疾患の治療方法に関し、それは、（ａ）ＰＲＯポリペプチド、（ｂ）ＰＲＯポリ

ペプチドのアゴニスト、又は（ｃ）ＰＲＯポリペプチドのアンタゴニストのいず

れかをコードする核酸分子を哺乳動物に投与することを含んでなり、ここで前記

アゴニスト又はアンタゴニストは抗ＰＲＯ抗体であってよい。好ましい実施態様

では、哺乳動物はヒトである。他の好ましい実施態様では、核酸はエキソビボで

の遺伝子療法を介して投与される。さらなる好ましい実施態様では、核酸はベク

ター、より好ましくはアデノウイルス、アデノ随伴ウイルス、レンチウイルス又

はレトロウイルスベクター内に包含される。

  また、他の態様において、本発明は、プロモータ、（ａ）ＰＲＯポリペプチド

、（ｂ）ＰＲＯポリペプチドのアゴニストポリペプチド、又は（ｃ）ＰＲＯポリ

ペプチドのアンタゴニストポリペプチドをコードする核酸、及びポリペプチドの

細胞分泌のためのシグナル配列から本質的になるウイルスベクターを含有する組

換えウイルス粒子を提供し、ここでウイルスベクターはウイルス構造タンパク質

に付随している。好ましくは、シグナル配列は哺乳動物、例えば天然ＰＲＯポリ

ペプチドからのものである。

  また、さらなる実施態様では、本発明は、レトロウイルス構造タンパク質を発

現する核酸構築物を含有し、またプロモータ、（ａ）ＰＲＯポリペプチド、（ｂ

）ＰＲＯポリペプチドのアゴニストポリペプチド、又は（ｃ）ＰＲＯポリペプチ

ドのアンタゴニストポリペプチドをコードする核酸、及びポリペプチドの細胞分

泌のためのシグナル配列から本質的になるレトロウイルスベクターをさらに含む

エキソビボ産生細胞に関し、ここで該産生細胞は、組換えレトロウイルス粒子を

生産させるための構造タンパク質に関連するレトロウイルスベクターを包含して

いる。

      【００１４】

  さらなる実施態様では、本発明は、（ａ）ＰＲＯポリペプチド、（ｂ）ＰＲＯ

ポリペプチドのアゴニスト、又は（ｃ）ＰＲＯポリペプチドのアンタゴニストを

哺乳動物に投与することを含んでなる、哺乳動物組織への脈管構造からの炎症細

胞の浸潤を増加させる方法を提供し、ここで哺乳動物において脈管組織からの炎
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症細胞の浸潤が増加する。

  またさらなる実施態様では、本発明は、（ａ）ＰＲＯポリペプチド、（ｂ）Ｐ

ＲＯポリペプチドのアゴニスト、又は（ｃ）ＰＲＯポリペプチドのアンタゴニス

トを哺乳動物に投与することを含んでなる、哺乳動物組織への脈管構造からの炎

症細胞の浸潤を減少させる方法を提供し、ここで哺乳動物において脈管構造から

の炎症細胞の浸潤が減少する。

  またさらなる実施態様では、本発明は、（ａ）ＰＲＯポリペプチド、（ｂ）Ｐ

ＲＯポリペプチドのアゴニスト、又は（ｃ）ＰＲＯポリペプチドのアンタゴニス

トを哺乳動物に投与することを含んでなる、哺乳動物におけるＴ－リンパ球の活

性を増加させる方法を提供し、ここで哺乳動物におけるＴ－リンパ球の活性が増

加する。

  またさらなる実施態様では、本発明は、（ａ）ＰＲＯポリペプチド、（ｂ）Ｐ

ＲＯポリペプチドのアゴニスト、又は（ｃ）ＰＲＯポリペプチドのアンタゴニス

トを哺乳動物に投与することを含んでなる、哺乳動物におけるＴ－リンパ球の活

性を低減させる方法を提供し、ここで哺乳動物におけるＴ－リンパ球の活性が低

減する。

  またさらなる実施態様では、本発明は、（ａ）ＰＲＯポリペプチド、（ｂ）Ｐ

ＲＯポリペプチドのアゴニスト、又は（ｃ）ＰＲＯポリペプチドのアンタゴニス

トを哺乳動物に投与することを含んでなる、哺乳動物におけるＴ－リンパ球の増

殖を増加させる方法を提供し、ここで哺乳動物におけるＴ－リンパ球の増殖が増

加する。

  またさらなる実施態様では、本発明は、（ａ）ＰＲＯポリペプチド、（ｂ）Ｐ

ＲＯポリペプチドのアゴニスト、又は（ｃ）ＰＲＯポリペプチドのアンタゴニス

トを哺乳動物に投与することを含んでなる、哺乳動物におけるＴ－リンパ球の増

殖を低減させる方法を提供し、ここで哺乳動物におけるＴ－リンパ球の増殖が低

減する。

      【００１５】

  さらなる実施態様では、本発明は、ＰＲＯ１０８１、ＰＲＯ１２７４、又はＰ

ＲＯ１０２７２ポリペプチド又はそのアゴニストとＴ－細胞を接触させることを
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含んでなる、Ｔ－細胞の増殖を刺激する方法を提供し、ここで、該Ｔ－細胞の増

殖が刺激される。

  またさらなる実施態様では、本発明は、ＰＲＯ１１９９、ＰＲＯ１５５６、Ｐ

ＲＯ４４０１、又はＰＲＯ１０２６８ポリペプチド又はそのアゴニストと前記Ｔ

－リンパ球を接触させることを含んでなる、Ｔ－リンパ球の増殖を阻害させる方

法を提供し、ここで、該Ｔ－リンパ球の増殖が阻害される。

  またさらなる実施態様では、本発明は、単核球細胞、好酸球又は多形核好中球

（ＰＭＮ）の哺乳類動物細胞への浸潤を増強する方法であって、ＰＲＯ１７５４

又はＰＲＯ９９１２ポリペプチド又はそのアゴニストと核組織を接触させること

を含んでなる該方法を提供し、ここで、該浸潤が増強される。

      【００１６】

Ｂ．さらなる実施態様

  本発明の他の態様では、本発明はここに記載した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。また、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

、又は酵母菌であってよい。ここに記載したポリペプチドの任意のものの製造方

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、細胞培養物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、異種ポリペプチド又はアミノ酸配列に融合した

、ここに記載したポリペプチドの任意のもの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、抗体断片又は単鎖抗体である。

  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を単離するの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。
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      【００１７】

  他の実施態様では、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。

  一態様では、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、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他に特別に定められた任意の断片を有するＰ

ＲＯポリペプチドをコードするＤＮＡ分子、又は（ｂ）（ａ）のＤＮＡ分子の相

補鎖に対して、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、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。

      【００１８】

  他の態様では、単離された核酸分子は、（ａ）ここに開示された全長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Ｐ

ＲＯポリペプチドのコード配列、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他に特別に定められた任意の断片のコード配列を含

むＤＮＡ分子、又は（ｂ）（ａ）のＤＮＡ分子の相補鎖に対して、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、
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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、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。

      【００１９】

  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ｃＤＮＡ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分子の相補鎖に対して、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、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単離された核酸分子に関する。

      【００２０】

  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ＰＲＯポリペプチドをコードするヌクレオチド配列、またはそ
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のようなコード化ヌクレオチド配列に相補的であるもの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、又はその相補鎖に関

し、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１

９０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７

００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、その参照している長さ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。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、ＰＲＯポリペプチドコードヌクレオチド配列を他
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の既知のヌクレオチド配列にアラインメントさせ、どのＰＲＯポリペプチドコー

ド化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な

形で決定することができることに留意される。そのようなＰＲＯ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断片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抗体に対する結合部位を含んでなるそれらのＰＲＯポリペプチド

断片である。

      【００２１】

  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。

  ある態様では、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％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。

      【００２２】
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  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。

      【００２３】

  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、細胞培養物からＰＲＯポリペプチドを回収することを含んでなる。

  他の態様では、本発明は、膜貫通ドメインが欠失されたか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。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、細胞培養物からＰＲＯポリペプチドを回収することを含んでなる。

  さらに他の実施態様では、本発明は、ここで定められる天然ＰＲＯポリペプチ
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ドのアゴニスト及びアンタゴニストに関する。特定の実施態様では、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、ＰＲＯ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モニターす

ることを含む。好ましくは、ＰＲＯポリペプチドは天然ＰＲＯ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ＰＲＯ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ＰＲＯ抗体に起因する病状の治療に有用な医

薬の調製のための使用に関する。

      【００２４】

（好適な実施態様の詳細な説明）

Ｉ．定義

  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、

直後に数値標記がある場合、種々のポリペプチドを指し、完全な符号（すなわち

、ＰＲＯ／番号）は、ここに記載する特定のポリペプチド配列を指す。「ＰＲＯ

／番号ポリペプチド」及び「ＰＲＯ／番号」であって、「番号」がここで使用さ

れる実際の数値標記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（ここでさらに定義する）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／番号ポリペプチドをそれぞれ指す。「ＰＲＯ

ポリペプチド」を意味するこの明細書における全開示は、ポリペプチドのそれぞ

れを個々に、また一緒に併せて意味する。例えば、それに対する抗体の調製、精
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製、誘導、形成、その投与、それを含む組成物、それを用いた病気の治療等々の

記載は、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／番号ポリペプチドの変異体も

含まれる。

      【００２５】

  「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む。このような天然配列ＰＲＯ

ポリペプチドは、天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、ここで記載の天然配列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す。しかし、添

付の図面に開示したＰＲＯポリペプチドは、図面におけるアミノ酸位置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

ドメインを本質的に有しないＰＲＯポリペプチドの形態を称する。通常、ＰＲＯ

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、ここ

で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と思

われる。よって、ＰＲＯポリペプチド細胞外ドメインは、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／細胞外ドメインの境界のいず
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れかの側から約５又はそれ未満の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、そのようなポリペプチド及びそれらをコードする核酸は、本

発明で考慮される。

      【００２６】

  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」のおおよそ

の位置は、本明細書及び／又は添付の図面に示す。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アミノ酸を越えないと思われ

、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

するのに当該技術にいて日常的に使用される基準に従って同定され得る（例えば

、Ｎｉｅｌｓｅｎ等，Ｐｒｏｔ．Ｅｎｇ．１０：１－６（１９９７）及びｖｏｎ

  Ｈｅｉｎｊｅ等，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ．Ｒｅｓ．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、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に同定されるシグナルペプチドのＣ－末端境界の

いずれかの側の約５アミノ酸を越えない範囲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は、本発明で考慮される。

      【００２７】

  「ＰＲＯポリペプチド変異体」とは、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伴うか伴わない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断片

と、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性を有する上記又は下記の活性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－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、ここに開示された全長天然配列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伴うか伴わないＰＲＯポリペプチドの細胞外ドメイン又
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はここに開示された全長ＰＲＯポリペプチド配列の任意の他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９

１％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９

９％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５

０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７０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３００アミノ酸長、又はそれ以

上である。

      【００２８】

  ここで同定されているＰＲＯポリペプチド配列に対して「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ポリペプチド配列における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ＢＬＡＳＴ、ＢＬＡＳＴ－２、ＡＬＩＧＮ又はＭｅｇａｌｉ
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ｇｎ（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、ＡＬ

ＩＧＮ－２プログラム用の完全なソースコードが以下の表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Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ，Ｉｎｃ．によって作

成され、以下の表１に示したソースコードは米国著作権庁，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏ

ｎ  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Ｇｅ

ｎｅｎｔｅｃｈ，Ｉｎｃ．、Ｓｏｕｔｈ  Ｓａｎ  Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ，Ｃａｌ

ｉｆｏｒｎｉａから公的に入手可能であり、また以下の表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  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。

      【００２９】

  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（与えられたアミノ酸配列Ｂとの、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ことは認識されるであろう。この方法を用いた％アミノ



(29) 特表２００３－５３００８２

酸配列同一性の計算の例として、表２と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」とは対象の仮のＰＲＯポリペプチドのアミ

ノ酸配列を表し、「比較タンパク質」とは対象の「ＰＲＯ」ポリペプチドが比較

されているポリペプチドのアミノ酸配列を表し、「Ｘ」、「Ｙ」及び「Ｚ」はそ

れぞれ異なった仮想のアミノ酸配列を表す。

      【００３０】

  特に断らない限り、ここで用いられる全ての％アミノ酸配列同一性値は、直上

のパラグラフに記載したようにして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値は、以下に記載するよう

に、ＷＵ－ＢＬＡＳＴ－２コンピュータプログラム（Ａｌｔｓｃｈｕｌ等，Ｍｅ

ｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ  ２６６：４６０－４８０（１９９６

））を用いて得ることもできる。殆どのＷＵ－ＢＬＡＳＴ－２検索パラメータは

初期値に設定される。初期値に設定されない、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＝ＢＬＯＳＵ

Ｍ６２。ＷＵ－ＢＬＡＳＴ－２を用いた場合、％アミノ酸配列同一性値は、ＷＵ

－ＢＬＡＳＴ－２により決定されるように、（ａ）天然ＰＲＯポリペプチドから

誘導された配列を有する対象のＰＲＯポリペプチドのアミノ酸配列と、対象の比

較アミノ酸配列（即ち、対象の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、一致する同一アミノ酸残基の数を、

（ｂ）対象のＰＲＯポリペプチドのアミノ酸残基の総数で割った商によって決定

される。例えば、「アミノ酸配列Ｂと少なくとも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を含むポリペプチド」という表現では、アミ

ノ酸配列Ａが対象の比較アミノ酸配列であり、アミノ酸配列Ｂが対象のＰＲＯポ

リペプチドのアミノ酸配列である。

      【００３１】

  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－ＢＬ

ＡＳＴ２（Ａｌｔｓｃｈｕｌ等，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．２５：
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  ３３８９－３４０２（１９９７））を用いて決定してもよい。ＮＣＢＩ－ＢＬ

ＡＳＴ２配列比較プログラムは、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎ

ｉｈ．ｇｏｖからダウンロードしてもよく、別にＮａｔｉｏｎａｌ  Ｉｎｓｔｉ

ｔｕｔｅ  ｏｆ  Ｈｅａｌｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，ＭＤから得てもよい。ＮＣ

ＢＩ－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

の全ては初期値に設定され、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。

  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（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－ＢＬＡＳＴ２のＡ及びＢ

の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。

      【００３２】

  「ＰＲＯ変異体ポリヌクレオチド」又は「ＰＲＯ変異体核酸配列」とは、下記

に定義されるように、活性ＰＲＯポリペプチドをコードする核酸分子を意味し、

ここに開示された全長天然配列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、ここに開示されたシ

グナルペプチドを伴うか伴わないＰＲＯポリペプチドの細胞外ドメイン又はここ

に開示された全長ポリペプチド配列の任意の他の断片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。通常は、ＰＲＯポリペプチ

ド変異体ポリヌクレオチドは、ここに開示された全長天然配列ＰＲＯポリペプチ
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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、ここに開示されたシグナル配列を伴うか伴わないＰＲＯポリペプチド

配列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８

６％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９

５％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、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９０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１５０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

２１０のヌクレオチド長、又は少なくとも約２４０のヌクレオチド長、又は少な

くとも約２７０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４５０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９００のヌクレオチド長、又はそれよりも長い。

      【００３３】

  ここで同定されるＰＲＯコード化核酸配列に対する「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、対象の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
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を決定する目的のためのアラインメントは、当業者の知る範囲にある種々の方法

、例えばＢＬＡＳＴ、ＢＬＡＳＴ－２、ＡＬＩＧＮ又はＭｅｇａｌｉｇｎ（ＤＮ

ＡＳＴＡＲ）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、ＡＬＩＧＮ－２プログラム用の完全なソースコードが以下の表

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、以下の表１に示したソースコードは米国著作権庁，Ｗａｓｈｉｎ

ｇｔｏｎ  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，Ｃａｌｉｆｏｒ

ｎｉａから公に入手可能であり、また以下の表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オペレーティングシ

ステム、好ましくはデジタルＵＮＩＸ  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。

      【００３４】

  核酸配列比較にＡＬＩＧＮ－２が用いられる状況では、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との、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ＡＬＩＧＮ－２のＣ及びＤのアライ

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

異なると認識されるであろう。％核酸配列同一性の計算の例として、表４と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、ここで「ＰＲＯ－ＤＮＡ」は、対
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象の仮のＰＲＯ－コード化核酸配列を表し、「比較ＤＮＡ」は対象の「ＰＲＯ－

ＤＮＡ」核酸分子が比較されている核酸分子のヌクレオチド配列を表し、「Ｎ」

、「Ｌ」及び「Ｖ」はそれぞれ異なった仮想のヌクレオチドを表す。

      【００３５】

  特に断らない限り、ここで用いられる全ての％核酸配列同一性値は、直上のパ

ラグラフに記載したようにして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、％核酸配列同一性値は、以下に記載するように、ＷＵ

－ＢＬＡＳＴ－２コンピュータプログラム（Ａｌｔｓｃｈｕｌ等，Ｍｅｔｈｏｄ

ｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ２６６：  ４６０－４８０（１９９６））を用

いて得ることもできる。殆どのＷＵ－ＢＬＡＳＴ－２検索パラメータは初期値に

設定される。初期値に設定されない、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－ＢＬＡＳＴ－２を用いた場合、％核酸配列同一性値は、ＷＵ－ＢＬＡＳＴ

－２により決定されるように（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対象のＰＲＯポリペプチドコード化核酸分子の核酸配

列と、対象の比較核酸分子（すなわち、対象のＰＲＯポリペプチドコード化核酸

分子が比較される変異ＰＲＯポリヌクレオチドであってもよい配列）との間の、

一致する同一ヌクレオチドの数を、（ｂ）対象のＰＲＯポリペプチドコード化核

酸配列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と少なくとも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

む単離された核酸分子」という記載において、核酸配列Ａは対象の比較核酸分子

であり、核酸配列Ｂは対象のＰＲＯポリペプチドコード化核酸分子の核酸配列で

ある。

      【００３６】

  また、パーセント核酸配列同一性は、配列比較プログラムＮＣＢＩ－ＢＬＡＳ

Ｔ２（Ａｌｔｓｃｈｕｌ等，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．２５：  ３

３８９－３４０２（１９９７））を用いて決定してもよい。ＮＣＢＩ－ＢＬＡＳ

Ｔ２配列比較プログラムは、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ
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．ｇｏｖからダウンロードしてもよく、別にＮａｔｉｏｎａｌ  Ｉｎｓｔｉｔｕ

ｔｅ  ｏｆ  Ｈｅａｌｔｈ，Ｂｅｔｈｅｓｄａ，ＭＤから得てもよい。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

ては初期値に設定され、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が用いられる状況では、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との、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－ＢＬＡＳＴ２のＣ及びＤ

の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

性とは異なると認識されるであろう。

      【００３７】

  他の実施態様では、ＰＲＯ変異体ポリヌクレオチドは、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

成可能な核酸分子である。ＰＲＯ変異体ポリペプチドは、ＰＲＯ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。

  「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。その自然環境の夾雑成分とは、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
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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により均一となるまで精製され

る。単離されたポリペプチドには、自然環境におけるＰＲＯポリペプチドの少な

くとも１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１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、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１つの夾雑核酸分子から分離された核酸分子である。単離されたポリペ

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、単離されたポリペプチドコード化核酸は、天然の細胞中に存在する

特定の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ものを含む。

      【００３８】

  「コントロール配列」という用語は、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配列を称す。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

寄与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Ｄ

ＮＡ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
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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ライゲーションにより達成される。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。

      【００３９】

  「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ＰＲ

Ｏ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、単鎖抗ＰＲＯ抗体、及び抗ＰＲ

Ｏ抗体の断片を特にカバーしている（下記参照）。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、集団に含ま

れる個々の抗体が、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、通常、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、プローブが長くなればなる程、適切なアニーリングのために温度を高く

する必要があり、プローブが短くなればなる程、温度を低くする必要が生じる。

ハイブリッド形成は、一般的に、相補鎖がその融点より低い環境に存在する場合

、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  Ｍｏｌｅ

ｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｗｉｌｅｙ  Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ  Ｐｕｂ

ｌｉｓｈｅｒｓ，（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、４２℃において５０％（ｖ／ｖ）ホルムアミドと０．１％ウシ血清アルブ
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ミン／０．１％フィコール／０．１％のポリビニルピロリドン／５０ｍＭのｐＨ

６．５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、７５

ｍＭクエン酸ナトリウムを用いるもの；又は（３）４２℃における５０％ホルム

アミド、５ｘＳＳＣ（０．７５Ｍ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％ＳＤＳ、及び１０％のデキストラン硫酸と、４２℃における０．２ｘＳＳ

Ｃ（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５５℃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同定され得る。

  「中程度の緊縮性条件」は、Ｓａｍｂｒｏｏｋ等，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌ

ｏｎｉｎｇ：  Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ．Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ：

  Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｐｒｅｓｓ，１９８９に記載されて

いるように同定され、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（ｐＨ７．６）、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Ｄ

ＮＡ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３

７－５０℃でのフィルターの洗浄などである。当業者は、プローブ長等の因子に

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。

      【００４０】

  「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ＰＲＯポリペプチドを含んでなるキメラポリペプチドを称す。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数の

残基を有しているが、その長さは、融合するＰＲＯ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ようにかなり独特である。適切なタグポリペ
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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

分子のアドヘシン部分は、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（ＩｇＡ－１及びＩｇＡ－２を含む）、ＩｇＥ、ＩｇＤ又はＩｇＭ等の

任意の免疫グロブリンから得ることができる。

      【００４１】

  ここでの目的において「活性な」又は「活性」とは、天然又は自然に生じるＰ

ＲＯの生物学的及び／又は免疫学的活性を保持しているポリペプチドの形態を意

味し、ここで「生物学的」活性とは、天然又は自然に生じる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、天然又は自然に生じる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称し、「免

疫学的」活性とは、天然又は自然に生じるＰＲＯが有する抗原性エピトープに対

して抗体の生成を誘発する能力を称する。

  「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又は完全に阻止、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ＰＲＯ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。Ｐ

ＲＯ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分子と接触させ、ＰＲＯポリペプチ
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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。

      【００４２】

  「治療」とは、治癒的処置、予防的療法及び防止的療法の両方を意味し、患者

は標的とする病理学的状態又は疾患を防止又は低下（減少）させられる。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。

  「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。

  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

、スポーツ用、又はペット用動物、例えばイヌ、ネコ、ウシ、ウマ、ヒツジ、ブ

タ、ヤギ、ウサギなどを含む哺乳動物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。

      【００４３】

  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

他の有機酸塩のバッファー；アスコルビン酸を含む酸化防止剤；低分子量（約１

０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；疎水性ポリマー、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リンを含む単糖類、二糖類、及び他の炭水化物；Ｅ

ＤＴＡ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ＴＷＥＥ
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ＮＴＭ、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、及びＰＬＵＲＯＮＩＣＳＴＭを含

む。

      【００４４】

  「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Ｆｖ

断片；ダイアボディ（ｄｉａｂｏｄｉｅｓ）；直鎖状抗体（Ｚａｐａｔａ等，Ｐ

ｒｏｔｅｉｎ  Ｅｎｇ．８（１０）：１０５７－１０６２［１９９５］）；単鎖

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

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本の軽鎖の可変領域の二量体から

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ＶＨ－Ｖ

Ｌ二量体の表面に抗原結合部位を決定する。正しくは、６つのＣＤＲｓが抗体に

対する抗原結合特異性を付与する。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（ＣＨ

１）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Ｆａｂ’を表す。Ｆ（ａｂ’）２抗体断片

は、通常はＦａｂ’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

に異なる型の一つが割り当てられる。
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  重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に応じて、免疫グロブリンは異なるクラス

に割り当てることができる。免疫グロブリンには５つの主たるクラス：ＩｇＡ、

ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ及びＩｇＭがあり、それらのいくつかは更にサブクラス

（アイソタイプ）、例えばＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３及びＩｇＧ４、ＩｇＡ

及びＩｇＡ２に分割される。

      【００４５】

  「単鎖Ｆｖ」又は「ｓＦｖ」抗体断片は、抗体のＶＨ及びＶＬ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ＶＨ及びＶＬドメイン間にポリペプチドリンカーをさらに含み、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  

Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，ｖｏｌ．１１３，Ｒｏｓｅｎｂｕｒｇ及びＭｏｏｒｅ編

，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，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（ＶＨ－ＶＬ）内で軽鎖

可変ドメイン（ＶＬ）に結合した重鎖可変ドメイン（ＶＨ）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

る。ダイアボディは、例えば、ＥＰ  ４０４，０９７；国際公開第９３／１１１

６１号；及びＨｏｌｌｉｎｇｅｒ等，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．

ＵＳＡ，９０：  ６４４４－６４４８（１９９３）により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。その自然環境の夾雑成分とは、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

で測定した場合９５重量％を越える、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１
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５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－ＰＡＧＥにより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１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１つの精製工程により調製される。

      【００４６】

  特定のポリペプチド又は特定のポリペプチドのエピトープに「特異的に結合す

る」又はこれに「特異的な」抗体とは、任意の他のポリペプチド又はポリペプチ

ドエピトープに実質的に結合しないで、その特定のポリペプチド又は特定のポリ

ペプチドのエピトープに結合するものである。

  「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結合して

「標識」抗体を生成する検出可能な化合物又は組成物を意味する。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換を触媒してもよい。

  「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。ここに意図する固相の例は、部分的又は全体的に、ガラス（例えば

、孔制御ガラス）、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）

の輸送に有用である。リポソームの成分は、通常は生体膜の脂質配列に類似する

二層形式に配列させる。

  「小分子」とは、ここで、約５００ダルトン未満の分子量を持つと定義される

。
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      【００４７】

  「免疫関連疾患」という用語は、哺乳動物の免疫系の成分が、哺乳動物の病的

状態の原因であるか、媒介又は寄与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、免疫欠損症、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又は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に、また例えばＴ細胞により分泌されるリンホカ

インによりＢ細胞が刺激されるならばＢ細胞に関連した効果にさえも関連してい

る。

  本発明により治療可能で、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、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）、中枢及び末

梢神経系の脱髄疾患、例えば多発性硬化症、特発性脱随性多発神経障害、又はギ

ラン－バレー症候群、及び慢性炎症脱随性多発神経障害、肝胆道疾患、例えば感

染性肝炎（Ａ型、Ｂ型、Ｃ型、Ｄ型、Ｅ型肝炎及び他の非肝親和性（ｎｏｎｈｅ

ｐａｔｏｔｒｏｐｉｃ）ウィルス）、自己免疫慢性活性肝炎、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、及びウィップル病、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、アレルギー性

疾患、例えば喘息、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、肺の免疫疾患、例えば好球性肺炎、特発性肺線維症及び過敏性肺炎、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
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ばＡＩＤＳ（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。

      【００４８】

  「有効量」という用語は、特に記載した目的の達成をもたらすＰＲＯポリペプ

チド及び／又はアゴニスト／アンタゴニストの濃度又は量のことである。ＰＲＯ

ポリペプチド又はそのアゴニスト又はアンタゴニストの「有効量」は経験的に決

定することができる。さらに「治療有効量」は、記載した治療効果の達成に有効

なＰＲＯポリペプチド及び／又はアゴニスト／アンタゴニストの濃度又は量のこ

とである。この量もまた経験的に決定することができる。

      【００４９】

  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  Ｓｑｕｉｂｂ  Ｏｎｃｏｌｏｇｙ，Ｐｒｉｎｃｅ

ｔｏｎ，ＮＪ）及びドキセタキセル（Ｔａｘｏｔｅｒｅ，Ｒｈｏｎｅ－Ｐｏｕｌ

ｅｎｃ  Ｒｏｒｅｒ，Ａｎｔｏｎｙ，Ｆｒａｎｃｅ）、タキソテール、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
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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期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期以外の位置で）ブロックする薬剤、例えばＧ１停止又はＭ期停止

を誘発する薬剤を含む。古典的なＭ期ブロッカーは、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期停止にも溢流し、例えば、ＤＮＡ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

  Ｃａｎｃｅｒ，Ｍｅｎｄｅｌｓｏｈｎ及びＩｓｒａｅｌ，編，Ｃｈａｐｔｅｒ

  １，表題「ＣｅＩｌ  ｃｙｃｌｅ  ｒｅｇｕｒａｔｉｏｎ，ｏｎｃｏｇｅｎｅ

，ａｎｄ  ａｎｔｉｎｅｏｐｌａｓｔｉｃ  ｄｒｕｇｓ」，Ｍｕｒａｋａｍｉ等

，（ＷＢ  Ｓａｕｎｄｅｒｓ：  Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ，１９９５）、特に

ｐ１３に見出すことができる。

      【００５０】

  「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；インスリン；プロインスリン；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

（ＴＳＨ）、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
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成長因子；インテグリン；トロンボポエチン（ＴＰＯ）；ＮＧＦ－β等の神経成

長因子；血小板成長因子；ＴＧＦ－α及びＴＧＦ－β等のトランスフォーミング

成長因子（ＴＧＦ）；インスリン様成長因子－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－ＣＳＦ）；及び顆粒球－Ｃ

ＳＦ（Ｇ－ＣＳＦ）；インターロイキン（ＩＬｓ）、例えばＩＬ－１、ＩＬ－１

α、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Ｔ

ＮＦ－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を含み、天然配列サイトカインの生物学的な活性等

価物である。

  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

分子のアドヘシン部分は、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（ＩｇＡ－１及びＩｇＡ－２を含む）、ＩｇＥ、ＩｇＤ又はＩｇＭ等の

任意の免疫グロブリンから得ることができる。

  ここで用いられる「炎症性の細胞」なる用語は、単核球、好酸球、マクロファ

ージ、及び多形核好中球（ＰＭＮ）などの炎症反応を増強する細胞を指す。

      【００５１】
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      【００５２】
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      【００５３】

ＩＩ．本発明の組成物と方法

Ａ．全長ＰＲＯポリペプチド

  本発明は、本出願でＰＲＯポリペプチドと称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核酸配列を提供する。特に下記の実施例でさらに詳細

に開示するように、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番号は任意の与えられた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／番号」として呼称する。
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  下記の実施例に開示するように、種々のｃＤＮＡクローンがＡＴＣＣに寄託さ

れている。これらのクローンの事実上の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。

      【００５４】

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、ＰＲＯＤＮＡに適当なヌクレオチド変

化を導入することにより、及び／又は所望のＰＲＯポリペプチドを合成すること

により調製できる。当業者は、グ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と認識

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技術及び指針の任意のものを用いてなすことができる。変異

は、結果として天然配列ＰＲＯと比較してＰＲＯのアミノ酸配列が変化するＰＲ

Ｏ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１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。いずれ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

同性の知られたタンパク質分子の配列と比較し、相同性の高い領域内でなされる

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。挿入又は欠失は、場合によっては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
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系統的に作成し、得られた変異体を全長又は成熟天然タンパク質によって提示さ

れた活性について試験することにより決定される。

      【００５５】

  ＰＲＯポリペプチド断片がここに提供される。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、ＰＲＯ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、多くの従来技術の任意のものによって調製してよい。所望のペ

プチド断片は化学合成してもよい。代替的方法は、酵素的消化、例えば特定のア

ミノ酸残基によって決定さ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ＰＲＯ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決

定す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１つの生物学的及び／又は免疫学的活性を共有する。

      【００５６】

  特別の実施態様では、対象の保存的置換を、好ましい置換と題して表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に例示的置換と示

した又は以下に参照としてアミノ酸分類でさらに記載するように、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。
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  ＰＲＯポリペプチドの機能又は免疫学的同一性の実質的な修飾は、（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）標的部位に

おける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。自然に生じ

る残基は共通の側鎖特性に基づいてグループに分けることができる：

（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。

      【００５７】

  非保存的置換とは、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

を必要とするものである。また、そのように置換された残基は、保存的置換部位

、もしくは好ましくは残りの（非保存）部位に導入されうる。
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  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突然変異誘発等のこの分野で知られた方法を用いてなす

ことができる。部位特異的突然変異誘発［Ｃａｒｔｅｒ等，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ

ｓ  Ｒｅｓ．，１３：４３３１（１９８６）；Ｚｏｌｌｅｒ等，Ｎｕｃｌ．Ａｃ

ｉｄｓ  Ｒｅｓ．，１０：６４８７（１９８７）］、カセット突然変異誘発［Ｗ

ｅｌｌｓ等，Ｇｅｎｅ，３４：３１５（１９８５）］、制限的選択突然変異誘発

［Ｗｅｌｌｓ等，Ｐｈｉｌｏｓ．Ｔｒａｎｓ．Ｒ．Ｓｏｃ．Ｌｏｎｄｏｎ  Ｓｅ

ｒＡ，３１７：４１５（１９８６）］、又は他の知られた技術をクローニングし

たＤＮＡに実施してＰＲＯ変異体ＤＮＡを作成することもできる。

  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［Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍ及びＷｅｌｌｓ，Ｓｃｉｅｎｃ

ｅ，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

した位置の両方に頻繁に見られることが多い［Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ，Ｔｈｅ  Ｐ

ｒｏｔｅｉｎｓ，（Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ  ＆  Ｃｏ．，Ｎ．Ｙ．）；Ｃｈｏ

ｔｈｉａ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，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。

      【００５８】

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ＰＲＯ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、及びその逆で用いるための表面に架橋させるの
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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

等の薬剤を含む。

  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．Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ，

Ｐｒｏｔｅｉｎｓ：Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ  ａｎｄ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒｏ

ｐｅｒｔｉｅｓ，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ  ＆  Ｃｏ．，Ｓａｎ  Ｆｒａｎｃｉ

ｓｃｏ，ｐｐ．７９－８６（１９８３）］、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。

      【００５９】

  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。ここでの目的に対し、

「天然グリコシル化パターンの変更」とは、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（潜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ＰＲＯ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ことが意

図される。さらに、この語句は、天然タンパク質のグリコシル化における定性的

変化を含み、それには、存在する種々の糖質部分の性質及び特性の変化を含む。

  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、ＤＮＡ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
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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。

  ＰＲＯポリペプチド上に糖質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日に発行されたＷＯ  ８７／０５３３

０、及びＡｐｌｉｎ及びＷｒｉｓｔｏｎ，ＣＲＣ  Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃ

ｈｅｍ．，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糖質部分の除去は、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、Ｈａｋｉｍｕｄｄｉｎ等，Ａｒｃｈ．Ｂｉｏｃｈｅｍ

．Ｂｉｏｐｈｙｓ．，２５９：５２（１９８７）により、及びＥｄｇｅ等，Ａｎ

ａｌ．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，Ｍｅｔ

ｈ．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。

      【００６０】

  ＰＲＯの共有結合的修飾の他の型は、ＰＲＯポリペプチドの、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；同第４，４９６，６８９号；同第４，３０１，１４４号；同第４，６７０

，４１７号；同第４，７９１，１９２号又は同第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ポリペプチドは、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されてもよい。

  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ＰＲＯとの融合を含む。エピトープタ

グは、一般的にはＰＲＯ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
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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（ｐｏ

ｌｙ－ｈｉｓ）又はポリ－ヒスチジン－グリシン（ｐｏｌｙ－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．，８：２１５９－２１６５（１９８８）］；ｃ－

ｍｙｃタグ及びそれに対する８Ｆ９、３Ｃ７、６Ｅ１０、Ｇ４、Ｂ７及び９Ｅ１

０抗体［Ｅｖａｎ等，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  ａｎｄ  Ｃｅｌｌｕｌａｒ  Ｂｉｏ

ｌｏｇｙ，５：３６１０－３６１６（１９８５）］；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，Ｐｒｏｔｅｉ

ｎ  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，ＢｉｏＴｅｃｈｎ

ｏｌｏｇｙ，６：１２０４－１２１０（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．Ｃ

ｈｅｍ．，２６６：１５１６３－１５１６６（１９９１）］；及びＴ７遺伝子１

０タンパク質ペプチドタグ［Ｌｕｔｚ－Ｆｒｅｙｅｒｍｕｔｈ等，Ｐｒｏｃ．Ｎ

ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８７：６３９３－６３９７（１９９０）］

を含む。

      【００６１】

  それに代わる実施態様では、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ＩｇＧ１分子の

Ｆｃ領域であり得る。Ｉｇ融合体は、好ましくはＩｇ分子内の少なくとも１つの

可変領域に換えてＰＲＯポ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、ＩｇＧ

１分子のヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ３、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
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の米国特許第５，４２８，１３０号を参照のこと。

      【００６２】

Ｄ．ＰＲＯの調製

  以下の記述は、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

－Ｐｈａｓｅ  Ｐｅｐｔｉｄｅ  Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ

  Ｃｏ．，Ｓａｎ  Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ，ＣＡ（１９６９）；Ｍｅｒｒｉｆｉｅ

ｌｄ，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（Ｆｏｓｔ

ｅｒ  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。

      【００６３】

１．ＰＲＯをコードするＤＮＡの単離

  ＰＲＯをコードするＤＮＡは、ｍＲＮＡ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ＰＲＯＤＮＡ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Ｐ

ＲＯコード化遺伝子は、ゲノムライブラリー、オリゴヌクレオチド合成、又は他

の既知の合成方法（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、対象の遺伝子あるいはそれ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（例えば、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）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ｃＤＮＡ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  Ｌａｂ
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ｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ（Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ：Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  

Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，１９８９）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をコードする遺伝子を

単離する他の手段はＰＣＲ法を使用するものである［Ｓａｍｂｒｏｏｋ等，上掲

；Ｄｉｅｆｆｅｎｂａｃｈ等，ＰＣＲ  Ｐｒｉｍｅｒ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒ

ｙ  Ｍａｎｕａｌ（Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏ

ｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，１９９５）］。

  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。中程度の緊縮性及び高度の緊縮性を含むハ

イブリッド形成条件は、上掲のＳａｍｂｒｏｏｋ等に与えられている。

      【００６４】

  このようなライブラリーースクリーニング法において同定された配列は、Ｇｅ

ｎｂａｎｋ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公

衆に利用可能とされている周知の他の配列と比較及びアラインメントすることが

できる。分子の定められた領域内又は全長配列に渡っての（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。

  タンパク質コード化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。

      【００６５】

２．宿主細胞の選択及び形質転換
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  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更された従来の栄養

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  Ｂ

ｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：ａ  Ｐｒａｃｔｉｃａｌ  Ａｐｐｒｏａｃｈ，Ｍ．

Ｂｕｔｌｅｒ編（ＩＲＬ  Ｐｒｅｓｓ，１９９１）及びＳａｍｂｒｏｏｋ等，上

掲に見出すことができる。

  真核生物細胞形質移入及び原核生物細胞形質転換の方法、例えば、ＣａＣｌ２

、ＣａＰＯ４、リポソーム媒介及びエレクトロポレーションは、通常、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。上掲の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２

９日公開のＷＯ国際公開第８９／０５８５９号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，５２：

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４，３９９，２１

６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  Ｓｏｌ

ｉｎｇｅｎ等，Ｊ．Ｂａｃｔ．，１３０：９４６（１９７７）及びＨｓｉａｏ等

，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．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られる。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，Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，
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１８５：５２７－５３７（１９９０）及びＭａｎｓｏｕｒ等，Ｎａｔｕｒｅ，３

３６：３４８－３５２（１９８８）を参照のこと。

      【００６６】

  ここのベクターに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（ＡＴＣＣ３１，４４６）；大腸菌Ｘ１７

７６（ＡＴＣＣ３１，５３７）；大腸菌株Ｗ３１１０（ＡＴＣＣ２７，３２５）

及びＫ５７７２（ＡＴＣＣ５３，６３５）である。他の適切な原核動物宿主細胞

は、大腸菌、例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ、エンテロバクター、エルビニア（Ｅｒｗｉ

ｎｉａ）、クレブシエラ（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ）、プロテウス（Ｐｒｏｔｅｕ

ｓ）、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．ｓｕｂｔｉｌｉｓ）及びバシリリチェニフォル

ミス（Ｂ．ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）（例えば、１９８９年４月１２日公開

のＤＤ２６６，７１０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Ｗ３１１０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Ｗ３１１

０は、宿主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に影響を

与え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ｔ

ｏｎＡを有する大腸菌Ｗ３１１０株１Ａ２；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  ｐｒｔ３  ｐｈ

ｏＡ  Ｅ１５  （ａｒｇＦ－ｌａｃ）１６９  ｄｅｇＰ  ｏｍｐＴ  ｋａｎｒを

有する大腸菌Ｗ３１１０株２７Ｃ７（ＡＴＣＣ  ５５，２４４）；完全な遺伝子

型ｔｏｎＡ  ｐｔｒ３  ｐｈｏＡ  Ｅ１５  （ａｒｇＦ－ｌａｃ）１６９  ｄｅ

ｇＰ  ｏｍｐＴ  ｒｂｓ７  ｉｌｖＧ  ｋａｎｒを有する大腸菌Ｗ３１１０株３
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７Ｄ６；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Ｗ

３１１０株４０Ｂ４；及び１９９０年８月７日発行の米国特許第４，９４６，７

８３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ポリメ

ラーゼ反応が好ましい。

      【００６７】

  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・ポンベ（Ｂｅａｃｈ及びＮｕｒｓｅ，Ｎａｔｕｒｅ，２９０：１４

０［１９８１］；１９８５年５月２日発行のＥＰ  １３９，３８３）；クルベロ

ミセスホスツ（Ｋｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ  ｈｏｓｔｓ）（米国特許第４，９

４３，５２９号；Ｆｌｅｅｒ等，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，９：９６８－

９７５（１９９１））、例えばケーラクチス（Ｋ．ｌａｃｔｉｓ）（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

．ｗｉｃｋｅｒａｍｉｉ）（ＡＴＣＣ  ２４，１７８）、ケーワルチイ（Ｋ．ｗ

ａｌｔｉｉ）（ＡＴＣＣ  ５６，５００）、ケードロソフィラルム（Ｋ．ｄｒｏ

ｓｏｐｈｉｌａｒｕｍ）（ＡＴＣＣ  ３６，９０６；Ｖａｎ  ｄｅｎ  Ｂｅｒｇ

等，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，８：１３５（１９９０））、ケーテモトレ

ランス（Ｋ．ｔｈｅｒｍｏｔｏｌｅｒａｎｓ）及びケーマルキシアナス（Ｋ．ｍ

ａｒｘｉａｎｕｓ）；ヤロウィア（ｙａｒｒｏｗｉａ）（ＥＰ  ４０２，２２６

）；ピッチャパストリス（Ｐｉｃｈｉａ  ｐａｓｔｏｒｉｓ）（ＥＰ  １８３，

０７０；Ｓｒｅｅｋｒｉｓｈｎａ等，Ｊ．Ｂａｓｉｃ  Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２

８：２６５－２７８［１９８８］）；カンジダ；トリコデルマレーシア（ｒｅｅ

ｓｉａ）（ＥＰ  ２４４，２３４）；アカパンカビ（Ｃａｓｅ等，Ｐｒｏｃ．Ｎ

ａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，７６：５２５９－５２６３［１９７９］）
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；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）（１９９０年１０月３１

日発行の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日公開の国際公開第９１／００３５７号）；及びコウジ菌、例えば偽巣性

コウジ菌（Ｂａｌｌａｎｃｅ等，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃ

ｏｍｍｕｎ．，１１２：２８４－２８９［１９８３］；Ｔｉｌｂｕｒｎ等，Ｇｅ

ｎｅ，２６：２０５－２２１［１９８３］；Ｙｅｌｔｏｎ等，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ

ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８１：１４７０－１４７４［１９８４］）及び

クロカビ（Ｋｅｌｌｙ及びＨｙｎｅｓ，ＥＭＢＯ  Ｊ．，４：４７５－４７９［

１９８５］）が含まれる。ここではメチロトロピック（Ｍｅｔｈｙｌｏｔｒｏｐ

ｉｃ）酵母が適切であり、これらに限られないが、ハンセヌラ（Ｈａｎｓｅｎｕ

ｌａ）、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（Ｔｏｒｕｌｏｐｓｉｓ）、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．Ａｎｔｈｏ

ｎｙ，Ｔｈｅ  Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ  ｏｆ  Ｍｅｔｈｙｌｏｔｒｏｐｈｓ

，２６９（１９８２）に見出される。

      【００６８】

  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及びスポドプテラＳｆ９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。より特定の例は、Ｓ

Ｖ４０によって形質転換されたサル腎臓ＣＶ１株（ＣＯＳ－７，ＡＴＣＣ  ＣＲ

Ｌ  １６５１）；ヒト胎児性腎臓株（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．，３

６：５９（１９７７））；チャイニーズハムスター卵巣細胞／－ＤＨＦＲ（ＣＨ

Ｏ，Ｕｒｌａｕｂ及びＣｈａｓｉｎ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．

ＵＳＡ，７７：４２１６（１９８０））；マウスのセルトリ細胞（ＴＭ４，Ｍａ
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ｔｈｅｒ，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（ＭＭＴ  ０６０５６２，ＡＴＴ

Ｃ  ＣＣＬ５１）を含む。適切な宿主細胞の選択は、この分野の技術範囲内にあ

ると考えられる。

      【００６９】

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、１ｐｐ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。酵母菌の分泌に関

しては、シグナル配列は、例えば酵母インベルターゼリーダー、アルファ因子リ

ーダー（酵母菌属（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ）及びクルイベロマイシス（Ｋ

ｌｕｙｖｅｒｏｍｙｃｅｓ）α因子リーダーを含み、後者は米国特許第５，０１

０，１８２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日発行のＥＰ
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  ３６２，１７９）、又は１９９０年１１月１５日に公開された国際公開第９０

／１３６４６号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、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等の哺乳動物シグナル配列は、タンパク質の直接分泌に使

用してもよい。

      【００７０】

  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可能にする核酸配列を含む。そのような配列は種々の細菌、

酵母菌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、選べる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

素に対する耐性を与え、（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択可能なマーカーの例は、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の同定を可

能にするものである。野生型ＤＨＦＲを用いた場合の好適な宿主細胞は、Ｕｒｌ

ａｕｂ等による，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，７７：４２

１６（１９８０）の記載により調製され増殖されたＤＨＦＲ活性に欠陥のあるＣ

ＨＯ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Ｙ

Ｒｐ７に存在するｔｒｐ１遺伝子である［Ｓｔｉｎｃｈｃｏｍｂ等，Ｎａｔｕｒ

ｅ，２８２：３９（１９７９）；Ｋｉｎｇｍａｎ等，Ｇｅｎｅ，７：１４１（１

９７９）；Ｔｓｃｈｅｍｐｅｒ等，Ｇｅｎｅ，１０：１５７（１９８０）］。ｔ

ｒｐ１遺伝子は、例えば、ＡＴＣＣ番号４４０７６あるいはＰＥＰ４－１のよう
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なトリプトファン存在下で増殖能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）］。

      【００７１】

  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、ｍＲＮＡ合成に指向するプロモーターを含む。種々の潜在的な宿主細

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［Ｃｈａｎｇ

等，Ｎａｔｕｒｅ，２７５：６１５（１９７８）；Ｇｏｅｄｄｅｌ等，Ｎａｔｕ

ｒｅ，２８１：５４４（１９７９）］、アルカリホスファターゼ、トリプトファ

ン（ｔｒｐ）プロモーター系［Ｇｏｅｄｄｅｌ，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  

Ｒｅｓ．，８：４０５７（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．Ｎａ

ｔｌ．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ＤＮＡ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。

  酵母宿主での使用に対し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［Ｈｉｔｚｅｍａｎ等，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２５

５：２０７３（１９８０）］又は他の糖分解酵素［Ｈｅｓｓ等，Ｊ．Ａｄｖ．Ｅ

ｎｚｙｍｅ  Ｒｅｇ．，７：１４９（１９６８）；Ｈｏｌｌａｎｄ，Ｂｉｏｃｈ

ｅｍｉｓｔｒｙ，１７：４９００（１９７８）］、例えばエノラーゼ、グリセル

アルデヒド－３－リン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、トリオースリン酸イ

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

ガラクトースを利用する酵素のプロモーター領域がある。酵母菌による発現にお
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ける使用に適する用ベクターとプロモータはＥＰ７３，６５７に更に記載されて

いる。

      【００７２】

  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  ２，２１

１，５０４）、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、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、及び熱ショック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。

  高等真核生物による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１

０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

ス作動性因子である。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、複製開始点の後期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

、複製開始点の後期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コード化配列の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（酵母菌、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ｍＲＮ

Ａ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Ｄ

ＮＡ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。
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  さらに、組換え脊椎動物細胞培養でのＰＲＯの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）；Ｍａｎｔｅｉ等，Ｎａｔｕｒｅ，２８１：４０－

４６（１９７９）；ＥＰ  １１７，０６０；及びＥＰ１１７，０５８に記載され

ている。

      【００７３】

４．遺伝子増幅／発現の検出

  遺伝子増幅及び／又は発現は、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、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）］、サザンブロット法、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ＤＮ

Ａ－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。

      【００７４】

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
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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の発現に用いられた細胞は、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

。次の手順が適切な精製手順の例である：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ＤＥＡ

Ｅ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

のような夾雑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、Ｄｅｕｔｓｃｈｅｒ，Ｍｅｔｈｏｄｅｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，１

８２（１９９０）；Ｓｃｏｐｅｓ，Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ  ａｎｄ  Ｐｒａｃｔｉｃｅ，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅ

ｒｌａｇ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ（１９８２）に記載された種々のタンパク質精製方

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。

      【００７５】

Ｅ．組織分布

  ＰＲＯを発現させる組織の位置は、種々のヒト組織におけるｍＲＮＡ発現を測

定することにより特定可能である。このような遺伝子の位置により、ＰＲＯポリ

ペプチドの刺激及び阻害活性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、特定の組織における遺伝子の位置により、以下で検討される活

性阻止アッセイのため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、従来のサザンブロット、

ｍＲＮＡの転写の定量化のためのノーザンブロット（Ｔｈｏｍａｓ，Ｐｒｏｃ．

Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，７７：５２０１－５２０５［１９８０］

）、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基づいて適切な標識プローブを用いて測定できる。あるい
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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学的染色、及び細胞培養物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、任意の動物か

ら調製される。簡便には、抗体は天然配列ＰＲＯポリペプチドに対して、又はＰ

ＲＯ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

ＰＲＯポリペプチドをコードする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。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。

      【００７６】

Ｆ．抗体結合性の研究

  ＰＲＯポリペプチドの活性は、抗体結合性の研究によって更に証明することが

可能で、この場合、組織細胞上でＰＲＯポリペプチドの効果を各々阻害する抗Ｐ

ＲＯ抗体の能力がテストされる。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、及びヘテロ結合体抗体を含み、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のアッセイ法で実施してよい。Ｚｏｌａ

，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｍａｎｕａｌ  ｏｆ  Ｔ

ｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，ｐｐ．１４７－１５８（ＣＲＣ  Ｐｒｅｓｓ，Ｉｎｃ．，

１９８７）。

  競合的結合アッセイは、限られた量の抗体との結合について、標識標準物が試

験分析物と競合する能力に基づく。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物及び分析
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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の抗体は検出可能成分で標

識され（直接サンドウィッチアッセイ）、あるいは検出可能成分で標識された抗

－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

場合の検出可能成分は酵素である。

  免疫組織化学のために、組織試料はフレッシュなものでも凍結されたものでも

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。

      【００７７】

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、ここで同定された遺伝

子とポリペプチドとの関係、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ている細胞型の

細胞をここに記載のｃＤＮＡで形質移入し、これらのｃＤＮＡが免疫機能を刺激

又は阻害する能力を分析する。適当な細胞は所望の遺伝子で形質移入され、免疫

機能活性がモニターされる。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

ポリー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初代培養は

、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．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．５，６４２－６４８［１
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９８５］参照）。

  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。Ｃｕ

ｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，ｕｎｉｔ３．

１２；Ｊ．Ｅ．Ｃｏｌｉｇａｎ，Ａ．Ｍ．Ｋｒｕｉｓｂｅｅｋ，Ｄ．Ｈ．Ｍａｒ

ｇｌｉｅｓ，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と共に培養し、トリチウム化チミ

ジンの取込によりＴ細胞の増殖能を測定する。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、活性化してＩＬ－２が産出される

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生成の差

異を部分的に反映する。ＭＬＲの結果は、標準的なリンホカイン（ＩＬ－２）検

出アッセイにより確認することができる。上掲のＣｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃ

ｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，３．１５．６．３．を参照。

  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

分裂促進特性又は外的抗原が誘発した活性化による。ＰＲＯ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特異的シグ

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。ＣＤ

２８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な又はポジティブな効果を有するリガンドの結合を通してネ

ガティブとポジティブの双方のコントロールを有する。ＣＤ２８及びＣＴＬＡ－

４はＢ７に結合するＩｇスーパーファミリーの関連糖タンパク質である。Ｂ７に

結合するＣＤ２８は、Ｔ細胞活性化のポジティブな同時刺激効果を有し；逆にＢ

７に結合するＣＴＬＡ－４はネガティブなＴ細胞脱活性化効果を有する。Ｃｈａ

ｍｂｅｒｓ．Ｃ．Ａ．ａｎｄ  Ａｌｌｉｓｏｎ．Ｊ．Ｐ．，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ

．Ｉｍｍｕｎｏｌ．（１９９７）９：３９６。Ｓｃｈｗａｒｔｚ，Ｒ．Ｈ．，Ｃ

ｅｌｌ（１９９２）７１：１０６５；Ｌｉｎｓｅｙ，Ｐ．Ｓ．ａｎｄ  Ｌｅｄｂ
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ｅｔｔｅｒ．Ｊ．Ａ．Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．（１９９３）１１：

１９１；Ｊｕｎｅ，Ｃ．Ｈ．等Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｔｏｄａｙ（１９９４）１５：

３２１；Ｊｅｎｋｉｎｓ．Ｍ．Ｋ．，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ（１９９４）１：４０５

。同時刺激アッセイでは、ＰＲＯポリペプチドはＴ細胞同時刺激又は阻害活性に

ついてアッセイされる。

      【００７８】

  ＰＲＯポリペプチド、並びに本発明の他の化合物は、Ｔ細胞の増殖の刺激因子

（同時刺激因子）及びアゴニスト、例えばＭＬＲ及び同時刺激アッセイで決定さ

れるアゴニスト抗体であるが、例えば、減弱な、最適下限の又は不十分な免疫機

能に特徴付けられる免疫関連疾患を治療するのに有用である。これらの疾患はＴ

細胞の増殖及び活性化（及びＴ細胞媒介免疫性）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ＰＲＯポリペプチド又はそ

のアゴニスト抗体であり得る。

  本発明におけるような刺激化合物の直接の使用は、４－１ＢＢ糖タンパク質、

すなわちプライムＴ細胞上で発現されるリガンド（４－１ＢＢＬ）に結合しＴ細

胞の活性化と成長をシグナル伝達する腫瘍壊死因子レセプターファミリーのメン

バーを用いる実験において実証された。Ａｌｄｅｒｓｏｎ，Ｍ．Ｅ．等，Ｊ．Ｉ

ｍｍｕｎｏｌ．（１９９４）２４：２２１９。

  また、アゴニスト刺激化合物の使用も実験的に実証されている。アゴニスト抗

４－１ＢＢ抗体を用いた治療による４－１ＢＢの活性化は腫瘍の根絶化を亢進す

る。Ｈｅｌｌｓｔｒｏｍ．Ｉ．及びＨｅｌｌｓｔｒｏｍ，Ｋ．Ｅ．，Ｃｒｉｔ．

Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．（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使用の他の例で

ある。

  また、免疫刺激又は増強効果はＭＬＲアッセイにおいて阻害性であることが見

出されたＰＲＯの活性に拮抗又はこれを阻害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、正味の刺激効果が生じる。適切なア

ンタゴニスト／阻害化合物は、阻害タンパク質を認識し、これに結合する抗体又
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はその断片であり、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、レセプターを通してのシグナル伝達が阻害される。この効

果は、おそらくＣＴＬＡ－４結合により引き起こされる阻害シグナルの除去によ

り、Ｔ細胞増殖を亢進する抗ＣＴＬＡ－４抗体を使用する実験で実証されている

。Ｗａｌｕｎａｓ，Ｔ．Ｌ．等，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ（１９９４）１：４０５。

      【００７９】

  別法として、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。増強された血管透過性は炎症と免疫細胞（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ろう

。

  他方、ＰＲＯポリペプチド並びに本発明の他の化合物は、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の阻害剤であるが、免疫反応

を抑制するために直接使用することができる。これらの化合物は、免疫反応の程

度を低減し、過剰活性、超最適（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細胞を脱活性化する上述の

実験により実証されている。本発明の直接の阻害化合物は類似した形で機能する

。血管浸透過性を抑制する化合物の使用は炎症を低減することが予想される。こ

のような使用は過度の炎症を伴う病状の治療に有益である。

  あるいは、刺激ＰＲＯ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、正味の阻害効果がつくりだされ、Ｔ細胞の

増殖／活性化及び／又はリン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

ックすることにより、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実証されている。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の結合を阻害し、これによりＴ細胞阻害

効果が達成される。

      【００８０】

Ｈ．動物モデル
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  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

ル及び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、及び小分子アンタ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、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。

  移植片対宿主疾患は、免疫適格細胞が免疫抑制され又は耐性のある患者に移植

された場合に生じる。ドナー細胞は宿主抗原を認識しそれに反応する。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。適切な手順は上記のＣｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒ

ｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，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細胞がインビボで

組織の破壊を媒介する能力を試験する手段であり、移植拒絶におけるそれらの役

割の指標である。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

れないことが分かった。Ａｕｃｈｉｎｃｌｏｓｓ，Ｈ．Ｊｒ．及びＳａｃｈｓ，

Ｄ．Ｈ．，Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２ｎｄ  ｅｄ．，

Ｗ．Ｅ．Ｐａｕｌ  ｅｄ．，Ｒａｖｅｎ  Ｐｒｅｓｓ，ＮＹ，１９８９，８８９

－９９２。適切な手順は上掲のＣｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉ

ｍｍｕｎｏＩｏｇｙ，ｕｎｉｔ４．４．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モデルは、Ｔａｎａｂｅ，Ｍ．等，Ｔｒａｎ

ｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ（１９９４）５８：２３及びＴｉｎｕｂｕ，Ｓ．Ａ．等
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，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．（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。

      【００８１】

  遅発型過敏症の動物モデルは、細胞媒介免疫機能のアッセイをまた提供する。

遅発型過敏反応は、抗原投与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。これらの反応はまた組織

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  Ｐ

ｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，ｕｎｉｔ４．５．に詳細に記

載されている。

  ＥＡＥは、Ｔ細胞及び単核細胞の炎症と、続いての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）１：１４３。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Ｃｕｒｒｅ

ｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，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のモデルも参照されたい。

  接触性過敏症は、細胞媒介免疫機能の単純な遅発型過敏インビボアッセイであ

る。この手順において、遅発型過敏反応を生じさせる外因性ハプテンに皮膚を暴

露し、反応を測定して定量する。接触過敏症は最初の感作段階に顕在化段階が続

く。顕在化段階はＴリンパ球が過去に接触したことのある抗原に遭遇したときに

生じる。腫れと炎症が生じ、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  Ｉｍｍｕ

ｎｏｌｏｇｙ，Ｊ．Ｅ．Ｃｏｌｉｇａｎ，Ａ．Ｍ．Ｋｒｕｉｓｂｅｅｋ，Ｄ．Ｈ

．Ｍａｒｇｌｉｅｓ，Ｅ．Ｍ．Ｓｈｅｖａｃｈ，及びＷ．Ｓｔｒｏｂｅｒ編，Ｊ
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ｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ，ｕｎｉｔ４．２に詳細に記載され

ている。また、Ｇｒａｂｂｅ，Ｓ．及びＳｃｈｗａｒｚ，Ｔ．Ｉｍｍｕｎ．Ｔｏ

ｄａｙ  １９（１）：３７－４４（１９９８）も参照のこと。

      【００８２】

  関節炎の動物モデルは、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

の腐食及び軟骨下（ｓｕｂｃｈｏｎｄｒａｌ）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  Ｉｍｍｕｎｏｌ

ｏｇｙ，ｕｎｉｔ１５．５．に記載されているプロトコールを使用し、自己免疫

関節炎に対する活性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ＣＤ１

８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。

  抗原誘発性気道反応亢進、肺好酸球増加症及び炎症が卵白アルブミンで動物を

感作させ、エアゾールにより送達される同様のタンパク質に動物を暴露すること

で誘発される喘息モデルが記載されている。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、エアゾール抗原への暴露時にヒトのアトピー性

喘息に類似した徴候が示された。マウスモデルはヒト喘息の多くの特徴を有して

いる。喘息治療における活性と有効性について本発明の化合物を試験するのに適

した手順は、Ｗｏｌｙｎｉｅｃ，Ｗ．Ｗ．等，Ａｍ．Ｊ．Ｒｅｓｐｉｒ．Ｃｅｌ

ｌ  Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．（１９９８）１８：７７７とそこに引用されている文献

に記載されている。

  さらに、本発明の化合物は乾癬用疾患の動物モデルにおいて試験することがで

きる。ある証拠によりＴ細胞が乾癬の病原であることを示唆されている。本発明

の化合物は、Ｓｃｈｏｎ．Ｍ．Ｐ．等，Ｎａｔ．Ｍｅｄ．（１９９７）３：１８

３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、そのモデルではマウスは乾癬に類似した組織病理学的皮膚病巣を示す。

他の適切なモデルはＮｉｃｋｏｌｏｆｆ，Ｂ．Ｊ．等，Ａｍ．Ｊ．Ｐａｔｈ．（
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１９９５）１４６：５８０に記載されているようにして調製されたヒトｓｋｉｎ

／ｓｃｉｄマウスキメラである。

      【００８３】

  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、対象の動

物ゲノムに導入することにより設計することができる。遺伝子組換え操作の標的

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）；生殖系列へのレトロウイルス媒介遺伝子転移（例えば

、Ｖａｎ  ｄｅｒ  Ｐｕｔｔｅｎ等，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．

ＵＳＡ  ８２，６１４８－６１５［１９８５］）；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（Ｌｏ，Ｍｏｌ．Ｃｅｌ．Ｂｉｏｌ．３，１８０３－１

８１４［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、

Ｌａｓｋｏ等，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８９，６２３

２－６３６（１９９２）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モ

ニターできる。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。
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      【００８４】

  動物は、さらに、特定の組織中への免疫細胞の湿潤を測定するために例えば組

織学的検査により、免疫疾患の病原の徴候を検査してもよい。またトランスジェ

ニック動物を本発明の化合物で処理して、化合物のＴ細胞増殖刺激又は阻害の度

合いを測定するブロック実験も実施することができる。これらの実験では、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が動物に投与

され、免疫機能に対す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

ＤＮＡ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、組み込みをモニター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、ベクターは変更が加えられていないフランキングＤＮＡ（５’と３’

末端の両方）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，Ｃｅｌｌ，５１：５０３（１９８

７）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，Ｔｅｒａｔｏｃａｒｃｉｎ

ｏｍａｓａｎｄ  Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ  Ｓｔｅｍ  Ｃｅｌｌｓ：Ａ  Ｐｒａｃｔ

ｉｃａｌ  Ａｐｐｒｏａｃｈ，Ｅ．Ｊ．Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ，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
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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。

      【００８５】

Ｉ．免疫アジュバント治療

  一実施態様では、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において

サイレントであるが、腫瘍、例えばメラノーマ、肺腫瘍、頭部及び頸部の腫瘍、

膀胱癌においては有意の量で発現している。ＤｅＳｍｅｔ．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  Ｍｅｄ

ｉｃｉｎｅ（１９９７）３：６８２；Ｋｗｏｎ．Ｅ．Ｄ．等，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ

ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ（１９９７）９４：８０９９；Ｌｙｎｃｈ．Ｄ．

Ｈ．等，Ｎａｔｕｒｅ  Ｍｅｄｉｃｉｎｅ（１９９７）３：６２５；Ｆｉｎｎ．

Ｏ．Ｊ．及びＬｏｔｚｅ．Ｍ．Ｔ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．（１９９８）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。

      【００８６】

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複合体を形成する化合
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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、化学的ライブラリーの高スルー

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、固定化すべきポリ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。

      【００８７】
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  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、共免疫沈降、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）３４０，２４５－２４６（１９８９）；Ｃｈｉ

ｅｎ等，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８８，９５７８－９

５８２（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

モニターすることができる。酵母菌ＧＡＬ４などの多くの転写活性化因子は、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。既刊の文献に記載され

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（ＭＡＴＣＨＭＡＫＥＲ（商品名））

は、Ｃｌｏｎｔｅｃｈから購入可能である。また、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

化合物を見出すために、通常、反応混合物は、２つの生成物の相互作用及び結合

を可能ならしめる条件及び時間の下、遺伝子の生成物及び細胞内又は外成分を含
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むように調製される。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）は上記のようにモニターする。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形成されないことは

、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。

      【００８８】

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、リン酸化ペプチド

、アンチセンス及びリボザイム分子、三重鎖ヘリックス分子等々を含む。

  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の翻訳を直接的に阻止す

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およそ－１０から＋１０位置の間から取り出さ

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、ＲＮＡ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，Ｃｕ

ｒｒｅｎｔ  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鎖ヘリックス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鎖ヘリックス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
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，上掲を参照のこと。

  これらの分子は、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。

      【００８９】

Ｌ．抗ＰＲＯ抗体

  本発明はさらに抗ＰＲＯ抗体を提供する。例示的な抗体には、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結合体抗体が含まれる。

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産生

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結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、過度の実験なく当業

者により選択されるであろう。

      【００９０】

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Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，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
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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［Ｇｏｄ

ｉｎｇ，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：  Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ

ｓ  ａｎｄ  Ｐｒａｃｔｉｃｅ，Ａｃａｄｅｍｉｃ  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ＨＧＰＲＴ欠乏性細胞の増殖を阻止

する。

      【００９１】

  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サポートし、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  

Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ  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（１９８

４）；Ｂｒｏｄｅｕｒ等，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｙ  Ｐｒｏｄ

ｕｃｔｉｏｎ  Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  ａｎｄ  Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｍ
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ａｒｃｅｌ  Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，（１９８７）ｐｐ．

５１－６３］。

  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アッ

セイによって測定される。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Ｐｏｌ

ｌａｒｄ，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，１０７：２２０（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、クローンを限界希釈法によりサブ

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［Ｇｏｄｉｎｇ，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－１６４０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。

      【００９２】

  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

，５６７号に記載された方法により作製することができる。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組込むことができ、これが宿主細胞、例えばサルＣ

ＯＳ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
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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。

      【００９３】

  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。抗体の断片、特にＦａｂ

断片を生成するための抗体の消化は、当該分野において知られている定法的技術

を使用して達成できる。

      【００９４】

３．ヒト及びヒト化抗体

  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（ＣＤＲ）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。ある場合には、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
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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，Ｎａｔｕ

ｒｅ，３２１：５２２－５２５（１９８６）；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ等，Ｎａｔｕ

ｒｅ，３３２：３２３－３２９（１９８８）；及びＰｒｅｓｔａ，Ｃｕｒｒ．Ｏ

ｐ  Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．，２：５９３－５９６（１９９２）］。

  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Ｗｉｎｔｅｒ及び共同研究者［Ｊｏｎ

ｅｓ等，Ｎａｔｕｒｅ，３２１：５２２－５２５（１９８６）；Ｒｉｅｃｈｍａ

ｎｎ等，Ｎａｔｕｒｅ，３３２：３２３－３２７（１９８８）；Ｖｅｒｈｏｅｙ

ｅｎ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。

      【００９５】

  また、ヒト抗体は、ファージ表示ライブラリー［Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ及びＷ

ｉｎｔｅｒ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２７：３８１（１９９２）；Ｍａｒｋ

ｓ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Ｂ

ｏｅｒｎｅｒ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
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ｎｃｅｒ  Ｔｈｅｒａｐｙ，Ａｌａｎ  Ｒ．Ｌｉｓｓ．ｐ．７７（１９８５）；

Ｂｏｅｒｎｅｒ等，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１４７（１）：８６－９５（１９９

１）］。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５，５４５，８０６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／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  

１０，７７９－７８３（１９９２）；  Ｌｏｎｂｅｒｇ等，Ｎａｔｕｒｅ  ３６

８  ８５６－８５９（１９９４）；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ，Ｎａｔｕｒｅ  ３６８，

８１２－１３（１９９４）；Ｆｉｓｈｗｉｌｄ等，Ｎａｔｕｒｅ  Ｂｉｏｔｅｃ

ｈｎｏｌｏｇｙ  １４，８４５－５１（１９９６）；Ｎｅｕｂｅｒｇｅｒ，Ｎａ

ｔｕｒｅ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  １４，８２６（１９９６）；Ｌｏｎｂ

ｅｒｇ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／又は突然変異誘発法を使用し、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た（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。

      【００９６】

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
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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／軽鎖対の共発現に基づく［Ｍｉｌｓｔｅｉｎ及びＣｕｅｌｌ

ｏ，Ｎａｔｕｒｅ，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．，１０：３

６５５－３６５９（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行わ

れる。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）が有することが好ましい。免疫グロブリン重鎖融合をコードするＤ

ＮＡ、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  Ｅｎｚｙｍｏ

ｌｏｇｙ，１２１：２１０（１９８６）を参照されたい。

      【００９７】

  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

。
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  二重特異性抗体は、全長抗体又は抗体断片（例えば、Ｆ（ａｂ’）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（ａｂ’）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。

  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．，１７

５：２１７－２２５（１９９２）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、ＥｒｂＢ２レセプターを過剰発現する細胞及

び正常なヒトＴ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。

      【００９８】

  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単離する様々な技術

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）：１

５４７－１５５３（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．
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Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０：６４４４－６４４８（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（ＶＬ）に重鎖可変ドメイン（ＶＨ）を

結合してなる。従って、一つの断片のＶＨ及びＶＬドメインは他の断片の相補的

ＶＬ及びＶＨ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（ｓＦｖ）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．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５２：

５３６８（１９９４）を参照されたい。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．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１

４７：６０（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ポリペプチドアームは、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ＣＤ２、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Ｆ

ｃγＲＩＩＩ（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－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ＥＯＴ

ＵＢＥ、ＤＰＴＡ、ＤＯＴＡ、又はＴＥＴＡと結合するアームを有する。対象の

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（Ｔ

Ｆ）に結合する。

      【００９９】

５．ヘテロ結合体抗体

  ヘテロ結合抗体も本発明の範囲内に入る。ヘテロ結合抗体は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  
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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。

      【０１００】

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、例えば癌の治療における抗

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ホモダイマー抗体は、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：  １１９１－１１

９５（１９９２）及びＳｈｏｐｅｓ，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４８：  ２９１８

－２９２２（１９９２）参照。また、向上した抗腫瘍活性を持つホモダイマー抗

体は、Ｗｏｌｆｆ等，Ｃａｎｃｅｒ  ｒｅｓｅａｒｃｈ  ５３：  ２５６０－２

５６５（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Ｆｃ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，Ａｎ

ｔｉ－Ｃａｎｃｅｒ  Ｄｒｕｇ  Ｄｅｓｉｇｎ  ３：  ２１９－２３０（１９８

９）参照。

      【０１０１】

７．免疫結合体

  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

、放射性結合）に結合された抗体を含む免疫複合体にも関する。

  このような免疫結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
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きる酵素活性毒素及びその断片は、ジフテリアＡ鎖、ジフテリアトキシンの非結

合活性断片、（緑膿菌からの）エクソトキシンＡ鎖、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖

、モデシンＡ鎖、アルファ－サルシン、シナアブラギリタンパク質、ジアンチン

（ｄｉａｎｔｈｉｎ）タンパク質、ヨウシュヤマゴボウタンパク質（ＰＡＰＩ、

ＰＡＰＩＩ、及びＰＡＰ－Ｓ）、ツルレイシインヒビター、クルシン、クロチン

、サパオナリア・オフィシナリス（ｓａｐａｏｎａｒｉａ  ｏｆｆｉｃｉｎａｌ

ｉｓ）インヒビター、ゲロニン、ミトゲリン（ｍｉｔｏｇｅｌｌｉｎ）、レスト

リクトシン（ｒｅｓｔｒｉｃｔｏｃｉｎ）、フェノマイシン（ｐｈｅｎｏｍｙｃ

ｉｎ）、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結合抗体の生成に利用

可能である。例として、２１２Ｂｉ、１３１Ｉ、１３１Ｉｎ、９ＯＹ及び１８６

Ｒｅを含む。

  抗体及び細胞障害薬の結合体は、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－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，Ｓｃｉｅｎｃｅ２３８：  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－

ＤＴＰＡ）は、放射性ヌクレオチドの抗体への結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、腫瘍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）に結合されてもよく、抗体－レセプター結合体は患

者に投与され、次いで清澄化剤を用いて未結合結合体を循環から除去し、次に細



(109) 特表２００３－５３００８２

胞障害薬（放射性ヌクレオチド等）に結合された「リガンド」（アビジン等）を

投与する。

      【０１０２】

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．ａｃ

ａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８２：３６８８（１９８５）；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４，５４４，５４５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：  ２

８６－２８８（１９８２）に記載されているように、ジスルフィド交換反応を介

してリポソームに結合され得る。化学療法剤（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．Ｎａｔｉｏｎａｌ  

Ｃａｎｃｅｒ  Ｉｎｓｔ．８１（１９）１４８４（１９８９）参照。

      【０１０３】

Ｍ．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  Ｓｃｉ
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ｅｎｃｅ  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、リン酸塩、クエン酸塩、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。

      【０１０４】

  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、及び／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）。

  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
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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  Ｐｈａｒ

ｍａｃｅｕｔｉｃａｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅ  １６ｔｈ  ｅｄｉｔｉｏｎ，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。

      【０１０５】

  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））、ポリラクチド（米国

特許第３，７７３，９１９号）、Ｌ－グルタミン酸とγ－エチル－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

ＴＭ（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、ポリー（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
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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。

      【０１０６】

Ｎ．治療方法

  本発明のポリペプチド、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、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、特発性脱随性

多発神経障害、又はギラン－バレー症候群、及び慢性炎症脱随性多発神経障害、

肝胆道疾患、例えば感染性肝炎（Ａ型、Ｂ型、Ｃ型、Ｄ型、Ｅ型肝炎及び他の非

肝親和性ウィルス）、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、及びウィップル病、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、アレルギー性疾患、例えば

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、肺の免疫

疾患、例えば好球性肺炎、特発性肺線維症及び過敏性肺炎、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。

  全身性紅斑性狼瘡では、疾患の中心的な媒介物は自己タンパク質／組織に対す
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る自己反応性抗体の産生と、続いての免疫媒介炎症の発生である。抗体は直接的

又は間接的に組織傷害を媒介する。Ｔリンパ球は組織損傷に直接的には関与して

いることは示されていないが、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

系が臨床的に冒される。

      【０１０７】

  リウマチ様関節炎（ＲＡ）は、主に複数の関節の滑膜に関連する慢性全身性自

己免疫炎症疾患であり、結果として関節軟骨に傷害が生じる。病原はＴリンパ球

依存性であり、リウマチ因子、自己ＩｇＧに対する自己抗体の生成に付随し、結

果として滑液及び血液において高レベルに達する免疫複合体を生成する。関節中

のこれらの複合体は、滑膜中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；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／液でもしかりである。冒されている組織は、多くの場合対称的な

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ま

た生じる。一形態は進行中の進行性関節疾患及び肺線維症の典型的病巣、血管炎

、及び皮膚潰瘍を伴う関節外障害の発生である。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、これは、ＲＡ疾患過程の末期、時には関節疾患

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

れには、梗塞、皮膚潰瘍及び壊疽の形成を伴う複数の器官において血管炎が付随

する。多くの場合、患者には、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；その小結節は、末期に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において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、多くの場合１６歳未満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；リウマチ因子が陽性である

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３つ

の主要なカテゴリー：小関節（ｐａｕａｒｔｉｃｕｌａｒ）、多関節及び全身性
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に細分類される。関節炎は重度で典型的には破壊的であり、関節強直症及び遅延

成長に至る。他の徴候には慢性前部ブドウ膜炎及び全身性アミロイド症が含まれ

る。

      【０１０８】

  脊椎関節症は、いくつかの共通した臨床的特徴とＨＬＡ－Ｂ２７遺伝子産物の

発現との共通の関連性を持つ疾患のグループである。該疾患には：Ｂｅｃｈｔｅ

ｒｅｗ氏病（ａｎｋｙｌｏｓｉｎｇ  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。顕著な特徴には、脊椎炎

を伴うか伴わない仙腸関節炎；炎症非対称性関節炎；ＨＬＡ－Ｂ２７（クラスＩ

  ＭＨＣのＨＬＡ－Ｂ座位にある血清学的に定義された対立遺伝子）との関連；

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

誘導に対する鍵として最も関わっている細胞はＣＤ８＋Ｔリンパ球で、クラスＩ

  ＭＨＣ分子により提示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分子により発現され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に対して反応する。ＨＬＡ－Ｂ２７の

エピトープが細菌性又は他の微生物の抗原性エピトープを模倣し、よってＣＤ８

＋細胞の反応を誘発す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。疾患の顕著な特徴は皮

膚の硬結であり；これは活性な炎症プロセスにより誘発されると思われる。強皮

症は局部的又は全身性であり：血管病巣が共通しており、微小血管系における内

皮細胞傷害が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。免疫学的基準は、皮膚病巣における単核細胞浸潤の存在と、

多くの患者において抗細胞核抗体の存在によって導かれる。多くの場合、ＩＣＡ

Ｍ－１が皮膚病巣の線維芽細胞の細胞表面でアップレギュレーションされ、これ

らの細胞とのＴ細胞の相互作用が疾患の病因においてあ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：結果的に異常なぜん動／運動性

となる平滑筋萎縮症及び線維症：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
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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。

      【０１０９】

  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

多くの場合対照的で進行性である。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、タンパク質合成に関与する成分、タンパク質及びＲ

ＮＡに対して産生されその機能を阻害する。

  シェーグレン症候群は、免疫媒介炎症と、涙腺及び唾液腺の続く機能破壊によ

るものである。この疾患は炎症結合組織疾患に関連するか又はそれに伴なう場合

がある。この疾患は、双方とも小さいＲＮＡ－タンパク質複合体であるＲｏ及び

Ｌａ抗原に対する自己抗体産生に関連している。病巣は乾性角結膜炎、口内乾燥

症で、胆汁性硬変、末梢又は感覚ニューロパシー、及び明白な紫斑病を含む他の

徴候又は関連を伴うものに至る。

  全身性血管炎症は一次病巣が炎症で、続いて血管にダメージを受け、結果とし

て冒された脈管により供給される組織に虚血／壊死／変性が生じ、いくつかのケ

ースでは最終的な末端器官機能障害になるといった疾患である。また、血管炎（

ｖａｓｃｕｌｉｔｉｄｅｓ）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、特に免疫複合体の生成に関連した疾患等の続発症として又は

二次病変として生じる場合がある。原発性全身性血管炎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。その他の血管炎には：粘膜皮膚リ

ンパ節症候群（ＭＬＮＳ又は川崎病）、隔離されたＣＮＳ血管炎、ベヘット（Ｂ

ｅｈｅｔ’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発病

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、体内のほとんど全ての組織中における類上皮細胞肉芽腫
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の存在により特徴づけられる病因がよく知られていない病状であり；肺の関与が

最も一般的である。病因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型より放出される局部的又は全

身的活性産物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、及び発作性夜間血色素尿を含む

自己免疫溶性血性貧血は、赤血球（いくつかの場合においては血小板もまた含む

他の血液細胞）表面で発現した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。

      【０１１０】

  他の臨床的環境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、血小板破壊／除去が、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り除去

される結果として生じる。

  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、及び萎縮性

甲状腺炎を含む甲状腺炎は、甲状腺内に存在し多くの場合甲状腺に特異的なタン

パク質と反応する抗体の産生を伴う、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。自然のモデル：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：サイログロブリン、甲状腺ミクロソーム抗原（

甲状腺ペルオキシダーゼ）のいずれかでの動物の免疫化を含む実験用モデルが存

在する。

  Ｉ型真性糖尿病又はインスリン依存性糖尿病は膵臓ランゲルハンス島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、インスリン又はインスリン様レセプターに対する抗体は、インスリン

－非反応性の表現型をつくりだすことができる。

  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細胞が産生される結果として直接的に、又は他の非腎抗原に

対して反応性である、腎臓中の抗体及び／又は免疫複合体の沈着の結果として間

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
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て、免疫複合体の生成をもたらす他の免疫媒介疾患により、間接的続発症として

免疫媒介腎疾患も誘発しうる。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、器官機能が損なわれ、いくつかの場合では腎臓機能不全に進行する

、病巣発達を腎組織に生じさせ／誘発する炎症反応が生じる。体液及び細胞免疫

メカニズムの双方が障害の発病に関与しうる。

  多発性硬化症；特発性脱随性多発神経障害又はギラン－バレー症候群；及び慢

性炎症脱随性多発神経障害を含む中枢及び末梢神経系の脱髄疾患は、自己免疫に

原因を有し、オリゴデンドロサイト又はミエリンに直接的に引き起こされる損傷

の結果として神経脱髄が生じると考えられている。ＭＳにおいては、疾患の誘発

及び進行がＴリンパ球に依存することを示唆する証拠がある。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。病巣は優勢なＴ細胞媒介小膠細胞の湿

潤と、浸潤しているマイクロファージを含み；ＣＤ４＋Ｔリンパ球は病巣におけ

る優勢な細胞型である。オリゴデンドロサイトの細胞死と続く脱髄のメカニズム

はよく知られていないが、Ｔリンパ球により推進されていると思われる。

  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。その反応の阻害は治療的に有益

であろう。

  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、その発病はＴリンパ球依存性である。

  乾癬はＴリンパ球媒介炎症疾患である。病巣には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。

      【０１１１】

  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リンパ球依存性である。これらの疾患はＴリンパ球誘発性

炎症、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。
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  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、Ｅ型肝炎及びヘルペス）、細菌感染、真菌感染、原生動物感染及び寄生虫

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）を含む感染疾患、ＭＬＲを刺

激し、治療に利用し、遺伝子し、獲得し、感染誘発された（例えばＨＩＶ感染）

状態に対する免疫反応を増強するために治療上用いることが可能な免疫欠損疾患

（分子／誘導体／アゴニスト）又は医原性（即ち、化学療法からのもの）免疫欠

損、及び異常増殖である。

  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

パ球を発生させるものもいることが証明されている。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も示されている。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での利用性を有している

。ＭＬＲにおけるＴリンパ球増殖反応を増強する分子（又は拮抗的に同じレセプ

ターに影響を及ぼした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を抑制するように、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されうるか、又はその発現は他の細胞中

の新生物により誘発されうる。このような阻害分子（抗体、小分子アンタゴニス

ト又は他の手段による）の拮抗作用により免疫媒介腫瘍拒絶が増強される。

  さらに、炎症誘発性特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（ｐ

ａｎｃｒｅａｔｉｓ）の治療に有益である。

      【０１１２】

  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
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所、又は吸入（鼻孔内、肺内）経路などにより投与される。ポリペプチド及び抗

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において、抗癌剤の投与などの他の投薬計画は、本発明

のタンパク質、抗体又は化合物の投与と組み合わされてもよい。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Ｃｈｅｍｏｔｈｅ

ｒａｐｙ  Ｓｅｒｖｉｃｅ  Ｅｄ．Ｍ．Ｃ．Ｐｅｒｒｙ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プロゲステロン（ＥＰ  ６１６８１

２参照）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。

      【０１１３】

  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、Ｅｒ

ｂＢ４、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。別法として、又は付加的に、同一の抗原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。し

ばしば、患者に一又は複数のサイトカインを投与することも有益である。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
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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１μｇ／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１μ

ｇ／ｋｇ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モニターされる。

      【０１１４】

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（例えば

ＰＲＯ分子を含有するもの）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。

      【０１１５】

Ｐ．免疫関連疾患の診断及び予知

  あ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
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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

び予知における付加的な用途が見出される。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モニターできる。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重層することにより、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、出典明示によりここに

取り込む。

      【０１１６】

（実施例）

  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アメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション、

マナッサス、ＶＡである。

実施例１：新規なポリペプチド及びそれをコードするｃＤＮＡを同定するための
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細胞外ドメイン相同スクリーニング

  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（存在すれば、分泌シグナル配列を含む

）を、ＥＳＴ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、Ｄａｙｈｏｆｆ、ＧｅｎＢａｎｋ）及び企業のデータベース

（例えば、ＬＩＦＥＳＥＱＴＭ、Ｉｎｃｙｔｅ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ

ｓ、Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ）を含む。検索は、コンピュータプログラムＢＬ

ＡＳＴ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，Ｕｎ

ｉｖｅｒｓｉｔｙ  ｏｆ  Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，Ｓｅａｔｔｌｅ，ＷＡ）で集

団化してコンセンサスＤＮＡ配列に構築した。

  この細胞外ドメイン相同性スクリーニングを用い、ｐｈｒａｐを用いて他の同

定されたＥＳＴ配列に対してコンセンサスＤＮＡ配列を構築した。さらに、得ら

れたコンセンサスＤＮＡ配列を、しばしば（常にではない）ＢＬＡＳＴ又はＢＬ

ＡＳＴ－２及びｐｈｒａｐの繰り返しサイクルを用いて伸長し、コンセンサス配

列を上で議論したＥＳＴ配列の供給源を用いて可能な限り伸長させた。

  上記のように得られたコンセンサス配列に基づいて、次いでオリゴヌクレオチ

ドを合成し、ＰＣＲにより対象の配列を含むｃＤＮＡライブラリーを同定するた

め、及びＰＲＯポリペプチドの全長コード配列のクローンを単離するプローブと

して用いるために使用した。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ＰＣ

Ｒ産物を与えるために設計される。プローブ配列は、典型的に４０－５５ｂｐ長

である。ある場合には、コンセンサス配列が約１－１．５ｋｂｐより大きいとき

に付加的な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ＤＮＡを、Ａｕｓ

ｕｂｅｌ等，Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
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  Ｂｉｏｌｏｇｙに従って、ＰＣＲプライマー対でのＰＣＲによりスクリーニン

グした。ポジティブライブラリーを、次いで、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て対象の遺伝子をコードするクローンの単離に使用し

た。

  ｃＤＮＡクローンの単離に用いたｃＤＮＡライブラリーは、Ｉｎｖｉｔｒｏｇ

ｅｎ，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

ル電気泳動で適切にサイズ分類し、そして適切なクローニングベクター（ｐＲＫ

Ｂ又はｐＲＫＤ等；ｐＲＫ５ＢはＳｆｉＩ部位を含まないｐＲＫ５Ｄの前駆体で

ある；Ｈｏｌｍｅｓ等，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２５３：  １２７８－１２８０（１９

９１）参照）に、ユニークなＸｈｏＩ及びＮｏｔＩ部位において、所定の方向で

クローニングした。

      【０１１７】

実施例２：特定のデータベースクエリー（Ｄａｔａｂａｓｅ  Ｑｕｅｒｙ）を使

用するｃＤＮＡクローンの単離

  ポリペプチドコード化ヌクレオチド配列を、公的（例えば、ＧｅｎＢａｎｋ）

及び／又は私的（ＬＩＦＥＳＥＱＲ，Ｉｎｃｙｔｅ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃ

ａｌｓ，Ｉｎｃ．，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ）データベースにおいて、特定の

遺伝子の相同性を検索するために、コンピュータプログラムＢＬＡＳＴ及又はＢ

ＬＡＳＴ２（Ａｌｔｓｈｕｌ等、Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ

  ２６６：４６０－４８０（１９９６））を用いて同定した。この場合、研究者

は疑問配列として、予め同定されている一つの遺伝子を使用し、関連した相同性

を検索した。相同性の有意性は各遺伝子に基づきケースバイケースで決定される

。有意な相同性が見出された場合、これにより、検査され配列決定される全長ク

ローンに対応するか、又は次に天然配列ＰＲＯポリペプチドをコードするＤＮＡ

を単離するための種々の組織ライブラリーーをスクリーニングするために使用さ

れるクローニングオリゴヌクレオチドの創製のためのテンプレートとなる、さら

なるＥＳＴ配列が同定される結果となる。
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      【０１１８】

実施例３：シグナルアルゴリズム分析を使用するｃＤＮＡクローンの単離

  Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ  ｉｎｃ（Ｓｏｕｔｈ  Ｓａｎ  Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ，Ｃ

Ａ）によって開発された独自のシグナル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  Ｐｈａ

ｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ．，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ）データベー

スからのＥＳＴ並びに集団化及び構築されたＥＳＴ断片に適用して、種々のポリ

ペプチドコード核酸配列を同定した。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ヌクレオチドの文字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。このアルゴリズムを使用すると、多数

のポリペプチドコード化核酸配列の同定がなされる。

      【０１１９】

実施例４：ゲノムＤＮＡに対してＥＣＤ相同性を使用する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（存在すれば、分泌シグナル配列を含む

）を、配列データベースの検索に使用した。データベースは、公的データベース

（例えば、ＧｅｎＢａｎｋ）を含む。この場合、ＧｅｎＢａｎｋからのゲノムＤ

ＮＡ配列は、スタンフォード大学よりライセンスされた遺伝子予想プログラム、

ＧＥＮＳＣＡＮを用いて分析した。ＧＥＮＳＣＡＮ分析は遺伝子のコード領域を

予測し、ＥＣＤ検索の対象となり得る配列を作成する。検索は、コンピュータプ

ログラムＢＬＡＳＴ又はＢＬＡＳＴ－２［Ａｌｔｓｃｈｕｌ等，Ｍｅｔｈｏｄｓ
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  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ  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。必要ならば、既知のタンパク質をコードせず、ＢＬＡＳＴスコア７０（９

０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」（Ｐ

ｈｉｌ  Ｇｒｅｅｎ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  ｏｆ  Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，Ｓ

ｅａｔｔｌｅ，ＷＡ）で集団化してコンセンサスＤＮＡ配列に構築した。

  コンセンサス配列に基づいて、オリゴヌクレオチドが：１）ＰＣＲにより対象

の配列を含むｃＤＮＡライブラリーを同定するために、２）全長コード化配列の

クローンを単離するためのプローブとしての使用のために、合成された。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産物を与えるために設計される。

プローブ配列は、典型的に４０－５５ｂｐ長である。ある場合には、コンセンサ

ス配列が約１－１．５ｋｂｐより大きいときに付加的な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ＤＮＡを、Ａｕｓｕｂｅｌ等，Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒ

ｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙに従って、ＰＣＲ

プライマー対でのＰＣＲによりスクリーニングした。ポジティブライブラリーを

、次いで、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て対象の

遺伝子をコードするクローンの単離に使用した。

  様々な組織由来の５０種の異なるヒトｃＤＮＡライブラリーのプールがクロー

ニングに使用された。ｃＤＮＡクローンの単離に用いた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、Ｎ

ｏｔＩで切断し、ゲル電気泳動で適切にサイズ分類し、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ｐ

ＲＫ５Ｄの前駆体である；Ｈｏｌｍｅｓ等，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２５３：  １２７

８－１２８０（１９９１）参照）に、ユニークなＸｈｏＩ及びＮｏｔＩ部位にお

いて、所定の方向でクローニングした。
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  上述のように単離されたクローンのＤＮＡ配列は、全長ポリペプチドに対する

全長ＤＮＡ配列を与えた。

      【０１２０】

実施例５：ゲノムＤＮＡ対してシグナルアルゴリズム検索を使用するｃＤＮＡク

ローンの単離

  潜在的な対象遺伝子は、Ｇｅｎｅｎｔｅｃｈ，Ｉｎｃ．（Ｓｏｕｔｈ  Ｓａｎ

  Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ，ＣＡ）によって開発された独自のシグナル配列検出アル

ゴリズムを、公的なデータベース（例えば、ＧｅｎＢａｎｋ）からＧＥＮＳＣＡ

Ｎ（スタンフォード大学よりライセンス）によりプロセスされたゲノム配列に対

し適用することにより同定された。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ヌクレオチドの文字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。このアルゴリズムを使用すると、多数の

ポリペプチドコード化核酸配列の同定がなされる。

  上記のシグナル配列アルゴリズムの使用により、ゲノム配列の同定が可能とな

る。その後、当該ゲノム配列は相同性の存在を同定するために種々のデータベー

ス（例えば、ＧｅｎＢａｎｋ）と比較された。相同性検索は、コンピュータプロ

グラムＢＬＡＳＴ又はＢＬＡＳＴ－２（Ａｌｔｓｃｈｕｌ等，Ｍｅｔｈｏｄｓ  

ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ  ２６６：  ４６０－４８０（１９９６））を用い

て行われた。必要ならば、既知のタンパク質をコードせず、ＢＬＡＳＴスコア７

０（９０の場合もある）又はそれ以上となるこれらの比較物は、プログラム「ｐ

ｈｒａｐ」（Ｐｈｉｌ  Ｇｒｅｅｎ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  ｏｆ  Ｗａｓｈｉ

ｎｇｔｏｎ，Ｓｅａｔｔｌｅ，ＷＡ）で集団化してコンセンサスＤＮＡ配列に構
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築した。

  コンセンサス配列に基づいて、オリゴヌクレオチドが：１）ＰＣＲにより対象

の配列を含むｃＤＮＡライブラリーを同定するために、２）全長コード化配列の

クローンを単離するためのプローブとしての使用のために、合成された。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産物を与えるために設計される。

プローブ配列は、典型的に４０－５５ｂｐ長である。ある場合には、コンセンサ

ス配列が約１－１．５ｋｂｐより大きいときに付加的な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ＤＮＡを、Ａｕｓｕｂｅｌ等，Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒ

ｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙに従って、ＰＣＲ

プライマー対でのＰＣＲによりスクリーニングした。ポジティブライブラリーを

、次いで、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て対象の

遺伝子をコードするクローンの単離に使用した。

  様々な組織由来の５０種の異なるヒトｃＤＮＡライブラリーのプールがクロー

ニングに使用された。ｃＤＮＡクローンの単離に用いた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、Ｎ

ｏｔＩで切断し、ゲル電気泳動で適切にサイズ分類し、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ｐ

ＲＫ５Ｄの前駆体である；Ｈｏｌｍｅｓ等，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２５３：  １２７

８－１２８０（１９９１）参照）に、ユニークなＸｈｏＩ及びＮｏｔＩ部位にお

いて、所定の方向でクローニングした。

  上述のように単離されたクローンのＤＮＡ配列は、全長ポリペプチドに対する

全長ＤＮＡ配列を与えた。

      【０１２１】

実施例６：ヒトＰＲＯポリペプチドをコードするｃＤＮＡクローンの単離

  上述した実施例１ないし５に記載の技術を使用し、ここで開示されたＰＲＯポ



(128) 特表２００３－５３００８２

リペプチドをコードする多数の全長ｃＤＮＡクローンを同定した。次に、これら

のｃＤＮＡを、次の表７に示すように、ブダペスト条約に従ってアメリカン・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、ＶＡ２０１１０－２２０９米国（ＡＴＣＣ）に寄託した。

      【０１２２】

実施例７：混合リンパ球反応（ＭＬＲ）における刺激活性アッセイ（番号２４）

  この実施例は、本発明の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、免疫反応の増

強が好ましい治療において有用である。治療薬は本発明のＰＲＯポリペプチドの

アンタゴニスト、例えばＴリンパ球増殖の阻害が期待されるポリペプチドに対す

るマウス－ヒトキメラ、ヒト化又はヒト抗体の形態をとりうる。

  このアッセイの基本的プロトコルは、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  

ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，  ｕｎｉｔ３．１２；Ｊ．Ｅ．  Ｃｏｌｉｇａｎ

，Ａ．Ｍ．Ｋｒｕｉｓｂｅｅｋ，Ｄ．Ｈ．Ｍａｒｇｌｉｅｓ，Ｅ．Ｍ．Ｓｈｅｖ

ａｃｈ，Ｗ．Ｓｔｒｏｂｅｒ編，国立衛生研究所，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  

Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃから出版のものに記載されている。
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  より特別には、このアッセイの一変形例では、末梢血液単核細胞（ＰＢＭＣ）

を哺乳動物個体、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Ｄ

ＭＳＯ中で凍結する。凍結細胞をアッセイ用培地（３７℃、５％ＣＯ２）で一晩

解凍し、ついで洗浄し、３ｘ１０６細胞／ｍｌのアッセイ用培地（ＲＰＭＩ；１

０％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）に再懸濁させる。

      【０１２３】

  刺激物ＰＢＭＣは細胞を照射（約３０００ラド）する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マイクロリッターの細胞培

養培地又は１００マイクロリッターのＣＤ４－ＩｇＧをコントロールとして使用

する。ついで、ウェルを３７℃、５％ＣＯ２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

）でパルス処理する。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Ｃ５７Ｂ

６マウスの脾臓から単離する。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細胞

を、顕微鏡検査用に細かく切断し、リンホライト（Ｌｙｍｐｈｏｌｙｔｅ）Ｍ（

Ｏｒｇａｎｏｎ  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、アッセイは上記のように行われる。本

発明の化合物におけるこのアッセイの結果を次の表８に示す。コントロールより

正に増加しているとポジティブであると考えられ、１８０％以上の増加が好まし
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い。しかしながら、コントロールより多い値は全て、試験用タンパク質について

の刺激効果を示す。

      【０１２４】

実施例８：皮膚血管透過性アッセイ（番号６４）

  本アッセイは、特定のＰＲＯポリペプチドが哺乳動物の注入部位において、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ものである。当該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無毛のモルモットがケタミン（

７５－８０ｍｇ／Ｋｇ）及び５ｍｇ／Ｋｇキシラジン（ｘｙｌａｚｉｎｅ）筋肉

注射（ＩＭ）で麻酔される。精製されたＰＲＯポリペプチドのサンプル又は条件

培地試験サンプルが、注入部位あたり１００μｌで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１ｍｌ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、６時間及び２４時

間で測定（直径ｍｍ）される。動物は注入後、適当な時間の後屠殺される。それ

ぞれの皮膚注入部位は生体組織検査され、パラホルムアルデヒドで固定される。

次に、皮膚は組織病理学検査のために準備される。各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、リンパ球であり得る。

  少なくとも注入部位での最小血管周囲の浸潤は陽性として記録され、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。結果は表９中に示され

る。
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      【０１２５】

実施例９：混合リンパ球反応（ＭＬＲ）における阻害活性アッセイ（番号６７）

  本実施例は、一又は複数のＰＲＯ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ルは、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  

ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，  Ｕｎｉｔ３．１２；Ｊ．Ｅ．Ｃｏｌｉｇａｎ，

Ａ．Ｍ．Ｋｒｕｉｓｂｅｅｋ，Ｄ．Ｈ．Ｍａｒｇｌｉｅｓ，Ｅ．Ｍ．Ｓｈｅｖａ

ｃｈ，Ｗ．Ｓｔｒｏｂｅｒ編，国立衛生研究所，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓ

ｏｎｓ，Ｉｎｃから出版のものに記載されている。

  より特別には、このアッセイの一変形例では、末梢血液単核細胞（ＰＢＭＣ）

を哺乳動物個体、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Ｄ

ＭＳＯ中で凍結する。凍結細胞をアッセイ用培地（３７℃、５％ＣＯ２）で一晩

解凍し、ついで洗浄し、３ｘ１０６細胞／ｍｌのアッセイ用培地（ＲＰＭＩ；１

０％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％ピルバート）に再懸濁させる。刺激物

ＰＢＭＣは細胞を照射（約３０００ラド）することにより調製される。

  このアッセイは：

    １００：１の１％又は０．１％に希釈された試験試料、

    ５０：１の照射された刺激物細胞、及び

    ５０：１のレスポンダーＰＢＭＣ細胞、

の混合物を三重ウェルに蒔くことにより調製される。１００マイクロリッターの



(132) 特表２００３－５３００８２

細胞培養培地又は１００マイクロリッターのＣＤ４－ＩｇＧをコントロールとし

て使用する。ついで、ウェルを３７℃、５％ＣＯ２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；Ａｍｅｒｓ

ｈａｍ）でパルス処理する。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改良法では、ＰＢＭＣをＢａｌｂ／ｃマウス及びＣ５７Ｂ

６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％ＨＥＰ

ＥＳ、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、リンホライトＭ（Ｏｒｇａｎｏｎ  Ｔｅｋｎ

ｉｋａ）上にこれらの細胞をオーバーレイすることによりＰＢＭＣを単離し、２

０００ｒｐｍ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、アッセイは上記のように行われる。

  コントロール以下に減少していると阻害化合物としてポジティブであると考え

られ、８０％以下の減少が好ましい。しかしながら、コントロールより少ない値

は全て、試験用タンパク質の阻害効果を示す。結果を表１０に示す。

      【０１２６】
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実施例１０：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

び位置測定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と位置測定、特定のｍ

ＲＮＡ合成における変化の追跡及び染色体マッピングにおける補助に有用である

。

  インサイツハイブリッド形成は、Ｌｕ及びＧｉｌｌｅｔｔ，Ｃｅｌｌ  Ｖｉｓ

ｉｏｎ  １：  １６９－１７６（１９９４）のプロトコールの最適化バージョン

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（２０ｍｇ／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

。［３３Ｐ］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核トラッ

クエマルションに浸漬して４週間露出する。

      【０１２７】

３３Ｐ－リボプローブ合成

  ６．０μｌ（１２５ｍＣｉ）の３３Ｐ－ＵＴＰ（Ａｍｅｒｓｈａｍ  ＢＦ  １

００２，ＳＡ＜２０００  Ｃｉ／ｍｍｏｌ）をスピード真空乾燥させた。乾燥３

３Ｐ－ＵＴＰを含む各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（２．５

ｍＭ：  各１０μｌの１０ｍＭ  ＧＴＰ，ＣＴＰ及びＡＴＰ＋１０μｌのＨ２Ｏ

）；１．０μｌのＵＴＰ（５０μＭ）；１．０μｌのＲｎａｓｉｎ；１．０μｌ

のＤＮＡテンプレート（１μｇ）；１．０μｌのＨ２Ｏ。

  管を３７℃で１時間インキュベートし、１．０μｌのＲＱ１  ＤＮａｓｅ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ＥＤＴＡｐＨ８．０）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充

填し、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
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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、１００μｌ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／尿素ゲル上で泳動した。１－３μｌのプローブ又は５μｌ

のＲＮＡＭｒｋＩＩＩを３μｌのローディングバッファーに添加した。９５℃の

加熱ブロック上で３分間加熱した後、速やかにゲルを氷上に置いた。ゲルのウェ

ルをフラッシングし、試料を充填し、１８０－２５０ボルトで４５分間泳動した

。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Ｘ

ＡＲフィルムに１時間から一晩露出した。

      【０１２８】

３３Ｐ－ハイブリッド形成

凍結切片の前処理  スライドを冷凍庫から取り出し、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氷上の４％パラホルムアルデ

ヒド中で１０分間固定し、０．５ｘＳＳＣで５分間室温で洗浄した（２５ｍｌ  

２０ｘＳＳＣ＋９７５ｍｌ  ＳＱＨ２Ｏ）。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フリ

ーＲＮａｓｅバッファー中の１０ｍｇ／ｍｌ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。

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、ＳＱＨ２Ｏ中に配置

し、２ｘＳＳＣで室温において各々５分間２回リンスした。切片を２０μｇ／ｍ

ｌのプロテイナーゼＫ（２５０ｍｌのＲＮａｓｅフリー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（２５０ｍｌ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０．５ｘＳＳＣでのリンス及び脱水は

上記のように実施した。

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５０μ
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ｌ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２０

ｘＳＳＣ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。

ハイブリッド形成  スライド当たり１．０ｘ１０６ｃｐ．のプローブ及び１．０

μｌの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℃で一晩インキュベートした。

洗浄  洗浄は、２ｘＳＳＣ、ＥＤＴＡで２ｘ１０分間、室温で実施し（４００ｍ

ｌの２０ｘＳＳＣ＋１６ｍｌの０．２５Ｍ  ＥＤＴＡ、Ｖｆ＝４Ｌ）、次いでＲ

ＮａｓｅＡ処理を３７℃で３０分間行った（２５０ｍｌＲＮａｓｅバッファー中

１０ｍｇ／ｍｌを５００μｌ＝２０μｇ／ｍｌ）。スライドを２ｘ１０分間、２

ｘＳＳＣ、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、Ｖｆ＝４Ｌ）。

      【０１２９】

  あるいは、種々のヒト組織からのポリＡ＋ＲＮＡ（レーン当り２μｇ）を含有

するマルチ－組織ブロットをＣｌｏｎｔｅｃｈ（Ｐａｌｏ  ａｌｔｏ，ＣＡ）か

ら購入した。ＤＮＡプローブをランダムプライムＤＮＡラベルビーズ（Ｐｈａｒ

ｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ）により［α－３２Ｐ］－ｄＣＴＰでラベルした。

ハイブリッド形成はＥｘｐｒｅｓｓｈｙｂ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）を使用し、６８

℃で１時間行った。ついで、ブロットを２ｘＳＳＣ／０．０５％ＳＤＳ溶液を用

い、室温で４０分間洗浄し、次に新鮮な溶液に変えて、０．１ｘＳＳＣ／０．１

％ＳＤＳ溶液を用い、５５℃で４０分間洗浄した。ブロットをホスホイメージャ

ー（ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｍａｇｅｒ）にさらした。

  この方法は、遺伝子発現を定量し、転写の組織分布を分析し、特定の病気に罹

ったヒト個体から単離された発病組織における本発明の遺伝子／ＤＮＡ及びタン
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パク質の特定のｍＲＮＡ合成の変化を追うために使用された。これらの結果は、

本発明の遺伝子が発現した発病組織においてより特異的に示され、本発明の阻害

又は刺激化合物（及びそのアゴニスト又はアンタゴニスト）の病気に対する治療

効果の特定の局在化をより予測している。ハイブリッド形成は、一又は複数の次

の組織及び細胞試料を使用し、上述の方法に従い実施される：

  （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患っている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大腸疾患を患っている患者

の結腸；

        ・乾癬及び他の形態の皮膚炎由来の皮膚病巣；

        ・慢性及び急性気管支炎、肺炎、間質性肺炎、胸膜炎由来のＢＡＬＴ及

びリンパ節組織を含む肺組織；

        ・喘息由来のリンパ節組織及びＢＡＬＴを含む肺組織；

        ・鼻炎又は副鼻孔炎を患っている患者の鼻又は洞組織；

        ・多発性硬化症、アルツハイマー病及び脳卒中由来の脳及び脊髄；

        ・腎炎、糸球体腎炎及び全身性エリテマドーデス由来の腎臓；

        ・感染性及び非感染性肝炎及びアセトアミノフェン誘導性肝硬変由来の

肝臓；

        ・新生物／癌由来の組織。

  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）の治療効果の局在化を示す発現が一又は複数の細胞又は

組織試料において観察される。

      【０１３０】

結果

ＤＮＡ５４２２９－１３６６
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５’ＵＴＲプローブを用いたマウスＤＮＡ５４２２９－１３６６発現の特異的パ

ターン

  正常な成体の大腸：粘膜の陰窩細胞中に強い分節状の発現が見られる。；この

発現は陰窩細胞にのみ存在し、絨毛のおよそ上半分に伸展する。絨毛の端の上皮

細胞は、シグナルを示さない。パターンは、分裂可能な粘膜上皮細胞の密度に相

関する。このパターンが分節状、即ちシグナルを示さない大腸のある領域が存在

するという事実は興味深い。

  炎症を起こした成体マウス（ＩＬ１０  Ｒ  ＫＯ（ノックアウト）マウス）の

大腸：発現のパターン及び強度は正常な大腸に関して上述したことと類似するよ

うである。

  正常な成体の小腸：粘膜の陰窩細胞中に発現する分節状の領域が僅かに存在す

る。；発現は、大腸での発現に比べて非常に弱く、小腸管の僅かな部分にのみ見

られる；小腸及び大腸の更なる評価により保証される。

  正常及び炎症を起こした成体マウス肺：シグナル無し。

  ５’ＵＴＲプローブをマウス組織中で用いたＤＮＡ５４２２９－１３６６の特

異的発現パターン

結果：ＤＮＡ５４２２９－１３６６の発現分布は、正常マウス組織の広範囲に及

ぶスクリーニングにおいてさらに評価された。既に、インサイツハイブリダイゼ

ーションにより、ＤＮＡ５４２２９－１３６６の発現が結腸上皮に限定されるこ

とを報告した。

概要：ＤＮＡ５４２２９－１３６６の発現は、盲腸上皮中に最小限の伸展を伴い

結腸上皮に特異的に限定された。発現はこれら上皮細胞中で強く、散在していた

。回腸、空腸、十二指腸基部、又は胃には発現は見られなかった。以下の正常マ

ウス組織では、発現は見られなかった：肝臓、腎臓、脾臓、骨髄、肺、膵臓、胃

、十二指腸基部、空腸、回腸、脳、皮膚、精巣、又は乳腺。結腸上皮に限定され

た発現は、珍しい分布パターンであるため、興味深い。

ＤＮＡ５４２２９－１３６６のインサイツハイブリダイゼーションに用いられた

プライマー

５４２２９．ｐ１
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５’’ＧＧＡ  ＴＴＣ  ＴＡＡ  ＴＡＣ  ＧＡＣ  ＴＣＡ  ＣＴＡ  ＴＡＧ  Ｇ

ＧＣ  ＣＣＣ  ＴＧＡ  ＧＣＴ  ＴＴＣ  ＴＧＧ  ＡＧＡ  ＧＴＧ３’’（配列

番号１９）

５４２２９．ｐ２

５’’ＣＴＡ  ＴＧＡ  ＡＡＴ  ＴＡＡ  ＣＣＣ  ＴＣＡ  ＣＴＡ  ＡＡＧ  Ｇ

ＧＡ  ＧＴＧ  ＣＡＧ  ＧＡＧ  ＡＴＣ  ＧＴＣ  ＴＴＡ  ＧＧＣ３’’（配列

番号２０）

      【０１３１】

ＤＮＡ６４８８９－１５４１

  さらなる新規血管形成組織に対する血管形成組織スクリーニングによるＤＮＡ

６４８８９－１５４１の発現：肺血管炎、血管筋脂肪腫、浸潤性子宮内膜腺癌、

糖尿病眼症、関節リウマチ。

結果：１４．５週の胎児表皮、肺上皮及び間質、食道上皮、及び骨格筋において

、中程度から弱い発現が見られる。正常成体の組織には検出可能な発現は見られ

ない；子宮内膜癌腫上皮は弱い発現を示す。２つのヒト臍帯静脈血管内皮（ＨＵ

ＶＥＣ）細胞ペレットの一方は弱い発現を示す。

ＤＮＡ６４８８９－１５４１のインサイツハイブリッド形成に用いられたプライ

マー

６４８８９．ｐ１

５’’ＧＧＡ  ＴＴＣ  ＴＡＡ  ＴＡＣ  ＧＡＣ  ＴＣＡ  ＣＴＡ  ＴＡＧ  Ｇ

ＧＣ  ＧＧＣ  ＣＣＣ  ＣＡＴ  ＧＡＣ  ＴＣＣ  ＴＴＡ  ＣＣＴ３’’（配列

番号２１）

６４８８９．ｐ２

５’’ＣＴＡ  ＴＧＡ  ＡＡＴ  ＴＡＡ  ＣＣＣ  ＴＣＡ  ＣＴＡ  ＡＡＧ  Ｇ

ＧＡ  ＣＣＣ  ＡＴＣ  ＡＧＣ  ＡＣＡ  ＣＧＣ  ＡＴＣ  ＴＣ３’’（配列番

号２２）

      【０１３２】

ＤＮＡ６５３５１－１３６６

ＳＰＤＩスクリーニング組織、乳癌腫及び結腸腺癌における５’ＵＴＲプローブ
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を用いたマウスＤＮＡ６５３５１－１３６６発現の特異的パターン

  ヒト胎児性組織：

胎児性の肝臓、肺、骨格筋、骨、脊髄、血管、心臓、腸、生殖腺、副腎、脊椎傍

神経節には発現は見られない。

  胎児性肢：長骨の骨髄腔中でクラスター化している造血細胞における弱いシグ

ナル。

  アカゲザル及びチンパンジーの組織

脳：シグナル無

舌：シグナル無

胃：腺性粘膜中に弱い矛盾するシグナル

甲状腺／副甲状腺：シグナル無

胸腺：シグナル無

神経：シグナル無

  ヒト正常及び疾患組織：シグナル無：胸腺、脳、肺、副腎、脾臓、腎臓（正常

及び変性）、皮膚、臍帯、肝臓（正常及び炎症性）、乳癌腫、結腸腺癌、腸間膜

脂肪組織、乳脂肪組織。

  眼：内部神経節眼層において弱いシグナル。

６５３５１．ｐ１

５’’ＧＧＡ  ＴＴＣ  ＴＡＡ  ＴＡＣ  ＧＡＣ  ＴＣＡ  ＣＴＡ  ＴＡＧ  Ｇ

ＧＣ  ＣＧＡ  ＧＡＧ  ＧＣＧ  ＣＣＴ  ＧＣＡ  ＧＧＡ  ＴＧＡ３’’（配列

番号２３）

６５３５１．ｐ２

５’’ＣＴＡ  ＴＧＡ  ＡＡＴ  ＴＡＡ  ＣＣＣ  ＴＣＡ  ＣＴＡ  ＡＡＧ  Ｇ

ＧＡ  ＴＣＣ  ＡＧＣ  ＴＣＣ  ＣＣＣ  ＧＣＡ  ＡＣＣ  Ｃ３’’（配列番号

２４）

      【０１３３】

実施例１１：ハイブリッド形成プローブとしてのＰＲＯの使用

  以下の方法は、ＰＲＯポリペプチドをコードするヌクレオチド配列のハイブリ

ッド形成プローブとしての使用を記載する。
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  全長又は成熟ＰＲＯのコード配列を含むＤＮＡ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同種ＤＮＡ類（ＰＲＯの自然に生

じる変異体をコードするものなど）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ッド形成及び洗浄

は、以下の高い緊縮条件で実施した。放射性標識ＰＲＯ－誘導プローブのフィル

ターへのハイブリッド形成は、５０％ホルムアミド、５ｘＳＳＣ、０．１％ＳＤ

Ｓ、０．１％ピロリン酸ナトリウム、５０ｍＭリン酸ナトリウム、ｐＨ６．８、

２ｘデンハート液、及び１０％デキストラン硫酸の溶液中で、４２℃において２

０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。

      【０１３４】

実施例１２：大腸菌におけるＰＲＯの発現

  この実施例は、大腸菌における組み換え発現によるＰＲＯの非グリコシル化形

態の調製を例示する。

  ＰＲＯ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

に増幅する。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を用いることができ

る。好適なベクターの例は、ｐＢＲ３２２（大腸菌から誘導されたもの；Ｂｏｌ

ｉｖａｒ等，Ｇｅｎｅ，２：９５（１９７７）を参照）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、脱リン酸化される。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、ｐｏｌｙ

ｈｉｓリーダー（最初の６つのＳＴＩＩコドン、ｐｏｌｙｈｉｓ配列、及びエン

テロキナーゼ切断部位を含む）、ＰＲＯコード化領域、ラムダ転写終結区、及び

ａｒｇＵ遺伝子を含む。

  ライゲーション混合物は、次いで、上掲のＳａｍｂｒｏｏｋ等に記載された方
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法を用いて選択した大腸菌株の形質転換に使用される。形質転換体は、それらの

ＬＢ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。終夜培養は、続いて大規模培養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。

  更に数時間の培養の後、細胞を遠心分離して採集することができる。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タンパク質を金属キレート化カラムを用いてタンパク質を

緊密に結合させる条件下で精製することができる。

      【０１３５】

  以下の手法を用いて、大腸菌においてポリＨｉｓタグ形態でＰＲＯを発現させ

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

に増幅する。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ＰＣＲ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する。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

で成長させる。ついで培養をＣＲＡＰ培地（３．５７ｇの（ＮＨ４）２ＳＯ４、

０．７１ｇのクエン酸ナトリウム・２Ｈ２Ｏ、１．０７ｇのＫＣｌ、５．３６ｇ

のＤｉｆｃｏ酵母抽出物、５００ｍＬ水中の５．３６ｇのＳｈｅｆｆｉｅｌｄ  

ｈｙｃａｓｅ  ＳＦ、並びに１１０ｍＭのＭＰＯＳ、ｐＨ７．３、０．５５％（

ｗ／ｖ）のグルコース及び７ｍＭのＭｇＳＯ４の混合で調製）中に５０－１００

倍希釈し、３０℃で振盪させながら約２０－３０時間成長させる。試料を取り出

してＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析により発現を確認し、バルク培養を遠心分離して細胞
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をペレット化する。細胞ペレットを精製及びリフォールディングまで凍結させる

。

  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

再懸濁させる。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℃で終夜撹拌する。この工

程により、亜硫酸化によりブロックされた全てのシステイン残基を持つ変性タン

パク質がもたらされる。溶液をＢｅｃｋｍａｎ  Ｕｌｔｒａｃｅｎｔｒｉｆｕｇ

ｅ中で４０，０００ｒｐｍで３０分間遠心分離する。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する。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－ＮＴＡ金属キレートカラムに充填する。カラムを５０ｍＭのイミダゾール

（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ，  Ｕｔｒｏｌ  ｇｒａｄｅ）を含む添加バッファー、

ｐＨ７．４で洗浄する。タンパク質を２５０ｍＭのイミダゾールを含有するバッ

ファーで溶離する。所望のタンパク質を含有する画分をプールし、４℃で保存す

る。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る。

      【０１３６】

  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

たに調製したリフォールディングバッファー中でゆっくりと希釈することにより

タンパク質をリフォールディングさせる。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となるように選択する。リ

フォールディング溶液を４℃で１２－３６時間ゆっくり撹拌する。リフォールデ

ィング反応はＴＦＡを最終濃度０．４％（約３のｐＨ）で添加することにより停

止させる。タンパク質をさらに精製する前に、溶液を０．２２ミクロンフィルタ

ーを通して濾過し、アセトニトリルを最終濃度２－１０％になるまで添加する。

リフォールディングされたタンパク質を、Ｐｏｒｏｓ  Ｒ１／Ｈ逆相カラムで、
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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る。Ａ２８０吸収を持つ画分のアリコートをＳＤ

Ｓポリアクリルアミドゲルで分析し、相同なリフォールディングされたタンパク

質を含有する画分をプールする。一般的に、殆どのタンパク質の正しくリフォー

ルディングされた種は、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。タン

パク質の誤って折りたたまれた形態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。

  所望の折りたたまれたＰＲＯポリペプチドタンパク質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する。タンパク

質を、透析又は調製バッファーで平衡化したＧ２５  Ｓｕｐｅｒｆｉｎｅ（Ｐｈ

ａｒｍａｃｉａ）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に処方

した。

  上述したように、ここに開示された多くのＰＲＯポリペプチドが成功裏に発現

した。

      【０１３７】

実施例１３：哺乳動物細胞での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潜在的にグリコシル

化した形態のＰＲＯの調製を例示する。

  発現ベクターとしてベクターｐＲＫ５（１９８９年３月１５日公開のＥＰ３０

７，２４７参照）を用いる。場合によっては、ＰＲＯＤＮＡを選択した制限酵素

を持つｐＲＫ５に結合させ、上掲のＳａｍｂｒｏｏｋ等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、例え

ば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細胞である。ヒト２９３細胞（

ＡＴＣＣ  ＣＣＬ  １５７３）は、ウシ胎児血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などの培地中で組織培養プレートにおいて



(144) 特表２００３－５３００８２

成長させて集密化する。約１０μｇのｐＲＫ５－ＰＲＯＤＮＡを約１μｇのＶＡ

ＲＮＡ遺伝子コード化ＤＮＡ［Ｔｈｉｍｍａｐｐａｙａ等，Ｃｅｌｌ，３１：５

４３（１９８２））］と混合し、５００μｌの１ｍＭトリス－ＨＣｌ、０．１ｍ

ＭＥＤＴＡ、  ０．２２７ＭＣａＣｌ２に溶解させる。この混合物に、滴状の、

５００μｌの５０ｍＭＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．３５）、２８０ｍＭのＮａＣｌ、１

．５ｍＭのＮａＰＯ４を添加し、２５℃で１０分間沈殿物を形成させる。沈殿物

を懸濁し、２９３細胞に加えて３７℃で約４時間安定させる。培地を吸引し、２

ｍｌのＰＢＳ中２０％グリセロールを３０秒間添加する。２９３細胞を、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する

。

  形質移入の約２４時間後、培地を除去し、培地（のみ）又は２００μＣｉ／ｍ

ｌ３５Ｓ－システイン及び２００μＣｉ／ｍｌ３５Ｓ－メチオニンを含む培地で

置換する。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ゲルに充填する。処理したゲルを乾燥させ、ＰＲ

Ｏポリペプチドの存在を現す選択された時間にわたってフィルムにさらす。形質

移入した細胞を含む培地に、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する。

      【０１３８】

  これに換わる技術において、ＰＲＯは、Ｓｏｍｐａｒｙｒａｃ等，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２９３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ｐＲＫ５－ＰＲＯ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

浄する。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

する。細胞を２０％グリセロールで９０秒間処理し、組織培地で洗浄し、組織培

地、５μｇ／ｍｌウシインスリン及び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する。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する。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する
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。

  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。ｐＲＫ５

－ＰＲＯは、ＣａＰＯ４又はＤＥＡＥ－デキストランなどの既知の試薬を用いて

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決定した後、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

、任意の選択した方法によって精製することができる。

  また、エピトープタグポリペプチドは、宿主ＣＨＯ細胞において発現させても

よい。ＰＲＯはｐＲＫ５ベクター外でサブクローニングしてもよい。サブクロー

ン挿入物は、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タグポリ

ペプチド挿入物は、次いで、安定なクローンの選択のためのＤＨＦＲ等の選択マ

ーカーを含むＳＶ４０誘導ベクター／エンハンサーにサブクローニングできる。

最後に、ＣＨＯ細胞をベクターを含むＳＶ４０プロモータ／エンハンサーで（上

記のように）形質移入することができる。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を含む培地を次いで

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任

意の方法により精製できる。

  またＰＲＯは、一過性発現法によりＣＨＯ及び／又はＣＯＳ細胞で、又は他の

安定な発現方法によりＣＨＯ細胞で発現させてもよい。

      【０１３９】

  ＣＨＯ細胞における安定な発現は以下の方法を用いて実施された。タンパク質

はそれぞれのタンパク質の可溶化形態のコード配列（例えば、細胞外ドメイン）

がヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ２ドメインを含むＩｇＧ１定常領域配列に融合したＩ

ｇＧ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、それぞれのＤＮＡを、Ａｕｓｕｂｅｌ等，Ｃｕｒｒｅｎ



(146) 特表２００３－５３００８２

ｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｏｆ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｕｎｉ

ｔ  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する。Ｃ

ＨＯ発現ベクターは、対象の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。ＣＨＯ細胞における発

現に使用されたベクターは、Ｌｕｃａｓ等，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ  ｒｅｓ．２

４：  ９，１７７４－１７７９（１９９６）に記載されたようなものであり、対

象の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

ＳＶ４０初期プロモーター／エンハンサーを用いる。ＤＨＦＲ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１２マイクログラムを、市販の形質移入試薬Ｓｕｐ

ｅｒｆｅｃｔＲ（Ｑｕｉａｇｅｎ），ＤｏｓｐｅｒＲ又はＦｕｇｅｎｅＲ（Ｂｏ

ｅｈｒｉｎｇｅｒ  Ｍａｎｎｈｅｉｍ）を使用し約一千万のＣＨＯ細胞に導入す

る。細胞は、上掲のＬｕｃａｓ等に記載されているように成長させる。約３ｘ１

０－７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

る。

  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

混合する。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（０．２μ

ｍ濾過ＰＳ２０、５％の０．２μｍ透析濾過ウシ胎児血清）中に懸濁させる。次

いで細胞を９０ｍＬの選択培地を含む１００ｍｌスピナーに分ける。１－２日後

、細胞を１５０ｍＬの選択培地を満たした２５０ｍＬスピナーに移し、３７℃で

インキュベートする。さらに２－３日後、２５０ｍＬ、５００ｍＬ及び２０００

ｍＬのスピナーを３ｘ１０５細胞／ｍＬで播種する。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る。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１．２ｘ１０

６細胞／ｍＬで播種する。０日目に、細胞数とｐＨを測定する。１日目に、スピ

ナーをサンプル化し、濾過空気での散布を実施する。２日目に、スピナーをサン
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プル化し、温度を３３℃に変え、５００ｇ／Ｌのグルコース及び０．６ｍＬの１

０％消泡剤（例えば３５％ポリジメチルシロキサンエマルション、Ｄｏｗ  Ｃｏ

ｒｎｉｎｇ  ３６５  Ｍｅｄｉｃａｌ  Ｇｒａｄｅ  Ｅｍｕｌｓｉｏｎ）の３０

ｍＬとする。生産を通して、ｐＨを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する。濾過物を、４℃で貯蔵するか、即座に精製用カラム

に充填する。

      【０１４０】

  ポリ－Ｈｉｓタグ作成物について、タンパク質をＮｉ－ＮＴＡカラム（Ｑｉａ

ｇｅｎ）を用いて精製する。精製の前に、イミダゾールを条件培地に５ｍＭの濃

度まで添加する。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－Ｎ

ＴＡカラムに４－５ｍｌ／分の流速で４℃においてポンプ供給した。充填後、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する。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Ｇ２５  Ｓｕｐｅｒｆｉｎｅ（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す

る。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）に汲み上げる。充填後

、１００ｍＭのクエン酸，ｐＨ３．５で溶離する前に、カラムを平衡バッファー

で十分洗浄する。溶離したタンパク質を、１ｍｌの画分を２７５μｌの１Ｍ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和する。高度に精

製されたタンパク質を、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する。均一性はＳＤＳポリアクリルアミドゲルとエドマン

（Ｅｄｍａｎ）分解によるＮ－末端アミノ酸配列決定により評価する。

  ここに開示したＰＲＯポリペプチドの多くが上記のようにして成功裏に発現さ

れた。
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      【０１４１】

実施例１４：酵母菌でのＰＲＯの発現

  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、天然配列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

ファ因子又はインベルターゼ分泌シグナル／リーダー配列、及び（必要ならば）

ＰＲＯ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等の酵母菌を、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を、１０％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ＰＲＯポリペプチドの多くが上記のようにして成功裏に発現

された。

      【０１４２】

実施例１５：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

を記載する。

  ＰＲＯをコードする配列を、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る。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（Ｎ

ｏｖａｇｅｎ）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
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む種々のプラスミドを用いることができる。簡単には、ＰＲＯをコードする配列

又はＰＲＯのコード配列の所望部分、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、側方に位置する（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ＢａｃｕｌｏＧｏｌｄＴＭ

ウイルスＤＮＡ（Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ）を、Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ  ｆｒｕｇ

ｉｐｅｒｄａ（「Ｓｆ９」）細胞（ＡＴＣＣ  ＣＲＬ  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、更なる増幅に用いる。ウイルス感染及びタンパク質発現は、Ｏ’Ｒｅｉｌｌ

ｅｙ等，Ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓ  ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ  ｖｅｃｔｏｒｓ：  

Ａ  ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，Ｏｘｆｏｒｄ  ：  Ｏｘｆｏｒｄ  

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｐｒｅｓｓ（１９９４）に記載されているように実施す

る。

      【０１４３】

  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することができる。抽出は、

Ｒｕｐｅｒｔ等，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細胞から調製する。簡単には

、Ｓｆ９細胞を洗浄し、超音波処理用バッファー（２５ｍＬのＨｅｐｅｓ、ｐＨ

７．９；１２．５ｍＭのＭｇＣｌ２；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、上清を充填バッファ

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フィルターで濾過する。Ｎｉ２＋－ＮＴＡア

ガロースカラム（Ｑｉａｇｅｎから市販）を５ｍＬの総容積で調製し、２５ｍＬ
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の水で洗浄し、２５ｍＬの充填バッファーで平衡させる。濾過した細胞抽出物を

、毎分０．５ｍＬでカラムに充填する。カラムを分画回収が始まる点であるＡ２

８０のベースラインまで充填バッファーで洗浄する。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；３００ｍ

ＭのＮａＣｌ、１０％グリセロール、ｐＨ６．０）で洗浄する。Ａ２８０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５００ｍＭ

イミダゾール勾配で展開する。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）に結合したＮｉ２＋－ＮＴＡ

でのウェスタンブロットで分析する。溶離したＨｉｓ１０－タグＰＲＯを含む画

分をプールして充填バッファーで透析する。

  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既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ＰＲＯポリペプチドの多くが上記のようにして成功裏に発現

された。

      【０１４４】

実施例１６：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、本発明の精製Ｐ

ＲＯ、ＰＲＯを含む融合タンパク質、及び細胞表面に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。

  Ｂａｌｂ／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マイクログラムの量で注入した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  Ｉｍｍｕｎｏｃｈ

ｅｍｉｃａｌ  Ｒｅｓｅａｒｈ，Ｈａｍｉｌｔｏｎ，ＭＴ）に乳化し、動物の後

足蹠に注入する。免疫化したマウスを、次いで１０から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
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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、Ｐ

ＲＯの最後の静脈内注射を注入することができる。３から４日後、マウスを屠殺

し、脾臓細胞を取り出す。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番号ＣＲＬ１５９７で入手可能なＰ３Ｘ６３ＡｇＵ．１等の

選択されたマウス骨髄腫株化細胞に融合させる。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する。

  ハイブリドーマ細胞を、ＰＲＯに対する反応性についてＥＬＩＳＡでスクリー

ニングする。ＰＲＯに対す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。

  ポジティブ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ー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への結合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。

      【０１４５】

実施例１７：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、対象の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。
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  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，Ｐｉｓ

ｃａｔａｗａｙ，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（Ｐｈａｒｍａｃｉ

ａ  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、又は高濃度

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。

      【０１４６】

実施例１８：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任意の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１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
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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ＰＲＯポリペプチドとその標的細胞又は標

的レセプター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。

  従って、本発明は、ＰＲＯポリペプチド関連疾患又は疾病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）ＰＲＯ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

年９月１３日に公開されたＷＯ８４／０３５６４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

ＰＲＯ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ＰＲＯ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

グアッセイに使用されることも考慮する。この方法において、抗体は、ＰＲＯポ
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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。

      【０１４７】

実施例１９：合理的薬物設計

  合理的薬物設計の目的は、対象の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ＰＲ

Ｏ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、Ｈｏ

ｄｇｓｏｎ，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，９：  １９－２１（１９９１））

。

  １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Ｗｅｌｌｓ，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Ａｔｈａｕｄａ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。このアプローチは、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。機能的で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
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できる。鏡像の鏡像として、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。

      【０１４８】

  上記の文書による明細書は、当業者が本発明を実施するためには十分であると

考えられる。寄託された実施例は、本発明のある側面の一つの例証としてのもの

であり、あらゆる機能的に等価な構築物がこの発明の範囲内にあるため、寄託さ

れた構築物により、本発明の範囲が限定されるものではない。ここでの材料の寄

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、本発明のあ

らゆる側面の実施を可能にするには不十分であることを認めるものではなく、そ

れが表す特定の例証に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、本発明を様々に変形することは、前記の

記載から当業者にとっては明らかなものであり、添付の請求の範囲の範囲内に入

るものである。

【図面の簡単な説明】

    【図１】  図１は、天然配列ＰＲＯ１０８１ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（

配列番号：１）を示す図であり、配列番号：１はここで「ＤＮＡ５４２２９－１

３６６」と称されるクローンである。

    【図２】  図２は、図１に示す配列番号：１のコード配列から誘導されたア

ミノ酸配列（配列番号：２）を示す図である。

    【図３】  図３は、天然配列ＰＲＯ１２７４ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（

配列番号：３）を示す図であり、配列番号：３はここで「ＤＮＡ６４８８９－１

５４１」称されるクローンである。

    【図４】  図４は、図３に示す配列番号：３のコード配列から誘導されたア
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ミノ酸配列（配列番号：４）を示す図である。

    【図５】  図５は、天然配列ＰＲＯ１１９９ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（

配列番号：５）を示す図であり、配列番号：５はここで「ＤＮＡ６５３５１－１

３６６」と称されるクローンである。

    【図６】  図６は、図５に示す配列番号：５のコード配列から誘導されたア

ミノ酸配列（配列番号：６）を示す図である。

    【図７】  図７は、天然配列ＰＲＯ１７５４ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（

配列番号：７）を示す図であり、配列番号：７はここで「ＤＮＡ７６３８５－１

６９２」と称されるクローンである。

    【図８】  図８は、図７に示す配列番号：７のコード配列から誘導されたア

ミノ酸配列（配列番号：８）を示す図である。

    【図９】  図９は、天然配列ＰＲＯ１５５６ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（

配列番号：９）を示す図であり、配列番号：９はここで「ＤＮＡ７６５２９－１

６６６」と称されるクローンである。

    【図１０】  図１０は、図９に示す配列番号：９のコード配列から誘導され

たアミノ酸配列（配列番号：１０）を示す図である。

    【図１１】  図１１Ａ－１１Ｂは、天然配列ＰＲＯ４４０１ｃＤＮＡのヌク

レオチド配列（配列番号：１１）を示す図であり、配列番号：１１はここで「Ｄ

ＮＡ８４９１２－２６１０」と称されるクローンである。

    【図１２】  図１２は、図１１Ａ－１１Ｂに示す配列番号：１１のコード配

列から誘導されたアミノ酸配列（配列番号：１２）を示す図である。

    【図１３】  図１３は、天然配列ＰＲＯ９９１２ｃＤＮＡのヌクレオチド配

列（配列番号：１３）を示す図であり、配列番号：１３はここで「ＤＮＡ１０８

７００－２８０２」と称されるクローンである。

    【図１４】  図１４は、図１３に示す配列番号：１３のコード配列から誘導

されたアミノ酸配列（配列番号：１４）を示す図である。

    【図１５】  図１５は、天然配列ＰＲＯ１０２６８ｃＤＮＡのヌクレオチド

配列（配列番号：１５）を示す図であり、配列番号：１５はここで「ＤＮＡ１４

５５８３－２８２０」と称されるクローンである。
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    【図１６】  図１６は、図１６に示す配列番号：１６のコード配列から誘導

されたアミノ酸配列（配列番号：１６）を示す図である。

    【図１７】  図１７は、天然配列ＰＲＯ１０２７２ｃＤＮＡのヌクレオチド

配列（配列番号：１７）を示す図であり、配列番号：１７はここで「ＤＮＡ１４

７５３１－２８２１」と称されるクローンである。

    【図１８】  図１８は、図１７に示す配列番号：１７のコード配列から誘導

されたアミノ酸配列（配列番号：１８）を示す図である。

【図１】

【図２】
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【図３】

【図４】

【図５】
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【図６】

【図７】
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【図８】
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【図１０】

【図１１】
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【図１１】
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【図１２】
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【図１３】
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【図１４】
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【図１５】
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【図１６】
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【図１７】

【図１８】
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【国際調査報告】
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