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(54)【発明の名称】 ＳＳＡ－５６ｋＤａポリペプチドとその断片、および前記ポリペプチドをコードするポリヌクレ

オチドと治療のための用途

(57)【要約】
本発明は、新規なＳＳＡ－５６ｋＤａポリペプチドとそ
の断片、ｃＤＮＡのクローニングと、前記ポリペプチド
をコードするポリヌクレオチド、前記ポリヌクレオチド
を含むクローニングベクターおよび／または発現ベクタ
ー、前記ベクターによって形質転換された細胞と、前記
ポリペプチドに対抗する特異的な抗体に関するものであ
る。本発明はまた、前記ポリペプチドとポリヌクレオチ
ドの検出および／または解析の方法、対応する診断キッ
ト、リガンドのスクリーニング方法、抗Ｒｏ／ＳＳＡ様
自己抗体の検出方法、抗Ｒｏ／ＳＳＡ様自己抗体を含む
可能性のあるヒトの生体液の精製方法、ならびにＡＩＤ
Ｓのようなウイルス病や、特に全身性エリテマトーデス
（ＳＬＥ）とシェーグレン症候群の自己免疫疾患の、予
防および／または治療用の薬品として使用可能な化合物
に関するものである。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】アミノ酸配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ２のＲｏ／ＳＳＡ様と命名さ

れた単離されたポリペプチド。

    【請求項２】単離されたポリペプチドであって、

ａ）配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ２のポリペプチド；

ｂ）ａ）で規定されたアミノ酸配列のポリペプチドの変異ポリペプチド；

ｃ）ａ）またはｂ）で規定されたポリペプチドと相同であり、ａ）の前記ポリペ

プチドと少なくとも８０％の同一性を有するポリペプチド；

ｄ）配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ４の断片以外の、ａ）、ｂ）またはｃ）で規定され

たポリペプチドの、少なくとも１５の連続するアミノ酸の断片；

ｅ）配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ４の断片以外の、ａ）、ｂ）またはｃ）で規定され

たポリペプチドの生物学的に活性な断片

から選ばれたポリペプチドを含むことを特徴とする、ポリペプチド。

    【請求項３】「ジンクフィンガー」ドメインと「ロイシンジッパー」ドメイ

ンからなる化合物のグループから選択された、保存された核酸結合領域を少なく

とも一つ有することを特徴とする、請求項１又は２のいずれかに記載のポリペプ

チド。

    【請求項４】請求項１から３のいずれか一つに記載のポリペプチドをコード

することを特徴とする、精製または単離されたポリヌクレオチド。

    【請求項５】配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ１の請求項４に記載のポリヌクレオチ

ド。

    【請求項６】単離されたポリヌクレオチドであって、以下：

ａ）配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ１のポリヌクレオチド；

ｂ）配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ３のポリヌクレオチド、ヨーロッパ特許出願ＥＰ０

６７９７１６の配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ５５０５のポリヌクレオチド、およびＥ

ＭＢＬデータバンクの配列ＡＫ００１２３１とＮ４６６９６のポリヌクレオチド

とを除く、配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ１の少なくとも１５の連続するヌクレオチド

の断片；

ｃ）ａ）またはｂ）で規定された配列と、最適なアラインメントを行った後に、
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少なくとも８５％のパーセンテージ同一性を示す核酸配列；

ｄ）ａ）、ｂ）またはｃ）で規定されたような配列に対応する相補的配列または

ＲＮＡ配列

から選ばれたポリヌクレオチドを含むことを特徴とする、ポリヌクレオチド。

    【請求項７】核酸配列の増幅または重合のために、プライマーとして、請求

項６に記載のポリヌクレオチドを使用する方法。

    【請求項８】核酸配列の検出のために、プローブとして、請求項６に記載の

ポリヌクレオチドをインビトロで使用する方法。

    【請求項９】対応するタンパク質産物の発現を制御するために、センス核酸

配列またはアンチセンス核酸配列として、請求項６に記載のポリヌクレオチドを

インビトロで使用する方法。

    【請求項１０】前記ポリヌクレオチドが、放射性化合物または非放射性化合

物によって直接または間接に標識されることを特徴とする、請求項７、８、９の

いずれか一つに記載のポリヌクレオチドの使用。

    【請求項１１】組換えクローニングベクターおよび／または組換え発現ベク

ターであって、請求項４から６のいずれか一つに記載のポリヌクレオチドを含む

か、もしくは請求項１から３のいずれか一つに記載のポリペプチドをコードする

ベクター。

    【請求項１２】前記ポリヌクレオチドが、前記ベクターに逆方向で挿入され

ることを特徴とする、請求項４から６のいずれか一つに記載のポリヌクレオチド

を含む、組換えアンチセンス発現ベクター。

    【請求項１３】請求項１１および１２のいずれかに記載のベクターによって

形質転換されていることを特徴とする、宿主細胞。

    【請求項１４】請求項１３に記載の細胞を含むことを特徴とする、ヒトを除

く動物。

    【請求項１５】組換えポリペプチドの作成方法であって、請求項１３に記載

の宿主細胞を、前記組換えポリペプチドの発現、および場合によっては分泌を可

能にする条件下で培養することと、前記組換えポリペプチドを回収することを特

徴とする方法。
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    【請求項１６】請求項１５に記載の方法によって得られる組換えポリペプチ

ド。

    【請求項１７】請求項１から３または１６のいずれか一つに記載のポリペプ

チドを選択的に結合することを特徴とする、単離されたモノクローナル抗体また

はポリクローナル抗体およびその断片。

    【請求項１８】請求項１７に記載の抗体に対抗することを特徴とする、抗イ

ディオタイプ抗体およびその断片。

    【請求項１９】生物サンプルにおける、請求項１から３または１６のいずれ

か一つに記載のポリペプチドの検出および／または分析の方法であって、以下の

手順：

ａ）生物サンプルを請求項１７に記載の抗体と接触させること、

ｂ）形成された抗原－抗体複合体を実証すること、

を含むことを特徴とする方法。

    【請求項２０】免疫反応により、生物サンプルにおいて、請求項１９に記載

の方法を実行するための試薬キットであり、以下の要素：

ａ）請求項１７に記載のモノクローナル抗体またはポリクローナル抗体、

ｂ）場合によっては、免疫反応に好都合な培地を組成するための試薬、

ｃ）場合によっては、免疫反応の際に生じた抗原－抗体複合体の検出を可能にす

る試薬、

を含むことを特徴とする、試薬キット。

    【請求項２１】生物サンプルにおける、請求項４から６のいずれか一つに記

載のポリヌクレオチドの検出および／または分析の方法であって、以下の手順：

ａ）分析すべき生物サンプルからＤＮＡを単離するか、もしくは生物サンプルの

ＲＮＡからｃＤＮＡを得ること、

ｂ）プライマ－として使われる請求項７に記載のポリヌクレオチドを用いてＤＮ

Ａを特異的に増幅すること、

ｃ）増幅産物を分析すること、

を有することを特徴とする方法。

    【請求項２２】生物サンプルにおける、請求項４から６のいずれか一つに記



(5) 特表２００３－５３３２３０

載のポリヌクレオチドの検出および／または分析の方法であって、以下の手順：

ａ）請求項４から６のいずれか一つに記載のポリヌクレオチドを、生物サンプル

と接触させること、

ｂ）前記ポリヌクレオチドと生物サンプルの核酸の間に形成されたハイブリッド

を、検出および／または分析すること、

を有することを特徴とする方法。

    【請求項２３】請求項４から６のいずれか一つに記載のポリヌクレオチドを

少なくとも一つ含むことを特徴とする、請求項２１または２２のいずれかに記載

の方法を実行するための試薬キット。

    【請求項２４】請求項４から６のいずれか一つに記載のポリヌクレオチドを

含むことを特徴とするＤＮＡチップ。

    【請求項２５】請求項１から３または１６のいずれか一つに記載のポリペプ

チド、または請求項１７に記載の抗体、または請求項１８に記載の抗イディオタ

イプ抗体を含むことを特徴とするタンパク質チップ。

    【請求項２６】請求項１から３のいずれか一つに記載のポリペプチドを自然

にコードする遺伝子のインビトロおよび／またはインビボでの転写に影響をあた

えるリガンドのスクリーニング方法であって、以下の手順：

ａ）請求項１から３のいずれか一つに記載のポリペプチドを発現する請求項１３

に記載の宿主細胞、および、好ましくはヒトの、真核細胞から選ばれた細胞を、

転写反応を実現するのに必要な試薬の存在下で一つまたは複数の潜在的なリガン

ドと接触させること、

ｂ）転写活性を検出および／または測定すること

を有することを含むスクリーニング方法。

    【請求項２７】請求項２６に記載の方法で得られたリガンド。

    【請求項２８】ムラブチドであることを特徴とする請求項２７に記載のリガ

ンド。

    【請求項２９】ヒトの自己免疫疾患の診断薬であって、以下：

ａ）請求項１から３のいずれか一つに記載のポリペプチド、

ｂ）請求項１８に記載の抗イディオタイプ抗体、
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ｃ）請求項１から３のいずれかに記載の前記ポリペプチドを効果的に発現する能

力のある請求項１１に記載の発現ベクターによって形質転換される、請求項１３

に記載の細胞

から選ばれることを特徴とする、診断薬。

    【請求項３０】前記ポリペプチド、前記抗イディオタイプ抗体、前記抗イデ

ィオタイプ抗体の断片を、スペーサーアームを介して直接または間接に固体担体

に結合させることを特徴とする、請求項２９に記載の診断薬。

    【請求項３１】前記ポリペプチド、前記抗イディオタイプ抗体、前記抗イデ

ィオタイプ抗体の断片を、シグナル生成標識で直接または間接に標識することを

特徴とする請求項２９および３０に記載の診断薬。

    【請求項３２】ヒトの生体液の抗Ｒｏ／ＳＳＡ様自己抗体をインビトロで検

出する方法であって、該方法が以下の手順：

ａ）前記自己抗体と診断薬が相互作用するように、前記生体液を、請求項２９か

ら３１のいずれか一つに記載の診断薬と接触させること

ｂ）自己抗体／ポリペプチド複合体、または自己抗体／抗イディオタイプ抗体複

合体が形成されたことを実証すること、

からなる方法。

    【請求項３３】前記自己抗体が、自己免疫疾患、自己免疫の徴候を呈する慢

性の感染症病、そしてウイルス病から選択された病を患う患者の生体液に存在す

ることを特徴とする、請求項３２に記載の方法。

    【請求項３４】前記自己免疫疾患が、好ましくは全身性エリテマトーデス（

ＳＬＥ）およびシェーグレン症候群から選択されることを特徴とする、請求項３

３に記載の方法。

    【請求項３５】前記自己免疫の徴候を呈する慢性の感染症病が、好ましくは

ＡＩＤＳ、Ｂ型肝炎およびＣ型肝炎から選択されることを特徴とする、請求項３

３に記載の方法。

    【請求項３６】前記ウイルス病が、好ましくはＲＮＡウイルスの感染によっ

て引き起こされるものから選択されることを特徴とする、請求項３３に記載の方

法。
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    【請求項３７】前記自己抗体が、その細胞がストレス、好ましくは紫外線照

射を受けた患者の生体液に存在することを特徴とする、請求項３２に記載の方法

。

    【請求項３８】請求項２９から３１のいずれか一つに記載の診断薬を含むこ

とを特徴とする診断キット。

    【請求項３９】抗Ｒｏ／ＳＳＡ様自己抗体を含みうるヒトの生体液をインビ

トロで精製する方法であって、次の手順：

ａ）前記生体液を、請求項１から３のいずれか一つに記載のポリペプチド、また

は請求項１８に記載の抗イディオタイプ抗体またはその断片の一つと、自己抗体

／ポリペプチド複合体の形成、または形成された自己抗体／抗イディオタイプ抗

体複合体の形成が可能な条件下で接触させること、

ｂ）生体液と手順ａ）で形成された複合体を分離すること、

ｃ）手順ｂ）で得た生体液を回収すること

を含む方法。

    【請求項４０】好ましくは全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）とシェーグレ

ン症候群のグループから選択される自己免疫疾患を患う患者の治療処置を目的と

した組成物を調製するために、請求項３９に記載の方法を用いて得た精製された

ヒトの生体液を使用する方法。

    【請求項４１】細胞がストレスを受けた患者の治療処置を目的とした組成物

を調製するために、請求項３９に記載の方法を用いて得た精製されたヒトの生体

液を使用する方法。

    【請求項４２】ＡＩＤＳ、Ｂ型肝炎およびＣ型肝炎から好ましくは選択され

る、自己免疫の徴候を呈する慢性の感染症病を患う患者の治療処置を目的とした

組成物を調製するために、請求項３９に記載の方法を用いて得た精製されたヒト

の生体液を使用する方法。

    【請求項４３】化合物であって、以下：

ａ）請求項１から３または１６のいずれか一つに記載のポリペプチド、

ｂ）請求項４から６のいずれか一つに記載のポリヌクレオチド、

ｃ）アンチセンス核酸配列として用いられる、請求項４から６のいずれか一つに
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記載のポリヌクレオチド、

ｄ）請求項１１または１２のいずれかに記載のベクター、

ｅ）請求項１３に記載の細胞、

ｆ）請求項１７に記載の抗体、

ｇ）請求項１８に記載の抗イディオタイプ抗体、

ｈ）請求項２７および２８に記載のリガンドで、ただしムラミルペプチド、特に

ムラブチドを除くもの、

から薬品として選ぶことを特徴とする化合物。

    【請求項４４】自己免疫疾患、自己免疫の徴候を呈する慢性の感染症病、そ

してウイルス病からなるグループから選択された疾患の予防および／または治療

を目的とする薬品としての、請求項４３に記載の化合物。

    【請求項４５】前記自己免疫疾患が、全身性エリテマトーデスおよびシェー

グレン症候群からなるグループから選択されることを特徴とする、請求項４４に

記載の化合物。

    【請求項４６】全身性エリテマトーデスおよび／またはシェーグレン症候群

の予防および／または治療処置のための薬学的組成物であって、請求項４５に記

載の化合物の治療に効果的な量と、薬学的に受入れ可能な賦形剤が含まれている

ことを特徴とする、薬学的組成物。

    【請求項４７】前記ウイルス病が、ＲＮＡウイルスに感染することで引き起

こされるものから選択されることを特徴とする、請求項４４に記載の化合物。

    【請求項４８】ＲＮＡウイルスに感染することで引き起こされる病状から好

ましくは選択されたウイルス病を予防および／または治療処置するための薬学的

組成物であって、請求項４７に記載の化合物の治療に効果的な量と、薬学的に受

入れ可能な賦形剤が含まれていることを特徴とする、薬学的組成物。

    【請求項４９】前記自己免疫の徴候を呈する慢性の感染症病が、ＡＩＤＳ、

Ｂ型肝炎およびＣ型肝炎からなるグループから選択されることを特徴とする、請

求項４４に記載の化合物。

    【請求項５０】ＡＩＤＳ、Ｂ型およびＣ型肝炎からなるグループから好まし

くは選択された、自己免疫の徴候を呈する慢性の感染病の予防および治療処置の
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ための薬学的組成物であって、請求項４９に記載の化合物の治療に効果的な量と

、薬学的に受入れ可能な賦形剤が含まれていることを特徴とする、薬学的組成物

。

    【請求項５１】生体液の抗Ｒｏ／ＳＳＡ様自己抗体を中和することを目的と

した薬品を調製するための、請求項４３に記載の化合物の使用法。

    【請求項５２】ＲＮＡウイルスによる感染症の治療を目的とした薬品を調製

するための、請求項４３に記載の化合物の使用法。

    【請求項５３】ムラミルペプチド、特にムラブチドの使用法であって、自己

免疫疾患、自己免疫の徴候を呈する慢性の感染症病、ウイルス病からなるグルー

プから選ばれた、ただしヒト免疫不全ウイルスが引き起こす病を除いた、病気の

予防および／または治療処置を目的とした薬品を調製するための、ムラミルペプ

チド、特にムラブチドの使用法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  本発明は、新たにＳＳＡ－５６ｋＤａと呼ばれる新規なＲｏ／ＳＳＡ様ポリペ

プチドとその断片、ｃＤＮＡおよび前記ポリペプチドをコードするポリヌクレオ

チドのクローニング、前記ポリヌクレオチドを含むクローニングベクターおよび

／または発現ベクター、前記ベクターで形質転換された細胞、および前記ポリペ

ブチドに対する特異的な抗体に関するものである。本発明はまた、前記ポリペプ

チドとポリヌクレオチドの検出および／または分析の方法、対応する診断キット

、リガンドのスクリーニング方法、抗Ｒｏ／ＳＳＡ様自己抗体の検出方法、抗Ｒ

ｏ／ＳＳＡ様自己抗体を含み得るヒト生体液の精製方法、ならびにＡＩＤＳのよ

うなウイルス疾患や自己免疫疾患、特に全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）やシ

ェーグレン症候群の予防および／または治療処置用の薬品として使用可能な化合

物の精製方法に関するものでもある。

      【０００２】

  ムラミルペプチドは、合成免疫調節薬の中でも、単球／マクロファージ系の細

胞に数多くの免疫薬理学的効果を示すものであり、それらの、感染に非特異的な

抵抗性を高め、マクロファージの殺腫瘍活性を増進し、またワクチンのアジュバ

ントとしても作用する。ムラブチド（ＭＢ）は、ムラミルジペプチド（ＭＤＰ）

の類似体であって、特に有望な生物学的特徴や、動物およびヒトにおける良好な

耐性を理由に選択されたものである。実際、ＭＤＰやその他の多くの類似体とは

異なり、健常者の有志や癌患者における臨床研究の際に、ＭＢは発熱性ではなく

、炎症反応を誘発せず、重篤な毒性を示さなかったことが実証済である。

      【０００３】

  その生物学的能力により、ＭＢはＡＩＤＳ（後天性免疫不全症候群）の分野に

おける有望な抗ウイルス剤である。実際、ＭＢはヒトの免疫不全ウイルス（ＨＩ

Ｖ）の複製を、マクロファージや樹状細胞、同様に、感染した患者の末梢血単核

細胞（Ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ  Ｂｌｏｏｄ  Ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒ  Ｃｅｌｌ

ｓ、ＰＢＭＣ）においても抑制する。従って、これら生物学的特性を考慮すると

、免疫調節薬ＭＢを対象にしたものには、「ＨＩＶのような後天性免疫不全ウイ
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ルスの複製を１００％まで抑制できるムラミルペプチド組成物」と題されたフラ

ンス特許第ＦＲ２７２４８４５号がある。さらに、ＨＩＶ陽性の患者について最

後まで行ったフェーズＩとフェーズＩＩａ臨床試験により、ＭＢの良好な臨床的

耐性が実証されている。

      【０００４】

  本発明者らが実証したところによると、ＭＢは、フィトヘマグルチニン（ＰＨ

Ａ）で活性化され、そしてインターロイキン２（ＩＬ－２）と培養された、ＣＤ

８リンパ球が涸渇した患者のＰＢＭＣｓにおけるウイルスの複製を強く抑制する

効果を発揮する。実際、ＭＢは培養物の上澄みにおけるＨＩＶのウイルスタンパ

ク質ｐ２４のレベルを７０から１００％抑制する。この効果は、（スプライシン

グされない、および一か所スプライシングされた）ウイルスのメッセンジャーＲ

ＮＡの発現レベルと相関関係を有する。さらに、分泌されたサイトカインとケモ

カインの特性の分析が示すところによると、ＭＢは、ＨＩＶ複製の阻害剤として

知られているケモカインの生成を誘発した。しかしながらこの誘発は、ＭＢの抑

制効果と完全な相関関係にあるとは思われない。ＭＢによるＨＩＶの複製の抑制

は、β－ケモカインの生成の誘導のみを必要とするのではないが、それはＭＢが

プロウイルスＤＮＡおよびウイルス転写のレベルにも関わっているからである。

これらの同じ細胞培養におけるＭＢの毒性の欠如は、本発明者らが検証済であり

、彼らが指摘していることは、培養開始時に生きている細胞の数が変わらないだ

けでなく、さらに培養終了時に増えているようでもあるということである。

      【０００５】

  従って、本発明者らが得た結果が示唆するのは、ＭＢがサイトカイン、あるい

は今日まで識別されていない他の因子の生成を誘発することであり、そのような

因子がＨＩＶの複製に対してサプレッサー活性をもつということである。

      【０００６】

  ウイルス複製の調節に関わるこれらの新しい因子を識別するために、本発明者

らは、「ディファレンシャルディスプレイ－ＲＴ－ＰＣＲ」（ＤＤ－ＲＴ－ＰＣ

Ｒ）という、２つの基本的な手順からなる方法を使用した。第一の手順は、全細

胞ＲＮＡの逆転写（ＲＴ）を行うことであり、それによりポリＡ尾部をもつＲＮ
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Ａすべての相補的ＤＮＡが得られる。ついで、第二の手順は、放射性同位元素で

識別されたヌクレオチドの存在下で、基質の役割を果たすｃＤＮＡと様々なプラ

イマー対を用いたポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）により増幅を行うことである

。つぎにＰＣＲ産物を電気泳動によりゲル上で分離する。差異をもって増幅した

断片は、ゲルから切り取られ、再び増幅し、そしてクローニングしてシークエン

スする。

      【０００７】

  ＨＩＶ陽性患者のＰＢＭＣｓを用いて行うＤＤ－ＲＴ－ＰＣＲによって、本発

明者らは、ＭＢによる処理の後、差次的に発現した１３０を越えるｃＤＮＡ断片

を選ぶことができた。これらの断片を、ベクターｐＣＲ２．１(Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ社)においてサブクローニングし、つぎに自動シークエンス（ＡＢＩ  Ｐ

ｒｉｓｍ  ３７７，Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ）によりシークエンスした。配列

は、データバンクとＮＣＢＩ社のＢａｓｉｃ  Ｌｏｃａｌ  Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ

  Ｓｅａｒｃｈ  Ｔｏｏｌ（Ｂｌａｓｔ  ２）サーバーとを用いて、相同性を調

べるように分析した。

      【０００８】

  ＤＤ－ＲＴ－ＰＣＲ技術を用いて本発明者らが単離した新規なタンパク質は、

Ｒｏ／ＳＳＡ様タンパク質と名付けられ、Ｒｏ／ＳＳＡタンパク質との相対的な

配列同一性を示す。

      【０００９】

  二つのペプチドファミリーが存在するが、これはリンパ球６０ｋＤａＲｏ／Ｓ

ＳＡおよび赤血球６０ｋＤａＲｏ／ＳＳＡ、リンパ球５２ｋＤａ  Ｒｏ／ＳＳＡ

、および赤血球５４ｋＤａ  Ｒｏ／ＳＳＡという四つの異なる分子形態を含む（

詳しくはＳｉｂｉｌｉａ，（１９９８）参照）。６０ｋＤａと５２ｋＤａのＲｏ

／ＳＳＡポリペプチドは、直接または間接に一本鎖のＲＮＡ分子（ｈＹＲＮＡ）

と協働して、リボ核タンパク質複合体を形成する。この複合体には、もう一つの

Ｌａ／ＳＳＢと呼ばれるタンパク質が存在する。６０ｋＤａのＲｏ／ＳＳＡアイ

ソフォームは、一つのジンクフィンガーモチーフを有し、該モチーフは、ＤＮＡ

とＲＮＡを結合できるシステイン残基と、共通リボ核タンパク質（ＲＮＰ）結合
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モチーフとを有する（Ｌｏｐｅｚ－Ｌｕｎａ  ｅｔ  ａｌ．（１９９５））。し

たがって、６０ｋＤａのＲｏ／ＳＳＡは、ｈｙＲＮＡ（ヒト細胞質ＲＮＡ）を直

接結合させることができる。５２ｋＤａのＲｏ／ＳＳＡアイソフォームは、二つ

のジンクフィンガーモチーフ、ならびにロイシンジッパー配列を有し、該配列は

ＤＮＡに結合し、かつ分子内二量化に導くタンパク質－タンパク質相互作用を可

能にする。このアイソフォームには、共通リボ核タンパク質（ＲＮＰ）結合モチ

ーフがなく、したがってｈｙＲＮＡを結合させる能力はない。複合体へのその結

合は、カルレティキュリンよってなされる。Ｒａｄｅｒ  ｅｔ  ａｌ．（１９８

９）により単離された赤血球５４ｋＤａ  Ｒｏ／ＳＳＡアイソフォームは、５２

ｋＤａのＲｏ／ＳＳＡと共通する様々なエピトープを有する。このアイソフォー

ムは、今日までシークエンシングが行われたことがない。Ｒｏ／ＳＳＡリボ核タ

ンパク質複合体は、大部分の細胞組織（赤血球、血小板）に存在するが、その構

造と量は、組織、種および胚の発生段階によって変化する。その機能は知られて

いないが、その構造は核酸、特にＲＮＡを固定することを可能にし、ゲノム制御

に関する幾つかのタンパク質との相同性の存在は、それがＤＮＡ転写のメカニズ

ムに関わることを示している。全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）と新生児エリ

テマトーデスなどの自己免疫疾患、およびシェーグレン症候群を患う患者の血清

には、正常なＲｏ／ＳＳＡ細胞タンパク質に対する抗体がしばしば見られる。

      【００１０】

  自己免疫疾患は免疫系の疾患であって、その特徴は、患者自身の組織に由来す

る抗原（自己抗原と呼ばれる）と反応する抗体（自己抗体と呼ばれる）が生成さ

れることである（詳しくはＳｃｈｗａｒｔｚ  ｅｔ  ａｌ．（１９８４）参照）

。本発明の自己免疫疾患に含まれるのは、全て網羅されていないが次のものであ

る：ぶどう膜炎、ベーチェット病、サルコイドーシス、シェーグレン症候群、慢

性関節リウマチ、若年性関節炎、フィサンジェ－ルロイ－ライター症候群、痛風

、変形性関節症、全身性エリテマトーデス、急性播種性エリテマトーデス、多発

性筋炎、心筋炎、原発性胆汁性肝硬変、クローン病、潰瘍性結腸炎、多発性硬化

症およびその他の脱髄性疾患、再生不良性貧血、本態性血小板減少性紫斑病、多

発性骨髄腫およびＢリンパ腫、シモンズ病汎下垂体機能低下症、バセドウ－グレ
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イブス病およびバセドウ病眼症、亜急性甲状腺炎および橋本病、アジソン病、そ

してインスリン依存型糖尿病（１型）。更に詳細には、本発明の自己免疫疾患は

、ＳＬＥまたはシェーグレン症候群、またはＡＩＤＳおよびＣ型肝炎のような自

己免疫疾患に類似の臨床的徴候を呈する慢性ウイルス性疾患に対応するものであ

る。これらの疾患は、臓器に特異的な疾患と全身性疾患に再分割できる。臓器特

異的疾患は、甲状腺のようなただ一つの臓器、あるいは神経筋系のような一つの

生理系統にのみ影響する。臓器に特異的な疾患に関わる自己抗原は、まずある臓

器の特異的抗原であり、疾患の病状に関わることもある。例えばチログロブリン

に対する自己抗体は、自己免疫甲状腺炎で観察され、チログロブリンは疾患の病

状に関わるように思われる。逆に、全身性自己免疫疾患は、多くの生理系統に影

響する。全身性自己免疫疾患に関わる自己抗体は、細胞核にある抗原群を含む、

より偏在する自己抗原と反応するのが一般的である。この抗原群に含まれるのは

、ＤＮＡ、ヒストンおよび多数のリボ核タンパク質である。自己免疫疾患は、幅

広い様々な症状と臨床的徴候とを示すが、リボ核タンパク質（ＲＮＰ）に対する

循環自己抗体の生成は、リウマチ性自己免疫疾患に共通の特徴と思われる。全身

性エリテマトーデス （ＳＬＥ）とそれに関連する類似の疾患で最も一般的な自

己抗原は、リボ核タンパク質Ｒｏ／ＳＳＡ、Ｌａ／ＳＳＢ、ｎＲＮＰおよびＳｍ

である。

      【００１１】

  本発明の対象の一つは、自己免疫疾患を患う幾人かの患者が生成する血清抗体

が結合する可能性のある、Ｒｏ／ＳＳＡ様タンパク質を提供することである。

      【００１２】

  それゆえ本発明の目的の一つは、アミノ酸配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ２のＲｏ／

ＳＳＡ様と命名された、単離されたポリペプチドである。この配列は保存された

共通ドメインを有し、該ドメインは当業者には容易に識別可能なものである。こ

れらの保存された共通ドメインの中で、特に言及すべきは、「ジンクフィンガー

」モチーフを含む配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ２のアミノ酸１６から５４の配列、Ｂ

ボックス（“Ｂ．Ｂｏｘ”）と呼ばれるシステインとヒスチジンが豊富な領域を

含む配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ２のアミノ酸９１から１２３の配列、そして「ロイ



(15) 特表２００３－５３３２３０

シンジッパー」モチーフを含む配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ２のアミノ酸１９０から

２４５の配列である。本発明においては、本発明によるポリペプチドを、無差別

にＲｏ／ＳＳＡ様やＳＳＡ－５６と名付けることにする。

      【００１３】

  本発明によるポリペプチドの特徴は、核酸配列に結合する能力があること、お

よび「ジンクフィンガー」（ｚｉｎｃ－ｆｉｎｇｅｒ）ドメインと「ロイシンジ

ッパー」ドメインからなるグループから選ばれた少なくとも一つの核酸結合ドメ

インからなることである。

      【００１４】

  ＤＮＡ配列に結合するという表現は、タンパク質のアミノ酸と塩基との間に形

成される一連の弱い結合を介して行われる、本発明のポリペプチドとＤＮＡ配列

との間の特異的な相互作用を指す。本発明によるポリペプチドには、ＤＮＡ結合

ドメインが少なくとも一つあり、該ドメインは、少なくとも一つのＤＮＡと相互

作用を行う能力のある既知のタンパク質モチーフ、すなわち亜鉛原子が組み合わ

さった指状構造（「ｚｉｎｃ－ｆｉｎｇｅｒ」）、ヘリックス－ターン－ヘリッ

クス構造、ヘリックス－ループ－ヘリックス構造そしてロイシンジッパー（「ｌ

ｅｕｃｉｎｅ－ｚｉｐｐｅｒ」）を有する。

      【００１５】

  ジンクフィンガー（「ｚｉｎｃ－ｆｉｎｇｅｒ」）モチーフという用語は、空

間に指状の形を有する、約二十のアミノ酸の配列を指す。それには、二つのタイ

プがある：四つのシステインを含むもの（Ｃ４）と、二つのシステインに二つの

ヒスチジンを含むもの（Ｃ２Ｈ２）である。これらのアミノ酸は、指状の性質を

規定し、その基部に位置しており、そしてＺｎ＋＋イオンは、これら四つのアミ

ノ酸が形成する四角の中央に位置している。

      【００１６】

  「ロイシンジッパー」タイプモチーフという表現は、ホモ二量体かヘテロ二量

体の二量体の転写因子に好ましくは属するモチーフを指す。単量体は、塩基性で

、核酸、好ましくはＤＮＡと特異的に相互作用を行う配列と、ほかの鎖の相同ド

メインと相互作用を行うα－ヘリックス疎水性ドメインとから構成される。この
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ドメインにおいては、アミノ酸７個ごとに、つまりヘリックスの各回転ごとに、

一つのロイシンがある。これらのロイシンはすべて一列に並べられ、相互作用は

それら二つの単量体間のレベルで発生する。本発明によるポリペプチドには、「

ロイシンジッパー」タイプのモチーフが一つある。

      【００１７】

  単離されたポリペプチドを特徴づけるのは、以下から選択されたポリペプチド

を含むことである。

ａ）配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ２のポリペプチド；

ｂ）ａ）で規定されたアミノ酸配列のポリペプチドの変異ポリペプチド；

ｃ）ａ）またはｂ）で規定されたポリペプチドと相同であり、ａ）の前記ポリペ

プチドと少なくとも８０％の同一性、好ましくは少なくとも８５％、８７％、９

０％、９５％、９７％、９８％、９９％の同一性を有するポリペプチド；

ｄ）配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ４の断片を除く、ａ）、ｂ）またはｃ）で規定され

たポリペプチドの少なくとも１５の連続するアミノ酸、好ましくは少なくとも１

７、２０、２３、２５、３０、４０、５０、１００の連続するアミノ酸断片；

ｅ）配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ４の断片を除く、ａ）、ｂ）またはｃ）で規定され

たポリペプチドの生物学的に活性のある断片。

      【００１８】

  本明細書において、ポリペプチドという用語を使用するが、これはタンパク質

またはペプチドを等しく指すものである。

      【００１９】

  変異ポリペプチドという用語は、天然に、特にヒトに存在しうる、かつアミノ

酸残基の末端切断、置換、欠失および／または付加に特に対応する、突然変異し

たポリペプチドの全体を指す。

      【００２０】

  相同ポリペプチドという用語は、天然のＲｏ／ＳＳＡ様ポリペプチドと比べて

、例えば特に少なくとも一つのアミノ酸の欠失、添加または置換、末端切断、伸

長および／またはキメラ融合のような幾つかの修飾を示すポリペプチドを指す。

相同ポリペプチドの中でも好ましいのは、アミノ酸配列が、本発明によるポリペ
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プチドのアミノ酸配列と、少なくとも８０％の同一性、好ましくは少なくとも８

５％、８７％、９０％、９３％、９５％、９７％、９８％、９９％の同一性を示

すものである。置換の場合には、一つまたは複数の連続または非連続のアミノ酸

を、「同等の」アミノ酸で置換できる。「同等の」アミノ酸という表現は、ここ

では、基本構造のアミノ酸の一つと置換しうる一切のアミノ酸を指すが、ただし

、アミノ酸配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ２、またはその断片のうちの一つにそのアミ

ノ酸配列が含まれているようなポリペプチドを認識する能力のある抗体のインビ

ボでの誘導など、対応するポリペプチドに本質的な機能的特徴または特性、例え

ば生物学的活性を変更せずに置換するものである。これらの同等のアミノ酸は、

置換するアミノ酸との構造的な相同性に基づいて、あるいは、様々なポリペプチ

ドが生成できる交わった生物活性についての解析結果に基づいて決定されうる。

例として言及するのは、結果として生じる対応する修飾されたポリペプチドの生

物活性に深刻な変更をもたらすことなく実行されうる置換の可能性であるが、例

えば、ロイシンをバリンまたはイソロイシンで、アスパラギン酸をグルタミン酸

で、グルタミンをアスパラギンで、アルギニンをリジンで置換えることなどがあ

り、当然のことながら、同じ条件で逆の置換を行うことも考えられる。

      【００２１】

  生物学的に活性な断片という表現は、特に本発明によるポリペプチドのアミノ

酸配列の断片を指すが、該断片は、本発明によるポリペプチドの構造的特性、つ

まりジンクフィンガータイプおよび／またはロイシンジッパータイプおよび／ま

たはＢボックスタイプの保存されたドメイン、もしくは、特にＤＮＡおよび／ま

たはＲＮＡ核酸に結合する活性を有する、本発明によるポリペプチドの機能的特

性を少なくとも一つ示すものである。本発明による変異ポリペプチド、相同ポリ

ペプチドまたはポリペプチド断片は、核酸に結合する活性の少なくとも１０％、

好ましくは少なくとも２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０

％、９０％、９５％を有する。様々なプロトコルが記述され、また当業者が利用

できるが、それは核酸に結合するポリペプチドの性能を明らかにするものである

。以下の例は、Ｒｏ／ＳＳＡ様タンパク質のペプチドドメインに応じたこのタン

パク質の生物学的機能を提案するものであり、それにより、当業者が生物活性の
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ある断片を識別できるようにする。

      【００２２】

  ポリペプチド断片という用語は、少なくとも１５の連続するアミノ酸、好まし

くは少なくとも１７、２０、２３、２５、３０、４０、５０、１００の連続する

アミノ酸からなるポリペプチドを指す。タンパク質分解酵素や化学的試薬による

前記ポリペプチドの分断によって、あるいは前記ポリペプチドを非常に酸性の強

い環境に置くことによって得られた本発明によるポリペプチド断片もまた、本発

明の一部をなす。

      【００２３】

  本発明のポリペプチドは好ましくは、配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ２からなるポリ

ペプチドであるか、あるいは最適なアラインメントを施した後で、配列ＳＥＱ  

ＩＤ  Ｎｏ２と少なくとも８０％の同一性、好ましくは８５％、９０％、９５％

、９８％そして９９％の同一性を有する配列である。最適なアラインメントを施

した後で、基準となる配列と、少なくとも８０％、好ましくは少なくとも８５％

、９０％、９５％、９８％そして９９％のパーセンテージ同一性を示すアミノ酸

配列のポリペプチドという表現は、基準となるポリペプチドと比べて、例えば特

に一つまたは複数の欠失、末端切断、伸長、キメラ融合および／または一つまた

は複数の置換というような、幾つかの修飾を示すポリペプチドを指す。

      【００２４】

  最適なアラインメントを施した後で、配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ２または本発明

によるそれらの断片の一つと、少なくとも８０％、好ましくは少なくとも８５％

、９０％、９５％、９８％そして９９％のパーセンテージ同一性を示すアミノ酸

配列のポリペプチドの中で好ましいのは、上記のような変異ペプチド配列によっ

てコードされた変異ポリペプチドであり、とりわけ配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ２に

対して、またはそれらの断片の一つと、少なくとも一つのアミノ酸残基の、末端

切断、欠失、置換および／または付加に対応する少なくとも一つの突然変異を示

すアミノ酸配列を有するポリペプチドであり、さらに望ましいのは、一つの病に

関連する突然変異をもつ変異ポリペプチドである。

      【００２５】
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  本発明はまた、上記のようなポリペプチドをコードすることを特徴とする、精

製され、または単離されたポリヌクレオチドに関するものでもある。好ましくは

、本発明によるポリヌクレオチドは、配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ１を有するもので

ある。

      【００２６】

  本発明の精製され、または単離されたポリヌクレオチドの特徴は、該ポリヌク

レオチドが下記から選ばれるポリヌクレオチドを含むことにある：

ａ）配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ１のポリヌクレオチド；

ｂ）配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ３のポリヌクレオチドおよびＥＭＢＬデータバンク

における配列ＡＫ００１２３１とＮ４６６９６のポリヌクレオチド、また特許出

願ＥＰ０６７９７１６の配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ５５０５のポリヌクレオチドを

除く、配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ１の少なくとも１５の連続するヌクレオチドの、

好ましくは少なくとも１８、２１、２４、２７、３０、３５、４０、５０、７５

、１００の連続するヌクレオチドの断片；

ｃ）ａ）またはｂ）で規定された配列と、最適なアラインメントを行った後に、

少なくとも８５％、好ましくは少なくとも９０％、９５％、９８％そして９９％

のパーセンテージ同一性を示す核酸配列；

ｄ）ａ）、ｂ）またはｃ）で規定されたような配列に対応する、相補的配列また

はＲＮＡ配列。

      【００２７】

  核酸、ヌクレオチド配列または核酸配列、ポリヌクレオチド、オリゴヌクレオ

チド、ポリヌクレオチド配列、そしてヌクレオチド配列という用語は、本明細書

においては無差別に用いられるが、これらによって、変更されるかもしくはされ

ない正確な一連のヌクレオチドを示し、それは核酸の断片または領域を規定する

ことを可能にし、天然ではないヌクレオチドを含むことも、また含まないことも

あり、そして二本鎖ＤＮＡ、一本鎖ＤＮＡ、そして前記ＤＮＡの転写産物、およ

び／またはＲＮＡ断片に同様に対応することもできる。

      【００２８】

  理解されるべきは、本発明は、天然の染色体環境、すなわち天然の状態でのヌ
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クレオチド配列に関するものではないことである。本発明は、単離され、かつ／

または精製された配列に関するものであり、つまり直接または間接に、例えば複

写により得られたものであって、その環境は少なくとも部分的に変更されている

。したがって、化学合成によって得られた核酸をも指す。

      【００２９】

  相補的配列のポリヌクレオチドという表現は、そのヌクレオチドがＳＥＱ  Ｉ

Ｄ  Ｎｏ１のヌクレオチド、またはＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ１の一部のヌクレオチド

に相補的であり、かつ逆方向の、一切のＤＮＡを指す。

      【００３０】

  本発明の意味において、二つの核酸配列または二つのアミノ酸配列の間におけ

る「パーセンテージ同一性」という用語は、最善のアラインメントをした後に得

られる、比較の対象となる二つの配列の間で同一のヌクレオチドまたはアミノ酸

残基の割合を指し、この割合は純粋に統計的であり、また二つの配列間の差異は

無秩序に、そしてその配列の全長にわたって分布している。「最善のアラインメ

ント」または「最適のアラインメント」という用語は、以下のように決定された

パーセンテージ同一性が最高になるようなアラインメントを指す。二つの核酸配

列またはアミノ酸配列間の配列の比較は、従来、それらを最適な方法でアライン

した後、これらの配列を比較することにより行われているのであり、前記比較は

、セグメントまたは「比較の窓」によって行われ、それにより配列が類似する局

部的な領域を識別し、そして比較することになる。その比較のために配列を最適

にアラインすることは、手動でやる以外にも、Ｓｍｉｔｈ  ｅｔ  Ｗａｔｅｒｍ

ａｎ（１９８１）の局部的相同アルゴリズムによって、Ｎｅｄｄｌｅｍａｎ  ｅ

ｔ  Ｗｕｎｓｃｈ（１９７０）の局部的相同アルゴリズムによって、Ｐｅａｒｓ

ｏｎ  ｅｔ  Ｌｉｐｍａｎ（１９８８）の類似性検索方法によって、これらのア

ルゴリズムを用いるコンピューターソフトウェア（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ  Ｇｅｎ

ｅｔｉｃｓ  Ｓｏｆｔｗａｒｅ  Ｐａｃｋａｇｅ，Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  Ｃｏｍｐ

ｕｔｅｒ  Ｇｒｏｕｐ，５７５  Ｓｃｉｅｎｃｅ  Ｄｒ．，Ｍａｄｉｓｏｎ，Ｗ

Ｉに記載のＧＡＰ、ＢＥＳＴＦＩＴ、ＢＬＡＳＴ  Ｐ、ＢＬＡＳＴ  Ｎ、ＦＡＳ

ＴＡおよびＴＦＡＳＴＡ）などによって行うことができる。最適のアラインメン
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トを得るために、ＢＬＯＳＵＭ  ６２行列と共に、ＢＬＡＳＴプログラムを用い

ることが好ましい。ＰＡＭまたはＰＡＭ２５０行列もまた使用できる。

      【００３１】

  二つの核酸またはアミノ酸配列間のパーセンテージ同一性は、最適にアライン

したこれらの二つの配列を比較することで決定されるが、比較すべき核酸または

アミノ酸配列は、これらの二配列間の最適なアラインメントにとって基準となる

配列に対する付加もしくは欠失を含む可能性がある。パーセンテージ同一性の計

算は、二つの配列の間でヌクレオチドまたはアミノ酸残基が同一となるような同

一位置の数を測定し、この同一位置の数を比較した位置の総数で割り、そしてこ

れら二配列間のパーセンテージ同一性を得るために、得られた結果を１００倍す

ることでなされる。

      【００３２】

  最適なアラインメントを行った後に、基準となる配列と、少なくとも８５％、

好ましくは少なくとも９０％、９５％、９８％および９９％のパーセンテージ同

一性を示す核酸配列という表現が示すのは、基準となる核酸配列に対して、例え

ば特に欠失、末端切断、伸長、キメラ融合、および／または置換のような、特に

点での、幾つかの変更を有する核酸配列であり、その核酸配列は、最適なアライ

ンメントを行った後、基準となる核酸配列と、少なくとも８５％、好ましくは少

なくとも９０％、９５％、９８％および９９％の同一性を示す。好ましくは、相

補的配列が、本発明の配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ１と特異的にハイブリダイズする

ことのできる配列を指す。望ましいことは、特異的な、あるいは高いストリンジ

ェンシーのハイブリダイゼーション条件は、二つの配列の一方ともう一つの配列

の相補的配列との間で、最適なアラインメントを行った後に、少なくとも８５％

、好ましくは少なくとも９０％、９５％、９８％および９９％の同一性を確保で

きるものであることである。

      【００３３】

  高いストリンジェンシーの条件の下でのハイブリダイゼーションが指すのは、

温度とイオン強度の条件を、二つの相補的なＤＮＡ断片の間でのハイブリダイゼ

ーションを維持することができるように選択するということである。例としては
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、以上に説明したポリヌクレオチド断片を規定するための、ハイブリダイゼーシ

ョン手順の高いストリンジェンシーの条件は、以下であることが好適である。

      【００３４】

  ＤＮＡ－ＤＮＡまたはＤＮＡ－ＲＮＡハイブリダイゼーションを二つの手順で

行う：（１）リン酸緩衝液（２０ｍＭ、ｐＨ７．５）で、４２℃で３時間のプレ

ハイブリダイゼーションを行うが、該緩衝液は５×ＳＳＣ（１×ＳＳＣは、０．

１５Ｍ  ＮａＣｌ＋０．０１５Ｍクエン酸ナトリウムの溶液に相当する）、５０

％のホルムアミド、７％のドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）、１０×Ｄｅｎｈ

ａｒｄｔ’ｓ、５％の硫酸デキストラン、そして１％の鮭の精子ＤＮＡを含有す

る；（２）ハイブリダイゼーション自体を２０時間、プローブの長さに依存する

温度で行い（すなわち：プローブの長さ＞１００ヌクレオチドでは４２℃）、続

いて２×ＳＳＣ＋２％ＳＤＳで２０分間２０℃での洗浄を２回、０．１×ＳＳＣ

＋０．１％ＳＤＳで２０分間２０℃での洗浄を１回行う。最後の洗浄は、０．１

×ＳＳＣ＋０．１％ＳＤＳで６０℃で３０分間、プローブの長さ＞１００ヌクレ

オチドに対して行う。規定の長さのポリヌクレオチドについて上に記述した高い

ストリンジェンシーのハイブリダイゼーション条件は、当業者によって、より長

いまたはより短いオリゴヌクレオチドに適用してもよいというのが、Ｓａｍｂｒ

ｏｏｋ  ｅｔ  ａｌ．，１９８９が示すところである。

      【００３５】

  最適なアラインメントを行った後、本発明による配列に対して、少なくとも８

５％、好ましくは少なくとも９０％、９５％、９８％および９９％のパーセンテ

ージ同一性を示す核酸配列の中で、望ましいのは、ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ１、また

はそれらの断片の変異した核酸配列、つまり対立遺伝子変異体、すなわち配列Ｓ

ＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ１の個々の変異に対応する核酸配列の全てでもある。これらの

天然の突然変異した配列は、哺乳類、特にヒトに存在する多形性に、特にある病

状の発生につながりかねない多形性に対応するものである。

      【００３６】

  変異した核酸配列という表現が指すのは、一切のＲＮＡまたはｃＤＮＡであり

、これらはｃＤＮＡが配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ１を有するゲノム核酸配列のスプ
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ライシング部位の突然変異、かつ／または変異の結果生じるものである。

      【００３７】

  更に具体的には、本発明は、本発明によって精製され、または単離された核酸

に関するものであって、その特徴は、該核酸が、配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ１の一

つ、その相補的配列、またはＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ１に対応するＲＮＡ配列を有し

、あるいはそれらから構成されていることである。本発明による核酸配列からな

ることを特徴とするプライマーまたはプローブもまた、本発明の一部をなす。し

たがって、核酸配列を検出し、識別し、解析し、または増幅するための本発明は

また、本発明によるプライマーまたはプローブに関するものでもあって、これら

が可能とするのは、特に変異した核酸配列を実証または区別すること、あるいは

ｃＤＮＡがＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ１で示される遺伝子のゲノム配列を識別すること

で、その際には特にＰＣＲ法のような増幅方法、またはそれに類似する方法を用

いる。本発明によれば、核酸配列を検出し、識別し、解析し、または増幅する方

法においてプローブまたはプライマーとして使用可能なポリヌクレオチドは、最

短１５の塩基、好ましくは少なくとも１８、２０、２５、３０、４０、５０の塩

基長を示す。

      【００３８】

  したがって本発明のポリヌクレオチドは、プライマーおよび／またはプローブ

として使用されうるが、それは特にＰＣＲ（ポリメラーゼによる連鎖増幅）技法

（Ｒｏｌｆｓ  ｅｔ  ａｌ．，１９９１）を用いる方法においてである。この技

法が要するのは、増幅されるべき断片と隣接する一対のオリゴヌクレオチドプラ

イマーを選択することである。例えば、米国特許Ｕ．Ｓ．Ｎｏ４６８３２０２号

に記載された技法を参照されたい。増幅された断片が識別されるのは、例えばア

ガロースゲル電気泳動またはポリアクリルアミド電気泳動の後、あるいはゲル濾

過クロマトグラフィーやイオン交換クロマトグラフィーのようなクロマトグラフ

ィーの技法の後であり、それからシークエンスすることができる。増幅の特異性

が制御されうるのは、本発明のポリヌクレオチドのヌクレオチド配列をプライマ

ーとして、これら配列あるいはまた得られた増幅産物を含むプラスミドを基質と

して用いることによる。増幅したヌクレオチド断片は、ハイブリダイゼーション
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反応において試薬として用いてもよく、それにより、生物サンプルに、前記増幅

したヌクレオチド断片に相補的な配列の標的核酸が存在することを実証できる。

本発明はまた、本発明によるプライマーを用いた増幅によって得ることが可能な

核酸をも対象にしている。

      【００３９】

  標的核酸増幅の他の技法は、有利には、本発明によるヌクレオチド配列の一対

のプライマーを用いるＰＣＲ（ＰＣＲ的）技法に代わるものとして用いられる。

ＰＣＲ的という用語は、核酸配列の直接または間接的な複製を実施する一切の方

法、あるいはまた、標識システムが増幅される方法を指し、これら技法は言うま

でもなく、既に知られたものである。一般的に、ポリメラーゼでＤＮＡを増幅す

ることであり；オリジナルのサンプルがＲＮＡの場合には、前もって逆転写を行

うべきである。現在、この増幅を可能にする方法は、非常に多く存在しており、

例えば、ＳＤＡ（Ｓｔｒａｎｄ  Ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ  Ａｍｐｌｉｆｉｃ

ａｔｉｏｎ）技法もしくはストランドを増幅する技法（Ｗａｌｋｅｒ  ｅｔ  ａ

ｌ．，１９９２）、Ｋｗｏｈ  ｅｔ  ａｌ．（１９８９）により記載されたＴＡ

Ｓ（Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ－ｂａｓｅｄ  Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ  

Ｓｙｓｔｅｍ）技法、Ｇｕａｔｅｌｌｉ  ｅｔ  ａｌ．（１９９０）により記載

された３ＳＲ（Ｓｅｌｆ－Ｓｕｓｔａｉｎｅｄ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ｒｅｐｌｉ

ｃａｔｉｏｎ）技法、Ｋｉｅｖｉｔｉｓ  ｅｔ  ａｌ．（１９９１）により記載

されたＮＡＳＢＡ（Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ｂａｓｅｄ

  Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）技法、ＴＭＡ（Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ  

Ｍｅｄｉａｔｅｄ  Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ）技法、Ｌａｎｄｅｇｒｅｎ  

ｅｔ  ａｌ．（１９８８）により記載されたＬＣＲ（Ｌｉｇａｓｅ  Ｃｈａｉｎ

  Ｒｅａｃｔｉｏｎ）技法、Ｓｅｇｅｖ（１９９２）により記載されたＲＣＲ（

Ｒｅｐａｉｒ  Ｃｈａｉｎ  Ｒｅａｃｔｉｏｎ）技法、Ｄｕｃｋ  ｅｔ  ａｌ．

（１９９０）により記載されたＣＰＲ（Ｃｙｃｌｉｎｇ  Ｐｒｏｂｅ  Ｒｅａｃ

ｔｉｏｎ）技法、Ｍｉｅｌｅ  ｅｔ  ａｌ．（１９８３）により記載されたＱ－

ベータ─レプリカ－ゼ増幅技法がある。これら技法には、それ以後、改善されて

いるものもある。
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      【００４０】

  検出する標的ポリヌクレオチドがｍＲＮＡである場合には、本発明によるプラ

イマーを用いた増幅反応を行う前、あるいは本発明のプローブを用いた検出方法

を行う前に、逆転写酵素型の酵素を用いるのが好適であり、それにより生物サン

プルにおいて得られたｍＲＮＡからｃＤＮＡを得るようにする。得られたｃＤＮ

Ａは、その際に本発明による増幅または検出方法で用いられるプライマーまたは

プローブのための標的として役割を果たす。

      【００４１】

  プローブのハイブリダイゼーション技法は、様々な方法で実施される（Ｍａｔ

ｔｈｅｗｓ  ｅｔ  ａｌ．，１９８８）。最も一般的な方法が含むのは、様々な

組織の細胞やサポート（例えばニトロセルロース、ナイロンまたはポリスチレン

）で培養した細胞から抽出した核酸を固定して、それにより例えばＤＮＡチップ

などを作成すること、ついできちんと規定した条件下で、プローブと共に固定さ

れた標的核酸を培養することである。ハイブリダイゼーションの後、余ったプロ

ーブを除去し、そして形成されたハイブリッド分子を適切な方法（プローブに関

連する放射能、蛍光または酵素活性の測定）によって検出する。

      【００４２】

  本発明による核酸プローブのもう一つの実施例においては、該核酸プローブは

キャプチャープローブとして用いられる。この場合、「キャプチャープローブ」

というプローブはサポートに固定され、試験対象となる生物サンプルから得た標

的核酸を特異的なハイブリダイゼーションによって捕らえるのに用い、そして次

に、検出しやすい因子で標識した「検出プローブ」といわれる第二のプローブを

使って、標的核酸を検出する。

      【００４３】

  有利な核酸断片の中でも、更に言及すべきは、特にアンチセンスオリゴヌクレ

オチド、すなわち、標的配列とのハイブリダイゼーションにより、対応する産物

の発現の抑制を確実にする構造のオリゴヌクレオチドである。また同様に言及す

べきは、センスオリゴヌクレオチドであって、これは対応する産物の発現の調節

に関わるタンパク質との相互作用により、この発現の抑制か活性化のどちらかを
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誘発するものである。本発明によるオリゴヌクレオチドは、最短９の塩基、好ま

しくは少なくとも１０、１２、１５、１７、２０、２５、３０、４０、５０の塩

基長である。

      【００４４】

  本発明によるプローブ、プライマーおよびオリゴヌクレオチドは、当業者に周

知の方法により、放射性または非放射性の化合物によって直接または間接的に標

識することができ、それにより検出可能および／または定量化可能なシグナルが

得られる。本発明によるポリヌクレオチド配列で標識されないものを、プローブ

またはプライマーとして直接使ってもよい。

      【００４５】

  配列は、多くの用途に使用可能な配列を得るために一般的に標識される。本発

明によるプライマーまたはプローブの標識は、放射性元素または非放射性の分子

で行われる。使用される放射性同位元素の中で言及すべきは、32Ｐ、33Ｐ、35Ｓ

、3Ｈまたは125Ｉである。非放射性の物の選択は、ビオチン, アビジン, ストレ

プトアビジン、ジオキシゲニンのようなリガンド、ハプテン、着色剤、または放

射性発光剤、化学発光剤、生物発光剤、蛍光剤または燐光性の発光剤といった発

光剤からなされる。

      【００４６】

  本発明はまた、核酸を有し、または本発明によるポリペプチドをコードするク

ローンニングベクターおよび／または発現ベクターに関するものである。このよ

うなベクターはまた、宿主細胞におけるポリペプチドの発現および、場合によっ

ては分泌に必要な配列を含んでいてもよい。このような宿主細胞もまた本発明の

目的である。

      【００４７】

  もう一つの側面として、本発明はアンチセンス発現ベクターにも関するもので

ある。このような発現ベクターは、発現ベクターに逆方向で挿入された、本発明

によるポリヌクレオチド配列を含んでいる。したがって、アンチセンスベクター

のＤＮＡに対応するｍＲＮＡが、センスベクターのＤＮＡに対応するｍＲＮＡと

ハイブリダイズすることは、当業者が容易に認識できる。アンチセンス発現ベク
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ターとは、構成的な方法で、もしくは導入後に、適当な宿主細胞において問題の

アンチセンスＲＮＡを発現するベクターである。アンチセンスという用語は、特

異的な核酸配列を含む一切の組成物を指す。アンチセンス分子は、合成または転

写のような方法で作成可能である。このような分子が細胞に導入されると、相補

的ヌクレオチドは、細胞が生成する天然の配列と組み合わさり、二本鎖を形成し

、そうして本発明によるポリペプチドの転写または翻訳のどちらかを阻害する。

また本発明の範囲内に含まれるのは、ＲＮＡ分子と対合しうるアンチセンス分子

を実現することで、それと組み合わさってＲｏ／ＳＳＡ様タンパク質はリボ核タ

ンパク質を形成することができる。

      【００４８】

  前記ベクターは、好ましくはプロモーター、翻訳開始および終了シグナル、な

らびに転写調節にふさわしい領域も含んでいることが望ましい。該ベクターは、

細胞において安定して維持できるものでなくてはならず、また場合によっては翻

訳されたタンパク質の分泌を特定する特殊なシグナルを所有してもよい。本発明

の特定の実施例によると、プロモーターは、本発明のヒトＲｏ／ＳＳＡ様をコー

ドする遺伝子の上流に天然に存在するプロモーターであってもよい。

      【００４９】

  様々な制御シグナルは、使用される宿主細胞の機能に応じて選ばれる。したが

って、本発明による核酸配列が挿入されうるのは、選ばれた宿主の中で自律複製

するベクターの中、あるいは選ばれた宿主に統合したベクターの中である。

      【００５０】

  自律的複製システムの中でも、宿主細胞に応じて使用することが望ましいのは

、「プラスミド」、「コスミド」または「ミニ染色体」タイプのシステムか、あ

るいはウイルス型のシステムであり、ウイルスベクターは特にアデノウイルス（

Ｐｅｒｒｉｃａｕｄｅｔ  ｅｔ  ａｌ．，１９９２）、レトロウイルス、レンチ

ウイルス、ポックスウイルスまたはヘルペスウイルス（Ｅｐｓｔｅｉｎ  ｅｔ  

ａｌ．，１９９２）であってよい。当業者であれば、これらシステムのそれぞれ

について使用可能な技術を知っている。

      【００５１】
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  宿主細胞の染色体への配列の組み込みを望む場合には、例えば、プラスミドま

たはウイルス型のシステムを使ってもよく；そのようなウイルスとは、例えば、

レトロウイルス（Ｔｅｍｉｎ，１９８６）、またはＡＡＶ（Ｃａｒｔｅｒ，１９

９３）である。

      【００５２】

  非ウイルスベクターの中で好ましいのは、ＶＩＣＡＬ社が開発した技術による

、裸のＤＮＡや裸のＲＮＡのような裸のポリヌクレオチド、バクテリア人工染色

体（ＢＡＣ，ｂａｃｔｅｒｉａｌ  ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ  ｃｈｒｏｍｏｓｏｍ

ｅ）、酵母における発現のための酵母人工染色体（ＹＡＣ，ｙｅａｓｔ  ａｒｔ

ｉｆｉｃｉａｌ  ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ）、ネズミの細胞における発現のための

マウス人工染色体（ＭＡＣ，ｍｏｕｓｅ  ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ  ｃｈｒｏｍｏ

ｓｏｍｅ）、そして好ましくはヒト細胞における発現のためのヒト人工染色体（

ＨＡＣ，ｈｕｍａｎ  ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ  ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ）である。

      【００５３】

  そのようなベクターは、当業者によって広く一般的に用いられる方法にしたが

って用意されるのであって、その結果のクローンを、標準的な方法で相応しい宿

主に導入してもよく、それには例えば、リポフェクション、エレクトロポレーシ

ョン、熱ショック、細胞膜に化学的に透過性付与した後での形質変換、または細

胞融合がある。

      【００５４】

  本発明はさらに、宿主細胞、特に本発明によるベクターによって形質変換した

真核細胞および原核細胞も含む。本発明の対象において使用可能な細胞の中で、

特に言及できるのは、バクテリア細胞（Ｏｌｉｎｓ  ｅｔ  Ｌｅｅ，１９９３）

だけでなく、酵母細胞（Ｂｕｃｋｈｏｌｚ，１９９３）もあり、また同様に動物

細胞、特に哺乳類細胞の培養物（Ｅｄｗａｒｄｓ  ｅｔ  Ａｒｕｆｆｏ，１９９

３）、そして特にチャイニーズハムスターの卵巣（ＣＨＯ）細胞である。また同

様に言及できる昆虫細胞においては、例えばバキュロウイルス（Ｌｕｃｋｏｗ，

１９９３）を使う方法を用いることができる。本発明のタンパク質を発現するた

めに望ましい宿主細胞は、ＣＯＳ細胞とＨｅｌａ細胞からなるものである。好ま
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しい実施様態によると、宿主細胞は本発明によるポリペプチドの発現および／ま

たは場合によっては分泌を可能にする発現ベクターによって形質転換される。

      【００５５】

  本発明が同様に含むのは、好ましくは哺乳類の、ヒトを除く、トランスジェニ

ック動物であり、本発明による前記形質転換した細胞の一つを含んでいる。この

ような動物は、天然のヒトＲｏ／ＳＳＡ様タンパク質の動物の相同物の有害な変

化に関連する病理の病因論の研究モデル、あるいは、例えばムラブチドのような

抗ウイルス治療がある、もしくはないときの、Ｒｏ／ＳＳＡ様タンパク質の発現

に対する、ＨＩＶウイルスのようなＲＮＡウイルスが引き起こすウイルス感染の

影響の研究モデルとして使用される。

      【００５６】

  本発明による哺乳類の中でも、好ましいのは、げっ歯類のような動物、特にマ

ウス、ラットまたはウサギのようなもので、本発明によるポリペプチドを発現す

るものである。

      【００５７】

  本発明によるトランスジェニック動物は、本発明によるタンパク質をコードす

る遺伝子、またはそれらの相同遺伝子を過剰発現したり、または突然変異が導入

される前記遺伝子を発現したりすることができる。このようなトランスジェニッ

ク動物、特にマウスは、例えば偏在する、性質の強い、または組織のタイプを選

択できるプロモーターの制御下で、あるいはウイルス転写の後に、この遺伝子の

コピーのトランスフェクションにより得られる。

      【００５８】

  代わりに、本発明によるトランスジェニック動物は、配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ

２のポリペプチドをコードする遺伝子を、もしくはその相同遺伝子を欠くものに

してもよいが、それはＬＯＸ－Ｐ／ＣＲＥ組み換え酵素システム（Ｒｏｈｌｍａ

ｎｎ  ｅｔ  ａｌ．，１９９６）を使用する、もしくは使用しない相同組み換え

によって目標とされた不活性化により、またはこの遺伝子の発現を不活性化する

他のあらゆるシステムによって行われる。これらトランスジェニック動物を得る

方法には、例えば胚性幹細胞での相同組換え、これら幹細胞の胚への移入、生殖
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系で影響を受けたキメラの選択、そして前記キメラの生長がある。

      【００５９】

  上記のように形質転換をした細胞または哺乳類はモデルとしても用いられ、そ

れにより、本発明によるポリペプチドと、本発明によるポリペプチドの活性に直

接または間接に関わる化学化合物またはタンパク質化合物との間の相互作用を研

究することもできるが、このことは関連する様々なメカニズムと相互作用を研究

するためである。それらは特に、本発明によるポリペプチド、特に配列ＳＥＱ  

ＩＤ  Ｎｏ２のタンパク質、または本発明によるそれらの変異体と相互作用を行

う生成物を選ぶために用いられうるが、該生成物は補因子、または阻害剤、特に

競合阻害剤として、あるいはまた本発明によるポリペプチドの活性に対するアゴ

ニスト活性またはアンタゴニスト活性を有するものとして相互作用を行う。好ま

しくは、前記形質転換された細胞またはトランスジェニック動物をモデルとして

用いるが、それは特にこの遺伝子の異常な発現に結びついた病に対抗することの

できる生成物を選ぶためである。

      【００６０】

  分析モデルとしてのそれらの使用に加え、本発明による細胞や哺乳類を、以下

に説明するような、本発明によるポリペプチドの生産方法において用いることも

可能である。

      【００６１】

  組換えの形式で本発明のポリペプチドを生産する方法は、それ自体が本発明に

含まれるものであるが、その特徴は、形質転換した細胞、特に本発明の細胞の培

養を、本発明による核酸配列によってコードされた組換えポリペプチドが発現し

、かつ場合によっては分泌することを可能にするような条件下で行うことであり

、また前記組換えポリペプチドを回収することでもある。この生産方法によって

得られることのできる組換えポリペプチドもまた、本発明の一部である。該ポリ

ペプチドは、グリコシル化された、またはグリコシル化されていない形式でも現

れ、また天然タンパク質の三次構造を示すことも、また示さないこともある。

      【００６２】

  組換えポリペプチドの配列はまた修飾されてもよく、それにより特に水性の溶
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剤における溶解性を改善する。そのような修飾は当業者に周知のもので、例えば

疎水性ドメインの欠失、疎水性アミノ酸の親水性アミノ酸への置換がある。

      【００６３】

  これらのポリペプチドを、当業者に周知の組換えポリペプチド生産技法によっ

て、以上に規定された核酸配列から生産してもよい。この場合、使用する核酸配

列はシグナルの制御下に置かれ、該シグナルは細胞宿主における該ポリペプチド

の発現を可能にする。

      【００６４】

  組換えポリペプチド生産の効率的なシステムは、本発明によるベクターと宿主

細胞の準備を必要とする。これらの細胞は、以上に規定したベクターに挿入され

たヌクレオチド配列を宿主細胞へ導入することで得られ、ついで、前記細胞を、

トランスフェクションしたヌクレオチド配列の複製および／または発現を可能に

するような条件下で培養する。

      【００６５】

  組換えポリペプチドを精製するために用いられる方法は、当業者に周知のもの

である。組換えポリペプチドの精製は、細胞の溶解産物か抽出物から、あるいは

培地の上澄みから行うことができ、用いる方法は、分画法、クロマトグラフィー

法、特異的なモノクローナル抗体あるいはポリクローナルの抗体を用いるイムノ

アフィニティー技法などを単独で、または組み合わせて使用してもよい。

      【００６６】

  好ましい変異体は、「キャリア」タンパク質（キメラタンパク質）に融合した

組換えポリペプチドを生成したものからなる。このシステムの利点は、組換え産

物のタンパク質加水分解の安定化および減退、インビトロでの再生中の溶解性の

増大、および／または融合の相手が特異的なリガンドに親和性を有する場合には

精製の単純化、などを可能にすることである。

      【００６７】

  本発明によるポリペプチドは、周知の多くのペプチド合成の一つを使っての化

学的合成、例えば固体相を用いる技法（特にＳｔｅｗａｒｔ  ｅｔ  ａｌ．，１

９８４参照）、または部分的固体相を用いる技法や、断片の濃縮、または従来の
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溶液での合成によって得ることができる。化学的合成によって得られ、かつ対応

する天然ではないアミノ酸を含んでいるポリペプチドも、本発明に含まれる。

      【００６８】

  本発明はまた、モノクローナルまたはポリクローナル抗体とその断片に関する

ものであり、本発明によるポリペプチドに選択的におよび／または特異的に結合

することを特徴とするものである。キメラ抗体、ヒト化抗体、そして一本鎖抗体

もまた、本発明の一部をなす。本発明による抗体の断片は、好ましくはＦａｂ、

Ｆ（ａｂ’）２、ＦｖまたはＦｃの断片であることが望ましい。

      【００６９】

  本発明によるポリペプチドにより、モノクローナルまたはポリクローナル抗体

を用意することが可能になる。モノクローナル抗体は、有利には１９７５年およ

び１９７６年にＫｏｈｌｅｒ  ｅｔ  Ｍｉｌｓｔｅｉｎによって記載された技法

による、ハイブリドーマから調製することができる。

      【００７０】

  ポリクローナル抗体の調製は、例えば動物に、特にマウスに、免疫応答のアジ

ュバントを組み合わせた本発明によるポリペプチドで免疫性を与え、ついで、免

疫性を与えられた動物の血清に含まれた特異的な抗体を、抗原として用いられた

ポリペプチドを前もって固定させたアフィニティーカラム上で精製することによ

ってできる。本発明によるポリクローナル抗体の調製はまた、本発明によるポリ

ペプチドを前もって固定化したアフィニティーカラム上で精製することによって

もできる。

      【００７１】

  本発明のポリクローナル抗血清および／またはモノクローナル抗体、ならびに

Ｒｏ／ＳＳＡ様タンパク質に対抗する自己免疫疾患を患う患者の自己抗体もまた

、Ｒｏ／ＳＳＡ様タンパク質とその断片の構造と機能を分析するために使用可能

である。本発明の一つの特殊な実施例においては、モノクローナルまたはポリク

ローナル抗体または自己抗体が抑制することができるのは、本発明のＲｏ／ＳＳ

Ａ様ポリペプチドと、該ポリペプチドが結合する核酸配列との間の相互作用であ

り、それにより本発明による前記ポリペプチドの生理的機能が弱まる。
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      【００７２】

  患者の様々な自己抗体に共通なイディオタイプまたは本発明の抗体のイディオ

タイプを用いて、抗イディオタイプ抗体とそれらの断片を生成することが可能で

ある。実際、抗体のイディオタイプ（抗原と結合する）構造は抗原的であり、そ

れゆえイディオタイプ構造に対抗する特異的な抗体を生成することが可能になる

。そのような抗イディオタイプ抗体もまた、本発明の目的の一つである。本発明

による抗イディオタイプ抗体は、本発明独自のポリペプチドの機能、用途および

物性の一部または全てについて、元来の抗原にとってかわる能力があってもよく

；特に、インビボで天然のＲｏ／ＳＳＡ様タンパク質に抗Ｒｏ／ＳＳＡ様抗体が

結合するのを阻害するもの、または血漿交換療法と体外免疫吸着に関連する以下

に説明する方法で本発明の抗Ｒｏ／ＳＳＡ様抗体に代わるものとして使われても

よい。

      【００７３】

  本発明はまた、本発明によるポリペプチドの検出および／または精製方法にも

関するものであり、本発明による抗体を用いることを特徴とする。本発明はさら

にまた、精製されたポリペプチドを含み、本発明による方法によって得られるこ

とを特徴とする。

      【００７４】

  更に、ポリペプチドの精製のためにそれらを用いる他にも、本発明の抗体、特

にモノクローナル抗体は、生物サンプルにおいてこれらポリペプチドを検出する

ためにも用いることができる。このような様々な用途のため、本発明の抗体を、

本発明の核酸プローブについて前述したのと同じ仕方で、および好ましくは酵素

タイプ、蛍光タイプまたは放射性タイプの標識法で、標識する。

      【００７５】

  本発明の抗体はまた、例えば免疫蛍光法、金標識、酵素免疫複合体による、本

発明のポリペプチドの発現を解析する手段を構成する。更に一般的には、本発明

の抗体を、本発明によるポリペプチドの発現が観察されるべきあらゆる状況にお

いて、そして更に具体的には免疫細胞化学、免疫組織化学または「ウェスタンブ

ロッティング」の実験において好適に使用することができる。
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      【００７６】

  それらの実験により、生物の組織または試料における、これらポリペプチドの

異常な発現を実証することが特に可能になる。

      【００７７】

  更に一般的には、本発明の抗体を、有利にはあらゆる状況において使用するこ

とが可能であるが、この場合、本発明によるポリペプチドの発現は、正常でも突

然変異でも、観察されなければならない。したがって、生物サンプルにおける本

発明によるポリペプチドの検出および／または解析方法は、生物サンプルを本発

明による抗体と接触させ、また形成された抗原－抗体複合体を実証するという手

順からなるが、それもまた本発明の一つの対象である。

      【００７８】

  また、本発明の範囲に含まれるのは、ある生物サンプルにおける本発明による

ポリペプチドの検出および／または解析のための試薬キットであり、その特徴は

：（ｉ）上述したようなモノクローナルまたはポリクローナル抗体、（ｉｉ）場

合によっては、免疫反応に好都合な培地を構成するための試薬、（ｉｉｉ）場合

によっては、免疫反応によって生成される抗原－抗体複合体を検出する試薬、と

いう要素からなることを特徴とする。このキットは特にウェスタンブロッティン

グの実験を行うのに用いられ；これら実験により、組織または細胞からの本発明

によるポリペプチドの発現の調節を研究することが可能になる。このキットはま

た、本発明によるポリペプチドと相互作用するタンパク質を特に実証するための

免疫沈降実験でも用いられる。このキットはまた、本発明によるポリペプチドの

検出および／または解析を行うのにも用いられるが、そこではＥＬＩＳＡ法、免

疫蛍光法、放射性免疫法（ＲＩＡ技法）またはそれと同等の技法を含む方法が用

いられる。

      【００７９】

  本発明はまた、ある生物サンプルにおける、本発明によるポリヌクレオチドを

検出および／または解析する方法であって、以下の手順を含むことを特徴とする

：それは（ｉ）分析対象となる生物サンプルからＤＮＡを単離すること、もしく

は生物サンプルのＲＮＡからｃＤＮＡを得ること；（ｉｉ）プライマーを用いて
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本発明によるポリペプチドをコードするＤＮＡを特異的に増幅すること；（ｉｉ

ｉ）増幅産物を分析することである。本発明はまた、生物サンプルにおいて、本

発明による核酸の検出および／または解析のためのキットを提供することも対象

としており、以下の要素を含むことを特徴としている：それは（ｉ）本発明によ

る一対の核酸プライマー、（ｉｉ）ＤＮＡ増幅反応を行うのに必要な試薬、そし

て場合によっては（ｉｉｉ）増幅された断片の配列を検証することを可能にする

成分、より具体的には本発明によるプローブである。

      【００８０】

  本発明はまた、生物サンプルにおいて、本発明による核酸を検出および／また

は解析する方法を含み、以下の手順を有することを特徴とする：それは（ｉ）生

物サンプルと本発明によるポリヌクレオチドを接触させること、（ｉｉ）前記ポ

リヌクレオチドと生物サンプルの核酸との間に形成されたハイブリッドを検出お

よび／または分析することである。

      【００８１】

  従って、適応したポリヌクレオチド配列はインシトゥでのハイブリダイゼーシ

ョン反応に用いることができ、それにより、特異的な組織もしくはＰＢＭＣｓに

おける、患者の自己抗体が対抗するＲｏ／ＳＳＡ様抗原をコードする遺伝子の発

現レベルを検知することができる。遺伝子発現レベルは、患者において定量化し

たり、正常なコントロールと比較したりすることができ、また様々な組織間で比

較しうる。

      【００８２】

  従って、本発明がまた目的とするのは、生物サンプルにおいて、本発明による

核酸の検出および／または解析を行うためのキットを提供することであって、以

下の要素を含むことを特徴としている：それは（ｉ）本発明によるプローブ、（

ｉｉ）場合によっては、ハイブリダイゼーション反応を行うのに必要な試薬、お

よび／または場合によっては、（ｉｉｉ）本発明による一対のプライマー、なら

びにＤＮＡ増幅反応のために必要な試薬である。

      【００８３】

  同様に本発明の一部をなすのは、対立遺伝子変異性、突然変異、欠失、ヘテロ
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接合度の喪失、あるいは本発明によるポリペプチドをコードする遺伝子の遺伝異

常の測定方法であり、本発明による核酸配列、ポリペプチドあるいは抗体を使用

することを特徴とするものである。

      【００８４】

  これら突然変異を直接検出できるのは、本発明による核酸および配列（ＲＮＡ

またはｃＤＮＡ）を解析することによるが、本発明によるポリペプチドを介して

も可能である。特に、突然変異を有するエピトープを認識する本発明による抗体

の使用は、「健康な」タンパク質と「病理に関連する」タンパク質との間の区別

を可能にする。

      【００８５】

  この診断および／または予後評価の方法は、予防的に、あるいは患者の臨床状

態を明らかにしおよび／または確認することに役立つように用いてもよい。分析

を実施できるのは、遺伝子（すなわちエキソン）の全部または一部のシークエン

シングによっても、あるいは当業者に周知の他の方法によってもよい。特に使用

しうるのは、ＰＣＲに基づく方法で、例えばＰＣＲ－ＳＳＣＰは、点突然変異の

検出を可能にする。同様に実施しうる分析は、本発明によるプローブを、本発明

によるポリヌクレオチドを少なくとも一つ含むＤＮＡチップに固定させること、

もしくはこれらマイクロプレートでハイブリダイゼーションを行うことによる。

本発明による配列を含むＤＮＡチップもまた、本発明の目的の一つである。

      【００８６】

  同様に、本発明によるアミノ酸配列を含むタンパク質チップもまた、本発明の

目的の一つである。そのようなタンパク質チップにより、本発明によるポリペプ

チドと、他のタンパク質または化学化合物との間の相互作用の研究が可能になり

、そして本発明によるポリペプチドと相互作用する化合物をスクリーニングする

のに用いることもできる。本発明によるタンパク質チップは、患者の血清に本発

明によるポリペプチドに対抗する抗体が存在するのを検出するためにも使用でき

る。また、本発明によるモノクローナルまたはポリクローナル抗体、抗イディオ

タイプ抗体、もしくはその断片を含む、タンパク質チップも使用できる。

      【００８７】
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  本発明はまた、本発明のポリペプチドを自然にコードする遺伝子のインビトロ

および／またはインビボでの転写に影響を与える能力のあるリガンドをスクリー

ニングするための方法に関するものでもあり、その方法は、次の手順からなるも

のである：（ｉ）本発明のポリペプチドを発現する、本発明の宿主細胞と好まし

くはヒトの真核細胞とから選ばれた一つの細胞を、転写反応を行うのに必要な試

薬の存在下で、一つまたは複数のリガンドとなりうるものと接触させ、そして（

ｉｉ）転写活性を検出および／または測定する。宿主細胞または好ましくはヒト

の真核細胞にある、本発明によるポリペプチドをコードする遺伝子は、少なくと

も本発明のポリペプチドをコードする一つのポリヌクレオチド配列に対応するも

のであり、該配列は好ましくは、ゲノムＤＮＡまたはｃＤＮＡの形で、ヒトのＲ

ｏ／ＳＳＡ様遺伝子またはマウスのようなある動物種の相同遺伝子のプロモータ

ー配列に機能的に連結したものである。ＤＤ－ＲＴ－ＰＣＲ技術を構成するのも

また、本発明によるＲｏ／ＳＳＡ様ポリペプチドをコードする遺伝子の転写に影

響を与える能力のある本発明によるリガンドをスクリーニングする方法である。

      【００８８】

  本発明のポリペプチドを自然にコードする遺伝子のインビトロおよび／または

インビボでの転写に影響を与える能力のあるリガンドという表現が指すのは、本

発明によるポリペプチドを自然にコードする遺伝子の調節ポリヌクレオチド配列

（プロモーター、上流配列、「エンハンサー」、「サイレンサー」、インシュレ

ーター等）と相互作用する能力のある化合物すべて、または本発明によるポリペ

プチドをコードする遺伝子の転写の調節に関わる転写因子（基本転写因子または

組織特異的因子）と相互作用する能力を有する化合物すべてであり、それにより

、本発明のＲｏ／ＳＳＡ様をコードする遺伝子の転写に影響を与えられる、すな

わち、前記遺伝子の転写を増大させ、減退させ、調節し、またはなくすことがで

きる複合体を形成する。識別されるリガンドに含まれるものは、タンパク質、核

酸、炭水化物、脂質、および本発明のポリペプチドを自然にコードする遺伝子の

インビトロおよび／またはインビボでの転写に影響を与える能力のある全ての化

学分子である。

      【００８９】
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  転写活性の検出および／または測定の技法は、当業者に知られている。特に言

及すべきは、ノーザンブロッティング法とＲＴ－ＰＣＲ法であり、これらは、プ

ローブまたはプライマーとしてそれぞれ使用される、本発明のポリヌクレオチド

とともに実行することが可能である。

      【００９０】

  検出、解析および／またはスクリーニングを行う、本発明による生物サンプル

を構成するのは、好ましくは、例えばヒトまたは動物の血清、血液、尿などの体

液、あるいはバイオプシーである。

      【００９１】

  本発明の目的の一つはまた、リガンドを提供することであるが、該リガンドは

、本発明のポリペプチドを自然にコードする遺伝子のインビトロおよび／または

インビボでの転写に影響を与え、および上記スクリーニング方法によって得られ

るものである。ムラミルペプチドファミリーの化合物のような、合成免疫調節薬

、そして更に詳細には、ムラブチド（ＭＢ）は本発明によるリガンドを構成する

。

      【００９２】

  本発明はまた、ヒトの自己免疫疾患を診断する薬剤に関するものでもあり、そ

の特徴は、前記診断薬剤が、本発明によるポリペプチド、本発明による抗イディ

オタイプ抗体、および本発明のポリペプチドを効果的に発現する能力のある発現

ベクターで形質転換される本発明による宿主細胞の中から選ばれることである。

本発明による診断薬を実現するある特殊な実施例において特徴となるのは、前記

ポリペプチド、前記抗イディオタイプ抗体、そして前記抗イディオタイプ抗体の

断片を、スペーサーアームを介して直接または間接に固体担体に連結し、そして

場合によっては、シグナルを生成する標識で直接または間接に標識することであ

り；この標識は、放射性同位元素および非同位性の物から選ばれる。非同位性の

物は、酵素、染料、ハプテン、放射線発光、化学発光、生物発光、蛍光またはリ

ン光性のような発光剤、またはビオチン、アビジン、ストレプトアビジンまたは

ジオキシジェニンのようなリガンドから選ばれる。

      【００９３】
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  本発明はまた、診断キットに関するものでもあり、上記に規定したような診断

薬を含むことを特徴とする。

      【００９４】

  自己抗体の検出および測定に使用されるのは、ＡＩＤＳやＣ型肝炎のような自

己免疫疾患に類似の臨床的徴候を呈する自己免疫疾患または慢性ウイルス疾患の

進行を診断し、かつ追跡するためである。臨床実験室では、抗核抗体に対抗する

試験により、核の自己抗原に反応する自己抗体の存在を測定することが可能にな

る。この試験は、核抗原に対抗する自己抗体を検出するのに広く用いられ、また

多くの自己免疫系の疾患の診断にも用いられる。それゆえ本発明が提案するのは

、ヒトの生体液における抗Ｒｏ／ＳＳＡ様自己抗体を検出する方法を提供するこ

とであり、それにより多くの自己免疫疾患の新規な診断試験を実現する。ヒトの

生体液における抗Ｒｏ／ＳＳＡ様自己抗体の検出方法が含むのは、次の手順、す

なわち（ｉ）前記生体液を、前記自己抗体がそれと反応することを特徴とする、

本発明による診断薬と接触させること、そして（ｉｉ）形成された自己抗体／ポ

リペプチド複合体または自己抗体／抗イディオタイプ抗体複合体を実証すること

からなる。その方法による検出した自己抗体は、好ましくは、自己免疫疾患と関

連のあるものであり、該疾患は、好ましくは全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）

およびシェーグレン症候群のグループ、ＡＩＤＳまたはＢ型およびＣ型肝炎のよ

うな自己免疫徴候を呈する慢性病のグループ、そしてウイルス病のグループ、さ

らに好ましくはＲＮＡウイルスに感染することによる病から選択される。この方

法で検出される自己抗体はまた、細胞がストレスを受けた患者の生体液に存在す

るものでもよい。ストレスという用語は、細胞の反応を引き起こす、物理的、化

学的または生物学的因子を指す。物理的因子の中で特に言及すべきは、とりわけ

ベータ線、ガンマ線、Ｘ線、紫外線、赤外線、および可視光線である。同様に、

好気性ないし嫌気性の培養条件、酸性、アルカリ性または中性の培地のｐＨ、酸

化剤（遊離基等）の濃度、または細胞および／または細胞外環境における別の因

子の濃度は、物理特性のストレス因子となることがある。化学的因子という用語

は、細胞あるいは細胞膜または細胞内の成分の一つと相互作用する能力のある化

合物の一切を指し、例えば、エチジウムブロマイドまたはヨウ化プロピジウムの
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ような挿入剤は、本発明による化合物を構成する。本発明の生物学的化合物は、

生物学的細胞反応を引き起こす能力のある化合物のすべてに対応する。完全では

ないが挙げられるのは、膜結合受容体と相互作用する分子全てであり、例えば細

胞間コミュニケーション分子、ホルモン、サイトカイン、リンフォカイン、イン

ターロイキン、または抗体などである。ウイルスもまた、本発明による生物学的

因子となる。

      【００９５】

  本発明はまた、上記の抗Ｒｏ／ＳＳＡ様自己抗体の検出方法を実施するキット

に関するものでもあり、このキットには、本発明による診断薬が少なくとも一つ

含まれる。

      【００９６】

  本発明のポリペプチドの治療用途の一つは、本発明の発現したポリペプチドを

使うことからなり、それにより患者の循環する自己抗体を吸着する。したがって

、本発明によるポリペプチド、または本発明による抗イディオタイプ抗体、また

はその断片の一つを、固体相の粒子に結合させ、患者の生体液と接触させること

ができるが、それは例えば血漿交換療法、あるいは体外免疫吸着の際であり、そ

れにより患者における抗Ｒｏ／ＳＳＡ様自己抗体の循環レベルを下げる。本発明

が提供するのは、抗Ｒｏ／ＳＳＡ様自己抗体を含むことができるヒトの生体液を

精製する方法であるが、該方法は次の手順、すなわち（ｉ）本発明によるポリペ

プチド、または本発明による抗イディオタイプ抗体、またはその一断片と、前記

生体液を接触させることであるが、それは自己抗体／ポリペプチド複合体の、ま

たは形成された自己抗体／抗イディオタイプ抗体複合体の形成が可能となる条件

の下で行われ、（ｉｉ）生体液と手順（ｉ）で形成された複合体を分離し、そし

て（ｉｉｉ）手順（ｉｉ）で得た生体液を回収することからなる。そのようにし

て精製され、上記の方法によって得ることが可能なヒトの生体液を、好ましくは

全身性エリテマトーデス（ＳＬＥ）とシェーグレン症候群のグループから選ばれ

る自己免疫疾患を患う患者の治療処置を目的とした組成物を調製するために使用

することが可能である。

      【００９７】
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  精製され、かつ上記の方法を用いて得られたヒトの生体液はまた、細胞がスト

レス、好ましくは紫外線照射を受けた患者の治療処置を目的とした組成物の調製

のために使用されうる。上記の方法によって得ることが可能な精製されたヒトの

生体液はまた、好ましくはＡＩＤＳ、Ｂ型またはＣ型肝炎から選ばれる、自己免

疫的徴候をもつ、慢性的感染疾患を患う患者の治療処置を目的とした組成物を調

製するために使用されうる。

      【００９８】

  他のもう一つの局面では、本発明が関係する化合物は、本発明による、薬品、

特に薬品の活性原理としての抗体、抗イディオタイプ抗体、ポリペプチド、ポリ

ヌクレオチド、アンチセンスポリヌクレオチド、オリゴヌクレオチド、ベクター

、アンチセンスベクター、細胞およびリガンドから選ばれることを特徴しており

、これらの化合物は、好ましくは可溶性の形で、薬学的に受入れ可能な腑形剤と

組み合わされる。薬学的に受入れ可能な賦形剤という表現は、注射可能な組成物

、すなわち生理食塩水または緩衝食塩水のような希釈剤または懸濁剤の調製に従

来用いられるあらゆるタイプの賦形剤を指す。好ましくは、これら化合物が投与

されるのは、全身から、特に静脈投与、筋肉内投与、皮内投与または経口投与に

よる。それらの最適な投与方法、薬量、薬剤の形態の決定は、患者に適した処置

確立を考慮した一般的な基準によって行われるが、それは例えば、患者の年齢ま

たは体重、病状全般の重篤性、治療への耐性、および観察される副作用等である

。薬剤が、ポリペプチド、アンタゴニスト、リガンド、ポリヌクレオチド、例え

ばアンチセンス組成物、ベクター、また例えばアンチセンスベクターである場合

には、ウイルス感染、マイクロインジェクションまたは小胞融合を含む一定数の

方法で、宿主の組織または細胞に誘導することができる。Ｆｕｒｔｈ  ｅｔ  ａ

ｌ．（１９９２）による記載のように、筋肉内投与にはジェット注射を使用する

ことも可能である。ポリヌクレオチドを金の微粒子に堆積させたり、粒子衝撃装

置、または文献（例えばＴａｎｇ  ｅｔ  ａｌ．（１９９２）参照）に記載され

たような「遺伝子銃」を使って皮下に該ポリペプチドを与えたりすることも可能

であり、ここでは、金の微小発射体は本発明のポリヌクレオチド、好ましくは本

発明のアンチセンスポリヌクレオチドで覆われており、そして皮膚細胞に打ち込
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まれる。

      【００９９】

  更に詳細には、本発明の薬品としての化合物は、好ましくは全身性エリテマト

ーデスとシェーグレン症候群のグループから選ばれた、自己免疫疾患の予防およ

び／または治療を意図したものである。本発明がまた目的とするのは、全身性エ

リテマトーデスおよび／またはシェーグレン症候群の予防および治療処置のため

の薬学的組成物を提供することであり、その特徴は、本発明による化合物および

薬学的に受入れ可能な賦形剤が治療に効果的な量で含まれていることである。こ

の薬学的組成物が含み得るのは、更に詳細には、あらゆるアンチセンス配列また

はそのような配列からなるベクター、またはムラブチドのようなあらゆる阻害剤

である。

      【０１００】

  本発明のＲｏ／ＳＳＡ様因子は、ＲＮＡウイルスのＣＩＳ作用因子（ＣＩＳ－

ａｃｔｉｎｇ  ｅｌｅｍｅｎｔ）と相互作用する能力のある、細胞タンパク質で

ある。実際、ウイルス複製に重要な配列が、ウイルスゲノムの５’末端と３’末

端にあるのはよくあることである。このような配列の中で、特に言及すべきは、

ウイルスゲノムの翻訳および／または転写に関わる配列であり、このような配列

は一般的に、本発明のＲｏ／ＳＳＡ様タンパク質が相互作用することのできるル

ープ構造（Ｓｔｅｍ  ｌｏｏｐ）を形成する能力がある。そのような相互作用は

、ＲＮＡゲルシフト法および／または紫外線共役実験によって当業者が実証する

ことは容易である。それゆえ本発明のポリペプチドは、ＲＮＡウイルスのＣＩＳ

作用因子と相互作用し、およびそれに伴い、ＲＮＡウイルス複製過程に介在する

能力がある。したがって本発明の目的の一つは、本発明のポリペプチドと患者の

細胞に感染したＲＮＡウイルスのゲノム配列との相互作用を、抑制し、弱め、か

つ／または妨げる能力をもつ、薬品としての化合物を提供することである。この

ような化合物の中で、更に具体的に言及すべきは、抗Ｒｏ／ＳＳＡ様抗体、抗Ｒ

ｏ／ＳＳＡ様阻害剤、Ｒｏ／ＳＳＡ様アンタゴニストである。同様に本発明の範

囲にあるのは、ムラブチドのような本発明のスクリーニング方法により得ること

ができるリガンドを用いて、本発明のポリペプチドを自然にコードする遺伝子の
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転写を抑制し、弱めかつ／またはなくすこと、あるいはアンチセンスポリヌクレ

オチドまたはアンチセンスベクターを用いて、本発明のポリペプチドと患者の細

胞に感染したＲＮＡウイルスのゲノム配列との相互作用を、直接または間接に、

抑制し、弱めかつ／または妨げることである。その複製が本発明のリガンドまた

は化合物によって影響を受け得るＲＮＡウイルスの中で、完全ではない方法であ

るが、特に言及すべきは、（ａ）トガウイルス科のウイルス、そして特に詳細に

は、シンドビスウイルスのようなアルファウイルス、黄熱病ウイルスのようなフ

ラビウイルス、風疹ウイルスのようなルビウイルス、ペスティウイルス；（ｂ）

コロナウイルス科；（ｃ）レトロウイルス科、例えばオンコウイルス、スプマウ

イルス、そしてレンチウイルス、また更に詳細にはヒト後天性免疫不全症候群ウ

イルス（ＨＩＶ）；（ｄ）パラミクソウイルス科、例えばパラインフルエンザウ

イルス、センダイウイルス、ニューカッスル病ウイルス、麻疹ウイルスまたはム

ンプスウイルス；（ｅ）オルトミクソウイルス科、例えば（Ａ型、Ｂ型およびＣ

型の）ヒト－インフルエンザウイルス；（ｆ）ラブドウイルス科、例えば狂犬病

ウイルス；（ｇ）ブニヤウイルス科、例えばヒト脳炎ウイルス；（ｈ）アレナウ

イルス科、例えばエボラウイルス、ラッサ熱ウイルス、タカリベ‐ピチンデ複合

体ウイルスのような、ヒトにおける出血熱の原因となるもの；（ｉ）ピコルナウ

イルス科、例えばヒトポリオウイルス、ライノウイルス（風邪ウイルス）、カル

ジオウイルス（脳心筋炎ウイルス、メンゴウイルス）、またはＡ型肝炎ウイルス

、などである。それゆえ本発明が関係するのは、ＲＮＡウイルスに感染すること

で引き起こされる病から選ばれた疾患の予防および／または治療を意図した薬品

としての本発明による化合物、ならびに好ましくはＲＮＡウイルスに感染するこ

とで引き起こされる病から選ばれたウイルス性疾患の予防かつ／または治療のた

めの処置の薬学的組成物に関するものであり、その特徴は、本発明による化合物

、および薬学的に受入れ可能な賦形剤の、治療上効果的な量を含んでいることで

ある。本発明の薬品としての化合物の中でも、Ｒｏ／ＳＳＡ様ポリペプチドアン

タゴニストの化合物が、ウイルス病の治療を意図した薬品の調製に特に好まれ、

これらアンタゴニスト化合物の中でも、より具体的に言及すべきは、アンチセン

スポリヌクレオチドおよび／またはアンチセンスベクターである。
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      【０１０１】

  本発明はまた、ＡＩＤＳまたはＢ型およびＣ型肝炎のような、自己免疫的徴候

を有する慢性感染症病の予防および／または治療を意図した本発明による化合物

にも関する。すなわち実証されていることは、あるＨＩＶ陽性の患者は、二本鎖

ＤＮＡ、ユビキチン残基を有するヒストンＨ２Ａに由来する合成ペプチド、Ｓｍ

－Ｄ抗原、ＲＮＰ  Ｕ１－Ａ抗原、または６０ｋＤのＲｏ／ＳＳＡ抗原と反応す

る高いレベルの免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）を発達させやすいことである（Ｍｕ

ｌｌｅｒ  ｅｔ  ａｌ．，１９９２）。本発明はまた、好ましくは、ＡＩＤＳ、

Ｂ型およびＣ型肝炎の化合物から構成されるグループから選ばれた、自己免疫的

徴候を有する慢性の感染症疾患の予防および治療用の薬学的組成物に関するもの

であり、該薬学的組成物の特徴は、本発明による化合物および薬学的に受入れ可

能な賦形剤の治療上効果的な量を含んでいることである。

      【０１０２】

  更に詳細には、本発明は、自己免疫疾患、自己免疫的徴候を有する慢性の感染

症病、およびヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）によって引き起こされるものを除

いたウイルス性病のグループから選ばれた疾患の、予防および／または治療用の

処置を意図した薬品を調製するための、ムラミルペプチド、特にムラブチドの使

用に関するものである。

      【０１０３】

  もう一つの実施例によれば、本発明によるＲｏ／ＳＳＡ様ポリペプチドの発現

または活性の増大に関連する疾患の治療的または予防的処置の方法を提供するこ

とも、本発明の範囲内である。この方法には、本発明のポリペプチドのアンタゴ

ニストの治療上効果を発揮する量を、そのような処置を必要とする患者に投与す

ることを含む。

      【０１０４】

  より一般的な方法では、本発明は、本発明による化合物の使用に関するもので

あり、それにより患者の生体液に存在する抗－Ｒｏ／ＳＳＡ様自己抗体を中和す

るための薬品を調製する。本発明は同時に、本発明によるアンチセンスポリヌク

レオチドおよび／またはアンチセンスベクターの使用に関するものでもあり、そ
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れにより本発明のＲｏ／ＳＳＡ様ポリペプチドの発現を減らす目的の薬品の調製

をする。本発明はさらに、本発明による化合物の使用に関わるものであり、それ

によりＲＡＮウイルスによる感染の治療を目的とした薬品を調製する。

      【０１０５】

  本発明の他の特徴と利点は、以下に示す例を伴う説明において明らかになる。

これらの例においては、以下の図を参照されたい。

      【０１０６】

  図１：Ｒｏ／ＳＳＡ様タンパク質に対応するｃＤＮＡを得るために使用される

方法

  ＤＤ－ＲＴ－ＰＣＲによって得られる１５２ｂｐの最初の断片は、上部の線に

対応している。ｃＤＮＡの３’領域は、３’ＲＡＣＥ（ｃＤＮＡ末端の急速増幅

）の後で得られ、得られた約２８００ｂｐの断片は、下部の線に対応しており、

該断片は、２５６個のアミノ酸の長さのオープンリーディングフレームを示す。

オリゴヌクレオチド９６Ｆ３によるＰＣＲ反応（５’ＲＡＣＥ）により、本発明

者等は、ｃＤＮＡのポリＡ＋尾部を識別でき、該尾部は、最初にＤＤ－ＲＴ─Ｐ

ＣＲによって得られた断片の３’に位置している。

      【０１０７】

  図２：２５６個のアミノ酸のオープンリーディングフレームと５２ｋＤａのヒ

トＲｏ／ＳＳＡタンパク質との配列相同性

  上部の線は、オープンリーディングフレームの２５６個のアミノ酸配列を示し

ている。下部の線は５２ｋＤａのヒトＲｏ／ＳＳＡ様タンパク質の配列に対応し

ている。中間の列が示すのは、アミノ酸の相同性または同等性である。

      【０１０８】

  図３：プライマー９６Ｒ４（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ１１）および９６Ｒ５（ＳＥ

Ｑ  ＩＤ Ｎｏ１２）を用いた５’ＲＡＣＥアプローチによるｃＤＮＡの５’領

域を得るために用いられる方法

  このアプローチにより得られたのは、ＡＴＧ１と呼ばれる潜在的ＳＴＡＲＴコ

ドン（ＡＴＧ）

を含む、約１０００ｂｐの断片（下部の線）である。
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      【０１０９】

  図４：Ｒｏ／ＳＳＡ様タンパク質（４８５ａａ）と５２ｋＤａのＲｏ／ＳＳＡ

タンパク質（４７５ａａ）のアミノ酸配列のアラインメント

  ５２ｋＤａ  Ｒｏ／ＳＳＡタンパク質は、幾つかの特徴的なドメインからなり

、領域１６－５４はジンクフィンガーモチーフを有し、領域９１－１２３はＢ  

Ｂｏｘと呼ばれる、システインおよびヒスチジンが豊富な領域（Ｃｙｓｔ／Ｈｉ

ｓ  ｒｉｃｈ）であり、ドメイン１９０－２４５はロイシンジッパーモチーフを

有する。

      【０１１０】

  図５：Ｒｏ／ＳＳＡ様（Ｒｏ／ＳＳＡ  ｌｉｋｅ）をコードするｍＲＮＡ発現

のノーザンブロット法による分析

  （１）脾臓、（２）リンパ節、（３）胸腺、（４）ＰＢＭＣｓ、（５）骨髄、

（６）胎児肝臓。β－アクチン（β－ａｃｔｉｎｅ）のｍＲＮＡは、内部コント

ロールとして用いられる。

      【０１１１】

  図６：ＨＩＶ陽性患者のＰＢＭＣｓにおけるＲｏ／ＳＳＡ様タンパク質をコー

ドするｍＲＮＡの差次的な発現の半定量的ＲＴ－ＰＣＲ法による研究

  研究は、培地におけるムラブチドのある状態（「ムラブチド（ｍｕｒａｂｕｔ

ｉｄｅ）」）、および無い状態（「培地（ｍｅｄｉｕｍ）」）で行う。様々な量

のマトリックスＲＮＡを用いた。ＧＡＰＤＨの発現を、内部コントロールとして

用いる。

      【０１１２】

  図７：組換えタンパク質（Ａ）と様々な細胞抽出物（Ｂ）に対するマウス抗Ｒ

ｏ／ＳＳＡ様抗血清（抗ＳＳＡ－５６）の反応性

  １μｇのＨｉｓ－ＳＳＡ－５６組換えタンパク質と１３０μｇの細胞抽出物を

、レーンごとに用いた。１はコントロールの健康なマウスを示し、２はＡにおい

て１／１００まで、Ｂにおいて１／５０まで希釈した抗ＳＳＡ－５６抗血清を示

す。

      【０１１３】
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  図８：従来のオクタロニー試験によって陰性（ＳＳＡ-およびＳＳＢ-）と認定

された１０人のＳＳ患者、および８人のＳＬＥ患者の血清をＥＬＩＳＡ法によっ

て試験した抗ＳＳＡおよび抗ＳＳＢ自己抗体の力価

  それぞれの組換えタンパク質１μｇ／ｍｌを、９６ウェルプレートで標識した

。血清を１／９００にまで希釈した。水平の棒が示すのは、正の活性の区別をす

る敷値であり、健康なコントロールで得た数値の平均値に標準偏差の二倍を足し

た値に対応している。

      【０１１４】

  図９：ウェスタンブロッティング法によって試験したＨｅｌａ細胞の抽出物に

対する患者の血清の反応活性（Ａ）、およびＲｏ／ＳＳＡ様組換えタンパク質（

ＳＳＡ－５６）の反応性（Ｂ）

  １５０μｇの全抽出物をレーンごとにＡについて用い、また１μｇのＨｉｓ－

ＳＳＡ－５６をＢについて用いた。（Ａ）のレーン１、２および３は、３人の異

なる患者の１／５０にまで希釈された血清を示し、レーン４は健康なコントロー

ルを示す。レーン５は１／５０にまで希釈した健康なマウスの血清に対応してお

り、レーン６はマウス抗ＳＳＡ－５６抗血清に対応している。（Ｂ）のレーン１

は健康なコントロールに対応しており、レーン２は１／２０にまで希釈した患者

の血清に対応している。

      【０１１５】

  図１０：抗レトロウイルス治療（ＨＡＡＲＴ）の前後に１／３００でＨＩＶ陽

性患者の血清についてＥＬＩＳＡ法で試験した抗ＳＳＡ－５６自己抗体の力価

      【０１１６】

  例

      【０１１７】

  例１：Ｒｏ／ＳＳＡ様をコードする新規なポリヌクレオチド配列のクローニン

グ方法

      【０１１８】

  ディファレンシャルディスプレイＲＴ－ＰＣＲ（ＤＤ－ＲＴ－ＰＣＲ）の実験

を、ＨＩＶ陽性患者のＰＢＭＣｓで行った。本発明者等は、ＨＩＶ陽性患者のＰ
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ＢＭＣをムラブチド（ＭＢ）で処理した後に、差次的に発現した１３０を越える

ｃＤＮＡ断片を選択した。これらの断片を、ベクターＰｃｒ２．１（Ｉｎｖｉｔ

ｒｏｇｅｎ）にサブクローニングし、つぎに自動シークエンス（ＡＢＩ  Ｐｒｉ

ｓｍ  ３７７，Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ）でシークエンスした。配列はデータ

バンクとＮＣＢＩのＢａｓｉｃ  Ｌｏｃａｌ  Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ  Ｓｅａｒｃ

ｈ  Ｔｏｏｌ（Ｂｌａｓｔ ２）サーバーを用いた相同性検索で分析した。

      【０１１９】

  ＤＤ－ＲＴ－ＰＣＲで得た長さ１５２ｂｐの断片（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ５）か

ら、本発明者等は、９６Ｒ：５’ＴＧＣ  ＧＴＴ  ＴＡＴ  ＴＴＣ  ＴＣＣ  Ａ

ＧＴ  ＴＴＧ  ＧＣＣ  ＴＡＴ  ＴＴＴ  ＡＡＣ  ３’（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ６

）の二つの特異的なプライマーを合成し、それにより５’および３’ＲＡＣＥ（

ｃＤＮＡ末端の急速増幅）による第一の増幅を行った。したがって本発明者等は

、９６Ｒを用いた増幅により、約２８００ｂｐの断片（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ７）

を得ることができた。この断片を、幾つかの手順でシークエンスしたが、その配

列に用いた内部プライマーは、３９６：５’ＧＴＧ  ＡＧＡ  ＡＧＴ  ＴＴＣ  

ＡＧＡ  ＣＣＣ  ＡＡＡ  ＴＡＴ  ３’（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ９）、３９５：５

’ＣＣＡ  ＧＣＣ  ＧＡＴ  ＴＡＣ  ＴＡＧ  ＴＡＧ  ＡＧＡ  ＡＡＡ  ＡＧＣ

  ３’（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ１０）、４２１：５’ＧＣＡ  ＴＣＴ  ＣＧＴ  Ｃ

ＡＧ  ＧＣＣ  ＧＧＣ  ＡＣＴ  ＡＣＴ  ３’（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ１１）、４

２０：５’ＣＴＴ  ＧＣＴ  ＣＣＣ  ＴＴＡ  ＡＧＧ  ＣＣＡ  ＴＴＴ  ＣＡＧ

  ３’（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ１２）である。２８００ｂｐの配列（ＳＥＱ  ＩＤ

 Ｎｏ７）には、潜在的なＳｔｏｐコドンまでの２５６のアミノ酸のオープンリ

ーディングフレーム（ＯＲＦ）がある。

      【０１２０】

  本発明者等は、このＯＲＦをデータバンクにある配列と比較し、それにより、

このＯＲＦと相対的相同性を示す相同タンパク質を識別した。本発明者等がまた

識別したのは、（Ｌ－（Ｘ）6－Ｌ－（Ｘ）6－Ｌ－（Ｘ）6）タイプのロイシン

に富んだ配列からなる「ロイシンジッパー」タイプのドメインの存在である。更

に詳細には、本発明者等が観察したことは、このＯＲＦはヒトの５２ｋＤＡＲｏ
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／ＳＳＡタンパク質と４６％の同一性を示し、このリボ核タンパク質の機能は未

だ知られておらず、また単一のポリペプチドとＲＮＡ分子からなるものであるが

、該リボ核タンパク質は、細胞質中または核中、そして多くの哺乳類の細胞中に

位置しているということである。少なくとも二つのアイソフォームが存在し、そ

れらは様々な細胞型や組織で見られる。このタンパク質の特殊性は、ＲＮＡ分子

を結合させる能力にある。全身性エリテマトーデスやシェーグレン症候群を患う

患者の血清には、正常な細胞タンパク質に対抗する抗体がしばしば存在する。注

目すべきは、このＯＲＦには「ジンクフィンガー」ドメインはなく、一方でそれ

はＲｏ／ＳＳＡタンパク質の中にあることである。

      【０１２１】

  ｃＤＮＡの３’部分を得るため、本発明者等が合成したのは、プライマー９６

Ｆ３：（５’ＣＣＴ  ＧＴＣ  ＴＧＡ  ＧＧＣ  ＡＴＡ  ＧＡＧ  ＧＣＡ  ＧＧ

Ｃ  ＡＡＧ  ＣＣＧ  ３’）（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ１３）であり、該プライマ－

は約５００ｂｐの断片を得ることを可能にし、該断片はＤＤ－ＲＴ－ＰＣＲによ

って最初に得られた断片の３’にポリＡ＋尾部が存在することを確かめることを

可能にした。

      【０１２２】

  図１が示すのは、用いられた方法を図解したものであり、図２は約２８００ｂ

ｐの断片の２５６個のアミノ酸オープンリーディングフレームと５２ｋＤａのヒ

トＲｏ／ＳＳＡタンパク質との配列相同性を示す。

      【０１２３】

  約２８００ｂｐの配列（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ７）は、ノーザンブロッティング

法を行った後に得られたものに対応しなかった。したがって本発明者等は、この

配列に基づき、二つのヌクレオチドプライマーを合成し、それにより新たな５’

ＲＡＣＥ反応を行った。このために、ＭＢに刺激されていないＨＩＶ陽性患者の

ＰＢＭＣｓの全ＲＮＡから新しい基質を合成し、増幅した。ＰＣＲはプライマー

９６  Ｒ４（５’－ＣＣＴ  ＧＧＣ  ＴＣＴ  ＧＣＴ  ＧＧＡ  ＴＧＡ  ＧＣＴ

  ＣＧＣ  ＴＡＴ－３’）（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ１４）と９６  Ｒ５（５’－Ｔ

ＣＡ  ＡＣＴ  ＣＴＧ  ＣＡＡ  ＴＣＡ  ＴＣＣ  ＴＣＣ  ＡＣＡ  ＧＧＡ－３
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’）（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ１５）を用いて行い、クローニングされ、シークエン

スされた約１０００ｂｐの断片（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ１６）の存在を明らかにし

た。配列が示したのは、最初に得られた二つのＳｔｏｐコドンが再び見いだされ

ないこと、さらにリーディングフレームはオープンのままであり、アミノ酸配列

は５２ｋＤａのＲｏ／ＳＳＡタンパク質とまた相同であることである。この断片

には、ＳＴＯＰコドンに先行された潜在的なＡＴＧがある。リーディングフレー

ムはここでは４８５ａａである。プライマー９６  Ｒ４およびＲ５を用いる５’

ＲＡＣＥアプローチによってｃＤＮＡの５’領域を得るために用いた方法は、図

３に示した。

      【０１２４】

  新しいプライマー９６Ｒ６（５’－ＴＣＡ  ＣＣＣ  ＴＴＣ  ＡＧＣ  ＣＣＣ

  ＡＴＴ  ＣＣＴ  ＧＧＡ  ＴＧＴ－３’）（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ１７）を用い

て５’ＲＡＣＥ反応を行い、それによりＡＴＧ1とその前にあるＳｔｏｐコドン

が存在することを確認した（図３）。ＰＣＲによって、約５５０ｂｐの断片を増

幅することが可能になり、該断片をクローニングし、シークエンスした。それに

より、ＡＴＧの存在を確かめることが可能になった。新しい４８５のアミノ酸リ

ーディングフレームと５２ｋＤａのＲｏ／ＳＳＡタンパク質のアミノ酸アライン

メントを、図４に示した。

      【０１２５】

  ＰＣＲは、ＰＢＭＣｓのＲＴ（全ＲＮＡの逆転写産物）上の、ＳＴＡＲＴ１コ

ドンとＳＴＯＰコドンとを含む特異的なプライマーによって行い、それによりＲ

ｏ／ＳＳＡ様タンパク質をコードするｃＤＮＡのコピーを増幅した。本発明者等

は、予想通りのサイズの断片を得て、該断片をクローニングし、シークエンスし

た。完全な核酸配列は、配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ１に対応している。オープンリ

ーディングフレームは４８５ａａ（ＳＥＱ  ＩＤ Ｎｏ２）である。

      【０１２６】

  核酸配列（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ１）を様々なデータバンクと比較したが、ＤＤ

ＢＪ／ＥＭＢＬ／ＧｅｎＢａｎｋデータバンクのアクセッション番号ＡＫ００１

２３１（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ３）を有するクローンＮＴ２ＲＭ２００１５７５（



(51) 特表２００３－５３３２３０

ホモサピエンスｃＤＮＡ  ＦＪ１０３６９  ｆｉｓ）と部分的に相同であった。

対応するタンパク質の生物活性の研究はまったく行われておらず、推定されたア

ミノ酸配列（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ４）は、配列ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ２に部分的に

対応する。

      【０１２７】

  例２：対応するｍＲＮＡの発現の研究

      【０１２８】

  ２．１．様々な組織におけるｍＲＮＡ発現のノーザンブロッティング法による

研究

      【０１２９】

  ２５６個のアミノ酸のオープンリーディングフレームに対応する断片をプロー

ブとして用いて、32Ｐで標識した（Ｍｅｇａｐｒｉｍｅ，Ａｍｅｒｓｈａｍ）。

脾臓（１）、リンパ節（２）、胸腺（３）、ＰＢＭＣｓ（４）、骨髄（５）そし

て胎児肝臓（６）に由来する２μｇのポリＡ＋ＲＮＡ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）を有

する膜のハイブリダイゼーションは、図５に示す結果を示した。

      【０１３０】

  注意すべきは、対応するｍＲＮＡの発現は、他のリンパ組織と比べＰＢＭＣｓ

では弱いということである。

      【０１３１】

  ２．２．ＨＩＶ陽性患者または健康なコントロールのＰＢＭＣｓにおけるｍＲ

ＮＡの発現の半定量的ＲＴ－ＰＣＲによる研究

      【０１３２】

  ２．２．１  ＰＢＭＣｓの単離と処理：

  ＨＩＶに感染した患者（Ｐ）、あるいはコントロールの健康なドナー（Ｃ）の

ＰＢＭＣを単離し、ＣＤ８＋（Ｄｙｎａｂｅａｄｓ，Ｄｙｎａｌ）を消耗し、そ

してＰＨＡ（５μｇ／ｍｌ）で３日間刺激する。つぎにそれらの細胞を、１０％

のウシ胎児血清（ＦＣＳ）を補ったＲＰＭＩ培地に、インターロイキン２（ＩＬ

２）（１０Ｕ／ｍｌ）の存在下で、６ないし２４時間、条件ごとに最低５・１０

6の細胞の割合でおき、ムラブチド（１０μｇ／ｍｌ）で処理、あるいは処理し
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ないでおく。

      【０１３３】

  ２．２．２  ＲＴ－ＰＣＲ：

  処理後、細胞のＲＮＡを抽出し（ＲＮＡｐｌｕｓ，Ｑｕａｎｔｕｍ－ｂｉｏｐ

ｒｏｂｅ）、つぎにＤＮアーゼ（Ｂｏｅｒｈｉｎｇｅｒ）で処理し、そしてＭｕ

－ＭＬＶ逆転写酵素（Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ  ＩＩ，Ｇｉｂｃｏ）の存在下で

オリゴ（ｄＴ）を用いて逆転写（ＲＴ）を行う。

      【０１３４】

  ＲＴの質の検証をＰＣＲ（２５サイクル）で行うが、用いるのはＧＡＰＤＨの

特異的なプライマー（５’ＧＣＣ  ＡＴＣ  ＡＡＴ  ＧＡＣ  ＣＣＣ  ＴＴＣ  

ＡＴＴ  ＧＡＣ  ３’）（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ１８）と（５’ＴＧＡ  ＣＧＡ  

ＡＣＡ  ＴＧＧ  ＧＧＧ  ＣＡＴ  ＣＡＧ  ＣＡＧ  ３’）（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎ

ｏ１９）であり、２０、１００そして５００ｎｇの全ＲＮＡからものである。本

発明者等はつぎに、ＲＴ－ＰＣＲｓ（３５サイクル）を行ったが、その際Ｒｏ／

ＳＳＡ様をコードするｍＲＮＡに特異的なプライマー（５’ＧＡＡ  ＡＧＡ  Ｇ

ＡＧ  ＧＴＣ  ＧＣＡ  ＧＡＧ  ＧＣＣ  ＴＧＴ  ３’）（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ

２０）と（５’ＴＧＡ  ＴＡＡ  ＧＧＣ  ＴＧＡ  ＧＧＡ  ＡＧＧ  ＧＡＡ  Ａ

ＴＧ  ３’）（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ２１）を用いた。増幅のサイクル数は前もっ

て決めておいた（３５サイクル）。増幅した断片を、エチジウムブロマイドの存

在下で、アガロースゲル（１％）上で視覚化して、つぎにＩｍａｇｅｒ  ｍａｓ

ｔｅｒ  ｐｒｏｇｒａｍ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ）を用いて定量化した。

      【０１３５】

  ２．２．３  差次的な発現の評価：

  希釈ごとに、研究された遺伝子で得られた数値を、ＧＡＰＤＨの数値と関連づ

ける（率＝Ｒ）。各患者に各時間ごとに（６ないし２４時間）、ムラブチド処理

した細胞のＲを、未処理の細胞のそれと関連づける。つぎにその結果を、未処理

の細胞に対する、遺伝子の発現の増大または抑制の％で表した。注意すべきは、

希釈したものを試験するごとに、Ｒは僅かに変化しうることであり、Ｒの平均は

、常に増幅の直線位相であるように注意して算出された。
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      【０１３６】

  ２．２．４  結果：

  本発明者等は、Ｒｏ／ＳＳＡ様タンパク質をコードするｍＲＮＡの差次的な発

現を、１０人のＨＩＶ陽性患者と８人の健康なコントロールについて、試験した

。明らかになった結果は、ムラブチドで刺激した後、ＨＩＶ陽性患者のＰＢＭＣ

ｓにおけるｍＲＮＡの発現が有意に抑制された（１０人の患者のうち７人が４０

％を越える抑制を示した）ことであり、一方、健康なコントロールのＰＢＭＣｓ

においては、抑制効果はそれより弱く、８人のうち３人でだけで観察された。図

６は、ある患者で観察された抑制を示している。

      【０１３７】

  例３：大腸菌システム（ｐＱＥ）における組換えタンパク質の発現

      【０１３８】

  ３．１．  ２５６ａａリーディングフレームに対応する部分的組換えタンパク

質の発現

  ＰＢＭＣｓのｃＤＮＡでＰＣＲを行い、ＡＴＧ2に対応するヌクレオチドプラ

イマー（５’－ＧＣＡ  ＧＣＣ  ＣＧＧ  ＧＣＣ  ＡＴＧ  ＣＡＧ  ＡＡＡ  Ｃ

ＴＧ  ＧＡＧ  ＴＴＧ－３’）（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ２２）とＳＴＯＰに対応す

るヌクレオチドプライマー（５’－ＧＧＴ  ＧＧＴ  ＣＴＧ  ＣＡＧ  ＣＴＴ  

ＡＧＴ  ＣＣＴ  ＣＣＣ  ＣＡＴ  ＣＣＡ－３’）（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ２３）

を用いた。これらプライマーはそれぞれ、ＳｍａＩとＰｓｔＩ制限酵素に対応す

る制限部位がある。得られた断片を、ベクターｐＣＲ２．１（Ｉｎｖｉｔｒｏｇ

ｅｎ）へとクローニングした。

      【０１３９】

  ベクターｐＣＲ２．１（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）にある挿入断片は、ＳａｃＩ

酵素（ＡＴＧ2から１１ａａの位置にある部位）とＰｓｔＩ酵素（Ｓｔｏｐ）で

ベクターから除去し、つぎにベクターｐＱＥ３０（ＳａｃＩ／ＰｓｔＩ）へ挿入

した。

      【０１４０】

  Ｍ１５バクテリアを形質転換した後に、組換えタンパク質の発現をＩＰＴＧで
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５時間誘発し、つぎにニッケルビーズ上で精製した。この精製は変性条件の下で

行われたが、それにより０．１％のＳＤＳの存在下で再溶解した組換えＲｏ／Ｓ

ＳＡ様タンパク質を得ることが可能になった。

      【０１４１】

  ３．２．  組換えタンパク質に対抗する抗血清の獲得

  ５頭のマウス二群を、完全なフロイントアジュバントの存在下で、５０μｇま

たは１００μｇの再溶解したタンパク質で免疫化し、そして第二の免疫化は、不

完全なアジュバントの存在下で三週間後に行った。

      【０１４２】

  それらのマウスは、第一の免疫化（Ｓ１）の三週間後、そして第二の免疫化（

Ｓ２）の一週間後に採血した。その血清を、ＥＬＩＳＡ法で、精製した組換えタ

ンパク質で試験した。高い力価を示す血清が実験で使われたが、それはウェスタ

ンブロッティング法で得られた膜における組換えタンパク質、ならびにＨＩＶ陽

性患者のＰＢＭＣｓからの全抗原抽出物に存在する天然タンパク質を検出するた

めである。三つの血清が、異なる二人の患者のＰＢＭＣｓからの抗原抽出物で試

験された。

      【０１４３】

  ３．３．  ４８５ａａオープンリーディングフレームに対応する全組換えタン

パク質の発現

  ＰＢＭＣｓのｃＤＮＡでＰＣＲを行い、それには、ＡＴＧ1に対応するヌクレ

オチドプライマー（５’－ＴＧＡ  ＧＡＡ  ＧＣＡ  ＴＧＣ  ＡＴＧ  ＧＡＴ  

ＣＣＣ  ＡＣＡ  ＧＣＣ  ＴＴＧ－３’）（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ２４）とＳＴＯ

Ｐに対応するヌクレオチドプライマー（５’－ＧＴＧ  ＧＴＡ  ＣＣＣ  ＧＧＧ

  ＴＴＡ  ＧＴＣ  ＣＴＣ  ＣＣＣ  ＡＴＣ  ＣＡＧ－３’）（ＳＥＱ  ＩＤ  

Ｎｏ２５）を用いた。断片を、ベクターｐＣＲ２．１へとクローニングし、つい

でシークエンスした。

      【０１４４】

  断片は、Ｓｐｈ１とＳｍａ１酵素で消化し、ついでベクターｐＱ８０に挿入し

た。§３．１で記載した点に従って、精製を行った。本発明者等は、５８ｋＤａ
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の期待したサイズの組換えタンパク質だけでなく、５１および３４ｋＤａのサイ

ズの二つの分解産物も得た。

      【０１４５】

  そのように発現したタンパク質を、３．２章で記載した条件に従って、マウス

の免疫化に用いた。

      【０１４６】

  例４：真核生物システムにおける組み換えタンパク質の発現

      【０１４７】

  相同Ｒｏ／ＳＳＡタンパク質が哺乳類細胞の細胞質または核において発現する

ことから、本発明者等は、真核細胞において組換えタンパク質が過剰発現する方

法を明らかにし、それがＨＩＶ制御において果たす役割を評価した。

      【０１４８】

  このために、ｃＤＮＡの完全なコピーを増幅したが、それに用いたプライマー

は、９６ＧＦＰ  Ｘｈｏ  Ｉ（５’－ＧＴＧ  ＴＧＡ  ＣＴＣ  ＧＡＧ  ＡＣＣ

  ＡＴＧ  ＧＡＴ  ＣＣＣ  ＡＣＡ  ＧＣＣ－３’）（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ２６

）および９６  ＧＦＰ  Ｅｃｏ  ＲＩ（５’－ＣＣＧ  ＧＡＡ  ＴＴＣ  ＣＧＴ

  ＣＣＴ  ＣＣＣ  ＣＡＴ  ＣＣＡ  ＧＧＧ  Ａ－３’）（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ

２７）であり、該コピーをＸｈｏ  Ｉ／Ｅｃｏ  ＲＩで消化したベクターｐＥＧ

ＦＰへとクローニングし、つぎにシークエンスした。ＧＦＰをコードするｃＤＮ

Ａは、クローニングした挿入断片の３’である。

      【０１４９】

  さらに、ｃＤＮＡの完全なコピーを増幅したが、それに用いたプライマーは、

９６  Ｈｉｓ  ＲＩ（５’－ＣＣＧ  ＧＡＡ  ＴＴＣ  ＡＣＣ  ＡＴＧ  ＧＡＴ

  ＣＣＣ  ＡＣＡ  ＧＣＣ－３’）（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ２８）および９６  Ｈ

ｉｓ  Ｘｈｏ  Ｉ（５’－ＧＣＴ  ＴＴＣ  ＣＴＣ  ＧＡＧ  ＧＴＣ  ＣＴＣ  

ＣＣＣ  ＡＴＣ  ＣＡＧ  ＧＧＡ－３’）（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ２９）であり、

該コピーを、Ｅｃｏ  ＲＩ／Ｘｈｏ  Ｉで消化したベクターｐｃＤＮＡ6へとク

ローニングした。このシステムにおいて、タンパク質を６つのヒスチジンと一つ

のＶ５タンパク質に融合する。
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      【０１５０】

  全組換えタンパク質を用いてマウスを免疫化し、抗血清が得られるようにした

。この血清は、ウェスタンブロッティング法で、全組換えタンパク質を、ならび

に分解産物をも認識する（図７Ａ）。抗血清が認識するのは、Ｈｅｌａ、Ｊｕｒ

ｋａｔ、Ｍｏｌｔ４およびＵ９３７細胞のタンパク質抽出物における、対応する

天然タンパク質であり、そのサイズは約６３ｋＤａである（図７Ｂ）。天然タン

パク質の細胞位置決定を、マウス抗血清を使ってＨｅｌａ細胞での免疫蛍光法に

よって行った。タンパク質は、細胞質に位置しており、しかも核の回り（核周辺

）にさらに強く存在する。

      【０１５１】

  例５：組換えタンパク質に対するモノクローナル抗体の作成

      【０１５２】

  組換えタンパク質で免疫化したマウスに由来する脾臓細胞をＳＰ２０骨髄腫細

胞と融合させた後、ハイブリドーマを得た。Ｋｏｈｌｅｒ  ｅｔ  Ｍｉｌｓｔｅ

ｉｎ（１９７６）の方法により選択した後、組換えタンパク質に対抗する抗体の

存在を、ハイブリドーマの上澄みにおいて、ＥＬＩＳＡ法により検出する。陽性

ハイブリドーマをつぎに、限界希釈法によりクローニングして、それにより単一

のエピトープに対抗するモノクローナル抗体を分泌する単細胞を得る。上澄みを

、ＥＬＩＳＡ法とウェスタンブロッティング法で試験する。組換えタンパク質全

体、ならびに分解産物をも認識する陽性クローンを選択した。このクローンＪＥ

５の特異性の検証は、ＥＬＩＳＡ法による、Ｒｏ／ＳＳＡ様（ＳＳＡ－５６）タ

ンパク質と同様の細菌発現システムで生産される他の抗原に対して行い、それを

以下の表Ｉに要約する。留意すべきは、抗ＳＳＡ－５６モノクローナル抗体ＪＥ

５は、ＳＳ自己抗原ファミリー（ＳＳＡ－５２、６０およびＳＳＢ－４８）に属

する他のタンパク質は認識しないことである。

      【０１５３】

  【表１】
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      【０１５４】

  例６：シェーグレン症候群を患う患者の血清中の抗Ｒｏ／ＳＳＡ様自己抗体の

実証

      【０１５５】

  ６．１  ＥＬＩＳＡ法による分析

  新規なＲｏ／ＳＳＡ様（ＳＳＡ－５６）タンパク質が、シェーグレン症候群の

ようなある自己免疫疾患に存在する自己抗体の標的になり得るかを分析するため

に、本発明者等は、６人の患者の血清を試験し、それにより本発明のＲｏ／ＳＳ

Ａ様タンパク質に対抗する抗体の存在を研究した。本発明者等はまた、その疾患

の徴候がまったくない、５人の健康なドナーの血清も分析した。

      【０１５６】

  患者等の分析は、病院の検査室で、抗ＳＳＡまたは抗ＳＳＢ抗体、または抗Ｓ

ＳＡおよび抗ＳＳＢ抗体を持つもの、もしくは持たないもので行った。その分析

はＥＬＩＳＡ法で行ったが、これを行うために、９６ウェルプレートのウェルを

、本発明のＲｏ／ＳＳＡ様タンパク質で覆い、血清を様々に希釈して培養し、抗

体の存在をペルオキシダーゼと結合した抗ヒトＩｇＧ抗体で明らかにした。酵素

活性をペルオキシダーゼ基質（Ｏ－フェニレンジアミン）で明らかにし、各ウェ

ルの吸光度を、ＥＬＩＳＡプレート分光光度計での読取り後に得る。その結果を



(58) 特表２００３－５３３２３０

以下の表ＩＩに示す。

      【０１５７】

  【表２】

      【０１５８】

  これらの結果が明らかに示すのは、シェーグレン症候群を患う患者（患者６人

中の４人）の血清におけるＲｏ／ＳＳＡ様タンパク質に対する自己抗体の存在で

ある。最も興味深い所見は、抗ＳＳＡ抗体と抗ＳＳＢ抗体をもたない患者２は、

本発明の新規なＲｏ／ＳＳＡ様タンパク質に対して、最も陽性であることである

。このことが示すのは、その新規なタンパク質には、疾患の診断を確実にする上

でかなりの価値があるであろうこと、そして該タンパク質が、ＳＳ抗原ファミリ

ーの新しいメンバーの発見を確実にすることである。

      【０１５９】

  ６人のＳＳ患者についてなされた、先に行った分析は、２５人のＳＳ患者と、

２２人のＳＬＥ患者、および２５人の健康なコントロールの分析により完了した

。患者の各血清を、ＥＬＩＳＡ法で組換えＳＳＡ－５２、ＳＳＡ－６０、ＳＳＢ

－４８そしてＳＳＡ－５６タンパク質に対して試験した（表ＩＩＩ）。その結果
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が示すことは、ＳＳＡ－５２、ＳＳＡ－６０そしてＳＳＢ－４８タンパク質に対

する自己抗体を持つか、持たないＳＳおよびＳＬＥの患者に、抗ＳＳＡ－５６（

抗Ｒｏ／ＳＳＡ様）自己抗体が存在することである。

      【０１６０】

  診断のための患者の血清における抗ＳＳＡ－５６自己抗体の存在の重要性を示

すために、本発明者等は、診断のための従来のオクタロニー法で陰性と認定され

たＳＳとＳＬＥ患者を選んだ。選ばれた１８人の患者の中で、ＳＳＢ－４８につ

いて陽性であったものは一人もおらず、４人はＳＳＡ－５２について陽性、３人

はＳＳＡ－６０について陽性であった。これらの患者のうち、１２人はＳＳＡ－

５６について陽性であり、それが示すことは、他のＳＳＡとＳＳＢについて陰性

の患者には、抗ＳＳＡ－５６自己抗体があることである（図８）。これらの結果

が示すのは、ＳＳまたはＳＬＥを患う患者の診断を確実にする上での、Ｒｏ／Ｓ

ＳＡ様（ＳＳＡ－５６）タンパク質の重要性である。

      【０１６１】

  【表３】
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      【０１６２】

  ６．２  ウェスタンブロッティング法による分析

  本発明者等は、ウェスタンブロッティング法により組換えタンパク質に対する

患者の血清の反応性を試験した（図９Ｂ）。該血清は、組換えタンパク質の様々

な断片を認識する。患者の血清が天然のタンパク質を認識するか検証するために

、本発明者等はＨｅｌａ細胞の抽出物でウェスタンブロッティング法を行った（

図９Ａ）。患者第１号は、天然のＳＳＡ－５２タンパク質を認識し、そしてＳＳ

Ａ－６０の認識はそれより弱かった。患者第２号は、ＳＳＡ－５２、ＳＳＡ－６

０、ＳＳＢ－４８そしてＳＳＡ－５６を認識するが、一方、患者第３号は、ＳＳ

Ａ－５６タンパク質のみを認識した。患者第４号は、健康なコントロールに対応

している。天然のタンパク質のサイズの決定は、抗ＳＳＡ－５６マウスポリクロ

ーナル（レーン６）によって認識されるタンパク質のサイズに応じて行う。

      【０１６３】

  例７：抗レトロウイルス治療（ＨＡＡＲＴ）の前後のＨＩＶ患者の血清中の抗

Ｒｏ／ＳＳＡ様（抗ＳＳＡ－５６）自己抗体の実証

      【０１６４】

  抗Ｒｏ／ＳＳＡ自己抗体の存在は、ＡＩＤＳなどの自己免疫疾患に類似の臨床

的徴候を呈する慢性のウイルス性疾患において実証された。本発明者等が分析し

たのは、ＨＡＡＲＴでの処置の前後のＨＩＶ陽性患者の血清における抗ＳＳＡ－

５６（抗Ｒｏ／ＳＳＡ様）自己抗体の存在である（図１０）。３２人の健康なコ

ントロールと３２人のＨＩＶ陽性患者とを、組換えＳＳＡ－５６タンパク質に対

してＥＬＩＳＡ法で分析した。その結果が示すことは、治療前にＨＩＶ陽性患者

にＳＳＡ－５６自己抗体が存在すること、そしてこれら抗体の力価は、抗レトロ

ウイルス治療の後では有意に減少することである。このことが示すことは、ＨＩ

Ｖ陽性患者で免疫系が過度に活性化されること、そしてＲｏ／ＳＳＡ様（ＳＳＡ

－５６）タンパク質が、ＨＩＶに臨床的に感染した患者の宿主のタンパク質に対

する自己免疫反応の（数あるうちの）一つの標的であることである。

      【０１６５】

  参考文献



(61) 特表２００３－５３３２３０

Ｂｕｃｋｈｏｌｚ，（１９９３），Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇ

ｙ  ４，５３８．

Ｃａｒｔｅｒ，（１９９３）Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  ３

，５３３．

Ｄｕｃｋ  ｅｔ  ａｌ．（１９９０），Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，９，１４

２．

Ｅｄｗａｒｄｓ  ｅｔ  Ａｒｕｆｆｏ（１９９３），Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｂｉｏｔ

ｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，４，５５８．

Ｅｐｓｔｅｉｎ（１９９２）Ｍｅｄｅｃｉｎｅ／Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，８，９０２

．

Ｆｕｒｔｈ  ｅｔ  ａｌ．（１９９２）Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２０５：３

６５．

Ｇｏｒｂａｌｅｎｙａ  ｅｔ  ａｌ．１９８８  Ｎａｔｕｒｅ  ３３３：２２

Ｇｕａｔｅｌｌｉ  ｅｔ  ａｌ．（１９９０），Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ

．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８７：１８７４．

Ｋｉｅｖｉｔｉｓ  ｅｔ  ａｌ．（１９９１），Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄ

ｓ，３５，２７３．

Ｋｏｈｌｅｒ  ｅｔ  Ｍｉｌｓｔｅｉｎ（１９７５）Ｎａｔｕｒｅ  ２５６，４

９５．

Ｋｏｈｌｅｒ  ｅｔ  Ｍｉｓｔｅｉｎ（１９７６）Ｅｕｒ  Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ

  ６：５１１．

Ｋｗｏｈ，ｅｔ  ａｌ．（１９８９），Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ

．ＵＳＡ，８６，１１７３．

Ｌａｎｄｅｇｒｅｎ  ｅｔ  ａｌ．（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４１，１０

７７．

Ｌｉｎｄｅｒ  ｅｔ  ａｌ．１９８９，Ｎａｔｕｒｅ  ３３７：１２１－１２２

Ｌｏｐｅｚ－Ｌｕｎａ  ｅｔ  ａｌ．（１９９５）Ｓｃａｎｄ．Ｊ．Ｒｈｕｍａ

ｔｏｌ．２４：２９３－２９９

Ｌｕｃｋｏｗ（１９９３），Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  ４



(62) 特表２００３－５３３２３０

，５６４．

Ｌｕｋｉｎｇ．ｅｔ  ａｌ．（１９９８）３３：２５９－２９６

Ｍａｔｔｈｅｗｓ  ｅｔ  ａｌ．（１９８８），Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，

１６９，１－２５．

Ｍｉｅｌｅ  ｅｔ  ａｌ．（１９８３），Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，１７１，２

８１．

Ｍｕｌｌｅｒ  ｅｔ  ａｌ．（１９９２）Ａｉｄｓ  ６：９３３．

Ｎｅｄｄｌｅｍａｎ  ｅｔ  Ｗｕｎｓｃｈ（１９７０）Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．

４８：４４３

Ｏｌｉｎｓ  ｅｔ  Ｌｅｅ（１９９３），Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ

ｌｏｇｙ  ４：５２０．

Ｐａｕｓｅ  ａｎｄ  Ｓｏｎｅｎｂｅｒｙ，１９９２，ＥＭＢＯ  Ｊ．１１：２

６４３－２６５４

Ｐｅａｒｓｏｎ  ｅｔ  Ｌｉｐｍａｎ（１９８８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ

ｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８５：２４４４

Ｐｅｒｒｉｃａｕｄｅｔ  ｅｔ  ａｌ．（１９９２），Ｌａ  Ｒｅｃｈｅｒｃｈ

ｅ  ２３：４７１．

Ｒａｄｅｒ  ｅｔ  ａｌ．（１９８９），Ｊ．Ｃｌｉｍ．Ｉｎｖｅｓｔ．８３：

１２９３－１２９８．

Ｒｏｈｌｍａｎｎ  ｅｔ  ａｌ．（１９９６）Ｎａｔｕｒｅ  Ｂｉｏｔｅｃｈ．

１４：１５６２．

Ｒｏｌｆｓ，Ａ．ｅｔ  ａｌ．（１９９１），Ｂｅｒｌｉｎ：Ｓｐｒｉｎｇｅｒ

－Ｖｅｒｌａｇ．

Ｓｃｈａｒｔｗ  ｅｔ  ａｌ．Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ

，Ｓｅｃｏｎｄ  Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｐａｕｌ  Ｗ．Ｅ．Ｅｄｉｔｉｏｎ  Ｒａｖ

ｅｎ  Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ（１９８４）ｐｐ．８１６－８６６）．

Ｓｅｇｅｖ，（１９９２），Ｋｅｓｓｌｅｒ  Ｃ．Ｓｐｒｉｎｇｅｒ  Ｖｅｒｌ

ａｇ，Ｂｅｒｌｉｎ，Ｎｅｗ－Ｙｏｒｋ，１９７－２０５．

Ｓｉｂｉｌｉａ，（１９９８），Ｒｅｖ．Ｒｈｕｍ．６５：４５－５７．



(63) 特表２００３－５３３２３０

Ｓｍｉｔｈ  ｅｔ  Ｗａｔｅｒｍａｎ（１９８１）Ａｄ．Ａｐｐ．Ｍａｔｈ．２

：４８２

Ｓｔｅｗａｒｔ  ｅｔ  Ｙｏｕｎｄ（１９８４），Ｓｏｌｉｄ  ｐｈａｓｅ  ｐ

ｅｐｔｉｄｅｓ  ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃｈｅｍ．Ｃｏｍｐａｎ

ｙ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ．

Ｔａｎｇ  ｅｔ  ａｌ．（１９９２）Ｎａｔｕｒｅ  ３５６：１５２．

Ｔｅｍｉｎ，（１９８６）Ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓ  ｖｅｃｔｏｒｓ  ｆｏｒ  ｇ

ｅｎｅ  ｔｒａｎｓｆｅｒ．  Ｉｎ  Ｋｕｃｈｅｒｌａｐａｔｉ  Ｒ．，ｅｄ．

Ｇｅｎｅ  Ｔｒａｎｓｆｅｒ．

Ｗａｌｋｅｒ  ｅｔ  ａｌ．１９８２，ＥＭＢＯ  Ｊ．１：９４５－９５１

    【０１６６】

【図面の簡単な説明】

    【図１】Ｒｏ／ＳＳＡ様タンパク質に対応するｃＤＮＡを得る方法を示した

図。

    【図２】アミノ酸のオープンリーディングフレームと５２ｋＤａのヒトＲｏ

／ＳＳＡタンパク質との配列相同性を示した図。

    【図３】プライマー９６Ｒ４（ＳＥＱ  ＩＤ  Ｎｏ１１）および９６Ｒ５（

ＳＥＱ  ＩＤ Ｎｏ１２）を用いた５’ＲＡＣＥアプローチによる、ｃＤＮＡの

５’領域を得る方法を示した図。

    【図４】：Ｒｏ／ＳＳＡ様タンパク質（４８５ａａ）と５２ｋＤａのＲｏ／

ＳＳＡタンパク質（４７５ａａ）のアミノ酸配列のアラインメントを示した図。

    【図５】Ｒｏ／ＳＳＡ様をコードするｍＲＮＡ発現のノーザンブロット法に

よる分析結果を示した図。

    【図６】ＨＩＶ陽性患者のＰＢＭＣｓにおけるＲｏ／ＳＳＡ様タンパク質を

コードするｍＲＮＡの発現の半定量的ＲＴ－ＰＣＲを示した図。

    【図７】組換えタンパク質（Ａ）と様々な細胞抽出物（Ｂ）に対するマウス

抗Ｒｏ／ＳＳＡ様抗血清（抗ＳＳＡ－５６）の反応性を示した図。

    【図８】従来のオクタロニー試験によって陰性（ＳＳＡ-およびＳＳＢ-）と

認定されたＳＳ患者、およびＳＬＥ患者の血清のＥＬＩＳＡ法による試験結果を



(64) 特表２００３－５３３２３０

示した図。

    【図９】Ｈｅｌａ細胞の抽出物に対する患者の血清（Ａ）、およびＲｏ／Ｓ

ＳＡ様組換えタンパク質（ＳＳＡ－５６）（Ｂ）に対するウェスタンブロッティ

ング法の結果を示した図。

    【図１０】抗レトロウイルス治療（ＨＡＡＲＴ）の前後のＨＩＶ陽性患者の

抗ＳＳＡ－５６自己抗体に対するＥＬＩＳＡ法の結果を示したグラフ。

    【配列表】
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【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図４】
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【図５】
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【図６】
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【図７】

【図８】
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【図９】
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摘要(译)

本发明提供了新颖的SSA-56kDa多肽及其片段，cDNA的克隆，编码该
多肽的多核苷酸，含有该多核苷酸的克隆载体和/或表达载体，以及由该
载体转化的细胞。 以及针对所述多肽的特异性抗体。 本发明还包括用于
检测和/或分析上述多肽和多核苷酸的方法，相应的诊断试剂盒，用于筛
选配体的方法，用于检测抗Ro / SSA样自身抗体的方法和抗Ro / SSA样
自身抗体的方法。 纯化潜在人类生物液的方法，以及可用作预防和/或治
疗病毒性疾病（例如艾滋病，尤其是系统性红斑狼疮（SLE）和干燥综
合征）的自身免疫性疾病的药物的化合物 关于。
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