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(54)【発明の名称】 ポリヌクレオチドおよびそれらによってコードされるポリペプチド

(57)【要約】
本発明は、ＰＴＭＡＸポリペプチドと称される、新規な
ポリペプチド、ならびにＰＴＭＡＸポリペプチドをコー
ドするポリヌクレオチド、およびＰＴＭＡＸに免疫特異
的に結合する抗体、あるいはＰＴＭＡＸポリペプチド、
ポリヌクレオチドまたは抗体の誘導体、改変体、変異体
、またはフラグメントを提供する。本発明はさらに、Ｐ
ＴＭＡＸポリペプチド、ポリヌクレオチドおよび抗体が
、広範な病理学的状態の検出および処置において使用さ
れる方法、ならびに他の用途を提供する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  単離されたポリペプチドであって、以下：

  ａ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、および２０に

よって与えられるアミノ酸配列の成熟形態；

  ｂ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、および２０に

よって与えられるアミノ酸配列の成熟形態の改変体であって、ここで、該成熟形

態における任意のアミノ酸は異なるアミノ酸に変化され、だだし、該成熟形態の

配列における該アミノ酸残基の１５％以下がこのように変化される、改変体；

  ｃ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、および２０に

よって与えられるアミノ酸配列；

  ｄ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、および２０に

よって与えられるアミノ酸配列の改変体であって、ここで、選択された配列に特

定される任意のアミノ酸は異なるアミノ酸に変化され、だだし、該配列における

該アミノ酸残基の１５％以下がこのように変化される、改変体；および

  ｅ）ａ）からｄ）までのいずれかのフラグメント、

からなる群から選択されるアミノ酸を含む、単離されたポリペプチド。

    【請求項２】  前記ポリペプチドが、配列番号２、４、６、８、１０、１２

、１４、１６、１８、および２０によって与えられる天然に存在する対立遺伝子

改変体である、請求項１に記載のポリペプチド。

    【請求項３】  前記改変体が、単一のヌクレオチド多型性の翻訳物である、

請求項２に記載のポリペプチド。

    【請求項４】  前記ポリペプチドが、本明細書中に記載の改変体ポリペプチ

ドであり、ここで、選択された配列に特定される任意のアミノ酸が、保存的置換

を提供するように変化される、請求項１に記載のポリペプチド。

    【請求項５】  単離された核酸分子であって、以下：

  ａ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、および２０に

よって与えられるアミノ酸の成熟形態；

  ｂ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、および２０に

よって与えられるアミノ酸の成熟形態の改変体であって、ここで、選択された配
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列の該成熟形態における任意のアミノ酸は異なるアミノ酸に変化され、だだし、

該成熟形態の配列における該アミノ酸残基の１５％以下がこのように変化される

、改変体；

  ｃ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、および２０に

よって与えられるアミノ酸配列；

  ｄ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、および２０に

よって与えられるアミノ酸配列の改変体であって、ここで、選択された配列に特

定される任意のアミノ酸は、保存的置換を提供するように変化され、ただし、該

配列中のアミノ酸残基の１５％以下が、このように変化される、改変体；

  ｅ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、および２０に

よって与えられるアミノ酸配列を含むポリペプチドの少なくとも一部分または該

ポリペプチドの任意の改変体をコードする核酸フラグメントであって、ここで、

選択された配列の任意のアミノ酸が異なるアミノ酸に変化され、ただし、該配列

におけるアミノ酸残基の１０％以下がこのように変化される、核酸フラグメント

；および

  ｆ）該核酸分子のいずれかの相補体、

からなる群から選択されるアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードする核酸配

列を含む、単離された核酸分子。

    【請求項６】  前記核酸分子が、天然に存在する対立遺伝子核酸改変体のヌ

クレオチド配列を含む、請求項５に記載の核酸分子。

    【請求項７】  改変体ポリペプチドをコードする請求項５に記載の核酸分子

であって、ここで、改変体ポリヌクレオチドが、天然に存在するポリペプチド改

変体のポリペプチド配列を有する、核酸分子。

    【請求項８】  前記核酸分子が、前記改変体ポリペプチドをコードする単一

のヌクレオチド多型性を含む、請求項５に記載の核酸分子。

    【請求項９】  前記核酸分子が、以下：

  ａ）配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、および１９によ

って与えられるヌクレオチド配列；

  ｂ）ヌクレオチド配列であって、ここで、配列番号１、３、５、７、９、１１
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、１３、１５、１７、および１９によって与えられる該ヌクレオチド配列におけ

る１つ以上のヌクレオチドが、選択された配列によって与えられるヌクレオチド

から異なるヌクレオチドに変化され、ただし、該ヌクレオチドの１５％以下がこ

のように変化される、ヌクレオチド配列；

  ｃ）配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、および１９によ

って与えられる配列の核酸フラグメント；および

  ｄ）核酸フラグメントであって、ここで、配列番号１、３、５、７、９、１１

、１３、１５、１７、および１９によって与えられる該ヌクレオチド配列におけ

る１つ以上のヌクレオチドが、選択された配列によって与えられるヌクレオチド

から異なるヌクレオチドに変化され、ただし、該ヌクレオチドの１５％以下がこ

のように変化される、核酸フラグメント、

からなる群から選択されるヌクレオチド配列を含む、請求項５に記載の核酸分子

。

    【請求項１０】  前記核酸分子が、配列番号１、３、５、７、９、１１、１

３、１５、１７、および１９によって与えられるヌクレオチド配列、または該ヌ

クレオチド配列の相補体に、ストリンジェントな条件下でハイブリダイズする、

請求項５に記載の核酸分子。

    【請求項１１】  前記核酸分子が、以下：

  ヌクレオチド配列であって、ここで、選択されたヌクレオチド配列のコード配

列に特定される任意のヌクレオチドが、該選択された配列によって与えられるヌ

クレオチドから異なるヌクレオチドに変化され、ただし、該選択されたコード配

列におけるヌクレオチドの１５％以下がこのように変化された、ヌクレオチド配

列；

  第一のポリヌクレオチドのの相補体である単離された第二のポリヌクレオチド

；または

  これらのいずれかのフラグメント、

を含む、請求項５に記載の核酸分子。

    【請求項１２】  請求項１１に記載の核酸分子を含むベクター。

    【請求項１３】  前記核酸分子に作動可能に連結されたプロモーターをさら
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に含む、請求項１２に記載のベクター。

    【請求項１４】  請求項１２に記載のベクターを含む、細胞。

    【請求項１５】  請求項１に記載のポリペプチドに免疫特異的に結合する、

抗体。

    【請求項１６】  前記抗体がモノクローナル抗体である、請求項１５に記載

の抗体。

    【請求項１７】  前記抗体がヒト化抗体である、請求項１５に記載の抗体。

    【請求項１８】  サンプルにおける請求項１に記載のポリペプチドの存在ま

たは量を決定するための方法であって、該方法は、以下：

  ａ）該サンプルを提供する工程；

  ｂ）該サンプルを、該ポリペプチドに免疫特異的に結合する抗体に導入する工

程；および

  ｃ）該ポリペプチドに結合した抗体の存在または量を決定する工程、

を包含し、それによって、該サンプルにおけるポリペプチドの存在または量を決

定する、方法。

    【請求項１９】  サンプルにおける請求項５に記載の核酸分子の存在または

量を決定するための方法であって、該方法は、以下：

  ａ）該サンプルを提供する工程；

  ｂ）該サンプルを、該核酸分子に結合するプローブに導入する工程；および

  ｃ）該核酸分子に結合した該プローブの存在または量を決定する工程、

を包含し、それによって、該サンプルにおける該核酸分子の存在または量を決定

する、方法。

    【請求項２０】  請求項１に記載のポリペプチドに結合する薬剤を同定する

方法であって、該方法は、以下：

  （ａ）該ポリペプチドを該薬剤に導入する工程；および

  （ｂ）該薬剤が該ポリペプチドにするか否かを決定する工程、

を包含する方法。

    【請求項２１】  症状の処置における使用のための潜在的な治療剤を同定す

るための方法であって、ここで、該症状は、請求項１に記載のポリペプチドの異
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常な発現または異常な生理学的相互作用に関連し、該方法は、以下：

  ａ）請求項１に記載のポリペプチドを発現し、該ポリペプチドに起因する特性

または機能を有する細胞を提供する工程；

  ｂ）該細胞を候補物質を含む組成物と接触させる工程；および

  ｃ）該物質が、該ポリペプチドに起因する該特性または機能を変化するか否か

を決定する工程、

を包含し、それによって、該物質の存在下で観察される変化が、該細胞が該物質

を欠く組成物と接触された場合に観察されない場合、該物質が潜在的な治療剤と

して同定される、方法。

    【請求項２２】  請求項１に記載のポリペプチドの活性を調節するための方

法であって、該方法は、該ポリペプチドの活性を調節するに十分な量で、請求項

１に記載のポリペプチドを発現する細胞サンプルに該ポリペプチドに結合する化

合物を導入する工程を包含する、方法。

    【請求項２３】  請求項１に記載のポリペプチドに関連した症状を処置また

は予防する方法であって、該方法は、このような処置または予防が所望される被

験体に、該被験体における該症状を処置または予防するに十分な量で、請求項１

に記載のポリペプチドを投与する工程を包含する、方法。

    【請求項２４】  前記被験体がヒトである、請求項２３に記載の方法。

    【請求項２５】  請求項１に記載のポリペプチドに関連した症状を処置また

は予防する方法であって、該方法は、このような処置または予防が所望される被

験体に、該被験体における該症状を処置または予防するに十分な量で、ＰＴＭＡ

Ｘ核酸を投与する工程を包含する、方法。

    【請求項２６】  前記被験体がヒトである、請求項２５に記載の方法。

    【請求項２７】  請求項１に記載のポリペプチドに関連した症状を処置また

は予防する方法であって、該方法は、このような処置または予防が所望される被

験体に、該被験体における該症状を処置または予防するに十分な量で、ＰＴＭＡ

Ｘ抗体を投与する工程を包含する、方法。

    【請求項２８】  前記被験体がヒトである、請求項２７に記載の方法。

    【請求項２９】  請求項１に記載のポリペプチドおよび薬学的に受容可能な
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キャリアを含む、薬学的組成物。

    【請求項３０】  請求項５に記載の核酸分子および薬学的に受容可能なキャ

リアを含む、薬学的組成物。

    【請求項３１】  請求項１５に記載の抗体および薬学的に受容可能なキャリ

アを含む、薬学的組成物。

    【請求項３２】  １つ以上の容器に、請求項２９に記載の薬学的組成物を含

む、キット。

    【請求項３３】  １つ以上の容器に、請求項３０に記載の薬学的組成物を含

む、キット。

    【請求項３４】  １つ以上の容器に、請求項３１に記載の薬学的組成物を含

む、キット。

    【請求項３５】  ヒト疾患に関連した症候群を処置するための医薬の製造に

おける治療剤の使用であって、該疾患は、請求項１に記載のポリペプチドと関連

した症状から選択され、該治療剤は、請求項１に記載のポリペプチドである、使

用。

    【請求項３６】  ヒト疾患に関連した症候群を処置するための医薬の製造に

おける治療剤の使用であって、該疾患は、請求項１に記載のポリペプチドと関連

する症状から選択され、該治療剤は、ＰＴＭＡＸ核酸である、使用。

    【請求項３７】  ヒト疾患に関連した症候群を処置するための医薬の製造に

おける治療剤の使用であって、該疾患は、請求項１に記載のポリペプチドと関連

する症状から選択され、該治療剤は、ＰＴＭＡＸ抗体である、使用。

    【請求項３８】  請求項１に記載のポリペプチドの活性の調節因子または請

求項１に記載のポリペプチドに関連する症状に対する潜在性もしくは素因の調節

因子をスクリーニングする方法であって、該方法は、以下：

  ａ）請求項１に記載のポリペプチドに関連する症状について危険性の増加した

試験動物に対して、試験化合物を投与する工程であって、ここで、該試験動物は

、請求項１に記載のポリペプチドを組換え発現する、工程；

  ｂ）工程（ａ）の該化合物を投与した後に、該試験動物における該ポリペプチ

ドの活性の発現を測定する工程；
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  ｃ）該試験動物における該タンパク質の活性を、該ポリペプチドが投与されて

いないコントロール動物における該ポリペプチドの活性と比較する工程であって

、ここで、該コントロール動物に対する、該試験動物における該ポリペプチドの

活性の変化は、該試験化合物が、請求項１に記載のポリペプチドに関連する症状

の潜在性または該症状に対する素因の調節因子であることを示す、工程、

を包含する、方法。

    【請求項３９】  前記試験動物が、野生型試験動物と比較して、増加したレ

ベルで、試験タンパク質導入遺伝子を発現するかまたはプロモーターの制御下で

該導入遺伝子を発現する組換え試験動物であり、ここで該プロモーターは、該導

入遺伝子のネイティブな遺伝子プロモーターではない、請求項３８に記載の方法

。

    【請求項４０】  第一の哺乳動物被験体において、請求項１に記載のポリペ

プチドの変化されたレベルに関連した疾患の存在または該疾患に対する素因を決

定する方法であって、該方法は、以下：

  ａ）該第一の哺乳動物被験体由来のサンプルにおいて該ポリペプチドの発現の

レベルを測定する工程；および

  ｂ）工程（ａ）の該サンプルにおける該ポリペプチドの量を、第二の哺乳動物

被験体由来のコントロールサンプル中に存在する該ポリペプチドの量と比較する

工程であって、該第二の哺乳動物被験体は、該疾患を有さないか、または該疾患

に対する素因がないことが知られている、工程、

を包含し、ここで、該コントロールサンプルと比較した場合の該第一の被験体に

おける該ポリペプチドの発現レベルの変化が、該疾患の存在または該疾患に対す

る素因を示す、方法。

    【請求項４１】  第一の哺乳動物被験体において、請求項５に記載の核酸分

子の変化されたレベルに関連した疾患の存在または該疾患に対する素因を決定す

る方法であって、該方法は、以下：

  ａ）該第一の哺乳動物被験体由来のサンプルにおいて該核酸の量を測定する工

程；および

  ｂ）工程（ａ）の該サンプルにおける該核酸の量を、第二の哺乳動物被験体由
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来のコントロールサンプル中に存在する該核酸の量と比較する工程であって、該

第二の哺乳動物被験体は、該疾患を有さないか、または該疾患に対する素因がな

いことが知られている、工程、

を包含し、ここで、該コントロールサンプルと比較した場合の該第一の被験体に

おける該ポリペプチドのレベルの変化が、該疾患の存在または該疾患に対する素

因を示す、方法。

    【請求項４２】  哺乳動物における病理学的状態を処置する方法であって、

該方法は、該哺乳動物に、該病理学的状態を軽減するに十分な量のポリペプチド

を投与する工程を包含し、ここで該ポリペプチドが、配列番号２、４、６、８、

１０、１２、１４、１６、１８、および２０によって与えられるアミノ酸配列を

含むポリペプチドに対して少なくとも９５％同一なアミノ酸配列を有するポリペ

プチド、またはその生物学的に活性なフラグメントである、方法。

    【請求項４３】  哺乳動物における病理学的状態を処置する方法であって、

該方法は、該哺乳動物に、該病理学的状態を軽減するに十分な量の請求項１５に

記載の抗体を投与する工程を包含する、方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （発明の分野）

  本発明は、一般的に、核酸およびポリペプチドに関し、より詳細には、本発明

は、胸腺および他の組織において発現されるポリヌクレオチド、ならびにこのよ

うなポリヌクレオチドによってコードされるポリペプチド、そしてこのポリペプ

チドおよびポリヌクレオチドを産生するためのベクター、宿主細胞、抗体および

組換え方法に関する。

      【０００２】

  （発明の背景）

  本発明は、一般的に、核酸およびそれらによってコードされるポリペプチド、

ならびにこれらの核酸およびポリペプチドを使用する方法に関する。

      【０００３】

  （発明の要旨）

  本発明は、新規なポリヌクレオチド配列の発見に一部基づく。これらのヒト核

酸およびこれらによってコードされるポリペプチドは、集合的に、本明細書にお

いて、「ＰＴＭＡＸ」と呼ばれる。

      【０００４】

  従って、一つの局面において、本発明は、新規なポリペプチド、あるいはそれ

らのフラグメント、ホモログ、アナログまたは誘導体をコードする単離された核

酸分子を提供する。この核酸は、例えば、配列番号２ｎのアミノ酸配列（ここで

、ｎは、１～１０の整数である）を含むポリペプチドに少なくとも８５％同一な

ポリペプチド、あるいはそのフラグメント、ホモログ、アナログまたは誘導体で

あるポリペプチドをコードする核酸配列を含み得る。この核酸は、例えば、ゲノ

ムＤＮＡ由来の１つ以上のフラグメント、またはｃＤＮＡ分子、またはＲＮＡ分

子を含み得る。特定の実施形態において、核酸分子は、配列番号２ｎ－１のいず

れかの配列を含み得、ここで、ｎは、１～１０の整数である。これらのポリペプ

チドおよび核酸は、本明細書中に開示されるように、プロサイモシン（ｐｒｏｔ

ｈｙｍｏｓｉｎ）α、オンコスタチン、または神経発育因子に関連する。
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      【０００５】

  本明細書中に記載される核酸の一つ以上を含むベクター、および本明細書中に

記載されるベクターまたは核酸を含む細胞もまた、本発明に含まれる。

      【０００６】

  本発明はまた、上記核酸分子のいずれかを含むベクターを用いて形質転換され

た宿主細胞に関する。

      【０００７】

  別の局面において、本発明は、ＰＴＭＡＸ核酸および薬学的に受容可能なキャ

リアまたは希釈剤を含む薬学的組成物を含む。

      【０００８】

  さらなる局面において、本発明は、実質的に精製されたＰＴＭＡＸポリペプチ

ド（例えば、ＰＴＭＡＸ核酸によってコードされるＰＴＭＡＸポリペプチドのい

ずれか、ならびにそのフラグメント、ホモログ、アナログ、および誘導体）を含

む。本発明はまた、ＰＴＭＡＸポリペプチドおよび薬学的に受容可能なキャリア

または希釈剤を含む薬学的組成物を含む。

      【０００９】

  なおさらなる局面において、本発明は、ＰＴＭＡＸポリペプチドに特異的に結

合する抗体を提供する。抗体は、例えば、モノクローナル抗体またはポリクロー

ナル抗体、ならびにそれらのフラグメント、ホモログ、アナログ、および誘導体

であり得る。本発明はまた、ＰＴＭＡＸ抗体および薬学的に受容可能なキャリア

または希釈剤を含む薬学的組成物を含む。本発明はまた、上記核酸分子のいずれ

かによってコードされるポリペプチドのエピトープに結合する単離された抗体に

関する。

      【００１０】

  本発明はまた、上記薬学的組成物のいずれかを含むキットを含む。

      【００１１】

  本発明はさらに、ＰＴＭＡＸ核酸（例えば、ＰＴＭＡＸ核酸を含むベクター）

を含む細胞を提供し、そしてこの核酸によってコードされるＰＴＭＡＸポリペプ

チドを発現するのに十分な条件下で細胞を培養することによってＰＴＭＡＸポリ
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ペプチドを産生するための方法を提供する。次いで、発現されたＰＴＭＡＸポリ

ペプチドは、細胞から回収される。好ましくは、細胞は、ほとんどまたは全く内

因性のＰＴＭＡＸポリペプチドを産生しない。細胞は、例えば、原核生物細胞ま

たは真核生物細胞であり得る。

      【００１２】

  本発明はまた、サンプルをＰＴＭＡＸポリペプチドまたはＰＴＭＡＸ核酸に特

異的に結合する化合物と接触させ、そして存在する場合、複合体形成を検出する

ことによって、このサンプル中のＰＴＭＡＸポリペプチドまたはＰＴＭＡＸ核酸

を同定する方法に関する。

      【００１３】

  本発明はさらに、ＰＴＭＡＸポリペプチドを化合物と接触させ、ＰＴＭＡＸポ

リペプチドの活性が改変されるか否かを決定することによって、ＰＴＭＡＸポリ

ペプチドの活性を調節する化合物を同定する方法を提供する。

      【００１４】

  本発明はまた、ＰＴＭＡＸポリペプチドを化合物と接触させ、その化合物が、

ＰＴＭＡＸポリペプチドの活性を改変するか、ＰＴＭＡＸポリペプチドに結合す

るか、またはＰＴＭＡＸポリペプチドをコードする核酸分子に結合するか否かを

決定することによって同定されるＰＴＭＡＸポリペプチド活性を調節する化合物

に関する。

      【００１５】

  別の局面において、本発明は、被験体のＰＴＭＡＸ関連障害の存在またはこの

障害の素因を測定する方法を提供する。この方法は、被験体からサンプルを提供

する工程、およびこの被験体サンプル中のＰＴＭＡＸポリペプチドの量を測定す

る工程を包含する。次いで、被験体サンプル中のＰＴＭＡＸポリペプチドの量を

、コントロールサンプル中のＰＴＭＡＸポリペプチドの量と比較する。コントロ

ールタンパク質サンプル中のＰＴＭＡＸポリペプチドの量に対する被験体のタン

パク質サンプル中のＰＴＭＡＸポリペプチドの量における変化は、この被験体が

、免疫系における機能不全、組織増殖関連状態、または神経学的障害に関連する

病理を有することを示す。コントロールサンプルは、好ましくは、対等の個体（
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すなわち、年齢、性別、または他の一般的状態の類似する個体であって、免疫系

における機能不全、組織増殖関連状態、または神経学的障害を有することが疑わ

れていない個体）から取られる。あるいは、コントロールサンプルは、被験体が

免疫系における機能不全、組織増殖関連状態、または神経学的障害を有すると疑

われていないときのその被験体から取られ得る。いくつかの実施形態において、

ＰＴＭＡＸポリペプチドは、ＰＴＭＡＸ抗体を使用して検出される。

      【００１６】

  さらなる局面において、本発明は、被験体のＰＴＭＡＸ関連障害の存在または

この障害の素因を決定する方法を提供する。この方法は、核酸サンプル（例えば

、ＲＮＡまたはＤＮＡまたはその両方）を被験体から提供する工程、および被験

体の核酸サンプル中のＰＴＭＡＸ核酸の量を測定する工程を包含する。次いで、

被験体核酸中のＰＴＭＡＸ核酸サンプルの量を、コントロールサンプル中のＰＴ

ＭＡＸ核酸の量と比較する。コントロールサンプル中のＰＴＭＡＸの量に対する

サンプル中のＰＴＭＡＸ核酸の量における変化は、この被験体が免疫系における

機能不全、組織増殖関連状態、または神経学的障害を有することを示す。

      【００１７】

  なおさらなる局面において、本発明は、ＰＴＭＡＸ関連障害を処置するか予防

するかまたは遅延させる方法を提供する。本方法は、このような処置または予防

または遅延が望ましい被験体に、ＰＴＭＡＸ核酸、ＰＴＭＡＸポリペプチド、ま

たはＰＴＭＡＸ抗体を、被験体の免疫系における障害、組織増殖関連障害、また

は神経学的障害を処置、予防、または遅延するのに十分な量で投与する工程を包

含する。

      【００１８】

  他に規定しない限り、本明細書中で使用される全ての技術的用語および科学的

用語は、本発明が属する技術分野の当業者によって共通して理解されるのと同じ

意味を有する。本明細書中に記載される方法および材料と類似または等価な方法

または材料が、本発明の実施または試験において使用され得るが、適切な方法お

よび材料は以下に記載される。本明細書中で言及されるすべての刊行物、特許出

願、特許、および他の文献は、その全体が参考として援用される。矛盾する場合
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には、定義を含む本明細書が優先される（ｃｏｎｔｒｏｌ）。さらに、材料、方

法、および実施例は、例示のみであって限定することを意図しない。

      【００１９】

  本発明の他の特徴および他の利点は、以下の詳細な説明および特許請求の範囲

から明らかとなる。

      【００２０】

  （発明の詳細な説明）

  本発明は、新規なヌクレオチドおよびそれによってコードされるポリペプチド

を提供する。１０個の新規な核酸配列およびそれらのコードされるポリペプチド

が本発明に含まれる。それらの配列は、集合的に「ＰＴＭＡＸ核酸」または「Ｐ

ＴＭＡＸポリヌクレオチド」と呼ばれ、そして対応するコードされるポリペプチ

ドは、「ＰＴＭＡＸポリペプチド」または「ＰＴＭＡＸタンパク質」と呼ばれる

。例えば、本発明に従うＰＴＭＡＸ核酸は、ＰＴＭＡＸ核酸を含む核酸であり、

そして本発明に従うＰＴＭＡＸポリペプチドは、ＰＴＭＡＸのアミノ酸配列を含

むポリペプチドである。他に示されない場合、「ＰＴＭＡＸ」は、本明細書中に

開示された新規な配列のいずれかをいうことを意味する。

      【００２１】

  表１は、ＰＴＭＡＸ核酸およびそれらがコードするポリペプチドの要約を提供

する。

      【００２２】

  表１のカラム１（「ＰＴＭＡＸ番号」と表題が与えられる）は、本発明に従う

核酸に割り当てられたＰＴＭＡＸ数を示す。

      【００２３】

  表１のカラム２（「クローン識別番号」と表題が与えられる）は、示されたＰ

ＴＭＡＸの第２の識別番号を提供する。

      【００２４】

  表１のカラム３（「クローンの起源の組織」と表題が与えられる）は、示され

るＰＴＭＡＸ核酸が発現される組織を示す。

      【００２５】
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  表１のカラム４～９は、示されるＰＴＭＡＸ核酸およびポリペプチドについて

示されるような構造的情報を記載する。

      【００２６】

  表１のカラム１０（「タンパク質類似性」と表題が与えられる）は、示される

ＰＴＭＡＸによってコードされるポリペプチドに関連する以前に記載されたタン

パク質を列挙する。以前に記載されたタンパク質についてのＧｅｎｂａｎｋ識別

番号が提供される。これらは、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｌ．ｎｌｍ．ｎｉ

ｈ．ｇｏｖ／から検索され得る。

      【００２７】

  表１のカラム１１（「単一のペプチド切断部位」と表題が与えられる）は、シ

グナルペプチドがＳｉｇｎａｌＰによって決定されるように切断される推定のヌ

クレオチド位置を示す。

      【００２８】

  表１のカラム１２（「細胞局在」と表題が与えられる）は、示されるＰＴＭＡ

Ｘポリペプチドの推定の細胞局在を示す。

      【００２９】

【表１】
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  表２は、割り当てられたＰＴＭＡＸ番号、クローン識別番号および配列識別番

号（配列番号（ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ））に対する相互参照を提供する。
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      【００３０】

【表２】

  本発明に従う、ＰＴＭＡＸ核酸およびそれらがコードするポリペプチドは、種

々の用途および内容において有用である。本発明に従う種々のＰＴＭＡＸ核酸お

よびポリペプチドは、先に記載されたタンパク質に対するドメインおよび配列の

関連性の存在に従って、特にタンパク質ファミリーの新規なメンバーとして有用

である。

      【００３１】

  例えば、ＰＴＭＡ１～６、９および１０核酸ならびにそれらをコードするポリ

ペプチドは、タンパク質のプロサイモシンαファミリーに属するタンパク質の特
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徴である構造的モチーフを含む。プロサイモシンαは、免疫調節活性、造血活性

、および抗新生物活性を有する胸腺ホルモンである。特に、プロサイモシンαは

、サイモシンαと同じ量および質の生物学的活性を有する；すなわち、免疫不全

疾患、免疫抑制癌患者の処置のため、および免疫抑制患者における日和見感染を

予防するために効力を有する。従って、本発明に従うＰＴＭＡ１～６、９および

１０核酸およびポリペプチド、抗体および関連化合物は、種々の癌および免疫不

全障害（例えば、ＡＩＤＳ、自己免疫疾患、例えば、エリテマトーデスおよび慢

性関節リウマチ）において関連した治療的適用において有用である。

      【００３２】

  ２８アミノ酸残基を含むペプチド（サイモシン－α－１と呼ばれる）は、本来

、ウシサイモシン画分５から単離され、そしてインビトロの試験系およびインビ

ボの試験系において別々に免疫機能の種々の局面を回復することが示された。サ

イモシン－α－１は、胸腺によって産生されるいくつかのホルモンまたはホルモ

ン様物質の１つであり、ポリペプチド前駆体から誘導される。１９８４年におい

て、Ｈａｒｉｔｏｓらは、新鮮なラット胸腺から１１３アミノ酸を含む大量のポ

リペプチド前駆体（プロサイモシン－αと呼ばれる）（これは、そのＮＨ２末端

においてサイモシン－α－１配列を含む）を単離した。

      【００３３】

  サイモシン－α－１は、続いて、ヒト胸腺から類似の画分から単離され、そし

てウシサイモシン－α－１として同じアミノ酸配列を有することが報告された。

ヒト胸腺から単離されたプロサイモシンαは、サイモシンα１、サイモシンα１

１、および他のフラグメントがサイモシン画分５の単離の間に生成されるネイテ

ィブなポリペプチドを表すようである。ヒトプロサイモシンαは、１０９～１１

４アミノ酸残基のポリペプチドであり、そしてそのアミノ末端に全サイモシンα

１配列を含む。ペプチドは、胸腺依存性のリンパ球の制御、分化および機能に関

与し、日和見感染に対して被験体動物の保護において、重量基準でサイモシンα

と少なくとも同じ程度に強力であるようである。

      【００３４】

  一般的に、本発明のプロキモシンα様タンパク質は、サイモシンαと比較可能
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な量および質の生物学的活性を有すると考えられている。予想投薬量範囲は、お

そらく約１～１００：ｇ／ｋｇ／日である。遺伝子治療適用に使用される本発明

の核酸の投薬量は、このタンパク質に関して示される投薬量よりも、おそらくよ

り低く、そして投与はおそらくより少ない頻度である。

      【００３５】

  ヒト末梢血単球は、培養上清中にプロキモシンα放出サイモシンα１を用いて

インキュベートされる。加えて、総ＲＮＡは増加することが見出される。サイモ

シンα１の産生は、その放出動力学ならびにアクチノアイシンＤおよびシクロヘ

キシミドによるその合成阻害によって示されるように、新規タンパク質合成を含

む。サイモシンα１放出は、おそらくＨＬＡ－ＤＲと関連して、Ｔ細胞集団の増

殖を刺激する。

      【００３６】

  Ｅｃｋｅｒｔら（Ｉｎｔ  Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｐｈａｒｍａｃｏｌ  １９９７  

Ｓｅｐ～Ｏｃｔ；１９（９－１０）：４９３－５００）は、腫瘍患者由来の単核

細胞に対してプロキモシンα１を用いて、前臨床研究を実行した。彼らは、健康

なコントロールと比較した場合の、癌患者における黒色腫および直腸結腸癌のリ

ンパ球および単球指向された抗腫瘍反応に対する、胸腺タンパク質、プロキモシ

ンα１（Ｐｒｏ  α１）の免疫調節能力を研究した。平均して、彼らは、健康な

コントロールよりも、腫瘍患者がより低いＮＫ細胞およびＬＡＫ細胞の活性を示

し、腫瘍標的細胞へのより低い接着能力と関連していることを見出した。腫瘍患

者のＮＫ細胞活性は、腫瘍段階に逆比例的に関連した。Ｐｒｏ  α１は、疾患の

初期段階においてのみ健康を害した患者のＬＡＫ細胞活性を刺激した。Ｐｒｏ  

α１効果は、腫瘍標的細胞へのリンパ球の増加した接着ならびに欠損ＩＦＮ－γ

およびＩＬ－２分泌の増加した分泌と関連した。フローサイトメトリーによって

、Ｅｃｋｅｒｔらは、ＩＬ－２と組み合わせたｐｒｏ  α１が、ＮＫ細胞マーカ

ーのＣＤ５６、ＣＤ１６／５６およびＣＤ２５ならびにＣＤ１８／１Ｉａ接着分

子発現を増加することを見出した。腫瘍患者からの単球は、健康なコントロール

と比較して、混乱した抗腫瘍性（ｔｕｒｎｏｒｉｓｔａｔｉｃ）活性を示した。

Ｐｒｏ  α１は、単独またはｒＩＦＮγと組み合わせて適用された場合、抗腫瘍
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活性の平均値を上昇した。ＩＦＮγの存在下、Ｐｒｏ  α１は、培養腫瘍細胞へ

の単球の接着を、主に漸増するＣＤ５４発現によって刺激した。Ｐｒｏ  α１は

、単独またはＩＦＮγとの組み合わせで、単球によるＴＮＦαおよびＩＬ－１β

分泌を刺激し、そして高いＰＧＥ２およびＴＧＦβレベルを特に試験患者群にお

いて減少した。

      【００３７】

  さらに、プロキモシンαは、抗ウイルス剤および化学療法剤の効果を増強する

ことが示された。従って、本発明のＰＴＭＡ１～６、９および１０の核酸、ポリ

ペプチド、抗体および関連化合物は、Ｃ型肝炎のようなウイルス疾患ならびに種

々の悪性腫瘍を処置するための使用され得る。さらに、プロキモシンαは、新生

物形成性に形質転換された細胞の生成物として検出されている。本発明に従うＰ

ＴＭＡ１～６、９および１０の核酸、およびポリペプチド、抗体および関連化合

物は、癌に関する診断マーカーとして治療適用および診断適用を有し得る。以下

の実施例２に記載されるような組織発現分析は、種々の癌（例えば、黒色腫、結

腸癌および乳癌）における高い発現のＰＴＭＡＸ核酸を示し、これは、これらの

癌に関する診断マーカーとしてかこれらの癌の処置においてかのいずれかでの、

ＰＴＭＡＸ核酸およびポリペプチドの潜在的な治療適用を示唆する。

      【００３８】

  ＰＴＭＡ７の核酸およびコード化ポリペプチドは、オンコスタチンタンパク質

ファミリーに属するタンパク質に特徴的である構造モチーフを含む。オンコスタ

チンは、血管拡張ＣＸＣサイトカインである。新脈管形成は、胚形成、創傷修復

および女性の生殖周期における重要な正常な生理学的プロセスである。しかし、

病理学的プロセスとして、これは、慢性炎症、線維増殖性障害および腫瘍形成に

おいて中心的な役割を果たす。従って、本発明に従うＰＴＭＡ７核酸およびポリ

ペプチド、抗体および関連化合物は、種々の癌、冠状動脈疾患、関節炎および糖

尿病性網膜症に関連する治療適用において有用である。さらに、オンコスタチン

は、アポトーシスのインヒビターとして関連付けられている。従って、本発明の

ＰＴＭＡ７の核酸、ポリペプチド、抗体および関連化合物は、自己免疫疾患（例

えば、エリテマトーデスおよび慢性関節リウマチ）、免疫不全障害（例えば、Ａ
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ＩＤＳ）、および癌（例えば、黒色腫、頚部癌およびバーキットリンパ腫）を処

置するために使用され得る。

      【００３９】

  ＰＴＭＡ８の核酸およびコード化ポリペプチドは、神経成長因子のタンパク質

ファミリーに属するタンパク質の特徴である構造モチーフを含む。ニューロトロ

フィン（例えば、神経成長因子）は、ニューロンの成長、分化および維持に不可

欠な役割を果たす。従って、本発明に従うＰＴＭＡ８の核酸、およびポリペプチ

ド、抗体ならびに関連化合物は、種々の神経学的疾患（例えば、パーキンソン病

、アルツハイマー病、筋萎縮性側索硬化症および精神医学障害）に関連する治療

適用に有用である。さらに、神経成長因子は、神経免疫相互作用に役割を有する

ことが示されている。従って、本発明のＰＴＭＡ８の核酸、ポリペプチド、抗体

および関連化合物は、炎症疾患（例えば、角結膜炎および喘息）を処置するため

、ならびに組織リモデリングを調節するために使用され得る。

      【００４０】

  本発明に従うＰＴＭＡＸ核酸およびＰＴＭＡＸポリペプチドのさらなる使用は

、本明細書中に開示される。

      【００４１】

  （１．ＰＴＭＡ－１）

  本発明に従うＰＴＭＡ－１核酸およびポリペプチドは、クローンＡＣ００９４

８５＿Ａの核酸配列およびコード化ポリペプチド配列を含む。

      【００４２】

  この核酸配列は、３２７ヌクレオチド長であり（配列番号１）、このヌクレオ

チド１～３２７（配列番号１）は、１０９アミノ酸のポリペプチド（配列番号２

）をコードするオープンリーディングフレームを規定する。

      【００４３】

  このＡＣ００９４８５＿Ａ核酸は、以下の配列：

      【００４４】

【化１】
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を有する。

      【００４５】

  クローンＡＣ００９４８５＿Ａによってコードされるポリペプチドは、以下の

配列：

      【００４６】

【化２】

を有する。

      【００４７】

  ＰＴＭＡ－１の算出された分子量は、１１９０９．９ダルトンである。クロー

ンＡＣ００９４８５＿Ａは、ＢＬＡＳＴプログラムを用いて配列データベースの

検索に供された。例えば、本発明のこのアミノ酸配列は、１０９のアミノ酸残基

を有するヒトプロキモシンα（登録番号ｐｔｎｒ：ＳＰＴＲＥＭＢＬ－ＡＣＣ：

Ｑｌ５２４９  ＰＲＯＴＨＹＭＯＳＩＮ  ＡＬＰＨＡ（ＰＲＯＴ－ＡＬＰＨＡ）

－ＨＯＭＯ  ＳＡＰＩＥＮＳ）に対して同一である１０９残基のうちの１００残

基（９１％）、またはこれに対して陽性である１０９残基のうちの１０３残基（

９４％）を有することが、見出された。

      【００４８】

  実施例２Ｂ（以下に記載）は、クローンＡＣ００９４８５＿Ａが胸腺組織に非

常に発現されることを示し、これは、胸腺ホルモンとしてのその同定と一致する
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。

      【００４９】

  （２．ＰＴＭＡ－２）

  本発明に従うＰＴＭＡ－２の核酸およびポリペプチドは、ＡＣ０１０１７５＿

Ａ．０．１の核酸配列およびコード化ポリペプチド配列を含む。

      【００５０】

  この核酸配列は、５５５ヌクレオチド長であり（配列番号３）、このヌクレオ

チド１～３４２（配列番号３）は、１１４アミノ酸のポリペプチド（配列番号４

）をコードするオープンリーディングフレームを規定する。

      【００５１】

  このＡＣ０１０１７５＿Ａ．０．１核酸は、以下の配列：

      【００５２】

【化３】

を有する。

      【００５３】

  クローンＡＣ０１０１７５＿Ａ．０．１によってコードされるポリペプチドは

、以下の配列：

      【００５４】

【化４】
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を有する。

      【００５５】

  推定タンパク質の算出された分子量は、１２３８９．２ダルトンである。クロ

ーンＡＣ０１０１７５＿Ａ．０．１は、ＢＬＡＳＴプログラムを用いて配列デー

タベースの検索に供された。例えば、本発明のこのアミノ酸配列は、１１７のア

ミノ酸残基を有するヒトプロキモシンα偽遺伝子（登録番号ＡＣＣ：ＡＡＡ３６

４８５  ＨＵＭＡＮ  ＰＲＯＴＨＹＭＯＳＩＮ－ＡＬＰＨＡ  ＰＳＥＵＤＯＧＥ

ＮＥ－ＨＯＭＯ  ＳＡＰＩＥＮＳ）に対して同一である１１７残基のうちの１１

２残基（９５％）、またはこれに対して陽性である１１７残基のうちの１１３残

基（９６％）を有することが、見出された。

      【００５６】

  （３．ＰＴＭＡ－３）

  本発明に従うＰＴＭＡ－３の核酸およびポリペプチドは、ＡＣ０１０１７５＿

Ａ．９．５の核酸配列およびコード化ポリペプチド配列を含む。

      【００５７】

  この核酸配列は、６７５ヌクレオチド長であり（配列番号５）、このヌクレオ

チド５５～３９７（配列番号５）は、１１４アミノ酸のポリペプチド（配列番号

６）をコードするオープンリーディングフレームを規定する。

      【００５８】

  このＡＣ０１０１７５＿Ａ．９．５核酸は、以下の配列：

      【００５９】

【化５】
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を有する。

      【００６０】

  クローンＡＣ０１０１７５＿Ａ．９．５によってコードされるポリペプチドは

、以下の配列：

      【００６１】

【化６】

を有する。

      【００６２】

  このタンパク質の算出された分子量は、１２４８１．４ダルトンである。クロ

ーンＡＣ０１０１７５＿Ａ．９．５は、ＢＬＡＳＴプログラムを用いて配列デー

タベースの検索に供された。例えば、本発明のこのアミノ酸配列は、１１７のア

ミノ酸残基を有するヒトプロキモシンα偽遺伝子（登録番号ｒｅｍｔｒｅｍｂｌ

－ＡＣＣ：ＡＡＡ３６４８５  ＨＵＭＡＮ  ＰＲＯＴＨＹＭＯＳＩＮ－ＡＬＰＨ
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Ａ  ＰＳＥＵＤＯＧＥＮＥ－ＨＯＭＯ  ＳＡＰＩＥＮＳ）に対して同一である１

１７残基のうちの１０６残基（９０％）、またはこれに対して陽性である１１７

残基のうちの１１０残基（９４％）を有することが、見出された。

      【００６３】

  （４．ＰＴＭＡ－４）

  本発明に従うＰＴＭＡ－４の核酸およびポリペプチドは、ＡＣ００９５３３＿

Ａの核酸配列およびコード化ポリペプチド配列を含む。

      【００６４】

  この核酸配列は、３４５ヌクレオチド長であり（配列番号７）、このヌクレオ

チド１～３４２（配列番号７）は、１１４アミノ酸のポリペプチド（配列番号８

）をコードするオープンリーディングフレームを規定する。

      【００６５】

  このＡＣ００９５３３＿Ａ核酸は、以下の配列：

      【００６６】

【化７】

を有する。

      【００６７】

  クローンＡＣ００９５３３＿Ａによってコードされるポリペプチドは、以下の

配列：

      【００６８】

【化８】
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を有する。

      【００６９】

  このタンパク質の算出された分子量は、１２３９０．２ダルトンである。クロ

ーンＡＣ００９５３３＿Ａは、ＢＬＡＳＴプログラムを用いて配列データベース

の検索に供された。例えば、この核酸配列は、ヒトプロキモシンα遺伝子（クロ

ーンｐＨＧ４）（ＧＥＮＢＡＮＫ－ＩＤ：ＨＵＭＰＲＯＣ／ａｃｃ：Ｌ２１６９

５）に同一である３２２塩基のうちの２８２塩基（８７％）を有することが見出

された。例えば、本発明のアミノ酸配列は、ヒトプロキモシンα偽遺伝子（登録

番号ｐｔｎｒ：ＲＥＭＴＲＥＭＢＬ－ＡＣＣ：Ｇｌ９０３７２）に対して同一で

ある１１７残基のうちの１１１残基（９４％）、またはこれに対して陽性である

１１７残基のうちの１１３残基（９６％）を有すること；あるいは、ヒトプロキ

モシンα（登録番号ｐｔｎｒ：ＳＰＴＲＥＭＢＬ－ＡＣＣ：Ｑ１５２４９）に関

する配列に対して同一である１０９残基のうちの９９残基（９０％）、またはこ

れに対して陽性である１０９残基のうちの１０２残基（９３％）を有することが

、見出された。現在記載されたタンパク質の主要な識別は、同定された関連配列

と比較して、６３位より後の、４つの連続するグルタミン酸残基の続きが欠失す

ることである。

      【００７０】

  実施例２Ｃ（以下に記載）は、クローンＡＣ００９５３３＿Ａは、胸腺組織で

非常に発現されることを示し、これは、胸腺ホルモンとしての同定と一致する。

      【００７１】

  （５．ＰＴＭＡ－５）

  本発明に従うＰＴＭＡ－５の核酸およびポリペプチドは、ＡＬ１２１５８５＿

Ａの核酸配列およびコード化ポリペプチド配列を含む。

      【００７２】



(29) 特表２００３－５１００８０

  この核酸配列は、５０１ヌクレオチド長であり（配列番号９）、このヌクレオ

チド１３４～４６０（配列番号９）は、１０９アミノ酸のポリペプチド（配列番

号１０）をコードするオープンリーディングフレームを規定する。本発明に従う

ＰＴＭＡ－６ヌクレオチド配列はまた、クローンＡＬ１２１５８５＿Ａに存在す

る。この配列は、ヒト第２０番染色体に局在する。

      【００７３】

  このＡＬ１２１５８５＿Ａ核酸は、以下の配列：

      【００７４】

【化９】

を有する。

      【００７５】

  クローンＡＬ１２１５８５＿Ａによってコードされるポリペプチドは、以下の

配列：

      【００７６】

【化１０】
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を有する。

      【００７７】

  このタンパク質の算出された分子量は、１２００５．８ダルトンである。クロ

ーンＡＬ１２１５８５＿Ａは、ＢＬＡＳＴプログラムを用いて配列データベース

の検索に供された。例えば、本発明のこのヌクレオチド配列は、ヒトプロキモシ

ンα偽遺伝子（登録番号ｇｂ：ＧＥＮＢＡＮＫ－ＩＤ：ＨＵＭＰＲＯＡＤ／ａｃ

ｃ：Ｊ０４８００  ＨＵＭＡＮ  ＰＲＯＴＨＹＭＯＳＩＮ－ＡＬＰＨＡ  ＰＳＥ

ＵＤＯＧＥＮＥ－ＨＯＭＯ  ＳＡＰＩＥＮＳ）に対して同一である５０１塩基の

うちの４９６塩基（９９％）、またはこれに対して陽性である５０１塩基のうち

の４９６塩基（９９％）を有することが見出された。例えば、本発明のアミノ酸

配列は、ヒトプロキモシンα（登録番号ｐｔｎｒ：ＰＩＲ－ＩＤ：ＴＮＨＵＡ  

ＰＲＯＴＨＹＭＯＳＩＮ－ＡＬＰＨＡ－ＨＵＭＡＮ）に対して同一である１１０

残基のうちの９９残基（９０％）、またはこれに対して陽性である１１０残基の

うちの１０３残基（９３％）を有することが見出された。

      【００７８】

  （６．ＰＴＭＡ－６）

  本発明に従うＰＴＭＡ－６の核酸およびポリペプチドは、クローンＡＣ０１０

１７５の核酸配列およびコード化ポリペプチド配列を含む。

      【００７９】

  この核酸配列は、３４２ヌクレオチド長であり（配列番号１１）、このヌクレ

オチド１～３４２（配列番号１１）は、１１４アミノ酸のポリペプチド（配列番

号１２）をコードするオープンリーディングフレームを規定する。

      【００８０】

  ＡＣ０１０１７５の核酸およびコード化ポリペプチドは、以下の配列：

      【００８１】

【化１１】
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を有する。

      【００８２】

  このタンパク質の算出された分子量は、１２３８９．２ダルトンである。クロ

ーンＡＣ０１０１７５は、ＢＬＡＳＴプログラムを用いて配列データベースの検

索に供された。例えば、本発明のこのアミノ酸配列は、例えば、米国特許第４，

６５９，６９４号および同第４，７１６，１４８号に開示されるヒトプロキモシ

ンαに関するヒトプロキモシンαａ配列に対して同一である１０９残基のうちの

９８残基（８９％）、またはこれに対して陽性である１０９残基のうちの１０２

残基（９３％）を有することが見出された。

      【００８３】

  実施例２Ａ（以下に記載）は、クローンＡＣ０１０１７５は、胸腺組織で高度

に発現されることを示し、これは、胸腺ホルモンとしての同定と一致する。
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      【００８４】

  （７．ＰＴＭＡ－７）

  本発明に従うＰＴＭＡ－７の核酸およびポリペプチドは、クローンＡＣ０１０

７８４－１の核酸配列およびコード化ポリペプチド配列を含む。

      【００８５】

  この核酸配列は、３２４ヌクレオチド長であり（配列番号１３）、このヌクレ

オチド１～３２４（配列番号１３）は、１０８アミノ酸のポリペプチド（配列番

号１４）をコードするオープンリーディングフレームを規定する。

      【００８６】

  このＡＣ０１０７８４－１の核酸およびコード化ポリペプチドは、以下の配列

：

      【００８７】

【化１２】



(33) 特表２００３－５１００８０

を有する。

      【００８８】

  このタンパク質の算出された分子量は、１１６８０．７ダルトンである。クロ

ーンＡＣ０１０７８４－１は、ＢＬＡＳＴプログラムを用いて配列データベース

の検索に供された。例えば、本発明のこのアミノ酸配列は、血小板因子４（ＰＦ

－４）（オンコスタチンＡ）の配列に対して同一である１０８残基のうちの８４

残基（７７％）、またはこれに対して陽性である１０８残基のうちの９３残基（

８６％）を有することが見出された。このような関連核酸およびタンパク質は、

例えば、Ｐｏｎｃｚ，Ｍ．、Ｓｕｒｒｅｙ，Ｓ．、ＬａＲｏｃｃｏ，Ｐ．、Ｗｅ
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ｉｓｓ，Ｍ．Ｊ．、Ｒａｐｐａｐｏｒｔ，Ｅ．Ｆ．、Ｃｏｎｗａｙ，Ｔ．Ｍ．お

よびＳｃｈｗａｒｔｚ，Ｅ．（Ｂｌｏｏｄ  ６９（１）２１９－２２３（１９８

７））、ならびに米国特許第５，６５６，７２４号に開示される。

      【００８９】

  本発明の新規オンコスタチン様ポリペプチドは、ヒトの体内の種々の細胞およ

び組織が応答する、新規増殖調節因子として作用し得る。従って本発明は、潜在

的な治療適用において有用であり、オンコスタチンＡ様ポリペプチドをコードす

るｃＤＮＡは、遺伝子治療に有用であり得、そしてオンコスタチンＡ様ポリペプ

チドは、その必要がある被験体へ投与される場合有用であり得る。本発明のオン

コスタチンＡ様ポリペプチドをコードするこの新規核酸およびそのポリペプチド

、またはこれらのフラグメントは、診断適用にさらに有用であり得、ここで、こ

の核酸またはポリペプチドの存在または量が、評価される。これらの物質は、治

療方法または診断方法において本発明の新規物質へ免疫特異的に結合する抗体を

産生する際に、さらに有用である。

      【００９０】

  （８．ＰＴＭＡ－８）

  本発明に従うＰＴＭＡ－８の核酸およびポリペプチドは、クローンＡＬ０４９

８２５の核酸配列およびコード化ポリペプチド配列を含む。

      【００９１】

  この核酸配列は、７３８ヌクレオチド長であり（配列番号１５）、このヌクレ

オチド１３～７３５（配列番号１５）は、２４１アミノ酸のポリペプチド（配列

番号１６）をコードするオープンリーディングフレームを規定する。

      【００９２】

  このＡＬ０４９８２５の核酸およびコード化ポリペプチド配列は、以下の配列

：

      【００９３】

【化１３】



(35) 特表２００３－５１００８０



(36) 特表２００３－５１００８０

を有する。

      【００９４】

  このタンパク質の算出された分子量は、２６９５８．５ダルトンである。クロ

ーンＡＬ０４９８２５は、ＢＬＡＳＴプログラムを用いて配列データベースの検

索に供された。例えば、本発明のこのアミノ酸配列は、ヒトβ－神経成長因子前

駆体（ＳＷＩＳＳＰＲＯＴ－ＡＣＣ：Ｐ０１１３８）に関する２４１残基の配列

に対して類似する２４１残基のうちの２４０残基（９９．５％）を有することが

、見出された。

      【００９５】

  このヒトβ－神経成長因子前駆体様核酸およびポリペプチドは、ＰＣＴ公開Ｗ



(37) 特表２００３－５１００８０

Ｏ９８２１２３４中の核酸およびポリペプチドにもまた類似する。本発明のタン

パク質は、３５位にアラニンを含み、これは、この位置にバリンを表すこの開示

されたタンパク質と異なる。ＷＯ９８２１２３４に従って、このポリペプチドの

プレプロ領域は、残基１～残基１２１にひろがる。従って、本発明の改変体は、

不適切なプロセシングまたは不正確なプロセシングから生じ得る病理学的状態に

関係し得る。これが生じる場合、１つの細胞内コンパートメントから別のコンパ

ートメントまたは外部培地へのタンパク質分泌、あるいは神経成長因子β鎖の成

熟ドメインのフォールディングのいずれかが、不都合に影響され得る。従って、

本発明の改変体に特徴的なヌクレオチド配列およびペプチド配列またはタンパク

質配列は、診断スクリーニング方法における使用、ならびに神経学的障害を処置

する方法における使用、ならびに改変体遺伝子および／またはその遺伝子産物の

発生と関連した任意の病理学的状態を克服する治療剤に関するスクリーニングに

おける使用を見出す。

      【００９６】

  （９．ＰＴＭＡ－９）

  本発明に従うＰＴＭＡ－９核酸およびポリペプチドは、クローンＡＬ１２１５

８５  ｄａ１の核酸およびコードされたポリペプチド配列を含む。

      【００９７】

  核酸配列は、３４５ヌクレオチド長（配列番号１７）であり、このうちヌクレ

オチド１０～３３９（配列番号１７）は、１１０アミノ酸（配列番号１８）のポ

リペプチドをコードするオープンリーディングフレームを規定する。

      【００９８】

  ＡＬ１２１５８５  ｄａ１核酸は以下の配列を有する：

ＴＧＣＣＧＧＡＣＣＡＴＧＴＣＡＧＡＣＧＣＡＧＣＣＧＴＡＧＡＣＡＣＣＡＧＣ

ＴＣＣＧＡＡＡＴＣＡＣＣＡＣＣＡＡＧＧＡＣＴＴＡＡＡＧＧＡＧＡＡＧＡＡＧ

ＧＡＡＧＴＴＧＴＧＧＡＡＧＡＧＧＣＡＧＡＡＡＡＴＧＧＡＡＧＡＧＡＣＧＣＣ

ＣＣＴＧＣＴＡＡＣＧＧＧＡＡＴＧＣＴＡＡＴＧＡＧＧＡＡＡＡＴＧＧＧＧＡＧ

ＣＡＧＧＡＧＧＣＴＧＡＣＡＡＴＧＡＧＧＴＡＧＡＣＧＡＡＧＡＡＧＡＧＧＡＡ

ＧＡＡＧＧＴＧＧＧＧＡＧＧＡＡＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＧＴ
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ＧＡＴＧＧＴＧＡＧＧＡＡＧＡＧＧＡＴＧＧＡＧＡＴＧＡＡＧＡＴＧＡＧＧＡＡ

ＧＣＴＧＡＧＴＣＡＧＣＴＡＣＧＧＧＣＡＡＧＣＧＧＧＣＡＧＣＴＧＡＡＧＡＴ

ＧＡＴＧＡＧＧＡＴＧＡＣＧＡＴＧＴＣＧＡＴＡＣＣＡＡＧＡＡＧＣＡＧＡＡＧ

ＡＣＣＡＡＣＡＡＧＧＡＴＧＡＣＴＡＧＡＣＡ（配列番号１７）。

      【００９９】

  ＡＬ１２１５８５  ｄａｌポリペプチドは、以下の配列を有する（一文字のア

ミノ酸コードを使用する）：

ＭＳＤＡＡＶＤＴＳＳＥＩＴＴＫＤＬＫＥＫＫＥＶＶＥＥＡＥＮＧＲＤＡＰＡＮ

ＧＮＡＮＥＥＮＧＥＱＥＡＤＮＥＶＤＥＥＥＥＥＧＧＥＥＥＥＥＥＥＥＧＤＧＥ

ＥＥＤＧＤＥＤＥＥＡＥＳＡＴＧＫＲＡＡＥＤＤＥＤＤＤＶＤＴＫＫＱＫＴＮＫ

ＤＤ（配列番号１８）。

      【０１００】

  このタンパク質の計算された分子量は、１２０７１．８ダルトンである。クロ

ーンＡＣ０１０１７５は、ＢＬＡＳＴプログラムを使用して配列データベースの

検索にかけられた。例えば、本発明のアミノ酸配列は、ヒトプロチモシン（ｐｒ

ｏｔｈｙｍｏｓｉｎ）α（ＰＩＲ  ＩＤ：ＴＮＨＵＡ）と同一の１１０個の残基

のうち１０８個（９８％）を有するか、またはこれに対して陽性な１１０個の残

基全て（１００％）を有することが見出された。

      【０１０１】

  （１０．ＰＴＭＡ－１０）

  本発明に従うＰＴＭＡ－１０核酸およびポリペプチドは、クローンＡＬ１２１

５８５  ｄａ２の核酸およびコードされたポリペプチド核酸を含む。

      【０１０２】

  核酸配列は、３５０ヌクレオチド長であり（配列番号１９）、このうちヌクレ

オチド１０～３４８（配列番号１９）は、１１３アミノ酸（配列番号２０）のポ

リペプチドをコードするオープンリーディングフレームを規定する。

      【０１０３】

  ＡＬ１２１５８５  ｄａ２核酸は、以下の配列を有する：

ＴＧＣＣＧＧＡＣＣＡＴＧＴＣＡＧＡＣＧＣＡＧＣＣＧＴＡＣＡＣＡＣＣＡＣＣ
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ＴＣＣＧＡＡＡＴＣＡＣＣＡＣＣＡＡＧＧＡＣＴＴＡＡＡＧＧＡＧＡＡＧＡＡＧ

ＧＡＡＧＴＴＧＴＧＧＡＡＧＡＧＧＣＡＧＡＡＡＡＴＧＧＡＡＧＡＧＡＣＧＣＣ

ＣＣＴＧＣＴＡＡＣＧＧＧＡＡＴＧＣＴＡＡＴＧＡＧＧＡＡＡＡＴＧＧＧＧＡＧ

ＣＡＧＧＡＧＧＣＴＧＡＣＡＡＴＧＡＧＧＴＡＧＡＣＣＡＡＧＡＡＧＡＧＧＡＡ

ＧＡＡＧＧＴＧＧＧＧＡＧＧＡＡＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＧＴ

ＧＡＴＧＧＴＧＡＧＧＡＡＧＡＧＧＡＴＧＧＡＧＡＴＧＡＡＧＡＴＧＡＧＧＡＡ

ＧＣＴＧＡＧＴＣＡＣＣＴＡＣＧＧＧＣＡＡＣＣＧＧＧＣＡＧＣＴＧＡＡＧＡＴ

ＧＡＴＧＡＧＧＡＴＧＡＣＧＡＴＧＴＣＡＡＴＡＣＣＡＡＧＧＡＡＧＧＣＧＧＡ

ＡＧＧＡＣＣＡＡＣＣＡＡＧＧＧＡＴＧＡＣＴＡＧＡＣＡ（配列番号１９）。

      【０１０４】

  ＡＬ１２１５８５  ｄａ２ポリペプチドは、以下の配列を有する（一文字のア

ミノ酸コードを使用する）：

ＭＳＤＡＡＶＨＴＴＳＥＩＴＴＫＤＬＫＥＫＫＥＶＶＥＥＡＥＮＧＲＤＡＰＡＮ

ＧＮＡＮＥＥＮＧＥＱＥＡＤＮＥＶＤＱＥＥＥＥＧＧＥＥＥＥＥＥＥＥＧＤＧＥ

ＥＥＤＧＤＥＤＥＥＡＥＳＰＴＧＮＲＡＡＥＤＤＥＤＤＤＶＮＴＫＥＧＧＲＴＮ

ＱＧＭＴＲ（配列番号２０）。

      【０１０５】

  このタンパク質の計算された分子量は、１２３４８．２ダルトンである。クロ

ーンＡＬ１２１５８５  ｄａ２は、ＢＬＡＳＴプログラムを使用して配列データ

ベースの検索にかけられた。例えば、本発明のアミノ酸配列は、１１０残基のヒ

トプロチモシンα（ＰＩＲ  ＩＤ：ＴＮＨＵＡ）と同一の１０３個の残基のうち

９６個（９３％）を有するか、またはこれに対して陽性な１０３９個の残基のう

ち１００個を（９７％）を有することが見出された。

      【０１０６】

  （ＰＴＭＡＸ核酸）

  本発明の１つの局面は、ＰＴＭＡＸポリペプチドまたはそれらの生物学的に活

性な部分をコードする単離された核酸分子に関する。また、ＰＴＭＡＸをコード

する核酸（例えば、ＰＴＭＡＸ  ｍＲＮＡ）を同定するためにハイブリダイゼー

ションプローブとして使用するための十分な核酸フラグメントおよびＰＴＭＡＸ
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核酸分子の増幅または変異のためのポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）プライマー

として使用するためのフラグメントも含まれる。本明細書において使用されるよ

うに、用語「核酸分子」は、ＤＮＡ分子（例えば、ｃＤＮＡまたはゲノムＤＮＡ

）、ＲＮＡ分子（例えば、ｍＲＮＡ）、ヌクレオチドアナログを使用して産生さ

れるＤＮＡまたはＲＮＡのアナログ、ならびにそれらの誘導体、フラグメントお

よびホモログを含むことが意図される。核酸分子は、一本鎖または二本鎖であり

得るが、好ましくは、二本鎖ＤＮＡである。

      【０１０７】

  「プローブ」とは、種々の長さの核酸配列をいい、好ましくは、使用に依存し

て、少なくとも約１０ヌクレオチド（ｎｔ）、１００ｎｔ、または例えば、約６

，０００ｎｔほどの大きさの間である。プローブは、同一、類似または相補的な

核酸配列の検出において使用される。より長いプローブは、通常、天然供給源ま

たは組換え供給源から入手され、非常に特異的であり、そしてオリゴマーよりも

はるかに遅くハイブリダイズする。プローブは、一本鎖または二本鎖であり得、

そしてＰＣＲ、メンブレンベースのハイブリダイゼーション技術またはＥＬＩＳ

Ａのような技術において特異性を有するように設計される。

      【０１０８】

  「単離された」核酸分子は、この核酸の天然の供給源中に存在するその他の核

酸分子から分離されているものである。好ましくは、「単離された」核酸は、こ

の核酸が由来する生物のゲノムＤＮＡ中でこの核酸に天然に隣接する配列（すな

わち、この核酸の５’末端および３’末端に位置する配列）を含まない。例えば

、種々の実施形態で、単離されたＰＴＭＡＸ核酸分子は、この核酸が由来する細

胞のゲノムＤＮＡ中でこの核酸に天然で隣接する、約５ｋｂ、４ｋｂ、３ｋｂ、

２ｋｂ、１ｋｂ、０．５ｋｂ、または０．１ｋｂ未満のヌクレオチド配列を含み

得る。さらに、「単離された」核酸分子、例えば、ｃＤＮＡ分子は、組換え技術

により産生される場合、その他の細胞物質または培養培地を実質的に含まないか

、または化学的に合成される場合、化学物質前駆体もしくはその他の化学物質を

実質的に含まないものであり得る。

      【０１０９】
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  本発明の核酸分子、例えば、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５

、１７もしくは１９のヌクレオチド配列を有する核酸分子、またはこれらのヌク

レオチド配列の任意の相補体は、標準的な分子生物学的技法および本明細書で提

供される配列情報を用いて単離され得る。ハイブリダイゼーションプローブとし

て、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７もしくは１９の核酸

の全部または一部を使用して、ＰＴＭＡＸ分子は、標準的なハイブリダイゼーシ

ョンおよびクローニング技術（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（編）、ＭＯＬＥＣ

ＵＬＡＲ  ＣＬＯＮＩＮＧ：Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹＹ  ＭＡＮＵＡＬ第２版

、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ

、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ、ＮＹ、１９８９；およびＡｕｓｕｂ

ｅｌら、（編）、ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬ

ＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、

ＮＹ、１９９３）を用いて単離され得る。

      【０１１０】

  本発明の核酸は、標準的なＰＣＲ増幅技法に従って、テンプレートとしてｃＤ

ＮＡ、ｍＲＮＡあるいはゲノムＤＮＡ、および適切なオリゴヌクレオチドプライ

マーを用いて増幅され得る。このように増幅された核酸は、適切なベクター中に

クローン化され、そしてＤＮＡ配列分析により特徴付けられ得る。さらに、ＰＴ

ＭＡＸヌクレオチド配列に対応するオリゴヌクレオチドは、標準的な合成技術、

例えば、自動化ＤＮＡ合成機を用いることにより調製され得る。

      【０１１１】

  本明細書で用いられる用語「オリゴヌクレオチド」は、一連の連結されたヌク

レオチド残基をいい、このオリゴヌクレオチドは、ＰＣＲ反応で用いられ得る十

分な数のヌクレオチド塩基を有する。短いオリゴヌクレオチド配列は、ゲノム配

列もしくはｃＤＮＡ配列に基づき得るか、またはそれから設計され得、そして特

定の細胞もしくは組織において、同一、類似もしくは相補的ＤＮＡまたはＲＮＡ

を増幅し、確認し、もしくはその存在を示すために用いられる。オリゴヌクレオ

チドは、約１０ｎｔ、５０ｎｔ、または１００ｎｔの長さ、好ましくは約１５ｎ

ｔ～３０ｎｔの長さを有する核酸配列の部分を含む。１つの実施形態では、１０
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０ｎｔより少ない長さの核酸分子を含むオリゴヌクレオチドは、さらに、配列番

号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７もしくは１９の少なくとも６個

連続するヌクレオチド、またはその相補体を含む。オリゴヌクレオチドは、化学

的に合成され得、そしてプローブとして用いられ得る。

      【０１１２】

  別の実施形態では、本発明の単離された核酸分子は、配列番号１、３、５、７

、９、１１、１３、１５、１７もしくは１９に示されるヌクレオチド配列または

このヌクレオチド配列の一部分（例えば、プローブもしくはプライマーとして使

用され得るフラグメント、またはＰＴＭＡＸの生物学的に活性な部分をコードす

るフラグメント）の相補体である核酸分子を含む。配列番号１、３、５、７、９

、１１、１３、１５、１７もしくは１９に示されるヌクレオチド配列に相補的で

ある核酸分子は、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７もしく

は１９に示されるヌクレオチド配列に十分相補的である核酸分子であり、配列番

号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７もしくは１９に示される核酸配

列に対しミスマッチがほとんどまたは全くなく水素結合し得、それによって安定

な二本鎖を形成する。

      【０１１３】

  本明細書で用いる用語「相補的」は、核酸分子のヌクレオチド単位間のＷａｔ

ｓｏｎ－ＣｒｉｃｋまたはＨｏｏｇｓｔｅｅｎ塩基対形成をいい、そして用語「

結合」は、２つのポリペプチドまたは化合物または関連ポリペプチドまたは化合

物またはその組合せ間の物理的または化学的相互作用を意味する。結合は、イオ

ン性、非イオン性、ファンデルワールス性、疎水性相互作用などを含む。物理的

相互作用は直接的であるかまたは間接的であり得る。間接的相互作用は、別のポ

リペプチドまたは化合物を介するか、またはその効果に起因し得る。直接的結合

は、別のポリペプチドもしくは化合物を介して、またはその効果に起因して生じ

ない、その他の実質的な化学的中間体がない相互作用をいう。

      【０１１４】

  本明細書中に提供されるフラグメントは、少なくとも６の（連続する）核酸ま

たは少なくとも４の（連続する）アミノ酸として規定され、それぞれ、核酸の場
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合特異的ハイブリダイゼーションを、またはアミノ酸の場合エピトープの特異的

認識を可能にするに十分な長さであり、そして多くとも完全長配列より少ない特

定の部分である。フラグメントは、選択される核酸またはアミノ酸配列の任意の

連続する部分に由来し得る。誘導体は、直接的であるかまたは部分的置換による

かのいずれかでネイティブな化合物から形成される核酸配列またはアミノ酸配列

である。アナログは、ネイティブな化合物と類似ではあるが、同一ではなく、特

定の成分または側鎖に関してそれとは異なる構造を有する核酸配列またはアミノ

酸配列である。アナログは、合成によるか、または異なる進化的起源に由来し得

、そして野生型と比較して類似であるかまたは反対の代謝活性を有し得る。ホモ

ログは、異なる種由来である特定の遺伝子の核酸配列またはアミノ酸配列である

。

      【０１１５】

  誘導体またはアナログが、以下に記載のように、改変された核酸またはアミノ

酸を含む場合、誘導体およびアナログは、完全長であるかまたは完全長以外であ

り得る。本発明の核酸またはタンパク質の誘導体またはアナログは、種々の実施

形態で、本発明の核酸またはタンパク質に、同じサイズの核酸またはアミノ酸配

列に対して、またはアラインメントが当該分野で公知のコンピューター相同性プ

ログラム（例えば以下を参照のこと）によりなされるアラインされた配列に比較

するとき、少なくとも約３０％、５０％、７０％、８０％、または９５％同一性

（８０－９５％同一性が好適である）で実質的に相同である領域を含む分子であ

るか、またはそのコードする核酸配列が、前記のタンパク質をコードする配列の

相補物に、ストリンジェントな条件下、中程度にストリンジェントな条件下、ま

たは低いストリンジェントな条件下でハイブリダイズし得る分子を含むが、これ

らに限定される訳ではない。例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら、ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲ

ＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ、Ｊｏｈｎ  Ｗｉ

ｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、ＮＹ、１９９３、および以下を参照のこ

と。

      【０１１６】

  「相同な核酸配列」もしくは「相同なアミノ酸配列」、またはその改変体とは
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、上記で考察したように、ヌクレオチドレベルまたはアミノ酸レベルにおける相

同性によって特徴付けられる配列をいう。相同なヌクレオチド配列は、ＰＴＭＡ

Ｘポリペプチドのアイソフォームをコードする配列をコードする。アイソフォー

ムは、例えば、ＲＮＡの選択的スプライシングの結果として、同一の生物の異な

る組織において発現され得る。あるいは、アイソフォームは、異なる遺伝子によ

ってコードされ得る。本発明において、相同なヌクレオチド配列は、ヒト以外の

種（哺乳動物が挙げられるが、これに限定されず、従って、例えば、マウス、ラ

ット、ウサギ、イヌ、ネコ、ウシ、ウマおよび他の生物が挙げられ得る）のＰＴ

ＭＡＸポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含む。相同なヌクレオチド

配列はまた、天然に生じる対立遺伝子改変体および本明細書に記載されるヌクレ

オチド配列の変異体が挙げられるが、これらに限定されない。しかし、相同的ヌ

クレオチド配列は、ヒトＰＴＭＡＸタンパク質をコードするヌクレオチド配列を

含まない。相同核酸配列は、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、

１７もしくは１９の保存的アミノ酸置換（以下を参照のこと）、およびＰＴＭＡ

Ｘ活性を有するポリペプチドをコードする核酸配列を含む。ＰＴＭＡＸタンパク

質の生物学的活性は以下に記載されている。相同的アミノ酸配列は、ヒトＰＴＭ

ＡＸポリペプチドのアミノ酸配列をコードしない。

      【０１１７】

  ＰＴＭＡＸポリペプチドは、ＰＴＭＡＸ核酸のオープンリーディグフレーム（

「ＯＲＦ」）によってコードされる。本発明は、配列番号１、３、５、７、９、

１１、１３、１５、１７もしくは１９の核酸配列のストレッチを含む核酸配列を

含み、これは、そのアミノ酸配列のＯＲＦを含み、そして配列番号２、４、６、

８、１０、１２、１４、１６、１８もしくは２０のポリペプチドをコードする。

      【０１１８】

  「オープンリーディグフレーム」（「ＯＲＦ」）は、潜在的にポリペプチドに

翻訳され得るヌクレオチドに対応する。ＯＲＦを含む核酸のストレッチは、終止

コドンにより中断されない。完全タンパク質のコード配列を示すＯＲＦは、ＡＴ

Ｇ「開始」コドンで始まり、そして３つの停止コドン、すなわち、ＴＡＡ、ＴＡ

Ｇ、またはＴＧＡの１つで停止する。本発明の目的には、ＯＲＦは、開始コドン



(45) 特表２００３－５１００８０

、ストップコドン、またはその両方をともなうか、またはそれらのないコード配

列の任意の部分であり得る。真実の細胞タンパク質をコードするための良好な候

補として考慮されるべきＯＲＦには、最小サイズの要求（例えば、５０アミノ酸

またはそれ以上のタンパク質をコードするＤＮＡのストレッチ）がしばしば設定

される。

      【０１１９】

  ヒトＰＴＭＡＸ遺伝子のクローニングから決定されたヌクレオチド配列は、他

の細胞型（例えば、他の組織由来）におけるＰＴＭＡＸホモログ、ならびに他の

哺乳動物由来のＰＴＭＡＸホモログを同定および／またはクローニングする際の

使用のために設計されるプローブおよびプライマーの作製を可能にする。このプ

ローブ／プライマーは、代表的には、実質的に精製されたオリゴヌクレオチドを

含む。このオリゴヌクレオチドは、代表的には、配列番号１、３、５、７、９、

１１、１３、１５、１７もしくは１９の少なくとも約１２個、約２５個、約５０

個、約１００個、約１５０個、約２００個、約２５０個、約３００個、約３５０

個または約４００個以上の連続するセンス鎖ヌクレオチド配列；または配列番号

１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７もしくは１９のアンチセンス鎖ヌ

クレオチド配列；あるいは配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１

７もしくは１９の天然に存在する変異体に、ストリンジェントな条件下でハイブ

リダイズするヌクレオチド配列の領域を含む。

      【０１２０】

  ヒトＰＴＭＡＸヌクレオチド配列に基づくプローブは、同じまたは相同なタン

パク質をコードする転写物またはゲノム配列を検出するために使用され得る。種

々の実施形態において、このプローブはさらに、プローブに付着した標識基を含

み、例えば、この標識基は放射性同位体、蛍光化合物、酵素、または酵素補因子

であり得る。このようなプローブは、ＰＴＭＡＸタンパク質を誤って発現する細

胞または組織を同定するための診断試験キットの一部として、例えば、被験体由

来の細胞のサンプル中のＰＴＭＡＸをコードする核酸のレベルを測定すること（

例えば、ＰＴＭＡＸ  ｍＲＮＡレベルを検出すること、またはゲノムＰＴＭＡＸ

遺伝子が変異しているかまたは欠失しているか否かを決定すること）によって使
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用され得る。

      【０１２１】

  「ＰＴＭＡＸの生物学的に活性な部分を有するポリペプチド」は、本発明のポ

リペプチドの活性に類似するが必ずしも同一ではない活性を示すポリペプチドを

いい、用量依存性の有無に関わらず、特定の生物学的アッセイにおいて測定され

るような成熟形態を含む。「ＰＴＭＡＸの生物学的に活性な部分」をコードする

核酸フラグメントは、ＰＴＭＡＸの生物学的活性（ＰＴＭＡＸタンパク質の生物

学的活性は、以下に記載される）を有するポリペプチドをコードする、配列番号

１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７もしくは１９の一部を単離し、Ｐ

ＴＭＡＸタンパク質のコードされた部分を発現させ（例えば、インビトロでの組

換え発現によって）、そしてＰＴＭＡＸのコードされた部分の活性を評価するこ

とによって調製され得る。

      【０１２２】

  （ＰＴＭＡＸの改変体）

  本発明はさらに、遺伝コードの縮重に起因して、配列番号１、３、５、７、９

、１１、１３、１５、１７もしくは１９に示されるヌクレオチド配列とは異なる

核酸分子を包含する。それにより、これらの核酸は、配列番号１、３、５、７、

９、１１、１３、１５、１７もしくは１９に示されるヌクレオチド配列によって

コードされるタンパク質と同じＰＴＭＡＸタンパク質をコードする。別の実施形

態において、本発明の単離された核酸分子は、配列番号２、４、６、８、１０、

１２、１４、１６、１８もしくは２０に示されるアミノ酸配列を有するタンパク

質をコードするヌクレオチド配列を有する。

      【０１２３】

  配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７もしくは１９に示され

るヒトＰＴＭＡＸヌクレオチド配列に加えて、ＰＴＭＡＸのアミノ酸配列におけ

る変化を導くＤＮＡ配列多型は、集団（例えば、ヒト集団）内に存在し得ること

が、当業者によって理解される。ＰＴＭＡＸ遺伝子中のこのような遺伝的多型は

、天然の対立遺伝子のバリエーションに起因して、集団内の個体間に存在し得る

。本明細書中で使用される場合、用語「遺伝子」および「組換え遺伝子」は、Ｐ
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ＴＭＡＸタンパク質、好ましくは哺乳動物のＰＴＭＡＸタンパク質をコードする

オープンリーディングフレームを含む核酸分子をいう。このような天然の対立遺

伝子のバリエーションは、代表的には、ＰＴＭＡＸ遺伝子のヌクレオチド配列に

おいて１～５％の変動性を生じ得る。天然の対立遺伝子バリエーションの結果で

あり、そしてＰＴＭＡＸの機能的活性を変化させない、ＰＴＭＡＸ内の任意およ

び全てのこのようなヌクレオチドのバリエーションならびに得られるアミノ酸多

型は、本発明の範囲内であると意図される。

      【０１２４】

  さらに、他の種由来のＰＴＭＡＸタンパク質をコードし、従って、配列番号１

、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７もしくは１９のヒト配列とは異なる

ヌクレオチド配列を有する核酸分子は、本発明の範囲内にあることが意図される

。本発明のＰＴＭＡＸのｃＤＮＡの天然の対立遺伝子改変体およびホモログに対

応する核酸分子は、本明細書中に開示されるヒトＰＴＭＡＸ核酸に対するその相

同性に基づいて、ストリンジェントハイブリダイゼーション条件下で、標準的な

ハイブリダイゼーション技術に従うハイブリダイゼーションプローブとしてヒト

ｃＤＮＡまたはその一部を用いて単離され得る。例えば、可溶性ヒトＰＴＭＡＸ

  ｃＤＮＡは、ヒトの膜結合ＰＴＭＡＸに対するその相同性に基づいて単離され

得る。同様に、膜結合ヒトＰＴＭＡＸ  ｃＤＮＡは、可溶性ヒトＰＴＭＡＸに対

するその相同性に基づいて単離され得る。

      【０１２５】

  従って、別の実施形態では、本発明の単離された核酸分子は、少なくとも６ヌ

クレオチド長であり、そしてストリンジェント条件下で配列番号１、３、５、７

、９、１１、１３、１５、１７もしくは１９のヌクレオチド配列を含む核酸分子

にハイブリダイズする。別の実施形態では、この核酸は、少なくとも１０、２５

、５０、１００、２５０、５００、７５０、１０００、１５００、または２００

０以上のヌクレオチド長である。別の実施形態では、本発明の単離された核酸分

子は、コード領域にハイブリダイズする。本明細書中で用いられる場合、用語「

ストリンジェント条件下でハイブリダイズする」は、ハイブリダイゼーションお

よび洗浄に関して、互いに少なくとも６０％相同なヌクレオチド配列が代表的に
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は互いにハイブリダイズしたままである条件を記載することを意図する。

      【０１２６】

  ホモログ（すなわち、ヒト以外の種由来のＰＴＭＡＸタンパク質をコードする

核酸）または他の関連配列（例えば、パラログ（ｐａｒａｌｏｇｓ））は、特定

のヒト配列の全てまたは一部をプローブとし、核酸ハイブリダイゼーションおよ

びクローニングに関して当該分野で周知の方法を使用して、低い、中程度の、ま

たは高いストリンジェンシーのハイブリダイゼーションによって入手され得る。

      【０１２７】

  本明細書で用いられる場合、語句「ストリンジェントハイブリダイゼーション

条件」は、その条件下で、プローブ、プライマーまたはオリゴヌクレオチドが、

その標的配列にハイブリダイズするが、その他の配列にはハイブリダイズしない

条件をいう。ストリンジェントな条件は配列依存性であり、そして異なる状況で

異なる。より長い配列は、より短い配列より高い温度で特異的にハイブリダイズ

する。一般に、ストリンジェントな条件は、規定されたイオン強度およびｐＨで

、特定の配列の熱融解点（Ｔm）より約５℃低いように選択される。このＴｍは

、標的配列に相補的なプローブの５０％が、平衡状態で標的配列にハイブリダイ

ズする（規定されたイオン強度、ｐＨおよび核酸濃度下）温度である。標的配列

は一般に過剰で存在するので、Ｔｍでは、５０％のプローブが平衡状態で占有さ

れている。代表的には、ストリンジェントな条件は、ｐＨ７．０～８．３で、塩

濃度が約１．０Ｍナトリウムイオンより少なく、代表的には約０．０１～１．０

Ｍナトリウムイオン（またはその他の塩）、そして温度が短いプローブ、プライ

マーまたはオリゴヌクレオチド（例えば、１０ｎｔ～５０ｎｔ）について少なく

とも約３０℃、そしてより長いプローブ、プライマーおよびオリゴヌクレオチド

について少なくとも約６０℃であるような条件である。ストリンジェントな条件

はまた、ホルムアミドのような、脱安定化剤の添加で達成され得る。

      【０１２８】

  ストリンジェント条件は、当業者に公知であり、そしてＡｕｓｕｂｅｌら（編

）、ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯ

ＬＯＧＹ，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，Ｎ．Ｙ．（１９８９），６．
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３．１－６．３．６に見出され得る。好ましくは、この条件は、互いに少なくと

も約６５％、約７０％、約７５％、約８５％、約９０％、約９５％、約９８％ま

たは約９９％相同な配列が、代表的には互いにハイブリダイズしたままであるよ

うな条件である。ストリンジェントハイブリダイゼーション条件の非限定的な例

は、６×ＳＳＣ、５０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）、１ｍＭ  ＥＤＴ

Ａ、０．０２％  ＰＶＰ、０．０２％  Ｆｉｃｏｌｌ、０．０２％  ＢＳＡ、お

よび５００ｍｇ／ｍｌ変性サケ精子ＤＮＡを含む高塩緩衝液中での６５℃でのハ

イブリダイゼーションである。このハイブリダイゼーションに、０．２×ＳＳＣ

、０．０１％  ＢＳＡ中での５０℃での１回以上の洗浄が続く。ストリンジェン

ト条件下で配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７もしくは１９

の配列にハイブリダイズする、本発明の単離された核酸分子は、天然に存在する

核酸分子に対応する。本明細書中で使用される場合、「天然に存在する」核酸分

子とは、天然に存在する（例えば、天然のタンパク質をコードする）ヌクレオチ

ド配列を有する、ＲＮＡ分子またはＤＮＡ分子をいう。

      【０１２９】

  第２の実施形態では、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７

もしくは１９またはそれらのフラグメント、アナログもしくは誘導体のヌクレオ

チド配列を含む核酸分子に、中程度のストリンジェンシー条件下でハイブリダイ

ズし得る核酸配列が提供される。中程度のストリンジェンシーハイブリダイゼー

ション条件の非限定的な例は、５５℃での６×ＳＳＣ、５×デンハルト溶液、０

．５％  ＳＤＳおよび１００ｍｇ／ｍｌ変性サケ精子ＤＮＡ中でのハイブリダイ

ゼーション、続いて１×ＳＳＣ、０．１％  ＳＤＳ中での３７℃での１回以上の

洗浄である。用いられ得る中程度のストリンジェンシーの他の条件は、当該分野

で周知である。例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら（編），１９９３，ＣＵＲＲＥＮＴ  

ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ，Ｊｏｈｎ  

Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，ＮＹおよびＫｒｉｅｇｌｅｒ，１９９０，ＧＥＮＥ

  ＴＲＡＮＳＦＥＲ  ＡＮＤ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ，Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲ

Ｙ  ＭＡＮＵＡＬ，Ｓｔｏｃｋｔｏｎ  Ｐｒｅｓｓ，ＮＹを参照のこと。

      【０１３０】
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  第３の実施形態では、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７

もしくは１９、またはそれらのフラグメント、アナログもしくは誘導体のヌクレ

オチド配列を含む核酸分子に、低ストリンジェンシー条件下でハイブリダイズし

得る核酸が提供される。低ストリンジェンシーハイブリダイゼーション条件の非

限定的な例は、３５％ホルムアミド、５×ＳＳＣ、５０  ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣ

ｌ（ｐＨ７．５）、５ｍＭ  ＥＤＴＡ、０．０２％  ＰＶＰ、０．０２％  Ｆｉ

ｃｏｌｌ、０．２％  ＢＳＡ、１００ｍｇ／ｍｌの変性サケ精子ＤＮＡ、１０％

（重量／容量）デキストラン硫酸中での４０℃でのハイブリダイゼーション、続

いて２×ＳＳＣ、２５ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．４）、５ｍＭ  ＥＤＴ

Ａおよび０．１％  ＳＤＳ中での５０℃での１回以上の洗浄である。用いられ得

る低ストリンジェンシーの他の条件は、当該分野で周知である（例えば、種交差

ハイブリダイゼーションについて用いられるように）。例えば、Ａｕｓｕｂｅｌ

ら（編），１９９３，ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣ

ＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，ＮＹならび

にＫｒｉｅｇｌｅｒ，１９９０，ＧＥＮＥ  ＴＲＡＮＳＦＥＲ  ＡＮＤ  ＥＸＰ

ＲＥＳＳＩＯＮ，Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ，Ｓｔｏｃｋｔｏｎ

  Ｐｒｅｓｓ，ＮＹ；ＳｈｉｌｏおよびＷｅｉｎｂｅｒｇ，１９８１，Ｐｒｏｃ

  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ７８：６７８９－６７９２を参照のこ

と。

      【０１３１】

  （保存的変異）

  集団中に存在し得る、ＰＴＭＡＸ配列の天然に存在する対立遺伝子改変体に加

えて、当業者は、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７もしく

は１９のヌクレオチド配列への変異によって変化が導入され得、それによって、

ＰＴＭＡＸタンパク質の機能的能力を変更することなく、コードされるＰＴＭＡ

Ｘタンパク質のアミノ酸配列に変化がもたらされることをさらに理解する。例え

ば、「非必須」アミノ酸残基にてアミノ酸置換をもたらすヌクレオチド置換は、

配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７もしくは１９の配列にお

いて行われ得る。「非必須」アミノ酸残基は、生物学的活性を有意に変更するこ
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となく、ＰＴＭＡＸの野生型配列から、変更され得る残基であり、一方、「必須

」アミノ酸残基は、生物学的活性に必要とされる。例えば、本発明のＰＴＭＡＸ

タンパク質の間で保存されているアミノ酸残基は、特に変更を受け入れ難いと予

測される。保存的置換が行われ得るためのアミノ酸は、当該分野で公知である。

      【０１３２】

  本発明の別の局面は、活性に必須ではないアミノ酸残基における変化を含む、

ＰＴＭＡＸタンパク質をコードする核酸分子に関する。このようなＰＴＭＡＸタ

ンパク質は、アミノ酸配列が、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１

６、１８および２０とは異なるが、生物学的活性をなお保持する。１つの実施形

態では、単離された核酸分子は、タンパク質をコードするヌクレオチド配列を含

み、ここで、このタンパク質は、それぞれ、配列番号２、４、６、８、１０、１

２、１４、１６、１８もしくは２０のアミノ酸配列に少なくとも約４５％の相同

性であるアミノ酸配列を含む。好ましくは、この核酸分子によってコードされる

タンパク質は、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８もしく

は２０に少なくとも約６０％相同性であり、より好ましくは配列番号２、４、６

、８、１０、１２、１４、１６、１８もしくは２０に少なくとも約８０％相同性

であり、さらにより好ましくは、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、

１６、１８もしくは２０に少なくとも約９０％相同性であり、そして最も好まし

くは、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８もしくは２０に

少なくとも約９５０％相同性である。

      【０１３３】

  配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８もしくは２０のタン

パク質に相同なＰＴＭＡＸタンパク質をコードする単離された核酸分子は、配列

番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８もしくは２０のヌクレオチ

ド配列に１以上のヌクレオチドの置換、付加または欠失を導入することにより作

製され得、その結果、１以上のアミノ酸の置換，付加または欠失が、コードされ

るタンパク質に導入される。

      【０１３４】

  変異は、標準技術（例えば、部位特異的変異誘発およびＰＣＲ媒介変異誘発）
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によって配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８もしくは２０

に導入され得る。好ましくは、保存的アミノ酸置換が、１以上の推定非必須アミ

ノ酸残基にて作製される。「保存的アミノ酸置換」は、アミノ酸残基が類似の側

鎖を有するアミノ酸残基で置換される、アミノ酸置換である。類似の側鎖を有す

るアミノ酸残基のファミリーは、当該分野で定義されている。これらのファミリ

ーとしては、以下が挙げられる：塩基性側鎖を有するアミノ酸（例えば、リジン

、アルギニン、ヒスチジン）、酸性側鎖を有するアミノ酸（例えば、アルパラギ

ン酸、グルタミン酸）、非荷電極性側鎖を有するアミノ酸（例えば、グリシン、

アスパラギン、グルタミン、セリン、トレオニン、チロシン、システイン）、非

極性側鎖を有するアミノ酸（例えば、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシ

ン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニン、トリプトファン）、β分枝側鎖

を有するアミノ酸（例えば、トレオニン、バリン、イソロイシン）および芳香族

側鎖を有するアミノ酸（例えば、チロシン、フェニルアラニン、トリプトファン

、ヒスチジン）。従って、ＰＴＭＡＸ中の推定された非必須アミノ酸残基は、同

じ側鎖のファミリー由来の別のアミノ酸残基で置換される。あるいは、別の実施

形態では、変異は、ＰＴＭＡＸコード配列の全てまたは一部に沿って（例えば、

飽和変異誘発（ｓａｔｕｒａｔｉｏｎ  ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ）によって）ラ

ンダムに導入され得、そして得られる変異体は、ＰＴＭＡＸの生物学的活性につ

いてスクリーニングされて、活性を維持する変異体を同定し得る。配列番号２、

４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８もしくは２０の変異誘発に続いて、

コードされるタンパク質は、当該分野で公知の任意の組換え技術によって発現さ

れ得、そしてこのタンパク質の活性が決定され得る。

      【０１３５】

  １つの実施形態では、変異ＰＴＭＡＸタンパク質は、以下についてアッセイさ

れ得る：（１）他のＰＴＭＡＸタンパク質、他の細胞表面タンパク質、または生

物学的に活性なそれらの部分と、タンパク質：タンパク質相互作用を形成する能

力、（２）変異ＰＴＭＡＸタンパク質と、ＰＴＭＡＸリガンドとの間の複合体形

成；（３）変異ＰＴＭＡＸタンパク質が細胞内標的タンパク質またはその生物学

的に活性な部分に結合する能力；（例えば、アビジンタンパク質）。
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      【０１３６】

  （アンチセンス）

  本発明の別の局面は、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７

もしくは１９またはそのフラグメント、アナログもしくは誘導体のヌクレオチド

配列を含む核酸分子にハイブリダイズし得るかまたは相補的である、単離された

アンチセンス核酸分子に関する。「アンチセンス」核酸は、タンパク質をコード

する「センス」核酸に相補的である（例えば、二本鎖ｃＤＮＡ分子のコード鎖に

相補的であるかまたはｍＲＮＡ配列に相補的である）ヌクレオチド配列を含む。

特定の局面では、少なくとも約１０、約２５、約５０、約１００、約２５０もし

くは約５００ヌクレオチドまたは全体のＰＴＭＡＸコード鎖、またはそれらの一

部のみに相補的な配列を含む、アンチセンス核酸分子が提供される。配列番号２

、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８もしくは２０のＰＴＭＡＸタンパ

ク質のフラグメント、ホモログ、誘導体およびアナログをコードする核酸分子、

または配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７もしくは１９のＰ

ＴＭＡＸの核酸配列に相補的なアンチセンス核酸がさらに提供される。

      【０１３７】

  １つの実施形態では、アンチセンス核酸分子は、ＰＴＭＡＸをコードするヌク

レオチド配列のコード鎖の「コード領域」に対してアンチセンスである。用語「

コード領域」とは、アミノ酸残基に翻訳されるコドンを含む、ヌクレオチド配列

の領域をいう。別の実施形態では、このアンチセンス核酸分子は、ＰＴＭＡＸを

コードするヌクレオチド配列のコード鎖の「非コード領域」に対してアンチセン

スである。用語「非コード領域」とは、コード領域に隣接する、アミノ酸に翻訳

されない、５’配列および３’配列をいう（すなわち、５’非翻訳領域および３

’非翻訳領域ともいわれる）。

      【０１３８】

  本明細書中に開示されるＰＴＭＡＸをコードするコード鎖配列を考慮すれば、

本発明のアンチセンス核酸は、ＷａｔｓｏｎおよびＣｒｉｃｋまたはＨｏｏｇｓ

ｔｅｅｎの塩基対合の規則に従って設計され得る。アンチセンス核酸分子は、Ｐ

ＴＭＡＸ  ｍＲＮＡのコード領域全体に相補的であり得るが、より好ましくは、
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ＰＴＭＡＸ  ｍＲＮＡのコード領域または非コード領域の一部にのみアンチセン

スであるオリゴヌクレオチドである。例えば、アンチセンスオリゴヌクレオチド

は、ＰＴＭＡＸ  ｍＲＮＡの翻訳開始部位を取り囲む領域に相補的であり得る。

アンチセンスオリゴヌクレオチドは、例えば、長さが約５、約１０、約１５、約

２０、約２５、約３０、約３５、約４０、約４５または約５０ヌクレオチドであ

り得る。本発明のアンチセンス核酸は、当該分野で公知の手順を用いて、化学的

合成または酵素連結反応を用いて構築され得る。例えば、アンチセンス核酸（例

えば、アンチセンスオリゴヌクレオチド）は、天然に存在するヌクレオチド、ま

たはこの分子の生物学的安定性を増大させるように、もしくはアンチセンス核酸

とセンス核酸との間で形成される二重鎖の物理的安定性を増大させるように設計

された種々に改変されたヌクレオチドを用いて化学的に合成され得る（例えば、

ホスホロチオエート誘導体およびアクリジン置換ヌクレオチドが用いられ得る）

。

      【０１３９】

  アンチセンス核酸を作製するために用いられ得る改変されたヌクレオチドの例

としては以下が挙げられる：５－フルオロウラシル、５－ブロモウラシル、５－

クロロウラシル、５－ヨードウラシル、ヒポキサンチン、キサンチン、４－アセ

チルシトシン、５－（カルボキシヒドロキシメチル）ウラシル、５－カルボキシ

メチルアミノメチル－２－チオウリジン、５－カルボキシメチルアミノメチルウ

ラシル、ジヒドロウラシル、β－Ｄ－ガラクトシルクエオシン（ｇａｌａｃｔｏ

ｓｙｌｑｕｅｏｓｉｎｅ）、イノシン、Ｎ６－イソペンテニルアデニン、１－メ

チルグアニン、１－メチルイノシン、２，２－ジメチルグアニン、２－メチルア

デニン、２－メチルグアニン、３－メチルシトシン、５－メチルシトシン、Ｎ６

－アデニン、７－メチルグアニン、５－メチルアミノメチルウラシル、５－メト

キシアミノメチル－２－チオウラシル、β－Ｄ－マンノシルクエオシン（ｍａｎ

ｎｏｓｙｌｑｕｅｏｓｉｎｅ）、５’－メトキシカルボキシメチルウラシル、５

－メトキシウラシル、２－メチルチオ－Ｎ６－イソペンテニルアデニン、ウラシ

ル－５－オキシ酢酸（ｖ）、ワイブトキソシン、シュードウラシル、クエオシン

（ｑｕｅｏｓｉｎｅ）、２－チオシトシン、５－メチル－２－チオウラシル、２
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－チオウラシル、４－チオウラシル、５－メチルウラシル、ウラシル－５－オキ

シ酢酸メチルエステル、ウラシル－５－オキシ酢酸（ｖ）、５－メチル－２－チ

オウラシル、３－（３－アミノ－３－Ｎ－２－カルボキシプロピル）ウラシル、

（ａｃｐ３）ｗ、および２，６－ジアミノプリン。あるいは、このアンチセンス

核酸は、核酸がアンチセンス方向でサブクローニングされた発現ベクターを用い

て生物学的に生成され得る（すなわち、挿入された核酸から転写されたＲＮＡは

、以下の小節にさらに記載される、目的の標的核酸に対してアンチセンス方向で

ある）。

      【０１４０】

  本発明のアンチセンス核酸分子は、代表的には被験体に投与されるか、または

インサイチュで生成され、その結果それらは、ＰＴＭＡＸタンパク質をコードす

る細胞性ｍＲＮＡおよび／またはゲノムＤＮＡとハイブリダイズするか、または

それに結合し、それによってこのタンパク質の発現を、例えば転写および／また

は翻訳を阻害することによって阻害する。ハイブリダイゼーションは、安定な二

重鎖を形成する従来のヌクレオチド相補性によってか、または例えばＤＮＡ二重

鎖に結合するアンチセンス核酸分子の場合には、二重らせんのメジャーグルーブ

（ｍａｊｏｒ  ｇｒｏｏｖｅ）における特異的相互作用を介してであり得る。本

発明のアンチセンス核酸分子の投与経路の例としては、組織部位での直接的注射

が挙げられる。あるいは、アンチセンス核酸分子は、選択された細胞を標的化す

るように改変され得、次いで全身に投与される。例えば、全身投与のために、ア

ンチセンス分子は、それらが選択された細胞表面上に発現されたレセプターまた

は抗原に特異的に結合するように改変され得る。これは、例えば、そのアンチセ

ンス核酸分子を細胞表面レセプターまたは抗原に結合するペプチドまたは抗体に

連結することによる。このアンチセンス核酸分子はまた、本明細書中に記載され

るベクターを用いて細胞に送達され得る。アンチセンス分子の十分な細胞内濃度

を達成するために、アンチセンス核酸分子が強力なｐｏｌ  ＩＩプロモーターま

たはｐｏｌ  ＩＩＩプロモーターの制御下に置かれているベクター構築物が、好

ましい。

      【０１４１】
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  なお別の実施形態において、本発明のアンチセンス核酸分子は、α－アノマー

核酸分子である。α－アノマー核酸分子は、相補的ＲＮＡと特異的な二本鎖ハイ

ブリッドを形成する。ここで、通常のβ－ユニットとは対照的に、鎖は、互いに

平行に走行する（Ｇａｕｌｔｉｅｒら（１９８７）Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ

  Ｒｅｓ  １５：６６２５～６６４１）。このアンチセンス核酸分子はまた、２

’－ｏ－メチルリボヌクレオチド（Ｉｎｏｕｅら、（１９８７）Ｎｕｃｌｅｉｃ

  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ  １５：６１３１～６１４８）またはキメラＲＮＡ－ＤＮ

Ａアナログ（Ｉｎｏｕｅら（１９８７）ＦＥＢＳ  Ｌｅｔｔ  ２１５：３２７～

３３０）を含み得る。

      【０１４２】

  （リボザイムおよびＰＮＡ成分）

  核酸改変は、非制限的な例として、改変された塩基、および糖リン酸骨格が改

変または誘導体化されている核酸を含む。これらの改変は、少なくとも一部分、

改変された核酸の化学的安定性を、それらが、例えば、被験体における治療的適

用にアンチセンス結合性核酸として用いられ得るように増大するために実施され

る。

      【０１４３】

  １つの実施形態では、本発明のアンチセンス核酸はリボザイムである。リボザ

イムは、それらに対してリボザイムが相補的領域を有する一本鎖核酸、例えばｍ

ＲＮＡを切断し得るリボヌクレアーゼ活性をもつ触媒的ＲＮＡ分子である。従っ

て、リボザイム（例えば、ハンマーヘッドリボザイム（Ｈａｓｅｌｈｏｆｆおよ

びＧｅｒｌａｃｈ（１９８８）Ｎａｔｕｒｅ  ３３４：５８５－５９１に記載さ

れている））は、ＰＴＭＡＸｍＲＮＡ転写物を触媒的に切断し、それによってＰ

ＴＭＡＸｍＲＮＡの翻訳を阻害するために用いられ得る。ＰＴＭＡＸをコードす

る核酸に特異性を有するリボザイムは、本明細書に開示のＰＴＭＡＸｃＤＮＡの

ヌクレオチド配列（すなわち、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５

、１７、または１９）に基づいて設計され得る。例えば、Ｔｅｔｒａｈｙｍｅｎ

ａ  Ｌ－１９  ＩＶＳ  ＲＮＡの誘導体は、活性部位のヌクレオチド配列が、Ｐ

ＴＭＡＸをコードするｍＲＮＡにおいて切断されるべきヌクレオチド配列に相補
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的であるように構築され得る。例えば、Ｃｅｃｈら、米国特許第４，９８７，０

７１号；およびＣｅｃｈら、米国特許第５，１１６，７４２号を参照のこと。あ

るいは、ＰＴＭＡＸｍＲＮＡは、ＲＮＡ分子のプールから特異的リボヌクレアー

ゼ活性を有する触媒的ＲＮＡを選択するために用いられ得る。例えば、Ｂａｒｔ

ｅｌら（１９９３）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２６１：１４１１－１４１８を参照のこと

。

      【０１４４】

  あるいは、ＰＴＭＡＸ遺伝子発現は、ＰＴＭＡＸの調節領域（例えば、ＰＴＭ

ＡＸプロモーターおよび／またはエンハンサー）に相補的であるヌクレオチド配

列を標的化し、標的細胞中のＰＴＭＡＸ遺伝子の転写を妨げる三重らせん構造を

形成することによって阻害され得る。一般に、Ｈｅｌｅｎｅ（１９９１）Ａｎｔ

ｉｃａｎｃｅｒ  Ｄｒｕｇ  Ｄｅｓ．６：５６９－８４；Ｈｅｌｅｎｅら（１９

９２）Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．６６０：２７－３６；およびＭａｈ

ｅｒ（１９９２）Ｂｉｏａｓｓａｙｓ  １４：８０７－１５を参照のこと。

      【０１４５】

  種々の実施形態では、ＰＴＭＡＸの核酸は、塩基部分、糖部分またはリン酸骨

格で改変され、例えば、分子の安定性、ハイブリダイゼーション、または溶解性

を改善し得る。例えば、核酸のデオキシリボースリン酸骨格を改変してペプチド

核酸を生成し得る（Ｈｙｒｕｐら（１９９６）Ｂｉｏｏｒｇ  Ｍｅｄ  Ｃｈｅｍ

４：５－２３を参照のこと）。本明細書で用いられる場合、用語「ペプチド核酸

」または「ＰＮＡ」は、デオキシリボースリン酸骨格がプソイドペプチド（ｐｓ

ｅｕｄｏｐｅｐｔｉｄｅ）骨格で置換され、かつ４つの天然のヌクレオ塩基のみ

が保持されている、核酸模倣物、例えば、ＤＮＡ模倣物をいう。ＰＮＡの中性の

骨格は、低イオン強度条件下で、ＤＮＡおよびＲＮＡへの特異的ハイブリダイゼ

ーションを可能にすることが示されている。ＰＮＡオリゴマーの合成は、Ｈｙｒ

ｕｐら（１９９６）上述；Ｐｅｒｒｙ－Ｏ’Ｋｅｅｆｅら（１９９６）ＰＮＡＳ

  ９３：１４６７０－６７５に記載のような、標準的な固相ペプチド合成プロト

コールを用いて実施され得る。

      【０１４６】
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  ＰＴＭＡＸのＰＮＡは、治療適用および診断適用で用いられ得る。例えば、Ｐ

ＮＡは、例えば、転写または翻訳抑止（ａｒｒｅｓｔ）を誘導すること、または

複製を阻害することにより、遺伝子発現の配列特異的調節のためのアンチセンス

剤またはアンチ遺伝子剤として用いられ得る。ＰＴＭＡＸのＰＮＡはまた、例え

ば、ＰＮＡ指向ＰＣＲクランピングによる、例えば、遺伝子中の１塩基対変異の

分析に；他の酵素、例えば、Ｓ１ヌクレアーゼと組み合わせて用いる場合、人工

の制限酵素として（Ｈｙｒｕｐ  Ｂ．（１９６６）上述）；またはＤＮＡ配列お

よびハイブリダイゼーションのプローブまたはプライマーとして（Ｈｙｒｕｐら

（１９６６）上述；Ｐｅｒｒｙ－Ｏ’Ｋｅｅｆｅ（１９９６）上述）用いられ得

る。

      【０１４７】

  別の実施形態では、ＰＴＭＡＸのＰＮＡは、例えば、それらの安定性または細

胞性の取り込みを増大するために、ＰＮＡに親油性基またはその他の補助基を結

合することによるか、ＰＮＡ－ＤＮＡキメラの形成によるか、またはリポソーム

の使用もしくは当該分野で公知の薬物送達のその他の技法によって改変され得る

。例えば、ＰＮＡとＤＮＡの有利な性質を組み合わせ得る、ＰＴＭＡＸのＰＮＡ

－ＤＮＡキメラが生成され得る。このようなキメラは、ＰＮＡ部分の高い結合親

和性および特異性を提供しながら、ＤＮＡ部分と相互作用するために、ＤＮＡ認

識酵素、例えば、ＲＮａｓｅＨおよびＤＮＡポリメラーゼを可能にする。ＰＮＡ

－ＤＮＡキメラは、塩基スタッキング、ヌクレオ塩基間の結合の数、および配向

の点から選択された適切な長さのリンカーを用いて連結され得る（Ｈｙｒｕｐ（

１９９６）上述）。ＰＮＡ－ＤＮＡキメラの合成は、Ｈｙｒｕｐ（１９６６）上

述およびＦｉｎｎら（１９９６）Ｎｕｃｌ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ  ２４：３３５

７－６３に記載のように実施され得る。例えば、ＤＮＡ鎖を、標準的なホルホル

アミダイトカップリング化学を用いて固体支持体上で合成し得、そして改変ヌク

レオシドアナログ、例えば、５’－（４－メトキシトリチル）アミノ－５’－デ

オキシ－チミジンホスホルアミダイトを、ＰＮＡとＤＮＡの５’末端との間に用

い得る（Ｍａｇら（１９８９）Ｎｕｃｌ  Ａｃｉｄ  Ｒｅｓ  １７：５９７３－

８８）。次いで、ＰＮＡモノマーを段階的様式でカップリングし、５’ＰＮＡセ
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グメントと３’ＤＮＡセグメントをもつキメラ分子を生成する（Ｆｉｎｎら（１

９９６）上述）。あるいは、キメラ分子は、５’ＤＮＡセグメントと３’ＰＮＡ

セグメントを有して合成され得る。Ｐｅｔｅｒｓｅｎら（１９７５）Ｂｉｏｏｒ

ｇ  Ｍｅｄ  Ｃｈｅｍ  Ｌｅｔｔ  ５：１１１９－１１１２４を参照のこと。

      【０１４８】

  その他の実施形態では、このオリゴヌクレオチドは、ペプチド（例えば、イン

ビボで宿主細胞レセプターを標的にするため）、または細胞膜を横切る輸送を容

易にする薬剤（例えば、Ｌｅｔｓｉｎｇｅｒら、１９８９、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ

．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８６：６５５３－６５５６；Ｌｅｍａｉｔｒ

ｅら、１９８７、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８４：６４８－６５

２；ＰＣＴ公開公報番号ＷＯ８８／０９８１０を参照のこと）もしくは血液脳関

門を横切る輸送を容易にする薬剤（例えば、ＰＣＴ公開公報番号ＷＯ８９／１０

１３４を参照のこと）のような他の付属基を含み得る。さらに、オリゴヌクレオ

チドは、ハイブリダイゼーショントリガー切断剤（例えば、Ｋｒｏｌら、１９８

８、ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  ６：９５８－９７６を参照のこと）またはイ

ンターカーレーティング剤（例えば、Ｚｏｎ、１９８８、Ｐｈａｒｍ．Ｒｅｓ．

５：５３９－５４９を参照のこと）を用いて改変され得る。この目的のために、

このオリゴヌクレオドは、例えば、ペプチド、ハイブリダイゼーショントリガー

架橋剤、輸送剤、ハイブリダイゼーショントリガー切断剤などの他の分子に連結

され得る。

      【０１４９】

  （ＰＴＭＡＸポリペプチド）

  本発明のポリペプチドは、その配列が配列番号２、４、６、８、１０、１２、

１４、１６、１８、または２０によって提供されるＰＴＭＡＸポリペプチドのア

ミノ酸配列を含むポリペプチドを含む。本発明はまた、なおそのＰＴＭＡＸ活性

および生理学的機能を維持するタンパク質、またはその機能的フラグメントをコ

ードしながら、その任意の残基が配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、

１６、１８、または２０に示される対応する残基から変化し得る、変異体または

改変体タンパク質を含む。この変異体または改変体タンパク質において、２０％
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までまたはそれ以上の残基がそのように変化し得る。

      【０１５０】

  一般に、ＰＴＭＡＸ様機能を保持するＰＴＭＡＸ改変体は、配列中の特定位置

の残基が他のアミノ酸により置換され、そしてさらに、親タンパク質の２つの残

基間にさらなる残基（単数または複数）を挿入する可能性、および親配列から１

つ以上の残基を欠失する可能性を含む任意の改変体を含む。任意のアミノ酸置換

、挿入または欠失は、本発明に包含される。好適な状況では、この置換は、上記

で規定されるような保存的置換である。

      【０１５１】

  本発明の１つの局面は、単離されたＰＴＭＡＸタンパク質、およびその生物学

的に活性な部分、またはその誘導体、フラグメント、アナログもしくはホモログ

に関する。抗ＰＴＭＡＸ抗体を惹起するための免疫原としての使用に適するポリ

ペプチドフラグメントもまた提供される。１つの実施形態では、ネイティブＰＴ

ＭＡＸタンパク質が、標準的なタンパク質精製技法を用いる適切な精製スキーム

により、細胞供給源または組織供給源から単離され得る。別の実施形態では、Ｐ

ＴＭＡＸタンパク質は、組換えＤＮＡ技法により生産される。組換え発現の代替

として、ＰＴＭＡＸタンパク質またはポリペプチドは、標準的なペプチド合成技

法を用いて化学的に合成され得る。

      【０１５２】

  「単離された」または「精製された」ポリペプチドまたはタンパク質または生

物学的に活性なその部分は、ＰＴＭＡＸタンパク質が由来する細胞供給源または

組織供給源からの細胞性物質またはその他の夾雑タンパク質を実質的に含まない

か、化学的に合成された場合、化学的前駆体もしくはその他の化学物質を実質的

に含まない。用語「細胞性物質を実質的に含まない」は、ＰＴＭＡＸタンパク質

が、単離されるかまたは組換えにより産生された細胞の細胞成分から分離されて

いるこのタンパク質の調製物を含む。１つの実施形態では、用語「細胞性物質を

実質的に含まない」は、非ＰＴＭＡＸタンパク質（本明細書ではまた「汚染タン

パク質」と呼ばれる）が約３０％（乾燥重量による）より少ない、より好ましく

は約２０％より少ない非ＰＴＭＡＸタンパク質、なおより好ましくは約１０％よ
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り少ない非ＰＴＭＡＸタンパク質、そして最も好ましくは約５％より少ない非Ｐ

ＴＭＡＸタンパク質を有する、ＰＴＭＡＸタンパク質の調製物を含む。このＰＴ

ＭＡＸタンパク質または生物学的に活性なその部分が組換えにより産生される場

合、培養培地を実質的に含まないこともまた好ましい。すなわち、培養培地は、

タンパク質調製物の容量の約２０％より少ないか、より好ましくは約１０％より

少ないか、そして最も好ましくは約５％より少ない。

      【０１５３】

  用語「化学的前駆体またはその他の化学物質を実質的に含まない」は、タンパ

ク質の合成に関与する化学的前駆体またはその他の化学物質からこのタンパク質

が分離されているＰＴＭＡＸタンパク質の調製物を含む。１つの実施形態では、

用語「化学的前駆体またはその他の化学物質を実質的に含まない」は、化学的前

駆体または非ＰＴＭＡＸ化学物質を約３０％（乾燥重量による）より少く、より

好ましくは化学的前駆体または非ＰＴＭＡＸ化学物質を約２０％より少なく、な

おより好ましくは化学的前駆体または非ＰＴＭＡＸ化学物質を約１０％より少な

く、そして最も好ましくは化学的前駆体または非ＰＴＭＡＸ化学物質を約５％よ

り少なく有するＰＴＭＡＸタンパク質の調製物を含む。

      【０１５４】

  ＰＴＭＡＸタンパク質の生物学的に活性な部分は、完全長のＰＴＭＡＸタンパ

ク質より少ないアミノ酸配列を含み、そしてＰＴＭＡＸタンパク質の少なくとも

１つの活性を示す、ＰＴＭＡＸタンパク質のアミノ酸配列（例えば、配列番号２

、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、または２０に示されるアミノ酸

配列）に十分に相同であるか、またはそれに由来するアミノ酸配列を含むペプチ

ドを含む。代表的には、生物学的に活性な部分は、ＰＴＭＡＸタンパク質の少な

くとも１つの活性をともなうドメインまたはモチーフを含む。ＰＴＭＡＸタンパ

ク質の生物学的に活性な部分は、例えば、１０、２５、５０、１００またはそれ

以上のアミノ酸の長さのポリペプチドであり得る。

      【０１５５】

  さらに、このタンパク質のその他の領域が欠失したその他の生物学的に活性な

部分が、組換え技法により調製され、ネイティブなＰＴＭＡＸタンパク質の１つ
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以上の機能的活性について評価され得る。

      【０１５６】

  ある実施形態では、このＰＴＭＡＸタンパク質は、配列番号２、４、６、８、

１０、１２、１４、１６、１８、または２０に示されるアミノ酸配列を有する。

他の実施形態では、このＰＴＭＡＸタンパク質は、配列番号２、４、６、８、１

０、１２、１４、１６、１８、または２０に実質的に相同であり、そして以下に

詳細に記載されるように、天然の対立遺伝子変動または変異誘発に起因してアミ

ノ酸配列がなお異なるが、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、

１８、または２０のタンパク質の機能的活性を保持する。従って、別の実施形態

では、このＰＴＭＡＸタンパク質は、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１

４、１６、１８、または２０のアミノ酸配列に少なくとも約４５％相同であるア

ミノ酸配列を含み、そして配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、

１８、または２０のＰＴＭＡＸタンパク質の機能的活性を保持するタンパク質で

ある。

      【０１５７】

  （２つ以上の配列間の相同性の決定）

  ２つのアミノ酸配列の相同性または２つの核酸の相同性のパーセントを決定す

るために、これらの配列を、最適な比較の目的にアラインする（例えば、第２の

アミノ酸配列または核酸配列との最適アラインメントのために第１のアミノ酸配

列または核酸配列の配列中にギャップを導入し得る）。次いで、対応するアミノ

酸位置またはヌクレオチド位置でアミノ酸残基またはヌクレオチドを比較する。

第１の配列中の位置が第２の配列中の対応する位置と同じアミノ酸残基またはヌ

クレオチドで占められる場合、この分子はその位置で相同である（すなわち、本

明細書で用いられる場合、アミノ酸「相同性」または核酸「相同性」は、アミノ

酸「相同性」または核酸「同一性」と等価である）。

      【０１５８】

  核酸配列相同性は、２つの配列間の同一性の程度として決定され得る。この相

同性は、ＧＣＧプログラムパッケージで提供されるＧＡＰソフトウェアのような

当該分野で公知のコンピュータープログラムを用いて決定され得る。Ｎｅｅｄｌ
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ｅｍａｎおよびＷｕｎｓｃｈ  １９７０  Ｊ  Ｍｏｌ  Ｂｉｏｌ  ４８：４４３

－４５３を参照のこと。ＧＣＧ  ＧＡＰソフトウェアを使用して核酸配列比較の

ために以下の設定を用い：５．０のＧＡＰ作成ペナルティーおよび０．３のＧＡ

Ｐ伸長ペナルティー、上記で言及した類似の核酸配列のコード領域は、好ましく

は、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、または１９に示さ

れたＤＮＡ配列のＣＤＳ（すなわちコードする）部分と、少なくとも７０％、７

５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、または９９％の同一性の程度

を示す。

      【０１５９】

  用語「配列同一性」は、２つのポリヌクレオチド配列またはポリペプチド配列

が、比較の特定の領域にわたって残基対残基の基本に基づいて同一である程度を

いう。用語「配列同一性のパーセント」は、その比較の領域にわたり最適にアラ

インされた配列を比較すること、両方の配列において同一の核酸塩基（例えば、

核酸の場合、Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ、Ｕ、またはＩ）が生じる位置の数を決定し、一致

した位置の数を生成すること、比較領域中の位置の総数（すなわち、ウンンドウ

サイズ）によって一致した位置の数を除すること、およびこの結果に１００を乗

じ配列同一性のパーセントを得ることにより算出される。本明細書で用いられる

場合、用語「実質的に同一」は、ポリヌクレオチド配列の特徴を示し、ここで、

このポリヌクレオチドは、比較領域にわたって参照配列と比較した場合、少なく

とも８０％の配列同一性、好ましくは少なくとも８５％の配列同一性そしてしば

しば９０～９５％の配列同一性、より通常は少なくとも９９％の配列同一性を有

する配列を含む。

      【０１６０】

  （キメラおよび融合タンパク質）

  本発明はまた、ＰＴＭＡＸキメラまたは融合タンパク質を提供する。本明細書

で使用される場合、ＰＴＭＡＸ「キメラタンパク質」または「融合タンパク質」

は、非ＰＴＭＡＸポリペプチドと作動可能に連結されたＰＴＭＡＸポリペプチド

を含む。「ＰＴＭＡＸポリペプチド」は、ＰＴＭＡＸに相当するアミノ酸配列を

有するポリペプチドをいい、一方、「非ＰＴＭＡＸポリペプチド」は、このＰＴ
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ＭＡＸタンパク質に実質的に相同ではないタンパク質に相当するアミノ酸配列を

有するポリペプチドをいう（例えば、ＰＴＭＡＸタンパク質とは異なり、しかも

同一かまたは異なる生物に由来するタンパク質）。ＰＴＭＡＸ融合タンパク質の

中で、ＰＴＭＡＸポリペプチドは、ＰＴＭＡＸタンパク質のすべてか、またはそ

の一部分に対応する。１つの実施形態では、ＰＴＭＡＸ融合タンパク質は、ＰＴ

ＭＡＸタンパク質の少なくとも１つの生物学的に活性な部分を含む。なお別の実

施形態では、ＰＴＭＡＸ融合タンパク質は、ＰＴＭＡＸタンパク質の少なくとも

３つの生物学的に活性な部分を含む。融合タンパク質において、用語「作動可能

に連結される」は、ＰＴＭＡＸポリペプチドおよび非ＰＴＭＡＸポリペプチドが

互いにインフレームで融合していることを示すことを意図する。非ＰＴＭＡＸポ

リペプチドは、ＰＴＭＡＸポリペプチドのＮ末端またはＣ末端に融合され得る。

      【０１６１】

  １つの実施形態では、この融合タンパク質は、ＧＳＴ－ＰＴＭＡＸ融合タンパ

ク質であり、ここでＰＴＭＡＸ配列が、ＧＳＴ（すなわち、グルタチオンＳ－ト

ランスフェラーゼ）配列のＣ末端に融合される。このような融合タンパク質は、

組換えＰＴＭＡＸの精製を容易にし得る。

      【０１６２】

  別の実施形態では、この融合タンパク質は、そのＮ末端に異質シグナル配列を

含むＰＴＭＡＸタンパク質である。例えば、ネイティブなＰＴＭＡ－７シグナル

配列（すなわち、配列番号１４のほぼアミノ酸１～４０）を除去し得、そして別

のタンパク質からのシグナル配列で置き換え得る。特定の宿主細胞では（例えば

、哺乳動物宿主細胞）、ＰＴＭＡＸの発現および／または分泌は、異質シグナル

配列の使用を通じて増大され得る。

      【０１６３】

  なお別の実施形態では、この融合タンパク質は、ＰＴＭＡＸ－免疫グロブリン

融合タンパク質であり、ここでＰＴＭＡＸ配列が、免疫グロブリンタンパク質フ

ァミリーのメンバーに由来する配列に融合される。本発明のこのＰＴＭＡＸ－免

疫グロブリン融合タンパク質は、薬学的組成物中に組み込まれ、そして被験体に

投与されて、細胞の表面上でＰＴＭＡＸリガントとＰＴＭＡＸタンパク質との間
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の相互作用を阻害し、それによってインビボのＰＴＭＡＸ媒介信号伝達を抑制し

得る。このＰＴＭＡＸ－免疫グロブリン融合タンパク質を用い、ＰＴＭＡＸ同族

リガンドの生体利用性に影響を与え得る。ＰＴＭＡＸリガンド／ＰＴＭＡＸ相互

作用の阻害は、増殖障害および分化障害の両方の処置、ならびに細胞生存の調節

（例えば、促進または阻害）に、治療的に有用であり得る。さらに、本発明のこ

のＰＴＭＡＸ－免疫グロブリン融合タンパク質は、被験体中で抗ＰＴＭＡＸ抗体

を産生するための免疫原として用いられ得、ＰＴＭＡＸリガンドを精製し、そし

てＰＴＭＡＸリガンドとのＰＴＭＡＸの相互作用を阻害する分子を同定するスク

リーニングアッセイで用いられ得る。

      【０１６４】

  本発明のＰＴＭＡＸキメラまたは融合タンパク質は、標準的な組換えＤＮＡ技

法により産生され得る。例えば、異なるポリペプチド配列をコードするＤＮＡフ

ラグメントを、従来の技法に従って、例えば、連結のための平滑末端または粘着

（ｓｔａｇｇｅｒ）末端、適切な末端を提供するための制限酵素消化、必要に応

じて粘着（ｃｏｈｅｓｉｖｅ）末端のフィルイン、所望しない連結を避けるため

のアルカリホスファターゼ処理、および酵素的連結を採用することにより、イン

フレームで一緒に連結する。別の実施形態では、融合遺伝子を、自動化ＤＮＡ合

成機を含む従来技法により合成し得る。あるいは、遺伝子フラグメントのＰＣＲ

増幅を、次いでアニールおよび再増幅され得る、２つの連続遺伝子フラグメント

間の相補的オーバハングを生じるアンカープライマーを用いて、キメラ遺伝子配

列を生成するために実施し得る（例えば、Ａｕｓｂｅｌら（編）ＣＵＲＲＥＮＴ

  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ、Ｊｏｈｎ

  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ、１９９２を参照のこと）。さらに、融合部分（例えば

、ＧＳＴポリペプチド）をすでにコードした多くの発現ベクターが市販されてい

る。ＰＴＭＡＸをコードする核酸は、この融合部分がＰＴＭＡＸタンパク質にイ

ンフレーム連結されるように、このような発現ベクター中にクローン化され得る

。

      【０１６５】

  （ＰＴＭＡＸアゴニストおよびアンタゴニスト）
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  本発明はまた、ＰＴＭＡＸアゴニスト（模倣物）またはＰＴＭＡＸアンタゴニ

ストのいずれかとして機能するＰＴＭＡＸタンパク質の改変体に関する。ＰＴＭ

ＡＸタンパク質の改変体、例えば、ＰＴＭＡＸタンパク質の離散した点変異また

は短縮型が、変異誘発により生成され得る。ＰＴＭＡＸタンパク質のアゴニスト

は、天然に存在する形態のＰＴＭＡＸタンパク質と実質的に同じ生物学的活性、

またはその生物学的活性のサブセットを保持し得る。ＰＴＭＡＸタンパク質のア

ンタゴニストは、天然に存在する形態のＰＴＭＡＸタンパク質の１つ以上の活性

を、例えば、ＰＴＭＡＸタンパク質を含む細胞シグナル伝達カスケードの下流メ

ンバーまたは上流メンバーに競合的に結合することにより阻害され得る。従って

、特異的生物学的効果が、限られた機能の改変体を用いた処理により惹起され得

る。１つの実施形態では、このタンパク質の天然に存在する形態の生物学活性の

サブセットを有する改変体を用いた被験体の処置は、ＰＴＭＡＸタンパク質の天

然に存在する形態を用いた処置に関する被験体におけるより少ない副作用を有す

る。

      【０１６６】

  ＰＴＭＡＸアゴニスト（模倣物）またはＰＴＭＡＸアンタゴニストのいずれか

として機能するＰＴＭＡＸタンパク質の改変体は、ＰＴＭＡＸタンパク質アゴニ

スト活性またはアンタゴニスト活性についてのＰＴＭＡＸタンパク質の変異体、

例えば短縮型変異体のコンビナトリアルライブラリーをスクリーニングすること

により同定され得る。１つの実施形態では、ＰＴＭＡＸ改変体の多彩なライブラ

リーは、核酸レベルのコンビナトリアル変異誘発により生成され、そして多彩な

遺伝子ライブラリーによりコードされる。ＰＴＭＡＸ改変体の多彩なライブラリ

ーは、例えば、合成オリゴヌクレオチドの混合物を、潜在的なＰＴＭＡＸ配列の

縮重セットが、個々のポリペプチドとして、あるいは、その中にＰＴＭＡＸ配列

のセットを含む（例えば、ファージディスプレイのための）より大きな融合タン

パク質のセットとして発現可能であるように、遺伝子配列中に酵素的に連結する

ことにより産生され得る。縮重オリゴヌクレオチド配列から潜在的なＰＴＭＡＸ

改変体のライブラリーを産生するために用いられ得る種々の方法がある。縮重遺

伝子配列の化学的合成は、自動化ＤＮＡ合成機中で実施され得、次いでこの合成
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遺伝子は、適切な発現ベクター中に連結される。遺伝子の縮重セットの使用は、

１つの混合物において、潜在的なＰＴＭＡＸ配列の所望のセットをコードする配

列のすべての供給量を可能にする。縮重オリゴヌクレオチドを合成する方法は当

該分野で公知である（例えば、Ｎａｒａｎｇ（１９８３）Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏ

ｎ  ３９：３；Ｉｔａｋｕｒａら（１９８４）Ａｎｎｕ  Ｒｅｖ  Ｂｉｏｃｈｅ

ｍ  ５３：３２３；Ｉｔａｋｕｒａら（１９８４）Ｓｃｉｅｎｃｅ  １９８：１

０５６；Ｉｋｅら（１９８３）Ｎｕｃｌ  Ａｃｉｄ  Ｒｅｓ  １１：４７７を参

照のこと）。

      【０１６７】

  （ポリペプチドライブラリー）

  さらに、ＰＴＭＡＸタンパク質コード配列のフラグメントのライブラリーを用

いて、ＰＴＭＡＸタンパク質の改変体のスクリーニングおよび引き続く選択のた

めのＰＴＭＡＸフラグメントの多彩な集団を生成し得る。１つの実施形態では、

コード配列フラグメントのライブラリーは、ＰＴＭＡＸコード配列の二本鎖ＰＣ

Ｒフラグメントを、１分子あたり約１つのみのニックが生じる条件下において、

ヌクレアーゼで処理すること、二本鎖ＤＮＡを変性させること、異なるニック産

物からのセンス／アンチセンス対を含み得る二本鎖ＤＮＡを形成するためにこの

ＤＮＡを再生すること、Ｓ１ヌクレアーゼを用いた処理により再形成された二本

鎖から一本鎖部分を除去すること、および得られるフラグメントライブラリーを

発現ベクター中に連結することにより生成し得る。この方法により、ＰＴＭＡＸ

タンパク質の種々のサイズのＮ末端および内部フラグメントをコードする発現ラ

イブラリーが派生し得る。

      【０１６８】

  点変異または短縮により作成されたコンビナトリアルライブラリーの遺伝子産

物をスクリーニングするため、選択された性質を有する遺伝子産物についてｃＤ

ＮＡライブラリーをスクリーニングするためのいくつかの技法が当該分野で公知

である。このような技法を、ＰＴＭＡＸタンパク質のコンビナトリアル変異誘発

により生成された遺伝子ライブラリーの迅速スクリーニングに適用可能である。

大きな遺伝子ライブラリーをスクリーニングするための、高スループット分析に
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適した最も広く用いられる技法は、代表的には、遺伝子ライブラリーを複製可能

な発現ベクター中にクローニングすること、得られるベクターのライブラリーで

適切な細胞を形質転換すること、および所望の活性の検出が、その産物が検出さ

れた遺伝子をコードするベクターの単離を容易にする条件下でこのコンビナトリ

アル遺伝子を発現することを含む。ライブラリー中の機能的変異体の頻度を増大

する新規技法であるリクルーシブエンセブル変異誘発（ＲＥＭ）を、スクリーニ

ングアッセイと組み合わせて用い、ＰＴＭＡＸ改変体を同定し得る（Ａｒｋｉｎ

およびＹｏｕｒｖａｎ（１９９２）ＰＮＡＳ  ８９：７８１１－７８１５；Ｄｅ

ｌｇｒａｖｅら（１９９３）Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ  ６：３

２７－３３１）。

      【０１６９】

  （抗ＰＴＭＡＸ抗体）

  本発明は、本発明の任意のポリペプチドに免疫特異的に結合する、Ｆabまたは

（Ｆab）2のような抗体または抗体フラグメントを包含する。

      【０１７０】

  単離されたＰＴＭＡＸタンパク質、またはその部分もしくはフラグメントは、

ポリクローナル抗体調製およびモノクローナル抗体調製のための標準的な技法を

用いて、ＰＴＭＡＸに結合する抗体を生成するための免疫原として用いられ得る

。完全長のＰＴＭＡＸタンパク質が用いられ得るが、あるいは、本発明は、免疫

原としての使用のためのＰＴＭＡＸの抗原性ペプチドフラグメントを提供する。

ＰＴＭＡＸの抗原性ペプチドは、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、

１６、１８、または２０で示されるアミノ酸配列の少なくとも４アミノ酸残基を

含み、そしてこのペプチドに対して惹起された抗体がＰＴＭＡＸと特異的な免疫

複合体を形成するように、ＰＴＭＡＸのエピトープを含む。好ましくは、この抗

原性ペプチドは、少なくとも６、８、１０、１５、２０、または３０のアミノ酸

残基を含む。より長い抗原性ペプチドが、使用および当業者に周知の方法により

依存して、より短い抗原性ペプチドよりもしばしば好適である。

      【０１７１】

  本発明の特定の実施形態では、抗原性ペプチドにより包含される少なくとも１
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つのエピトープは、タンパク質の表面上に位置するＰＴＭＡＸの領域、例えば、

親水性領域である。抗体産生を標的化する手段として、親水性および疎水性の領

域を示すヒドロパシープロットを、例えば、フーリエ変換を伴うかまたは伴わな

い、Ｋｙｔｅ  Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ法またはＨｏｐｐ  Ｗｏｏｄｓ法を含む、当

該分野で周知の任意の方法により生成し得る。例えば、それらの全体が本明細書

に参考として援用される、ＨｏｐｐおよびＷｏｏｄｓ、１９８１、Ｐｒｏｃ．Ｎ

ａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ７８：３８２４－３８２８；Ｋｙｔｅおよび

Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ  １９８２、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１５７：１０５－１４

２を参照のこと。

      【０１７２】

  本明細書で開示されるように、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、

１６、１８、または２０のＰＴＭＡＸタンパク質配列、またはその誘導体、フラ

グメント、アナログもしくはホモログを、これらのタンパク質成分に免疫特異的

に結合する抗体の生成における免疫原として利用し得る。本明細書で用いられる

場合、用語「抗体」は、免疫グロブリン分子、および免疫グロブリン分子の免疫

学的に活性な部分、すなわち、ＰＴＭＡＸのような抗原に特異的に結合（免疫反

応）する抗原結合部位を含む分子をいう。このような抗体は、制限されずに、ポ

リクローナル抗体、モノクローナル抗体、キメラ抗体、単鎖抗体、Ｆabフラグメ

ントおよびＦ(ab')2フラグメント、およびＦab発現ライブラリーを含む。特定の

実施形態では、ヒトＰＴＭＡＸタンパク質に対する抗体が開示される。当該分野

で公知の種々の手順が、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１

８、または２０のＰＴＭＡＸタンパク質配列、またはその誘導体、フラグメント

、アナログもしくはホモログに対するポリクローナルまたはモノクローナル抗体

の産生のために用いられ得る。

      【０１７３】

  ポリクローナル抗体の産生のために、種々の適切な宿主動物（例えば、ウサギ

、ヤギ、マウスまたはその他の哺乳動物）は、ネイティプタンパク質、またはそ

の合成改変体、または前述の誘導体での注射により免疫化され得る。適切な免疫

原調製物は、例えば、組換えにより発現されたＰＴＭＡＸタンパク質または化学
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的に合成されたポリペプチドを含有し得る。この調製物は、アジュバントをさら

に含み得る。免疫学的応答を増大するために用いられる種々のアジュバントは、

制限されずに、フロイント（完全および不完全）アジュバント、ミネラルゲル（

例えば、水酸化アルミニウム）、表面活性物質（例えば、リゾレシチン、プルロ

ニックポリオール、ポリアニオン、ペプチド、油乳濁液、ジニトロフェノールな

ど）、Ｂａｃｉｌｌｅ  Ｃａｌｍｅｔｔｅ－ＧｕｅｒｉｎおよびＣｏｒｙｎｅｂ

ａｃｔｅｒｉｕｍ  ｐａｒｖｕｍのようなヒトアジュバント、または類似の免疫

刺激剤を含む。所望であれば、ＰＴＭＡＸに対して指向された抗体分子は、哺乳

動物（例えば、血液）から単離され得、そしてさらに、ＩｇＧフラクションを得

るためのプロテインＡクロマトグラフィーのような、周知の技法により精製され

得る。

      【０１７４】

  本明細書で用いられる場合、用語「モノクローナル抗体」または「モノクロー

ナル抗体組成物」は、ＰＴＭＡＸの特定のエピトープと免疫反応し得る抗原結合

部位の１種のみを含む抗体分子の集団をいう。従って、代表的には、モノクロー

ナル抗体組成物は、それと免疫反応する特定のＰＴＭＡＸタンパク質に対し、単

一の結合親和性を示す。特定のＰＴＭＡＸタンパク質配列、またはその誘導体、

フラグメント、アナログもしくはホモログに対して指向されたモノクローナル抗

体の調製には、連続的な細胞株培養による抗体分子の産生のために提供する任意

の技法が利用され得る。このような技法は、制限されずに、ハイブリドーマ技法

（Ｋｏｈｌｅｒ＆Ｍｉｌｓｔｅｉｎ、１９７５  Ｎａｔｕｒｅ  ２５６：４９５

－４９７を参照のこと）；トリオーマ技法；ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技法（Ｋ

ｏｚｂｏｒら、１９８３  Ｉｍｍｕｎｏｌ  Ｔｏｄａｙ  ４：７２）およびヒト

モノクローナル抗体を産生するためのＥＢＶハイブリドーマ技法（Ｃｏｌｅら、

１９８５  ＭＯＮＯＣＬＯＮＡＬ  ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ  ＡＮＤ  ＣＡＮＣＥ

Ｒ  ＴＨＥＲＡＰＹ、Ａｌａｎ  Ｒ．Ｌｉｓｓ、Ｉｎｃ．７７－９６頁を参照の

こと）を含む。ヒトモノクローナル抗体を、本発明の実施において利用し得、そ

してヒトハイブリドーマを用いることによるか（Ｃｏｔｅら、１９８３．Ｐｒｏ

ｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８０：２０２６－２０３０を参照の
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こと）、またはインビトロでヒトＢ細胞をエプスタイン－バーウイルスで形質転

換することにより（Ｃｏｔｅら、１９８５  ＭＯＮＯＣＬＯＮＡＬ  ＡＮＴＩＢ

ＯＤＩＥＳ  ＡＮＤ  ＣＡＮＣＥＲ  ＴＨＥＲＡＰＹ、Ａｌａｎ  Ｒ．Ｌｉｓｓ

、Ｉｎｃ．７７－９６頁を参照のこと）産生され得る。上記の引用の各々は、そ

れらの全体が参考として本明細書に援用される。

      【０１７５】

  本発明によれば、技法は、ＰＴＭＡＸタンパク質に特異的な単鎖抗体の産生の

ために適合され得る（例えば、米国特許第４，９４６，７７８号を参照のこと）

。さらに、方法は、Ｆab発現ライブラリーの構築のために適合され得（例えば、

Ｈｕｓｅら、１９８９  Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４６：１２７５－１２８１を参照の

こと）、ＰＴＭＡＸタンパク質、またはその誘導体、フラグメント、アナログも

しくはホモログに対し、所望の特異性を有するモノクローナルＦabフラグメント

の迅速かつ有効な同定を可能にする。非ヒト抗体は、当該分野で周知の技法によ

り「ヒト化」され得る。例えば、米国特許第５，２２５，５３９号を参照のこと

。ＰＴＭＡＸタンパク質に対するイディオタイプを含む抗体フラグメントを、当

該分野で公知の技法により産生し得、以下を含むがこれらに限定されない：（ｉ

）抗体分子のペプシン消化により産生されるＦ(ab')2フラグメント；（ｉｉ）Ｆ

(ab')2フラグメントのジスルフィド架橋を還元することにより生成されるＦabフ

ラグメント；（ｉｉｉ）抗体分子のパパインおよび還元剤での処理により生成さ

れるＦabフラグメント、ならびに（ｉｖ）Ｆvフラグメント。

      【０１７６】

  さらに、ヒトおよび非ヒト部分の両方を含むキメラ抗体およびヒト化モノクロ

ーナル抗体のような、組換え抗ＰＴＭＡＸ抗体（これらは、標準組換えＤＮＡ技

術を用いて作製され得る）は、本発明の範囲内である。このようなキメラ抗体お

よびヒト化モノクローナル抗体は、当該分野で公知の組換えＤＮＡ技術により生

成され得る。この技術は例えば、以下に記載の方法を用いる：国際出願番号ＰＣ

Ｔ／ＵＳ８６／０２２６９；欧州特許出願番号第１８４，１８７号；欧州特許出

願番号第１７１，４９６号；欧州特許出願番号第１７３、４９４号；ＰＣＴ国際

公開番号ＷＯ  ８６／０１５３３；米国特許第４，８１６，５６７号；米国特許
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第５，２２５，５３９号；欧州特許出願番号第１２５，０２３号；Ｂｅｔｔｅｒ

ら（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４０：１０４１～１０４３；Ｌｉｕら（１９

８７）ＰＮＡＳ  ８４：３４３９～３４４３；Ｌｉｕら（１９８７）Ｊ  Ｉｍｍ

ｕｎｏｌ．１３９：３５２１～３５２６；Ｓｕｎら（１９８７）ＰＮＡＳ  ８４

：２１４～２１８；Ｎｉｓｈｉｍｕｒａら（１９８７）Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ  

４７：９９９～１００５；Ｗｏｏｄら（１９８５）Ｎａｔｕｒｅ  ３１４：４４

６～４４９；Ｓｈａｗら（１９８８）Ｊ  Ｎａｔｌ  Ｃａｎｃｅｒ  Ｉｎｓｔ  

８０：１５５３～１５５９）；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ（１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ  

２２９：１２０２～１２０７；Ｏｉら（１９８６）ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ

  ４：２１４；Ｊｏｎｅｓら（１９８６）Ｎａｔｕｒｅ  ３２１：５５２～５２

５；Ｖｅｒｈｏｅｙａｎら（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３９：１５３４；な

らびにＢｅｉｄｌｅｒら（１９８８）Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １４１：４０５３～

４０６０。上記引用の各々は、それらの全体において参考として本明細書中に援

用される。

      【０１７７】

  １つの実施形態において、所望の特異性を保有する抗体のスクリーニングのた

めの方法は、当該分野内で公知の酵素結合抗体免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）

および他の免疫学的に媒介された技術を含むが、これらに限定されない。特定の

実施形態において、ＰＴＭＡＸタンパク質の特定のドメインに対して特異的であ

る抗体の選択は、このようなドメインを所有しているＰＴＭＡＸタンパク質のフ

ラグメントに結合するハイブリドーマの生成により容易にされる。従って、ＰＴ

ＭＡＸタンパク質、またはそれらの誘導体、フラグメント、アナログまたはホモ

ログ内の所望のドメインに対して特異的である抗体がまた、本明細書において提

供される。

      【０１７８】

  抗ＰＴＭＡＸ抗体は、ＰＴＭＡＸタンパク質の局在化および／または定量化に

関する当該分野で公知の方法において用いられ得る（例えば、適切な生理学的な

サンプル内のＰＴＭＡＸタンパク質のレベルを測定する使用のために、診断的方

法における使用のために、タンパク質の画像化における使用のために、など）。
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所定の実施形態において、ＰＴＭＡＸタンパク質、またはそれらの誘導体、フラ

グメント、アナログまたはホモログに対する抗体（抗体由来の結合ドメインを含

む）は、薬理学的に活性な化合物［本明細書中、以下において「治療剤」］とし

て利用される。

      【０１７９】

  抗ＰＴＭＡＸ抗体（例えば、モノクローナル抗体）は、標準技術（例えばアフ

ィニティークロマトグラフィまたは免疫沈降）によって、ＰＴＭＡＸを単離する

ために用いられ得る。抗ＰＴＭＡＸ抗体は、細胞からの天然のＰＴＭＡＸ、そし

て宿主細胞において発現される組換え的に産生されたＰＴＭＡＸの精製を容易に

し得る。さらに、抗ＰＴＭＡＸ抗体が、（例えば、細胞性溶解物または細胞上清

における）ＰＴＭＡＸタンパク質を検出するために用いられ、ＰＴＭＡＸタンパ

ク質の発現の量およびパターンを評価し得る。抗ＰＴＭＡＸ抗体は、例えば、所

定の治療レジメンの有効性を決定するために、臨床試験の手順の一部として組織

におけるタンパク質レベルをモニターするために診断的に用いられ得る。検出は

、抗体を検出可能物質に連結する（すなわち、物理的に連結する）ことにより容

易にされ得る。検出可能物質の例としては、種々の酵素、補欠分子族、蛍光物質

、発光物質、生物発光物質および放射性物質が挙げられる。適切な酵素の例とし

ては、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシ

ダーゼまたはアセチルコリンエステラーゼが挙げられる；適切な補欠分子族複合

体の例としては、ストレプトアビジン／ビオチンおよびアビジン／ビオチンが挙

げられる；適切な蛍光物質の例としては、ウンベリフェロン、フルオレセイン、

フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、ジクロロトリアジニルアミン

（ｄｉｃｈｌｏｒｏｔｒｉａｚｉｎｙｌａｍｉｎｅ）フルオレセイン、ダンシル

クロリドまたはフィコエリトリンが挙げられる；発光物質の例としては、ルミノ

ールが挙げられる；生物発光物質の例としては、ルシフェラーゼ、ルシフェリン

およびエクオリンが挙げられる；そして、適切な放射性物質の例としては125Ｉ

、131Ｉ、35Ｓまたは3Ｈが挙げられる。

      【０１８０】

  （ＰＴＭＡＸ組換え発現ベクターおよび宿主細胞）
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  本発明の別の局面は、ＰＴＭＡＸタンパク質、またはそれらの誘導体、フラグ

メント、アナログもしくはホモログをコードする核酸を含む、ベクター、好まし

くは、発現ベクターに関する。本明細書において使用する場合、用語「ベクター

」は、それに連結された別の核酸を輸送し得る核酸分子をいう。１つの型のベク

ターは、「プラスミド」である。これはさらなるＤＮＡセグメントが連結され得

る環状の二本鎖ＤＮＡループをいう。他の型のベクターは、ウイルスベクターで

あり、ここでさらなるＤＮＡセグメントが、ウイルスゲノムに連結され得る。特

定のベクターは、ベクターが導入される宿主細胞中で自律複製し得る（例えば、

細菌性の複製起点を有する細菌ベクター、およびエピソーム性哺乳動物ベクター

）。他のベクター（例えば、非エピソーム性哺乳動物ベクター）は、宿主細胞へ

の導入の際、宿主細胞のゲノムに組み込まれ、そして、これにより宿主ゲノムと

ともに複製される。さらに、特定のベクターは、それらが作動可能に連結される

遺伝子の発現を導き得る。このようなベクターは、本明細書において「発現ベク

ター」と呼ばれる。一般に、組換えＤＮＡ技術における有用な発現ベクターは、

しばしばプラスミドの形態である。本願明細書において、「プラスミド」および

「ベクター」は、プラスミドが最も一般的に用いられる形態のベクターであるの

で、交換可能に使用され得る。しかし、本発明は、等価の機能を果たす、ウイル

スベクター（例えば、複製欠損レトロウィルス、アデノウィルス、およびアデノ

随伴ウィルス）のような、このような他の形態の発現ベクターを含むことを意図

する。

      【０１８１】

  本発明の組換え発現ベクターは、宿主細胞における核酸の発現に適切な形態で

の本発明の核酸を含む。これは、組換え発現ベクターが、発現されるべき核酸配

列に作動可能に連結されている、発現に用いられるべき宿主細胞に基づいて選択

される、１つ以上の調節配列を含むことを意味する。組換え発現ベクター内で、

「作動可能に連結する」とは、目的のヌクレオチド配列が、（例えば、インビト

ロの転写／翻訳系において、またはベクターが宿主細胞に導入される場合は、宿

主細胞において）ヌクレオチド配列の発現を可能にする様式で調節配列に連結さ

れるという意味が意図される。用語「調節配列」は、プロモーター、エンハンサ
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ーおよび他の発現制御エレメント（例えば、ポリアデニル化シグナル）を含むこ

とが意図される。このような調節配列は、例えば、Ｇｏｅｄｄｅｌ；ＧＥＮＥ  

ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ  ＩＮ  ＥＮＺ

ＹＭＯＬＯＧＹ  １８５、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ

、Ｃａｌｉｆ．（１９９０）に記載されている。調節配列は、多くの型の宿主細

胞においてヌクレオチド配列の構成的発現を指向する配列、および特定の宿主細

胞のみにおいてヌクレオチド配列の発現を指向する配列（例えば、組織特異的調

節配列）を含む。発現ベクターの設計が、形質転換されるべき宿主細胞の選択、

所望のタンパク質の発現のレベルなどのような因子に依存し得ることは、当業者

には明白である。本発明の発現ベクターは、宿主細胞に導入され得、それにより

、本明細書に記載される核酸によりコードされるタンパク質またはペプチド（融

合タンパク質またはペプチドを含む）（例えば、ＰＴＭＡＸタンパク質、ＰＴＭ

ＡＸの変異形態、融合タンパク質など）を生成し得る。

      【０１８２】

  本発明の組換え発現ベクターは、原核生物細胞または真核生物細胞における、

ＰＴＭＡＸ発現のために設計され得る。例えば、ＰＴＭＡＸは、細菌細胞（例え

ば、Ｅ．ｃｏｌｉ）、昆虫細胞（バキュロウイルス発現ベクターを用いる）、酵

母細胞または哺乳動物細胞において発現され得る。適切な宿主細胞は、Ｇｏｅｄ

ｄｅｌ；ＧＥＮＥ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯ

ＤＳ  ＩＮ  ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ  １８５、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ、

Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｉｆ．（１９９０）にさらに考察されている。ある

いは、組換え型発現ベクターは、例えば、Ｔ７プロモーター調節配列およびＴ７

ポリメラーゼを用いて、インビトロで転写および翻訳され得る。

      【０１８３】

  原核生物におけるタンパク質の発現は、最も頻繁には、融合タンパク質または

非融合タンパク質のいずれかの発現を指向する構成的プロモーターまたは誘導性

プロモーターを含むベクターを用いてＥ．ｃｏｌｉにおいて実行される。融合ベ

クターは、そこにコードされるタンパク質に、通常、組換えタンパク質のアミノ

末端に、多数のアミノ酸を付加する。このような融合ベクターは、代表的には、



(76) 特表２００３－５１００８０

以下の３つの目的のために役立つ：（１）組換えタンパク質の発現を増加させる

こと；（２）組換えタンパク質の可溶性を増加させること；および（３）アフィ

ニティー精製においてリガンドとして作用することによって組換えタンパク質の

精製の際に補助すること。しばしば、融合発現ベクターにおいて、タンパク質分

解の切断部位が、融合部分の結合部に導入され、そしてこの組換えタンパク質に

より、融合タンパク質の精製の後に融合部分から組換えタンパク質を分離するこ

とが可能になる。このような酵素、およびその同族の認識配列は、第Ｘａ因子、

トロンビン、およびエンテロキナーゼを含む。代表的な融合発現ベクターとして

は、グルタチオンＳ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）、マルトースＥ結合タンパ

ク質、またはプロテインＡを、それぞれ、標的の組換えタンパク質に融合するｐ

ＧＥＸ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ  Ｉｎｃ．；Ｓｍｉｔｈ  ａｎｄ

  Ｊｏｈｎｓｏｎ（１９８８）Ｇｅｎｅ  ６７：３１－４０）、ｐＭＡＬ（Ｎｅ

ｗ  Ｅｎｇｌａｎｄ  Ｂｉｏｌａｂｓ，Ｂｅｖｅｒｌｙ，Ｍａｓｓ．）およびｐ

ＲＩＴ５（Ｐｈａｒｍａｃｉａ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，Ｎ．Ｊ．）が挙げられ

る。

      【０１８４】

  適切な誘導性非融合Ｅ．ｃｏｌｉ発現ベクターの例には、ｐＴｒｃ（Ａｍｒａ

ｎｎら（１９８８）Ｇｅｎｅ  ６９：３０１－３１５）およびｐＥＴ  １１ｄ（

Ｓｔｕｄｉｅｒら、ＧＥＮＥ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：

ＭＥＴＨＯＤＳ  ＩＮ  ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ  １８５，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐ

ｒｅｓｓ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．（１９９０）６０－８９）が挙げ

られる。

      【０１８５】

  Ｅ．ｃｏｌｉにおける組換えタンパク質発現を最大化するための１つのストラ

テジーは、組換えタンパク質をタンパク質分解的に切断する能力が損なわれた宿

主細菌中でタンパク質を発現することである。Ｇｏｔｔｅｓｍａｎ，ＧＥＮＥ  

ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ  ＩＮ  ＥＮＺ

ＹＭＯＬＯＧＹ  １８５，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ

，Ｃａｌｉｆ．（１９９０）１１９－１２８を参照のこと。別のストラテジーは
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、各アミノ酸についての個々のコドンが、Ｅ．ｃｏｌｉにおいて優先的に利用さ

れるコドンであるように発現ベクターに挿入される核酸の核酸配列を変更するこ

とである（Ｗａｄａら（１９９２）Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．２０

：２１１１－２１１８）。本発明のこのような核酸配列の変更は、標準的なＤＮ

Ａ合成技術によって実行され得る。

      【０１８６】

  別の実施形態において、ＰＴＭＡＸ発現ベクターは、酵母発現ベクターである

。酵母Ｓ．ｃｅｒｉｖｉｓａｅにおける発現のためのベクターの例には、ｐＹｅ

ｐＳｅｃ１（Ｂａｌｄａｒｉら、（１９８７）ＥＭＢＯ  Ｊ  ６：２２９－２３

４）、ｐＭＦａ（ＫｕｒｊａｎおよびＨｅｒｓｋｏｗｉｔｚ、（１９８２）Ｃｅ

ｌｌ  ３０：９３３－９４３）、ｐＪＲＹ８８（Ｓｃｈｕｌｔｚら、（１９８７

）Ｇｅｎｅ  ５４：１１３－１２３）、ｐＹＥＳ２（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ  Ｃ

ｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．）、およびｐｉｃＺ

（ＩｎＶｉｔｒｏｇｅｎ  Ｃｏｒｐ．，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．）が

挙げられる。

      【０１８７】

  あるいは、ＰＴＭＡＸは、バキュロウイルス発現ベクターを使用して、昆虫細

胞中で発現され得る。培養昆虫細胞（例えば、ＳＦ９細胞）中でのタンパク質の

発現のために利用可能なバキュロウイルスベクターには、ｐＡｃシリーズ（Ｓｍ

ｉｔｈら（１９８３）Ｍｏｌ  Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌ  ３：２１５６－２１６５）

およびｐＶＬシリーズ（ＬｕｃｋｌｏｗおよびＳｕｍｍｅｒｓ（１９８９）Ｖｉ

ｒｏｌｏｇｙ  １７０：３１－３９）が挙げられる。

      【０１８８】

  なお別の実施形態において、本発明の核酸は、哺乳動物発現ベクターを使用し

て、哺乳動物細胞中で発現される。哺乳動物発現ベクターの例には、ｐＣＤＭ８

（Ｓｅｅｄ（１９８７）Ｎａｔｕｒｅ  ３２９：８４０）およびｐＭＴ２ＰＣ（

Ｋａｕｆｍａｎら（１９８７）ＥＭＢＯ  Ｊ  ６：１８７－１９５）が挙げられ

る。哺乳動物細胞中で使用される場合、発現ベクターの制御機能は、しばしば、

ウイルスの調節エレメントによって提供される。例えば、一般に使用されるプロ
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モーターは、ポリオーマ、アデノウイルス２、サイトメガロウイルス、およびシ

ミアンウイルス４０に由来する。原核生物細胞および真核生物細胞の両方につい

て他の適切な発現系については、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、ＭＯＬＥＣＵＬ

ＡＲ  ＣＬＯＮＩＮＧ：Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ．第２版、Ｃ

ｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐ

ｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐ

ｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．，１９８９の第１６章および第１７章を参照

のこと。

      【０１８９】

  別の実施形態において、組換え哺乳動物発現ベクターは、特定の細胞型（例え

ば、組織特異的調節エレメントを使用して核酸を発現する）中で優先的に核酸の

発現を指向し得る。組織特異的調節エレメントは、当該分野で公知である。適切

な組織特異的なプロモーターの非限定的な例には、アルブミンプロモーター（肝

臓特異的；Ｐｉｎｋｅｒｔら（１９８７）Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖ  １：２６８－２

７７）、リンパ特異的プロモーター（ＣａｌａｍｅおよびＥａｔｏｎ（１９８８

）Ａｄｖ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  ４３：２３５－２７５）、Ｔ細胞レセプターの特定

のプロモーターにおいて（ＷｉｎｏｔｏおよびＢａｌｔｉｍｏｒｅ（１９８９）

ＥＭＢＯ  Ｊ  ８：７２９－７３３）および免疫グロブリンの特定のプロモータ

ーにおいて（Ｂａｎｅｒｊｉら（１９８３）Ｃｅｌｌ  ３３：７２９－７４０；

ＱｕｅｅｎおよびＢａｌｔｉｍｏｒｅ（１９８３）Ｃｅｌｌ  ３３：７４１－７

４８）、ニューロン特異的プロモーター（例えば、ニューロフィラメントプロモ

ーター；ＢｙｒｎｅおよびＲｕｄｄｌｅ（１９８９）ＰＮＡＳ  ８６：５４７３

－５４７７）、膵臓特異的プロモーター（Ｅｄｌｕｎｄら（１９８５）Ｓｃｉｅ

ｎｃｅ  ２３０：９１２－９１６）、ならびに乳腺特異的プロモーター（例えば

、ミルク乳清プロモーター；米国特許第４，８７３，３１６号および欧州出願公

開第２６４，１６６号）が挙げられる。発生的に調節されるプロモーターもまた

含まれる（例えば、マウスホックス（ｍｕｒｉｎｅ  ｈｏｘ）プロモーター（Ｋ

ｅｓｓｅｌおよびＧｒｕｓｓ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：３７４－３

７９）およびａ－フェトプロテインプロモーター（ＣａｍｐｅｓおよびＴｉｌｇ
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ｈｍａｎ（１９８９）Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖ  ３：５３７－５４６）。

      【０１９０】

  本発明はさらに、アンチセンス方向で発現ベクターにクローニングされた本発

明のＤＮＡ分子を含む組換え発現ベクターを提供する。すなわち、そのＤＮＡ分

子は、ＰＴＭＡＸ  ｍＲＮＡに対するアンチセンスであるＲＮＡ分子の発現（Ｄ

ＮＡ分子の転写によって）を可能にする様式で調節配列に作動可能に連結される

。調節配列は、種々の細胞型においてアンチセンスＲＮＡ分子の連続的な発現を

指向する、アンチセンス方向でクローニングされた核酸に作動可能に連結される

調節配列（例えば、ウイルスプロモーターおよび／もしくはエンハンサー）が選

択され得るか、または例えば、アンチセンスＲＮＡの構成的発現、組織特異的発

現、または細胞特異的発現を指向する調節配列が、選択され得る。アンチセンス

発現ベクターは、組換えプラスミド、ファージミド、または弱毒化されたウイル

スの形態であり得、ここではアンチセンス核酸は、高効率調節領域の制御下で産

生され、その活性は、ベクターが導入される細胞型によって決定され得る。アン

チセンス遺伝子を使用する遺伝子発現の調節の議論については、Ｗｅｉｎｔｒａ

ｕｂら、「Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ  ＲＮＡ  ａｓ  ａ  ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  ｔｏ

ｏｌ  ｆｏｒ  ｇｅｎｅｔｉｃ  ａｎａｌｙｓｉｓ」、Ｒｅｖｉｅｗｓ－－Ｔｒ

ｅｎｄｓ  ｉｎ  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ、第１巻（１）１９８６を参照のこと。

      【０１９１】

  本発明の別の局面は、本発明の組換え発現べクターが導入された宿主細胞に関

する。用語「宿主細胞」および「組換え宿主細胞」は、本明細書中で、交換可能

に使用される。このような用語は、特定の対象の細胞をいうのみでなく、そのよ

うな細胞の子孫または潜在的な子孫をいうことが理解される。変異または環境的

影響のいずれかに起因して、特定の改変が次の世代において生じ得るので、この

ような子孫は、実際、親の細胞と同一でないかもしれないが、なお、本明細書中

で使用されるような用語の範囲内に含まれる。

      【０１９２】

  宿主細胞は、任意の原核生物細胞または真核生物細胞であり得る。例えば、Ｐ

ＴＭＡＸタンパク質は、細菌細胞（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ）、昆虫細胞、酵母ま
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たは哺乳動物細胞（例えば、チャイニーズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ）または

ＣＯＳ細胞）で発現され得る。他の適切な宿主細胞は、当業者に公知である。

      【０１９３】

  ベクターＤＮＡは、従来的な形質転換またはトランスフェクション技術を介し

て原核生物細胞または真核生物細胞に導入され得る。本明細書中で使用される場

合、用語「形質転換」および「トランスフェクション」とは、外来性の核酸（例

えば、ＤＮＡ）を宿主細胞に導入するための当該分野で認識される種々の技術を

いうことが意図され、これらには、リン酸カルシウム同時沈殿もしくは塩化カル

シウム同時沈殿、ＤＥＡＥデキストラン媒介トランスフェクション、リポフェク

ション、またはエレクトロポレーションが含まれる。宿主細胞を形質転換または

トランスフェクションするための適切な方法は、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（ＭＯＬＥ

ＣＵＬＡＲ  ＣＬＯＮＩＮＧ：Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ．第２

版、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ

  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ

  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．，１９８９）および他の実験室マニュ

アルに見出され得る。

      【０１９４】

  安定な哺乳動物細胞のトランスフェクションのために、使用される発現ベクタ

ーおよびトランスフェクション技術に依存して、細胞のほんの一部のみが外来Ｄ

ＮＡをそのゲノムに組み込み得ることが知られている。これらの要素を同定およ

び選択するために、選択可能マーカー（例えば、抗生物質に対する耐性）をコー

ドする遺伝子が、一般的には目的の遺伝子とともに宿主細胞に導入される。種々

の選択可能マーカーには、薬物（例えば、Ｇ４１８、ハイグロマイシンおよびメ

トトレキサート）に対する耐性を付与するものが含まれる。選択可能マーカーを

コードする核酸は、ＰＴＭＡＸをコードするベクターと同じベクター上で宿主細

胞に導入され得るか、あるいは別々のベクター上で導入され得る。導入された核

酸で安定にトランスフェクトされた細胞は、薬物選択によって同定され得る（例

えば、選択可能マーカー遺伝子を取り込んだ細胞は生存し、一方他の細胞は死滅

する）。
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      【０１９５】

  本発明の宿主細胞（例えば、培養中の原核生物宿主細胞または真核生物宿主細

胞）は、ＰＴＭＡＸタンパク質を産生（すなわち、発現）するために使用され得

る。従って、本発明はさらに、本発明の宿主細胞を使用して、ＰＴＭＡＸタンパ

ク質を産生するための方法を提供する。１つの実施形態において、この方法は、

ＰＴＭＡＸタンパク質が産生されるような適切な培地中で、本発明の宿主細胞（

ここに、ＰＴＭＡＸをコードする組換え発現ベクターが導入された）を培養する

工程を包含する。別の実施形態において、この方法はさらに、培地または宿主細

胞からＰＴＭＡＸを単離する工程を包含する。

      【０１９６】

  （トランスジェニック動物）

  本発明の宿主細胞はまた、非ヒトトランスジェニック動物を生成するために使

用され得る。例えば、１つの実施形態において、本発明の宿主細胞は、ＰＴＭＡ

Ｘコード配列が導入された、受精した卵母細胞または胚性幹細胞である。次いで

、このような宿主細胞は、外因性のＰＴＭＡＸ配列がそのゲノムに導入された非

ヒトトランスジェニック動物、または内因性のＰＴＭＡＸ配列が変更された相同

組換え動物を作成するために使用され得る。このような動物は、ＰＴＭＡＸの機

能および／または活性を研究するため、ならびにＰＴＭＡＸ活性のモジュレータ

ーを同定および／または評価するために有用である。本明細書中で使用される場

合、「トランスジェニック動物」とは、非ヒト動物であり、好ましくは哺乳動物

であり、より好ましくは、ラットまたはマウスのような齧歯類であり、その動物

の１つ以上の細胞が、導入遺伝子を含む。トランスジェニック動物の他の例とし

ては、非ヒト霊長類、ヒツジ、イヌ、ウシ、ヤギ、ニワトリ、両生類などが挙げ

られる。導入遺伝子は、細胞（この細胞からトランスジェニック動物が発生する

）のゲノムに組み込まれかつ成熟動物のゲノムに残存する、外因性のＤＮＡであ

り、それによって、トランスジェニック動物の１つ以上の細胞型または組織にお

いてコードされた遺伝子産物の発現を指示する。本明細書中で使用される場合、

「相同組換え動物」とは、非ヒト動物であり、好ましくは哺乳動物であり、より

好ましくはマウスであり、ここで内因性のＰＴＭＡＸ遺伝子は、内因性の遺伝子
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と、その動物の発生の前にその動物の細胞（例えば、その動物の胚細胞）に導入

された外因性のＤＮＡ分子との間の相同組換えによって変更されている。

      【０１９７】

  本発明のトランスジェニック動物は、ＰＴＭＡＸをコードする核酸を、例えば

、マイクロインジェクション、レトロウイルス感染によって、受精した卵母細胞

の雄性前核に導入すること、および卵母細胞が偽妊娠した雌性養育動物（ｆｏｓ

ｔｅｒ  ａｎｉｍａｌ）中で発生することを可能にすることによって作成され得

る。配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７または１９のヒトＰ

ＴＭＡＸ  ｃＤＮＡ配列は、非ヒト動物のゲノムに導入遺伝子として導入され得

る。あるいは、ヒトＰＴＭＡＸ遺伝子の非ヒトホモログ（例えば、マウスＰＴＭ

ＡＸ遺伝子）は、ヒトＰＴＭＡＸ  ｃＤＮＡに対するハイブリダイゼーションに

基づいて単離され得（上にさらに記載された）、そして導入遺伝子として使用さ

れ得る。イントロン配列およびポリアデニル化シグナルもまた導入遺伝子中に含

まれ得、その導入遺伝子の発現の効率を増大させ得る。組織特異的調節配列は、

特定の細胞に対して、ＰＴＭＡＸタンパク質の発現を指示するように、ＰＴＭＡ

Ｘ導入遺伝子に作動可能に連結される。胚の操作およびマイクロインジェクショ

ンを介するトランスジェニック動物（特に、マウスのような動物）を生成するた

めの方法は、当該分野で慣習的になっており、そして例えば、米国特許第４，７

３６，８６６号；同第４，８７０，００９号；および同第４，８７３，１９１号

；ならびにＨｏｇａｎ  １９８６、ＭＡＮＩＰＵＬＡＴＩＮＧ  ＴＨＥ  ＭＯＵ

ＳＥ  ＥＭＢＲＹＯ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔ

ｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．に記載

されている。同様の方法は、他のトランスジェニック動物の作成のために使用さ

れる。トランスジェニック初代（ｆｏｕｎｄｅｒ）動物は、そのゲノムにおける

ＰＴＭＡＸ導入遺伝子の存在および／またはその動物の組織または細胞中のＰＴ

ＭＡＸ  ｍＲＮＡの発現に基づいて同定され得る。次いで、トランスジェニック

初代動物は、導入遺伝子を有するさらなる動物を繁殖させるために使用され得る

。さらに、ＰＴＭＡＸをコードする導入遺伝子を有するトランスジェニック動物

は、さらに、他の導入遺伝子を有する他のトランスジェニック動物に繁殖させ得
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る。

      【０１９８】

  相同組換え動物を作成するために、ＰＴＭＡＸ遺伝子の少なくとも一部を含む

ベクターを調製する。この遺伝子において、欠失、付加、または置換が導入され

て、それによってそのＰＴＭＡＸ遺伝子が変化されている（例えば、機能的に破

壊される）。ＰＴＭＡＸ遺伝子はヒト遺伝子（例えば、配列番号１、３、５、７

、９、１１、１３、１５、１７または１９のｃＤＮＡ）であり得るが、より好ま

しくは、ヒトＰＴＭＡＸ遺伝子の非ヒトホモログである。例えば、配列番号２９

のヒトＰＴＭＡＸ遺伝子のマウスホモログは、マウスゲノムにおいて内因性のＰ

ＴＭＡＸ遺伝子を変更するのに適切な相同組換えベクターを構築するために使用

され得る。１つの実施形態において、そのベクターは、相同組換えに際して、そ

の内因性のＰＴＭＡＸ遺伝子が、機能的に破壊されるように設計される（すなわ

ち、機能的タンパク質をもはやコードしない；「ノックアウト」ベクターともい

われる）。

      【０１９９】

  あるいは、このベクターは、相同組換えに対して、内因性ＰＴＭＡＸ遺伝子が

変異されるか、またはさもなければ、変更されるが、なお機能性タンパク質をコ

ードするように、設計され得る（例えば、上流の調節領域が変更され、それによ

って内因性ＰＴＭＡＸタンパク質の発現を変更し得る）。相同組換えベクターに

おいて、ＰＴＭＡＸ遺伝子の変更された部分は、ＰＴＭＡＸ遺伝子のさらなる核

酸によって、その５’末端および３’末端で隣接され、相同組換えが、ベクター

によって保有される外因性ＰＴＭＡＸ遺伝子と胚幹細胞中の内因性ＰＴＭＡＸ遺

伝子との間で起こることを可能にする。さらなる隣接するＰＴＭＡＸ核酸は、内

因性遺伝子との首尾よい相同組換えのために十分な長さである。典型的に、数キ

ロベースの隣接するＤＮＡ（５’末端および３’末端の両方における）が、ベク

ターに含まれる。例えば、相同組換えベクターの記述についてＴｈｏｍａｓら（

１９８７）Ｃｅｌｌ  ５１：５０３を参照のこと。このベクターは、（例えば、

エレクトロポレーションによって）胚幹細胞株に導入され、導入されたＰＴＭＡ

Ｘ遺伝子が内因性ＰＴＭＡＸ遺伝子と相同組換えした細胞が、選択される（例え
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ば、Ｌｉら（１９９２）Ｃｅｌｌ  ６９：９１５を参照のこと）。

      【０２００】

  次いで、選択された細胞が、動物（例えば、マウス）の胚盤胞へ注入され、凝

集キメラを形成する。例えば、Ｂｒａｄｌｅｙ（１９８７）のＴＥＲＡＴＯＣＡ

ＲＣＩＮＯＭＡＳ  ＡＮＤ  ＥＭＢＲＹＯＮＩＣ  ＳＴＥＭ  ＣＥＬＬＳ：Ａ  

ＰＲＡＣＴＩＣＡＬ  ＡＰＰＲＯＡＣＨ、ＲＯＢＥＲＴＳＯＮ編、ＩＲＬ、Ｏｘ

ｆｏｒｄ、１１３頁～１５２頁を参照のこと。次いで、キメラ胚が、適切な偽妊

娠雌性養育動物に移植され得、そしてその胚は分娩に到る。その生殖細胞中に相

同組換えされたＤＮＡを保有する子孫が、動物を繁殖させるために使用され得、

この動物の全ての細胞は、導入遺伝子の生殖系列伝達による、相同組換えされた

ＤＮＡを含む。相同組換えベクターおよび相同組換え動物を構築するための方法

が、さらに以下に記載される；Ｂｒａｄｌｅｙ（１９９１）Ｃｕｒｒ  Ｏｐｉｎ

  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ  ２：８２３－８２９；ＰＣＴ国際公開番号：ＷＯ９０

／１１３５４；ＷＯ９１／０１１４０；ＷＯ９２／０９６８；およびＷＯ／９３

／０４１６９。

      【０２０１】

  別の実施形態において、導入遺伝子の調節された発現を可能にする選択された

系を含むトランスジェニック非ヒト動物が産生され得る。このような系の１つの

例は、バクテリオファージＰ１のｃｒｅ／ｌｏｘＰリコンビナーゼ系である。ｃ

ｒｅ／ｌｏｘＰリコンビナーゼ系の記述については、例えば、Ｌａｋｓｏら（１

９９２）ＰＮＡＳ  ８９：６２３２－６２３６を参照のこと。リコンビナーゼ系

の別の例は、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ  ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅのＦＬＰリコ

ンビナーゼ系である（Ｏ’Ｇｏｒｍａｎら（１９９１）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５１

：１３５１－１３５５）。ｃｒｅ／ｌｏｘＰリコンビナーゼ系が導入遺伝子の発

現を調節するために使用される場合、Ｃｒｅリコンビナーゼおよび選択されたタ

ンパク質の両方をコードする導入遺伝子を含む動物が必要となる。このような動

物は、例えば、２種のトランスジェニック動物（一方は選択されたタンパク質を

コードする導入遺伝子を含み、他方はリコンビナーゼをコードする導入遺伝子を

含む）を交配することによる「二重の」トランスジェニック動物の構築によって
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提供され得る。

      【０２０２】

  本明細書中に記載される非ヒトトランスジェニック動物のクローンはまた、Ｗ

ｉｌｍｕｔら（１９９７）Ｎａｔｕｒｅ  ３８５：８１０－８１３に記載される

方法に従って、生成され得る。簡単には、トランスジェニック動物からの細胞（

例えば、体細胞）は単離および誘導され、増殖サイクルから出、そしてＧ0期に

入り得る。次いで、静止性細胞が、例えば、電気パルスの使用により、その静止

性細胞が単離される同種の動物から摘出された卵母細胞へ融合され得る。次いで

、この再構築された卵母細胞は培養され、これにより、これは桑実胚または未分

化胚芽細胞に発達し、次いで、偽妊娠雌性養育動物に移される。この雌性養育動

物から産まれた子孫は、その細胞（例えば、その体細胞）が単離された動物のク

ローンである。

      【０２０３】

  （薬学的組成物）

  本発明のＰＴＭＡＸ核酸分子、ＰＴＭＡＸタンパク質、および抗ＰＴＭＡＸ抗

体（これはまた、本明細書中で、「活性な化合物」とも呼ばれる）、ならびにそ

れらの誘導体、フラグメント、アナログ、および相同体が、投与に適した薬学的

組成物に組み込まれ得る。このような組成物は、典型的に、核酸分子、タンパク

質または抗体、および薬学的に受容可能なキャリアを含む。本明細書中で使用さ

れる場合、「薬学的に受容可能なキャリア」は、薬学的な投与に適合した、任意

および全ての溶媒、分散媒、コーティング、抗菌剤および抗真菌剤、等張剤およ

び吸収遅延剤（ｄｅｌａｙｉｎｇ  ａｇｅｎｔ）などを含むことが意図される。

適切なキャリアは、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ  

Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（当該分野の標準的参考文献）（本明細書中に参考として援用

される）の最新版に記載される。このようなキャリアまたは希釈剤の好ましい例

としては、水、生理食塩水、ｆｉｎｇｅｒ溶液、デキストロース溶液、および５

％ヒト血清アルブミンが挙げられるが、これらに限定されない。リポソームおよ

び非水性ビヒクル（例えば、不揮発性油）もまた、使用され得る。薬学的に活性

な物質におけるこのような媒体および薬剤の使用は、当該分野で周知である。任
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意の従来の媒体または薬剤が活性な化合物と不適合である範囲を除いて、組成物

におけるその使用が考慮される。補助活性化合物はまた、組成物へ組み込まれ得

る。

      【０２０４】

  本発明の薬学的組成物は、その意図される投与の経路と適合するように処方さ

れる。投与の経路の例には、非経口（例えば、静脈、皮内、皮下）投与、経口（

例えば、吸入）投与、経皮（局所的）投与、経粘膜（ｔｒａｎｓｍｕｃｏｓａｌ

）投与、および直腸投与が挙げられる。非経口適用、皮内適用または皮下適用の

ために使用される溶液または懸濁液は、以下の成分を含み得る：注射用水、生理

食塩水溶液、不揮発性油、ポリエチレングリコール、グリセリン、プロピレング

リコールまたは他の合成溶媒のような、滅菌希釈剤；ベンジルアルコールまたは

メチルパラベンのような、抗菌剤；アスコルビン酸または重亜硫酸ナトリウムの

ような、抗酸化剤；エチレンジアミン四酢酸のような、キレート剤；酢酸塩、ク

エン酸塩またはリン酸塩のような、緩衝液、および塩化ナトリウムまたはデキス

トロースのような、張度の調節のための薬剤。ｐＨは、塩酸または水酸化ナトリ

ウムのような酸または塩基で調整され得る。非経口調製物は、アンプル、使い捨

てシリンジ、あるいはガラスまたはプラスチックから作成される多用量のバイア

ル中に入れられ得る。

      【０２０５】

  注入可能な使用に適した薬学的組成物は、滅菌水性溶液（ここで、水溶解性）

または分散液、および滅菌の注入可能な溶液または分散液の即座の調製のための

滅菌粉末を含む。静脈投与において、適切なキャリアには、生理食塩水、静菌水

、Ｃｒｅｍｏｐｈｏｒ  ＥＬTM（ＢＡＳＦ、Ｐａｒｓｉｐｐａｎｙ、Ｎ．Ｊ．）

またはリン酸塩緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）が挙げられる。全ての場合において

、組成物は、滅菌性でなければならず、そして容易な注入性（ｓｙｒｉｎｇａｂ

ｉｌｉｔｙ）が存在する程度に流動性であるべきである。これは、製造および保

存の条件下で安定でなければならず、そして、細菌および真菌のような微生物の

汚染行為に対して保護されるべきである。このキャリアは、例えば、以下を含む

溶媒または分散媒であり得る：水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロ
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ール、プロピレングリコール、および液体ポリエチレングリコールなど）ならび

にそれらの適切な混合物。適切な流動性が、例えば、レシチンのようなコーティ

ングの使用によって、分散液の場合に、要求される粒子サイズの維持によって、

および界面活性剤の使用によって維持され得る。微生物の作用の防止は、種々の

抗菌剤および抗真菌剤（例えば、パラベン、クロロブタノール、フェノール、ア

スコルビン酸、チメロサールなど）によって達成され得る。多くの場合、組成物

中に等張剤（例えば、砂糖、ポリアルコール（例えば、マンニトール（ｍａｎｉ

ｔｏｌ）、ソルビトール）、塩化ナトリウム）を含むことが好ましい。注入可能

な組成物の長時間吸収は、組成物に吸収を遅らせる薬剤（例えば、アルミニウム

モノステアレートおよびゼラチン）を含ませることによってもたらされ得る。

      【０２０６】

  滅菌注射可能溶液は、必要量のこの活性化合物（例えば、ＰＴＭＡＸタンパク

質あるいは抗ＰＴＭＡＸ抗体）を、適切な溶媒中に、上記で列挙される成分の１

つまたは組み合わせと共に組み込み、必要な場合、続いて濾過滅菌することによ

って調製され得る。一般的に、分散液は、活性化合物を、塩基性分散媒および上

記で列挙される成分から必要とされる他の成分を含む滅菌ビヒクル中へ組み込む

ことによって調製される。滅菌注射可能溶液の調製のための滅菌粉末の場合にお

いて、調製方法は、真空乾燥および凍結乾燥であり、これにより、活性成分およ

び既に滅菌濾過されたその溶液からの任意のさらなる所望の成分の粉末を得る。

      【０２０７】

  経口組成物は、一般的に、不活性希釈剤または食用キャリアを含む。これらは

、ゼラチンカプセルに封入され得るか、または錠剤へと圧縮され得る。経口治療

投与の目的のために、この活性化合物は、賦形剤とともに組み込まれ得、そして

錠剤、トローチ剤、またはカプセル剤の形態で使用され得る。経口組成物はまた

、マウスウォッシュとしての使用のために流体キャリアを使用して調製され得、

ここで、この流体キャリア中のこの化合物は、経口的に適用され、そしてさっと

動かされ、そして吐き出されるか、または飲み込まれる。薬学的に適合性の結合

剤、および／またはアジュバント材料が、この組成物の一部として含まれ得る。

錠剤、丸剤、カプセル剤、トローチ剤などが、任意の以下の成分または同様の性
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質を有する化合物を含み得る：結合剤（例えば、微結晶セルロース、ガムトラガ

ントまたはゼラチン）；賦形剤（例えば、デンプンまたはラクトース）、崩壊剤

（例えば、アルギン酸、Ｐｒｉｍｏｇｅｌ、またはコーンスターチ）；滑沢剤（

例えば、ステアリン酸マグネシウムまたはＳｔｅｒｏｔｅｓ）；滑り剤（ｇｌｉ

ｄａｎｔ）（例えば、コロイド状二酸化ケイ素）；甘味剤（例えば、スクロース

またはサッカリン）；あるいは香味剤（例えば、ペパーミント、サリチル酸メチ

ル、またはオレンジフレーバー）。

      【０２０８】

  吸入による投与について、この化合物は、適切な噴霧剤（例えば、二酸化炭素

のような気体）を含む圧縮容器またはディスペンサー、あるいは噴霧器から、エ

アロゾル噴霧の形態で送達される。

      【０２０９】

  全身的投与はまた、経粘膜手段または経皮手段により得る。経粘膜投与または

経皮投与について、浸透される障壁に適切な浸透剤が、処方物において使用され

る。このような浸透剤は、一般的に、当該分野で公知であり、そして、例えば、

経粘膜投与については、界面活性剤、胆汁酸塩、およびフシジン酸誘導体が挙げ

られる。経粘膜投与は、鼻噴霧または坐剤の使用によって達成され得る。経皮投

与については、この活性化合物は、当該分野で一般的に公知である軟膏剤、軟膏

、ゲル、またはクリーム剤へ処方される。

      【０２１０】

  この化合物はまた、直腸送達のための坐剤（例えば、ココアバターおよび他の

グリセリドのような従来の坐剤ベースと共に）または貯留（ｒｅｎｔｅｎｔｉｏ

ｎ）浣腸の形態で調製され得る。

      【０２１１】

  １つの実施形態において、この活性化合物は、身体からの迅速な排出に対して

この化合物を保護するキャリアを用いて調製され（例えば、制御放出処方物）、

これには、移植片およびマイクロカプセル化された送達系が挙げられる。酢酸エ

チレンビニル、ポリ無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルトエステ

ル、およびポリ乳酸のような、生分解性、生体適合性ポリマーが使用され得る。
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このような処方物の調製のための方法は、当該業者には明らかである。これらの

材料はまた、Ａｌｚａ  Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ  ａｎｄ  Ｎｏｖａ  Ｐｈａｒ

ｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ．から市販され、手に入れることができる。リ

ポソーム懸濁剤（ウイルス抗原に対するモノクローナル抗体を感染させた細胞へ

標的化されるリポソームを含む）がまた、薬学的に受容可能なキャリアとして使

用され得る。これらは、例えば米国特許第４，５２２，８１１号に記載されるよ

うな、当業者に公知の方法に従って調製され得る。

      【０２１２】

  投与の容易さおよび投薬量の均一性のために、投薬単位形態で、経口組成物ま

たは非経口組成物を処方することが、特に有益である。本明細書で使用される投

薬単位形態は、処置される被験体のための単位投薬量として適切な物理的に個々

の単位をいい；各単位は、必要とされる薬学的キャリアと関連して所望の治療的

効果を生じるように計算された、所定量の活性化合物を含む。本発明の投薬単位

形態についての詳細は、この活性化合物の独特の特徴、および達成される特定の

治療効果、ならびに個体の処置のためのこのような活性化合物を調合する当該分

野に固有の制限によって決定されるか、あるいはこれらに直接依存する。

      【０２１３】

  本発明の核酸分子は、ベクターに挿入され得、そして遺伝子治療ベクターとし

て使用され得る。遺伝子治療ベクターは、被験体へ、例えば静脈注射、局所投与

（米国特許第５，３２８，４７０号を参照のこと）によって、または定位注射（

例えば、Ｃｈｅｎら（１９９４）ＰＮＡＳ９１：３０５４－３０５７を参照のこ

と）によって送達され得る。遺伝子治療ベクターの薬学的調製物には、受容可能

な希釈剤中の遺伝子治療ベクターが挙げられ得、または遺伝子送達ビヒクルが組

み込まれる除放性マトリックスが挙げられ得る。あるいは、完全な遺伝子送達ベ

クターが組換え細胞からインタクトで産生され得（例えば、レトロウイルスベク

ター）、薬学的調製物は、遺伝子送達系を産生する１以上の細胞を含み得る。

      【０２１４】

  薬学的組成物は、投与のための使用説明書と共の容器、包装、またはディスペ

ンサーに含まれ得る。
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      【０２１５】

  （本発明の使用および方法）

  本発明の単離された核酸分子は、ＰＴＭＡＸタンパク質を発現するために（例

えば、遺伝子治療適用の際に宿主細胞における組み換え発現ベクターを介して）

使用され、ＰＴＭＡＸ  ｍＲＮＡ（例えば、生物学的サンプルにおける）または

ＰＴＭＡＸ遺伝子における遺伝的病変を検出し得、かつ以下にさらに記載される

ようなＰＴＭＡＸ活性を調節し得る。さらに、ＰＴＭＡＸタンパク質は、ＰＴＭ

ＡＸ活性または発現を調節する薬物または化合物をスクリーニングし、ならびに

ＰＴＭＡＸタンパク質の不十分かもしくは過剰な産生またはＰＴＭＡＸ野生型タ

ンパク質と比較して減少もしくは異常な活性を有するＰＴＭＡＸタンパク質形態

の産生によって特徴づけられる障害を処置するために使用され得る（例えば、癌

などの増殖傷害および免疫傷害（例えば、多発性硬化症））。さらに、本発明の

抗ＰＴＭＡＸ抗体は、ＰＴＭＡＸタンパク質を検出および単離し、ならびにＰＴ

ＭＡＸ活性を調節するために使用され得る。

      【０２１６】

  本発明は、さらに、本明細書中に記載されるスクリーニングアッセイによって

同定される新規の薬剤および本明細書中に記載される処置のためのそれらの使用

に関する。

      【０２１７】

  （スクリーニングアッセイ）

  本発明は、調節因子、すなわち、ＰＴＭＡＸタンパク質に結合するか、あるい

は例えば、ＰＴＭＡＸ発現またはＰＴＭＡＸ活性に対して刺激効果または阻害効

果を有する、候補化合物または候補薬剤、あるいは試験化合物または試験薬剤（

例えば、ペプチド、ペプチド模倣物、低分子または他の薬物）を同定するための

方法（本明細書中において「スクリーニングアッセイ」とも称される）を提供す

る。本発明はまた、本明細書中で記載されるスクリーニングアッセイにおいて同

定される化合物を含む。

      【０２１８】

  １つの実施形態において、本発明は、ＰＴＭＡＸのタンパク質またはポリペプ
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チド、あるいはその生物学的に活性な部分の膜結合形態に結合するか、またはそ

れら膜結合形態の活性を調節する、候補化合物もしくは試験化合物をスクリーニ

ングするためのアッセイを提供する。本発明の試験化合物は、当該分野において

公知のコンビナトリアルライブラリー法における任意の多数のアプローチを使用

して得られ得、これらのライブラリーには、以下が挙げられる：生物学的ライブ

ラリー；空間的にアドレス可能な平行固相もしくは溶液相ライブラリー；逆重畳

を要する合成ライブラリー法；「１ビーズ１化合物」ライブラリー法；およびア

フィニティークロマトグラフィー選択を使用する合成ライブラリー法。生物学的

ライブラリーアプローチはペプチドライブラリーに限定されるが、他の４つのア

プローチは、ペプチド、非ペプチドオリゴマーもしくは化合物の低分子ライブラ

リーに適用可能である（Ｌａｍ（１９９７）Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ  Ｄｒｕｇ  

Ｄｅｓ  １２：１４５）。

      【０２１９】

  本明細書中で使用される場合、「低分子」とは、約５ｋＤ未満の分子量、最も

好ましくは約４ｋＤ未満の分子量を有する組成物をいうように意味される。低分

子は、例えば、核酸、ペプチド、ポリペプチド、ペプチド模倣体、糖、脂質また

は他の有機分子（炭素含有）もしくは無機分子であり得る。化学的および／また

は生物学的混合物（例えば、真菌、細菌または藻類抽出物）のライブラリーは、

当該分野で公知であり、そして本発明のアッセイのいずれかを用いてスクリーニ

ングされ得る。

      【０２２０】

  分子ライブラリーの合成のための方法の例は、当該分野において、例えば以下

に見出され得る：ＤｅＷｉｔｔら（１９９３）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  

Ｓｃｉ  Ｕ．Ｓ．Ａ．９０：６９０９；Ｅｒｂら（１９９４）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔ

ｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  Ｕ．Ｓ．Ａ．９１：１１４２２；Ｚｕｃｋｅｒｍａｎｎ

ら（１９９４）Ｊ  Ｍｅｄ  Ｃｈｅｍ  ３７：２６７８；Ｃｈｏら（１９９３）

Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２６１：１３０３；Ｃａｒｒｅｌｌら（１９９４）Ａｎｇｅｗ

  Ｃｈｅｍ  Ｉｎｔ  Ｅｄ  Ｅｎｇｌ  ３３：２０５９；Ｃａｒｅｌｌら（１９

９４）Ａｎｇｅｗ  Ｃｈｅｍ  Ｉｎｔ  Ｅｄ  Ｅｎｇｌ  ３３：２０６１；およ
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びＧａｌｌｏｐら（１９９４）Ｊ  Ｍｅｄ  Ｃｈｅｍ  ３７：１２３３。

      【０２２１】

  化合物のライブラリーは、溶液中で（例えば、Ｈｏｕｇｈｔｅｎ（１９９２）

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １３：４１２～４２１）、あるいはビーズ上（Ｌ

ａｍ（１９９１）Ｎａｔｕｒｅ  ３５４：８２～８４）、チップ上（Ｆｏｄｏｒ

（１９９３）Ｎａｔｕｒｅ  ３６４：５５５～５５６）、細菌（Ｌａｄｎｅｒ  

米国特許第５，２２３，４０９号）、胞子（Ｌａｄｎｅｒ  米国特許第５，２３

３，４０９号）、プラスミド（Ｃｕｌｌら（１９９２）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａ

ｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８９：１８６５～１８６９）またはファージ上（Ｓｃ

ｏｔｔおよびＳｍｉｔｈ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：３８６～３９０

；Ｄｅｖｌｉｎ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：４０４～４０６；Ｃｗｉ

ｒｌａら（１９９０）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  Ｕ．Ｓ．Ａ．８

７：６３７８～６３８２；Ｆｅｌｉｃｉ（１９９１）Ｊ  Ｍｏｌ  Ｂｉｏｌ  ２

２２：３０１～３１０；Ｌａｄｎｅｒ、米国特許第５，２３３，４０９号）にお

いて示され得る。

      【０２２２】

  １つの実施形態において、アッセイは細胞ベースのアッセイであり、ここで、

膜結合形態のＰＴＭＡＸタンパク質、またはその生物学的に活性な部分を細胞表

面上に発現する細胞が、試験化合物と接触され、そしてこの試験化合物が、ＰＴ

ＭＡＸタンパク質に結合する能力が、決定される。例えば、細胞は、哺乳動物起

源または酵母細胞であり得る。この試験化合物がＰＴＭＡＸタンパク質に結合す

る能力の決定は、例えば、その試験化合物を放射性同位体標識または酵素標識と

カップリングさせて、その結果、この試験化合物のＰＴＭＡＸタンパク質または

その生物学的に活性な部分に対する結合が、複合体におけるその標識化合物を検

出することによって決定され得ることによって達成され得る。例えば、試験化合

物は、125Ｉ、35Ｓ、14Ｃ、または3Ｈで直接的または間接的のいずれかで標識さ

れ得、そしてその放射性同位体が、放射線放射の直接の計数により、またはシン

チレーション計数により、検出され得る。あるいは、試験化合物は、例えば、西

洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、またはルシフェラーゼで
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酵素的に標識され得、そしてこの酵素的標識が、適切な基質の生成物への転換を

決定することにより、検出され得る。

      【０２２３】

  １つの実施形態において、このアッセイは、膜結合形態のＰＴＭＡＸタンパク

質、またはその生物学的に活性な部分をその細胞表面上に発現する細胞を、ＰＴ

ＭＡＸと結合する公知の化合物と接触させて、アッセイ混合物を形成する工程、

このアッセイ混合物に試験化合物を接触させる工程、ならびにこの試験化合物が

ＰＴＭＡＸタンパク質と相互作用する能力を決定する工程を包含し、ここで、こ

の試験化合物がＰＴＭＡＸタンパク質と相互作用する能力を決定する工程が、こ

の試験化合物が、公知の化合物と比較して、ＰＴＭＡＸまたはその生物学的に活

性な部分と優先的に結合する能力を決定する工程を包含する。

      【０２２４】

  別の実施形態において、アッセイは、細胞ベースのアッセイであり、これは、

膜結合形態のＰＴＭＡＸタンパク質またはその生物学的に活性な部分を細胞表面

上で発現する細胞を、試験化合物と接触させる工程、ならびにこの試験化合物が

、ＰＴＭＡＸタンパク質またはその生物学的に活性な部分の活性を調節（例えば

、刺激または阻害）する能力を決定する工程を包含する。この試験化合物が、Ｐ

ＴＭＡＸまたはその生物学的に活性な部分の活性を調節する能力の決定は、例え

ば、ＰＴＭＡＸタンパク質が、ＰＴＭＡＸ標的分子に結合またはこれら標的分子

と相互作用する能力を決定することによって、達成され得る。本明細書中におい

て使用する場合には、「標的分子」とは、ＰＴＭＡＸタンパク質が自然に結合ま

たは相互作用する分子であり、例えば、ＰＴＭＡＸ相互作用タンパク質を発現す

る細胞表面上の分子、第二の細胞表面上の分子、細胞外環境中の分子、細胞膜の

内部表面と会合する分子、核膜に会合する分子、核中の分子、または細胞質分子

である。ＰＴＭＡＸ標的分子は、非ＰＴＭＡＸ分子あるいは本発明のＰＴＭＡＸ

タンパク質またはポリペプチドであり得る。

      【０２２５】

  １つの実施形態において、ＰＴＭＡＸ標的分子は、シグナル伝達経路の構成要

素であり、これは、細胞膜を通って細胞内への細胞外シグナル（例えば、化合物
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が膜結合ＰＴＭＡＸ分子に結合することにより発生するシグナル）の伝達を促進

する。その標的は、例えば、触媒活性を有する第二の細胞内タンパク質、または

下流シグナル分子のＰＴＭＡＸとの会合を容易にするタンパク質であり得る。

      【０２２６】

  ＰＴＭＡＸタンパク質がＰＴＭＡＸ標的分子に結合するかまたはその標的分子

と相互作用する能力の決定は、直接的結合を決定するための上記方法の１つによ

り、達成され得る。１つの実施形態において、ＰＴＭＡＸタンパク質がＰＴＭＡ

Ｘ標的分子に結合するかまたはその標的分子と相互作用する能力の決定は、その

標的分子の活性を決定することにより、達成され得る。例えば、この標的分子の

活性は、その標的の細胞セカンドメッセンジャー（すなわち、細胞内Ｃａ2+、ジ

アシルグリセロール、ＩＰ3など）の誘導を検出すること、適切な基質への標的

の触媒活性／酵素活性を検出すること、レポーター遺伝子（検出可能なマーカー

（例えば、ルシフェラーゼ）をコードする核酸に作動的に連結されたＰＴＭＡＸ

応答性調節エレメントを含む）の誘導を検出すること、または細胞応答（例えば

、細胞生存度、細胞死、細胞分化、または細胞増殖）を検出することにより、決

定され得る。

      【０２２７】

  なお別の実施形態において、本発明のアッセイは、無細胞アッセイであり、Ｐ

ＴＭＡＸタンパク質またはその生物学的に活性な部分を試験化合物に接触させる

工程、ならびにその試験化合物がＰＴＭＡＸタンパク質またはその生物学的に活

性な部分と結合する能力を決定する工程を包含する。この試験化合物の、ＰＴＭ

ＡＸタンパク質への結合は、上記のように、直接的または間接的にのいずれかで

決定され得る。１つの実施形態において、このアッセイは、ＰＴＭＡＸタンパク

質またはその生物学的に活性な部分を、ＰＴＭＡＸを結合する公知の化合物に接

触させて、アッセイ混合物を形成する工程、このアッセイ混合物を試験化合物に

接触させる工程、ならびにその試験化合物がＰＴＭＡＸタンパク質と相互作用す

る能力を決定する工程を包含し、ここで、この試験化合物がＰＴＭＡＸタンパク

質と相互作用する能力を決定する工程は、この試験化合物が、公知の化合物と比

較して、ＰＴＭＡＸ、またはその生物学的に活性な部分と優先的に相互作用する
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能力を決定する工程を包含する。

      【０２２８】

  別の実施形態において、アッセイは、無細胞アッセイであり、ＰＴＭＡＸタン

パク質またはその生物学的に活性な部分を試験化合物と接触させる工程、ならび

にその試験化合物がＰＴＭＡＸタンパク質またはその生物学的に活性な部分の活

性を調節（例えば、刺激または阻害）する能力を決定する工程を包含する。この

試験化合物がＰＴＭＡＸの活性を調節する能力の決定は、例えば、ＰＴＭＡＸタ

ンパク質が、ＰＴＭＡＸ標的分子に結合する能力を、直接的結合の決定のための

上記方法の１つによって決定することにより、達成され得る。代替の実施形態に

おいて、この試験化合物がＰＴＭＡＸの活性を調節する能力の決定は、ＰＴＭＡ

Ｘタンパク質が、ＰＴＭＡＸ標的分子をさらに調節する能力を決定することによ

り、達成され得る。例えば、この標的分子の適切な基質に対する触媒活性／酵素

活性は、上記のように決定され得る。

      【０２２９】

  なお別の実施形態において、無細胞アッセイは、ＰＴＭＡＸタンパク質または

その生物学的に活性な部分を、ＰＴＭＡＸを結合する公知の化合物に接触させて

アッセイ混合物を形成する工程、このアッセイ混合物を試験化合物と接触させる

工程、ならびにこの試験化合物がＰＴＭＡＸタンパク質と相互作用する能力を決

定する工程を包含し、ここで、この試験化合物がＰＴＭＡＸタンパク質と相互作

用する能力の決定は、ＰＴＭＡＸタンパク質が、ＰＴＭＡＸ標的分子と優先的に

結合するか、またはその標的分子の活性を優先的に調節する能力を決定する工程

を包含する。

      【０２３０】

  本発明の無細胞アッセイは、ＰＴＭＡＸの、可溶性の形態または膜結合形態の

両方の使用に受け入れられる。膜結合形態のＰＴＭＡＸを含む無細胞アッセイの

場合には、ＰＴＭＡＸの膜結合形態が溶液中に維持されるように、可溶化剤を利

用することが望ましくあり得る。このような可溶化剤の例には、非イオン性界面

活性剤が挙げられ、例えば、ｎ－オクチルグルコシド、ｎ－ドデシルグルコシド

、ｎ－ドデシルマルトシド、オクタノイル－Ｎ－メチルグルカミド、デカノイル
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－Ｎ－メチルグルカミド、Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１００、Ｔｒｉｔｏｎ

（登録商標）Ｘ－１１４、Ｔｈｅｓｉｔ（登録商標）、イソトリデシルポリ（エ

チレングリコールエーテル）n（Ｉｓｏｔｒｉｄｅｃｙｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅ

ｎｅ  ｇｌｙｃｏｌ  ｅｔｈｅｒ）n、Ｎ－ドデシル－Ｎ，Ｎ－ジメチル－３－

アンモニオ－１－プロパンスルホネート、３－（３－コラミドプロピル）ジメチ

ルアンモニオ－１－プロパンスルホネート（３－（３－ｃｈｏｌａｍｉｄｏｐｒ

ｏｐｙｌ）ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｉｎｉｏｌ－１－ｐｒｏｐａｎｅ  ｓｕｌｆ

ｏｎａｔｅ）（ＣＨＡＰＳ）、または３－（３－コラミドプロピル）ジメチルア

ンモニオ－２－ヒドロキシ－１－プロパンスルホネート（３－（３－ｃｈｏｌａ

ｍｉｄｏｐｒｏｐｙｌ）ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｉｎｉｏｌ－２－ｈｙｄｒｏｘ

ｙ－１－ｐｒｏｐａｎｅ  ｓｕｌｆｏｎａｔｅ）（ＣＨＡＰＳＯ）である。

      【０２３１】

  本発明の上記アッセイ方法の１つより多い実施形態において、ＰＴＭＡＸまた

はその標的分子のいずれかを固定して、そのタンパク質の一方または両方の非複

合形態からの複合形態の分離を促進し、そしてそのアッセイの自動化に適用させ

ることが、望ましくあり得る。試験化合物の、ＰＴＭＡＸへの結合、または候補

化合物の存在下および非存在下での、ＰＴＭＡＸの標的分子との相互作用は、こ

れらの反応物を収容するために適切な任意の容器内で、達成され得る。このよう

な容器の例には、マイクロタイタープレート、試験管、および微小遠心管が挙げ

られる。１つの実施形態において、そのタンパク質の一方または両方がマトリッ

クスに結合することを可能にするドメインを付加する融合タンパク質が、提供さ

れ得る。例えば、ＧＳＴ－ＰＴＭＡＸ融合タンパク質またはＧＳＴ標的融合タン

パク質は、グルタチオンセファロースビーズ（Ｓｉｇｍａ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ、

Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）またはグルタチオン誘導体化マイクロタイタープレー

ト上に吸着され得、次いでこれらは、試験化合物と合わせられるか、あるいは試

験化合物および吸着されない標的タンパク質、またはＰＴＭＡＸタンパク質のい

ずれかと合わせられ、そしてこの混合物が、複合体形成に貢献する条件下（例え

ば、塩およびｐＨに関して生理学的条件）でインキュベートされる。インキュベ

ーションに続いて、ビーズまたはマイクロタイタープレートウェルを洗浄して、
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結合していないあらゆる成分を除去し、ビーズの場合にはマトリックスを固定し

、例えば上記のように、複合体を直接的または間接的のいずれかで決定する。あ

るいは、複合体がマトリックスから解離され得、そしてＰＴＭＡＸの結合レベル

または活性レベルを、標準的な技術を使用して決定し得る。

      【０２３２】

  タンパク質をマトリックスに固定するための他の技術がまた、本発明のスクリ

ーニングアッセイにおいて使用され得る。例えば、ＰＴＭＡＸ、またはその標的

分子のいずれかが、ビオチンとストレプトアビジンとの結合を利用して、固定さ

れ得る。ビオチニル化ＰＴＭＡＸ、または標的分子は、当該分野において周知の

技術を使用して、ビオチン－ＮＨＳ（Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド）から調製

され得（例えば、ビオチニル化キット、Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ、Ｒ

ｏｃｋｆｏｒｄ、Ｉｌｌ．）、そしてストレプトアビジンで被覆した９６ウェル

のプレート（Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ）のウェルに固定され得る。ある

いは、ＰＴＭＡＸ、または標的分子と反応性であるがＰＴＭＡＸタンパク質のそ

の標的分子への結合を妨害しない抗体が、そのプレートのウェルに誘導体化され

得、そして結合していない標的またはＰＴＭＡＸが、抗体の結合によってウェル

内にトラップされ得る。このような複合体を検出するための方法には、ＧＳＴ固

定複合体に関しての上記のものに加えて、ＰＴＭＡＸまたは標的分子と反応性の

抗体を使用する、複合体の免疫検出、ならびにＰＴＭＡＸ、または標的分子に関

する酵素活性の検出に依存する酵素結合アッセイが挙げられる。

      【０２３３】

  別の実施形態において、ＰＴＭＡＸ発現のモジュレーターは、細胞を候補化合

物と接触させ、そして細胞中のＰＴＭＡＸ  ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現を

決定する方法において同定される。候補化合物の存在下でのＰＴＭＡＸ  ｍＲＮ

Ａまたはタンパク質の発現レベルは、候補化合物の非存在下でのＰＴＭＡＸ  ｍ

ＲＮＡまたはタンパク質の発現レベルと比較される。次いで、候補化合物は、こ

の比較に基づいて、ＰＴＭＡＸ発現のモジュレーターとして同定され得る。例え

ば、ＰＴＭＡＸ  ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現が候補化合物の非存在下より

、その存在下における方が大きい（統計的に有意に大きい）場合、この候補化合
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物は、ＰＴＭＡＸ  ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現の刺激物質として同定され

る。あるいは、ＰＴＭＡＸ  ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現が候補化合物の非

存在下よりその存在下の方が少ない（統計的に有意に少ない）場合、この候補化

合物は、ＰＴＭＡＸ  ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現のインヒビターとして同

定される。細胞中のＰＴＭＡＸ  ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現レベルは、Ｐ

ＴＭＡＸ  ｍＲＮＡまたはタンパク質を検出するために本明細書中に記載の方法

によって決定され得る。

      【０２３４】

  本発明のなお別の局面において、ＰＴＭＡＸタンパク質は、ツーハイブリッド

アッセイまたはスリーハイブリッドアッセイにおいて「ベイトタンパク質」とし

て使用されて（例えば、米国特許第５，２８３，３１７号；Ｚｅｒｖｏｓら（１

９９３）Ｃｅｌｌ  ７２：２２３－２３２；Ｍａｄｕｒａら、（１９９３）Ｊ  

Ｂｉｏｌ  Ｃｈｅｍ  ２６８：１２０４６－１２０５４；Ｂａｒｔｅｌら、（１

９９３）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １４：９２０－９２４；Ｉｗａｂｕｃｈ

ｉら、（１９９３）Ｏｎｃｏｇｅｎｅ  ８：１６９３－１６９６；およびＢｒｅ

ｎｔ  ＷＯ９４／１０３００を参照のこと）、ＰＴＭＡＸ（「ＰＴＭＡＸ結合タ

ンパク質」または「ＰＴＭＡＸ－ｂｐ」）に結合するか、またはこれと相互作用

し、そしてＰＴＭＡＸ活性を調節する他のタンパク質を同定し得る。このような

ＰＴＭＡＸ結合タンパク質はまた、例えば、ＰＴＭＡＸ経路の上流または下流エ

レメントとしてＰＴＭＡＸタンパク質によるシグナル伝達に関与するようである

。

      【０２３５】

  ツーハイブリッドシステムは、分離可能なＤＮＡ結合ドメインおよび活性化ド

メインからなる、大部分の転写因子のモジュール的性質に基づく。簡潔には、こ

のアッセイは、２つの異なるＤＮＡ構築物を利用する。一方の構築物においては

、ＰＴＭＡＸをコードする遺伝子が公知の転写因子（例えば、ＧＡＬ－４）のＤ

ＮＡ結合ドメインをコードする遺伝子に融合される。他方の構築物においては、

ＤＮＡ配列のライブラリー由来の、未同定タンパク質（「プレイ」または「サン

プル」）をコードするＤＮＡ配列が、公知の転写因子の活性化ドメインをコード
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する遺伝子に融合される。「ベイト」および「プレイ」タンパク質がインビボで

相互作用して、ＰＴＭＡＸ依存性複合体を形成し得る場合、この転写因子のＤＮ

Ａ結合ドメインおよび活性化ドメインは、非常に近くにある。近位にあることに

より、転写因子に応答性の転写調節部位に作動可能に連結されたレポーター遺伝

子（例えば、ＬａｃＺ）の転写を可能にする。レポーター遺伝子の発現が検出さ

れ得、そして機能的転写因子を含む細胞コロニーは、単離され得、そしてＰＴＭ

ＡＸと相互作用するタンパク質をコードするクローニングされた遺伝子を得るた

めに使用され得る。

      【０２３６】

  本発明はさらに、上記のスクリーニングアッセイにより同定される新規な薬剤

および本明細書中に記載されるような処置のためのこの薬剤の使用に関する。

      【０２３７】

  （染色体マッピング）

  一旦、遺伝子の配列（または配列の部分）が単離されると、この配列は、染色

体上の遺伝子の位置をマッピングするために使用され得る。このプロセスは、染

色体マッピングとよばれる。従って、本明細書中に記載される、ＰＴＭＡＸ配列

の部分またはフラグメントは、それぞれ、染色体上のＰＴＭＡＸ遺伝子の位置を

マッピングするために使用され得る。染色体に対するＰＴＭＡＸ配列のマッピン

グは、これらの配列を疾患に関連する遺伝子と関連付ける最初の重要な工程であ

る。

      【０２３８】

  手短には、ＰＴＭＡＸ遺伝子は、ＰＴＭＡＸ配列からＰＣＲプライマー（好ま

しくは１５～２５ｂｐの長さ）を調製することによって染色体にマッピングされ

得る。ＰＴＭＡＸ配列のコンピュータ分析は、ゲノムＤＮＡ中の１つより多いエ

キソンにわたらない（従って、増幅プロセスを複雑にする）プライマーを迅速に

選択するために使用され得る。次いで、これらのプライマーは、個々のヒト染色

体を含む体細胞ハイブリッドのＰＣＲスクリーニングのために使用され得る。Ｐ

ＴＭＡＸ配列に対応するヒト遺伝子を含むこれらのハイブリッドのみが、増幅さ

れたフラグメントを産生する。
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      【０２３９】

  体細胞ハイブリッドは、異なる哺乳動物（例えば、ヒトおよびマウス細胞）由

来の体細胞を融合することによって調製される。ヒトおよびマウス細胞のハイブ

リッドが増殖および分裂する場合、これらは次第に、ランダムな順序でヒト染色

体を喪失するが、マウスの染色体を保持する。特定の酵素を欠くためにマウス細

胞は増殖し得ないが、ヒト細胞は増殖し得る培地を使用することによって、必要

とされる酵素をコードする遺伝子を含む１つのヒト染色体が保持される。種々の

培地を使用することによって、ハイブリッド細胞株のパネルが樹立され得る。パ

ネルにおける各細胞株は、単一のヒト染色体または少数のヒト染色体のいずれか

、およびマウス染色体の全セットを含み、特定のヒト染色体に対する個々の遺伝

子の容易なマッピングを可能にする（Ｄ’Ｅｕｓｔａｃｈｉｏら、（１９８３）

Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２２０：９１９－９２４）。ヒト染色体のフラグメントのみを

含む体細胞ハイブリッドはまた、転座および欠失を有するヒト染色体を使用する

ことによって産生され得る。

      【０２４０】

  体細胞ハイブリッドのＰＣＲマッピングは、特定の配列を特定の染色体に割り

当てるための迅速な手段である。単一のサーマルサイクラー（ｔｈｅｒｍａｌ  

ｃｙｃｌｅｒ）を使用して、１日当たり、３個以上の配列が割り当てられ得る。

オリゴヌクレオチドプライマーを設計するためにＰＴＭＡＸ配列を使用して、特

定の染色体由来のフラグメントのパネルを用いて、準位置決定（ｓｕｂｌｏｃａ

ｌｉｚａｔｉｏｎ）が達成され得る。

      【０２４１】

  中期染色体スプレッド（ｓｐｒｅａｄ）に対するＤＮＡ配列の蛍光インサイチ

ュハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ）は、さらに、１工程で正確な染色体位置

を提供するために使用され得る。染色体スプレッドは、紡錘体を破壊するコルセ

ミドのような化合物によって中期で分裂がブロックされた細胞を使用して、作成

され得る。染色体は、トリプシンで手短に処理され、次いで、Ｇｉｅｍｓａで染

色され得る。明暗バンドのパターンが各染色体上で生成し、その結果、染色体が

個々に同定され得る。このＦＩＳＨ技術は、５００または６００塩基ほどの短さ
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のＤＮＡ配列を用いて使用され得る。しかし、１，０００塩基よりも大きいクロ

ーンは、サンプル検出に十分なシグナル強度を伴い、固有の染色体位置に結合す

る可能性がより高い。好ましくは、１，０００塩基、より好ましくは、２，００

０塩基が、合理的な時間の量で良好な結果を得るのに十分である。この技術の総

説については、Ｖｅｒｍａら、ＨＵＭＡＮ  ＣＨＲＯＭＯＳＯＭＥＳ：Ａ  ＭＡ

ＮＵＡＬ  ＯＦ  ＢＡＳＩＣ  ＴＥＣＨＮＩＱＵＥＳ（Ｐｅｒｇａｍｏｎ  Ｐｒ

ｅｓｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ  １９８８）を参照のこと。

      【０２４２】

  染色体マッピングのための試薬は、単一の染色体またはその染色体上の単一の

部位をマークするために個々に使用され得るか、あるいは試薬のパネルが複数の

部位および／または複数の染色体をマークするために使用され得る。実際、遺伝

子の非コード領域に対応する試薬が、マッピングの目的のために好ましい。コー

ド配列は、遺伝子ファミリー内でより保存されているようであり、それゆえ染色

体マッピングの間、クロスハイブリダイゼーションの機会が増加する。

      【０２４３】

  一旦配列が正確な染色体位置にマッピングされると、その配列の染色体上の物

理的位置は、遺伝子マップデータと相関し得る。このようなデータは、例えば、

ＭｃＫｕｓｉｃｋ，ＭＥＮＤＥＬＩＡＮ  ＩＮＨＥＲＩＴＡＮＣＥ  ＩＮ  ＭＡ

Ｎ（Ｊｏｈｎｓ  Ｈｏｐｋｉｎｓ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｗｅｌｃｈ  Ｍｅｄ

ｉｃａｌ  Ｌｉｂｒａｒｙを通じてオンラインで入手可能）において見いだされ

る。次いで、同じ染色体領域にマッピングされる遺伝子と疾患との間の関係は、

例えば、Ｅｇｅｌａｎｄら（１９８７）Ｎａｔｕｒｅ，３２５：７８３－７８７

に記載される連鎖分析（物理的に隣接する遺伝子の同時遺伝）によって同定され

得る。

      【０２４４】

  さらに、ＰＴＭＡＸ遺伝子と関連する疾患に罹患した個体と、この疾患に罹患

していない個体との間のＤＮＡ配列における差異が決定され得る。罹患した個体

のいくらかまたは全てにおいて変異が認められるが、非罹患個体のいずれにおい

ても認められない場合、この変異は特定の疾患の原因薬剤である可能性が高い。
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罹患個体と非罹患個体の比較は、一般に、染色体における構造的変化（例えば、

染色体スプレッドから可視であるか、またはそのＤＮＡ配列に基づいたＰＣＲを

用いて検出可能な欠失または転座）を最初に探すことを包含する。最終的に、い

くらかの個体に由来する遺伝子の完全な配列決定を行って、変異の存在を確認し

得、かつ多型に由来する変異を区別し得る。

      【０２４５】

  （組織型決定（ｔｉｓｓｕｅ  ｔｙｐｉｎｇ））

  本発明のＰＴＭＡＸ配列はまた、わずかな生物学的サンプルから個体を識別す

るために使用され得る。この技術において、個体のゲノムＤＮＡは、１つ以上の

制限酵素で消化され、そして同定のために独特のバンドを生成するためにサザン

ブロット上でプローブされる。本発明の配列は、ＲＦＬＰ（米国特許第５，２７

２，０５７号に記載の「制限フラグメント長多型」）のためのさらなるＤＮＡマ

ーカーとして有用である。

      【０２４６】

  さらに、本発明の配列を用いて、個体のゲノムの選択された部分について実際

の塩基ごとにＤＮＡ配列を決定する代替的技術を提供し得る。従って、本明細書

中に記載のＰＴＭＡＸ配列を用いて、配列の５’末端および３’末端から２つの

ＰＣＲプライマーを調製し得る。次いで、これらのプライマーを使用して、個体

のＤＮＡを増幅し得、そしてこれを逐次的に配列決定し得る。

      【０２４７】

  このように調製された個体由来の対応するＤＮＡ配列のパネルは、各個体が、

対立遺伝子差異に起因するこのようなＤＮＡ配列の独特のセットを有するので、

唯一の個体識別を提供し得る。本発明の配列は、個体由来および組織由来の配列

のこのような識別を得るために使用され得る。本発明のＰＴＭＡＸ配列は、ヒト

ゲノムの部分を独特に表す。対立遺伝子のバリエーションは、これらの配列のコ

ード領域においてある程度生じ得、そして非コード領域においてより大きな程度

に生じる。個々のヒト間での対立遺伝子のバリエーションは、各５００塩基につ

き約１回の頻度で生じると推定される。対立遺伝子のバリエーションの多さは、

制限フラグメント長多型（ＲＦＬＰ）を含む単一ヌクレオチド多型（ＳＮＰ）に
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起因する。

      【０２４８】

  本明細書中で記載の配列の各々は、標準物質（これに対して個体からのＤＮＡ

が識別の目的で比較され得る）として使用され得る。より多くの多型が非コード

領域で生じるので、個体を区別するために、それほど多くの配列が必要であるわ

けではない。配列番号１、３、５、または７の非コード配列は、おそらく１０～

１，０００プライマーのパネルを用いてポジティブな個体識別を不自由なく提供

し得る。これらのプライマーは、各々が１００塩基の増幅された非コード配列（

例えば、配列番号９、１０、１１、または１２のコード配列）を生じる。推定コ

ード配列が使用される場合、ポジティブな個体識別に関するプライマーのより多

くの適切な数は、５００～２，０００である。

      【０２４９】

  （予測医療）

  本発明はまた、診断アッセイ、予後アッセイ、薬物ゲノム（ｐｈａｒｍａｃｏ

ｇｅｎｏｍｉｃｓ）およびモニタリング臨床試験が、予後（予測）の目的に使用

され、これによって個体を予防的に処置する、予測医療の分野に関する。従って

、本発明の１つの局面は、ＰＴＭＡＸタンパク質および／または核酸の発現、な

らびにＰＴＭＡＸの活性を、生物学的サンプル（例えば、血液、血清、細胞、組

織）の関連で決定し、これによって、異常なＰＴＭＡＸの発現または活性に関連

して、個体が疾患または障害に罹患するかどうか、あるいは障害を発症するリス

クがあるかどうかを決定することに関する。本発明はまた、個体が、ＰＴＭＡＸ

のタンパク質、核酸の発現または活性と関連した障害を発症するリスクがあるか

どうかを決定するための予後的（または予測的）アッセイを提供する。例えば、

ＰＴＭＡＸの遺伝子における変異が、生物学的サンプルにおいてアッセイされ得

る。このようなアッセイは、予後的または予測的な目的に使用され得、これによ

ってＰＴＭＡＸのタンパク質、核酸の発現または活性によって特徴付けられるか

または関連した障害の発病の前に個体を予防的に処置する。

      【０２５０】

  本発明の別の局面は、個体におけるＰＴＭＡＸのタンパク質、核酸の発現ある
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いはＰＴＭＡＸの活性を決定するための方法を提供し、これによって、その個体

についての適切な治療的または予防的試薬（本明細書において「薬物ゲノム」と

よばれる）を選択する。薬物ゲノムは、個体の遺伝型（例えば、特定の試薬に対

して応答する個体の能力を決定するために試験された個体の遺伝型）に基づいて

個体の治療的または予防的処置のための試薬（例えば、薬物）の選択を可能にす

る。

      【０２５１】

  本発明のなお別の局面は、臨床試験におけるＰＴＭＡＸの発現または活性に対

する試薬（例えば、薬剤、化合物）の影響をモニタリングすることに関する。

      【０２５２】

  これらおよび他の試薬は、以下の節でさらに詳細に記載される。

      【０２５３】

  （診断アッセイ）

  生物学的サンプルにおけるＰＴＭＡＸの存在または非存在を検出するための例

示的な方法は、試験被験体から生物学的サンプルを得る工程、およびその生物学

的サンプルをＰＴＭＡＸのタンパク質またはＰＴＭＡＸタンパク質をコードする

核酸（例えば、ｍＲＮＡ、ゲノムＤＮＡ）を検出し得る化合物もしくは薬剤とを

接触させ、その結果、ＰＴＭＡＸの存在が、その生物学的サンプルにおいて検出

される、工程を包含する。ＰＴＭＡＸのｍＲＮＡもしくはゲノムＤＮＡを検出す

るための薬剤は、ＰＴＭＡＸ  ｍＲＮＡもしくはゲノムＤＮＡにハイブリダイズ

し得る、標識された核酸プローブである。この核酸プローブは、例えば、全長の

ＰＴＭＡＸの核酸（例えば、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、

１７、１９の核酸）もしくはその部分の核酸（例えば、少なくとも、１５、３０

、５０、１００、２５０もしくは５００ヌクレオチド長のオリゴヌクレオチドで

あり、ストリンジェントな条件下でＰＴＭＡＸのｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡと

特異的にハイブリダイズするに十分である核酸）であり得る。本発明の診断アッ

セイにおける使用のための他の適切なプローブは本明細書において記載されてい

る。

      【０２５４】
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  ＰＴＭＡＸのタンパク質を検出するための薬剤は、ＰＴＭＡＸのタンパク質に

結合し得る抗体であり、好ましくは、検出可能な標識を有する抗体である。抗体

は、ポリクローナルであり得るか、またはより好ましくはモノクローナル抗体で

あり得る。インタクトな抗体またはそのフラグメント（例えば、ＦａｂまたはＦ

（ａｂ’）2）が使用され得る。用語「標識（された）」とは、プローブまたは

抗体に関して、検出可能な物質をそのプローブもしくは抗体にカップリングさせ

る（すなわち、物理的に連結する）ことによってそのプローブまたは抗体を直接

標識すること、ならびに、直接標識された別の試薬との反応性によってそのプロ

ーブもしくは抗体の間接的な標識をすることを包含することが意図される。間接

的な標識の例としては、蛍光標識された二次抗体を用いた一次抗体の検出、およ

び蛍光標識されたストレプトアビジンを用いて検出され得るようにＤＮＡプロー

ブのビオチンを用いた末端標識が挙げられる。用語「生物学的サンプル」とは、

被験体から単離された、組織、細胞および生物学的流体ならびに被験体に存在す

る組織、細胞および流体を含むことが意図される。すなわち、本発明の検出方法

を用いて、ＰＴＭＡＸのｍＲＮＡ、タンパク質またはゲノムＤＮＡを、生物学的

サンプル中で、インビトロおよびインビボで検出し得る。例えば、ＰＴＭＡＸの

ｍＲＮＡの検出のためのインビトロ技術としては、ノーザンハイブリダイゼーシ

ョンおよびインサイチュハイブリダイゼーションが挙げられる。ＰＴＭＡＸのタ

ンパク質の検出のためのインビトロ技術としては、酵素連結免疫吸着アッセイ（

ＥＬＩＳＡ）、ウェスタンブロット、免疫沈降および免疫蛍光が挙げられる。Ｐ

ＴＭＡＸのゲノムＤＮＡを検出するためのインビトロ技術としては、サザンハイ

ブリダイゼーションが挙げられる。さらに、ＰＴＭＡＸのタンパク質の検出のた

めのインビボ技術としては、標識された抗ＰＴＭＡＸ抗体を被験体に導入するこ

とが挙げられる。例えば、その抗体は、放射性マーカーを用いて標識され得る。

被験体における放射性マーカーの存在および位置は、標準的な画像化技術によっ

て検出され得る。

      【０２５５】

  １つの実施形態において、この生物学的サンプルは、その試験被験体からのタ

ンパク質分子を含む。あるいは、その生物学的サンプルは、その試験被験体から
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のｍＲＮＡ分子またはその試験被験体からのゲノムＤＮＡ分子を含み得る。好ま

しい生物学的サンプルは、被験体から従来の手段によって単離された末梢血白血

球サンプルである。

      【０２５６】

  別の実施形態において、本発明の方法はさらに、コントロール被験体からコン

トロール生物学的サンプルを得る工程、そのコントロールサンプルを、ＰＴＭＡ

Ｘのタンパク質、ｍＲＮＡもしくはゲノムＤＮＡを検出し得る化合物もしくは薬

剤と接触させ、その結果、ＰＴＭＡＸのタンパク質、ｍＲＮＡもしくはゲノムＤ

ＮＡの存在がその生物学的サンプルにおいて検出される、工程、およびそのコン

トロールサンプルにおけるＰＴＭＡＸのタンパク質、ｍＲＮＡもしくはゲノムＤ

ＮＡの存在と、その試験サンプルにおけるＰＴＭＡＸのタンパク質、ｍＲＮＡも

しくはゲノムＤＮＡの存在とを比較する工程を包含する。

      【０２５７】

  本発明はまた、生物学的サンプルにおけるＰＴＭＡＸの存在を検出するための

キットを包含する。例えば、このキットは、以下を備え得る：生物学的サンプル

においてＰＴＭＡＸのタンパク質またはｍＲＮＡを検出し得る、標識された化合

物もしくは薬剤；そのサンプルにおいてＰＴＭＡＸの量を決定するための手段；

およびそのサンプルにおいて、標準と、ＰＴＭＡＸの量とを比較するための手段

。この化合物または薬剤は、適切な容器内に包装され得る。このキットは、さら

に、ＰＴＭＡＸのタンパク質または核酸を検出するためにキットを用いるための

指示書を備え得る。

      【０２５８】

  （予後アッセイ）

  本明細書において記載された診断方法をさらに利用して、ＰＴＭＡＸの異常発

現または異常活性に関連した疾患もしくは障害を有するかまたはその発症の危険

にある被験体を同定し得る。例えば、本明細書に記載されるアッセイ（例えば、

上述の診断アッセイまたは下記のアッセイ）を利用して、ＰＴＭＡＸのタンパク

質、核酸の発現または活性に関連する障害（例えば、癌、免疫系に関連する障害

（例えば、多発性硬化症）または繊維症障害）を有するかまたはその発症の危険
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に有る被験体を同定し得る。あるいは、この予後アッセイを利用して、疾患また

は障害を有するかまたはその発症の危険に有する被験体を同定し得る。従って、

本発明は、ＰＴＭＡＸの異常発現または異常活性に関連する疾患もしくは障害を

同定するための方法を提供する。ここで、試験サンプルは、被験体から得られ、

そしてＰＴＭＡＸのタンパク質または核酸（例えば、ｍＲＮＡ、ゲノムＤＮＡ）

が検出され、ここで、ＰＴＭＡＸのタンパク質または核酸の存在は、ＰＴＭＡＸ

の異常発現または異常活性に関連する疾患または障害を有するかまたはその発症

の危険にある被験体についての診断指標である。本明細書において使用される「

試験サンプル」とは、目的の被験体から得られた生物学的サンプルをいう。例え

ば、試験サンプルは、生物学的流体（例えば、血清）、細胞サンプル、または組

織であり得る。

      【０２５９】

  さらに、本明細書に記載される予後アッセイを使用して、被験体が薬剤（例え

ば、アゴニスト、アンタゴニスト、ペプチド模倣物、タンパク質、ペプチド、核

酸、低分子、または他の薬物候補）が投与されてＰＴＭＡＸの異常発現または異

常活性に関連する疾患または障害を処置し得るか否かを決定し得る。例えば、そ

のような方法を用いて、被験体が障害（例えば、癌、免疫系に関連する障害（例

えば、多発性硬化症））について薬剤を用いて有効に処置され得るか否かを決定

し得る。従って、本発明は、ＰＴＭＡＸの異常発現または異常活性に関連する障

害についての薬剤を用いて被験体が有効に処置され得るか否かを決定するための

方法を提供する。ここで、試験サンプルが得られ、そしてＰＴＭＡＸのタンパク

質または核酸が検出される（例えば、ここで、ＰＴＭＡＸのタンパク質または核

酸の存在は、ＰＴＭＡＸの異常発現または異常活性に関連する障害を処置するた

めの薬剤をその被験体に投与し得ることについての診断指標である）。

      【０２６０】

  本発明の方法はまた、ＰＴＭＡＸの遺伝子における遺伝的損傷を検出し、それ

によって、その損傷遺伝子を有する被験体が異常な細胞増殖および／または分化

によって特徴付けられる障害についての危険に有るか否かを決定するためにも使

用され得る。種々の実施形態において、本発明の方法は、その被験体からの細胞
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のサンプルにおいて、ＰＴＭＡＸのタンパク質をコードする遺伝子の統合性に影

響を与える変更の少なくとも１つによって特徴付けられる遺伝的損傷、あるいは

ＰＴＭＡＸの遺伝子の誤発現の存在または非存在を検出する工程を包含する。例

えば、そのような遺伝的損傷は、以下の少なくとも１つの存在を確認することに

よって検出され得る：（１）ＰＴＭＡＸの遺伝子からの１つ以上のヌクレオチド

の欠失；（２）ＰＴＭＡＸの遺伝子への１つ以上のヌクレオチドの付加；（３）

ＰＴＭＡＸの遺伝子の１つ以上のヌクレオチドの置換、（４）ＰＴＭＡＸの遺伝

子の染色体再配置；（５）ＰＴＭＡＸの遺伝子のメッセンジャーＲＮＡ転写物の

レベルにおける変更、（６）ＰＴＭＡＸの遺伝子の異常改変（例えば、ゲノムＤ

ＮＡのメチル化パターンの異常改変）、（７）ＰＴＭＡＸの遺伝子のメッセンジ

ャーＲＮＡ転写物の非野生型スプライシングパターンの存在、（８）ＰＴＭＡＸ

のタンパク質の非野生型レベル、（９）ＰＴＭＡＸの遺伝子の対立遺伝子の欠失

、ならびに（１０）ＰＴＭＡＸのタンパク質の不適切な翻訳後修飾。本明細書に

おいて記載されるように、当該分野において、多数の公知のアッセイ技術が存在

し、これらは、ＰＴＭＡＸの遺伝子における損傷を検出するために使用され得る

。好ましい生物学的サンプルは、従来手段によって被験体から単離された末梢血

白血球サンプルである。しかし、有核細胞を含む任意の生物学的サンプルが使用

され得、これには、例えば、頬粘膜細胞が挙げられる。

      【０２６１】

  特定の実施形態において、損傷の検出は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）に

おけるプローブ／プライマーの使用を包含する（例えば、米国特許第４，６８３

，１９５号および同４，６８３，２０２号を参照のこと）（例えば、アンカーＰ

ＣＲまたはＲＡＣＥ  ＰＣＲ）あるいは、連結連鎖反応（ＬＣＲ）におけるプロ

ーブ／プライマーの使用を包含する（例えば、Ｌａｎｄｅｇｒａｎら（１９８８

）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４１：１０７７－１０８０；およびＮａｋａｚａｗａら（

１９９４）ＰＮＡＳ  ９１：３６０－３６４を参照のこと）。後者は、ＰＴＭＡ

Ｘの遺伝子における点変異を検出するために特に有用であり得る）（Ａｂｒａｖ

ａｙａら（１９９５）Ｎｕｃｌ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ  ２３：６７５－６８２を

参照のこと）。この方法は、患者から細胞のサンプルを収集する工程、核酸（例
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えば、ゲノム、ｍＲＮＡまたはその両方）をそのサンプルの細胞から単離する工

程、ＰＴＭＡＸの遺伝子に特異的にハイブリダイズする１つ以上のプライマーと

、その核酸サンプルとをＰＴＭＡＸの遺伝子のハイブリダイゼーションおよび増

幅が（存在する場合）生じるような条件下で、接触させる工程、ならびに増幅産

物の存在もしくは非存在を検出する工程、またはその増幅産物の大きさを検出す

る工程およびその長さをコントロールサンプルと比較する工程を包含し得る。Ｐ

ＣＲおよび／またはＬＣＲは、本明細書に記載される変異を検出するために使用

される技術のいずれかとともに予備的増幅工程として使用されるために所望され

得ることが予想される。

      【０２６２】

  代替的な増幅方法としては、以下が挙げられる：自己維持配列複製（Ｇｕａｔ

ｅｌｌｉら、１９９０、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８７

：１８７４－１８７８）、転写増幅系（Ｋｗｏｈ、ら、１９８９、Ｐｒｏｃ  Ｎ

ａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８６：１１７３－１１７７）、Ｑ－βレプ

リカーゼ（Ｌｉｚａｒｄｉら、１９８８、ＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  ６：１

１９７）、または他の任意の核酸増幅方法、それに続いて、当業者に周知な技術

を用いたその増幅された分子の検出。これらの検出スキームは、そのような分子

が非常に極少数で存在する場合、核酸分子の検出のために特に有用である。

      【０２６３】

  代替の実施形態において、サンプル細胞からのＰＴＭＡＸの遺伝子における変

異は、制限酵素切断パターンにおける変更によって同定され得る。例えば、サン

プルおよびコントロールのＤＮＡが単離され、増幅され（必要に応じて）、１つ

以上の制限エンドヌクレアーゼを用いて消化され、そしてフラグメント長の大き

さがゲル電気泳動によって決定され、そして比較される。サンプルＤＮＡとコン

トロールＤＮＡとの間のフラグメント長の大きさにおける差違は、そのサンプル

ＤＮＡにおける変異を示す。さらに、配列特異的なリボザイムの使用（例えば、

米国特許第５，４９３，５３１号を参照のこと）を使用して、リボザイム切断部

位の発生または喪失によって特異的な変異の存在についてスコア付けし得る。

      【０２６４】
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  他の実施形態において、ＰＴＭＡＸにおける遺伝的変異は、サンプル核酸およ

びコントロール核酸（例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡ）を、数百または数千のオリ

ゴヌクレオチドプローブを含む高密度アレイに対してハイブリダイズさせること

によって同定され得る（Ｃｒｏｎｉｎら（１９９６）Ｈｕｍａｎ  Ｍｕｔａｔｉ

ｏｎ  ７：２４４－２５５；Ｋｏｚａｌら（１９９６）Ｎａｔｕｒｅ  Ｍｅｄｉ

ｃｉｎｅ  ２：７５３－７５９）。例えば、ＰＴＭＡＸにおける遺伝的変異は、

Ｃｒｏｎｉｎら、上記のように光生成ＤＮＡプローブを含む二次元アレイにおい

て同定され得る。手短には、第一のプローブハイブリダイゼーションアレイを用

いて、サンプルおよびコントロールにおける長いストレッチのＤＮＡを通じて走

査して、連続的に重複するプローブの線形アレイを作成することによってその配

列の間の塩基変化を同定し得る。この工程は、点変異の同定を可能にする。この

工程に続いて、検出される全ての改変体または変異体に相補的な、より小さな特

化されたプローブアレイを用いて、特定の変異の特徴付けを可能にする第二のハ

イブリダイゼーションアレイがある。各変異アレイは、一方が野生型遺伝子に対

して相補的であり、そして他方が変異遺伝子に対して相補である並行プローブセ

ットから構成される。

      【０２６５】

  なお別の実施形態において、当該分野で公知の種々の配列決定反応のいずれか

を使用して、ＰＴＭＡＸ遺伝子を直接配列決定し得、そしてサンプルのＰＴＭＡ

Ｘ配列と対応する野生型（コントロール）配列とを比較することによって、変異

を検出し得る。配列決定反応の例としては、ＭａｘｉｍおよびＧｉｌｂｅｒｔ（

１９７７）ＰＮＡＳ  ７４：５６０またはＳａｎｇｅｒ（１９７７）ＰＮＡＳ  

７４：５４６３によって開発された技術に基づくものが挙げられる。診断アッセ

イを実施する場合、種々の自動化配列決定手順のいずれかを利用し得ることもま

た意図される（Ｎａｅｖｅら、（１９９５）ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １９

：４４８）。これらには、質量分析法による配列決定法（例えば、ＰＣＴ国際公

開番号ＷＯ  ９４／１６１０１；Ｃｏｈｅｎら（１９９６）Ａｄｖ  Ｃｈｒｏｍ

ａｔｏｇｒ  ３６：１２７－１６２；およびＧｒｉｆｆｉｎら（１９９３）Ａｐ

ｐｌ  Ｂｉｏｃｈｅｍ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ  ３８：１４７－１５９を参照の
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こと）が含まれる。

      【０２６６】

  ＰＴＭＡＸ遺伝子における変異を検出するための他の方法としては、切断薬剤

からの保護を使用して、ＲＮＡ／ＲＮＡもしくはＲＮＡ／ＤＮＡのヘテロ二重鎖

におけるミスマッチ塩基を検出する方法が挙げられる（Ｍｙｅｒｓら（１９８５

）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３０：１２４２）。一般に、「ミスマッチ切断」の当該分

野の技術は、野生型のＰＴＭＡＸ配列を含む（標識された）ＲＮＡまたはＤＮＡ

を、組織サンプルから得られた潜在的な変異体ＲＮＡまたはＤＮＡとハイブリダ

イズさせることによって形成されるヘテロ二重鎖を提供する工程によって始まる

。この二本鎖の二重鎖を、二重鎖の一本鎖領域（例えば、そのコントロールとサ

ンプルの鎖との間の塩基対ミスマッチに起因して存在するもの）を切断する薬剤

を用いて処理する。例えば、ＲＮＡ／ＤＮＡ二重鎖を、ＲＮａｓｅを用いて処理

し得、そしてＤＮＡ／ＤＮＡハイブリッドを、そのミスマッチ領域を酵素的に消

化することに対して、Ｓ１ヌクレアーゼを用いて処理し得る。他の実施形態にお

いて、ＤＮＡ／ＤＮＡまたはＲＮＡ／ＤＮＡのいずれかの二重鎖を、ミスマッチ

領域を消化するために、ヒドロキシルアミンまたは四酸化オスミウムを用いて、

およびピペリジンを用いて処理し得る。次いで、そのミスマッチ領域の消化後、

得られた材料を変性ポリアクリルアミドゲル上で、大きさで分離して、変異の部

位を決定する。例えば、Ｃｏｔｔｏｎら（１９８８）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃ

ａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８５：４３９７；Ｓａｌｅｅｂａら（１９９２）Ｍｅｔ

ｈｏｄｓ  Ｅｎｚｙｍｏｌ  ２１７：２８６－２９５を参照のこと。１つの実施

形態において、コントロールのＤＮＡまたはＲＮＡは、検出のために標識され得

る。

      【０２６７】

  なお別の実施形態において、ミスマッチ切断反応は、二本鎖ＤＮＡにおけるミ

スマッチ塩基対を認識する１つ以上のタンパク質（いわゆる「ＤＮＡミスマッチ

修復」酵素）を、細胞のサンプルから得られたＰＴＭＡＸ  ｃＤＮＡにおける点

変異を検出およびマッピングするために規定された系において使用する。例えば

、Ｅ．ｃｏｌｉのｍｕｔＹ酵素は、Ｇ／ＡミスマッチでＡを切断し、そしてＨｅ
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Ｌａ細胞からのチミジンＤＮＡグリコシダーゼは、Ｇ／ＴミスマッチでＴを切断

する（Ｈｓｕら（１９９４）Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ  １５：１６５７～

１６６２）。例示的な実施形態に従って、ＰＴＭＡＸ配列（例えば、野生型ＰＴ

ＭＡＸ配列）に基づくプローブは、試験細胞由来のｃＤＮＡまたは他のＤＮＡ産

物にハイブリダイズされる。二重鎖は、ＤＮＡミスマッチ修復酵素を用いて処理

され、そしてその切断産物（もしあれば）は、電気泳動プロトコルなどから検出

され得る。例えば、米国特許第５，４５９，０３９号を参照のこと。

      【０２６８】

  他の実施形態において、電気泳動の移動度における変化は、ＰＴＭＡＸ遺伝子

における変異を同定するために使用される。例えば、一本鎖配座多型（ＳＳＣＰ

）は、変異体と野生型核酸との間の電気泳動の移動度における差異を検出するた

めに使用され得る（Ｏｒｉｔａら（１９８９）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  

Ｓｃｉ  ＵＳＡ：８６：２７６６、またＣｏｔｔｏｎ（１９９３）Ｍｕｔａｔ  

Ｒｅｓ  ２８５：１２５～１４４；Ｈａｙａｓｈｉ（１９９２）Ｇｅｎｅｔ  Ａ

ｎａｌ  Ｔｅｃｈ  Ａｐｐｌ  ９：７３～７９を参照のこと）。サンプルおよび

コントロールＰＴＭＡＸ核酸の一本鎖ＤＮＡフラグメントは、変性され、そして

再生される。一本鎖核酸の二次構造は、配列に従って変化し、電気泳動の移動度

において得られる変化は、１つの塩基変化さえも検出し得る。ＤＮＡフラグメン

トは、標識され得るか、または標識されたプローブを用いて検出され得る。アッ

セイの感度は、二次構造が、配列中の変化に対してより感受的である、（ＤＮＡ

よりもむしろ）ＲＮＡを使用することによって増強され得る。１つの実施形態に

おいて、本発明の方法は、ヘテロ二重鎖分析を利用して、電気泳動の移動度にお

ける変化に基づいて二本鎖のヘテロ二重鎖分子を分離する（Ｋｅｅｎら（１９９

１）Ｔｒｅｎｄｓ  Ｇｅｎｅｔ  ７：５）。

      【０２６９】

  なお別の実施形態において、一定勾配の変性剤を含有するポリアクリルアミド

ゲルにおける変異体または野生型フラグメントの移動は、変性勾配ゲル電気泳動

（ＤＧＧＥ）を使用してアッセイされる（Ｍｙｅｒｓら（１９８５）Ｎａｔｕｒ

ｅ  ３１３：４９５）。ＤＧＧＥが分析の方法として使用される場合、ＤＮＡは
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、例えば、ＰＣＲにより約４０ｂｐの高融点ＧＣリッチＤＮＡのＧＣクランプを

付加することによって、完全には変性されないことを確実するように改変される

。さらなる実施形態において、温度勾配は、コントロールおよびサンプルＤＮＡ

の移動度における差異を同定するために、変性剤勾配の代わりに使用される（Ｒ

ｏｓｅｎｂａｕｍおよびＲｅｉｓｓｎｅｒ（１９８７）Ｂｉｏｐｈｙｓ  Ｃｈｅ

ｍ  ２６５：１２７５３）。

      【０２７０】

  点変異を検出するための他の技術の例としては、以下が挙げられるが、これら

に限定されない：選択的オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション、選択的増

幅、または選択的プライマー伸長。例えば、オリゴヌクレオチドプライマーは、

既知の変異が中心的に配置されるように調製され得、次いで、完全なマッチが見

出される場合にのみハイブリダイゼーションを許容する条件下で標的ＤＮＡにハ

イブリダイズされる（Ｓａｉｋｉら（１９８６）Ｎａｔｕｒｅ  ３２４：１６３

）；Ｓａｉｋｉら（１９８９）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ

  ８６：６２３０）。このような対立遺伝子特異的オリゴヌクレオチドは、この

オリゴヌクレオチドがハイブリダイズ膜に付着され、そして標識された標的ＤＮ

Ａでハイブリダイズされる場合に、ＰＣＲ増幅された標的ＤＮＡまたは多くの異

なる変異にハイブリダイズされる。

      【０２７１】

  あるいは、選択的ＰＣＲ増幅に依存する対立遺伝子特異的増幅技術は、本発明

と合わせて使用され得る。特異的増幅についてのプライマーとして使用されるオ

リゴヌクレオチドは、分子の中心において（その結果、増幅は、差次的ハイブリ

ダイゼーションに依存する）（Ｇｉｂｂｓら（１９８９）Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃ

ｉｄｓ  Ｒｅｓ  １７：２４３７～２４４８）か、あるいは適切な条件下でミス

マッチが妨げされ得るかまたはポリメラーゼ伸長を減少し得る、１つのプライマ

ーの３’の最末端で、目的の変異を保有し得る（Ｐｒｏｓｓｎｅｒ（１９９３）

Ｔｉｂｔｅｃｈ  １１：２３８）。さらに、変異の領域において新規な制限部位

を導入することは、切断に基づく検出を行うために望ましくあり得る（Ｇａｓｐ

ａｒｉｎｉら（１９９２）Ｍｏｌ  Ｃｅｌｌ  Ｐｒｏｂｅｓ  ６：１）。特定の
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実施形態において、増幅はまた、増幅用Ｔａｑリガーゼを使用して実施され得る

ことが予測される（Ｂａｒａｎｙ（１９９１）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  

Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８８：１８９）。このような場合において、連結は、５’配列

の３’末端に完全なマッチが存在する場合にのみ生じ、増幅の存在または非存在

を探索することによって、特定の部位で既知の変異の存在を検出することを可能

にする。

      【０２７２】

  本明細書中に記載される方法は、例えば、本明細書中に記載れる少なくとも１

つのプローブ核酸または抗体試薬を含む、予めパッケージングされた診断キット

を利用することによって実施され得、これは、例えば、ＰＴＭＡＸ遺伝子を含む

疾患または疾病の症状または家族病歴を示す患者を診断するための臨床的設定に

おいて簡便に使用され得る。

      【０２７３】

  さらに、ＰＴＭＡＸが発現される任意の細胞型または組織（好ましくは、末梢

血白血球）は、本明細書中に記載される予後アッセイにおいて利用され得る。し

かし、有核細胞を含む任意の生物学的サンプル（例えば、頬粘膜細胞を含む）が

、使用され得る。

      【０２７４】

  （薬理ゲノム学（Ｐｈａｒｍａｃｏｇｅｎｏｍｉｃｓ））

  ＰＴＭＡＸ活性（例えば、ＰＴＭＡＸ遺伝子発現）に対する刺激性または阻害

性の影響を有する因子、すなわちモジュレーターは、本明細書中に記載されるス

クリーニングアッセイによって同定されるように、異常なＰＴＭＡＸ活性に関連

する障害（例えば、癌または免疫障害）を処置（予防的または治療的に）するた

めに個体に投与され得る。このような処置と合わせて、個体の薬理ゲノム学（す

なわち、個体の遺伝子型と外来化合物または薬物に対するその個体の応答との間

の関係についての研究）が、考慮され得る。治療剤の代謝における差異は、薬理

学的に活性な薬物の用量と血中濃度との間の関係を変更することによって、重篤

な毒性または治療の失敗を導き得る。従って、個体の薬理ゲノム学は、個体の遺

伝子型の考慮に基づく予防的または治療的処置のために有効な薬剤（例えば、薬
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物）の選択を許容する。このような薬理ゲノム学は、さらに、適切な投薬量およ

び治療剤レジメンを決定するために使用され得る。従って、ＰＴＭＡＸタンパク

質の活性、ＰＴＭＡＸ核酸の発現、あるいは個体におけるＰＴＭＡＸ遺伝子の変

異含量が決定されて、それによって個体の治療的または予防的処置のために適切

な薬剤を選択し得る。

      【０２７５】

  薬理ゲノム学は、罹患された人において変更された薬物の性質および異常な作

用に起因する、薬物に応答する臨床的に有意な遺伝性変更を扱う。例えば、Ｅｉ

ｃｈｅｌｂａｕｍ、Ｃｌｉｎ  Ｅｘｐ  Ｐｈａｒｍａｃｏｌ  Ｐｈｙｓｉｏｌ，

１９９６，２３：９８３～９８５およびＬｉｎｄｅｒ、Ｃｌｉｎ  Ｃｈｅｍ，１

９９７，４３：２５４～２６６を参照のこと。一般に、２つの型の薬理ゲノム学

状態が、区別され得る。遺伝的状態は、薬物が身体に作用する方法を変更する１

つの因子として伝達されるか（変更された薬物作用）、または遺伝的状態は、身

体が薬物に作用する方法を変更する１つの因子として伝達される（変更された薬

物代謝）。これらの薬理ゲノム学状態は、稀な欠損としてか、または多型として

のいずれかで生じ得る。例えば、グルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ（Ｇ

６ＰＤ）欠損は、一般的な遺伝性酵素病であり、この主な臨床的合併症は、酸化

剤薬物（抗マラリア剤、スルホンアミド、鎮痛薬、ニトロフラン）の摂取および

ソラマメの消費後の溶血である。

      【０２７６】

  例示的な実施形態として、薬物代謝酵素の活性は、薬物作用の強度および期間

の両方の主要な決定因子である。薬物代謝酵素（例えば、Ｎ－アセチルトランス

フェラーゼ２（ＮＡＴ２）およびシトクロムＰ４５０酵素ＣＹＰ２Ｄ６およびＣ

ＹＰ２Ｃ１９）の遺伝的多型の発見は、なぜ幾人かの患者が予期される薬物効果

を得ないか、または薬物の標準的かつ安全な用量を摂取した後に過大な薬物応答

および深刻な毒性を示すことに関しての説明を提供した。これらの多型は、集団

において２つの表現型（高い代謝能を持つ人（ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ  ｍｅｔａｂ

ｏｌｉｚｅｒ）（ＥＭ）および低い代謝能を持つ人（ｐｏｏｒ  ｍｅｔａｂｏｌ

ｉｚｅｒ）（ＰＭ））で発現される。ＰＭの罹患率は、異なる集団の間で異なる
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。例えば、ＣＹＰ２Ｄ６をコードする遺伝子は高度に多型であり、そしていくら

かの変異がＰＭにおいて同定されており、この全ては機能的ＣＹＰ２Ｄ６の非存

在に至る。ＣＹＰ２Ｄ６およびＣＹＰ２Ｃ１９の低い代謝能を持つ人は、彼らが

標準的な用量を受ける場合に、かなり頻繁に過大な薬物応答および副作用を経験

する。代謝産物が活性な治療的部分である場合、そのＣＹＰ２Ｄ６形成代謝産物

であるモルヒネによって媒介されるコデインの鎮痛効果について実証されるよう

に、ＰＭは治療的応答を示さない。他の極端なものは、標準的な用量に応答しな

い、いわゆる超迅速な代謝能を持つ人である。最近、超迅速な代謝の基準となる

分子は、ＣＹＰ２Ｄ６遺伝子増幅に起因していることが同定されている。

      【０２７７】

  従って、ＰＴＭＡＸのタンパク質の活性、ＰＴＭＡＸの核酸の発現、あるいは

個体におけるＰＴＭＡＸの遺伝子の変異内容を決定されて、それによって、その

個体の治療的または予防的処置のために適切な薬剤を選択し得る。さらに、薬理

ゲノム学の研究を使用して、個体の薬物応答性の表現型の同定に対して薬物代謝

酵素をコードする多型対立遺伝子の遺伝子型を適用し得る。この知見は、用量ま

たは薬物選択に適用される場合、有害な反応または治療の失敗を回避し得、従っ

て、被験体をＰＴＭＡＸの調節因子（例えば、本明細書中に記載される例示的な

スクリーニングアッセイの１つによって同定される調節因子）を用いて処置する

場合に治療的または予防的効率を増強し得る。

      【０２７８】

  （臨床試験の間の効果のモニタリング）

  ＰＴＭＡＸの発現または活性（例えば、異常な細胞増殖および／または分化を

調節する能力）に対する薬剤（例えば、薬物、化合物）の影響をモニタリングす

ることは、基本的なスクリーニングにおいてのみならず、臨床試験においてもま

た適用され得る。例えば、本明細書中に記載されるようなスクリーニングアッセ

イによって決定される薬剤が、ＰＴＭＡＸの遺伝子発現、タンパク質レベルを増

加、またはＰＴＭＡＸ活性をアップレギュレートする効力を、減少したＰＴＭＡ

Ｘの遺伝子発現、タンパク質レベル、またはダウンレギュレートしたＰＴＭＡＸ

の活性を示す被験体の臨床試験においてモニターし得る。あるいは、スクリーニ
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ングアッセイによって決定される薬剤が、ＰＴＭＡＸの遺伝子発現、タンパク質

レベルを減少、またはＰＴＭＡＸの活性をダウンレギュレートする効力を、増加

したＰＴＭＡＸの遺伝子発現、タンパク質レベル、またはアップレギュレートし

たＰＴＭＡＸの活性を示す被験体の臨床試験においてモニターし得る。このよう

な臨床試験において、ＰＴＭＡＸの発現または活性、および好ましくは、例えば

、細胞性増殖障害、または免疫障害に関与した他の遺伝子が、「リードアウト（

読み出し）（ｒｅａｄ  ｏｕｔ）」、すなわち、特定の細胞の免疫応答のマーカ

ーとして使用され得る。

      【０２７９】

  例えば、限定の目的ではないが、ＰＴＭＡＸを含む遺伝子（これは、ＰＴＭＡ

Ｘ活性（例えば、本明細書中に記載されるようなスクリーニングアッセイにおい

て同定される）を調節する薬剤（例えば、化合物、薬物または低分子）を用いる

処置によって、細胞内で調節される）が、同定され得る。従って、細胞性増殖障

害に対する薬剤の効果を研究するために、例えば、臨床試験において、細胞が単

離され得、そしてＲＮＡが調製され得、そしてＰＴＭＡＸおよびこの障害に関与

する他の遺伝子の発現のレベルについて分析され得る。遺伝子発現のレベル（す

なわち、遺伝子発現パターン）は、本明細書中に記載されるように、ノーザンブ

ロット分析もしくはＲＴ－ＰＣＲによるか、あるいは産生されるタンパク質の量

を測定することによるか、本明細書中に記載されるような方法の１つによるか、

あるいはＰＴＭＡＸまたは他の遺伝子の活性のレベルを測定することによって、

定量され得る。この様式で、この遺伝子発現パターンは、この薬剤に対する細胞

の生理学的応答の指標であるマーカーとして作用し得る。従って、この応答状態

は、この薬剤を用いる個体の処置の前、および処置の間の種々の時点で、決定さ

れ得る。

      【０２８０】

  １つの実施形態において、本発明は、薬剤（例えば、アゴニスト、アンタゴニ

スト、タンパク質、ペプチド、ペプチド模倣物、核酸、低分子、または本明細書

中に記載されるスクリーニングアッセイによって同定される他の薬物候補物）を

用いる、被験体の処置の効力をモニタリングするための方法を提供し、これは、
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以下の工程を包含する：（ｉ）薬剤の投与の前に、被験体から投与前サンプルを

得る工程；（ｉｉ）この投与前サンプルにおいて、ＰＴＭＡＸのタンパク質、ｍ

ＲＮＡ、またはゲノムＤＮＡの発現のレベルを検出する工程；（ｉｉｉ）この被

験体から１つ以上の投与後サンプルを得る工程；（ｉｖ）この投与後サンプルに

おいて、ＰＴＭＡＸのタンパク質、ｍＲＮＡ、またはゲノムＤＮＡの発現または

活性のレベルを検出する工程；（ｖ）この投与前サンプルにおけるＰＴＭＡＸの

タンパク質、ｍＲＮＡ、またはゲノムＤＮＡの発現または活性のレベルを、この

投与後サンプルにおけるＰＴＭＡＸのタンパク質、ｍＲＮＡ、またはゲノムＤＮ

Ａの発現または活性のレベルと比較する工程；ならびに（ｖｉ）従って、この被

験体に対する薬剤の投与を変更する工程。例えば、この薬剤の増加した投与は、

検出されるよりも高いレベルにＰＴＭＡＸの発現または活性を増加するために（

すなわち、この薬剤の効力を増加するために）望ましくあり得る。あるいは、こ

の薬剤の減少した投与は、検出されるよりも低いレベルにＰＴＭＡＸの発現また

は活性を減少するために（すなわち、この薬剤の効力を減少するために）望まし

くあり得る。

      【０２８１】

  （処置の方法）

  本発明は、異常なＰＴＭＡＸの発現または活性に関連する障害の危険性のある

（または感受性）か、またはこの障害を有する被験体を処置する予防的および治

療的の両方の方法を提供する。例えば、ＰＴＭＡ１～６、９、および１０は、種

々の癌、ウイルス性の病気、および免疫欠乏障害を処置する予防的および治療的

の両方の方法に対して有用である。さらなる例として、ＰＴＭＡ７は、種々の癌

、冠状動脈障害、関節炎、糖尿病性網膜症、自己免疫疾患および免疫欠乏障害を

処置する予防的および治療的の両方の方法に対して有用である。さらなる例とし

て、ＰＴＭＡ８は、神経性疾患、神経医学的な障害、および炎症性の障害を処置

する予防的および治療的の両方の方法に対して有用である。

      【０２８２】

  （障害）

  （その疾患または障害に罹患していない被験体と比較して）増加したレベルま
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たは生物学的活性によって特徴付けられる疾患および障害は、活性を拮抗する（

すなわち、低減または阻害する）治療剤を用いて処置され得る。活性を拮抗する

治療剤は、治療的または予防的な様式で、投与され得る。利用され得る治療剤と

しては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：（ｉ）上記ペプチド、ま

たはそのアナログ、誘導体、フラグメントもしくはホモログ；（ｉｉ）上記ペプ

チドに対する抗体；（ｉｉｉ）上記ペプチドをコードする核酸；（ｉｖ）アンチ

センス核酸および「機能不全性」である（すなわち、上記ペプチドに対するコー

ド配列のコード配列内の異種挿入に起因する）核酸の投与が、相同組換えによっ

て上記ペプチドの内因性機能を「ノックアウトする」ために利用される（例えば

、Ｃａｐｅｃｃｈｉ、１９８９、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４４：１２８８～１２９２

を参照のこと）；または（ｖ）上記ペプチドとその結合パートナーとの間の相互

作用を変化させる、調節因子（すなわち、インヒビター、アゴニストおよびアン

タゴニスト（本発明のさらなるペプチド模倣物または本発明のペプチドに対して

特異的な抗体を含む））。

      【０２８３】

  （その疾患または障害に罹患していない被験体と比較して）減少したレベルま

たは生物学的活性によって特徴付けられる疾患および障害は、活性を増加させる

（すなわち、活性に対するアゴニストである）治療剤を用いて処置され得る。活

性をアップレギュレートする治療剤は、治療的または予防的な様式で、投与され

得る。利用され得る治療剤としては、以下が挙げられるが、これらに限定されな

い：上記ペプチド、またはそのアナログ、誘導体、フラグメントもしくはホモロ

グ；あるいはバイオアベイラビリティーを増加させるアゴニスト。

      【０２８４】

  増加したレベルまたは減少したレベルは、ペプチドおよび／またはＲＮＡを定

量することによって、容易に検出され得る。この定量は、患者の組織サンプルを

（例えば、生検組織から）入手し、そしてそのサンプルを、その発現したペプチ

ド（または上記ペプチドのｍＲＮＡ）のＲＮＡレベルまたはペプチドレベル、構

造および／または活性をインビトロでアッセイすることによる。当該分野におい

て周知の方法としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：イムノア
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ッセイ（例えば、ウェスタンブロット分析、ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）

ポリアクリルアミドゲル電気泳動が後に続く免疫沈降、免疫細胞化学などによる

）および／またはｍＲＮＡの発現を検出するためのハイブリダイゼーションアッ

セイ（例えば、ノーザンアッセイ、ドットブロット、インサイチュハイブリダイ

ゼーションなど）。

      【０２８５】

  （予防的方法）

  １つの局面において、本発明は、被験体において異常なＰＴＭＡＸの発現また

は活性と関連する疾患または状態を、ＰＴＭＡＸの発現または少なくとも１つの

ＰＴＭＡＸ活性を調節する薬剤をこの被験体に投与することによって予防するた

めの方法を提供する。異常なＰＴＭＡＸの発現または活性によって引き起こされ

るかまたはこれらに起因する、疾患にかかる危険がある被験体は、例えば、本明

細書中に記載の診断アッセイまたは予後アッセイのいずれか、またはそれらの組

み合わせによって、同定され得る。予防薬剤の投与は、疾患または障害が予防さ

れるか、あるいはその進行を遅らせられるように、このＰＴＭＡＸ異常の特徴で

ある症状の発現の前に行い得る。このＰＴＭＡＸ異常の型に依存して、例えば、

ＰＴＭＡＸアゴニスト薬剤またはＰＴＭＡＸアンタゴニスト薬剤が、その被験体

を処置するために使用され得る。その適切な薬剤は、本明細書中に記載のスクリ

ーニングアッセイに基づいて決定され得る。本発明の予防方法は、以下の小区分

において、さらに議論される。

      【０２８６】

  （治療方法）

  本発明の別の局面は、治療目的のためのＰＴＭＡＸの発現または活性を調節す

る方法に関する。本発明の調節方法は、細胞を、その細胞に関するＰＴＭＡＸタ

ンパク質活性の活性のうちの１つ以上を調節する薬剤と接触させる工程を包含す

る。ＰＴＭＡＸタンパク質活性を調節する薬剤は、核酸またはタンパク質、ＰＴ

ＭＡＸタンパク質の天然に存在する同族リガンド、ペプチド、ＰＴＭＡＸペプチ

ド模倣物、または他の低分子のような、本明細書中に記載されるような薬剤であ

り得る。１つの実施形態において、この薬剤は、ＰＴＭＡＸタンパク質活性のう
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ちの１つ以上を刺激する。このような刺激薬剤の例としては、活性なＰＴＭＡＸ

タンパク質、およびその細胞に導入されたＰＴＭＡＸをコードする核酸分子が挙

げられる。別の実施形態において、この薬剤は、ＰＴＭＡＸタンパク質活性のう

ちの１つ以上を阻害する。このような阻害薬剤の例としては、アンチセンスＰＴ

ＭＡＸ核酸分子、および抗ＰＴＭＡＸ抗体が挙げられる。これらの調節方法は、

インビトロで（例えば、その薬剤とともにその細胞を培養することによって）、

あるいはインビボで（例えば、被験体にその薬剤を投与することによって）実施

され得る。このように、本発明は、ＰＴＭＡＸのタンパク質または核酸分子の、

異常な発現または異常な活性によって特徴付けられる、疾患または障害に罹患し

た個体を処置する方法を提供する。１つの実施形態において、この方法は、ＰＴ

ＭＡＸの発現または活性を調節する（例えば、アップレギュレートまたはダウン

レギュレートする）薬剤（例えば、本明細書中に記載のスクリーニングアッセイ

によって同定される薬剤）あるいはそのような薬剤の組み合わせを投与する工程

を包含する。別の実施形態において、この方法は、ＰＴＭＡＸのタンパク質また

は核酸分子を、低減したかまたは異常な、ＰＴＭＡＸの発現または活性を補償す

るための治療として、投与する工程を包含する。

      【０２８７】

  ＰＴＭＡＸ活性の刺激は、ＰＴＭＡＸが異常にダウンレギュレートされている

状況、および／またはＰＴＭＡＸ活性の増加が有益な効果を有するようである状

況において、望ましい。このような状況の１つの例は、被験体が、異常な細胞増

殖および／または細胞分化によって特徴付けられる障害（例えば、癌または免疫

に関連する障害）を有する場合である。このような状況の別の例は、被験体が妊

娠疾患（例えば、プレクランプシア（ｐｒｅｃｌａｍｐｓｉａ））を有する場合

である。

      【０２８８】

  （治療剤の生物学的効果の決定）

  本発明の種々の実施形態において、適切なインビトロまたはインビボアッセイ

を利用して、特定の治療剤の効果およびその投与が罹患組織の処置を示すか否か

を決定する。
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      【０２８９】

  種々の特定の実施形態において、インビトロアッセイが患者の障害に関与する

代表的な細胞型で行われ、所定の治療剤がこの細胞型に対して所望の効果を発揮

したか否かを決定し得る。治療において使用する化合物は、ヒト被験体において

試験する前に適切な動物モデル系において試験され得る。これらの動物モデル系

としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：ラット、マウス、ニワ

トリ、ウシ、サル、ウサギなど。同様に、インビボ試験については、当該分野で

公知の任意の動物モデル系が、ヒト被験体に対する投与の前に使用され得る。

      【０２９０】

  （悪性疾患）

  本発明の治療剤は、細胞の過剰増殖および／または細胞増殖の制御の欠損（例

えば、癌、悪性疾患および腫瘍）に関連する疾患または障害の治療的処置または

予防的処置において有用であり得る。そのような過剰増殖障害の総説について、

例えば、Ｆｉｓｈｍａｎら、１９８５、ＭＥＤＩＣＩＮＥ、第２版、Ｊ．Ｂ．Ｌ

ｉｐｐｉｎｃｏｔｔ  Ｃｏ．、Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ、ＰＡを参照のこと。

      【０２９１】

  本発明の治療剤を、悪性疾患および関連する障害の処置または予防における効

力について、当該分野内において公知の任意の方法によってアッセイし得る。そ

のようなアッセイとしては、形質転換された細胞または患者の腫瘍由来の細胞を

利用するインビトロアッセイ、ならびに癌または悪性疾患の動物モデルを使用す

るインビボアッセイが挙げられるが、これらに限定されない。可能性のある有効

な治療剤は、例えば、コントロールと比較して、培養物中での腫瘍由来細胞また

は形質転換細胞の増殖を阻害するか、または動物モデルにおいて腫瘍の後退を生

じる治療剤である。

      【０２９２】

  本発明の実施において、一旦、悪性疾患または癌が、活性を調節すること（す

なわち、阻害するか、アンタゴナイズするか、またはアゴナイズする）による処

置に対して感受性であることが示されると、引き続いて、その癌または悪性疾患

が、タンパク質機能を調節するように作用する治療剤の投与によって処置または
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予防され得る。

      【０２９３】

  （前悪性状態）

  癌または悪性疾患の治療または予防処置において有効な本発明の治療剤はまた

、前悪性状態の処置のためおよび／または前悪性から新生物状態もしくは悪性疾

患状態への進行を防ぐために投与され得る。そのような予防的用途または治療的

用途が、先行する新生物または癌への進行が知られているか、またはそれが疑わ

れる状態（特に、過形成、化生、または最も特に、異形成からなる非新生物細胞

増殖が生じた場合）において、示される。そのような異常な細胞増殖の総説につ

いて、例えば、ＲｏｂｂｉｎｓおよびＡｎｇｅｌｌ、１９７６、ＢＡＳＩＣ  Ｐ

ＡＴＨＯＬＯＧＹ、第２版、Ｗ．Ｂ．Ｓａｕｎｄｅｒｓ  Ｃｏ．、Ｐｈｉｌａｄ

ｅｌｐｈｉａ、ＰＡを参照のこと。

      【０２９４】

  過形成は、細胞の構造または機能における有意な変化なしに、組織または器官

における細胞数の増加を含む、制御された細胞の増殖の形態である。例えば、子

宮内膜の過形成は、しばしば子宮内膜癌に進行することが実証されている。化生

は、成熟した細胞または十分に分化した細胞の１つの型が、成熟した細胞の別の

型に置換する、制御された細胞増殖の形態である。化生は、上皮組織細胞または

結合組織細胞において生じ得る。異形成は、一般に癌の前駆体であると考えられ

、そして上皮において主に見出される。異形成は、非新生物細胞増殖の最も無秩

序な形態であり、個々の細胞の均一性および細胞の構築上の配向の損失を含む。

異形成は、慢性の刺激または炎症が存在する場所で特徴的に生じ、そしてしばし

ば、頸部、気道、口腔、および胆嚢において見出される。

      【０２９５】

  あるいは、または過形成、化生、もしくは異形成として特徴付けられる異常な

細胞増殖の存在に加えて、患者由来の細胞サンプル内で、インビボまたはインビ

トロのいずれかにおいて示される形質転換表現型または悪性疾患表現型の１つ以

上の特徴の存在が、上記のタンパク質の活性を調節する能力を有する治療剤の予

防的／治療的投与の望ましさを示す。形質転換された表現型の特徴としては、以



(124) 特表２００３－５１００８０

下が挙げられるが、これらに限定されない：（ｉ）形態学的変化；（ｉｉ）より

ゆるい、下層への付着；（ｉｉｉ）細胞間接触阻止の喪失；（ｉｖ）足場依存性

の喪失；（ｖ）プロテアーゼ放出；（ｖｉ）増加した糖輸送；（ｖｉｉ）減少し

た血清要求性；（ｖｉｉ）胎児抗原の発現；（ｉｘ）２５０ｋＤａ細胞表面タン

パク質の消滅など。例えば、Ｒｉｃｈａｒｄｓら１９８６、ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ

  ＰＡＴＨＯＬＯＧＹ、Ｗ．Ｂ．Ｓａｕｎｄｅｒｓ  Ｃｏ、Ｐｈｉｌａｄｅｌｐ

ｈｉａ、ＰＡを参照のこと。

      【０２９６】

  本発明の特定の実施形態において、悪性疾患についての以下の１つ以上の素因

を示す患者が、治療剤の有効量の投与によって処置される：（ｉ）悪性疾患に関

連する染色体転座（例えば、慢性骨髄性白血病についてのフィラデルフィア染色

体（ｂｃｒ／ａｂｌ）および濾胞性リンパ腫についてのｔ（１４；１８）など）

；（ｉｉ）家族性ポリープ症またはガードナー症候群（結腸癌の可能性のある前

兆）；（ｉｉｉ）未確認の重要性の単一クローン性高ガンマグロブリン血症（多

発性骨髄腫の可能性のある前駆体）；ならびに（ｖｉ）メンデル（遺伝子）遺伝

パターンを示す癌または前癌疾患（例えば、結腸の家族性ポリープ症、ガードナ

ー症候群、遺伝性外骨腫症、多発性内分泌腺腫症（ｐｏｌｙｅｎｄｏｃｒｉｎｅ

  ａｄｅｎｏｍａｔｏｓｉｓ）、ポイツ－ジェガーズ症候群、フォン・レックリ

ングハウゼン病の神経線維腫症、アミロイド産生および褐色細胞腫をともなう甲

状腺髄様癌（ｍｅｄｕｌｌａｒｙ  ｔｈｙｒｏｉｄ  ｃａｒｉｃｉｎｏｍａ）、

網膜芽細胞腫、頸動脈小体腫瘍、皮膚の黒色癌、眼内の黒色癌、色素性乾皮症、

毛細血管拡張性運動失調、チェディアック－東症候群、白子症、ファンコーニ再

生不良性貧血およびブルーム症候群）を有する人の一親等。

      【０２９７】

  別の実施形態において、本発明の治療剤が、ヒト患者に投与されて、乳癌、結

腸癌、肺癌、膵臓癌、または子宮癌、あるいは黒色腫または肉腫の進行を防ぐ。

      【０２９８】

  （過剰増殖性障害および異常増殖性（ｄｙｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ）障

害）
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  本発明の１つの実施形態において、治療剤が、過剰増殖性障害または良性の異

常増殖性障害の治療的処置または予防的処置において投与される。過剰増殖性疾

患または障害の処置または予防における本発明の治療剤の効力が、当該分野にお

いて公知の任意の方法によってアッセイされ得る。そのようなアッセイとしては

、インビトロの細胞増殖アッセイ、過剰増殖性疾患または障害の動物モデルを使

用するインビトロまたはインビボアッセイなどが挙げられる。可能性のある効果

的な治療剤は、例えば、コントロールとの比較において、培養物中の細胞増殖を

促進し得るか、あるいは動物モデルにおける増殖または細胞増殖を生じ得る。

      【０２９９】

  本発明の特定の実施形態は、肝臓の肝硬変（瘢痕が、通常の肝臓再生プロセス

を上回る状態）；瘢痕プロセスが通常の再生を妨げる、皮膚の形状を損じること

を生じるケロイド（過形成性瘢痕）形成の処置；乾癬（皮膚の過剰な増殖および

適切な細胞運命の決定の遅延によって特徴付けられる一般的な皮膚の状態）；良

性腫瘍；線維性嚢状態および組織肥厚（例えば、良性膵臓肥厚）の処置または予

防に関する。

      【０３００】

  （神経変性障害）

  ＰＴＭＡＸタンパク質は、細胞成熟の脱調節およびアポトーシス（この両方が

神経変性疾患の特徴である）に関係している。従って、本発明の治療剤（限定さ

れることはないが、特に上記のタンパク質の活性を調節（または供給）する治療

剤）が、神経変性疾患の処置または予防において効果的であり得る。神経変性障

害に関与する上記のタンパク質の活性を調節する本発明の治療剤を、そのような

神経変性疾患および障害を処置または予防することにおける効力について、当該

分野において公知の任意の方法によってアッセイし得る。そのようなアッセイと

しては、調節された細胞成熟もしくはアポトーシスの阻害についてのインビトロ

アッセイ、または神経変性疾患もしくは障害の動物モデルを使用するインビボア

ッセイ、あるいは以下に記載する任意のアッセイが挙げられる。可能性のある効

果的な治療剤は、例えば限定されないが、コントロールと比較して、調節された

細胞成熟を促進し、培養物中の細胞アポトーシスを防ぎ、あるいは動物モデルに
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おける神経変性を減少する。

      【０３０１】

  一旦、神経変性疾患または障害が、調節活性による処置に対して感受性である

ことが示されると、その神経変性疾患または障害が、活性を調節する治療剤の投

与によって処置または予防され得る。そのような疾患としては、加齢に関与する

全ての変性性障害（特に、変形性関節症および神経変性障害）が挙げられる。

      【０３０２】

  （器官移植に関連する障害）

  ＰＴＭＡＸは、器官移植に関連する障害（特に、限定されないが、器官拒絶反

応）に関係している。本発明の治療剤（特に、活性を調節（または供給）する治

療剤）は、器官移植に関連する疾患または障害の処置または予防において効果的

であり得る。本発明の治療剤（特に、上記タンパク質のレベルまたは活性を調節

する治療剤）は、このような器官移植に関連する疾患および障害の処置または予

防における効力について、当該分野で公知の任意の方法によってアッセイされ得

る。このようなアッセイとしては、下記のような細胞培養モデルを使用するイン

ビトロアッセイ、または器官移植に関連する疾患および障害の動物モデルを使用

するインビボアッセイが挙げられる（例えば、以下を参照のこと）。潜在的に効

果的な治療剤は、例えば、限定されないが、コントロールに対して比較して、動

物モデルにおける免疫拒絶応答を減少する。

      【０３０３】

  従って、一旦、器官移植に関連する疾患および障害が、活性の調節による処置

に対して感受性であることが示されると、このような疾患または障害は、活性を

調節する治療剤の投与によって処置または予防され得る。

      【０３０４】

  （サイトカインおよび細胞増殖／分化活性）

  本発明のＰＴＭＡＸタンパク質は、サイトカイン活性、細胞増殖活性（誘導す

るか、または阻害するかのいずれか）、または細胞分化活性（誘導するか、また

は阻害するかのいずれか）を示し得るか、あるいは特定の細胞集団における他の

サイトカインの産生を誘導し得る。全ての既知のサイトカインを含む、現在まで
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に発見された多くのタンパク質因子は、因子依存性の１以上の細胞増殖アッセイ

において活性を示し、従って、これらのアッセイは、サイトカイン活性の簡便な

確認法として作用する。本発明のタンパク質の活性は、以下を含むが、これらに

限定されない細胞株についての多くの従来の因子依存性細胞増殖アッセイの任意

の１つによって確認される：３２Ｄ、ＤＡ２、ＤＡ１Ｇ、Ｔ１０、Ｂ９、Ｂ９／

１１、ＢａＦ３、ＭＣ９／Ｇ、Ｍ＋（ｐｒｅＢ  Ｍ＋）、２Ｅ８、ＲＢ５、ＤＡ

１、１２３、Ｔ１１６５、ＨＴ２、ＣＴＬＬ２、ＴＦ－１、Ｍｏ７ｅおよびＣＭ

Ｋ。

      【０３０５】

  本発明のタンパク質の活性は、数ある方法でもとりわけ、以下の方法によって

測定され得る：以下に記載されるアッセイを含むが、これらに限定されない、Ｔ

細胞増殖または胸腺細胞増殖についてのアッセイ：ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯ

ＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ，Ｃｏｌｉｇａｎら編、Ｇｒｅｅｎ  Ｐ

ｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ  ａｎｄ  Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒ

ｓｃｉｅｎｃｅ（第３章および第７章）；Ｔａｋａｉら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  

１３７：３４９４－３５００、１９８６；Ｂｅｒｔａｇｎｏｉｌｉら、Ｊ  Ｉｍ

ｍｕｎｏｌ  １４５：１７０６－１７１２、１９９０；Ｂｅｒｔａｇｎｏｌｌｉ

ら、Ｃｅｌｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １３３：３２７－３４１、１９９１；Ｂｅｒｔ

ａｇｎｏｌｌｉら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １４９：３７７８－３７８３、１９９

２；Ｂｏｗｍａｎら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １５２：１７５６－１７６１，１９

９４。

      【０３０６】

  脾細胞、リンパ節細胞または胸腺細胞のサイトカイン産生および／または増殖

についてのアッセイとしては、ＫｒｕｉｓｂｅｅｋおよびＳｈｅｖａｃｈ：ＣＵ

ＲＲＥＮＴ  ＰＲＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ．Ｃｏｌｉｇａｎ

ら編、第１巻、３．１２．１－１４頁、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎ

ｓ，Ｔｏｒｏｎｔｏ  １９９４；およびＳｃｈｒｅｉｂｅｒ：ＣＵＲＲＥＮＴ  

ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ．Ｃｏｌｉｇａｎら編、第１

巻、６．８．１－８頁、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ，Ｔｏｒｏｎ
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ｔｏ  １９９４に記載のアッセイが挙げられるが、これらに限定されない。

      【０３０７】

  造血細胞およびリンパ球産生細胞の増殖および分化についてのアッセイとして

は、以下によって記載されるアッセイが挙げられるが、これに限定されない：Ｂ

ｏｔｔｏｍｌｙら：ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭＭＵＮＯ

ＬＯＧＹ．Ｃｏｌｉｇａｎら編、第１巻、６．３．１－６．３．１２頁、Ｊｏｈ

ｎ  Ｗｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ，Ｔｏｒｏｎｔｏ  １９９１；ｄｅＶｒｉｅ

ｓら、Ｊ  Ｅｘｐ  Ｍｅｄ  １７３：１２０５－１２１１，１９９１；Ｍｏｒｅ

ａｕら、Ｎａｔｕｒｅ  ３３６：６９０－６９２、１９８８；Ｇｒｅｅｎｂｅｒ

ｇｅｒら、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  Ｕ．Ｓ．Ａ．８０：２９３

１－２９３８，１９８３；Ｎｏｒｄａｎ：ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ

  ＩＮ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ．Ｃｏｌｉｇａｎら編、第１巻、６．６．１－５

頁、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ，Ｔｏｒｏｎｔｏ  １９９１；Ｓ

ｍｉｔｈら、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  Ｕ．Ｓ．Ａ．８３：１８

５７－１８６１，１９８６；Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ  ｏｆ  ｈｕｍａｎ  Ｉｎ

ｔｅｒｌｅｕｋｉｎ  １１－Ｂｅｎｎｅｔｔら：ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣ

ＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ．Ｃｏｌｉｇａｎら編、第１巻、６．１５

．１頁、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ，Ｔｏｒｏｎｔｏ  １９９１

；Ｃｉａｒｌｅｔｔａら：ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭＭ

ＵＮＯＬＯＧＹ．Ｃｏｌｉｇａｎら編、第１巻、６．１３．１頁、Ｊｏｈｎ  Ｗ

ｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ，Ｔｏｒｏｎｔｏ  １９９１。

      【０３０８】

  抗原に対するＴ細胞クローン応答についてのアッセイ（とりわけ、増殖および

サイトカイン産生を測定することによって、ＡＰＣ－Ｔ細胞相互作用に影響し、

そしてＴ細胞の効果を指向するタンパク質を同定する）としては、以下に記載さ

れるアッセイが挙げられるが、これらに限定されない：ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯ

ＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ．Ｃｏｌｉｇａｎら編、Ｇｒｅｅｎ

  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ  ａｎｄ  Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔ

ｅｒｓｃｉｅｎｃｅ（第３章、第６章および第７章）；Ｗｅｉｎｂｅｒｇｅｒら
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、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ７７：６０９１－６０９５

，１９８０；Ｗｅｉｎｂｅｒｇｅｒら、Ｅｕｒ  Ｊ  Ｉｍｍｕｎ  １１：４０５

－４１１，１９８１；Ｔａｋａｉら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １３７：３４９４－

３５００，１９８６；Ｔａｋａｉら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １４０：５０８－５

１２，１９８８。

      【０３０９】

  （免疫刺激活性または免疫抑制活性）

  本発明のＰＴＭＡＸタンパク質はまた、免疫刺激活性または免疫抑制活性（ア

ッセイが本明細書中に記載される活性を含むが、これらに限定されない）を示し

得る。タンパク質は、種々の免疫不全および免疫障害（重症複合型免疫不全（Ｓ

ＣＩＤ）を含む）の処置（例えば、Ｔリンパ球および／またはＢリンパ球の成長

および増殖の（上方または下方）調節、ならびにＮＫ細胞および他の細胞集団の

細胞溶解活性の誘発）において有用であり得る。これらの免疫不全は、遺伝性で

あり得るか、またはウイルス（例えば、ＨＩＶ）および細菌感染または真菌感染

によって引き起こされ得るか、あるいは自己免疫障害から生じ得る。より詳細に

は、ウイルス感染、細菌感染、真菌感染または他の感染によって引き起こされる

感染性疾患は、本発明のタンパク質を使用して処置可能であり得、この感染とし

ては、ＨＩＶ、肝炎ウイルス、ヘルペスウイルス、ミコバクテリア、リーシュマ

ニア種、マラリア種による感染、およびカンジダ症のような種々の真菌感染が挙

げられる。もちろん、この点に関して、本発明のタンパク質はまた、免疫系に対

するブーストが、一般に所望され得る（すなわち、癌の処置において）場合に有

用であり得る。

      【０３１０】

  本発明のタンパク質を使用して処置され得る自己免疫障害としては、例えば、

以下が挙げられる：結合組織疾患、多発性硬化症、全身性エリテマトーデス、慢

性関節リウマチ、自己免疫性肺炎、ギヤン－バレー症候群、自己免疫性甲状腺炎

、インスリン依存性真性糖尿病、重症筋無力症、対宿主性移植片病および自己免

疫性炎症性眼疾患。本発明のこのようなタンパク質はまた、喘息（特に、アレル

ギー性喘息）または他の呼吸系障害のような、アレルギー反応およびアレルギー



(130) 特表２００３－５１００８０

状態の処置に有用であり得る。免疫抑制が所望される他の状態（例えば、器官移

植を含む）もまた、本発明のタンパク質を使用して処置可能であり得る。

      【０３１１】

  本発明のタンパク質を使用して、多くの方法で、免疫応答することが可能であ

り得る。下方調節は、すでに進行中の免疫応答を阻害またはブロックする形態で

あり得るか、免疫応答の誘導を妨げることを含み得る。活性化Ｔ細胞の機能は、

Ｔ細胞応答を抑制することによってか、またはＴ細胞における特異的寛容を誘導

することによってか、あるいはその両方によって阻害され得る。Ｔ細胞応答の免

疫抑制は、一般に、抑制剤に対するＴ細胞の連続的曝露を必要とする、能動的な

非抗原特異的プロセスである。寛容（Ｔ細胞における非応答性またはアネルギー

（ｅｎｅｒｇｙ）を誘導することを含む）は、一般的に抗原特異的であり、そし

て寛容化剤に対する曝露が停止した後で持続するという点で免疫抑制と識別可能

である。操作的には、寛容は、寛容化剤の非存在下における特異的抗原に対する

再曝露の際に、Ｔ細胞応答の欠如によって実証され得る。

      【０３１２】

  １以上の抗原機能（Ｂリンパ球抗原機能（例えば、Ｂ７のような）を含むが、

限定されない）を下方調節するか、または妨げること（例えば、活性化Ｔ細胞に

よる高レベルのリンホカイン合成を妨げること）は、組織、皮膚および器官の移

植の状況、ならびに対宿主性移植片病（ＧＶＨＤ）において有用である。例えば

、Ｔ細胞機能のブロックは、組織移植における組織破壊の減少を生じるはずであ

る。代表的に、組織移植において、移植片の拒絶は、Ｔ細胞によるその外来とし

ての認識、それに続く移植片を破壊する免疫反応を介して開始される。移植前に

免疫細胞上でＢ７リンパ球抗原のその天然のリガンドとの相互作用を阻害または

ブロックする分子（例えば、Ｂ７－２活性を有するペプチドの可溶性モノマー形

態単独、あるいは別のＢリンパ球抗原（例えば、Ｂ７－１、Ｂ７－３）またはブ

ロッキング抗体の活性を有するペプチドのモノマー形態との組み合わせ）の投与

は、対応する同時刺激シグナルの伝達を伴わずに、免疫細胞上でその分子の天然

のリガンドへの結合を導き得る。このような形態でＢリンパ球抗原機能をブロッ

クすることは、免疫細胞（例えば、Ｔ細胞）によるサイトカイン合成を妨げ、従
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って、免疫抑制剤として作用する。さらに、同時刺激の欠如はまた、Ｔ細胞を活

性化して、それによって被験体において寛容を誘導するのに十分であり得る。Ｂ

リンパ球抗原ブロッキング試薬による長期の寛容の誘導は、これらのブロッキン

グ試薬の繰り返しの投与の必要性を回避し得る。被験体において十分な免疫抑制

または寛容を達成するために、Ｂリンパ球抗原の機能をブロックすることもまた

必要であり得る。

      【０３１３】

  器官移植片拒絶またはＧＶＨＤの予防における特定のブロッキング試薬の効力

は、ヒトにおける効力を予測する動物モデルを使用して評価され得る。使用され

得る適切な系の例としては、ラットにおける同種異系の心臓移植片およびマウス

における異種膵臓島細胞移植片が挙げられ、その両方は、Ｌｅｎｓｃｈｏｗら、

Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５７：７８９－７９２（１９９２）およびＴｕｒｋａら、Ｐ

ｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ、８９：１１１０２－１１１０５

（１９９２）に記載されるようなインビボでのＣＴＬＡ４Ｉｇ融合タンパク質の

免疫抑制効果を試験するために使用されている。さらに、ＧＶＤＨのマウスモデ

ル（Ｐａｕｌ編、ＦＵＮＤＡＭＥＮＴＡＬ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ、Ｒａｖｅｎ

  Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、１９８９、８４６～８４７頁を参照のこと）

は、その疾患の発症に対する、インビボでのＢリンパ球抗原機能のブロックの効

果を決定するために使用され得る。

      【０３１４】

  ブロッキング抗原機能はまた、自己免疫疾患の処置に治療的に有用であり得る

。多くの自己免疫疾患は、自己組織に対して反応性であり、そしてその疾患の病

理に関係するサイトカインおよび自己抗体の産生を促進する、Ｔ細胞の不適切な

活性化の結果である。自己反応性Ｔ細胞の活性化の予防は、疾患の症状を軽減し

得るか、または排除し得る。Ｂリンパ球抗原のレセプター：リガンド相互作用を

破壊することによってＴ細胞の同時刺激をブロックする試薬の投与は、Ｔ細胞の

活性化を阻害し、そしてその疾患プロセスに関係し得る自己抗体またはＴ細胞誘

導性サイトカインの産生を妨げるために使用され得る。さらに、ブロッキング試

薬は、疾患の長期の軽減を導き得る自己反応性Ｔ細胞の抗原特異的寛容を誘導し
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得る。自己免疫障害の予防または軽減におけるブロッキング試薬の効力は、ヒト

自己免疫疾患のよく特徴付けられた多くの動物モデルを使用して決定され得る。

例としては、マウス実験用自己免疫脳炎、ＭＲＬ／ｌｐｒ／ｌｐｒマウスまたは

ＮＺＢハイブリッドマウスにおける全身性エリテマトーデス、マウス自己免疫コ

ラーゲン関節炎、ＮＯＤマウスおよびＢＢラットにおける真性糖尿病、ならびに

マウス実験用重症筋無力症が挙げられる（Ｐａｕｌ編、ＦＵＮＤＡＭＥＮＴＡＬ

  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ、Ｒａｖｅｎ  Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１９８

９、８４０～８５６頁を参照のこと）。

      【０３１５】

  免疫応答を上方調節する手段として、抗原機能（好ましくは、Ｂリンパ球抗原

機能）の上方調節もまた、治療に有用であり得る。免疫応答の上方調節は、既存

の免疫応答を増強するか、または初期免疫応答を誘発する形態であり得る。例え

ば、Ｂリンパ球抗原機能の刺激を介して免疫応答を増強することは、ウイルス感

染の場合において有用であり得る。さらに、全身性ウイルス疾患（例えば、イン

フルエンザ、感冒および脳炎）は、Ｂリンパ球抗原の刺激形態の全身性投与によ

って軽減され得る。

      【０３１６】

  あるいは、抗ウイルス免疫応答は、患者からＴ細胞を除去し、本発明のペプチ

ドを発現するか、または本発明の可溶性ペプチドの刺激形態を伴うかのいずれか

の、ウイルス抗原でパルスしたＡＰＣで、このＴ細胞をインビトロで同時刺激し

、そして患者にこのインビトロ活性化Ｔ細胞を再導入することによって、感染患

者において増強され得る。抗ウイルス免疫応答を増強する別の方法は、患者から

感染細胞を単離し、本明細書中に記載されるような本発明のタンパク質をコード

する核酸を、この感染細胞にトランスフェクトして（その結果、これらの細胞が

その表面上にこのタンパク質の全てまたは一部を発現する）、そしてこのトラン

スフェクト細胞を患者に再導入することである。ここで、この感染細胞は、イン

ビボでＴ細胞に対して同時刺激シグナルを送達し、それによってＴ細胞を活性化

することが可能である。

      【０３１７】
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  別の適用では、抗原機能（好ましくはＢリンパ球抗原機能）の上方調節または

増大が腫瘍免疫の誘導において有用であり得る。本発明の少なくとも１つのペプ

チドをコードする核酸をトランスフェクトされた腫瘍細胞（例えば、肉腫、黒色

腫、リンパ腫、白血病、神経芽細胞腫、癌腫）を、被験体中の腫瘍特異的寛容を

克服するために被験体に投与し得る。所望であれば、腫瘍細胞はトランスフェク

トされてペプチドの組み合わせを発現し得る。例えば、患者から得られた腫瘍細

胞に、Ｂ７－２－様活性を有するペプチド単独、またはＢ７－１－様活性および

／またはＢ７－３－様活性を有するペプチドを組み合わせて発現する発現ベクタ

ーを用いて、エクスビボでトランスフェクトし得る。このトランスフェクトされ

た腫瘍細胞は、患者に戻され、トランスフェクトされた細胞の表面上にペプチド

の発現を生じる。あるいは、遺伝子治療技法を用いて、インビボのトランスフェ

クションのために腫瘍細胞を標的化し得る。

      【０３１８】

  腫瘍細胞の表面上のＢ細胞リンパ球抗原の活性を有する本発明のペプチドの存

在は、Ｔ細胞に対して必要な同時刺激シグナルを提供し、トランスフェクトされ

た腫瘍細胞に対するＴ細胞媒介免疫応答を誘導する。さらに、ＭＨＣクラスＩま

たはＭＨＣクラスＩＩ分子を欠くか、または十分な量のＭＨＣクラスＩまたはＭ

ＨＣクラスＩＩ分子を再発現しない腫瘍細胞は、ＭＨＣクラスＩ鎖タンパク質お

よび2マイクログロブリンタンパク質、またはＭＨＣクラスＩＩａ鎖タンパク質

およびＭＨＣクラスＩＩ鎖タンパク質のすべてまたは一部（例えば、細胞質－ド

メイン短縮化部分）をコードする核酸でトランスフェクトされ得、それによって

細胞表面上にＭＨＣクラスＩまたはＭＨＣクラスＩＩタンパク質を発現する。Ｂ

リンパ球抗原（例えば、Ｂ７－１、Ｂ７－２、Ｂ７－３）の活性を有するペプチ

ドと組み合わせた適切なクラスＩまたはクラスＩＩ  ＭＨＣの発現は、トランス

フェクトされた腫瘍細胞に対するＴ細胞媒介性免疫応答を誘導する。必要に応じ

て、不変鎖（ｉｎｖａｒｉａｎｔ  ｃｈａｉｎ）のようなＭＨＣクラスＩＩ関連

タンパク質の発現をブロックするアンチセンス構築物をコードする遺伝子もまた

、Ｂリンパ球抗原の活性を有するペプチドをコードするＤＮＡで同時トランスフ

ェクトされ得、腫瘍関連抗原の提示を促進し、そして腫瘍特異的免疫を誘導する
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。従って、ヒト被験体におけるＴ細胞媒介免疫応答の誘導は、被験体における腫

瘍特異的寛容を十分に克服し得る。

      【０３１９】

  本発明のタンパク質の活性は、とりわけ、以下の方法により測定され得る：Ｃ

ＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ．Ｃｏｌｉｇ

ａｎら編、Ｇｒｅｅｎｅ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ  ａｎ

ｄ  Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ（第３章、第７章）；Ｈｅｒｒｍａ

ｎｎら、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ７８：２４８８－２

４９２、１９８１；Ｈｅｒｒｍａｎｎら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １２８：１９６

８－１９７４、１９８２；Ｈａｎｄａら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １３５：１５６

４－１５７２、１９８５：Ｔａｋａｉら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １３７：３４９

４－３５００、１９８６；Ｔａｋａｉら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １４０：５０８

－５１２、１９８８；Ｈｅｒｒｍａｎｎら、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓ

ｃｉ  ＵＳＡ  ７８：２４８８－２４９２、１９８１；Ｈｅｒｒｍａｎｎら、Ｊ

  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １２８：１９６８－１９７４、１９８２；Ｈａｎｄａら、Ｊ

  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １３５：１５６４－１５７２、１９８５；Ｔａｋａｉら、Ｊ

  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １３７：３４９４－３５００、１９８６；Ｂｏｗｍａｎら、

Ｊ  Ｖｉｒｏｌｏｇｙ  ６１：１９９２－１９９８；Ｔａｋａｉら、Ｊ  Ｉｍｍ

ｕｎｏｌ  １４０：５０８－５１２、１９８８；Ｂｅｒｔａｇｎｏｌｌｉら、Ｃ

ｅｌｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １３３：３２７－３４１、１９９１；Ｂｒｏｗｎら、

Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １５３：３０７９－３０９２、１９９４に記載のアッセイ

が挙げられるがこれらに限定されない、胸腺細胞または脾細胞の細胞傷害性のた

めの適切なアッセイ。

      【０３２０】

  Ｔ細胞依存性免疫グロブリン応答およびアイソタイプスイッチングのための（

特に、Ｔ細胞依存性抗体応答を調節し、しかもＴｈ１／Ｔｈ２プロフィールに影

響するタンパク質を同定する）アッセイとしては、Ｍａｌｉｓｚｅｗｓｋｉ、Ｊ

  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １４４：３０２８－３０３３、１９９０；ならびにＭｏｎｄ

およびＢｒｕｎｓｗｉｃｋ，ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭ
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ＭＵＮＯＬＯＧＹ、Ｃｏｌｉｇａｎら編、第１巻、３．８．１．－３．８．１６

頁、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ、Ｔｏｒｏｎｔｏ  １９９４に記

載のようなアッセイが挙げられるがこれらに限定されない。

      【０３２１】

  混合リンパ球反応（ＭＬＲ）アッセイ（特に、優先的にＴｈ１およびＣＴＬ応

答を生成するタンパク質を同定するアッセイ）としては、ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲ

ＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ．Ｃｏｌｉｇａｎら編、Ｇｒｅｅ

ｎｅ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ  ａｎｄ  Ｗｉｌｅｙ－Ｉ

ｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ（第３章、第７章）；Ｔａｋａｉら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏ

ｌ  １３７：３４９４－３５００、１９８６；Ｔａｋａｉら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏ

ｌ  １４０：５０８－５１２、１９８８；Ｂｅｒｔａｇｎｏｌｌｉら、Ｊ  Ｉｍ

ｍｕｎｏｌ  １４９：３７７８－３７８３、１９９２に記載のアッセイが挙げら

れるがこれらに限定されない。

      【０３２２】

  樹状細胞依存性アッセイ（特に、ナイーブなＴ細胞を活性化する樹状細胞によ

り発現されるタンパク質を同定するアッセイ）としては、Ｇｕｅｒｙら、Ｊ  Ｉ

ｍｍｕｎｏｌ  １３４：５３６－５４４、１９９５；Ｉｎａｂａら、Ｊ  Ｅｘｐ

  Ｍｅｄ  １７３：５４９－５５９、１９９１；Ｍａｃａｔｏｎｉａら、Ｊ  Ｉ

ｍｍｕｎｏｌ  １５４：５０７１－５０７９、１９９５；Ｐｏｒｇａｄｏｒら、

Ｊ  Ｅｘｐ  Ｍｅｄ  １８２：２５５－２６０、１９９５；Ｎａｉｒら、Ｊ  Ｖ

ｉｒｏｌ  ６７：４０６２－４０６９、１９９３；Ｈｕａｎｇら、Ｓｃｉｅｎｃ

ｅ  ２６４：９６１－９６５、１９９４；Ｍａｃａｔｏｎｉａら、Ｊ．Ｅｘｐ  

Ｍｅｄ  １６９：１２５５－１２６４、１９８９；Ｂｈａｒｄｗａｊら、Ｊ  Ｃ

ｌｉｎ  Ｉｎｖｅｓｔｉｇ  ９４：７９７－８０７、１９９４；およびＩｎａｂ

ａら、Ｊ  Ｅｘｐ  Ｍｅｄ  １７２：６３１－６４０、１９９０に記載のアッセ

イが挙げられるがこれらに限定されない。

      【０３２３】

  リンパ球生存／アポトーシスのためのアッセイ（特に、スーパー抗原誘導後に

アポトーシスを妨げるタンパク質およびリンパ球ホメオスタシスを調節するタン
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パク質を同定する）としては、Ｄａｒｚｙｎｋｉｅｗｉｃｚら、Ｃｙｔｏｍｅｔ

ｒｙ  １３：７９５－８０８、１９９２；Ｇｏｒｃｚｙｃａら、Ｌｅｕｋｅｍｉ

ａ  ７：６５９－６７０、１９９３；Ｇｏｒｃｚｙｃａら、Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅ

ｓ  ５３：１９４５－１９５１、１９９３；Ｉｔｏｈら、Ｃｅｌｌ  ６６：２３

３－２４３、１９９１；Ｚａｃｈａｒｃｈｕｋ、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １４５：

４０３７－４０４５、１９９０；Ｚａｍａｉら、Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ  １４：８

９１－８９７、１９９３；Ｇｏｒｃｚｙｃａら、Ｉｎｔｅｒｎａｔ  Ｊ  Ｏｎｃ

ｏｌ  １：６３９－６４８、１９９２に記載のアッセイが挙げられるがこれらに

限定されない。

      【０３２４】

  Ｔ細胞の拘束および発生の初期段階に影響するタンパク質のアッセイとしては

、Ａｎｔｉｃａら、Ｂｌｏｏｄ  ８４：１１１－１１７、１９９４；Ｆｉｎｅら

、Ｃｅｌｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １５５：１１１－１２２、１９９４；Ｇａｌｙら

、Ｂｌｏｏｄ  ８５：２７７０－２７７８、１９９５；Ｔｏｋｉら、Ｐｒｏｃ  

Ｎａｔ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８８：７５４８－７５５１、１９９１に記

載のアッセイが挙げられるがこれらに限定されない。

      【０３２５】

  （造血調節活性）

  本発明のＰＴＭＡＸタンパク質は、造血の調節において、そして結果として骨

髄細胞不全またはリンパ球細胞不全の処置において有用であり得る。コロニー形

成性細胞または因子依存性細胞株を支援する周縁の生物学的活性でさえ、造血を

調節することにおける、例えば、単独またはその他のサイトカインとの組み合わ

せで、赤血球系前駆体細胞の成長および増殖を支援することにおける関与を示し

、それによって、例えば、種々の貧血を処置することにおけるか、または赤血球

系前駆体細胞および／または赤血球細胞の産生を刺激するための照射／化学療法

と組み合わせた使用のための有用性；例えば、結果として骨髄抑制を防ぐかまた

は処置するための化学療法と組み合わせて有用な、骨髄細胞（例えば、顆粒球お

よび単球／マクロファージ）の成長および増殖を支持する（すなわち伝統的なＣ

ＳＦ活性）ことにおける有用性；巨核球そして結果として血小板の成長および増
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殖を支持し、それによって血小板減少症のような種々の血小板障害の予防または

処置を可能にすること、そして一般に、血小板輸血に代わる使用か、またはそれ

への優待のための有用性；および／または上記の任意および全ての造血幹細胞に

成熟し得、そしてそれ故、種々の幹細胞障害（再生不良性貧血および発作性夜行

性ヘモグロビン尿を含むがこれらに限定されない、通常、移植で処置されるよう

な障害）における治療有用性を見出す、造血幹細胞の成長および増殖を支持する

ことにおける有用性、ならびに正常細胞または遺伝子治療のために遺伝子操作さ

れた細胞として、インビボまたはエキソビボ（すなわち、骨髄移植または末梢前

駆体細胞移植（同種または異種）と組み合わせた）のいずれかで、照射／化学療

法後に幹細胞区画を再増殖させることにおける有用性を示す。

      【０３２６】

  本発明のタンパク質の活性は、特に、以下の方法により測定され得る：

種々の造血株の増殖および分化の適切なアッセイは上記で引用される。

      【０３２７】

  胚幹細胞分化のアッセイ（特に、胚分化造血に影響するタンパク質を同定する

アッセイ）は、制限されずに：Ｊｏｈａｎｓｓｏｎら、Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌｏｇ

ｙ  １５：１４１－１５１、１９９５；Ｋｅｌｌｅｒら、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂ

ｉｏｌ．１３：４７３－４８６、１９９３；ＭｃＣｌａｎａｈａｎら、Ｂｌｏｏ

ｄ  ８１：２９０３－２９１５、１９９３に記載のアッセイを含む。

      【０３２８】

  幹細胞生存および分化のアッセイ（特にリンパ－造血を調節するタンパク質を

同定するアッセイ）は、制限されずに：メチルセルロースコロニー形成アッセイ

、Ｆｒｅｓｈｎｅｙ：ＣＵＬＴＵＲＥ  ＯＦ  ＨＥＭＡＴＯＰＯＩＥＴＩＣ  Ｃ

ＥＬＬＳ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙら、編、Ｖｏｌ  ２６５－２６８頁、Ｗｉｌｅｙ－

Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、Ｎ．Ｙ  １９９４；Ｈｉｒａｙａｍａら

、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８９：５９０７－５９１１

、１９９２；ＭｃＮｉｅｃｅおよびＢｒｉｄｄｅｌｉ：ＣＵＬＴＵＲＥ  ＯＦ  

ＨＥＭＡＴＯＰＯＩＥＴＩＣ  ＣＥＬＬＳ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙら、編、Ｖｏｌ  

２３－３９頁、Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、Ｎ．Ｙ  １
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９９４；Ｎｅｂｅｎら、Ｅｘｐ  Ｈｅｍａｔｏｌ  ２２：３５３－３５９、１９

９４；Ｐｌｏｅｍａｃｈｅｒ：ＣＵＬＴＵＲＥ  ＯＦ  ＨＥＭＡＴＯＰＯＩＥＴ

ＩＣ  ＣＥＬＬＳ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙら、編、Ｖｏｌ  １－２１頁、Ｗｉｌｅｙ

－Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、Ｎ．Ｙ  １９９４；Ｓｐｏｏｎｃｅｒ

ｅｔら：ＣＵＬＴＵＲＥ  ＯＦ  ＨＥＭＡＴＯＰＯＩＥＴＩＣ  ＣＥＬＬＳ．Ｆ

ｒｅｓｈｎｅｙら、編、Ｖｏｌ  １６３－１７９頁、Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ，Ｉ

ｎｃ．Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、Ｎ．Ｙ  １９９４；Ｓｕｔｈｅｒｌａｎｄ：ＣＵＬＴ

ＵＲＥ  ＯＦ  ＨＥＭＡＴＯＰＯＩＥＴＩＣ  ＣＥＬＬＳ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙら

、編、Ｖｏｌ  １３９－１６２頁、Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．Ｎｅｗ  Ｙ

ｏｒｋ、Ｎ．Ｙ  １９９４に記載のアッセイを含む。

      【０３２９】

  （組織増殖活性）

  本発明のＰＴＭＡＸタンパク質はまた、神経組織成長または再生のために使用

される組成物、ならびに創傷治癒および組織修復および組織置換のために使用さ

れる組成物における有用性を有し得る。

      【０３３０】

  本発明のタンパク質はまた、ニューロン細胞の増殖のため、および神経および

脳組織の再生のために、すなわち、中枢神経系疾患および末梢神経系疾患および

神経障害、ならびにニューロン細胞または神経組織への変性、死滅または外傷を

含む機械的および外傷障害の処置のために有用であり得る。より詳細には、タン

パク質は、末梢神経損傷、末梢神経障害および局所神経障害のような末梢神経系

の疾患、ならびにアルツハイマー病，パーキンソン病、ハンチントン病、筋萎縮

側索硬化症、およびシャイ－ドレーガー症候群のような中枢神経系の疾患の処置

で用いられ得る。本発明に従って処置され得るさらなる症状は、脊髄障害，頭部

外傷および発作のような脳血管性疾患のような機械的および外傷的障害を含み得

る。化学的療法またはその他の医療治療から生じる末梢神経障害もまた、本発明

のタンパク質を用いて治療可能であり得る。

      【０３３１】

  本発明のタンパク質はまた、圧迫性潰瘍、血管不全に関連する潰瘍、手術およ
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び外傷創傷などを含むがこれらに限定されない非治癒創傷のより良好な、または

より迅速な閉鎖を促進するために有用であり得る。

      【０３３２】

  本発明のタンパク質がまた、器官（例えば、膵臓、肝臓、腸、腎臓、皮膚、内

皮を含む）、筋肉（平滑筋、骨格筋または心筋）および血管（血管内皮を含む）

組織のようなその他の組織の生成または再生に、またはこのような組織を含む細

胞の増殖を促進するために活性を示し得ることが予想される。所望の効果の一部

分は、線維症瘢痕の阻害または調整によってであり得、正常組織を再生させる。

本発明のタンパク質はまた、血管形成活性を示し得る。

      【０３３３】

  本発明のタンパク質はまた、腸の保護または再生のため、および肺もしくは肝

臓の線維症、種々の組織における再灌流傷害、および全身サイトカイン損傷から

生じる症状の処置のために有用であり得る。

      【０３３４】

  本発明のタンパク質はまた、前駆体組織または細胞から上記の組織の分化を促

進もしくは阻害するため；または上記の組織の増殖を阻害するために有用であり

得る。

      【０３３５】

  本発明のタンパク質の活性はまた、特に、以下の方法により測定され得る：

  組織生成活性のためのアッセイは、制限されずに：国際特許公開番号ＷＯ９５

／１６０３５（骨、軟骨、腱）；国際特許公開番号ＷＯ９５／０５８４６（神経

、ニューロン）；国際特許公開番号ＷＯ９１／０７４９１（皮膚、内皮）に記載

されるアッセイを含む。

      【０３３６】

  創傷治癒活性のためのアッセイは、制限されずに：Ｅａｇｌｓｔｅｉｎおよび

Ｍｅｎｚ、Ｊ．Ｉｎｖｅｓｔ．Ｄｅｒｍａｔｏｌ  ７１：３８２－８４（１９７

８）によって改変されるような、Ｗｉｎｔｅｒ、ＥＰＩＤＥＲＭＡＬ  ＷＯＵＮ

Ｄ  ＨＥＡＬＩＮＧ、７１－１１２頁（ＭａｉｂａｃｈおよびＲｏｖｅｅ編）、

Ｙｅａｒ  Ｂｏｏｋ  Ｍｅｄｉｃａｌ  Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ、Ｉｎｃ．、Ｃｈ
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ｉｃａｇｏに記載のアッセイを含む。

      【０３３７】

  （走化性／ケモキネシス活性）

  本発明のタンパク質は、哺乳動物細胞（例えば、単球、線維芽細胞、好中球、

Ｔ細胞、肥満細胞、好酸球、上皮細胞および／または内皮細胞を含む）について

の走化性またはケモキネシス活性（例えば、ケモカインとして作用する）を有し

得る。走化性およびケモキネシスタンパク質を使用して、所望の細胞集団を所望

の作用部位に動員または誘引し得る。走化性またはケモキネシスタンパク質は、

組織に対する創傷および他の外傷の処置、ならびに局所的感染の処置において、

特に利点を提供する。例えば、リンパ球、単球または好中球の、腫瘍または感染

部位への誘引は、腫瘍または感染因子に対する改善された免疫応答を生じ得る。

      【０３３８】

  タンパク質またはペプチドは、それが直接的または間接的に、特定の細胞集団

の指向された方向付けまたは移動を刺激し得る場合、そのような細胞集団につい

て走化性活性を有する。好ましくは、タンパク質またはペプチドは、細胞の移動

を直接刺激する能力を有する。特定のタンパク質が細胞の集団について走化性活

性を有するか否かは、細胞の走化性についての任意の公知のアッセイにおいて、

そのようなタンパク質またはペプチドを使用することによって、容易に決定され

得る。

      【０３３９】

  本発明のタンパク質の活性は、とりわけ、以下の方法によって測定され得る。

走化性活性についてのアッセイ（走化性を誘導するか、または妨げるタンパク質

を同定する）は、細胞の膜を横切っての移動を誘導するタンパク質の能力、なら

びに１つの細胞集団の別の細胞集団に対する接着を誘導するタンパク質の能力を

測定するアッセイからなる。移動および接着についての適切なアッセイとしては

以下に記載されるものが挙げられるが、これらに限定されない：ＣＵＲＲＥＮＴ

  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ、Ｃｏｌｉｇａｎら編（第

６．１２章、ＭＥＡＳＵＲＥＭＥＮＴ  ＯＦ  ＡＬＰＨＡ  ＡＮＤ  ＢＥＴＡ  

ＣＨＥＭＯＫＩＮＥＳ  ６．１２．１～６．１２．２８）；Ｔａｕｂら、Ｊ  Ｃ
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ｌｉｎ  Ｉｎｖｅｓｔ  ９５：１３７０～１３７６、１９９５；Ｌｉｎｄら、Ａ

ＰＭＩＳ  １０３：１４０～１４６、１９９５；Ｍｕｌｌｅｒら、Ｅｕｒ  Ｊ  

Ｉｍｍｕｎｏｌ  ２５：１７４４～１７４８；Ｇｒｕｂｅｒｅｔら、Ｊ  Ｉｍｍ

ｕｎｏｌ  １５２：５８６０～５８６７、１９９４；Ｊｏｈｎｓｔｏｎら、Ｊ  

Ｉｍｍｕｎｏｌ  １５３：１７６２～１７６８、１９９４。

      【０３４０】

  （レセプター／リガンド活性）

  本発明のタンパク質はまた、レセプター、レセプターリガンドまたはレセプタ

ー／リガンド相互作用のインヒビターもしくはアゴニストとしての活性を実証し

得る。そのようなレセプターおよびリガンドの例としては、限定することなく、

サイトカインレセプターおよびそのリガンド、レセプターキナーゼおよびそのリ

ガンド、レセプターホスファターゼおよびそのリガンド、細胞間相互作用に関与

するレセプターおよびそのリガンド（限定することなく、細胞接着分子（例えば

、セレクチン、インテグリンおよびそのリガンド）、ならびに抗原提示、抗原認

識および細胞性免疫応答および体液性免疫応答の発生に関与するレセプター／リ

ガンド対を含む）が挙げられる。レセプターおよびリガンドはまた、関連するレ

セプター／リガンド相互作用の可能性のあるペプチドまたは低分子インヒビター

のスクリーニングにおいて有用である。本発明のタンパク質（限定することなく

、レセプターおよびリガンドのフラグメントを含む）が、それ自体で、レセプタ

ー／リガンド相互作用のインヒビターとして有用であり得る。

      【０３４１】

  本発明のタンパク質の活性は、とりわけ、以下の方法によって測定され得る。

レセプター－リガンド活性の適切なアッセイとしては、限定することなく、以下

に記載されるものが挙げられる：ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  

ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ、Ｃｏｌｉｇａｎら編、Ｇｒｅｅｎｅ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉ

ｎｇ  Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ  ａｎｄ  Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ

（第７．２８章、Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ  ｏｆ  Ｃｅｌｌｕｌａｒ  Ａｄｈｅ

ｓｉｏｎ  ｕｎｄｅｒ  ｓｔａｔｉｃ  ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ  ７．２８．１－

７．２８．２２）、Ｔａｋａｉら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ
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ＳＡ  ８４：６８６４～６８６８、１９８７；Ｂｉｅｒｅｒら、Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍ

ｅｄ．１６８：１１４５～１１５６、１９８８；Ｒｏｓｅｎｓｔｅｉｎら、Ｊ．

Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１６９：１４９～１６０  １９８９；Ｓｔｏｌｔｅｎｂｏｒｇ

ら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ  １７５：５９～６８、１９９４；Ｓ

ｔｉｔｔら、Ｃｅｌｌ  ８０：６６１～６７０、１９９５。

      【０３４２】

  （抗炎症活性）

  本発明のタンパク質はまた、抗炎症活性を示し得る。抗炎症活性は、炎症応答

に関与する細胞に対する刺激を提供すること（細胞間相互作用（例えば、細胞接

着）を阻害するか、または促進することによって）によってか、炎症プロセスに

関与する細胞の走化性を阻害するか、または促進することによってか、細胞の血

管外遊出を阻害するか、または促進するかによってか、あるいは炎症応答を直接

的により阻害するか、またはより促進する他の因子の産生を刺激するか、または

抑制することによって、達成され得る。そのような活性を示すタンパク質を使用

して、炎症状態（慢性状態または急性状態を含む）（限定することなく、感染に

関連する炎症（例えば、敗血症性ショック、敗血症または全身性炎症応答症候群

（ＳＩＲＳ））、虚血－灌流損傷、内毒素の致死性、関節炎、補体媒介性激症拒

絶症、腎炎、サイトカイン誘導性肺損傷またはケモカイン誘導性肺損傷、炎症性

腸疾患、クローン病、またはＴＮＦのようなサイトカインの過剰産生または抗原

性物質もしくは抗原性材料に対する過敏症により生じるものが挙げられる）を処

置し得る。

      【０３４３】

  （腫瘍阻害活性）

  腫瘍の免疫学的処置または予防について上記に記載された活性に加えて、本発

明のタンパク質は、他の抗腫瘍活性を示し得る。タンパク質は、直接的または間

接的（例えば、ＡＤＣＣを介して）腫瘍増殖を阻害し得る。タンパク質は、腫瘍

組織または腫瘍前駆体組織に作用することによって、腫瘍増殖を支持するために

必要な組織の形成を阻害することによって（例えば、新脈管形成を阻害すること

によって）、腫瘍増殖を阻害する他の因子、物質または細胞型の産生を生じるこ
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とによって、あるいは腫瘍増殖を促進する因子、物質または細胞型を、抑制、除

去または阻害することによって、その腫瘍阻害活性を示し得る。

      【０３４４】

  （実施例）

  （実施例１．種々のクローンについての放射ハイブリッドマッピング）

  （放射ハイブリッドマッピングはクローンの染色体位置を提供する）

  ヒト染色体マーカーを用いる放射ハイブリッドマッピングを、本発明に記載の

多数のクローンについて実施した。これらの結果を得るために使用した手順は、

Ｓｔｅｅｎ，ＲＧら（Ａ  Ｈｉｇｈ－Ｄｅｎｓｉｔｙ  Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ  

Ｇｅｎｅｔｉｃ  Ｌｉｎｋａｇｅ  ａｎｄ  Ｒａｄｉａｔｉｏｎ  Ｈｙｂｒｉｄ

  Ｍａｐ  ｏｆ  ｔｈｅ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｒａｔ，Ｇｅｎｏｍｅ  Ｒｅ

ｓｅａｒｃｈ  １９９９（１９９９年５月２１日にオンラインで公開された）第

９巻，ＡＰＩ－ＡＰ８，１９９９）に記載される手順に類似する。無作為化した

放射により誘導したヒト染色体フラグメントを含む９３細胞クローンのパネルを

、９６ウェルプレート内で、所定のクローンを独特の様式で同定するように設計

したＰＣＲプライマーを使用して、スクリーニングした。表３は、クローンＡＣ

０１０７８４－１およびＡＣ０１０１７５＿Ａ．０．１について得られた結果を

提供する。

      【０３４５】

【表３】

  （実施例２．ＰＴＭＡＸ核酸の定量的発現分析）
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  種々のクローンの定量的発現を、Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ  Ｂｉｏｓｙｓｔ

ｅｍｓ  ＡＢＩ  ＰＲＩＳＭ（登録商標）７７００配列検出システムで実施され

るリアルタイム定量ＰＣＲ（ＴＡＱＭＡＭ（登録商標））によって、約４０個の

正常サンプルおよび約５４個の腫瘍サンプル（これらのサンプルは、以下の表に

同定される）中で評価した。

      【０３４６】

  最初に、９６ＲＮＡサンプルを－アクチンに対して正規化し、そしてＧＡＰＤ

Ｈ．ＲＮＡ（約５０ｎｇ総ＲＮＡまたは約１ｎｇポリＡ＋ＲＮＡ）を、ＴＡＱＭ

ＡＮ（登録商標）Ｒｅｖｅｒｓｅ  Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ  Ｒｅａｇｅｎ

ｔｓ  Ｋｉｔ（ＰＥ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｆｏｓｔｅｒ  Ｃｉｔｙ，ＣＡ；

ｃａｔ＃Ｎ８０８－０２３４）および製造者のプロトコールに従ったランダムな

６量体を使用してｃＤＮＡに変換した。反応を、２０μｌ中で実施し、そして３

０分間４８℃でインキュベートした。次いで、ｃＤＮＡ（５μｌ）を、製造業者

のプロトコールに従って、－アクチンおよびＧＡＰＤＨ  ＴＡＱＭＡＮ（登録商

標）Ａｓｓａｙ  Ｒｅａｇｅｎｔｓ（ＰＥ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ；ｃａｔ．＃

’ｓ４３１０８８１Ｅおよび４３１０８８４Ｅの各々）およびＴＡＱＭＡＮ（登

録商標）ｕｎｉｖｅｒｓａｌ  ＰＣＲ  Ｍａｓｔｅｒ  Ｍｉｘ（ＰＥ  Ｂｉｏｓ

ｙｓｔｅｍｓ；ｃａｔ＃４３０４４４７）を使用するＴＡＱＭＡＮ（登録商標）

反応のために、分離プレートに移した。反応を、以下のパラメータを使用して２

５μｌ中で実施した：５０℃で２分；９５℃で１０分；９５℃で１５秒／６０℃

で１分（４０サイクル）。結果を、ログスケールを使用するＣＴ値（所与のサン

プルは、蛍光の閾値レベルを通過するサイクル）として記録し、所定のサンプル

と最も小さいＣＴ値を有するサンプルとの間のＲＮＡ濃度の差は、２のΔＣＴ乗

として示した。％相対発現を、このＲＮＡ差の逆数をとり、そして１００をかけ

ることによって得る。β－アクチンおよびＧＡＰＤＨについて得られた平均ＣＴ

値は、ＲＮＡサンプルを正規化するために使用した。最も高いＣＴ値を発生する

ＲＮＡサンプルは、さらなる希釈を必要としないが、他の全てのサンプルは、そ

れらの－アクチン／ＧＡＰＤＨの平均ＣＴ値に従うこのサンプルと比較して希釈

した。



(145) 特表２００３－５１００８０

      【０３４７】

  正規化ＲＮＡ（５μｌ）を、ｃＤＮＡに転換し、製造者の指示に従って、Ｏｎ

ｅ  Ｓｔｅｐ  ＲＴ－ＰＣＲ  Ｍａｓｔｅｒ  Ｍｉｘ  Ｒｅａｇｅｎｔｓ（ＰＥ

  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ；ｃａｔ．＃４３０９１６９）および遺伝子特異的プラ

イマーを使用するＴＡＱＭＡＮ（登録商標）によって分析した。プローブおよび

プライマーを、インプットとして目的のクローンの配列を使用する、Ｐｅｒｋｉ

ｎ  Ｅｌｍｅｒ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ’ｓ  Ｐｒｉｍｅｒ  Ｅｘｐｒｅｓｓ  Ｓ

ｏｆｔｗａｒｅパッケージ（Ａｐｐｌｅ  Ｃｏｍｐｕｔｅｒ’ｓ  Ｍａｃｉｎｔ

ｏｓｈ  Ｐｏｗｅｒ  ＰＣ用のヴァージョンＩ）に従って、各アッセイに対して

設定した。デフォルトの設定を、反応条件に対して使用し、そして以下のパラメ

ータを、プライマーを選択する前に設定した：プライマーの濃度＝２５０ｎＭ、

プライマーの融点（Ｔm）範囲＝５８℃～６０℃、プライマーの最適Ｔm＝５９℃

、プライマーの最大差＝２℃、プローブは、５’Ｇを有さず、プローブＴmは、

プライマーＴmよりも１０℃高くなければならず、アンプリコンサイズ＝７５ｂ

ｐ～１００ｂｐ。選択されるプローブおよびプライマー（以下を参照のこと）は

、Ｓｙｎｔｈｅｇｅｎ（Ｈｏｕｓｔｏｎ，ＴＸ，ＵＳＡ）によって合成された。

プローブを、未反応の色素を除去するためにＨＰＬＣによって２回精製し、プロ

ーブの５’末端および３’末端の各々へのレポーター色素およびクエンチャー色

素のカップリングを立証するために、質量分析法によって評価した。正方向プラ

イマーおよび逆方向プライマーの最終濃度は、各々９００ｎＭであり、そしてプ

ローブの最終濃度は、２００ｎＭであった。

      【０３４８】

  ＰＣＲ条件：各組織および各細胞株由来の正規化ＲＮＡを、９６ウエルＰＣＲ

プレート（Ｐｅｒｋｉｎ  Ｅｌｍｅｒ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）の各ウエルにス

ポットした。２つのプローブ（ＰＲＯＴＨＹＡＸプローブで多重化されたＰＲＯ

ＴＨＹＡＸ特異的プローブおよび別の遺伝子特異的プローブ）を含むＰＣＲカク

テルを、ＰＥ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ  ７７０のための１×ＴａｑＭａｎTMＰＣ

Ｒ  Ｍａｓｔｅｒ  Ｍｉｘ（５ｍＭのＭｇＣｌ2、ｄＮＴＰ（ｄＡ、Ｇ、Ｃ、Ｕ

（１：１：１：２の比））、０．２５Ｕ／ｍｌ  ＡｍｐｌｉＴａｑ  ＧｏｌｄTM
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（ＰＥ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）、および０．４Ｕ／ｌのＲＮａｓｅインヒビタ

ーを有する）、ならびに０．２５Ｕ／ｌの逆転写酵素を用いて設定した。逆転写

を、４８℃で３０分間実施し、次いで以下のＰＣＲ増幅サイクルを実施した：９

５℃で１０分、次いで９０℃で１５秒間、６０℃で１分間を４０サイクル。

      【０３４９】

  （Ａ．クローン番号：ＡＣ０１０１７５（ＰＴＭＡ６））

  （プローブ名：Ａｇ１６５）

      【０３５０】

【表４】

      【０３５１】

【表５】
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ｃａ．＝癌

*＝転移から確立された

ｍｅｔ＝転移

ｓ  ｃｅｌｌ  ｖａｒ＝小細胞改変体

ｎｏｎ－ｓ＝ｎｏｎ－ｓｍ＝非小

ｓｑｕａｍ＝鱗状

ｐｌ．ｅｆｆ＝ｐｌ  ｅｆｆｕｉｏｎ＝胸水
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ｇｌｉｏ＝神経膠腫

ａｓｔｒｏ＝星状細胞腫

ｎｅｕｒｏ＝神経芽細胞腫

  上の表から、クローンＡＣ０１０１７５は、アッセイされたほとんどの正常細

胞および癌細胞で発現されることが理解される。特に、黒色腫  ＬＯＸ  ＩＭＶ

Ｉおよび胸腺において、顕著である。

      【０３５２】

  （Ｂ．クローン番号：ＡＣ００９４８５＿Ａ（ＰＴＭＡ  １））

  （プローブ名：Ａｇ１８４）

      【０３５３】

【表６】

      【０３５４】

【表７】
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  上の表から理解されるように、クローンＡＣ００９４８５＿Ａは、試験された

ほとんどの正常および癌細胞株（特に、胸腺および黒色腫  ＬＯＸ  ＩＭＶＩ）

において高度に発現される。

      【０３５５】

  （Ｃ．クローン番号：ＡＣ００９５３３＿Ａ（ＰＴＭＡ  ４））

  （プローブ名：Ａｇ１８５）

      【０３５６】



(152) 特表２００３－５１００８０

【表８】

      【０３５７】

【表９】



(153) 特表２００３－５１００８０



(154) 特表２００３－５１００８０

  上の表は、クローンＡＣ００９５３３＿Ａが、多くの正常および癌細胞株にお

いて高度に発現されることを示す。このクローンは、特に、黒色腫  ＬＯＸ  Ｉ

ＭＶＩ、乳房ｃａ．*（ｐｌ．ｅｆｆｕｓｉｏｎ）ＭＣＦ－７、肺ｃａ．（ｓ．

ｃｅｌｌ  ｖａｒ．）ＳＨＰ－７７、および結腸ｃａ．ＨＣＴ－１１６、ならび

に正常な胸腺細胞において、高度に発現される。

      【０３５８】

  （Ｄ．クローン番号ＡＬ１２１５８５＿Ａ（ＰＴＭＡ  ５））



(155) 特表２００３－５１００８０

  （プローブ名：Ａｇ１０９１）

      【０３５９】

【表１０】

      【０３６０】

【表１１】



(156) 特表２００３－５１００８０



(157) 特表２００３－５１００８０

  上の表から、クローンＡＬ１２１５８５＿Ａが、特定の細胞株において高度に

発現され、そして多くの他の細胞株においては弱くかまたは全く発現されないこ

とが理解される。このクローンは、正常な前立腺、胃および脂肪、ならびに乳房

ｃａ．*（ｐｌ．ｅｆｆｕｓｉｏｎ）Ｔ４７Ｄ、肺ｃａ．（小細胞）ＮＣＩ－Ｈ

６９、胃ｃａ．*（肝臓ｍｅｔ）ＮＣＩ－Ｎ８７、および結腸ｃａ．ＨＣＣ－２

９９８において高度に発現される。

      【０３６１】

  （他の実施形態）



(158) 特表２００３－５１００８０

  本発明は、その詳細な説明とともに記載されてきたが、前述の説明は例示であ

って、本発明の範囲を限定することを意図するのではないことが理解されるべき

である。本発明の範囲は、添付の特許請求の範囲の範囲により規定される。他の

局面、利点および改変は、上記の特許請求の範囲の範囲内にある。



(159) 特表２００３－５１００８０

【国際調査報告】



(160) 特表２００３－５１００８０



(161) 特表２００３－５１００８０



(162) 特表２００３－５１００８０



(163) 特表２００３－５１００８０



(164) 特表２００３－５１００８０
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