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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、本明細書中でＳＥＣＸポリペプチドと称され
る新規なポリペプチド、ならびにＳＥＣＸポリペプチド
をコードするポリヌクレオチドを提供する。ＳＥＣＸポ
リペプチドまたはＳＥＣＸポリヌクレオチド、あるいは
それらの誘導体、改変体、変異体、またはフラグメント
に免疫特異的に結合する抗体がまた、提供される。本発
明はさらに、ＳＥＣＸポリペプチド、ポリヌクレオチド
、および抗体が、広い範囲の病理学的状態を検出、予防
、および処置する際に使用される方法を提供する。
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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および１８からなる

群より選択さ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および１８からなる

群より選択さ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

態中の１以上のアミノ酸が該成熟形態のアミノ酸とは異なり、ただし、該改変体

は、該成熟形態のアミノ酸配列と１５％以下のアミノ残基が異なる、改変体；

  （ｃ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６および１８からなる

群より選択されるアミノ酸配列；および

  （ｄ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６および１８からなる

群より選択されるアミノ酸配列の改変体であって、ここで該改変体の１以上のア

ミノ酸が該成熟形態のアミノ酸配列とは異なり、ただし、該改変体は、該アミノ

酸配列と１５％以下のアミノ酸残基が異なる、改変体、

からなる群より選択されるアミノ酸配列を含む、単離されたポリペプチド。

    【請求項２】  請求項１に記載のポリペプチドであって、前記ポリペプチド

が、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６および１８からなる群よ

り選択されるアミノ酸配列の天然に存在する対立遺伝子改変体のアミノ酸配列を

含む、ポリペプチド。

    【請求項３】  請求項２に記載のポリペプチドであって、ここで、前記対立

形質改変体が、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５および１７から

なる群から選択される核酸配列と１つのヌクレオチドだけ異なる核酸配列の翻訳

物であるアミノ酸を含む、ポリペプチド。

    【請求項４】  請求項１に記載のポリペプチドであって、ここで該改変体の

アミノ酸配列が、保存的アミノ酸置換を含む、ポリペプチド。

    【請求項５】  単離された核酸分子であって、該核酸分子が、以下：

  （ａ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６および１８からなる

群から選択さ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および１８からなる
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群より選択されるアミノ酸配列の成熟形態の改変体であって、ここで、該改変体

における１以上のアミノ酸残基が、該成熟形態のアミノ酸配列とは異なり、ただ

し、該改変体は、該成熟形態のアミノ酸配列とは１５％以下のアミノ残基が異な

る、改変体；

  （ｃ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６および１８からなる

群より選択されるアミノ酸配列；

  （ｄ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６および１８からなる

群より選択されるアミノ酸配列の改変体であって、該改変体中の１以上のアミノ

酸残基が、該成熟形態のアミノ酸配列とは異なり、ただし、該改変体は、該アミ

ノ酸配列と１５％以下のアミノ酸残基が異なる、改変体；

  （ｅ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６および１８からなる

群より選択されるアミノ酸配列を含むポリペプチドまたは該ポリペプチドの改変

体の、少なくとも一部をコードする核酸フラグメントであって、ここで、該改変

体の１以上のアミノ酸残基が、該成熟形態のアミノ酸配列とは異なり、ただし、

該改変体は、該アミノ酸配列と１５％以下のアミノ酸残基が異なる、改変体；お

よび

  （ｆ）（ａ）、（ｂ）、（ｃ）、（ｄ）または（ｅ）の相補体を含む核酸分子

からなる群より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、核酸分子。

    【請求項６】  請求項５に記載の核酸分子であって、ここで、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、核酸分子。

    【請求項７】  請求項５に記載の核酸分子であって、ここで、前記核酸分子

が、天然に存在するポリペプチド改変体のアミノ酸配列を含むポリペプチドをコ

ードする、核酸分子。

    【請求項８】  請求項５に記載の核酸分子であって、前記核酸分子が、配列

番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５および１７からなる群より選択され

る核酸配列と１つのヌクレオチドだけ異なる核酸配列。

    【請求項９】  請求項５に記載の核酸分子であって、ここで、該核酸分子が

以下：
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  （ａ）配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５および１７からなる群

より選択されるヌクレオチド配列；

  （ｂ）ヌクレオチド配列であって、該ヌクレオチド配列が、配列番号１、３、

５、７、９、１１、１３、１５および１７からなる群より選択されるヌクレオチ

ド配列と、１つ以上のヌクレオチドが異なり、ただし、２０％以下のヌクレオチ

ドが該ヌクレオチド配列と異なる、ヌクレオチド配列；

  （ｃ）（ａ）の核酸フラグメント；および

  （ｄ）（ｂ）の核酸フラグメント；

からなる群より選択されるヌクレオチド配列を含む、核酸分子。

    【請求項１０】  請求項５に記載の核酸分子であって、ここで該核酸分子が

、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５および１７からなる群より選

択さ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、核酸分子。

    【請求項１１】  請求項５に記載の核酸分子であって、ここで、該核酸分子

が、以下：

  （ａ）前記アミノ酸配列をコードするコード配列と、１以上のヌクレオチド配

列が異なるコード配列を含む第１のヌクレオチド配列であって、ただし、該第１

のヌクレオチド配列の該コード配列における２０％以下のヌクレオチドが、該コ

ード配列とは異なる、ヌクレオチド配列；

  （ｂ）該第１のポリヌクレオチドに相補的な単離された第２のポリヌクレオチ

ド；および

  （ｃ）（ａ）または（ｂ）の核酸フラグメント；

からなる群より選択されるヌクレオチド配列を含む、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

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。
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    【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】  サンプル中の請求項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と接触させる

工程；および

  （ｃ）該ポリペプチドに結合する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中のポリペプチドの存在または量を決定する

、方法。

    【請求項１９】  サンプル中の請求項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接触させる工程；および

  （ｃ）該核酸分子に結合する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中の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因子を同定する

方法であって、該方法は、以下：

  （ａ）該ポリペプチドを該因子に接触する工程；および

  （ｂ）該因子が該ポリペプチドに結合するか否かを決定する工程

を包含する、方法。

    【請求項２１】  請求項１に記載のポリペプチドの発現または活性を調節す

る因子を同定するための方法であって、該方法が、以下：

  （ａ）該ポリペプチドを発現する細胞を提供する工程；

  （ｂ）該細胞を候補因子と接触させる工程；および

  （ｃ）該因子が該ポリペプチドの発現または活性を調節するか否かを決定する

工程、
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を包含し、それによって該ペプチドの発現または活性における変化が、該ポリペ

プチドの発現または活性を調節する該因子を示す、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、該方法が、該ポリペプチドを発現する細胞サンプルを、該ポリペプ

チドの活性を調節するために十分な量で該ポリペプチドに結合する化合物と接触

させる工程を包含する、方法。

    【請求項２３】  ＳＥＣＸ関連性障害を処置または予防するための方法であ

って、該方法が、そ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ＳＥＣＸ関連性障害を処置または予防するために十分な量で、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】  ＳＥＣＸ関連性疾患を処置または予防する方法であって、

該方法が、そのような処置または予防が所望される被験体に、該被験体の該ＳＥ

ＣＸ関連性障害を処置または予防するために十分な量で、請求項５に記載の核酸

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】  ＳＥＣＸ関連性障害を処置または予防する方法であって、

該方法が、そのような処置または予防が所望される被験体に、該被験体の該ＳＥ

ＣＸ関連性障害を処置または予防するために十分な量で、請求項１５に記載の抗

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１５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

キャリアを含有する、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

リアを含有する、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

アを含有する、薬学的組成物。

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

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

、キット。

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

、キット。

    【請求項３５】  第１の哺乳動物被験体における請求項１に記載のポリペプ

チドの変化したレベルと関連する疾患の存在または素因を決定するための方法で

あって、該方法が、以下：

  （ａ）該第１の哺乳動物被験体由来のサンプル中の該ポリペプチドの発現レベ

ルを測定する工程；および

  （ｂ）工程（ａ）の該サンプル中の該ポリペプチドの量を、該疾患を有さない

ことが既知であるかまたは該疾患にかかりにくいことが既知の、第２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１の被験体における該

ペプチドの発現レベルにおける変化が、該疾患の存在または素因を示す、方法。

    【請求項３６】  第１の哺乳動物被験体における請求項５に記載の核酸分子

の変化したレベルと関連する疾患の存在または素因を決定するための方法であっ

て、該方法が、以下：

  （ａ）該第１の哺乳動物被験体由来のサンプル中の該核酸の量を測定する工程

；および

  （ｂ）工程（ａ）の該サンプル中の該核酸の量を、該疾患を有さないことが既

知であるかまたは該疾患にかかりにくいことが既知の、第２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核酸の量と比較する工程を包含し、

  ここで、該コントロールサンプルと比較した場合の該第１の被験体における該

核酸レベルにおける変化が、該疾患の存在または素因を示す、方法。

    【請求項３７】  哺乳動物において病理学的状態を処置する方法であって、

該方法が、該病理状態を緩和するために十分な量でポリペプチドを該哺乳動物に

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および１８またはそれらの生物学的に活性なフラグメン
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トの少なくとも１つのアミノ酸配列を含むポリペプチドに少なくとも９５％同一

なアミノ酸配列を有するポリペプチドである、方法。

    【請求項３８】  哺乳動物の病理学的状態を処置する方法であって、該方法

が、該病理学的状態を緩和するために十分な量で請求項１５に記載の抗体を該哺

乳動物に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、ポリ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に

関する。

      【０００２】

  （発明の背景）

  多くの生物学的に重要なタンパク質は、複数の膜結合オルガネラを通過した後

で細胞から分泌される。これらのタンパク質は、そのタンパク質中またはそのタ

ンパク質の前駆体形態中での、ソーティングシグナルと呼ばれる配列モチーフの

存在によってしばしば同定され得る。これらのソーティングシグナルは、適切な

細胞オルガネラに対してそのタンパク質を標的化することを補助し得る。

      【０００３】

  １つのタイプのソーティングシグナルは、シグナル配列（これは、シグナルペ

プチドまたはリーダー配列とも呼ばれている）である。このシグナル配列は、新

たに合成されるポリペプチド上のアミノ末端伸長として存在し得る。シグナル配

列は、小胞体（ＥＲ）として公知のオルガネラへタンパク質を「標的化」する能

力を有する。

      【０００４】

  シグナルペプチドは、一連のタンパク質－タンパク質相互作用またはタンパク

質－脂質相互作用に関与し、これは、シグナル配列を含むポリペプチドを、ＥＲ

のチャネルを介して移行させる。移行後、膜結合型酵素（シグナルペプチダーゼ

と呼ばれる）は、成熟タンパク質をシグナル配列から遊離させる。

      【０００５】

  分泌型および膜結合型のタンパク質は、多くの生物学的に多様な活性に関与す

る。公知の分泌型タンパク質の例としては、インスリン、インターフェロン、イ

ンターロイキン、トランスフォーミング増殖因子β、ヒト成長ホルモン、エリス

ロポエチン、およびリンホカインが挙げられる。これまでに、ヒト膜結合型およ

び分泌型のタンパク質をコードする限定された数の遺伝子のみが同定されている
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。

      【０００６】

  （発明の要旨）

  本発明は、新規な核酸およびそれによってコードされる分泌ポリペプチドの発

見に一部基づく。新規な核酸およびポリペプチドには、ＳＥＣ１、ＳＥＣ２、Ｓ

ＥＣ３、ＳＥＣ４、ＳＥＣ５、ＳＥＣ６、ＳＥＣ７、ＳＥＣ８、ＳＥＣ９、ＳＥ

Ｃ１０、ＳＥＣ１１、およびＳＥＣ１２の核酸およびポリペプチドが挙げられる

。これらの核酸およびポリペプチドは、本明細書中では、集合的に「ＳＥＣＸ」

と呼ばれる。

      【０００７】

  従って、一つの局面において、本発明は、例えば、ＳＥＣＸ核酸（例えば、配

列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１、２３および

２５のいずれか）を含む単離された核酸分子を提供する。いくつかの実施形態に

おいて、ＳＥＣＸ核酸は、ＳＥＣＸポリペプチド（例えば、配列番号２、４、６

、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２または２４、あるいはそのフ

ラグメント、ホモログ、アナログ、または誘導体のいずれかのアミノ酸配列を含

むポリペプチド）をコードする。核酸は、例えば、ＳＥＣＸポリペプチドのアミ

ノ酸配列を含むポリペプチドに対して少なくとも８５％同一なポリペプチドをコ

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フラグメント

、ｃＤＮＡ分子などであり得る。

      【０００８】

  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、本発明の範囲に含まれる。

      【０００９】

  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。

      【００１０】

  別の局面において、本発明は、ＳＥＣＸ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。
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      【００１１】

  さらなる局面において、本発明は、実質的に精製されたＳＥＣＸポリペプチド

（例えば、ＳＥＣＸ核酸によってコードされるＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸ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。

      【００１２】

  なおさらなる局面において、本発明は、ＳＥＣＸポリペプチドに特異的に結合

する抗体を提供する。この抗体は、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、ＳＥＣＸ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。

      【００１３】

  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。

      【００１４】

  本発明はさらに、ＳＥＣＸ核酸（例えば、ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸポリペプチド

を産生するための方法を提供する。次いで、発現されたＳＥＣＸポリペプチドは

、細胞から回収される。好ましくは、その細胞は、ほとんどまたは全く内因性の

ＳＥＣＸ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。

      【００１５】

  本発明はまた、サンプルをＳＥＣＸポリペプチドまたはＳＥＣＸ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ＳＥＣＸポリペプチドまたはＳＥＣＸ核酸を同定す

る方法に関する。
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      【００１６】

  本発明はさらに、ＳＥＣＸポリペプチドを化合物と接触させ、ＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸ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。

      【００１７】

  本発明はまた、ＳＥＣＸポリペプチドを化合物と接触させ、その化合物が、Ｓ

ＥＣＸポリペプチドの活性を改変するか、ＳＥＣＸポリペプチドに結合するか、

またはＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸポリペプチド活性を調節する化合物に関する

。

      【００１８】

  別の局面において、本発明は、被験体のＳＥＣＸ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、被験体からのサンプルを提供

する工程、およびこの被験体サンプル中のＳＥＣＸ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ＳＥＣＸポリペプチドの量を、コ

ントロールサンプル中のＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸポリペプチドの量における変化は、この被験体が、組織増殖

関連状態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、一致する

個体（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、

組織増殖関連状態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、被験体が組織増殖関連障害を有すると疑われていな

い場合に、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、ＳＥＣＸ

は、ＳＥＣＸ抗体を使用して検出される。

      【００１９】

  さらなる局面において、本発明は、被験体におけるＳＥＣＸ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、被験体からの核酸

サンプル（例えば、ＲＮＡもしくはＤＮＡ、またはその両方）を提供する工程、

および被験体の核酸サンプル中のＳＥＣＸ核酸の量を測定する工程を包含する。
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次いで、被験体核酸中のＳＥＣＸ核酸サンプルの量を、コントロールサンプル中

のＳＥＣＸ核酸の量と比較する。コントロールサンプル中のＳＥＣＸの量に対す

るサンプル中のＳＥＣＸ核酸の量における変化は、この被験体が組織増殖関連障

害を有することを示す。

      【００２０】

  なおさらなる局面において、本発明は、ＳＥＣＸ関連障害を処置するかまたは

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、ＳＥＣＸ核酸、ＳＥＣＸポリペプチド、ま

たはＳＥＣＸ抗体を、被験体の組織増殖関連障害を処置、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。

      【００２１】

  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、および他の参考文献は、その全体が参考として援用される。矛盾する

場合には、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。

      【００２２】

  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上記の特許請求

の範囲から明らかとなる。

      【００２３】

  （発明の詳細な説明）

  本発明は、ポリ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。１２個の核酸配列およびそれらがコードするポリペプチドが本発明に

含まれる。これらの配列は、集合的に「ＳＥＣＸ核酸」または「ＳＥＣＸ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、「ＳＥＣ

Ｘポリペプチド」または「ＳＥＣＸタンパク質」と呼ばれる。他に示されない場
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合、「ＳＥＣＸ」は、ＳＥＣ１、ＳＥＣ２、ＳＥＣ３、ＳＥＣ４、ＳＥＣ５、Ｓ

ＥＣ６、ＳＥＣ７、ＳＥＣ８、ＳＥＣ９、ＳＥＣ１０、ＳＥＣ１１、およびＳＥ

Ｃ１２を含む。

      【００２４】

  図２０は、種々の開示されたＳＥＣＸ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。図２０には、以下のような特徴が含まれる：

  図２０のカラム１は、「ＳＥＣＸ番号」と題され、本発明に従う核酸に割り当

てられたＳＥＣＸ番号を示す。

      【００２５】

  図２０のカラム２は、「クローンＩＤ番号」と題され、示されたＳＰについて

の第２のＩＤ番号を提供する。

      【００２６】

  図２０のカラム３は、「組織発現」と題され、示されたＳＥＣＸ核酸が発現さ

れる組織を示す。

      【００２７】

  図２０のカラム４～７は、示されたＳＥＣＸ核酸およびＳＥＣＸポリペプチド

について示される構造的情報を記載する。

      【００２８】

  図２０のカラム８は、「タンパク質類似性」と題され、示されたＳＥＣＸによ

てコードされるポリペプチドに関連するＢＬＡＳＴＰ  Ｎｏｎ－ｒｅｄｕｎｄａ

ｎｔ  Ｃｏｍｐｏｓｉｔｅデータベースからの以前に記載されたタンパク質を列

挙する。これらの配列は、＜ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｇｏｖ

．／＞から取り出し得る。

      【００２９】

  図２０のカラム９は、「タンパク質類似性」と題され、示されたＳＥＣＸによ

ってコードされるポリペプチドに関連する、以前に記載されたヒト配列を列挙す

る。

      【００３０】

  図２０のカラム１０は、「シグナルペプチド切断部位」と題され、Ｓｉｇｎａ
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ｌＰによって決定された、シグナルペプチドが切断される推定のヌクレオチド位

置を示す。

      【００３１】

  図２０のカラム１１は、「細胞内局在」と題され、示されたＳＥＣＸポリペプ

チドの推定の細胞内局在を示す。

      【００３２】

  表１は、開示されたＳＥＣＸ核酸およびＳＥＣＸポリペプチドについての種々

のＳＥＣＸ配列ならびに配列番号（ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：）に対応するクローン

ＩＤ番号を含む。

      【００３３】

【表１】
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      【００３４】

  本明細書中で開示されるＳＥＣＸ核酸およびＳＥＣＸポリペプチドについての

核酸配列およびポリペプチド配列は、以下に提供される。

      【００３５】

  本発明に従うＳＥＣＸ核酸、およびそれらがコードするポリペプチドは、種々

の適用および状況において有用である。例えば、本発明に従う種々のＳＥＣＸ核

酸およびＳＥＣＸポリペプチドは、とりわけ、以前に記載されたタンパク質に対
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するドメインおよび配列の関連性の存在に従う、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。

      【００３６】

  本発明に従うＳＥＣＸ核酸およびＳＥＣＸポリペプチドはまた、本発明に従う

示されたＳＥＣＸについての細胞型を同定するために使用され得る。このような

細胞型の非限定的な例は、本発明に従うＳＥＣＸについて、図２０、カラム３に

おいて列挙される。本明細書中に開示されるＳＥＣＸ核酸およびＳＥＣＸポリペ

プチドについてのさらなる有用性は、以下に記載される。

      【００３７】

  （ＳＥＣ１）

  本発明に従うＳＥＣ１核酸およびＳＥＣ１ポリペプチドは、クローン３４４５

４５２（配列番号１）の核酸配列を含む。この開示された配列は、９３２ヌクレ

オチド長であり、そしてヌクレオチド１１３～７９３のオープンリーディングフ

レーム（ＯＲＦ）を含む。このＯＲＦは、２５７３４．１ダルトンの推定分子量

を有する２２７アミノ酸残基を含む分泌タンパク質（配列番号２）をコードする

。この開示されたタンパク質のアミノ酸配列もまた、図１に示される。

      【００３８】

  この開示されたＳＥＣ１核酸配列は、もともと前立腺組織において同定された

。

      【００３９】

  この開示されたＳＥＣ１ポリペプチド配列は、ＰＳＯＲＴコンピュータプログ

ラムによって、０．７３８０の確実性で原形質膜の外側に局在することが予測さ

れる。ＳｉｇｎａｌＰコンピュータプログラムは、切断可能なＮ末端配列が存在

し、最も可能性の高い切断部位は、配列ＶＴＧ－ＤＥにおいて、残基２２と２３

との間の切断部位であることを予測する。

      【００４０】

  １８７残基のＲａｔｔｕｓ  ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓホスファチジルエタノール

アミン結合タンパク質（ＰＥＢＰ）（２３ｋＤａモルヒネ結合タンパク質）（Ｐ

２３Ｋ）（ＡＣＣ：Ｐ３１０４４）に対して、このコードされたポリペプチドの
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１２８残基のうちの５２残基（４０％）が同一であり、そして１２８残基のうち

の７２残基（５６％）がポジティブである。

      【００４１】

  １８６残基のヒトホスファチジルエタノールアミン結合タンパク質（ＰＥＢＰ

）（ニューロペプチドＨ３）（ＡＣＣ：Ｐ３００８６）に対して、このコードさ

れたタンパク質はまた、１２０残基のうちの４４残基（３６％）が同一、そして

１２０残基のうちの６６残基（５５％）のポジティブである。これらの類似性の

結果として、本発明のＳＥＣ１タンパク質は、膜結合（ｍｅｍｂｒａｎｅ  ａｓ

ｓｏｃｉａｔｅｄ）機能または膜結合（ｍｅｍｂｒａｎｅ  ｂｉｎｄｉｎｇ）機

能を有するタンパク質を含む。

      【００４２】

  ＳＥＣ１ポリペプチドは、この開示されたＳＥＣ１核酸配列によってコードさ

れる本発明の膜結合タンパク質、ならびに翻訳後修飾の結果としてそこから生じ

る任意の成熟タンパク質を含む。従って、本発明のタンパク質は、ＳＥＣ１タン

パク質の前駆体および任意の活性型の両方を含む。

      【００４３】

  （ＳＥＣ２）

  本発明のＳＥＣ２核酸は、クローン４０１１９９９の核酸配列（配列番号３）

を含む。この核酸配列は、図２に示される。この開示されるヌクレオチド配列は

、７３４ヌクレオチドを含む。ＯＲＦは、ヌクレオチド６６～６８の開始コドン

で始まるヌクレオチド配列中に存在する。終止コドンは、このＯＲＦ中には存在

しない。

      【００４４】

  コードされたタンパク質は、図２に示されるような、２２３アミノ酸残基（配

列番号４）を含み、推定分子量が２４４９９ダルトンである、分泌タンパク質で

ある。開示されるＳＥＣ２ポリペプチドは、確実性０．８０５６で、原形質膜に

局在するとＰＳＯＲＴコンピュータープログラムによって推測される。Ｓｉｇｎ

ａｌＰコンピュータープログラムは、このタンパク質が、切断可能なＮ末端シグ

ナル配列を保有するようであると推測する。有望な切断部位は、配列ＳＬＳ－Ｌ
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Ｄにおいて、残基２７と残基２８との間である。

      【００４５】

  開示されるＳＥＣ２ポリペプチドの残基７９～１５３を含むセグメントは、２

７０アミノ酸残基のヒトＰＭＳ２関連タンパク質ＨＰＭＳＲ６（ＳＰＴＲＥＭＢ

Ｌ－ＡＣＣ：Ｑ１３６７０）に対して７６アミノ酸残基のうちの５５残基（７２

％）が同一であり、そして上記ヒトＰＭＳ２関連タンパク質ＨＰＭＳＲ６に対し

て７６残基のうちの６１残基（８０％）がポジティブである。このタンパク質は

、Ｎｉｃｏｌａｉｄｅｓら、Ｇｅｎｏｍｉｃｓ  ３０：１９５～２０６、１９９

５に記載される。

      【００４６】

  残基１０９～２１９を含むこの開示されるポリペプチドのセグメントは、２８

７残基のヒトウロプラキン（ｕｒｏｐｌａｋｉｎ）ＩＩＩ（ＳＰＴＲＥＭＢＬ－

ＡＣＣ：Ｏ７５６３１）（分化依存性の細胞表面糖タンパク質）に対して１２７

残基のうちの４８残基（３７％）が同一であり、そして上記ウロプラキンＩＩＩ

に対して１２７残基のうちの６９残基（５４％）がポジティブである。

      【００４７】

  ウロプラキンＩＩＩは、４７ｋＤａの組織特異的かつ分化依存性の尿路上皮細

胞表面糖タンパク質である。Ｗｕら、Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｓｃｉ．１０６：３１～４

３、１９９３を参照のこと。４７ｋＤａ糖タンパク質であるウロプラキンＩＩＩ

（ＵＰＩＩＩ）は、ウロプラキンＩ（２７ｋＤａ）およびウロプラキンＩＩ（１

５ｋＤａ）とともに、非対称性単位膜（ＡＵＭ）を形成し、この膜は、膀胱上皮

の先端表面に特徴的である、高度に特殊化した生体膜である。脱グリコシル化お

よびｃＤＮＡ配列決定により、ＵＰＩＩＩが、２８．９ｋＤａのコアタンパク質

に結合した２０ｋＤａまでのＮ結合型糖を含むことが明らかになった。Ｎ末端シ

グナルペプチド配列およびカルボキシル末端付近に位置する単一の膜貫通ドメイ

ンの存在、ならびに可能なＮグリコシル化部位すべてのアミノ末端位置は、Ｉ型

（すなわち、Ｎ－エキソ／Ｃ－サイト）の膜貫通（ｓｐａｎｎｉｎｇ）立体構造

の証拠となる。従って、ＵＰＩＩＩの細胞外ドメインの質量（２０ｋＤａ、プラ

ス２０ｋＤａまでの糖）は、その細胞内ドメインの質量（５ｋＤａ）を大幅に超
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える。このような非対照的質量分布は、他の主要なウロプラキンにより共有され

る特徴であり、この分布は、ＡＵＭの管腔リーフレットが細胞質のリーフレット

のほぼ２倍の厚さである理由に関する分子的説明を提供する。主要なＡＵＭタン

パク質間のＵＰＩＩＩのみが重要な細胞質ドメインを保有するという事実は、こ

の分子が、最終分化した尿路上皮細胞におけるＡＵＭ－細胞骨格相互作用におい

て重要な役割を果たし得ることを示唆する。

      【００４８】

  本発明のタンパク質は、開示されるＳＥＣ２核酸によりコードされるアミノ酸

配列を有するポリペプチド、ならびに翻訳後修飾の結果としてそのポリペプチド

から生じる任意の成熟タンパク質を含む。従って、本発明のタンパク質は、その

ＳＥＣ２タンパク質の前駆体および任意の活性形態の両方を包含する。本発明の

ＳＥＣ２タンパク質は、ウロプラキン様タンパク質の機能的活性を有するポリペ

プチドを含む。

      【００４９】

  （ＳＥＣ３）

  本発明のＳＥＣ３核酸およびポリペプチドは、クローン１７０８９８７８．０

．５の核酸配列（配列番号５）を含む。この開示されるＳＥＣ３核酸配列は、２

６７２ヌクレオチド長であり図３に示される。この配列は、ヌクレオチド２６４

～２６３０を含むＯＲＦを含む。このＯＲＦは、７８８アミノ酸残基（配列番号

６）の、推定分子量が８８３３７ダルトンである、分泌タンパク質をコードする

。コードされるポリペプチドの配列は、図２に示される。

      【００５０】

  開示されるＳＥＣ３核酸の発現は、唾液腺および胎児脳組織において検出され

る。

      【００５１】

  コードされるポリペプチドは、確実性０．４６００で、原形質膜に局在すると

ＰＳＯＲＴコンピュータープログラムによって推測される。ＳｉｇｎａｌＰコン

ピュータープログラムは、切断可能なＮ末端シグナル配列が存在することを予測

し、最も可能性のある切断部位は、配列ＣＳＰ－ＥＩにおいて、残基２２と残基
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２３との間である。

      【００５２】

  コードされるタンパク質は、Ｇａｌｌｕｓ  ｇａｌｌｕｓ（ニワトリ）の７８

９残基のカドヘリン－１０前駆体（ＡＣＣ：Ｐ７９９９５）に対して７８８残基

のうちの７２９残基（９２％）が同一であり、そして上記カドヘリン－１０前駆

体に対して７８８残基のうちの７５８残基（９６％）がポジティブである。さら

に、このＳＥＣ３タンパク質は、７９０残基ヒトカドヘリン－６前駆体（腎臓カ

ドヘリン；Ｋ－カドヘリン）（ＡＣＣ：Ｐ５５２８５）に対して７９０残基のう

ちの５７７残基（７３％）が同一であり、そして上記ヒトカドヘリン－６前駆体

に対して７９０残基のうちの６７６残基（８５％）がポジティブである。

      【００５３】

  このコードされるタンパク質はまた、ラットカドヘリン－１０に対して６５０

残基のうちの６３６残基（９７％）が同一であり、そして上記ラットカドヘリン

－１０に対して６５０残基のうちの６４５残基（９９％）がポジティブである。

ラットカドヘリン－１０は、６５３残基のタンパク質である。米国特許第５，５

９７，７２５号および米国特許第５，６４６，２５０号を参照のこと。従って、

本発明のＳＥＣ３ポリペプチドは、このカドヘリンタンパク質ファミリーの新規

なメンバーを含む。

      【００５４】

  以前に記載されたカドヘリンファミリーのメンバーとしては、例えば、ラット

およびヒトのカドヘリン－５、カドヘリン－８、カドヘリン－１０、カドヘリン

－１１、カドヘリン－１２およびカドヘリン－１３が挙げられる。カドヘリンは

、カルシウム依存性細胞接着タンパク質である。これらは、アミノ末端細胞外ド

メイン（結合特異性を決定する）、疎水性膜貫通領域、およびカルボキシル末端

細胞質ドメイン（このカドヘリンスーパーファミリーのメンバー間で高度に保存

されている）を有する、グリコシル化内在性膜タンパク質である。このカルボキ

シル末端ドメインは、カテニンおよび他の細胞骨格関連タンパク質を介して、細

胞骨格と相互作用する。カドヘリンタンパク質は、種々の癌におけるカドヘリン

の役割の分析において使用され得る。このカドヘリンタンパク質の配列分析はま
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た、カドヘリンの構造および機能の調査を可能にする。

      【００５５】

  このカドヘリンタンパク質は、抗カドヘリン抗体を使用して単離され得る。こ

れらの抗体はまた、カドヘリンの活性を調節するため、ならびにカドヘリンタン

パク質の組織特異的分布を決定するために、使用され得る。カドヘリンの各サブ

クラスは、独自の組織分布パターンを有する。

      【００５６】

  本発明のＳＥＣ３ポリペプチドは、開示されたＳＥＣ３核酸によりコードされ

るポリペプチド、ならびに翻訳後修飾の結果としてそれから生じる任意の成熟タ

ンパク質を含む。従って、本発明のタンパク質は、このＳＥＣ３タンパク質の前

駆体および任意の活性形態の両方を含む。

      【００５７】

  （ＳＥＣ４）

  本発明のＳＥＣ４核酸は、１７０８９８７８．０．６のヌクレオチド配列（配

列番号７）を含み、この配列は、図４に示される。

      【００５８】

  ＳＥＣ４のヌクレオチド配列は、１８２０塩基対を含み、これは、ヌクレオチ

ド２８５～１７０６のオープンリーディングフレームを含む。このＯＲＦは、分

子量５２９２２．６ダルトンを有する、４７３アミノ酸残基（配列番号８）のポ

リペプチドをコードする。コードされるポリペプチドの配列はまた、図４に示さ

れる。

      【００５９】

  開示されるＳＥＣ４ポリペプチドは、確実性０．７０００で、原形質膜に局在

するとＰＳＯＲＴコンピュータープログラムによって推測され、切断可能なＮ末

端シグナル配列を保有しないようである。

      【００６０】

  コードされるポリペプチド配列（配列番号８）は、開示されたＳＥＣ３（配列

番号６）タンパク質の短縮形態であるようである。コードされるＳＥＣ４ポリペ

プチドは、そのＳＥＣ３タンパク質のアミノ酸残基３１６で開始し、そのＳＥＣ
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３タンパク質のＣ末端アミノ酸残基に対応するアミノ酸で終了する。

      【００６１】

  開示されるＳＥＣ４ポリペプチドは、Ｇａｌｌｕｓ  ｇａｌｌｕｓ（ニワトリ

）由来の７８９残基のカドヘリン－１０前駆体（ＡＣＣ：Ｐ７９９９５）に対し

て４７３残基のうちの４４５残基（９４％）が同一であり、そして上記カドヘリ

ン－１０前駆体に対して４７３残基のうちの４６５残基（９８％）がポジティブ

である。さらに、この開示されるポリペプチドは、７９０残基ヒトカドヘリン－

６前駆体（腎臓カドヘリン；Ｋ－カドヘリン）（ＡＣＣ：Ｐ５５２８５）に対し

て４７６残基のうちの３４６残基（７２％）が同一であり、そして上記ヒトカド

ヘリン－６前駆体に対して４７６残基のうちの４１５残基（８７％）がポジティ

ブである。ＳＥＣ４は、従って、このカドヘリンタンパク質ファミリーの新規な

メンバーを示すと考えられ、そしてＳＥＣ３のスプライス改変体を示し得る。

      【００６２】

  ＳＥＣ４によりコードされる本発明のタンパク質は、本明細書中に記載される

ＯＲＦによりコードされているような開示されるタンパク質、ならびに翻訳後修

飾の結果としてそれから生じる任意の成熟タンパク質を含む。従って、本発明の

タンパク質は、このＳＥＣ４タンパク質の前駆体および任意の活性形態の両方を

含む。

      【００６３】

  （ＳＥＣ５）

  本発明によるＳＥＣ５核酸は、１７９５０４５．０．６１の核酸配列（配列番

号９）を含み、この配列は、図５に示される。

      【００６４】

  開示されるヌクレオチド配列は、１５０８ヌクレオチドを含む。ヌクレオチド

２２６～１４６１を含むオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）が、この配列

中に存在する。このＯＲＦは、推定分子量が４６０５４．５ダルトンである、４

１１アミノ酸残基（配列番号１０）の分泌タンパク質をコードする。コードされ

るポリペプチドは、確実性０．４５００で、細胞質に局在するとＰＳＯＲＴコン

ピュータープログラムによって推測され、切断可能なＮ末端シグナル配列を保有
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しないようである。

      【００６５】

  コードされるポリペプチドは、５１０アミノ酸残基のヒトリンパ球関連レセプ

ターである、デス２（ＡＣＣ：Ｏ００２７６）に対して１９８残基のうちの５１

残基（２５％）が同一であり、そして上記デス２に対して１９８残基のうちの７

１残基（３５％）がポジティブである。

      【００６６】

  ＳＥＣ５は、脳（特に、視床）、下垂体、および１０個のヒト総ＲＮＡ（脳、

胎児脳、肝臓、胎児肝臓、骨格筋、膵臓、腎臓、心臓、肺および膵臓）において

、発現される。

      【００６７】

  本発明のＳＥＣ５タンパク質は、コードされるＳＥＣ５タンパク質、ならびに

翻訳後修飾の結果としてそれから生じる任意の成熟タンパク質を含む。従って、

本発明のタンパク質は、このＳＥＣ５タンパク質の前駆体および任意の活性形態

の両方を含む。

      【００６８】

  （ＳＥＣ６）

  本発明に従うＳＥＣ６核酸は、２０４２２９７４０．１３２の核酸配列（配列

番号１１）を含む。この開示された配列を、図６に示す。この配列は、２１５５

ヌクレオチド長であり、ヌクレオチド１６６～１９３８に広がるＯＲＦを含む。

このＯＲＦは、５９０アミノ酸残基（配列番号１２）の分泌タンパク質をコード

する。このコードされたタンパク質は、６６５３２．５ダルトンの推定分子量を

有する。

      【００６９】

  このコードされるポリペプチドは、ＰＳＯＲＴコンピュータープログラムによ

って、０．７４８０の確実性でマイクロボディ（ペルオキシソーム）に局在する

ことが予想される。ＳｉｇｎａｌＰコンピュータープログラムによって、切断可

能なＮ末端シグナル配列は存在しないが、おそらく切断部位は配列ＧＩＧ－ＡＥ

中の残基２０と２１との間に存在するであろうことが、推定される。
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      【００７０】

  このコードされるポリペプチドは、Ｍｕｓ  Ｍｕｓｃｕｌｕｓ（マウス）由来

の８３４残基のセマフォリンＩ（ｓｅｍａｐｈｏｒｉｎ  Ｉ）（神経ネットワー

ク発達におけるＭ－ＳＥＭＡ  ＦＡ因子）（ＡＣＣ：Ｑ６４１５１）に対して５

８２残基のうちの４９７残基（８５％）が同一であり、そしてこのセマフォリン

Ｉに対して５８２残基のうちの５３６残基（９２％）がポジティブである。さら

に、ＳＥＣ６タンパク質は、８６２残基のヒトセマフォリン（ＡＣＣ：Ｑ９２８

５４）に対して５０６残基のうちの２４７残基（４８％）が同一であり、そして

このセマフォリンに対して５０６残基のうちの３３０残基（６５％）がポジティ

ブである。従って、ＳＥＣ６は、新規ヒトセマフォリンを表すと考えられる。

      【００７１】

  セマフォリンは、ＣＤ１００として以前に同定された（Ｈａｌｌら、Ｐｒｏｃ

．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９３（２１）：１１７８０－１１

７８５、１９９６）。ヒト白血球活性化抗原であるＣＤ１００は、セマフォリン

であると報告される。セマフォリンは、近年、神経系発達の間に先駆ニューロン

（ｐｉｏｎｅｅｒｉｎｇ  ｎｅｕｒｏｎ）を指向する神経化学忌避物質（ｎｅｕ

ｒｏｎａｌ  ｃｈｅｍｏｒｅｐｅｌｌａｎｔ）として記載された。さらに、ＣＤ

１００は、インビトロにおいてＢ細胞の凝集を誘導し、Ｂ細胞の生存性を改善す

ることが示された。これらの結果より、ＣＤ１００によって例示されるセマフォ

リンはまた、免疫系においても機能的役割を果たすことが、示唆される。本明細

書中に記載される新規ヒトセマフォリン様タンパク質は、免疫系組織の増殖およ

び／または分化において機能的役割を有し、そして、体の他の組織において同様

の役割を有する。

      【００７２】

  本発明のＳＥＣ６ポリペプチドは、開示されたＳＥＣ６ポリペプチド、および

翻訳後修飾の結果として上記ポリペプチドから生じる任意の成熟タンパク質を含

む。従って、本発明のタンパク質は、ＳＥＣ６タンパク質の前駆体および任意の

活性形態の両方を含む。

      【００７３】
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  （ＳＥＣ７）

  本発明のＳＥＣ７核酸は、クローン２０４２２９７４＿２の核酸配列（配列番

号１３）を含む。この開示されたヌクレオチド配列を、図７に示す。この開示さ

れたヌクレオチド配列は、２２８４塩基対を含む。オープンリーディングフレー

ム（ＯＲＦ）が、ヌクレオチド１６６～１９５６に存在する。図７はまた、この

コードされたタンパク質のアミノ酸配列（配列番号１４）を示す。このコードさ

れたタンパク質は、５９６アミノ酸残基を含む分泌タンパク質であり、６６９６

９．８ダルトンの推定分子量を有する。

      【００７４】

  このコードされるポリペプチドは、ＰＳＯＲＴコンピュータープログラムによ

って、０．７４８０の確実性でマイクロボディ（ペルオキシソーム）に局在する

ことが予想される。ＳｉｇｎａｌＰコンピュータープログラムによって、切断可

能なＮ末端シグナル配列は存在しないが、おそらく切断部位は配列ＧＩＧ－ＡＥ

中の残基２０と２１との間に存在するであろうことが、推定される。

      【００７５】

  開示されたＳＥＣ７タンパク質は、Ｍｕｓ  Ｍｕｓｃｕｌｕｓの８３４残基の

セマフォリンＩ（神経ネットワーク発達におけるＭ－ＳＥＭＡ  ＦＡ因子）（Ａ

ＣＣ：Ｑ６４１５１）に対して５８５残基のうちの４９８残基（８５％）が同一

であり、そしてこのセマフォリンＩに対して５８５残基のうちの５４０残基（９

２％）がポジティブである。さらに、このタンパク質は、８６２残基のヒトセマ

フォリンタンパク質（ＡＣＣ：Ｑ９２８５４）に対して５５８残基のうちの２６

５残基（４７％）が同一であり、そしてこのセマフォリンに対して５５８残基の

うちの３５３残基（６３％）がポジティブである。従って、ＳＥＣ７は、新規ヒ

トセマフォリンを表すと考えられる。

      【００７６】

  ＳＥＣ７によってコードされる本発明のタンパク質は、本明細書中に記載され

たＯＲＦによってコードされている開示されたタンパク質、および翻訳後修飾の

結果として上記タンパク質から生じる任意の成熟タンパク質を含む。従って、本

発明のタンパク質は、ＳＥＣ７タンパク質の前駆体および任意の活性形態の両方
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を含む。

      【００７７】

  本発明のＳＥＣ７ポリペプチドは、開示されたＳＥＣ７ポリペプチド、および

翻訳後修飾の結果として上記ポリペプチドから生じる任意の成熟タンパク質を含

む。従って、本発明のタンパク質は、ＳＥＣ７タンパク質の前駆体および任意の

活性形態の両方を含む。

      【００７８】

  （ＳＥＣ８）

  本発明に従うＳＥＣ８核酸は、単離物２０９３６３７５．０．１の核酸配列（

配列番号１５）を含む。この配列を、図８に示す。このヌクレオチド配列は、１

９３０塩基対であり、ヌクレオチド１４８～１７５８のＯＲＦを含む。このＯＲ

Ｆは、５３６アミノ酸残基（配列番号１６）を含む分泌タンパク質をコードし、

これはまた、図８に示される。このコードされるタンパク質は、６０３０６．７

ダルトンの推定分子量を有し、そして、ＰＳＯＲＴコンピュータープログラムに

よって、０．７０００の確実性で原形質膜に局在することが予想される。Ｓｉｇ

ｎａｌＰコンピュータープログラムによって、切断可能なＮ末端シグナル配列は

存在しないが、おそらく切断部位は配列ＳＷＣ－ＣＣ中の残基１５と１６との間

に存在するであろうことが、推定される。

      【００７９】

  このコードされるタンパク質は、ジアゼパムレセプターまたはアゴニストとし

て活性を有するウシ脳膜タンパク質（ＳＷＩＳＳＰＲＯＴ－ＡＣＣ：Ｐ０７１０

６）に対して５３１残基のうちの４５３残基（８５％）が同一であり、そしてこ

のタンパク質に対して５３１残基のうちの４８２残基（９０％）がポジティブで

ある。このウシタンパク質は、ＷＯ８６０４２３９－Ａに記載される。このクロ

ーンの起源が腎臓由来であるという点、およびこのクローンが原形質膜に局在す

るという推察から、このコードされるタンパク質は、おそらく、シグナル伝達経

路に関与するレセプターを示すようである。

      【００８０】

  本発明のＳＥＣ８ポリペプチドは、開示されるＳＥＣ８ポリペプチド、および
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翻訳後修飾の結果として上記ポリペプチドから生じる任意の成熟タンパク質を含

む。従って、本発明のタンパク質は、ＳＥＣ８ポリペプチドの前駆体および任意

の活性形態の両方を含む。

      【００８１】

  （ＳＥＣ９）

  本発明に従うＳＥＣ９核酸は、２０９３６７８５．０．１の核酸配列（配列番

号１７）を含む。この配列を、図９に示す。この開示された６３０ヌクレオチド

配列は、ヌクレオチド１２３～６２６のＯＲＦを含む。図９はまた、このＯＲＦ

が、１６７アミノ酸残基（配列番号１８）を含む分泌タンパク質をコードするこ

とを明らかにする。このコードタンパク質は、１８４４０ダルトンの推定分子量

を有し、そして、ＰＳＯＲＴコンピュータープログラムによって、０．６４００

の確実性で原形質膜に局在することが予想される。ＳｉｇｎａｌＰコンピュータ

ープログラムによって、切断不可能なＮ末端シグナル配列が存在するが、おそら

く切断部位は配列ＴＰＲ－ＬＳ中の残基３１と３２との間に存在するであろうこ

とが、推定される。

      【００８２】

  本発明のＳＥＣ９ポリペプチドは、開示されたＳＥＣ９ポリペプチド、および

翻訳後修飾の結果として上記ポリペプチドから生じる任意の成熟タンパク質を含

む。従って、本発明のタンパク質は、ＳＥＣ９ポリペプチドの前駆体および任意

の活性形態の両方を含む。

      【００８３】

  （ＳＥＣ１０）

  本発明に従うＳＥＣ１０核酸は、図１０に示される核酸配列（配列番号１９）

を含む。この開示された配列は、１７３７ヌクレオチドであり、ヌクレオチド２

９６～１６９０のオープンリーディングフレームを含む。このオープンリーディ

ングフレームは、４６４アミノ酸残基のポリペプチド（配列番号１０）をコード

し、このポリペプチドは、５１６４５．６ダルトンの推定分子量を有する。この

開示されたＳＥＣ１０核酸は、脳、特に視床で発現される。

      【００８４】
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  このコードされるポリペプチドは、ＰＳＯＲＴコンピュータープログラムによ

って、０．４５００の確実性で細胞質に局在し、切断可能なＮ末端シグナル配列

は保有しないようであることが推定される。

      【００８５】

  このコードされるポリペプチドは、５１０アミノ酸残基のヒトリンパ球関連レ

セプターのデス２（ｄｅａｔｈ  ２）（ＡＣＣ：Ｏ００２７６）に対して１９８

残基のうちの５１残基（２５％）が同一であり、そしてこのレセプターにが対し

て１９８残基のうちの７１残基（３５％）がポジティブである。

      【００８６】

  このコードされるＳＥＣ１０タンパク質は、上記の開示されたＳＥＣ５ポリペ

プチドに関連する。ＳＥＣ５タンパク質（１７９５０４５．０．６１）とＳＥＣ

１０タンパク質とのアラインメントを、図１４に示す。このアラインメントによ

って：（ｉ）ＳＥＣ１０のスプライス改変体は、さらなる５３残基を含むアミノ

末端セグメントを保有すること；および（ｉｉ）ＳＥＣ５配列とＳＥＣ１０配列

は、重複する領域の３番目のアミノ酸残基から始まって、同一であること、が示

される。ＳＥＣ５の核酸配列（配列番号９）およびＳＥＣ１０の核酸配列（配列

番号１９）は、図５および図１０に示される配列中に含まれる５’非翻訳領域に

おいて異なり、そしてＳＥＣ５が、スプライシングによって除去されると推定さ

れるタンパク質領域をコードするセグメントを欠く点において異なる。

      【００８７】

  本発明のＳＥＣ１０ポリペプチドは、開示されたＳＥＣ１０ポリペプチド、お

よび翻訳後修飾の結果として上記ポリペプチドから生じる任意の成熟タンパク質

を含む。従って、本発明のタンパク質は、ＳＥＣ１０ポリペプチドの前駆体およ

び任意の活性形態の両方を含む。

      【００８８】

  （ＳＥＣ１１）

  本発明に従うＳＥＣ１１核酸は、２０４２２９７４０．１３２＿１３２の核酸

配列（配列番号２１）を含む。図１１は、開示されたＳＥＣ１１核酸配列を示す

。この開示されたヌクレオチド配列は、２１５６ヌクレオチド長であり、そして
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ヌクレオチド１６６～２０４０のオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）を含

む。このＯＲＦは、６２４アミノ酸残基を含むタンパク質をコードし、このタン

パク質は、７０４７８．１ダルトンの推定分子量を有する。ＳＥＣ１１タンパク

質のポリペプチド（配列番号２２）は、ＰＳＯＲＴコンピュータープログラムに

よって、０．７４８０の確実性でマイクロボディ（ペルオキシソーム）に局在す

ることが予想される。ＳｉｇｎａｌＰコンピュータープログラムによって、切断

可能なＮ末端シグナル配列は存在しないが、おそらく切断部位は配列ＧＩＧ－Ａ

Ｅ中の残基２０と２１との間に存在するであろうことが、推定される。

      【００８９】

  ＳＥＣ１１は、Ｍｕｓ  Ｍｕｓｃｕｌｕｓ（マウス）由来の８３４残基のセマ

フォリンＩ（神経ネットワーク発達におけるＭ－ＳＥＭＡ  ＦＡ因子）（ＡＣＣ

：Ｑ６４１５１）に対して５９９残基のうちの５０１残基（８３％）が同一であ

り、そしてこのセマフォリンＩに対して５９９残基のうちの５４２残基（９０％

）がポジティブである。さらに、ＳＥＣ１１タンパク質は、８６２残基のヒトセ

マフォリン（ＡＣＣ：Ｑ９２８５４）に対して５２７残基のうちの２５６残基（

４８％）が同一であり、およびこのセマフォリンに対して５２７残基のうちの３

４１残基（６４％）がポジティブである。従って、ＳＥＣ１１は、新規ヒトセマ

フォリンを表すと考えられる。セマフォリンは、上に記載された。

      【００９０】

  本発明のＳＥＣ１１ポリペプチドは、開示されたＳＥＣ１１ポリペプチド、お

よび翻訳後修飾の結果として上記ポリペプチドから生じる任意の成熟タンパク質

を含む。従って、本発明のタンパク質は、ＳＥＣ１１ポリペプチドの前駆体およ

び任意の活性形態の両方を含む。

      【００９１】

  （ＳＥＣ１２）

  本発明に従うＳＥＣ１２核酸は、２０９３６３７５．０．１０４の核酸配列（

配列番号２３）を含む。この配列を、図１２に示す。開示されたヌクレオチド配

列は、１９３０塩基対であり、ヌクレオチド７～１６０８のオープンリーディン

グフレーム（ＯＲＦ）を含む。このコードされるポリペプチドは、５３４アミノ
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酸残基（配列番号２４）を含み、このポリペプチドは、６００３７．７ダルトン

の推定分子量を有する。このコードされるポリペプチドは図１２に示され、そし

て、ＰＳＯＲＴコンピュータープログラムによって、０．７０００の確実性で原

形質膜に局在することが予想される。ＳｉｇｎａｌＰコンピュータープログラム

によって、切断可能なＮ末端シグナル配列は存在しないが、おそらく切断部位は

配列ＳＷＣ－ＣＣ中の残基１５と１６との間に存在するであろうことが、推定さ

れる。

      【００９２】

  ＳＥＣ１２タンパク質は、ジアゼパムレセプターまたはアゴニストとして活性

を有するウシ脳膜タンパク質（ＳＷＩＳＳＰＲＯＴ－ＡＣＣ：Ｐ０７１０６）（

これは、ＷＯ８６０４２３９に記載される）に対して５３１残基のうちの４５３

残基（８５％）が同一であり、そしてこのタンパク質に対して５３１残基のうち

の４８２残基（９０％）がポジティブである。このクローンの起源が腎臓由来で

あるという点、およびこのクローンが原形質膜に局在するという推察から、本発

明のＳＥＣ１２ポリペプチドは、おそらく、シグナル伝達経路に関与するレセプ

ターを示すようである。

      【００９３】

  この開示されたＳＥＣ１２タンパク質は、上記の開示されたＳＥＣ８ポリペプ

チドに関連する。ＳＥＣ８タンパク質と関連するＳＥＣ１２タンパク質（配列番

号２４）とのアラインメントを、図１３に示す。これより、これらの配列が、そ

れぞれの４２７位／４７４位におけるミスマッチ、およびアミノ末端以外は、実

質的に同一であることが示される。

      【００９４】

  ＳＥＣ１２によってコードされる本発明のタンパク質は、本明細書中に記載さ

れるＯＲＦによってコードされるとして開示されたタンパク質、および翻訳後修

飾の結果として上記タンパク質から生じる任意の成熟タンパク質を含む。従って

、本発明のタンパク質は、ＳＥＣ１２タンパク質の前駆体および任意の活性形態

の両方を含む。

      【００９５】
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  （ＳＥＣ核酸）

  本発明の新規核酸は、ＳＥＣＸタンパク質もしくはＳＥＣ様タンパク質、また

はその生物学的に活性な部分をコードする核酸を含む。従って、コードされるポ

リペプチドとしては、例えば、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１

６、１８、２０、２２、および／または２４のアミノ酸配列が挙げられる。

      【００９６】

  いくつかの実施形態において、本発明に従うＳＥＣＸ核酸は、成熟形態のＳＥ

ＣＸポリペプチドをコードする。本明細書中に使用される場合、本発明に開示さ

れる「成熟」形態のポリペプチドまたはタンパク質は、天然に存在するポリペプ

チドまたは前駆体形態またはプロタンパク質の産物である。天然に存在するポリ

ペプチド、前駆体またはプロタンパク質としては、非限定的な例として、対応す

る遺伝子によってコードされる全長の遺伝子産物が挙げられる。あるいは、これ

は、本明細書中に記載されるオープンリーディングフレームによってコードされ

る、ポリペプチド、前駆体、またはプロタンパク質として定義され得る。産物の

「成熟」形態は、再び非限定的な例として、一つ以上の天然に存在するプロセシ

ング工程の結果として生じる。なぜなら、このプロセシング工程は、遺伝子産物

を生じる細胞（すなわち、宿主細胞）内で起こり得るからである。「成熟」形態

のポリペプチドまたはタンパク質を導くそのようなプロセシング工程の例として

は、オープンリーディングフレームの開始コドンによってコードされるＮ末端メ

チオニン残基の切断、またはシグナルペプチドもしくはリーダー配列のタンパク

質分解切断が挙げられる。従って、残基１～Ｎ（ここで、残基１は、Ｎ末端メチ

オニンである）を有する、前駆体ポリペプチドまたは前駆体タンパク質から生じ

る成熟形態は、Ｎ末端メチオニンの除去後に、残存する残基２～Ｎを有する。あ

るいは、残基１～Ｎ（ここで、残基１～残基ＭのＮ末端シグナル配列が、切断さ

れる）を有する、前駆体ポリペプチドまたは前駆体タンパク質から生じる成熟形

態は、残存する残基Ｍ＋１～残基Ｎの残基を有する。さらに、本明細書中に使用

される場合、「成熟」形態のポリペプチドまたはタンパク質は、タンパク質分解

切断事象以外の翻訳後修飾の工程から生じ得る。このようなさらなるプロセスと

しては、非限定的な例として、グリコシル化、ミリスチル化またはリン酸化が挙
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げられる。一般的に、成熟ポリペプチドまたは成熟タンパク質は、これらのプロ

セスの内の１つのみの作用、またはこれらのいずれかの組み合わせの作用から生

じ得る。

      【００９７】

  いくつかの実施形態において、１つ以上のＳＥＣＸポリペプチドのアミノ酸配

列を有するポリペプチドをコードする核酸としては、配列番号１、３、５、７、

９、１１、１３、１５、１７、１９、２１、または２３の内のいずれかの核酸配

列、あるいはこれらのフラグメントが挙げられる。さらに、本発明は、配列番号

１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１、または２３のいず

れかの変異核酸または改変核酸、あるいはこれらのフラグメント（これらの任意

の塩基は、ＳＥＣ様の生物学的活性および生理学的機能を保持するタンパク質を

さらにコードしながら、開示された配列から変えられ得る）が挙げられる。本発

明はさらに、ＳＥＣＸ核酸（例えば、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３

、１５、１７、１９、２１、２３）の核酸配列の相補体（そのフラグメント、誘

導体、アナログおよびホモログを含む）を含む。本発明はさらに、構造に化学改

変を含む、核酸もしくは核酸フラグメントあるいはこれらに対する相補体を含む

。

      【００９８】

  さらに、ＳＥＣコード核酸（例えば、ＳＥＣＸ  ｍＲＮＡ）を同定するための

ハイブリダイゼーションプローブとしての使用に十分な核酸フラグメント、およ

びＳＥＣＸ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）

プラとしての使用のためのフラグメントが、含まれる。本明細書中に使用される

場合、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用いて作製され

たＤＮＡアナログまたはＲＮＡアナログ、ならびに、これらの誘導体、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、一本鎖であっても

、二本鎖であってもよいが、好ましくは、二本鎖ＤＮＡである。

      【００９９】

  用語「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
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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ＥＬ

ＩＳＡ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。

      【０１００】

  用語「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。単離された核酸分子の例としては、

ベクター中に含まれる組換えＤＮＡ分子、異種宿主細胞中に維持される組換えＤ

ＮＡ分子、部分的または実質的に精製された核酸分子、および合成ＤＮＡまたは

ＲＮＡ分子が挙げられるが、これらに限定されない。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ＳＥＣＸ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５０ｋｂ、２５

ｋｂ、５ｋｂ、４ｋｂ、３ｋｂ、２ｋｂ、１ｋｂ、０．５ｋｂ、または０．１ｋ

ｂ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。

      【０１０１】

  本発明の核酸分子、例えば、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５

、１７、１９、２１もしくは２３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、１９

、２１または２３の核酸の全部または一部を使用して、ＳＥＣＸ核酸配列は、標



(35) 特表２００３－５２１８８５

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、Ｓａｍｂｒｏ

ｏｋら（編）、ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＣＬＯＮＩＮＧ：Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲ

ＹＹ  ＭＡＮＵＡＬ第２版、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏ

ｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ、ＮＹ、１

９８９；およびＡｕｓｕｂｅｌら、（編）、ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬ

Ｓ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏ

ｎｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、ＮＹ、１９９３に記載されるように）を用いて単離さ

れ得る。

      【０１０２】

  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、ＳＥ

ＣＸ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。

      【０１０３】

  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

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、１９、２１もしくは２３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。

      【０１０４】
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  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、１９、２１、もしくは２３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の相補体である核酸分子を含む。

さらに別の実施形態では、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、１９、２１または２３のいずれかに相補的

な核酸分子またはそのヌクレオチド配列の一部を含む。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、１９、２１または２３のいずれか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、１９、２１または２３のいずれかに示されるヌクレオチド配列に対しミス

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。

      【０１０５】

  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、一方、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

ないがその代わりその他の実質的な化学的中間体を伴わない相互作用をいう。

      【０１０６】

  さらに、本発明の核酸分子は、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１

５、１７、１９、２１もしくは２３のいずれか核酸配列の一部のみ（例えば、プ

ローブまたはプライマーとして使用され得るフラグメント、あるいはＳＥＣＸの

生物学的に活性な部分をコードするフラグメント）を含み得る。本明細書中に提

供されるフラグメントは、少なくとも６個の（連続する）核酸配列または少なく

とも４個の（連続する）アミノ酸配列（それぞれ、核酸の場合には、特異的なハ
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イブリダイゼーションを可能にし、またはアミノ酸の場合には、エピトープの特

異的な認識を可能にするに十分な長さ）として規定され、そして全長配列未満の

せいぜいいくらかの部分である。フラグメントは、選択された核酸配列またはア

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、直接的にかまたは改

変もしくは部分的置換によって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に類似

する構造を有する（しかし、同一ではない）が、特定の成分または側鎖に関して

それとは異なる核酸配列またはアミノ酸配列である。アナログは、合成物であり

得るか、または進化的に異なる起源に由来し得、そして野生型と比較して、類似

の代謝活性または反対の代謝活性を有し得る。

      【０１０７】

  誘導体およびアナログは、以下に記載のように、誘導体またはアナログが、修

飾された核酸またはアミノ酸を含む場合、全長、または全長以外のものであり得

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

において、本発明の核酸もしくはタンパク質に、同一の大きさの核酸またはアミ

ノ酸配列にわたって、または整列した配列に比較した場合（この整列は、当該分

野で公知であるコンピューター相同性プログラムによって実施される）、少なく

とも約７０％、８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、もしくは９９％もの

同一性（好ましい同一性は、８０～９９％）で実質的に相同であるか、あるいは

そのコードする核酸がストリンジェントの、中程度にストリンジェントの、また

は低いストリンジェントの条件下で上記のタンパク質をコードする配列の相補体

にハイブリダイズし得る、領域を含む分子を包含するが、これらに限定されない

。例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら、ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  Ｍ

ＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ、Ｎ

ｅｗ  Ｙｏｒｋ、ＮＹ、１９９３、および以下を参照のこと。例示のプログラム

は、Ｇａｐプログラム（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ａｎａｌｙｓ

ｉｓ  Ｐａｃｋａｇｅ、Ｖｅｒｓｉｏｎ  ８  ｆｏｒ  ＵＮＩＸ（登録商標）、

Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  Ｃｏｍｐｕｔｅｒ  Ｇｒｏｕｐ、Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｒ

ｅｓｅａｒｃｈ  Ｐａｒｋ、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ）（デフォルト設定を使用、
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これは、ＳｍｉｔｈおよびＷａｔｅｒｍａｎのアルゴリズム（Ａｄｖ．Ａｐｐｌ

．Ｍａｔｈ．、１９８１、２：４８２－４８９、これらは、その全体が参考とし

て本明細書中に援用される）を使用する）である。

      【０１０８】

  用語「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、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、ＳＥ

ＣＸ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Ｓ

ＥＣＸ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ＳＥＣＸ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２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、

１８、２０、２２または２４のいずれかにおける保存的アミノ酸置換（以下を参

照のこと）、およびＳＥＣＸ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。ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸポリペプチドのアミノ酸配列をコードしない。

      【０１０９】

  ヒトＳＥＣＸ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ＳＥＣＸホモログ、ならびに他の哺乳

動物由来のＳＥＣＸ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、（例えば、配列番号１、３、５、７、
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９、１１、１３、１５、１７、１９、２１もしくは２３のいずれかの全てまたは

部分を含む）ＳＥＣＸ核酸の、少なくとも約１２個、約２５個、約５０個、約１

００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。あるいは、オリゴヌ

クレオチド配列は、ＳＥＣＸ核酸をコードする鎖のアンチセンス鎖の幾つかまた

は全てにハイブリダイズするヌクレオチド配列の領域を含み得る。例えば、オリ

ゴヌクレオチドは、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１

９、２１もしくは２３のアンチセンス鎖ヌクレオチド配列またはこれらの核酸う

ちの１つの天然に存在する変異体の幾つかもしくは全て、を含み得る。

      【０１１０】

  ヒトＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸをコードする核酸のレベルを測定すること（例えば

、ＳＥＣＸ  ｍＲＮＡレベルを検出すること、またはゲノムＳＥＣＸ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）によって使用され得る

。

      【０１１１】

  用語「ＳＥＣＸ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。「ＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸの生物学的活性（ＳＥＣＸタンパク質の生物学的

活性は、図２０に要約される）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、１９、２１もしくは２３の一部を
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単離し、ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ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。

      【０１１２】

  （ＳＥＣＸの改変体）

  本発明はさらに、遺伝コードの縮重に起因して、開示されるＳＥＣＸ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、１９、２１もしくは２３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ＳＥＣＸタンパ

ク質をコードし得る。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、２０、２２または２

４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。

      【０１１３】

  配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１もしくは

２３に示されるヒトＳＥＣＸヌクレオチド配列に加えて、ＳＥＣＸ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。ＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸタンパク質、好ましくは哺乳動物のＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸの機能的活性を変化させない、ＳＥＣＸ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。

      【０１１４】

  さらに、他の種由来のＳＥＣＸタンパク質をコードし、従って、ＳＥＣＸ核酸
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の核酸配列ヒト配列とは異なる（例えば、これは、配列番号１、３、５、７、９

、１１、１３、１５、１７、１９、２１もしくは２３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Ｓ

ＥＣＸ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ＳＥＣＸ核酸に対するその相同性に基づいて、

ストリンジェントな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。

      【０１１５】

  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な条件下でＳＥＣＸ核酸のヌクレオチド配

列を含む核酸分子（例えば、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、

１７、１９、２１もしくは２３）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または７５０

ヌクレオチド長である。なお別の実施形態では、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

リンジェントな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。

      【０１１６】

  ホモログ（すなわち、ヒト以外の種由来のＳＥＣＸ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。

      【０１１７】

  本明細書で用いられる場合、語句「ストリンジェントな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
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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．

０Ｍ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。

      【０１１８】

  ストリンジェントな条件は、当業者に公知であり、そしてＣＵＲＲＥＮＴ  Ｐ

ＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ，Ｊｏｈｎ  Ｗ

ｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，Ｎ．Ｙ．（１９８９），６．３．１－６．３．６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

ンジェントなハイブリダイゼーション条件の非限定的な例は、６×ＳＳＣ、５０

ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）、１ｍＭ  ＥＤＴＡ、０．０２％  ＰＶ

Ｐ、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。ストリンジェントな条件下でＳＥＣＸ

核酸（本明細書中に開示されるものを含む）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
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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。

      【０１１９】

  第２の実施形態では、ＳＥＣＸ核酸のヌクレオチド配列（例えば、配列番号１

、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１もしくは２３）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  ＆  Ｓ

ｏｎｓ，ＮＹおよびＫｒｉｅｇｌｅｒ，１９９０，ＧＥＮＥ  ＴＲＡＮＳＦＥＲ

  ＡＮＤ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ，Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ，

Ｓｔｏｃｋｔｏｎ  Ｐｒｅｓｓ，ＮＹを参照のこと。

      【０１２０】

  第３の実施形態では、任意のＳＥＣＸ核酸のヌクレオチド配列（これは、配列

番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１もしくは２３に

ハイブリダイズする）、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  Ｔｒｉ

ｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）、５ｍＭ  ＥＤＴＡ、０．０２％  ＰＶＰ、０．０２

％  Ｆｉｃｏｌｌ、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
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  ＥＤＴＡ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、Ａｕｓ

ｕｂｅｌら（編），１９９３，ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  Ｍ

ＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，Ｎ

ＹならびにＫｒｉｅｇｌｅｒ，１９９０，ＧＥＮＥ  ＴＲＡＮＳＦＥＲ  ＡＮＤ

  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ，Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ，Ｓｔｏｃ

ｋｔｏｎ  Ｐｒｅｓｓ，ＮＹ；ＳｈｉｌｏおよびＷｅｉｎｂｅｒｇ，１９８１，

Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ７８：６７８９－６７９２を

参照のこと。

      【０１２１】

  （保存的変異）

  集団中に存在し得る、ＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸ核酸のヌクレオチド配列（例えば、配列番号１、３、５

、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１もしくは２３）への変異によっ

て変化が導入され得、それによって、ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ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、１

５、１７、１９、２１もしくは２３のいずれかの配列において行われ得る。「非

必須」アミノ酸残基は、生物学的活性を変更することなく、ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ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。

      【０１２２】

  ＳＥＣＸファミリーメンバーのメンバーの間で保存されているアミノ酸残基は

、ほとんど変更されにくいことが推測される。例えば、本発明に従うＳＥＣＸタ

ンパク質は、ＳＥＣＸファミリーメンバーにおいて典型的に保存領域である少な

くとも１つのドメイン（例えば、図２０に示される）を含み得る。このような場
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合、これらの保存されたドメインは、変異を受け入れにくいようである。しかし

、他のアミノ酸残基（例えば、ＳＥＣＸファミリーのメンバーの間で保存されて

いないか、または半分のみ保存されたアミノ酸残基）は、活性について必須でな

くてもよく、従って、変更を受け入れる傾向が強い。

      【０１２３】

  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、

ＳＥＣＸタンパク質をコードする核酸分子に関する。このようなＳＥＣＸタンパ

ク質は、アミノ酸配列において、ＳＥＣＸポリペプチドのアミノ酸配列（例えば

、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、もし

くは２４）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、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１

８、２０、２２、もしくは２４のいずれかのアミノ酸配列に少なくとも約７５％

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

、２０、２２、もしくは２４のいずれかに少なくとも約８０％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、２０、

２２、もしくは２４に少なくとも約９０％、約９５％、約９８％相同性であり、

そして最も好ましくは少なくとも約９９％相同性である。

      【０１２４】

  ＳＥＣＸポリペプチド（例えば、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４

、１６、１８、２０、２２、もしくは２４のいずれかのアミノ酸配列を含むポリ

ペプチド）に相同なＳＥＣＸタンパク質をコードする単離された核酸分子は、対

応するＳＥＣＸ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。

      【０１２５】

  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）

によってＳＥＣＸ核酸に導入され得る。好ましくは、保存的アミノ酸置換が、１
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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、ＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸ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  ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉ

ｓ）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、ＳＥＣＸ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

。ＳＥＣＸ核酸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。

      【０１２６】

  １つの実施形態では、変異ＳＥＣＸタンパク質は、以下についてアッセイされ

得る：（ｉ）他のＳＥＣＸ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、

（ｉｉ）変異ＳＥＣＸタンパク質と、ＳＥＣＸのレセプターとの間の複合体形成

；（ｉｉｉ）変異ＳＥＣＸ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）；（ｉｖ）Ｓ

ＥＣＸタンパク質に結合する能力；あるいは（ｖ）抗ＳＥＣＸタンパク質抗体に

特異的に結合する能力。
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      【０１２７】

  （アンチセンス核酸）

  本発明の別の局面は、ＳＥＣＸ核酸（例えば、配列番号１、３、５、７、９、

１１、１３、１５、１７、１９、２１または２３を含む核酸）、またはそのフラ

グメント、アナログもしくは誘導体を含む核酸分子に、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ヌクレオチド

配列、例えば、二本鎖ｃＤＮＡ分子のコード配列に相補的であるか、またはｍＲ

ＮＡ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、ＳＥＣＸコ

ード鎖の少なくとも約１０、２５、５０、１００、２５０もしくは５００ヌクレ

オチドまたはＳＥＣＸコード鎖全体に相補的、またはその一部分にのみ相補的な

配列を含むアンチセンス核酸分子が提供される。

      【０１２８】

  １つの実施形態では、アンチセンス核酸分子は、ＳＥＣＸ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」に対するアンチセンスである。用語「コ

ード領域」は、アミノ酸残基（例えば、配列番号１、３、５、７、９、１１、１

３、１５、１７、１９、２１、または２３のタンパク質コード領域）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、ＳＥＣＸヌクレオチド配列のコード鎖の「非コード領域」に

対するアンチセンスである。用語「非コード領域」は、アミノ酸に翻訳されない

、コード領域に隣接する５’および３’配列をいう（すなわち、５’および３’

非翻訳領域ともいう）。

      【０１２９】

  本明細書に開示されるＳＥＣＸをコードするコード鎖配列が与えられれば、本

発明のアンチセンス核酸は、ＷａｔｓｏｎおよびＣｒｉｃｋまたはＨｏｏｇｓｔ

ｅｅｎ塩基対合の規則に従って設計され得る。このアンチセンス核酸分子は、Ｓ

ＥＣＸｍＲＮＡの全コード領域に相補的であり得るが、より好ましくは、ＳＥＣ

ＸｍＲＮＡのコードまたは非コード領域の一部分に対して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、このアンチセンスオリゴヌクレオチドは
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、ＳＥＣＸｍＲＮＡ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、１０、１５、２０、２５、

３０、３５、４０、４５または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る化学的合成または酵素的連結反応を

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、または分子の生物学的安定性

を増大するため、もしくはアンチセンス核酸とセンス核酸との間に形成される二

本鎖の物理的安定性を増大するために設計された種々に改変されたヌクレオチド

（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されたヌクレオチド

が用いられ得る）を用いて化学的に合成され得る。

      【０１３０】

  アンチセンス核酸を生成するために用いられ得る改変されたヌクレオチドの例

は：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ルメチル）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－ガラクトシルケオシン、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－マンノシルケオシン

、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）、ヴ

ィブトキソシン（ｗｙｂｕｔｏｘｏｓｉｎｅ）、プソイドウラシル、ケオシン（

ｑｕｅｏｓｉｎｅ）、２－チオシトシン、５－メチル－２－チオウラシル、２－

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－ジアミノプリンを含む。あるいは、このアンチセ
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ンス核酸は、核酸がアンチセンス方向にサブクローン化された発現ベクターを用

いて生物学的に産生され得る（すなわち、挿入された核酸から転写されたＲＮＡ

は、以下のサブセクションでさらに記載されるように、目的の標的核酸に対して

アンチセンス配向である）。

      【０１３１】

  代表的には、本発明のアンチセンス核酸分子は、それらがＳＥＣＸタンパク質

をコードする細胞ｍＲＮＡおよび／またはゲノムＤＮＡとハイブリダイズするか

、またはそれらに結合するように、被検体に投与されるかまたはインサイチュ（

ｉｎ  ｓｉｔｕ）で生成され、それによって、例えば、転写および／または翻訳

を阻害することによりタンパク質の発現を阻害する。このハイブリダイゼーショ

ンは、従来のヌクレオチド相補性により、安定な二本鎖を形成するか、または、

例えば、ＤＮＡ二本鎖に結合するアンチセンス核酸分子の場合、二重らせんの主

溝における特異的相互作用を通じてであり得る。本発明のアンチセンス核酸分子

の投与経路の例は、組織部位における直接注入を含む。あるいは、アンチセンス

核酸分子は、改変されて、選択された細胞を標的にし、次いで全身的に投与され

得る。例えば、全身投与には、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

（例えば、これは、こ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、本明細書に記載の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またはｐｏｌ  ＩＩＩプロモーターの制御下に配置されるベクタ

ー構築物が好適である。

      【０１３２】

  なお別の実施形態では、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

を形成し、そこでは、通常のαユニットとは反対に、鎖は互いに平行に走る（Ｇ

ａｕｌｔｉｅｒら、（１９８７）Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．１５：６６２

５－６６４１）。このアンチセンス核酸分子はまた、２’－ｏ－メチルリボヌク
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レオチド（Ｉｎｏｕｅら（１９８７）Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．１５：６

１３１－６１４８）、またはキメラＲＮＡ－ＤＮＡアナログ（Ｉｎｏｕｅら、（

１９８７）ＦＥＢＳ  Ｌｅｔｔ．２１５：３２７－３３０）を含み得る。

      【０１３３】

  （リボザイムおよびＰＮＡ成分）

  このような核酸改変は、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、増大するために実施され、その結

果、これらは、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。

      【０１３４】

  さらに別の実施形態では、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、ｍＲＮＡ）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（Ｈａｓｅｌｈｏ

ｆｆおよびＧｅｒｌａｃｈ（１９８８）Ｎａｔｕｒｅ  ３３４：５８５－５９１

に記載されている））は、ＳＥＣＸ  ｍＲＮＡ転写物を触媒的に切断し、それに

よってＳＥＣＸ  ｍＲＮＡの翻訳を阻害するために用いられ得る。ＳＥＣＸ核酸

に特異性を有するリボザイムは、本明細書に開示のＳＥＣＸ  ＤＮＡのヌクレオ

チド配列（例えば、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１

９、２１、または２３）に基づいて設計され得る。例えば、Ｔｅｔｒａｈｙｍｅ

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

ＳＥＣＸをコードするｍＲＮＡにおいて切断されるヌクレオチド配列に相補的で

あるように構築し得る。例えば、Ｃｅｃｈら、米国特許第４，９８７，０７１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

、ＳＥＣＸ  ｍＲＮＡ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（Ｂａｒｔｅｌら（１９９

３）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２６１：１４１１－１４１８）。

      【０１３５】
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  あるいは、ＳＥＣＸ遺伝子発現は、ＳＥＣＸ遺伝子の調節領域（例えば、ＳＥ

ＣＸ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

列を標的にし、標的細胞中のＳＥＣＸ遺伝子の転写を妨害す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。例えば、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。

      【０１３６】

  種々の実施形態では、ＳＥＣＸ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）。本明細書で用いる用語「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（ｐｓｅｕｄｏｐｅｐｔｉｄｅ

）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、Ｈｙｒｕｐら（１９９６）上述

；Ｐｅｒｒｙ－Ｏ’Ｋｅｅｆｅら（１９９６）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．

Ｓｃｉ．ＵＳＡ  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。

      【０１３７】

  ＳＥＣＸのＰＮＡは、治療適用および診断適用で用いられ得る。例えば、ＰＮ

Ａ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る、遺伝子発現の配列特異的調節のためのアンチセンスま

たはアンチ遺伝子剤として用いられ得る。ＳＥＣＸのＰＮＡはまた、例えば、Ｐ

ＮＡ指向型ＰＣＲクランピング（ＰＮＡ  ｄｉｒｅｃｔｅｄ  ＰＣＲ  ｃｌａｍ

ｐｉｎｇ）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（Ｈｙ
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ｒｕｐ（１９６６）上述を参照のこと）；あるいは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）；

Ｐｅｒｒｙ－Ｏ’Ｋｅｅｆｅ（１９９６）上述を参照のこと）用いられ得る。

      【０１３８】

  別の実施形態では、ＳＥＣＸのＰＮＡは、例えば、それらの安定性または細胞

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その他の薬物送達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、ＳＥＣＸ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ポリメラーゼを許容する。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）

上述を参照のこと）。ＰＮＡ－ＤＮＡキメラの合成は、Ｆｉｎｎら（１９９６、

Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．２４：３３５７－３３６３）に記載のように実

施され得る。例えば、ＤＮＡ鎖を、標準的なホス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（１９８

９）Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ  Ｒｅｓ．１７：５９７３－５９８８）。次いで、ＰＮ

Ａモノマーを段階的様式でカップリングし、５’ＰＮＡセグメントと３’ＤＮＡ

セグメントをもつキメラ分子を生成する（Ｆｉｎｎら（１９９６）上述を参照の

こと）。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。例えば、Ｐｅｔｅｒｓｅｎら（１９７５）Ｂｉｏｏｒ

ｇ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔｔ．５：１１１９－１１１２４を参照のこと。

      【０１３９】

  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
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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公開番号ＷＯ８９／１０１３４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、１９８８、Ｂｉ

ｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  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．５：５３

９－５４９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

。

      【０１４０】

  （ＳＥＣＸポリペプチド）

  本発明のポリペプチドは、ＳＥＣＸ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。いくつかの実施形態において、ＳＥＣＸポリペプチドは、配列番

号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２または２４のア

ミノ酸配列を含む。種々の実施形態において、ＳＥＣＸポリペプチドは、成熟Ｓ

ＥＣＸポリペプチドの配列よりも長い形態で提供される。例えば、ＳＥＣＸポリ

ペプチドは、アミノ末端シグナル配列を含むとして提供され得る。他の実施形態

において、ＳＥＣＸポリペプチドは、このポリペプチドの成熟形態として提供さ

れる。

      【０１４１】

  本発明はまた、変異タンパク質または改変タンパク質（この変異タンパク質ま

たは改変タンパク質のいずれかの残基は、配列番号２、４、６、８、１０、１２

、１４、１６、１８、２０、２２または２４に示される対応する残基から変化さ

れているが、なおＳＥＣＸの活性および生理学的機能を保持するタンパク質をコ

ードする）、または、これらの機能フラグメントを含む。
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      【０１４２】

  一般に、ＳＥＣＸ様機能を保持するＳＥＣＸ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。

      【０１４３】

  本発明の１つの局面は、単離されたＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ

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

、細胞または組織供給源から単離され得る。別の実施形態では、ＳＥＣＸタンパ

ク質は、組換えＤＮＡ技法により生産される。組換え発現の代替えとして、ＳＥ

ＣＸ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。

      【０１４４】

  「精製された」ポリペプチドもしくはタンパク質または生物学的に活性なその

部分は、ＳＥＣＸタンパク質が由来する細胞または組織供給源からの細胞材料ま

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とき、

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。用語「細胞材料を実

質的に含まない」は、ＳＥＣＸタンパク質が、単離されるかまたは組換えにより

産生される細胞の細胞成分から分離されている、ＳＥＣＸタンパク質の調製物を

含む。１つの実施形態では、用語「細胞材料を実質的に含まない」は、非ＳＥＣ

Ｘタンパク質（本明細書ではまた「夾雑タンパク質」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ＳＥＣＸタ

ンパク質、なおより好ましくは約１０％より少ない非ＳＥＣＸタンパク質、そし

て最も好ましくは約５％より少ない非ＳＥＣＸタンパク質を有する、ＳＥＣＸタ
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ンパク質の調製物を含む。このＳＥＣＸタンパク質または生物学的に活性なその

部分が組換え産生される場合、培養培地を実質的に含まないこともまた好適であ

る。すなわち、培養培地は、ＳＥＣＸ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。

      【０１４５】

  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

ク質の合成に関与した化学的前駆体またはその他の化学物質からＳＥＣＸタンパ

ク質が分離されている、ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ化学物質を約５％より少

なく有するＳＥＣＸタンパク質の調製物を含む。

      【０１４６】

  ＳＥＣＸタンパク質の生物学的に活性な部分は、完全長のＳＥＣＸタンパク質

より少ないアミノ酸配列を含み、そしてＳＥＣＸタンパク質の少なくとも１つの

活性を示す、ＳＥＣＸタンパク質のアミノ酸配列に十分に相同的であるか、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、ＳＥＣＸタンパク質の少なくとも１つの活性を有するドメインま

たはモチーフを含む。ＳＥＣＸ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。

      【０１４７】

  本発明のＳＥＣＸタンパク質の生物学的活性な部分は、上記で同定された保存

ドメインの少なくとも１つを含み得る。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ＳＥＣＸタンパク質の１つ以上の機能的活性について評価され得る。
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      【０１４８】

  いくつかの実施形態では、このＳＥＣＸタンパク質は、配列番号２、４、６、

８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、または２４の任意の１つに実

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、天然の対立遺伝子バ

リエーション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、任意のＳ

ＥＣＸタンパク質の機能的タンパク質活性を保持する。従って、別の実施形態で

は、このＳＥＣＸタンパク質は、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、

１６、１８、２０、２２、または２４のうちのいずれかのアミノ酸配列に、少な

くとも約４５％相同性、より好ましくはこのアミノ酸配列に、約５５％、６５％

、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９８％またはさらに９９

％相同性の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、２０、２２、または２４の配列を有する対応するポリペプ

チドの対応するＳＥＣＸタンパク質の機能的活性を保持するタンパク質である。

      【０１４９】

  （２つ以上の配列間の相同性の決定）

  ２つのアミノ酸配列または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物にアラインする（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

チドで占められるとき、この分子はその位置で相同である（すなわち、本明細書

で用いるとき、アミノ酸または核酸の「相同性」は、アミノ酸または核酸の「同

一性」と等価である）。

      【０１５０】

  核酸配列相同性は、２つの配列間の同一性の程度で決定され得る。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。Ｎｅｅｄｌｅｍ

ａｎおよびＷｕｎｓｃｈ，１９７０．Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．４８：４４３－４
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５３を参照のこと。ＧＣＧ  ＧＡＰソフトウェアを核酸配列比較のために以下：

５．０のＧＡＰ作成ペナルティーおよび０．３のＧＡＰ伸長ペナルティーの設定

を用い、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、１９、２１、または２３で示さ

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。

      【０１５１】

  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、特定の比較領域にわたって残基ごとにつ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、その比較領域にわたり２つの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）があ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）で

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。本明細書で用いる用語「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

較領域に亘って参照配列と比較したとき、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。

      【０１５２】

  （キメラおよび融合タンパク質）

  本発明はまた、ＳＥＣＸキメラタンパク質またはＳＥＣＸ融合タンパク質を提

供する。本明細書で用いられるとき、ＳＥＣＸ「キメラタンパク質」または「融

合タンパク質」は、非ＳＥＣＸポリペプチドと作動可能に連結されたＳＥＣＸポ

リペプチドを含む。「ＳＥＣＸポリペプチド」は、例えば、配列番号２、４、６

、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、および／または２４に示さ

れるＳＥＣＸ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。

「非ＳＥＣＸポリペプチド」または「非ＳＥＣＸタンパク質」は、ＳＥＣＸポリ
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ペプチド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、ＳＥＣＸ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）。ＳＥＣＸ融合タンパク質の中で、ＳＥＣ

Ｘポリペプチドは、ＳＥＣＸタンパク質のすべてか、またはその一部分に対応し

得る。１つの実施形態では、ＳＥＣＸ融合タンパク質は、ＳＥＣＸ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。別の実施形態では、ＳＥＣＸ融

合タンパク質は、ＳＥＣＸタンパク質の少なくとも２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、ＳＥＣＸ融合タンパク質は、ＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸポリペプチドおよび非ＳＥＣＸ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Ｓ

ＥＣＸポリペプチドは、ＳＥＣＸポリペプチドのＮ末端またはＣ末端に融合され

得る。

      【０１５３】

  １つの実施形態では、この融合タンパク質は、ＧＳＴ－ＳＥＣＸ融合タンパク

質であり、ここではＳＥＣＸ配列が、ＧＳＴ（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ＳＥＣ

Ｘポリペプチドの精製を容易にし得る。

      【０１５４】

  別の実施形態では、この融合タンパク質は、そのＮ末端に異種シグナル配列を

含むＳＥＣＸタンパク質である。特定の宿主細胞では（例えば、哺乳動物宿主細

胞）、ＳＥＣＸの発現および／または分泌は、異種シグナル配列の使用により増

大され得る。

      【０１５５】

  なお別の実施形態では、この融合タンパク質は、ＳＥＣＸ－免疫グロブリン融

合タンパク質であり、ここではＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ－免疫グ

ロブリン融合タンパク質は、薬学的組成物中に取り込まれ、そして被験体に投与

されて、細胞の表面上でＳＥＣＸリガントとＳＥＣＸタンパク質との間の相互作
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用を阻害し、それによってインビボのＳＥＣＸシグナル伝達を抑制し得る。この

ＳＥＣＸ－免疫グロブリン融合タンパク質を用い、ＳＥＣＸ同族リガンドの生物

学的利用能に影響を与え得る。ＳＥＣＸリガンド／ＳＥＣＸ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、ならびに細胞生存を調節（例えば、促進

または阻害）することに、治療的に有用であり得る。さらに、本発明のこのＳＥ

ＣＸ－免疫グロブリン融合タンパク質は、被験体中で抗ＳＥＣＸ抗体を産生する

ための免疫原として用い得、ＳＥＣＸリガンドを精製し、そしてＳＥＣＸリガン

ドとのＳＥＣＸ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。

      【０１５６】

  本発明のＳＥＣＸキメラタンパク質またはＳＥＣＸ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、キメラ遺伝子配列を生成するために次いでアニーリン

グ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実施し得る（例えば、Ａｕｓｂｅｌら（

編）ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯ

ＬＯＧＹ、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ、１９９２を参照のこと）。さらに

、融合成分（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。ＳＥＣＸをコードする核酸は、この融合成分がＳＥＣＸ

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。

      【０１５７】

  （ＳＥＣＸアゴニストおよびＳＥＣＸアンタゴニスト）
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  本発明はまた、ＳＥＣＸアゴニスト（すなわち、模倣物）としてか、またはＳ

ＥＣＸアンタゴニストとしてかのいずれかで機能するＳＥＣＸタンパク質の改変

体に関する。ＳＥＣＸタンパク質の改変体、例えば、ＳＥＣＸ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。ＳＥＣＸタンパク質

のアゴニストは、天然に存在する形態のＳＥＣＸ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。ＳＥＣＸタンパ

ク質のアンタゴニストは、天然に存在する形態のＳＥＣＸタンパク質の１つ以上

の活性を、例えば、ＳＥＣＸタンパク質を含む細胞シグナル伝達カスケードの下

流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し得る。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、ＳＥＣＸタンパク質の天然に存在

する形態を用いた処置に対して被験体におけるより少ない副作用をもたらす。

      【０１５８】

  ＳＥＣＸアゴニスト（すなわち、模倣物）として、またはＳＥＣＸアンタゴニ

ストのいずれかとして機能するＳＥＣＸタンパク質の改変体は、ＳＥＣＸタンパ

ク質アゴニスト活性またはＳＥＣＸタンパク質アンタゴニスト活性についてのＳ

ＥＣＸ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、Ｓ

ＥＣＸ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。ＳＥＣ

Ｘ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

遺伝子配列中に、潜在的なＳＥＣＸ配列の縮重セットが、個々のポリペプチドと

してか、あるいは、その中にＳＥＣＸ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、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ＳＥＣＸ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合成は、自動化ＤＮＡ合成機中で実施さ

れ得、次いでこの合成遺伝子は、適切な発現ベクター中に連結される。遺伝子の
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縮重セットの使用は、１つの混合物において、潜在的なＳＥＣＸ配列の所望のセ

ットをコードする配列のすべての供給を可能にする。縮重オリゴヌクレオチドを

合成する方法は当該分野で周知である。例えば、Ｎａｒａｎｇ（１９８３）Ｔｅ

ｔｒａｈｅｄｒｏｎ  ３９：３；Ｉｔａｋｕｒａら（１９８４）Ａｎｎｕ．Ｒｅ

ｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．５３：３２３；Ｉｔａｋｕｒａら（１９８４）Ｓｃｉｅｎ

ｃｅ  １９８：１０５６；Ｉｋｅら（１９８３）Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄ．Ｒｅｓ．

１１：４７７。

      【０１５９】

  （ポリペプチドライブラリー）

  さらに、ＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸ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

ＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸコード配列の二本鎖ＰＣＲ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、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、ＳＥＣＸタンパク質の種々の

サイズのアミノ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。

      【０１６０】

  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、および選択された性質を有する遺伝子産物のｃＤ

ＮＡライブラリーをスクリーニングするための種々の技法が当該分野で公知であ

る。このような技法を、ＳＥＣＸ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な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
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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、およびこのコンビナトリアル遺伝子を、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

る条件下で発現することを含む。ライブラリー中の機能的変異の頻度を増大する

新規技法であるリクルーシブアンサンブル変異誘発（ｒｅｃｒｕｓｉｖｅ  ｅｎ

ｓｅｍｂｌｅ  ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ）（ＲＥＭ）を、スクリーニングアッセ

イと組み合わせて用い、ＳＥＣＸ改変体を同定し得る。例えば、Ａｒｋｉｎおよ

びＹｏｕｒｖａｎ（１９９２）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ

  ８９：７８１１－７８１５；Ｄｅｌｇｒａｖｅら（１９９３）Ｐｒｏｔｅｉｎ

  Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ  ６：３２７－３３１を参照のこと。

      【０１６１】

  （抗ＳＥＣＸ抗体）

  本発明は、本発明の任意のＳＥＣＸポリペプチドに免疫特異的に結合する、抗

体または抗体フラグメント（Ｆabまたは（Ｆab）2など）を含む。

      【０１６２】

  単離されたＳＥＣＸ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

、ＳＥＣＸポリペプチド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ＳＥＣＸタンパク質が用いられ得るか、あるいは、本発明は、免

疫原としての使用のためのＳＥＣＸの抗原性ペプチドフラグメントを提供する。

抗原性ＳＥＣＸペプチドは、例えば、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１

４、１６、１８、２０、２２、または２４のアミノ酸配列のＳＥＣＸポリペプチ

ドの少なくとも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ＳＥＣＸと特異的な免疫複合体を形成するように、ＳＥＣＸ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。

      【０１６３】
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  本発明の特定の実施形態では、抗原性ペプチドにより含まれる少なくとも１つ

のエピトープは、ＳＥＣＸタンパク質の表面上に位置する領域、例えば、親水性

領域である。抗体産生を標的にする手段として、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（ｈｙｄｒｏｐａｔｈｙ  ｐｌｏｔ）を、例えば、フー

リエ変換とともにまたはなしの、Ｋｙｔｅ－Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ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．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ７８：３８２４－

３８２８；ＫｙｔｅおよびＤｏｏｌｉｔｔｌｅ  １９８２、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏ

ｌ．１５７：１０５－１４２を参照のこと）。

      【０１６４】

  例えば、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２

２、または２４を含むＳＥＣＸ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。本明細書で用いる用語「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、ＳＥＣＸのような抗原に特異的に結合（すなわち、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Ｓ

ＥＣＸ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、

ＳＥＣＸタンパク質配列（例えば、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４

、１６、１８、２０、２２、または２４のタンパク質配列）、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、ポリクローナル抗体また

はモノクローナル抗体の産生のために用いられ得る。

      【０１６５】

  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）を、ネイティブタンパク質、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し得る。適切な免疫原
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性調製物は、例えば、組換えにより発現されたＳＥＣＸタンパク質または化学的

に合成されたポリペプチドを含み得る。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、フロイントの（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、オイルエマルジョン、ジニトロフェ

ノールなど）、Ｂａｃｉｌｌｅ  Ｃａｌｍｅｔｔｅ－ＧｕｅｒｉｎおよびＣｏｒ

ｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ  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、ＳＥＣＸに対して惹起された抗体分子は

、哺乳動物（例えば、血液）から単離され、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。

      【０１６６】

  本明細書で用いられる用語「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、ＳＥＣＸの特定のエピトープと免疫反応し得る抗原結合部位の特

定の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ＳＥＣＸタンパク質に対し、単一の

結合親和性を示す。特定のＳＥＣＸ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（例えば、Ｋｏｈ

ｌｅｒ＆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（例えば、Ｋ

ｏｚｂｏｒら、１９８３  Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｔｏｄａｙ  ４：７２を参照のこと

）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（

例えば、Ｃｏｌｅら、１９８５  ＭＯＮＯＣＬＯＮＡＬ  ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ

  ＡＮＤ  ＣＡＮＣＥＲ  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（例えば、



(65) 特表２００３－５２１８８５

Ｃｏｔｅら、１９８３．Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８０

：２０２６－２０３０を参照のこと）、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（例えば、Ｃｏｌｅら、１９８

５  ＭＯＮＯＣＬＯＮＡＬ  ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ  ＡＮＤ  ＣＡＮＣＥＲ  Ｔ

ＨＥＲＡＰＹ、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。

      【０１６７】

  本発明によれば、技法は、ＳＥＣＸ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、Ｈ

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

と）、ＳＥＣＸ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、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

。ＳＥＣＸ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、これには、制限されないで：（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

ラグメントおよび（ｉｖ）Ｆvフラグメントが含まれる。

      【０１６８】

  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ＳＥＣＸ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ＰＣＴ

／ＵＳ８６／０２２６９；欧州特許出願番号１８４，１８７号；欧州特許出願番
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号１７１，４９６；欧州特許出願番号１７３，４９４；ＰＣＴ国際公開番号ＷＯ

  ８６／０１５３３；米国特許第４，８１６，５６７号；米国特許第５，２２５

，５３９号；欧州特許出願番号１２５，０２３号；Ｂｅｔｔｅｒら（１９８８）

Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４０：１０４１～１０４３；Ｌｉｕら（１９８７）Ｐｒｏｃ

．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８４：３４３９～３４４３；Ｌｉｕら

（１９８７）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３９：３５２１～３５２６；Ｓｕｎら（１

９８７）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８４：２１４～２１

８；Ｎｉｓｈｉｍｕｒａら（１９８７）Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．４７：９９９～

１００５；Ｗｏｏｄら（１９８５）Ｎａｔｕｒｅ  ３１４：４４６～４４９；Ｓ

ｈａｗら（１９８８）Ｊ．Ｎａｔｌ．Ｃａｎｃｅｒ  Ｉｎｓｔ．８０：１５５３

～１５５９）；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ（１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２２９：１２０

２～１２０７；Ｏｉら（１９８６）ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  ４：２１４；

Ｊｏｎｅｓら（１９８６）Ｎａｔｕｒｅ  ３２１：５５２～５２５；Ｖｅｒｈｏ

ｅｙａｎら（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３９：１５３４；ならびにＢｅｉｄ

ｌｅｒら（１９８８）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４１：４０５３～４０６０。上記

引用の各々は、それらの全体が参考として本明細書中に援用される。

      【０１６９】

  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イムノソルベント検定法（ＥＬＩＳＡ

）および他の免疫学的に媒介された技術を含むが、これに限定されない。特定の

実施形態において、ＳＥＣＸタンパク質の特定のドメインに対して特異的である

抗体の選抜は、このようなドメインを所有しているＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸ

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ついて特異的である抗体がまた、本願明細書において提供さ

れる。

      【０１７０】

  抗ＳＥＣＸ抗体は、ＳＥＣＸ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
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プル内のＳＥＣＸタンパク質のレベルを測定する使用のために、診断方法におけ

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）。所定の実

施形態において、ＳＥＣＸ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の抗体（これは、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、以降において「治療剤（Ｔｈｅｔａｐｅ

ｕｔｉｃ」）として利用される。

      【０１７１】

  抗ＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸポリペプチドを

単離するために用いられ得る。抗ＳＥＣＸ抗体は、細胞からの天然のＳＥＣＸポ

リペプチド、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ＳＥＣＸ

ポリペプチドの精製を容易にし得る。さらに、抗ＳＥＣＸ抗体が、（例えば、細

胞の溶菌液または細胞上清における）ＳＥＣＸタンパク質の発現の量およびパタ

ーンを評価するために、ＳＥＣＸタンパク質を検出することに用いられ得る。抗

ＳＥＣＸ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などに、

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診断的にモニター

するために用いられ得る。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）ことにより容易になり得る。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、発光材料、生物発光材料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（ｄｉｃｈｌｏｒｏｔｒｉａｚｉｎｙｌａｍｉ

ｎｅ）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

；発光材料の例としては、ルミノールが挙げられる；生物発光材料の例としては

、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。
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      【０１７２】

  （ＳＥＣＸ組換え発現ベクターおよび宿主細胞）

  本発明の別の局面は、ＳＥＣＸ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、ウイルス性ベクターで

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

ス性ベクター（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。

      【０１７３】

  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
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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

るという意味を意図する。

      【０１７４】

  句「調節配列」は、プロモーター、エンハンサ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）を含むことを意図する。このような調節

配列は、例えば、Ｇｏｅｄｄｅｌ、ＧＥＮＥ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨ

ＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ  ＩＮ  ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ  １８５、Ａｃａ

ｄｅｍｉｃ  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、ＳＥＣＸタンパク質、またはＳＥＣＸの変異形態、融合タンパク質など

）を生成し得る。

      【０１７５】

  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、

ＳＥＣＸタンパク質発現のために設計され得る。例えば、ＳＥＣＸタンパク質は

、細菌細胞（例えば、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  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、Ｇｏｅｄｄｅｌ、ＧＥＮＥ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯ

Ｎ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ  ＩＮ  ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ  １

８５、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｉｆ．（１

９９０）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。

      【０１７６】
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  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有するＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  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、以下の３つの目的のために役立つ：（ｉ）組換えタンパク

質の発現を増加させること；（ｉｉ）組換えタンパク質の可溶性を増加させるこ

と；および（ｉｉｉ）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、タンパク質分解性の切断部位が、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（ＧＳ

Ｔ）、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ｐＧＥＸ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ  

Ｉｎｃ；Ｓｍｉｔｈ  ａｎｄ  Ｊｏｈｎｓｏｎ（１９８８）Ｇｅｎｅ  ６７：３

１－４０）、ｐＭＡＬ（Ｎｅｗ  Ｅｎｇｌａｎｄ  Ｂｉｏｌａｂｓ，Ｂｅｖｅｒ

ｌｙ，Ｍａｓｓ．）およびｐＲＩＴ５（Ｐｈａｒｍａｃｉａ，Ｐｉｓｃａｔａｗ

ａｙ，Ｎ．Ｊ．）が挙げられる。

      【０１７７】

  適切な誘導性非融合Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉ発現ベクターの例には

、ｐＴｒｃ（Ａｍｒａｎｎら（１９８８）Ｇｅｎｅ  ６９：３０１－３１５）お

よびｐＥＴ  １１ｄ（Ｓｔｕｄｉｅｒら、ＧＥＮＥ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  Ｔ

ＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ  ＩＮ  ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ  １８５，

Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．（１９９０

）６０－８９）が挙げられる。

      【０１７８】

  Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉにおける組換えタンパク質発現を最大化す
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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。例えば、Ｇ

ｏｔｔｅｓｍａｎ，ＧＥＮＥ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：

ＭＥＴＨＯＤＳ  ＩＮ  ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ  １８５，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐ

ｒｅｓｓ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．（１９９０）１１９－１２８を参

照のこと。別のストラテジーは、各アミノ酸についての個々のコドンが、Ｅｓｃ

ｈｅｒｉｃｈｉａ  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（例えば、Ｗａ

ｄａら（１９９２）Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．２０：２１１１－２１１８

を参照のこと）。本発明のこのような核酸配列の変更は、標準的なＤＮＡ合成技

術によって実行され得る。

      【０１７９】

  別の実施形態において、ＳＥＣＸ発現ベクターは、酵母発現ベクターである。

酵母Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ  ｃｅｒｉｖｉｓａｅにおける発現のためのベ

クターの例は、ｐＹｅｐＳｅｃ１（Ｂａｌｄａｒｉら、（１９８７）ＥＭＢＯ  

Ｊ．６：２２９－２３４）、ｐＭＦａ（ＫｕｒｊａｎおよびＨｅｒｓｋｏｗｉｔ

ｚ、（１９８２）Ｃｅｌｌ  ３０：９３３－９４３）、ｐＪＲＹ８８（Ｓｃｈｕ

ｌｔｚら、（１９８７）Ｇｅｎｅ  ５４：１１３－１２３）、ｐＹＥＳ２（Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ  Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ

．）、およびｐｉｃＺ（ＩｎＶｉｔｒｏｇｅｎ  Ｃｏｒｐ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ

，Ｃａｌｉｆ．）である。

      【０１８０】

  あるいは、ＳＥＣＸ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（Ｓｍｉ

ｔｈら（１９８３）Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．３：２１５６－２１６５）お

よびｐＶＬシリーズ（ＬｕｃｋｌｏｗおよびＳｕｍｍｅｒｓ（１９８９）Ｖｉｒ

ｏｌｏｇｙ  １７０：３１－３９）が挙げられる。

      【０１８１】
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  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

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のため

の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。

      【０１８２】

  別の実施形態において、組換え哺乳動物発現ベクターは、特定の細胞型中で優

先的に核酸の発現を指向し得る（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）。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を参照のこと）、リンパ球特異的プロモーター（ＣａｌａｍｅおよびＥａｔ

ｏｎ（１９８８）Ａｄｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．４３：２３５－２７５を参照のこと

）、Ｔ細胞レセプターの特定のプロモーター（ＷｉｎｏｔｏおよびＢａｌｔｉｍ

ｏｒｅ（１９８９）ＥＭＢＯ  Ｊ  ８：７２９－７３３を参照のこと）および免

疫グロブリンの特定のプロモーター（Ｂａｎｅｒｊｉら（１９８３）Ｃｅｌｌ  

３３：７２９－７４０；ＱｕｅｅｎおよびＢａｌｔｉｍｏｒｅ（１９８３）Ｃｅ

ｌｌ  ３３：７４１－７４８を参照のこと）、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）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８６：５４７３－
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５４７７を参照のこと）、膵臓特異的プロモーター（Ｅｄｌｕｎｄら（１９８５

）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３０：９１２－９１６を参照のこと）、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４，８７３，３

１６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  ｈ

ｏｘ）プロモーター（ＫｅｓｓｅｌおよびＧｒｕｓｓ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃ

ｅ  ２４９：３７４－３７９）およびａ－フェトプロテインプロモーター（Ｃａ

ｍｐｅｓおよびＴｉｌｇｈｍａｎ（１９８９）Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖ．３：５３７

－５４６を参照のこと）。

      【０１８３】

  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、ＳＥＣＸ  ｍＲＮＡに対するアンチセンスであるＲＮＡ分子の発現（ＤＮ

Ａ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。

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（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、高効率の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、例えば、Ｗｅｉｎｔｒａｕｂら、「Ａ

ｎｔｉｓｅｎｓｅ  ＲＮＡ  ａｓ  ａ  ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  ｔｏｏｌ  ｆｏｒ

  ｇｅｎｅｔｉｃ  ａｎａｌｙｓｉｓ」、Ｒｅｖｉｅｗｓ－Ｔｒｅｎｄｓ  ｉｎ

  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ、第１巻（１）１９８６を参照のこと。

      【０１８４】

  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
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に使用される。このような用語は、特定の対象の細胞のみをいうのではなく、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。

      【０１８５】

  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、Ｓ

ＥＣＸタンパク質は、細菌細胞（例えば、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ．ｃｏｌｉ）

、昆虫細胞、酵母または哺乳動物細胞（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。

      【０１８６】

  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）を宿主細胞中に導入するための当該分野で認識される種々の技術

をいうことを意図し、これらには、リン酸カルシウムまたは塩化カルシウム共沈

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挙げられる。宿主細胞を形質転換またはトランスフ

ェクトするための適切な方法は、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  Ｃ

ＬＯＮＩＮＧ：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。

      【０１８７】

  哺乳動物細胞の安定なトランスフェクションについては、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、細胞の少量の画分のみが外来

ＤＮＡをそのゲノム中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
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および選択するために、選択マーカー（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

の選択マーカーには、薬物に対する耐性を付与するマーカー（例えば、Ｇ４１８

、ハイグロマイシン、およびメトトレキセート）が含まれる。選択マーカーをコ

ードする核酸は、ＳＥＣＸ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、または別々のベクター上で導入され得る。導入された核酸とと

もに安定にトランスフェクトされる細胞は、薬物選択によって同定され得る（例

えば、選択マーカー遺伝子を取り込んだ細胞は生存するが、他の細胞は死滅する

）。

      【０１８８】

  本発明の宿主細胞（例えば、培養中の原核生物宿主細胞および真核生物宿主細

胞）は、ＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸ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、ＳＥ

ＣＸ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（すなわ

ち、ここに、ＳＥＣＸタンパク質をコードする組換え発現ベクターが導入されて

いる）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ＳＥＣＸタンパク質を単離する工程を包含する。

      【０１８９】

  （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作製するために使

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、ＳＥＣＸ

タンパク質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、これらの宿主細胞は、それらの内因性のＳＥＣＸ配列が変更されてい

るゲノムまたは相同組換え動物に、外因性のＳＥＣＸ配列が導入されている、非

ヒトトランスジェニック動物を作製するために使用され得る。このような動物は

、ＳＥＣＸタンパク質の機能および／または活性を研究するため、およびＳＥＣ

Ｘタンパク質の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
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ト動物、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

うな齧歯動物であり、ここでこれらの動物の１つ以上の細胞は、導入遺伝子を含

む。トランスジェニック動物の他の例には、非ヒト霊長類、ヒツジ、イヌ、ウシ

、ヤギ、ニワトリ、両生類などを含む。

      【０１９０】

  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、そして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、この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

いてコード遺伝子産物の発現を指向する。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、より好ましくはマ

ウスであり、ここで、内因性ＳＥＣＸ遺伝子は、この内因性の遺伝子と、動物の

発生の前に動物の細胞（例えば、動物の胚細胞）に導入された外因性ＤＮＡ分子

との間の相同組換えによって、変更されている。

      【０１９１】

  本発明のトランスジェニック動物は、ＳＥＣＸをコードする核酸を、受精した

卵母細胞の雄性前核に導入することによって（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）、およびこの卵母細胞が偽妊娠雌性フォスタ

ー動物（ｆｏｓｔｅｒ  ａｎｉｍａｌ）中で発生することを可能にすることによ

って作製され得る。ヒトＳＥＣＸ  ＤＮＡ配列（例えば、配列番号１、３、５、

７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１または３４）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ＳＥＣＸ遺伝子の非ヒト

ホモログ（例えば、マウスＳＥＣＸ遺伝子）は、ヒトＳＥＣＸ  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、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、ＳＥＣＸタンパク質の発現を指向するために、ＳＥＣＸ

導入遺伝子に作動可能に連結され得る。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）を作製するた

めの方法は、当該分野で従来的になっており、そして例えば、米国特許第４，７
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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製のために使用さ

れる。トランスジェニック創始動物は、そのゲノムにおけるＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ  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創始動物は、導入遺伝子

を保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、ＳＥＣＸタ

ンパク質をコードする導入遺伝子を保有するトランスジェニック動物は、さらに

、他の導入遺伝子を保有する他のトランスジェニック動物へと繁殖させ得る。

      【０１９２】

  相同組換え動物を作製するために、欠失、付加、または置換が導入されて、そ

れによってＳＥＣＸ遺伝子が変化（例えば、機能的に破壊）されている、少なく

とも、ＳＥＣＸ遺伝子の一部を含むベクターを調製する。ＳＥＣＸ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、１

９、２１または２３）であり得るが、より好ましくは、ヒトＳＥＣＸ遺伝子の非

ヒトホモログである。例えば、ヒトＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ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、内因性ＳＥＣＸ遺伝子が、機能的に破壊される（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）ように設計される。

      【０１９３】

  あるいは、このベクターは、相同組換えの際に、内因性ＳＥＣＸ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、上流の調節領域を変更して、それによって内

因性ＳＥＣＸ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、

ＳＥＣＸ遺伝子の変更された部分は、ＳＥＣＸ遺伝子のさらなる核酸によって、
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その５’末端および３’末端で隣接され、相同組換えが、ベクターによって運ば

れる外因性ＳＥＣＸ遺伝子と胚幹細胞中の内因性ＳＥＣＸ遺伝子との間で起こる

ことを可能にする。さらなる隣接ＳＥＣＸ核酸は、内因性遺伝子との首尾よい相

同組換えに十分な長さである。代表的に、数キロベース（Ｋｂ）の隣接ＤＮＡ（

５’末端および３’末端の両方で）が、ベクターに含まれる。相同組換えベクタ

ーの記載について、例えば、Ｔｈｏｍａｓら、１９８７、Ｃｅｌｌ  ５１：５０

３を参照のこと。次いで、このベクターは、胚幹細胞株に導入され（例えば、エ

レクトロポレーションによって）、この導入されたＳＥＣＸ遺伝子が、内因性Ｓ

ＥＣＸ遺伝子と相同組換えされた細胞が、選択される。例えば、Ｌｉら、１９９

２、Ｃｅｌｌ  ６９：９１５を参照のこと。

      【０１９４】

  次いで、この選択された細胞を、動物（例えば、マウス）の胚盤胞へマイクロ

インジェクションして、凝集キメラを形成する。例えば、Ｂｒａｄｌｅｙ、１９

８７、ＴＥＲＡＴＯＣＡＲＣＩＮＯＭＡＳ  ＡＮＤ  ＥＭＢＲＹＯＮＩＣ  ＳＴ

ＥＭ  ＣＥＬＬＳ：Ａ  ＰＲＡＣＴＩＣＡＬ  ＡＰＰＲＯＡＣＨ、Ｒｏｂｅｒｔ

ｓｏｎ編、ＩＲＬ、Ｏｘｆｏｒｄ  １１３頁～１５２頁を参照のこと。次いで、

キメラ胚を、適切な偽妊娠雌性フォスター動物に移植し得、そしてこの胚を、一

定期間置く。それらの胚芽細胞中に相同組換えＤＮＡを保有する子孫を使用して

、動物を繁殖し得、ここで、この動物の全ての細胞は、導入遺伝子の生殖系列伝

達によって、この相同組換えＤＮＡを含む。相同的組換えベクターおよび相同的

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；ＷＯ９

２／０９６８；およびＷＯ９３／０４１６９。

      【０１９５】

  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。

ｃｒｅ／ｌｏｘＰリコンビナーゼ系の記載については、例えば、Ｌａｋｓｏら、
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１９９２、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８９：６２３２－

６２３６を参照のこと。リコンビナーゼ系の別の例は、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃ

ｅｓ  ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅのＦＬＰリコンビナーゼ系である。Ｏ’Ｇｏｒｍａ

ｎら、１９９１、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５１：１３５１－１３５５を参照のこと。

。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した導入遺伝子

を含み、そして他方はリコンビナーゼをコードした導入遺伝子を含む）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を介して提供され得る

。

      【０１９６】

  本明細書中に記載されるトランスジェニック非ヒト動物のクローンがまた、Ｗ

ｉｌｍｕｔら、１９９７、Ｎａｔｕｒｅ  ３８５：８１０－８１３に記載される

方法に従って、産生され得る。簡単には、トランスジェニック動物由来の細胞（

例えば、体細胞）を、単離および誘導し、増殖サイクルから脱離させ、そしてＧ

0期に入らせ得る。次いで、この静止細胞を、例えば、電気パルスの使用を介し

て、静止細胞が単離される同種動物由来の摘出された卵母細胞へ融合し得る。次

いで、この再構築された卵母細胞を培養し、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、偽妊娠雌性フォスター動物に移される。この雌

性フォスター動物の産生子孫は、この細胞（例えば、体細胞）が単離される動物

のクローンである。

      【０１９７】

  （薬学的組成物）

  本発明のＳＥＣＸ核酸分子、ＳＥＣＸタンパク質、および抗ＳＥＣＸ抗体（こ

れはまた、本明細書中で「活性化合物」といわれる）、ならびにそれらの誘導体

、フラグメント、アナログ、およびホモログが、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、代表的に、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、
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「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、分散媒体、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、当該分野における標準的な参考書である、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ  

Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅｓの最新版（本明細書中で参考

として援用される）に記載される。このようなキャリアまたは賦形薬の好ましい

例としては、水、生理食塩水、フィンガー溶液、デキストロース溶液、および５

％ヒト血清アルブミンを含むが、これらに限定されない。リポソームおよび非水

性（例えば、親油性）ビヒクル（例えば、不揮発性油）はまた、使用され得る。

薬学的に活性物質である、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。この活性化合物と不適合性である任意の従来の媒体または薬剤の範囲を

除いて、組成物におけるその使用は、意図される。補助的な活性化合物もまた、

この組成物に組み込まれ得る。

      【０１９８】

  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可能に処方される

。投与経路の例としては、非経口（例えば、静脈内、皮内、皮下）、経口（例え

ば、吸入）、経皮的（すなわち、局所的）、経粘膜、および直腸投与が挙げられ

る。非経口、皮内、または皮下適用のために使用される溶液または懸濁液として

は、以下の成分が挙げられ得る：滅菌賦形薬（注射のための水、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）；抗菌性剤（例えば、ベンジルアルコールまたはメチルパラ

ベン）；抗酸化剤（例えば、アスコルビン酸または重亜硫酸ナトリウム）；キレ

ート剤（例えば、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ））；緩衝液（例えば、ア

セテート、シトラートまたはホスフェート）；および張度の調整のための薬剤（

例えば、塩化ナトリウムまたはデキストロース）。ｐＨは、酸または塩基（例え

ば、塩酸または水酸化ナトリウム）を用いて調整され得る。非経口調製物は、ガ

ラスまたはプラスチック製のアンプル、使い捨てシリンジまたは複数用量バイア

ルに封入され得る。

      【０１９９】
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  注射使用に適した薬学的組成物は、滅菌の水溶液（ここで、水溶性）または分

散液および滅菌注射可能な溶液または分散液の即時調製のための滅菌散剤を含む

。静脈内投与について、適切なキャリアには、生理食塩水、静菌性水、Ｃｒｅｍ

ｏｐｈｏｒ  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

、滅菌性であるべきであり、そして容易な注入性（ｓｙｒｉｎｇｅａｂｉｌｉｔ

ｙ）が存在する程度に流動的であるべきである。これは、製造および貯蔵の条件

下で安定でなければならず、そして、細菌および真菌などの微生物の汚染作用に

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

分散媒体であり得る：例えば、水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロ

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、レシチンなどのコーティン

グの使用によって、分散の場合には要求される粒子サイズを維持することによっ

て、および界面活性剤を使用することによって維持され得る。微生物の作用の予

防は、種々の抗菌および抗真菌剤（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、糖、ポリアルコール（例えば、マンニトール（

ｍａｎｉｔｏｌ）、ソルビトール）、塩化ナトリウム）を含むことが好ましい。

注射可能組成物の長期の吸収は、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）を組成物に含ませることによってもたらされ得

る。

      【０２００】

  滅菌注射可能溶液は、必要量のこの活性化合物（例えば、ＳＥＣＸタンパク質

または抗ＳＥＣＸ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、基本分散媒体および上記で列

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散剤の場合において、

調製方法は、真空乾燥および凍結乾燥であり、これにより、活性成分および予め
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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散剤を得る。

      【０２０１】

  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（ｍｏｕｔｈｗａｓｈ）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、そして素早く動かされ（スイッシュ）（ｓｗｉｓｈ）、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、以下のいずれかの成分または同様の性質の化合物を含み得る

：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）、Ｐ

ｒｉｍｏｇｅｌ、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）；グライダント（ｇｌｉｄａｎｔ）（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）。

      【０２０２】

  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

アロゾルスプレーの形態で送達される。

      【０２０３】

  全身的投与はまた、経粘膜手段または経皮手段によりなされ得る。経粘膜投与

または経皮投与について、浸透されるバリアに対して適切な浸透剤が、処方にお

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、鼻スプレーまたは坐剤の使用を介して達成
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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。

      【０２０４】

  この化合物はまた、直腸送達のための坐剤の使用（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）または保持浣腸の形態で調

製され得る。

      【０２０５】

  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。

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．から市販されている。リポソーム懸濁液（ウ

イルス抗原に対するモノクローナル抗体を含む、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。

      【０２０６】

  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、この活性化合物の固有の特性、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。

      【０２０７】
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  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、静脈内注射、局所

投与（例えば、米国特許第５，３２８，４７０号を参照のこと）または定位注射

（例えば、Ｃｈｅｎら、１９９４、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ．９１

：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埋包される徐放性マトリックスを含み得る。ある

いは、完全な遺伝子送達ベクター（例えば、レトロウイルスベクター）が、組換

え細胞からインタクトで産生され得る場合、この薬学的調製物は、遺伝子送達系

を産生する１以上の細胞を含み得る。

      【０２０８】

  薬学的組成物は、投与のための使用説明書をとともに、容器、包装、またはデ

ィスペンサーに含まれ得る。

      【０２０９】

  （スクリーニング方法および検出方法）

  本明細書中で記載される核酸分子、タンパク質、タンパク質ホモログ、および

抗体は、以下の１つ以上の方法において使用され得る：（Ａ）スクリーニングア

ッセイ；（Ｂ）検出アッセイ（例えば、染色体マッピング、細胞型決定および組

織型決定、法医学生物学）；（Ｃ）予測医学（例えば、診断アッセイ、予後アッ

セイ、臨床試験モニタリング、および薬理ゲノム学）；ならびに（Ｄ）処置の方

法（例えば、治療的および予防的）。

      【０２１０】

  本発明の単離された核酸分子は、ＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸ  ｍＲＮＡ（例えば、生物学的サンプルにおける）またはＳＥ

ＣＸ遺伝子における遺伝的病変を検出し得、そして以下にさらに記載されるよう

なＳＥＣＸ活性を調節し得る。さらに、ＳＥＣＸタンパク質を使用して、ＳＥＣ

Ｘタンパク質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得

、そしてＳＥＣＸタンパク質の不十分かもしくは過剰な産生またはＳＥＣＸタン
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パク質形態の産生の減少またはＳＥＣＸ野生型タンパク質と比較して異常な活性

によって特徴づけられる障害を処置し得る。さらに、本発明の抗ＳＥＣＸ抗体は

、ＳＥＣＸタンパク質を検出および単離し、そしてＳＥＣＸ活性を調節するため

に使用され得る。例えば、ＳＥＣＸ活性は、成長および分化、抗体産生、および

腫瘍増殖を含む。

      【０２１１】

  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上記される処置のためのそれらの使用に関する。

      【０２１２】

  （スクリーニングアッセイ）

  本発明は、調節因子、すなわち、ＳＥＣＸタンパク質に結合するか、あるいは

例えば、ＳＥＣＸタンパク質発現もしくはＳＥＣＸタンパク質活性に対して刺激

効果もしくは阻害効果を有する、候補化合物もしくは候補薬剤、または試験化合

物もしくは試験薬剤（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。

      【０２１３】

  １つの実施形態において、本発明は、ＳＥＣＸのタンパク質またはポリペプチ

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多数のアプローチのいずれかを使

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；空間的にアクセ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ビーズに１化合物（ｏｎｅ－ｂｅａｄ，ｏ

ｎｅ－ｃｏｍｐｏｕｎｄ）」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、
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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。

例えば、Ｌａｍ（１９９７）Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ  Ｄｒｕｇ  Ｄｅｓｉｇｎ  

１２：１４５を参照のこと。

      【０２１４】

  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

。

      【０２１５】

  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．Ｎａ

ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．  Ｕ．Ｓ．Ａ．９１：１１４２２；Ｚｕｃｋｅｒｍａ

ｎｎら，１９９４，Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．３７：２６７８；Ｃｈｏら，１９９

３，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２６１：１３０３；Ｃａｒｒｅｌｌら，１９９４，Ａｎｇ

ｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌ．３３：２０５９；Ｃａｒｅｌｌら，

１９９４，Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌ．３３：２０６１；

およびＧａｌｌｏｐら，１９９４，Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．３７：１２３３。

      【０２１６】

  化合物のライブラリーは、溶液中（例えば、Ｈｏｕｇｈｔｅｎ、１９９２、Ｂ

ｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １３：４１２～４２１）、あるいはビーズ上（Ｌａ

ｍ、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５，２３３

，４０９号）、プラスミド（Ｃｕｌｌら、１９９２、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ

ａｄ．Ｓｃｉ．  Ｕ．Ｓ．Ａ．８９：１８６５～１８６９）またはファージ上（
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ＳｃｏｔｔおよびＳｍｉｔｈ、１９９０、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：３８６～３

９０；Ｄｅｖｌｉｎ、１９９０、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：４０４～４０６；Ｃ

ｗｉｒｌａら、１９９０、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．  Ｕ．Ｓ．

Ａ．８７：６３７８～６３８２；Ｆｅｌｉｃｉ、１９９１、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏ

ｌ．２２２：３０１～３１０；Ｌａｄｎｅｒ、米国特許第５，２３３，４０９号

）で調製され得る。

      【０２１７】

  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ＳＥＣＸ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、ＳＥＣ

Ｘタンパク質に結合する能力が、決定される。細胞は、例えば、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ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ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、12

5Ｉ、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るか、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。１つの実施形態において、このアッセイは、膜結

合形態のＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸ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ことを包含する。
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      【０２１８】

  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、ＳＥＣＸ

タンパク質またはその生物学的に活性な部分の膜結合形態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、ＳＥＣＸ

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ＳＥＣＸ、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、ＳＥＣＸタ

ンパク質が、ＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸ相互作用タンパク質を発現する細胞の表面の分子、第

二の細胞の表面上の分子、細胞外の環境の分子、細胞膜の内部表面と会合する分

子、または細胞質分子である。ＳＥＣＸ標的分子は、本発明の非ＳＥＣＸ分子ま

たはＳＥＣＸタンパク質またはポリペプチドであり得る。１つの実施形態におい

て、ＳＥＣＸ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

を通る細胞内への細胞外シグナル（例えば、化合物が膜結合ＳＥＣＸ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伝達分子のＳＥＣＸ

との会合を容易にするタンパク質であり得る。

      【０２１９】

  ＳＥＣＸタンパク質がＳＥＣＸ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、直接の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、ＳＥＣＸタンパク質がＳＥＣＸ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、

その標的の細胞第二メッセンジャー（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可能に連結されたＳＥＣＸ応答性調節エレ
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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、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。

      【０２２０】

  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、Ｓ

ＥＣＸ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ＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸ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つのそのような実施形態において、このアッセイは、ＳＥＣＸタンパ

ク質またはその生物学的に活性な部分を、ＳＥＣＸに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ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸ、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

することを含む。

      【０２２１】

  さらに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、ＳＥＣＸ

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ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸの活性を調節する能力の決定は、例えば、ＳＥＣＸタン

パク質が、ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸタンパク質の活性を調節する能力の決定は、ＳＥ

ＣＸタンパク質が、ＳＥＣＸ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、上に記載のように決定され得る。

      【０２２２】
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  なお別の実施形態において、無細胞アッセイは、ＳＥＣＸタンパク質またはそ

の生物学的に活性な部分を、ＳＥＣＸタンパク質に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ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸタンパク質と相互

作用する能力の決定は、ＳＥＣＸタンパク質が、ＳＥＣＸ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。

      【０２２３】

  本発明の無細胞アッセイは、ＳＥＣＸタンパク質の、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ＳＥＣＸタンパク質を含む

無細胞アッセイの場合には、ＳＥＣＸタンパク質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

の例としては、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－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（Ｉｓｏｔｒｉｄ

ｅｃｙｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ  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－ｃｈｏｌａｍｉｄｏｐｒｏｐｙｌ）ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｉｎｉｏｌ

－１－ｐｒｏｐａｎｅ  ｓｕｌｆｏｎａｔｅ）（ＣＨＡＰＳ）、または３－（３

－コラミドプロピル）ジメチルアンモニオ－２－ヒトロキシ－１－プロパンスル

ホネート（３－（３－ｃｈｏｌａｍｉｄｏｐｒｏｐｙｌ）ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍ

ｍｉｎｉｏｌ－２－ｈｙｄｒｏｘｙ－１－ｐｒｏｐａｎｅ  ｓｕｌｆｏｎａｔｅ

）（ＣＨＡＰＳＯ）である。

      【０２２４】

  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、ＳＥＣＸタンパ
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ク質、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、ＳＥＣＸタンパク質へ

の結合、または候補化合物の存在下および非存在下での、ＳＥＣＸタンパク質の

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としては、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－ＳＥＣＸ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（Ｓ

ｉｇｍａ  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

と組み合わせられるか、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ＳＥＣＸ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

合体形成を誘導する条件下で（例えば、塩およびｐＨに関する生理学的条件下で

）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、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ＳＥＣＸタンパク質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。

      【０２２５】

  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、ＳＥＣＸタンパク質、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ＳＥＣＸタンパク質または標的分子は、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  Ｃｈｅｍｉ

ｃａｌｓ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、Ｉｌｌ．）、そしてストレプトアビジンコーティ
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ングした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、ＳＥＣＸタンパク質、または標的分子と反応性である

がＳＥＣＸ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ＳＥＣＸタンパ

ク質が、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としては、ＧＳＴ固定複合体に関する上記の方法に加えて、

ＳＥＣＸタンパク質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ＳＥＣＸタンパク質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。

      【０２２６】

  別の実施形態において、ＳＥＣＸタンパク質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ＳＥＣＸ  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ＳＥＣＸ  ｍ

ＲＮＡ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ＳＥＣＸ  

ｍＲＮＡ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、ＳＥＣＸ  ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現のモジュレー

ターとして同定され得る。例えば、ＳＥＣＸ  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（すなわち、統計

的に有意に大きい）場合、この候補化合物は、ＳＥＣＸ  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、ＳＥＣＸ  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、ＳＥＣＸ  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ＳＥＣＸ  ｍＲＮＡまたは

タンパク質の発現レベルは、ＳＥＣＸ  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。

      【０２２７】

  本発明のなお別の局面において、ＳＥＣＸ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

使用され得（例えば、米国特許第５，２８３，３１７号；Ｚｅｒｖｏｓら、１９
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９３．Ｃｅｌｌ  ７２：２２３－２３２；Ｍａｄｕｒａら、１９９３．Ｊ  Ｂｉ

ｏｌ  Ｃｈｅｍ  ２６８：１２０４６－１２０５４；Ｂａｒｔｅｌら、１９９３

．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １４：９２０－９２４；Ｉｗａｂｕｓｃｈｉら

、１９９３．Ｏｎｃｏｇｅｎｅ  ８：１６９３－１６９６；およびＢｒｅｎｔ  

ＷＯ９４／１０３００を参照のこと）、ＳＥＣＸ（「ＳＥＣＸ結合タンパク質」

または「ＳＥＣＸ－ｂｐ」）に結合するか、またはこれと相互作用し、そしてＳ

ＥＣＸ活性を調節する他のタンパク質を同定する。このようなＳＥＣＸ結合タン

パク質はまた、例えば、ＳＥＣＸ経路の上流または下流エレメントとしてＳＥＣ

Ｘタンパク質によるシグナル伝達に関与するようである。

      【０２２８】

  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

、ＳＥＣＸをコードする遺伝子が公知の転写因子（例えば、ＧＡＬ－４）のＤＮ

Ａ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、Ｄ

ＮＡ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、ＳＥＣＸ依存性複合体を形成し得る場合、この転写因子のＤＮＡ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ＳＥＣＸ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。

      【０２２９】

  本発明は、本明細書中に記載されるように、上記のスクリーニングアッセイに

より同定される新規の薬剤にさらに関連し、そして処置のためのその薬剤の使用

に関する。



(94) 特表２００３－５２１８８５

      【０２３０】

  （検出アッセイ）

  本明細書中で同定されるｃＤＮＡ配列の一部またはフラグメント（および対応

する完全な遺伝子配列）は、ポリヌクレオチド試薬として多くの方法で使用され

得る。例えば、制限するものではないが、これらの配列を使用して、（ｉ）染色

体上にそれぞれの遺伝子をマッピングし得；従って遺伝病と関連する遺伝子領域

を位置決めし得；（ｉｉ）微量の生物学的サンプルから個体を同定し得（組織型

決定）；および（ｉｉｉ）生物学的サンプルの法医学的識別を補助し得る。これ

らの適用のいくつかは、以下の節において記載される。

      【０２３１】

  （染色体マッピング）

  一旦遺伝子の配列（または配列の一部分）が単離されると、この配列を用いて

染色体上の遺伝子の位置をマッピングし得る。このプロセスは、染色体マッピン

グとよばれる。従って、ＳＥＣＸ配列の一部またはフラグメント（例えば、配列

番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１、もしくは２３

の１つ以上の一部またはそのフラグメント、あるいはフラグメントもしくはその

誘導体）は、染色体上のＳＥＣＸ遺伝子の位置をマッピングするために、それぞ

れ使用され得る。ＳＥＣＸ配列を染色体にマッピングすることは、これらの配列

と、疾患と関連する遺伝子とを相関付ける際の重要な第一歩である。

      【０２３２】

  簡潔には、ＳＥＣＸ遺伝子は、ＳＥＣＸ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り染色体にマッピングし得る。

ＳＥＣＸ配列のコンピューター分析を用いて、ゲノムＤＮＡにおける１つを超え

るエキソンにまたがらないプライマーを迅速に選択し得、従って、増幅プロセス

を複雑にし得る。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。ＳＥＣＸ配列に

対応するヒト遺伝子を含むハイブリッドのみが、増幅されたフラグメントを生じ

る。

      【０２３３】
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  体細胞ハイブリッドは、異なる哺乳動物由来の体細胞（例えば、ヒトおよびマ

ウス細胞）を融合することにより調製される。ヒトおよびマウスのハイブリッド

が増殖および分裂するにつれ、それらは、無作為な順序で徐々にヒト染色体を失

うが、マウス染色体を維持する。マウス細胞は増殖できない（なぜなら、それら

は特定の酵素を欠損している）が、ヒト細胞は増殖できる培地を使用することに

より、必要な酵素をコードする遺伝子を含む１つのヒト染色体が維持される。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確立され得る

。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いずれ

か、およびマウス染色体の完全なセットを含み、これにより、個々の遺伝子を特

定のヒト染色体にマッピングすることが容易に可能になる（Ｄ’Ｅｕｓｔａｃｈ

ｉｏ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、転座および欠失を伴うヒト

染色体を使用することにより生成され得る。

      【０２３４】

  体細胞ハイブリッドのＰＣＲマッピングは、特定の染色体に特定の配列を割り

当てるための迅速な手順である。１つのサーマルサイクラーを用いて、一日に３

つ以上の配列が割り当てられ得る。ＳＥＣＸ配列を使用して、オリゴヌクレオチ

ドプライマーを設計すると、下位位置決定（ｓｕｂｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ）

は、特定の染色体由来のフラグメントのパネルを用いて達成され得る。

      【０２３５】

  中期染色体スプレッドに対する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、一工程で正確な染色体位置を提供するためにさらに使

用され得る。染色体スプレッドは、コルセミド（染色体紡錘体を破壊する）のよ

うな化学物質により分裂が中期においてブロックされた細胞を使用して行われ得

る。この染色体は、トリプシンで短時間処理され得、次いで、ギムザ染色され得

る。薄いバンドおよび濃いバンドのパターンが各染色体で発生し、その結果、こ

の染色体は、個々に同定され得る。ＦＩＳＨ技術は、５００または６００塩基ほ

どの短さのＤＮＡ配列と共に使用され得る。しかし、１，０００塩基より大きな

クローンは、簡単な検出に十分なシグナル強度で、独特の染色体位置に結合する
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可能性がより高い。好ましくは、１，０００塩基、そしてより好ましくは、２，

０００塩基が妥当な時間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  ＭＡＮ

ＵＡＬ  ＯＦ  ＢＡＳＩＣ  ＴＥＣＨＮＩＱＵＥＳ（Ｐｅｒｇａｍｏｎ  Ｐｒｅ

ｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ  １９８８）を参照のこと。

      【０２３６】

  染色体マッピングの試薬が、単一の染色体またはその染色体上の単一部位を印

付けするために個々に使用され得るか、または試薬のパネルが、複数部位および

／または複数染色体を印付けするために使用され得る。遺伝子の非コード領域に

対応する試薬は、実際に、マッピング目的のために好ましい。コード配列は、遺

伝子ファミリー内に保存され、これにより染色体マッピングの間に交叉ハイブリ

ダイゼーションの機会が増大する可能性が高い。

      【０２３７】

  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を介してオンラインで入手可能）において見出される

。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）を介して同定され得

る。

      【０２３８】

  さらに、ＳＥＣＸ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である薬剤である可能性が高

い。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ＰＣ
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Ｒ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、かつ多型に由来する変異を区別する。

      【０２３９】

  （組織型決定（ｔｉｓｓｕｅ  ｔｙｐｉｎｇ））

  本発明のＳＥＣＸ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

ロット上でプロービングされる。本発明の配列は、ＲＦＬＰ（米国特許第５，２

７２，０５７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。

      【０２４０】

  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の実際の塩基

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ＳＥＣＸ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、そして引き続きこれを配列決定し得る。

      【０２４１】

  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、

独特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ＳＥＣＸ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が、各５００塩基につき

約１塩基の頻度で生じることが推定される。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

）に起因する。

      【０２４２】
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  本明細書中で記載の配列の各々は、ある程度、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。非コード配列は、各々１００塩基の増幅された非コード

領域配列を生じる、おそらく１０～１，０００プライマーのパネルを、ポジティ

ブな個々の同定に快適に提供し得る。推定ＳＥＣＸコード配列（例えば、配列番

号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１、または２３）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。

      【０２４３】

  （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、ＳＥＣＸタンパク質および／または核酸の発現、なら

びにＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ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。本発明はまた、個体が、ＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ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する障害の発病の前に

個体を予防的に処置する。

      【０２４４】

  本発明の別の局面は、個体におけるＳＥＣＸのタンパク質、核酸の発現あるい

はＳＥＣＸ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薬剤（本明細書において「薬物ゲノム」とよばれ
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る）を選択する。薬物ゲノムは、個体の遺伝型（例えば、特定の薬剤に対して応

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薬剤（例えば、薬物）の選択を可能にする。

      【０２４５】

  本発明のなお別の局面は、臨床試験におけるＳＥＣＸの発現または活性に対す

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に関する。

      【０２４６】

  これらおよび他の薬物は、以下の節でさらに詳細に記載される。

      【０２４７】

  （診断アッセイ）

  生物学的サンプルにおけるＳＥＣＸ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ＳＥＣＸタンパク質またはＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸ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。ＳＥＣＸ  ｍＲＮＡもしくはゲノムＤＮＡを検出するための薬剤

は、ＳＥＣＸ  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ＳＥＣＸ核酸もし

くはその一部（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ＳＥＣＸ  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中に記載されている。

      【０２４８】

  ＳＥＣＸのタンパク質を検出するための薬剤は、ＳＥＣＸ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
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、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、Ｓ

ＥＣＸ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、ＳＥＣＸ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。ＳＥＣＸ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。ＳＥＣＸのゲノムＤＮ

Ａ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、ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ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。

      【０２４９】

  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

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。

      【０２５０】

  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、ＳＥＣＸ
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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、ＳＥＣＸのタンパク質、ｍＲＮＡもしくはゲノムＤＮＡ

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ＳＥＣＸのタンパク質、ｍＲＮＡもしくはゲノムＤＮＡの

存在と、その試験サンプルにおけるＳＥＣＸ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。

      【０２５１】

  本発明はまた、生物学的サンプルにおけるＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸ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、ＳＥ

ＣＸのタンパク質または核酸を検出するためのキットを用いるための説明書を備

え得る。

      【０２５２】

  （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、ＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸのタンパク質、

核酸の発現または活性に関連する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。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ある被験体を同定し得る。従って、本発明は、

ＳＥＣＸ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ＳＥＣ

Ｘ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、ＳＥＣＸのタンパク質または核酸の存在は、ＳＥＣＸ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
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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。

      【０２５３】

  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ＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸのタ

ンパク質または核酸が検出される（例えば、ここで、ＳＥＣＸのタンパク質また

は核酸の存在は、ＳＥＣＸの異常発現または異常活性に関連する障害を処置する

ための薬剤が投与され得る被験体についての診断指標である）。

      【０２５４】

  本発明の方法はまた、ＳＥＣＸ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あ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、その被験体由来の細胞の

サンプルにおいて、ＳＥＣＸ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ＳＥ

ＣＸ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：（ｉ）ＳＥＣＸの遺伝子からの１つ以上のヌクレオチドの欠失；

（ｉｉ）ＳＥＣＸの遺伝子への１つ以上のヌクレオチドの付加；（ｉｉｉ）ＳＥ

ＣＸの遺伝子の１つ以上のヌクレオチドの置換、（ｉｖ）ＳＥＣＸの遺伝子の染

色体再配置；（ｖ）ＳＥＣＸ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、（ｖｉ）ＳＥＣＸの遺伝子の異常改変（例えば、ゲノムＤＮＡのメ
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チル化パターンの異常改変）、（ｖｉｉ）ＳＥＣＸの遺伝子のメッセンジャーＲ

ＮＡ転写物の非野生型スプライシングパターンの存在、（ｖｉｉｉ）ＳＥＣＸの

タンパク質の非野生型レベル、（ｉｘ）ＳＥＣＸの遺伝子の対立遺伝子の欠失、

ならびに（ｘ）ＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸ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。

      【０２５５】

  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号および同第４，６８３，２０２号を参照のこと）（例えば、アンカー

ＰＣＲまたはＲＡＣＥ  ＰＣＲ）あるいは、連結連鎖反応（ＬＣＲ）（例えば、

Ｌａｎｄｅｇｒａｎら（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４１：１０７７－１０８

０；およびＮａｋａｚａｗａら（１９９４）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ

ｃｉ．ＵＳＡ  ９１：３６０－３６４）を参照のこと。後者は、ＳＥＣＸ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）（Ａｂｒａｖａｙａ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、ＳＥ

ＣＸ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ＳＥＣＸ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。ＰＣＲ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。
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      【０２５６】

  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を参照のこと）、転写増幅系（Ｋｗｏｈ、ら、１９８９、

Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８６：１１７３－１１７７を

参照のこと）、Ｑ－βレプリカーゼ（Ｌｉｚａｒｄｉら、１９８８、ＢｉｏＴｅ

ｃｈｎｏｌｏｇｙ  ６：１１９７を参照のこと）、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て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。

      【０２５７】

  代替の実施形態において、サンプル細胞からのＳＥＣＸ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Ｄ

ＮＡ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。

      【０２５８】

  他の実施形態において、ＳＥＣＸ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（例えば、Ｃｒｏｎｉｎら（１９９６）Ｈｕｍａｎ  Ｍｕｔ

ａｔｉｏｎ  ７：２４４－２５５；Ｋｏｚａｌら（１９９６）Ｎａｔ．Ｍｅｄ．

２：７５３－７５９を参照のこと）。例えば、ＳＥＣＸにおける遺伝的変異は、

Ｃｒｏｎｉｎら（上記）に記載のように光生成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
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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。

      【０２５９】

  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、ＳＥＣＸ遺伝子を直接配列決定し得、そしてサンプルのＳＥＣＸ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（１９

７７）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ７４：５６０またはＳ

ａｎｇｅｒ（１９７７）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  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（例えば、Ｎａｅｖｅら、（１９９５）ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  

１９：４４８を参照のこと）。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）Ａ

ｄｖ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ  ３６：１２７－１６２；およびＧｒｉｆ

ｆｉｎら（１９９３）Ａｐｐｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．３８

：１４７－１５９を参照のこと）が含まれる。

      【０２６０】

  ＳＥＣＸ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（例えば、Ｍｙｅｒｓら（１

９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３０：１２４２を参照のこと）。一般に、「ミスマ

ッチ切断」の当該分野の技術は、野生型のＳＥＣＸ配列を含む（標識された）Ｒ
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ＮＡ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Ｄ

ＮＡ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、ＲＮａ

ｓｅ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、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．Ｎａｔ

ｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８５：４３９７；Ｓａｌｅｅｂａら（１９９２

）Ｍｅｔｈｏｄｓ  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。

      【０２６１】

  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ＳＥＣＸ  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ＨｅＬ

ａ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（例えば、Ｈｓｕら（１９９４）Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ  １５：１６

５７～１６６２を参照のこと）。例示的な実施形態に従って、ＳＥＣＸ配列（例

えば、野生型ＳＥＣＸ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
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と。

      【０２６２】

  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、ＳＥＣＸ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（例えば、Ｏｒｉｔａら（１９８９）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ

ａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ：８６：２７６６；Ｃｏｔｔｏｎ（１９９３）Ｍｕｔａｔ

．Ｒｅｓ．２８５：１２５～１４４；Ｈａｙａｓｈｉ（１９９２）Ｇｅｎｅｔ．

Ａｎａｌ．Ｔｅｃｈ．Ａｐｐｌ．９：７３～７９を参照のこと）。サンプルおよ

びコントロールＳＥＣＸ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（例えば、Ｋｅｅｎら

（１９９１）Ｔｒｅｎｄｓ  Ｇｅｎｅｔ．７：５を参照のこと）。

      【０２６３】

  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（例えば、Ｍｙｅｒｓら（１９８５）Ｎ

ａｔｕｒｅ  ３１３：４９５を参照のこと）。ＤＧＧＥが分析の方法として使用

される場合、ＤＮＡは、例えば、ＰＣＲにより約４０ｂｐの高融点ＧＣリッチＤ

ＮＡ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（例えば、ＲｏｓｅｎｂａｕｍおよびＲｅｉｓｓｎｅｒ（１９

８７）Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｃｈｅｍ．２６５：１２７５３を参照のこと）。
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      【０２６４】

  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（例えば、Ｓａｉｋｉら（１９８６）Ｎａｔｕｒｅ  ３２４

：１６３）；Ｓａｉｋｉら（１９８９）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ

．ＵＳＡ  ８６：６２３０を参照のこと）。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ＤＮＡと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。

      【０２６５】

  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）（例えば、Ｇｉｂｂｓら（１９８９）Ｎｕｃｌｅｉ

ｃ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．１７：２４３７～２４４８を参照のこと）か、あるい

は適切な条件下でミスマッチが妨げら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（例えば、

Ｐｒｏｓｓｎｅｒ（１９９３）Ｔｉｂｔｅｃｈ．１１：２３８を参照のこと）。

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（例えば、Ｇａｓｐａｒｉｎｉら（１９９２）

Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ  Ｐｒｏｂｅｓ  ６：１を参照のこと）。特定の実施形態にお

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（例えば、Ｂａｒａｎｙ（１９９１）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ

ｉ．ＵＳＡ  ８８：１８９を参照のこと）。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
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とを可能にする。

      【０２６６】

  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、ＳＥＣＸ遺伝子に関与す

る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。

      【０２６７】

  さらに、ＳＥＣＸ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。

（薬理ゲノム学（Ｐｈａｒｍａｃｏｇｅｎｏｍｉｃｓ））

  ＳＥＣＸ活性（例えば、ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ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

レジメンを決定するために使用され得る。従って、ＳＥＣＸタンパク質の活性、

ＳＥＣＸ核酸の発現、あるいは個体におけるＳＥＣＸ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。

      【０２６８】
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  薬理ゲノム学は、罹患し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、Ｅｉｃ

ｈｅｌｂａｕｍ，１９９６，Ｃｌｉｎ．Ｅｘｐ．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．Ｐｈｙｓ

ｉｏｌ．，２３：９８３～９８５；Ｌｉｎｄｅｒ、Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．，１９

９７，４３：２５４～２６６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（Ｇ６

ＰＤ）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

ラマメの摂取（ｃｏｎｓｏｍｐｔｉｏｎ）後の溶血である。

      【０２６９】

  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、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  ｍｅｔａｂｏｌ

ｉｚｅｒ）（ＥＭ）および低い代謝能を持つ人（ｐｏｏｒ  ｍｅｔａｂｏｌｉｚ

ｅｒ）（ＰＭ））で発現される。ＰＭの罹患率は、異なる集団の間で異なる。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、
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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。

      【０２７０】

  従って、ＳＥＣＸのタンパク質の活性、ＳＥＣＸの核酸の発現、あるいは個体

におけるＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ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。

      【０２７１】

  （臨床試験の間の効果のモニタリング）

  ＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸの遺伝子発現、タンパク質レベルを増加す

るため、またはＳＥＣＸ活性をアップレギュレートする効力を、減少したＳＥＣ

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ＳＥＣＸ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、スクリーニン

グアッセイによって決定される薬剤が、ＳＥＣＸの遺伝子発現、タンパク質レベ

ルを減少、またはＳＥＣＸの活性をダウンレギュレートする効力を、増加したＳ

ＥＣＸ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ＳＥＣ

Ｘ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、ＳＥＣＸ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）（ｒ
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ｅａｄ  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。

      【０２７２】

  例えば、限定の目的ではないが、ＳＥＣＸ遺伝子を含む遺伝子（これは、ＳＥ

ＣＸ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ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ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。

      【０２７３】

  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、

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、ＳＥＣＸのタンパク質、ｍＲ

ＮＡ、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、ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸのタンパ
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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ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ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。

      【０２７４】

  （処置の方法）

  本発明は、異常なＳＥＣＸの発現または活性に関連する障害の危険性（または

感受性）があるか、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。

      【０２７５】

  （疾患および障害）

  （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

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
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特異的な抗体を含む））。

      【０２７６】

  （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（ｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ）を

増加させるアゴニスト。

      【０２７７】

  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

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）。

      【０２７８】

  （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ＳＥＣＸの発現または

活性と関連する疾患または状態を、ＳＥＣＸの発現または少なくとも１つのＳＥ

ＣＸ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ＳＥＣＸ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
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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ＳＥＣＸ異常の特徴である症状の

発現の前に行い得る。このＳＥＣＸ異常の型に依存して、例えば、ＳＥＣＸアゴ

ニスト薬剤またはＳＥＣＸ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。

      【０２７９】

  （治療方法）

  本発明の別の局面は、治療目的のためのＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ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。

ＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸタ

ンパク質の天然に存在する同族リガンド、ペプチド、ＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸタンパク質活性のうちの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ＳＥＣＸタンパク質、お

よびその細胞に導入されたＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ核酸分子、およ

び抗ＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸ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
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おいて、この方法は、ＳＥＣＸ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、ＳＥＣＸ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。

      【０２８０】

  ＳＥＣＸ活性の刺激は、ＳＥＣＸ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ＳＥＣＸ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、癌または免疫関連疾

患）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（ｐｒｅ－ｃｌａｍｐｓｉａ））を有する場合である。

      【０２８１】

  （治療の生物学的効果の決定）

  本発明の種々の実施形態では、適切なインビトロまたはインビボアッセイを行

い、特異的な治療効果を決定し、かつその投与が発症した組織の処置について示

すか否かを決定する。

      【０２８２】

  種々の特異的な実施形態では、インビトロアッセイは、所定の治療が、細胞型

に所望の効果を発揮するかどうかを決定するために、患者の疾患に関与する代表

的な細胞型で行なわれ得る。治療において使用される化合物は、ヒト患者で試験

する前に、適切な動物モデル系で試験され得、それらの適切な動物モデル系とし

ては、ラット、マウス、ニワトリ、ウシ、サル、ウサギなどを含むがそれに限定

されない。同様に、インビボ試験のために、当該分野で公知の任意の動物モデル

系が、ヒト患者に投与する前に、使用され得る。

      【０２８３】

  （本発明の組成物の予防的使用および治療的使用）

  本発明のＳＥＣＸ核酸およびタンパク質は、種々の潜在的な予防的適用および

治療的適用において有用であり得る。非制限的な例のために、本発明のＳＥＣＸ

タンパク質をコードするｃＤＮＡは、遺伝子治療において有用であり得、そして

そのタンパク質は、それが必要な被験体に投与されるときに、有用であり得る。
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      【０２８４】

  図２０に示されるように、開示されたＳＥＣ１ポリペプチド（配列番号２）は

、ヒトホスファチジルエタノールアミン結合タンパク質（ＰＥＢＰ）に関し；開

示されたＳＥＣ２ポリペプチド（配列番号４）は、ヒトウロプラキン（Ｕｒｏｐ

ｌａｋｉｎ）ＩＩＩタンパク質に関し；開示されたＳＥＣ３ポリペプチド（配列

番号６）は、ヒトカドヘリン－６タンパク質（腎－カドヘリン）に関し；開示さ

れたＳＥＣ４ポリペプチド（配列番号８）は、ヒトカドヘリン－６タンパク質（

腎－カドヘリン）に関し；開示されたＳＥＣ５ポリペプチド（配列番号１０）は

、ヒトリンパ球関連デス（Ｄｅａｔｈ）２レセプターに関し；開示されたＳＥＣ

６ポリペプチド（配列番号１２）は、ヒトセマフォリンタンパク質に関し；開示

されたＳＥＣ７ポリペプチド（配列番号１４）は、ヒトセマフォリンタンパク質

に関し；開示されたＳＥＣ８ポリペプチド（配列番号１６）は、ヒトジアゼパム

結合インヒビター（ＤＢＩ）タンパク質に関し；開示されたＳＥＣ９ポリペプチ

ド（配列番号１８）は、Ａｑｕｉｆｅｘ  ａｅｏｌｉｃｕｓＡＴＰシンターゼＡ

鎖タンパク質に関し；開示されたＳＥＣ１０ポリペプチド（配列番号２０）は、

ヒトリンパ球関連デス（Ｄｅａｔｈ）２レセプターに関し；開示されたＳＥＣ１

１ポリペプチド（配列番号２２）は、ヒトセマフォリンタンパク質に関し；そし

て開示されたＳＥＣ１２ポリペプチド（配列番号２４）は、ヒトジアゼパム結合

インヒビター（ＤＢＩ）タンパク質に関する。これらのタンパク質のそれぞれの

推定の生物学的機能および任意の関連障害は、上記で議論された。

      【０２８５】

  ＳＲＣＸタンパク質をコードする新規の核酸、および本発明のＳＥＣＸタンパ

ク質の両方、またはそれらのフラグメントはまた、診断上の適用に有用であり得

、ここで核酸またはタンパク質の存在または量が、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ける使用のための、本発明の新規の物質に免疫特

異的に結合する抗体の産生において、さらに有用である。

      【０２８６】

  本発明を、次の非制限的な実施例において、さらに例証する。

      【０２８７】
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  （実施例）

（実施例１：  放射ハイブリッドマッピングによるＳＥＣ８核酸の染色体局在化

）

  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、本発明の多数の

ＳＥＣＸクローンの同定、開発、および特徴付けにおいて、実施した。これらの

結果を得るために使用した手順は、Ｓｔｅｅｎら、１９９９．Ａ  Ｈｉｇｈ－Ｄ

ｅｎｓｉｔｙ  Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ  Ｇｅｎｅｔｉｃ  Ｌｉｎｋａｇｅ  ａｎ

ｄ  Ｒａｄｉａｔｉｏｎ  Ｈｙｂｒｉｄ  Ｍａｐ  ｏｆ  ｔｈｅ  Ｌａｂｏｒａ

ｔｏｒｙ  Ｒａｔ，Ｇｅｎｏｍｅ  Ｒｅｓ．９：ＡＰ１－ＡＰ８（１９９９年３

月２１日オンライン上で公開）に本来記載される方法の改変である。

      【０２８８】

  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

ーンのパネルは、９６ウェルプレート内で、目的のクローンを同定するように設

計したＰＣＲプライマーを使用して、スクリーニングされた。例えば、この方法

を使用して、ＳＥＣ８タンパク質をコードする核酸配列が、第１１染色体のＷＩ

－４９２０から－０．７ｃＲのマップの距離およびＷＩ－１４２１から－３．９

０ｃＲのマップの距離に見出された。

      【０２８９】

  （実施例２：  ＳＥＣ１核酸の分子クローニング）

  ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を使用して、アミノ酸残基２３～２２７に由

来するＳＥＣ１タンパク質（標識番号３４４５４５２；配列番号２）の成熟形態

をコードするＤＮＡセグメントを増幅するために、オリゴヌクレオチドプライマ

ーを設計した。正方向プライマー（配列番号２５）は、インフレームＢｇｌＩＩ

制限部位を含み、そして逆方向プライマー（配列番号２６）は、インフレームＳ

ａｌＩ制限部位を含む。それらのプライマーの配列を以下に示す：

  ＳＥＣ１  ＭａｔＦ：  ＡＧＡＴＣＴＧＡＣＧＡＧＧＡＴＧＡＧＡＡＣＡＧＣ

ＣＣＧ（配列番号２５）

  ＳＥＣ１  Ｒｅｖ：  ＣＴＣＧＴＣＧＴＣＧＡＣＧＣＡＧＧＣＡＧＣＴＡＴＣ

ＴＣＣＧＣＣＴＧＧＴＴＴＴＴＧＴＧ（配列番号２６）
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  それぞれのＰＣＲ反応は、５０μｌ総反応容量中に、５ｎｇのヒト精巣ｃＤＮ

Ａ鋳型；１μＭのＳＥＣ１  ＭａｔＦおよびＳＥＣ１  Ｒｅｖプライマー；５μ

ＭのｄＮＴＰ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｐａｌｏ  Ａｌ

ｔｏ，ＣＡ）および１μｌの５０×Ａｄｖａｎｔａｇｅ－ＨＦ２ポリメラーゼ（

Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ；Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ）を

含んだ。以下のＰＣＲ反応条件を使用した：

  （ａ）  ９６℃  ３分間

  （ｂ）  ９６℃  ３０秒間、変性

  （ｃ）  ６０℃  ３０秒間、プライマーアニーリング

  （ｄ）  ７２℃  １分間、伸長

  工程（ｂ）～（ｄ）を全３５回繰り返す

  （ｅ）  ７２℃  ５分間、最終伸長。

      【０２９０】

  単一の６５０ｂｐの増幅産物を、アガロースゲル電気泳動により検出した。こ

の産物を単離し、そしてｐＣＲ２．１クローニングベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇ

ｅｎ、Ｃａｒｌｓｂａｄ  ＣＡ）に連結した。クローニングした挿入物のＤＮＡ

配列を決定し、そして２０５アミノ酸残基のポリペプチドをコードするＯＲＦを

含むことを見出した。その構築物を、３４４５４５２－ｐＣＲ２．１－Ｓ２６２

－１Ｃと名付け、そして挿入物のヌクレオチド配列は、図１に示される（配列番

号１）。

      【０２９１】

  図１では、５’末端および３’末端に下線を引かれたヌクレオチドは、ベクタ

ー中のクローニング部位から始まる。従って、これらの配列は、ＳＥＣ１ヌクレ

オチドを表さない。

      【０２９２】

  コードされたポリペプチドのアミノ酸配列はまた、図１に示される（配列番号

２）。図１のアミノ基末端およびカルボキシル基末端に下線を引かれた残基は、

ベクター中のクローニング部位から始まり、そしてＳＥＣ１アミノ酸残基を表さ

ない。
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      【０２９３】

  （実施例３：哺乳動物発現ベクターＰｃｅｐ４／Ｓｅｃの構築）

  Ｐｃｅｐ４／Ｓｅｃと命名された発現ベクター（それは、任意のタンパク質を

Ｉｇκ鎖シグナルペプチドに融合することによって、異種タンパク質の発現およ

び分泌を可能とする）を構築した。

      【０２９４】

  Ｐｃｅｐ４／Ｓｅｃを構築するために、Ｖ５およびＨｉｓ６を含むｐｃＤＮＡ

３．１－Ｖ５Ｈｉｓ発現ベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；Ｃａｒｌｓｂａｄ，

ＣＡ）からフラグメントを増幅するために、２つのオリゴヌクレオチドプライマ

ーｐＳｅｃ－Ｖ５－Ｈｉｓ  Ｆｏｒｗａｒｄ（配列番号２７）およびｐＳｅｃ－

Ｖ５－Ｈｉｓ  Ｒｅｖｅｒｓｅ（配列番号２８）を、作製した。２つのプライマ

ーの配列を以下に示す：

      【０２９５】

【化１】

      【０２９６】

  次いで、ＰＣＲ増幅産物を、ＸｈｏＩおよびＡｐａＩで消化し、そしてＩｇκ

リーダー配列（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）を有するＸｈ

ｏＩ／ＡｐａＩ－消化ｐＳｅｃＴａｇ２  Ｂベクターに連結した。生じるベクタ

ー（ｐＳｅｃＶ５Ｈｉｓと命名される）の構造（インフレームＩｇκリーダー配

列およびＶ５－Ｈｉｓ６を含む）を、ＤＮＡ配列分析によって検証した。

      【０２９７】

  ベクターｐＳｅｃＶ５Ｈｉｓを、正しいフレームで、上述の配列を保持するフ

ラグメントを提供するために、ＰｍｅＩおよびＮｈｅＩで消化した。次いで、Ｐ

ｍｅＩ－ＮｈｅＩフラグメントを、ＢａｍＨＩ／クレノウで処理し、そしてＮｈ

ｅＩで処理したベクターｐＣＥＰ４（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；Ｃａｒｌｓｂａｄ



(121) 特表２００３－５２１８８５

、ＣＡ）に連結した。得られたベクターは、ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃと命名され、そ

してＰＣＭＶおよび／またはＰＴ７プロモーターの制御下でインフレームＩｇκ

リーダー配列、目的のクローンの挿入部位、Ｖ５およびＨｉｓ６配列を含んだ。

      【０２９８】

  発現されたタンパク質の検出および精製は、カルボキシル基末端のＶ５エピト

ープタグおよび６Ｘ  Ｈｉｓタグの存在によって補助される（Ｉｎｖｉｔｒｏｇ

ｅｎ；Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）。

      【０２９９】

  （実施例４：ＨＥＫ２９３細胞における成熟形態のＳＥＣ１ポリペプチド（３

４４５４５２）の発現）

  ＳＥＣ１配列（配列番号１）（認識番号３４４５４５２）を含むＢａｍＨＩ－

ＳａｌＩフラグメントは、ｐＣＲ２．１－ｃｇ３４４５４５２－Ｓ２６２－１Ｃ

構築物より単離され、次いで、ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ－３４４５４５２と命名され

た発現ベクター構築物を産生するために、ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃベクター（実施例

３）にサブクローニングされた。

      【０３００】

  次いで、このｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ－３３５２３５８ベクターを、製造業者の指

示に従って、およびＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＰｌｕｓTM試薬（Ｇｉｂｃｏ／

ＢＲＬ／Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｏｌｏｇｉｅｓ；Ｒｏｃｈｖｉｌｌｅ，ＭＤ）を用

いて、２９３細胞にトランスフェクトした。細胞のペレットおよび上清をトラン

スフェクションの７２時間後に収集し、そしてｈ３４４５４５２の発現について

検査した。図１６は、３４４５４５２が見かけ上４０キロダルトン（ｋＤａ）の

分子量を有する分泌タンパク質として発現されたことを示す、抗Ｖ５抗体とのウ

エスタンブロッティング（還元条件）を例証する。

      【０３０１】

  成熟タンパク質は、Ａｓｎ１４７で、単一のＮ－グリコシル化部位を有すると

予測される。タンパク質産物の見かけ上の分子量および電気泳動分離の後に拡散

するタンパク質バンドの形が、タンパク質のグリコシル化（糖タンパク質の多様

な炭水化物鎖の存在を含む）に起因し得ることがまた信じられている。
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      【０３０２】

  （実施例５：ＳＥＣ２ポリペプチドの細胞外ドメインの分子クローニング）

  ＳＥＣ２核酸（配列番号３）（識別番号４０１１９９９；配列番号３）の予想

されるオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）は、新規のＩ型膜貫通タンパク

質をコードする。オリゴヌクレオチドプライマーを、アミノ酸残基１～１９７を

コードするヌクレオチドのＰＣＲ増幅を可能とするために作製した。これらのヌ

クレオチドは、開示されたＳＥＣ２ポリペプチドの細胞外ドメインに対応する。

正方向プライマー（ＳＥＣ２  Ｆ－Ｔｏｐｏ－Ｆｏｒｗａｒｄ）（配列番号２９

）は、インフレームＢａｍＨＩ制限部位を含み、コンセンサスコザック部位を形

成するために、塩基ＡＣＣのトリプレットが続き、一方、逆方向プライマー（Ｓ

ＥＣ２  Ｆ－Ｔｏｐｏ－Ｒｅｖｅｒｓｅ）（配列番号３０）は、インフレームＸ

ｈｏＩ制限部位を含む。２つのプライマーの配列は、以下に示される：

      【０３０３】

【化２】

      【０３０４】

  それぞれのＰＣＲ反応は、５０μｌの総反応容量中に、５ｎｇのマウス精巣ｃ

ＤＮＡテンプレート；１μＭのＳＥＣ２  Ｆ－Ｔｏｐｏ－Ｆｏｒｗａｒｄおよび

ＳＥＣ２  Ｆ－Ｔｏｐｏ－Ｒｅｖｅｒｓｅの各々；５μＭのｄＮＴＰ（Ｃｌｏｎ

ｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ；Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ）および１μ

ｌの５０×Ａｄｖａｎｔａｇｅ－ＨＦ２ポリメラーゼ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａ

ｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ；Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ）を含んだ。以下の反応条件

が使用された：

  （ａ）  ９６℃  ３分間

  （ｂ）  ９６℃  ３０秒間変性
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  （ｃ）  ７０℃  ３０秒間、プライマーアニーリング。この温度を１℃／ＰＣ

Ｒサイクルで次第に低下させた。

      【０３０５】

  （ｄ）  ７２℃  １分間伸長

  工程（ｂ）～（ｄ）を全１０回繰り返す

  （ｅ）  ９６℃  ３０秒間、変性

  （ｆ）  ６０℃  ３０秒間、アニーリング

  （ｇ）  ７２℃  １分間、伸長

  工程（ｅ）～（ｇ）を全２５回繰り返す

  （ｈ）  ７２℃  ５分間、最終伸長。

      【０３０６】

  約５７０ｂｐの単一の増幅したＰＣＲ産物が、アガロースゲル電気泳動によっ

て、検出された。次いで、その核酸は単離され、そしてトポイソメラーゼＩ媒介

のクローニング方法によって、ｐＣＤＮＡ３．１－Ｖ５－ＴＯＰＯベクター（Ｉ

ｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）に連結された。その挿入配列を

、続いて、１９７アミノ酸残基を含む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（ＯＲＦ）であると決定した。生じる構築物を、４０１１９９９

－ｐＣＤＮＡ３．１－ＴＯＰＯ－Ｓ６９－Ａと命名した。挿入核酸のヌクレオチ

ド配列を、図２に示される配列（配列番号３）の対応する部分に１００％同一で

あると決定した。

      【０３０７】

  （実施例６：ＳＥＣ２ポリペプチドの成熟形態の細胞外ドメインをコードする

核酸のクローニング）

  ２つのオリゴヌクレオチドプライマーを、成熟ＳＥＣ２ポリペプチドの細胞外

ドメインをコードする開示されたＳＥＣ２核酸（配列番号３）の領域内の配列を

ＰＣＲ増幅するために設計した。

      【０３０８】

  正方向プライマー（ＳＥＣ２  Ｃ－Ｆｏｒｗａｒｄ）（配列番号３１）は、イ

ンフレームＢａｍＨＩ制限部位を含み、一方、逆方向プライマー（ＳＥＣ２  Ｓ
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ＥＣＲ）（配列番号３２）は、インフレームＸｈｏＩ制限部位を含んだ。２つの

配列は、以下に示される：

      【０３０９】

【化３】

      【０３１０】

  それぞれのＰＣＲ反応は、以下から成る；１ｎｇのｃｇｍ４０１１９９９－ｐ

ＣＤＮＡ３．１－ＴＯＰＯ－Ｓ６９－Ａテンプレート；１μＭのＳＥＣ２  Ｃ－

ＦｏｒｗａｒｄおよびＳＥＣ２  ＳＥＣＲプライマー；５μＭのｄＮＴＰ（Ｃｌ

ｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ；Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ）；およ

び１μｌの５０×Ａｄｖａｎｔａｇｅ－ＨＦ２ポリメラーゼ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ

  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ；Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ）（５０μｌの総反応

容量中）。以下のＰＣＲ反応条件を使用した：

  （ａ）  ９６℃  ３分間

  （ｂ）  ９６℃  ３０秒間、変性

  （ｃ）  ６０℃  ３０秒間、プライマーアニーリング

  （ｄ）  ７２℃  １分間、伸長

  工程（ｂ）～（ｄ）を全１５回繰り返す

  （ｅ）  ７２℃  ５分間、最終伸長。

      【０３１１】

  約４８０ｂｐの単一の増幅したＰＣＲ産物を、アガロースゲル電気泳動によっ

て検出した。次いで、その核酸を単離し、ＢａｍＨＩおよびＸｈｏＩで消化し、

そしてｐＳｅｃＶ５Ｈｉｓベクターに挿入した。生じる構築物を、４０１１９９

９－ｐＳｅｃＶ５Ｈｉｓ－Ｓ１５１－Ａと命名した。挿入配列を、続いて、図２

に示されるＳＥＣ２アミノ酸配列（配列番号４）の対応する部分に１００％同一



(125) 特表２００３－５２１８８５

である１７０アミノ酸残基からなる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（ＯＲＦ）であると決定した。

      【０３１２】

  （実施例７：ヒト胚性腎２９３細胞におけるＳＥＣ２ポリペプチドの発現）

  ＳＥＣ２核酸配列を含むＢａｍＨＩ－ＸｈｏＩフラグメントは、ｐＳｅｃＶ５

Ｈｉｓ－ｃｇ４０１１９９９－Ｓ１５１－Ａ構築物（例えば、実施例６を参照の

こと）から単離され、そしてベクターｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ（例えば、実施例３を

参照のこと）にサブクローン化して、ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ－４０１１９９９と命

名された発現ベクターを作製した。次いで、ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ－４０１１９９

９構築物を、製造業者の指示に従って、そしてＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＰｌ

ｕｓTM試薬（Ｇｉｂｃｏ／ＢＲＬ／Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ；Ｒｏ

ｃｈｖｉｌｌｅ，ＭＤ）を用いて、２９３細胞にトランスフェクトした。細胞の

ペレットおよび上清をトランスフェクションの７２時間後に収集し、そして抗Ｖ

５抗体を用いるウェスタンブロッティング（還元条件）によって、ＳＥＣ２ポリ

ペプチドの発現について調査した。図１７は、２９３細胞中で発現され、２９３

細胞によって分泌されるときに、Ｖ５で検出されたＳＥＣ２産物が、約６～１０

ｋＤａの見かけの分子量の３つの目立たないバンドであるように見えることを示

す。これらの分子量は、予想値よりも低いことに注意すべきであり、そして翻訳

後のタンパク質分解が、観察される電気泳動バンドを生じるために、細胞外また

は細胞内のどちらかで発生していることが推定される。タンパク質分解の証拠は

また、他の場合にこの系で観察された（データは示さず）。

      【０３１３】

  （実施例８：ＳＥＣ１０ポリペプチドをコードする核酸の分子クローニング）

  ＳＥＣ１０核酸（配列番号１９）（識別番号１７９５０４５．０．７７）の予

想されるオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）は、４６４アミノ酸残基を含

むポリペプチドをコードする。オリゴヌクレオチドプライマーを、ＯＲＦ中の、

アミノ酸残基１～３９１をコードする配列のＰＣＲ媒介増幅を容易するために作

製した。正方向プライマー（ＳＥＣ１０  Ｆｏｒｗａｒｄ）（配列番号３３）は

、ＣＴＣＧＴＣクランプおよびＢｇｌＩＩ制限部位を含み、一方、逆方向プライ
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マー（ＳＥＣ１０  Ｒｅｖｅｒｓｅ）（配列番号３３）は、ＣＴＣＧＴＣクラン

プおよびインフレームＸｈｏＩ制限部位を含んだ。２つのプライマーの配列は、

以下に示される：

      【０３１４】

【化４】

      【０３１５】

  それぞれのＰＣＲ反応は、以下からなる；５ｎｇのヒト視床ｃＤＮＡテンプレ

ート；１μＭのＳＥＣ１０  ＦｏｒｗａｒｄおよびＳＥＣ１０  Ｒｅｖｅｒｓｅ

；５μＭのｄＮＴＰ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ；Ｐａｌｏ

  Ａｌｔｏ，ＣＡ）；および１μｌの５０×Ａｄｖａｎｔａｇｅ－ＨＦ２ポリメ

ラーゼ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ；Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，

ＣＡ）（５０μｌの総反応容量中）。以下のＰＣＲ反応条件を使用した：

  （ａ）  ９６℃  ３分間

  （ｂ）  ９６℃  ３０秒間、変性

  （ｃ）  ７０℃  ３０秒間、プライマーアニーリング。この温度を１℃／ＰＣ

Ｒサイクルで次第に低下させた。

      【０３１６】

  （ｄ）  ７２℃  ３分間伸長

  工程（ｂ）～（ｄ）を全１０回繰り返す

  （ｅ）  ９６℃  ３０秒間、変性

  （ｆ）  ６０℃  ３０秒間、アニーリング

  （ｇ）  ７２℃  ３分間、伸長

  工程（ｅ）～（ｇ）を全２５回繰り返す

  （ｈ）  ７２℃  １０分間、最終伸長。
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      【０３１７】

  約１．２Ｋｂｐの単一の増幅したＰＣＲ産物を、アガロースゲル電気泳動によ

って、検出した。次いで、その核酸を単離し、そしてｐＣＲ２．１ベクター（Ｉ

ｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）に連結し、ｐＣＲ２．１－ｃｇ

１７９５０４５－Ｓ１８１－２と命名した。構築物を、配列決定し、そして１～

３９１の残基をコードするクローン１７９５０４５．０．７７の配列に１００％

同一であると確証した。

      【０３１８】

  （実施例９  ヒト胚性腎臓２９３細胞におけるＳＥＣ１０ポリペプチドの発現

）

  開示されたＳＥＣ１０核酸配列（配列番号１９）（ＩＤ番号１７９５０４５．

０．７７）を含むＢａｍＨＩ－ＳａｌＩフラグメントの配列を、ｐＣＲ２．１－

ｃｇ１７９５０４５－Ｓ１８１－２構築物から単離し、そして、ｐＣＥＰ４／Ｓ

ｅｃベクターにサブクローニングし、ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ－１７９５０４５と称

される発現ベクター構築物を作製した。次いで、ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ－１７９５

０４５構築物を、ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＰｌｕｓTMＲｅａｇｅｎｔを使用

し、かつ製造者の指示書（Ｇｉｂｃｏ／ＢＲＬ／Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ

ｉｅｓ；Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ，ＭＤ）に従って、ＨＥＫ２９３細胞にトランスフ

ェクトした。細胞のペレットおよび上清を、トランスフェクションの７２時間後

に収集し、そして抗Ｖ５抗体でのウエスタンブロッティング（還元条件）によっ

て、ＳＥＣ１０発現について試験した。図１８はＳＥＣ１０が、２９３細胞によ

って発現され、そして分泌された場合に、約６３ｋＤａの明白な分子量のタンパ

ク質として発現されることを示す。

      【０３１９】

  ＳＥＣ１０タンパク質の推定分子量は、約４６ｋＤａであり、従って、観察さ

れた高分子量は、タンパク質のグリコシル化に起因し得ることは可能であり得る

。プログラムＰＲＯＳＩＴＥは、ＳＥＣ１０ポリペプチドについての３つのＮグ

リコシル化部位を推定する（すなわち、Ａｓｎ１１１、Ａｓｎ２３８、およびＡ

ｓｎ３９３で）。
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      【０３２０】

  （実施例１０：ＳＥＣＸ核酸配列の発現分析）

  いくつかのＳＥＣＸクローンの定量的な発現を、Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ  

Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ  ＡＢＩ  ＰＲＩＳＭ（登録商標）７７００  Ｓｅｑｕｅ

ｎｃｅ  Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ  Ｓｙｓｔｅｍで行われたリアルタイム定量ＰＣＲ

（ＴＡＱＭＡＮ（登録商標）発現分析）によって４１の正常サンプルおよび５５

の腫瘍サンプルにおいて評価した。この結果を、図１９に示し、以下の略語を使

用した：

    ｃａ．＝癌（Ｃａｒｃｉｎｏｍａ）

    ＊＝転移から定着した（Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ  ｆｒｏｍ  Ｍｅｔａｓｔ

ａｓｉｓ）

    ｍｅｔ＝転移（Ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ）

    ｓ  ｃｅｌｌ  ｖａｒ＝小細胞変異体（Ｓｍａｌｌ  Ｃｅｌｌ  Ｖａｒｉａ

ｎｔ）

    ｎｏｎ－ｓ＝非小（Ｎｏｎ－Ｓｍａｌｌ）

    ｓｑｕａｍ＝鱗状（Ｓｑｕａｍｏｕｓ）

    ｐｌ．ｅｆｆ＝胸水（Ｐｌｅｕｒａｌ  Ｅｆｆｕｓｉｏｎ）

    ｇｌｉｏ＝神経膠腫（Ｇｌｉｏｍａ）

    ａｓｔｒｏ＝星状細胞腫（Ａｓｔｒｏｃｙｔｏｍａ）

    ｎｅｕｒｏ＝神経芽細胞腫（Ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ）

  初めに、９６のＲＮＡサンプルを、βアクチンおよびＧＡＰＤＨについて正規

化した。ＲＮＡ（約５０ｎｇの合計または約１ｎｇのポリ（Ａ）+）を、ＴＡＱ

ＭＡＮ（登録商標）Ｒｅｖｅｒｓｅ  Ｔｒｉａｓｃｒｉｐｔｉｏｎ  Ｒｅａｇｅ

ｎｔｓ  Ｋｉｔ（ＰＥ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ；Ｆｏｓｔｅｒ  Ｃｉｔｙ、ＣＡ

；カタログ番号Ｎ８０８－０２３４）を使用し、かつ製造者のプロトコルに従っ

てランダムヘキサマーを使用してｃＤＮＡに転換した。反応を、総量の２０μＬ

で行い、そして３０分間４８℃でインキュベートした。次いで、ｃＤＮＡ（５μ

ｌの反応混合物）を、ＴＡＱＭＡＮ（登録商標）反応のために、βアクチンおよ

びＧＡＰＤＨ  ＴＡＱＭＡＮ（登録商標）Ａｓｓａｙ  Ｒｅａｇｅｎｔｓ（ＰＥ
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  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ；Ｆｏｓｔｅｒ  Ｃｉｔｙ、ＣＡ；それぞれ、カタログ

番号４３１０８８Ｅおよび４３１０８８４Ｅ）およびＴＡＱＭＡＮ（登録商標）

ユニバーサルＰＣＲ  Ｍａｓｔｅｒ  Ｍｉｘ（ＰＥ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ；Ｆ

ｏｓｔｅｒ  Ｃｉｔｙ、ＣＡ；カタログ番号４３０４４４７）を使用して、製造

者のプロトコルに従って、分離プレートに移した。２５μｌの総量で、以下のパ

ラメーターを使用して反応を行った：２分間５０℃；１０分間９５℃；および１

５秒間９５℃／１分間６０℃（合計４０サイクルで）。

      【０３２１】

  結果を、ログスケールを使用してＣＴ値（すなわち、所定のサンプルが、蛍光

の閾値レベルで交差するサイクル）として記録した。ここで、所定のサンプルと

最も低いＣＴ値を有するサンプルとの間のＲＮＡ濃度の差は、ΔＣＴのべき乗に

対して２として示された。次いで、このＲＮＡの差の逆数をとり、そして１００

で掛けることによって相対発現パーセントを得た。βアクチンおよびＧＡＰＤＨ

から得られた平均のＣＴ値を、ＲＮＡサンプルを正規化するために使用した。最

も高いＣＴ値を産生するＲＮＡサンプルは、さらなる希釈を必要としないが、他

のサンプルを、それらのβアクチン／ＧＡＰＤＨ平均ＣＴ値に従って、このサン

プルと比較して希釈した。

      【０３２２】

  正規化ＲＮＡ（５μｌ）を、ｃＤＮＡに転換し、そしてＯｎｅ－Ｓｔｅｐ  Ｒ

Ｔ－ＰＣＲ  Ｍａｓｔｅｒ  Ｍｉｘ  Ｒｅａｇｅｎｔｓ（ＰＥ  Ｂｉｏｓｙｓｔ

ｅｍｓ；Ｆｏｓｔｅｒ  Ｃｉｔｙ，ＣＡ；カタログ番号４３０９１６９）および

遺伝子特異的プライマーを使用して、製造者の指示に従って、ＴＡＱＭＡＮ（登

録商標）を通じて分析した。プローブおよびプライマーを、入力としてそれぞれ

のクローンの配列を使用するＰｅｒｋｉｎ  Ｅｌｍｅｒ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ’

ｓ  Ｐｒｉｍｅｒ  Ｅｘｐｒｅｓｓ  Ｓｏｆｔｗａｒｅパッケージ（Ａｐｐｌｅ

  Ｃｏｍｐｕｔｅｒ’ｓ  Ｍａｃｉｎｔｏｓｈ  ＰＣのためのＶｅｒｓｉｏｎＩ

）に従って各アッセイについて設計した。デフォルトの設定を、反応条件のため

に使用し、そして以下のパラメーターをプライマーの選択の前に確立した：（ｉ

）プライマー濃度＝２５０ｎＭ；（ｉｉ）プライマー溶解温度（Ｔm）範囲＝５
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８°～６０℃；（ｉｉｉ）プライマー至適Ｔm＝５９℃；（ｉｖ）最大プライマ

ー差異＝２℃；（ｖ）プローブは、５’末端Ｇを有さない；（ｖｉ）プローブＴ

mは、プローブＴmよりも１０℃より高くないといけない；そして（ｖｉｉ）アン

プリコンのサイズは、７５ｂｐ～１００ｂｐでないといけない。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（Ｈｏｕｓ

ｔｏｎ，ＴＸ）によって合成された。プローブを、結合していない色素を除去す

るためにＨＰＬＣによって二回精製し、そしてそれぞれ５’末端および３’末端

に対するレポーターとクエンチャー色素の結合を確認するために質量分析によっ

て評価した。反応における最終濃度は、以下であった：それぞれ正方向および逆

方向プライマー＝９００ｎＭ；およびプローブ＝２００ｎＭ

  各組織および各細胞株由来の正規化されたＲＮＡを、次いで（ｔｅｎ）、９６

ウェルのＰＣＲプレート（Ｐｅｒｋｉｎ  Ｅｌｍｅｒ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）

の各ウェルに「スポットした」。ＰＣＲ反応混合物（２つのプローブ、ＳＥＣＸ

特異的プローブおよびＳＥＣＸプローブで多重化された別の遺伝子特異的プロー

ブ）を含む）をＰＥ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ  ７７００のための１Ｘ  ＴａｑＭ

ａｎTMＰＣＲ  Ｍａｓｔｅｒ  ＭＩＸを使用して調製した。この混合物は、以下

を含んだ：５ｍＭ  ＭｇＣｌ2；ｄＮＴＰ（ｄＡＴＰ、ｄＧＴＰ、ｄＣＴＰ、お

よびｄＵＴＰを１：１：１：２の比で）；０．２５Ｕ／ｍｌ  ＡｍｐｌｉＴａｑ

  ＧｏｌｄTM（ＰＥ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ；Ｆｏｓｔｅｒ  Ｃｉｔｙ、ＣＡ）

；０．４Ｕ／μｌ  ＲＮａｓｅインヒビター；および０．２５Ｕ／μｌ逆転写酵

素。次いで、逆転写を４８℃で３０分間行い、続いて、以下のようなＰＣＲ媒介

性増幅サイクルを行った：９５℃で１０分間；９５℃で１５秒間および６０°で

１分間の４０サイクル。プライマー－プローブセットを各クローンの発現分析に

使用し、そして実験の要旨を以下の提供した：

      【０３２３】

【化５】
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      【０３２４】

  ＳＥＣ１は、例えば、甲状腺、視床下部、心臓、骨格筋、肺、精巣、および前

立腺のような正常組織において主に発現される。

ＳＥＣ３（１７０８９８７８．０．５）およびＳＥＣ４（１７０８９８７８．０

．６）（図１９において、一般的に、１７０８９８７８と称される）

      【０３２５】

【化６】

      【０３２６】

  ＳＥＣ３およびＳＥＣｒプローブに相同な転写物を、脳組織の多様なクラスを

含む正常組織、肝臓および肺ラージ細胞癌において、主に検出した。

      【０３２７】

【化７】

      【０３２８】

  ＳＥＣ５は、ほとんどの正常脳組織、乳腺、結腸癌ＨＣＴ－１１６細胞、胃癌
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細胞、肺スモール細胞癌組織、肺非スモール細胞癌、肺扁平上皮細胞癌、および

前立腺癌転移において、発現されることが見出された。

ＳＥＣ６（２０４２２９７４．０．１３２）；ＳＥＣ７（２０４２２９７４．２

）、およびＳＥＣ１１（２０４２２９７４．０．１３２）（図１９において、一

般的に２０４２２９７４と称される）

      【０３２９】

【化８】

      【０３３０】

  ＳＥＣ６、ＳＥＣ７、ＳＥＣ１１は、脂肪組織、多様な脳組織および脊髄、中

枢神経系（ＣＮＳ）癌、脾臓、リンパ節、結腸癌ＨＣＴ－１１６細胞、胎児腎臓

、胎児肺、肺スモール細胞、ラージ細胞、非スモール細胞および扁平上皮癌、乳

腺、乳癌、卵巣および卵巣癌、胎盤、前立腺および前立腺癌骨転移細胞および黒

色腫組織において発現される。

      【０３３１】

【化９】

      【０３３２】

  この結果は、ＳＥＣ１２が、ほとんどの正常細胞および癌性組織において、高

レベルで広く発現されることを示す。

      【０３３３】
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  （他の実施形態）

  本発明は、その詳細な記載と供に記載されたが、先の記載は、例示のためであ

り、本発明の範囲を限定しない。本発明の範囲は、添付の特許請求の範囲によっ

て規定される。他の局面、利点、および改変は、上記の請求項の範囲内である。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、ＳＥＣ１核酸配列（配列番号１）（ＳＥＣ１核酸配列によってコード

されるアミノ酸配列（配列番号２）を伴う）の表示である。

    【図２】

  図２は、本発明に従うＳＥＣ２核酸配列（配列番号３）（ＳＥＣ２核酸配列に

よってコードされるアミノ酸配列（配列番号４）を伴う）の表示である。

    【図３】

  図３は、本発明に従うＳＥＣ３核酸配列（配列番号５）（ＳＥＣ３核酸配列に

よってコードされるアミノ酸配列（配列番号６）を伴う）の表示である。

    【図４】

  図４は、本発明に従うＳＥＣ４核酸配列（配列番号７）（ＳＥＣ４核酸配列に

よってコードされるアミノ酸配列（配列番号８）を伴う）の表示である。

    【図５】

  図５は、本発明に従うＳＥＣ５核酸配列（配列番号９）（ＳＥＣ５核酸配列に

よってコードされるアミノ酸配列（配列番号１０）を伴う）の表示である。

    【図６】

  図６は、本発明に従うＳＥＣ６核酸配列（配列番号１１）（ＳＥＣ６核酸配列

によってコードされるアミノ酸配列（配列番号１２）を伴う）の表示である。

    【図７】

  図７は、本発明に従うＳＥＣ７核酸配列（配列番号１３）（ＳＥＣ７核酸配列

によってコードされるアミノ酸配列（配列番号１４）を伴う）の表示である。

    【図８】

  図８は、本発明に従うＳＥＣ８核酸配列（配列番号１５）（ＳＥＣ８核酸配列

によってコードされるアミノ酸配列（配列番号１６）を伴う）の表示である。
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    【図９】

  図９は、本発明に従うＳＥＣ９核酸配列（配列番号１７）（ＳＥＣ９核酸配列

によってコードされるアミノ酸配列（配列番号１８）を伴う）の表示である。

    【図１０】

  図１０は、本発明に従うＳＥＣ１０核酸配列（配列番号１９）（ＳＥＣ１０核

酸配列によってコードされるアミノ酸配列（配列番号２０）を伴う）の表示であ

る。

    【図１１】

  図１１は、本発明に従うＳＥＣ１１核酸配列（配列番号２１）（ＳＥＣ１１核

酸配列によってコードされるアミノ酸配列（配列番号２２）を伴う）の表示であ

る。

    【図１２】

  図１２は、本発明に従うＳＥＣ１２核酸配列（配列番号２３）（ＳＥＣ１２核

酸配列によってコードされるアミノ酸配列（配列番号２４）を伴う）の表示であ

る。

    【図１３】

  図１３は、本発明のＳＥＣ１２ポリペプチドのアミノ酸配列（配列番号２４）

（「２０９６３７５－０－１０４」）および本発明のＳＥＣ８ポリペプチド（配

列番号１６）（「２０９３６７５．０．１」）の比較である。

    【図１４】

  図１４は、クローン１７９５０４５．０．６１（配列番号９）によってコード

されるＳＥＣ５ポリペプチドのアミノ酸配列およびクローン１７９５０４５．７

７（配列番号１９）によってコードされるＳＥＣ１０ポリペプチドのアミノ酸配

列のアラインメントの比較の表示である。

    【図１５】

  図１５は、ＳＥＣ６ポリペプチドセマフォリン様アミノ酸配列（「２０４２２

９７４．０．１３２」）、ＳＥＣ７ポリペプチドセマフォリン様アミノ酸配列（

「２０４２２９７４＿２」）、およびＳＥＣ１１ポリペプチド「２０４２２９７

４．０．１３２－ｅｘｔ２」セマフォリン様アミノ酸配列のアラインメントの表
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示（以前に記載された２つのセマフォリンである、Ｑ６４１５１およびＱ９２８

５４を伴う）である。

    【図１６】

  図１６は、２９３細胞によって分泌されるＳＥＣ１；３４４５４５２タンパク

質（配列番号２）のウェスタンブロットの表示である。

    【図１７】

  図１７は、２９３細胞によって分泌されるＳＥＣ２；４０１１９９９タンパク

質（配列番号４）のウェスタンブロットの表示である。

    【図１８】

  図１８は、２９３細胞によって分泌されるＳＥＣ１０；１７９５０４５タンパ

ク質（配列番号２０）のウェスタンブロットの表示である。

    【図１９】

  図１９は、本発明に従う種々のＳＥＣＸ配列の発現分析の表示である。

    【図２０】

  図２０は、本発明に従うＳＥＣＸ核酸およびＳＥＣＸポリペプチドの要約であ

る。
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【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図３－１】
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【図３－２】
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【図４】
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【図４－１】
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【図５】
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【図５－１】
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【図６】
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【図６－１】
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【図６－２】
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【図７】
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【図７－１】
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【図７－２】
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【図８】
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【図８－１】
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【図８－２】

【図９】
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【図１０】
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【図１０－１】
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【図１１】
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【図１１－１】
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【図１１－２】
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【図１２】
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【図１２－１】
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【図１２－２】
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【図１３】
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【図１４】



(164) 特表２００３－５２１８８５

【図１５Ａ】
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【図１５Ｂ】
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【図１５Ｃ】
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【図１６】

【図１７】

【図１８】
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【図１９】
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【国際調査報告】
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