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(54)【発明の名称】 新規ポリペプチドおよびそれをコードする核酸

(57)【要約】
本発明は、新規の単離されたＮＯＶＸポリヌクレオチド
およびＮＯＶＸポリヌクレオチドによってコードされる
ポリペプチドを提供する。ＮＯＶＸポリペプチドに免疫
特異的に結合する抗体、またはＮＯＶＸのポリペプチド
、ポリヌクレオチドもしくは抗体の、任意の誘導体、改
変体、変異体もしくはフラグメントがまた、提供される
。本発明はさらに、ＮＯＶＸのポリペプチド、ポリヌク
レオチドおよび抗体が、病理学的状態の広い範囲の検出
および処置に利用される方法、ならびに他の使用を提供
する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  単離されたポリペプチドであって、以下：

  ａ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２ま

たは２４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、１８、２０、２２ま

たは２４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、該成熟形態中の任意のアミノ酸が異なるアミノ酸に改変され、ただし、

該成熟形態の配列中の１５％以下のアミノ残基がそのように改変される、改変体

；

  ｃ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２ま

たは２４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、１８、２０、２２ま

たは２４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、ここで該選

択された配列中で特定される任意のアミノ酸が異なるアミノ酸に改変され、ただ

し、該配列中の１５％以下のアミノ酸残基がそのように改変される、改変体；お

よび

  ｅ）ａ）～ｄ）のいずれかのフラグメント

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。

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

、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２または

２４からなる群より選択される配列の天然に存在する対立遺伝子改変体である、

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、前記改変

体が単一ヌクレオチド多型の翻訳である、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、該ポリペプチドが

請求項１に記載の改変体ポリペプチドであり、ここで、前記選択された配列中で

特定される任意のアミノ酸が保存的置換を提供するように改変される、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：
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  ａ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２ま

たは２４に提供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、１８、２０、２２ま

たは２４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、該選択された配列の該成熟形態中の任意のアミノ酸が異なるアミノ酸に

改変され、ただし、該成熟形態の配列中の１５％以下のアミノ残基がそのように

改変される、改変体；

  ｃ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２ま

たは２４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、１８、２０、２２ま

たは２４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、該選択され

た配列中で特定される任意のアミノ酸が異なるアミノ酸に改変され、ただし、該

配列中の１５％以下のアミノ酸残基がそのように改変される、改変体；

  ｅ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２も

しくは２４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

ポリペプチドの任意の改変体の、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、該選択された配列の任意のアミノ酸が異なるアミノ酸に改変

され、ただし、該配列中の１０％以下のアミノ酸残基がそのように変化される、

核酸フラグメント；および

  ｆ）該核酸分子のいずれかの相補体

からなる群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、該核酸分子が

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】  改変体ポリペプチドをコードする請求項５に記載の核酸分子

であって、ここで、該改変体ポリペプチドが天然に存在するポリペプチド改変体

のポリペプチド配列を有する、核酸分子。

    【請求項８】  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

前記改変体ポリペプチドをコードする単一ヌクレオチド多型を含む、核酸分子。
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    【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：

  ａ）配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１また

は２３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、ここで、配列番号１、３、５、７、９、１１

、１３、１５、１７、１９、２１または２３からなる群より選択されるヌクレオ

チド配列中の１つ以上のヌクレオチドが、該選択された配列からなる群より選択

されるヌクレオチドから異なるヌクレオチドに改変され、ただし、１５％以下の

ヌクレオチドがそのように改変される、ヌクレオチド配列；

  ｃ）配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１また

は２３からなる群より選択される配列の核酸フラグメント；および

  ｄ）核酸フラグメントであって、ここで、配列番号１、３、５、７、９、１１

、１３、１５、１７、１９、２１または２３からなる群より選択されるヌクレオ

チド配列中の１つ以上のヌクレオチドが、該選択された配列からなる群より選択

されるヌクレオチドから異なるヌクレオチドに改変され、ただし、１５％以下の

ヌクレオチドがそのように改変される、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、１７、１９、２１または

２３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

補鎖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：前記選択されたヌクレオチド配列のコード配列において特定される任

意のヌクレオチドが、該選択された配列からなる群より選択されるヌクレオチド

から異なるヌクレオチドに改変され、ただし、該選択されたコード配列中の１５

％以下のヌクレオチドがそのように変化されるヌクレオチド配列、および第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、

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。
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    【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。

    【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

量を測定するための方法であって、該方法は、以下：

  （ａ）該サンプルを提供する工程；

  （ｂ）該サンプルを該ポリペプチドに免疫特異的に結合する抗体に導入する工

程；および

  （ｃ）該ポリペプチドに結合する抗体の存在または量を測定して、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測定する工程

を包含する、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

測定するための方法であって、該方法は、以下：

  （ａ）該サンプルを提供する工程；

  （ｂ）該サンプルを該核酸分子に結合するプローブに導入する工程；および

  （ｃ）該核酸分子に結合する該プローブの存在または量を測定して、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測定する工程

を包含する、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導入する工程；および

  （ｂ）該因子が該ポリペプチドに結合するか否かを測定する工程

を包含する、方法。

    【請求項２１】  病態の処置における使用のための潜在的な治療因子を同定
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するための方法であって、ここで、該病態は、請求項１に記載のポリペプチドの

異常な発現または異常な生理学的相互作用に関連し、該方法が、以下：

  （ａ）請求項１に記載のポリペプチドを発現しかつ該ポリペプチドに起因する

特性または機能を有する細胞を提供する工程；

  （ｂ）該細胞を候補物質を含有する組成物と接触させる工程；および

  （ｃ）該物質が該ポリペプチドに起因し得る該性質または該機能を改変するか

否かを測定し、これによって、該物質の存在中に観察された改変が、該細胞を該

物質を欠く組成物と接触させた際に観察されない場合、該物質が潜在的な治療因

子として同定される、工程

を包含する、方法。

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

法であって、該方法が、請求項１～４に記載の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に十分な量で該ポリペプチドに結合す

る化合物と共に導入する工程を包含する、方法。

    【請求項２３】  請求項１に記載のポリペプチドと関連する病態を処置また

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、該被験体の該病態を処置または予防するに十分な量で請求項１に記載の

ポリペプチドを投与する工程を包含する、方法。

    【請求項２４】  前記被験体がヒトである、請求項２３に記載の方法。

    【請求項２５】  請求項１に記載のポリペプチドと関連する病態を処置また

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、該被験体の該病態を処置または予防するに十分な量でＮＯＶＸ核酸を投

与する工程を包含する、方法。

    【請求項２６】  前記被験体がヒトである、請求項２５に記載の方法。

    【請求項２７】  請求項１に記載のポリペプチドと関連する病態を処置また

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、該被験体の該病態を処置または予防するに十分な量でＮＯＶＸ抗体を投

与する工程を包含する、方法。

    【請求項２８】  前記被験体がヒトである、請求項２７に記載の方法。
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    【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。

    【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】  ヒトの疾患と関連する症候群を処置するための医薬品の製

造における治療剤の使用であって、該疾患が請求項１に記載のポリペプチドと関

連する病態から選択され、ここで、該治療剤が請求項１に記載のポリペプチドで

ある、使用。

    【請求項３６】  ヒトの疾患と関連する症候群を処置するための医薬品の製

造における治療剤の使用であって、該疾患が請求項１に記載のポリペプチドと関

連する病態から選択され、ここで、該治療剤がＮＯＶＸ核酸である、使用。

    【請求項３７】  ヒトの疾患と関連する症候群を処置するための医薬品の製

造における治療剤の使用であって、該疾患が請求項１に記載のポリペプチドと関

連する病態から選択され、ここで、該治療剤がＮＯＶＸ抗体である、使用。

    【請求項３８】  請求項１に記載のポリペプチドと関連する病態に対する活

性もしくは潜伏のモジュレーターまたは該病態の性質をスクリーニングするため

の方法であって、該方法が、以下：

  ａ）請求項１に記載のポリペプチドと関連する病態に対する増加した危険性の

試験動物に試験化合物を投与する工程であって、ここで、該試験動物は請求項１

に記載のポリペプチドを組み換え発現する、工程；

  ｂ）工程（ａ）の該化合物を投与する工程の後に該試験動物中の該ポリペプチ
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ドの活性を測定する工程；および

  ｃ）該試験動物における該タンパク質の活性を、該ポリペプチドが投与されて

いないコントロール動物における該ポリペプチドの活性と比較する工程であって

、ここで、該コントロール動物と比較した該試験動物中の該ポリペプチドの活性

における変化は、該試験化合物が請求項１に記載のポリペプチドと関連する病態

の潜伏のモジュレーターまたは該病態の性質であることを示す、工程

を包含する、方法。

    【請求項３９】  請求項３８に記載の方法であって、ここで、前記試験動物

が、野生型試験動物と比較して増加したレベルで、試験タンパク質導入遺伝子を

発現するかまたはプロモーターの制御下で該導入遺伝子を発現する、組換え試験

動物であり、ここで、該プロモーターは、該導入遺伝子のネイティブな遺伝子プ

ロモーターではない、方法。

    【請求項４０】  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該疾患の性質を決定するため

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

程であって、

  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該疾患の性質を示す

、工程

を包含する、方法。

    【請求項４１】  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該疾患の性質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；
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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であって、

  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

核酸のレベルにおける変化が、該疾患の存在または該疾患の性質を示す、工程

を包含する、方法。

    【請求項４２】  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、１８、２０、２２または２４からなる群より選択されるア

ミノ酸配列またはそれらの生物学的に活性なフラグメント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４３】  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、一般的に、核酸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）

  本発明は、一般的に、核酸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。より詳細には、本発明は、細胞質、核、膜結合、および分泌ポリペプチド

をコードする核酸、ならびにこれらの核酸およびポリペプチドを産生するための

ベクター、宿主細胞、抗体および組換え方法に関する。

      【０００３】

  （発明の要旨）

  本発明は、新規なポリペプチドをコードする新規なポリヌクレオチド配列の発

見に一部基づく。

      【０００４】

  従って、一つの局面において、本発明は、配列番号１、３、５、７、９、１１

、１３、１５、１７、１９、２１または２３の配列、あるいはそれらのフラグメ

ント、ホモログ、アナログまたは誘導体を含む単離された核酸分子を提供する。

この核酸は、例えば、配列番号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ポリペプチドに少なくとも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、またはｃＤＮＡ分子であり得る。

      【０００５】

  本明細書中に記載される核酸の一つ以上を含むベクター、および本明細書中に

記載されるベクターまたは核酸を含む細胞もまた、本発明に含まれる。

      【０００６】

  本発明はまた、上記核酸分子のいずれかを含むベクターを用いて形質転換され

た宿主細胞に関する。



(11) 特表２００３－５２７８５９

      【０００７】

  別の局面において、本発明は、ＮＯＶＸ核酸および薬学的に受容可能なキャリ

アまたは希釈剤を含む薬学的組成物を含む。

      【０００８】

  さらなる局面において、本発明は、実質的に精製されたＮＯＶＸポリペプチド

（例えば、ＮＯＶＸ核酸によってコードされるＮＯＶＸ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、ＮＯＶＸポリペプチドおよび薬学的に受容可能なキャリアまたは希

釈剤を含む薬学的組成物を含む。

      【０００９】

  なおさらなる局面において、本発明は、ＮＯＶＸポリペプチドに特異的に結合

する抗体を提供する。抗体は、例えば、モノクローナル抗体またはポリクローナ

ル抗体、ならびにそれらのフラグメント、ホモログ、アナログ、および誘導体で

あり得る。本発明はまた、ＮＯＶＸ抗体および薬学的に受容可能なキャリアまた

は希釈剤を含む薬学的組成物を含む。本発明はまた、上記核酸分子のいずれかに

よってコードされるポリペプチドのエピトープに結合する単離された抗体に関す

る。

      【００１０】

  本発明はまた、上記薬学的組成物のいずれかを含むキットを含む。

      【００１１】

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

、細胞から回収される。好ましくは、細胞は、ほとんどまたは全く内因性のＮＯ

ＶＸポリペプチドを産生しない。細胞は、例えば、原核生物細胞または真核生物

細胞であり得る。

      【００１２】

  本発明はまた、サンプルをＮＯＶＸポリペプチドまたはＮＯＶＸ核酸に特異的
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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ＮＯＶＸポリペプチドまたはＮＯＶＸ核酸を同定す

る方法に関する。

      【００１３】

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

ドの活性を調節する化合物を同定する方法を提供する。

      【００１４】

  本発明はまた、ＮＯＶＸポリペプチドを化合物と接触させ、その化合物が、Ｎ

ＯＶＸポリペプチドの活性を改変するか、ＮＯＶＸポリペプチドに結合するか、

またはＮＯＶＸ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ＮＯＶＸポリペプチド活性を調節する化合物に関する。

      【００１５】

  別の局面において、本発明は、被験体のＮＯＶＸ関連障害の存在またはこの障

害の素因を測定する方法を提供する。この方法は、被験体からサンプルを提供す

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

トロールサンプル中のＮＯＶＸ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ＮＯＶＸ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ＮＯＶＸ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、対等の個体

（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と

きのその被験体から取られ得る。いくつかの実施形態において、ＮＯＶＸは、Ｎ

ＯＶＸ抗体を使用して検出される。

      【００１６】

  さらなる局面において、本発明は、被験体のＮＯＶＸ関連障害の存在またはこ

の障害の素因を決定する方法を提供する。この方法は、核酸サンプル（例えば、
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ＲＮＡまたはＤＮＡまたはその両方）を被験体から提供する工程、および被験体

の核酸サンプル中のＮＯＶＸ核酸の量を測定する工程を包含する。次いで、被験

体核酸中のＮＯＶＸ核酸サンプルの量を、コントロールサンプル中のＮＯＶＸ核

酸の量と比較する。コントロールサンプル中のＮＯＶＸの量に対するサンプル中

のＮＯＶＸ核酸の量における変化は、この被験体がＮＯＶＸ関連障害を有するこ

とを示す。

      【００１７】

  なおさらなる局面において、本発明は、ＮＯＶＸ関連障害を処置するか予防す

るかまたは遅延させる方法を提供する。本方法は、このような処置または予防ま

たは遅延が望ましい被験体に、ＮＯＶＸ核酸、ＮＯＶＸポリペプチド、またはＮ

ＯＶＸ抗体を、被験体のＮＯＶＸ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。

      【００１８】

  他に規定しない限り、本明細書中で使用される全ての技術的用語および科学的

用語は、本発明が属する技術分野の当業者によって共通して理解されるのと同じ

意味を有する。本明細書中に記載される方法および材料と類似または等価な方法

または材料が、本発明の実施または試験において使用され得るが、適切な方法お

よび材料は以下に記載される。本明細書中で言及されるすべての刊行物、特許出

願、特許、および他の文献は、その全体が参考として援用される。矛盾する場合

には、定義を含む本明細書が優先される（ｃｏｎｔｒｏｌ）。さらに、材料、方

法、および実施例は、例示のみであって限定することを意図しない。

      【００１９】

  本発明の他の特徴および他の利点は、以下の詳細な説明および特許請求の範囲

から明らかとなる。

      【００２０】

  （発明の詳細な説明）

  本発明は、新規なヌクレオチドおよびそれによってコードされるポリペプチド

を提供する。新規な核酸配列およびそれらのポリペプチドが本発明に含まれる。

それらの配列は、集合的に「ＮＯＶＸ核酸」または「ＮＯＶＸポリヌクレオチド
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」と呼ばれ、そして対応するコードされるポリペプチドは、「ＮＯＶＸポリペプ

チド」または「ＮＯＶＸタンパク質」と呼ばれる。他に示されない場合、「ＮＯ

ＶＸ」は、本明細書中に開示された新規な配列のいずれかをいうことを意味する

。表１は、ＮＯＶＸ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。実施例１は、新規な核酸がどのようの同定されたかについての記載を提供す

る。

      【００２１】

【表１】

  ＮＯＶＸ核酸およびそれらがコードするポリペプチドは、種々の用途および内

容において有用である。本発明に従う種々のＮＯＶＸ核酸およびポリペプチドは

、先に記載されたタンパク質に対するドメインおよび配列の関連性の存在に従っ

て、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。さらに、ＮＯＶ

Ｘ核酸およびＮＯＶＸポリペプチドはまた、ＮＯＶＸポリペプチドが属するファ

ミリーのメンバーであるタンパク質を同定するために使用され得る。

      【００２２】

  例えば、ＮＯＶ１は、生理学的なイオンバランスおよびニューロンシグナル伝

達を維持する際に重要な塩素イオンチャネルファミリーのタンパク質のメンバー



(15) 特表２００３－５２７８５９

と相同性である。従って、本発明に従うＮＯＶ１核酸、ＮＯＶ１ポリペプチド、

ＮＯＶ１抗体および関連する化合物は、変化したイオン調節および神経シグナル

伝達によって特徴付けられる障害（例えば、嚢胞性線維症、長期ＱＴ（ｌｏｎｇ

  ＱＴ）症候群に見られる不整脈（ａｒｒｙｔｈｍｉａ）、Ｄｅｎｔ病、バータ

ー症候群、気管支炎および静脈洞炎）における治療的および診断的用途に有用で

ある。

      【００２３】

  また、ＮＯＶ２は、ケラチノサイト分化において重要な脂肪酸結合タンパク質

のファミリーと相同性である。本発明に従うＮＯＶ２核酸、ＮＯＶ２ポリペプチ

ド、ＮＯＶ２抗体および関連化合物は、異常なケラチノサイト分化によって特徴

付けられる障害（例えば、扁平上皮癌および損傷性乾癬皮膚）において治療的お

よび診断的用途に有用である。

      【００２４】

  さらに、ＮＯＶ３は、細胞増殖および分化において重要なインシュリン様増殖

因子結合タンパク質のファミリーと相同性である。従って、本発明に従うＮＯＶ

３核酸およびＮＯＶ３ポリペプチド、ＮＯＶ３抗体および関連化合物は、増殖性

障害およびアポトーシス障害（例えば、癌、アルツハイマー病、および肥満症）

の治療および診断用途において有用である。

      【００２５】

  また、ＮＯＶ４は、ケラチノサイトおよび他の細胞型における細胞骨格の安定

性に重要なサイトケラチン－１８ファミリーのタンパク質と相同性である。従っ

て、本発明に従うＮＯＶ４核酸、ＮＯＶ４ポリペプチド、ＮＯＶ４抗体および関

連化合物は、肝臓、膵臓、および腸の障害（例えば、慢性肝炎および薬物誘導肝

毒性）の治療的および診断的用途で有用である。

      【００２６】

  さらに、ＮＯＶ５およびＮＯＶ１２は、ペプチドプロセシングにおいて重要な

カルボキシペプチダーゼファミリーのタンパク質と相同性である。従って、本発

明に従うＮＯＶ５およびＮＯＶ１２核酸、ＮＯＶ５およびＮＯＶ１２ポリペプチ

ド、ＮＯＶ５およびＮＯＶ１２抗体ならびに関連化合物は、膵臓の代謝障害、例
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えば、急性膵炎の治療的および診断的用途で有用である。

      【００２７】

  また、ＮＯＶ６は、肥満細胞活性化および移動に重要な肥満細胞プロテアーゼ

－６ファミリーのタンパク質と相同性である。従って、本発明に従うＮＯＶ６核

酸、ＮＯＶ６ポリペプチド、ＮＯＶ６抗体および関連化合物は、免疫系の障害、

例えば、感染性炎症性腹膜炎の治療的および診断的用途で有用である。

      【００２８】

  さらに、ＮＯＶ７は、生理学的なイオンバランスおよび神経学的なシグナル伝

達を維持する際に重要な硫酸アニオンチャネルファミリーのタンパク質のメンバ

ーと相同性である。従って、本発明に従うＮＯＶ７核酸、ＮＯＶ７ポリペプチド

、ＮＯＶ７抗体および関連化合物は、変化した硫酸アニオン調節および神経シグ

ナル伝達によって特徴付けられる障害（例えば、ペンドレッド症候群、変形性形

成異常症および他の骨格性形成異常症）の治療的および診断的用途で有用である

。

      【００２９】

  なおさらに、ＮＯＶ８～９は、細胞外マトリクスとの細胞相互作用を制御する

ことによって、細胞の形状および運動性の調節に重要なサイトスタチン（ｃｙｔ

ｏｓｔａｔｉｎ）様タンパク質のファミリーと相同性である。従って、本発明に

従うＮＯＶ８～９核酸、ＮＯＶ８～９ポリペプチド、ＮＯＶ８～９抗体および関

連化合物は、変化した細胞形態、運動性、およびアポトーシスによって特徴付け

られる障害（例えば、癌および虚血性損傷）の治療的および診断的用途で有用で

ある。

      【００３０】

  最後に、ＮＯＶ１０～１１は、神経シグナル伝達およびリンパ球化学誘因性（

ｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔｉｏｎ）において重要なタンパク質のケモカインレセ

プターファミリーと相同性である。従って、本発明に従うＮＯＶ１０～１１核酸

、ＮＯＶ１０～１１ポリペプチド、ＮＯＶ１０～１１抗体および関連化合物は、

損傷および感染に対する変化した免疫応答によって特徴付けられる障害（例えば

、ＡＩＤＳ、急性肺損傷、成人呼吸窮迫症候群および多発性硬化症）の治療的お
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よび診断的用途で有用である。

      【００３１】

  ＮＯＶＸ核酸およびＮＯＶＸポリペプチドはまた、ＮＯＶＸ活性または機能を

阻害するかまたは高める分子をスクリーニングするために使用され得る。詳細に

は、本発明に従う核酸およびポリペプチドは、例えば、神経発生、細胞分化、細

胞運動性、細胞増殖、造血、創傷治癒および、新脈管形成を調節するかまたは阻

害する小分子の同定のための標的として使用され得る。

      【００３２】

  本発明に従うＮＯＶＸ核酸およびＮＯＶＸポリペプチドについてのさらなる有

用性は、本明細書中に記載される。

      【００３３】

  （ＮＯＶ１）

  本発明に従うＮＯＶ１配列は、塩素イオンチャネルファミリーのタンパク質に

関連するポリペプチドをコードする核酸配列を含む。ＮＯＶ１核酸は、１９番ヒ

ト染色体において見出される。ＮＯＶ１核酸およびこの核酸がコードするポリペ

プチドは、表２に示される配列を含む。開示された核酸（配列番号１）は、７３

９ヌクレオチドの長さであり、ヌクレオチド１～３においてＡＴＧ開始コドンで

始まり、ヌクレオチド７３７～７３９においてＴＡＡ終止コドンで終わるオープ

ンリーディングフレーム（ＯＲＦ）を含む。代表的なＯＲＦは、２８，０１７．

３ドルトン（Ｄａ）の予測された分子量を有する２４６アミノ酸ポリペプチド（

配列番号２）をコードする。ＮＯＶ１ポリペプチドのＰＳＯＲＴ分析は、０．７

９００の確実性で血漿膜タンパク質を予測する。ＳＩＧＮＡＬＰ分析は、配列番

号２の５３位と５４位との間におそらく存在する切断部位を有するシグナルペプ

チドの存在を示唆する。

      【００３４】

【表２】
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  ＮＯＶ１核酸は、表３に示されるように、ヒトクロリドチャネルタンパク質Ｐ

６４様ｍＲＮＡ（ｈｕｍａｎ  ｃｈｌｏｒｉｄｅ  ｃｈａｎｎｅｌ  ｐｒｏｔｅ

ｉｎ  Ｐ６４－ｌｉｋｅ  ｍＲＮＡ）（ＣＣ６４；ＧｅｎＢａｎｋ登録番号：Ａ

Ｋ００１６２４）と高度な相同性（９２％同一性）を有する。ＮＯＶ１ポリペプ

チドはまた、表４に示されるように、細胞内ヒトクロリドチャネルポリペプチド

（ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ  ｈｕｍａｎ  ｃｈｌｏｒｉｄｅ  ｃｈａｎｎｅ

ｌ  ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ）（ＩＣＣＰ；ＥＭＢＬ登録番号：ＡＡＦ１９０５

５）と相同性（７８％同一性、８５％類似性）を有する。

      【００３５】

【表３】
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      【００３６】

【表４】

  細胞膜内に存在するトランスポーター、チャネル、およびポンプは、細胞内の

イオンの適切なバランスを維持するために重要であり、そして神経から組織まで

シグナルを伝達するのに重要である。イオンチャネルおよびトランスポーター内

の欠陥の結果は、それらがどこに位置するかおよびそれらのカーゴ（ｃａｒｇｏ

）が何であるかに依存して、異なる。心臓において、カリウムチャネル内の欠陥
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は、電気インパルスの適切な伝達を可能にせず、長期のＱＴ症候群に見られる不

整脈を生じる。肺において、上皮細胞内に見られるナトリウムおよびクロリドト

ランスポーターの不全は、嚢胞性線維症のうっ血を導き、一方で、難聴、ペンド

レッド症候群の最も一般的な遺伝形態の１つは、硫酸塩トランスポーターの欠陥

と関連付けられるようである。

      【００３７】

  クロリドチャネル（ＣＬＣ）は、細胞興奮性の調節、経上皮輸送、細胞容量調

節、および細胞内オルガネラの酸性化において重要な役割を担う。この種々の機

能は、幾つかの非関連遺伝子ファミリーに属する遺伝子によってコードされる大

多数の異なるクロリドチャネルを必要とする。このクロリドチャネルのＣＬＣフ

ァミリーは、哺乳動物の９個の公知のメンバーを有し、これは差次的な組織分布

を示し、そして血漿膜および細胞内オルガネラの両方において機能する。ＣＬＣ

タンパク質は、約１０～１２個の膜貫通ドメインを有する。それらは、おそらく

、ダイマーとして機能し、そして２個のポアを有し得る。部位指向変異原性によ

って変更されるチャネルの機能的発現は、それらの構造と機能との関係に重要な

識見を導いてきた。それらの生理学的関連性は、３つのヒト遺伝疾患（先天性筋

緊張症、Ｄｅｎｔ疾患およびバーター症候群）から明らかであり、それらのメン

バーの幾つかにおける変異およびノックアウトマウスモデルから生じる（Ｊｅｎ

ｔｓｃｈら、１９９９、Ｐｆｌｕｇｅｒ  Ａｒｃｈ．４３７：７８３を参照のこ

と）。

      【００３８】

  遺伝性腎臓尿細管障害の最近の研究は、ＥＣＦにおける最も豊富に存在するア

ニオン、Ｃｌ－の調節において、クロリドチャネルおよびコトランスポーター（

ｃｏｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ）の同定および役割を容易にしてきた。従って、電

位ゲートクロリドチャネル、ＣＬＣ－５の機能の損失を生じる変異は、Ｄｅｎｔ

疾患に関連し、これは、低分子量タンパク尿症、高カルシウム尿症、腎石症、お

よび腎臓不全によって特徴付けられる。別の電位ゲートクロリドチャネル、ＣＬ

Ｃ－Ｋｂの変異は、バーター症候群の形態を関連し、一方で、バーター症候群の

他の形態は、ブメタニド感受性ナトリウム－カリウム－クロリドコトランスポー
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ター（ＮＫＣＣ２）およびカリウムチャネル、ＲＯＭＫ内の変異によって引き起

こされる。最終的に、サイアザイド感受性ナトリウム－クロリドコトランスポー

ター（ＮＣＣＴ）の変異は、Ｇｉｔｅｌｍａｎ症候群と関連する（Ｔｈａｋｋｅ

ｒ、１９９９、Ａｄｖ  Ｎｅｐｈｒｏｌ．Ｎｅｃｋｅｒ  Ｈｏｓｐ．２９：２８

９を参照のこと）。これらの研究は、ミネラルホメオスタシスを調節する腎臓尿

細管機構およびクロリドチャネルの役割の幾つかを解明するのに役立ってきた。

      【００３９】

  クロリドチャネル機能不全のより顕著なケースは、嚢胞性線維症である。嚢胞

性線維症（ＣＦ）は、多システムが関与する遺伝性疾患であり、ここで膜を通る

不完全なクロリド輸送は、脱水分泌を引き起こす。嚢胞性線維症（ＣＦ）は、お

よそ２０００人に一人に影響を及ぼし、コーカサス集団における最も一般的で致

命的な遺伝性疾患の１つにする。嚢胞性線維症膜貫通コンダクタンスレギュレー

ター（ＣＦＴＲ）ＣＬ－チャネルの機能不全はまた、疾患の広範なスペクトルと

関連付けられる（Ｈｗａｎｇ  ＆  Ｓｈｅｐｐａｒｄ，１９９９，Ｔｒｅｎｄｓ

  Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．Ｓｃｉ．２０：４４８を参照のこと）。ＣＦ遺伝子、嚢

胞性線維症膜貫通コンダクタンスレギュレーター（ＣＦＴＲ）によってコードさ

れるタンパク質は、環式アデノシンモノホスフェート調節クロリドチャネルとし

て機能する。ＣＦＴＲ変異を検出する能力は、種々の状態（慢性気管支炎、鼻ポ

リープを伴う副鼻腔炎、膵臓炎、および男性の不妊症）との関連の理解を導いて

きた（Ｃｈｏｕｄａｒｉら、１９９９、Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ．Ｃｌｉｎ

．Ｎｏｒｔｈ  Ａｍ．２８：５４３）。ＣＦＴＲのモジュレーターのための研究

において、ＣＦＴＲ  Ｃｌ－チャネルと直接に相互作用する薬理学的薬剤が同定

されてきた。幾つかの薬剤は、チャネルゲーティングを制御するヌクレオチド結

合ドメインと相互作用することによってＣＦＴＲを刺激し、一方で、他の薬剤は

、チャネルポア内で結合すること、およびＣｌ－浸透を妨げることによってＣＦ

ＴＲを阻害する。ＣＦＴＲの分子薬理学の知識は、ＣＦＴＲの機能不全によって

引き起こされる疾患のための新たな処置を導き得る。

      【００４０】

  ＮＯＶ１は、クロリドチャネルファミリの新たなメンバーを表す。ＮＯＶ１は
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、ヒト染色体１９のためのマーカーとして使用され得る。ＮＯＶ１は、クロリド

チャネルタンパク質ファミリー内に含まれる遺伝子の発現における変化を決定す

る際に有用である。ＮＯＶ１は、クロリドチャネル関連タンパク質のメンバーの

発現における変更に関連した障害の処置において有用な新たな診断学的または治

療学的組成物を提供することによって、当該分野における要求を満足する。本発

明のＮＯＶ１核酸、ポリペプチド、抗体、および他の組成物は、種々の疾患およ

び病状（非限定的な例として、嚢胞性線維症、先天性筋緊張症、Ｄｅｎｔ疾患、

Ｘ連結腎臓尿細管障害、白質脳症、悪性高熱、高血圧、長期ＱＴ症候群で見られ

る不整脈、Ｄｅｎｔ疾患、バーター症候群、気管支炎、副鼻腔炎および他の病状

および障害に関するものが挙げられる）の処置および／または診断において有用

である。

      【００４１】

  （ＮＯＶ２）

  本発明に従うＮＯＶ２配列は、タンパク質の脂肪酸結合タンパク質ファミリー

に関するポリペプチドをコードする核酸配列を含む。ＮＯＶ２核酸は、ヒト染色

体５に見られる。ＮＯＶ２核酸およびそのコードしたポリペプチドは、表５に示

される配列を含む。開示される核酸（配列番号３）は、５５０ヌクレオチド長で

あり、ヌクレオチド２７～２９でＡＴＧ開始コドンにより開始し、そしてヌクレ

オチド５４３～５４５でＴＡＡ停止コドンにより終結するオープンリーディング

フレーム（ＯＲＦ）を含む。代表的なＯＲＦは、予測された分子量１９，４６４

．４Ｄａを有する１７２アミノ酸ポリペプチド（配列番号４）をコードする。Ｎ

ＯＶ２ポリペプチドのＰＳＯＲＴ分析は、０．３６００の確実性を有するミトコ

ンドリアマトリクスタンパク質を予測する。ＳＩＧＮＡＬＰ分析は、シグナルペ

プチドの欠損を示唆する。

      【００４２】

【表５】
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  ＮＯＶ２核酸は、表６に示されるように、ヒト染色体５（そのクローンＣＴＢ

－１３９Ｐ６（ＣＨＲ５；ＧｅｎＢａｎｋ登録番号：ＡＣ０１０２９３）を含む

）の特徴づけされていない領域と高度な相同性（９９％同一性）を有する。ＮＯ

Ｖ２ポリペプチドは、表７に示されるように、ヒト上皮脂肪酸結合タンパク質ポ

リペプチド（ｈｕｍａｎ  ｅｐｉｄｅｒｍａｌ  ｆａｔｔｙ  ａｃｉｄ－ｂｉｎ

ｄｉｎｇ  ｐｒｏｔｅｉｎ  ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ）（ＦＡＢＰ；ＥＭＢＬ登

録番号：Ｑ０１４６９）と相同性（７１％同一性、７９％類似性）を有する。Ｎ

ＯＶ２ポリペプチドはまた、表８に示されるように、ヒトメラニン形成インヒビ

ターポリペプチド（ｈｕｍａｎ  ｍｅｌａｎｏｇｅｎｉｃ  ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

  ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ）（ｈＭＩ；ＰａｔＰ登録番号：Ｒ５５８６６）と相

同性（７１％同一性、７９％類似性）を有する。

      【００４３】

【表６】
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      【００４４】

【表７】
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      【００４５】

【表８】

ここで、｜は、同一性を示し、そして＋は類似性を示す。

      【００４６】

  哺乳動物細胞における脂肪酸代謝は、β酸化については、原形質膜とミトコン

ドリアまたはペルオキシソームとの間、ならびに脂質合成については、他の細胞

性小器官の間の、脂肪酸の流入に依存する。脂肪酸結合タンパク質（ＦＡＢＰ）

ファミリーは、小さいサイトゾルタンパク質から構成される。このタンパク質は

、それらの疎水性リガンドの取りこみ、輸送、および可溶化に関与していると考

えられる。このファミリーのメンバーは、高度に保存された配列および三次構造

を有する。脂肪酸結合タンパク質は、まず、インテスティン（ＦＡＢＰ２；ＯＭ

ＩＭ－１３４６４０）中で単離され、そして肝臓（ＦＡＢＰ１；ＯＭＩＭ－１３

４６５０）で、線状筋（ＦＡＢＰ３；ＯＭＩＭ－１３４６５１）、脂肪細胞（Ｆ
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ＡＢＰ４；ＯＭＩＭ－６００４３４）、および表皮組織（Ｅ－ＦＡＢＰ；ＧＤＢ

  ＩＤ：１３６４５０）中で遅れて見出される。

      【００４７】

  表皮脂肪酸結合タンパク質（Ｅ－ＦＡＢＰ）は、乾癬患者の皮膚からＭａｄｓ

ｅｎおよび共同研究者により新規なケラチノサイトタンパク質としてクローニン

グされた（Ｍａｄｓｅｎら、１９９２、Ｊ．Ｉｎｖｅｓｔ．Ｄｅｒｍａｔｏｌ．

９９：２９９を参照のこと）。後に、定量的ウエスタンブロット分析を用いて、

Ｋｉｎｇｍａおよび共同研究者は、ウシＥ－ＦＡＢＰが、皮膚に加えて、網膜、

精巣、および水晶体中で発現されることを示した（Ｋｉｎｇｍａら、１９９８、

Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ  ３７：３２５０を参照のこと）。Ｅ－ＦＡＢＰはも

ともと、乾癬患者の皮膚から同定されたので、これはまた、乾癬関連脂肪酸結合

タンパク質（ＰＡ－ＦＡＢＰ）としても公知である。ＰＡ－ＦＡＢＰは、細胞質

タンパク質であり、そしてケラチノサイトで発現される。これは、乾癬の皮膚に

おいて非常に上方制御されている。これは、脂肪酸結合タンパク質の他のメンバ

ーと類似性を共有し、そしてトランスポーターのｆａｂｐ／ｐ２／ｃｒｂｐ／ｃ

ｒａｂｐファミリーに属している。ＰＡ－ＦＡＢＰは、脂肪酸と高い特異性（ｃ

１８鎖長で最高の親和性）を有していると考えられる。鎖長の減少または二重結

合の導入は、親和性を低下する。ＰＡ－ＦＡＢＰは、ケラチノサイト分化に関与

し得る。

      【００４８】

  乾癬におけるＥ－ＦＡＢＰの発現の免疫組織化学的局在化、基底細胞腺腫およ

び扁平上皮癌を実行して、脂肪酸の輸送において、細胞レベルで、間接的な情報

を得た（Ｍａｓｏｕｙｅら、１９９６、Ｄｅｒｍａｔｏｌｏｇｙ  １９２；２０

８）。Ｅ－ＦＡＢＰは、正常皮膚および非損傷性乾癬皮膚において、上部有棘層

および顆粒層に局在化した。対照的に、損傷性乾癬上皮は、非角質化口腔粘膜と

同様、全ての上部基底層（ｓｕｐｒａｂａｓａｌ  ｌａｙｅｒ）においてＥ－Ｆ

ＡＢＰを強力に発現した。基底層は、これらのサンプルのいずれにおいてもＥ－

ＦＡＢＰ反応性を発現しない。従って、基底細胞腺腫は、Ｅ－ＦＡＢＰが陰性で

あり、一方、扁平上皮癌の十分分化された細胞のみがＥ－ＦＡＢＰを発現した。
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このことは、Ｅ－ＦＡＢＰ発現が、ケラチノサイト分化の予定に関連しているこ

と、およびＥ－ＦＡＢＰの推定の役割が、皮膚の脂質バリアーの形成に限定され

ないはずであることを示唆する。Ｅ－ＦＡＢＰ発現のパターンは、細胞性ＦＡ輸

送を摸倣するので、本発明者らは、結果として、損傷性の乾癬皮膚および口腔粘

膜が、正常な表皮および非損傷性乾癬表皮よりも脂肪酸についてより高度の代謝

／輸送を有することを示唆する。

      【００４９】

  ＮＯＶ２は、脂肪酸結合タンパク質ファミリーの新しいメンバーを示す。ＮＯ

Ｖ２は、ヒト第５染色体についてもマーカーとして用いられ得る。ＮＯＶ２は、

脂肪酸結合タンパク質ファミリー内に含まれる遺伝子の発現における変化の決定

に有用である。ＮＯＶ２は、脂肪酸結合タンパク質関連タンパク質のメンバーの

発現における変更に関連する障害の処置において有用な新しい診断組成物または

治療組成物を提供することにより、当該分野における必要性を満たす。本発明の

ＮＯＶ２の核酸、ポリペプチド、抗体および他の組成物は、種々の疾患および病

理（非限定的な例として、乾癬皮膚およびガン、例えば、基底細胞腺腫および扁

平上皮癌を含むものを含む）の処置および／または診断において有用である。

      【００５０】

  （ＮＯＶ３）

  本発明に従うＮＯＶ３配列は、インスリン様増殖因子ファミリーのタンパク質

に関連するポリペプチドをコードする核酸配列を含む。ＮＯＶ３核酸は、ヒト第

１０染色体において見出される。ＮＯＶ３核酸およびその核酸がコードするポリ

ペプチドは、表９に示される配列を含む。開示された核酸（配列番号５）は、９

１５ヌクレオチド長であり、そしてオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）を

含む。このオープンリーディングフレームは、ヌクレオチド１～３のＡＴＧ開始

コドンで開始し、そしてヌクレオチド９１３～９１５のＴＧＡ停止コドンで終わ

る。代表的ＯＲＦは、予想分子量３２，９４４．７Ｄａの３０４アミノ酸ポリペ

プチド（配列番号６）をコードする。ＮＯＶ３ポリペプチドは、腎臓、脾臓、甲

状腺、脳および唾液腺中で検出されるようである。ＮＯＶ３ポリペプチドのＰＳ

ＯＲＴ分析により、０．８２００の確実性で分泌タンパク質が予想される。ＳＩ



(28) 特表２００３－５２７８５９

ＧＮＡＬＰ分析は、配列番号６の位置３０と３１との間に切断部位が存在する可

能性が最も高い、シグナルペプチドの配列を示唆する。

      【００５１】

【表９】

  ＮＯＶ３核酸は、表１０に示すように、クローンＲＰ１１－１０８Ｌ７（ＣＨ

Ｒ１０；ＧｅｎＢａｎｋ登録番号：ＡＬ１３３２１５）を含む、ヒト第１０染色

体の特徴付けされていない領域と高程度の相同性（１００％同一性）を有する。

ＮＯＶ３ポリペプチドは、表１１に示すように、ヒトプロスタサイクリン刺激因

子－２ポリペプチド（ＰＳＦ２；ＰＡＴＰ登録番号：Ｙ９３６５０）と、高程度

の相同性（９９％同一性）を有する。ＮＯＶ３核酸の発現パターンを、実施例３

に示すように、発現プロファイリングにより分析した。

      【００５２】

【表１０】
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      【００５３】

【表１１】

ここで、｜は、同一性を示し、そして＋は類似性を示す。
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      【００５４】

  インスリン様増殖因子結合タンパク質（ＩＧＦＢＰ）ファミリーは、６つの構

造的に異なるが非常に相同性のタンパク質を含む。それらは、血清および他の生

物学的液体、組織抽出物、および細胞培養培地中で同定された。ヒトＩＧＦＢＰ

－４、－５および－６をコードするｃＤＮＡは、クローニングされ、そしてユビ

キチン（Ｕｂ）－ＩＧＦＢＰ融合タンパク質として酵母中でこれらのＢＰを発現

した。組換え、ヒト（ｒｈ）ＩＧＦＢＰ含有酵母溶解物の非還元条件下での１２

５Ｉ－ＩＧＦ  ＩＩを用いたウエスタンリガンドブロッティングは、それぞれ、

２４～２６、３０～３２および２４～２６ｋＤａの見かけの分子質量でＩＧＦＢ

Ｐ－４、－５、および－６に対する特異的結合を示す。このことは、融合タンパ

ク質のプロセシングを示す。高性能液体クロマトグラフィー精製ｒｈＩＧＦＢＰ

は、事実上、ネイティブのＢＰと同じアミノ酸組成、アミノ酸数、およびＮＨ２

末端配列を有する。ＩＧＦ  Ｉに対するｒｈＩＧＦＢＰ－６の親和性（Ｋａ＝８

．５×１０（８）Ｍ－１）を除いて、ＩＧＦ  ＩおよびＩＧＦ  ＩＩについての

３つのＩＧＦＢＰの親和性定数は、１．７と３．３×１０（１０）Ｍ－１との間

にあり、すなわち、Ｉ型ＩＧＦレセプターのＩＧＦ  ＩおよびＩＧＦ  ＩＩ親和

性よりも２５～１００倍高い。過剰に存在する場合、ｒｈＩＧＦＢＰ－４、－５

、および－６は、ヒト造骨細胞中のＩＧＦ  ＩおよびＩＩ刺激ＤＮＡおよびグリ

コーゲン合成を阻害したが、ｒｈＩＧＦＢＰ－６は、その比較的低いＩＧＦ  Ｉ

親和性定数に一致してＩＧＦ  Ｉに対して弱い阻害効果しか有さない。ＩＧＦＢ

Ｐは、ＩＧＦ媒介細胞増殖および代謝の制御に寄与する（Ｋｉｅｆｅｒら、１９

９２、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６７；１２６９２を参照のこと）。

      【００５５】

  インスリン様増殖因子タンパク質は、ガンの進行に関連する。Ｔ１Ａ１２／ｍ

ａｃ２５（新規なインスリン様増殖因子結合様タンパク質関連遺伝子）の下方制

御は、乳癌腫の疾患進行に関連する。乳癌の発生および進行に必須の遺伝子を規

定するため、Ｂｕｒｇｅｒおよび共同研究者らは、サブトラクティブハイブリダ

イゼーションおよび示差的ディスプレイクローニング技術を利用して、適合した

正常組織および腫瘍組織由来の乳房細胞株から９５０を超えるｃＤＮＡを単離し
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た。これらのうち、１０２のｃＤＮＡを、ＤＮＡ配列決定およびノーザンブロッ

ト分析により特徴付けた。ＧｅｎＢａｎｋ検索により、これらの遺伝子の１つで

あるＴ１Ａ１２がｍａｃ２５（インスリン様増殖因子結合タンパク質関連遺伝子

）に同一であることが示された。Ｔ１Ａ１２／ｍａｃ２５タンパク質のＣ末端領

域に対して生成された抗体を用いて、６０の原発性乳房腫瘍におけるその遺伝子

の発現を試験した。１２の良性腫瘍、１６のインサイチュの腺管癌および３２の

浸潤管癌種の部位を試験した。強力な免疫ペルオキシダーゼ染色を、正常な小葉

および管の管腔表皮細胞において、嚢胞および線維腺腫のアポクリン細胞におい

て、観察した。過形成性細胞およびＤＣＩＳ細胞において、中度から弱度のタン

パク質発現を見出したが、侵襲的癌腫細胞において特異的染色は検出されなかっ

た。ＰＡＣクローンを用いるＦＩＳＨマッピングは、Ｔ１Ａ１２／ｍａｃ２５遺

伝子を４ｑ１２～１３に局在化した。対の正常乳房組織および腫瘍乳房組織にお

いて４ｑについてもマーカーを用いて、マイクロサテライト長多形性（ｍｉｃｒ

ｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ  ｌｅｎｇｔｈ  ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）を研究した

。サンプルの３３％（１０／３０）が、Ｄ４Ｓ１８９およびＤ４Ｓ２３１マイク

ロサテライトマーカーで多形性であることが見出され、そしてＬＯＨをこれらの

参考的サンプルの５０％（５／１０）において検出した。このデータは、Ｔ１Ａ

１２／ｍａｃ２５発現が、４ｑ染色体上の異形接合性の損失を伴う乳癌の進行中

に、廃止されることを示す。従って、Ｔ１Ａ１２／ｍａｃ２５は、腫瘍サプレッ

サー様の機能を有し、そしてその発現は、より好ましい状態の疾患（より予後が

良好である）を示す（Ｂｕｒｇｅｒら、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ  １６：２４５９を参

照のこと）。

      【００５６】

  ＮＯＶ３は、インスリン様増殖因子ファミリーの新しいメンバーを示す。ＮＯ

Ｖ３は、ヒト第１０染色体についてのマーカーとして用いられ得る。ＮＯＶ３は

、インスリン様増殖因子タンパク質ファミリー内に含まれる遺伝子の発現におけ

る変化を同定するのに有用である。ＮＯＶ３は、ＮＯＶ３は、インスリン様増殖

因子タンパク質関連タンパク質のメンバーの発現における変更に関連する障害の

処置において有用な新しい診断組成物または治療組成物を提供することにより、
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当該分野における必要性を満たす。本発明のＮＯＶ３の核酸、ポリペプチド、抗

体および他の組成物は、種々の疾患および病理（非限定的な例として、細胞増殖

性障害、例えばガンを含むものを含む）の処置および／または診断において有用

である。

      【００５７】

  （ＮＯＶ４）

  本発明に従うＮＯＶ４配列は、サイトケラチン－１８ファミリーのタンパク質

に関連するポリペプチドをコードする核酸配列を含む。ＮＯＶ４核酸およびその

核酸がコードするポリペプチドは、表１２に示される配列を含む。開示された核

酸（配列番号７）は、１，２９９ヌクレオチド長であり、そしてオープンリーデ

ィングフレーム（ＯＲＦ）を含む。このオープンリーディングフレームは、ヌク

レオチド５～７のＡＴＧ開始コドンで開始し、そしてヌクレオチド１，２８６～

１，２８８のＴＡＡ停止コドンで終わる。代表的ＯＲＦは、予想分子量４８，０

９６．８Ｄａの４２７のアミノ酸ポリペプチド（配列番号８）をコードする。Ｎ

ＯＶ４ポリペプチドのＰＳＯＲＴ分析により、０．５５００の確実性で小胞体膜

中の局在が予想される。ＳＩＧＮＡＬＰ分析により、シグナルペプチドの欠損が

示唆される。コード配列の推定非翻訳領域上流および下流に下線を付している（

配列番号７）。

      【００５８】

【表１２】
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  ＮＯＶ４核酸は、表１３に示すように、ヒトケラチン－１８ｍＲＮＡ（Ｋ－１

８；ＧｅｎＢａｎｋ登録番号：Ｍ２６３２６）と高程度の相同性（９０％同一性

）を有する。ＮＯＶ４ポリペプチドは、表１４に示すように、、ヒトケラチン－

１８ｍポリペプチド（ｈＫ－１８；ＧｅｎＢａｎｋ登録番号：Ｓ０５４８１）と

相同性（８２％同一性、８９％類似性）を有する。

      【００５９】

【表１３】
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      【００６０】

【表１４】

ここで、｜は、同一性を示し、そして＋は類似性を示す。
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      【００６１】

  中間体フィラメント（ＩＦ）は、細胞骨格に密接に関与するようである、細胞

タンパク質の構造的に関連するファミリーである。全てのＩＦにより共有される

、共通の構造モチーフは、可変のＮ末端ドメインおよびＣ末端ドメインに隣接す

る中央のαヘリックス「ロッドドメイン（ｒｏｄ  ｄｏｍｅｉｎ）」である。こ

のロッドドメイン（ＩＦの基準的特性）は、進化の間に高度に保存されている。

しかし、可変末端は、公知のＩＦを、それらの異なるアミノ酸配列により、６つ

の別個の型に分類することを可能にする（ＳｔｅｉｎｅｒおよびＲｏｏｐ、１９

８８，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．５７：５９３を参照のこと）。ケラ

チンは、Ｉ型およびＩＩ型を構成する；中間径フィラメント、デスミン、ビメン

チン、ＧＦＡＰ、およびペリフェリン（ｐｅｒｉｐｈｅｒｉｎ）、はＩＩＩ型を

構成し；神経フィラメントはＩＶ型を構成し、そして核ラミンズはＶ型を構成す

る。Ｎｅｓｔｉｎ（６００９１５）はＶＩ型として分類されている（Ｌｅｎｄａ

ｈｌら、１９９０、Ｃｅｌｌ  ６０：５８５を参照のこと）。酸性ケラチンは、

ＫＲＴ９～ＫＲＴ１９の遺伝子によりコードされる。これらの遺伝子は、ヒト染

色体第１２染色体上に位置し得るＫＲＴ１８を除いて、マウス第１１染色体およ

びヒト第１７染色体上に位置する（後を参照のこと）。基本的なケラチンは、遺

伝子ＫＲＴ１～ＫＲＴ８によりコードされる。これらの遺伝子は、マウス第１５

染色体およびヒト第１２染色体上に位置する。

      【００６２】

  Ｋｕおよび共同研究者らは、点変異体Ｋ１８を発現し、そして慢性肝炎を発症

し、かつ肝細胞ケラチンフィラメントの破壊と関係する肝細胞の脆弱性を生じる

トランスジェニックマウスを記載した。これらは、変異体Ｋ１８を発現するトラ

ンスジェニックマウスが、アセトアミノフェンの急速投与、またはグリセオフル

ビンの慢性摂取後の肝毒性に対して非常に感受性であることを示した。著者らは

、肝毒性に対する素因は、ケラチン変異に直接起因すると結論付けた。なぜなら

ば、正常なヒトＫ１８を発現する非トランスジェニックマウスまたはトランスジ

ェニックマウスは、より耐性であるからである。肝毒性は、致死率、肝臓の組織

病理学、および生化学的血清試験における有意な差異により表された。ケラチン
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のグリコシル化は、全てのグリセオフルビンを食餌したマウスにおいて減少した

。一方、ケラチンのリン酸化は、正常なＫ１８を発現するマウスにおいて劇的に

優位に増加した。リン酸化は、部分的肝切除後に増加した部位と異なる部位を伴

うように思われたグリセオフルビン食餌後の正常なＫ１８において増加する。非

変異ケラチンにおけるこの劇的なリン酸化の増加は、肝細胞に対して生存の利点

を提供し得ることをＫｕおよび共同研究者らは述べている（Ｋｕら、Ｊ．Ｃｅｌ

ｌ  Ｂｉｏｌ．１３１：１３０５を参照のこと）。

      【００６３】

  Ｋ８／１８は、肝臓、膵臓、および小腸において見出される型の上皮の中の主

用なケラチン対である。変異体ケラチン１８を発現するトランスジェニックマウ

スは、既に述べたように、慢性肝炎を発症し、そして薬物誘導性肝毒性に対する

感受性を増加させる。ＫＲＴ１８における変異についての未知の原因の肝疾患を

有する患者を研究することにより、Ｋｕおよび共同研究者らは、生殖系列伝達さ

れた原因不明の肝硬変を有する患者におけるｈｉｓ１２７ｌｅｕ（Ｈ１２７Ｌ）

ＫＲＴ変異を記載した。肝臓体外移植組織から単離された、または細菌における

発現後単離された変異体ＫＲＴ１８は、正常なヒト肝臓または細菌発現されたＫ

ＲＴ１８と比較した場合、二次元ゲル分析における変化した移動を示した。イン

ビトロでアセンブリされた変異体ＫＲＴ１８および野生型ＫＲＴ８の電子顕微鏡

検査は、正常なＫＲＴ８／１８アセンブリと比較した場合に、アセンブリの欠損

を示した。この結果は、ＫＲＴ１８における変異が、ヒトにおける原因不明の肝

硬変に対する素因になることを示唆する（Ｋｕら、１９９７、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉ

ｎｖｅｓｔ．９９：１９を参照のこと）。

      【００６４】

  ＮＯＶ４とは、サイトケラチン－１８ファミリーの新規のメンバーを示す。Ｎ

ＯＶ４は、サイトケラチン－１８タンパク質ファミリー内に含まれる遺伝子の発

現における変化を決定するのに有用である。ＮＯＶ４は、サイトケラチン－１８

様タンパク質関連タンパク質のメンバーの発現における変化と関連する障害の処

置に有用である新規の診断用組成物または治療用組成物を提供することにより、

当該分野における必要を満たす。本発明のＮＯＶ４核酸、ポリペプチド、抗体、
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および他の組成物は、種々の疾患および病状（制限されない例として、肝障害（

例えば、原因不明の肝硬変）を伴う疾患および病状を含む）の処置および／また

は診断において有用である。

      【００６５】

  （ＮＯＶ５）

  本発明に従うＮＯＶ５配列は、メタロカルボキシペプチダーゼファミリーのタ

ンパク質に関連するポリペプチドをコードする核酸配列を含む。ＮＯＶ５核酸は

、ヒト第２０染色体に位置する。ＮＯＶ５核酸およびそのコードされたポリペプ

チドは、表１５に示される配列を含む。ＮＯＶ５核酸は、精巣細胞、脾臓細胞、

唾液腺細胞、脳細胞、心臓細胞、甲状腺細胞、骨髄細胞、肺細胞、腎臓細胞、子

宮細胞、卵巣細胞および生殖細胞において発現されるようである。開示された核

酸（配列番号９）は、２，２０２ヌクレオチドの長さであり、ヌクレオチド１－

３のＡＴＧ開始コドンで始まり、そしてヌクレオチド２，２００－２，２００の

ＴＧＡ終止コドンで終結するオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）を含む。

代表的なＯＲＦは、８１，５７３．８Ｄａの推定分子量を有する７３３個のアミ

ノ酸ポリペプチド（配列番号１０）をコードする。ＮＯＶ５ポリペプチドのＰＳ

ＯＲＴ分析は、０．５４８７の確実度でリソソーム局在、および０．５４６９の

確実度で分泌タンパク質を予想する。ＳＩＧＮＡＬＰ分析は、配列番号１０の２

０位と２１位の間のに最も有望な切断部位を伴う、シグナルペプチドの存在を示

唆する。

      【００６６】

【表１５】
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  ＮＯＶ５ポリペプチドは、表１６に示すように、マウスメタロカルボキシペプ

チダーゼＣＰＸ－１ポリペプチド（ＣＰＸ１；ＥＭＢＬ登録番号Ｑ９Ｚ１００）

と相同性（８４％の同一性、８９％の類似性）を有する。また、ＮＯＶ５ポリペ
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プチドは、表１７に示すように、特徴付けされていない、ヒトタンパク質ＡＰＧ

０４（ＡＰＧ０４；ＰａｔＰ登録番号Ｂ３６１７４）と高度な相同性を有する。

      【００６７】

【表１６】

ここで「｜」は、同一性を示し、そして「＋」は類似性を示す。

      【００６８】

【表１７】
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ここで「｜」は、同一性を示し、そして「＋」は類似性を示す。

      【００６９】

  メタロカルボキシペプチダーゼは、広範な遺伝子発現パターンおよびインビボ

での機能を有する遺伝子ファミリーのメンバーである。Ｃｐｅ（ｆａｔ）／Ｃｐ
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ｅ（ｆａｔ）マウス（これは、点変異に起因して、カルボキシペプチダーゼＥ（

ＣＰＥ）活性を欠く）が、減少した量の神経内分泌ペプチドを、さらにプロセシ

ングし得るという最近の知見は、さらなるカルボキシペプチダーゼ（ＣＰ）が、

このプロセシング反応に関与することを示唆した。ＣＰＥ遺伝子ファミリーの新

規のメンバーについての検索は、ＣＰＤ、ＣＰＺ、ＡＥＢＰ１、およびＣＰＸ－

２の発見を導いた。ＡＥＢＰ１およびＣＰＸ－２と同様に、ＣＰＸ－１は、種々

のタンパク質のジスコイジンドメインに類似する配列を有する１６０のアミノ酸

のＮ末端領域を含む。ＣＰＸ－１の４１０残基のＣＰ様ドメインは、ＡＥＢＰ１

およびＣＰＸ－２と５４％～６２％のアミノ酸配列同一性を有し、そしてＣＰＥ

サブファミリーの他のメンバーと３３％～４９％のアミノ酸同一性を有する。し

かし、他のＣＰの触媒活性に重要ないくつかの活性部位の残基は、ＣＰＸ－１に

おいて保存されない。さらに、バキュロウイルス系またはマウスＡｔＴ－２０細

胞株のいずれかにおいて発現されたＣＰＸ－１は、標準的なＣＰ基質を切断しな

い。ノーザンブロット分析は、精巣および脾臓において最も高いレベルのＣＰＸ

－１  ｍＲＮＡを示し、そして唾液腺、脳、心臓、肺、および腎臓においてより

低いレベルを示す。胚組織および胎児マウス組織におけるＣＰＸ－１  ｍＲＮＡ

のインサイチュハイブリダイゼーションは、原始軟骨および骨格構造の豊富な、

頭および胸郭を介する発現を示した。頭において、高レベルのＣＰＸ－１  ｍＲ

ＮＡは、鼻の間葉、耳の原始軟骨構造、および髄膜に関係する。胸郭では、ＣＰ

Ｘ－１  ｍＲＮＡは、複数の発達中の骨格構造（肋骨、脊椎および長骨の原基の

軟骨細胞よび軟骨膜細胞を含む）において発現される。ＣＰＸ－１は、発達にお

ける役割（恐らく、そのジスコイジンドメインを介する細胞相互作用を媒介する

）を有し得る。（Ｌｅｉら、１９９９、ＤＮＡ  Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌｏｇｙ  １

８：１７５を参照のこと）。

      【００７０】

  ＮＯＶ５は、メタロカルボキシペプチダーゼファミリーのタンパク質の新規の

メンバーを示す。ＮＯＶ５は、メタロカルボキシペプチダーゼタンパク質ファミ

リー内に含まれる遺伝子の発現における変化を決定する際に有用である。ＮＯＶ

５は、、精巣細胞、脾臓細胞、唾液腺細胞、脳細胞、心臓細胞、甲状腺細胞、骨
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髄細胞、肺細胞、腎臓細胞、子宮細胞、卵巣細胞および生殖細胞を同定するのに

有用である。ＮＯＶ５は、メタロカルボキシペプチダーゼ関連タンパク質ファミ

リーのタンパク質のメンバーの発現の際の変化に関連する障害の処置に有用であ

る新規の診断用または治療用組成物を提供することにより、当該分野における必

要を満たす。本発明のＮＯＶ５核酸、ポリペプチド、抗体、および他の組成物は

、種々の疾患および病状（制限されない例として、膵臓の代謝障害（例えば、急

性膵炎）を伴う疾患および病状）の処置および／または診断に有用である。

      【００７１】

  （ＮＯＶ６）

  本発明に従うＮＯＶ６配列は、タンパク質の肥胖細胞プロテアーゼ－６ファミ

リーに関連するポリペプチドをコードする核酸配列を含む。ＮＯＶ６核酸および

そのコードされたポリペプチドは、表１８に示される配列を含む。開示された核

酸（配列番号１１）は、８４６ヌクレオチド長であり、そしてヌクレオチド６～

８のＡＴＧ開始コドンで始まり、そしてヌクレオチド８４０～８４２のＴＧＡ終

止コドンで終わるオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）を含む。代表的なＯ

ＲＦは、３０，５７０．１Ｄａの予測された分子量を有する２７８アミノ酸のポ

リペプチド（配列番号１２）をコードする。ＮＯＶ６のＰＳＯＲＴ分析は、０．

８６５０の確実性でリソソーム局在を予測する。ＳＩＧＮＡＬＰ分析は、配列番

号１２の位置１７と１８の間の最も切断されやすい部位とともに、単一ペプチド

が存在することを示唆する。

      【００７２】

【表１８】
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  ＮＯＶ６核酸は、クローンＬＡ１６－３０３Ａ１（ＣＨＲ１６；ＧｅｎＢａｎ

ｋ登録番号：ＨＳ３０３Ａ１）を含むヒト第１６染色体の特徴付けされていない

領域との相同性（９９％同一性）を有し、これは表１９に示される。ＮＯＶ６ポ

リペプチドは、マウス肥満細胞プロテアーゼ－６前駆体ポリペプチド（ＭＣＰ６

；ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ登録番号：Ｐ２１８４５）との相同性（５１％同一性、８

９％類似性）を有し、これは表２０に示される。ＮＯＶ６ポリペプチドはまた、

ヒトβ－トリプターゼ前駆体ポリペプチド（ＨＢＴＰ；ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ登録

番号：Ｐ２０２３１）との相同性を有し、これは表２１に示される。ＮＯＶ６核

酸の発現プロファイリングは、実施例４に記載される。

      【００７３】

【表１９】



(45) 特表２００３－５２７８５９

      【００７４】

【表２０】

      【００７５】

【表２１】



(46) 特表２００３－５２７８５９

  用語肥満細胞症は、１つ以上の器官において、肥満細胞の異常増殖および蓄積

によって特徴付けられる障害の異種群を表す。疾患の皮膚および全身の改変体が

記載されている。肥満細胞障害は、他の局面（例えば、家族の病歴、年齢、疾患

の過程、または共同性骨髄性新生物の存在）に従って、分類されている。しかし

、今までに、一般的に、受け入れられた疾患基準は、失われている。最近、多く

の診断（疾患関連）マーカーが、肥満細胞症において、同定されている。これら

は、脂肪細胞酵素トリプターゼ、ＣＤ２および肥満細胞増殖因子レセプターｃ－

ｋｉｔ（ＣＤ１１７）を含む。この肥満細胞酵素トリプターゼは、血清－および

免疫組織化学的マーカーとして益々使用され、疾患の実質的な蔓延（腫瘍性肥満

細胞の負荷）が評価される。新規な肥満細胞症マーカーの臨床的重要性は、現在

調査中である。最初の結果は、それらが、疾患の描写のための信頼のおける基準

を規定するのに有用であり得る。

      【００７６】

  ＮＯＶ６は、タンパク質の肥満細胞プロテアーゼ－６ファミリーの新しいメン

バーを表す。ＮＯＶ６は、肥満細胞プロテアーゼ－６タンパク質ファミリー内に

含まれる遺伝子の発現における変化を決定する際に有用である。ＮＯＶ６は、タ

ンパク質の肥満細胞プロテアーゼ－６関連タンパク質ファミリーのメンバーの発

現における変質に関連した障害の処置に有用な新しい診断または治療組成物を提
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供することによって、当該分野での必要性を満たす。本発明のＮＯＶ６核酸、ポ

リペプチド、抗体、および他の組成物は、１つ以上の器官（皮膚、耳および脳を

含むが、これらに限定されない）における肥満細胞の異常増殖および蓄積により

特徴付けられる障害、ならびに以下のような他の病理学および疾患関連する潜在

的な治療適用において有用である：血友病、特発性血小板減少性紫斑病、自己免

疫疾患、アレルギー、免疫欠損、移植、対宿主性移植片病、貧血、毛細血管拡張

性運動失調、リンパ水腫、扁桃腺炎、過凝固（ｈｙｐｅｒｃｏａｇｕｌａｔｉｏ

ｎ）、および乳児突然死症候群。

      【００７７】

  本発明のＮＯＶ６核酸およびタンパク質、またはそのフラグメントは、診断適

用においてさらに有用であり得、ここで、ＮＯＶ６核酸またはタンパク質の存在

または量が評価される。

      【００７８】

  （ＮＯＶ７）

  本発明に従うＮＯＶ７配列は、タンパク質のスルフェートアニオントランスポ

ーターファミリーに関連するポリペプチドをコードする核酸配列を含む。ＮＯＶ

７核酸は、副腎で発現されるようである。ＮＯＶ７核酸およびそのコードされた

ポリペプチドは、表２２に示される配列を含む。この開示された核酸（配列番号

１３）は、２，１４５ヌクレオチド長であり、そしてヌクレオチド７０～７２の

ＡＴＧ開始コドンで始まり、そしてヌクレオチド１９６９～１９７１のＴＧＡ終

止コドンで終わるオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）を含む。代表的なＯ

ＲＦは、６７，４７２．４Ｄａの予測された分子量を有する６３３アミノ酸のポ

リペプチド（配列番号１４）をコードする。ＮＯＶ７ポリペプチドのＰＳＯＲＴ

分析は、０．８０００の確実性でペルオキシソーム局在を予測する。ＳＩＧＮＡ

ＬＰ分析は、単一ペプチドの欠如を示唆する。ＯＲＦの推定非翻訳の上流および

下流は、配列番号１３中に、下線が引かれている。

      【００７９】

【表２２】
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  ＮＯＶ７核酸は、ヒトスルフェートアニオントランスポーターｍＲＮＡ（ＳＡ

Ｔ１；ＧｅｎＢａｎｋ登録番：ＡＦ２９７６５９）との、高度の相同性（９９％

同一性）を有し、これは、表２３に示される。ＮＯＶ７ポリペプチドは、ラット

スルフェートアニオントランスポーター１ポリペプチド（ＳＡＴ１；Ｓｗｉｓｓ

Ｐｒｏｔ登録番号：Ｐ４５３８０）との相同性（７４％同一性、８１％類似性）

を有し、これは、表２４に示される。

      【００８０】

【表２３】
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      【００８１】

【表２４】

  スルフェートアニオントランスポータータンパク質は、アニオン交換体のスー

パーファミリーのメンバーである。組織中でのスルフェート組み込みにおいて役

割を果たす、２つの脊椎動物スルフェートトランスポーターは、アニオン交換体

のスーパーファミリーのメンバーである：変形性形成異常スルフェートトランス
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ポーター（これは、変形性形成異常および特定の他の骨格異常形成における変異

体である）、およびアデノーマにおける下方制御されたもの（これは、家族性塩

化物性下痢（ｃｈｌｏｒｉｄｅ  ｄｉａｒｒｈｅａ））。サブトラクティブハイ

ブリダイゼーションによって、Ｓｃｈｗｅｉｎｆｅｓｔおよび共同研究者らは、

腫瘍サプレッサー候補遺伝子についてのｃＤＮＡを、正常な結腸組織ｃＤＮＡラ

イブラリーから単離し、これを彼らは、ＤＲＡ（アデノーマにおいて下方制御さ

れている）を呼んだ。正常な結腸の粘膜に限定されているようであるその発現は

、結腸のアデノーマおよび腺癌において有意に減少し、そして腫瘍形成において

早期に下方制御された（Ｓｃｈｗｅｉｎｆｅｓｔら、１９９３、Ｐｒｏｃ．Ｎａ

ｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９０：４１６６を参照のこと）。これら２

つのスルフェートトランスポーターは、１２の膜貫通ドメインを含み、アニオン

交換体インヒビターＤＩＤＳに感受性である。Ｇｉｒａｒｄおよび共同研究者ら

は、ＨＥＶＥＣが、ＤＩＤＳアニオン交換体インヒビターに対するそれらの差示

的感受性によって規定されるスルフェートトランスポーターの２つの機能的クラ

スを発現することを示した。彼らは、ヒトＨＥＶＥＣ由来のＤＩＤＳ耐性スルフ

ェートトランスポーターの分子的特徴付けを報告し、ＳＵＴ１と表記した（Ｇｉ

ｒａｒｄら、１９９９、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９

６：１２７７２を参照のこと）。ＳＵＴ１は、ナトリウム結合アニオントランス

ポーターのファミリーに属し、そしてラット腎臓ナトリウム／スルフェートコト

ランスポーターＮａＳｉｌ、およびヒトならびにラットナトリウム／ジカルボキ

シレートコトランスポーターＮＡＤＣ１／ＳＤＣＴ１およびＮＡＤＣ３／ＳＤＣ

Ｔ２との、４０～５０％アミノ酸同一性を示す。機能発現は、ｃＲＮＡ注入Ｘｅ

ｎｏｐｕｓ  ｌｅａｖｉｓ卵母細胞における機能発現研究は、ＳＵＴ１が、高レ

ベルのナトリウム依存するフェート輸送を媒介し、これは、ＤＩＤＳ阻害に対し

て耐性であることが示された。ノーザンブロット分析は、ＳＵＴ１が、胎盤にお

ける大量発現とともに、高度に制限された組織分布を示すことが示した。逆転写

－ＰＣＲ分析は、ＳＵＴ１およびＤＴＤＳＴが、ＨＥＶＥＣにおいて同時発現さ

れることを示した。ＳＵＴ１およびＤＴＤＳＴは、それぞれ、ＨＥＶＥＣにおけ

るスルフェート取り込みのＤＩＤＳ耐性成分およびＤＩＤＳ感受性成分に対応し
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得る（Ｇｉｒａｒｄら、１９９９、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．

Ｓ．Ａ．９６：１２７７２を参照のこと）。

      【００８２】

  Ｇｉｒａｒｄおよび共同研究者らはまた、ＳＵＴ１  ｃＤＮＡのヌクレオチド

２５７９～２８３３に対応する配列標的化部位（ＳＴＳ）を見出すことによって

、ＳＵＴ１遺伝子を７ｑ３３にマッピングし得る。このＳＴＳは、Ｄ７Ｓ５０９

で第７染色体にマッピングされ、これは、７ｑ３３を７ｑ３２の近くにマッピン

グする。彼らは、７ｑ３３上のマーカーＤ７Ｓ５００とＤ７Ｓ５０９との間にマ

ッピングしたＳＵＴ１  ｃＤＮＡに対する配列同一性でＥＴを同定することによ

って、これらのマッピングデータを確認した（Ｇｉｒａｒｄら、１９９９、Ｐｒ

ｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９６：１２７７２を参照のこと

）。

      【００８３】

  ＮＯＶ７は、タンパク質のスルフェートアニオントランスポーターファミリー

の新しいメンバーである。ＮＯＶ７は、スルフェートアニオントランスポーター

タンパク質ファミリー内に含まれる遺伝子の発現における変化を決定する際に有

用である。ＮＯＶ７は、タンパク質のスルフェートアニオントランスポーター関

連タンパク質ファミリーのメンバーの発現における変化と関連した障害の処置に

有用な新しい診断または治療組成物を提供することによって、当該分野での必要

性を満たす。本発明のＮＯＶ７核酸、ポリペプチド、抗体、および他の組成物は

、種々の疾患および病理学の処置および／または診断において有用であり、それ

らには、非限定的な例示の目的で、ペンドレッド症候群、骨格形成異常、変形性

形成異常、癌、アデノーマが挙げられる。

      【００８４】

  （ＮＯＶ８）

  本発明に従うＮＯＶ８配列は、タンパク質のサイトスタチンファミリーに関連

するポリペプチドをコードする核酸配列を含む。ＮＯＶ８核酸は、ヒト第１染色

体に同定される。ＮＯＶ８核酸は、表２５に示される配列を含む。開示された核

酸（配列番号１５）は、４０６ヌクレオチド長であり、そしてヌクレオチド１～
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３のＡＴＧ開始コドンで始まり、そしてヌクレオチド３９７～３９９のＴＴＡ終

止コドンで終わるオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）を含む。代表的なＯ

ＲＦは、１５，５９９．６Ｄａの予測された分子量を有する１３２アミノ酸のポ

リペプチド（配列番号１６）をコードする。ＮＯＶ８のＰＳＯＲＴ分析は、０．

６４００の確実性でペルオキシソーム配置を予測する。ＳＩＧＮＡＬＰ分析は、

単一ペプチドの欠如を示唆する。ＯＲＦの推定非翻訳の下流は、配列番号１５中

に、下線が引かれている。

      【００８５】

【表２５】

  ＮＯＶ８核酸は、ヒトサイトスタチンＩＩ  ｍＲＮＡ（ＣＹＴ２；Ｐａｔｎ登

録番号：Ｔ７４７５１）との相同性（８８％同一性）を有し、これは、表２６に

示される。ＮＯＶ８ポリペプチドは、ヒトサイトスタチンＩＩポリペプチド（Ｃ

ＹＴ２；Ｐａｔｎ登録番号：Ｗ２２４０８）との相同性（８０％同一性、８６％

類似性）を有し、これは、表２７に示される。ＮＯＶ８ポリペプチドはまた、ヒ

ト脂肪酸－結合タンパク質（ＦＡＢＰ；ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ登録番号：Ｏ１５５

４０）との相同性（８０％同一性、、８６％類似性）を有し、これは、表２８に

示される。ＮＯＶ８核酸の発現プロファイリングは、実施例６に記載される。

      【００８６】

  （表２６）



(55) 特表２００３－５２７８５９

      【００８７】

【表２６】

  （表２７）

      【００８８】

【表２７】

｜は、同一性を示し、そして＋は類似性を示す。

      【００８９】
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  （表２８）

      【００９０】

【表２８】

｜は、同一性を示し、そして＋は類似性を示す。

      【００９１】

  （ＮＯＶ９）

  本発明によるＮＯＶ９配列は、サイトスタチンファミリーのタンパク質に関連

するポリペプチドをコードする核酸配列を含む。ＮＯＶ９核酸は、ヒト第１染色

体に同定された。ＮＯＶ９核酸およびそのコードされるポリペプチドは、表２９

に示される配列を含む。開示される核酸（配列番号１７）は、４１８ヌクレオチ

ド長であり、そしてヌクレオチド４～６のＡＴＧ開始コドンで始まりヌクレオチ

ド４０９～４１１のＴＡＡ終止コドンで終わる、オープンリーディングフレーム

（ＯＲＦ）を含む。代表的ＯＲＦは、１３５アミノ酸ポリペプチド（配列番号１

８）をコードする。このＯＲＦの上流および下流の推定非翻訳領域は、配列番号

１７において下線を付される。

      【００９２】

  （表２９）

      【００９３】

【表２９】
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  ＮＯＶ９核酸は、ヒトサイトスタチンＩＩ  ｍＲＮＡ（ＣＹＴ２；Ｐａｔｎ登

録番号Ｔ７４７５１）と相同性（８８％同一性）を有する。ＮＯＶ９ポリペプチ

ドは、ヒトサイトスタチンＩＩポリペプチド（ＣＹＴ２；ＰａｔＰ登録番号Ｗ２

２４０８）と相同性（８０％同一性、８６％類似性）を有する。ＮＯＶ９ポリペ

プチドはまた、ヒト脂肪酸結合タンパク質（ＦＡＢＰ；ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ登録

番号Ｏ１５５４０）と相同性（８０％同一性、８６％類似性）を有する。ＮＯＶ

９ポリペプチドの領域はまた、表３０に示されるように、ＮＯＶ８と高い程度の

相同性（１００％）を有する。

      【００９４】

  （表３０）

      【００９５】

【表３０】

｜は同一性を示す。

      【００９６】
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  細胞外マトリクス（ＥＣＭ）への細胞接着の低分子量インヒビターとして微生

物培養ブロスから元来単離されたサイトスタチンは、インビボでＢ１６黒色腫細

胞に対して抗転移活性を有する。ＥＣＭへの細胞接着のサイトスタチンによる阻

害が調べられている（Ｋａｗａｄａら、１９９９、Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈ

ｙｓ．Ａｃｔａ  １４５２：２０９を参照のこと）。サイトスタチンは、病巣接

着キナーゼ（ＦＡＫ）のチロシンリン酸化およびフィブロネクチンへのＢ１６細

胞上のパキシリンの接着を阻害した。ＦＡＫの量はサイトカインにより影響され

なかったが、電気泳動により遅く移動するパキシリンが出現した。アルカリホス

ファターゼ処理により、サイトスタチンに誘導された遅く移動するパキシリンは

消失した。さらに、サイトスタチンは、細胞内セリン／スレオニンがリン酸化さ

れたタンパク質を増加し、タンパク質ホスファターゼ２Ａ（ＰＰ２Ａ）の選択的

インヒビターであることが見出された。サイトスタチンは、基質ｐ－ニトロフェ

ニルホスフェートに対して非競合的様式でＰＰ２Ａを阻害した（ＩＣ（５０）は

、０．０９μｇ／ｍｌ）が、ＰＰ１、ＰＰ２Ｂおよびアルカリホスファターゼを

含む他のタンパク質ホスファターゼに対しては、１００μｇ／ｍｌであってさえ

、明らかな効果を有さなかった。対照的に、サイトスタチンアナログであるデホ

スホサイトスタチンは、ＰＰ２Ａに対して阻害効果を有さず、ＦＡＫおよびパキ

シリンを含むＢ１６細胞接着に影響しなかった。これらの結果は、サイトスタイ

ンが、ＰＰ２Ａ型タンパク質セリン／スレオニンホスファターゼを阻害すること

により、病巣接触タンパク質（例えば、パキシリン）の修飾を介する細胞接着を

阻害することを示す。

      【００９７】

  別のアポトーシス誘導物質であるバクトボリンと比較してのサイトスタチンに

よるアポトーシスの示差的誘導が、分析された。ほとんどの固形腫瘍細胞が造血

性癌細胞よりも抗癌剤誘導性アポートシスに感受性ではないので、Ｋａｗａｄａ

および共同研究者らは、固形腫瘍由来細胞株および造血性癌由来細胞株について

のモデルとして、それぞれ、Ｂ１６黒色腫細胞およびＥＬ－４リンパ腫細胞を使

用した。Ｂ１６細胞におけるアポトーシスが、バクトボリンにより強力に誘導さ

れるが、サイトスタチンによっては弱く誘導されることが見出された。対照的に
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、ＥＬ－４細胞におけるアポトーシスは、サイトスタチンによって強力に誘導さ

れるが、バクトボリンによって弱く誘導された（Ｋａｗａｄａら、１９９９、Ｊ

ｐｎ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ．９０：２１９を参照のこと）。

      【００９８】

  ヒトサイトスタチンをコードするヌクレオチド配列は、細胞増殖を阻害しそし

て細胞分化を調節するために使用され得る。この遺伝子によりコードされるサイ

トスタチンＩＩポリペプチドは、被検体における腫瘍増殖を阻害するためにも、

神経系細胞の増殖を刺激するためにも、または毒素因子から神経系細胞を防御す

るためにも、または哺乳動物におけるウイルス感染または微生物感染を処置する

ためにも、使用され得る。サイトスタチンによる造血の活性は、可能な免疫抑制

活性または造血の系統特異的刺激を示す。従って、サイトスタチンは、免疫抑制

を要する状態を処置するために使用され得る。サイトスタチンに対するアンタゴ

ニストは、免疫系または造血系における欠損または増強を誘導するために、イン

ビトロまたはインビボで使用され得る。それらは、例えば、心筋細胞肥大または

白血病を処置するために処置するために使用され得る。このサイトスタチン遺伝

子産物はまた、新脈管形成を調節するため、種々の癌（乳癌、脳および他の腫瘍

を含むが、これらに限定されない）の転移を阻害するためにも、使用され得る。

サイトスタチンポリペプチドは、とりわけ、胸部発達およびミルク生成を調節す

るために使用され得る。サイトスタチン由来ポリペプチドのレチノイド結合能力

は、インビボまたはインビトロで光受容細胞に対して使用され得る。サイトスタ

チンポリペプチドはまた、小脳顆粒細胞および光受容細胞において、虚血初期の

間に誘導される酸化的ストレスと関連する脂質過酸化、アポトーシス、および興

奮性アミノ酸誘導性細胞死からの防御を提供するために使用され得る。

      【００９９】

  ＮＯＶ８～９は、サイトスタチンファミリータンパク質の２つの新規なメンバ

ーを示す。ＮＯＶ８とＮＯＶ９との間の高い程度の相同性は、ＮＯＶ８～９がサ

イトスタチンファミリータンパク質の新規なサブファミリーを構成することおよ

びサブファミリー特異的結合タンパク質を同定するために有用であることを示す

。ＮＯＶ８～９は、サイトスタチンタンパク質ファミリー内に含まれる遺伝子の
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発現における変化を決定する際に有用である。ＮＯＶ８～９は、サイトスタチン

関連タンパク質ファミリータンパク質のメンバーの発現の変化と関連する障害の

処置において有用な、新規な診断用組成物または治療用組成物を提供することに

よって、当該分野における必要性を満たす。本発明のＮＯＶ８～９の核酸、ポリ

ペプチド、抗体、および他の組成物は、種々の疾患および病因の処置および／ま

たは診断において有用であり、その疾患および病因としては、限定的例としてで

はないが、細胞の形状、運動性およびアポトーシスにより特徴付けられる障害に

関するもの（例えば、癌および虚血性損傷）が挙げられる。

      【０１００】

  （ＮＯＶ１０）

  本発明によるＮＯＶ１０配列は、ケモカインレセプターファミリータンパク質

に関連するポリペプチドをコードする核酸配列を含む。ＮＯＶ１０核酸は、ヒト

第１染色体上で同定された。ＮＯＶ１０核酸およびそのコードされるポリペプチ

ドは、表３１に示される配列を含む。開示される核酸（配列番号１９）は、１，

１１９ヌクレオチド長であり、そしてヌクレオチド１～３のＡＴＧ開始コドンで

始まりヌクレオチド１，１１７～１，１１９のＴＧＡ終止コドンで終わる、オー

プンリーディングフレーム（ＯＲＦ）を含む。代表的ＯＲＦは、推定分子量４２

，７９３．９Ｄａである、３７２アミノ酸ポリペプチド（配列番号２０）をコー

ドする。ＮＯＶ１０ポリペプチドのＰＳＯＲＴ分析は、確実性０．６４００で形

質膜タンパク質を予測する。ＳＩＧＮＡＬＰ分析は、配列番号２０の４７位と４

８位との間に切断部位がおそらく存在する、シグナルペプチドの存在を示唆する

。

      【０１０１】

  （表３１）

      【０１０２】

【表３１】
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  ＮＯＶ１０ポリペプチドは、表３２に示されるように、ヒトケモカインレセプ

ターＩ型（ＨＣＲ１；ＳｗｉｓｓＰｒｏｔ登録番号Ｐ３２２４６）と相同性（２

９％同一性、５１％類似性）を有する。

      【０１０３】

  （表３２）

      【０１０４】

【表３２】
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  （ＮＯＶ１１）

  本発明によるＮＯＶ１１配列は、ケモカインレセプターファミリータンパク質

に関連するポリペプチドをコードする核酸配列を含む。ＮＯＶ１１核酸は、ヒト

第１染色体上で同定された。ＮＯＶ１１核酸およびそのコードされるポリペプチ

ドは、表３３に示される配列を含む。開示される核酸（配列番号２１）は、１，

３４３ヌクレオチド長であり、そしてヌクレオチド２～４のＡＴＧ開始コドンで

始まりヌクレオチド１，０６１～１，０６３のＴＧＡ終止コドンで終わる、オー

プンリーディングフレーム（ＯＲＦ）を含む。代表的ＯＲＦは、３５３アミノ酸

ポリペプチド（配列番号２２）をコードする。ＮＯＶ１１ポリペプチドのＰＳＯ

ＲＴ分析は、確実性０．６４００で形質膜タンパク質を予測する。ＳＩＧＮＡＬ

Ｐ分析は、配列番号２２の４７位と４８位との間に切断部位がおそらく存在する

、シグナルペプチドの存在を示唆する。このＯＲＦの上流および下流の推定非翻

訳領域が、配列番号２１にて下線を付される。

      【０１０５】

【表３３】
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  ＮＯＶ１１ポリペプチドは、ヒトケモカインレセプターＩ型（ＨＣＲ１；Ｓｗ

ｉｓｓｓＰｒｏｔ登録番号：Ｐ３２２４６）との相同性（２９％の同一性、５１

％の類似性）を有する。ＮＯＶ１１はまた、表３４に示されるように、ＮＯＶ１

０ポリペプチドとの高い程度の相同性（９９％の同一性）を有する。ＮＯＶ１１

核酸の発現プロフィールを、実施例５に記載する。

      【０１０６】

【表３４】
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  ケモカインレセプターは、損傷および感染に対する防御免疫応答の重要な部分

としての、白血球の遊走および活性化を媒介するＧタンパク質結合レセプターで

ある（Ｒｏｊｏら、１９９９  Ｂｉｏｌ．Ｒｅｓ．３２：２６３を参照のこと）

。さらに、ケモカインレセプターは、ＣＤ４陽性細胞に感染するためにＨＩＶ－

１によって使用される。ケモカインレセプター認識およびシグナル伝達の構造的

基礎が、現在研究されている。ケモカインの高分解能Ｘ線回析およびＮＭＲ分光

法によって、これらのペプチド全てが、その低い程度の一次配列相同性に関わら

ず、共通のフォールディングパターンを示すことが示されている。ケモカインの

機能的モチーフは、変異誘発研究によって同定され、そしてレセプター認識およ

び活性化についての可能性のある機構が提唱されているが、ケモカインレセプタ

ーの高分解能構造データは、依然として入手可能でない。レセプターキメラを用

いた研究により、主要な選択性決定基としての推定細胞外ドメインが同定された

。この細胞外ドメインにおける単一アミノ酸置換は、レセプター特異性に重大な

変化を生じ、これらのドメイン中のモチーフが、共通の活性化モチーフに対する

限定的障壁として作動することを示唆する。同様に、ケモカインレセプターのＨ

ＩＶ－１の使用は、このレセプターの１以上の細胞外ドメインが、このウイルス

エンベロープタンパク質ｇｐ１２０上の保存ドメインおよび可変ドメインと相互

作用することを伴い、これは、高度に複雑な相互作用を示す。ケモカインとのレ
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セプターの相互作用およびＨＩＶ－１とのレセプターの相互作用のための構造的

要件を解明することは、ケモカイン認識およびレセプター活性化の機構の理解に

重要な洞察を提供する。さらに、この情報は、効果的な免疫調節および抗ＨＩＶ

－１治療剤の設計を大幅に容易にし得る。

      【０１０７】

  ケモカインは、小さいサイトカイン様分子のスーパーファミリーであり、これ

らのサイトカイン様分子は、それらが種々の細胞型（特に、リンパ起源の細胞型

）の遊走を媒介する能力に主に基づいて、説明されている（Ｚｌｏｔｎｉｃｋ  

Ａら、；１９９９、Ｃｒｉｔ  Ｒｅｖ  Ｉｍｍｕｎｏｌ．１９：１を参照のこと

）。これらの分子に対するレセプターは、全て７回膜貫通ドメインＧタンパク質

結合レセプターであり、これらは、歴史的に、低分子薬物に対する優れた標的で

あった。この事実は、大規模のＤＮＡデータベース探索の出現およびケモカイン

レセプターもまたＨＩＶに対するコレセプターであるという認識と組み合わせて

、かなりの速度でこの分野において発見をもたらした。このプロセスは、公知の

ケモカインおよびケモカインレセプターの数の拡大のみならず、ケモカインが関

与する種々の機能のより大きな理解を含んできた。

      【０１０８】

  ケモカインおよびケモカインレセプターは、白血球の発生および機能を制御す

る重要な因子として現れた（Ｐｅｌｃｈｅｎ－Ｍａｔｔｈｅｗｓ  Ａら、；１９

９９、Ｉｍｍｕｎｏｌ  Ｒｅｖ．１６８：３３を参照のこと）。近年の研究によ

って、これらの本質的な役割に加えて、ケモカインおよびケモカインレセプター

の両方が、ウイルス感染およびウイルス複製に重要な役割を果たすことが示され

た。ケモカインレセプターが、霊長類免疫不全ウイルスのレセプター／融合体複

合体の重要な要素であるだけでなく、ケモカインもまた、ウイルス侵入および感

染に影響し得る。多くのウイルス（特に、ヘルペスウイルス）は、ケモカインお

よびケモカインレセプターをコードし、ケモカインおよびケモカインレセプター

は、親ウイルスおよび他の関連のウイルスの両方の複製に影響する。ケモカイン

レセプターの細胞表面発現は、膜輸送経路とのそれらの相互作用を介して調節さ

れる。リガンドは、エンドサイトーシスを介して、レセプターの内部移行および
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下方調節を誘導し、そして再利用がエンドソーム内で調節される。ケモカインが

細胞をＨＩＶ感染から防御する機構の一部は、特定のケモカインレセプターコレ

セプターのリガンド誘導性の内部移行を介する。さらに、細胞表面への新しく合

成されたレセプターの輸送を調節する機構が存在し得る。

      【０１０９】

  好酸球は、アレルギー疾患の病態生理において中心的役割を果たす（Ｓｉｍｏ

ｎ  Ｌら、２０００、Ｉｍｍｕｎｏｌ  Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌ  ７８：４１５を参

照のこと）。好酸球の遊走を調節する機構は複雑であるが；ぜん息応答の初期お

よび後期の両方において産生されるケモカインおよびサイトカインは、好酸球の

動員において協力するようである。特に、エオタキシンとＩＬ－５との間に固有

の相乗作用が存在する。ケモカイン／サイトカインの協同性の役割は、細胞外マ

トリクス、接着分子／インテグリン相互作用、レセプター分極およびレセプター

凝集、ならびに細胞内シグナル伝達経路の収束および分岐において研究されてき

た。好酸球が遊走する機構を理解することによって、アレルギー応答の特定の成

分を減弱するための特定の治療ストラテジーの開発が可能である。

      【０１１０】

  多発性硬化症（ＭＳ）の病因における組織炎症の役割についての新しい情報に

より、白血球輸送に関連する効果的かつ特効性の治療剤が探索されてきた（Ｒａ

ｎｓｏｈｏｆｆ  ＲＭら、２０００、Ｅｘｐｅｒｔ  Ｏｐｉｎ  Ｉｎｖｅｓｔｉ

ｇ  Ｄｒｕｇｓ  ９：１０７９を参照のこと）。ＭＳの理解におけるこれらの発

達は、白血球の血管外遊出の分子機構の解明および組織炎症を調節するために必

要とされる知識ベースの提供における進歩によって補完される。ケモカインおよ

びそれらのレセプターが、特に興味深い。ケモカインは、白血球の遊走事象の広

範なスペクトルを調節する化学誘引ペプチドの大きいファミリーを構成する。

      【０１１１】

  ＮＯＶ１０およびＮＯＶ１１は、ケモカインファミリーのタンパク質の新しい

サブファミリーを表す。ＮＯＶ１０～１１は、ケモカインタンパク質ファミリー

内に含まれる遺伝子の発現における変化の決定において有用である。ＮＯＶ１０

～１１は、ケモカイン関連タンパク質ファミリーのメンバーのタンパク質の発現
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の改変に関連する障害の処置に有用である、新しい診断組成物および治療組成物

を提供することによって、当該分野における必要性を満足する。本発明のＮＯＶ

１０～１１の核酸、ペプチド、抗体および他の組成物は、種々の疾患および病理

の処置および／または診断において有用である。これらの疾患および病理として

は、非限定的な例として、病原体に対する応答の変更によって特徴付けられる障

害に関連する疾患および病理（例えば、ＨＩＶおよび肝炎）、および神経上皮障

害（例えば、形成異常、癌、ならびに外傷および手術から生じる損傷）が挙げら

れる。

      【０１１２】

  （ＮＯＶ１２）

  本発明に従うＮＯＶ１２配列は、カルボキシペプチダーゼファミリーのタンパ

ク質に関連するポリペプチドをコードする核酸配列を含む。ＮＯＶ１２核酸およ

びそのコードされるポリペプチドは、表３５に示される配列を含む。開示された

核酸（配列番号２３）は、２，３９２ヌクレオチド長であり、そしてヌクレオチ

ド２３３～２３５のＡＴＧ開始コドンで開始しヌクレオチド２，２８３～２，１

８５のＴＧＡ終止コドンで終了する、オープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）

を含む。この代表的なＯＲＦは、推定分子量７４，３２６．３Ｄａの６５０アミ

ノ酸のポリペプチド（配列番号２４）をコードする。ＮＯＶ１２ポリペプチドの

ＰＳＯＲＴ分析は、０．４５１３の確実度でミトコンドリアマトリクス局在を予

測する。ＳＬＧＮＡＬＰ分析は、シグナルペプチドの欠失を示唆する。

      【０１１３】

【表３５】
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  ＮＯＶ１２ポリペプチドは、表３６に示されるように、ヒト膜結合タンパク質

ＰＲＯ１３１０ポリペプチド（Ｐ１３１０；ＰａｔＰ  登録番号：Ｙ６６６４５

）との高い程度の相同性（９９％の同一性、９９％の類似性）を有する。また、

ＮＯＶ１２ポリペプチドは、表３７に示されるように、ヒト肺腫瘍特異的抗原ポ

リペプチド（ＨＬＴＡ；ＰａｔＰ  登録番号：Ｂ４４４０９）との高い程度の相

同性（９４％の同一性、９７％の類似性）を有する。

      【０１１４】

【表３６】
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      【０１１５】

【表３７】
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  カルボキシペプチダーゼ様タンパク質は、細胞分化において重要である。Ｌａ

ｙｎｅおよび共同研究者は、大動脈カルボキシペプチダーゼ様タンパク質（ジス

コイジン様ドメインおよびカルボキシペプチダーゼ様ドメインを有する新規なタ

ンパク質）が血管平滑筋細胞の分化の間に、上方制御されることを見出した。血

管平滑筋細胞の表現型調節は、動脈硬化症の病因において重要な役割を果たす。

ヒトの大動脈平滑筋細胞で発現されるタンパク質のスクリーニングにおいて、Ｌ
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ａｙｎｅらは、大動脈カルボキシペプチダーゼ様タンパク質（ＡＣＬＰ）と命名

される新規な遺伝子産物を同定した。約４－キロベースのヒトｃＤＮＡおよびそ

のマウスホモログは、それぞれ１１５８アミノ酸および１１２８アミノ酸のタン

パク質をコードし、この両方は、８５％同一である。ＡＣＰＬは、シグナルペプ

チド、リジンリッチおよびプロリンリッチな１１アミノ酸の繰返しモチーフ、ジ

スコイジン様ドメイン、ならびにＣ末端ドメインを含む非核タンパク質であり、

これは、カルボキシペプチダーゼＥに対する３９％の同一性を有する。ウエスタ

ンブロット分析およびインサイチュハイブリダイゼーションにより、Ｌａｙｎｅ

らは、成体大動脈において大量のＡＣＬＰ発現を検出した。ＡＣＬＰは、成体マ

ウスの大動脈平滑筋細胞において優先的に発現されるが、外膜組織または他の数

種の組織において発現されなかった。培養したマウスの大動脈の平滑筋細胞にお

いて、ＡＣＬＰ  ｍＲＮＡおよびＡＣＬＰタンパク質は、血清飢餓後に２～３倍

上方制御された。インビトロ分化系における平滑筋細胞に対して最近開発された

神経堤細胞を使用して、Ｌａｙｎｅおよび共同研究者は、ＡＣＬＰ  ｍＲＮＡお

よびＡＣＬＰタンパク質が、神経堤細胞において発現されないが、これらの細胞

の分化により劇的に上方制御されることを見出した。これらの結果は、ＡＣＬＰ

が、分化した血管平滑筋細胞において役割を果たし得ることを示す（Ｌａｙｎｅ

ら、１９９８、Ｊ．Ｂｉｏｌ  Ｃｈｅｍ  ２７３：１５６５４を参照のこと）。

      【０１１６】

  ＮＯＶ１２は、カルボキシペプチダーゼファミリーのタンパク質の新しいメン

バーを示す。ＮＯＶ１２は、カルボキシペプチダーゼタンパク質ファミリー内に

含まれる遺伝子の発現における変化を決定する際に有用である。ＮＯＶ１２は、

カルボキシペプチダーゼ関連タンパク質ファミリーのタンパク質のメンバーの発

現における変化に関連する障害の処置に有用である、新規の診断組成物または治

療組成物を提供することによって、当該分野での必要性を満たす。本発明のＮＯ

Ｖ１２の核酸、ポリペプチド、抗体、および他の組成物は、種々の疾患および病

理の処置および／または診断において有用である。これらの疾患および病理には

、血管平滑筋細胞の分化障害（例えば、心不全、アテローム性動脈硬化症、高血

圧および発作）を含む、非制限的な例が挙げられる。
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      【０１１７】

  本発明の核酸およびタンパク質は、異常な細胞増殖、細胞分化および細胞移動

（例えば、癌、新脈管形成、アテローム性動脈硬化症、および肥満症）、神経学

的障害（例えば、発作、ペンドレッド症候群、多発性硬化症およびアルツハイマ

ー病、ケラチノサイト欠損（例えば、損傷性乾癬性皮膚炎）、虚血性障害（例え

ば、糖尿病性網膜症）、肝性障害（例えば、硬肝変）、および膵臓障害（例えば

、急性膵臓炎）によって特徴付けられる障害に関係する、潜在的な治療適用に有

用である。例えば、硫酸アニオントランスポーター様タンパク質をコードするｃ

ＤＮＡは、ペンドレッド症候群および他のこのような障害を処置するための遺伝

子治療において有用であり得、そして硫酸アニオントランスポーター様タンパク

質は、それを必要とする被験体に投与する場合に有用であり得る。非制限的な例

において、本発明の組成物は、イオン調節系の障害を被った患者の処置に有用性

を有する。クロリドチャネル様タンパク質をコードする新規な核酸、および本発

明のクロリドチャネル様タンパク質、またはそのフラグメントは、嚢胞性線維症

、デント（Ｄｅｎｔ）病、バター症候群およびギテルマン（Ｇｉｔｔｅｌｍａｎ

）症候群の処置、疾患の病理の理解を助ける種々の障害の機能分析のための強力

なアッセイ系の開発、および種々の障害に対する新規の薬物標的の開発において

さらに有用であり得る。これらはまた、診断的適用において使用され得、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。これらの材料は、治療方

法または診断方法における使用のための、本発明の新規な物質に対して免疫特異

的に結合する抗体の産生においてさらに有用であり得る。

      【０１１８】

  （ＮＯＶＸ核酸）

  本発明の核酸は、ＮＯＶＸポリペプチドまたはＮＯＶＸタンパク質をコードす

る核酸を含有する。本明細書において使用されるように、用語ポリペプチドおよ

びタンパク質は、交換可能である。

      【０１１９】

  いくつかの実施形態において、ＮＯＶＳ核酸は、成熟ＮＯＶＸポリペプチドを

コードする。本明細書中で使用される場合、本明細書中に記載されるポリペプチ
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ドまたはタンパク質の「成熟」形態は、天然に存在するポリペプチドあるいは前

駆体形態またはプロタンパク質の産物に関係する。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、非制限例として、対応する遺伝子によ

ってコードされる完全長遺伝子産物が挙げられる。あるいは、本明細書中で記載

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規定されている。産物「成熟」形態は、さらに

非制限例として、遺伝子産物が産生される細胞中で発生し得る、１以上の天然に

存在するプロセッシング工程の結果として発生する。ポリペプチドまたはタンパ

ク質の「成熟」形態に導くこのようなプロセッ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またはリーダー配列のタンパク分解性切

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った残基２～Ｎ末端を有する。あるいは、残

基１～Ｎを有する前駆体ポリペプチドまたはタンパク質から生じる成熟形態（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）は、残った残基Ｍ＋

１～残基Ｎを有する。本明細書中でさらに使用されるように、ポリペプチドまた

はタンパク質の「成熟」形態は、タンパク質分解性切断事象以外の、翻訳後改変

事象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、非制限例とし

て、グリコシル化、ミリストイル化、またはリン酸化が挙げられる。一般に、成

熟ポリペプチドまたは成熟タンパク質は、結果として、これらのプロセスの１つ

のみの作用、またはそれらの任意の組み合わせから得られ得る。

      【０１２０】

  ＮＯＶＸ核酸としては、とりわけ、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３

、１５、１７、１９、２１または２３で提供される配列の核酸あるいはそれらの

フラグメントである。さらに、本発明には、配列番号１、３、５、７、９、１１

、１３、１５、１７、１９、２１または２３の変異体核酸または改変体核酸ある

いはそれらのフラグメントが挙げられ、任意のこれらの塩基は、配列番号１、３

、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１または２３に示される対応
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する塩基から変化され得、ＮＯＶＸ様の活性および生理学的機能（すなわち、新

脈管形成の調節、ニューロン発生）の少なくとも１つを維持するタンパク質をさ

らにコードする。本発明には、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５

、１７、１９、２１または２３の核酸配列の相補体（それらのフラグメント、誘

導体、アナログおよびそれらのホモログを含む）がさらに挙げられる。本発明は

、その構造が化学的改変を含む、核酸または核酸フラグメントあるいはそれらの

相補体をさらに含む。

      【０１２１】

  本発明の１つの局面は、ＮＯＶＸタンパク質またはそれらの生物学的に活性な

部分をコードする単離された核酸分子に関する。また、ＮＯＶＸをコードする核

酸（例えば、ＮＯＶＸ  ｍＲＮＡ）を同定するためにハイブリダイゼーションプ

ローブとして使用するための十分な核酸フラグメントおよびＮＯＶＸ核酸分子の

増幅または変異のためのポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）プライマーとして使用

するためのフラグメントも含まれる。本明細書において使用されるように、用語

「核酸分子」は、ＤＮＡ分子（例えば、ｃＤＮＡまたはゲノムＤＮＡ）、ＲＮＡ

分子（例えば、ｍＲＮＡ）、ヌクレオチドアナログを使用して産生されるＤＮＡ

またはＲＮＡのアナログ、ならびにそれらの誘導体、フラグメントおよびホモロ

グを含むことが意図される。核酸分子は、一本鎖または二本鎖であり得るが、好

ましくは、二本鎖ＤＮＡである。

      【０１２２】

  「プローブ」とは、種々の長さの核酸配列をいい、好ましくは、使用に依存し

て、少なくとも約１０ヌクレオチド（ｎｔ）、１００ｎｔ、または例えば、約６

，０００ｎｔほどの大きさの間である。プローブは、同一、類似または相補的な

核酸配列の検出において使用される。より長いプローブは、通常、天然供給源ま

たは組換え供給源から入手され、非常に特異的であり、そしてオリゴマーよりも

はるかに遅くハイブリダイズする。プローブは、一本鎖または二本鎖であり得、

そしてＰＣＲ、メンブレンベースのハイブリダイゼーション技術またはＥＬＩＳ

Ａのような技術において特異性を有するように設計される。

      【０１２３】
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  「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ＤＮＡ

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ＲＮ

Ａ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ＮＯＶＸ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、２５ｋｂ

、５ｋｂ、４ｋｂ、３ｋｂ、２ｋｂ、１ｋｂ、０．５ｋｂ、または０．１ｋｂ未

満のヌクレオチド配列を含み得る。さらに、「単離された」核酸分子、例えば、

ｃＤＮＡ分子は、組換え技術により産生される場合、その他の細胞物質または培

養培地を実質的に含まないか、または化学的に合成される場合、化学物質前駆体

もしくはその他の化学物質を実質的に含まないものであり得る。

      【０１２４】

  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、ＮＯＶＸ核酸配列は、標

準的なハイブリダイゼーションおよびクローニング技術（例えば、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）を用いて単離され得る。

      【０１２５】
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  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、ＮＯ

ＶＸ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。

      【０１２６】

  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。

      【０１２７】

  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。

配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１または２３

に示されるヌクレオチド配列に相補的である核酸分子は、配列番号１、３、５、

７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１または２３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に示される核酸配列に対しミスマッ

チがほとんどまたは全くなく水素結合し得、それによって安定な二本鎖を形成す
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る。

      【０１２８】

  本明細書で用いる用語「相補的」は、核酸分子のヌクレオチド単位間のＷａｔ

ｓｏｎ－ＣｒｉｃｋまたはＨｏｏｇｓｔｅｅｎ塩基対形成をいい、そして用語「

結合」は、２つのポリペプチドまたは化合物または関連ポリペプチドまたは化合

物またはその組合せ間の物理的または化学的相互作用を意味する。結合は、イオ

ン性、非イオン性、ファンデルワールス性、疎水性相互作用などを含む。物理的

相互作用は直接的であるかまたは間接的であり得る。間接的相互作用は、別のポ

リペプチドまたは化合物を介するか、またはその効果に起因し得る。直接的結合

は、別のポリペプチドもしくは化合物を介して、またはその効果に起因して生じ

ない、その他の実質的な化学的中間体がない相互作用をいう。

      【０１２９】

  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ＮＯＶＸ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。

      【０１３０】



(78) 特表２００３－５２７８５９

  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、

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。

      【０１３１】

  「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、ＮＯＶＸ

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
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（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ＮＯＶ

Ｘ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ＮＯＶＸ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の保存的アミノ酸置換（以下を参照のこと）、およびＮ

ＯＶＸ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。ＮＯＶＸ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ＮＯ

ＶＸポリペプチドのアミノ酸配列をコードしない。

      【０１３２】

  ヒトＮＯＶＸ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ＮＯＶＸホモログ、ならびに他の哺乳

動物由来のＮＯＶＸホモログを同定および／またはクローニングする際の使用の

ために設計されるプローブおよびプライマーの作製を可能にする。このプローブ

／プライマーは、代表的には、実質的に精製されたオリゴヌクレオチドを含む。

このオリゴヌクレオチドは、代表的には、配列番号１、３、５、７、９、１１、

１３、１５、１７、１９、２１もしくは２３の少なくとも約１２個、約２５個、

約５０個、約１００個、約１５０個、約２００個、約２５０個、約３００個、約

３５０個または約４００個以上の連続するセンス鎖ヌクレオチド配列；または配

列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１もしくは２３

のアンチセンス鎖ヌクレオチド配列；あるいは配列番号１、３、５、７、９、１

１、１３、１５、１７、１９、２１もしくは２３の天然に存在する変異体の少な

くとも約１２個、約２５個、約５０個、約１００個、約１５０個、約２００個、

約２５０個、約３００個、約３５０個または約４００個以上の連続するセンス鎖

ヌクレオチド配列に、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。

      【０１３３】
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  ヒトＮＯＶＸ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、ＮＯＶＸ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ＮＯＶＸをコードする核酸のレベルを測定すること（例えば

、ＮＯＶＸ  ｍＲＮＡレベルを検出すること、またはゲノムＮＯＶＸ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

。

      【０１３４】

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

は、以下に記載される）を有するポリペプチドをコードする、配列番号１、３、

５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１もしくは２３の一部を単離し

、ＮＯＶＸ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ＮＯＶＸ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。例えば、ＮＯＶＸ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、必要に応じて、ＡＴＰ結合ドメインを含み得る。別の実

施形態おいて、ＮＯＶＸ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、１つ以上の領域を含む。

      【０１３５】

  （ＮＯＶＸの改変体）

  本発明はさらに、遺伝コードの縮重に起因して、配列番号１、３、５、７、９

、１１、１３、１５、１７、１９、２１もしくは２３に示されるヌクレオチド配

列とは異なる核酸分子を包含する。それにより、これらの核酸は、配列番号１、
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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（例えば、配列番号２、４、

６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２または２４のポリペプチド

）と同じＮＯＶＸタンパク質をコードする。別の実施形態において、本発明の単

離された核酸分子は、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８

、２０、２２または２４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。

      【０１３６】

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

      【０１３７】

  さらに、他の種由来のＮＯＶＸタンパク質をコードし、従って、配列番号１、

３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１もしくは２３のヒト配列

とは異なるヌクレオチド配列を有する核酸分子は、本発明の範囲内にあることが

意図される。本発明のＮＯＶＸ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ＮＯＶＸ核酸に対する

その相同性に基づいて、ストリンジェントハイブリダイゼーション条件下で、標

準的なハイブリダイゼーション技術に従うハイブリダイゼーションプローブとし
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てヒトｃＤＮＡまたはその一部を用いて単離され得る。例えば、可溶性ヒトＮＯ

ＶＸ  ｃＤＮＡは、ヒトの膜結合ＮＯＶＸに対するその相同性に基づいて単離さ

れ得る。同様に、膜結合ヒトＮＯＶＸ  ｃＤＮＡは、可溶性ヒトＮＯＶＸに対す

るその相同性に基づいて単離され得る。

      【０１３８】

  従って、別の実施形態では、本発明の単離された核酸分子は、少なくとも６ヌ

クレオチド長であり、そしてストリンジェント条件下で配列番号１、３、５、７

、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１もしくは２３のヌクレオチド配列を

含む核酸分子にハイブリダイズする。別の実施形態では、この核酸は、少なくと

も１０、２５、５０、１００、２５０、５００または７５０ヌクレオチド長であ

る。別の実施形態では、本発明の単離された核酸分子は、コード領域にハイブリ

ダイズする。本明細書中で用いられる場合、用語「ストリンジェント条件下でハ

イブリダイズする」は、ハイブリダイゼーションおよび洗浄に関して、互いに少

なくとも６０％相同なヌクレオチド配列が代表的に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。

      【０１３９】

  ホモログ（すなわち、ヒト以外の種由来のＮＯＶＸ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。

      【０１４０】

  本明細書で用いられる場合、語句「ストリンジェントハイブリダイゼーション

条件」は、その条件下で、プローブ、プライマーまたはオリゴヌクレオチドが、

その標的配列にハイブリダイズするが、その他の配列にはハイブリダイズしない

条件をいう。ストリンジェントな条件は配列依存性であり、そして異なる状況で

異なる。より長い配列は、より短い配列より高い温度で特異的にハイブリダイズ

する。一般に、ストリンジェントな条件は、規定されたイオン強度およびｐＨで

、特定の配列の熱融解点（Ｔm）より約５℃低いように選択される。このＴｍは
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、標的配列に相補的なプローブの５０％が、平衡状態で標的配列にハイブリダイ

ズする（規定されたイオン強度、ｐＨおよび核酸濃度下）温度である。標的配列

は一般に過剰で存在するので、Ｔｍでは、５０％のプローブが平衡状態で占有さ

れている。代表的には、ストリンジェントな条件は、ｐＨ７．０～８．３で、塩

濃度が約１．０Ｍナトリウムイオンより少なく、代表的には約０．０１～１．０

Ｍナトリウムイオン（またはその他の塩）、そして温度が短いプローブ、プライ

マーまたはオリゴヌクレオチド（例えば、１０ｎｔ～５０ｎｔ）について少なく

とも約３０℃、そしてより長いプローブ、プライマーおよびオリゴヌクレオチド

について少なくとも約６０℃であるような条件である。ストリンジェントな条件

はまた、ホルムアミドのような、脱安定化剤の添加で達成され得る。

      【０１４１】

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

ＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ，Ｊｏｈｎ  Ｗｉ

ｌｅｙ  ＆  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

ジェントハイブリダイゼーション条件の非限定的な例は、６×ＳＳＣ、５０ｍＭ

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

０．０２％  Ｆｉｃｏｌｌ、０．０２％  ＢＳＡ、および５００ｍｇ／ｍｌ変性

サケ精子ＤＮＡを含む高塩緩衝液中での６５℃でのハイブリダイゼーションであ

る。このハイブリダイゼーションに、０．２×ＳＳＣ、０．０１％  ＢＳＡ中で

の５０℃での１回以上の洗浄が続く。ストリンジェント条件下で配列番号１、３

、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１もしくは２３の配列にハイ

ブリダイズする、本発明の単離された核酸分子は、天然に存在する核酸分子に対

応する。本明細書中で使用される場合、「天然に存在する」核酸分子とは、天然

に存在する（例えば、天然のタンパク質をコードする）ヌクレオチド配列を有す

る、ＲＮＡ分子またはＤＮＡ分子をいう。

      【０１４２】
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  第２の実施形態では、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，ＣＵ

ＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ

，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，ＮＹおよびＫｒｉｅｇｌｅｒ，１９９

０，ＧＥＮＥ  ＴＲＡＮＳＦＥＲ  ＡＮＤ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ，Ａ  ＬＡＢ

ＯＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ，Ｓｔｏｃｋｔｏｎ  Ｐｒｅｓｓ，ＮＹを参照の

こと。

      【０１４３】

  第３の実施形態では、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、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  Ｔ

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

０２％  Ｆｉｃｏｌｌ、０．２％  ＢＳＡ、１００ｍｇ／ｍｌの変性サケ精子Ｄ

ＮＡ、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）、５

ｍＭ  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、Ａ

ｕｓｕｂｅｌら（編），１９９３，ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ

  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ
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，ＮＹならびにＫｒｉｅｇｌｅｒ，１９９０，ＧＥＮＥ  ＴＲＡＮＳＦＥＲ  Ａ

ＮＤ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ，Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ，Ｓｔ

ｏｃｋｔｏｎ  Ｐｒｅｓｓ，ＮＹ；ＳｈｉｌｏおよびＷｅｉｎｂｅｒｇ，１９８

１，Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ７８：６７８９－６７９

２を参照のこと。

      【０１４４】

  （保存的変異）

  集団中に存在し得る、ＮＯＶＸ配列の天然に存在する対立遺伝子改変体に加え

て、当業者は、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、

２１もしくは２３のヌクレオチド配列への変異によって変化が導入され得、それ

によって、ＮＯＶＸ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

ＮＯＶＸタンパク質のアミノ酸配列に変化がもたらされることをさらに理解する

。例えば、「非必須」アミノ酸残基にてアミノ酸置換をもたらすヌクレオチド置

換は、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１もし

くは２３の配列において行われ得る。「非必須」アミノ酸残基は、生物学的活性

を有意に変更することなく、ＮＯＶＸ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ＮＯＶＸ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。

      【０１４５】

  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、

ＮＯＶＸタンパク質をコードする核酸分子に関する。このようなＮＯＶＸタンパ

ク質は、アミノ酸配列が、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、それぞれ、配列番号２、４、６、

８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、もしくは２４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、１
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２、１４、１６、１８、２０、２２、もしくは２４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、１

８、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。

      【０１４６】

  タンパク質に相同なＮＯＶＸタンパク質をコードする単離された核酸分子は、

配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１もしくは２

３のヌクレオチド配列に１以上のヌクレオチドの置換、付加または欠失を導入す

ることにより作製され得、その結果、１以上のアミノ酸の置換，付加または欠失

が、コードされるタンパク質に導入される。

      【０１４７】

  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に導入され得る。好ましくは、保存的アミノ酸置

換が、１以上の推定非必須アミノ酸残基にて作製される。「保存的アミノ酸置換

」は、アミノ酸残基が類似の側鎖を有するアミノ酸残基で置換される、アミノ酸

置換である。類似の側鎖を有するアミノ酸残基のファミリーは、当該分野で定義

されている。これらのファミリーとしては、以下が挙げられる：塩基性側鎖を有

するアミノ酸（例えば、リジン、アルギニン、ヒスチジン）、酸性側鎖を有する

アミノ酸（例えば、アルパラギン酸、グルタミン酸）、非荷電極性側鎖を有する

アミノ酸（例えば、グリシン、アスパラギン、グルタミン、セリン、トレオニン

、チロシン、システイン）、非極性側鎖を有するアミノ酸（例えば、アラニン、

バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、メチオニン、

トリプトファン）、β分枝側鎖を有するアミノ酸（例えば、トレオニン、バリン

、イソロイシン）および芳香族側鎖を有するアミノ酸（例えば、チロシン、フェ

ニルアラニン、トリプトファン、ヒスチジン）。従って、ＮＯＶＸ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、ＮＯＶＸ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  ｍｕｔａｇｅ
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ｎｅｓｉｓ）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、ＮＯ

ＶＸの生物学的活性についてスクリーニングされて、活性を維持する変異体を同

定し得る。配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１

もしくは２３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。

      【０１４８】

  １つの実施形態では、変異ＮＯＶＸタンパク質は、以下についてアッセイされ

得る：（１）他のＮＯＶＸタンパク質、他の細胞表面タンパク質、または生物学

的に活性なそれらの部分と、タンパク質：タンパク質相互作用を形成する能力、

（２）変異ＮＯＶＸタンパク質と、ＮＯＶＸのレセプターとの間の複合体形成；

（３）変異ＮＯＶＸ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）；（４）ＮＯＶＸタ

ンパク質に結合する能力；あるいは（５）抗ＮＯＶＸタンパク質抗体に特異的に

結合する能力。

      【０１４９】

  （アンチセンスＮＯＶＸ核酸）

  本発明の別の局面は、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７

、１９、２１もしくは２３またはそのフラグメント、アナログもしくは誘導体の

ヌクレオチド配列を含む核酸分子にハイブリダイズし得るかまたは相補的である

、単離されたアンチセンス核酸分子に関する。「アンチセンス」核酸は、タンパ

ク質をコードする「センス」核酸に相補的である（例えば、二本鎖ｃＤＮＡ分子

のコード鎖に相補的であるかまたはｍＲＮＡ配列に相補的である）ヌクレオチド

配列を含む。特定の局面では、少なくとも約１０、約２５、約５０、約１００、

約２５０もしくは約５００ヌクレオチドまたは全体のＮＯＶＸコード鎖、または

それらの一部のみに相補的な配列を含む、アンチセンス核酸分子が提供される。

配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、もしく

は２４のＮＯＶＸタンパク質のフラグメント、ホモログ、誘導体およびアナログ

をコードする核酸分子、または配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５
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、１７、１９、２１もしくは２３のＮＯＶＸの核酸配列に相補的なアンチセンス

核酸がさらに提供される。

      【０１５０】

  １つの実施形態では、アンチセンス核酸分子は、ＮＯＶＸをコードするヌクレ

オチド配列のコード鎖の「コード領域」に対してアンチセンスである。用語「コ

ード領域」とは、アミノ酸残基に翻訳されるコドンを含む、ヌクレオチド配列の

領域をいう（例えば、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８

、２０、２２、もしくは２４に対応する、ヒト（ｈｕｍａ）ＮＯＶＸのタンパク

質コード領域）。別の実施形態では、このアンチセンス核酸分子は、ＮＯＶＸを

コードするヌクレオチド配列のコード鎖の「非コード領域」に対してアンチセン

スである。用語「非コード領域」とは、コード領域に隣接する、アミノ酸に翻訳

されない、５’配列および３’配列をいう（すなわち、５’非翻訳領域および３

’非翻訳領域ともいわれる）。

      【０１５１】

  本明細書中に開示されるＮＯＶＸをコードするコード鎖配列（例えば、配列番

号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１もしくは２３）を

考慮すれば、本発明のアンチセンス核酸は、ＷａｔｓｏｎおよびＣｒｉｃｋまた

はＨｏｏｇｓｔｅｅｎの塩基対合の規則に従って設計され得る。アンチセンス核

酸分子は、ＮＯＶＸ  ｍＲＮＡのコード領域全体に相補的であり得るが、より好

ましくは、ＮＯＶＸ  ｍＲＮＡのコード領域または非コード領域の一部にのみア

ンチセンスであるオリゴヌクレオチドである。例えば、アンチセンスオリゴヌク

レオチドは、ＮＯＶＸ  ｍＲＮＡの翻訳開始部位を取り囲む領域に相補的であり

得る。アンチセンスオリゴヌクレオチドは、例えば、長さが約５、約１０、約１

５、約２０、約２５、約３０、約３５、約４０、約４５または約５０ヌクレオチ

ドであり得る。本発明のアンチセンス核酸は、当該分野で公知の手順を用いて、

化学的合成または酵素連結反応を用いて構築され得る。例えば、アンチセンス核

酸（例えば、アンチセンスオリゴヌクレオチド）は、天然に存在するヌクレオチ

ド、またはこの分子の生物学的安定性を増大させるように、もしくはアンチセン

ス核酸とセンス核酸との間で形成される二重鎖の物理的安定性を増大させるよう
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に設計された種々に改変されたヌクレオチドを用いて化学的に合成され得る（例

えば、ホスホロチオエート誘導体およびアクリジン置換ヌクレオチドが用いられ

得る）。

      【０１５２】

  アンチセンス核酸を作製するために用いられ得る改変されたヌクレオチドの例

としては以下が挙げられる：５－フルオロウラシル、５－ブロモウラシル、５－

クロロウラシル、５－ヨードウラシル、ヒポキサンチン、キサンチン、４－アセ

チルシトシン、５－（カルボキシヒドロキシメチル）ウラシル、５－カルボキシ

メチルアミノメチル２－チオウリジン、５－カルボキシメチルアミノメチルウラ

シル、ジヒドロウラシル、β－Ｄ－ガラクトシルクエオシン（ｇａｌａｃｔｏｓ

ｙｌｑｕｅｏｓｉｎｅ）、イノシン、Ｎ６－イソペンテニルアデニン、１－メチ

ルグアニン、１－メチルイノシン、２，２－ジメチルグアニン、２－メチルアデ

ニン、２－メチルグアニン、３－メチルシトシン、５－メチルシトシン、Ｎ６－

アデニン、７－メチルグアニン、５－メチルアミノメチルウラシル、５－メトキ

シアミノメチル－２－チオウラシル、β－Ｄ－マンノシルクエオシン（ｍａｎｎ

ｏｓｙｌｑｕｅｏｓｉｎｅ）、５’－メトキシカルボキシメチルウラシル、５－

メトキシウラシル、２－メチルチオ－Ｎ６－イソペンテニルアデニン、ウラシル

－５－オキシ酢酸（ｖ）、ワイブトキソシン、シュードウラシル、クエオシン（

ｑｕｅｏｓｉｎｅ）、２－チオシトシン、５－メチル－２－チオウラシル、２－

チオウラシル、４－チオウラシル、５－メチルウラシル、ウラシル－５－オキシ

酢酸メチルエステル、ウラシル－５－オキシ酢酸（ｖ）、５－メチル－２－チオ

ウラシル、３－（３－アミノ－３－Ｎ－２－カルボキシプロピル）ウラシル、（

ａｃｐ３）ｗ、および２，６－ジアミノプリン。あるいは、このアンチセンス核

酸は、核酸がアンチセンス方向でサブクローニングされた発現ベクターを用いて

生物学的に生成され得る（すなわち、挿入された核酸から転写されたＲＮＡは、

以下の小節にさらに記載される、目的の標的核酸に対してアンチセンス方向であ

る）。

      【０１５３】

  本発明のアンチセンス核酸分子は、代表的には被験体に投与されるか、または
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インサイチュで生成され、その結果それらは、ＮＯＶＸタンパク質をコードする

細胞性ｍＲＮＡおよび／またはゲノムＤＮＡとハイブリダイズするか、またはそ

れに結合し、それによってこのタンパク質の発現を、例えば転写および／または

翻訳を阻害することによって阻害する。ハイブリダイゼーションは、安定な二重

鎖を形成する従来のヌクレオチド相補性によってか、または例えばＤＮＡ二重鎖

に結合するアンチセンス核酸分子の場合には、二重らせんのメジャーグルーブ（

ｍａｊｏｒ  ｇｒｏｏｖｅ）における特異的相互作用を介してであり得る。本発

明のアンチセンス核酸分子の投与経路の例としては、組織部位での直接的注射が

挙げられる。あるいは、アンチセンス核酸分子は、選択された細胞を標的化する

ように改変され得、次いで全身に投与される。例えば、全身投与のために、アン

チセンス分子は、それらが選択された細胞表面上に発現されたレセプターまたは

抗原に特異的に結合するように改変され得る。これは、例えば、そのアンチセン

ス核酸分子を細胞表面レセプターまたは抗原に結合するペプチドまたは抗体に連

結することによる。このアンチセンス核酸分子はまた、本明細書中に記載される

ベクターを用いて細胞に送達され得る。アンチセンス分子の十分な細胞内濃度を

達成するために、アンチセンス核酸分子が強力なｐｏｌ  ＩＩプロモーターまた

はｐｏｌ  ＩＩＩプロモーターの制御下に置かれているベクター構築物が、好ま

しい。

      【０１５４】

  なお別の実施形態において、本発明のアンチセンス核酸分子は、α－アノマー

核酸分子である。α－アノマー核酸分子は、相補的ＲＮＡと特異的な二本鎖ハイ

ブリッドを形成する。ここで、通常のβ－ユニットとは対照的に、鎖は、互いに

平行に走行する（Ｇａｕｌｔｉｅｒら（１９８７）Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ

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

’－ｏ－メチルリボヌクレオチド（Ｉｎｏｕｅら、（１９８７）Ｎｕｃｌｅｉｃ

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

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

３３０）を含み得る。

      【０１５５】
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  このような改変としては、非制限的な例として、改変塩基、および糖リン酸バ

ックボーンが改変または誘導体化された核酸が挙げられる。これらの改変は、少

なくとも一部は、改変された核酸の化学的安定性を増強するために実施され、そ

の結果、それらは、例えば、被験体での治療的適用におけるアンチセンス結合核

酸として使用され得る。

      【０１５６】

  （ＮＯＶＸリボザイムおよびＰＮＡ部分）

  なお別の実施形態において、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、一本鎖核酸（例えば、ｍＲＮＡ）を切断し得るリボヌクレアーゼ

活性を有する触媒性ＲＮＡ分子であり、これらは、その一本鎖核酸に対して相補

領域を有する。従って、リボザイム（例えば、ハンマーヘッド型リボザイム（Ｈ

ａｓｅｌｈｏｆｆおよびＧｅｒｌａｃｈ（１９８８）Ｎａｔｕｒｅ  ３３４：５

８５～５９１に記載される））を使用して、ＮＯＶＸ  ｍＲＮＡ転写物を触媒的

に切断し、それによってＮＯＶＸ  ｍＲＮＡの翻訳を阻害し得る。ＮＯＶＸをコ

ードする核酸に特異性を有するリボザイムは、本明細書中に開示されるＮＯＶＸ

  ＤＮＡのヌクレオチド配列（すなわち、配列番号１、３、５、７、９、１１、

１３、１５、１７、１９、２１もしくは２３）に基づいて設計され得る。例えば

、活性部位のヌクレオチド配列が、ＮＯＶＸをコードするｍＲＮＡ内で切断され

るヌクレオチド配列に相補的である、テトラヒメナＬ－１９  ＩＶＳ  ＲＮＡの

誘導体が構築され得る。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

、ＮＯＶＸ  ｍＲＮＡを使用して、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性ＲＮＡを選択し得る。例えば、Ｂａｒｔｅｌら（１９

９３）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２６１：１４１１～１４１８を参照のこと。

      【０１５７】

  あるいは、ＮＯＶＸ遺伝子発現は、ＮＯＶＸの調節領域（例えば、ＮＯＶＸの

プロモーターおよび／またはエンハンサー）に相補的なヌクレオチド配列を標的

化し、標的細胞中でＮＯＶＸ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。一般には、Ｈｅｌｅｎｅ．（１９９１）Ａｎｔｉｃ
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ａｎｃｅｒ  Ｄｒｕｇ  Ｄｅｓ．６：５６９～８４；Ｈｅｌｅｎｅら（１９９２

）Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．６６０：２７～３６；およびＭａｈｅｒ

（１９９２）Ｂｉｏａｓｓａｙｓ  １４：８０７～１５を参照のこと。

      【０１５８】

  種々の実施形態において、ＮＯＶＸ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、その分子の安定性、ハイブリダイゼーションまたは可

溶性を改善し得る。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  Ｃ

ｈｅｍ  ４：５～２３を参照のこと）。本明細書中で使用される場合、用語「ペ

プチド核酸」または「ＰＮＡ」は、デオキシリボースリン酸骨格が偽ペプチド骨

格によって置換され、そして４つの天然の核塩基（ｎｕｃｌｅｏｂａｓｅ）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、低いイオン強度の条件下でＤＮＡおよびＲＮＡに対する特異的ハイブリ

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、

上記のＨｙｒｕｐら（１９９６）；Ｐｅｒｒｙ－Ｏ’Ｋｅｅｆｅら（１９９６）

ＰＮＡＳ  ９３：１４６７０～６７５において記載されるような標準的固相ペプ

チド合成プロトコルを用いて行われ得る。

      【０１５９】

  ＮＯＶＸのＰＮＡは、治療的適用および診断的適用において使用され得る。例

えば、ＰＮＡは、例えば転写または翻訳の停止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抗遺

伝子剤として使用され得る。ＮＯＶＸのＰＮＡはまた、例えばＰＮＡ指向性ＰＣ

Ｒクランピングによる遺伝子における一塩基対変異の分析において；他の酵素（

例えば、Ｓ１ヌクレアーゼ）と組み合わせて使用される場合の人工制限酵素とし

て（Ｈｙｒｕｐ  Ｂ．（１９９６）上記）；またはＤＮＡ配列およびハイブリダ

イゼーションのプローブもしくはプライマーとして（Ｈｙｒｕｐら（１９９６）

上記；Ｐｅｒｒｙ－Ｏ’Ｋｅｅｆｅ（１９９６）、上記）、使用され得る。

      【０１６０】

  別の実施形態において、ＮＯＶＸのＰＮＡは、例えば、それらの安定性または
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細胞性取り込みを増強するために、ＰＮＡに脂溶性基または他のヘルパー基を結

合することによって、ＰＮＡ－ＤＮＡキメラの形成によって、またはリポソーム

もしくは当該分野において公知の薬物送達の他の技術の使用によって改変され得

る。例えば、ＰＮＡおよびＤＮＡの有利な特性を組合せ得る、ＮＯＶＸのＰＮＡ

－ＤＮＡキメラが生成され得る。ＰＮＡ部分が高い結合親和性および特異性を提

供する一方で、そのようなキメラは、ＤＮＡ認識酵素（例えば、ＲＮａｓｅ  Ｈ

およびＤＮＡポリメラーゼ）がＤＮＡ部分と相互作用するのを可能にする。ＰＮ

Ａ－ＤＮＡキメラは、塩基のスタッキング、核塩基間の結合数および方向を考慮

して選択される適切な長さのリンカーを使用して連結され得る（Ｈｙｒｕｐ（１

９９６）上記）。ＰＮＡ－ＤＮＡキメラの合成は、Ｈｙｒｕｐ（１９９６）上記

およびＦｉｎｎら（１９９６）Ｎｕｃｌ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ  ２４：３３５７

～６３において記載されるように行われ得る。例えば、ＤＮＡ鎖は、標準的なホ

スホラ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され得、そして改

変された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）が、ＰＮＡとＤＮＡの５’

末端との間に使用され得る（Ｍａｇら（１９８９）Ｎｕｃｌ  Ａｃｉｄ  Ｒｅｓ

  １７：５９７３～８８）。次いで、ＰＮＡモノマーが段階様式でカップリング

され、５’ＰＮＡセグメントおよび３’ＤＮＡセグメントを有するキメラ分子を

生成する（Ｆｉｎｎら（１９９６）上記）。あるいは、５’ＤＮＡセグメントお

よび３’ＰＮＡセグメントを用いて、キメラ分子が合成され得る。Ｐｅｔｅｒｓ

ｅｎら（１９７５）Ｂｉｏｏｒｇ  Ｍｅｄ  Ｃｈｅｍ  Ｌｅｔｔ  ５：１１１９

～１１１２４を参照のこと。

      【０１６１】

  他の実施形態において、オリゴヌクレオチドは、以下のような他の付属の基を

含み得る：ペプチド（例えば、インビボで宿主細胞レセプターを標的化するため

）、または細胞膜を横切る輸送を容易にする因子（例えば、Ｌｅｔｓｉｎｇｅｒ

ら、１９８９、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８６：６

５５３～６５５６；Ｌｅｍａｉｔｒｅら、１９８７、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ

ａｄ．Ｓｃｉ．８４：６４８～６５２；ＰＣＴ公開番号ＷＯ８８／０９８１０を
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参照のこと）、または血液脳関門（例えば、ＰＣＴ公開番号ＷＯ８９／１０１３

４を参照のこと）。さらに、オリゴヌクレオチドは、ハイブリダイゼーション誘

発切断剤（例えば、Ｋｒｏｌら、１９８８、ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  ６：

９５８～９７６を参照のこと）、またはインターカレーター剤（例えば、Ｚｏｎ

，１９８８、Ｐｈａｒｍ．Ｒｅｓ．５：５３９～５４９を参照のこと）で改変さ

れ得る。この目的のために、オリゴヌクレオチドは、別の分子（例えば、ペプチ

ド、ハイブリダイゼーション誘発架橋剤、輸送剤、ハイブリダイゼーション誘発

切断剤など）に結合され得る。

      【０１６２】

  （ＮＯＶＸポリペプチド）

  本発明のＮＯＶＸポリペプチドは、その配列が配列番号２、４、６、８、１０

、１２、１４、１６、１８、２０、２２または２４に提供されるＮＯＶＸ様タン

パク質を含む。本発明はまた、なおそのＮＯＶＸ活性および生理学的機能を維持

するタンパク質、またはその機能的フラグメントをコードするが、その任意の残

基が配列番号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し得る、変異体または改変体タンパク質

を含む。いくつかの実施形態において、この変異体または改変体タンパク質にお

いて、２０％までまたはそれ以上の残基がそのように変化され得る。いくつかの

実施形態において、本発明に従ったＮＯＶＸポリペプチドは、成熟ポリペプチド

である。

      【０１６３】

  一般に、ＮＯＶＸ様機能を保持するＮＯＶＸ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。任意のアミノ酸置換、挿入または欠失が、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。

      【０１６４】

  本発明の１つの局面は、単離されたＮＯＶＸ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
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関する。抗ＮＯＶＸ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、ネイティブなＮＯＶ

Ｘ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、ＮＯＶＸ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、Ｎ

ＯＶＸ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。  本発明の１つの局面は、単離されたＮＯＶＸタンパク質

、およびその生物学的に活性な部分、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に関する。抗ＮＯＶＸ抗体を惹起するための免疫原とし

ての使用のために適切なポリペプチドフラグメントもまた提供される。１つの実

施形態において、ネイティブなＮＯＶＸタンパク質は、標準的なタンパク質精製

技術を用いる適切な精製スキームによって、細胞または組織供給源から単離され

得る。別の実施形態において、ＮＯＶＸタンパク質は、組換えＤＮＡ技術によっ

て産生される。組換え発現に代わるものとして、ＮＯＶＸ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術を用いて化学合成され得る。

      【０１６５】

  「単離された」または「精製された」タンパク質またはその生物学的に活性な

部分は、ＮＯＶＸタンパク質の由来する細胞または組織供給源由来の細胞性物質

または他の夾雑タンパク質を実質的に含まないか、あるいは化学合成される場合

に化学前駆体または他の化学物質を実質的に含まない。用語「細胞性物質を実質

的に含まない」は、ＮＯＶＸタンパク質の調製物を含み、この調製物において、

ＮＯＶＸタンパク質が単離または組換え産生される細胞の細胞性成分から、ＮＯ

ＶＸタンパク質は分離されている。１つの実施形態において、用語「細胞性物質

を実質的に含まない」は、非ＮＯＶＸタンパク質（本明細書中において「夾雑タ

ンパク質」とも呼ばれる）を約３０％未満（乾燥重量にて）、より好ましくは非

ＮＯＶＸタンパク質を約２０％未満、なおより好ましくは非ＮＯＶＸタンパク質

を約１０％未満、そして最も好ましくは非ＮＯＶＸタンパク質を約５％未満有す

る、ＮＯＶＸタンパク質の調製物を含む。ＮＯＶＸタンパク質またはその生物学

的に活性な部分が組換え産生される場合、好ましくは、調製物はまた培養培地を
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実質的に含まない。すなわち、培養培地は、そのタンパク質調製物の容量の約２

０％未満、より好ましくは約１０％未満、そして最も好ましくは約５％未満を示

す。

      【０１６６】

  用語「化学前駆体または他の化学物質を実質的に含まない」は、タンパク質が

、そのタンパク質の合成に関与する化学前駆体または他の化学物質から分離され

ているＮＯＶＸタンパク質の調製物を含む。１つの実施形態において、用語「化

学前駆体または他の化学物質を実質的に含まない」は、化学前駆体または非ＮＯ

ＶＸの化学物質を約３０％未満（乾燥重量にて）、より好ましくは化学前駆体ま

たは非ＮＯＶＸ化学物質を約２０％未満、なおより好ましくは化学前駆体または

非ＮＯＶＸ化学物質を約１０％未満、そして最も好ましくは化学前駆体または非

ＮＯＶＸ化学物質を約５％未満有する、ＮＯＶＸタンパク質の調製物を含む。

      【０１６７】

  ＮＯＶＸタンパク質の生物学的に活性な部分は、全長ＮＯＶＸタンパク質より

少ないアミノ酸を含み、そしてＮＯＶＸタンパク質の少なくとも１つの活性を示

す、ＮＯＶＸタンパク質のアミノ酸配列（例えば、配列番号２、４、６、８、１

０、１２、１４、１６、１８、２０、２２または２４に示されるアミノ酸配列）

に十分に相同なアミノ酸配列、またはＮＯＶＸタンパク質のアミノ酸配列に由来

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

、ＮＯＶＸ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。ＮＯＶＸタンパク質の生物学的に活性な部分は、例えば、長さが１０、

２５、５０、１００またはそれより多いアミノ酸であるポリペプチドであり得る

。

      【０１６８】

  本発明のＮＯＶＸタンパク質の生物学的に活性な部分は、ＮＯＶＸタンパク質

間に保存される上記の同定されたドメインの少なくとも１つ（例えば、ＴＳＲモ

ジュール）を含み得る。さらに、タンパク質の他の領域が欠失している他の生物

学的に活性な部分は、組換え技術によって調製され得、そしてネイティブなＮＯ

ＶＸタンパク質の機能的活性のうちの１つ以上について評価され得る。
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      【０１６９】

  １つの実施形態において、ＮＯＶＸ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に示されるアミノ酸配列

を有する。他の実施形態において、ＮＯＶＸタンパク質は、配列番号２、４、６

、８、１０、に実質的に相同であり、そして以下に詳細に議論されるように、天

然の対立遺伝子改変体または変異誘発に起因してアミノ酸配列が異なるが、配列

番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２または２４の

タンパク質の機能的活性を保持する。従って、別の実施形態において、ＮＯＶＸ

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のアミノ酸配列に少なくとも約４５％相同なアミノ酸配列を含

み、そして、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、

２２または２４のＮＯＶＸタンパク質の機能的活性を保持するタンパク質である

。

      【０１７０】

  （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百分率を決定するために、配

列は、至適な比較の目的のために整列される（例えば、ギャップは、配列間の最

適な整列について比較される配列のいずれかに導入され得る）。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のアミノ酸残基またはヌクレオチドが

比較される。第１の配列中の位置が、第２の配列中の対応する位置と同じアミノ

酸残基またはヌクレオチドで占められる場合、分子はその位置で相同である（す

なわち、本明細書中で使用される場合、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）。

      【０１７１】

  核酸配列の相同性は、２つの配列間の同一性の程度として決定され得る。相同

性は、当該分野において公知のコンピュータープログラム（例えば、ＧＣＧプロ

グラムパッケージにおいて提供されるＧＡＰソフトウェア）を用いて決定され得

る。ＮｅｅｄｌｅｍａｎおよびＷｕｎｓｃｈ  １９７０  Ｊ  Ｍｏｌ  Ｂｉｏｌ

  ４８：４４３～４５３を参照のこと。核酸配列比較のための以下の設定（ＧＡ
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Ｐ作製ペナルティー、５．０、およびＧＡＰ伸長ペナルティー、０．３）を用い

てＧＣＧ  ＧＡＰソフトウェアを使用すると、上記で言及される類似の核酸配列

のコード領域は、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９

、２１または２３に示されるＤＮＡ配列のＣＤＳ（コード）部分と、好ましくは

少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、

少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９８％または少なくとも９９

％の同一性の程度を示す。

      【０１７２】

  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、残基毎を基準として同一である程度をいう。用

語「配列同一性のパーセンテージ」は、以下により算出される：この比較領域に

わたって最適に整列された２つの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、核酸の場合にはＡ、Ｔ、Ｃ、Ｇ、Ｕ、またはＩ）が存在す

る位置の数を決定し、一致した位置の数を導くこと、この一致した位置の数を、

比較領域の内の位置の総数（すなわち、ウインドウサイズ）で除算すること、お

よびその結果を１００で乗算して、配列同一性のパーセンテージを導くこと。用

語「実質的な同一性」は、本明細書中で使用される場合、ポリヌクレオチド配列

の特徴を示し、ここでこのポリヌクレオチドは、比較領域にわたり参照配列と比

較して、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、そして頻繁には９０～９５％の配列同一性、より通常には少なくとも９９

％の配列同一性を有する配列を含む。用語「陽性（ｐｏｓｉｔｉｖｅ）残基の百

分率」は、以下により算出される：その比較領域にわたって最適に整列された２

つの配列を比較すること、同一のアミノ酸および保存的アミノ酸置換が、上記の

ように両方の配列において存在する位置の数を決定し、一致した位置の数を導く

こと、この一致した位置の数を、比較領域中の位置の総数（すなわち、ウインド

ウサイズ）で除算すること、およびその結果を１００で乗算して、陽性残基の百

分率を導くこと。

      【０１７３】

  （キメラタンパク質および融合タンパク質）



(99) 特表２００３－５２７８５９

  本発明はまた、ＮＯＶＸキメラタンパク質または融合タンパク質を提供する。

本明細書中で使用される場合、ＮＯＶＸ「キメラタンパク質」またはＮＯＶＸ「

融合タンパク質」は、非ＮＯＶＸポリペプチドに作動可能に連結された、ＮＯＶ

Ｘポリペプチドを含む。「ＮＯＶＸポリペプチド」は、ＮＯＶＸに対応するアミ

ノ酸配列を有するポリペプチドをいうが、「非ＮＯＶＸポリペプチド」は、ＮＯ

ＶＸタンパク質に対して実質的に相同ではないタンパク質（例えば、ＮＯＶＸタ

ンパク質とは異なり、かつ同一でかまたは異なる生物体に由来するタンパク質）

に対応するアミノ酸配列を有するポリペプチドをいう。ＮＯＶＸ融合タンパク質

において、このＮＯＶＸポリペプチドは、ＮＯＶＸタンパク質のすべてまたは一

部分に対応し得る。１つの実施形態では、ＮＯＶＸ融合タンパク質は、ＮＯＶＸ

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

、ＮＯＶＸ融合タンパク質は、ＮＯＶＸ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。融合タンパク質において、用語「作動可能に連結された」

は、ＮＯＶＸポリペプチドおよび非ＮＯＶＸポリペプチドが、インフレームで互

いに融合されていることを示すことが意図される。非ＮＯＶＸポリペプチドは、

ＮＯＶＸポリペプチドのＮ末端またはＣ末端に融合され得る。

      【０１７４】

  例えば、１つの実施形態では、ＮＯＶＸ融合タンパク質は、第２のタンパク質

の細胞外ドメインに連結されたＮＯＶＸポリペプチドを含む。このような融合タ

ンパク質は、ＮＯＶＸ活性を調節する化合物についてのスクリーニングアッセイ

でさらに利用され得る（このようなアッセイは、以下に詳細に記載される）。

      【０１７５】

  別の実施形態においては、この融合タンパク質は、ＧＳＴ－ＮＯＶＸ融合タン

パク質であり、ここではＮＯＶＸ配列が、ＧＳＴ（すなわち、グルタチオンＳ－

トランスフェラーゼ）配列のＣ末端に融合される。このような融合タンパク質は

、組換えＮＯＶＸの精製を容易にし得る。

      【０１７６】

  別の実施形態においては、この融合タンパク質は、ＮＯＶＸ－免疫グロブリン

融合タンパク質であり、ここでは１つ以上のドメインを含むＮＯＶＸ配列が、免
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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ＮＯＶＸ－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ＮＯＶＸリガントとＮＯＶ

Ｘタンパク質との間の相互作用を阻害し、それによってインビボのＮＯＶＸ媒介

信号伝達を抑制し得る。１つの非限定的な例においては、意図される本発明のＮ

ＯＶＸリガンドは、ＮＯＶＸレセプターである。このＮＯＶＸ－免疫グロブリン

融合タンパク質を用い、ＮＯＶＸ同族リガンドの生体利用性に影響を与え得る。

ＮＯＶＸリガンド／ＮＯＶＸ相互作用の阻害は、増殖障害および分化障害（例え

ば、癌）の両方の処置、および細胞生存を調節（例えば、促進または阻害）する

こと、ならびに急性および慢性炎症性障害および過形成創傷治癒（例えば、過形

成性瘢痕およびケロイド）に、治療的に有用であり得る。さらに、本発明のこの

ＮＯＶＸ－免疫グロブリン融合タンパク質は、被験体中で抗ＮＯＶＸ抗体を産生

するための免疫原として用いられ得、ＮＯＶＸリガンドを精製し、そしてＮＯＶ

ＸリガンドとのＮＯＶＸ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。

      【０１７７】

  本発明のＮＯＶＸキメラまたは融合タンパク質は、標準的な組換えＤＮＡ技法

により産生され得る。例えば、異なるポリペプチド配列をコードするＤＮＡフラ

グメントを、従来の技法に従って、例えば、連結のための平滑末端または粘着（

ｓｔａｇｇｅｒ）末端、適切な末端を提供するための制限酵素消化、必要に応じ

て粘着（ｃｏｈｅｓｉｖｅ）末端のフィルイン、所望しない連結を避けるための

アルカリホスファターゼ処理、および酵素的連結を採用することにより、インフ

レームで一緒に連結する。別の実施形態では、融合遺伝子を、自動化ＤＮＡ合成

機を含む従来技法により合成し得る。あるいは、遺伝子フラグメントのＰＣＲ増

幅を、キメラ遺伝子配列を生成するために次いでアニールおよび再増幅され得る

、２つの連続遺伝子フラグメント間の相補的オーバハングを生じるアンカープラ

イマーを用いて実施し得る（例えば、Ａｕｓｂｅｌら（編）ＣＵＲＲＥＮＴ  Ｐ

ＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ、Ｊｏｈｎ  Ｗ

ｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ、１９９２を参照のこと）。さらに、融合成分（例えば、Ｇ
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ＳＴ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。

ＮＯＶＸをコードする核酸は、この融合成分がＮＯＶＸ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。

      【０１７８】

  （ＮＯＶＸアゴニストおよびアンタゴニスト）

  本発明はまた、ＮＯＶＸアゴニスト（模倣物）として、またはＮＯＶＸアンタ

ゴニストとして機能するＮＯＶＸタンパク質の改変体に関する。ＮＯＶＸタンパ

ク質の改変体、例えば、ＮＯＶＸ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。ＮＯＶＸタンパク質のアゴニストは、天然に存在

する形態のＮＯＶＸ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。ＮＯＶＸタンパク質のアンタゴニストは、天

然に存在する形態のＮＯＶＸタンパク質の１つ以上の活性を、例えば、ＮＯＶＸ

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、ＮＯＶＸ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有する。

      【０１７９】

  ＮＯＶＸアゴニスト（模倣物）として、またはＮＯＶＸアンタゴニストのいず

れかとして機能するＮＯＶＸタンパク質の改変体は、ＮＯＶＸタンパク質アゴニ

ストまたはアンタゴニスト活性のためのＮＯＶＸ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、ＮＯＶＸ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。ＮＯＶＸ改変体の多彩なライブラリーは、例えば

、合成オリゴヌクレオチドの混合物を、潜在的なＮＯＶＸ配列の縮重セットが、

個々のポリペプチドとして、あるいは、その中にＮＯＶＸ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
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して発現可能であるように、遺伝子配列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ＮＯＶＸ改変体のライブラリー

を産生するために用いられ得る種々の方法がある。縮重遺伝子配列の化学的合成

は、自動化ＤＮＡ合成機中で実施され得、次いでこの合成遺伝子は、適切な発現

ベクター中に連結される。遺伝子の縮重セットの使用は、１つの混合物において

、潜在的なＮＯＶＸ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公知である（例え

ば、Ｎａｒａｎｇ（１９８３）Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ  ３９：３；Ｉｔａｋｕ

ｒａら（１９８４）Ａｎｎｕ  Ｒｅｖ  Ｂｉｏｃｈｅｍ  ５３：３２３；Ｉｔａ

ｋｕｒａら（１９８４）Ｓｃｉｅｎｃｅ  １９８：１０５６；Ｉｋｅら（１９８

３）Ｎｕｃｌ  Ａｃｉｄ  Ｒｅｓ  １１：４７７を参照のこと）。

      【０１８０】

  （ポリペプチドライブラリー）

  さらに、ＮＯＶＸ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、ＮＯＶＸ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

ＮＯＶＸ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、ＮＯＶＸ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、ＮＯＶＸタンパク質の種々の

サイズのＮ末端および内部フラグメントをコードする発現ライブラリーが派生し

得る。

      【０１８１】

  点変異または短縮により作成されたコンビナトリアルライブラリーの遺伝子産

物をスクリーニングするため、選択された性質を有する遺伝子産物のｃＤＮＡラ

イブラリーをスクリーニングするためのいくつかの技法が当該分野で公知である
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。このような技法を、ＮＯＶＸタンパク質のコンビナトリアル変異誘発により生

成された遺伝子ライブラリーの迅速スクリーニングに適用可能である。大きな遺

伝子ライブラリーをスクリーニングするための、高スループット分析に適した最

も広く用いられる技法は、代表的には、遺伝子ライブラリーを複製可能な発現ベ

クター中にクローニングすること、得られるベクターのライブラリーで適切な細

胞を形質転換すること、および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体の頻度を増大する新

規技法であるリクルーシブエンセブル変異誘発（ＲＥＭ）を、スクリーニングア

ッセイと組み合わせて用い、ＮＯＶＸ改変体を同定し得る（ＡｒｋｉｎおよびＹ

ｏｕｒｖａｎ（１９９２）ＰＮＡＳ  ８９：７８１１－７８１５；Ｄｅｌｇｒａ

ｖｅら（１９９３）Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ  ６：３２７－３

３１）。

      【０１８２】

  （ＮＯＶＸ抗体）

  ＮＯＶＸタンパク質に対する抗体、またはＮＯＶＸタンパク質のフラグメント

もまた、本発明に含まれる。本明細書中で使用される場合、用語「抗体」は、免

疫グロブリン分子、および免疫グロブリン（Ｉｇ）分子の免疫学的に活性な部分

（すなわち、抗原に特異的に結合する（免疫反応する）抗原結合部位を含む分子

）をいう。このような抗体としては、ポリクロナール抗体、モノクロナール抗体

、キメラ抗体、単鎖抗体、Ｆabフラグメント、Ｆab' フラグメントおよびＦ(ab'

)2フラグメント、ならびにＦab発現ライブラリーが挙げられるが、これらに限定

されない。一般的に、ヒト由来の抗体分子は、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＥ

およびＩｇＤの任意のクラスに関連し、これらは分子内に存在する重鎖の性質に

よってお互いに異なる。特定のクラスは同様にサブクラス（例えば、ＩｇＧ1、

ＩｇＧ2など）を有する。さらに、ヒトにおいては、軽鎖はκ鎖またはλ鎖であ

り得る。本明細書中で抗体に対する参照は、ヒト抗体種のすべてのこのようなク

ラス、サブクラスおよび型に対する参照を含む。

      【０１８３】
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  本発明の単離されたＮＯＶＸ関連タンパク質は、抗原、またはその一部もしく

はフラグメントとして役立つことが意図され得、そしてさらに、免疫原として使

用され、ポリクロナール抗体およびモノクロナール抗体の調製のための標準的な

技術を用いて、抗原に免疫特異的に結合する抗体を生成し得る。全長タンパク質

が使用され得るか、あるいは本発明は、免疫原として使用するための抗原の抗原

性ペプチドフラグメントを提供する。抗原性ペプチドフラグメントは、全長タン

パク質のアミノ酸配列（例えば、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、

１６、１８、２０、２２または２４において示されるアミノ酸配列）の少なくと

も６アミノ酸残基を含み、そしてそれらのエピトープを含み、その結果このペプ

チドに対して惹起された抗体は、全長タンパク質またはこのエピトープを含む任

意のフラグメントと特定の免疫複合体を形成する。好ましくは、抗原性ペプチド

は、少なくとも１０アミノ酸残基、または少なくとも１５アミノ酸残基、または

少なくとも２０アミノ酸残基、または少なくとも３０アミノ酸残基を含む。この

抗原性ペプチドにより含まれる好ましいエピトープは、そのペプチド表面上に位

置するタンパク質の領域であり；通常、これらは親水性領域である。

      【０１８４】

  本発明の特定の実施形態では、抗原性ペプチドにより包含される少なくとも１

つのエピトープは、ＮＯＶＸタンパク質の表面上に位置するＮＯＶＸ関連タンパ

ク質の領域、例えば、親水性領域である。ヒトＮＯＶＸ関連タンパク質配列の疎

水性分析は、ＮＯＶＸ関連タンパク質のどの領域が特に親水性であるか、そして

それ故、抗体産生を標的にするために有用な表面残基をコードするようであるか

を示す。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Ｄｏｏｌｉｔｔ

ｌｅ  １９８２、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１５７：１０５－１４２を参照のこと

。抗原性タンパク質またはその誘導体、フラグメント、アナログもしくはホモロ
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グ内の１つ以上のドメインに対して特異的な抗体はまた、本明細書中で提供され

る。

      【０１８５】

  本発明のタンパク質、またはその誘導体、フラグメント、アナログ、ホモログ

もしくはオルソログは、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

産生における免疫原として利用され得る。

      【０１８６】

  当該分野において公知の種々の手順が、本発明のタンパク質、またはその誘導

体、フラグメント、アナログ、ホモログもしくはオルソログに対して指向される

ポリクロナール抗体またはモノクロナール抗体の産生のために使用され得る（例

えば、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｌａｍｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，Ｈａ

ｒｌｏｗ  Ｅ，およびＬａｎｅ  Ｄ，１９９８，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａ

ｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａ

ｒｂｏｒ、ＮＹ（本明細書中に参考として援用される）を参照のこと）。これら

の抗体のうちのいくつかは、以下で考察される。

      【０１８７】

  （ポリクロナール抗体）

  ポリクロナー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、マウスまたは他の動物）は、ネイティブなタンパク質、その合成改変体

、または前記の誘導体を用いる１以上の注射によって免疫され得る。適切な免疫

原性調製物は、例えば、天然に存在する免疫原性タンパク質、免疫原性タンパク

質を提示する化学的に合成されたポリペプチド、または組換え的に発現される免

疫原性タンパク質を含み得る。さらに、このタンパク質は、免役されている哺乳

動物において免疫原性であることが知られている第２のタンパク質に結合体化さ

れ得る。このような免疫原性タンパク質の例としては、キーホールリンペットヘ

モシアニン、血清アルブミン、ウシサイログロブリン、および大豆トリプシンイ

ンヒビターが挙げられるが、これらに限定されない。この調製物はさらに、アジ

ュバントを含み得る。種々のアジュバントが免疫学的応答を増加させるために使

用され、このようなアジュバントとしては、Ｆｒｅｕｎｄ’ｓ（完全および不完



(106) 特表２００３－５２７８５９

全）、ミネラルゲル（例えば、水酸化アルミニウム）、界面活性物質（例えば、

リゾレシチン、プルロニック（ｐｌｕｒｏｎｉｃ）ポリオール、ポリアニオン、

ペプチド、油乳濁液、ジニトロフェノールなど）、ヒトにおいて使用可能なアジ

ュバント（例えば、Ｂａｃｉｌｌｅ  Ｃａｌｍｅｔｔｅ－ＧｕｅｒｉｎおよびＣ

ｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ  ｐａｒｖｕｍ）または類似の免疫刺激剤が挙げ

られるが、これらに限定されない。使用され得るアジュバントのさらなる例とし

ては、ＭＰＬ－ＴＤＭアジュバント（モノホスホリルリピドＡ、合成トレハロー

スジコリノミコレート）が挙げられる。

      【０１８８】

  免疫原性タンパク質に対して指向されるポリクロナール抗体分子は、哺乳動物

から（例えば、血液から）単離され得、そして周知の技術（例えば、プロテイン

ＡまたはプロテインＧを用いるアフィニティクロマトグラフィー（これは、主に

免疫血清のＩｇＧ画分を提供する））によってさらに精製され得る。続いて、ま

たは代替的に、求められている免疫グロブリンの標的である特定の抗原またはそ

の抗原のエピトープがカラムに固定され、免疫アフィニティクロマトグラフィー

によって免疫特異的抗体を精製し得る。免疫グロブリンの精製は、例えば、Ｄ．

Ｗｉｌｋｉｎｓｏｎ（Ｔｈｅ  Ｓｃｉｅｎｔｉｓｔ（Ｔｈｅ  Ｓｃｉｅｎｔｉｓ

ｔ，Ｉｎｃ．，Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ  ＰＡより発行）、第１４巻、第８号

（２０００年４月１７日）、２５～２８頁）によって考察される。

      【０１８９】

  （モノクローナル抗体）

  本明細書で用いられる用語「モノクローナル抗体」（ＭＡｂ）または「モノク

ローナル抗体組成物」は、独特の軽鎖遺伝子産物および独特の重鎖遺伝子産物か

らなる唯一の分子種の抗体分子を含む抗体分子の集団をいう。特に、モノクロー

ナル抗体の相補性決定領域（ＣＤＲ）は、すべての分子の集団に同一である。従

って、ＭＡｂは、抗原への独特の結合親和性によって特徴付けられる抗原の特定

のエピトープと免疫反応可能な抗原結合部位を含む。

      【０１９０】

  モノクローナル抗体は、ハイブリドーマ方法（例えば、ＫｏｈｌｅｒおよびＭ
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ｉｌｓｔｅｉｎ，Ｎａｔｕｒｅ，２５６：４９５（１９７５）に記載されるよう

な方法）を使用して調製され得る。ハイブリドーマ方法において、マウス、ハム

スター、または他の適切な宿主細胞は、免疫因子で代表的に免疫され、免疫因子

に特異的に結合する抗体を産生するか、または産生し得るリンパ球を誘発する。

あるいは、リンパ球は、インビトロで免疫され得る。

      【０１９１】

  免疫因子としては、代表的に、タンパク質抗原、そのフラグメントまたはその

融合タンパク質が挙げられる。一般的には、以下のいずれかである：ヒト起源の

細胞が望まれる場合は、末梢血リンパ球が使用され、または非ヒト哺乳動物供給

源が望まれる場合は、脾臓細胞またはリンパ節細胞が使用される。次いで、適切

な融合因子（例えば、ポリエチレングリコール）を使用して、リンパ球を不死化

細胞株に融合し、ハイブリドーマ細胞を形成する（Ｇｏｄｉｎｇ，Ｍｏｎｏｃｌ

ｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ  ａｎｄ  Ｐｒａｃｔ

ｉｃｅ，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ（１９８６）第５９－１０３頁）。不死

化細胞株は、哺乳動物細胞、特にげっ歯類、ウシおよびヒト起源の骨髄腫細胞に

通常形質転換される。通常ラットまたはマウスの骨髄腫細胞株が使用されるハイ

ブリドーマ細胞は、１以上の物質（融合されていない不死化細胞の増殖も生存も

阻害する）を適切に含む適切な培養培地中で培養され得る。例えば、親の細胞が

酵素、ヒポキサンチングアニンンホスホリボシルトランスフェラーゼ（ＨＧＰＲ

ＴまたはＨＰＲＴ）を欠く場合、ハイブリドーマからの培養培地は、代表的にヒ

ポキサンチン、アミノプテリン、およびチミジンを含み（「ＨＡＴ培地」）、そ

れらの物質はＨＧＰＲＴ欠失細胞の増殖を阻害する。

      【０１９２】

  好ましい不死化細胞株は、効率的に融合する細胞株であり、それらは選択され

た抗体産生細胞の安定な高レベルの抗体の発現を支持し、そしてＨＡＴ培地のよ

うな培地に敏感である。より好ましい不死化細胞株はマウス骨髄腫細胞株であり

、それらを、例えば、Ｓａｌｋ  Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ  Ｃｅｌｌ  Ｄｉｓｔｒｉ

ｂｕｔｉｏｎ  Ｃｅｎｔｅｒ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａおよ

びＡｍｅｒｉｃａｎ  Ｔｙｐｅ  Ｃｕｌｔｕｒｅ  Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，Ｍａ
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ｎａｓｓａｓ，Ｖｉｒｇｉｎｉａから得ることが可能である。ヒト骨髄腫および

マウス－ヒト骨髄腫細胞株はまた、ヒトモノクローナル抗体の産生について記載

される（Ｋｏｚｂｏｒ，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１３３：３００１（１９８４）

；Ｂｒｏｄｅｕｒら、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｙ  Ｐｒｏｄｕｃ

ｔｉｏｎ  Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  ａｎｄ  Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ，Ｍａｒｃ

ｅｌ  Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，（１９８７）第５１－６３

頁）。

      【０１９３】

  次いで、ハイブリドーマ細胞が培養される培養培地は、抗原に対するモノクロ

ーナル抗体の存在についてアッセイされ得る。好ましくは、ハイブリドーマ細胞

によって産生されるモノクローナル抗体の結合特異性は、免疫沈降によって決定

されるか、またはインビトロ結合アッセイ（例えば、ラジオイムノアッセイ（Ｒ

ＩＡ）または酵素結合イムノソルベント検定法（ＥＬＩＳＡ））によって決定さ

れる。このような技術およびアッセイは、当該分野で公知である。モノクローナ

ル抗体の結合親和性は、例えば、ＭｕｎｓｏｎおよびＰｏｌｌａｒｄ，Ａｎａｌ

．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，１０７：２２０（１９８０）のスキャッチャード分析によ

って決定され得る。好ましくは、標的抗原に対する高い程度の特異性および高結

合親和性を有する抗体が、単離される。

      【０１９４】

  所望のハイブリドーマ細胞が同定された後、希釈手順を限定することによって

、クローンをサブクローニングし得、そして標準方法によって増殖し得る。例え

ば、この目的のために適切な培養培地としては、Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ  Ｍｏｄ

ｉｆｉｅｄ  Ｅａｇｌｅ’ｓ  ＭｅｄｉｕｍおよびＲＰＭＩ－１６４０培地が挙

げられる。あるいは、ハイブリドーマ細胞は、哺乳動物内の腹水としてインビボ

で増殖され得る。

      【０１９５】

  サブクローンによって分泌されたモノクローナル抗体は、従来の免疫グロブリ

ン精製手順（例えば、タンパク質Ａセファロース、ヒドロキシアパタイトクロマ

トグラフィー、ゲル電気泳動、透析、またはアフィニティークロマトグラフィー
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）によって、培養培地または腹水から、単離または精製され得る。

      【０１９６】

  モノクローナル抗体はまた、組換えＤＮＡ方法（例えば、米国特許第４，８１

６，５６７号に記載される方法）によって作製され得る。本発明のモノクローナ

ル抗体をコードするＤＮＡは、従来の手順を使用して（例えば、マウス抗体の重

鎖および軽鎖をコードする遺伝子に特異的に結合し得るオリゴヌクレオチドプロ

ーブを使用することによって）容易に単離され得、そして配列決定され得る。本

発明のハイブリドーマ細胞は、このようなＤＮＡの好ましい供給源として役立つ

。一旦単離されると、ＤＮＡは、発現ベクターに配置され得、次いでそれらは、

宿主細胞（例えば、さもなければ免疫グロブリンタンパク質を産生しないサルＣ

ＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、または骨髄腫細胞）に

トランスフェクトされ、組換え宿主細胞内でのモノクローナル抗体の合成を得る

。ＤＮＡはまた、例えば、相同なマウス配列の代わりにヒト重鎖および軽鎖定常

ドメインをコードする配列の置換（米国特許第４，８１６，５６７号；Ｍｏｒｒ

ｉｓｏｎ，Ｎａｔｕｒｅ  ３６８，８１２－１３（１９９４））によってか、ま

たは非免疫グロブリンポリペプチドについてのコード配列のすべてまたは一部の

配列をコードする免疫グロブリンへの共有結合的な連結によって改変され得る。

このような非免疫グロブリンポリペプチドは、本発明の抗体の定常領域に置換さ

れ得るか、または本発明の抗体の１つの抗原結合部位の可変領域に置換され得、

キメラ二価の抗体を作製する。

      【０１９７】

  （ヒト化抗体）

  本発明のタンパク質抗原に対する抗体は、さらにヒト化抗体またはヒト抗体を

含み得る。これらの抗体は、投与された免疫グロブリンに対するヒトの免疫応答

を引き起こさないヒトへの投与に適する。抗体のヒト化形態は、キメラ免疫グロ

ブリン、免疫グロブリン鎖またはそれらのフラグメント（例えば、Ｆｖ、Ｆａｂ

、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）2または他の抗体の抗原結合配列）であり、それらは

主にヒト免疫グロブリンの配列から構成され、そして非ヒト免疫グロブリンに由

来する最小の配列を含む。ヒト化は、ヒト抗体の対応する配列についてのげっ歯
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類ＣＤＲまたはＣＤＲ配列の置換によって、Ｗｉｎｔｅｒおよび共同研究者の方

法（Ｊｏｎｅｓら、Ｎａｔｕｒｅ，３１：５２２－５２５（１９８６）；Ｒｉｅ

ｃｈｍａｎｎら、Ｎａｔｕｒｅ，３３２：３２３－３２７（１９８８）；Ｖｅｒ

ｈｏｅｙｅｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２３９：１５３４－１５３６（１９８８））

の後に達成され得る。（米国特許第５，２２５，５３９号もまた参照のこと。）

いくつかの場合において、ヒト免疫グロブリンのＦｖ骨格（ｆｒａｍｅｗｏｒｋ

）残基は、対応する非ヒト残基によって置換される。ヒト化抗体はまた、患者の

抗体においても、移入されたＣＤＲまたは骨格配列においても見出されない残基

を含み得る。一般に、ヒト化抗体は、すべての少なくとも１つ、および代表的に

は２つの可変領域を実質的に含む。これらの領域内で、すべてのまたは実質的に

すべてのＣＤＲ領域は非ヒト免疫グロブリンの領域に対応し、そしてすべてまた

は実質的にすべての骨格領域はヒト免疫グロブリンコンセンサス配列の領域に対

応する。ヒト化抗体はまた、免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ）、代表的には、ヒ

ト免疫グロブリンの少なくとも一部を必要に応じて含む（Ｊｏｎｅｓら、１９８

６；Ｒｉｅｃｈａｍａｎｎら、１９８８；およびＰｒｅｓｔａ、Ｃｕｒｒ．Ｏｐ

．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．，２：５９３－５９６（１９９２））。

      【０１９８】

  （ヒト抗体）

  ＣＤＲを含む軽鎖および重鎖の両方の全体配列がヒト遺伝子から本質的に生じ

る抗体分子に、ヒト抗体は十分に関連する。このような抗体を、「ヒト抗体」、

または「十分なヒト抗体」と本明細書中で呼ぶ。ヒトモノクローナル抗体は、ト

リオーマ（ｔｒｉｏｍａ）技術によって調製され得る；ヒトＢ細胞ハイブリドー

マ技術（Ｋｏｚｂｏｒ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

ーマ技術（Ｃｏｌｅら、１９８５：ＭＯＮＯＣＬＯＮＡＬ  ＡＮＴＩＢＯＤＩＥ

Ｓ  ＡＮＤ  ＣＡＮＣＥＲ  ＴＨＥＲＡＰＹ，Ａｌａｎ  Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ

．，第７７－９６頁）。ヒトモノクローナル抗体は、本発明の実行において使用

され得、そしてヒトハイブリドーマの使用によってか（Ｃｏｔｅら、１９８３．

Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  ＵＳＡ  ８０：２０２６－２０３０を参照のこ
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と）、またはインビトロでのＥｐｓｔｅｉｎ  Ｂａｒｒ  Ｖｉｒｕｓを用いたヒ

トＢ細胞による形質転換によって（Ｃｏｌｅら、１９８５：ＭＯＮＯＣＬＯＮＡ

Ｌ  ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ  ＡＮＤ  ＣＡＮＣＥＲ  ＴＨＥＲＡＰＹ，Ａｌａｎ

  Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．，第７７－９６頁を参照のこと）産生され得る。

      【０１９９】

  さらに、ヒト抗体はまた、さらなる技術（ファージディスプレイライブラリー

（ＨｏｏｇｅｎｂｏｏｍおよびＷｉｎｔｅｒ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２７

：３８１（１９９１）；Ｍａｒｋｓら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２２：５８

１（１９９１））を含む）を使用して産生され得る。同様に、ヒト免疫グロブリ

ン位置をトランスジェニック動物（例えば、内因性免疫グロブリン遺伝子が、部

分的または完全に不活化されているマウス）に導入することによって、ヒト抗体

は作製され得る。チャレンジの際にヒト抗体産生が観察され、このことはすべて

の点（遺伝子再配列、アセンブリー、および抗体レパートリーを含む）でヒトに

おいて観察されたものに密接に類似する。このアプローチは、例えば、以下に記

載される：米国特許第５，５４５，８０７号；同第５，５４５，８０６号；同第

５，５６９，８２５号；同第５，６２５，１２６号；同第５，６３３，４２５号

；同第５，６１１，０１６号、およびＭａｒｋｓら（Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏ

ｇｙ  １０、７７９－７８３（１９９２））；Ｌｏｎｂｅｒｇら（Ｎａｔｕｒｅ

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

３６８、８１２－１３（１９９４））；Ｆｉｓｈｗｉｌｄら（Ｎａｔｕｒｅ  Ｂ

ｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  １４、８４５－５１（１９９６））；Ｎｅｕｂｅｒ

ｇｅｒ（Ｎａｔｕｒｅ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  １４、８２６（１９９６

））；ならびにＬｏｎｂｅｒｇおよびＨｕｓｚａｒ（Ｉｎｔｅｒｎ．Ｒｅｖ．Ｉ

ｍｍｕｎｏｌ．１３  ６５－９３（１９９５））。

      【０２００】

  ヒト抗体は、抗原によるチャレンジに応答して動物の内因性抗体よりもヒト抗

体を十分に産生するように改変されたトランスジェニック非ヒト動物を使用して

、さらに産生され得る。（ＰＣＴ刊行物ＷＯ９４／０２６０２を参照のこと。）

非ヒト宿主における重免疫グロブリン鎖および軽免疫グロブリン鎖をコードする
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内因性遺伝子は、耐えられなくなっており、そしてヒト重鎖および軽鎖免疫グロ

ブリンをコードする活性な位置は、宿主のゲノムに挿入される。例えば、要求性

ヒトＤＮＡセグメントを含む酵母人工染色体を使用して、ヒト遺伝子は組み込ま

れる。次いで、すべての所望の改変を提供する動物を、完全な改変の相補体より

もより少ない改変の相補体を含む中間トランスジェニック動物を雑種することに

よって子孫として得る。このような非ヒト動物の好ましい実施形態は、マウスで

あり、ＰＣＴ刊行物ＷＯ９６／３３７３５およびＷＯ９６／３４０９６に開示さ

れるようにＸｅｎｏｍｏｕｓTMと呼ばれる。この動物は、ヒト免疫グロブリンを

十分に分泌するＢ細胞を産生する。目的の免疫原を有する免疫後の動物から（例

えば、ポリクローナル抗体の調製）、あるいは動物由来の不死化されたＢ細胞（

例えば、モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ）から、抗体を直接得る

ことが可能である。さらに、ヒト可変領域を有する免疫グロブリンをコードする

遺伝子は、抗体を直接得るために回復され、そして発現され得るか、または抗体

のアナログ（例えば、１本鎖Ｆｖ分子）を得るために、さらに改変され得る。

      【０２０１】

  内因性免疫グロブリン重鎖の発現を欠く非ヒト宿主（マウスとして例証される

）を作製するための方法の例は、米国特許第５，９３９，５９８号に記載される

。それを、以下の工程を包含する方法によって得ることが可能である：位置の再

配列を防ぎ、そして再配列された免疫グロブリン重鎖位置の転写物の形成、およ

び選択マーカーをコードする遺伝子を含む標的ベクターによって影響される欠失

を防ぐために、胚幹細胞における少なくとも１つの内因性重鎖位置由来のＪセグ

メント遺伝子を欠失する工程；およびトランスジェニックマウス（その体細胞お

よび生殖細胞は、選択マーカーをコードする遺伝子を含む）を、胚幹細胞から作

製する工程。

      【０２０２】

  目的の抗体（例えば、ヒト抗体）を産生する方法は、米国特許第５，９１６，

７７１号に開示される。それは以下の工程を包含する：重鎖をコードするヌクレ

オチド配列を含む発現ベクターを、培養中の１つの哺乳動物宿主細胞に導入する

工程、軽鎖をコードするヌクレオチド配列を含む発現ベクターを、別の哺乳動物
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宿主細胞に導入する工程、およびハイブリッド細胞を形成するために２つの細胞

融合する工程。ハイブリッド細胞は、重鎖および軽鎖を含む抗体を発現する。

      【０２０３】

  この手順のさらなる改善において、免疫原上の臨床的に関連するエピトープを

同定する方法、および関連するエピトープに高い親和性で免疫特異的に結合する

抗体を選択する相関する方法は、ＰＣＴ刊行物ＷＯ９９／５３０４９に開示され

る。

      【０２０４】

  （Ｆabフラグメントおよび１本鎖抗体）

  本発明に従って、技術は、本発明の抗原性タンパク質に特異的な１本鎖抗体の

産生に適用され得る（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に適用され得（例えば、Ｈｕｓ

ｅら、１９８９  Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４６：１２７５－１２８１を参照のこと）

、タンパク質またはその誘導体、フラグメント、アナログまたはホモログについ

ての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効果的な

同定を可能にする。タンパク質抗原に対するイディオタイプを含む抗体

フラグメント（（ｉ）抗体分子のペプシン消化によって産生される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

よって産生されたＦabフラグメント（ｉｉｉ）ペプシンおよび還元剤を用いた抗

体分子の処理によって産生されたＦabフラグメント、および（ｉｖ）Ｆvフラグ

メントを含むが、これらに限定ない）は、当該分野で公知の技術によって産生さ

れ得る。

      【０２０５】

  （二重特異的抗体）

  二重特異的抗体は、モノクローナル抗体（好ましくはヒトモノクローナル抗体

またはヒト化されたモノクローナル抗体）であって、これは少なくとも２つの異

なる抗原に対して結合特異性を有する。この場合において、結合特異性の１つは

、本発明の抗原性タンパク質に対してである。第２の結合標的は、任意の他の抗

原であり、そして有利には細胞表面タンパク質あるいはレセプターまたはレセプ
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ターサブユニットである。

      【０２０６】

  二重特異的抗体を作製する方法は、当該分野で公知である。伝統的に、二重特

異的抗体の組換え生成は、２つの免疫グロブリンの重鎖／軽鎖の対の同時発現に

基づき、ここでこの２つの重鎖は異なる特異性を有する（Ｍｉｌｓｔｅｉｎおよ

びＣｕｅｌｌｏ、Ｎａｔｕｒｅ，３０５：５３７－５３９（１９８３））。免疫

グロブリンの重鎖および軽鎖のランダムな組み合わせのために、これらのハイブ

リドーマ（クアドローマ）は、１０の異なる抗体分子の潜在的混合物を作製し、

このうち１つのみが正確な二重特異的構造を有する。この正確な分子の精製は、

通常アフィニティークロマトグラフィー工程によって達成される。同様の手順は

、１９９３年５月１３日開示のＷＯ９３／０８８２９、およびＴｒａｕｎｅｃｋ

ｅｒら、１９９１  ＥＭＢＯ  Ｊ．、１０：３６５５－３６５９において開示さ

れる。

      【０２０７】

  所望の結合特異性（抗体－抗原結合部位）を有する抗体可変ドメインは、免疫

グロブリン定常領域配列に融合され得る。この融合は、好ましくは免疫グロブリ

ン重鎖定常ドメインを有し、ヒンジ、ＣＨ２、およびＣＨ３領域の少なくとも部

分を含む。この融合物中の少なくとも１つに存在する軽鎖結合のために必要な部

位を含む第１の重鎖定常領域（ＣＨ１）を有することが好ましい。この免疫グロ

ブリン重鎖融合体、および所望の場合、この免疫グロブリン軽鎖をコードするＤ

ＮＡは、別々の発現ベクターに挿入され、そして適切な宿主生物体に同時トラン

スフェクトされる。二重特異的抗体の作製のさらなる詳細は、例えば、Ｓｕｒｅ

ｓｈら、Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，１２１：２１０（１９

８６）を参照のこと。

      【０２０８】

  ＷＯ９６／２７０１１に記載される別のアプローチに従って、抗体分子の対の

間の界面は、組換え細胞培養物から回収されるヘテロダイマーのパーセンテージ

を最大化するために操作され得る。好ましい界面は、抗体定常領域のＣＨ３領域

の少なくとも一部を含む。この方法において、第１の抗体分子の界面からの１つ
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以上の小さなアミノ酸側鎖は、より大きな側鎖（例えば、チロシンまたはトリプ

トファン）で置換される。大きな側鎖についての同一または同様のサイズの代償

的な「空洞」は、大きなアミノ酸側鎖を小さなアミノ酸側鎖（例えば、アラニン

またはスレオニン）で置換することによって、第２の抗体分子の界面上に生成さ

れる。このことは、ホモダイマーのような他の不必要な最終生成物よりも、ヘテ

ロダイマーの収量を増加するための機構を提供する。

      【０２０９】

  二重特異的抗体は、全長抗体または抗体フラグメント（例えば、Ｆ（ａｂ’）

2二重特異的抗体）として調製され得る。抗体フラグメントから二重特異的抗体

を作製するための技術は、文献において記載される。例えば、二重特異的抗体は

、化学結合を使用して調製され得る。Ｂｒｅｎｎａｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２２

９：８１（１９８５）は、インタクトな抗体がタンパク分解的に切断されてＦ（

ａｂ’）2フラグメントを作製する手順を記載する。これらのフラグメントは、

ビシナルジチオールを安定化し、そして分子間ジスルフィド形成を阻止するため

に、ジチオール錯化剤ナトリウム亜ヒ酸塩の存在下で還元される。次いで、この

作製されたＦａｂ’フラグメントは、チオニトロベンゾエート（ＴＢＮ）誘導体

に変換される。次いで、Ｆａｂ’－ＴＢＮ誘導体の１つは、メルカプトエチルア

ミンでの還元によってＦａｂ’－チオールに再変換され、そしてこれは等モル量

の他のＦａｂ’－ＴＢＮ誘導体と混合されて二重特異的抗体を形成する。生成さ

れた二重特異的抗体は、酵素の選択的固定化のための薬剤として使用され得る。

      【０２１０】

  さらに、Ｆａｂ’フラグメントは、Ｅ．ｃｏｌｉから直接回収され得、そして

化学的にカップリングされて二重特異的抗体を形成する。Ｓｈａｌａｂｙら、Ｊ

．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１７５：２１７－２２５（１９９２）は、完全にヒト化され

た二重特異的抗体Ｆ（ａｂ’）2分子の生成を記載する。各Ｆａｂ’フラグメン

トは、Ｅ．ｃｏｌｉから別々に分泌され、そしてインビトロの化学的カップリン

グに供され、二重特異的抗体を形成する。従って、形成されたこの二重特異的抗

体は、ＥｒｂＢ２レセプターを過剰発現する細胞および正常なヒトＴ細胞に結合

し得、そしてヒト胸部腫瘍標的に対するヒト細胞傷害性リンパ球の溶解性活性を
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誘因し得る。

      【０２１１】

  組換え細胞培養物から直接二重特異的抗体フラグメントを作製し、そして単離

するための種々の技術が記載されてきた。例えば、二重特異的抗体は、ロイシン

ジッパーを使用して産生される。Ｋｏｓｔｅｌｎｙら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１

４８（５）：１５４７－１５５３（１９９２）。ＦｏｓおよびＪｕｎタンパク質

由来のロイシンジッパーペプチドは、遺伝子融合によって２つの異なる抗体のＦ

ａｂ’部分に結合される。この抗体ホモダイマーは、ヒンジ領域で還元されてモ

ノマーを形成し、次いで再酸化されて抗体ヘテロダイマーを形成する。この方法

はまた、抗体ホモダイマーの産生のために使用され得る。Ｈｏｌｌｉｎｇｅｒら

、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９０：６４４４－６４４８

（１９９３）に記載されるこの「ディアボディー（ｄｉａｂｏｄｙ）」技術は、

二重特異的抗体フラグメントを作製するための代替的な機構を提供した。このフ

ラグメントは、短すぎて同じ鎖上の２つのドメインの間を対にできないリンカー

によって軽鎖可変領域（ＶL）に接続された重鎖可変領域（ＶH）を含む。従って

、１つのフラグメントのＶHおよびＶLドメインは、別のフラグメントの相補的な

ＶLおよびＶHドメインと対になるように強制され、これによって２つの抗原結合

部位が形成する。単鎖Ｆｖ（ｓＦｖ）ダイマーの使用によって二重特異的抗体フ

ラグメントを作製するための別のストラテジーもまた、報告されてきた。Ｇｒｕ

ｂｅｒら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５２：５３６８（１９９４）を参照のこと。

      【０２１２】

  ２つ以上の結合価を有する抗体が意図される。例えば、三重特異的抗体が調製

され得る。Ｔｕｔｔら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４７：６０（１９９１）。

      【０２１３】

  例示的な二重特異的抗体は、２つの異なるエピトープに結合し得、このうち少

なくとも１つは、本発明のタンパク質抗原に起源を有する。あるいは、免疫グロ

ブリン分子の抗抗原性アームは、Ｔ細胞レセプター分子のような白血球（例えば

、ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ２８、またはＢ７）、あるいはＩｇＧに対するＦｃレセ

プター（Ｆｃ  Ｒ）（例えば、Ｆｃ  ＲＩ（ＣＤ６４）、Ｆｃ  ＲＩＩ（ＣＤ３
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２）およびＦｃ  ＲＩＩＩ（ＣＤ１６））上の標的化分子に結合するアームに、

特定の抗原を発現する細胞に対する細胞の防御機構に焦点を合わせるように結合

され得る。二重特異的抗体はまた、特定の抗原を発現する細胞に対する細胞傷害

性因子に指向するために使用され得る。これらの抗体は抗原結合アーム、および

細胞傷害性因子または放射性核種キレーター（例えば、ＥＯＴＵＢＥ、ＤＰＴＡ

、ＤＯＴＡ、またはＴＥＴＡ）に結合するアームを保有する。目的の別の二重特

異的抗体は、本明細書中に記載のタンパク質抗原に結合し、そしてさらに組織因

子（ＴＦ）に結合する。

      【０２１４】

  （ヘテロ接合体抗体）

  ヘテロ接合体抗体はまた、本発明の範囲内である。ヘテロ接合体抗体は、２つ

の共有結合した抗体からなる。このような抗体は、例えば、免疫系細胞を不必要

な細胞に標的化するために（米国特許第４，６７６，９８０号）、およびＨＩＶ

感染の処置のために（ＷＯ９１／００３６０；ＷＯ９２／２００３７３；ＥＰ０

３０８９）提案されてきた。この抗体（架橋剤を含む抗体を含む）は、インビト

ロで、合成タンパク質化学において公知の方法を使用して調製され得ることが意

図される。例えば、免疫毒素は、ジスルフィド交換反応の使用またはチオエーテ

ル結合の形成によって構築され得る。この目的のための適切な試薬の例としては

、イミノチオレートおよびメチル－４－メルカプトブチルイミデート、ならびに

例えば米国特許第４，６７６，９８０号において開示される試薬が挙げられる。

      【０２１５】

  （エフェクター機能操作）

  本発明の抗体を、エフェクター機能について、例えば癌の処置における抗体の

効力を増大するように改変することが望ましい。例えば、システイン残基は、Ｆ

ｃ領域に導入され得、これによってこの領域における鎖間ジスルフィド結合の形

成を可能にする。従って、作製されるこのホモダイマー抗体は、改良されたイン

ターナリゼーションの可能性および／または増加した補体媒介細胞死滅、ならび

に抗体依存性細胞傷害性（ＡＤＣＣ）を有し得る。Ｃａｒｏｎら、Ｊ．Ｅｘｐ．

Ｍｅｄ．、１７６：１１９１－１１９５（１１９２）およびＳｈｏｐｅｓ、Ｊ．
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Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４８：２９１８－２９２２（１９９２）を参照のこと。増大

した抗腫瘍活性を有するホモダイマー抗体はまた、Ｗｏｌｆｆら、Ｃａｎｃｅｒ

  Ｒｅｓｅａｒｃｈ、５３：２５６０－２６５６（１９９３）に記載されるヘテ

ロ二官能性架橋剤を使用して調製され得る。あるいは、抗体は操作され得、これ

は二重のＦｃ領域を有し、そしてこれによって増大した補体溶解およびＡＤＣＣ

の可能性を有し得る。Ｓｔｅｖｅｎｓｏｎら、Ａｎｔｉ－Ｃａｎｃｅｒ  Ｄｒｕ

ｇ  Ｄｅｓｉｇｎ，３：２１９－２３０（１９８９）を参照のこと。

      【０２１６】

  （免疫接合体）

  本発明はまた、細胞傷害性の薬剤（例えば、化学療法剤、毒素（例えば、細菌

、真菌、植物、または動物起源の酵素学的に活性な毒素、あるいはそれらのフラ

グメント）、または放射性同位体（すなわち、放射性接合体））に結合した抗体

を含む免疫接合体に関する。

      【０２１７】

  このような免疫接合体の作製において有用な化学療法剤は、上記に記載される

。使用され得る酵素学的に活性な毒素およびそれらのフラグメントとしては、ジ

フテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合活性フラグメント、外毒素Ａ鎖（Ｐｓｅ

ｕｄｏｍｏｎａｓ  ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ由来）、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、

モデシン（ｍｏｄｅｃｃｉｎ）Ａ鎖、α－サルシン、Ａｌｅｕｒｉｔｅｓ  ｆｏ

ｒｄｉｉタンパク質、ジアンチン（ｄｉａｎｔｈｉｎ）タンパク質、Ｐｈｙｔｏ

ｌａｃａ  ａｍｅｒｉｃａｎａタンパク質（ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩ、およびＰＡ

Ｐ－Ｓ）、ｍｏｍｏｒｄｉｃａ  ｃｈａｒａｎｔｉａインヒビター、クルシン（

ｃｕｒｃｉｎ）、クロチン（ｃｒｏｔｉｎ）、ｓｅｐａｏｎａｒｉａ  ｏｆｆｉ

ｃｉｎａｌｉｓインヒビター、ゲロニン（ｇｅｌｏｎｉｎ）、ミトゲリン（ｍｉ

ｔｏｇｅｌｌｉｎ）、レストリクトシン（ｒｅｓｔｒｉｃｔｏｃｉｎ）、フェノ

マイシン（ｐｈｅｎｏｍｙｃｉｎ）、エノマイシン（ｅｎｏｍｙｃｉｎ）、およ

びトリコテセン（ｔｒｉｃｏｔｈｅｃｅｎ）が挙げられる。種々の放射性核種は

、放射性結合した抗体の作製のために利用可能である。その例としては、212Ｂ

ｉ、131Ｉ、131Ｉｎ、90Ｙ、および186Ｒｅが挙げられる。
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      【０２１８】

  抗体および細胞傷害性因子の接合体は、種々の二官能性タンパク質結合因子（

例えば、Ｎ－スクシンイミジル－３－（２－ピリジルジチオール）プロピオネー

ト（ＳＰＤＰ）、イミノチオラン（ｉｍｉｎｏｔｈｉｏｌａｎｅ）（ＩＴ）、イ

ミドエステルの二官能性誘導体（例えば、ジメチルアジピミデート  ＨＣＬ）、

活性エステル（例えば、ジスクシンイミジルスベレート）、アルデヒド（例えば

、グルタルアルデヒド（ｇｌｕｔａｒｅｌｄｅｈｙｄｅ））、ビスアジド化合物

（例えば、ビス（ｐ－アジドベンゾイル）ヘキサンジアミン）、ビス－ジアゾニ

ウム誘導体（例えば、ビス－（ｐ－ジアゾニウムベンゾイル）－エチレンジアミ

ン）、ジイソシアネート（例えば、トリエン２，６－ジイソシアネート）、およ

びビス－活性フッ素化合物（例えば、１，５－ジフルオロ－２，４－ジニトロベ

ンゼン））を使用して作製される。例えば、リシン免疫毒素は、Ｖｉｔｅｔｔａ

ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２３８：１０９８（１９８７）に記載されるように調製さ

れ得る。炭素－１４－標識１－イソチオシアナトベンジル－３－メチルジエチレ

ントリアミン五酢酸（ＭＸ－ＤＴＰＡ）は、放射性ヌクレオチドの抗体への結合

のための例示的なキレート剤である。ＷＯ９４／１１０２６を参照のこと。

      【０２１９】

  別の実施形態において、腫瘍の前標的化における利用のために、この抗体は、

「レセプター」（例えば、ストレプトアビジン）に結合され得、ここで抗体－レ

セプター接合体は患者に投与され、続いて除去剤を使用して結合していない接合

体が循環から除去され、次いで細胞傷害性因子に次々に結合する「リガンド」（

例えば、アビジン）が投与される。

      【０２２０】

  （ＮＯＶＸ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、ＮＯＶＸ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。本明細書中で使用される場合、用語「ベクター」は、

これが接続された別の核酸を輸送し得る核酸分子をいう。ベクターの１つの型は

「プラスミド」であり、これはさらなるＤＮＡセグメントが連結し得る環状の二



(120) 特表２００３－５２７８５９

本鎖ＤＮＡループをいう。ベクターの別の型はウイルス性ベクターであり、ここ

でさらなるＤＮＡセグメントはこのウイルス性ゲノムに連結され得る。特定のベ

クターは宿主細胞中で自発的に複製し得、この中に導入される（例えば、細菌の

複製起源を有する細菌ベクターおよびエピソームの哺乳類ベクター）。他のベク

ター（例えば、非エピソーム哺乳類ベクター）は、宿主細胞に導入される際に宿

主細胞のゲノムに組み込まれ、そしてこれによって宿主のゲノムと同調して複製

される。さらに、特定のベクターは、これが作動可能に連結される遺伝子の発現

を指向し得る。このようなベクターは、本明細書中で「発現ベクター」といわれ

る。一般に、組換えＤＮＡ技術において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。本明細書において、「プラスミド」および「ベクター」は、

このプラスミドはベクターの最も一般的に使用される形態であるため、交換可能

に使用され得る。しかし、本発明は、ウイルス性ベクター（例えば、複製欠損レ

トロウイルス、アデノウイルスおよびアデノ随伴ウイルス）のような発現ベクタ

ーのこのような他の形態を含むことを意図し、これは等価な機能を果たす。

      【０２２１】

  本発明の組換え発現ベクターは、本発明の核酸を、宿主細胞における核酸の発

現に適切な形態で含み、これはこの組換え発現ベクターが、発現のために使用さ

れる宿主細胞に基いて選択される１つ以上の調節配列を含むこと意味し、これは

発現される核酸配列に作動可能に連結される。組換え発現ベクターにおいて、「

作動可能に連結」は、目的のヌクレオチド配列が、ヌクレオチド配列の発現を可

能にする（例えば、このベクターが宿主細胞に導入される場合、インビトロ転写

／翻訳系または宿主細胞において）ような様式で調節配列に連結されることを意

味することを意図する。

      【０２２２】

  用語「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  ＴＥＣ

ＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ  ＩＮ  ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ  １８５、Ａｃ

ａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｉｆ．（１９９０）に
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記載されている。調節配列は、多くの型の宿主細胞においてヌクレオチド配列の

構成的発現を指向する配列、および特定の宿主細胞のみにおいてヌクレオチド配

列の発現を指向する配列（例えば、組織特異的調節配列）を含む。発現ベクター

の設計が形質転換されるべき宿主細胞の選択、所望のタンパク質の発現のレベル

などのような因子に依存し得ることは当業者に理解される。本発明の発現ベクタ

ーは、宿主細胞に導入され、それにより、本明細書に記載されるような核酸によ

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融合ペプチド

を含む）（例えば、ＮＯＶＸタンパク質、ＮＯＶＸタンパク質の変異形態、融合

タンパク質など）を生成し得る。

      【０２２３】

  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、

ＮＯＶＸタンパク質の発現のために設計され得る。例えば、ＮＯＶＸ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  ＥＸＰＲＥＳＳＩ

ＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ  ＩＮ  ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ  

１８５、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｉｆ．（

１９９０）においてさらに考察される。あるいは、組換え発現ベクターは、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。

      【０２２４】

  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溶解度を増加させるこ

と；および（ｉｉｉ）親和性精製においてリガンドとして作用することによって
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組換えタンパク質の精製の際に補助すること。しばしば、融合発現ベクターにお

いて、タンパク質分解の切断部位が、融合部分の結合部に導入され、そして融合

タンパク質の精製の後に、組換えタンパク質が組換えタンパク質の融合部分から

分離されることを可能にする。このような酵素、およびその同族の認識配列は、

第Ｘａ因子、トロンビン、およびエンテロキナーゼを含む。代表的な融合発現ベ

クターとしては、グルタチオンＳ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）、マルトース

Ｅ結合タンパク質、またはプロテインＡを、それぞれ、標的の組換えタンパク質

に融合するｐＧＥＸ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ  Ｉｎｃ；Ｓｍｉｔ

ｈ  ａｎｄ  Ｊｏｈｎｓｏｎ（１９８８）Ｇｅｎｅ  ６７：３１－４０）、ｐＭ

ＡＬ（Ｎｅｗ  Ｅｎｇｌａｎｄ  Ｂｉｏｌａｂｓ，Ｂｅｖｅｒｌｙ，Ｍａｓｓ．

）およびｐＲＩＴ５（Ｐｈａｒｍａｃｉａ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，Ｎ．Ｊ．）

が挙げられる。

      【０２２５】

  適切な誘導性非融合Ｅ．ｃｏｌｉ発現ベクターの例としては、ｐＴｒｃ（Ａｍ

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

ｄ（Ｓｔｕｄｉｅｒら、ＧＥＮＥ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧ

Ｙ：ＭＥＴＨＯＤＳ  ＩＮ  ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ  １８５，Ａｃａｄｅｍｉｃ

  Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．（１９９０）６０－８９）が

挙げられる。

      【０２２６】

  Ｅ．ｃｏｌｉにおける組換えタンパク質発現を最大化するための１つのストラ

テジーは、組換えタンパク質をタンパク質分解的に切断する能力が損なわれた宿

主細菌中でタンパク質を発現させることである。例えば、Ｇｏｔｔｅｓｍａｎ，

ＧＥＮＥ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ  Ｉ

Ｎ  ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ  １８５，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，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、Ｅ．ｃｏｌｉにおいて優先

的に利用されるように、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、Ｗａｄａら（１９９２）Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．２
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０：２１１１－２１１８を参照のこと）。本発明の核酸配列のこのような変更は

、標準的なＤＮＡ合成技術によって実行され得る。

      【０２２７】

  別の実施形態において、ＮＯＶＸ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

クターの例には、ｐＹｅｐＳｅｃ１（Ｂａｌｄａｒｉら、（１９８７）ＥＭＢＯ

  Ｊ  ６：２２９－２３４）、ｐＭＦａ（ＫｕｒｊａｎおよびＨｅｒｓｋｏｗｉ

ｔｚ、（１９８２）Ｃｅｌｌ  ３０：９３３－９４３）、ｐＪＲＹ８８（Ｓｃｈ

ｕｌｔｚら、（１９８７）Ｇｅｎｅ  ５４：１１３－１２３）、ｐＹＥＳ２（Ｉ

ｎｖｉｔｒｏｇｅｎ  Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉ

ｆ．）、およびｐｉｃＺ（ＩｎＶｉｔｒｏｇｅｎ  Ｃｏｒｐ．，Ｓａｎ  Ｄｉｅ

ｇｏ，Ｃａｌｉｆ．）が挙げられる。

      【０２２８】

  あるいは、ＮＯＶＸ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。培養された昆虫細胞（例えば、ＳＦ９細胞）中でタンパク質

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（Ｓ

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

）およびｐＶＬシリーズ（ＬｕｃｋｌｏｗおよびＳｕｍｍｅｒｓ（１９８９）Ｖ

ｉｒｏｌｏｇｙ  １７０：３１－３９）が挙げられる。

      【０２２９】

  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
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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。

      【０２３０】

  別の実施形態において、組換え哺乳動物発現ベクターは、特定の細胞型（例え

ば、組織特異的調節エレメントを使用して核酸を発現する）中で優先的に核酸の

発現を指向し得る。組織特異的調節エレメントは、当該分野で公知である。適切

な組織特異的プロモーターの非限定的な例としては、アルブミンプロモーター（

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

２７７）、リンパ特異的プロモーター（ＣａｌａｍｅおよびＥａｔｏｎ（１９８

８）Ａｄｖ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  ４３：２３５－２７５）、特に、Ｔ細胞レセプタ

ープロモーター（ＷｉｎｏｔｏおよびＢａｌｔｉｍｏｒｅ（１９８９）ＥＭＢＯ

  Ｊ  ８：７２９－７３３）および免疫グロブリン（Ｂａｎｅｒｊｉら（１９８

３）Ｃｅｌｌ  ３３：７２９－７４０；ＱｕｅｅｎおよびＢａｌｔｉｍｏｒｅ（

１９８３）Ｃｅｌｌ  ３３：７４１－７４８）のプロモーター、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  

８６：５４７３－５４７７）、膵臓特異的プロモーター（Ｅｄｌｕｎｄら（１９

８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３０：９１２－９１６）、および乳腺特異的プロモー

ター（例えば、ミルク乳清プロモーター；米国特許第４，８７３，３１６号およ

び欧州出願公開第２６４，１６６号）が挙げられる。発生的に調節されるプロモ

ーターもまた含まれる（例えば、マウスホックス（ｍｕｒｉｎｅ  ｈｏｘ）プロ

モーター（ＫｅｓｓｅｌおよびＧｒｕｓｓ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９

：３７４－３７９）およびα－フェトプロテインプロモーター（Ｃａｍｐｅｓお

よびＴｉｌｇｈｍａｎ（１９８９）Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖ  ３：５３７－５４６）

。

      【０２３１】
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  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、ＮＯＶＸ  ｍＲＮＡに対して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。

種々の細胞型におけるアンチセンス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が選択

され得る。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

細胞型特異的発現を指向する、ウイルスプロモーターおよび／もしくはエンハン

サー、または調節配列が選択され得る。アンチセンス発現ベクターは、組換えプ

ラスミド、ファージミド、または弱毒化されたウイルスの形態であり得、ここで

はアンチセンス核酸は、高効率調節領域の制御下で産生され、その活性は、ベク

ターが導入される細胞型によって決定され得る。アンチセンス遺伝子を使用する

遺伝子発現の調節の議論については、例えば、Ｗｅｉｎｔｒａｕｂら、「Ａｎｔ

ｉｓｅｎｓｅ  ＲＮＡ  ａｓ  ａ  ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  ｔｏｏｌ  ｆｏｒ  ｇ

ｅｎｅｔｉｃ  ａｎａｌｙｓｉｓ」、Ｒｅｖｉｅｗｓ－Ｔｒｅｎｄｓ  ｉｎ  Ｇ

ｅｎｅｔｉｃｓ、第１巻（１）１９８６を参照のこと。

      【０２３２】

  本発明の別の局面は、本発明の組換え発現べクターが導入された宿主細胞に関

する。用語「宿主細胞」および「組換え宿主細胞」は、本明細書中で、交換可能

に使用される。このような用語は、特定の対象の細胞をいうのみでなく、そのよ

うな細胞の子孫または潜在的な子孫をいうことが理解される。変異または環境的

影響のいずれかに起因して、特定の改変は次の世代において存在し得るので、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。

      【０２３３】

  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、Ｎ

ＯＶＸタンパク質は、細菌細胞（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ）、昆虫細胞、酵母また

は哺乳動物細胞（例えば、ヒト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。
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      【０２３４】

  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含まれる。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  ＣＬ

ＯＮＩＮＧ：Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ．第２版、Ｃｏｌｄ  Ｓ

ｐｒｉｎｇ  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。

      【０２３５】

  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、細胞のほんの一部のみが外来

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

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、ＮＯＶＸをコードするベクターと同じベクター上で宿主細胞に

導入され得るか、あるいは別々のベクター上で導入され得る。導入された核酸と

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）。

      【０２３６】

  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
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胞）は、ＮＯＶＸ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、ＮＯＶＸ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、ＮＯ

ＶＸタンパク質が産生されるような適切な培地中で、本発明の宿主細胞（ここに

、ＮＯＶＸ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ＮＯＶＸを単離する工程を包含する。

      【０２３７】

  （トランスジェニックＮＯＶＸ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、ＮＯＶＸ

タンパク質コード配列が導入される、受精した卵母細胞または胚性幹細胞である

。次いで、このような宿主細胞は、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、ここで外因性のＮＯＶＸ配列は、それらのゲノムまたは相同組

換え動物（ここで内因性のＮＯＶＸ配列が変更されている）に導入される。この

ような動物は、ＮＯＶＸ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ＮＯＶＸ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。導入遺伝子は、細胞のゲノ

ムに組み込まれ（この細胞からトランスジェニック動物が発生する）、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

ＮＯＶＸ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
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、変更されている。

      【０２３８】

  本発明のトランスジェニック動物は、ＮＯＶＸ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。配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１

９、２１または２３を含む配列は、非ヒト動物のゲノムに導入遺伝子として導入

され得る。あるいは、ヒトＮＯＶＸ遺伝子の非ヒトホモログ（例えば、マウスＮ

ＯＶＸ遺伝子）は、ヒトＮＯＶＸ  ｃＤＮＡに対するハイブリダイゼーションに

基づいて単離され得（上述にさらに記載される）、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、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（単

数または複数）は、特定の細胞に対して、ＮＯＶＸタンパク質の発現を指向する

ために、ＮＯＶＸ導入遺伝子に作動可能に連結される。胚の操作およびマイクロ

インジェクションを介するトランスジェニック動物（特に、マウスのような動物

）を生成するための方法は、当該分野で従来的になっており、そして例えば、米

国特許第４，７３６，８６６号；同第４，８７０，００９号；および同第４，８

７３，１９１号；ならびにＨｏｇａｎ  １９８６、ＭＡＮＩＰＵＬＡＴＩＮＧ  

ＴＨＥ  ＭＯＵＳＥ  ＥＭＢＲＹＯ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  

Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  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初代動物は、そのゲノムにおけるＮＯ

ＶＸ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ＮＯＶＸ  

ｍＲＮＡの発現に基づいて同定され得る。次いで、トランスジェニック初代動物

は、導入遺伝子を有するさらなる動物を繁殖させるために使用され得る。さらに

、ＮＯＶＸタンパク質をコードする導入遺伝子を有するトランスジェニック動物

は、さらに、他の導入遺伝子を有する他のトランスジェニック動物へと繁殖させ

得る。



(129) 特表２００３－５２７８５９

      【０２３９】

  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ＮＯＶＸ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、ＮＯＶＸ遺伝子の一部を含むベクターを調製する。ＮＯＶＸ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のＤＮＡ）であり得るが、より好ましくは、ヒトＮＯＶＸ遺

伝子の非ヒトホモログである。例えば、配列番号１、３、５、７、９、１１、１

３、１５、１７、１９、２１または２３のヒトＮＯＶＸ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ＮＯＶＸ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ＮＯＶＸ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。

      【０２４０】

  あるいは、このベクターは、相同組換えの際に、内因性ＮＯＶＸ遺伝子が変異

されるか、あるいはさもなければ、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ＮＯＶＸ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、

ＮＯＶＸ遺伝子の変更された部分は、ＮＯＶＸ遺伝子のさらなる核酸によって、

その５’末端および３’末端で隣接され、相同組換えが、ベクターによって運ば

れる外因性ＮＯＶＸ遺伝子と胚幹細胞中の内因性ＮＯＶＸ遺伝子との間で起こる

ことを可能にする。さらなる隣接するＮＯＶＸ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、数キロベースの隣接するＤＮＡ（

５’末端および３’末端の両方）が、ベクターに含まれる。例えば、相同組換え

ベクターの記載について、Ｔｈｏｍａｓら（１９８７）Ｃｅｌｌ  ５１：５０３

を参照のこと。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ＮＯＶＸ遺伝子が、内因性ＮＯＶＸ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（１９９２）Ｃｅｌ

ｌ  ６９：９１５を参照のこと）。
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      【０２４１】

  次いで、この選択された細胞を、動物（例えば、マウス）の胚盤胞へ注入して

、凝集キメラを形成する。例えば、Ｂｒａｄｌｅｙ（１９８７）のＴＥＲＡＴＯ

ＣＡＲＣＩＮＯＭＡＳ  ＡＮＤ  ＥＭＢＲＹＯＮＩＣ  ＳＴＥＭ  ＣＥＬＬＳ：

Ａ  ＰＲＡＣＴＩＣＡＬ  ＡＰＰＲＯＡＣＨ、Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ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）Ｃｕｒ

ｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２：８２３－８２９；ＰＣＴ国際公開番

号：ＷＯ９０／１１３５４；ＷＯ９１／０１１４０；ＷＯ９２／０９６８；およ

びＷＯ９３／０４１６９。

      【０２４２】

  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、非ヒトトランスジェニック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、

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、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によって提供され得る。
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      【０２４３】

  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、増殖サイクルから出し、そしてＧ0期

に入らせ得る。次いで、この静止細胞を、例えば、電気パルスの使用により、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。

      【０２４４】

  （薬学的組成物）

  本発明のＮＯＶＸ核酸分子、ＮＯＶＸタンパク質、および抗ＮＯＶＸ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、

「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、分散液、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  Ｐ

ｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ  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

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
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るその使用は、意図される。補足的な活性化合物はまた、この組成物に組み込ま

れ得る。

      【０２４５】

  本明細書中に開示された抗体は、免疫リポソームとして処方され得る。この抗

体を含むリポソームは、当該分野で公知の方法によって調製される（例えば、Ｅ

ｐｓｔｅｉｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８２：３６

８８（１９８５）；Ｈｗａｎｇら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ

ＳＡ，７７：４０３０（１９８０）；および米国特許第４，４８５，０４５号お

よび同第４，５４４，５４５号において記載される）。増強された循環時間を有

するリポソームは、米国特許第５，０１３，５５６号に開示される。

      【０２４６】

  特に、有用であるリポソームは、ホスファチジルコリン、コレステロール、お

よびＰＥＧ誘導体化ホスファチジルエタノールアミン（ＰＥＧ－ＰＥ）を含有す

る脂質組成物との逆層蒸発法によって生成され得る。リポソームは、規定された

孔径のフィルターを通って押し出され、所望の直径を有するリポソームを生じる

。本発明の抗体のＦａｂフラグメントは、Ｍａｒｔｉｎら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈ

ｅｍ．，２５７：２８６－２８８（１９８２）に記載のようにジスルフィド交換

反応を介してリポソームに結合体化され得る。化学治療剤（例えば、Ｄｏｘｏｒ

ｕｂｉｃｉｎ）は、必要に応じてリポソーム内に含まれ得る。Ｇａｂｉｚｏｎら

、Ｊ．Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｃａｎｃｅｒ  Ｉｎｓｔ．，８１（１９）：１４８４

（１９８９）を参照のこと。

      【０２４７】

  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）、粘膜を越えて、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
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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。

      【０２４８】

  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席調製のための滅菌粉末を含む

。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、製造および保存の条件

下で安定でなければならず、そして、細菌および真菌などの微生物の汚染作用に

対して維持されるべきである。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、分散に関しては、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、マンニトール（ｍａｎｉｔｏｌ）、ソル

ビトールなどのポリアルコール、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。

      【０２４９】
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  滅菌注射可能溶液は、必要量のこの活性化合物（例えば、ＮＯＶＸタンパク質

あるいは抗ＮＯＶＸ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粉末の場合において

、調製方法は、真空乾燥および凍結乾燥であり、これにより、活性成分および予

め滅菌濾過されたその溶液からの任意のさらなる所望の成分の粉末を得る。

      【０２５０】

  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を有する化合物を含

み得る：結合剤（例えば、微結晶セルロース、ガムトラガントまたはゼラチン）

；賦形剤（例えば、デンプンまたはラクトース）、崩壊剤（例えば、アルギン酸

）、Ｐｒｉｍｏｇｅｌ、またはコーンスターチ；滑沢剤（例えば、ステアリン酸

マグネシウムまたはＳｔｅｒｏｔｅｓ）；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）。

      【０２５１】

  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
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アロゾルスプレーの形態で送達される。

      【０２５２】

  全身的投与はまた、経粘膜手段または経皮手段により得る。経粘膜投与または

経皮投与について、浸透される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によって達成され得る。経

皮投与については、この活性化合物は、当該分野で一般的に公知である軟膏剤、

軟膏、ゲル、またはクリーム剤へ処方される。

      【０２５３】

  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。

      【０２５４】

  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．から商業的に入手可能である。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。

      【０２５５】

  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
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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。

      【０２５６】

  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（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．９１：３０５

４－３０５７を参照のこと）によって送達され得る。遺伝子治療ベクターの薬学

的調製物には、受容可能な希釈剤中の遺伝子治療ベクターが挙げられ得、または

遺伝子送達ビヒクルが組み込まれる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が、組換え細胞からインタクトで産生され得（例えば

、レトロウイルスベクター）、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。

      【０２５７】

  本発明のタンパク質に特異的に結合する抗体、ならびに本明細書中で開示され

るスクリーニングアッセイによって同定される他の分子は、薬学的組成物の形態

で種々の障害の処置のために投与され得る。このような組成物を調製する際に関

する原理および考慮、ならびに成分の選択の際の手引きは、例えば、Ｒｅｍｉｎ

ｇｔｏｎのＴｈｅ  Ｓｃｉｅｎｃｅ  Ａｎｄ  Ｐｒａｃｔｉｃｅ  Ｏｆ  Ｐｈａ

ｒｍａｃｙ  第１９編（Ａｌｆｏｎｓｏ  Ｒ．Ｇｅｎｎａｒｏら、編）Ｍａｃｋ

  Ｐｕｂ．Ｃｏ．，Ｅａｓｔｏｎ，Ｐａ：１９９５；Ｄｒｕｇ  Ａｂｓｏｒｐｔ

ｉｏｎ  Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ：Ｃｏｎｃｅｐｔｓ，Ｐｏｓｓｉｂｉｌｉｔｉ

ｅｓ，Ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ，Ａｎｄ  Ｔｒｅｎｄｓ，Ｈａｒｗｏｏｄ  Ａｃ

ａｄｅｍｉｃ  Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，Ｌａｎｇｈｏｒｎｅ，Ｐａ．，１９９４

；およびＰｅｐｔｉｄｅ  Ａｎｄ  Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｄｒｕｇ  Ｄｅｌｉｖｅｒ
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ｙ（Ａｄｖａｎｃｅｓ  Ｉｎ  Ｐａｒｅｎｔｅｒａｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏ

ｌ．４）、１９９１、Ｍ．Ｄｅｋｋｅｒ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ．に提供される。抗

原性タンパク質が、細胞内にあり、そして完全な抗体が、インヒビターとして使

用される場合、抗体を内在化することが、好ましい。しかし、リポソームはまた

、抗体または抗体フラグメントを細胞に送達するために使用され得る。抗体フラ

グメントが、使用される場合、標的タンパク質の結合ドメインに特異的に結合す

る最小の抑制フラグメントが、好ましい。例えば、抗体の可変領域配列に基づい

て、標的タンパク質配列に結合する能力を維持するペプチド分子は、設計され得

る。このようなペプチドは、化学的に合成され得、そして／または組み換えＤＮ

Ａ技術によって産生され得る。例えば、Ｍａｒａｓｃｏら、１９９３  Ｐｒｏｃ

．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０：７８８９－７８９３を参照のこ

と。本明細書中の処方物はまた、処置される特定の指標について必要な１より多

くの活性化合物を含み得、好ましくは、互いに悪影響を与えない相補的活性を有

する化合物を含み得る。あるいは、またはさらに、この組成物は、その機能を増

強する薬剤（例えば、細胞毒性剤、サイトカイン、化学療法剤または増殖抑制剤

）を含み得る。このような分子は、意図される目的のために有効である量で組み

合わせて適切に存在する。活性成分はまた、例えば、コアセルベーション技術ま

たは界面重合化によって調製されたマイクロカプセル（例えば、それぞれ、ヒド

ロキシメチルセルロースまたはゼラチン－マイクロカプセルおよびポリ－（メタ

クリル酸メチル）マイクロカプセル）で、コロイド状薬物送達系（例えば、リポ

ソーム、アルブミン微粒子、マイクロエマルジョン、ナノ粒子、およびナノカプ

セル）またはマクロエマルジョンにおいてトラップされ得る。

      【０２５８】

  インビボ投与のために使用される処方物は、滅菌である。これは、滅菌濾過膜

を通す濾過によって容易に達成される。

      【０２５９】

  徐放性調製物は、調製され得る。徐放性調製物の適切な例としては、抗体を含

有する固体疎水性ポリマーの半透性マトリックスが挙げられ、このマトリックス

は、成形された粒子（例えば、フィルムまたはマイクロカプセル）の形態である
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。徐放性マトリックスの例としては、ポリエステル、ヒドロゲル（例えば、ポリ

（２－ヒドロキシエチル－メタクリレート）またはポリ（ビニルアルコール））

、ポリラクチド（米国特許第３，７７３，９１９号）、Ｌ－グルタミン酸のコポ

リマーおよびエチル－Ｌ－グルタメート、非分解性エチレン－ビニルアセテート

、分解性乳酸－グリコール酸コポリマー（例えば、ＬＵＰＲＯＮ  ＤＥＰＯＴTM

（乳酸－グリコール酸コポリマーおよび酢酸ロイプロリドで構成される注入可能

なミクロスフェア）、ならびにポリ－Ｄ－（－）－３－ヒドロキシ酪酸が挙げら

れる。エチレン－ビニルアセテートおよび乳酸－グリコール酸のようなポリマー

は、１００日を超えて分子の放出を可能にする一方で、特定のヒドロゲルは、よ

り短い期間でタンパク質を放出する。

      【０２６０】

  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。

      【０２６１】

  （スクリーニング方法および検出方法）

  本発明の単離された核酸分子は、ＮＯＶＸ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、ＮＯＶＸ  ｍＲＮＡ（例えば、生物学的サンプルにおける）またはＮＯ

ＶＸ遺伝子における遺伝的病変を検出し得、かつ以下にさらに記載されるような

ＮＯＶＸ活性を調節し得る。さらに、ＮＯＶＸタンパク質は、ＮＯＶＸ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、ならびにＮ

ＯＶＸタンパク質の不十分かもしくは過剰な産生またはＮＯＶＸタンパク質形態

の産生の減少またはＮＯＶＸ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するために使用され得る。さらに、本発明の抗ＮＯＶＸ

抗体は、ＮＯＶＸタンパク質を検出および単離し、ならびにＮＯＶＸ活性を調節

するために使用され得る。例えば、ＮＯＶＸ活性は、成長および分化、抗体産生

、および腫瘍増殖を含む。

      【０２６２】

  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
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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。

      【０２６３】

  （スクリーニングアッセイ）

  本発明は、調節因子、すなわち、ＮＯＶＸタンパク質に結合するか、あるいは

例えば、ＮＯＶＸタンパク質発現またはＮＯＶＸタンパク質活性に対して刺激効

果または阻害効果を有する、候補化合物または候補薬剤、あるいは試験化合物ま

たは試験薬剤（例えば、ペプチド、ペプチド模倣物、低分子または他の薬物）を

同定するための方法（本明細書中において「スクリーニングアッセイ」とも称さ

れる）を提供する。本発明はまた、本明細書中で記載されるスクリーニングアッ

セイにおいて同定される化合物を含む。

      【０２６４】

  １つの実施形態において、本発明は、ＮＯＶＸ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任意の多数のアプローチを使用し

て得られ得、これらのライブラリーには、以下が挙げられる：生物学的ライブラ

リー；空間的にア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１化合物」ライブラリー法；およびアフ

ィニティークロマトグラフィー選択を使用する合成ライブラリー法。生物学的ラ

イブラリーアプローチはペプチドライブラリーに限定されるが、他の４つのアプ

ローチは、ペプチド、非ペプチドオリゴマーもしくは化合物の低分子ライブラリ

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

ｅｓｉｇｎ  １２：１４５）。

      【０２６５】

  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
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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

。

      【０２６６】

  分子ライブラリーの合成のための方法の例は、当該分野において、例えば以下

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

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

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

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

Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２６１：１３０３；Ｃａｒｒｅｌｌら（１９９４）Ａｎｇｅｗ

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

９４）Ａｎｇｅｗ  Ｃｈｅｍ  Ｉｎｔ  Ｅｄ  Ｅｎｇｌ  ３３：２０６１；およ

びＧａｌｌｏｐら（１９９４）Ｊ  Ｍｅｄ  Ｃｈｅｍ  ３７：１２３３。

      【０２６７】

  化合物のライブラリーは、溶液中で（例えば、Ｈｏｕｇｈｔｅｎ（１９９２）

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １３：４１２～４２１）、あるいはビーズ上（Ｌ

ａｍ（１９９１）Ｎａｔｕｒｅ  ３５４：８２～８４）、チップ上（Ｆｏｄｏｒ

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

米国特許第５，２２３，４０９号）、胞子（Ｌａｄｎｅｒ  米国特許第５，２３

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

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

ｏｔｔおよびＳｍｉｔｈ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：３８６～３９０

；Ｄｅｖｌｉｎ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：４０４～４０６；Ｃｗｉ

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

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

２２：３０１～３１０；Ｌａｄｎｅｒ、米国特許第５，２３３，４０９号）にお

いて示され得る。

      【０２６８】

  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、
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膜結合形態のＮＯＶＸ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、ＮＯＶ

Ｘタンパク質に結合する能力が、決定される。例えば、細胞は、哺乳動物起源ま

たは酵母細胞であり得る。この試験化合物がＮＯＶＸ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ＮＯＶＸ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り、またはシンチレーシ

ョン計数により、検出され得る。あるいは、試験化合物は、例えば、西洋ワサビ

ペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、またはルシフェラーゼで酵素的に

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ＮＯＶＸ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、ＮＯＶＸ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ＮＯＶＸ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ＮＯＶＸ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、ＮＯＶＸまたはそ

の生物学的に活性な部分と優先的に結合する能力を決定する工程を包含する。

      【０２６９】

  別の実施形態において、アッセイは、細胞ベースのアッセイであり、これは、

膜結合形態のＮＯＶＸタンパク質またはその生物学的に活性な部分を細胞表面上

で発現する細胞を、試験化合物と接触させる工程、ならびにこの試験化合物が、

ＮＯＶＸ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、ＮＯＶ

Ｘ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、Ｎ

ＯＶＸタンパク質が、ＮＯＶＸ標的分子に結合またはこれら標的分子と相互作用
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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、ＮＯＶＸ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、ＮＯＶＸタンパク質を発現する細胞表面上の分子、第

二の細胞表面上の分子、細胞外環境中の分子、細胞膜の内部表面と会合する分子

、または細胞質分子である。ＮＯＶＸ標的分子は、非ＮＯＶＸ分子あるいは本発

明のＮＯＶＸタンパク質またはポリペプチドである。１つの実施形態において、

ＮＯＶＸ標的分子は、シグナル伝達経路の構成要素であり、これは、細胞膜を通

って細胞内への細胞外シグナル（例えば、化合物が膜結合ＮＯＶＸ分子に結合す

ることにより発生するシグナル）の伝達を促進する。その標的は、例えば、触媒

活性を有する第二の細胞内タンパク質、または下流シグナル分子のＮＯＶＸとの

会合を容易にするタンパク質であり得る。

      【０２７０】

  ＮＯＶＸタンパク質がＮＯＶＸ標的分子に結合するかまたはその標的分子と相

互作用する能力の決定は、直接的結合を決定するための上記方法の１つにより、

達成され得る。１つの実施形態において、ＮＯＶＸタンパク質がＮＯＶＸ標的分

子に結合するかまたはその標的分子と相互作用する能力の決定は、その標的分子

の活性を決定することにより、達成され得る。例えば、この標的分子の活性は、

その標的の細胞セカンドメッセンジャー（すなわち、細胞内Ｃａ2+、ジアシルグ

リセロール、ＩＰ3など）の誘導を検出すること、適切な基質への標的の触媒活

性／酵素活性を検出すること、レポーター遺伝子（検出可能なマーカー（例えば

、ルシフェラーゼ）をコードする核酸に作動的に連結されたＮＯＶＸ応答性調節

エレメントを含む）の誘導を検出すること、または細胞応答（例えば、細胞生存

度、細胞分化、または細胞増殖）を検出することにより、決定され得る。

      【０２７１】

  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、Ｎ

ＯＶＸ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ＮＯＶＸ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、ＮＯＶＸ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
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れ得る。１つのこのような実施形態において、このアッセイは、ＮＯＶＸタンパ

ク質またはその生物学的に活性な部分を、ＮＯＶＸを結合する公知の化合物に接

触させて、アッセイ混合物を形成する工程、このアッセイ混合物を試験化合物に

接触させる工程、ならびにその試験化合物がＮＯＶＸ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ＮＯＶＸ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、ＮＯＶＸ、またはその生物学的に活性な部分と優先的に相互作用する能力を

決定する工程を包含する。

      【０２７２】

  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、ＮＯＶＸ

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ＮＯＶＸ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ＮＯＶＸの活性を調節する能力の決定は、例えば、ＮＯＶＸタン

パク質が、ＮＯＶＸ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ＮＯＶＸタンパク質の活性を調節する能力の決定は、ＮＯ

ＶＸタンパク質が、ＮＯＶＸ標的分子をさらに調節する能力を決定することによ

り、達成され得る。例えば、この標的分子の適切な基質に対する触媒活性／酵素

活性は、上記のように決定され得る。

      【０２７３】

  なお別の実施形態において、無細胞アッセイは、ＮＯＶＸタンパク質またはそ

の生物学的に活性な部分を、ＮＯＶＸタンパク質を結合する公知の化合物に接触

させてアッセイ混合物を形成する工程、このアッセイ混合物を試験化合物と接触

させる工程、ならびにこの試験化合物がＮＯＶＸ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ＮＯＶＸタンパク質と相互

作用する能力の決定は、ＮＯＶＸタンパク質が、ＮＯＶＸ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。
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      【０２７４】

  本発明の無細胞アッセイは、ＮＯＶＸ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ＮＯＶＸタンパク質を含む

無細胞アッセイの場合には、ＮＯＶＸ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

の例には、非イオン性界面活性剤が挙げられ、例えば、ｎ－オクチルグルコシド

、ｎ－ドデシルグルコシド、ｎ－ドデシルマルトシド、オクタノイル－Ｎ－メチ

ルグルカミド、デカノイル－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（Ｉｓｏｔｒｉｄｅｃ

ｙｐｏｌｙ（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－ヒドロキシ－１－プロパンスルホネー

ト（３－（３－ｃｈｏｌａｍｉｄｏｐｒｏｐｙｌ）ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｉｎ

ｉｏｌ－２－ｈｙｄｒｏｘｙ－１－ｐｒｏｐａｎｅ  ｓｕｌｆｏｎａｔｅ）（Ｃ

ＨＡＰＳＯ）である。

      【０２７５】

  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、ＮＯＶＸタンパ

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、ＮＯＶＸ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、ＮＯＶＸ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には、マイクロタイタープレート、試験管

、および微小遠心管が挙げられる。１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
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タンパク質が、提供され得る。例えば、ＧＳＴ－ＮＯＶＸ融合タンパク質または

ＧＳＴ標的融合タンパク質は、グルタチオンセファロースビーズ（Ｓｉｇｍａ  

Ｃｈｅｍｉｃａｌ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）またはグルタチオン誘導体化マイ

クロタイタープレート上に吸着され得、次いでこれらは、試験化合物と合わせら

れるか、あるいは試験化合物および吸着されない標的タンパク質、またはＮＯＶ

Ｘタンパク質のいずれかと合わせられ、そしてこの混合物が、複合体形成に貢献

する条件下（例えば、塩およびｐＨに関して生理学的条件）でインキュベートさ

れる。インキュベーションに続いて、ビーズまたはマイクロタイタープレートウ

ェルを洗浄して、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ＮＯＶ

Ｘ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。

      【０２７６】

  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、ＮＯＶＸ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ＮＯＶＸ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  Ｃｈｅ

ｍｉｃａｌｓ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、Ｉｌｌ．）、そしてストレプトアビジンで被

覆した９６ウェルのプレート（Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ）のウェルに固

定され得る。あるいは、ＮＯＶＸタンパク質、または標的分子と反応性であるが

ＮＯＶＸ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ＮＯＶＸ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

出するための方法には、ＧＳＴ固定複合体に関しての上記のものに加えて、ＮＯ

ＶＸ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ＮＯＶＸ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
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る酵素結合アッセイが挙げられる。

      【０２７７】

  別の実施形態において、ＮＯＶＸ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ＮＯＶＸ  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ＮＯＶＸ  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ＮＯＶＸ  

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、ＮＯＶＸ  ｍＲＮＡまたはタンパク質発現のモジュレータ

ーとして同定され得る。例えば、ＮＯＶＸ  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、ＮＯＶＸ  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、ＮＯＶＸ  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、ＮＯＶＸ  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ＮＯＶＸ  ｍＲＮＡまたはタ

ンパク質の発現レベルは、ＮＯＶＸ  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。

      【０２７８】

  本発明のなお別の局面において、ＮＯＶＸタンパク質は、ツーハイブリッドア

ッセイまたはスリーハイブリッドアッセイにおいて「ベイトタンパク質」として

使用されて（例えば、米国特許第５，２８３，３１７号；Ｚｅｒｖｏｓら（１９

９３）Ｃｅｌｌ  ７２：２２３－２３２；Ｍａｄｕｒａら、１９９３  Ｊ．Ｂｉ

ｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６８：１２０４６－１２０５４；Ｂａｒｔｅｌら、１９９３

  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １４：９２０－９２４；Ｉｗａｂｕｃｈｉら、

１９９３  Ｏｎｃｏｇｅｎｅ  ８：１６９３－１６９６；およびＢｒｅｎｔ  Ｗ

Ｏ９４／１０３００を参照のこと）、ＮＯＶＸ（「ＮＯＶＸ結合タンパク質」ま

たは「ＮＯＶＸ－ｂｐ」）に結合するか、またはこれと相互作用し、そしてＮＯ

ＶＸ活性を調節する他のタンパク質を同定し得る。このようなＮＯＶＸ結合タン

パク質はまた、例えば、ＮＯＶＸ経路の上流または下流エレメントとしてＮＯＶ
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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。

      【０２７９】

  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

、ＮＯＶＸ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、ＮＯＶＸ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ＮＯＶＸ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。

      【０２８０】

  本発明はさらに、上記のスクリーニングアッセイにより同定される新規な薬剤

および本明細書中に記載されるような処置のためのこの薬剤の使用に関する。

      【０２８１】

  （検出アッセイ）

  本明細書中で同定されるｃＤＮＡ配列の一部分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（限定はされない）、これらの配列を使用して、（ｉ）微量の生

物学的サンプルから個体を同定し得る（組織型決定）；および（ｉｉ）生物学的

サンプルの法医学的識別を助け得る。これらの適用のうちのいくつかは、以下の

節において記載される。

      【０２８２】
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  （組織型決定（ｔｉｓｓｕｅ  ｔｙｐｉｎｇ））

  本発明のＮＯＶＸ配列は、わずかな生物学的サンプルから個体を識別するため

に使用され得る。この技術において、個体のゲノムＤＮＡは、１つ以上の制限酵

素で消化され、そして同定のために独特のバンドを生成するためにサザンブロッ

ト上でプローブされる。本発明の配列は、ＲＦＬＰ（米国特許第５，２７２，０

５７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。

      【０２８３】

  さらに、本発明の配列を用いて、個体のゲノムの選択された部分について実際

の塩基ごとにＤＮＡ配列を決定する代替的技術を提供し得る。従って、本明細書

中に記載のＮＯＶＸ配列を用いて、配列の５’末端および３’末端から２つのＰ

ＣＲ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、引き続いて、配列決定し得る。

      【０２８４】

  このように調製された個体由来の対応するＤＮＡ配列のパネルは、各個体が、

対立遺伝子差異に起因するこのようなＤＮＡ配列の独特のセットを有するので、

唯一の個体識別を提供し得る。本発明の配列は、個体由来および組織由来の配列

のこのような識別を得るために使用され得る。本発明のＮＯＶＸ配列は、ヒトゲ

ノムの部分を独特に表す。対立遺伝子変異は、これらの配列のコード領域におい

てある程度生じ、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変異は、各５００塩基につき約１回の頻度で生じると見積

もられる。対立遺伝子変異の多さは、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。

      【０２８５】

  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、おそらく１０～１，０００プライマー

のパネルを用いてポジティブな個体識別を不自由なく提供し得る。これらのプラ



(149) 特表２００３－５２７８５９

イマーは、各々が１００塩基の増幅された非コード配列を生じる。推定コード配

列（例えば、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２

１または２３における配列）が使用される場合、ポジティブな個体識別に関する

プライマーのより適切な数は、５００～２，０００である。

      【０２８６】

  （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、ＮＯＶＸタンパク質および／または核酸の発現、なら

びにＮＯＶＸ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ＮＯＶＸ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。異常なＮＯＶＸ発現活性に関連した障害としては、例え

ば、異常な細胞増殖、細胞分化および細胞移動によって特徴付けられる障害（例

えば、癌、新脈管形成、アテローム性動脈硬化症および肥満）、神経学的障害（

例えば、発作、ペンドレッド症候群、多発性硬化症およびアルツハイマー病）ケ

ラチノサイト欠損症（例えば、損傷性乾癬皮膚）、虚血性障害（例えば、糖尿病

性網膜症）、肝臓障害（例えば、肝硬変）ならびに膵臓障害（例えば、急性膵炎

）が挙げられる。

      【０２８７】

  本発明はまた、個体が、ＮＯＶＸのタンパク質、核酸の発現または活性と関連

した障害を発症するリスクがあるかどうかを決定するための予後的（または予測

的）アッセイを提供する。例えば、ＮＯＶＸ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ＮＯＶＸのタンパク質、核酸の発現または生

物学的活性によって特徴付けられるかまたはそれに関連した障害の発病の前に個

体を予防的に処置する。

      【０２８８】
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  本発明の別の局面は、個体におけるＮＯＶＸタンパク質、核酸の発現または活

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

療的または予防的因子（本明細書において「薬物ゲノム」とよばれる）を選択す

る。薬物ゲノムは、個体の遺伝型（例えば、特定の因子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）に基づいた、個体の治療的また

は予防的処置のための因子（例えば、薬物）の選択を可能にする。

      【０２８９】

  本発明のなお別の局面は、臨床試験におけるＮＯＶＸの発現または活性に対す

る因子（例えば、薬剤、化合物）の影響をモニタリングすることに関する。

      【０２９０】

  これらおよび他の因子は、以下の節でさらに詳細に記載される。

      【０２９１】

  （診断アッセイ）

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

、ＮＯＶＸのｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡにハイブリダイズし得る、標識された

核酸プローブである。この核酸プローブは、例えば、全長のＮＯＶＸ核酸（例え

ば、ＳＥＱ  ＩＤ  ＮＯ：１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９

、２１もしくは２３またはその部分の核酸（例えば、少なくとも、１５、３０、

５０、１００、２５０もしくは５００ヌクレオチド長のオリゴヌクレオチドであ

り、そしてストリンジェントな条件下でＮＯＶＸのｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡ

と特異的にハイブリダイズするに十分である核酸））であり得る。本発明の診断

アッセイにおける使用のための他の適切なプローブは本明細書中に記載される。

      【０２９２】

  ＮＯＶＸタンパク質を検出するための１つの薬剤は、ＮＯＶＸと結合し得る抗
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体、好ましくは、検出可能な標識を有する抗体である。本発明のタンパク質に対

する抗体は、タンパク質の局在および／または定量化に関連する、当該分野で公

知の方法において使用され得る（例えば、適切な生理学的サンプル内のタンパク

質のレベルの測定における使用のため、診断方法における使用のため、タンパク

質の画像化における使用のためなど）。所定の実施形態では、タンパク質に対す

る抗体または抗原結合ドメインを含むその誘導体、フラグメント、アナログまた

はホモログは、薬理学的に活性な組成物として使用される。

      【０２９３】

  本発明のタンパク質に特異的な抗体は、標準技術（例えば、免疫親和性クロマ

トグラフィまたは免疫沈降）によって、タンパク質を単離するために用いられ得

る。このような抗体は、細胞からの天然のタンパク質抗原の精製および宿主細胞

において発現される組換え的に産生された抗原の精製を容易にし得る。さらに、

抗原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、このような抗体を

用いて（例えば、細胞の溶解液または細胞上清における）抗原タンパク質を検出

し得る。このタンパク質に対する抗体は、例えば、所定の処置レジメンの有効性

を決定するために、臨床試験の手順の一部として組織におけるタンパク質レベル

を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カ

ップリングする（すなわち、物理的に連結する）ことにより容易にされ得る。検

出可能な物質の例としては、種々の酵素、補欠分子団、蛍光物質、発光物質、生

物発光物質および放射性物質が挙げられる。適切な酵素の例としては、西洋ワサ

ビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼまたはア

セチルコリンエステラーゼが挙げられ；適切な補欠分子団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；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（ｄｉｃｈｌｏｒｏ

ｔｒｉａｚｉｎｙｌａｍｉｎｅ）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；発光物質の例としては、ルミノールが挙げられ；生物

発光物質の例としては、ルシフェラーゼ、ルシフェリンおよびエクオリンが挙げ

られ、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
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挙げられる。

      【０２９４】

  抗体は、ポリクローナルであり得るか、またはより好ましくはモノクローナル

抗体であり得る。インタクトな抗体またはそのフラグメント（例えば、Ｆａｂま

たはＦ（ａｂ’）2）が使用され得る。用語「標識（された）」とは、プローブ

または抗体に関して、検出可能な物質をそのプローブもしくは抗体にカップリン

グさせる（すなわち、物理的に連結する）ことによって、そのプローブまたは抗

体を直接標識すること、ならびに、直接標識される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を間接的に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る一次抗体の

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ビ

オチンを用いるＤＮＡプローブの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、生物学的サンプル中のＮＯＶＸのｍＲＮＡ、タンパク質ま

たはゲノムＤＮＡを、インビトロおよびインビボで検出し得る。例えば、ＮＯＶ

Ｘ  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。ＮＯＶＸタ

ンパク質の検出のためのインビトロ技術としては、酵素結合免疫吸着アッセイ（

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。Ｎ

ＯＶＸゲノムＤＮＡを検出するためのインビトロ技術としては、サザンハイブリ

ダイゼーションが挙げられる。さらに、ＮＯＶＸ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ＮＯＶＸ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。この被験体

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。

      【０２９５】

  １つの実施形態において、この生物学的サンプルは、その試験被験体からのタ

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

しい生物学的サンプルは、被験体から従来の手段によって単離された末梢血白血

球サンプルである。

      【０２９６】

  １つ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、ＮＯＶ

Ｘのタンパク質、ｍＲＮＡもしくはゲノムを検出し得る化合物または薬剤と接触

させ、その結果、ＮＯＶＸのタンパク質、ｍＲＮＡまたはゲノム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ＮＯＶＸのタンパク質、ｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡの存在と、そ

の試験サンプルにおけるＮＯＶＸのタンパク質、ｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡの

存在とを比較する工程を包含する。

      【０２９７】

  本発明はまた、生物学的サンプルにおけるＮＯＶＸ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ＮＯＶＸのタンパク質またはｍＲＮＡを検出し得る、標識された化合物ま

たは薬剤；そのサンプルにおいてＮＯＶＸの量を決定するための手段；およびそ

のサンプルにおけるＮＯＶＸの量を標準と比較するための手段。この化合物また

は薬剤は、適切な容器内にパッケージングされ得る。このキットは、さらに、Ｎ

ＯＶＸタンパク質または核酸を検出するためにキットを用いるための説明書を備

え得る。

      【０２９８】

  （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、ＮＯＶＸ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

性を有す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、ＮＯＶＸ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性

を有する被験体を同定し得る。このような障害としては、異所性細胞増殖、分化
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および移動により特徴付けられる障害（例えば、癌、新脈管形成、アテローム性

動脈硬化症および肥満症）、神経性障害（例えば、発作、ペンドレッド症候群、

多発性硬化症、アルツハイマー病）、ケラチノサイト欠損（例えば、損傷性乾癬

皮膚）虚血性障害（例えば、糖尿病性網膜症障害）、肝臓障害（例えば、硬化性

肝炎）、および膵臓障害（例えば、急性膵炎）が挙げられる。

      【０２９９】

  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

の発症の危険性を有する被験体を同定し得る。従って、本発明は、ＮＯＶＸ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ＮＯＶＸ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、ＮＯＶ

Ｘのタンパク質または核酸の存在は、ＮＯＶＸ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性を有する被験体について

の診断指標である。本明細書において使用される場合「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。

      【０３００】

  さらに、本明細書に記載される予後アッセイを使用して、被験体に薬剤（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）を投与してＮＯＶＸ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、この

ような方法を使用して、被験体が障害のための薬剤で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、ＮＯＶＸ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ＮＯＶＸのタン

パク質または核酸が検出される（例えば、ここで、ＮＯＶＸのタンパク質または

核酸の存在は、この薬剤が投与されてＮＯＶＸの異常発現または異常活性に関連

する障害が処置され得る被験体についての、診断指標である）。

      【０３０１】
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  本発明の方法はまた、ＮＯＶＸ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性を有す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、この方法は、その被験体からの細胞のサ

ンプルにおいて、ＮＯＶＸタンパク質をコードする遺伝子の統合性に影響を与え

る少なくとも１つの変更によって特徴付けられる遺伝的損傷の存在または非存在

、あるいはＮＯＶＸ遺伝子の誤発現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）ＮＯＶＸ遺伝子からの１つ以上のヌクレオチドの欠失；（ｉｉ）

ＮＯＶＸ遺伝子への１つ以上のヌクレオチドの付加；（ｉｉｉ）ＮＯＶＸ遺伝子

の１つ以上のヌクレオチドの置換、（ｉｖ）ＮＯＶＸ遺伝子の染色体再配置；（

ｖ）ＮＯＶＸ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、（ｖ

ｉ）ＮＯＶＸ遺伝子の異常改変（例えば、ゲノムＤＮＡのメチル化パターンの異

常改変）、（ｖｉｉ）ＮＯＶＸ遺伝子のメッセンジャーＲＮＡ転写物の非野生型

スプライシングパターンの存在、（ｖｉｉｉ）ＮＯＶＸタンパク質の非野生型レ

ベル、（ｉｘ）ＮＯＶＸ遺伝子の対立遺伝子の欠失、ならびに（ｘ）ＮＯＶＸ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、ＮＯＶＸ遺伝子における損傷を検出するために使用され得る、多数の

公知のアッセイ技術が存在する。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。

      【０３０２】

  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）（

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）Ｓｃｉｅｎ

ｃｅ  ２４１：１０７７－１０８０；およびＮａｋａｚａｗａら（１９９４）Ｐ

ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｉｃ．ＵＳＡ  ９１：３６０－３６４を参照の
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こと）におけるプローブ／プライマーの使用を包含する。後者は、ＮＯＶＸ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、ＮＯ

ＶＸ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、ＮＯＶＸ遺伝子（存在する場合）のハイブリダイゼーションおよび

増幅が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サイズ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、本明細書中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ことが望ましくあり得ることが

予想される。

      【０３０３】

  代替的な増幅方法としては、以下が挙げられる：当業者に周知な技術を用いた

、その増幅された分子の検出の前の、自己維持配列複製（Ｇｕａｔｅｌｌｉ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．Ｎａ

ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８６：１１７３－１１７７を参照のこと）、

Ｑβレプリカーゼ（Ｌｉｚａｒｄｉら、１９８８、ＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

  ６：１１９７を参照のこと）、または他の任意の核酸増幅方法。これらの検出

スキームは、核酸分子が非常に極少数で存在する場合に、そのような核酸分子の

検出のために特に有用である。

      【０３０４】

  代替の実施形態において、サンプル細胞からのＮＯＶＸ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
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ールＤＮＡとの間のフラグメント長の大きさにおける差異は、そのサンプルＤＮ

Ａ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。

      【０３０５】

  他の実施形態において、ＮＯＶＸにおける遺伝子変異は、サンプル核酸および

コントロール核酸（例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡ）を、数百または数千のオリゴ

ヌクレオチドプローブを含む高密度アレイに対してハイブリダイズさせることに

よって同定され得る（Ｃｒｏｎｉｎら（１９９６）Ｈｕｍａｎ  Ｍｕｔａｔｉｏ

ｎ  ７：２４４－２５５；Ｋｏｚａｌら（１９９６）Ｎａｔ．Ｍｅｄ．２：７５

３－７５９）。例えば、ＮＯＶＸにおける遺伝子変異は、Ｃｒｏｎｉｎら（前出

）に記載されるように光生成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、プローブの第一ハイブリダイゼーションアレイを用いて、サ

ンプルおよびコントロールにおける長いストレッチのＤＮＡにわたって走査し、

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。この工程に第

二のハイブリダイゼーションアレイが続き、これは、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ることによ

る特定の変異の特徴付けを可能にする。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。

      【０３０６】

  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、ＮＯＶＸ遺伝子を直接配列決定し得、そしてサンプルＮＯＶＸ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、ＭａｘａｍおよびＧｉｌｂｅｒｔ（１９７

７）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｉｃ．ＵＳＡ  ７４：５６０またはＳａ

ｎｇｅｒ（１９７７）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｉｃ．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
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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）Ａｄｖ

  Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ  ３６：１２７－１６２；およびＧｒｉｆｆｉｎら（１

９９３）Ａｐｐｌ  Ｂｉｏｃｈｅｍ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ  ３８．：１４７－

１５９を参照のこと）が含まれる。

      【０３０７】

  ＮＯＶＸ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のヘテロ二重鎖に基

づくミスマッチ塩基を検出する方法が挙げられる（Ｍｙｅｒｓら（１９８５）Ｓ

ｃｉｅｎｃｅ  ２３０：１２４２）。一般に、「ミスマッチ切断」の当該分野の

技術は、野生型のＮＯＶＸ配列を含む（標識された）ＲＮＡまたはＤＮＡを、組

織サンプルから得られた潜在的な変異体ＲＮＡまたはＤＮＡとハイブリダイズさ

せることによって形成されるヘテロ二重鎖を提供する工程によって始まる。この

二本鎖の二重鎖を、二重鎖の一本鎖領域（例えば、そのコントロールとサンプル

の鎖との間の塩基対ミスマッチに起因して存在するもの）を切断する薬剤を用い

て処理する。例えば、ＲＮＡ／ＤＮＡ二重鎖を、ＲＮａｓｅを用いて処理し得、

そしてＤＮＡ／ＤＮＡハイブリッドを、そのミスマッチ領域を酵素的に消化する

ことに対して、Ｓ1ヌクレアーゼを用いて処理し得る。他の実施形態において、

ＤＮＡ／ＤＮＡまたはＲＮＡ／ＤＮＡのいずれかの二重鎖を、ミスマッチ領域を

消化するために、ヒドロキシルアミンまたは四酸化オスミウム、およびピペリジ

ンを用いて処理し得る。そのミスマッチ領域の消化後、次いで、得られた物質を

変性ポリアクリルアミドゲル上で、大きさにより分離して、変異の部位を決定す

る。例えば、Ｃｏｔｔｏｎら（１９８８）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃ

ｉ  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。

      【０３０８】
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  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ＮＯＶＸ  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グリコシラーゼは、Ｇ／ＴミスマッチでＴを切断す

る（Ｈｓｕら（１９９４）Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ  １５：１６５７～１

６６２）。例示的な実施形態に従って、ＮＯＶＸ配列（例えば、野生型ＮＯＶＸ

配列）に基づくプローブは、試験細胞由来のｃＤＮＡまたは他のＤＮＡ産物にハ

イブリダイズされる。二重鎖は、ＤＮＡミスマッチ修復酵素を用いて処理され、

そしてその切断産物（もしあれば）は、電気泳動プロトコルなどから検出され得

る。例えば、米国特許第５，４５９，０３９号を参照のこと。

      【０３０９】

  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、ＮＯＶＸ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、一本鎖コンホメーション多型

（ＳＳＣＰ）は、変異体と野生型核酸との間の電気泳動の移動度における差異を

検出するために使用され得る（Ｏｒｉｔａら（１９８９）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  

Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ：８６：２７６６、またＣｏｔｔｏｎ（１９９３）Ｍ

ｕｔａｔ  Ｒｅｓ  ２８５：１２５～１４４；Ｈａｙａｓｈｉ（１９９２）Ｇｅ

ｎｅｔ  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ＮＯＶＸ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つの塩基変化の検出さえも可能にする。Ｄ

ＮＡ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、ＤＮＡよりもむしろ、二次構造が配列中の変化に

対してより感受的である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、Ｋ

ｅｅｎら（１９９１）Ｔｒｅｎｄｓ  Ｇｅｎｅｔ  ７：５を参照のこと。
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      【０３１０】

  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ＤＮ

Ａ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（１９８

７）Ｂｉｏｐｈｙｓ  Ｃｈｅｍ  ２６５：１２７５３を参照のこと。

      【０３１１】

  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Ｄ

ＮＡまたは多くの異なる変異にハイブリダイズされる。

      【０３１２】

  あるいは、選択的ＰＣＲ増幅に依存する対立遺伝子特異的増幅技術は、本発明

と合わせて使用され得る。特異的増幅についてのプライマーとして使用されるオ

リゴヌクレオチドは、分子の中心において（その結果、増幅は、差次的ハイブリ

ダイゼーションに依存する）（Ｇｉｂｂｓら（１９８９）Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃ

ｉｄｓ  Ｒｅｓ  １７：２４３７～２４４８）か、あるいは適切な条件下でミス
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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（Ｐｒｏｓｓｎｅｒ（１９９３）

Ｔｉｂｔｅｃｈ  １１：２３８）。さらに、切断に基づく検出を行うために、変

異領域に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、Ｂａｒ

ａｎｙ（１９９１）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８８：１

８９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、特定の部位における既知の変異の存在を検出することを可能にする。

      【０３１３】

  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、ＮＯＶＸ遺伝子を含む疾

患または疾病の症状または家族病歴を示す患者を診断するための臨床的設定にお

いて簡便に使用され得る。

      【０３１４】

  さらに、ＮＯＶＸ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。

      【０３１５】

  （薬理ゲノム学（Ｐｈａｒｍａｃｏｇｅｎｏｍｉｃｓ））

  ＮＯＶＸ活性（例えば、ＮＯＶＸ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、異常な細胞増殖、分化および移動

により特徴付けられる障害（例えば、癌、新血管形成、アテローム硬化症および

肥満）、神経学的障害（例えば、発作、ペンドレッド症候群、多発性漿膜炎およ
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びアルツハイマー病）、ケラチノサイト欠損（例えば、損傷性乾癬の皮膚）、虚

血性障害（例えば、糖尿病性網膜症）、肝臓障害（例えば、肝硬変）、ならびに

膵臓障害（例えば、急性膵炎）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剤

レジメンを決定するために使用され得る。従って、ＮＯＶＸタンパク質の活性、

ＮＯＶＸ核酸の発現、あるいは個体におけるＮＯＶＸ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。

      【０３１６】

  薬理ゲノム学は、罹患された人おける変更された薬物の性質および異常な作用

に起因して、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およびＬｉｎｄｅｒ、１９９７、Ｃｌｉｎ  Ｃｈ

ｅｍ，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。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

達される遺伝的状態（変更された薬物作用）、また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遺伝的状態（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（Ｇ６ＰＤ）欠損

は、一般的な遺伝性酵素病であり、この主な臨床的合併症は、酸化剤薬物（抗マ

ラリア剤、スルホンアミド、鎮痛薬、ニトロフラン）の摂取およびソラマメの消

費後の溶血である。

      【０３１７】
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  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持続

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ＣＹＰ２Ｃ１９）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、または標準的かつ安全な用量の薬物を摂取した後に過大な薬物応答

および深刻な毒性を示すことに関しての説明を提供した。これらの多型は、集団

において２つの表現型（高い代謝能を持つ人（ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ  ｍｅｔａｂ

ｏｌｉｚｅｒ）（ＥＭ）および低い代謝能を持つ人（ｐｏｏｒ  ｍｅｔａｂｏｌ

ｉｚｅｒ）（ＰＭ））で表現される。ＰＭの有病率は、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、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。

      【０３１８】

  従って、ＮＯＶＸのタンパク質の活性、ＮＯＶＸの核酸の発現、あるいは個体

におけるＮＯＶＸの遺伝子の変異内容を決定して、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ＮＯＶＸ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。

      【０３１９】
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  （臨床試験中の効果のモニタリング）

  ＮＯＶＸ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、基本的な薬物スクリーニングおよび臨床試験に適用され得る。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、Ｎ

ＯＶＸの遺伝子発現、タンパク質レベルを増加するため、またはＮＯＶＸ活性を

アップレギュレートする薬剤の効力は、減少したＮＯＶＸ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ＮＯＶＸの活性を示す被験体の臨床

試験においてモニターされ得る。あるいは、スクリーニングアッセイによって決

定される、ＮＯＶＸの遺伝子発現、タンパク質レベルを減少、またはＮＯＶＸの

活性をダウンレギュレートする薬剤の効力は、増加したＮＯＶＸ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ＮＯＶＸの活性を示す被験体

の臨床試験においてモニターされ得る。このような臨床試験において、ＮＯＶＸ

の発現または活性、および好ましくは、例えば、増殖または神経障害に関与する

ような他の遺伝子が、「リードアウト（読み出し）（ｒｅａｄ  ｏｕｔ）」、す

なわち、特定の細胞の応答性のマーカーとして使用され得る。

      【０３２０】

  例えば、ＮＯＶＸを含む遺伝子（これは、ＮＯＶＸ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ＮＯＶＸ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－ＰＣ

Ｒ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ＮＯＶＸ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
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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。

      【０３２１】

  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、核酸、ペプチド模倣物、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、ＮＯＶＸ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、ＮＯＶＸ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ＮＯＶＸのタンパ

ク質、ｍＲＮＡ、またはゲノムＤＮＡの発現または活性のレベルを、この投与後

サンプルにおけるＮＯＶＸ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ＮＯＶＸの発現または活性を増加することが（すなわち、

この薬剤の効力を増加すること）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ＮＯＶＸの発現または活性を減少す

ることが（すなわち、この薬剤の効力を減少すること）望ましくあり得る。

      【０３２２】

  （処置方法）

  本発明は、異常なＮＯＶＸの発現または活性に関連する障害の危険性のある（

または感受性）か、またはこの障害を有する被験体を処置する予防的および治療

的の両方の方法を提供する。異常なＮＯＶＸ発現に関連する障害には、例えば、

異常な細胞増殖、分化および移動により特徴付けられる障害（例えば、癌、新血

管形成、アテローム硬化症および肥満）、神経学的障害（例えば、発作、ペンド

レッド症候群、多発性漿膜炎およびアルツハイマー病）、ケラチノサイト欠損（
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例えば、損傷性乾癬の皮膚）、虚血性障害（例えば、糖尿病性網膜症）、肝臓障

害（例えば、肝硬変）、ならびに膵臓障害（例えば、急性膵炎）が挙げられる。

これらの治療方法は、以下により詳細に記載される。

      【０３２３】

  （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）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、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、（例えば

、Ｃａｐｅｃｃｈｉ、１９８９、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４４：１２８８～１２９２

を参照のこと）；または（ｖ）上記ペプチドとその結合パートナーとの間の相互

作用を変化させる、調節因子（すなわち、インヒビター、アゴニストおよびアン

タゴニスト（本発明のさらなるペプチド模倣物または本発明のペプチドに対して

特異的な抗体を含む））。

      【０３２４】

  （その疾患または障害に罹患していない被験体と比較して）減少したレベルま

たは生物学的活性によって特徴付けられる疾患および障害は、活性を増加させる

（すなわち、活性に対するアゴニストである）治療剤を用いて処置され得る。活

性をアップレギュレートする治療剤は、治療的または予防的な様式で、投与され

得る。利用され得る治療剤としては、以下が挙げられるが、これらに限定されな

い：上記ペプチド、またはそのアナログ、誘導体、フラグメントもしくはホモロ

グ；あるいはバイオアベイラビリティーを増加させるアゴニスト。

      【０３２５】
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  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）。

      【０３２６】

  （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ＮＯＶＸの発現または

活性と関連する疾患または状態を、ＮＯＶＸの発現または少なくとも１つのＮＯ

ＶＸ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ＮＯＶＸの発現または活性によって引き起こされるかまた

はこれらに起因する、疾患にかかる危険がある被験体は、例えば、本明細書中に

記載の診断アッセイまたは予後アッセイのいずれか、またはそれらの組み合わせ

によって、同定され得る。予防薬剤の投与は、疾患または障害が予防されるか、

あるいはその進行を遅らせられるように、このＮＯＶＸ異常の特徴である症状の

発現の前に行い得る。このＮＯＶＸ異常の型に依存して、例えば、ＮＯＶＸアゴ

ニスト薬剤またはＮＯＶＸアンタゴニスト薬剤が、その被験体を処置するために

使用され得る。その適切な薬剤は、本明細書中に記載のスクリーニングアッセイ

に基づいて決定され得る。本発明の予防方法は、以下の小区分において、さらに

議論される。

      【０３２７】

  （治療方法）

  本発明の別の局面は、治療目的のためにＮＯＶＸの発現または活性を調節する
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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ＮＯＶＸ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。

ＮＯＶＸ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、ＮＯＶＸタ

ンパク質の天然に存在する同族リガンド、ペプチド、ＮＯＶＸ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、ＮＯＶＸ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ＮＯＶＸタンパク質、お

よびその細胞に導入されたＮＯＶＸ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、ＮＯＶＸ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ＮＯＶＸ核酸分子、およ

び抗ＮＯＶＸ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、ＮＯＶＸ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、ＮＯＶＸの発現または活性を調

節する（例えば、アップレギュレートまたはダウンレギュレートする）薬剤（例

えば、本明細書中に記載のスクリーニングアッセイによって同定される薬剤）あ

るいはそのような薬剤の組み合わせを投与する工程を包含する。別の実施形態に

おいて、この方法は、ＮＯＶＸ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、ＮＯＶＸ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。

      【０３２８】

  ＮＯＶＸ活性の刺激は、ＮＯＶＸ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ＮＯＶＸ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）

を有する場合である。このような状況の別の例は、被験体が免疫不全疾患（例え

ば、ＡＩＤＳ）を有する場合である。
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      【０３２９】

  本発明の抗体（ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、ヒト化抗体、およ

び完全なヒト抗体を含む）は、治療剤として使用され得る。このような薬剤は、

一般的に、被験体における疾患および病理を処置または予防するために使用され

る。抗体調製物（好ましくは、その標的抗原について高い特異性および高い親和

性を有するもの）は、被験体に対して投与され、そして一般的に、その標的との

結合に起因して効果を有する。このような効果は、所定の抗体分子と問題の標的

抗原との間の相互作用の特異的性質に依存して、２つの種類のうちの１つであり

得る。第１の例では、抗体の投与は、標的とそれが天然に結合する内因性リガン

ドとの結合を抑止または阻害し得る。この場合、抗体は、標的に結合し、そして

天然に存在するリガンドの結合部位をマスクし、ここでそのリガンドは、エフェ

クター分子として働く。従って、レセプターは、シグナル伝達経路を媒介する。

そのリガンドは、シグナル伝達の原因である。

      【０３３０】

  あるいは、その効果は、標的分子上のエフェクター結合部位への結合によって

、抗体が生理学的結果を誘発するものであり得る。この場合、標的（存在し得な

いかまたは疾患もしくは病理を欠損し得る内因性リガンドを有するレセプター）

が、代理のエフェクターリガンドとして抗体を結合して、レセプターによって、

レセプターに基づくシグナル伝達事象を開始する。

      【０３３１】

  治療的に有効な量の本発明の抗体は、治療目的を達成するために必要とされる

量を一般的にいう。上記のように、これは、いくつかの場合において標的の機能

を妨害し、そして他の場合において生理学的応答を促進する、抗体とその標的抗

原の間の結合相互作用であり得る。投与されるために必要とされる量は、その特

異的抗原についての抗体の結合親和性にさらに依存し、そしてまた、その量は、

投与される抗体が、その抗体が投与される自由な体積の他の被験体から枯渇され

る速度に依存する。本発明の抗体または抗体フラグメントの治療的有効用量の一

般的な範囲は、非限定的な量として、約０．１ｍｇ／ｋｇ体重～約５０ｍｇ／ｋ

ｇ体重である。一般的な投薬の頻度は、例えば、毎日２回～１週間に１回の範囲
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であり得る。

      【０３３２】

  （治療剤の生物学的効果の決定）

  本発明の種々の実施形態において、適切なインビトロまたはインビボアッセイ

を行って、特定の治療剤の効果およびその投与が罹患組織の処置を示すか否かを

決定する。

      【０３３３】

  種々の特定の実施形態において、インビトロアッセイが患者の障害に関与する

代表的な細胞型で行われ、所定の治療剤がこの細胞型に対して所望の効果を発揮

するか否かを決定し得る。治療において使用する化合物は、ヒト被験体において

試験する前に適切な動物モデル系において試験され得る。これらの動物モデル系

としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：ラット、マウス、ニワ

トリ、ウシ、サル、ウサギなど。同様に、インビボ試験については、当該分野で

公知の任意の動物モデル系が、ヒト被験体に対する投与の前に使用され得る。

      【０３３４】

  本発明はさらに、以下の実施例において記載され、この実施例は、特許請求の

範囲において記載される本発明の範囲を限定しない。

      【０３３５】

  （実施例）

  （実施例１：本発明の核酸を同定する方法）

  新規な核酸配列を、ＧｅｎＢａｎｋによって利用可能にされたＧｅｎｏｍｉｃ

  Ｄａｉｌｙ  Ｆｉｌｅｓに対して実行したＣｕｒａＧｅｎ  Ｃｏｒｐｏｒａｔ

ｉｏｎの配列ファイルを使用するＴｂｌａｓｔＮによって同定した。核酸配列を

、エキソンの選択を含むプログラムＧｅｎＳｃａｎTMによってさらに予測した。

これらを、ＢＬＡＳＴ検索を用いて類似性によってさらに改変した。次いで配列

を、見かけの不一致について手動で補正し、それによって全長タンパク質をコー

ドする配列を得た。

      【０３３６】

  （実施例２：ＮＯＶ１１（ＣＧ５４６５６－０５）核酸をクローニングする方
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法）

  ＮＯＶ１１（登録番号ＣＧ５４６５６－０５）の配列を、インシリコでの配列

の予測によって、ｃＤＮＡフラグメントの実験室でのクローニングによって誘導

した。全長ＤＮＡ配列、またはその配列の一部、またはその両方のいずれかを網

羅するｃＤＮＡフラグメントをクローニングした。インシリコ予測は、Ｃｕｒａ

ｇｅｎが権利を有する配列データベースまたは公的なヒト配列のデータベースに

おいて利用可能であり、そして全長ＤＮＡ配列またはそのいくらかの部分のいず

れかが提供される。

      【０３３７】

  研究室クローニングを、以下に要約される方法の１つ以上を使用して実行した

：

  ＳｅｑＣａｌｌｉｎｇTM技術：ｃＤＮＡを、種々のヒトサンプルより誘導する

。このサンプルは、複数の組織型、正常および疾患状態、生理的状態、および異

なるドナー由来の発生学的状態を表す。サンプルを、組織全体、初代細胞または

組織培養初代細胞または細胞株として得た。細胞および細胞株を、遺伝子発現を

調節する生物学的薬剤（例えば、増殖因子、ケモカイン、またはステロイド）で

処理し得た。次いで、誘導されたｃＤＮＡを、ＣｕｒａＧｅｎが権利を有するＳ

ｅａＣａｌｌｉｎｇ技術を使用して配列決定した。配列の追跡（ｔｒａｃｅ）を

、手動で評価し、そして適切な場合、訂正のために編集した。すべてのサンプル

からの配列の追跡を一緒に集めて、ときどき公的なヒト配列を含め、バイオイン

フォマティックプログラムを使用して各アセンブリについてコンセンサス配列を

産生する。各アセンブリをＣｕｒａＧｅｎ  Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎのデータベ

ースに含める。配列を、アセンブリについての成分として含め、このとき、別の

成分との同一性の程度は、５０ｂｐにわたって少なくとも９５％であった。各ア

センブリは遺伝子またはその部分を表し、そして改変体（例えば、単一ヌクレオ

チド多型（ＳＮＰ）、挿入、欠失、および他の配列改変体を形成するスプライシ

ング）の情報を含む。

      【０３３８】

  エキソン連結：ＣＧ５４６５６－０５配列をコードするｃＤＮＡを、以下のプ
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ライマーを使用してポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）によってクローニングした

：

  ＣＡＧＣＴＣＧＣＴＧＴＣＴＴＧＧＴＧＧＴＣ（配列番号６４）および

  ＴＣＡＣＡＧＧＡＴＧＡＴＧＡＣＡＣＡＡＧＣＴＣＣ（配列番号６５）

  プライマーを、本発明のｃＤＮＡ／タンパク質配列の全長またはいくらかの部

分（１以上のエキソン）のインシリコ予測に基づいて設計した。これらのプライ

マーを使用して、以下の組織に由来する発現したヒト配列を含むプールからｃＤ

ＮＡを増幅した：副腎、骨髄、脳－扁桃、脳－小脳、脳－海馬、脳－黒質、脳－

視床、脳－全体、胎児脳、胎児腎臓、胎児肝臓、胎児肺、心臓、腎臓、リンパ腫

－ラージ、乳腺、膵臓、下垂体、胎盤、前立腺、唾液腺、骨格筋、小腸、脊髄、

脾臓、胃、精巣、甲状腺、気管、および子宮。

      【０３３９】

  複数のクローンを配列決定し、そしてこれらのフラグメントを一緒に集め、と

きどき公的なヒト配列を含め、バイオインフォマティックプログラムを使用して

各アセンブリについてコンセンサス配列を産生する。各アセンブリをＣｕｒａＧ

ｅｎ  Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎのデータベースに含める。配列を、アセンブリに

ついての成分として含め、このとき、別の成分との同一性の程度は、５０ｂｐに

わたって少なくとも９５％であった。各アセンブリは遺伝子またはその部分を表

し、そして改変体（例えば、単一ヌクレオチド多型（ＳＮＰ）、挿入、欠失、お

よび他の配列改変体を形成するスプライシング）の情報を含む。

      【０３４０】

  物理的クローン：オープンリーディングフレーム全体を網羅するエキソン連結

によって誘導したＰＣＲ産物を、ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎからのｐＣＲ２．１ベク

ターにクローニングして、クローンＧＭ３８０１９０７５＿Ａ．６９８００２．

Ｂ７を提供した。

      【０３４１】

  （実施例３：ＮＯＶ３（ＣＧ５３０６３－０１または９４１１５５２０  ＥＸ

Ｔ）の発現プロフィール生成）

  パネル１．３（表３８）：このプロフィールを、特異的遺伝子プローブおよび
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プライマーセット（Ａｇ８０９）を用いて、３７の正常ヒト組織および５９のヒ

ト癌細胞株のパネルから生成した。この遺伝子は、正常胎児心臓および成体脾臓

において高度に発現され、そしてより少ない程度には、正常精巣、前立腺、卵巣

、乳腺、気管、胃、結腸直腸組織、脳、下垂体および唾液腺において発現される

。

      【０３４２】

  パネル４Ｄ（表３９）：このプロフィールを、いくつかのヒト細胞株のパネル

から生成した。これらのヒト細胞株は、処理していないか、または免疫応答を調

節する広範な種々の因子で処理したかのいずれかであった。このパネルは、正常

結腸が高レベルでこの転写物を発現するが、それに対して３つの異なる炎症性腸

疾患組織は発現しなかったことを示す。

      【０３４３】

【化１】

      【０３４４】

【表３８】
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      【０３４５】

【表３９】
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  （実施例４：ＮＯＶ６（ＣＧ５３９８０－０１またはＡＬ０３１７０４  Ａ）

の発現プロフィール生成）

  パネル１．３（表４０）：このプロフィールを、特異的遺伝子プローブおよび

プライマーセット（Ａｇ５４７）を用いて、３７の正常ヒト組織および５９のヒ

ト癌細胞株のパネルから生成した。この遺伝子は、正常精巣、胎盤および結腸直

腸組織において高度に発現される。

      【０３４６】

  パネル４Ｄ（表４１）：このプロフィールを、いくつかのヒト細胞株のパネル

から生成した。これらのヒト細胞株は、処理していないか、または免疫応答を調

節する広範な種々の因子で処理したかのいずれかであった。このパネルは、正常
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結腸が高レベルでこの転写物を発現するが、それに対して３つの異なる炎症性腸

疾患組織は発現しなかったことを示す。

      【０３４７】

【化２】

      【０３４８】

【表４０】
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      【０３４９】

【表４１】
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  （実施例５：ＮＯＶ１１（ＣＧ５４５６５－０５）の発現プロフィール生成）

  パネル４Ｄ（表４２）：ＣＧ５４６５６－０５転写物を、炎症性サイトカイン

での処理後に、３つの異なる上皮細胞型においてアップレギュレートする。２つ

の細胞株は、肺組織（ＮＣＩ  Ｈ２９２気管細胞株）および肺毛細血管上皮細胞

起源である。ヒト臍帯静脈上皮細胞（ＨＵＶＥＣ）もまた、活性化の際にこの転

写物の発現をアップレギュレートする。
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      【０３５０】

【化３】

      【０３５１】

【表４２】
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  （実施例６：ＮＯＶ８（ＣＧ５８６０４または４１６  ｄ  １４  Ａ）の発現

プロフィール生成）

  ＣＧ５８６０４転写物のＴａｑＭａｎ発現プロフィール生成：

  パネル１．１（表４３および４５）：脳を除き、大部分の正常組織においてこ

の転写物の発現は非常に低い。正常肺におけるこの転写物の発現は、非常に低い

。

      【０３５２】

  パネル４Ｄ（表４４および４６）：ＣＧ５８６０４の肺線維芽細胞発現は、Ｉ

Ｌ－１３により高度にアップレギュレートされる。この転写物はまた、ＩＬ－４

処理表皮線維芽細胞で発現される。

      【０３５３】

【化４】
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      【０３５４】

【表４３】

      【０３５５】

【表４４】
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      【０３５６】

【表４５】
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      【０３５７】

【表４６】
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  （他の実施形態）

  本発明は、その詳細な説明とともに記載されてきたが、前述の説明は例示であ

って、本発明の範囲を限定することを意図するのではない。本発明の範囲は、添

付の特許請求の範囲の範囲により規定される。他の局面、利点および改変は、上

記の特許請求の範囲の範囲内にある。
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【国際調査報告】
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摘要(译)

本发明提供了新颖的分离的NOVX多核苷酸和由NOVX多核苷酸编码的多
肽。 还提供了与NOVX多肽或NOVX多肽，多核苷酸或抗体的任何衍生
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