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(54)【発明の名称】 タンパク質、およびそれにコードされるポリヌクレオチド

(57)【要約】
本発明は、ＭＢＳＰＸポリペプチドと称される新規ポリ
ペプチド、ならびにＭＢＳＰＸポリペプチドをコードす
るポリヌクレオチド、およびＭＢＳＰＸまたはＭＢＳＰ
Ｘポリペプチド、ポリヌクレオチド、もしくは抗体、ま
たはそれらの誘導体、改変体、変異体、もしくはフラグ
メントに免疫特異的に結合する抗体を提供する。本発明
は、さらに、ＭＢＳＰＸポリペプチド、ポリヌクレオチ
ド、および抗体が、広範な病理状態の検出および処置に
おいて、ならびに他の用途において使用される方法を提
供する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  単離されたポリペプチドであって、以下：

  （ａ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０および

２２により与えられるアミノ酸配列の成熟形態；

  （ｂ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０および

２２により与えられるアミノ酸配列の成熟形態の改変体であって、ここで、該成

熟形態における任意のアミノ酸が、異なるアミノ酸配列に変化しており、ただし

、該成熟形態の配列のうちの１５％以下のアミノ酸残基が、このように変化して

いる、改変体；

  （ｃ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０および

２２により与えられるアミノ酸配列；

  （ｄ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０および

２２により与えられるアミノ酸配列の改変体であって、ここで選択された配列に

示されるにおける任意のアミノ酸が、異なるアミノ酸配列に変化しており、ただ

し、該配列のうちの１５％以下のアミノ酸残基が、このように変化している、改

変体；ならびに

  （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および２２に

より与えら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、単一のヌクレオチドの多型の翻訳産物である、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、

は、本明細書中で記載される改変体ポリペプチドであり、ここで、前記選択され

た配列に特定される任意のアミノ酸が、保存的置換を提供するよう変化される、

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：

  （ａ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０および
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２２により与えられるアミノ酸配列の成熟形態；

  （ｂ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０および

２２により与えられるアミノ酸配列の成熟形態の改変体であって、ここで、選択

された配列の該成熟形態における任意のアミノ酸が、異なるアミノ酸配列に変化

しており、ただし、該成熟形態の配列のうちの１５％以下のアミノ酸残基が、こ

のように変化している、改変体；

  （ｃ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０および

２２により与えられるアミノ酸配列；

  （ｄ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０および

２２により与えられるアミノ酸配列の改変体であって、選択された配列に示され

る任意のアミノ酸が、異なるアミノ酸配列に変化しており、ただし、該配列のう

ちの１５％以下のアミノ酸残基が、このように変化している、改変体；

  （ｅ）配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０および

２２により与えら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、選択された配列の任意のアミノ酸が、異なるアミノ酸配列に変化しており、

ただし、該成熟形態の配列のうちの１０％以下のアミノ酸残基が、このように変

化している、核酸フラグメント；ならびに

  （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のヌクレオチドの多型を含む、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、および

２１により与えられるヌクレオチド配列；

  （ｂ）ヌクレオチド配列であって、ここで、配列番号１、３、５、７、９、１

１、１３、１５、１７、１９、および２１により与えられるヌクレオチド配列に

おける１つ以上のヌクレオチドが、選択された配列によって与えられるヌクレオ

チドから異なるヌクレオチドに変化しており、ただし、１５％以下のヌクレオチ

ドが、このように変化している、ヌクレオチド配列；

  （ｃ）配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、および

２１により与えられる配列の核酸フラグメント；ならびに

  （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、１

１、１３、１５、１７、１９、および２１により与えられるヌクレオチド配列に

おける１つ以上のヌクレオチドが、選択された配列によって与えられるヌクレオ

チドから異なるヌクレオチドに変化しており、ただし、１５％以下のヌクレオチ

ドが、このように変化している、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、および２１

により与えられるヌクレオチド配列または該ヌクレオチド配列の相補体に、スト

リンジェントな条件下でハイブリダイズする、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、前記核酸分

子が、選択されたヌクレオチドのコード配列に示される任意のヌクレオチドが、

該選択された配列によって与えられる配列から異なるヌクレオチドに変化してい

るヌクレオチド配列であって、ただし、該選択されるコード配列におけるヌクレ

オチドの１５％以下がこのように変化している、ヌクレオチド配列、該第一のポ

リヌクレオチドの相補体である単離された第二のポリヌクレオチド、またはこれ

らのいずれかのフラグメントを含む、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

量を決定するための方法であって、該方法は、以下：

  （ａ）該サンプルを提供する工程；

  （ｂ）該サンプルを該ポリペプチドに免疫特異的に結合する抗体に導入する工

程；および

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

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

決定するための方法であって、該方法は、以下：

  （ａ）該サンプルを提供する工程；

  （ｂ）該サンプルを該核酸分子に結合するプローブに導入する工程；および

  （ｃ）該核酸分子に結合した該プローブの存在または量を決定して、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決定する工程、

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決定する工程、

を包含する、方法。

    【請求項２１】  病理を処置する際に使用するための潜在的な治療剤を同定
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するための方法であって、ここで、該病理が、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ており、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、候補物質を含む組成物と接触させる工程；および

  （ｃ）該物質が該ポリペプチドに起因し得る特性または機能を変化させるか否

かを決定し、これによって、該物質の存在下で観察される変更が、該細胞が該物

質を欠く組成物と接触される際には観察されない場合には、該物質が、潜在的な

治療剤として同定される、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理を処置また

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、該被験体における該病理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理を処置また

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、該被験体における該病理を処置または予防するに十分な量でＭＢＳＰＸ

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理を処置また

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、該被験体における該病理を処置または予防するに十分な量でＭＢＳＰＸ

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】  請求項１に記載のポリペプチドと関連する病理に対する活

性もしくは潜伏性のモジュレーターまたは該病理の素因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理に対する危険性が増加し

た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に対する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理

に対する潜伏性のまたは素因のモジュレーターであることを示す、工程、

を包含する、方法。

    【請求項３６】  請求項３５に記載の方法であって、ここで、前記試験動物

が、野生型試験動物に対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
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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３７】  第１の哺乳動物被験体における請求項１に記載のポリペプ

チドの変化したレベルと関連する疾患の存在または素因を決定するための方法で

あって、該方法が、以下：

  （ａ）該第１の哺乳動物被験体由来のサンプル中の該ポリペプチドの発現レベ

ルを測定する工程；および

  （ｂ）工程（ａ）の該サンプル中の該ポリペプチドの量を、該疾患を有さない

ことが既知であるかまたは該疾患にかかりにくいことが既知の、第２の哺乳動物

被験体由来のコントロールサンプル中に存在する該ポリペプチドの量と比較する

工程であって、

  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

ポリペプチドの発現レベルにおける変化が、該疾患の存在または素因を示す、工

程

を包含する、方法。

    【請求項３８】  第１の哺乳動物被験体における請求項５に記載の核酸分子

の変化したレベルと関連する疾患の存在または素因を決定するための方法であっ

て、該方法が、以下：

  （ａ）該第１の哺乳動物被験体由来のサンプル中の該核酸の量を測定する工程

；および

  （ｂ）工程（ａ）の該サンプル中の該核酸の量を、該疾患を有さないことが既

知であるかまたは該疾患にかかりにくいことが既知の、第２の哺乳動物被験体由

来のコントロールサンプル中に存在する該核酸の量と比較する工程であって、

  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素因を示す、工程

を包含する、方法。

    【請求項３９】  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、該病理学的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、



(9) 特表２００３－５２９３３４

１０、１２、１４、１６、１８、２０および２２により与えられるアミノ酸配列

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４０】  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、一般に、ポリヌクレオチドおよびポリペプチドに関する。本発明は

、より特定すると、ポリヌクレオチド配列およびこのようなポリヌクレオチドに

よってコードされる膜結合タンパク質または分泌タンパク質、ならびにベクター

、宿主細胞、抗体ならびにこのポリペプチドおよびポリヌクレオチドを産生する

ための組換え方法に関する。

      【０００２】

  （発明の背景）

  真核生物細胞は、膜によって、オルガネラといわれる複数の機能的に異なる区

画へと部分分割される。各オルガネラは、その適切な機能に必須なタンパク質を

含む。これらのタンパク質は、しばしば選別シグナルといわれる配列モチーフを

含み得る。この選別シグナルは、タンパク質がそれらの適切な細胞オルガネラに

標的化することを補助し得る。さらに、選別シグナルは、細胞からいくつかのタ

ンパク質が搬出される（すなわち、分泌される）ことを指向し得る。

      【０００３】

  選別シグナルの１つの型は、シグナル配列である。（これはまた、シグナルペ

プチドまたはリーダー配列ともいわれる。）このシグナル配列は、新しく合成さ

れたポリペプチド鎖上のアミノ末端伸長物として存在する。シグナル配列は、タ

ンパク質を小胞体（ＥＲ）と呼ばれる細胞内オルガネラに標的化する。

      【０００４】

  このシグナル配列は、タンパク質間相互作用およびタンパク質－脂質相互作用

のアレイに参加し、ＥＲにおけるチャネルを通して、シグナル配列を含むポリペ

プチドの移行を生じる。移行後に、膜結合酵素（シグナルペプチダーゼ）は、シ

グナル配列から成熟タンパク質を遊離させる。

      【０００５】

  ＥＲは、細胞質に残存するタンパク質から膜結合タンパク質および分泌タンパ

ク質を分離するように機能する。一旦、ＥＲに標的化されると、分泌タンパク質
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および膜結合タンパク質の両方が、ゴルジ装置と呼ばれる別の細胞オルガネラに

さらに分配され得る。ゴルジは、タンパク質を、小胞、リソソーム、原形質膜、

ミトコンドリアおよび他の細胞オルガネラに指向する。

      【０００６】

  ヒト膜結合タンパク質および分泌タンパク質をコードする、限られた数の遺伝

子のみが、同定されている。既知の分泌タンパク質の例としては、ヒトインスリ

ン、インターフェロン、インターロイキン、トランスフォーミング増殖因子β、

ヒト成長ホルモン、エリトロポイエチン、およびリンホカインが挙げられる。さ

らなる新規なヒト分泌タンパク質およびこれらをコードする遺伝子を同定および

特徴付けすることの必要性が、存在する。

      【０００７】

  （発明の要旨）

  本発明は、新規なにとポリヌクレオチド配列およびこれらの配列によりコード

される膜結合ポリペプチドまたは分泌ポリペプチドの発見に一部基づく。これら

のヒト核酸およびそれによってコードされるポリペプチドは、本明細書中では、

集合的に「ＭＢＳＰＸ」と呼ばれる。

      【０００８】

  したがって、１つの局面において、本発明は、新規ポリペプチドをコードする

単離された核酸分子、またはそのフラグメント、ホモログ、アナログ、もしくは

誘導体を提供する。例えば、その核酸は、配列番号２ｎ（ここで、ｎは１～１１

の間の整数である）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

であるポリペプチドをコードする核酸配列、あるいはそのフラグメント、ホモロ

グ、アナログ、もしくは誘導体を含み得る。その核酸は、例えば、ゲノムＤＮＡ

由来の１つ以上のフラグメント、またはｃＤＮＡ分子、もしくはＲＮＡ分子を含

み得る。特定の実施形態において、この核酸分子は、配列番号２ｎ－１（ここで

、ｎは１～１１の間の整数である）のいずれかの配列を含み得る。これらのポリ

ペプチドおよび核酸は、本明細書中に開示されるように、膜結合タンパク質また

は分泌タンパク質に関連する。

      【０００９】
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  本発明の範囲内にはまた、本明細書に記載される１つ以上の核酸を含むベクタ

ー、および本明細書に記載されるベクターもしくは核酸を含む細胞が含まれる。

      【００１０】

  本発明はまた、上記の任意の核酸分子を含むベクターによって形質転換された

宿主細胞に関する。

      【００１１】

  別の局面において、本発明は、ＭＢＳＰＸ核酸および薬学的に受容可能なキャ

リアもしくは希釈剤を含む薬学的組成物を含む。

      【００１２】

  さらなる局面において、本発明は、実質的に精製されたＭＢＳＰＸポリペプチ

ド（例えば、ＭＢＳＰＸ核酸によってコードされる任意のＭＢＳＰＸポリペプチ

ド、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、ＭＢＳＰＸポリペプチドおよび薬学的に受容可能なキャリアもしくは希釈

剤を含む薬学的組成物を含む。

      【００１３】

  なおさらなる局面において、本発明は、ＭＢＳＰＸポリペプチドに特異的に結

合する抗体を提供する。その抗体は、例えば、モノクローナル抗体またはポリク

ローナル抗体、ならびにそれらのフラグメント、ホモログ、アナログ、および誘

導体であり得る。本発明はまた、ＭＢＳＰＸ抗体および薬学的に受容可能なキャ

リアもしくは希釈剤を含む薬学的組成物を含む。本発明はまた、上記の任意の核

酸分子によってコードされるポリペプチド上のエピトープに結合する単離された

抗体に関する。

      【００１４】

  本発明はまた、上記の任意の薬学的組成物を含むキットを含む。

      【００１５】

  本発明はさらに、ＭＢＳＰＸ核酸（例えば、ＭＢＳＰＸ核酸を含むベクター）

を含有する細胞を提供すること、および核酸によってコードされるＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰ

Ｘポリペプチドを産生するための方法を提供する。その発現されたＭＢＳＰＸポ
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リペプチドは、次いで、その細胞から回収される。好ましくは、その細胞は、内

因性のＭＢＳＰＸポリペプチドをほとんどか、全く産生しない。その細胞は、例

えば、原核生物または真核生物であり得る。

      【００１６】

  本発明はまた、サンプル中のＭＢＳＰＸポリペプチドまたは核酸を、そのサン

プルを、そのポリペプチドもしくは核酸に特異的に結合する化合物と接触させる

こと、およびもし存在すれば、複合体の形成を検出することによって同定する方

法に関する。

      【００１７】

  本発明はさらに、ＭＢＳＰＸポリペプチドを化合物と接触させることによって

、ＭＢＳＰＸポリペプチドの活性を調節する化合物を同定し、そしてそのＭＢＳ

ＰＸポリペプチドの活性が改変されたか否かを決定する方法を提供する。

      【００１８】

  本発明はまた、ＭＢＳＰＸポリペプチドをその化合物と接触させ、そしてその

化合物がＭＢＳＰＸポリペプチドの活性を調節するか、ＭＢＳＰＸポリペプチド

に結合するか、それともＭＢＳＰＸポリペプチドをコードする核酸分子に結合す

るか決定することによって同定したＭＢＳＰＸポリペプチド活性を調節する化合

物に関する。

      【００１９】

  別の局面において、本発明は、被験体において、ＭＢＳＰＸ関連障害の存在ま

たはＭＢＳＰＸ関連障害に対する素因を決定する方法を提供する。その方法は、

その被験体からのサンプルを提供する工程、およびその被験体サンプルにおける

ＭＢＳＰＸポリペプチドの量を測定する工程を包含する。その被験体のサンプル

におけるＭＢＳＰＸポリペプチドの量は、次いで、コントロールサンプル中のＭ

ＢＳＰＸポリペプチドの量と比較される。その被験体タンパク質サンプル中のＭ

ＢＳＰＸポリペプチドの量における、コントロールタンパク質サンプル中のＭＢ

ＳＰＸポリペプチドの量に比較しての変更は、その被験体が、免疫系における機

能不全に関連する病理、織増殖関連条件、または神経学的障害を有することを示

す。コントロールサンプルは、好ましくは、整合した個体（すなわち、同様の年
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齢、性、その他の条件の個体であるが、免疫系における機能不全に関連する病理

、組織増殖関連条件、または神経学的障害を有すると疑われていない個体）から

得られる。あるいは、そのコントロールサンプルは、その被験体が免疫系におけ

る機能不全に関連する病理、組織増殖関連条件、または神経学的障害を有すると

疑われないときの時点で、被験体から得られ得る。いくつかの実施形態において

、ＭＢＳＰＸポリペプチドは、ＭＢＳＰＸ抗体を使用して検出される。

      【００２０】

  さらなる局面において、本発明は、被験体において、ＭＢＳＰＸ関連障害の存

在、またはＭＢＳＰＸ関連障害に対する素因を決定する方法を提供する。その方

法は、被験体からの核酸サンプル（例えば、ＲＮＡもしくはＤＮＡ、またはその

両方）を提供する工程、およびその被験体の核酸サンプル中のＭＢＳＰＸ核酸の

量を測定する工程を包含する。その被験体核酸中のＭＢＳＰＸ核酸サンプルの量

は、次いで、コントロールサンプル中のＭＢＳＰＸ核酸の量と比較される。コン

トロールサンプル中のＭＢＳＰＸの量と比較してのサンプル中のＭＢＳＰＸ核酸

の量の変化は、その被験体が免疫系における機能不全に関連する病理、組織増殖

関連条件、または神経学的障害を有することを示す。

      【００２１】

  なおさらなる局面において、本発明は、ＭＢＳＰＸ関連障害を処置または予防

または遅延するための方法を提供する。その方法は、そのような処置または予防

または遅延が所望される被験体に、ＭＢＳＰＸ核酸、ＭＢＳＰＸポリペプチド、

またはＭＢＳＰＸ抗体を、被験体における免疫系における機能不全に関連する病

理、組織増殖関連条件、または神経学的障害を処置、予防、遅延するために十分

な量において投与する工程を包含する。

      【００２２】

  特に規定されない限り、本明細書において使用される全ての技術用語および科

学用語は、本発明が属する当業者に一般に理解されるのと同じ意味を有する。本

明細書に記載されるものと類似かまたは等価な方法および材料が、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が以下に記載される

。本明細書において言及される全ての刊行物、特許出願、特許、および他の参考
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文献は、その全体が参考として本明細書において援用される。コンフリクトする

場合には、定義を含めて本明細書が支配する。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。

      【００２３】

  本発明のその他の特徴および利点は、以下の詳細な説明、および特許請求の範

囲から明らかである。

      【００２４】

  （発明の詳細な説明）

  本発明は、新規ポリペプチドおよびそれによってコードされるヌクレオチドを

提供する。本発明には、１１の新規核酸配列およびこれらにコードされるポリペ

プチドが含まれる。これらの配列を、包括的に「ＭＢＳＰＸ核酸」または「ＭＢ

ＳＰＸポリヌクレオチド」と称し、そして対応するコードされるポリペプチドを

、「ＭＢＳＰＸポリペプチド」または「ＭＢＳＰＸタンパク質」と称する。他に

示さない限り、「ＭＢＳＰＸ」とは、本明細書中に開示される配列のいずれかを

いうことを意味する。

      【００２５】

  表１は、ＭＢＳＰＸ核酸およびこれらにコードされるポリペプチドの要約を提

供する。

      【００２６】

  表１の欄１は、「ＭＢＳＰＸ  Ｎｏ．」と表題を付され、本発明による核酸に

割り当てられたＭＢＳＰＸ番号を示す。

      【００２７】

  表１の欄２は、「クローン同定番号」と表題を付され、示されるＭＢＳＰＸに

対する第二の同定番号を提供する。

      【００２８】

  表１の欄３は、「クローンの起源の組織」と表題を付され、示されるＭＢＳＰ

Ｘ核酸が発現される組織を示す。

      【００２９】

  表１の欄４～９は、示されるＭＢＳＰＸの核酸およびポリペプチドに対して示



(16) 特表２００３－５２９３３４

されたような構造情報を示す。

      【００３０】

  表１の欄１０は、「タンパク質類似性」と表題を付され、示されるＭＢＳＰＸ

によってコードされるポリペプチドに関連する、以前に記載されたタンパク質を

列挙する。以前に記載されたタンパク質についてのＧｅｎＢａｎｋの同定が与え

られる。これらは、例えば、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ

．ｇｏｖ／から検索可能である。

      【００３１】

  表１の欄１１は、「シグナルペプチド切断部位」と表題を付され、Ｓｉｇｎａ

ｌＰによって決定される場合にシグナルペプチドが切断される推定アミノ酸位置

を示す。

      【００３２】

  表１の欄１２は、「細胞局在化」と表題を付され、示されるＭＢＳＰＸポリペ

プチドの推定細胞局在化を示す。

      【００３３】

【表１】
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  表２は、割り当てられたＭＢＳＰＸ番号、クローン同定番号および配列同定番

号（配列番号）の引用を与える。

      【００３４】
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【表２】

  本発明による、ＭＢＳＰＸ核酸およびこれらにコードされるポリペプチドは、

種々の用途および関連において有用である。本発明による種々のＭＢＳＰＸの核

酸およびポリペプチドは、とりわけ、ドメインの存在、および以前に記載された

タンパク質に対する配列関連性に従うタンパク質ファミリーの新規メンバーとし

て有用である。

      【００３５】

  例えば、ＭＢＳＰ１およびＭＢＳＰ２核酸およびこれらにコードされるポリペ
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プチドは、Ｉｇ／フィブロネクチンＩＩＩ型反復ファミリー（特に、ＣＤＯ、導

入遺伝子、血清、および足場により調節される、Ｉｇ／フィブロネクチンＩＩＩ

型反復ファミリーのメンバー）に属するタンパク質の特徴である構造的モチーフ

を含む。ＣＤＯは、Ｉｇスーパーファミリーの細胞接着分子（ＣＡＭ）であり、

これは、コンフルエントな休止細胞の血清刺激によってダウンレギュレートされ

、そして導入遺伝子により形質転換された細胞において構成的にダウンレギュレ

ートされる。Ｉｇ／フィブロネクチンＩＩＩ型ファミリーメンバーは、例えば、

腫瘍抑制因子として機能し得、結腸直腸腫瘍における少なくとも１つのＩｇスー

パーファミリーメンバー（ＤＣＣ）のタンパク質発現の損失は、第ＩＩ段階およ

び第ＩＩＩ段階の疾患を患う患者において、生存率のネガティブな予後マーカー

である。別のＩｇスーパーファミリーメンバー（Ｃ－ＣＡＭ／ＢＧＰ－１）は、

結腸直腸悪性疾患および前立腺悪性疾患においてダウンレギュレートされ、そし

てその発現の異所性の修復は、このような腫瘍由来の細胞株の腫瘍形成性を抑制

した。従って、本発明のＭＢＳＰ１およびＭＢＳＰ２の核酸およびポリペプチド

、抗体ならびに関連化合物は、種々の癌に関連する治療適用において、有用であ

る。さらに、ＣＡＭは、細胞増殖の制御において役割を果たし、そしてこれによ

って、ＣＡＭは、腫瘍形成性表現型の誘導および／または維持に関与し得る。従

って、本発明によるＭＢＳＰ１およびＭＢＳＰ２の核酸およびポリペプチド、抗

体ならびに関連化合物は、悪性腫瘍および前悪性条件の処置において有用である

。

      【００３６】

  Ｉｇ／フィブロネクチンＩＩＩ型反復ファミリーのメンバー（例えば、神経細

胞接着分子（Ｎ－ＣＡＭ）、Ｌ１、Ｆ１１／コンタクチン（ｃｏｎｔａｃｔｉｎ

）など）はまた、神経系の発生プロセス（細胞移動、軸索伸長、ならびに軸索の

誘導および束形成が挙げられる）に関与する。ＤＣＣはまた、ネツリン－１（軸

索を発生中の神経系に移動させるための誘導合図として作用する、分泌タンパク

質である膜関連タンパク質）に対するレセプターのレセプターまたは構成要素と

して、機能し得る。従って、本発明のＭＢＳＰ１およびＭＢＳＰ２の核酸および

ポリペプチド、抗体および関連化合物は、種々の神経学的疾患（例えば、パーキ
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ンソン病、アルツハイマー病、筋萎縮性側索硬化症および精神医学的障害）に関

する治療適用において、有用である。

      【００３７】

  ＭＢＳＰ３核酸およびコードされるポリペプチドは、タンパク質のフィコリン

（ｆｉｃｏｌｉｎ）ファミリーに属するタンパク質に特徴的な構造的モチーフを

含む。フィコリンとは、コラーゲン様かつ線維素原様（ＦＢＧ）配列を含み、そ

してこれらは、Ｃｑ１およびコレクチンと類似の全体的構造を有する。フィコリ

ンは、種々の微生物病原体の表面のオリゴ糖に結合すること、および食菌作用の

開始を補助することによって、先天免疫において重要な役割を果たす。従って、

本発明によるＭＢＳＰ３の核酸、ポリペプチド、抗体および関連化合物は、免疫

系における機能不全（例えば、自己免疫疾患、慢性炎症、および急性炎症性応答

障害）を処置する際に、有用である。

      【００３８】

  ＭＢＳＰ４核酸およびコードされたポリペプチドは、タンパク質のニューロリ

ギンファミリーに属するタンパク質の特徴である構造モチーフを含む。ニューロ

リギンはニューレキシンに結合し、それにより、ニューロン間の細胞－細胞相互

作用を媒介する。ニューロリギンは、ニューロン間の認識プロセスを媒介する際

に機能する別個のアイソフォームを有する脳特異的タンパク質の多重遺伝子ファ

ミリーを構成する。従って、本発明のＭＢＳＰ４核酸、ポリペプチド、抗体およ

び関連化合物は、種々の神経性疾患（例えば、パーキンソン病、アルツハイマー

病、筋萎縮側索硬化症および神経性障害）に関与する治療学的適用において有用

である。

      【００３９】

  ＭＢＳＰ５およびＭＢＳＰ６核酸およびそれらのコードされたポリペプチドは

、タンパク質のプレクチンファミリーに属するタンパク質に特徴的である構造モ

チーフを含む。プレクチン（中間体フィラメント連結タンパク質）は、筋細胞膜

、核膜、および筋肉における筋原線維間ネットワーク、ならびに皮膚における半

接着斑に通常関連している。プレクチンは、筋肉および皮膚の構造の完全性およ

び正常な神経筋伝達に必須である。プレクチンは、外傷後のグリア反応において
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重要な役割を果たしている。従って、本発明のＭＢＳＰ５およびＭＢＳＰ６核酸

、ポリペプチド、抗体および関連化合物は、外傷（例えば、創傷および発作によ

って作成された外傷）を処置する際に有用である。プレクチンは、皮膚、骨格筋

、および心臓細胞構築の完全性を維持する際に必須である。プレクチン欠損は、

基底細胞癌において見出される異常に構築された半接着班を生じ得、そして、こ

れらの癒着構造の変化は、腫瘍周囲のくぼみを生じ得る。プレクチン欠損は、筋

ジストロフィーおよび筋萎縮側索硬化症（ＥＢＳ）、およびＥＢＳ－Ｏｇｎａ、

常染色体優性の重篤な皮膚水疱形成疾患に関連する。プレクチンは、筋障害の常

染色体劣性型に代表的な限局性外傷（微小コア／多コア疾患）に関与し、心筋細

胞構築の維持において重要である。従って、本発明のＭＢＳＰ５およびＭＢＳＰ

６核酸、ポリペプチド、抗体および関連化合物は、筋ジストロフィー、ＥＢＳ、

心筋症および癌の処置において有用である。

      【００４０】

  ＭＢＳＰ７核酸およびコードされたポリペプチドは、ヒトＮ３３タンパク質に

特徴的な構造モチーフを含む。Ｎ３３は、多数の結腸癌細胞株およびいくつかの

原発性結腸直腸腫瘍におけるメチル化によって沈黙される候補腫瘍サプレッサー

遺伝子である。Ｎ３３のメチル化はまた、ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ  ｍｕｌｉ

ｔｉｆｏｒｍｅにおいて発生することが示されている。従って、本発明のＭＢＳ

Ｐ７核酸、ポリペプチド、抗体および関連化合物は、種々の癌について、または

これらの癌の処置においての診断マーカーとして有用である。

      【００４１】

  ＭＢＳＰ８核酸およびコードされたポリペプチドは、ケラチノサイト増殖因子

（ＫＧＦ）に特徴的な構造モチーフを含む。ケラチノサイト増殖因子は、種々の

組織由来の上皮組織のみで発現される線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）ファミリー

（代替的にはＦＧＦ－７と命名される）のヘアピン結合メンバーである。ＫＧＦ

は、肝細胞および胃腸上皮細胞を含む広範な種々の上皮細胞、ＩＩ型肺細胞、移

行性尿路上皮細胞および全層化扁平上皮のケラチサイトにおける増殖および分化

の重要なパラクリンメディエータである。ＫＧＦは、上皮および粘膜（例えば、

胃腸管、肺、膀胱、および毛包を含む）に対する傷害（例えば、照射および化学
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療法誘導傷害）に対する細胞保護剤として作用する。従って、本発明のＭＢＳＰ

８核酸、ポリペプチド、抗体および関連化合物は、炎症の処置のため、種々の組

織および器官の修復のため、ならびにヒト上皮の悪性腫瘍の処置のための治療学

的適用において有用である。

      【００４２】

  ＭＢＳＰ１１核酸およびコードされたポリペプチドは、ニコチンアミドヌクレ

オチドトランスヒドロゲナーゼファミリーのタンパク質に特徴的な構造モチーフ

を含む。エネルギー伝達ニコチンアミドヌクレオチドトランスヒドロゲナーゼは

、膜貫通水素イオン輸送に連結した反応中でのＮＡＤ（Ｈ）とＮＡＤＰ（Ｈ）と

の間の水素化物イオンの直接の輸送を触媒する膜結合酵素である。腫瘍細胞は、

しばしば、正常細胞の増殖を損なう虚血性微小環境中に存在する。これらの条件

下の細胞内酸性化を最小にするために、これらの細胞は、水素イオン輸送メカニ

ズムを上方制御し得る。従って、本発明のＭＢＳＰ１１核酸、ポリペプチド、抗

体および関連化合物は、虚血性状態および種々の癌（悪性乳癌および固形腫瘍を

含む）を処置する際に有用である。

      【００４３】

  （１．ＭＢＳＰ１．クローン１０３５４７８４．０．３３５、ＩＩＩ型Ｉｇ／

フィブロネクチン反復ファミリーの新規のメンバー）

  本発明に従う、ＭＢＳＰ１核酸およびポリペプチドは、クローン１０３５４７

８４．０．３３５の核酸およびコードされたポリペプチド配列を含む。

本発明のポリヌクレオチドは、クローン１０３５４７８４．０．３３５として同

定された。１０３５４７８４．０．３３５は、３５６２ヌクレオチドの全長クロ

ーンであり、ヌクレオチド７２８～２９４５由来のタンパク質の全体コード配列

を含む（本明細書中で「１０３５４７８４．０．３３５タンパク質」ともいわれ

る）。このクローンは、本来下垂体腺組織から得られた。

      【００４４】

  １０３５４７８４．０．３３５のヌクレオチド配列は、配列番号１に報告され

ている。前述のヌクレオチド配列に対応する１０３５４７８４．０．３３５タン

パク質の推定アミノ酸配列は、配列番号２に報告されている。
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      【００４５】

  １０３５４７８４．０．３３５について、本明細書中で開示されたヌクレオチ

ド配列を、ＢＬＡＳＴＮ検索プロトコルを使用するＧｅｎＢａｎｋデータベース

に対して検索した。ＢＬＡＳＴＮ検索は、ヒトＣＤＯｍＲＮＡ、３９８６ｂｐ（

ＧｎｅＢａｎｋ登録番号：ＡＦ００４８４１）に対して７１％の同一性（６３２

ヌクレオチドに対して４５０）を示した。

      【００４６】

  公に利用可能なＧｎｅＢａｎｋデータベースＢＬＡＳＴＰにおける検索は、Ａ

ＣＣ：Ｏ３５１５８ラットＣＤＯタンパク質（１２５６ａａ）と５０％の同一性

（２６５／５２５）、そして、ＡＣＣ：Ｏ１４６３１ヒトＣＤＯ（１２４０ａａ

）と５０％の同一性（２５９／５１８）を示した。ＤＣＯは、ＩＩＩ型Ｉｇ／フ

ィブロネクチン反復ファミリーの癌調節、血清調節、および固定調節メンバーで

ある（Ｋａｎｇら、Ｊ．Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌ．１３８（１），２０３－２１３（

１９９７））。相同性に基づいて、１０３５４７８４．０．３３５タンパク質お

よび各相同性タンパク質またはペプチドは、少なくともいくらかの活性を共有し

得る。

      【００４７】

  １０３５４７８４．０．３３５を、ＳｉｇｎａｌＰｅｐおよびＰＳｏｒｔ検索

プロトコルを使用して、他のデータベースに対して検索した。１０３５４７８４

．０．３３５は、位置２５と位置２６との間（ＳＴＡ－ＥＡ）の切断部位を有す

る切断可能なアミノ末端シグナルペプチドを有するようである。このタンパク質

は、たいてい原形質膜に位置するようである。推定分子量は、８０２０２．４ダ

ルトンである。

      【００４８】

  １０３５４７８４．０．３３５核酸およびコードされたポリペプチドは、以下

の配列を有する：

      【００４９】

【化１】
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      【００５０】

【化２】
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      【００５１】

【化３】
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      【００５２】

【化４】
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      【００５３】

【化５】
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      【００５４】

【化６】
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  （２．ＭＢＳＰ２．クローン１０３５４７８４．０．３３５．Ｓ３３４７Ａ、

ＩＩＩ型Ｉｇ／フィブロネクチン反復ファミリーの新規のメンバー）

  本発明に従う、ＭＢＳＰ２核酸およびポリペプチドは、クローン１０３５４７

８４．０．３３５．Ｓ３３４７Ａの核酸およびコードされたポリペプチド配列を

含む。

      【００５５】

  クローン１０３５４７８４．０．３３５．Ｓ３３４７Ａは、ＩＩＩ型Ｉｇ／フ

ィグロネクチン反復ファミリーの新規のメンバーである。本発明のポリヌクレオ

チドは、クローン１０３５４７８４．０．３３５．Ｓ３３４７Ａとして同定され

ている。１０３５４７８４．０．３３５．Ｓ３３４７Ａは、３５６２ヌクレオチ

ドの全長クローンであり、ヌクレオチド７２８～２９４５のタンパク質の全コー

ド配列を含む（本明細書中で「１０３５４７８４．０．３３５．タンパク質」と

もいわれる）。このクローンは、本来下垂体腺組織から得られた。

      【００５６】

  １０３５４７８４．０．３３５．Ｓ３３４７Ａのヌクレオチド配列は、以下に

報告されている。前述のヌクレオチド配列に対応する１０３５４７８４．０．３

３５．Ｓ３３４７Ａタンパク質の推定アミノ酸配列は、以下に報告される。

      【００５７】

  関連配列１０３５４７８４．０．３３５のヌクレオチド配列（同時係属米国特

許第６０／１５９，２３１において開示される、１９９９年１０月１３日出願）
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をＢＬＡＳＴＮ検索プロトコルを使用してＧｎｅＢａｎｋデータベースに対して

検索した。ＢＬＡＳＴＮ検索は、配列１０３５４７８４．０．３３５が、ヒトＣ

ＤＯｍＲＮＡ、３９８６ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号ＡＦ００４８４１）に対

して７１％の同一性（６３２ヌクレオチドに対して４５０）を示した。

      【００５８】

  公に利用可能なＧｎｅＢａｎｋデータベースＢＬＡＳＴＰにおける検索は、関

連配列１０３５４７８４．０．３３５にコードされるタンパク質が、ＡＣＣ：Ｏ

３５１５８ラットＣＤＯタンパク質（１２５６ａａ）と５０％の同一性（２６５

／５２５）、そして、ＡＣＣ：Ｏ１４６３１ヒトＣＤＯ（１２４０ａａ）と５０

％の同一性（２５９／５１８）を示した。ＤＣＯは、ＩＩＩ型Ｉｇ／フィブロネ

クチン反復ファミリーの癌調節、血清調節、および固定調節メンバーである（Ｋ

ａｎｇら、Ｊ．Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌ．１３８（１），２０３－２１３（１９９７

））。相同性に基づいて、１０３５４７８４．０．３３５タンパク質および１０

３５４７８４．０．３３５．Ｓ３３４７Ａタンパク質ならびに各相同性タンパク

質またはペプチドは、少なくともいくらかの活性を共有し得る。

      【００５９】

  関連ポリペプチド配列１０３５４７８４．０．３３５を、ＳｉｇｎａｌＰｅｐ

およびＰＳｏｒｔ検索プロトコルを使用して、他のデータベースに対して検索し

た。１０３５４７８４．０．３３５は、位置２５と位置２６との間（ＳＴＡ－Ｅ

Ａ）の切断部位を有する切断可能なアミノ末端シグナルペプチドを有するようで

ある。このタンパク質は、たいてい原形質膜に位置するようである。タンパク質

１０３５４７８４．０．３３５の推定分子量は、８０２０２．４ダルトンである

。

      【００６０】

  １０３５４７８４．０．３３５．Ｓ３３４７核酸は、以下の配列を有する：

      【００６１】

【化７】



(33) 特表２００３－５２９３３４

      【００６２】

【化８】
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  １０３５４７８４．０．３３５．Ｓ３３４７Ａのコードされたポリペプチドは

、以下の配列を有する：

      【００６３】

【化９】
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  このタンパク質配列は、１０３５４７８４．０．３３５においても見出される

ＯＲＦを示す。

      【００６４】

  （３．ＭＢＳＰ３．クローン１７９３９０７２．０．４７）

  本発明に従う、ＭＢＳＰ３核酸配列およびポリペプチドは、クローン１７９３

９０７２．０．４７の核酸およびコードされたポリペプチド配列を含む。

      【００６５】

  本発明のポリヌクレオチドは、クローン１７９３９０７２．０．４７として同

定されている。１７９３９０７２．０．４７は、９５０ヌクレオチドの全長クロ

ーンであり、ヌクレオチド８３～６０２のタンパク質の全コード配列を含む（本

明細書中で「１７９３９０７２．０．４７タンパク質」ともいわれる）。このク

ローンは、本来異なった組織（脳、副腎腺、骨および骨肉腫を含む）から得られ

た。

      【００６６】

  １７９３９０７２．０．４７のヌクレオチド配列は、配列番号５に報告されて

いる。前述のヌクレオチド配列に対応する１７９３９０７２．０．４７タンパク

質の推定アミノ酸配列は、配列番号６に報告される。

      【００６７】

  １７９３９０７２．０．４７について本明細書中で開示されるのヌクレオチド
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配列をＢＬＡＳＴＮ検索プロトコルを使用してＧｎｅＢａｎｋデータベースに対

して検索した。ＢＬＡＳＴＮ検索は、マウス脂肪細胞特異的ｍＲＮＡ、１７２５

ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号Ｍ６１７３７）に対して６５％の相同性（２４６

ヌクレオチドの１６１）；マウス脈管形成３（Ａｎｇ３）ｍＲＮＡ、１５３０ｂ

ｐ（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号ＡＦ１１３７０７）に対して５９％の同一性（２４

０ヌクレオチドの２７２）；ならびに、マウスフィコリン（ｆｉｃｏｌｉｎ）Ｂ

  ｍＲＮＡ、９１９ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号ＡＦ０６３２１）に対して６

４％の同一性（２６４ヌクレオチドの１６９）を示した。

      【００６８】

  １７３アミノ酸のアミノ酸配列を用いる、公に利用可能なＧｎｅＢａｎｋデー

タベースＢＬＡＳＴＰにおける検索は、ヒトフィコリン、３２６アミノ酸（ＳＰ

ＴＲＥＭＢＬ－ＡＣＣ：Ｏ００６０２）に対して、５３％の同一性（９０アミノ

酸の４８）を示した。相同性に基づいて、１７９３９０７２．０．４７タンパク

質および各相同性タンパク質またはペプチドは、少なくともいくらかの活性を共

有し得る。

      【００６９】

  １７９３９０７２．０．４７について、本明細書中に開示されたヌクレオチド

配列およびアミノ酸配列を、ＳｉｇｎａｌＰｅｐおよびＰＳｏｒｔ検索プロトコ

ルを使用して、他のデータベースに対して検索した。１７９３９０７２．０．４

７は、アミノ末端シグナルペプチドを有していないようである。このタンパク質

は、たいていリソソームの管腔に位置するようである。推定分子量は、１９９４

５．９ダルトンである。

      【００７０】

  １７９３９０７２．０．４７核酸およびコードされたポリペプチドは、以下の

配列を有する：

      【００７１】

【化１０】
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      【００７２】

【化１１】
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  （４．ＭＢＳＰ４．クローン２１４１７３７４．０．９、ヒトニューロリジン

２ホモログ）

  本発明に従う、ＭＢＳＰ４核酸およびポリペプチドは、クローン２１４１７３

７４．０．９の核酸およびコードされたポリペプチド配列を含む。

      【００７３】

  本発明のポリヌクレオチドは、クローン２１４１７３７４．０．９として同定

された。２１４１７３７４．０．９は、２５２３ヌクレオチドの全長クローンで

あり、ヌクレオチド１～２５１２までの分泌されたタンパク質の全コード配列を

含む（本明細書中で「２１４１７３７４．０．９タンパク質」ともいわれる）。

このクローンは、本来膵臓から得られた。

      【００７４】

  ２１４１７３７４．０．９のヌクレオチド配列は、配列番号７に報告されてい

る。前述のヌクレオチド配列に対応する２１４１７３７４．０．９タンパク質の

推定アミノ酸配列は、配列番号８に報告される。

      【００７５】

  ２１４１７３７４．０．９について本明細書中に開示されるヌクレオチド配列

をＢＬＡＳＴＮ検索プロトコルを使用してＧｎｅＢａｎｋデータベースに対して
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検索した。ＢＬＡＳＴＮ検索は、ラットニューログリン２  ｍＲＮＡ、３９９３

ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号Ｕ４１６６２）に対して９１％の同一性（２５２

３ヌクレオチドの２３１１）を示した。８３７アミノ酸の推定アミノ酸配列を、

公に利用可能なＧｅｎＢａｎｋデータベースＢＬＡＳＴＰで検索し、そして、ラ

ットニューログリン２（ＳＰＴＲＥＭＢＬ－ＡＣＣ：Ｑ６２８８８）の配列に９

７％同一である（８３７アミノ酸の８１３）。相同性に基づいて、２１４１７３

７４．０．９タンパク質および各相同性タンパク質またはペプチドは、少なくと

もいくらかの活性を共有し得る。

      【００７６】

  ２１４１７３７４．０．９について本明細書中で開示されるヌクレオチド配列

およびアミノ酸配列を、ＳｉｇｎａｌＰｅｐおよびＰＳｏｒｔ検索プロトコルを

使用して、他のデータベースに対して検索した。２１４１７３７４．０．９は、

位置１４と位置１５との間の切断部位（ＧＧＡ－ＱＲ）を有する切断可能なアミ

ノ末端シグナルペプチドを有するようである。このタンパク質は、たいてい原形

質膜に位置するようである。推定分子量は、９１２０８．５ダルトンである。

      【００７７】

  ２１４１７３７４．０．９核酸およびコードされたポリペプチドは、以下の配

列を有する：

      【００７８】

【化１２】
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      【００７９】

【化１３】
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      【００８０】

【化１４】
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      【００８１】

【化１５】



(43) 特表２００３－５２９３３４

  （５．ＭＢＳＰ５．クローン３２０７７９１．０．５９、新規のタンパク質）

  本発明に従う、ＭＢＳＰ５核酸配列およびポリペプチドは、クローン３２０７
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７９１．０．５９の核酸およびコードされたポリペプチド配列を含む。

      【００８２】

  本発明のポリヌクレオチドは、クローン３２０７７９１．０．５９として同定

される。３２０７７９１．０．５９は、１６６５ヌクレオチドの全長クローンで

あり、ヌクレオチド７７～１３８８のタンパク質の全コード配列を含む（本明細

書中で「３２０７７９１．０．５９タンパク質」ともいわれる）。

      【００８３】

  ３２０７７９１．０．５９のヌクレオチド配列は、配列番号９に報告されてい

る。前述のヌクレオチド配列に対応する３２０７７９１．０．５９タンパク質の

推定アミノ酸配列は、配列番号１０に報告される。

      【００８４】

  ３２０７７９１．０．５９について、本明細書中で開示されるヌクレオチド配

列をＢＬＡＳＴＮ検索プロトコルを使用してＧｎｅＢａｎｋデータベースに対し

て検索した。ＢＬＡＳＴＮ検索は、ヒトクローンＡ９Ａ２ＢＲＢ７（ＣＡＣ）ｎ

／（ＧＴＧ）ｎ反復含有ｍＲＮＡ、１０４７ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号Ｕ０

０９５２）に対して９８％の相同性（３’末端の５１３ヌクレオチドの５０５）

を示した。核酸配列はまた、プレクチン、１４１８９ｂｐ（ＧＥＮＢＡＮＫ－ａ

ｃｃ：Ｚ５４３６７）のヒト遺伝子に対して５６％の同一性（６４１ヌクレオチ

ドの３６２）を示した。

      【００８５】

  ４３７アミノ酸のアミノ酸配列を使用する、公に利用可能なＧｎｅＢａｎｋデ

ータベースＢＬＡＳＴＰにおける検索は、公知のタンパク質に対して有意な相同

性を示さなかった。

      【００８６】

  ３２０７７９１．０．５９について、本明細書中で開示されるヌクレオチド配

列およびアミノ酸配列を、ＳｉｇｎａｌＰｅｐおよびＰＳｏｒｔ検索プロトコル

を使用して、他のデータベースに対して検索した。３２０７７９１．０．５９は

、アミノ末端シグナルペプチドを有さないようである。このタンパク質は、たい

てい小網膜に位置するようである。推定分子量は、４７１３６．５ダルトンであ
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る。

      【００８７】

  ３２０７７９１．０．５９核酸およびコードされたポリペプチドは、以下の配

列を有する：

      【００８８】

【化１６】

      【００８９】

【化１７】
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      【００９０】

【化１８】
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      【００９１】

【化１９】
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  （６．ＭＢＳＰ６．クローン３２０７７９１．０．１２８、新規の分泌された

タンパク質）

  本発明に従う、ＭＢＳＰ６核酸およびポリペプチドは、クローン３２０７７９

１．０．１２８の核酸およびコードされたポリペプチド配列を含む。

      【００９２】

  本発明のポリヌクレオチドは、クローン３２０７７９１．０．１２８として同

定される。３２０７７９１．０．１２８は、２７３９ヌクレオチドの全長クロー

ンであり、ヌクレオチド６７０～２２７５のタンパク質の全コード配列を含む（

本明細書中で「３２０７７９１．０．１２８タンパク質」ともいわれる）。

      【００９３】

  ３２０７７９１．０．１２８および３２０７７９１．０．５９は、改変体をス

プライスするようである。３２０７７９１．０．１２８のヌクレオチド４～１１

３３；２０１７～２５５２および３２０７７９１．０．５９のヌクレオチド１～

１１０８；１１２９～１６６５は、９９．８８％同一であり；３２０７７９１．

０．１２８のアミノ酸１～１５５および４５０～５３５ならびに３２０７７９１

．０．５９のヌクレオチド１９７～３５１および３５２～４３７は、９９．５８

５％同一である。

      【００９４】

  ３２０７７９１．０．１２８のヌクレオチド配列は、配列番号１１に報告され

ている。前述のヌクレオチド配列に対応する３２０７７９１．０．１２８タンパ

ク質の推定アミノ酸配列は、配列番号１２に報告される。

      【００９５】

  ３２０７７９１．０．１２８について、本明細書中で開示されるヌクレオチド
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配列をＢＬＡＳＴＮ検索プロトコルを使用してＧｎｅＢａｎｋデータベースに対

して検索した。ＢＬＡＳＴＮ検索は、ヒトクローンＡ９Ａ２ＢＲＢ７（ＣＡＣ）

ｎ／（ＧＴＧ）ｎ反復含有ｍＲＮＡ、１０４７ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号Ｕ

００９５２）に対して９８％の相同性（１０４２ヌクレオチドの１０２９）を示

した。５３５アミノ酸のアミノ酸配列は、公知のタンパク質に対して有意な相同

性を示さなかった。

      【００９６】

  ３２０７７９１．０．１２８について、本明細書中で開示されるヌクレオチド

配列およびアミノ酸配列を、ＳｉｇｎａｌＰｅｐおよびＰＳｏｒｔ検索プロトコ

ルを使用して、他のデータベースに対して検索した。３２０７７９１．０．１２

８は、たいてい位置２２と位置２３との間（ＧＬＳ－ＥＳ）に切断部位を有する

切断可能なアミノ末端シグナルペプチドを有するようである。このタンパク質は

、細胞の外側に最も位置するようである。推定分子量は、６０２９０．７ダルト

ンである。３２０７７９１．０．１２８は、たいてい分泌タンパク質であるよう

である。

      【００９７】

  ３２０７７９１．０．１２８核酸およびコードされたポリペプチドは、以下の

配列を有する：

      【００９８】

【化２０】
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      【００９９】

【化２１】
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      【０１００】

【化２２】
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      【０１０１】

【化２３】



(53) 特表２００３－５２９３３４

  （７．ＭＢＳＰ７．クローン３４９９６０５．０６４、腫瘍サプレッサー遺伝

子Ｎ３３に対するホモログ）

  本発明に従う、ＭＢＳＰ７核酸配列およびポリペプチドは、クローン３４９９

６０５．０６４の核酸およびコードされたポリペプチド配列を含む。

      【０１０２】

  本発明のポリヌクレオチドは、クローン３４９９６０５．０６４として同定さ

れる。３４９９６０５．０６４は、６８１ヌクレオチドの全長クローンであり、

ヌクレオチド４３～４６３のタンパク質の全コード配列を含む（本明細書中で「

３４９９６０５．０．６４タンパク質」ともいわれる）。このクローンは、本来

下垂体腺組織から得られる。

      【０１０３】

  ３４９９６０５．０６４のヌクレオチド配列は、配列番号１３に報告されてい

る。前述のヌクレオチド配列に対応する３４９９６０５．０６４タンパク質の推

定アミノ酸配列は、配列番号１４に報告される。

      【０１０４】

  公に利用可能なＧｎｅＢａｎｋデータベースＢＬＡＳＴＰにおける検索は、１

４０アミノ酸のアミノ酸配列が、ラット移植関連タンパク質（３３５ａａ）（Ａ
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ＣＣ：Ｏ３５７７７）の配列に対して７５％同一（１００／１３２）であり、そ

して、ヒトＮ３３タンパク質（３４８ａａ）（ＡＣＣ：Ｑ１３４５４）の配列に

対して７２％相同（８９／１２２）であることを示した。Ｎ３３は、染色体８ｐ

２２上に位置する候補腫瘍サプレッサー遺伝子であり、多数の結腸癌細胞株およ

びいくつかの原発性結腸直腸腫瘍におけるメチル化機構によって沈黙されること

が見出された（Ｌｅｖｙら、Ｇｅｎｅｎｓ  Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ  Ｃａｎｃ

ｅｒ  １９９９  ２４（１）：４２－７；ＭａｃＧｒｏｇａｎら、１９９６、Ｇ

ｅｎｏｍｉｃｓ  ３５（１），５５－６５）。相同性に基づいて、３４９９６０

５．０６４タンパク質および各相同なタンパク質またはペプチドは、少なくとも

いくらかの活性を共有し得る。

      【０１０５】

  ３４９９６０５．０６４について、本明細書中で記載されるヌクレオチド配列

をＢＬＡＳＴＮ検索プロトコルを使用してＧｎｅＢａｎｋデータベースに対して

検索した。ＢＬＡＳＴＮ検索は、ラット移植関連タンパク質（ＩＡＧ２）（１２

１９ｂｐ）（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号ＡＦ００８５５４）をコードするｍＲＮＡ

に対して８４％の同一性（４１３ヌクレオチドの３５０）およびヒトＮ３３タン

パク質（１３４２ｂｐ）（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号Ｕ４２３４９）をコードする

ｍＲＮＡに対して７１％の同一性（３１１ヌクレオチドの２２１）を示した。

      【０１０６】

  ３４９９６０５．０６４について、本明細書中で開示されるヌクレオチド配列

およびアミノ酸配列を、ＳｉｇｎａｌＰｅｐおよびＰＳｏｒｔ検索プロトコルを

使用して、他のデータベースに対して検索した。３４９９６０５．０６４は、位

置２９と位置３０との間（ＡＳＡ－ＱＲ）に切断部位を有する切断可能なアミノ

末端シグナルペプチドを有するようである。このタンパク質は、たいてい細胞の

外側に位置するようである。推定分子量は、１６０３５．８ダルトンである。

      【０１０７】

  ３４９９６０５．０６４核酸およびコードされたポリペプチドは、以下の配列

を有する：

      【０１０８】
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【化２４】

  （８．ＭＢＳＰ８．クローンＡＱ０１３０００．０．２１、新規のケラチノサ

イト増殖因子）

  本発明に従う、ＭＢＳＰ８核酸配列およびポリペプチドは、クローンＡＱ０１

３０００．０．２１の核酸およびコードされたポリペプチド配列を含む。
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      【０１０９】

  本発明のポリヌクレオチドは、クローンＡＱ０１３０００．０．２１として同

定される。ＡＱ０１３０００．０．２１は、６７０ヌクレオチドの全長クローン

であり、ヌクレオチド１８０～４７１のタンパク質の全コード配列を含む（本明

細書中で「ＡＱ０１３０００．０．２１タンパク質」ともいわれる）。このクロ

ーンの本来の組織供給源は、未知である。

      【０１１０】

  ＡＱ０１３０００．０．２１のヌクレオチド配列は、配列番号１５に報告され

ている。前述のヌクレオチド配列に対応するＡＱ０１３０００．０．２１タンパ

ク質の推定アミノ酸配列は、配列番号１６に報告される。

      【０１１１】

  ＡＱ０１３０００．０．２１について、本明細書中で開示されるヌクレオチド

配列をＢＬＡＳＴＮ検索プロトコルを使用してＧｎｅＢａｎｋデータベースに対

して検索した。ＢＬＡＳＴＮ検索は、ヒトケラチノサイト増殖因子ｍＲＮＡ、３

８５３ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号Ｍ６０８２８）に対して９４％の相同性（

５０９ヌクレオチドの４８１）を示したが；ＡＱ０１３０００．０．２１の５’

領域は異なっている。

      【０１１２】

  ９７アミノ酸のアミノ酸配列は、１６４アミノ酸のヒトケラチノサイト増殖因

子アナログＣ（１，１５，１０２）Ｓタンパク質（ｐａｔｐ：Ｗ６１４２６、特

許出願ＷＯ９８２４８１３、Ａｍｇｅｎ  Ｉｎｃ）の配列に対して８９．６９１

％同一である。公に利用可能なＧｎｅＢａｎｋデータベースＢＬＡＳＴＰにおけ

るさらなる検索は、ヒトケラチノサイト増殖因子前駆体（ＫＧＦ；線維芽細胞増

殖因子－７；ＦＧＦ－７；１９４ａａ）（ＳＷＩＳＳＰＲＯＴ－ＡＣＣ：Ｐ２１

７８１）と９５％の同一性（９７アミノ酸の９３）を示した。

      【０１１３】

  ケラチノサイト増殖因子アナログは、胃腸（ＧＩ）管の上皮細胞の細胞保護作

用、増殖および／または分化を増加するために、患者に投与され得る。この方法

を使用して、胃潰瘍および十二指腸潰瘍、照射領域および化学療法領域における
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ような腸毒性、びらん性胃炎を含むＧＩ管のびらん、食道炎、食道逆流またはク

ローン病もしくは潰瘍性大腸炎のような炎症性腸疾患を処置または予防し得る。

相同性に基づいて、ＡＱ０１３０００．０．２１タンパク質および各相同性タン

パク質またはペプチドは、少なくともいくらかの活性を共有し得る。

      【０１１４】

  ＡＱ０１３０００．０．２１について、本明細書中で開示されるヌクレオチド

配列およびアミノ酸配列を、ＳｉｇｎａｌＰｅｐおよびＰＳｏｒｔ検索プロトコ

ルを使用して、他のデータベースに対して検索した。ＡＱ０１３０００．０．２

１は、切断可能なアミノ末端シグナルペプチドを有するようである。このタンパ

ク質は、たいてい小胞体の膜に位置するようである。推定分子量は、１１００９

．６ダルトンである。

      【０１１５】

  ＡＱ０１３０００．０．２１核酸およびコードされたポリペプチドは、以下の

配列を有する：

      【０１１６】

【化２５】
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  （９．ＭＢＳＰ９．クローン１６４０１３４６．０．３３７、新規の分泌され

たタンパク質）

  本発明に従う、ＭＢＳＰ９核酸およびポリペプチドは、クローン１６４０１３

４６．０．３３７の核酸およびコードされたポリペプチド配列を含む。

      【０１１７】

  本発明のポリヌクレオチドは、クローン１６４０１３４６．０．３３７として

同定される。１６４０１３４６．０．３３７は、１１３５ヌクレオチドの全長ク
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ローンであり、ヌクレオチド２６１～９８０のタンパク質の全コード配列を含む

（本明細書中で「１６４０１３４６．０．３３７タンパク質」ともいわれる）。

ｃｕｒａ  ７５  １６４０１３４６．０．３３７と関連するこのタンパク質は、

ネガティブリーディングフレーム（フレーム：－３）でコードされる。この配列

は、逆相補鎖であることが示され、そして推定されたＮからＣの向きで、タンパ

ク質の読みを可能にするように番号を付け替えられる。

      【０１１８】

  １６４０１３４６．０．３３７のヌクレオチド配列は、配列番号１７に報告さ

れている。前述のヌクレオチド配列に対応する１６４０１３４６．０．３３７タ

ンパク質の推定アミノ酸配列は、配列番号１８に報告される。

      【０１１９】

  １６４０１３４６．０．３３７について、本明細書中で開示されるヌクレオチ

ド配列をＢＬＡＳＴＮ検索プロトコルを使用してＧｎｅＢａｎｋデータベースに

対して検索した。ＢＬＡＳＴＮ検索は、－アイソタイプ２、６３２３ｂｐ由来の

ＳＲＣＲドメインタンパク質－膜についてのＧｅｏｄｉａ  ｃｙｄｏｎｉｕｍ  

ｍＲＮＡに対して５７％の相同性（３３５ヌクレオチドの１９４）を示した（Ｇ

ｅｎＢａｎｋ登録番号Ｙ１４９５３）。

      【０１２０】

  ２４０アミノ酸のアミノ酸配列は、公に利用可能なＧｎｅＢａｎｋデータベー

スＢＬＡＳＴＰにおいて検索され、そして公開されているタンパク質に対して、

有意な相同性を示さなかった。

      【０１２１】

  １６４０１３４６．０．３３７について、本明細書中で開示されるヌクレオチ

ド配列およびアミノ酸配列を、ＳｉｇｎａｌＰｅｐおよびＰＳｏｒｔ検索プロト

コルを使用して、他のデータベースに対して検索した。１６４０１３４６．０．

３３７は、位置５７と位置５８との間：ＩＬＧ－ＫＮにシグナルペプチドを有す

る切断可能なアミノ末端を有するようである。このタンパク質は、たいていリソ

ソームの管腔に位置するようである。推定分子量は、２５３９７．２ダルトンで

ある。
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      【０１２２】

  １６４０１３４６．０．３３７核酸およびコードされたポリペプチドは、以下

の配列を有する：

      【０１２３】

【化２６】

      【０１２４】

【化２７】
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  ｃｕｒａ  ７５  １６４０１３４６．０．３３７と関連するこのタンパク質は

、ネガティブリーディングフレームでコードされる。この配列は、逆相補鎖であ

ることが示され、そして推定されたＮからＣの向きで、タンパク質の読みを可能

にするように番号を付け替えられる。

      【０１２５】

  （１０．ＭＢＳＰ１０．クローン２０６０４７９８．０．１）

  本発明に従う、ＭＢＳＰ１０核酸配列およびポリペプチドは、クローン２０６

０４７９８．０．１の核酸およびコードされたポリペプチド配列を含む。

      【０１２６】
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  本発明のポリヌクレオチドは、クローン２０６０４７９８．０．１として同定

される。２０６０４７９８．０．１は、２４３７ヌクレオチドの全長クローンで

あり、ヌクレオチド１４７～１５９５の分泌されたタンパク質の全コード配列を

含む（本明細書中で「２０６０４７９８．０．１タンパク質」ともいわれる）。

      【０１２７】

  ２０６０４７９８．０．１のヌクレオチド配列は、配列番号１９に報告されて

いる。前述のヌクレオチド配列に対応する２０６０４７９８．０．１タンパク質

の推定アミノ酸配列は、配列番号２０に報告される。

      【０１２８】

  ２０６０４７９８．０．１について、本明細書中で開示されるヌクレオチド配

列をＢＬＡＳＴＮ検索プロトコルを使用してＧｎｅＢａｎｋデータベースに対し

て検索した。ＢＬＡＳＴＮ検索は、Ｈｏｍｏ  ｓａｐｉｅｎｓクローン２４９３

６ｍＲＮＡ配列、１７８３ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号ＡＦ１３１８４９）に

対して９９％の相同性（１７６０ヌクレオチドの１７５９）を示した。２０６０

４７９８．０．１の５’末端の最初の６７８ヌクレオチドは、２４９３６ｍＲＮ

Ａ配列に対して同一性を示さない。

      【０１２９】

  ４８３アミノ酸のアミノ酸配列は、ヒト「未知の」タンパク質フラグメント、

１８２ａａ（ＴＲＥＭＢＬＮＥＷ－ＡＣＣ：ＡＡＤ２００２９）に対して、カル

ボキシル末端の１８２アミノ酸と１００％同一である。２０６０４７９８．０．

１のアミノ末端１８１アミノ酸は、既知のタンパク質に対して有意な相同性を示

さなかった。

      【０１３０】

  ２０６０４７９８．０．１について、本明細書中で開示されるヌクレオチド配

列およびアミノ酸配列を、ＳｉｇｎａｌＰｅｐおよびＰＳｏｒｔ検索プロトコル

を使用して、他のデータベースに対して検索した。２０６０４７９８．０．１は

、位置３３と位置３４との間：ＧＲＡ－ＬＰにたいてい切断部位を有する切断可

能なアミノ末端シグナルペプチドを有するようである。このタンパク質は、たい

てい細胞の外側に位置するようである。推定分子量は、５４８５７．８ダルトン
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である。

      【０１３１】

  ２０６０４７９８．０．１核酸およびコードされたポリペプチドは、以下の配

列を有する：

      【０１３２】

【化２８】

      【０１３３】

【化２９】
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      【０１３４】

【化３０】
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      【０１３５】

【化３１】
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  （１１．ＭＢＳＰ１１．クローン２７９７８３１３．０．２９、新規の膜タン

パク質）

  本発明に従う、ＭＢＳＰ１１核酸配列およびポリペプチドは、クローン２７９

７８３１３．０．２９の核酸およびコードされたポリペプチド配列を含む。

      【０１３６】

  本発明のポリヌクレオチドは、クローン２７９７８３１３．０．２９として同

定される。２７９７８３１３．０．２９は、１２８８ヌクレオチドの全長クロー

ンであり、ヌクレオチド７３３～１００３のタンパク質の全コード配列を含む（

本明細書中で「２７９７８３１３．０．２９タンパク質」ともいわれる）。

      【０１３７】
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  ２７９７８３１３．０．２９のヌクレオチド配列は、配列番号２１に報告され

ている。前述のヌクレオチド配列に対応する２７９７８３１３．０．２９タンパ

ク質の推定アミノ酸配列は、配列番号２２に報告される。

      【０１３８】

  公に利用可能なＧｎｅＢａｎｋデータベースＢＬＡＳＴＰにおける検索は、９

０アミノ酸のアミノ酸配列が、Ｒｈｏｄｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ  ｒｕｂｒｕｍニ

コチンアミドヌクレオチドトランスヒドロゲナーゼ、βサブユニット（４６４ア

ミノ酸）（ＳＰＴＲＥＭＢＬ－ＡＣＣ：Ｑ５９７６５）に対して６１％相同（４

４アミノ酸の２７）であることを示した。相同性に基づいて、２７９７８３１３

．０．２９タンパク質および各相同性タンパク質またはペプチドは、少なくとも

いくつらの活性を共有し得る。

      【０１３９】

  ２７９７８３１３．０．２９について、本明細書中で開示されるヌクレオチド

配列およびアミノ酸配列を、ＳｉｇｎａｌＰｅｐおよびＰＳｏｒｔ検索プロトコ

ルを使用して、他のデータベースに対して検索した。２７９７８３１３．０．２

９は、位置４６と位置４７との間：ＣＷＧ－ＡＴに切断部位を有する切断可能な

アミノ末端シグナルペプチドを有するようである。このタンパク質は、たいてい

原形質膜に位置するようである。推定膜タンパク質の推定分子量は、９３５８．

１ダルトンである。

      【０１４０】

  ２７９７８３１３．０．２９核酸およびコードされたポリペプチドは、以下の

配列を有する：

      【０１４１】

【化３２】
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      【０１４２】

【化３３】
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  （核酸）

  本発明の１つの局面は、ＭＢＳＰＸ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、ならびにＭＢＳＰＸをコードする核酸（例えば、

ＭＢＳＰＸ  ｍＲＮＡ）を同定するハイブリダイゼーションプローブとしての使

用に十分な核酸フラグメント、およびＭＢＳＰＸ核酸分子の増幅または変異のた

めのＰＣＲプライマーとしての使用のためのフラグメントに関する。

      【０１４３】

  本明細書中で使用される場合、用語「核酸分子」は、ＤＮＡ分子（例えば、ｃ

ＤＮＡ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作製されたＤＮＡまたはＲＮＡのアナログ、ならびにそれら
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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。この核酸分子

は、一本鎖であっても二本鎖であってもよいが、好ましくは二本鎖ＤＮＡである

。

      【０１４４】

  「単離された」核酸分子は、核酸の天然供給源に存在する他の核酸分子から分

離される核酸分子である。好ましくは、「単離された」核酸は、核酸が由来する

生物のゲノムＤＮＡ内の核酸に天然に隣接する配列（すなわち、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、種々の実施形態において

、単離されたＭＢＳＰＸ核酸分子は、核酸が由来する細胞のゲノムＤＮＡ内の核

酸分子に天然に隣接する、約５ｋｂ、４ｋｂ、３ｋｂ、２ｋｂ、１ｋｂ、０．５

ｋｂ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、実質的に、組換え技術によって産生

される場合に、他の細胞物質もしくは培養培地を含み得ないか、または化学的に

合成される場合に、化学前駆体もしくは他の化学物質を含み得ない。

      【０１４５】

  いくつかの実施形態において、ＭＢＳＰＸ核酸は、成熟形態ＭＢＳＰＸポリペ

プチドをコードする。本明細書中に使用される場合、用語ポリペプチドまたはタ

ンパク質の「成熟」形態は、天然に存在するポリペプチドまたは前駆体型または

ＭＢＳＰＸタンパク質の産物である。天然に存在するポリペプチド、前駆体、ま

たはプロタンパク質には、非制限的な例として、対応する遺伝子によってコード

される全長遺伝子産物が含まれる。あるいは、それは、本明細書中に記載される

オープンリーディングフレームによってコードされる、ポリペプチド、前駆体、

またはプロタンパク質として定義され得る。産物「成熟」型が生じる場合、再び

、非制限的な例として、１つ以上の天然に存在するプロセス工程が細胞または宿

主細胞内（ここで、遺伝子産物が生じる）で起こり得る場合に、その工程の結果

として生じる。ポリペプチドまたはタンパク質の「成熟」形態を生じるプロセシ

ング工程のような例としては、オープンリーディングフレームの開始コドンによ

ってコードされるＮ末端メチオニン残基の切断、またはシグナルペプチドもしく

はリーダー配列のタンパク質分解性の切断が挙げられる。従って、残基１～Ｎ（
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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末端のメチオニンの除去後、残りの残基２

～Ｎ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までのＮ末端シグナル配列が

切断されている）は、残りの残基Ｍ＋１～残基Ｎまでの残基を有する。本明細書

中でさらに使用されるように、「成熟」型のポリペプチドまたはタンパク質は、

タンパク質分解事象ではなく、翻訳後修飾の工程から生じ得る。このようなさら

なるプロセスには、非限定的な例示として、グリコシル化、ミリスチル化、また

はリン酸化が挙げられる。一般的に、成熟ポリペプチドまたはタンパク質は、こ

れらのプロセスの１つのみの操作から生じ得るか、またはそれらのいずれかの組

み合わせから生じ得る。

      【０１４６】

  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、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いずれかの相補体）は、標準的な分子生物学技術および本

明細書中に提供される配列情報を使用して単離され得る。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、１

９、２１、または２３の核酸配列の全てまたは一部を使用して、ＭＢＳＰＸ分子

は、標準的なハイブリダイゼーション技術およびクローニング技術（例えば、Ｓ

ａｍｂｒｏｏｋら、編、ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＣＬＯＮＩＮＧ：Ａ  ＬＡＢＯＲ

ＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ第２版、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌ

ａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ

Ｙ、１９８９；およびＡｕｓｕｂｅｌら、編、ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯ

ＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓ

ｏｎｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、ＮＹ、１９９３）を使用して単離され得る。

      【０１４７】

  本発明の核酸は、ｃＤＮＡ、ｍＲＮＡ、あるいはゲノムＤＮＡを、標準的なＰ

ＣＲ増幅技術に従うテンプレートおよび適切なオリゴヌクレオチドプライマーと

して使用して、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
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にクローニングされ得、そしてＤＮＡ配列分析によって特徴付けられ得る。さら

に、ＭＢＳＰＸ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

成技術によって（例えば、自動化ＤＮＡ合成機を使用して）調製され得る。

      【０１４８】

  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

オチド配列の相補体である核酸分子を含む。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、あるいはこのヌクレオチ

ド配列の一部の相補体である核酸分子を含む。配列番号１、３、５、７、９、１

１、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、１

７、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に示されるヌクレオチド配列にミスマッチがほとんどないかま

たは全くなく水素結合し得、それによって安定な二本鎖を形成する。

      【０１４９】

  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、または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ＭＢＳＰＸ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または

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
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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。ホモログは、異なる種に由来する特定の遺伝

子の核酸配列およびアミノ酸配列である。

      【０１５０】

  誘導体およびアナログは、以下に記載されるように、この誘導体またはアナロ

グが改変核酸または改変アミノ酸を含む場合、全長または全長以外であり得る。

本発明の核酸またはタンパク質の誘導体またはアナログは、種々の実施形態にお

いて、同一サイズの核酸配列またはアミノ酸配列に対して、または整列が当該分

野において公知のコンピューター相同性プログラムによって実行される整列され

た配列に比較される場合に、少なくとも約３０％、５０％、７０％、８０％、ま

たは９５％同一性（ここで好ましくは８０～９５％の同一性）によって本発明の

核酸またはタンパク質に実質的に相同である領域、あるいはそのコードする核酸

がストリンジェント、中程度にストリンジェント、もしくは低いストリンジェン

ト条件下で前述のタンパク質をコードする配列の相補体をハイブリダイズし得る

領域を含む分子を含むがそれらに限定されない。例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら、Ｃ

ＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧ

Ｙ、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、ＮＹ、１９９３、お

よび以下を参照のこと。

      【０１５１】

  ヒトＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸホモログ、ならびに他の

哺乳動物由来のＭＢＳＰＸ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、または２３の少なくとも約１２個、２５

個、５０個、１００個、１５０個、２００個、２５０個、３００個、３５０個ま
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たは４００個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、または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、１１、１３、１５、

１７、１９、２１、または２３の天然に存在する変異体の少なくとも約１２個、

２５個、５０個、１００個、１５０個、２００個、２５０個、３００個、３５０

個または４００個の連続する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。

      【０１５２】

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

ＰＸ  ｍＲＮＡレベルを検出すること、またはゲノムＭＢＳＰＸ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。

      【０１５３】

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

物学的活性は、上記に記載される）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、１１１３、１５、１７、１９、２１、または２３の一部

を単離し、ＭＢＳＰＸのコードされた部分を発現し（例えば、インビトロでの組

換え発現によって）、そしてＭＢＳＰＸ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。

      【０１５４】
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  （ＭＢＳＰＸ改変体）

  本発明はさらに、遺伝子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または２３に示されるヌクレオチド配列

とは異なり、そしてそれ故、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、

１７、１９、２１または２３で示されるヌクレオチド配列によってコードされる

のと同じＭＢＳＰＸタンパク質をコードする核酸分子を包含する。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。

      【０１５５】

  配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１または２

３で示されるヒトＭＢＳＰＸヌクレオチド配列に加えて、ＭＢＳＰＸのアミノ酸

配列中の変化に至るＤＮＡ配列多形性が集団（例えば、ヒト集団）内に存在し得

ることとが当業者に認識され得る。ＭＢＳＰＸ遺伝子におけるこのような遺伝的

多形性は、自然の対立遺伝子の変動に起因して集団内の個体間で存在し得る。本

明細書で用いられる用語「遺伝子」および「組換え遺伝子」は、ＭＢＳＰＸタン

パク質、好ましくは哺乳動物ＭＢＳＰＸ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。このような自然の対立遺伝子変動は、代

表的には、ＭＢＳＰＸ遺伝子のヌクレオチド配列において１－５％の分散を生じ

得る。自然の対立遺伝子変動の結果であり、そしてＭＢＳＰＸの機能的活性を変

えないＭＢＳＰＸ中のこのようなヌクレオチド変動および得られるアミノ酸多形

性の任意およびすべては、本発明の範囲内にあることが意図される。

      【０１５６】

  さらに、他の種からのＭＢＳＰＸタンパク質をコードし、そしてそれ故、配列

番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１または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が、本発明の範囲内に含ま

れることが意図される。本発明のＭＢＳＰＸ  ｃＤＮＡの自然の対立遺伝子改変

体および相同体に相当する核酸分子は、ヒトｃＤＮＡ、またはその一部分を、ス

トリンジェントなハイブリダイゼーション条件下、標準的なハイブリダイゼーシ
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ョン技法によるハイブリダイゼーションプローブとして用い、本明細書に開示さ

れたヒトＭＢＳＰＸ核酸に対するそれらの相同性を基に単離され得る。例えば、

可溶性のヒトＭＢＳＰＸ  ｃＤＮＡは、ヒトの膜結合ＭＢＳＰＸ  ｃＤＮＡに対

するその相同性を基に単離され得る。同様に、膜結合ヒトＭＢＳＰＸ  ｃＤＮＡ

は、可溶性ヒトＭＢＳＰＸ  ｃＤＮＡに対するその相同性を基に単離され得る。

      【０１５７】

  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、長さが少なくと

も６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、配列番号１、３

、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１または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、長

さが少なくとも１０、２５、５０、１００、２５０または５００ヌクレオチドで

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。本明細書で用いられる用語「ストリンジェントな条件下でハイブリ

ダイズする」は、その条件下で、互いに少なくとも６０％相同性であるヌクレオ

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、ハイブリダイゼ

ーションおよび洗浄のための条件を記載することを意図する。

      【０１５８】

  ホモログ（すなわち、ヒト以外の種に由来するＭＢＳＰＸタンパク質をコード

する核酸）またはその他の関連配列（例えばパラログ）は、核酸ハイブリダイゼ

ーションおよびクローニングの分野において周知の方法を用い、プローブとして

特定のヒト配列のすべてまたは一部分との、低、中程度または高ストリンジェン

シーハイブリダイゼーションにより得られ得る。

      【０１５９】

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

ＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ、Ｊｏｈｎ  Ｗ

ｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ、Ｎ．Ｙ．（１９８９）、６．３．１－６．３．６に見出さ

れ得る。好ましくは、この条件は、代表的には、互いに少なくとも約６５％、７

０％、７５％、８５％、９０％、９５％、９８％、または９９％相同な配列が、

互いにハイブリダイズしたままであるような条件である。ストリンジェントなハ
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イブリダイゼーション条件の非制限的な例は、６５℃における、６×ＳＳＣ、５

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

Ｐ、０．０２％Ｆｉｃｏｌｌ、０．０２％ＢＳＡ、および５００ｍｇ／ｍｌ変性

サケ精子ＤＮＡを含む塩濃度の高い緩衝液中でのハイブリダイゼーション、次い

で５０℃における０．２×ＳＳＣ、０．０１％ＢＳＡ中の１回以上の洗浄である

。配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１または２

３の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相当する。本明細書で用いられる「天然

に存在する」核酸分子は、天然にある（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またはＤＮＡ分子をいう。

      【０１６０】

  第２の実施形態では、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７

、１９、２１または２３のヌクレオチド配列を含む核酸分子、またはそのフラグ

メント、アナログまたは誘導体に、中程度のストリンジェンシーの条件下で、ハ

イブリダイズ可能であ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制限的な例は、５５℃における、６×ＳＳＣ、５

×デンハート溶液、０．５％ＳＤＳおよび１００ｍｇ／ｍｌ変性サケ精子ＤＮＡ

中のハイブリダイゼーション、次いで３７℃における１×ＳＳＣ、０．１％ＳＤ

Ｓ中における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

のその他の条件は、当該分野で周知である。例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら（編）、

１９９３、ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  

ＢＩＯＬＯＧＹ、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ、ＮＹ、およびＫｒｉｅｇｌ

ｅｒ、１９９０、ＧＥＮＥ  ＴＲＡＮＳＦＥＲ  ＡＮＤ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ

、Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ、Ｓｔｏｃｋｔｏｎ  Ｐｒｅｓｓ、

ＮＹを参照のこと。

      【０１６１】

  第３の実施形態では、低ストリンジェンシーの条件下で、配列番号１、３、５

、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１または２３のヌクレオチド配列

を含む核酸分子、そのフラグメント、アナログまたは誘導体にハイブリダイズ可
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能であ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

の非制限的な例は、４０℃における、３５％ホルムアミド、５×ＳＳＣ、５０ｍ

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

０．０２％Ｆｉｃｏｌｌ、０．２％ＢＳＡ、１００ｍｇ／ｍｌ変性サケ精子ＤＮ

Ａ、１０％（ｗｔ／ｖｏｌ）硫酸デキストラン中のハイブリダイゼーション、次

いで５０℃における２×ＳＳＣ、２５ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．４）、

５ｍＭ  ＥＤＴＡ、および０．１％ＳＤＳ中の１回以上の洗浄である。用いられ

得る（例えば、クロススピーシーズハイブリダイゼーション）低ストリンジェン

シーのその他の条件は当該分野で周知である。例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら（編）

、１９９３、ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ

  ＢＩＯＬＯＧＹ、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ、ＮＹ、およびＫｒｉｅｇ

ｌｅｒ、１９９０、ＧＥＮＥ  ＴＲＡＮＳＦＥＲ  ＡＮＤ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯ

Ｎ、Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ、Ｓｔｏｃｋｔｏｎ  Ｐｒｅｓｓ

、ＮＹ；ＳｈｉｌｏおよびＷｅｉｎｂｅｒｇ、１９８１、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  

Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ７８：６７８９－６７９２を参照のこと。

      【０１６２】

  （保存的変異）

  集団中に存在し得るＭＢＳＰＸ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、変化が、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７

、１９、２１または２３のヌクレオチド配列中に変異により導入され得、それに

よってＭＢＳＰＸタンパク質の機能的能力を改変することなく、コードされたＭ

ＢＳＰＸタンパク質のアミノ酸中の変化に至ることをさらに認識する。例えば、

「非必須」アミノ酸残基におけるアミノ酸置換に至るヌクレオチド置換が、配列

番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１または２３の配

列中に作成され得る。「非必須」アミノ酸残基は、生物学的活性を改変すること

なく、ＭＢＳＰＸの野生型配列から改変され得る残基であり、ここで「必須」ア

ミノ酸残基は、生物学的活性に必要である。例えば、本発明のＭＢＳＰＸタンパ

ク質間で保存されているアミノ酸残基は、特に改変されにくいことが予測される

。



(79) 特表２００３－５２９３３４

      【０１６３】

  本発明の別の局面は、活性に必須ではないアミノ酸残基中の変化を含むＭＢＳ

ＰＸタンパク質をコードする核酸分子に関する。このようなＭＢＳＰＸタンパク

質は、アミノ酸配列において、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１

６、１８、２０、２２または２４と異なり、なお生物学的活性を保持する。１つ

の実施形態では、単離された核酸分子は、タンパク質をコードするヌクレオチド

配列を含み、ここで、このタンパク質は、配列番号２、４、６、８、１０、１２

、１４、１６、１８、２０、２２または２４のアミノ酸配列に少なくとも約４５

％相同であるアミノ酸配列を含む。好ましくは、この核酸分子によりコードされ

るタンパク質は、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２

０、２２または２４に少なくとも約６０％相同であり、より好ましくは、配列番

号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２または２４に少

なくとも約７０％相同であり、なおより好ましくは、配列番号２、４、６、８、

１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２または２４に少なくとも約８０％相

同であり、さらにより好ましくは、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４

、１６、１８、２０、２２または２４に少なくとも約９０％相同であり、そして

最も好ましくは、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２

０、２２または２４に少なくとも約９５％相同である。

      【０１６４】

  配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２または

２４のタンパク質に相同であるＭＢＳＰＸタンパク質をコードする単離された核

酸分子は、１つ以上のアミノ酸置換、付加または欠失がコードされたタンパク質

中に導入されるように、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７

、１９、２１または２３のヌクレオチド配列中に１つ以上のヌクレオチド置換、

付加または欠失を導入することにより作製され得る。

      【０１６５】

  変異は、標準的な技法、例えば、部位特異的変異誘発およびＰＣＲ媒介変異誘

発により、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１

または２３中に導入され得る。好ましくは、保存的アミノ酸置換は、１つ以上の
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予測された非必須アミノ酸残基において作製される。「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ものである。

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規定されている。こ

れらのファミリーは、塩基性側鎖をもつアミノ酸（例えば、リジン、アルギニン

、ヒスチジン）、酸性側鎖をもつアミノ酸（例えば、アスパラギン酸、グルタミ

ン酸）、非荷電極性側鎖をもつアミノ酸（例えば、グリシン、アスパラギン、グ

ルタミン、セリン、スレオニン、チロシン、システイン）、非極性側鎖をもつア

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分岐側鎖をもつアミノ酸（例

えば、スレオニン、バリン、イソロイシン）、および芳香族側鎖をもつアミノ酸

（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）を含む

。従って、ＭＢＳＰＸ中の予測された非必須アミノ酸残基は、同じ側鎖ファミリ

ーから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

、ＭＢＳＰＸコード配列のすべてまたは一部分に沿って、例えば、飽和変異誘発

によりランダムに導入され得、そして得られる変異体をＭＢＳＰＸ生物学的活性

についてスクリーニングされ得、活性を保持する変異体を同定する。配列番号１

、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１または２３の変異誘発

の後、コードされたタンパク質は、当該分野で公知の任意の組換え技法により発

現され得、そしてタンパク質の活性が測定され得る。

      【０１６６】

  １つの実施形態では、変異体ＭＢＳＰＸタンパク質は、（１）他のＭＢＳＰＸ

タンパク質、他の細胞表面タンパク質、またはその生物学的に活性な部分とタン

パク質：タンパク質相互作用を形成する能力、（２）変異体ＭＢＳＰＸタンパク

質とＭＢＳＰＸリガンドとの間の複合体形成；（３）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変異体ＭＢＳＰＸタンパク質の能力；（

例えばアビジンタンパク質）についてアッセイされ得る。

      【０１６７】

  （アンチセンス）

  本発明の別の局面は、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７
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、１９、２１または２３のヌクレオチド配列を含む核酸分子、またはそのフラグ

メント、アナログもしくは誘導体にハイブリダイズし得るかまたは相補的である

単離されたアンチセンス核酸分子に関する。「アンチセンス」核酸は、タンパク

質をコードする「センス」核酸に相補的であるヌクレオチド配列、例えば、二本

鎖ｃＤＮＡ分子のコード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、全ＭＢＳＰＸコード鎖の少なくと

も約１０、２５、５０、１００、２５０または５００ヌクレオチドに相補的、ま

たはその一部分にのみ相補的な配列を含むアンチセンス核酸分子が提供される。

配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２または２

４のＭＢＳＰＸタンパク質のフラグメント、相補体、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、１

７、１９、２１または２３のＭＢＳＰＸ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。

      【０１６８】

  １つの実施形態では、アンチセンス核酸分子は、ＭＢＳＰＸをコードするヌク

レオチド配列のコード鎖の「コード領域」に対するアンチセンスである。用語「

コード領域」は、アミノ酸残基に翻訳されるコドンを含むヌクレオチド配列の領

域をいう。別の実施形態では、このアンチセンス核酸分子は、ＭＢＳＰＸ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」に対するアンチセンスで

ある。用語「非コード領域」は、アミノ酸に翻訳されない、コード領域に隣接す

る５’および３’配列をいう（すなわち、５’および３’非翻訳領域ともいう）

。

      【０１６９】

  本明細書に開示されるＭＢＳＰＸ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または２３）が与

えられれば、本発明のアンチセンス核酸は、ＷａｔｓｏｎおよびＣｒｉｃｋまた

はＨｏｏｇｓｔｅｅｎ塩基対合の規則に従って設計され得る。このアンチセンス

核酸分子は、ＭＢＳＰＸ  ｍＲＮＡの全コード領域に相補的であり得るが、より

好ましくは、ＭＢＳＰＸ  ｍＲＮＡのコードまたは非コード領域の一部分に対し
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てのみアンチセンスであるオリゴヌクレオチドである。例えば、このアンチセン

スオリゴヌクレオチドは、ＭＢＳＰＸ  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

、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５または５０ヌクレオチドで

あり得る。本発明のアンチセンス核酸は、当該分野で公知の手順を用いる化学的

合成または酵素的連結を用いて構築され得る。例えば、アンチセンス核酸（例え

ば、アンチセンスオリゴヌクレオチド）は、天然に存在するヌクレオチド、また

は分子の生物学的安定性を増大するため、もしくはアンチセンスとセンス核酸と

の間に形成される二本鎖の物理的安定性を増大するために設計された種々に改変

されたヌクレオチド（例えば、ホスホロチオエート誘導体およびアクリジン置換

されたヌクレオチドが用いられ得る）を用いて化学的に合成され得る。

      【０１７０】

  アンチセンス核酸を生成するために用いられ得る改変されたヌクレオチドの例

は：５－フルオロウラシル、５－ブロモウラシル、５－クロロウラシル、５－ヨ

ードウラシル、ヒポキサンチン、キサンチン、４－アセチルシトシン、５－（カ

ルボキシヒドロキシルメチル）ウラシル、５－カルボキシメチルアミノメチル－

２－チオウリジン、５－カルボキシメチルアミノメチルウラシル、ジヒドロウラ

シル、β－Ｄ－ガラクトシルケオシン、イノシン、Ｎ６－イソペンテニルアデニ

ン、１－メチルグアニン、１－メチルイノシン、２，２－ジメチルグアニン、２

－メチルアデニン、２－メチルグアニン、３－メチルシトシン、５－メチルシト

シン、Ｎ６－アデニン、７－メチルグアニン、５－メチルアミノメチルウラシル

、５－メトキシアミノメチル－２－チオウラシル、β－Ｄ－マンノシルケオシン

、５’－メトキシカルボキシメチルウラシル、５－メトキシウラシル、２－メチ

ルチオ－Ｎ６－イソペンテニルアデニン、ウラシル－５－オキシ酢酸（ｖ）、ヴ

ィブトキソシン（ｗｙｂｕｔｏｘｏｓｉｎ）、プソイドウラシル、ケオシン（ｑ

ｕｅｏｓｉｎｅ）、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、（ａ



(83) 特表２００３－５２９３３４

ｃｐ３）ｗ、および２，６－ジアミノプリンを含む。あるいは、このアンチセン

ス核酸は、核酸がアンチセンス方向にサブクローン化された発現ベクターを用い

て生物学的に産生され得る（すなわち、挿入された核酸から転写されたＲＮＡは

、以下のサブセクションでさらに記載されるように、目的の標的核酸に対してア

ンチセンス配向である）。

      【０１７１】

  代表的には、本発明のアンチセンス核酸分子は、それらがＭＢＳＰＸタンパク

質をコードする細胞ｍＲＮＡおよび／またはゲノムＤＮＡとハイブリダイズする

か、またはそれに結合するように被験体に投与されるか、またはインサイチュ（

ｉｎ  ｓｉｔｕ）で生成され、それによって、例えば、転写および／または翻訳

を阻害することによりタンパク質の発現を阻害する。このハイブリダイゼーショ

ンは、従来のヌクレオチド相補性により、安定な二本鎖を形成するか、または、

例えば、ＤＮＡ二本鎖に結合するアンチセンス核酸分子の場合、二重らせんの主

溝における特異的相互作用を通じてであり得る。本発明のアンチセンス核酸分子

の投与の経路の例は、組織部位における直接注入を含む。あるいは、アンチセン

ス核酸分子は、改変されて、選択された細胞を標的にし得、次いで全身的に投与

され得る。例えば、全身投与には、アンチセンス分子は、それらが選択された細

胞表面上に発現されたレセプターまたは抗原に特異的に結合するように改変され

得る。例えば、これは、このアンチセンス核酸分子を、細胞表面レセプターまた

は抗原に結合するペプチドまたは抗体に連結することによる。このアンチセンス

核酸分子はまた、本明細書に記載のベクターを用いて細胞に送達され得る。アン

チセンス分子の十分な細胞内濃度を達成するために、アンチセンス核酸分子が強

力なｐｏｌ  ＩＩまたはｐｏｌ  ＩＩＩプロモーターの制御下に配置されるベク

ター構築物が好適である。

      【０１７２】

  なお別の実施形態では、本発明のアンチセンス核酸分子は、αアノマー核酸分

子である。αアノマー核酸分子は、相補的ＲＮＡと特異的な二本鎖ハイブリッド

を形成し、そこでは、通常のβユニットとは反対に、鎖は互いに平行に走る（Ｇ

ａｕｌｔｉｅｒら、（１９８７）Ｎｕｃｌｅｉｃ  ａｃｉｄ  Ｒｅｓ  １５：６
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６２５－６６４１）。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－ＤＮＡアナログ（Ｉｎｏ

ｕｅら、（１９８７）ＦＥＢＳ  Ｌｅｔｔ２１５：３２７－３３０）を含み得る

。

      【０１７３】

  （リボザイムおよびＰＮＡ成分）

  さらに別の実施形態では、本発明のアンチセンス核酸はリボザイムである。リ

ボザイムは、それらに対してリボザイムが相補的領域を有する一本鎖核酸、例え

ばｍＲＮＡを切断し得るリボヌクレアーゼ活性をもつ触媒的ＲＮＡ分子である。

従って、リボザイム（例えば、ハンマーヘッドリボザイム（Ｈａｓｅｌｈｏｆｆ

およびＧｅｒｌａｃｈ（１９８８）Ｎａｔｕｒｅ  ３３４：５８５－５９１に記

載されている））は、ＭＢＳＰＸ  ｍＲＮＡ転写物を触媒的に切断し、それによ

ってＭＢＳＰＸ  ｍＲＮＡの翻訳を阻害するために用いられ得る。ＭＢＳＰＸを

コードする核酸に特異性を有するリボザイムは、本明細書に開示のＭＢＳＰＸ  

ｃＤＮＡ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または２３）に基づいて設計され得る。例えば、

Ｔｅｔｒａｈｙｍｅｎａ  Ｌ－１９  ＩＶＳ  ＲＮＡの誘導体を、活性部位のヌ

クレオチド配列が、ＭＢＳＰＸをコードするｍＲＮＡにおいて切断されるべきヌ

クレオチド配列に相補的であるように構築し得る。例えば、Ｃｅｃｈら、米国特

許第４，９８７，０７１号；およびＣｅｃｈら、米国特許第５，１１６，７４２

号を参照のこと。あるいは、ＭＢＳＰＸ  ｍＲＮＡは、ＲＮＡ分子のプールから

特異的リボヌクレアーゼ活性を有する触媒的ＲＮＡを選択するために用いられ得

る。例えば、Ｂａｒｔｅｌら（１９９３）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２６１：１４１１－

１４１８を参照のこと。

      【０１７４】

  あるいは、ＭＢＳＰＸ遺伝子発現は、ＭＢＳＰＸの調節領域（例えば、ＭＢＳ

ＰＸプロモーターおよび／またはエンハンサー）に相補的であるヌクレオチド配

列を標的にし、標的細胞中のＭＢＳＰＸ遺伝子の転写を妨害する三重らせん構造
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を形成することによって阻害され得る。一般に、Ｈｅｌｅｎｅ（１９９１）Ａｎ

ｔｉｃａｎｃｅｒ  Ｄｒｕｇ  Ｄｅｓ．６：５６９－８４；Ｈｅｌｅｎｅら（１

９９２）Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．６６０：２７－３６；およびＭａ

ｈｅｒ（１９９２）Ｂｉｏａｓｓａｙｓ  １４：８０７－１５を参照のこと。

      【０１７５】

  種々の実施形態では、ＭＢＳＰＸの核酸は、塩基部分、糖部分またはリン酸骨

格で改変され、例えば、分子の安定性、ハイブリダイゼーション、または溶解性

を改善し得る。例えば、核酸のデオキシリボースリン酸骨格を改変してペプチド

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

４：５－２３を参照のこと）。本明細書で用いる用語「ペプチド核酸」または「

ＰＮＡ」は、デオキシリボースリン酸骨格がプソイドペプチド（ｐｓｅｕｄｏｐ

ｅｐｔｉｄｅ）骨格で置換され、かつ４つの天然のヌクレオ塩基のみが保持され

ている、核酸模倣物、例えば、ＤＮＡ模倣物をいう。ＰＮＡの中性の骨格は、低

イオン強度条件下で、ＤＮＡおよびＲＮＡへの特異的ハイブリダイゼーションを

可能にすることが示されている。ＰＮＡオリゴマーの合成は、Ｈｙｒｕｐら（１

９９６）上述；Ｐｅｒｒｙ－Ｏ’Ｋｅｅｆｅら（１９９６）ＰＮＡＳ  ９３：１

４６７０－６７５に記載のような、標準的な固相ペプチド合成プロトコールを用

いて実施され得る。

      【０１７６】

  ＭＢＳＰＸのＰＮＡは、治療適用および診断適用で用いられ得る。例えば、Ｐ

ＮＡは、例えば、転写または翻訳抑止（ａｒｒｅｓｔ）を誘導すること、または

複製を阻害することにより、遺伝子発現の配列特異的調節のためのアンチセンス

またはアンチ遺伝子剤として用いられ得る。ＭＢＳＰＸのＰＮＡはまた、例えば

、ＰＮＡ特異的ＰＣＲクランピングによる、例えば、遺伝子中の１塩基対変異の

分析に；他の酵素、例えば、Ｓ１ヌクレアーゼと組み合わせて用いる場合、人工

の制限酵素として（Ｈｙｒｕｐ  Ｂ．（１９６６）上述）；またはＤＮＡ配列お

よびハイブリダイゼーションのプローブまたはプライマーとして（Ｈｙｒｕｐら

（１９６６）上述；Ｐｅｒｒｙ－Ｏ’Ｋｅｅｆｅ（１９９６）上述）用いられ得

る。
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      【０１７７】

  別の実施形態では、ＭＢＳＰＸのＰＮＡは、例えば、それらの安定性または細

胞の取り込みを増大するために、ＰＮＡに親油性基またはその他の補助基を結合

することによるか、ＰＮＡ－ＤＮＡキメラの形成によるか、またはリポソームの

使用もしくは当該分野で公知のその他の薬物送達の技法によって改変され得る。

例えば、ＰＮＡとＤＮＡの有利な性質を組み合わせ得る、ＭＢＳＰＸのＰＮＡ－

ＤＮＡキメラが生成され得る。このようなキメラは、ＰＮＡ部分の高い結合親和

性および特異性を提供しながら、ＤＮＡ部分と相互作用するために、ＤＮＡ認識

酵素、例えば、ＲＮａｓｅＨおよびＤＮＡポリメラーゼを可能にする。ＰＮＡ－

ＤＮＡキメラは、塩基スタッキング、ヌクレオ塩基間の結合の数、および配向の

点から選択された適切な長さのリンカーを用いて連結され得る（Ｈｙｒｕｐ（１

９９６）上述）。ＰＮＡ－ＤＮＡキメラの合成は、上記のＨｙｒｕｐ（１９６６

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

７－６３に記載のように実施され得る。例えば、ＤＮＡ鎖を、標準的なホルホル

アミダイトカップリング化学を用いて固体支持体上で合成し得、そして改変ヌク

レオシドアナログ、例えば、５’－（４－メトキシトリチル）アミノ－５’－デ

オキシ－チミジンホスホルアミダイトを、ＰＮＡとＤＮＡの５’末端との間に用

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

８８）。次いで、ＰＮＡモノマーを段階的様式でカップリングし、５’ＰＮＡセ

グメントと３’ＤＮＡセグメントをもつキメラ分子を生成する（Ｆｉｎｎら（１

９９６）上述）。あるいは、キメラ分子は、５’ＤＮＡセグメントと３’ＰＮＡ

セグメントを用いて合成され得る。Ｐｅｔｅｒｓｅｎら（１９７５）Ｂｉｏｏｒ

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

      【０１７８】

  その他の実施形態では、このオリゴヌクレオチドは、ペプチド（例えば、イン

ビボで宿主細胞レセプターを標的にするため）、または細胞膜を横切る輸送を容

易にする薬剤（例えば、Ｌｅｔｓｉｎｇｅｒら、１９８９、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ

．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８６：６５５３－６５５６；Ｌｅｍａｉｔｒ

ら、１９８７、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８４：６４８－６５２
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；ＰＣＴ公報番号ＷＯ０８８／０９８１０を参照のこと）もしくは血液脳関門を

横切る輸送を容易にする薬剤（例えば、ＰＣＴ公報番号Ｗ０８９／１０１３４を

参照のこと）のような他の付属基を含み得る。さらに、オリゴヌクレオチドは、

ハイブリダイゼーショントリガー切断剤（例えば、Ｋｒｏｌら、１９８８、Ｂｉ

ｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  ６：９５８－９７６を参照のこと）またはインターカ

ーレーティング剤（例えば、Ｚｏｎ、１９８８、Ｐｈａｒｍ．Ｒｅｓ．５：５３

９－５４９を参照のこと）を用いて改変され得る。この目的のために、このオリ

ゴヌクレオドは、例えば、ペプチド、ハイブリダイゼーショントリガー架橋剤、

輸送剤、ハイブリダイゼーショントリガー切断剤などの他の分子に連結され得る

。

      【０１７９】

  （ＭＢＳＰＸタンパク質）

  本発明の１つの局面は、単離されたＭＢＳＰＸ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、アナログもしくは相同体に

関する。抗ＭＢＳＰＸ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ＭＢＳ

ＰＸ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、ＭＢＳＰＸ

タンパク質は、組換えＤＮＡ技法により生産される。組換え発現の代替として、

ＭＢＳＰＸ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。

      【０１８０】

  「単離された」または「精製された」タンパク質または生物学的に活性なその

部分は、ＭＢＳＰＸタンパク質が由来する細胞または組織供給源からの細胞材料

またはその他の夾雑タンパク質を実質的に含まないか、化学的に合成されたとき

、化学的前駆体またはその他の化学物質を実質的に含まない。用語「細胞材料を

実質的に含まない」は、ＭＢＳＰＸタンパク質が、単離されるかまたは組換えに

より産生された細胞の細胞成分から分離されているこのタンパク質の調製物を含

む。１つの実施形態では、用語「細胞材料を実質的に含まない」は、非ＭＢＳＰ
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Ｘタンパク質（本明細書ではまた「汚染タンパク質」と呼ばれる）が約３０％（

乾燥重量による）より少ない、より好ましくは約２０％より少ない非ＭＢＳＰＸ

タンパク質、なおより好ましくは約１０％より少ない非ＭＢＳＰＸタンパク質、

そして最も好ましくは約５％より少ない非ＭＢＳＰＸタンパク質を有する、ＭＢ

ＳＰＸタンパク質の調製物を含む。このＭＢＳＰＸタンパク質または生物学的に

活性なその部分が組換えにより産生されるとき培養培地を実質的に含まないこと

もまた好適である。すなわち、培養培地は、タンパク質調製物の容量の約２０％

より少ないか、より好ましくは約１０％より少ないか、そして最も好ましくは約

５％より少ない。

      【０１８１】

  用語「化学的前駆体またはその他の化学物質を実質的に含まない」は、タンパ

ク質の合成において含まれる化学的前駆体またはその他の化学物質からこのタン

パク質が分離されているＭＢＳＰＸタンパク質の調製物を含む。１つの実施形態

では、用語「化学的前駆体またはその他の化学物質を実質的に含まない」は、化

学的前駆体または非ＭＢＳＰＸ化学物質を約３０％（乾燥重量による）より少く

、より好ましくは化学的前駆体または非ＭＢＳＰＸ化学物質を約２０％より少な

く、なおより好ましくは化学的前駆体または非ＭＢＳＰＸ化学物質を約１０％よ

り少なく、そして最も好ましくは化学的前駆体または非ＭＢＳＰＸ化学物質を約

５％より少なく有するＭＢＳＰＸタンパク質の調製物を含む。

      【０１８２】

  ＭＢＳＰＸタンパク質の生物学的に活性な部分は、完全長のＭＢＳＰＸタンパ

ク質より少ないアミノ酸配列を含み、そしてＭＢＳＰＸタンパク質の少なくとも

１つの活性を示す、ＭＢＳＰＸ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で示され

るアミノ酸配列）に十分に相同的であるか、またはそれに由来するアミノ酸配列

を含むペプチドを含む。代表的には、生物学的に活性な部分は、ＭＢＳＰＸタン

パク質の少なくとも１つの活性をともなうドメインまたはモチーフを含む。ＭＢ

ＳＰＸタンパク質の生物学的に活性な部分は、例えば、１０、２５、５０、１０

０またはそれ以上のアミノ酸の長さのポリペプチドであり得る。
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      【０１８３】

  さらに、このタンパク質のその他の領域が欠失したその他の生物学的に活性な

部分が、組換え技法により調製され、ネイティブなＭＢＳＰＸタンパク質の１つ

以上の機能的活性について評価され得る。

      【０１８４】

  ある実施形態では、このＭＢＳＰＸ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。他の実施形態では、このＭＢＳＰＸ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に実質的に相同

であり、そして以下に詳細に記載されるように、天然の対立遺伝子変動または変

異誘発に起因してアミノ酸配列がなお異なるが、配列番号２、４、６、８、１０

、１２、１４、１６、１８、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、別の実施形態では、このＭＢＳＰＸ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％相同であるアミノ酸配列を含み、そして配列番号

２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２または２４のＭＢ

ＳＰＸタンパク質の機能的活性を保持するタンパク質である。

      【０１８５】

  （２つ以上の配列間の相同性の決定）

  ２つのアミノ酸配列または２つの核酸の相同性のパーセントを決定するために

、これらの配列を最適な比較の目的にアラインする（例えば、第２のアミノ酸ま

たは核酸配列との最適アラインメントのために第１のアミノ酸または核酸配列の

配列中にギャップを導入し得る）。次いで、対応するアミノ酸位置またはヌクレ

オチド位置でアミノ酸残基またはヌクレオチドを比較する。第１の配列中の位置

が第２の配列中の対応する位置と同じアミノ酸残基またはヌクレオチドで占めら

れるとき、この分子はその位置で相同である（すなわち、本明細書で用いるとき

、アミノ酸または核酸「相同性」は、アミノ酸または核酸「同一性」と等価であ

る）。

      【０１８６】
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  核酸配列相同性は、２つの配列間の同一性の程度で決定され得る。この相同性

は、ＧＣＧプログラムパッケージで提供されるＧＡＰソフトウェアのような当該

分野で公知のコンピュータープログラムを用いて決定され得る。Ｎｅｅｄｌｅｍ

ａｎおよびＷｕｎｓｃｈ  １９７０  Ｊ  Ｍｏｌ  Ｂｉｏｌ  ４８：４４３－４

５３を参照のこと。ＧＣＧ  ＧＡＰソフトウェアを核酸配列比較のために以下の

設定を用い：５．０のＧＡＰ作成ペナルティーおよび０．３のＧＡＰ伸長ペナル

ティー、上記で言及した類似の核酸配列のコード領域は、好ましくは、配列番号

１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１または２３で示され

たＤＮＡ配列のＣＤＳ（すなわちコードする）部分と、少なくとも７０％、７５

％、８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、または９９％の同一性の程度を

示す。

      【０１８７】

  用語「配列同一性」は、２つのポリヌクレオチドまたはポリペプチド配列が、

比較の特定の領域に亘って残基ごとについて同一である程度をいう。用語「配列

同一性のパーセント」は、その比較の領域に亘り最適にアラインされた配列を比

較すること、両方の配列において同一の核酸塩基（例えば、核酸の場合、Ａ、Ｔ

、Ｃ、Ｇ、Ｕ、またはＩ）がある位置の数を決定し、一致した位置の数を生成す

ること、比較領域中の位置の総数（すなわち、ウインドウサイズ）で一致した位

置の数を除すること、およびこの結果に１００を乗じ配列同一性のパーセントを

得ることにより算出される。本明細書で用いる用語「実質的に同一」は、ポリヌ

クレオチド配列の特徴を示し、ここで、このポリヌクレオチドは、比較領域に亘

って参照配列と比較したとき、少なくとも８０％の配列同一性、好ましくは少な

くとも８５％の配列同一性そしてしばしば９０～９５％の配列同一性、より通常

は少なくとも９９％の配列同一性を有する配列を含む。

      【０１８８】

  （キメラおよび融合タンパク質）

  本発明はまた、ＭＢＳＰＸキメラまたは融合タンパク質を提供する。本明細書

で用いられるとき、ＭＢＳＰＸ「キメラタンパク質」または「融合タンパク質」

は、非ＭＢＳＰＸポリペプチドと作動可能に連結されたＭＢＳＰＸポリペプチド
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を含む。「ＭＢＳＰＸポリペプチド」は、ＭＢＳＰＸに相当するアミノ酸配列を

有するポリペプチドをいい、その一方、「非ＭＢＳＰＸポリペプチド」は、この

ＭＢＳＰＸタンパク質に実質的に相同ではないタンパク質に相当するアミノ酸配

列を有するポリペプチドをいう（例えば、ＭＢＳＰＸタンパク質とは異なり、し

かも同一かまたは異なる生物に由来するタンパク質）。ＭＢＳＰＸ融合タンパク

質の中で、ＭＢＳＰＸポリペプチドは、ＭＢＳＰＸタンパク質のすべてか、また

はその一部分に対応し得る。１つの実施形態では、ＭＢＳＰＸ融合タンパク質は

、ＭＢＳＰＸ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、ＭＢＳＰＸ融合タンパク質は、ＭＢＳＰＸタンパク質の少なくと

も２つの生物学的に活性な部分を含む。なお別の実施形態では、ＭＢＳＰＸ融合

タンパク質は、ＭＢＳＰＸタンパク質の少なくとも３つの生物学的に活性な部分

を含む。融合タンパク質において、用語「作動可能に連結される」は、ＭＢＳＰ

Ｘポリペプチドおよび非ＭＢＳＰＸポリペプチドが互いにインフレームで融合し

ていることを示すことを意図する。非ＭＢＳＰＸポリペプチドは、ＭＢＳＰＸポ

リペプチドのＮ末端またはＣ末端に融合され得る。

      【０１８９】

  なお別の実施形態では、この融合タンパク質は、ＧＳＴ－ＭＢＳＰＸ融合タン

パク質であり、ここではＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸの精製を容易にし得る。

      【０１９０】

  別の実施形態では、この融合タンパク質は、そのＮ末端に異種シグナル配列を

含むＭＢＳＰＸタンパク質である。例えば、ネイティブなＭＢＳＰＸシグナル配

列を除去し、別のタンパク質からのシグナル配列で置き換え得る。特定の宿主で

は（例えば、哺乳動物宿主細胞）、ＭＢＳＰＸの発現および／または分泌は、異

種シグナル配列の使用により増大され得る。

      【０１９１】

  なお別の実施形態では、この融合タンパク質は、ＭＢＳＰＸ－免疫グロブリン

融合タンパク質であり、ここではＭＢＳＰＸ配列が、免疫グロブリンタンパク質
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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ＭＢＳＰＸ－

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ＭＢＳＰＸリガントとＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸ媒介信号伝達を抑制

し得る。このＭＢＳＰＸ－免疫グロブリン融合タンパク質を用い、ＭＢＳＰＸ同

族リガンドの生体利用性に影響を与え得る。ＭＢＳＰＸリガンド／ＭＢＳＰＸ相

互作用の阻害は、増殖障害および分化障害の両方の処置、および細胞生存を調節

（例えば、促進または阻害）することに、治療的に有用であり得る。さらに、本

発明のこのＭＢＳＰＸ－免疫グロブリン融合タンパク質は、被験体中で抗ＭＢＳ

ＰＸ抗体を産生するための免疫原として用い得、ＭＢＳＰＸリガンドを精製し、

そしてＭＢＳＰＸリガンドとのＭＢＳＰＸ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。

      【０１９２】

  本発明のＭＢＳＰＸ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  

ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ、Ｊｏｈｎ  

Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ、１９９２を参照のこと）。さらに、融合成分（例えば、

ＧＳＴポリペプチド）をすでにコードした多くの発現ベクターが市販されている

。ＭＢＳＰＸをコードする核酸は、この融合成分がＭＢＳＰＸ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。



(93) 特表２００３－５２９３３４

      【０１９３】

  （ＭＢＳＰＸアゴニストおよびアンタゴニスト）

  本発明はまた、ＭＢＳＰＸアゴニスト（模倣物）として、またはＭＢＳＰＸア

ンタゴニストとして機能するＭＢＳＰＸタンパク質の改変体に関する。ＭＢＳＰ

Ｘタンパク質の改変体、例えば、ＭＢＳＰＸ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。ＭＢＳＰＸタンパク質のアゴニストは

、天然に存在する形態のＭＢＳＰＸ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。ＭＢＳＰＸタンパク質のアン

タゴニストは、天然に存在する形態のＭＢＳＰＸタンパク質の１つ以上の活性を

、例えば、ＭＢＳＰＸ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、ＭＢＳＰＸ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。

      【０１９４】

  ＭＢＳＰＸアゴニスト（模倣物）として、またはＭＢＳＰＸアンタゴニストの

いずれかとして機能するＭＢＳＰＸタンパク質の改変体は、ＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸ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、ＭＢＳＰＸ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。ＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸ配

列のセットを含む（例えば、ファージディスプレイのための）より大きな融合タ

ンパク質のセットとして発現可能であるように、遺伝子配列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ＭＢＳＰＸ

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
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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ＭＢＳＰＸ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；Ｉｔａｋｕｒａら（１９８４）Ａｎｎｕ  Ｒｅｖ  Ｂｉｏｃｈｅｍ

  ５３：３２３；Ｉｔａｋｕｒａら（１９８４）Ｓｃｉｅｎｃｅ  １９８：１０

５６；Ｉｋｅら（１９８３）Ｎｕｃｌ  Ａｃｉｄ  Ｒｅｓ  １１：４７７）。

      【０１９５】

  （ポリペプチドライブラリー）

  さらに、ＭＢＳＰＸ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、ＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸ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、ＭＢＳＰＸコード配列の二本鎖ＰＣ

Ｒフラグメントを、１分子あたり約１つのみのニックが生じる条件下、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、ＭＢＳＰＸ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。

      【０１９６】

  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

。このような技法を、ＭＢＳＰＸ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
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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、ＭＢＳＰＸ改変体を同定し得る（Ａｒｋｉｎおよ

びＹｏｕｒｖａｎ（１９９２）ＰＮＡＳ  ８９：７８１１－７８１５；Ｄｅｌｇ

ｒａｖｅら（１９９３）Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ  ６：３２７

－３３１）。

      【０１９７】

  （抗ＭＢＳＰＸ抗体）

  単離されたＭＢＳＰＸタンパク質、またはその部分もしくはフラグメントは、

ポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体調製のための標準的な技法を用い

て、ＭＢＳＰＸに結合する抗体を生成するための免疫原として用いられ得る。完

全長のＭＢＳＰＸタンパク質が用いられ得るが、あるいは、本発明は、免疫原と

しての使用のためのＭＢＳＰＸの抗原性ペプチドフラグメントを提供する。ＭＢ

ＳＰＸの抗原性ペプチドは、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６

、１８、２０、２２、または２４で示されるアミノ酸配列の少なくとも８アミノ

酸残基を含み、そしてこのペプチドに対して惹起された抗体がＭＢＳＰＸと特異

的な免疫複合体を形成するように、ＭＢＳＰＸのエピトープを含む。好ましくは

、この抗原性ペプチドは、少なくとも１０のアミノ酸残基を含み、より好ましく

は少なくとも１５のアミノ酸残基を含み、さらにより好ましくは少なくとも２０

のアミノ酸残基を含み、そして最も好ましくは少なくとも３０のアミノ酸残基を

含む。この抗原ペプチドに含まれる好ましいエピトープは、例えば親水性領域の

ような、このタンパク質の表面上に位置するＭＢＳＰＸの領域である。

      【０１９８】

  本明細書で開示されるように、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、

１６、１８、２０、２２、または２４のＭＢＳＰＸタンパク質配列、またはその
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誘導体、フラグメント、アナログもしくは相同体を、これらのタンパク質成分に

免疫特異的に結合する抗体の生成における免疫原として利用し得る。本明細書で

用いる用語「抗体」は、免疫グロブリン分子、および免疫グロブリン分子の免疫

学的に活性な部分、すなわち、ＭＢＳＰＸのような抗原に特異的に結合（免疫反

応）する抗原結合部位を含む分子をいう。このような抗体は、制限されずに、ポ

リクローナル抗体、モノクローナル抗体、キメラ抗体、単鎖抗体、ＦabおよびＦ

(ab')2フラグメント、およびＦab発現ライブラリーを含む。特定の実施形態では

、ヒトＭＢＳＰＸタンパク質に対する抗体が開示される。当該分野で公知の種々

の手順が、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２

２、または２４のＭＢＳＰＸタンパク質配列、またはその誘導体、フラグメント

、アナログもしくは相同体に対するポリクローナルまたはモノクローナル抗体の

産生のために用いられ得る。

      【０１９９】

  ポリクローナル抗体の産生のために、種々の適切な宿主動物（例えば、ウサギ

、ヤギ、マウスまたはその他の哺乳動物）を、ネイティプタンパク質、またはそ

の合成改変体、または前述の誘導体での注射により免疫化し得る。適切な免疫原

調製物は、例えば、組換えにより発現されたＭＢＳＰＸタンパク質または化学的

に合成されたＭＢＳＰＸポリペプチドを含有し得る。この調製物は、アジュバン

トをさらに含み得る。免疫学的応答を増大するために用いられる種々のアジュバ

ントは、制限されずに、フロイントの（完全および不完全）アジュバント、ミネ

ラルゲル（例えば、水酸化アルミニウム）、表面活性物質（例えば、リゾレシチ

ン、プルロニックポリオール、ポリアニオン、ペプチド、オイルエマルジョン、

ジニトロフェノールなど）、Ｂａｃｉｌｌｅ  Ｃａｌｍｅｔｔｅ－Ｇｕｅｒｉｎ

およびＣｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ  ｐａｒｖｕｍのようなヒトアジュバン

ト、または類似の免疫刺激剤を含む。所望であれば、ＭＢＳＰＸに対する抗体分

子は、哺乳動物（例えば、血液）から単離され、そしてさらに、ＩｇＧフラクシ

ョンを得るためのプロテインＡクロマトグラフィーのような、周知の技法により

精製され得る。

      【０２００】
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  本明細書で用いられる用語「モノクローナル抗体」または「モノクローナル抗

体組成物」は、ＭＢＳＰＸの特定のエピトープと免疫反応し得る抗原結合部位の

１種のみを含む抗体分子の集団をいう。従って、代表的には、モノクローナル抗

体組成物は、それと免疫反応する特定のＭＢＳＰＸタンパク質に対し、単一の結

合親和性を示す。特定のＭＢＳＰＸタンパク質、またはその誘導体、フラグメン

ト、アナログもしくは相同体に対するモノクローナル抗体の調製には、連続的な

細胞株培養による抗体分子の産生のために提供する任意の技法が利用され得る。

このような技法は、制限されずに、ハイブリドーマ技法（Ｋｏｈｌｅｒ＆Ｍｉｌ

ｓｔｅｉｎ、１９７５  Ｎａｔｕｒｅ  ２５６：４９５－４９７を参照のこと）

；トリオーマ技法；ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技法（Ｋｏｚｂｏｒら、１９８３

  Ｉｍｍｕｎｏｌ  Ｔｏｄａｙ  ４：７２）およびヒトモノクローナル抗体を産

生するためのＥＢＶハイブリドーマ技法（Ｃｏｌｅら、１９８５  ＭＯＮＯＣＬ

ＯＮＡＬ  ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ  ＡＮＤ  ＣＡＮＣＥＲ  ＴＨＥＲＡＰＹ、Ａ

ｌａｎ  Ｒ．Ｌｉｓｓ、Ｉｎｃ．７７－９６頁を参照のこと）を含む。ヒトモノ

クローナル抗体を、本発明の実施において利用し得、そしてヒトハイブリドーマ

を用いることによるか（Ｃｏｔｅら、１９８３．Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ

  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８０：２０２６－２０３０を参照のこと）、またはインビト

ロでヒトＢ細胞をエプスタイン－バーウイルスで形質転換することにより（Ｃｏ

ｔｅら、１９８５  ＭＯＮＯＣＬＯＮＡＬ  ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ  ＡＮＤ  Ｃ

ＡＮＣＥＲ  ＴＨＥＲＡＰＹ、Ａｌａｎ  Ｒ．Ｌｉｓｓ、Ｉｎｃ．７７－９６頁

を参照のこと）産生され得る。上記の引用の各々は、それらの全体が参考として

本明細書に援用される。

      【０２０１】

  本発明によれば、技法は、ＭＢＳＰＸタンパク質に特異的な単鎖抗体の産生の

ために適合され得る（例えば、米国特許第４，９４６，７７８号を参照のこと）

。さらに、方法は、Ｆab発現ライブラリーの構築のために適合され得（例えば、

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

こと）、ＭＢＳＰＸタンパク質、またはその誘導体、フラグメント、アナログも

しくは相同体に対し、所望の特異性を有するモノクローナルＦabフラグメントの
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迅速かつ有効な同定を可能にする。非ヒト抗体は、当該分野で周知の技法により

「ヒト化」され得る。例えば、米国特許第５，２２５，５３９号を参照のこと。

ＭＢＳＰＸタンパク質に対するイディオタイプを含む抗体フラグメントを、当該

分野で公知の技法により産生し得、これには、制限されないで：（ｉ）抗体分子

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

グメントのジスルフィド架橋を還元することにより生成されるＦabフラグメント

；（ｉｉｉ）抗体分子のパパインおよび還元剤での処理により生成されるＦabフ

ラグメントおよび（ｉｖ）Ｆvフラグメントが含まれる。

      【０２０２】

  さらに、ヒトおよび非ヒト部分の両方を含むキメラ抗体およびヒト化モノクロ

ーナル抗体のような、組換え抗ＭＢＳＰＸ抗体（これらは、標準組換えＤＮＡ技

術を用いて作製され得る）は、本発明の範囲内である。このようなキメラ抗体お

よびヒト化モノクローナル抗体は、当該分野で公知の組換えＤＮＡ技術により生

成され得る。この技術は例えば、以下に記載の方法を用いる：国際出願番号ＰＣ

Ｔ／ＵＳ８６／０２２６９；欧州特許出願番号１８４，１８７号；欧州特許出願

番号１７１，４９６；欧州特許出願番号１７３，４９４；ＰＣＴ国際公開番号Ｗ

Ｏ  ８６／０１５３３；米国特許第４，８１６，５６７号；欧州特許出願番号１

２５，０２３号；Ｂｅｔｔｅｒら（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４０：１０４

１～１０４３；Ｌｉｕら（１９８７）ＰＮＡＳ  ８４：３４３９～３４４３；Ｌ

ｉｕら（１９８７）Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３９：３５２１～３５２６；Ｓｕｎ

ら（１９８７）ＰＮＡＳ  ８４：２１４～２１８；Ｎｉｓｈｉｍｕｒａら（１９

８７）Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ  ４７：９９９～１００５；Ｗｏｏｄら（１９８５

）Ｎａｔｕｒｅ  ３１４：４４６～４４９；Ｓｈａｗら（１９８８）Ｊ  Ｎａｔ

ｌ  Ｃａｎｃｅｒ  Ｉｎｓｔ  ８０：１５５３～１５５９）；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ

（１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２２９：１２０２～１２０７；Ｏｉら（１９８６

）ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  ４：２１４；米国特許第５，２２５，５３９号

；Ｊｏｎｅｓら（１９８６）Ｎａｔｕｒｅ  ３２１：５５２～５２５；Ｖｅｒｈ

ｏｅｙａｎら（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３９：１５３４；ならびにＢｅｉ

ｄｌｅｒら（１９８８）Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １４１：４０５３～４０６０。
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      【０２０３】

  １つの実施形態において、所望の特異性を保有する抗体のスクリーニングのた

めの方法論は、当該分野内で公知の酵素結合抗体免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ

）および他の免疫学的に媒介された技術を含むが、これに限定されない。

      【０２０４】

  抗ＭＢＳＰＸ抗体は、ＭＢＳＰＸタンパク質の局在化および／または定量化に

関する当該分野で公知の方法において用いられ得る（例えば、適切な生理学的な

サンプル内のＭＢＳＰＸタンパク質のレベルを測定する使用のために、診断的方

法における使用のために、タンパク質の画像化における使用のために、など）。

所定の実施形態において、ＭＢＳＰＸタンパク質、またはそれらの誘導体、フラ

グメント、アナログまたはホモログの抗体（抗体由来の結合ドメインを含む）は

、薬理学的に活性な化合物［本明細書中、以降において「治療剤」］として利用

される。

      【０２０５】

  抗ＭＢＳＰＸ抗体（例えば、モノクローナル抗体）は、標準技術（例えばアフ

ィニティークロマトグラフィまたは免疫沈降）によって、ＭＢＳＰＸを単離する

ために用いられ得る。抗ＭＢＳＰＸ抗体は、細胞からの天然のＭＢＳＰＸ、そし

て宿主細胞において発現される組換え的に産生されたＭＢＳＰＸの精製を容易に

し得る。さらに、抗ＭＢＳＰＸ抗体が、（例えば、細胞の溶菌液または細胞上清

における）ＭＢＳＰＸタンパク質を検出するために用いられ、ＭＢＳＰＸタンパ

ク質の発現の量およびパターンを評価し得る。抗ＭＢＳＰＸ抗体は、例えば、所

定の治療レジメンの有効性を決定するために、臨床試験の手順の一部として組織

におけるタンパク質レベルを診断的にモニターするために用いられ得る。検出は

、抗体を検出可能物質に連結する（すなわち、物理的に連結する）ことにより容

易になり得る。検出可能物質の例としては、種々の酵素、補欠分子族、蛍光物質

、発光材料、生物発光材料および放射性物質が挙げられる。適切な酵素の例とし

ては、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシ

ダーゼまたはアセチルコリンエステラーゼが挙げられる；適切な補欠分子族複合

体の例としては、ストレプトアビジン／ビオチンおよびアビジン／ビオチンが挙
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げられる；適切な蛍光物質の例としては、ウンベリフェロン、フルオレセイン、

フルオレセインイソチオシアネート、ローダミン、ジクロロトリアジニルアミン

（ｄｉｃｈｌｏｒｏｔｒｉａｚｉｎｙｌａｍｉｎｅ）フルオレセイン、ダンシル

クロリドまたはフィコエリトリンが挙げられる；発光材料の例としては、ルミノ

ールが挙げられる；生物発光材料の例としては、ルシフェラーゼ、ルシフェリン

およびエクオリンが挙げられる；そして、適切な放射性物質の例としては125Ｉ

、131Ｉ、35Ｓまたは3Ｈが挙げられる。

      【０２０６】

  （ＭＢＳＰＸ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、ＭＢＳＰＸタンパク質、またはそれらの誘導体、フラグ

メント、アナログもしくはホモログをコードする核酸を含む、ベクター、好まし

くは、発現ベクターに関する。本明細書において使用する場合、用語「ベクター

」は、それに連結された別の核酸を輸送し得る核酸分子をいう。１つの型のベク

ターは、「プラスミド」である。これはさらなるＤＮＡセグメントが連結され得

る環状の二本鎖ＤＮＡループをいう。他の型のベクターは、ウイルス性ベクター

であり、ここでさらなるＤＮＡセグメントが、ウイルスゲノムに連結され得る。

特定のベクターは、ベクターが導入される宿主細胞中で自律複製し得る（例えば

、細菌性の複製起点を有する細菌ベクター、およびエピソーム性哺乳動物ベクタ

ー）。他のベクター（例えば、非エピソーム性哺乳動物ベクター）は、宿主細胞

への導入の際、宿主細胞のゲノムに組み込まれ、そして、これにより宿主ゲノム

とともに複製される。さらに、特定のベクターは、それらが作動可能に連結され

る遺伝子の発現を導き得る。このようなベクターは、本明細書において「発現ベ

クター」と呼ばれる。一般に、組換えＤＮＡ技術における有用な発現ベクターは

、しばしばプラスミドの形態である。本願明細書において、「プラスミド」およ

び「ベクター」は、プラスミドが最も一般的に用いられる形態のベクターである

ので、交換可能に使用され得る。しかし、本発明は、等価の機能を果たす、ウイ

ルス性ベクター（例えば、複製欠損レトロウィルス、アデノウィルス、およびア

デノ随伴ウィルス）のような、このような他の形態の発現ベクターを含むことを

意図する。
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      【０２０７】

  本発明の組換え発現ベクターは、宿主細胞における核酸の発現に適切な形態の

本発明の核酸を含む。これは、組換え発現ベクターが、発現されるべき核酸配列

に作動可能に連結されている、発現に用いられるべき宿主細胞に基づいて選択さ

れる、１つ以上の調節配列を含むことを意味する。組換え発現ベクター内で、「

作動可能に連結する」とは、目的のヌクレオチド配列が、（例えば、インビトロ

の転写／翻訳系において、またはベクターが宿主細胞に導入される場合は、宿主

細胞において）ヌクレオチド配列の発現を可能にする様式で調節配列に連結され

るという意味を意図する。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  ＥＸＰ

ＲＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ  ＩＮ  ＥＮＺＹＭＯ

ＬＯＧＹ  １８５、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ、Ｃａ

ｌｉｆ．（１９９０）に記載されている。調節配列は、多くの型の宿主細胞にお

いてヌクレオチド配列の構成的発現を指向する配列、および特定の宿主細胞のみ

においてヌクレオチド配列の発現を指向する配列（例えば、組織特異的調節配列

）を含む。発現ベクターの設計が形質転換されるべき宿主細胞の選択、所望のタ

ンパク質の発現のレベルなどのような因子に依存し得ることは当業者には明白で

ある。本発明の発現ベクターは、宿主細胞に導入され得、それにより、本明細書

に記載される核酸によりコードされるタンパク質またはペプチド（融合タンパク

質またはペプチドを含む）（例えば、ＭＢＳＰＸタンパク質、またはＭＢＳＰＸ

の変異形態、融合タンパク質など）を生成し得る。

      【０２０８】

  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、

ＭＢＳＰＸ発現のために設計され得る。例えば、ＭＢＳＰＸは、細菌細胞（例え

ば、Ｅ．ｃｏｌｉ）、昆虫細胞（バキュロウイルス発現ベクターを用いる）、酵

母細胞または哺乳動物細胞において発現され得る。適切な宿主細胞は、Ｇｏｅｄ

ｄｅｌ；ＧＥＮＥ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯ

ＤＳ  ＩＮ  ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ  １８５、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ、
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Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｉｆ．（１９９０）にさらに考察されている。ある

いは、組換え型発現ベクターは、例えば、Ｔ７プロモーター調節配列およびＴ７

ポリメラーゼを用いて、インビトロで転写および翻訳され得る。

      【０２０９】

  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Ｅ．ｃｏｌｉにおいて実行される。融合ベ

クターは、そこにコードされるタンパク質に、通常、組換えタンパク質のアミノ

末端に、多数のアミノ酸を付加する。このような融合ベクターは、代表的には、

以下の３つの目的のために役立つ：（１）組換えタンパク質の発現を増加させる

こと；（２）組換えタンパク質の可溶性を増加させること；および（３）アフィ

ニティー精製においてリガンドとして作用することによって組換えタンパク質の

精製の際に補助すること。しばしば、融合発現ベクターにおいて、タンパク質分

解の切断部位が、融合部分の結合部に導入され、そしてこの組換えタンパク質に

より、融合タンパク質の精製の後に融合部分から組換えタンパク質を分離するこ

とが可能になる。このような酵素、およびその同族の認識配列は、第Ｘａ因子、

トロンビン、およびエンテロキナーゼを含む。代表的な融合発現ベクターとして

は、グルタチオンＳ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）、マルトースＥ結合タンパ

ク質、またはプロテインＡを、それぞれ、標的の組換えタンパク質に融合するｐ

ＧＥＸ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ  Ｉｎｃ．；Ｓｍｉｔｈ  ａｎｄ

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

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

ＲＩＴ５（Ｐｈａｒｍａｃｉａ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，Ｎ．Ｊ．）が挙げられ

る。

      【０２１０】

  適切な誘導性非融合Ｅ．ｃｏｌｉ発現ベクターの例には、ｐＴｒｃ（Ａｍｒａ

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

Ｓｔｕｄｉｅｒら、ＧＥＮＥ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：

ＭＥＴＨＯＤＳ  ＩＮ  ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ  １８５，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐ
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ｒｅｓｓ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．（１９９０）６０－８９）が挙げ

られる。

      【０２１１】

  Ｅ．ｃｏｌｉにおける組換えタンパク質発現を最大化するための１つのストラ

テジーは、組換えタンパク質をタンパク質分解的に切断する能力が損なわれた宿

主細菌中でタンパク質を発現することである。Ｇｏｔｔｅｓｍａｎ，ＧＥＮＥ  

ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ  ＩＮ  ＥＮＺ

ＹＭＯＬＯＧＹ  １８５，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ

，Ｃａｌｉｆ．（１９９０）１１９－１２８を参照のこと。別のストラテジーは

、各アミノ酸についての個々のコドンが、Ｅ．ｃｏｌｉにおいて優先的に利用さ

れるコドンであるように発現ベクターに挿入される核酸の核酸配列を変更するこ

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

：２１１１－２１１８）。本発明のこのような核酸配列の変更は、標準的なＤＮ

Ａ合成技術によって実行され得る。

      【０２１２】

  別の実施形態において、ＭＢＳＰＸ発現ベクターは、酵母発現ベクターである

。酵母Ｓ．ｃｅｒｉｖｉｓａｅにおける発現のためのベクターの例には、ｐＹｅ

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

４）、ｐＭＦａ（ＫｕｒｊａｎおよびＨｅｒｓｋｏｗｉｔｚ、（１９８２）Ｃｅ

ｌｌ  ３０：９３３－９４３）、ｐＪＲＹ８８（Ｓｃｈｕｌｔｚら、（１９８７

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

ｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．）、およびｐｉｃＺ

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

挙げられる。

      【０２１３】

  あるいは、ＭＢＳＰＸは、バキュロウイルス発現ベクターを使用して、昆虫細

胞中で発現され得る。培養昆虫細胞（例えば、ＳＦ９細胞）中でのタンパク質の

発現のために利用可能なバキュロウイルスベクターには、ｐＡｃシリーズ（Ｓｍ

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



(104) 特表２００３－５２９３３４

およびｐＶＬシリーズ（ＬｕｃｋｌｏｗおよびＳｕｍｍｅｒｓ（１９８９）Ｖｉ

ｒｏｌｏｇｙ  １７０：３１－３９）が挙げられる。

      【０２１４】

  なお別の実施形態において、本発明の核酸は、哺乳動物発現ベクターを使用し

て、哺乳動物細胞中で発現される。哺乳動物発現ベクターの例には、ｐＣＤＭ８

（Ｓｅｅｄ（１９８７）Ｎａｔｕｒｅ  ３２９：８４０）およびｐＭＴ２ＰＣ（

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

る。哺乳動物細胞中で使用される場合、発現ベクターの制御機能は、しばしば、

ウイルスの調節エレメントによって提供される。例えば、一般に使用されるプロ

モーターは、ポリオーマ、アデノウイルス２、サイトメガロウイルス、およびシ

ミアンウイルス４０に由来する。原核生物細胞および真核生物細胞の両方のため

の他の適切な発現系については、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、ＭＯＬＥＣＵＬ

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

ｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐ

ｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐ

ｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．，１９８９の第１６章および第１７章を参照

のこと。

      【０２１５】

  別の実施形態において、組換え哺乳動物発現ベクターは、特定の細胞型（例え

ば、組織特異的調節エレメントを使用して核酸を発現する）中で優先的に核酸の

発現を指向し得る。組織特異的調節エレメントは、当該分野で公知である。適切

な組織特異的なプロモーターの非限定的な例には、アルブミンプロモーター（肝

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

７７）、リンパ特異的プロモーター（ＣａｌａｍｅおよびＥａｔｏｎ（１９８８

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

のプロモーターにおいて（ＷｉｎｏｔｏおよびＢａｌｔｉｍｏｒｅ（１９８９）

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

ーにおいて（Ｂａｎｅｒｊｉら（１９８３）Ｃｅｌｌ  ３３：７２９－７４０；

ＱｕｅｅｎおよびＢａｌｔｉｍｏｒｅ（１９８３）Ｃｅｌｌ  ３３：７４１－７
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４８）、ニューロン特異的プロモーター（例えば、ニューロフィラメントプロモ

ーター；ＢｙｒｎｅおよびＲｕｄｄｌｅ（１９８９）ＰＮＡＳ  ８６：５４７３

－５４７７）、膵臓特異的プロモーター（Ｅｄｌｕｎｄら（１９８５）Ｓｃｉｅ

ｎｃｅ  ２３０：９１２－９１６）、ならびに乳腺特異的プロモーター（例えば

、ミルク乳清プロモーター；米国特許第４，８７３，３１６号および欧州出願公

開第２６４，１６６号）が挙げられる。発生的に調節されるプロモーターもまた

含まれる（例えば、マウスホックス（ｍｕｒｉｎｅ  ｈｏｘ）プロモーター（Ｋ

ｅｓｓｅｌおよびＧｒｕｓｓ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：３７４－３

７９）およびα－フェトプロテインプロモーター（ＣａｍｐｅｓおよびＴｉｌｇ

ｈｍａｎ（１９８９）Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖ  ３：５３７－５４６）。

      【０２１６】

  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、ＭＢＳＰＸ  ｍＲＮＡに対するアンチセンスであるＲＮＡ分子の発現（Ｄ

ＮＡ分子の転写によって）を可能にする様式で調節配列に作動可能に連結される

。調節配列は、種々の細胞型においてアンチセンスＲＮＡ分子の連続的な発現を

指向する、アンチセンス方向でクローニングされた核酸に作動可能に連結される

調節配列（ウイルスプロモーターおよび／もしくはエンハンサー）が選択され得

るか、または例えば、アンチセンスＲＮＡの構成的発現、組織特異的発現、また

は細胞特異的発現を指向する調節配列が、選択され得る。アンチセンス発現ベク

ターは、組換えプラスミド、ファージミド、または弱毒化されたウイルスの形態

であり得、ここではアンチセンス核酸は、高効率調節領域の制御下で産生され、

その活性は、ベクターが導入される細胞型によって決定され得る。アンチセンス

遺伝子を使用する遺伝子発現の調節の議論については、Ｗｅｉｎｔｒａｕｂら、

「Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ  ＲＮＡ  ａｓ  ａ  ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  ｔｏｏｌ  ｆ

ｏｒ  ｇｅｎｅｔｉｃ  ａｎａｌｙｓｉｓ」、Ｒｅｖｉｅｗｓ－－Ｔｒｅｎｄｓ

  ｉｎ  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ、第１巻（１）１９８６を参照のこと。

      【０２１７】

  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
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する。用語「宿主細胞」および「組換え宿主細胞」は、本明細書中で、交換可能

に使用される。このような用語は、特定の対象の細胞をいうのみでなく、そのよ

うな細胞の子孫または潜在的な子孫をいうことが理解される。変異または環境的

影響のいずれかに起因して、特定の改変が次の世代において生じ得るので、この

ような子孫は、実際、親の細胞と同一でないかもしれないが、なお、本明細書中

で使用されるような用語の範囲内に含まれる。

      【０２１８】

  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、Ｍ

ＢＳＰＸ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、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。

      【０２１９】

  ベクターＤＮＡは、従来的な形質転換またはトランスフェクション技術を介し

て原核生物細胞または真核生物細胞に導入され得る。本明細書中で使用される場

合、用語「形質転換」および「トランスフェクション」とは、外来性の核酸（例

えば、ＤＮＡ）を宿主細胞に導入するための当該分野で認識される種々の技術を

いうことを意図し、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

ションするための適切な方法は、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  Ｃ

ＬＯＮＩＮＧ：Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ．第２版、Ｃｏｌｄ  

Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ

  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ

  Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．，１９８９）および他の実験室マニュアルに見出され

得る。

      【０２２０】

  安定な哺乳動物細胞のトランスフェクションのために、使用される発現ベクタ

ーおよびトランスフェクション技術に依存して、細胞のほんの一部のみが外来Ｄ

ＮＡをそのゲノムに組み込み得ることが知られている。これらの要素を同定およ
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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（例えば、Ｇ４１８、ハイグロマイシン、およびメトトレ

キサート）に対する耐性を付与するものが含まれる。選択マーカーをコードする

核酸は、ＭＢＳＰＸをコードするベクターと同じベクター上で宿主細胞に導入さ

れ得るか、あるいは別々のベクター上で導入され得る。導入された核酸で安定に

トランスフェクトされた細胞は、薬物選択によって同定され得る（例えば、選択

マーカー遺伝子を取り込んだ細胞は生存し、一方他の細胞は死滅する）。

      【０２２１】

  本発明の宿主細胞（例えば、培養中の原核生物宿主細胞および真核生物宿主細

胞）は、ＭＢＳＰＸ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、ＭＢＳＰＸ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、本発明の方法

は、ＭＢＳＰＸ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、ＭＢＳＰＸをコードする組換え発現ベクターが導入された）を培養

する工程を包含する。別の実施形態において、本発明はさらに、培地または宿主

細胞からＭＢＳＰＸを単離する工程を包含する。

      【０２２２】

  （トランスジェニック動物）

  本発明の宿主細胞はまた、非ヒトトランスジェニック動物を作製するために使

用され得る。例えば、１つの実施形態において、本発明の宿主細胞は、ＭＢＳＰ

Ｘコード配列が導入された、受精した卵母細胞または胚性幹細胞である。次いで

、このような宿主細胞は、外因性のＭＢＳＰＸ配列がそのゲノムに導入された非

ヒトトランスジェニック動物、または内因性のＭＢＳＰＸ配列が変更された相同

組換え動物を作製するために使用され得る。このような動物は、ＭＢＳＰＸの機

能および／または活性を研究するため、ならびにＭＢＳＰＸ活性のモジュレータ

ーを同定および／または評価するために有用である。本明細書中で使用される場

合、「トランスジェニック動物」とは、非ヒト動物であり、好ましくは哺乳動物

であり、より好ましくは、ラットまたはマウスのような齧歯類であり、その動物
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の１つ以上の細胞が、導入遺伝子を含む。トランスジェニック動物の他の例とし

ては、非ヒト霊長類、ヒツジ、イヌ、ウシ、ヤギ、ニワトリ、両生類などが挙げ

られる。導入遺伝子は、細胞（この細胞からトランスジェニック動物が発生する

）のゲノムに組み込まれかつ成熟動物のゲノムに残存する、外因性のＤＮＡであ

り、それによって、トランスジェニック動物の１つ以上の細胞型または組織にお

いてコードされた遺伝子産物の発現を指示する。本明細書中で使用される場合、

「相同組換え動物」とは、非ヒト動物であり、好ましくは哺乳動物であり、より

好ましくはマウスであり、ここで内因性のＭＢＳＰＸ遺伝子は、内因性の遺伝子

と、その動物の発生の前にその動物の細胞（例えば、その動物の胚細胞）に導入

された外因性のＤＮＡ分子との間の相同組換えによって変更されている。

      【０２２３】

  本発明のトランスジェニック動物は、ＭＢＳＰＸをコードする核酸を、例えば

、マイクロインジェクション、レトロウイルス感染によって、受精した卵母細胞

の雄性前核に導入すること、および卵母細胞が偽妊娠した雌性養育動物（ｆｏｓ

ｔｅｒ  ａｎｉｍａｌ）中で発生することを可能にすることによって作製され得

る。配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１、また

は２３のヒトのＭＢＳＰＸ  ｃＤＮＡ配列は、非ヒト動物のゲノムに導入遺伝子

として導入され得る。あるいは、ヒトのＭＢＳＰＸ遺伝子の非ヒトホモログ（例

えば、マウスのＭＢＳＰＸ遺伝子）は、ヒトのＭＢＳＰＸ  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（以下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得、その導入遺伝子の発現の効率を増大させ得る

。組織特異的調節配列（単数または複数）は、特定の細胞に対して、ＭＢＳＰＸ

タンパク質の発現を指示するように、ＭＢＳＰＸ導入遺伝子に作動可能に連結さ

れ得る。胚の操作およびマイクロインジェクションを介するトランスジェニック

動物（特に、マウスのような動物）を生成するための方法は、当該分野で慣習的

になっており、そして例えば、米国特許第４，７３６，８６６号；同第４，８７

０，００９号；および同第４，８７３，１９１号；ならびにＨｏｇａｎ  １９８

６、ＭＡＮＩＰＵＬＡＴＩＮＧ  ＴＨＥ  ＭＯＵＳＥ  ＥＭＢＲＹＯ，Ｃｏｌｄ
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  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

（ｆｏｕｎｄｅｒ）動物は、そのゲノムにおけるＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸ  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、ＭＢＳＰＸをコード

する導入遺伝子を有するトランスジェニック動物は、さらに、他の導入遺伝子を

有する他のトランスジェニック動物に繁殖させ得る。

      【０２２４】

  相同組換え動物を作製するために、ＭＢＳＰＸ遺伝子の少なくとも一部を含む

ベクターを調製する。この遺伝子において、欠失、付加、または置換が導入され

て、それによってそのＭＢＳＰＸ遺伝子が変化されている（例えば、機能的に破

壊される）。ＭＢＳＰＸ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、１９、２１、または２３のｃＤＮＡ）であり得

るが、より好ましくは、ヒトのＭＢＳＰＸ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、１３、１５、１７、１９、２１、また

は２３のヒトのＭＢＳＰＸ遺伝子のマウスホモログは、マウスゲノムにおいて内

因性のＭＢＳＰＸ遺伝子を変更するのに適切な相同組換えベクターを構築するた

めに使用され得る。１つの実施形態において、そのベクターは、相同組換えに際

して、その内因性のＭＢＳＰＸ遺伝子が、機能的に破壊されるように設計される

（すなわち、機能的タンパク質をもはやコードしない；「ノックアウト」ベクタ

ーともいわれる）。

      【０２２５】

  あるいは、このベクターは、相同組換えに対して、内因性ＭＢＳＰＸ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、設計され得る（例えば、上流の調節領域が変更され、それに

よって内因性ＭＢＳＰＸ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、ＭＢＳＰＸ遺伝子の変更された部分は、ＭＢＳＰＸ遺伝子のさらなる



(110) 特表２００３－５２９３３４

核酸によって、その５’末端および３’末端で隣接され、相同組換えが、ベクタ

ーによって保有される外因性ＭＢＳＰＸ遺伝子と胚幹細胞中の内因性ＭＢＳＰＸ

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ＭＢＳＰＸ核酸は、

内因性遺伝子との首尾よい相同組換えのために十分な長さである。典型的に、数

キロベースの隣接するＤＮＡ（５’末端および３’末端の両方における）が、ベ

クターに含まれる。例えば、相同組換えベクターの記述についてＴｈｏｍａｓら

（１９８７）Ｃｅｌｌ  ５１：５０３を参照のこと。このベクターは、（例えば

、エレクトロポレーションによって）胚幹細胞株に導入され、導入されたＭＢＳ

ＰＸ遺伝子が内因性ＭＢＳＰＸ遺伝子と相同組換えした細胞が、選択される（例

えば、Ｌｉら（１９９２）Ｃｅｌｌ  ６９：９１５を参照のこと）。

      【０２２６】

  次いで、選択された細胞が、動物（例えば、マウス）の胚盤胞へ注入され、凝

集キメラを形成する。例えば、Ｂｒａｄｌｅｙ（１９８７）のＴｅｒａｔｏｃａ

ｒｃｉｎｏｍａｓ  ａｎｄ  Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ  Ｓｔｅｍ  Ｃｅｌｌｓ：Ａ  

Ｐｒａｃｔｉｃａｌ  Ａｐｐｒｏａｃｈ、Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ編、ＩＲＬ、Ｏｘ

ｆｏｒｄ、１１３頁～１５２頁を参照のこと。次いで、キメラ胚が、適切な偽妊

娠雌性養育動物に移植され得、そしてその胚は分娩に到る。その生殖細胞中に相

同組換えされたＤＮＡを保有する子孫が、動物を繁殖させるために使用され得、

この動物の全ての細胞は、導入遺伝子の生殖系列伝達による、相同組換えされた

ＤＮＡを含む。相同組換えベクターおよび相同組換え動物を構築するための方法

が、さらに以下に記載される；Ｂｒａｄｌｅｙ（１９９１）Ｃｕｒｒ  Ｏｐｉｎ

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

／１１３５４；ＷＯ９１／０１１４０；ＷＯ９２／０９６８；およびＷＯ／９３

／０４１６９。

      【０２２７】

  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。ｃ

ｒｅ／ｌｏｘＰリコンビナーゼ系の記述については、例えば、Ｌａｋｓｏら（１
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９９２）ＰＮＡＳ  ８９：６２３２－６２３６を参照のこと。リコンビナーゼ系

の別の例は、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ  ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅのＦＬＰリコ

ンビナーゼ系である（Ｏ’Ｇｏｒｍａｎら（１９９１）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５１

：１３５１－１３５５）。ｃｒｅ／ｌｏｘＰリコンビナーゼ系が導入遺伝子の発

現を調節するために使用される場合、Ｃｒｅリコンビナーゼおよび選択されたタ

ンパク質の両方をコードする導入遺伝子を含む動物が必要となる。このような動

物は、例えば、２種のトランスジェニック動物（一方は選択されたタンパク質を

コード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。

      【０２２８】

  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からの細胞（

例えば、体細胞）は単離および誘導される、増殖サイクルから出、そしてＧ0フ

ェイズに入り得る。次いで、静止性細胞が、例えば、電気パルスの使用により、

その静止性細胞が単離される同種の動物から摘出された卵母細胞へ融合され得る

。次いで、この再構築された卵母細胞は培養され、これにより、これは桑実胚ま

たは未分化胚芽細胞に発達し、次いで、偽妊娠雌性養育動物に移される。この雌

性養育動物から産まれた子孫は、その細胞（例えば、その体細胞）が単離された

動物のクローンである。

      【０２２９】

  （薬学的組成物）

  本発明のＭＢＳＰＸ核酸分子、ＭＢＳＰＸタンパク質、および抗ＭＢＳＰＸ抗

体（これはまた、本明細書中で、「活性な化合物」とも呼ばれる）、ならびにそ

れらの誘導体、フラグメント、アナログ、および相同体が、投与に適した薬学的

組成物に組み込まれ得る。このような組成物は、典型的に、核酸分子、タンパク

質または抗体、および薬学的に受容可能なキャリアを含む。本明細書中で使用さ

れる場合、「薬学的に受容可能なキャリア」は、薬学的な投与に適合した、任意
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および全ての溶媒、分散媒、コーティング、抗菌剤および抗真菌剤、等張剤およ

び吸収遅延剤（ｄｅｌａｙｉｎｇ  ａｇｅｎｔ）などを含むことが意図される。

薬学的に活性な物質におけるこのような媒体および薬剤の使用は、当該分野で周

知である。任意の従来の媒体または薬剤が活性な化合物と不適合である範囲を除

いて、組成物におけるその使用が考慮される。補助活性化合物はまた、組成物へ

組み込まれ得る。

      【０２３０】

  本発明の薬学的組成物は、その意図される投与の経路と適合するように処方さ

れる。投与の経路の例には、非経口（例えば、静脈、皮内、皮下）投与、経口（

例えば、吸入）投与、経皮（局所的）投与、経粘膜（ｔｒａｎｓｍｕｃｏｓａｌ

）投与、および直腸投与が挙げられる。非経口適用、皮内適用または皮下適用の

ために使用される溶液または懸濁液は、以下の成分を含み得る：注射用水、生理

食塩水溶液、不揮発性油、ポリエチレングリコール、グリセリン、プロピレング

リコールまたは他の合成溶媒のような、滅菌希釈剤；ベンジルアルコールまたは

メチルパラベンのような、抗菌剤；アスコルビン酸または重亜硫酸ナトリウムの

ような、抗酸化剤；エチレンジアミン四酢酸のような、キレート剤；酢酸塩、ク

エン酸塩またはリン酸塩のような、緩衝液、および塩化ナトリウムまたはデキス

トロースのような、張度の調節のための薬剤。ｐＨは、塩酸または水酸化ナトリ

ウムのような酸または塩基で調整され得る。非経口調製物は、アンプル、使い捨

てシリンジ、あるいはガラスまたはプラスチックから作製される多用量のバイア

ル中に入れられ得る。

      【０２３１】

  注入使用に適した薬学的組成物は、滅菌水性溶液（ここで、水溶解性）または

分散液、および滅菌の注入可能な溶液または分散液の即座の調製のための滅菌粉

末を含む。静脈投与において、適切なキャリアには、生理食塩水、静菌水、Ｃｒ

ｅｍｏｐｈｏｒ  ＥＬTM（ＢＡＳＦ、Ｐａｒｓｉｐｐａｎｙ、Ｎ．Ｊ．）または

リン酸塩緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）が挙げられる。全ての場合において、組成

物は、滅菌性でなければならず、そして容易な注入性（ｓｙｒｉｎｇａｂｉｌｉ

ｔｙ）が存在する程度に流動性であるべきである。これは、製造および保存の条
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件下で安定でなければならず、そして、細菌および真菌のような微生物の汚染行

為に対して保護されるべきである。このキャリアは、例えば、以下を含む溶媒ま

たは分散媒であり得る：水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロール、

プロピレングリコール、および液体ポリエチレングリコールなど）ならびにそれ

らの適切な混合物。適切な流動性が、例えば、レシチンのようなコーティングの

使用によって、分散液の場合に、要求される粒子サイズ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。微生物の作用の防止

は、種々の抗菌剤および抗真菌剤（例えば、パラベン、クロロブタノール、フェ

ノール、アスコルビン酸、チメロサールなど）によって達成され得る。多くの場

合、組成物中に等張剤（例えば、砂糖、ポリアルコール（例えば、マンニトール

（ｍａｎｉｔｏｌ）、ソルビトール）塩化ナトリウム）を含むことが好ましい。

注入可能組成物の長時間吸収は、組成物に吸収を遅らせる薬剤（例えば、アルミ

ニウムモノステアレートおよびゼラチン）を含ませることによってもたらされ得

る。

      【０２３２】

  滅菌注射可能溶液は、必要量のこの活性化合物（例えば、ＭＢＳＰＸタンパク

質あるいは抗ＭＢＳＰＸ抗体））を、適切な溶媒中に、上記で列挙される成分の

１つまたは組み合わせと共に組み込み、必要な場合、続いて濾過滅菌することに

よって調製され得る。一般的に、分散液は、活性化合物を、塩基性分散媒および

上記で列挙される成分から必要とされる他の成分を含む滅菌ビヒクル中へ組み込

むことによって調製される。滅菌注射可能液剤の調製のための滅菌散剤の場合に

おいて、調製方法は、真空乾燥および凍結乾燥であり、これにより、活性成分お

よび既に滅菌濾過されたその液剤からの任意のさらなる所望の成分の散剤を得る

。

      【０２３３】

  経口組成物は、一般的に、不活性希釈剤または食用キャリアを含む。これらは

、ゼラチンカプセルに封入され得るか、または錠剤へと圧縮され得る。経口治療

投与の目的のために、この活性化合物は、賦形剤とともに組み込まれ得、そして

錠剤、トローチ剤、またはカプセル剤の形態で使用され得る。経口組成物はまた
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、マウスウォッシュとしての使用のために流体キャリアを使用して調製され得、

ここで、この流体キャリア中のこの化合物は、経口的に適用され、そしてさっと

動かされ、そして吐き出されるか、または飲み込まれる。薬学的に適合性の結合

剤、および／またはアジュバント材料が、この組成物の一部として含まれ得る。

錠剤、丸剤、カプセル剤、トローチ剤などが、任意の以下の成分または同様の性

質を有する化合物を含み得る：結合剤（例えば、微結晶セルロース、ガムトラガ

ントまたはゼラチン）；賦形剤（例えば、デンプンまたはラクトース）、崩壊剤

（例えば、アルギン酸、Ｐｒｉｍｏｇｅｌ、またはコーンスターチ）；滑沢剤（

例えば、ステアリン酸マグネシウムまたはＳｔｅｒｏｔｅｓ）；滑り剤（ｇｌｉ

ｄａｎｔ）（例えば、コロイド状二酸化ケイ素）；甘味剤（例えば、スクロース

またはサッカリン）；あるいは香味剤（例えば、ペパーミント、サリチル酸メチ

ル、またはオレンジフレーバー）。

      【０２３４】

  吸入による投与について、この化合物は、適切な噴霧剤（例えば、二酸化炭素

のような気体）を含む圧縮容器またはディスペンサー、あるいは噴霧器から、エ

アロゾル噴霧の形態で送達される。

      【０２３５】

  全身的投与はまた、経粘膜手段または経皮手段により得る。経粘膜投与または

経皮投与について、浸透される障壁に適切な浸透剤が、処方物において使用され

る。このような浸透剤は、一般的に、当該分野で公知であり、そして、例えば、

経粘膜投与については、界面活性剤、胆汁酸塩、およびフシジン酸誘導体が挙げ

られる。経粘膜投与は、鼻噴霧または坐剤の使用によって達成され得る。経皮投

与については、この活性化合物は、当該分野で一般的に公知である軟膏剤、軟膏

、ゲル、またはクリーム剤へ処方される。

      【０２３６】

  この化合物はまた、直腸送達のための坐剤（例えば、ココアバターおよび他の

グリセリドのような従来の坐剤ベースと共に）または貯留（ｒｅｎｔｅｎｔｉｏ

ｎ）浣腸の形態で調製され得る。

      【０２３７】
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  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およびＮｏｖａ  Ｐｈａｒｍａ

ｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ．から市販され、手に入れることができる。リポソ

ーム懸濁剤（ウイルス抗原に対するモノクローナル抗体を用いて感染させた細胞

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。

      【０２３８】

  投与の容易さおよび投薬量の均一性のために、投薬単位形態で、経口組成物ま

たは非経口組成物を処方することが、特に有益である。本明細書で使用される投

薬単位形態は、処置される被験体のための単位投薬量として適切な物理的に個々

の単位をいい；各単位は、必要とされる薬学的キャリアと関連して所望の治療的

効果を生じるように計算された、所定量の活性化合物を含む。本発明の投薬単位

形態についての詳細は、この活性化合物の独特の特徴および達成される特定の治

療効果、ならびに個体の処置のためのこのような活性化合物を調合する当該分野

に固有の制限によって決定されるか、あるいはこれらに直接依存する。

      【０２３９】

  本発明の核酸分子は、ベクターに挿入され得、そして遺伝子治療ベクターとし

て使用され得る。遺伝子治療ベクターは、被験体へ、例えば静脈注射、局所投与

（米国特許第５，３２８，４７０号を参照のこと）によって、または定位注射（

例えば、Ｃｈｅｎら（１９９４）ＰＮＡＳ９１：３０５４－３０５７を参照のこ

と）によって送達され得る。遺伝子治療ベクターの薬学的調製物は、受容可能な

希釈剤中の遺伝子治療ベクターを含み得、または遺伝子送達ビヒクルが組み込ま

れる除放性マトリックスを含み得る。あるいは、完全な遺伝子送達ベクターが組
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換え細胞からインタクトで産生され得る場合（例えば、レトロウイルスベクター

）、薬学的調製物は、遺伝子送達系を産生する１以上の細胞を含み得る。

      【０２４０】

  薬学的組成物は、投与のための使用説明書と共の容器、包装、またはディスペ

ンサーに含まれ得る。

      【０２４１】

  （発明の使用および方法）

  本発明の単離された核酸分子は、以下にさらに説明されるように、ＭＢＳＰＸ

タンパク質（例えば、遺伝子治療用途における宿主細胞中の組換え発現ベクター

を介して）を発現するため、ＭＢＳＰＸ  ｍＲＮＡ（例えば、生物学的サンプル

において）またはＭＢＳＰＸ遺伝子における遺伝子損傷を検出するため、ならび

にＭＢＳＰＸ活性を調節するために使用され得る。さらに、ＭＢＳＰＸタンパク

質は、ＭＢＳＰＸ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

するために、ならびにＭＢＳＰＸタンパク質の不十分なもしくは過剰な産生によ

って、あるいはＭＢＳＰＸ野生型タンパク質と比較して減少したもしくは異常な

活性を有するＭＢＳＰＸタンパク質形態の産生によって特徴付けられる障害（例

えば、ガンまたはプレクランプシア（ｐｒｅｃｌａｍｐｓｉａ）のような増殖性

障害、免疫系障害および炎症、神経学的障害、ならびに皮膚および筋肉異常）を

処置するために使用され得る。さらに、本発明の抗ＭＢＳＰＸ抗体が、ＭＢＳＰ

Ｘタンパク質を検出して単離するため、およびＭＢＳＰＸ活性を調節するために

使用され得る。

      【０２４２】

  本発明は、さらに、上述のスクリーニングアッセイによって同定される新規の

薬剤、および本明細書中で記載されるような処置のためのそれらの使用に関する

。

      【０２４３】

  （スクリーニングアッセイ）

  本発明は、調節因子、すなわち、ＭＢＳＰＸタンパク質に結合するか、あるい

は例えば、ＭＢＳＰＸの発現またはＭＢＳＰＸの活性に対して刺激効果または阻
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害効果を有する、候補または試験化合物または薬剤（例えば、ペプチド、ペプチ

ド模倣物、小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。

      【０２４４】

  １実施形態において、本発明は、ＭＢＳＰＸ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、または膜結合形

態の活性を調節する、候補化合物もしくは試験化合物をスクリーニングするため

のアッセイを提供する。本発明の試験化合物は、当該分野において公知のコンビ

ナトリアルライブラリー法における多数のアプローチの任意のものを使用して得

られ得、これには、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小分子ライブラリーに適用可能である（

Ｌａｍ（１９９７）Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ  Ｄｒｕｇ  Ｄｅｓ  １２：１４５）

。

      【０２４５】

  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。

      【０２４６】

  化合物のライブラリーは、溶液中で（例えば、Ｈｏｕｇｈｔｅｎ（１９９２）
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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  ＵＳＰ’４０９）、

プラスミド（Ｃｕｌｌら（１９９２）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  

ＵＳＡ  ８９：１８６５～１８６９）またはファージ上（ＳｃｏｔｔおよびＳｍ

ｉｔｈ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：３８６～３９０；Ｄｅｖｌｉｎ（

１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：４０４～４０６；Ｃｗｉｒｌａら（１９９

０）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  Ｕ．Ｓ．Ａ．８７：６３７８～６

３８２；Ｆｅｌｉｃｉ（１９９１）Ｊ  Ｍｏｌ  Ｂｉｏｌ  ２２２：３０１～３

１０；Ｌａｄｎｅｒ上記）において示され得る。

      【０２４７】

  １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、ＭＢ

ＳＰＸタンパク質、またはその生物学的に活性な部分の膜結合形態を細胞表面上

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、ＭＢＳＰ

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ＭＢＳＰＸ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、この試験化合物のＭＢＳＰＸタンパク質またはその生物学的に

活性な部分に対する結合が複合体におけるその標識化合物を検出することによっ

て決定され得ることによって、達成され得る。例えば、試験化合物は、125Ｉ、3

5Ｓ、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実施形態において、このアッセイは、ＭＢＳＰＸタンパ

ク質、またはその生物学的に活性な部分の膜結合形態をその細胞表面上に発現す

る細胞を、ＭＢＳＰＸ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
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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、ならびにこ

の試験化合物がＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸ、またはその生物学的に活性な部分と、

公知の化合物と比較して優先的に結合する能力を決定する工程を包含する。

      【０２４８】

  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、ＭＢＳＰ

Ｘタンパク質またはその生物学的に活性な部分の膜結合形態を細胞表面上で発現

する細胞を、試験化合物と接触させる工程、ならびにこの試験化合物が、ＭＢＳ

ＰＸ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ＭＢＳＰＸ、

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、ＭＢ

ＳＰＸタンパク質が、ＭＢＳＰＸ標的分子に結合またはこれら標的分子と相互作

用する能力を決定することによって、達成され得る。本明細書中において使用す

る場合には、「標的分子」とは、ＭＢＳＰＸ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、ＭＢＳＰＸタンパク質を発現する細胞の表面の分

子、第二の細胞の表面上の分子、細胞外の環境の分子、細胞膜の内部表面と会合

する分子、または細胞質分子である。ＭＢＳＰＸ標的分子は、本発明の非ＭＢＳ

ＰＸ分子またはＭＢＳＰＸタンパク質またはポリペプチドであり得る。１実施形

態において、ＭＢＳＰＸ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ＭＢＳ

ＰＸ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間タンパク質または下流シグナル分子

のＭＢＳＰＸとの会合を容易にするタンパク質であり得る。

      【０２４９】

  ＭＢＳＰＸタンパク質がＭＢＳＰＸ標的分子に結合するかまたはその標的分子

と相互作用する能力の決定は、直接の結合を決定するための上記方法の１つによ

り、達成され得る。１実施形態において、ＭＢＳＰＸタンパク質がＭＢＳＰＸ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
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分子の活性を決定することにより、達成され得る。例えば、この標的分子の活性

は、その標的の細胞第二メッセンジャー（すなわち、細胞内Ｃａ2+、ジアシルグ

リセロール、ＩＰ3など）の誘導を検出すること、適切な基質の標的の触媒活性

／酵素活性を検出すること、レポーター遺伝子（検出可能なマーカー（例えば、

ルシフェラーゼ）をコードする核酸に作動的に連結されたＭＢＳＰＸ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。

      【０２５０】

  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、Ｍ

ＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸ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、ＭＢＳ

ＰＸタンパク質への結合は、上記のように、直接的または間接的にのいずれかで

決定され得る。１実施形態において、このアッセイは、ＭＢＳＰＸタンパク質ま

たはその生物学的に活性な部分を、ＭＢＳＰＸに結合する公知の化合物に接触さ

せて、アッセイ混合物を形成する工程、このアッセイ混合物を試験化合物に接触

させる工程、ならびにその試験化合物がＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸ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、ＭＢＳＰＸ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。

      【０２５１】

  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、ＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸの活性を調節する能力の決定は、例えば、ＭＢＳＰＸタ

ンパク質が、ＭＢＳＰＸ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
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おいて、この試験化合物がＭＢＳＰＸの活性を調節する能力の決定は、ＭＢＳＰ

Ｘタンパク質が、ＭＢＳＰＸ標的分子をさらに調節する能力を決定することによ

り、達成され得る。例えば、この標的分子の適切な基質に対する触媒活性／酵素

活性は、上に記載のように決定され得る。

      【０２５２】

  なお別の実施形態において、無細胞アッセイは、ＭＢＳＰＸタンパク質または

その生物学的に活性な部分を、ＭＢＳＰＸに結合する公知の化合物に接触させて

アッセイ混合物を形成する工程、このアッセイ混合物を試験化合物と接触させる

工程、ならびにこの試験化合物がＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸタンパク質と相互作

用する能力の決定は、ＭＢＳＰＸタンパク質が、ＭＢＳＰＸ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。

      【０２５３】

  本発明の無細胞アッセイは、ＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸを含む無細胞アッセイの

場合には、ＭＢＳＰＸ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（Ｉｓｏｔｒｉｄｅｃｙｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅ

ｎｅ  ｇｌｙｃｏｌ  ｅｔｈｅｒ）n、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－ｃｈｏｌａｍｉｄｏｐｒｏ

ｐｙｌ）ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｉｎｉｏｌ－１－ｐｒｏｐａｎｅ  ｓｕｌｆｏ

ｎａｔｅ）（ＣＨＡＰＳ）、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－ｃｈｏｌａｍｉｄｏ

ｐｒｏｐｙｌ）ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｉｎｉｏｌ－２－ｈｙｄｒｏｘｙ－１－
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ｐｒｏｐａｎｅ  ｓｕｌｆｏｎａｔｅ）（ＣＨＡＰＳＯ）、または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である。

      【０２５４】

  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、ＭＢＳＰＸ、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、ＭＢＳＰＸ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、ＭＢＳＰＸ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

スに結合されることを可能にするドメインを付加する融合タンパク質が、提供さ

れ得る。例えば、ＧＳＴ－ＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸ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。

      【０２５５】

  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、ＭＢＳＰＸ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体化を利用して、固定

され得る。ビオチン化されたＭＢＳＰＸまたは標的分子は、当該分野において周
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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、ビオチン化キット、Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ、Ｒ

ｏｃｋｆｏｒｄ、Ｉｌｌ．）、そしてストレプトアビジン被覆した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、ＭＢＳＰＸまたは標的分子と反応性であるがＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸが、抗体の結合体化によってウェル

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、ＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸまたは標的分子と関連

した酵素活性の検出に依存する酵素結合アッセイが挙げられる。

      【０２５６】

  別の実施形態において、ＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸ  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ＭＢＳＰＸ  ｍＲＮ

Ａまたはタンパク質の発現レベルは、候補化合物の非存在下でのＭＢＳＰＸ  ｍ

ＲＮＡまたはタンパク質の発現レベルと比較される。次いで、候補化合物は、こ

の比較に基づいて、ＭＢＳＰＸ発現のモジュレーターとして同定され得る。例え

ば、ＭＢＳＰＸ  ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現が候補化合物の非存在下より

、その存在下における方が大きい（統計的に有意に大きい）場合、この候補化合

物は、ＭＢＳＰＸ  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、ＭＢＳＰＸ  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、ＭＢＳＰＸ  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ＭＢＳＰＸ  ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現レベルは、Ｍ

ＢＳＰＸ  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。

      【０２５７】

  本発明のなお別の局面において、ＭＢＳＰＸタンパク質は、ツーハイブリッド
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アッセイまたはスリーハイブリッドアッセイにおいて「ベイトタンパク質」とし

て使用されて（例えば、米国特許第５，２８３，３１７号；Ｚｅｒｖｏｓら（１

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

ｉｏｌ  Ｃｈｅｍ  ２６８：１２０４６－１２０５４；Ｂａｒｔｅｌら（１９９

３）ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １４：９２０－９２４；Ｉｗａｂｕｓｃｈｉ

ら（１９９３）Ｏｎｃｏｇｅｎｅ  ８：１６９３－１６９６；およびＢｒｅｎｔ

  ＷＯ９４／１０３００を参照のこと）、ＭＢＳＰＸ（「ＭＢＳＰＸ結合タンパ

ク質」または「ＭＢＳＰＸ－ｂｐ」）に結合するか、またはこれと相互作用し、

そしてＭＢＳＰＸ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ＭＢ

ＳＰＸ結合タンパク質はまた、例えば、ＭＢＳＰＸ経路の上流または下流エレメ

ントとしてＭＢＳＰＸタンパク質によるシグナル伝達に関与するようである。

      【０２５８】

  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

、ＭＢＳＰＸをコードする遺伝子が公知の転写因子（例えば、ＧＡＬ－４）のＤ

ＮＡ結合ドメインをコードする遺伝子に融合される。他方の構築物においては、

ＤＮＡ配列のライブラリー由来の、未同定タンパク質（「プレイ」または「サン

プル」）をコードするＤＮＡ配列が、公知の転写因子の活性化ドメインをコード

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、ＭＢＳＰＸ依存性複合体を形成し得る場合、この転写因子のＤＮ

Ａ結合ドメインおよび活性化ドメインは、非常に近くにある（ｃｌｏｓｅ  ＭＢ

ＳＰＸｉｍｉｔｙ）。この近位にあること（Ｔｈｉｓ  ＭＢＳＰＸｉｍｉｔｙ）

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ＭＢ

ＳＰＸ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。

      【０２５９】
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  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

および上記の処置のためのこの薬剤の使用に関する。

      【０２６０】

  （検出アッセイ）

  本明細書中で同定されるｃＤＮＡ配列の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、これらの配列を使用して、（ｉ）染色体上にそれぞれの遺伝子を

マッピングし得；従って遺伝病と関連する遺伝子領域を位置決定し得る；（ｉｉ

）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

ｉ）生物学的サンプルの法医学的識別を助け得る。これらの適用は、以下の節に

おいて記載される。

      【０２６１】

  （染色体マッピング）

  一旦遺伝子の配列（または配列の一部分）が単離されると、この配列を用いて

染色体上に遺伝子の位置をマッピングし得る。このプロセスは、染色体マッピン

グとよばれる。従って、本明細書中に記載のＭＢＳＰＸ配列の一部またはフラグ

メントを用いて、それぞれ、ＭＢＳＰＸ遺伝子の位置を染色体上にマッピングし

得る。ＭＢＳＰＸ配列を染色体にマッピングすることは、これらの配列と、疾患

と関連する遺伝子とを相関付ける際の重要な第一歩である。

      【０２６２】

  簡潔には、ＭＢＳＰＸ遺伝子は、ＭＢＳＰＸ配列からＰＣＲプライマー（好ま

しくは、１５～２５ｂｐの長さ）を調製することにより染色体にマッピングし得

る。ＭＢＳＰＸ配列のコンピューター分析を用いて、ゲノムＤＮＡにおける１つ

を超えるエキソンにまたがらないプライマーを迅速に選択し得、従って、増幅プ

ロセスを複雑にし得る。次いで、これらのプライマーは、個々のヒト染色体を含

む体細胞ハイブリッドのＰＣＲスクリーニングのために使用され得る。ＭＢＳＰ

Ｘ配列に対応するヒト遺伝子を含むハイブリッドのみが増幅されたフラグメント

を生じる。

      【０２６３】
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  体細胞ハイブリッドは、異なる哺乳動物由来の体細胞（例えば、ヒトおよびマ

ウス細胞）を融合することにより調製される。ヒト細胞およびマウス細胞のハイ

ブリッドが増殖および分裂するにつれ、それらは、無作為な順序で徐々にヒト染

色体を失うが、マウス染色体を維持する。マウス細胞は増殖できない（それらは

特定の酵素を欠損するので）が、ヒト細胞は増殖できる培地を使用することによ

り、必要な酵素をコードする遺伝子を含む１つのヒト染色体が維持される。種々

の培地を使用することによって、ハイブリッド細胞株のパネルが確立され得る。

パネルにおける各細胞株は、単一のヒト染色体または少数のヒト染色体いずれか

およびマウス染色体の完全なセットを含み、これにより、個々の遺伝子を特定の

ヒト染色体にマッピングすることが容易に可能になる（Ｄ’Ｅｕｓｔａｃｈｉｏ

ら（１９８３）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２２０：９１９－９２４）。ヒト染色体のフラ

グメントのみを含む体細胞ハイブリッドはまた、転座および欠失を伴うヒト染色

体を使用することにより生成され得る。

      【０２６４】

  体細胞ハイブリッドのＰＣＲマッピングは、特定の染色体に特定の配列を割り

当てるための迅速な手順である。１つのサーマルサイクラーを用いて一日に３つ

以上の配列が割り当てられ得る。ＭＢＳＰＸ配列を使用して、オリゴヌクレオチ

ドプライマーを設計すると、下位位置決定（ｓｕｂｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ）

は、特定の染色体由来のフラグメントのパネルを用いて達成され得る。

      【０２６５】

  中期染色体スプレッドに対するＤＮＡ配列の蛍光インサイチュハイブリダイゼ

ーション（ＦＩＳＨ）をさらに使用して、一工程で正確な染色体位置を提供し得

る。染色体スプレッドは、コルセミド（染色体紡錘体を破壊する）のような化学

物質により分裂が中期においてブロックされた細胞を使用して行われ得る。この

染色体は、トリプシンで短時間処理され得、次いで、ギムザ染色され得る。薄い

バンドおよび濃いバンドのパターンが各染色体で発生し、その結果、この染色体

は、個々に同定され得る。ＦＩＳＨ技術は、５００または６００塩基ほどの短さ

のＤＮＡ配列と共に使用され得る。しかし、１，０００塩基より大きなクローン

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

基が妥当な時間量で良好な結果を得るために十分である。この技術の総説につい

ては、Ｖｅｒｍａら、ＨＵＭＡＮ  ＣＨＲＯＭＯＳＯＭＥＳ：Ａ  ＭＡＮＵＡＬ

  ＯＦ  ＢＡＳＩＣ  ＴＥＣＨＮＩＱＵＥＳ（Ｐｅｒｇａｍｏｎ  Ｐｒｅｓｓ，

Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ  １９８８）を参照のこと。

      【０２６６】

  染色体マッピングの試薬は、単一の染色体またはその染色体上の単一部位を印

付けするために個々に使用され得るか、または試薬のパネルは複数部位および／

または複数染色体を印付けするために使用され得る。遺伝子の非コード領域に対

応する試薬は、実際に、マッピング目的のために好ましい。コード配列は、遺伝

子ファミリー内に保存されており、従って、染色体マッピングの間に交叉ハイブ

リダイゼーションの機会が増大する可能性が高い。

      【０２６７】

  一旦配列が正確な染色体位置にマッピングされると、その配列の染色体上の物

理的位置は、遺伝子マップデータと相関し得る。このようなデータは、例えば、

ＭｃＫｕｓｉｃｋ，ＭＥＮＤＥＬＩＡＮ  ＩＮＨＥＲＩＴＡＮＣＥ  ＩＮ  ＭＡ

Ｎ（Ｊｏｈｎｓ  Ｈｏｐｋｉｎｓ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｗｅｌｃｈ  Ｍｅｄ

ｉｃａｌ  Ｌｉｂｒａｒｙを通じてオンラインで入手可能）において見いだされ

る。次いで、同じ染色体領域にマッピングされる遺伝子と疾患との間の関係は、

例えば、Ｅｇｅｌａｎｄら（１９８７）Ｎａｔｕｒｅ，３２５：７８３－７８７

に記載される連鎖分析（物理的に隣接する遺伝子の同時遺伝）によって同定され

得る。

      【０２６８】

  さらに、ＭＢＳＰＸ遺伝子と関連する疾患に罹患した個体と、この疾患に罹患

していない個体との間のＤＮＡ配列における差異が決定され得る。罹患した個体

のいくらかまたは全てにおいて変異が認められるが、非罹患個体のいずれにおい

ても認められない場合、この変異は特定の疾患の候補薬剤である可能性が高い。

罹患個体と非罹患個体の比較は、一般に、染色体における構造的変化（例えば、

染色体スプレッドから可視であるか、またはそのＤＮＡ配列に基づいたＰＣＲを



(128) 特表２００３－５２９３３４

用いて検出可能な欠失または転座）を最初に探すことを包含する。最終的に、い

くらかの個体に由来する遺伝子の完全な配列決定を行って、変異の存在を確認し

、かつ多型に由来する変異を区別する。

      【０２６９】

  （組織型決定（ｔｉｓｓｕｅ  ｔｙｐｉｎｇ））

  本発明のＭＢＳＰＸ配列はまた、わずかな生物学的サンプルから個体を識別す

るために使用され得る。この技術において、個体のゲノムＤＮＡは、１つ以上の

制限酵素で消化され、そして同定のために独特のバンドを生成するためにサザン

ブロット上でプローブされる。本発明の配列は、ＲＦＬＰ（米国特許第５，２７

２，０５７号に記載の「制限フラグメント長多型」）のためのさらなるＤＮＡマ

ーカーとして有用である。

      【０２７０】

  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ＭＢＳＰＸ配列を用いて、配列の５’末端および３’末端から２つの

ＰＣＲプライマーを調製し得る。次いで、これらのプライマーを使用して、個体

のＤＮＡを増幅し得、そしてこれを逐次的に配列決定し得る。

      【０２７１】

  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、個体および組織からこのような

識別配列を得るために使用され得る。本発明のＭＢＳＰＸ配列は、ヒトゲノムの

部分を独特に表す。対立遺伝子のバリエーションは、これらの配列のコード領域

においてある程度生じ得、そして非コード領域においてより大きな程度に生じる

。個々のヒト間での対立遺伝子のバリエーションは、各５００塩基につき約１回

の頻度で生じる。対立遺伝子のバリエーションの多さは、制限フラグメント長多

型（ＲＦＬＰ）を含む単一ヌクレオチド多型（ＳＮＰ）に起因する。

      【０２７２】

  本明細書中で記載の配列の各々は、標準物質（これに対して個体からのＤＮＡ
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が識別の目的で比較され得る）として、ある程度、使用され得る。より多くの多

型が非コード領域で生じるので、個体を区別するために、それほど多くの配列が

必要であるわけではない。配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１

７、１９、２１、または２３の非コード配列は、おそらく１０～１，０００プラ

イマーのパネルを用いてポジティブな個体識別を不自由なく提供し得る。これら

のプライマーは、各々が１００塩基の増幅された非コード配列を生じる。推定コ

ード配列（例えば、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、

２０、２２または２４のアミノ酸配列をコードする核酸配列）が使用される場合

、ポジティブな個体識別に関するプライマーのより多くの適切な数は、５００～

２，０００である。

      【０２７３】

  （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、ＭＢＳＰＸタンパク質および／または核酸の発現、な

らびにＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸの発現または活性に関連

して、個体が疾患または障害に罹患するかどうか、あるいは障害を発症するリス

クがあるかどうかを決定する。本発明はまた、個体が、ＭＢＳＰＸ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、ＭＢＳＰＸの

遺伝子における変異が、生物学的サンプルにおいてアッセイされ得る。このよう

なアッセイは、予後的または予測的な目的に使用され得、これによってＭＢＳＰ

Ｘのタンパク質、核酸の発現または活性によって特徴付けられるかまたは関連し

た障害の発病の前に個体を予防的に処置する。

      【０２７４】

  本発明の別の局面は、個体におけるＭＢＳＰＸのタンパク質、核酸の発現ある

いはＭＢＳＰＸの活性を決定するための方法を提供し、これによって、その個体
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についての適切な治療的または予防的試薬（本明細書において「薬物ゲノム」と

よばれる）を選択する。薬物ゲノムは、個体の遺伝型（例えば、特定の試薬に対

して応答する個体の能力を決定するために試験された個体の遺伝型）に基づいて

個体の治療的または予防的処置のための試薬（例えば、薬物）の選択を可能にす

る。

      【０２７５】

  本発明のなお別の局面は、臨床試験におけるＭＢＳＰＸの発現または活性に対

する試薬（例えば、薬剤、化合物）の影響をモニタリングすることに関する。

      【０２７６】

  これらおよび他の試薬は、以下の節でさらに詳細に記載される。

      【０２７７】

  （診断アッセイ）

  生物学的サンプルにおけるＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸのタンパク質またはＭＢＳＰＸ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、ＭＢＳＰＸ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。ＭＢＳＰＸのｍＲＮＡもしくはゲノムＤＮＡを検出す

るための薬剤は、ＭＢＳＰＸ  ｍＲＮＡもしくはゲノムＤＮＡにハイブリダイズ

し得る、標識された核酸プローブである。この核酸プローブは、例えば、全長の

ＭＢＳＰＸの核酸（例えば、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、

１７、１９、２１、もしくは２３）もしくはその部分の核酸（例えば、少なくと

も、１５、３０、５０、１００、２５０もしくは５００ヌクレオチド長のオリゴ

ヌクレオチドであり、ストリンジェントな条件下でＭＢＳＰＸのｍＲＮＡまたは

ゲノムＤＮＡと特異的にハイブリダイズするに十分である核酸）であり得る。本

発明の診断アッセイにおける使用のための他の適切なプローブは本明細書におい

て記載されている。

      【０２７８】

  ＭＢＳＰＸのタンパク質を検出するための薬剤は、ＭＢＳＰＸのタンパク質に
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結合し得る抗体であり、好ましくは、検出可能な標識を有する抗体である。抗体

は、ポリクローナルであり得るか、またはより好ましくはモノクローナルであり

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（ａ

ｂ’）2）が使用され得る。用語「標識（された）」とは、プローブまたは抗体

に関して、検出可能な物質をそのプローブもしくは抗体にカップリングさせる（

すなわち、物理的に連結する）ことによってそのプローブまたは抗体を直接標識

すること、ならびに、直接標識された別の試薬との反応性によってそのプローブ

もしくは抗体の間接的な標識をすることを包含することが意図される。間接的な

標識の例としては、蛍光標識された二次抗体を用いた一次抗体の検出、および蛍

光標識されたストレプトアビジンを用いて検出され得るようにＤＮＡプローブの

ビオチンを用いた末端標識が挙げられる。用語「生物学的サンプル」とは、被験

体から単離された、組織、細胞および生物学的流体ならびに被験体に存在する組

織、細胞および流体を含むことが意図される。すなわち、本発明の検出方法を用

いて、ＭＢＳＰＸのｍＲＮＡ、タンパク質またはゲノムＤＮＡを、生物学的サン

プル中で、インビトロおよびインビボで検出し得る。例えば、ＭＢＳＰＸのｍＲ

ＮＡ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。ＭＢＳＰＸのタンパ

ク質の検出のためのインビトロ技術としては、酵素連結免疫吸着アッセイ（ＥＬ

ＩＳＡ）、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。ＭＢＳ

ＰＸのゲノムＤＮＡを検出するためのインビトロ技術としては、サザンハイブリ

ダイゼーションが挙げられる。さらに、ＭＢＳＰＸのタンパク質の検出のための

インビボ技術としては、標識された抗ＭＢＳＰＸ抗体を被験体に導入することが

挙げられる。例えば、その抗体は、放射性マーカーを用いて標識され得る。被験

体における放射性マーカーの存在および位置は、標準的な画像化技術によって検

出され得る。

      【０２７９】

  １つの実施形態において、この生物学的サンプルは、その試験被験体からのタ

ンパク質分子を含む。あるいは、その生物学的サンプルは、その試験被験体から

のｍＲＮＡ分子またはその試験被験体からのゲノムＤＮＡ分子を含み得る。好ま
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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。

      【０２８０】

  別の実施形態において、本発明の方法はさらに、コントロール被験体からコン

トロール生物学的サンプルを得る工程、そのコントロールサンプルを、ＭＢＳＰ

Ｘのタンパク質、ｍＲＮＡもしくはゲノムＤＮＡを検出し得る化合物もしくは薬

剤と接触させ、その結果、ＭＢＳＰＸのタンパク質、ｍＲＮＡもしくはゲノムＤ

ＮＡの存在がその生物学的サンプルにおいて検出される、工程、およびそのコン

トロールサンプルにおけるＭＢＳＰＸのタンパク質、ｍＲＮＡもしくはゲノムＤ

ＮＡの存在と、その試験サンプルにおけるＭＢＳＰＸのタンパク質、ｍＲＮＡも

しくはゲノムＤＮＡの存在とを比較する工程を包含する。

      【０２８１】

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

物もしくは薬剤；そのサンプルにおいてＭＢＳＰＸの量を決定するための手段；

および標準と、そのサンプルにおけるＭＢＳＰＸの量とを比較するための手段。

この化合物または薬剤は、適切な容器内に入れられ得る。このキットは、さらに

、ＭＢＳＰＸのタンパク質または核酸を検出するためにキットを用いるための指

示書を備え得る。

      【０２８２】

  （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、ＭＢＳＰＸの異常発

現または異常活性に関連した疾患もしくは障害を有するかまたはその発症の危険

にある被験体を同定し得る。例えば、本明細書に記載されるアッセイ（例えば、

上述の診断アッセイまたは下記のアッセイ）を利用して、ＭＢＳＰＸのタンパク

質、核酸の発現または活性に関連する障害（例えば、癌または線維症障害）を有

するかまたはその発症の危険に有る被験体を同定し得る。あるいは、この予後ア

ッセイを利用して、疾患または障害を有するかまたはその発症の危険に有る被験
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体を同定し得る。従って、本発明は、ＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸ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、ＭＢＳＰＸのタンパク質または

核酸の存在は、ＭＢＳＰＸの異常発現または異常活性に関連する疾患または障害

を有するかまたはその発症の危険にある被験体についての診断指標である。本明

細書において使用される「試験サンプル」とは、目的の被験体から得られた生物

学的サンプルをいう。例えば、試験サンプルは、生物学的流体（例えば、血清）

、細胞サンプル、または組織であり得る。

      【０２８３】

  さらに、本明細書に記載される予後アッセイを使用して、被験体が薬剤（例え

ば、アゴニスト、アンタゴニスト、ペプチド模倣物、タンパク質、ペプチド、核

酸、低分子、または他の薬物候補）が投与されてＭＢＳＰＸの異常発現または異

常活性に関連する疾患または障害を処置し得るか否かを決定し得る。例えば、そ

のような方法を用いて、被験体が障害（例えば、癌または子癇前症（ｐｒｅｃｌ

ａｍｐｓｉａ））について薬剤を用いて有効に処置され得るか否かを決定し得る

。従って、本発明は、ＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸのタンパク質また

は核酸が検出される（例えば、ここで、ＭＢＳＰＸのタンパク質または核酸の存

在は、ＭＢＳＰＸの異常発現または異常活性に関連する障害を処置するための薬

剤をその被験体に投与し得ることについての診断指標である）。

      【０２８４】

  本発明の方法はまた、ＭＢＳＰＸの遺伝子における遺伝的損傷を検出し、それ

によって、その損傷遺伝子を有する被験体が異常な細胞増殖および／または分化

によって特徴付けられる障害についての危険に有るか否かを決定するためにも使

用され得る。種々の実施形態において、本発明の方法は、その被験体からの細胞

のサンプルにおいて、ＭＢＳＰＸのタンパク質をコードする遺伝子の統合性に影

響を与える変更の少なくとも１つによって特徴付けられる遺伝的損傷、あるいは
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ＭＢＳＰＸの遺伝子の誤発現の存在または非存在を検出する工程を包含する。例

えば、そのような遺伝的損傷は、以下の少なくとも１つの存在を確認することに

よって検出され得る：（１）ＭＢＳＰＸの遺伝子からの１つ以上のヌクレオチド

の欠失；（２）ＭＢＳＰＸの遺伝子への１つ以上のヌクレオチドの付加；（３）

ＭＢＳＰＸの遺伝子の１つ以上のヌクレオチドの置換、（４）ＭＢＳＰＸの遺伝

子の染色体再配置；（５）ＭＢＳＰＸの遺伝子のメッセンジャーＲＮＡ転写物の

レベルにおける変更、（６）ＭＢＳＰＸの遺伝子の異常改変（例えば、ゲノムＤ

ＮＡのメチル化パターンの異常改変）、（７）ＭＢＳＰＸの遺伝子のメッセンジ

ャーＲＮＡ転写物の非野生型スプライシングパターンの存在、（８）ＭＢＳＰＸ

のタンパク質の非野生型レベル、（９）ＭＢＳＰＸの遺伝子の対立遺伝子の欠失

、ならびに（１０）ＭＢＳＰＸのタンパク質の不適切な翻訳後修飾。本明細書に

おいて記載されるように、当該分野において、多数の公知のアッセイ技術が存在

し、これらは、ＭＢＳＰＸの遺伝子における損傷を検出するために使用され得る

。好ましい生物学的サンプルは、従来手段によって被験体から単離された末梢血

白血球サンプルである。しかし、有核細胞を含む任意の生物学的サンプルが使用

され得、これには、例えば、頬粘膜細胞が挙げられる。

      【０２８５】

  特定の実施形態において、損傷の検出は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）に

おけるプローブ／プライマーの使用を包含する（例えば、米国特許第４，６８３

，１９５号および同４，６８３，２０２号を参照のこと）（例えば、アンカーＰ

ＣＲまたはＲＡＣＥ  ＰＣＲ）あるいは、連結連鎖反応（ＬＣＲ）（例えば、Ｌ

ａｎｄｅｇｒａｎら（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４１：１０７７－１０８０

；およびＮａｋａｚａｗａら（１９９４）ＰＮＡＳ  ９１：３６０－３６４）を

参照のこと。後者は、ＭＢＳＰＸの遺伝子における点変異を検出するために特に

有用であり得る）（Ａｂｒａｖａｙａら（１９９５）Ｎｕｃｌ  Ａｃｉｄｓ  Ｒ

ｅｓ  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、ＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸの遺伝子のハ
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イブリダイゼーションおよび増幅が（存在する場合）生じるような条件下で、接

触させる工程、ならびに増幅産物の存在もしくは非存在を検出する工程、または

その増幅産物の大きさを検出する工程およびその大きさをコントロールサンプル

と比較する工程を包含し得る。ＰＣＲおよび／またはＬＣＲは、本明細書に記載

される変異を検出するために使用される技術のいずれかとともに予備的増幅工程

として使用されるために所望され得ることが予想される。

      【０２８６】

  代替的な増幅方法としては、以下が挙げられる：自己維持配列複製（Ｇｕａｔ

ｅｌｌｉら、１９９０、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８７

：１８７４－１８７８）、転写増幅系（Ｋｗｏｈ、ら、１９８９、Ｐｒｏｃ  Ｎ

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

リカーゼ（Ｌｉｚａｒｄｉら、１９８８、ＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  ６：１

１９７）、または他の任意の核酸増幅方法、それに続いて、当業者に周知な技術

を用いたその増幅された分子の検出。これらの検出スキームは、そのような分子

が非常に極少数で存在する場合、核酸分子の検出のために特に有用である。

      【０２８７】

  代替の実施形態において、サンプル細胞からのＭＢＳＰＸの遺伝子における変

異は、制限酵素切断パターンにおける変更によって同定され得る。例えば、サン

プルおよびコントロールのＤＮＡが単離され、増幅され（必要に応じて）、１つ

以上の制限エンドヌクレアーゼを用いて消化され、そしてフラグメント長の大き

さがゲル電気泳動によって決定され、そして比較される。サンプルＤＮＡとコン

トロールＤＮＡとの間のフラグメント長の大きさにおける差違は、そのサンプル

ＤＮＡにおける変異を示す。さらに、配列特異的なリボザイムの使用（例えば、

米国特許第５，４９３，５３１号を参照のこと）を使用して、リボザイム切断部

位の発生または喪失によって特異的な変異の存在についてスコア付けし得る。

      【０２８８】

  他の実施形態において、ＭＢＳＰＸにおける遺伝的変異は、サンプル核酸およ

びコントロール核酸（例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡ）を、数百または数千のオリ

ゴヌクレオチドプローブを含む高密度アレイに対してハイブリダイズさせること
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によって同定され得る（Ｃｒｏｎｉｎら（１９９６）Ｈｕｍａｎ  Ｍｕｔａｔｉ

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

ｃｉｎｅ  ２：７５３－７５９）。例えば、ＭＢＳＰＸにおける遺伝的変異は、

Ｃｒｏｎｉｎら、上記のように光生成ＤＮＡプローブを含む二次元アレイにおい

て同定され得る。手短には、第一のプローブハイブリダイゼーションアレイを用

いて、サンプルおよびコントロールにおける長いストレッチのＤＮＡを通じて走

査して、連続的に重複するプローブの線形アレイを作製することによってその配

列の間の塩基変化を同定し得る。この工程は、点変異の同定を可能にする。この

工程に続いて、検出される全ての改変体または変異体に相補的な、より小さな特

化されたプローブアレイを用いて、特定の変異の特徴付けを可能にする第二のハ

イブリダイゼーションアレイがある。各変異アレイは、一方が野生型遺伝子に対

して相補的であり、そして他方が変異遺伝子に対して相補である並行プローブセ

ットから構成される。

      【０２８９】

  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、ＭＢＳＰＸ遺伝子を直接配列決定し得、そしてサンプルのＭＢＳＰ

Ｘ配列と対応する野生型（コントロール）配列とを比較することによって、変異

を検出し得る。配列決定反応の例としては、ＭａｘｉｍおよびＧｉｌｂｅｒｔ（

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

７４：５４６３によって開発された技術に基づくものが挙げられる。診断アッセ

イを実施する場合、種々の自動化配列決定手順のいずれかを利用し得ることもま

た意図される（Ｎａｅｖｅら、（１９９５）ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １９

：４４８）。これらには、質量分析法による配列決定法（例えば、ＰＣＴ国際公

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

ａｔｏｇｒ  ３６：１２７－１６２；およびＧｒｉｆｆｉｎら（１９９３）Ａｐ

ｐｌ  Ｂｉｏｃｈｅｍ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ  ３８：１４７－１５９を参照の

こと）が含まれる。

      【０２９０】

  ＭＢＳＰＸ遺伝子における変異を検出するための他の方法としては、切断薬剤
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からの保護を使用して、ＲＮＡ／ＲＮＡもしくはＲＮＡ／ＤＮＡのヘテロ二重鎖

におけるミスマッチ塩基を検出する方法が挙げられる（Ｍｙｅｒｓら（１９８５

）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３０：１２４２）。一般に、「ミスマッチ切断」の当該分

野の技術は、野生型のＭＢＳＰＸ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。次いで、そのミスマッチ領域の消化後、得られた

材料を変性ポリアクリルアミドゲル上で、大きさで分離して、変異の部位を決定

する。例えば、Ｃｏｔｔｏｎら（１９８８）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓ

ｃｉ  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。

      【０２９１】

  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ＭＢＳＰＸ  ｃＤＮＡにおける点

変異を検出およびマッピングするために規定された系において使用する。例えば

、Ｅ．ｃｏｌｉのｍｕｔＹ酵素は、Ｇ／ＡミスマッチでＡを切断し、そしてＨｅ

Ｌａ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～

１６６２）。例示的な実施形態に従って、ＭＢＳＰＸ配列（例えば、野生型ＭＢ

ＳＰＸ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
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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。

      【０２９２】

  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、ＭＢＳＰＸ遺伝子

における変異を同定するために使用される。例えば、一本鎖配座多型（ＳＳＣＰ

）は、変異体と野生型核酸との間の電気泳動の移動度における差異を検出するた

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

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

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

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

コントロールＭＢＳＰＸ核酸の一本鎖ＤＮＡフラグメントは、変性され、そして

再生される。一本鎖核酸の二次構造は、配列に従って変化し、電気泳動の移動度

において得られる変化は、１つの塩基変化さえも検出し得る。ＤＮＡフラグメン

トは、標識され得るか、または標識されたプローブを用いて検出され得る。アッ

セイの感度は、二次構造が、配列中の変化に対してより感受的である、（ＤＮＡ

よりもむしろ）ＲＮＡを使用することによって増強され得る。１つの実施形態に

おいて、本発明の方法は、ヘテロ二重鎖分析を利用して、電気泳動の移動度にお

ける変化に基づいて二本鎖のヘテロ二重鎖分子を分離する（Ｋｅｅｎら（１９９

１）Ｔｒｅｎｄｓ  Ｇｅｎｅｔ  ７：５）。

      【０２９３】

  なお別の実施形態において、一定勾配の変性剤を含有するポリアクリルアミド

ゲルにおける変異体または野生型フラグメントの移動は、変性勾配ゲル電気泳動

（ＤＧＧＥ）を使用してアッセイされる（Ｍｙｅｒｓら（１９８５）Ｎａｔｕｒ

ｅ  ３１３：４９５）。ＤＧＧＥが分析の方法として使用される場合、ＤＮＡは

、例えば、ＰＣＲにより約４０ｂｐの高融点ＧＣリッチＤＮＡのＧＣクランプを

付加することによって、完全には変性されないことを確実するように改変される

。さらなる実施形態において、温度勾配は、コントロールおよびサンプルＤＮＡ

の移動度における差異を同定するために、変性剤勾配の代わりに使用される（Ｒ



(139) 特表２００３－５２９３３４

ｏｓｅｎｂａｕｍおよびＲｅｉｓｓｎｅｒ（１９８７）Ｂｉｏｐｈｙｓ  Ｃｈｅ

ｍ  ２６５：１２７５３）。

      【０２９４】

  点変異を検出するための他の技術の例としては、以下が挙げられるが、これら

に限定されない：選択的オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション、選択的増

幅、または選択的プライマー伸長。例えば、オリゴヌクレオチドプライマーは、

既知の変異が中心的に配置されるように調製され得、次いで、完全なマッチが見

出される場合にのみハイブリダイゼーションを許容する条件下で標的ＤＮＡにハ

イブリダイズされる（Ｓａｉｋｉら（１９８６）Ｎａｔｕｒｅ  ３２４：１６３

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

  ８６：６２３０）。このような対立遺伝子特異的オリゴヌクレオチドは、この

オリゴヌクレオチドがハイブリダイズ膜に付着され、そして標識された標的ＤＮ

Ａがハイブリダイズされる場合に、ＰＣＲ増幅された標的ＤＮＡまたは多くの異

なる変異にハイブリダイズされる。

      【０２９５】

  あるいは、選択的ＰＣＲ増幅に依存する対立遺伝子特異的増幅技術は、本発明

と合わせて使用され得る。特異的増幅についてのプライマーとして使用されるオ

リゴヌクレオチドは、分子の中心において（その結果、増幅は、差次的ハイブリ

ダイゼーションに依存する）（Ｇｉｂｂｓら（１９８９）Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃ

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

マッチが妨げ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、変異の領域において新規な制限部位

を導入することは、切断に基づく検出を行うために望ましくあり得る（Ｇａｓｐ

ａｒｉｎｉら（１９９２）Ｍｏｌ  Ｃｅｌｌ  Ｐｒｏｂｅｓ  ６：１）。特定の

実施形態において、増幅はまた、増幅用Ｔａｑリガーゼを使用して実施され得る

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

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

の３’末端に完全なマッチが存在する場合にのみ生じ、増幅の存在または非存在
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を探索することによって、特定の部位で既知の変異の存在を検出することを可能

にする。

      【０２９６】

  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、ＭＢＳＰＸ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。

      【０２９７】

  さらに、ＭＢＳＰＸ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。

      【０２９８】

  （薬理ゲノム学（Ｐｈａｒｍａｃｏｇｅｎｏｍｉｃｓ））

  ＭＢＳＰＸ活性（例えば、ＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸ活性に関連

する障害（例えば、癌または免疫障害、神経障害、筋ジストロフィー、または表

皮水疱症）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、ＭＢＳＰＸタンパク質の活性、ＭＢＳＰＸ核酸の

発現、あるいは個体におけるＭＢＳＰＸ遺伝子の変異含量が決定されて、それに
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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。

      【０２９９】

  薬理ゲノム学は、罹患された人において変更された薬物の性質および異常な作

用に起因する、薬物に応答する臨床的に有意な遺伝性変更を扱う。例えば、Ｅｉ

ｃｈｅｌｂａｕｍ、Ｃｌｉｎ  Ｅｘｐ  Ｐｈａｒｍａｃｏｌ  Ｐｈｙｓｉｏｌ，

１９９６，２３：９８３～９８５およびＬｉｎｄｅｒ、Ｃｌｉｎ  Ｃｈｅｍ，１

９９７，４３：２５４～２６６を参照のこと。一般に、２つの型の薬理ゲノム学

状態が、区別され得る。遺伝的状態は、薬物が身体に作用する方法を変更する１

つの因子として伝達されるか（変更された薬物作用）、または遺伝的状態は、身

体が薬物に作用する方法を変更する１つの因子として伝達される（変更された薬

物代謝）。これらの薬理ゲノム学状態は、稀な欠損としてか、または多型として

のいずれかで生じ得る。例えば、グルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ（Ｇ

６ＰＤ）欠損は、一般的な遺伝性酵素病であり、この主な臨床的合併症は、酸化

剤薬物（抗マラリア剤、スルホンアミド、鎮痛薬、ニトロフラン）の摂取および

ソラマメの摂取（ｃｏｎｓｏｍｐｔｉｏｎ）後の溶血である。

      【０３００】

  例示的な実施形態として、薬物代謝酵素の活性は、薬物作用の強度および期間

の両方の主要な決定因子である。薬物代謝酵素（例えば、Ｎ－アセチルトランス

フェラーゼ２（ＮＡＴ２）およびシトクロムＰ４５０酵素ＣＹＰ２Ｄ６およびＣ

ＹＰ２Ｃ１９）の遺伝的多型の発見は、幾人かの患者が予期される薬物効果を得

ないか、または薬物の標準的かつ安全な用量を摂取した後に過大な薬物応答およ

び深刻な毒性を示すことに関しての説明を提供した。これらの多型は、集団にお

いて２つの表現型（高い代謝能を持つ人（ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ  ｍｅｔａｂｏｌ

ｉｚｅｒ）（ＥＭ）および低い代謝能を持つ人（ｐｏｏｒ  ｍｅｔａｂｏｌｉｚ

ｅｒ）（ＰＭ））で発現される。ＰＭの罹患率は、異なる集団の間で異なる。例

えば、ＣＹＰ２Ｄ６をコードする遺伝子は高度に多型であり、そしていくらかの

変異がＰＭにおいて同定されており、この全ては機能的ＣＹＰ２Ｄ６の非存在に

至る。ＣＹＰ２Ｄ６およびＣＹＰ２Ｃ１９の低い代謝能を持つ人は、彼らが標準

的な用量を受ける場合に、かなり頻繁に過大な薬物応答および副作用を経験する
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。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。

      【０３０１】

  従って、ＭＢＳＰＸのタンパク質の活性、ＭＢＳＰＸの核酸の発現、あるいは

個体におけるＭＢＳＰＸの遺伝子の変異内容を決定されて、それによって、その

個体の治療的または予防的処置のために適切な薬剤を選択し得る。さらに、薬理

ゲノム学の研究を使用して、個体の薬物応答性の表現型の同定に対して薬物代謝

酵素をコードする多型対立遺伝子の遺伝子型を適用し得る。この知見は、用量ま

たは薬物選択に適用される場合、有害な反応または治療の失敗を回避し得、従っ

て、被験体をＭＢＳＰＸ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。

      【０３０２】

  （臨床試験の間の効果のモニタリング）

  ＭＢＳＰＸ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においてのみならず、臨床試験において

もまた適用され得る。例えば、本明細書中に記載されるようなスクリーニングア

ッセイによって決定される薬剤が、ＭＢＳＰＸの遺伝子発現、タンパク質レベル

を増加するため、またはＭＢＳＰＸ活性をアップレギュレートする効力を、減少

したＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸの活性を示す被験体の臨床試験においてモニターし得る。あるいは

、スクリーニングアッセイによって決定される薬剤が、ＭＢＳＰＸの遺伝子発現

、タンパク質レベルを減少、またはＭＢＳＰＸの活性をダウンレギュレートする

効力を、増加したＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸの活性を示す被験体の臨床試験においてモニターし得
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る。このような臨床試験において、ＭＢＳＰＸの発現または活性、および好まし

くは、例えば、細胞性増殖障害に関与した他の遺伝子が、「リードアウト（読み

出し）（ｒｅａｄ  ｏｕｔ）」、すなわち、特定の細胞の免疫応答のマーカーと

して使用され得る。

      【０３０３】

  例えば、限定の目的ではないが、ＭＢＳＰＸを含む遺伝子（これは、ＭＢＳＰ

Ｘ活性（例えば、本明細書中に記載されるようなスクリーニングアッセイにおい

て同定される）を調節する薬剤（例えば、化合物、薬物または低分子）を用いる

処置によって、細胞内で調節される）が、同定され得る。従って、細胞性増殖障

害に対する薬剤の効果を研究するために、例えば、臨床試験において、細胞が単

離され得、そしてＲＮＡが調製され得、そしてＭＢＳＰＸおよびこの障害に関与

する他の遺伝子の発現のレベルについて分析され得る。遺伝子発現のレベル（す

なわち、遺伝子発現パターン）は、本明細書中に記載されるように、ノーザンブ

ロット分析もしくはＲＴ－ＰＣＲによるか、あるいは産生されるタンパク質の量

を測定することによるか、本明細書中に記載されるような方法の１つによるか、

あるいはＭＢＳＰＸまたは他の遺伝子の活性のレベルを測定することによって、

定量され得る。この様式で、この遺伝子発現パターンは、この薬剤に対する細胞

の生理学的応答の指標であるマーカーとして作用し得る。従って、この応答状態

は、この薬剤を用いる個体の処置の前、および処置の間の種々の時点で、決定さ

れ得る。

      【０３０４】

  １つの実施形態において、本発明は、薬剤（例えば、アゴニスト、アンタゴニ

スト、タンパク質、ペプチド、ペプチド模倣物、核酸、低分子、または本明細書

中に記載されるスクリーニングアッセイによって同定される他の薬物候補物）を

用いる、被験体の処置の効力をモニタリングするための方法を提供し、これは、

以下の工程を包含する：（ｉ）薬剤の投与の前に、被験体から投与前サンプルを

得る工程；（ｉｉ）この投与前サンプルにおいて、ＭＢＳＰＸのタンパク質、ｍ

ＲＮＡ、またはゲノムＤＮＡの発現のレベルを検出する工程；（ｉｉｉ）この被

験体から１つ以上の投与後サンプルを得る工程；（ｉｖ）この投与後サンプルに
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おいて、ＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸのタンパク質、ｍＲＮＡ、またはゲノムＤＮ

Ａの発現または活性のレベルと比較する工程；ならびに（ｖｉ）従って、この被

験体に対する薬剤の投与を変更する工程。例えば、この薬剤の増加した投与は、

検出されるよりも高いレベルにＭＢＳＰＸの発現または活性を増加するために（

すなわち、この薬剤の効力を増加するために）望ましくあり得る。あるいは、こ

の薬剤の減少した投与は、検出されるよりも低いレベルにＭＢＳＰＸの発現また

は活性を減少するために（すなわち、この薬剤の効力を減少するために）望まし

くあり得る。

      【０３０５】

  （処置の方法）

  本発明は、異常なＭＢＳＰＸ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。

      【０３０６】

  （障害）

  （その疾患または障害に罹患していない被験体と比較して）増加したレベルま

たは生物学的活性によって特徴付けられる疾患および障害は、活性を拮抗する（

すなわち、低減または阻害する）治療剤を用いて処置され得る。活性を拮抗する

治療剤は、治療的または予防的な様式で、投与され得る。利用され得る治療剤と

しては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：（ｉ）上記ペプチド、ま

たはそのアナログ、誘導体、フラグメントもしくはホモログ；（ｉｉ）上記ペプ

チドに対する抗体；（ｉｉｉ）上記ペプチドをコードする核酸；（ｉｖ）アンチ

センス核酸および「機能不全性」である（すなわち、上記ペプチドに対するコー

ド配列のコード配列内の異種挿入に起因する）核酸の投与が、相同組換えによっ

て上記ペプチドの内因性機能を「ノックアウトする」ために利用される（例えば

、Ｃａｐｅｃｃｈｉ、１９８９、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４４：１２８８～１２９２
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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））。

      【０３０７】

  （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。

      【０３０８】

  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）。

      【０３０９】

  （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ＭＢＳＰＸの発現また

は活性と関連する疾患または状態を、ＭＢＳＰＸの発現または少なくとも１つの

ＭＢＳＰＸ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
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めの方法を提供する。異常なＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸ異常の特徴で

ある症状の発現の前に行い得る。このＭＢＳＰＸ異常の型に依存して、例えば、

ＭＢＳＰＸアゴニスト薬剤またはＭＢＳＰＸ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。

      【０３１０】

  （治療方法）

  本発明の別の局面は、治療目的のためにＭＢＳＰＸ発現または活性を調節する

方法に関する。本発明の調節方法は、細胞を、その細胞に関するＭＢＳＰＸ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

。ＭＢＳＰＸ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、ＭＢＳ

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

ンパク質、およびその細胞に導入されたＭＢＳＰＸ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、ＭＢＳＰＸ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ＭＢＳ

ＰＸ核酸分子、および抗ＭＢＳＰＸ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、ＭＢＳＰＸ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、ＭＢＳ
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ＰＸ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、ＭＢＳＰＸ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、ＭＢＳＰＸ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。

      【０３１１】

  ＭＢＳＰＸ活性の刺激は、ＭＢＳＰＸ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ＭＢＳＰＸ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）を有する

場合である。このような状況の別の例は、被験体が妊娠疾患（例えば、プレクラ

ンプシア（ｐｒｅｃｌａｍｐｓｉａ））を有する場合である。

      【０３１２】

  本発明は、本明細書に記載される特定の実施形態によって、範囲が限定される

ことはない。実際、本明細書において記載されたものに加えて、本発明の種々の

改変が、上記の記載および添付の図面から、当業者に明らかとなる。そのような

改変は、添付の特許請求の範囲の範囲内にあることが意図される。

      【０３１３】

  本発明はさらに、以下の実施例によって例示されるが、これらは、限定として

解釈されるべきではない。本出願を通じて引用される全ての参考文献、特許およ

び公開された特許出願の内容が、本明細書によって参考として援用される。

      【０３１４】

  （疾患経路）

  （治療剤の生物学的効果の決定）

  本発明の種々の実施形態において、適切なインビトロまたはインビボアッセイ

を利用して、特定の治療剤の効果およびその投与が罹患組織の処置を示すか否か

を決定する。

      【０３１５】
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  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。

      【０３１６】

  （悪性疾患）

  前述のタンパク質は、細胞増殖の調節に関与する。従って、本発明の治療剤は

、細胞の過剰増殖および／または細胞増殖の制御の欠損（例えば、癌、悪性疾患

および腫瘍）に関連する疾患または障害の治療的処置または予防的処置において

有用である。そのような過剰増殖障害の総説について、例えば、Ｆｉｓｈｍａｎ

ら、１９８５、ＭＥＤＩＣＩＮＥ、第２版、Ｊ．Ｂ．Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ  Ｃ

ｏ．、Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ、ＰＡを参照のこと。

      【０３１７】

  本発明の治療剤を、悪性疾患および関連する障害の処置または予防における効

力について、当該分野内において公知の任意の方法によってアッセイし得る。そ

のようなアッセイとしては、形質転換された細胞または患者の腫瘍由来の細胞を

利用するインビトロアッセイ、ならびに癌または悪性疾患の動物モデルを使用す

るインビボアッセイが挙げられるが、これらに限定されない。可能性のある有効

な治療剤は、例えば、コントロールと比較して、培養物中での腫瘍由来細胞また

は形質転換細胞の増殖を阻害するか、または動物モデルにおいて腫瘍の後退を生

じる治療剤である。

      【０３１８】

  本発明の実施において、一旦、悪性疾患または癌が、活性を調節すること（す

なわち、阻害するか、アンタゴナイズするか、またはアゴナイズする）による処

置に対して受け入れ可能であることが示されると、引き続いて、その癌または悪

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

      【０３１９】

  （前悪性状態）

  癌または悪性疾患の治療または予防処置において有効な本発明の治療剤はまた

、前悪性状態の処置および／または前悪性から新生物状態もしくは悪性疾患状態

への進行を防ぐための処置のために投与され得る。そのような予防的用途または

治療的用途が、先行する新生物または癌への進行が知られているか、またはそれ

が疑われる状態（特に、過形成、化生、または最も特に、異形成からなる非新生

物細胞増殖が生じた場合）において、示される。そのような異常な細胞増殖の総

説については、例えば、ＲｏｂｂｉｎｓおよびＡｎｇｅｌｌ、１９７６、ＢＡＳ

ＩＣ  ＰＡＴＨＯＬＯＧＹ、第２版、Ｗ．Ｂ．Ｓａｕｎｄｅｒｓ  Ｃｏ．、Ｐｈ

ｉｌａｄｅｌｐｈｉａ、ＰＡを参照のこと。

      【０３２０】

  過形成は、細胞の構造または機能における有意な変化なしに、組織または器官

における細胞数の増加を含む、制御された細胞の増殖の形態である。例えば、子

宮内膜の過形成は、しばしば子宮内膜癌に進行することが実証されている。化生

は、成熟した細胞または十分に分化した細胞の１つの型が、成熟した細胞の別の

型に置換する、制御された細胞増殖の形態である。化生は、上皮組織細胞または

結合組織細胞において生じ得る。異形成は、一般に癌の前駆体であると考えられ

、そして上皮において主に見出される。異形成は、非新生物細胞増殖の最も無秩

序な形態であり、個々の細胞の均一性および細胞の構築上の配向の損失を含む。

異形成は、慢性の刺激または炎症が存在する場所で特徴的に生じ、そしてしばし

ば、頸部、気道、口腔、および胆嚢において見出される。

      【０３２１】

  あるいは、または過形成、化生、または異形成として特徴付けられる異常な細

胞増殖の存在に加えて、患者由来の細胞サンプル内で、インビボまたはインビト

ロのいずれかにおいて示される形質転換表現型または悪性疾患表現型の１つ以上

の特徴の存在が、上記のタンパク質の活性を調節する能力を有する治療剤の予防

的／治療的投与の望ましさの指標である。形質転換された表現型の特徴としては
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、以下が挙げられるが、これらに限定されない：（ｉ）形態学的変化；（ｉｉ）

よりゆるい、下層への付着；（ｉｉｉ）細胞間接触阻止の喪失；（ｉｖ）足場依

存性の喪失；（ｖ）プロテアーゼ放出；（ｖｉ）増加した糖輸送；（ｖｉｉ）減

少した血清要求性；（ｖｉｉ）胎児抗原の発現；（ｉｘ）２５０ｋＤａ細胞表面

タンパク質の消滅など。例えば、Ｒｉｃｈａｒｄｓら１９８６、ＭＯＬＥＣＵＬ

ＡＲ  ＰＡＴＨＯＬＯＧＹ、Ｗ．Ｂ．Ｓａｕｎｄｅｒｓ  Ｃｏ、Ｐｈｉｌａｄｅ

ｌｐｈｉａ、ＰＡを参照のこと。

      【０３２２】

  本発明の特定の実施形態において、悪性疾患についての以下の１つ以上の素因

を示す患者が、治療剤の有効量の投与によって処置される：（ｉ）悪性疾患に関

連する染色体転座（例えば、慢性骨髄性白血病についてのフィラデルフィア染色

体（ｂｃｒ／ａｂｌ）および濾胞性リンパ腫についてのｔ（１４；１８）など）

；（ｉｉ）家族性ポリープ症またはガードナー症候群（結腸癌の可能性のある前

兆）；（ｉｉｉ）未確認の重要性の単一クローン性高ガンマグロブリン血症（多

発性骨髄腫の可能性のある前駆体）；ならびに（ｉｖ）メンデル（遺伝子）遺伝

パターンを示す癌または前癌疾患（例えば、結腸の家族性ポリープ症、ガードナ

ー症候群、遺伝性外骨腫症、多発性内分泌腺腫症（ｐｏｌｙｅｎｄｏｃｒｉｎｅ

  ａｄｅｎｏｍａｔｏｓｉｓ）、ポイツ－ジェガーズ症候群、フォン・レックリ

ングハウゼン病の神経線維腫症、アミロイド産生および褐色細胞腫をともなう甲

状腺髄様癌（ｍｅｄｕｌｌａｒｙ  ｔｈｙｒｏｉｄ  ｃａｒｉｃｉｎｏｍａ）、

網膜芽細胞腫、頸動脈小体腫瘍、皮膚の黒色癌、眼内の黒色癌、色素性乾皮症、

毛細血管拡張性運動失調、チェディアック－東症候群、白子症、ファンコーニ再

生不良性貧血およびブルーム症候群）を有する人の一親等。

      【０３２３】

  別の実施形態において、本発明の治療剤が、ヒト患者に投与されて、乳癌、結

腸癌、肺癌、膵臓癌、または子宮癌、あるいは黒色腫または肉腫の進行を防ぐ。

      【０３２４】

  （過剰増殖性障害および異常増殖性（ｄｙｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ）障

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

常増殖性障害の治療的処置または予防的処置において投与される。過剰増殖性疾

患または障害の処置または予防における本発明の治療剤の効力は、当該分野にお

いて公知の任意の方法によってアッセイされ得る。そのようなアッセイとしては

、インビトロの細胞増殖アッセイ、過剰増殖性疾患または障害の動物モデルを使

用するインビトロまたはインビボのアッセイなどが挙げられる。可能性のある効

果的な治療剤は、例えば、コントロールとの比較において、培養物中の細胞増殖

を促進し得るか、あるいは動物モデルにおける増殖または細胞増殖を生じ得る。

      【０３２５】

  本発明の特定の実施形態は、肝臓の肝硬変（瘢痕が、通常の肝臓再生プロセス

を上回る状態）；瘢痕プロセスが通常の再生を妨げる、皮膚の形状を損じること

を生じるケロイド（過形成性瘢痕）形成の処置；乾癬（皮膚の過剰な増殖および

適切な細胞運命の決定の遅延によって特徴付けられる一般的な皮膚の状態）；良

性腫瘍；線維性嚢状態および組織肥厚（例えば、良性膵臓肥厚）の処置または予

防に関する。

      【０３２６】

  （神経変性障害）

  ＭＢＳＰＸは、細胞成熟の脱調節およびアポトーシス（この両方が神経変性疾

患の特徴である）に関係し得る。従って、本発明の治療剤（限定されることはな

いが、特に上記のタンパク質の活性を調節（または供給）する治療剤）が、神経

変性疾患の処置または予防において効果的であり得る。神経変性障害に関与する

上記のタンパク質の活性を調節する本発明の治療剤を、そのような神経変性疾患

および障害を処置または予防することにおける効力について、当該分野において

公知の任意の方法によってアッセイし得る。そのようなアッセイとしては、調節

された細胞成熟もしくはアポトーシスの阻害についてのインビトロアッセイ、ま

たは神経変性疾患または障害の動物モデルを使用するインビボアッセイ、あるい

は以下に記載する任意のアッセイが挙げられる。可能性のある効果的な治療剤は

、例えば限定されないが、コントロールと比較して、調節された細胞成熟を促進

し、培養物中の細胞アポトーシスを防ぎ、あるいは動物モデルにおける神経変性



(152) 特表２００３－５２９３３４

を減少する。

      【０３２７】

  一旦、神経変性疾患または障害が、調節活性による処置に対して感受性である

ことが示されると、その神経変性疾患または障害が、活性を調節する治療剤の投

与によって処置または予防され得る。そのような疾患としては、加齢に関与する

全ての変性性障害（特に、変形性関節症および神経変性障害）が挙げられる。

      【０３２８】

  （器官移植に関連する障害）

  ＭＢＳＰＸは、器官移植に関連する障害（特に、限定されないが、器官拒絶反

応）に関係し得る。本発明の治療剤（特に、活性を調節（または供給）する治療

剤）は、器官移植に関連する疾患または障害の処置または予防において効果的で

あり得る。本発明の治療剤（特に、上記タンパク質のレベルまたは活性を調節す

る治療剤）は、このような器官移植に関連する疾患および障害の処置または予防

における効力について、当該分野で公知の任意の方法によってアッセイされ得る

。このようなアッセイとしては、下記のような細胞培養モデルを使用するインビ

トロアッセイ、または器官移植に関連する疾患および障害の動物モデルを使用す

るインビボアッセイが挙げられ、例えば、以下を参照のこと。潜在的に効果的な

治療剤は、例えば、限定されないが、コントロールに対して比較して、動物モデ

ルにおける免疫拒絶応答を減少する。

      【０３２９】

  従って、一旦、器官移植に関連する疾患および障害が、活性の調節による処置

に対して感受性であることが示されると、このような疾患または障害は、活性を

調節する治療剤の投与によって処置または予防され得る。

      【０３３０】

  （心臓血管疾患）

  ＭＢＳＰＸは、アテローム性動脈硬化症のプラーク形成を含む、心臓血管障害

に関係し得る。心臓血管疾患（脳血栓症または脳出血を含む）、虚血性心疾患ま

たは虚血性腎疾患、末梢血管疾患、または他の主要な血管の血栓症、および他の

疾患（真性糖尿病、高血圧、甲状腺機能不全、コレステロールエステル貯蔵病、
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全身性エリテマトーデス、ホモシステイン症（ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅｍｉａ

）、および家族性のタンパク質または脂質プロセシング疾患などを含む）のよう

な疾患は、アテローム性動脈硬化症に直接的または間接的のいずれかで関連する

。従って、本発明の治療剤（特に、活性または形成を調節（または供給）する治

療剤）は、アテローム性動脈硬化症に関連する疾患または障害の処置または予防

に有効であり得る。本発明の治療剤（特に、レベルまたは活性を調節する治療剤

）は、このような疾患および障害の処置または予防における効力について、当該

分野で公知の任意の方法（以下に記載の方法を含む）によってアッセイされ得る

。

      【０３３１】

  広範な動物モデルおよび細胞培養モデルが、アテローム性動脈硬化症に関与す

るプロセスについて存在する。動物モデルの限定的かつ非排他的な列挙としては

、以下が挙げられる：早発性アテローム性動脈硬化症についてのノックアウトマ

ウス（ＫｕｒａｂａｙａｓｈｉおよびＹａｚａｋｉ，１９９６、Ｉｎｔ．Ａｎｇ

ｉｏｌ．１５：１８７－１９４）、アテローム動脈硬化症のトランスジェニック

マウスモデル（Ｋａｐｐｅｌら、１９９４、ＦＡＳＥＢ  Ｊ．８：５８３－５９

２）、動物モデルのアンチセンスオリゴヌクレオチド処置（Ｃａｌｌｏｗ，１９

９５、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｃａｒｄｉｏｌ．１０：５６９－５７６）、アテロ

ーム性動脈硬化症についてのトランスジェニックウサギモデル（Ｔａｙｌｏｒ，

１９９７，Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ  ８１１：１４６－１５２）、高

コレステロール血症動物モデル（Ｒｏｓｅｎｆｅｌｄ，１９９６，Ｄｉａｂｅｔ

ｅｓ  Ｒｅｓ．Ｃｌｉｎ．Ｐｒａｃｔ．３０（補遺）：１－１１）、高脂血症マ

ウス（Ｐａｉｇｅｎら、１９９４、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｌｉｐｉｄｏｌ．５：

２５８－２６４）、および動物におけるリポキシゲナーゼの阻害（Ｓｉｇａｌら

、１９９４、Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．７１４：２１１－２２４）。

さらに、インビトロ細胞モデルとしては、以下が挙げられるが、これらに限定さ

れない：低密度リポタンパク質に曝露された単球（Ｆｒｏｓｔｅｇａｒｄら、１

９９６、Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ  １２１：９３－１０３）、クローン

化された血管平滑筋細胞（Ｓｕｔｔｌｅｓら、１９９５、Ｅｘｐ．Ｃｅｌｌ  Ｒ
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ｅｓ．２１８：３３１－３３８）、内皮細胞由来の化学誘引物質に曝されたＴ細

胞（Ｋａｔｚら、１９９４、Ｊ．Ｌｅｕｋｏｃ．Ｂｉｏｌ．５５：５６７－５７

３）、培養されたヒト大動脈内皮細胞（Ｆａｒｂｅｒら、１９９２、Ａｍ．Ｊ．

Ｐｈｙｓｉｏｌ．２６２：Ｈ１０８８－１０８５）、および泡沫細胞培養物（Ｌ

ｉｂｂｙら、１９９６、Ｃｕｒｒ  Ｏｐｉｎ  Ｌｉｐｉｄｏｌ  ７：３３０－３

３５）。潜在的に効果的な治療剤は、例えば、限定されないが、コントロールに

対して比較して、細胞培養モデルにおいて泡沫細胞形成を減少するか、またはア

テローム性動脈硬化症の高コレステロール血症マウスモデルにおいてアテローム

性動脈硬化症のプラーク形成を減少する。

      【０３３２】

  従って、一旦、アテローム性動脈硬化症に関連する疾患または障害が、活性ま

たは形成の調節による処置に対して感受性であることが示されると、この疾患ま

たは障害は、活性を調節する治療剤の投与によって処置または予防され得る。

      【０３３３】

  （サイトカインおよび細胞増殖／分化活性）

  本発明のＭＢＳＰＸタンパク質は、サイトカイン活性、細胞増殖活性（誘導す

るか、または阻害するかのいずれか）、または細胞分化活性（誘導するか、また

は阻害するかのいずれか）を示し得るか、あるいは特定の細胞集団における他の

サイトカインの産生を誘導し得る。全ての既知のサイトカインを含む、現在まで

に発見された多くのタンパク質因子は、因子依存性の１以上の細胞増殖アッセイ

において活性を示し、従って、これらのアッセイは、サイトカイン活性の簡便な

確認法として作用する。本発明のタンパク質の活性は、以下を含むが、これらに

限定されない細胞株についての多くの従来の因子依存性細胞増殖アッセイの任意

の１つによって確認される：３２Ｄ、ＤＡ２、ＤＡ１Ｇ、Ｔ１０、Ｂ９、Ｂ９／

１１、ＢａＦ３、ＭＣ９／Ｇ、Ｍ＋（ｐｒｅＢ  Ｍ＋）、２Ｅ８、ＲＢ５、ＤＡ

１、１２３、Ｔ１１６５、ＨＴ２、ＣＴＬＬ２、ＴＦ－１、Ｍｏ７ｅおよびＣＭ

Ｋ。

      【０３３４】

  本発明のタンパク質の活性は、数ある方法でもとりわけ、以下の方法によって
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測定され得る：以下に記載されるアッセイを含むが、これらに限定されない、Ｔ

細胞増殖または胸腺細胞増殖についてのアッセイ：Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏ

ｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｃｏｌｉｇａｎら編、Ｇｒｅｅｎｅ  

Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ  ａｎｄ  Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅ

ｒｓｃｉｅｎｃｅ（第３章および第７章）；Ｔａｋａｉら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ

  １３７：３４９４－３５００、１９８６；Ｂｅｒｔａｇｎｏｉｌｉら、Ｊ  Ｉ

ｍｍｕｎｏｌ  １４５：１７０６－１７１２、１９９０；Ｂｅｒｔａｇｎｏｌｌ

ｉら、Ｃｅｌｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １３３：３２７－３４１、１９９１；Ｂｅｒ

ｔａｇｎｏｌｌｉら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １４９：３７７８－３７８３、１９

９２；Ｂｏｗｍａｎら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １５２：１７５６－１７６１，１

９９４。

      【０３３５】

  脾細胞、リンパ節細胞または胸腺細胞のサイトカイン産生および／または増殖

についてのアッセイとしては、ＫｒｕｉｓｂｅｅｋおよびＳｈｅｖａｃｈ：Ｃｕ

ｒｒｅｎｔ  Ｐｒｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ．Ｃｏｌｉｇａｎ

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

ｓ，Ｔｏｒｏｎｔｏ  １９９４；およびＳｃｈｒｅｉｂｅｒ：Ｃｕｒｒｅｎｔ  

Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ．Ｃｏｌｉｇａｎら編、第１

巻、６．８．１－８頁、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ，Ｔｏｒｏｎ

ｔｏ  １９９４に記載のアッセイが挙げられるが、これらに限定されない。

      【０３３６】

  造血細胞およびリンパ球産生細胞の増殖および分化についてのアッセイとして

は、以下によって記載されるアッセイが挙げられるが、これに限定されない：Ｂ

ｏｔｔｏｍｌｙら：Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏ

ｌｏｇｙ．Ｃｏｌｉｇａｎら編、第１巻、６．３．１－６．３．１２頁、Ｊｏｈ

ｎ  Ｗｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ，Ｔｏｒｏｎｔｏ  １９９１；ｄｅＶｒｉｅ

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

ａｕら、Ｎａｔｕｒｅ  ３３６：６９０－６９２、１９８８；Ｇｒｅｅｎｂｅｒ

ｇｅｒら、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  Ｕ．Ｓ．Ａ．８０：２９３
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１－２９３８，１９８３；Ｎｏｒｄａｎ：Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ

  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ．Ｃｏｌｉｇａｎら編、第１巻、６．６．１－５

頁、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ，Ｔｏｒｏｎｔｏ  １９９１；Ｓ

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

５７－１８６１，１９８６；Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ  ｏｆ  ｈｕｍａｎ  Ｉｎ

ｔｅｒｌｅｕｋｉｎ  １１－Ｂｅｎｎｅｔｔら：Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃ

ｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ．Ｃｏｌｉｇａｎら編、第１巻、６．１５

．１頁、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ，Ｔｏｒｏｎｔｏ  １９９１

；Ｃｉａｒｌｅｔｔａら：Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍ

ｕｎｏｌｏｇｙ．Ｃｏｌｉｇａｎら編、第１巻、６．１３．１頁、Ｊｏｈｎ  Ｗ

ｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ，Ｔｏｒｏｎｔｏ  １９９１。

      【０３３７】

  抗原に対するＴ細胞クローン応答についてのアッセイ（とりわけ、増殖および

サイトカイン産生を測定することによって、ＡＰＣ－Ｔ細胞相互作用に影響し、

そしてＴ細胞の効果を指向するタンパク質を同定する）としては、以下に記載さ

れるアッセイが挙げられるが、これらに限定されない：Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏ

ｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ．Ｃｏｌｉｇａｎら編、Ｇｒｅｅｎ

  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ  ａｎｄ  Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔ

ｅｒｓｃｉｅｎｃｅ（第３章、第６章および第７章）；Ｗｅｉｎｂｅｒｇｅｒら

、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ７７：６０９１－６０９５

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

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

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

１２，１９８８。

      【０３３８】

  （免疫刺激活性または免疫抑制活性）

  本発明のＭＢＳＰＸタンパク質はまた、免疫刺激活性または免疫抑制活性（ア

ッセイが本明細書中に記載される活性を含むが、これらに限定されない）を示し

得る。タンパク質は、種々の免疫不全および免疫障害（重症複合型免疫不全（Ｓ
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ＣＩＤ）を含む）の処置（例えば、Ｔリンパ球および／またはＢリンパ球の成長

および増殖の（上方または下方）調節、ならびにＮＫ細胞および他の細胞集団の

細胞溶解活性の誘発）において有用であり得る。これらの免疫不全は、遺伝性で

あり得るか、またはウイルス（例えば、ＨＩＶ）および細菌感染または真菌感染

によって引き起こされ得るか、あるいは自己免疫障害から生じ得る。より詳細に

は、ウイルス感染、細菌感染、真菌感染または他の感染によって引き起こされる

感染性疾患は、本発明のタンパク質を使用して処置可能であり得、この感染とし

ては、ＨＩＶ、肝炎ウイルス、ヘルペスウイルス、ミコバクテリア、リーシュマ

ニア種、マラリア種による感染、およびカンジダ症のような種々の真菌感染が挙

げられる。もちろん、この点に関して、本発明のタンパク質はまた、免疫系に対

するブーストが、一般に所望され得る（すなわち、癌の処置において）場合に有

用であり得る。

      【０３３９】

  本発明のタンパク質を使用して処置され得る自己免疫障害としては、例えば、

以下が挙げられる：結合組織疾患、多発性硬化症、全身性エリテマトーデス、慢

性関節リウマチ、自己免疫性肺炎、ギヤン－バレー症候群、自己免疫性甲状腺炎

、インスリン依存性真性糖尿病、重症筋無力症、対宿主性移植片病および自己免

疫性炎症性眼疾患。本発明のこのようなタンパク質はまた、喘息（特に、アレル

ギー性喘息）または他の呼吸系障害のような、アレルギー反応およびアレルギー

状態の処置に有用であり得る。免疫抑制が所望される他の状態（例えば、器官移

植を含む）もまた、本発明のタンパク質を使用して処置可能であり得る。

      【０３４０】

  本発明のタンパク質を使用して、多くの方法で、免疫応答することが可能であ

り得る。下方調節は、すでに進行中の免疫応答を阻害もしくはブロックする形態

であり得るか、または免疫応答の誘導を妨げることを含み得る。活性化Ｔ細胞の

機能は、Ｔ細胞応答を抑制することによってか、またはＴ細胞における特異的寛

容を誘導することによってか、あるいはその両方によって阻害され得る。Ｔ細胞

応答の免疫抑制は、一般に、抑制剤に対するＴ細胞の連続的曝露を必要とする、

能動的な非抗原特異的プロセスである。寛容（Ｔ細胞における非応答性またはア
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ネルギー（ｅｎｅｒｇｙ）を誘導することを含む）は、一般的に抗原特異的であ

り、そして寛容化剤に対する曝露が停止した後でも持続するという点で免疫抑制

と識別可能である。操作的には、寛容は、寛容化剤の非存在下における特異的抗

原に対する再曝露の際に、Ｔ細胞応答の欠如によって実証され得る。

      【０３４１】

  １以上の抗原機能を（Ｂリンパ球抗原機能（例えば、Ｂ７のような）を含むが

、限定されない）を下方調節するか、または妨げること（例えば、活性化Ｔ細胞

による高レベルのリンホカイン合成を妨げること）は、組織、皮膚および器官の

移植の状況、ならびに対宿主性移植片病（ＧＶＨＤ）において有用である。例え

ば、Ｔ細胞機能のブロックは、組織移植における組織破壊の減少を生じるはずで

ある。代表的に、組織移植において、移植片の拒絶は、Ｔ細胞によるその外来と

しての認識、それに続く移植片を破壊する免疫反応を介して開始される。移植前

に免疫細胞上でＢ７リンパ球抗原のその天然のリガンドとの相互作用を阻害また

はブロックする分子（例えば、Ｂ７－２活性を有するペプチドの可溶性モノマー

形態単独、あるいは別のＢリンパ球抗原（例えば、Ｂ７－１、Ｂ７－３）または

ブロッキング抗体の活性を有するペプチドのモノマー形態との組み合わせ）の投

与は、対応する同時刺激シグナルの移行を伴わずに、免疫細胞上でその分子の天

然のリガンドへの結合を導き得る。このような形態でＢリンパ球抗原機能をブロ

ックすることは、免疫細胞（例えば、Ｔ細胞）によるサイトカイン合成を妨げ、

従って、免疫抑制剤として作用する。さらに、同時刺激の欠如はまた、Ｔ細胞を

活性化して、それによって被験体において寛容を誘導するのに十分であり得る。

Ｂリンパ球抗原ブロッキング試薬による長期の寛容の誘導は、これらのブロッキ

ング試薬の繰り返しの投与の必要性を回避し得る。被験体において十分な免疫抑

制または寛容を達成するために、Ｂリンパ球抗原の機能をブロックすることも必

要であり得る。

      【０３４２】

  器官移植片拒絶またはＧＶＨＤの予防における特定のブロッキング試薬の効力

は、ヒトにおける効力を予測する動物モデルを使用して評価され得る。使用され

得る適切な系の例としては、ラットにおける同種異系の心臓移植片およびマウス
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における異種膵臓島細胞移植片が挙げられ、その両方は、Ｌｅｎｓｃｈｏｗら、

Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５７：７８９－７９２（１９９２）およびＴｕｒｋａら、Ｐ

ｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ、８９：１１１０２－１１１０５

（１９９２）に記載されるようなインビボでのＣＴＬＡ４Ｉｇ融合タンパク質の

免疫抑制効果を試験するために使用されている。さらに、ＧＶＤＨのマウスモデ

ル（Ｐａｕｌ編、Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、Ｒａｖｅｎ

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

は、その疾患の発症に対する、インビボでのＢリンパ球抗原機能のブロックの効

果を決定するために使用され得る。

      【０３４３】

  ブロッキング抗原機能はまた、自己免疫疾患の処置に治療的に有用であり得る

。多くの自己免疫疾患は、自己組織に対して反応性であり、そしてその疾患の病

理に関係するサイトカインおよび自己抗体の産生を促進する、Ｔ細胞の不適切な

活性化の結果である。自己反応性Ｔ細胞の活性化の予防は、疾患の症状を軽減し

得るか、または排除し得る。Ｂリンパ球抗原のレセプター：リガンド相互作用を

破壊することによってＴ細胞の同時刺激をブロックする試薬の投与は、Ｔ細胞の

活性化を阻害し、そしてその疾患プロセスに関係し得る自己抗体またはＴ細胞誘

導性サイトカインの産生を妨げるために使用され得る。さらに、ブロッキング試

薬は、疾患の長期の軽減を導き得る自己反応性Ｔ細胞の抗原特異的寛容を誘導し

得る。自己免疫障害の予防または軽減におけるブロッキング試薬の効力は、ヒト

自己免疫疾患のよく特徴付けられた多くの動物モデルを使用して決定され得る。

例としては、マウス実験用自己免疫脳炎、ＭＲＬ／ｌｐｒ／ｌｐｒマウスまたは

ＮＺＢハイブリッドマウスにおける全身性エリテマトーデス、マウス自己免疫コ

ラーゲン関節炎、ＮＯＤマウスおよびＢＢラットにおける真性糖尿病、ならびに

マウス実験用重症筋無力症が挙げられる（Ｐａｕｌ編、Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ

  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、Ｒａｖｅｎ  Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１９８

９、８４０～８５６頁を参照のこと）。

      【０３４４】

  免疫応答を上方調節する手段として、抗原機能（好ましくは、Ｂリンパ球抗原
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機能）の上方調節もまた、治療に有用であり得る。免疫応答の上方調節は、既存

の免疫応答を増強するか、または初期免疫応答を誘発する形態であり得る。例え

ば、Ｂリンパ球抗原機能の刺激を介して免疫応答を増強することは、ウイルス感

染の場合において有用であり得る。さらに、全身性ウイルス疾患（例えば、イン

フルエンザ、感冒および脳炎）は、Ｂリンパ球抗原の刺激形態の全身性投与によ

って軽減され得る。

      【０３４５】

  あるいは、抗ウイルス免疫応答は、患者からＴ細胞を除去し、本発明のペプチ

ドを発現するか、または本発明の可溶性ペプチドの刺激形態を伴うかのいずれか

の、ウイルス抗原でパルスしたＡＰＣで、このＴ細胞をインビトロで同時刺激し

、そして患者にこのインビトロ活性化Ｔ細胞を再導入することによって、感染患

者において増強され得る。抗ウイルス免疫応答を増強する別の方法は、患者から

感染細胞を単離し、本明細書中に記載されるような本発明のタンパク質をコード

する核酸を、この感染細胞にトランスフェクトして（その結果、これらの細胞が

その表面上にこのタンパク質の全てまたは一部を発現する）、そしてこのトラン

スフェクト細胞を患者に再導入することである。ここで、この感染細胞は、イン

ビボでＴ細胞に対して同時刺激シグナルを送達し、それによってＴ細胞を活性化

することが可能である。

      【０３４６】

  別の適用では、抗原機能（好ましくはＢリンパ球抗原機能）の上方調節または

増大が腫瘍免疫の誘導において有用であり得る。本発明の少なくとも１つのペプ

チドをコードする核酸をトランスフェクトされた腫瘍細胞（例えば、肉腫、黒色

腫、リンパ腫、白血病、神経芽細胞腫、癌腫）を、被験体中の腫瘍特異的寛容を

克服するために被験体に投与し得る。所望であれば、腫瘍細胞はトランスフェク

トされてペプチドの組み合わせを発現し得る。例えば、患者から得られた腫瘍細

胞に、Ｂ７－２－様活性を有するペプチド単独の発現、またはＢ７－１－様活性

および／またはＢ７－３－様活性を有するペプチドを組み合わせての発現を指向

する発現ベクターを用いて、エクスビボでトランスフェクトし得る。このトラン

スフェクトされた腫瘍細胞は、患者に戻され、トランスフェクトされた細胞の表
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面上にペプチドの発現を生じる。あるいは、遺伝子治療技法を用いて、インビボ

のトランスフェクションのために腫瘍細胞を標的化し得る。

      【０３４７】

  腫瘍細胞の表面上のＢ細胞リンパ球抗原の活性を有する本発明のペプチドの存

在は、Ｔ細胞に対して必要な同時刺激シグナルを提供し、トランスフェクトされ

た腫瘍細胞に対するＴ細胞媒介免疫応答を誘導する。さらに、ＭＨＣクラスＩま

たはＭＨＣクラスＩＩ分子を欠くか、または十分な量のＭＨＣクラスＩまたはＭ

ＨＣクラスＩＩ分子を再発現しない腫瘍細胞は、ＭＨＣクラスＩａ鎖タンパク質

およびβ2マイクログロブリンタンパク質、またはＭＨＣクラスＩＩａ鎖タンパ

ク質およびＭＨＣクラスＩＩβ鎖タンパク質のすべてまたは一部（例えば、細胞

質－ドメイン短縮化部分）をコードする核酸でトランスフェクトされ得、それに

よって細胞表面上にＭＨＣクラスＩまたはＭＨＣクラスＩＩタンパク質を発現す

る。Ｂリンパ球抗原（例えば、Ｂ７－１、Ｂ７－２、Ｂ７－３）の活性を有する

ペプチドと組み合わせた適切なクラスＩまたはクラスＩＩ  ＭＨＣの発現は、ト

ランスフェクトされた腫瘍細胞に対するＴ細胞媒介性免疫応答を誘導する。必要

に応じて、不変鎖（ｉｎｖａｒｉａｎｔ  ｃｈａｉｎ）のようなＭＨＣクラスＩ

Ｉ関連タンパク質の発現をブロックするアンチセンス構築物をコードする遺伝子

もまた、Ｂリンパ球抗原の活性を有するペプチドをコードするＤＮＡで同時トラ

ンスフェクトされ得、腫瘍関連抗原の提示を促進し、そして腫瘍特異的免疫を誘

導する。従って、ヒト被験体におけるＴ細胞媒介免疫応答の誘導は、被験体にお

ける腫瘍特異的寛容を十分に克服し得る。

      【０３４８】

  本発明のタンパク質の活性は、とりわけ、以下の方法により測定され得る：Ｃ

ＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ．Ｃｏｌｉｇ

ａｎら編、Ｇｒｅｅｎｅ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ  ａｎ

ｄ  Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ（第３章、第７章）；Ｈｅｒｒｍａ

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

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

８－１９７４、１９８２；Ｈａｎｄａら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １３５：１５６
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４－１５７２、１９８５：Ｔａｋａｉら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １３７：３４９

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

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

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

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

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

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

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

ｕｎｏｌ  １４０：５０８－５１２、１９８８；Ｂｅｒｔａｇｎｏｌｌｉら、Ｃ

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

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

が挙げられるがこれらに限定されない、胸腺細胞または脾細胞の細胞傷害性のた

めの適切なアッセイ。

      【０３４９】

  Ｔ細胞依存性免疫グロブリン応答およびアイソタイプスイッチングのための（

特に、Ｔ細胞依存性抗体応答を調節し、しかもＴｈ１／Ｔｈ２プロフィールに影

響するタンパク質を同定する）アッセイとしては、Ｍａｌｉｓｚｅｗｓｋｉ、Ｊ

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

およびＢｒｕｎｓｗｉｃｋ，ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭ

ＭＵＮＯＬＯＧＹ、Ｃｏｌｉｇａｎら編、第１巻、３．８．１．－３．８．１６

、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ、Ｔｏｒｏｎｔｏ  １９９４に記載

のようなアッセイが挙げられるがこれらに限定されない。

      【０３５０】

  混合リンパ球反応（ＭＬＲ）アッセイ（特に、優先的にＴｈ１およびＣＴＬ応

答を生成するタンパク質を同定するアッセイ）としては、ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲ

ＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ．Ｃｏｌｉｇａｎら編、Ｇｒｅｅ

ｎｅ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ  ａｎｄ  Ｗｉｌｅｙ－Ｉ

ｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ（第３章、第７章）；Ｔａｋａｉら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏ

ｌ  １３７：３４９４－３５００、１９８６；Ｔａｋａｉら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏ
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ｌ  １４０：５０８－５１２、１９８８；Ｂｅｒｔａｇｎｏｌｌｉら、Ｊ  Ｉｍ

ｍｕｎｏｌ  １４９：３７７８－３７８３、１９９２に記載のアッセイが挙げら

れるがこれらに限定されない。

      【０３５１】

  樹状細胞依存性アッセイ（特に、ナイーブなＴ細胞を活性化する樹状細胞によ

り発現されるタンパク質を同定するアッセイ）としては、Ｇｕｅｒｙら、Ｊ  Ｉ

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

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

ｍｍｕｎｏｌ  １５４：５０７１－５０７９、１９９５；Ｐｏｒｇａｄｏｒら、

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

ｉｒｏｌ  ６７：４０６２－４０６９、１９９３；Ｈｕａｎｇら、Ｓｃｉｅｎｃ

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

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

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

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

イが挙げられるがこれらに限定されない。

      【０３５２】

  リンパ球生存／アポトーシスのためのアッセイ（特に、スーパー抗原誘導後に

アポトーシスを妨げるタンパク質およびリンパ球ホメオスタシスを調節するタン

パク質を同定する）としては、Ｄａｒｚｙｎｋｉｅｗｉｃｚら、Ｃｙｔｏｍｅｔ

ｒｙ  １３：７９５－８０８、１９９２；Ｇｏｒｃｚｙｃａら、Ｌｅｕｋｅｍｉ

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

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

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

４０３７－４０４５、１９９０；Ｚａｍａｉら、Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ  １４：８

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

ｏｌ  １：６３９－６４８、１９９２に記載のアッセイが挙げられるがこれらに

限定されない。

      【０３５３】
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  Ｔ細胞の拘束および発生の初期段階に影響するタンパク質のアッセイとしては

、Ａｎｔｉｃａら、Ｂｌｏｏｄ  ８４：１１１－１１７、１９９４；Ｆｉｎｅら

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

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

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

載のアッセイが挙げられるがこれらに限定されない。

      【０３５４】

  （造血調節活性）

  本発明のＭＢＳＰＸタンパク質は、造血の調節において、そして結果として骨

髄細胞不全またはリンパ球細胞不全の処置において有用であり得る。コロニー形

成性細胞または因子依存性細胞株を支援する周縁の生物学的活性でさえ、造血を

調節することにおける、例えば、単独またはその他のサイトカインとの組み合わ

せで、赤血球系前駆体細胞の成長および増殖を支援することにおける関与を示し

、それによって、例えば、種々の貧血を処置することにおけるか、または赤血球

系前駆体細胞および／または赤血球細胞の産生を刺激するための照射／化学的療

法と組み合わせた使用のための有用性；例えば、結果として骨髄抑制を防ぐかま

たは処置するための化学的療法と組み合わせて有用な、骨髄細胞（例えば、顆粒

球および単球／マクロファージ）の成長および増殖を支持する（すなわち伝統的

なＣＳＦ活性）ことにおける有用性；巨核球そして結果として血小板の成長およ

び増殖を支持し、それによって血小板減少症のような種々の血小板障害の予防ま

たは処置を可能にすること、そして一般に、血小板輸血に代わる使用か、または

それへの優待のための有用性；および／または上記の任意および全ての造血幹細

胞に成熟し得、そしてそれ故、種々の幹細胞障害（再生不良性貧血および発作性

夜行性ヘモグロビン尿を含むがこれらに限定されない、通常、移植で処置される

ような障害）における治療有用性を見出す、造血幹細胞の成長および増殖を支持

することにおける有用性、ならびに正常細胞または遺伝子治療のために遺伝子操

作された細胞として、インビボまたはエキソビボ（すなわち、骨髄移植または末

梢前駆体細胞移植（同種または異種）と組み合わせた）のいずれかで、照射／化

学的療法後に幹細胞区画を再増殖させることにおける有用性を示す。
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      【０３５５】

  本発明のタンパク質の活性は、特に、以下の方法により測定され得る：

  種々の造血株の増殖および分化の適切なアッセイは上記で引用される。

      【０３５６】

  胚性幹細胞分化のアッセイ（特に、胚分化造血に影響するタンパク質を同定す

るアッセイ）は、制限されずに：Ｊｏｈａｎｓｓｏｎら、Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌ  

１５：１４１－１５１、１９９５；Ｋｅｌｌｅｒら、Ｍｏｌｅｌｕｃａｒ  Ｃｅ

ｌｌｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ  １３：４７３－４８６、１９９３；ＭｃＣｌａ

ｎａｈａｎら、Ｂｌｏｏｄ  ８１：２９０３－２９１５、１９９３に記載のアッ

セイを含む。

      【０３５７】

  幹細胞生存および分化のアッセイ（特にリンパ－造血を調節するタンパク質を

同定するアッセイ）は、制限されずに：メチルセルロースコロニー形成アッセイ

、ＣＵＬＴＵＲＥ  ＯＦ  ＨＥＭＡＴＯＰＯＩＥＴＩＣ  ＣＥＬＬＳ．Ｆｒｅｓ

ｈｎｅｙら、編、Ｖｏｌ  ２６５－２６８頁、Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．

Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、Ｎ．Ｙ  １９９４における、Ｆｒｅｓｈｎｅｙ、Ｍ．Ｇ．；

Ｈｉｒａｙａｍａら、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８９：

５９０７－５９１１、１９９２；ＣＵＬＴＵＲＥ  ＯＦ  ＨＥＭＡＴＯＰＯＩＥ

ＴＩＣ  ＣＥＬＬＳ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙら、編、Ｖｏｌ  ２３－３９頁、Ｗｉｌ

ｅｙ－Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、Ｎ．Ｙ  １９９４における、Ｍｃ

ＮｉｅｃｅおよびＢｒｉｄｄｅｌｉ；Ｎｅｂｅｎら、Ｅｘｐ  Ｈｅｍａｔｏｌ  

２２：３５３－３５９、１９９４；ＣＵＬＴＵＲＥ  ＯＦ  ＨＥＭＡＴＯＰＯＩ

ＥＴＩＣ  ＣＥＬＬＳ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙら、編、Ｖｏｌ  １－２１頁、Ｗｉｌ

ｅｙ－Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、Ｎ．Ｙ  １９９４における、Ｐｌ

ｏｅｍａｃｈｅｒ；ＣＵＬＴＵＲＥ  ＯＦ  ＨＥＭＡＴＯＰＯＩＥＴＩＣ  ＣＥ

ＬＬＳ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙら、編、Ｖｏｌ  １６３－１７９頁、Ｗｉｌｅｙ－Ｌ

ｉｓｓ，Ｉｎｃ．Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、Ｎ．Ｙ  １９９４における、Ｓｐｏｏｎｃ

ｅｒｅｔら；ＣＵＬＴＵＲＥ  ＯＦ  ＨＥＭＡＴＯＰＯＩＥＴＩＣ  ＣＥＬＬＳ

．Ｆｒｅｓｈｎｅｙら、編、Ｖｏｌ  １３９－１６２頁、Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ
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，Ｉｎｃ．Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、Ｎ．Ｙ  １９９４における、Ｓｕｔｈｅｒｌａｎ

ｄ、に記載のアッセイを含む。

      【０３５８】

  （組織増殖活性）

  本発明のＭＢＳＰＸはまた、骨、軟骨、腱、靭帯および／または神経組織成長

または再生のために使用される組成物、ならびに創傷治癒および組織修復および

組織置換のために使用される組成物、そして火傷、切開および潰瘍の処置におけ

る有用性を有し得る。

      【０３５９】

  本発明のタンパク質は、骨が正常に形成されない状況で軟骨および／または骨

増殖を誘導し、ヒトおよびその他の動物における骨折および軟骨損傷または欠損

の治癒における適用を有する。本発明のタンパク質を採用するこのような調製物

は、閉鎖骨折整復および開放骨折整復における予防的使用、そしてまた人工関節

の改善された固定における用途を有し得る。骨形成剤により誘導されたデノボ骨

形成は、先天的、外傷誘導、または腫瘍切除誘導脳顔面頭蓋欠陥の修復に寄与し

、そしてまた美容成形手術に有用である。

      【０３６０】

  本発明のタンパク質はまた、歯周病の処置において、およびその他の歯修復プ

ロセスで用いられ得る。このような薬剤は、骨形成性細胞を誘因するか、骨形成

性細胞の増殖を刺激するか、骨形成性細胞の前駆体の分化を誘導する環境を提供

し得る。本発明のタンパク質はまた、骨および／または軟骨修復の刺激によるか

、または炎症プロセスにより媒介される組織破壊の炎症またはプロセス（コラゲ

ナーゼ活性、破骨細胞活性など）をブロックすることによるような、骨粗鬆症ま

たは変形性関節炎の処置で有用であり得る。

      【０３６１】

  本発明のタンパク質に寄与し得る組織再生活性の別のカテゴリーは、腱／靭帯

形成である。このような組織が通常形成されない状況で、腱／靭帯様組織または

その他の組織形成を誘導する本発明のタンパク質は、ヒトおよびその他の動物に

おける、腱または靭帯断裂、変形およびその他の腱または靭帯欠陥の治癒におけ
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る適用を有する。腱／靭帯様組織誘導性タンパク質を採用するこのような調製物

は、腱または靭帯組織への損傷を防ぐことにおける予防的使用、ならびに腱また

は靭帯の骨またはその他の組織の改善された固定、および腱または靭帯組織への

欠陥を修復することにおける用途を有し得る。本発明の組成物により誘導される

デノボの腱／靭帯様組織形成は、先天的、外傷誘導、またはその他の起源のその

他の腱または靭帯欠陥の修復に寄与し、そしてまた腱または靭帯の付着または修

復のための美容成形手術で有用である。本発明の組成物は、腱形成性細胞または

靭帯形成性細胞を誘引するか、腱形成性細胞または靭帯形成性細胞の増殖を刺激

するか、腱形成性細胞または靭帯形成性細胞の前駆体の分化を誘導するか、また

は組織修復を行うためにインビボに戻すためにエキソビボで腱／靭帯の細胞また

は前駆体の増殖を誘導する環境を提供し得る。本発明の組成物はまた、腱炎、毛

根管症候群およびその他の腱または靭帯欠陥の処置において有用であり得る。こ

の組成物はまた、当該分野で周知であるキャリアとして、適切なマトリックスお

よび／または金属イオン封鎖剤を含み得る。

      【０３６２】

  本発明のタンパク質はまた、ニューロン細胞の増殖のため、および神経および

脳組織の再生のために、すなわち、中枢神経系疾患および末梢神経系疾患および

神経障害、ならびにニューロン細胞または神経組織への変性、死滅または外傷を

含む機械的および外傷障害の処置のために有用であり得る。より詳細には、タン

パク質は、末梢神経損傷、末梢神経障害および局所神経障害のような末梢神経系

の疾患、ならびにアルツハイマー病，パーキンソン病、ハンチントン病、筋萎縮

側索硬化症、およびシャイ－ドレーガー症候群のような中枢神経系の疾患の処置

で用いられ得る。本発明に従って処置され得るさらなる症状は、脊髄障害，頭部

外傷および発作のような脳血管性疾患のような機械的および外傷的障害を含む。

化学的療法またはその他の医療治療から生じる抹消神経障害もまた、本発明のタ

ンパク質を用いて治療可能であり得る。

      【０３６３】

  本発明のタンパク質はまた、圧迫性潰瘍、血管不全に関連する潰瘍、手術また

は外傷創傷などを含むがこれらに限定されない非治癒創傷のより良好な、または
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より迅速な閉鎖を促進するために有用であり得る。

      【０３６４】

  本発明のタンパク質がまた、器官（例えば、膵臓、肝臓、腸、腎臓、皮膚、内

皮を含む）、筋肉（平滑筋、骨格筋または心筋）および血管（血管内皮を含む）

組織のようなその他の組織の生成または再生に、またはこのような組織を含む細

胞の増殖を促進するために活性を示し得ることが予想される。所望の効果の一部

分は、繊維症瘢痕の阻害または調整によって正常組織を再生させ得る。本発明の

タンパク質はまた、血管形成活性を示し得る。

      【０３６５】

  本発明のタンパク質はまた、腸の保護または再生のため、および肺もしくは肝

臓の繊維症、種々の組織における再灌流傷害、および全身サイトカイン損傷から

生じる症状の処置のために有用であり得る。

      【０３６６】

  本発明のタンパク質はまた、前駆体組織または細胞から上記の組織の分化を促

進若しくは阻害するため；または上記の組織の増殖を阻害するために有用であり

得る。

      【０３６７】

  本発明のタンパク質の活性は、とりわけ、以下の方法により測定され得る：

  組織生成活性のためのアッセイとしては、以下が挙げられるがこれらに限定さ

れない：国際特許公開番号ＷＯ９５／１６０３５（骨、軟骨、腱）；国際特許公

開番号ＷＯ９５／０５８４６（神経、ニューロン）；国際特許公開番号ＷＯ９１

／０７４９１（皮膚、内皮）に記載されるアッセイ。

      【０３６８】

  創傷治癒活性のためのアッセイとしては、以下が挙げられるがこれらに限定さ

れない：ＥａｇｌｓｔｅｉｎおよびＭｅｎｚ、Ｊ．Ｉｎｖｅｓｔ．Ｄｅｒｍａｔ

ｏｌ  ７１：３８２－８４（１９７８）によって改変されるような、Ｗｉｎｔｅ

ｒ、Ｅｐｉｄｅｒｍａｌ  Ｗｏｕｎｄ  Ｈｅａｌｉｎｇ、７１－１１２頁（Ｍａ

ｉｂａｃｈ，Ｈ．Ｉ．およびＲｏｖｅｅ，Ｄ．Ｔ．編）、Ｙｅａｒ  Ｂｏｏｋ  

Ｍｅｄｉｃａｌ  Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ、Ｉｎｃ．、Ｃｈｉｃａｇｏに記載のア
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ッセイ。

      【０３６９】

  （アクチビン／インヒビン活性）

  本発明のＭＢＳＰＸタンパク質はまた、アクチビン関連活性またはインヒビン

関連活性を示し得る。インヒビンは、卵胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）の放出を阻害

するその能力によって特徴付けられ、一方、アクチビンは、卵胞刺激ホルモン（

ＦＳＨ）の放出を刺激するその能力によって特徴付けられる。従って、本発明の

タンパク質は、単独またはインヒビンファミリーのメンバーとのヘテロ二量体に

おいて、雌性哺乳動物における受胎能を減少し、そして雄性哺乳動物における精

子形成を減少するインヒビンの能力に基づく避妊薬として有用であり得る。他の

インヒビンの十分な量の投与は、これら哺乳動物における不妊症を誘導し得る。

あるいは、本発明のタンパク質は、ホモ二量体としてか、またはインヒビンｂ群

の他のタンパク質サブユニットとのヘテロ二量体として、下垂体前葉の細胞から

のＦＳＨ放出を刺激するアクチビン分子の能力に基づいて、受胎能誘導治療とし

て有用である。例えば、米国特許第４，７９８，８８５号を参照のこと。本発明

のタンパク質はまた、ウシ、ヒツジ、およびブタのような家畜の生涯生殖効率を

増加するように、性的に未熟な哺乳動物における受胎の開始の促進のために有用

であり得る。

      【０３７０】

  本発明のタンパク質の活性は、とりわけ、以下の方法によって測定され得る：

  アクチビン／インヒビン活性のアッセイとしては、以下に記載されるものが挙

げられるが、これらに限定されない：Ｖａｌｅら、Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ

  ９１：５６２～５７２、１９７２；Ｌｉｎｇら、Ｎａｔｕｒｅ  ３２１：７７

９～７８２、１９８６；Ｖａｌｅら、Ｎａｔｕｒｅ  ３２１：７７６～７７９、

１９８６；Ｍａｓｏｎら、Ｎａｔｕｒｅ  ３１８：６５９～６６３、１９８５；

Ｆｏｒａｇｅら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８３：３０

９１～３０９５、１９８６。

      【０３７１】

  （走化性／ケモキネシス活性）
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  本発明のタンパク質は、哺乳動物細胞（例えば、単球、線維芽細胞、好中球、

Ｔ細胞、肥満細胞、好酸球、上皮細胞および／または内皮細胞を含む）について

の走化性またはケモキネシス活性（例えば、ケモカインとして作用する）を有し

得る。走化性およびケモキネシスタンパク質を使用して、所望の細胞集団を所望

の作用部位に動員または誘引し得る。走化性またはケモキネシスタンパク質は、

組織に対する創傷および他の外傷の処置、ならびに局所的感染の処置において、

特に利点を提供する。例えば、リンパ球、単球または好中球の、腫瘍または感染

部位への誘引は、腫瘍または感染因子に対する免疫応答の改善を生じ得る。

      【０３７２】

  タンパク質またはペプチドは、それが直接的または間接的に、特定の細胞集団

の指向された方向付けまたは移動を刺激し得る場合、そのような細胞集団につい

て走化性活性を有する。好ましくは、タンパク質またはペプチドは、方向付けさ

れた細胞の移動を直接刺激する能力を有する。特定のタンパク質が細胞の集団に

ついて走化性活性を有するか否かは、細胞の走化性についての任意の公知のアッ

セイにおいて、そのようなタンパク質またはペプチドを使用することによって、

容易に決定され得る。

      【０３７３】

  本発明のタンパク質の活性は、とりわけ、以下の方法によって測定され得る。

      【０３７４】

  走化性活性についてのアッセイ（走化性を誘導するか、または妨げるタンパク

質を同定する）は、細胞の膜を横切っての移動を誘導するタンパク質の能力、な

らびに１つの細胞集団の別の細胞集団に対する接着を誘導するタンパク質の能力

を測定するアッセイからなる。移動および接着についての適切なアッセイとして

は以下に記載されるものが挙げられるが、これらに限定されない：ＣＵＲＲＥＮ

Ｔ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ、Ｃｏｌｉｇａｎら編（

第６．１２章、Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ  ｏｆ  ａｌｐｈａ  ａｎｄ  ｂｅｔａ

  Ｃｈｅｍｏｋｉｎｅｓ  ６．１２．１～６．１２．２８）；Ｔａｕｂら、Ｊ  

Ｃｌｉｎ  Ｉｎｖｅｓｔ  ９５：１３７０～１３７６、１９９５；Ｌｉｎｄら、

ＡＰＭＩＳ  １０３：１４０～１４６、１９９５；Ｍｕｌｌｅｒら、Ｅｕｒ  Ｊ
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  Ｉｍｍｕｎｏｌ  ２５：１７４４～１７４８；Ｇｒｕｂｅｒｅｔら、Ｊ  Ｉｍ

ｍｕｎｏｌ  １５２：５８６０～５８６７、１９９４；Ｊｏｈｎｓｔｏｎら、Ｊ

  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １５３：１７６２～１７６８、１９９４。

      【０３７５】

  （止血活性および血栓崩壊活性）

  本発明のタンパク質はまた、止血活性または血栓崩壊活性を示し得る。結果と

して、そのようなタンパク質は、種々の凝固障害（血友病のような遺伝性障害を

含む）の処置において有用であること、または凝固および外傷、外科手術または

他の原因によって生じる創傷の処置における他の止血事象を促進することが予測

される。本発明のタンパク質はまた、血栓症の溶解または形成阻害のため、およ

びそこから生じる状態（例えば、心臓血管および中枢神経系血管の梗塞（例えば

、発作））の処置および予防のために有用であり得る。

      【０３７６】

  本発明のタンパク質の活性は、とりわけ、以下の方法によって測定され得る：

  止血および血栓崩壊活性のアッセイとしては、以下に記載されるものが挙げら

れるが、これらに限定されない：Ｌｉｎｅｔら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｐｈａｒｍａｃ

ｏｌ．２６：１３１～１４０、１９８６；Ｂｕｒｄｉｃｋら、Ｔｈｒｏｍｂｏｓ

ｉｓ  Ｒｅｓ．４５：４１３～４１９、１９８７；Ｈｕｍｐｈｒｅｙら、Ｆｉｂ

ｒｉｎｏｌｙｓｉｓ  ５：７１～７９（１９９１）；Ｓｃｈａｕｂ、Ｐｒｏｓｔ

ａｇｌａｎｄｉｎｓ  ３５：４６７～４７４、１９８８。

      【０３７７】

  （レセプター／リガンド活性）

  本発明のタンパク質はまた、レセプター、レセプターリガンドまたはレセプタ

ー／リガンド相互作用のインヒビターもしくはアゴニストとしての活性を実証し

得る。そのようなレセプターおよびリガンドの例としては、以下が挙げられるが

これらに限定されない：サイトカインレセプターおよびそのリガンド、レセプタ

ーキナーゼおよびそのリガンド、レセプターホスファターゼおよびそのリガンド

細胞間相互作用に関与するレセプターおよびそのリガンド（限定することなく、

細胞接着分子（セレクチン、インテグリンおよびそのリガンド）、ならびに抗原
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提示、抗原認識および細胞性免疫応答および液性免疫応答の発生に関与するレセ

プター／リガンド対を含む）。レセプターおよびリガンドはまた、関連するレセ

プター／リガンド相互作用の可能性のあるペプチドまたは低分子インヒビターの

スクリーニングにおいて有用である。本発明のタンパク質（限定することなく、

レセプターおよびリガンドのフラグメントを含む）が、それ自体で、レセプター

／リガンド相互作用のインヒビターとして有用であり得る。

      【０３７８】

  本発明のタンパク質の活性は、とりわけ、以下の方法によって測定され得る：

  レセプター－リガンド活性の適切なアッセイとしては、限定することなく、以

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

  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ、Ｊ．Ｅ．Ｃｏｌｉｇａｎ，Ａ．Ｍ．Ｋｒｕｉｓｂｅｅ

ｋ，Ｄ．Ｈ．Ｍａｒｇｕｌｉｅｓ，Ｅ．Ｍ．Ｓｈｅｖａｃｈ，Ｗ．Ｓｔｒｏｂｅ

ｒ編、Ｇｒｅｅｎｅ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ  ａｎｄ  

Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ（第７．２８章、Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎ

ｔ  ｏｆ  Ｃｅｌｌｕｌａｒ  Ａｄｈｅｓｉｏｎ  ｕｎｄｅｒ  ｓｔａｔｉｃ  

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ  ７．２８．１－７．２８．２２）、Ｔａｋａｉら、Ｐｒ

ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８４：６８６４～６８６８、１９

８７；Ｂｉｅｒｅｒら、Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１６８：１１４５～１１５６、１

９８８；Ｒｏｓｅｎｓｔｅｉｎら、Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１６９：１４９～１６

０  １９８９；Ｓｔｏｌｔｅｎｂｏｒｇら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄ

ｓ  １７５：５９～６８、１９９４；Ｓｔｉｔｔら、Ｃｅｌｌ  ８０：６６１～

６７０、１９９５。

      【０３７９】

  （抗炎症活性）

  本発明のタンパク質はまた、抗炎症活性を示し得る。抗炎症活性は、炎症応答

に関与する細胞に対する刺激を提供することによってか、細胞間相互作用（例え

ば、細胞接着）を阻害するかもしくは促進することによってか、炎症プロセスに

関与する細胞の走化性を阻害するかもしくは促進することによってか、細胞の血

管外遊出を阻害するかもしくは促進することによってか、あるいは炎症応答を直
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接的により阻害するかもしくはより促進する他の因子の産生を刺激するかもしく

は抑制することによって、達成され得る。そのような活性を示すタンパク質を使

用して、炎症状態（慢性状態または急性状態を含む）（限定することなく、感染

に関連する炎症（例えば、敗血症性ショック、敗血症または全身性炎症応答症候

群（ＳＩＲＳ））、虚血－再灌流損傷、内毒素の致死性、関節炎、補体媒介性激

症拒絶症、腎炎、サイトカイン誘導性胚損傷またはケモカイン誘導性肺損傷、炎

症性腸疾患、クローン病、またはＴＮＦもしくはＩＬ－１のようなサイトカイン

の過剰産生より生じるものが挙げられる）を処置し得る。本発明のタンパク質は

また、抗原性物質または抗原性材料に対する、アナフィラキシーおよび過敏症の

処置のためにも、有用であり得る。

      【０３８０】

  （腫瘍阻害活性）

  腫瘍の免疫学的処置または予防について上記に記載された活性に加えて、本発

明のタンパク質は、他の抗腫瘍活性を示し得る。タンパク質は、直接的または間

接的（例えば、ＡＤＣＣを介して）腫瘍増殖を阻害し得る。タンパク質は、腫瘍

組織または腫瘍前駆体組織に作用することによって、腫瘍増殖を支持するために

必要な組織の形成を阻害することによって（例えば、新脈管形成を阻害すること

によって）、腫瘍増殖を阻害する他の因子、物質または細胞型の産生を生じるこ

とによって、あるいは腫瘍増殖を促進する因子、物質または細胞型を、抑制、除

去または阻害することによって、その腫瘍阻害活性を示し得る。

      【０３８１】

  （他の活性）

  本発明のタンパク質はまた、以下のさらなる活性または効果の１つ以上を示し

得る：限定はされないが、細菌、ウイルス、真菌および他の寄生生物を含む感染

因子の、増殖、感染または機能を阻害するか、あるいは死滅させること；身体的

特徴（限定することなく身長、体重、髪の色、目の色、皮膚、脂肪対除脂肪比率

、または他の組織色素沈着、あるいは器官または身体部分のサイズまたは形状（

例えば、胸部増大または減少、骨の形態または形状の変化）など）を生じること

（抑制することまたは増強すること）；バイオリズムあるいはサーカディアンサ
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イクルまたはサーカディアンリズムを生じること；雄性被験体または雌性被験体

の受胎能を生じること；食事脂肪、脂質、タンパク質、炭水化物、ビタミン、ミ

ネラル、補因子または他の栄養因子もしくは栄養成分（単数または複数）の、代

謝、異化作用、同化作用、プロセシング、利用、貯蔵または除去を生じること；

行動的特徴（食欲、性欲、ストレス、認識（認識障害を含む）、うつ病（抑うつ

障害を含む）および狂暴症を含むが、これらに限定されない）を生じること；鎮

痛性効果または他の疼痛減少効果を提供すること；造血系列以外の系列における

胚性幹細胞の分化または増殖を促進すること；ホルモン活性または内分泌活性；

酵素の場合、酵素の欠損を矯正すること、および欠損関連疾患を処置すること；

過剰増殖障害（例えば、乾癬）の処置；免疫グロブリン様活性（例えば、抗原ま

たは補体に結合する能力など）；ならびにワクチン組成物において抗原として作

用し、そのようなタンパク質または他の物質あるいはそのようなタンパク質と交

差反応する実体に対する免疫応答を惹起する能力。

      【０３８２】

  （実施例）

  （実施例１．１０３５４７８４．０．３３５．Ｓ３３４７ａ（ＭＢＳＰ２の分

子クローニング）

  オリゴヌクレオチドプライマーを、残基２６～６５３の細胞外１０３５４７８

４．０．３３５．Ｓ３３４７ａ成熟形態をコードするＤＮＡセグメントをＰＣＲ

増幅するために設計した。順方向プライマーとしては、インフレームＢｇｌＨＩ

制限部位を含み、そして逆方向プライマーは、インフレームＸｈｏＩ制限酵素部

位を含む。プライマーの配列は、以下である：

  １０３５４７８４成熟形態：  ＡＧＡ  ＴＣＴ  ＧＡＧ  ＧＣＴ  ＧＣＣ  Ｃ

ＧＣ  ＡＴＣ  ＡＴＣ  ＴＡＣ  ＣＣＣ  ＣＣＡ  ＧＡＧ（配列番号２３）

  １０３５４７８４逆方向：  ＣＴＣ  ＧＡＧ  ＧＣＧ  ＡＧＣ  ＣＡＣ  ＣＡ

Ｔ  ＧＧＣ  ＣＣＣ  ＡＧＴ  ＧＣＣ（配列番号２４）

  ＰＣＲ反応を、５０μｌ容量で、ヒト腎臓、下垂体および心臓組織由来の５ｎ

ｇのｃＤＮＡテンプレート、１μＭの、１０３５４７８４成熟形態（Ｍａｔ  Ｆ

）プライマーおよび１０３５４７８４逆方向（Ｒｅｖ）プライマー、５μＭのｄ
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ＮＴＰ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ  

ＣＡ）ならびに１μｌの５０×Ａｄｖａｎｔａｇｅ－ＨＦ  ２ポリメラーゼ（Ｃ

ｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ  ＣＡ）を使

用して、設定した。以下の反応条件を、使用した：

ａ）９６℃  ３分

ｂ）９６℃  ３０秒変性

ｃ）７０℃  ３０秒、プライマーアニ－リング。この温度を、徐々に、１℃／サ

イクル単位で減少した。

ｄ）７２℃  １分伸長

ｂ～ｄを１０回繰り返す

ｅ）９６℃  ３０秒変性

ｆ）６０℃  ３０秒アニ－リング

ｇ）７２℃  ３分伸長

ｅ～ｇを２５回繰り返す

ｈ）７２℃５分最終伸長

  全ての３つの反応は、アガロースゲル電気泳動により検出される約１．８ｋｂ

ｐの大きさの増幅された産物を生じた。この腎臓産物を単離し、そしてｐＣＲ２

．１ベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ  Ｃｏｒｐ．、Ｃａｒｌｓｂａｄ）に連結

し、そしてベクター特異的プライマーおよび以下の遺伝子特異的プライマーを使

用して配列決定した：

  １０３５４７８４  Ｓｌ：  ＴＣＣ  ＧＴＧ  ＣＴＧ  ＴＧＧ  ＣＴＧ  ＡＧ

Ｇ（配列番号２５）、

  １０３５４７８４  Ｓ２：  ＣＣＴ  ＣＡＧ  ＣＣＡ  ＣＡＧ  ＣＡＣ  ＧＧ

Ａ（配列番号２６）、

  １０３５４７８４  Ｓ３：  ＡＣＣ  ＴＣＣ  ＡＡＧ  ＡＣＡ  ＧＡＣ  ＴＣ

Ａ  ＴＡＴ（配列番号２７）、

  １０３５４７８４  Ｓ４：  ＡＴＡ  ＴＧＡ  ＧＴＣ  ＴＧＴ  ＣＴＴ  ＧＧ

Ａ  ＧＧＴ（配列番号２８）、

  １０３５４７８４  Ｓ５：  ＡＣＧ  ＧＣＣ  ＴＣＣ  ＧＡＧ  ＡＣＣ  ＴＣ
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Ａ（配列番号２９）、

  １０３５４７８４  Ｓ６：  ＴＧＡ  ＧＧＴ  ＣＴＣ  ＧＧＡ  ＧＧＣ  ＣＧ

Ｔ（配列番号３０）、

  １０３５４７８４  Ｓ７：  ＣＣＡ  ＣＡＧ  ＡＣＡ  ＧＴＧ  ＡＣＡ  ＡＴ

Ｇ（配列番号３１）および

  １０３５４７８４  Ｓ８：  ＣＡＴ  ＴＧＴ  ＣＡＣ  ＴＧＴ  ＣＴＧ  ＴＧ

Ｇ（配列番号３２）。

      【０３８３】

  この構築物をｐＣＲ２．１－ｃｇ１０３５４７８４．０．３３５－Ｓ３３４－

７Ａと呼ぶ。クローニングされたインサートを６２８のアミノ酸残基を有するポ

リペプチドをコードするＯＲＦとして決定し、これを以下の表３に示す。クロー

ン１０３５４７８４．０．３３５の配列（配列番号１）と比較して６ヌクレオチ

ドの変化が存在する。これらのヌクレオチド変化は、クローン１０３５４７８４

．０．３３５（配列番号２）にコードされるポリペプチドと比較してアミノ酸配

列（表４に示される）において３つの変化をもたらした。他の３つのヌクレオチ

ド変化は、アミノ酸配列を変化しないサイレントな変異である。

      【０３８４】

【表３】１０３５４７８４．０．３３５．Ｓ３３４－７ａのＤＮＡ配列分析



(177) 特表２００３－５２９３３４

      【０３８５】

【表４】１０３５４７８４．０．３３５．Ｓ３３４－７Ａの推定アミノ酸配列



(178) 特表２００３－５２９３３４

  発明の詳細な説明で述べたように、クローン０３５４７８４．０．３３５のヌ

クレオチド配列を、ＢＬＡＳＴＮ検索プロトコルを使用してＧｅｎＢａｎｋデー

タベースに対して検索した。ＢＬＡＳＴＮ検索は、配列１０３５４７８４．０．

３３５がヒトＣＤＯｍＲＮＡ（３９８６ｂｐ）（ＧｅｎＢａｎｋ登録番号ＡＦ０

０４８４１）に対して７１％の同一性（６３２ヌクレオチドのうち４５０）を有

するということを示した。

      【０３８６】

  公に利用可能なＧｅｎＢａｎｋデータベースＢＬＡＳＴＰにおける検索は、関

連配列１０３５４７８４．０．３３５にコードされるタンパク質が、ＡＣＣ：Ｏ

３５１５８ラットＣＤＯタンパク質（１２５６ａａ）と５０％の同一性（５２５

残基のうち２６５）を有し、そしてＡＣＣ：Ｏ１４６３１ヒトＣＤＯ（１２４０

  ａａ）と５０％の同一性（５１８残基のうち２５９）を有することを示した。

ＣＤＯは、Ｉｇ／フィブロネクチンＩＩＩ型反復ファミリーのオンコジーン、血

清、および固定（ａｎｃｈｏｒａｇｅｒｅ）調節メンバーである（Ｋａｎｇら，

Ｊ．Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌ．１３８（１），２０３－２１３（１９９７））。相同

性に基づいて、１０３５４７８４．０．３３５および１０３５４７８４．０．３

３５．Ｓ３３４７Ａタンパク質ならびに各相同タンパク質またはペプチドは、少

なくともいくつかの活性を共有する。

      【０３８７】

  （実施例２．  哺乳動物発現ベクターｐＣＥＰ４／Ｓｅｃの調製）

  オリゴヌクレオチドプライマー、

  ｐＳｅｃ－Ｖ５－Ｈｉｓ  順方向：ＣＴＣＧＴＣＣＴＣＧＡＧＧＧＴＡＡＧＣ

ＣＴＡＴＣＣＣＴＡＡＣ（配列番号３３）および

  ｐＳｅｃ－Ｖ５－Ｈｉｓ  逆方向：ＣＴＣＧＴＣＧＧＧＣＣＣＣＴＧＡＴＣＡ

ＧＣＧＧＧＴＴＴＡＡＡＣ（配列番号３４）

を、Ｖ５およびＨｉｓ６を含むｐｃＤＮＡ３．１－Ｖ５Ｈｉｓ（Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）発現ベクターからフラグメントを増幅するよ

うに設計した。ＰＣＲ産物を、ＸｈｏＩおよびＡｐａＩで消化し、そしてＩｇκ

リーダー配列（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ  ＣＡ）を含む、Ｘｈ
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ｏＩ／ＡｐａＩ消化したｐＳｅｃＴａｇ２Ｂベクターに連結した。得られたベク

ターｐＳｅｃＶ５Ｈｉｓの正確な構造（インフレームでＩｇ－κリーダーおよび

Ｖ５－Ｈｉｓ６を含む）を、ＤＮＡ配列分析により確認した。ベクターｐＳｅｃ

Ｖ５ＨｉｓをＰｍｅＩおよびＮｈｅＩで消化して、上記エレメントを正確なフレ

ームで保持するフラグメントを生じた。このＰｍｅＩ－ＮｈｅＩフラグメントを

、ＢａｍＨＩ／ＫｌｅｎｏｗおよびＮｈｅＩ処理されたベクターｐＣＥＰ４（Ｉ

ｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）に連結した。得られたベクター

はｐＣＥＰ４／Ｓｅｃと命名され、そしてＰＣＭＶおよび／またはＰＴ７プロモ

ーターの制御下に、インフレームＩｇκリーダー、目的のクローンの挿入部位、

Ｖ５およびＨｉｓ６を含む。ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃは、任意のタンパク質をＩｇκ

鎖シグナルペプチド融合することによって異種タンパク質発現および分泌を可能

にする発現ベクターである。発現タンパク質の検出および精製は、Ｃ－末端にお

けるＶ５エピトープタグおよび６×Ｈｉｓタグの存在により補助される（Ｉｎｖ

ｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）。

      【０３８８】

  （実施例３．  ヒト胚性腎臓２９３細胞におけるｈｌ０３５４７８４の発現）

  ＢｇｌＩＩ－ＸｈｏＩフラグメント含有ｈｌ０３５４７８４配列を、ｐＣＲ２

．１－ｃｇ１０３５４７８４－Ｓ３３４－７Ａから単離し、そしてベクターｐＣ

ＥＰ４／Ｓｅｃ（実施例２）にサブクローン化し、発現ベクターｐＣＥＰ４／Ｓ

ｅｃ－１０３５４７８４を作製した。ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ－１０３５４７８ベク

ター４を、２９３細胞に、ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＰｌｕｓ試薬を使用して

製造者の指示（Ｇｉｂｃｏ／ＢＲＬ／Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｒ

ｏｃｋｖｉｌｌｅ，ＭＤ）に従ってトランスフェクトした。細胞ペレットおよび

上清を、トランスフェクション後７２時間で収集し、抗Ｖ５抗体を用いて還元条

件下ウェスタンブロッティング法によって、ｌ０３５４７８４発現について試験

した。図１は、ｈｌ０３５４７８４が、２９３細胞により上清に分泌される約７

０ｋＤａの見掛けの分子量（Ｍｒ）を有する主要な産物と共に複数のサイズのポ

リペプチドとして発現されることを示す。これは、６８７９４．１Ｄａの推定値

に近い。
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      【０３８９】

  （実施例４．  ヒト胚性腎臓２９３細胞における２０６０４７９８の発現）

  ＢｇｌＩＩ－ＸｈｏＩフラグメント含有ｈ２０６０４７９８配列を、ｐＣＲ２

．１－ｃｇ２０６０４７９８－Ｓ３１９－２Ｄから単離し、そしてベクターｐＣ

ＥＰ４／Ｓｅｃ（実施例２）にサブクローン化し、発現ベクターｐＣＥＰ４／Ｓ

ｅｃ－２０６０４７９８を作製した。ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ－２０６０４７９８ベ

クターを、２９３細胞に、ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＰｌｕｓ試薬を使用して

製造者の指示（Ｇｉｂｃｏ／ＢＲＬ／Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｍ

Ｄ）に従ってトランスフェクトした。細胞ペレットおよび上清を、トランスフェ

クション後７２時間で収集し、抗Ｖ５抗体を用いて還元条件下ウェスタンブロッ

ティング法によって、２０６０４７９８発現について試験した。図２は、２０６

０４７９８が、２９３細胞により上清に分泌される、Ｍｒが約６２ｋＤａの弱い

強度のバンド、および約５３ｋＤａのＭｒを有する主要な産物の２つのポリペプ

チドとして発現されることを示す。使用された分子量標準は、ＳｅｅＢｌｕｅ  

Ｍａｒｋｅｒ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）であった。

      【０３９０】

  （実施例５．  ヒト胚性腎臓２９３細胞における３２０７７９１の発現）

  ＢａｍＨＩ－ＸｈｏＩフラグメント含有３２０７７９１配列を、ｐＣＲ２．１

－ｃｇ３２０７７９１－Ｓ３２０－３Ｅから単離し、そしてベクターｐＣＥＰ４

／Ｓｅｃ（実施例２）にサブクローン化し、発現ベクターｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ－

３２０７７９１を作製した。ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ－３２０７７９１ベクターを、

２９３細胞に、ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＰｌｕｓ試薬を使用して製造者の指

示（Ｇｉｂｃｏ／ＢＲＬ／Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｒｏｃｋｖｉ

ｌｌｅ，ＭＤ）に従ってトランスフェクトした。細胞ペレットおよび上清を、ト

ランスフェクション後７２時間で収集し、抗Ｖ５抗体を用いて還元条件下ウェス

タンブロッティング法によって、ｈ３２０７７９１発現について試験した。図３

は、３２０７７９１が、２９３細胞により上清に分泌される、約（ａｐＭＢＳＰ

Ｘｉｍａｔｅｌｙ）８０ｋＤａのＭｒを有する主要な産物と共に多数のサイズの

ポリペプチドとして発現されることを示す。使用された分子量標準は、ＳｅｅＢ
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ｌｕｅ  Ｍａｒｋｅｒ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，  Ｃａｒｌｓｂａｄ，  ＣＡ）

であった。

      【０３９１】

  （実施例６．  クローン２０６０４７９８．０．１（ＭＢＳＰ１０）の成熟形

態の分子クローニング）

  推定オープンリーディングフレームクローン２０６０４７９８．０．１は、４

８３アミノ酸残基分泌タンパク質をコードする。この成熟形態（残基３４～４８

３を含むと推定される）をコードするｃＤＮＡをクローニングのために標的化し

た。オリゴヌクレオチドプライマーを、このポリペプチドをコードするＤＮＡセ

グメントをＰＣＲ増幅するために設計した。順方向プライマーは、インフレーム

ＢａｍＨＩ制限部位を含み、そして逆方向プライマーは、インフレームＸｈｏＩ

制限部位を含む。以下はプライマーの配列である：

  ２０６０４７９８  順方向：ＣＴＣＧＴＣＧＧＡＴＣＣＣＴＴＣＣＴＣＡＡＣ

ＴＣＡＧＣＧＡＴＧＡＣＡＴＣＣ（配列番号３５）および

  ２０６０４７９８  逆方向：ＣＴＣＧＴＣＣＴＣＧＡＧＧＴＴＧＧＧＧＡＧＡ

ＧＡＡＡＧＡＡＧＴＣＣ（配列番号３６）。

      【０３９２】

  ＰＣＲ反応を、５０μｌ容量で、ヒト下垂体由来の５ｎｇのｃＤＮＡテンプレ

ート、１μＭの、それぞれ２０６０４７９８順方向（Ｆｏｒｗ）プライマーおよ

び２０６０４７９８逆方向プライマー、５μＭのｄＮＴＰ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  

Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ  ＣＡ）ならびに１μｌの５０

×Ａｄｖａｎｔａｇｅ－ＨＦ  ２ポリメラーゼ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒ

ａｔｏｒｉｅｓ，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ  ＣＡ）を使用して設定した。使用された

反応条件は、実施例１に記載される条件と同じであった。

      【０３９３】

  アガロースゲル電気泳動で検出される主要な産物のバンド（約（ａｐＭＢＳＰ

Ｘｉｍａｔｅｌｙ）１３５０ｂｐのサイズを有する）を単離し、そしてｐＣＲ２

．１ベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ  Ｃｏｒｐ，Ｃａｒｌｓｂａｄ）に連結し

た。このＤＮＡをベクター由来プライマーおよび以下の遺伝子特異的プライマー
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を使用して配列決定した：

  ２０６０４７９８  ＳＩ：ＴＡＣＡＧＡＡＴＴＧＡＧＴＣＴＴＡＴＴＧＧ（配

列番号３７）、

  ２０６０４７９８  Ｓ２：ＣＣＡＡＴＡＡＧＡＣＴＣＡＡＴＴＣＴＧＴＡ（配

列番号：３８）、

  ２０６０４７９８  Ｓ３：ＴＣＡＧＴＡＧＣＴＧＡＡＧＴＴＡＣＡＡＣＴ（配

列番号３９）、

  ２０６０４７９８  Ｓ４：ＡＧＴＴＧＴＡＡＣＴＴＣＡＧＣＴＡＣＴＧＡ（配

列番号４０）、

  ２０６０４７９８  Ｓ５：ＧＧＴＴＣＴＴＡＣＴＧＣＴＴＴＣＧＴＧＧＧ（配

列番号４１）、

  ２０６０４７９８  Ｓ６：ＣＣＣＡＣＧＡＡＡＧＣＡＧＴＡＡＧＡＡＣＣ（配

列番号４２）。

      【０３９４】

  クローニングされた構築物を、ｐＣＲ２．１－２０６０４７９８－Ｓ３１９－

２ｄと呼ぶ。このインサートは、クローン２０６０４７９８．０．１の配列（配

列番号１９）に正確に適合するＯＲＦであり、そして予測される４５０残基のポ

リペプチド（配列番号２０）をコードすることが決定された。

      【０３９５】

  （実施例７．  クローン３２０７７９１．０．１２８（ＭＢＳＰ６）の成熟形

態の分子クローニング）

  クローン３２０７７９１．０．１２８の推定オープンリーディングフレームは

、５３５アミノ酸残基分泌タンパク質をコードする。残基２３～５３５にわたる

この推定成熟形態をコードするｃＤＮＡをクローニングのために標的化した。オ

リゴヌクレオチドプライマーを、ＤＮＡ配列をＰＣＲ増幅するために設計した。

順方向プライマーは、インフレームＢａｍＨＩ制限部位を含み、そして逆方向プ

ライマーは、インフレームＸｈｏＩ制限部位を含む。以下はプライマーの配列で

ある：

３２０７７９１  順方向：ＣＴＣＧＴＣＧＧＡＴＣＣＧＡＧＴＣＴＧＡＧＡＣＴ



(183) 特表２００３－５２９３３４

ＧＧＧＣＣＣＡＴＧＧＡＧＧ（配列番号４３）、および

３２０７７９１  逆方向：ＣＴＣＧＡＧＧＣＣＣＣＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧ

ＧＴＧＧＣＴＡＴＧＧＣＴＧ（配列番号４４）。

      【０３９６】

  ＰＣＲ反応を、５０μｌ容量で、ヒト下垂体由来の５ｎｇのｃＤＮＡテンプレ

ート、１μＭの、各２０６０４７９８順方向プライマーおよび２０６０４７９８

逆方向プライマー、５μＭのｄＮＴＰ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒ

ｉｅｓ，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ  ＣＡ）ならびに１μｌの５０×Ａｄｖａｎｔａｇ

ｅ－ＨＦ  ２ポリメラーゼ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｐ

ａｌｏ  Ａｌｔｏ  ＣＡ）を使用して設定した。使用された反応条件は、実施例

に記載される条件と同じであった。

      【０３９７】

  １つの主要な増幅産物（１５００ｂｐの大きさ）をアガロースゲル電気泳動で

検出した。この産物を単離し、そしてｐＣＲ２．１ベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇ

ｅｎ  Ｃｏｒｐ，Ｃａｒｌｓｂａｄ）に連結した。このＤＮＡをベクター由来プ

ライマーおよび以下の遺伝子特異的プライマーを使用して配列決定した：

  ３２０７７９１  ＳＩ：ＧＡＡＧＣＣＴＴＣＣＡＧＣＧＧＧＣＴＣＴＧ（配列

番号４５）、

  ３２０７７９１  Ｓ２：ＣＡＧＡＧＣＣＣＧＣＴＧＧＡＡＧＧＣＴＴＣ（配列

番号４６）、

  ３２０７７９１  Ｓ３：ＧＧＣＴＴＧＧＣＴＧＡＧＣＴＧＧＧＣＣＡＣ（配列

番号４７）、

  ３２０７７９１  Ｓ４：ＧＴＧＧＣＣＣＡＧＣＴＣＡＧＣＣＡＡＧＣＣ（配列

番号４８）、

  ３２０７７９１  Ｓ５：ＣＧＡＣＡＧＧＧＣＣＣＧＡＡＧＧＡＡＣＣ（配列番

号４９）、

  ３２０７７９１  Ｓ６：ＧＧＴＴＣＣＴＴＣＧＧＧＣＣＣＴＧＴＣＧ（配列番

号５０）、

  ３２０７７９１  Ｓ７：ＧＣＡＧＣＴＧＡＣＣＡＡＧＧＡＧＣＴＡＣ（配列番
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号５１）および

  ３２０７７９１  Ｓ８：ＧＴＡＧＣＴＣＣＴＴＧＧＴＣＡＧＣＴＧＣ（配列番

号５２）。

      【０３９８】

  クローニングされた構築物を、ｐＣＲ２．１－ｃｇ３２０７７９１．０．１２

８－ｐＣＲ２．１－Ｓ３２０－３Ｅと呼ぶ。このインサートを５１３アミノ酸の

ポリペプチドをコードするＯＲＦと決定した。

      【０３９９】

  ｐＣＲ２．１－ｃｇ３２０７７９１．０．１２８－ｐＣＲ２．１－Ｓ３２０－

３Ｅ中のインサートのヌクレオチド配列を、表５に示す。これは、２つの位置（

太字で示される）で、対応する配列のクローン３２０７７９１．０．１２８と異

なる：

      【０４００】

【表５】
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  ｐＣＲ２．１ｃｇ３２０７７９１．０．１２８－ｐＣＲ２．１－Ｓ３２０－３

Ｅにおけるインサートによりコードされるポリペプチドのアミノ酸配列を表６に

示す。表５に示される２つのヌクレオチドの差は、ポリペプチドにおける２つの

アミノ酸差を翻訳する。

      【０４０１】

【表６】

  （実施例８．実時間発現分析）

    種々のクローンの定量的発現を、Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ  Ｂｉｏｓｙｓ

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

れる実時間定量的ＰＣＲ（ＴＡＱＭＡＮ（登録商標））によって、約４１個の正

常サンプルおよび約５５個の腫瘍サンプルにおいて評価した。

      【０４０２】

  初めに、９６個のＲＮＡサンプルを、β－アクチンおよびグリセルアルデヒド

－３－ホスフェートデヒドロゲナーゼ（ＧＡＰＤＨ）に対して正規化した。ＲＮ

Ａ（合計約５０ｎｇまたは約１ｎｇポリＡ＋）を、製造業者のプロトコルに従っ

て、ＴＡＱＭＡＮ（登録商標）逆転写試薬キット（ＰＥ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ

，Ｆｏｓｔｅｒ  Ｃｉｔｙ，ＣＡ；カタログ番号Ｎ８０８－０２３４）およびラ

ンダムヘキサマーを使用してｃＤＮＡに転換した。反応を２０μｌにおいて実施

し、そして３０分間、４８℃においてインキュベートした。次いで、ｃＤＮＡ（

５μｌ）を、製造業者のプロトコルに従って、β－アクチンおよびＧＡＰＤＨ  
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ＴＡＱＭＡＮ（登録商標）アッセイ試薬（ＰＥ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ；それぞ

れ、カタログ番号４３１０８８１Ｅおよび４３１０８８４Ｅ）ならびにＴＡＱＭ

ＡＮ（登録商標）ユニバーサルＰＣＲ  Ｍａｓｔｅｒ  Ｍｉｘ（ＰＥ  Ｂｉｏｓ

ｙｓｔｅｍｓ；カタログ番号４３０４４４７）を使用するＴＡＱＭＡＮ（登録商

標）反応のために別個のプレートに移した。反応を、以下のパラメータを使用し

て２５μｌにおいて実施した：５０℃にて２分；９５℃にて１０分；９５℃にて

１５秒／６０℃にて１分（４０サイクル）。結果は、対数スケールを使用してＣ

Ｔ値（所定のサンプルが蛍光の閾値レベルを越えるサイクル）として記録され、

所定のサンプルと最も小さなＣＴ値を有するサンプルとの間のＲＮＡ濃度におけ

る差異がΔＣＴの二乗として表された。次いで、このＲＮＡ差の逆数をとり、そ

して１００を掛けることにより相対発現パーセントを得る。βアクチンおよびＧ

ＡＰＤＨについて得られる平均ＣＴ値を使用して、ＲＮＡサンプルを正規化した

。最高のＣＴ値を生成するＲＮＡサンプルは、さらなる希釈を必要としないが、

全ての他のサンプルをそれらのβ－アクチン／ＧＡＰＤＨ平均ＣＴ値に従って、

このサンプルに対して希釈した。

      【０４０３】

  正規化されたＲＮＡ（５μｌ）をｃＤＮＡに転換し、そして製造業者の指示に

従って、Ｏｎｅ  Ｓｔｅｐ  ＲＴ－ＰＣＲ  Ｍａｓｔｅｒ  Ｍｉｘ  Ｒｅａｇｅ

ｎｔｓ（ＰＥ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ；カタログ番号４３０９１６９）および遺

伝子特異的プライマーを使用するＴＡＱＭＡＮ（登録商標）によって分析した。

プローブおよびプライマーを、入力として標的クローンの配列を使用するＰｅｒ

ｋｉｎ  Ｅｌｍｅｒ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ’ｓ  Ｐｒｉｍｅｒ  Ｅｘｐｒｅｓｓ

  Ｓｏｆｔｗａｒｅパッケージ（Ａｐｐｌｅ  ＣｏｍｐｕｔｅｒのＭａｃｉｎｔ

ｏｓｈ  Ｐｏｗｅｒ  ＰＣ用バージョンＩ）に従って、各アッセイのために設計

した。デフォルト設定を反応条件に使用し、そして以下のパラメータをプライマ

ーを選択する前に設定した：プライマー濃度＝２５０ｎＭ、プライマー融解温度

（Ｔｍ）範囲＝５８℃～６０℃、プライマー最適Ｔｍ＝５９℃、最大プライマー

差＝２℃、プローブは、５’Ｇを有さず、プローブＴｍは、プライマーＴｍより

も１０℃高くなければならない、アンプリコンサイズは、７５ｂｐ～１００ｂｐ
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である。選択されたプローブおよびプライマー（下記を参照のこと）を、Ｓｙｎ

ｔｈｅｇｅｎ（Ｈｏｕｓｔｏｎ，ＴＸ，ＵＳＡ）によって合成した。プローブを

、ＨＰＬＣにより二重精製して、結合していない色素を取り除き、そして質量分

析法により評価して、それぞれ、プローブの５’末端および３’末端へのレポー

ター色素および消光色素の結合を確認した。これらの最終濃度は、以下の通りで

あった：順方向プライマーおよび逆方向プライマーは、各々９００ｎＭ、ならび

にプローブは、２００ｎＭ。

      【０４０４】

  ＰＣＲ条件：各組織および各細胞株由来の正規化ＲＮＡを、９６ウェルＰＣＲ

プレート（Ｐｅｒｋｉｎ  Ｅｌｍｅｒ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）の各ウェルにス

ポットした。２つのプローブ（ＳＥＱＸプローブとマルチプレックス化した（ｍ

ｕｌｔｉｐｌｅｘｅｄ）ＳＥＱＸ特異的プローブおよび別の遺伝子に特異的なプ

ローブ）を、ＰＥ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ  ７７００用１  ×  ＴａｑＭａｎＴ

ＭＰＣＲ  Ｍａｓｔｅｒ  Ｍｉｘを使用して、５ｍＭ  ＭｇＣｌ２，ｄＮＴＰｓ

（ｄＡ，Ｇ，Ｃ，Ｕ（１：１：１：２比率））、０．２５  Ｕ／ｍｌ  Ａｍｐｌ

ｉＴａｑ  ＧｏｌｄＴＭ（ＰＥ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）および０．４Ｕ／μｌ

  ＲＮａｓｅインヒビター、ならびに０．２５  Ｕ／μｌ逆転写酵素と共にセッ

トした。逆転写を、４８℃で３０分間実施し、次いで、以下のような増幅／ＰＣ

Ｒサイクルを実施した：９５℃で１０分間、次いで、以下の４０サイクル：９５

℃で１５秒間、６０℃で１分間。

      【０４０５】

  プライマープローブセットＡｇ７０を使用して、クローン１７９３９０７２．

０．４７（ＭＢＳＰ３）の発現を種々の組織で検出した。

      【０４０６】

  順方向：ＡＣＣＧＴＧＡＣＡＧＣＧＡＣＣＡＴＴＣ（配列番号５３）

  逆方向：ＧＴＧＴＧＧＣＡＧＴＴＧＣＧＧＴＡＣＣ（配列番号５４）

  プローブ：Ｆａｍ－ＡＡＣＴＧＴＧＣＣＧＣＣＴＴＣＴＡＣＣＧＣＧ－Ｔａｍ

ｒａ（配列番号５５）

  結果を表７に示す。クローン１７９３９０７２．０．４７（ＭＢＳＰ３）は多
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くの癌細胞株で発現されるが、同族の正常細胞株では発現しない。

      【０４０７】

【表７】
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  ｃａ．＝癌腫、

  ＊＝転移から確立された

  ｍｅｔ＝転移

  ｓ  ｃｅｌｌ  ｖａｒ＝小細胞改変体

  ｎｏｎ－ｓ＝  ｎｏｎ－ｓｍ＝非小

  ｓｑｕａｍ＝扁平（ｓｑｕａｍｏｕｓ）

  ｐｌ．ｅｆｆ＝  ｐｌ  ｅｆｆｕｓｉｏｎ＝胸水

  ｇｌｉｏ＝神経膠腫

  ａｓｔｒｏ＝星状細胞腫

  ｎｅｕｒｏ＝神経芽腫。

      【０４０８】

  （実施例９．  放射ハイブリッドマッピングは、本発明のクローンの染色体位

置を同定する）

  ヒト染色体マーカーを用いる放射ハイブリッドマッピングを、本発明に記載の

多数のクローンについて実施した。これらの結果を得るために使用した手順は、

Ｓｔｅｅｎ、ＲＧら（Ａ  Ｈｉｈｔ－Ｄｅｎｓｉｔｙ  Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ  

Ｇｅｎｅｔｉｃ  Ｌｉｎｋａｇｅ  ａｎｄ  Ｒａｄｉａｔｉｏｎ  Ｈｙｂｒｉｄ

  Ｍａｐ  ｏｆ  ｔｈｅ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｒａｔ，Ｇｅｎｏｍｅ  Ｒｅ
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ｓｅａｒｃｈ  １９９９（１９９９年５月２１日オンラインで公開）第９巻：Ａ

Ｐ１－ＡＰ８、１９９９）に記載される手順に類似する。ＲＨマッピングの詳細

な手順は、例えば、Ｃｏｘら（１９９０）  Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５０：２４５－

２５０；Ｂｏｅｈｎｋｅら（１９９１）  Ａｍ  Ｊ  Ｈｕｍ  Ｇｅｎｅｔ  ４９

：１１７４－１１８８；およびＷａｌｔｅｒら（１９９４）  Ｎａｔ  Ｇｅｎｅ

ｔ  ７：２２－２８に見出され得る。

      【０４０９】

  無作為化した放射により誘導したヒト染色体フラグメントを含む９３細胞クロ

ーンのパネルを、９６ウェルプレート内で、探されるクローンを独特の様式で同

定するよう設計したＰＣＲプライマーを使用して、スクリーニングした。表８は

、本発明の３つのクローンについて得られた結果を提供し、これらのマーカーが

本発明の遺伝子にまたがり、そしてそのｃＲにおける距離がこれらの遺伝子を隔

てている。

      【０４１０】

【表８】

  （他の実施形態）

  特定の実施形態が、本明細書中に詳細に開示されてきたが、この開示は例示の

みの目的のための例であって、添付の特許請求の範囲に対する限定を意図するの

ではない。詳細には、種々の置換、変更、および改変が、本発明の特許請求の範

囲に規定される本発明の精神および範囲から逸脱することなく、本発明に対して
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なされ得るとうことが本発明者らにより企図される。従って、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。

【図面の簡単な説明】

    【図１】  図１は、ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ－１０３５４７８４でトランスフェ

クトされた２９３細胞によって分泌されるタンパク質の発現を示す、ウェスタン

ブロットの表現である。

    【図２】  図２は、ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ－２０６０４７９８でトランスフェ

クトされた２９３細胞によって分泌されるタンパク質の発現を示す、ウェスタン

ブロットの表現である。

    【図３】  図３は、ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ－３２０７７９１でトランスフェク

トされた２９３細胞によって分泌されるタンパク質の発現を示す、ウェスタンブ

ロットの表現である。

【図１】

【図２】
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【図３】
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【国際調査報告】
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本发明，称为MBSPX多肽的新型多肽，和编码MBSPX多肽的多核苷
酸，以及MBSPX或MBSPX多肽，多核苷酸或抗体，或衍生物，变体，
变体或 提供了与片段免疫特异性结合的抗体。 本发明进一步提供了将
MBSPX多肽，多核苷酸和抗体用于检测和治疗多种病理状况以及其他应
用的方法。


