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(54)【発明の名称】 ＩＦＮアルファー２遺伝子の新規ポリヌクレオチド及びポリペプチド

(57)【要約】        （修正有）
【課題】天然野生型ＩＦＮα－２タンパク質と異なる機
能を有し得る、新規ポリペプチド及び新規ポリヌクレオ
チドの提供。
【解決手段】本発明はＩＦＮα－２遺伝子のヌクレオチ
ド配列に由来し、そして新規ＳＮＰを含んで成る新規ポ
リヌクレオチドに関する。本発明はまた、天然野生型タ
ンパク質ＩＦＮα－２に由来し、そして本発明のＳＮＰ
によって生じた変異を含んで成る新規ポリペプチドに関
する。本発明は更に、当該新規ポリヌクレオチド及びポ
リペプチドの治療上例えばガン及び腫瘍，感染症，中枢
神経系の疾患などでの使用に関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  ａ）配列番号１の配列又はそのコード配
列と少なくとも８０％の同一性を有するヌクレオチド配
列であって、以下のコードＳＮＰ：ｃ５２７ａ又はｇ１
０２３ａのうちの少なくとも１つを含むと理解されるヌ
クレオチド配列、あるいは
ｂ）ａ）におけるヌクレオチド配列と相補的なヌクレオ
チド配列、を含んで成る単離されたポリヌクレオチド。
【請求項２】  ａ）配列番号１のヌクレオチド配列又は
そのコード配列であって、これらの配列のうちのそれぞ
れ１つが以下のコードＳＮＰ：ｃ５２７ａ，ｇ１０２３
ａのうちの少なくとも１つを含んで成ると理解されるも
の、あるいは
ｂ）ａ）におけるヌクレオチド配列と相補的なヌクレオ
チド配列、を含んで成る単離されたポリヌクレオチド。
【請求項３】  配列番号１の配列又はそのコード配列か
ら成り、当該配列のうちのそれぞれ１つが、以下のコー
ドＳＮＰ：ｃ５２７ａ、ｇ１０２３ａのうちの少なくと
も１つを含むと理解されることを特徴とする、請求項１
又は２に記載のポリヌクレオチド。
【請求項４】  ヌクレオチド配列ａ）がｃ５２７ａ及び
ｇ１０２３ａから成る群から選択される単一のコードＳ
ＮＰを含むことを特徴とする、請求項１～３のいずれか
１項に記載のポリヌクレオチド。
【請求項５】  ａ）配列番号１のヌクレオチド配列又
は、必要によりそのコード配列であって、これらの配列
のうちのそれぞれ１つが以下のＳＮＰ：９６－１００ｄ
ｅｌ（ａａｔｔｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１４４ｄｅ
ｌ（ａｃｔｔｔａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，ｃ４２
７ｔ，ｃ１０４７ｔのうちの少なくとも１つを含むと理
解されるもの、あるいは
ｂ）ａ）におけるヌクレオチド配列と相補的なヌクレオ
チド配列、を含んで成る単離されたポリヌクレオチド。
【請求項６】  ａ）配列番号１のヌクレオチド配列又
は、必要によりそのコード配列であって、これらの配列
のうちのそれぞれ１つが以下のＳＮＰ：９６－１００ｄ
ｅｌ（ａａｔｔｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１４４ｄｅ
ｌ（ａｃｔｔｔａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，ｃ４２
７ｔ，ｃ５２７ａ，ｇ１０２３ａ，ｃ１０４７ｔのうち
の少なくとも１つを含むと理解されるもの、あるいは
ｂ）ａ）におけるヌクレオチド配列と相補的なヌクレオ
チド配列、の一部から成る単離されたポリヌクレオチド
であって、少なくとも１０個のヌクレオチドから構成さ
れる単離されたポリヌクレオチド。
【請求項７】  ａ）配列番号２のアミノ酸配列、又は
ｂ）配列番号２のアミノ酸配列の２４～１８８位に含ま
れるアミノ酸を含んで成るアミノ酸配列であって；ａ）
及びｂ）におけるアミノ酸配列のうちのそれぞれ１つ
が、以下のコードＳＮＰ：Ａ６Ｄ，Ｍ１７１Ｉのうちの
少なくとも１つを含むと理解されるもの、を含んで成る
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ポリペプチドをコードすることを特徴とする単離された
ポリヌクレオチド。
【請求項８】  Ａ６Ｄ及びＭ１７１Ｉから成る群から選
択される、単一のコードＳＮＰを含むポリペプチドをコ
ードすることを特徴とする、請求項７に記載のポリヌク
レオチド。
【請求項９】  ａ）配列番号１のヌクレオチド配列との
８０～１００％の同一性を有するポリヌクレオチド、及
び／又は
ｂ）請求項１～８のいずれか１項に記載のポリヌクレオ
チドの、全部又は一部の使用であって、
配列番号１のヌクレオチド配列又は、必要によりそのコ
ード配列であって、これらの配列のうちのそれぞれ１つ
が、以下のＳＮＰ：９６－１００ｄｅｌ（ａａｔｔ
ｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１４４ｄｅｌ（ａｃｔｔｔ
ａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，ｃ４２７ｔ，ｃ５２７
ａ，ｇ１０２３ａ，ｃ１０４７ｔのうちの少なくとも１
つを含むと理解されるものと８０～１００％の同一性を
有するポリヌクレオチドの全部又は一部を同定し、ハイ
ブリダイズし、そして／あるいは増幅するための使用。
【請求項１０】  ａ）配列番号１のヌクレオチド配列と
８０～１００％の同一性を有するポリヌクレオチド、及
び／又は
ｂ）請求項１～８のいずれか１項に記載のポリヌクレオ
チドの、全部又は一部の使用であって、
配列番号１のヌクレオチド配列又は、必要によりそのコ
ード配列であって、これらの配列のうちのそれぞれ１つ
が、以下のＳＮＰ：９６－１００ｄｅｌ（ａａｔｔ
ｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１４４ｄｅｌ（ａｃｔｔｔ
ａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，ｃ４２７ｔ，ｃ５２７
ａ，ｇ１０２３ａ，ｃ１０４７ｔのうちの少なくとも１
つを含むと理解されるものと、８０～１００％の同一性
を有するポリヌクレオチドの全部又は一部の遺伝子型判
定（ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ）のための使用。
【請求項１１】  遺伝子型判定がミニ配列決定によって
行われる、請求項１０に記載の使用。
【請求項１２】  請求項１～８のいずれか１項に記載の
ポリヌクレオチドを含んで成る組換えベクター。
【請求項１３】  請求項１２に記載の組換えベクターを
含んで成る宿主細胞。
【請求項１４】  請求項１３に記載の宿主細胞が培養液
中で培養され、そしてポリペプチドが当該培養液から単
離されることを特徴とする、ポリペプチドの調製方法。
【請求項１５】  ａ）配列番号２のアミノ酸配列、又は
ｂ）配列番号２のアミノ酸配列の２４～１８８位の間に
含まれるアミノ酸を含むアミノ酸配列であって、ａ）及
びｂ）におけるアミノ酸配列のうちのそれぞれ１つが、
以下のＳＮＰ：Ａ６Ｄ，Ｍ１７１Ｉのうちの少なくとも
１つを含むと理解されるものと、少なくとも８０％の同
一性を有するアミノ酸配列を含んで成る単離されたポリ
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ペプチド。
【請求項１６】  ａ）配列番号２のアミノ酸配列、又は
ｂ）配列番号２のアミノ酸配列の２４～１８８位の間に
含まれるアミノ酸を含むアミノ酸配列であって；ａ）及
びｂ）におけるアミノ酸配列のうちのそれぞれ１つが、
以下のコードＳＮＰ：Ａ６Ｄ，Ｍ１７１Ｉのうちの少な
くとも１つを含むと理解されるもの、を含んで成ること
を特徴とする、請求項１５に記載のポリペプチド。
【請求項１７】  ａ）配列番号２のアミノ酸配列、又は
ｂ）配列番号２のアミノ酸配列の２４～１８８位の間に
含まれるアミノ酸を含むアミノ酸配列であって、ａ）及
びｂ）におけるアミノ酸配列のうちのそれぞれ１つが、
以下のコードＳＮＰ：Ａ６Ｄ，Ｍ１７１Ｉのうちの少な
くとも１つを含むと理解されるものから成ることを特徴
とする、請求項１５又は１６に記載のポリペプチド。
【請求項１８】  ａ）及びｂ）におけるアミノ酸配列の
うちのそれぞれ１つが、Ａ６Ｄ及びＭ１７１Ｉから成る
群から選択される単一のコードＳＮＰを含むことを特徴
とする、請求項１５～１７のいずれか１項に記載のポリ
ペプチド。
【請求項１９】  免疫特異的抗体を得るための方法であ
って、請求項１５～１８のいずれか１項に記載のポリペ
プチドを用いる、動物の免疫感作によって得られること
を特徴とする方法。
【請求項２０】  請求項１５～１８のいずれか１項に記
載のポリペプチドのための免疫特異的抗体。
【請求項２１】  請求項１５～１８のいずれか１項に記
載のポリペプチドを活性化し、又は阻害する物質の同定
のための方法であって：
ａ）請求項１～４，６～８のいずれか１項に記載のポリ
ヌクレオチドを含んで成る組換えベクターの調製、
ｂ）ａ）に記載の組換えベクターを含んで成る宿主細胞
の調製、
ｃ）ｂ）に記載の宿主細胞と、試験され得る物質との接
触、及び
ｄ）試験され得る物質によって生じる活性化又は阻害作
用の決定、
を含んで成る方法。
【請求項２２】  請求項１５～１８のいずれか１項に記
載のポリペプチドによって活性化され、又は阻害される
物質の同定方法であって、
ａ）請求項１～４及び６～８のいずれか１項に記載のポ
リヌクレオチドを含んで成る組換えベクターの調製、
ｂ）ａ）に記載の組換えベクターを含んで成る宿主細胞
の調製、
ｃ）ｂ）に記載の宿主細胞と、試験され得る物質との接
触、及び
ｄ）前記ポリペプチドによって生じる、試験され得る物
質に対しての活性化又は阻害作用の決定、
を含んで成る方法。

4
【請求項２３】  対象者において、本発明に記載のポリ
ヌクレオチド及び／又は本発明に記載のポリペプチドの
生物学的特性を解析するための方法であって、以下の、
ａ）対象者のゲノムにおいて、請求項１～８のいずれか
１項に記載のポリヌクレオチドの存在又は非存在を決定
し、
ｂ）対象者において、請求項１～８のいずれか１項に記
載のポリヌクレオチドの発現レベルを決定し、
ｃ）対象者において、請求項１５～１８のいずれ１項に
記載のポリペプチドの存在又は非存在を決定し、
ｄ）対象者において、請求項１５～１８のいずれか１項
に記載のポリペプチドの濃度を決定し、
ｅ）対象者において、請求項１５～１８のいずれか１項
に記載のポリペプチドの機能性を決定すること、
のうちの少なくとも１つを含んで成る方法。
【請求項２４】  活性物質の目的で、請求項１５～１８
のいずれか１項に記載の少なくとも１つのポリペプチド
を含んで成る薬物。
【請求項２５】  ガン及び腫瘍、心臓血管疾患、代謝
病、感染症、中枢神経系の疾患、免疫学的及び自己免疫
学的に関連している疾患、創傷治癒、化学療法処置と関
連づけられる疾患、透析されている患者の貧血、骨粗鬆
症、胃腸疾患、性病から成る群から選択される疾患のう
ちの１つの予防又は処置が意図される薬物の調製のため
の、請求項１５～１８のいずれか１項に記載のポリペプ
チドの使用。
【請求項２６】  癌腫、例えば転移型腎癌、黒色腫、リ
ンパ腫、例えば濾胞性リンパ腫、白血病、例えば白血性
白血病及び慢性骨髄性白血病、肝臓、首、頭及び腎臓の
ガン、多発性骨髄腫、カルチノイド性腫瘍及び免疫欠損
後に出現する腫瘍、例えばエイズの場合カポジ肉腫、心
臓血管疾患、肥満、ウイルス感染、例えば慢性Ｂ型及び
Ｃ型肝炎並びにＨＩＶ／エイズ、及び感染性肺炎、アル
ツハイマー病、パーキンソン病、多発性硬化症、精神分
裂病及びうつ病、組織又は器官移植の拒絶、アレルギ
ー、喘息、乾癬及びリウマチ様関節炎、創傷治癒、化学
療法と関連している疾患、透析されている患者の貧血、
骨粗鬆症、クローン病及び潰瘍性大腸炎、並びに生殖器
のイボから成る群から選択される疾患のうちの１つの予
防又は処置が意図される薬物の調製のための、請求項１
５～１８のいずれか１項に記載のポリペプチドの使用。
【請求項２７】  活性物質の目的で、請求項１～４及び
６～８のいずれか１項に記載の、少なくとも１つのポリ
ヌクレオチド、請求項１２に記載の組換えベクター、請
求項１３に記載の宿主細胞及び／又は請求項２０に記載
の抗体を含んで成る薬物。
【請求項２８】  ガン及び腫瘍、心臓血管疾患、代謝
病、感染症、中枢神経系の疾患、免疫学的及び自己免疫
学的に関連している疾患、創傷治癒、化学療法処置と関
連づけられる疾患、透析されている患者の貧血、骨粗鬆



(4) 特開２００３－２８１

10

20

30

40

50

5
症、胃腸疾患、性病から成る群から選択される疾患のう
ちの１つの予防又は処置が意図される薬物の調製のため
の、請求項１～４及び６～８のいずれか１項に記載のポ
リヌクレオチド、請求項１２に記載の組換えベクター、
請求項１３に記載の宿主細胞及び／又は請求項２０に記
載の抗体の使用。
【請求項２９】  癌腫、例えば転移型腎癌、黒色腫、リ
ンパ腫、例えば濾胞性リンパ腫、白血病、例えば白血性
白血病及び慢性骨髄性白血病、肝臓、首、頭及び腎臓の
ガン、多発性骨髄腫、カルチノイド性腫瘍及び免疫欠損
後に出現する腫瘍、例えばエイズの場合カポジ肉腫、心
臓血管疾患、肥満、ウイルス感染、例えば慢性Ｂ型及び
Ｃ型肝炎並びにＨＩＶ／エイズ、及び感染性肺炎、アル
ツハイマー病、パーキンソン病、多発性硬化症、精神分
裂病及びうつ病、組織又は器官移植の拒絶、アレルギ
ー、喘息、乾癬及びリウマチ様関節炎、創傷治癒、化学
療法と関連している疾患、透析されている患者の貧血、
骨粗鬆症、クローン病及び潰瘍性大腸炎、並びに生殖器
のイボから成る群から選択される疾患のうちの１つの予
防又は処置が意図される薬物の調製のための、請求項１
～４及び６～８のいずれか１項に記載のポリヌクレオチ
ド、請求項１２に記載の組換えベクター、請求項１３に
記載の宿主細胞及び／又は請求項２０に記載の抗体の使
用。
【請求項３０】  活性物質の目的で、請求項１５～１８
のいずれか１項に記載の少なくとも１つのポリペプチ
ド、請求項１～４及び６～８のいずれか１項に記載のポ
リヌクレオチドの全部又は一部、請求項１２に記載の組
換えベクター、請求項１３に記載の宿主細胞及び／又は
請求項２０に記載の抗体、並びに医薬として許容される
賦形剤を含む医薬組成物。
【請求項３１】  活性物質の目的で、請求項１５～１８
のいずれか１項に記載の少なくとも１つのポリペプチ
ド、請求項１～４及び６～８のいずれか１項に記載のポ
リヌクレオチドの全部又は一部、請求項１２に記載の組
換えベクター、請求項１３に記載の宿主細胞及び／又は
請求項２０に記載の抗体を含む診断組成物。
【請求項３２】  ａ）治療上有効な量の、請求項１５～
１８のいずれか１項に記載のポリペプチド、及び／又は
ｂ）請求項１～８のいずれか１項に記載のポリヌクレオ
チド、及び／又は
ｃ）処置され得る対象者に由来する、請求項１３に記載
の宿主細胞の使用であって；請求項１５～１８のいずれ
か１項に記載のポリペプチドの、対象者における発現又
は活性を増大せしめることを意図する薬物を調製するた
めの使用。
【請求項３３】  ａ）治療上有効な量の、請求項２０に
記載の抗体、及び／又は
ｂ）請求項１～８のいずれか１項に記載のポリヌクレオ
チドの発現の阻害を可能にするポリヌクレオチド、の使
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用であって、
請求項１５～１８のいずれか１項に記載のポリペプチド
の、対象者における発現又は活性を減少せしめることを
意図する薬物を調製するための使用。
【請求項３４】  患者のゲノムにおける、配列番号１の
ヌクレオチド配列と少なくとも９５％の同一性を有する
ヌクレオチド配列であって、以下のＳＮＰ：９６－１０
０ｄｅｌ（ａａｔｔｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１４４
ｄｅｌ（ａｃｔｔｔａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，ｃ
４２７ｔ，ｃ５２７ａ，ｇ１０２３ａ，ｃ１０４７ｔの
うちの１つを含んで成るヌクレオチド配列の存在と関連
しているＩＦＮα－２変異体によって生じる疾患又は病
気を有する前記患者の予防又は処置のための薬物の調製
のための、ＩＦＮα－２タンパク質の使用。
【請求項３５】  ＩＦＮα－２遺伝子のポリヌクレオチ
ド内の、以下のＳＮＰ：９６－１００ｄｅｌ（ａａｔｔ
ｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１４４ｄｅｌ（ａｃｔｔｔ
ａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，ｃ４２７ｔ，ｃ５２７
ａ，ｇ１０２３ａ，ｃ１０４７ｔのうちの少なくとも１
つと、病気又は病気に対する耐性との間の、統計学的に
関連している関係を決定するための方法であって、
ａ）個体群を遺伝子型判定し、
ｂ）前記個体群内の前記病気又は病気に対する耐性の分
布を決定し、
ｃ）遺伝子型のデータと、前記病気又は病気に対する耐
性の分布とを比較し、そして
ｄ）統計的に関連している関係についての前記比較を解
析すること、
を含んで成る方法。
【請求項３６】  病気又は病気に対する耐性のための診
断／予後のキットを開発するための、ＩＦＮα－２遺伝
子のポリヌクレオチドにおける以下のＳＮＰ：９６－１
００ｄｅｌ（ａａｔｔｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１４
４ｄｅｌ（ａｃｔｔｔａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，
ｃ４２７ｔ，ｃ５２７ａ，ｇ１０２３ａ，ｃ１０４７ｔ
のうちの少なくとも１つの使用。
【請求項３７】  Ｍ１７１Ｉ変異型ＩＦＮα２の遺伝子
産物と比較して、実質的に類似又はそれ以下の生物活性
を有する新規化合物。
【請求項３８】  前記生物活性が、例えばＤａｕｄｉ  
Ｂｕｒｋｉｔｔ細胞系上での細胞の抗増殖活性又はシグ
ナル伝達能を測定することによって評価される、請求項
３７に記載の化合物。
【請求項３９】  天然の野生型ＩＦＮα－２よりも少な
くとも１５倍低い、Ｄａｕｄｉ  Ｂｕｒｋｉｔｔ細胞系
上での細胞の抗増殖活性を有する新規化合物。
【請求項４０】  天然の野生型ＩＦＮα－２よりも少な
くとも１０倍低い、ＭＣＦ７細胞上でのシグナル伝達能
を有する新規化合物。
【請求項４１】  請求項３７～４０のいずれか１項に記
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載の化合物の同定のための、Ｍ１７１ＩのＳＮＰを含
む、請求項１５～１８のいずれか１項に記載のポリペプ
チドの使用。
【請求項４２】  以下の段階：
ａ）生物活性、例えばＤａｕｄｉ  Ｂｕｒｋｉｔｔ細胞
系上での細胞の抗増殖活性又はシグナル伝達能を決定
し、
ｂ）試験され得る化合物の、段階ａ）で決定した活性
を、Ｍ１７１Ｉ変異型ＩＦＮα２の遺伝子産物の活性と
比較し、そして
ｃ）段階ｂ）で実施した比較に基づき、試験され得る化
合物が、Ｍ１７１Ｉ変異型ＩＦＮα２の遺伝子産物と比
較して実質的に類似又はそれより低い活性を有するか否
かを決定すること、
を含んで成る、請求項３７～４０のいずれか１項に記載
の化合物の同定方法。
【請求項４３】  試験され得る化合物が、合成ペプチド
コンビナトリアルライブラリー、高処理量スクリーニン
グからあらかじめ同定され、又はコンピューターを使っ
たドラックデザインによって設計された結果、Ｍ１７１
Ｉ  ＩＦＮα２遺伝子産物のポリペプチドと同一の三次
元構造及び／又は化学作用を有することを特徴とする、
請求項４２に記載の方法。
【請求項４４】  ガン及び腫瘍、心臓血管疾患、代謝
病、感染病、中枢神経系の疾患、免疫学的及び自己免疫
学的に関連している疾患、創傷治癒、化学療法処置と関
連づけられる疾患、透析されている患者の貧血、骨粗鬆
症、胃腸疾患、性病から成る群から選択される疾患のう
ちの１つの予防又は処置が意図される薬物の調製のため
の、請求項３７～４０のいずれか１項に記載の化合物の
使用。
【請求項４５】  癌腫、例えば転移型腎癌、黒色腫、リ
ンパ腫、例えば濾胞性リンパ腫、白血病、例えば白血性
白血病及び慢性骨髄性白血病、肝臓、首、頭及び腎臓の
ガン、多発性骨髄腫、カルチノイド性腫瘍及び免疫欠損
後に出現する腫瘍、例えばエイズの場合カポジ肉腫、心
臓血管疾患、肥満、ウイルス感染、例えば慢性Ｂ型及び
Ｃ型肝炎並びにＨＩＶ／エイズ、及び感染性肺炎、アル
ツハイマー病、パーキンソン病、多発性硬化症、精神分
裂病及びうつ病、組織又は器官移植の拒絶、アレルギ
ー、喘息、乾癬及びリウマチ様関節炎、創傷治癒、化学
療法と関連している疾患、透析されている患者の貧血、
骨粗鬆症、クローン病及び潰瘍性大腸炎、並びに生殖器
のイボから成る群から選択される疾患のうちの１つの予
防又は処置が意図される薬物の調製のための、請求項３
７～４０のいずれか１項に記載の化合物の使用。
【発明の詳細な説明】
【０００１】本発明はＩＦＮα－２遺伝子のヌクレオチ
ド配列に由来し、そして新規ＳＮＰを含んで成る新規ポ
リヌクレオチド、天然ＩＦＮα－２タンパク質に由来
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し、そしてこれらのＳＮＰによって生じる突然変異を含
んで成る新規ポリペプチド、及びそれらの治療上での使
用に関する。
【０００２】従来技術
インターフェロンアルファー２（ＩＦＮα－２）遺伝子
は以下の刊行物に記載されている：
-  Olopade Ol., Bohlander Sk.“Mapping of the shor
test region of overlap of deletions of the short a
rm of chromosome 9 associated with human neoplasi
a.”Genomics. 1992 Oct ; 14 (2) : 437-43 ;
-  Ezekowitz Ra., Mulliken Jb.,“Interferon alpha-
2a therapy for life-threatening hemangiomas of inf
ancy”N. Engl. J. Med. 1992 May 28 ; 326 (22) : 14
56-63.;
-  Dithmar S., Rusciano D.,“Neoadjuvant interfero
n alpha-2b treatmentin a murine model for metastat
ic ocular melanoma : a preliminary study”Arch. Op
hthalmol. 2000 Aug ; 118 (8) : 1085-9.
【０００３】この遺伝子のヌクレオチド配列は、Ｇｅｎ
Ｂａｎｋのデータベースにおいてアクセッション番号Ｊ
００２０７，Ｖ１１８３４のもとアクセス可能である。
【０００４】ＩＦＮαは、それらの細胞性抗増殖作用、
並びに抗ウイルス性及び抗寄生虫性応答におけるそれら
の関与について知られている。
【０００５】ＩＦＮαはまた、造血幹細胞のレベルで複
数の他のサイトカインの発現を阻害し、そしてある腫瘍
の細胞増殖を阻害することも知られている。
【０００６】ＩＦＮαはまた、腎ガンにおけるＥＧＦ受
容体の発現を低下させ、あるミトコンドリア遺伝子の発
現を阻害し、そして線維芽細胞、単球及びＢリンパ球の
増殖を、特にｉｎ  ｖｉｔｒｏで阻害し、そしてＢリン
パ球による抗体の合成を阻止することも知られている。
【０００７】ＩＦＮαはまた、腫瘍細胞の表面上での腫
瘍特異的抗原の発現を誘導すること、そして更にはＩＳ
ＲＥ型（インターフェロン刺激応答因子）のプロモータ
ー領域の支配下にある遺伝子を、これらのＩＳＲＥの特
異的な転写因子に対して作用させることによって誘導す
ることも知られている。
【０００８】ＩＦＮαが異なる障害及び／又はヒトの疾
患、例えば、限定しないが異なるガン、例えばガン腫、
黒色腫、リンパ腫、白血病並びに肝臓、首、頭及び腎臓
のガン、心臓血管疾患、代謝病、例えば免疫系等と関連
していないもの、例えば肥満、感染症、例えばＢ型及び
Ｃ型肝炎並びにＡＩＤＳ、感染性肺炎、潰瘍性大腸炎、
中枢神経系等の病気、例えばアルツハイマー病、精神分
裂病及びうつ病、組織又は器官移植の拒絶、創傷治癒、
透析されている患者の貧血、アレルギー、喘息、多発性
硬化症、骨粗鬆症、乾癬、リウマチ様関節炎、クローン
病、自己免疫疾患及び障害、胃腸疾患、並びに化学療法
処置と関連している障害、に関与することが知られてい
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る。
【０００９】ＩＦＮαは、ある白血病、転移型腎ガン及
び免疫欠損後に現れる腫瘍、例えばＡＩＤＳの場合には
カポジ肉腫に特に使用される。ＩＦＮαは、他のタイプ
の腫瘍及びあるウイルス感染に対しても有効である。Ｉ
ＦＮαはまた、生殖器のイボ又は性病の処置についてＦ
ＤＡ（食品医薬品局）によって承認されている。
【００１０】しかしながら、ＩＦＮα、特にＩＦＮα－
２は、それらを医薬組成物において使用する場合に多く
の副作用があり、例えば急性過敏症（じんま疹、気管支
収縮、アナフィラキシーショック等）、心不整脈、低血
圧、てんかん性発作、甲状腺機能についての問題、流感
様症候群（発熱、発汗、筋肉痛）等である。
【００１１】更に、ＩＦＮαで処置された患者はこれら
の分子に対する抗体を発生させることがあり、これはそ
れらの有効性を中和して、その結果低下させる。
【００１２】本発明は、ＩＦＮα－２遺伝子及びその対
応するタンパク質に対する、天然野生型ＩＦＮα－２タ
ンパク質と異なる機能を有し得る、新規ポリペプチド及
び新規ポリヌクレオチドについて記載する。特に、これ
らの新規ポリペプチド及び新規ポリヌクレオチドのいく
つかは、天然野生型ＩＦＮα－２との比較で有意に阻害
される細胞抗増殖活性を有する。
【００１３】これらの新規ポリペプチド及びポリヌクレ
オチドは、特に前述の障害又は疾患を処置又は予防し、
そしてそれらに関連している欠点の全部又は一部を避け
るために使用され得る。
【００１４】本発明
本発明は、参照野生型ＩＦＮα－２遺伝子のヌクレオチ
ド配列と異なる、１又は複数のＳＮＰ（一塩基多型）を
含んで成る新規ポリヌクレオチドに関する。
【００１５】ヒト参照野生型ＩＦＮα－２遺伝子のヌク
レオチド配列である配列番号１は１７３３ヌクレオチド
から成り、そしてヌクレオチド５１１（開始コドン）か
らヌクレオチド１０７７（終止コドン）に及ぶ５６７ヌ
クレオチドのコード配列を含んで成る。
【００１６】本出願人は、参照野生型ＩＦＮα－２遺伝
子のヌクレオチド配列中で９個のＳＮＰを同定した。
【００１７】これらの９個のＳＮＰは以下の通りであ
る：９６－１００ｄｅｌ（ａａｔｔｔ），ｔ１１０ｃ，
１３９－１４４ｄｅｌ（ａｃｔｔｔａ），ｔ３３８ａ，
ｔ３６３ｃ，ｃ４２７ｔ，ｃ５２７ａ，ｇ１０２３ａ，
ｃ１０４７ｔ。
【００１８】当然のことながら、本発明の意味におい
て、番号付けは、あらかじめ定義したＳＮＰの位置に対
応し、そして配列番号１に示したヌクレオチド配列と関
連している。
【００１９】文字ａ，ｔ，ｃ及びｇは、それぞれ窒素性
塩基のアデニン、チミン、シトシン及びグアニンに対応
する。
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【００２０】最初の文字は野生型のヌクレオチドに対応
し、一方、最後の文字は変異型ヌクレオチドに対応す
る。
【００２１】この様に、例えばＳＮＰ  ｃ５２７ａは、
参照野生型ＩＦＮα－２遺伝子のヌクレオチド配列であ
る配列番号１の、５２７位のヌクレオチドであるシトシ
ン（ｃ）が、アデニン（ａ）に変異したことに対応し、
そしてＳＮＰ  ９６－１００ｄｅｌ（ａａｔｔｔ）は、
参照野生型ＩＦＮα－２遺伝子のヌクレオチド配列であ
る配列番号１の９６～１００位までの５個のヌクレオチ
ドａａｔｔｔが欠失した変異に対応する。
【００２２】これらのＳＮＰは、引用によって本明細書
に組み入れられる、２０００年１２月６日に提出された
出願人の特許出願ＦＲ００２２８９４及び２００１年１
２月６日に提出されたＵＳ１０／０１０７４９に記載の
決定方法を用いて本出願人によって同定された。
【００２３】これらの特許出願に記載の方法は、無作為
な個体群由来の少なくとも１つの個体において、１（又
は複数）の既存のＳＮＰの同定を可能にする。
【００２４】本発明の範囲において、一方が完全なコー
ド配列を含んで成る、ＩＦＮα－２遺伝子のヌクレオチ
ド配列の２つのフラグメントが、無作為な方法で選択し
た個体群の異なる個体から単離された。
【００２５】続いて、これらのフラグメントの配列決定
が、ＤＨＰＬＣ（「変性－高性能液体クロマトグラフィ
ー」）による解析の後、ヘテロ二重鎖プロファイル（す
なわち、参照野生型ＩＦＮα－２遺伝子配列と異なるプ
ロファイル）を有するこれらの試料のうちのいくつかに
ついて行われた。
【００２６】この方法で配列決定されたフラグメント
を、次に参照野生型ＩＦＮα－２遺伝子のフラグメント
のヌクレオチド配列と比較し、そして本発明に基づくＳ
ＮＰが同定された。
【００２７】この様にＳＮＰは天然のものであり、そし
てこれらの各々が世界の人口のある個体に存在してい
る。
【００２８】参照野生型ＩＦＮα－２遺伝子は、最初の
２３アミノ酸を含むシグナルペプチドの開裂によって１
６５アミノ酸の成熟タンパク質に変換され得る、アミノ
酸配列である配列番号２に対応する、１８８アミノ酸の
未成熟タンパク質をコードする。
【００２９】本発明のコードＳＮＰのいずれか、すなわ
ちｃ５２７ａ及びｇ１０２３ａは、アミノ酸配列のレベ
ルで、ＩＦＮα－２遺伝子のヌクレオチド配列によって
コードされるタンパク質の修飾をもたらす。
【００３０】アミノ酸配列におけるこれらの修飾は以下
の通りである：ＳＮＰ  ｃ５２７ａは、アミノ酸配列で
ある配列番号２に対応する、ＩＦＮα－２遺伝子によっ
てコードされる未成熟タンパク質の６位のアミノ酸であ
るアラニン（Ａ）をアスパラギン酸（Ｄ）に変異させ、
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そしてこれはシグナル配列に属するので、成熟タンパク
質には存在していない。本発明の説明において、このＳ
ＮＰによってコードされる突然変異は、Ａ６Ｄと称され
ることもある。
【００３１】ＳＮＰ  ｃ５２７ａは当該タンパク質のシ
グナル配列に位置するアミノ酸残基に影響を及ぼす。こ
のシグナル配列は、成熟タンパク質の適切なターゲッテ
ィングに必要な全ての情報を含む。従って、ＳＮＰ  ｃ
５２７ａは成熟タンパク質の最終的な局在に影響を及ぼ
し得る。
【００３２】ＳＮＰ  ｇ１０２３ａは、アミノ酸配列で
ある配列番号２と対応する、ＩＦＮα－２遺伝子によっ
てコードされる未成熟タンパク質の１７１位のアミノ酸
であるメチオニン（Ｍ）をイソロイシン（Ｉ）に変異さ
せ、そしてこれは成熟タンパク質の１４８位に当する。
本発明の説明において、用語Ｍ１４８Ｉ及びＭ１７１Ｉ
は、一方がそれぞれ成熟タンパク質又は未成熟タンパク
質を言及するかどうかに従い、このＳＮＰによってコー
ドされる突然変異を言及するために使用され得る。
【００３３】ＳＮＰ  ｇ１０２３ａは、参照野生型ＩＦ
Ｎα－２遺伝子のヌクレオチド配列によってコードされ
るポリペプチドと比較して、本発明に従うポリペプチド
の空間的配座の修飾をもたらす。
【００３４】空間的配座における修飾は、当業者に周知
の方法に従い、例えば新規のモデリングツール（例え
ば、ＳＥＱＦＯＬＤ／ＭＳＩ）、ホモロジー（例えば、
ＭＯＤＥＬＥＲ／ＭＳＩ）、力場の最小化（例えば、Ｄ
ＩＳＣＯＶＥＲ，ＤＥＬＰＨＩ／ＭＳＩ）及び／又は分
子動力学（ＣＦＦ／ＭＳＩ）を利用して、コンピュータ
ー分子モデリングによって観察され得る。
【００３５】その様なモデリングの一例は、本明細書に
おいて実験の項目に示される。
【００３６】コンピューター分子モデリングは、成熟変
異型タンパク質上の突然変異Ｍ１４８Ｉが、ＩＦＮα－
２のヘリックスＡ及びＥ上の、突然変異の部分に近い側
方の鎖における変化をもたらすという観察を可能にす
る。変異した側方の鎖のＩ１４８は、側方の鎖のＥ１４
１と塩橋で会合しており、これは成熟変異型タンパク質
の空間的配座におけるいくつかの変化をもたらす。一
方、野生型ＩＦＮα－２の三次元配座において、Ｒ１４
４の側方鎖は当該分子の内部に向かって配置され、Ｒ１
４４の側方鎖は成熟変異型タンパク質の外側に向かって
配置される。同様に、成熟変異型タンパク質において、
Ｒ２２及びＥ１４１の側方鎖は置換される。この様に、
変異型タンパク質は、天然野生型ＩＦＮα－２タンパク
質と異なる三次元配座を有する。
【００３７】この様に、コンピューター分子モデリング
は、１４８位のアミノ酸、メチオニンの存在が参照野生
型ＩＦＮα－２タンパク質の構造及び機能の重大な修飾
に関与するという予想を可能にする。
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【００３８】本発明に従う他のＳＮＰ、すなわち９６－
１００ｄｅｌ（ａａｔｔｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１
４４ｄｅｌ（ａｃｔｔｔａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３
ｃ，ｃ４２７ｔ，ｃ１０４７ｔは、アミノ酸配列である
配列番号２のレベルで、ＩＦＮα－２遺伝子のヌクレオ
チド配列によってコードされるタンパク質の修飾に関与
しない。
【００３９】ＳＮＰ  ｃ１０４７ｔはサイレントであ
り、そしてＳＮＰ  ９６－１００ｄｅｌ（ａａｔｔ
ｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１４４ｄｅｌ（ａｃｔｔｔ
ａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，ｃ４２７ｔは非コード
領域である。
【００４０】本発明に従うポリヌクレオチドの遺伝子型
判定（ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ）は、群におけるこれらの
ポリヌクレオチドの対立遺伝子頻度を決定する様な方法
で実施され得る。遺伝子型判定の６個の例を、後文の実
験の項目において提示する。
【００４１】本発明のポリペプチドの機能性の決定も、
それらの生物活性の試験によって実施され得る。
【００４２】これについては、例えばＤａｕｄｉ  Ｂｕ
ｒｋｉｔｔ’ｓ細胞系に対する、本発明に従うポリペプ
チドの抗増殖作用を測定し、そして天然野生型ＩＦＮα
－２タンパク質と比較することが可能である。
【００４３】機能性の決定の一例は、後文の実験の項目
において提示する。
【００４４】本発明はまた、本発明に従うポリヌクレオ
チド及びポリペプチド並びにこれらのポリヌクレオチド
及びポリペプチドから出発して得られ、そして／あるい
は同定される治療分子の使用であって、特にあるヒトの
障害及び／又は疾患の予防及び処置のための使用に関す
る。
【００４５】本発明の詳細な説明
定義
「参照野生型遺伝子のヌクレオチド配列」とは、ヒト遺
伝子のヌクレオチド配列、配列番号１であると理解され
る。
【００４６】この配列は、ＧｅｎＢａｎｋにおいて、ア
クセッション番号Ｊ００２０７，Ｖ１１８３４のもとア
クセス可能であり、そしてOlopade Ol., Bohlander Sk.
「Mapping of the Shortest region of overlap of del
etions of the Short arm ofChromosome 9 associated 
with human neoplasia」, Genomics. 1992 Oct ; 14(2)
 : 437-43に記載されている。
【００４７】「天然野生型ＩＦＮα－２タンパク質」と
は、参照野生型ＩＦＮα－２遺伝子のヌクレオチド配列
によってコードされる成熟タンパク質であると理解され
る。天然野生型未成熟ＩＦＮα－２タンパク質は、ペプ
チド配列である配列番号２に対応する。
【００４８】「ポリヌクレオチド」とは、修飾型又は非
修飾型ＤＮＡ又はＲＮＡであり得るポリリボヌクレオチ
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ド又はポリデオキシリボヌクレオチドであると理解され
る。
【００４９】用語ポリヌクレオチドは、例えば一本鎖又
は二本鎖ＤＮＡ、１又は複数の一本鎖領域及び１又は複
数の二本鎖領域の混合物から成るＤＮＡ、一本鎖又は二
本鎖ＲＮＡ並びに１又は複数の一本鎖領域及び１又は複
数の二本鎖領域の混合物から成るＲＮＡを含む。用語ポ
リヌクレオチドは、更に１又は複数の三本鎖領域を含む
ＲＮＡ及び／又はＤＮＡを含むこともある。ポリヌクレ
オチドとは、安定性の理由又は他の理由のために修飾さ
れた骨格を有する様な方法で修飾された１又は複数の塩
基を含むＤＮＡ及びＲＮＡであると等しく理解される。
修飾された塩基とは、例えば異常な塩基、例えばイノシ
ンであると理解される。
【００５０】「ポリペプチド」とは、例えば同じペプチ
ドの場合には通常の又は修飾されたペプチド結合によっ
て、互いに連結した、少なくとも２つのアミノ酸を含ん
で成るペプチド、オリゴペプチド、オリゴマー又はタン
パク質であると理解される。
【００５１】本発明に従うポリペプチドは、遺伝コード
によって定義される、２０アミノ酸以外のアミノ酸から
成ることがあり、そして当業者に周知の、天然の過程、
例えば翻訳後成熟過程又は化学的過程によって修飾され
たアミノ酸から成ることもある。その様な修飾は文献に
おいて完全に詳述されている。これらの修飾は、ポリペ
プチド、ペプチド骨格、アミノ酸鎖において、又は例え
カルボキシ末端若しくはアミノ末端であっても、いずれ
かに出現し得る。
【００５２】ポリペプチドはユビキチン結合後に枝分か
れするか、あるいは枝分かれしながら又は枝分かれせず
に環状化することがある。このタイプの修飾は、当業者
に周知の天然又は合成翻訳後過程の結果であり得る。
【００５３】ポリペプチドの修飾は、例えばアセチル
化、アシル化、ＡＤＰリボシル化、アミド化、フラビン
の共有結合、ヘムの共有結合、ヌクレオチド又はヌクレ
オチド誘導体の共有結合、脂質又は脂質誘導体の共有結
合、ホスファチジルイノシトールの共有結合、共有又は
非共有架橋、還化、ジスルフィド結合形成、脱メチル
化、システイン形成、ピログルタミン酸塩形成、ホルミ
ル化、ガンマカルボキシル化、グリコシル化、ＧＰＩア
ンカー形成、ヒドロキシル化、ヨード化、メチル化、ミ
リストイル化、酸化、タンパク質分解過程、リン酸化、
プレニル化、ラセミ化、セネロイル化（ｓｅｎｅｌｏｙ
ｌａｔｉｏｎ）、硫酸化、アミノ酸付加、例えばアルギ
ニル化又はユビキチン結合を含むことがある。その様な
修飾は文献：PROTEINS-STRUCTURE AND MOLECULAR PROPE
RTIES, 2nd Ed., T.E. Creighton, New York, 1993, PO
ST-TRANSLATIONAL COVALENT MODIFICATION OF PROTEIN
S, B.C.Johnson, Ed., Academic Press, New York, 198
3, Seifter et al.“Analysisfor protein modificatio

14
ns and nonprotein cofactors”, Meth. Enzymol. (199
0) 182 : 626-646, and Rattan et al.“Protein Synth
esis : Post-translational Modifications and Agin
g”, Ann NY Acad Sci (1992) 663 : 48-62、において
十分に詳述されている。
【００５４】「単離されたポリヌクレオチド」又は「単
離されたポリペプチド」とは、例えば既に定義されてい
る様な、ヒトの身体から単離され、又はさもなければ技
術的手法によって産生されるポリヌクレオチド又はポリ
ペプチドであると理解される。
【００５５】「同一性」とは、ヌクレオチド又はポリペ
プチド配列の同一性の測定値であると理解される。
【００５６】同一性は当業者にとって周知の用語であ
り、そして文献に詳細に記載されている。COMPUTATIONA
L MOLECULAR BIOLOGY, Lesk, A.M., Ed., Oxford Unive
rsityPress, New York, 1998 ; BIOCOMPUTING INFORMAT
ICS AND GENOME PROJECT, Smith, D.W., Ed., Academic
 Press, New York, 1993 ; COMPUTER ANALYSIS OF SEQU
ENCE DATA, PART I, Griffin, A.M. and Griffin H.G.,
 Ed, Humana Press, New Jersey, 1994 ; and SEQUENCE
 ANALYSIS IN MOLECULAR BIOLOGY, von Heinje,G., Aca
demic Press, 1987を参照のこと。
【００５７】２つの配列間の同一性及び類似性を決定す
るために一般的に利用される方法も、文献において詳細
に記載されている。GUIDE TO HUGE COMPUTER, Martin 
J. Bishop, Ed, Academic Press, San Diego, 1994, an
d Carillo H. and Lipton D.,Siam J Applied Math (19
88) 48 : 1073を参照のこと。
【００５８】例えば、ヌクレオチド配列である配列番号
１と少なくとも９５％の同一性を有するポリペプチド
は、前記配列と比較して、１００ヌクレオチドの範囲に
多くても５個所の突然変異を含むポリヌクレオチドであ
る。
【００５９】これらの突然変異の個所は、１（又は複
数）のヌクレオチドの１（又は複数）の置換、付加及び
／又は欠失であってもよい。
【００６０】同様に、例えば、アミノ酸配列である配列
番号２と少なくとも９５％の同一性を有するポリペプチ
ドは、前記配列と比較して、１００ヌクレオチドの範囲
に多くても５個所の突然変異を含むポリペプチドであ
る。
【００６１】これらの突然変異の個所は、１（又は複
数）のアミノ酸の１（又は複数）の置換、付加及び／又
は欠失であってもよい。
【００６２】本発明のＳＮＰのうち少なくとも１つを含
む、ヌクレオチド配列である配列番号１又はアミノ酸配
列である配列番号２とそれぞれ完全には同一ではない、
本発明に従うポリヌクレオチド及びポリペプチドは、そ
れらの配列の変異体とみなされる。
【００６３】通常、本発明に従うポリペプチドは、本発
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明のＳＮＰのうち少なくとも１つを含んで成るヌクレオ
チド配列、配列番号１と、同一又は事実上同一の生物活
性を有する。
【００６４】同様に、本発明に従うポリペプチドは通
常、本発明のコードＳＮＰのうち少なくとも１つを含ん
で成るアミノ酸配列、配列番号２と同一又は事実上同一
の生物活性を有する。
【００６５】本発明に従う変異体は、例えば部位指定突
然変異導入法又は直接合成によって得ることができる。
【００６６】「ＳＮＰ」とは、ヌクレオチド配列におけ
る塩基の何らかの天然の変異であると理解される。ヌク
レオチド配列のＳＮＰは、コード、サイレント又は非コ
ードであってもよい。
【００６７】コードＳＮＰは、このヌクレオチド配列に
よってコードされるアミノ酸配列における１又は複数の
アミノ酸の修飾に関与するコード配列における多型であ
る。この場合、用語ＳＮＰは、拡大解釈すれば、アミノ
酸配列中の突然変異にも適用される。
【００６８】サイレントＳＮＰは、このヌクレオチド配
列によってコードされるアミノ酸配列におけるアミノ酸
の修飾に全く関与しないヌクレオチド配列のコード配列
における多型である。
【００６９】非コードＳＮＰは、ヌクレオチド配列の非
コード配列における多型である。この多型は、特にイン
トロン、スプライシング領域、転写プロモーター又はエ
ンハンサー部位の配列において見られる。
【００７０】「機能的ＳＮＰ」とは、既に定義した様
な、ヌクレオチド配列又はアミノ酸配列に含まれ、そし
ていくつかの機能を有するＳＮＰであると理解される。
【００７１】「機能性」とは、ポリペプチド又はポリヌ
クレオチドの生物活性であると理解される。
【００７２】本発明に従うポリペプチド又はポリヌクレ
オチドの機能性は、参照野生型遺伝子のヌクレオチド配
列又はこの後述するヌクレオチド配列によってコードさ
れるポリペプチドの生物活性の保存、増大、減少又は抑
制から成るといえる。
【００７３】本発明に従うポリペプチド又はポリヌクレ
オチドの機能性は、同様に参照野生型遺伝子のヌクレオ
チド配列又はこの後述するヌクレオチド配列によってコ
ードされるポリペプチドの生物活性の性質における変化
から成るともいえる。
【００７４】生物活性は、特に本発明に従うポリペプチ
ドと受容体との親和性又は親和性の不在と関連している
ことがある。
【００７５】ポリヌクレオチド
本発明は、
ａ）配列番号１の配列又はそのコード配列（ヌクレオチ
ド５１１～ヌクレオチド１０７７）との少なくとも８０
％の同一性、好ましくは少なくとも９０％の同一性、更
に好ましくは少なくとも９５％の同一性、そしてより更
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に好ましくは少なくとも９９％の同一性を有するヌクレ
オチド配列であって、以下のコードＳＮＰ：ｃ５２７ａ
又はｇ１０２３ａのうちの少なくとも１つを含んで成る
と理解されるもの、あるいは
ｂ）ａ）におけるヌクレオチド配列と相補的なヌクレオ
チド配列、を含んで成る単離されたポリヌクレオチドに
関する。
【００７６】本発明は、同様に、
ａ）ヌクレオチド配列である配列番号１又はそのコード
配列であって、これらの配列のそれぞれが、以下のコー
ドＳＮＰ：ｃ５２７ａ又はｇ１０２３ａのうちの少なく
とも１つを含んで成ると理解されるもの、あるいは、
ｂ）ａ）におけるヌクレオチド配列と相補的なヌクレオ
チド配列、を含んで成る単離されたポリヌクレオチドに
関する。
【００７７】好ましくは、本発明のポリヌクレオチド
は、配列番号１の配列又はそのコード配列であって、こ
れらの配列のそれぞれが、以下のコードＳＮＰ：ｃ５２
７ａ，ｇ１０２３ａのうちの少なくとも１つを含んで成
ると理解されるものから成る。
【００７８】本発明に従い、既に定義したポリヌクレオ
チドは、ｃ５２７ａ及びｇ１０２３ａから成る群から選
択される単一のコードＳＮＰを含んで成る。
【００７９】既に定義した様なポリヌクレオチドは、更
に以下の非コード及びサイレントＳＮＰ：９６－１００
ｄｅｌ（ａａｔｔｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１４４ｄ
ｅｌ（ａｃｔｔｔａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，ｃ４
２７ｔ，ｃ１０４７ｔ、のうちの少なくとも１つを含む
ことがある。
【００８０】本発明はまた、
ａ）ヌクレオチド配列である配列番号１又は、必要によ
りそのコード配列であって、これらの配列のそれぞれ
が、以下の非コード又はサイレントＳＮＰ：９６－１０
０ｄｅｌ（ａａｔｔｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１４４
ｄｅｌ（ａｃｔｔｔａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，ｃ
４２７ｔ又はｃ１０４７ｔ、のうちの少なくとも１つを
含んで成る様なもの；あるいは
ｂ）ａ）におけるヌクレオチド配列と相補的なヌクレオ
チド配列、を含んで成り、又はそれらから成る単離され
たポリヌクレオチドに関する。
【００８１】当然ながら、サイレントＳＮＰ  ｃ１０４
７ｔのみがヌクレオチド配列である配列番号１のコード
配列に位置する。
【００８２】本発明はまた、
ａ）ヌクレオチド配列である配列番号１又は、必要によ
りそのコード配列であって、これらの配列のそれぞれ
が、以下のＳＮＰ：９６－１００ｄｅｌ（ａａｔｔ
ｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１４４ｄｅｌ（ａｃｔｔｔ
ａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，ｃ４２７ｔ，ｃ５２７
ａ，ｇ１０２３ａ，ｃ１０４７ｔ、うちの少なくとも１
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つを含む様なもの；あるいは
ｂ）ａ）におけるヌクレオチド配列と相補的なヌクレオ
チド配列、の一部から成る単離されたポリヌクレオチド
であって、少なくとも１０個のヌクレオチドから構成さ
れるものに関する。
【００８３】好ましくは、上文で定義した様な単離され
たポリヌクレオチドは１０～４０個のヌクレオチドから
構成される。
【００８４】本発明はまた、
ａ）アミノ酸配列である配列番号２、又は
ｂ）アミノ酸配列である配列番号２の２４～１８８位に
含まれるアミノ酸を含んで成るアミノ酸配列であって、
ａ）及びｂ）におけるアミノ酸配列のそれぞれが、以下
のコードＳＮＰ：Ａ６Ｄ，Ｍ１７１Ｉ、のうちの少なく
とも１つを含んで成ると理解されるもの、を含んで成る
ポリペプチドをコードする、単離されたポリヌクレオチ
ドに関する。
【００８５】当然のことながら、本発明の意味におい
て、Ａ６Ｄ，Ｍ１７１ＩのＳＮＰの位置に対応する番号
は、アミノ酸配列である配列番号２の番号に関連してい
る。
【００８６】本発明の好ましい態様において、既に定義
されているポリペプチドは、上文で定義した様な単一の
コードＳＮＰを含んで成る。
【００８７】好ましくは、本発明に従うポリヌクレオチ
ドは、ＤＮＡ又はＲＮＡ分子から構成される。
【００８８】本発明に従うポリヌクレオチドは、標準的
なＤＮＡ又はＲＮＡ合成法によって得ることができる。
【００８９】本発明に従うポリヌクレオチドも、ヌクレ
オチド配列である配列番号１上の各ＳＮＰのための変異
型ヌクレオチドによって野生型ヌクレオチドを修飾する
ことによって、ＩＦＮα－２遺伝子のヌクレオチド配列
から出発する、部位指定突然変異導入法によって得るこ
とができる。
【００９０】例えば、ＳＮＰ  ｇ１０２３ａを含んで成
る、本発明に従うポリヌクレオチドは、ヌクレオチド配
列である配列番号１の１０２３位にあるグアノシン
（ｇ）をアデノシン（ａ）に変化させることによって、
ＩＦＮα－２遺伝子のヌクレオチド配列から出発する、
部位指定突然変異導入法によって得ることができる。
【００９１】この様に実施され得る部位指定突然変異導
入法の過程は当業者にとって周知であり、刊行物である
TA Kunkelの、1985年の「Proc. Natl. Acad. Sci. US
A」82: 488を参照のこと。
【００９２】単離されたポリヌクレオチドも、例えば、
プレ、プロ又はプレ－プロタンパク質のアミノ酸配列又
はマーカーアミノ酸配列、例えばヘキサヒスチジンペプ
チドをコードするヌクレオチド配列を含むことがある。
【００９３】本発明のポリヌクレオチドはまた、融合タ
ンパク質又は他の精製産物を得るために、他のタンパク
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質又はタンパク質フラグメントをコードするヌクレオチ
ド配列を伴うこともある。
【００９４】本発明に従うポリヌクレオチドはまた、ヌ
クレオチド配列、例えば５′及び／又は３′非コード配
列、例えば転写又は非転写配列、翻訳又は非翻訳配列、
スプライシングシグナル配列、ポリアデニル化配列、リ
ボソーム結合配列あるいはｍＲＮＡを安定化する配列で
さえも含むことがある。
【００９５】前記ヌクレオチド又はポリヌクレオチド配
列と相補的なヌクレオチド配列は、ストリンジェントな
ハイブリダイゼーション条件下で、このヌクレオチド配
列とハイブリダイズし得るものと定義される。
【００９６】「ストリンジェントなハイブリダイゼーシ
ョン条件」とは、ヌクレオチド配列が少なくとも８０
％、好ましくは９０％以上、より更に好ましくは９５％
以上、そして最も好ましくは９７％以上の同一性を有す
る場合にのみハイブリダイゼーションを可能にする化学
条件であると広く理解されるが必ずしもそうではない。
【００９７】ストリンジェントな条件は、当業者にとっ
て周知な方法に従い、例えば５０％ホルムアミド、５×
ＳＳＣ（１５０mMのＮａＣｌ，１５mMのクエン酸三ナト
リウム）、５０mMのリン酸ナトリウム（pH＝７．６）、
５×デンハルト溶液、１０％硫酸デキストラン及び２０
μｇの変性サケ精子ＤＮＡを含んで成る溶液中での、４
２℃での前記ポリヌクレオチドのインキュベーション、
続く０．１×ＳＳＣ、６５℃でのフィルターの洗浄によ
って得ることができる。
【００９８】本発明の範囲において、ストリンジェント
なハイブリダイゼーション条件のみが、１００％に等し
い同一性を有するヌクレオチド配列のハイブリダイゼー
ションを可能にする場合、ヌクレオチド配列は、ａ）に
おいて記載した様なヌクレオチド配列と厳密に相補的で
あると考えられる。
【００９９】当然のことながら、本発明の意味におい
て、ヌクレオチド配列と相補的なヌクレオチドは、本発
明に従う少なくとも１つのアンチセンスＳＮＰを含んで
成る。
【０１００】従って、例えば、前記ヌクレオチド配列が
ＳＮＰ  ｇ１０２３ａを含んで成る場合、その相補ヌク
レオチド配列は１０２３位と同等の位置に、チミン
（ｔ）を含んで成る。
【０１０１】ＳＮＰを含んで成るポリヌクレオチドの同
定、ハイブリダイゼーション及び／又は増幅
本発明はまた、
ａ）ヌクレオチド配列である配列番号１と８０～１００
％の同一性を有するポリヌクレオチド、及び／又は
ｂ）少なくとも１つのＳＮＰを含んで成る、本発明に従
うポリヌクレオチド、
の全部又は一部の使用であって、ヌクレオチド配列であ
る配列番号１又は、必要によりそのコード配列（ヌクレ
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オチド５１１～ヌクレオチド１０７７）と８０～１００
％の同一性を有するポリヌクレオチドの全部又は一部で
あって、これらの配列のそれぞれ１つが以下のＳＮＰ：
９６－１００ｄｅｌ（ａａｔｔｔ），ｔ１１０ｃ，１３
９－１４４ｄｅｌ（ａｃｔｔｔａ），ｔ３３８ａ，ｔ３
６３ｃ，ｃ４２７ｔ，ｃ５２７ａ，ｇ１０２３ａ，ｃ１
０４７ｔ、のうちの少なくとも１つを含むと理解される
もの、を同定し、ハイブリダイズし、そして／あるいは
増幅するための使用に関する。
【０１０２】遺伝子型判定及びＳＮＰの頻度の決定
本発明はまた、
ａ）ヌクレオチド配列である配列番号１と８０～１００
％の同一性（好ましくは少なくとも９０％の同一性、更
に好ましくは９５％の同一性、そして特に１００％の同
一性）を有するポリヌクレオチド、及び／又はｂ）少な
くとも１つのＳＮＰを含んで成る、本発明に従うポリヌ
クレオチド、
の全部又は一部の使用であって、配列番号１又は、必要
によりそのコード配列（ヌクレオチド５１１～ヌクレオ
チド１０７７）と８０～１００％の同一性（好ましくは
少なくとも９０％の同一性、更に好ましくは９５％の同
一性、そして特に１００％の同一性）を有するポリヌク
レオチドの全部又は一部であって、これらの配列のそれ
ぞれ１つが、以下のＳＮＰ：９６－１００ｄｅｌ（ａａ
ｔｔｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１４４ｄｅｌ（ａｃｔ
ｔｔａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，ｃ４２７ｔ，ｃ５
２７ａ，ｇ１０２３ａ，ｃ１０４７ｔ、のうちの少なく
とも１つを含んで成ると理解されるものの、遺伝子型判
定のための使用という目的を有する。
【０１０３】本発明に従い、遺伝子型判定は個体又は個
体群、最も好ましくは個体群で行われ得る。遺伝子型
は、１又は複数の特異的な遺伝子座に存在する対立遺伝
子の決定から成る。
【０１０４】本発明の意味において、遺伝子型判定は個
体又は個体群の遺伝子型の決定のための方法として定義
される。遺伝子型は、１又は複数の特異的な遺伝子座に
存在する対立遺伝子から成る。
【０１０５】「個体群」とは、ランダムな方法又はラン
ダムでない方法で選択された、決定される個体の一群で
あると理解される。これらの個体はヒト、動物、微生物
又は植物であってもよい。通常、個体群は少なくとも１
０人、好ましくは１００～３００人含んで成る。
【０１０６】個体は、それらの民族性に従い、又はそれ
らの表現型に従い、特に以下の障害及び／又は疾患によ
って影響を受けるものが選択され得る：
－  ガン及び腫瘍、例えばガン腫、例えば転移型腎ガ
ン、黒色腫、リンパ腫、例えば濾胞性リンパ腫、白血
病、例えば白血性白血病及び慢性骨髄性白血病、肝臓、
首、頭及び腎臓のガン、多発性骨髄腫、カルチノイド性
腫瘍及び免疫欠損後に出現する腫瘍、例えばエイズの場
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合カポジ肉腫、
－  心臓血管疾患、
－  代謝病、例えば非免疫関連疾患、例えば肥満、
－  感染症、例えばウイルス感染、例えば慢性Ｂ型及び
Ｃ型肝炎並びにＨＩＶ／エイズ、及び感染性肺炎、
－  中枢神経系の病気、例えばアルツハイマー病、パー
キンソン病、多発性硬化症、精神分裂病及びうつ病、
－  免疫及び自己免疫関連性疾患、例えば組織又は器官
移植の拒絶、アレルギー、喘息、乾癬及びリウマチ様関
節炎、
－  創傷治癒、
－  化学療法と関連している疾患、
－  透析されている患者の貧血、
－  骨粗鬆症、
－  胃腸の障害、例えばクローン病及び潰瘍性大腸炎、
並びに
－  性病、例えば生殖器のイボ。
【０１０７】ＳＮＰを遺伝子型判定するために実施され
得る多くの方法が存在している（例えば、Kwok Pharmac
ogenomics, 2000, vol 1, 95-100.“High-throughput g
enotyping assay approaches”）。これらの技術は４つ
の以下の原理のうちの１つに基づいている：対立遺伝子
特異的オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション、任
意にデオキシヌクレオチドの存在下でのジデオキシヌク
レオチドによるオリゴヌクレオチドの伸長、対立遺伝子
特異的オリゴヌクレオチドのライゲーション又は対立遺
伝子特異的オリゴヌクレオチドの開裂。これらの技術の
いずれか一つが、検出系、例えば直接的な又は偏光した
蛍光の測定、あるいは質量分析と組み合わせられ得る。
【０１０８】遺伝子型判定は、特に偏光型蛍光スキャナ
ーと一緒に、放射性ｄｄＮＴＰ（異なるフルオロフォア
によって標識された２つの異なるｄｄＮＴＰ）及び非放
射性ｄｄＮＴＰ（２つの異なる非標識型ｄｄＮＴＰ）を
用いたミニ配列決定によって実施され得る。偏光型蛍光
の読み込みによるミニ配列決定のプロトコール（ＦＰ－
ＴＤＩ技術又は蛍光偏光鋳型直接ダイターミネーター取
り込み（FluorescencePolarization Template-direct D
ye-Terminator Incorporation））は当業者にとって周
知である。
【０１０９】ＦＰ－ＴＤＩは、各個体のＤＮＡのポリメ
ラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）による増幅後に得られる産物
で実施され得る。このＰＣＲ産物は、研究されたＳＮＰ
を含むポリヌクレオチドの遺伝子領域を網羅するために
選択される。ＰＣＲサーモサイクラーにおける最後の段
階の後、続いて、フルオロフォア特異的励起及び放射フ
ィルターを用いることによる標識された塩基の読み込み
のために、偏光型蛍光スキャナー上にプレートが据えら
れる。標識された塩基の強度の値はグラフ上に記され
る。
【０１１０】ＰＣＲ増幅に関して、本発明のＳＮＰの場
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合、センス及びアンチセンスプライマーはそれぞれ、１
又は複数のＳＮＰを含む注目の領域を増幅するために、
本発明のＳＮＰの位置に従い、当業者によって容易に選
択され得る。
【０１１１】例えば、ＰＣＲ増幅のためのセンス及びア
ンチセンスヌクレオチドの最初の組み合わせは、
センスプライマー：GCCTCTTATGTACCCACAAA
アンチセンスプライマー：CACCAGTAAAGCAAAGGTCA
であってもよい。
【０１１２】これらのヌクレオチド配列は、ヌクレオチ
ド配列である配列番号１においてヌクレオチド３からヌ
クレオチド５３７に及ぶ、５３５ヌクレオチドの長さを
有するフラグメントの増幅を可能にする。
【０１１３】例えば、ＰＣＲ増幅のためのセンス及びア
ンチセンスヌクレオチド配列の第２の組み合わせは、
センスプライマー：CACCCATTTCAACCAGTCTA
アンチセンスプライマー：AGCTGGCATACGAATCAAT
であってもよい。
【０１１４】これらのヌクレオチド配列は、ヌクレオチ
ド配列である配列番号１においてヌクレオチド４７０～
ヌクレオチド１１２４に及ぶ、６５５ヌクレオチドの長
さを有するフラグメントの増幅を可能にする。
【０１１５】個体群におけるＳＮＰを含んで成る遺伝子
によってコードされる各対立遺伝子の頻度（対立遺伝子
頻度）の統計解析が続いて行われ、これはこの個体群を
構成する多様な民族性を含む異なる亜集団におけるそれ
らの影響及びそれらの分布の重要性の決定を可能にす
る。
【０１１６】遺伝子型判定のデータは、研究された群に
おいて観察された異なる対立遺伝子の分布頻度を推定す
るために解析される。対立遺伝子頻度の計算は、ソフト
ウェア、例えばＳＡＳ－ｓｕｉｔｅ（商標）（ＳＡＳ）
又はＳＰＬＵＳ（商標）（ＭａｔｈＳｏｆｔ）を用いて
実施され得る。個体群における異なる民族性の集団に及
ぶ本発明のＳＮＰの対立遺伝子分布の比較は、ソフトウ
ェア、例えばＡＲＬＥＱＵＩＮ（商標）及びＳＡＳ－ｓ
ｕｉｔｅ（商標）によって実施され得る。
【０１１７】遺伝子マーカーとしての本発明のＳＮＰ
遺伝子の機能配列（例えばプロモーター、スプライシン
グ部位、コード領域）を修飾するＳＮＰは病気の感受性
又は耐性と直接関連すると思われるが、全てのＳＮＰ
（機能的又は非機能的）がこれらの病気の状態に関与す
る１又は複数の遺伝子の同定にとって価値のあるマーカ
ーを提供することが可能であり、そしてこの結果、これ
らの病気の状態と間接的に関連するであろう（Cargill 
et al. (1999). Nature Genetics 22 : 231-238 ; Rile
y et al. (2000). Phermacogenomics 1 : 39-47 ; Robe
rts L. (2000). Science 287 : 1898-1899を参照のこ
と）。
【０１１８】この様に、本発明はまた、ＩＦＮα－２遺
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伝子のポリヌクレオチドにおける以下のＳＮＰ：９６－
１００ｄｅｌ（ａａｔｔｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１
４４ｄｅｌ（ａｃｔｔｔａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３
ｃ，ｃ４２７ｔ，ｃ５２７ａ，ｇ１０２３ａ，ｃ１０４
７ｔ、のうちの少なくとも１つを含んで成るデータバン
クに関する。
【０１１９】更に当然のことながら、前記ＳＮＰはヌク
レオチド配列である配列番号１に従い番号が付けられて
いる。
【０１２０】このデータバンクは、ＩＦＮα－２遺伝子
のポリヌクレオチド内の、以下のＳＮＰ：９６－１００
ｄｅｌ（ａａｔｔｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１４４ｄ
ｅｌ（ａｃｔｔｔａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，ｃ４
２７ｔ，ｃ５２７ａ，ｇ１０２３ａ，ｃ１０４７ｔのう
ちの少なくとも１つと、病気又は病気に対する耐性との
間の、統計学的に関連している関係を決定するために、
ａ）個体群を遺伝子型判定し、
ｂ）前記個体群内の前記病気又は病気に対する耐性の分
布を決定し、
ｃ）遺伝子型のデータと、前記病気又は病気に対する耐
性とを比較し、そして
ｄ）統計的に関連している関係についての前記比較を解
析すること、
によって解析され得る。
【０１２１】本発明はまた、病気又は病気に対する耐性
のための診断／予後のキットを開発するための、ＩＦＮ
α－２遺伝子のポリヌクレオチドにおける以下のＳＮ
Ｐ：９６－１００ｄｅｌ（ａａｔｔｔ），ｔ１１０ｃ，
１３９－１４４ｄｅｌ（ａｃｔｔｔａ），ｔ３３８ａ，
ｔ３６３ｃ，ｃ４２７ｔ，ｃ５２７ａ，ｇ１０２３ａ，
ｃ１０４７ｔのうちの少なくとも１つの使用に関する。
【０１２２】本発明のＳＮＰ、例えば上述したものは、
病気又は病気に対する耐性と直接又は間接的に関連する
ことがある。
【０１２３】好ましくは、これらの病気は上文で言及し
た様に定義されるものであってもよい。
【０１２４】発現ベクター及び宿主細胞
本発明はまた、本発明に従う少なくとも１つのポリヌク
レオチドを含んで成る組換えベクターに関する。
【０１２５】多くの発現系、例えば染色体、エピソー
ム、誘導型ウイルスが使用され得る。更に具体的には、
使用される組換えベクターは細菌性プラスミド、トラン
スポゾン、酵母のエピソーム、挿入因子、酵母染色体因
子、ウイルス、例えばバキュロウイルス、パピローマウ
イルス、例えばＳＶ４０、ワクシニアウイルス、アデノ
ウイルス、キツネポックスウイルス、仮性狂犬病ウイル
ス、レトロウイルスから誘導されることもある。
【０１２６】これらの組換えベクターはまた、コスミド
又はファージミド誘導体であってもよい。ヌクレオチド
配列は、当業者にとって周知な方法、例えばMOLECULAR 
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CLONING, A LABORATORY MANUAL（上記）Sambrook et a
l. に記載のものによって、組換え発現ベクター内に挿
入され得る。
【０１２７】前記組換えベクターは、ポリヌクレオチド
発現の制御を調節するヌクレオチド配列並びに本発明の
ポリヌクレオチドの発現及び転写並びに本発明のポリペ
プチドの翻訳を可能にするヌクレオチド配列を含むこと
があり、これらの配列は使用される宿主細胞に従い選択
される。
【０１２８】従って、例えば適切な分泌シグナルが前記
組換えベクターに組み込まれることがあり、その結果、
本発明のポリヌクレオチドによってコードされるポリペ
プチドは、小胞体の内腔に向かって、細胞膜周辺腔に向
かって、膜上に、又は細胞外環境に向かって、方向づけ
られるであろう。
【０１２９】本発明はまた、本発明に従う組換えベクタ
ーを含んで成る宿主細胞に関する。
【０１３０】宿主細胞内への組換えベクターの導入は、
当業者にとって周知な方法、例えばBASIC METHODS IN M
OLECULAR BIOLOGY, Davis et al., 1986及びMOLECULAR 
CLONING : A LABORATORY MANUAL, 2nd Ed., Cold Sprin
g Harbor Laboratory Press,Cold Spring Harbor, N.
Y., 1989 に記載のもの、例えばリン酸カルシウムによ
るトランスフェクション、ＤＥＡＥデキストランによる
トランスフェクション、トランスフェクション、マイク
ロインジェクション、陽イオン性脂質によるトランスフ
ェクション、エレクトロポレーション、形質導入又は感
染、に従い実施され得る。
【０１３１】前記宿主細胞は、細菌細胞、例えばストレ
プトコッカス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｉ）、スタフィ
ロコッカス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｉ）、Ｅ．コリ
（Ｃｏｌｉ）又はバチルス・ズブチリス（Ｂａｃｉｌｌ
ｕｓ  ｓｕｂｔｉｌｉｓ）の細胞、真菌の細胞、例えば
酵母細胞及びアスペルギルス（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕ
ｓ）、ストレプトマイセス（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅ
ｓ）の細胞、昆虫細胞、例えばショウジョウバエ  Ｓ２
及びスポドプテラ（Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ）Ｓｆ９の細
胞、動物細胞、例えばＣＨＯ，ＣＯＳ，ＨｅＬａ，Ｃ１
２７，ＢＨＫ，ＨＥＫ  ２９３細胞及び処置すべき対象
のヒト細胞であっても、又は植物細胞でもよい。
【０１３２】前記宿主細胞は、例えば後文で明らかとな
る様に、本発明のポリペプチドを発現させるために、又
は医薬組成物中の活性産物として使用され得る。
【０１３３】ポリペプチド
本発明はまた、ａ）配列番号２のアミノ酸配列、又は
ｂ）配列番号２のアミノ酸配列の２４～１８８位の間に
含まれるアミノ酸を含んで成るアミノ酸配列であって、
ａ）及びｂ）におけるアミノ酸配列のうちのそれぞれ
が、以下のコードＳＮＰ：Ａ６Ｄ，Ｍ１７１Ｉのうちの
少なくとも１つを含むと理解されるものと、少なくとも
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８０％の同一性、好ましくは少なくとも９０％の同一
性、更に好ましくは少なくとも９５％の同一性、そして
より更に好ましくは少なくとも９９％の同一性を有する
アミノ酸配列を含んで成る単離されたポリペプチドに関
する。
【０１３４】本発明のポリペプチドはまた、ａ）配列番
号２のアミノ酸配列、又はｂ）配列番号２のアミノ酸配
列の２４～１８８位の間に含まれるアミノ酸を含むアミ
ノ酸配列であって；ａ）及びｂ）におけるアミノ酸配列
のうちのそれぞれが、以下のコードＳＮＰ：Ａ６Ｄ，Ｍ
１７１Ｉのうちの少なくとも１つを含むと理解されるも
の、を含んで成ることがある。
【０１３５】本発明のポリペプチドは、更に具体的には
ａ）配列番号２のアミノ酸配列、又はｂ）配列番号２の
アミノ酸配列の２４～１８８位の間に含まれるアミノ酸
を含むアミノ酸配列であって、ａ）及びｂ）におけるア
ミノ酸配列のうちのそれぞれが、以下のコードＳＮＰ：
Ａ６Ｄ，Ｍ１７１Ｉのうちの少なくとも１つを含むと理
解されるものから成ることもある。
【０１３６】好ましくは、本発明に従うポリペプチド
は、Ａ６Ｄ及びＭ１７１Ｉから成る群から選択される単
一のコードＳＮＰを含む。
【０１３７】本発明はまた、その目的のために上述のポ
リペプチドの調製方法を有し、ここで、既に定義した宿
主細胞が培養液中で培養され、そして前記ポリペプチド
が当該培養液から単離される。
【０１３８】前記ポリペプチドは、当業者にとって周知
な方法、例えばカオトロピック剤、例えば塩、特に硫酸
アンモニウム、エタノール、アセトン又はトリクロロ酢
酸による沈澱、酸抽出；イオン交換クロマトグラフィ
ー；ホスホセルロースクロマトグラフィー；疎水性相互
作用クロマトグラフィー；親和性クロマトグラフィー；
ハイドロキシアパタイトクロマトグラフィー又は排除ク
ロマトグラフィーに従い、宿主細胞の培養液から出発し
て精製され得る。
【０１３９】「培養液」とは、本発明のポリペプチドが
単離され、又は精製される培地であると理解される。こ
の培地は細胞外培地及び／又は細胞溶解物から構成され
得る。当業者にとって周知な技術も、前記ポリペプチド
の高次構造が単離又は精製の間に変化する場合に、後者
のものが前記ポリペプチドの活性高次構造を生むことを
可能にする。
【０１４０】抗体
本発明はまた、免疫特異的抗体を得るための方法に関す
る。
【０１４１】「抗体」とは、モノクローナル、ポリクロ
ーナル、キメラ、一本鎖及び／又はヒト化抗体並びにＦ
ａｂフラグメント、例えばＦａｂ又は免疫グロブリン発
現ライブラリー産物であると理解される。
【０１４２】免疫特異的抗体は、本発明に従うポリペプ
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チドによる動物の免疫化によって得ることができる。
【０１４３】本発明はまた、本発明に従うポリペプチ
ド、例えば上文で定義したもののための免疫特異的抗体
に関する。
【０１４４】本発明に従うポリペプチド、そのフラグメ
ントの１つ、類似体、その変異体の１つ又はこのポリペ
プチドを発現している細胞も、免疫特異的抗体を産生す
るために使用され得る。
【０１４５】用語「免疫特異的」とは、抗体が、当業界
で知られている他のポリペプチドよりも本発明のポリペ
プチドに対してより良い親和性を有することを意味す
る。
【０１４６】免疫特異的抗体は、本発明のポリペプチ
ド、そのフラグメントの１つ、類似体又はエピトープフ
ラグメント又はこのポリペプチドを発現している細胞
を、哺乳類、好ましくはヒト以外に、当業者にとって周
知な方法に従い投与することによって得ることができ
る。
【０１４７】モノクローナル抗体の調製に関して、抗体
産生のための典型的な方法、例えばハイブリドーマ技術
（Kohler et al., Nature (1975) 256 : 495-497）、ト
リオーマ技術、ヒトのＢ細胞ハイブリドーマ技術（Kozb
or et al., Immunology Today (1983) 4 : 72）及びＥ
ＢＶハイブリドーマ技術（Cole et al., MONOCLONAL AN
TIBODIES AND CANCER THERARY, pp. 77-96, Alan R. Li
ss, 1985 ）が、細胞系から出発して使用され得る。
【０１４８】単鎖抗体の産生の技術、例えば米国特許第
４，９４６，７７８号に記載のものも使用され得る。
【０１４９】トランスジェニック動物、例えばマウス
も、ヒト化抗体を産生するのに使用され得る。
【０１５０】本発明のポリペプチドと相互作用する物質
本発明はまた、その目的のために、本発明に従うポリペ
プチドを活性化し、又は阻害する物質の同定のための方
法であって、
ａ）少なくとも１つのコードＳＮＰを含む、本発明に従
うポリヌクレオチドを含んで成る組換えベクターの調
製、
ｂ）ａ）に従う組換えベクターを含んで成る宿主細胞の
調製、
ｃ）ｂ）に従う宿主細胞と試験され得る物質との接触、
及び
ｄ）試験され得る物質によって生成する活性又は阻害作
用の決定、
を含んで成る方法を有する。
【０１５１】本発明に従うポリペプチドはまた、それと
相互作用する化合物をスクリーニングするために適用さ
れ得る。
【０１５２】これらの化合物は、本発明に従うポリペプ
チドの固有の活性を活性化する（アゴニスト）又は阻害
する（アンタゴニスト）物質であってもよい。これらの
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化合物はまた、本発明のポリペプチドのリガンド又は基
質であってもよい。Coliganet al., Current Protocols
 in Immunology 1 (2), Chapter 5 (1991) を参照のこ
と。
【０１５３】通常、その様な方法を実行するために、最
初に本発明に従うポリペプチドを発現する適切な宿主細
胞を生成することが望ましい。その様な細胞は、例えば
哺乳類、酵母、昆虫、例えばショウジョウバエ又は細
菌、例えばＥ．コリの細胞であってもよい。
【０１５４】これらの細胞又はこれらの細胞の膜抽出物
が、続いて試験され得る化合物の存在下に据えられる。
【０１５５】本発明のポリペプチドとの、試験され得る
化合物の結合能、並びに機能的応答の阻害又は活性化が
続いて観察され得る。
【０１５６】上述の方法の段階ｄ）は、直接又は間接的
に標識される、試験され得る物質を用いることによって
実行され得る。それはまた、標識又は非標識物質及び標
識競合物質を用いることによる競合試験を含むことがあ
る。
【０１５７】試験され得る化合物が、検出され得るシグ
ナルに従い適切に選択された検出手段を用いることによ
って、本発明のポリペプチドを発現する細胞上で活性又
は阻害シグナルを生じるか否かも決定され得る。
【０１５８】その様な活性又は阻害物質はポリヌクレオ
チドであってもよく、そしてある場合にはオリゴヌクレ
オチド又はポリペプチド、例えばタンパク質又は抗体で
あってもよい。
【０１５９】本発明はまた、本発明に従うポリペプチド
によって活性化され又は阻害される物質の同定方法であ
って、
ａ）少なくとも１つのコードＳＮＰを含む、本発明に従
うポリヌクレオチドを含んで成る組換えベクターの調
製、
ｂ）ａ）に従う組換えベクターを含んで成る宿主細胞の
調製、
ｃ）試験され得る物質の存在下に、ｂ）に従う宿主細胞
を据えること、
ｄ）試験され得る物質に対する、前記ポリペプチドによ
って生じる活性又は阻害作用の決定、
を含んで成る方法に関する。
【０１６０】本発明のポリペプチドによって活性化さ
れ、又は阻害される物質は、それぞれ、このポリペプチ
ドの存在下での活性化又は阻害によって応答する物質で
ある。本発明のポリペプチドによって直接又は間接的に
活性化され又は阻害される物質は、例えば膜結合型又は
核受容体、キナーゼ及び更に好ましくはチロシンキナー
ゼ、転写因子又はポリヌクレオチドから成ることもあ
る。
【０１６１】病気の検出
本発明はまた、目的のために、対象者において、本発明
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に記載のポリヌクレオチド及び／又は本発明に記載のポ
リペプチドの生物学的特性を解析するための方法であっ
て、以下の、
ａ）対象者のゲノムにおいて、本発明に従うポリヌクレ
オチドの存在又は非存在を決定し、
ｂ）対象者において、本発明に従うポリヌクレオチドの
発現レベルを決定し、
ｃ）対象者において、本発明に従うポリペプチドの存在
又は非存在を決定し、
ｄ）対象者において、本発明に従うポリペプチドの濃度
を決定し、
ｅ）対象者において、本発明に従うポリペプチドの機能
性を決定すること、
のうちの少なくとも１つを含んで成る方法を有する。
【０１６２】これらの生物学的特性は、対象者におい
て、又は対象者由来の試料において解析され得る。
【０１６３】これらの生物学的特性は、遺伝子診断を実
施し、そして対象者が本発明に従うポリヌクレオチド及
び／又は本発明に従うポリペプチドの存在と関連してい
る病気、軽い病気又は障害の発生に対して影響を受けて
いるか、又は影響を受ける危険性があるか、又は反対
に、それに対する部分的な耐性があるか否かを決定する
ことを可能にし得る。
【０１６４】これらの病気は障害及び／又はヒトの病
気、例えば：
－  ガン及び腫瘍、例えばガン腫、例えば転移型腎ガ
ン、黒色腫、リンパ腫、例えば濾胞性リンパ腫、白血
病、例えば白血性白血病及び慢性骨髄性白血病、肝臓、
首、頭及び腎臓のガン、多発性骨髄腫、カルチノイド性
腫瘍及び免疫欠損後に出現する腫瘍、例えばエイズの場
合カポジ肉腫、
－  心臓血管疾患、
－  代謝病、例えば非免疫関連疾患、例えば肥満、
－  感染病、例えばウイルス感染、例えば慢性Ｂ型及び
Ｃ型肝炎並びにＨＩＶ／エイズ、及び感染性肺炎、
－  中枢神経系の病気、例えばアルツハイマー病、パー
キンソン病、多発性硬化症、精神分裂病及びうつ病、
－  免疫及び自己免疫関連性疾患、例えば組織又は器官
移植の拒絶、アレルギー、喘息、乾癬及びリウマチ様関
節炎、
－  創傷治癒、
－  化学療法と関連している疾患、
－  透析されている患者の貧血、
－  骨粗鬆症、
－  胃腸の障害、例えばクローン病及び潰瘍性大腸炎、
並びに
－  性病、例えば生殖器のイボ、であってもよい。
【０１６５】この方法はまた、対象者において、本発明
に従うＳＮＰによってコードされる変異対立遺伝子の存
在と関連している病気又は病気に対する耐性の遺伝子診
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断を可能にする。
【０１６６】好ましくは、段階ａ）において、既に定義
した様な、少なくとも１つのコードＳＮＰを含むポリヌ
クレオチドの存在又は不在が検出され得る。
【０１６７】ポリヌクレオチドの検出は、研究され得る
対象者由来の生物学的試料、例えば細胞、血液、尿、唾
液から出発して、あるいは研究され得る対象者の生検又
は部検から出発して実施され得る。ゲノムＤＮＡは、例
えば直接的に又はＰＣＲ増幅後に使用され得る。ＲＮＡ
又はｃＤＮＡも同様に使用され得る。
【０１６８】この結果、本発明に従うポリヌクレオチド
のヌクレオチド配列を、対象者のゲノムにおいて検出さ
れるヌクレオチド配列と比較することが可能となる。
【０１６９】ヌクレオチド配列の比較は、配列決定によ
って、ＤＮＡハイブリダイゼーション法によって、変性
剤を用いる、又は用いない、電気泳動ゲノム上でのＤＮ
Ａフラグメントの移動度の差異によって、あるいは融解
温度の差異によって実施され得る。Myers et al., Scie
nce (1985) 230 : 1242 を参照のこと。ヌクレオチド配
列の構造における正確な位置でのその様な修飾も、ヌク
レアーゼ保護試験によって、例えばＲＮアーゼ及びＳ１
ヌクレアーゼによって、又は更に化学開裂剤によって解
明されることがある。Cotton et al., Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA (1985) 85 : 4397-4401 を参照のこと。本
発明のポリヌクレオチドフラグメントを含んで成るオリ
ゴヌクレオチドプローブはまた、スクリーニングを行う
のにも使用され得る。
【０１７０】当業者にとって周知の多くの方法が、本発
明のポリヌクレオチドの発現を決定し、そしてこのポリ
ヌクレオチドの遺伝的変異性を同定するために使用され
得る（Chee et al., Science (1996), vol.274, pp610-
613 を参照のこと。）
【０１７１】段階ｂ）において、ポリヌクレオチドの発
現レベルは、当業者にとって周知な方法に従い、このポ
リヌクレオチドによってコードされる（そしてポリペプ
チドをコードする）ＲＮＡのレベルを定量することによ
って、例えばＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ、ＲＮアーゼ保護、
ノーザンブロット、及び他のハイブリダイゼーション法
によって、測定され得る。
【０１７２】段階ｃ）及びｄ）において、対象者又は対
象者由来の試料における、本発明に従うポリペプチドの
存在又は不在及び濃度が、周知の方法、例えば免疫放射
アッセイ、競合的結合試験、ウェスタンブロット及びＥ
ＬＩＳＡ試験によって実施され得る。
【０１７３】段階ｄ）に続いて、本発明に従うポリペプ
チドの決定された濃度は、対象者において通常見出され
る天然野生型タンパク質の濃度と比較され得る。
【０１７４】当業者は、上文の様に起こる病気、軽い病
気又は障害に対する感受性又は、反対に耐性が現れる、
しきい値の上限又は下限を、従来技術の刊行物又は常用
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の試験若しくはアッセイ、例えば既に言及されているも
のの助けを借りて同定することができる。
【０１７５】段階ｅ）において、本発明に従うポリペプ
チドの機能の決定は、当業者にとって周知な方法によっ
て、例えばｉｎ  ｖｉｔｒｏでの試験、例えば上文で言
及したものによって、又は前記ポリペプチドを発現する
宿主細胞の使用によって実施され得る。
【０１７６】薬物及び病気の処置
本発明のポリペプチドは非常に興味深い薬理学的特性を
有している。特に、それらはヒトＩＦＮα－２受容体と
結合し得る。これらの特性は、ヒトの身体の治療的処置
のための、すなわち薬物又は治療組成物としての本発明
のポリペプチドの使用に従う。
【０１７７】この様に、本発明はまた、活性物質の目的
で本発明に従うポリペプチドを含む薬物に関する。
【０１７８】本発明はまた、異なるヒトの障害及び／又
は病気、例えば：
－  ガン及び腫瘍、例えばガン腫、例えば転移型腎ガ
ン、黒色腫、リンパ腫、例えば濾胞性リンパ腫、白血
病、例えば白血性白血病及び慢性骨髄性白血病、肝臓、
首、頭及び腎臓のガン、多発性骨髄腫、カルチノイド性
腫瘍及び免疫欠損後に出現する腫瘍、例えばエイズの場
合カポジ肉腫、
－  心臓血管疾患、
－  代謝病、例えば非免疫関連疾患、例えば肥満、
－  感染病、例えばウイルス感染、例えば慢性Ｂ型及び
Ｃ型肝炎並びにＨＩＶ／エイズ、及び感染性肺炎、
－  中枢神経系の病気、例えばアルツハイマー病、パー
キンソン病、多発性硬化症、精神分裂病及びうつ病、
－  免疫及び自己免疫関連性疾患、例えば組織又は器官
移植の拒絶、アレルギー、喘息、乾癬及びリウマチ様関
節炎、
－  創傷治癒、
－  化学療法と関連している疾患、
－  透析されている患者の貧血、
－  骨粗鬆症、
－  胃腸の障害、例えばクローン病及び潰瘍性大腸炎、
並びに
－  性病、例えば生殖器のイボ、
の予防又は処置を意図する薬物の製造のための、本発明
に従うポリペプチドの使用に関する。
【０１７９】本発明に従うポリペプチドを得ることを可
能にする化合物及びこのポリペプチドによって得られ、
又はこれから同定される化合物のいくつかは、同様にヒ
トの身体の治療的処置のために、すなわち薬物として使
用され得る。
【０１８０】このことが、本発明が更に活性物質の目的
で、少なくとも１つの既に定義されているコードＳＮ
Ｐ、既に定義されている組換えベクター、既に定義され
ている宿主細胞、及び／又は既に定義されている抗体を
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含む、本発明に従うポリヌクレオチドを含む薬物を目的
とする理由である。
【０１８１】本発明はまた、異なるヒトの障害及び／又
は病気、例えば：
－  ガン及び腫瘍、例えばガン腫、例えば転移型腎ガ
ン、黒色腫、リンパ腫、例えば濾胞性リンパ腫、白血
病、例えば白血性白血病及び慢性骨髄性白血病、肝臓、
首、頭及び腎臓のガン、多発性骨髄腫、カルチノイド性
腫瘍及び免疫欠損後に出現する腫瘍、例えばエイズの場
合カポジ肉腫、
－  心臓血管疾患、
－  代謝病、例えば非免疫関連疾患、例えば肥満、
－  感染病、例えばウイルス感染、例えば慢性Ｂ型及び
Ｃ型肝炎並びにＨＩＶ／エイズ、及び感染性肺炎、
－  中枢神経系の病気、例えばアルツハイマー病、パー
キンソン病、多発性硬化症、精神分裂病及びうつ病、
－  免疫及び自己免疫関連性疾患、例えば組織又は器官
移植の拒絶、アレルギー、喘息、乾癬及びリウマチ様関
節炎、
－  創傷治癒、
－  化学療法と関連している疾患、
－  透析されている患者の貧血、
－  骨粗鬆症、
－  胃腸の障害、例えばクローン病及び潰瘍性大腸炎、
並びに
－  性病、例えば生殖器のイボ、
の予防又は処置を意図する薬物の製造のための、少なく
とも１つの既に定義されているコードＳＮＰ、既に定義
されている組換えベクター、既に定義されている宿主細
胞、及び／又は既に定義されている抗体を含む、本発明
に従うポリヌクレオチドの使用に関する。
【０１８２】活性物質として有用な、本発明のポリペプ
チド及び他の化合物の用量は、化合物の選択、治療の兆
候、投与形態、製剤の性質、対象者の性質及び医師の判
断に依存する。
【０１８３】それを活性物質として使用する場合、本発
明に従うポリペプチドは、通常１～１００μｇ／対象者
のkgに及ぶ用量で投与される。
【０１８４】本発明はまた、活性物質として、少なくと
も１つの上記化合物、例えば本発明に従うポリペプチ
ド、少なくとも１つの既に定義されているＳＮＰを含む
本発明に従うポリヌクレオチド、既に定量されている組
換えベクター、既に定義されている宿主細胞、及び／又
は既に定義されている抗体、並びに医薬として許容され
る賦形剤を含む医薬組成物を目的として有する。
【０１８５】これらの医薬組成物において、前記活性物
質は生理学的に有効な量で有利に存在する。
【０１８６】これらの医薬組成物は、例えば固体又は液
体であってもよく、そしてヒトの薬物において現在使用
されている医薬形態で、例えば単純な又はコートされた
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錠剤、ゲルキャップ、顆粒、キャラメル、座剤並びに好
ましくは注射用調製物及び注射用調製物のための粉末で
存在していてもよい。これらの医薬の形態は有用な方法
に従い調製され得る。
【０１８７】前記活性物質は、医薬組成物において通常
適用される賦形剤、例えばタルク、アラビアゴム、ラク
トース、デンプン、デキストロース、グリセロール、エ
タノール、ステアリン酸マグネシウム、カカオバター、
水性又は非水性担体、動物又は植物起源の脂肪物質、パ
ラフィン誘導体、グリコール、種々の湿潤剤、分散剤又
は乳化剤、防腐剤に組み込まれることもある。
【０１８８】本発明に従う活性物質は、単独で、又は他
の化合物、例えば治療化合物、例えば他のインターフェ
ロン－α若しくは他のサイトカイン、例えばインターロ
イキンと組み合わせて適用され得る。
【０１８９】前記医薬組成物の異なる製剤は、投与の形
態に従い適合される。
【０１９０】前記医薬組成物は、当業者にとって既知の
異なる投与経路によって投与され得る。
【０１９１】本発明はまた、活性物質として少なくとも
１つの上記化合物、例えば本発明に従うポリペプチド、
本発明に従うポリヌクレオチドの全部又は一部、既に定
義した組換えベクター、既に定義した宿主細胞、及び／
又は既に定義した抗体、並びに医薬として許容される賦
形剤を含む診断組成物を目的のために有する。
【０１９２】この診断組成物は、例えば適当な賦形剤、
例えば診断組成物において一般に使用されているもの、
例えば緩衝液及び防腐剤を含むことがある。
【０１９３】本発明はまた、
ａ）治療として有効な量の本発明に従うポリペプチド、
ｂ）本発明に従うポリヌクレオチド、及び／又は
ｃ）既に定義されている、処置され得る対象者由来の宿
主細胞の、
対象者における、本発明に従うポリペプチドの発現又は
活性を増大せしめることを意図する薬物の調製のための
使用を目的として有する。
【０１９４】この様に、本発明のポリペプチドの発現又
は活性の増大を必要とする対象者を処置するために、複
数の方法が可能である。
【０１９５】前記対象者に、治療として有効な量の本発
明に従うポリペプチドを、医薬として許容される賦形剤
と一緒に投与することは可能である。
【０１９６】同様に、前記対象者に対する、本発明に従
うポリヌクレオチドの投与によって、本発明のポリペプ
チドの内因性の産生を増大せしめることが可能である。
例えば、そのポリヌクレオチドはレトロウイルス発現ベ
クター内に挿入され得る。その様なベクターは、本発明
のポリペプチドをコードするＲＮＡを含むレトロウイル
スプラスミドベクターに感染した細胞から出発して、形
質導入された細胞が注目の遺伝子を含む感染性ウイルス
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粒子を産生する様な方法で単離され得る。GeneTherapy 
and other Molecular Genetic-based Therapeutic Appr
oaches, Chapter 20, in Human Molecular Genetics, S
trachan and Read, BIOS ScientificsPublishers Ltd 
(1996) を参照のこと。
【０１９７】本発明に従い、少なくとも１つのコードＳ
ＮＰ、例えば既に定義されているものを含むポリヌクレ
オチドが好ましくは使用される。
【０１９８】更に、対象者に対して、本人に属する宿主
細胞であって、既に記載した様に本発明のポリペプチド
を発現する様にあらかじめ採取され、そして修飾された
宿主細胞を投与することが可能である。
【０１９９】本発明はまた、
ａ）治療として有効な量の、既に定義されている免疫特
異的抗体、及び／又は
ｂ）本発明に従うポリヌクレオチドの発現の阻害を可能
にするポリヌクレオチドの、
対象者における、本発明に従うポリペプチドの発現又は
活性を低下せしめることを意図する薬物の調製のための
使用に関する。
【０２００】この様に、前記対象者に対して、治療とし
て有効な量の阻害剤及び／又は抗体、例えば既に定義さ
れているものを、好ましくは医薬として許容される賦形
剤と組み合わせて投与することが可能である。
【０２０１】また、前記対象者に対して、本発明のポリ
ヌクレオチドの発現の阻害を可能にする、本発明に従う
相補的なポリヌクレオチドの投与によって、本発明のポ
リペプチドの内因性の産生を減少させることも可能であ
る。
【０２０２】好ましくは、少なくとも１つのコードＳＮ
Ｐ、例えば既に定義されているものを含む相補ポリヌク
レオチドが使用され得る。
【０２０３】本発明はまた、以下のＳＮＰ：９６－１０
０ｄｅｌ（ａａｔｔｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１４４
ｄｅｌ（ａｃｔｔｔａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，ｃ
４２７ｔ，ｃ５２７ａ，ｇ１０２３ａ，ｃ１０４７ｔの
うちの１つを含んで成るヌクレオチド配列、配列番号１
と、少なくとも９５％の同一性（好ましくは９７％の同
一性、更に好ましくは９９％の同一性及び特に１００％
の同一性）を有する、患者のゲノムにおけるヌクレオチ
ド配列の存在と関連しているＩＦＮα－２変異体によっ
て生じる障害又は病気を有する前記患者の予防又は処置
のための薬物の調製のためのＩＦＮα－２タンパク質の
使用に関する。
【０２０４】好ましくは、前記薬物は、
－  ガン及び腫瘍、例えばガン腫、例えば転移型腎ガ
ン、黒色腫、リンパ腫、例えば濾胞性リンパ腫、白血
病、例えば白血性白血病及び慢性骨髄性白血病、肝臓、
首、頭及び腎臓のガン、多発性骨髄腫、カルチノイド性
腫瘍及び免疫欠損後に出現する腫瘍、例えばエイズの場
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合カポジ肉腫、
－  心臓血管疾患、
－  代謝病、例えば非免疫関連疾患、例えば肥満、
－  感染病、例えばウイルス感染、例えば慢性Ｂ型及び
Ｃ型肝炎並びにＨＩＶ／エイズ、及び感染性肺炎、
－  中枢神経系の病気、例えばアルツハイマー病、パー
キンソン病、多発性硬化症、精神分裂病及びうつ病、
－  免疫及び自己免疫関連性疾患、例えば組織又は器官
移植の拒絶、アレルギー、喘息、乾癬及びリウマチ様関
節炎、
－  創傷治癒、
－  化学療法と関連している疾患、
－  透析されている患者の貧血、
－  骨粗鬆症、
－  胃腸の障害、例えばクローン病及び潰瘍性大腸炎、
並びに
－  性病、例えば生殖器のイボ、
から成る群から選択される病気のうちの１つの予防又は
処置に使用される。
【０２０５】ＳＮＰ  Ｍ１７１Ｉを含んで成るＩＦＮα
－２ポリペプチドの模倣化合物
本発明はまた、Ｍ１７１Ｉ  ＩＦＮα－２遺伝子産物の
ものと比較して実質的に類似又はそれ以下の生物活性を
有する新規化合物に関する。
【０２０６】Ｍ１７１Ｉ変異型ＩＦＮα２遺伝子産物
は、
ａ）アミノ酸配列である配列番号２、又は
ｂ）アミノ酸配列である配列番号２の２４～１８８位に
含まれるアミノ酸配列を含んで成るアミノ酸配列であっ
て、
ａ）及びｂ）における前記アミノ酸配列がＭ１７１Ｉ  
ＳＮＰを含んで成るもの、
のポリペプチドに対応する。
【０２０７】前記生物活性は、下文の実験の項目に記載
のルシフェラーゼレポーター遺伝子を用いて、Ｄａｕｄ
ｉ  Ｂｕｒｋｉｔｔ細胞系上での細胞性抗増殖活性の測
定又はＭＣＦ７細胞上でのシグナル伝達アッセイによっ
て評価され得る。
【０２０８】実験の項目で述べる様に、Ｍ１７１Ｉ変異
型ＩＦＮα－２は、Ｄａｕｄｉ  Ｂｒｕｋｉｔｔ細胞系
上で、天然野生型ＩＦＮα－２のものより低い細胞抗増
殖活性を有する。
【０２０９】実験の項目で述べる様に、Ｍ１７１Ｉ変異
型ＩＦＮα－２の存在下で測定される乳ガン細胞系ＭＣ
Ｆ－７におけるシグナル伝達の活性化は、天然野生型Ｉ
ＦＮα－２で測定されるものより低い。
【０２１０】本発明の新規化合物、例えば既に定義され
ているものは、Ｍ１７１Ｉ変異型ＩＦＮα－２のものと
実質的に類似の、すなわち天然野生型ＩＦＮα－２のも
のより低い生物活性を有することがある。
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【０２１１】前記化合物はまた、Ｍ１７１Ｉ変異型ＩＦ
Ｎα－２のものより更に低い生物活性を有することもあ
る。
【０２１２】前記化合物は、生化学化合物、例えばポリ
ペプチド又はペプチド、あるいは有機化学化合物、例え
ば合成ペプチド模倣物であってもよい。
【０２１３】本発明はまた、Ｄａｕｄｉ  Ｂｕｒｋｉｔ
ｔ細胞系上で、天然野生型ＩＦＮα－２のものより少な
くとも１５倍低い細胞抗増殖活性を有する新規化合物を
提供する。
【０２１４】本発明はまた、ＭＣＦ７細胞上で、天然野
生型ＩＦＮα－２のものより少なくとも１０倍低いシグ
ナル伝達能を有する新規化合物を提供する。
【０２１５】本発明はまた、上文で定義した様な化合物
の同定のための、Ｍ１７１Ｉ  ＳＮＰを含む本発明のポ
リペプチドの使用に関する。
【０２１６】本発明は、以下の段階：
ａ）生物活性、例えばＤａｕｄｉ  Ｂｕｒｋｉｔｔ細胞
系上での細胞の抗増殖活性又はシグナル伝達能を決定
し、
ｂ）試験され得る化合物の、段階ａ）で決定した活性
を、Ｍ１７１Ｉ変異型ＩＦＮα２の遺伝子産物の活性と
比較し、そして
ｃ）段階ｂ）で実施した比較に基づき、試験され得る化
合物が、Ｍ１７１Ｉ変異型ＩＦＮα２の遺伝子産物のも
のと比較して実質的に類似又はそれより低い活性を有す
るか否かを決定すること、
を含んで成る、本発明の化合物の同定方法に関する。
【０２１７】好ましくは、試験され得る化合物は、合成
ペプチドコンビナトリアルライブラリー、高処理量スク
リーニングから既に同定され、又はコンピューターを使
ったドラッグデザインによって設計された結果、Ｍ１７
１Ｉ変異型ＩＦＮα２遺伝子産物のものと同一の三次元
構造及び／又は化学作用を有することがある。化合物を
同定し、そして設計するための方法は、当業者に周知で
ある。
【０２１８】これらの方法を引用している刊行物は、例
えば：
-  Silverman R.B. (1992).“Organic Chemistry of Dr
ug Design and Drug Action”. Academic Press, 1st e
dition (January 15, 1992).
-  Anderson S and Chiplin J. (2002).“Structural g
enomics ; shaping the future of drug design? Drug 
Discov. Today. 7 (2) : 105-107.
-  Selick HE, Beresford AP, Tarbit MH. (2002).“Th
e emerging importance of predictive ADME simulatio
n in drug discovery”. Drug Discov. Today.7 (2) : 
109-116.
-  Burbidge R, Trotter M, Buxton B, Holden S. (200
1).“Drug design bymachine learning : support vect
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or machines for pharmaceutical data analysis”. Co
mput. Chem. 26 (1) : 5-14.
-  Kauvar L.M. (1996).“Peptide mimetic drugs : a 
comment on progressand prospects”14 (6) : 709、
であってもよい。
【０２１９】本発明の化合物は、
－  ガン及び腫瘍、例えばガン腫、例えば転移型腎ガ
ン、黒色腫、リンパ腫、例えば濾胞性リンパ腫、白血
病、例えば白血性白血病及び慢性骨髄性白血病、肝臓、
首、頭及び腎臓のガン、多発性骨髄腫、カルチノイド性
腫瘍及び免疫欠損後に出現する腫瘍、例えばエイズの場
合カポジ肉腫、
－  心臓血管疾患、
－  代謝病、例えば非免疫関連疾患、例えば肥満、
－  感染病、例えばウイルス感染、例えば慢性Ｂ型及び
Ｃ型肝炎並びにＨＩＶ／エイズ、及び感染性肺炎、
－  中枢神経系の病気、例えばアルツハイマー病、パー
キンソン病、多発性硬化症、精神分裂病及びうつ病、
－  免疫及び自己免疫関連性疾患、例えば組織又は器官
移植の拒絶、アレルギー、喘息、乾癬及びリウマチ様関
節炎、
－  創傷治癒、
－  化学療法と関連している疾患、
－  透析されている患者の貧血、
－  骨粗鬆症、
－  胃腸の障害、例えばクローン病及び潰瘍性大腸炎、
並びに
－  性病、例えば生殖器のイボ、
から成る群から選択される病気のうちの１つの予防又は
処置を意図する薬物の調製のために使用され得る。
【０２２０】実験の項目
例１：ｇ１０２３ａのＳＮＰを含むヌクレオチド配列の
ポリヌクレオチドによってコードされるタンパク質及び
参照野生型遺伝子のヌクレオチド配列によってコードさ
れるタンパク質のモデリング
最初の段階において、ＩＦＮα－２の三次元構造は、ソ
フトウェアＭｏｄｅｌｅｒ（MSI, San Diego, CA）を用
いてＰＤＢデータベース（コード１ＩＴＦ）において利
用可能な構造を有するヒトＩＦＮα－２のものから出発
して構築した。
【０２２１】続いて成熟したポリペプチドフラグメント
が、突然変異Ｍ１４８Ｉを再生成する様な方法で修飾さ
れる。
【０２２２】１０００回の分子最小化段階が、プログラ
ムＡＭＢＥＲ及びＤＩＳＣＯＶＥＲ（MSI：Molecular S
imulations Inc. ）を用いることによってこの変異型フ
ラグメント上で行われた。
【０２２３】次に、２回の分子力学計算の実行が同じプ
ログラム及び同じ力場で行われた。
【０２２４】それぞれの場合において、５０，０００回
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の段階が３００°Ｋで計算され、３００回の平衡段階に
よって終了した。
【０２２５】このモデリングの結果を図１及び２に表
す。
【０２２６】例２：ｃ５２７ａ  ＳＮＰを含むヌクレオ
チド配列のポリヌクレオチドによってコードされるタン
パク質及び参照野生型遺伝子のヌクレオチド配列によっ
てコードされるタンパク質のアドレッシングの予測
ｃ５２７ａの多型性は未成熟ＩＦＮα－２タンパク質の
レベルでＡ６Ｄの多型性に関与する。この位置は、未成
熟タンパク質の最初の２３アミノ酸を含んで成るシグナ
ルペプチド上に位置している。当該シグナルペプチド
は、タンパク質のアドレッシング及び成熟タンパク質が
発現する細胞内又は細胞外区画を制御する。
【０２２７】ＰＳＯＲＴは、未成熟タンパク質のアミノ
酸配列を解析し、そして成熟タンパク質が局在するであ
ろう区画を予測するパブリックドメインソフトウェアで
ある（Nakai K and Kanehisa M (1992). A Knowledge b
ase for predicting proteinlocalization sites in eu
karyotic cells. Genomics 14, 897-911）。
【０２２８】ＰＳＯＲＴは、Ａ６Ｄの多型が細胞レベル
でのＩＦＮα－２の局在を変化させることを予測してい
る。事実、それは野生型成熟ＩＦＮα－２タンパク質が
分泌され、細胞外に局在化され、一方、Ｄ６変異型ＩＦ
Ｎα－２は核及び／又はミトコンドリア画分内に存在し
得ることを予測している。
【０２２９】ＩＦＮα－２のＡ６Ｄ変異体が、野生型タ
ンパク質と比較してその構造及び機能において恐らく影
響を受けないとしても、その活性は通常見出されるほど
はないであろう。
【０２３０】例３：ポリヌクレオチド配列である配列番
号１における欠失、１３９－１４４ｄｅｌ（ａｃｔｔｔ
ａ）によって生じるＩＦＮα－２発現の変化の予測
推定される結合部位に対する１３９－１４４ｄｅｌ（ａ
ｃｔｔｔａ）の効果は、Ｍａｔｃｈ（Ｔｒａｒｓｆｅ
ｃ）の実施後に評価された。この欠失は全てのインター
フェロンに共通の制御領域内に位置していないが、それ
は転写因子のための３つの推定される結合部位を削除す
る：
－  Ｍｓｘ－１についての推定される結合部位は、野生
型の参照配列番号である配列番号１上のヌクレオチド１
３４～１４２を包含する。この結合部位に対するこの欠
失の効果は、この転写因子がよく理解されておらず、そ
してその機能が手足の形成に関連していることが提案さ
れているが、はっきりと同定されていないため、相応に
推定され得る（Hwang et al. (1998). Am. J. Med. Gen
et. 75 :419-423）。
－  Ｏｃｔ－１についての推定される結合部位は、野生
型参照配列番号である、配列番号１上のヌクレオチド１
４１～１６３を包含する。この結合部位は転写開始部位
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の約４００ヌクレオチド上流に位置するが、その欠失
は、この部位を認識する転写因子がＴ及びＢリンパ球に
おける転写開始の異なる機構に関与するので、重要な効
果を有すると思われる（Ullman et al. (1991). Scienc
e. 254 : 558-562 ; Kemler et al. (1989). EMBO J. 8
 : 2001-2008 ; Kamps et al. (1990). Mol Cell Biol.
 10 : 5464-5472）。
－  Ｈｏｘａ３についての推定される結合部位は、野生
型の参照配列番号である、配列番号１上のヌクレオチド
１４３～１５１を包含する。Ｈｏｘａ３は、胸腺の形成
を促進する、胎児の胸腺上皮細胞の制御に関与する転写
因子である（Suet al. (2001). Dev. Biol. 236 : 316-
329）。
【０２３１】この結果、１３９－１４４ｄｅｌ（ａｃｔ
ｔｔａ）ＳＮＰはＩＦＮα－２の発現の正常な制御に影
響を及ぼし得る。
【０２３２】例４：個体群におけるＳＮＰ  ｔ１１０
ｃ，ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，ｃ４２７ｔ，ｃ５２７ａ
及びｇ１０２３ａの遺伝子型判定
ＳＮＰの遺伝子型判定は、生成物が偏光した蛍光を読み
込むことによって検出される、ミニ配列決定の原理に基
づいている。当該技術は蛍光ミニ配列決定（ＦＰ－ＴＤ
Ｉ技術又はFluorescence Polarization Template-direc
t Dye-Terminator Incorporation）から成る。
【０２３３】ミニ配列決定は、前記群の各個体のゲノム
ＤＮＡからＰＣＲによって増幅された生成物で行われ
る。ＰＣＲ生成物は、それが遺伝子型判定され得るＳＮ
Ｐを含む遺伝子領域を覆う様な方法で選択される。使用
されなかったＰＣＲプライマー及び組み込まれなかった
ｄＮＴＰの排除後、ミニ配列決定は行われる。
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【０２３４】ミニ配列決定は、ポリメラーゼ酵素及び蛍
光標識したジデオキシヌクレオチドを用いることによっ
て、ＳＮＰの部位のすぐ上流に配置されたポリヌクレオ
チドプライマーを伸長することから成る。この伸長過程
から生じた生成物は、偏光した蛍光を読み込むことによ
って直接解析される。
【０２３５】全てのこれらの段階、及び読み込みが同一
のＰＣＲプレートにおいて行われる。
【０２３６】この様に、遺伝子型判定は５つの段階：
１）ＰＣＲによる増幅
２）酵素消化によるＰＣＲ生成物の精製
３）オリゴヌクレオチドプライマーの伸長
４）偏光した蛍光の読み込み
５）読み込みの解釈
を必要とする。
【０２３７】遺伝子型判定の段階１及び２は、一方では
ＳＮＰ  ｔ１１０ｃ，ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ及びｃ４
２７ｔのそれぞれ、そして他方ではＳＮＰ  ｃ５２７
ａ、及びｇ１０２３ａのそれぞれについて、同一の条件
で行われる。
【０２３８】段階３，４及び５は、これらの多型のそれ
ぞれ１つに特異的である。
【０２３９】１）ＩＦＮα－２遺伝子のヌクレオチド配
列のＰＣＲ増幅は、民族的に異なる起源の２６８人の個
体に由来するゲノムＤＮＡから出発して行われる。
【０２４０】これらのゲノムＤＮＡは、米国のＣｏｒｉ
ｅｌｌ  Ｉｎｓｆｉｔｕｅによって提供された。
【０２４１】２６８人の個体は以下の様に分布される：
【表１】
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【０２４２】これらの個体のそれぞれ１つに由来するゲ
ノムＤＮＡが試料を構成する。
【０２４３】ＳＮＰ  ｔ１１０ｃ，ｔ３３８ａ，ｔ３６
３ｃ及びｃ４２７ｔの場合、ＰＣＲ増幅は、以下のプラ
イマーから出発して行われる。
センスプライマー：GCCTCTTATGTACCCACAAA
アンチセンスプライマー：CACCAGTAAAGCAAAGGTCA
【０２４４】これらのヌクレオチド配列は、ヌクレオチ
ド配列である配列番号１の、ヌクレオチド３～ヌクレオ
チド５３７の、５３５ヌクレオチドの長さのフラグメン
トの増幅を可能にする。
【０２４５】ＳＮＰ  ｃ５２７ａ、及びｇ１０２３ａの
場合、ＰＣＲ増幅は、以下のプライマーから出発して行
われる。
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センスプライマー：CACCCATTTCAACCAGTCTA
アンチセンスプライマー：AGCTGGCATACGAATCAAT
【０２４６】これらのヌクレオチド配列は、ヌクレオチ
ド配列である配列番号１の、ヌクレオチド４７０～ヌク
レオチド１１２４の、６５５ヌクレオチドの長さのフラ
グメントの増幅を可能にする。
【０２４７】それぞれのＳＮＰの場合、ＰＣＲ生成物は
ミニ配列決定のための鋳型を務めるであろう。
【０２４８】当該ＰＣＲ反応の合計の反応液量は各試料
当たり５μｌである。
【０２４９】この反応液量は、以下の表に示す試薬から
構成される：
【表２】
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【０２５０】これらの試薬は、ＡＢＧｅｎｅによって供
給される、３８４個のウェルを有するブラックＰＣＲプ
レート（参照：ＴＦ－０３８４－Ｋ）に配分される。当
該プレートはシーリングされ、遠心され、続いて３８４
ウェルプレート用のサーモサイクラー（ＭＪ  Ｒｅｓｅ
ａｒｃｈのＴｅｔｒａｄ）内に据えられ、そして以下の
インキュベーションを受ける：ＰＣＲサイクル：９４℃
で１分、これに３段階（９４℃で１５秒、５６℃で３０
秒、６８℃で１分）から成る３６サイクルが続く。
【０２５１】２）ＰＣＲ増幅生成物は、続いて２つの酵
素：シュリンプアルカリホスファターゼ（ＳＡＰ）及び*
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*エキソヌクレアーゼＩ（ＥｘｏＩ）を用いて精製され
る。これらの最初の酵素は、ＰＣＲ増幅の間に組み込ま
れなかったｄＮＴＰの脱リン酸化を可能にし、一方、２
番目のものは一本鎖ＤＮＡ残基、特にＰＣＲの間に使用
されなかったプライマーを除去する。
【０２５２】この消化は、ＰＣＲプレートの各ウェルに
おける、試料当たり５μｌの反応混合物の添加によって
行われる。
【０２５３】この反応混合物は以下の試薬から構成され
る：
【表３】

【０２５４】充填したら、プレートをシーリングし、遠
心し、続いて３８４ウェルプレート用のサーモサイクラ
ー（ＭＪ  ＲｅｓｅａｒｃｈのＴｅｔｒａｄ）内に据
え、そして以下のインキュベーションを受ける：ＳＡＰ
－ＥＸＯ消化：３７℃で４５分、８０℃で１５分。

【０２５５】続いて、伸長又はミニ配列決定段階が、調
製した試料当たり５μｌの反応混合物の添加によって消
化されたＰＣＲ生成物で行われる。
【０２５６】ミニ配列決定３）及び読み込み段階４）及
び読み込みの解釈５）は、それぞれのＳＮＰ  ｔ１１０



(23) 特開２００３－２８１

30

43
ｃ，ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，ｃ４２７ｔ，ｃ５２７
ａ、及びｇ１０２３ａに特異的である。
【０２５７】全てのこれらの段階は、これらの多型のう
ちのそれぞれ１つに使用される具体的な条件をまとめて
後文に記載する。
【０２５８】３）ミニ配列決定
遺伝子型判定に必要な２つのミニ配列決定プライマーの
配列は、本発明に従うＳＮＰの部位の上流に位置するヌ
クレオチドの配列に対応する方法で判定した。ＳＮＰを*
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*含むＰＣＲ生成物が二本鎖ＤＮＡ生成物であるので、遺
伝子型判定はセンス鎖又はアンチセンス鎖のいずれかで
行われ得る。選択したプライマーはLifeTechnologies I
nc.によって製造される。
【０２５９】次の表は、各ＳＮＰについての、試験した
ミニ配列決定プライマーの配列及び遺伝子型判定のため
に保持される最適条件を示す。
【表４】

【０２６０】ＳＮＰのミニ配列決定は、最初に１６個の
試料に及んで確認され、続いて２６８人の個体及び１０
人のコントロールから構成される個体群の集合に及んで
遺伝子型判定された。

【０２６１】次に、伸長又はミニ配列決定段階が次の表
に示す様に行われる。
【表５】
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1 ５×伸長緩衝液は、２５０mM  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ  pH
９，２５０mM  ＫＣｌ，２５mM  ＮａＣｌ，１０mM  Ｍ
ｇＣｌ

2
 及び４０％グリセロールから構成される。

2 ｄｄＮＴＰ：ｄｄＮＴＰに関して、４塩基の混合物が
研究される多型に従い実施される。ＳＮＰを構成する注
目の２塩基（野生型ヌクレオチド／変異型ヌクレオチ
ド）のみが、例えばＴａｍｒａ又はＲ１１０のいずれか
で標識される。
3 ＳＮＰ  ｃ５２７ａの場合、ｄｄＮＴＰの混合物は：
－２．５μＭの非標識ｄｄＡＴＰ、
－２．５μＭの非標識ｄｄＣＴＰ、
－２．５μＭのｄｄＴＴＰ（１．８７５μＭの非標識ｄ
ｄＴＴＰ及び０．６２５μＭのＴａｍｒａ標識型ｄｄＴ
ＴＰ）、
－２．５μＭのｄｄＧＴＰ（１．８７５μＭの非標識ｄ
ｄＧＴＰ及び０．６２５μＭのＲ１１０標識ｄｄＧＴ
Ｐ）、から構成される。
ＳＮＰ  ｇ１０２３ａの場合、ｄｄＮＴＰの混合物は：
－２．５μＭの非標識ｄｄＣＴＰ、
－２．５μＭの非標識ｄｄＴＴＰ、
－２．５μＭのｄｄＧＴＰ（１．８７５μＭの非標識ｄ
ｄＧＴＰ及び０．６２５μＭのＴａｍｒａ標識型ｄｄＧ
ＴＰ）、
－２．５μＭのｄｄＡＴＰ（１．８７５μＭの非標識ｄ
ｄＡＴＰ及び０．６２５μＭのＲ１１０標識型ｄｄＡＴ
Ｐ）、
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から構成される。
【０２６２】充填したら、プレートはシーリングされ、
遠心され、続いて３８４ウェルプレート用のサーモサイ
クラー（ＭＪ  ＲｅｓｅａｒｃｈのＴｅｔｒａｄ）に据
えられ、そして次のインキュベーションを受ける：伸長
サイクル：９３℃で１分、これに２段階（９３℃で１０
秒、５５℃で３０秒）から構成される３５サイクルを続
ける。
【０２６３】サーモサイクラーにおける最後の段階の
後、LJL Biosystems Inc. のＡｒａｌｙｓｔ（商標）型
の、偏光型蛍光リーダー上にプレートを直接据える。プ
レートは、２つの方法を用いるＣｒｉｔｅｒｉｏｎ  Ｈ
ｏｓｔ（商標）のソフトウェアを使用して読み込む。最
初のものは、このフルオロフォアに特異的な発光及び励
起フィルターを用いることによって、Ｔａｍｒａ標識型
塩基の読み込みを可能にし（発光５５０～１０nm、励起
５８０～１０nm）、そして２番目のものは、このフルオ
ロフォアに特異的な発光及び励起フィルターを用いるこ
とによって、Ｒ１１０標識型塩基の読み込みを可能にす
る（発光４９０～１０nm、励起５２０～１０nm）。両者
の場合において、二色性二重ミラー（ｄｉｃｈｒｏｉｃ
  ｄｏｕｂｌｅ  ｍｉｒｒｏｒ）（Ｒ１１０／Ｔａｍｒ
ａ）が使用され、そして他の読み込みパラメーターは：
Ｚの高さ：１．５mm
アテニュエーター：アウト
インテグレーションタイム：１００，０００マイクロ秒
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生データユニット：カウント／秒
スイッチ偏光：ウェルごと
プレート設定時間：０ミリ秒
ＰＭＴ設定：Ｓｍａｒｔ  Ｒｅａｄ（＋）、感度２
動的偏光子：発光
静的偏光子：Ｓ
である。
【０２６４】ファイルの結果は、この様にＴａｍｒａフ
ィルターの場合のｍＰ（ミリ偏光）の計算値及びＲ１１
０フィルターの場合のものを含めて得られる。これらの
ｍＰ値は、以下の式に従い、平行な面（//）及び垂直な
面（⊥）に対して得られる強度から出発して計算され
る：
ＭＰ＝１０００（//－ｇ⊥）／（//＋ｇ⊥）
【０２６５】この計算において、値⊥は係数ｇによって
加重される。それは実験的にあらかじめ決定されなけれ
ばならない機械的な係数である。
【０２６６】４）及び５）読み込みの解釈及び遺伝子型
の決定
ｍＰ値は、Microsoft Inc.のExcel、及び／又はLJL Bio
systems Inc.によって開発されたＡｌｌｅｌｅ  Ｃａｌ
ｌｅｒ（商標）を用いてグラフ上に記された。
【０２６７】横軸上にはＴａｍｒａ標識型塩基のｍＰ値
を示し、縦軸上にはＲ１１０標識型塩基のｍＰ値を示
す。強力なｍＰ値は、このフルオロフォアで標識した塩
基が組み込まれたことを示し、そして反対に弱いｍＰ値
は、この塩基の不在を明らかにしている。
【０２６８】異なる遺伝子型を有するヌクレオチド配列
の、最大３つの同種の群が得られる。
【０２６９】Ａｌｌｅｌｅ  Ｃａｌｌｅｒ（商標）のソ
フトウェアの使用は、一度異なる群の同定が行われる
と、表の書式において各個体について定義されている遺
伝子型の直接的な抽出を可能にする。
【０２７０】ＳＮＰ  ｔ１１０ｃ，ｔ３３８ａ，ｔ３６
３ｃ，ｃ４２７ｔ，ｃ５２７ａ、及びｇ１０２３ａに関
するミニ配列決定の結果
遺伝子型判定の過程の完了後、本明細書で研究したＳＮ
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Ｐについての、個体群のうちの個体の遺伝子型の決定
は、上述したグラフを用いて行われる。
【０２７１】ＳＮＰ  ｔ１１０ｃの場合、遺伝子型は、
理論的には試験した個体において、ホモ接合体ＴＴ、又
はヘテロ接合体ＴＣ、又はホモ接合体ＣＣのいずれかで
ある。実際には、そして以下に示す様に、ホモ接合体の
遺伝子型ＣＣは個体群において検出されていない。
【０２７２】ＳＮＰ  ｔ３３８ａの場合、遺伝子型は、
理論的には試験した個体においてホモ接合体ＴＴ、又は
ヘテロ接合体ＴＡ、又はホモ接合体ＡＡのいずれかであ
る。実際には、そして以下に示す様に、ホモ接合体の遺
伝子型ＡＡは個体群において検出されていない。
【０２７３】ＳＮＰ  ｔ３６３ｃの場合、遺伝子型は、
理論的には試験した個体において、ホモ接合体ＴＴ、又
はヘテロ接合体ＴＣ、又はホモ接合体ＣＣのいずれかで
ある。実際には、そして以下に示す様に、ホモ接合体の
遺伝子型ＣＣは個体群において検出されていない。
【０２７４】ＳＮＰ  ｃ４２７ｔの場合、遺伝子型は、
理論的には試験した個体において、ホモ接合体ＣＣ、又
はヘテロ接合体ＣＴ、又はホモ接合体ＴＴのいずれかで
ある。実際には、そして以下に示す様に、ホモ接合体の
遺伝子型ＴＴは個体群において検出されていない。
【０２７５】ＳＮＰ  ｃ５２７ａの場合、遺伝子型は、
理論的には試験した個体においてホモ接合体ＣＣ、又は
ヘテロ接合体ＣＡ、又はホモ接合体ＡＡのいずれかであ
る。実際には、そして以下に示す様に、ホモ接合体の遺
伝子型ＡＡは個体群において検出されていない。
【０２７６】ＳＮＰ  ｇ１０２３ａの場合、遺伝子型
は、理論的には試験した個体において、ホモ接合体Ｇ
Ｇ、又はヘテロ接合体ＧＡ、又はホモ接合体ＡＡのいず
れかである。実際には、そして以下に示す様に、ホモ接
合体の遺伝子型ＡＡは個体群において検出されていな
い。
【０２７７】個体群において決定された遺伝子型の分布
及び研究した６個のＳＮＰに関する異なる対立遺伝子頻
度の計算の結果を次の表に提示する：
【表６】
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【表７】



(27) 特開２００３－２８１

10

50

【０２７８】上記の表において、
－  Ｎは個体数を表し、
－  ％は特異的な亜集団における個体のパーセンテージ
を表し、
－  対立遺伝子頻度は、特異的な亜集団における変異し
た対立遺伝子のパーセンテージを表し、
－  ９５％のＩＣは、信頼性の最小値と最大値の間隔が
９５％であることを表す。
【０２７９】例えば、アンチセンスにおいて遺伝子型判
定されたｃ５２７ａのＳＮＰの場合、アンチセンスで読
み込まれたｇは、センスで読み込まれた対立遺伝子ｃ、
及び未成熟ＩＦＮα－２タンパク質のアミノ酸配列の６
位のアラニンの存在に対応し、そしてその結果、アンチ
センスで読み込まれた対立遺伝子ｔは、対応するタンパ
ク質の配列において、この位置のアスパラギン酸と対応
する、センスで読み込まれた対立遺伝子ａに対応するこ
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とを明確にしておくことは必要である。
【０２８０】系統群、及びＳＮＰによるこれらの結果を
調べることによって、次のことが観察される：
－  ＳＮＰ  ｔ１１０ｃの場合、１１人のヘテロ接合体
の個体（ＴＣ）が、個体群において、系統群アフリカ系
アメリカ人、ヨーロッパ系コーカソイド、及び南アメリ
カ人から生じている。
－  ＳＮＰ  ｔ３３８ａの場合、１９人のヘテロ接合体
の個体（ＴＡ）が見られ、彼等は個体群において系統群
アフリカ系アメリカ人、カリブ人、ヨーロッパ系コーカ
ソイド、非ヨーロッパ系コーカソイドに由来している。
－  ＳＮＰ  ｔ３６３ｃの場合、唯一のヘテロ接合体の
個体（ＴＣ）が、個体群において系統群ヨーロッパ系コ
ーカソイド人から生じている。
－  ＳＮＰ  ｃ４２７ｔの場合、唯一のヘテロ接合体の
個体（ＣＴ）が、個体群において系統群南アメリカ人か



(28) 特開２００３－２８１

10

20

30

40

50

52
ら生じている。
－  ＳＮＰ  ｃ５２７ａの場合、唯一のヘテロ接合体の
個体（ＣＡ）が、個体群において系統群カリブ人から生
じている。
－  ＳＮＰ  ｇ１０２３ａの場合、唯一のヘテロ接合体
の個体（ＧＡ）が、個体群において系統群カリブ人から
生じている。
【０２８１】例５：天然野生型ＩＦＮα－２のものと比
較される、変異型Ｍ１４８Ｉ  ＩＦＮα－２の生物学的
機能の研究
ａ）原核生物の発現ベクターｐＴｒｃ／Ｈｉｓ－ｔｏｐ
ｏにおける天然野生型ＩＦＮα－２及び変異型（Ｍ１４
８Ｉ）ＩＦＮα－２のクローニング
天然野生型及び変異型ＩＦＮα－２タンパク質をコード
するヌクレオチド配列はＰＣＲによって増幅される。
【０２８２】その様な増幅を可能にするＰＣＲプライマ
ーは：
センスプライマー：CACCCATTTCAACCAGTCTA
アンチセンスプライマー：AGCTGGCATACGAATCAAT
である。
【０２８３】当該ＰＣＲ生成物は、ＴＯＰＯ（商標）－
クローニング（Invitrogen Corp.）によって、ＩＰＴＧ
（イソ－プロピル－チオ－ガラクトシド）により誘導可
能なＴｒｃハイブリッドプロモーターの制御下にある原
核生物発現ベクターｐＴｒｃ／Ｈｉｓ－Ｔｏｐｏ内に挿
入される。
【０２８４】このベクターは、ミニ－シストロンユニッ
トの存在に起因する、細菌における真核生物タンパク質
の異種発現を可能にする。
【０２８５】野生型タンパク質及び変異型タンパク質
は、６ヒスチジン末端から構成されるＮ末端伸長及び特
異的抗体のためのエピトープを有する融合タンパク質の
形態で生成される。
【０２８６】エンテロキナーゼエンドプロテアーゼを用
いることによって、この追加の領域を開裂することが可
能である。
【０２８７】組換えタンパク質をコードするベクターの
領域のヌクレオチド配列を調べた後、Ｅ．コリの菌株、
Ｔｏｐ１０（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）がこれらの組換え
発現ベクターで形質転換される。
【０２８８】ｂ）天然野生型ＩＦＮα－２及び変異型Ｍ
１４８Ｉ変異型ポリヒスチジンＩＦＮα－２のＥ．コリ
における異種発現及び精製
アメアット、野生型ＩＦＮα－２をコードするクローン
又はＭ１４８Ｉ  ＩＦＮα－２をコードするものを含
む、１００mLのＬＢＡ培地（Ｌｕｒｉａ  Ｂｅｒｔｏｎ
ｉ＋１００μｇ／mLアンピシリン）の２つの飽和プレ培
養が、２００回転／分（rpm ）の振盪で、３０℃で２４
時間行われた。２４時間の増殖の後、培養物は、９００
mLのＬＢＡ培地（あらかじめ３７℃で一晩インキュベー
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トされたもの）で１／１０にして接種するのに使用され
た。
【０２８９】２番目の培養の組み合わせが、６００nmの
波長で測定される０．８の光学密度に相当する細胞密度
に達した場合、続いてポリヒスチジンタンパク質の発現
が１mMの終濃度でＩＰＴＧを添加することによって誘導
され、そして培養が、２００rpm の振盪で、３０℃で５
時間維持される。
【０２９０】４℃で３０分の、４０００×ｇでの遠心後
に得られた細菌のペレットは、２５mLの緩衝液Ａ（Ｔｒ
ｉｓ  ５０mM，pH８，ＮａＣｌ  ５０mM、イミダゾール
  １０mM，ＰＭＳＦ  ０．１mM  pH８）中で再懸濁され
る。
【０２９１】０．５mg／mLのリソザイム及び２０ユニッ
トのＤＮアーゼＩの存在下での、氷冷下での３０分のプ
レインキュベーションは、試料の温度を調節しながらの
３つの段階で行われる超音波処理（１０秒間の停止を含
む、１０秒間の衝撃当たり２４０ワット供給される１分
間の段階）の前に行う。次に、細胞懸濁液を、４℃で３
０分の、１５，０００×ｇでの遠心によって清澄にす
る。
【０２９２】次に、遠心の上清を０．２２マイクロメー
ターのフィルター上で濾過する。
【０２９３】存在しているポリヒスチジンタンパク質
は、続いてあらかじめ５０mM  Ｔｒｉｓ，３００mM  Ｎ
ａＣｌ  pH８．０（緩衝液Ｂ）中で平衡化したＨｉＴｒ
ａｐ（商標）ニッケルアフィニティー樹脂（Ａｍｅｒｓ
ｈａｍ  ＰｈａｒｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ）上でのＨ
ＰＬＣによって精製される。
【０２９４】回収した画分におけるポリヒスチジンタン
パク質の存在は、一方でＳＤＳ  ＰＡＧＥ電気泳動によ
って、他方で融合タンパク質のＮ末端に対する特異的抗
体を用いる免疫検出によって証明される。
【０２９５】この段階で、注目のタンパク質は最大８０
％純粋である。
【０２９６】精製の最終段階は、イオン交換クロマトグ
ラフィーカラム上でのタンパク質の分離から成る。
【０２９７】融合タンパク質を含む画分は、５０mM  Ｔ
ｒｉｓ  pH８の緩衝液中であらかじめ平衡化した陰イオ
ン交換カラム（ＭｉｎｉＱ  ＰＥ  ４．６／５０，Ｐｈ
ａｒｍａｃｉａ）に注入される。タンパク質の溶出は、
５０mM  Ｔｒｉｓ  pH８．０の緩衝液中の、０～５００
mMに及ぶＮａＣｌグラジエントの通過によって行われ
る。
【０２９８】注目のタンパク質の純度はＳＤＳ／ＰＡＧ
Ｅ上で推定され、そしてタンパク質濃度はＢＣＡアッセ
イ（ビシンコニン酸及び硫酸銅、Ｓｉｇｍａ）によって
測定された。
【０２９９】Ｎ末端ポリヒスチジン末端を含む精製野生
型及び変異型ＩＦＮα－２タンパク質が、Ｄａｕｄｉ細
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胞系の細胞増殖に対するＩＦＮα－２のこれらの２つの
形態の抗増殖活性の測定から成る機能的試験の間使用さ
れる。
【０３００】ｃ）Ｄａｕｄｉ  Ｂｕｒｋｉｔｔ細胞系の
ヒトリンパ芽球の抗増殖を誘導する天然野生型及び変異
型１４８Ｉ  ＩＦＮα－２の能力の評価
これらの試験は、２つの異なるＩＦＮα－２の型、すな
わち天然野生型ＩＦＮα－２及びＭ１４８Ｉ  ＩＦＮα
－２で行われる。前もってＲＰＭＩ１６４０培地（１０
％ウシ胎児血清及び２mMのＬ－グルタミンを添加したも
の）中で培養された細胞（ヒトＤａｕｄｉ  Ｂｕｒｋｉ
ｔｔリンパ腫細胞系、以後「Ｄａｕｄｉ細胞」と称す
る）は、４×１０4 細胞／穴の細胞密度で９６穴プレー
ト中に接腫される。
【０３０１】各穴において、Ｄａｕｄｉ細胞は、天然野
生型又は変異型ＩＦＮα－２のいずれかの濃度の増大さ
せつつ据えられる。野生型及び変異型ＩＦＮα－２のい
ずれかの場合に、０．００３pM～６００nMの終濃度が試
験される。
【０３０２】８個の異なる培養、及びそれによる異なる
測定が、両タンパク質及び各濃度について平行して行わ
れる。
【０３０３】Ｄａｕｄｉ細胞は、続いて５％ＣＯ

2
 のも

と、３７℃で６６時間培養される。
【０３０４】６６時間の増殖後、各ＩＦＮα－２の抗増
殖効果が、なおもミトコンドリアデヒドロゲナーゼ活性
を示す生細胞の数によって決定される。これらのデヒド
ロゲナーゼ活性は、テトラゾリウム塩であるＭＴＴの開
裂に由来するホルマザン結晶の形成に対応する５５０nm
での光学密度をモニタリングすることによって、１２mM
  ＭＴＴの存在下（３７℃で４時間インキュベート）で
検出され得る。
【０３０５】野生型ＩＦＮα－２又はＭ１４８Ｉ変異型
ＩＦＮα－２の抗増殖活性は、細胞増殖を５０％阻害す
るＩＦＮα－２の濃度に相当するＩＣ５０の測定に基づ
いている。
【０３０６】得られた結果は図３に例示する。
【０３０７】野生型及び変異型（Ｍ１４８Ｉ）タンパク
質の各濃度について、グラフ上に表された点は、タンパ
ク質及び濃度のそれぞれについて平行して作製された４
つの培養物上で行われた４つの測定値の平均である。
【０３０８】野生型ＩＦＮα－２について測定される平
均ＩＣ５０値は０．３であり、一方、変異型Ｍ１４８Ｉ
  ＩＦＮα－２について測定される平均ＩＣ５０値は
５．０である。従って、天然野生型タンパク質の値に対
する変異型タンパク質のＩＣ５０値に対応する比は１
５．３に達する。
【０３０９】この試験は、細胞の抗増殖活性が、Ｍ１４
８Ｉ変異型ＩＦＮα－２の場合、野生型ＩＦＮα－２と
比較して大きく低下することを示している。
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【０３１０】ｄ）乳ガン細胞系ＭＣＦ－７におけるシグ
ナル伝達を活性化する天然野生型及び変異型Ｍ１４８Ｉ
  ＩＦＮα－２の能力の評価
インターフェロンは、ＪＡＫ（Ｊａｎｕｓキナーゼ）及
びＳＴＡＴ（シグナルトランスデューサー及び転写のア
クチベーター）タンパク質が関与するシグナル伝達経路
を介して作用することが知られている。インターフェロ
ンの、その受容体への結合は、リン酸化によってＳＴＡ
Ｔタンパク質を次々に活性化するＪＡＫタンパク質のリ
ン酸化を誘導する。活性化されたＳＴＡＴタンパク質
は、それらが、各遺伝子の転写を刺激する、遺伝子プロ
モーター上のインターフェロン応答因子と結合する核に
転移する。インターフェロンによって開始されるシグナ
ル伝達経路を研究するために、レポーター遺伝子技術を
使用した。方法は後述する。
【０３１１】乳ガン細胞ＭＣＦ－７（ＥＣＡＣＣ）は、
２４時間、１０％ウシ胎児血清を添加したＲＰＭＩ中
の、９６穴プレートの１×１０4 細胞／穴の密度で播種
された。続いて、細胞は、取扱い説明書に従い、Ｓｕｐ
ｅｒｆｅｃｔ（Ｑｉａｇｅｎ）を用いてインターフェロ
ン刺激型応答因子（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）の制御下で配置
されたホタルルシフェラーゼをコードするレポーター遺
伝子コンストラクト（ｐＩＳＲＥ－Ｌｕｃ）で６時間ト
ランスフェクションされた。次に、培養液を交換し、そ
して細胞を種々の用量の野生型又は変異型ＩＦＮα－２
タンパク質を用いて、３７℃で６時間刺激した後に、Ｃ
Ｏ
2
 インキュベーター内でそれらを一晩インキュベート

した。刺激の後、培養液を捨て、そして１００μｌ／穴
のリン酸緩衝液（ＰＢＳ）／１mM  ＭｇＣｌ

2
 と交換し

た。ルシフェラーゼ活性は、１００μｌ／穴の基質であ
るＬｕｃｌｉｔｅ－Ｐｌｕｓ（Ｐａｃｋａｒｄ）の添加
後に、Ｍｉｃｒｏ  Ｂｅｔａカウンター（Ｐｅｒｋｉｎ
－Ｅｌｍｅｒ）において測定した。
【０３１２】結果はルシフェラーゼ活性の最大刺激のパ
ーセンテージとして表される。測定は３回行い、そして
本明細書で示した値は３回１組の決定の平均を表す。
【０３１３】シグナル伝達カスケードの引き金を引く野
生型ＩＦＮα－２又は変異型Ｍ１４８Ｉ  ＩＦＮα－２
の能力は、ルシフェラーゼ活性を５０％刺激するそれら
の各濃度に対応するそれらの５０％有効量（ＥＣ５０）
の測定に基づいている（最大刺激が１００％の活性であ
るとみなされる）。
【０３１４】野生型ＩＦＮα－２について測定される平
均ＥＣ５０値は１２．３３pMである。
【０３１５】変異型Ｍ１４８Ｉ  ＩＦＮα－２について
測定される平均ＥＣ５０値は１２２pMである。
【０３１６】従って、野生型タンパク質についてのＥＣ
５０値に対する、変異型タンパク質についてのＥＣ５０
に対応する比は９．９１に達する（標準偏差３．４）。
【０３１７】従って、この試験は変異型Ｍ１４８Ｉ  Ｉ
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ＦＮα－２の生物活性が、インターフェロンのシグナル
伝達経路を活性化するその能力に基づいて、野生型ＩＦ
Ｎα－２のものより１０倍低いことを示している。
【図面の簡単な説明】
【図１】図１は、ＳＮＰ  Ｍ１４８Ｉを含んで成る本発
明に従いコードされたタンパク質及び天然野生型ＩＦＮ
α－２タンパク質のモデルを表す。図１の濃いリボンは
天然野生型ＩＦＮα－２タンパク質の構造を表す。図１
の薄いリボンはＭ１４８Ｉ変異型ＩＦＮα－２タンパク
質の構造を表す。
【図２】図２は、図１で表したタンパク質の一方の右側*

57
*の近寄ったモデルを表す。
【図３】図３は、Ｄａｕｄｉ  Ｂｕｒｋｉｔｔ細胞系に
対する、本発明のポリペプチド及びヒトＩＦＮα－２の
参照野生型遺伝子によってコードされるポリペプチドの
抗増殖効果を測定する試験の結果を表す。この図におい
て、横軸はピコモル（pM）のタンパク質濃度の対数に対
応し、そして縦軸は細胞増殖のパーセンテージに対応す
る。野生型ＩＦＮα－２の抗増殖効果は三角によって表
され、そして変異型ＩＦＮα－２の抗増殖効果は丸によ
って表される。

【図１】 【図２】

【図３】
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【手続補正書】
【提出日】平成１４年５月２２日（２００２．５．２
２）
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正内容】
【書類名】      明細書
【発明の名称】  ＩＦＮアルファー２遺伝子の新規ポリ
ヌクレオチド及びポリペプチド
【特許請求の範囲】
【請求項１】  ａ）配列番号１の配列又はそのコード配
列と少なくとも８０％の同一性を有するヌクレオチド配
列であって、以下のコードＳＮＰ：ｃ５２７ａ又はｇ１
０２３ａのうちの少なくとも１つを含むと理解されるヌ
クレオチド配列、あるいは
ｂ）ａ）におけるヌクレオチド配列と相補的なヌクレオ
チド配列、を含んで成る単離されたポリヌクレオチド。
【請求項２】  ａ）配列番号１のヌクレオチド配列又は
そのコード配列であって、これらの配列のうちのそれぞ
れ１つが以下のコードＳＮＰ：ｃ５２７ａ，ｇ１０２３
ａのうちの少なくとも１つを含んで成ると理解されるも
の、あるいは
ｂ）ａ）におけるヌクレオチド配列と相補的なヌクレオ
チド配列、を含んで成る単離されたポリヌクレオチド。
【請求項３】  配列番号１の配列又はそのコード配列か
ら成り、当該配列のうちのそれぞれ１つが、以下のコー
ドＳＮＰ：ｃ５２７ａ、ｇ１０２３ａのうちの少なくと
も１つを含むと理解されることを特徴とする、請求項１
又は２に記載のポリヌクレオチド。
【請求項４】  ヌクレオチド配列ａ）がｃ５２７ａ及び
ｇ１０２３ａから成る群から選択される単一のコードＳ
ＮＰを含むことを特徴とする、請求項１～３のいずれか
１項に記載のポリヌクレオチド。
【請求項５】  ａ）配列番号１のヌクレオチド配列又
は、必要によりそのコード配列であって、これらの配列
のうちのそれぞれ１つが以下のＳＮＰ：９６－１００ｄ
ｅｌ（ａａｔｔｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１４４ｄｅ
ｌ（ａｃｔｔｔａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，ｃ４２
７ｔ，ｃ１０４７ｔのうちの少なくとも１つを含むと理
解されるもの、あるいは
ｂ）ａ）におけるヌクレオチド配列と相補的なヌクレオ
チド配列、を含んで成る単離されたポリヌクレオチド。
【請求項６】  ａ）配列番号１のヌクレオチド配列又
は、必要によりそのコード配列であって、これらの配列
のうちのそれぞれ１つが以下のＳＮＰ：９６－１００ｄ
ｅｌ（ａａｔｔｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１４４ｄｅ
ｌ（ａｃｔｔｔａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，ｃ４２
７ｔ，ｃ５２７ａ，ｇ１０２３ａ，ｃ１０４７ｔのうち

の少なくとも１つを含むと理解されるもの、あるいは
ｂ）ａ）におけるヌクレオチド配列と相補的なヌクレオ
チド配列、の一部から成る単離されたポリヌクレオチド
であって、少なくとも１０個のヌクレオチドから構成さ
れる単離されたポリヌクレオチド。
【請求項７】  ａ）配列番号２のアミノ酸配列、又は
ｂ）配列番号２のアミノ酸配列の２４～１８８位に含ま
れるアミノ酸を含んで成るアミノ酸配列であって；ａ）
及びｂ）におけるアミノ酸配列のうちのそれぞれ１つ
が、以下のコードＳＮＰ：Ａ６Ｄ，Ｍ１７１Ｉのうちの
少なくとも１つを含むと理解されるもの、を含んで成る
ポリペプチドをコードすることを特徴とする単離された
ポリヌクレオチド。
【請求項８】  Ａ６Ｄ及びＭ１７１Ｉから成る群から選
択される、単一のコードＳＮＰを含むポリペプチドをコ
ードすることを特徴とする、請求項７に記載のポリヌク
レオチド。
【請求項９】  ａ）配列番号１のヌクレオチド配列との
８０～１００％の同一性を有するポリヌクレオチド、及
び／又は
ｂ）請求項１～８のいずれか１項に記載のポリヌクレオ
チドの、全部又は一部の使用であって、配列番号１のヌ
クレオチド配列又は、必要によりそのコード配列であっ
て、これらの配列のうちのそれぞれ１つが、以下のＳＮ
Ｐ：９６－１００ｄｅｌ（ａａｔｔｔ），ｔ１１０ｃ，
１３９－１４４ｄｅｌ（ａｃｔｔｔａ），ｔ３３８ａ，
ｔ３６３ｃ，ｃ４２７ｔ，ｃ５２７ａ，ｇ１０２３ａ，
ｃ１０４７ｔのうちの少なくとも１つを含むと理解され
るものと８０～１００％の同一性を有するポリヌクレオ
チドの全部又は一部を同定し、ハイブリダイズし、そし
て／あるいは増幅するための使用。
【請求項１０】  ａ）配列番号１のヌクレオチド配列と
８０～１００％の同一性を有するポリヌクレオチド、及
び／又は
ｂ）請求項１～８のいずれか１項に記載のポリヌクレオ
チドの、全部又は一部の使用であって、配列番号１のヌ
クレオチド配列又は、必要によりそのコード配列であっ
て、これらの配列のうちのそれぞれ１つが、以下のＳＮ
Ｐ：９６－１００ｄｅｌ（ａａｔｔｔ），ｔ１１０ｃ，
１３９－１４４ｄｅｌ（ａｃｔｔｔａ），ｔ３３８ａ，
ｔ３６３ｃ，ｃ４２７ｔ，ｃ５２７ａ，ｇ１０２３ａ，
ｃ１０４７ｔのうちの少なくとも１つを含むと理解され
るものと、８０～１００％の同一性を有するポリヌクレ
オチドの全部又は一部の遺伝子型判定（ｇｅｎｏｔｙｐ
ｉｎｇ）のための使用。
【請求項１１】  遺伝子型判定がミニ配列決定によって
行われる、請求項１０に記載の使用。
【請求項１２】  請求項１～８のいずれか１項に記載の
ポリヌクレオチドを含んで成る組換えベクター。
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【請求項１３】  請求項１２に記載の組換えベクターを
含んで成る宿主細胞。
【請求項１４】  請求項１３に記載の宿主細胞が培養液
中で培養され、そしてポリペプチドが当該培養液から単
離されることを特徴とする、ポリペプチドの調製方法。
【請求項１５】  ａ）配列番号２のアミノ酸配列、又は
ｂ）配列番号２のアミノ酸配列の２４～１８８位の間に
含まれるアミノ酸を含むアミノ酸配列であって、ａ）及
びｂ）におけるアミノ酸配列のうちのそれぞれ１つが、
以下のＳＮＰ：Ａ６Ｄ，Ｍ１７１Ｉのうちの少なくとも
１つを含むと理解されるものと、少なくとも８０％の同
一性を有するアミノ酸配列を含んで成る単離されたポリ
ペプチド。
【請求項１６】  ａ）配列番号２のアミノ酸配列、又は
ｂ）配列番号２のアミノ酸配列の２４～１８８位の間に
含まれるアミノ酸を含むアミノ酸配列であって；ａ）及
びｂ）におけるアミノ酸配列のうちのそれぞれ１つが、
以下のコードＳＮＰ：Ａ６Ｄ，Ｍ１７１Ｉのうちの少な
くとも１つを含むと理解されるもの、を含んで成ること
を特徴とする、請求項１５に記載のポリペプチド。
【請求項１７】  ａ）配列番号２のアミノ酸配列、又は
ｂ）配列番号２のアミノ酸配列の２４～１８８位の間に
含まれるアミノ酸を含むアミノ酸配列であって、ａ）及
びｂ）におけるアミノ酸配列のうちのそれぞれ１つが、
以下のコードＳＮＰ：Ａ６Ｄ，Ｍ１７１Ｉのうちの少な
くとも１つを含むと理解されるものから成ることを特徴
とする、請求項１５又は１６に記載のポリペプチド。
【請求項１８】  ａ）及びｂ）におけるアミノ酸配列の
うちのそれぞれ１つが、Ａ６Ｄ及びＭ１７１Ｉから成る
群から選択される単一のコードＳＮＰを含むことを特徴
とする、請求項１５～１７のいずれか１項に記載のポリ
ペプチド。
【請求項１９】  免疫特異的抗体を得るための方法であ
って、請求項１５～１８のいずれか１項に記載のポリペ
プチドを用いる、動物の免疫感作によって得られること
を特徴とする方法。
【請求項２０】  請求項１５～１８のいずれか１項に記
載のポリペプチドのための免疫特異的抗体。
【請求項２１】  請求項１５～１８のいずれか１項に記
載のポリペプチドを活性化し、又は阻害する物質の同定
のための方法であって：
ａ）請求項１～４，６～８のいずれか１項に記載のポリ
ヌクレオチドを含んで成る組換えベクターの調製、
ｂ）ａ）に記載の組換えベクターを含んで成る宿主細胞
の調製、
ｃ）ｂ）に記載の宿主細胞と、試験され得る物質との接
触、及び
ｄ）試験され得る物質によって生じる活性化又は阻害作
用の決定、
を含んで成る方法。

【請求項２２】  請求項１５～１８のいずれか１項に記
載のポリペプチドによって活性化され、又は阻害される
物質の同定方法であって、
ａ）請求項１～４及び６～８のいずれか１項に記載のポ
リヌクレオチドを含んで成る組換えベクターの調製、
ｂ）ａ）に記載の組換えベクターを含んで成る宿主細胞
の調製、
ｃ）ｂ）に記載の宿主細胞と、試験され得る物質との接
触、及び
ｄ）前記ポリペプチドによって生じる、試験され得る物
質に対しての活性化又は阻害作用の決定、
を含んで成る方法。
【請求項２３】  対象者において、本発明に記載のポリ
ヌクレオチド及び／又は本発明に記載のポリペプチドの
生物学的特性を解析するための方法であって、以下の、
ａ）対象者のゲノムにおいて、請求項１～８のいずれか
１項に記載のポリヌクレオチドの存在又は非存在を決定
し、
ｂ）対象者において、請求項１～８のいずれか１項に記
載のポリヌクレオチドの発現レベルを決定し、
ｃ）対象者において、請求項１５～１８のいずれ１項に
記載のポリペプチドの存在又は非存在を決定し、
ｄ）対象者において、請求項１５～１８のいずれか１項
に記載のポリペプチドの濃度を決定し、
ｅ）対象者において、請求項１５～１８のいずれか１項
に記載のポリペプチドの機能性を決定すること、
のうちの少なくとも１つを含んで成る方法。
【請求項２４】  活性物質の目的で、請求項１５～１８
のいずれか１項に記載の少なくとも１つのポリペプチド
を含んで成る薬物。
【請求項２５】  ガン及び腫瘍、心臓血管疾患、代謝
病、感染症、中枢神経系の疾患、免疫学的及び自己免疫
学的に関連している疾患、創傷治癒、化学療法処置と関
連づけられる疾患、透析されている患者の貧血、骨粗鬆
症、胃腸疾患、性病から成る群から選択される疾患のう
ちの１つの予防又は処置が意図される薬物の調製のため
の、請求項１５～１８のいずれか１項に記載のポリペプ
チドの使用。
【請求項２６】  癌腫、例えば転移型腎癌、黒色腫、リ
ンパ腫、例えば濾胞性リンパ腫、白血病、例えば白血性
白血病及び慢性骨髄性白血病、肝臓、首、頭及び腎臓の
ガン、多発性骨髄腫、カルチノイド性腫瘍及び免疫欠損
後に出現する腫瘍、例えばエイズの場合カポジ肉腫、心
臓血管疾患、肥満、ウイルス感染、例えば慢性Ｂ型及び
Ｃ型肝炎並びにＨＩＶ／エイズ、及び感染性肺炎、アル
ツハイマー病、パーキンソン病、多発性硬化症、精神分
裂病及びうつ病、組織又は器官移植の拒絶、アレルギ
ー、喘息、乾癬及びリウマチ様関節炎、創傷治癒、化学
療法と関連している疾患、透析されている患者の貧血、
骨粗鬆症、クローン病及び潰瘍性大腸炎、並びに生殖器
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のイボから成る群から選択される疾患のうちの１つの予
防又は処置が意図される薬物の調製のための、請求項１
５～１８のいずれか１項に記載のポリペプチドの使用。
【請求項２７】  活性物質の目的で、請求項１～４及び
６～８のいずれか１項に記載の、少なくとも１つのポリ
ヌクレオチド、請求項１２に記載の組換えベクター、請
求項１３に記載の宿主細胞及び／又は請求項２０に記載
の抗体を含んで成る薬物。
【請求項２８】  ガン及び腫瘍、心臓血管疾患、代謝
病、感染症、中枢神経系の疾患、免疫学的及び自己免疫
学的に関連している疾患、創傷治癒、化学療法処置と関
連づけられる疾患、透析されている患者の貧血、骨粗鬆
症、胃腸疾患、性病から成る群から選択される疾患のう
ちの１つの予防又は処置が意図される薬物の調製のため
の、請求項１～４及び６～８のいずれか１項に記載のポ
リヌクレオチド、請求項１２に記載の組換えベクター、
請求項１３に記載の宿主細胞及び／又は請求項２０に記
載の抗体の使用。
【請求項２９】  癌腫、例えば転移型腎癌、黒色腫、リ
ンパ腫、例えば濾胞性リンパ腫、白血病、例えば白血性
白血病及び慢性骨髄性白血病、肝臓、首、頭及び腎臓の
ガン、多発性骨髄腫、カルチノイド性腫瘍及び免疫欠損
後に出現する腫瘍、例えばエイズの場合カポジ肉腫、心
臓血管疾患、肥満、ウイルス感染、例えば慢性Ｂ型及び
Ｃ型肝炎並びにＨＩＶ／エイズ、及び感染性肺炎、アル
ツハイマー病、パーキンソン病、多発性硬化症、精神分
裂病及びうつ病、組織又は器官移植の拒絶、アレルギ
ー、喘息、乾癬及びリウマチ様関節炎、創傷治癒、化学
療法と関連している疾患、透析されている患者の貧血、
骨粗鬆症、クローン病及び潰瘍性大腸炎、並びに生殖器
のイボから成る群から選択される疾患のうちの１つの予
防又は処置が意図される薬物の調製のための、請求項１
～４及び６～８のいずれか１項に記載のポリヌクレオチ
ド、請求項１２に記載の組換えベクター、請求項１３に
記載の宿主細胞及び／又は請求項２０に記載の抗体の使
用。
【請求項３０】  活性物質の目的で、請求項１５～１８
のいずれか１項に記載の少なくとも１つのポリペプチ
ド、請求項１～４及び６～８のいずれか１項に記載のポ
リヌクレオチドの全部又は一部、請求項１２に記載の組
換えベクター、請求項１３に記載の宿主細胞及び／又は
請求項２０に記載の抗体、並びに医薬として許容される
賦形剤を含む医薬組成物。
【請求項３１】  活性物質の目的で、請求項１５～１８
のいずれか１項に記載の少なくとも１つのポリペプチ
ド、請求項１～４及び６～８のいずれか１項に記載のポ
リヌクレオチドの全部又は一部、請求項１２に記載の組
換えベクター、請求項１３に記載の宿主細胞及び／又は
請求項２０に記載の抗体を含む診断組成物。
【請求項３２】  ａ）治療上有効な量の、請求項１５～

１８のいずれか１項に記載のポリペプチド、及び／又は
ｂ）請求項１～８のいずれか１項に記載のポリヌクレオ
チド、及び／又は
ｃ）処置され得る対象者に由来する、請求項１３に記載
の宿主細胞の使用であって；
請求項１５～１８のいずれか１項に記載のポリペプチド
の、対象者における発現又は活性を増大せしめることを
意図する薬物を調製するための使用。
【請求項３３】  ａ）治療上有効な量の、請求項２０に
記載の抗体、及び／又は
ｂ）請求項１～８のいずれか１項に記載のポリヌクレオ
チドの発現の阻害を可能にするポリヌクレオチド、
の使用であって、請求項１５～１８のいずれか１項に記
載のポリペプチドの、対象者における発現又は活性を減
少せしめることを意図する薬物を調製するための使用。
【請求項３４】  患者のゲノムにおける、配列番号１の
ヌクレオチド配列と少なくとも９５％の同一性を有する
ヌクレオチド配列であって、以下のＳＮＰ：９６－１０
０ｄｅｌ（ａａｔｔｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１４４
ｄｅｌ（ａｃｔｔｔａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，ｃ
４２７ｔ，ｃ５２７ａ，ｇ１０２３ａ，ｃ１０４７ｔの
うちの１つを含んで成るヌクレオチド配列の存在と関連
しているＩＦＮα－２変異体によって生じる疾患又は病
気を有する前記患者の予防又は処置のための薬物の調製
のための、ＩＦＮα－２タンパク質の使用。
【請求項３５】  ＩＦＮα－２遺伝子のポリヌクレオチ
ド内の、以下のＳＮＰ：９６－１００ｄｅｌ（ａａｔｔ
ｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１４４ｄｅｌ（ａｃｔｔｔ
ａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，ｃ４２７ｔ，ｃ５２７
ａ，ｇ１０２３ａ，ｃ１０４７ｔのうちの少なくとも１
つと、病気又は病気に対する耐性との間の、統計学的に
関連している関係を決定するための方法であって、
ａ）個体群を遺伝子型判定し、
ｂ）前記個体群内の前記病気又は病気に対する耐性の分
布を決定し、
ｃ）遺伝子型のデータと、前記病気又は病気に対する耐
性の分布とを比較し、そして
ｄ）統計的に関連している関係についての前記比較を解
析すること、
を含んで成る方法。
【請求項３６】  病気又は病気に対する耐性のための診
断／予後のキットを開発するための、ＩＦＮα－２遺伝
子のポリヌクレオチドにおける以下のＳＮＰ：９６－１
００ｄｅｌ（ａａｔｔｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１４
４ｄｅｌ（ａｃｔｔｔａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，
ｃ４２７ｔ，ｃ５２７ａ，ｇ１０２３ａ，ｃ１０４７ｔ
のうちの少なくとも１つの使用。
【請求項３７】  Ｍ１７１Ｉ変異型ＩＦＮα２の遺伝子
産物と比較して、実質的に類似又はそれ以下の生物活性
を有する新規化合物。
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【請求項３８】  前記生物活性が、例えばＤａｕｄｉ  
Ｂｕｒｋｉｔｔ細胞系上での細胞の抗増殖活性又はシグ
ナル伝達能を測定することによって評価される、請求項
３７に記載の化合物。
【請求項３９】  天然の野生型ＩＦＮα－２よりも少な
くとも１５倍低い、Ｄａｕｄｉ  Ｂｕｒｋｉｔｔ細胞系
上での細胞の抗増殖活性を有する新規化合物。
【請求項４０】  天然の野生型ＩＦＮα－２よりも少な
くとも１０倍低い、ＭＣＦ７細胞上でのシグナル伝達能
を有する新規化合物。
【請求項４１】  請求項３７～４０のいずれか１項に記
載の化合物の同定のための、Ｍ１７１ＩのＳＮＰを含
む、請求項１５～１８のいずれか１項に記載のポリペプ
チドの使用。
【請求項４２】  以下の段階：
ａ）生物活性、例えばＤａｕｄｉ  Ｂｕｒｋｉｔｔ細胞
系上での細胞の抗増殖活性又はシグナル伝達能を決定
し、
ｂ）試験され得る化合物の、段階ａ）で決定した活性
を、Ｍ１７１Ｉ変異型ＩＦＮα２の遺伝子産物の活性と
比較し、そして
ｃ）段階ｂ）で実施した比較に基づき、試験され得る化
合物が、Ｍ１７１Ｉ変異型ＩＦＮα２の遺伝子産物と比
較して実質的に類似又はそれより低い活性を有するか否
かを決定すること、
を含んで成る、請求項３７～４０のいずれか１項に記載
の化合物の同定方法。
【請求項４３】  試験され得る化合物が、合成ペプチド
コンビナトリアルライブラリー、高処理量スクリーニン
グからあらかじめ同定され、又はコンピューターを使っ
たドラックデザインによって設計された結果、Ｍ１７１
Ｉ  ＩＦＮα２遺伝子産物のポリペプチドと同一の三次
元構造及び／又は化学作用を有することを特徴とする、
請求項４２に記載の方法。
【請求項４４】  ガン及び腫瘍、心臓血管疾患、代謝
病、感染病、中枢神経系の疾患、免疫学的及び自己免疫
学的に関連している疾患、創傷治癒、化学療法処置と関
連づけられる疾患、透析されている患者の貧血、骨粗鬆
症、胃腸疾患、性病から成る群から選択される疾患のう
ちの１つの予防又は処置が意図される薬物の調製のため
の、請求項３７～４０のいずれか１項に記載の化合物の
使用。
【請求項４５】  癌腫、例えば転移型腎癌、黒色腫、リ
ンパ腫、例えば濾胞性リンパ腫、白血病、例えば白血性
白血病及び慢性骨髄性白血病、肝臓、首、頭及び腎臓の
ガン、多発性骨髄腫、カルチノイド性腫瘍及び免疫欠損
後に出現する腫瘍、例えばエイズの場合カポジ肉腫、心
臓血管疾患、肥満、ウイルス感染、例えば慢性Ｂ型及び
Ｃ型肝炎並びにＨＩＶ／エイズ、及び感染性肺炎、アル
ツハイマー病、パーキンソン病、多発性硬化症、精神分

裂病及びうつ病、組織又は器官移植の拒絶、アレルギ
ー、喘息、乾癬及びリウマチ様関節炎、創傷治癒、化学
療法と関連している疾患、透析されている患者の貧血、
骨粗鬆症、クローン病及び潰瘍性大腸炎、並びに生殖器
のイボから成る群から選択される疾患のうちの１つの予
防又は処置が意図される薬物の調製のための、請求項３
７～４０のいずれか１項に記載の化合物の使用。
【発明の詳細な説明】
【０００１】本発明はＩＦＮα－２遺伝子のヌクレオチ
ド配列に由来し、そして新規ＳＮＰを含んで成る新規ポ
リヌクレオチド、天然ＩＦＮα－２タンパク質に由来
し、そしてこれらのＳＮＰによって生じる突然変異を含
んで成る新規ポリペプチド、及びそれらの治療上での使
用に関する。
【０００２】従来技術
インターフェロンアルファー２（ＩＦＮα－２）遺伝子
は以下の刊行物に記載されている：
-  Olopade Ol., Bohlander Sk.“Mapping of the shor
test region of overlap of deletions of the short a
rm of chromosome 9 associated with human neoplasi
a.”Genomics. 1992 Oct ; 14 (2) : 437-43 ;
-  Ezekowitz Ra., Mulliken Jb.,“Interferon alpha-
2a therapy for life-threatening hemangiomas of inf
ancy”N. Engl. J. Med. 1992 May 28 ; 326 (22) : 14
56-63.;
-  Dithmar S., Rusciano D.,“Neoadjuvant interfero
n alpha-2b treatmentin a murine model for metastat
ic ocular melanoma : a preliminary study”Arch. Op
hthalmol. 2000 Aug ; 118 (8) : 1085-9.
【０００３】この遺伝子のヌクレオチド配列は、Ｇｅｎ
Ｂａｎｋのデータベースにおいてアクセッション番号Ｊ
００２０７，Ｖ１１８３４のもとアクセス可能である。
【０００４】ＩＦＮαは、それらの細胞性抗増殖作用、
並びに抗ウイルス性及び抗寄生虫性応答におけるそれら
の関与について知られている。
【０００５】ＩＦＮαはまた、造血幹細胞のレベルで複
数の他のサイトカインの発現を阻害し、そしてある腫瘍
の細胞増殖を阻害することも知られている。
【０００６】ＩＦＮαはまた、腎ガンにおけるＥＧＦ受
容体の発現を低下させ、あるミトコンドリア遺伝子の発
現を阻害し、そして線維芽細胞、単球及びＢリンパ球の
増殖を、特にｉｎ  ｖｉｔｒｏで阻害し、そしてＢリン
パ球による抗体の合成を阻止することも知られている。
【０００７】ＩＦＮαはまた、腫瘍細胞の表面上での腫
瘍特異的抗原の発現を誘導すること、そして更にはＩＳ
ＲＥ型（インターフェロン刺激応答因子）のプロモータ
ー領域の支配下にある遺伝子を、これらのＩＳＲＥの特
異的な転写因子に対して作用させることによって誘導す
ることも知られている。
【０００８】ＩＦＮαが異なる障害及び／又はヒトの疾
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患、例えば、限定しないが異なるガン、例えばガン腫、
黒色腫、リンパ腫、白血病並びに肝臓、首、頭及び腎臓
のガン、心臓血管疾患、代謝病、例えば免疫系等と関連
していないもの、例えば肥満、感染症、例えばＢ型及び
Ｃ型肝炎並びにＡＩＤＳ、感染性肺炎、潰瘍性大腸炎、
中枢神経系等の病気、例えばアルツハイマー病、精神分
裂病及びうつ病、組織又は器官移植の拒絶、創傷治癒、
透析されている患者の貧血、アレルギー、喘息、多発性
硬化症、骨粗鬆症、乾癬、リウマチ様関節炎、クローン
病、自己免疫疾患及び障害、胃腸疾患、並びに化学療法
処置と関連している障害、に関与することが知られてい
る。
【０００９】ＩＦＮαは、ある白血病、転移型腎ガン及
び免疫欠損後に現れる腫瘍、例えばＡＩＤＳの場合には
カポジ肉腫に特に使用される。ＩＦＮαは、他のタイプ
の腫瘍及びあるウイルス感染に対しても有効である。Ｉ
ＦＮαはまた、生殖器のイボ又は性病の処置についてＦ
ＤＡ（食品医薬品局）によって承認されている。
【００１０】しかしながら、ＩＦＮα、特にＩＦＮα－
２は、それらを医薬組成物において使用する場合に多く
の副作用があり、例えば急性過敏症（じんま疹、気管支
収縮、アナフィラキシーショック等）、心不整脈、低血
圧、てんかん性発作、甲状腺機能についての問題、流感
様症候群（発熱、発汗、筋肉痛）等である。
【００１１】更に、ＩＦＮαで処置された患者はこれら
の分子に対する抗体を発生させることがあり、これはそ
れらの有効性を中和して、その結果低下させる。
【００１２】本発明は、ＩＦＮα－２遺伝子及びその対
応するタンパク質に対する、天然野生型ＩＦＮα－２タ
ンパク質と異なる機能を有し得る、新規ポリペプチド及
び新規ポリヌクレオチドについて記載する。特に、これ
らの新規ポリペプチド及び新規ポリヌクレオチドのいく
つかは、天然野生型ＩＦＮα－２との比較で有意に阻害
される細胞抗増殖活性を有する。
【００１３】これらの新規ポリペプチド及びポリヌクレ
オチドは、特に前述の障害又は疾患を処置又は予防し、
そしてそれらに関連している欠点の全部又は一部を避け
るために使用され得る。
【００１４】本発明
本発明は、参照野生型ＩＦＮα－２遺伝子のヌクレオチ
ド配列と異なる、１又は複数のＳＮＰ（一塩基多型）を
含んで成る新規ポリヌクレオチドに関する。
【００１５】ヒト参照野生型ＩＦＮα－２遺伝子のヌク
レオチド配列である配列番号１は１７３３ヌクレオチド
から成り、そしてヌクレオチド５１１（開始コドン）か
らヌクレオチド１０７７（終止コドン）に及ぶ５６７ヌ
クレオチドのコード配列を含んで成る。
【００１６】本出願人は、参照野生型ＩＦＮα－２遺伝
子のヌクレオチド配列中で９個のＳＮＰを同定した。
【００１７】これらの９個のＳＮＰは以下の通りであ

る：９６－１００ｄｅｌ（ａａｔｔｔ），ｔ１１０ｃ，
１３９－１４４ｄｅｌ（ａｃｔｔｔａ），ｔ３３８ａ，
ｔ３６３ｃ，ｃ４２７ｔ，ｃ５２７ａ，ｇ１０２３ａ，
ｃ１０４７ｔ。
【００１８】当然のことながら、本発明の意味におい
て、番号付けは、あらかじめ定義したＳＮＰの位置に対
応し、そして配列番号１に示したヌクレオチド配列と関
連している。
【００１９】文字ａ，ｔ，ｃ及びｇは、それぞれ窒素性
塩基のアデニン、チミン、シトシン及びグアニンに対応
する。
【００２０】最初の文字は野生型のヌクレオチドに対応
し、一方、最後の文字は変異型ヌクレオチドに対応す
る。
【００２１】この様に、例えばＳＮＰ  ｃ５２７ａは、
参照野生型ＩＦＮα－２遺伝子のヌクレオチド配列であ
る配列番号１の、５２７位のヌクレオチドであるシトシ
ン（ｃ）が、アデニン（ａ）に変異したことに対応し、
そしてＳＮＰ  ９６－１００ｄｅｌ（ａａｔｔｔ）は、
参照野生型ＩＦＮα－２遺伝子のヌクレオチド配列であ
る配列番号１の９６～１００位までの５個のヌクレオチ
ドａａｔｔｔが欠失した変異に対応する。
【００２２】これらのＳＮＰは、引用によって本明細書
に組み入れられる、２０００年１２月６日に提出された
出願人の特許出願ＦＲ００２２８９４及び２００１年１
２月６日に提出されたＵＳ１０／０１０７４９に記載の
決定方法を用いて本出願人によって同定された。
【００２３】これらの特許出願に記載の方法は、無作為
な個体群由来の少なくとも１つの個体において、１（又
は複数）の既存のＳＮＰの同定を可能にする。
【００２４】本発明の範囲において、一方が完全なコー
ド配列を含んで成る、ＩＦＮα－２遺伝子のヌクレオチ
ド配列の２つのフラグメントが、無作為な方法で選択し
た個体群の異なる個体から単離された。
【００２５】続いて、これらのフラグメントの配列決定
が、ＤＨＰＬＣ（「変性－高性能液体クロマトグラフィ
ー」）による解析の後、ヘテロ二重鎖プロファイル（す
なわち、参照野生型ＩＦＮα－２遺伝子配列と異なるプ
ロファイル）を有するこれらの試料のうちのいくつかに
ついて行われた。
【００２６】この方法で配列決定されたフラグメント
を、次に参照野生型ＩＦＮα－２遺伝子のフラグメント
のヌクレオチド配列と比較し、そして本発明に基づくＳ
ＮＰが同定された。
【００２７】この様にＳＮＰは天然のものであり、そし
てこれらの各々が世界の人口のある個体に存在してい
る。
【００２８】参照野生型ＩＦＮα－２遺伝子は、最初の
２３アミノ酸を含むシグナルペプチドの開裂によって１
６５アミノ酸の成熟タンパク質に変換され得る、アミノ



(36) 特開２００３－２８１

酸配列である配列番号２に対応する、１８８アミノ酸の
未成熟タンパク質をコードする。
【００２９】本発明のコードＳＮＰのいずれか、すなわ
ちｃ５２７ａ及びｇ１０２３ａは、アミノ酸配列のレベ
ルで、ＩＦＮα－２遺伝子のヌクレオチド配列によって
コードされるタンパク質の修飾をもたらす。
【００３０】アミノ酸配列におけるこれらの修飾は以下
の通りである：ＳＮＰ  ｃ５２７ａは、アミノ酸配列で
ある配列番号２に対応する、ＩＦＮα－２遺伝子によっ
てコードされる未成熟タンパク質の６位のアミノ酸であ
るアラニン（Ａ）をアスパラギン酸（Ｄ）に変異させ、
そしてこれはシグナル配列に属するので、成熟タンパク
質には存在していない。本発明の説明において、このＳ
ＮＰによってコードされる突然変異は、Ａ６Ｄと称され
ることもある。
【００３１】ＳＮＰ  ｃ５２７ａは当該タンパク質のシ
グナル配列に位置するアミノ酸残基に影響を及ぼす。こ
のシグナル配列は、成熟タンパク質の適切なターゲッテ
ィングに必要な全ての情報を含む。従って、ＳＮＰ  ｃ
５２７ａは成熟タンパク質の最終的な局在に影響を及ぼ
し得る。
【００３２】ＳＮＰ  ｇ１０２３ａは、アミノ酸配列で
ある配列番号２と対応する、ＩＦＮα－２遺伝子によっ
てコードされる未成熟タンパク質の１７１位のアミノ酸
であるメチオニン（Ｍ）をイソロイシン（Ｉ）に変異さ
せ、そしてこれは成熟タンパク質の１４８位に当する。
本発明の説明において、用語Ｍ１４８Ｉ及びＭ１７１Ｉ
は、一方がそれぞれ成熟タンパク質又は未成熟タンパク
質を言及するかどうかに従い、このＳＮＰによってコー
ドされる突然変異を言及するために使用され得る。
【００３３】ＳＮＰ  ｇ１０２３ａは、参照野生型ＩＦ
Ｎα－２遺伝子のヌクレオチド配列によってコードされ
るポリペプチドと比較して、本発明に従うポリペプチド
の空間的配座の修飾をもたらす。
【００３４】空間的配座における修飾は、当業者に周知
の方法に従い、例えば新規のモデリングツール（例え
ば、ＳＥＱＦＯＬＤ／ＭＳＩ）、ホモロジー（例えば、
ＭＯＤＥＬＥＲ／ＭＳＩ）、力場の最小化（例えば、Ｄ
ＩＳＣＯＶＥＲ，ＤＥＬＰＨＩ／ＭＳＩ）及び／又は分
子動力学（ＣＦＦ／ＭＳＩ）を利用して、コンピュータ
ー分子モデリングによって観察され得る。
【００３５】その様なモデリングの一例は、本明細書に
おいて実験の項目に示される。
【００３６】コンピューター分子モデリングは、成熟変
異型タンパク質上の突然変異Ｍ１４８Ｉが、ＩＦＮα－
２のヘリックスＡ及びＥ上の、突然変異の部分に近い側
方の鎖における変化をもたらすという観察を可能にす
る。変異した側方の鎖のＩ１４８は、側方の鎖のＥ１４
１と塩橋で会合しており、これは成熟変異型タンパク質
の空間的配座におけるいくつかの変化をもたらす。一

方、野生型ＩＦＮα－２の三次元配座において、Ｒ１４
４の側方鎖は当該分子の内部に向かって配置され、Ｒ１
４４の側方鎖は成熟変異型タンパク質の外側に向かって
配置される。同様に、成熟変異型タンパク質において、
Ｒ２２及びＥ１４１の側方鎖は置換される。この様に、
変異型タンパク質は、天然野生型ＩＦＮα－２タンパク
質と異なる三次元配座を有する。
【００３７】この様に、コンピューター分子モデリング
は、１４８位のアミノ酸、メチオニンの存在が参照野生
型ＩＦＮα－２タンパク質の構造及び機能の重大な修飾
に関与するという予想を可能にする。
【００３８】本発明に従う他のＳＮＰ、すなわち９６－
１００ｄｅｌ（ａａｔｔｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１
４４ｄｅｌ（ａｃｔｔｔａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３
ｃ，ｃ４２７ｔ，ｃ１０４７ｔは、アミノ酸配列である
配列番号２のレベルで、ＩＦＮα－２遺伝子のヌクレオ
チド配列によってコードされるタンパク質の修飾に関与
しない。
【００３９】ＳＮＰ  ｃ１０４７ｔはサイレントであ
り、そしてＳＮＰ  ９６－１００ｄｅｌ（ａａｔｔ
ｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１４４ｄｅｌ（ａｃｔｔｔ
ａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，ｃ４２７ｔは非コード
領域である。
【００４０】本発明に従うポリヌクレオチドの遺伝子型
判定（ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ）は、群におけるこれらの
ポリヌクレオチドの対立遺伝子頻度を決定する様な方法
で実施され得る。遺伝子型判定の６個の例を、後文の実
験の項目において提示する。
【００４１】本発明のポリペプチドの機能性の決定も、
それらの生物活性の試験によって実施され得る。
【００４２】これについては、例えばＤａｕｄｉ  Ｂｕ
ｒｋｉｔｔ’ｓ細胞系に対する、本発明に従うポリペプ
チドの抗増殖作用を測定し、そして天然野生型ＩＦＮα
－２タンパク質と比較することが可能である。
【００４３】機能性の決定の一例は、後文の実験の項目
において提示する。
【００４４】本発明はまた、本発明に従うポリヌクレオ
チド及びポリペプチド並びにこれらのポリヌクレオチド
及びポリペプチドから出発して得られ、そして／あるい
は同定される治療分子の使用であって、特にあるヒトの
障害及び／又は疾患の予防及び処置のための使用に関す
る。
【００４５】本発明の詳細な説明
定義
「参照野生型遺伝子のヌクレオチド配列」とは、ヒト遺
伝子のヌクレオチド配列、配列番号１であると理解され
る。
【００４６】この配列は、ＧｅｎＢａｎｋにおいて、ア
クセッション番号Ｊ００２０７，Ｖ１１８３４のもとア
クセス可能であり、そしてOlopade Ol., Bohlander Sk.
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「Mapping of the Shortest region of overlap of del
etions of the Short arm ofChromosome 9 associated 
with human neoplasia」, Genomics. 1992 Oct ; 14(2)
 : 437-43に記載されている。
【００４７】「天然野生型ＩＦＮα－２タンパク質」と
は、参照野生型ＩＦＮα－２遺伝子のヌクレオチド配列
によってコードされる成熟タンパク質であると理解され
る。天然野生型未成熟ＩＦＮα－２タンパク質は、ペプ
チド配列である配列番号２に対応する。
【００４８】「ポリヌクレオチド」とは、修飾型又は非
修飾型ＤＮＡ又はＲＮＡであり得るポリリボヌクレオチ
ド又はポリデオキシリボヌクレオチドであると理解され
る。
【００４９】用語ポリヌクレオチドは、例えば一本鎖又
は二本鎖ＤＮＡ、１又は複数の一本鎖領域及び１又は複
数の二本鎖領域の混合物から成るＤＮＡ、一本鎖又は二
本鎖ＲＮＡ並びに１又は複数の一本鎖領域及び１又は複
数の二本鎖領域の混合物から成るＲＮＡを含む。用語ポ
リヌクレオチドは、更に１又は複数の三本鎖領域を含む
ＲＮＡ及び／又はＤＮＡを含むこともある。ポリヌクレ
オチドとは、安定性の理由又は他の理由のために修飾さ
れた骨格を有する様な方法で修飾された１又は複数の塩
基を含むＤＮＡ及びＲＮＡであると等しく理解される。
修飾された塩基とは、例えば異常な塩基、例えばイノシ
ンであると理解される。
【００５０】「ポリペプチド」とは、例えば同じペプチ
ドの場合には通常の又は修飾されたペプチド結合によっ
て、互いに連結した、少なくとも２つのアミノ酸を含ん
で成るペプチド、オリゴペプチド、オリゴマー又はタン
パク質であると理解される。
【００５１】本発明に従うポリペプチドは、遺伝コード
によって定義される、２０アミノ酸以外のアミノ酸から
成ることがあり、そして当業者に周知の、天然の過程、
例えば翻訳後成熟過程又は化学的過程によって修飾され
たアミノ酸から成ることもある。その様な修飾は文献に
おいて完全に詳述されている。これらの修飾は、ポリペ
プチド、ペプチド骨格、アミノ酸鎖において、又は例え
カルボキシ末端若しくはアミノ末端であっても、いずれ
かに出現し得る。
【００５２】ポリペプチドはユビキチン結合後に枝分か
れするか、あるいは枝分かれしながら又は枝分かれせず
に環状化することがある。このタイプの修飾は、当業者
に周知の天然又は合成翻訳後過程の結果であり得る。
【００５３】ポリペプチドの修飾は、例えばアセチル
化、アシル化、ＡＤＰリボシル化、アミド化、フラビン
の共有結合、ヘムの共有結合、ヌクレオチド又はヌクレ
オチド誘導体の共有結合、脂質又は脂質誘導体の共有結
合、ホスファチジルイノシトールの共有結合、共有又は
非共有架橋、還化、ジスルフィド結合形成、脱メチル
化、システイン形成、ピログルタミン酸塩形成、ホルミ

ル化、ガンマカルボキシル化、グリコシル化、ＧＰＩア
ンカー形成、ヒドロキシル化、ヨード化、メチル化、ミ
リストイル化、酸化、タンパク質分解過程、リン酸化、
プレニル化、ラセミ化、セネロイル化（ｓｅｎｅｌｏｙ
ｌａｔｉｏｎ）、硫酸化、アミノ酸付加、例えばアルギ
ニル化又はユビキチン結合を含むことがある。その様な
修飾は文献：PROTEINS-STRUCTURE AND MOLECULAR PROPE
RTIES, 2nd Ed., T.E. Creighton, New York, 1993, PO
ST-TRANSLATIONAL COVALENT MODIFICATION OF PROTEIN
S, B.C.Johnson, Ed., Academic Press, New York, 198
3, Seifter et al.“Analysisfor protein modificatio
ns and nonprotein cofactors”, Meth. Enzymol. (199
0) 182 : 626-646, and Rattan et al.“Protein Synth
esis : Post-translational Modifications and Agin
g”, Ann NY Acad Sci (1992) 663 : 48-62、において
十分に詳述されている。
【００５４】「単離されたポリヌクレオチド」又は「単
離されたポリペプチド」とは、例えば既に定義されてい
る様な、ヒトの身体から単離され、又はさもなければ技
術的手法によって産生されるポリヌクレオチド又はポリ
ペプチドであると理解される。
【００５５】「同一性」とは、ヌクレオチド又はポリペ
プチド配列の同一性の測定値であると理解される。
【００５６】同一性は当業者にとって周知の用語であ
り、そして文献に詳細に記載されている。COMPUTATIONA
L MOLECULAR BIOLOGY, Lesk, A.M., Ed., Oxford Unive
rsityPress, New York, 1998 ; BIOCOMPUTING INFORMAT
ICS AND GENOME PROJECT, Smith, D.W., Ed., Academic
 Press, New York, 1993 ; COMPUTER ANALYSIS OF SEQU
ENCE DATA, PART I, Griffin, A.M. and Griffin H.G.,
 Ed, Humana Press, New Jersey, 1994 ; and SEQUENCE
 ANALYSIS IN MOLECULAR BIOLOGY, von Heinje,G., Aca
demic Press, 1987を参照のこと。
【００５７】２つの配列間の同一性及び類似性を決定す
るために一般的に利用される方法も、文献において詳細
に記載されている。GUIDE TO HUGE COMPUTER, Martin 
J. Bishop, Ed, Academic Press, San Diego, 1994, an
d Carillo H. and Lipton D.,Siam J Applied Math (19
88) 48 : 1073を参照のこと。
【００５８】例えば、ヌクレオチド配列である配列番号
１と少なくとも９５％の同一性を有するポリペプチド
は、前記配列と比較して、１００ヌクレオチドの範囲に
多くても５個所の突然変異を含むポリヌクレオチドであ
る。
【００５９】これらの突然変異の個所は、１（又は複
数）のヌクレオチドの１（又は複数）の置換、付加及び
／又は欠失であってもよい。
【００６０】同様に、例えば、アミノ酸配列である配列
番号２と少なくとも９５％の同一性を有するポリペプチ
ドは、前記配列と比較して、１００ヌクレオチドの範囲
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に多くても５個所の突然変異を含むポリペプチドであ
る。
【００６１】これらの突然変異の個所は、１（又は複
数）のアミノ酸の１（又は複数）の置換、付加及び／又
は欠失であってもよい。
【００６２】本発明のＳＮＰのうち少なくとも１つを含
む、ヌクレオチド配列である配列番号１又はアミノ酸配
列である配列番号２とそれぞれ完全には同一ではない、
本発明に従うポリヌクレオチド及びポリペプチドは、そ
れらの配列の変異体とみなされる。
【００６３】通常、本発明に従うポリペプチドは、本発
明のＳＮＰのうち少なくとも１つを含んで成るヌクレオ
チド配列、配列番号１と、同一又は事実上同一の生物活
性を有する。
【００６４】同様に、本発明に従うポリペプチドは通
常、本発明のコードＳＮＰのうち少なくとも１つを含ん
で成るアミノ酸配列、配列番号２と同一又は事実上同一
の生物活性を有する。
【００６５】本発明に従う変異体は、例えば部位指定突
然変異導入法又は直接合成によって得ることができる。
【００６６】「ＳＮＰ」とは、ヌクレオチド配列におけ
る塩基の何らかの天然の変異であると理解される。ヌク
レオチド配列のＳＮＰは、コード、サイレント又は非コ
ードであってもよい。
【００６７】コードＳＮＰは、このヌクレオチド配列に
よってコードされるアミノ酸配列における１又は複数の
アミノ酸の修飾に関与するコード配列における多型であ
る。この場合、用語ＳＮＰは、拡大解釈すれば、アミノ
酸配列中の突然変異にも適用される。
【００６８】サイレントＳＮＰは、このヌクレオチド配
列によってコードされるアミノ酸配列におけるアミノ酸
の修飾に全く関与しないヌクレオチド配列のコード配列
における多型である。
【００６９】非コードＳＮＰは、ヌクレオチド配列の非
コード配列における多型である。この多型は、特にイン
トロン、スプライシング領域、転写プロモーター又はエ
ンハンサー部位の配列において見られる。
【００７０】「機能的ＳＮＰ」とは、既に定義した様
な、ヌクレオチド配列又はアミノ酸配列に含まれ、そし
ていくつかの機能を有するＳＮＰであると理解される。
【００７１】「機能性」とは、ポリペプチド又はポリヌ
クレオチドの生物活性であると理解される。
【００７２】本発明に従うポリペプチド又はポリヌクレ
オチドの機能性は、参照野生型遺伝子のヌクレオチド配
列又はこの後述するヌクレオチド配列によってコードさ
れるポリペプチドの生物活性の保存、増大、減少又は抑
制から成るといえる。
【００７３】本発明に従うポリペプチド又はポリヌクレ
オチドの機能性は、同様に参照野生型遺伝子のヌクレオ
チド配列又はこの後述するヌクレオチド配列によってコ

ードされるポリペプチドの生物活性の性質における変化
から成るともいえる。
【００７４】生物活性は、特に本発明に従うポリペプチ
ドと受容体との親和性又は親和性の不在と関連している
ことがある。
【００７５】ポリヌクレオチド
本発明は、
ａ）配列番号１の配列又はそのコード配列（ヌクレオチ
ド５１１～ヌクレオチド１０７７）との少なくとも８０
％の同一性、好ましくは少なくとも９０％の同一性、更
に好ましくは少なくとも９５％の同一性、そしてより更
に好ましくは少なくとも９９％の同一性を有するヌクレ
オチド配列であって、以下のコードＳＮＰ：ｃ５２７ａ
又はｇ１０２３ａのうちの少なくとも１つを含んで成る
と理解されるもの、あるいは
ｂ）ａ）におけるヌクレオチド配列と相補的なヌクレオ
チド配列、を含んで成る単離されたポリヌクレオチドに
関する。
【００７６】本発明は、同様に、
ａ）ヌクレオチド配列である配列番号１又はそのコード
配列であって、これらの配列のそれぞれが、以下のコー
ドＳＮＰ：ｃ５２７ａ又はｇ１０２３ａのうちの少なく
とも１つを含んで成ると理解されるもの、あるいは、
ｂ）ａ）におけるヌクレオチド配列と相補的なヌクレオ
チド配列、を含んで成る単離されたポリヌクレオチドに
関する。
【００７７】好ましくは、本発明のポリヌクレオチド
は、配列番号１の配列又はそのコード配列であって、こ
れらの配列のそれぞれが、以下のコードＳＮＰ：ｃ５２
７ａ，ｇ１０２３ａのうちの少なくとも１つを含んで成
ると理解されるものから成る。
【００７８】本発明に従い、既に定義したポリヌクレオ
チドは、ｃ５２７ａ及びｇ１０２３ａから成る群から選
択される単一のコードＳＮＰを含んで成る。
【００７９】既に定義した様なポリヌクレオチドは、更
に以下の非コード及びサイレントＳＮＰ：９６－１００
ｄｅｌ（ａａｔｔｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１４４ｄ
ｅｌ（ａｃｔｔｔａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，ｃ４
２７ｔ，ｃ１０４７ｔ、のうちの少なくとも１つを含む
ことがある。
【００８０】本発明はまた、
ａ）ヌクレオチド配列である配列番号１又は、必要によ
りそのコード配列であって、これらの配列のそれぞれ
が、以下の非コード又はサイレントＳＮＰ：９６－１０
０ｄｅｌ（ａａｔｔｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１４４
ｄｅｌ（ａｃｔｔｔａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，ｃ
４２７ｔ又はｃ１０４７ｔ、のうちの少なくとも１つを
含んで成る様なもの；あるいは
ｂ）ａ）におけるヌクレオチド配列と相補的なヌクレオ
チド配列、を含んで成り、又はそれらから成る単離され
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たポリヌクレオチドに関する。
【００８１】当然ながら、サイレントＳＮＰ  ｃ１０４
７ｔのみがヌクレオチド配列である配列番号１のコード
配列に位置する。
【００８２】本発明はまた、
ａ）ヌクレオチド配列である配列番号１又は、必要によ
りそのコード配列であって、これらの配列のそれぞれ
が、以下のＳＮＰ：９６－１００ｄｅｌ（ａａｔｔ
ｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１４４ｄｅｌ（ａｃｔｔｔ
ａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，ｃ４２７ｔ，ｃ５２７
ａ，ｇ１０２３ａ，ｃ１０４７ｔ、うちの少なくとも１
つを含む様なもの；あるいは
ｂ）ａ）におけるヌクレオチド配列と相補的なヌクレオ
チド配列、の一部から成る単離されたポリヌクレオチド
であって、少なくとも１０個のヌクレオチドから構成さ
れるものに関する。
【００８３】好ましくは、上文で定義した様な単離され
たポリヌクレオチドは１０～４０個のヌクレオチドから
構成される。
【００８４】本発明はまた、
ａ）アミノ酸配列である配列番号２、又は
ｂ）アミノ酸配列である配列番号２の２４～１８８位に
含まれるアミノ酸を含んで成るアミノ酸配列であって、
ａ）及びｂ）におけるアミノ酸配列のそれぞれが、以下
のコードＳＮＰ：Ａ６Ｄ，Ｍ１７１Ｉ、のうちの少なく
とも１つを含んで成ると理解されるもの、を含んで成る
ポリペプチドをコードする、単離されたポリヌクレオチ
ドに関する。
【００８５】当然のことながら、本発明の意味におい
て、Ａ６Ｄ，Ｍ１７１ＩのＳＮＰの位置に対応する番号
は、アミノ酸配列である配列番号２の番号に関連してい
る。
【００８６】本発明の好ましい態様において、既に定義
されているポリペプチドは、上文で定義した様な単一の
コードＳＮＰを含んで成る。
【００８７】好ましくは、本発明に従うポリヌクレオチ
ドは、ＤＮＡ又はＲＮＡ分子から構成される。
【００８８】本発明に従うポリヌクレオチドは、標準的
なＤＮＡ又はＲＮＡ合成法によって得ることができる。
【００８９】本発明に従うポリヌクレオチドも、ヌクレ
オチド配列である配列番号１上の各ＳＮＰのための変異
型ヌクレオチドによって野生型ヌクレオチドを修飾する
ことによって、ＩＦＮα－２遺伝子のヌクレオチド配列
から出発する、部位指定突然変異導入法によって得るこ
とができる。
【００９０】例えば、ＳＮＰ  ｇ１０２３ａを含んで成
る、本発明に従うポリヌクレオチドは、ヌクレオチド配
列である配列番号１の１０２３位にあるグアノシン
（ｇ）をアデノシン（ａ）に変化させることによって、
ＩＦＮα－２遺伝子のヌクレオチド配列から出発する、

部位指定突然変異導入法によって得ることができる。
【００９１】この様に実施され得る部位指定突然変異導
入法の過程は当業者にとって周知であり、刊行物である
TA Kunkelの、1985年の「Proc. Natl. Acad. Sci. US
A」82: 488を参照のこと。
【００９２】単離されたポリヌクレオチドも、例えば、
プレ、プロ又はプレ－プロタンパク質のアミノ酸配列又
はマーカーアミノ酸配列、例えばヘキサヒスチジンペプ
チドをコードするヌクレオチド配列を含むことがある。
【００９３】本発明のポリヌクレオチドはまた、融合タ
ンパク質又は他の精製産物を得るために、他のタンパク
質又はタンパク質フラグメントをコードするヌクレオチ
ド配列を伴うこともある。
【００９４】本発明に従うポリヌクレオチドはまた、ヌ
クレオチド配列、例えば５′及び／又は３′非コード配
列、例えば転写又は非転写配列、翻訳又は非翻訳配列、
スプライシングシグナル配列、ポリアデニル化配列、リ
ボソーム結合配列あるいはｍＲＮＡを安定化する配列で
さえも含むことがある。
【００９５】前記ヌクレオチド又はポリヌクレオチド配
列と相補的なヌクレオチド配列は、ストリンジェントな
ハイブリダイゼーション条件下で、このヌクレオチド配
列とハイブリダイズし得るものと定義される。
【００９６】「ストリンジェントなハイブリダイゼーシ
ョン条件」とは、ヌクレオチド配列が少なくとも８０
％、好ましくは９０％以上、より更に好ましくは９５％
以上、そして最も好ましくは９７％以上の同一性を有す
る場合にのみハイブリダイゼーションを可能にする化学
条件であると広く理解されるが必ずしもそうではない。
【００９７】ストリンジェントな条件は、当業者にとっ
て周知な方法に従い、例えば５０％ホルムアミド、５×
ＳＳＣ（１５０mMのＮａＣｌ，１５mMのクエン酸三ナト
リウム）、５０mMのリン酸ナトリウム（pH＝７．６）、
５×デンハルト溶液、１０％硫酸デキストラン及び２０
μｇの変性サケ精子ＤＮＡを含んで成る溶液中での、４
２℃での前記ポリヌクレオチドのインキュベーション、
続く０．１×ＳＳＣ、６５℃でのフィルターの洗浄によ
って得ることができる。
【００９８】本発明の範囲において、ストリンジェント
なハイブリダイゼーション条件のみが、１００％に等し
い同一性を有するヌクレオチド配列のハイブリダイゼー
ションを可能にする場合、ヌクレオチド配列は、ａ）に
おいて記載した様なヌクレオチド配列と厳密に相補的で
あると考えられる。
【００９９】当然のことながら、本発明の意味におい
て、ヌクレオチド配列と相補的なヌクレオチドは、本発
明に従う少なくとも１つのアンチセンスＳＮＰを含んで
成る。
【０１００】従って、例えば、前記ヌクレオチド配列が
ＳＮＰ  ｇ１０２３ａを含んで成る場合、その相補ヌク
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レオチド配列は１０２３位と同等の位置に、チミン
（ｔ）を含んで成る。
【０１０１】ＳＮＰを含んで成るポリヌクレオチドの同
定、ハイブリダイゼーション及び／又は増幅
本発明はまた、
ａ）ヌクレオチド配列である配列番号１と８０～１００
％の同一性を有するポリヌクレオチド、及び／又は
ｂ）少なくとも１つのＳＮＰを含んで成る、本発明に従
うポリヌクレオチド、の全部又は一部の使用であって、
ヌクレオチド配列である配列番号１又は、必要によりそ
のコード配列（ヌクレオチド５１１～ヌクレオチド１０
７７）と８０～１００％の同一性を有するポリヌクレオ
チドの全部又は一部であって、これらの配列のそれぞれ
１つが以下のＳＮＰ：９６－１００ｄｅｌ（ａａｔｔ
ｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１４４ｄｅｌ（ａｃｔｔｔ
ａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，ｃ４２７ｔ，ｃ５２７
ａ，ｇ１０２３ａ，ｃ１０４７ｔ、のうちの少なくとも
１つを含むと理解されるもの、を同定し、ハイブリダイ
ズし、そして／あるいは増幅するための使用に関する。
【０１０２】遺伝子型判定及びＳＮＰの頻度の決定
本発明はまた、
ａ）ヌクレオチド配列である配列番号１と８０～１００
％の同一性（好ましくは少なくとも９０％の同一性、更
に好ましくは９５％の同一性、そして特に１００％の同
一性）を有するポリヌクレオチド、及び／又は
ｂ）少なくとも１つのＳＮＰを含んで成る、本発明に従
うポリヌクレオチド、の全部又は一部の使用であって、
配列番号１又は、必要によりそのコード配列（ヌクレオ
チド５１１～ヌクレオチド１０７７）と８０～１００％
の同一性（好ましくは少なくとも９０％の同一性、更に
好ましくは９５％の同一性、そして特に１００％の同一
性）を有するポリヌクレオチドの全部又は一部であっ
て、これらの配列のそれぞれ１つが、以下のＳＮＰ：９
６－１００ｄｅｌ（ａａｔｔｔ），ｔ１１０ｃ，１３９
－１４４ｄｅｌ（ａｃｔｔｔａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６
３ｃ，ｃ４２７ｔ，ｃ５２７ａ，ｇ１０２３ａ，ｃ１０
４７ｔ、のうちの少なくとも１つを含んで成ると理解さ
れるものの、遺伝子型判定のための使用という目的を有
する。
【０１０３】本発明に従い、遺伝子型判定は個体又は個
体群、最も好ましくは個体群で行われ得る。遺伝子型
は、１又は複数の特異的な遺伝子座に存在する対立遺伝
子の決定から成る。
【０１０４】本発明の意味において、遺伝子型判定は個
体又は個体群の遺伝子型の決定のための方法として定義
される。遺伝子型は、１又は複数の特異的な遺伝子座に
存在する対立遺伝子から成る。
【０１０５】「個体群」とは、ランダムな方法又はラン
ダムでない方法で選択された、決定される個体の一群で
あると理解される。これらの個体はヒト、動物、微生物

又は植物であってもよい。通常、個体群は少なくとも１
０人、好ましくは１００～３００人含んで成る。
【０１０６】個体は、それらの民族性に従い、又はそれ
らの表現型に従い、特に以下の障害及び／又は疾患によ
って影響を受けるものが選択され得る：
－  ガン及び腫瘍、例えばガン腫、例えば転移型腎ガ
ン、黒色腫、リンパ腫、例えば濾胞性リンパ腫、白血
病、例えば白血性白血病及び慢性骨髄性白血病、肝臓、
首、頭及び腎臓のガン、多発性骨髄腫、カルチノイド性
腫瘍及び免疫欠損後に出現する腫瘍、例えばエイズの場
合カポジ肉腫、
－  心臓血管疾患、
－  代謝病、例えば非免疫関連疾患、例えば肥満、
－  感染症、例えばウイルス感染、例えば慢性Ｂ型及び
Ｃ型肝炎並びにＨＩＶ／エイズ、及び感染性肺炎、
－  中枢神経系の病気、例えばアルツハイマー病、パー
キンソン病、多発性硬化症、精神分裂病及びうつ病、
－  免疫及び自己免疫関連性疾患、例えば組織又は器官
移植の拒絶、アレルギー、喘息、乾癬及びリウマチ様関
節炎、
－  創傷治癒、
－  化学療法と関連している疾患、
－  透析されている患者の貧血、
－  骨粗鬆症、
－  胃腸の障害、例えばクローン病及び潰瘍性大腸炎、
並びに
－  性病、例えば生殖器のイボ。
【０１０７】ＳＮＰを遺伝子型判定するために実施され
得る多くの方法が存在している（例えば、Kwok Pharmac
ogenomics, 2000, vol 1, 95-100.“High-throughput g
enotyping assay approaches”）。これらの技術は４つ
の以下の原理のうちの１つに基づいている：対立遺伝子
特異的オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション、任
意にデオキシヌクレオチドの存在下でのジデオキシヌク
レオチドによるオリゴヌクレオチドの伸長、対立遺伝子
特異的オリゴヌクレオチドのライゲーション又は対立遺
伝子特異的オリゴヌクレオチドの開裂。これらの技術の
いずれか一つが、検出系、例えば直接的な又は偏光した
蛍光の測定、あるいは質量分析と組み合わせられ得る。
【０１０８】遺伝子型判定は、特に偏光型蛍光スキャナ
ーと一緒に、放射性ｄｄＮＴＰ（異なるフルオロフォア
によって標識された２つの異なるｄｄＮＴＰ）及び非放
射性ｄｄＮＴＰ（２つの異なる非標識型ｄｄＮＴＰ）を
用いたミニ配列決定によって実施され得る。偏光型蛍光
の読み込みによるミニ配列決定のプロトコール（ＦＰ－
ＴＤＩ技術又は蛍光偏光鋳型直接ダイターミネーター取
り込み（FluorescencePolarization Template-direct D
ye-Terminator Incorporation））は当業者にとって周
知である。
【０１０９】ＦＰ－ＴＤＩは、各個体のＤＮＡのポリメ
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ラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）による増幅後に得られる産物
で実施され得る。このＰＣＲ産物は、研究されたＳＮＰ
を含むポリヌクレオチドの遺伝子領域を網羅するために
選択される。ＰＣＲサーモサイクラーにおける最後の段
階の後、続いて、フルオロフォア特異的励起及び放射フ
ィルターを用いることによる標識された塩基の読み込み
のために、偏光型蛍光スキャナー上にプレートが据えら
れる。標識された塩基の強度の値はグラフ上に記され
る。
【０１１０】ＰＣＲ増幅に関して、本発明のＳＮＰの場
合、センス及びアンチセンスプライマーはそれぞれ、１
又は複数のＳＮＰを含む注目の領域を増幅するために、
本発明のＳＮＰの位置に従い、当業者によって容易に選
択され得る。
【０１１１】例えば、ＰＣＲ増幅のためのセンス及びア
ンチセンスヌクレオチドの最初の組み合わせは、
センスプライマー：GCCTCTTATGTACCCACAAA
アンチセンスプライマー：CACCAGTAAAGCAAAGGTCA
であってもよい。
【０１１２】これらのヌクレオチド配列は、ヌクレオチ
ド配列である配列番号１においてヌクレオチド３からヌ
クレオチド５３７に及ぶ、５３５ヌクレオチドの長さを
有するフラグメントの増幅を可能にする。
【０１１３】例えば、ＰＣＲ増幅のためのセンス及びア
ンチセンスヌクレオチド配列の第２の組み合わせは、
センスプライマー：CACCCATTTCAACCAGTCTA
アンチセンスプライマー：AGCTGGCATACGAATCAAT
であってもよい。
【０１１４】これらのヌクレオチド配列は、ヌクレオチ
ド配列である配列番号１においてヌクレオチド４７０～
ヌクレオチド１１２４に及ぶ、６５５ヌクレオチドの長
さを有するフラグメントの増幅を可能にする。
【０１１５】個体群におけるＳＮＰを含んで成る遺伝子
によってコードされる各対立遺伝子の頻度（対立遺伝子
頻度）の統計解析が続いて行われ、これはこの個体群を
構成する多様な民族性を含む異なる亜集団におけるそれ
らの影響及びそれらの分布の重要性の決定を可能にす
る。
【０１１６】遺伝子型判定のデータは、研究された群に
おいて観察された異なる対立遺伝子の分布頻度を推定す
るために解析される。対立遺伝子頻度の計算は、ソフト
ウェア、例えばＳＡＳ－ｓｕｉｔｅ（商標）（ＳＡＳ）
又はＳＰＬＵＳ（商標）（ＭａｔｈＳｏｆｔ）を用いて
実施され得る。個体群における異なる民族性の集団に及
ぶ本発明のＳＮＰの対立遺伝子分布の比較は、ソフトウ
ェア、例えばＡＲＬＥＱＵＩＮ（商標）及びＳＡＳ－ｓ
ｕｉｔｅ（商標）によって実施され得る。
【０１１７】遺伝子マーカーとしての本発明のＳＮＰ
遺伝子の機能配列（例えばプロモーター、スプライシン
グ部位、コード領域）を修飾するＳＮＰは病気の感受性

又は耐性と直接関連すると思われるが、全てのＳＮＰ
（機能的又は非機能的）がこれらの病気の状態に関与す
る１又は複数の遺伝子の同定にとって価値のあるマーカ
ーを提供することが可能であり、そしてこの結果、これ
らの病気の状態と間接的に関連するであろう（Cargill 
et al. (1999). Nature Genetics 22 : 231-238 ; Rile
y et al. (2000). Phermacogenomics 1 : 39-47 ; Robe
rts L. (2000). Science 287 : 1898-1899を参照のこ
と）。
【０１１８】この様に、本発明はまた、ＩＦＮα－２遺
伝子のポリヌクレオチドにおける以下のＳＮＰ：９６－
１００ｄｅｌ（ａａｔｔｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１
４４ｄｅｌ（ａｃｔｔｔａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３
ｃ，ｃ４２７ｔ，ｃ５２７ａ，ｇ１０２３ａ，ｃ１０４
７ｔ、のうちの少なくとも１つを含んで成るデータバン
クに関する。
【０１１９】更に当然のことながら、前記ＳＮＰはヌク
レオチド配列である配列番号１に従い番号が付けられて
いる。
【０１２０】このデータバンクは、ＩＦＮα－２遺伝子
のポリヌクレオチド内の、以下のＳＮＰ：９６－１００
ｄｅｌ（ａａｔｔｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１４４ｄ
ｅｌ（ａｃｔｔｔａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，ｃ４
２７ｔ，ｃ５２７ａ，ｇ１０２３ａ，ｃ１０４７ｔのう
ちの少なくとも１つと、病気又は病気に対する耐性との
間の、統計学的に関連している関係を決定するために、
ａ）個体群を遺伝子型判定し、
ｂ）前記個体群内の前記病気又は病気に対する耐性の分
布を決定し、
ｃ）遺伝子型のデータと、前記病気又は病気に対する耐
性とを比較し、そして
ｄ）統計的に関連している関係についての前記比較を解
析すること、
によって解析され得る。
【０１２１】本発明はまた、病気又は病気に対する耐性
のための診断／予後のキットを開発するための、ＩＦＮ
α－２遺伝子のポリヌクレオチドにおける以下のＳＮ
Ｐ：９６－１００ｄｅｌ（ａａｔｔｔ），ｔ１１０ｃ，
１３９－１４４ｄｅｌ（ａｃｔｔｔａ），ｔ３３８ａ，
ｔ３６３ｃ，ｃ４２７ｔ，ｃ５２７ａ，ｇ１０２３ａ，
ｃ１０４７ｔのうちの少なくとも１つの使用に関する。
【０１２２】本発明のＳＮＰ、例えば上述したものは、
病気又は病気に対する耐性と直接又は間接的に関連する
ことがある。
【０１２３】好ましくは、これらの病気は上文で言及し
た様に定義されるものであってもよい。
【０１２４】発現ベクター及び宿主細胞
本発明はまた、本発明に従う少なくとも１つのポリヌク
レオチドを含んで成る組換えベクターに関する。
【０１２５】多くの発現系、例えば染色体、エピソー
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ム、誘導型ウイルスが使用され得る。更に具体的には、
使用される組換えベクターは細菌性プラスミド、トラン
スポゾン、酵母のエピソーム、挿入因子、酵母染色体因
子、ウイルス、例えばバキュロウイルス、パピローマウ
イルス、例えばＳＶ４０、ワクシニアウイルス、アデノ
ウイルス、キツネポックスウイルス、仮性狂犬病ウイル
ス、レトロウイルスから誘導されることもある。
【０１２６】これらの組換えベクターはまた、コスミド
又はファージミド誘導体であってもよい。ヌクレオチド
配列は、当業者にとって周知な方法、例えばMOLECULAR 
CLONING, A LABORATORY MANUAL（上記）Sambrook et a
l. に記載のものによって、組換え発現ベクター内に挿
入され得る。
【０１２７】前記組換えベクターは、ポリヌクレオチド
発現の制御を調節するヌクレオチド配列並びに本発明の
ポリヌクレオチドの発現及び転写並びに本発明のポリペ
プチドの翻訳を可能にするヌクレオチド配列を含むこと
があり、これらの配列は使用される宿主細胞に従い選択
される。
【０１２８】従って、例えば適切な分泌シグナルが前記
組換えベクターに組み込まれることがあり、その結果、
本発明のポリヌクレオチドによってコードされるポリペ
プチドは、小胞体の内腔に向かって、細胞膜周辺腔に向
かって、膜上に、又は細胞外環境に向かって、方向づけ
られるであろう。
【０１２９】本発明はまた、本発明に従う組換えベクタ
ーを含んで成る宿主細胞に関する。
【０１３０】宿主細胞内への組換えベクターの導入は、
当業者にとって周知な方法、例えばBASIC METHODS IN M
OLECULAR BIOLOGY, Davis et al., 1986及びMOLECULAR 
CLONING : A LABORATORY MANUAL, 2nd Ed., Cold Sprin
g Harbor Laboratory Press,Cold Spring Harbor, N.
Y., 1989 に記載のもの、例えばリン酸カルシウムによ
るトランスフェクション、ＤＥＡＥデキストランによる
トランスフェクション、トランスフェクション、マイク
ロインジェクション、陽イオン性脂質によるトランスフ
ェクション、エレクトロポレーション、形質導入又は感
染、に従い実施され得る。
【０１３１】前記宿主細胞は、細菌細胞、例えばストレ
プトコッカス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｉ）、スタフィ
ロコッカス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｉ）、Ｅ．コリ
（Ｃｏｌｉ）又はバチルス・ズブチリス（Ｂａｃｉｌｌ
ｕｓ  ｓｕｂｔｉｌｉｓ）の細胞、真菌の細胞、例えば
酵母細胞及びアスペルギルス（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕ
ｓ）、ストレプトマイセス（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅ
ｓ）の細胞、昆虫細胞、例えばショウジョウバエ  Ｓ２
及びスポドプテラ（Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ）Ｓｆ９の細
胞、動物細胞、例えばＣＨＯ，ＣＯＳ，ＨｅＬａ，Ｃ１
２７，ＢＨＫ，ＨＥＫ  ２９３細胞及び処置すべき対象
のヒト細胞であっても、又は植物細胞でもよい。

【０１３２】前記宿主細胞は、例えば後文で明らかとな
る様に、本発明のポリペプチドを発現させるために、又
は医薬組成物中の活性産物として使用され得る。
【０１３３】ポリペプチド
本発明はまた、ａ）配列番号２のアミノ酸配列、又は
ｂ）配列番号２のアミノ酸配列の２４～１８８位の間に
含まれるアミノ酸を含んで成るアミノ酸配列であって、
ａ）及びｂ）におけるアミノ酸配列のうちのそれぞれ
が、以下のコードＳＮＰ：Ａ６Ｄ，Ｍ１７１Ｉのうちの
少なくとも１つを含むと理解されるものと、少なくとも
８０％の同一性、好ましくは少なくとも９０％の同一
性、更に好ましくは少なくとも９５％の同一性、そして
より更に好ましくは少なくとも９９％の同一性を有する
アミノ酸配列を含んで成る単離されたポリペプチドに関
する。
【０１３４】本発明のポリペプチドはまた、ａ）配列番
号２のアミノ酸配列、又はｂ）配列番号２のアミノ酸配
列の２４～１８８位の間に含まれるアミノ酸を含むアミ
ノ酸配列であって；ａ）及びｂ）におけるアミノ酸配列
のうちのそれぞれが、以下のコードＳＮＰ：Ａ６Ｄ，Ｍ
１７１Ｉのうちの少なくとも１つを含むと理解されるも
の、を含んで成ることがある。
【０１３５】本発明のポリペプチドは、更に具体的には
ａ）配列番号２のアミノ酸配列、又はｂ）配列番号２の
アミノ酸配列の２４～１８８位の間に含まれるアミノ酸
を含むアミノ酸配列であって、ａ）及びｂ）におけるア
ミノ酸配列のうちのそれぞれが、以下のコードＳＮＰ：
Ａ６Ｄ，Ｍ１７１Ｉのうちの少なくとも１つを含むと理
解されるものから成ることもある。
【０１３６】好ましくは、本発明に従うポリペプチド
は、Ａ６Ｄ及びＭ１７１Ｉから成る群から選択される単
一のコードＳＮＰを含む。
【０１３７】本発明はまた、その目的のために上述のポ
リペプチドの調製方法を有し、ここで、既に定義した宿
主細胞が培養液中で培養され、そして前記ポリペプチド
が当該培養液から単離される。
【０１３８】前記ポリペプチドは、当業者にとって周知
な方法、例えばカオトロピック剤、例えば塩、特に硫酸
アンモニウム、エタノール、アセトン又はトリクロロ酢
酸による沈澱、酸抽出；イオン交換クロマトグラフィ
ー；ホスホセルロースクロマトグラフィー；疎水性相互
作用クロマトグラフィー；親和性クロマトグラフィー；
ハイドロキシアパタイトクロマトグラフィー又は排除ク
ロマトグラフィーに従い、宿主細胞の培養液から出発し
て精製され得る。
【０１３９】「培養液」とは、本発明のポリペプチドが
単離され、又は精製される培地であると理解される。こ
の培地は細胞外培地及び／又は細胞溶解物から構成され
得る。当業者にとって周知な技術も、前記ポリペプチド
の高次構造が単離又は精製の間に変化する場合に、後者
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のものが前記ポリペプチドの活性高次構造を生むことを
可能にする。
【０１４０】抗体
本発明はまた、免疫特異的抗体を得るための方法に関す
る。
【０１４１】「抗体」とは、モノクローナル、ポリクロ
ーナル、キメラ、一本鎖及び／又はヒト化抗体並びにＦ
ａｂフラグメント、例えばＦａｂ又は免疫グロブリン発
現ライブラリー産物であると理解される。
【０１４２】免疫特異的抗体は、本発明に従うポリペプ
チドによる動物の免疫化によって得ることができる。
【０１４３】本発明はまた、本発明に従うポリペプチ
ド、例えば上文で定義したもののための免疫特異的抗体
に関する。
【０１４４】本発明に従うポリペプチド、そのフラグメ
ントの１つ、類似体、その変異体の１つ又はこのポリペ
プチドを発現している細胞も、免疫特異的抗体を産生す
るために使用され得る。
【０１４５】用語「免疫特異的」とは、抗体が、当業界
で知られている他のポリペプチドよりも本発明のポリペ
プチドに対してより良い親和性を有することを意味す
る。
【０１４６】免疫特異的抗体は、本発明のポリペプチ
ド、そのフラグメントの１つ、類似体又はエピトープフ
ラグメント又はこのポリペプチドを発現している細胞
を、哺乳類、好ましくはヒト以外に、当業者にとって周
知な方法に従い投与することによって得ることができ
る。
【０１４７】モノクローナル抗体の調製に関して、抗体
産生のための典型的な方法、例えばハイブリドーマ技術
（Kohler et al., Nature (1975) 256 : 495-497）、ト
リオーマ技術、ヒトのＢ細胞ハイブリドーマ技術（Kozb
or et al., Immunology Today (1983) 4 : 72）及びＥ
ＢＶハイブリドーマ技術（Cole et al., MONOCLONAL AN
TIBODIES AND CANCER THERARY, pp. 77-96, Alan R. Li
ss, 1985 ）が、細胞系から出発して使用され得る。
【０１４８】単鎖抗体の産生の技術、例えば米国特許第
４，９４６，７７８号に記載のものも使用され得る。
【０１４９】トランスジェニック動物、例えばマウス
も、ヒト化抗体を産生するのに使用され得る。
【０１５０】本発明のポリペプチドと相互作用する物質
本発明はまた、その目的のために、本発明に従うポリペ
プチドを活性化し、又は阻害する物質の同定のための方
法であって、
ａ）少なくとも１つのコードＳＮＰを含む、本発明に従
うポリヌクレオチドを含んで成る組換えベクターの調
製、
ｂ）ａ）に従う組換えベクターを含んで成る宿主細胞の
調製、
ｃ）ｂ）に従う宿主細胞と試験され得る物質との接触、

及び
ｄ）試験され得る物質によって生成する活性又は阻害作
用の決定、
を含んで成る方法を有する。
【０１５１】本発明に従うポリペプチドはまた、それと
相互作用する化合物をスクリーニングするために適用さ
れ得る。
【０１５２】これらの化合物は、本発明に従うポリペプ
チドの固有の活性を活性化する（アゴニスト）又は阻害
する（アンタゴニスト）物質であってもよい。これらの
化合物はまた、本発明のポリペプチドのリガンド又は基
質であってもよい。Coliganet al., Current Protocols
 in Immunology 1 (2), Chapter 5 (1991) を参照のこ
と。
【０１５３】通常、その様な方法を実行するために、最
初に本発明に従うポリペプチドを発現する適切な宿主細
胞を生成することが望ましい。その様な細胞は、例えば
哺乳類、酵母、昆虫、例えばショウジョウバエ又は細
菌、例えばＥ．コリの細胞であってもよい。
【０１５４】これらの細胞又はこれらの細胞の膜抽出物
が、続いて試験され得る化合物の存在下に据えられる。
【０１５５】本発明のポリペプチドとの、試験され得る
化合物の結合能、並びに機能的応答の阻害又は活性化が
続いて観察され得る。
【０１５６】上述の方法の段階ｄ）は、直接又は間接的
に標識される、試験され得る物質を用いることによって
実行され得る。それはまた、標識又は非標識物質及び標
識競合物質を用いることによる競合試験を含むことがあ
る。
【０１５７】試験され得る化合物が、検出され得るシグ
ナルに従い適切に選択された検出手段を用いることによ
って、本発明のポリペプチドを発現する細胞上で活性又
は阻害シグナルを生じるか否かも決定され得る。
【０１５８】その様な活性又は阻害物質はポリヌクレオ
チドであってもよく、そしてある場合にはオリゴヌクレ
オチド又はポリペプチド、例えばタンパク質又は抗体で
あってもよい。
【０１５９】本発明はまた、本発明に従うポリペプチド
によって活性化され又は阻害される物質の同定方法であ
って、
ａ）少なくとも１つのコードＳＮＰを含む、本発明に従
うポリヌクレオチドを含んで成る組換えベクターの調
製、
ｂ）ａ）に従う組換えベクターを含んで成る宿主細胞の
調製、
ｃ）試験され得る物質の存在下に、ｂ）に従う宿主細胞
を据えること、
ｄ）試験され得る物質に対する、前記ポリペプチドによ
って生じる活性又は阻害作用の決定、
を含んで成る方法に関する。
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【０１６０】本発明のポリペプチドによって活性化さ
れ、又は阻害される物質は、それぞれ、このポリペプチ
ドの存在下での活性化又は阻害によって応答する物質で
ある。本発明のポリペプチドによって直接又は間接的に
活性化され又は阻害される物質は、例えば膜結合型又は
核受容体、キナーゼ及び更に好ましくはチロシンキナー
ゼ、転写因子又はポリヌクレオチドから成ることもあ
る。
【０１６１】病気の検出
本発明はまた、目的のために、対象者において、本発明
に記載のポリヌクレオチド及び／又は本発明に記載のポ
リペプチドの生物学的特性を解析するための方法であっ
て、以下の、
ａ）対象者のゲノムにおいて、本発明に従うポリヌクレ
オチドの存在又は非存在を決定し、
ｂ）対象者において、本発明に従うポリヌクレオチドの
発現レベルを決定し、
ｃ）対象者において、本発明に従うポリペプチドの存在
又は非存在を決定し、
ｄ）対象者において、本発明に従うポリペプチドの濃度
を決定し、
ｅ）対象者において、本発明に従うポリペプチドの機能
性を決定すること、
のうちの少なくとも１つを含んで成る方法を有する。
【０１６２】これらの生物学的特性は、対象者におい
て、又は対象者由来の試料において解析され得る。
【０１６３】これらの生物学的特性は、遺伝子診断を実
施し、そして対象者が本発明に従うポリヌクレオチド及
び／又は本発明に従うポリペプチドの存在と関連してい
る病気、軽い病気又は障害の発生に対して影響を受けて
いるか、又は影響を受ける危険性があるか、又は反対
に、それに対する部分的な耐性があるか否かを決定する
ことを可能にし得る。
【０１６４】これらの病気は障害及び／又はヒトの病
気、例えば：
－  ガン及び腫瘍、例えばガン腫、例えば転移型腎ガ
ン、黒色腫、リンパ腫、例えば濾胞性リンパ腫、白血
病、例えば白血性白血病及び慢性骨髄性白血病、肝臓、
首、頭及び腎臓のガン、多発性骨髄腫、カルチノイド性
腫瘍及び免疫欠損後に出現する腫瘍、例えばエイズの場
合カポジ肉腫、
－  心臓血管疾患、
－  代謝病、例えば非免疫関連疾患、例えば肥満、
－  感染病、例えばウイルス感染、例えば慢性Ｂ型及び
Ｃ型肝炎並びにＨＩＶ／エイズ、及び感染性肺炎、
－  中枢神経系の病気、例えばアルツハイマー病、パー
キンソン病、多発性硬化症、精神分裂病及びうつ病、
－  免疫及び自己免疫関連性疾患、例えば組織又は器官
移植の拒絶、アレルギー、喘息、乾癬及びリウマチ様関
節炎、

－  創傷治癒、
－  化学療法と関連している疾患、
－  透析されている患者の貧血、
－  骨粗鬆症、
－  胃腸の障害、例えばクローン病及び潰瘍性大腸炎、
並びに
－  性病、例えば生殖器のイボ、であってもよい。
【０１６５】この方法はまた、対象者において、本発明
に従うＳＮＰによってコードされる変異対立遺伝子の存
在と関連している病気又は病気に対する耐性の遺伝子診
断を可能にする。
【０１６６】好ましくは、段階ａ）において、既に定義
した様な、少なくとも１つのコードＳＮＰを含むポリヌ
クレオチドの存在又は不在が検出され得る。
【０１６７】ポリヌクレオチドの検出は、研究され得る
対象者由来の生物学的試料、例えば細胞、血液、尿、唾
液から出発して、あるいは研究され得る対象者の生検又
は部検から出発して実施され得る。ゲノムＤＮＡは、例
えば直接的に又はＰＣＲ増幅後に使用され得る。ＲＮＡ
又はｃＤＮＡも同様に使用され得る。
【０１６８】この結果、本発明に従うポリヌクレオチド
のヌクレオチド配列を、対象者のゲノムにおいて検出さ
れるヌクレオチド配列と比較することが可能となる。
【０１６９】ヌクレオチド配列の比較は、配列決定によ
って、ＤＮＡハイブリダイゼーション法によって、変性
剤を用いる、又は用いない、電気泳動ゲノム上でのＤＮ
Ａフラグメントの移動度の差異によって、あるいは融解
温度の差異によって実施され得る。Myers et al., Scie
nce (1985) 230 : 1242 を参照のこと。ヌクレオチド配
列の構造における正確な位置でのその様な修飾も、ヌク
レアーゼ保護試験によって、例えばＲＮアーゼ及びＳ１
ヌクレアーゼによって、又は更に化学開裂剤によって解
明されることがある。Cotton et al., Proc. Natl. Aca
d. Sci. USA (1985) 85 : 4397-4401 を参照のこと。本
発明のポリヌクレオチドフラグメントを含んで成るオリ
ゴヌクレオチドプローブはまた、スクリーニングを行う
のにも使用され得る。
【０１７０】当業者にとって周知の多くの方法が、本発
明のポリヌクレオチドの発現を決定し、そしてこのポリ
ヌクレオチドの遺伝的変異性を同定するために使用され
得る（Chee et al., Science (1996), vol.274, pp610-
613 を参照のこと。）
【０１７１】段階ｂ）において、ポリヌクレオチドの発
現レベルは、当業者にとって周知な方法に従い、このポ
リヌクレオチドによってコードされる（そしてポリペプ
チドをコードする）ＲＮＡのレベルを定量することによ
って、例えばＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ、ＲＮアーゼ保護、
ノーザンブロット、及び他のハイブリダイゼーション法
によって、測定され得る。
【０１７２】段階ｃ）及びｄ）において、対象者又は対
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象者由来の試料における、本発明に従うポリペプチドの
存在又は不在及び濃度が、周知の方法、例えば免疫放射
アッセイ、競合的結合試験、ウェスタンブロット及びＥ
ＬＩＳＡ試験によって実施され得る。
【０１７３】段階ｄ）に続いて、本発明に従うポリペプ
チドの決定された濃度は、対象者において通常見出され
る天然野生型タンパク質の濃度と比較され得る。
【０１７４】当業者は、上文の様に起こる病気、軽い病
気又は障害に対する感受性又は、反対に耐性が現れる、
しきい値の上限又は下限を、従来技術の刊行物又は常用
の試験若しくはアッセイ、例えば既に言及されているも
のの助けを借りて同定することができる。
【０１７５】段階ｅ）において、本発明に従うポリペプ
チドの機能の決定は、当業者にとって周知な方法によっ
て、例えばｉｎ  ｖｉｔｒｏでの試験、例えば上文で言
及したものによって、又は前記ポリペプチドを発現する
宿主細胞の使用によって実施され得る。
【０１７６】薬物及び病気の処置
本発明のポリペプチドは非常に興味深い薬理学的特性を
有している。特に、それらはヒトＩＦＮα－２受容体と
結合し得る。これらの特性は、ヒトの身体の治療的処置
のための、すなわち薬物又は治療組成物としての本発明
のポリペプチドの使用に従う。
【０１７７】この様に、本発明はまた、活性物質の目的
で本発明に従うポリペプチドを含む薬物に関する。
【０１７８】本発明はまた、異なるヒトの障害及び／又
は病気、例えば：
－  ガン及び腫瘍、例えばガン腫、例えば転移型腎ガ
ン、黒色腫、リンパ腫、例えば濾胞性リンパ腫、白血
病、例えば白血性白血病及び慢性骨髄性白血病、肝臓、
首、頭及び腎臓のガン、多発性骨髄腫、カルチノイド性
腫瘍及び免疫欠損後に出現する腫瘍、例えばエイズの場
合カポジ肉腫、
－  心臓血管疾患、
－  代謝病、例えば非免疫関連疾患、例えば肥満、
－  感染病、例えばウイルス感染、例えば慢性Ｂ型及び
Ｃ型肝炎並びにＨＩＶ／エイズ、及び感染性肺炎、
－  中枢神経系の病気、例えばアルツハイマー病、パー
キンソン病、多発性硬化症、精神分裂病及びうつ病、
－  免疫及び自己免疫関連性疾患、例えば組織又は器官
移植の拒絶、アレルギー、喘息、乾癬及びリウマチ様関
節炎、
－  創傷治癒、
－  化学療法と関連している疾患、
－  透析されている患者の貧血、
－  骨粗鬆症、
－  胃腸の障害、例えばクローン病及び潰瘍性大腸炎、
並びに
－  性病、例えば生殖器のイボ、
の予防又は処置を意図する薬物の製造のための、本発明

に従うポリペプチドの使用に関する。
【０１７９】本発明に従うポリペプチドを得ることを可
能にする化合物及びこのポリペプチドによって得られ、
又はこれから同定される化合物のいくつかは、同様にヒ
トの身体の治療的処置のために、すなわち薬物として使
用され得る。
【０１８０】このことが、本発明が更に活性物質の目的
で、少なくとも１つの既に定義されているコードＳＮ
Ｐ、既に定義されている組換えベクター、既に定義され
ている宿主細胞、及び／又は既に定義されている抗体を
含む、本発明に従うポリヌクレオチドを含む薬物を目的
とする理由である。
【０１８１】本発明はまた、異なるヒトの障害及び／又
は病気、例えば：
－  ガン及び腫瘍、例えばガン腫、例えば転移型腎ガ
ン、黒色腫、リンパ腫、例えば濾胞性リンパ腫、白血
病、例えば白血性白血病及び慢性骨髄性白血病、肝臓、
首、頭及び腎臓のガン、多発性骨髄腫、カルチノイド性
腫瘍及び免疫欠損後に出現する腫瘍、例えばエイズの場
合カポジ肉腫、
－  心臓血管疾患、
－  代謝病、例えば非免疫関連疾患、例えば肥満、
－  感染病、例えばウイルス感染、例えば慢性Ｂ型及び
Ｃ型肝炎並びにＨＩＶ／エイズ、及び感染性肺炎、
－  中枢神経系の病気、例えばアルツハイマー病、パー
キンソン病、多発性硬化症、精神分裂病及びうつ病、
－  免疫及び自己免疫関連性疾患、例えば組織又は器官
移植の拒絶、アレルギー、喘息、乾癬及びリウマチ様関
節炎、
－  創傷治癒、
－  化学療法と関連している疾患、
－  透析されている患者の貧血、
－  骨粗鬆症、
－  胃腸の障害、例えばクローン病及び潰瘍性大腸炎、
並びに
－  性病、例えば生殖器のイボ、
の予防又は処置を意図する薬物の製造のための、少なく
とも１つの既に定義されているコードＳＮＰ、既に定義
されている組換えベクター、既に定義されている宿主細
胞、及び／又は既に定義されている抗体を含む、本発明
に従うポリヌクレオチドの使用に関する。
【０１８２】活性物質として有用な、本発明のポリペプ
チド及び他の化合物の用量は、化合物の選択、治療の兆
候、投与形態、製剤の性質、対象者の性質及び医師の判
断に依存する。
【０１８３】それを活性物質として使用する場合、本発
明に従うポリペプチドは、通常１～１００μｇ／対象者
のkgに及ぶ用量で投与される。
【０１８４】本発明はまた、活性物質として、少なくと
も１つの上記化合物、例えば本発明に従うポリペプチ
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ド、少なくとも１つの既に定義されているＳＮＰを含む
本発明に従うポリヌクレオチド、既に定量されている組
換えベクター、既に定義されている宿主細胞、及び／又
は既に定義されている抗体、並びに医薬として許容され
る賦形剤を含む医薬組成物を目的として有する。
【０１８５】これらの医薬組成物において、前記活性物
質は生理学的に有効な量で有利に存在する。
【０１８６】これらの医薬組成物は、例えば固体又は液
体であってもよく、そしてヒトの薬物において現在使用
されている医薬形態で、例えば単純な又はコートされた
錠剤、ゲルキャップ、顆粒、キャラメル、座剤並びに好
ましくは注射用調製物及び注射用調製物のための粉末で
存在していてもよい。これらの医薬の形態は有用な方法
に従い調製され得る。
【０１８７】前記活性物質は、医薬組成物において通常
適用される賦形剤、例えばタルク、アラビアゴム、ラク
トース、デンプン、デキストロース、グリセロール、エ
タノール、ステアリン酸マグネシウム、カカオバター、
水性又は非水性担体、動物又は植物起源の脂肪物質、パ
ラフィン誘導体、グリコール、種々の湿潤剤、分散剤又
は乳化剤、防腐剤に組み込まれることもある。
【０１８８】本発明に従う活性物質は、単独で、又は他
の化合物、例えば治療化合物、例えば他のインターフェ
ロン－α若しくは他のサイトカイン、例えばインターロ
イキンと組み合わせて適用され得る。
【０１８９】前記医薬組成物の異なる製剤は、投与の形
態に従い適合される。
【０１９０】前記医薬組成物は、当業者にとって既知の
異なる投与経路によって投与され得る。
【０１９１】本発明はまた、活性物質として少なくとも
１つの上記化合物、例えば本発明に従うポリペプチド、
本発明に従うポリヌクレオチドの全部又は一部、既に定
義した組換えベクター、既に定義した宿主細胞、及び／
又は既に定義した抗体、並びに医薬として許容される賦
形剤を含む診断組成物を目的のために有する。
【０１９２】この診断組成物は、例えば適当な賦形剤、
例えば診断組成物において一般に使用されているもの、
例えば緩衝液及び防腐剤を含むことがある。
【０１９３】本発明はまた、
ａ）治療として有効な量の本発明に従うポリペプチド、
ｂ）本発明に従うポリヌクレオチド、及び／又は
ｃ）既に定義されている、処置され得る対象者由来の宿
主細胞の、
対象者における、本発明に従うポリペプチドの発現又は
活性を増大せしめることを意図する薬物の調製のための
使用を目的として有する。
【０１９４】この様に、本発明のポリペプチドの発現又
は活性の増大を必要とする対象者を処置するために、複
数の方法が可能である。
【０１９５】前記対象者に、治療として有効な量の本発

明に従うポリペプチドを、医薬として許容される賦形剤
と一緒に投与することは可能である。
【０１９６】同様に、前記対象者に対する、本発明に従
うポリヌクレオチドの投与によって、本発明のポリペプ
チドの内因性の産生を増大せしめることが可能である。
例えば、そのポリヌクレオチドはレトロウイルス発現ベ
クター内に挿入され得る。その様なベクターは、本発明
のポリペプチドをコードするＲＮＡを含むレトロウイル
スプラスミドベクターに感染した細胞から出発して、形
質導入された細胞が注目の遺伝子を含む感染性ウイルス
粒子を産生する様な方法で単離され得る。GeneTherapy 
and other Molecular Genetic-based Therapeutic Appr
oaches, Chapter 20, in Human Molecular Genetics, S
trachan and Read, BIOS ScientificsPublishers Ltd 
(1996) を参照のこと。
【０１９７】本発明に従い、少なくとも１つのコードＳ
ＮＰ、例えば既に定義されているものを含むポリヌクレ
オチドが好ましくは使用される。
【０１９８】更に、対象者に対して、本人に属する宿主
細胞であって、既に記載した様に本発明のポリペプチド
を発現する様にあらかじめ採取され、そして修飾された
宿主細胞を投与することが可能である。
【０１９９】本発明はまた、
ａ）治療として有効な量の、既に定義されている免疫特
異的抗体、及び／又は
ｂ）本発明に従うポリヌクレオチドの発現の阻害を可能
にするポリヌクレオチドの、
対象者における、本発明に従うポリペプチドの発現又は
活性を低下せしめることを意図する薬物の調製のための
使用に関する。
【０２００】この様に、前記対象者に対して、治療とし
て有効な量の阻害剤及び／又は抗体、例えば既に定義さ
れているものを、好ましくは医薬として許容される賦形
剤と組み合わせて投与することが可能である。
【０２０１】また、前記対象者に対して、本発明のポリ
ヌクレオチドの発現の阻害を可能にする、本発明に従う
相補的なポリヌクレオチドの投与によって、本発明のポ
リペプチドの内因性の産生を減少させることも可能であ
る。
【０２０２】好ましくは、少なくとも１つのコードＳＮ
Ｐ、例えば既に定義されているものを含む相補ポリヌク
レオチドが使用され得る。
【０２０３】本発明はまた、以下のＳＮＰ：９６－１０
０ｄｅｌ（ａａｔｔｔ），ｔ１１０ｃ，１３９－１４４
ｄｅｌ（ａｃｔｔｔａ），ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，ｃ
４２７ｔ，ｃ５２７ａ，ｇ１０２３ａ，ｃ１０４７ｔの
うちの１つを含んで成るヌクレオチド配列、配列番号１
と、少なくとも９５％の同一性（好ましくは９７％の同
一性、更に好ましくは９９％の同一性及び特に１００％
の同一性）を有する、患者のゲノムにおけるヌクレオチ
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ド配列の存在と関連しているＩＦＮα－２変異体によっ
て生じる障害又は病気を有する前記患者の予防又は処置
のための薬物の調製のためのＩＦＮα－２タンパク質の
使用に関する。
【０２０４】好ましくは、前記薬物は、
－  ガン及び腫瘍、例えばガン腫、例えば転移型腎ガ
ン、黒色腫、リンパ腫、例えば濾胞性リンパ腫、白血
病、例えば白血性白血病及び慢性骨髄性白血病、肝臓、
首、頭及び腎臓のガン、多発性骨髄腫、カルチノイド性
腫瘍及び免疫欠損後に出現する腫瘍、例えばエイズの場
合カポジ肉腫、
－  心臓血管疾患、
－  代謝病、例えば非免疫関連疾患、例えば肥満、
－  感染病、例えばウイルス感染、例えば慢性Ｂ型及び
Ｃ型肝炎並びにＨＩＶ／エイズ、及び感染性肺炎、
－  中枢神経系の病気、例えばアルツハイマー病、パー
キンソン病、多発性硬化症、精神分裂病及びうつ病、
－  免疫及び自己免疫関連性疾患、例えば組織又は器官
移植の拒絶、アレルギー、喘息、乾癬及びリウマチ様関
節炎、
－  創傷治癒、
－  化学療法と関連している疾患、
－  透析されている患者の貧血、
－  骨粗鬆症、
－  胃腸の障害、例えばクローン病及び潰瘍性大腸炎、
並びに
－  性病、例えば生殖器のイボ、
から成る群から選択される病気のうちの１つの予防又は
処置に使用される。
【０２０５】ＳＮＰ  Ｍ１７１Ｉを含んで成るＩＦＮα
－２ポリペプチドの模倣化合物
本発明はまた、Ｍ１７１Ｉ  ＩＦＮα－２遺伝子産物の
ものと比較して実質的に類似又はそれ以下の生物活性を
有する新規化合物に関する。
【０２０６】Ｍ１７１Ｉ変異型ＩＦＮα２遺伝子産物
は、
ａ）アミノ酸配列である配列番号２、又は
ｂ）アミノ酸配列である配列番号２の２４～１８８位に
含まれるアミノ酸配列を含んで成るアミノ酸配列であっ
て、ａ）及びｂ）における前記アミノ酸配列がＭ１７１
Ｉ  ＳＮＰを含んで成るもの、のポリペプチドに対応す
る。
【０２０７】前記生物活性は、下文の実験の項目に記載
のルシフェラーゼレポーター遺伝子を用いて、Ｄａｕｄ
ｉ  Ｂｕｒｋｉｔｔ細胞系上での細胞性抗増殖活性の測
定又はＭＣＦ７細胞上でのシグナル伝達アッセイによっ
て評価され得る。
【０２０８】実験の項目で述べる様に、Ｍ１７１Ｉ変異
型ＩＦＮα－２は、Ｄａｕｄｉ  Ｂｒｕｋｉｔｔ細胞系
上で、天然野生型ＩＦＮα－２のものより低い細胞抗増

殖活性を有する。
【０２０９】実験の項目で述べる様に、Ｍ１７１Ｉ変異
型ＩＦＮα－２の存在下で測定される乳ガン細胞系ＭＣ
Ｆ－７におけるシグナル伝達の活性化は、天然野生型Ｉ
ＦＮα－２で測定されるものより低い。
【０２１０】本発明の新規化合物、例えば既に定義され
ているものは、Ｍ１７１Ｉ変異型ＩＦＮα－２のものと
実質的に類似の、すなわち天然野生型ＩＦＮα－２のも
のより低い生物活性を有することがある。
【０２１１】前記化合物はまた、Ｍ１７１Ｉ変異型ＩＦ
Ｎα－２のものより更に低い生物活性を有することもあ
る。
【０２１２】前記化合物は、生化学化合物、例えばポリ
ペプチド又はペプチド、あるいは有機化学化合物、例え
ば合成ペプチド模倣物であってもよい。
【０２１３】本発明はまた、Ｄａｕｄｉ  Ｂｕｒｋｉｔ
ｔ細胞系上で、天然野生型ＩＦＮα－２のものより少な
くとも１５倍低い細胞抗増殖活性を有する新規化合物を
提供する。
【０２１４】本発明はまた、ＭＣＦ７細胞上で、天然野
生型ＩＦＮα－２のものより少なくとも１０倍低いシグ
ナル伝達能を有する新規化合物を提供する。
【０２１５】本発明はまた、上文で定義した様な化合物
の同定のための、Ｍ１７１Ｉ  ＳＮＰを含む本発明のポ
リペプチドの使用に関する。
【０２１６】本発明は、以下の段階：
ａ）生物活性、例えばＤａｕｄｉ  Ｂｕｒｋｉｔｔ細胞
系上での細胞の抗増殖活性又はシグナル伝達能を決定
し、
ｂ）試験され得る化合物の、段階ａ）で決定した活性
を、Ｍ１７１Ｉ変異型ＩＦＮα２の遺伝子産物の活性と
比較し、そして
ｃ）段階ｂ）で実施した比較に基づき、試験され得る化
合物が、Ｍ１７１Ｉ変異型ＩＦＮα２の遺伝子産物のも
のと比較して実質的に類似又はそれより低い活性を有す
るか否かを決定すること、を含んで成る、本発明の化合
物の同定方法に関する。
【０２１７】好ましくは、試験され得る化合物は、合成
ペプチドコンビナトリアルライブラリー、高処理量スク
リーニングから既に同定され、又はコンピューターを使
ったドラッグデザインによって設計された結果、Ｍ１７
１Ｉ変異型ＩＦＮα２遺伝子産物のものと同一の三次元
構造及び／又は化学作用を有することがある。化合物を
同定し、そして設計するための方法は、当業者に周知で
ある。
【０２１８】これらの方法を引用している刊行物は、例
えば：
-  Silverman R.B. (1992).“Organic Chemistry of Dr
ug Design and Drug Action”. Academic Press, 1st e
dition (January 15, 1992).
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-  Anderson S and Chiplin J. (2002).“Structural g
enomics ; shaping the future of drug design? Drug 
Discov. Today. 7 (2) : 105-107.
-  Selick HE, Beresford AP, Tarbit MH. (2002).“Th
e emerging importance of predictive ADME simulatio
n in drug discovery”. Drug Discov. Today.7 (2) : 
109-116.
-  Burbidge R, Trotter M, Buxton B, Holden S. (200
1).“Drug design bymachine learning : support vect
or machines for pharmaceutical data analysis”. Co
mput. Chem. 26 (1) : 5-14.
-  Kauvar L.M. (1996).“Peptide mimetic drugs : a 
comment on progressand prospects”14 (6) : 709、
であってもよい。
【０２１９】本発明の化合物は、
－  ガン及び腫瘍、例えばガン腫、例えば転移型腎ガ
ン、黒色腫、リンパ腫、例えば濾胞性リンパ腫、白血
病、例えば白血性白血病及び慢性骨髄性白血病、肝臓、
首、頭及び腎臓のガン、多発性骨髄腫、カルチノイド性
腫瘍及び免疫欠損後に出現する腫瘍、例えばエイズの場
合カポジ肉腫、
－  心臓血管疾患、
－  代謝病、例えば非免疫関連疾患、例えば肥満、
－  感染病、例えばウイルス感染、例えば慢性Ｂ型及び
Ｃ型肝炎並びにＨＩＶ／エイズ、及び感染性肺炎、
－  中枢神経系の病気、例えばアルツハイマー病、パー
キンソン病、多発性硬化症、精神分裂病及びうつ病、
－  免疫及び自己免疫関連性疾患、例えば組織又は器官
移植の拒絶、アレルギー、喘息、乾癬及びリウマチ様関
節炎、
－  創傷治癒、
－  化学療法と関連している疾患、
－  透析されている患者の貧血、
－  骨粗鬆症、
－  胃腸の障害、例えばクローン病及び潰瘍性大腸炎、
並びに
－  性病、例えば生殖器のイボ、
から成る群から選択される病気のうちの１つの予防又は
処置を意図する薬物の調製のために使用され得る。
【０２２０】実験の項目
例１：ｇ１０２３ａのＳＮＰを含むヌクレオチド配列の
ポリヌクレオチドによってコードされるタンパク質及び
参照野生型遺伝子のヌクレオチド配列によってコードさ
れるタンパク質のモデリング
最初の段階において、ＩＦＮα－２の三次元構造は、ソ
フトウェアＭｏｄｅｌｅｒ（MSI, San Diego, CA）を用
いてＰＤＢデータベース（コード１ＩＴＦ）において利
用可能な構造を有するヒトＩＦＮα－２のものから出発
して構築した。
【０２２１】続いて成熟したポリペプチドフラグメント

が、突然変異Ｍ１４８Ｉを再生成する様な方法で修飾さ
れる。
【０２２２】１０００回の分子最小化段階が、プログラ
ムＡＭＢＥＲ及びＤＩＳＣＯＶＥＲ（MSI：Molecular S
imulations Inc. ）を用いることによってこの変異型フ
ラグメント上で行われた。
【０２２３】次に、２回の分子力学計算の実行が同じプ
ログラム及び同じ力場で行われた。
【０２２４】それぞれの場合において、５０，０００回
の段階が３００°Ｋで計算され、３００回の平衡段階に
よって終了した。
【０２２５】このモデリングの結果を図１及び２に表
す。
【０２２６】例２：ｃ５２７ａ  ＳＮＰを含むヌクレオ
チド配列のポリヌクレオチドによってコードされるタン
パク質及び参照野生型遺伝子のヌクレオチド配列によっ
てコードされるタンパク質のアドレッシングの予測
ｃ５２７ａの多型性は未成熟ＩＦＮα－２タンパク質の
レベルでＡ６Ｄの多型性に関与する。この位置は、未成
熟タンパク質の最初の２３アミノ酸を含んで成るシグナ
ルペプチド上に位置している。当該シグナルペプチド
は、タンパク質のアドレッシング及び成熟タンパク質が
発現する細胞内又は細胞外区画を制御する。
【０２２７】ＰＳＯＲＴは、未成熟タンパク質のアミノ
酸配列を解析し、そして成熟タンパク質が局在するであ
ろう区画を予測するパブリックドメインソフトウェアで
ある（Nakai K and Kanehisa M (1992). A Knowledge b
ase for predicting proteinlocalization sites in eu
karyotic cells. Genomics 14, 897-911）。
【０２２８】ＰＳＯＲＴは、Ａ６Ｄの多型が細胞レベル
でのＩＦＮα－２の局在を変化させることを予測してい
る。事実、それは野生型成熟ＩＦＮα－２タンパク質が
分泌され、細胞外に局在化され、一方、Ｄ６変異型ＩＦ
Ｎα－２は核及び／又はミトコンドリア画分内に存在し
得ることを予測している。
【０２２９】ＩＦＮα－２のＡ６Ｄ変異体が、野生型タ
ンパク質と比較してその構造及び機能において恐らく影
響を受けないとしても、その活性は通常見出されるほど
はないであろう。
【０２３０】例３：ポリヌクレオチド配列である配列番
号１における欠失、１３９－１４４ｄｅｌ（ａｃｔｔｔ
ａ）によって生じるＩＦＮα－２発現の変化の予測
推定される結合部位に対する１３９－１４４ｄｅｌ（ａ
ｃｔｔｔａ）の効果は、Ｍａｔｃｈ（Ｔｒａｒｓｆｅ
ｃ）の実施後に評価された。この欠失は全てのインター
フェロンに共通の制御領域内に位置していないが、それ
は転写因子のための３つの推定される結合部位を削除す
る：
－  Ｍｓｘ－１についての推定される結合部位は、野生
型の参照配列番号である配列番号１上のヌクレオチド１
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３４～１４２を包含する。この結合部位に対するこの欠
失の効果は、この転写因子がよく理解されておらず、そ
してその機能が手足の形成に関連していることが提案さ
れているが、はっきりと同定されていないため、相応に
推定され得る（Hwang et al. (1998). Am. J. Med. Gen
et. 75 :419-423）。
－  Ｏｃｔ－１についての推定される結合部位は、野生
型参照配列番号である、配列番号１上のヌクレオチド１
４１～１６３を包含する。この結合部位は転写開始部位
の約４００ヌクレオチド上流に位置するが、その欠失
は、この部位を認識する転写因子がＴ及びＢリンパ球に
おける転写開始の異なる機構に関与するので、重要な効
果を有すると思われる（Ullman et al. (1991). Scienc
e. 254 : 558-562 ; Kemler et al. (1989). EMBO J. 8
 : 2001-2008 ; Kamps et al. (1990). Mol Cell Biol.
 10 : 5464-5472）。
－  Ｈｏｘａ３についての推定される結合部位は、野生
型の参照配列番号である、配列番号１上のヌクレオチド
１４３～１５１を包含する。Ｈｏｘａ３は、胸腺の形成
を促進する、胎児の胸腺上皮細胞の制御に関与する転写
因子である（Suet al. (2001). Dev. Biol. 236 : 316-
329）。
【０２３１】この結果、１３９－１４４ｄｅｌ（ａｃｔ
ｔｔａ）ＳＮＰはＩＦＮα－２の発現の正常な制御に影
響を及ぼし得る。
【０２３２】例４：個体群におけるＳＮＰ  ｔ１１０
ｃ，ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，ｃ４２７ｔ，ｃ５２７ａ
及びｇ１０２３ａの遺伝子型判定
ＳＮＰの遺伝子型判定は、生成物が偏光した蛍光を読み
込むことによって検出される、ミニ配列決定の原理に基
づいている。当該技術は蛍光ミニ配列決定（ＦＰ－ＴＤ
Ｉ技術又はFluorescence Polarization Template-direc
t Dye-Terminator Incorporation）から成る。
【０２３３】ミニ配列決定は、前記群の各個体のゲノム
ＤＮＡからＰＣＲによって増幅された生成物で行われ

る。ＰＣＲ生成物は、それが遺伝子型判定され得るＳＮ
Ｐを含む遺伝子領域を覆う様な方法で選択される。使用
されなかったＰＣＲプライマー及び組み込まれなかった
ｄＮＴＰの排除後、ミニ配列決定は行われる。
【０２３４】ミニ配列決定は、ポリメラーゼ酵素及び蛍
光標識したジデオキシヌクレオチドを用いることによっ
て、ＳＮＰの部位のすぐ上流に配置されたポリヌクレオ
チドプライマーを伸長することから成る。この伸長過程
から生じた生成物は、偏光した蛍光を読み込むことによ
って直接解析される。
【０２３５】全てのこれらの段階、及び読み込みが同一
のＰＣＲプレートにおいて行われる。
【０２３６】この様に、遺伝子型判定は５つの段階：
１）ＰＣＲによる増幅
２）酵素消化によるＰＣＲ生成物の精製
３）オリゴヌクレオチドプライマーの伸長
４）偏光した蛍光の読み込み
５）読み込みの解釈
を必要とする。
【０２３７】遺伝子型判定の段階１及び２は、一方では
ＳＮＰ  ｔ１１０ｃ，ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ及びｃ４
２７ｔのそれぞれ、そして他方ではＳＮＰ  ｃ５２７
ａ、及びｇ１０２３ａのそれぞれについて、同一の条件
で行われる。
【０２３８】段階３，４及び５は、これらの多型のそれ
ぞれ１つに特異的である。
【０２３９】１）ＩＦＮα－２遺伝子のヌクレオチド配
列のＰＣＲ増幅は、民族的に異なる起源の２６８人の個
体に由来するゲノムＤＮＡから出発して行われる。
【０２４０】これらのゲノムＤＮＡは、米国のＣｏｒｉ
ｅｌｌ  Ｉｎｓｆｉｔｕｅによって提供された。
【０２４１】２６８人の個体は以下の様に分布される：
【表１】
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【０２４２】これらの個体のそれぞれ１つに由来するゲ
ノムＤＮＡが試料を構成する。
【０２４３】ＳＮＰ  ｔ１１０ｃ，ｔ３３８ａ，ｔ３６
３ｃ及びｃ４２７ｔの場合、ＰＣＲ増幅は、以下のプラ
イマーから出発して行われる。
センスプライマー：GCCTCTTATGTACCCACAAA
アンチセンスプライマー：CACCAGTAAAGCAAAGGTCA
【０２４４】これらのヌクレオチド配列は、ヌクレオチ
ド配列である配列番号１の、ヌクレオチド３～ヌクレオ
チド５３７の、５３５ヌクレオチドの長さのフラグメン
トの増幅を可能にする。
【０２４５】ＳＮＰ  ｃ５２７ａ、及びｇ１０２３ａの
場合、ＰＣＲ増幅は、以下のプライマーから出発して行
われる。

センスプライマー：CACCCATTTCAACCAGTCTA
アンチセンスプライマー：AGCTGGCATACGAATCAAT
【０２４６】これらのヌクレオチド配列は、ヌクレオチ
ド配列である配列番号１の、ヌクレオチド４７０～ヌク
レオチド１１２４の、６５５ヌクレオチドの長さのフラ
グメントの増幅を可能にする。
【０２４７】それぞれのＳＮＰの場合、ＰＣＲ生成物は
ミニ配列決定のための鋳型を務めるであろう。
【０２４８】当該ＰＣＲ反応の合計の反応液量は各試料
当たり５μｌである。
【０２４９】この反応液量は、以下の表に示す試薬から
構成される：
【表２】
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【０２５０】これらの試薬は、ＡＢＧｅｎｅによって供
給される、３８４個のウェルを有するブラックＰＣＲプ
レート（参照：ＴＦ－０３８４－Ｋ）に配分される。当
該プレートはシーリングされ、遠心され、続いて３８４
ウェルプレート用のサーモサイクラー（ＭＪ  Ｒｅｓｅ
ａｒｃｈのＴｅｔｒａｄ）内に据えられ、そして以下の
インキュベーションを受ける：ＰＣＲサイクル：９４℃
で１分、これに３段階（９４℃で１５秒、５６℃で３０
秒、６８℃で１分）から成る３６サイクルが続く。
【０２５１】２）ＰＣＲ増幅生成物は、続いて２つの酵
素：シュリンプアルカリホスファターゼ（ＳＡＰ）及び
エキソヌクレアーゼＩ（ＥｘｏＩ）を用いて精製され *

*る。これらの最初の酵素は、ＰＣＲ増幅の間に組み込ま
れなかったｄＮＴＰの脱リン酸化を可能にし、一方、２
番目のものは一本鎖ＤＮＡ残基、特にＰＣＲの間に使用
されなかったプライマーを除去する。
【０２５２】この消化は、ＰＣＲプレートの各ウェルに
おける、試料当たり５μｌの反応混合物の添加によって
行われる。
【０２５３】この反応混合物は以下の試薬から構成され
る：
【表３】
  

【０２５４】充填したら、プレートをシーリングし、遠
心し、続いて３８４ウェルプレート用のサーモサイクラ
ー（ＭＪ  ＲｅｓｅａｒｃｈのＴｅｔｒａｄ）内に据
え、そして以下のインキュベーションを受ける：ＳＡＰ

－ＥＸＯ消化：３７℃で４５分、８０℃で１５分。
【０２５５】続いて、伸長又はミニ配列決定段階が、調
製した試料当たり５μｌの反応混合物の添加によって消
化されたＰＣＲ生成物で行われる。
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【０２５６】ミニ配列決定３）及び読み込み段階４）及
び読み込みの解釈５）は、それぞれのＳＮＰ  ｔ１１０
ｃ，ｔ３３８ａ，ｔ３６３ｃ，ｃ４２７ｔ，ｃ５２７
ａ、及びｇ１０２３ａに特異的である。
【０２５７】全てのこれらの段階は、これらの多型のう
ちのそれぞれ１つに使用される具体的な条件をまとめて
後文に記載する。
【０２５８】３）ミニ配列決定
遺伝子型判定に必要な２つのミニ配列決定プライマーの
配列は、本発明に従うＳＮＰの部位の上流に位置するヌ*

*クレオチドの配列に対応する方法で判定した。ＳＮＰを
含むＰＣＲ生成物が二本鎖ＤＮＡ生成物であるので、遺
伝子型判定はセンス鎖又はアンチセンス鎖のいずれかで
行われ得る。選択したプライマーはLifeTechnologies I
nc.によって製造される。
【０２５９】次の表は、各ＳＮＰについての、試験した
ミニ配列決定プライマーの配列及び遺伝子型判定のため
に保持される最適条件を示す。
【表４】
  

【０２６０】ＳＮＰのミニ配列決定は、最初に１６個の
試料に及んで確認され、続いて２６８人の個体及び１０
人のコントロールから構成される個体群の集合に及んで
遺伝子型判定された。

【０２６１】次に、伸長又はミニ配列決定段階が次の表
に示す様に行われる。
【表５】
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1 ５×伸長緩衝液は、２５０mM  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ  pH
９，２５０mM  ＫＣｌ，２５mM  ＮａＣｌ，１０mM  Ｍ
ｇＣｌ

2
 及び４０％グリセロールから構成される。

2 ｄｄＮＴＰ：ｄｄＮＴＰに関して、４塩基の混合物が
研究される多型に従い実施される。ＳＮＰを構成する注
目の２塩基（野生型ヌクレオチド／変異型ヌクレオチ
ド）のみが、例えばＴａｍｒａ又はＲ１１０のいずれか
で標識される。
3 ＳＮＰ  ｃ５２７ａの場合、ｄｄＮＴＰの混合物は：
－２．５μＭの非標識ｄｄＡＴＰ、
－２．５μＭの非標識ｄｄＣＴＰ、
－２．５μＭのｄｄＴＴＰ（１．８７５μＭの非標識ｄ
ｄＴＴＰ及び０．６２５μＭのＴａｍｒａ標識型ｄｄＴ
ＴＰ）、
－２．５μＭのｄｄＧＴＰ（１．８７５μＭの非標識ｄ
ｄＧＴＰ及び０．６２５μＭのＲ１１０標識ｄｄＧＴ
Ｐ）、
から構成される。
ＳＮＰ  ｇ１０２３ａの場合、ｄｄＮＴＰの混合物は：
－２．５μＭの非標識ｄｄＣＴＰ、
－２．５μＭの非標識ｄｄＴＴＰ、
－２．５μＭのｄｄＧＴＰ（１．８７５μＭの非標識ｄ
ｄＧＴＰ及び０．６２５μＭのＴａｍｒａ標識型ｄｄＧ
ＴＰ）、
－２．５μＭのｄｄＡＴＰ（１．８７５μＭの非標識ｄ
ｄＡＴＰ及び０．６２５μＭのＲ１１０標識型ｄｄＡＴ

Ｐ）、
から構成される。
【０２６２】充填したら、プレートはシーリングされ、
遠心され、続いて３８４ウェルプレート用のサーモサイ
クラー（ＭＪ  ＲｅｓｅａｒｃｈのＴｅｔｒａｄ）に据
えられ、そして次のインキュベーションを受ける：伸長
サイクル：９３℃で１分、これに２段階（９３℃で１０
秒、５５℃で３０秒）から構成される３５サイクルを続
ける。
【０２６３】サーモサイクラーにおける最後の段階の
後、LJL Biosystems Inc. のＡｒａｌｙｓｔ（商標）型
の、偏光型蛍光リーダー上にプレートを直接据える。プ
レートは、２つの方法を用いるＣｒｉｔｅｒｉｏｎ  Ｈ
ｏｓｔ（商標）のソフトウェアを使用して読み込む。最
初のものは、このフルオロフォアに特異的な発光及び励
起フィルターを用いることによって、Ｔａｍｒａ標識型
塩基の読み込みを可能にし（発光５５０～１０nm、励起
５８０～１０nm）、そして２番目のものは、このフルオ
ロフォアに特異的な発光及び励起フィルターを用いるこ
とによって、Ｒ１１０標識型塩基の読み込みを可能にす
る（発光４９０～１０nm、励起５２０～１０nm）。両者
の場合において、二色性二重ミラー（ｄｉｃｈｒｏｉｃ
  ｄｏｕｂｌｅ  ｍｉｒｒｏｒ）（Ｒ１１０／Ｔａｍｒ
ａ）が使用され、そして他の読み込みパラメーターは：
Ｚの高さ：１．５mm
アテニュエーター：アウト
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インテグレーションタイム：１００，０００マイクロ秒
生データユニット：カウント／秒
スイッチ偏光：ウェルごと
プレート設定時間：０ミリ秒
ＰＭＴ設定：Ｓｍａｒｔ  Ｒｅａｄ（＋）、感度２
動的偏光子：発光
静的偏光子：Ｓ
である。
【０２６４】ファイルの結果は、この様にＴａｍｒａフ
ィルターの場合のｍＰ（ミリ偏光）の計算値及びＲ１１
０フィルターの場合のものを含めて得られる。これらの
ｍＰ値は、以下の式に従い、平行な面（//）及び垂直な
面（⊥）に対して得られる強度から出発して計算され
る：
ＭＰ＝１０００（//－ｇ⊥）／（//＋ｇ⊥）
【０２６５】この計算において、値⊥は係数ｇによって
加重される。それは実験的にあらかじめ決定されなけれ
ばならない機械的な係数である。
【０２６６】４）及び５）読み込みの解釈及び遺伝子型
の決定
ｍＰ値は、Microsoft Inc.のExcel、及び／又はLJL Bio
systems Inc.によって開発されたＡｌｌｅｌｅ  Ｃａｌ
ｌｅｒ（商標）を用いてグラフ上に記された。
【０２６７】横軸上にはＴａｍｒａ標識型塩基のｍＰ値
を示し、縦軸上にはＲ１１０標識型塩基のｍＰ値を示
す。強力なｍＰ値は、このフルオロフォアで標識した塩
基が組み込まれたことを示し、そして反対に弱いｍＰ値
は、この塩基の不在を明らかにしている。
【０２６８】異なる遺伝子型を有するヌクレオチド配列
の、最大３つの同種の群が得られる。
【０２６９】Ａｌｌｅｌｅ  Ｃａｌｌｅｒ（商標）のソ
フトウェアの使用は、一度異なる群の同定が行われる
と、表の書式において各個体について定義されている遺
伝子型の直接的な抽出を可能にする。
【０２７０】ＳＮＰ  ｔ１１０ｃ，ｔ３３８ａ，ｔ３６
３ｃ，ｃ４２７ｔ，ｃ５２７ａ、及びｇ１０２３ａに関
するミニ配列決定の結果
遺伝子型判定の過程の完了後、本明細書で研究したＳＮ

Ｐについての、個体群のうちの個体の遺伝子型の決定
は、上述したグラフを用いて行われる。
【０２７１】ＳＮＰ  ｔ１１０ｃの場合、遺伝子型は、
理論的には試験した個体において、ホモ接合体ＴＴ、又
はヘテロ接合体ＴＣ、又はホモ接合体ＣＣのいずれかで
ある。実際には、そして以下に示す様に、ホモ接合体の
遺伝子型ＣＣは個体群において検出されていない。
【０２７２】ＳＮＰ  ｔ３３８ａの場合、遺伝子型は、
理論的には試験した個体においてホモ接合体ＴＴ、又は
ヘテロ接合体ＴＡ、又はホモ接合体ＡＡのいずれかであ
る。実際には、そして以下に示す様に、ホモ接合体の遺
伝子型ＡＡは個体群において検出されていない。
【０２７３】ＳＮＰ  ｔ３６３ｃの場合、遺伝子型は、
理論的には試験した個体において、ホモ接合体ＴＴ、又
はヘテロ接合体ＴＣ、又はホモ接合体ＣＣのいずれかで
ある。実際には、そして以下に示す様に、ホモ接合体の
遺伝子型ＣＣは個体群において検出されていない。
【０２７４】ＳＮＰ  ｃ４２７ｔの場合、遺伝子型は、
理論的には試験した個体において、ホモ接合体ＣＣ、又
はヘテロ接合体ＣＴ、又はホモ接合体ＴＴのいずれかで
ある。実際には、そして以下に示す様に、ホモ接合体の
遺伝子型ＴＴは個体群において検出されていない。
【０２７５】ＳＮＰ  ｃ５２７ａの場合、遺伝子型は、
理論的には試験した個体においてホモ接合体ＣＣ、又は
ヘテロ接合体ＣＡ、又はホモ接合体ＡＡのいずれかであ
る。実際には、そして以下に示す様に、ホモ接合体の遺
伝子型ＡＡは個体群において検出されていない。
【０２７６】ＳＮＰ  ｇ１０２３ａの場合、遺伝子型
は、理論的には試験した個体において、ホモ接合体Ｇ
Ｇ、又はヘテロ接合体ＧＡ、又はホモ接合体ＡＡのいず
れかである。実際には、そして以下に示す様に、ホモ接
合体の遺伝子型ＡＡは個体群において検出されていな
い。
【０２７７】個体群において決定された遺伝子型の分布
及び研究した６個のＳＮＰに関する異なる対立遺伝子頻
度の計算の結果を次の表に提示する：
【表６】
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【表７】   
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【０２７８】上記の表において、
－  Ｎは個体数を表し、
－  ％は特異的な亜集団における個体のパーセンテージ
を表し、
－  対立遺伝子頻度は、特異的な亜集団における変異し
た対立遺伝子のパーセンテージを表し、
－  ９５％のＩＣは、信頼性の最小値と最大値の間隔が
９５％であることを表す。
【０２７９】例えば、アンチセンスにおいて遺伝子型判
定されたｃ５２７ａのＳＮＰの場合、アンチセンスで読
み込まれたｇは、センスで読み込まれた対立遺伝子ｃ、
及び未成熟ＩＦＮα－２タンパク質のアミノ酸配列の６
位のアラニンの存在に対応し、そしてその結果、アンチ
センスで読み込まれた対立遺伝子ｔは、対応するタンパ
ク質の配列において、この位置のアスパラギン酸と対応
する、センスで読み込まれた対立遺伝子ａに対応するこ

とを明確にしておくことは必要である。
【０２８０】系統群、及びＳＮＰによるこれらの結果を
調べることによって、次のことが観察される：
－  ＳＮＰ  ｔ１１０ｃの場合、１１人のヘテロ接合体
の個体（ＴＣ）が、個体群において、系統群アフリカ系
アメリカ人、ヨーロッパ系コーカソイド、及び南アメリ
カ人から生じている。
－  ＳＮＰ  ｔ３３８ａの場合、１９人のヘテロ接合体
の個体（ＴＡ）が見られ、彼等は個体群において系統群
アフリカ系アメリカ人、カリブ人、ヨーロッパ系コーカ
ソイド、非ヨーロッパ系コーカソイドに由来している。
－  ＳＮＰ  ｔ３６３ｃの場合、唯一のヘテロ接合体の
個体（ＴＣ）が、個体群において系統群ヨーロッパ系コ
ーカソイド人から生じている。
－  ＳＮＰ  ｃ４２７ｔの場合、唯一のヘテロ接合体の
個体（ＣＴ）が、個体群において系統群南アメリカ人か
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ら生じている。
－  ＳＮＰ  ｃ５２７ａの場合、唯一のヘテロ接合体の
個体（ＣＡ）が、個体群において系統群カリブ人から生
じている。
－  ＳＮＰ  ｇ１０２３ａの場合、唯一のヘテロ接合体
の個体（ＧＡ）が、個体群において系統群カリブ人から
生じている。
【０２８１】例５：天然野生型ＩＦＮα－２のものと比
較される、変異型Ｍ１４８Ｉ  ＩＦＮα－２の生物学的
機能の研究
ａ）原核生物の発現ベクターｐＴｒｃ／Ｈｉｓ－ｔｏｐ
ｏにおける天然野生型ＩＦＮα－２及び変異型（Ｍ１４
８Ｉ）ＩＦＮα－２のクローニング
天然野生型及び変異型ＩＦＮα－２タンパク質をコード
するヌクレオチド配列はＰＣＲによって増幅される。
【０２８２】その様な増幅を可能にするＰＣＲプライマ
ーは：
センスプライマー：CACCCATTTCAACCAGTCTA
アンチセンスプライマー：AGCTGGCATACGAATCAAT
である。
【０２８３】当該ＰＣＲ生成物は、ＴＯＰＯ（商標）－
クローニング（Invitrogen Corp.）によって、ＩＰＴＧ
（イソ－プロピル－チオ－ガラクトシド）により誘導可
能なＴｒｃハイブリッドプロモーターの制御下にある原
核生物発現ベクターｐＴｒｃ／Ｈｉｓ－Ｔｏｐｏ内に挿
入される。
【０２８４】このベクターは、ミニ－シストロンユニッ
トの存在に起因する、細菌における真核生物タンパク質
の異種発現を可能にする。
【０２８５】野生型タンパク質及び変異型タンパク質
は、６ヒスチジン末端から構成されるＮ末端伸長及び特
異的抗体のためのエピトープを有する融合タンパク質の
形態で生成される。
【０２８６】エンテロキナーゼエンドプロテアーゼを用
いることによって、この追加の領域を開裂することが可
能である。
【０２８７】組換えタンパク質をコードするベクターの
領域のヌクレオチド配列を調べた後、Ｅ．コリの菌株、
Ｔｏｐ１０（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）がこれらの組換え
発現ベクターで形質転換される。
【０２８８】ｂ）天然野生型ＩＦＮα－２及び変異型Ｍ
１４８Ｉ変異型ポリヒスチジンＩＦＮα－２のＥ．コリ
における異種発現及び精製
アメアット、野生型ＩＦＮα－２をコードするクローン
又はＭ１４８Ｉ  ＩＦＮα－２をコードするものを含
む、１００mLのＬＢＡ培地（Ｌｕｒｉａ  Ｂｅｒｔｏｎ
ｉ＋１００μｇ／mLアンピシリン）の２つの飽和プレ培
養が、２００回転／分（rpm ）の振盪で、３０℃で２４
時間行われた。２４時間の増殖の後、培養物は、９００
mLのＬＢＡ培地（あらかじめ３７℃で一晩インキュベー

トされたもの）で１／１０にして接種するのに使用され
た。
【０２８９】２番目の培養の組み合わせが、６００nmの
波長で測定される０．８の光学密度に相当する細胞密度
に達した場合、続いてポリヒスチジンタンパク質の発現
が１mMの終濃度でＩＰＴＧを添加することによって誘導
され、そして培養が、２００rpm の振盪で、３０℃で５
時間維持される。
【０２９０】４℃で３０分の、４０００×ｇでの遠心後
に得られた細菌のペレットは、２５mLの緩衝液Ａ（Ｔｒ
ｉｓ  ５０mM，pH８，ＮａＣｌ  ５０mM、イミダゾール
  １０mM，ＰＭＳＦ  ０．１mM  pH８）中で再懸濁され
る。
【０２９１】０．５mg／mLのリソザイム及び２０ユニッ
トのＤＮアーゼＩの存在下での、氷冷下での３０分のプ
レインキュベーションは、試料の温度を調節しながらの
３つの段階で行われる超音波処理（１０秒間の停止を含
む、１０秒間の衝撃当たり２４０ワット供給される１分
間の段階）の前に行う。次に、細胞懸濁液を、４℃で３
０分の、１５，０００×ｇでの遠心によって清澄にす
る。
【０２９２】次に、遠心の上清を０．２２マイクロメー
ターのフィルター上で濾過する。
【０２９３】存在しているポリヒスチジンタンパク質
は、続いてあらかじめ５０mM  Ｔｒｉｓ，３００mM  Ｎ
ａＣｌ  pH８．０（緩衝液Ｂ）中で平衡化したＨｉＴｒ
ａｐ（商標）ニッケルアフィニティー樹脂（Ａｍｅｒｓ
ｈａｍ  ＰｈａｒｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ）上でのＨ
ＰＬＣによって精製される。
【０２９４】回収した画分におけるポリヒスチジンタン
パク質の存在は、一方でＳＤＳ  ＰＡＧＥ電気泳動によ
って、他方で融合タンパク質のＮ末端に対する特異的抗
体を用いる免疫検出によって証明される。
【０２９５】この段階で、注目のタンパク質は最大８０
％純粋である。
【０２９６】精製の最終段階は、イオン交換クロマトグ
ラフィーカラム上でのタンパク質の分離から成る。
【０２９７】融合タンパク質を含む画分は、５０mM  Ｔ
ｒｉｓ  pH８の緩衝液中であらかじめ平衡化した陰イオ
ン交換カラム（ＭｉｎｉＱ  ＰＥ  ４．６／５０，Ｐｈ
ａｒｍａｃｉａ）に注入される。タンパク質の溶出は、
５０mM  Ｔｒｉｓ  pH８．０の緩衝液中の、０～５００
mMに及ぶＮａＣｌグラジエントの通過によって行われ
る。
【０２９８】注目のタンパク質の純度はＳＤＳ／ＰＡＧ
Ｅ上で推定され、そしてタンパク質濃度はＢＣＡアッセ
イ（ビシンコニン酸及び硫酸銅、Ｓｉｇｍａ）によって
測定された。
【０２９９】Ｎ末端ポリヒスチジン末端を含む精製野生
型及び変異型ＩＦＮα－２タンパク質が、Ｄａｕｄｉ細
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胞系の細胞増殖に対するＩＦＮα－２のこれらの２つの
形態の抗増殖活性の測定から成る機能的試験の間使用さ
れる。
【０３００】ｃ）Ｄａｕｄｉ  Ｂｕｒｋｉｔｔ細胞系の
ヒトリンパ芽球の抗増殖を誘導する天然野生型及び変異
型１４８Ｉ  ＩＦＮα－２の能力の評価
これらの試験は、２つの異なるＩＦＮα－２の型、すな
わち天然野生型ＩＦＮα－２及びＭ１４８Ｉ  ＩＦＮα
－２で行われる。前もってＲＰＭＩ１６４０培地（１０
％ウシ胎児血清及び２mMのＬ－グルタミンを添加したも
の）中で培養された細胞（ヒトＤａｕｄｉ  Ｂｕｒｋｉ
ｔｔリンパ腫細胞系、以後「Ｄａｕｄｉ細胞」と称す
る）は、４×１０4 細胞／穴の細胞密度で９６穴プレー
ト中に接腫される。
【０３０１】各穴において、Ｄａｕｄｉ細胞は、天然野
生型又は変異型ＩＦＮα－２のいずれかの濃度の増大さ
せつつ据えられる。野生型及び変異型ＩＦＮα－２のい
ずれかの場合に、０．００３pM～６００nMの終濃度が試
験される。
【０３０２】８個の異なる培養、及びそれによる異なる
測定が、両タンパク質及び各濃度について平行して行わ
れる。
【０３０３】Ｄａｕｄｉ細胞は、続いて５％ＣＯ

2
 のも

と、３７℃で６６時間培養される。
【０３０４】６６時間の増殖後、各ＩＦＮα－２の抗増
殖効果が、なおもミトコンドリアデヒドロゲナーゼ活性
を示す生細胞の数によって決定される。これらのデヒド
ロゲナーゼ活性は、テトラゾリウム塩であるＭＴＴの開
裂に由来するホルマザン結晶の形成に対応する５５０nm
での光学密度をモニタリングすることによって、１２mM
  ＭＴＴの存在下（３７℃で４時間インキュベート）で
検出され得る。
【０３０５】野生型ＩＦＮα－２又はＭ１４８Ｉ変異型
ＩＦＮα－２の抗増殖活性は、細胞増殖を５０％阻害す
るＩＦＮα－２の濃度に相当するＩＣ５０の測定に基づ
いている。
【０３０６】得られた結果は図３に例示する。
【０３０７】野生型及び変異型（Ｍ１４８Ｉ）タンパク
質の各濃度について、グラフ上に表された点は、タンパ
ク質及び濃度のそれぞれについて平行して作製された４
つの培養物上で行われた４つの測定値の平均である。
【０３０８】野生型ＩＦＮα－２について測定される平
均ＩＣ５０値は０．３であり、一方、変異型Ｍ１４８Ｉ
  ＩＦＮα－２について測定される平均ＩＣ５０値は
５．０である。従って、天然野生型タンパク質の値に対
する変異型タンパク質のＩＣ５０値に対応する比は１
５．３に達する。
【０３０９】この試験は、細胞の抗増殖活性が、Ｍ１４
８Ｉ変異型ＩＦＮα－２の場合、野生型ＩＦＮα－２と
比較して大きく低下することを示している。

【０３１０】ｄ）乳ガン細胞系ＭＣＦ－７におけるシグ
ナル伝達を活性化する天然野生型及び変異型Ｍ１４８Ｉ
  ＩＦＮα－２の能力の評価
インターフェロンは、ＪＡＫ（Ｊａｎｕｓキナーゼ）及
びＳＴＡＴ（シグナルトランスデューサー及び転写のア
クチベーター）タンパク質が関与するシグナル伝達経路
を介して作用することが知られている。インターフェロ
ンの、その受容体への結合は、リン酸化によってＳＴＡ
Ｔタンパク質を次々に活性化するＪＡＫタンパク質のリ
ン酸化を誘導する。活性化されたＳＴＡＴタンパク質
は、それらが、各遺伝子の転写を刺激する、遺伝子プロ
モーター上のインターフェロン応答因子と結合する核に
転移する。インターフェロンによって開始されるシグナ
ル伝達経路を研究するために、レポーター遺伝子技術を
使用した。方法は後述する。
【０３１１】乳ガン細胞ＭＣＦ－７（ＥＣＡＣＣ）は、
２４時間、１０％ウシ胎児血清を添加したＲＰＭＩ中
の、９６穴プレートの１×１０4 細胞／穴の密度で播種
された。続いて、細胞は、取扱い説明書に従い、Ｓｕｐ
ｅｒｆｅｃｔ（Ｑｉａｇｅｎ）を用いてインターフェロ
ン刺激型応答因子（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）の制御下で配置
されたホタルルシフェラーゼをコードするレポーター遺
伝子コンストラクト（ｐＩＳＲＥ－Ｌｕｃ）で６時間ト
ランスフェクションされた。次に、培養液を交換し、そ
して細胞を種々の用量の野生型又は変異型ＩＦＮα－２
タンパク質を用いて、３７℃で６時間刺激した後に、Ｃ
Ｏ
2
 インキュベーター内でそれらを一晩インキュベート

した。刺激の後、培養液を捨て、そして１００μｌ／穴
のリン酸緩衝液（ＰＢＳ）／１mM  ＭｇＣｌ

2
 と交換し

た。ルシフェラーゼ活性は、１００μｌ／穴の基質であ
るＬｕｃｌｉｔｅ－Ｐｌｕｓ（Ｐａｃｋａｒｄ）の添加
後に、Ｍｉｃｒｏ  Ｂｅｔａカウンター（Ｐｅｒｋｉｎ
－Ｅｌｍｅｒ）において測定した。
【０３１２】結果はルシフェラーゼ活性の最大刺激のパ
ーセンテージとして表される。測定は３回行い、そして
本明細書で示した値は３回１組の決定の平均を表す。
【０３１３】シグナル伝達カスケードの引き金を引く野
生型ＩＦＮα－２又は変異型Ｍ１４８Ｉ  ＩＦＮα－２
の能力は、ルシフェラーゼ活性を５０％刺激するそれら
の各濃度に対応するそれらの５０％有効量（ＥＣ５０）
の測定に基づいている（最大刺激が１００％の活性であ
るとみなされる）。
【０３１４】野生型ＩＦＮα－２について測定される平
均ＥＣ５０値は１２．３３pMである。
【０３１５】変異型Ｍ１４８Ｉ  ＩＦＮα－２について
測定される平均ＥＣ５０値は１２２pMである。
【０３１６】従って、野生型タンパク質についてのＥＣ
５０値に対する、変異型タンパク質についてのＥＣ５０
に対応する比は９．９１に達する（標準偏差３．４）。
【０３１７】従って、この試験は変異型Ｍ１４８Ｉ  Ｉ
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ＦＮα－２の生物活性が、インターフェロンのシグナル
伝達経路を活性化するその能力に基づいて、野生型ＩＦ
Ｎα－２のものより１０倍低いことを示している。

【０３１８】
【配列表】

SEQUENCE LISTING
<110> GENODYSSEE
<120> New polynucleotides and p
olypeptides of the IFNalpha-2 gene
<130> B025434
<140>
<141>
<150> FR.01 02843
<151> 2001-03-01
<160> 2
<170> PatentIn Ver. 2.1
<210> 1
<211> 1733
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 1
gcgcctctta tgtacccaca aaaatctatt ttca
aaaaag ttgctctaag aatatagtta     60
tcaagttaag taaaatgtca atagcctttt aatt
taattt ttaattgttt tatcattctt    120
tgcaataata aaacattaac tttatacttt ttaa
tttaat gtatagaata gagatataca    180
taggatatgt aaatagatac acagtgtata tgtg
attaaa atataatggg agattcaatc    240
agaaaaaagt ttctaaaaag gctctggggt aaaa
gaggaa ggaaacaata atgaaaaaaa    300
tgtggtgaga aaaacagctg aaaacccatg taaa
gagtgt ataaagaaag caaaaagaga    360
agtagaaagt aacacagggg catttggaaa atgt
aaacga gtatgttccc tatttaaggc    420
taggcacaaa gcaaggtctt cagagaacct ggag
cctaag gtttaggctc acccatttca    480
accagtctag cagcatctgc aacatctaca atgg
ccttga cctttgcttt actggtggcc    540
ctcctggtgc tcagctgcaa gtcaagctgc tctg
tgggct gtgatctgcc tcaaacccac    600
agcctgggta gcaggaggac cttgatgctc ctgg
cacaga tgaggagaat ctctcttttc    660
tcctgcttga aggacagaca tgactttgga tttc
cccagg aggagtttgg caaccagttc    720
caaaaggctg aaaccatccc tgtcctccat gaga
tgatcc agcagatctt caatctcttc    780
agcacaaagg actcatctgc tgcttgggat gaga
ccctcc tagacaaatt ctacactgaa    840
ctctaccagc agctgaatga cctggaagcc tgtg
tgatac agggggtggg ggtgacagag    900
actcccctga tgaaggagga ctccattctg gctg
tgagga aatacttcca aagaatcact    960
ctctatctga aagagaagaa atacagccct tgtg
cctggg aggttgtcag agcagaaatc   1020
atgagatctt tttctttgtc aacaaacttg caag
aaagtt taagaagtaa ggaatgaaaa   1080
ctggttcaac atggaaatga ttttcattga ttcg
tatgcc agctcacctt tttatgatct   1140
gccatttcaa agactcatgt ttctgctatg acca
tgacac gatttaaatc ttttcaaatg   1200
tttttaggag tattaatcaa cattgtattc agct
cttaag gcactagtcc cttacagagg   1260
accatgctga ctgatccatt atctatttaa atat
ttttaa aatattattt atttaactat   1320
ttataaaaca acttattttt gttcatatta tgtc
atgtgc acctttgcac agtggttaat   1380
gtaataaaat gtgttctttg tatttggtaa attt
attttg tgttgttcat tgaacttttg   1440
ctatggaact tttgtacttg tttattcttt aaaa
tgaaat tccaagccta attgtgcaac   1500
ctgattacag aataactggt acacttcatt tgtc
catcaa tattatattc aagatataag   1560
taaaaataaa ctttctgtaa accaagttgt atgt
tgtact caagataaca gggtgaacct   1620
aacaaataca attctgctct cttgtgtatt tgat
ttttgt atgaaaaaaa ctaaaaatgg   1680
taatcatact taattatcag ttatggtaaa tggt
atgaag agaagaagga acg          1733
<210> 2
<211> 188
<212> PRT
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<213> Homo sapiens
<400> 2
Met Ala Leu Thr Phe Ala Leu Leu Val Ala 
Leu Leu Val Leu Ser Cys
  1               5                  10                  15
Lys Ser Ser Cys Ser Val Gly Cys Asp Leu 
Pro Gln Thr His Ser Leu
             20                  25                  30
Gly Ser Arg Arg Thr Leu Met Leu Leu Ala 
Gln Met Arg Arg Ile Ser
         35                  40                  45
Leu Phe Ser Cys Leu Lys Asp Arg His Asp 
Phe Gly Phe Pro Gln Glu
     50                  55                  60
Glu Phe Gly Asn Gln Phe Gln Lys Ala Glu 
Thr Ile Pro Val Leu His
 65                  70                  75                  80

Glu Met Ile Gln Gln Ile Phe Asn Leu Phe 
Ser Thr Lys Asp Ser Ser
                 85                  90                  95
Ala Ala Trp Asp Glu Thr Leu Leu Asp Lys 
Phe Tyr Thr Glu Leu Tyr
            100                 105                 110
Gln Gln Leu Asn Asp Leu Glu Ala Cys Val 
Ile Gln Gly Val Gly Val
        115                 120                 125
Thr Glu Thr Pro Leu Met Lys Glu Asp Ser 
Ile Leu Ala Val Arg Lys
    130                 135                 140
Tyr Phe Gln Arg Ile Thr Leu Tyr Leu Lys 
Glu Lys Lys Tyr Ser Pro
145                 150                 155                 1
60
Cys Ala Trp Glu Val Val Arg Ala Glu Ile 
Met Arg Ser Phe Ser Leu
                165                 170                 175
Ser Thr Asn Leu Gln Glu Ser Leu Arg Ser 
Lys Glu
            180                 185

【図面の簡単な説明】
【図１】図１は、ＳＮＰ  Ｍ１４８Ｉを含んで成る本発
明に従いコードされたタンパク質及び天然野生型ＩＦＮ
α－２タンパク質のモデルを表す。図１の濃いリボンは
天然野生型ＩＦＮα－２タンパク質の構造を表す。図１
の薄いリボンはＭ１４８Ｉ変異型ＩＦＮα－２タンパク
質の構造を表す。
【図２】図２は、図１で表したタンパク質の一方の右側
の近寄ったモデルを表す。

【図３】図３は、Ｄａｕｄｉ  Ｂｕｒｋｉｔｔ細胞系に
対する、本発明のポリペプチド及びヒトＩＦＮα－２の
参照野生型遺伝子によってコードされるポリペプチドの
抗増殖効果を測定する試験の結果を表す。この図におい
て、横軸はピコモル（pM）のタンパク質濃度の対数に対
応し、そして縦軸は細胞増殖のパーセンテージに対応す
る。野生型ＩＦＮα－２の抗増殖効果は三角によって表
され、そして変異型ＩＦＮα－２の抗増殖効果は丸によ
って表される。
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（经修改） 要解决的问题：提供新的多肽和新的多核苷酸，其具有不同
于天然野生型IFNα-2蛋白的功能。 本发明涉及衍生自IFNα-2基因的核苷
酸序列并包含新SNP的新多核苷酸。本发明还涉及衍生自天然野生型蛋
白IFNα-2的新多肽，其包含由本发明的SNP引起的突变。本发明进一步
涉及新型多核苷酸和多肽在治疗上的用途，例如在癌症和肿瘤，感染，
中枢神经系统疾病等中的用途。


