
(57)【要約】
　本発明は、本明細書においてインターロイキン１７Ａ／Ｆ（ＩＬ－１７Ａ／Ｆ）と命名
するインターロイキン１７とインターロイキン１７Ｆのヘテロ二量体を含む新規な天然発
生のヒトサイトカインを目的としている。また、これらの核酸配列を含んでなるベクター
及び宿主細胞、異種ポリペプチド配列に融合した本発明のポリペプチドを含んでなるキメ
ラポリペプチド分子、本発明のポリペプチドに結合する特異的抗体、並びに本発明のポリ
ペプチドを製造する方法が提供される。更には、変性軟骨障害及びその他炎症性疾患の治
療方法も提供される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で そ の 関 連 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 い て い る も の ；
　 （ ｃ ） 配 列 番 号 ５ 及 び 配 列 番 号 ６ を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； 又 は
　 （ ｄ ） 配 列 番 号 ５ 及 び 配 列 番 号 ６ の 完 全 長 コ ー ド 化 配 列 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列
に 対 し 、 少 な く と も ８ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 含 む 共 有 結 合 し た
ヘ テ ロ 二 量 体 複 合 体 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 共 有 結 合 し た ヘ テ ロ 二 量 体 複 合 体 が 、 配 列 番 号 ３ と 配 列 番 号 ４ の 間 に ２ つ の 鎖 間 ジ
ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 す る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ４ 】
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で そ の 関 連 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 い て い る も の ；
　 （ ｃ ） 配 列 番 号 ５ 及 び 配 列 番 号 ６ を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； 又 は
　 （ ｄ ） 配 列 番 号 ５ 及 び 配 列 番 号 ６ の 完 全 長 コ ー ド 化 配 列 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列
に 対 し 、 少 な く と も ８ ５ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸
分 子 。
【 請 求 項 ５ 】
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で そ の 関 連 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 い て い る も の ；
　 （ ｃ ） 配 列 番 号 ５ 及 び 配 列 番 号 ６ を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； 又 は
　 （ ｄ ） 配 列 番 号 ５ 及 び 配 列 番 号 ６ の 完 全 長 コ ー ド 化 配 列 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列
に 対 し 、 少 な く と も ９ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸
分 子 。
【 請 求 項 ６ 】
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で そ の 関 連 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 い て い る も の ；
　 （ ｃ ） 配 列 番 号 ５ 及 び 配 列 番 号 ６ を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； 又 は
　 （ ｄ ） 配 列 番 号 ５ 及 び 配 列 番 号 ６ の 完 全 長 コ ー ド 化 配 列 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列
に 対 し 、 少 な く と も ９ ５ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸
分 子 。
【 請 求 項 ７ 】
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で そ の 関 連 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 い て い る も の ；
　 （ ｃ ） 配 列 番 号 ５ 及 び 配 列 番 号 ６ を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； 又 は
　 （ ｄ ） 配 列 番 号 ５ 及 び 配 列 番 号 ６ の 完 全 長 コ ー ド 化 配 列 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列
に 対 し 、 少 な く と も ９ ９ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸
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分 子 。
【 請 求 項 ８ 】
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ；
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で そ の 関 連 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 い て い る も の ；
　 （ ｃ ） 配 列 番 号 ５ 及 び 配 列 番 号 ６ を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； 又 は
　 （ ｄ ） 配 列 番 号 ５ 及 び 配 列 番 号 ６ の 完 全 長 コ ー ド 化 配 列 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 む 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 含 む 共 有 結 合 し た
ヘ テ ロ 二 量 体 複 合 体 で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 共 有 結 合 し た ヘ テ ロ 二 量 体 複 合 体 が 、 配 列 番 号 ３ と 配 列 番 号 ４ の 間 に ２ つ の 鎖 間 ジ
ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 す る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド で そ の 関 連 シ グ ナ ル
ペ プ チ ド を 欠 い て い る も の を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 単 離
さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 配 列 番 号 ５ 及 び 配 列 番 号 ６ を 有 す る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 配 列 番 号 ５ 及 び 配 列 番 号 ６ の 完 全 長 コ ー ド 化 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 単 離 さ れ た
核 酸 分 子 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 に よ っ て 認 識 さ れ る コ ン ト ロ ー ル 配 列 に 作 用 可
能 に リ ン ク す る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ ５ に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 細 胞 が 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 、 大 腸 菌 細 胞 、 酵 母 細 胞 又 は バ キ ュ ロ ウ イ ル ス に 感 染 し た 昆 虫
細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 宿 主 細 胞 を 、 前 記 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 培 養 し
、 前 記 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 細 胞 培 養 物 か ら 回 収 す る こ と を 含 む 、 Ｉ Ｌ － １ ７
Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 生 成 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配
列 ； 又 は
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 で
そ の 関 連 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 い て い る も の ；
に 対 し 、 少 な く と も ８ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ３ と 配 列 番 号 ４ を 含 む へ テ ロ 二 量 体 複
合 体 を 有 す る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
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【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 へ テ ロ 二 量 体 複 合 体 が 、 配 列 番 号 ３ と 配 列 番 号 ４ の 間 に ２ つ の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結
合 を 有 す る 、 請 求 項 ２ １ に 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配
列 ； 又 は
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 で
そ の 関 連 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 い て い る も の ；
に 対 し 、 少 な く と も ８ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 単 離 さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配
列 ； 又 は
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 で
そ の 関 連 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 い て い る も の ；
に 対 し 、 少 な く と も ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 単 離 さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配
列 ； 又 は
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 で
そ の 関 連 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 い て い る も の ；
に 対 し 、 少 な く と も ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 単 離 さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配
列 ； 又 は
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 で
そ の 関 連 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 い て い る も の ；
に 対 し 、 少 な く と も ９ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る 、 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 単 離 さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配
列 ； 又 は
　 （ ｂ ） 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 で
そ の 関 連 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 い て い る も の ；
を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド が 、 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 含 む ヘ テ ロ 二 量 体
複 合 体 を 含 む 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 ヘ テ ロ 二 量 体 複 合 体 が 、 配 列 番 号 ３ と 配 列 番 号 ４ の 間 に ２ つ の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結
合 を 有 す る 、 請 求 項 ２ ８ に 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ を 含 む 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ で そ の 関 連 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 い て い る も の を 含 む 、 請 求
項 ２ ７ に 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 に 融 合 し た 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む キ メ ラ 分 子 。
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【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 異 種 ア ミ ノ 酸 配 列 が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｃ 領 域 又 は エ ピ ト ー プ タ グ 配 列 で あ る 、
請 求 項 ３ ２ に 記 載 の キ メ ラ 分 子 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 （ ａ ） 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド
； （ ｂ ） 前 記 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト ； （ ｃ ） 前 記 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ
ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 又 は （ ｄ ） 前 記 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的
に 結 合 す る 抗 体 を 、 担 体 と 組 み 合 わ せ て 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 さ れ た 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 又 は 一 本 鎖 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ５ に 記
載 の 単 離 さ れ た 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 好 適 に は 非 ヒ ト 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ） 残 基
及 び ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （ Ｆ Ｒ ） 残 基 を 有 す る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 単 離 さ れ た 抗 体
。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 標 識 さ れ 、 固 体 支 持 体 上 に 固 定 さ れ た 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 単 離 さ れ た 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 抗 体 が 抗 体 断 片 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 一 本 鎖 抗 体 、 又 は 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 で
あ る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 単 離 さ れ た 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 抗 体 断 片 又 は 一 本 鎖 抗 体 が 、 図 ６ に 配 列 番 号 ９ 、 配 列 番 号 １ ０ 、 配 列 番 号 １ １ 、 配 列 番
号 １ ２ 、 配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号 １ ４ 、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列 番 号 １ ６ 、 配 列 番 号 １ ７ 、 配
列 番 号 １ ８ 、 配 列 番 号 １ ９ 、 配 列 番 号 ２ ０ 、 配 列 番 号 ２ １ 、 配 列 番 号 ２ ２ 、 配 列 番 号 ２ ３
、 配 列 番 号 ２ ４ 、 配 列 番 号 ２ ５ 、 配 列 番 号 ２ ６ 、 配 列 番 号 ２ ７ 、 配 列 番 号 ２ ８ 、 配 列 番 号
２ ９ 、 配 列 番 号 ３ ０ 、 配 列 番 号 ３ １ 、 配 列 番 号 ３ ２ 、 配 列 番 号 ３ ３ 、 配 列 番 号 ３ ４ 、 配 列
番 号 ３ ５ 、 配 列 番 号 ３ ６ 、 配 列 番 号 ３ ７ 、 配 列 番 号 ３ ８ 、 配 列 番 号 ３ ９ 、 配 列 番 号 ４ ０ 、
配 列 番 号 ４ １ 、 及 び 配 列 番 号 ４ ２ と し て 示 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ た Ｆ ａ ｂ 断 片 を 含 み 、 前 記 Ｆ ａ ｂ 断 片 が 、 配 列 番 号 ９ ～ ４ ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ７ ～ １ ６ で
構 成 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ １ 、 配 列 番 号 ９ ～ ４ ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ０ ～ ４ ６ で 構 成 さ れ る Ｃ Ｄ
Ｒ － Ｈ ２ 、 及 び 配 列 番 号 ９ ～ ４ ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ７ ８ ～ 少 な く と も ９ ６ で 構 成 さ れ る Ｃ Ｄ
Ｒ － Ｈ ３ を 含 む ３ つ の 重 鎖 可 変 領 域 を 更 に 含 み 、 前 記 単 離 さ れ た Ｆ ａ ｂ 断 片 が Ｉ Ｌ － １ ７
Ａ ／ Ｆ に 対 す る 結 合 能 を 有 す る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 単 離 さ れ た 抗 体 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 抗 体 断 片 又 は 一 本 鎖 抗 体 が 、 図 ６ に 配 列 番 号 ９ 、 配 列 番 号 １ ０ 、 配 列 番 号 １ １ 、 配 列 番
号 １ ２ 、 配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号 １ ４ 、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列 番 号 １ ６ 、 配 列 番 号 １ ７ 、 配
列 番 号 １ ８ 、 配 列 番 号 １ ９ 、 配 列 番 号 ２ ０ 、 配 列 番 号 ２ １ 、 配 列 番 号 ２ ２ 、 配 列 番 号 ２ ３
、 配 列 番 号 ２ ４ 、 配 列 番 号 ２ ５ 、 配 列 番 号 ２ ６ 、 配 列 番 号 ２ ７ 、 配 列 番 号 ２ ８ 、 配 列 番 号
２ ９ 、 配 列 番 号 ３ ０ 、 配 列 番 号 ３ １ 、 配 列 番 号 ３ ２ 、 配 列 番 号 ３ ３ 、 配 列 番 号 ３ ４ 、 配 列
番 号 ３ ５ 、 配 列 番 号 ３ ６ 、 配 列 番 号 ３ ７ 、 配 列 番 号 ３ ８ 、 配 列 番 号 ３ ９ 、 配 列 番 号 ４ ０ 、
配 列 番 号 ４ １ 、 及 び 配 列 番 号 ４ ２ と し て 示 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ た Ｆ ａ ｂ 断 片 を 含 み 、 前 記 Ｆ ａ ｂ 断 片 が 、 配 列 番 号 ９ ～ ４ ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ７ ～ １ ６ で
構 成 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ １ 、 及 び 配 列 番 号 ９ ～ ４ ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ０ ～ ４ ６ で 構 成 さ れ る
Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ２ を 少 な く と も 含 む 重 鎖 可 変 領 域 を さ ら に 含 み 、 前 記 Ｆ ａ ｂ 断 片 が Ｉ Ｌ － １ ７
Ａ ／ Ｆ に 対 す る 結 合 能 を 有 す る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 単 離 さ れ た 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 抗 体 断 片 又 は 一 本 鎖 抗 体 が 、 図 ６ に 配 列 番 号 ９ 、 配 列 番 号 １ ０ 、 配 列 番 号 １ １ 、 配 列 番
号 １ ２ 、 配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号 １ ４ 、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列 番 号 １ ６ 、 配 列 番 号 １ ７ 、 配
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列 番 号 １ ８ 、 配 列 番 号 １ ９ 、 配 列 番 号 ２ ０ 、 配 列 番 号 ２ １ 、 配 列 番 号 ２ ２ 、 配 列 番 号 ２ ３
、 配 列 番 号 ２ ４ 、 配 列 番 号 ２ ５ 、 配 列 番 号 ２ ６ 、 配 列 番 号 ２ ７ 、 配 列 番 号 ２ ８ 、 配 列 番 号
２ ９ 、 配 列 番 号 ３ ０ 、 配 列 番 号 ３ １ 、 配 列 番 号 ３ ２ 、 配 列 番 号 ３ ３ 、 配 列 番 号 ３ ４ 、 配 列
番 号 ３ ５ 、 配 列 番 号 ３ ６ 、 配 列 番 号 ３ ７ 、 配 列 番 号 ３ ８ 、 配 列 番 号 ３ ９ 、 配 列 番 号 ４ ０ 、
配 列 番 号 ４ １ 、 及 び 配 列 番 号 ４ ２ と し て 示 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ た Ｆ ａ ｂ 断 片 を 含 み 、 前 記 Ｆ ａ ｂ 断 片 が 、 配 列 番 号 ９ ～ ４ ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ７ ～ １ ６ で
構 成 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ １ 、 及 び 配 列 番 号 ９ ～ ４ ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ７ ８ ～ 少 な く と も ９ ６ で
構 成 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ３ を 少 な く と も 含 む 重 鎖 可 変 領 域 を さ ら に 含 み 、 前 記 Ｆ ａ ｂ 断 片 が
Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ に 対 す る 結 合 能 を 有 す る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 単 離 さ れ た 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 抗 体 断 片 又 は 一 本 鎖 抗 体 が 、 図 ６ に 配 列 番 号 ９ 、 配 列 番 号 １ ０ 、 配 列 番 号 １ １ 、 配 列 番
号 １ ２ 、 配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号 １ ４ 、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列 番 号 １ ６ 、 配 列 番 号 １ ７ 、 配
列 番 号 １ ８ 、 配 列 番 号 １ ９ 、 配 列 番 号 ２ ０ 、 配 列 番 号 ２ １ 、 配 列 番 号 ２ ２ 、 配 列 番 号 ２ ３
、 配 列 番 号 ２ ４ 、 配 列 番 号 ２ ５ 、 配 列 番 号 ２ ６ 、 配 列 番 号 ２ ７ 、 配 列 番 号 ２ ８ 、 配 列 番 号
２ ９ 、 配 列 番 号 ３ ０ 、 配 列 番 号 ３ １ 、 配 列 番 号 ３ ２ 、 配 列 番 号 ３ ３ 、 配 列 番 号 ３ ４ 、 配 列
番 号 ３ ５ 、 配 列 番 号 ３ ６ 、 配 列 番 号 ３ ７ 、 配 列 番 号 ３ ８ 、 配 列 番 号 ３ ９ 、 配 列 番 号 ４ ０ 、
配 列 番 号 ４ １ 、 及 び 配 列 番 号 ４ ２ と し て 示 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ た Ｆ ａ ｂ 断 片 を 含 み 、 前 記 Ｆ ａ ｂ 断 片 が 、 配 列 番 号 ９ ～ ４ ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ０ ～ ４ ６
で 構 成 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ２ 、 及 び 配 列 番 号 ９ ～ ４ ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ７ ８ ～ 少 な く と も ９ ６
で 構 成 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ３ を 少 な く と も 含 む 重 鎖 可 変 領 域 を さ ら に 含 み 、 前 記 Ｆ ａ ｂ 断 片
が Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ に 対 す る 結 合 能 を 有 す る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 単 離 さ れ た 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 抗 体 断 片 又 は 一 本 鎖 抗 体 が 、 図 ６ に 配 列 番 号 ９ 、 配 列 番 号 １ ０ 、 配 列 番 号 １ １ 、 配 列 番
号 １ ２ 、 配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号 １ ４ 、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列 番 号 １ ６ 、 配 列 番 号 １ ７ 、 配
列 番 号 １ ８ 、 配 列 番 号 １ ９ 、 配 列 番 号 ２ ０ 、 配 列 番 号 ２ １ 、 配 列 番 号 ２ ２ 、 配 列 番 号 ２ ３
、 配 列 番 号 ２ ４ 、 配 列 番 号 ２ ５ 、 配 列 番 号 ２ ６ 、 配 列 番 号 ２ ７ 、 配 列 番 号 ２ ８ 、 配 列 番 号
２ ９ 、 配 列 番 号 ３ ０ 、 配 列 番 号 ３ １ 、 配 列 番 号 ３ ２ 、 配 列 番 号 ３ ３ 、 配 列 番 号 ３ ４ 、 配 列
番 号 ３ ５ 、 配 列 番 号 ３ ６ 、 配 列 番 号 ３ ７ 、 配 列 番 号 ３ ８ 、 配 列 番 号 ３ ９ 、 配 列 番 号 ４ ０ 、
配 列 番 号 ４ １ 、 及 び 配 列 番 号 ４ ２ と し て 示 さ れ て い る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ た Ｆ ａ ｂ 断 片 を 含 み 、 前 記 Ｆ ａ ｂ 断 片 が 、 配 列 番 号 ９ ～ ４ ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ７ ～ １ ６ で
構 成 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ １ 、 配 列 番 号 ９ ～ ４ ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ０ ～ ４ ６ で 構 成 さ れ る Ｃ Ｄ
Ｒ － Ｈ ２ 、 及 び 配 列 番 号 ９ ～ ４ ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ７ ８ ～ 少 な く と も ９ ６ で 構 成 さ れ る Ｃ Ｄ
Ｒ － Ｈ ３ の 内 、 少 な く と も １ つ の 重 鎖 可 変 領 域 を 更 に 含 み 、 前 記 単 離 さ れ た Ｆ ａ ｂ 断 片 が
Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ に 対 す る 結 合 能 を 有 す る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 単 離 さ れ た 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 配 列 番 号 ９ 、 配 列 番 号 １ ０ 、 配 列 番 号 １ １ 、 配 列 番 号 １ ２ 、 配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号 １
４ 、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列 番 号 １ ６ 、 配 列 番 号 １ ７ 、 配 列 番 号 １ ８ 、 配 列 番 号 １ ９ 、 配 列 番
号 ２ ０ 、 配 列 番 号 ２ １ 、 配 列 番 号 ２ ２ 、 配 列 番 号 ２ ３ 、 配 列 番 号 ２ ４ 、 配 列 番 号 ２ ５ 、 配
列 番 号 ２ ６ 、 配 列 番 号 ２ ７ 、 配 列 番 号 ２ ８ 、 配 列 番 号 ２ ９ 、 配 列 番 号 ３ ０ 、 配 列 番 号 ３ １
、 配 列 番 号 ３ ２ 、 配 列 番 号 ３ ３ 、 配 列 番 号 ３ ４ 、 配 列 番 号 ３ ５ 、 配 列 番 号 ３ ６ 、 配 列 番 号
３ ７ 、 配 列 番 号 ３ ８ 、 配 列 番 号 ３ ９ 、 配 列 番 号 ４ ０ 、 配 列 番 号 ４ １ 、 又 は 配 列 番 号 ４ ２ の
前 記 Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ １ 領 域 が 、 配 列 番 号 ７ ７ と し て 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸
残 基 ７ ～ １ ０ を 少 な く と も 含 み 、 前 記 配 列 番 号 ７ ７ が Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ に 対 す る 結 合 能 を
有 す る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 単 離 さ れ た 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 配 列 番 号 ９ 、 配 列 番 号 １ ０ 、 配 列 番 号 １ １ 、 配 列 番 号 １ ２ 、 配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号 １
４ 、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列 番 号 １ ６ 、 配 列 番 号 １ ７ 、 配 列 番 号 １ ８ 、 配 列 番 号 １ ９ 、 配 列 番
号 ２ ０ 、 配 列 番 号 ２ １ 、 配 列 番 号 ２ ２ 、 配 列 番 号 ２ ３ 、 配 列 番 号 ２ ４ 、 配 列 番 号 ２ ５ 、 配
列 番 号 ２ ６ 、 配 列 番 号 ２ ７ 、 配 列 番 号 ２ ８ 、 配 列 番 号 ２ ９ 、 配 列 番 号 ３ ０ 、 配 列 番 号 ３ １
、 配 列 番 号 ３ ２ 、 配 列 番 号 ３ ３ 、 配 列 番 号 ３ ４ 、 配 列 番 号 ３ ５ 、 配 列 番 号 ３ ６ 、 配 列 番 号
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３ ７ 、 配 列 番 号 ３ ８ 、 配 列 番 号 ３ ９ 、 配 列 番 号 ４ ０ 、 配 列 番 号 ４ １ 、 又 は 配 列 番 号 ４ ２ の
前 記 Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ２ 領 域 が 、 配 列 番 号 ７ ８ と し て 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 応 す る ア ミ ノ 酸
残 基 ４ １ ～ ４ ６ を 少 な く と も 含 み 、 前 記 配 列 番 号 ７ ８ が Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ に 対 す る 結 合 能
を 有 す る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 単 離 さ れ た 抗 体 。  
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 前 記 抗 体 が 抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ア ゴ ニ ス ト 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 単 離 さ れ た
抗 体 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 前 記 抗 体 が 抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 単 離 さ
れ た 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 配 列 番 号 ４ ３ 、 配 列 番 号 ４ ４ 、 配 列 番 号 ４ ５ 、 配 列 番 号 ４ ６ 、 配 列 番 号 ４ ７ 、 配 列 番 号
４ ８ 、 配 列 番 号 ４ ９ 、 配 列 番 号 ５ ０ 、 配 列 番 号 ５ １ 、 配 列 番 号 ５ ２ 、 配 列 番 号 ５ ３ 、 配 列
番 号 ５ ４ 、 配 列 番 号 ５ ５ 、 配 列 番 号 ５ ６ 、 配 列 番 号 ５ ７ 、 配 列 番 号 ５ ８ 、 配 列 番 号 ５ ９ 、
配 列 番 号 ６ ０ 、 配 列 番 号 ６ １ 、 配 列 番 号 ６ ２ 、 配 列 番 号 ６ ３ 、 配 列 番 号 ６ ４ 、 配 列 番 号 ６
５ 、 配 列 番 号 ６ ６ 、 配 列 番 号 ６ ７ 、 配 列 番 号 ６ ８ 、 配 列 番 号 ６ ９ 、 配 列 番 号 ７ ０ 、 配 列 番
号 ７ １ 、 配 列 番 号 ７ ２ 、 配 列 番 号 ７ ３ 、 配 列 番 号 ７ ４ 、 配 列 番 号 ７ ５ 及 び 配 列 番 号 ７ ６ の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 で あ っ て 、 前 記 核 酸 分 子
が 、 配 列 番 号 ９ 、 配 列 番 号 １ ０ 、 配 列 番 号 １ １ 、 配 列 番 号 １ ２ 、 配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号
１ ４ 、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列 番 号 １ ６ 、 配 列 番 号 １ ７ 、 配 列 番 号 １ ８ 、 配 列 番 号 １ ９ 、 配 列
番 号 ２ ０ 、 配 列 番 号 ２ １ 、 配 列 番 号 ２ ２ 、 配 列 番 号 ２ ３ 、 配 列 番 号 ２ ４ 、 配 列 番 号 ２ ５ 、
配 列 番 号 ２ ６ 、 配 列 番 号 ２ ７ 、 配 列 番 号 ２ ８ 、 配 列 番 号 ２ ９ 、 配 列 番 号 ３ ０ 、 配 列 番 号 ３
１ 、 配 列 番 号 ３ ２ 、 配 列 番 号 ３ ３ 、 配 列 番 号 ３ ４ 、 配 列 番 号 ３ ５ 、 配 列 番 号 ３ ６ 、 配 列 番
号 ３ ７ 、 配 列 番 号 ３ ８ 、 配 列 番 号 ３ ９ 、 配 列 番 号 ４ ０ 、 配 列 番 号 ４ １ 、 又 は 配 列 番 号 ４ ２
と し て 示 す Ｆ ａ ｂ 断 片 を コ ー ド し 、 前 記 Ｆ ａ ｂ 断 片 が Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ に 対 す る 結 合 能 を
有 す る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 前 記 担 体 が 製 薬 的 に 許 容 可 能 な 担 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 哺 乳 動 物 の 免 疫 関 連 疾 患 の 治 療 に 有 用 で あ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 （ ａ ） 、 （ ｂ ） 又 は （ ｄ ） は 、 （ ｉ ） 哺 乳 動 物 の Ｔ リ ン パ 球 の 増 殖 を 亢 進 す る 、 又 は （
ｉ ｉ ） 哺 乳 動 物 の 組 織 へ の 炎 症 性 細 胞 の 浸 潤 を 亢 進 す る こ と が で き る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載
の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 （ ｃ ） 又 は （ ｄ ） は 、 （ ｉ ） 哺 乳 動 物 の Ｔ リ ン パ 球 の 増 殖 を 阻 害 す る 、 又 は （ ｉ ｉ ） 哺
乳 動 物 の 組 織 へ の 炎 症 性 細 胞 の 浸 潤 を 減 退 さ せ る こ と が で き る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 組 成
物 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 治 療 的 有 効 量 の （ ａ ） 、 （ ｂ ） 、 （ ｃ ） 又 は （ ｄ ） を 含 む 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 組 成 物
。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 容 器 ；
　 前 記 容 器 に 貼 付 さ れ る ラ ベ ル ； 及 び
　 前 記 容 器 内 に 収 容 さ れ る 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 組 成 物 で あ っ て 、 前 記 容 器 に 貼 付 さ れ る ラ
ベ ル に よ り 、 免 疫 関 連 疾 患 の 治 療 に 使 用 で き る こ と が 示 さ れ る 組 成 物
を 含 む 製 造 品 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 治 療 が 必 要 な 哺 乳 動 物 の 免 疫 関 連 疾 患 の 治 療 法 で あ っ て 、 前 記 哺 乳 動 物 に 対 し て 治 療 的
有 用 量 の （ ａ ） 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト
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、 （ ｃ ） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 又 は （ ｄ ） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結
合 す る 抗 体 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 免 疫 関 連 疾 患 が 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 変 形 性 関 節 症 、 若 年 性
慢 性 関 節 炎 、 脊 椎 関 節 症 、 全 身 性 硬 化 症 、 特 発 性 炎 症 誘 発 性 筋 疾 患 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群
、 全 身 性 血 管 炎 、 サ ル コ イ ド ー シ ス 、 自 己 免 疫 性 溶 血 性 貧 血 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 症 、
甲 状 腺 炎 、 真 性 糖 尿 病 、 免 疫 性 腎 臓 疾 患 、 中 枢 及 び 抹 消 神 経 系 の 脱 髄 性 疾 患 、 特 発 性 脱 髄
性 多 発 神 経 障 害 、 ギ ラ ン バ レ ー 症 候 群 、 慢 性 炎 症 脱 髄 性 多 発 神 経 障 害 、 肝 胆 道 疾 患 、 感 染
性 又 は 自 己 免 疫 慢 性 活 性 肝 炎 、 原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 、 肉 芽 腫 性 肝 炎 、 硬 化 性 胆 管 炎 、 炎 症
誘 発 性 腸 疾 患 、 グ ル テ ン 感 受 性 腸 疾 患 、 フ ィ ッ プ ル 疾 患 、 自 己 免 疫 性 又 は 免 疫 媒 介 性 皮 膚
疾 患 、 水 泡 性 皮 膚 疾 患 、 多 形 滲 出 性 紅 斑 、 接 触 皮 膚 炎 、 乾 癬 、 ア レ ル ギ ー 性 疾 患 、 喘 息 、
ア レ ル ギ ー 性 鼻 炎 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 食 物 過 敏 症 、 蕁 麻 疹 、 肺 の 免 疫 学 的 疾 患 、 好 酸 球
性 肺 炎 、 特 発 性 肺 線 維 症 、 高 感 受 性 間 質 性 肺 炎 、 移 植 関 連 疾 患 、 移 植 片 拒 絶 又 は 移 植 片 対
宿 主 疾 患 で あ る 、 請 求 項 ５ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 が 疑 わ れ る 試 料 中 に お け る 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 存
在 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 試 料 を 抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 に 接 触 さ せ る こ と 、 及 び
前 記 試 料 の 成 分 に 対 す る 前 記 抗 体 の 結 合 を 測 定 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 哺 乳 動 物 の 免 疫 関 連 疾 患 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 （ ａ ） 哺 乳 動 物 か ら 得 ら れ た 組 織 細
胞 の 試 験 試 料 、 及 び （ ｂ ） 同 じ 細 胞 型 の 既 知 の 正 常 細 胞 の コ ン ト ロ ー ル 試 料 に お け る Ｉ Ｌ
－ １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 検 出 す る こ と を 含 み 、 コ ン
ト ロ ー ル 試 料 と 比 較 し て 試 験 試 料 中 の 前 記 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル が 高 い か 、 又 は 低 い 場 合 に
、 試 験 組 織 細 胞 を 採 取 し た 哺 乳 動 物 に お け る 免 疫 関 連 疾 患 の 存 在 が 示 さ れ る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 哺 乳 動 物 の 免 疫 関 連 疾 患 を 診 断 す る 方 法 で あ っ て 、 （ ａ ） 哺 乳 動 物 か ら 得 ら れ た 組 織 細
胞 の 試 験 試 料 に 抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 を 接 触 さ せ 、 （ ｂ ） 試 験 試 料 中 に お け る 抗 体 と ポ
リ ペ プ チ ド の 複 合 体 の 形 成 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 前 記 複 合 体 の 形 成 が 、 試 験 組 織 細 胞 を
採 取 し た 哺 乳 動 物 に お け る 免 疫 関 連 疾 患 の 存 在 を 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 通 常
は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に 応 答 す る 細 胞 を （ ａ ） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び （ ｂ ） 候 補 化 合 物 と
接 触 さ せ 、 前 記 細 胞 の （ ａ ） に 対 す る 応 答 性 の 欠 乏 を 測 定 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る 化 合 物 を 同 定 す る
方 法 で あ っ て 、 通 常 は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 前 記 遺
伝 子 の 発 現 の 欠 乏 を 測 定 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 前 記 候 補 化 合 物 が ア ン チ セ ン ス 核 酸 で あ る 、 請 求 項 ６ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 模 倣 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 通 常
は 前 記 ポ リ ペ プ チ ド に 応 答 す る 細 胞 を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 前 記 細 胞 の 前 記 候 補 化 合 物
に 対 す る 応 答 性 を 測 定 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 Ｔ リ ン パ 球 の 増 殖 を 刺 激 す る 方 法 で あ っ て 、 （ ａ ） Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 又 は
（ ｂ ） （ ａ ） の ア ゴ ニ ス ト の 有 効 量 に Ｔ リ ン パ 球 を 接 触 さ せ る こ と を 含 み 、 よ っ て Ｔ リ ン
パ 球 の 増 殖 を 刺 激 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 Ｔ リ ン パ 球 の 増 殖 を 阻 害 す る 方 法 で あ っ て 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ
ニ ス ト の 有 効 量 に Ｔ リ ン パ 球 を 接 触 さ せ る こ と を 含 み 、 よ っ て Ｔ リ ン パ 球 の 増 殖 を 阻 害 す
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る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 哺 乳 動 物 の 組 織 へ の 炎 症 細 胞 の 浸 潤 を 高 め る 方 法 で あ っ て 、 （ ａ ） Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ
リ ペ プ チ ド 又 は （ ｂ ） （ ａ ） の ア ゴ ニ ス ト の 有 効 量 を 前 記 哺 乳 動 物 へ 投 与 す る こ と を 含 み
、 よ っ て 前 記 浸 潤 を 高 め る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 哺 乳 動 物 の 組 織 へ の 炎 症 細 胞 の 浸 潤 を 減 少 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ
ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト の 有 効 量 を 前 記 哺 乳 動 物 へ 投 与 す る こ と を 含 み 、 よ っ て 前 記 浸
潤 を 減 少 さ せ る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 前 記 炎 症 細 胞 が 単 核 細 胞 、 好 酸 球 又 は 多 形 核 好 中 球 （ Ｐ Ｍ Ｎ ） で あ る 、 請 求 項 ６ ７ 又 は
６ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 番 号 ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 複 合 体
を 作 製 す る 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 等 量 の 、 配 列 番 号 ３ に 示 す ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ７ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発
現 ベ ク タ ー 及 び 配 列 番 号 ４ に 示 す ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発
現 ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 に 同 時 形 質 移 入 す る こ と と 、
　 （ ｂ ） 前 記 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 複 合 体 の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 宿 主 細 胞 を 培
養 し 、 前 記 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 複 合 体 を 細 胞 培 養 物 か ら 回 収 す る こ と と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 に よ っ て 認 識 さ れ る コ ン ト ロ ー ル 配 列 に 作 用 可 能 に リ
ン ク す る 請 求 項 ７ １ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 請 求 項 ７ １ に 記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 前 記 細 胞 が 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 、 大 腸 菌 細 胞 、 酵 母 細 胞 、 又 は バ キ ュ ロ ウ イ ル ス に 感 染 し た 昆
虫 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ７ ３ に 記 載 の 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 請 求 項 ７ ４ に 記 載 の 宿 主 細 胞 を 、 前 記 抗 体 の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 培 養 し 、 前 記 抗 体 を
細 胞 培 養 物 か ら 回 収 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 ４ ９ に 記 載 の 抗 体 製 造 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ １ 】
（ 発 明 の 分 野 ）
　 本 発 明 は 、 概 し て 、 こ こ で イ ン タ ー ロ イ キ ン １ ７ Ａ ／ Ｆ （ Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ） と 命 名 し
た 新 規 ヒ ト サ イ ト カ イ ン の 同 定 と 単 離 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 細 胞 外 タ ン パ ク 質 は 、 多 細 胞 生 物 の 形 成 、 分 化 及 び 維 持 に お い て 重 要 な 役 割 を 担 っ て い
る 。 多 く の 個 々 の 細 胞 の 運 命 、 例 え ば 増 殖 、 遊 走 、 分 化 又 は 他 の 細 胞 と の 相 互 作 用 は 、 典
型 的 に は 、 他 の 細 胞 及 び ／ 又 は 直 接 の 環 境 か ら 受 け 取 る 情 報 に 支 配 さ れ る 。 こ の 情 報 は 、
し ば し ば 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド (例 え ば 、 分 裂 促 進 因 子 、 生 存 因 子 、 細 胞 障 害 性 因 子 、 分 化 因
子 、 神 経 ペ プ チ ド 、 及 び ホ ル モ ン )に よ り 伝 達 さ れ 、 こ れ が 、 次 に 多 様 な 細 胞 レ セ プ タ ー
又 は 膜 結 合 タ ン パ ク 質 に よ り 受 け 取 ら れ 解 釈 さ れ る 。 こ れ ら の 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド 又 は シ グ
ナ ル 分 子 は 、 通 常 は 細 胞 分 泌 経 路 を 通 過 し て 、 細 胞 外 環 境 に お け る そ の 作 用 部 位 に 到 達 す
る 。
　 分 泌 タ ン パ ク 質 は 、 製 薬 、 診 断 、 バ イ オ セ ン サ ー 及 び バ イ オ リ ア ク タ ー を 含 む 、 様 々 な
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産 業 上 の 利 用 性 を 有 し て い る 。 血 栓 溶 解 剤 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 、 エ リ
ス ロ ポ エ チ ン 、 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 、 及 び 種 々 の 他 の サ イ ト カ イ ン の よ う な 、 現 在 入 手 可 能
な 大 抵 の タ ン パ ク 質 薬 物 は 分 泌 タ ン パ ク 質 で あ る 。 こ れ ら の レ セ プ タ ー は 、 膜 タ ン パ ク 質
で あ り 、 治 療 又 は 診 断 用 薬 と し て の 可 能 性 を も 有 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 膜 結 合 タ ン パ ク 質 及 び レ セ プ タ ー は 、 多 細 胞 生 物 の 形 成 、 分 化 及 び 維 持 に お い て 重 要 な
役 割 を 担 っ て い る 。 多 く の 個 々 の 細 胞 の 運 命 、 例 え ば 増 殖 、 遊 走 、 分 化 又 は 他 の 細 胞 と の
相 互 作 用 は 、 典 型 的 に は 他 の 細 胞 及 び ／ 又 は 直 接 の 環 境 か ら 受 け 取 ら れ る 情 報 に 支 配 さ れ
る 。 こ の 情 報 は 、 し ば し ば 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド (例 え ば 、 分 裂 促 進 因 子 、 生 存 因 子 、 細 胞 障
害 性 因 子 、 分 化 因 子 、 神 経 ペ プ チ ド 、 及 び ホ ル モ ン )に よ り 伝 達 さ れ 、 こ れ が 次 に 多 様 な
細 胞 レ セ プ タ ー 又 は 膜 結 合 タ ン パ ク 質 に よ り 受 け 取 ら れ 解 釈 さ れ る 。 こ の よ う な 膜 結 合 タ
ン パ ク 質 及 び 細 胞 レ セ プ タ ー は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 サ イ ト カ イ ン レ セ
プ タ ー 、 レ セ プ タ ー キ ナ ー ゼ 、 レ セ プ タ ー ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 細 胞 -細 胞 間 相 互 作 用 に 関 与
す る レ セ プ タ ー 、 及 び セ レ ク チ ン 及 び イ ン テ グ リ ン の よ う な 細 胞 接 着 分 子 を 含 む 。 例 え ば
、 細 胞 の 増 殖 及 び 分 化 を 調 節 す る シ グ ナ ル の 伝 達 は 、 様 々 な 細 胞 タ ン パ ク 質 の リ ン 酸 化 に
よ り 部 分 的 に 調 節 さ れ る 。 そ の プ ロ セ ス を 触 媒 す る 酵 素 で あ る プ ロ テ イ ン チ ロ シ ン キ ナ ー
ゼ は ま た 成 長 因 子 レ セ プ タ ー と し て も 作 用 す る 。 例 え ば 、 繊 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 及 び 神 経 成
長 因 子 レ セ プ タ ー が 含 ま れ る 。
　 膜 結 合 タ ン パ ク 質 及 び レ セ プ タ ー 分 子 は 、 製 薬 及 び 診 断 薬 を 含 む 、 様 々 な 産 業 上 の 利 用
性 を 有 し て い る 。 例 え ば 、 レ セ プ タ ー イ ム ノ ア ド ヘ シ ン は レ セ プ タ ー -リ ガ ン ド 間 相 互 作
用 を 阻 止 す る 治 療 薬 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 膜 結 合 タ ン パ ク 質 は ま た 、 関 連 す る レ
セ プ タ ー ／ リ ガ ン ド 間 相 互 作 用 の 可 能 性 の あ る ペ プ チ ド 又 は 小 分 子 イ ン ヒ ビ タ ー を ス ク リ
ー ニ ン グ す る た め に 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 新 規 な 天 然 の 分 泌 及 び 膜 結 合 レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 を 同 定 す る た め の 努 力 が 産 業 界 と 学
術 界 の 両 方 に よ っ て な さ れ て い る 。 多 く の 努 力 が 新 規 な 分 泌 及 び 膜 結 合 レ セ プ タ ー タ ン パ
ク 質 に 対 す る コ ー ド 化 配 列 を 同 定 す る た め に 哺 乳 動 物 の 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ
ー ニ ン グ す る こ と に 注 が れ て い る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 及 び 技 術 の 例 は 文 献 に 記 載 さ れ て
い る [例 え ば 、 Kleinら , Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ c.Natl.Acad.Sci., 93:7108-7113 (1996)； 米
国 特 許 5,536,637を 参 照 さ れ た い ]。
　 こ の 点 か ら 、 本 発 明 は 、 免 疫 媒 介 及 び 炎 症 疾 患 に 関 連 す る こ と が 示 さ れ て い る イ ン タ ー
ロ イ キ ン １ ７ （ Ｉ Ｌ -１ ７ ） フ ァ ミ リ ー の 新 規 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド の 同 定 に 関 す る 。 免 疫 関
連 及 び 炎 症 疾 患 は 、 完 全 な 複 合 現 象 の 症 状 又 は 結 果 で あ り 、 こ れ ら の 殆 ど は 複 合 的 に 関 連
し た 生 物 学 的 経 路 で あ り 、 正 常 な 生 理 機 能 に お い て 、 発 作 又 は 損 傷 へ 応 答 す る こ と 、 発 作
又 は 損 傷 か ら の 回 復 を 開 始 す る こ と 、 並 び に 外 来 生 物 に 対 す る 先 天 性 及 び 後 天 性 の 防 御 を
増 す こ と に お い て 絶 対 不 可 欠 で あ る 。 疾 患 や 病 理 現 象 は 、 こ れ ら 正 常 な 生 理 学 的 経 路 が 付
加 的 発 作 や 損 傷 を 、 応 答 の 強 度 と 直 接 に 関 連 し て い る も の と し て 、 異 常 な 制 御 又 は 過 度 の
刺 激 の 結 果 と し て 、 自 己 へ の 反 応 と し て 、 又 は こ れ ら の 組 み 合 わ せ の 何 れ か と し て 生 じ せ
し め る 場 合 に 起 こ る 。
　 こ れ ら 疾 患 の 起 源 に は 、 殆 ど に お い て 多 段 階 経 路 及 び 複 数 の 異 な っ た 生 物 学 的 系 ／ 経 路
が 関 与 し て い る が 、 こ れ ら の 一 つ 又 は 複 数 の 経 路 の 重 要 な ポ イ ン ト で の 介 入 は 、 改 善 的 又
は 治 療 的 効 果 を も た ら す こ と が で き る 。 治 療 的 介 入 は 、 有 害 な プ ロ セ ス ／ 経 路 の 拮 抗 作 用
又 は 有 益 な プ ロ セ ス ／ 経 路 の 刺 激 の 何 れ か に よ っ て 生 じ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 多 く の 免 疫 関 連 疾 患 は 知 ら れ て い て 、 広 く 研 究 さ れ て き た 。 こ の よ う な 疾 患 に は 、 免 疫
媒 介 炎 症 疾 患 （ 例 え ば 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 免 疫 媒 介 腎 疾 患 、 肝 胆 道 疾 患 、 炎 症 性 腸 疾 患
（ Ｉ Ｂ Ｄ ） 、 乾 癬 、 及 び 喘 息 ） 、 非 免 疫 媒 介 炎 症 疾 患 、 感 染 症 、 免 疫 不 全 症 、 腫 瘍 症 な ど
が 含 ま れ る 。
　 Ｔ リ ン パ 球 （ Ｔ 細 胞 ） は 、 哺 乳 動 物 の 免 疫 応 答 の 重 要 な 構 成 物 で あ る 。 Ｔ 細 胞 は 、 主 要
組 織 適 合 遺 伝 子 複 合 体 （ Ｍ Ｈ Ｃ ） 領 域 中 の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る 自 己 分 子 と 結
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合 す る 抗 原 を 認 識 す る 。 該 抗 原 は 、 Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 と と も に 抗 原 提 示 細 胞 、 ウ イ ル ス 感 染 細 胞
、 癌 細 胞 、 移 植 片 な ど の 表 面 に 表 示 さ れ う る 。 Ｔ 細 胞 系 は 、 宿 主 哺 乳 動 物 の 健 康 へ 脅 威 を
与 え る こ れ ら 改 変 細 胞 を 除 去 す る 。 Ｔ 細 胞 に は 、 ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 と 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 （ キ
ラ ー Ｔ 細 胞 ） が 含 ま れ る 。 ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 は 、 抗 原 表 示 細 胞 上 の 抗 原 -Ｍ Ｈ Ｃ 複 合 体 の 認
識 の 後 に 大 々 的 に 増 殖 す る 。 ま た 、 ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 は 、 種 々 の サ イ ト カ イ ン 、 す な わ ち Ｂ
細 胞 、 細 胞 傷 害 性 Ｔ 細 胞 及 び 免 疫 応 答 に 関 与 す る 種 々 の 他 の 細 胞 の 活 性 化 に お い て 中 心 的
な 役 割 を 担 う リ ン フ ォ カ イ ン を 分 泌 す る 。
　 体 液 性 及 び 細 胞 性 免 疫 応 答 の 双 方 に お け る 中 心 的 現 象 は 、 ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 の 活 性 化 と ク
ロ ー ン 性 増 殖 で あ る 。 ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 活 性 化 は 、 抗 原 表 示 細 胞 の 表 面 に お け る Ｔ 細 胞 レ セ
プ タ ー （ Ｔ Ｃ Ｒ ） -Ｃ Ｄ ３ 複 合 体 と 抗 原 -Ｍ Ｈ Ｃ の 相 互 作 用 に よ っ て は じ ま る 。 該 相 互 作 用
は 、 生 成 ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 が 細 胞 周 期 （ Ｇ ０ か ら Ｇ １ へ の 移 行 ） へ 入 る こ と 、 並 び に Ｉ Ｌ -
２ 及 び 時 に は Ｉ Ｌ -４ の た め の 高 親 和 性 レ セ プ タ ー の 発 現 が 生 じ る こ と を 含 む 、 生 化 学 現
象 の カ ス ケ ー ド を 媒 介 す る 。 活 性 化 Ｔ 細 胞 は 、 記 憶 細 胞 （ 免 疫 記 憶 細 胞 ,メ モ リ ー 細 胞 ）
又 は エ フ ェ ク タ ー 細 胞 へ 増 殖 及 び 分 化 す る 周 期 を 通 し て 発 達 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Ｔ Ｃ Ｒ を 通 し て 媒 介 さ れ る シ グ ナ ル に 加 え て 、 Ｔ 細 胞 の 活 性 化 に は 、 抗 原 提 示 細 胞 に よ
っ て 、 或 い は 抗 原 提 示 細 胞 上 の 膜 結 合 分 子 と Ｔ 細 胞 の 相 互 作 用 を 通 し て の サ イ ト カ イ ン 放
出 に よ っ て 誘 導 さ れ る 付 加 的 な 共 刺 激 が 含 ま れ る 。 サ イ ト カ イ ン Ｉ Ｌ -１ 及 び Ｉ Ｌ -６ が 、
共 刺 激 の シ グ ナ ル を 示 す こ と が 示 さ れ て い る 。 ま た 、 抗 原 提 示 細 胞 の 表 面 に 発 現 す る Ｂ ７
分 子 と Ｔ 細 胞 表 面 に 発 現 す る Ｃ Ｄ ２ ８ 及 び Ｃ Ｔ Ｌ -４ 分 子 の 間 の 相 互 作 用 は 、 Ｔ 細 胞 活 性
化 に 作 用 す る 。 活 性 化 Ｔ 細 胞 は 、 か な り の 量 の Ｉ Ｃ Ａ Ｍ -１ 、 イ ン テ グ リ ン 、 Ｖ Ｌ Ａ -４ 、
Ｌ Ｆ Ａ -１ 、 Ｃ Ｄ ５ ６ 等 の 細 胞 接 着 分 子 を 発 現 す る 。
　 リ ン パ 球 混 合 培 養 又 は 混 合 リ ン パ 球 培 養 反 応 （ Ｍ Ｌ Ｒ ） に お け る Ｔ 細 胞 増 殖 は 、 免 疫 系
を 刺 激 す る 化 合 物 の 能 力 の 定 着 し た 指 標 で あ る 。 多 く の 免 疫 応 答 で は 、 炎 症 細 胞 は 損 傷 又
は 感 染 の 部 分 へ 浸 潤 す る 。 こ の 遊 走 細 胞 は 、 感 染 組 織 の 組 織 学 的 検 査 に よ っ て 判 定 す る こ
と が で き る 好 中 球 、 好 酸 球 、 単 球 又 は リ ン パ 球 性 の 細 胞 で あ り う る 。 Current Ｉ Ｌ － １ ７
Ａ ／ Ｆ tocols in Immunology, John E. Coliganら 編 ， 1994, John Wiley & Sons, Inc.
　 免 疫 関 連 疾 患 は 、 免 疫 応 答 を 抑 制 す る こ と で 治 療 す る こ と が で き る 。 免 疫 刺 激 活 性 を 有
す る 分 子 を 阻 害 す る 中 和 抗 体 を 用 い る こ と は 、 免 疫 媒 介 及 び 炎 症 疾 患 の 治 療 に お い て 有 益
で あ る 。 免 疫 応 答 を 阻 害 す る 分 子 は 、 免 疫 応 答 を 阻 害 す る の に 利 用 す る こ と が 可 能 で あ り
（ 直 接 に 、 或 い は 抗 体 ア ゴ ニ ス ト の 利 用 を 経 由 す る タ ン パ ク 質 ） 、 そ れ 故 に 免 疫 関 連 疾 患
を 改 善 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 イ ン タ ー ロ イ キ ン １ ７ （ Ｉ Ｌ － １ ７ ） は 、 上 皮 細 胞 、 内 皮 細 胞 、 及 び 線 維 芽 細 胞 を 刺 激
し 、 Ｉ Ｌ － ６ 、 Ｉ Ｌ － ８ 、 Ｇ － Ｃ Ｓ Ｆ 、 及 び Ｍ Ｃ Ｐ － １ を 含 む 他 の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 及
び ケ モ カ イ ン を 生 成 す る Ｔ 細 胞 由 来 の 炎 症 促 進 性 分 子 で あ る [Yao, Z.等 、 J. Immunol., 1
22(12):5483-5486 (1995); Yao, Z. 等 、 Immunity, 3(6):811-821 (1995); Fossiez, F.,
 等 、 J. Exp. Med., 183(6): 2593-2603 (1996); Kennedy, J. 等 、 J. Interferon Cytok
ine Res., 16(8):611-7 (1996); Cai, X. Y. 等 、 Immunol. Lett, 62(1):51-8 (1998); J
ovanovic, D.V. 等 、 J. Immunol., 160(7):3513-21 (1998); Laan, M. 等 、 J. Immunol.,
 162(4):2347-52 (1999); Linden, A等 、 Eur Respir J, 15(5):973-7 (2000); 及 び Aggar
wal, S.及 び Gurney, A.L., J Leukoc Biol, 71(1):1-8 (2002)参 照 ]。 Ｉ Ｌ － １ ７ は ま た
、 Ｔ Ｎ Ｆ － α 及 び Ｉ Ｌ － １ β を 含 む ほ か の サ イ ト カ イ ン と 共 同 し て さ ら に ケ モ カ イ ン の 発
現 を 誘 発 す る （ Chabaud, M等 、 J. Immunol. 161(1):409-14 (1998)） 。 イ ン タ ー ロ イ キ ン
１ ７ （ Ｉ Ｌ － １ ７ ） は 、 様 々 な 種 類 の 細 胞 上 に 多 面 的 な 生 物 学 的 活 性 を 示 す 。 Ｉ Ｌ － １ ７
は 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － １ の 表 面 発 現 、 Ｔ 細 胞 の 増 殖 、 及 び Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ ヒ ト 前 駆 体 の 成 長 と 好 中 球
へ の 分 化 を 誘 発 す る こ と も で き る 。 Ｉ Ｌ － １ ７ は 、 骨 代 謝 に も 関 連 し て い る と 思 わ れ て お
り 、 更 に は 活 性 Ｔ 細 胞 の 存 在 及 び Ｔ Ｎ Ｆ － α の 生 成 を 特 徴 と す る 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 や 骨
移 植 片 の 緩 み の よ う な 病 態 に 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る こ と が 示 さ れ て い る 。 （ Van Bezooi
jen等 、 J. Bone Miner. Res., 14: 1513-1521 [1999]） 。 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 患 者 由 来 の 骨
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膜 組 織 の 活 性 Ｔ 細 胞 は 、 正 常 な 個 体 又 は 骨 関 節 炎 患 者 由 来 の 組 織 よ り も Ｉ Ｌ － １ ７ を 多 量
に 分 泌 す る こ と が 判 明 し た （ Chabaud等 、 Arthritis Rheum., 42: 963-970 [1999]） 。 炎
症 促 進 性 の サ イ ト カ イ ン が リ ウ マ チ 様 関 節 炎 に お け る 骨 膜 の 炎 症 に 大 き く 寄 与 し て い る こ
と が 示 さ れ た 。 炎 症 を 促 進 す る と い う 役 割 と は 別 に 、 Ｉ Ｌ － １ ７ は ま た 別 の メ カ ニ ズ ム に
よ っ て リ ウ マ チ 様 関 節 炎 の 病 態 に 寄 与 し て い る と 思 わ れ る 。 例 え ば 、 Ｉ Ｌ － １ ７ は 、 骨 芽
細 胞 に お け る 破 骨 細 胞 分 化 因 子 （ Ｏ Ｄ Ｆ ） ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 を 誘 発 す る こ と が 分 か っ て い る
（ Kotake等 、 J. Clin. Invest., 103: 1345-1352 [1999]） 。 Ｏ Ｄ Ｆ は 、 骨 の 再 吸 収 に 関
与 す る 細 胞 で あ る 破 骨 細 胞 へ の 前 駆 細 胞 の 分 化 を 刺 激 す る 。 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 患 者 の 骨 液
中 で は Ｉ Ｌ － １ ７ の レ ベ ル が 大 き く 上 昇 す る の で 、 Ｉ Ｌ － １ ７ に よ り 誘 発 さ れ た 破 骨 細 胞
形 成 が リ ウ マ チ 様 関 節 炎 患 者 の 骨 再 吸 収 に 非 常 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る と 考 え ら れ る
。 ま た 、 Ｉ Ｌ － １ ７ は 、 多 発 性 硬 化 症 （ Matusevicius等 、 Mult. Scler., 5: 101-104 (19
99); Kurasawa, K.等 、 Arthritis Rheu 43(11):2455-63 (2000))及 び 乾 癬 (Teunissen, M.
B. 等 、 J Invest Dermatol 111(4):645-9 (1998); Albanesi, C. 等 、 J Invest Dermatol
 115(1):81-7 (2000); 及 び Homey, B. 等 、 J. Immunol. 164(12:6621-32 (2000))な ど 他
の 特 定 の 自 己 免 疫 疾 患 に お い て 鍵 と な る 役 割 を 果 た し て い る と 考 え ら れ て い る 。
　 更 に 、 Ｉ Ｌ － １ ７ は 、 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 に よ っ て ヒ ト マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る Ｃ ａ ２

＋ の 流 入 と [ｃ Ａ Ｍ Ｐ ]ｉ の 減 少 を 刺 激 す る こ と が 示 さ れ て い る （ Jovanovic等 、 J. Immuno
l., 160:3513 [1998]） 。 Ｉ Ｌ － １ ７ で 処 理 さ れ た 繊 維 芽 細 胞 は Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 活 性 化 を 誘
発 し [Yao等 、 Immunity, 3:811 (1995), Jovanovic等 、 上 掲 ]、 一 方 Ｉ Ｌ － １ ７ で 処 置 さ れ
た マ ク ロ フ ァ ー ジ は Ｎ Ｆ － κ Ｂ 及 び マ イ ト ジ ェ ン 活 性 化 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ を 活 性 化 す る
（ Shalom-Barek等 、 J. Biol. Chem., 273:27467 [1998]） 。 加 え て 、 Ｉ Ｌ － １ ７ は 、 骨 及
び 軟 骨 の 成 長 に 関 わ る 哺 乳 動 物 の サ イ ト カ イ ン 様 因 子 ７ と 配 列 類 似 性 を 有 す る 。 Ｉ Ｌ － １
７ ポ リ ペ プ チ ド と 配 列 類 似 性 を 有 す る ほ か の タ ン パ ク 質 は 、 ヒ ト の 胚 由 来 の イ ン タ ー ロ イ
キ ン 関 連 因 子 （ Ｅ Ｄ Ｉ Ｒ Ｆ ） 及 び イ ン タ ー ロ イ キ ン ２ ０ で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 Ｉ Ｌ -１ ７ の 広 範 囲 に わ た る 効 果 と 呼 応 し て 、 Ｉ Ｌ -１ ７ の 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー は 多 く の
組 織 及 び 細 胞 型 に 広 く 発 現 さ れ る こ と が 見 出 さ れ た （ Yao等 , Cytokine 9:794 (1997)） 。
ヒ ト Ｉ Ｌ -１ ７ レ セ プ タ ー （ Ｉ Ｌ － Ｒ ） （ ８ ６ ６ ア ミ ノ 酸 ） の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 単 一 の 膜
貫 通 ド メ イ ン と 長 い ５ ２ ５ ア ミ ノ 酸 細 胞 内 ド メ イ ン を 持 つ タ ン パ ク 質 を 予 測 す る が 、 レ セ
プ タ ー 配 列 は 独 特 で あ り 、 サ イ ト カ イ ン ／ 成 長 因 子 レ セ プ タ ー フ ァ ミ リ ー か ら の 何 れ の レ
セ プ タ ー の も の と も 類 似 し て い な い 。 こ の こ と は 、 他 の 既 知 の タ ン パ ク 質 と の Ｉ Ｌ -１ ７
の 類 似 性 の 欠 如 と 併 せ て 、 Ｉ Ｌ -１ ７ と そ の レ セ プ タ ー が シ グ ナ ル 伝 達 タ ン パ ク 質 及 び レ
セ プ タ ー の 新 規 な フ ァ ミ リ ー の 一 部 で あ り う る こ と を 示 し て い る 。 Ｉ Ｌ － １ ７ の 活 性 は 、
そ れ に 特 有 の 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー （ 本 明 細 書 で Ｉ Ｌ － １ ７ Ｒ と 呼 ぶ ） へ の 結 合 を 通 し て 媒
介 さ れ る こ と が 判 明 し て お り 、 こ れ ま で の 研 究 に よ り 、 Ｔ 細 胞 を Ｉ Ｌ － １ ７ レ セ プ タ ー ポ
リ ペ プ チ ド の 可 溶 形 態 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 Ｐ Ｈ Ａ 、 コ ン カ ナ バ リ ン Ａ 及 び 抗 Ｔ Ｃ Ｒ
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 誘 発 さ れ た Ｉ Ｌ － ２ の 生 成 及 び Ｔ 細 胞 の 増 殖 が 阻 害 さ れ る こ と が 示
さ れ て い る （ Yao等 、 J. Immunol., 155:5483-5486[1995]） 。 こ の よ う に 、 既 知 の サ イ ト
カ イ ン レ セ プ タ ー 、 特 に Ｉ Ｌ － １ ７ レ セ プ タ ー と の 相 同 性 を 有 す る 新 規 ポ リ ペ プ チ ド を 同
定 し 、 特 徴 付 け る こ と に 重 大 な 関 心 が 寄 せ ら れ て い る 。
　 イ ン タ ー ロ イ キ ン １ ７ は 、 サ イ ト カ イ ン の 新 興 フ ァ ミ リ ー の 原 型 メ ン バ ー で あ る 。 ヒ ト
及 び そ の 他 脊 椎 動 物 の ゲ ノ ム の 大 規 模 な 配 列 決 定 に よ り 、 明 ら か に Ｉ Ｌ － １ ７ に 関 連 し て
い る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 存 在 が 新 し く 明 ら か に な り 、 こ れ に よ り サ イ ト カ イ
ン の 新 規 フ ァ ミ リ ー が 定 義 さ れ た 。 ヒ ト 及 び マ ウ ス に Ｉ Ｌ － １ ７ フ ァ ミ リ ー の 少 な く と も
６ つ の メ ン バ ー が あ り 、 そ れ ら に は Ｉ Ｌ － １ ７ Ｂ 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ｃ 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ｄ 、 Ｉ Ｌ －
１ ７ Ｅ 及 び Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ 、 並 び に 新 規 レ セ プ タ ー Ｉ Ｌ － １ ７ Ｒ Ｈ １ 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ｒ Ｈ ２ 、
Ｉ Ｌ － １ ７ Ｒ Ｈ ３ 、 及 び Ｉ Ｌ － １ ７ Ｒ Ｈ ４ が 含 ま れ る （ 2001年 6月 28日 公 開 の WO01/46420
参 照 ） 。 そ の よ う な Ｉ Ｌ － １ ７ メ ン バ ー の １ つ （ Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ と 呼 ぶ ） は 、 ヒ ト Ｉ Ｌ － １
７ レ セ プ タ ー （ Ｉ Ｌ － １ ７ Ｒ ） に 結 合 す る こ と が 示 さ れ て い る （ Yao等 、 Cytokine, 9(11)
:794-800(1997)） 。 最 初 の 特 徴 付 け に よ り 、 Ｉ Ｌ － １ ７ と 同 様 、 こ れ ら 新 規 に 同 定 さ れ た
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分 子 の い く つ か が 免 疫 機 能 変 調 能 を 有 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。 こ れ ら 因 子 の 一 部 に 強 力 な
起 炎 作 用 が 確 認 さ れ た こ と 、 及 び ヒ ト の 主 要 な 疾 病 と の 関 連 性 が 明 ら か に な っ て き た こ と
に よ り 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 が 炎 症 の プ ロ セ ス に 重 要 な 役 割 を 有 し 、 治 療 的 処 置 の 機 会 に
繋 が る 可 能 性 が 示 唆 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ に 隣 接 し て 位 置 し て い る （ Hymowi
tz, S.G.等 、 Embo J, (19):5332-41 (2001)） 。 Ｉ Ｌ － １ ７ と Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ は ４ ４ ％ の
ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 共 有 し て い る が 、 Ｉ Ｌ － １ ７ フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー は １ ５ ～ ２ ７ ％
と い う も っ と 限 定 さ れ た ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 有 し て い る の み で あ り 、 こ れ は Ｉ Ｌ － １ ７ と Ｉ
Ｌ － １ ７ Ｆ が Ｉ Ｌ － １ ７ フ ァ ミ リ ー の 中 で 個 別 の サ ブ グ ル ー プ を 形 成 し て い る こ と を 示 す
（ Starnes, T.等 、 J Immunol, 167(8):4137-40 (2001); Aggarwal, S.及 び Gurney, A.L.,
 J. Leukoc Biol, 71(1):1-8 (2002)） 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ は Ｉ Ｌ － １ ７ に 類 似 の 生 物 学 的 作
用 を 有 し て い る と 思 わ れ 、 幅 広 い 種 類 の 細 胞 か ら Ｉ Ｌ － ６ 、 Ｉ Ｌ － ８ 及 び Ｇ － Ｃ Ｓ Ｆ の 生
成 を 促 進 す る こ と が 出 来 る 。 Ｉ Ｌ － １ ７ と 同 様 に 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ は 軟 骨 基 質 の 遊 離 を 誘 発
し 、 新 規 軟 骨 基 質 の 合 成 を 阻 害 す る こ と が で き る （ 2002年 11月 28日 公 開 の US-2002-017718
8-A1参 照 ） 。 よ っ て 、 Ｉ Ｌ － １ ７ と 同 様 に 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ は 炎 症 性 疾 患 の 病 態 に 寄 与 し て
い る 可 能 性 が あ る 。 最 近 に な っ て 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン ２ ３ （ Ｉ Ｌ － ２ ３ ） の 作 用 に よ り 、
Ｔ 細 胞 中 に Ｉ Ｌ － １ ７ と Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ の 両 方 が 誘 発 さ れ る こ と が 観 察 さ れ た （ Aggarwal, 
S.等 、 J. Biol. Chem., 278(3):1910-4 (2003)） 。 Ｉ Ｌ － １ ７ と Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ が 、 類 似 し
た 染 色 体 の 局 在 性 と 有 意 な 配 列 同 一 性 と を 有 す る と い う 知 見 、 並 び に Ｉ Ｌ － １ ７ と Ｉ Ｌ －
１ ７ Ｆ が 特 定 の 刺 激 に 応 じ て 同 じ 細 胞 集 団 に よ っ て 誘 発 さ れ る と い う 知 見 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７
と Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ の 共 有 結 合 性 ヘ テ ロ 二 量 体 （ こ こ で は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ と 呼 ぶ ） か ら な る
新 規 ヒ ト サ イ ト カ イ ン を 導 く も の で あ る 。 ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ は 、 タ ン パ ク 質 構 造 ア ッ
セ イ と 細 胞 に 基 づ く 活 性 ア ッ セ イ の 両 方 に お い て 、 ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ７ と Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ か ら 区
別 す る こ と が 可 能 な 個 別 の 新 規 サ イ ト カ イ ン で あ る 。 精 製 さ れ た 組 換 え ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ
／ Ｆ を 基 準 と し て 用 い る こ と に よ り 、 ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 専 用 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 開 発 し た 。
こ の 特 別 な Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 使 用 す る こ と に よ り 、 誘 発 さ れ た ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 発 現 を
検 出 し 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ が 培 養 培 地 中 に お い て 活 性 の ヒ ト Ｔ 細 胞 か ら 天 然 に 生 成 さ れ る
も の で あ る こ と を 確 認 し た 。 し た が っ て 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ は 個 別 の 新 規 サ イ ト カ イ ン で
あ り 、 単 離 さ れ た 活 性 ヒ ト Ｔ 細 胞 の 天 然 産 物 と し て 検 出 可 能 で あ り 、 そ の 組 換 え 形 態 は 、
タ ン パ ク 質 構 造 ア ッ セ イ と 細 胞 に 基 づ く ア ッ セ イ の 両 方 に お い て 、 関 連 す る サ イ ト カ イ ン
と は 異 な る も の で 、 区 別 可 能 で あ る と 特 徴 付 け ら れ て い る 。 よ っ て 、 こ れ ら の 研 究 は 、 免
疫 系 に 免 疫 追 加 し 、 こ れ ま で は 免 疫 学 的 に 活 性 で な か っ た 特 定 の 抗 原 に 応 答 す る 新 規 免 疫
刺 激 （ つ ま り Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ） を 提 供 及 び 同 定 す る も の で あ る 。 こ の よ う に 、 新 規 に 同
定 さ れ た 免 疫 刺 激 は 重 要 な 臨 床 的 用 途 を 有 す る 。 し た が っ て 、 こ の 新 規 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ
サ イ ト カ イ ン 又 は そ の ア ゴ ニ ス ト は 、 免 疫 刺 激 と し て 実 用 的 な 有 用 性 を 有 し 、 一 方 Ｉ Ｌ －
１ ７ Ａ ／ Ｆ の 活 性 を 阻 害 す る 分 子 （ ア ン タ ゴ ニ ス ト ） は 、 自 己 免 疫 疾 患 な ど 、 免 疫 反 応 の
抑 制 が 必 要 な 場 合 に 実 用 的 有 用 性 を 有 す る と 思 わ れ る 。 具 体 的 に は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の
免 疫 学 的 活 性 を 模 倣 す る （ ア ゴ ニ ス ト 抗 体 ） か 、 又 は 阻 害 す る （ ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 ） こ
の 新 規 サ イ ト カ イ ン に は 、 治 療 的 資 質 が 認 め ら れ る 。 こ の 新 規 サ イ ト カ イ ン の 活 性 を 阻 害
す る よ う に 作 用 す る 小 分 子 も 治 療 的 使 用 の 可 能 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
（ 発 明 の 概 要 ）
Ａ ． 実 施 態 様
　 本 発 明 は 、 ヒ ト を 含 む 、 哺 乳 動 物 に お け る 免 疫 関 連 疾 患 の 診 断 及 び 治 療 に と っ て 有 用 な
組 成 物 及 び 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 の 免 疫 応 答 を 刺 激 又 は 阻 害 す る タ ン パ ク 質
（ ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 ） の 同 定 に 基 づ い て い る 。 免 疫 関 連 疾 患 は 、 免 疫 応
答 を 抑 制 又 は 高 め る こ と に よ っ て 治 療 す る こ と が で き る 。 免 疫 応 答 を 高 め る 分 子 は 、 抗 原
に 対 す る 免 疫 応 答 を 刺 激 又 は 増 強 す る 。 免 疫 応 答 の 向 上 が 有 益 で あ る 場 合 に は 、 免 疫 応 答
を 刺 激 す る 分 子 は 治 療 的 に 用 い る こ と が で き る 。 あ る い は 、 免 疫 応 答 の 緩 和 が 有 益 で あ る
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場 合 に は （ 例 え ば 炎 症 ） 、 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 を 和 ら げ る 又 は 減 じ る 免 疫 応 答 を 抑 制 す
る 分 子 （ 例 え ば 中 和 抗 体 ） を 治 療 的 に 用 い る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 の Ｉ Ｌ － １ ７
Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 、 並 び に そ の ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト も ま た 、 免 疫 関 連 及 び 炎
症 疾 患 の 治 療 の の た め の 医 薬 及 び 薬 剤 を 調 製 す る た め に 有 用 で あ る 。 特 別 な 態 様 で は 、 そ
の よ う な 医 薬 及 び 薬 剤 は 、 製 薬 的 に 許 容 可 能 な 担 体 を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ
ド 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト の 治 療 的 有 効 量 を 含 む 。 好 ま し く は 、 混 合 物 は 無
菌 で あ る 。
　 更 な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 で は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド と 候 補 化 合 物 を 接 触
さ せ 、 前 記 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 媒 介 さ れ る 生 物 活 性 を モ ニ タ リ ン グ す
る こ と を 含 む 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ
プ チ ド に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る 方 法 に 関 す る 。 好 ま し く は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ
ポ リ ペ プ チ ド は 、 天 然 配 列 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 特 別 な 態 様 で は 、 Ｉ Ｌ
－ １ ７ Ａ ／ Ｆ ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 抗 -Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 、 或 い は 担 体 又 は 賦 形 剤
と の 混 合 物 中 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 を 含 ん で な る
組 成 物 に 関 す る 。 一 態 様 で は 、 組 成 物 が 免 疫 刺 激 分 子 を 含 む 場 合 に は 、 （ ａ ） そ れ を 必 要
と す る 哺 乳 動 物 の 組 織 へ の 炎 症 細 胞 の 浸 潤 を 高 め る こ と 、 （ ｂ ） そ れ を 必 要 と す る 哺 乳 動
物 で の 免 疫 応 答 を 刺 激 又 は 高 め る こ と 、 （ ｃ ） 抗 原 に 対 す る 応 答 に お い て 、 そ れ を 必 要 と
す る 哺 乳 動 物 で の Ｔ リ ン パ 球 の 増 殖 を 増 加 さ せ る こ と 、 （ ｅ ） 血 管 透 過 性 を 増 加 さ せ る こ
と の た め に 、 こ の 組 成 物 は 有 用 で あ る 。 更 な る 態 様 で は 、 こ の 組 成 物 が 免 疫 阻 害 分 子 を 含
む 場 合 に は 、 （ ａ ） そ れ を 必 要 と す る 哺 乳 動 物 の 組 織 へ の 炎 症 細 胞 の 浸 潤 を 低 下 さ せ る こ
と 、 （ ｂ ） そ れ を 必 要 と す る 哺 乳 動 物 で の 免 疫 応 答 を 阻 害 又 は 減 じ る こ と 、 （ ｃ ） Ｔ リ ン
パ 球 の 活 性 を 低 下 さ せ る こ と 、 或 い は （ ｄ ） 抗 原 対 す る 応 答 に お い て 、 そ れ を 必 要 と す る
哺 乳 動 物 で の Ｔ リ ン パ 球 の 増 殖 を 低 下 さ せ る こ と の た め に 、 こ の 組 成 物 は 有 用 で あ る 。 そ
の 他 の 態 様 で は 、 こ の 組 成 物 は 更 に 活 性 成 分 を 含 み 、 そ れ は 、 例 え ば 、 更 な る 抗 体 、 或 い
は 細 胞 毒 性 又 は 化 学 療 法 剤 で あ っ て も よ い 。 好 ま し く は 、 こ の 組 成 物 は 無 菌 で あ る 。
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 治 療 を 必 要 と す る 哺 乳 動 物 に お け る 免 疫 関 連 疾 患 を 治 療
す る 方 法 に 関 す る 。 こ の 方 法 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の ア ゴ ニ ス ト 、 又 は
そ れ に 対 す る ア ン タ ゴ ニ ス ト の 治 療 的 有 効 量 を 哺 乳 動 物 へ 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 。 好
ま し い 態 様 で は 、 免 疫 関 連 疾 患 は 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 変 形 関
節 炎 、 若 年 型 慢 性 関 節 炎 、 脊 椎 関 節 症 、 全 身 性 硬 化 症 、 特 発 性 炎 症 性 筋 疾 患 、 シ ェ ー グ レ
ン 症 候 群 、 全 身 性 血 管 炎 、 サ ル コ イ ド ー シ ス 、 自 己 免 疫 性 溶 血 性 貧 血 、 自 己 免 疫 性 血 小 板
減 少 症 、 糖 尿 病 、 免 疫 媒 介 腎 疾 患 、 中 枢 及 び 末 梢 神 経 系 の 脱 髄 疾 患 例 え ば 多 発 性 硬 化 症 、
特 発 性 脱 髄 多 発 神 経 障 害 又 は ギ ラ ン ・ バ レ ー 症 候 群 、 及 び 慢 性 炎 症 性 脱 髄 性 多 発 神 経 障 害
、 肝 胆 道 疾 患 例 え ば 感 染 性 、 自 己 免 疫 性 慢 性 活 動 性 肝 炎 、 原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変  、 肉 芽 腫
性 肝 炎 、 及 び 硬 化 性 胆 管 炎 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 グ ル テ ン 過 敏 性 腸 疾 患 、 及 び ウ ィ ッ プ ル 病 、
 水 疱 性 皮 膚 病 を 含 む 自 己 免 疫 性 又 は 免 疫 媒 介 皮 膚 疾 患 、 多 形 滲 出 性 紅 斑 及 び 接 触 性 皮 膚
炎 、 乾 癬  、 ア レ ル ギ ー 性 疾 患 例 え ば 喘 息 、 ア レ ル ギ ー 性 鼻 炎 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 食 物
過 敏 症 及 び 蕁 麻 疹 、 肺 の 免 疫 疾 患 例 え ば 好 酸 球 性 肺 炎 、 特 発 性 肺 線 維 症 及 び 過 敏 性 肺 炎 、
拒 絶 反 応 及 び 移 植 片 対 宿 主 病 を 含 む 移 植 関 連 疾 患 か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 そ の 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 上 記 又 は 下 記 に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 何 れ か に 特 異
的 に 結 合 す る 抗 体 を 提 供 す る 。 随 意 的 に は 、 こ の 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体
、 抗 体 断 片 又 は 一 本 鎖 抗 体 で あ る 。 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ
ド と 結 合 す る 単 離 さ れ た 抗 体 に 関 す る 。 そ の 他 の 態 様 で は 、 抗 体 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ
ペ プ チ ド （ ア ゴ ニ ス ト 抗 体 ） の 活 性 を 模 倣 す る か 、 或 い は 逆 に 抗 体 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ
リ ペ プ チ ド （ ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 ） の 活 性 を 阻 害 又 は 中 和 す る 。 そ の 他 の 態 様 で は 、 こ の
抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り 、 そ れ は 好 ま し く は 非 ヒ ト の 相 補 性 決 定 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ ）
及 び ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （ Ｆ Ｒ ） 残 基 を 有 す る 。 抗 体 は ラ ベ ル 化 さ れ て も よ い し 、 固
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体 支 持 体 へ 固 定 さ れ て も よ い 。 更 な る 態 様 で は 、 抗 体 は 抗 体 断 片 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、
一 本 鎖 抗 体 、 又 は 抗 -イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 で あ る 。
別 の 態 様 に お い て 、 抗 体 断 片 又 は 一 本 鎖 抗 体 は 、 図 ６ の 配 列 番 号 ９ 、 配 列 番 号 １ ０ ; 配 列
番 号 １ １ 、 配 列 番 号 １ ２ 、 配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号 １ ４ 、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列 番 号 １ ６ 、
配 列 番 号 １ ７ 、 配 列 番 号 １ ８ 、 配 列 番 号 １ ９ 、 配 列 番 号 ２ ０ 、 配 列 番 号 ２ １ 、 配 列 番 号 ２
２ 、 配 列 番 号 ２ ３ 、 配 列 番 号 ２ ４ 、 配 列 番 号 ２ ５ 、 配 列 番 号 ２ ６ 、 配 列 番 号 ２ ７ 、 配 列 番
号 ２ ８ 、 配 列 番 号 ２ ９ 、 配 列 番 号 ３ ０ 、 配 列 番 号 ３ １ 、 配 列 番 号 ３ ２ 、 配 列 番 号 ３ ３ 、 配
列 番 号 ３ ４ 、 配 列 番 号 ３ ５ 、 配 列 番 号 ３ ６ 、 配 列 番 号 ３ ７ 、 配 列 番 号 ３ ８ 、 配 列 番 号 ３ ９
、 配 列 番 号 ４ ０ 、 配 列 番 号 ４ １ 、 及 び 配 列 番 号 ４ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 群 か
ら 選 択 さ れ た Ｆ ａ ｂ 断 片 を 含 み 、 前 記 Ｆ ａ ｂ 断 片 は 更 に 、 配 列 番 号 ９ ～ ４ ２ の ア ミ ノ 酸 残
基 ７ ～ １ ６ か ら 構 成 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ １ 、 配 列 番 号 ９ ～ ４ ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ０ ～ ４ ６ か
ら 構 成 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ２ 、 及 び 配 列 番 号 ９ ～ ４ ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ７ ８ ～ 少 な く と も ９ ６
か ら 構 成 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ３ よ り な る ３ つ の 重 鎖 可 変 領 域 を 含 み 、 前 記 Ｆ ａ ｂ 断 片 は Ｉ Ｌ
－ １ ７ Ａ ／ Ｆ に 対 す る 結 合 能 を 有 す る 。
別 の 態 様 で は 、 抗 体 断 片 又 は 一 本 鎖 抗 体 は 、 図 ６ の 配 列 番 号 ９ 、 配 列 番 号 １ ０ ; 配 列 番 号
１ １ 、 配 列 番 号 １ ２ 、 配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号 １ ４ 、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列 番 号 １ ６ 、 配 列
番 号 １ ７ 、 配 列 番 号 １ ８ 、 配 列 番 号 １ ９ 、 配 列 番 号 ２ ０ 、 配 列 番 号 ２ １ 、 配 列 番 号 ２ ２ 、
配 列 番 号 ２ ３ 、 配 列 番 号 ２ ４ 、 配 列 番 号 ２ ５ 、 配 列 番 号 ２ ６ 、 配 列 番 号 ２ ７ 、 配 列 番 号 ２
８ 、 配 列 番 号 ２ ９ 、 配 列 番 号 ３ ０ 、 配 列 番 号 ３ １ 、 配 列 番 号 ３ ２ 、 配 列 番 号 ３ ３ 、 配 列 番
号 ３ ４ 、 配 列 番 号 ３ ５ 、 配 列 番 号 ３ ６ 、 配 列 番 号 ３ ７ 、 配 列 番 号 ３ ８ 、 配 列 番 号 ３ ９ 、 配
列 番 号 ４ ０ 、 配 列 番 号 ４ １ 、 及 び 配 列 番 号 ４ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ た Ｆ ａ ｂ 断 片 を 含 み 、 前 記 Ｆ ａ ｂ 断 片 は 更 に 、 配 列 番 号 ９ ～ ４ ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ７
～ １ ６ か ら 構 成 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ １ 、 及 び 配 列 番 号 ９ ～ ４ ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ０ ～ ４ ６ か
ら 構 成 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ２ を 含 む 重 鎖 可 変 領 域 を 少 な く と も 含 み 、 前 記 Ｆ ａ ｂ 断 片 は Ｉ Ｌ
－ １ ７ Ａ ／ Ｆ に 対 す る 結 合 能 を 有 す る 。
別 の 態 様 で は 、 抗 体 断 片 又 は 一 本 鎖 抗 体 は 、 図 ６ の 配 列 番 号 ９ 、 配 列 番 号 １ ０ ; 配 列 番 号
１ １ 、 配 列 番 号 １ ２ 、 配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号 １ ４ 、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列 番 号 １ ６ 、 配 列
番 号 １ ７ 、 配 列 番 号 １ ８ 、 配 列 番 号 １ ９ 、 配 列 番 号 ２ ０ 、 配 列 番 号 ２ １ 、 配 列 番 号 ２ ２ 、
配 列 番 号 ２ ３ 、 配 列 番 号 ２ ４ 、 配 列 番 号 ２ ５ 、 配 列 番 号 ２ ６ 、 配 列 番 号 ２ ７ 、 配 列 番 号 ２
８ 、 配 列 番 号 ２ ９ 、 配 列 番 号 ３ ０ 、 配 列 番 号 ３ １ 、 配 列 番 号 ３ ２ 、 配 列 番 号 ３ ３ 、 配 列 番
号 ３ ４ 、 配 列 番 号 ３ ５ 、 配 列 番 号 ３ ６ 、 配 列 番 号 ３ ７ 、 配 列 番 号 ３ ８ 、 配 列 番 号 ３ ９ 、 配
列 番 号 ４ ０ 、 配 列 番 号 ４ １ 、 及 び 配 列 番 号 ４ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ た Ｆ ａ ｂ 断 片 を 含 み 、 前 記 Ｆ ａ ｂ 断 片 は 更 に 、 配 列 番 号 ９ ～ ４ ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ７
～ １ ６ か ら 構 成 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ １ 、 及 び 配 列 番 号 ９ ～ ４ ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ７ ８ ～ 少 な く
と も ９ ６ か ら 構 成 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ３ を 含 む 重 鎖 可 変 領 域 を 少 な く と も 含 み 、 前 記 Ｆ ａ ｂ
断 片 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ に 対 す る 結 合 能 を 有 す る 。
別 の 態 様 で は 、 抗 体 断 片 又 は 一 本 鎖 抗 体 は 、 図 ６ の 配 列 番 号 ９ 、 配 列 番 号 １ ０ ; 配 列 番 号
１ １ 、 配 列 番 号 １ ２ 、 配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号 １ ４ 、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列 番 号 １ ６ 、 配 列
番 号 １ ７ 、 配 列 番 号 １ ８ 、 配 列 番 号 １ ９ 、 配 列 番 号 ２ ０ 、 配 列 番 号 ２ １ 、 配 列 番 号 ２ ２ 、
配 列 番 号 ２ ３ 、 配 列 番 号 ２ ４ 、 配 列 番 号 ２ ５ 、 配 列 番 号 ２ ６ 、 配 列 番 号 ２ ７ 、 配 列 番 号 ２
８ 、 配 列 番 号 ２ ９ 、 配 列 番 号 ３ ０ 、 配 列 番 号 ３ １ 、 配 列 番 号 ３ ２ 、 配 列 番 号 ３ ３ 、 配 列 番
号 ３ ４ 、 配 列 番 号 ３ ５ 、 配 列 番 号 ３ ６ 、 配 列 番 号 ３ ７ 、 配 列 番 号 ３ ８ 、 配 列 番 号 ３ ９ 、 配
列 番 号 ４ ０ 、 配 列 番 号 ４ １ 、 及 び 配 列 番 号 ４ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ た Ｆ ａ ｂ 断 片 を 含 み 、 前 記 Ｆ ａ ｂ 断 片 は 更 に 、 配 列 番 号 ９ ～ ４ ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ３
０ ～ ４ ６ か ら 構 成 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ２ 、 及 び 配 列 番 号 ９ ～ ４ ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ７ ８ ～ 少 な
く と も ９ ６ か ら 構 成 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ３ を 含 む 重 鎖 可 変 領 域 を 少 な く と も 含 み 、 前 記 Ｆ ａ
ｂ 断 片 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ に 対 す る 結 合 能 を 有 す る 。
別 の 態 様 で は 、 抗 体 断 片 又 は 一 本 鎖 抗 体 は 、 図 ６ の 配 列 番 号 ９ 、 配 列 番 号 １ ０ ; 配 列 番 号
１ １ 、 配 列 番 号 １ ２ 、 配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号 １ ４ 、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列 番 号 １ ６ 、 配 列
番 号 １ ７ 、 配 列 番 号 １ ８ 、 配 列 番 号 １ ９ 、 配 列 番 号 ２ ０ 、 配 列 番 号 ２ １ 、 配 列 番 号 ２ ２ 、
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配 列 番 号 ２ ３ 、 配 列 番 号 ２ ４ 、 配 列 番 号 ２ ５ 、 配 列 番 号 ２ ６ 、 配 列 番 号 ２ ７ 、 配 列 番 号 ２
８ 、 配 列 番 号 ２ ９ 、 配 列 番 号 ３ ０ 、 配 列 番 号 ３ １ 、 配 列 番 号 ３ ２ 、 配 列 番 号 ３ ３ 、 配 列 番
号 ３ ４ 、 配 列 番 号 ３ ５ 、 配 列 番 号 ３ ６ 、 配 列 番 号 ３ ７ 、 配 列 番 号 ３ ８ 、 配 列 番 号 ３ ９ 、 配
列 番 号 ４ ０ 、 配 列 番 号 ４ １ 、 及 び 配 列 番 号 ４ ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ た Ｆ ａ ｂ 断 片 を 含 み 、 前 記 Ｆ ａ ｂ 断 片 は 更 に 、 配 列 番 号 ９ ～ ４ ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ７
～ １ ６ か ら 構 成 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ １ 、 配 列 番 号 ９ ～ ４ ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ３ ０ ～ ４ ６ か ら 構
成 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ２ 、 及 び 配 列 番 号 ９ ～ ４ ２ の ア ミ ノ 酸 残 基 ７ ８ ～ 少 な く と も ９ ６ か ら
構 成 さ れ る Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ３ を 含 む 重 鎖 可 変 領 域 の う ち 少 な く と も １ つ を 含 み 、 前 記 Ｆ ａ ｂ 断
片 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ に 対 す る 結 合 能 を 有 す る 。
別 の 態 様 で は 、 配 列 番 号 ９ 、 配 列 番 号 １ ０ ; 配 列 番 号 １ １ 、 配 列 番 号 １ ２ 、 配 列 番 号 １ ３
、 配 列 番 号 １ ４ 、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列 番 号 １ ６ 、 配 列 番 号 １ ７ 、 配 列 番 号 １ ８ 、 配 列 番 号
１ ９ 、 配 列 番 号 ２ ０ 、 配 列 番 号 ２ １ 、 配 列 番 号 ２ ２ 、 配 列 番 号 ２ ３ 、 配 列 番 号 ２ ４ 、 配 列
番 号 ２ ５ 、 配 列 番 号 ２ ６ 、 配 列 番 号 ２ ７ 、 配 列 番 号 ２ ８ 、 配 列 番 号 ２ ９ 、 配 列 番 号 ３ ０ 、
配 列 番 号 ３ １ 、 配 列 番 号 ３ ２ 、 配 列 番 号 ３ ３ 、 配 列 番 号 ３ ４ 、 配 列 番 号 ３ ５ 、 配 列 番 号 ３
６ 、 配 列 番 号 ３ ７ 、 配 列 番 号 ３ ８ 、 配 列 番 号 ３ ９ 、 配 列 番 号 ４ ０ 、 配 列 番 号 ４ １ 、 又 は 配
列 番 号 ４ ２ の 前 記 Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ １ 領 域 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Ｇ Ｆ Ｔ Ｉ に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 残 基 ７
～ １ ０ （ 本 明 細 書 で 配 列 番 号 ７ ７ と 示 す ） を 少 な く と も 含 み 、 前 記 配 列 番 号 ７ ７ は Ｉ Ｌ －
１ ７ Ａ ／ Ｆ に 対 す る 結 合 能 を 有 す る 。
別 の 態 様 で は 、 配 列 番 号 ９ 、 配 列 番 号 １ ０ ; 配 列 番 号 １ １ 、 配 列 番 号 １ ２ 、 配 列 番 号 １ ３
、 配 列 番 号 １ ４ 、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列 番 号 １ ６ 、 配 列 番 号 １ ７ 、 配 列 番 号 １ ８ 、 配 列 番 号
１ ９ 、 配 列 番 号 ２ ０ 、 配 列 番 号 ２ １ 、 配 列 番 号 ２ ２ 、 配 列 番 号 ２ ３ 、 配 列 番 号 ２ ４ 、 配 列
番 号 ２ ５ 、 配 列 番 号 ２ ６ 、 配 列 番 号 ２ ７ 、 配 列 番 号 ２ ８ 、 配 列 番 号 ２ ９ 、 配 列 番 号 ３ ０ 、
配 列 番 号 ３ １ 、 配 列 番 号 ３ ２ 、 配 列 番 号 ３ ３ 、 配 列 番 号 ３ ４ 、 配 列 番 号 ３ ５ 、 配 列 番 号 ３
６ 、 配 列 番 号 ３ ７ 、 配 列 番 号 ３ ８ 、 配 列 番 号 ３ ９ 、 配 列 番 号 ４ ０ 、 配 列 番 号 ４ １ 、 又 は 配
列 番 号 ４ ２ の 前 記 Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ２ 領 域 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Ｙ Ａ Ｄ Ｓ Ｖ Ｋ に 対 応 す る ア ミ ノ 酸 残
基 ４ １ ～ ４ ６ （ 本 明 細 書 配 列 番 号 ７ ８ と 示 す ） を 少 な く と も 含 み 、 前 記 配 列 番 号 ７ ８ は Ｉ
Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ に 対 す る 結 合 能 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ま た 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ４ ３ 、 配 列 番 号 ４ ４ 、 配 列 番 号 ４ ５ 、 配 列
番 号 ４ ６ 、 配 列 番 号 ４ ７ 、 配 列 番 号 ４ ８ 、 配 列 番 号 ４ ９ 、 配 列 番 号 ５ ０ 、 配 列 番 号 ５ １ 、
配 列 番 号 ５ ２ 、 配 列 番 号 ５ ３ 、 配 列 番 号 ５ ４ 、 配 列 番 号 ５ ５ 、 配 列 番 号 ５ ６ 、 配 列 番 号 ５
７ 、 配 列 番 号 ５ ８ 、 配 列 番 号 ５ ９ 、 配 列 番 号 ６ ０ 、 配 列 番 号 ６ １ 、 配 列 番 号 ６ ２ 、 配 列 番
号 ６ ３ 、 配 列 番 号 ６ ４ 、 配 列 番 号 ６ ５ 、 配 列 番 号 ６ ６ 、 配 列 番 号 ６ ７ 、 配 列 番 号 ６ ８ 、 配
列 番 号 ６ ９ 、 配 列 番 号 ７ ０ 、 配 列 番 号 ７ １ 、 配 列 番 号 ７ ２ 、 配 列 番 号 ７ ３ 、 配 列 番 号 ７ ４
、 配 列 番 号 ７ ５  及 び 配 列 番 号 ７ ６ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ た 単 離 さ
れ た 核 酸 分 子 に 関 し 、 前 記 核 酸 分 子 は 配 列 番 号 ９ 、 配 列 番 号 １ ０ ; 配 列 番 号 １ １ 、 配 列 番
号 １ ２ 、 配 列 番 号 １ ３ 、 配 列 番 号 １ ４ 、 配 列 番 号 １ ５ 、 配 列 番 号 １ ６ 、 配 列 番 号 １ ７ 、 配
列 番 号 １ ８ 、 配 列 番 号 １ ９ 、 配 列 番 号 ２ ０ 、 配 列 番 号 ２ １ 、 配 列 番 号 ２ ２ 、 配 列 番 号 ２ ３
、 配 列 番 号 ２ ４ 、 配 列 番 号 ２ ５ 、 配 列 番 号 ２ ６ 、 配 列 番 号 ２ ７ 、 配 列 番 号 ２ ８ 、 配 列 番 号
２ ９ 、 配 列 番 号 ３ ０ 、 配 列 番 号 ３ １ 、 配 列 番 号 ３ ２ 、 配 列 番 号 ３ ３ 、 配 列 番 号 ３ ４ 、 配 列
番 号 ３ ５ 、 配 列 番 号 ３ ６ 、 配 列 番 号 ３ ７ 、 配 列 番 号 ３ ８ 、 配 列 番 号 ３ ９ 、 配 列 番 号 ４ ０ 、
配 列 番 号 ４ １ 、 又 は 配 列 番 号 ４ ２ に 示 さ れ た Ｆ ａ ｂ 断 片 を コ ー ド し 、 前 記 Ｆ ａ ｂ 断 片 は Ｉ
Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ に 対 す る 結 合 能 を 有 す る 。
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 上 述 し た よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 に よ っ て コ ー ド
さ れ る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ に 対 す る 結 合 能 を 有 す る 単 離 さ れ た Ｆ ａ ｂ 断 片 を 提 供 す る 。 そ の
よ う な Ｆ ａ ｂ 断 片 の 生 産 方 法 も 開 示 さ れ 、 そ れ ら 方 法 で は 、 適 切 な コ ー ド 化 核 酸 分 子 を 含
む ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 を 前 記 Ｆ ａ ｂ 断 片 の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 培 養 し 、 細 胞 培 養 物
か ら 前 記 Ｆ ａ ｂ 断 片 を 回 収 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 製 薬 的 に 許 容 可 能 な 担 体 と の 混 合 物 で あ る 抗 -Ｉ Ｌ
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－ １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 を 含 ん で な る 組 成 物 を 提 供 す る 。 一 態 様 で は 、 こ の 組 成 物 は 治 療 的 に 有
効 量 の 抗 体 を 含 む 。 好 ま し く は 、 こ の 組 成 物 は 無 菌 で あ る 。 こ の 組 成 物 は 、 液 体 で あ る 製
薬 的 製 剤 の 形 で 投 与 さ れ 、 そ れ は 貯 蔵 安 定 性 を 完 遂 で き る よ う に 保 存 さ れ て も よ い 。 あ る
い は 、 こ の 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 抗 体 断 片 、 ヒ ト 化 抗 体 、 又 は 一 本 鎖 抗 体 で あ る
。
　 さ ら な る 実 施 態 様 に お い て 、 本 発 明 は ：
(ａ )Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 又 は ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 或 い は そ の 前 記 ポ
リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ；
(ｂ )前 記 組 成 物 を 収 容 す る 容 器 ； 並 び に
(ｃ )前 記 容 器 に 添 付 さ れ る ラ ベ ル 、 又 は 免 疫 関 連 疾 患 の 治 療 に お け る 前 記 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／
Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 又 は ア ゴ ニ ス ト 又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト の 使 用 を 記 し た 前 記 製 薬 品 に 含 ま
れ る 包 装 挿 入 物 を 含 ん で な る 製 造 品 に 関 す る 。 こ の 組 成 物 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ
チ ド 、 或 い は ア ゴ ニ ス ト 又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト の 治 療 的 有 効 量 を 含 み う る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ま た 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） 哺 乳 動 物 か ら 得 ら れ た 組 織 細 胞 の 試 験 試 料 、
並 び に （ ｂ ） 同 じ 細 胞 型 の 既 知 の 正 常 組 織 細 胞 の コ ン ト ロ ー ル 試 料 か ら Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 の レ ベ ル を 検 出 す る こ と を 含 ん で な る 、 哺 乳 動 物
に お け る 免 疫 関 連 疾 患 を 診 断 す る 方 法 に 関 す る 。 こ の 方 法 で は 、 コ ン ト ロ ー ル 試 料 と 比 較
し て 試 験 試 料 で の よ り 高 い 又 は 低 い 発 現 レ ベ ル が 、 試 験 組 織 細 胞 が 得 ら れ た 哺 乳 動 物 に お
け る 免 疫 関 連 疾 患 の 存 在 を 示 す 。
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 試 験 試 料 に お い て 、 （ ａ ） 哺 乳 動 物 か ら 得 ら れ た 組 織 細
胞 の 試 験 試 料 と 抗 -Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 を 接 触 せ し め 、 並 び に （ ｂ ） こ の 抗 体 と Ｉ Ｌ －
１ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 間 の 複 合 体 の 形 成 を 検 出 す る こ と を 含 ん で な る 、 哺 乳 動 物 に お け
る 免 疫 疾 患 を 診 断 す る 方 法 に 関 す る 。 こ の 方 法 で は 、 前 記 複 合 体 の 形 成 が 、 前 記 疾 患 の 存
在 の 有 無 を 示 す 。 検 出 は 定 性 的 又 は 定 量 的 で あ っ て も よ く 、 同 じ 細 胞 型 の 既 知 の 正 常 組 織
細 胞 の コ ン ト ロ ー ル 試 料 に お け る 複 合 体 の 形 成 の モ ニ タ ー リ ン グ と 比 較 し て 行 わ れ る 。 試
験 試 料 に お け る 多 量 の 形 成 さ れ た 複 合 体 は 、 試 験 組 織 細 胞 が 得 ら れ た 哺 乳 動 物 に お け る 免
疫 疾 患 の 存 在 の 有 無 を 示 す 。 抗 体 は 、 好 ま し く は 検 出 可 能 な ラ ベ ル を 有 す る 。 複 合 体 の 形
成 は 、 例 え ば 、 光 学 顕 微 鏡 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 蛍 光 定 量 法 、 或 い は 当 該 分 野 で 知 ら
れ て い る 他 の 技 術 に よ っ て モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 試 験 試 料 は 、 通 常 は 、 免 疫 系 に 欠
損 又 は 異 常 を 有 す る 個 人 か ら 得 ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 そ の 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る と 思 わ れ
る 細 胞 の 試 験 試 料 を 抗 -Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 へ 曝 露 し 、 前 記 抗 体 の 前 記 細 胞 試 料 へ の 結
合 を 測 定 す る こ と を 含 ん で な る 、 試 料 中 の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 測 定 す
る 方 法 を 示 す 。 特 別 な 態 様 で は 、 こ の 試 料 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る と
思 わ れ る 細 胞 を 含 み 、 抗 体 は 細 胞 へ 結 合 す る 。 こ の 抗 体 は 、 好 ま し く は 検 出 可 能 に ラ ベ ル
さ れ て い て 並 び に ／ 又 は 固 体 支 持 体 へ 結 合 し て い る 。
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 抗 -Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 並 び に 適 切 な 包 装 体 に 含 ま れ
る 担 体 を 含 ん で な る 、 免 疫 関 連 疾 患 診 断 用 キ ッ ト に 関 す る 。 こ の キ ッ ト は 、 好 ま し く は 、
Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め に 抗 体 を 用 い る た め の 指 示 書 を 含 む 。 好 ま
し く は 、 こ の 担 体 は 製 薬 的 に 許 容 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 適 切 な 包 装 体 に 含 ま れ る 抗 -Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 を 含
有 す る 診 断 用 キ ッ ト に 関 す る 。 こ の キ ッ ト は 、 好 ま し く は 、 こ の 抗 体 を Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ
ポ リ ペ プ チ ド を 検 出 す る た め に 用 い る た め の 指 示 書 を 含 む 。
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 か ら 得 ら れ た 組 織 細 胞 の 試 験 試 料 に お け る Ｉ Ｌ
－ １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 有 無 を 検 出 す る こ と を 含 む 、 哺 乳 動 物 に お け る 免 疫 関 連
疾 患 を 診 断 す る 方 法 を 示 し 、 そ の 方 法 で は 、 前 記 試 験 試 料 に お け る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ
ペ プ チ ド の 存 否 を 検 出 す る こ と が 、 前 記 哺 乳 動 物 に お け る 免 疫 関 連 疾 患 の 存 在 を 示 す 。
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【 ０ ０ １ ８ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は ：
（ ａ ） 通 常 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 誘 導 さ れ る 細 胞 応 答 の 誘 導 の た め
に 適 し た 条 件 下 で ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 試 験 化 合 物 と 細 胞 を 接 触 さ せ る こ と ； 並 び に
（ ｂ ） 前 記 細 胞 応 答 が 有 効 ア ゴ ニ ス ト で あ る 前 記 試 験 化 合 物 の 徴 候 で あ る 場 合 に 、 試 験 化
合 物 が 有 効 ア ゴ ニ ス ト で あ る か ど う か を 確 定 す る た め に 、 前 記 細 胞 応 答 の 誘 導 を 測 定 す る
こ と を 含 ん で な る 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト を 同 定 す る 方 法 に 関 す る
。
　 そ の 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 候 補 化 合 物 と Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 相 互
作 用 を 可 能 に す る 条 件 下 及 び 十 分 な 時 間 に 渡 っ て こ の 二 つ の 成 分 を 接 触 さ せ る こ と 、 並 び
に Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 が 阻 害 さ れ る か ど う か を 測 定 す る こ と を 含 ん で な
る 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 阻 害 す る こ と が 可 能 な 化 合 物 を 同 定 す る 方 法
に 関 す る 。 特 別 な 態 様 で は 、 候 補 化 合 物 又 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の い ず れ か が
固 体 支 持 体 上 に 固 定 さ れ て い る 。 そ の 他 の 態 様 で は 、 非 固 定 化 成 分 は 検 出 可 能 な ラ ベ ル を
有 す る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 こ の 方 法 は ：
（ ａ ） 通 常 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 誘 導 さ れ る 細 胞 応 答 の 誘 導 の た め
に 適 し た 条 件 下 で ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 試 験 化 合 物 と 細 胞 を 接 触 さ せ る こ と ； 並 び に
（ ｂ ） 試 験 化 合 物 が 有 効 ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る か ど う か を 確 定 す る た め に 、 前 記 細 胞 応 答
の 誘 導 を 測 定 す る 段 階 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 細 胞 と 試 験 化 合 物 を 接 触 せ し め て 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ
リ ペ プ チ ド の 発 現 が 阻 害 さ れ る か ど う か を 確 定 す る こ と を 方 法 が 含 む 場 合 に 、 通 常 は ポ リ
ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 に お い て 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 阻 害 す る 化 合
物 を 同 定 す る 方 法 を 示 す 。 好 ま し い 態 様 で は 、 こ の 方 法 は ：
（ ａ ） Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 可 能 に す る 条 件 下 で ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る
試 験 化 合 物 と 細 胞 を 接 触 さ せ る こ と ； 並 び に （ ｂ ） 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 阻 害 を 測 定
す る 段 階 を 含 む 。
　 ま た 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） Ｉ Ｌ
－ １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 、 又 は （ ｃ ） Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア
ン タ ゴ ニ ス ト の い ず れ か を コ ー ド す る 核 酸 分 子 を 哺 乳 動 物 へ 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 、
免 疫 関 連 疾 患 を 患 っ て い る 哺 乳 動 物 に お い て こ の 疾 患 を 治 療 す る 方 法 に 関 す る 。 こ の 方 法
で は 、 ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト が 抗 -Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て も よ
い 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 こ の 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 。 別 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 こ
の 核 酸 は エ キ ソ ビ ボ （ 生 体 外 ） 遺 伝 子 治 療 を 経 由 し て 投 与 さ れ る 。 更 な る 好 ま し い 実 施 態
様 で は 、 こ の 核 酸 は 、 ベ ク タ ー 、 よ り 好 ま し く は ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス 、
レ ン チ ウ イ ル ス 又 は レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 （ ａ ） Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 、
（ ｂ ） Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 、 又 は （ ｃ ） Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ
プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト を コ ー ド す る 核 酸 、 並 び に ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 分 泌 の た め の シ グ
ナ ル 配 列 で 必 須 と し て 構 成 さ れ る ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 含 ん で な る 組 み 換 え ウ イ ル ス 粒 子 を
提 供 す る 。 こ の 方 法 で は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー が ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 に 関 連 す る 。 好 ま
し く は 、 シ グ ナ ル 配 列 は 哺 乳 動 物 、 例 え ば 天 然 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド か ら の も の
で あ る 。
　 更 な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 構 造 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 核 酸 作 成 物
を 含 ん で な る エ キ ソ ビ ボ 産 生 細 胞 に 関 す る 。 そ し て プ ロ モ ー タ ー 、 （ ａ ） Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／
Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 、 （ ｂ ） Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 、 又 は （ ｃ ） Ｉ Ｌ －
１ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト を コ ー ド す る 核 酸 、 並 び に ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞
分 泌 の た め の シ グ ナ ル 配 列 で 必 須 と し て 構 成 さ れ る レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を も 含 み 、 こ
の 方 法 で は 、 前 記 産 生 細 胞 は 、 組 み 換 え レ ト ロ ウ イ ル ス 粒 子 を 生 産 す る よ う に 、 構 造 タ ン

10

20

30

40

50

(18) JP 2008-500803 A 2008.1.17



パ ク 質 と 関 連 す る レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 包 み 込 ん で い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 更 な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は （ ｂ ） Ｉ
Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト を 哺 乳 動 物 へ 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 、 哺 乳
動 物 の 組 織 へ の 脈 管 構 造 か ら の 炎 症 性 細 胞 の 浸 潤 を 高 め る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 で は
、 哺 乳 動 物 に お け る 脈 管 構 造 か ら の 炎 症 性 細 胞 の 浸 潤 が 高 ま る 。
　 更 な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は （ ｂ ） Ｉ
Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 哺 乳 動 物 へ 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 、
哺 乳 動 物 の 組 織 へ の 脈 管 構 造 か ら の 炎 症 性 細 胞 の 浸 潤 を 減 少 さ せ る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の
方 法 で は 、 哺 乳 動 物 に お け る 脈 管 構 造 か ら の 炎 症 性 細 胞 の 浸 潤 が 減 少 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 更 な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は （ ｂ ） Ｉ
Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト を 哺 乳 動 物 へ 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 、 哺 乳
動 物 に お け る Ｔ リ ン パ 球 の 活 性 を 増 加 さ せ る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 で は 、 哺 乳 動 物 に
お け る Ｔ リ ン パ 球 の 活 性 が 増 加 す る 。
　 更 な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は （ ｂ ） Ｉ
Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 哺 乳 動 物 へ 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 、
哺 乳 動 物 に お け る Ｔ リ ン パ 球 の 活 性 を 減 少 さ せ る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 で は 、 哺 乳 動
物 に お け る Ｔ リ ン パ 球 の 活 性 が 減 少 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 更 な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は （ ｂ ） Ｉ
Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト を 哺 乳 動 物 へ 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 、 哺 乳
動 物 に お け る Ｔ リ ン パ 球 の 増 殖 を 増 加 さ せ る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 で は 、 哺 乳 動 物 に
お け る Ｔ リ ン パ 球 の 増 殖 が 増 加 す る 。
　 更 な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は （ ｂ ） Ｉ
Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト を 哺 乳 動 物 へ 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 、
哺 乳 動 物 に お け る Ｔ リ ン パ 球 の 増 殖 を 減 少 さ せ る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 で は 、 哺 乳 動
物 に お け る Ｔ リ ン パ 球 の 増 殖 が 減 少 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 更 な る 実 施 態 様 で は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ
ニ ス ト （ 例 え ば 、 抗 -Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ） に 対 し て 応 答 性 の あ る 症 状 の 治 療 に 有 用 で あ る
薬 剤 の 調 製 の た め の 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 、 或 い は 前 文 に 記 載 の そ の ア ゴ ニ ス
ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 或 い は 抗 -Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 の 利 用 に 関 す る 。 特 定 の 態 様 で
は 、 退 行 性 軟 骨 性 疾 患 を 治 療 す る た め の 方 法 に お け る 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 、
或 い は そ の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 利 用 に 関 す る 。
　 更 な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 退 行 性 軟 骨 性 疾 患 を 患 う 哺 乳 動 物 へ Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ
ポ リ ペ プ チ ド 、 ア ゴ ニ ス ト 、 又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト の 治 療 的 有 効 量 を 投 与 す る こ と を 含
ん で な る 、 前 記 哺 乳 動 物 に お け る 前 記 疾 患 を 治 療 す る 方 法 に 関 連 す る 。
　 更 な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 退 行 性 軟 骨 性 疾 患 の 治 療 に お い て 、 製 薬 的 に 許 容 可 能
な 担 体 と の 混 合 物 で あ る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 、 或 い は そ の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン
タ ゴ ニ ス ト 、 前 記 組 成 物 を 含 有 す る 容 器 、 並 び に 前 記 組 成 物 の 利 用 に 言 及 す る 前 記 容 器 に
添 付 さ れ た ラ ベ ル を 含 ん で な る 、 キ ッ ト に 関 連 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
Ｂ ． 更 な る 実 施 態 様
　 本 発 明 の 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核
酸 配 列 を 含 ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 提 供 す る 。
　 一 態 様 で は 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 （ ａ ） こ こ に 開 示 さ れ た 完 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 、 こ
こ に 開 示 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く ア ミ ノ 酸 配 列 、 或 い は こ こ に 開 示 さ れ た 完 全 長 ア
ミ ノ 酸 配 列 の そ の 他 の 具 体 的 に 定 義 さ れ た 断 片 を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を
コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 或 い は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 補 体 に 対 し て 、 少 な く と も 約
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８ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な
く と も 約 ８ ２ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る
い は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 核 酸 配 列 同 一
性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ７ ％ の 核 酸
配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ９
％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と
も 約 ９ １ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は
少 な く と も 約 ９ ３ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、
あ る い は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の 核 酸 配 列
同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の
核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 を 有 し て い る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 含 ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 一 態 様 で は 、 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 は 、 （ ａ ） こ こ に 開 示 さ れ た 完 全 長 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ
ポ リ ペ プ チ ド ｃ Ｄ Ｎ Ａ の コ ー ド 化 配 列 、 こ こ に 開 示 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く Ｉ Ｌ －
１ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の コ ー ド 化 配 列 、 或 い は こ こ に 開 示 さ れ た 完 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 の
そ の 他 の 具 体 的 に 定 義 さ れ た 断 片 の コ ー ド 化 配 列 を 含 ん で な る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 或 い は （ ｂ ）
（ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 補 体 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少
な く と も 約 ８ １ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ
る い は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の 核 酸 配 列 同
一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の 核
酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ７ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８
８ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く
と も 約 ９ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い
は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ３ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性
、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 核 酸 配
列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ７ ％
の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も
約 ９ ９ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 を 有 し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分
子 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 更 な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 本 発 明 は 、 （ ａ ） こ こ に 開 示 し た Ａ Ｔ Ｃ Ｃ へ 寄 託 さ れ て い
る ヒ ト タ ン パ ク 質 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の い ず れ か に よ っ て コ ー ド さ れ て い る の と 同 じ 成 熟 ポ リ ペ プ チ
ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 分 子 、 或 い は （ ｂ ） （ ａ ） の Ｄ Ｎ Ａ 分 子 の 補 体 に 対 し て 、 少 な く と
も 約 ８ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は
少 な く と も 約 ８ ２ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 さ ら に あ る い は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の 核 酸 配 列 同
一 性 、 さ ら に あ る い は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 さ ら に あ る い は 少 な く と も
約 ８ ５ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 さ ら に あ る い は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 さ ら
に あ る い は 少 な く と も 約 ８ ７ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 さ ら に あ る い は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の
核 酸 配 列 同 一 性 、 さ ら に あ る い は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 さ ら に あ る い は
少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 さ ら に あ る い は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の 核 酸 配 列 同
一 性 、 さ ら に あ る い は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 さ ら に あ る い は 少 な く と も
約 ９ ３ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 さ ら に あ る い は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 さ ら
に あ る い は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 さ ら に あ る い は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の
核 酸 配 列 同 一 性 、 さ ら に あ る い は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 さ ら に あ る い は
少 な く と も 約 ９ ８ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 さ ら に あ る い は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の 配 列 同 一 性
を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 分 子 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 別 の 実 施 態 様 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 配 列 の 断 片 、 又 は そ の 補 体 に
関 し 、 そ れ ら は 、 例 え ば 、 場 合 に よ っ て は 抗 -Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 に 対 す る 結 合 部 位 を
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含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の コ ー ド 化 断 片 の ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て 、 又 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ と し て の
用 途 が 見 い だ さ れ 得 る 。 こ の よ う な 核 酸 断 片 は 、 通 常 は 少 な く と も 約 ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長
、 あ る い は 少 な く と も 約 ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長
、 あ る い は 少 な く と も 約 ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長
、 あ る い は 少 な く と も 約 ７ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長
、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド
長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ １ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ２ ０ ヌ ク レ オ
チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ４ ０ ヌ ク
レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ６ ０
ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ７ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １
８ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ９ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も
約 ２ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ２ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く
と も 約 ３ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ３ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少
な く と も 約 ４ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ４ ５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い
は 少 な く と も 約 ５ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ６ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ
る い は 少 な く と も 約 ７ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長
、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ０ ０ ０ ヌ ク レ オ
チ ド 長 で あ り 、 こ こ で 「 約 」 と い う 語 の 内 容 は 参 照 す る 長 さ の プ ラ ス 又 は マ イ ナ ス １ ０ ％
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 長 を 指 す こ と を 意 味 す る 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 の 新 規 な 断 片 は 、 多 く の 良 く 知 ら れ た 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム の 任
意 の も の を 用 い て Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 他 の 公 知 の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と を 整 列 さ せ 、 い ず れ の ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 断 片 が
新 規 で あ る か を 決 定 す る こ と に よ り 、 日 常 的 な 手 法 で 同 定 し て も よ い 。 こ の よ う な ポ リ ペ
プ チ ド コ ー ド 化 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全 て は 、 こ こ で 考 慮 さ れ る 。 ま た 、 こ れ ら の ヌ ク レ オ
チ ド 分 子 断 片 、 好 ま し く は 抗 -Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 に 対 す る 結 合 部 位 を 含 む Ｉ Ｌ － １ ７
Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 断 片 に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 断 片 も 考 慮 さ れ る 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 上 記 で 特 定 さ れ た 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 の 何 れ か に よ っ て
コ ー ド さ れ る 単 離 さ れ た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 或 る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 こ こ に 開 示 し た 完 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 、 こ こ に 開 示 し た シ グ ナ
ル ペ プ チ ド を 欠 く ア ミ ノ 酸 配 列 、 或 い は こ こ に 開 示 し た 完 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 の そ の 他 の 具
体 的 に 定 義 さ れ た 断 片 を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８
０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る
い は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の ア ミ ノ 酸
配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約
８ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る
い は 少 な く と も 約 ８ ７ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の ア ミ ノ 酸
配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約
９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る
い は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ３ ％ の ア ミ ノ 酸
配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約
９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る
い は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の ア ミ ノ 酸
配 列 同 一 性 、 そ し て 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ
酸 配 列 を 含 ん で な る 、 単 離 さ れ た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 こ こ に 開 示 し た Ａ Ｔ Ｃ Ｃ に 寄 託 さ れ て い る ヒ ト タ ン パ ク
質 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の い ず れ か に よ っ て コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％
の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ １ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少
な く と も 約 ８ ２ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同
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一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ５ ％
の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少
な く と も 約 ８ ７ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同
一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ０ ％
の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少
な く と も 約 ９ ２ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ３ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同
一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ５ ％
の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少
な く と も 約 ９ ７ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同
一 性 、 そ し て 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 ん で な る 単 離 さ れ た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 さ ら な る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 こ こ に 開 示 し た 完 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 、 こ こ に 開 示 し た シ
グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く ア ミ ノ 酸 配 列 、 或 い は こ こ に 開 示 し た 完 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 の そ の 他
の 具 体 的 に 定 義 さ れ た 断 片 を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド と 比 較 し 、 少 な く と も
約 ８ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ １ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８
２ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ４ ％
ポ ジ テ ィ ブ 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ ポ ジ
テ ィ ブ 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ７ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ ポ ジ テ ィ
ブ 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、
あ る い は 少 な く と も 約 ９ １ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 あ る
い は 少 な く と も 約 ９ ３ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ４ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 あ る い は
少 な く と も 約 ９ ５ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 あ る い は 少 な
く と も 約 ９ ７ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ ポ ジ テ ィ ブ 、 そ し て 、 あ る い は
少 な く と も 約 ９ ９ ％ ポ ジ テ ィ ブ の ス コ ア と さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 ん で な る 単 離 さ れ た Ｉ
Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 。
　 特 別 な 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｎ -末 端 シ グ ナ ル 配 列 及 び ／ 又 は 開 始 メ チ オ ニ ン を 有
し な い 、 上 記 し た よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ
る 単 離 さ れ た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 そ れ ら を 製 造 す る 方 法 も こ こ に
記 載 さ れ 、 そ れ ら の 方 法 は 、 適 し た な コ ー ド 化 核 酸 分 子 を 含 む ベ ク タ ー を 含 ん で な る 宿 主
細 胞 を Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 培 養 し 、 培 養 培 地 か ら Ｉ Ｌ
－ １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 別 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 こ こ で 定 義 さ れ る 天 然 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の
ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト に 関 す る 。 特 別 な 実 施 態 様 で は 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ
ニ ス ト は 抗 -Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 或 い は 小 分 子 で あ る 。
　 さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア
ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る 方 法 に 関 し 、 そ れ は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 分 子
と 接 触 さ せ 、 前 記 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 媒 介 さ れ る 生 物 学 的 活 性 を モ ニ
タ ー す る こ と を 含 む 。 好 ま し く は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド は 天 然 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／
Ｆ ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ま た さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 、 或 い は こ こ に
記 載 し た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 又 は 抗 -Ｉ Ｌ
－ １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 を 、 担 体 と 組 み 合 わ せ て 含 ん で な る 組 成 物 に 関 す る 。 場 合 に よ っ て は 、
担 体 は 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 で あ る 。
　 本 発 明 の そ の 他 の 実 施 態 様 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は 上 記 し た よ う な そ
の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 又 は 抗 -Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 を 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ
ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は 抗 -Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 に 対 し
て 反 応 す る 症 状 の 治 療 に お い て 有 用 な 医 薬 の 調 製 の た め に 用 い る こ と に 関 す る 。
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【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 こ こ に 記 載 す る ポ リ ペ プ チ ド の 任 意 い ず れ
か を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 含 ん で な る ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 ま た 、 そ の よ う な ベ ク タ ー の い
ず れ か を 含 む 宿 主 細 胞 が 提 供 さ れ る 。 例 と し て 、 宿 主 細 胞 は Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 、 大 腸 菌 、 又 は バ
キ ュ ウ ロ ウ イ ル ス 感 染 昆 虫 細 胞 で も よ い 。 こ こ に 記 載 し た 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法
が さ ら に 提 供 さ れ 、 そ れ は 、 宿 主 細 胞 を 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 条 件 下 で 培 養
し 、 細 胞 培 地 か ら 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を 回 収 す る こ と を 含 む 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 に 融 合 し た 、 こ こ に
記 載 し た 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で な る キ メ ラ 分 子 を 提 供 す る 。 そ の よ う な キ メ ラ 分 子
の 例 は 、 エ ピ ト ー プ タ グ 配 列 或 い は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｃ 領 域 に 融 合 し た こ こ に 記 載 の 任
意 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 任 意 の 上 記 又 は 下 記 の ポ リ ペ プ チ ド と 特 異 的 に 結 合 す る
抗 体 を 提 供 す る 。 場 合 に よ っ て は 、 こ の 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ヒ ト 化 抗 体 、 抗 体 断
片 又 は 一 本 鎖 抗 体 で あ る 。
　 さ ら に 他 の 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ゲ ノ ム 及 び ｃ Ｄ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は ア ン チ
セ ン ス プ ロ ー ブ を 単 離 す る た め に 有 用 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 提 供 し 、 そ れ ら の
プ ロ ー ブ は 上 記 又 は 下 記 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 任 意 の も の か ら 誘 導 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
（ 好 ま し い 実 施 態 様 の 詳 細 な 説 明 ）
Ｉ ． 定 義
　 「 天 然 配 列 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 天 然 由 来 の 対 応 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ
ポ リ ペ プ チ ド と 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 ん で い る 。 こ の よ う な 天 然
配 列 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド は 、 自 然 か ら 単 離 す る こ と も で き る し 、 組 換 え 又 は 合
成 手 段 に よ り 生 産 す る こ と も で き る 。 「 天 然 配 列 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う
用 語 に は 、 特 に 、 特 定 の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 自 然 に 生 じ る 切 断 又 は 分 泌 形 態
(例 え ば 、 細 胞 外 ド メ イ ン 配 列 )、 自 然 に 生 じ る 変 異 形 態 (例 え ば 、 選 択 的 に ス プ ラ イ シ ン
グ さ れ た 形 態 )及 び そ の ポ リ ペ プ チ ド の 自 然 に 生 じ る 対 立 遺 伝 子 変 異 体 が 含 ま れ る 。 本 発
明 の 種 々 の 実 施 態 様 に お い て 、 こ こ に 開 示 さ れ て い る 天 然 配 列 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ
チ ド は 、 関 連 す る 図 に 示 さ れ て い る 完 全 長 ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る 成 熟 又 は 完 全 長 天 然 配
列 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 開 始 及 び 終 止 コ ド ン は 、 太 い 書 体 及 び 下 線 で 図 中 に 示 さ て い る 。
し か し 、 関 連 す る 図 に 開 示 さ れ て い る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド が メ チ オ ニ ン 残 基 で
開 始 す る と 図 の ア ミ ノ 酸 位 置 １ に お い て 示 さ れ て い る 一 方 で 、 図 の ア ミ ノ 酸 位 置 １ よ り 上
流 又 は 下 流 の い ず れ か に 位 置 す る 他 の メ チ オ ニ ン 残 基 が 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド
の 開 始 ア ミ ノ 酸 残 基 と し て 用 い ら れ る こ と が 考 え ら れ る し 可 能 で あ る 。
　 こ こ に 開 示 す る 種 々 の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 「 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 」 の 適 切 な
位 置 は 、 本 明 細 書 と 添 付 の 図 面 に 示 さ れ る 。 し か し 、 注 記 す る よ う に 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド
の Ｃ -末 端 境 界 は 変 化 し う る が 、 こ こ で 最 初 に 定 義 し た よ う に シ グ ナ ル ペ プ チ ド Ｃ -末 端 境
界 の い ず れ か の 側 で 約 ５ ア ミ ノ 酸 未 満 で あ る 可 能 性 が 最 も 高 く 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド の Ｃ -
末 端 境 界 は 、 そ の よ う な 型 の ア ミ ノ 酸 配 列 成 分 を 同 定 す る の に 日 常 的 に 使 用 さ れ る 基 準 に
従 っ て 同 定 し う る （ 例 え ば 、 Nielsenら , Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ t. Eng. 1０ : 1-6 (1997)及 び
von Heinjeら , Nucl. Acids. Res. 14: 4683-469０  (1986)） 。 さ ら に 、 幾 つ か の 場 合 に
は 、 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド か ら の シ グ ナ ル ペ プ チ ド の 切 断 は 完 全 に 均 一 で は な く 、 １ つ 以 上 の
分 泌 種 を も た ら す こ と も 認 め ら れ る 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド が こ こ に 定 義 さ れ る シ グ ナ ル ペ プ
チ ド の Ｃ -末 端 境 界 の 何 れ か の 側 の 約 ５ ア ミ ノ 酸 未 満 内 で 切 断 さ れ る こ れ ら の 成 熟 ポ リ ペ
プ チ ド 、 及 び そ れ ら を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 で 考 慮 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 「 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 」 と は 、 上 記 又 は 下 記 に 定 義 さ れ る よ う に 、 こ
こ に 開 示 さ れ る 完 全 長 天 然 配 列 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 、 こ こ に 開 示 さ れ た シ グ ナ
ル ペ プ チ ド を 欠 く 完 全 長 天 然 配 列 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 又 は こ こ に 開 示 さ
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れ た 完 全 長 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 他 の 断 片 と 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の ア ミ ノ 酸
配 列 同 一 性 を 有 す る 活 性 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。 こ の よ う な Ｉ Ｌ － １
７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 に は 、 例 え ば 、 完 全 長 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 の Ｎ -又 は Ｃ -末 端 に
お い て 一 つ 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 付 加 、 も し く は 欠 失 さ れ た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ
プ チ ド が 含 ま れ る 。 通 常 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体 は 、 こ こ に 開 示 さ れ る 完
全 長 天 然 ア ミ ノ 酸 配 列 、 こ こ に 開 示 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 く 完 全 長 天 然 配 列 Ｉ Ｌ －
１ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 又 は こ こ に 開 示 さ れ た 完 全 長 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ
ド の 特 に 同 定 さ れ た 他 の 断 片 と 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少
な く と も 約 ８ １ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同
一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ３ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ４ ％
の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少
な く と も 約 ８ ６ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ７ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同
一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ９ ％
の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少
な く と も 約 ９ １ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ２ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同
一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ３ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ４ ％
の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少
な く と も 約 ９ ６ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同
一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 、 そ し て 、 あ る い は 少 な く と も
約 ９ ９ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 有 し て い る 。 通 常 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 変 異 体 ポ リ ペ プ
チ ド は 、 少 な く と も 約 １ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ２ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 あ る い は
少 な く と も 約 ３ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ４ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 あ る い は 少 な く と
も 約 ５ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ６ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ７ ０
ア ミ ノ 酸 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ０ ア ミ ノ 酸
長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ０ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ５ ０ ア ミ ノ 酸 長 、
あ る い は 少 な く と も 約 ２ ０ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ３ ０ ０ ア ミ ノ 酸 長 、 又 は
そ れ 以 上 で あ る 。
　 こ こ に 定 義 さ れ る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て こ こ で 同 定 さ れ て い る 「 パ ー
セ ン ト (％ )ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 」 は 、 配 列 を 整 列 さ せ 、 最 大 の パ ー セ ン ト 配 列 同 一 性 を 得
る た め に 必 要 な ら ば 間 隙 を 導 入 し 、 如 何 な る 保 存 的 置 換 も 配 列 同 一 性 の 一 部 と 考 え な い と
し た 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 と 同 一 で あ る 候 補 配 列 中 の ア ミ ノ 酸
残 基 の パ ー セ ン ト と し て 定 義 さ れ る 。 パ ー セ ン ト ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 決 定 す る 目 的 の た
め の ア ラ イ ン メ ン ト は 、 当 業 者 の 技 量 の 範 囲 に あ る 種 々 の 方 法 、 例 え ば BLAST、 BLAST-2、
ALIGN又 は Megalign(DNASTAR)ソ フ ト ウ エ ア の よ う な 公 に 入 手 可 能 な コ ン ピ ュ ー タ ソ フ ト ウ
エ ア を 使 用 す る こ と に よ り 達 成 可 能 で あ る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 比 較 さ れ る 配 列 の 完 全 長 に
対 し て 最 大 の ア ラ イ ン メ ン ト を 達 成 す る た め に 必 要 な 任 意 の ア ル ゴ リ ズ ム を 含 む 、 ア ラ イ
ン メ ン ト を 測 定 す る た め の 適 切 な パ ラ メ ー タ を 決 定 す る こ と が で き る 。 し か し 、 こ こ で の
目 的 の た め に は 、 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム 用 の 完 全 な ソ ー ス コ ー
ド が 下 記 の 表 １ に 提 供 さ れ て い る 配 列 比 較 プ ロ グ ラ ム ALIGN-2を 使 用 す る こ と に よ っ て 得
ら れ る 。 ALIGN-2配 列 比 較 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム は ジ ェ ネ ン テ ク 社 に よ っ て 作 成 さ れ 、
下 記 の 表 １ に 示 し た ソ ー ス コ ー ド は 米 国 著 作 権 事 務 所 , ワ シ ン ト ン D.C., 2０ 559に 使 用 者
用 書 類 と と も に 提 出 さ れ 、 米 国 著 作 権 登 録 番 号 TXU51０ ０ 87の 下 で 登 録 さ れ て い る 。 ALIGN
-2は ジ ェ ネ ン テ ク 社 、 サ ウ ス  サ ン  フ ラ ン シ ス コ , カ リ フ ォ ル ニ ア か ら 好 適 に 入 手 可 能 で
あ り 、 下 記 の 表 １ に 提 供 さ れ た ソ ー ス コ ー ド か ら コ ン パ イ ル し て も よ い 。 ALIGN-2プ ロ グ
ラ ム は 、 UNIX（ 登 録 商 標 ） オ ペ レ ー テ ィ ン グ シ ス テ ム 、 好 ま し く は デ ジ タ ル UNIX（ 登 録 商
標 ）  V4.０ Dで の 使 用 の た め に コ ン パ イ ル さ れ る 。 全 て の 配 列 比 較 パ ラ メ ー タ は 、 ALIGN-2
プ ロ グ ラ ム に よ っ て 設 定 さ れ 変 動 し な い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 比 較 に ALIGN-2が 用 い ら れ る 状 況 で は 、 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ の 、 与
え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ と の 、 又 は そ れ に 対 す る ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 （ あ る い は 、 与 え
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ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ と 、 又 は そ れ に 対 し て 或 る 程 度 の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 持 つ 又 は
含 む 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ と 言 う こ と も で き る ） は 次 の よ う に 計 算 さ れ る ：
　 分 率 Ｘ ／ Ｙ の １ ０ ０ 倍
こ こ で 、 Ｘ は 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム ALIGN-2の Ａ 及 び Ｂ の ア ラ イ ン メ ン ト に よ っ
て 同 一 で あ る と 一 致 し た ス コ ア の ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 で あ り 、 Ｙ は Ｂ の 全 ア ミ ノ 酸 残 基 数 で
あ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ の 長 さ が ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ の 長 さ と 異 な る 場 合 、 Ａ の Ｂ に 対 す る ％ ア
ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 は 、 Ｂ の Ａ に 対 す る ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 と は 異 な る こ と は 理 解 さ れ る
で あ ろ う 。 こ の 方 法 を 用 い た ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 の 計 算 の 例 と し て 、 表 ２ 及 び ３ に は 、
対 象 と な る 仮 説 的 ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 に 対 す る 、 「 比 較 タ ン パ ク 質 」 と 称 さ れ る
ア ミ ノ 酸 配 列 の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 の 計 算 方 法 が 示 さ れ て お り 、 こ こ で 「 比 較 タ ン パ ク
質 」 と は 、 対 象 と な る ポ リ ペ プ チ ド の 比 較 対 象 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 表 し 、 「 Ｘ 」 、 「 Ｙ
」 及 び 「 Ｚ 」 の 各 々 は 異 な る 仮 説 的 ア ミ ノ 酸 残 基 を 表 す 。
　 特 に 断 ら な い 限 り は 、 こ こ で の 全 て の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 値 は 上 記 の よ う に ALIGN-2
配 列 比 較 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 得 ら れ る 。 し か し な が ら 、 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一
性 値 は 、 WU-BLAST-2コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム （ Altschulら , Methods in Enzymology 266:
 46０ -48０ (1996)） を 用 い て 決 定 し て も よ い 。 さ ら に 、 殆 ど の WU-BLAST-2検 索 パ ラ メ ー タ
は 初 期 値 に 設 定 さ れ る 。 初 期 値 に 設 定 さ れ な い 、 即 ち 調 節 可 能 な パ ラ メ ー タ は 以 下 の 値 に
設 定 す る ： オ ー バ ー ラ ッ プ ス パ ン ＝ １ 、 オ ー バ ー ラ ッ プ フ ラ ク シ ョ ン ＝ ０ ． １ ２ ５ 、 ワ ー
ド 閾 値 （ Ｔ ） ＝ １ １ 、 及 び ス コ ア リ ン グ マ ト リ ク ス ＝ BLOSUM62。 WU-BLAST2が 用 い ら れ た
場 合 に は 、 、 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 （ ａ ） 天 然 ポ リ ペ プ チ ド か ら 誘 導 さ れ た 配 列 を
有 す る 対 象 と す る ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 対 象 と す る 比 較 ア ミ ノ 酸 配 列 （ 即 ち 、
対 象 と す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 比 較 対 象 で あ る 配 列 で あ り 、 ポ リ ペ プ チ ド 変
異 体 で あ っ て も よ い ） と の 間 の 、 WU-BLAST-2に よ っ て 決 定 し た 一 致 す る 同 一 ア ミ ノ 酸 残 基
の 数 を 、 （ ｂ ） 対 象 と す る ポ リ ペ プ チ ド の 残 基 の 総 数 で 除 し た 商 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 例
え ば 、 「 ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ に 対 し て 少 な く と も ８ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 持 つ 又 は 持 っ
て い る ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 表 現 で は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ は 対
象 で あ る 「 比 較 タ ン パ ク 質 」 の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ り 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ が 対 象 で あ る ポ リ ペ
プ チ ド の ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ま た 、 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 プ ロ グ ラ ム NCBI-BLAST2（ Altschulら , Nucle
ic Acids Res. 25: 3389-34０ 2 (1997)） を 用 い て 決 定 し て も よ い 。 NCBI-BLAST2配 列 比 較
プ ロ グ ラ ム は 、 http://www.ncbi.nlm.nih.govか ら ダ ウ ン ロ ー ド で き 、 又 は 別 な 方 法 で 米
国 国 立 衛 生 研 究 所 、 ベ セ ス ダ 、 メ リ ー ラ ン ド か ら 得 る こ と が で き る 。 NCBI-BLAST2は 幾 つ
か の 検 索 パ ラ メ ー タ を 使 用 し 、 そ れ ら 検 索 パ ラ メ ー タ の 全 て は 初 期 値 に 設 定 さ れ 、 例 え ば
、 unmask＝ 可 、 鎖 ＝ 全 て 、 予 測 さ れ る 発 生 ＝ １ ０ 、 最 小 低 複 合 長 ＝ １ ５ ／ ５ 、 マ ル チ パ ス
ｅ -値 ＝ ０ ． ０ １ 、 マ ル チ パ ス の 定 数 ＝ ２ ５ 、 最 終 ギ ャ ッ プ ア ラ イ ン メ ン ト の ド ロ ッ プ オ
フ ＝ ２ ５ 、 及 び ス コ ア リ ン グ マ ト リ ク ス ＝ BLOSUM62を 含 む 。
　 ア ミ ノ 酸 配 列 比 較 に NCBI-BLAST2が 用 い れ れ る 状 況 で は 、 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ の
、 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ と の 、 又 は そ れ に 対 す る ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 （ あ る い は 、
与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ と 、 又 は そ れ に 対 し て 或 る 程 度 の ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 持 つ
又 は 含 む 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ と 言 う こ と も で き る ） は 次 の よ う に 計 算 さ れ る ：
　 　 分 率 Ｘ ／ Ｙ の １ ０ ０ 倍
こ こ で 、 Ｘ は 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム NCBI-BLAST2の Ａ 及 び Ｂ の ア ラ イ ン メ ン ト に
よ っ て 同 一 で あ る と 一 致 し た ス コ ア の ア ミ ノ 酸 残 基 の 数 で あ り 、 Ｙ は Ｂ の 全 ア ミ ノ 酸 残 基
数 で あ る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 Ａ の 長 さ が ア ミ ノ 酸 配 列 Ｂ の 長 さ と 異 な る 場 合 、 Ａ の Ｂ に 対 す る
％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 は 、 Ｂ の Ａ に 対 す る ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 と は 異 な る こ と は 理 解 さ
れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 「 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 変 異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 又 は 「 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 変 異 体 核 酸 配 列
」 と は 、 下 記 に 定 義 さ れ る よ う に 、 活 性 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、 且 つ
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こ こ に 開 示 す る 完 全 長 天 然 配 列 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 こ こ に 開 示 す る シ グ
ナ ル ペ プ チ ド を 欠 い た 完 全 長 天 然 配 列 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 、 又 は こ こ に 開
示 す る 完 全 長 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 他 の 任 意 の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列
と 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 を 有 す る 核 酸 分 子 で あ る 。 通 常 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／
Ｆ 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド は 、 こ こ に 開 示 す る 完 全 長 天 然 配 列 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド
配 列 、 こ こ に 開 示 す る シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 欠 い た 完 全 長 天 然 配 列 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ
プ チ ド 配 列 、 又 は こ こ に 開 示 す る 完 全 長 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 他 の 任 意 の
断 片 と 、 少 な く と も 約 ８ ０ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 好 ま し く は あ る い は 少 な く と も 約 ８ １ ％
の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ２ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も
約 ８ ３ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ４ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少
な く と も 約 ８ ５ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ６ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ
る い は 少 な く と も 約 ８ ７ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ８ ％ の 核 酸 配 列 同
一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ８ ９ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ０ ％ の 核
酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ １ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９
２ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ３ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く
と も 約 ９ ４ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ５ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い
は 少 な く と も 約 ９ ６ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ７ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性
、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ８ ％ の 核 酸 配 列 同 一 性 、 そ し て 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ９ ％
の 核 酸 配 列 同 一 性 を 有 し て い る 。 変 異 体 は 、 天 然 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ま な い 。
　 通 常 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 変 異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 少 な く と も 約 ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド
長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ６ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ９ ０ ヌ ク レ オ チ ド
長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ２ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ５ ０ ヌ ク レ オ
チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ８ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ２ １ ０ ヌ ク
レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ２ ４ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ２ ７ ０
ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ３ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ４
５ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も 約 ６ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 あ る い は 少 な く と も
約 ９ ０ ０ ヌ ク レ オ チ ド 長 、 又 は そ れ 以 上 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 こ こ で 同 定 さ れ る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ コ ー ド 化 核 酸 配 列 に 対 す る 「 パ ー セ ン ト (％ )核 酸 配
列 同 一 性 」 は 、 配 列 を 整 列 さ せ 、 最 大 の パ ー セ ン ト 配 列 同 一 性 を 得 る た め に 必 要 な ら ば 間
隙 を 導 入 し 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 配 列 の ヌ ク レ オ チ ド と 同 一 で あ る 候 補 配 列 中 の ヌ ク レ オ チ
ド の パ ー セ ン ト と し て 定 義 さ れ る 。 パ ー セ ン ト 核 酸 配 列 同 一 性 を 決 定 す る 目 的 の た め の ア
ラ イ ン メ ン ト は 、 当 業 者 の 知 る 範 囲 に あ る 種 々 の 方 法 、 例 え ば BLAST、 BLAST-2、 ALIGN又
は Megalign(DNASTAR)ソ フ ト ウ エ ア の よ う な 公 に 入 手 可 能 な コ ン ピ ュ ー タ ソ フ ト ウ エ ア を
使 用 す る こ と に よ り 達 成 可 能 で あ る 。 こ こ で の 目 的 の た め に は 、 ％ ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 値
は 、 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム 用 の 完 全 な ソ ー ス コ ー ド が 下 記 の 表 １ に 提 供 さ れ て い る 配 列 比 較
プ ロ グ ラ ALIGN-2を 使 用 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。 ALIGN-2配 列 比 較 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ
ラ ム は ジ ェ ネ ン テ ク 社 に よ っ て 作 成 さ れ 、 下 記 の 表 １ に 示 し た ソ ー ス コ ー ド は 米 国 著 作 権
事 務 所 ,ワ シ ン ト ン  D.C.， 2０ 559に 使 用 者 用 書 類 と と も に 提 出 さ れ 、 米 国 著 作 権 登 録 番 号
TXU51０ ０ 87の 下 で 登 録 さ れ て い る 。 ALIGN-2は ジ ェ ネ ン テ ク 社 、 サ ウ ス  サ ン  フ ラ ン シ ス
コ , カ リ フ ォ ル ニ ア か ら 好 適 に 入 手 可 能 で あ り 、 下 記 の 表 １ に 提 供 さ れ た ソ ー ス コ ー ド か
ら コ ン パ イ ル し て も よ い 。 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム は 、 UNIX（ 登 録 商 標 ） オ ペ レ ー テ ィ ン グ シ
ス テ ム 、 好 ま し く は デ ジ タ ル UNIX（ 登 録 商 標 ）  V4.０ Dで の 使 用 の た め に コ ン パ イ ル さ れ
る 。 全 て の 配 列 比 較 パ ラ メ ー タ は 、 ALIGN-2プ ロ グ ラ ム に よ っ て 設 定 さ れ 変 動 し な い 。
　 核 酸 配 列 比 較 に ALIGN-2が 用 い ら れ る 状 況 で は 、 与 え ら れ た 核 酸 配 列 Ｃ の 、 与 え ら れ た
核 酸 配 列 Ｄ と の 、 又 は そ れ に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性 （ あ る い は 、 与 え ら れ た ア ミ ノ 酸 配
列 Ｄ と 、 又 は そ れ に 対 し て 或 る 程 度 の ％ 核 酸 配 列 同 一 性 を 持 つ 又 は 含 む 与 え ら れ た 核 酸 配
列 Ｃ と 言 う こ と も で き る ） は 次 の よ う に 計 算 さ れ る ：
　 分 率 Ｗ ／ Ｚ の １ ０ ０ 倍
こ こ で 、 Ｗ は 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム ALIGN-2の Ｃ 及 び Ｄ の ア ラ イ ン メ ン ト に よ っ
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て 同 一 で あ る と 一 致 し た ス コ ア の 核 酸 残 基 の 数 で あ り 、 Ｚ は Ｄ の 全 核 酸 残 基 数 で あ る 。 核
酸 配 列 Ｃ の 長 さ が ア ミ ノ 酸 配 列 Ｄ の 長 さ と 異 な る 場 合 、 Ｃ の Ｄ に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性
は 、 Ｄ の Ｃ に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性 と は 異 な る こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 こ の 方 法 を
用 い た ％ 核 酸 配 列 同 一 性 の 計 算 の 例 と し て 、 表 ４ 及 び ５ に は 、 「 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ － Ｄ Ｎ
Ａ 」 と 称 さ れ る 核 酸 配 列 に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性 の 計 算 方 法 が 示 さ れ 、 こ こ で 「 Ｉ Ｌ －
１ ７ Ａ ／ Ｆ － Ｄ Ｎ Ａ 」 は 、 仮 説 的 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ コ ー ド 化 核 酸 配 列 を 表 し 、 「 比 較 Ｄ Ｎ
Ａ 」 は 、 対 象 と な る 「 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ － Ｄ Ｎ Ａ 」 核 酸 分 子 の 比 較 対 象 で あ る 核 酸 分 子 の
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 表 し 、 「 Ｎ 」 、 「 Ｌ 」 及 び 「 Ｖ 」 の 各 々 は 異 な る 仮 説 的 ヌ ク レ オ チ ド
を 表 す 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 特 に 断 ら な い 限 り は 、 こ こ で の 全 て の ％ 核 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 直 上 の パ ラ グ ラ フ に 示 し
た よ う に ALIGN-2配 列 比 較 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム を 用 い て 得 ら れ る 。 し か し な が ら 、 ％
核 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 WU-BLAST-2コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム （ Altschulら , Methods in Enz
ymology 266: 46０ -48０  (1996)） を 用 い て 決 定 し て も よ い 。 さ ら に 、 殆 ど の WU-BLAST-2
検 索 パ ラ メ ー タ は 初 期 値 に 設 定 さ れ る 。 初 期 値 に 設 定 さ れ な い 、 即 ち 調 節 可 能 な パ ラ メ ー
タ は 以 下 の 値 に 設 定 す る ： オ ー バ ー ラ ッ プ ス パ ン ＝ １ 、 オ ー バ ー ラ ッ プ フ ラ ク シ ョ ン ＝ ０
． １ ２ ５ 、 ワ ー ド 閾 値 （ Ｔ ） ＝ １ １ 、 及 び ス コ ア リ ン グ マ ト リ ク ス ＝ BLOSUM62。 WU-BLAST
-2が 用 い ら れ た 場 合 、 ％ 核 酸 配 列 同 一 性 値 は 、 （ ａ ） 天 然 配 列 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ
チ ド コ ー ド 化 核 酸 か ら 誘 導 さ れ た 配 列 を 有 す る 対 象 と す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド
コ ー ド 化 核 酸 分 子 の 核 酸 配 列 と 、 対 象 と す る 比 較 核 酸 配 列 （ 即 ち 、 対 象 と す る Ｉ Ｌ － １ ７
Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 分 子 が 比 較 さ れ る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体
で あ っ て も よ い 配 列 ） と の 間 の 、 WU-BLAST-2に よ っ て 決 定 し た 一 致 す る 同 一 核 酸 残 基 の 数
を 、 （ ｂ ） 対 象 と す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 分 子 の ヌ ク レ オ チ ド の
総 数 で 除 し た 商 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 例 え ば 、 「 核 酸 配 列 Ｂ に 対 し て 少 な く と も ８ ０ ％ の
核 酸 配 列 同 一 性 を 持 つ 又 は 持 っ て い る 核 酸 配 列 Ａ を 含 ん で な る ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 表 現
で は 、 核 酸 配 列 Ａ が 対 象 と す る 比 較 核 酸 配 列 で あ り 、 核 酸 配 列 Ｂ が 対 象 と す る Ｉ Ｌ － １ ７
Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 分 子 の 核 酸 配 列 で あ る 。
　 ま た 、 ％ 核 酸 配 列 同 一 性 は 、 配 列 比 較 プ ロ グ ラ ム NCBI-BLAST2（ Altschulら , Nucleic A
cids Res. 25: 3389-34０ 2 (1997)） を 用 い て 決 定 し て も よ い 。 NCBI-BLAST2配 列 比 較 プ ロ
グ ラ ム は 、 http://www.ncbi.nlm.nih.govか ら ダ ウ ン ロ ー ド で き 、 又 は 別 な 方 法 で 米 国 国
立 衛 生 研 究 所 、 ベ セ ス ダ 、 メ リ ー ラ ン ド か ら 得 る こ と が で き る 。 NCBI-BLAST2は 幾 つ か の
検 索 パ ラ メ ー タ を 使 用 し 、 そ れ ら 検 索 パ ラ メ ー タ の 全 て は 初 期 値 に 設 定 さ れ 、 例 え ば 、 un
mask＝ 可 、 鎖 ＝ 全 て 、 予 測 さ れ る 発 生 ＝ １ ０ 、 最 小 低 複 合 長 ＝ １ ５ ／ ５ 、 マ ル チ パ ス ｅ -
値 ＝ ０ ． ０ １ 、 マ ル チ パ ス の 定 数 ＝ ２ ５ 、 最 終 ギ ャ ッ プ ア ラ イ ン メ ン ト の ド ロ ッ プ オ フ ＝
２ ５ 、 及 び ス コ ア リ ン グ マ ト リ ク ス ＝ BLOSUM62を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 核 酸 配 列 比 較 に NCBI-BLAST2が 用 い ら れ る 状 況 で は 、 与 え ら れ た 核 酸 配 列 Ｃ の 、 与 え ら
れ た 核 酸 配 列 Ｄ と の 、 又 は そ れ に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性 （ あ る い は 、 与 え ら れ た 核 酸 配
列 Ｄ と 、 又 は そ れ に 対 し て 或 る 程 度 の ％ 核 酸 配 列 同 一 性 を 持 つ 又 は 含 む 与 え ら れ た 核 酸 配
列 Ｃ と 言 う こ と も で き る ） は 次 の よ う に 計 算 さ れ る ：
　 分 率 Ｗ ／ Ｚ の １ ０ ０ 倍
こ こ で 、 Ｗ は 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト プ ロ グ ラ ム NCBI-BLAST2の Ｃ 及 び Ｄ の ア ラ イ ン メ ン ト に
よ っ て 同 一 で あ る と 一 致 し た ス コ ア の 核 酸 残 基 の 数 で あ り 、 Ｚ は Ｄ の 全 核 酸 残 基 数 で あ る
。 核 酸 配 列 Ｃ の 長 さ が 核 酸 配 列 Ｄ の 長 さ と 異 な る 場 合 、 Ｃ の Ｄ に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性
は 、 Ｄ の Ｃ に 対 す る ％ 核 酸 配 列 同 一 性 と は 異 な る こ と は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 変 異 体 ポ リ ペ プ チ ド ヌ ク レ オ チ ド は 、 活 性 Ｉ Ｌ －
１ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、 好 ま し く は 緊 縮 性 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び 洗 浄
条 件 下 で 、 こ こ に 開 示 す る 完 全 長 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る 核 酸 分 子 で あ る 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 変 異 体 ポ リ ペ プ
チ ド は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 変 異 体 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に コ ー ド さ れ る も の で あ っ て も よ い 。
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【 ０ ０ ４ ３ 】
　 「 単 離 さ れ た 」 と は 、 こ こ で 開 示 さ れ た 種 々 の ポ リ ペ プ チ ド を 記 述 す る た め に 使 用 す る
と き は 、 そ の 自 然 環 境 の 成 分 か ら 同 定 さ れ 分 離 さ れ 及 び ／ 又 は 回 収 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を
意 味 す る 。 そ の 自 然 環 境 の 汚 染 成 分 と は 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド の 診 断 又 は 治 療 へ の 使 用 を 典
型 的 に は 妨 害 す る 物 質 で あ り 、 酵 素 、 ホ ル モ ン 、 及 び 他 の タ ン パ ク 質 様 又 は 非 タ ン パ ク 質
様 溶 質 が 含 ま れ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 (１ )ス ピ ニ ン グ カ ッ プ
シ ー ク エ ネ ー タ ー を 使 用 す る こ と に よ り 、 少 な く と も １ ５ 残 基 の Ｎ 末 端 あ る い は 内 部 ア ミ
ノ 酸 配 列 を 得 る の に 充 分 な ほ ど 、 あ る い は 、 (２ )ク ー マ シ ー ブ ル ー あ る い は 好 ま し く は 銀
染 色 を 用 い た 非 還 元 あ る い は 還 元 条 件 下 で の Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ る 均 一 性 ま で 精 製 さ れ
る 。 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド に は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 自 然 環 境 の 少 な く と
も １ つ の 成 分 が 存 在 し な い た め 、 組 換 え 細 胞 内 の イ ン サ イ ツ の タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。 し
か し な が ら 、 通 常 は 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 少 な く と も １ つ の 精 製 工 程 に よ り 調 製 さ
れ る 。
　 「 単 離 さ れ た 」 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 は 、 同 定 さ れ 、 Ｉ Ｌ － １ ７
Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 の 天 然 源 に 通 常 付 随 し て い る 少 な く と も １ つ の 汚 染
核 酸 分 子 か ら 分 離 さ れ た 核 酸 分 子 で あ る 。 単 離 さ れ た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド コ ー
ド 化 核 酸 分 子 は 、 天 然 に 見 出 さ れ る 形 態 あ る い は 設 定 以 外 の も の で あ る 。 ゆ え に 、 単 離 さ
れ た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 分 子 は 、 天 然 の 細 胞 中 に 存 在 す る Ｉ Ｌ －
１ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 分 子 と は 区 別 さ れ る 。 し か し 、 単 離 さ れ た Ｉ Ｌ － １
７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 化 核 酸 分 子 は 、 例 え ば 、 核 酸 分 子 が 天 然 細 胞 の も の と は 異 な
っ た 染 色 体 位 置 に あ る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 通 常 発 現 す る 細 胞 に 含 ま れ る Ｉ Ｌ
－ １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 核 酸 分 子 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 「 コ ン ト ロ ー ル 配 列 」 と い う 表 現 は 、 特 定 の 宿 主 生 物 に お い て 作 用 可 能 に 結 合 し た コ ー
ド 配 列 を 発 現 す る た め に 必 要 な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 指 す 。 例 え ば 原 核 生 物 に 好 適 な コ ン ト ロ ー ル
配 列 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 場 合 に よ っ て は オ ペ レ ー タ 配 列 、 及 び リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 を 含 む
。 真 核 生 物 の 細 胞 は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 及 び エ ン ハ ン サ ー を 利 用 す
る こ と が 知 ら れ て い る 。
　 核 酸 は 、 他 の 核 酸 配 列 と 機 能 的 な 関 係 に あ る と き に 「 作 用 可 能 に 結 合 し 」 て い る 。 例 え
ば 、 プ レ 配 列 あ る い は 分 泌 リ ー ダ ー の Ｄ Ｎ Ａ は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 分 泌 に 参 画 す る プ レ タ ン
パ ク 質 と し て 発 現 さ れ て い る な ら 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド の Ｄ Ｎ Ａ に 作 用 可 能 に 結 合 し て い る
； プ ロ モ ー タ ー 又 は エ ン ハ ン サ ー は 、 配 列 の 転 写 に 影 響 を 及 ぼ す な ら ば 、 コ ー ド 配 列 に 作
用 可 能 に 結 合 し て い る ； 又 は リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 は 、 も し そ れ が 翻 訳 を 容 易 に す る よ う な
位 置 に あ る な ら 、 コ ー ド 配 列 と 作 用 可 能 に 結 合 し て い る 。 一 般 的 に 、 「 作 用 可 能 に 結 合 し
て い る 」 と は 、 結 合 し た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 が 近 接 し て お り 、 分 泌 リ ー ダ ー の 場 合 に は 近 接 し て い
て 読 み フ ェ ー ズ に あ る こ と を 意 味 す る 。 し か し 、 エ ン ハ ン サ ー は 必 ず し も 近 接 し て い る 必
要 は な い 。 結 合 は 簡 便 な 制 限 部 位 で の ラ イ ゲ ー シ ョ ン に よ り 達 成 さ れ る 。 そ の よ う な 部 位
が 存 在 し な い 場 合 は 、 従 来 の 手 法 に 従 っ て 、 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ア ダ プ タ ー あ る い は
リ ン カ ー が 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 の 「 緊 縮 性 」 は 、 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 決 定 さ れ 、 一 般 的
に プ ロ ー ブ 長 、 洗 浄 温 度 、 及 び 塩 濃 度 に 依 存 す る 経 験 的 な 計 算 で あ る 。 一 般 に 、 プ ロ ー ブ
が 長 く な る と 適 切 な ア ニ ー リ ン グ の た め の 温 度 が 高 く な り 、 プ ロ ー ブ が 短 く な る と 温 度 は
低 く な る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 一 般 的 に 、 相 補 的 鎖 が そ の 融 点 に 近 い が そ れ よ り
低 い 環 境 に 存 在 す る 場 合 に お け る 変 性 Ｄ Ｎ Ａ の 再 ア ニ ー ル す る 能 力 に 依 存 す る 。 プ ロ ー ブ
と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 可 能 な 配 列 と の 間 の 所 望 の 相 同 性 の 程 度 が 高 く な る と 、 使 用 で
き る 相 対 温 度 が 高 く な る 。 そ の 結 果 、 よ り 高 い 相 対 温 度 は 、 反 応 条 件 を よ り 緊 縮 性 に す る
が 、 低 い 温 度 は 緊 縮 性 を 低 下 さ せ る 。 さ ら に 、 緊 縮 性 は 塩 濃 度 に 逆 比 例 す る 。 ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 の 緊 縮 性 の 更 な る 詳 細 及 び 説 明 は 、 Ausubelら , Current Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ
／ Ｆ tocols in Molecular Biology, Wiley Interscience Publishers, (1995)を 参 照 の こ
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と 。
　 こ こ で 定 義 さ れ る 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 」 又 は 「 高 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 」 は
、 （ １ ） 洗 浄 に 低 イ オ ン 強 度 及 び 高 温 度 を 用 い る 、 例 え ば 、 ５ ０ ℃ で 、 ０ ． ０ １ ５ Ｍ の 塩
化 ナ ト リ ウ ム ／ ０ ． ０ ０ １ ５ Ｍ の ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ／ ０ ． １ ％ の ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ
ム ； （ ２ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 中 に ホ ル ム ア ミ ド 等 の 変 性 剤 を 用 い る 、 例 え ば 、 ４ ２
℃ で 、 ５ ０ ％ （ ｖ ／ ｖ ） ホ ル ム ア ミ ド と ０ ． １ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ／ ０ ． １ ％ フ ィ コ ー
ル ／ ０ ． １ ％ の ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン ／ ５ ０ ｍ Ｍ の ｐ Ｈ ６ ． ５ の リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ
ァ ー 、 及 び ７ ５ ０ ｍ Ｍ の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 ７ ５ ｍ Ｍ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ； 又 は （ ３ ） ４ ２
℃ で 、 ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ × Ｓ Ｓ Ｃ （ ０ ． ７ ５ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． ０ ７ ５ Ｍ の ク エ ン
酸 ナ ト リ ウ ム ） 、 ５ ０ ｍ Ｍ の リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ ６ ． ８ ） 、 ０ ． １ ％ の ピ ロ リ ン 酸 ナ
ト リ ウ ム 、 ５ × デ ン ハ ー ド 液 、 超 音 波 処 理 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ （ ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 、 ０ ． １ ％
Ｓ Ｄ Ｓ 、 及 び １ ０ ％ の 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン 溶 液 を 用 い 、 ４ ２ ℃ で 、 ０ ． ２ × Ｓ Ｓ Ｃ （ 塩 化 ナ
ト リ ウ ム ／ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） 中 に て 洗 浄 及 び ５ ５ ℃ の ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 つ い で ５
５ ℃ で 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 含 む ０ ． １ × Ｓ Ｓ Ｃ か ら な る １ ０ 分 間 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 洗 浄 を 用
い る も の に よ っ て 同 定 さ れ る 。
　 「 中 程 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 」 は 、 Sambrook等 , Molecular Cloning: A Laborator
y Manual (New York: Cold Spring Harbor Press, 1989)に 記 載 さ れ て い る よ う に 同 定 さ
れ 、 上 記 の ス ト リ ン ジ ェ ン ト よ り 低 い 洗 浄 溶 液 及 び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 （ 例 え ば
、 温 度 、 イ オ ン 強 度 及 び ％ Ｓ Ｄ Ｓ ） の 使 用 を 含 む 。 中 程 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 は 、 ２
０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ × Ｓ Ｓ Ｃ （ １ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ５ ｍ Ｍ の ク エ ン 酸 三 ナ ト リ ウ
ム ） 、 ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ ７ ． ６ ） 、 ５ × デ ン ハ ー ド 液 、 １ ０ ％ 硫 酸 デ キ ス
ト ラ ン 、 及 び ２ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 変 性 剪 断 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 溶 液 中 に て ３ ７ ℃ で の 終 夜
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 次 い で １ × Ｓ Ｓ Ｃ 中 に て 約 ３ ７ － ５ ０ ℃ で の フ ィ ル タ ー の 洗 浄 と い
っ た 条 件 で あ る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 プ ロ ー ブ 長 な ど の 因 子 に 適 合 さ せ る 必 要 に 応 じ て 、 ど
の よ う に し て 温 度 、 イ オ ン 強 度 等 を 調 節 す る か を 認 識 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 「 エ ピ ト ー プ タ グ 」 な る 用 語 は 、 こ こ で 用 い ら れ る と き は 、 「 タ グ ポ リ ペ プ チ ド 」 に 融
合 し た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は そ れ ら の ド メ イ ン 配 列 を 含 ん で な る キ メ ラ ポ
リ ペ プ チ ド を 指 す 。 タ グ ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ の 抗 体 が 産 生 さ れ 得 る エ ピ ト ー プ 、 又 は 幾 つ
か の 他 の 試 薬 に よ っ て 同 定 で き る エ ピ ト ー プ を 提 供 す る に 十 分 な 数 の 残 基 を 有 し て い る が
、 そ の 長 さ は 対 象 と す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 阻 害 し な い よ う 充 分 に 短
い 。 ま た 、 タ グ ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 、 抗 体 が 他 の エ ピ ト ー プ と 実 質 的 に 交 差 反 応
を し な い よ う に か な り 独 特 で あ る 。 適 切 な タ グ ポ リ ペ プ チ ド は 、 一 般 に 、 少 な く と も ６ の
ア ミ ノ 酸 残 基 、 通 常 は 約 ８ ～ 約 ５ ０ の ア ミ ノ 酸 残 基 (好 ま し く は 約 １ ０ ～ 約 ２ ０ の 残 基 )を
有 す る 。
　 こ こ で 用 い ら れ る 「 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン 」 な る 用 語 は 、 異 種 タ ン パ ク 質 （ 「 ア ド ヘ シ ン 」
） の 結 合 特 異 性 と 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ ン と を 結 合 し た 抗 体 様 分 子 を 指 す 。 構 造 的 に
は 、 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン は 、 所 望 の 結 合 特 異 性 を 持 ち 、 抗 体 の 抗 原 認 識 及 び 結 合 部 位 以 外 で
あ る （ 即 ち 「 異 種 の 」 ） ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ ン 配 列 と の 融 合 物 を
含 む 。 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン 分 子 の ア ド へ シ ン 部 分 は 、 典 型 的 に は 少 な く と も レ セ プ タ ー 又 は
リ ガ ン ド の 結 合 部 位 を 含 む 隣 接 ア ミ ノ 酸 配 列 で あ る 。 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン の 免 疫 グ ロ ブ リ ン
定 常 ド メ イ ン 配 列 は 、 Ｉ ｇ Ｇ -１ 、 Ｉ ｇ Ｇ -２ 、 Ｉ ｇ Ｇ -３ 又 は Ｉ ｇ Ｇ -４ サ ブ タ イ プ 、 Ｉ ｇ
Ａ （ Ｉ ｇ Ａ -１ 及 び Ｉ ｇ Ａ -２ を 含 む ） 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ Ｄ 又 は Ｉ ｇ Ｍ な ど の 任 意 の 免 疫 グ ロ
ブ リ ン か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 「 ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 な る 用 語 は 最 も 広 い 意 味 で 用 い ら れ 、 こ こ に 開 示 し た 天 然 Ｉ Ｌ － １
７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 を 阻 止 、 阻 害 、 又 は 中 和 す る 任 意 の 分 子 を 指 す 。 同
様 に 「 ア ゴ ニ ス ト 」 な る 用 語 は 最 も 広 い 意 味 で 用 い ら れ 、 こ こ に 開 示 し た 天 然 Ｉ Ｌ － １ ７
Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 活 性 を 模 倣 す る 任 意 の 分 子 を 指 す 。 好 適 な ア ゴ ニ ス ト 又 は
ア ン タ ゴ ニ ス ト 分 子 は 特 に 、 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 又 は 抗 体 断 片 、 天 然 Ｉ Ｌ
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－ １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 断 片 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 、 ペ プ チ ド 、 有 機 小 分 子 、 な ど
を 含 む 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 同 定 方 法 は 、
Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 候 補 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は ア ゴ ニ ス ト と 接 触 さ せ 、 Ｉ Ｌ －
１ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド に 通 常 は 関 連 し て い る 一 つ 又 は 複 数 の 生 物 学 的 活 性 の 変 化 を 測 定
す る こ と を 含 ん で も よ い 。
　 「 治 療 」 と は 、 治 癒 的 処 置 、 予 防 的 療 法 及 び 防 止 的 療 法 の 両 方 を 意 味 し 、 患 者 は 標 的 と
す る 病 理 学 的 状 態 又 は し っ か ん を 防 止 又 は 低 下 （ 減 少 ） さ せ ら れ る 。 治 療 が 必 要 な も の と
は 、 既 に 疾 患 に 罹 っ て い る も の 、 並 び に 疾 患 に 罹 り や す い も の 又 は 疾 患 が 防 止 さ れ て い る
も の を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 「 慢 性 」 投 与 と は 、 急 性 様 式 と は 異 な り 連 続 的 な 様 式 で の 薬 剤 を 投 与 し 、 初 期 の 治 療 効
果 （ 活 性 ） を 長 時 間 に 渡 っ て 維 持 す る こ と を 意 味 す る 。 「 間 欠 」 投 与 と は 、 中 断 無 く 連 続
的 に な さ れ る の で は な く 、 む し ろ 本 質 的 に 周 期 的 に な さ れ る 処 理 で あ る 。
　 治 療 の 対 象 の た め の 「 哺 乳 動 物 」 は 、 ヒ ト 、 家 庭 及 び 農 業 用 動 物 、 動 物 園 、 ス ポ ー ツ 、
又 は ペ ッ ト 動 物 、 例 え ば イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ウ サ ギ な ど を 含 む 哺 乳
類 に 分 類 さ れ る 任 意 の 動 物 を 意 味 す る 。 好 ま し く は 、 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 一 つ 又 は 複 数 の 治 療 薬 と 「 組 み 合 わ せ た 」 投 与 と は 、 同 時 （ 同 時 期 ） 及 び 任 意 の 順 序 で
の 連 続 し た 投 与 を 含 む 。
　 こ こ で 用 い ら れ る 「 担 体 」 は 、 製 薬 的 に 許 容 さ れ う る 担 体 、 賦 形 剤 、 又 は 安 定 化 剤 を 含
み 、 用 い ら れ る 用 量 及 び 濃 度 で そ れ ら に 暴 露 さ れ る 細 胞 又 は 哺 乳 動 物 に 対 し て 非 毒 性 で あ
る 。 生 理 学 的 に 許 容 さ れ う る 担 体 は 、 水 性 ｐ Ｈ 緩 衝 溶 液 で あ る こ と が 多 い 。 生 理 学 的 に 許
容 さ れ う る 担 体 の 例 は 、 リ ン 酸 塩 、 ク エ ン 酸 塩 、 及 び 他 の 有 機 酸 塩 の バ ッ フ ァ ー ； ア ス コ
ル ビ ン 酸 を 含 む 酸 化 防 止 剤 ； 低 分 子 量 （ 約 １ ０ 残 基 未 満 ） ポ リ ペ プ チ ド ； タ ン パ ク 質 、 例
え ば 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン ； 疎 水 性 ポ リ マ ー 、 例 え ば ポ リ ビ ニ
ル ピ ロ リ ド ン ； ア ミ ノ 酸 、 例 え ば グ リ シ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ア ル ギ ニ ン 又 は
リ シ ン ； グ ル コ ー ス 、 マ ン ノ ー ス 又 は デ キ ス ト ラ ン を 含 む 単 糖 類 、 二 糖 類 、 及 び 他 の 炭 水
化 物 ； Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 等 の キ レ ー ト 剤 ； マ ン ニ ト ー ル 又 は 祖 ル ビ ト ー ル 等 の 糖 ア ル コ ー ル ； ナ ト
リ ウ ム 等 の 塩 形 成 対 イ オ ン ； 及 び ／ 又 は 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 、 例 え ば 、 TWEEN（ 商 品 名 )
、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） 、 及 び PLURONICS(商 品 名 )を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 最 も 広 い 意 味 に お い て 使 用 さ れ 、 例 え ば 、 単 一 の 抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ
／ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 及 び 中 和 抗 体 を 含 む )、 多 エ ピ ト
ー プ (polyepitopic)特 異 性 を 持 つ 抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 組 成 物 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、
一 本 鎖 抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 、 及 び 所 望 す る 生 物 学 的 又 は 免 疫 学 的 活 性 を 示 す 限 り は 抗
Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 の 断 片 （ 下 記 を 参 照 ） を 包 含 す る 。 「 免 疫 グ ロ ブ リ ン 」 （ Ｉ ｇ ） と
い う 用 語 は 、 こ こ で の 抗 体 と 相 互 に 置 き 換 え 可 能 に 用 い ら れ る 。
　 「 単 離 さ れ た 抗 体 」 と は 、 そ の 自 然 環 境 の 成 分 か ら 同 定 さ れ 分 離 さ れ 及 び ／ 又 は 回 収 さ
れ た も の を 意 味 す る 。 そ の 自 然 環 境 の 汚 染 成 分 と は 、 抗 体 の 診 断 又 は 治 療 へ の 使 用 を 妨 害
す る 物 質 で あ り 、 酵 素 、 ホ ル モ ン 、 及 び 他 の タ ン パ ク 質 様 又 は 非 タ ン パ ク 質 様 溶 質 が 含 ま
れ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 抗 体 は 、 (１ )ロ ー リ ー (Lowry)法 に よ っ て 定 量 し て ９ ５ 重
量 ％ 以 上 の 、 最 も 好 ま し く は ９ ９ 重 量 ％ 以 上 の 抗 体 ま で 、 （ ２ ） ス ピ ニ ン グ カ ッ プ シ ー ク
エ ネ ー タ ー を 使 用 す る こ と に よ り 、 少 な く と も １ ５ の Ｎ 末 端 あ る い は 内 部 ア ミ ノ 酸 配 列 の
残 基 を 得 る の に 充 分 な 程 度 ま で 、 あ る い は (３ )ク ー マ シ ー ブ ル ー あ る い は 好 ま し く は 銀 染
色 を 用 い た 還 元 又 は 非 還 元 条 件 下 で の Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ る 均 一 性 ま で 精 製 さ れ る 。 単
離 さ れ た 抗 体 に は 、 組 換 え 体 細 胞 内 の イ ン サ イ ツ の 抗 体 が 含 ま れ る が 、 こ れ は 抗 体 の 自 然
環 境 の 少 な く と も 一 つ の 成 分 が 存 在 し な い か ら で あ る 。 し か し な が ら 、 通 常 は 、 単 離 さ れ
た 抗 体 は 少 な く と も 一 つ の 精 製 工 程 に よ り 調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 基 本 的 な ４ -鎖 抗 体 ユ ニ ッ ト は ２ つ の 同 一 の 軽 (Ｌ )鎖 と ２ つ の 同 一 の 重 (Ｈ )鎖 か ら 構 成
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さ れ る ヘ テ ロ 四 量 体 の 糖 タ ン パ ク で あ る (Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 は 、 基 本 的 な ヘ テ ロ 四 量 体 ユ ニ ッ ト
と そ れ に 付 随 す る Ｊ 鎖 と 称 さ れ る 付 加 的 な ポ リ ペ プ チ ド の ５ つ か ら な り 、 よ っ て １ ０ の 抗
原 結 合 部 位 を 有 す る が 、 分 泌 さ れ た Ｉ ｇ Ａ 抗 体 は 重 合 し て 、 基 本 的 ４ -鎖 ユ ニ ッ ト と そ れ
付 随 す る Ｊ 鎖 の う ち ２ -５ つ を 含 む 多 価 集 合 を 形 成 可 能 で あ る )。 Ｉ ｇ Ｇ の 場 合 、 ４ -鎖 ユ
ニ ッ ト は 一 般 的 に 約 １ ５ ０ ０ ０ ０ ダ ル ト ン で あ る 。 そ れ ぞ れ の Ｌ 鎖 は １ つ の 共 有 ジ ス ル フ
ィ ド 結 合 に よ っ て Ｈ 鎖 に 結 合 す る が 、 ２ つ の Ｈ 鎖 は Ｈ 鎖 の ア イ ソ タ イ プ に 応 じ て 一 又 は 複
数 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 互 い に 結 合 し て い る 。 そ れ ぞ れ の Ｈ 及 び Ｌ 鎖 は ま た 規 則 的 な
間 隔 を 持 っ た 鎖 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 持 つ 。 そ れ ぞ れ の Ｈ 鎖 は 、 α 及 び γ 鎖 の 各 々 に 対 し
て は ３ つ の 定 常 ド メ イ ン (Ｃ Ｈ )が 、 μ 及 び ε ア イ ソ タ イ プ に 対 し て は ４ つ の Ｃ Ｈ ド メ イ ン
が 続 く 可 変 ド メ イ ン (Ｖ Ｈ )を Ｎ 末 端 に 有 す る 。 そ れ ぞ れ の Ｌ 鎖 は 、 そ の 他 端 に 定 常 ド メ イ
ン (Ｃ Ｌ )が 続 く 可 変 ド メ イ ン (Ｖ Ｌ )を Ｎ 末 端 に 有 す る 。 Ｖ Ｌ は Ｖ Ｈ と 整 列 し 、 Ｃ Ｌ は 重 鎖
の 第 一 定 常 ド メ イ ン (Ｃ Ｈ １ )と 整 列 し て い る 。 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 軽 鎖 及 び 重 鎖 可 変
ド メ イ ン 間 の 界 面 を 形 成 す る と 考 え ら れ て い る 。 Ｖ Ｌ と Ｖ Ｈ は 共 同 し て 対 に な っ て 、 単 一
の 抗 原 結 合 部 位 を 形 成 す る 。 異 な る ク ラ ス の 抗 体 の 構 造 及 び 特 性 は 、 例 え ば Basic and Cl
inical Immunology, ８ 版 , Daniel P. Stites, Abba I. Terr and Tristram G. Parslow(
編 ), Appleton ＆  Lange, Norwalk, CT, 1994, ７ １ 頁 及 び ６ 章 を 参 照 の こ と 。
　 任 意 の 脊 椎 動 物 種 か ら の Ｌ 鎖 に は 、 そ の 定 常 ド メ イ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 、 カ ッ
パ 及 び ラ ム ダ と 呼 ば れ る ２ つ の 明 確 に 区 別 さ れ る 型 の 一 つ を 割 り 当 て る こ と が で き る 。 ま
た 、 そ の 重 鎖 の 定 常 ド メ イ ン (Ｃ Ｈ )の ア ミ ノ 酸 配 列 に 応 じ て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン に は 異 な っ
た ク ラ ス 又 は ア イ ソ タ イ プ を 割 り 当 て る こ と が で き る 。 Ｉ ｇ Ａ 、 Ｉ ｇ Ｄ 、 Ｉ ｇ Ｅ 、 Ｉ ｇ Ｇ
及 び Ｉ ｇ Ｍ と い う 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ５ つ の 主 要 な ク ラ ス が あ り 、 そ れ ぞ れ α 、 δ 、 ε 、 γ
及 び μ と 呼 ば れ る 重 鎖 を 有 す る 。 さ ら に γ 及 び α の ク ラ ス は 、 Ｃ Ｈ 配 列 及 び 機 能 等 の 比 較
的 小 さ な 差 異 に 基 づ い て サ ブ ク ラ ス に 分 割 さ れ 、 例 え ば 、 ヒ ト に お い て は 次 の サ ブ ク ラ ス
： Ｉ ｇ Ｇ １ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ 、 Ｉ ｇ Ｇ ３ 、 Ｉ ｇ Ｇ ４ 、 Ｉ ｇ Ａ １ 及 び Ｉ ｇ Ａ ２ が 発 現 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 「 可 変 」 と い う 用 語 は 、 可 変 ド メ イ ン の あ る 部 分 が 抗 体 の 間 で 配 列 が 広 範 囲 に 異 な る こ
と を 意 味 す る 。 Ｖ ド メ イ ン は 抗 原 結 合 性 を 媒 介 し 、 そ の 特 定 の 抗 原 に 対 す る 特 定 の 抗 体 の
特 異 性 を 定 め る 。 し か し 、 可 変 性 は 可 変 ド メ イ ン の １ １ ０ -ア ミ ノ 酸 ス パ ン を 通 し て 均 等
に は 分 布 さ れ て い な い 。 代 わ り に 、 Ｖ 領 域 は 、 そ れ ぞ れ ９ － １ ２ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 「 高 頻
度 可 変 領 域 」 と 称 さ れ る 極 度 の 可 変 性 を 有 す る よ り 短 い 領 域 に よ っ て 分 離 さ れ た １ ５ － ３
０ ア ミ ノ 酸 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 (Ｆ Ｒ )と 呼 ば れ る 比 較 的 不 変 の 伸 展 か ら な る 。 天 然 重 鎖
及 び 軽 鎖 の 可 変 ド メ イ ン 各 々 は 、 大 き な β -シ ー ト 配 置 を と り 、 ３ つ の 高 頻 度 可 変 領 域 に
よ り 接 続 さ れ た ４ つ の Ｆ Ｒ 領 域 を 含 み 、 そ れ は ル ー プ 状 の 接 続 を 形 成 し 、 β -シ ー ト 構 造
の 一 部 を 形 成 す る こ と も あ る 。 各 鎖 の 高 頻 度 可 変 領 域 は Ｆ Ｒ に よ り 他 の 鎖 か ら の 高 頻 度 可
変 領 域 と と も に 極 近 傍 に 保 持 さ れ 、 抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 の 形 成 に 寄 与 し て い る （ Kabat等 ,
 Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th ED. Public Health Service,
 National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)） 。 定 常 ド メ イ ン は 抗 体 の 抗 原
へ の 結 合 に 直 接 は 関 係 な い が 、 種 々 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 、 例 え ば 抗 体 依 存 性 細 胞 障 害 (Ａ
Ｄ Ｃ Ｃ )に お け る 抗 体 の 寄 与 を 示 す 。
　 こ こ で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 高 頻 度 可 変 領 域 」 な る 用 語 は 、 抗 原 結 合 性 の 原 因 と な る 抗 体
の ア ミ ノ 酸 残 基 を 意 味 す る 。 高 頻 度 可 変 領 域 は 「 相 補 性 決 定 領 域 」 又 は 「 Ｃ Ｄ Ｒ 」 か ら の
ア ミ ノ 酸 残 基 (す な わ ち 、 Ｖ Ｌ に お い て は 、 お よ そ 残 基 ２ ４ － ３ ４ (Ｌ １ )、 ５ ０ － ５ ６ (Ｌ
２ )及 び ８ ９ － ９ ７ (Ｌ ３ )、 及 び Ｖ Ｈ に お い て は 、 お よ そ １ － ３ ５ (Ｈ １ )、 ５ ０ － ６ ５ (Ｈ
２ )及 び ９ ５ － １ ０ ２ (Ｈ ３ )； Kabat等 , Sequences of Proteins of Immunological Inter
est,５ 版  Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD.(199
1))及 び ／ 又 は 「 高 度 可 変 ル ー プ 」 か ら の 残 基 (例 え ば 、 Ｖ Ｌ に お い て は 、 お よ そ 残 基 ２ ６
－ ３ ２ (Ｌ １ )、 ５ ０ － ５ ２ (Ｌ ２ )及 び ９ １ － ９ ６ (Ｌ ３ )、 及 び Ｖ Ｈ に お い て は 、 お よ そ ２
６ － ３ ２ (Ｈ １ )、 ５ ３ － ５ ５ (Ｈ ２ )及 び ９ ６ － １ ０ １ (Ｈ ３ );Chothia及 び Lesk J.Mol.Bio
l. 196:901-917 (1987))を 含 ん で な る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
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　 こ こ で 使 用 さ れ る 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 実 質 的 に 均 一 な 抗 体 の 集 団 か
ら 得 ら れ る 抗 体 を 意 味 す る 、 す な わ ち 、 集 団 に 含 ま れ る 個 々 の 抗 体 が 、 少 量 で 存 在 し う る
自 然 に 生 じ る 可 能 性 の あ る 突 然 変 異 を 除 い て 同 一 で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 高 度 に 特
異 的 で あ り 、 一 つ の 抗 原 部 位 に 対 し て い る 。 さ ら に 、 異 な る 決 定 基 (エ ピ ト ー プ )に 対 す る
異 な る 抗 体 を 含 む ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製 物 と 比 べ て 、 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 抗 原 上
の 単 一 の 決 定 基 に 対 す る も の で あ る 。 そ の 特 異 性 に 加 え て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 他 の
抗 体 に よ っ て 汚 染 さ れ ず に 合 成 さ れ る 点 で 有 利 で あ る 。 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 」 と の 修 飾 詞 は
、 抗 体 を 何 か 特 定 の 方 法 で 生 成 し な け れ ば な ら な い こ と を 意 味 す る も の で は な い 。 例 え ば
、 本 発 明 に お い て 有 用 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 最 初 に Kohler等 , Nature 256, 495 (197
5)に よ り 記 載 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に よ っ て 作 る こ と が で き 、 あ る い は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法
に よ っ て 、 細 菌 、 真 核 細 胞 動 物 又 は 植 物 細 胞 か ら 作 る こ と が で き る (例 え ば 、 米 国 特 許 第
４ ８ １ ６ ５ ６ ７ 号 参 照 )。 ま た 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 は 、 例 え ば Clackson等 , Nature 35
2:624-628(1991)、 及 び Marks等 , J. Mol. Biol. 222:581-597(1991)に 記 載 さ れ た 技 術 を
用 い て フ ァ ー ジ 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 す る こ と も で き る 。
　 こ こ で 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 重 鎖 及 び ／ 又 は 軽 鎖 の 一 部 が 、 特 定 の 種 由 来 の 抗 体 、
あ る い は 特 定 の 抗 体 ク ラ ス 又 は サ ブ ク ラ ス に 属 す る 抗 体 の 対 応 す る 配 列 と 同 一 で あ る か 又
は 相 同 性 が あ り 、 鎖 の 残 り の 部 分 が 他 の 種 由 来 の 抗 体 、 あ る い は 他 の 抗 体 ク ラ ス 又 は サ ブ
ク ラ ス に 属 す る 抗 体 の 対 応 す る 配 列 と 同 一 で あ る か 又 は 相 同 で あ る 「 キ メ ラ 」 抗 体 、 並 び
に そ れ が 所 望 の 生 物 的 活 性 を 有 す る 限 り こ の よ う な 抗 体 の 断 片 を 特 に 含 む (米 国 特 許 第 ４
８ １ ６ ５ ６ ７ 号 ;及 び Morrison等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855(1984))。
こ こ で 対 象 の キ メ ラ 抗 体 に は 、 非 ヒ ト 霊 長 類 (例 え ば 旧 世 界 ザ ル 、 類 人 猿 等 )か ら 由 来 す る
可 変 ド メ イ ン 抗 原 -結 合 配 列 及 び ヒ ト 定 常 領 域 配 列 を 含 む 「 プ リ マ タ イ ズ (primatized)」
抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 「 無 傷 」 の 抗 体 は 、 抗 原 -結 合 部 位 、 並 び に Ｃ Ｌ 及 び 少 な く と も 重 鎖 定 常 ド メ イ ン 、 Ｃ

Ｈ １ 、 Ｃ Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｈ ３ を 含 む も の で あ る 。 定 常 ド メ イ ン は 天 然 配 列 定 常 ド メ イ ン (例 え
ば 、 ヒ ト 天 然 配 列 定 常 ド メ イ ン )又 は そ れ ら の ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 体 で あ っ て よ い 。 好 ま し
く は 、 無 傷 の 抗 体 は 一 又 は 複 数 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 有 す る 。
　 「 抗 体 断 片 」 は 、 無 傷 の 抗 体 の 一 部 、 好 ま し く は 無 傷 の 抗 体 の 抗 原 結 合 又 は 可 変 領 域 を
含 む 。 抗 体 断 片 の 例 は 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ ’ 、 Ｆ (ａ ｂ ')２ 、 及 び Ｆ ｖ 断 片 ； ダ イ ア ボ デ ィ (
diabodies)； 直 鎖 状 抗 体 （ 米 国 特 許 第 ５ ６ ４ １ ８ ７ ０ 号 、 実 施 例 ２ ； Zapata等 , Protein 
Eng. 8(10): 1057-1062 [1995]） ； 単 鎖 抗 体 分 子 ； 及 び 抗 体 断 片 か ら 形 成 さ れ た 多 重 特 異
性 抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 抗 体 の パ パ イ ン 消 化 は 、 「 Ｆ ａ ｂ 」 断 片 と 呼 ば れ る ２ つ の 同 一 の 抗 体 結 合 断 片 と 、 容 易
に 結 晶 化 す る 能 力 を 反 映 し て 命 名 さ れ た 残 留 「 Ｆ ｃ 」 断 片 を 産 生 す る 。 Ｆ ａ ｂ 断 片 は 全 長
Ｌ 鎖 と Ｈ 鎖 の 可 変 領 域 ド メ イ ン (Ｖ Ｈ )、 及 び 一 つ の 重 鎖 の 第 一 定 常 ド メ イ ン (Ｃ Ｈ １ )か ら
な る 。 各 Ｆ ａ ｂ 断 片 は 抗 原 結 合 性 に 関 し て 一 価 で あ る 、 す な わ ち 単 一 の 抗 原 -結 合 部 位 を
有 す る 。 抗 体 の ペ プ シ ン 処 理 に よ り 、 単 一 の 大 き な Ｆ (ａ ｂ ')２ 断 片 が 生 じ 、 こ れ は ２ 価
の 抗 原 結 合 部 位 を 持 つ ２ つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 さ れ た Ｆ ａ ｂ 断 片 に ほ ぼ 対 応 し 、 抗 原 を 交
差 結 合 さ せ る こ と が で き る も の で あ る 。 Ｆ ａ ｂ '断 片 は 、 抗 体 ヒ ン ジ 領 域 か ら の 一 又 は 複
数 の シ ス テ イ ン を 含 む Ｃ Ｈ １ ド メ イ ン の カ ル ボ キ シ 末 端 に 幾 つ か の 残 基 が 付 加 さ れ て い る
こ と に よ り Ｆ ａ ｂ 断 片 と 相 違 す る 。 Ｆ ａ ｂ '-Ｓ Ｈ は 、 こ こ で は 定 常 ド メ イ ン の シ ス テ イ ン
残 基 (類 )が 遊 離 の チ オ ー ル 基 を 持 つ Ｆ ａ ｂ 'を 表 す 。 Ｆ (ａ ｂ ')２ 抗 体 断 片 は 、 通 常 は Ｆ ａ
ｂ '断 片 の 対 と し て 生 成 さ れ 、 そ れ ら の 間 に ヒ ン ジ シ ス テ イ ン を 有 す る 。 抗 体 断 片 の 他 の
化 学 的 結 合 も 知 ら れ て い る 。
　 Ｆ ｃ 断 片 は ジ ス ル フ ィ ド に よ り 一 緒 に 保 持 さ れ て い る 双 方 の Ｈ 鎖 の カ ル ボ キ シ 末 端 部 位
を 含 む 。 抗 体 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 は 、 Ｆ ｃ 領 域 の 配 列 に よ り 決 定 さ れ 、 そ の 領 域 は 、 所 定
の 型 の 細 胞 に 見 出 さ れ る Ｆ ｃ レ セ プ タ ー (Ｆ ｃ Ｒ )に よ っ て 認 識 さ れ る 部 位 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
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　 「 Ｆ ｖ 」 は 、 完 全 な 抗 原 -認 識 及 び -結 合 部 位 を 含 む 最 小 の 抗 体 断 片 で あ る 。 こ の 断 片 は
、 密 接 に 非 共 有 結 合 し た １ 本 の 重 鎖 と １ 本 の 軽 鎖 の 可 変 領 域 の 二 量 体 か ら な る 。 こ れ ら ２
つ の ド メ イ ン の 折 り 畳 み か ら 、 抗 原 結 合 の た め の ア ミ ノ 酸 残 基 に 寄 与 し 、 抗 体 に 対 す る 抗
原 結 合 特 異 性 を 付 与 す る ６ つ の 高 頻 度 可 変 ル ー プ (Ｈ 及 び Ｌ 鎖 か ら 、 そ れ ぞ れ ３ つ の ル ー
プ )が 生 じ る 。 し か し な が ら 、 単 一 の 可 変 ド メ イ ン （ 又 は 抗 原 に 特 異 的 な ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ の
み を 含 ん で な る Ｆ ｖ の 半 分 ） で さ え 、 結 合 部 位 全 体 よ り は 低 い 親 和 性 で あ る が 、 抗 原 を 認
識 し 結 合 す る 能 力 を 持 つ 。
　 「 ｓ Ｆ ｖ 」 又 は 「 ｓ ｃ Ｆ ｖ 」 と も 略 称 さ れ る 「 単 鎖 Ｆ ｖ 」 は 、 単 一 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 内
に 結 合 し た Ｖ Ｈ 及 び Ｖ Ｌ 抗 体 ド メ イ ン を 含 む 抗 体 断 片 で あ る 。 好 ま し く は 、 ｓ Ｆ ｖ ポ リ ペ
プ チ ド は Ｖ Ｈ 及 び Ｖ Ｌ ド メ イ ン 間 に ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー を さ ら に 含 み 、 そ れ は ｓ Ｆ Ｖ が
抗 原 結 合 に 望 ま れ る 構 造 を 形 成 す る の を 可 能 に す る 。 ｓ Ｆ ｖ の 概 説 に つ い て は 、 Pluckthu
n in The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg及 び Moore編 , 
Springer-Verlag, New York, pp. 269-315 (1994)； Borrebaeck 1995, 以 下 を 参 照 の こ と
。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 「 ダ イ ア ボ デ ィ (diabodies)」 と い う 用 語 は 、 鎖 間 で は な く 鎖 内 で Ｖ ド メ イ ン を 対 形 成
さ せ 、 結 果 と し て 二 価 の 断 片 、 す な わ ち ２ つ の 抗 原 -結 合 部 位 を 有 す る 断 片 が 得 ら れ る よ
う に 、 Ｖ Ｈ と Ｖ Ｌ ド メ イ ン と の 間 に 、 短 い リ ン カ ー (約 ５ -１ ０ 残 基 )を 持 つ ｓ Ｆ ｖ 断 片 （
前 の 段 落 を 参 照 ） を 構 築 す る こ と に よ り 調 製 さ れ る 小 型 の 抗 体 断 片 を 意 味 す る 。 二 重 特 異
性 ダ イ ア ボ デ ィ は ２ つ の 「 交 差 」 ｓ Ｆ ｖ 断 片 の ヘ テ ロ ダ イ マ ー で あ り 、 そ こ で は ２ つ の 抗
体 の Ｖ Ｈ 及 び Ｖ Ｌ ド メ イ ン が 異 な る ポ リ ペ プ チ ド 鎖 上 に 存 在 す る 。 ダ イ ア ボ デ ィ は 、 例 え
ば 、 欧 州 特 許 第 ４ ０ ４ ０ ９ ７ 号 ； 国 際 公 開 ９ ３ ／ １ １ １ ６ １ 号 ； 及 び Hollinger等 , Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA, 90: 6444-6448 (1993)に よ り 十 分 に 記 載 さ れ て い る 。
　 非 ヒ ト (例 え ば 齧 歯 類 )抗 体 の 「 ヒ ト 化 」 形 と は 、 非 ヒ ト 抗 体 か ら 得 ら れ た 最 小 配 列 を 含
む キ メ ラ 抗 体 で あ る 。 大 部 分 に お い て 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 レ シ ピ エ ン ト の 高 頻 度 可 変 領 域 の
残 基 が 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 又 は 非 ヒ ト 霊 長 類 の よ う な 所 望 の 抗 体 特 異 性 、 親 和 性 及
び 能 力 を 有 す る 非 ヒ ト 種 (ド ナ ー 抗 体 )の 高 頻 度 可 変 領 域 の 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ た ヒ ト 免
疫 グ ロ ブ リ ン (レ シ ピ エ ン ト 抗 体 )で あ る 。 あ る 場 合 に は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の フ レ ー ム
ワ ー ク 領 域 (Ｆ Ｒ )残 基 は 、 対 応 す る 非 ヒ ト 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ る 。 さ ら に 、 ヒ ト 化 抗 体
は 、 レ シ ピ エ ン ト 抗 体 に も ド ナ ー 抗 体 に も 見 出 さ れ な い 残 基 を 含 ん で い て も よ い 。 こ れ ら
の 修 飾 は 抗 体 の 特 性 を さ ら に 洗 練 す る た め に 行 わ れ る 。 一 般 的 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 全 て 又
は ほ と ん ど 全 て の 高 頻 度 可 変 ル ー プ が 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の も の に 一 致 し 、 全 て 又 は ほ
と ん ど 全 て の Ｆ Ｒ が ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 で あ る 、 少 な く と も １ つ 、 典 型 的 に は ２ つ の
可 変 ド メ イ ン の 実 質 的 に 全 て を 含 む 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 状 況 に 応 じ て 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領
域 (Ｆ ｃ )、 典 型 的 に は ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 の 少 な く と も 一 部 を 含 む 。 さ ら な
る 詳 細 は 、 Jones等 , Nature 321, 522-525(1986)； Riechmann等 , Nature 332, 323-329(1
988)； 及 び Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2, 593-596(1992)を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 「 種 依 存 性 抗 体 」 、 例 え ば 哺 乳 動 物 抗 -ヒ ト Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 は 、 二 番 目 の 哺 乳 動 物 種 か ら の
抗 原 の 相 同 体 に 対 し て 有 し て い る 結 合 親 和 性 よ り も 、 一 番 目 の 哺 乳 動 物 種 か ら の 抗 原 に 対
し て よ り 強 力 な 結 合 親 和 性 を 有 す る 抗 体 で あ る 。 通 常 、 種 依 存 性 抗 体 は 、 ヒ ト 抗 原 （ す な
わ ち 、 約 １ ｘ １ ０ － ７ Ｍ 以 下 、 好 ま し く は 約 １ ｘ １ ０ － ８ 以 下 、 最 も 好 ま し く は 約 １ ｘ １
０ － ９ Ｍ 以 下 の 結 合 親 和 性 （ Ｋ ｄ ） 値 を 有 す る ） と 「 特 異 的 に 結 合 」 す る が 、 そ の ヒ ト 抗
原 に 対 す る 結 合 親 和 性 よ り も 、 少 な く と も 約 ５ ０ 倍 、 又 は 少 な く と も 約 ５ ０ ０ 倍 、 又 は 少
な く と も 約 １ ０ ０ ０ 倍 弱 い 、 二 番 目 の 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 種 か ら の 抗 原 の 相 同 体 に 対 す る 結 合
親 和 性 を 有 す る 。 種 依 存 性 抗 体 は 、 上 に て 定 義 し た 種 々 の 型 の 抗 体 の い ず れ で も あ る こ と
が 可 能 だ が 、 好 ま し く は ヒ ト 化 又 は ヒ ト 抗 体 で あ る 。
　 「 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 結 合 オ リ ゴ ペ プ チ ド 」 は こ こ で 記 載 さ れ る 様 な Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ
リ ペ プ チ ド に 好 ま し く は 特 異 的 に 結 合 す る オ リ ゴ ペ プ チ ド で あ る 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 結 合
オ リ ゴ ペ プ チ ド は 、 既 知 の オ リ ゴ ペ プ チ ド 合 成 方 法 論 を 用 い て 化 学 的 に 合 成 す る こ と が で
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き 、 あ る い は 組 み 換 え 技 術 を 用 い て 調 製 及 び 精 製 す る こ と が で き る 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 結
合 オ リ ゴ ペ プ チ ド は 通 常 、 少 な く と も 約 ５ の ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 或 い は 少 な く と も 約 ６ 、
７ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 、 １ １ 、 １ － ７ ３ 、 １ ４ 、 １ ５ 、 １ ６ 、 １ ７ 、 １ ８ 、 １ ９ 、 ２ ０ 、 ２ １
、 ２ ２ 、 ２ ３ 、 ２ ４ 、 ２ ５ 、 ２ ６ 、 ２ ７ 、 ２ ８ 、 ２ ９ 、 ３ ０ 、 ３ １ 、 ３ ２ 、 ３ ３ 、 ３ ４ 、
３ ５ 、 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 、 ３ ９ 、 ４ ０ 、 ４ １ 、 ４ ２ 、 ４ ３ 、 ４ ４ 、 ４ ５ 、 ４ ６ 、 ４ ７ 、 ４
８ 、 ４ ９ 、 ５ ０ 、 ５ １ 、 ５ ２ 、 ５ ３ 、 ５ ４ 、 ５ ５ 、 ５ ６ 、 ５ ７ 、 ５ ８ 、 ５ ９ 、 ６ ０ 、 ６ １
、 ６ ２ 、 ６ ３ 、 ６ ４ 、 ６ ５ 、 ６ ６ 、 ６ ７ 、 ６ ８ 、 ６ ９ 、 ７ ０ 、 ７ １ 、 ７ ２ 、 ７ ３ 、 ７ ４ 、
７ ５ 、 ７ ６ 、 ７ ７ 、 ７ ８ 、 ７ ９ 、 ８ ０ 、 ８ １ 、 ８ ２ 、 ８ ３ 、 ８ ４ 、 ８ ５ 、 ８ ６ 、 ８ ７ 、 ８
８ 、 ８ ９ 、 ９ ０ 、 ９ １ 、 ９ ２ 、 ９ ３ 、 ９ ４ 、 ９ ５ 、 ９ ６ 、 ９ ７ 、 ９ ８ 、 ９ ９ 又 は １ ０ ０ の
ア ミ ノ 酸 長 以 上 で あ り 、 こ の よ う な オ リ ゴ ペ プ チ ド は こ こ に 記 載 さ れ る 様 な Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ
／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 好 ま し く は 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 が あ る 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 結
合 オ リ ゴ ペ プ チ ド は 、 よ く 知 ら れ た 技 術 を 用 い て 過 度 の 実 験 を す る こ と な し に 同 定 す る こ
と が で き る 。 こ の 点 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド 標 的 に 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 の あ る オ リ ゴ ペ
プ チ ド の オ リ ゴ ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を 検 索 す る 技 術 は 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る こ と を
注 記 す る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ５ ５ ６ ７ ６ ２ 号 、 同 第 ５ ７ ５ ０ ３ ７ ３ 号 、 同 第 ４ ７ ０ ８
８ ７ １ 号 、 同 第 ４ ８ ３ ３ ０ ９ ２ 号 、 同 第 ５ ２ ２ ３ ４ ０ ９ 号 、 同 第 ５ ４ ０ ３ ４ ８ ４ 号 、 同 第
５ ５ ７ １ ６ ８ ９ 号 、 同 第 ５ ６ ６ ３ １ ４ ３ 号 ； Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 第 Ｗ Ｏ ８ ４ ／ ０ ３ ５ ０ ６ 号 、 及 び
Ｗ Ｏ ８ ４ ／ ０ ３ ５ ６ ４ 号 ； Geysen等 , Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 81:3998-4002 (1
984)； Geysen等 , Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 82:178-182 (1985)； Geysen等 , in S
ynthetic Peptides as Antigens, 130-149 (1986)； Geysen等 , J. Immunol. Meth., 102:
259-274 (1987)； Schoofs等 , J. Immunol., 140:611-616 (1988), Cwirla,S.E.等 (1990) 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6378； Lowman,H.B.等  (1991) Biochemistry, 30:10832
； Clackson,T.等  (1991) Nature, 352:624； Marks,J.D.等  (1991) J. Mol. Biol., 222:5
81； Kang,A.S.等  (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:8363、 及 び Smith, G.P. (199
1) Current Opin. Biotechnol., 2:668参 照 ） 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 「 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 結 合 有 機 分 子 」 と は 、 こ こ に 記 載 さ れ る よ う な Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ
リ ペ プ チ ド に 、 好 ま し く は 特 異 的 に 、 結 合 す る 、 こ こ に 定 義 さ れ る よ う な オ リ ゴ ペ プ チ ド
又 は 抗 体 以 外 の 有 機 分 子 で あ る 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 結 合 有 機 分 子 は 既 知 の 方 法 （ 例 え ば Ｐ
Ｃ Ｔ 公 開 第 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ０ ０ ８ ２ ３ 号 及 び Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ３ ９ ５ ８ ５ 号 参 照 ） を 用 い て 同 定 さ れ
、 化 学 的 に 合 成 さ れ う る 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 結 合 有 機 分 子 は 通 常 、 約 ２ ０ ０ ０ ダ ル ト ン 未
満 の 大 き さ で あ り 、 あ る い は 約 １ ５ ０ ０ 、 ７ ５ ０ 、 ５ ０ ０ 、 ２ ５ ０ 又 は ２ ０ ０ ダ ル ト ン 未
満 の 大 き さ で あ り 、 こ こ に 記 載 さ れ る 様 な Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド に 、 好 ま し く は
特 異 的 に 結 合 す る 能 力 の あ る こ の よ う な 有 機 分 子 は 、 よ く 知 ら れ た 技 術 を 用 い て 過 度 の 実
験 を す る こ と な し に 同 定 さ れ う る 。 こ の 点 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド 標 的 に 結 合 す る 能 力 の
あ る 分 子 の 有 機 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー を 検 索 す る 技 術 は 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る こ と を 注 記
す る （ 例 え ば Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 第 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ０ ０ ８ ２ ３ 号 及 び Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ３ ９ ５ ８ ５ 号 参 照 ） 。
　 対 象 の 抗 原 、 例 え ば 腫 瘍 関 連 ポ リ ペ プ チ ド 抗 原 標 的 と 「 結 合 す る 」 抗 体 、 オ リ ゴ ペ プ チ
ド 又 は 他 の 有 機 分 子 は 、 そ の 抗 体 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 又 は 他 の 有 機 分 子 が そ の 抗 原 を 発 現 し
て い る 細 胞 又 は 組 織 を 標 的 と す る 診 断 及 び ／ 又 は 治 療 剤 と し て 有 用 で あ り 、 他 の タ ン パ ク
質 と 有 意 に は 交 差 反 応 し な い よ う に 十 分 な 親 和 性 で そ の 抗 原 と 結 合 す る も の で あ る 。 そ の
よ う な 実 施 態 様 で は 、 抗 体 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 又 は 他 の 有 機 分 子 の 「 非 標 的 」 タ ン パ ク 質 と
の 結 合 の 程 度 は 、 蛍 光 標 示 式 細 胞 分 取 器 （ Ｆ Ａ Ｃ Ｓ ） 分 析 又 は 放 射 免 疫 沈 降 （ Ｒ Ｉ Ａ ） に
よ っ て 定 量 し て 、 そ の 特 定 の 標 的 タ ン パ ク 質 と の 抗 体 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 又 は 他 の 有 機 分 子
の 結 合 の 約 １ ０ ％ よ り も 低 い 。 標 的 分 子 へ の 抗 体 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 又 は 他 の 有 機 分 子 の 結
合 に 関 し て 、 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド 標 的 上 の エ ピ ト ー プ と 「 特 異 的
に 結 合 」 又 は 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 、 又 は そ れ に 対 し て 「 特 異 的 で あ る 」 と い う 用 語 は 、
非 特 異 的 な 相 互 作 用 と は 測 定 し て 異 な る 結 合 を 意 味 す る 。 特 異 的 な 結 合 は 、 例 え ば 、 一 般
に 結 合 活 性 を 持 た な い 類 似 し た 構 造 の 分 子 で あ る コ ン ト ロ ー ル 分 子 の 結 合 性 と 比 較 し て 、
分 子 の 結 合 性 を 定 量 す る こ と に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 特 異 的 な 結 合 性 は
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、 標 的 、 例 え ば 過 剰 の 非 標 識 標 的 に 類 似 し た コ ン ト ロ ー ル 分 子 と も 競 合 に と っ て 定 量 す る
こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 プ ロ ー ブ に 対 す る 標 識 標 的 の 結 合 が 過 剰 の 非 標 識 標 的 に よ っ て
競 合 的 に 阻 害 さ れ る な ら ば 、 特 異 的 結 合 が 表 示 さ れ る 。 こ こ で 使 用 さ れ る 特 定 の ポ リ ペ プ
チ ド 又 は 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド 標 的 上 の エ ピ ト ー プ と 「 特 異 的 に 結 合 」 又 は 「 特 異 的 に 結 合
す る 」 、 又 は そ れ に 対 し て 「 特 異 的 で あ る 」 と い う 用 語 は 、 例 え ば 標 的 に 対 し て 少 な く と
も 約 １ ０ － ４ Ｍ 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ０ － ５ Ｍ 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ０ － ６ Ｍ 、
あ る い は 少 な く と も 約 １ ０ － ７ Ｍ 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ０ － ８ Ｍ 、 あ る い は 少 な く と
も 約 １ ０ － ９ Ｍ 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ０ － １ ０ Ｍ 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ０ － １ １

Ｍ 、 あ る い は 少 な く と も 約 １ ０ － １ ２ Ｍ 、 あ る い は そ れ 以 上 の Ｋ ｄ を 持 つ 分 子 に よ っ て 示
さ れ う る 。 一 実 施 態 様 で は 、 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 と い う 用 語 は 、 如 何 な る 他 の ポ リ ペ プ
チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド エ ピ ト ー プ へ 実 質 的 に 結 合 す る こ と な く 分 子 が 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド
又 は 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 結 合 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 「 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 腫 瘍 細 胞 の 成 長 を 阻 害 す る 」 抗 体 、 オ リ ゴ
ペ プ チ ド 又 は 他 の 有 機 分 子 、 又 は 「 成 長 阻 害 」 抗 体 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 又 は 他 の 有 機 分 子 は
、 適 切 な Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 又 は 過 剰 発 現 す る 癌 細 胞 の 測 定 可 能 な 程 の
成 長 阻 害 を 引 き 起 こ す も の で あ る 。 好 ま し い 成 長 阻 害 抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 、 オ リ ゴ ペ
プ チ ド 又 は 他 の 有 機 分 子 は 、 一 般 的 に は 、 試 験 さ れ た 抗 体 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 又 は 他 の 有 機
分 子 で 処 理 さ れ て い な い 腫 瘍 細 胞 で あ る コ ン ト ロ ー ル で あ る 、 適 切 な コ ン ト ロ ー ル と 比 較
し て 、 ２ ０ ％ よ り 多 く 、 好 ま し く は 約 ２ ０ ％ か ら 約 ５ ０ ％ 、 そ し て さ ら に 好 ま し く は ５ ０
％ よ り も 多 く （ 例 え ば 、 約 ５ ０ ％ か ら 約 １ ０ ０ ％ ） で Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 発 現 腫 瘍 細 胞 の 成
長 を 阻 害 す る 。 一 実 施 態 様 で は 、 成 長 阻 害 は 、 細 胞 培 養 で 約 ０ ． １ か ら ３ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 又
は 約 ０ ． ５ ｎ Ｍ か ら ２ ０ ０ ｎ Ｍ の 抗 体 濃 度 で 測 定 す る こ と が で き 、 抗 体 へ の 腫 瘍 細 胞 の 曝
露 の 後 、 成 長 阻 害 を １ － １ ０ 日 で 確 か め る 。 イ ン ビ ボ で の 腫 瘍 細 胞 の 成 長 阻 害 は 、 種 々 の
方 法 で 確 か め る こ と が で き る 。 約 １ μ ｇ ／ ｋ ｇ か ら 約 １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 の 抗 Ｉ Ｌ － １
７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 の 投 与 が 、 最 初 の 抗 体 の 投 与 か ら 約 ５ 日 か ら ３ ヶ 月 内 、 好 ま し く は 約 ５ か ら
３ ０ 日 内 に 腫 瘍 の 大 き さ 又 は 腫 瘍 細 胞 増 殖 に 減 少 を 引 き 起 こ す 場 合 、 抗 体 は イ ン ビ ボ で 成
長 阻 害 性 で あ る 。
　 「 ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 す る 」 抗 体 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 又 は 他 の 有 機 分 子 は 、 ア ネ キ シ ン Ｖ
の 結 合 、 Ｄ Ｎ Ａ の 断 片 化 、 細 胞 収 縮 、 小 胞 体 の 拡 張 、 細 胞 断 片 化 、 及 び ／ 又 は 膜 小 胞 の 形
成 (ア ポ ト ー シ ス 体 と 呼 ば れ る )等 に よ り 決 定 さ れ る よ う な プ ロ グ ラ ム 細 胞 死 を 誘 発 す る も
の で あ る 。 細 胞 は 、 通 常 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 過 剰 発 現 し て い る も の で あ る
。 好 ま し く は 、 細 胞 は 腫 瘍 細 胞 、 例 え ば 前 立 腺 、 乳 房 、 卵 巣 、 胃 、 子 宮 内 膜 、 肺 、 腎 臓 、
結 腸 、 膀 胱 細 胞 で あ る 。 ア ポ ト ー シ ス に 伴 う 細 胞 の イ ベ ン ト を 評 価 す る た め に 種 々 の 方 法
が 利 用 で き る 。 例 え ば 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン (Ｐ Ｓ )転 位 置 を ア ネ キ シ ン 結 合 に よ り 測 定
す る こ と が で き ； Ｄ Ｎ Ａ 断 片 化 は Ｄ Ｎ Ａ ラ ダ ー リ ン グ に よ り 評 価 す る こ と が で き ； Ｄ Ｎ Ａ
断 片 化 に 伴 う 細 胞 核 ／ ク ロ マ チ ン 凝 結 は 低 二 倍 体 細 胞 の 何 ら か の 増 加 に よ り 評 価 す る こ と
が で き る 。 好 ま し く は 、 ア ネ キ シ ン 結 合 ア ッ セ イ に お い て 、 ア ポ ト ー シ ス を 誘 発 す る 抗 体
、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 又 は 他 の 有 機 分 子 は 、 未 処 理 細 胞 の 約 ２ ～ ５ ０ 倍 、 好 ま し く は 約 ５ ～ ５
０ 倍 、 最 も 好 ま し く は 約 １ ０ ～ ５ ０ 倍 の ア ネ キ シ ン 結 合 を 誘 発 す る と い う 結 果 を 生 じ る も
の で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 抗 体 の 「 エ フ ェ ク タ ー 機 能 」 と は 、 抗 体 の Ｆ ｃ 領 域 （ 天 然 配 列 Ｆ ｃ 領 域 又 は ア ミ ノ 酸 配
列 変 異 体 Ｆ ｃ 領 域 ） に 帰 す る 生 物 学 的 活 性 を 意 味 し 、 抗 体 の ア イ ソ タ イ プ に よ り 変 わ る 。
抗 体 の エ フ ェ ク タ ー 機 能 の 例 に は 、 Ｃ １ ｑ 結 合 及 び 補 体 依 存 性 細 胞 障 害 ； Ｆ ｃ レ セ プ タ ー
結 合 性 ； 抗 体 依 存 性 細 胞 媒 介 性 細 胞 障 害 (Ａ Ｄ Ｃ Ｃ )； 貪 食 作 用 ； 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー （ 例
え ば 、 Ｂ 細 胞 レ セ プ タ ー ） の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン ； 及 び Ｂ 細 胞 活 性 化 が 含 ま れ る 。
　 「 抗 体 依 存 性 細 胞 媒 介 性 細 胞 障 害 」 又 は 「 Ａ Ｄ Ｃ Ｃ 」 と は 、 あ る 種 の 細 胞 障 害 細 胞 (例
え ば 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー （ Ｎ Ｋ ） 細 胞 、 好 中 球 及 び マ ク ロ フ ァ ー ジ ） 上 に 存 在 す る Ｆ ｃ レ
セ プ タ ー (Ｆ ｃ Ｒ ｓ )と 結 合 し た 分 泌 Ｉ ｇ に よ り 、 こ れ ら の 細 胞 障 害 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 が 抗
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原 -担 持 標 的 細 胞 に 特 異 的 に 結 合 し 、 続 い て 細 胞 毒 に よ り 標 的 細 胞 を 死 滅 さ せ る こ と を 可
能 に す る 細 胞 障 害 性 の 形 態 を 意 味 す る 。 抗 体 は 細 胞 障 害 細 胞 を 「 備 え て 」 お り 、 こ れ は こ
の よ う な 死 滅 に は 絶 対 に 必 要 な も の で あ る 。 Ａ Ｄ Ｃ Ｃ を 媒 介 す る 主 要 な 細 胞 Ｎ Ｋ 細 胞 は Ｆ
ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ の み を 発 現 す る の に 対 し 、 単 球 は Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ 、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ 及 び Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ
Ｉ Ｉ を 発 現 す る 。 造 血 細 胞 で の Ｆ ｃ Ｒ の 発 現 は 、 Ravetch and Kinet, Annu. Rev. Immuno
l 9:457-92 (1991) の ４ ６ ４ 頁 の 表 ３ に 要 約 さ れ て い る 。 対 象 の 分 子 の Ａ Ｄ Ｃ Ｃ 活 性 を ア
ッ セ イ す る た め に 、 米 国 特 許 第 ５ ５ ０ ０ ３ ６ ２ 号 又 は 同 第 ５ ８ ２ １ ３ ３ ７ 号 に 記 載 さ れ て
い る よ う な イ ン ビ ト ロ Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ア ッ セ イ を 実 施 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な ア ッ セ イ に
お い て 有 用 な エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に は 、 末 梢 血 液 単 核 細 胞 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） 及 び ナ チ ュ ラ ル キ ラ
ー 細 胞 （ Ｎ Ｋ 細 胞 ） が 含 ま れ る 。 代 わ り と し て 、 も し く は 付 加 的 に 、 対 象 の 分 子 の Ａ Ｄ Ｃ
Ｃ 活 性 は 、 例 え ば 、 Clynes等  Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 95:652-656 (1998)に お い て
開 示 さ れ て い る よ う な 動 物 モ デ ル に お い て 、 イ ン ビ ボ で 評 価 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 「 Ｆ ｃ レ セ プ タ ー 」 又 は 「 Ｆ ｃ Ｒ 」 は 、 抗 体 の Ｆ ｃ 領 域 に 結 合 す る レ セ プ タ ー を 記 載 す
る も の で あ る 。 好 適 な Ｆ ｃ Ｒ は 天 然 配 列 ヒ ト Ｆ ｃ Ｒ で あ る 。 さ ら に 好 適 な Ｆ ｃ Ｒ は 、 Ｉ ｇ
Ｇ 抗 体 （ ガ ン マ レ セ プ タ ー ） と 結 合 す る も の で 、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ 、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ 及 び Ｆ ｃ γ Ｒ
Ｉ Ｉ Ｉ サ ブ ク ラ ス の レ セ プ タ ー を 含 み 、 こ れ ら の レ セ プ タ ー の 対 立 遺 伝 子 変 異 体 、 選 択 的
に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た 形 態 の も の も 含 ま れ る 。 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ レ セ プ タ ー に は 、 Ｆ ｃ γ Ｒ
Ｉ Ｉ Ａ （ 「 活 性 型 レ セ プ タ ー 」 ） 及 び Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ （ 「 阻 害 型 レ セ プ タ ー 」 ） が 含 ま れ
、 主 と し て そ の 細 胞 質 ド メ イ ン は 異 な る が 、 類 似 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る も の で あ る 。 活
性 型 レ セ プ タ ー Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ａ は 、 細 胞 質 ド メ イ ン に チ ロ シ ン 依 存 性 免 疫 レ セ プ タ ー 活 性
化 モ チ ー フ （ immunoreceptor tyrosine-based activation motif ;Ｉ Ｔ Ａ Ｍ ） を 含 ん で い
る 。 阻 害 型 レ セ プ タ ー Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｂ は 、 細 胞 質 ド メ イ ン に チ ロ シ ン 依 存 性 免 疫 レ セ プ タ
ー 阻 害 性 モ チ ー フ （ immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif ;Ｉ Ｔ Ｉ Ｍ ） を 含
ん で い る （ Daeron, Annu. Rev. immunol. 15:203-234 (1997)を 参 照 ） 。 Ｆ ｃ Ｒ sに 関 し て
は 、  Ravetch and Kinet, Annu.Rev. Immunol. 9:457-492 (1991); Capel等 , Immunometh
ods 4:25-34 (1994); 及 び de Haas等 , J.Lab. Clin. Med. 126:330-41 (1995) に 概 説 さ
れ て い る 。 将 来 的 に 同 定 さ れ る も の も 含 む 他 の Ｆ ｃ Ｒ sは こ こ で の 「 Ｆ ｃ Ｒ 」 と い う 言 葉
に よ っ て 包 含 さ れ る 。 ま た 、 該 用 語 に は 、 母 性 Ｉ ｇ Ｇ ｓ が 胎 児 に 受 け 継 が れ る 要 因 と な っ
て い る 新 生 児 性 レ セ プ タ ー Ｆ ｃ Ｒ ｎ （ Guyer等 , J. Immunol. 117:587 (1976) Kim等 , J. 
Immunol.24:249 (1994))も 含 ま れ る 。
　 「 ヒ ト エ フ ェ ク タ ー 細 胞 」 と は 、 一 又 は 複 数 の Ｆ ｃ Ｒ ｓ を 発 現 し 、 エ フ ェ ク タ ー 機 能 を
実 行 す る 白 血 球 の こ と で あ る 。 そ の 細 胞 が 少 な く と も Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ を 発 現 し 、 Ａ Ｄ Ｃ Ｃ
エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 実 行 す る こ と が 望 ま し い 。 Ａ Ｄ Ｃ Ｃ を 媒 介 す る ヒ ト 白 血 球 の 例 と し て
、 末 梢 血 液 単 核 細 胞 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー （ Ｎ Ｋ ） 細 胞 、 単 球 、 細 胞 障 害 性 Ｔ
細 胞 及 び 好 中 球 が 含 ま れ る が 、 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ と Ｎ Ｋ 細 胞 が 好 適 で あ る 。 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 は 天
然 源 、 例 え ば 血 液 か ら 単 離 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 「 補 体 依 存 性 細 胞 障 害 」 も し く は 「 Ｃ Ｄ Ｃ 」 は 、 補 体 の 存 在 下 で 標 的 を 溶 解 す る こ と を
意 味 す る 。 典 型 的 な 補 体 経 路 の 活 性 化 は 補 体 系 (Ｃ ｌ ｑ )の 第 １ 補 体 が 、 同 族 抗 原 と 結 合 し
た (適 切 な サ ブ ク ラ ス の )抗 体 に 結 合 す る こ と に よ り 開 始 さ れ る 。 補 体 の 活 性 化 を 評 価 す る
た め に 、 Ｃ Ｄ Ｃ ア ッ セ イ を 、 例 え ば Gazzano-Santoro等 , J. Immunol. Methods 202:163 (
1996)に 記 載 さ れ て い る よ う に 実 施 す る こ と が で き る 。
　 「 標 識 」 な る 語 は 、 こ こ で 用 い ら れ る 場 合 、 「 標 識 」 抗 体 が 生 成 さ れ る よ う に 、 抗 体 に
直 接 又 は 間 接 的 に 抱 合 し て い る 検 出 可 能 な 化 合 物 又 は 組 成 物 を 意 味 す る 。 標 識 は 、 そ れ 自
身 検 出 可 能 で も よ く （ 例 え ば 、 放 射 性 標 識 又 は 蛍 光 標 識 ） 、 又 は 酵 素 標 識 の 場 合 、 検 出 可
能 な 基 質 化 合 物 又 は 組 成 物 の 化 学 変 換 を 触 媒 し て も よ い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 「 固 相 」 と は 、 本 発 明 の 抗 体 が そ れ に 付 着 す る こ と の で き る 非 水 性 マ ト リ ク ス を 意 味 す
る 。 こ こ に 意 図 す る 固 相 の 例 は 、 部 分 的 又 は 全 体 的 に 、 ガ ラ ス （ 例 え ば 、 孔 制 御 ガ ラ ス ）
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、 多 糖 類 （ 例 え ば ア ガ ロ ー ス ） 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ
ー ル 及 び シ リ コ ー ン か ら 形 成 さ れ た も の を 含 む 。 或 る 種 の 実 施 態 様 で は 、 内 容 に 応 じ て 、
固 相 は ア ッ セ イ プ レ ー ト の ウ ェ ル を 構 成 す る こ と が で き ； そ の 他 で は 精 製 カ ラ ム （ 例 え ば
ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム ） と す る こ と も で き る 。 ま た 、 こ の 用 語 は 、 米 国
特 許 第 4,275,149号 に 記 載 さ れ た よ う な 、 別 個 の 粒 子 の 不 連 続 な 固 相 も 包 含 す る 。
　 「 リ ポ ソ ー ム 」 は 、 種 々 の 型 の 脂 質 、 リ ン 脂 質 及 び ／ 又 は 界 面 活 性 剤 か ら な る 小 型 の 小
胞 で あ り 、 哺 乳 動 物 へ の 薬 物 （ Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 抗 体 な ど ） の 輸 送
に 有 用 で あ る 。 リ ポ ソ ー ム の 成 分 は 、 通 常 は 生 体 膜 の 脂 質 配 列 に 類 似 す る 二 層 形 式 に 配 列
さ せ る 。
　 「 小 分 子 」 と は 、 こ こ で 、 約 ５ ０ ０ ダ ル ト ン 未 満 の 分 子 量 を 持 つ と 定 義 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 用 語 「 調 節 」 手 段 と は 、 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の レ ベ ル に 作 用 （ 例 え ば 上 方 制 御 す る 、 下 方
制 御 す る 、 又 は そ の 他 の 方 法 で 制 御 す る ） こ と を 意 味 す る 。 シ グ ナ ル 伝 達 の 制 御 下 に お け
る 細 胞 プ ロ セ ス は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 特 異 的 遺 伝 子 の 転 写 、 正 常 細 胞
機 能 、 例 え ば 代 謝 、 増 殖 、 分 化 、 接 着 、 ア ポ ト ー シ ス 及 び 生 存 、 並 び に 形 質 転 換 、 分 化 の
遮 断 及 び 転 移 等 の 異 常 プ ロ セ ス を 含 む 。
　 こ こ で の 目 的 に 対 す る 「 活 性 な 」 又 は 「 活 性 」 と は 、 天 然 又 は 天 然 に 生 じ る Ｉ Ｌ － １ ７
Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 及 び ／ 又 は 免 疫 学 的 活 性 を 保 持 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ
ペ プ チ ド の 形 態 を 意 味 し 、 そ の 中 で 、 「 生 物 学 的 」 活 性 と は 、 天 然 又 は 天 然 発 生 Ｉ Ｌ － １
７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド が 保 持 す る 抗 原 性 エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 の 生 産 を 誘 発 す る 能 力 以
外 の 、 天 然 又 は 天 然 発 生 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 生 物 機 能
（ 阻 害 又 は 刺 激 ） を 意 味 し 、 「 免 疫 」 活 性 と は 、 天 然 又 は 天 然 発 生 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ
ペ プ チ ド が 保 持 す る 抗 原 性 エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 の 生 産 を 誘 発 す る 能 力 を 意 味 す る 。 好
ま し い 生 物 活 性 に は 、 Ｎ Ｆ -κ Ｂ の 活 性 化 を 誘 導 す る こ と 、 並 び に 炎 症 誘 発 性 ケ モ カ イ ン
Ｉ Ｌ -８ の 生 産 の 刺 激 が 含 ま れ る 。 そ の 他 の 好 ま し い 生 物 活 性 に は 、 末 梢 血 単 核 細 胞 又 は
Ｃ Ｄ ４ ＋ の 刺 激 が 含 ま れ る 。 そ の 他 の 生 物 活 性 に は 、 例 え ば 、 Ｔ Ｈ Ｐ １ 細 胞 か ら の Ｔ Ｎ Ｆ
-α の 放 出 が 含 ま れ る 。 そ の 他 の 活 性 に は 、 関 節 軟 骨 で の マ ト リ ッ ク ス 合 成 の 増 大 が 含 ま
れ る 。 あ る い は 、 そ の 他 の 活 性 に は 、 マ ト リ ッ ク ス 合 成 の 阻 害 と 並 ん で 関 節 軟 骨 マ ト リ ッ
ク ス の 破 壊 の 促 進 が 含 ま れ る 。 そ の 他 の 好 ま し い 生 物 活 性 に は 、 炎 症 性 腸 疾 患 の 軽 度 か ら
重 度 の 段 階 の 間 、 又 は 発 作 中 の イ ン タ ー ロ イ キ ン １ ７ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の レ ベ ル を 調 節 す
る こ と が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 「 免 疫 学 的 」 活 性 と は 、 単 に 、 天 然 又 は 天 然 発 生 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド に よ っ
て 保 持 さ れ て い る 抗 原 性 エ ピ ト ー プ に 対 す る 抗 体 の 生 成 を 誘 導 す る 能 力 を 意 味 す る 。
　 「 変 性 軟 骨 性 疾 患 」 は 主 に 軟 骨 マ ト リ ッ ク ス の 破 壊 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ る 多 く の 疾 患
を 記 述 し て い る 。 更 な る 症 状 に は 、 一 酸 化 窒 素 の 生 成 及 び プ ロ テ オ グ リ カ ン 分 解 の 上 昇 が
含 ま れ る 。 こ の 定 義 に 包 含 さ れ る 疾 患 の 例 に は 、 例 え ば 関 節 炎 （ 例 え ば 、 変 形 性 関 節 炎 、
関 節 リ ウ マ チ 、 乾 癬 性 関 節 炎 ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 「 免 疫 関 連 疾 患 」 と い う 用 語 は 、 哺 乳 動 物 の 免 疫 系 の 構 成 成 分 が 哺 乳 動 物 の 病 的 状 態 を
引 き 起 こ し 、 媒 介 し 、 或 い は 寄 与 す る 疾 患 を 意 味 す る 。 ま た 、 免 疫 反 応 の 刺 激 又 は 処 置 が
、 疾 患 の 進 行 に 対 し て 改 善 的 な 効 果 を 有 す る よ う な 疾 患 を も 含 む 。 こ の 用 語 に は 、 免 疫 媒
介 炎 症 誘 発 性 疾 患 、 非 免 疫 媒 介 炎 症 誘 発 性 疾 患 、 感 染 性 疾 患 、 免 疫 不 全 性 疾 患 、 腫 瘍 形 成
等 が 含 ま れ る 。
　 「 Ｔ 細 胞 媒 介 疾 患 」 と い う 用 語 は 、 Ｔ 細 胞 が 哺 乳 動 物 の 病 的 状 態 を 直 接 、 又 は 間 接 に 媒
介 す る 、 或 い は 寄 与 す る 疾 患 を 意 味 す る 。 Ｔ 細 胞 媒 介 疾 患 は 、 細 胞 媒 介 効 果 、 リ ン ホ カ イ
ン 媒 介 効 果 等 、 そ し て 例 え ば 、 Ｔ 細 胞 に よ っ て 分 泌 さ れ た リ ン ホ カ イ ン に よ っ て Ｂ 細 胞 が
刺 激 さ れ た 場 合 に 、 Ｂ 細 胞 と 関 連 し て い る 効 果 に さ え も 関 連 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 そ の う ち の 免 疫 又 は Ｔ 細 胞 媒 介 で あ り 、 本 発 明 に よ っ て 治 療 す る こ と が 可 能 な 免 疫 関 連
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及 び 炎 症 性 疾 患 の 例 に は 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 若 年 型 慢 性 関 節
炎 、 脊 椎 関 節 症 、 全 身 性 硬 化 症 （ 強 皮 症 ） 、 特 発 性 炎 症 性 筋 疾 患 （ 皮 膚 筋 炎 、 多 発 性 筋 炎
） 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 全 身 性 血 管 炎 、 サ ル コ イ ド ー シ ス 、 自 己 免 疫 性 溶 血 性 貧 血 （ 免
疫 性 汎 血 球 減 少 症 、 発 作 性 夜 間 ヘ モ グ ロ ビ ン 尿 症 ） 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 症 （ 溶 血 性 血
小 板 減 少 性 紫 斑 病 、 免 疫 媒 介 血 小 板 減 少 症 ） 、 甲 状 腺 炎 （ バ セ ド ウ 病 、 橋 本 甲 状 腺 炎 、 若
年 型 リ ン パ 球 性 甲 状 腺 炎 、 萎 縮 性 甲 状 腺 炎 ） 、 糖 尿 病 、 免 疫 媒 介 腎 疾 患 （ 糸 球 体 腎 炎 、 尿
細 管 間 質 性 腎 炎 ） 、 中 枢 及 び 末 梢 神 経 系 の 脱 髄 疾 患 例 え ば 多 発 性 硬 化 症 、 特 発 性 脱 髄 多 発
神 経 障 害 又 は ギ ラ ン ・ バ レ ー 症 候 群 、 及 び 慢 性 炎 症 性 脱 髄 性 多 発 神 経 障 害 、 肝 胆 道 疾 患 例
え ば 感 染 性 肝 炎 （ Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 、 Ｄ 、 Ｅ 型 肝 炎 、 及 び 他 の 非 肝 親 和 性 ウ イ ル ス ） 、 自 己 免 疫
性 慢 性 活 動 性 肝 炎 、 原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 、 肉 芽 腫 性 肝 炎 、 及 び 硬 化 性 胆 管 炎 、 炎 症 性 腸 疾
患 （ 潰 瘍 性 大 腸 炎 ： ク ロ ー ン 病 ） 、 グ ル テ ン 過 敏 性 腸 疾 患 、 及 び ウ ィ ッ プ ル 病 、 水 疱 性 皮
膚 病 を 含 む 自 己 免 疫 又 は 免 疫 媒 介 皮 膚 疾 患 、 多 形 滲 出 性 紅 斑 及 び 接 触 性 皮 膚 炎 、 乾 癬  、
ア レ ル ギ ー 性 疾 患 例 え ば 喘 息 、 ア レ ル ギ ー 性 鼻 炎 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 食 物 過 敏 症 及 び 蕁
麻 疹 、 肺 の 免 疫 疾 患 例 え ば 好 酸 球 性 肺 炎 、 特 発 性 肺 線 維 症 及 び 過 敏 性 肺 炎 、 拒 絶 反 応 及 び
移 植 片 対 宿 主 病 を 含 む 移 植 関 連 疾 患 が 含 ま れ る 。 感 染 症 疾 患 に は 、 ウ イ ル ス 性 疾 患 、 例 え
ば Ａ Ｉ Ｄ Ｓ （ Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 ） 、 Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 、 Ｄ 及 び Ｅ 型 肝 炎 、 ヘ ル ペ ス 等 、 細 菌 感 染 症 、 真
菌 感 染 症 、 原 虫 感 染 症 及 び 寄 生 虫 症 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 「 有 効 量 」 と は 、 特 に 定 ま っ た 目 的 を 達 成 す る こ と を 引 き 起 こ す Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ
ペ プ チ ド 及 び ／ 又 は ア ゴ ニ ス ト ／ ア ン タ ゴ ニ ス ト の 濃 度 又 は 量 で あ る 。 更 に は 、 「 治 療 的
有 効 量 」 と は 、 定 ま っ た 治 療 的 有 効 量 を 達 成 す る た め に 効 果 的 な Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ
プ チ ド 及 び ／ 又 は ア ゴ ニ ス ト ／ ア ン タ ゴ ニ ス ト の 濃 度 又 は 量 で あ る 。 ま た 、 こ の 量 は 実 験
的 に 確 定 し て も よ い 。
　 こ こ で 用 い ら れ る 「 細 胞 傷 害 性 剤 」 は 、 細 胞 の 機 能 を 阻 害 又 は 抑 制 し 、 及 び ／ 又 は 細 胞
破 壊 を 起 こ す 物 質 を 意 味 す る 。 こ の 用 語 は 、 放 射 性 同 位 元 素 （ 例 え ば 、 Ｉ １ ３ １ 、 Ｉ １ ２

５ 、 Ｙ ９ ０ 及 び Ｒ ｅ １ ８ ６ ） 、 化 学 治 療 薬 、 及 び 細 菌 、 真 菌 、 植 物 又 は 動 物 由 来 の 酵 素 活
性 毒 素 又 は そ の 断 片 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 「 化 学 療 法 剤 」 は 、 癌 の 治 療 に 有 用 な 化 合 物 で あ る 。 化 学 療 法 剤 の 例 に は 、 ア ド リ ア マ
イ シ ン 、 ド キ ソ ル ビ シ ン 、 エ ピ ル ビ シ ン 、 ５ -フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 シ ト シ ン ア ラ ビ ノ シ ド (
「 Ａ ｒ ａ -Ｃ 」 )、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 チ オ テ パ 、 ブ ス ル フ ァ ン 、 タ キ ソ イ ド 類 、 例 え ば
パ ク リ タ キ セ ル (タ キ ソ ー ル , Bristol-Myers Squibb Oncology,　 Princeton, NJ)及 び ド
セ タ キ セ ル (docetaxel)(タ キ ソ テ ー ル (Taxotere), Rhone-Poulenc Rorer, Antony, Franc
e)、 ト キ ソ テ ー ル 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 シ ス プ ラ チ ン 、 メ ル フ ァ ラ ン 、 ビ ン ブ ラ ス チ ン 、
ブ レ オ マ イ シ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 イ ホ ス フ ァ ミ ド 、 マ イ ト マ イ シ ン Ｃ 、 ミ ト キ サ ン ト ロ ン 、
ビ ン ク リ ス チ ン 、 ビ ノ レ ル ビ ン (vinorelbine)、 カ ル ボ プ ラ チ ン 、 テ ニ ポ シ ド (teniposide
)、 ダ ウ ノ マ イ シ ン 、 カ ル ミ ノ マ イ シ ン (carminomycin)、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 ダ ク チ ノ マ イ
シ ン 、 マ イ ト マ イ シ ン 、 エ ス ペ ラ ミ シ ン (esperamicins)(米 国 特 許 第 ４ ， ６ ７ ５ ， １ ８ ７
号 参 照 )、 メ ル フ ァ ラ ン 、 及 び 他 の 関 連 し た ナ イ ト ロ ジ ェ ン マ ス タ ー ド が 含 ま れ る 。 ま た
こ の 定 義 に は 、 腫 瘍 に 対 す る ホ ル モ ン 作 用 を 調 節 又 は 阻 害 す る よ う に 働 く ホ ル モ ン 剤 、 例
え ば タ モ キ シ フ ェ ン 及 び オ ナ プ リ ス ト ー ン (onapristone)も 含 ま れ る 。
　 こ こ で 使 用 さ れ る 場 合 の 「 成 長 阻 害 剤 」 と は 、 イ ン ビ ト ロ 又 は イ ン ビ ボ の い ず れ か に お
い て 、 特 に こ こ で 同 定 さ れ た 任 意 の 遺 伝 子 を 過 剰 発 現 す る 細 胞 の 成 長 を 阻 害 す る 化 合 物 又
は 組 成 物 を 指 す も の で あ る 。 よ っ て 、 成 長 阻 害 剤 と は 、 Ｓ 期 に お け る そ の よ う な 遺 伝 子 の
過 剰 発 現 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ を 有 意 に 低 減 さ せ る も の で あ る 。 成 長 阻 害 剤 の 例 に は 、 細
胞 分 裂 周 期 の 進 行 を ブ ロ ッ ク す る 薬 剤 (Ｓ 期 以 外 の 場 所 に お い て )、 例 え ば Ｇ １ 停 止 及 び Ｍ
期 停 止 を 誘 発 す る 薬 剤 が 含 ま れ る 。 伝 統 的 な Ｍ 期 ブ ロ ッ カ ー に は 、 ビ ン カ (ビ ン ク リ ス チ
ン 及 び ビ ン ブ ラ ス チ ン )、 タ キ ソ ー ル 、 及 び ト ポ Ｉ Ｉ イ ン ヒ ビ タ ー 、 例 え ば ド キ ソ ル ビ シ
ン 、 エ ピ ル ビ シ ン 、 ダ ウ ノ ル ビ シ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 及 び ブ レ オ マ イ シ ン が 含 ま れ る 。 Ｇ １
を 停 止 さ せ る こ れ ら の 薬 剤 、 例 え ば Ｄ Ｎ Ａ ア ル キ ル 化 剤 、 例 え ば タ モ キ シ フ ェ ン 、 プ レ ド
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ニ ソ ン 、 ダ カ ー バ ジ ン 、 メ ク ロ レ タ ミ ン 、 シ ス プ ラ チ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 ５ -フ ル オ
ロ ウ ラ シ ル 、 及 び ａ ｒ ａ -Ｃ が Ｓ 期 停 止 へ 波 及 す る 。 更 な る 情 報 は 、 Murakamiら に よ り 「
細 胞 分 裂 周 期 の 調 節 、 オ ン コ ジ ー ン 、 及 び 抗 新 生 物 薬 (Cell cycle regulation, oncogene
, and antineoplastic drugs)」 と 題 さ れ た 、 癌 の 分 子 的 基 礎 (The Molecular Basis of C
ancer)、 Mendelsohn及 び Israel編 、 第 １ 章 (WB Saunders； Philadelphia, 1995)、 特 に １
３ 頁 に 見 出 す こ と が で き る 。 　
【 ０ ０ ７ １ 】
　 「 サ イ ト カ イ ン 」 と い う 用 語 は 、 一 つ の 細 胞 集 団 か ら 放 出 さ れ る タ ン パ ク 質 で あ っ て 、
他 の 細 胞 に 対 し て 細 胞 間 メ デ ィ エ ー タ と し て 作 用 す る も の の 包 括 的 な 用 語 で あ る 。 こ の よ
う な サ イ ト カ イ ン の 例 と し て は 、 リ ン フ ォ カ イ ン 、 モ ノ カ イ ン 、 及 び 伝 統 的 な ポ リ ペ プ チ
ド ホ ル モ ン を 挙 げ る こ と が で き る 。 サ イ ト カ イ ン に は 、 成 長 ホ ル モ ン 、 例 え ば ヒ ト 成 長 ホ
ル モ ン 、 Ｎ -メ チ オ ニ ル ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン 、 及 び ウ シ 成 長 ホ ル モ ン ； 副 甲 状 腺 ホ ル モ ン ；
チ ロ キ シ ン ； イ ン ス リ ン ； プ ロ イ ン ス リ ン ； リ ラ ク シ ン ； プ ロ リ ラ ク シ ン ； 卵 胞 刺 激 ホ ル
モ ン (Ｆ Ｓ Ｈ )の よ う な 糖 タ ン パ ク 質 ホ ル モ ン 、 副 甲 状 腺 刺 激 ホ ル モ ン (Ｔ Ｓ Ｈ )、 及 び 黄 体
形 成 ホ ル モ ン (Ｌ Ｈ )； 肝 臓 成 長 因 子 ； 繊 維 芽 細 胞 成 長 因 子 ； プ ロ ラ ク チ ン ； 胎 盤 ラ ク ト ゲ
ン ； 腫 瘍 壊 死 因 子 -α 及 び -β ； ミ ュ ラ ー 阻 害 物 質 ； マ ウ ス 性 腺 刺 激 ホ ル モ ン 関 連 ペ プ チ ド
； イ ン ヒ ビ ン ； ア ク チ ビ ン ； 血 管 内 皮 成 長 因 子 ； イ ン テ グ リ ン ； ト ロ ン ボ ポ エ チ ン (Ｔ Ｐ
Ｏ )； Ｎ Ｇ Ｆ － β 等 の 神 経 成 長 因 子 ； 血 小 板 成 長 因 子 ； Ｔ Ｇ Ｆ -α あ る い は Ｔ Ｇ Ｆ -β の よ
う な 形 質 転 換 成 長 因 子 (Ｔ Ｇ Ｆ )； イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 -I及 び -II； エ リ ス ロ ポ イ エ チ ン (
Ｅ Ｐ Ｏ )； オ ス テ オ イ ン ダ ク テ ィ ブ 因 子 ； イ ン タ ー フ ェ ロ ン -α 、 -β 、 及 び -γ の よ う な イ
ン タ ー フ ェ ロ ン ； マ ク ロ フ ァ ー ジ Ｃ Ｓ Ｆ (Ｍ -Ｃ Ｓ Ｆ )の よ う な コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 (Ｃ Ｓ Ｆ )
； 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ Ｃ Ｓ Ｆ (Ｇ Ｍ － Ｃ Ｓ Ｆ )及 び 顆 粒 球 Ｃ Ｓ Ｆ (Ｇ -Ｃ Ｓ Ｆ )； Ｉ Ｌ -１ 、
Ｉ Ｌ -１ ａ 、 Ｉ Ｌ -２ 、 Ｉ Ｌ -３ 、  Ｉ Ｌ -４ 、 Ｉ Ｌ -５ 、 Ｉ Ｌ -６ 、 Ｉ Ｌ -７ 、  Ｉ Ｌ -８ 、 Ｉ Ｌ
-９ 、 Ｉ Ｌ -１ １ 、 Ｉ Ｌ -１ ２ 、 又 は Ｉ Ｌ -１ ７ 等 の イ ン タ ー ロ イ キ ン (Ｉ Ｌ )； 腫 瘍 壊 死 因 子
、 例 え ば Ｔ Ｎ Ｆ -α 又 は Ｔ Ｎ Ｆ -β ； 及 び Ｌ Ｉ Ｆ 及 び キ ッ ト リ ガ ン ド (Ｋ Ｌ )を 含 む 他 の ポ リ
ペ プ チ ド 因 子 が 含 ま れ る 。 こ こ で 使 用 さ れ る 場 合 、 サ イ ト カ イ ン な る 用 語 は 天 然 源 由 来 あ
る い は 組 換 え 細 胞 培 養 由 来 の タ ン パ ク 質 及 び 天 然 配 列 サ イ ト カ イ ン の 生 物 的 に 活 性 な 等 価
物 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
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Ｉ Ｉ ． 本 発 明 の 組 成 物 及 び 方 法
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　 Ａ ． 完 全 長 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド
　 本 発 明 は 、 本 出 願 で Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド と 呼 ば れ る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る 新 規 に 同 定 さ れ 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 を 提 供 す る 。 特 に 下 記 の 実 施 例 で さ ら に 詳 細 に 説 明
す る よ う に 、 種 々 の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ が 同 定 さ れ 単 離
さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 Ｂ ． Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 変 異 体
　 こ こ に 記 載 し た 完 全 長 天 然 配 列 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド に 加 え て 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ
／ Ｆ 変 異 体 も 調 製 で き る と 考 え ら れ る 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 変 異 体 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ
リ ペ プ チ ド Ｄ Ｎ Ａ に 適 当 な ヌ ク レ オ チ ド 変 化 を 導 入 す る こ と に よ り 、 あ る い は 所 望 の Ｉ Ｌ
－ １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 合 成 す る こ と に よ り 調 製 で き る 。 当 業 者 は 、 グ リ コ シ ル 化 部
位 の 数 又 は 位 置 の 変 化 あ る い は 膜 固 着 特 性 の 変 化 な ど の ア ミ ノ 酸 変 化 が Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ
ポ リ ペ プ チ ド の 翻 訳 後 プ ロ セ ス を 変 え う る こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。
　 天 然 完 全 長 配 列 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 又 は こ こ に 記 載 し た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の
種 々 の ド メ イ ン に お け る 変 異 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ， ３ ６ ４ ， ９ ３ ４ 号 に 記 載 さ れ て
い る 保 存 的 及 び 非 保 存 的 変 異 に つ い て の 任 意 の 技 術 及 び 指 針 を 用 い て な す こ と が で き る 。
変 異 は 、 結 果 と し て 天 然 配 列 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ と 比 較 し て Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド
の ア ミ ノ 酸 配 列 が 変 化 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 一 つ 又 は 複 数 の コ
ド ン の 置 換 、 欠 失 又 は 挿 入 で あ っ て よ い 。 場 合 に よ っ て は 、 変 異 は 少 な く と も １ つ の ア ミ
ノ 酸 の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 一 つ 又 は 複 数 の ド メ イ ン の 任 意 の 他 の ア ミ ノ 酸 に
よ る 置 換 で あ る 。 い ず れ の ア ミ ノ 酸 残 基 が 所 望 の 活 性 に 悪 影 響 を 与 え る こ と な く 挿 入 、 置
換 又 は 欠 失 さ れ る か の 指 針 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 を 相 同 性 の 知 ら れ た
タ ン パ ク 質 分 子 の 配 列 と 比 較 し 、 相 同 性 の 高 い 領 域 内 で な さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 変 化 を 最 小
に す る こ と に よ っ て 見 出 さ れ る 。 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 １ つ の ア ミ ノ 酸 の 類 似 し た 構 造 及 び ／
又 は 化 学 特 性 を 持 つ 他 の ア ミ ノ 酸 で の 置 換 、 例 え ば ロ イ シ ン の セ リ ン で の 置 換 、 即 ち 保 存
的 ア ミ ノ 酸 置 換 の 結 果 と す る こ と が で き る 。 挿 入 及 び 欠 失 は 、 場 合 に よ っ て は １ か ら ５ の
ア ミ ノ 酸 の 範 囲 内 と す る こ と が で き る 。 許 容 さ れ る 変 異 は 、 配 列 に お い て ア ミ ノ 酸 の 挿 入
、 欠 失 又 は 置 換 を 系 統 的 に 作 成 し 、 得 ら れ た 変 異 体 を 下 記 の 実 施 例 に 記 載 す る イ ン ビ ト ロ
ア ッ セ イ の 任 意 の も の で 活 性 に つ い て 試 験 す る こ と に よ り 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 断 片 が こ こ に 提 供 さ れ る 。 こ の よ う な 断 片 は 、 例 え ば 、
完 全 長 天 然 タ ン パ ク 質 と 比 較 し た 際 に 、 Ｎ -末 端 又 は Ｃ -末 端 で 切 断 さ れ て も よ く 、 又 は 内
部 残 基 を 欠 い て い て も よ い 。 或 る 種 の 断 片 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 所 望 の 生
物 学 的 活 性 に 必 須 で は な い ア ミ ノ 酸 残 基 を 欠 い て い る 。
　 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 断 片 は 、 多 く の 従 来 技 術 の 任 意 の も の に よ っ て 調 製 し て よ い 。 所 望 の
ペ プ チ ド 断 片 は 化 学 合 成 し て も よ い 。 代 替 的 方 法 は 、 酵 素 的 消 化 、 例 え ば 特 定 の ア ミ ノ 酸
残 基 に よ っ て 決 定 さ れ る 部 位 の タ ン パ ク 質 を 切 断 す る こ と が 知 ら れ た 酵 素 で タ ン パ ク 質 を
処 理 す る こ と に よ り 、 あ る い は 適 当 な 制 限 酵 素 で Ｄ Ｎ Ａ を 消 化 し て 所 望 の 断 片 を 単 離 す る
こ と に よ る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 断 片 の 生 成 を 含 む 。 さ ら に 他 の 好 適 な 技 術 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ
連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ り 、 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 単 離 し 増
幅 す る こ と を 含 む 。 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 の 所 望 の 末 端 を 決 定 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｐ Ｃ Ｒ の
５ ’ 及 び ３ ’ プ ラ イ マ ー で 用 い ら れ る 。 好 ま し く は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 断 片
は 、 こ こ に 開 示 し た 天 然 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド と 少 な く と も １ つ の 生 物 学 的 及 び
／ 又 は 免 疫 学 的 活 性 を 共 有 す る 。
　 特 別 の 実 施 態 様 で は 、 対 象 と す る 保 存 的 置 換 を 、 好 ま し い 置 換 を 先 頭 に し て 表 ６ に 示 す
。 こ の よ う な 置 換 が 生 物 学 的 活 性 の 変 化 を も た ら す 場 合 、 表 ６ に 例 示 的 置 換 と 名 前 を 付 け
た 又 は 以 下 に ア ミ ノ 酸 分 類 で さ ら に 記 載 す る よ う に 、 よ り 置 換 的 な 変 化 が 導 入 さ れ 生 成 物
が ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
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　 ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 及 び 免 疫 学 的 同 一 性 の 置 換 的 修 飾 は 、 （ ａ ） 置 換 領 域 の ポ リ ペ プ チ
ド 骨 格 の 構 造 、 例 え ば シ ー ト 又 は 螺 旋 配 置 、 （ ｂ ） 標 的 部 位 の 電 荷 又 は 疎 水 性 、 又 は （ ｃ
） 側 鎖 の 嵩 を 維 持 し な が ら 、 そ れ ら の 効 果 に お い て 実 質 的 に 異 な る 置 換 基 を 選 択 す る こ と
に よ り 達 成 さ れ る 。 天 然 発 生 残 基 は 共 通 の 側 鎖 特 性 に 基 づ い て グ ル ー プ に 分 け る こ と が で
き る ：
（ １ ） 疎 水 性 ： ノ ル ロ イ シ ン , met, ala, val, leu, ile;
（ ２ ） 中 性 の 親 水 性 ： cys, ser, thr;
（ ３ ） 酸 性 ： asp, glu;
（ ４ ） 塩 基 性 ： asn, gln, his, lys, arg;
（ ５ ） 鎖 配 向 に 影 響 す る 残 基 ： gly, Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ; 及 び
（ ６ ） 芳 香 族 ： trp, tyr, phe。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 非 保 存 的 置 換 は 、 こ れ ら の 分 類 の 一 つ の メ ン バ ー を 他 の 分 類 に 交 換 す る こ と を 必 要 と す
る で あ ろ う 。 ま た 、 そ の よ う に 置 換 さ れ た 残 基 は 、 保 存 的 置 換 部 位 、 好 ま し く は 残 さ れ た
（ 非 保 存 ） 部 位 に 導 入 さ れ う る 。
　 変 異 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 媒 介 （ 部 位 特 異 的 ） 突 然 変 異 誘 発 、 ア ラ ニ ン ス キ ャ ン ニ ン
グ 、 及 び Ｐ Ｃ Ｒ 突 然 変 異 誘 発 ［ Carterら , Nucl. Acids Res., 13: 4331 (1986); Zoller
ら , Nucl. Acids Res., 1０ : 6487 (1987)］ 、 カ セ ッ ト 突 然 変 異 誘 発 ［ Wellsら , Gene, 3
4: 315 (1985)］ 、 制 限 的 選 択 突 然 変 異 誘 発 ［ Wellsら , Philos. Trans. R. Soc. London 
SerA, 317: 415 (1986)］ 等 の こ の 分 野 で 知 ら れ た 方 法 を 用 い て な す こ と が で き 、 又 は 他
の 知 ら れ た 技 術 を ク ロ ー ニ ン グ し た Ｄ Ｎ Ａ に 実 施 し て Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 変 異 体 Ｄ Ｎ Ａ を 作
成 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 ま た 、 隣 接 配 列 に 沿 っ て 一 つ 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 を 同 定 す る の に ス キ ャ ン ニ ン グ ア ミ ノ
酸 分 析 を 用 い る こ と が で き る 。 好 ま し い ス キ ャ ン ニ ン グ ア ミ ノ 酸 は 比 較 的 小 さ く 、 中 性 の
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ア ミ ノ 酸 で あ る 。 そ の よ う な ア ミ ノ 酸 は 、 ア ラ ニ ン 、 グ リ シ ン 、 セ リ ン 、 及 び シ ス テ イ ン
を 含 む 。 ア ラ ニ ン は 、 ベ ー タ 炭 素 を 越 え る 側 鎖 を 排 除 し 変 異 体 の 主 鎖 構 造 を 変 化 さ せ に く
い の で 、 こ の 群 の 中 で 典 型 的 に 好 ま し い ス キ ャ ン ニ ン グ ア ミ ノ 酸 で あ る ［ Cunningham及 び
Wells, Science, 244: 1０ 81-1０ 85 (1989)］ 。 ま た 、 ア ラ ニ ン は 最 も あ り ふ れ た ア ミ ノ
酸 で あ る た め 典 型 的 に は 好 ま し い 。 さ ら に 、 そ れ は 埋 も れ た 及 び 露 出 し た 位 置 の 両 方 に 見
ら れ る こ と が 多 い ［ Creighton, The Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ teins, (W.H. Freeman &amp; Co.,
 N.Y.); Chothia, J. Mol. Biol., 15０ :1(1976)］ 。 ア ラ ニ ン 置 換 が 十 分 な 量 の 変 異 体 を
生 じ な い 場 合 は 、 ア イ ソ テ リ ッ ク (isoteric)ア ミ ノ 酸 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 Ｃ ． Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 修 飾
　 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 共 有 結 合 的 修 飾 は 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。 共 有 結
合 的 修 飾 の １ つ の 型 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 標 的 と す る ア ミ ノ 酸 残 基 を 、 Ｉ
Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 選 択 さ れ た 側 鎖 又 は Ｎ 又 は Ｃ 末 端 残 基 と 反 応 で き る 有 機 誘
導 体 化 試 薬 と 反 応 さ せ る こ と で あ る 。 二 官 能 性 試 薬 で の 誘 導 体 化 が 、 例 え ば Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ
／ Ｆ を 水 不 溶 性 支 持 体 マ ト リ ク ス あ る い は 抗 -Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 の 精 製 方 法 又 は そ の
逆 で 用 い る た め の 表 面 に 架 橋 さ せ る の に 有 用 で あ る 。 通 常 用 い ら れ る 架 橋 剤 は 、 例 え ば 、
１ ， １ -ビ ス （ ジ ア ゾ ア セ チ ル ） -２ -フ ェ ニ ル エ タ ン 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 Ｎ -ヒ ド ロ キ
シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 例 え ば ４ -ア ジ ド サ リ チ ル 酸 と の エ ス テ ル 、 ３ ， ３ ’ -ジ チ オ
ビ ス （ ス ク シ ン イ ミ ジ ル プ ロ ピ オ ネ ー ト ） 等 の ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル エ ス テ ル を 含 む ホ モ 二
官 能 性 イ ミ ド エ ス テ ル 、 ビ ス -Ｎ -マ レ イ ミ ド -１ ， ８ -オ ク タ ン 等 の 二 官 能 性 マ レ イ ミ ド 、
及 び メ チ ル -３ -[(ｐ -ア ジ ド フ ェ ニ ル )-ジ チ オ ］ プ ロ ピ オ イ ミ ダ ー ト 等 の 試 薬 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 他 の 修 飾 は 、 グ ル タ ミ ニ ル 及 び ア ス パ ラ ギ ニ ル 残 基 の 各 々 対 応 す る グ ル タ ミ ル 及 び ア ス
パ ル チ ル 残 基 へ の 脱 ア ミ ノ 化 、 プ ロ リ ン 及 び リ シ ン の ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 セ リ ル 又 は ト レ オ
ニ ル 残 基 の ヒ ド ロ キ シ ル 基 の リ ン 酸 化 、 リ シ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 及 び ヒ ス チ ジ ン 側 鎖 の α -
ア ミ ノ 基 の メ チ ル 化 [T.E. Creighton, Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ teins: Structure and Molecula
r Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ perties, W.H. Freeman &amp;amp; Co., San Francisco, pp.79-86 (
1983)]、 Ｎ 末 端 ア ミ ン の ア セ チ ル 化 、 及 び 任 意 の Ｃ 末 端 カ ル ボ キ シ ル 基 の ア ミ ド 化 を 含 む
。
　 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 共 有 結 合 的 修 飾 の 他 の 型 は
、 ポ リ ペ プ チ ド の 天 然 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン の 変 更 を 含 む 。 「 天 然 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン
の 変 更 」 と は 、 こ こ で 意 図 さ れ る の は 、 天 然 配 列 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ に 見 ら れ る 一 つ 又 は 複
数 の 炭 水 化 物 部 分 の 欠 失 （ 存 在 す る グ リ コ シ ル 化 部 位 の 除 去 又 は 化 学 的 及 び ／ 又 は 酵 素 的
手 段 に よ る グ リ コ シ ル 化 の 削 除 の い ず れ か に よ る ） 、 及 び ／ 又 は 天 然 配 列 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／
Ｆ に 存 在 し な い 一 つ 又 は 複 数 の グ リ コ シ ル 化 部 位 の 付 加 を 意 味 す る 。 さ ら に 、 こ の 文 節 は
、 存 在 す る 種 々 の 炭 水 化 物 部 分 の 性 質 及 び 特 性 の 変 化 を 含 む 、 天 然 タ ン パ ク 質 の グ リ コ シ
ル 化 に お け る 定 性 的 変 化 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド へ の グ リ コ シ ル 化 部 位 の 付 加 は ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 更 を 伴
っ て も よ い 。 こ の 変 更 は 、 例 え ば 、 一 つ 又 は 複 数 の セ リ ン 又 は ト レ オ ニ ン 残 基 の 天 然 配 列
Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ （ Ｏ -結 合 グ リ コ シ ル 化 部 位 ） へ の 付 加 、 又 は 置 換 に よ っ て な さ れ て も
よ い 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 場 合 に よ っ て は 、 Ｄ Ｎ Ａ レ ベ ル で の 変 化 、 特 に
、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 予 め 選 択 さ れ た 塩 基 に お い て 変 異
さ せ 、 所 望 の ア ミ ノ 酸 に 翻 訳 さ れ る コ ド ン を 生 成 さ せ る こ と を 通 し て 変 更 さ れ て も よ い 。
　 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 上 に 炭 水 化 物 部 分 の 数 を 増 加 さ せ る 他 の 手 段 は 、 グ リ コ
シ ド の ポ リ ペ プ チ ド へ の 化 学 的 又 は 酵 素 的 結 合 に よ る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 こ の 技 術 分 野
に お い て 、 例 え ば 、 １ ９ ８ ７ 年 ９ 月 １ １ 日 に 発 行 さ れ た Ｗ Ｏ ８ ７ ／ ０ ５ ３ ３ ０ 、 及 び Apli
n及 び Wriston, CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-3０ 6 (1981)に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 上 に 存 在 す る 炭 水 化 物 部 分 の 除 去 は 、 化 学 的 又 は 酵 素 的
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に 、 あ る い は グ ル コ シ ル 化 の 標 的 と し て 提 示 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 を コ ー ド す る コ ド ン の 変
異 的 置 換 に よ っ て な す こ と が で き る 。 化 学 的 脱 グ リ コ シ ル 化 技 術 は 、 こ の 分 野 で 知 ら れ て
お り 、 例 え ば 、 Hakimuddinら , Arch. Biochem. Biophys., 259:52 (1987)に よ り 、 及 び Ed
geら , Anal. Biochem., 118: 131 (1981)に よ り 記 載 さ れ て い る 。 ポ リ ペ プ チ ド 上 の 炭 水
化 物 部 分 の 酵 素 的 切 断 は 、 Thotakuraら , Meth. Enzymol. 138:35０  (1987)に 記 載 さ れ て
い る よ う に 、 種 々 の エ ン ド 及 び エ キ ソ グ リ コ シ ダ ー ゼ を 用 い る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。
　 本 発 明 の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 共 有 結 合 的 修 飾 の 他 の 型 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ぺ プ チ
ド の 、 種 々 の 非 タ ン パ ク 質 様 ポ リ マ ー 、 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン
グ リ コ ー ル 、 又 は ポ リ オ キ シ ア ル キ レ ン の 一 つ へ の 、 米 国 特 許 第 ４ ， ６ ４ ０ ， ８ ３ ５ 号 ；
第 ４ ， ４ ９ ６ ， ６ ８ ９ 号 ； 第 ４ ， ３ ０ １ ， １ ４ ４ 号 ； 第 ４ ， ６ ７ ０ ， ４ １ ７ 号 ； 第 ４ ， ７
９ １ ， １ ９ ２ 号 又 は 第 ４ ， １ ７ ９ ， ３ ３ ７ 号 に 記 載 さ れ た 方 法 で の 結 合 を 含 む 。
　 ま た 、 本 発 明 の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド は 、 他 の 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸
配 列 に 融 合 し た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む キ メ ラ 分 子 を 形 成 す る 方 法 で 修 飾 し
て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 一 実 施 態 様 で は 、 こ の よ う な キ メ ラ 分 子 は 、 抗 タ グ 抗 体 が 選 択 的 に 結 合 で き る エ ピ ト ー
プ を 提 供 す る タ グ ポ リ ペ プ チ ド と Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド と の 融 合 を 含 む 。 エ ピ ト
ー プ タ グ は 、 一 般 的 に は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ミ ノ 又 は カ ル ボ キ シ ル 末 端 に
位 置 す る 。 こ の よ う な Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト ー プ タ グ 形 態 の 存 在 は 、 タ
グ ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を 用 い て 検 出 す る こ と が で き る 。 ま た 、 エ ピ ト ー プ タ グ の 提
供 は 、 抗 タ グ 抗 体 又 は エ ピ ト ー プ タ グ に 結 合 す る 他 の 型 の 親 和 性 マ ト リ ク ス を 用 い た ア フ
ィ ニ テ ィ 精 製 に よ っ て Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 容 易 に 精 製 で き る よ う に す る 。 種
々 の タ グ ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ れ ら 各 々 の 抗 体 は こ の 分 野 で 良 く 知 ら れ て い る 。 例 と し て は
、 ポ リ － ヒ ス チ ジ ン （ ポ リ -his） 又 は ポ リ － ヒ ス チ ジ ン － グ リ シ ン （ poly-his-gly） タ グ
； flu HAタ グ ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ の 抗 体 １ ２ Ｃ Ａ ５ ［ Fieldら , Mol. Cell. Biol., 8:215
9-2165 (1988)］ ； c-mycタ グ 及 び そ れ に 対 す る ８ Ｆ ９ 、 ３ Ｃ ７ 、 ６ Ｅ １ ０ 、 Ｇ ４ 、 Ｂ ７ 及
び ９ Ｅ １ ０ 抗 体 ［ Evanら , Molecular and Cellular Biology, 5:361０ -3616(1985)］ ； 及
び 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 タ ン パ ク 質 Ｄ （ gD） タ グ 及 び そ の 抗 体 ［ Paborskyら , Ｉ Ｌ － １
７ Ａ ／ Ｆ tein Engineering, 3(6):547-553 (199０ )］ を 含 む 。 他 の タ グ ポ リ ペ プ チ ド は 、
フ ラ ッ グ ペ プ チ ド ［ Hoppら , BioTechnology, 6:12０ 4-121０ (1988)］ ； Ｋ Ｔ ３ エ ピ ト ー プ
ペ プ チ ド ［ Martinら , Science, 255:192-194 (1992)］ ； α -チ ュ ー ブ リ ン エ ピ ト ー プ ペ プ
チ ド ［ Skinnerら , J. Biol. Chem., 266:15163-15166 (1991)］ ； 及 び Ｔ ７ 遺 伝 子 １ ０ タ
ン パ ク 質 ペ プ チ ド タ グ ［ Lutz-Freyermuthら , Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ c. Natl. Acad. Sci. USA
, 87:6393-6397(199０ )］ を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 そ れ に 換 わ る 実 施 態 様 で は 、 キ メ ラ 分 子 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 又 は 免 疫
グ ロ ブ リ ン の 特 定 領 域 と の 融 合 体 を 含 ん で も よ い 。 キ メ ラ 分 子 の 二 価 形 態 （ 「 イ ム ノ ア ド
ヘ シ ン 」 と も 呼 ば れ る ） に つ い て は 、 そ の よ う な 融 合 体 は Ｉ ｇ Ｇ 分 子 の Ｆ ｃ 領 域 で あ り 得
る 。 Ｉ ｇ 融 合 体 は 、 好 ま し く は Ｉ ｇ 分 子 内 の 少 な く と も １ つ の 可 変 領 域 に 換 え て Ｉ Ｌ － １
７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 可 溶 化 （ 膜 貫 通 ド メ イ ン 欠 失 又 は 不 活 性 化 ） 形 態 を 含 む 。 特 に 好
ま し い 実 施 態 様 で は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 体 は 、 Ｉ ｇ Ｇ １ 分 子 の ヒ ン ジ 、 Ｃ Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｈ
３ 、 又 は ヒ ン ジ 、 Ｃ Ｈ １ 、 Ｃ Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｈ ３ 領 域 を 含 む 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 体 の 製 造 に
つ い て は 、 １ ９ ９ ５ 年 ６ 月 ２ ７ 日 発 行 の 米 国 特 許 第 ５ ， ４ ２ ８ ， １ ３ ０ 号 を 参 照 の こ と 。
　 よ り 更 な る 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド は 、 ロ イ シ ン ジ ッ パ
ー に 融 合 し た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む キ メ ラ 分 子 を 形 成 す る 方 法 で も 修 飾 し
て も よ い 。 種 々 の ロ イ シ ン ジ ッ パ ー ポ リ ペ プ チ ド が こ の 分 野 で 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、
Landschulz等 , Science, 24０ : 1759 (1988); WO 94/1０ 3０ 8; Hoppe等 , FEBS Letters, 
344: 1991 (1994); Maniatis等 , Nature, 341: 24 (1989)を 参 照 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ３ ６
４ ポ リ ペ プ チ ド に 融 合 し た ロ イ シ ン ジ ッ パ ー の 使 用 は 、 溶 液 中 の 可 溶 性 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ
ポ リ ペ プ チ ド の 二 量 体 化 又 は 三 量 体 化 を 助 け る と 考 え ら れ る 。 当 業 者 は 、 ロ イ シ ン ジ ッ パ
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ー が Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 分 子 の Ｎ -又 は Ｃ -末 端 の い ず れ か に 融 合 す る こ と を 認 め る で あ ろ う
。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 Ｄ ． Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 調 製
　 以 下 の 説 明 は 、 主 と し て 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー で 形 質 転 換 又 は ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ り Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ を 生 産 す る 方 法 に 関 す
る 。 も ち ろ ん 、 当 該 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い る 他 の 方 法 を 用 い て Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ を
調 製 す る こ と が で き る と 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 配 列 、 又 は そ の 一 部 は 、
固 相 技 術 を 用 い た 直 接 ペ プ チ ド 合 成 に よ っ て 生 産 し て も よ い ［ 例 え ば 、 Stewartら , Solid
-Phase Peptide Synthesis, W.H. Freeman Co., サ ン  フ ラ ン シ ス コ , カ リ フ ォ ル ニ ア (19
69)； Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85:2149-2154 (1963)参 照 ］ 。 手 動 技 術 又 は 自 動
に よ る イ ン ビ ト ロ タ ン パ ク 質 合 成 を 行 っ て も よ い 。 自 動 合 成 は 、 例 え ば 、 ア プ ラ イ ド ・ バ
イ オ シ ス テ ム ズ ・ ペ プ チ ド 合 成 機 （ フ ォ ス タ ー 　 シ テ ィ ー , カ リ フ ォ ル ニ ア ） を 用 い て 、
製 造 者 の 指 示 に よ り 実 施 し て も よ い 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 種 々 の 部 分 は 、 別 々 に 化 学 的 に
合 成 さ れ 、 化 学 的 又 は 酵 素 的 方 法 を 用 い て 結 合 さ せ て 完 全 長 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ を 生 産 し て
も よ い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 　 １ ． Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 単 離
　 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 保 有 し て い て そ
れ を 検 出 可 能 な レ ベ ル で 発 現 す る と 考 え ら れ る 組 織 か ら 調 製 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ か
ら 得 る こ と が で き る 。 従 っ て 、 ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ Ｄ Ｎ Ａ は 、 実 施 例 に 記 載 さ れ る よ う
に 、 ヒ ト の 組 織 か ら 調 製 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ か ら 簡 便 に 得 る こ と が で き る 。 ま た Ｉ
Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ -コ ー ド 化 遺 伝 子 は 、 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ か ら 又 は 公 知 の 合 成 方 法 （ 例 え ば
、 自 動 化 核 酸 合 成 ） に よ り 得 る こ と も で き る 。
　 ラ イ ブ ラ リ は 、 対 象 と な る 遺 伝 子 あ る い は そ の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を
同 定 す る た め に 設 計 さ れ た プ ロ ー ブ (Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ に 対 す る 抗 体 又 は 少 な く と も 約 ２
０ － ８ ０ 塩 基 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 等 )に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ で き る 。 選 択 さ れ た プ ロ
ー ブ に よ る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 又 は ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 例 え ば Sambrookら , Mole
cular Cloning: A Laboratory Manual(New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press
, 1989)に 記 載 さ れ て い る 標 準 的 な 手 順 を 使 用 し て 実 施 す る こ と が で き る 。 所 望 の Ｉ Ｌ －
１ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 単 離 す る 他 の 方 法 は Ｐ Ｃ Ｒ 法 を 使 用 す る も
の で あ る ［ Sambrookら ,上 掲 ； Dieffenbachら , PCR Primer： A Laboratory Manual(Cold S
pring Harbor Laboratory Press, 1995)］ 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 下 記 の 実 施 例 に は 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ の ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 を 記 載 し て い る 。 プ ロ ー
ブ と し て 選 択 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 充 分 な 長 さ で 、 疑 陽 性 が 最 小 化 さ れ る よ
う 充 分 に 明 瞭 で な け れ ば な ら な い 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る ラ イ ブ
ラ リ 内 の Ｄ Ｎ Ａ と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 時 に 検 出 可 能 で あ る よ う に 標 識 さ れ て い る こ
と が 好 ま し い 。 標 識 化 の 方 法 は 当 該 分 野 に お い て 良 く 知 ら れ て お り 、 ３ ２ Ｐ 標 識 さ れ た Ａ
Ｔ Ｐ の よ う な 放 射 線 標 識 、 ビ オ チ ン 化 あ る い は 酵 素 標 識 の 使 用 が 含 ま れ る 。 中 程 度 の 厳 密
性 及 び 高 度 の 厳 密 性 を 含 む ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 上 掲 の Sambrookら ， に 示 さ れ
て い る 。
　 こ の よ う な ラ イ ブ ラ リ ー ス ク リ ー ニ ン グ 法 に お い て 同 定 さ れ た 配 列 は 、 Genbankら ， の
公 共 デ ー タ ベ ー ス 又 は 個 人 の 配 列 デ ー タ ベ ー ス に 寄 託 さ れ 公 衆 に 利 用 可 能 と さ れ て い る 周
知 の 配 列 と 比 較 及 び ア ラ イ ン メ ン ト す る こ と が で き る 。 分 子 の 決 定 さ れ た 領 域 内 又 は 完 全
長 に 渡 っ て の （ ア ミ ノ 酸 又 は 核 酸 レ ベ ル の い ず れ か で の ） 配 列 同 一 性 は 、 当 該 分 野 で 知 ら
れ た 、 及 び こ こ に 記 載 し た 方 法 を 用 い て 決 定 す る こ と が で き る 。
　 タ ン パ ク 質 コ ー ド 化 配 列 を 有 す る 核 酸 は 、 初 め て こ こ で 開 示 さ れ た 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を
使 用 し 、 ま た 必 要 な ら ば 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ に 逆 転 写 さ れ て い な い ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 生 成 中 間 体 及 び 先 駆
物 質 を 検 出 す る 上 掲 の Sambrookら ， に 記 述 さ れ て い る よ う な 従 来 の プ ラ イ マ ー 伸 展 法 を 使
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用 し て 選 択 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ 又 は ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 得 ら
れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 　 ２ ． 宿 主 細 胞 の 選 択 及 び 形 質 転 換
　 宿 主 細 胞 を 、 こ こ に 記 載 し た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 生 産 の た め の 発 現 又 は ク ロ ー ニ ン グ ベ ク
タ ー で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 又 は 形 質 転 換 し 、 プ ロ モ ー タ ー を 誘 導 し 、 形 質 転 換 体 を 選 択
し 、 又 は 所 望 の 配 列 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 増 幅 す る た め に 適 当 に 変 性 さ れ た 常 套 的 栄 養 培
地 で 培 養 す る 。 培 養 条 件 、 例 え ば 培 地 、 温 度 、 ｐ Ｈ 等 々 は 、 過 度 の 実 験 を す る こ と な く 当
業 者 が 選 ぶ こ と が で き る 。 一 般 に 、 細 胞 培 養 の 生 産 性 を 最 大 に す る た め の 原 理 、 プ ロ ト コ
ー ル 、 及 び 実 用 技 術 は 、 Mammalian Cell Biotechnology: a Practical ApＩ Ｌ － １ ７ Ａ ／
Ｆ ach, M.Butler編  (IRL Press, 1991)及 び Sambrookら , 上 掲 に 見 出 す こ と が で き る 。
　 原 核 生 物 細 胞 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 及 び 真 核 生 物 細 胞 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 方 法 、 例
え ば 、 Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ 、 Ｃ ａ Ｐ Ｏ ４ 、 リ ポ ソ ー ム 媒 介 及 び エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン は 当 業 者 に
知 ら れ て い る 。 用 い ら れ る 宿 主 細 胞 に 応 じ て 、 そ の 細 胞 に 対 し て 適 し た 標 準 的 な 方 法 を 用
い て 形 質 転 換 は な さ れ る 。 前 掲 の Sambrookら ， に 記 載 さ れ た 塩 化 カ ル シ ウ ム を 用 い る カ ル
シ ウ ム 処 理 又 は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン が 、 一 般 的 に 原 核 生 物 に 対 し て 用 い ら れ る 。 ア グ
ロ バ ク テ リ ウ ム ・ ト ゥ メ フ ァ シ エ ン ス に よ る 感 染 が 、 Shawら , Gene, 23:315(1983)及 び １
９ ８ ９ 年 ６ 月 ２ ９ 日 公 開 の Ｗ Ｏ ８ ９ ／ ０ ５ ８ ５ ９ に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 或 る 種 の 植 物
細 胞 の 形 質 転 換 に 用 い ら れ る 。 こ の よ う な 細 胞 壁 の な い 哺 乳 動 物 の 細 胞 に 対 し て は 、 Grah
am及 び van der Eb, Virology, 52:456-457 (1978)の リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 降 法 が 好 ま し い
。 哺 乳 動 物 細 胞 の 宿 主 系 形 質 転 換 の 一 般 的 な 態 様 は 米 国 特 許 第 ４ ， ３ ９ ９ ， ２ １ ６ 号 に 記
載 さ れ て い る 。 酵 母 菌 中 へ の 形 質 転 換 は 、 典 型 的 に は 、 Van Solingenら , J. Bact., 13０
:946 (1977)及 び Hsiaoら , Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ c. Natl. Acad. Sci. USA, 76:3829 (1979)
の 方 法 に 従 っ て 実 施 さ れ る 。 し か し な が ら 、 Ｄ Ｎ Ａ を 細 胞 中 に 導 入 す る 他 の 方 法 、 例 え ば
、 核 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 無 傷 の 細 胞 、 又 は ポ リ カ チ オ
ン 、 例 え ば ポ リ ブ レ ン 、 ポ リ オ ル ニ チ ン 等 を 用 い る 細 菌 プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合 も ま た 用 い る
こ と も で き る 。 哺 乳 動 物 細 胞 を 形 質 転 換 す る た め の 種 々 の 技 術 に つ い て は 、 Keownら , Met
hods in Enzymology, 185:527-537 (199０ )及 び  Mansourら , Nature, 336:348-352 (1988
)を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 こ こ に 記 載 の ベ ク タ ー に Ｄ Ｎ Ａ を ク ロ ー ニ ン グ あ る い は 発 現 す る た め に 適 切 な 宿 主 細 胞
は 、 原 核 生 物 、 酵 母 菌 、 又 は 高 等 真 核 生 物 細 胞 で あ る 。 適 切 な 原 核 生 物 は 、 限 定 す る も の
で は な い が 、 真 正 細 菌 、 例 え ば グ ラ ム 陰 性 又 は グ ラ ム 陽 性 生 物 体 、 例 え ば 大 腸 菌 の よ う な
腸 内 細 菌 科 を 含 む 。 種 々 の 大 腸 菌 株 が 公 衆 に 利 用 可 能 で あ り 、 例 え ば 、 大 腸 菌 Ｋ １ ２ 株 Ｍ
Ｍ ２ ９ ４ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ３ １ ， ４ ４ ６ ） ； 大 腸 菌 Ｘ １ ７ ７ ６ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ３ １ ， ５ ３ ７ ） ； 大 腸
菌 株 Ｗ ３ １ １ ０ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ２ ７ ， ３ ２ ５ ） 及 び Ｋ ５ ７ ７ ２ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ５ ３ ， ６ ３ ５ ） で あ
る 。 他 の 好 ま し い 原 核 動 物 宿 主 細 胞 は 、 大 腸 菌 、 例 え ば 、 E. coli、 エ ン テ ロ バ ク タ ー 、
エ ル ビ ニ ア (Erwinia)、 ク レ ブ シ エ ラ (Klebsiella)、 プ ロ テ ウ ス (Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ teus)
、 サ ル モ ネ ラ 、 例 え ば 、 ネ ズ ミ チ フ ス 菌 、 セ ラ チ ア 、 例 え ば 、 セ ラ チ ア マ ル セ サ ン ス (Ser
ratia marcescans) 、 及 び 赤 痢 菌 、 並 び に 桿 菌 、 例 え ば バ チ ル ス ・ ス ブ チ ル ス (B. subtil
is)及 び バ チ ル ス ・ リ チ ェ ニ フ ォ ル ミ ス (B. licheniformis)（ 例 え ば 、 １ ９ ８ ９ 年 ４ 月 １
２ 日 発 行 の Ｄ Ｄ ２ ６ ６ ， ７ １ ０ に 記 載 さ れ た バ チ ル ス ・ リ チ ェ ニ フ ォ ル ミ ス ４ １ Ｐ ） 、 シ
ュ ー ド モ ナ ス 、 例 え ば 緑 膿 菌 及 び ス ト レ プ ト マ イ セ ス な ど の 腸 内 細 菌 科 を 含 む 。 こ れ ら の
例 は 限 定 的 な も の で は な く 、 例 示 的 で あ る 。 株 Ｗ ３ １ １ ０ は 、 組 換 え Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 産
物 発 酵 の た め の 共 通 の 宿 主 株 で あ る の で 一 つ の 特 に 好 ま し い 宿 主 又 は 親 宿 主 で あ る 。 好 ま
し く は 、 宿 主 細 胞 は 最 小 量 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 を 分 泌 す る 。 例 え ば 、 株 Ｗ ３ １ １ ０ は 、
細 胞 に 外 来 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に お け る 遺 伝 子 変 異 を す る よ う に 修 飾 し て も
よ く 、 そ の よ う な 宿 主 の 例 と し て は 、 完 全 な 遺 伝 子 型 ｔ ｏ ｎ Ａ を 有 す る 大 腸 菌 Ｗ ３ １ １ ０
株 １ Ａ ２ ； 完 全 な 遺 伝 子 型 ｔ ｏ ｎ Ａ 　 ｐ ｔ ｒ ３ を 有 す る 大 腸 菌 Ｗ ３ １ １ ０ 株 ９ Ｅ ４ ； 完 全
な 遺 伝 子 型 ｔ ｏ ｎ Ａ 　 ｐ ｒ ｔ ３ 　 ｐ ｈ ｏ Ａ 　 Ｅ １ ５ 　 （ ａ ｒ ｇ Ｆ － ｌ ａ ｃ ） １ ６ ９ 　 ｄ ｅ
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ｇ Ｐ 　 ｏ ｍ ｐ Ｔ 　 ｋ ａ ｎ r を 有 す る 大 腸 菌 Ｗ ３ １ １ ０ 株 ２ ７ Ｃ ７ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 ５ ５ ， ２ ４
４ ） ； 完 全 な 遺 伝 子 型 ｔ ｏ ｎ Ａ 　 ｐ ｔ ｒ ３ 　 ｐ ｈ ｏ Ａ 　 Ｅ １ ５ 　 (ａ ｌ ｇ Ｆ -ｌ ａ ｃ )１ ６
９ 　 ｄ ｅ ｇ Ｐ 　 ｏ ｍ ｐ Ｔ 　 ｒ ｂ ｓ ７ 　 ｉ ｌ ｖ Ｇ 　 ｋ ａ ｎ r を 有 す る 大 腸 菌 Ｗ ３ １ １ ０ 株 ３
７ Ｄ ６ ； 非 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 ｄ ｅ ｇ Ｐ 欠 失 変 異 を 持 つ ３ ７ Ｄ ６ 株 で あ る 大 腸 菌 Ｗ ３ １ １ ０
株 ４ ０ Ｂ ４ ； 及 び １ ９ ９ ０ 年 ８ 月 ７ 日 発 行 　 米 国 特 許 第 ４ ， ９ ４ ６ ， ７ ８ ３ 号 に 開 示 さ れ
た 変 異 周 辺 質 プ ロ テ ア ー ゼ を 有 す る 大 腸 菌 株 を 含 む 。 あ る い は 、 ク ロ ー ニ ン グ の イ ン ビ ト
ロ 法 、 例 え ば Ｐ Ｃ Ｒ 又 は 他 の 核 酸 ポ リ メ ラ ー ゼ 反 応 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 原 核 生 物 に 加 え て 、 糸 状 菌 又 は 酵 母 菌 の よ う な 真 核 微 生 物 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ
プ チ ド コ ー ド 化 ベ ク タ ー の た め の 適 切 な ク ロ ー ニ ン グ 又 は 発 現 宿 主 で あ る 。 サ ッ カ ロ ミ セ
ス ・ セ レ ヴ ィ シ ア は 、 通 常 用 い ら れ る 下 等 真 核 生 物 宿 主 微 生 物 で あ る 。 他 に 、 シ ゾ サ ッ カ
ロ ミ セ ス ・ プ ロ ン ブ (Schizosaccharomyces Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ mbe)（ Beach及 び Nurse, Nat
ure, 29０ : 14０  [1981]; １ ９ ８ ５ 年 ５ 月 ２ 日 発 行 の Ｅ Ｐ １ ３ ９ ， ３ ８ ３ ） ； ク ル ベ ロ ミ
セ ス 宿 主 (Kluveromyces hosts)（ 米 国 特 許 第 ４ ， ９ ４ ３ ， ５ ２ ９ 号 ; Fleerら , Bio/Techn
ology, 9: 968-975 (1991)） 、 例 え ば ク ル ベ ロ ミ セ ス ラ ク チ ス (K. lactis)（ MW98-8C, CB
S683, CBS4574; Louvencourtら , J. Bacteriol.154(2): 737-742 [1983]） 、 ク ル ベ ロ ミ
セ ス ・ フ ラ ギ リ ス (K. fragilis)（ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 １ ２ ， ４ ２ ４ ） 、 ク ル ベ ロ ミ セ ス ・ ブ ル ガ
リ ク ス (K. bulgaricus)（ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 １ ６ ， ０ ４ ５ ） 、 ク ル ベ ロ ミ セ ス ・ ウ ィ ケ ラ ミ イ (K.
 wickeramii)（ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  ２ ４ ,１ ７ ８ ） 、 ク ル ベ ロ ミ セ ス ワ ル チ イ (K. waltii)（ Ａ Ｔ Ｃ
Ｃ 　 ５ ６ ， ５ ０ ０ ） 、 ク ル ベ ロ ミ セ ス ・ ド ロ ソ フ ィ ラ ル ム (K. drosophilarum)（ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ
　 ３ ６ ， ９ ０ ６ ；  Van den Bergら , Bio/Technology, 8: 135 (199０ )） 、 ク ル ベ ロ ミ セ
ス ・ テ モ ト レ ラ ン ス (K. thermotolerans)及 び ク ル ベ ロ ミ セ ス ・ マ ル キ シ ア ナ ス (K. marxi
anus)； ヤ ロ ウ ィ ア (yarrowia)（ Ｅ Ｐ 　 ４ ０ ２ ， ２ ２ ６ ） ； ピ チ ア ・ パ ス ト リ ス (Pichia p
astoris)（ Ｅ Ｐ 　 １ ８ ３ ， ０ ７ ０ ；  Sreekrishnaら , J. Basic Microbiol, 28: 265-278 
[1988]） ； カ ン ジ ダ ； ト リ コ デ ル ・ マ レ ー シ ア (Trichoderma reesia)（ Ｅ Ｐ 　 ２ ４ ４ ， ２
３ ４ ） ； ア カ パ ン カ ビ （ Caseら , Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ c. Natl. Acad. Sci. USA, 76: 5259-
5263 [1979]） ； シ ュ ワ ニ オ マ イ セ ス (Schwanniomyces)、 例 え ば シ ュ ワ ニ オ マ イ セ ス オ ク
シ デ ン タ リ ス (Schwanniomyces occidentalis)（ １ ９ ９ ０ 年 １ ０ 月 ３ １ 日 発 行 の Ｅ Ｐ ３ ９
４ ， ５ ３ ８ ） ； 及 び 糸 状 真 菌 、 例 え ば 、 ニ ュ ー ロ ス ポ ラ 、 ペ ニ シ リ ウ ム 、 ト リ ポ ク ラ ジ ウ
ム (Tolypocladium)（ １ ９ ９ １ 年 １ 月 １ ０ 日 発 行 の Ｗ Ｏ ９ １ ／ ０ ０ ３ ５ ７ ） ； 及 び ア ス ペ
ル ギ ル ス 宿 主 、 例 え ば ア ス ペ ル ギ ル ス ・ ニ ダ ラ ン ス （ Ballanceら , Biochem. Biophys. Re
s. Commun., 112: 284-289 [1983]; Tilburnら , Gene, 26: 2０ 5-221 [1983]; Yeltonら ,
 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ c. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 147０ -1474 [1984]） 及 び ア ス ペ ル ギ
ル ス ・ ニ ガ ー （ Kelly及 び Hynes, EMBO J., 4: 475-479 [1985]） が 含 ま れ る 。 こ こ で 好 ま
し い メ チ ロ ト ロ ピ ッ ク (Ｃ １ 化 合 物 資 化 性 、 Methylotropic)酵 母 は 、 こ れ ら に 限 ら れ な い
が 、 ハ ン セ ヌ ラ (Hansenula)、 カ ン ジ ダ 、 ク ロ エ ケ ラ (Kloeckera)、 ピ チ ア (Pichia)、 サ ッ
カ ロ ミ セ ス 、 ト ル ロ プ シ ス (Torulopsis)、 及 び ロ ド ト ル ラ (Rhodotorula)か ら な る 属 か ら
選 択 さ れ た メ タ ノ ー ル で 成 長 可 能 な 酵 母 を 含 む 。 こ の 酵 母 の 分 類 の 例 示 で あ る 特 定 の 種 の
リ ス ト は 、 C. Anthony, The Biochemistry of Methylotrophs, 269 (1982)に 記 載 さ れ て
い る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 グ リ コ シ ル 化 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 発 現 に 適 切 な 宿 主 細 胞 は 、 多 細 胞 生 物 か ら 誘 導 さ れ る
。 無 脊 椎 動 物 細 胞 の 例 と し て は 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ Ｓ ２ 及 び ス ポ ド ス ペ ラ Ｓ ｆ ９ 等 の 昆 虫
細 胞 並 び に 植 物 細 胞 が 含 ま れ る 。 有 用 な 哺 乳 動 物 宿 主 株 化 細 胞 の 例 は 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム
ス タ ー 卵 巣 （ Ｃ Ｈ Ｏ ） 及 び Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 を 含 む 。 よ り 詳 細 な 例 は 、 Ｓ Ｖ ４ ０ に よ っ て 形 質 転
換 さ れ た サ ル 腎 臓 Ｃ Ｖ １ 株  (Ｃ Ｏ Ｓ -７ ， Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｒ Ｌ  １ ６ ５ １ );ヒ ト 胚 腎 臓 株 （ 293
又 は 懸 濁 培 養 で の 増 殖 の た め に サ ブ ク ロ ー ン 化 さ れ た 293細 胞 、 Grahamら , J. Gen Virol.
, 36:59 (1977)） ;チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 ／ -Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ (CHO, Urlaub及 び Chasin
, Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ c. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (198０ ));マ ウ ス の セ ル ト リ 細 胞
（ TM4, Mather, Biol. ReＩ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ d., 23:243-251 (198０ )） ヒ ト 肺 細 胞  (Ｗ １
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３ ８ ， Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｃ Ｌ  ７ ５ ); ヒ ト 肝 細 胞  (Ｈ ｅ ｐ  Ｇ ２ ， Ｈ Ｂ 　 ８ ０ ６ ５ ); 及 び マ ウ
ス 乳 房 腫 瘍 細 胞  （ Ｍ Ｍ Ｔ  ０ ６ ０ ５ ６ ２ ， Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 　 Ｃ Ｃ Ｌ ５ １ )を 含 む 。 適 切 な 宿 主 細
胞 の 選 択 は 、 こ の 分 野 の 技 術 常 識 内 に あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 　 ３ ． 複 製 可 能 な ベ ク タ ー の 選 択 及 び 使 用
　 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 (例 え ば 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ 又 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ )
は 、 ク ロ ー ニ ン グ (Ｄ Ｎ Ａ の 増 幅 )又 は 発 現 の た め に 複 製 可 能 な ベ ク タ ー 内 に 挿 入 さ れ る 。
様 々 な ベ ク タ ー が 公 的 に 入 手 可 能 で あ る 。 ベ ク タ ー は 、 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、
ウ イ ル ス 粒 子 、 又 は フ ァ ー ジ の 形 態 と す る こ と が で き る 。 適 切 な 核 酸 配 列 が 、 種 々 の 手 法
に よ っ て ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ る 。 一 般 に 、 Ｄ Ｎ Ａ は こ の 分 野 で 周 知 の 技 術 を 用 い て 適 当 な
制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 に 挿 入 さ れ る 。 ベ ク タ ー 成 分 と し て は 、 一 般 に 、 こ れ ら に 制
限 さ れ る も の で は な い が 、 一 つ 又 は 複 数 の シ グ ナ ル 配 列 、 複 製 開 始 点 、 一 つ 又 は 複 数 の マ
ー カ ー 遺 伝 子 、 エ ン ハ ン サ ー エ レ メ ン ト 、 プ ロ モ ー タ ー 、 及 び 転 写 終 結 配 列 を 含 む 。 こ れ
ら の 成 分 の 一 つ 又 は 複 数 を 含 む 適 当 な ベ ク タ ー の 作 成 に は 、 当 業 者 に 知 ら れ た 標 準 的 な ラ
イ ゲ ー シ ョ ン 技 術 を 用 い る 。
　 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド は 直 接 的 に 組 換 え 手 法 に よ っ て 生 産 さ れ る だ け で は な く
、 シ グ ナ ル 配 列 あ る い は 成 熟 タ ン パ ク 質 あ る い は ポ リ ペ プ チ ド の Ｎ -末 端 に 特 異 的 切 断 部
位 を 有 す る 他 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る 異 種 性 ポ リ ペ プ チ ド と の 融 合 ペ プ チ ド と し て も 生 産 さ
れ る 。 一 般 に 、 シ グ ナ ル 配 列 は ベ ク タ ー の 成 分 で あ る か 、 ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ る Ｉ Ｌ － １
７ Ａ ／ Ｆ -コ ー ド 化 Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 で あ る 。 シ グ ナ ル 配 列 は 、 例 え ば ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼ 、 ペ ニ シ リ ナ ー ゼ 、 ｌ ｐ ｐ あ る い は 熱 安 定 性 エ ン テ ロ ト キ シ ン IIリ ー ダ ー の 群 か ら 選
択 さ れ た 原 核 生 物 シ グ ナ ル 配 列 で あ っ て よ い 。 酵 母 の 分 泌 に 関 し て は 、 シ グ ナ ル 配 列 は 、
酵 母 イ ン ベ ル タ ー ゼ リ ー ダ ー 、 ア ル フ ァ 因 子 リ ー ダ ー (サ ッ カ ロ ミ セ ス (Saccharomyces)及
び ク ル イ ベ ロ マ イ シ ス (Kluyveromyces)α 因 子 リ ー ダ ー を 含 み 、 後 者 は 米 国 特 許 第 ５ ， ０
１ ０ ， １ ８ ２ 号 に 記 載 さ れ て い る )、 又 は 酸 ホ ス フ ァ タ ー ゼ リ ー ダ ー 、 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ
カ ン ス （ C.albicans)グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ リ ー ダ ー (１ ９ ９ ０ 年 ４ 月 ４ 日 発 行 の Ｅ Ｐ ３ ６ ２ １
７ ９ )、 又 は １ ９ ９ ０ 年 １ １ 月 １ ５ 日 に 公 開 さ れ た Ｗ Ｏ ９ ０ ／ １ ３ ６ ４ ６ に 記 載 さ れ て い
る シ グ ナ ル で あ り 得 る 。 哺 乳 動 物 細 胞 の 発 現 に お い て は 、 哺 乳 動 物 シ グ ナ ル 配 列 は 、 同 一
あ る い は 関 連 あ る 種 の 分 泌 ポ リ ペ プ チ ド 由 来 の シ グ ナ ル 配 列 並 び に ウ イ ル ス 分 泌 リ ー ダ ー
の よ う な タ ン パ ク 質 の 直 接 分 泌 に 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 発 現 及 び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 、 共 に 一 つ 又 は 複 数 の 選 択 さ れ た 宿 主 細 胞 に お い て ベ
ク タ ー の 複 製 を 可 能 に す る 核 酸 配 列 を 含 む 。 そ の よ う な 配 列 は 多 く の 細 菌 、 酵 母 及 び ウ イ
ル ス に 対 し て よ く 知 ら れ て い る 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ に 由 来 す る 複 製 開 始 点 は 大 部 分
の グ ラ ム 陰 性 細 菌 に 好 適 で あ り 、 ２ μ プ ラ ス ミ ド 開 始 点 は 酵 母 に 適 し て お り 、 様 々 な ウ イ
ル ス 開 始 点 (Ｓ Ｖ ４ ０ 、 ポ リ オ ー マ 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 Ｖ Ｓ Ｖ 又 は Ｂ Ｐ Ｖ )は 哺 乳 動 物 細 胞
に お け る ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー に 有 用 で あ る 。
　 発 現 及 び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 、 典 型 的 に は 、 選 べ る マ ー カ ー と も 称 さ れ る 選 択 遺 伝
子 を 含 む 。 典 型 的 な 選 択 遺 伝 子 は 、 (a)ア ン ピ シ リ ン 、 ネ オ マ イ シ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト
あ る い は テ ト ラ サ イ ク リ ン の よ う な 抗 生 物 質 あ る い は 他 の 毒 素 に 耐 性 を 与 え 、 (b)栄 養 要
求 性 欠 陥 を 補 い 、 又 は (c)複 合 培 地 か ら 得 ら れ な い 重 要 な 栄 養 素 、 例 え ば 桿 菌 の Ｄ -ア ラ ニ
ン ラ セ マ ー ゼ を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 を 供 給 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 に 適 切 な 選 べ る マ ー カ ー の 例 は 、 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ あ る い は チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ の よ
う に Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ -コ ー ド 化 核 酸 を 取 り 込 む こ と の で き る 細 胞 成 分 を 同 定 す る こ と の
で き る も の で あ る 。 野 生 型 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ を 用 い た 場 合 の 好 適 な 宿 主 細 胞 は 、 Urlaubら に よ り  
Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ c. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (198０ )に 記 載 さ れ て い る よ う に し
て 調 製 さ れ 増 殖 さ れ た Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 活 性 に 欠 陥 の あ る Ｃ Ｈ Ｏ 株 化 細 胞 で あ る 。 酵 母 菌 中 で の 使
用 に 好 適 な 選 択 遺 伝 子 は 酵 母 プ ラ ス ミ ド Ｙ Ｒ ｐ ７ に 存 在 す る ｔ ｒ ｐ １ 遺 伝 子 で あ る ［ Stin
chcombら , Nature, 282： 39(1979)； Kingsmanら , Gene, 7： 141(1979)； Tschemperら , Ge
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ne, 1０ ： 157(198０ )］ 。 ｔ ｒ ｐ １ 遺 伝 子 は 、 例 え ば 、 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 番 号 ４ ４ ０ ７ ６ あ る い は
Ｐ Ｅ Ｐ ４ -１ の よ う な ト リ プ ト フ ァ ン 内 で 成 長 す る 能 力 を 欠 く 酵 母 菌 の 突 然 変 異 株 に 対 す
る 選 択 マ ー カ ー を 提 供 す る ［ Jones, Genetics, 85:12 (1977)］ 。
　 発 現 及 び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 、 通 常 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ -コ ー ド 化 核 酸 配 列 に 作 用
可 能 に 結 合 し 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 合 成 を 制 御 す る プ ロ モ ー タ ー を 含 む 。 種 々 の 可 能 な 宿 主 細 胞 に よ
り 認 識 さ れ る 好 適 な プ ロ モ ー タ ー が 知 ら れ て い る 。 原 核 生 物 宿 主 で の 使 用 に 好 適 な プ ロ モ
ー タ ー は β -ラ ク タ マ ー ゼ 及 び ラ ク ト ー ス プ ロ モ ー タ ー 系 ［ Changら , Nature, 275:615 (1
978)；  Goeddelら , Nature, 281:544 (1979)］ 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ト リ プ ト フ
ァ ン (trp)プ ロ モ ー タ ー 系 ［ Goeddel, Nucleic Acids Res., 8:4０ 57 (198０ ); EP 36,776
］ 、 及 び ハ イ ブ リ ッ ド プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば ｔ ａ ｃ プ ロ モ ー タ ー ［ deBoer ら , Ｉ Ｌ － １
７ Ａ ／ Ｆ c. Natl. Acad. Sci. USA, 8０ :21-25 (1983)］ を 含 む 。 細 菌 系 で 使 用 す る プ ロ
モ ー タ も ま た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ と 作 用 可 能 に 結 合 し た シ
ャ イ ン -ダ ル ガ ー ノ (S.D.)配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 酵 母 宿 主 と 共 に 用 い て 好 適 な プ ロ モ ー タ ー 配 列 の 例 と し て は 、 ３ -ホ ス ホ グ リ セ ラ ー ト
キ ナ ー ゼ ［ Hitzeman ら , J. Biol. Chem., 255:2０ 73 (198０ )］ 又 は 他 の 糖 分 解 酵 素 ［ He
ss ら , J. Adv. Enzyme Reg., 7:149 (1968)； Holland, Biochemistry, 17： 49０ ０ (1987
)］ 、 例 え ば エ ノ ラ ー ゼ 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド -３ -リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ヘ キ ソ キ ナ
ー ゼ 、 ピ ル ビ ン 酸 デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ フ ル ク ト キ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス -６ -リ ン 酸
イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ３ -ホ ス ホ グ リ セ レ ー ト ム タ ー ゼ 、 ピ ル ビ ン 酸 キ ナ ー ゼ 、 ト リ オ セ リ ン 酸
イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ホ ス ホ グ ル コ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ 、 及 び グ ル コ キ ナ ー ゼ が 含 ま れ る 。
　 他 の 酵 母 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 成 長 条 件 に よ っ て 転 写 が 制 御 さ れ る 付 加 的 効 果 を 有 す
る 誘 発 的 プ ロ モ ー タ ー で あ り 、 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ２ 、 イ ソ チ ト ク ロ ム Ｃ 、 酸 フ
ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 窒 素 代 謝 と 関 連 す る 分 解 性 酵 素 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ
ド -３ -リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 及 び マ ル ト ー ス 及 び ガ ラ ク ト ー ス の 利 用 を 支 配 す る 酵 素
の プ ロ モ ー タ ー 領 域 が あ る 。 酵 母 菌 で の 発 現 に 好 適 に 用 い ら れ る ベ ク タ ー と プ ロ モ ー タ は
Ｅ Ｐ  ７ ３ ， ６ ５ ７ に 更 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 哺 乳 動 物 の 宿 主 細 胞 に お け る ベ ク タ ー か ら の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 転 写 は 、 例
え ば 、 ポ リ オ ー マ ウ ィ ル ス 、 伝 染 性 上 皮 腫 ウ ィ ル ス (１ ９ ８ ９ 年 ７ 月 ５ 日 公 開 の Ｕ Ｋ ２ ，
２ １ １ ， ５ ０ ４ )、 ア デ ノ ウ ィ ル ス (例 え ば ア デ ノ ウ ィ ル ス ２ )、 ウ シ 乳 頭 腫 ウ ィ ル ス 、 ト
リ 肉 腫 ウ ィ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス 、 レ ト ロ ウ ィ ル ス 、 Ｂ 型 肝 炎 ウ ィ ル ス 及 び サ ル ウ
ィ ル ス ４ ０ (Ｓ Ｖ ４ ０ )の よ う な ウ ィ ル ス の ゲ ノ ム か ら 得 ら れ る プ ロ モ ー タ ー 、 異 種 性 哺 乳
動 物 プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン プ ロ モ ー タ ー 、 及 び
熱 衝 撃 プ ロ モ ー タ ー か ら 得 ら れ る プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 、 こ の よ う な プ ロ モ ー タ ー が 宿 主
細 胞 系 に 適 合 し 得 る 限 り 制 御 さ れ る 。
　 よ り 高 等 の 真 核 生 物 に よ る 所 望 の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の
転 写 は 、 ベ ク タ ー 中 に エ ン ハ ン サ ー 配 列 を 挿 入 す る こ と に よ っ て 増 強 さ れ 得 る 。 エ ン ハ ン
サ ー は 、 通 常 は 約 １ ０ か ら ３ ０ ０ 塩 基 対 で 、 プ ロ モ ー タ ー に 作 用 し て そ の 転 写 を 増 強 す る
Ｄ Ｎ Ａ の シ ス 作 動 要 素 で あ る 。 哺 乳 動 物 遺 伝 子 由 来 の 多 く の エ ン ハ ン サ ー 配 列 が 現 在 知 ら
れ て い る (グ ロ ビ ン 、 エ ラ ス タ ー ゼ 、 ア ル ブ ミ ン 、 α -フ ェ ト プ ロ テ イ ン 及 び イ ン ス リ ン )
。 し か し な が ら 、 典 型 的 に は 、 真 核 細 胞 ウ ィ ル ス 由 来 の エ ン ハ ン サ ー が 用 い ら れ る で あ ろ
う 。 例 と し て は 、 複 製 起 点 の 後 期 側 の Ｓ Ｖ ４ ０ エ ン ハ ン サ ー (１ ０ ０ － ２ ７ ０ 塩 基 対 )、 サ
イ ト メ ガ ロ ウ ィ ル ス 初 期 プ ロ モ ー タ ー エ ン ハ ン サ ー 、 複 製 起 点 の 後 期 側 の ポ リ オ ー マ エ ン
ハ ン サ ー 及 び ア デ ノ ウ ィ ル ス エ ン ハ ン サ ー が 含 ま れ る 。 エ ン ハ ン サ ー は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／
Ｆ コ ー ド 化 配 列 の ５ ’ 又 は ３ ’ 位 で ベ ク タ ー 中 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ 得 る が 、 好 ま し く は
プ ロ モ ー タ ー か ら ５ ’ 位 に 位 置 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ま た 、 真 核 生 物 宿 主 細 胞 (酵 母 、 真 菌 、 昆 虫 、 植 物 、 動 物 、 ヒ ト 、 又 は 他 の 多 細 胞 生 物
由 来 の 有 核 細 胞 )に 用 い ら れ る 発 現 ベ ク タ ー は 、 転 写 の 終 結 及 び ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 安 定 化 に 必 要
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な 配 列 も 含 む 。 こ の よ う な 配 列 は 、 真 核 生 物 又 は ウ ィ ル ス の Ｄ Ｎ Ａ 又 は ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 通 常 は
５ ’ 、 時 に は ３ ’ の 非 翻 訳 領 域 か ら 取 得 で き る 。 こ れ ら の 領 域 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ
ペ プ チ ド を コ ー ド す る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 非 翻 訳 部 分 に ポ リ ア デ ニ ル 化 断 片 と し て 転 写 さ れ る ヌ ク
レ オ チ ド セ グ メ ン ト を 含 む 。
　 組 換 え 脊 椎 動 物 細 胞 培 養 で の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 合 成 に 適 応 化 す る の に 適
切 な 他 の 方 法 、 ベ ク タ ー 及 び 宿 主 細 胞 は 、 Gethingら , Nature, 293:62０ -625 (1981); Ma
nteiら , Nature, 281:4０ -46 (1979)； Ｅ Ｐ １ １ ７ ， ０ ６ ０ ； 及 び Ｅ Ｐ １ １ ７ ， ０ ５ ８ に
記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 　 ４ ． 遺 伝 子 増 幅 ／ 発 現 の 検 出
　 遺 伝 子 の 増 幅 及 び ／ 又 は 発 現 は 、 こ こ で 提 供 さ れ た 配 列 に 基 づ き 、 適 切 に 標 識 さ れ た プ
ロ ー ブ を 用 い 、 例 え ば 、 従 来 よ り の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 を 定 量 化 す る ノ ー
ザ ン ブ ロ ッ ト 法 ［ Thomas, Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ c. Natl. Acad. Sci. USA,77:52０ 1-52０ 5 (
198０ )］ 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト 法 (Ｄ Ｎ Ａ 分 析 )、 又 は イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に
よ っ て 、 直 接 的 に 試 料 中 で 測 定 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 Ｄ Ｎ Ａ 二 本 鎖 、 Ｒ Ｎ Ａ 二 本
鎖 及 び Ｄ Ｎ Ａ -Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド 二 本 鎖 又 は Ｄ Ｎ Ａ -タ ン パ ク 二 本 鎖 を 含 む 、 特 異 的 二 本
鎖 を 認 識 す る こ と が で き る 抗 体 を 用 い る こ と も で き る 。 次 い で 、 抗 体 を 標 識 し 、 ア ッ セ イ
を 実 施 す る こ と が で き 、 こ こ で 二 本 鎖 は 表 面 に 結 合 し て お り 、 そ の 結 果 二 本 鎖 の 表 面 で の
形 成 の 時 点 で そ の 二 本 鎖 に 結 合 し た 抗 体 の 存 在 を 検 出 す る こ と が で き る 。
　 あ る い は 、 遺 伝 子 の 発 現 は 、 遺 伝 子 産 物 の 発 現 を 直 接 的 に 定 量 す る 免 疫 学 的 な 方 法 、 例
え ば 細 胞 又 は 組 織 切 片 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 及 び 細 胞 培 養 又 は 体 液 の ア ッ セ イ に よ っ て 、
測 定 す る こ と も で き る 。 試 料 液 の 免 疫 組 織 化 学 的 染 色 及 び ／ 又 は ア ッ セ イ に 有 用 な 抗 体 は
、 モ ノ ク ロ ー ナ ル で も ポ リ ク ロ ー ナ ル で も よ く 、 任 意 の 哺 乳 動 物 で 調 製 す る こ と が で き る
。 簡 便 に は 、 抗 体 は 、 天 然 配 列 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 、 又 は こ こ で 提 供
さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を ベ ー ス と し た 合 成 ペ プ チ ド に 対 し て 、 又 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ  Ｄ Ｎ Ａ
に 融 合 し 特 異 的 抗 体 エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る 外 因 性 配 列 に 対 し て 調 製 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 　 ５ ． ポ リ ペ プ チ ド の 精 製
　 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 形 態 は 、 培 地 又 は 宿 主 細 胞 の 溶 菌 液 か ら 回 収 す る こ と
が で き る 。 膜 結 合 性 で あ る な ら ば 、 適 切 な 洗 浄 液 (例 え ば ト リ ト ン -Ｘ １ ０ ０ )又 は 酵 素 的
切 断 を 用 い て 膜 か ら 引 き 離 す こ と が で き る 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 用 い
ら れ る 細 胞 は 、 凍 結 融 解 サ イ ク ル 、 超 音 波 処 理 、 機 械 的 破 壊 、 又 は 細 胞 溶 解 剤 な ど の 種 々
の 化 学 的 又 は 物 理 的 手 段 に よ っ て 破 壊 す る こ と が で き る 。
　 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 、 組 換 え 細 胞 タ ン パ ク 又 は ポ リ ペ プ チ ド か ら 精 製 す る
こ と が 望 ま し い 。 適 切 な 精 製 手 順 の 例 で あ る 次 の 手 順 に よ り 精 製 さ れ る ： す な わ ち 、 イ オ
ン 交 換 カ ラ ム で の 分 画 ； エ タ ノ ー ル 沈 殿 ； 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ ； シ リ カ 又 は カ チ オ ン 交 換 樹 脂 、
例 え ば Ｄ Ｅ Ａ Ｅ に よ る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ； ク ロ マ ト フ ォ ー カ シ ン グ ； Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ
； 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 ； 例 え ば セ フ ァ デ ッ ク ス Ｇ -７ ５ を 用 い る ゲ ル 濾 過 ;Ｉ ｇ Ｇ の よ う
な 汚 染 物 を 除 く プ ロ テ イ ン Ａ セ フ ァ ロ ー ス カ ラ ム ； 及 び Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の
エ ピ ト ー プ タ グ 形 態 を 結 合 さ せ る 金 属 キ レ ー ト 化 カ ラ ム で あ る 。 こ の 分 野 で 知 ら れ 、 例 え
ば 、 Deutscher, Methodes in Enzymology, 182(199０ )； Scopes, Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ tein 
Purification: Principles and Practice, Springer-Verlag, New York (1982)に 記 載 さ
れ た 多 く の タ ン パ ク 質 精 製 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 選 ば れ る 精 製 過 程 は 、 例 え ば 、 用
い ら れ る 生 産 方 法 及 び 特 に 生 産 さ れ る 特 定 の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 性 質 に 依 存 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 Ｅ ． Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 用 途
　 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ を コ ー ド す る 核 酸 配 列 （ 又 は そ れ ら の 補 体 ） は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン プ ロ ー ブ と し て の 使 用 を 含 む 分 子 生 物 学 の 分 野 に お い て 、 染 色 体 及 び 遺 伝 子 マ ッ ピ ン
グ に お い て 、 及 び ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 及 び Ｄ Ｎ Ａ の 生 成 に お い て 種 々 の 用 途 を 有 し て い る
。 ま た 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 核 酸 も 、 こ こ に 記 載 さ れ る 組 換 え 技 術 に よ る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ
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ポ リ ペ プ チ ド の 調 製 に 有 用 で あ る 。
　 完 全 長 天 然 配 列 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 遺 伝 子 又 は そ の 一 部 は 、 完 全 長 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ｃ Ｄ
Ｎ Ａ の 単 離 又 は こ こ に 開 示 し た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 配 列 に 対 し て 所 望 の 配 列 同 一 性 を 持 つ 更
に 他 の 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 天 然 発 生 変 異 体 又 は 他 の 種 か ら の Ｉ Ｌ － １ ７
Ａ ／ Ｆ を コ ー ド す る も の ） の 単 離 の た め の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ 用 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン プ ロ ー ブ と し て 使 用 で き る 。 場 合 に よ っ て は 、 プ ロ ー ブ の 長 さ は 約 ２ ０ ～ 約 ５ ０ 塩 基 で
あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は 、 少 な く と も 部 分 的 に 完 全 長 天 然 ヌ ク レ オ チ ド
配 列 の 新 規 な 領 域 か ら 誘 導 し て も よ く 、 そ れ ら の 領 域 は 、 過 度 の 実 験 を す る こ と な く 、 天
然 配 列 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 成 分 及 び イ ン ト ロ ン を 含 む ゲ ノ ム
配 列 か ら 誘 導 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 ス ク リ ー ニ ン グ 法 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 遺
伝 子 の コ ー ド 化 領 域 を 周 知 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 用 い て 単 離 し て 約 ４ ０ 塩 基 の 選 択 さ れ た プ ロ ー
ブ を 合 成 す る こ と を 含 む 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ は 、 ３ ２ Ｐ 又 は ３ ５ Ｓ 等 の 放
射 性 ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は ア ビ デ ィ ン ／ ビ オ チ ン 結 合 系 を 介 し て プ ロ ー ブ に 結 合 し た ア ル カ
リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 等 の 酵 素 標 識 を 含 む 種 々 の 標 識 で 標 識 さ れ う る 。 本 発 明 の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ
／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 に 相 補 的 な 配 列 を 有 す る 標 識 さ れ た プ ロ ー ブ は 、 ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ 、
ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 又 は ｍ Ｒ Ｎ Ａ の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ の ラ イ ブ ラ リ ー の 何 れ
の メ ン バ ー が プ ロ ー ブ に ハ イ ブ ッ ド 形 成 す る か を 決 定 す る の に 使 用 で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 技 術 は 、 以 下 の 実 施 例 に お い て 更 に 詳 細 に 記 載 す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 本 出 願 で 開 示 す る 任 意 の Ｅ Ｓ Ｔ は プ ロ ー ブ と 同 様 に 、 こ こ に 記 載 し た 方 法 で 用 い る こ と
が で き る 。
　 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 核 酸 の 他 の 有 用 な 断 片 は 、 標 的 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ （ セ ン ス
） 又 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ  Ｄ Ｎ Ａ （ ア ン チ セ ン ス ） 配 列 に 結 合 で き る 一 本 鎖 核 酸 配 列 （ Ｒ
Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ の い ず れ か ） を 含 む ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、
ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 に よ る と 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ  Ｄ
Ｎ Ａ の コ ー ド 化 領 域 の 断 片 を 含 む 。 こ の よ う な 断 片 は 、 一 般 的 に は 少 な く と も 約 １ ４ ヌ ク
レ オ チ ド 、 好 ま し く は 約 １ ４ か ら ３ ０ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。 与 え ら れ た タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 基 づ く 、 ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 制 御 す る 可
能 性 は 、 例 え ば 、 Stein及 び Cohen（ Cancer Res. 48: 2659: 1988） 及 び  van der Krolら ,
（ BioTechniques 6: 958, 1988） に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 標 的 核 酸 配 列 へ の 結 合 は 二 重 鎖 の 形 成 を
も た ら し 、 そ れ は 、 二 重 鎖 の 分 解 の 促 進 、 転 写 又 は 翻 訳 の 期 外 停 止 を 含 む 幾 つ か の 方 法 の
一 つ 、 又 は 他 の 方 法 に よ り 、 標 的 配 列 の 転 写 又 は 翻 訳 を 阻 止 す る 。 よ っ て 、 ア ン チ セ ン ス
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ タ ン パ ク 質 の 発 現 を 阻 止 す る の に 用 い ら れ る 。
ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 修 飾 糖 － ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 骨 格 （ 又 は 他
の 糖 結 合 、 Ｗ Ｏ ９ １ ／ ０ ６ ６ ２ ９ に 記 載 の も の 等 ） を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を さ ら に
含 み 、 そ の よ う な 糖 結 合 は 内 因 性 ヌ ク レ ア ー ゼ 耐 性 で あ る 。 そ の よ う な 耐 性 糖 結 合 を 持 つ
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 イ ン ビ ボ で 安 定 で あ る が （ 即 ち 、 酵 素 分 解 に 耐 え う る が ） 、 標 的
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 結 合 で き る 配 列 特 異 性 は 保 持 し て い る 。
　 セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 他 の 例 は 、 Ｗ Ｏ ９ ０ ／ １ ０ ０ ４ ８ に 記 載
さ れ て い る も の の よ う な 、 有 機 部 分 、 及 び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 標 的 核 酸 配 列 へ の 親 和 性
を 向 上 さ せ る 他 の 部 分 、 例 え ば ポ リ -(Ｌ -リ ジ ン )に 共 有 結 合 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含
む 。 さ ら に ま た 、 エ リ プ チ シ ン 等 の 挿 入 剤 、 ア ル キ ル 化 剤 又 は 金 属 作 体 を セ ン ス 又 は ア ン
チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 さ せ 、 ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
標 的 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 へ の 結 合 特 異 性 を 改 変 し て も よ い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 、 Ｃ ａ Ｐ Ｏ ４ -媒 介 Ｄ Ｎ Ａ ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 含 む 任 意 の 遺 伝 子 転 換 方 法 に よ り 、 又 は エ
プ ス タ イ ン -バ ー ウ イ ル ス な ど の 遺 伝 子 転 換 ベ ク タ ー を 用 い る こ と に よ り 、 標 的 核 酸 配 列
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を 含 む 細 胞 に 導 入 さ れ る 。 好 ま し い 方 法 で は 、 ア ン チ セ ン ス 又 は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド は 、 適 切 な レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 挿 入 さ れ る 。 標 的 核 酸 配 列 を 含 む 細 胞 は 、 イ ン ビ
ボ 又 は エ キ ソ ビ ボ で 組 換 え レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 接 触 さ せ る 。 好 適 な レ ト ロ ウ イ ル ス
ベ ク タ ー は 、 こ れ ら に 限 ら れ な い が 、 マ ウ ス レ ト ロ ウ イ ル ス Ｍ -Ｍ ｕ Ｌ Ｖ か ら 誘 導 さ れ る
も の 、 Ｎ ２ （ Ｍ -Ｍ ｕ Ｌ Ｖ か ら 誘 導 さ れ た レ ト ロ ウ イ ル ス ） 、 又 は Ｄ Ｃ Ｔ ５ Ａ 、 Ｄ Ｃ Ｔ ５
Ｂ 及 び Ｄ Ｃ Ｔ ５ Ｃ と 命 名 さ れ た ダ ブ ル コ ピ ー ベ ク タ ー （ Ｗ Ｏ ９ ０ ／ １ ３ ６ ４ １ 参 照 ） を 含
む 。
　 ま た 、 セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｗ Ｏ ９ １ ／ ０ ４ ７ ５ ３ に 記 載 さ
れ て い る よ う に 、 リ ガ ン ド 結 合 分 子 と の 複 合 体 の 形 成 に よ り 標 的 配 列 を 含 む 細 胞 に 導 入 し
て も よ い 。 適 切 な リ ガ ン ド 結 合 分 子 は 、 こ れ ら に 限 ら れ な い が 、 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー 、 成
長 因 子 、 他 の サ イ ト カ イ ン 、 又 は 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー に 結 合 す る 他 の リ ガ ン ド を 含 む 。 好
ま し く は 、 リ ガ ン ド 結 合 分 子 の 複 合 体 形 成 は 、 リ ガ ン ド 結 合 分 子 が そ の 対 応 す る 分 子 又 は
レ セ プ タ ー に 結 合 す る 、 あ る い は セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は そ の 複
合 体 の 細 胞 へ の 侵 入 を 阻 止 す る 能 力 を 実 質 的 に 阻 害 し な い 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 あ る い は 、 セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 Ｗ Ｏ ９ ０ ／ １ ０ ４ ４ ８ に 記
載 さ れ た よ う に 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド － 脂 質 複 合 体 の 形 成 に よ り 標 的 核 酸 配 列 を 含 む 細 胞
に 導 入 し て も よ い 。 セ ン ス 又 は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド － 脂 質 複 合 体 は 、 好 ま し
く は 内 因 性 リ パ ー ゼ に よ り 細 胞 内 で 分 解 さ れ る 。
　 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ 分 子 は 一 般 に 少 な く と も 約 ５ 塩 基 長 、 約 １ ０ 塩 基 長 、 約
１ ５ 塩 基 長 、 約 ２ ０ 塩 基 長 、 約 ２ ５ 塩 基 長 、 約 ３ ０ 塩 基 長 、 約 ３ ５ 塩 基 長 、 約 ４ ０ 塩 基 長
、 約 ４ ５ 塩 基 長 、 約 ５ ０ 塩 基 長 、 約 ５ ５ 塩 基 長 、 約 ６ ０ 塩 基 長 、 約 ６ ５ 塩 基 長 、 約 ７ ０ 塩
基 長 、 約 ７ ５ 塩 基 長 、 約 ８ ０ 塩 基 長 、 約 ８ ５ 塩 基 長 、 約 ９ ０ 塩 基 長 、 約 ９ ５ 塩 基 長 、 約 １
０ ０ 塩 基 長 、 あ る い は そ れ 以 上 で あ る 。
　 ま た 、 プ ロ ー ブ は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 技 術 に 用 い て 、 密 接 に 関 連 し た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ コ ー ド 化 配
列 の 同 定 の た め の 配 列 の プ ー ル を 作 成 す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 そ の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ を コ
ー ド す る 遺 伝 子 の マ ッ ピ ン グ の た め 、 及 び 遺 伝 子 疾 患 を 持 つ 個 体 の 遺 伝 子 分 析 の た め の ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ の 作 成 に も 用 い る こ と が で き る 。 こ こ に 提 供 さ れ る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 は 、 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 既 知 の 染 色 体 マ ー カ ー に 対 す る 結 合
分 析 、 及 び ラ イ ブ ラ リ ー で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ス ク リ ー ニ ン グ 等 の 周 知 の 技 術 を 用
い て 、 染 色 体 及 び 染 色 体 の 特 定 領 域 に マ ッ ピ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の コ ー ド 化 配 列 が 他 の タ ン パ ク 質 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
場 合 （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 が レ セ プ タ ー で あ る 場 合 ） 、 タ ン パ ク 質 は 、 そ の リ ガ ン ド を 同
定 す る ア ッ セ イ に 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法 に よ り 、 レ セ プ タ ー ／ リ ガ ン ド 結
合 性 相 互 作 用 の 阻 害 剤 を 同 定 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 結 合 性 相 互 作 用 に 含 ま れ る タ
ン パ ク 質 も 、 ペ プ チ ド 又 は 小 分 子 阻 害 剤 又 は 結 合 性 相 互 作 用 の ア ゴ ニ ス ト の ス ク リ ー ニ ン
グ に 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 は 関 連 す る リ ガ ン ド の 単 離 に も 使
用 で き る 。 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 天 然 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 又 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の レ
セ プ タ ー の 生 物 学 的 活 性 に 似 た リ ー ド 化 合 物 の 発 見 の た め に 設 計 さ れ る 。 こ の よ う な ス ク
リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 化 学 的 ラ イ ブ ラ リ ー の 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ に も 用 い ら
れ 、 小 分 子 候 補 薬 剤 の 同 定 に 特 に 適 し た も の と す る 。 考 慮 さ れ る 小 分 子 は 、 合 成 有 機 又 は
無 機 化 合 物 を 含 む 。 ア ッ セ イ は 、 こ の 分 野 で 良 く 特 徴 付 け ら れ て い る さ れ て い る タ ン パ ク
質 － タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ 、 生 物 学 的 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 、 免 疫 検 定 及 び 細 胞 ベ ー
ス の ア ッ セ イ を 含 む 種 々 の 型 式 で 実 施 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 ま た 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 又 は そ の 任 意 の 修 飾 型 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ
ク 動 物 又 は 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 動 物 の い ず れ か を 産 生 す る こ と に 使 用 で き 、 こ れ ら は 治 療 的
に 有 用 な 試 薬 の 開 発 や ス ク リ ー ニ ン グ に 有 用 で あ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 (例 え ば マ
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ウ ス 又 は ラ ッ ト )と は 、 出 生 前 、 例 え ば 胚 段 階 で 、 そ の 動 物 又 は そ の 動 物 の 祖 先 に 導 入 さ
れ た 導 入 遺 伝 子 を 含 む 細 胞 を 有 す る 動 物 で あ る 。 導 入 遺 伝 子 と は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動
物 が 発 生 す る 細 胞 の ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ た Ｄ Ｎ Ａ で あ る 。 一 実 施 形 態 で は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ
／ Ｆ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 す る 細 胞 を 含
む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 作 製 す る た め に 使 用 す る ゲ ノ ム 配 列 及 び 確 立 さ れ た 技 術 に 基
づ い て 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ を コ ー ド す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を ク ロ ー ン 化 す る た め に 使 用 す る こ
と が で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 特 に マ ウ ス 又 は ラ ッ ト 等 の 特 定 の 動 物 を 産 生 す る
方 法 は 、 当 該 分 野 に お い て 常 套 的 に な っ て お り 、 例 え ば 米 国 特 許 第 ４ ， ７ ３ ６ ， ８ ６ ６ 号
や 第 ４ ， ８ ７ ０ ， ０ ０ ９ 号 に 記 述 さ れ て い る 。 典 型 的 に は 、 特 定 の 細 胞 を 組 織 特 異 的 エ ン
ハ ン サ ー で の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 導 入 遺 伝 子 の 導 入 の 標 的 に す る 。 胚 段 階 で 動 物 の 生 殖 系 列
に 導 入 さ れ た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ コ ー ド 化 導 入 遺 伝 子 の コ ピ ー を 含 む ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動
物 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 増 大 し た 発 現 の 影 響 を 調 べ る た め に 使 用 で き
る 。 こ の よ う な 動 物 は 、 例 え ば そ の 過 剰 発 現 を 伴 う 病 理 学 的 状 態 に 対 し て 保 護 を も た ら す
と 思 わ れ る 試 薬 の テ ス タ ー 動 物 と し て 使 用 で き る 。 本 発 明 の こ の 態 様 に お い て は 、 動 物 を
試 薬 で 治 療 し 、 導 入 遺 伝 子 を 有 す る 未 治 療 の 動 物 に 比 べ 病 理 学 的 状 態 の 発 症 率 が 低 け れ ば
、 病 理 学 的 状 態 に 対 す る 治 療 上 の 処 置 の 可 能 性 が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 あ る い は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 非 ヒ ト 相 同 体 は 、 動 物 の 胚 性 細 胞 に 導 入 さ れ た Ｉ Ｌ － １
７ Ａ ／ Ｆ を コ ー ド す る 変 更 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ と 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ を コ ー ド す る 内 在 性 遺 伝 子
と の 間 の 相 同 的 組 換 え に よ っ て 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ を コ ー ド す る 欠 陥 又 は 変 更 遺 伝 子 を 有
す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 動 物 を 作 成 す る た め に 使 用 で き る 。 例 え ば 、 Ｉ Ｌ
－ １ ７ Ａ ／ Ｆ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 確 立 さ れ た 技 術 に 従 い 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ を コ ー
ド す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ ン グ に 使 用 で き る 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ を コ ー ド す る ゲ ノ ム
Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 を 欠 失 し た り 、 組 み 込 み を モ ニ タ ー す る た め に 使 用 す る 選 択 可 能 な マ ー カ ー
を コ ー ド す る 遺 伝 子 等 の 他 の 遺 伝 子 で 置 換 す る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、 ベ ク タ ー は 無
変 化 の フ ラ ン キ ン グ Ｄ Ｎ Ａ (５ ’ と ３ ’ 末 端 の 両 方 )を 数 キ ロ ベ ー ス 含 む ［ 例 え ば 、 相 同 的
組 換 え ベ ク タ ー に つ い て は Thomas及 び Capecchi, Cell, 51:5０ 3(1987)を 参 照 の こ と ］ 。
ベ ク タ ー は 胚 性 幹 細 胞 に (例 え ば エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ っ て )導 入 し 、 導 入 さ れ た Ｄ
Ｎ Ａ が 内 在 性 Ｄ Ｎ Ａ と 相 同 的 に 組 換 え ら れ た 細 胞 が 選 択 さ れ た ［ 例 え ば 、 Liら , Cell, 69
:915(1992)参 照 ］ 。 選 択 さ れ た 細 胞 は 次 に 動 物 (例 え ば マ ウ ス 又 は ラ ッ ト )の 胚 盤 胞 内 に 注
入 さ れ て 集 合 キ メ ラ を 形 成 す る ［ 例 え ば 、 Bradley, Teratocarcinomas and Embryonic St
em Cells: A Practical ApＩ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ach, E. J. Robertson, ed. (IRL, Oxford, 
1987), pp. 113-152参 照 の こ と ］ 。 そ の 後 、 キ メ ラ 性 胚 を 適 切 な 偽 妊 娠 の 雌 性 乳 母 に 移 植
し 、 期 間 を お い て 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 動 物 を 作 り 出 す 。 胚 細 胞 に 相 同 的 に 組 換 え ら れ た Ｄ Ｎ
Ａ を 有 す る 子 孫 は 標 準 的 な 技 術 に よ り 同 定 さ れ 、 そ れ ら を 利 用 し て 動 物 の 全 細 胞 が 相 同 的
に 組 換 え ら れ た Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 動 物 を 繁 殖 さ せ る こ と が で き る 。 ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 は 、 Ｉ Ｌ
－ １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 欠 乏 に よ る あ る 種 の 病 理 的 状 態 及 び そ の 病 理 的 状 態 の 進 行 に
対 す る 防 御 能 力 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。 　
【 ０ １ ０ ９ 】
　 ま た 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 は 遺 伝 子 治 療 に も 使 用 で き る 。
遺 伝 子 治 療 用 途 に お い て は 、 例 え ば 欠 陥 遺 伝 子 を 置 換 す る た め 、 治 療 的 有 効 量 の 遺 伝 子 産
物 の イ ン ビ ボ 合 成 を 達 成 す る た め に 遺 伝 子 が 導 入 さ れ る 。 「 遺 伝 子 治 療 」 と は 、 １ 回 の 処
理 に よ り 継 続 的 効 果 が 達 成 さ れ る 従 来 の 遺 伝 子 治 療 と 、 治 療 的 に 有 効 な Ｄ Ｎ Ａ 又 は ｍ Ｒ Ｎ
Ａ の １ 回 又 は 繰 り 返 し 投 与 を 含 む 遺 伝 子 治 療 薬 の 投 与 の 両 方 を 含 む 。 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ
及 び Ｄ Ｎ Ａ は 、 あ る 種 の 遺 伝 子 の イ ン ビ ボ 発 現 を 阻 止 す る 治 療 薬 と し て 用 い る こ と が で き
る 。 短 い ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 、 細 胞 膜 に よ る 制 限 さ れ た 取 り 込 み に 起 因 す
る 低 い 細 胞 内 濃 度 に も か か わ ら ず 、 そ れ が 阻 害 剤 と し て 作 用 す る 細 胞 中 に 移 入 で き る こ と
は 既 に 示 さ れ て い る （ Zamecnikら , Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ c. Natl. Acad. Sci. USA 83: 4143
-4146 [1986]） 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 そ れ ら の 負 に 荷 電 し た リ ン 酸 ジ エ ス テ ル 基 を 非
荷 電 基 で 置 換 す る こ と に よ っ て 取 り 込 み を 促 進 す る よ う に 修 飾 し て も よ い 。

10

20

30

40

50

(70) JP 2008-500803 A 2008.1.17



【 ０ １ １ ０ 】
　 生 存 可 能 な 細 胞 に 核 酸 を 導 入 す る た め の 種 々 の 技 術 が 存 在 す る 。 こ れ ら の 技 術 は 、 核 酸
が 培 養 細 胞 に イ ン ビ ト ロ で 、 あ る い は 意 図 す る 宿 主 の 細 胞 に お い て イ ン ビ ボ で 移 入 さ れ る
か に 応 じ て 変 わ る 。 核 酸 を 哺 乳 動 物 細 胞 に イ ン ビ ト ロ で 移 入 す る の に 適 し た 方 法 は 、 リ ポ
ソ ー ム 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 細 胞 融 合 、 Ｄ Ｅ Ａ Ｅ -デ
キ ス ト ラ ン 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 殿 法 な ど を 含 む 。 現 在 好 ま し い イ ン ビ ボ 遺 伝 子 移 入 技 術
は 、 ウ イ ル ス （ 典 型 的 に は レ ト ロ ウ イ ル ス ） ベ ク タ ー で の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 及 び ウ イ
ル ス 被 覆 タ ン パ ク 質 -リ ポ ソ ー ム 媒 介 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン で あ る （ Dzauら , Trends　 in 
Biotechnology 11, 2０ 5-21０ (1993)） 。 幾 つ か の 状 況 で は 、 核 酸 供 給 源 を 、 細 胞 表 面 膜
タ ン パ ク 質 又 は 標 的 細 胞 に 特 異 的 な 抗 体 、 標 的 細 胞 上 の レ セ プ タ ー に 対 す る リ ガ ン ド 等 の
標 的 細 胞 を 標 的 化 す る 薬 剤 と と も に 提 供 す る の が 望 ま し い 。 リ ポ ソ ー ム を 用 い る 場 合 、 エ
ン ド サ イ ト ー シ ス を 伴 っ て 細 胞 表 面 膜 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 特 定 の
細 胞 型 向 性 の キ ャ プ シ ド タ ン パ ク 質 又 は そ の 断 片 、 サ イ ク ル に お い て 内 部 移 行 を 受 け る タ
ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 、 細 胞 内 局 在 化 を 標 的 と し 細 胞 内 半 減 期 を 向 上 さ せ る タ ン パ ク 質 が
、 標 的 化 及 び ／ 又 は 取 り 込 み の 促 進 の た め に 用 い ら れ る 。 レ セ プ タ ー 媒 介 エ ン ド サ イ ト ー
シ ス は 、 例 え ば 、 Wuら , J. Biol. Chem. 262, 4429-4432 (1987); 及 び Wagnerら , Ｉ Ｌ －
１ ７ Ａ ／ Ｆ c. Natl. Acad. Sci. USA 87, 341０ -3414 (199０ )に よ っ て 記 述 さ れ て い る 。
遺 伝 子 作 成 及 び 遺 伝 子 治 療 の プ ロ ト コ ー ル の 概 説 に つ い て は 、 Andersonら , Science 256,
 8０ 8-813 (1992)を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ １ １ 】
　 こ こ に 記 載 し た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を タ ン パ ク 質 電 気 泳 動 目 的 の 分 子 量 マ ー
カ ー と し て 用 い て も よ く 、 単 離 さ れ た 核 酸 配 列 を 、 こ れ ら の マ ー カ ー を 組 み 換 え 発 現 に 用
い て も よ い 。
　 こ こ に 記 載 し た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、
染 色 体 の 同 定 に 有 用 で あ る 。 こ の 点 に お い て 、 実 際 の 配 列 に 基 づ く 染 色 体 マ ー キ ン グ 試 薬
は 殆 ど 利 用 可 能 で は な い た め 、 新 規 な 染 色 体 マ ー カ ー の 同 定 の 必 要 で あ る 。 本 発 明 の 各 Ｉ
Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 核 酸 分 子 は 染 色 体 マ ー カ ー と し て 使 用 で き る 。
　 ま た 、 本 発 明 の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 及 び 核 酸 分 子 は 組 織 タ イ ピ ン グ に 使 用 で
き 、 本 発 明 の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド は 、 好 ま し く は 同 じ 型 の 正 常 組 織 に 比 較 し て
疾 患 性 組 織 に お い て 、 一 方 の 組 織 で 他 方 に 比 較 し て 異 な る 発 現 を す る 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ
核 酸 分 子 に は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 ノ ー ザ ン 分 析 、 サ ザ ン 分 析 及 び ウ ェ ス タ ン 分 析 の プ ロ ー ブ 生 成 の
た め の 用 途 が 見 出 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 こ こ に 記 載 し た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド は 治 療 薬 と し て 用 い て も よ い 。 本 発 明 の
Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド は 、 製 薬 的 に 有 用 な 組 成 物 を 調 製 す る の に 知 ら れ た 方 法 に
従 っ て 製 剤 さ れ 、 こ れ に よ り 、 こ の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 生 成 物 は 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 担 体 媒
体 と 混 合 さ れ る 。 治 療 用 製 剤 は 、 凍 結 乾 燥 さ れ た 製 剤 又 は 水 性 溶 液 の 形 態 で 、 任 意 的 な 製
薬 上 許 容 可 能 な キ ャ リ ア 、 賦 形 剤 又 は 安 定 剤 と 、 所 望 の 精 製 度 を 有 す る 活 性 成 分 と を 混 合
す る こ と に よ り (Remington's Pharmaceutical Sciences, 16th edition, A. Osol, Ed., 
[198０ ])、 調 製 さ れ 保 管 さ れ る 。 許 容 さ れ る 担 体 、 賦 形 剤 又 は 安 定 剤 は 、 用 い る 投 与 量 及
び 濃 度 で は レ シ ピ エ ン ト に 対 し て 無 毒 性 で あ り 、 リ ン 酸 、 ク エ ン 酸 及 び 他 の 有 機 酸 等 の 緩
衝 液 ； ア ス コ ル ビ ン 酸 を 含 む 抗 酸 化 剤 ； 低 分 子 量 (残 基 数 １ ０ 個 未 満 )ポ リ ペ プ チ ド ； 血 清
ア ル ブ ミ ン 、 ゼ ラ チ ン 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 等 の タ ン パ ク 質 ； ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 等 の 親
水 性 重 合 体 ； グ リ シ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ア ル ギ ニ ン 又 は リ シ ン 等 の ア ミ ノ 酸
； グ ル コ ー ス 、 マ ン ノ ー ス 又 は デ キ ス ト リ ン 等 の 単 糖 類 、 二 糖 類 又 は 他 の 炭 水 化 物 、 EDTA
等 の キ レ ー ト 剤 、 マ ン ニ ト ー ル 又 は ソ ル ビ ト ー ル 等 の 糖 類 、 ナ ト リ ウ ム 等 の 塩 形 成 対 イ オ
ン ； 及 び ／ 又 は TWEEN(商 品 名 )、 PLURONICS(商 品 名 )又 は ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (PEG)等
の 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 含 む 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 イ ン ビ ボ 投 与 に 使 用 さ れ る 製 剤 は 滅 菌 さ れ て い な く て は な ら な い 。 こ れ は 、 凍 結 乾 燥 及
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び 再 構 成 の 前 又 は 後 に 、 滅 菌 フ ィ ル タ ー 膜 を 通 す 濾 過 に よ り 容 易 に 達 成 さ れ る 。
　 こ こ で 、 本 発 明 の 製 薬 組 成 物 は 一 般 に 、 無 菌 の ア ク セ ス ポ ー ト を 具 備 す る 容 器 、 例 え ば
、 皮 下 注 射 針 で 貫 通 可 能 な ス ト ッ パ ー を 持 つ 静 脈 内 バ ッ グ 又 は バ イ ア ル 内 に 配 さ れ る 。
　 投 与 経 路 は 周 知 の 方 法 、 例 え ば 、 静 脈 内 、 腹 膜 内 、 脳 内 、 筋 肉 内 、 眼 内 、 動 脈 内 又 は 病
巣 内 経 路 で の 注 射 又 は 注 入 、 局 所 投 与 、 又 は 徐 放 系 に よ る 。
　 本 発 明 の 製 薬 組 成 物 の 用 量 及 び 望 ま し い 薬 物 濃 度 は 、 意 図 す る 特 定 の 用 途 に 応 じ て 変 化
す る 。 適 切 な 用 量 又 は 投 与 経 路 の 決 定 は 、 通 常 の 内 科 医 の 技 量 の 範 囲 内 で あ る 。 動 物 実 験
は 、 ヒ ト 治 療 の た め の 有 効 量 の 決 定 に つ い て の 信 頼 で き る ガ イ ダ ン ス を 提 供 す る 。 有 効 量
の 種 間 ス ケ ー リ ン グ は 、 Toxicokinetics and New Drug Development, Yacobiら , 編 , Per
gamon Press, New York 1989, pp. 42-96の Mordenti, J. 及 び Chappell, W. 「 The use o
f interspecies scaling in toxicokinetics」 に 記 載 さ れ た 原 理 に 従 っ て 実 施 で き る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の イ ン ビ ボ 投 与
が 用 い ら れ る 場 合 、 正 常 な 投 与 量 は 、 投 与 経 路 に 応 じ て 、 哺 乳 動 物 の 体 重 当 た り １ 日 に 約
１ ０ ｎ ｇ ／ ｋ ｇ か ら １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ま で 、 好 ま し く は 約 １ μ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 日 か ら １ ０ ｍ ｇ
／ ｋ ｇ ／ 日 で あ る 。 特 定 の 用 量 及 び 輸 送 方 法 の 指 針 は 文 献 に 与 え ら れ て い る ； 例 え ば 、 米
国 特 許 第 ４ ， ６ ５ ７ ， ７ ６ ０ 号 、 第 ５ ， ２ ０ ６ ， ３ ４ ４ 号 、 又 は 第 ５ ， ２ ２ ５ ， ２ １ ２ 号
参 照 。 異 な る 製 剤 が 異 な る 治 療 用 化 合 物 及 び 異 な る 疾 患 に 有 効 で あ る こ と 、 例 え ば 一 つ の
器 官 又 は 組 織 を 標 的 と す る 投 与 に は 、 他 の 器 官 又 は 組 織 と は 異 な る 方 式 で 輸 送 す る こ と が
必 要 で あ る こ と が 予 想 さ れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 投 与 を 必 要 と す る 任 意 の 疾 患 又 は 疾 病 の 治 療 に 適 し た
放 出 特 性 を 持 つ 製 剤 で Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 持 続 放 出 が 望 ま れ る 場 合 、 Ｉ Ｌ －
１ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 が 考 え ら れ る 。 持 続 放 出 の た め の 組 換 え タ
ン パ ク 質 の マ イ ク ロ カ プ セ ル 化 は 、 ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン （ rhGH） 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン -（ rhI
FN-） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -２ 、 及 び MN rgp12０ で 成 功 裏 に 実 施 さ れ て い る 。 Johnsonら , N
at. Med., 2: 795-799 (1996); Yasuda, Biomed. Ther., 27: 1221-1223 (1993); Horaら
, Bio/Technology, 8: 755-758 (199０ ); Cleland, 「 Design and Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ duct
ion of Single Immunization Vaccines Using Polyactide Polyglycolide Microsphere S
ystems」 Vaccine Design: The Subunit and Adjuvant ApＩ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ach, Powell 
及 び  Newman編 , (Plenum Press: New York, 1995), p.439-462; Ｗ Ｏ ９ ７ ／ ０ ３ ６ ９ ２ ，
Ｗ Ｏ ９ ６ ／ ４ ０ ０ ７ ２ ， Ｗ Ｏ ９ ６ ／ ０ ７ ３ ９ ９ ； 及 び 米 国 特 許 第 ５ ， ５ ６ ４ ， ０ １ ０ 号 。
　 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 持 続 放 出 製 剤 は 、 ポ リ -乳 酸 -コ グ リ コ ー ル 酸 （ Ｐ Ｌ Ｇ Ａ ） ポ リ マ
ー を 用 い 、 そ の 生 体 適 合 性 及 び 広 範 囲 の 生 分 解 特 性 に 基 づ い て 開 発 さ れ た 。 Ｐ Ｌ Ｇ Ａ の 分
解 生 成 物 で あ る 乳 酸 及 び グ リ コ ー ル 酸 は 、 ヒ ト 身 体 内 で 即 座 に ク リ ア さ れ る 。 さ ら に 、 こ
の ポ リ マ ー の 分 解 性 は 、 分 子 量 及 び 組 成 に 依 存 し て 数 ヶ 月 か ら 数 年 ま で 調 節 で き る 。 Lewi
s, 「 Controlled release of bioactive agents from lactide/glycolide polymer」 : M.
 Chasin及 び  R. Langer (編 ), Biodegradable Polymers as Drug Delivery Systems (Mar
cel Dekker: New York, 199０ ), pp. 1-41。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド に 類 似 す る （ ア ゴ ニ ス ト ） 又 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ
／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 効 果 を 阻 害 す る （ ア ン タ ゴ ニ ス ト ） も の を 同 定 す る た め の 化 合 物 の ス
ク リ ー ニ ン グ 方 法 も 包 含 す る 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト 候 補 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 こ こ
に 同 定 し た 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 又 は 複 合 体 形 成 す
る 化 合 物 、 又 は 他 に コ ー ド 化 ポ リ ペ プ チ ド の 他 の 細 胞 性 タ ン パ ク 質 と の 相 互 作 用 を 阻 害 す
る 化 合 物 を 同 定 す る た め に 設 計 さ れ る 。 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 そ れ を 特
に 小 分 子 候 補 薬 の 同 定 に 適 し た も の に す る 、 化 学 的 ラ イ ブ ラ リ の 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー
ニ ン グ に 適 用 可 能 な ア ッ セ イ を 含 む 。
　 該 ア ッ セ イ は 、 タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ 、 生 化 学 的 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ
イ 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 及 び 細 胞 ベ ー ス の ア ッ セ イ で 、 こ の 分 野 で 知 ら れ た も の を 含 む 種 々
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の 方 式 で 実 施 さ れ る 。
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト に つ い て の 全 て の ア ッ セ イ は 、 そ れ ら が 候 補 薬 を こ こ で 同 定 さ れ た 核 酸
に コ ー ド さ れ る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド と 、 こ れ ら ２ つ の 成 分 が 相 互 作 用 す る の に
十 分 な 条 件 下 及 び 時 間 で 接 触 さ せ る こ と を 必 要 と す る こ と に お い て 共 通 す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 結 合 ア ッ セ イ に お い て 、 相 互 作 用 は 結 合 で あ り 、 形 成 さ れ た 複 合 体 は 単 離 さ れ る か 、 又
は 反 応 混 合 物 中 で 検 出 さ れ る 。 特 別 な 実 施 態 様 で は 、 こ こ に 同 定 さ れ た 遺 伝 子 に コ ー ド さ
れ る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 候 補 薬 が 、 共 有 又 は 非 共 有 結 合 に よ り 固 相 、 例 え
ば ミ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 固 定 化 さ れ る 。 非 共 有 結 合 は 、 一 般 的 に 固 体 表 面 を Ｉ Ｌ － １
７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 溶 液 で 被 覆 し 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 あ る い は 、 固 定
化 さ れ る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 固 定 化 抗 体 、 例 え ば モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 、 そ れ を 固 体 表 面 に 固 着 さ せ る た め に 用 い る こ と が で き る 。 ア ッ セ イ は 、 固 定 化 成 分
、 例 え ば 固 着 成 分 を 含 む 被 覆 表 面 に 、 検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 さ れ て い て も よ い 非 固 定 化 成
分 を 添 加 す る こ と に よ り 実 施 さ れ る 。 反 応 が 完 了 し た と き 、 未 反 応 成 分 を 例 え ば 洗 浄 に よ
っ て 除 去 し 、 固 体 表 面 に 固 着 し た 複 合 体 を 検 出 す る 。 最 初 の 非 固 定 化 成 分 が 検 出 可 能 な 標
識 を 有 し て い る 場 合 、 表 面 に 固 定 化 さ れ た 標 識 の 検 出 は 複 合 体 形 成 が 起 こ っ た こ と を 示 す
。 最 初 の 非 固 定 化 成 分 が 標 識 を 持 た な い 場 合 は 、 複 合 体 形 成 は 、 例 え ば 、 固 定 化 さ れ た 複
合 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 標 識 抗 体 に よ っ て 検 出 で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 候 補 化 合 物 が 相 互 作 用 す る が こ こ に 同 定 し た 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る 特 定 の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ
／ Ｆ ポ リ ペ プ チ に 結 合 し な い 場 合 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド と の 相 互 作 用 は 、 タ ン パ ク 質 -タ ン
パ ク 質 相 互 作 用 を 検 出 す る た め に 良 く 知 ら れ て い る 方 法 に よ っ て ア ッ セ イ す る こ と が で き
る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ は 、 架 橋 、 同 時 免 疫 沈 降 、 及 び 勾 配 又 は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ カ ラ ム
を 通 す 同 時 精 製 な ど の 伝 統 的 な 手 法 を 含 む 。 さ ら に 、 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 は
、 Chevray及 び Nathans［ Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ c.Natl. Acad. Sci. USA 89, 5789-5793 (1991
)］ に 開 示 さ れ て い る よ う に 、 Fields及 び 共 同 研 究 者 ら ［ Fiels及 び Song, Nature(London)
 34０ , 245-246 (1989); Chienら , Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ c.Natl. Acad. Sci. USA 88, 9578-
9582 (1991)］ に 記 載 さ れ た 酵 母 ベ ー ス の 遺 伝 子 系 を 用 い る こ と に よ っ て モ ニ タ ー す る こ
と が で き る 。 酵 母 Ｇ Ａ Ｌ ４ な ど の 多 く の 転 写 活 性 化 剤 は 、 ２ つ の 物 理 的 に 別 個 の モ ジ ュ ラ
ー ド メ イ ン か ら な り 、 一 方 は Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン と し て 作 用 し 、 他 方 は 転 写 活 性 化 ド メ イ
ン と し て 機 能 す る 。 前 出 の 文 献 に 記 載 さ れ た 酵 母 発 現 系 （ 一 般 に 「 ２ -ハ イ ブ リ ッ ド 系 」
と 呼 ば れ る ） は 、 こ の 特 性 の 長 所 を 利 用 し 、 並 び に ２ つ の ハ イ ブ リ ッ ド タ ン パ ク 質 を 用 い
、 一 方 で は 標 的 タ ン パ ク 質 が Ｇ Ａ Ｌ ４ の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン に 融 合 し 、 他 方 で は 候 補 と な
る 活 性 化 タ ン パ ク 質 が 活 性 化 ド メ イ ン に 融 合 し て い る 。 Ｇ Ａ Ｌ １ -ｌ ａ ｃ Ｚ リ ポ ー タ ー 遺
伝 子 の Ｇ Ａ Ｌ ４ 活 性 化 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で の 発 現 は 、 タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作
用 を 介 し た Ｇ Ａ Ｌ ４ 活 性 の 再 構 成 に 依 存 す る 。 相 互 作 用 す る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む コ ロ ニ ー
は 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ に 対 す る 色 素 生 産 性 物 質 で 検 出 さ れ る 。 ２ -ハ イ ブ リ ッ ド 技 術 を
用 い た ２ つ の 特 定 な タ ン パ ク 質 間 の タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 同 定 す る た め の 完
全 な キ ッ ト （ MATCHMAKER(商 品 名 )） は 、 Clontechか ら 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る 。 ま た 、 こ
の 系 は 、 特 定 の タ ン パ ク 質 相 互 作 用 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 ド メ イ ン の マ ッ ピ ン グ 、 並 び に
こ れ ら 相 互 作 用 に と っ て 重 要 な ア ミ ノ 酸 残 基 の 特 定 へ 拡 大 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 こ こ で 同 定 さ れ た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 と 細 胞 内 又 は 細 胞
外 成 分 と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る 化 合 物 は 、 次 の よ う に 試 験 で き る ： 通 常 、 反 応 混 合 物 は 、
遺 伝 子 産 物 と 細 胞 外 又 は 細 胞 内 成 分 を 、 こ れ ら ２ つ の 生 成 物 の 相 互 作 用 及 び 結 合 が 可 能 な
条 件 下 及 び 時 間 に 渡 っ て 含 む よ う に 調 製 さ れ る 。 候 補 化 合 物 が 結 合 を 阻 害 す る 能 力 を 試 験
す る た め に 、 反 応 は 試 験 化 合 物 の 不 存 在 及 び 存 在 下 で 実 施 さ れ る 。 さ ら に 、 プ ラ シ ー ボ を
第 ３ の 反 応 混 合 物 に 添 加 し て ポ ジ テ ィ ブ コ ト ロ ー ル を 提 供 し て も よ い 。 混 合 物 中 に 存 在 す
る 試 験 化 合 物 と 細 胞 内 又 は 細 胞 外 成 分 と の 結 合 （ 複 合 体 形 成 ） は 上 記 の よ う に モ ニ タ ー さ
れ る 。 試 験 化 合 物 を 含 有 す る 反 応 混 合 物 で は な く 、 コ ン ト ロ ー ル 反 応 に お け る 複 合 体 の 形
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成 は 、 試 験 化 合 物 が 試 験 化 合 物 と そ の 結 合 パ ー ト ナ ー と の 相 互 作 用 を 阻 害 す る こ と を 示 す
。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト を ア ッ セ イ す る た め に は 、 特 定 の 活 性 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 化
合 物 と と も に Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 細 胞 へ 添 加 し て も よ く 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ
ポ リ ペ プ チ ド 存 在 下 に お け る 対 象 活 性 を 阻 害 す る 化 合 物 の 能 力 は 、 化 合 物 が Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ
／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る こ と を 示 す 。 あ る い は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ
ペ プ チ ド と 膜 結 合 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド レ セ プ タ ー 又 は 組 換 え レ セ プ タ ー を 有 す
る 潜 在 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト を 競 合 的 阻 害 ア ッ セ イ に 適 し た 条 件 下 で 結 合 さ せ る こ と に よ っ て
、 ア ン タ ゴ ニ ス ト を 検 出 し て も よ い 。 放 射 活 性 な ど で Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 標
識 す る こ と が 可 能 で あ り 、 潜 在 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 有 効 性 を 判 断 す る た め に レ セ プ タ ー に
結 合 し た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 数 を 利 用 す る こ と が で き る 。 レ セ プ タ ー を コ ー
ド す る 遺 伝 子 は 、 当 業 者 に 知 ら れ た 多 く の 方 法 、 例 え ば リ ガ ン ド パ ン ニ ン グ 及 び FACSソ ー
ト に よ っ て 同 定 で き る 。 Coliganら , Current Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ tocols in Immun., 1(2):
 第 ５ 章 (1991)。 好 ま し く は 、 発 現 ク ロ ー ニ ン グ が 用 い ら れ 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 Ｒ Ｎ Ａ が Ｉ
Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド に 反 応 性 の 細 胞 か ら 調 製 さ れ 、 こ の Ｒ Ｎ Ａ か ら 生 成 さ れ た ｃ
Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ が プ ー ル に 分 配 さ れ 、 Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 又 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 反
応 性 で な い 他 の 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 使 用 さ れ る 。 ス ラ イ ド ガ ラ ス で 成 長 さ せ た
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 細 胞 を 、 標 識 し た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド で 暴 露 す る 。 こ の
Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド は 、 ヨ ウ 素 化 又 は 部 位 特 異 的 タ ン パ ク 質 キ ナ ー ゼ の 認 識 部
位 の 封 入 を 含 む 種 々 の 手 段 で 標 識 で き る 。 固 定 及 び イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 ス ラ イ ド に
オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ 分 析 を 施 す 。 ポ ジ テ ィ ブ プ ー ル を 同 定 し 、 相 互 作 用 サ ブ プ ー ル 化 及
び 再 ス ク リ ー ニ ン グ 工 程 を 用 い て サ ブ プ ー ル を 調 製 し て 再 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 最 終
的 に 推 定 レ セ プ タ ー を コ ー ド す る 単 一 の ク ロ ー ン を 生 成 す る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 レ セ プ タ ー 同 定 の 代 替 的 方 法 と し て 、 標 識 化 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を レ セ プ タ
ー 分 子 を 発 現 す る 細 胞 膜 又 は 抽 出 調 製 物 に 光 親 和 性 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 架 橋 材 料 を
Ｐ Ａ Ｇ Ｅ で 溶 解 さ せ 、 Ｘ 線 フ ィ ル ム へ 暴 露 す る 。 レ セ プ タ ー を 含 む 標 識 複 合 体 を 励 起 し 、
ペ プ チ ド 断 片 へ 分 解 し 、 タ ン パ ク 質 マ イ ク ロ 配 列 決 定 を 施 す こ と が で き る 。 マ イ ク ロ 配 列
決 定 か ら 得 た ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 推 定 レ セ プ タ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 同 定 す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ
イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ の 一 組 の 設 計 に 用 い ら れ
る 。
　 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 他 の 検 定 で は 、 レ セ プ タ ー を 発 現 す る 哺 乳 動 物 細 胞 又 は 膜 調 製 物 を 、
候 補 化 合 物 の 存 在 下 で 標 識 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
次 い で 、 こ の 相 互 作 用 を 促 進 又 は 阻 止 す る 化 合 物 の 能 力 を 測 定 す る 。
　 潜 在 的 な ア ン タ ゴ ニ ス ト の よ り 特 別 な 例 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン と Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ
プ チ ド と の 融 合 体 に 結 合 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 特 に 、 限 ら れ な い が 、 ポ リ ペ プ チ ド -
及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び 抗 体 断 片 、 一 本 鎖 抗 体 、 抗 -イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 、 及 び こ れ
ら の 抗 体 又 は 断 片 の キ メ ラ 又 は ヒ ト 化 形 態 、 並 び に ヒ ト 抗 体 及 び 抗 体 断 片 を 含 む 抗 体 を 含
ん で い る 。 あ る い は 、 潜 在 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 密 接 に 関 連 し た タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 レ
セ プ タ ー を 認 識 す る が 効 果 を 与 え ず 、 従 っ て Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 作 用 を 競 合
的 に 阻 害 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 変 異 形 態 で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 他 の 潜 在 的 な Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 ア ン チ セ ン ス 技 術 を 用
い て 調 製 さ れ た ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ 作 成 物 で あ り 、 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ
Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ は 、 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し て タ ン パ ク 質 翻 訳 を 妨 害 す る
こ と に よ り ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 を 直 接 阻 止 す る よ う に 作 用 す る 。 ア ン チ セ ン ス 技 術 は 、 ト リ プ
ル へ リ ッ ク ス 形 成 又 は ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ を 通 し て 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る の に
使 用 で き 、 そ れ ら の 方 法 は と も に 、 ポ リ ペ プ チ ド ヌ ク レ オ チ ド の Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ へ の 結
合 に 基 づ く 。 例 え ば 、 こ こ で の 成 熟 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ペ プ
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チ ド ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ５ ’ コ ー ド 化 部 分 は 、 約 １ ０ か ら ４ ０ 塩 基 対 長 の ア ン チ セ ン ス Ｒ
Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 設 計 に 使 用 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 転 写 に 含 ま
れ る 遺 伝 子 の 領 域 に 相 補 的 で あ る よ う に 設 計 さ れ （ ト リ プ ル へ リ ッ ク ス － Leeら , Nucl, A
cid Res., 6: 3０ 73 (1979); Cooneyら , Science, 241: 456 (1988); Dervanら , Science
, 251: 136０  (1991)参 照 ） 、 そ れ に よ り Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 転 写 及 び 生 成
を 防 止 す る 。 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は イ ン ビ ボ で ｍ Ｒ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン し て ｍ Ｒ Ｎ Ａ 分 子 の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド へ の 翻 訳 を 阻 止 す る （ ア
ン チ セ ン ス － Okano, Neurochem., 56: 56０  (1991); Oligodeoxynucleotides as Antisen
se Inhibitors of Gene Expression (SRS Press: Boca Raton, FL, 1988)） 。 上 記 の オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 細 胞 に 輸 送 さ れ 、 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 又 は Ｄ Ｎ Ａ を イ ン ビ ボ で 発 現 さ
せ て 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 生 産 を 阻 害 す る こ と も で き る 。 ア ン チ セ ン ス Ｄ Ｎ
Ａ が 用 い ら れ る 場 合 、 翻 訳 開 始 部 位 、 例 え ば 標 的 遺 伝 子 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の － １ ０ か ら ＋
１ ０ 位 置 の 間 か ら 誘 導 さ れ る オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド が 好 ま し い 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 潜 在 的 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 部 位 、 レ セ プ タ ー 結 合
部 位 、 又 は 成 長 因 子 又 は 他 の 関 連 結 合 部 位 に 結 合 し 、 そ れ に よ り Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ
プ チ ド の 正 常 な 生 物 学 的 活 性 を 阻 止 す る 小 分 子 を 含 む 。 小 分 子 の 例 は 、 こ れ ら に 限 ら れ な
い が 、 小 型 ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド 様 分 子 、 好 ま し く は 可 溶 性 ペ プ チ ド 、 及 び 合 成 非 ペ プ チ
ド 有 機 又 は 無 機 化 合 物 を 含 む 。
　 リ ボ ザ イ ム は 、 Ｒ Ｎ Ａ の 特 異 的 切 断 を 触 媒 で き る 酵 素 的 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 。 リ ボ ザ イ ム
は 、 相 補 的 標 的 Ｒ Ｎ Ａ へ の 配 列 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 次 い で ヌ ク レ オ チ ド 鎖 切
断 的 切 断 に よ り 作 用 す る 。 潜 在 的 Ｒ Ｎ Ａ 標 的 内 の 特 異 的 リ ボ ザ イ ム 切 断 部 位 は 、 既 知 の 技
術 で 同 定 で き る 。 更 な る 詳 細 は 、 例 え ば 、 Rossi, Current Biology 4: 469-471 (1994)及
び Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 、 番 号 Ｗ Ｏ ９ ７ ／ ３ ３ ５ ５ １ （ １ ９ ９ ７ 年 ９ 月 １ ８ 日 公 開 ） を 参 照 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 転 写 阻 害 に 用 い ら れ る ト リ プ ル ヘ リ ッ ク ス 形 成 に お け る 核 酸 分 子 は 一 本 鎖 で デ オ キ シ ヌ
ク レ オ チ ド か ら な る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 基 本 組 成 は 、 フ ー グ ス チ ン 塩 基 対 則
を 介 す る ト リ プ ル ヘ リ ッ ク ス 形 成 を 促 進 す る よ う に 設 計 さ れ 、 そ れ は 一 般 に 二 重 鎖 の 一 方
の 鎖 上 の プ リ ン 又 は ピ リ ミ ジ ン の サ イ ズ 変 更 可 能 な 伸 展 を 必 要 と す る 。 さ ら な る 詳 細 は 、
例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 、 番 号 Ｗ Ｏ ９ ７ ／ ３ ３ ５ ５ １ 、 上 掲 を 参 照 。
　 こ れ ら の 小 分 子 は 、 上 記 で 検 討 し た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の 一 つ 又 は 複 数 の 任 意 の も
の に よ り 及 び ／ 又 は 当 業 者 に 良 く 知 ら れ た 他 の 任 意 の ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に よ り 同 定 で き
る 。
　 ま た 、 こ こ で 開 示 さ れ て い る 分 子 の 診 断 的 及 び 治 療 的 利 用 は 、 下 記 に 開 示 及 び 記 載 の ポ
ジ テ ィ ブ 機 能 ア ッ セ イ ヒ ッ ト に 基 づ い て い る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 Ｆ ． 組 織 分 布
　 本 発 明 の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ を 発 現 す る 組 織 の 位 置 は 、 、 種 々 の ヒ ト 組 織 で の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発
現 の 測 定 に よ り 確 認 で き る 。 そ の よ う な 遺 伝 子 の 位 置 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド
の 活 性 の 刺 激 及 び 阻 害 に よ っ て 最 も 影 響 を 受 け や す い 組 織 に 関 す る 情 報 を 提 供 す る 。 ま た
、 特 定 の 組 織 中 の 遺 伝 子 の 位 置 は 、 下 記 に お い て 論 じ る 活 性 遮 断 ア ッ セ イ の た め の 試 料 組
織 を 提 供 す る 。
　 上 記 し た よ う に 、 種 々 の 組 織 に お け る 遺 伝 子 増 幅 又 は 遺 伝 子 発 現 は 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 転 写 の
定 量 化 の た め の 従 来 の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト （ Thomas, Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ c.
 Natl. Acad. Sci. USA, 77: 52０ 1-52０ 5 [198０ ]） 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト （ Ｄ Ｎ Ａ 分 析 ） 、
又 は イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 、 こ こ に 提 供 す る 配 列 に 基 づ き 、 適 切 な
標 識 プ ロ ー ブ を 用 い て 測 定 で き る 。 あ る い は 、 Ｄ Ｎ Ａ 二 重 鎖 、 Ｒ Ｎ Ａ 二 重 鎖 、 及 び Ｄ Ｎ Ａ
-Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ッ ド 二 重 鎖 又 は Ｄ Ｎ Ａ -タ ン パ ク 質 二 重 鎖 を 含 む 特 定 の 二 重 鎖 を 認 識 す る
抗 体 を 用 い て も よ い 。
　 あ る い は 、 種 々 の 組 織 に お け る 遺 伝 子 発 現 は 、 遺 伝 子 産 物 を 直 接 定 量 化 す る た め の 、 組
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織 断 片 及 び 細 胞 培 地 又 は 体 液 の 免 疫 組 織 学 的 染 色 な ど の 免 疫 的 方 法 に よ っ て も 測 定 で き る
。 免 疫 組 織 学 的 染 色 又 は 試 料 液 の ア ッ セ イ に 有 用 な 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル で も ポ リ ク ロ
ー ナ ル で も よ く 、 任 意 の 動 物 か ら 調 製 さ れ る 。 都 合 良 く 、 抗 体 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ
ペ プ チ ド の 天 然 配 列 に 対 し て 、 又 は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 に 基 づ
く 合 成 ペ プ チ ド に 対 し て 、 或 い は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 、 特 異 的 抗 体
エ ピ ト ー プ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ と 融 合 し た 外 来 配 列 に 対 し て 調 製 し て も よ い 。 下 記 に 、 抗
体 を 生 成 す る た め の 一 般 的 な 技 術 、 並 び に ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 及 び イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン の プ ロ ト コ ー ル を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 Ｇ ． 抗 体 結 合 の 研 究
　 本 発 明 の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 は 、 組 織 細 胞 に 対 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ
ポ リ ペ プ チ ド の 効 果 を 阻 害 す る 抗 -Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 の 能 力 が 試 験 さ れ る 抗 体 結 合 の
研 究 に よ っ て 更 に 確 認 で き る 。 例 示 的 な 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 ヒ ト
化 、 二 重 特 異 性 、 及 び へ テ ロ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 を 含 み 、 そ の 調 製 は 以 下 に 記 載 す る 。
　 抗 体 結 合 の 研 究 は 、 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ 、 直 接 及 び 間 接 サ ン ド ウ ィ ッ チ ア ッ セ イ 、 及 び
免 疫 沈 降 ア ッ セ イ な ど の 既 知 の ア ッ セ イ 法 で 実 施 し て よ い 。 Zola, Monoclonal Antibodie
s: A Manual of Techniques, pp.147-158 (CRC Press, Inc., 1987)。
　 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ は 、 標 識 標 準 物 の 、 限 ら れ た 量 の 抗 体 と の 結 合 に つ い て 試 験 分 析 物
と 競 合 す る 能 力 に よ る 。 試 験 試 料 中 の （ 腫 瘍 細 胞 で 増 幅 さ れ た 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る ） 標
的 タ ン パ ク 質 の 量 は 、 抗 体 に 結 合 し 始 め る 標 準 物 の 量 に 逆 比 例 す る 。 結 合 し 始 め る 標 準 物
の 量 の 測 定 を 促 進 す る た め に 、 抗 体 は 好 ま し く は 競 合 の 前 又 は 後 に 固 定 化 し 、 抗 体 に 結 合
し た 標 準 品 及 び 分 析 物 が 未 結 合 で 残 っ て い る 標 準 物 及 び 分 析 物 か ら 容 易 に 分 離 で き る よ う
に す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 サ ン ド ウ ィ ッ チ ア ッ セ イ は ２ つ の 抗 体 の 使 用 を 含 み 、 各 々 が 検 出 す べ き タ ン パ ク 質 の 異
な る 免 疫 原 部 分 、 又 は エ ピ ト ー プ に 結 合 で き る 。 サ ン ド ウ ィ ッ チ ア ッ セ イ に お い て 試 験 試
料 分 析 物 は 固 体 支 持 体 上 に 固 定 化 さ れ た 第 １ の 抗 体 に 結 合 し 、 そ の 後 第 ２ の 抗 体 が 分 析 物
に 結 合 し 、 よ っ て 不 溶 性 の ３ 成 分 複 合 体 が 形 成 さ れ る 。 例 え ば 米 国 特 許 第 ４ ， ３ ７ ６ ， １
１ ０ 号 参 照 。 第 ２ の 抗 体 は 検 出 可 能 部 分 で 標 識 さ れ （ 直 接 サ ン ド ウ ィ ッ チ ア ッ セ イ ） 、 あ
る い は 検 出 可 能 部 分 で 標 識 さ れ た 抗 -免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 を 用 い て 測 定 し て も よ い （ 間 接
サ ン ド ウ ィ ッ チ ア ッ セ イ ） 。 例 え ば 、 サ ン ド ウ ィ ッ チ ア ッ セ イ の 一 形 態 は Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ
セ イ で あ り 、 こ の 場 合 の 検 出 可 能 部 分 は 酵 素 で あ る 。
　 免 疫 組 織 学 の た め に は 、 腫 瘍 試 料 は 新 鮮 で も 凍 結 し た も の で も よ く 、 パ ラ フ ィ ン に 包 埋
し て 、 例 え ば ホ ル マ リ ン 等 の 保 存 剤 で 固 定 し て も よ い 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 Ｈ ． 細 胞 ベ ー ス ア ッ セ イ
　 細 胞 ベ ー ス ア ッ セ イ 及 び 免 疫 関 連 疾 患 の 動 物 モ デ ル を 、 こ こ で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 と ポ リ
ペ プ チ ド 、 並 び に 免 疫 関 連 疾 患 の 発 達 と 病 原 性 と の 関 係 を さ ら に 理 解 す る の に 用 い る こ と
が で き る 。
　 異 な る 方 法 で は 、 こ こ に 記 載 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 特 定 の 免 疫 関 連 疾 患 に 関 与 す る こ と が 知
ら れ て い る あ る 細 胞 型 の 細 胞 へ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 こ れ ら の ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 免 疫 機 能 を
刺 激 又 は 阻 害 す る 能 力 を 分 析 す る 。 適 当 な 細 胞 は 所 望 の 遺 伝 子 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し
、 そ し て 免 疫 機 能 を モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 こ の よ う な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 株 化 細
胞 は 、 例 え ば Ｔ 細 胞 の 増 殖 又 は 炎 症 性 細 胞 の 浸 潤 を 調 節 す る 免 疫 機 能 を 阻 害 又 は 刺 激 す る
ポ リ － 又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は 抗 体 組 成 物 の 能 力 を 試 験 す る の に 用 い る こ と が で き る
。 こ こ に 同 定 し た 遺 伝 子 の コ ー ド 化 配 列 で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 細 胞 は 、 さ ら に 、 免
疫 関 連 疾 患 の 治 療 の 候 補 薬 の 同 定 に 用 い る こ と が で き る 。
　 さ ら に は 、 安 定 な 株 化 細 胞 が 好 ま し い が 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら 誘 導 さ れ た 一 次
培 地 を （ 下 記 の よ う な ） 、 こ こ で の 細 胞 ベ ー ス ア ッ セ イ に 使 用 す る こ と が で き る 。 ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら 連 続 株 化 細 胞 を 誘 導 す る 技 術 は 、 こ の 分 野 で 良 く 知 ら れ て い る （ Sm
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allら , Mol. Cell. Biol. 5, 642-648 [1985]参 照 ） 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 一 つ の 適 切 な 細 胞 ベ ー ス ア ッ セ イ は 、 混 合 リ ン パ 球 反 応 (Ｍ Ｌ Ｒ )で あ る 。 Current Ｉ Ｌ
－ １ ７ Ａ ／ Ｆ tocols in Immunology, unit3.12； J E Coligan, A M Kruisbeek, D H Marg
lies, E M Shevach, W Strober編 , 国 立 衛 生 研 究 所 , John Wiley & Sons, Inc。 こ の ア ッ
セ イ で は 、 活 性 Ｔ 細 胞 の 増 殖 を 刺 激 又 は 阻 害 す る 試 験 化 合 物 の 能 力 が 評 価 さ れ る 。 レ ス ポ
ン ダ ー Ｔ 細 胞 の 懸 濁 液 を 同 種 刺 激 細 胞 と 培 養 し 、 Ｔ 細 胞 の 増 殖 を ト リ チ ウ ム 化 チ ミ ジ ン の
取 り 込 み に よ っ て 測 定 す る 。 こ の ア ッ セ イ は 、 Ｔ 細 胞 反 応 性 の 一 般 的 な 測 定 法 で あ る 。 活
性 化 に よ っ て 、 Ｔ 細 胞 の 大 多 数 が Ｉ Ｌ -２ へ 応 答 し 、 Ｉ Ｌ -２ を 生 産 す る こ と か ら 、 こ の ア
ッ セ イ で の 応 答 性 の 相 違 の 一 部 は 、 応 答 細 胞 に よ る Ｉ Ｌ -２ 生 産 の 違 い を 反 映 す る 。 Ｍ Ｌ
Ｒ の 結 果 は 、 標 準 的 な リ ン フ ォ カ イ ン （ Ｉ Ｌ -２ ） 検 出 ア ッ セ イ に よ っ て 確 か め ら れ る 。 C
urrent Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ tocols in Immunology, 上 掲 , ３ ． １ ５ ， ６ ． ３ 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 Ｍ Ｌ Ｒ ア ッ セ イ に お け る 増 殖 性 の Ｔ 細 胞 応 答 は 、 ア ッ セ イ さ れ た 分 子 の 直 接 的 な 分 裂 促
進 特 性 又 は 外 来 性 の 抗 原 誘 導 活 性 化 に 起 因 す る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の Ｔ 細 胞 刺 激 性 活
性 の 更 な る 確 認 は 、 同 時 刺 激 ア ッ セ イ に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 Ｔ 細 胞 活 性 化 に は 、 Ｔ
細 胞 レ セ プ タ ー （ Ｔ Ｃ Ｒ ） を 通 し て 媒 介 さ れ る 抗 原 特 異 性 シ グ ナ ル と 二 番 目 の リ ガ ン ド 結
合 に よ る 相 互 作 用 を 通 し て 媒 介 さ れ る 同 時 刺 激 シ グ ナ ル 、 例 え ば Ｂ ７ （ Ｃ Ｄ ８ ０ ， Ｃ Ｄ ８
６ ） ／ Ｃ Ｄ ２ ８ 結 合 相 互 作 用 が 必 要 さ れ る 。 Ｃ Ｄ ２ ８ 架 橋 は 、 活 性 化 Ｔ 細 胞 に よ る リ ン フ
ォ カ イ ン の 分 泌 を 増 加 さ せ る 。 Ｔ 細 胞 活 性 化 は 、 ネ ガ テ ィ ブ 又 は ポ ジ テ ィ ブ 効 果 の あ る リ
ガ ン ド 結 合 を 通 し て 、 ネ ガ テ ィ ブ 及 び ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル の 両 方 を 有 す る 。 Ｃ Ｄ ２ ８
及 び Ｃ Ｔ Ｌ Ａ -４ は Ｂ ７ と 結 合 す る Ｉ ｇ ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 関 連 す る 糖 タ ン パ ク 質 で あ
る 。 Ｂ ７ へ の Ｃ Ｄ ２ ８ の 結 合 に は 、 Ｔ 細 胞 活 性 化 の ポ ジ テ ィ ブ 同 時 刺 激 効 果 が あ る ； 逆 を
言 え ば 、 Ｂ ７ へ の Ｃ Ｔ Ｌ Ａ -４ の 結 合 に は 、 ネ ガ テ ィ ブ な Ｔ 細 胞 非 活 性 化 効 果 が あ る 。 Cha
mbers, C.A.及 び Allison, J.P., Curr. Opin. Immunol.(1997) 9:396； Schwartz, R.H., 
Cell(1992) 71: 1０ 65； Linsey, P.S.及 び Ledbetter, J.A., Annu. Rev. Immunol.(1993)
 11:191； June, C.H.ら ., Immunol. Today(1994) 15:321； Jenkins, M.K., Immunity(199
4) 1:4０ 5。 同 時 刺 激 ア ッ セ イ で は 、 Ｔ 細 胞 同 時 刺 激 性 又 は 阻 害 活 性 に つ い て 本 発 明 の Ｉ
Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を ア ッ セ イ す る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 発 明 の 他 の 化 合 物 と 並 ん で 、 Ｔ 細 胞 増 殖 の 刺 激 剤 （ 同 時 刺 激 剤 ） 及 び ア ゴ ニ ス ト 、 例
え ば ア ゴ ニ ス ト 抗 体 あ り 、 そ の 上 に Ｍ Ｌ Ｒ 及 び 同 時 刺 激 ア ッ セ イ に よ っ て 確 定 さ れ た よ う
に 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 弱 く 、 最 適 状 態 に は 及 ば な い 、 或 い は 不
十 分 な 免 疫 機 能 と し て 特 徴 付 け ら れ る 免 疫 関 連 疾 患 の 治 療 に 有 用 で あ る 。 こ れ ら の 疾 患 は
、 Ｔ 細 胞 （ 並 び に Ｔ 細 胞 媒 介 免 疫 ） の 増 殖 及 び 活 性 化 を 刺 激 す る こ と 、 並 び に 刺 激 Ｉ Ｌ －
１ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の よ う な 刺 激 性 化 合 物 の 投 与 を 通 し て 哺 乳 動 物 の 免 疫 応 答 を 高 め
る こ と に よ っ て 治 療 さ れ る 。 こ の 刺 激 ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ
プ チ ド 又 は そ の ア ゴ ニ ス ト 抗 体 で も よ い 。
　 本 発 明 に お け る よ う な 刺 激 化 合 物 の 直 接 的 用 途 は 、 初 期 Ｔ 細 胞 上 に 発 現 す る リ ガ ン ド （
４ -１ Ｂ Ｂ Ｌ ） と 結 合 し 、 Ｔ 細 胞 活 性 化 と 成 長 の 信 号 を 伝 達 す る 、 腫 瘍 壊 死 因 子 レ セ プ タ
ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る ４ -１ Ｂ Ｂ 糖 タ ン パ ク 質 を と も な う 実 験 に お い て 確 か め ら
れ て い る 。 Alderson, M.E.ら ., J. Immunol. 24:2219(1994) 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 ア ゴ ニ ス ト 刺 激 性 化 合 物 の 用 途 も 実 験 的 に 確 か め ら れ て い る 。 ア ゴ ニ ス ト 抗 -４ -１ Ｂ Ｂ
抗 体 に よ る 治 療 で の ４ -１ Ｂ Ｂ の 活 性 化 は 、 腫 瘍 の 根 絶 を 促 進 す る 。 Hellstrom, I.及 び He
llstrom, K.E., Crit. Rev. Immunol. (1998) 18:1。 下 記 に よ り 詳 し く 記 載 さ れ て い る 免
疫 吸 着 剤 療 法 に よ る 腫 瘍 の 治 療 は 、 本 発 明 の 刺 激 性 化 合 物 の 用 途 の も う 一 つ の 例 で あ る 。
Ｍ Ｌ Ｒ ア ッ セ イ に お い て 阻 害 す る こ と が 見 出 さ れ て い る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 活 性 と 拮 抗 す
る 、 或 い は そ れ を 遮 断 す る こ と に よ っ て 、 免 疫 刺 激 又 は 促 進 効 果 も 達 成 す る こ と が で き る
。 化 合 物 の 阻 害 活 性 を 打 ち 消 す こ と は 、 正 味 の 刺 激 性 効 果 を 生 み 出 す 。 適 切 な ア ン タ ゴ ニ

10

20

30

40

50

(77) JP 2008-500803 A 2008.1.17



ス ト ／ 遮 断 化 合 物 は 、 阻 害 性 タ ン パ ク 質 を 認 識 し て そ れ と 結 合 す る そ れ の 抗 体 又 は 断 片 で
あ り 、 こ の タ ン パ ク 質 の レ セ プ タ ー と の 効 果 的 な 相 互 作 用 を 遮 断 し て 、 レ セ プ タ ー を 通 し
て の シ グ ナ ル 伝 達 を 阻 害 す る 。 恐 ら く は Ｃ Ｔ Ｌ Ａ -４ の 結 合 に よ る 阻 害 シ グ ナ ル を 除 く こ
と に よ っ て Ｔ 細 胞 の 増 殖 を 促 進 す る 抗 -Ｃ Ｔ Ｌ Ａ -４ 抗 体 を 用 い る 実 験 に お い て 、 こ の 効 果
は 確 認 さ れ て い る 。 Walunas, T.L.ら , Immunity(1994) 1:4０ 5。
　 あ る い は 、 免 疫 刺 激 又 は 増 強 効 果 は 、 ま た 、 血 管 透 過 性 を 高 め る 特 性 を 有 す る Ｉ Ｌ － １
７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 投 与 に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 高 ま っ た 血 管 透 過 性 は 、 免
疫 細 胞 （ 例 え ば 、 単 球 、 好 酸 球 、 Ｐ Ｍ Ｎ ） の 局 所 的 な 浸 潤 に よ っ て 和 ら げ る こ と が 可 能 な
疾 患 に 対 し て 有 益 で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 一 方 で は 、 Ｔ 細 胞 増 殖 ／ 活 性 化 、 リ ン フ ォ カ イ ン 分 泌 、 及 び ／ 又 は 血 管 透 過 性 の 直 接 的
阻 害 剤 で あ る 本 発 明 の 他 の 化 合 物 と 同 様 に Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド は 、 免 疫 応 答 を
抑 制 へ 直 接 に 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら の 化 合 物 は 、 免 疫 応 答 の 程 度 を 減 じ る こ と 、 並
び に 異 常 に 活 発 な 、 並 外 れ に 最 適 な 、 又 は 自 己 免 疫 性 の 応 答 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 免 疫
関 連 疾 患 を 治 療 す る の に 有 用 で あ る 。 本 発 明 の こ の 化 合 物 の 用 途 は 、 レ セ プ タ ー Ｂ ７ へ の
Ｃ Ｔ Ｌ Ａ -４ の 結 合 が Ｔ 細 胞 を 不 活 性 化 さ せ る 上 記 に 記 載 の 実 験 に よ っ て 確 認 さ れ て い る
。 本 発 明 の 直 接 的 阻 害 性 化 合 物 は 、 類 似 の 方 法 で 機 能 す る 。 血 管 透 過 性 を 抑 制 す る 化 合 物
の 用 途 は 、 炎 症 を 減 じ る こ と が 期 待 で き る 。 そ の よ う な 用 途 は 、 過 度 の 炎 症 に 関 連 す る 症
状 を 治 療 す る の に 有 益 で あ る 。
　 あ る い は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 刺 激 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 し 、 こ れ ら 分 子
の 刺 激 効 果 を 遮 断 す る 抗 体 は 、 正 味 の 阻 害 性 効 果 を 生 成 し 、 Ｔ 細 胞 増 殖 ／ 活 性 化 及 び ／ 又
は リ ン フ ォ カ イ ン 分 泌 を 阻 害 す る こ と に よ っ て Ｔ 細 胞 性 免 疫 応 答 を 抑 制 す る こ と に 用 い る
こ と が で き る 。 こ の ポ リ ペ プ チ ド の 刺 激 効 果 を 遮 断 す る こ と は 、 哺 乳 動 物 の 免 疫 応 答 を 抑
制 す る 。 こ の 用 途 は 、 抗 -Ｉ Ｌ ２ 抗 体 を 用 い る 実 験 に お い て 確 認 さ れ て い る 。 こ れ ら の 実
験 で は 、 抗 体 は Ｉ Ｌ ２ と 結 合 し 、 Ｉ Ｌ ２ の そ の レ セ プ タ ー と の 結 合 を 遮 断 す る こ と で Ｔ 細
胞 阻 害 効 果 を 達 成 す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 Ｉ ． 動 物 モ デ ル
　 細 胞 ベ ー ス イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ の 結 果 は 、 イ ン ビ ト ロ 動 物 モ デ ル 及 び Ｔ 細 胞 機 能 向 け の
ア ッ セ イ を 用 い て さ ら に 確 か め る こ と が で き る 。 免 疫 関 連 疾 患 の 発 達 及 び 病 理 に お け る こ
こ で 同 定 さ れ る 遺 伝 子 の 役 割 を 更 に 理 解 す る た め に 、 そ し て 抗 体 、 及 び 小 分 子 ア ゴ ニ ス ト
を 含 む 天 然 ポ リ ペ プ チ ド の 他 の ア ゴ ニ ス ト を 含 む 候 補 治 療 薬 の 有 効 性 を 試 験 す る た め に 、
種 々 の 良 く 知 ら れ た 動 物 モ デ ル が 使 用 で き る 。 こ の よ う な モ デ ル の イ ン ビ ボ の 性 質 に よ っ
て 、 特 に ヒ ト 患 者 に お け る 反 応 を 予 測 で き る 。 免 疫 関 連 疾 患 の 動 物 モ デ ル は 、 非 組 換 え 及
び 組 換 え （ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ） 動 物 の 両 方 を 含 む 。 非 組 換 え 動 物 モ デ ル は 、 例 え ば 、 齧
歯 類 、 例 え ば マ ウ ス モ デ ル を 含 む 。 こ の よ う な モ デ ル は 、 標 準 的 な 技 術 、 例 え ば 、 皮 下 注
射 、 尾 部 静 脈 注 射 、 脾 臓 移 植 、 腹 膜 内 移 植 、 腎 被 膜 下 移 植 な ど に よ り 、 細 胞 を 導 入 す る こ
と に よ っ て 作 成 さ れ る 。
　 移 植 片 対 宿 主 疾 患 は 、 免 疫 担 当 細 胞 が 免 疫 抑 制 又 は 寛 容 （ ト レ ラ ン ス ） な 患 者 に 移 植 さ
れ た 際 に 起 こ る 。 ド ナ ー 細 胞 が 宿 主 抗 原 を 認 識 し 、 こ れ へ 応 答 す る 。 こ の 応 答 に は 、 生 命
を 脅 か す 重 篤 な 炎 症 か ら 下 痢 及 び 体 重 減 少 の 穏 や か な 場 合 に ま で 変 化 し 得 る 。 移 植 片 対 宿
主 疾 患 モ デ ル は 、 Ｍ Ｈ Ｃ 抗 原 及 び 微 量 の 移 植 抗 原 に 対 す る Ｔ 細 胞 の 反 応 性 を 評 価 す る 手 段
を 提 供 す る 。 好 適 な 手 法 は 、 上 記 の Current Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ tocols in Immunology uni
t 4.3に 詳 し く 記 載 さ れ て い る 。
　 皮 膚 移 植 片 拒 絶 の 動 物 モ デ ル は 、 Ｔ 細 胞 が イ ン ビ ボ 組 織 破 壊 を 媒 介 す る 能 力 を 試 験 す る
手 段 で あ り 、 移 植 片 拒 絶 に お け る そ れ ら の 役 割 の 基 準 で あ る 。 最 も 普 通 で 許 容 さ れ る モ デ
ル は 、 マ ウ ス の 尾 の 皮 膚 移 植 で あ る 。 繰 り 返 し 実 験 に よ り 、 皮 膚 同 種 移 植 片 拒 絶 は Ｔ 細 胞
、 ヘ ル パ ー Ｔ 細 胞 尾 キ ラ ー 効 果 Ｔ 細 胞 に 媒 介 さ れ 、 抗 体 で は な い こ と が 示 さ れ た 。 Auchin
closs, H. Jr.及 び Sachs, D.H., Fundamental Immunology, 2版 , W.E. Paul編 , Raven Pr
ess, NY, 1989, 889-992。 好 適 な 手 法 は 、 上 記 の Current Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ tocols in Im
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munology, unit 4.4に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。 本 発 明 の 化 合 物 の 試 験 に 使 用 で き る 他 の 移
植 片 拒 絶 モ デ ル は 、 Tanabe, M.ら , Transplantation (1994) 58: 23及 び Tinubu, S.A.ら ,
 J. Immunol. (1994) 433０ -4338に 記 載 さ れ て い る 同 種 心 臓 移 植 モ デ ル で あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 遅 延 型 過 敏 症 の 動 物 モ デ ル は 、 同 様 に 細 胞 媒 介 免 疫 機 能 の ア ッ セ イ 法 を 提 供 す る 。 詳 細
な 型 の 過 敏 症 反 応 は 、 抗 原 負 荷 後 時 間 が 経 過 す る ま で ピ ー ク に 達 し な い 炎 症 を 特 徴 と す る
Ｔ 細 胞 媒 介 免 疫 反 応 で あ る 。 こ れ ら の 反 応 は ま た 、 組 織 特 異 的 自 己 免 疫 疾 患 、 例 え ば 多 発
性 硬 化 症 （ Ｍ Ｓ ） 及 び 実 験 的 自 己 免 疫 性 脳 脊 髄 炎 （ Ｅ Ａ Ｅ 、 Ｍ Ｓ の モ デ ル ） を 起 こ す 。 好
適 な 手 法 は 、 上 記 の Current Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ tocols in Immunology, unit 4.5に 詳 細 に
記 載 さ れ て い る 。
　 Ｅ Ａ Ｅ は 、 Ｔ 細 胞 及 び 単 核 球 炎 症 、 及 び そ の 結 果 生 じ た 中 枢 神 経 系 の 軸 索 の 脱 髄 に よ っ
て 特 徴 付 け ら れ る Ｔ 細 胞 性 自 己 免 疫 疾 患 で あ る 。 Ｅ Ａ Ｅ は 、 一 般 的 に は 、 ヒ ト の Ｍ Ｓ の 関
連 す る 動 物 モ デ ル で あ る と 考 え ら れ る 。 Bolton, C., Multiple Sclerosis(1995) 1: 143
。 急 性 及 び 再 発 性 軽 減 モ デ ル の 両 方 が 開 発 さ れ て い る 。 Current Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ tocols
 in Immunology, unit 15.1及 び 15.2に 記 載 の プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 、 本 発 明 の 化 合 物 は
、 免 疫 性 脱 髄 疾 患 に 対 す る Ｔ 細 胞 刺 激 性 又 は 阻 害 性 活 性 に つ い て 試 験 す る こ と が で き る 。
Duncan, I.D.ら , Molec. Med. Today(1997) 554-561に 記 載 さ れ て い る 、 オ リ ゴ デ ン ド ロ
グ リ ア 又 は シ ュ ワ ン 細 胞 が 中 枢 神 経 系 へ 移 植 さ れ る ミ エ リ ン 疾 患 の モ デ ル も 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 接 触 過 敏 症 は 、 細 胞 性 免 疫 機 能 の 単 純 な 遅 延 型 過 敏 症 イ ン ビ ボ ア ッ セ イ で あ る 。 こ の 手
法 で は 、 遅 延 型 過 敏 症 反 応 を 引 き 起 こ す 外 来 性 ハ プ テ ン へ の 皮 膚 被 爆 が 測 定 そ し て 定 量 化
さ れ る 。 接 触 過 敏 症 に は 、 誘 発 期 が 後 に 続 く 初 期 感 作 期 が 含 ま れ る 。 こ の 誘 発 期 は 、 Ｔ リ
ン パ 球 が 以 前 に 接 触 し た 抗 原 と 遭 遇 す る 際 に 起 こ る 。 腫 れ と 炎 症 が 起 こ り 、 そ れ を ヒ ト ア
レ ル ギ ー 性 接 触 皮 膚 炎 の 優 れ た モ デ ル に す る 。 好 適 な 手 法 は 、 Current Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ
tocols in Immunology, Eds. J. E. Cologan, A. M. Kruisbeek, D. H. Margulies, E. M
. Shevach及 び W. Strober, John Wiley & Sons, Inc., 1994, unit 4.2に 詳 し く 記 載 さ れ
て い る 。 Grabbe, S. 及 び Schwarz, T, Immun. Today 19(1): 37-44(1998)も 参 照 の こ と 。
　 関 節 炎 の 動 物 モ デ ル は コ ラ ー ゲ ン 誘 発 関 節 炎 で あ る 。 こ の モ デ ル は 、 ヒ ト の 自 己 免 疫 性
慢 性 関 節 リ ウ マ チ と 臨 床 的 、 組 織 学 的 及 び 免 疫 学 的 特 徴 を 共 有 し 、 ヒ ト の 自 己 免 疫 性 関 節
炎 の 許 容 さ れ る モ デ ル で あ る 。 マ ウ ス 及 び ラ ッ ト モ デ ル は 、 滑 膜 炎 、 軟 骨 及 び 肋 軟 骨 下 骨
の 浸 食 を 特 徴 と す る 。 本 発 明 の 化 合 物 は 、 上 記 の Current Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ tocols in Im
munology, unit 15.5に 記 載 さ れ て い る プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 、 自 己 免 疫 性 関 節 炎 に 対 す
る 活 性 に つ い て 試 験 で き る 。 ま た 、 Issekutz, A.C.ら , Immunology 88: 569 (1996)に 記
載 さ れ て い る Ｃ Ｄ １ ８ 及 び Ｖ Ｌ Ａ -４ イ ン テ グ リ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た
モ デ ル も 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 喘 息 の モ デ ル は 記 載 さ れ 、 そ こ で は 抗 原 誘 発 気 道 過 剰 反 応 性 、 肺 性 好 酸 球 増 加 症 及 び 炎
症 が 、 動 物 を オ ボ ア ル ブ ミ ン で 感 作 し 、 次 い で 動 物 に エ ア ロ ゾ ル で 運 ば れ る 同 じ タ ン パ ク
質 を 負 荷 す る こ と に よ り 誘 発 さ れ る 。 幾 つ か の 動 物 モ デ ル （ モ ル モ ッ ト 、 ラ ッ ト 、 非 ヒ ト
霊 長 類 ） は 、 エ ア ロ ゾ ル 抗 原 で 負 荷 し た 際 に ヒ ト の ア ト ピ ー 性 喘 息 に 似 た 徴 候 を 示 す 。 マ
ウ ス モ デ ル は 、 ヒ ト 喘 息 の 多 く の 特 徴 を 持 つ 。 本 発 明 の 化 合 物 の 喘 息 治 療 に お け る 活 性 及
び 有 効 性 を 試 験 す る た め の 好 適 な 方 法 は 、 Wolyniec, W.W.ら , Am. J. Respir. Cell Mol.
 Biol.,　 18: 777(1998) 及 び そ の 引 用 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。
　 さ ら に 、 本 発 明 の 化 合 物 は 、 乾 癬 様 疾 患 の 動 物 モ デ ル で も 試 験 で き る 。 証 拠 は 、 乾 癬 に
つ い て の Ｔ 細 胞 病 原 を 示 唆 し て い る 。 本 発 明 の 化 合 物 は 、 Schon, M.P.ら , Nat. Med. (19
97)3: 183に よ っ て 記 載 さ れ た 、 マ ウ ス が 乾 癬 に 類 似 す る 組 織 病 原 学 的 皮 膚 疾 患 を 示 す sci
d/scidマ ウ ス モ デ ル で も 試 験 で き る 。 他 の 好 適 な モ デ ル は 、 Nickoloff, B.J.ら , Am . J.
 Pathol. (1995) 146: 58０ に 記 載 さ れ た よ う に 調 製 さ れ る ヒ ト 皮 膚 ／ ｓ ｃ ｉ ｄ マ ウ ス キ
メ ラ で あ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
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　 組 換 え （ ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク ） 動 物 モ デ ル は 、 こ こ に 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の コ ー ド 部 分 を
、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 作 成 の た め の 標 準 的 技 術 を 用 い て 、 対 象 と す る 動 物 の ゲ ノ ム に
導 入 す る こ と に よ り 加 工 で き る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 操 作 の 標 的 と し て 提 供 で き る 動 物 は
、 限 定 さ れ な い が 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 モ ル モ ッ ト 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ブ タ 、 及 び 非
-ヒ ト 霊 長 類 、 例 え ば ヒ ヒ 、 チ ン パ ン ジ ー 及 び サ ル を 含 む 。 こ れ ら の 動 物 に 導 入 遺 伝 子 を
導 入 す る の に こ の 分 野 で 知 ら れ た 技 術 は 、 全 核 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン （ Hoppe及 び Wan
ger, 米 国 特 許 第 4,873,191号 ） ； 胚 系 列 へ の レ ト ロ ウ イ ル ス 媒 介 遺 伝 子 転 移 （ 例 え ば 、 Va
n der Puttenら , Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ c. Natl. Acad. Sci. USA 82, 6148-615 [1985]） ；
胚 性 肝 細 胞 で の 遺 伝 子 標 的 化 （ Thompsonら , Cell 56, 313-321 [1989]） ； 胚 の エ レ ク ト
ロ ポ レ ー シ ョ ン （ Lo, Mol. Cel. Biol. 3, 18０ 3-1814 [1983]） ； 精 子 媒 介 遺 伝 子 転 移 （
Lavitranoら , Cell 57, 717-73 [1989]） を 含 む 。 概 説 と し て は 、 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ４
， ７ ３ ６ ， ８ ６ ６ 号 を 参 照 の こ と 。
　 本 発 明 の 目 的 の た め に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 は 、 そ の 一 部 に の み 導 入 遺 伝 子 を 有 す
る も の （ 「 モ ザ イ ク 動 物 」 ） を 含 む 。 導 入 遺 伝 子 は 、 単 一 の 導 入 遺 伝 子 と し て 、 又 は コ ン
カ テ マ ー 、 例 え ば 頭 部 と 頭 部 又 は 頭 部 と 尾 部 の 直 列 型 と し て 組 み 込 ま れ る 。 特 定 の 細 胞 型
へ の 導 入 遺 伝 子 の 選 択 的 導 入 も 、 例 え ば 、 Laskoら , Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ c. Natl. Acad. Sc
i. USA 89, 6232-636 (1992)の 技 術 に 従 っ て 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お け る 導 入 遺 伝 子 の 発 現 は 、 標 準 的 技 術 に よ っ て モ ニ タ ー で
き る 。 例 え ば 、 導 入 遺 伝 子 の 組 み 込 み の 確 認 に サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 又 は Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 が 用 い
ら れ る 。 次 い で 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 発 現 の レ ベ ル は 、 イ ン サ イ ツ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 ノ ー ザ
ン ブ ロ ッ ト 分 析 、 Ｐ Ｃ Ｒ 、 又 は 免 疫 組 織 化 学 な ど の 技 術 を 用 い て 分 析 で き る 。
　 例 え ば 免 疫 細 胞 の 特 定 の 細 胞 へ の 浸 潤 を 確 定 す る た め の 組 織 学 的 検 査 に よ っ て 、 免 疫 疾
患 病 理 の 兆 候 に 関 し て こ の 動 物 を 更 に 調 べ て も よ い 。 本 発 明 の 化 合 物 に よ る Ｔ 細 胞 増 殖 の
刺 激 又 は 阻 害 の 程 度 を 確 定 す る た め に 、 こ の 化 合 物 で 処 理 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 で
遮 断 実 験 を も 行 う こ と が で き る 。 こ れ ら の 実 験 で は 、 上 記 に 記 載 の よ う に し て 調 製 し た 本
発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 結 合 す る 遮 断 抗 体 が 動 物 へ 投 与 さ れ 、 そ し て 免 疫 機 能 へ の 影 響 が 測
定 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 あ る い は 、 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 動 物 は 、 こ こ で 同 定 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 内 在
性 の 遺 伝 子 と 、 動 物 の 胚 性 細 胞 へ 導 入 さ れ た そ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 改 変 ゲ ノ ム Ｄ
Ｎ Ａ と の 間 の 相 同 組 み 換 え の 結 果 と し て 、 こ こ で 同 定 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 欠
陥 又 は 改 変 遺 伝 子 を 有 す る も の と し て 構 築 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 あ る 特 定 ポ リ ペ プ
チ ド を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 、 確 立 さ れ て い る 技 術 に よ っ て 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド
す る ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の ク ロ ー ニ ン グ に 利 用 で き る 。 あ る 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ゲ
ノ ム Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 は 、 そ の 他 の 遺 伝 子 、 例 え ば 組 み 込 み を モ ニ タ ー す る た め に 利 用 で き る
選 択 可 能 な マ ー カ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 に よ っ て 置 き 換 え 又 は 除 去 で き る 。 概 し て 、 ベ ク
タ ー は 無 変 化 の フ ラ ン キ ン グ Ｄ Ｎ Ａ (５ 'と ３ '末 端 の 両 方 )を 数 キ ロ ベ ー ス 含 む ［ 例 え ば 、
相 同 的 組 換 え ベ ク タ ー に つ い て は Thomas及 び Capecchi, Cell, 51:5０ 3(1987)を 参 照 の こ
と ］ 。 ベ ク タ ー を 胚 性 幹 細 胞 へ (例 え ば 電 気 穿 孔 法 等 に よ っ て )導 入 し 、 導 入 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ
が 内 在 性 Ｄ Ｎ Ａ と 相 同 的 に 組 換 え ら れ た 細 胞 を 選 択 す る ［ 例 え ば 、 Liほ か , Cell, 69:915
(1992)参 照 ］ 。 選 択 さ れ た 細 胞 は 次 に 動 物 (例 え ば マ ウ ス 又 は ラ ッ ト )の 胚 盤 胞 内 に 注 入 さ
れ 、 集 合 キ メ ラ を 形 成 す る ［ 例 え ば 、 Bradley, Teratocarcinomas and Embryonic Stem C
ells: A Practical ApＩ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ach, E. J. Robertson, ed. (IRL, Oxford, 1987
), pp. 113-152参 照 ］ 。 そ の 後 、 キ メ ラ 性 胚 を 適 切 な 偽 妊 娠 の 雌 性 乳 母 に 移 植 し 、 期 間 を
お い て 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 動 物 を つ く り 出 す 。 胚 細 胞 に 相 同 的 に 組 換 え ら れ た Ｄ Ｎ Ａ を 有 す
る 子 孫 は 標 準 的 な 技 術 に よ り 同 定 さ れ 、 そ れ ら を 利 用 し て 動 物 の 全 細 胞 が 相 同 的 に 組 換 え
ら れ た Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 動 物 を 繁 殖 さ せ る こ と が で き る 。 ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 は 、 例 え ば 腫 瘍 の
発 達 を 含 む 、 ポ リ ペ プ チ ド が 不 在 で あ る こ と に よ る あ る 種 の 病 理 的 状 態 及 び そ の 病 理 的 状
態 の 発 達 に 対 す る 防 御 能 力 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。
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【 ０ １ ４ １ 】
　 Ｊ ． 免 疫 ア ジ ュ バ ン ド 療 法
　 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 免 疫 刺 激 化 合 物 を 腫 瘍 （ 癌 ） 治 療 の た め の 免 疫 ア ジ ュ バ ン ド
療 法 に 利 用 す る こ と が で き る 。 Ｔ 細 胞 が ヒ ト 腫 瘍 の 特 異 的 抗 原 を 認 識 す る こ と は 、 現 在 は
立 証 さ れ て い る 。 Ｍ Ａ Ｇ Ｅ 、 Ｂ Ａ Ｇ Ｅ 及 び Ｇ Ａ Ｇ Ｅ フ ァ ミ リ ー の 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ
れ て い る 腫 瘍 抗 原 の 一 群 は 、 す べ て の 成 人 の 正 常 組 織 で は 沈 黙 し て い る が 、 腫 瘍 、 例 え ば
メ ラ ノ ー マ 、 肺 癌 、 頭 頸 部 腫 瘍 、 及 び 膀 胱 癌 に お い て か な り の 量 が 発 現 し て い る 。 DeSmet
. C.ら ., Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ c. Natl. Acad. Sci. USA, 93: 7149(1996)。 イ ン ビ ト ロ と イ
ン ビ ボ の 双 方 に お い て 、 Ｔ 細 胞 の 同 時 刺 激 に よ っ て 腫 瘍 の 退 行 と 抗 腫 瘍 応 答 が 誘 導 さ れ る
こ と が 示 さ れ て い る 。 Melero, I.ら ., Nature Medicine, 3: 682(1997)； Kwon, E.D.ら .,
 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ c. Natl. Acad. Sci. USA, 94: 8０ 99(1997)； Lynch, D.H.ら ., Natur
e Medicine, 3:625(1997)； Finn, O.J.及 び Lotze, M.T., J. Immunol., 21:114(1998)。
本 発 明 の 刺 激 性 化 合 物 は 、 ア ジ ュ バ ン ド と し て 、 Ｔ 細 胞 増 殖 ／ 活 性 化 及 び 腫 瘍 抗 原 へ の 抗
腫 瘍 応 答 を 刺 激 す る た め に 、 単 独 又 は 成 長 制 御 剤 、 細 胞 傷 害 性 剤 又 は 化 学 療 法 剤 と と も に
投 与 す る こ と が で き る 。 既 知 の 投 与 処 方 に よ っ て 、 成 長 制 御 、 細 胞 傷 害 性 、 又 は 化 学 療 法
剤 を 従 来 量 で 投 与 し て も よ い 。 本 発 明 の 化 合 物 に よ る 免 疫 刺 激 活 性 に よ っ て 、 成 長 制 御 、
細 胞 傷 害 性 、 又 は 化 学 療 法 剤 の 減 量 が 可 能 と な り 、 そ れ に よ っ て 患 者 の 毒 性 が 潜 在 的 に 低
下 す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 Ｋ ． 候 補 薬 た め の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ
　 候 補 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 こ こ で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ て い
る ポ リ ペ プ チ ド 、 或 い は そ の 生 物 活 性 断 片 と 結 合 又 は 複 合 化 す る 化 合 物 、 或 い は そ う で な
け れ ば コ ー ド さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド と 他 の 細 胞 性 タ ン パ ク 質 の 相 互 作 用 を 妨 害 す る 化 合
物 を 同 定 す る よ う に 設 計 さ れ て い る 。 こ の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 化 学 的 ラ イ
ブ ラ リ の 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ に 従 う ア ッ セ イ を 含 み 、 特 に 、 小 分 子 候 補 薬 の 同
定 に 適 し て い る 。 考 え ら れ る 小 分 子 に は 、 ペ プ チ ド 、 好 ま し く は 可 溶 性 ペ プ チ ド 、 （ ポ リ
） ペ プ チ ド -免 疫 グ ロ ブ リ ン 融 合 物 を 含 む 合 成 有 機 又 は 無 機 化 合 物 を 含 み 、 そ し て 特 に 限
定 す る こ と な く 、 ヒ ト 抗 体 及 び 抗 体 断 片 と 並 ん で 、 ポ リ -及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び 抗
体 断 片 、 一 本 鎖 抗 体 、 抗 -イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 、 及 び そ の よ う な 抗 体 又 は 断 片 の キ メ ラ 又
は ヒ ト 化 異 形 を 含 む 抗 体 を 含 む 。 こ の ア ッ セ イ は 、 こ の 分 野 で 良 く 特 徴 付 け ら れ て い る タ
ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 結 合 ア ッ セ イ 、 生 物 学 的 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ 、 免 疫 検 定 及 び 細
胞 ベ ー ス の ア ッ セ イ を 含 む 種 々 の 型 式 で 実 施 さ れ る 。 す べ て の ア ッ セ イ は 、 候 補 薬 と こ こ
で 同 定 さ れ た 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ て い る ポ リ ペ プ チ ド の 相 互 作 用 を 可 能 に す る 条 件 下
及 び 十 分 な 時 間 に 渡 っ て 、 こ れ ら 二 つ の 分 子 を 接 触 さ せ る こ と を 必 要 と す る と い う 点 で 共
通 で あ る 。
　 結 合 ア ッ セ イ に お い て 、 相 互 作 用 は 結 合 で あ り 、 形 成 さ れ た 複 合 体 は 単 離 さ れ る か 、 或
い は 反 応 混 合 物 中 で 検 出 す る こ と が で き る 。 特 別 な 実 施 態 様 で は 、 こ こ に 同 定 さ れ た 遺 伝
子 に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 又 は 候 補 薬 が 、 共 有 又 は 非 共 有 結 合 に よ り 固 相 、 例 え ば マ
イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト に 固 定 化 さ れ る 。 非 共 有 結 合 は 、 一 般 的 に 固 体 表 面 を ポ リ ペ プ チ
ド の 溶 液 で 被 覆 し 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 達 成 さ れ る 。 あ る い は 、 固 定 化 す べ き ペ プ チ ド に
特 異 的 な 固 定 化 抗 体 、 例 え ば モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 そ の ペ プ チ ド を 固 体 表 面 に 固 着 さ せ
る た め に 用 い る こ と が で き る 。 ア ッ セ イ は 、 固 定 化 成 分 、 例 え ば 固 着 成 分 を 含 む 被 覆 表 面
に 、 検 出 可 能 な 標 識 で 標 識 さ れ て い て も よ い 非 固 定 化 成 分 を 添 加 す る こ と に よ り 実 施 さ れ
る 。 反 応 が 完 了 し た と き 、 未 反 応 成 分 を 例 え ば 洗 浄 に よ り 除 去 し 、 固 体 表 面 に 固 着 し た 複
合 体 を 検 出 す る 。 最 初 の 非 固 定 化 成 分 が 検 出 可 能 な 標 識 を 有 し て い る 場 合 、 表 面 に 固 定 化
さ れ た 標 識 の 検 出 は 複 合 体 形 成 が 起 こ っ た こ と を 示 す 。 最 初 の 非 固 定 化 成 分 が 標 識 を 持 た
な い 場 合 は 、 複 合 体 形 成 は 、 例 え ば 、 固 定 化 さ れ た 複 合 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 標 識 抗 体 に
よ っ て 検 出 で き る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 候 補 化 合 物 が 相 互 作 用 す る が 特 定 の タ ン パ ク 質 に 結 合 し な い 場 合 、 そ の レ セ プ タ ー と の
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相 互 作 用 は 、 タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 検 出 す る た め に 良 く 知 ら れ た 方 法 に よ っ
て ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ は 、 架 橋 、 同 時 免 疫 沈 降 、 及 び 勾 配 又
は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ カ ラ ム を 通 す 同 時 精 製 な ど の 伝 統 的 な 手 法 を 含 む 。 さ ら に 、 タ ン パ ク
質 － タ ン パ ク 質 相 互 作 用 は 、 Fields及 び 共 同 研 究 者 等 ［ Fiels及 び Song, Nature(London) 
34０ , 245-246 (1989); Chienら ,Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ c.Natl. Acad. Sci. USA 88, 9578-95
82 (1991)］ に 記 載 さ れ た 酵 母 菌 ベ ー ス の 遺 伝 子 系 を 用 い る こ と に よ り 、 Chevray及 び Nath
ans［ Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ c.Natl. Acad. Sci. USA 89, 5789-5793 (1991)］ に 開 示 さ れ て い
る よ う に モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 酵 母 菌 Ｇ Ａ Ｌ ４ な ど の 多 く の 転 写 活 性 化 剤 は 、 ２ つ
の 物 理 的 に 別 個 の モ ジ ュ ラ ー ド メ イ ン か ら な り 、 一 方 は Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン と し て 作 用 し
、 他 方 は 転 写 活 性 化 ド メ イ ン と し て 機 能 す る 。 以 前 の 文 献 に 記 載 さ れ た 酵 母 菌 発 現 系 （ 一
般 に 「 ２ -ハ イ ブ リ ッ ド 系 」 と 呼 ば れ る ） は 、 こ の 特 性 の 長 所 を 利 用 し て 、 ２ つ の ハ イ ブ
リ ッ ド タ ン パ ク 質 を 用 い 、 一 方 で は 標 的 タ ン パ ク 質 が Ｇ Ａ Ｌ ４ の Ｄ Ｎ Ａ 結 合 ド メ イ ン に 融
合 し 、 他 方 で は 、 候 補 と な る 活 性 化 タ ン パ ク 質 が 活 性 化 ド メ イ ン に 融 合 し て い る 。 Ｇ Ａ Ｌ
１ -ｌ ａ ｃ Ｚ リ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の Ｇ Ａ Ｌ ４ 活 性 化 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で の 発 現 は 、 タ ン
パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相 互 作 用 を 介 し た Ｇ Ａ Ｌ ４ 活 性 の 再 構 成 に 依 存 す る 。 相 互 作 用 す る ポ
リ ペ プ チ ド を 含 む コ ロ ニ ー は 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ に 対 す る 色 素 生 産 性 物 質 で 検 出 さ れ
る 。 ２ -ハ イ ブ リ ッ ド 技 術 を 用 い た ２ つ の 特 定 な タ ン パ ク 質 間 の タ ン パ ク 質 -タ ン パ ク 質 相
互 作 用 を 同 定 す る た め の 完 全 な キ ッ ト （ MATCHMAKER(商 品 名 )） は 、 Clontechか ら 商 業 的 に
入 手 可 能 で あ る 。 こ の 系 は 、 特 定 の タ ン パ ク 質 相 互 作 用 に 含 ま れ る タ ン パ ク 質 ド メ イ ン の
マ ッ ピ ン グ 、 並 び に こ の 相 互 作 用 に と っ て 重 要 な ア ミ ノ 酸 残 基 の 特 定 に も 拡 張 す る こ と が
で き る 。
　 こ こ で 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 相 互 作 用 を 妨 害 す る 化 合 物 と 、 試 験 が 可 能 な 他 の 細 胞 内 又 は
細 胞 外 成 分 を 見 出 す た め に 、 二 つ の 産 物 の 相 互 作 用 と 結 合 を 可 能 に す る 条 件 と 時 間 の 下 で
、 遺 伝 子 の 生 産 物 、 並 び に 細 胞 内 又 は 細 胞 外 成 分 を 含 有 す る よ う に 、 反 応 混 合 物 は 、 通 常
は 調 製 さ れ る 。 試 験 化 合 物 の 結 合 を 阻 害 す る 能 力 を 試 験 す る た め に は 、 反 応 を 試 験 化 合 物
が 存 在 す る 場 合 と 存 在 し な い 場 合 で 実 施 す る 。 さ ら に 、 第 ３ の 反 応 混 合 物 へ プ ラ シ ー ボ を
添 加 し て ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て も よ い 。 コ ン ト ロ ー ル 反 応 に お い て 複 合 体 の 形 成
が あ り 、 試 験 化 合 物 を 含 有 し な い 反 応 混 合 物 で は 複 合 体 の 形 成 が な い こ と は 、 試 験 化 合 物
が 、 試 験 化 合 物 と そ の 反 応 パ ー ト ナ ー と の 相 互 作 用 を 妨 害 す る こ と を 示 す 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 Ｌ ． 免 疫 関 連 疾 患 治 療 の た め の 組 成 物 及 び 方 法
　 免 疫 関 連 疾 患 の 治 療 に 有 用 な 組 成 物 は 、 限 定 さ れ な い が 、 タ ン パ ク 質 、 抗 体 、 小 有 機 分
子 、 ペ プ チ ド 、 ホ ス ホ ペ プ チ ド 、 ア ン チ セ ン ス 及 び リ ボ ザ イ ム 分 子 、 三 重 螺 旋 分 子 な ど を
含 み 、 免 疫 機 能 、 例 え ば Ｔ 細 胞 増 殖 ／ 活 性 化 、 リ ン フ ォ カ イ ン 放 出 、 又 は 免 疫 細 胞 浸 潤 を
阻 害 又 は 刺 激 す る 。
　 例 え ば 、 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 及 び Ｒ Ｎ Ａ 分 子 は 、 標 的 ｍ Ｒ Ｎ Ａ に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン し て タ ン パ ク 質 翻 訳 を 防 止 す る こ と に よ り ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 を 直 接 阻 止 す る 。 ア ン チ セ ン
ス Ｄ Ｎ Ａ が 用 い ら れ る 場 合 、 翻 訳 開 始 部 位 、 例 え ば 標 的 遺 伝 子 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の － １ ０
か ら ＋ １ ０ 位 置 の 間 か ら 誘 導 さ れ る オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド が 好 ま し い 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 リ ボ ザ イ ム は 、 Ｒ Ｎ Ａ の 特 異 的 切 断 を 触 媒 で き る 酵 素 的 Ｒ Ｎ Ａ 分 子 で あ る 。 リ ボ ザ イ ム
は 、 相 補 的 標 的 Ｒ Ｎ Ａ へ の 配 列 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 次 い で ヌ ク レ オ チ ド 鎖 切
断 的 切 断 に よ り 作 用 す る 。 潜 在 的 Ｒ Ｎ Ａ 標 的 内 の 特 異 的 リ ボ ザ イ ム 切 断 部 位 は 、 既 知 の 技
術 で 同 定 で き る 。 更 な る 詳 細 は 、 例 え ば 、 Rossi, Current Biology 4: 469-471 (1994)及
び Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 、 番 号 WO ９ ７ ／ ３ ３ ５ ５ １ （ 1997年 9月 18日 発 行 ） を 参 照 。
　 転 写 阻 害 に 用 い ら れ る 三 重 螺 旋 形 成 に お け る 核 酸 分 子 は 一 本 鎖 で デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド
か ら な る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 基 本 組 成 は 、 フ ー グ ス チ ン 塩 基 対 則 を 介 す る 三
重 螺 旋 形 成 を 促 進 す る よ う に 設 計 さ れ 、 そ れ は 一 般 に 二 重 鎖 の 一 方 の 鎖 上 の プ リ ン 又 は ピ
リ ミ ジ ン の サ イ ズ 変 更 可 能 な 伸 展 を 必 要 と す る 。 さ ら な る 詳 細 は 、 例 え ば 、 Ｐ Ｃ Ｔ 公 報 、
番 号 Ｗ Ｏ  ９ ７ ／ ３ ３ ５ ５ １ ，  上 掲 を 参 照 。
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　 こ れ ら の 分 子 は 上 記 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の 任 意 の も の 又 は 任 意 の 組 み 合 わ せ に よ
り 、 又 は 当 業 者 に 知 ら れ た 他 の ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に よ り 同 定 で き る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 Ｍ ． 抗 -Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体
　 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 は 、 こ こ で 治 療 薬 及 び ／ 又 は 診 断 薬 と し て の 用 途 が 見 出 さ れ 得
る 抗 -Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 を 提 供 す る 。 抗 体 の 例 と し て は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 、 ヒ ト 化 、 二 重 特 異 性 及 び ヘ テ ロ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 　 １ ． ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 関 連 す る 抗 原 及 び ア ジ ュ バ ン ト を 複 数 回 皮 下 注 射 （ ｓ ｃ ） 又 は
腹 腔 内 注 射 す る こ と に よ り 、 動 物 内 で 発 生 さ せ る こ と が 好 ま し い 。 （ 特 に 合 成 ペ プ チ ド を
使 用 す る 場 合 ） 免 疫 化 さ れ た 種 に お い て 免 疫 原 性 で あ る タ ン パ ク 質 に 関 連 抗 原 を 抱 合 さ せ
る の が 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 二 機 能 性 剤 又 は 誘 導 体 化 剤 、 例 え ば マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル ス
ル ホ ス ク シ ニ ミ ド エ ス テ ル （ シ ス テ イ ン 残 基 に よ り 抱 合 ） 、 Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ニ ミ ド
（ リ シ ン 残 基 に よ り 抱 合 ） 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 無 水 コ ハ ク 酸 、 Ｓ Ｏ Ｃ ｌ ２ 、 又 は Ｒ １

Ｎ ＝ Ｃ ＝ Ｎ Ｒ （ Ｒ 及 び Ｒ １ は 異 な る ア ル キ ル 基 ） を 用 い て 、 鍵 穴 カ サ ガ イ ヘ モ シ ア ニ ン （
Ｋ Ｌ Ｈ ） 、 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ウ シ チ ロ グ ロ ブ リ ン 、 又 は 大 豆 ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー に 抗
原 を 抱 合 さ せ る こ と が で き る 。
　 動 物 を 、 例 え ば タ ン パ ク 質 又 は コ ン ジ ュ ゲ ー ト １ ０ ０ μ ｇ 又 は ５ μ ｇ （ そ れ ぞ れ ウ サ ギ
又 は マ ウ ス の 場 合 ） を 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト ３ 容 量 と 併 せ 、 こ の 溶 液 を 複 数 部 位 に
皮 内 注 射 す る こ と に よ っ て 、 抗 原 、 免 疫 原 性 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 又 は 誘 導 体 に 対 し て 免 疫 す
る 。 １ ヶ 月 後 、 該 動 物 を 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト に 入 れ た 初 回 量 の １ ／ ５ な い し １
／ １ ０ の ペ プ チ ド 又 は コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 用 い て 複 数 部 位 に 皮 下 注 射 す る こ と に よ り 、 追 加
免 疫 す る 。 ７ な い し １ ４ 日 後 に 動 物 を 採 血 し 、 抗 体 価 に つ い て 血 清 を 検 定 す る 。 動 物 は 、
力 価 が プ ラ ト ー に 達 す る ま で 追 加 免 疫 す る 。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は ま た 、 タ ン パ ク 融 合 と し て
組 換 え 細 胞 培 養 中 で 調 製 す る こ と が で き る 。 ま た 、 ミ ョ ウ バ ン の よ う な 凝 集 化 剤 が 、 免 疫
反 応 の 増 強 の た め に 好 適 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 　 ２ ． モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Kohler等 , Nature, 256:495 (1975)に よ り 最 初 に 記 載 さ れ た ハ
イ ブ リ ド ー マ 法 、 又 は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 法 (米 国 特 許 第 ４ ８ １ ６ ５ ６ ７ 号 )に よ っ て 作 成 す る こ
と が で き る 。
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に お い て は 、 マ ウ ス 又 は そ の 他 の 適 当 な 宿 主 動 物 、 例 え ば ハ ム ス タ ー
を 上 記 の よ う に 免 疫 し 、 免 疫 化 に 用 い ら れ た タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 産 生 す
る 、 又 は 産 生 す る こ と の で き る リ ン パ 球 を 導 き 出 す 。 別 法 と し て 、 リ ン パ 球 を イ ン ビ ト ロ
で 免 疫 す る こ と も で き る 。 免 疫 化 の 後 、 リ ン パ 球 を 単 離 し 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の よ
う な 適 当 な 融 合 剤 を 用 い て 骨 髄 腫 細 胞 と 融 合 さ せ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 形 成 さ せ る (God
ing, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 59-103頁 (Academic Press, 19
86))。
　 こ の よ う に し て 調 製 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、 融 合 し て い な い 親 の 骨 髄 腫 細 胞 （ 融
合 の パ ー ト ナ ー と も 呼 ば れ る ） の 増 殖 ま た は 生 存 を 阻 害 す る 一 又 は 複 数 の 物 質 を 好 ま し く
は 含 む 適 当 な 培 地 に 蒔 き 、 増 殖 さ せ る 。 例 え ば 、 親 の 骨 髄 腫 細 胞 が 酵 素 ヒ ポ キ サ ン チ ン グ
ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (Ｈ Ｇ Ｐ Ｒ Ｔ 又 は Ｈ Ｐ Ｒ Ｔ )を 欠 失 す る な ら ば 、
ハ イ ブ リ ド ー マ の た め の 培 地 は 、 典 型 的 に は 、 Ｈ Ｇ Ｐ Ｒ Ｔ － 欠 失 細 胞 の 増 殖 を 妨 げ る 物 質
で あ る ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 及 び チ ミ ジ ン を 含 有 す る で あ ろ う (Ｈ Ａ Ｔ 培 地 )
。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 好 ま し い 融 合 の パ ー ト ナ ー で あ る 骨 髄 腫 細 胞 は 、 効 率 的 に 融 合 し 、 選 択 さ れ た 抗 体 産 生
細 胞 に よ る 抗 体 の 安 定 な 高 レ ベ ル の 発 現 を 支 援 し 、 融 合 し な い 親 細 胞 に 対 し て 選 択 す る 選
択 培 地 に 対 し て 感 受 性 で あ る 細 胞 で あ る 。 こ れ ら の 中 で も 、 好 ま し い 骨 髄 腫 株 化 細 胞 は 、
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マ ウ ス 骨 髄 腫 ラ イ ン 、 例 え ば 、 ソ ー ク ・ イ ン ス テ ィ テ ュ ー ト ・ セ ル ・ デ ィ ス ト リ ビ ュ ー シ
ョ ン ・ セ ン タ ー 、 サ ン デ ィ エ ゴ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 、 Ｕ Ｓ Ａ よ り 入 手 し 得 る Ｍ Ｏ Ｐ Ｃ -２ １
お よ び Ｍ Ｐ Ｃ -１ １ マ ウ ス 腫 瘍 、 及 び 、 ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン
、 マ ナ ッ サ ス 、 バ ー ジ ニ ア 、 Ｕ Ｓ Ａ よ り 入 手 し 得 る Ｓ Ｐ -２ 又 は Ｘ ６ ３ -Ａ ｇ ８ -６ ５ ３ 細
胞 か ら 誘 導 さ れ る も の で あ る 。 ヒ ト 骨 髄 腫 及 び マ ウ ス － ヒ ト ヘ テ ロ 骨 髄 腫 株 化 細 胞 も ま た
ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 の た め に 開 示 さ れ て い る （ Kozbor, J.Immunol., 133:3001
 (1984)； Brodeur等 , Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications,5
1-63頁 、 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987)） 。
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 生 育 し て い る 培 地 を 、 抗 原 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 に
つ い て 検 定 す る 。 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に よ り 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
の 結 合 特 異 性 は 、 免 疫 沈 降 又 は イ ン ビ ト ロ 結 合 検 定 、 例 え ば ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (Ｒ Ｉ
Ａ )又 は 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 (Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ )に よ っ て 測 定 す る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 親 和 性 は 、 Munson等 , Anal. Biochem., 107:220(19
80)の ス キ ャ ッ チ ャ ー ド 分 析 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。
　 所 望 の 特 異 性 、 親 和 性 、 及 び ／ 又 は 活 性 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 確 定 さ
れ た 後 、 そ の ク ロ ー ン を 限 界 希 釈 法 に よ り サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 標 準 的 な 方 法 に よ り 増 殖
さ せ る こ と が で き る (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 59-10
3頁 (Academic Press, 1986))。 こ の 目 的 に 対 し て 好 適 な 培 地 は 、 例 え ば 、 Ｄ -Ｍ Ｅ Ｍ 又 は
Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ -１ ６ ４ ０ 培 地 を 包 含 す る 。 ま た 、 こ の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 動 物 の 腹 水 症 腫
瘍 と し て 、 例 え ば マ ウ ス へ の 細 胞 の 腹 腔 内 注 射 に よ っ て 、 イ ン ビ ボ で 増 殖 さ せ る こ と が で
き る 。
　 サ ブ ク ロ ー ン に よ り 分 泌 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー （ 例 え ば プ ロ テ イ ン Ａ 又 は プ ロ テ イ ン Ｇ -セ フ ァ ロ ー ス を 用 い る ） 又 は イ オ ン
交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 電 気 泳 動 、 透
析 等 の よ う な 常 套 的 な 抗 体 精 製 法 に よ っ て 、 培 地 、 腹 水 、 又 は 血 清 か ら 上 手 く 分 離 さ れ る
。
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 常 法 を 用 い て (例 え ば 、 マ ウ ス 抗 体 の 重 鎖
お よ び 軽 鎖 を コ ー ド し て い る 遺 伝 子 に 特 異 的 に 結 合 で き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を
用 い る こ と に よ り )即 座 に 分 離 さ れ て 、 配 列 決 定 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 こ の よ
う な Ｄ Ｎ Ａ の 好 ま し い 供 給 源 と な る 。 ひ と た び 分 離 さ れ た な ら ば 、 Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 ベ ク タ ー
中 に 入 れ 、 つ い で こ れ を 、 こ の 状 況 以 外 で は 抗 体 タ ン パ ク 質 を 産 生 し な い 大 腸 菌 細 胞 、 サ
ル Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 (Ｃ Ｈ Ｏ )細 胞 、 又 は 骨 髄 腫 細 胞 の よ う な 宿 主
細 胞 中 に 形 質 移 入 し 、 組 換 え 宿 主 細 胞 に お け る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 合 成 を 獲 得 す る こ と
が で き る 。 抗 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 細 菌 で の 組 み 換 え 発 現 に 関 す る 概 説 論 文 に は 、 Sker
ra等 , Curr. Opinion in Immunol., 5:256-262(1993)及 び Pluckthun, Immunol. Revs. 13
0: 151-188(1992)が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 更 な る 実 施 態 様 で は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は 抗 体 断 片 は 、 McCafferty等 , Nature, 34
8:552-554 (1990)に 記 載 さ れ た 技 術 を 使 用 し て 産 生 さ れ る 抗 体 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー か ら
分 離 す る こ と が で き る 。 Clackson等 , Nature, 352:624-628 (1991)及 び  Marks等 , J.Mol.
Biol., 222:581-597 (1991)は 、 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 し た マ ウ ス 及 び ヒ ト 抗 体 の
分 離 を 記 述 し て い る 。 続 く 刊 行 物 は 、 鎖 シ ャ フ リ ン グ に よ る 高 親 和 性 (ｎ Ｍ 範 囲 )の ヒ ト 抗
体 の 生 成 (Marks等 , Bio/Technology, 10:779-783[1992])、 並 び に 非 常 に 大 き な フ ァ ー ジ
ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る た め の 方 策 と し て コ ン ビ ナ ト リ ア ル 感 染 と イ ン ビ ボ 組 換 え (Water
house等 , Nuc.Acids.Res., 21:2265-2266[1993])を 記 述 し て い る 。 従 っ て 、 こ れ ら の 技 術
は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 分 離 に 対 す る 伝 統 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に 対
す る 実 行 可 能 な 別 法 で あ る 。
　 抗 体 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 例 え ば 、 ヒ ト 重 鎖 及 び 軽 鎖 定 常 ド メ イ ン （ Ｃ Ｈ 及 び Ｃ Ｌ ）
の 配 列 を 、 相 同 的 マ ウ ス 配 列 に 代 え て 置 換 す る こ と に よ っ て (米 国 特 許 第 ４ ， ８ １ ６ ， ５
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６ ７ 号 ； Morrison等 , Proc.Nat.Acad.Sci.,USA,81:6851(1984))、 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン コ
ー ド 配 列 に 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド （ 異 種 ポ リ ペ プ チ ド ） の コ ー ド 配 列 の 全 部 又 は
一 部 を 共 有 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 修 飾 し て キ メ ラ 又 は 融 合 抗 体 ポ リ ペ プ チ ド を 生 成 す る
こ と が で き る 。 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド 配 列 は 、 抗 体 の 定 常 ド メ イ ン と 置 き 代 わ る
こ と が で き る か 、 又 は 抗 体 の １ つ の 抗 原 結 合 部 位 の 可 変 ド メ イ ン が 置 換 さ れ て 、 抗 原 に 対
す る 特 異 性 を 有 す る １ つ の 抗 原 結 合 部 位 と 異 な る 抗 原 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る も う 一 つ の
抗 原 結 合 部 位 と を 含 む キ メ ラ 二 価 抗 体 を 作 り 出 す 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 　 ３ ． ヒ ト 及 び ヒ ト 化 抗 体
　 本 発 明 の 抗 -Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 は 、 さ ら に ヒ ト 化 抗 体 又 は ヒ ト 抗 体 を 含 む 。 非 ヒ ト (
例 え ば マ ウ ス )抗 体 の ヒ ト 化 形 と は 、 キ メ ラ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 あ る い は
そ の 断 片 (例 え ば Ｆ ｖ 、 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ａ ｂ ’ 、 Ｆ （ ａ ｂ ’ ） ２ あ る い は 抗 体 の 他 の 抗 原 結 合
サ ブ 配 列 )で あ っ て 、 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン に 由 来 す る 最 小 配 列 を 含 む も の で あ る 。 ヒ ト
化 抗 体 は レ シ ピ エ ン ト の 相 補 性 決 定 領 域 (Ｃ Ｄ Ｒ )の 残 基 が 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 又 は ウ サ ギ の
よ う な 所 望 の 特 異 性 、 親 和 性 及 び 能 力 を 有 す る 非 ヒ ト 種 (ド ナ ー 抗 体 )の Ｃ Ｄ Ｒ の 残 基 に よ
っ て 置 換 さ れ た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン (レ シ ピ エ ン ト 抗 体 )を 含 む 。 幾 つ か の 例 で は 、 ヒ ト 免
疫 グ ロ ブ リ ン の Ｆ ｖ フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 は 、 対 応 す る 非 ヒ ト 残 基 に よ っ て 置 換 さ れ て い る
。 ま た 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 レ シ ピ エ ン ト 抗 体 に も 、 移 入 さ れ た Ｃ Ｄ Ｒ も し く は フ レ ー ム ワ ー
ク 配 列 に も 見 出 さ れ な い 残 基 を 含 ん で い て も よ い 。 一 般 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 全 て あ る い は
ほ と ん ど 全 て の Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 が 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の も の に 対 応 し 、 全 て あ る い は ほ と ん
ど 全 て の Ｆ Ｒ 領 域 が ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン コ ン セ ン サ ス 配 列 の も の で あ る 、 少 な く と も １ つ
、 典 型 的 に は ２ つ の 可 変 ド メ イ ン の 実 質 的 に 全 て を 含 む 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 最 適 に は 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 定 常 領 域 (Ｆ ｃ )、 典 型 的 に は ヒ ト の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 定 常 領 域 の 少 な く と も 一 部
を 含 ん で な る ［ Jonesら , Nature, 321:522-525 (1986); Riechmannら , Nature, 332:323-
329 (1988); 及 び Presta, Curr. Op Struct. Biol., 2:593-596 (1992)］ 。
　 非 ヒ ト 抗 体 を ヒ ト 化 す る 方 法 は こ の 分 野 で よ く 知 ら れ て い る 。 一 般 的 に 、 ヒ ト 化 抗 体 に
は 非 ヒ ト 由 来 の １ つ 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 導 入 さ れ る 。 こ れ ら 非 ヒ ト ア ミ ノ 酸 残 基 は
、 し ば し ば 、 典 型 的 に は 「 移 入 」 可 変 ド メ イ ン か ら 得 ら れ る 「 移 入 」 残 基 と 称 さ れ る 。 ヒ
ト 化 は 基 本 的 に 齧 歯 動 物 の Ｃ Ｄ Ｒ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 で ヒ ト 抗 体 の 該 当 す る 配 列 を 置 換 す る こ
と に よ り ウ ィ ン タ ー (Winter)及 び 共 同 研 究 者 ［ Jonesら , Nature, 321:522-525 (1986)； R
iechmannら , Nature, 332:323-327 (1988)； Verhoeyenら , Science, 239:1534-1536 (198
8)］ の 方 法 に 従 っ て 、 齧 歯 類 Ｃ Ｄ Ｒ 又 は Ｃ Ｄ Ｒ 配 列 を ヒ ト 抗 体 の 対 応 す る 配 列 に 置 換 す る
こ と に よ り 実 施 さ れ る 。 よ っ て 、 こ の よ う な 「 ヒ ト 化 」 抗 体 は 、 無 傷 の ヒ ト 可 変 ド メ イ ン
よ り 実 質 的 に 少 な い 分 が 非 ヒ ト 種 由 来 の 対 応 す る 配 列 で 置 換 さ れ た キ メ ラ 抗 体 (米 国 特 許
第 ４ ， ８ １ ６ ， ５ ６ ７ 号 )で あ る 。 実 際 に は 、 ヒ ト 化 抗 体 は 典 型 的 に は 幾 つ か の Ｃ Ｄ Ｒ 残
基 及 び 場 合 に よ っ て は 幾 つ か の Ｆ Ｒ 残 基 が 齧 歯 類 抗 体 の 類 似 す る 部 位 か ら の 残 基 に よ っ て
置 換 さ れ た ヒ ト 抗 体 で あ る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 抗 体 が ヒ ト の 治 療 用 途 を 意 図 し て い る 場 合 、 抗 原 性 及 び Ｈ Ａ Ｍ Ａ 反 応 (ヒ ト 抗 -マ ウ ス 抗
体 )を 低 減 す る に は 、 ヒ ト 化 抗 体 を 生 成 す る 際 に 使 用 す る ヒ ト の 軽 重 両 方 の ヒ ト 可 変 ド メ
イ ン の 選 択 が 非 常 に 重 要 で あ る 。 い わ ゆ る 「 ベ ス ト フ ィ ッ ト 法 」 で は 、 齧 歯 動 物 抗 体 の 可
変 ド メ イ ン の 配 列 を 、 既 知 の ヒ ト 可 変 ド メ イ ン 配 列 の ラ イ ブ ラ リ ー 全 体 に 対 し て ス ク リ ー
ニ ン グ す る 。 次 に 齧 歯 動 物 の も の と 最 も 近 い ヒ ト Ｖ ド メ イ ン 配 列 を 同 定 し 、 そ の 中 の ヒ ト
フ レ ー ム ワ ー ク （ Ｆ Ｒ ） を ヒ ト 化 抗 体 の た め に 受 け 入 れ る (Sims等 , J. Immunol., 151:22
96 (1993)； Chothia等 , J. Mol. Biol., 196:901(1987))。 他 の 方 法 で は 、 軽 又 は 重 鎖 の
特 定 の サ ブ グ ル ー プ の ヒ ト 抗 体 全 て の コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 誘 導 さ れ る 特 定 の フ レ ー ム ワ
ー ク 領 域 を 使 用 す る 。 同 じ フ レ ー ム ワ ー ク を い く つ か の 異 な る ヒ ト 化 抗 体 に 使 用 で き る (C
arter等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992)； Presta等 , J. Immunol., 151:
2623(1993))。
　 更 に 、 抗 体 を 、 抗 原 に 対 す る 高 結 合 親 和 性 や 他 の 好 ま し い 生 物 学 的 性 質 を 保 持 し て ヒ ト
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化 す る こ と が 重 要 で あ る 。 こ の 目 標 を 達 成 す る べ く 、 好 ま し い 方 法 で は 、 親 及 び ヒ ト 化 配
列 の 三 次 元 モ デ ル を 使 用 し て 、 親 配 列 及 び 様 々 な 概 念 的 ヒ ト 化 産 物 の 分 析 工 程 を 経 て ヒ ト
化 抗 体 を 調 製 す る 。 三 次 元 免 疫 グ ロ ブ リ ン モ デ ル は 一 般 的 に 入 手 可 能 で あ り 、 当 業 者 に は
よ く 知 ら れ て い る 。 選 択 さ れ た 候 補 免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 の 推 測 三 次 元 立 体 配 座 構 造 を 図 解
し 、 表 示 す る コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム は 購 入 可 能 で あ る 。 こ れ ら 表 示 を 見 る こ と で 、 候 補
免 疫 グ ロ ブ リ ン 配 列 の 機 能 に お け る 残 基 の あ り そ う な 役 割 の 分 析 、 す な わ ち 候 補 免 疫 グ ロ
グ リ ン の 抗 原 と の 結 合 能 力 に 影 響 を 及 ぼ す 残 基 の 分 析 が 可 能 に な る 。 こ の よ う に し て 、 例
え ば 標 的 抗 原 に 対 す る 親 和 性 が 高 ま る と い っ た 、 望 ま し い 抗 体 特 性 が 達 成 さ れ る よ う に 、
Ｆ Ｒ 残 基 を レ シ ピ エ ン ト 及 び 移 入 配 列 か ら 選 択 し 、 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 一 般 的 に
、 高 頻 度 可 変 領 域 残 基 は 、 直 接 か つ 最 も 実 質 的 に 抗 原 結 合 性 に 影 響 を 及 ぼ し て い る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 ヒ ト 化 抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 の 種 々 の 形 態 が 考 え ら れ る 。 例 え ば ヒ ト 化 抗 体 は 、 免 疫
結 合 体 を 生 成 す る た め に 、 状 況 に 応 じ て 一 又 は 複 数 の 細 胞 傷 害 剤 (類 )と 結 合 し て い て も よ
い 抗 体 断 片 、 例 え ば Ｆ ａ ｂ で あ っ て も よ い 。 ま た 、 ヒ ト 化 抗 体 は 無 傷 抗 体 、 例 え ば 無 傷 Ｉ
ｇ Ｇ １ 抗 体 で あ っ て も よ い 。
　 ヒ ト 化 の 別 法 と し て 、 ヒ ト 抗 体 を 生 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 現 在 で は 、 免 疫 化 す
る こ と で 、 内 因 性 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 産 生 が な く 、 ヒ ト 抗 体 の 全 レ パ ー ト リ ー を 産 生 す る こ
と の で き る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 (例 え ば 、 マ ウ ス )を 作 る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、
キ メ ラ 及 び 生 殖 細 胞 系 突 然 変 異 体 マ ウ ス に お け る 抗 体 重 鎖 結 合 領 域 (Ｊ Ｈ )遺 伝 子 の ホ モ 接
合 体 欠 失 に よ っ て 、 結 果 と し て 内 因 性 抗 体 産 生 の 完 全 な 阻 害 が 起 こ る こ と が 説 明 さ れ て き
た 。 ヒ ト 生 殖 系 列 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 配 列 の 、 こ の よ う な 生 殖 細 胞 系 突 然 変 異 体 マ ウ ス
へ の 転 移 に よ っ て 、 結 果 と し て 抗 原 投 与 時 に ヒ ト 抗 体 の 産 生 が お こ る 。 Jakobovits等 , Pr
oc.Natl.Acad.Sci.USA, 90:2551 (1993)； Jakobovits等 , Nature 362:255-258 (1993); B
ruggeman等 , Year in Immuno., 7:33 (1993)； 米 国 特 許 第 ５ ５ ４ ５ ８ ０ ６ 号 、 同 ５ ５ ６ ９
８ ２ ５ 号 、 同 ５ ５ ９ １ ６ ６ ９ 号 （ 全 て ジ ェ ン フ ァ ー ム (GenPharm)） ； 同 ５ ５ ４ ５ ８ ０ ７ 号
； 及 び 国 際 公 開 第 ９ ７ ／ １ ７ ８ ５ ２ 号 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 別 法 と し て 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 技 術 (McCafferty等 , Nature 348： 552-553[1990])
を 使 用 し て 、 非 免 疫 化 ド ナ ー の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 可 変 (Ｖ )ド メ イ ン 遺 伝 子 レ パ ー ト リ ー か ら
、 イ ン ビ ト ロ で ヒ ト 抗 体 及 び 抗 体 断 片 を 産 出 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 技 術 に よ れ ば 、 抗
体 Ｖ ド メ イ ン 遺 伝 子 を 、 フ レ ー ム 単 位 で 、 繊 維 状 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 例 え ば Ｍ １ ３ 又 は
ｆ ｄ の 大 き い 又 は 小 さ い コ ー ト タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の ど ち ら か で ク ロ ー ン し 、 フ ァ ー ジ 粒 子
の 表 面 で 機 能 的 抗 体 断 片 と し て 表 示 さ せ る 。 繊 維 状 粒 子 が フ ァ ー ジ ゲ ノ ム の 一 本 鎖 Ｄ Ｎ Ａ
コ ピ ー を 含 む の で 、 抗 体 の 機 能 特 性 に 基 づ い た 選 択 に 基 づ い て も 、 結 果 と し て こ れ ら の 特
性 を 示 す 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 選 択 が 成 さ れ る 。 よ っ て 、 こ の フ ァ ー ジ は Ｂ 細 胞 の い
く つ か の 特 性 を 模 倣 し て い る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ は 多 様 な 形 式 で 行 う こ と が で き る ；
例 え ば Johnson, Kevin S. 及 び Chiswell, David J., Current Opinion in Structural Bi
ology 3： 564-571(1993)を 参 照 せ よ 。 Ｖ -遺 伝 子 セ グ メ ン ト の い く つ か の 供 給 源 を 、 フ ァ
ー ジ デ ィ ス プ レ イ の た め に 使 用 で き る 。 Clackson等 , Nature, 352： 624-628(1991)は 、 免
疫 化 し た マ ウ ス 脾 臓 由 来 の Ｖ 遺 伝 子 の 小 さ い ラ ン ダ ム な コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー か
ら 、 多 様 で 多 く の 抗 -オ キ サ ゾ ロ ン 抗 体 を 単 離 し た 。 非 免 疫 化 ヒ ト ド ナ ー の Ｖ 遺 伝 子 の レ
パ ー ト リ ー が 構 成 可 能 で あ り 、 多 様 で 多 く の 抗 原 (自 己 抗 原 を 含 む )に 対 す る 抗 体 は 、 Mark
s等 , J. Mol. Biol. 222： 581-597(1991)、 又 は Griffith等 , EMBO J. 12： 725-734(1993)
に 記 載 の 技 術 に そ の ま ま 従 う こ と で 単 離 す る こ と が で き る 。 ま た 、 米 国 特 許 第 ５ ５ ６ ５ ３
３ ２ 号 及 び 同 ５ ５ ７ ３ ９ ０ ５ 号 を 参 照 の こ と 。
　 上 述 し た よ う に 、 ヒ ト 抗 体 は イ ン ビ ト ロ で 活 性 化 し た Ｂ 細 胞 に よ り 産 生 す る こ と が で き
る (米 国 特 許 第 ５ ５ ６ ７ ６ １ ０ 号 及 び 同 ５ ２ ２ ９ ２ ７ ５ 号 )。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 　 ４ ． 抗 体 断 片
　 あ る 状 況 下 で は 、 抗 体 全 体 よ り も 、 抗 体 断 片 を 用 い る こ と に 利 点 が あ る 。 よ り 小 さ な 大
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き さ の 断 片 に よ っ て 迅 速 な ク リ ア ラ ン ス が 可 能 と な り 、 固 形 腫 瘍 へ の 接 近 の 改 良 に つ な が
り 得 る 。
　 抗 体 断 片 を 産 生 す る た め に 様 々 な 技 術 が 開 発 さ れ て い る 。 伝 統 的 に は 、 こ れ ら の 断 片 は
、 無 傷 の 抗 体 の タ ン パ ク 分 解 性 消 化 に よ っ て 誘 導 さ れ た (例 え ば 、 Morimoto等 , Journal o
f Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117 (1992)及 び Brennan等 , Science, 2
29:81(1985)を 参 照 さ れ た い )。 し か し 、 こ れ ら の 断 片 は 、 現 在 は 組 換 え 宿 主 細 胞 に よ り 直
接 産 生 す る こ と が で き る 。 Ｆ ａ ｂ 、 Ｆ ｖ 及 び Ｓ ｃ Ｆ ｖ 抗 体 断 片 は 、 す べ て 大 腸 菌 で 発 現 さ
せ 分 泌 さ せ る こ と が で き 、 従 っ て 、 大 量 の こ れ ら 断 片 の 産 生 が 容 易 と な っ た 。 抗 体 断 片 は
、 上 で 論 じ た 抗 体 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 別 法 と し て 、 Ｆ ａ ｂ
'-Ｓ Ｈ 断 片 は 大 腸 菌 か ら 直 接 回 収 す る こ と が で き 、 化 学 的 に 結 合 さ せ て Ｆ (ａ ｂ ')２ 断 片
を 形 成 す る こ と が で き る (Carter等 , Bio/Technology 10:163-167(1992))。 他 の ア プ ロ ー
チ 法 で は 、 Ｆ (ａ ｂ ')２ 断 片 を 組 換 え 宿 主 細 胞 培 養 か ら 直 接 分 離 す る こ と が で き る 。 イ ン
ビ ボ 半 減 期 が 増 し た 、 サ ル ベ ー ジ レ セ プ タ ー 結 合 性 エ ピ ト ー プ 残 基 を 含 む Ｆ ａ ｂ 及 び Ｆ （
ａ ｂ ’ ） ２ が 、 米 国 特 許 第 ５ ８ ６ ９ ０ ４ ６ 号 に 記 載 さ れ て い る 。 抗 体 断 片 を 生 成 す る の た
め の 他 の 方 法 は 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う 。 他 の 実 施 態 様 で は 、 選 択 す る 抗 体 は 単 鎖 Ｆ
ｖ 断 片 (ｓ ｃ Ｆ ｖ )で あ る 。 国 際 公 開 ９ ３ ／ １ ６ １ ８ ５ 号 ； 米 国 特 許 第 ５ ５ ７ １ ８ ９ ４ 号 ；
及 び 米 国 特 許 第 ５ ５ ８ ７ ４ ５ ８ 号 を 参 照 の こ と 。 Ｆ ｖ 及 び ｓ Ｆ ｖ は 、 定 常 領 域 を 欠 く 無 傷
の 連 結 部 位 を 有 す る 唯 一 の 種 で あ る ； 従 っ て 、 イ ン ビ ボ で 使 用 し て い る 間 の 減 少 し た 非 特
異 的 結 合 に 適 し て い る 。 ｓ Ｆ ｖ 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 ｓ Ｆ ｖ の ア ミ ノ 又 は カ ル ボ キ シ 末 端 の
ど ち ら か で 、 エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク 質 の 融 合 体 が 生 成 さ れ る よ う に 構 成 さ れ て も よ い 。 上
掲 の Antibody Engineering, Borrebaeck編 を 参 照 の こ と 。 ま た 、 抗 体 断 片 は 、 例 え ば 米 国
特 許 第 ５ ６ ４ １ ８ ７ ０ 号 に 記 載 さ れ て い る よ う な 「 直 鎖 状 抗 体 」 で あ っ て も よ い 。 そ の よ
う な 直 鎖 状 抗 体 断 片 は 単 一 特 異 性 又 は 二 重 特 異 性 で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 　 ５ ． 二 重 特 異 性 抗 体
　 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 少 な く と も ２ つ の 異 な る エ ピ ト ー プ に 対 し て 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗
体 で あ る 。 例 示 的 な 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ タ ン パ ク 質 の ２ つ の 異 な る エ ピ
ト ー プ に 結 合 し う る 。 他 の こ の よ う な 抗 体 で は 他 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 結 合 部 位 と Ｉ Ｌ －
１ ７ Ａ ／ Ｆ 結 合 部 位 と が 結 合 し う る 。 あ る い は 、 抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ア ー ム は 、 Ｉ Ｌ － １
７ Ａ ／ Ｆ -発 現 細 胞 に 細 胞 防 御 メ カ ニ ズ ム を 集 中 さ せ 局 在 さ せ る よ う に 、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ (Ｃ Ｄ
６ ４ )、 Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ (Ｃ Ｄ ３ ２ )及 び Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ (Ｃ Ｄ １ ６ )等 の Ｉ ｇ Ｇ (Ｆ ｃ γ Ｒ )に
対 す る Ｆ ｃ レ セ プ タ ー 、 又 は Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー 分 子 (例 え ば Ｃ Ｄ ３ )等 の 白 血 球 上 の ト リ ガ
ー 分 子 に 結 合 す る ア ー ム と 結 合 し う る 。 ま た 、 二 重 特 異 性 抗 体 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ を 発 現
す る 細 胞 に 細 胞 障 害 剤 を 局 在 化 す る た め に も 使 用 さ れ う る 。 こ れ ら の 抗 体 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ
／ Ｆ 結 合 ア ー ム 及 び 細 胞 障 害 剤 (例 え ば 、 サ ポ リ ン (saporin)、 抗 イ ン タ ー フ ェ ロ ン -α 、
ビ ン カ ア ル カ ロ イ ド 、 リ シ ン Ａ 鎖 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 又 は 放 射 性 同 位 体 ハ プ テ ン )と 結 合
す る ア ー ム を 有 す る 。 二 重 特 異 性 抗 体 は 完 全 長 抗 体 又 は 抗 体 断 片 (例 え ば Ｆ (ａ ｂ ')２ 二 重
特 異 性 抗 体 )と し て 調 製 す る こ と が で き る 。
　 国 際 公 開 第 ９ ６ ／ １ ６ ６ ７ ３ 号 に は 、 二 重 特 異 性 抗 -Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ ／ 抗 -Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ Ｉ Ｉ 抗
体 が 記 載 さ れ て お り 、 米 国 特 許 第 ５ ８ ３ ７ ２ ３ ４ 号 に は 、 二 重 特 異 性 抗 -Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ ／ 抗 -
Ｆ ｃ γ Ｒ Ｉ 抗 体 が 開 示 さ れ て い る 。 二 重 特 異 性 抗 -Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ ／ Ｆ ｃ α 抗 体 は 国 際 公 開 第
９ ８ ／ ０ ２ ４ ６ ３ 号 に 示 さ れ て い る 。 米 国 特 許 第 ５ ８ ２ １ ３ ３ ７ 号 は 、 二 重 特 異 性 抗 -Ｅ
ｒ ｂ Ｂ ２ ／ 抗 -Ｃ Ｄ ３ 抗 体 を 教 示 す る も の で あ る 。
　 二 重 特 異 性 抗 体 を 作 成 す る 方 法 は 当 該 分 野 に お い て 既 知 で あ る 。 完 全 長 二 重 特 異 性 抗 体
の 伝 統 的 な 産 生 は 二 つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 -軽 鎖 対 の 同 時 発 現 に 基 づ き 、 こ こ で 二 つ の
鎖 は 異 な る 特 異 性 を 持 っ て い る (Millstein等 , Nature, 305:537-539(1983))。 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 重 鎖 及 び 軽 鎖 が 無 作 為 に 取 り 揃 え ら れ て い る た め 、 こ れ ら の ハ イ ブ リ ド ー マ (四 部 雑
種 )は １ ０ 個 の 異 な る 抗 体 分 子 の 可 能 性 あ る 混 合 物 を 産 生 し 、 そ の う ち た だ 一 つ が 正 し い
二 重 特 異 性 構 造 を 有 す る 。 通 常 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 に よ り 行 わ れ る
正 し い 分 子 の 精 製 は 、 か な り 煩 わ し く 、 生 成 物 収 率 は 低 い 。 同 様 の 方 法 が 国 際 公 開 第 ９ ３
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／ ０ ８ ８ ２ ９ 号 及 び Traunecker等 、 EMBO J. 10:3655-3659(1991)に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 異 な っ た ア プ ロ ー チ 法 で は 、 所 望 の 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 可 変 ド メ イ ン (抗 原 -抗 体 結
合 部 位 )を 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 ド メ イ ン 配 列 と 融 合 さ せ る 。 該 融 合 は 好 ま し く は 、 少 な く
と も ヒ ン ジ の 一 部 、 Ｃ Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｈ ３ 領 域 を 含 む Ｉ ｇ 重 鎖 定 常 ド メ イ ン で あ る 。 軽 鎖 の 結
合 に 必 要 な 部 位 を 含 む 第 一 の 重 鎖 定 常 領 域 (Ｃ Ｈ １ )を 、 融 合 の 少 な く と も 一 つ に 存 在 さ せ
る こ と が 望 ま し い 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 の 融 合 、 望 ま れ る な ら ば 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 を コ
ー ド し て い る Ｄ Ｎ Ａ を 、 別 個 の 発 現 ベ ク タ ー 中 に 挿 入 し 、 適 当 な 宿 主 生 物 に 同 時 ト ラ ン ス
フ ェ ク ト す る 。 こ れ に よ り 、 組 立 に 使 用 さ れ る 三 つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 等 し く な い 比 率 が
所 望 の 二 重 特 異 性 抗 体 の 最 適 な 収 率 を も た ら す 態 様 に お い て 、 三 つ の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の
相 互 の 割 合 の 調 節 に 大 き な 融 通 性 が 与 え ら れ る 。 し か し 、 少 な く と も 二 つ の ポ リ ペ プ チ ド
鎖 の 等 し い 比 率 で の 発 現 が 高 収 率 を も た ら す と き 、 又 は そ の 比 率 が 所 望 の 鎖 の 結 合 に あ ま
り 影 響 が な い と き は 、 ２ ま た は ３ 個 全 て の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の た め の コ ー ド 化 配 列 を 一 つ の
発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と が 可 能 で あ る 。
　 こ の 手 法 の 好 ま し い 実 施 態 様 で は 、 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 第 一 の 結 合 特 異 性 を 有 す る 一 方
の ア ー ム の ハ イ ブ リ ッ ド 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 と 他 方 の ア ー ム の ハ イ ブ リ ッ ド 免 疫 グ ロ ブ リ
ン 重 鎖 -軽 鎖 対 (第 二 の 結 合 特 異 性 を 提 供 す る )と か ら な る 。 二 重 特 異 性 分 子 の 半 分 に し か
免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 が な い と 容 易 な 分 離 法 が 提 供 さ れ る た め 、 こ の 非 対 称 的 構 造 は 、 所 望
の 二 重 特 異 性 化 合 物 を 不 要 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 の 組 み 合 わ せ か ら 分 離 す る こ と を 容 易 に す
る こ と が 分 か っ た 。 こ の ア プ ロ ー チ 法 は 、 国 際 公 開 第 ９ ４ ／ ０ ４ ６ ９ ０ 号 に 開 示 さ れ て い
る 。 二 重 特 異 性 抗 体 を 産 生 す る 更 な る 詳 細 に つ い て は 、 例 え ば Suresh等 , Methods in Enz
ymology,１ － ７ :210 (1986)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 米 国 特 許 第 ５ ７ ３ １ １ ６ ８ 号 に 記 載 さ れ た 他 の 手 法 に よ れ ば 、 一 対 の 抗 体 分 子 間 の 界 面
を 操 作 し て 組 換 え 細 胞 培 養 か ら 回 収 さ れ る ヘ テ ロ ダ イ マ ー の パ ー セ ン ト を 最 大 に す る こ と
が で き る 。 好 適 な 界 面 は Ｃ Ｈ ３ ド メ イ ン の 少 な く と も 一 部 を 含 む 。 こ の 方 法 で は 、 第 １ 抗
体 分 子 の 界 面 か ら の 一 又 は 複 数 の 小 さ い ア ミ ノ 酸 側 鎖 が よ り 大 き な 側 鎖 (例 え ば チ ロ シ ン
又 は ト リ プ ト フ ァ ン )と 置 き 換 え ら れ る 。 大 き な 側 鎖 と 同 じ 又 は 類 似 の サ イ ズ の 相 補 的 「
キ ャ ビ テ ィ 」 を 、 大 き な ア ミ ノ 酸 側 鎖 を 小 さ い も の (例 え ば ア ラ ニ ン 又 は ス レ オ ニ ン )と 置
き 換 え る こ と に よ り 第 ２ の 抗 体 分 子 の 界 面 に 作 り 出 す 。 こ れ に よ り 、 ホ モ ダ イ マ ー の よ う
な 不 要 の 他 の 最 終 産 物 に 対 し て ヘ テ ロ ダ イ マ ー の 収 量 を 増 大 さ せ る メ カ ニ ズ ム が 提 供 さ れ
る 。
　 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 架 橋 し た 又 は 「 ヘ テ ロ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 」 抗 体 も ま た 含 む 。 例 え ば 、
ヘ テ ロ コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 抗 体 の 一 方 は ア ビ ジ ン に 結 合 さ れ 、 他 方 は ビ オ チ ン に 結 合 さ れ 得
る 。 そ の よ う な 抗 体 は 、 例 え ば 、 不 要 の 細 胞 に 対 す る 免 疫 系 細 胞 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る た
め (米 国 特 許 第 ４ ６ ７ ６ ９ ８ ０ 号 ） 、 及 び Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 の 治 療 の た め に 提 案 さ れ た （ 国 際 公
開 第 ９ １ ／ ０ ０ ３ ６ ０ 号 、 同 ９ ２ ／ ２ ０ ０ ３ ７ ３ 号 、 及 び 欧 州 特 許 第 ０ ３ ０ ８ ９ 号 )。 ヘ
テ ロ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 は 、 あ ら ゆ る 簡 便 な 架 橋 法 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 好 適
な 架 橋 剤 は 当 該 分 野 に お い て 良 く 知 ら れ て お り 、 幾 つ か の 架 橋 技 術 と 共 に 米 国 特 許 第 ４ ６
７ ６ ９ ８ ０ 号 に 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 抗 体 断 片 か ら 二 重 特 異 性 抗 体 を 産 生 す る 技 術 も ま た 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。 例 え ば 、 化
学 結 合 を 使 用 し て 二 重 特 異 性 抗 体 を 調 製 す る こ と が で き る 。 Brennan等 , Science, 229:81
 (1985) は 無 傷 の 抗 体 を タ ン パ ク 分 解 性 に 切 断 し て Ｆ (ａ ｂ ')２ 断 片 を 産 生 す る 手 順 を 記
述 し て い る 。 こ れ ら の 断 片 は 、 ジ チ オ ー ル 錯 体 形 成 剤 、 亜 砒 酸 ナ ト リ ウ ム の 存 在 下 で 還 元
し て 近 接 ジ チ オ ー ル を 安 定 化 さ せ 、 分 子 間 ジ ス ル フ ィ ド 形 成 を 防 止 す る 。 産 生 さ れ た Ｆ ａ
ｂ '断 片 は つ い で チ オ ニ ト ロ ベ ン ゾ ア ー ト (Ｔ Ｎ Ｂ )誘 導 体 に 変 換 さ れ る 。 Ｆ ａ ｂ '-Ｔ Ｎ Ｂ
誘 導 体 の 一 つ を つ い で メ ル カ プ ト エ チ ル ア ミ ン で の 還 元 に よ り Ｆ ａ ｂ '-チ オ ー ル に 再 変 換
し 、 他 の Ｆ ａ ｂ '-Ｔ Ｎ Ｂ 誘 導 体 の 等 モ ル 量 と 混 合 し て 二 重 特 異 性 抗 体 を 形 成 す る 。 作 ら れ
た 二 重 特 異 性 抗 体 は 酵 素 の 選 択 的 固 定 化 用 の 薬 剤 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
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　 最 近 の 進 歩 に よ り 、 大 腸 菌 か ら の Ｆ ａ ｂ '-Ｓ Ｈ 断 片 の 直 接 の 回 収 が 容 易 に な り 、 こ れ は
化 学 的 に 結 合 し て 二 重 特 異 性 抗 体 を 形 成 す る こ と が で き る 。 Shalaby等 ,J.Exp.Med., 175:
217-225 (1992)は 完 全 に ヒ ト 化 さ れ た 二 重 特 異 性 抗 体 Ｆ (ａ ｂ ')２ 分 子 の 製 造 を 記 述 し て
い る 。 各 Ｆ ａ ｂ '断 片 は 大 腸 菌 か ら 別 個 に 分 泌 さ れ 、 イ ン ビ ト ロ で 定 方 向 化 学 共 役 を 受 け
て 二 重 特 異 性 抗 体 を 形 成 す る 。 こ の よ う に し て 形 成 さ れ た 二 重 特 異 性 抗 体 は 、 正 常 な ヒ ト
Ｔ 細 胞 、 及 び Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ レ セ プ タ ー を 過 剰 発 現 す る 細 胞 に 結 合 可 能 で 、 ヒ ト 乳 房 腫 瘍 標 的
に 対 す る ヒ ト 細 胞 障 害 性 リ ン パ 球 の 細 胞 溶 解 活 性 の 誘 因 と な る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 組 換 え 細 胞 培 養 か ら 直 接 的 に 二 重 特 異 性 抗 体 断 片 を 作 成 し 分 離 す る 様 々 な 技 術 も ま た 記
述 さ れ て い る 。 例 え ば 、 二 重 特 異 性 抗 体 は ロ イ シ ン ジ ッ パ ー を 使 用 し て 生 成 さ れ て い る 。
Kostelny等 , J.Immunol. 148(5):1547-1553 (1992)。 Ｆ ｏ ｓ 及 び Ｊ ｕ ｎ タ ン パ ク 質 か ら の
ロ イ シ ン ジ ッ パ ー ペ プ チ ド を 遺 伝 子 融 合 に よ り 二 つ の 異 な っ た 抗 体 の Ｆ ａ ｂ '部 分 に 結 合
さ せ る 。 抗 体 ホ モ ダ イ マ ー を ヒ ン ジ 領 域 で 還 元 し て モ ノ マ ー を 形 成 し 、 つ い で 再 酸 化 し て
抗 体 ヘ テ ロ ダ イ マ ー を 形 成 す る 。 こ の 方 法 は ま た 抗 体 ホ モ ダ イ マ ー の 生 成 に 対 し て 使 用 す
る こ と が で き る 。 Hollinger等 , Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)に よ り
記 述 さ れ た 「 ダ イ ア ボ デ ィ 」 技 術 は 二 重 特 異 性 抗 体 断 片 を 作 成 す る 別 の メ カ ニ ズ ム を 提 供
し た 。 断 片 は 、 同 一 鎖 上 の ２ つ の ド メ イ ン 間 の 対 形 成 を 可 能 に す る に は 十 分 に 短 い リ ン カ
ー に よ り Ｖ Ｌ に Ｖ Ｈ を 結 合 し て な る 。 従 っ て 、 一 つ の 断 片 の Ｖ Ｈ 及 び Ｖ Ｌ ド メ イ ン は 他 の
断 片 の 相 補 的 Ｖ Ｌ 及 び Ｖ Ｈ ド メ イ ン と 強 制 的 に 対 形 成 さ せ ら れ 、 よ っ て ２ つ の 抗 原 結 合 部
位 を 形 成 す る 。 単 鎖 Ｆ ｖ (ｓ Ｆ ｖ )ダ イ マ ー の 使 用 に よ り 二 重 特 異 性 抗 体 断 片 を 製 造 す る 他
の 方 策 も ま た 報 告 さ れ て い る 。 Gruber等 , J.Immunol. 152:5368 (1994)を 参 照 さ れ た い 。
　 二 価 よ り 多 い 抗 体 も 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 三 重 特 異 性 抗 体 を 調 製 す る こ と が で き る 。 Tu
tt等  J.Immunol. 147:60(1991)。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 　 ６ ． ヘ テ ロ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体
　 ヘ テ ロ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 も ま た 本 発 明 の 範 囲 に 入 る 。 ヘ テ ロ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 は 、
２ つ の 共 有 結 合 し た 抗 体 か ら な る 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 例 え ば 、 免 疫 系 細 胞 を 不 要 な 細 胞
に 対 し て タ ー ゲ テ ィ ン グ さ せ る た め ［ 米 国 特 許 第 ４ ， ６ ７ ６ ， ９ ８ ０ 号 ］ 及 び Ｈ Ｉ Ｖ 感 染
の 治 療 の た め に ［ Ｗ Ｏ ９ １ ／ ０ ０ ３ ６ ０ ； Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ２ ０ ０ ３ ７ ３ ； Ｅ Ｐ ０ ３ ０ ８ ９ ］ 提
案 さ れ て い る 。 こ の 抗 体 は 、 架 橋 剤 に 関 連 し た も の を 含 む 合 成 タ ン パ ク 化 学 に お け る 既 知
の 方 法 を 使 用 し て 、 イ ン ビ ト ロ で 調 製 す る こ と が で き る と 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 ジ ス ル フ
ィ ド 交 換 反 応 を 使 用 す る か 又 は チ オ エ ー テ ル 結 合 を 形 成 す る こ と に よ り 、 免 疫 毒 素 を 作 成
す る こ と が で き る 。 こ の 目 的 に 対 し て 好 適 な 試 薬 の 例 に は 、 イ ミ ノ チ オ レ ー ト 及 び メ チ ル
-４ -メ ル カ プ ト ブ チ リ ミ デ ー ト 、 及 び 例 え ば 米 国 特 許 第 ４ ， ６ ７ ６ ７ ， ９ ８ ０ 号 に 開 示 さ
れ た も の が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 　 ７ ． 多 価 抗 体
　 多 価 抗 体 は 、 抗 体 が 結 合 す る 抗 原 を 発 現 す る 細 胞 に よ り 、 二 価 抗 体 よ り も 早 く イ ン タ ー
ナ リ ゼ ー シ ョ ン (及 び ／ 又 は 異 化 )さ れ う る 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 ３ 又 は そ れ 以 上 の 結 合 部 位
を 有 す る 多 価 抗 体 (Ｉ ｇ Ｍ ク ラ ス 以 外 の も の )で あ り 得 (例 え ば 四 価 抗 体 )、 抗 体 の ポ リ ペ プ
チ ド 鎖 を コ ー ド す る 核 酸 の 組 換 え 発 現 に よ り 容 易 に 生 成 す る こ と が で き る 。 多 価 抗 体 は 二
量 化 ド メ イ ン と ３ 又 は そ れ 以 上 の 抗 原 結 合 部 位 を 有 す る 。 好 ま し い 二 量 化 ド メ イ ン は Ｆ ｃ
領 域 又 は ヒ ン ジ 領 域 を 有 す る (又 は そ れ ら か ら な る )。 こ の シ ナ リ オ に お い て 、 抗 体 は Ｆ ｃ
領 域 と 、 Ｆ ｃ 領 域 の ア ミ ノ 末 端 に ３ 又 は そ れ 以 上 の 抗 原 結 合 部 位 を 有 し て い る で あ ろ う 。
こ こ で 、 好 ま し い 多 価 抗 体 は ３ な い し ８ 、 好 ま し く は ４ の 抗 原 結 合 部 位 を 有 す る (又 は そ
れ ら か ら な る )。 多 価 抗 体 は 少 な く と も １ つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 (好 ま し く は ２ つ の ポ リ ペ プ
チ ド 鎖 )を 有 し 、 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 (類 )は ２ 又 は そ れ 以 上 の 可 変 ド メ イ ン を 有 す る 。 例 え ば
、 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 (類 )は Ｖ Ｄ １ -(Ｘ １ )ｎ -Ｖ Ｄ ２ -(Ｘ ２ )ｎ -Ｆ ｃ を 有 し 、 こ こ で Ｖ Ｄ １ は
第 １ の 可 変 ド メ イ ン で あ り 、 Ｖ Ｄ ２ は 第 ２ の 可 変 ド メ イ ン で あ り 、 Ｆ ｃ は Ｆ ｃ 領 域 の ポ リ
ペ プ チ ド 鎖 の 一 つ で あ り 、 Ｘ １ 及 び Ｘ ２ は ア ミ ノ 酸 又 は ポ リ ペ プ チ ド を 表 し 、 ｎ は ０ 又 は
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１ で あ る 。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 (類 )は ： Ｖ Ｈ -Ｃ Ｈ １ -柔 軟 な リ ン カ ー -Ｖ Ｈ -Ｃ Ｈ １ -
Ｆ ｃ 領 域 鎖 ； 又 は Ｖ Ｈ -Ｃ Ｈ １ -Ｖ Ｈ -Ｃ Ｈ １ -Ｆ ｃ 領 域 鎖 を 有 し 得 る 。 こ こ で 多 価 抗 体 は 、
好 ま し く は 少 な く と も ２ つ (好 ま し く は ４ つ )の 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を さ ら に 有
す る 。 こ こ で 多 価 抗 体 は 、 例 え ば 約 ２ ～ 約 ８ の 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド を 有 す る 。
こ こ で 考 察 さ れ る 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン ポ リ ペ プ チ ド は 軽 鎖 可 変 ド メ イ ン を 有 し 、 場 合 に よ っ
て は Ｃ Ｌ ド メ イ ン を 更 に 有 す る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 　 ８ ． エ フ ェ ク タ ー 機 能 の 加 工
　 本 発 明 の 抗 体 を エ フ ェ ク タ ー 機 能 に つ い て 改 変 し 、 例 え ば 抗 体 の 抗 原 -依 存 細 胞 媒 介 細
胞 障 害 性 （ Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ） 及 び ／ 又 は 補 体 依 存 細 胞 障 害 性 （ Ｃ Ｄ Ｃ ） を 向 上 さ せ る こ と は 望 ま
し い 。 こ れ は 、 抗 体 の Ｆ ｃ 領 域 で 一 又 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 置 換 を 誘 導 す る こ と に よ り な さ れ
う る 。 あ る い は 又 は さ ら に 、 シ ス テ イ ン 残 基 を Ｆ ｃ 領 域 に 導 入 し 、 そ れ に よ り 、 こ の 領 域
に 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 す る よ う に し て も よ い 。 そ の よ う に し て 生 成 さ れ た 同 種 二
量 体 抗 体 は 、 向 上 し た イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン 能 力 及 び ／ 又 は 増 加 し た 補 体 媒 介 細 胞 殺 傷
及 び 抗 体 － 依 存 細 胞 性 細 胞 障 害 性 （ Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ） を 有 す る 可 能 性 が あ る 。 Caron等 , J. Exp.
 Med. 176: 1191-1195 (1992)及 び Shopes,　 B. J. Immunol. 148: 2918-2922 (1992)参 照
。 ま た 、 向 上 し た 抗 腫 瘍 活 性 を 持 つ 同 種 二 量 体 抗 体 は 、 Wolff等 , Cancer Research 53: 2
560-2565 (1993)に 記 載 さ れ て い る 異 種 二 官 能 性 架 橋 を 用 い て 調 製 す る こ と が で き る 。 あ
る い は 、 抗 体 は 、 ２ つ の Ｆ ｃ 領 域 を 有 す る よ う に 加 工 し て 、 そ れ に よ り 補 体 溶 解 及 び Ａ Ｄ
Ｃ Ｃ 能 力 を 向 上 さ せ る こ と も で き る 。 Stevenson等 , Anti-Cancer Drug Design 3: 219-23
0 (1989)参 照 。 抗 体 の 血 清 半 減 期 を 増 大 さ せ る た め に 、 例 え ば 米 国 特 許 第 ５ ７ ３ ９ ２ ７ ７
号 に 記 載 の よ う に 、 抗 体 (特 に 抗 体 断 片 )へ サ ル ベ ー ジ レ セ プ タ ー 結 合 エ ピ ト ー プ を 導 入 し
て も よ い 。 こ こ で 使 用 さ れ る 場 合 の 「 サ ル ベ ー ジ レ セ プ タ ー 結 合 エ ピ ト ー プ 」 な る 用 語 は
、 Ｉ ｇ Ｇ 分 子 の イ ン ビ ボ 血 清 半 減 期 を 増 加 さ せ る 原 因 で あ る Ｉ ｇ Ｇ 分 子 (例 え ば 、 Ｉ ｇ Ｇ

１ 、 Ｉ ｇ Ｇ ２ 、 Ｉ ｇ Ｇ ３ 又 は Ｉ ｇ Ｇ ４ )の Ｆ ｃ 領 域 の エ ピ ト ー プ を 意 味 す る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 　 ９ ． 免 疫 複 合 体
　 ま た 、 本 発 明 は 、 化 学 治 療 薬 、 成 長 阻 害 剤 、 毒 素 （ 例 え ば 、 細 菌 、 真 菌 、 植 物 又 は 動 物
由 来 の 酵 素 活 性 毒 素 、 又 は そ の 断 片 ） な ど の 細 胞 障 害 性 剤 、 あ る い は 放 射 性 同 位 体 （ 即 ち
、 放 射 性 コ ン ジ ュ ゲ ー ト ） と 抱 合 し て い る 抗 体 を 含 む 免 疫 複 合 体 に 関 す る 。
　 こ の よ う な 免 疫 複 合 体 の 生 成 に 有 用 な 化 学 治 療 薬 を 上 に 記 載 し た 。 用 い る こ と の で き る
酵 素 活 性 毒 素 及 び そ の 断 片 に は 、 ジ フ テ リ ア Ａ 鎖 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 の 非 結 合 活 性 断 片 、 （
緑 膿 菌 か ら の ） 外 毒 素 Ａ 鎖 、 リ シ ン Ａ 鎖 、 ア ブ リ ン Ａ 鎖 、 モ デ ク シ ン (modeccin)Ａ 鎖 、 ア
ル フ ァ -サ ル シ ン 、 ア レ ウ リ テ ス ・ フ ォ ー デ ィ (Aleurites fordii)タ ン パ ク 質 、 ジ ア ン チ
ン (dianthin)タ ン パ ク 質 、 フ ィ ト ラ カ ・ ア メ リ カ ー ナ (Phytolaca americana)タ ン パ ク 質
（ PAPI、 PAPII、 及 び PAP-S） 、 モ モ ル デ ィ カ ・ チ ャ ラ ン チ ア (momordica charantia)イ ン
ヒ ビ タ ー 、 ク ル シ ン (curcin)、 ク ロ チ ン (crotin)、 サ パ オ ナ リ ア ・ オ フ ィ シ ナ リ ス (sapao
naria officinalis)イ ン ヒ ビ タ ー 、 ゲ ロ ニ ン (gelonin)、 ミ ト ゲ リ ン (mitogellin)、 レ ス
ト リ ク ト シ ン (restrictocin)、 フ ェ ノ マ イ シ ン (phenomycin)、 エ ノ マ イ シ ン (enomycin)及
び ト リ コ テ セ ン (tricothecene)が 含 ま れ る 。 放 射 性 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 の 生 成 に は 、 様 々
な 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド が 利 用 可 能 で あ る 。 例 と し て は 、 ２ １ ２ Ｂ ｉ 、 １ ３ １ Ｉ 、 １ ３ １ Ｉ
ｎ 、 ９ ０ Ｙ 及 び １ ８ ６ Ｒ ｅ が 含 ま れ る 。 抗 体 及 び 細 胞 障 害 性 薬 の 複 合 体 は 、 種 々 の 二 官 能
性 タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ ン グ 剤 、 例 え ば 、 Ｎ -ス ク シ ン イ ミ ジ ル -３ -(２ -ピ リ ジ ル ジ チ オ ー
ル )プ ロ ピ オ ナ ー ト （ Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ ） 、 イ ミ ノ チ オ ラ ン （ Ｉ Ｔ ） 、 イ ミ ド エ ス テ ル の 二 官 能 性
誘 導 体 （ ジ メ チ ル ア ジ ピ ミ デ ー ト Ｈ Ｃ Ｌ 等 ） 、 活 性 エ ス テ ル （ ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ス ベ レ
ー ト 等 ） 、 ア ル デ ヒ ド （ グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 等 ） 、 ビ ス -ア ジ ド 化 合 物 （ ビ ス (ｐ -ア ジ ド
ベ ン ゾ イ ル )ヘ キ サ ン ジ ア ミ ン 等 ） 、 ビ ス -ジ ア ゾ ニ ウ ム 誘 導 体 （ ビ ス -(ｐ -ジ ア ゾ ニ ウ ム
ベ ン ゾ イ ル )-エ チ レ ン ジ ア ミ ン 等 ） 、 ジ イ ソ シ ア ネ ー ト （ ト リ エ ン ２ ， ６ -ジ イ ソ シ ア ネ
ー ト 等 ） 、 及 び ビ ス -活 性 フ ッ 素 化 合 物 （ １ ， ５ -ジ フ ル オ ロ -２ ， ４ -ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン 等
） を 用 い て 作 成 で き る 。 例 え ば 、 リ シ ン 免 疫 毒 素 は 、 Vitetta等 , Science 238: 1098 (19
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87)に 記 載 さ れ て い る よ う に 調 製 す る こ と が で き る 。 カ ー ボ ン -１ ４ -標 識 １ -イ ソ チ オ シ ア
ナ ト ベ ン ジ ル -３ -メ チ ル ジ エ チ レ ン ト リ ア ミ ン 五 酢 酸 （ Ｍ Ｘ -Ｄ Ｔ Ｐ Ａ ） は 、 放 射 性 ヌ ク
レ オ チ ド の 抗 体 へ の 抱 合 の た め の キ レ ー ト 剤 の 例 で あ る 。 国 際 公 開 ９ ４ ／ １ １ ０ ２ ６ 参 照
。
　 抗 体 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 一 又 は 複 数 の 小 分 子 毒 素 、 例 え ば カ リ ケ ア マ イ シ ン 、 メ イ タ ン
シ ノ イ ド 、 ト リ コ セ ン (trichothene)及 び Ｃ Ｃ １ ０ ６ ５ 、 及 び 毒 性 活 性 を 有 す る こ れ ら の
毒 素 の 誘 導 体 が 、 こ こ で 考 察 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
メ イ タ ン シ ン 及 び メ イ タ ン シ ノ イ ド
　 好 ま し い 一 実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の 抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 (完 全 長 又 は 断 片 )は 一 又 は
複 数 の メ イ タ ン シ ノ イ ド 分 子 と 結 合 し て い る 。
　 メ イ タ ン シ ノ イ ド は 、 チ ュ ー ブ リ ン 重 合 を 阻 害 す る よ う に 作 用 す る 分 裂 阻 害 剤 で あ る 。
メ イ タ ン シ ン は 、 最 初 、 東 ア フ リ カ シ ラ ブ Maytenus serrataか ら 単 離 さ れ た も の で あ る (
米 国 特 許 第 ３ ８ ９ ６ １ １ １ 号 )。 そ の 後 、 あ る 種 の 微 生 物 が メ イ タ ン シ ノ イ ド 類 、 例 え ば
メ イ タ ン シ ノ ー ル 及 び Ｃ -３ メ イ タ ン シ ノ ー ル エ ス テ ル を 生 成 す る こ と が 発 見 さ れ た (米 国
特 許 第 ４ １ ５ １ ０ ４ ２ 号 )。 合 成 メ イ タ ン シ ノ ー ル 及 び そ の 誘 導 体 及 び 類 似 体 は 、 例 え ば
米 国 特 許 第 ４ １ ３ ７ ２ ３ ０ 号 ； 同 ４ ２ ４ ８ ８ ７ ０ 号 ； 同 ４ ２ ５ ６ ７ ４ ６ 号 ； 同 ４ ２ ６ ０ ６
０ ８ 号 ； 同 ４ ２ ６ ５ ８ １ ４ 号 ； 同 ４ ２ ９ ４ ７ ５ ７ 号 ； 同 ４ ３ ０ ７ ０ １ ６ 号 ； 同 ４ ３ ０ ８ ２
６ ８ 号 ； 同 ４ ３ ０ ８ ２ ６ ９ 号 ； 同 ４ ３ ０ ９ ４ ２ ８ 号 ； 同 ４ ３ １ ３ ９ ４ ６ 号 ； 同 ４ ３ １ ５ ９
２ ９ 号 ； 同 ４ ３ １ ７ ８ ２ １ 号 ； 同 ４ ３ ２ ２ ３ ４ ８ 号 ； 同 ４ ３ ３ １ ５ ９ ８ 号 ； 同 ４ ３ ６ １ ６
５ ０ 号 ； 同 ４ ３ ６ ４ ８ ６ ６ 号 ； 同 ４ ４ ２ ４ ２ １ ９ 号 ； 同 ４ ４ ５ ０ ２ ５ ４ 号 ； 同 ４ ３ ６ ２ ６
６ ３ 号 ； 及 び 同 ４ ３ ７ １ ５ ３ ３ 号 に 開 示 さ れ て お り 、 そ の 開 示 は 出 典 を 明 示 し て こ こ に 取
り 込 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
メ イ タ ン シ ノ イ ド -抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト
　 治 療 指 標 を 改 善 す る 試 み に お い て 、 メ イ タ ン シ ン 及 び メ イ タ ン シ ノ イ ド は 、 腫 瘍 細 胞 抗
原 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 と 結 合 し て い る 。 メ イ タ ン シ ノ イ ド を 含 有 す る 免 疫 コ ン ジ ュ ゲ
ー ト 及 び そ れ ら の 治 療 用 途 は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 ５ ， ２ ０ ８ ， ０ ２ ０ 号 、 同 ５ ， ４ １ ６ ，
０ ６ ４ 号 、 欧 州 特 許 第 ０ ４ ２ ５ ２ ３ ５ Ｂ １ 号 に 開 示 さ れ て お り 、 そ の 開 示 は 出 典 を 明 示 し
て こ こ に 取 り 込 ま れ る 。 Liu等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93： 8618-8623(1996)に は
、 ヒ ト 結 腸 直 腸 癌 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｃ ２ ４ ２ に 結 合 す る Ｄ Ｍ １ と 命 名 さ れ た メ
イ タ ン シ ノ イ ド を 含 有 す る 免 疫 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 記 載 さ れ て い る 。 前 記 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は
培 養 さ れ た 結 腸 癌 細 胞 に 対 し て 高 い 細 胞 障 害 性 を 有 す る こ と が 見 出 さ れ て お り 、 イ ン ビ ボ
腫 瘍 成 長 ア ッ セ イ に お い て 抗 腫 瘍 活 性 を 示 す 。 Chari等 , Cancer Research, 52： 127-131(
1992)に は 、 メ イ タ ン シ ノ イ ド が 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 介 し て 、 ヒ ト 結 腸 癌 株 化 細 胞 の 抗
原 に 結 合 す る マ ウ ス 抗 体 Ａ ７ 、 又 は Ｈ Ｅ Ｒ -２ ／ ｎ ｅ ｕ オ ン コ ジ ー ン に 結 合 す る 他 の マ ウ
ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Ｔ Ａ .１ に 結 合 し て い る 免 疫 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 記 載 さ れ て い る 。 Ｔ
Ａ .１ -メ イ タ ン シ ノ イ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 細 胞 障 害 性 は ヒ ト 乳 癌 株 化 細 胞 Ｓ Ｋ -Ｂ Ｒ -３ に
お け る イ ン ビ ト ロ で 試 験 さ れ 、 細 胞 当 た り ３ × １ ０ ５ Ｈ Ｅ Ｒ -２ 表 面 抗 原 が 発 現 し た 。 薬
剤 コ ン ジ ュ ゲ ー ト に よ り 、 遊 離 の メ イ タ ン シ ノ イ ド 剤 に 類 似 し た 細 胞 障 害 度 が 達 成 さ れ 、
該 細 胞 障 害 度 は 、 抗 体 分 子 当 た り の メ イ タ ン シ ノ イ ド 分 子 の 数 を 増 加 さ せ る こ と に よ り 増
加 す る 。 Ａ ７ -メ イ タ ン シ ノ イ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト は マ ウ ス に お い て は 低 い 全 身 性 細 胞 障 害
性 を 示 し た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 抗 体 -メ イ タ ン シ ノ イ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト (免 疫 コ ン ジ ュ ゲ
ー ト )
　 抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 -メ イ タ ン シ ノ イ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 抗 体 又 は メ イ タ ン シ ノ
イ ド 分 子 の い ず れ の 生 物 学 的 活 性 も ほ と ん ど 低 減 す る こ と な く 、 メ イ タ ン シ ノ イ ド 分 子 に
抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 を 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ と に よ り 調 製 さ れ る 。 １ 分 子 の 毒 素 ／ 抗
体 は 、 裸 抗 体 の 使 用 に お い て 細 胞 障 害 性 を 高 め る こ と が 予 期 さ れ て い る が 、 抗 体 分 子 当 た

10

20

30

40

50

(91) JP 2008-500803 A 2008.1.17



り 、 平 均 ３ -４ の メ イ タ ン シ ノ イ ド 分 子 が 結 合 し た も の は 、 抗 体 の 機 能 又 は 溶 解 性 に 悪 影
響 を 与 え る こ と な く 、 標 的 細 胞 に 対 す る 細 胞 障 害 性 を 向 上 さ せ る と い っ た 効 力 を 示 す 。 メ
イ タ ン シ ノ イ ド は 当 該 技 術 分 野 で よ く 知 ら れ て お り 、 公 知 の 技 術 で 合 成 す る こ と も 、 天 然
源 か ら 単 離 す る こ と も で き る 。 適 切 な メ イ タ ン シ ノ イ ド は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 ５ ２ ０ ８ ０
２ ０ 号 、 及 び 他 の 特 許 、 及 び 上 述 し た 特 許 で は な い 刊 行 物 に 開 示 さ れ て い る 。 好 ま し い メ
イ タ ン シ ノ イ ド は 、 メ イ タ ン シ ノ ー ル 、 及 び 種 々 の メ イ タ ン シ ノ ー ル エ ス テ ル 等 の 、 メ イ
タ ン シ ノ ー ル 分 子 の 芳 香 環 又 は 他 の 位 置 が 修 飾 さ れ た メ イ タ ン シ ノ ー ル 類 似 体 で あ る 。
　 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ２ ０ ８ ０ ２ ０ 号 又 は 欧 州 特 許 第 ０ ４ ２ ５ ２ ３ ５ Ｂ １ 号 、 及 び Char
i等 , Cancer Research, 52： 127-131(1992)に 開 示 さ れ て い る も の 等 を 含 む 、 抗 体 -メ イ タ
ン シ ノ イ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 作 製 す る た め に 、 当 該 技 術 で 公 知 の 多 く の 結 合 基 が あ る 。 結
合 基 に は 、 上 述 し た 特 許 に 開 示 さ れ て い る よ う な ジ ス ル フ ィ ド 基 、 チ オ エ ー テ ル 基 、 酸 不
安 定 性 基 、 光 不 安 定 性 基 、 ペ プ チ タ ー ゼ 不 安 定 性 基 、 又 は エ ス テ ラ ー ゼ 不 安 定 性 基 が 含 ま
れ る が 、 ジ ス ル フ ィ ド 及 び チ オ エ ー テ ル 基 が 好 ま し い 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 抗 体 と メ イ タ ン シ ノ イ ド と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 種 々 の 二 官 能 性 タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ ン
グ 剤 、 例 え ば Ｎ -ス ク シ ン イ ミ ジ ル -３ -(２ -ピ リ ジ ル ジ チ オ )プ ロ ピ オ ナ ー ト (Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ )、
ス ク シ ン イ ミ ジ ル -４ -(Ｎ -マ レ イ ミ ド メ チ ル )シ ク ロ ヘ キ サ ン -１ -カ ル ボ キ シ ラ ー ト 、 イ
ミ ノ チ オ ラ ン (Ｉ Ｔ )、 イ ミ ド エ ス テ ル 類 の 二 官 能 性 誘 導 体 (例 え ば ジ メ チ ル ア ジ ピ ミ ダ ー
ト Ｈ Ｃ Ｌ )、 活 性 エ ス テ ル 類 (例 え ば 、 ス ベ リ ン 酸 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル )、 ア ル デ ヒ ド 類 (例
え ば 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド )、 ビ ス ア ジ ド 化 合 物 (例 え ば 、 ビ ス (ｐ -ア ジ ド ベ ン ゾ イ ル )ヘ
キ サ ン ジ ア ミ ン )、 ビ ス -ジ ア ゾ ニ ウ ム 誘 導 体 (例 え ば 、 ビ ス -(ｐ -ジ ア ゾ ニ ウ ム ベ ン ゾ イ ル
)エ チ レ ン ジ ア ミ ン )、 ジ イ ソ シ ア ネ ー ト (例 え ば 、 ト ル エ ン -２ ,６ -ジ イ ソ シ ア ネ ー ト )、
及 び 二 活 性 フ ッ 素 化 合 物 (例 え ば 、 １ ,５ -ジ フ ル オ ロ -２ ,４ -ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン )を 使 用 し
て 作 製 す る こ と が で き る 。 特 に 好 ま し い カ ッ プ リ ン グ 剤 に は 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 提
供 さ れ る Ｎ -ス ク シ ン イ ミ ジ ル -４ -(２ -ピ リ ジ ル チ オ )ペ ン タ ノ ア ー ト (Ｓ Ｐ Ｐ )及 び Ｎ -ス
ク シ ン イ ミ ジ ル -３ -(２ -ピ リ ジ ル ジ チ オ )プ ロ ピ オ ナ ー ト (Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ )(Carlsson等 , Bioche
m. J. 173： 723-737[1978])が 含 ま れ る 。
　 リ ン カ ー は 結 合 の 種 類 に 応 じ て 、 種 々 の 位 置 で メ イ タ ン シ ノ イ ド 分 子 に 結 合 し 得 る 。 例
え ば 、 従 来 か ら の カ ッ プ リ ン グ 技 術 を 使 用 し て ヒ ド ロ キ シ ル 基 と 反 応 さ せ る こ と に よ り エ
ス テ ル 結 合 を 形 成 す る こ と が で き る 。 反 応 は ヒ ド ロ キ シ ル 基 を 有 す る Ｃ -３ 位 、 ヒ ド ロ キ
シ メ チ ル で 修 飾 さ れ た Ｃ -１ ４ 位 、 ヒ ド ロ キ シ ル 基 で 修 飾 さ れ た Ｃ -１ ５ 位 、 及 び ヒ ド ロ キ
シ ル 基 を 有 す る Ｃ -２ ０ 位 で 生 じ る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 結 合 は メ イ タ ン シ ノ ー
ル 又 は メ イ タ ン シ ノ ー ル の 類 似 体 の Ｃ -３ 位 で 形 成 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
カ リ ケ ア マ イ シ ン
　 対 象 の 他 の 免 疫 コ ン ジ ュ ゲ ー ト に は 、 一 又 は 複 数 の カ リ ケ ア マ イ シ ン 分 子 と 結 合 し た 抗
Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 が 含 ま れ る 。 抗 生 物 質 の カ リ ケ ア マ イ シ ン フ ァ ミ リ ー は サ ブ -ピ コ
モ ル の 濃 度 で 二 重 鎖 Ｄ Ｎ Ａ 破 壊 を 生 じ る こ と が で き る 。 カ リ ケ ア マ イ シ ン フ ァ ミ リ ー の コ
ン ジ ュ ゲ ー ト の 調 製 に つ い て は 、 米 国 特 許 第 ５ ７ １ ２ ３ ７ ４ 号 、 同 ５ ７ １ ４ ５ ８ ６ 号 、 同
５ ７ ３ ９ １ １ ６ 号 、 同 ５ ７ ６ ７ ２ ８ ５ 号 、 同 ５ ７ ７ ０ ７ ０ １ 号 、 同 ５ ７ ７ ０ ７ １ ０ 号 、 同
５ ７ ７ ３ ０ ０ １ 号 、 同 ５ ８ ７ ７ ２ ９ ６ 号 (全 て 、 American Cyanamid Company)を 参 照 の こ
と 。 使 用 可 能 な カ リ ケ ア マ イ シ ン の 構 造 類 似 体 に は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 γ １

Ｉ 、
α ２

Ｉ 、 α ３
Ｉ 、 Ｎ -ア セ チ ル -γ １

Ｉ 、 Ｐ Ｓ Ａ Ｇ 及 び θ Ｉ
１ (Hinman等 , Cancer Research

, 53： 3336-3342(1993)、 Lode等  Cancer Research, 58： 2925-2928(1998)及 び 上 述 し た Am
erican Cyanamidの 米 国 特 許 )が 含 ま れ る 。 抗 体 が 結 合 可 能 な 他 の 抗 腫 瘍 剤 は 、 葉 酸 代 謝 拮
抗 薬 で あ る Ｑ Ｆ Ａ で あ る 。 カ リ ケ ア マ イ シ ン 及 び Ｑ Ｆ Ａ は 双 方 共 、 細 胞 内 に 作 用 部 位 を 有
し 、 原 形 質 膜 を 容 易 に 通 過 し な い 。 よ っ て 抗 体 媒 介 性 イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ ン に よ る こ れ
ら の 薬 剤 の 細 胞 へ の 取 込 に よ り 、 細 胞 障 害 効 果 が 大 き く 向 上 す る 。
【 ０ １ ７ １ 】
他 の 細 胞 障 害 剤
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　 本 発 明 の 抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 と 結 合 可 能 な 他 の 抗 腫 瘍 剤 に は 、 Ｂ Ｃ Ｎ Ｕ 、 ス ト レ プ
ト ゾ イ シ ン 、 ビ ン ク リ ス チ ン 及 び ５ -フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 米 国 特 許 第 ５ ０ ５ ３ ３ ９ ４ 号 、
同 ５ ７ ７ ０ ７ １ ０ 号 に 記 載 さ れ て お り 、 集 合 的 に Ｌ Ｌ -Ｅ ３ ３ ２ ８ ８ 複 合 体 と し て 公 知 の
薬 剤 の フ ァ ミ リ ー 、 並 び に エ ス ペ ラ マ イ シ ン (esperamicine)(米 国 特 許 第 ５ ８ ７ ７ ２ ９ ６
号 )が 含 ま れ る 。
　 使 用 可 能 な 酵 素 活 性 毒 及 び そ の 断 片 に は 、 ジ フ テ リ ア Ａ 鎖 、 ジ フ テ リ ア 毒 素 の 非 結 合 性
活 性 断 片 、 外 毒 素 Ａ 鎖 (シ ュ ー ド モ ナ ス ・ ア エ ル ギ ノ ー サ (Pseudomonas aeruginosa))、 リ
シ ン Ａ 鎖 、 ア ブ リ ン Ａ 鎖 、 モ デ シ ン (modeccin)Ａ 鎖 、 ア ル フ ァ -サ ル シ ン (sarcin)、 ア レ
ウ ラ イ ツ ・ フ ォ ル デ ィ イ (Aleurites fordii)プ ロ テ イ ン 、 ジ ア ン シ ン (dianthin)プ ロ テ イ
ン 、 フ ィ ト ラ ッ カ ・ ア メ リ カ ー ナ (Phytolaca americana)プ ロ テ イ ン (Ｐ Ａ Ｐ Ｉ 、 Ｐ Ａ Ｐ Ｉ
Ｉ 及 び Ｐ Ａ Ｐ -Ｓ )、 モ モ ル デ ィ カ ・ キ ャ ラ ン テ ィ ア (momordica charantia)イ ン ヒ ビ タ ー
、 ク ル シ ン (curcin)、 ク ロ チ ン 、 サ パ オ ナ リ ア (sapaonaria)オ フ ィ シ ナ リ ス イ ン ヒ ビ タ ー
、 ゲ ロ ニ ン (gelonin)、 マ イ ト ゲ リ ン (mitogellin)、 レ ス ト リ ク ト シ ン (restrictocin)、
フ ェ ノ マ イ シ ン 、 エ ノ マ イ シ ン 及 び ト リ コ セ セ ン ス (tricothecenes)が 含 ま れ る 。 例 え ば
、 １ ９ ９ ３ 年 １ ０ 月 ２ ８ 日 公 開 の 国 際 公 開 第 ９ ３ ／ ２ １ ２ ３ ２ 号 を 参 照 の こ と 。
　 本 発 明 は 、 抗 体 と 核 酸 分 解 活 性 を 有 す る 化 合 物 (例 え ば リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ 又 は Ｄ Ｎ Ａ エ
ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 、 例 え ば デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ ； Ｄ Ｎ ア ー ゼ )と の 間 に 形 成 さ れ る
免 疫 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を さ ら に 考 察 す る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 腫 瘍 を 選 択 的 に 破 壊 す る た め 、 抗 体 は 高 い 放 射 性 を 有 す る 原 子 を 含 有 し て よ い 。 放 射 性
コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た 抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 を 生 成 す る た め に 、 種 々 の 放 射 性 同 位 体 が 利
用 さ れ る 。 例 に は 、 Ａ ｔ ２ １ １ 、 Ｉ １ ３ １ 、 Ｉ １ ２ ５ 、 Ｙ ９ ０ 、 Ｒ ｅ １ ８ ６ 、 Ｒ ｅ １ ８ ８

、 Ｓ ｍ １ ５ ３ 、 Ｂ ｉ ２ １ ２ 、 Ｐ ３ ２ 、 Ｐ ｂ ２ １ ２ 及 び Ｌ ｕ の 放 射 性 同 位 体 が 含 ま れ る 。 コ
ン ジ ュ ゲ ー ト が 診 断 用 に 使 用 さ れ る 場 合 、 そ れ は シ ン チ グ ラ フ ィ ー 研 究 用 の 放 射 性 原 子 、
例 え ば ｔ ｃ ９ ９ ｍ 又 は Ｉ １ ２ ３ 、 又 は 核 磁 気 共 鳴 (Ｎ Ｍ Ｒ )映 像 (磁 気 共 鳴 映 像 、 mriと し て
も 公 知 )用 の ス ピ ン 標 識 、 例 え ば ヨ ウ 素 -１ ２ ３ 、 ヨ ウ 素 -１ ３ １ 、 イ ン ジ ウ ム -１ １ １ 、 フ
ッ 素 -１ ９ 、 炭 素 -１ ３ 、 窒 素 -１ ５ 、 酸 素 -１ ７ 、 ガ ド リ ニ ウ ム 、 マ ン ガ ン 又 は 鉄 を 含 有 し
得 る 。
　 放 射 -又 は 他 の 標 識 が 、 公 知 の 方 法 で コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 導 入 さ れ る 。 例 え ば 、 ペ プ チ ド
は 生 物 合 成 さ れ る か 、 又 は 水 素 の 代 わ り に フ ッ 素 -１ ９ を 含 む 適 切 な ア ミ ノ 酸 前 駆 体 を 使
用 す る 化 学 的 な ア ミ ノ 酸 合 成 に よ り 合 成 さ れ る 。 標 識 、 例 え ば ｔ ｃ ９ ９ ｍ 又 は Ｉ １ ２ ３ 、
Ｒ ｅ １ ８ ６ 、 Ｒ ｅ １ ８ ８ 及 び Ｉ ｎ １ １ １ は 、 ペ プ チ ド の シ ス テ イ ン 残 基 を 介 し て 結 合 可 能
で あ る 。 イ ッ ト リ ウ ム -９ ０ は リ ジ ン 残 基 を 介 し て 結 合 可 能 で あ る 。 IODOGEN法 (Fraker等 (
1978) Biochem. Biophys. Res. Commun. 80： 49-57)は 、 ヨ ウ 素 -１ ２ ３ の 導 入 に 使 用 す る
こ と が で き る 。 他 の 方 法 の 詳 細 は 、 「 Monoclonal Antibodies in Immunoscintigraphy」 (
Chatal, CRC Press 1989)に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 抗 体 と 細 胞 障 害 剤 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 種 々 の 二 官 能 性 タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ ン グ 剤 、 例
え ば Ｎ -ス ク シ ン イ ミ ジ ル -３ -(２ -ピ リ ジ ル ジ チ オ )プ ロ ピ オ ナ ー ト (Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ )、 ス ク シ ン
イ ミ ジ ル -４ -(Ｎ -マ レ イ ミ ド メ チ ル )シ ク ロ ヘ キ サ ン -１ -カ ル ボ キ シ ラ ー ト 、 イ ミ ノ チ オ
ラ ン (Ｉ Ｔ )、 イ ミ ド エ ス テ ル 類 の 二 官 能 性 誘 導 体 (例 え ば ジ メ チ ル ア ジ ピ ミ ダ ー ト Ｈ Ｃ Ｌ )
、 活 性 エ ス テ ル 類 (例 え ば 、 ス ベ リ ン 酸 ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル )、 ア ル デ ヒ ド 類 (例 え ば 、 グ
ル タ ル ア ル デ ヒ ド )、 ビ ス ア ジ ド 化 合 物 (例 え ば 、 ビ ス (ｐ -ア ジ ド ベ ン ゾ イ ル )ヘ キ サ ン ジ
ア ミ ン )、 ビ ス -ジ ア ゾ ニ ウ ム 誘 導 体 (例 え ば 、 ビ ス -(ｐ -ジ ア ゾ ニ ウ ム ベ ン ゾ イ ル )エ チ レ
ン ジ ア ミ ン )、 ジ イ ソ シ ア ネ ー ト (例 え ば 、 ト リ エ ン -２ ,６ -ジ イ ソ シ ア ネ ー ト )、 及 び 二 活
性 フ ッ 素 化 合 物 (例 え ば 、 １ ,５ -ジ フ ル オ ロ -２ ,４ -ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン )を 使 用 し て 作 製 す
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 リ シ ン 免 疫 毒 素 は 、 Vitetta等 , Science 238:1098(1987)に 記
載 さ れ て い る よ う に し て 調 製 す る こ と が で き る 。 炭 素 -１ ４ 標 識 １ -イ ソ チ オ シ ア ナ ト ベ ン
ジ ル -３ -メ チ ル ジ エ チ レ ン -ト リ ア ミ ン 五 酢 酸 (Ｍ Ｘ -Ｄ Ｔ Ｐ Ａ )が 抗 体 に 放 射 性 ヌ ク レ オ チ
ド を コ ン ジ ュ ゲ ー ト す る た め の キ レ ー ト 剤 の 例 で あ る 。 国 際 公 開 第 ９ ４ ／ １ １ ０ ２ ６ 号 を
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参 照 さ れ た い 。 リ ン カ ー は 細 胞 中 の 細 胞 障 害 剤 の 放 出 を 容 易 に す る た め の 「 切 断 可 能 リ ン
カ ー 」 で あ っ て よ い 。 例 え ば 、 酸 不 安 定 性 リ ン カ ー 、 ペ プ チ ダ ー ゼ 過 敏 性 リ ン カ ー 、 光 不
安 定 性 リ ン カ ー 、 ジ メ チ ル リ ン カ ー 又 は ジ ス ル フ ィ ド 含 有 リ ン カ ー が 使 用 さ れ 得 る (Chari
等 , Cancer Research, 52： 127-131(1992)； 米 国 特 許 第 ５ ２ ０ ８ ０ ２ ０ 号 )。
　 別 法 と し て 、 抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 及 び 細 胞 障 害 剤 を 含 有 す る 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 例
え ば 組 換 え 技 術 又 は ペ プ チ ド 合 成 に よ り 作 製 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ の 長 さ は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の
所 望 す る 特 性 を 破 壊 し な い リ ン カ ー ペ プ チ ド を コ ー ド す る 領 域 に よ り 離 間 し て い る か 、 又
は 互 い に 隣 接 し て い る コ ン ジ ュ ゲ ー ト の ２ つ の 部 分 を コ ー ド す る 領 域 を そ れ ぞ れ 含 有 す る
。
　 他 の 実 施 態 様 に お い て 、 腫 瘍 の 事 前 タ ー ゲ テ ィ ン グ に 利 用 す る た め に 、 「 レ セ プ タ ー 」
(例 え ば ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン )に 抗 体 を コ ン ジ ュ ゲ ー ト し 、 こ こ で 抗 体 -レ セ プ タ ー コ ン ジ
ュ ゲ ー ト を 患 者 に 投 与 し 、 続 い て 清 澄 剤 を 使 用 し 、 循 環 か ら 未 結 合 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 除 去
し 、 細 胞 障 害 剤 (例 え ば 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド )に コ ン ジ ュ ゲ ー ト す る 「 リ ガ ン ド 」 (例 え ば
ア ビ ジ ン )を 投 与 す る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 　 １ ０ ． 免 疫 リ ポ ソ ー ム
　 こ こ で 開 示 さ れ て い る 抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 は 、 免 疫 リ ポ ソ ー ム と し て 処 方 す る こ と
も で き る 。 「 リ ポ ソ ー ム 」 は 、 哺 乳 動 物 へ の 薬 物 輸 送 に 有 用 な 、 脂 質 、 リ ン 脂 質 及 び ／ 又
は 界 面 活 性 剤 を 含 む 種 々 の タ イ プ の 小 胞 体 で あ る 。 リ ポ ソ ー ム の 成 分 は 、 通 常 は 生 物 膜 の
脂 質 配 向 に 類 似 し た ２ 層 構 造 に 配 列 さ れ る 。 抗 体 を 含 有 す る リ ポ ソ ー ム は 、 例 え ば Epstei
n等 , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:3688(1985)； Hwang等 , Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA 77:4030(1980)； 及 び 米 国 特 許 第 ４ ４ ８ ５ ０ ４ ５ 号 及 び 同 ４ ５ ４ ４ ５ ４ ５ 号 ； 及 び １ ９
９ ７ 年 １ ０ 月 ２ ３ 日 に 公 開 の 国 際 公 開 ９ ７ ／ ３ ８ ７ ３ １ に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 当 該 分
野 に お い て 既 知 の 方 法 に よ り 調 製 さ れ る 。 循 環 時 間 が 増 し た リ ポ ソ ー ム は 米 国 特 許 第 ５ ０
１ ３ ５ ５ ６ 号 に 開 示 さ れ て い る 。
　 特 に 有 用 な リ ポ ソ ー ム は 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 コ レ ス テ ロ ー ル 及 び Ｐ Ｅ Ｇ -誘 導 体
化 ホ ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン (Ｐ Ｅ Ｇ -Ｐ Ｅ )を 含 有 す る 脂 質 組 成 物 を 用 い た 逆 相 蒸
発 法 に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 リ ポ ソ ー ム は 孔 径 が 定 め ら れ た フ ィ ル タ ー を 通 し て 押
し 出 さ れ 、 所 望 の 直 径 を 有 す る リ ポ ソ ー ム が 得 ら れ る 。 本 発 明 の 抗 体 の Ｆ ａ ｂ '断 片 は 、
ジ ス ル フ ィ ド 交 換 反 応 を 介 し て 、 Martin等 , J. Biol. Chem. 257:286-288(1982)に 記 載 さ
れ て い る よ う に し て リ ポ ソ ー ム に コ ン ジ ュ ゲ ー ト す る こ と が で き る 。 場 合 に よ っ て は 、 化
学 療 法 剤 は リ ポ ソ ー ム 内 に 包 含 さ れ る 。 Gabizon等 , J. National Cancer Inst. 81(19)14
84(1989)を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 Ｎ ． Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 結 合 オ リ ゴ ペ プ チ ド
　 本 発 明 の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 結 合 オ リ ゴ ペ プ チ ド は こ こ で 記 載 さ れ る 様 な Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／
Ｆ ポ リ ペ プ チ ド に 、 好 ま し く は 特 異 的 に 、 結 合 す る オ リ ゴ ペ プ チ ド で あ る 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ
／ Ｆ 結 合 オ リ ゴ ペ プ チ ド は 、 既 知 の オ リ ゴ ペ プ チ ド 合 成 法 を 用 い て 化 学 的 に 合 成 す る こ と
が で き 、 あ る い は 組 換 え 技 術 を 用 い て 調 製 及 び 生 成 す る こ と が で き る 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ
結 合 オ リ ゴ ペ プ チ ド は 通 常 、 少 な く と も 約 ５ の ア ミ ノ 酸 長 で あ り 、 或 い は 少 な く と も 約 ６
、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 、 １ １ 、 １ ２ 、 １ ３ 、 １ ４ 、 １ ５ 、 １ ６ 、 １ ７ 、 １ ８ 、 １ ９ 、 ２ ０ 、
２ １ 、 ２ ２ 、 ２ ３ 、 ２ ４ 、 ２ ５ 、 ２ ６ 、 ２ ７ 、 ２ ８ 、 ２ ９ 、 ３ ０ 、 ３ １ 、 ３ ２ 、 ３ ３ 、 ３
４ 、 ３ ５ 、 ３ ６ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 、 ３ ９ 、 ４ ０ 、 ４ １ 、 ４ ２ 、 ４ ３ 、 ４ ４ 、 ４ ５ 、 ４ ６ 、 ４ ７
、 ４ ８ 、 ４ ９ 、 ５ ０ 、 ５ １ 、 ５ ２ 、 ５ ３ 、 ５ ４ 、 ５ ５ 、 ５ ６ 、 ５ ７ 、 ５ ８ 、 ５ ９ 、 ６ ０ 、
６ １ 、 ６ ２ 、 ６ ３ 、 ６ ４ 、 ６ ５ 、 ６ ６ 、 ６ ７ 、 ６ ８ 、 ６ ９ 、 ７ ０ 、 ７ １ 、 ７ ２ 、 ７ ３ 、 ７
４ 、 ７ ５ 、 ７ ６ 、 ７ ７ 、 ７ ８ 、 ７ ９ 、 ８ ０ 、 ８ １ 、 ８ ２ 、 ８ ３ 、 ８ ４ 、 ８ ５ 、 ８ ６ 、 ８ ７
、 ８ ８ 、 ８ ９ 、 ９ ０ 、 ９ １ 、 ９ ２ 、 ９ ３ 、 ９ ４ 、 ９ ５ 、 ９ ６ 、 ９ ７ 、 ９ ８ 、 ９ ９ 又 は １ ０
０ の ア ミ ノ 酸 長 以 上 で あ り 、 こ の よ う な オ リ ゴ ペ プ チ ド は こ こ に 記 載 さ れ る 様 な Ｉ Ｌ － １
７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 好 ま し く は 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 が あ る 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／
Ｆ 結 合 オ リ ゴ ペ プ チ ド は 、 よ く 知 ら れ た 技 術 を 用 い て 過 度 の 実 験 を す る こ と な し に 同 定 す
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る こ と が で き る 。 こ の 点 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド 標 的 に 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 の あ る オ リ
ゴ ペ プ チ ド の オ リ ゴ ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を 検 索 す る 技 術 は 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る こ
と を 注 記 す る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 ５ ５ ５ ６ ７ ６ ２ 号 、 同 第 ５ ７ ５ ０ ３ ７ ３ 号 、 同 第 ４ ７
０ ８ ８ ７ １ 号 、 同 第 ４ ８ ３ ３ ０ ９ ２ 号 、 同 第 ５ ２ ２ ３ ４ ０ ９ 号 、 同 第 ５ ４ ０ ３ ４ ８ ４ 号 、
同 第 ５ ５ ７ １ ６ ８ ９ 号 、 同 第 ５ ６ ６ ３ １ ４ ３ 号 ； Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 第 Ｗ Ｏ ８ ４ ／ ０ ３ ５ ０ ６ 号 、
及 び Ｗ Ｏ ８ ４ ／ ０ ３ ５ ６ ４ 号 ； Geysen等 , Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 81:3998-400
2 (1984)； Geysen等 , Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 82:178-182 (1985)； Geysen等 , 
in Synthetic Peptides as Antigens, 130-149 (1986)； Geysen等 , J. Immunol. Meth., 
102:259-274 (1987)； Schoofs等 , J. Immunol., 140:611-616 (1988), Cwirla,S.E.等 (19
90) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6378； Lowman,H.B.等  (1991) Biochemistry, 30:1
0832； Clackson,T.等  (1991) Nature, 352:624； Marks,J.D.等  (1991) J. Mol. Biol., 2
22:581； Kang,A.S.等  (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:8363、 及 び Smith, G.P. 
(1991) Current Opin. Biotechnol., 2:668参 照 ） 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 こ の 点 に お い て 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ （ フ ァ ー ジ ） デ ィ ス プ レ イ は 、 大 き な オ リ ゴ ペ プ
チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を 検 索 し て 、 ポ リ ペ プ チ ド 標 的 に 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 の あ る こ れ ら ラ
イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー を 同 定 す る こ と を 可 能 に す る よ く 知 ら れ た 技 術 の 一 つ で あ る 。 フ ァ
ー ジ デ ィ ス プ レ イ は 、 様 々 な ポ リ ペ プ チ ド が バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 粒 子 の 表 面 上 の コ ー ト タ
ン パ ク 質 に 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 表 示 さ れ る こ と に よ る 技 術 で あ る （ Scott,J.K.及 び Smit
h G. P. (1990) Science 249:386)。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ の 有 用 性 は 、 選 択 的 に ラ ン ダ
ム 化 さ れ た タ ン パ ク 質 変 異 体 （ 又 は ラ ン ダ ム ク ロ ー ン ｃ Ｄ Ｎ Ａ ） の 大 き な ラ イ ブ ラ リ ー を
標 的 分 子 に 高 い 親 和 性 で 結 合 す る こ れ ら の 配 列 に つ い て 素 早 く 効 果 的 に 分 類 す る こ と が で
き る 点 に あ る 。 フ ァ ー ジ で の ペ プ チ ド （ Cwirla,S.E.等  (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 87:6378） 又 は タ ン パ ク 質 （ Lowman,H.B.ら  (1991) Biochemistry, 30:10832; Clack
son,T.ら  (1991) Nature, 352: 624; Marks,J.D.等  (1991), J. Mol. Biol., 222:581; K
ang,A.S.等  (1991) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:8363） ラ イ ブ ラ ー リ の デ ィ ス プ レ
イ は 、 特 異 的 に 結 合 す る 特 性 を 有 す る も の に つ い て 無 数 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は オ リ ゴ ペ プ チ
ド を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 さ れ て い る （ Smith, G.P. (1991) Current Opin. Bio
technol., 2:668） 。 ラ ン ダ ム 突 然 変 異 体 の フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー の 分 類 は 、 多 数 の 変 異
体 を 構 築 し て 増 殖 さ せ る 方 法 、 標 的 レ セ プ タ ー を 用 い た 親 和 性 精 製 の 方 法 、 及 び 結 合 増 強
の 結 果 を 評 価 す る 手 段 を 必 要 と す る 。 米 国 特 許 第 ５ ２ ２ ３ ４ ０ ９ 号 、 同 第 ５ ４ ０ ３ ４ ８ ４
号 、 同 第 ５ ５ ７ １ ６ ８ ９ 号 、 及 び 同 第 ５ ６ ６ ３ １ ４ ３ 号 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 ほ と ん ど の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 は 繊 維 状 フ ァ ー ジ を 使 用 し て い た が 、 λ フ ァ ー ジ デ
ィ ス プ レ イ シ ス テ ム （ Ｗ Ｏ ９ ５ ／ ３ ４ ６ ８ ３ ； 米 国 特 許 第 ５ ６ ２ ７ ０ ２ ４ 号 ） 、 Ｔ ４ フ ァ
ー ジ デ ィ ス プ レ イ シ ス テ ム （ Ren, Z-J等 (1998) Gene, 215:439; Zhu, Z.(1997) CAN 33:5
34; Jiang, J等  (1997) can 128:44380; Ren, Z-J等  (1997) CAN 127:215644; Ren, Z-J.
 (1996) Protein Sci., 5:1833; Efimov, V.P.等  (1995) Virus Genes 10:173及 び Ｔ ７ フ
ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ シ ス テ ム （ Smith, G.P.及 び Scott, J.K. (1993) Methods in Enzymol
ogy, 217, 228-257; 米 国 特 許 第 ５ ７ ６ ６ ９ ０ ５ 号 ） も 知 ら れ て い る 。
　 現 在 、 基 礎 的 な フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 構 想 の 多 く の 他 の 改 良 及 び 変 形 が 開 発 さ れ て い る
。 こ れ ら の 改 良 は 、 選 択 さ れ た 標 的 分 子 へ の 結 合 に つ い て ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ
ー ニ ン グ す る た め の 、 及 び こ れ ら の タ ン パ ク 質 が 所 望 の 特 性 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 潜 在 能
力 で 機 能 性 タ ン パ ク 質 を デ ィ ス プ レ イ す る た め の デ ィ ス プ レ イ シ ス テ ム の 能 力 を 増 強 す る
。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 反 応 の た め の 組 み 換 え 反 応 手 段 に つ い て 記 載 が あ り （ Ｗ Ｏ ９ ８ ／
１ ４ ２ ７ ７ ） 及 び フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー は 二 分 子 相 互 作 用 （ Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ０
１ ６ ９ ； Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ０ １ ５ ９ ） 及 び 拘 束 性 へ リ ッ ク ス ペ プ チ ド の 特 性 （ Ｗ Ｏ ９ ８ ／ ２ ０
０ ３ ６ ） を 分 析 及 び 制 御 す る た め に 使 用 さ れ て い る 。 Ｗ Ｏ ９ ７ ／ ３ ５ １ ９ ６ は 、 リ ガ ン ド
が 標 的 分 子 に 結 合 し う る 第 一 の 溶 液 、 及 び 親 和 性 リ ガ ン ド が 標 的 分 子 に 結 合 し な い 第 二 の
溶 液 と フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を 接 触 さ せ て 結 合 リ ガ ン ド を 選 択 的 に 単 離 す る
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、 親 和 性 リ ガ ン ド の 単 離 方 法 を 記 載 す る 。 Ｗ Ｏ ９ ７ ／ ４ ６ ２ ５ １ は 、 親 和 性 精 製 抗 体 で ラ
ン ダ ム フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー を バ イ オ パ ニ ン グ し 、 次 い で 結 合 フ ァ ー ジ を 単
離 し 、 続 い て マ イ ク ロ プ レ ー ト の ウ ェ ル で マ イ ク ロ パ ニ ン グ し て 高 親 和 性 結 合 フ ァ ー ジ を
単 離 す る 方 法 を 記 載 す る 。 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 （ Staphlylococcus aureus） タ ン パ ク 質 Ａ の 親
和 性 タ グ と し て の 使 用 も 報 告 さ れ て い る （ Li等 , (1998) Mol Biotech., 9:187） 。 Ｗ Ｏ ９
７ ／ ４ ７ ３ １ ４ は 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ラ イ ブ ラ リ ー で も よ い コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ
ラ リ ー を 用 い て 酵 素 特 異 性 を 識 別 す る た め の 基 質 サ ブ ト ラ ク シ ョ ン ラ イ ブ ラ リ ー の 使 用 を
記 載 し て い る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ に 用 い る 洗 浄 剤 に お け る 使 用 に 適 し た 酵 素 を 選 択 す
る 方 法 は Ｗ Ｏ ９ ７ ／ ０ ９ ４ ４ ６ に 記 載 さ れ る 。 特 異 的 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 を 選 択 す る 更
な る 方 法 は 、 米 国 特 許 第 ５ ４ ９ ８ ５ ３ ８ 号 、 同 第 ５ ４ ３ ２ ０ １ ８ 号 、 及 び Ｗ Ｏ ９ ８ ／ １ ５
８ ３ ３ に 記 載 さ れ て い る 。
　 ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー の 作 製 及 び こ れ ら の ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ の 方 法 は 、 米
国 特 許 第 ５ ７ ２ ３ ２ ８ ６ 号 、 同 第 ５ ４ ３ ２ ０ １ ８ 号 、 同 第 ５ ５ ８ ０ ７ １ ７ 号 、 同 第 ５ ４ ２
７ ９ ０ ８ 号 、 同 第 ５ ４ ９ ８ ５ ３ ０ 号 、 同 第 ５ ７ ７ ０ ４ ３ ４ 号 、 同 第 ５ ７ ３ ４ ０ １ ８ 号 、 同
第 ５ ６ ９ ８ ４ ２ ６ 号 、 同 第 ５ ７ ６ ３ １ ９ ２ 号 、 及 び 同 第 ５ ７ ２ ３ ３ ２ ３ 号 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 Ｏ ． Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 結 合 有 機 分 子
　 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 結 合 有 機 分 子 と は 、 こ こ に 記 載 さ れ る よ う な Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ
プ チ ド に 、 好 ま し く は 特 異 的 に 結 合 す る 、 こ こ に 定 義 さ れ る よ う な オ リ ゴ ペ プ チ ド 又 は 抗
体 以 外 の 有 機 分 子 で あ る 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 結 合 有 機 分 子 は 既 知 の 方 法 （ 例 え ば Ｐ Ｃ Ｔ 公
開 第 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ０ ０ ８ ２ ３ 及 び Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ３ ９ ５ ８ ５ 号 参 照 ） を 用 い て 同 定 さ れ 、 化 学 的
に 合 成 さ れ う る 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 結 合 有 機 分 子 は 通 常 、 約 ２ ０ ０ ０ ダ ル ト ン の 大 き さ 未
満 で あ り 、 あ る い は 約 １ ５ ０ ０ 、 ７ ５ ０ 、 ５ ０ ０ 、 ２ ５ ０ 又 は ２ ０ ０ ダ ル ト ン の 大 き さ で
あ り 、 こ こ に 記 載 さ れ る 様 な Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド に 、 好 ま し く は 特 異 的 に 結 合
す る 能 力 の あ る こ の よ う な 有 機 分 子 は 、 よ く 知 ら れ た 技 術 を 用 い て 過 度 の 実 験 を す る こ と
な し に 同 定 さ れ う る 。 こ の 点 に お い て 、 ポ リ ペ プ チ ド 標 的 に 結 合 す る 能 力 の あ る 分 子 の 有
機 分 子 ラ イ ブ ラ リ ー を 検 索 す る 技 術 は 当 分 野 で よ く 知 ら れ て い る こ と を 注 記 す る （ 例 え ば
Ｐ Ｃ Ｔ 公 開 第 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ０ ０ ８ ２ ３ 及 び Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ３ ９ ５ ８ ５ 号 参 照 ） 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／
Ｆ 結 合 有 機 分 子 は 、 例 え ば ア ル デ ヒ ド 、 ケ ト ン 、 オ キ シ ム 、 ヒ ド ラ ゾ ン 、 セ ミ カ ル バ ゾ ン
、 カ ル バ ジ ド 、 一 級 ア ミ ン 、 二 級 ア ミ ン 、 三 級 ア ミ ン 、 Ｎ 置 換 ヒ ド ラ ジ ン 、 ヒ ド ラ ジ ド 、
ア ル コ ー ル 、 エ ー テ ル 、 チ オ ー ル 、 チ オ エ ー テ ル 、 ジ ス ル フ ィ ド 、 カ ル ボ ン 酸 、 エ ス テ ル
、 ア ミ ド 、 尿 素 、 カ ル バ ミ ン 酸 塩 、 炭 酸 塩 、 ケ タ ー ル 、 チ オ ケ タ ー ル 、 ア セ タ ー ル 、 チ オ
ア セ タ ー ル 、 ハ ロ ゲ ン 化 ア リ ー ル 、 ア リ ー ル ス ル ホ ン 酸 、 ハ ロ ゲ ン 化 ア ル キ ル 、 ア ル キ ル
ス ル ホ ン 酸 、 芳 香 族 化 合 物 、 複 素 環 化 合 物 、 ア ニ リ ン 、 ア ル ケ ン 、 ア ル キ ン 、 ジ オ ー ル 、
ア ミ ノ ア ル コ ー ル 、 オ キ サ ゾ リ ジ ン 、 オ キ サ ゾ リ ン 、 チ ア ゾ リ ジ ン 、 チ ア ゾ リ ン 、 エ ナ ミ
ン 、 ス ル ホ ン ア ミ ド 、 エ ポ キ シ ド 、 ア ジ リ ジ ン 、 イ ソ シ ア ン 酸 塩 、 塩 化 ス ル ホ ニ ル 、 ジ ア
ゾ 化 合 物 、 酸 塩 化 物 等 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 Ｐ ． 所 望 す る 特 性 を 有 す る 抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 結 合 オ リ ゴ ペ プ
チ ド 及 び Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 結 合 有 機 分 子 の ス ク リ ー ニ ン グ
　 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 及 び 有 機 分 子 を 生 成 す
る 技 術 を 、 上 記 に て 記 載 し た 。 所 望 す る よ う な 、 所 定 の 生 物 学 的 特 性 を 有 す る 抗 体 、 オ リ
ゴ ペ プ チ ド 又 は 有 機 分 子 を さ ら に 選 択 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の 抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 又 は 他 の 有 機 分 子 の 成 長 阻 害 効 果 を
、 例 え ば 、 内 因 的 又 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 遺 伝 子 に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 の い ず れ か
で Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 を 用 い る 当 該 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ っ て
評 価 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 適 切 な 腫 瘍 細 胞 株 及 び Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 形 質 移 入 細 胞 は
、 数 日 間 （ 例 え ば 、 ２ － ７ ） 、 種 々 の 濃 度 の 本 発 明 の 抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 又 は 他 の 有 機 分 子 で 処 理 し 、 ク リ ス タ ル ・ バ イ オ レ ッ ト 又 は Ｍ Ｔ Ｔ
で 染 色 、 又 は 幾 つ か の 他 の 比 色 ア ッ セ イ に よ っ て 分 析 し 得 る 。 増 殖 を 測 定 す る そ の 他 の 方
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法 は 、 本 発 明 の 抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 結 合 オ リ ゴ ペ プ チ ド 又 は Ｉ Ｌ
－ １ ７ Ａ ／ Ｆ 結 合 有 機 分 子 の 存 在 又 は 非 存 在 下 で 処 理 し た 細 胞 の ３ Ｈ -チ ミ ジ ン 取 り 込 み
を 比 較 す る こ と に よ る 。 処 理 の 後 、 細 胞 を 収 集 し 、 Ｄ Ｎ Ａ へ 取 り 込 ま れ た 放 射 能 を シ ン チ
レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 定 量 化 し た 。 適 切 な ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル に は 、 細 胞 株 の 成 長
を 阻 害 す る こ と が 知 ら れ て い る 成 長 阻 害 抗 体 で そ の 選 択 し た 細 胞 株 を 処 理 す る こ と が 含 ま
れ る 。 イ ン ビ ボ で の 成 長 阻 害 は 、 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る 種 々 の 方 法 で 確 か め る こ と が で
き る 。 好 ま し く は 、 腫 瘍 細 胞 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 過 剰 発 現 す る も の で あ
る 。 好 ま し く は 、 抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 結 合 オ リ ゴ ペ プ チ ド 又 は Ｉ
Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 結 合 有 機 分 子 は 、 あ る 実 施 態 様 で は 約 ０ ． ５ か ら ３ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 抗 体 濃
度 で 、 未 処 理 腫 瘍 細 胞 と 比 べ て 約 ２ ５ － １ ０ ０ ％ 、 よ り 好 ま し く は 約 ３ ０ － １ ０ ０ ％ 、 そ
し て さ ら に よ り 好 ま し く は 約 ５ ０ － １ ０ ０ ％ 又 は ７ ０ － １ ０ ０ ％ の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 発 現
腫 瘍 細 胞 の 増 殖 を イ ン ビ ト ロ 又 は イ ン ビ ボ で 阻 害 す る 。 成 長 阻 害 は 、 細 胞 培 養 で 、 約 ０ ．
５ か ら ３ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ 又 は ０ ． ５ ｎ Ｍ か ら ２ ０ ０ ｎ Ｍ の 抗 体 濃 度 で 測 定 す る こ と が で き 、
そ の 成 長 阻 害 は 、 抗 体 へ の 腫 瘍 細 胞 の 曝 露 後 １ -１ ０ 日 で 確 か め ら れ る 。 約 １ μ ｇ ／ ｋ ｇ
か ら 約 １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 で の 抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 の 投 与 が 、 抗 体 の 最 初 の 投 与 か
ら 約 ５ 日 か ら ３ ヶ 月 、 好 ま し く は 約 ５ か ら ３ ０ 日 以 内 に 腫 瘍 の 大 き さ の 減 少 又 は 腫 瘍 細 胞
増 殖 の 減 少 を 引 き 起 こ す な ら ば 、 抗 体 は イ ン ビ ボ で 成 長 阻 害 作 用 が あ る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 細 胞 死 を 誘 発 す る 抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 結 合 オ リ ゴ ペ プ チ ド 又 は
Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 結 合 有 機 分 子 を 選 択 す る た め に 、 例 え ば ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム （ Ｐ Ｉ ） 、
ト リ パ ン ブ ル ー 又 は ７ Ａ Ａ Ｄ の 取 込 み に よ り 示 さ れ る 膜 イ ン テ グ リ テ ィ の 損 失 度 合 い を 対
照 と 比 較 し て 求 め る 。 Ｐ Ｉ 取 込 み ア ッ セ イ は 、 補 体 及 び 免 疫 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 不 在 下 で
行 わ れ る 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 発 現 細 胞 腫 瘍 細 胞 を 、 培 地 の み 、 又 は 適 切 な 抗
Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 （ 例 え ば 約 １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 結 合 オ リ ゴ ペ プ チ
ド 又 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 結 合 有 機 分 子 を 含 有 す る 培 地 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 細 胞 を ３ 日
間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 各 処 理 に 続 い て 、 細 胞 を 洗 浄 し 、 細 胞 凝 塊 除 去 の た め に ３ ５ ｍ ｍ
の ス ト レ ー ナ キ ャ ッ プ 付 き １ ２ × ７ ５ チ ュ ー ブ (チ ュ ー ブ 当 た り １ ｍ ｌ 、 処 理 グ ル ー プ 当
り ３ チ ュ ー ブ )に 等 分 す る 。 次 い で 、 チ ュ ー ブ へ Ｐ Ｉ （ １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ） を 与 え る 。 サ ン
プ ル を Ｆ Ａ Ｃ Ｓ Ｃ Ａ Ｎ (登 録 商 標 ） フ ロ ー サ イ ト メ ー タ と Ｆ Ａ Ｃ Ｓ Ｃ Ｏ Ｎ Ｖ Ｅ Ｒ Ｔ (登 録 商
標 ） セ ル ク エ ス ト (CellQuest)ソ フ ト ウ エ ア (Becton Dickinson)を 使 用 し て 分 析 し て も よ
い 。 Ｐ Ｉ 取 込 み に よ っ て 測 定 さ れ る よ う な 、 統 計 的 に 有 意 な レ ベ ル の 細 胞 死 を 誘 発 す る 抗
Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 結 合 オ リ ゴ ペ プ チ ド 又 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 結 合
有 機 分 子 は 、 細 胞 死 誘 発 抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 結 合 オ リ ゴ ペ プ チ ド
又 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 結 合 有 機 分 子 と し て 選 択 す る こ と が で き る 。
　 関 心 の あ る 抗 体 が 結 合 し た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 上 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 抗
体 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 又 は 他 の 有 機 分 子 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 Antibodies, A Labo
ratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow及 び David Lane編 (1988)に
記 載 さ れ て い る よ う な 通 常 の 交 差 ブ ロ ッ キ ン グ ア ッ セ イ を 実 施 す る こ と が で き る 。 既 知 の
抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 の よ う に 、 試 験 抗 体 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 又 は 他 の 有 機 分 子 が 同 じ 部
位 又 は エ ピ ト ー プ と 結 合 す る な ら ば 、 こ の ア ッ セ イ を 確 定 す る た め に 用 い る こ と が で き る
。 あ る い は 、 又 は 付 加 的 に 、 エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ を 、 当 該 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ っ て 行
う こ と が で き る 。 例 え ば 、 接 触 残 基 を 同 定 す る た め に 、 例 え ば ア ラ ニ ン ス キ ャ ン ニ ン グ に
よ っ て 抗 体 配 列 を 変 異 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 変 異 体 抗 体 は 、 適 切 な フ ォ ー ル デ ィ ン グ
を 確 か め る た め に 、 最 初 に ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と の 結 合 に つ い て 試 験 さ れ る 。 異 な る 方 法
で は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 異 な る 領 域 と 一 致 す る ペ プ チ ド を 、 試 験 抗 体 群 又
は 試 験 抗 体 及 び 特 徴 付 け ら れ た 又 は 既 知 の エ ピ ト ー プ を 有 す る 抗 体 に よ る 競 合 ア ッ セ イ で
用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 Ｑ ． 製 薬 的 組 成 物
　 本 発 明 の 活 性 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 分 子 （ 例 え ば 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 -Ｉ
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Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 、 及 び ／ 又 は 各 変 異 体 ） 並 び に 上 記 に 開 示 し た ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ
イ で 同 定 さ れ た 他 の 分 子 は 、 免 疫 関 連 疾 患 の 治 療 の た め に 、 製 薬 組 成 物 の 形 態 で 投 与 す る
こ と が で き る 。 活 性 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 分 子 の 治 療 製 剤 、 好 ま し く は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド
又 は 抗 体 は 、 所 望 さ れ る 程 度 の 純 度 を 持 つ 活 性 成 分 を 、 凍 結 乾 燥 製 剤 又 は 水 性 溶 液 の 形 態
で 、 最 適 な 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 、 賦 形 剤 又 は 安 定 化 剤 と 混 合 す る こ と に よ り 調 製 さ れ 保
存 さ れ る （ Remington's Pharmaceutical Science 16th edition, Osol, A. Ed. [198０ ]
） 。 許 容 さ れ る 担 体 、 賦 形 剤 、 又 は 安 定 化 剤 は 、 用 い ら れ る 用 量 及 び 濃 度 で 受 容 者 に 非 毒
性 で あ り 、 リ ン 酸 、 ク エ ン 酸 、 及 び 他 の 有 機 酸 な ど の 緩 衝 液 ； ア ス コ ル ビ ン 酸 及 び メ チ オ
ニ ン を 含 む 酸 化 防 止 剤 ； 防 腐 剤 （ オ ク タ デ シ ル ジ メ チ ル ベ ン ジ ル ア ン モ ニ ウ ム ク ロ ラ イ ド
； ヘ キ サ メ ト ニ ウ ム ク ロ ラ イ ド ； ベ ン ズ ア ル コ ニ ウ ム ク ロ ラ イ ド ； ベ ン ズ エ ト ニ ウ ム ク ロ
ラ イ ド ； フ ェ ノ ー ル ； ブ チ ル 又 は ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル ； メ チ ル 又 は プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン 等 の
ア ル キ ル パ ラ ベ ン ； カ テ コ ー ル ； レ ゾ ル シ ノ ー ル ； シ ク ロ ヘ キ サ ノ ー ル ； ３ -ペ ン タ ノ ー
ル ； 及 び ｍ -ク レ ゾ ー ル な ど ） ； 低 分 子 量 （ 約 １ ０ 残 基 未 満 ） ポ リ ペ プ チ ド ； 血 清 ア ル ブ
ミ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 等 の タ ン パ ク 質 ； ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 等 の 親 水 性
ポ リ マ ー ； グ リ シ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 又 は リ シ ン
等 の ア ミ ノ 酸 ； グ ル コ ー ス 、 マ ン ノ ー ス 、 又 は デ キ ス ト リ ン を 含 む 単 糖 類 、 二 糖 類 、 及 び
他 の 炭 水 化 物 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 等 の キ レ ー ト 剤 、 ス ク ロ ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ト レ ハ ロ ー ス 又 は
ソ ル ビ ト ー ル な ど の 糖 ； ナ ト リ ウ ム な ど の 塩 形 成 対 イ オ ン ； 金 属 錯 体 （ 例 え ば 、 Ｚ ｎ -タ
ン パ ク 質 錯 体 ） 及 び ／ 又 は ト ゥ イ ー ン (TWEEN)（ 商 品 名 ） 、 プ ル ロ ニ ク ス (PLURONICS)（ 商
品 名 ） 、 及 び ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ Ｐ Ｅ Ｇ ） 等 の 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 含 む 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に よ っ て 同 定 さ れ た 化 合 物 は 、 当 該 分 野 に お い て 良 く
知 ら れ た 技 術 を 用 い て 、 類 似 の 方 法 で 製 剤 化 す る こ と が で き る 。
　 ま た 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 又 は リ ポ ソ ー ム を Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 分 子 を 細 胞 に 導 入 す る た め
に 利 用 す る こ と が で き る 。 抗 体 断 片 が 用 い ら れ る 場 合 に は 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 結 合 ド メ イ
ン に 特 異 的 に 結 合 す る 最 小 阻 害 断 片 が 好 ま し い 。 例 え ば 、 抗 体 の 可 変 領 域 配 列 に 基 づ い て
、 標 的 タ ン パ ク 質 配 列 に 結 合 す る 能 力 を 保 持 す る ペ プ チ ド 分 子 を 設 計 す る こ と が で き る 。
こ の よ う な ペ プ チ ド は 、 化 学 的 に 合 成 で き 及 び ／ 又 は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 に よ っ て 生 成 で き
る 。 例 え ば 、 Marascoら , Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ c. Natl. Acad. Sci. USA 9０ , 7889-7893 (1
993)参 照 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 こ こ で の 製 剤 は 、 治 療 す べ き 特 定 の 徴 候 に 必 要 な 場 合 に 一 つ 以 上 の 活 性 化 合 物 、 好 ま し
く は 互 い に 悪 影 響 を 及 ぼ さ な い 相 補 的 活 性 を 持 つ も の も 含 ん で よ い 。 あ る い は 、 又 は そ れ
に 加 え て 、 組 成 物 は 、 細 胞 毒 性 薬 、 サ イ ト カ イ ン 又 は 成 長 阻 害 剤 を 含 ん で も よ い 。 こ れ ら
の 分 子 は 、 適 切 に は 、 意 図 す る 目 的 に 有 効 な 量 の 組 み 合 わ せ で 存 在 す る 。
　 ま た 、 活 性 成 分 は 、 例 え ば コ ア セ ル ベ ー シ ョ ン 技 術 に よ り 又 は 界 面 重 合 に よ り 調 製 さ れ
た マ イ ク ロ カ プ セ ル 、 例 え ば 、 各 々 ヒ ド ロ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 又 は ゼ ラ チ ン -マ イ ク ロ
カ プ セ ル 及 び ポ リ （ メ タ ク リ ル 酸 メ チ ル ） マ イ ク ロ カ プ セ ル 中 、 コ ロ イ ド 状 薬 物 送 達 系 （
例 え ば 、 リ ポ ソ ー ム 、 ア ル ブ ミ ン 小 球 、 マ イ ク ロ エ マ ル シ ョ ン 、 ナ ノ 粒 子 及 び ナ ノ カ プ セ
ル ） 中 、 又 は マ イ ク ロ エ マ ル シ ョ ン 中 に 包 括 さ れ て い て も よ い 。 こ れ ら の 技 術 は 、 Reming
ton's Pharmaceutical Science 16th edition, Osol, A. Ed. (198０ )に 開 示 さ れ て い る
。
　 イ ン ビ ボ 投 与 に 使 用 さ れ る 製 剤 は 無 菌 で な け れ ば な ら な い 。 こ れ は 、 滅 菌 濾 過 膜 を 通 し
た 濾 過 に よ り 容 易 に 達 成 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 徐 放 性 製 剤 を 調 製 し て も よ い 。 徐 放 性 製 剤 の 好 適 な 例 は 、 抗 体 を 含 有 す る 固 体 疎 水 性 ポ
リ マ ー の 半 透 性 マ ト リ ク ス を 含 み 、 こ の マ ト リ ク ス は 成 形 さ れ た 物 品 、 例 え ば フ ィ ル ム 、
又 は マ イ ク ロ カ プ セ ル の 形 状 で あ る 。 除 放 性 マ ト リ ク ス の 例 は 、 ポ リ エ ス テ ル ヒ ド ロ ゲ ル
（ 例 え ば 、 ポ リ (２ -ヒ ド ロ キ シ エ チ ル -メ タ ク リ レ ー ト )又 は ポ リ (ビ ニ ル ア ル コ ー ル ） ）
、 ポ リ ア ク チ ド （ 米 国 特 許 第 ３ ， ７ ７ ３ ， ９ １ ９ 号 ） 、 Ｌ -グ ル タ ミ ン 酸 及 び γ -エ チ ル -
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Ｌ -グ ル タ メ ー ト 、 非 分 解 性 エ チ レ ン -酢 酸 ビ ニ ル 、 LUＩ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ N DEPOT(商 品 名 )
（ 乳 酸 -グ リ コ ー ル 酸 コ ポ リ マ ー と 酢 酸 リ ュ ー プ ロ リ ド の 注 射 可 能 な 小 球 ） な ど の 分 解 性
乳 酸 -グ リ コ ー ル 酸 コ ポ リ マ ー 、 ポ リ -(Ｄ )-（ -） -３ -ヒ ド ロ キ シ ブ チ ル 酸 を 含 む 。 エ チ レ
ン -酢 酸 ビ ニ ル 及 び 乳 酸 -グ リ コ ー ル 酸 な ど の ポ リ マ ー は 分 子 を １ ０ ０ 日 に 渡 っ て 放 出 す る
こ と が で き る が 、 あ る 種 の ヒ ド ロ ゲ ル は よ り 短 時 間 で タ ン パ ク 質 を 放 出 し て し ま う 。 カ プ
セ ル 化 さ れ た 抗 体 が 身 体 内 に 長 時 間 残 る と 、 そ れ ら は ３ ７ ℃ の 水 分 に 露 出 さ れ る こ と に よ
り 変 性 又 は 凝 集 し 、 そ の 結 果 、 生 物 学 的 活 性 の 低 下 及 び 起 こ り う る 免 疫 原 性 の 変 化 を も た
ら す 。 合 理 的 な 方 法 は 、 含 ま れ る 機 構 に 依 存 す る 安 定 化 に つ い て 工 夫 す る こ と が で き る 。
例 え ば 、 凝 集 機 構 が チ オ － ジ ス ル フ ィ ド 交 換 を 通 し た 分 子 間 Ｓ -Ｓ 結 合 形 成 で あ る と 発 見
さ れ た 場 合 、 安 定 化 は ス ル フ ヒ ド リ ル 残 基 の 修 飾 、 酸 性 溶 液 か ら の 凍 結 乾 燥 、 水 分 含 有 量
の 制 御 、 適 切 な 添 加 剤 の 付 加 、 及 び 特 異 的 ポ リ マ ー マ ト リ ク ス 組 成 物 の 開 発 に よ っ て 達 成
さ れ う る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 Ｒ ． 治 療 方 法
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 及 び 他 の 活 性 化 合 物 は 、 例 え ば 、 組 織 へ の 炎 症 性 細 胞 の 浸
潤 、 Ｔ 細 胞 増 殖 の 刺 激 、 Ｔ 細 胞 増 殖 の 阻 害 、 増 加 又 は 減 少 し た 血 管 透 過 性 又 は そ の 阻 害 に
よ っ て 特 徴 付 け ら れ る も の を 含 む 、 Ｔ 細 胞 媒 介 疾 患 の よ う な 種 々 の 免 疫 関 連 疾 患 及 び 症 状
を 治 療 す る の に 利 用 す る こ と が 可 能 で あ る と 考 え ら れ て い る 。
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 及 び 他 の 化 合 物 に よ っ て 治 療 さ れ る 例 示 的 症 状 又 は 疾 患 に
は 、 限 定 さ れ な い が 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 慢 性 関 節 リ ュ ウ マ チ 、 若 年 性 慢 性 関 節 炎
、 変 形 性 関 節 症 、 脊 椎 関 節 症 、 全 身 性 硬 化 症 （ 強 皮 症 ） 、 特 発 性 炎 症 誘 発 性 筋 疾 患 （ 皮 膚
筋 炎 、 多 発 性 筋 炎 ） 、 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 、 全 身 性 血 管 炎 、 サ ル コ イ ド ー シ ス 、 自 己 免 疫
性 溶 血 性 貧 血 （ 免 疫 性 汎 血 球 減 少 症 、 発 作 性 夜 間 血 色 素 尿 ） 、 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 症 （
特 発 的 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 、 免 疫 媒 介 血 小 板 減 少 症 ） 、 甲 状 腺 炎 （ グ レ ー ブ 疾 患 、 ハ シ モ
ト 甲 状 腺 炎 、 若 年 性 リ ン パ 性 甲 状 腺 炎 、 萎 縮 性 甲 状 腺 炎 ） 、 真 性 糖 尿 病 、 免 疫 性 腎 臓 疾 患
（ 糸 状 体 腎 炎 、 尿 細 管 間 質 性 腎 炎 ） 、 特 発 性 脱 髄 性 多 発 神 経 障 害 、 Guillain-Barre症 候 群
、 及 び 慢 性 炎 症 誘 発 性 脱 髄 性 多 発 神 経 障 害 の よ う な 中 枢 及 び 抹 消 神 経 系 の 脱 髄 性 疾 患 、 感
染 性 肝 炎 （ Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 、 Ｄ 、 Ｅ 型 肝 炎 及 び 他 の 非 肝 炎 性 ウ ィ ル ス ） の よ う な 肝 胆 道 疾 患 、
自 己 免 疫 性 慢 性 活 性 肝 炎 、 原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 、 肉 芽 腫 性 肝 炎 、 及 び 硬 化 性 胆 管 炎 、 炎 症
誘 発 性 腸 疾 患 （ 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 ク ロ ー ン 疾 患 ） の よ う な 炎 症 誘 発 性 及 び 線 維 性 肺 疾 患 、 グ
ル テ ン 感 受 性 腸 疾 患 、 及 び フ ィ ッ プ ル 疾 患 、 水 泡 性 皮 膚 疾 患 を 含 む 自 己 免 疫 性 又 は 免 疫 媒
介 性 皮 膚 疾 患 、 多 形 性 紅 斑 及 び 接 触 皮 膚 炎 、 乾 癬 、 喘 息 の よ う な ア レ ル ギ ー 性 疾 患 、 ア レ
ル ギ ー 性 鼻 炎 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 食 物 過 敏 症 及 び ジ ン マ シ ン 、 好 酸 球 性 肺 炎 の よ う な 肺
の 免 疫 学 的 疾 患 、 特 発 性 肺 線 維 症 及 び 高 感 受 性 間 質 性 肺 炎 、 移 植 片 拒 絶 及 び 移 植 片 対 宿 主
の 疾 患 を 含 む 、 移 植 関 連 疾 患 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス で は 、 疾 患 の 中 心 媒 介 物 は 自 己 タ ン パ ク 質 ／ 組 織 に 対 す る 自 己
反 応 性 抗 体 の 生 成 、 及 び 引 き 続 き 起 こ る 免 疫 媒 介 炎 症 で あ る 。 抗 体 は 、 直 接 又 は 間 接 的 の
い ず れ か に よ っ て 組 織 傷 害 を 媒 介 す る 。 Ｔ リ ン パ 球 が 直 接 に 組 織 傷 害 へ 関 与 し て い る こ と
は 示 さ れ て い な い が 、 Ｔ リ ン パ 球 は 自 己 反 応 性 抗 体 の 発 生 に お い て 必 須 で あ る 。 従 っ て 、
疾 患 の 発 生 は Ｔ リ ン パ 球 へ 依 存 す る 。 腎 臓 、 肺 、 筋 骨 格 系 、 粘 膜 皮 膚 、 眼 、 中 枢 神 経 系 、
心 臓 血 管 系 、 胃 腸 管 、 骨 髄 及 び 血 液 を 含 む 多 臓 器 及 び 系 が 、 臨 床 的 に 病 気 で 冒 さ れ る 。
　 慢 性 関 節 リ ュ ウ マ チ (Ｒ Ａ )は 、 主 に 複 数 の 関 節 の 滑 膜 に 係 る 慢 性 全 身 性 自 己 免 疫 疾 患 で
あ り 、 結 果 と し て 関 節 軟 骨 に 傷 害 が 生 じ る 。 病 原 は Ｔ リ ン パ 球 依 存 で あ り 、 リ ウ マ チ 因 子
、 自 己 Ｉ ｇ Ｇ に 指 向 す る 自 己 抗 体 の 生 成 を 付 随 し 、 結 果 と し て 関 節 体 液 及 び 血 液 に お い て
高 レ ベ ル に 達 す る 免 疫 複 合 体 が 形 成 さ れ る 。 関 節 に お け る こ れ ら の 複 合 体 は 、 滑 膜 へ の リ
ン パ 球 及 び 単 球 の 顕 著 な 浸 潤 と 、 続 い て の 顕 著 な 滑 膜 変 化 を 誘 発 し う る ； 多 数 の 好 中 球 の
添 加 に よ り 同 様 の 細 胞 で 浸 潤 さ れ る な ら ば 関 節 空 間 ／ 体 液 で も で あ る 。 影 響 を 受 け て い る
組 織 は 、 多 く の 場 合 対 称 的 な パ タ ー ン で 主 に 関 節 で あ る 。 し か し な が ら 、 ２ つ の 主 な 形 態
の 関 節 外 疾 患 も 生 じ る 。 一 方 の 形 態 は 進 行 中 の 進 行 性 関 節 疾 患 及 び 肺 線 維 症 の 局 部 的 障 害
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、 血 管 炎 、 及 び 皮 膚 潰 瘍 を 伴 う 関 節 外 障 害 の 発 達 で あ る 。 関 節 外 疾 患 の 第 ２ の 形 態 は い わ
ゆ る フ ェ ル テ ィ ー 症 候 群 で あ り 、 Ｒ Ａ 疾 患 経 路 の 末 期 、 時 々 は 関 節 疾 患 が 鎮 静 し た 後 に 生
じ 、 好 中 球 減 少 、 血 小 板 減 少 及 び 脾 肥 大 の 存 在 に 関 与 す る 。 こ れ は 、 梗 塞 、 皮 膚 潰 瘍 及 び
壊 疽 の 形 成 を 伴 う 多 数 の 器 官 及 び 血 管 炎 に 付 随 す る 。 多 く の 場 合 、 患 者 で は 、 発 病 し て い
る 関 節 上 に あ る 皮 下 組 織 に リ ウ マ チ 様 小 結 節 が 発 達 し ； 小 結 節 は 、 混 合 炎 症 細 胞 浸 潤 に 包
囲 さ れ た 壊 死 性 中 心 を 有 す る 。 Ｒ Ａ で 生 じ る 可 能 性 の あ る 他 の 徴 候 に は ： 心 外 膜 炎 、 胸 膜
炎 、 冠 動 脈 炎 、 肺 線 維 症 を 伴 う 間 質 性 肺 炎 、 乾 性 角 結 膜 炎 、 及 び リ ウ マ チ 様 小 結 節 が 含 ま
れ る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 若 年 性 慢 性 関 節 炎 は 、 多 く の 場 合 １ ６ 才 以 下 で 発 症 す る 慢 性 特 発 性 炎 症 疾 患 で あ る 。 そ
の 表 現 型 は Ｒ Ａ と い く つ か の 類 似 点 が あ り ； リ ウ マ チ 因 子 が ポ ジ テ ィ ブ で あ る 患 者 の 中 に
は 若 年 性 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 に 分 類 さ れ る も の も い る 。 こ の 疾 患 は 主 な ３ つ の カ テ ゴ リ ー ：
小 関 節 (pauciarticular)、 多 関 節 (polyarticular)及 び 全 身 性 も の に 亜 分 類 さ れ る 。 関 節
炎 は 重 度 で 局 所 的 な 破 壊 が 生 じ 、 関 節 強 直 症 及 び 遅 延 成 長 に 至 る お そ れ も あ る 。 他 の 徴 候
に は 慢 性 前 ブ ド ウ 膜 炎 及 び 全 身 性 ア ミ ロ イ ド 症 が 含 ま れ る 。
　 脊 椎 関 節 症 は 、 一 般 的 に Ｈ Ｌ Ａ -Ｂ ２ ７ 遺 伝 子 生 成 物 の 発 現 に 関 連 し た 、 い く つ か の 共
通 し た 臨 床 的 特 徴 を 有 す る 疾 患 の グ ル ー プ で あ る 。 疾 患 に は ： 強 直 症 、 脊 椎 炎 (sponyliti
s)、 ラ イ タ ー 症 候 群 (反 応 性 関 節 炎 )、 炎 症 性 大 腸 疾 患 に 関 連 し た 関 節 炎 、 乾 癬 に 関 連 し た
脊 椎 炎 、 若 年 発 生 脊 椎 関 節 症 及 び 未 分 化 脊 椎 関 節 症 が 含 ま れ る 。 区 別 す る 特 徴 に は 、 脊 椎
炎 を 伴 う か 伴 わ な い 仙 腸 関 節 炎 ； Ｈ Ｌ Ａ -Ｂ ２ ７ (血 清 学 的 に は 、 ク ラ ス Ｉ  Ｍ Ｈ Ｃ の Ｈ Ｌ
Ａ -Ｂ 座 位 に あ る 定 義 さ れ た 対 立 遺 伝 子 )を 伴 う 炎 症 非 対 称 性 関 節 炎 ； 眼 の 炎 症 、 及 び 他 の
リ ウ マ チ 疾 患 に 関 連 し た 自 己 抗 体 の 不 在 が 含 ま れ る 。 疾 患 の 誘 導 に お け る 鍵 と し て 関 わ る
ほ と ん ど の 細 胞 は Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ リ ン パ 球 で あ り 、 ク ラ ス Ｉ  Ｍ Ｈ Ｃ 分 子 に よ り 付 与 さ れ る 抗
原 を 標 的 と し て い る 細 胞 で あ る 。 Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ 細 胞 は 、 Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス Ｉ 分 子 に よ り 発 現 し た
外 来 ペ プ チ ド で あ る か の よ う に 、 ク ラ ス Ｉ  Ｍ Ｈ Ｃ 対 立 遺 伝 子 Ｈ Ｌ Ａ -Ｂ ２ ７ と 反 応 す る 。
Ｈ Ｌ Ａ -２ ７ の エ ピ ト ー プ が 細 菌 性 又 は 他 の 微 生 物 の 抗 原 エ ピ ト ー プ を 模 倣 し 、 よ っ て Ｃ
Ｄ ８ ＋ 細 胞 の 反 応 が 誘 発 さ れ る と 仮 定 さ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 全 身 性 硬 化 症 (強 皮 症 )は 病 因 が よ く 知 ら れ て い な い 。 疾 患 の 特 徴 は 皮 膚 の 硬 化 で あ り ；
こ れ は 活 性 化 炎 症 プ ロ セ ス に よ り 誘 発 さ れ る 。 強 皮 症 は 局 部 的 又 は 全 身 的 で あ り ： 血 管 障
害 が 一 般 的 で 、 微 小 血 管 系 に お け る 内 皮 細 胞 傷 害 は 全 身 性 硬 化 症 の 発 達 に お け る 初 期 の 重
要 な 事 象 で あ り ； 血 管 傷 害 は 免 疫 媒 介 さ れ う る 。 免 疫 学 的 基 準 で は 、 皮 膚 障 害 に お け る 単
核 細 胞 浸 潤 の 存 在 、 多 く の 患 者 に お い て 抗 細 胞 核 抗 体 の 存 在 を 意 味 す る 。 多 く の 場 合 、 Ｉ
Ｃ Ａ Ｍ -１ は 皮 膚 障 害 に お け る 線 維 芽 細 胞 の 細 胞 表 面 を ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン し 、 こ れ
ら の 細 胞 と 相 互 作 用 す る Ｔ 細 胞 が 疾 患 の 病 因 に お け る 役 割 を 担 っ て い る こ と が 示 唆 さ れ る
。 関 連 す る 他 の 器 官 に は ： 胃 腸 管 ： 萎 縮 症 及 び 線 維 症 が あ り 、 結 果 と し て 異 常 な ぜ ん 動 ／
運 動 性 と な っ て い る 平 滑 筋 ： 腎 臓 ： 小 弓 形 及 び 小 葉 間 動 脈 に 影 響 を 及 ぼ し 、 結 果 と し て 腎
皮 質 の 血 流 が 低 下 し 、 タ ン パ ク 尿 、 高 窒 素 血 尿 及 び 高 血 圧 に な る 同 心 性 内 皮 下 内 膜 増 殖 ：
骨 格 筋 ： 萎 縮 、 間 質 性 線 維 症 ： 炎 症 ： 肺 ： 間 質 性 肺 炎 及 び 間 質 性 線 維 症 ： 及 び 心 臓 ： 収 縮
バ ン ド 壊 死 、 瘢 痕 ／ 線 維 症 が 含 ま れ る 。
　 皮 膚 筋 炎 、 多 発 性 筋 炎 及 び 他 の も の を 含 む 特 発 性 炎 症 ミ オ パ シ ー は 病 因 が よ く 知 ら れ て
い な い 慢 性 筋 肉 炎 症 疾 患 で あ り 、 筋 肉 の 弱 化 に 至 る 。 筋 肉 損 傷 ／ 炎 症 は 多 く の 場 合 対 称 的
で 進 行 性 で あ る 。 自 己 抗 体 は 多 く の 形 態 と 関 連 し て い る 。 こ れ ら の 筋 炎 特 異 的 自 己 抗 体 は
、 タ ン パ ク 質 合 成 に 係 る 成 分 、 タ ン パ ク 質 及 び Ｒ Ｎ Ａ に 対 し て 産 生 さ れ て そ の 機 能 を 阻 害
す る 。
　 シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 は 、 免 疫 媒 介 炎 症 、 続 く 涙 腺 及 び 唾 液 腺 の 機 能 破 壊 に よ る も の で あ
る 。 こ の 疾 患 は 炎 症 結 合 組 織 疾 患 を 伴 う か 又 は 伴 わ な い 。 こ の 疾 患 は 、 双 方 と も が 小 Ｒ Ｎ
Ａ -タ ン パ ク 質 複 合 体 で あ る Ｒ ｏ 及 び Ｌ ａ 抗 原 に 対 す る 抗 体 産 出 に 関 連 し て い る 。 障 害 に
よ り 、 結 果 と し て 乾 性 角 結 膜 炎 、 bilary硬 変 を 含 む 他 の 徴 候 又 は 会 合 を 伴 う 口 内 乾 燥 、 末
梢 又 は 感 覚 ニ ュ ー ロ パ シ ー 、 及 び 明 白 な 紫 斑 病 に 至 る 。
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【 ０ １ ８ ９ 】
　 全 身 性 血 管 炎 症 症 は 主 な 障 害 が 炎 症 で 、 続 い て 血 管 に ダ メ ー ジ を 受 け 、 結 果 と し て 影 響
を 受 け た 脈 管 に よ り 供 給 さ れ る 組 織 に 虚 血 ／ 壊 死 ／ 変 性 が 生 じ 、 最 終 的 な 末 端 器 官 で は い
く つ か の ケ ー ス で 機 能 障 害 に な る と い っ た 疾 患 で あ る 。 ま た 、 第 ２ の 障 害 と し て 血 管 炎 (v
asculitides)、 又 は 他 の 免 疫 炎 症 媒 介 疾 患 、 例 え ば リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 全 身 性 硬 化 症 等 、
特 に 免 疫 複 合 体 の 形 成 に 関 連 し た 疾 患 等 の 続 発 症 が 生 じ る お そ れ が あ る 。 主 な 全 身 性 血 管
炎 症 症 グ ル ー プ の 疾 患 に は ： 全 身 壊 死 性 血 管 炎 ： 多 動 脈 炎 結 節 (polyarteritis nodosa)、
ア レ ル ギ ー 性 脈 管 炎 、 及 び 肉 芽 腫 症 、 多 脈 管 炎 ： ヴ ェ ゲ ナ ー 肉 芽 腫 症 ； リ ン パ 腫 様 肉 芽 腫
症 ： 及 び 巨 細 胞 動 脈 炎 が 含 ま れ る 。 種 々 の 血 管 炎 に は ： 粘 膜 皮 膚 リ ン パ 節 症 候 群 (Ｍ Ｌ Ｎ
Ｓ 又 は 川 崎 病 )、 単 離 し た Ｃ Ｎ Ｓ 血 管 炎 、 ベ ヘ ッ ト (Behet's)病 、 閉 塞 性 血 栓 性 血 管 炎 (バ
ー ジ ャ ー 病 )及 び 皮 膚 壊 死 性 細 静 脈 炎 (venulitis)が 含 ま れ る 。 列 挙 し た 血 管 炎 の ほ と ん ど
の 種 類 の 病 原 メ カ ニ ズ ム は 、 主 に 脈 管 壁 に 免 疫 グ ロ ブ リ ン 複 合 体 が 付 着 し 、 続 い て Ａ Ｄ Ｃ
Ｃ 、 補 体 活 性 又 は 双 方 を 介 し て 炎 症 反 応 が 誘 発 さ れ る こ と に よ る と 考 え ら れ て い る 。
　 サ ル コ イ ド ー シ ス は 、 体 内 の ほ と ん ど 任 意 の 組 織 中 に 類 上 皮 細 胞 肉 芽 腫 が 存 在 し 、 肺 で
は ほ と ん ど 一 般 的 に 包 含 さ れ る こ と に よ り 特 徴 付 け ら れ る 、 病 因 が よ く 知 ら れ て い な い 病
状 で あ る 。 病 原 に は 疾 患 部 位 に 活 性 マ ク ロ フ ァ ー ジ 及 び リ ン パ 球 が 残 留 し て い る こ と に 関
連 し て お り 、 続 い て こ れ ら の 細 胞 種 よ り 放 出 さ れ る 局 部 的 又 は 全 身 的 活 性 物 質 の 放 出 の 結
果 と し て 慢 性 続 発 症 が 生 じ る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 自 己 免 疫 性 溶 血 性 貧 血 、 免 疫 再 生 不 良 性 貧 血 、 発 作 性 夜 間 血 色 素 尿 を 含 む 自 己 免 疫 性 溶
血 性 貧 血 は 、 赤 血 球 細 胞 (い く つ か の ケ ー ス に お い て は 、 血 小 板 を 含 む 他 の 血 液 細 胞 )表 面
で 発 現 す る 抗 原 と 反 応 す る 抗 体 が 産 出 さ れ る 結 果 に よ る も の で あ り 、 補 体 媒 介 溶 解 及 び ／
又 は Ａ Ｄ Ｃ Ｃ ／ Ｆ ｃ -レ セ プ タ ー -媒 介 メ カ ニ ズ ム を 介 し て 、 そ の 抗 体 被 覆 細 胞 の 除 去 に 反
映 さ れ る 。
　 他 の 臨 床 的 セ ッ テ ィ ン グ (setting)に お け る 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 及 び 免 疫 仲 介 血 小 板 減
少 を 含 む 自 己 免 疫 性 血 小 板 減 少 で は 、 抗 体 又 は 補 体 が 血 小 板 に 接 合 し 、 続 い て 補 体 溶 解 、
Ａ Ｄ Ｃ Ｃ 又 は Ｆ ｃ -レ セ プ タ ー -媒 介 メ カ ニ ズ ム に よ る 除 去 の 結 果 と し て 生 じ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 グ レ ー ブ ス 疾 患 、 ハ シ モ ト 甲 状 腺 炎 、 若 年 性 リ ン パ 球 性 甲 状 腺 炎 、 萎 縮 性 甲 状 腺 炎 を 含
む 甲 状 腺 炎 は 、 甲 状 腺 内 に 多 く の 場 合 特 異 的 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 と 反 応 す る 抗 体 の 産 出
を 伴 う 、 甲 状 腺 抗 原 に 対 す る 自 己 免 疫 反 応 の 結 果 に よ る も の で あ る 。 実 験 用 モ デ ル に は ：
内 在 的 モ デ ル ラ ッ ト (Ｂ Ｕ Ｆ 及 び Ｂ Ｂ ラ ッ ト )及 び チ キ ン (肥 満 チ キ ン 種 )； 誘 導 性 モ デ ル ：
チ ロ グ ロ ブ リ ン 、 甲 状 腺 ミ ク ロ ソ ー ム 抗 原 (甲 状 腺 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ )を 用 い た 動 物 の 免 疫
化 が 含 ま れ る 。
　 Ｉ 型 真 性 糖 尿 病 又 は イ ン シ ュ リ ン 依 存 性 糖 尿 病 は 膵 臓 小 島 β 細 胞 の 自 己 免 疫 破 壊 で あ り
； こ の 破 壊 は 自 己 抗 体 及 び 自 己 反 応 性 Ｔ 細 胞 に よ り 媒 介 さ れ る 。 ま た 、 イ ン シ ュ リ ン 又 は
イ ン シ ュ リ ン 様 レ セ プ タ ー に 対 す る 抗 体 は 、 イ ン シ ュ リ ン -非 -反 応 性 の 表 現 型 を 産 出 す る
こ と が で き る 。 　
【 ０ １ ９ ２ 】
　 糸 球 体 腎 炎 及 び 尿 細 管 間 質 性 腎 炎 を 含 む 免 疫 仲 介 腎 疾 患 は 、 腎 抗 原 に 対 す る 自 己 反 応 性
抗 体 又 は Ｔ 細 胞 が 産 出 さ れ る 結 果 に よ り 直 接 的 に 、 又 は 他 の 非 腎 抗 原 に 対 し て 反 応 す る 、
腎 臓 に お け る 抗 体 及 び ／ 又 は 免 疫 複 合 体 の 沈 着 の 結 果 に よ り 間 接 的 に 、 腎 組 織 に 抗 体 又 は
Ｔ 細 胞 媒 介 傷 害 が 生 じ る こ と に よ る も の で あ る 。 よ っ て 、 免 疫 複 合 体 の 形 成 の 結 果 生 じ る
他 の 免 疫 媒 介 疾 患 に よ り 、 間 接 的 続 発 症 等 の 免 疫 媒 介 腎 疾 患 が 誘 発 さ れ る 。 直 接 的 及 び 間
接 的 免 疫 メ カ ニ ズ ム の 双 方 に よ り 、 結 果 と し て 腎 組 織 に お け る 障 害 発 達 が 産 出 ／ 誘 発 さ れ
る と い っ た 炎 症 反 応 が 生 じ 、 器 官 機 能 が 損 な わ れ 、 い く つ か の ケ ー ス で は 腎 臓 機 能 不 全 が
進 行 す る 。 体 液 及 び 細 胞 免 疫 メ カ ニ ズ ム に 双 方 が 障 害 の 病 原 に 関 与 し て い る 。
　 多 発 性 硬 化 症 の よ う な 中 枢 及 び 末 梢 神 経 系 の 脱 髄 疾 患 、 特 発 性 脱 髄 性 多 発 神 経 障 害 、 又
は ギ ラ ン -バ レ ー 症 候 群 ； 及 び 慢 性 炎 症 脱 髄 性 多 発 神 経 障 害 は 、 自 己 免 疫 基 準 で あ り 、 神
経 脱 髄 が 生 じ て 、 オ リ ゴ デ ン ド ロ サ イ ト 又 は ミ エ リ ン に 直 接 的 に 起 因 す る ダ メ ー ジ の 結 果
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に よ る も の と 考 え ら れ て い る 。 Ｍ Ｓ に お い て 、 疾 患 の 誘 発 及 び 進 行 は Ｔ リ ン パ 球 に 依 存 す
る と 示 唆 さ れ る 証 拠 が あ る 。 多 発 性 硬 化 症 は 、 Ｔ リ ン パ 球 依 存 性 で あ り 、 再 発 性 弛 緩 経 路
又 は 慢 性 進 行 経 路 の い ず れ か を 有 す る 脱 髄 疾 患 で あ る 。 病 因 は よ く 知 ら れ て い な い が 、 ウ
イ ル ス 感 染 、 遺 伝 的 素 因 、 環 境 及 び 自 己 免 疫 性 の 全 て が 寄 与 し て い る 。 障 害 は Ｔ 細 胞 媒 介
小 膠 細 胞 の 優 先 的 湿 潤 、 及 び マ ク ロ フ ァ ー ジ の 浸 潤 を 含 み ； Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ リ ン パ 球 は 障 害 に
お い て 優 先 的 な 細 胞 型 で あ っ た 。 オ リ ゴ デ ン ド ロ サ イ ト の 細 胞 死 及 び 続 く 脱 髄 の メ カ ニ ズ
ム は よ く 知 ら れ て い な い が 、 Ｔ リ ン パ 球 の 駆 動 に よ る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 好 球 性 肺 炎 ； 特 発 性 肺 線 維 症 及 び 過 敏 性 肺 炎 の よ う な 炎 症 及 び 線 維 症 の 肺 疾 患 に は 、 調
節 さ れ な い 免 疫 炎 症 反 応 が 関 連 し て い る 。 反 応 を 阻 害 す る こ と は 治 療 的 に 有 益 な こ と で あ
る 。
　 水 疱 性 皮 膚 疾 患 、 多 形 性 紅 斑 及 び 接 触 性 皮 膚 炎 を 含 む 自 己 免 疫 又 は 免 疫 媒 介 皮 膚 疾 患 は
自 己 抗 体 に よ り 媒 介 さ れ 、 Ｔ リ ン パ 球 に 依 存 し て 発 生 す る 。
　 乾 癬 は Ｔ リ ン パ 球 媒 介 炎 症 疾 患 で あ る 。 障 害 は Ｔ リ ン パ 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 及 び 抗 原 プ
ロ セ シ ン グ 細 胞 及 び あ る 種 の 好 中 球 の 浸 潤 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 喘 息 ； ア レ ル ギ ー 性 鼻 炎 ； ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 ； 食 物 過 敏 症 及 び 蕁 麻 疹 等 を 含 む ア レ ル ギ
ー 性 疾 患 は Ｔ 細 胞 依 存 性 で あ る 。 こ の 疾 患 は 炎 症 に よ り 誘 発 さ れ る Ｔ リ ン パ 球 、 及 び Ｉ ｇ
Ｅ 媒 介 炎 症 、 又 は 双 方 の 組 合 せ に よ り 主 に 媒 介 さ れ る 。
　 拒 絶 反 応 及 び 移 植 片 対 宿 主 疾 患 (Ｇ Ｖ Ｈ Ｄ )を 含 む 移 植 関 連 疾 患 は 、 Ｔ リ ン パ 球 依 存 性 で
あ り ； Ｔ リ ン パ 球 の 機 能 を 阻 害 す る こ と で 改 善 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 免 疫 及 び ／ 又 は 炎 症 反 応 へ の 介 在 が 有 益 で あ る 他 の 疾 患 に は 、 限 定 す る も の で は な い が
ウ イ ル ス 感 染 (限 定 す る も の で は な い が Ａ Ｉ Ｄ Ｓ 、 Ａ 型 、 Ｂ 型 、 Ｃ 型 、 Ｄ 型 及 び Ｅ 型 肝 炎
、 ヘ ル ペ ス )、 細 菌 感 染 、 真 菌 感 染 、 原 生 動 物 感 染 及 び 寄 生 虫 感 染 (Ｍ Ｌ Ｒ を 刺 激 す る 分 子
(又 は 誘 導 体 ／ ア ゴ ニ ス ト )を 治 療 に 利 用 し 、 感 染 要 因 に 対 す る 免 疫 反 応 性 を 増 強 す る こ と
が で き る )、 Ｍ Ｌ Ｒ を 刺 激 す る (分 子 ／ 誘 導 体 ／ ア ゴ ニ ス ト )を 治 療 に 利 用 し 、 受 け 継 ぎ 、
獲 得 し 、 感 染 誘 発 さ れ た (例 え ば Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 )又 は 医 原 性 (例 え ば 化 学 療 法 )免 疫 欠 損 疾 患 の
病 状 に 対 す る 免 疫 反 応 を 増 強 す る こ と が で き る 免 疫 欠 損 疾 患 、 及 び 異 常 増 殖 が 含 ま れ る 。
　 幾 つ か の ヒ ト 癌 患 者 に お い て 、 腫 瘍 性 細 胞 上 の 抗 原 に 対 す る 抗 体 及 び ／ 又 は Ｔ リ ン パ 球
が 発 生 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 ま た 、 免 疫 応 答 の 増 加 に よ っ て 、 そ の 特 定 の 腫 瘍 の 拒 絶
又 は 退 行 を 引 き 起 こ す こ と が で き る こ と が 、 腫 瘍 形 成 の 動 物 モ デ ル に お い て 示 さ れ て い る
。 Ｍ Ｌ Ｒ に お け る Ｔ リ ン パ 球 の 応 答 を 高 め る 分 子 （ 又 は ア ゴ ニ ス ト の 方 法 で 同 じ レ セ プ タ
ー へ 影 響 を 与 え る 小 分 子 ア ゴ ニ ス ト 又 は 抗 体 ） を 、 癌 治 療 へ 治 療 的 に 用 い る こ と が で き る
。 ま た 、 Ｍ Ｌ Ｒ に お い て リ ン パ 球 の 応 答 を 阻 害 す る 分 子 は 、 腫 瘍 形 成 の 間 に 、 イ ン ビ ボ に
お い て 腫 瘍 に 対 す る 免 疫 応 答 を 抑 制 す る ； こ の よ う な 分 子 は 、 腫 瘍 性 細 胞 そ の も の に よ っ
て 発 現 さ れ る か 、 或 い は 他 の 細 胞 の 腫 瘍 が そ の 発 現 を 誘 導 で き る 。 こ の よ う な 分 子 の 拮 抗
効 果 （ 抗 体 、 小 分 子 又 は 他 の 手 段 の 何 れ か と と も に ） は 、 免 疫 性 腫 瘍 拒 絶 反 応 を 高 め る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 そ の 上 に 、 炎 症 誘 発 性 特 性 を 有 す る 分 子 の 阻 害 作 用 は 、 再 潅 流 傷 害 ； 発 作 ； 心 筋 梗 塞 ；
ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 ； 急 性 肺 障 害 ； 出 血 性 シ ョ ッ ク ； 火 傷 ； 敗 血 症 ／ 敗 血 性 シ ョ ッ ク
； 急 性 腎 尿 細 管 壊 死 ； 子 宮 内 膜 症 ； 変 形 性 関 節 疾 患 及 び 膵 炎 に と っ て 治 療 的 に 有 益 で あ る
。 本 発 明 の 化 合 物 、 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 体 は 、 哺 乳 動 物 、 好 ま し く は ヒ ト に 、 周 知
の 方 法 、 例 え ば 、 ボ ー ラ ス と し て 又 は 所 定 時 間 に 渡 る 連 続 注 入 に よ る 静 脈 内 投 与 、 筋 肉 内
、 腹 膜 内 、 脳 脊 髄 内 、 皮 下 、 関 節 間 、 滑 膜 内 、 鞘 内 、 経 口 、 局 所 、 又 は 吸 入 （ 鼻 腔 内 、 肺
内 の ） 経 路 な ど に よ り 投 与 さ れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド 及 び 抗 体 の 静 脈 内 又 は 吸 入 投 与 が 好 ま し
い 。 免 疫 ア ジ ュ バ ン ド 療 法 で は 、 抗 癌 剤 の 投 与 の よ う な 他 の 治 療 的 養 生 法 を 本 発 明 の タ ン
パ ク 質 、 抗 体 又 は 化 合 物 の 投 与 と 組 み 合 わ せ て も よ い 。 ま た 、 本 発 明 の 免 疫 ア ジ ュ バ ン ド
で 治 療 さ れ る 患 者 は 、 抗 癌 剤 （ 化 学 療 法 剤 ） 又 は 放 射 線 治 療 を 受 け て も よ い 。 こ の よ う な
化 学 治 療 剤 の 調 製 法 及 び 用 量 ス ケ ジ ュ ー ル は 、 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 使 用 さ れ る か 、 熟 練
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し た 実 務 者 に よ り 経 験 的 に 決 定 さ れ る 。 そ の よ う な 化 学 治 療 に 対 す る 調 製 法 及 び 用 量 ス ケ
ジ ュ ー ル は ま た Chemotherapy Service M.C. Perry編 , Williams &amp;　 Wilkins, Baltim
ore, MD (1992)に も 記 載 さ れ て い る 。 化 学 治 療 剤 は 、 免 疫 ア ジ ュ バ ン ド の 投 与 に 先 立 っ て
、 又 は 続 い て 投 与 し て も よ く 、 あ る い は そ れ ら と 同 時 に 投 与 し て も よ い 。 そ の 上 に 、 抗 -
エ ス ト ロ ゲ ン 化 合 物 、 例 え ば タ モ キ シ フ ェ ン 等 の 抗 エ ス ト ロ ゲ ン 化 合 物 又 は オ ナ プ リ ス ト
ン な ど の 抗 -プ ロ ゲ ス テ ロ ン （ EP 616812参 照 ） を 、 こ れ ら の 分 子 に つ い て 知 ら れ た 用 量 で
与 え て も よ い 。 ま た 、 他 の 免 疫 疾 患 関 連 又 は 腫 瘍 関 連 抗 原 に 対 す る 抗 体 、 例 え ば Ｃ Ｄ ２ ０
、 Ｃ Ｄ １ １ ａ 、 Ｃ Ｄ １ ８ 、 Ｅ ｒ ｂ Ｂ ２ 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｒ 、 Ｅ ｒ ｂ Ｂ ３ 、 Ｅ ｒ ｂ Ｂ ４ 、 又 は 血 管 内
皮 因 子 （ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ ） に 結 合 す る 抗 体 を 投 与 す る こ と も 好 ま し い 。 あ る い は 、 又 は そ の 上 に
、 こ こ で 開 示 さ れ る 同 じ 又 は 二 つ 以 上 の 異 な る 抗 原 と 結 合 す る 二 つ 以 上 の 抗 体 を 、 患 者 へ
同 時 投 与 し て も よ い 。 時 折 、 患 者 に サ イ ト カ イ ン を 投 与 す る こ と も 有 利 で あ る 。 好 ま し い
実 施 態 様 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 、 成 長 阻 害 剤 と 同 時 投 与 す る 。 例 え ば 、 ま ず 最 初
に 成 長 阻 害 剤 を 投 与 し 、 続 い て 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 投 与 す る 。 し か し な が ら 、 同 時 投
与 、 又 は 最 初 に 投 与 す る こ と も 考 え ら れ る 。 成 長 阻 害 剤 に つ い て の 適 切 な 用 量 は 、 現 在 用
い ら れ て い る 量 で あ り 、 成 長 阻 害 剤 と 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と の 組 み 合 わ せ （ 相 乗 ） 効 果
に よ り 減 少 さ せ て も よ い 。 免 疫 関 連 疾 患 の 治 療 又 は 感 度 の 縮 小 の た め に は 、 本 発 明 の 化 合
物 の 適 切 な 用 量 は 、 上 記 に 定 義 し た よ う な 治 療 さ れ る 疾 患 の 型 、 疾 患 の 重 篤 さ 及 び 経 過 、
防 止 又 は 治 療 目 的 で 薬 剤 が 投 与 さ れ る か 否 か 、 従 前 の 治 療 、 患 者 の 臨 床 履 歴 及 び 薬 剤 に 対
す る 反 応 、 及 び 主 治 医 の 裁 量 に 依 存 す る 。 薬 剤 は 、 患 者 に 一 回 又 は 一 連 の 治 療 に 渡 っ て 適
切 に 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 例 え ば 、 １ 又 は そ れ 以 上 の 別 々 の 投 与 あ る い は 連 続 注 入 の ど ち ら で も 、 例 え ば 、 疾 患 の
型 及 び 重 篤 さ に 応 じ て 、 約 １ μ ｇ ／ ｋ ｇ か ら １ ５ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ （ 例 え ば 、 ０ ． １ － ２ ０ ｍ ｇ
／ ｋ ｇ ） の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 体 が 、 患 者 に 投 与 す る た め の 最 初 の 候 補 用 量 で あ る 。 典 型
的 な １ 日 の 用 量 は 、 上 記 の 要 因 に 応 じ て 、 約 １ μ ｇ ／ ｋ ｇ か ら １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 又 は そ れ
以 上 で あ ろ う 。 数 日 以 上 に 渡 る 繰 り 返 し 投 与 の た め に は 、 状 態 に 応 じ て 、 疾 患 の 徴 候 に 所
望 の 抑 制 が 現 れ る ま で 治 療 が 続 け ら れ る 。 し か し な が ら 、 他 の 用 量 計 画 が 有 用 で あ る こ と
も あ る 。 従 来 の 技 術 及 び ア ッ セ イ に よ っ て 、 こ の 治 療 の 進 行 は 容 易 に モ ニ タ ー さ れ る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 Ｓ ． 製 造 品
　 本 発 明 の そ の 他 の 実 施 態 様 で は 、 上 記 の 疾 患 の 診 断 又 は 治 療 に 有 用 な 物 質 を 含 む 製 造 品
が 提 供 さ れ る 。 こ の 製 造 品 は 容 器 と ラ ベ ル と を 含 ん で な る 。 好 適 な 容 器 は 、 例 え ば 、 ビ ン
、 バ イ ア ル 、 シ リ ン ジ 、 及 び 試 験 管 を 含 む 。 容 器 は 、 ガ ラ ス 又 は プ ラ ス チ ッ ク な ど の 材 料
か ら 形 成 さ れ て よ い 。 容 器 は 、 状 態 を 診 断 し 治 療 す る の に 有 効 な 組 成 物 を 収 容 し 、 無 菌 の
ア ク セ ス ポ ー ト を 有 し 得 る （ 例 え ば 、 容 器 は 皮 下 注 射 針 で 貫 通 可 能 な ス ト ッ パ ー を 有 す る
静 脈 内 溶 液 バ ッ グ 又 は バ イ ア ル で あ っ て よ い ） 。 組 成 物 中 の 活 性 剤 は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド 又 は 抗 体 で あ る 。 容 器 上 又 は 添 付 さ れ る ラ ベ ル は 、 組 成 物 が 選 択 し た 状 態 の 診 断 又 は 治
療 の た め に 使 用 さ れ る こ と を 示 す 。 製 造 品 は さ ら に 、 リ ン 酸 緩 衝 塩 水 、 リ ン ガ ー 液 及 び デ
キ ス ト ロ ー ス 溶 液 な ど の 製 薬 的 に 許 容 さ れ る 緩 衝 液 を 含 む 第 ２ の 容 器 を 具 備 し て も よ い 。
さ ら に 、 他 の 緩 衝 液 、 希 釈 剤 、 フ ィ ル タ ー 、 針 、 シ リ ン ジ 、 及 び 使 用 上 の 指 示 を 付 け た パ
ッ ケ ー ジ 挿 入 物 を 含 む 商 業 的 及 び 使 用 者 の 見 地 か ら 望 ま し い 他 の 材 料 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 Ｔ ． 免 疫 関 連 疾 患 の 診 断 及 び 予 後
　 細 胞 表 層 タ ン パ ク 質 、 例 え ば あ る 免 疫 関 連 疾 患 に お い て 過 剰 発 現 す る タ ン パ ク 質 は 、 候
補 薬 や 疾 患 療 法 に と っ て 優 れ た 標 的 で あ る 。 免 疫 関 連 疾 患 で 増 幅 し た 遺 伝 子 に よ っ て コ ー
ド さ れ て い る 分 泌 タ ン パ ク 質 に 加 え て 、 こ れ と 同 じ タ ン パ ク 質 に は 、 こ れ ら 疾 患 の 診 断 及
び 予 後 に お い て 更 な る 用 途 が あ る こ と が 見 出 さ れ て い る 。 例 え ば 、 多 発 性 硬 化 症 、 リ ュ ウ
マ チ 関 節 炎 、 又 は そ の 他 の 免 疫 関 連 疾 患 に お い て 増 幅 し た 遺 伝 子 の タ ン パ ク 質 生 産 物 に 対
す る 抗 体 は 、 診 断 上 に 又 は 予 後 兆 候 と し て 利 用 で き る 。
　 例 え ば 、 抗 体 断 片 を 含 む 抗 体 は 、 増 幅 又 は 過 剰 発 現 し た 遺 伝 子 （ 「 マ ー カ ー 遺 伝 子 産 物
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」 ） に よ っ て コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 の 発 現 の 定 性 的 又 は 定 量 的 検 出 に 用 い る こ と が で き
る 。 抗 体 は 、 好 ま し く は 検 出 可 能 な 、 例 え ば 蛍 光 標 識 を 備 え 、 結 合 は 光 学 顕 微 鏡 、 フ ロ ー
サ イ ト メ ト リ ー 、 蛍 光 定 量 法 、 又 は こ の 分 野 で 知 ら れ た 他 の 技 術 に よ っ て モ ニ タ ー で き る
。 過 剰 発 現 し て い る 遺 伝 子 が 細 胞 表 層 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 場 合 に は 、 こ れ ら の 技 術 は
特 に 適 し て い る 。 こ の よ う な 結 合 ア ッ セ イ は 、 上 記 に 記 載 の よ う に 原 則 的 に 実 施 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 マ ー カ ー 遺 伝 子 産 物 に 結 合 す る 抗 体 の イ ン サ イ ツ 検 出 は 、 例 え ば 、 免 疫 蛍 光 又 は 免 疫 電
子 顕 微 鏡 に よ っ て 実 施 で き る 。 こ の 目 的 の た め に 、 組 織 学 的 試 料 を 患 者 か ら 取 り 出 し 、 好
ま し く は 生 物 学 的 試 料 に 抗 体 を 被 せ る こ と に よ り 、 標 識 抗 体 を そ れ に 適 用 す る 。 ま た 、 こ
の 手 法 に よ っ て 、 試 験 さ れ る 組 織 に お け る マ ー カ ー 遺 伝 子 産 物 の 分 布 の 決 定 を 可 能 に す る
。 当 業 者 に は 、 イ ン サ イ ツ 検 出 の た め に 広 範 な 組 織 学 的 方 法 が 容 易 に 利 用 で き る こ と は 明
ら か で あ ろ う 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 例 示 目 的 の た め に の み 提 供 さ れ る も の で あ っ て 、 本 発 明 の 範 囲 を 決 し て
限 定 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。
　 本 明 細 書 で 引 用 し た 全 て の 特 許 及 び 参 考 文 献 は 、 そ の 全 体 を 出 典 明 示 に よ り こ こ に 取 り
入 れ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
（ 実 施 例 ）
　 実 施 例 で 言 及 さ れ て い る 全 て の 他 の 市 販 試 薬 は 、 特 に 示 さ な い 限 り は 製 造 者 の 使 用 説 明
に 従 い 使 用 し た 。 Ａ Ｔ Ｃ Ｃ 登 録 番 号 に よ り 以 下 の 実 施 例 及 び 明 細 書 全 体 を 通 し て 特 定 さ れ
て い る 細 胞 の 供 給 源 は ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン 、 マ ナ ッ サ ス 、 バ
ー ジ ニ ア で あ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
実 施 例 １ ： Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ と し て 同 定 さ れ た 新 規 Ｉ Ｌ － １ ７ サ イ ト カ イ ン の 組 換 え 発 現
　 Ｉ Ｌ － １ ７ 及 び Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー に よ る ヒ ト ２ ９ ３ 腎 臓
細 胞 の 形 質 移 入
　 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 沈 降 手 順 を 用 い る こ と に よ り 、 ヒ ト ２ ９ ３ 腎 臓 細 胞 に 、 Ｉ Ｌ － １ ７ 、
Ｉ Ｌ － １ ７ Ｃ 及 び Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ 遺 伝 子 を コ ー ド す る 等 量 の プ ラ ス ミ ド を 形 質 移 入 し た 。 そ
れ ぞ れ 集 密 度 ５ ０ ％ ～ ８ ０ ％ の Ｔ － １ ５ ０ フ ラ ス コ に 、 ５ ０ μ ｇ ず つ の プ ラ ス ミ ド を 混 合
す る こ と に よ り 、 細 胞 の 上 に 沈 降 層 を 形 成 し た 。 形 質 移 入 か ら １ 日 後 、 １ ０ ％ の Ｆ Ｃ Ｓ 、
５ ｍ Ｍ の Ｌ － グ ル タ ミ ン 、 ペ ニ シ リ ン － ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 む Ｆ １ ２ ： Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ （ ５
０ ： ５ ０ ） を 除 去 し て 無 血 清 の Ｐ Ｓ ２ ４ 培 地 で 置 換 し 、 さ ら に ４ 日 間 培 養 し た 。 ４ 日 後 、
条 件 培 地 を 回 収 し て 遠 心 分 離 し 、 無 菌 フ ィ ル タ ー に か け 、 そ の 後 精 製 し た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 組 換 え Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 精 製
　 Ａ ． 最 初 の 分 画 ス テ ッ プ １ ：
　 ヒ ト ２ ９ ３ 腎 臓 細 胞 の 過 渡 的 培 養 物 か ら 得 た ２ ． ５ リ ッ ト ル の 組 換 え Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ
条 件 培 地 を 濃 縮 し 、 ４ ８ ０ ミ リ リ ッ ト ル の 容 積 に 対 し て １ ０ キ ロ ダ ル ト ン の カ ッ ト オ フ 膜
を 用 い る こ と に よ り 、 ２ ０ ｍ Ｍ の 酢 酸 ナ ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ ５ ． ０ ） 、 １ ｍ Ｍ の ア ジ 化 ナ ト リ
ウ ム （ バ ッ フ ァ ー Ａ ） に 透 析 し 、 次 い で ６ ｍ ｌ ／ 分 で Pharmacia　 Ｈ ｉ Ｌ ｏ ａ ｄ 　 Ｓ － Ｓ
ｅ ｐ ｈ ａ ｒ ｏ ｓ ｅ ２ ６ ／ １ ０ カ ラ ム に 適 用 し た 。 カ ラ ム を １ ０ ０ ％ の バ ッ フ ァ ー Ｂ （ ２ ０
ｍ Ｍ の 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 １ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ の ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 、 ｐ Ｈ ５ ． ０ ） に 、
１ ％ ／ 分 の 割 合 及 び ６ ｍ ｌ ／ 分 の 流 速 で 、 線 形 勾 配 で 溶 出 し 、 １ ２ ｍ ｌ の 分 画 を 回 収 し た
。 こ の カ ラ ム か ら 回 収 し た 分 画 に 対 し 、 Ｓ Ｄ Ｓ 　 Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 を 実 施 し た 。 銀 染 色 に よ り
タ ン パ ク 質 を 可 視 化 し た 。 分 画 ２ ５ ～ ３ ７ を 含 む ゲ ル に 分 子 量 マ ー カ ー で 標 識 し た （ 図 ２
） 。 分 画 ３ １ 及 び ３ ２ は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ と 一 致 す る 見 か け 上 の 分 子 量 約 ３ ３ ｋ Ｄ を 有
す る タ ン パ ク 質 を 含 ん で い た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 Ｂ ． Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 精 製
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　 ４ ｍ ｌ の 分 画 ３ ２ （ 図 ２ ） を ０ ． １ ％ の ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 用 い て 酸 性 化 し 、 次 い で ０
． １ ％ の ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 （ バ ッ フ ァ ー Ｃ ） で 平 衡 化 し た バ イ ダ ッ ク Ｃ ４ カ ラ ム に ０ ． ５
ｍ ｌ ／ 分 で 適 用 し 、 １ ０ ０ ％ の バ ッ フ ァ ー Ｄ （ ０ ． １ ％ ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 含 む １ ０ ０ ％
ア セ ト ニ ト リ ル ） に ３ 段 階 の 勾 配 （ ０ － ３ ５ ％ Ｄ ： １ ０ 分 間 、 ３ ５ － ５ ０ ％ Ｄ ： ３ ５ 分 間
、 ５ ０ － １ ０ ０ ％ Ｄ ： １ ０ 分 間 ） に 分 け て 徐 々 に 溶 出 し た 。 図 ２ に は 、 ２ １ ４ ｎ ｍ 及 び ２
８ ０ ｎ ｍ で 測 定 さ れ た 溶 出 タ ン パ ク 質 を 示 す 。 プ ロ フ ァ イ ル に ア セ ト ニ ト リ ル ス テ ッ プ 勾
配 を 重 ね て い る 。 分 画 ３ ８ の タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 ア ミ ノ 酸 分 析 に よ り ０ ． ５ ３ ６ ｍ ｇ ／ ｍ
ｌ と 判 明 し た 。 こ の 分 画 に 対 し 、 ゲ ル ア ッ セ イ 、 ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ア ッ セ
イ 及 び 活 性 ア ッ セ イ を 行 っ た 。
　 Ｈ ｉ Ｌ ｏ ａ ｄ 　 Ｓ 　 Ｓ ｅ ｐ ｈ ａ ｒ ｏ ｓ ｅ を 行 っ た 分 画 ３ １ 及 び 分 画 ３ ２ の 残 余 容 積 を プ
ー ル し 、 １ ０ ｋ Ｄ の カ ッ ト オ フ 膜 を 用 い て ８ 時 間 に 亘 り バ ッ フ ァ ー Ａ に 透 析 し 、 ０ ． ２ ミ
ク ロ ン の フ ィ ル タ に 通 し た 。 バ ッ フ ァ ー Ａ で 平 衡 化 し た Ｍ ｏ ｎ ｏ 　 Ｓ カ ラ ム に 、 １ ｍ ｌ ／
分 の 流 速 で こ の 物 質 を 充 填 し 、 ３ 段 階 の 勾 配 （ ０ － ３ ０ ％ Ｂ ： １ ０ カ ラ ム 容 量 、 ３ ０ － ７
５ ％ Ｂ ： ４ ５ カ ラ ム 容 量 、 ７ ５ － １ ０ ０ ％ Ｂ ： １ ０ カ ラ ム 容 量 ） を 用 い て １ ０ ０ ％ の バ ッ
フ ァ ー Ｂ に 溶 出 し 、 １ ｍ ｌ ／ 分 画 を 回 収 し た 。 分 画 ２ ６ － ４ ３ を ア ッ セ イ し 、 ア ミ ノ 酸 分
析 に よ り タ ン パ ク 質 濃 度 を 測 定 し た 。 分 画 ３ １ 、 ３ ２ 及 び ３ ３ の 濃 度 は 、 そ れ ぞ れ ０ ． ２
５ ８ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 、 ０ ． ３ ５ ９ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 及 び ０ ． ２ ９ １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ で あ っ た 。 ゲ ル ア ッ セ
イ 、 ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ア ッ セ イ 、 質 量 分 光 光 度 法 及 び 活 性 化 ア ッ セ イ を 主
に 分 画 ３ ２ 及 び ３ ３ に 対 し て 行 っ た 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 用 い て 、 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー に よ っ て 生 成 さ れ た 分 画 の Ｉ Ｌ － １ ７ 及 び Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ 含 有 量 を ア ッ セ イ し た 。 Ｉ
Ｌ － １ ７ 又 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を １ μ ｇ ／ ｍ ｌ 使 用 し て 、 試 料 中
の Ｉ Ｌ － １ ７ 又 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ の 存 在 を 検 出 し た 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 質 量 分 光 分 析
　 成 熟 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の ア ミ ノ 酸 配 列 及 び 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 、 質 量 分 光 分 析 に よ
り 決 定 し た （ 図 ４ Ａ 参 照 ； 鎖 間 及 び 鎖 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ヘ テ
ロ 二 量 体 ポ リ ペ プ チ ド を 示 す ） 。 ２ つ の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ と Ｉ Ｌ －
１ ７ ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 間 ［ そ れ ぞ れ 残 基 ４ ７ Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ と 残 基 １ ２ ９ Ｉ Ｌ － １ ７ の 間 ；
及 び 残 基 １ ３ ７ Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ と 残 基 ３ ３ Ｉ Ｌ － １ ７ の 間 （ 図 ４ Ａ の 太 線 ） ］ に 検 出 さ れ た
。 加 え て 、 ２ つ の 鎖 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 が ホ モ 二 量 体 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 Ｉ Ｌ － １ ７ ［ 残 基 １
０ ２ と １ ５ ２ の 間 ； 及 び 残 基 １ ０ ７ と １ ５ ４ の 間 ］ 及 び Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ ［ 残 基 ９ ４ と １ ４ ４
の 間 ； 及 び 残 基 ９ ９ と １ ４ ６ の 間 ］ （ 図 ４ Ａ の 細 線 ） に そ れ ぞ れ 形 成 さ れ て い た 。 ア ミ ノ
酸 の 、 各 前 駆 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 開 始 メ チ オ ニ ン と 相 対 的 に 番 号 を 付 し た （ 図 ４ Ａ ） 。 図 ４
Ｂ は 、 ト リ プ シ ン に よ る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 消 化 に よ っ て 予 測 さ れ る 、 Ｉ Ｌ － １ ７ と Ｉ Ｌ
－ １ ７ Ｆ 鎖 の 間 に ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 含 む Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ペ プ チ ド 断 片 を 図 式 的 に 示 す
［ そ れ ぞ れ 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ジ ス ル フ ィ ド 結 合 断 片 ＃ １ を 配 列 番 号 ７ と 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ
／ Ｆ ジ ス ル フ ィ ド 結 合 断 片 ＃ ２ を 配 列 番 号 ８ と 命 名 す る ］ 。 こ れ ら の 断 片 に 含 ま れ る ア ミ
ノ 酸 の 、 各 鎖 の 開 始 メ チ オ ニ ン を 示 し 、 相 対 的 に 番 号 を 付 し て い る 。
　 質 量 分 光 法 に よ り 観 察 さ れ る こ れ ら 断 片 の 計 算 に よ る 凡 そ の 分 子 量 を 、 図 ４ Bに ３ ４ １
０ ． ５ ８ Ｄ ａ 及 び ２ ４ ２ ０ ． ０ ５ Ｄ ａ と 示 す ［ そ れ ぞ れ Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ジ ス ル フ ィ ド 結
合 断 片 ＃ １ 及 び ＃ ２ ］ 。 マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 － 飛 行 時 間 型 質 量 分 析
法 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ ） に よ る ペ プ チ ド マ ッ ピ ン グ を 行 っ た （ 図 ４ Ｃ ） 。 ４ ０ ０ ｍ Ｍ の
Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｏ Ａ Ｃ バ ッ フ ァ ー （ ｐ Ｈ ５ ） 中 で 、 プ ロ メ ガ 配 列 決 定 グ レ ー ド
ト リ プ シ ン を 用 い て ５ ５ ｐ ｍ ｏ ｌ の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ を ３ ７ ℃ で 一 晩 消 化 さ せ た 。 マ ト リ
ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 － 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ ） を 実 行
し 、 そ の 後 ２ ’ ， ４ ’ ， ６ ’ － ト リ ヒ ド ロ キ シ ア セ ト フ ェ ノ ン マ ト リ ッ ク ス を 用 い た 陽 イ
オ ン 反 射 モ ー ド で 抽 出 し た 。 そ の 結 果 得 ら れ た ペ プ チ ド マ ッ プ に お け る ピ ー ク ［ Ｍ ＋ Ｈ ］
は 、 断 片 ＃ ２ が ２ ４ ２ ０ ． １ ２ Ｄ ａ 、 断 片 ＃ １ が ３ ４ １ ０ ． ６ ０ Ｄ ａ で あ り 、 ジ ス ル フ ィ
ド 結 合 ペ プ チ ド と 呼 応 し て い た （ 図 ４ Ｃ ） 。 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル に よ る ジ ス ル フ ィ ド 結 合
の 低 減 及 び ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド に よ る ス ル フ ヒ ド リ ル 基 の ア ル キ ル 化 を 行 っ た 後 、 第 ２ の
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試 料 の 一 定 分 量 を ｐ Ｈ ８ で 消 化 し た 。 こ の 試 料 の Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ ス ペ ク ト ル に は 消 化
の ピ ー ク が 無 く 、 そ れ ら ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 配 置 が 示 さ れ た 。 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー エ
レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン 化 マ ッ プ 質 量 分 析 （ Ｌ Ｃ － Ｅ Ｓ Ｉ － Ｍ Ｓ ） に よ り 、 更 に 非 還 元 試
料 の 特 徴 付 け を 行 っ た （ 図 ４ Ｄ ） 。 イ オ ン ク ロ マ ト グ ラ ム は （ 順 に ） イ オ ン ク ロ マ ト グ ラ
ム 全 体 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ジ ス ル フ ィ ド 結 合 断 片 ＃ ２ ［ Ｍ ＋ ２ Ｈ ］ ２ ＋ の 再 構 築 さ れ た イ
オ ン ク ロ マ ト グ ラ ム （ Ｒ Ｉ Ｃ ） 、 及 び Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ジ ス ル フ ィ ド 結 合 断 片 ＃ １ ［ Ｍ ＋
２ Ｈ ］ ３ ＋ の 再 構 築 さ れ た イ オ ン ク ロ マ ト グ ラ ム （ Ｒ Ｉ Ｃ ） を 表 す 。 両 方 の ヘ テ ロ 二 量 体
に 一 貫 性 の あ る ピ ー ク が 観 察 さ れ た 一 方 、 ホ モ 二 量 体 ペ プ チ ド の 予 測 質 量 に お い て 背 景 の
化 学 ノ イ ズ 上 に は ピ ー ク は 観 察 さ れ ず 、 Ｉ Ｌ － １ ７ 又 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ ホ モ 二 量 体 の 不 在 が
示 さ れ た 。 次 い で 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 ヘ テ ロ 二 量 体 の 成 分 を タ ン デ ム 質 量 分 析 法 に よ っ て
確 認 し た 。 ｍ ／ ｚ １ ２ １ ０ ． ９ に お い て 二 重 に 荷 電 さ れ た 前 駆 体 の 衝 突 誘 発 性 解 離 は 、 Ｉ
Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ジ ス ル フ ィ ド 結 合 断 片 ＃ ２ に 対 応 し て お り 、 ｍ ／ ｚ １ １ ３ ８ ． ０ で 三 重 に
荷 電 さ れ た 前 駆 体 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ジ ス ル フ ィ ド 結 合 断 片 ＃ １ に 対 応 し て い た 。 予 測 さ
れ た ｂ － 及 び ｙ － イ オ ン シ リ ー ズ 断 片 の ピ ー ク が 、 対 応 す る ス ペ ク ト ル に 観 察 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ に 結 合 す る 抗 体 の フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ス ク リ ー ニ ン グ
　 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ に 結 合 す る 抗 体 を 同 定 す る た め 、 合 成 Ｆ ａ ｂ 抗 体 の フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ
リ を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 別 個 の Ｆ ａ ｂ 抗 体 配 列 を コ ー ド す る ３ ４ の 独 立 し た ク ロ ー ン を
同 定 し た 。 こ れ ら は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ へ の 結 合 を 媒 介 す る こ と が で き た 。 ヒ ト 抗 体 配 列 の
フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ を 調 製 し 、 前 述 の 方 法 （ Gerstner, R. B.等 、 J. Mol. Biol., 321(5)
:851-62 (2002)） と 同 様 に し て 抗 原 特 異 性 Ｆ ａ ｂ に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 簡 単 に 説
明 す る と 、 ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ４ Ｄ ５ 、 抗 Ｈ Ｅ Ｒ ２ 抗 体 を 足 場 と し て 用 い て フ ァ ー
ジ デ ィ ス プ レ イ さ れ た Ｆ ａ ｂ ラ イ ブ ラ リ を 構 築 し た 。 一 価 的 に 、 及 び ／ 又 は ホ モ 二 量 体 化
可 能 な ロ イ シ ン ジ ッ パ ー へ の 融 合 に よ り 二 価 的 に 、 こ れ ら の Ｆ ａ ｂ を フ ァ ー ジ に 表 示 し た
。 ラ イ ブ ラ リ に 多 様 性 を 持 た せ る た め 、 本 発 明 者 は 、 天 然 抗 体 配 列 の Ｋ ａ ｂ ａ ｔ デ ー タ ベ
ー ス に お い て も 非 常 に 多 様 で 、 近 接 パ ッ チ を 形 成 す る こ と が 分 か っ て い る 表 面 露 出 重 鎖 Ｃ
Ｄ Ｒ 残 基 を ラ ン ダ ム 化 す る よ う に 選 択 し た 。 さ ら に 、 目 的 に 合 わ せ て 変 性 さ せ た コ ド ン を
有 す る 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 を 用 い る こ と に よ り 、 各 Ｃ Ｄ Ｒ 部 位 に お い て 天 然 免 疫 レ パ
ー ト リ ー を 模 倣 す る ア ミ ノ 酸 多 様 性 を 作 り 出 し た 。 重 鎖 の 最 初 の ２ つ の Ｃ Ｄ Ｒ で あ る Ｈ １
及 び Ｈ ２ は ハ ー セ プ チ ン と 同 じ 長 さ に 制 限 さ れ 、 多 様 性 が 限 定 さ れ て い た が 、 Ｈ ３ は ７ ～
１ ９ の 長 さ を 有 し 、 高 い 縮 重 度 を 有 す る よ う に 設 計 さ れ て い る 。 最 初 の ラ イ ブ ラ リ 選 択 か
ら 生 成 さ れ た 全 て の 抗 体 は 同 じ 軽 鎖 を 有 す る 。 所 望 の ア イ ソ タ イ プ 特 異 的 定 常 領 域 配 列 を
有 す る ベ ク タ ー に 重 鎖 可 変 ド メ イ ン を 第 一 工 程 ク ロ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 完 全 長 Ｉ ｇ
Ｇ 又 は Ｆ ａ ｂ を 生 成 す る こ と が で き た 。 重 鎖 ラ イ ブ ラ リ か ら の 結 合 剤 の 親 和 性 を さ ら に 向
上 さ せ る た め 、 軽 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ の 第 二 工 程 の ラ ン ダ ム 化 を 行 っ た 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ に 結 合 す
る Ｆ ａ ｂ 由 来 の ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ ［ Ｈ １ ～ Ｈ ３ ］ を 含 む 重 鎖 の 可 変 ド メ イ ン の 領 域 の ア ミ ノ 酸
配 列 を 図 ６ に 示 す 。 図 示 さ れ て い る の は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ に 結 合 す る こ と が で き る 個 別
の 抗 体 重 鎖 配 列 を コ ー ド す る ３ ４ の Ｆ ａ ｂ ク ロ ー ン に 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 領 域 を 整
列 さ せ た も の で あ る 。 ３ つ の 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 は 、 そ れ ぞ れ Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ２ 及
び Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ３ と 示 さ れ て い る 。 各 ク ロ ー ン に 対 応 す る 配 列 番 号 は 以 下 の 通 り で あ る 。
ク ロ ー ン ＃ １ ＝ 配 列 番 号 ９ ； ク ロ ー ン ＃ ２ ＝ 配 列 番 号 １ ０ ； ク ロ ー ン ＃ ３ ＝ 配 列 番 号 １ １
； ク ロ ー ン ＃ ４ ＝ 配 列 番 号 １ ２ ； ク ロ ー ン ＃ ５ ＝ 配 列 番 号 １ ３ ； ク ロ ー ン ＃ ６ ＝ 配 列 番 号
１ ４ ； ク ロ ー ン ＃ ７ ＝ 配 列 番 号 １ ５ ； ク ロ ー ン ＃ ８ ＝ 配 列 番 号 １ ６ ； ク ロ ー ン ＃ ９  =配 列
番 号 １ ７ ； ク ロ ー ン ＃ １ ０ ＝ 配 列 番 号 １ ８ ； ク ロ ー ン ＃ １ １ ＝ 配 列 番 号 １ ９ ； ク ロ ー ン ＃
１ ２ ＝ 配 列 番 号 ２ ０ ； ク ロ ー ン ＃ １ ３ ＝ 配 列 番 号 ２ １ ； ク ロ ー ン ＃ １ ４ ＝ 配 列 番 号 ２ ２ ；
ク ロ ー ン ＃ １ ５ ＝ 配 列 番 号 ２ ３ ； ク ロ ー ン ＃ １ ６ ＝ 配 列 番 号 ２ ４ ； ク ロ ー ン ＃ １ ７ ＝ 配 列
番 号 ２ ５ ； ク ロ ー ン ＃ １ ８ ＝ 配 列 番 号 ２ ６ ； ク ロ ー ン ＃ １ ９ ＝ 配 列 番 号 ２ ７ ； ク ロ ー ン ＃
２ ０  =配 列 番 号 ２ ８ ； ク ロ ー ン ＃ ２ １ ＝ 配 列 番 号 ２ ９ ； ク ロ ー ン ＃ ２ ２ ＝ 配 列 番 号 ３ ０ ；
ク ロ ー ン ＃ ２ ３ ＝ 配 列 番 号 ３ １ ； ク ロ ー ン ＃ ２ ４ ＝ 配 列 番 号 ３ ２ ； ク ロ ー ン ＃ ２ ５ ＝ 配 列
番 号 ３ ３ ； ク ロ ー ン ＃ ２ ６ ＝ 配 列 番 号 ３ ４ ； ク ロ ー ン ＃ ２ ７ ＝ 配 列 番 号 ３ ５ ； ク ロ ー ン ＃
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２ ８ ＝ 配 列 番 号 ３ ６ ； ク ロ ー ン ＃ ２ ９ ＝ 配 列 番 号 ３ ７ ； ク ロ ー ン ＃ ３ ０ ＝ 配 列 番 号 ３ ８ ；
ク ロ ー ン ＃ ３ １ ＝ 配 列 番 号 ３ ９ ； ク ロ ー ン ＃ ３ ２ ＝ 配 列 番 号 ４ ０ ； ク ロ ー ン ＃ ３ ３ ＝ 配 列
番 号 ４ １ ； ク ロ ー ン ＃ ３ ４ ＝ 配 列 番 号 ４ ２ 。
　 加 え て 、 ３ ４ の ク ロ ー ン の 各 々 に 対 応 す る コ ー ド 化 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 以 下 の 表 ７ に 示 す （ そ
れ ぞ れ 配 列 番 号 ４ ３ ～ ７ ６ ） 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
表 ７
配 列 番 号 ４ ３ ：  TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAGTGATTCCGCTATACACTGGGTGCGTCAGGCCCC
GGGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTGGGATTACTCCTTATAGCGGTTATACTGACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTT
TCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTAT
TATTGTGCAAAAGAGGCCCGCGAGGGCTACGACGTCGGCTACGCTATGGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ４ ４ ：  TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAGTGATTCCTATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCC
GGGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTGAAATTTCTCCTCCTGGCGGCGATACTTACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTT
TCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTAT
TATTGTGCTCGTCTCTTGTGGTGGTGGGACGGGGCTATGGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ４ ５ ：  TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTAATACTTGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCC
GGGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTGTTATTACTCCTTATGGCGGTGCTACTTACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTT
TCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTAT
TATTGTGCAAGAGAGAGTATGTGGAGTAAGTTCGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ４ ６ ：  TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAATAGTTCTGCTATACACTGGGTGCGTCAGGCCCC
GGGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGGTTATATTACTCCTGATAACGGTGATACTAACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTT
TCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAATAGCTGAGGATACTGCCGTCTAT
TATTGTGCTCGCGGCCACGGCAACTTCTACGGTACCTGGGCGGCTATGGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ４ ７ ：  TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAGTGGTTCTGATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCC
GGGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTTATATTAATCCTTATGGCGGTTCTACTGACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTT
TCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTAT
TATTGTGCTCGTGCGTACGAGATGTGGTACGTTATGGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ４ ８ ：  TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTAATTCCTGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCC
GGGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGGTGTTATTACTCCTTCTAGCGGTTCTACTTACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTT
TCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTAT
TATTGTGCTCGTGAGGTCTTCCCCGACATCGGGGACTGCAGCAACGCCTACTGCTACGCTATGGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ４ ９ ：  TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTAGTACTTATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCC
GGGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTTGGATTTCTCCTTATAGCGGTTATACTGACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTT
TCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTAT
TATTGTGCTCGTGAGGTGGGGTGGGGGGACTCGTACGCTATGGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ５ ０ ：  TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAGTGGTTCTTGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCC
GGGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTGGGATTTATCCTTATGACGGTTATACTTACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTT
TCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTAT
TATTGTGCTCGTGAGGCCGAGGGCCTGTACCAGTCCGGGATCTACGACGCGGGTATGGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ５ １ ：  TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTAGTTACTATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCC
GGGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTTGGATTTATCCTGCTGACGGTGCTACTTACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTT
TCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTAT
TATTGTGCTCGTGGGTCCTACTTCGGGGGCTACGATATGGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ５ ２ ：  TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAATGATTCTGATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCC
GGGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGGTATTATTTATCCTTATGACGGTTATACTTACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTT
TCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTAT
TATTGTGCAAGAAGCAACCTGGACAACAACTTGTTCGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ５ ３ ：  TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAATGGTTACTGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCC
GGGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTGATATTAATCCTAATGGCGGTTCTACTAACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTT
TCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTAT
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TATTGTGCTCGTGCCTACCGGTGCGGCGGGCTCGCCGACTGGGCCGGGGCTATGGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ５ ４ ：  TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAGTGGTTCTTGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCC
GGGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTATTATTACTCCTTCTGGCGGTAATACTGACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTT
TCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTAT
TATTGTGCTCGTGAGGTCTTCGCCGTGTCGACCGCCGGCTACCCCTGGGTTATGGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ５ ５ ：  TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTGATTCTTGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCC
GGGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGGTTCTATTACTCCTTATAACGGTAATACTGACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTT
TCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTAT
TATTGTGCTCGCAGGGGGGAGTCCGACGAGGCCTACGCCGCGGTTATGGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ５ ６ ：  TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAGTAGTTCCGATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCC
GGGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGGTACTATTAATCCTGCTAGCGGTTCTACTGACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTT
TCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTAT
TATTGTGCTCGCGGCGCCAACAGCAGCTTCTACGCGCTCCAGTACGTTATGGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ５ ７ ：  TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTGATAATTATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCC
GGGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGGTTGGATTTCTCCTTATAGCGGTTATACTTACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTT
TCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTAT
TATTGTGCTCGTGAGACCCTCTTCTACGACAAGGACCAGTACTCCTACGTTATGGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ５ ８ ：  TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAGTAGTTCTTATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCC
GGGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTTGGATTTCTCCTTATAGCGGTTATACTGACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTT
TCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTAT
TATTGTGCTCGTGAGGGGCTCCTGCGGTGGGGCTACGCTATGGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ５ ９ ：  TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTGATAATGGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCC
GGGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGGTTGGATTACTCCTACTAGCGGTTATACTAACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTT
TCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTAT
TATTGTGCTCGCGACGGGGACACCTGGAAGTGGGACGCCCCGTACGTTATGGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ６ ０ ：  TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTAATACTTATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCC
GGGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTTGGATTTCTCCTTATAGCGGTTATACTGACTATGCCGATAGCGTCAAGGACCGTT
TCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTAT
TATTGTGCTCGCGAGATCTTGCTGGACTACGGTTCCGCGGGCTACGCTATGGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ６ １ ：  TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTAGTACCTGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCC
GGGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGGTGTTATTACTCCTACTAACGGTTCTACTTACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTT
TCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTAT
TATTGTGCTCGCGAGGTGTGGTGGTGGGGCGACGGCCACGGCTACGTTATGGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ６ ２ ：  TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAGTAGTTCTGCTATACACTGGGTGCGTCAGGCCCC
GGGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGGTGGGATTACTCCTGCTAGCGGTTATACTTACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTT
TCACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTAT
TATTGTGCTCGCTCGCCCGGCGGGGTGTTCGTCGACGGCGGGGTTATGGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ６ ３ ： TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAATAGTACTGATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGGTAGGATTAATCCTTCTGGCGGTTCTACTAACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTTT
CACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATT
ATTGTGCTCGTACCAGCGCGTACACCACGTGGGCGGTCGACTGGTTCATCGGCTACGTTATGGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ６ ４ ： TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTGGTTACGGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTTGGATTTCTCCTTCTAACGGTTATACTTACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTTT
CACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATT
ATTGTGCTCGTCGCGTCAGCTACTACGTCTACAGGCACGACTGGGTCAGGGGCTACGTTATGGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ６ ５ ： TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTGATACCTGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGGTGTTATTACTCCTTATGGCGGTTATACTTACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTTT
CACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATT
ATTGTGCAAGAGACGGGGGCTTCTTCGATTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ６ ６ ： TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAGTGATTCCTCTATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
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GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTTTTATTTATCCTACTAGCGGTTCTACTTACTATGCCAATAGCGTCAAGGGCCGTTT
CACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATT
ATTGTGCACGTGCCTCGTACGGGGTGAGCAAGTGGACCTTTGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ６ ７ ： TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTGGTTACGGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTTGGATTTCTCCTTCTAACGGTTATACTTACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTTT
CACTATAAGCGCATACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATT
ATTGTGCTCGTCGCGTCAGCTACTACGTCTACAGGCACGACTGGGTCAGGGGCTACGTTATGGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ６ ８ ： TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTGGTACTTATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTTGGATTTCTCCTTATAGCGGTTATACTAACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTTT
CACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATT
ATTGTGCAAGAGAGGCCCGCTCCTCGTTGAGCGCGGACTACGCTATGGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ６ ９ ： TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTGATAATTATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTTGGATTTCTCCTTATAGCGGTTATACTTACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTTT
CACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATT
ATTGTGCTCGTGAGTCCGGCTTCTCCGCGTGCAACACGCGGGCGTACGCTATGGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ７ ０ ： TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTGATTCTTGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGGTTCTATTACTCCTTATAACGGTAATACTGACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTTT
CACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATT
ATTGTGCTCGCAGGGGGGAGTCCGACGAGGCCTACCCCGCGGTTATGGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ７ １ ： TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTAGTACCGCTATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTTGGATTACTCCTTATGACGGTTATACTGACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTTT
CACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACTAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATT
ATTGTGCTCGTACGTGGTTCACGCTGGCCTCGGCTATGGAACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ７ ２ ： TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTACTGGTAATGGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTTGGATTTCTCCTACTAACGGTTCTACTTACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTTT
CACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATT
ATTGTGCTCGTAGGGTCGACTACCAGGTCTACCACGACCGCTTCGAGGAGGGGTACGCTATGGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ７ ３ ： TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAATAGTTATTGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGGTTGGATTTCTCCTGATAACGGTGCTACTAACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTTT
CACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATT
ATTGTGCTCGTAAGTTCTGGGGCTGGGACTGGGGGGGTATGGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ７ ４ ： TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAGTGATTCTTATATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGGTGATATTACTCCTACTGACGGTTATACTGACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTTT
CACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATT
ATTGTGCTCGTAACTTGATGTGGTGGGACTCGTCGGCTATGGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ７ ５ ： TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAGTGATTCTGGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGGTTTTATTTATCCTAATGGCGGTTCTACTTACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTTT
CACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATT
ATTGTGCTCGTATGTCGTTGATCGGGTTCTCGTACGCTATGGACTACTGGGGTCAA
配 列 番 号 ７ ６ ： TTGTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACCATTAATAGTACCTGGATACACTGGGTGCGTCAGGCCCCG
GGTAAGGGCCTGGAATGGGTTGCTTGGATTAATCCTTATAACGGTTCTACTTACTATGCCGATAGCGTCAAGGGCCGTTT
CACTATAAGCGCAGACACATCCAAAAACACAGCCTACCTACAAATGAACAGCTTAAGAGCTGAGGACACTGCCGTCTATT
ATTGTGCAAGAGACTTGTACGACTACGACATCGGCTTCGACTACTGGGGTCAA
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 細 胞 に 基 づ く ア ッ セ イ 　 － 　 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ は Ｉ Ｌ － ８ 及 び Ｉ Ｌ － ６ の 生 成 を 誘 発 す
る 。
　 上 記 の バ イ ダ ッ ク Ｃ ４ 精 製 ス テ ッ プ （ 図 ３ ） か ら 単 離 さ れ た 分 画 を Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の
Ｉ Ｌ － ８ 生 成 誘 発 能 に つ い て ア ッ セ イ し た 。 Ｔ Ｋ － １ ０ 細 胞 を 用 い た ２ ４ 時 間 に 亘 る イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン （ 細 胞 培 養 培 地 １ ｍ ｌ に つ き ０ ． ０ ３ ３ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 分 画 ） に よ り
分 画 を 試 験 し た 。 条 件 培 地 を 回 収 し 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り Ｉ Ｌ － ８ 及 び Ｉ Ｌ － ６ の 濃 度 測 定
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を 各 分 画 に つ い て 行 っ た 。 分 画 ３ ８ は 強 い 活 性 を 有 し て い る こ と が 判 明 し た 。 ア ミ ノ 酸 分
析 に よ り 、 分 画 ３ ８ の タ ン パ ク 質 濃 度 は ０ ． ５ ３ ６ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ で あ る こ と が 分 か っ た 。 ゲ
ル ア ッ セ イ 、 ブ ロ ッ ト ア ッ セ イ 、 ア ミ ノ 酸 配 列 ア ッ セ イ 及 び 活 性 ア ッ セ イ を こ の 分 画 に 実
施 し た （ 図 ３ ） 。 こ れ と は 別 に 、 Ｈ ｉ Ｌ ｏ ａ ｄ 　 Ｓ 　 Ｓ ｅ ｐ ｈ ａ ｒ ｏ ｓ ｅ を 行 っ た 分 画 ３
１ 及 び 分 画 ３ ２ の 残 余 容 積 を プ ー ル し 、 １ ０ ｋ Ｄ の カ ッ ト オ フ 膜 を 用 い て ８ 時 間 に 亘 り バ
ッ フ ァ ー Ａ に て 透 析 し 、 ０ ． ２ ミ ク ロ ン の フ ィ ル タ に 通 し た 。 バ ッ フ ァ ー Ａ で 平 衡 化 し た
Ｍ ｏ ｎ ｏ 　 Ｓ カ ラ ム に 、 １ ｍ ｌ ／ 分 の 流 速 で こ の 物 質 を 充 填 し 、 １ ０ ０ ％ の バ ッ フ ァ ー Ｂ
ま で ３ 段 階 の 勾 配 （ ０ － ３ ０ ％ Ｂ ： １ ０ カ ラ ム 容 量 、 ３ ０ － ７ ５ ％ Ｂ ： ４ ５ カ ラ ム 容 量 、
７ ５ － １ ０ ０ ％ Ｂ ： １ ０ カ ラ ム 容 量 ） を 用 い て 溶 出 し 、 そ の 間 に １ ｍ ｌ ／ 分 画 を 回 収 し た
。 分 画 ２ ６ － ４ ３ を ア ッ セ イ し 、 ア ミ ノ 酸 分 析 に よ り タ ン パ ク 質 濃 度 を 測 定 し た 。 分 画 ３
１ － ３ ３ に お い て 、 見 か け 上 の 分 子 量 ３ ０ ～ ３ ５ ｋ Ｄ を 有 す る 単 一 タ ン パ ク 質 と し て 純 粋
な Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ が 同 定 さ れ た 。 分 画 ３ １ 、 ３ ２ 及 び ３ ３ の 濃 度 は 、 そ れ ぞ れ ０ ． ２ ５
８ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 、 ０ ． ３ ５ ９ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ 及 び ０ ． ２ ９ １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ で あ っ た 。 ゲ ル 分 析 及 び
タ ン パ ク 質 配 列 分 析 に よ り 、 こ の 物 質 が 、 Ｃ ４ カ ラ ム （ 上 記 ） に よ り 精 製 さ れ た Ｉ Ｌ － １
７ Ａ ／ Ｆ と 同 一 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 、 Ｉ Ｌ － １ ７ 及 び Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ
に よ る Ｉ Ｌ － ８ と Ｉ Ｌ － ６ の 誘 発 を 比 較 す る 容 量 反 応 曲 線 を 図 ５ に 示 す 。 図 示 さ れ た 濃 度
で ２ ４ 時 間 に 亘 り 、 Ｔ Ｋ － １ ０ 細 胞 を 用 い て Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 、 Ｉ Ｌ － １ ７ 、 及 び Ｉ Ｌ －
１ ７ Ｆ を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｔ Ｋ － １ ０ 条 件 培 地 を 回 収 し 、 Ｉ Ｌ － ８ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 及 び Ｉ
Ｌ － ６ Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 分 析 し た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
考 察
　 Ｉ Ｌ － １ ７ 及 び Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 同 時 発 現 に よ り 、 Ｉ Ｌ － １ ７ に 対 す る 結 合 能
を 有 す る 特 定 の 抗 体 と 、 Ｉ Ｌ － １ ７ に 対 す る 結 合 能 を 有 す る 特 定 の 抗 体 の 両 方 に 結 合 可 能
な 新 規 タ ン パ ク 質 種 が 分 泌 さ れ る 。 こ の 新 規 タ ン パ ク 質 種 を 本 明 細 書 で は イ ン タ ー ロ イ キ
ン １ ７ Ａ ／ Ｆ （ Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ） と 呼 ぶ 。 こ の 種 は 、 ヒ ト 腎 臓 ２ ９ ３ 細 胞 が Ｉ Ｌ － １ ７
又 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ の 一 方 の み を 発 現 す る よ う に し た 場 合 に は 見 ら れ な い 。 図 １ Ａ 及 び １ Ｂ
に 示 す よ う に 、 Ｉ Ｌ － １ ７ （ レ ー ン １ ～ ５ ） 又 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ （ レ ー ン ６ ～ １ ０ ） を 認 識
で き る 抗 体 を 用 い て 形 質 移 入 し た 細 胞 由 来 の 条 件 培 地 を 免 疫 沈 降 （ Ｉ Ｐ ） し た 。 次 い で 免
疫 沈 降 し た タ ン パ ク 質 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 分 析 に よ り 分 解 し 、 抗 体 を 用 い て Ｉ Ｌ
－ １ ７ （ 図 １ Ａ ） 又 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ （ 図 １ Ｂ ） に ブ ロ ッ ト し た 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 検 出
を 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ と の 二 量 体 複 合 体 に お け る Ｉ Ｌ － １ ７ の 存 在 に よ り 、 図 １ Ａ の レ ー ン ８
及 び 図 １ Ｂ の レ ー ン ３ に 示 す 。 こ の 種 の 分 子 量 は 、 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ っ て 測 定
し た と こ ろ 、 約 ３ ０ ～ ３ ５ ｋ Ｄ で あ り 、 共 有 結 合 に よ り 連 結 し た １ 分 子 の Ｉ Ｌ － １ ７ と １
分 子 の Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ か ら 構 成 さ れ る 種 と 一 致 す る 。 こ の 新 種 （ Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ） の 存 在
は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ 又 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ の い ず れ か 一 方 し か 発 現 し な い 場 合 に 観 察 さ れ る も の と
は 異 な る 電 気 泳 動 移 動 度 を 有 す る タ ン パ ク 質 と し て 認 識 す る こ と も で き る 。 し た が っ て 、
従 来 の タ ン パ ク 質 染 色 技 術 な ど の ほ か の タ ン パ ク 質 検 出 法 の 使 用 に よ っ て 抗 体 を 使 用 す る
こ と な し に 、 こ の 新 種 を 可 視 化 す る こ と が で き る 。
　 Ｉ Ｌ － １ ７ と Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ の 同 時 発 現 に よ っ て 生 成 さ れ る 新 規 タ ン パ ク 質 種 の 存 在 は 、
逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ り 条 件 培 地 に 存 在 す る 分 泌 タ ン パ ク 質 を 分 解 す る こ と に よ っ て
も 観 察 さ れ た 。 Ｉ Ｌ － １ ７ 又 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ を 生 成 す る 細 胞 に 観 察 さ れ た パ タ ー ン で Ｉ Ｌ
－ １ ７ と Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ を 同 時 発 現 す る 細 胞 に よ り 生 成 さ れ た 分 泌 タ ン パ ク 質 に 観 察 さ れ る
タ ン パ ク 質 分 画 の 比 較 に よ り 、 ま た 別 の タ ン パ ク 質 種 の 存 在 が 明 ら か に な っ た 。 こ の タ ン
パ ク 質 種 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ を 精 製 し 、 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ り 均 一 に 単 離 し た （
図 ２ 及 び ３ ） 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 測 定 し た と こ ろ 、 精 製 し た タ ン パ ク 質 は 約 ３ ０ ～ ３ ５ Ｋ
ｄ の 単 一 バ ン ド に 集 中 し て い た （ 図 ３ Ａ ） 。 し か し な が ら 、 還 元 状 態 で は 、 見 か け 上 の 分
子 量 約 １ ５ ～ １ ８ ｋ Ｄ に 、 ２ つ の 明 ら か に 別 個 の バ ン ド が み ら れ た （ 図 示 せ ず ） 。 よ っ て
、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ は 共 有 結 合 二 量 体 で あ る 。 新 規 タ ン パ ク 質 の 組 成 を 評 価 す る た め の 独
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立 し た 手 段 で あ る Ｎ 末 端 ペ プ チ ド 配 列 分 析 に よ っ て も 、 単 離 さ れ た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ が Ｉ
Ｌ － １ ７ 及 び Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ ペ プ チ ド の 両 方 を 含 む こ と が 明 ら か に 示 さ れ た （ 図 ３ Ｂ ） 。 検
出 さ れ た ペ プ チ ド 配 列 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ と Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ の Ｎ 末 端 内 に 含 ま れ る 配 列 と 同 一 で
あ る （ 図 ３ Ｃ ） 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 分 析 に よ り 、 こ の 新 規 タ ン パ ク 質 種 は ま た 、
Ｉ Ｌ － １ ７ に 対 す る 結 合 能 を 有 す る 抗 体 、 及 び Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ に 対 す る 結 合 能 を 有 す る 抗 体
の 両 方 と 相 互 作 用 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ ら 知 見 の そ れ ぞ れ 、 及 び 単 離 さ れ た 新
規 タ ン パ ク 質 種 に 特 徴 的 な 分 子 量 は 、 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ が 、 Ｉ Ｌ －
１ ７ と Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ の 共 有 結 合 か ら な る 新 規 タ ン パ ク 質 種 で あ る こ と を 示 唆 す る も の で あ
る 。
　 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の Ｉ Ｌ － １ ７ 及 び Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ 鎖 を 連 結 す る ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 存 在
及 び 位 置 を 、 質 量 分 析 を 用 い て さ ら に 特 徴 付 け し た 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 内 に お け る ジ ス ル
フ ィ ド 結 合 の 位 置 を 模 式 図 ４ Ａ に 示 す 。 ２ つ の 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ り 、 Ｉ Ｌ － １ ７
Ａ ／ Ｆ の Ｉ Ｌ － １ ７ 及 び Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ が 連 結 さ れ て い る 。 ト リ プ シ ン に よ る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ
／ Ｆ の 消 化 に よ り 、 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 （ Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ジ ス ル フ ィ ド 結 合 断 片 ＃ １
及 び ＃ ２ ； そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ７ 及 び ８ ） を 含 む ２ つ の 個 別 の ペ プ チ ド 断 片 が 生 成 さ れ る と
予 測 さ れ る 。 こ れ ら ペ プ チ ド を そ れ ぞ れ に 予 測 さ れ る 分 子 量 と 共 に 模 式 的 に （ 図 ４ Ｂ に ）
示 す 。 こ れ ら ペ プ チ ド を 、 マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱 離 ／ イ オ ン 化 － 飛 行 時 間 型 質 量 分
析 法 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ ） （ 図 ４ Ｃ ） 及 び 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー エ レ ク ト ロ ス プ レ ー
イ オ ン 化 マ ッ プ 質 量 分 析 （ Ｌ Ｃ － Ｅ Ｓ Ｉ － Ｍ Ｓ ） （ 図 ４ Ｄ ） に よ り 観 察 し た 。 Ｉ Ｌ － １ ７
又 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ の ホ モ 二 量 体 に 対 応 す る ペ プ チ ド の ピ ー ク は 観 察 さ れ ず 、 精 製 さ れ た Ｉ
Ｌ ― １ ７ Ａ ／ Ｆ が Ｉ Ｌ － １ ７ と Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ 鎖 か ら な る 共 有 結 合 ヘ テ ロ 二 量 体 か ら 構 成 さ
れ て お り 、 Ｉ Ｌ － １ ７ 又 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ の ホ モ 二 量 体 を 検 出 可 能 な レ ベ ル で 含 ま な い こ と
が 示 さ れ た 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 加 え て 、 合 成 Ｆ ａ ｂ 抗 体 の フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 Ｉ Ｌ
－ １ ７ Ａ ／ Ｆ に 結 合 す る 抗 体 が 同 定 さ れ た 。 個 別 の Ｆ ａ ｂ 抗 体 配 列 を コ ー ド す る ３ ４ の 独
立 し た ク ロ ー ン が 同 定 さ れ 、 そ れ ら は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ へ の 結 合 を 媒 介 す る こ と が で き た
。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ に 結 合 す る Ｆ ａ ｂ の ３ つ の Ｃ Ｄ Ｒ ［ Ｈ １ － Ｈ ３ ］ を 含 む 重 鎖 の 可 変 ド
メ イ ン の 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 ６ に 示 す 。 図 示 さ れ て い る の は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ に 対
す る 結 合 能 を 有 す る 個 別 の 抗 体 の 重 鎖 配 列 を コ ー ド す る ３ ４ の Ｆ ａ ｂ ク ロ ー ン に 予 測 さ れ
る ア ミ ノ 酸 配 列 の 領 域 を 整 列 さ せ た も の で あ る 。 ３ つ の 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 を 、 そ れ ぞ れ Ｃ Ｄ
Ｒ － Ｈ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ３ と し て 示 す 。 ３ ４ の ク ロ ー ン 各 々 に 対 応 す る ア
ミ ノ 酸 配 列 を 、 配 列 番 号 ９ ～ ４ ２ と 識 別 す る 。 加 え て 、 同 定 さ れ た ３ ４ の ク ロ ー ン の 各 々
に 対 応 す る コ ー ド 化 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 表 ７ に 示 す （ そ れ ぞ れ 配 列 番 号 ４ ３ ～ ７ ６ ） 。 よ っ て 、
Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 新 規 へ テ ロ 二 量 体 複 合 体 に 選 択 的 に 結 合 す る 特 異 的 抗 体 が 同 定 さ れ 、
こ れ ら は こ の 新 規 サ イ ト カ イ ン の 活 性 を 調 節 す る こ と が で き る 。
　 Ｔ Ｋ － １ ０ ヒ ト 腎 臓 細 胞 系 を 用 い て Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ が 持 つ 前 炎 症 性 反 応 の 刺 激 能 を 分
析 し た （ 図 ５ ） 。 こ の 細 胞 系 は 、 Ｉ Ｌ － ８ の 生 成 に よ り 、 Ｉ Ｌ － １ ７ と Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ の 両
方 に 応 答 す る 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ は ま た 、 こ の 細 胞 系 に お け る Ｉ Ｌ － ８ の 生 成 を 強 力 に 誘
発 す る （ 図 ５ Ａ ） 。 興 味 深 い こ と に 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ は Ｉ Ｌ － １ ７ と も Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ と
も 異 な る 特 有 の 効 能 を 持 つ こ と が 観 察 さ れ た 。 い ず れ の 場 合 も 、 Ｉ Ｌ － １ ７ 及 び Ｉ Ｌ － １
７ Ｆ と 比 較 し た 場 合 の 活 性 の 差 異 は 、 凡 そ １ オ ー ダ ー の 大 き さ で あ っ た 。 こ の ア ッ セ イ に
お い て 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ よ り も Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 活 性 が 実 質 的 に 大 き か っ た こ と に よ り 、
Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ が 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ 遺 伝 子 産 物 に 起 因 す る サ イ ト カ イ ン 活 性 の 必 須 成 分 を
含 み 得 る こ と が 示 さ れ た 。 こ の 特 有 の 効 能 に よ り 、 分 子 が イ ン ビ ボ に お い て 個 別 の 作 用 範
囲 を 有 し 得 る 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ は ま た 、 こ の 細 胞 系 か ら の Ｉ Ｌ － ６ の 生 成 を 誘 発 し た （
図 ５ Ｂ ） 。 ま た 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ は 、 イ ン ビ ボ で レ セ プ タ ー サ ブ ユ ニ ッ ト の 動 態 及 び 利
用 を 変 更 さ せ る こ と に よ り 、 独 特 の 生 物 学 的 結 果 を も た ら し 得 る そ の 新 規 ヘ テ ロ 二 量 体 成
分 の 結 果 と し て 、 Ｉ Ｌ － １ ７ 又 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ に 無 い 別 の 特 徴 を 持 っ て い る と 思 わ れ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
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実 施 例 ２ ： 活 性 ヒ ト Ｔ 細 胞 に 生 成 さ れ る 新 規 Ｉ Ｌ － １ ７ サ イ ト カ イ ン の 同 定
　 本 明 細 書 で は 、 活 性 ヒ ト Ｔ リ ン パ 球 細 胞 に 天 然 に 生 成 さ れ る 新 規 ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ７ サ イ ト
カ イ ン （ こ こ で は ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ と 同 定 し た ） を 初 め て 開 示 す る 。 ヒ ト Ｔ リ ン パ 球
細 胞 の 単 離 及 び 活 性 化 を 実 施 し 、 以 下 に 示 す よ う に Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り
Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 生 成 を 検 出 し 、 定 量 的 に 測 定 し た 。
　 ヒ ト Ｔ － 細 胞 の 単 離 及 び 活 性 化
　 正 常 な 健 常 ド ナ ー か ら 新 鮮 な ヒ ト 血 液 を 採 取 し て ヘ パ リ ン 処 理 （ ０ ． ５ ｍ ｌ ／ ５ ０ ｃ ｃ
） し た も の を 、 生 理 食 塩 水 で １ ： １ に 希 釈 し 、 次 い で Ｌ Ｓ Ｍ リ ン パ 球 分 離 培 地 （ Ｉ Ｃ Ｎ ）
上 に 層 状 に 積 み 重 ね 、 製 造 者 （ Ｉ Ｃ Ｎ ） の 推 奨 に 従 っ て 遠 心 分 離 し た 。 回 収 し た 単 核 リ ン
パ 球 を 、 完 全 な Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ （ Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 、 １ ０ ％ Ｆ Ｃ Ｓ 、 ２ ｍ Ｍ の Ｌ グ ル タ ミ ン 、 ペ ニ シ リ ン
／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ Ｇ Ｉ Ｂ Ｃ Ｏ ） ） 中 の 組 織 培 養 フ ラ ス コ に ３ ７ ℃ で １ 時 間 に わ た っ
て 蒔 き 、 単 球 を 枯 渇 さ せ た 。 培 養 物 の 上 清 を 遠 心 分 離 し て 残 り の 細 胞 を ペ レ ッ ト 状 に し た
。 次 い で Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 単 離 キ ッ ト （ Ｍ Ａ Ｃ Ｓ ） を 用 い た ネ ガ テ ィ ブ 選 択 に よ り ヒ ト Ｔ リ
ン パ 球 を 単 離 し た 。 単 離 し た Ｔ 細 胞 を 活 性 化 す る た め 、 組 織 培 養 フ ラ ス コ を 抗 Ｃ Ｄ ３ （ Ｂ
Ｄ 　 Ｂ ｉ ｏ ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ） と 抗 Ｃ Ｄ ２ ８ （ Ｂ Ｄ 　 Ｂ ｉ ｏ ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ） を そ れ ぞ れ ５
μ ｇ ／ ｍ ｌ を 含 む Ｐ Ｂ Ｓ を 用 い て ４ ℃ で 一 晩 覆 っ た 。 コ ー テ ィ ン グ 培 地 を 回 収 し た 後 、 培
地 １ ミ リ リ ッ ト ル に つ き 細 胞 約 ２ 百 万 個 の 密 度 で 単 離 し た ヒ ト Ｔ リ ン パ 球 を 完 全 Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ
に 蒔 い た 。 プ レ ー テ ィ ン グ の 後 、 様 々 な 時 点 で 培 地 の 試 料 を 回 収 し 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り Ｉ
Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ に つ い て ア ッ セ イ し た 。 抗 Ｃ Ｄ ３ 及 び 抗 Ｃ Ｄ ２ ８ で 覆 わ な か っ た フ ラ ス コ
の 細 胞 上 清 か ら 非 活 性 化 コ ン ト ロ ー ル 上 清 を 回 収 し た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 抗 Ｃ Ｄ ３ ／ 抗 Ｃ Ｄ ２ ８ に よ っ て 活 性 化 し た ヒ ト Ｔ 細 胞 に お け る ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 生
成 の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 測 定
　 ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 値 を Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 測 定 し た 。 マ ウ ス の 抗 ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ７ を
コ ー テ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー （ ０ ． ０ ５ Ｍ の 炭 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー 、 ｐ Ｈ ９ ． ６ ） に 希 釈
し 、 ２ ～ ８ ℃ で １ ２ ～ １ ５ 時 間 に 亘 り ９ ６ ウ ェ ル マ イ ク ロ タ イ タ プ レ ー ト （ Ｎ ｕ ｎ ｃ ） に
コ ー テ ィ ン グ し た 。 後 続 の ス テ ッ プ は 全 て 室 温 で 行 っ た 。 ウ ェ ル を 空 に し 、 遮 断 （ ブ ロ ッ
ク ） バ ッ フ ァ ー （ Ｐ Ｂ Ｓ 、 ０ ． ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ 、 １ ０ ｐ ｐ ｍ プ ロ ク リ ン ３ ０ ０ ） を 加 え る こ と
に よ り 、 非 特 異 的 な 結 合 を 遮 断 し た 。 １ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 ウ ェ ル を 洗 浄 バ ッ
フ ァ ー （ Ｐ Ｂ Ｓ 、 ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ 、 １ ０ ｐ ｐ ｍ プ ロ ク リ ン ３ ０ ０ ） で 洗 浄 し た
。 次 い で 、 ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー （ Ｐ Ｂ Ｓ 、 ０ ． ５ ％ Ｂ Ｓ Ａ 、 ０ ． ０ ５ ％ Ｔ ｗ ｅ ｅ ｎ ２ ０ 、
１ ０ ｐ ｐ ｍ プ ロ ク リ ン ３ ０ ０ ） に 希 釈 し た ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 参 考 基 準 及 び 試 料 を 加
え た 。 ２ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 ウ ェ ル を 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し た 。 ビ オ チ ニ ン
標 識 し た マ ウ ス 抗 ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ を ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー で 希 釈 し た も の を 加 え 、 １ 時 間
イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で プ レ ー ト を 洗 浄 し た 後 、 ア ッ セ イ バ ッ フ ァ ー で 希
釈 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － Ｈ Ｒ Ｐ （ 西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ） （ Ａ ｍ ｅ ｒ ｓ ｈ ａ ｍ
） を 加 え 、 １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を 洗 浄 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し た 後 、 基 質 溶
液 の Ｔ Ｍ Ｂ （ テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン ） － ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Ｒ ＆ Ｄ 　 Ｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ ｓ ）
を 加 え た 。 ２ Ｎ の 硫 酸 の 添 加 に よ り 発 色 を 止 め た 。 次 い で プ レ ー ト を 、 ５ ４ ０ ｎ ｍ の 減 算
ブ ラ ン ク に て ４ ５ ０ ｎ ｍ で マ イ ク ロ タ イ タ プ レ ー ト リ ー ダ （ Ｌ Ｓ Ｔ ） 上 で 読 み 取 っ た 。 検
量 線 の 生 成 に は ４ パ ラ メ ー タ の カ ー ブ フ ィ ッ テ ィ ン グ プ ロ グ ラ ム を 使 用 し 、 試 料 濃 度 は 曲
線 の 線 形 部 分 か ら の 内 挿 に よ り 得 た 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ 及 び Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ を コ ン ト ロ ー ル と し
て Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に 含 め る こ と に よ り 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の ア ッ セ イ 特 異 性 を 示 し た （ 図 １ ２
） 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 結 論
　 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 生 成 の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 測 定 の 結 果 を 図 １ １ に 示 す 。 こ れ ら の 研 究 に よ り 、
Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 生 成 が 検 出 さ れ な か っ た 非 活 性 化 ヒ ト Ｔ 細 胞 と は 対 照 的 に 、 抗 Ｃ Ｄ ３
／ 抗 Ｃ Ｄ ２ ８ に よ っ て 活 性 化 さ れ た ヒ ト Ｔ リ ン パ 球 細 胞 か ら 新 規 サ イ ト カ イ ン Ｉ Ｌ － １ ７
Ａ ／ Ｆ が 生 成 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ヒ ト Ｔ リ ン パ 球 の 活 性 化 に 応 答 し
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て 生 成 及 び 放 出 さ れ る 新 規 サ イ ト カ イ ン の 天 然 発 生 を 初 め て 示 す も の で あ る 。 加 え て 、 同
時 に 行 っ た ア ッ セ イ で 、 ３ つ の 試 料 （ ＃ ３ １ ～ ＃ ３ ３ ） に 殆 ど 等 量 の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ が
観 察 さ れ た こ と に よ り 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ の 特 異 性 が 示 さ れ た 。 こ の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ
特 異 的 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に お い て 検 出 さ れ た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ 及 び Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ の 量 は 、 い ず れ も 無
視 で き る 程 度 で あ っ た （ 図 １ ２ ） 。
　 本 明 細 書 の 実 施 例 １ 及 び ２ に 開 示 す る 研 究 は 、 組 換 え ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ が 明 ら か に
新 規 の サ イ ト カ イ ン で あ り 、 タ ン パ ク 質 構 造 ア ッ セ イ と 細 胞 に 基 づ く 活 性 化 ア ッ セ イ の 両
方 に お い て ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ７ 及 び Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ か ら 区 別 可 能 で あ る こ と を 立 証 す る も の で あ
る 。 精 製 組 換 え ヒ ト Ｉ Ｌ － Ａ ／ Ｆ を 標 準 と し て 使 用 す る こ と に よ り 、 ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ Ｆ
特 異 的 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 展 開 し た （ 図 １ １ に 示 す ） 。 こ の 特 異 的 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 使 用 に よ り 、 誘
発 さ れ た ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 発 現 が 検 出 さ れ 、 こ れ に よ り 培 養 物 中 の 活 性 化 ヒ ト Ｔ 細
胞 か ら Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ が 自 然 に 生 成 さ れ る こ と が 確 認 さ れ た 。 し た が っ て 、 Ｉ Ｌ － １ ７
Ａ ／ Ｆ は 明 ら か に 新 規 の サ イ ト カ イ ン で あ り 、 単 離 さ れ た 活 性 化 ヒ ト Ｔ 細 胞 か ら 天 然 に 生
成 さ れ る も の と し て 検 出 可 能 で あ り 、 そ の 組 換 え 形 態 は 、 タ ン パ ク 質 構 造 ア ッ セ イ と 細 胞
に 基 づ く ア ッ セ イ の 両 方 で 関 連 サ イ ト カ イ ン と は 異 な り 、 そ れ ら か ら 区 別 可 能 な も の と し
て 特 徴 付 け さ れ て い る 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 こ の 新 規 サ イ ト カ イ ン は イ ン ビ ボ で の Ｉ Ｌ － １ ７ の 活 性 を 調 節 す る 機 能 を 有 し 、 Ｉ Ｌ －
１ ７ 又 は 関 連 サ イ ト カ イ ン の 結 合 部 位 に 対 し て 競 合 的 阻 害 剤 と し て 作 用 す る 。 Ｉ Ｌ － １ ７
Ａ ／ Ｆ は ま た 、 そ れ 自 体 の 結 合 部 位 及 び ／ 又 は そ の 他 関 連 サ イ ト カ イ ン の 結 合 部 位 を 下 方
制 御 す る こ と に よ り 、 そ の 他 関 連 サ イ ト カ イ ン の 活 性 を 調 節 す る 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ は 、
そ れ 自 体 の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 又 は そ の 他 関 連 サ イ ト カ イ ン の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 に 影 響 す る
よ う に 作 用 す る シ グ ナ ル 伝 達 分 子 又 は 細 胞 内 ア ダ プ タ ー に よ り 、 活 性 を 示 す こ と が で き る
。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ は 、 細 胞 表 面 又 は 細 胞 内 区 画 に 見 ら れ る レ セ プ タ ー 及 び コ レ セ プ タ ー
の 対 形 成 に 作 用 す る こ と が で き る 。
　 よ っ て 、 こ れ ら の 研 究 に よ り 、 そ れ ま で は 免 疫 学 的 に 活 性 で は 無 か っ た 特 定 の 抗 原 に 対
す る 免 疫 系 を 追 加 免 役 す る こ と が で き る 新 規 の 免 疫 刺 激 薬 （ つ ま り Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ） を
提 供 し 、 同 定 す る も の で あ る 。 し た が っ て 、 新 規 に 同 定 さ れ た 免 疫 刺 激 薬 は 重 要 な 臨 床 用
途 を 有 す る 。 Ｉ Ｌ － １ ２ な ど の 他 の 既 知 の 免 疫 刺 激 薬 が 同 定 さ れ て い る ［ Gubler等  PNAS 
88, 4143(1991)］ 。 最 近 の 癌 ワ ク チ ン 治 験 で は 、 シ カ ゴ 大 学 及 び Ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ 　 Ｉ ｎ ｓ
ｔ ｉ ｔ ｕ ｔ ｅ （ マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ケ ン ブ リ ッ ジ ） の 研 究 者 が 、 黒 色 腫 の 治 療 に Ｉ Ｌ － １
２ の 免 疫 刺 激 的 活 性 に 期 待 を か け て い る 。 ［ Peterson等  Journal of Clinical Oncology 
21 (12). 2342-48 (2003)］ 彼 等 は 、 黒 色 腫 細 胞 の １ 以 上 の マ ー カ ー を 有 す る 循 環 白 血 球
細 胞 を 抽 出 し 、 抗 原 を 単 離 し 、 そ し て そ れ ら を 患 者 に 戻 し た 。 通 常 患 者 は 自 身 の ヒ ト 抗 原
に 対 し て 免 疫 反 応 を 持 た な い 。 次 い で 、 樹 状 細 胞 に よ り 同 時 刺 激 し た Ｔ 細 胞 の 増 殖 を 誘 発
で き る 免 疫 刺 激 薬 で あ る Ｉ Ｌ － １ ２ を 、 異 な る 投 与 量 で 患 者 に 処 置 し た 。 患 者 自 身 の 樹 状
細 胞 を 末 梢 血 単 核 細 胞 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） か ら 調 整 し 、 抗 原 処 理 し て か ら イ ン ビ ト ロ で 培 養 し 、
患 者 に 戻 し て 抗 癌 反 応 を 刺 激 す る と い う こ れ ま で の 作 業 と 比 較 し て 、 Ｉ Ｌ － １ ２ の 免 疫 刺
激 的 作 用 に よ り 、 本 治 療 に よ っ て 優 れ た 結 果 が も た ら さ れ た 。 ［ Thurner等  J. Exp. Med.
 190(11), 1669-78 (1999)］ し た が っ て 、 こ れ と 同 様 に 、 こ の 新 規 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ サ イ
ト カ イ ン 又 は そ の ア ゴ ニ ス ト は 、 免 疫 刺 激 薬 と し て 実 用 的 な 用 途 を 見 出 し 得 る と 思 わ れ る
。 一 方 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 活 性 を 阻 害 す る 分 子 （ ア ン タ ゴ ニ ス ト ） は 、 免 疫 反 応 の 阻 害 が
必 要 な 場 合 、 例 え ば 自 己 免 疫 疾 患 に お い て 、 実 用 性 を 見 出 す こ と が で き る と 期 待 さ れ る 。
　 こ の よ う に 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 免 疫 学 的 活 性 を 模 倣 す る （ ア ゴ ニ ス ト 抗 体 ） か 又 は 阻
害 す る （ ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 ） こ の 新 規 サ イ ト カ イ ン は 、 治 療 的 資 質 を 有 し て い る 。 こ の
新 規 サ イ ト カ イ ン を 阻 害 す る よ う に 作 用 す る 小 分 子 も 治 療 的 使 用 の 可 能 性 を 有 し て い る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
実 施 例 ３ ： ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー ブ と し て の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 利 用
　 以 下 の 方 法 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン プ ロ ー ブ と し て の 利 用 を 示 し て い る 。
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　 こ こ に 開 示 さ れ て い る 完 全 長 又 は 成 熟 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ を コ ー ド 化 配 列 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ は
、 ヒ ト 組 織 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ 又 は ヒ ト 組 織 ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ の 相 同 的 な Ｄ Ｎ Ａ （ Ｉ Ｌ －
１ ７ Ａ ／ Ｆ の 天 然 発 生 変 異 体 を コ ー ド す る も の 等 ） の ス ク リ ー ニ ン グ の た め の プ ロ ー ブ と
し て 用 い ら れ る 。
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 及 び い ず れ か の ラ イ ブ ラ リ Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る フ ィ ル タ ー の 洗 浄
を 、 次 の 高 緊 縮 性 条 件 下 に お い て 実 施 す る 。 放 射 標 識 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 誘 導 プ ロ ー ブ の フ
ィ ル タ ー へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド 、 ５ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １ ％ Ｓ
Ｄ Ｓ 、 ０ ． １ ％ ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ｐ Ｈ ６ ． ８ 、 ２ ｘ デ
ン ハ ー ド 液 、 及 び １ ０ ％ デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 の 溶 液 中 に お い て ４ ２ ℃ で ２ ０ 時 間 に 渡 っ て 実
施 す る 。 フ ィ ル タ ー の 洗 浄 は 、 ０ ． １ ｘ Ｓ Ｓ Ｃ 及 び ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 水 溶 液 中 に お い て ４ ２
℃ で 実 施 す る 。
　 次 い で 、 完 全 長 天 然 配 列 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ と 所 望 の 配 列 同 一 性 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ は 、 こ
の 分 野 で 知 ら れ て い る 標 準 的 技 術 を 用 い て 同 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
実 施 例 ４ ： 大 腸 菌 に お け る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 発 現
　 こ の 実 施 例 は 、 大 腸 菌 中 に お け る 組 み 換 え 発 現 に よ る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 非 グ リ コ シ ル
化 型 の 調 製 を 例 証 す る 。
　 Ｄ Ｎ Ａ 配 列 コ ー ド 化 は 選 択 さ れ た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 利 用 し て 最 初 に 増 幅 さ れ る 。 こ の
プ ラ イ マ ー は 、 選 択 さ れ た 発 現 ベ ク タ ー 上 の 制 限 酵 素 部 位 に 対 応 す る 制 限 酵 素 部 位 を 含 ま
な け れ ば な ら な い 。 様 々 な 発 現 ベ ク タ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。 適 し た ベ ク タ ー の 例 と
し て は 、 ア ン ピ シ リ ン 及 び テ ト ラ サ イ ク リ ン 耐 性 に 対 す る 遺 伝 子 を 含 む ｐ Ｂ Ｒ ３ ２ ２ (大
腸 菌 由 来 ； Bolivarら , Gene, 2:95 (1997)を 参 照 の こ と )が あ る 。 ベ ク タ ー は 制 限 酵 素 に
よ っ て 消 化 さ れ 、 脱 リ ン 酸 化 さ れ る 。 次 い で 、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 配 列 を ベ ク タ ー に ラ イ ゲ ー シ ョ
ン す る 。 ベ ク タ ー は 好 ま し く は 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 、 ｔ ｒ ｐ プ ロ モ ー タ ー 、 ポ リ Ｈ ｉ ｓ リ
ー ダ ー （ 最 初 の ６ つ の STIIコ ド ン 、 ポ リ Hisリ ー ダ ー 、 及 び エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ 切 断 部 位 を
含 む ） 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ コ ー ド 領 域 、 ラ ム ダ 転 写 集 結 因 子 及 び ａ ｒ ｇ Ｕ 遺 伝 子 を コ ー ド
す る 配 列 を 含 む 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 次 い で 、 Sambrookら , 上 記 に 記 載 さ れ て い る 方 法 を 用 い て 選 択 さ れ た 大 腸 菌 株 を 形 質 転
換 す る た め に 、 こ の ラ イ ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 を 利 用 し た 。 形 質 転 換 体 を Ｌ Ｂ 部 レ ー ト 上 で の
そ の 成 長 能 力 に よ っ て 同 定 し 、 次 い で 抗 生 物 質 耐 性 コ ロ ニ ー を 選 択 す る 。 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ
Ａ を 単 離 し 、 そ れ を 制 限 分 析 及 び Ｄ Ｎ Ａ 配 列 決 定 に よ っ て 確 認 す る こ と が で き る 。
　 選 択 さ れ た ク ロ ー ン を 、 抗 生 物 質 が 補 填 さ れ た Ｌ Ｂ ブ ロ ス の よ う な 液 体 培 地 で 一 晩 か け
て 成 長 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 一 晩 の 培 養 を 、 次 に よ り 大 き な ス ケ ー ル で の 培 養 を 播 種
す る た め に 使 用 し て も よ い 。 そ し て 、 細 胞 を 所 望 の 光 学 密 度 に な る ま で 成 長 さ せ 、 そ の 間
に 発 現 プ ロ モ ー タ ー が 作 用 し 始 め る 。
　 更 に 数 時 間 、 細 胞 を 培 養 し た 後 に 、 遠 心 分 離 に よ っ て 細 胞 を 収 集 す る こ と が 可 能 で あ る
。 遠 心 分 離 に よ っ て 得 ら れ た 細 胞 ペ レ ッ ト は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 様 々 な 薬 剤 を 使 用 し て 可
溶 化 で き 、 次 い で 、 こ の 溶 解 し た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ タ ン パ ク 質 を 、 タ ン パ ク 質 の 堅 固 な 結
合 を 可 能 に す る 条 件 下 に お い て 金 属 キ レ ー ト 化 カ ラ ム を 用 い て 精 製 す る こ と 可 能 で あ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 以 下 の 手 法 を 用 い て 、 ポ リ － Ｈ ｉ ｓ タ グ 形 態 で Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ を 大 腸 菌 で 発 現 さ せ て
も よ い 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 、 選 択 し た Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 用 い て 最
初 に 増 幅 し た 。 こ の プ ラ イ マ ー は 、 選 択 さ れ た 発 現 ベ ク タ ー の 制 限 酵 素 部 位 に 対 応 す る 制
限 酵 素 部 位 、 及 び 効 率 的 で 信 頼 性 の あ る 翻 訳 開 始 、 金 属 キ レ ー ト カ ラ ム で の 迅 速 な 精 製 、
及 び エ ン テ ロ キ ナ ー ゼ で の タ ン パ ク 質 分 解 的 除 去 を 与 え る 他 の 有 用 な 配 列 を 含 む 。 次 い で
、 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 さ れ た ポ リ -Hisタ グ 配 列 を 発 現 ベ ク タ ー へ 結 合 さ せ 、 こ れ を 株 ５ ２ （ W311０
 fuhA(tonA) lon galE rpoHts(htpRts) clpP(lacIq)） に 基 づ く 大 腸 菌 宿 主 の 形 質 転 換 に
使 用 し た 。 形 質 転 換 体 を 、 最 初 に ５ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の カ ル ベ ニ シ リ ン を 含 有 す る Ｌ Ｂ 中 で 、
３ ０ ℃ で 振 盪 し な が ら ３ － ５ の Ｏ ． Ｄ ． ６ ０ ０ に 達 す る ま で 成 長 さ せ た 。 つ い で 培 養 液 を
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Ｃ Ｒ Ａ Ｐ 培 地 （ ３ ． ５ ７ ｇ の （ Ｎ Ｈ ４ ） ２ Ｓ Ｏ ４ 、 ０ ． ７ １ ｇ の ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ・ ２
Ｈ ２ Ｏ 、 １ ． ０ ７ ｇ の Ｋ Ｃ ｌ 、 ５ ． ３ ６ ｇ の Difco酵 母 抽 出 物 、 ５ ０ ０ ｍ Ｌ 水 中 の ５ ． ３
６ ｇ の Sheffield hycase SF、 並 び に １ １ ０ ｍ Ｍ の Ｍ Ｐ Ｏ Ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ３ 、 ０ ． ５ ５ ％ （
ｗ ／ ｖ ） の グ ル コ ー ス 及 び ７ ｍ Mの Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ の 混 合 で 調 製 ） 中 に て ５ ０ － １ ０ ０ 倍 希 釈
し 、 ３ ０ ℃ で 振 盪 に よ っ て 約 ２ ０ － ３ ０ 時 間 成 長 さ せ た 。 Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 発 現 を
確 認 す る た め に 試 料 を 取 り 出 し 、 細 胞 が ペ レ ッ ト と な る よ う に バ ル ク 培 地 を 遠 心 分 離 し た
。 精 製 及 び リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ （ 再 折 り た た み ） ま で 、 細 胞 ペ レ ッ ト を 凍 結 さ せ た 。
　 ０ ． ５ か ら １ Ｌ の 発 酵 （ ６ － １ ０ ｇ ペ レ ッ ト ） か ら の 大 腸 菌 ペ ー ス ト を 、 ７ Ｍ の グ ア ニ
ジ ン 、 ２ ０ ｍ Ｍ の ト リ ス 、 ｐ Ｈ ８ バ ッ フ ァ ー 中 で １ ０ 容 量 （ ｗ ／ ｖ ） で 再 懸 濁 さ せ た 。 固
体 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 及 び テ ト ラ チ オ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 添 加 し て 最 終 濃 度 を 各 々 ０ ． １ Ｍ 及 び
０ ． ０ ２ Ｍ と し 、 溶 液 を ４ ℃ で 終 夜 撹 拌 し た 。 こ の 工 程 に よ り 、 す べ て の シ ス テ イ ン 残 基
が 亜 硫 酸 に よ り ブ ロ ッ ク さ れ た 変 性 タ ン パ ク 質 が 生 じ る 。 溶 液 を Beckman Ultracentrifug
e中 で ４ ０ ， ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ３ ０ 分 間 濃 縮 し た 。 上 清 を 金 属 キ レ ー ト カ ラ ム バ ッ フ ァ ー （
６ Ｍ の グ ア ニ ジ ン 、 ２ ０ ｍ Ｍ の ト リ ス 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ ） の ３ － ５ 容 量 で 希 釈 し 、 透 明 に す る
た め に ０ ． ２ ２ ミ ク ロ ン フ ィ ル タ ー を 通 し て 濾 過 す る 。 透 明 抽 出 物 を 、 金 属 キ レ ー ト カ ラ
ム バ ッ フ ァ ー で 平 衡 化 さ せ た ５ ｍ ｌ の Qiagen Ｎ ｉ -Ｎ Ｔ Ａ 金 属 キ レ ー ト カ ラ ム に 負 荷 し た
。 カ ラ ム を ５ ０ ｍ Ｍ の イ ミ ダ ゾ ー ル （ Calbiochem, Utrol grade） を 含 む 添 加 バ ッ フ ァ ー
、 ｐ Ｈ ７ ． ４ で 洗 浄 し た 。 タ ン パ ク 質 を ２ ５ ０ ｍ Ｍ の イ ミ ダ ゾ ー ル を 含 有 す る バ ッ フ ァ ー
で 溶 離 し た 。 所 望 の タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 画 分 を プ ー ル し 、 ４ ℃ で 保 存 し た 。 タ ン パ ク 質
濃 度 は 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 に 基 づ い て 計 算 し た 吸 光 係 数 を 用 い て ２ ８ ０ ｎ ｍ に お け る そ の
吸 収 に よ り 見 積 も っ た 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 試 料 を ２ ０ ｍ Ｍ の ト リ ス 、 ｐ Ｈ ８ ． ６ 、 ０ ． ３ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ． ５ Ｍ の 尿 素 、 ５ ｍ Ｍ
の シ ス テ イ ン 、 ２ ０ ｍ Ｍ の グ リ シ ン 及 び １ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ か ら な る 新 た に 調 製 し た 再 生 バ
ッ フ ァ ー 中 で 徐 々 に 希 釈 す る こ と に よ っ て 、 タ ン パ ク 質 を 再 生 さ せ た 。 リ フ ォ ー ル デ ィ ン
グ 容 量 は 、 最 終 的 な タ ン パ ク 質 濃 度 が ５ ０ ～ １ ０ ０ マ イ ク ロ グ ラ ム ／ ｍ ｌ と な る よ う に 選
択 し た 。 リ フ ォ ー ル デ ィ ン グ 溶 液 を ４ ℃ で １ ２ － ３ ６ 時 間 ゆ っ く り と 撹 拌 し た 。 リ フ ォ ー
ル デ ィ ン グ 反 応 は Ｔ Ｆ Ａ を 採 取 濃 度 ０ ． ４ ％ （ 約 ３ の ｐ Ｈ ） で 添 加 す る こ と に よ り 停 止 さ
せ た 。 タ ン パ ク 質 を さ ら に 精 製 す る 前 に 、 溶 液 を ０ ． ２ ２ ミ ク ロ ン フ ィ ル タ ー を 通 し て 濾
過 し 、 ア セ ト ニ ト リ ル を 最 終 濃 度 ２ － １ ０ ％ で 添 加 し た 。 再 生 し た タ ン パ ク 質 を 、 Poros 
R1／ H逆 相 カ ラ ム で 、 ０ ． １ ％ Ｔ Ｆ Ａ の 移 動 バ ッ フ ァ ー と １ ０ ～ ８ ０ ％ の ア セ ト ニ ト リ ル
勾 配 で の 溶 離 を 用 い て ク ロ マ ト グ ラ フ に か け た 。 Ａ ２ ８ ０ 吸 収 を 持 つ 画 分 の ア リ コ ー ト を
Ｓ Ｄ Ｓ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 分 析 し 、 相 同 な 再 生 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 画 分 を プ ー ル
し た 。 一 般 的 に 、 殆 ど の 正 し く 再 生 し た タ ン パ ク 質 種 は 、 こ れ ら の 種 が 最 も コ ン パ ク ト で
あ り 、 そ の 疎 水 性 内 面 が 逆 相 樹 脂 と の 相 互 作 用 か ら 遮 蔽 さ れ て い る の で 、 ア セ ト ニ ト リ ル
の 最 低 濃 度 で 溶 離 さ れ る 。 凝 集 し た 種 は 通 常 、 よ り 高 い ア セ ト ニ ト リ ル 濃 度 で 溶 離 さ れ る
。 誤 っ て 再 生 し た タ ン パ ク 質 を 所 望 の 形 態 か ら 除 く の に 加 え て 、 逆 相 工 程 は 試 料 か ら エ ン
ド ト キ シ ン も 除 去 す る 。
　 所 望 の 再 生 し た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す る 画 分 を プ ー ル し 、 溶 液 に 向 け
た 窒 素 の 弱 い 気 流 を 用 い て ア セ ト ニ ト リ ル を 除 去 し た 。 タ ン パ ク 質 を 、 透 析 又 は 調 製 バ ッ
フ ァ ー で 平 衡 化 し た Ｇ ２ ５ Superfine（ Pharmacia） 樹 脂 で の ゲ ル 濾 過 及 び 滅 菌 濾 過 に よ り
、 ０ ． １ ４ Ｍ の 塩 化 ナ ト リ ウ ム 及 び ４ ％ の マ ン ニ ト ー ル を 含 む ２ ０ ｍ Ｍ の Hepes、 ｐ Ｈ ６
． ８ に 調 製 し た 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
実 施 例 ５ ： 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 発 現
　 こ の 実 施 例 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 組 み 換 え 発 現 に よ る 潜 在 的 に グ リ コ シ ル 化 し た 形
態 の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 調 製 を 例 証 す る 。
　 発 現 ベ ク タ ー と し て ベ ク タ ー ｐ Ｒ Ｋ ５ （ １ ９ ８ ９ 年 ３ 月 １ ５ 日 公 開 の Ｅ Ｐ ３ ０ ７ ， ２ ４
７ 参 照 ） を 用 い た 。 場 合 に よ っ て は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ  Ｄ Ｎ Ａ を 選 択 し た 制 限 酵 素 を 持
つ ｐ Ｒ Ｋ ５ に 結 合 さ せ 、 上 記 の Sambrook等 に 記 載 さ れ た よ う な ラ イ ゲ ー シ ョ ン 方 法 を 用 い
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て Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ Ｄ Ｎ Ａ を 挿 入 さ せ る 。 得 ら れ た ベ ク タ ー は 、 ｐ Ｒ Ｋ ５ -Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ
／ Ｆ と 呼 ば れ る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 一 実 施 態 様 で は 、 選 択 さ れ た 宿 主 細 胞 は ２ ９ ３ 細 胞 と す る こ と が で き る 。 ヒ ト ２ ９ ３ 細
胞 （ ATCC CCL 1573） は 、 ウ シ 胎 児 血 清 及 び 場 合 に よ っ て は 滋 養 成 分 及 び ／ 又 は 抗 生 物 質
を 添 加 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ な ど の 培 地 中 で 組 織 培 養 プ レ ー ト に お い て 成 長 さ せ て 集 密 化 し た 。 約
１ ０ μ ｇ の ｐ Ｒ Ｋ ５ -Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ Ｄ Ｎ Ａ を 約 １ μ gの Ｖ Ａ  Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 コ ー ド 化 Ｄ
Ｎ Ａ ［ Thimmappayaら , Cell, 31:543 (1982))］ と 混 合 し 、 ５ ０ ０ μ ｌ の １ ｍ Ｍ  ト リ ス -
Ｈ Ｃ ｌ 、 ０ ． １ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ０ ． ２ ２ ７ Ｍ  Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ に 溶 解 さ せ た 。 こ の 混 合 物 に 、
滴 状 の ５ ０ ０ μ ｌ の ５ ０ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ３ ５ ） 、 ２ ８ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ．
５ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｐ Ｏ ４ を 添 加 し 、 ２ ５ ℃ で １ ０ 分 間 析 出 物 を 形 成 さ せ た 。 析 出 物 を 懸 濁 し 、
２ ９ ３ 細 胞 に 加 え て ３ ７ ℃ で 約 ４ 時 間 定 着 さ せ た 。 培 地 を 吸 引 し 、 ２ ｍ ｌ の Ｐ Ｂ Ｓ 中 ２ ０
％ グ リ セ ロ ー ル を ３ ０ 秒 間 添 加 し た 。 ２ ９ ３ 細 胞 は 、 次 い で 無 血 清 培 地 で 洗 浄 し 、 新 鮮 な
培 地 を 添 加 し 、 細 胞 を 約 ５ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 約 ２ ４ 時 間 後 、 培 地 を 除 去 し 、 培 地 （ の み ） 又 は ２ ０ ０ μ Ｃ ｉ
／ ｍ ｌ ３ ５ Ｓ － シ ス テ イ ン 及 び ２ ０ ０ μ Ｃ ｉ ／ ｍ ｌ ３ ５ Ｓ － メ チ オ ニ ン を 含 む 培 地 で 置 換
し た 。 １ ２ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 条 件 培 地 を 回 収 し 、 ス ピ ン フ ィ ル タ ー で 濃 縮
し 、 １ ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ ゲ ル に 添 加 し た 。 処 理 し た ゲ ル を 乾 燥 さ せ 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ
チ ド の 存 在 を 現 す 選 択 さ れ た 時 間 に わ た っ て フ ィ ル ム に さ ら し た 。 形 質 転 換 し た 細 胞 を 含
む 培 地 に 、 更 な る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 施 し （ 無 血 清 培 地 で ） 、 培 地 を 選 択 さ れ た バ イ オ
ア ッ セ イ で 試 験 し た 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 こ れ に 換 わ る 技 術 に お い て 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ は 、 Somparyacら , Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ c. 
Natl. Acad. Sci., 12:7575 (1981)に 記 載 さ れ た デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 法 を 用 い て ２ ９ ３ 細 胞
に 一 過 的 に 導 入 さ れ る 。 ２ ９ ３ 細 胞 は 、 ス ピ ナ ー フ ラ ス コ 内 で 最 大 密 度 ま で 成 長 さ せ 、 ７
０ ０ μ ｇ の ｐ Ｒ Ｋ ５ -Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ Ｄ Ｎ Ａ を 添 加 す る 。 細 胞 は 、 ま ず ス ピ ナ ー フ ラ ス
コ か ら 遠 心 分 離 に よ っ て 濃 縮 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ で 洗 浄 し た 。 Ｄ Ｎ Ａ -デ キ ス ト ラ ン 沈 殿 物 を 細 胞
ペ レ ッ ト 上 で ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を ２ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル で ９ ０ 秒 間 処 理 し 、
組 織 培 地 で 洗 浄 し 、 組 織 培 地 、 ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ ウ シ イ ン シ ュ リ ン 及 び ０ ． １ μ ｇ ／ ｍ ｌ ウ シ
ト ラ ン ス フ ェ リ ン を 含 む ス ピ ナ ー フ ラ ス コ に 再 度 導 入 し た 。 約 ４ 日 後 に 、 条 件 培 地 を 遠 心
分 離 し て 濾 過 し 、 細 胞 及 び 細 胞 片 を 除 去 し た 。 次 い で 発 現 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド
を 含 む 試 料 を 、 透 析 及 び ／ 又 は カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 選 択 し た 方 法 に よ っ て 濃 縮
し 精 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ を Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 ｐ Ｒ Ｋ
５ -Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ は 、 Ｃ ａ Ｐ Ｏ ４ 又 は Ｄ Ｅ Ａ Ｅ － デ キ ス ト ラ ン な ど の 公 知 の 試 薬 を 用
い て Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と が で き る 。 上 記 し た よ う に 、 細 胞 培 地 を
イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 培 地 を 培 養 培 地 （ の み ） 又 は ３ ５ Ｓ -メ チ オ ニ ン 等 の 放 射 性 標 識 を 含
む 培 地 に 置 換 す る こ と が で き る 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 を 同 定 し た 後 、 培
地 を 無 血 清 培 地 に 置 換 し て も よ い 。 好 ま し く は 、 培 地 を 約 ６ 日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い
で 条 件 培 地 を 収 集 す る 。 次 い で 、 発 現 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 培 地 を 、 任 意
の 選 択 し た 方 法 に よ っ て 濃 縮 し 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 ま た 、 エ ピ ト ー プ タ グ Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ は 、 宿 主 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に お い て 発 現 さ せ て も よ い
。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ は ｐ Ｒ Ｋ ５ ベ ク タ ー か ら サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し て も よ い 。 サ ブ ク ロ ー ン
挿 入 物 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ を 施 し て バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー 中 の ポ リ -hisタ グ 等 の 選 択 さ れ
た エ ピ ト ー プ タ グ を 持 つ 枠 に 融 合 で き る 。 ポ リ -hisタ グ Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 挿 入 物 は 、 次 い
で 、 安 定 な ク ロ ー ン の 選 択 の た め の Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 等 の 選 択 マ ー カ ー を 含 む Ｓ Ｖ ４ ０ 誘 導 ベ ク タ
ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ で き る 。 最 後 に 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 を Ｓ Ｖ ４ ０ 誘 導 ベ ク タ ー で （ 上 記 の よ
う に ） ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 発 現 を 確 認 す る た め に 、 上 記 の よ う に 標 識 化 を 行 っ て
も よ い 。 発 現 さ れ た ポ リ -hisタ グ Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ を 含 む 培 地 は 、 次 い で 濃 縮 し 、 Ｎ ｉ ２
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＋ -キ レ ー ト ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 の 選 択 さ れ た 方 法 に よ り 精 製 で き る 。
　 ま た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ は 、 一 過 性 発 現 法 に よ り Ｃ Ｈ Ｏ 及 び ／ 又 は Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 で 、 他 の 安
定 な 発 現 方 法 に よ り Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 で 発 現 さ せ て も よ い 。
　 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に お け る 安 定 な 発 現 は 以 下 の 方 法 を 用 い て 実 施 さ れ た 。 タ ン パ ク 質 は 、 そ れ
ぞ れ の タ ン パ ク 質 の 可 溶 化 形 態 の コ ー ド 配 列 （ 例 え ば 、 細 胞 外 ド メ イ ン ） が Ｉ ｇ Ｇ １ の ヒ
ン ジ 、 Ｃ Ｈ ２ 及 び Ｃ Ｈ ２ ド メ イ ン を 含 む 定 常 領 域 配 列 に 融 合 し た Ｉ ｇ Ｇ 作 成 物 （ イ ム ノ ア
ド ヘ シ ン ） 、 又 は ポ リ -Hisタ グ 形 態 と し て 発 現 さ れ た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に 続 い て 、 対 応 す る Ｄ Ｎ Ａ を 、 Ausubelら , Current Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ tocol
s of Molecular Biology, Unit 3.26, John Wiley and Sons (1997)に 記 載 さ れ た よ う な
標 準 的 技 術 を 用 い て Ｃ Ｈ Ｏ 発 現 ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 Ｃ Ｈ Ｏ 発 現 ベ ク タ ー は
、 対 象 と す る Ｄ Ｎ Ａ の ５ ’ 及 び ３ ’ に 適 合 す る 制 限 部 位 を 有 し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 便 利 な シ ャ ト
ル 化 が で き る よ う に 作 成 さ れ る 。 ベ ク タ ー は 、 Lucasら , Nucl. Acids Res. 24: 9, 1774-
1779 (1996)に 記 載 さ れ た よ う に Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 で の 発 現 を 用 い 、 対 象 と す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 及 び ジ
ヒ ド ロ フ ォ レ ー ト レ ダ ク タ ー ゼ （ Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ ） の 発 現 の 制 御 に Ｓ Ｖ ４ ０ 初 期 プ ロ モ ー タ ー ／
エ ン ハ ン サ ー を 用 い る 。 Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ 発 現 は 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に 続 く プ ラ ス ミ ド の 安 定
な 維 持 の た め の 選 択 を 可 能 に す る 。
　 所 望 の プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ の １ ２ マ イ ク ロ グ ラ ム を 、 市 販 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 Su
perfect(登 録 商 標 )(Quiagen), Dosper(登 録 商 標 )及 び Fugene(登 録 商 標 )（ Boehringer Man
nheim） 約 １ 千 万 の Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 に 導 入 す る 。 細 胞 は 、 上 記 の Lucas等 に 記 載 さ れ て い る よ う
に 成 長 さ せ た 。 約 ３ ｘ １ ０ ７ 細 胞 を 、 下 記 の よ う な 更 な る 成 長 及 び 生 産 の た め に ア ン プ ル
中 で 凍 結 さ せ た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 プ ラ ス ミ ド Ｄ Ｎ Ａ を 含 む ア ン プ ル を 水 槽 に 配 し て 解 凍 し 、 ボ ル テ ッ ク ス に よ り 混 合 し た
。 内 容 物 を １ ０ ｍ Ｌ の 媒 質 を 含 む 遠 心 管 に ピ ペ ッ ト し て 、 １ ０ ０ ０ ｒ ｐ ｍ で ５ 分 間 遠 心 分
離 し た 。 上 清 を 吸 引 し て 細 胞 を １ ０ ｍ Ｌ の 選 択 培 地 （ ０ ． ２ μ ｍ 濾 過 Ｐ Ｓ ２ ０ 、 ５ ％ の ０
． ２ μ ｍ 透 析 濾 過 ウ シ 胎 児 血 清 を 添 加 ） 中 に 懸 濁 さ せ た 。 次 い で 細 胞 を ９ ０ ｍ Ｌ の 選 択 培
地 を 含 む １ ０ ０ ｍ Ｌ ス ピ ナ ー に 分 け る 。 １ － ２ 日 後 、 細 胞 を １ ５ ０ ｍ Ｌ の 選 択 培 地 を 満 た
し た ２ ５ ０ ｍ Ｌ ス ピ ナ ー に 移 し 、 ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 さ ら に ２ － ３ 日 後 、 ２ ５
０ ｍ Ｌ 、 ５ ０ ０ ｍ Ｌ 及 び ２ ０ ０ ０ ｍ Ｌ の ス ピ ナ ー を ３ ｘ １ ０ ５ 細 胞 ／ ｍ Ｌ で 播 種 し た 。 細
胞 培 地 を 遠 心 分 離 に よ り 新 鮮 培 地 に 交 換 し 、 生 産 培 地 に 再 懸 濁 さ せ た 。 任 意 の 適 切 な Ｃ Ｈ
Ｏ 培 地 を 用 い て も よ い が 、 実 際 に は １ ９ ９ ２ 年 ６ 月 １ ６ 日 に 発 行 さ れ た 米 国 特 許 第 ５ ， １
２ ２ ， ４ ６ ９ 号 に 記 載 さ れ た 生 産 培 地 を 使 用 し た 。 ３ Ｌ の 生 産 ス ピ ナ ー を １ ． ２ ｘ １ ０ ６

細 胞 ／ ｍ Ｌ で 播 種 し た 。 ０ 日 目 に 、 細 胞 数 と ｐ Ｈ を 測 定 し た 。 １ 日 目 に 、 ス ピ ナ ー を サ ン
プ ル し 、 濾 過 空 気 で の 散 布 を 実 施 し た 。 ２ 日 目 に 、 ス ピ ナ ー を サ ン プ ル し 、 温 度 を ３ ３ ℃
に 変 え 、 ３ ０ ｍ Ｌ の ５ ０ ０ ｇ ／ Ｌ の グ ル コ ー ス 及 び ０ ． ６ ｍ Ｌ の １ ０ ％ 消 泡 剤 （ 例 え ば ３
５ ％ ポ リ ジ メ チ ル シ ロ キ サ ン エ マ ル シ ョ ン 、 Dow Corning 365 Medical Grade Emulsion）
を と っ た 。 生 産 を 通 し て 、 ｐ Ｈ は ７ ． ２ 近 傍 に 調 節 し 維 持 し た 。 １ ０ 日 後 、 又 は 生 存 率 が
７ ０ ％ を 下 回 る ま で 、 細 胞 培 地 を 遠 心 分 離 で 回 収 し て ０ ． ２ ２ μ ｍ フ ィ ル タ ー を 通 し て 濾
過 し た 。 濾 過 物 は 、 ４ ℃ で 貯 蔵 す る か 、 即 座 に 精 製 用 カ ラ ム に 充 填 し た 。
　 ポ リ -Hisタ グ 作 成 物 に 関 し て 、 タ ン パ ク 質 を Ｎ ｉ -Ｎ Ｔ Ａ カ ラ ム （ Qiagen） を 用 い て 精
製 し た 。 精 製 の 前 に 、 イ ミ ダ ゾ ー ル を 条 件 培 地 に ５ ｍ Ｍ の 濃 度 ま で 添 加 し た 。 条 件 培 地 を
、 ０ ． ３ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 及 び ５ ｍ Ｍ イ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む ２ ０ ｍ Ｍ の Hepes， ｐ Ｈ ７ ． ４ バ ッ
フ ァ ー で 平 衡 化 し た ６ ｍ ｌ の Ｎ ｉ － Ｎ Ｔ Ａ カ ラ ム へ ４ － ５ ｍ ｌ ／ 分 の 流 速 に よ っ て ４ ℃ で
ポ ン プ 供 給 し た 。 充 填 後 、 カ ラ ム を さ ら に 平 衡 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し 、 タ ン パ ク 質 を ０ ． ２
５ Ｍ イ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む 平 衡 バ ッ フ ァ ー で 溶 離 し た 。 高 度 に 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 続
い て １ ０ ｍ Ｍ の Hepes、 ０ ． １ ４ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 及 び ４ ％ の マ ン ニ ト ー ル ， ｐ Ｈ ６ ． ８ を 含
む 貯 蔵 バ ッ フ ァ ー 中 で ２ ５ ｍ ｌ の Ｇ ２ ５ Superfine（ Pharmacia） を 用 い て 脱 塩 し 、 － ８ ０
℃ で 貯 蔵 し た 。
　 イ ム ノ ア ド ヘ シ ン （ Ｆ ｃ 含 有 ） 作 成 物 を 、 以 下 通 り に 条 件 培 地 か ら 精 製 し た 。 条 件 培 地
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を 、 ２ ０ ｍ Ｍ の リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ ッ フ ァ ー ， ｐ Ｈ ６ ． ８ で 平 衡 化 し た ５ ｍ ｌ の プ ロ テ イ
ン Ａ カ ラ ム （ Pharmacia） へ ポ ン プ 注 入 し た 。 充 填 後 、 カ ラ ム を 平 衡 バ ッ フ ァ ー で 強 く 洗
浄 し た 後 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ の ク エ ン 酸 ， ｐ Ｈ ３ ． ５ で 溶 離 し た 。 溶 離 し た タ ン パ ク 質 は 、 １ ｍ
ｌ の 画 分 を ２ ７ ５ μ Ｌ の １ Ｍ ト リ ス バ ッ フ ァ ー ， ｐ Ｈ ９ を 含 む 管 に 回 収 す る こ と に よ り 即
座 に 中 性 化 し た 。 高 度 に 精 製 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 続 い て ポ リ － Ｈ ｉ ｓ タ グ タ ン パ ク 質 に
つ い て 上 記 し た 貯 蔵 バ ッ フ ァ ー 中 で 脱 塩 し た 。 均 一 性 は Ｓ Ｄ Ｓ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル と
エ ド マ ン （ Edman） 分 解 に よ る Ｎ － 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 決 定 に よ り 評 価 し た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
実 施 例 ６ ： 酵 母 菌 で の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 発 現
　 以 下 の 方 法 は 、 酵 母 菌 中 で の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 組 換 え 発 現 を 記 載 す る 。
　 第 １ に 、 Ａ Ｄ Ｈ ２ ／ Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ プ ロ モ ー タ ー か ら の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 細 胞 内 生 産 又 は
分 泌 の た め の 酵 母 菌 発 現 ベ ク タ ー を 作 成 す る 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す
る Ｄ Ｎ Ａ 及 び プ ロ モ ー タ ー を 選 択 し た プ ラ ス ミ ド の 適 当 な 制 限 酵 素 部 位 に 挿 入 し て Ｉ Ｌ －
１ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 内 発 現 を 指 示 す る 。 分 泌 の た め に 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ を コ
ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 選 択 し た プ ラ ス ミ ド に 、 Ａ Ｄ Ｈ ２ ／ Ｇ Ａ Ｐ Ｄ Ｈ プ ロ モ ー タ ー を コ ー ド す
る Ｄ Ｎ Ａ 、 天 然 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ シ グ ナ ル ペ プ チ ド 又 は 他 の 哺 乳 動 物 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 、
又 は 、 例 え ば 酵 母 菌 α 因 子 又 は イ ン ベ ル タ ー ゼ 分 泌 シ グ ナ ル ／ リ ー ダ ー 配 列 、 及 び （ 必 要
な ら ば ） Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 発 現 の た め の リ ン カ ー 配 列 と と も に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が
で き る 。
　 酵 母 菌 株 Ａ Ｂ １ １ ０ 等 の 酵 母 菌 は 、 次 い で 上 記 の 発 現 プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 し 、 選 択 さ
れ た 発 酵 培 地 中 で 培 養 で き る 。 形 質 転 換 し た 酵 母 菌 上 清 は 、 １ ０ ％ ト リ ク ロ ロ 酢 酸 で の 沈
降 及 び Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ る 分 離 で 分 析 し 、 次 い で ク マ シ ー ブ ル ー 染 色 で ゲ ル の 染 色 を
す る こ と が で き る 。
　 続 い て 組 換 え Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド は 、 発 酵 培 地 か ら 遠 心 分 離 に よ り 酵 母 菌 細
胞 を 除 去 し 、 次 い で 選 択 さ れ た カ ー ト リ ッ ジ フ ィ ル タ ー を 用 い て 培 地 を 濃 縮 す る こ と に よ
っ て 単 離 及 び 精 製 で き る 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 濃 縮 物 は 、 選 択 さ れ た カ
ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 樹 脂 を 用 い て さ ら に 精 製 し て も よ い 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
実 施 例 ７ ： バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 感 染 昆 虫 細 胞 で の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 発 現
　 以 下 の 方 法 は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 感 染 昆 虫 細 胞 中 に お け る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 組 換 え 発
現 を 記 載 す る 。
　 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ コ ー ド す る 配 列 を 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー に 含 ま れ る エ ピ ト
ー プ タ グ の 上 流 に 融 合 さ せ た 。 こ の よ う な エ ピ ト ー プ タ グ は 、 ポ リ -hisタ グ 及 び 免 疫 グ ロ
ブ リ ン タ グ （ Ｉ ｇ Ｇ の Ｆ ｃ 領 域 な ど ） を 含 む 。 ｐ Ｖ Ｌ １ ３ ９ ３ （ Navagen） な ど の 市 販 さ
れ て い る プ ラ ス ミ ド か ら 誘 導 さ れ る プ ラ ス ミ ド を 含 む 種 々 の プ ラ ス ミ ド を 用 い る こ と が で
き る 。 簡 単 に は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 又 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ コ ー ド 配 列 の 所 定 部 分 、 例 え ば
膜 貫 通 タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン を コ ー ド す る 配 列 又 は タ ン パ ク 質 が 細 胞 外 で あ る 場 合
の 成 熟 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 配 列 な ど が 、 ５ ’ 及 び ３ ’ 領 域 に 相 補 的 な プ ラ イ マ ー で の
Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 増 幅 さ れ る 。 ５ ’ プ ラ イ マ ー は 、 隣 接 す る （ 選 択 さ れ た ） 制 限 酵 素 部 位 を 包
含 し て い て も よ い 。 生 産 物 は 、 次 い で 、 選 択 さ れ た 制 限 酵 素 で 消 化 さ れ 、 発 現 ベ ク タ ー に
サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ る 。
　 組 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス は 、 上 記 の プ ラ ス ミ ド 及 び BaculoGold(商 品 名 )ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ
（ Pharmingen） を 、 Spodoptera frugiperda（ 「 Ｓ ｆ ９ 」 ） 細 胞 （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ  Ｃ Ｒ Ｌ  １ ７
１ １ ） 中 に リ ポ フ ェ ク チ ン （ GIBCO-BRLか ら 市 販 ） を 用 い て 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す
る こ と に よ り 作 成 さ れ る 。 ２ ８ ℃ で ４ － ５ 日 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 放 出 さ れ た ウ イ ル ス
を 回 収 し 、 更 な る 増 幅 に 用 い た 。 ウ イ ル ス 感 染 及 び タ ン パ ク 質 発 現 は 、 O'Reilleyら , Bac
ulovirus expression vectors: A laboratory Manual, Oxford: Oxford University Pres
s (1994)に 記 載 さ れ て い る よ う に 実 施 し た 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 次 に 、 発 現 さ れ た ポ リ -hisタ グ Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ は 、 例 え ば Ｎ ｉ ２ ＋ -キ レ ー ト ア フ ィ
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ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 次 の よ う に 精 製 さ れ る 。 抽 出 は 、 Rupertら , Nature, 36
2:175-179 (1993)に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 ウ イ ル ス 感 染 し た 組 み 換 え Ｓ ｆ ９ 細 胞 か ら 調
製 し た 。 簡 単 に は 、 Ｓ ｆ ９ 細 胞 を 洗 浄 し 、 超 音 波 処 理 用 バ ッ フ ァ ー （ ２ ５ ｍ Ｌ の Hepes，
ｐ Ｈ ７ ． ９ ； １ ２ ． ５ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ ； ０ ． １ ｍ Ｍ  Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ； １ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル ；
０ ． １ ％ の Ｎ Ｐ － ４ ０ ； ０ ． ４ Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ ） 中 に 再 懸 濁 し 、 氷 上 で ２ 回 ２ ０ 秒 間 超 音 波 処
理 し た 。 超 音 波 処 理 物 を 遠 心 分 離 で 透 明 化 し 、 上 清 を 負 荷 バ ッ フ ァ ー （ ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 塩
、 ３ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル 、 ｐ Ｈ ７ ． ８ ） で ５ ０ 倍 希 釈 し 、 ０ ． ４ ５
μ ｍ フ ィ ル タ ー で 濾 過 し た 。 Ｎ ｉ ２ ＋ -Ｎ Ｔ Ａ ア ガ ロ ー ス カ ラ ム （ Qiagenか ら 市 販 ） を ５
ｍ Ｌ の 総 容 積 で 調 製 し 、 ２ ５ ｍ Ｌ の 水 で 洗 浄 し 、 ２ ５ ｍ Ｌ の 負 荷 バ ッ フ ァ ー で 平 衡 さ せ た
。 濾 過 し た 細 胞 抽 出 物 は 、 毎 分 ０ ． ５ ｍ Ｌ で カ ラ ム に 負 荷 し た 。 カ ラ ム を 、 分 画 回 収 が 始
ま る 点 で あ る Ａ ２ ８ ０ の ベ ー ス ラ イ ン ま で 負 荷 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し た 。 次 に 、 カ ラ ム を 、
結 合 タ ン パ ク 質 を 非 特 異 的 に 溶 離 す る 二 次 洗 浄 バ ッ フ ァ ー （ ５ ０ ｍ Ｍ リ ン 酸 塩 ； ３ ０ ０ ｍ
Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル 、 ｐ Ｈ ６ ． ０ ） で 洗 浄 し た 。 Ａ ２ ８ ０ の ベ ー ス ラ イ ン
に 再 度 到 達 し た 後 、 カ ラ ム を 二 次 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 中 で ０ か ら ５ ０ ０ ｍ Ｍ イ ミ ダ ゾ ー ル 勾 配
で 展 開 し た 。 １ ｍ Ｌ の 分 画 を 回 収 し 、 Ｓ Ｄ Ｓ -Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 及 び 銀 染 色 又 は ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ （ Qiagen） に 複 合 し た Ｎ ｉ ２ ＋ -Ｎ Ｔ Ａ で の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で 分 析 し た 。 溶 離
し た Ｈ ｉ ｓ １ ０ -タ グ Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ を 含 む 画 分 を プ ー ル し て 負 荷 バ ッ フ ァ ー で 透 析 し
た 。
　 あ る い は 、 Ｉ ｇ Ｇ タ グ （ 又 は Ｆ ｃ タ グ ） Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 精 製 は 、 例 え ば 、 プ ロ テ イ
ン Ａ 又 は プ ロ テ イ ン Ｇ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 む 公 知 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 技 術 を
用 い て 実 施 で き る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
実 施 例 ８ ： Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ に 結 合 す る 抗 体 の 調 製
　 こ の 実 施 例 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ に 特 異 的 に 結 合 で き る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 を 例
示 す る 。
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 産 の た め の 技 術 は 、 こ の 分 野 で 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 上 記 の
Godingに 記 載 さ れ て い る 。 用 い ら れ 得 る 免 疫 原 は 、 精 製 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 、
Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 、 細 胞 表 面 に 組 換 え Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／
Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 を 含 む 。 免 疫 原 の 選 択 は 、 当 業 者 が 過 度 の 実 験 を す る こ と
な く な す こ と が で き る 。
　 Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ 等 の マ ウ ス を 、 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト に 乳 化 し て 皮 下 又 は 腹 腔 内 に
１ － １ ０ ０ マ イ ク ロ グ ラ ム で 注 入 し た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 免 疫 原 で 免 疫 化 す る 。 あ る い は 、
免 疫 原 を Ｍ Ｐ Ｌ － Ｔ Ｄ Ｍ ア ジ ュ バ ン ト （ Ribi Immunochemical Researh, ハ ミ ル ト ン , モ
ン タ ナ ） に 乳 化 し 、 動 物 の 後 足 蹠 に 注 入 し て も よ い 。 免 疫 化 し た マ ウ ス は 、 次 い で １ ０ か
ら １ ２ 日 後 に 、 選 択 し た ア ジ ュ バ ン ト 中 に 乳 化 し た 付 加 的 免 疫 源 で 追 加 免 疫 す る 。 そ の 後
、 数 週 間 、 マ ウ ス を さ ら な る 免 疫 化 注 射 で 追 加 免 疫 す る 。 抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 抗 体 の 検 出
の た め の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ ア ッ セ イ で 試 験 す る た め に 、 レ ト ロ オ ー ビ タ ル 出 血 か ら の 血 清 試 料 を
マ ウ ス か ら 周 期 的 に 採 取 し て も よ い 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 適 当 な 抗 体 力 価 が 検 出 さ れ た 後 、 抗 体 に 「 ポ ジ テ ィ ブ （ 陽 性 ） 」 な 動 物 に 、 Ｉ Ｌ － １ ７
Ａ ／ Ｆ 静 脈 内 注 射 の 最 後 の 注 入 を す る こ と が で き る 。 ３ か ら ４ 日 後 、 マ ウ ス を 屠 殺 し 、 脾
臓 細 胞 を 取 り 出 し た 。 次 い で 脾 臓 細 胞 を （ ３ ５ ％ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル を 用 い て ） 、 Ａ
Ｃ Ｔ Ｔ か ら 番 号 Ｃ Ｒ Ｌ １ ５ ９ ７ で 入 手 可 能 な Ｐ ３ Ｘ ６ ３ Ａ ｇ Ｕ ． １ 等 の 選 択 さ れ た マ ウ ス
骨 髄 腫 株 化 細 胞 に 融 合 さ せ た 。 融 合 に よ り ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 が 生 成 さ れ 、 次 い で 、 Ｈ Ａ
Ｔ （ ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 、 及 び チ ミ ジ ン ） 培 地 を 含 む ９ ６ ウ ェ ル 組 織 培 養 プ
レ ー ト に 蒔 き 、 非 融 合 細 胞 、 骨 髄 腫 ハ イ ブ リ ッ ド 、 及 び 脾 臓 細 胞 ハ イ ブ リ ッ ド の 増 殖 を 阻
害 し た 。
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ に 対 す る 反 応 性 に つ い て の Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で ス ク
リ ー ニ ン グ さ れ る 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ に 対 す る 所 望 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る 「 ポ
ジ テ ィ ブ （ 陽 性 ） 」 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 決 定 は 、 技 術 常 識 の 範 囲 内 で あ る 。
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　 陽 性 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 同 系 の Ｂ ａ ｌ ｂ ／ ｃ マ ウ ス に 腹 腔 内 注 入 し 、 抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ
／ Ｆ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 腹 水 を 生 成 さ せ る 。 あ る い は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、 組
織 培 養 フ ラ ス コ 又 は ロ ー ラ ー ボ ト ル で 成 長 さ せ る こ と も で き る 。 腹 水 中 に 生 成 さ れ た モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 精 製 は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 降 、 そ れ に 続 く ゲ ル 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
－ を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 あ る い は 、 抗 体 の プ ロ テ イ ン Ａ 又 は プ ロ テ イ ン Ｇ へ の 親 和
性 に 基 づ く ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
実 施 例 ９ ： 特 異 的 抗 体 を 用 い た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 精 製
　 天 然 又 は 組 換 え Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド は 、 こ の 分 野 の 種 々 の 標 準 的 な タ ン パ ク
質 精 製 方 法 に よ っ て 精 製 で き る 。 例 え ば 、 プ ロ -Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 、 成 熟 ポ
リ ペ プ チ ド 、 又 は プ レ -Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド は 、 対 象 と す る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ
ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い た 免 疫 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 さ れ る
。 一 般 に 、 免 疫 親 和 性 カ ラ ム は 抗 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 抗 体 を 活 性 化 ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー 樹 脂 に 共 有 結 合 さ せ て 作 成 さ れ る 。
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム で の 沈 殿 又 は 固 定 化 プ ロ テ イ ン Ａ
（ Pharmacia LKB Biotechnology, Piscataway, N.J.） で の 精 製 の い ず れ か に よ り 免 疫 血
清 か ら 調 製 さ れ る 。 同 様 に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 沈 殿 又 は 固 定 化 プ
ロ テ イ ン Ａ で の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り マ ウ ス 腹 水 液 か ら 調 製 さ れ る 。 部 分 的 に 精 製 さ
れ た 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 Ｃ ｎ Ｂ ｒ -活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス （ 商 品 名 ） （ Pharmacia LKB Biote
chnology） 等 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 樹 脂 に 共 有 結 合 さ れ る 。 抗 体 が 樹 脂 に 結 合 さ れ 、 樹 脂
が ブ ロ ッ ク さ れ 、 誘 導 体 樹 脂 は 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 洗 浄 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 こ の よ う な 免 疫 親 和 性 カ ラ ム は 、 可 溶 化 形 態 の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド を 含 有 す
る 細 胞 か ら の 画 分 を 調 製 す る こ と に よ る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 に お い て 利
用 さ れ る 。 こ の 調 製 物 は 、 洗 浄 剤 の 添 加 又 は こ の 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り 微 分 遠 心 分 離 を
介 し て 得 ら れ る 全 細 胞 又 は 細 胞 成 分 画 分 の 可 溶 化 に よ り 誘 導 さ れ る 。 あ る い は 、 シ グ ナ ル
配 列 を 含 む 可 溶 化 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド は 、 細 胞 が 成 長 す る 培 地 中 に 有 用 な 量 で
分 泌 さ れ る 。
　 可 溶 化 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 含 有 調 製 物 は 、 免 疫 親 和 性 カ ラ ム を 通 さ れ 、 カ ラ
ム は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 好 ま し い 吸 着 を さ せ る 条 件 下 （ 例 え ば 、 洗 浄 剤 存 在
下 の 高 イ オ ン 強 度 バ ッ フ ァ ー ） で 洗 浄 さ れ る 。 次 い で 、 カ ラ ム は 、 抗 体 ／ Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／
Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 結 合 を 分 解 す る 条 件 下 （ 例 え ば 、 約 ２ － ３ と い っ た 低 ｐ Ｈ 、 高 濃 度 の 尿 素
又 は チ オ シ ア ン 酸 イ オ ン 等 の カ オ ト ロ ー プ ） で 溶 離 さ れ 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド
が 回 収 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
実 施 例 １ ０ ： 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ
　 本 発 明 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 結 合 断 片 を 種 々 の 薬 物 ス ク リ ー ニ ン
グ 技 術 に お い て 使 用 す る こ と に よ る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ と っ て 特 に 有 用 で あ る 。 そ の
よ う な 試 験 に 用 い ら れ る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 断 片 は 、 溶 液 中 の 自 由 状 態 で
も 、 固 体 支 持 体 に 固 定 さ れ て も 、 細 胞 表 面 に 担 持 さ れ て い て も 、 或 い は 細 胞 内 に 位 置 し て
い て も よ い 。 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ の １ つ の 方 法 で は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 又 は
断 片 を 発 現 す る 組 換 え 核 酸 で 安 定 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ る 真 核 生 物 又 は 原 核 生 物 宿
主 細 胞 を 利 用 す る 。 薬 剤 は 、 そ の よ う な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 細 胞 に 対 し て 、 競 合 的 結 合
ア ッ セ イ に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 生 存 可 能 又 は 固 定 化 形 態 の い ず れ か に よ っ て 、
こ の よ う な 細 胞 は 標 準 的 な 結 合 ア ッ セ イ で 使 用 で き る 。 例 え ば 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ
プ チ ド 又 は 断 片 と 試 験 さ れ る 試 薬 の 間 で の 複 合 体 の 形 成 を 測 定 し て よ い 。 あ る い は 、 試 験
す る 試 薬 に よ っ て 生 ず る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド と そ の 標 的 細 胞 と の 間 の 複 合 体 形
成 に お け る 減 少 を 試 験 す る こ と も で き る 。
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 関 連 疾 患 又 は 障 害 に 影 響 を 与 え う る
薬 剤 又 は 任 意 の 他 の 試 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 そ の 試 薬 を
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Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 断 片 に 接 触 さ せ 、 (i)試 薬 と Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ
プ チ ド 又 は 断 片 と の 間 の 複 合 体 の 存 在 に つ い て 、 又 は (ii)Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド
又 は 断 片 と 細 胞 と の 間 の 複 合 体 の 存 在 に つ い て 、 検 定 す る こ と を 含 む 。 こ れ ら の 競 合 結 合
ア ッ セ イ で は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 断 片 が 典 型 的 に は 標 識 さ れ る 。 適 切 な
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 自 由 な Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 又 は 断 片 を 結 合 形 態 の も
の か ら 分 離 し 、 自 由 又 は 未 複 合 の 標 識 の 量 が 、 特 定 の 試 薬 が Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ
ド に 結 合 す る 又 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド ／ 細 胞 複 合 体 を 阻 害 す る 能 力 の 尺 度 と な
る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 他 の 技 術 は 、 ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 適 当 な 結 合 親 和 性 を 持
つ 化 合 物 に つ い て の 高 ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ を 提 供 し 、 １ ９ ８ ４ 年 ９ 月 １ ３ 日 に 公
開 さ れ た Ｗ Ｏ ８ ４ ／ ０ ３ ５ ６ ４ に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。 簡 単 に 述 べ れ ば 、 多 数 の 異 な る
小 型 ペ プ チ ド 試 験 化 合 物 が 、 プ ラ ス チ ッ ク ピ ン 等 の 固 体 支 持 体 又 は 幾 つ か の 他 の 表 面 上 で
合 成 さ れ る 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド に 適 用 す る と 、 ペ プ チ ド 試 験 化 合 物 は Ｉ Ｌ －
１ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド と 反 応 し て 洗 浄 さ れ る 。 結 合 し た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド
は こ の 分 野 で 良 く 知 ら れ た 方 法 に よ り 検 出 さ れ る 。 精 製 し た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ
ド は 、 上 記 の 薬 剤 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 に 使 用 す る た め に プ レ ー ト 上 に 直 接 被 覆 す る こ と も
で き る 。 さ ら に 、 非 中 和 抗 体 は 、 ペ プ チ ド を 捕 捉 し 、 そ れ を 固 体 支 持 体 上 に 固 定 化 す る の
に 使 用 で き る 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 可 能 な 中 和 抗 体 が Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ
／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 断 片 に つ い て 試 験 化 合 物 と 特 異 的 に 競 合 す る 競 合 薬 剤 ス ク リ ー
ニ ン グ ア ッ セ イ も 考 慮 す る 。 こ の 方 法 に お い て 、 抗 体 は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド
で 、 １ つ 又 は 複 数 の 抗 原 決 定 基 を 持 つ 任 意 の ペ プ チ ド の 存 在 を 検 出 す る の に 使 用 で き る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
実 施 例 １ １ ： 合 理 的 薬 物 設 計
　 合 理 的 薬 物 設 計 の 目 的 は 、 対 象 と す る 生 物 学 的 活 性 ポ リ ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 Ｉ Ｌ － １ ７
Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド ） 又 は そ れ ら が 相 互 作 用 す る 小 分 子 、 例 え ば ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ
ス ト 、 又 は イ ン ヒ ビ タ ー の 構 造 的 類 似 物 を 製 造 す る こ と で あ る 。 こ れ ら の 例 の 任 意 の も の
が 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の よ り 活 性 で 安 定 な 形 態 又 は イ ン ビ ボ で Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ
／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド に 機 能 を 促 進 又 は 阻 害 す る 薬 物 の 創 作 に 使 用 で き る （ 参 考 、 Hodgson, B
io/Technology, 9: 19-21 (1991)） 。
　 １ つ の 方 法 に お い て 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ
チ ド -イ ン ヒ ビ タ ー 複 合 体 の 三 次 元 構 造 が 、 ｘ 線 結 晶 学 に よ り 、 コ ン ピ ュ ー タ モ デ ル 化 に
よ り 、 最 も 典 型 的 に は ２ つ の 方 法 の 組 み 合 わ せ に よ り 決 定 さ れ る 。 分 子 の 構 造 を 解 明 し 活
性 部 位 を 決 定 す る た め に は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 形 状 及 び 電 荷 の 両 方 が 確 認
さ れ な け れ ば な ら な い 。 数 は 少 な い が 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 に 関 す る 有
用 な 情 報 が 相 同 タ ン パ ク 質 の 構 造 に 基 づ い た モ デ ル 化 に よ っ て 得 ら れ る こ と も あ る 。 両 方
の 場 合 に お い て 、 関 連 す る 構 造 情 報 は 、 類 似 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 様 分 子 の 設 計
又 は 効 果 的 な イ ン ヒ ビ タ ー の 同 定 に 使 用 さ れ る 。 合 理 的 な 薬 剤 設 計 の 有 用 な 例 は 、 Braxto
n及 び Wells, Biochemistry, 31: 7796-78０ 1 (1992)に 示 さ れ て い る よ う な 向 上 し た 活 性
又 は 安 定 性 を 持 つ 分 子 、 又 は Athaudaら ,J. Biochem., 113: 742-746 (1993)に 示 さ れ て い
る よ う な 天 然 ペ プ チ ド の イ ン ヒ ビ タ ー 、 ア ゴ ニ ス ト 、 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 作 用 す る
分 子 を 含 む 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 ま た 、 上 記 の よ う な 機 能 ア ッ セ イ に よ っ て 選 択 さ れ た 標 的 特 異 的 な 抗 体 を 単 離 し そ の 結
晶 構 造 を 解 明 す る こ と も で き る 。 こ の 方 法 は 、 原 理 的 に は 、 そ れ に 続 く 薬 剤 設 計 が 基 礎 を
お く こ と の で き る フ ァ ー マ コ ア (pharmacore)を 生 成 す る 。 機 能 的 な 薬 理 学 的 に 活 性 な 抗 体
に 対 す る 抗 -イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 （ 抗 -ids） を 生 成 す る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 結 晶 学 を
バ イ パ ス す る こ と が で き る 。 鏡 像 の 鏡 像 と し て 、 抗 -idsの 結 合 部 位 は 最 初 の レ セ プ タ ー の
類 似 物 で あ る と 予 測 で き る 。 抗 -idは 、 次 い で 、 化 学 的 又 は 生 物 学 的 に 製 造 し た ペ プ チ ド

10

20

30

40

50

(121) JP 2008-500803 A 2008.1.17



の バ ン ク か ら ペ プ チ ド を 同 定 及 び 単 離 す る の に 使 用 で き る 。 単 離 さ れ た ペ プ チ ド は 、 フ ァ
ー マ コ ア と し て 機 能 す る で あ ろ う 。
　 本 発 明 に よ っ て 、 Ｘ 線 結 晶 学 な ど の 分 析 実 験 を 実 施 す る た め に 十 分 な 量 の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ
／ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド が 入 手 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 こ こ に 提 供 し た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ポ リ ペ プ
チ ド ア ミ ノ 酸 配 列 の 知 識 は 、 Ｘ 線 結 晶 学 に 代 わ る 又 は そ れ に 加 わ る コ ン ピ ュ ー タ モ デ ル 化
技 術 で 用 い ら れ る ガ イ ダ ン ス を 提 供 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ３ ９ 】
【 図 １ 】 本 明 細 書 で Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ と 命 名 し た 新 規 ヒ ト サ イ ト カ イ ン の 発 現 及 び 単 離 の
結 果 を 示 す 。 ヒ ト Ｉ Ｌ － １ ７ 及 び Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 発 現 ベ ク タ ー を 単 独
で 、 又 は 図 １ Ａ 及 び １ Ｂ に 示 す よ う に 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と に よ り 、 ヒ ト ２ ９ ３ 腎 臓 細
胞 に 形 質 移 入 し た 。 図 １ Ａ 及 び １ Ｂ に 示 す よ う に 、 Ｉ Ｌ － １ ７ （ レ ー ン １ ～ ５ ） 、 又 は Ｉ
Ｌ － １ ７ Ｆ （ レ ー ン ６ ～ １ ０ ） を 認 識 す る こ と が で き る 抗 体 を 用 い て 形 質 移 入 さ れ た 細 胞
由 来 の 条 件 培 地 を 免 疫 沈 降 （ Ｉ Ｐ ） し た 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 分 析 に よ り 、 図 １ Ａ
の レ ー ン ８ 及 び 図 １ Ｂ の レ ー ン ３ に 二 量 体 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 複 合 体 の 存 在 が 示 さ れ て い る
。 二 量 体 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 複 合 体 の 大 き さ は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 １ つ と Ｉ Ｌ －
１ ７ Ｆ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 １ つ か ら な る 共 有 結 合 性 ヘ テ ロ 二 量 体 種 と 同 じ で あ る 。
【 図 ２ Ａ 】 組 換 え Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 精 製 を 示 す 。 図 ２ Ａ は 、 Ｓ － Ｓ ｅ ｐ ｈ ａ ｒ ｏ ｓ ｅ カ
ラ ム で の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 最 初 の 分 画 か ら 得 ら れ た タ ン パ ク 質 分 画 の 銀 染 色 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ
Ａ Ｇ Ｅ の 結 果 を 示 す 。 分 画 ３ １ 及 び ３ ２ は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ と 同 じ 、 見 か け 上 の 分 子 量
約 ３ ３ ｋ Ｄ を 持 つ タ ン パ ク 質 を 含 む 。
【 図 ２ Ｂ － １ 】 組 換 え Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 精 製 を 示 す 。 図 ２ Ｂ は 、 ボ イ ダ ッ ク Ｃ ４ カ ラ ム
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 用 い て Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ を さ ら に 精 製 し た 結 果 を 示 す 。 図 示 さ れ て い
る の は 、 ２ １ ４ ｎ ｍ 及 び ２ ８ ０ ｎ ｍ で 測 定 し た 溶 出 タ ン パ ク 質 の ク ロ マ ト グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ Ｂ － ２ 】 組 換 え Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 精 製 を 示 す 。 図 ２ Ｂ は 、 ボ イ ダ ッ ク Ｃ ４ カ ラ ム
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ を 用 い て Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ を さ ら に 精 製 し た 結 果 を 示 す 。 図 示 さ れ て い
る の は 、 ２ １ ４ ｎ ｍ 及 び ２ ８ ０ ｎ ｍ で 測 定 し た 溶 出 タ ン パ ク 質 の ク ロ マ ト グ ラ フ で あ る 。
【 図 ２ Ｃ 】 組 換 え Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 精 製 を 示 す 。 図 ２ Ｃ は 、 ボ イ ダ ッ ク Ｃ ４ 精 製 カ ラ ム
由 来 の 精 製 さ れ た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ タ ン パ ク 質 の 分 画 が Ｔ Ｋ － １ ０ 細 胞 に Ｉ Ｌ － ８ 生 成 を
誘 発 す る こ と を 示 す 。
【 図 ３ Ａ 】 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の ア ミ ノ 酸 配 列 分 析 の 結 果 を 示 す 。 図 ３ Ａ は 精 製 さ れ た Ｉ Ｌ
－ １ ７ Ａ ／ Ｆ の 非 還 元 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 を 示 す 。 分 解 し た タ ン パ ク 質 を Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 膜 に
写 し 、 ク ー マ シ ー ブ ル ー タ ン パ ク 質 染 色 に よ り 染 色 し た 。 分 子 量 マ ー カ ー の 位 置 を 右 側 に
示 す 。
【 図 ３ Ｂ 】 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の ア ミ ノ 酸 配 列 分 析 の 結 果 を 示 す 。 図 ３ Ｂ は 、 単 離 さ れ た Ｉ
Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の Ｎ 末 端 配 列 分 析 の 結 果 を 示 す （ 図 ３ Ａ に 示 す 帯 域 の Ｎ 末 端 配 列 分 析 か ら
検 出 さ れ た ア ミ ノ 酸 残 基 ） 。 配 列 分 析 に よ り 、 ２ つ の Ｎ 末 端 配 列 （ 配 列 １ を 配 列 番 号 １ と
し 、 配 列 ２ を 配 列 番 号 ２ と す る ） が 明 ら か に な っ た 。
【 図 ３ Ｃ 】 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の ア ミ ノ 酸 配 列 分 析 の 結 果 を 示 す 。 図 ３ Ｃ は 、 ヒ ト Ｉ Ｌ － １
７ の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 図 ３ Ｃ 及 び 図 ８ の 両 方 に 、 配 列 番 号 ３ と し て 示 す ） 及 び ヒ ト Ｉ Ｌ － １
７ Ｆ の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 図 ３ Ｃ 及 び 図 １ ０ の 両 方 に 配 列 番 号 ４ と し て 示 す ） を 示 す 。 Ｉ Ｌ －
１ ７ 及 び Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ の シ グ ナ ル 配 列 を 下 線 で 示 す 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 中 に 存 在 す る 、 ２
つ の Ｎ 末 端 ペ プ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 １ 及 び ２ ） に 一 致 す る 配 列 を 太 字 で Ｉ Ｌ － １ ７ 及 び Ｉ
Ｌ － １ ７ Ｆ ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に 示 し た 。
【 図 ４ Ａ 】 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 質 量 分 析 を 示 す 。 図 ４ Ａ は 成 熟 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ヘ テ ロ 二
量 体 の 鎖 間 及 び 鎖 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す （ 配 列 番 号 ７ ７ ） 。 こ
の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に 関 与 す る シ ス テ イ ン を ア ス タ リ ス ク （ ＊ ） 、 及 び 残 基 番 号 で 示 す 。
ジ ス ル フ ィ ド 結 合 は 結 合 さ れ た シ ス テ イ ン を 繋 ぐ 線 で 示 さ れ て い る 。 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結
合 を 形 成 す る こ れ ら の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 は 太 線 で 強 調 す る 。
【 図 ４ Ｂ 】 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 質 量 分 析 を 示 す 。 図 ４ Ｂ は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の ト リ プ シ
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ン に よ る 消 化 に よ り 生 成 さ れ る と 思 わ れ る Ｉ Ｌ － １ ７ 鎖 と Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ 鎖 の 間 の ジ ス ル フ
ィ ド 結 合 を 含 む Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ペ プ チ ド 断 片 ＃ １ 及 び ＃ ２ を 概 略 的 に 示 す ［ Ｉ Ｌ － １ ７
Ａ ／ Ｆ ジ ス ル フ ィ ド 結 合 断 片 ＃ １ を 配 列 番 号 ７ と し 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ジ ス ル フ ィ ド 結 合
断 片 ＃ ２ を 配 列 番 号 ８ と す る ］ 。 こ れ ら の 断 片 に 含 ま れ る ア ミ ノ 酸 の 、 各 鎖 の 開 始 メ チ オ
ニ ン が 示 さ れ 、 相 対 的 に 番 号 が 付 さ れ て い る 。 ま た 、 質 量 分 析 に よ り 観 察 さ れ る こ と が 予
想 さ れ る こ れ ら 断 片 の 計 算 に よ る 凡 そ の 分 子 量 も 示 さ れ て い る 。
【 図 ４ Ｃ 】 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 質 量 分 析 を 示 す 。 図 ４ Ｃ は 、 マ ト リ ッ ク ス 支 援 レ ー ザ ー 脱
離 ／ イ オ ン 化 － 飛 行 時 間 型 質 量 分 析 法 （ Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ ） に よ る Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の
ペ プ チ ド マ ッ プ を 示 す 。 結 果 と し て 得 ら れ た ペ プ チ ド マ ッ プ に は 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 し た
ペ プ チ ド と 一 致 す る ピ ー ク 、 ［ Ｍ ＋ Ｈ ］ ＋ ＝ ２ ４ ２ ０ ． １ ２ Ｄ ａ 及 び ３ ４ １ ０ ． ６ ０ Ｄ ａ
が 含 ま れ る 。
【 図 ４ Ｄ － １ 】 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 質 量 分 析 を 示 す 。 図 ４ Ｄ は 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
エ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン 化 イ オ ン ト ラ ッ プ 質 量 分 析 （ Ｌ Ｃ － Ｅ Ｓ Ｉ － Ｍ Ｓ ） に よ っ て 明
ら か に な っ た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 非 還 元 試 料 の 特 徴 を さ ら に 示 す も の で あ る 。 図 ４ Ｄ － １
は 、 全 体 的 イ オ ン ク ロ マ ト グ ラ ム 、 を 示 す 。 両 方 の ヘ テ ロ 二 量 体 と 一 致 す る ピ ー ク が 観 察
さ れ た が 、 ホ モ 二 量 体 ペ プ チ ド に 予 測 さ れ る 質 量 で は 、 背 景 の 化 学 的 ノ イ ズ 上 に ピ ー ク が
観 察 さ れ な か っ た 。
【 図 ４ Ｄ － ２ 】 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 質 量 分 析 を 示 す 。 図 ４ Ｄ は 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
エ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン 化 イ オ ン ト ラ ッ プ 質 量 分 析 （ Ｌ Ｃ － Ｅ Ｓ Ｉ － Ｍ Ｓ ） に よ っ て 明
ら か に な っ た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 非 還 元 試 料 の 特 徴 を さ ら に 示 す も の で あ る 。 図 ４ Ｄ － ２
は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ジ ス ル フ ィ ド 結 合 断 片 ＃ ２ ［ Ｍ ＋ ２ Ｈ ］ ２ ＋ の 再 構 築 さ れ た イ オ ン
ク ロ マ ト グ ラ ム （ Ｒ Ｉ Ｃ ） を 示 す 。 両 方 の ヘ テ ロ 二 量 体 と 一 致 す る ピ ー ク が 観 察 さ れ た が
、 ホ モ 二 量 体 ペ プ チ ド に 予 測 さ れ る 質 量 で は 、 背 景 の 化 学 的 ノ イ ズ 上 に ピ ー ク が 観 察 さ れ
な か っ た 。
【 図 ４ Ｄ － ３ 】 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 質 量 分 析 を 示 す 。 図 ４ Ｄ は 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
エ レ ク ト ロ ス プ レ ー イ オ ン 化 イ オ ン ト ラ ッ プ 質 量 分 析 （ Ｌ Ｃ － Ｅ Ｓ Ｉ － Ｍ Ｓ ） に よ っ て 明
ら か に な っ た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ の 非 還 元 試 料 の 特 徴 を さ ら に 示 す も の で あ る 。 図 ４ Ｄ － ３
は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ ジ ス ル フ ィ ド 結 合 断 片 ＃ １ ［ Ｍ ＋ ２ Ｈ ］ ３ ＋ を 示 す 。 両 方 の ヘ テ ロ
二 量 体 と 一 致 す る ピ ー ク が 観 察 さ れ た が 、 ホ モ 二 量 体 ペ プ チ ド に 予 測 さ れ る 質 量 で は 背 景
の 化 学 的 ノ イ ズ 上 に ピ ー ク が 観 察 さ れ な か っ た 。
【 図 ５ Ａ 】 図 ５ Ａ は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 、 Ｉ Ｌ － １ ７ 及 び Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ に よ っ て 誘 発 さ れ
る 前 炎 症 反 応 を 比 較 す る 容 量 反 応 曲 線 を 示 す 。 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 、 Ｉ Ｌ － １ ７ 及 び Ｉ Ｌ －
１ ７ Ｆ を 、 Ｔ Ｋ － １ ０ 細 胞 を 用 い て 図 示 の 濃 度 で ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｉ Ｌ － １
７ Ａ ／ Ｆ は 、 サ ブ － ｎ Ｍ 濃 度 で 見 ら れ る 実 質 的 活 性 を 有 す る 活 性 を 誘 発 す る 強 力 な Ｉ Ｌ －
８ を 有 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 図 ５ Ｂ 】 図 ５ Ｂ は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 、 Ｉ Ｌ － １ ７ 及 び Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ に よ っ て 誘 発 さ れ
る Ｉ Ｌ － ６ を 比 較 す る 容 量 反 応 曲 線 を 示 す 。 Ｔ Ｋ － １ ０ 細 胞 と と も に 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ
、 Ｉ Ｌ － １ ７ 及 び Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ を 図 示 の 濃 度 で ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｔ Ｋ － １ ０
条 件 培 地 を 回 収 し 、 Ｉ Ｌ － ６ 　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ り 分 析 し た 。
【 図 ６ 】 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ に 結 合 す る Ｆ ａ ｂ 由 来 の Ｃ Ｄ Ｒ 　 Ｈ １ － Ｈ ３ を 含 む 重 鎖 可 変 領
域 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 図 示 さ れ て い る の は 、 Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ に 結 合 可 能 な 個 別 の 抗
体 重 鎖 配 列 を コ ー ド す る ３ ４ の ク ロ ー ン （ 配 列 番 号 ９ ～ ４ ２ ） に 予 測 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
の 領 域 を 整 列 化 し た も の で あ る 。 ３ つ の 重 鎖 Ｃ Ｄ Ｒ 領 域 （ Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ １ 、 Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ２ 、
Ｃ Ｄ Ｒ － Ｈ ３ ） を 斜 線 で 示 す 。
【 図 ７ 】 天 然 配 列 Ｉ Ｌ － １ ７ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ５ ） を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 ７ に 示 す 配 列 番 号 ５ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ３
） を 示 す 。
【 図 ９ 】 天 然 配 列 Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ 配 列 番 号 ６ ） を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 図 ９ に 示 す 配 列 番 号 ６ の コ ー ド 化 配 列 か ら 誘 導 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号
４ ） を 示 す 。
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【 図 １ １ 】 抗 Ｃ Ｄ ３ ／ 抗 Ｃ Ｄ ２ ８ に よ っ て 活 性 化 さ れ た ヒ ト Ｔ 細 胞 か ら 生 成 さ れ た Ｉ Ｌ －
１ ７ Ａ ／ Ｆ の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 測 定 を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 同 時 に ア ッ セ イ し た ３ つ の 分 画 ＃ ３ １ ～ ＃ ３ ３ が 殆 ど 等 量 の Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ
を 有 す る こ と が 示 さ れ た Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ ／ Ｆ 　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ の 特 異 性 を 示 す （ コ ン ト ロ ー ル と
し て Ｉ Ｌ － １ ７ Ａ 及 び Ｉ Ｌ － １ ７ Ｆ を 使 用 し た ） 。

【 図 １ 】 【 図 ２ Ａ 】
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【 図 ２ Ｂ － １ 】 【 図 ２ Ｂ － ２ 】

【 図 ２ Ｃ 】

【 図 ３ Ａ 】

【 図 ３ Ｂ 】
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【 図 ３ Ｃ 】 【 図 ４ Ａ 】

【 図 ４ Ｂ 】 【 図 ４ Ｃ 】
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【 図 ４ Ｄ － １ 】 【 図 ４ Ｄ － ２ 】

【 図 ４ Ｄ － ３ 】 【 図 ５ Ａ 】

【 図 ５ Ｂ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明涉及一种新的天然存在的人细胞因子，其由白细胞介素-17和白细
胞介素-17F的异二聚体组成，在本文中称为白细胞介素17A / F（IL-17A 
/ F）。本文还提供了包含那些核酸序列的载体和宿主细胞，包含与异源
多肽序列融合的本发明多肽的嵌合多肽分子，与本发明多肽结合的特异
性抗体以及产生该多肽的多肽的方法。本发明。本文进一步提供了治疗
退行性软骨疾病和其他炎性疾病的方法。
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