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(57)【要約】
【課題】　多細胞生物体の細胞の形成、分化および維持に関与するタンパク質を提供。
【解決手段】　システインに富む分泌性タンパク質(Cysteine-Rich Secreted Proteins)
と称される分泌性タンパク質およびそれをコードする核酸分子、並びにそれらの使用が、
提供される。
【選択図】　なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ａ）配列番号５のアミノ酸残基２０～２４４のアミノ酸配列の天然の対立遺伝子変異体
を含んでなるポリペプチドをコードする核酸であって、５０～６５℃における０.２×Ｓ
ＳＣ，０．１％ＳＤＳのストリンジェントな洗浄条件下で配列番号６の相補体にハイブリ
ダイズする核酸、
　ｂ）ａ）の相補体であるヌクレオチド配列を含んでなる核酸、ならびに
　ｃ）ｉ）ａ）の核酸、
　　　ｉｉ）ｂ）の核酸、および
　　　ｉｉｉ）配列番号６の全長に亙り、配列番号６に少なくとも８０％ヌクレオチド同
一性を有するヌクレオチド配列の５００個のヌクレオチドを含んでなり、かつ、細胞のシ
グナル伝達または細胞の増殖を調節するポリペプチドをコードする核酸、
からなる群より選ばれる核酸を含んでなる組換え真核細胞発現ベクター、
からなる群より選ばれる単離された核酸分子。
【請求項２】
　単離された核酸分子が、異種ポリペプチドをコードする核酸配列をさらに含んでなる請
求項１記載の単離された核酸分子。
【請求項３】
　請求項１のｃ）に記載の組換え真核細胞発現ベクターを含んでなる宿主細胞。
【請求項４】
　請求項１に記載の核酸分子を含んでなる非ヒト宿主細胞。
【請求項５】
　組換え発現ベクターが発現され、かつ、ポリペプチドが生産される条件下で請求項４に
記載の宿主細胞を培養することを含んでなるポリペプチドの生産方法。
【請求項６】
　ａ）配列番号５のアミノ酸残基２０～２４４の少なくとも１５の連続するアミノ酸を含
んでなるポリペプチド、
ｂ）配列番号５のアミノ酸残基２０～２４４のアミノ酸配列の天然の対立遺伝子変異体で
あって、細胞のシグナル伝達または細胞の増殖を調節し、かつ、５０～６５℃における０
.２×ＳＳＣ，０．１％ＳＤＳのストリンジェントな洗浄条件下で配列番号６にハイブリ
ダイズする核酸によりコードされている前記天然の対立遺伝子変異体を含んでなるポリペ
プチド、および
ｃ）配列番号５のアミノ酸残基２０～２４４の全長に亙り、配列番号５のアミノ酸残基２
０～２４４のアミノ酸配列と少なくとも８０％アミノ酸配列同一性を有するアミノ酸配列
含んでなり、かつ、細胞のシグナル伝達または細胞の増殖を調節するポリペプチド、
からなる群より選ばれる単離されたポリペプチド。
【請求項７】
　配列番号５に記載のアミノ酸残基２０～２４４を含んでなる請求項６記載の単離された
ポリペプチド。
【請求項８】
　請求項６に記載のポリペプチドに特異的に結合する抗体またはその免疫学的活性部分。
【請求項９】
　ａ）サンプルと請求項８に記載の抗体またはその免疫学的活性部分を接触させる工程、
および
ｂ）前記抗体がサンプル中のポリペプチドに結合するか否かを測定し、こうしてサンプル
中の前記ポリペプチドの存在を検出する工程、
をサンプル中のＣＲＳＰ－２ポリペプチドのインビトロでの検出方法。
【請求項１０】
　ａ）サンプルを請求項１に記載の核酸分子に特異的に結合する核酸プローブまたはプラ
イマーと接触させる工程、および
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ｂ）前記核酸プローブまたはプライマーがサンプル中の核酸分子に結合するか否かを決定
し、こうしてサンプル中の請求項１に記載の核酸分子の存在を検出する工程、
を含んでなるサンプル中の請求項１に記載の核酸分子のインビトロでの検出方法。
【請求項１１】
　ａ）請求項６に記載のポリペプチドまたは請求項６に記載のポリペプチド発現細胞を試
験化合物と接触させる工程、および
ｂ）前記試験化合物が請求項６に記載のポリペプチドに結合するか否かを決定する工程、
を含んでなるＣＲＳＰ－２ポリペプチドに結合する化合物のインビトロでの同定方法。
【請求項１２】
　ａ）ポリペプチドに対する結合の直接検出、
ｂ）競争結合アッセイを使用する結合の検出、および
ｃ）細胞のシグナル伝達または細胞の増殖を検出するためのアッセイを使用する結合の検
出、
からなる群より選ばれる方法を使用して前記結合が測定される請求項１１記載の方法。
【請求項１３】
　請求項８に記載の抗体またはその免疫学的活性部分の細胞のシグナル伝達または細胞の
増殖を調節する量とＣＲＳＰ－２ポリペプチドを接触させることを含んでなる、ＣＲＳＰ
－２ポリペプチドの細胞のシグナル伝達活性のまたは細胞のＣＲＳＰ－２ポリペプチドの
発現のインビトロでの調節方法。
【請求項１４】
　ａ）試験化合物と請求項６に記載のポリペプチドまたは請求項６に記載のポリペプチド
発現細胞を接触させる工程、および
ｂ）前記ポリペプチドの細胞のシグナル伝達または細胞の増殖活性に対する試験化合物の
効果を決定し、こうしてＣＲＳＰ－２の細胞のシグナル伝達または細胞の増殖活性を調節
する工程、
を含んでなるＣＲＳＰ－２の細胞のシグナル伝達または細胞の増殖活性を調節する化合物
のインビトロでの同定方法。
【請求項１５】
　請求項１に記載の核酸分子および製薬学的に許容され得るキャリアーを含んでなる製薬
学的組成物。
【請求項１６】
　請求項６に記載のポリペプチドおよび製薬学的に許容され得るキャリアーを含んでなる
製薬学的組成物。
【請求項１７】
　請求項８に記載の抗体またはその免疫学的活性部分および製薬学的に許容され得るキャ
リアーを含んでなる製薬学的組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　分泌性タンパク質は多細胞生物体の細胞の形成、分化および維持において不可欠の役割
を演じる。例えば、分泌性タンパク質は、直接接触していない細胞の間のシグナリング(s
ignalling)に関与することが当該技術分野で既知である。こうした分泌されるシグナリン
グ分子は、胚形成の間の脊椎動物の組織の発生、ならびに成体組織の分化状態の維持にお
いてとりわけ重要である。例えば、発生する胚で隣接する細胞層および組織の間で発生す
る誘導相互作用は、主として、分泌されるシグナリング分子の存在および調節に依存する
。誘導相互作用においては、一細胞集団により分泌される生化学的シグナルは、典型的に
第二の細胞集団の運命を変えることにより第二の細胞集団の発生の運命に影響する。例え
ば、Ｗｎｔタンパク質は、今や、ショウジョウバエ(Drosophila)からマウスまでの範囲に
わたる生物体で、発生上重要なシグナリング分子の主要なファミリーの一として認識され
る。総説については、非特許文献１参照のこと。
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【０００２】
　シグナリング分子の主要なファミリーが、生物体の発生、ならびに成体動物の組織の分
化された状態を刺激もしくは維持することの双方で演じる二重の役割を有することもまた
今や十分に認識される。さらに、シグナリング分子の主要なファミリーは、例えば成体の
生物体ならびに成体組織に対する損傷の結果として活性化される組織の再生における正常
細胞の代謝回転の間に、成熟した成体組織中の細胞の増殖の制御に関係している。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００３】
【非特許文献１】カディガン(Cadigan, K.M.)とニュッセ(R. Nusse) (1997) Genes & Dev
elopment、11:3286-3305を参照。
【発明の概要】
【０００４】
　本発明は、本明細書でシステインに富む分泌性タンパク質(Cysteine-Rich Secreted Pr
oteins)（「ＣＲＳＰ」もしくは「ＣＲＳＰタンパク質」）と称される分泌性タンパク質
の新規の一ファミリーをコードする核酸分子の発見を少なくとも部分的に基礎とする。本
発明のＣＲＳＰ分子は、多様な細胞過程の調節(regulating)でのモジュレーター(modulat
ing agent)として有用である。従って、一局面において、本発明は、ＣＲＳＰタンパク質
もしくはその生物学的に活性な部分をコードする単離された核酸分子、ならびに、ＣＲＳ
Ｐをコードする核酸の検出のためのプライマーもしくはハイブリダイゼーションプローブ
として適する核酸断片を提供する。
【０００５】
　一態様においては、ＣＲＳＰ核酸分子は、配列番号１、配列番号３に示されるヌクレオ
チド配列もしくはその相補物(complement)に60％相同である。なお別の態様においては、
ＣＲＳＰ核酸分子は、配列番号４、配列番号６に示されるヌクレオチド配列、受託番号９
８６３４としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、も
しくはそれらの相補物に80％相同(また、同一ともいう)である。なお別の態様においては
、ＣＲＳＰ核酸分子は、配列番号７、配列番号９に示されるヌクレオチド配列、受託番号
９８６３３としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、
受託番号９８４５２としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチ
ド配列、もしくはそれらの相補物に60％相同である。なお別の態様においては、ＣＲＳＰ
核酸分子は、配列番号７、配列番号９に示されるヌクレオチド配列、受託番号９８６３３
としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、受託番号９
８４５２としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、も
しくはそれらの相補物（また、相補体ともいう）に85％相同である。なお別の態様におい
ては、ＣＲＳＰ核酸分子は、配列番号１０、配列番号１２に示されるヌクレオチド配列、
もしくはそれらの相補物に70％相同である。好ましい一態様においては、単離されたＣＲ
ＳＰ核酸分子は、配列番号３に示されるヌクレオチド配列もしくはその相補物を有する。
別の態様においては、ＣＲＳＰ核酸分子は配列番号１のヌクレオチド１～37をさらに含ん
で成る。なお別の好ましい態様においては、ＣＲＳＰ核酸分子は配列番号１のヌクレオチ
ド1088～2479をさらに含んで成る。別の好ましい態様においては、単離されたＣＲＳＰ核
酸分子は配列番号１に示されるヌクレオチド配列を有する。
【０００６】
　別の好ましい態様においては、単離されたＣＲＳＰ核酸分子は、配列番号６に示される
ヌクレオチド配列もしくはその相補物を有する。別の態様においては、ＣＲＳＰ核酸分子
は配列番号４のヌクレオチド１～125をさらに含んで成る。なお別の好ましい態様におい
ては、ＣＲＳＰ核酸分子は配列番号４のヌクレオチド797～848をさらに含んで成る。別の
好ましい態様においては、単離されたＣＲＳＰ核酸分子は配列番号４に示されるヌクレオ
チド配列を有する。
【０００７】
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　別の好ましい態様においては、単離されたＣＲＳＰ核酸分子は、配列番号９に示される
ヌクレオチド配列、受託番号９８６３３としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ
挿入物のヌクレオチド配列、受託番号９８４５２としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミド
のＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、もしくはそれらの相補物を有する。別の態様におい
ては、ＣＲＳＰ核酸分子は配列番号７のヌクレオチド１～92をさらに含んで成る。なお別
の好ましい態様においては、ＣＲＳＰ核酸分子は配列番号７のヌクレオチド891～1529を
さらに含んで成る。別の好ましい態様においては、単離されたＣＲＳＰ核酸分子は配列番
号７に示されるヌクレオチド配列を有する。
【０００８】
　別の好ましい態様においては、単離されたＣＲＳＰ核酸分子は配列番号１２に示される
ヌクレオチド配列もしくはその相補物を有する。別の態様においては、ＣＲＳＰ核酸分子
は配列番号１０のヌクレオチド538～702をさらに含んで成る。なお別の好ましい態様にお
いては、単離されたＣＲＳＰ核酸分子は配列番号１０に示されるヌクレオチド配列を有す
る。
【０００９】
　別の態様においては、ＣＲＳＰ核酸分子は、配列番号２、配列番号５、配列番号８もし
くは配列番号１１のアミノ酸配列に十分に相同なアミノ酸分子を有するタンパク質をコー
ドするヌクレオチド配列を包含する。別の好ましい態様においては、ＣＲＳＰ核酸分子は
、配列番号２のアミノ酸配列に最低60％相同なアミノ酸配列を有するタンパク質をコード
するヌクレオチド配列を包含する。さらに別の好ましい態様においては、ＣＲＳＰ核酸分
子は、配列番号５のアミノ酸配列に最低60％相同なアミノ酸配列を有するタンパク質をコ
ードするヌクレオチド配列を包含する。なお別の好ましい態様においては、ＣＲＳＰ核酸
分子は、配列番号８のアミノ酸配列に最低60％相同なアミノ酸配列を有するタンパク質を
コードするヌクレオチド配列を包含する。なお別の好ましい態様においては、ＣＲＳＰ核
酸分子は、配列番号８のアミノ酸配列に最低75％相同なアミノ酸配列を有するタンパク質
をコードするヌクレオチド配列を包含する。なお別の好ましい態様においては、ＣＲＳＰ
核酸分子は、配列番号１１のアミノ酸配列に最低65％相同なアミノ酸配列を有するタンパ
ク質をコードするヌクレオチド配列を包含する。
【００１０】
　別の態様においては、本発明の単離された核酸分子は、シグナル配列および最低１個の
システインに富むドメインを包含しかつ分泌されるＣＲＳＰタンパク質をコードする。別
の態様においては、本発明の単離された核酸分子は、シグナル配列および最低１個のシス
テインに富むドメイン、好ましくは１個のシステインに富む領域を包含しかつ分泌される
ＣＲＳＰタンパク質をコードする。なお別の態様においては、ＣＲＳＰ核酸分子はＣＲＳ
Ｐタンパク質をコードし、そして天然に存在するヌクレオチド配列である。
【００１１】
　本発明の別の態様は、非ＣＲＳＰタンパク質をコードする核酸分子に関してとりわけＣ
ＲＳＰ核酸分子を検出するＣＲＳＰ核酸分子を特色とする。例えば、一態様においては、
ＣＲＳＰ核酸分子は、ストリンジェント条件（また、緊縮条件ともいう）下で、配列番号
１に示されるヌクレオチド配列のヌクレオチド470～2479を含んで成る核酸分子、配列番
号４に示されるヌクレオチド配列のヌクレオチド１～475、もしくは配列番号７に示され
るヌクレオチド配列のヌクレオチド１～600にハイブリダイゼーションするか、または、
緊縮条件下で、受託番号９８６３４としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入
物のヌクレオチド配列、受託番号９８６３３としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤ
ＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、もしくは受託番号９８４５２としてＡＴＣＣに寄託され
たプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列にハイブリダイゼーションする。別の態
様においては、ＣＲＳＰ核酸分子は長さが最低500ヌクレオチドであり、かつ、緊縮条件
下で、配列番号１、配列番号４、配列番号７もしくは配列番号１０に示されるヌクレオチ
ド配列、またはそれらの相補物を含んで成る核酸分子にハイブリダイゼーションする。
【００１２】
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　本発明の別の態様は、ＣＲＳＰ核酸のコーディング鎖に対しアンチセンスである単離さ
れた核酸分子を提供する。
【００１３】
　本発明の別の局面はＣＲＳＰ核酸分子を含んで成るベクターを提供する。ある態様にお
いて、ベクターは組換え発現ベクターである。別の態様において、本発明は本発明のベク
ターを含有する宿主細胞を提供する。本発明はまた、ＣＲＳＰタンパク質が産生されるよ
うな組換え発現ベクターを含有する本発明の宿主細胞を適する培地中で培養することによ
るＣＲＳＰタンパク質の製造方法も提供する。
【００１４】
　本発明の別の局面は、単離されたもしくは組換えのＣＲＳＰタンパク質およびポリペプ
チドを特色とする。一態様においては、単離されたＣＲＳＰタンパク質は、シグナル配列
および最低１個のシステインに富むドメイン、好ましくはシステインに富む領域を有しか
つ分泌される。別の態様においては、単離されたＣＲＳＰタンパク質は、配列番号２、配
列番号５、配列番号８もしくは配列番号１１のアミノ酸配列に十分に相同なアミノ酸配列
を有する。好ましい一態様においては、ＣＲＳＰタンパク質は配列番号２のアミノ酸配列
に最低約60％相同なアミノ酸配列を有する。別の好ましい態様においては、ＣＲＳＰタン
パク質は配列番号５のアミノ酸配列に最低約60％相同なアミノ酸配列を有する。別の好ま
しい態様においては、ＣＲＳＰタンパク質は配列番号８のアミノ酸配列に最低約60％相同
なアミノ酸配列を有する。別の好ましい態様においては、ＣＲＳＰタンパク質は配列番号
８のアミノ酸配列に最低約75％相同なアミノ酸配列を有する。別の好ましい態様において
は、ＣＲＳＰタンパク質は配列番号１１のアミノ酸配列に最低約65％相同なアミノ酸配列
を有する。別の態様においては、ＣＲＳＰタンパク質は、配列番号２、配列番号５、配列
番号８もしくは配列番号１１のアミノ酸配列を有する。
【００１５】
　本発明の別の態様は、配列番号１のヌクレオチド配列に最低約60％相同なヌクレオチド
配列もしくはその相補物(また、相補体ともいう)を有する核酸分子によりコードされる単
離されたＣＲＳＰタンパク質を特色とする。本発明の別の態様は、配列番号４のヌクレオ
チド配列に最低約80％相同なヌクレオチド配列もしくはその相補物を有する核酸分子によ
りコードされる単離されたＣＲＳＰタンパク質を特色とする。本発明の別の態様は、配列
番号７のヌクレオチド配列に最低約60％相同なヌクレオチド配列もしくはその相補物を有
する核酸分子によりコードされる単離されたＣＲＳＰタンパク質を特色とする。本発明の
別の態様は、配列番号７のヌクレオチド配列に最低約85％相同なヌクレオチド配列もしく
はその相補物を有する核酸分子によりコードされる単離されたＣＲＳＰタンパク質を特色
とする。本発明の別の態様は、配列番号１０のヌクレオチド配列に最低約70％相同なヌク
レオチド配列もしくはその相補物を有する核酸分子によりコードされる単離されたＣＲＳ
Ｐタンパク質を特色とする。本発明は、さらに、ストリンジェント（また、緊縮ともいう
）なハイブリダイゼーション条件下で配列番号１、配列番号４、配列番号７、配列番号１
０のヌクレオチド配列もしくはそれらの相補物を含んで成る核酸分子にハイブリダイゼー
ションするヌクレオチド配列を有する核酸分子によりコードされる単離されたＣＲＳＰタ
ンパク質を特色とする。
【００１６】
　本発明のＣＲＳＰタンパク質、もしくはその生物学的に活性の部分は、ＣＲＳＰ融合タ
ンパク質を形成するように非ＣＲＳＰポリペプチドに操作可能に(operatively)連結され
得る。本発明は、さらに、モノクローナルもしくはポリクローナル抗体のような、ＣＲＳ
Ｐタンパク質を特異的に結合する抗体を特色とする。加えて、ＣＲＳＰタンパク質もしく
はその生物学的に活性の部分は、場合によっては製薬学的に許容できる担体を包含する製
薬学的組成物に組み込まれ得る。
【００１７】
　別の局面において、本発明は、ＣＲＳＰの核酸分子、タンパク質もしくはポリペプチド
の存在が生物学的サンプル中で検出されるような、ＣＲＳＰの核酸分子、タンパク質もし
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くはポリペプチドを検出することが可能な作用物質と生物学的サンプルを接触させること
による、生物学的サンプル中のＣＲＳＰ発現の検出方法を提供する。
【００１８】
　別の局面においては、本発明は、ＣＲＳＰ活性の存在が生物学的サンプル中で検出され
るような、ＣＲＳＰ活性の指標を検出することが可能な作用物質と生物学的サンプルを接
触させることによる、生物学的サンプル中のＣＲＳＰ活性の存在の検出方法を提供する。
【００１９】
　別の局面においては、本発明は、細胞中のＣＲＳＰ活性が調節されるような、ＣＲＳＰ
活性を調節する作用物質と細胞を接触させることを含んで成る、ＣＲＳＰ活性の調節方法
を提供する。一態様においては、作用物質はＣＲＳＰ活性を阻害する。別の態様において
は、作用物質はＣＲＳＰ活性を刺激する。一態様においては、作用物質はＣＲＳＰタンパ
ク質に特異的に結合する抗体である。別の態様においては、作用物質は、ＣＲＳＰ遺伝子
の転写もしくはＣＲＳＰのｍＲＮＡの翻訳を調節することによりＣＲＳＰの発現を調節す
る。なお別の態様においては、作用物質は、ＣＲＳＰのｍＲＮＡもしくはＣＲＳＰ遺伝子
のコーディング鎖に対しアンチセンスであるヌクレオチド配列を有する核酸分子である。
【００２０】
　一態様においては、本発明の方法は、ＣＲＳＰのモジュレーター(modulator)である作
用物質を被験体に投与することにより、異常型のＣＲＳＰのタンパク質もしくは核酸の発
現もしくは活性を特徴とする障害を有する被験体を治療するのに使用される。一態様にお
いては、ＣＲＳＰのモジュレーターはＣＲＳＰタンパク質である。別の態様においては、
ＣＲＳＰのモジュレーターはＣＲＳＰ核酸分子である。なお別の態様においては、ＣＲＳ
Ｐのモジュレーターは、ペプチド、ペプチド疑似物(peptidomimetic)もしくは他の小さな
分子である。好ましい一態様においては、異常型のＣＲＳＰのタンパク質もしくは核酸の
発現を特徴とする障害は、発生、分化もしくは増殖の障害（または傷害）である。
【００２１】
　本発明は、（ｉ）ＣＲＳＰタンパク質をコードする遺伝子の異常型の修飾もしくは突然
変異；（ii）前記遺伝子の誤った調節(mis-regulation)；および（iii）ＣＲＳＰタンパ
ク質の異常型の翻訳後修飾、の最低１個を特徴とする遺伝的変化の存在もしくは非存在を
同定するための診断アッセイもまた提供し、ここで前記遺伝子の野生型の形態はＣＲＳＰ
活性をもつタンパク質をコードする。
【００２２】
　別の局面において、本発明は、ＣＲＳＰ活性を有するＣＲＳＰタンパク質を含んで成る
指標(indicator)組成物を提供すること、指標組成物を試験化合物と接触させること、そ
して指標組成物中でのＣＲＳＰ活性に対する試験化合物の影響を測定してＣＲＳＰタンパ
ク質の活性を調節する化合物を同定すること、による、ＣＲＳＰタンパク質に結合するも
しくはその活性を調節する化合物の同定方法を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１】ヒトＣＲＳＰ－１のｃＤＮＡ配列および推定アミノ酸を描く。ヌクレオチド配列
は配列番号１の核酸１ないし2479に対応する。アミノ酸配列は配列番号２のアミノ酸１な
いし350に対応する。
【図２】ヒトＣＲＳＰ－２のｃＤＮＡ配列および推定アミノ酸配列を描く。ヌクレオチド
配列は配列番号４の核酸１ないし848に対応する。アミノ酸配列は配列番号５のアミノ酸
１ないし224に対応する。
【図３】ヒトＣＲＳＰ－３のｃＤＮＡ配列および推定アミノ酸配列を描く。ヌクレオチド
配列は配列番号７の核酸１ないし1529に対応する。アミノ酸配列は配列番号８のアミノ酸
１ないし266に対応する。
【図４】ヒトＣＲＳＰ－４のｃＤＮＡ配列および推定アミノ酸配列を描く。ヌクレオチド
配列は配列番号１０の核酸１ないし702に対応する。アミノ酸配列は配列番号１１のアミ
ノ酸１ないし179に対応する。
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【図５】ヒトＣＲＳＰ様－Ｎ(CRSP-like-N)のｃＤＮＡ配列および推定アミノ酸配列を描
く。ヌクレオチド配列は配列番号１３の核酸１ないし928に対応する。アミノ酸配列は配
列番号１４のアミノ酸１ないし242に対応する。
【図６】ヒトＣＲＳＰ－１、ヒトＣＲＳＰ－２、ヒトＣＲＳＰ－３およびヒトＣＲＳＰ－
４のアミノ酸配列、ならびにこれらの配列の整列からもたらされるコンセンサス配列を描
く。この図は本発明のＣＲＳＰタンパク質間の関係を詳述する。
【図７】本発明のＣＲＳＰタンパク質間の関係を描く図解である。この図はヒトＣＲＳＰ
の生物学的および機能的ドメインを描く。シグナルペプチドは塗りつぶされた四角により
示される。ＣＲＳＰのシステインに富む領域のシステインに富むドメインはＣＲＤ－１お
よびＣＲＤ－２として描かれる。
【図８】マウスＣＲＳＰ－１のｃＤＮＡ配列および推定アミノ酸配列を描く。ヌクレオチ
ド配列は配列番号１６の核酸１ないし928に対応する。アミノ酸配列は配列番号１７のア
ミノ酸１ないし349に対応する。
【図９】ＣＲＳＰ－１のヌクレオチド配列と、ＲＩＧおよびＲＩＧ様７－１(RIG-like 7-
1)のもの（それぞれ受託番号Ｕ３２３３１およびＡＦ０３４２０８）との間の関係を描く
図解である。
【００２４】
＜発明の詳細な記述＞
　本発明は、本明細書でＣＲＳＰタンパク質および核酸分子と称される新規分子の発見を
基礎とし、これらはある保存された構造および機能の特徴を有する分子の一ファミリーを
含んで成る。本発明のタンパク質および核酸分子を指す場合の「ファミリー」という用語
は、共通の構造ドメインを有しかつ本明細書で定義されるようなアミノ酸もしくはヌクレ
オチドの配列の十分な同一性を有する２種もしくはそれ以上のタンパク質もしくは核酸分
子を意味することを意図される。こうしたファミリーの構成員は天然に存在し得、そして
同一もしくは異なる種のいずれかからであり得る。例えば、あるファミリーはヒト起源の
第一のタンパク質ならびにヒト起源の他の別個のタンパク質を含有し得るか、もしくは、
あるいは、非ヒト起源の相同物を含有し得る。ファミリーの構成員は共通の機能的特徴も
また有しうる。
【００２５】
　一態様においては、ＣＲＳＰファミリーの構成員は、タンパク質もしくは対応する核酸
分子中の最低１個の「システインに富むドメイン」の存在を基礎として同定される。本明
細書で定義されるところの「システインに富むドメイン」は、システイン残基が豊富であ
る、すなわち、最低約６、７、８、９、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19もしく
は20個のアミノ酸がシステイン残基であるＣＲＳＰタンパク質（例えばＣＲＳＰ－１）の
一部分を指す。好ましくは、「システインに富むドメイン」は、その最低約３～20、好ま
しくは約５～15、もしくはより好ましくは約６、７、８、９、10、11、12、13、14、15、
16、17、18、19もしくは20個のアミノ酸がシステイン残基である、約30～100アミノ酸、
好ましくは約35～95アミノ酸、より好ましくは約40～90アミノ酸、より好ましくは約45～
85アミノ酸、なおより好ましくは約50～80アミノ酸、そしてなおより好ましくは約55～75
、60～70もしくは65アミノ酸のアミノ酸配列を有するタンパク質ドメインである。
【００２６】
　好ましいシステインに富むドメインは、配列番号２を有するヒトＣＲＳＰ－１中のシス
テイン残基と同一の相対的アミノ酸位置に配置された最低約10、最低約15、16、17、18、
19もしくは好ましくは20個のシステイン残基を有する。例えば、図６に示されるように、
ＣＲＳＰ－２は、配列番号２を有するヒトＣＲＳＰ－１のシステイン残基と同一の相対的
アミノ酸位置に配置された最低約10個のシステイン残基を有する（例えば、ＣＲＳＰ－２
、配列番号５のｃｙｓ１５１はＣＲＳＰ－１、配列番号２のｃｙｓ２１４と同一の相対的
アミノ酸位置に配置され；ＣＲＳＰ－２、配列番号５のｃｙｓ１５６はＣＲＳＰ－１、配
列番号２のｃｙｓ２１９と同一の相対的アミノ酸位置に配置され；そしてＣＲＳＰ－２、
配列番号５のｃｙｓ１５７はＣＲＳＰ－１、配列番号２のｃｙｓ２２０と同一の相対的ア
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ミノ酸位置に配置される）。同様に、図６に示されるとおり、ＣＲＳＰ－３は、配列番号
２を有するヒトＣＲＳＰ－１のシステイン残基と同一の相対的アミノ酸位置に配置された
最低約10個のシステイン残基を有する。図６にまた示されるとおり、ＣＲＳＰ－４は、配
列番号２を有するヒトＣＲＳＰ－１のシステイン残基と同一の相対的アミノ酸位置に配置
された最低約10個のシステイン残基を有する。
【００２７】
　本発明の好ましいＣＲＳＰタンパク質は（例えば、天然に存在するヒト遺伝子に対応す
るヌクレオチド配列によりコードされる）ヒトタンパク質である。例えば、一態様におい
ては、あるＣＲＳＰ－１タンパク質（ヒトＣＲＳＰ－１）は、10個のシステイン残基を有
する配列番号２のアミノ酸147～195周辺を含有する第一のシステインに富むドメイン、お
よび、10個のシステイン残基を有する配列番号２のアミノ酸201～284周辺を含有する第二
のシステインに富むドメインを含有する（システイン残基の位置は図６に描かれる）。別
の態様においては、あるＣＲＳＰ－２（ヒトＣＲＳＰ－２）タンパク質は、10個のシステ
イン残基を有する配列番号５のアミノ酸41～90周辺を含有する第一のシステインに富むド
メイン、および、10個のシステイン残基を有する配列番号５のアミノ酸41～218周辺を含
有する第二のシステインに富むドメインを含有する（システイン残基の位置は図６に描か
れる）。別の態様においては、あるＣＲＳＰ－３タンパク質（ヒトＣＲＳＰ－３）は、10
個のシステイン残基を有する配列番号８のアミノ酸85～138周辺を含有する第一のシステ
インに富むドメイン、および、10個のシステイン残基を有する配列番号８のアミノ酸182
～263周辺を含有する第二のシステインに富むドメインを含有する（システイン残基の位
置は図６に描かれる）。別の態様においては、あるＣＲＳＰ－４タンパク質（ヒトＣＲＳ
Ｐ－４）は、８個のシステイン残基を有する配列番号１１のアミノ酸１～47周辺を含有す
る第一のシステインに富むドメイン、および、10個のシステイン残基を有する配列番号１
１のアミノ酸96～176周辺を含有する第二のシステインに富むドメインを含有する（シス
テイン残基の位置は図６に描かれる）。
【００２８】
　好ましいＣＲＳＰタンパク質は１個以上のシステインに富むドメインを有し、より好ま
しくは最低２個のシステインに富むドメインを有し、そして、従って１個のシステインに
富む領域を有する。本明細書で使用されるところの「システインに富む領域」という用語
は、最低２個のシステインに富むドメインを包含しそしてそのアミノ酸の最低約10～30、
好ましくは約15～20、そしてより好ましくは約16、17、18もしくは19個がシステイン残基
である、約120～200、好ましくは約130～190、より好ましくは約140～180アミノ酸残基、
そしてなおより好ましくは最低約135～175アミノ酸のアミノ酸配列を有するタンパク質ド
メインを指す。好ましい一態様においては、システインに富む領域はＣＲＳＰタンパク質
のＣ末端領域に配置される。例えば、一態様においては、ＣＲＳＰ－１タンパク質は、図
６に示される位置に20個のシステイン残基を有する、配列番号２のアミノ酸147～284周辺
を含有するシステインに富む領域を含有する。別の態様においては、ＣＲＳＰ－２タンパ
ク質は、図６に示される位置に20個のシステイン残基を有する、配列番号５のアミノ酸41
～218周辺を含有するシステインに富む領域を含有する。別の態様においては、ＣＲＳＰ
－３タンパク質は、図６に示される位置に20個のシステイン残基を有する、配列番号８の
アミノ酸85～263周辺を含有するシステインに富む領域を含有する。別の態様においては
、ＣＲＳＰ－４タンパク質は、図６に示される位置に18個のシステイン残基を有する、配
列番号２のアミノ酸１～176周辺を含有するシステインに富む領域を含有する。
【００２９】
　別の態様においては、システインに富むドメインに加え、システインに富む領域は、第
一および第二のシステインに富むドメインを分離するスペーサー領域を含有する。本明細
書で使用されるところの「スペーサー領域」は、システインに富む領域の第一と第二のシ
ステインに富むドメインの間に配置されるアミノ酸残基を指し、そして、第一のシステイ
ンに富むドメインのＣ末端かつ第二のシステインに富むドメインのＮ末端に配置されるア
ミノ酸残基を包含する。本明細書で定義されるところの「スペーサー領域」は、約５～70
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アミノ酸、好ましくは約10～65アミノ酸、より好ましくは約15～60アミノ酸、なおより好
ましくは約20～55アミノ酸、そしてなおより好ましくは約25～50、30～45もしくは35～40
アミノ酸のタンパク質ドメインを指す。例えば、ＣＲＳＰ－１タンパク質は配列番号２の
アミノ酸196～200周辺のスペーサー領域を含有し；ＣＲＳＰ－２タンパク質は配列番号５
のアミノ酸91～137周辺のスペーサー領域を含有し；ＣＲＳＰ－３タンパク質は配列番号
８のアミノ酸139～181周辺のスペーサー領域を含有し；そしてＣＲＳＰ－４タンパク質は
配列番号１１のアミノ酸48～95周辺のスペーサー領域を含有する。
【００３０】
　本発明の別の態様においては、ＣＲＳＰタンパク質は最低１個のシステインに富むドメ
イン、好ましくはシステインに富む領域、およびシグナル配列を有する。本明細書で使用
されるところの「シグナル配列」は、分泌性かつ不可欠な膜タンパク質のＮ末端に存在し
かつ多数の疎水性アミノ酸残基を含有する約20アミノ酸を含有するペプチドを指す。例え
ば、シグナル配列は、最低約14～28アミノ酸残基、好ましくは約16～26アミノ酸残基、よ
り好ましくは約18～24アミノ酸残基、そしてより好ましくは約20～22アミノ酸残基を含有
し、また、最低約40～70％、好ましくは約50～65％、そしてより好ましくは約55～60％の
疎水性アミノ酸残基（例えば、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、フェニルア
ラニン、チロシン、トリプトファンもしくはプロリン）を有する。当該技術分野で「シグ
ナルペプチド」ともまた称されるこうした「シグナル配列」は、こうした配列を含有する
タンパク質を脂質二重層に向けるようにはたらく。例えば、一態様においては、ＣＲＳＰ
－１タンパク質は配列番号２のアミノ酸１～23周辺のシグナル配列を含有する。別の態様
においては、ＣＲＳＰ－２タンパク質は配列番号５のアミノ酸１～19周辺のシグナル配列
を含有する。別の態様においては、ＣＲＳＰ－３タンパク質は配列番号８のアミノ酸１～
20周辺のシグナル配列を含有する。
【００３１】
　本発明のＣＲＳＰタンパク質は付加的なＣＲＳＰファミリー構成員を同定するのに使用
され得る。例えば、ＣＲＳＰ－１に対する相同性を有するタンパク質は、タンパク質配列
データベースを検索するためのＣＲＳＰ－１のＮ末端の独特の領域をコードするヌクレオ
チド配列を使用して同定された。本明細書で「ＣＲＳＰ様－Ｎ」と称されるこうしたタン
パク質が図５に描かれる。ＣＲＳＰ様－Ｎのヌクレオチド配列（配列番号１３）は242ア
ミノ酸を有するタンパク質（配列番号１４）をコードする。ＣＲＳＰ様－Ｎのヌクレオチ
ド配列は、配列番号１３のヌクレオチド１～74を含有する５’非翻訳領域、配列番号１３
のヌクレオチド75～800を含有するコーディング領域（配列番号１５のヌクレオチド１～7
26に対応する）、および配列番号１３のヌクレオチド801～928を含有する３’非翻訳領域
を包含する。
【００３２】
　従って、本発明の一態様は、最低１個のシステインに富むドメイン、好ましくは最低１
個のシステインに富む領域を有するＣＲＳＰタンパク質を特色とする。別の態様は、最低
１個のシステインに富む領域を有するＣＲＳＰタンパク質を特色とし、ここでシステイン
に富む領域は最低１個のシステインに富むドメインを包含する。別の態様は最低１個のシ
ステインに富む領域を有するＣＲＳＰタンパク質を特色とし、ここでシステインに富む領
域は最低２個のシステインに富むドメインを包含する。別の態様は、本発明のＣＲＳＰタ
ンパク質のシステインに富むドメインに対する20、30、40、50、60、70、80、90、95もし
くは99％の相同性を有するタンパク質（例えば、ＣＲＳＰ－１、ＣＲＳＰ－２、ＣＲＳＰ
－３もしくはＣＲＳＰ－４）を特色とする。
【００３３】
　本発明のなお別の態様は、最低１個のシステインに富むドメイン、好ましくは最低１個
のシステインに富む領域、およびシグナルペプチドを有するＣＲＳＰタンパク質を特色と
する。別の態様は、最低１個のシステインに富むドメイン、好ましくは最低１個のシステ
インに富む領域、およびシグナルペプチドを有するＣＲＳＰタンパク質を特色とし、ここ
でシステインに富む領域は最低２個のシステインに富むドメインを包含する。別の態様は
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、最低１個のシステインに富むドメイン、好ましくは最低１個のシステインに富む領域、
およびシグナルペプチドを有するＣＲＳＰタンパク質を特色とし、ここでシステインに富
む領域は最低２個のシステインに富むドメインおよびスペーサーを包含する。
【００３４】
　本発明の好ましいＣＲＳＰ分子は、配列番号２、配列番号５、配列番号８もしくは配列
番号１１のアミノ酸配列に十分に相同なアミノ酸配列を有する。本明細書で使用されると
ころの「十分に相同な」という用語は、第一および第二のアミノ酸もしくはヌクレオチド
配列が共通の構造ドメインおよび／もしくは共通の機能的活性を共有するような、十分な
もしくは最小限の数の、第二のアミノ酸もしくはヌクレオチド配列に同一もしくは同等な
（例えば、類似の側鎖を有するアミノ酸残基）アミノ酸残基もしくはヌクレオチドを含有
する第一のアミノ酸もしくはヌクレオチド配列を指す。例えば、そのドメインのアミノ酸
配列全体で最低約40％の相同性、好ましくは50％の相同性、より好ましくは60％～70％の
相同性を有する共通の構造ドメインを共有し、そして、最低１、好ましくは２、より好ま
しくは３、そしてなおより好ましくは４、５もしくは６個の構造ドメインを含有するアミ
ノ酸もしくはヌクレオチド配列が、本明細書で十分に相同と定義される。さらに、最低40
％、好ましくは50％、より好ましくは60、70もしくは80％の相同性を共有しかつ共通の機
能的活性を共有するアミノ酸もしくはヌクレオチド配列が、本明細書で十分に相同と定義
される。
【００３５】
　本明細書で交換可能に使用されるところの「ＣＲＳＰ活性」、「ＣＲＳＰの生物学的活
性」もしくは「ＣＲＳＰの機能的活性」は、標準的技術によりインビボもしくはインビト
ロで測定されるような、ＣＲＳＰ応答性細胞に対してＣＲＳＰのタンパク質、ポリペプチ
ドもしくは核酸分子により発揮される活性を指す。一態様においては、ＣＲＳＰ活性はＣ
ＲＳＰを標的とする分子(CRSP-target molecule)との会合のような直接の活性である。本
明細書で使用されるところの「標的分子」は、それとＣＲＳＰタンパク質が結合するかも
しくは性質において相互作用して、その結果ＣＲＳＰに媒介される機能が達成される分子
である。ＣＲＳＰの標的分子は、非ＣＲＳＰ分子、または本発明のＣＲＳＰタンパク質も
しくはポリペプチドであり得る。例示的一態様においては、ＣＲＳＰの標的分子は膜結合
タンパク質（例えば細胞表面レセプターもしくは「ＣＲＳＰレセプター」）、または当該
タンパク質が可溶性であるように変えられた（例えば、当該タンパク質が膜結合ドメイン
を発現しないように組換え的に産生された）こうしたタンパク質の修飾された形態である
。別の態様においては、ＣＲＳＰの標的は第二の可溶性タンパク質分子（例えば「ＣＲＳ
Ｐの結合パートナー」もしくは「ＣＲＳＰの基質」）である。こうした例示的一態様にお
いては、ＣＲＳＰの結合パートナーは第二の可溶性の非ＣＲＳＰタンパク質、もしくは本
発明の第二のＣＲＳＰタンパク質分子であり得る。あるいは、ＣＲＳＰの活性は、第二の
タンパク質（例えばＣＲＳＰレセプター）とのＣＲＳＰタンパク質の相互作用により媒介
される細胞のシグナリング活性のような間接的活性である。本明細書で使用されるところ
の「ＣＲＳＰレセプター」という用語は、それにＣＲＳＰタンパク質、例えばヒトＣＲＳ
Ｐが結合し得るタンパク質もしくはタンパク質複合体を指す。レセプターは細胞表面レセ
プター、例えば核ホルモンレセプターであり得る。ＣＲＳＰレセプターは、当該技術分野
で既知かつ本明細書でさらに記述される方法により単離され得る。ＣＲＳＰレセプターと
のＣＲＳＰタンパク質の相互作用は、細胞表面から核までのシグナルの伝達をもたらし得
る。伝達されるシグナルは、細胞内カルシウムの増加、ホスファチジルイノシトールもし
くは他の分子の増加であり得、そして、例えば特定のタンパク質のホスホリル化、遺伝子
転写の調節、および本明細書で述べられる他の生物学的活性のいずれかをもたらし得る。
【００３６】
　好ましい一態様においては、ＣＲＳＰ活性は以下の活性の最低１種もしくはそれ以上で
ある。すなわち、（ｉ）第二の分子（例えば、ＣＲＳＰレセプター、可溶性の形態のＣＲ
ＳＰレセプター、シグナリングタンパク質のｗｎｔファミリーの構成員のレセプター、も
しくは非ＣＲＳＰシグナリング分子のようなタンパク質）とのＣＲＳＰタンパク質の相互
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作用および／もしくはそれとの結合；（ii）膜結合ＣＲＳＰレセプターを介する細胞内タ
ンパク質とのＣＲＳＰタンパク質の相互作用；（iii）可溶性ＣＲＳＰタンパク質と第二
の可溶性のＣＲＳＰの結合パートナー（例えば、非ＣＲＳＰタンパク質分子もしくは第二
のＣＲＳＰタンパク質分子）との間の複合体形成；（iv）他の細胞外タンパク質との相互
作用（例えば、細胞外マトリックス成分へのｗｎｔ依存性の細胞接着の調節）；（ｖ）所
望されない分子に結合しそして排除すること（例えば解毒活性もしくは防御機能）；なら
びに／または（vi）酵素活性。なお別の好ましい態様においては、ＣＲＳＰ活性は以下の
活性の最低１種もしくはそれ以上である。すなわち（１）インビトロもしくはインビボの
いずれかでの細胞のシグナル伝達の調節（例えば、分泌性タンパク質のｗｎｔファミリー
の構成員の活性の拮抗作用、もしくはｗｎｔ依存性のシグナル伝達の抑制）；（２）細胞
の間の連絡の調節（例えば、ｗｎｔ依存性の細胞－細胞相互作用の調節）；（３）その発
現がＣＲＳＰ（例えばＣＲＳＰ－１）のレセプターへの結合により調節される遺伝子の発
現の調節；（４）インビトロもしくはインビボのいずれかでの発生もしくは分化に関与す
る細胞での遺伝子転写の調節（例えば細胞分化の誘導）；（５）発生もしくは分化に関与
する細胞での遺伝子転写の調節であって、ここで最低１種の遺伝子が分化特異的タンパク
質をコードし；（６）発生もしくは分化に関与する細胞での遺伝子転写の調節であって、
ここで最低１種の遺伝子が第二の分泌性タンパク質をコードし；（７）発生もしくは分化
に関与する細胞での遺伝子転写の調節であって、ここで最低１種の遺伝子がシグナル伝達
分子をコードし；（８）インビトロもしくはインビボのいずれかでの細胞増殖の調節（例
えば、細胞増殖の誘導もしくは腫瘍発生の抑制の場合でのような増殖の阻害（例えば膠芽
腫形成の抑制））；（９）成体および胚双方の脊椎動物での分化された組織の整然とした
空間的配置の形成および維持（例えば、脊椎動物の造血前駆細胞の発生もしくは維持の間
の頭部形成の誘導）；（１０）細胞の生存の刺激のような細胞死の調節；（１１）細胞移
動を調節すること；ならびに／または（１２）免疫調節。
【００３７】
　本明細書で称されるところの「分化特異的タンパク質」は、未分化から分化の表現型へ
の細胞の移行に関与するタンパク質を包含する。例えば、こうしたタンパク質は分化特異
的構造タンパク質もしくは分化特異的転写因子であり得る。こうした分化特異的タンパク
質は、一般に、未分化から分化の表現型への移行をなしている（例えば、胚の発生の間、
もしくは成体動物での成熟組織の再生の間）細胞でより高レベルで発現されるか、または
、完全に分化されたもしくは終末に分化された細胞で、それらの未分化の対照物(counter
part)に比較してより高レベルで発現される。また、本明細書で称されるところの「分化
特異的遺伝子」は、分化特異的タンパク質をコードする核酸分子を包含する。
【００３８】
　従って、本発明の別の態様は、ＣＲＳＰ活性を有する単離されたＣＲＳＰのタンパク質
およびポリペプチドを特色とする。好ましいＣＲＳＰタンパク質は最低１個のシステイン
に富む領域およびＣＲＳＰ活性を有する。別の好ましい態様においては、ＣＲＳＰタンパ
ク質は、最低１個のシステインに富む領域（ここでシステインに富む領域は最低１個のシ
ステインに富むドメインを含んで成る）およびＣＲＳＰ活性を有する。別の好ましい態様
においては、ＣＲＳＰタンパク質は、最低１個のシステインに富む領域（ここでシステイ
ンに富む領域は最低２個のシステインに富むドメインを含んで成る）およびＣＲＳＰ活
を有する。なお別の好ましい態様においては、ＣＲＳＰタンパク質はシグナル配列をさら
に含んで成る。さらに別の好ましい態様においては、ＣＲＳＰタンパク質は、システイン
に富む領域、ＣＲＳＰ活性、および、配列番号２、配列番号５、配列番号８もしくは配列
番号１１のアミノ酸配列に十分に相同なアミノ酸配列を有する。
【００３９】
　長さがおよそ2479ヌクレオチドであるヒトＣＲＳＰ－１のｃＤＮＡは、長さがおよそ35
0アミノ酸残基であるタンパク質をコードする。このヒトＣＲＳＰタンパク質は、Ｎ末端
シグナル配列、および２個のシステインに富むドメインを含んで成る１個のシステインに
富む領域を含有する。ＣＲＳＰのシステインに富む領域は、少なくとも、例えば、配列番
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号２のアミノ酸147～284周辺から見出され得る。ＣＲＳＰ－１のシステインに富む領域は
、配列番号２のアミノ酸147～195周辺からの第一のシステインに富むドメイン、および配
列番号２のアミノ酸201～284周辺からの第二のシステインに富むドメインを含んで成る。
ヒトＣＲＳＰ－１タンパク質は、配列番号２のアミノ酸１～23周辺にシグナル配列をさら
に含有する分泌性タンパク質である。こうしたシグナルペプチドの予測は、例えば、コン
ピュータのアルゴリズムＳＩＧＮＡＬＰ（ヘンリック(Henrik)ら (1997) Protein Engine
ering 10:1-6）を利用してなされ得る。
【００４０】
　長さおよそ848ヌクレオチドであるヒトＣＲＳＰ－２のｃＤＮＡは、長さおよそ224アミ
ノ酸残基であるタンパク質をコードする。このヒトＣＲＳＰタンパク質は、Ｎ末端シグナ
ル配列、および２個のシステインに富むドメインを含んで成る１個のシステインに富む領
域を含有する。ＣＲＳＰのシステインに富む領域は、少なくとも、例えば、配列番号５の
アミノ酸41～218周辺から見出され得る。ＣＲＳＰ－２のシステインに富む領域は、配列
番号５のアミノ酸41～90周辺からの第一のシステインに富むドメイン、および配列番号５
のアミノ酸138～218周辺からの第二のシステインに富むドメインを含んで成る。ヒトＣＲ
ＳＰ－２タンパク質は、配列番号５のアミノ酸１～19周辺にシグナル配列をさらに含有す
る分泌性タンパク質である。
【００４１】
　長さおよそ1529ヌクレオチドであるヒトＣＲＳＰ－３のｃＤＮＡは、長さおよそ266ア
ミノ酸残基であるタンパク質をコードする。このヒトＣＲＳＰタンパク質は、Ｎ末端シグ
ナル配列、および２個のシステインに富むドメインを含んで成る１個のシステインに富む
領域を含有する。ＣＲＳＰのシステインに富む領域は、少なくとも、例えば、配列番号８
のアミノ酸85～263周辺から見出され得る。ＣＲＳＰ－３のシステインに富む領域は、配
列番号８のアミノ酸85～138周辺からの第一のシステインに富むドメイン、および配列番
号８のアミノ酸182～263周辺からの第二のシステインに富むドメインを含んで成る。ヒト
ＣＲＳＰ－３タンパク質は、配列番号８のアミノ酸１～20周辺にシグナル配列をさらに含
有する分泌性タンパク質である。
【００４２】
　長さおよそ702ヌクレオチドであるヒトＣＲＳＰ－４のｃＤＮＡは、長さおよそ179アミ
ノ酸残基であるタンパク質をコードする。このヒトＣＲＳＰタンパク質は、２個のシステ
インに富むドメインを含んで成る１個のシステインに富む領域を含有する。ＣＲＳＰのシ
ステインに富む領域は、少なくとも、例えば、配列番号１１のアミノ酸１～176周辺から
見出され得る。ＣＲＳＰ－４のシステインに富む領域は、配列番号１１のアミノ酸１～47
周辺からの第一のシステインに富むドメイン、および配列番号１１のアミノ酸96～176周
辺からの第二のシステインに富むドメインを含んで成る。
【００４３】
　本発明の多様な態様は以下の小区分でさらに詳細に記述される。すなわちＩ．単離され
た核酸分子
　本発明の一局面は、ＣＲＳＰタンパク質もしくはその生物学的に活性の部分をコードす
る単離された核酸分子、ならびに、ＣＲＳＰをコードする核酸（例えばＣＲＳＰのｍＲＮ
Ａ）を同定するためのハイブリダイゼーションプローブとしての使用に十分な核酸断片お
よびＣＲＳＰ核酸分子の増幅もしくは突然変異のためのＰＣＲプライマーとしての使用の
ための断片に関する。本明細書で使用されるところの「核酸分子」という用語は、ＤＮＡ
分子（例えばｃＤＮＡもしくはゲノムＤＮＡ）およびＲＮＡ分子（例えばｍＲＮＡ）、な
らびにヌクレオチド類似物を使用して生じられるＤＮＡもしくはＲＮＡの類似物を包含す
ることを意図される。核酸分子は一本鎖もしくは二本鎖であり得るが、しかし好ましくは
二本鎖ＤＮＡである。
【００４４】
　「単離された」核酸分子は、その核酸の天然の供給源に存在する他の核酸分子から分離
されるものである。好ましくは、「単離された」核酸は、当該核酸が由来する生物体のゲ
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ノムＤＮＡ中で当該核酸に本来隣接する配列（すなわち当該核酸の５’および３’端に配
置される配列）を含まない。例えば、多様な態様においては、単離されたＣＲＳＰ核酸分
子は、当該核酸が由来する細胞のゲノムＤＮＡ中で当該核酸分子に本来隣接する約５kb、
４kb、３kb、２kb、１kb、0.5kbもしくは0.1kb未満のヌクレオチド配列を含有し得る。さ
らに、ｃＤＮＡ分子のような「単離された」核酸分子は、他の細胞性物質、もしくは組換
え技術により生じられる場合は培養培地を本質的に含み得ないか、または、化学的に合成
される場合は化学的前駆体もしくは他の化学物質を本質的に含み得ない。
【００４５】
　本発明の核酸分子、例えば、配列番号１、配列番号４、配列番号７もしくは配列番号１
０のヌクレオチド配列、受託番号９８６３４としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤ
ＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、受託番号９８６３３としてＡＴＣＣに寄託されたプラス
ミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、受託番号９８４５２としてＡＴＣＣに寄託され
たプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、またはそれらの一部分を有する核酸分
子は、標準的な分子生物学技術および本明細書に提供される配列情報を使用して単離され
得る。配列番号１、配列番号４、配列番号７、もしくは配列番号１０の核酸配列、または
受託番号９８６３４としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチ
ド配列、受託番号９８６３３としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌ
クレオチド配列、もしくは受託番号９８４５２としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドの
ＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列の全部もしくは部分をハイブリダイゼーションプローブ
として使用して、ＣＲＳＰ核酸分子が、標準的なハイブリダイゼーションおよびクローニ
ング技術（例えば、サンブルック(Sambrook, J.)、フリッチュ(Fritsh, E.F.)とマニアテ
ィス(Maniatis, T.) Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 第2版、コールド　スプ
リング　ハーバー　ラボラトリー(Cold Spring Harbor Laboratory)、コールド　スプリ
ング　ハーバー　ラボラトリー　プレス(Cold Spring Harbor Laboratory Press)、ニュ
ーヨーク州コールドスプリングハーバー、1989に記述されるような）を使用して単離され
得る。
【００４６】
　さらに、配列番号１、配列番号４、配列番号７、もしくは配列番号１０、または受託番
号９８６３４としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列
、受託番号９８６３３としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオ
チド配列、もしくは受託番号９８４５２としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ
挿入物のヌクレオチド配列の全部もしくは一部分を包含する核酸分子が、配列番号１、配
列番号４、配列番号７、もしくは配列番号１０の配列、または受託番号９８６３４として
ＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、受託番号９８６３
３としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、もしくは
受託番号９８４５２としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチ
ド配列を基礎として設計される合成オリゴヌクレオチドプライマーを使用するポリメラー
ゼ連鎖反応（ＰＣＲ）により単離され得る。
【００４７】
　本発明の核酸は、鋳型としてのｃＤＮＡ、ｍＲＮＡもしくは、あるいはゲノムＤＮＡ、
および標準的なＰＣＲ増幅技術に従った適切なオリゴヌクレオチドプライマーを使用して
増幅され得る。そのように増幅された核酸が適切なベクター中にクローニングされ得、そ
してＤＮＡ配列決定分析により特徴づけられ得る。さらに、ＣＲＳＰのヌクレオチド配列
に対応するオリゴヌクレオチドが、標準的合成技術により、例えば自動化ＤＮＡ合成機を
使用して製造され得る。
【００４８】
　好ましい一態様においては、本発明の単離された核酸分子は配列番号１に示されるヌク
レオチド配列を含んで成る。配列番号１の配列はヒトＣＲＳＰ－１のｃＤＮＡに対応する
。このｃＤＮＡは、ヒトＣＲＳＰ－１タンパク質をコードする配列（すなわちヌクレオチ
ド38～1087からの「コーディング領域」）、ならびに５’非翻訳配列（ヌクレオチド１な
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いし37）および３’非翻訳配列（ヌクレオチド1088ないし2479）を含んで成る。あるいは
、当該核酸分子は配列番号１のコーディング領域（例えば、配列番号３に対応する、ヌク
レオチド38ないし1087）のみを含み得る。ＣＲＳＰ－１をコードする完全長のヌクレオチ
ド配列を含有する１種のプラスミドが、1998年６月11日に、アメリカン　タイプ　カルチ
ャー　コレクション(American Type Culture Collection)（ＡＴＣＣ）、メリーランド州
ロックヴィル、に寄託され、そして受託番号９８４５２を割り当てられた。ＣＲＳＰ－１
をコードする完全長のヌクレオチド配列を含有する１種のプラスミドが、1998年１月16日
に、アメリカン　タイプ　カルチャー　コレクション(American Type Culture Collectio
n)（ＡＴＣＣ）、メリーランド州ロックヴィル、に寄託され、そして受託番号９８６３４
を割り当てられた。
【００４９】
　別の好ましい態様においては、本発明の単離された核酸分子は配列番号４に示されるヌ
クレオチド配列を含んで成る。配列番号４の配列はヒトＣＲＳＰ－２のｃＤＮＡに対応す
る。このｃＤＮＡは、ヒトＣＲＳＰ－２タンパク質をコードする配列（すなわちヌクレオ
チド126～796からの「コーディング領域」）、ならびに５’非翻訳配列（ヌクレオチド１
ないし125）および３’非翻訳配列（ヌクレオチド797ないし848）を含んで成る。あるい
は、当該核酸分子は、配列番号４のコーディング領域（例えば、配列番号６に対応する、
ヌクレオチド126ないし796）のみを含み得る。
【００５０】
　別の好ましい態様においては、本発明の単離された核酸分子は配列番号７に示されるヌ
クレオチド配列を含んで成る。配列番号７の配列はヒトＣＲＳＰ－３のｃＤＮＡに対応す
る。このｃＤＮＡは、ヒトＣＲＳＰ－３タンパク質をコードする配列（すなわちヌクレオ
チド93～890からの「コーディング領域」）、ならびに５’非翻訳配列（ヌクレオチド１
ないし92）および３’非翻訳配列（ヌクレオチド891ないし1529）を含んで成る。あるい
は、当該核酸分子は配列番号７のコーディング領域（例えば、配列番号９に対応する、ヌ
クレオチド93ないし890）のみを含み得る。ＣＲＳＰ－３をコードする完全長のヌクレオ
チド配列を含有するプラスミドが、1998年１月16日に、アメリカン　タイプ　カルチャー
　コレクション(American Type Culture Collection)（ＡＴＣＣ）、メリーランド州ロッ
クヴィル、に寄託され、そして受託番号９８６３３を割り当てられた。
【００５１】
　別の好ましい態様においては、本発明の単離された核酸分子は配列番号１０に示される
ヌクレオチド配列を含んで成る。配列番号１０の配列はヒトＣＲＳＰ－４のｃＤＮＡに対
応する。このｃＤＮＡは、ヒトＣＲＳＰ－４タンパク質をコードする配列（すなわちヌク
レオチド１～537からの「コーディング領域」）、ならびに３’非翻訳配列（ヌクレオチ
ド538ないし702）を含んで成る。あるいは、当該核酸分子は配列番号１０のコーディング
領域（例えば、配列番号１２に対応する、ヌクレオチド１ないし537）のみを含み得る。
【００５２】
　別の好ましい態様においては、本発明の単離された核酸分子は、配列番号１、配列番号
４、配列番号７、もしくは配列番号１０に示されるヌクレオチド配列、受託番号９８６３
４としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、受託番号
９８６３３としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、
受託番号９８４５２としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチ
ド配列、またはこれらのヌクレオチド配列のいずれかの一部分の相補物である核酸分子を
含んで成る。配列番号１、配列番号４、配列番号７、もしくは配列番号１０に示されるヌ
クレオチド配列、または受託番号９８６３４としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤ
ＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、受託番号９８６３３としてＡＴＣＣに寄託されたプラス
ミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、もしくは受託番号９８４５２としてＡＴＣＣに
寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列に相補的である核酸分子は、配
列番号１、配列番号４、配列番号７、もしくは配列番号１０に示されるヌクレオチド配列
、または受託番号９８６３４としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌ
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クレオチド配列、受託番号９８６３３としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿
入物のヌクレオチド配列、もしくは受託番号９８４５２としてＡＴＣＣに寄託されたプラ
スミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列に対し十分に相補的であるものであり、その結
果、それは、配列番号１、配列番号４、配列番号７、もしくは配列番号１０に示されるヌ
クレオチド配列、または受託番号９８６３４としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤ
ＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、受託番号９８６３３としてＡＴＣＣに寄託されたプラス
ミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、もしくは受託番号９８４５２としてＡＴＣＣに
寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列にハイブリダイゼーションし得
、それにより安定な二本鎖を形成する。
【００５３】
　なお別の好ましい態様においては、本発明の単離された核酸分子は、配列番号１、配列
番号４、配列番号７、もしくは配列番号１０に示されるヌクレオチド配列、受託番号９８
６３４としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、受託
番号９８６３３としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配
列、受託番号９８４５２としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレ
オチド配列、またはこれらのヌクレオチド配列のいずれかの一部分に、最低約30～35％、
好ましくは約40～45％、より好ましくは約50～55％、なおより好ましくは約60～65％、そ
してなおより好ましくは最低約70～75％、80～85％、90～95％もしくはそれ以上相同であ
るヌクレオチド配列を含んで成る。
【００５４】
　さらに、本発明の核酸分子は、配列番号１、配列番号４、配列番号７、配列番号１０の
核酸配列、受託番号９８６３４としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物の
ヌクレオチド配列、受託番号９８６３３としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ
挿入物のヌクレオチド配列、もしくは受託番号９８４５２としてＡＴＣＣに寄託されたプ
ラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列の一部のみ、例えば、プローブもしくはプラ
イマーとして使用され得る断片、またはＣＲＳＰタンパク質の生物学的に活性の部分をコ
ードする断片を含み得る。ヒトＣＲＳＰ遺伝子のクローニングから決定されるヌクレオチ
ド配列は、他の細胞型、例えば他の組織からのＣＲＳＰ相同物、ならびに他の哺乳動物か
らのＣＲＳＰ相同物の同定および／もしくはクローニングでの使用のため設計されるプロ
ーブおよびプライマーの発生を見込む。当該プローブ／プライマーは、典型的には、本質
的に精製されたオリゴヌクレオチドを含んで成る。当該オリゴヌクレオチドは、典型的に
託番号９８６３４としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド
配列、受託番号９８６３３としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌク
レオチド配列、もしくは受託番号９８４５２としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤ
ＮＡ挿入物のヌクレオチド配列のセンス配列、配列番号１、配列番号４、配列番号７、配
列番号１０、受託番号９８６３４としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物
のヌクレオチド配列、受託番号９８６３３としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮ
Ａ挿入物のヌクレオチド配列、もしくは受託番号９８４５２としてＡＴＣＣに寄託された
プラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列のアンチセンス配列、または、配列番号１
、配列番号４、配列番号７、配列番号１０、受託番号９８６３４としてＡＴＣＣに寄託さ
れたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、受託番号９８６３３としてＡＴＣＣ
に寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、もしくは受託番号９８４５
２としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列の天然に存
在する突然変異体の、最低約12、好ましくは約25、より好ましくは約40、50もしくは75個
の連続的なヌクレオチドとハイブリダイゼーションするヌクレオチド配列の一領域を含ん
で成る。例示的一態様においては、本発明の核酸分子は、緊縮ハイブリダイゼーション条
件下で、配列番号１のヌクレオチド470～2479を含んで成る核酸分子、もしくは配列番号
４のヌクレオチド１～475を含んで成る核酸分子にハイブリダイゼーションするヌクレオ
チド配列を含んで成る。
【００５５】
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　ヒトＣＲＳＰのヌクレオチド配列を基礎とするプローブが、同一のもしくは相同なタン
パク質をコードする転写物もしくはゲノム配列を検出するのに使用され得る。例えば、配
列番号１もしくは３で表わされる核酸を基礎とするプライマーが、ＣＲＳＰ相同物（例え
ばＣＲＳＰ－１相同物）をクローニングするためのＰＣＲ反応で使用され得る。本発明の
好ましい一態様においては、ＣＲＳＰ相同物が、ＣＲＳＰのシステインに富むドメインを
コードするヌクレオチド配列の一部分にハイブリダイゼーションするプライマーを使用す
るＰＣＲ増幅（例えばＲＴ－ＰＣＲ）によりクローニングされる。同様に、主題のＣＲＳ
Ｐ配列を基礎とするプローブが、同一のもしくは相同なタンパク質をコードする転写物も
しくはゲノム配列を検出するのに使用され得る。好ましい態様においては、当該プローブ
は、それに結合された標識基をさらに含んで成り、例えば、標識基は、放射性同位体、蛍
光化合物、酵素もしくは酵素補助因子であり得る。こうしたプローブは、被験体からの細
胞のサンプル中のＣＲＳＰをコードする核酸のレベルを測定すること、例えば、ＣＲＳＰ
のｍＲＮＡレベルを検出すること、もしくはゲノムＣＲＳＰ遺伝子が突然変異されている
か欠失されているかを決定することによるような、ＣＲＳＰタンパク質を誤って発現する
(misexpress)細胞もしくは組織を同定するための診断試験キットの一部として使用され得
る。
【００５６】
　「ＣＲＳＰタンパク質の生物学的に活性の部分」をコードする核酸断片は、ＣＲＳＰの
生物学的活性（ＣＲＳＰタンパク質の生物学的活性は前に記述された）を有するポリペプ
チドをコードする、配列番号１、配列番号４、配列番号７、配列番号１０、受託番号９８
６３４としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、受託
番号９８６３３としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配
列、もしくは受託番号９８４５２としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物
のヌクレオチド配列の一部分を単離すること、ＣＲＳＰタンパク質のコードされた部分を
発させること（例えばインビトロでの組換え発現により）、そしてＣＲＳＰタンパク質の
コードされた部分の活性を評価すること、により調製され得る。
【００５７】
　本発明は、さらに、遺伝暗号の縮重のため、配列番号１、配列番号４、配列番号７、配
列番号１０に示されるヌクレオチド配列、受託番号９８６３４としてＡＴＣＣに寄託され
たプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、受託番号９８６３３としてＡＴＣＣに
寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、もしくは受託番号９８４５２
としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列と異なり、そ
してかように配列番号１、配列番号４、配列番号７、配列番号１０に示されるヌクレオチ
ド配列、受託番号９８６３４としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌ
クレオチド配列、受託番号９８６３３としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿
入物のヌクレオチド配列、もしくは受託番号９８４５２としてＡＴＣＣに寄託されたプラ
スミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列によりコードされるものと同一のＣＲＳＰタン
パク質をコードする核酸分子を包含する。別の態様においては、本発明の単離された核酸
分子は、配列番号２、配列番号５、配列番号８もしくは配列番号１１に示されるアミノ酸
配列を有するタンパク質をコードするヌクレオチド配列を有する。
【００５８】
　配列番号１、配列番号４、配列番号７、配列番号１０に示されるヒトＣＲＳＰのヌクレ
オチド配列、受託番号９８６３４としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物
のヌクレオチド配列、受託番号９８６３３としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮ
Ａ挿入物のヌクレオチド配列、もしくは受託番号９８４５２としてＡＴＣＣに寄託された
プラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列に加えて、ＣＲＳＰタンパク質のアミノ酸
配列の変化につながるＤＮＡ配列の多形がある集団（例えばヒト集団）内で存在しうるこ
とが当業者により真価を認められるであろう。ＣＲＳＰ遺伝子中のこうした遺伝的多形性
は、天然の対立遺伝子の変異によりある集団内の個体の間で存在しうる。本明細書で使用
されるところの「遺伝子」および「組換え遺伝子」という用語は、ＣＲＳＰタンパク質、
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好ましくは哺乳動物のＣＲＳＰタンパク質をコードする読取り枠を含んで成る核酸分子を
指す。こうした天然の対立遺伝子の変異は、典型的には、ＣＲＳＰ遺伝子のヌクレオチド
配列中の１～５％の変動をもたらす。いずれかのおよび全部のこうしたヌクレオチドの変
異、および天然の対立遺伝子の変異の結果でありかつＣＲＳＰタンパク質の機能的活性を
変えないＣＲＳＰ遺伝子中の生じるアミノ酸の多形は、本発明の範囲内にあることが意図
される。
【００５９】
　さらに、他の種からのＣＲＳＰタンパク質をコードし、そして従って、配列番号１、配
列番号４、配列番号７、配列番号１０のヒト配列、受託番号９８６３４としてＡＴＣＣに
寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、受託番号９８６３３としてＡ
ＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、もしくは受託番号９
８４５２としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列と異
なるヌクレオチド配列を有する核酸分子が、本発明の範囲内にあることが意図される。例
えば、マウスのＣＲＳＰ－１のｃＤＮＡはヒトＣＲＳＰ－１のヌクレオチド配列を基礎と
して同定された。マウスＣＲＳＰ－１のヌクレオチド配列（配列番号１６）は349アミノ
酸を有するＣＲＳＰ－１タンパク質をコードする。マウスＣＲＳＰ－１のヌクレオチドお
よびアミノ酸の配列が図８に描かれる。マウスＣＲＳＰ－１のコーディング領域は配列番
号１８により表わされる。
【００６０】
　本発明のＣＲＳＰのｃＤＮＡの天然の対立遺伝子の変異体および相同物に対応する核酸
分子は、緊縮ハイブリダイゼーション条件下での標準的ハイブリダイゼーション技術に従
ったハイブリダイゼーションプローブとしてヒトｃＤＮＡもしくはその一部を使用して、
本明細書に開示されるヒトＣＲＳＰ核酸に対するそれらの相同性を基礎として単離され得
る。主題の核酸の単離に適する組織および／もしくはライブラリーの例は、胸腺、リンパ
節および炎症組織を包含する。ＣＲＳＰタンパク質（例えばＣＲＳＰ－１タンパク質）を
コードするｃＤＮＡは、全ｍＲＮＡを細胞、例えば脊椎動物細胞、哺乳動物細胞もしくは
胚細胞を包含するヒト細胞から単離することにより得られることができる。二本鎖ｃＤＮ
Ａが、その後、全ｍＲＮＡから調製され得、そしてその後、多数の既知の技術のいずれか
一を使用して適するプラスミドもしくはバクテリオファージベクターに挿入され得る。Ｃ
ＲＳＰ－１タンパク質をコードする遺伝子は、本発明により提供されるヌクレオチド配列
情報に従って、確立されたポリメラーゼ連鎖反応技術を使用してもまたクローニングされ
得る。本発明の核酸は、ＤＮＡもしくはＲＮＡ、またはその類似物であり得る。
【００６１】
　従って、別の態様においては、本発明の単離された核酸分子は、長さが最低15ヌクレオ
チドであり、かつ、緊縮条件下で、配列番号１、配列番号４、配列番号７、配列番号１０
のヌクレオチド配列、受託番号９８６３４としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮ
Ａ挿入物のヌクレオチド配列、受託番号９８６３３としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミ
ドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、もしくは受託番号９８４５２としてＡＴＣＣに寄
託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列を含んで成る核酸分子にハイブリ
ダイゼーションする。他の態様においては、当該核酸は長さが最低30、50、100、250もし
くは500ヌクレオチドである。本明細書で使用されるところの「ストリンジェント条件下
でハイブリダイゼーションする」という用語は、相互に最低60％相同なヌクレオチド配列
が典型的に相互とハイブリダイゼーションされたままである、ハイブリダイゼーションお
よび洗浄の条件を記述することを意図される。好ましくは、条件は、相互に最低約70％、
より好ましくは最低約80％、なおより好ましくは最低約85％もしくは90％相同な配列が典
型的に相互とハイブリダイゼーションされたままであるようである。こうしたストリンジ
ェント条件は当業者に既知であり、かつ、Current Protocols in Molecular Biology、ジ
ョン・ワイリー・アンド・サンズ(John Wiley & Sons)、ニューヨーク(1989)、６．３．
１－６．３．６に見出され得る。緊縮ハイブリダイゼーション条件の好ましい制限しない
例は、約45℃で６×塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム（ＳＳＣ）中でのハイブリダイ
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ゼーション、次いで50～65℃での0.2×ＳＳＣ、0.1％ＳＤＳ中での１回もしくはそれ以上
の洗浄である。好ましくは、ストリンジェント条件下で配列番号１の配列にハイブリダイ
ゼーションする本発明の単離された核酸分子は、天然に存在する核酸分子に対応する。本
明細書で使用されるところの「天然に存在する」核酸分子は、天然に存在する（例えば天
然のタンパク質をコードする）ヌクレオチド配列を有するＲＮＡもしくはＤＮＡ分子を指
す。
【００６２】
　集団中に存在しうるＣＲＳＰ配列の天然に存在する対立遺伝子の変異体に加え、当業者
は、変化が、突然変異により、配列番号１、配列番号４、配列番号７、配列番号１０のヌ
クレオチド配列、受託番号９８６３４としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿
入物のヌクレオチド配列、受託番号９８６３３としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドの
ＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、もしくは受託番号９８４５２としてＡＴＣＣに寄託さ
れたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列に導入され得、それによりＣＲＳＰタ
ンパク質の機能的能力を変えることなくコードされたＣＲＳＰタンパク質のアミノ酸配列
の変化をもたらすことをさらに真価を認めるであろう。例えば、「非必須」アミノ酸残基
でのアミノ酸置換（とりわけ保存的アミノ酸置換）をもたらすヌクレオチド置換が、配列
番号１、配列番号４、配列番号７、配列番号１０の配列、受託番号９８６３４としてＡＴ
ＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、受託番号９８６３３と
してＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、もしくは受託
番号９８４５２としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配
列でなされ得る。「非必須」アミノ酸残基は、生物学的活性を変えることなくＣＲＳＰの
野生型配列（例えば、配列番号２、配列番号５、配列番号８もしくは配列番号１１の配列
）から変えられ得る残基である一方、「必須」アミノ酸残基は生物学的活性に必要とされ
る。例えば、本発明のＣＲＳＰタンパク質の間で保存されるアミノ酸残基（例えば、シス
テインに富むドメイン内のシステイン残基）は、変化に対しとりわけ修正がきかないこと
が予測される。さらに、ＣＲＳＰタンパク質と、システインに富むドメインを有する他の
タンパク質との間で保存されるアミノ酸残基は、変化に対し修正可能であるようでない。
【００６３】
　従って、本発明の別の局面は、活性に必須でないアミノ酸残基の変化を含有するＣＲＳ
Ｐタンパク質をコードする核酸分子に関する。こうしたＣＲＳＰタンパク質は、配列番号
２、配列番号５、配列番号８もしくは配列番号１１とアミノ酸配列において異なるが、し
かしそれでも生物学的活性を保持する。一態様においては、単離された核酸分子はタンパ
ク質をコードするヌクレオチド配列を含んで成り、ここでこのタンパク質は、配列番号２
、配列番号５、配列番号８もしくは配列番号１１のアミノ酸配列に最低約60％相同なアミ
ノ酸配列を含んで成る。好ましくは、当該核酸分子によりコードされるタンパク質は、配
列番号２、配列番号５、配列番号８もしくは配列番号１１に最低約65～70％相同、より好
ましくは配列番号２、配列番号５、配列番号８もしくは配列番号１１に最低75～80％相同
、なおより好ましくは配列番号２、配列番号５、配列番号８もしくは配列番号１１に最低
約85～90％相同、そして最も好ましくは配列番号２、配列番号５、配列番号８もしくは配
列番号１１に最低約95％相同である。
【００６４】
　配列番号２、配列番号５、配列番号８もしくは配列番号１１のタンパク質に相同なＣＲ
ＳＰタンパク質をコードする単離された核酸分子は、配列番号１、配列番号４、配列番号
７、配列番号１０のヌクレオチド配列、受託番号９８６３４としてＡＴＣＣに寄託された
プラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、受託番号９８６３３としてＡＴＣＣに寄
託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、もしくは受託番号９８４５２と
してＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列に１個もしくは
それ以上のヌクレオチドの置換、付加もしくは欠失を導入することにより創製され得、そ
の結果、１個もしくはそれ以上のアミノ酸の置換、付加もしくは欠失がコードされたタン
パク質中に導入される。突然変異が、部位特異的突然変異誘発およびＰＣＲ媒介性突然変
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異誘発のような標準的技術により、配列番号１、配列番号４、配列番号７、配列番号１０
、受託番号９８６３４としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオ
チド配列、受託番号９８６３３としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物の
ヌクレオチド配列、もしくは受託番号９８４５２としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミド
のＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列に導入され得る。好ましくは、保存的アミノ酸置換が
、１個もしくはそれ以上の予測された非必須アミノ酸残基でなされる。「保存的アミノ酸
置換」は、アミノ酸残基が類似の側鎖を有するアミノ酸残基で置き換えられるものである
。類似の側鎖を有するアミノ酸残基の一族(family)は当該技術分野で定義されている。こ
れらの一族は、塩基性側鎖（例えばリシン、アルギニン、ヒスチジン）、酸性側鎖（例え
ばアスパラギン酸、グルタミン酸）、荷電していない極性の側鎖（例えばグリシン、アス
パラギン、グルタミン、セリン、スレオニン、チロシン、システイン）、非極性側鎖（例
えば、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フェニルアラニン、メチ
オニン、トリプトファン）、β分枝状の側鎖（例えばスレオニン、バリン、イソロイシン
）および芳香族側鎖（例えば、チロシン、フェニルアラニン、トリプトファン、ヒスチジ
ン）をもつアミノ酸を包含する。従って、ＣＲＳＰタンパク質中の予測される非必須アミ
ノ酸残基（例えば、システインに富むドメイン中に配置されないもの）は、好ましくは、
同一の側鎖の一族からの別のアミノ酸残基で置き換えられる。あるいは、別の態様におい
ては、突然変異は、飽和突然変異誘発によるようにＣＲＳＰコーディング配列の全部もし
くは一部に沿って無作為に導入され得、そして、生じる突然変異体が、活性を保持する突
然変異体を同定するためにＣＲＳＰの生物学的活性についてスクリーニングされる。配列
番号１、配列番号４、配列番号７、配列番号１０、受託番号９８６３４としてＡＴＣＣに
寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、受託番号９８６３３としてＡ
ＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列、もしくは受託番号９
８４５２としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌクレオチド配列の突
然変異誘発の後、コードされるタンパク質が組換え的に発現され得、そしてタンパク質の
活性が測定され得る。
【００６５】
　好ましい一態様においては、突然変異体のＣＲＳＰタンパク質は、細胞内カルシウム、
ホスファチジルイノシトールもしくは他の分子の増加についてアッセイされ得、そして、
例えば特定のタンパク質のホスホリル化、遺伝子転写の調節、および本明細書で述べられ
る他の生物学的活性のいずれかをもたらし得る。
【００６６】
　好ましい一態様においては、突然変異体のＣＲＳＰタンパク質は、（１）インビトロも
しくはインビボのいずれかで、細胞のシグナル伝達を調節する：（２）細胞間の連絡を調
節する；（３）その発現がレセプターへのＣＲＳＰ（例えばＣＲＳＰ－１）の結合により
調節される遺伝子の発現を調節する；（４）インビトロもしくはインビボのいずれかで、
発生もしくは分化に関与する細胞での遺伝子転写を調節する；（５）インビトロもしくは
インビボのいずれかで、細胞増殖を調節する；（６）脊椎動物の分化した組織の整然とし
た空間的配置を形成および／もしくは維持する；（７）細胞死（例えば細胞の生存）を調
節する；（８）細胞の移動を調節する；そして／または（９）免疫系の機能を調節する能
力についてもまたアッセイされ得る。
【００６７】
　上述されたＣＲＳＰタンパク質をコードする核酸分子に加え、本発明の別の局面は、そ
れに対しアンチセンスである単離された核酸分子に関する。「アンチセンス」核酸はタン
パク質をコードする「センス」の核酸に相補的、例えば、二本鎖ｃＤＮＡ分子のコーディ
ング鎖に相補的もしくはｍＲＮＡ配列に相補的であるヌクレオチド配列を含んで成る。従
って、アンチセンス核酸はセンス核酸に水素結合し得る。アンチセンス核酸は、ＣＲＳＰ
コーディング鎖全体、もしくはその一部分のみに対して相補的であり得る。一態様におい
ては、アンチセンス核酸分子は、ＣＲＳＰをコードするヌクレオチド配列のコーディング
鎖の「コーディング領域」に対しアンチセンスである。「コーディング領域」という用語
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は、アミノ酸残基に翻訳されるコドンを含んで成るヌクレオチド配列の領域を指す（例え
ば、ヒトＣＲＳＰ－１のコーディング領域は配列番号３に対応し、ヒトＣＲＳＰ－２のコ
ーディング領域は配列番号６に対応し、ヒトＣＲＳＰ－３のコーディング領域は配列番号
９に対応し、ヒトＣＲＳＰ－４のコーディング領域は配列番号１２に対応し、そしてヒト
ＣＲＳＰ様－Ｎのコーディング領域は配列番号１５に対応する）。別の態様においては、
アンチセンス核酸分子はＣＲＳＰをコードするヌクレオチド配列のコーディング鎖の「非
コーディング領域」に対しアンチセンスである。「非コーディング領域」という用語は、
アミノ酸に翻訳されない、コーディング領域に隣接する５’および３’配列を指す（すな
わち、５’および３’非翻訳領域ともまた称される）。
【００６８】
　本明細書に開示されるＣＲＳＰをコードするコーティング鎖の配列（例えば配列番号３
、配列番号６、配列番号９もしくは配列番号１２）を考えれば、本発明のアンチセンス核
酸はワトソン(Watson)およびクリック(Crick)の塩基対形成の規則に従って設計され得る
。アンチセンス核酸分子はＣＲＳＰのｍＲＮＡのコーディング領域全体に相補的であり得
るが、しかし、より好ましくは、ＣＲＳＰのｍＲＮＡのコーディングもしくは非コーディ
ング領域の一部分のみに対してアンチセンスであるオリゴヌクレオチドである。例えば、
アンチセンスオリゴヌクレオチドはＣＲＳＰのｍＲＮＡの翻訳開始部位を取り囲む領域に
相補的であり得る。アンチセンスオリゴヌクレオチドは、例えば、長さが約５、10、15、
20、25、30、35、40、45もしくは50ヌクレオチドであり得る。本発明のアンチセンス核酸
は、当該技術分野で既知の手順を使用する化学合成および酵素的連結反応を使用して構築
され得る。例えば、アンチセンス核酸（例えばアンチセンスオリゴヌクレオチド）は、天
然に存在するヌクレオチド、または、当該分子の生物学的安定性を増大させる、もしくは
アンチセンスとセンスの核酸との間に形成される二本鎖の物理的安定性を増大させるよう
設計された、多様に修飾されたヌクレオチドを使用して化学的に合成され得、例えばホス
ホロチオエート誘導体およびアクリジン置換ヌクレオチドが使用され得る。アンチセンス
核酸を生じさせるのに使用され得る修飾ヌクレオチドの例は、５－フルオロウラシル、５
－ブロモウラシル、５－クロロウラシル、５－ヨードウラシル、ヒポキサンチン、キサン
チン、４－アセチルシトシン、５－（カルボキシヒドロキシルメチル）ウラシル、５－カ
ルボキシメチルアミノメチル－２－チオウリジン、５－カルボキシメチルアミノメチルウ
ラシル、ジヒドロウラシル、β－Ｄ－ガラクトシルキューオシン、イノシン、Ｎ６－イソ
ペンテニルアデニン、１－メチルグアニン、１－メチルイノシン、２，２－ジメチルグア
ニン、２－メチルアデニン、２－メチルグアニン、３－メチルシトシン、５－メチルシト
シン、Ｎ６－アデニン、７－メチルグアニン、５－メチルアミノメチルウラシル、５－メ
トキシアミノメチル－２－チオウラシル、β－Ｄ－マンノシルキューオシン、５’－メト
キシカルボキシメチルウラシル、５－メトキシウラシル、２－メチルチオ－Ｎ６－イソペ
ンテニルアデニン、ウラシル－５－オキシ酢酸（ｖ）、ワイブトキソシン、プソイドウラ
シル、キューオシン、２－チオシトシン、５－メチル－２－チオウラシル、２－チオウラ
シル、４－チオウラシル、５－メチルウラシル、ウラシル－５－オキシ酢酸メチルエステ
ル、ウラシル－５－オキシ酢酸（ｖ）、５－メチル－２－チオウラシル，３－（３－アミ
ノ－３－Ｎ－２－カルボキシプロピル）ウラシル、（ａｃｐ３）ｗおよび２，６－ジアミ
ノプリンを包含する。あるいは、アンチセンス核酸は、核酸がアンチセンスの向きにサブ
クローニングされた発現ベクターを使用して生物学的に製造され得る（すなわち、挿入さ
れた核酸から転写されたＲＮＡは、以下の小区分にさらに記述される、目的の標的核酸に
対しアンチセンスの向きのものであることができる）。
【００６９】
　本発明のアンチセンス核酸分子は、典型的には、それらがＣＲＳＰタンパク質をコード
する細胞のｍＲＮＡおよび／もしくはゲノムＤＮＡとハイブリダイゼーションするかもし
くはこれに結合して、それにより例えば転写および／もしくは翻訳を阻害することにより
タンパク質の発現を阻害するように、被験体に投与されるかもしくはインシトゥで生じら
れる。ハイブリダイゼーションは、安定な二本鎖を形成するための慣習的なヌクレオチド
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の相補性、もしくは、例えば、ＤＮＡ二本鎖に結合するアンチセンス核酸分子の場合には
二本鎖の主溝における特異的相互作用によることができる。本発明のアンチセンス核酸分
子の投与経路の一例は組織部位での直接注入を包含する。あるいは、アンチセンス核酸分
子は、選択された細胞を標的とするよう修飾され得、そしてその後全身的に投与され得る
。例えば、全身投与のためには、アンチセンス分子は、それらが、例えばアンチセンス核
酸分子を、細胞表面のレセプターもしくは抗原に結合するペプチドもしくは抗体に結合す
ることにより、選択された細胞表面上で発現されるレセプターもしくは抗原に特異的に結
合するように修飾され得る。アンチセンス核酸分子はまた、本明細書に記述されるベクタ
ーを使用して細胞に送達もされ得る。アンチセンス分子の十分な細胞内濃度を達成するた
めには、その中でアンチセンス核酸分子が強いｐｏｌIIもしくはｐｏｌIIIプロモーター
の制御下に置かれるベクター構築物が好ましい。
【００７０】
　なお別の態様においては、本発明のアンチセンス核酸分子はα－アノマー核酸分子であ
る。α－アノマー核酸分子は相補的ＲＮＡと特異的二本鎖ハイブリッドを形成し、ここで
は通常のβ単位と反対に鎖が相互に平行に走る（ゴルティエ(Gaultier)ら (1987) Nuclei
c Acids. Res. 15:6625-6641）。アンチセンス核酸分子は、２’－Ｏ－メチルリボヌクレ
オチド（イノウエ(Inoue)ら (1987) Nucleic Acids Res. 15:6131-6148）もしくはキメラ
のＲＮＡ-ＤＮＡ類似物（イノウエ(Inoue)ら (1987) FEBS Lett. 215:327-330）もまた含
み得る。
【００７１】
　さらに別の態様においては、本発明のアンチセンス核酸はリボザイムである。リボザイ
ムは、それに対しそれらが相補的領域を有するｍＲＮＡのような一本鎖核酸を切断するこ
とが可能であるリボヌクレアーゼ活性をもつ触媒的ＲＮＡ分子である。従って、リボザイ
ム（例えば、ハンマーヘッドリボザイム（ハゼルホフ(Haselhoff)とゲルラッハ(Gerlach)
 (1988) Nature 334:585-591に記述される））が、ＣＲＳＰのｍＲＮＡ転写物を触媒的に
切断してそれによりＣＲＳＰのｍＲＮＡの翻訳を阻害するのに使用され得る。ＣＲＳＰを
コードする核酸に対し特異性を有するリボザイムは、本明細書に開示されるＣＲＳＰのｃ
ＤＮＡのヌクレオチド配列（すなわち、配列番号１、配列番号４、配列番号７、配列番号
１０、受託番号９８６３４としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤＮＡ挿入物のヌク
レオチド配列、もしくは受託番号９８６３３としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミドのＤ
ＮＡ挿入物のヌクレオチド配列）を基礎として設計され得る。例えば、テトラヒメナ(Tet
rahymena)Ｌ１９ＩＶＳのＲＮＡの誘導体が構築され得、ここでは活性部位のヌクレオチ
ド配列はＣＲＳＰをコードするｍＲＮＡ中の切断されるべきヌクレオチド配列に相補的で
ある。例えば、チェック(Cech)ら 米国特許第４，９８７，０７１号；およびチェック(Ce
ch)ら 米国特許第５，１１６，７４２号を参照。あるいは、ＣＲＳＰのｍＲＮＡが、特異
的なリボヌクレアーゼ活性を有する触媒的ＲＮＡをＲＮＡ分子のプールから選択するのに
使用され得る。例えばバーテル(Bartel, D.)とスゾスタク(Szostak, J.W.) (1993) Scien
ce 261:1411-1418を参照。
【００７２】
　あるいは、ＣＲＳＰ遺伝子発現は、標的細胞中のＣＲＳＰ遺伝子の転写を予防する三重
らせん構造を形成するように、ＣＲＳＰの調節領域（例えばＣＲＳＰプロモーターおよび
／もしくはエンハンサー）に相補的なヌクレオチド配列を標的とすることにより阻害され
得る。一般に、ヘレネ(Helene, C.) (1991) Anticancer Drug Des. 6(6):569-84；ヘレネ
(Helene, C.)ら (1992) Ann. N.Y. Acad. Sci. 660:27-36；およびマハー(Maher, L.J.) 
(1992) Bioassays 14(12):807-15を参照。
【００７３】
　なお別の態様においては、本発明のＣＲＳＰ核酸分子は、例えば当該分子の安定性、ハ
イブリダイゼーションもしくは溶解性を向上させるように、塩基部分、糖部分もしくはリ
ン酸基幹(backbone)で修飾され得る。例えば、核酸分子のデオキシリボースリン酸基幹が
、ペプチド核酸(peptide nucleic acid)を生じさせるように修飾され得る（ハイラップ(H
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yrup B.)ら (1996) Bioorganic & Medicinal Chemistry 4(1):5-23を参照）。本明細書で
使用されるところの「ペプチド核酸」もしくは「ＰＮＡ」という用語は、デオキシリボー
スリン酸基幹が偽ペプチド基幹により置き換えられそして４個の天然の核塩基(nucleobas
e)のみが保持される核酸模倣物(mimics)、例えばＤＮＡ模倣物を指す。ＰＮＡの中性の基
幹は低イオン強度の条件下でＤＮＡおよびＲＮＡに対する特異的ハイブリダイゼーション
を見込むことが示されている。ＰＮＡオリゴマーの合成は、ハイラップ(Hyrup B.)ら (19
96) 上記；ペリー・オキーフ(Perry-O’Keefe)ら PNAS 93:14670-675に記述されるような
標準的な固相ペプチド合成プロトコルを使用して実施され得る。
【００７４】
　ＣＲＳＰ核酸分子のＰＮＡは治療および診断の応用に使用され得る。例えば、ＰＮＡは
、例えば転写もしくは翻訳の停止を誘導することまたは複製を阻害することによる遺伝子
発現の配列特異的調節のためのアンチセンスもしくは抗遺伝子(antigene)作用物質として
使用され得る。ＣＲＳＰ核酸分子のＰＮＡはまた、遺伝子中の単一の塩基対突然変異の分
析において（例えば、ＰＮＡに向けられたＰＣＲ制限(clamping)により）；他の酵素（例
えばＳ１ヌクレアーゼ（ハイラップ(Hyrup B.) (1996) 上記）と共同して使用される場合
は「人工的制限酵素」として；またはＤＮＡの配列決定もしくはハイブリダイゼーション
のためのプローブもしくはプライマーとして（ハイラップ(Hyrup B.)ら (1996) 上記；ペ
リー・オキーフ(Perry-O’Keefe) 上記）も使用され得る。
【００７５】
　別の態様においては、ＣＲＳＰのＰＮＡが、ＰＮＡに親油性もしくは他のヘルパー基を
付加すること、ＰＮＡ－ＤＮＡキメラの形成、または、リポソームもしくは当該技術分野
で既知の薬物送達の他の技術の使用により、（例えばそれらの安定性もしくは細胞取り込
みを高めるように）修飾され得る。例えば、ＰＮＡおよびＤＮＡの有利な特性を組み合わ
せうるＣＲＳＰ核酸分子のＰＮＡ－ＤＮＡキメラが生じられ得る。こうしたキメラは、Ｄ
ＮＡ認識酵素（例えばＲＮアーゼＨおよびＤＮＡポリメラーゼ）がＤＮＡ部分と相互作用
することを可能にする一方、ＰＮＡ部分は高い結合親和性および特異性を提供することが
できる。ＰＮＡ－ＤＮＡキメラは、塩基の積み重なり、核塩基の間の結合の数、および方
向に関して選択された適切な長さのリンカーを使用して結合され得る（ハイラップ(Hyrup
 B.) (1996) 上記）。ＰＮＡ－ＤＮＡキメラの合成は、ハイラップ(Hyrup B.) (1996) 上
記およびフィン(Finn P.J.)ら (1996) Nucleic Acids Res. 24(17):3357-63に記述される
ように実施され得る。例えば、ＤＮＡ鎖が、標準的ホスホロアミダイトカップリングの化
学を使用して固体支持体上で合成され得、そして修飾されたヌクレオシド類似物、例えば
５’－（４－メトキシトリチル）アミノ－５’－デオキシチミジンホスホロアミダイトが
、ＰＮＡとＤＮＡの５’端との間として使用され得る（マグ(Mag, M.)ら (1989) Nucleic
 Acid Res. 17:5973-88）。ＰＮＡモノマーがその後、段階的様式で結合されて、５’の
ＰＮＡ区分および３’のＤＮＡ区分をもつキメラ分子を生じさせる（フィン(Finn P.J.)
ら (1996) 上記）。あるいは、キメラ分子は、５’のＤＮＡ区分および３’のＰＮＡ区分
をもち合成され得る（ピーターサー(Peterser, K.H.)ら (1975) Bioorganic Med. Chem. 
Lett. 5:1119-1124）。
【００７６】
　他の態様においては、オリゴヌクレオチドは、ペプチド（例えば、インビボで宿主細胞
のレセプターを標的とするための）、または、細胞膜（例えば、レツィンガー(Letsinger
)ら (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. US. 86:6553-6556；ルマトル(Lemaitre)ら(1987) P
roc. Natl. Acad. Sci. USA 84:648-652；1988年12月15日に刊行されたＰＣＴ刊行物第Ｗ
Ｏ８８／０９８１０号を参照）もしくは血液脳関門（例えば、1988年４月25日に刊行され
たＰＣＴ刊行物第ＷＯ８９／１０１３４号を参照）を横断する輸送を助長する作用物質の
ような他の付属された基を包含しうる。加えて、オリゴヌクレオチドは、ハイブリダイゼ
ーションに誘発される切断剤(hybridization-triggered cleavage agent)（例えば、クロ
ール(Krol)ら (1988) BioTechniques 6:958-976を参照）もしくは挿入剤（例えば、ゾン(
Zon) (1988) Pharm. Res. 5:539-549を参照）を用いて修飾され得る。この目的には、オ
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リゴヌクレオチドは、別の分子（例えば、ペプチド、ハイブリダイゼーションに誘発され
る架橋剤、輸送剤、もしくはハイブリダイゼーションに誘発される切断剤）に結合されう
る。
【００７７】
II．単離されたＣＲＳＰタンパク質および抗ＣＲＳＰ抗体　本発明の一局面は、単離され
たＣＲＳＰタンパク質およびその生物学的に活性の部分(また、生物学的活性部分ともい
う)、ならびに抗ＣＲＳＰ抗体を生じさせるための免疫原としての使用に適するポリペプ
チド断片(また、フラグメントともいう)に関する。一態様においては、天然のＣＲＳＰタ
ンパク質は、標準的タンパク質精製技術を使用する適切な精製計画により、細胞もしくは
組織の供給源から単離され得る。別の態様においては、ＣＲＳＰタンパク質は組換えＤＮ
Ａ技術により製造される。組換え発現に代わり、ＣＲＳＰタンパク質もしくはポリペプチ
ドは、標準的ペプチド合成技術を使用して化学的に合成され得る。
【００７８】
　「単離された」もしくは「精製された」タンパク質もしくはその生物学的に活性の部分
は、細胞性物質、またはＣＲＳＰタンパク質が由来する細胞もしくは組織の供給源からの
他の汚染するタンパク質を本質的に含まないか、あるいは、化学的に合成される場合は化
学的前駆体もしくは他の化学物質を本質的に含まない。「細胞性物質を本質的に含まない
」という言語は、その中でタンパク質が、それからそれが単離もしくは組換え的に産生さ
れる細胞の細胞性成分から分離される、ＣＲＳＰタンパク質の調製物を包含する。一態様
においては、「細胞性物質を本質的に含まない」という言語は、約30％（乾燥重量）未満
の非ＣＲＳＰタンパク質（「汚染するタンパク質」ともまた本明細書で称される）、より
好ましくは約20％未満の非ＣＲＳＰタンパク質、なおより好ましくは約10％未満の非ＣＲ
ＳＰタンパク質、そして最も好ましくは約５％未満の非ＣＲＳＰタンパク質を有するＣＲ
ＳＰタンパク質の調製物を包含する。ＣＲＳＰタンパク質もしくはその生物学的に活性の
部分が組換え的に生じられる場合、それはまた、好ましくは、培養培地を本質的に含まな
い、すなわち、培養培地は、タンパク質調製物の体積の約20％未満、より好ましくは約10
％未満、そして最も好ましくは約５％未満に相当する。
【００７９】
　「化学的前駆体もしくは他の化学物質を本質的に含まない」という言語は、その中でタ
ンパク質がタンパク質の合成に関与する化学的前駆体もしくは他の化学物質から分離され
るＣＲＳＰタンパク質の調製物を包含する。一態様においては、「化学的前駆体もしくは
他の化学物質を本質的に含まない」という言語は、約30％（乾燥重量）未満の化学的前駆
体もしくは非ＣＲＳＰ化学物質、より好ましくは約20％未満の化学的前駆体もしくは非Ｃ
ＲＳＰ化学物質、なおより好ましくは約10％未満の化学的前駆体もしくは非ＣＲＳＰ化学
物質、そして最も好ましくは約５％未満の化学的前駆体もしくは非ＣＲＳＰ化学物質を有
するＣＲＳＰタンパク質の調製物を包含する。
【００８０】
　ＣＲＳＰタンパク質の生物学的に活性の部分は、ＣＲＳＰタンパク質のアミノ酸配列に
十分に相同もしくはこれ由来のアミノ酸配列、例えば、配列番号２、配列番号５、配列番
号８もしくは配列番号１１に示されるアミノ酸配列を含んで成るペプチドを包含し、これ
らは完全長のＣＲＳＰタンパク質より少ないアミノ酸を包含し、かつＣＲＳＰタンパク質
の最低１種の活性を表わす。典型的には、生物学的に活性の部分は、ＣＲＳＰタンパク質
の最低１種の活性をもつ１個のドメインもしくはモチーフを含んで成る。ＣＲＳＰタンパ
ク質の生物学的に活性の部分は、例えば、長さが10、25、50、100もしくはそれ以上のア
ミノ酸であるポリペプチドであり得る。
【００８１】
　一態様においては、ＣＲＳＰタンパク質の生物学的に活性の部分は最低１個のシステイ
ンに富む領域を含んで成る。別の態様においては、ＣＲＳＰタンパク質の生物学的に活性
の部分は最低１個のシステインに富む領域を含んで成り、ここでシステインに富む領域は
最低１個のシステインに富むドメインを包含する。なお別の態様においては、ＣＲＳＰタ
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ンパク質の生物学的に活性の部分は最低１個のシグナル配列を含んで成る。
【００８２】
　代替の一態様においては、ＣＲＳＰタンパク質の生物学的に活性の部分はシグナル配列
を欠くＣＲＳＰのアミノ酸配列を含んで成る。
【００８３】
　本発明のＣＲＳＰタンパク質の好ましい生物学的に活性の部分は上で同定された構造ド
メインの最低１個を含有しうることが理解されるべきである。ＣＲＳＰタンパク質のより
好ましい生物学的に活性の部分は、上で同定された構造ドメインの最低２個を含有しうる
。ＣＲＳＰタンパク質のなおより好ましい生物学的に活性の部分は上で同定された構造ド
メインの最低３個を含有しうる。本発明のＣＲＳＰタンパク質のとりわけ好ましい生物学
的に活性の部分は上で同定された構造ドメインの最低４個を含有しうる。
【００８４】
　さらに、その中で当該タンパク質の他の領域が欠失される他の生物学的に活性の部分が
組換え技術により製造され得、そして天然のＣＲＳＰタンパク質の機能的活性の１種もし
くはそれ以上について評価される。
【００８５】
　好ましい一態様においては、ＣＲＳＰタンパク質は、配列番号２に示されるアミノ酸配
列、もしくは配列番号２に最低約55％相同なアミノ酸配列を有する。別の好ましい態様に
おいては、ＣＲＳＰタンパク質は、配列番号５に示されるアミノ酸配列、もしくは配列番
号５に最低約35％相同なアミノ酸配列を有する。別の好ましい態様においては、ＣＲＳＰ
タンパク質は、配列番号８に示されるアミノ酸配列、もしくは配列番号８に最低約85％相
同なアミノ酸配列を有する。別の好ましい態様においては、ＣＲＳＰタンパク質は、配列
番号１１に示されるアミノ酸配列、もしくは配列番号１１に最低約35％相同なアミノ酸配
列を有する。なお別の好ましい態様においては、本発明のＣＲＳＰタンパク質は、配列番
号２、配列番号５、配列番号８もしくは配列番号１１に示されるアミノ酸配列に、最低約
30～35％、好ましくは約40～45％、より好ましくは約50～55％、なおより好ましくは約60
～65％、そしてなおより好ましくは最低約70～75％、80～85％、90～95％もしくはそれ以
上相同であるアミノ酸配列を含んで成る。
【００８６】
　他の態様においては、ＣＲＳＰタンパク質は、配列番号２、配列番号５、配列番号８も
しくは配列番号１１に本質的に相同であり、そして、好ましくは、配列番号２、配列番号
５、配列番号８もしくは配列番号１１のタンパク質の機能的活性を保持するが、しかしそ
れでも上の小区分Ｉで詳細に記述されたとおり、天然の対立遺伝子の変異もしくは突然変
異誘発のため、アミノ酸配列が異なる。従って、別の態様においては、ＣＲＳＰタンパク
質は、配列番号２、配列番号５、配列番号８もしくは配列番号１１のアミノ酸配列に最低
約60％相同なアミノ酸配列を含んで成り、そして、好ましくは、それぞれ配列番号２、配
列番号５、配列番号８もしくは配列番号１１のＣＲＳＰタンパク質の機能的活性を保持す
るタンパク質である。好ましくは、当該タンパク質は、配列番号２、配列番号５、配列番
号８もしくは配列番号１１に最低約70％相同、より好ましくは配列番号２、配列番号５、
配列番号８もしくは配列番号１１に最低約80％相同、なおより好ましくは配列番号２、配
列番号５、配列番号８もしくは配列番号１１に最低約90％相同、そして最も好ましくは配
列番号２、配列番号５、配列番号８もしくは配列番号１１に最低約95％もしくはそれ以上
相同である。
【００８７】
　２種のアミノ酸配列もしくは２種の核酸の相同性のパーセントを決定するためには、配
列が、至適の比較の目的上整列される（例えば、ギャップが、第二のアミノ酸もしくは核
酸の配列との至適の整列のために第一のアミノ酸の配列もしくは核酸の配列に導入され得
る）。対応するアミノ酸位置もしくはヌクレオチド位置のアミノ酸残基もしくはヌクレオ
チドがその後比較される。第一の配列中のある位置が第二の配列中の対応する位置と同一
のアミノ酸残基もしくはヌクレオチドにより占有される場合には、それらの分子はその位
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置で相同である（すなわち、本明細書で使用されるところのアミノ酸もしくは核酸の「相
同性」は、アミノ酸もしくは核酸の「同一性」に同等である）。２種の配列の間の相同性
のパーセントは、それらの配列により共有される同一の位置の数の関数である（すなわち
、相同性％＝同一の位置の数／位置の総数×100）。２種の配列の間の相同性のパーセン
トの決定は数学的アルゴリズムを使用して成し遂げられ得る。２種の配列の比較に利用さ
れる数学的アルゴリズムの好ましい、制限しない一例は、カーリン(Karlin)とアルチュー
ル(Altschul) (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-77でのように改変される、
カーリン(Karlin)とアルチュール(Altschul) (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:22
64-68のアルゴリズムである。こうしたアルゴリズムは、アルチュール(Altschul)ら (199
0) J. Mol. Biol. 215:403-10のＮＢＬＡＳＴおよびＸＢＬＡＳＴプログラムに組み込ま
れる。ＢＬＡＳＴヌクレオチド検索が、本発明のＣＲＳＰ核酸分子に相同なヌクレオチド
配列を得るために、点数(score)＝100、語長＝12のＮＢＬＡＳＴプログラムを用いて実施
され得る。ＢＬＡＳＴタンパク質検索は、本発明のＣＲＳＰタンパク質分子に相同なアミ
ノ酸配列を得るために、点数＝50、語長＝３のＸＢＬＡＳＴプログラムを用いて実施され
得る。比較の目的上ギャップをつけられた(gapped)整列を得るためには、ギャップをつけ
られたＢＬＡＳＴが、アルチュール(Altschul)ら、(1997) Nucleic Acids Research 25(1
7):3389-3402に記述されるように利用され得る。ＢＬＡＳＴおよびギャップをつけられた
ＢＬＡＳＴプログラムを利用する場合、それぞれのプログラム（例えばＸＢＬＡＳＴおよ
びＮＢＬＡＳＴ）のデフォルトのパラメータが使用され得る。http://www.ncbi.nlm.nih.
gov を参照。配列の比較に利用される数学的アルゴリズムの別の好ましい制限しない例は
、マイヤース(Myers)とミラー(Miller)、ＣＡＢＯＩＳ(1989)のアルゴリズムである。こ
うしたアルゴリズムは、ＧＣＧ配列整列ソフトウェアパッケージの一部であるＡＬＩＧＮ
プログラム（バージョン２．０）に組み込まれる。アミノ酸配列を比較するためにＡＬＩ
ＧＮプログラムを利用する場合、ＰＡＭ１２０重量残基表(weight residue table)、12と
いうギャップ長罰点(penalty)および４というギャップ罰点が使用され得る。
【００８８】
　本発明はＣＲＳＰのキメラもしくは融合タンパク質もまた提供する。本明細書で使用さ
れるところのＣＲＳＰの「キメラタンパク質」もしくは「融合タンパク質」は、非ＣＲＳ
Ｐポリペプチドに有効に結合されるＣＲＳＰポリペプチドを含んで成る。「ＣＲＳＰポリ
ペプチド」はＣＲＳＰに対応するアミノ酸配列を有するポリペプチドを指す一方、「非Ｃ
ＲＳＰポリペプチド」は、ＣＲＳＰタンパク質に本質的に相同でないタンパク質、例えば
ＣＲＳＰタンパク質と異なりかつ同一もしくは異なる生物体由来であるタンパク質に対応
するアミノ酸配列を有するポリペプチドを指す。ＣＲＳＰ融合タンパク質内では、ＣＲＳ
ＰポリペプチドはＣＲＳＰタンパク質の全部もしくは一部分に対応し得る。好ましい一態
様においては、ＣＲＳＰ融合タンパク質はＣＲＳＰタンパク質の最低１個の生物学的に活
性の部分を含んで成る。別の好ましい態様においては、ＣＲＳＰ融合タンパク質はＣＲＳ
Ｐタンパク質の最低２個の生物学的に活性の部分を含んで成る。別の好ましい態様におい
ては、ＣＲＳＰ融合タンパク質はＣＲＳＰタンパク質の最低３個の生物学的に活性の部分
を含んで成る。融合タンパク質内では、「操作可能に結合される」という用語は、ＣＲＳ
Ｐポリペプチドおよび非ＣＲＳＰポリペプチドが相互に対し同じ読み枠で融合されること
を示すことを意図される。非ＣＲＳＰポリペプチドはＣＲＳＰポリペプチドのＮ末端もし
くはＣ末端に融合され得る。
【００８９】
　例えば、一態様においては、融合タンパク質はＧＳＴ－ＣＲＳＰ融合タンパク質であり
、ここではＣＲＳＰ配列がＧＳＴ配列のＣ末端に融合される。こうした融合タンパク質は
組換えＣＲＳＰの精製を助長し得る。　別の態様においては、融合タンパク質は、そのＮ
末端に異種シグナル配列を含有するＣＲＳＰタンパク質である。例えば、天然のＣＲＳＰ
のシグナル配列（すなわち、配列番号２のアミノ酸１ないし23周辺）が除去され得、そし
て別のタンパク質からのシグナル配列で置き換えられ得る。ある宿主細胞（例えば哺乳動
物宿主細胞）においては、ＣＲＳＰの発現および／もしくは分泌が異種シグナル配列の使
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用により増大され得る。
【００９０】
　なお別の態様においては、融合タンパク質はＣＲＳＰ－免疫グロブリン融合タンパク質
であり、ここでは主としてＣＲＳＰのシステインに富む領域を含んで成るＣＲＳＰ配列が
、免疫グロブリンタンパク質ファミリーの一構成員由来の配列に融合される。可溶性の誘
導体もまた、免疫グロブリンの定常（Ｆｃ）領域に融合された細胞表面糖タンパク質の細
胞外ドメインから成る免疫グロブリン遺伝子スーパーファミリーの細胞表面糖タンパク質
から作成されている（例えば、ケイポン(Capon, D.J.)ら (1989) Nature 337:525-531な
らびにケイポン(Capon) 米国特許第５，１１６，９６４および５，４２８，１３０号［Ｃ
Ｄ４－ＩｇＧ１構築物］；リンズレイ(Linsley, P.S.)ら (1991) J. Exp. Med. 173:721-
730［ＣＤ２８－ＩｇＧ１構築物およびＢ７－１－ＩｇＧ１構築物］；ならびにリンズレ
イ(Linsley, P.S.)ら (1991) J. Exp. Med. 174:561-569および米国特許第５，４３４，
１３１号［ＣＴＬＡ４－ＩｇＧ１］を参照）。こうした融合タンパク質はレセプター－リ
ガンドの相互作用を調節するのに有用と判明している。免疫グロブリンの定常（Ｆｃ）領
域に融合された細胞表面レセプターの細胞外ドメインから成る、腫瘍壊死因子レセプター
（ＴＮＦＲ）スーパーファミリーのタンパク質の細胞表面タンパク質の可溶性の誘導体が
作成されている（例えば、モアランド(Moreland)ら (1997) N. Engl. J. Med. 337(3):14
1-147；ファン・デル・ポル(van der Poll)ら (1997) Blood 89(10):3727-3734；および
アンマン(Ammann)ら (1997) J. Clin. Invest. 99(7):1699-1703を参照）。
【００９１】
　本発明のＣＲＳＰ－免疫グロブリン融合タンパク質は製薬学的組成物中に組み込まれ得
、そしてＣＲＳＰリガンドと細胞の表面上のＣＲＳＰレセプターとの間の相互作用を阻害
してそれによりインビボでＣＲＳＰ媒介性のシグナル伝達を抑制するように被験体に投与
され得る。ＣＲＳＰ－免疫グロブリン融合タンパク質は、ＣＲＳＰコグネイトレセプター
の生物学的利用性に影響を及ぼすのに使用され得る。ＣＲＳＰリガンド／ＣＲＳＰの相互
作用の阻害は、分化もしくは増殖性障害の治療、ならびに発生応答、細胞接着および／も
しくは細胞の運命を調節（例えば促進もしくは阻害）することの双方に治療上有用であり
うる。さらに、本発明のＣＲＳＰ－免疫グロブリン融合タンパク質は、被験体において抗
ＣＲＳＰ抗体を産生させるための免疫原として、ＣＲＳＰリガンドを精製するため、そし
てスクリーニングアッセイでＣＲＳＰリガンドとのＣＲＳＰの相互作用を阻害する分子を
同定するために使用され得る。
【００９２】
　好ましくは、本発明のＣＲＳＰのキメラもしくは融合タンパク質は標準的な組換えＤＮ
Ａ技術により製造される。例えば、異なるポリペプチド配列をコードするＤＮＡ断片が、
慣習的技術に従って、例えば、平滑末端にされたもしくは付着末端にされた末端をライゲ
ーションに使用すること、適切な末端を提供するための制限酵素消化、適切なように付着
末端を埋めること(filling-in)、所望されない結合を避けるためのアルカリホスファター
ゼ処理、および酵素的連結により、同じ読み枠で一緒に連結される。別の態様においては
、融合遺伝子は自動化ＤＮＡ合成機を包含する慣習的技術により合成され得る。あるいは
、遺伝子断片のＰＣＲ増幅が、その後アニーリングされ得そしてキメラ遺伝子配列を生じ
させるように再増幅され得る２個の連続する遺伝子断片の間に相補的突出(overhang)を生
じさせるアンカープライマーを使用して実施され得る（例えば、Current Protocols in M
olecular Biology、アウスベル(Ausubel)ら編、ジョン・ワイリー・アンド・サンズ(John
 Wiley & Sons): 1992を参照）。さらに、融合部分（例えばＧＳＴポリペプチド）を既に
コードする多くの発現ベクターが商業的に入手可能である。ＣＲＳＰをコードする核酸は
、融合部分がＣＲＳＰタンパク質に同じ読み枠で結合されるようにこうした発現ベクター
中にクローニングされ得る。
【００９３】
　本発明はまた、ＣＲＳＰアゴニスト（模倣物(mimetics)）もしくはＣＲＳＰアンタゴニ
ストのいずれかとして機能するＣＲＳＰタンパク質の変異体にも関する。ＣＲＳＰタンパ
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ク質の変異体は、突然変異誘発、例えば別個の点突然変異もしくはＣＲＳＰタンパク質の
短縮(truncation)により生じられ得る。ＣＲＳＰタンパク質のアゴニストは、天然に存在
する形態のＣＲＳＰタンパク質の生物学的活性の同一物もしくはサブセット(subset)を本
質的に保持し得る。ＣＲＳＰタンパク質のアンタゴニストは、例えば、ＣＲＳＰタンパク
質を包含する細胞のシグナル伝達カスケードの下流もしくは上流の構成員に競争的に結合
することにより、天然に存在する形態のＣＲＳＰタンパク質の活性の１種もしくはそれ以
上を阻害し得る。従って、特異的な生物学的影響が、制限された機能のある変異体での処
理により導き出され得る。一態様においては、天然に存在する形態のタンパク質の生物学
的活性のサブセットを有する変異体での被験体の処理は、被験体において、天然に存在す
る形態のＣＲＳＰタンパク質での処理に関してより少ない副作用を有する。
【００９４】
　一態様においては、ＣＲＳＰアゴニスト（模倣物）もしくはＣＲＳＰアンタゴニストの
いずれかとして機能するＣＲＳＰタンパク質の変異体は、ＣＲＳＰタンパク質の突然変異
体、例えば短縮突然変異体の組み合わせライブラリーをＣＲＳＰタンパク質のアゴニスト
もしくはアンタゴニスト活性についてスクリーニングすることにより同定され得る。一態
様においては、ＣＲＳＰ変異体の多彩なライブラリーは、核酸レベルでの組み合わせ突然
変異誘発により生じられ、そして多彩な遺伝子ライブラリーによりコードされる。ＣＲＳ
Ｐ変異体の多彩なライブラリーは、例えば、潜在的なＣＲＳＰ配列の縮重した組が別個の
ポリペプチドとして、もしくは、あるいは、その中にＣＲＳＰ配列の組を含有する一組の
より大きな融合タンパク質（例えばファージディスプレイ(phage display)のため）とし
て発現可能であるように、遺伝子配列中に合成オリゴヌクレオチドの混合物を酵素的に連
結することにより生じられ得る。縮重オリゴヌクレオチド配列から潜在的なＣＲＳＰ変異
体のライブラリーを生じさせるのに使用され得る多様な方法が存在する。縮重遺伝子配列
の化学合成が自動ＤＮＡ合成機で実施され得、そして合成遺伝子がその後、適切な発現ベ
クターに連結され得る。遺伝子の縮重した組の使用は、潜在的ＣＲＳＰ配列の所望の組を
コードする配列の全部の１混合物での供給を見込む。縮重オリゴヌクレオチドの合成方法
は当該技術分野で既知である（例えば、ナラング(Narang, S.A.) (1983) Tetrahedron 39
:3；イタクラ(Itakura)ら (1984) Annu. Rev. Biochem. 53:323；イタクラ(Itakura)ら (
1984) Science 198:1056；アイク(Ike)ら (1983) Nucleic Acid Res. 11:477を参照）。
【００９５】
　加えて、ＣＲＳＰタンパク質コーディング配列の断片のライブラリーが、ＣＲＳＰタン
パク質の変異体のスクリーニングおよびその後の選択のためにＣＲＳＰ断片の多彩な集団
を生じさせるのに使用され得る。一態様においては、コーディング配列断片のライブラリ
ーが、ＣＲＳＰコーディング配列の二本鎖ＰＣＲ断片を、切れ目形成(nicking)が１分子
あたり約１回のみ起こる条件下にてヌクレアーゼで処理すること、二本鎖ＤＮＡを変性さ
せること、ＤＮＡを復元させて異なる切れ目を入れられた(nicked)産物からのセンス／ア
ンチセンスの対を包含し得る二本鎖ＤＮＡを形成させること、一本鎖部分をＳ１ヌクレア
ーゼでの処理により再形成された二本鎖から除去すること、そして生じる断片のライブラ
リーを発現ベクターに連結することにより生じられ得る。この方法により、発現ライブラ
リーが生じられ得、これはＣＲＳＰタンパク質のＮ末端、Ｃ末端および多様な大きさの内
部断片をコードする。
【００９６】
　点突然変異もしくは短縮により作成された組み合わせライブラリーの遺伝子産物をスク
リーニングするため、および選択された特性を有する遺伝子産物についてｃＤＮＡライブ
ラリーをスクリーニングするためのいくつかの技術が当該技術分野で既知である。こうし
た技術は、ＣＲＳＰタンパク質の組み合わせ突然変異誘発により生じられた遺伝子ライブ
ラリーの迅速なスクリーニングに適応可能である。高スループット分析に敏感に反応する
、大きな遺伝子ライブラリーをスクリーニングするのに最も幅広く使用される技術は、典
型的には、遺伝子ライブラリーを複製可能な発現ベクター中にクローニングすること、ベ
クターの生じるライブラリーで適切な細胞を形質転換すること、そして所望の活性の検出
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がその産物が検出された遺伝子をコードするベクターの単離を助長する条件下で組み合わ
せ遺伝子を発現することを包含する。ライブラリー中の機能的突然変異体の頻度を高める
新しい技術、Recrusive 集団突然変異誘発(recrusive ensemble mutagenesis)（ＲＥＭ）
が、ＣＲＳＰの変異体を同定するためのスクリーニングアッセイと共同して使用され得る
（アーキン(Arkin)とユルヴァン(Yourvan) (1992) PNAS 89:7811-7815；デルグレイヴ(De
lgrave)ら (1993) Protein Engineering 6(3):327-331）。
【００９７】
　一態様において、細胞を基礎とするアッセイが多彩なＣＲＳＰライブラリーを分析する
のに活用され得る。例えば、発現ベクターのライブラリーが、ＣＲＳＰ依存性の様式で特
定のリガンドに普通に応答する細胞系にトランスフェクションされ得る。トランスフェク
ションされた細胞はその後、リガンドと接触され、そして、リガンドによるシグナル伝達
に対する突然変異体の発現の影響が、例えば多数の免疫細胞応答のいずれかを測定するこ
とにより検出され得る。プラスミドＤＮＡがその後、阻害、もしくは、あるいは、リガン
ド誘導の強化に成功する(score)細胞から回収され得、そして個々のクローンがさらに特
徴づけられ得る。　単離されたＣＲＳＰタンパク質またはその一部もしくは断片が、ポリ
クローナルおよびモノクローナル抗体調製のための標準的技術を使用してＣＲＳＰを結合
する抗体を生じさせるための免疫原として使用され得る。完全長のＣＲＳＰタンパク質が
使用され得るか、もしくは、あるいは、本発明は免疫源としての使用のためのＣＲＳＰの
抗原性ペプチド断片を提供する。ＣＲＳＰの抗原性ペプチドは、配列番号２、配列番号５
、配列番号８もしくは配列番号１１に示されるアミノ酸配列の最低８アミノ酸残基を含ん
で成り、また、当該ペプチドに対し生じられた抗体がＣＲＳＰと特異的免疫複合体を形成
するようなＣＲＳＰの抗原決定基を包含する。好ましくは、当該抗原性ペプチドは、最低
10アミノ酸残基、より好ましくは最低15アミノ酸残基、なおより好ましくは最低20アミノ
酸残基、そして最も好ましくは最低30アミノ酸残基を含んで成る。
【００９８】
　抗原性ペプチドにより包含される好ましい抗原決定基は、ＣＲＳＰの表面に配置される
このタンパク質の領域、例えば親水性領域である。
【００９９】
　ＣＲＳＰ免疫原は、典型的には、適する被験体（例えば、ウサギ、ヤギ、マウスもしく
は他の哺乳動物）を当該免疫原で免疫することにより抗体を調製するのに使用される。適
切な免疫原性調製物は、例えば、組換え的に発現されたＣＲＳＰタンパク質もしくは化学
的に合成されたＣＲＳＰポリペプチドを含有し得る。当該調製物は、フロイントの完全も
しくは不完全アジュバントのようなアジュバント、または類似の免疫刺激剤をさらに包含
し得る。免疫原性のＣＲＳＰ調製物での適する被験体の免疫はポリクローナル抗ＣＲＳＰ
抗体応答を誘導する。
【０１００】
　従って、本発明の別の局面は抗ＣＲＳＰ抗体に関する。本明細書で使用されるところの
「抗体」という用語は、免疫グロブリン分子および免疫グロブリン分子すなわちＣＲＳＰ
のような抗原を特異的に結合する（これと免疫反応する(immunoreact)）抗原結合部位を
含有する分子の免疫学的に活性の部分を指す。免疫グロブリン分子の免疫学的に活性の部
分の例はＦ（ａｂ）およびＦ（ａｂ’）２断片を包含し、これらは抗体をペプシンのよう
な酵素で処理することにより生じられ得る。本発明はＣＲＳＰを結合するポリクローナル
およびモノクローナル抗体を提供する。本明細書で使用されるところの「モノクローナル
抗体」もしくは「モノクローナル抗体組成物」という用語は、ＣＲＳＰの特定の抗原決定
基と免疫反応することが可能な抗原結合部位のただ１種を含有する抗体分子の集団を指す
。モノクローナル抗体組成物は、従って、典型的には、それが免疫反応する特定のＣＲＳ
Ｐタンパク質に対する単一の結合親和性を表わす。
【０１０１】
　ポリクローナル抗ＣＲＳＰ抗体は、適する被験体をＣＲＳＰ免疫原で免疫することによ
り上述されたとおり調製され得る。免疫された被験体における抗ＣＲＳＰ抗体の力価は、
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固定されたＣＲＳＰを使用する酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）でのような標準的技術によ
り時間にわたって監視され得る。所望の場合は、ＣＲＳＰに対し向けられる抗体分子がそ
の哺乳動物から（例えば血液から）単離され得、そしてＩｇＧ画分を得るためのプロテイ
ンＡクロマトグラフィーのような公知の技術によりさらに精製され得る。免疫後適切な時
点で、例えば抗ＣＲＳＰ抗体の力価が最高である場合に、抗体産生細胞が被験体から得ら
れることができ、そして、コーラー(Kohler)とミルシュテイン(Milstein) (1975) Nature
 256:495-497により元は記述されたハイブリドーマ技術（ブラウン(Brown)ら (1981) J. 
Immunol. 127:539-46；ブラウン(Brown)ら (1980）J. Biol. Chem. 255:4980-83；イェ(Y
eh)ら (1976) PNAS 76:2927-31；およびイェ(Yeh)ら (1982) Int. J. Cancer 29:269-75
もまた参照）、より最近のヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術（コズボル(Kozbor)ら (1983) 
Immunol Today 4:72）、ＥＢＶハイブリドーマ技術（コール(Cole)ら(1985)、Monoclonal
 Antibodies and Cancer Therapy、アラン・Ｒ・リス・インク(Alan R. Liss, Inc.)、pp
.77-96）もしくはトリオーマ(trioma)技術のような標準的技術によりモノクローナル抗体
を調製するのに使用され得る。モノクローナル抗体ハイブリドーマを産生するための技術
は公知である（一般に、ケネス(R.H. Kenneth)、Monoclonal Antibodies: A New Dimensi
on In Biological Analyses中、プレナム・パブリッシング・コープ(Plenum Publishing 
Corp.)、ニューヨーク州ニューヨーク(1980)；ラーナー(E.A. Lerner)(1981) Yale J. Bi
ol. Med.、54:387-402；ゲフター(M.L. Gefter)ら (1977) Somatic Cell Genet. 3:231-3
6を参照）。簡潔には、不死細胞系（典型的には骨髄腫）が、上述されたとおりＣＲＳＰ
免疫原で免疫された哺乳動物からのリンパ球（典型的には脾細胞）に融合され、そして生
じるハイブリドーマ細胞の培養上清が、ＣＲＳＰを結合するモノクローナル抗体を産生す
るハイブリドーマを同定するためにスクリーニングされる。
【０１０２】
　リンパ球および不死化された細胞系を融合するために使用される多くの公知のプロトコ
ルのいずれかが、抗ＣＲＳＰモノクローナル抗体を生じさせるという目的上適用され得る
（例えば、ガルフレ(G. Galfre)ら (1977) Nature 266:55052：ゲフター(Gefter)ら Soma
tic Cell Genet.、上記に引用された；ラーナー(Lerner)、Yale J. Biol. Med.、上記に
引用された；ケネス(Kenneth)、Monoclonal Antibodies、上記に引用された、を参照）。
さらに、当業者は、また有用であることができるこうした方法の多くの変法が存在するこ
とを真価を認めるであろう。典型的には、不死細胞系（例えば骨髄腫細胞系）はリンパ球
と同一の哺乳動物種由来である。例えば、マウスハイブリドーマは、本発明の免疫原性調
製物で免疫されたマウスからのリンパ球を不死化されたマウス細胞系と融合することによ
り作成され得る。好ましい不死細胞系は、ヒポキサンチン、アミノプテリンおよびチミジ
ンを含有する培養培地（「ＨＡＴ培地」）に感受性であるマウス骨髄腫細胞系である。多
数の骨髄腫細胞系のいずれか、例えばＰ３－ＮＳ１／１－Ａｇ４－１、Ｐ３－ｘ６３－Ａ
ｇ８．６５３もしくはＳｐ２／Ｏ－Ａｇ１４骨髄腫系統が、標準的技術に従って融合パー
トナーとして使用され得る。これらの骨髄腫系統はＡＴＣＣから入手可能である。典型的
には、ＨＡＴ感受性のマウス骨髄腫細胞が、ポリエチレングリコール（「ＰＥＧ」）を使
用してマウス脾細胞に融合される。この融合から生じるハイブリドーマ細胞がその後、Ｈ
ＡＴ培地を使用して選択される。これは融合されない、および非生産的に融合された骨髄
腫細胞を殺す（融合されない脾細胞は、それらは形質転換されないため数日後に死ぬ）。
本発明のモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ細胞は、例えば標準的ＥＬＩＳＡ
アッセイを使用して、ＣＲＳＰを結合する抗体についてハイブリドーマ培養上清をスクリ
ーニングすることにより検出される。
【０１０３】
　モノクローナル抗体を分泌するハイブリドーマを調製する代わりに、モノクローナル抗
ＣＲＳＰ抗体は、組換えの組み合わせ免疫グロブリンライブラリー（例えば、抗体ファー
ジディスプレイライブラリー）をＣＲＳＰでスクリーニングしてそれによりＣＲＳＰを結
合する免疫グロブリンライブラリーの構成員を単離することにより、同定かつ単離され得
る。ファージディスプレイライブラリーを生じさせそしてスクリーニングするためのキッ
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トは商業的に入手可能である（例えば、ファルマシア(Pharmacia)の組換えファージ抗体
系(Recombinant Phage Antibody System)、カタログ番号２７－９４００－０１；および
ストラタジーン(Stratagene)のサーフザップ［SurfZAP］（商標）ファージディスプレイ
キット(Phage Display Kit)、カタログ番号２４０６１２）。加えて、抗体ディスプレイ
ライブラリーの発生およびスクリーニングでの使用にとりわけ敏感に反応する方法および
試薬の例は、例えば、ラドナー(Ladner)ら 米国特許第５，２２３，４０９号；カング(Ka
ng)ら ＰＣＴ国際刊行物第ＷＯ９２／１８６１９号；ドワー(Dower)ら ＰＣＴ国際刊行物
第ＷＯ９１／１７２７１号；ウィンター(Winter)ら ＰＣＴ国際特許刊行物第ＷＯ９２／
２０７９１号；マークランド(Markland)ら ＰＣＴ国際刊行物第ＷＯ９２／１５６７９号
；ブライトリンク(Breitling)ら ＰＣＴ国際刊行物ＷＯ９３／０１２８８；マキャファー
ティ(McCafferty)ら ＰＣＴ国際刊行物第ＷＯ９２／０１０４７号；ガラード(Garrard)ら
 ＰＣＴ国際刊行物第ＷＯ９２／０９６９０号；ラドナー(Ladner)ら ＰＣＴ国際刊行物第
ＷＯ９０／０２８０９号；フーフス(Fuchs)ら (1991) Bio/Technology 9:1370-1372；ヘ
イ(Hay)ら (1992) Hum. Antibod. Hybridomas 3:81-85；ヒューズ(Huse)ら (1989) Scien
ce 246:1275-1281；グリフィス(Griffiths)ら (1993)EMBO J 12:725-734；ホーキンス(Ha
wkins)ら (1992) J. Mol. Biol. 226:889-896；クラークソン(Clarkson)ら (1991) Natur
e 352:624-628；グラム(Gram)ら (1992) PNAS 89:3576-3580；ガラド(Garrad)ら (1991) 
Bio/Technology 9:1373-1377；ホーゲンボーム(Hoogenboom)ら (1991) Nuc. Acid Res. 1
9:4133-4137；バルバス(Barbas)ら (1991) PNAS 88:7978-7982；およびマキャファーティ
(McCafferty)ら Nature (1990) 348:552-554に見出され得る。
【０１０４】
　加えて、標準的組換えＤＮＡ技術を使用して作成され得る、ヒトおよび非ヒト双方の部
分を含んで成るキメラおよびヒト化モノクローナル抗体のような組換え抗ＣＲＳＰ抗体は
本発明の範囲内にある。こうしたキメラおよびヒト化モノクローナル抗体は、当該技術分
野で既知の組換えＤＮＡ技術により、例えば、ロビンソン(Robinson)ら 国際出願番号Ｐ
ＣＴ／ＵＳ８６／０２２６９：アキラ(Akira)ら 欧州特許出願１８４，１８７；タニグチ
(Taniguchi, M.)、欧州特許出願１７１，４９６；モリソン(Morrison)ら 欧州特許出願１
７３，４９４；ノイバーガー(Neuberger)ら ＰＣＴ国際刊行物第ＷＯ８６／０１５３３号
；キャビリー(Cabilly)ら 米国特許第４，８１６，５６７号；キャビリー(Cabilly)ら 欧
州特許出願１２５，０２３；ベター(Better)ら (1988) Science 240:1041-1043；リウ(Li
u)ら (1987) PNAS 84:3439-3443；リウ(Liu)ら (1987) J. Immunol. 139:3521-3526；サ
ン(Sun)ら (1987) PNAS 84:214-218；ニシムラ(Nishimura)ら (1987) Canc. Res. 47:999
-1005；ウッド(Wood)ら (1985) Nature 314:446-449；ならびにショー(Shaw)ら (1988) J
. Natl. Cancer Inst. 80:1553-1559；モリソン(Morrison, S.L.) (1985) Science 229:1
202-1207；オイ(Oi)ら (1986) BioTechniques 4:214；ウィンター(Winter) 米国特許第５
，２２５，５３９号；ジョーンズ(Jones)ら (1986) Nature 321:552-525；フェルヘイヤ
ン(Verhoeyan)ら (1988) Science 239:1534；およびバイドラー(Beidler)ら (1988) J. I
mmunol. 141:4053-4060に記述される方法を使用して産生され得る。
【０１０５】
　抗ＣＲＳＰ抗体（例えばモノクローナル抗体）は、アフィニティークロマトグラフィー
もしくは免疫沈降法のような標準的技術によりＣＲＳＰを単離するのに使用され得る。抗
ＣＲＳＰ抗体は、細胞からの天然のＣＲＳＰおよび宿主細胞で発現される組換え的に産生
されるＣＲＳＰの精製を助長し得る。さらに、抗ＣＲＳＰ抗体は、ＣＲＳＰタンパク質の
発現の存在量(abundance)およびパターンを評価するために、（例えば細胞ライセートも
しくは細胞上清中の）ＣＲＳＰタンパク質を検出するのに使用され得る。抗ＣＲＳＰ抗体
は、例えば、例えば所定の治療計画の有効性を決定するための臨床的試験処置の一部とし
て組織中のタンパク質レベルを監視するのに診断的に使用され得る。検出は抗体を検出可
能な基質に結合する(coupling)（すなわち物理的に結合する(linking)）ことにより助長
され得る。検出可能な基質の例は、多様な酵素、補欠分子族、蛍光物質、発光物質、生物
発光物質および放射活性物質を包含する。適する酵素の例は、ワサビペルオキシダーゼ、
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アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼもしくはアセチルコリンエステラーゼを
包含し；適する補欠分子族複合体の例は、ストレプトアビジン／ビオチンおよびアビジン
／ビオチンを包含し；適する蛍光物質の例は、ウンベリフェロン、フルオレセイン、フル
オレセインイソチオシアネート、ローダミン、ジクロロトリアジニルアミンフルオレセイ
ン、ダンシルクロリドもしくはフィコエリトリンを包含し；発光物質の一例はルミノール
を包含し；生物発光物質の例は、ルシフェラーゼ、ルシフェリンおよびエクオリンを包含
し、そして適する放射活性物質の例は１２５Ｉ、１３１Ｉ、３５Ｓもしくは３Ｈを包含す
る。
【０１０６】
III．組換え発現ベクターおよび宿主細胞　本発明の別の局面は、ＣＲＳＰ（もしくはそ
の一部分）をコードする核酸を含有するベクター、好ましくは発現ベクターに関する。本
明細書で使用されるところの「ベクター」という用語は、それが結合されている別の核酸
を輸送することが可能な核酸分子を指す。１個の型のベクターが「プラスミド」であり、
これは付加的ＤＮＡ区分が連結され得る環状二本鎖ＤＮＡのループを指す。別の型のベク
ターはウイルスベクターであり、ここでは付加的ＤＮＡ区分がウイルスゲノム中に連結さ
れ得る。あるベクターは、それらが導入される宿主細胞中で自律的複製が可能である（例
えば、細菌の複製開始点を有する細菌ベクターおよびエピソーム哺乳動物ベクター）。他
のベクター（例えば、非エピソーム哺乳動物ベクター）は、宿主細胞への導入に際して宿
主細胞のゲノム中に組込まれ、そしてそれにより宿主ゲノムと一緒に複製される。さらに
、あるベクターは、それらが操作可能に結合される遺伝子の発現を指図することが可能で
ある。こうしたベクターは本明細書で「発現ベクター」と称される。一般に、組換えＤＮ
Ａ技術において役に立つ発現ベクターはしばしばプラスミドの形態にある。本明細におい
ては、「プラスミド」および「ベクター」は、プラスミドが最も普遍的に使用される形態
のベクターであるため、交換可能に使用され得る。しかしながら、本発明は、同等の機能
を供給する、ウイルスベクター（例えば複製欠損レトロウイルス、アデノウイルスおよび
アデノ随伴ウイルス）のような発現ベクターのこうした他の形態を包含することが意図さ
れている。
【０１０７】
　本発明の組換え発現ベクターは、宿主細胞での本発明の核酸の発現に適した形態で当該
核酸を含んで成り、これは、組換え発現ベクターが、発現されるべき核酸配列に有効に結
合される、発現に使用されるべき宿主細胞を基礎として選択された１種もしくはそれ以上
の調節配列を包含することを意味する。組換え発現ベクター内では、「操作可能に(opera
bly)結合される」は、目的のヌクレオチド配列がそのヌクレオチド配列の発現を見込む様
式で（例えば、インビトロ転写／翻訳系で、もしくはベクターが宿主細胞に導入される場
合は宿主細胞中で）調節配列（１種もしくは複数）に結合されることを意味することを意
図される。「調節配列」という用語は、プロモーター、エンハンサーおよび他の発現制御
要素（例えばポリアデニル酸化シグナル）を包含することを意図される。こうした調節配
列は、例えば、ゲデル(Goeddel)；Gene Expression Technology: Methods in Enzymology
 185、アカデミック　プレス(Academic Press)、カリフォルニア州サンディエゴ(1990)に
記述される。調節配列は、多くの型の宿主細胞中でヌクレオチド配列の構成的発現を指図
するもの、および、ある宿主細胞中でのみヌクレオチド配列の発現を指図するもの（例え
ば組織特異的調節配列）を包含する。発現ベクターの設計は、形質転換されるべき宿主細
胞の選択、所望のタンパク質の発現のレベルなどのような因子に依存し得ることが当業者
により真価を認められるであろう。本発明の発現ベクターは、本明細書に記述されるよう
な核酸によりコードされる融合タンパク質もしくはペプチドを包含するタンパク質もしく
はペプチド（例えば、ＣＲＳＰタンパク質、突然変異体の形態のＣＲＳＰ、融合タンパク
質、など）をそれにより産生するために、宿主細胞中に導入され得る。
【０１０８】
　本発明の組換え発現ベクターは、原核生物もしくは真核生物の細胞でのＣＲＳＰの発現
のため設計され得る。例えば、ＣＲＳＰは、大腸菌(E. coli)のような細菌細胞、昆虫細
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胞（バキュロウイルス発現ベクターを使用して）、酵母細胞もしくは哺乳動物細胞中で発
現され得る。適する宿主細胞は、ゲデル(Goeddel)、Gene Expression Technology: Metho
ds in Enzymology 185、アカデミック　プレス(Academic Press)、カリフォルニア州サン
ディエゴ(1990)においてさらに論考される。あるいは、組換え発現ベクターは、例えばＴ
７プロモーター調節配列およびＴ７ポリメラーゼを使用してインビトロで転写および翻訳
され得る。
【０１０９】
　原核生物でのタンパク質の発現は、最もしばしば、融合もしくは非融合タンパク質のい
ずれかの発現を指図する構成もしくは誘導可能なプロモーターを含有するベクターを用い
て大腸菌(E. coli)中で実施される。融合ベクターは、その中でコードされるタンパク質
に、通常は組換えタンパク質のアミノ末端に多数のアミノ酸を付加する。こうした融合ベ
クターは、典型的には、３つの目的にかなう。すなわち１）組換えタンパク質の発現を増
大させること；２）組換えタンパク質の溶解性を増大させること；そして３）アフィニテ
ィー精製でリガンドとして作用することにより組換えタンパク質の精製で補助すること。
しばしば、融合発現ベクターにおいては、タンパク質分解性の切断部位が融合部分および
組換えタンパク質の接合部に導入されて融合タンパク質の精製後の融合部分からの組換え
タンパク質の分離を可能にする。こうした酵素、およびそれらのコグネイト認識配列は、
第Ｘａ因子、トロンビンおよびエンテロキナーゼを包含する。典型的な融合発現ベクター
は、標的組換えタンパク質にそれぞれグルタチオンＳ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）、
マルトースＥ結合タンパク質もしくはプロテインＡを融合する、ｐＧＥＸ（ファルマシア
　バイオテック　インク(Pharmacia Biotech Inc.)；スミス(Smith, D.B.)とジョンソン(
Johnson, K.S.) (1988) Gene 67:31-40）、ｐＭＡＬ（ニュー　イングランド　バイオラ
ブス(New England Biolabs)、マサチューセッツ州ビバリー）およびｐＲＩＴ５（ファル
マシア(Pharmacia)、ニュージャージー州ピスカタウェイ）を包含する。
【０１１０】
　精製された融合タンパク質は、例として、ＣＲＳＰ活性のアッセイで、ＣＲＳＰリガン
ド結合で（例えば、詳細に下述される直接アッセイもしくは競争的アッセイ）、ＣＲＳＰ
タンパク質に特異的な抗体を生じさせるために利用され得る。好ましい一態様においては
、本発明のレトロウイルス発現ベクターで発現されたＣＲＳＰ融合物(fusion)は、照射さ
れたレシピエントにその後移植される骨髄細胞を感染させるのに利用され得る。被験体レ
シピエントの病理がその後、十分な時間が過ぎた（例えば６週間）後に検査される。
【０１１１】
　適する誘導可能な非融合大腸菌(E. coli)発現ベクターの例は、ｐＴｒｃ（アマン(Aman
n)ら、(1988) Gene 69:301-315）およびｐＥＴ　１１ｄ（シュトゥディエール(Studier)
ら、Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185、アカデミック　プレス(
Academic Press)、カリフォルニア州サンディエゴ(1990) 60-89）を包含する。ｐＴｒｃ
ベクターからの標的遺伝子の発現は、ハイブリッドのｔｒｐ－ｌａｃ融合プロモーターか
らの宿主のＲＮＡポリメラーゼ転写を頼る。ｐＥＴ　１１ｄベクターからの標的遺伝子の
発現は、共発現されるウイルスのＲＮＡポリメラーゼ（Ｔ７　ｇｎ１）により媒介される
Ｔ７　ｇｎ１０－ｌａｃ融合プロモーターからの転写を頼る。このウイルスのポリメラー
ゼは、ｌａｃＵＶ　５プロモーターの転写制御下にＴ７　ｇｎ１遺伝子をもつ内在性λプ
ロファージから宿主株ＢＬ２１（ＤＥ３）もしくはＨＭＳ１７４（ＤＥ３）により供給さ
れる。
【０１１２】
　大腸菌(E. coli)での組換えタンパク質発現を最大にする一戦略は、その組換えタンパ
ク質をタンパク質分解的に切断する損なわれた能力をもつ宿主細菌中でタンパク質を発現
することである（ゴッテスマン(Gottesman, S.)、Gene Expression Technology: Methods
 in Enzymology 185、アカデミック　プレス(Academic Press)、カリフォルニア州サンデ
ィエゴ (1990) 119-128）。別の戦略は、各アミノ酸の個々のコドンが大腸菌(E. coli)中
で優先的に利用されるものであるように発現ベクター中に挿入されるべき核酸の核酸配列
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を変えることである（ワダ(Wada)ら、(1992) Nucleic Acids Res. 20:2111-2118）。本発
明の核酸配列のこうした変化は標準的ＤＮＡ合成技術により実施され得る。
【０１１３】
　別の態様においては、ＣＲＳＰ発現ベクターは酵母の発現ベクターである。酵母Ｓ．セ
レビシエ(S. cerevisiae)での発現のためのベクターの例は、ｐＹｅｐＳｅｃ１（バルダ
リ(Baldari)ら、(1987) Embo J. 6:229-234）、ｐＭＦａ（クルジャン(Kurjan)とヘルス
コヴィッツ(Herskowitz)、(1982) Cell 30:933-943）、ｐＪＲＹ８８（シュルツ(Schultz
)ら、(1987) Gene 54:113-123）、ｐＹＥＳ２（インヴィトロジェン　コーポレーション(
Invitrogen Corporation)、カリフォルニア州サンディエゴ）、およびｐｉｃＺ（インヴ
ィトロジェン　コープ(Invitrogen Corp.)、カリフォルニア州サンディエゴ）を包含する
。
【０１１４】
　あるいは、ＣＲＳＰは、バキュロウイルス発現ベクターを使用して昆虫細胞で発現され
得る。培養された昆虫細胞（例えばＳｆ９細胞）中でのタンパク質の発現に利用可能なバ
キュロウイルスベクターは、ｐＡｃ系統（スミス(Smith)ら (1983) Mol. Cell Biol. 3:2
156-2165）およびｐＶＬ系統（ルクロウ(Lucklow)とサマーズ(Summers) (1989) Virology
 170:31-39）を包含する。
【０１１５】
　なお別の態様においては、本発明の核酸は哺乳動物発現ベクターを使用して哺乳動物細
胞で発現される。哺乳動物発現ベクターの例は、ｐＣＤＭ８（シード(Seed, B.) (1987) 
Nature 329:840）およびｐＭＴ２ＰＣ（カウフマン(Kaufman)ら (1987) EMBO J. 6:187-1
95）を包含する。哺乳動物細胞で使用される場合、発現ベクターの制御機能は、しばしば
、ウイルスの調節要素により提供される。例えば、普遍的に使用されるプロモーターは、
ポリオーマ、アデノウイルス２、サイトメガロウイルスおよびＳＶ４０由来である。原核
生物および真核生物双方の細胞のための他の適する発現系については、サンブルック(Sam
brook, J.)、フリッチュ(Fritsh, E.F.)とマニアティス(Maniatis, T.)、Molecular Clon
ing: A Laboratory Manual. 第２版、コールド　スプリング　ハーバー　ラボラトリー(C
old Spring harbor Laboratory)、コールド  スプリング　ハーバー　ラボラトリー　プ
レス(Cold Spring harbor Laboratory Press)、ニューヨーク州コールド　スプリング　
ハーバー、1989の第16および17章を参照。
【０１１６】
　別の態様においては、組換え哺乳動物発現ベクターは、優先的に特定の細胞型での核酸
の発現を指図することが可能である（例えば、組織特異的調節要素が核酸を発現するのに
使用される）。組織特異的調節要素は当該技術分野で既知である。適する組織特異的プロ
モーターの制限しない例は、アルブミンプロモーター（肝特異的；ピンカート(Pinkert)
ら (1987) Genes Dev. 1:268-277）、リンパ系特異的プロモーター（カレーム(Calame)と
イートン(Eaton) (1988) Adv. Immunol. 43:235-275）、とりわけＴ細胞レセプター（ウ
ィノート(Winoto)とボルティモア(Baltimore) (1989) EMBO J. 8:729-733）および免疫グ
ロブリン（バネリ(Banerji)ら (1983) Cell 33:729-740；クィーン(Queen)とボルティモ
ア(Baltimore) (1983) Cell 33:741-748）のプロモーター、ニューロン特異的プロモータ
ー（例えば神経細糸プロモーター；バーン(Byrne)とラドル(Ruddle) (1989) PNAS 86:547
3-5477）、膵特異的プロモーター（エドルンド(Edlund)ら (1985) Science 230:912-916
）、および乳腺特異的プロモーター（例えば乳清プロモーター；米国特許第４，８７３，
３１６号および欧州出願刊行物第２６４，１６６号）を包含する。発生的に調節されるプ
ロモーター、例えばマウスｈｏｘプロモーター（ケッセル(kessel)とグラス(Gruss) (199
0) Science 249:374-379）およびαフェトプロテインプロモーター（カンペス(Campes)と
ティルフマン(Tilghman) (1989) Genes Dev. 3:537-546）もまた包含される。
【０１１７】
　本発明は、さらに、発現ベクター中にアンチセンスの向きでクローニングされた本発明
のＤＮＡ分子を含んで成る組換え発現ベクターを提供する。すなわち、ＤＮＡ分子は、Ｃ
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ＲＳＰのｍＲＮＡに対しアンチセンスであるＲＮＡ分子の発現（ＤＮＡ分子の転写による
）を見込む様式で調節配列に有効に結合される。多様な細胞型においてアンチセンスＲＮ
Ａ分子の連続的発現を指図する、アンチセンスの向きでクローニングされた核酸に有効に
結合される調節配列が選ばれ得、例えば、アンチセンスＲＮＡの構成的な組織特異的もし
くは細胞型特異的発現を指図するウイルスのプロモーターおよび/もしくはエンハンサー
または調節配列が選ばれ得る。アンチセンス発現ベクターは、組換えプラスミド、ファー
ジミドもしくは弱毒化ウイルスの形態にあり得、それらの中でアンチセンス核酸が高効率
調節領域の制御下に産生され、その活性はベクターが導入される細胞型により決定され得
る。アンチセンス遺伝子を使用する遺伝子発現の調節の論考については、ヴァイントラウ
プ(Weintraub, H.)ら、Antisense RNA as a molecular tool for genetic analysis、Rev
iews- Trends in Genetics、Vol.1(1) 1986を参照。
【０１１８】
　本発明の別の局面は本発明の組換え発現ベクターが導入された宿主細胞に関する。「宿
主細胞」および「組換え宿主細胞」という用語は本明細書で交換可能に使用される。こう
した用語は特定の被験体細胞のみならずしかしこうした細胞の子孫もしくは潜在的な子孫
を指すことが理解される。ある改変(modification)が、突然変異もしくは環境の影響のい
ずれかのために、続く世代で起こりうるため、こうした子孫は、実際のところ、親細胞と
同一でなくてもよいが、しかし本明細書で使用されるところの用語の範囲内になお包含さ
れる。
【０１１９】
　宿主細胞はいずれかの原核生物もしくは真核生物細胞であり得る。例えば、ＣＲＳＰタ
ンパク質は、大腸菌(E. coli)のような細菌細胞、昆虫細胞、酵母もしくは（チャイニー
ズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ）もしくはＣＯＳ細胞のような）哺乳動物細胞中で発現さ
れ得る。他の適する宿主細胞は当業者に既知である。
【０１２０】
　ベクターＤＮＡは、慣習的な形質転換もしくはトランスフェクション技術を介して原核
生物もしくは真核生物細胞中に導入され得る。本明細書で使用されるところの「形質転換
」および「トランスフェクション」という用語は、リン酸カルシウムもしくは塩化カルシ
ウム共沈殿法、ＤＥＡＥ－デキストラン媒介性トランスフェクション、リポフェクチンも
しくは電気穿孔法を包含する、宿主細胞中に外来核酸（例えばＤＮＡ）を導入するための
多様な当該技術で認識された(art-recognized)技術を指すことが意図される。宿主細胞を
形質転換もしくはトランスフェクションするのに適する方法は、サンブルック(Sambrook,
 J.)ら（Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 第２版、コールド　スプリング　ハ
ーバー　ラボラトリー(Cold Spring harbor Laboratory)、コールド  スプリング　ハー
バー　ラボラトリー　プレス(Cold Spring harbor Laboratory Press)、ニューヨーク州
コールド　スプリング　ハーバー、1989）および他の実験室マニュアルに見出され得る。
【０１２１】
　哺乳動物細胞の安定なトランスフェクションのためには、使用される発現ベクターおよ
びトランスフェクション技術に依存して、細胞の小画分のみが外来ＤＮＡをそれらのゲノ
ム中に組込みうることが既知である。これらの組込み体(integrants)を同定かつ選択する
ために、選択可能なマーカー（例えば抗生物質に対する抵抗性）をコードする遺伝子が、
一般に、目的の遺伝子と一緒に宿主細胞中に導入される。好ましい選択可能なマーカーは
、Ｇ４１８、ヒグロマイシンおよびメトトレキセートのような薬物に対する抵抗性を与え
るものを包含する。選択可能なマーカーをコードする核酸が、ＣＲＳＰをコードするもの
と同一のベクター上で宿主細胞中に導入され得るか、もしくは、別個のベクター上で導入
され得る。導入された核酸で安定にトランスフェクションされた細胞が薬物選択により同
定され得る（例えば、選択可能なマーカー遺伝子を組み込んだ細胞は生存することができ
る一方、他の細胞は死ぬ）。
【０１２２】
　培養物中の原核生物もしくは真核生物の宿主細胞のような本発明の宿主細胞がＣＲＳＰ
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タンパク質を産生（すなわち発現）するのに使用され得る。従って、本発明は、さらに、
本発明の宿主細胞を使用するＣＲＳＰタンパク質の産生方法を提供する。一態様において
、当該方法は、ＣＲＳＰタンパク質が産生されるのに適する培地中で（ＣＲＳＰをコード
する組換え発現ベクターが導入されている）本発明の宿主細胞を培養することを含んで成
る。別の態様においては、当該方法はＣＲＳＰを培地もしくは宿主細胞から単離すること
をさらに含んで成る。
【０１２３】
　本発明の宿主細胞はまた、非ヒトのトランスジェニック動物を生じさせるのにも使用さ
れ得る。例えば、一態様においては、本発明の宿主細胞は、ＣＲＳＰをコードする配列が
導入されている受精卵もしくは胚幹細胞である。こうした宿主細胞は、その後、外因性の
ＣＲＳＰ配列がそれらのゲノム中に導入された非ヒトトランスジェニック動物、もしくは
内因性のＣＲＳＰ配列が変えられた相同的組換え動物を創製するのに使用され得る。こう
した動物は、ＣＲＳＰの機能および／もしくは活性を研究する、ならびにＣＲＳＰ活性の
モジュレーター(moculator)を同定および／もしくは評価するのに有用である。本明細書
で使用されるところの「トランスジェニック動物」は、非ヒトの動物、好ましくは哺乳動
物、より好ましくはラットもしくはマウスのようなげっ歯類であり、ここでその動物の細
胞の１個もしくはそれ以上がトランスジーン（また、導入遺伝子ともいう）を包含する。
トランスジェニック動物の他の例は、非ヒトの霊長類、ヒツジ、イヌ、ウシ、ヤギ、ニワ
トリ、両生類の動物などを包含する。トランスジーンは、それからトランスジェニック動
物が発生する細胞のゲノム中に組込まれかつ成熟動物のゲノム中に留まってそれによりト
ランスジェニック動物の１種もしくはそれ以上の細胞型もしくは組織中でのコードされた
遺伝子産物の発現を指図する外因性ＤＮＡである。本明細書で使用されるところの「相同
的組換え動物」は、非ヒトの動物、好ましくは哺乳動物、より好ましくはマウスであり、
ここでは内因性のＣＲＳＰ遺伝子が内因性遺伝子と動物の細胞、例えば動物の発生前の動
物の胚細胞中に導入された外因性ＤＮＡ分子との間の相同的組替えにより変えられている
。
【０１２４】
　本発明のトランスジェニック動物は、例えば微小注入法、レトロウイルス感染により受
精卵の雄性前核にＣＲＳＰをコードする核酸を導入すること、そして卵細胞を偽妊娠雌性
里親動物中で発生させることにより創製され得る。配列番号１、配列番号４、配列番号７
もしくは配列番号１０のヒトＣＲＳＰのｃＤＮＡ配列が、トランスジーンとして非ヒトの
動物のゲノム中に導入され得る。あるいは、マウスＣＲＳＰ遺伝子のようなヒトＣＲＳＰ
遺伝子の非ヒトの相同物が、ヒトＣＲＳＰのｃＤＮＡに対するハイブリダイゼーションを
基礎として（上の小区分Ｉにさらに記述される）単離され得、そしてトランスジーンとし
て使用され得る。イントロン配列およびポリアデニル酸化シグナルもまた、トランスジー
ンの発現効率を増大させるためにトランスジーンに包含され得る。組織特異的調節配列（
１種もしくは複数）が、ＣＲＳＰタンパク質の発現を特定の細胞に向かわせるようにＣＲ
ＳＰトランスジーンに操作可能に結合され得る。胚の操作および微小注入法を介する、ト
ランスジェニック動物、とりわけマウスのような動物を生じさせる方法は当該技術分野で
慣習的になっており、そして、例えば、双方ともレダー(Leder)らによる米国特許第４，
７３６，８６６および４，８７０，００９号、ワグナー(Wagner)らによる米国特許第４，
８７３，１９１号、ならびにホーガン(Hogan, B.)、Manipulating the Mouse Embryo、（
コールド  スプリング　ハーバー　ラボラトリー　プレス(Cold Spring harbor Laborato
ry Press)、ニューヨーク州コールド　スプリング　ハーバー、1986）に記述される。類
似の方法が他のトランスジェニック動物の産生に使用される。トランスジェニックの創始
体(founder)動物が、そのゲノム中のＣＲＳＰトランスジーンの存在、および／またはそ
の動物の組織もしくは細胞中でのＣＲＳＰのｍＲＮＡの発現を基礎として同定され得る。
トランスジェニックの創始体動物がその後、トランスジーンを運搬する付加的動物を繁殖
させるのに使用され得る。さらに、ＣＲＳＰをコードするトランスジーンを運搬するトラ
ンスジェニック動物は、他のトランスジーンを運搬する他のトランスジェニック動物にさ
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らに繁殖され得る。
【０１２５】
　相同的組換え動物を創製するために、それによりＣＲＳＰ遺伝子を変える、例えば機能
的に妨害するように欠失、付加もしくは置換が導入されているＣＲＳＰ遺伝子の最低一部
分を含有するベクターが調製される。ＣＲＳＰ遺伝子はヒト遺伝子（例えば、配列番号３
、配列番号６、配列番号９もしくは配列番号１２のｃＤＮＡ）であり得るが、しかし、よ
り好ましくは、ヒトＣＲＳＰ遺伝子の非ヒトの相同物である。例えば、配列番号１６のマ
ウスＣＲＳＰ遺伝子が、マウスゲノム中の内因性ＣＲＳＰ遺伝子を変えるのに適する相同
的組換えベクターを構築するのに使用され得る。好ましい一態様においては、当該ベクタ
ーは、相同的組換えに際して内因性のＣＲＳＰ遺伝子が機能的に妨害される（すなわちも
はや機能的タンパク質をコードしない；「ノックアウト」ベクターともまた称される）よ
うに設計される。あるいは、当該ベクターは、相同的組換えに際して、内因性のＣＲＳＰ
遺伝子が突然変異されるかもしくは別の方法で変えられるがしかしなお機能的タンパク質
をコードする（例えば、上流の調節領域が、それにより内因性のＣＲＳＰタンパク質の発
現を変えるように変えられ得る）ように設計され得る。相同的組換えベクターにおいては
、ＣＲＳＰ遺伝子の変えられた部分が、ベクターにより運搬される外因性のＣＲＳＰ遺伝
子と胚幹細胞中の内因性のＣＲＳＰ遺伝子との間で相同的組換えが起こることを見込むよ
うに、ＣＲＳＰ遺伝子の付加的核酸によりその５’および３’端で隣接される。付加的な
隣接するＣＲＳＰ核酸は、内因性遺伝子との成功する相同的組換えに十分な長さのもので
ある。典型的には、数キロ塩基対の隣接するＤＮＡ（５’および３’双方の端で）がベク
ターに包含される（相同的組換えベクターの記述については、例えば、トーマス(Thomas,
 K.R.)とカペッキ(Capecchi, M.R.) (1987) Cell 51:503を参照）。当該ベクターは、胚
幹細胞系に（例えば電気穿孔法により）導入され、そして、導入されたＣＲＳＰ遺伝子が
内因性のＣＲＳＰ遺伝子で相同的に組換えられた細胞が選択される（例えば、リ(Li, E.)
ら (1992) Cell 69:915を参照）。選択された細胞が、その後、動物（例えばマウス）の
胚盤胞に注入されて集合胚キメラを形成する（例えば、Teratocarcinomas and Embryonic
 Stem Cells: A Practical Approach、ロバートソン(E.J. Robertson)編、（ＩＲＬ、オ
ックスフォード、1987）pp.113-152中のブラッドレイ(Bradley, A.)を参照）。キメラ胚
がその後、適する偽妊娠雌性里親動物に体内埋植され得、そして胚が分娩日にもたらされ
得る。それらの生殖細胞中に相同的に組換えられたＤＮＡをもつ子孫が、動物を繁殖させ
るのに使用され得、その中で、動物の全細胞がトランスジーンの生殖細胞系列の伝達によ
り相同的に組換えられたＤＮＡを含有する。相同的組換えベクターおよび相同的組換え動
物の構築方法は、ブラッドレイ(Bradley, A.) (1991) Current Opinion in Biotechnolog
y 2:823-829およびＰＣＴ国際刊行物番号：ルモレ(Le Mouellec)らによるＷＯ９０／１１
３５４；スマイジーズ(Smithies)らによるＷＯ９１／０１１４０；ジルストラ(Zijlstra)
らによるＷＯ９２／０９６８；およびバーンズ(Berns)らによるＷＯ９３／０４１６９に
さらに記述される。
【０１２６】
　別の態様においては、トランスジェニックの非ヒトの動物が生じられ得、これはトラン
スジーンの調節された発現を見込む選択された系を含有する。こうした系の一例は、バク
テリオファージＰ１のｃｒｅ／ｌｏｘＰ組換え酵素系である。ｃｒｅ／ｌｏｘＰ組換え酵
素系の記述については、例えば、ラクソ(Lakso)ら (1992) PNAS 89:6232-6236を参照。組
換え酵素系の別の例は、サッカロミセス　セレビシエ(Saccharomyces cerevisiae)のＦＬ
Ｐ組換え酵素系である（オゴーマン(O’Gorman)ら (1991) Science 251:1351-1355）。ｃ
ｒｅ／ｌｏｘＰ組換え酵素系がトランスジーンの発現を調節するのに使用される場合は、
Ｃｒｅ組換え酵素および選択されたタンパク質の双方をコードするトランスジーンを含有
する動物が必要とされる。こうした動物は、例えば、選択されたタンパク質をコードする
トランスジーンを含有する一方および組換え酵素をコードするトランスジーンを含有する
他方の２匹のトランスジェニック動物を交配することによる、「二重」トランスジェニッ
ク動物の構築により提供され得る。
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【０１２７】
　本明細書に記述される非ヒトのトランスジェニック動物のクローンもまた、ヴィルムー
ト(Wilmut, I.)ら (1997) Nature 385:810-813に記述される方法に従って生じられ得る。
簡潔には、トランスジェニック動物からの細胞、例えば体細胞が単離され得、そして、成
長周期を出かつＧ０期に入るよう誘導され得る。休止細胞がその後、例えば電気的パルス
の使用により、その休止細胞が単離される同一の種の動物からの除核された卵細胞に融合
され得る。再構築された卵細胞がその後、それが桑実胚もしくは未分化胚芽細胞に発生す
るように培養され、そしてその後、偽妊娠雌性里親動物に移される。この雌性里親動物か
ら生まれた子孫が、細胞、例えば体細胞が単離される動物のあるクローンとなることがで
きる。
【０１２８】
IV．製薬学的組成物
　本発明のＣＲＳＰ核酸分子、ＣＲＳＰタンパク質および抗ＣＲＳＰ抗体（本明細書で「
有効成分」ともまた称される）は、投与に適する製薬学的組成物に組み込まれ得る。こう
した組成物は、典型的には、核酸分子、タンパク質もしくは抗体、および製薬学的に許容
できる担体を含んで成る。本明細書で使用されるところの「製薬学的に許容できる担体（
またキャリアーともいう）」という言語は、製薬学的投与と適合性の、いずれかのおよび
全部の溶媒、分散媒、コーティング、抗菌剤および抗真菌剤、等張剤および吸収遅延剤な
どを包含することを意図される。製薬学的に活性の物質のためのこうした媒体および作用
物質の使用は当該技術分野で公知である。いずれかの慣習的媒体もしくは作用物質が当該
有効成分と不適合性である範囲を除いて、当該組成物におけるその使用が企図される。補
足の有効成分もまた当該組成物に組み込まれ得る。
【０１２９】
　本発明の製薬学的組成物はその意図される投与経路に適合性であるよう処方される。投
与経路の例は、非経口、例えば静脈内、皮内、皮下、経口（例えば吸入）、経皮（局所）
、経粘膜、および直腸投与を包含する。非経口、皮内もしくは皮下適用に使用される溶液
もしくは懸濁液は、以下の成分、すなわち注射用水、生理的食塩水溶液、固定油、ポリエ
チレングリコール、グリセリン、プロピレングリコールもしくは他の合成溶媒のような滅
菌希釈剤；ベンジルアルコールもしくはメチルパラベンのような抗菌剤；アスコルビン酸
もしくは亜硫酸水素ナトリウムのような抗酸化剤；エチレンジアミン四酢酸のようなキレ
ート剤；酢酸塩、クエン酸塩もしくはリン酸塩のような緩衝剤および塩化ナトリウムもし
くはブドウ糖のような張性(tonicity)の調節のための作用物質を包含し得る。ｐＨが、塩
酸もしくは水酸化ナトリウムのような酸もしくは塩基で調節され得る。非経口製剤は、ガ
ラスもしくはプラスチックから作成されるアンプル、使い捨てシリンジまたは複数用量の
バイアル中に封入され得る。
【０１３０】
　注入可能な使用に適する製薬学的組成物は、滅菌の注入可能な溶液もしくは分散液の即
座の調製のための滅菌の水性溶液（水溶性の場合）もしくは分散液および滅菌粉末を包含
する。静脈内投与については、適する担体は、生理学的生理的食塩水、静菌性水、クレモ
フォア［Cremophore］ＥＬ（商標）（ＢＡＳＦ、ニュージャージー州パーシッパニー）も
しくはリン酸緩衝生理的食塩水（ＰＢＳ）を包含する。全部の場合で、組成物は滅菌でな
くてはならず、また、容易な注射可能性(syringability)が存在する程度まで流動性であ
るべきである。それは製造および貯蔵の条件下で安定でなくてはならず、また、細菌およ
び真菌のような微生物の汚染作用に対し保存されなければならない。担体は、例えば、水
、エタノール、多価アルコール（例えばグリセロール、プロピレングリコールおよび液体
ポリエチレングリコールなど）、ならびにそれらの適する混合物を含有する溶媒もしくは
分散媒であり得る。適正な流動性が、例えば、レシチンのようなコーティングの使用、分
散液の場合には必要とされる粒子径の維持、および界面活性剤の使用により維持され得る
。微生物の作用の予防は、多様な抗菌剤および抗真菌剤、例えば、パラベン、クロロブタ
ノール、フェノール、アスコルビン酸、チメロサールなどにより達成され得る。多くの場
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合、等張剤、例えば糖類、マンニトール、ソルビトールのような多価アルコール、塩化ナ
トリウムを組成物中に包含することが好ましいことができる。注入可能な組成物の持続性
の吸収は、吸収を遅延させる作用物質、例えばモノステアリン酸アルミニウムおよびゼラ
チンを組成物中に包含することによりもたらされ得る。　滅菌の注入可能な溶液は、必要
とされる量の有効成分（例えば、ＣＲＳＰタンパク質もしくは抗ＣＲＳＰ抗体）を、必要
とされるように、上に列挙された材料の１種もしくは組み合わせを含む適切な溶媒中に組
み込むこと、次いで濾過滅菌により製造され得る。一般に、分散液は、有効成分を、基本
的分散媒および上に列挙されたものからの必要とされる他の材料を含有する滅菌ベヒクル
中に組み込むことにより製造される。滅菌の注入可能な溶液の調製のための滅菌粉末の場
合は、好ましい製造方法は真空乾燥および凍結乾燥であり、これは、前に滅菌濾過された
その溶液からのいずれかの付加的な所望の材料を含む有効成分の粉末を生じる。
【０１３１】
　経口組成物は、一般に、不活性希釈剤もしくは可食担体を包含する。それらはゼラチン
カプセル中に封入され得るか、もしくは錠剤に圧縮され得る。経口の治療的投与の目的上
、有効成分は賦形剤とともに組み込まれ得、そして錠剤、トローチ剤もしくはカプセル剤
の形態で使用され得る。経口組成物は口内洗浄剤としての使用のために液体担体を使用し
てもまた製造され得、ここでは液体担体中の化合物が経口で適用され、そしてシューっと
音をたてられ(swished)かつ吐き出されもしくは飲み込まれる。製薬学的に適合性の結合
剤および／もしくは補助物質が組成物の一部として包含され得る。錠剤、丸剤、カプセル
剤、トローチ剤などは、以下の材料もしくは類似の性質の化合物のいずれかを含有し得る
。すなわち、微晶質セルロース、トラガカントガムもしくはゼラチンのような結合剤；デ
ンプンもしくは乳糖のような賦形剤、アルギン酸、プリモゲル(Primogel)もしくはトウモ
ロコシデンプンのような崩壊剤；ステアリン酸マグネシウムもしくはステロテス(Sterote
s)のような滑沢剤；コロイド状二酸化ケイ素のような滑り剤(glidant)；ショ糖もしくは
サッカリンのような甘味料；またはハッカ、サリチル酸メチルもしくはオレンジ調味料の
ような調味料。
【０１３２】
　吸入による投与のためには、当該組成物は、適する噴射剤、例えば二酸化炭素のような
気体を含有する加圧容器もしくは分注器、または噴霧器からのエアゾルスプレーの形態で
送達される。
【０１３３】
　全身性投与はまた経粘膜もしくは経皮の手段にもより得る。経粘膜もしくは経皮投与の
ためには、浸透されるべき障壁に適切な浸透剤が製剤中で使用される。こうした浸透剤は
一般に当該技術分野で既知であり、そして、例えば、経粘膜投与のためには、洗剤、胆汁
酸塩およびフシジン酸誘導体を包含する。経粘膜投与は鼻スプレーもしくは坐薬の使用に
より成し遂げられ得る。経皮投与のためには、有効成分は、当該技術分野で一般に既知の
とおり、軟膏剤(ointment)、軟膏剤(salve)、ゲルもしくはクリームに処方される。
【０１３４】
　化合物は、直腸送達のための坐薬（例えば、カカオバターおよび他のグリセリドのよう
な慣習的坐薬基材を含む）もしくは保持浣腸(retention enemas)の形態でもまた製造され
得る。
【０１３５】
　一態様においては、有効成分は、埋込物および微小被包化送達系を包含する制御放出製
剤のように、化合物を身体からの迅速な排除に対し保護することができる担体とともに製
造される。エチレンビニルアセテート、ポリ無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポ
リオルトエステルおよびポリ乳酸のような生物分解性の生物適合性ポリマーが使用され得
る。こうした製剤の製造方法は当業者に明らかであることができる。材料はまた、アルザ
　コーポレーション(Alza Corporation)およびノヴァ　ファーマシューティカルズ　イン
ク(Nova Pharmaceuticals, Inc,)から商業的に得られることもできる。リポソーム懸濁液
（ウイルス抗原に対するモノクローナル抗体に感染した細胞に標的を向けられたリポソー
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ムを包含する）もまた製薬学的に許容できる担体として使用され得る。これらは、例えば
米国特許第４，５２２，８１１号に記述されるような、当業者に既知の方法に従って製造
され得る。
【０１３６】
　経口もしくは非経口組成物を、投与の容易さおよび投薬量の均一性のために投薬単位形
態で処方することがとりわけ有利である。本明細書で使用されるところの投薬単位形態は
、治療されるべき被験体のための単位投薬量として適した物理的に別個の単位を指し；各
単位は必要とされる製薬学的担体と共同して所望の治療効果を生じさせるよう算出された
、予め決められた量の有効成分を含有する。本発明の投薬単位形態についての明細は、有
効成分の独特の特徴および達成されるべき特定の治療効果、ならびに個人の治療のために
こうした有効成分の配合(compounding)の当該技術分野に固有の制限により指図され、ま
た、これらに直接依存する。
【０１３７】
　こうした化合物の毒性および治療の有効性は、例えばＬＤ50（集団の50％に対し致死的
な用量）およびＥＤ50（集団の50％で治療上有効な用量）を決定するための細胞培養物も
しくは実験動物での標準的製薬学処置により決定され得る。毒性効果と治療効果との間の
用量比が治療指数であり、そしてそれは比ＬＤ50／ＥＤ50として表わされ得る。大きな治
療師数を表わす化合物が好ましい。毒性の副作用を表わす化合物が使用されうる一方、注
意が、感染していない細胞に対する潜在的損傷を最小限にし、そしてそれにより副作用を
低減するために、こうした化合物を冒されている組織の部位に標的を向ける送達系を設計
するように、払われるべきである。
【０１３８】
　細胞培養物アッセイおよび動物研究から得られるデータが、ヒトでの使用のための投薬
量の範囲を系統立てて計画する(formulate)ことにおいて使用され得る。こうした化合物
の投薬量は、好ましくは、毒性がほとんどもしくは全くないＥＤ50を包含する循環濃度の
範囲内に存する。投薬量は、使用される投薬形態および利用される投与経路に依存してこ
の範囲内で変動してよい。本発明の方法で使用されるいかなる化合物についても、治療上
有効な用量が細胞培養物アッセイから最初に推定され得る。ある用量が、細胞培養物で決
定されるようなＩＣ50（すなわち、症状の最大の半分の阻害を達成する試験化合物の濃度
）を包含する循環血漿濃度範囲を達成するように、動物モデルで系統立てて計画されうる
。こうした情報がヒトでの有用な用量をより正確に決定するのに使用され得る。血漿中濃
度は、例えば高速液体クロマトグラフィーにより測定されうる。
【０１３９】
　本発明の核酸分子はベクターに挿入され得、そして遺伝子治療ベクターとして使用され
得る。遺伝子治療ベクターは、例えば静脈内注入、局所投与（米国特許第５，３２８，４
７０号を参照）もしくは定位注入（例えば、チェン(Chen)ら (1994) PNAS 91:3054-3057
を参照）により被験体に送達され得る。遺伝子治療ベクターの製薬学的製剤は、許容でき
る希釈剤中に遺伝子治療ベクターを包含し得るか、もしくは、その中に遺伝子送達ベヒク
ルが埋込まれる遅延放出マトリックスを含み得る。あるいは、完全な遺伝子送達ベクター
が組換え細胞から無傷で生じられ得る、例えばレトロウイルスベクターの場合は、製薬学
的製剤は遺伝子送達系を産生する１個もしくはそれ以上の細胞を包含し得る。
【０１４０】
　当該製薬学的組成物は、投与のための説明書と一緒になって容器、包み(pack)もしくは
分注器に包含され得る。
【０１４１】
Ｖ．本発明の使用及び方法
　本発明の分子（例えば本明細書に記載する核酸分子、タンパク質、タンパク質相同体及
び抗体）を以下の方法の１つ又はそれより多くで用いることができる：ａ）スクリーニン
グアッセイ；ｂ）予報医学（ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ　ｍｅｄｉｃｉｎｅ）（例えば診断ア
ッセイ、予後アッセイ、臨床試験の監視及び薬理遺伝学）；ならびにｃ）処置の方法（例
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えば治療的及び予防的）。本明細書に記載する通り、本発明のＣＲＳＰタンパク質は以下
の活性：細胞内カルシウム、ホスファチジルイノシトールもしくは他の分子の増加の１つ
又はそれより多くを有しており、例えば特定のタンパク質のリン酸化、遺伝子転写のモジ
ュレーション（または調節）及び本明細書に示す他の生物学的活性のいずれかを生ずるこ
とができる。
【０１４２】
　好ましい実施態様の場合、ＣＲＳＰ活性は以下の活性：（ｉ）第２の分子、（例えばタ
ンパク質、例えばＣＲＳＰ（例えばＣＲＳＰ－１）レセプター、ＣＲＳＰレセプターの可
溶性形態、シグナリングタンパク質のｗｎｔ群のメンバーに関するレセプター又は非－Ｃ
ＲＳＰシグナリング分子）とのＣＲＳＰタンパク質の相互作用及び／又はそれらへの結合
；（ｉｉ）膜－結合ＣＲＳＰレセプターを介する分子内タンパク質とのＣＲＳＰタンパク
質の相互作用；（ｉｉｉ）可溶性ＣＲＳＰタンパク質と第２の可溶性ＣＲＳＰ結合パート
ナー（例えば非－ＣＲＳＰタンパク質分子又は第２のＣＲＳＰタンパク質分子）の間の錯
体形成；（ｉｖ）他の細胞外タンパク質との相互作用（例えば細胞外マトリックス成分へ
のｗｎｔ－依存性細胞接着の調節）；（ｖ）望ましくない分子への結合及びその除去（例
えば解毒活性又は防御機能）；ならびに／あるいは（ｖｉ）酵素活性の少なくとも１つ又
はそれより多くであり、かくして例えば（１）試験管内もしくは生体内における細胞シグ
ナルの導入のモジュレーション（例えば分泌タンパク質のｗｎｔ群のメンバーの活性の拮
抗作用あるいはｗｎｔ－依存性シグナル伝達の抑制）；（２）細胞間の伝達（ｃｏｍｍｕ
ｎｉｃａｔｉｏｎ）の調節（例えばｗｎｔ－依存性細胞－細胞相互作用の調節）；（３）
その発現がＣＲＳＰ（例えばＣＲＳＰ－１）のレセプターへの結合によりモジュレーショ
ンされる遺伝子の発現の調節；（４）試験管内又は生体内における発育もしくは分化に含
まれる細胞中の遺伝子転写の調節（例えば細胞分化の誘導）；（５）少なくとも１つの遺
伝子が分化－特異的タンパク質をコードしている場合の発育もしくは分化に含まれる細胞
中の遺伝子転写の調節；（６）少なくとも１つの遺伝子が第２の分泌タンパク質をコード
している場合の発育もしくは分化に含まれる細胞中の遺伝子転写の調節；（７）少なくと
も１つの遺伝子がシグナル伝達分子をコードしている場合の発育もしくは分化に含まれる
細胞中の遺伝子転写の調節；（８）試験管内もしくは生体内における細胞増殖の調節（例
えば細胞増殖の誘導又は腫瘍発生の抑制（例えば神経膠芽腫形成の抑制）の場合のような
増殖の阻害）；（９）成人及び胚の両方の脊椎動物における分化組織の規定された空間配
置の形成及び保持（例えば脊椎動物の発育の間の頭形成の誘導あるいは造血前駆細胞（ｈ
ｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ　ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ　ｃｅｌｌｓ）の保持）；（１０）細
胞死のモジュレーション、例えば細胞生存の刺激；（１１）細胞移動の調節；ならびに／
あるいは（１２）免疫モジュレーションにおいて用いることができる。
【０１４３】
　従って本発明の１つの実施態様は、前記の活性（すなわち前節における活性（ｉ）～（
ｖｉ）及び（１）～（１２））のいずれかが示されている疾患及び／又は状態の診断、予
後及び／又は処置のために本発明の分子（例えばＣＲＳＰタンパク質、ＣＲＳＰ核酸又は
ＣＲＳＰモジュレーター）が用いられる使用法（例えば診断アッセイ、予後アッセイ又は
処置の予防的／治療的方法）を含む。別の実施態様の場合、本発明は例えば前記の活性の
いずれかにより病理学的に乱されている患者、好ましくはヒトの患者の診断、予後及び／
又は処置のために本発明の分子（例えばＣＲＳＰタンパク質、ＣＲＳＰ核酸又はＣＲＳＰ
モジュレーター）が用いられる使用法（例えば診断アッセイ、予後アッセイ又は処置の予
防的／治療的方法）を含む。好ましい実施態様の場合、使用法（例えば診断アッセイ、予
後アッセイ又は処置の予防的／治療的方法）は、診断、予後及び／又は治療的処置のため
に本発明の分子（例えばＣＲＳＰタンパク質、ＣＲＳＰ核酸又はＣＲＳＰモジュレーター
）を患者、好ましくはヒトの患者に投与することを含む。別の実施態様の場合、使用法（
例えば診断アッセイ、予後アッセイ又は処置の予防的／治療的方法）は、本発明の分子（
例えばＣＲＳＰタンパク質、ＣＲＳＰ核酸又はＣＲＳＰモジュレーター）をヒトの患者に
投与することを含む。
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【０１４４】
　本発明の他の実施態様は、例えば下記にさらに記載する通り、ＣＲＳＰタンパク質を発
現させるため（例えば遺伝子療法用途において宿主細胞中で組み換え発現ベクターを介し
て）、ＣＲＳＰ　ｍＲＮＡ（例えば生物試料中の）又はＣＲＳＰ遺伝子における遺伝子改
変の検出のためならびにＣＲＳＰ活性をモジュレーションするための本発明の単離された
核酸分子の使用に関している。さらにＣＲＳＰ活性をモジュレーションする薬物又は化合
物をスクリーニングするためならびに不十分もしくは過剰なＣＲＳＰタンパク質の生産あ
るいはＣＲＳＰ野生型タンパク質と比較して活性が低下しているか又は異常であるＣＲＳ
Ｐタンパク質形態の生産を特徴とする障害（例えば発育障害もしくは増殖性疾患、例えば
ガンならびに異常な細胞分化及び／又は生存、異常な細胞外構造又は防御機構における異
常を特徴とする疾患、状態もしくは障害）の処置のためにＣＲＳＰタンパク質を用いるこ
とができる。さらに、ＣＲＳＰタンパク質の検出及び単離のため、ＣＲＳＰタンパク質の
生物利用能の調節のためならびにＣＲＳＰ活性のモジュレーションのために本発明の抗－
ＣＲＳＰ抗体を用いることができる。ＣＲＳＰ（例えばＣＲＳＰ－１）などのタンパク質
の活性に適用される「異常な活性」という用語は、野生型もしくは本来のタンパク質の活
性と異なるかあるいは健康な被験者におけるタンパク質の活性と異なる活性を言う。タン
パク質の活性は、その本来の対応するタンパク質の活性よりそれが強いために異常となり
得る。別の場合、活性はそれがその本来の対応するタンパク質の活性に対してそれより弱
いか又は不在である故に異常となり得る。異常な活性は活性における変化でもあり得る。
例えば異常なタンパク質はその本来の対応するタンパク質に対して異なるタンパク質と相
互作用し得る。細胞はＣＲＳＰをコードする遺伝子の過剰発現又は不足発現（ｕｎｄｅｒ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ）の故に異常なＣＲＳＰ（例えばＣＲＳＰ－１）活性を有し得る。
【０１４５】
Ａ．スクリーニングアッセイ：
　本発明はモジュレーター、すなわちＣＲＳＰタンパク質に結合するかあるいは例えばＣ
ＲＳＰ発現又はＣＲＳＰ活性に刺激もしくは阻害効果を有する候補もしくは試験化合物又
は薬剤（例えばペプチド、ペプチド疑似物（ｐｅｐｔｉｄｏｍｉｍｅｔｉｃｓ）、小分子
又は他の薬物）を同定するための方法（本明細書において「スクリーニングアッセイ」と
も呼ばれる）を提供する。モジュレーターには例えばＣＲＳＰアゴニスト及び／又はＣＲ
ＳＰアンタゴニストが含まれ得る。本明細書で用いられる場合、「アゴニスト」という用
語はＣＲＳＰ（例えばＣＲＳＰ－１）生物活性を模するか又は上方調節する（ｕｐｒｅｇ
ｕｌａｔｅｓ）（例えば増強もしくは補足する）薬剤を言うものとする。ＣＲＳＰアゴニ
ストは、例えばＣＲＳＰ－１レセプターとの相互作用によるＣＲＳＰレセプターからのシ
グナルの伝達などのＣＲＳＰタンパク質の生物活性を模する化合物であることができる。
ＣＲＳＰアゴニストはＣＲＳＰ遺伝子の発現を上方調節する化合物であることもできる。
ＣＲＳＰアゴニストは、ＣＲＳＰレセプターの下流に位置するタンパク質の発現又は活性
をモジュレーションし、それによりＣＲＳＰレセプターへのＣＲＳＰの結合の効果を模す
るか又は強化する化合物であることもできる。
【０１４６】
　本明細書で用いられる場合、「アンタゴニスト」はＣＲＳＰ（例えばＣＲＳＰ－１）生
物活性を阻害するか減少させるか又は抑制する薬剤を言うものとする。アンタゴニストは
ＣＲＳＰタンパク質からのシグナリングを減少させる化合物、例えばＣＲＳＰ－１又はＣ
ＲＳＰ－１レセプターに結合することができる化合物であることができる。好ましいＣＲ
ＳＰアンタゴニストはＣＲＳＰタンパク質と他の分子、例えばＣＲＳＰレセプターの間の
相互作用を阻害する。別の場合、ＣＲＳＰアンタゴニストはＣＲＳＰ遺伝子の発現を下方
調節する（ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｓ）化合物であることができる。ＣＲＳＰアンタゴ
ニストはＣＲＳＰレセプターの下流に位置するタンパク質の発現もしくは活性をモジュレ
ーションし、それによりＣＲＳＰレセプターへのＣＲＳＰの結合の効果と拮抗する化合物
であることもできる。
【０１４７】
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　１つの実施態様において、本発明はＣＲＳＰタンパク質もしくはポリペプチドもしくは
その生物学的に活性な一部に結合するか又はその活性をモジュレーションする候補もしく
は試験化合物のスクリーニングのためのアッセイを提供する。別の実施態様において、本
発明はＣＲＳＰレセプターに結合するか又はその活性をモジュレーションする候補もしく
は試験化合物のスクリーニングのためのアッセイを提供する。本発明の試験化合物は：生
物学的ライブラリー；空間的にアドレス可能な平行固相もしくは溶液相ライブラリー；デ
コンボリューションが必要な合成ライブラリー法；「一ビーズ一化合物」ライブラリー法
（ｏｎｅ－ｂｅａｄ　ｏｎｅ－ｃｏｍｐｏｕｎｄ　ｌｉｂｒａｒｙ　ｍｅｔｈｏｄ）；な
らびにアフィニフィクロマトグラフィー選択を用いる合成ライブラリー法を含む当該技術
分野において既知の組み合わせライブラリー法における多数の方法のいずれを用いても得
ることができる。生物学的ライブラリー法はペプチドライブラリに限られるが、他の４つ
の方法はペプチド、非－ペプチドオリゴマー又は化合物の小分子ライブラリーに適用可能
である（Ｌａｍ，Ｋ．Ｓ．（１９９７）　Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｓ．１
２：１４５）。
【０１４８】
　分子ライブラリーの合成のための方法の例は文献中で、例えば：Ｄｅ　Ｗｉｔｔ　ｅｔ
　ａｌ．（１９９３）　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９０：６
９０９；Ｅｒｂ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｅ．
ＵＳＡ　９１：１１４２２；Ｚｕｃｋｅｒｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４），Ｊ．Ｍ
ｅｄ．Ｃｈｅｍ．３７：２６７８；Ｃｈｏ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）　Ｓｃｉｅｎｃｅ
　２６１：１３０３；Ｃａｒｒｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）　Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅ
ｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌ．３３：２０５９；Ｃａｒｅｌｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４
）　Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌ．３３：２０６１；及びＧａｌｌｏ
ｐ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）　Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．３７：１２３３に見いだすこと
ができる。
【０１４９】
　化合物のライブラリーは溶液中で（例えばＨｏｕｇｈｔｅｎ（１９９２）　Ｂｉｏｔｅ
ｃｈｎｏｑｕｅｓ　１３：４１２－４２１）あるいはビーズ上で（Ｌａｍ（１９９１）　
Ｎａｔｕｒｅ　３５４：８２－８４）、チップ上で（Ｆｏｄｏｒ（１９９３）　Ｎａｔｕ
ｒｅ　３６４：５５５－５５６）、バクテリア上で（Ｌａｄｎｅｒ　ＵＳＰ　５，２２３
，４０９）、胞子上で（Ｌａｄｎｅｒ　ＵＳＰ　’４０９）、プラスミド上で（Ｃｕｌｌ
　ｅｔ　ａｌ．（１９９２）　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８９：
１８６５－１８６９）又はファージ上で（Ｓｃｏｔｔ　ａｎｄ　Ｓｍｉｔｈ（１９９０）
　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４９：３８６－３９０）；（Ｄｅｖｌｉｎ（１９９０）　Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ　２４９：４０４－４０６）；（Ｃｗｉｒｌａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９０）　Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８７：６３７８－６３８２）；（Ｆｅｌｉｃｉ（１
９９１）　Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２２２：３０１－３１０）；（Ｌａｄｎｅｒ　同上）
与えることができる。
【０１５０】
　１つの実施態様の場合、アッセイは細胞に基づくアッセイであり、そのアッセイにおい
ては細胞表面上でＣＲＳＰレセプターを発現する細胞を試験化合物と接触させ、ＣＲＳＰ
レセプターに結合する試験化合物の能力を決定する。細胞は例えば哺乳類起源のものある
いは酵母細胞であることができる。ＣＲＳＰレセプターに結合する試験化合物の能力の決
定は、例えば複合体中における標識化合物の検出によりＣＲＳＰレセプターへの試験化合
物の結合を決定することができるように試験化合物を放射性同位体もしくは酵素標識と結
合させることによって行うことができる。例えば試験化合物を直接的もしくは間接的に１

２５Ｉ、３５Ｓ、１４Ｃ又は３Ｈで標識し、放射線放射の直接カウンティング又はシンチ
レーションカウンティングにより放射性同位体を検出することができる。別の場合、試験
化合物を例えばホースラディッシュ(西洋ワサビ)ペルオキシダーゼ、アルカリホスファタ
ーゼ又はルシフェラーゼを用いて酵素的に標識し、適した基質の産物への転換の決定によ
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り酵素標識を検出することができる。
【０１５１】
　相互作用物質のいずれも標識することなくＣＲＳＰレセプターと相互作用する試験化合
物の能力を決定することも本発明の範囲内である。例えば試験化合物又はレセプターのい
ずれも標識せずにＣＲＳＰレセプターとの試験化合物の相互作用を検出するためにマイク
ロフィシオメーター（ｍｉｃｒｏｐｈｙｓｉｏｍｅｔｅｒ）を用いることができる。Ｍｃ
Ｃｏｎｎｅｌｌ，Ｈ．Ｍ．ｅｔ　ａｌ．（１９９２）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５７：１９０
６－１９１２。本明細書で用いられる場合、「マイクロフィシオメーター」（例えばＣｙ
ｔｏｓｅｎｓｏｒＴＭ）は、光－アドレス可能な電位差計型センサー（ＬＡＰＳ）を用い
て細胞がその環境を酸性化する速度を測定する分析機器である。この酸性化速度の変化を
リガンドとレセプターの間の相互作用の指標として用いることができる。
【０１５２】
　好ましい実施態様においてアッセイは、細胞表面上でＣＲＳＰレセプターを発現する細
胞をＣＲＳＰタンパク質又は生物学的に活性なその一部と接触させてアッセイ混合物を形
成し、アッセイ混合物を試験化合物と接触させ、ＣＲＳＰレセプターと相互作用する試験
化合物の能力を決定することを含み、ここでＣＲＳＰレセプターと相互作用する試験化合
物の能力の決定は、ＣＲＳＰ又は生物学的に活性なその一部がレセプターに結合する能力
と比較して優先的にＣＲＳＰレセプターに結合する試験化合物の能力を決定することを含
む。
【０１５３】
　別の実施態様においてアッセイは、ＣＲＳＰ標的分子を発現する細胞を試験化合物と接
触させ、ＣＲＳＰ標的分子の活性をモジュレーションする（例えば刺激するか又は阻害す
る）試験化合物の能力を決定することを含む細胞に基づくアッセイである。ＣＲＳＰ標的
分子の活性をモジレーションする試験化合物の能力の決定は、例えばＣＲＳＰ標的分子に
結合するか又はそれと相互作用するＣＲＳＰタンパク質の能力の決定により行うことがで
きる。
【０１５４】
　ＣＲＳＰ標的分子に結合するか又はそれと相互作用するＣＲＳＰタンパク質の能力の決
定は、直接結合の決定に関して上記で記載した方法の１つにより行うことができる。好ま
しい実施態様において、ＣＲＳＰ標的分子に結合するか又はそれと相互作用するＣＲＳＰ
タンパク質の能力の決定は、標的分子の活性の決定により行うことができる。例えば標的
の細胞性第２メッセンジャー（すなわち細胞内Ｃａ２＋、ジアシルグリセロール、ＩＰ３

など）の誘導の検出、適した基質への標的の触媒的／酵素的活性の検出、リポーター遺伝
子（検出可能なマーカー、例えばルシフェラーゼをコードする核酸に操作可能的に結合し
ているＣＲＳＰ－応答性調節要素を含む）の誘導の検出あるいは細胞応答、例えば発育、
分化又は増殖の速度の検出により標的分子の活性を決定することができる。
【０１５５】
　さらに別の実施態様において本発明のアッセイは、ＣＲＳＰタンパク質もしくは生物学
的に活性なその一部を試験化合物と接触させ、ＣＲＳＰタンパク質もしくは生物学的に活
性なその一部に結合する試験化合物の能力を決定する無細胞アッセイである。ＣＲＳＰタ
ンパク質への試験化合物の結合は上記の通りに直接的もしくは間接的に決定することがで
きる。好ましい実施態様の場合、アッセイは、ＣＲＳＰタンパク質もしくは生物学的に活
性なその一部をＣＲＳＰに結合する既知の化合物と接触させてアッセイ混合物を形成し、
アッセイ混合物を試験化合物と接触させ、ＣＲＳＰタンパク質と相互作用する試験化合物
の能力を決定することを含み、ＣＲＳＰタンパク質と相互作用する試験化合物の能力の決
定は、既知の化合物と比較してＣＲＳＰもしくは生物学的に活性なその一部に優先的に結
合する試験化合物の能力を決定することを含む。
【０１５６】
　他の実施態様の場合、アッセイは、ＣＲＳＰタンパク質もしくは生物学的に活性なその
一部を試験化合物と接触させ、ＣＲＳＰタンパク質もしくは生物学的な活性なその一部の



(45) JP 2010-227110 A 2010.10.14

10

20

30

40

50

活性をモジュレーション（例えば刺激もしくは阻害）する試験化合物の能力を決定する無
細胞アッセイである。ＣＲＳＰタンパク質の活性をモジレーションする試験化合物の能力
の決定は、例えば直接結合の決定に関して上記で記載した方法の１つによりＣＲＳＰ標的
分子に結合するＣＲＳＰタンパク質の能力を決定することにより行うことができる。ＣＲ
ＳＰ標的分子に結合するＣＲＳＰタンパク質の能力の決定は、実時間生物分子相互作用分
析（Ｂｉｏｍｏｌｏｃｕｌａｒ　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ　Ａｎａｌｙｓｉｓ）（ＢＩＡ
）などの方法を用いても行うことができる。Ｓｊｏｌａｎｄｅｒ，Ｓ．ａｎｄ　Ｕｒｂａ
ｎｉｃｚｋｙ，Ｃ．（１９９１）　Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．６３：２３３８－２３４５及び
Ｓｚａｂｏ　ｅｔ　ａｌ．（１９９５）　Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ
．５：６９９－７０５。本明細書で用いられる場合、「ＢＩＡ」は相互作用物質（例えば
ＢＩＡｃｏｒｅＴＭ）のいずれも標識せずに実時間で生物特異的相互作用を研究するため
の方法である。光学現象表面プラスモン共鳴（ＳＰＲ）における変化を生物分子の間の実
時間反応の指標として用いることができる。
【０１５７】
　別の実施態様の場合、ＣＲＳＰタンパク質の活性をモジュレーションする試験化合物の
能力の決定を、ＣＲＳＰタンパク質がＣＲＳＰ標的分子の活性をさらにモジュレーション
する能力の決定により行うことができる。例えば前に記載した通り、適した基質への標的
分子の触媒的／酵素的活性を決定することができる。
【０１５８】
　さらに別の実施態様の場合、無細胞アッセイは、ＣＲＳＰタンパク質もしくは生物学的
に活性なその一部をＣＲＳＰタンパク質に結合する既知の化合物と接触させてアッセイ混
合物を形成し、アッセイ混合物を試験化合物と接触させ、ＣＲＳＰタンパク質と相互作用
する試験化合物の能力を決定することを含み、ＣＲＳＰタンパク質と相互作用する試験化
合物の能力の決定は優先的にＣＲＳＰ標的分子に結合するかもしくはその活性をモジュレ
ーションするＣＲＳＰタンパク質の能力を決定することを含む。
【０１５９】
　化合物及び天然抽出物のライブラリーを調べる多くの薬物スクリーニングプログラムに
おいて、与えられた時間内に調査される化合物の数を最大にするために高処理量アッセイ
が望ましい。精製もしくは半－精製タンパク質を用いて誘導することができるもののよう
な無細胞系で行われるアッセイは、試験化合物により媒介される分子標的における改変の
迅速な出現及び比較的容易な検出を可能にするようにそれを作ることができる点で、多く
の場合に「一次」スクリーニングとして好ましい。さらに試験管内の系においては試験化
合物の細胞毒性及び／又は生物利用性の影響を一般に無視することができ、その代わりに
アッセイは上流もしくは下流要素との結合親和性の改変に現れ得る分子標的への薬物の影
響に主に集中している。従って本発明の代表的スクリーニングアッセイの場合、問題の化
合物をＣＲＳＰ（例えばＣＲＳＰ－１）タンパク質もしくはＣＲＳＰ（例えばＣＲＳＰ－
１）結合パートナー、例えばレセプターと接触させる。レセプターは可溶性であるか又は
レセプターは細胞表面上に存在していることができる。化合物とＣＲＳＰタンパク質もし
くはＣＲＳＰ結合パートナーの混合物に次いでそれぞれＣＲＳＰ結合パートナーもしくは
ＣＲＳＰタンパク質を含有する組成物を加える。ＣＲＳＰタンパク質とＣＲＳＰ結合パー
トナーの複合体の検出及び定量は、ＣＲＳＰと結合パートナーの間の複合体形成の阻害（
もしくは増強）における化合物の効力の決定のための手段となる。化合物の効力は種々の
濃度の試験化合物を用いて得るデータから用量応答曲線を作成することにより評価するこ
とができる。さらに比較のためのベースラインを与えるために標準アッセイを行うことも
できる。標準アッセイでは、単離されて精製されたＣＲＳＰポリペプチド又は結合パート
ナーをＣＲＳＰ結合パートナー又はＣＲＳＰポリペプチドを含有する組成物に加え、複合
体の生成を試験化合物の不在下で定量する。
【０１６０】
　本発明の無細胞アッセイを、可溶性及び／又は膜－結合形態の単離タンパク質（例えば
ＣＲＳＰタンパク質又は生物学的に活性なその一部あるいはＣＲＳＰ標的分子）の両方の
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使用に従わせることができる。膜－結合形態の単離タンパク質（例えばＣＲＳＰ標的分子
もしくはレセプター）が用いられる無細胞アッセイの場合、膜－結合形態の単離タンパク
質が溶液中に保持されるように可溶化剤を用いるのが望ましいことがあり得る。そのよう
な可溶化剤の例には非－イオン性洗剤、例えばｎ－オクチルグルコシド、ｎ－ドデシルグ
ルコシド、ｎ－ドデシルマルトシド、オクタノイル－Ｎ－メチルグルカミド、デカノイル
－Ｎ－メチルグルカミド、ＴｒｉｔｏｎＲＸ－１００、ＴｒｉｔｏｎＲＸ－１１４、Ｔｈ
ｅｓｉｔＲ、イソトリデシポリ（エチレングリコールエーテル）ｎ、３－［（３－コラミ
ドプロピル）ジメチルアミニオ］－１－プロパンスルホネート（ＣＨＡＰＳ）、３－［（
３－コラミドプロピル）ジメチルアミニオ］－２－ヒドロキシ－１－プロパンスルホネー
ト（ＣＨＡＰＳＯ）又はＮ－ドデシル＝Ｎ，Ｎ－ジメチル－３－アンモニオ－１－プロパ
ンスルホネートが含まれる。
【０１６１】
　上記の本発明のアッセイ法の１つより多い実施態様において、ＣＲＳＰ又はその標的分
子のいずれかを固定化し、タンパク質の１つもしくは両方の非複合化形態からの複合化形
態の分離を容易にし、アッセイの自動化に適応させるのが望ましいことがあり得る。ＣＲ
ＳＰタンパク質への試験化合物の結合又は候補化合物の存在下及び不在下における標的分
子とのＣＲＳＰタンパク質の相互作用は、反応物を含有するために適したいずれの容器中
でも行うことができる。そのような容器の例にはマイクロタイタープレート（ｍｉｃｒｏ
ｔｉｔｒｅ　ｐｌａｔｅｓ）、試験管及び微量遠心管が含まれる。１つの実施態様の場合
、タンパク質の１つもしくは両方がマトリックスに結合することを可能にするドメインが
加わっている融合タンパク質を与えることができる。例えばグルタチオン－Ｓ－トランス
フェラーゼ／ＣＲＳＰ融合タンパク質又はグルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ／標的
融合タンパク質をグルタチオンセファロースビーズ（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ，Ｓ
ｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）又はグルタチオン誘導マイクロタイタープレート上に吸着させ、
それを次いで試験化合物あるいは試験化合物と非－吸着標的タンパク質もしくはＣＲＳＰ
タンパク質と合わせ、混合物を複合体生成に誘導性の条件下で（例えば塩及びｐＨに関す
る生理的条件で）インキュベーションすることができる。インキュベーションに続き、ビ
ーズ又はマイクロタイタープレートウェルを洗浄して非結合成分、ビーズの場合は固定化
マトリックスを除去し、例えば上記の通りに直接的もしくは間接的に複合体を決定する。
別の場合、複合体をマトリックスから分離させ、ＣＲＳＰ結合又は活性のレベルを、標準
的方法を用いて決定することができる。本発明のスクリーニングアッセイにおいてマトリ
ックス上にタンパク質を固定化するための他の方法を用いることもできる。例えばＣＲＳ
Ｐタンパク質又はＣＲＳＰ標的分子のいずれかをビオチンとストレプタビジンの複合を用
いて固定化することができる。当該技術分野において周知の方法（例えばビオチニル化キ
ット、Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ）を用いてビオチン
－ＮＨＳ（Ｎ－ヒドロキシ－スクシンイミド）からビオチニル化ＣＲＳＰタンパク質もし
くは標的分子を調製し、ストレプタビジン－コーテッド９６ウェルプレート（Ｐｉｅｒｃ
ｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ）のウェルにおいて固定化することができる。別の場合ＣＲＳＰタ
ンパク質もしくは標的分子と反応性であるがＣＲＳＰタンパク質のその標的分子への結合
を妨げない抗体をプレートのウェルに誘導化し、非結合標的もしくはＣＲＳＰタンパク質
を抗体複合によりウェル中に捕獲することができる。ＧＳＴ－固定化複合体に関して上記
で記載した方法の他に、そのような複合体の検出のための方法には、ＣＲＳＰタンパク質
もしくは標的分子と反応性の抗体を用いる複合体の免疫検出ならびにＣＲＳＰタンパク質
もしくは標的分子に関連する酵素活性の検出に頼る酵素－結合アッセイが含まれる。
【０１６２】
　他の実施態様の場合、細胞を候補化合物と接触させ、細胞中におけるＣＲＳＰ　ｍＲＮ
Ａ又はタンパク質の発現を決定する方法でＣＲＳＰ発現のモジュレーターを同定する。候
補化合物の存在下におけるＣＲＳＰ　ｍＲＮＡもしくはタンパク質の発現のレベルを候補
化合物の不在下におけるＣＲＳＰ　ｍＲＮＡもしくはタンパク質の発現のレベルと比較す
る。次いでこの比較に基づいて候補化合物をＣＲＳＰ発現のモジュレーターとして同定す
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ることができる。例えばＣＲＳＰ　ｍＲＮＡもしくはタンパク質の発現が候補化合物の不
在下よりその存在下において多い場合（統計的に有意に多い）、候補化合物はＣＲＳＰ　
ｍＲＮＡもしくはタンパク質発現の刺激剤として同定される。代わってＣＲＳＰ　ｍＲＮ
Ａもしくはタンパク質の発現が候補化合物の不在下よりその存在下において少ない場合（
統計的に有意に少ない）、候補化合物はＣＲＳＰ　ｍＲＮＡもしくはタンパク質発現の阻
害剤として同定される。細胞中におけるＣＲＳＰ　ｍＲＮＡもしくはタンパク質発現のレ
ベルは、ＣＲＳＰ　ｍＲＮＡもしくはタンパク質の検出に関して本明細書で記載する方法
により決定することができる。
【０１６３】
　本発明のさらに別の側面において、ＣＲＳＰに結合するか又はそれと相互作用し（「Ｃ
ＲＳＰ－結合タンパク質」又は「ＣＲＳＰ－ｂｐ」）、ＣＲＳＰ活性をモジュレーション
する他のタンパク質の同定のために２－ハイブリッドアッセイ又は３－ハイブリッドアッ
セイ（例えば米国特許第５，２８３，３１７号；Ｚｅｒｖｏｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３
）　Ｃｅｌｌ　７２：２２３－２３２；Ｍａｄｕｒａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９３）　Ｊ．
Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６８：１２０４６－１２０５４；Ｂａｒｔｅｌ　ｅｔ　ａｌ．（
１９９３）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　１４：９２０－９２４；Ｉｗａｂｕｃｈｉ　ｅ
ｔ　ａｌ．（１９９３）　Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　８：１６９３－１６９６；及びＢｒｅｎｔ
　ＷＯ９４／１０３００を参照されたい）において「ベイトタンパク質（ｂａｉｔ　ｐｒ
ｏｔｅｉｎｓ）」としてＣＲＳＰタンパク質を用いることができる。そのようなＣＲＳＰ
－結合タンパク質はおそらく、例えばＣＲＳＰ－媒介シグナリング経路の下流要素として
、ＣＲＳＰタンパク質によるシグナルの伝達にも含まれる。別の場合そのようなＣＲＳＰ
－結合タンパク質はおそらく非－ＣＲＳＰ発現細胞に伴う細胞－表面分子であり、この場
合そのようなＣＲＳＰ－結合タンパク質はシグナル伝達に含まれる。
【０１６４】
　２－ハイブリッド系はほとんどの転写因子のモジュール性に基づいており、それは分離
可能なＤＮＡ－結合及び活性化ドメインから成る。簡単に記載すると、アッセイは２種の
ＤＮＡ構築物を利用する。１つの構築物においては、ＣＲＳＰタンパク質をコードする遺
伝子が既知の転写因子（例えばＧＡＬ－４）のＤＮＡ結合ドメインをコードする遺伝子に
融合している。他の構築物においては、ＤＮＡ配列のライブラリーからの未同定タンパク
質（「えさ（ｐｒｅｙ）」又は「試料」）をコードするＤＮＡ配列が既知の転写因子の活
性化ドメインをコードする遺伝子に融合している。「ベイト」及び「えさ」タンパク質が
生体内で相互作用してＣＲＳＰ－依存性複合体を形成することができる場合、転写因子の
ＤＮＡ－結合及び活性化ドメインは密接状態とされる。この近接は転写因子に応答性の転
写調節部位に操作可能的に結合しているリポーター遺伝子（例えばＬａｃＺ）の転写を可
能にする。リポーター遺伝子の発現を検出し、機能性転写因子を含有する細胞コロニーを
単離し、ＣＲＳＰタンパク質と相互作用するタンパク質をコードするクローニングされた
遺伝子を得るために用いることができる。
【０１６５】
　本発明はさらに上記のスクリーニングアッセイにより同定される新規な薬剤ならびにこ
れらのアッセイの使用によりそのような薬剤を製造するための方法に関する。従って１つ
の実施態様の場合、本発明は前記のスクリーニングアッセイ（例えば細胞に基づくアッセ
イ又は無細胞アッセイ）のいずれか１つという段階を含む方法により得ることができる化
合物又は薬剤を含む。例えば１つの実施態様の場合、本発明はＣＲＳＰ標的分子を発現す
る細胞を試験化合物と接触させ、ＣＲＳＰ標的分子に結合するか又はその活性をモジュレ
ーションする試験化合物の能力を決定することを含む方法により得ることができる化合物
もしくは薬剤を含む。別の実施態様の場合、本発明はＣＲＳＰ標的分子を発現する細胞を
ＣＲＳＰタンパク質もしくは生物学的に活性なその一部と接触させてアッセイ混合物を形
成し、アッセイ混合物を試験化合物と接触させ、ＣＲＳＰ標的分子と相互作用するかもし
くはその活性をモジュレーションする試験化合物の能力を決定することを含む方法により
得ることができる化合物もしくは薬剤を含む。他の実施態様の場合、本発明はＣＲＳＰタ
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ンパク質もしくは生物学的に活性なその一部を試験化合物と接触させ、ＣＲＳＰタンパク
質もしくは生物学的に活性なその一部に結合するか又はその活性をモジュレーション（例
えば刺激もしくは阻害）する試験化合物の能力を決定することを含む方法により得ること
ができる化合物もしくは薬剤を含む。さらに別の実施態様の場合、本発明はＣＲＳＰタン
パク質もしくは生物学的に活性なその一部をＣＲＳＰタンパク質に結合する既知の化合物
と接触させてアッセイ混合物を形成し、アッセイ混合物を試験化合物と接触させ、ＣＲＳ
Ｐタンパク質と相互作用するか又はその活性をモジュレーションする試験化合物の能力を
決定することを含む方法により得ることができる化合物もしくは薬剤を含む。
【０１６６】
　従って本明細書に記載する通りに同定される薬剤を適した動物モデルにおいてさらに使
用することは、本発明の範囲内である。例えば本明細書に記載する通りに同定される薬剤
（ＣＲＳＰモジュレーション剤、アンチセンスＣＲＳＰ核酸分子、ＣＲＳＰ－特異的抗体
又はＣＲＳＰ－結合パートナー）を動物モデルで用い、そのような薬剤を用いる処置の効
力、毒性又は副作用を決定することができる。別の場合、本明細書に記載する通りに同定
される薬剤を動物モデルで用い、そのような薬剤の作用の機構を決定することができる。
【０１６７】
　本発明は、本明細書に記載するような診断、予後及び処置のための上記のスクリーニン
グアッセイにより同定される新規な薬剤の使用にも関する。従って本明細書に記載するよ
うな診断、予後又は処置において用いるための薬物もしくは製薬学的組成物の設計、調製
、合成、製造及び／又は生産におけるそのような薬剤の使用は本発明の範囲内である。例
えば１つの実施態様の場合、本発明は上記のスクリーニングアッセイの１つにより得るこ
とができる化合物の構造及び／又は性質を参考にすることにより薬物又は製薬学的組成物
を合成もしくは生産する方法を含む。例えばＣＲＳＰ標的分子を発現する細胞を試験化合
物と接触させ、ＣＲＳＰ標的分子に結合するか又はその活性をモジュレーションする試験
化合物の能力を決定する方法により得られる化合物の構造及び／又は性質に基づいて薬物
もしくは製薬学的組成物を合成することができる。他の代表的実施例の場合、本発明はＣ
ＲＳＰタンパク質もしくは生物学的に活性なその一部を試験化合物と接触させ、ＣＲＳＰ
タンパク質もしくは生物学的に活性なその一部に結合するか又はその活性をモジュレーシ
ョン（例えば刺激もしくは阻害）する試験化合物の能力を決定する方法により得ることが
できる化合物の構造及び／又は性質に基づいて薬物もしくは製薬学的組成物を合成又は生
産する方法を含む。
【０１６８】
Ｂ．検出アッセイ
　本明細書で同定されるｃＤＮＡ配列の一部もしくは断片（及び対応する完全な遺伝子配
列）を多数の方法においてポリヌクレオチド試薬として用いることができる。例えばこれ
らの配列を：（ｉ）染色体上でそのそれぞれの遺伝子をマッピングし；かくして遺伝病に
関連する遺伝子領域の位置決定をする；（ｉｉ）小さい生物試料から個体を同定する（組
織型）；ならびに（ｉｉｉ）生物試料の法的同定を助けるために用いることができる。こ
れらの用途を下記の小区分で記載する。
【０１６９】
１．染色体マッピング
　遺伝子の配列（もしくは配列の一部）が単離されたら、この配列を用いて染色体上で遺
伝子の位置をマッピングすることができる。この方法は染色体マッピングと呼ばれる。従
って本明細書に記載するＣＲＳＰヌクレオチド配列の一部もしくは断片を用い、染色体上
でＣＲＳＰ遺伝子の位置をマッピングすることができる。染色体へのＣＲＳＰ配列のマッ
ピングはこれらの配列の疾患に関連する遺伝子との関連付けにおける重要な第１段階であ
る。
【０１７０】
　簡単に記載すると、ＣＲＳＰヌクレオチド配列からＰＣＲプライマー（好ましくは長さ
が１５～２５ｂｐ）を調製することにより、ＣＲＳＰ遺伝子を染色体にマッピングするこ
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とができる。ＣＲＳＰ配列のコンピューター分析を用い、ゲノムＤＮＡ中の１つのエキソ
ンより長くに及んで増幅法を複雑にしないプライマーを予測することができる。次いでこ
れらのプライマーをそれぞれのヒト染色体を含有する体細胞ハイブリッドのＰＣＲスクリ
ーニングに用いることができる。ＣＲＳＰ配列に対応するヒト遺伝子を含有するハイブリ
ッドのみが増幅された断片を与えるであろう。
【０１７１】
　体細胞ハイブリッドは種々の哺乳類からの体細胞（例えばヒト及びマウス細胞）を融合
させることにより調製される。ヒト及びマウス細胞のハイブリッドを生育させ、分裂させ
ると、それらは徐々にヒト染色体を無作為な順序で失うが、マウス染色体を保持する。特
定の酵素がないためにマウス細胞が生育できないがヒト細胞が生育できる媒体を用いるこ
とにより、必要な酵素をコードする遺伝子を含有する１つのヒト染色体は保持されるであ
ろう。種々の媒体を用いることにより、ハイブリッド細胞系のパネルを確立することがで
きる。パネルにおけるそれぞれの細胞系は１つのヒト染色体又は少数のヒト染色体及び完
全な１組のマウス染色体を含有し、それぞれの遺伝子の特定のヒト染色体への容易なマッ
ピングを可能にする。（Ｄ’Ｅｕｓｔａｃｈｉｏ　Ｐ．ｅｔ　ａｌ．（１９８３）　Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ　２２０：９０９－９２４）。ヒト染色体の断片のみを含有する体細胞ハイブ
リッドも転座及び欠失を有するヒト染色体を用いることにより生産することができる。
【０１７２】
　体細胞ハイブリッドのＰＣＲマッピングは特定の配列を特定の染色体に指定するための
迅速な方法である。１つの熱サイクラーを用いて１日当たり３つ又はそれより多くの配列
を指定することができる。オリゴヌクレオチドプライマーの設計にＣＲＳＰヌクレオチド
配列を用い、特定の染色体からの断片のパネルを用いて細分位置決定（ｓｕｂｌｏｃａｌ
ｉｚａｔｉｏｎ）を行うことができる。９ｏ、１ｐ又は１ｖ配列をその染色体にマッピン
グするために同様に用いることができる他のマッピング戦略にはその場ハイブリッド形成
（Ｆａｎ，Ｙ．ｅｔ　ａｌ．（１９９０）　ＰＮＡＳ，８７：６２２３－２７に記載）、
標識されフローソーティングされた染色体を用いる予備－スクリーニングならびに染色体
特異的ｃＤＮＡライブラリへのハイブリッド形成による予備－選択が含まれる。
【０１７３】
　さらに中期染色体スプレッド（ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ　ｓｐｒｅａｄ）へのＤＮＡ配
列の蛍光その場ハイブリッド形成（ＦＩＳＨ）を用い、１段階で正確な染色体位置を与え
ることができる。染色体スプレッドは、細胞分裂紡錘体を崩壊させるコルセミドなどの化
学品によりその分裂が中期で妨害された細胞を用いて作ることができる。染色体をトリプ
シンを用いて短時間処理し、次いでＧｉｅｍｓａで染色することができる。それぞれの染
色体上に明及び暗バンドのパターンが現れ、染色体をそれぞれ同定することができる。Ｆ
ＩＳＨ法は５００もしくは６００塩基のような短いＤＮＡ配列で用いることができる。し
かしながら１，０００塩基より大きいクローンは、簡単な検出のための十分なシグナル強
度で独特の染色体位置に結合する可能性がより高い。好ましくは１，０００塩基そしても
っと好ましくは２，０００塩基が合理的な時間で良い結果を得るために十分であろう。こ
の方法の精査のために、Ｖｅｒｍａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｈｕｍａｎ　Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ
ｓ：Ａ　Ｍａｎｕａｌ　ｏｆ　Ｂａｓｉｃ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ（Ｐｅｒｇａｍｏｎ　
Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　１９８８）を参照されたい。
【０１７４】
　染色体マッピングのための試薬を個別に用いて１つの染色体又はその染色体の上の１つ
の部位をマークすることができるかあるいは複数の部位及び／又は複数の染色体のマーキ
ングのために試薬のパネルを用いることができる。実際には遺伝子の非コード領域に対応
する試薬がマッピング目的に好ましい。コード配列は遺伝子ファミリー内で保存される傾
向がより高く、かくして染色体マッピングの間の交差ハイブリッド形成の機会が増加する
。
【０１７５】
　配列が正確な染色体位置にマッピングされたら、染色体上における配列の物理的位置を
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遺伝地図データと関連付けることができる。（そのようなデータは例えばＶ．ＭｃＫｕｓ
ｉｃｋ，Ｍｅｎｄｅｌｉａｎ　Ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ　ｉｎ　Ｍａｎ，ａｖａｉｌａｂ
ｌｅ　ｏｎ－ｌｉｎｅ　ｔｈｒｏｕｇｈ　Ｊｏｈｎｓ　Ｈｏｐｋｉｎｓ　Ｕｎｉｖｅｒｓ
ｉｔｙ　Ｗｅｌｃｈ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｌｉｂｒａｒｙにおいて見いだされる）。同じ染
色体領域にマッピングされる遺伝子と疾患の間の関係を、次いで例えばＥｇｅｌａｎｄ，
Ｊ．ｅｔ　ａｌ．（１９８７）　Ｎａｔｕｒｅ，３２５：７８３－７８７に記載されてい
る結合分析（物理的に隣接する遺伝子の共－遺伝（ｃｏ－ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ））を
介して同定することができる。
【０１７６】
　さらにＣＲＳＰ遺伝子に関連する疾患に冒されている個体と冒されていない個体の間の
ＤＮＡ配列における差を決定することができる。冒されている個体のいくらか又はすべて
において突然変異が観察され、冒されていない個体において観察されない場合、おそらく
突然変異は特定の疾患の原因であろう。冒されている個体と冒されていない個体の比較は
一般に、最初に染色体スプレッドから見えるかあるいはＤＮＡ配列に基づくＰＣＲを用い
て検出することができる染色体における構造的改変、例えば欠失又は転座を探すことを含
む。最後にいくつかの個体からの遺伝子の完全な配列決定を行い、突然変異の存在を確証
し、突然変異を多型性から区別することができる。
【０１７７】
２．組織型
　本発明のＣＲＳＰ配列を用いて小さい生物試料から個体を同定することもできる。例え
ば合衆国陸軍は、その隊員の識別のために制限断片長多型性（ＲＦＬＰ）を用いることを
考慮中である。この方法では、個体のゲノムＤＮＡを１つもしくはそれより多い制限酵素
で消化し、サザンブロット上で精査して同定のための独特のバンドを得る。この方法は、
失われるか、切り替えられるかあるいは盗まれて明確な同定を困難にし得る「ドッグタグ
（Ｄｏｇ　Ｔａｇｓ）」という現在の制限に苦しめられることはない。本発明の配列はＲ
ＦＬＰのための追加のＤＮＡマーカーとして有用である（米国特許第５，２７２，０５７
号に記載）。
【０１７８】
　さらに、本発明の配列を用い、個体のゲノムの選ばれた部分の実際の塩基毎のＤＮＡ配
列を決定する別の方法を与えることができる。かくして本明細書に記載するＣＲＳＰヌク
レオチド配列を用い、配列の５’及び３’末端から２つのＰＣＲプライマーを調製するこ
とができる。次いでこれらのプライマーを用いて個体のＤＮＡを増幅し、続いてそれを配
列決定することができる。
【０１７９】
　この方法で調製される個体からの対応するＤＮＡ配列のパネルは独特の個体同定を提供
することができ、それは各個体が対立遺伝子の相違の故にそのようなＤＮＡ配列の独特の
組を有するからである。本発明の配列を用いて個体から及び組織からそのような同定配列
を得ることができる。本発明のＣＲＳＰヌクレオチド配列はヒトゲノムの一部を独特に示
している。対立遺伝子の変異はこれらの配列のコード領域においてある程度そして非コー
ド領域においてもっと大きい程度まで存在する。個々のヒトの間の対立遺伝子の変異は５
００塩基毎に大体１つの頻度で存在すると推定される。本明細書に記載する配列のそれぞ
れをある程度まで標準として用いることができ、それに対して個体からのＤＮＡを同定の
目的で比較することができる。非コード領域ではより多数の多型性が存在するので、個体
の区別に必要な配列がより少ない。配列番号：１、配列番号：４、配列番号：７又は配列
番号：１０の非コード配列は、それぞれ１００塩基の増幅された非コード配列を与えるお
そらく１０～１，０００個のプライマーのパネルを用いて個体の明確な同定を楽に与える
ことができる。配列番号：３、配列番号：６、配列番号：９又は配列番号：１２中のもの
のような推定コード配列を用いる場合、個体の明確な同定のためにもっと適したプライマ
ーの数は５００～２，０００であろう。
【０１８０】
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　個体のための独特の同定データベースの作成に本明細書に記載するＣＲＳＰヌクレオチ
ド配列からの試薬のパネルを用いると、後にその個体からの組織の同定にこれらの同じ試
薬を用いることができる。独特の同定データベースを用い、生存しているか又は死亡した
個体の明確な同定を非常に小さい組織試料から行うことができる。
【０１８１】
３．法生物学（ｆｏｒｅｎｓｉｃ　ｂｉｏｌｏｇｙ）における部分的ＣＲＳＰ配列の使用
　ＤＮＡに基づく同定法を法生物学において用いることもできる。法生物学は、犯罪の現
場で発見される生物学的証拠の遺伝子型を例えば犯罪の犯人を明確に識別するための手段
として用いる科学分野である。そのような識別を行うために、ＰＣＲ法を用い、犯罪の現
場で発見される毛髪又は皮膚を例とする組織あるいは血液、唾液又は精液を例とする体液
などの非常に小さい生物学的試料から採取されるＤＮＡ配列を増幅することができる。次
いで増幅された配列を標準と比較し、それにより生物学的試料の源の同定を可能にするこ
とができる。
【０１８２】
　本発明の配列を用いてヒトゲノム中の特定の遺伝子座を標的とするポリヌクレオチド試
薬、例えばＰＣＲプライマーを得ることができ、それは例えばもう１つの「同定マーカー
」（すなわち特定の個体に独特のもう１つのＤＮＡ配列）を与えることによってＤＮＡに
基づく法的同定の信頼性を増すことができる。上記の通り、実際の塩基配列情報を、制限
酵素により生成する断片によって形成されるパターンの正確な代用物として同定のために
用いることができる。配列番号：１、配列番号：４、配列番号：７又は配列番号：１０の
非コード領域を標的とする配列はこの使用に特に適しており、それは非コード領域にはよ
り多数の多型性が存在し、この方法を用いて個体を区別するのをより容易にするからであ
る。ポリヌクレオチド試薬の例にはＣＲＳＰヌクレオチド配列又はその一部、例えば少な
くとも２０塩基、好ましくは少なくとも３０塩基の長さを有する配列番号：１、配列番号
：４、配列番号：７又は配列番号：１０の非コード領域から誘導される断片が含まれる。
【０１８３】
　本明細書に記載するＣＲＳＰヌクレオチド配列をさらに、脳組織を例とする特定の組織
を同定するための例えばインサイチュー・ハイブリダイゼーションで用いることができる
ポリヌクレオチド試薬、例えば標識されたもしくは標識可能なプローブを得るために用い
ることができる。これは未知の起源の組織と共に法病理学者が存在する場合に非常に有用
であり得る。そのようなＣＲＳＰプローブのパネルを用い、種によって及び／又は臓器型
によって組織を同定することができる。
【０１８４】
　類似のやり方でこれらの試薬、例えばＣＲＳＰプライマーもしくはプローブを用い、組
織培養物を汚染に関してスクリーニングすることができる（すなわち培養物中における異
なる型の細胞の混合物の存在に関するスクリーニング）。
【０１８５】
Ｃ．予報（Ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ）医学：
　本発明は、予後（予報）目的に診断アッセイ、予後アッセイ及び臨床試験の監視を用い
、それにより個体を予防的に処置する予報医学の分野にも関する。従って本発明の１つの
側面は生物試料の範囲内で（例えば血液、血清、細胞、組織）ＣＲＳＰタンパク質及び／
又は核酸発現ならびにＣＲＳＰ活性を決定し、それにより個体が異常なＣＲＳＰ発現もし
くは活性、例えば神経変性病もしくはガンを生ずる異常な細胞増殖、分化及び／又は生存
と関連する疾患もしくは障害に冒されているか否かあるいは障害が現れる危険状態にある
か否かを決定するための診断法に関する。本発明は個体がＣＲＳＰタンパク質、核酸発現
もしくは活性と関連する障害が現れる危険状態にあるか否かを決定するための予後（又は
予報）アッセイも提供する。例えば生物試料においてＣＲＳＰ遺伝子中の突然変異を検定
することができる。そのようなアッセイを予後もしくは予報目的に用い、それによりＣＲ
ＳＰタンパク質、核酸発現もしくは活性を特徴とするかあるいはそれと関連する障害の開
始の前に個体を予防的に処置することができる。
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【０１８６】
　本発明の他の側面は、臨床試験におけるＣＲＳＰの発現もしくは活性への薬剤（例えば
薬物、化合物）の影響の監視に関する。
【０１８７】
　これらの薬剤及び他の薬剤を下記の部分でさらに詳細に記載する。
【０１８８】
１．診断アッセイ
　生物試料中におけるＣＲＳＰタンパク質又は核酸の存在又は不在を検出するための代表
的方法は、被験者から生物試料を得、ＣＲＳＰタンパク質又はＣＲＳＰタンパク質をコー
ドする核酸（例えばｍＲＮＡ、ゲノムＤＮＡ）を検出することができる化合物又は薬剤と
生物試料を接触させ、ＣＲＳＰタンパク質又は核酸の存在を生物試料中で検出することを
含む。ＣＲＳＰ　ｍＲＮＡ又はゲノムＤＮＡの検出のための好ましい薬剤はＣＲＳＰ　ｍ
ＲＮＡ又はゲノムＤＮＡにハイブリッド形成することができる標識された核酸プローブで
ある。核酸プローブは例えば全長ＣＲＳＰ核酸、例えば配列番号：１、配列番号：４、配
列番号：７、配列番号：１０の核酸、受け入れ番号９８６３４としてＡＴＣＣに寄託され
たプラスミドのＤＮＡ挿入片、受け入れ番号９８６３３としてＡＴＣＣに寄託されたプラ
スミドのＤＮＡ挿入片、受け入れ番号９８４５２としてＡＴＣＣに寄託されたプラスミド
のＤＮＡ挿入片あるいはそれらの一部、例えば長さが少なくとも１５、３０、５０、１０
０、２５０もしくは５００ヌクレオチドであり、緊縮条件下でＣＲＳＰ　ｍＲＮＡもしく
はゲノムＤＮＡに特異的にハイブリッド形成するのに十分なオリゴヌクレオチドであるこ
とができる。本発明の診断アッセイにおいて用いるのに適した他のプローブは本明細書に
記載されている。
【０１８９】
　ＣＲＳＰタンパク質の検出のための好ましい薬剤はＣＲＳＰタンパク質に結合すること
ができる抗体、好ましくは検出可能な標識を有する抗体である。抗体はポリクローナルあ
るいはもっと好ましくはモノクローナルである。無損傷の抗体又はその断片（例えばＦａ
ｂもしくはＦ（ａｂ’）２）を用いることができる。プローブ又は抗体に関して「標識さ
れた」という用語は、検出可能な物質をプローブ又は抗体に結合させる（すなわち物理的
に連結させる）ことによるプローブ又は抗体の直接的標識ならびに直接的に標識された他
の試薬との反応性によるプローブ又は抗体の間接的標識を包含するものとする。間接的標
識の例には、蛍光標識された二次抗体を用いる一次抗体の検出ならびに蛍光標識されたス
トレプタビジンを用いて検出され得るようにＤＮＡプローブをビオチンで末端－標識する
ことが含まれる。「生物試料」という用語は被験者から単離された組織、細胞及び生物学
的液体ならびに被験者内に存在する組織、細胞及び液体を含むものとする。すなわち本発
明の検出法を試験管内ならびに生体内において生物試料中のＣＲＳＰ　ｍＲＮＡ、タンパ
ク質又はゲノムＤＮＡを検出するために用いることができる。例えばＣＲＳＰ　ｍＲＮＡ
の検出のための試験管内法にはノザンハイブリッド形成及びその場ハイブリッド形成が含
まれる。ＣＲＳＰタンパク質の検出のための試験管内法には酵素結合イムノソルベントア
ッセイ（ＥＬＩＳＡｓ）、ウェスタンブロット、免疫沈降及び免疫蛍光法が含まれる。Ｃ
ＲＳＰゲノムＤＮＡの検出のための試験管内法にはサザンハイブリッド形成が含まれる。
さらにＣＲＳＰタンパク質の検出のための生体内法には標識された抗－ＣＲＳＰ抗体を被
験者内に導入することを含む。例えば抗体を放射性マーカーで標識することができ、被験
者内におけるその存在及び位置を標準的画像形成法により検出することができる。
【０１９０】
　１つの実施態様の場合、生物試料は被験者からのタンパク質分子を含有する。別の場合
、生物試料は被験者からのｍＲＮＡ分子又は被験者からのゲノムＤＮＡ分子を含有してい
ることができる。好ましい生物試料は被験者から通常の手段により単離される血清試料で
ある。
【０１９１】
　他の実施態様の場合、方法はさらに標準被験者から標準生物試料を得、標準試料をＣＲ
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ＳＰタンパク質、ｍＲＮＡもしくはゲノムＤＮＡを検出することができる化合物もしくは
薬剤と接触させ、生物試料中においてＣＲＳＰタンパク質、ｍＲＮＡもしくはゲノムＤＮ
Ａの存在を検出し、標準試料中におけるＣＲＳＰタンパク質、ｍＲＮＡもしくはゲノムＤ
ＮＡの存在を試験試料中におけるＣＲＳＰタンパク質、ｍＲＮＡもしくはゲノムＤＮＡの
存在と比較することを含む。
【０１９２】
　本発明は生物試料中のＣＲＳＰの存在の検出のためのキットも包含する。例えばキット
は生物試料中のＣＲＳＰタンパク質もしくはｍＲＮＡを検出することができる標識された
化合物又は薬剤；試料中のＣＲＳＰの量を決定するための手段；ならびに試料中のＣＲＳ
Ｐの量を標準と比較するための手段を含んでいることができる。化合物又は薬剤を適した
容器中に包装することができる。キットはさらにＣＲＳＰタンパク質もしくは核酸の検出
にキットを用いるための指示を含むことができる。
【０１９３】
２．予後アッセイ
　本明細書に記載する診断法をさらに、異常なＣＲＳＰ発現もしくは活性と関連する疾患
もしくは障害を現す危険を有するかその危険状態にある被験者を識別するために用いるこ
とができる。例えば先の診断アッセイ又は後のアッセイなどの本明細書に記載するアッセ
イを用い、ＣＲＳＰタンパク質、核酸発現又は活性と関連する障害、例えば増殖性障害、
分化もしくは発育障害、造血障害ならびに異常な細胞生存、異常な細胞外構造又は防御機
構における異常を特徴とする疾患、状態もしくは障害を現す危険を有するか又はその危険
状態にある被験者を識別することができる。別の場合、予後アッセイを用い、分化もしく
は増殖疾患（例えばガン）を現す危険を有するか又はその危険状態にある被験者を識別す
ることができる。かくして本発明は異常なＣＲＳＰ発現もしくは活性と関連する疾患もし
くは障害を同定するための方法を提供し、その方法では被験者から試験試料を得、ＣＲＳ
Ｐタンパク質もしくは核酸（例えばｍＲＮＡ、ゲノムＤＮＡ）を検出し、ここでＣＲＳＰ
タンパク質もしくは核酸の存在は異常なＣＲＳＰ発現もしくは活性と関連する疾患もしく
は障害を現す危険を有するかもしくはその危険状態にある被験者の場合の兆候である。本
明細書で用いる場合、「試験試料」は問題の被験者から得られる生物試料を言う。例えば
試験試料は生物学的液体（例えば血清）、細胞試料又は組織であることができる。
【０１９４】
　さらに本明細書に記載する予後アッセイを用い、異常なＣＲＳＰ発現もしくは活性と関
連する疾患もしくは障害の処置のために薬剤（例えばアゴニスト、アンタゴニスト、ペプ
チド疑似物、タンパク質、ペプチド、核酸、小分子又は他の候補薬物）を患者に投与でき
るか否かを決定することができる。例えばそのような方法を用い、増殖障害、分化もしく
は発育障害、造血障害などの障害ならびに異常な細胞製造、異常な細胞外構造もしくは防
御機構における異常を特徴とする障害のための薬剤を用いて患者を有効に処置できるか否
かを決定することができる。別の場合、そのような方法を用い、分化もしくは増殖性疾患
（例えばガン）のための薬剤を用いて患者を有効に処置できるか否かを決定することがで
きる。かくして本発明は異常なＣＲＳＰ発現もしくは活性と関連する障害のための薬剤を
用いて患者を有効に処置できるか否かを決定するための方法を提供し、その方法では、試
験試料を得、ＣＲＳＰタンパク質もしくは核酸発現もしくは活性を検出する（例えばここ
で多量のＣＲＳＰタンパク質もしくは核酸発現又は活性は、異常なＣＲＳＰ発現もしくは
活性と関連する障害の処置のための薬剤を投与できる患者の場合の兆候である）。
【０１９５】
　本発明の方法を用い、ＣＲＳＰ遺伝子における遺伝子改変を検出し、それにより改変さ
れた遺伝子を有する被験者が異常な発育、異常な細胞分化、異常な細胞増殖又は異常な造
血応答を特徴とする障害の危険状態にあるか否かを決定することもできる。好ましい実施
態様の場合、該方法は、改変の少なくとも１つがＣＲＳＰ－タンパク質をコードする遺伝
子の統合性（ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ）又はＣＲＳＰ遺伝子の誤－発現に影響することを特徴
とする遺伝子改変の存在もしくは不在を被験者からの細胞の試料中で検出することを含む
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。例えば１）ＣＲＳＰ遺伝子からの１つもしくはそれより多いヌクレオチドの欠失；２）
ＣＲＳＰ遺伝子への１つもしくはそれより多いヌクレオチドの付加；３）ＣＲＳＰ遺伝子
の１つもしくはそれより多いヌクレオチドの置換、４）ＣＲＳＰ遺伝子の染色体転位；５
）ＣＲＳＰ遺伝子のメッセンジャーＲＮＡ転写物のレベルの改変、６）ゲノムＤＮＡのメ
チル化パターンなどのＣＲＳＰ遺伝子の異常な修飾、７）ＣＲＳＰ遺伝子のメッセンジャ
ーＲＮＡ転写物の非－野生型スプライシングパターンの存在、８）ＣＲＳＰ－タンパク質
の非－野生型レベル、９）ＣＲＳＰ遺伝子の対立遺伝子損失ならびに１０）ＣＲＳＰ－タ
ンパク質の不適切な翻訳後修飾の少なくとも１つの存在を突き止めることによりそのよう
な遺伝子改変を検出することができる。本明細書に記載する通り、ＣＲＳＰ遺伝子の改変
を検出するために用いることができる当該技術分野において既知の多数のアッセイ法があ
る。好ましい生物試料は通常の手段で被験者から単離される組織もしくは血清試料である
。
【０１９６】
　いくつかの実施態様において、改変の検出はポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）（例えば
米国特許第４，６８３，１９５及び４，６８３，２０２号を参照されたい）、例えばアン
カーＰＣＲもしくはＲＡＣＥ　ＰＣＲにおいてあるいは別の場合、連結連鎖反応（ＬＣＲ
）（例えばＬａｎｄｅｇｒａｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４１：
１０７７－１０８０；及びＮａｋａｚａｗａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）　ＰＮＡＳ　９
１：３６０－３６４を参照されたい）においてプローブ／ブライマーを用いることを含み
、その後者はＣＲＳＰ－遺伝子における点突然変異の検出に特に有用であり得る（Ａｂｒ
ａｖａｙａ　ｅｔ　ａｌ．（１９９５）　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２３：
６７５－６８２を参照されたい）。この方法は患者から細胞の試料を集め、試料の細胞か
ら核酸（例えばゲノム、ｍＲＮＡもしくは両方）を単離し、核酸試料をＣＲＳＰ遺伝子に
特異的にハイブリッド形成する１種もしくはそれより多いプライマーと、ＣＲＳＰ－遺伝
子（存在するなら）のハイブリッド形成及び増幅が起こるような条件下で接触させ、増幅
産物の存在もしくは不在を検出するかあるいは増幅産物のサイズを検出して長さを標準試
料と比較する段階を含むことができる。ＰＣＲ及び／又はＬＣＲは、本明細書に記載する
突然変異検出に用いられる方法のいずれかと組み合わされた予備的増幅段階として用いる
のが望ましいことがあり得ると予測される。
【０１９７】
　別の増幅法には：自立配列複製（ｓｅｌｆ　ｓｕｓｔａｉｎｅｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　
ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ）（Ｇｕａｔｅｌｌｉ，Ｊ．Ｃ．ｅｔ　ａｌ．，１９９０，Ｐｒ
ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８７：１８７４－１８７８）、転写増幅シ
ステム（Ｋｗｏｈ，Ｄ．Ｙ．ｅｔ　ａｌ．，１９８９，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：１１７３－１１７７）、Ｑ－ベータレプリカーゼ（Ｌｉｚａｒｄ
ｉ，Ｐ．Ｍ．ｅｔ　ａｌ．，１９８８，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　６：１１９７）
あるいは他のいずれかの核酸増幅法が含まれ、当該技術分野における熟練者に周知の方法
を用いる増幅分子の検出が続く。これらの検出案は核酸分子が非常に少数で存在する場合
にそのような分子の検出のために特に有用である。
【０１９８】
　別の実施態様において、試料細胞からのＣＲＳＰ遺伝子中の突然変異を制限酵素切断パ
ターンにおける改変により同定することができる。例えば試料及び標準ＤＮＡを単離し、
増幅し（場合により）、１つもしくはそれより多い制限エンドヌクレアーゼで消化し、ゲ
ル電気泳動により断片長サイズを決定し、比較する。試料及び標準ＤＮＡの間の断片長サ
イズの相違は試料ＤＮＡ中の突然変異を示す。さらに配列特異的リボザイム（例えば米国
特許第５，４９８，５３１号を参照されたい）の使用を用い、リボザイム切断部位の出現
もしくは喪失による特異的突然変異の存在を評価することができる。
【０１９９】
　他の実施態様の場合、試料核酸及び標準核酸、例えばＤＮＡ又はＲＮＡを数百もしくは
数千のオリゴヌクレオチドプローブを含有する高密度アレー（ｈｉｇｈ　ｄｅｎｓｉｔｙ
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　ａｒｒａｙｓ）にハイブリッド形成させることによりＣＲＳＰ中の遺伝子突然変異を同
定することができる（Ｃｒｏｎｉｎ，Ｍ．Ｔ．ｅｔ　ａｌ．（１９９６）　Ｈｕｍａｎ　
Ｍｕｔａｔｉｏｎ　７：２４４－２５５；Ｋｏｚａｌ，Ｍ．Ｊ．ｅｔ　ａｌ．（１９９６
）　Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　２：７５３－７５９）。例えばＣｒｏｎｉｎ，Ｍ
．Ｔ．ｅｔ　ａｌ．同上に記載されているように、光－発生ＤＮＡプローブ（ｌｉｇｈｔ
－ｇｅｎｅｒａｔｅｄ　ＤＮＡ　ｐｒｏｂｅ）を含有する２次元アレーにおいてＣＲＳＰ
中の遺伝子突然変異を同定することができる。簡単に記載すると、第１のプローブのハイ
ブリッド形成アレーを用いて試料及び標準中の長いＤＮＡ（ｌｏｎｇ　ｓｔｒｅｔｃｈｅ
ｓ　ｏｆ　ＤＮＡ）を通して走査し、連続的に重なるプローブの直線状のアレーを形成す
ることにより配列間の塩基の変化を同定することができる。この段階は点突然変異の同定
を可能にする。この段階に第２ハイブリッド形成アレーが続き、それは検出されるすべて
の変異型もしくは突然変異に相補的なもっと小さい特別なプローブアレーを用いることに
より特異的な突然変異の特性化を可能にする。それぞれの突然変異アレーは平行プローブ
セットから成り、１つは野生型遺伝子に相補的であり、他は突然変異遺伝子に相補的であ
る。
【０２００】
　さらに別の実施態様では、当該技術分野において既知の多様な配列決定反応のいずれか
を用いてＣＲＳＰ遺伝子を直接配列決定し、試料のＣＲＳＰの配列を対応する野生型（標
準）配列と比較することにより突然変異を検出することができる。配列決定反応の例には
Ｍａｘｉｍ　ａｎｄ　Ｇｉｌｂｅｒｔ（（１９７７　ＰＮＡＳ　７４：５６０）又はＳａ
ｎｇｅｒ（（１９７７）　ＰＮＡＳ　７４：５４６３）により開発された方法に基づくも
のが含まれる。診断アッセイを行う場合、質量分析による配列決定（例えばＰＣＴ国際公
開Ｎｏ．ＷＯ９４／１６１０１；Ｃｏｈｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）　Ａｄｖ．Ｃｈ
ｒｏｍａｔｏｇｒ．３６：１２７－１６２；及びＧｒｉｆｆｉｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９
３）　Ａｐｐｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．３８：１４７－１５９を参照
されたい）を含む多様な自動化配列決定法（（１９９５）　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｑｕｅｓ
　１９：４４８）のいずれかを用いることができることも意図されている。
【０２０１】
　ＣＲＳＰ遺伝子中の突然変異の検出のための他の方法には、切断剤からの保護を用いて
ＲＮＡ／ＲＮＡ又はＲＮＡ／ＤＮＡヘテロデュプレックス中の誤対合塩基を検出する方法
が含まれる（Ｍｙｅｒｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９８５）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３０：１２４
２）。一般に当該技術分野の「誤対合切断」の方法は、野生型ＣＲＳＰ配列を含有する（
標識された）ＲＮＡ又はＤＮＡを組織試料から得られる突然変異の可能性のあるＲＮＡ又
はＤＮＡとハイブリッド形成させることにより形成されるヘテロデュプレックスを得るこ
とで始まる。標準及び試料の鎖の間の塩基対誤対合の故に存在するようなデュプレックス
の一本鎖領域を切断する薬剤で二本鎖デュプレックスを処理する。例えばＲＮＡ／ＤＮＡ
デュプレックスをＲＮアーゼで処理し、ＤＮＡ／ＤＮＡハイブリッドをＳ１ヌクレアーゼ
で処理して誤対合領域を酵素的に消化することができる。他の実施態様の場合、誤対合領
域を消化するためにＤＮＡ／ＤＮＡ又はＲＮＡ／ＤＮＡデュプレックスのいずれかをヒド
ロキシルアミンもしくは四酸化オスミウム及びピペリジンで処理することができる。誤対
合領域の消化の後、得られる材料を次いで変性ポリアクリルアミドゲル上でサイズにより
分離し、突然変異の部位を決定する。例えばＣｏｔｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９８８）Ｐ
ｒｏｃ．Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８５：４３９７；Ｓａｌｅｅｂａ　ｅｔ
　ａｌ．（１９９２）　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．２１７：２８６－２９５を参
照されたい。好ましい実施態様の場合、標準ＤＮＡ又はＲＮＡを検出のために標識するこ
とができる。
【０２０２】
　さらに別の実施態様の場合、誤対合切断反応は、細胞の試料から得られるＣＲＳＰ　ｃ
ＤＮＡｓ中の点突然変異を検出し、マッピングするために限定された系において二本鎖Ｄ
ＮＡ中の誤対合塩基対を認識する１種もしくはそれより多いタンパク質（いわゆる「ＤＮ
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Ａ誤対合修復」酵素）を用いる。例えばＥ．コリ（Ｅ．ｃｏｌｉ）のｍｕｔＹ酵素はＧ／
Ａ誤対合においてＡを切断し、ＨｅＬａ細胞からのチミジンＤＮＡグリコシラーゼはＧ／
Ｔ誤対合においてＴを切断する（Ｈｓｕ　ｅｔ　ａｌ．（１９９４）　Ｃａｒｃｉｎｏｇ
ｅｎｅｓｉｓ　１５：１６５７－１６６２）。代表的実施態様に従うと、野生型ＣＲＳＰ
配列などのＣＲＳＰ配列に基づくプローブを試験細胞からのｃＤＮＡもしくは他のＤＮＡ
産物にハイブリッド形成させる。デュプレックスをＤＮＡ誤対合修復酵素で処理し、切断
産物を、もしあれば、電気泳動案などから検出することができる。例えば米国特許第５，
４５９，０３９号を参照されたい。
【０２０３】
　別の実施態様ではＣＲＳＰ遺伝子中の突然変異を同定するために電気泳動移動度におけ
る改変が用いられる。例えば突然変異核酸及び野生型核酸の間の電気泳動移動度の差を検
出するために一本鎖コンホメーション多型性（ＳＳＣＰ）を用いることができる。（Ｏｒ
ｉｔａ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）　Ｐｒｏｃ　Ｎａｌｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　ＵＳＡ：
８６：２７６６、Ｃｏｔｔｏｎ（１９９３）　Ｍｕｔａｎｔ　Ｒｅｓ　２８５：１２５－
１４４；及びＨａｙａｓｈｉ（１９９２）　Ｇｅｎｅｔ．Ａｎａｌ　Ｔｅｃｈ　Ａｐｐｌ
　９：７３－７９も参照されたい）。試料及び標準ＣＲＳＰ核酸の一本鎖ＤＮＡ断片を変
性させ、復元させる。一本鎖核酸の二次構造は配列に従って変わり、結果として生ずる電
気泳動移動度における改変は１つの塩基変化の検出さえ可能にする。ＤＮＡ断片を標識す
ることができるかあるいは標識されたプローブで検出することができる。二次構造が配列
の変化にもっと敏感なＲＮＡ（ＤＮＡではなく）を用いることにより、アッセイの感度を
増強することができる。好ましい実施態様の場合、本方法はヘテロデュプックス分析を用
い、電気泳動移動度における変化に基づいて二本鎖ヘテロデュプレックス分子を分離する
（Ｋｅｅｎ　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）　Ｔｒｅｎｄｓ　Ｇｅｎｅｔ　７：５）。
【０２０４】
　さらに別の実施態様の場合、変性剤の勾配を含むポリアクリルアミドゲル中における突
然変異断片又は野生型断片の移動を変性勾配ゲル電気泳動（ＤＧＧＥ）を用いて検定する
（Ｍｙｅｒｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９８５）　Ｎａｔｕｒｅ　３１３：４９５）。分析法と
してＤＧＧＥを用いる場合、ＤＮＡが完全に変性しないことを保証するために、例えば約
４０ｂｐの高－融点高ＧＣ含有ＤＮＡのＧＣクランプをＰＣＲにより付加することによっ
てＤＮＡを修飾する。さらに別の実施態様では、標準ＤＮＡ及び試料ＤＮＡの移動度にお
ける差を同定するために変性勾配の代わりに温度勾配を用いる（Ｒｏｓｅｎｂａｕｍ　ａ
ｎｄ　Ｒｅｉｓｓｎｅｒ（１９８７）　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ｃｈｅｍ　２６５：１２７５３
）。
【０２０５】
　点突然変異の検出のための他の方法の例には選択的オリゴヌクレオチドハイブリッド形
成、選択的増幅又は選択的プライマー伸長が含まれるがこれらに限られるわけではない。
例えば既知の突然変異が中心に置かれたオリゴヌクレオチドプライマーを調製し、次いで
完全な対合が見いだされる場合のみにハイブリッド形成を許す条件下で標的ＤＮＡにハイ
ブリッド形成させることができる（Ｓａｉｋｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９８６）　Ｎａｔｕｒ
ｅ　３２４：１６３）；Ｓａｉｋｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ　
Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８６：６２３０）。そのような対立遺伝子特異的オリゴヌク
レオチドは、オリゴヌクレオチドがハイブリッド形成膜に付着し、標識された標的ＤＮＡ
とハイブリッド形成すると、ＰＣＲ増幅された標的ＤＮＡ又は複数の異なる突然変異にハ
イブリッド形成する。
【０２０６】
　別の場合、選択的ＰＣＲ増幅に依存する対立遺伝子特異的増幅法を本発明と組み合わせ
て用いることができる。特異的増幅のためのプライマーとして用いられるオリゴヌクレオ
チドは、分子の中心に（増幅が分画ハイブリッド形成（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ　ｈｙ
ｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ）に依存するように）（Ｇｉｂｂｓ　ｅｔ　ａｌ．（１９８９）
　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１７：２４３７－２４４８）あるいは適した条
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件下で誤対合が避けられ得るか又はポリメラーゼ伸長が低下する１つのプライマーの３’
末端に（Ｐｒｏｓｓｎｅｒ（１９９３）　Ｔｉｂｔｅｃｈ　１１：２３８）問題の突然変
異を保有していることができる。さらに切断に基づく検出を生ぜしめるために突然変異の
領域に新規な制限部位を導入するのが望ましいことがあり得る（Ｇａｓｐａｒｉｎｉ　ｅ
ｔ　ａｌ．（１９９２）　Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏｂｅｓ　６：１）。ある実施態様で
は増幅のためのＴａｑリガーゼを用いて増幅を行うこともできることが予測される（Ｂａ
ｒａｎｙ（１９９１）　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ　ＵＳＡ　８８：１８９
）。そのような場合、５’配列の３’末端に完全な対合がある場合のみに連結が起こり、
増幅の存在もしくは不在を探すことにより特定の部位における既知の突然変異の存在を検
出することが可能になる。
【０２０７】
　例えば本明細書に記載する少なくとも１つのプローブ核酸又は抗体試薬を含む予備包装
診断キットを用いることにより本明細書に記載する方法を行うことができ、キットを例え
ばＣＲＳＰ遺伝子を含む疾患もしくは病気の症状又は家族歴を示す患者を診断するための
臨床的状況で簡便に用いることができる。
【０２０８】
　さらにＣＲＳＰを発現するいずれの細胞型もしくは組織も本明細書に記載する予後アッ
セイにおいて用いることができる。
【０２０９】
３．臨床試験中の効果の監視
　薬剤（例えば薬物、化合物）が、ＣＲＰＳの発現または活性に及ぼす影響（例えば細胞
性シグナル伝達のモジュレーション、発生または分化に関与する遺伝子転写の調節、細胞
増殖の調節）の監視は、基本的な薬物スクリーニングに応用できるだけでなく臨床試験に
も応用することができる。例えば、ＣＲＰＳ遺伝子発現、タンパク質レベルを上げ、また
はＣＲＰＳ活性をアップレギュレート（upregulate）するために、本明細書に記載したス
クリーニングアッセイにより決定された薬剤の効力は、減少したＣＲＰＳ遺伝子発現、タ
ンパク質レベル、またはダウンレギレートされた(downregulated)ＣＲＰＳ活性を現す個
体の臨床試験で監視することができる。あるいはＣＲＰＳ遺伝子発現、タンパク質レベル
を減少させ、またはＣＲＰＳ活性をダウンレギレートさせるために、スクリーニングアッ
セイにより決定された薬剤の効果は、上昇したＣＲＰＳ遺伝子発現、タンパク質レベル、
またはアップレギレートされたＣＲＰＳ活性を現す個体の臨床試験で監視することができ
る。そのような臨床試験では、ＣＲＰＳの発現または活性、そして好ましくは例えば増殖
性障害に関与してきた他の遺伝子が「読み取り」または特定の細胞の表現型のマーカーと
して使用され得る。
【０２１０】
　例えば限定するわけではないが、ＣＲＰＳ活性（例えば本明細書に記載するスクリーニ
ングアッセイで同定された）をモジュレートする薬剤（例えば化合物、薬物または低分子
）を用いた処理により細胞中でモジュレートされる遺伝子（ＣＲＰＳを含む）を同定する
ことができる。このように、薬剤が例えば臨床試験において増殖性障害、発育または分化
的障害、造血性障害ならびに異常な細胞分化および／または生存、異常な細胞外構造、あ
るいは防御機構における異常性を特徴とする障害に及ぼす影響を研究するために、細胞を
単離し、そしてＲＮＡを調製し、そしてＣＲＰＳおよび増殖性障害、発育または分化的障
害、造血性障害ならびに異常な細胞分化および／または生存、異常な細胞外構造あるいは
防御機構における異常性を特徴とする障害にそれぞれ関与する他の遺伝子発現レベルを分
析することができる。遺伝子発現のレベル（すなわち遺伝子発現パターン）は、本明細書
に記載するようにノーザンブロット分析またはＲＴ－ＰＣＲ、あるいは生産されたタンパ
ク質量を測定することにより、本明細書に記載するような１つの方法により、またはＣＲ
ＰＳの活性もしくは他の遺伝子レベルを測定することにより定量することができる。この
ように遺伝子発現パターンは、薬剤に対する細胞の生理的応答を示すマーカーとして役立
ち得る。したがってこの応答状態は薬剤を用いた個々の処置前、および最中の様々な時点
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で測定できる。
【０２１１】
　好適な態様では、本発明は薬剤（例えばアゴニスト、アンタゴニスト、ペプチド疑似物
、タンパク質、ペプチド、核酸、低分子または本明細書に記載のスクリーニングアッセイ
により同定される薬物候補）を用いた個体の処置の効果を監視する方法を提供し、この方
法は（i）薬剤投与前の個体から投与前の試料を得；（ii）投与前の試料中のＣＲＰＳタ
ンパク質、ｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡの発現レベルを検出し；（iii）個体から１種以
上の投与後の試料を得；（iv）投与後の試料中のＣＲＰＳタンパク質、ｍＲＮＡまたはゲ
ノムＤＮＡの発現または活性レベルを検出し；（v）投与前の試料中のＣＲＰＳタンパク
質、ｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡの発現または活性レベルを、投与後の試料（１種または
複数）中のＣＲＰＳタンパク質、ｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡと比較し；そして（vi）こ
れに従い個体への薬剤の投与を変える工程を含んで成る。例えば、ＣＲＰＳの発現または
活性を検出レベルより高いレベルに上げるために、すなわち薬剤の効果を上げるためには
薬剤の投与の増加が望ましいかもしれない。あるいはＣＲＰＳの発現または活性を検出レ
ベルより低いレベルに下げるために、すなわち薬剤の効果を下げるためには薬剤の投与の
減少が望ましいかもしれない。そのような態様に従い、ＣＲＰＳ発現または活性は観察で
きる表現型の応答が無い場合でさえも薬剤効果の指標として使用とすることができる。
【０２１２】
Ｃ．処置法
　本発明は異常なＣＲＰＳ発現または活性に関連する障害の危険にあるか（もしくは疑わ
れる）、または障害を有する個体の予防的および治療的処置法の両方を提供する。予防的
および治療的処置の両方に関して、そのような処置は薬理遺伝学の分野から得た知識に基
づき特別に調整または改質され得る。本明細書で使用する「薬理遺伝学」とは、遺伝子シ
ークエンシング、統計遺伝学および遺伝子発現分析のような遺伝子技術を臨床的開発およ
び市場の薬剤へ応用することを言う。より詳細には、この用語はどのように患者の遺伝子
が薬剤に対する彼または彼女の応答を定めるか（例えば、患者の「薬物応答表現型」また
は「薬物応答遺伝型」）の研究を称する。すなわち本発明の別の観点では、個体の薬物応
答遺伝型に従い本発明のＣＲＰＳ分子またはＣＲＰＳモジュレーターのいずれかを用いた
個体の予防的または治療的処置の調整法を提供する。薬理遺伝学により、臨床医または内
科医は治療から最高の利益を得る患者に対して予防的または治療的処置を目的とし、そし
て毒性の薬物に関連する副作用を経験するだろう患者の処置の回避が可能となる。
【０２１３】
１．予防法
　１つの観点では、本発明はＣＲＰＳ発現または少なくとも１種のＣＲＰＳ活性をモジュ
レートする薬剤を患者に投与することにより、異常なＣＲＰＳ発現または活性に関連する
疾患または症状の個体を保護する方法を提供する。異常なＣＲＰＳ発現または活性により
引き起こされ、またはそれが一因となる疾患の危険にある個体は、例えば本明細書に記載
の診断的または予後アッセイ（またはそれらの組み合わせ）により同定することができる
。予防的薬剤の投与は、ＣＲＰＳの異常性に特徴的な症状が現れる前に行うことができる
ので、疾患または障害を予防し、またはその進行を遅らせる。ＣＲＰＳの異常性の種類に
依存して、例えばＣＲＰＳアゴニストまたはＣＲＰＳアゴニスト薬剤を個体の処置に使用
することができる。適当な薬剤は、本明細書に記載のスクリーニングアッセイに基づき決
定することができる。本発明の予防的方法は、さらに以下のサブセクションで検討する。
【０２１４】
２．治療法
　本発明の別の観点は、治療目的にＣＲＰＳ発現または活性をモジュレートする方法に関
する。本発明のモジュラトリー法は、細胞を細胞に付随するＣＲＰＳタンパク質活性の１
種以上の活性をモジュレートする薬剤と接触させることを含んで成る。ＣＲＰＳタンパク
質活性をモジュレートする薬剤は、本明細書に記載するような核酸またはタンパク質、天
然に存在するＣＲＰＳタンパク質の標的分子、ペプチド、ＣＲＰＳペプチド疑似物または
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他の低分子のような薬剤であることができる。１つの態様では、薬剤は１種以上のＣＲＰ
Ｓタンパク質活性を刺激する。そのような刺激剤の例にはＣＲＰＳタンパク質および細胞
に導入されたＣＲＰＳをコードする核酸分子を含む。別の態様では、薬剤は１種以上のＣ
ＲＰＳタンパク質活性を阻害する。そのような阻害剤の例には、アンチセンスＣＲＰＳ核
酸分子および抗-ＣＲＰＳ抗体を含む。これらのモジュラトリー法は、インビトロ（例え
ば細胞を薬剤と培養することによる）またはインビボ（例えば薬剤を個体に投与すること
による）で行うことができる。このように本発明は異常なＣＲＰＳタンパク質または核酸
分子の発現または活性を特徴とする疾患および障害に冒された個体の処置法を提供する。
１つの態様では、この方法には１薬剤（例えば本明細書に記載のスクリーニングアッセイ
により同定された薬剤）またはＣＲＰＳ発現または活性をモジュレート（例えばアップレ
ギレートもしくはダウンレギレート）する複数の薬剤の組み合わせの投与が関与する。別
の態様では、この方法には治療として下がった、または異常なＣＲＰＳ発現または活性を
補償するためにＣＲＰＳタンパク質または核酸分子を投与することが関与する。
【０２１５】
　ＣＲＰＳ活性の刺激は、ＣＲＰＳが異常にダウンレギレートされた、および／または上
昇したＣＲＰＳ活性が有利な効果を有するような状況に望ましい。同様に、ＣＲＳＰ活性
の阻害はＣＲＳＰが異常にアップレギュレートされた、および／または減少したＣＲＳＰ
活性が有利な効果を有するような状況に望ましい。そのような状況の１例は、個体が異常
な発育または細胞分化を特徴とする障害を有する場合である。そのような状況の別の例は
個体が増殖性の疾患（例えば癌）または異常な造血反応を特徴とする障害を有する場合で
ある。そのような状況のさらに別の例は、個体中で組織再生を行うことが望まれる場合で
ある（例えば個体が脳または脊髄損傷を受け、そして調節された様式で神経組織の再生が
望まれる場合）。
【０２１６】
　したがって１態様では、疾患は異常な細胞増殖、分化および／または生存を特徴とする
疾患である。例えば過剰または欠陥増殖性（hyper- or hypoproliferative)疾患であり得
る。また本発明は異常なＣＲＰＳ活性（例えばＣＲＰＳ-１活性)が特徴ではない個体中の
異常な細胞増殖、分化および／または生存を特徴とする疾患の処置法も提供する。実際に
、ＣＲＰＳは細胞の増殖的状態（すなわち細胞の増殖、分化そしてまたは生存状態）をモ
ジュレートすることができると思われるので、ＣＲＰＳは異常なＣＲＰＳ活性以外の欠陥
から生じる細胞の異常な増殖状態である疾患を調節することができる。
【０２１７】
　ＣＲＰＳ（例えばＣＲＰＳ-１）治療物質を用いて処置できる過増殖性疾患には、種々
の形態の癌または白血病および線維増殖性障害のような新形成および過形成障害を含む。
本ＣＲＰＳ治療物質（例えばＣＲＰＳ-１治療物質）を用いて処置または予防することが
できる他の過増殖性障害は、悪性症状、前悪性症状および良性症状を含む。処置または予
防すべき症状は、上皮組織に生じる腫瘍のような充実性腫瘍であり得る。したがってその
ような癌の処置は、個体にＣＲＰＳとＣＲＰＳレセプターとの相互作用を下げるＣＲＰＳ
治療物質を投与することを含んで成る。ＣＲＰＳタンパク質で処置または予防できる他の
癌には、肉腫および癌腫、例えば肺癌、結腸、前立腺、乳房、卵巣、食道の癌、肺癌、黒
色腫、精上皮腫および鱗状の腺癌を含む。さらに本発明の範囲内の充実性腫瘍は、医学書
に見いだされる腫瘍を含む。
【０２１８】
　処置または予防する症状は、慢性または急性のいずれかの白血病のような可溶性腫瘍で
あることができ、慢性または急性の骨髄性白血病、慢性または急性のリンパ性白血病、前
骨髄球白血病、単球性白血病、骨髄単球白血病および赤白血病を含む。さらに本発明のＣ
ＲＰＳ治療物質を用いて処置できる他の増殖性障害には、重鎖疾患、多発性骨髄腫、リン
パ腫例えばホジキンリンパ腫および非ホジキンリンパ腫およびヴァルデンストレームマク
ログロブリン血症を含む。
【０２１９】
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　充実性または可溶性腫瘍を特徴とする疾患または症状は、異常な細胞増殖が抑制または
減少するように、ＣＲＰＳ治療物質を局所的または全身的のいずれかで投与することによ
り処置することができる。本発明の化合物の投与法をさらに以下に記載する。
【０２２０】
　また本発明は腫瘍の形成および／または発育を防止するための方法も提供する。例えば
腫瘍の発生には前－新形成性損傷、例えば細胞学的手法により検出することができる例え
ば過形成、化生および異形成のような特別な損傷の存在が先立つ。そのような損傷は例え
ば上皮組織に見いだすことができる。このように本発明はそのような損傷が新生物損傷に
進行することを抑制する方法を提供し、この方法は前新生物性損傷を有する個体に前新生
物性損傷が新生物性損傷へ進行するのを抑制するために十分な量のＣＲＰＳ-１治療物質
を投与することを含んで成る。
【０２２１】
　また本発明は細胞の増殖が望まれる疾患または症状を処置または予防するための方法も
提供する。例えばＣＲＰＳ治療物質は、外科医術後のような組織修復または創傷治癒を刺
激し、あるいは火傷からの組織治癒を刺激するために使用することができる。細胞の増殖
が望まれる他の疾患は欠陥増殖性疾患、例えば特定の細胞の異常に低い増殖を特徴とする
疾患である。
【０２２２】
　さらに別の態様では、本発明は異常な細胞分化を特徴とする疾患または症状を処置また
は予防する方法を提供する。したがって本発明は過剰な増殖を伴う、または伴わなくても
よい正常な細胞分化の抑制を特徴とする症状において、細胞性の分化を刺激する方法を提
供する。あるいはＣＲＰＳ治療物質は特別な細胞の分化を抑制するために使用することが
できる。
【０２２３】
　好適な態様では、異常に増殖および／または分化している細胞は神経系に存在する細胞
である。神経系中でのＣＲＰＳの役割は、ヒトのＣＲＰＳ－１がヒトの胎児脳で発現する
という事実から少なくとも一部が提案されている。したがって本発明は中枢または末梢神
経系に関連する疾患または症状を処置する方法を提供する。例えば、本発明は以下の任意
の細胞の異常な増殖、分化または生存に関連する神経系の損傷を処置するための方法を提
供する：ニューロン、シュワン細胞、グリア細胞および神経細胞の他の種類。神経系の障
害には限定するわけではないが、脊髄損傷、脳損傷、外科医術に付随する損傷、虚血損傷
、悪性損傷、感染性損傷、変性損傷（パーキンソン病、アルツハイマー病、ハンチングト
ン舞踏病、筋委縮性側索硬化症）、脱髄疾患（多発性硬化症、ヒト免疫不全付随ミエロパ
シー、横行ミエロパシー、進行性多病巣性白質脳障害、タンパク質ミエリン溶解）、運動
ニューロン損傷、進行性脊髄性筋委縮症、進行性球麻痺、原発性側索硬化症、小児および
若年性筋委縮症、子供の進行性球麻痺（Fazio-Londe症候群)、ポリオおよび遺伝性運動感
覚ニューロン障害（Charcot-Marie-Tooth 病)を含む。
【０２２４】
　別の態様では本発明はインビトロで細胞および組織の生存を強化し、かつ／または増殖
および／または分化を刺激する方法を提供する。好適な態様では、ＣＲＰＳ治療物質が組
織の再生および／または修復を促進するために使用される（例えば神経損傷の処置）。例
えば個体から組織を得、そして組織細胞が刺激されて増殖および／または分化するように
インビトロでＣＲＰＳ治療物質の存在下にて成長させる。次に組織は個体に再度投与する
ことができる。
【０２２５】
　異常なＣＲＰＳ活性および／または異常な細胞増殖、分化および／または生存が関与す
る疾患の症状を改善するために使用され得る方法の中では、例えば上記のアンチセンス、
リボザイムおよび三重ヘリックス分子がある。適当な化合物の例には、上記に詳細に記載
したアンタゴニスト、アゴニストまたは相同体を含む。
【０２２６】
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　さらに別のＣＲＰＳ治療物質は、ＣＲＰＳレセプターに結合できるＣＲＰＳペプチドを
含んで成る第１ペプチド、および細胞障害性である第２ペプチドから成る。そのような治
療物質は、ＣＲＰＳのレセプターを発現または過剰発現している細胞を特異的に標的とし
、そして溶解するために使用できる。
【０２２７】
３．薬理遺伝学
　本発明のＣＲＰＳ分子、ならびに薬剤または本明細書に記載のスクリーニングアッセイ
により同定されるＣＲＰＳ活性（例えばＣＲＰＳ遺伝子発現）に刺激または阻害効果を有
するモジュレーターを、異常なＣＲＰＳ活性に関連する障害（例えば増殖性または発生障
害）を処置（予防的または治療的）するために個体に投与することができる。そのような
処置と組み合わせて、薬理遺伝学（すなわち個体の遺伝型と個体の外来化合物または薬剤
に対する反応との間の関連の研究）を考察することができる。治療物質の代謝における差
異は、用量と薬理学的に活性な薬剤の血中濃度との間の関係が変わることにより重篤な毒
性または治療的失敗につながり得る。すなわち内科医または臨床医は、ＣＲＰＳ分子また
はＣＲＰＳモジュレーターを投与するべきかどうかの決定において、ならびにＣＲＰＳ分
子またはＣＲＰＳモジュレーターを用いた用量および／または治療的処方の調整において
、関連する薬理学的研究から得た知識の適用を考慮することができる。
【０２２８】
　薬理遺伝学は、影響を受ける人々を対象として、変わった薬剤の傾向および異常な作用
による薬剤に対する応答における臨床的に重要な遺伝的変動を扱う。例えばEichelbaum,M
.,Clin Exp.Pharmacol Physiol,1996,23(10-11):983-985およびLinder,M.W.,Clin.Chem.1
997,43(2):254-266を参照にされたい。一般的に２種類の薬理遺伝学的状態を区別するこ
とができる。身体に作用する薬剤の様式を変化させる唯一の因子として伝達される遺伝状
態（変わった薬剤作用）、または薬剤に作用する身体の様式を変化させる唯一の因子とし
て伝達される遺伝状態（変わった薬剤代謝）。これらの薬理遺伝学的状態は、稀な遺伝的
欠失として、または自然に起こる多型のいずれかとして起こり得る。例えばグルコース-6
-リン酸デヒドロゲナーゼ不全症（G6PD）は、主な臨床的合併症が酸化薬剤（抗マラリア
薬、スルホンアミド、鎮痛剤、ニトロフラン）の消化およびソラマメ摂取後の溶血反応で
ある共通した遺伝的酵素病である。「ゲノム－ワイドアソシエーション（genome-wide as
sociation）」として知られる薬剤応答を予知する遺伝子を同定するための１つの薬理遺
伝学的方法は、主に既に知られている遺伝子－関連マーカー（例えば「ヒトのゲノム上に
60,000～100,000の多型性または可変性部位から成る「二対立(bi-allelic)」遺伝子マー
カー地図、それぞれが２つの変異体を有する）から成るヒトゲノムの高解像地図に依存す
る。そのような高解像遺伝子地図は、観察される特定の薬剤応答または副作用に関連する
マーカーを同定するためにフェイズII／III薬剤試験に参加した患者の統計的に有意な数
のそれぞれのゲノム地図と比較することができる。あるいはそのような高解像地図は、ヒ
トゲノム中の数千万の既知の単一のヌクレオチド多型（single nucleotide polymorphism
s:SNPs)の組み合わせから作成することができる。本明細書で使用するように、“ＳＮＰ
”は、広げたＤＮＡ中の１つのヌクレオチド塩基に起こる共通の変化である。例えばＳＮ
ＰはＤＮＡの1000塩基毎に１回生じ得る。ＳＮＰは疾患プロセスに関与するかもしれない
が、ほとんどの場合疾患には関連していない。そのようなＳＮＰの発生に基づく遺伝子地
図を仮定すると、個体はそれらの個々のゲノムに特定のＳＮＰｓパターンに依存する遺伝
子カテゴリーに分類することができる。そのような様式では、そのような遺伝的に類似す
る個体間で共通するであろう形質を考慮して、処置処方を遺伝的に類似する個体群に調整
することができる。
【０２２９】
　あるいは「候補遺伝子法」という方法を、薬剤応答を予知する遺伝子の同定に利用する
ことができる。この方法に従い、薬剤標的をコードする遺伝子が知れれば（例えば、本発
明のＣＲＳＰタンパク質またはＣＲＳＰレセプター）、その遺伝子のすべてに共通する変
異体をかなり容易に群中で同定することができ、そして他に対して遺伝子の１変更を有す
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ることが特定の薬剤応答に関連するかどうかを決定することができる。
【０２３０】
　説明的な態様として、薬剤を代謝する酵素の活性は薬剤作用の強さおよび期間の両方の
主要決定因子である。薬剤を代謝する酵素（例えばN-アセチルトランスフェラーゼ2(NAT2
)およびチトクロームP450酵素CYP2D6およびCYP2C19)の遺伝的多型の発見は、標準的かつ
安全な薬剤用量を摂取した後に、なぜ幾人かの患者には期待された薬剤効果が得られず、
または悪化した薬剤応答および重篤な毒性が示されるのかという説明を提供した。これら
の多型は群中２つの表現型、エクステンシブ メタボイライザー(extensive metabolizer:
EM)およびプーア メタボイライザー(poor metabolizer:PM)で表された。ＰＭの普及率は
様々な群間で異なる。例えばCYP2D6をコードする遺伝子は高度に多型性であり、そしてＰ
Ｍに幾つかの突然変異が同定され、これはすべて機能的CYP2D6の不在を導く。CYP2D6およ
びCYP2C19のプーア メタボイライザーは、標準的な用量を受容した時に大変しばしば悪化
した薬剤応答および副作用が経験された。もし代謝物質が活性な治療的部分であれば、Ｐ
ＭはCYP2D6が形成する代謝物質であるモルホリンにより媒介されるコデインの鎮痛効果が
証明するような治療的応答を表わさない。最近、超高速代謝の分子学的基礎によりCYP2D6
遺伝子増幅によるものと同定された。
【０２３１】
　あるいは「遺伝子発現プロファイリング」という方法を利用して薬剤応答を予知する遺
伝子を同定することができる。例えば、薬剤（本発明のＣＲＳＰ分子またはＣＲＳＰモジ
ュレーター）を投与した動物の遺伝子発現は、毒性に関連する遺伝子経路が通ったか否か
の指標を与えることができる。
【０２３２】
　上記の１種以上の薬理遺伝学的手法から作成される情報を、個体の予防的または治療的
処置のための適切な用量および処置処方を決定するために使用することができる。この知
識は、用量および薬剤選択に応用される時、悪い反応または治療的失敗を避けることがで
き、したがってＣＲＳＰ分子または本明細書に記載の例示的なスクリーニングアッセイに
より同定されるモジュレーターのようなＣＲＳＰモジュレーターを用いて個体を処置する
時の治療的または予防的効力を増強させる。
【０２３３】
　本発明は限定することを意図していない以下の実施例によりさらに具体的に説明される
。本出願を通して引用したすべての技術文献、特許および特許出願公報の内容は、引用に
より本明細書に編入する。
【０２３４】
＜実施例１＞ヒトＣＲＳＰ-１ ｃＤＮＡの単離および特性決定
　この実施例では、ヒトＣＲＳＰ-１（「CRISPY-1」または「TANGO59」とも呼ばれる）を
コードする遺伝子の単離および特性決定を記載する。
【０２３５】
ヒトＣＲＳＰ-１ ｃＤＮＡの単離
　本発明は少なくとも一部は本明細書でシステインリッチ分泌タンパク質-１（ＣＲＳＰ-
１）と呼ぶ分泌タンパク質をコードするヒト遺伝子の知見に基づく。部分ｃＤＮＡはシグ
ナルシークエンストラップ法（Signal Sequence Trap method)を使用して単離した。この
手法はＣＲＳＰのような分子が、分泌され、そして膜に結合する特定のタンパク質を細胞
分泌装置を通るように向けるアミノ末端シグナル配列を有するという事実を利用する。
【０２３６】
　簡単に説明すると、ヒト胎児脳組織(クローンテック:Clontech、パロ、アルト、カリフ
ォルニア州）から調製されたｍＲＮＡを使用してランダムにプライマーを付けたｃＤＮＡ
ライブラリーを、Stratagene-ZAP-cDNA Synthesis(商標)キット(カタログ#20041)を使用
することにより作成した。ｃＤＮＡは、分泌シグナルを欠く胎盤アルカリホスファターゼ
をコードするｃＤＮＡに隣接する哺乳動物発現ベクター pTrapに連結した。このプラスミ
ドをE.コリ(E.coli)で形質転換し、そしてＤＮＡはWizard(商標)DNA精製キット(プロメガ
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:Promega）を使用して調製した。ＤＮＡをCOS-7細胞にlipofectamine(商標)(ギブコ－ビ
ーアールエル：Gibco-BRL)を用いてトランスフェクトした。48時間のインキューベーショ
ン後、COS細胞上清はPhospha-Light(商標)キット(トロピック社：Tropix Inc.カタログ#B
P300)を使用してワラック(Wallac)マイクロ-ベータシンチレーションカウンターでアルカ
リホスファターゼについてアッセイした。COS細胞アルカリホスファターゼ分泌アッセイ
で陽性と評価された個々のプラスミドＤＮＡを、標準的な手順を使用してＤＮＡシークエ
ンシングによりさらに分析した。
【０２３７】
　上記方法により単離された部分ｃＤＮＡを使用して、ヒトＣＲＳＰ-１をコードする完
全長ｃＤＮＡをクローン化した。完全長のヒトｃＤＮＡ-１タンパク質をコードするヌク
レオチド配列は図１に示し、そして配列番号１で説明する。この核酸配列によりコードさ
れる完全長タンパク質は約350アミノ酸を含んで成り、そして図１に示し、そして配列番
号２に説明するアミノ酸配列を有する。配列番号１のコーディング部分（読み取り枠）を
、配列番号３に説明する。クローンjthKb075a10のＤＮＡを、ATCCに寄託番号98634として
寄託した。
【０２３８】
ヒトＣＲＳＰ-１の分析
　配列番号２に説明するアミノ酸配列を有するヒトＣＲＳＰ-１の疎水性プロフィールの
決定は、配列番号２の約アミノ酸１から約アミノ酸23までの疎水性領域の存在を示した。
シグナルペプチド予想プログラムを使用したアミノ酸配列番号２のさらなる分析では、配
列番号２の約アミノ酸１から約アミノ酸19、21または23までのシグナルペプチドの存在が
予想された。 したがって、成熟ＣＲＳＰ-１タンパク質は、配列番号２の約アミノ酸20、
22または24から約アミノ酸350に亙る327、329または331アミノ酸を含む。ＣＲＳＰ-１が
シグナル シークエンス トラップ システムを使用して同定されたという事実に加えて、
シグナル配列の存在はＣＲＳＰ-１が分泌タンパク質であることを示している。さらに、
そのようなシグナルペプチドおよびシグナルペプチド開裂部位の予想は、例えばコンピュ
ーター計算式SIGNALP(Henrikら、(1997)、Protein Engineering 10:1-6)を利用して作成
することができる。
【０２３９】
　さらにヒトＣＲＳＰ-１をコードするｃＤＮＡが細菌細胞中でC-末端FLAGタグを用いて
発現させる時、このFLAGダクを付けたＣＲＳＰ-１タンパク質生成物が細胞性媒質中に分
泌されることが見いだされた。
【０２４０】
　図１に表すｃＤＮＡ配列の調査では、ヒトＣＲＳＰ-１は特にシステイン残基が豊富で
あることを示す。図１に示すように、ＣＲＳＰ-１は配列番号２のアミノ酸147とアミノ酸
284との間に位置する20個のシステイン残基を含む。これらのシステイン残基はおそらく1
0個のジスルフィド結合を形成することができる。
【０２４１】
　ＣＲＳＰ-１のヌクレオチドおよびアミノ酸配列のBLAST調査(Altschulら、(1990)、J.M
Ol.Biol.215:403)で、ＣＲＳＰ-１がGeneBank寄託番号D26311を有する未知の機能のタン
パク質をコードするニワトリのｃＤＮＡにかなり類似することが明らかとなった。このｃ
ＤＮＡはニワトリの水晶体ｃＤＮＡライブラリーから単離され、そして水晶体繊維および
水晶体上皮で発現することが示されたが、神経性角膜または肝臓細胞中での発現は示され
なかった（Sawadaら、(1996)，Int.J.Dev.Biol.40:531)。ＣＲＳＰ-１およびニワトリタ
ンパク質は56％のアミノ酸同一性および72％のアミノ酸配列類似性を有する。ニワトリタ
ンパク質とヒトＣＲＳＰ-１との間のアミノ酸配列類似性は、配列番号２のアミノ酸147と
284の間に位置するＣＲＳＰ-１のシステインに富むドメインで特に高い。特にこの領域は
位置するＣＲＳＰ-１の20システイン残基は、ニワトリタンパク質中に存在する（図３を
参照にされたい）。
【０２４２】
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　グリオブラストーマ形成のサプレッサーの調査で最近同定された２つの遺伝子（Ligon
ら、1997 Oncogene 14 1075-1081)も、hＣＲＳＰ-１に対する有意な相同性を示す。これ
らの遺伝子、ＲＩＧ(Regulated In Glioblastoma)およびＲＩＧ-様7-1(それぞれGeneBank
寄託番号U32331およびAF034208)は、腫瘍形成を促進する染色体10に欠失を有するグリオ
ブラストーマ細胞系中に正常な染色体10を導入することにより調節されたｍＲＮＡ関する
分別スクリーニング(differential screen)で同定された。ＣＲＳＰ-１とＲＩＧ遺伝子配
列間の関係をまとめた該略図を図９に与える。ＣＲＳＰ-１、ＲＩＧおよびＲＩＧ-様7-1
間で示した同一領域は、ヒトＣＲＳＰ－1 ｍＲＮＡの３'ＵＴＲの領域を含んで成る。こ
のｃＤＮＡは記載した分画スクリーニングで最初に単離し、そして引き続き完全長ＲＩＧ
およびＲＩＧ-様7-1メッセージを記載のように単離するために使用した。ＲＩＧ-様7-1は
、ＣＲＳＰ-１に対して高度に相同的(Lipman-Personタンパク質整列プログラム、Ktuple2
；Gap Penalty:4、Gap Length Penalty:12を使用して決定した時96.8％の類似性；および
Wilbur Lipman DNA整列プログラムKtuple:3;Gap Penalty:3、Window:20を使用して64.7％
の類似性)であるが、コードされたタンパク質はN-末端シグナル配列を欠くので、分泌タ
ンパク質であるとは予想されない。完全長ＲＩＧｍＲＮＡは、ＣＲＳＰ-１に対して最初
のｃＤＮＡの領域でのみ相同性を表す。これらのデータは、ＣＲＳＰ-１をヒトグリオブ
ラストーマと関連させ、そしてＣＲＳＰ-１が腫瘍形成表現型の抑制に重要であり得るこ
とを示唆している。グリオブラストーマにおける役割は、ヒトの脳組織中で観察された高
レベルのＣＲＳＰ-１ｍＲＮＡ発現と一致する。さらにＣＲＳＰ-１、ＲＩＧおよびＲＩＧ
－様遺伝子の染色体11(11p15.1)の領域への同時配置(co-localization)は、ヒトの悪性星
状細胞腫の発生を意味し（Ligonら、1997 Oncogene 14 1075-1081)、さらにこれらの遺伝
子の腫瘍形成における役割を示す。
【０２４３】
　ヒトＣＲＳＰ-１タンパク質は、メタロチオネン、特にシステインに富む領域に類似す
る幾つかのアミノ酸配列を有する。
【０２４４】
ＣＲＳＰ-１ ｍＲＮＡの組織分布
　この実施例は、ノーザンブロットハイブリダイゼーションにより決定したＣＲＳＰ-１ 
ｍＲＮＡの組織分布を記載する。
【０２４５】
　種々のＲＮＡ試料を用いたノーザンブロットハイブリダイゼーションは標準的条件下で
行い、そして緊縮条件下、すなわち65℃の0.2×SSCで洗浄した。各試料について、プロー
ブは約2.5kbの単一ＲＮＡとハイブリダイズした。種々のｍＲＮＡ試料へのプローブのハ
イブリダイゼーションの結果は以下に記載する。
【０２４６】
　胎児の脳、肺、肝臓および腎臓に由来するＲＮＡを含有するクローンテック 胎児多組
織ノーザン（Clontech Fetal Multiple Tissue Northern：ＭＴＮ）ブロット（クローン
テック、ラジョラ、カリフォルニア州） のハイブリダイゼーションは、胎児の脳、肺に
おいて高レべルのＣＲＳＰ-１ ｍＲＮＡの存在を、そして胎児の腎臓においてわずかに低
レベルのＣＲＳＰ-１ ｍＲＮＡの存在を示した。しかし胎児の肝臓では有意なレベルのＣ
ＲＳＰ-１ ｍＲＮＡは見いだされなかった。
【０２４７】
　成人の心臓、脳、胎盤、肺、肝臓、骨格筋、腎臓および膵臓に由来するＲＮＡを含有す
るクローンテックのヒト多組織ノーザン（Clontech human Multiple Tissue Northern：
ＭＴＮ）ブロット（クローンテック、ラジョラ、カリフォルニア州）のヒトＣＲＳＰ-１
プローブとのハイブリダイゼーションでは、心臓で高レベルの、脳でわずかに低レベルの
、そして胎盤および肺でかなり低レベルのＣＲＳＰ-１ ｍＲＮＡの存在が示めされた。幾
つかのＣＲＳＰ-１ ｍＲＮＡが成人の骨格筋でも見いだされた。しかし有意なレベルのＣ
ＲＳＰ-１ ｍＲＮＡは成人の肝臓、腎臓または膵臓で観察されなかった。興味深いことに
はＣＲＳＰ-１と相同性のニワトリ遺伝子が、いずれの肝臓でも検出可能なレベルで発現



(65) JP 2010-227110 A 2010.10.14

10

20

30

40

50

しなかった(Sawadaら、(1996) Int.J.Dev.Biol.40:531)。
【０２４８】
　さらに成人の脊髄に由来するＲＮＡを含有するクローンテックのヒト多組織ノーザン（
Clontech human Multiple Tissue Northern：ＭＴＮ）ブロット（クローンテック、ラジ
ョラ、カリフォルニア州）のハイブリダイゼーションでは、成人の脊髄から単離したｍＲ
ＮＡ中に高レベルのＣＲＳＰ-１発現が明らかになった。
【０２４９】
　その場（In situ)での分析では、さらに組織切片をＣＲＳＰ-１プローブとハイブリダ
イズさせた時に以下の発現パターンが明らかになった。ＣＲＳＰ-１ ｍＲＮＡは14.5日の
マウス胚の心臓、肺、大動脈、目（角膜および水晶体）および脳（皮質）で発現した。Ｃ
ＲＳＰ-１ ｍＲＮＡは出生後1.5日のマウス組織中、心臓、肺、目（角膜および水晶体）
、脳（皮質）および軟骨（足、気管、咽頭、頭、胸骨および脊柱）で発現した。ＣＲＳＰ
-１ ｍＲＮＡは成体のマウス組織中、脳（皮質、海馬、脳幹）、心臓（心房のみ）、目（
角膜および水晶体外層）で発現した。  このように、ＣＲＳＰ-１は組織特異的様式で発
現し、最も強い発現は脳、心臓および脊髄で観察された。
【０２５０】
ＣＲＳＰ-１タンパク質発現データ
構築物
　ＣＲＳＰ-１の２形態に関する発現構築物は、哺乳動物発現ベクターpMET-stopを使用し
て調製した。形態－１は、完全な350aaのＣＲＳＰ-１タンパク質コーディング配列を組み
込んだｃＤＮＡを含んで成り（ＣＲＳＰ-１flag.long)、そして形態－２は最後の18アミ
ノ酸を除く全ＣＲＳＰ-１タンパク質コーディング配列を含んで成った(ＣＲＳＰ-１flag.
short)。FLAG エピトープ(DYKDDDDK)をコードするＣ-末端配列は、検出および精製の容易
さのために両方のＣＲＳＰ-１形態に加えた。ＣＲＳ Ｐ-１flag ｃＤＮＡは、完全長ＣＲ
ＳＰ-１ ｃＤＮA鋳型からＰＣＲにより生成し、そしてEcoRＩおよびSalＩ制限部位を使用
してｐＭＥＴ-stopに連結した。
【０２５１】
試験トランスフェクション－小規模発現
　ＣＲＳＰ-１ flag.longおよびＣＲＳＰ-１ flag.shortの発現構築物は、70～80％コン
フルエントな細胞の６ウェルプレートのウェルあたり10μlのリポフェクタミン(ギブコ/
ビーアールエル)および2μgのDNAを使用して293T細胞にトランスフェクトした。37℃で５
時間後、細胞に１mlの20％FCS/DMEMを供給した。37℃で一晩インキューベーションした後
、細胞を１mlのOptiMEMで37℃にて48時間コンディショニングした。上清および細胞ペレ
ットの試料を沸騰しているSDS-PAGEゲルバッファーに可溶化し、４～20％ SDS-PAGEゲル
で泳動し、ナイロン膜に移し、そして抗-FLAGモノクローナル抗体Ｍ２で釣り上げた。上
清およびペレット試料の両方からの試料は、HRP結合第２抗体およびECL検出試薬を使用し
てオートラジオグラフィーフィルム上で40～65kDaの分子量範囲内で有意な免疫反応を示
した。すなわち試験した両方のＣＲＳＰ-１形態が293Ｔ細胞から分泌され、これによりＣ
ＲＳＰ-１タンパク質が分泌タンパク質であることが実験的に確認された。試験した両形
態のＣＲＳＰ-１の分子量が、アミノ酸配列から予想される分子量より大きく、293Ｔ細胞
により分泌されるＣＲＳＰ-１タンパク質がグリコシル化され得ることを示唆しているこ
とに注目すべきである。これはＣＲＳＰ-１タンパク質中のN-連結グリコシル化のための
４つの可能な部位の存在と合致する。
【０２５２】
大規模ＣＲＳＰ-１タンパク質生産
　ＣＲＳＰ-１ flag.longタンパク質発現をスケールアップするために、70～80％コンフ
ルエントな293Ｔ細胞の30×150mMプレートを、27μgのＤＮＡ、100μlのリポフェクタミ
ンを用いて18mlのOptiMEM中で37℃にて５時間トランスフェクトした。18mlの10％FCS/DEM
EMを各プレートに加え、そして37℃で一晩インキューベーションした。トランスフェクシ
ョンの開始から24時間後、トランスフェクション上清を吸引し、そして35mlのOptiMEMを
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各プレートに加え、そしてプレートを37℃にて72時間インキューベーションした。コンデ
ィショニングした培地を回収し、4000rpmで30分間、４℃で遠心し、そして0.45ミクロン
のフィルターユニットを通して濾過した。1100mlを、pH7.4のPBSバッファーで毎分2.0ml
の流速で前平衡化した1.6×10cmの抗-FLAG M2アフィニティカラムに通した。200mlのPBS 
pH7.4バッファーで洗浄した後、結合した物質を200mM グリシンpH3.0バッファーの段階で
溶出し、そして0.5mlの画分を集めた。溶出時、有意なタンパク質ピークが280nmの吸収に
より検出された。コンディショニングした培地、素通りおよび溶出画分に対応する試料は
、上記のようにクマーシーブルーおよび銀染色したSDS-PAGEにより、およびウエスターブ
ロット分析により分析した。コンディショニングした培地および溶出画分では40～65kDa
の分子量範囲内に有意な免疫活性を検出したが、素通り画分では検出されなかったことは
、分泌したＣＲＳＰ-１ flag.longタンパク質がアフィニティカラムに特異的に結合し、
そして記載した条件により効果的に溶出したことを示している。SDS-PAGEゲルのクマーシ
ーブルー染色では、主要な免疫反応性タンパク質が、結合そして溶出したタンパク質ピー
ク中に存在するタンパク質の90％より多くから成ることを示唆した。溶出したタンパク質
のピーク画分をプールし、そしてリン酸塩バッファーに対して透析し、約１mg/mlの濃度
の４ml容量の組換えＣＲＳＰ-１flag.long タンパク質を生じた。
【０２５３】
＜実施例２＞ヒトＣＲＳＰ-２、ＣＲＳＰ-３およびＣＲＳＰ-４ ｃＤＮＡの単離および特
性決定
　ＣＲＳＰ-１に関連する新規タンパク質を同定するために、TABLASTN（WashUversion,2.
0、BLOSUM62サーチマトリックス）を使用してヒトＣＲＳＰ-１アミノ酸配列を個人および
dbESTのデータベースを調査するために使用した。この調査から、ヒトＣＲＳＰ-１に対し
て有意な相同性を表す４種の別個の部分タンパク質配列が同定された。これらの配列は新
規hＣＲＳＰｓの部分配列と命名した；hＣＲＳＰ-２、hＣＲＳＰ-３、hＣＲＳＰ-４およ
びhＣＲＳＰ-様-n。
【０２５４】
　hＣＲＳＰ-２部分タンパク質配列は、寄託番号AA565546を持つ１つのdbESTクローンに
由来した。このクローンは続いてIMAGEコレクションから得られ、そして完全に配列決定
して図２に表す全hＣＲＳＰ-２配列を定めた。
【０２５５】
　hＣＲＳＰ-３部分タンパク質配列は、配列確認コードjthKb075a10を持つjthKb075a10ク
ローンに由来した。このクローンをさらに配列決定し、そしてこの配列情報をアッセンブ
リープログラムPhrap(P.Green,U.ワシントン)を使用したdbESTからのさらなる配列と組み
合わせて図３に表す全hＣＲＳＰ-３配列を定めた。クローンjthKb075a10に関するＤＮＡ
は、ATCCに寄託番号98633号で寄託した。hＣＲＳＰ-３に特異的なプローブを使用した様
々な組織のノーザンブロット分析では、ＣＲＳＰ-３ ｍＲＮＡ発現が胎盤に限定されてい
ることが明らかとなった。ＣＲＳＰ-３ ｍＲＮＡ発現は未だに他の正常な成人ヒト組織中
には示されていない。
【０２５６】
　ＣＲＳＰ-３のマウスおよびキセノプス（Xenopus）の相同物が、分泌されたシグナル発
信分子をコードすると提案されたdkk-1（「dickkopf」、独国、モヅヒタキ)と呼ばれて最
近記載された（Nature,391,357-368）。dkk-1は、初期のキセノプス（Xenopus）発生中に
頭を形成する有力なインデューサーとして記載され、その作用メカニズムは分泌された因
子のwntファミリーの阻害に明らかに関与している。
【０２５７】
　ＣＲＳＰ-３とdkk-1との間の相同性を仮定すると、hＣＲＳＰ-３は初期のヒトの胚発生
中に深い頭－誘導する活性を表すかもしれない。さらにdkk-1の作用メカニズムは、分泌
したタンパク質のwntファミリーの員の拮抗作用に関与する。wntタンパク質の過剰発現は
、特定の悪性腫瘍と関連してきた。例えばMMTVのプロウイルス性挿入によるwnt-1発現の
活性化は、マウスに乳癌を引き起こす(CadiganおよびNusse、Gene and Dev.1997 11 3286
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-3305)。したがって少なくともＣＲＳＰ-３および可能性のある他のＣＲＳＰファミリー
員が、癌におけるwntシグナル発信の抑制にも役割を果たすことができる。
【０２５８】
　hＣＲＳＰ-４部分タンパク質配列は、寄託番号W55979を持つ１つのdbESTクローンに由
来した。このクローンは続いてIMAGEコレクションから得られ、そして完全に配列決定し
て図４に示すhＣＲＳＰ-４配列を定めた。hＣＲＳＰ-４に特異的なプローブを使用した様
々な組織のノーザンブロット分析では、ＣＲＳＰ-４ ｍＲＮＡが幾つかの成人ヒト組織中
で発現したことが明らかとなった。ＣＲＳＰ-４ ｍＲＮＡ発現は心臓、脳、胎盤、肺およ
び骨格筋で最高であった。
【０２５９】
　h-ＣＲＳＰ-様-n 部分タンパク質配列は、寄託番号AA397836を持つ１つのdbESTクロー
ンに由来した。このクローンは続いてIMAGEコレクションから得られ、そして完全に配列
決定して図５に示す全hＣＲＳＰ-様-n配列を定めた。
【０２６０】
ＣＲＳＰファミリータンパク質の構造
　ヒトＣＲＳＰ-１、ヒトＣＲＳＰ-２、ヒトＣＲＳＰ-３およびヒトＣＲＳＰ-４のアミノ
酸配列の整列を図６に示す。ヒトのＣＲＳＰファミリー員の間で保存されたアミノ酸残基
を箱で囲む。20個の保存されたシステイン残基をアステリスクにより示す。システインに
富むドメインは、CRD-1およびCRD-2として示す。本発明の完全長ＣＲＳＰタンパク質ドメ
イン構造を図７に示す。ＣＲＳＰファミリー員間のアミノ酸およびヌクレオチド相同性は
、表１および２の通りである。
【０２６１】
【表１】

【０２６２】
　アミノ酸のパーセント相同性は、PAM120重量残基表、12のギャップ長ペナルティおよび
4のギャップペナルティを使用して、ALIGNプログラムを使用して決定した。
【０２６３】

【表２】

【０２６４】
　ヌクレオチドパーセント相同性は、Wilbur Lipman DNA 整列プログラム、Ktuple;3、ギ
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ャップペナルティー:３；ウィンドウ:2.0を使用して決定した。

【図１Ａ】 【図１Ｂ】
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【図２】 【図３Ａ】

【図３Ｂ】 【図４】
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【図５】 【図６】

【図７】 【図８Ａ】
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【図８Ｂ】 【図９】

【配列表】
2010227110000001.app



(72) JP 2010-227110 A 2010.10.14

10

20

30

40

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ｃ０７Ｋ  14/47     (2006.01)           Ｃ０７Ｋ  14/47    　　　　          ４Ｃ０８４
   Ｃ０７Ｋ  16/18     (2006.01)           Ｃ０７Ｋ  16/18    　　　　          ４Ｃ０８５
   Ｃ１２Ｑ   1/68     (2006.01)           Ｃ１２Ｑ   1/68    　　　Ａ          ４Ｃ０８６
   Ｃ１２Ｑ   1/02     (2006.01)           Ｃ１２Ｑ   1/02    　　　　          ４Ｈ０４５
   Ａ６１Ｋ  31/7088   (2006.01)           Ａ６１Ｋ  31/7088  　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｋ  48/00     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  48/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｋ  38/00     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  37/02    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｋ  39/395    (2006.01)           Ａ６１Ｋ  39/395   　　　Ｄ          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  35/00     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  39/395   　　　Ｎ          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  35/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  35/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  35/02    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  43/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  25/00    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/16     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  43/00    １０５　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/28     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  25/16    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  25/14     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  25/28    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  21/00     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  25/14    　　　　          　　　　　
   Ａ６１Ｐ  17/02     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  21/00    　　　　          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/53     (2006.01)           Ａ６１Ｐ  17/02    　　　　          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/50     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  39/395   　　　Ｅ          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/15     (2006.01)           Ａ６１Ｋ  39/395   　　　Ｔ          　　　　　
   　　　　                                Ｇ０１Ｎ  33/53    　　　Ｄ          　　　　　
   　　　　                                Ｇ０１Ｎ  33/50    　　　Ｚ          　　　　　
   　　　　                                Ｇ０１Ｎ  33/15    　　　Ｚ          　　　　　

(31)優先権主張番号  09/009,802
(32)優先日　　　　  平成10年1月20日(1998.1.20)
(33)優先権主張国　  米国(US)

Ｆターム(参考) 4B024 AA01  AA11  BA80  CA04  DA02  EA04  GA13  HA14 
　　　　 　　  4B063 QA01  QQ42  QQ53  QR32  QR56  QR62  QS34  QX07 
　　　　 　　  4B064 AG01  CA10  CA19  CC06  CC10  CC15  CC24  CE06  CE12  DA01 
　　　　 　　        DA13 
　　　　 　　  4B065 AA01X AA26X AA90X AA93X AA93Y AB01  AC14  BA02  BA05  BB25 
　　　　 　　        BC03  BD15  BD17  CA24  CA44  CA46 
　　　　 　　  4C084 AA02  AA03  AA13  BA01  BA08  BA18  BA19  BA20  BA21  BA22 
　　　　 　　        CA18  MA13  MA17  MA31  MA35  MA37  MA52  MA55  MA56  MA60 
　　　　 　　        MA63  MA66  ZA012 ZA022 ZA152 ZA162 ZA222 ZA892 ZA942 ZB212
　　　　 　　        ZB262 ZB272
　　　　 　　  4C085 AA13  AA14  CC22  CC23  EE01  GG01  GG08  GG10 
　　　　 　　  4C086 AA01  AA02  EA16  MA01  MA04  MA07  NA14  ZA01  ZA02  ZA15 
　　　　 　　        ZA16  ZA22  ZA89  ZA94  ZB21  ZB26  ZB27 
　　　　 　　  4H045 AA10  AA11  BA10  CA40  DA75  EA20  EA50  FA74  GA15  GA26 



专利名称(译) CRSP蛋白，编码它们的核酸分子及其用途

公开(公告)号 JP2010227110A 公开(公告)日 2010-10-14

申请号 JP2010111163 申请日 2010-05-13

[标]申请(专利权)人(译) 米伦纽姆医药公司

申请(专利权)人(译) 每次千年杉机俞蒂卡尔的股份有限公司的Rete

[标]发明人 シーンエイマツカーシー

发明人 シーン·エイ·マツカーシー

IPC分类号 C12N15/09 C12N1/15 C12N1/19 C12N5/10 C12P21/02 C07K14/47 C07K16/18 C12Q1/68 C12Q1/02 
A61K31/7088 A61K48/00 A61K38/00 A61K39/395 A61P35/00 A61P35/02 A61P25/00 A61P43/00 
A61P25/16 A61P25/28 A61P25/14 A61P21/00 A61P17/02 G01N33/53 G01N33/50 G01N33/15 C12N15
/12

CPC分类号 A61P7/00 A61P9/10 A61P17/02 A61P21/00 A61P21/04 A61P25/00 A61P25/14 A61P25/16 A61P25/28 
A61P31/00 A61P31/12 A61P35/00 A61P35/02 A61P37/02 A61P43/00 C07K14/47 C07K2319/00

FI分类号 C12N15/00.ZNA.A C12N1/15 C12N1/19 C12N5/00.102 C12P21/02.C C07K14/47 C07K16/18 C12Q1
/68.A C12Q1/02 A61K31/7088 A61K48/00 A61K37/02 A61K39/395.D A61K39/395.N A61P35/00 
A61P35/02 A61P25/00 A61P43/00.105 A61P25/16 A61P25/28 A61P25/14 A61P21/00 A61P17/02 
A61K39/395.E A61K39/395.T G01N33/53.D G01N33/50.Z G01N33/15.Z A61K38/00 A61K38/10 
A61K38/16 C12N15/00.A C12N15/00.AZN.A C12N15/12 C12N15/13 C12N15/63.Z C12N5/10 C12Q1
/6813.Z

F-TERM分类号 2G045/AA34 2G045/AA35 2G045/CB01 2G045/DA13 2G045/DA36 2G045/FB03 4B024/AA01 4B024
/AA11 4B024/BA80 4B024/CA04 4B024/DA02 4B024/EA04 4B024/GA13 4B024/HA14 4B063/QA01 
4B063/QQ42 4B063/QQ53 4B063/QR32 4B063/QR56 4B063/QR62 4B063/QS34 4B063/QX07 4B064
/AG01 4B064/CA10 4B064/CA19 4B064/CC06 4B064/CC10 4B064/CC15 4B064/CC24 4B064/CE06 
4B064/CE12 4B064/DA01 4B064/DA13 4B065/AA01X 4B065/AA26X 4B065/AA90X 4B065/AA93X 
4B065/AA93Y 4B065/AB01 4B065/AC14 4B065/BA02 4B065/BA05 4B065/BB25 4B065/BC03 4B065
/BD15 4B065/BD17 4B065/CA24 4B065/CA44 4B065/CA46 4C084/AA02 4C084/AA03 4C084/AA13 
4C084/BA01 4C084/BA08 4C084/BA18 4C084/BA19 4C084/BA20 4C084/BA21 4C084/BA22 4C084
/CA18 4C084/MA13 4C084/MA17 4C084/MA31 4C084/MA35 4C084/MA37 4C084/MA52 4C084/MA55 
4C084/MA56 4C084/MA60 4C084/MA63 4C084/MA66 4C084/ZA012 4C084/ZA022 4C084/ZA152 
4C084/ZA162 4C084/ZA222 4C084/ZA892 4C084/ZA942 4C084/ZB212 4C084/ZB262 4C084/ZB272 
4C085/AA13 4C085/AA14 4C085/CC22 4C085/CC23 4C085/EE01 4C085/GG01 4C085/GG08 4C085
/GG10 4C086/AA01 4C086/AA02 4C086/EA16 4C086/MA01 4C086/MA04 4C086/MA07 4C086/NA14 
4C086/ZA01 4C086/ZA02 4C086/ZA15 4C086/ZA16 4C086/ZA22 4C086/ZA89 4C086/ZA94 4C086
/ZB21 4C086/ZB26 4C086/ZB27 4H045/AA10 4H045/AA11 4H045/BA10 4H045/CA40 4H045/DA75 
4H045/EA20 4H045/EA50 4H045/FA74 4H045/GA15 4H045/GA26

优先权 08/843704 1997-04-16 US
08/842898 1997-04-17 US
60/071589 1998-01-15 US
09/009802 1998-01-20 US

外部链接 Espacenet

摘要(译)

要解决的问题：提供参与多细胞生物细胞形成，分化和保留的蛋白质。解决方案：提供具有高半胱氨酸含量的分泌蛋白质，称为
“富含半胱氨酸的分泌蛋白质”，编码该蛋白质的核酸分子及其用途。 Ž

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/89835f60-6e4b-47c8-aad6-bce55432ca97
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/027485904/publication/JP2010227110A?q=JP2010227110A



