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(54)【発明の名称】 成長因子ポリペプチドおよび成長因子ポリペプチドをコードする核酸

(57)【要約】
本発明は、部分的に骨形態発生タンパク質－１（ＢＭＰ
－１）、血管内皮成長因子（ＶＥＧＦ－Ｅ）、および血
小板誘導成長因子（ＰＤＧＦ）に関するポリペプチドを
コードする核酸の発見に基づく。本明細書中に記載され
る核酸、ポリヌクレオチド、タンパク質およびポリペプ
チド、またはこれらのフラグメントを、まとめてＦＣＴ
ＲＸ核酸およびＦＣＴＲＸポリペプチドという。１つの
局面において、本発明は、単離されたＦＣＴＲＸポリペ
プチドまたはＦＣＴＲＸポリペプチドのフラグメントを
提供する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  単離されたポリペプチドであって、以下：

  ａ）配列番号２、４、６、８、１０および１２からなる群から選択されるアミ

ノ酸配列；

  ｂ）配列番号２、４、６、８、１０および１２からなる群から選択されるアミ

ノ酸配列の改変体であって、ここで、選択された配列中で特定されるアミノ酸の

１つ以上が、異なるアミノ酸に変更され、ただし、該改変体のアミノ酸配列中の

１５％以下のアミノ酸残基が変更される、改変体；

  ｃ）配列番号２、４、６、８、１０および１２からなる群から選択されるアミ

ノ酸配列の成熟形態；および

  ｄ）配列番号２、４、６、８、１０および１２からなる群から選択されるアミ

ノ酸配列の成熟形態の改変体であって、ここで、選択された配列中で特定される

アミノ酸の１つ以上が、異なるアミノ酸に変更され、ただし、該成熟形態の改変

体のアミノ酸配列中の１５％以下のアミノ酸残基が変更される、改変体；ならび

に

  ｅ）ａ）～ｄ）に記載されるアミノ酸配列のフラグメント、

からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む、単離されたポリペプチド。

    【請求項２】  前記ポリペプチドがＦＣＴＲＸポリペプチドのフラグメント

である、請求項１に記載のポリペプチド。

    【請求項３】  前記ポリペプチドが、配列番号２、４、６、８、１０または

１２の天然に存在する対立遺伝子改変体である、請求項１に記載のポリペプチド

。

    【請求項４】  前記改変体が、前記ポリペプチドをコードする核酸における

一ヌクレオチド多型の翻訳である、請求項３に記載のポリペプチド。

    【請求項５】  前記ポリペプチドが、配列番号２、４、６、８、１０または

１２のアミノ酸配列と、１つ以上の保存的置換によって異なるアミノ酸配列を含

む改変体ポリペプチドである、請求項１に記載のポリペプチド。

    【請求項６】  請求項１に記載のポリペプチドをコードする核酸配列を含む

、単離された核酸分子。
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    【請求項７】  請求項２に記載のポリペプチドをコードする核酸配列を含む

、単離された核酸分子。

    【請求項８】  前記核酸分子が、配列番号２、４、６、８、１０または１２

を含むポリペプチドをコードする核酸の天然に存在する対立遺伝子核酸改変体の

ヌクレオチド配列を含む、請求項６に記載の核酸分子。

    【請求項９】  前記核酸分子が改変体ポリペプチドをコードし、ここで該改

変体ポリペプチドが、天然に存在するポリペプチド改変体のポリペプチド配列を

有する、請求項６に記載の核酸分子。

    【請求項１０】  前記核酸分子が、前記改変体ポリペプチドをコードする一

ヌクレオチド多型を含む、請求項６に記載の核酸分子。

    【請求項１１】  前記核酸分子が、以下：

  ａ）配列番号１、３、５、７、９および１１からなる群から選択されるヌクレ

オチド配列；

  ｂ）配列番号１、３、５、７、９および１１からなる群から選択される参照ヌ

クレオチド配列と、１つ以上のヌクレオチドだけ異なり、ただし、該ヌクレオチ

ドの２０％以下が該参照ヌクレオチド配列と異なる、ヌクレオチド配列；

  ｃ）ａ）に記載される配列の核酸フラグメント；

  ｄ）ｂ）に記載される配列の核酸フラグメント；および

  ｅ）ａ）～ｄ）のいずれかの相補体、

からなる群から選択されるヌクレオチド配列を含む、請求項６に記載の核酸分子

。

    【請求項１２】  前記核酸が全長ＦＣＴＲＸポリペプチドをコードしない、

請求項１１に記載の核酸。

    【請求項１３】  前記核酸分子が、ストリンジェントな条件下で、配列番号

１、３、５、７、９および１１からなる群から選択されるヌクレオチド配列また

は該ヌクレオチド配列の相補体にハイブリダイズする、請求項６に記載の核酸分

子。

    【請求項１４】  請求項６に記載の核酸分子を含むベクター。

    【請求項１５】  請求項１４に記載のベクターを含む細胞。
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    【請求項１６】  請求項１に記載のポリペプチドに免疫特異的に結合する抗

体。

    【請求項１７】  モノクローナル抗体である、請求項１６に記載の抗体。

    【請求項１８】  ポリクローナル抗体である、請求項１６に記載の抗体。

    【請求項１９】  ヒト化抗体である、請求項１６に記載の抗体。

    【請求項２０】  ヒト抗体である、請求項１８に記載の抗体。

    【請求項２１】  サンプル中の請求項１に記載のポリペプチドを同定するた

めの方法であって、該方法は、以下：

  （ａ）該サンプルを提供する工程；

  （ｂ）該サンプルを、請求項１に記載のポリペプチドに免疫特異的に結合する

抗体と接触させる工程；

  （ｃ）該ポリペプチドに結合した抗体の存在または量を決定し、それにより該

サンプル中のポリペプチドの存在または量を決定する、工程、

を包含する方法。

    【請求項２２】  請求項１に記載のポリペプチドに結合する因子を同定する

ための方法であって、該方法は、以下：

  （ａ）該ポリペプチドを候補物質と接触させる工程；および

  （ｂ）該候補物質が該ポリペプチドに結合するか否かを決定する工程、

を包含し、ここで該候補物質の該ポリペプチドへの結合は、該物質が該ポリペプ

チドに結合する因子であることを示す、方法。

    【請求項２３】  前記候補物質が、約１５００Ｄａ以下の分子量を有する、

請求項２２に記載の方法。

    【請求項２４】  請求項１に記載のポリペプチドの活性を調節するための方

法であって、該方法は、該ポリペプチドの活性を調節するのに十分な量の該ポリ

ペプチドに結合する化合物と、該ポリペプチドを接触させる工程を包含する、方

法。

    【請求項２５】  治療因子を同定するための方法であって、該方法は、以下

：

  （ａ）請求項１に記載のポリペプチドを発現する細胞を提供する工程；
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  （ｂ）該細胞を試験因子と接触させる工程；

  （ｃ）該物質が、ＤＮＡ合成、タンパク質翻訳、細胞増殖、および細胞分裂か

らなる群から選択される活性を調節するか否かを決定する工程、

を包含し、

  ここで該物質の存在下での該活性の変更は、該因子が治療因子であることを示

す、方法。

    【請求項２６】  前記候補物質が、約１５００Ｄａ以下の分子量を有する、

請求項２５に記載の方法。

    【請求項２７】  前記特性または機能が、細胞成長または細胞増殖を含む、

請求項２６に記載の方法。

    【請求項２８】  請求項２５の方法に従って同定される治療因子。

    【請求項２９】  約１５００Ｄａ以下の分子量を有する、請求項２８に記載

の治療因子。

    【請求項３０】  請求項２６に記載の方法に従って同定される治療因子。

    【請求項３１】  約１５００Ｄａ以下の分子量を有する、請求項３０に記載

の治療因子。

    【請求項３２】  被験体において請求項１に記載のポリペプチドに関連する

障害を処置または予防する方法であって、該方法は、該処置または予防を必要と

する被験体に、請求項１のポリペプチドを、該被験体において該タンパク質関連

障害を処置または予防するために十分な量でかつ十分な期間にわたって投与する

工程を包含し、ここで該被験体は、該障害の傾向があるかまたは該障害を罹患し

ているとみなされる、方法。

    【請求項３３】  前記被験体がヒトである、請求項３２に記載の方法。

    【請求項３４】  ＦＣＴＲＸポリペプチドの異常な発現、異常なプロセシン

グ、または異常な生理学的相互作用に関連する障害を処置または予防する方法で

あって、ここで該障害が、細胞または組織の不十分な成長または効果的でない成

長を特徴とし、該方法は、被験体に請求項６の核酸を、該被験体において該障害

を処置または予防するために十分な量でかつ十分な期間にわたって投与する工程

を包含し、ここで該被験体は、該障害の傾向があるかまたは該障害を罹患してい
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るとみなされる、方法。

    【請求項３５】  前記被験体がヒトである、請求項３４に記載の方法。

    【請求項３６】  請求項１のポリペプチドの異常な発現、異常なプロセシン

グ、または異常な生理学的相互作用に関連する障害を処置または予防する方法で

あって、ここで該障害が、細胞または組織の過形成または新形成を特徴とし、該

方法は、被験体に治療剤を、該被験体において該障害を処置または予防するため

に十分な量で投与する工程を包含し、ここで該被験体は、該障害の傾向があるか

または該障害を罹患していると考えられる、方法。

    【請求項３７】  前記治療剤が、抗ＦＣＴＲＸ抗体である、請求項３６に記

載の方法。

    【請求項３８】  前記被験体がヒトである、請求項３７に記載の方法。

    【請求項３９】  請求項１に記載のポリペプチドおよび薬学的に受容可能な

キャリアを含む、薬学的組成物。

    【請求項４０】  請求項６に記載の核酸分子および薬学的に受容可能なキャ

リアを含む、薬学的組成物。

    【請求項４１】  請求項１６に記載の抗体および薬学的に受容可能なキャリ

アを含む、薬学的組成物。

    【請求項４２】  請求項２８に記載の治療因子および薬学的に受容可能なキ

ャリアを含む、薬学的組成物。

    【請求項４３】  請求項３０に記載の治療因子および薬学的に受容可能なキ

ャリアを含む、薬学的組成物。

    【請求項４４】  １つ以上の容器に請求項４０に記載の薬学的組成物を含む

、キット。

    【請求項４５】  １つ以上の容器に請求項４１に記載の薬学的組成物を含む

、キット。

    【請求項４６】  １つ以上の容器に請求項４２に記載の薬学的組成物を含む

、キット。

    【請求項４７】  請求項１のポリペプチドの異常な発現、異常なプロセシン

グ、または異常な生理学的相互作用に関連する障害に対する潜伏性または素因の
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モジュレーターについてのスクリーニングのための方法であって、該方法は、以

下：

  ａ）該障害の高い危険性にある試験動物を提供する工程であって、ここで該試

験動物は、請求項１に記載のポリペプチドを組換え発現する、工程；

  ｂ）試験化合物を該試験動物に投与する工程；

  ｃ）工程（ａ）の該化合物を投与する工程の後に該試験動物における該ポリペ

プチドの活性を測定する工程；および

  ｄ）該試験動物における該タンパク質の活性を、該ポリペプチドを投与されて

いないコントロール動物における該ポリペプチドの活性と比較する工程；

を包含し、

  ここで、該コントロール動物に比較した該試験動物における該ポリペプチドの

活性の変化は、該試験化合物が該障害に対する潜伏性または素因のモジュレータ

ーであることを示す、方法。

    【請求項４８】  前記試験動物が、組換え試験動物であり、該試験動物が、

野生型試験動物に比較して増加したレベルで試験タンパク質導入遺伝子を発現す

るかまたはプロモーターの制御下で該導入遺伝子を発現し、ここで該プロモータ

ーは、該導入遺伝子のネイティブ遺伝子プロモーターではない、請求項４７に記

載の方法。

    【請求項４９】  請求項１に記載のポリペプチドの異常な発現、異常なプロ

セシング、または異常な生理学的相互作用に関連する障害に対する潜伏性または

素因のモジュレーター。

    【請求項５０】  第１の哺乳動物被験体における請求項１に記載のポリペプ

チドの変更したレベルに関連する疾患の存在または該疾患に対する素因を決定す

るための方法であって、該方法は、以下：

  ａ）該第１の哺乳動物被験体由来のサンプルにおける該ポリペプチドの発現レ

ベルを測定する工程；および

  ｂ）工程（ａ）のサンプル中の該ポリペプチドの量を、該疾患を有していない

か、または該疾患に対する素因を有していないことが既知である第２の哺乳動物

被験体由来のコントロールサンプル中に存在する該ポリペプチドの量と比較する
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工程、

を包含し、ここで、該コントロールサンプルと比較した場合の該第１の被験体に

おける該ポリペプチドの発現レベルの変更が、該疾患の存在または該疾患に対す

る素因を示す、方法。

    【請求項５１】  第１の哺乳動物被験体における請求項６に記載の核酸分子

の変更したレベルに関連する疾患の存在または該疾患に対する素因を決定するた

めの方法であって、該方法は、以下：

  ａ）該第１の哺乳動物被験体由来のサンプルにおける該核酸の量を測定する工

程；および

  ｂ）工程（ａ）のサンプル中の該核酸の量を、該疾患を有していないか、また

は該疾患に対する素因を有していないことが既知である第２の哺乳動物被験体由

来のコントロールサンプル中に存在する該核酸の量と比較する工程、

を包含し、ここで、該コントロールサンプルと比較した場合の該第１の被験体に

おける該核酸の発現レベルの変更が、該疾患の存在または該疾患に対する素因を

示す、方法。

    【請求項５２】  哺乳動物における病理学的状態を処置する方法であって、

ここで、該病理が、請求項１のポリペプチドの異常な発現、異常なプロセシング

、または異常な生理学的相互作用に関連し、該方法は、該哺乳動物にポリペプチ

ドを、該病理学的状態を軽減するのに十分な量で投与する工程を包含し、ここで

該ポリペプチドは、配列番号２、４、６、８、１０または１２の少なくとも１つ

のアミノ酸配列を含むポリペプチドに少なくとも９５％同一なアミノ酸配列を有

するポリペプチド、またはその生物学的に活性なフラグメントである、方法。

    【請求項５３】  哺乳動物における病理学的状態を処置する方法であって、

ここで、該病理が、ＦＣＴＲＸポリペプチドの異常な発現、異常なプロセシング

、または異常な生理学的相互作用に関連し、該方法は、該哺乳動物に請求項１６

に記載の抗体を、該病理学的状態を軽減するのに十分な量でかつ十分な期間にわ

たって投与する工程を包含する、方法。

    【請求項５４】  被験体における細胞の増殖を促進する方法であって、該被

験体に請求項１に記載されるポリペプチドを、細胞成長を促進するのに効果的な
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量でかつ効果的な期間にわたって投与する工程を包含する、方法。

    【請求項５５】  前記ポリペプチドが、請求項２に記載のフラグメントであ

る、請求項５４に記載の方法。

    【請求項５６】  前記被験体がヒトである、請求項５４に記載の方法。

    【請求項５７】  成長が促進されるべき細胞が、創傷の近傍の細胞、脈管系

の細胞、造血に関与する細胞、赤血球形成に関与する細胞、胃腸管の管壁細胞、

および毛包細胞からなる群から選択される、請求項５４に記載の方法。

    【請求項５８】  被験体における細胞成長を阻害する方法であって、ここで

、該成長が請求項１に記載のポリペプチドの発現に関連し、該被験体に該細胞の

成長を阻害する組成物を投与する工程を包含する、方法。

    【請求項５９】  前記組成物が、前記被験体におけるＦＣＴＲＸポリペプチ

ドの開裂を阻害する、請求項５８に記載の方法。

    【請求項６０】  前記組成物が、抗ＦＣＴＲＸ抗体を含む、請求項５９に記

載の方法。

    【請求項６１】  前記被験体がヒトである、請求項６０に記載の方法。

    【請求項６２】  成長が阻害されるべき細胞が、形質転換された細胞、過形

成細胞、腫瘍細胞、および新形成細胞からなる群から選択される、請求項６１に

記載の方法。

    【請求項６３】  ＦＣＴＲＸポリペプチドの発現を可能にする条件下で、Ｆ

ＣＴＲＸポリペプチドをコードする核酸を含む細胞を培養することにより、ＦＣ

ＴＲＸポリペプチドを産生する方法。

    【請求項６４】  さらに、前記ＦＣＴＲＸポリペプチドが回収される、請求

項６３に記載の方法。

    【請求項６５】  哺乳動物ＰＤＧＦ  ＡＡ、哺乳動物ＰＤＧＦ  ＢＢ、哺乳

動物ＰＤＧＦ  ＣＣ以外の、哺乳動物血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）様第１ポ

リペプチドであって、ここで、該第１ポリペプチドが、該第１ポリペプチドのフ

ラグメントである第２ポリペプチドを生じるように処理され、そしてここで、該

第２ポリペプチドは、以下：

  ａ）該第２ポリペプチドは血小板由来成長因子レセプターを結合する；
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  ｂ）該第２ポリペプチドは哺乳動物細胞の成長を誘導する；および

  ｃ）該第２ポリペプチドは哺乳動物細胞の成長を誘導する；

からなる群から選択される少なくとも１つの特性を有する、ポリペプチド。

    【請求項６６】  前記レセプターがＰＤＧＦβレセプターである、請求項６

５に記載の第１ポリペプチド。

    【請求項６７】  前記哺乳動物細胞が、平滑筋細胞である、請求項６５に記

載の第１ポリペプチド。

    【請求項６８】  前記ポリペプチドが、請求項１に記載のポリペプチドを含

む、請求項６５に記載の第１ポリペプチド。

    【請求項６９】  前記ポリペプチドフラグメントが、配列番号２の残基２４

８～３７０で示される配列または配列番号２の残基２５０～３７０で示される配

列のいずれかを含む、請求項２に記載のポリペプチドフラグメント。

    【請求項７０】  前記ポリペプチドフラグメントが、以下：

  ａ）該フラグメントは血小板由来成長因子レセプターを結合する；

  ｂ）該フラグメントは哺乳動物細胞の成長を誘導する；および

  ｃ）該フラグメントは哺乳動物細胞の成長を誘導する；

からなる群から選択される少なくとも１つの特性を有する、請求項２に記載のポ

リペプチドフラグメント。

    【請求項７１】  請求項６５に記載の第２ポリペプチドに免疫特異的に結合

し、そして前記選択された特性を阻害する、抗体。

    【請求項７２】  請求項６９に記載のポリペプチドフラグメントに免疫特異

的に結合する、抗体。

    【請求項７３】  請求項７０に記載のポリペプチドフラグメントに免疫特異

的に結合し、そして請求項７０に記載される前記選択された特性を阻害する、抗

体。

    【請求項７４】  ポリクローナル抗体である、請求項７１、７２、または７

３に記載の抗体。

    【請求項７５】  モノクローナル抗体である、請求項７１、７２、または７

３に記載の抗体。
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    【請求項７６】  完全なヒト抗体である、請求項７１、７２、または７３に

記載の抗体。

    【請求項７７】  哺乳動物細胞の成長を促進する方法であって、該細胞をＦ

ＣＴＲＸポリペプチドまたは請求項６５に記載のポリペプチドと接触させる工程

を包含する、方法。

    【請求項７８】  哺乳動物細胞の増殖を促進する方法であって、該細胞をＦ

ＣＴＲＸポリペプチドまたは請求項６５に記載のポリペプチドと接触させる工程

を包含する、方法。

    【請求項７９】  前記細胞が平滑筋細胞である、請求項７７または７８に記

載の方法。

    【請求項８０】  哺乳動物細胞の成長を阻害する方法であって、該細胞を請

求項７１、７２、または７３に記載の抗体を含む組成物と接触させる工程を包含

する、方法。

    【請求項８１】  哺乳動物細胞の増殖を阻害する方法であって、該細胞を請

求項７１、７２、または７３に記載の抗体を含む組成物と接触させる工程を包含

する、方法。

    【請求項８２】  前記細胞が平滑筋細胞である、請求項８０または８１に記

載の方法。

    【請求項８３】  請求項６５に記載の第１ポリペプチドをコードする配列を

含む核酸。

    【請求項８４】  請求項６９に記載のポリペプチドフラグメントをコードす

る配列を含む核酸。

    【請求項８５】  サンプル中の核酸分子の存在または量を決定するための方

法であって、該方法は、以下：

  （ａ）該サンプルを提供する工程；

  （ｂ）該サンプルを、請求項６に記載の核酸分子に結合するプローブと接触さ

せる工程；および

  （ｃ）該核酸分子に結合したプローブの存在または量を決定し、それにより該

サンプル中の該核酸分子の存在または量を決定する、工程、
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を包含する方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （発明の分野）

  本発明は、核酸およびポリペプチドに関する。より詳細には、本発明は、哺乳

動物において成長因子活性を有する新規な核酸およびポリペプチドを開示する。

さらに、これらのポリペプチドに特異的な抗体を開示する。

      【０００２】

  （発明の背景）

  種々の組織に影響を及ぼすポリペプチド成長因子が記載されてきた。これらの

成長因子には、骨形態発生タンパク質－１（ＢＭＰ－１）、血管内皮成長因子（

ＶＥＧＦ）、および血小板誘導成長因子（ＰＤＧＦ）がある。

      【０００３】

  複数の影響はＢＭＰ－１に起因した。例えば、ＢＭＰ－１は、インビボで軟骨

の形成を誘導し得る。ＢＭＰ１はまた、精製されたプロコラーゲンＣプロテイナ

ーゼ（ＰＣＰ）と同一であり、これは、軟骨および骨形成に必要であると報告さ

れた分泌カルシウム依存性メタロプロテアーゼである。ＢＭＰ－１は、プロコラ

ーゲンＩ、ＩＩおよびＩＩＩのＣ末端プロペプチドを切断し、そしてその活性を

、プロコラーゲンＣ－エンドペプチダーゼエンハンサータンパク質により増加さ

せる。

      【０００４】

  血管内皮成長因子（ＶＥＧＦ）ポリペプチドは、主に血管内皮細胞のマイトジ

ェンとして作用すると報告された。血管内皮細胞に対する特異性により、ＶＥＧ

Ｆポリペプチドは、他のポリペプチドマイトジェン（例えば、広い範囲の細胞型

に対して活性である基本的な線維芽細胞成長因子および血小板誘導成長因子）と

対照をなす。

      【０００５】

  ＶＥＧＦはまた、腫瘍新脈管形成に影響すると報告された。例えば、ＶＥＧＦ

は、酸素および栄養素が欠如した培養において非増殖内皮細胞の延長、ネットワ

ーク形成、および分枝形成を刺激することが示された。
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      【０００６】

  血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）ファミリーは、現在では、少なくとも３つの

異なる遺伝子（ＰＤＧＦ  Ａ、ＰＤＧＦ  Ｂ、およびＰＤＧＦ  Ｃ）からなり、

これらの遺伝子産物は、選択的に２つのＰＤＧＦＲを介してシグナル伝達し、種

々の細胞機能を調節する。ＰＤＧＦ  Ａ、ＰＤＧＦ  Ｂ、およびＰＤＧＦ  Ｃは

、溶液中で二量化してホモダイマー、ならびにヘテロダイマーを形成する。

      【０００７】

  ＰＤＧＦ  ＡおよびＰＤＧＦ  ＢサブユニットをコードするＲＮＡの発現は、

アテローム性動脈硬化症に関与する血管組織で報告された。ＰＤＧＦ  Ａおよび

ＰＤＧＦ  ＢのｍＲＮＡは、それぞれアテローム性動脈硬化プラークの間葉顕示

内膜細胞および内皮細胞に存在することが報告された。さらに、ＰＤＧＦレセプ

ターｍＲＮＡはまた、主にプラーク内膜細胞に局在化された。

      【０００８】

  ＰＤＧＦ  Ｂは、サル肉腫ウイルスの形質転換遺伝子（ｖ－ｓｉｓ）に関する

。ＰＤＧＦ  Ｂはまた、間葉起源の細胞に対するマイトジェンであることが報告

された。ＰＤＧＦ  Ｂは、さらに、神経膠芽腫において特徴的に見出される内皮

細胞の病理的増殖におけるオートクライン成長刺激に関していた。ＰＤＧＦはま

た、細胞増殖を促進し、そしてアポトーシスを阻害することが報告された。

      【０００９】

  （発明の要旨）

  本発明は、部分的に骨形態発生タンパク質－１（ＢＭＰ－１）、血管内皮成長

因子（ＶＥＧＦ－Ｅ）、および血小板誘導成長因子（ＰＤＧＦ）に関するポリペ

プチドをコードする核酸の発見に基づく。本明細書中に記載される核酸、ポリヌ

クレオチド、タンパク質およびポリペプチド、またはこれらのフラグメントを、

まとめてＦＣＴＲＸ核酸およびＦＣＴＲＸポリペプチドという。

      【００１０】

  １つの局面において、本発明は、単離されたＦＣＴＲＸポリペプチドまたはＦ

ＣＴＲＸポリペプチドのフラグメントを提供する。ＦＣＴＲＸポリペプチドは、

例えば、配列番号２、４、６、８、１０および１２からなる群から選択されるア



(15) 特表２００３－５１１０３０

ミノ酸配列を含み得る。配列番号２、４、６、８、１０および１２のアミノ酸配

列の改変体のアミノ酸配列を含むＦＣＴＲＸポリペプチドもまた本発明の範囲内

である。いくつかの実施形態において、この改変体配列における１つ以上のアミ

ノ酸は、異なるアミノ酸に変更される。いくつかの実施形態において、この改変

体のアミノ酸配列中の１５％以下のアミノ酸残基が変更される。本発明のＦＣＴ

ＲＸポリペプチドはまた、配列番号２、４、６、８、１０および１２のポリペプ

チドの成熟形態（例えば、配列番号２のアミノ酸２４～３７０のアミノ酸配列を

有するポリペプチド、または配列番号４における対応するフラグメント）を含む

。他の実施形態において、本発明は、配列番号２、４、６、８、１０および１２

のアミノ酸配列を含むポリペプチドの成熟形態の改変体を含む。改変体形態にお

いて、選択された配列において特定された１つ以上のアミノ酸は、異なるアミノ

酸に変更される。いくつかの実施形態において、この成熟形態の改変体のアミノ

酸配列における１５％以下のアミノ酸残基は、配列番号２、４、６、８、１０お

よび１２のポリペプチドの配列と異なる。

      【００１１】

  ＦＣＴＲＸポリペプチドのフラグメント、ＦＣＴＲＸポリペプチドの改変体形

態のフラグメント、ＦＣＴＲＸポリペプチドの成熟形態のフラグメント、または

ＦＣＴＲＸポリペプチドの成熟形態の改変体のフラグメントもまた本発明により

提供される。ＦＣＴＲＸポリペプチドのフラグメントとしては、例えば、配列番

号２のアミノ酸２４７～３７０、配列番号２のアミノ酸２４７～３３８、および

配列番号２のアミノ酸３３９～３７０、ならびに配列番号４における対応する相

同フラグメントが挙げられる。

      【００１２】

  本発明はまた、ＦＣＴＲＸ核酸分子を提供し、これらとしては、ＦＣＴＲＸポ

リペプチドをコードする配列番号１、３、５、７、９および１１のような核酸分

子、ＦＣＴＲＸポリペプチドの改変体をコードする核酸、ＦＣＴＲＸポリペプチ

ドの成熟形態をコードする核酸、またはＦＣＴＲＸポリペプチドの成熟形態の改

変体をコードする核酸が挙げられる。

      【００１３】
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  本発明はまた、ＦＣＴＲＸポリペプチドに免疫特異的に結合する抗体を特徴と

する。この抗体は、例えば、モノクローナル抗体、ヒト化抗体、またはヒト抗体

であり得る。

      【００１４】

  別の局面において、本発明は、治療的有効量または予防的有効量の治療剤およ

び薬学的に受容可能なキャリアを含む薬学的組成物を含む。治療剤は、例えば、

ＦＣＴＲＸ核酸、ＦＣＴＲＸポリペプチド、またはＦＣＴＲＸポリペプチドに特

異的な抗体であり得る。さらなる局面において、本発明は、１つ以上の容器に治

療的有効量または予防的有効量のこの薬学的組成物を含む。

      【００１５】

  さらなる局面において、本発明は、ＦＣＴＲＸ核酸を含む細胞をこのＦＣＴＲ

Ｘ核酸にコードされるＦＣＴＲＸポリペプチドの発現を可能にする条件下で培養

することにより、ポリペプチドを産生する方法を含む。所望の場合、ＦＣＴＲＸ

ポリペプチドは次いで回収され得る。

      【００１６】

  別の局面において、本発明は、サンプル中のＦＣＴＲＸポリペプチドの存在を

検出する方法を含む。この方法において、サンプルをこのポリペプチドに選択的

に結合する化合物と、このポリペプチドとこの化合物との間の複合体形成を可能

にする条件下で接触させる。この複合体は、存在する場合検出され、それにより

、サンプル中のＦＣＴＲＸポリペプチドを同定する。この化合物は、例えば、抗

ＦＣＴＲＸ抗体、または別のＦＣＴＲＸポリペプチドに結合するポリペプチドで

あり得る。

      【００１７】

  サンプルをＦＣＴＲＸ核酸プローブまたはプライマーと接触させることにより

、サンプル中のＦＣＴＲＸ核酸の存在を検出し、そしてこの核酸プローブまたは

プライマーがサンプル中のＦＣＴＲＸ核酸分子に結合しているか否かを検出する

方法はまた本発明に含まれる。

      【００１８】

  さらなる局面において、本発明は、ＦＣＴＲＸポリペプチドの活性を調節する
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ための方法を提供する。この方法は、ＦＣＴＲＸポリペプチドを含む細胞サンプ

ルを、ＦＣＴＲＸポリペプチドにこのポリペプチドの活性を調節するために十分

な量で結合する化合物と接触させる工程を包含する。この化合物は、さらに本明

細書中に記載されるように、例えば、核酸、ペプチド、ポリペプチド、ペプチド

ミメティック、炭水化物、脂質または有機（炭素含有）分子もしくは無機分子の

ような低分子であり得る。

      【００１９】

  本発明はさらに、例えば癌を含む障害または症候群のモジュレーターについて

スクリーニングするための方法を含む。この方法は、試験化合物を、ＦＣＴＲＸ

ポリペプチドと接触させる工程およびこの試験化合物がこのＦＣＴＲＸポリペプ

チドに結合したか否かを決定する工程を包含する。試験化合物のＦＣＴＲＸポリ

ペプチドとの結合は、この試験化合物が活性のモジュレーター、または障害もし

くは症候群に対する潜伏性もしくは素因のモジュレーターであることを示す。１

つの実施形態において、候補試験化合物は、約１５００Ｄａ以下の分子量を有す

る。

      【００２０】

  任意のＦＣＴＲＸ関連障害または症候群に対する活性のモジュレーター、また

は潜伏性もしくは素因のモジュレーターについてスクリーニングするための方法

もまた本発明の範囲内であり、この方法は、試験化合物を上述の障害または症候

群の増加した危険性を有する試験動物に投与する工程を包含する。この試験動物

は、ＦＣＴＲＸ核酸にコードされる組換えポリペプチドを発現する。次いでＦＣ

ＴＲＸポリペプチドの発現または活性は、この試験動物において測定され、ＦＣ

ＴＲＸポリペプチドを組換え発現しかつ障害または症候群に対する危険性にない

コントロール動物におけるタンパク質の発現または活性も同様に測定する。次に

、試験動物およびコントロール動物の両方におけるＦＣＴＲＸポリペプチドの発

現を比較する。コントロール動物に対する試験動物におけるＦＣＴＲＸポリペプ

チドの活性の変化は、この試験化合物が障害または症候群の潜伏性のモジュレー

ターであるということを示す。

      【００２１】
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  なお別の局面において、本発明は、被験体（例えば、ヒト被験体）における、

ＦＣＴＲＸポリペプチド、ＦＣＴＲＸ核酸の変更したレベルに関連する疾患の存

在またはこの疾患に対する素因を決定するための方法を含む。この方法は、被験

体由来の試験サンプル中のＦＣＴＲＸポリペプチドの量を測定する工程およびこ

の試験サンプル中のポリペプチドの量を、コントロールサンプル中に存在するＦ

ＣＴＲＸポリペプチドの量と比較する工程を包含する。コントロールサンプルと

比較した場合の試験サンプル中のＦＣＴＲＸポリペプチドのレベルの変更は、こ

の被験体における疾患の存在またはこの疾患に対する素因を示す。

      【００２２】

  さらなる局面において、本発明は、被験体（例えば、ヒト被験体）にＦＣＴＲ

Ｘポリペプチド、ＦＣＴＲＸ核酸、またはＦＣＴＲＸ特異的抗体を、病理学的状

態を低減するかまたは予防するために十分な量で、投与するすることにより、哺

乳動物における障害に関する病理学的状態を処置または予防する方法を含む。

      【００２３】

  本発明に従うＦＣＴＲＸ核酸を使用して、種々の細胞型（癌性細胞を含む）を

同定し得る。例えば、実施例７は、クローン３０６６４１８８．０．９９（配列

番号１）が、ＣＮＳ癌、肺癌および卵巣癌において特異的に強く発現されるとい

うことを例示する。配列番号１が、トランスフェクトＨＥＫ２９３細胞から生じ

る馴化培地においてインタクトなままでいるか、またはタンパク質分解で切断さ

れるかのいずれかである遺伝子産物を産生することも実施例に示す。実施例１３

に示される証拠は、種々の実験において活性である（実施例に報告される）３０

６６４１８８．０．９９タンパク質（配列番号２）の形態が、３０６６４１８８

．０．９９タンパク質のタンパク質分解産物であることを示唆する。実施例に示

されるように、これらの基質のうちの１つまたは両方に起因する活性としては、

ＢｒｄＵのＤＮＡの組込みによりモニターされる場合の正味のＤＮＡ合成を刺激

する能力、細胞数の増殖、培養物において細胞を形質転換する能力、およびイン

ビボで腫瘍形成を誘導する能力が挙げられる。これらの種々の活性は、多様な細

胞型において起きる。

      【００２４】
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  ＦＣＴＲＸ核酸、およびそのコードされるポリペプチドはまた、細胞増殖を調

節するために使用され得る。例えば、配列番号２、４、６、８、１０および１２

または全てのアミノ酸配列を有するポリペプチドが、種々の細胞において特定の

機能を有しているようである。特定の細胞の成長および増殖を刺激することに加

えて、これは、腫瘍細胞株の特定のクラスにおいて内因的に発現される。従って

、ＦＣＴＲＸポリペプチド（例えば、配列番号２、４、６、８、１０および１２

のアミノ酸配列を有するポリペプチド）は、正味の細胞成長および細胞増殖が所

望される場合、および細胞増殖が阻害されるかまたは排除される異なる環境にお

いて使用され得る。

      【００２５】

  ＦＣＴＲＸ核酸または遺伝子産物（例えば、配列番号２、４、６、８、１０お

よび１２をコードする核酸）は、創傷治癒、新血管形成および組織成長の促進、

ならびに類似の組織再生が必要な際の治療因子として有用である。より詳細には

、ＦＣＴＲＸ核酸またはポリペプチドは、貧血および白血球減少、腸管感受性お

よび禿頭症の処置の際に有用であり得る。このような状態の処置は、例えば、放

射線または化学療法を受けた患者に示され得る。このような場合において、ＦＣ

ＴＲＸ核酸またはポリペプチド（例えば、配列番号２、４、６、８、１０または

１２のアミノ酸配列を含むポリペプチドまたはこれらのポリペプチドをコードす

る核酸配列（例えば、配列番号１、３、５、７、９または１１）の投与は、いず

れの過剰増殖副作用も最少にされるように用量が制御されることが意図される。

      【００２６】

  あるいは、腫瘍（例えばＣＮＳ癌および卵巣癌）の場合において、ここでＦＣ

ＴＲＸ核酸は、高レベルで発現され（例えば、配列番号１における腫瘍は、高レ

ベルで発現される）、ＦＣＴＲＸ核酸または遺伝子産物（例えば、配列番号２も

しくは配列番号４、またはこれらのポリペプチドの１つをコードする核酸）の産

生の効果を阻害するかまたは排除することが所望される。例えば、これは、配列

番号２もしくは配列番号４のアミノ酸配列を有するポリペプチド、またはそのフ

ラグメントに対して指向される抗体の投与により達成され得る。特に、抗体は、

本明細書中で同定される活性フラグメントｐ３５（実施例を参照のこと）に対し
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て指向され得る。代替例は、ｐ８５からのｐ３５の形成に関与する推定プロテア

ーゼの同定を含む（実施例を参照のこと）。このプロテアーゼの活性を特異的に

阻害するが、他のプロテアーゼの活性を阻害しない物質の投与は、ＦＣＴＲＸポ

リペプチド（例えば、クローン３０６６４１８８．０．９９ポリペプチド）の活

性ｐ３５形態の形成を防ぐために有効である。

      【００２７】

  悪性疾患進行および本明細書中に記載される遺伝子発現プロファイルにおける

ＦＣＴＲＸポリペプチドおよびＦＣＴＲＸ核酸（例えば、ＢＭＰ－１、ファロテ

イン（ｆａｌｌｏｔｅｉｎ）のようなＶＥＧＦ様ポリペプチド、およびＰＤＧＦ

）に関する分子の役割に基づいて、ヒト神経膠腫および卵巣上皮癌のサブセット

について、抗体を使用したＦＣＴＲＸポリペプチドの標的化は、腫瘍成長、基質

浸潤、化学療法抵抗性、放射線抵抗性および転移性異化に対する阻害性の影響を

有することが予測される。種々の実施形態において、ＦＣＴＲＸポリペプチドは

、モノクローナル抗体、ヒト化抗体または完全な（ｆｕｌｌｙ）ヒト抗体に連結

される。

      【００２８】

  ＦＣＴＲＸポリペプチドは、潜在的に腫瘍新血管形成の延長を遮断するかまた

は制限し得る。有効な抗体治療剤の古典的な投与様式に加えて、新しく開発され

た投与様式が有用であり得る。例えば、外科切除後の原発性脳腫瘍の処置のため

の131Ｉ標識モノクローナル抗体の局所投与が報告されている。さらに、モノク

ローナル抗体およびそのフラグメントの直接定位脳内注射はまた、臨床的および

前臨床的に研究されている。頸動脈間高浸透圧灌流は、薬物結合体化ヒトモノク

ローナル抗体を用いて原発性脳悪性腫瘍を標的化するための実験的ストラテジー

である。

      【００２９】

  さらに、本発明の核酸およびそのフラグメントおよび改変体は、非限定的な例

として、（ａ）対応するコードされるタンパク質、ポリペプチド、フラグメント

および改変体の生合成を、組換え遺伝子産物または異種遺伝子産物として指向す

るため、（ｂ）本明細書中に開示される核酸の検出および定量のためのプローブ
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として、（ｃ）アンチセンス分子を調製するための配列テンプレートとしてなど

に使用され得る。このような使用は、以下の開示により十分に記載される。

      【００３０】

  さらに、本発明のタンパク質およびポリペプチド、ならびにそのフラグメント

および改変体は、（ａ）抗ＦＣＴＲＸ抗体の産生を刺激するための免疫原として

役立つこと、（ｂ）このような抗体についての免疫原性アッセイにおける捕捉抗

原、および（ｃ）本発明のＦＣＴＲＸポリペプチドに結合する物質についてのス

クリーニングのための標的として、を含む方法において使用され得る。ＦＣＴＲ

Ｘ核酸、ポリペプチド、抗体、アゴニスト、アンタゴニストおよび他の関連化合

物についてのこれらの用途および他の用途は、以下により十分に開示される。

      【００３１】

  他に定義されない限り、本明細書中で使用される全ての技術用語および科学用

語は、本発明が属する分野の当業者に通常理解される意味と同じ意味を有する。

本明細書中に記載される方法および材料と類似または等価な方法および材料が、

本発明の実施または試験において使用され得るが、適切な方法および材料を以下

に記載する。本明細書中で言及される全ての刊行物、特許出願、特許および他の

参考文献は、参考としてそれらの全体が援用される。矛盾する場合は、本明細書

（定義を含む）が優先する（ｃｏｎｔｒｏｌ）。さらに、材料、方法、および実

施例は、例示のみであり、そして限定することを意図されない。

      【００３２】

  本発明の他の特徴および利点は、以下の詳細な説明および特許請求の範囲から

明らかである。

      【００３３】

  （発明の詳細な説明）

  本発明は、骨－モルフォゲンプロテイン－１（ＢＭＰ－１）血管内皮増殖因子

（ＶＥＧＦ－Ｅ）および血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）に関連するポリペプチ

ドをコードする核酸を提供する。

      【００３４】

  新規核酸配列およびそれらのコードされるポリペプチドが本発明に含まれる。
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これらの配列は、集合的に「ＦＣＴＲＸ核酸」または「ＦＣＴＲＸポリヌクレオ

チド」といわれ、そして対応するコードされるポリペプチドは、「ＦＣＴＲＸポ

リペプチド」または「ＦＣＴＲＸタンパク質」といわれる。他に示されない限り

、「ＦＣＴＲＸ」は、本明細書中に開示される新規配列のいずれかをいうことを

意図する。さらに、本発明のポリペプチドおよび核酸は、本明細書中で集合的に

「ＰＤＧＦＤ」と代替的にいわれる。さらに、「ＰＤＧＦＸＸ」（ここで「Ｘ」

は、Ａ、Ｂ、ＣまたはＤのいずれかである）に言及する場合、これは、特定のＰ

ＤＧＦのホモ二量体をいうことが意図される。あるいは、「ＰＤＧＦＸＹ」（こ

こでＸおよびＹは、Ａ、Ｂ、ＣまたはＤのいずれかであり、そして「Ｘ」は、「

Ｙ」と異なる）に言及する場合、これは、ＰＤＧＦヘテロ二量体をいうことが意

図される。

      【００３５】

  ＰＤＧＦＤが、高分子量潜在的形態（ｐ８５と称される）および低分子量活性

形態（ｐ３５と称される）を有することが、本明細書中で示される。

      【００３６】

  （ＦＣＴＲ１核酸およびポリペプチド）

  本発明のＦＣＴＲ１ポリヌクレオチドは、クローン３０６６４１８８．０．９

９と表される核酸を含む。クローン３０６６４１８８．０．９９は、１８２８ヌ

クレオチド長である。ＦＣＴＲ１（３０６６４１８８．０．９９またはＰＤＧＦ

Ｄともいわれる）のヌクレオチド配列は、表１（配列番号１）に報告される。こ

のクローンは、もともとは、下垂体組織由来のＲＮＡから得た。そしてこれは、

ヒト子宮微小血管内皮細胞（Ｃｌｏｎｅｔｉｃｓ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ）

、ヒト赤白血病細胞（ＡＴＣＣ，Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ）、甲状腺、小腸、リ

ンパ球、副腎および唾液腺由来のＲＮＡにも存在する。

      【００３７】

  （表１．ヌクレオチド（配列番号１）およびタンパク質（配列番号２）

  ＦＣＴＲ１（３０６６４１８８－０－９９ともいわれる）の配列

  翻訳されたタンパク質－フレーム：２－ヌクレオチド１８２～１２９２）

      【００３８】
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【表１】
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  配列番号１のヌクレオチド１８２～１２９２は、分泌タンパク質の特徴的な配

列を含む３７０アミノ酸タンパク質（配列番号２）をコードする。コードされる

タンパク質の配列（これは、本明細書中で「３０６６４１８８．０．９９タンパ
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ク質」、「３０６６４１８８．０．９９」、「ＰＤＧＦＤ」または「ヒトＰＤＧ

ＦＤ」ともいわれる）が、表１に表される。３０６６４１８８．０．９９タンパ

ク質の推定分子量は、４２８４７．８ダルトンであり、７．８８のｐＩを有する

。

      【００３９】

  ＢＬＡＳＴＮおよびＢＬＡＳＴＰ分析は、３０６６４１８８．０．９９ポリペ

プチドが、ヒト血管内皮増殖因子Ｅ（ＶＥＧＦ－Ｅ）および他の脊椎動物種由来

のＶＥＧＦ－Ｅに対して類似性を有することを示す。例えば、ヒト分泌増殖因子

様タンパク質（ＶＥＧＦ－Ｅまたはファロテイン（ｆａｌｌｏｔｅｉｎ）；受託

番号：ＡＡＦ０００４９（これは、ジーンバンクＩＤをいう）：核酸配列につい

てはＡＦ０９１４３４）に対して４４％の同一性が存在する。ＶＥＧＦ－Ｅとの

３０６６４１８８．０．９９ポリペプチドのアミノ酸配列のアラインメントは、

図１に示される。ＢＬＡＳＴＰ分析はまた、ＦＣＴＲ１が、ヒトＰＤＧＦ  Ｃ、

ＰＤＧＦ  ＢおよびＰＤＧＦ  Ａ（各々、４２％、２７％、および２５％のアミ

ノ酸全体の同一性）に関連することを示す。

      【００４０】

  ＰＦＡＭおよびＰＲＯＳＩＴＥ分析は、３０６６４１８８．０．９９ポリペプ

チドアミノ酸配列が、ＰＤＧＦドメイン（アミノ酸２７２～３６２）およびＮ結

合グリコシル化部位（残基２７６）を含むことを示す。

      【００４１】

  ３０６６４１８８．０．９９ポリペプチドアミノ酸配列は、ヒトプロコラーゲ

ンＣ－エンドペプチダーゼ（骨形態発生タンパク質－１；ＢＭＰ－１；ＰＩＲ－

ＩＤ：Ａ５８７８８）（これは、８２３残基のポリペプチドである）の配列に対

する類似性を示す。３０６６４１８８．０．９９ポリペプチドの残基５４～１６

９は、ＢＭＰ－１ポリペプチドの３つのセグメントにわたって３０～４１％同一

性を示す。この３０６６４１８８．０．９９ポリペプチドはまた、Ｘｅｎｏｐｕ

ｓ  ｌａｖｉｓ（ＡＣＣ番号：Ｐ９８０７０）由来のＢＭＰ－１（これは、７０

７残基のタンパク質である）に対する同程度の同一性を示す。後者のタンパク質

は、軟骨および骨の形成の際に亜鉛プロテアーゼとして作用し得る（Ｗｏｚｎｅ
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ｙら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４２：１５２８～３４，１９８８）。

      【００４２】

  ３０６６４１８８．０．９９ポリペプチドは、他の増殖因子にも関連する。例

えば、これは、ニワトリ脊髄由来増殖因子（ＴＲＥＭＢＬＮＥＷ－ＡＣＣ：ＢＡ

Ｂ０３２６５）に対して４２％同一性および５９％類似性、ヒト分泌増殖因子様

タンパク質ファロテイン（ＳＰＴＲＥＭＢＬ－ＡＣＣ：Ｑ９ＵＬ２２）に対して

４２％同一性および５９％同一性、ヒト血小板由来増殖因子Ｃ（ＴＲＥＭＢＬＮ

ＥＷ－ＡＣＣ：ＡＡＦ８０５９７）に対して４２％同一性および３９％類似性、

そしてマウスファロゲン（ＳＰＴＲＥＭＢＬ－ＡＣＣ：Ｑ９ＱＹ７１）に対して

３９％同一性および５９％類似性を示す。

      【００４３】

  上記で議論された相同性は、ＢＭＰ－１／ＶＥＧＦ－Ｅ／ＰＤＧＦタンパク質

ファミリーのメンバーとして３０６６４１８８．０．９９ポリペプチドを同定す

る。ＢＭＰ－１タンパク質は、ＥＧＦ様ドメイン、３つのＣＵＢドメインおよび

ＰＤＧＦ／ＶＥＧＦドメインを含む。ＢＭＰ－１タンパク質はまた、アスタシン

サブファミリーのメンバーである。

      【００４４】

  ＳｉｇｎａｌＰおよびＰＳＯＲＴ分析は、３０６６４１８８．０．９９につい

てのアミノ酸配列が、２３位と２４位との間（ＴＳＡ－ＴＰ）に切断部位を有す

る切断可能なアミノ末端シグナルペプチドを含むことを予測する。このタンパク

質は、たいがい細胞の外に分泌され局在化される。ＩｎｔｅｒＰｒｏソフトウェ

アプログラムは、残基５３～残基１６７の３０６６４１８８．０．９９中のＣＵ

Ｂドメイン、残基２７２～３０６および３５０～３６２にわたるＰＤＧＦドメイ

ン、ならびに残基３０２～残基３６５のメタロチオネインドメインの存在を予測

する。本発明のＦＣＴＲ１ポリペプチドは、１、２、３または４つのこれらのド

メインまたはそれらの組み合わせを有するポリペプチドを含む。

      【００４５】

  本発明のＦＣＴＲ１ポリペプチドは、配列番号２のアミノ酸２４～３７０を含

むＦＣＴＲ１ポリペプチドの成熟形態を含む。これらの配列はまた、クローン３
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０６６４１８８．０．ｍ９９によりコードされる構築物にコードされ、これは、

以下により詳細に記載される。アミノ酸配列２４７～３７０、２４７～３３８も

しくは３３９～３７０またはそれらの改変体形態を含むＦＣＴＲＸポリペプチド

フラグメントをコードする核酸も本発明の範囲内である。いくつかの実施形態で

は、これらのフラグメントは、細胞の増殖を刺激する。これらの核酸によりコー

ドされるＦＣＴＲＸポリペプチドフラグメント、またはそれらの改変体もまた、

本発明の範囲内である。

      【００４６】

  （ＦＣＴＲ２核酸およびポリペプチド）

  本発明のＦＣＴＲ２ポリヌクレオチドは、クローン３０６６６４１８８．０．

３３１に存在する核酸配列を含む。クローン３０６６６４１８８．０．３３１は

、１５８７ヌクレオチド長であり、そしてもともとは、下垂体組織由来のＲＮＡ

から単離された。ＦＣＴＲ２（３０６６６４１８８．０．３３１としてもいわれ

る）のヌクレオチド配列は、表２（配列番号３）に示される。

      【００４７】

  （表２．ＦＣＴＲ２（３０６６６４１８８－０－３３１）のヌクレオチド（配

列番号３）およびタンパク質（配列番号４）配列

  翻訳されたタンパク質－フレーム：３－ヌクレオチド５４０～９３６）

      【００４８】

【表２】
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  クローン３０６６６４１８８．０．３３１は、オープンリーディングフレーム

ヌクレオチド５４０～９３６を含む。このオープンリーディングフレームは、１

３２アミノ酸（配列番号４）のポリペプチドをコードする。このコードされたポ
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リペプチドは、本明細書中で「３０６６６４１８８．０．３３１タンパク質」ま

たは「３０６６６４１８８．０．３３１ポリペプチド」といわれる。３０６６６

４１８８．０．３３１核酸配列の推定アミノ酸配列は、表２（配列番号４）に示

される。

      【００４９】

  クローン３０６６６４１８８．０．３３１のヌクレオチド５０～１４７２は、

クローン３０６６４１８８．０．９９のヌクレオチド４０６～１８２８に対して

１００％同一である。このクローン３０６６６４１８８．０．３３１タンパク質

の１３２アミノ酸は、３０６６４１８８．０．９９のタンパク質配列のカルボキ

シ末端領域に１００％同一である。従って、クローン３０６６４１８８．０．９

９および３０６６６４１８８．０．３３１の核酸は、このようにして、共通の遺

伝子のスプライス改変体として関連付けられる。

      【００５０】

  ３０６６６４１８８．０．３３１タンパク質は、ヒト増殖因子ＦＩＧＦ（ｃ－

ｆｏｓ誘導増殖因子；ｐｔｎｒ：ＳＰＴＲＥＭＢＬ－ＡＣＣ：Ｏ４３９１５）、

血小板由来増殖因子／血管内皮増殖因子（ＰＤＧＦ／ＢＥＧＦ）ファミリーのメ

ンバー、およびラット血管内皮増殖因子Ｄ（ｐｔｎｒ：ＳＰＴＲＥＭＢＬ－ＡＣ

Ｃ：Ｏ３５２５１）に対して類似性を示す。

      【００５１】

  （ＦＣＴＲ３核酸およびポリペプチド）

  本発明に従うＦＣＴＲ３（本明細書内で、ＰＤＧＦＤまたはマウスＰＤＧＦＤ

もしくはｍＰＤＦＧＤともいう）核酸およびポリペプチドは、表３（配列番号５

および６）に示される核酸およびコードされるポリペプチド配列を含む。ＦＣＴ

Ｒ３核酸配列は、マウス脳ライブラリーから同定された。推定オープンリーディ

ングフレームは、３７０アミノ酸長分泌タンパク質についてコードする。このＦ

ＣＴＲ３は、４２，８０８ダルトンの推定分子量および７．５３のｐＩを有する

。

      【００５２】

  ＰＦＡＭおよびＰＲＯＳＩＴＥを使用するタンパク質構造分析は、ＦＣＴＲ３
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ポリペプチド配列内のコアＰＤＦＧドメインを同定した。このドメインのアライ

ンメントが、図１２に示される。

      【００５３】

  （表３．ＦＣＴＲ３のヌクレオチド（配列番号５）およびタンパク質（配列番

号６）配列）

      【００５４】

【表３】
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  （ＦＣＴＲ４核酸およびポリペプチド）

  本発明に従うＦＣＴＲ４（本明細書内で、ＰＤＧＦＤまたはマウスＰＤＧＦＤ

もしくはｍＰＤＦＧＤともいう）核酸およびポリペプチドは、表４（配列番号７

および８）に示される核酸およびコードされるポリペプチド配列を含む。ＦＣＴ
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Ｒ４核酸配列は、マウス脳ライブラリーから同定され、そしてＦＣＴＲ３のスプ

ライス改変体である。しかし、ＦＣＴＲ３と異なり、ＦＣＴＲ４は、ＰＤＧＦ様

ドメインの有意な部分を欠く。

      【００５５】

  （表４．ＦＣＴＲ４のヌクレオチド（配列番号７）およびタンパク質（配列番

号８）配列）

      【００５６】

【表４】
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  （ＦＣＴＲ５核酸およびポリペプチド）

  本発明に従うＦＣＴＲ５（本明細書内で、ＰＤＧＦＤまたはヒトＰＤＧＦＤも

しくはｈＰＤＦＧＤともいう）核酸およびポリペプチドは、クローンｐＣＲ２．

１－Ｓ８５２＿２Ｂの核酸およびコードされるポリペプチド配列を含み、そして

表５（配列番号９および１０）に示される。ＦＣＴＲ５核酸配列は、ＦＣＴＲ１

のスプライス改変体として同定された。

      【００５７】
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  ＦＣＴＲ１と同様に、タンパク質構造分析プログラムＰＳＯＲＴ、ＰＦＡＭお

よびＰＲＯＳＩＴＥは、ＦＣＴＲ５が、特徴的なシグナルペプチド（アミノ酸１

～２３）、ＰＤＧＦドメイン（アミノ酸２７２～３６２）およびＮ結合グリコシ

ル化部位（残基２７６）を含むことを予測した。ＢＬＡＳＴＰ分析は、ヒトＦＧ

ＴＲ５がＰＤＦＧ  Ｃ、ＰＤＦＧ  ＢおよびＰＤＦＧ  Ａ（各々、４２％、２７

％および２５％の全体アミノ酸同一性）に最も緊密に関連することを明らかにし

た。ヒトＰＤＦＧＤとのＰＤＦＧ  Ｃ、ＰＤＦＧ  ＢおよびＰＤＦＧ  Ａのコア

ＰＤＧＦドメインのアラインメントは、図１２に提示される。このアラインメン

トから、ＰＤＦＧ  Ｄが、他の配列において保存される５番目のシステインがグ

リシン残基に置換されている鎖内および鎖間ジスルフィド結合に関与する８つの

不変システインのうち７つを保有することが明らかである（図１２、アスタリス

ク）。

      【００５８】

  （表５．ＦＣＴＲ５（クローンｐＣＲ２．１－Ｓ８５２＿２Ｂ）のヌクレオチ

ド（配列番号９）およびタンパク質（配列番号１０）配列）

      【００５９】

【表５】

  （ＦＣＴＲ６核酸およびポリペプチド）



(35) 特表２００３－５１１０３０

  本発明に従うＦＣＴＲ６（本明細書内で、ＰＤＧＦＤまたはヒトＰＤＧＦＤも

しくはｈＰＤＦＧＤともいう）核酸およびポリペプチドは、クローンｐＣＲ２．

１－Ｓ８６９＿４Ｂの核酸およびコードされるポリペプチド配列を含み、そして

表６（配列番号１１および１２）に示される。ＦＣＴＲ６核酸配列は、ＦＣＴＲ

１のスプライス改変体として同定された。

      【００６０】

  ＦＣＴＲ６は、全長遺伝子（ＦＣＴＲ１）の５’末端の多くを含むが、コード

配列の極端な３’末端での潜在性の非コンセンサススプライス部位までスプライ

スされる。このスプライシングは、このスプライス部位にすぐ下流の終止コドン

を導入する。このスプライス改変体は、３０６６４１８８．０．９９のインタク

トなＣＵＢドメインを含むが、ＰＤＧＦドメインを欠失し、このことは、分子の

可能な調節機能を示す。

      【００６１】

  しかし、ＦＣＴＲ１と同様に、タンパク質構造分析プログラムＰＳＯＲＴ、Ｐ

ＦＡＭおよびＰＲＯＳＩＴＥは、ＦＣＴＲ６が、特徴的なシグナルペプチド（ア

ミノ酸１～２３）、ＣＵＢドメイン（アミノ酸５３～１６７）およびＮ結合グリ

コシル化部位（残基２７６）を含むことを予測した。ＢＬＡＳＴＰ分析は、ヒト

ＦＧＴＲ５がＰＤＦＧ  Ｃ、ＰＤＦＧ  ＢおよびＰＤＦＧ  Ａ（各々、４２％、

２７％および２５％の全体アミノ酸同一性）に最も緊密に関連することを明らか

にした。ヒトＰＤＦＧＤとのＰＤＦＧ  Ｃ、ＰＤＦＧ  ＢおよびＰＤＦＧ  Ａの

コアＰＤＧＦドメインのアラインメントは、図１２に提示される。このアライン

メントから、ＰＤＦＧ  Ｄが、他の配列において保存される５番目のシステイン

がグリシン残基に置換されている鎖内および鎖間ジスルフィド結合に関与する８

つの不変システインのうち７つをを保有することが明らかである（図１２、アス

タリスク）。

      【００６２】

  （表６．ＦＣＴＲ６（クローンｐＣＲ２．１－Ｓ８６９＿４Ｂ）のヌクレオチ

ド（配列番号１１）およびタンパク質（配列番号１２）配列）

      【００６３】
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【表６】

  前に記載されたＢＭＰ－１  ＶＥＧ－ＥおよびＰＤＧＦポリペプチドに対する

開示されたＦＣＴＲＸポリペプチドの類似性は、本発明のＦＣＴＲＸ核酸および

ポリペプチドによる機能の類似性を示す。これらの有用性は、以下により詳細に

記載される。

      【００６４】

  ＢＭＰ－１がまた、インビボで軟骨の形成を誘導し得る場合、ＦＣＴＲＸ核酸

およびポリペプチドを使用して、軟骨の形成を誘導し得る（Ｗｏｚｎｅｙら、Ｓ

ｃｉｅｎｃｅ２４２：１５２８～３４，１９８８）。

      【００６５】

  ＦＣＴＲＸ核酸およびポリペプチドについてのさらなる使用は、コラーゲン形

成の調節における。組換え的に発現されたＢＭＰ１および精製プロコラーゲンＣ

プロテイナーゼ（ＰＣＰ）、カルシウムを要求しそして軟骨および骨の形成に必

要とされる分泌メタロプロテアーゼは、実際、同一である。Ｋｅｓｓｌｅｒら，

Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２７１：３６０～６２（１９９６）を参照のこと。ＢＭＰ－１

は、プロコラーゲンＩ、ＩＩおよびＩＩＩのＣ末端プロペプチドを切断し、そし

てこの活性は、プロコラーゲンＣエンドペプチダーゼエンハンサータンパク質に

より増強される。ＦＣＴＲＸ核酸およびポリペプチドは、コラーゲン調節経路に

おいて同様の役割を果たし得る。

      【００６６】

  ＦＣＴＲＸ核酸およびポリペプチドをまた使用して、種々の癌を起こす（ｓｔ
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ａｇｅ）得る。例えば、骨転移は、ほとんどたいがい特定の前立腺癌の罹患率お

よび死亡率に相関させることができる。例えば、骨形態形成タンパク質は、種々

の癌において重要な役割を有するとして関連づけられる。骨形態形成タンパク質

（ＢＭＰ）－４およびＢＭＰ－２  ｍＲＮＡの過剰発現は、わずかしか分化して

ないタイプの胃癌細胞株において報告された。Ｋａｔｈｏら、Ｊ．Ｇａｓｔｒｏ

ｅｎｔｅｒｏｌ  ３１（１）：１３７～９（１９９６）を参照のこと。この観察

は、胃癌のびまん性骨形成骨転移を有する患者の貧弱な予後に関する関連性を有

し得る。さらに、骨形態形成タンパク質（ＢＭＰ）を生成する骨肉腫は、臨床的

特徴において、ＢＭＰを生成しない骨肉腫とは異なる。Ｙｏｓｈｉｋａｗａら  

Ｃａｎｃｅｒ  ５６：１６８２～７（１９８５）を参照のこと。これらは、垂直

スピクラにより放射線学的に、破骨細胞型細胞により組織学的に、そして増加し

た血清アルカリホスファターゼレベル、Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ（ドキソルビシン

）および高用量メトトレキセートを用いる手術前科学療法に対する相対耐性、な

らびに他の骨および肺に対する転移する傾向により臨床的に、特徴付けられた。

      【００６７】

  ＶＥＧＦに対するＦＣＴＲＸポリペプチドの関連性は、新血管形成におけるＦ

ＣＴＲＸ核酸およびポリペプチドの用途を明らかにする。新血管形成は、新たな

血管の発生に寄与するプロセスである。新血管形成の間、新たな毛細血管が既存

の血管から発生する。Ｒｉｓａｕ  ＦＡＳＥＢ  Ｊ．９（１０）：９２６～３３

（１９９５）；Ｒｉｓａｕら、Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｃｅｌｌ  Ｄｅｖ  Ｂｉｏｌ．

１１：７３～９１（１９９５）を参照のこと。成人哺乳動物では、新たな血管は

、新脈管形成を介して生成される。新脈管形成が病理の出現および維持に寄与す

る病理学的段階は、腫瘍の発生および増殖を含む。血管内皮増殖因子Ｆは、新脈

管形成に関与することが報告されている。

      【００６８】

  血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）は、非ヒトおよびヒトの両方における多くの腫

瘍細胞により高レベルで発現されそして分泌される多機能性サイトカインである

。Ｆｅｒｒａｒａ，Ｃｕｒｒ  Ｔｏｐ  Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  

２３７：１～３０（１９９９）における概説を参照のこと。ＶＥＧＦは、少なく
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とも２つのレセプター（これは、細胞表面に発現される）を介して血管内皮にそ

の効果を及ぼす。第１は、キナーゼ挿入ドメイン含有レセプター（ＫＤＲ）／胎

児肝臓キナーゼ１（Ｆｌｋ－１）であり、そして第２は、ＦＬＴ－１である（Ｗ

ａｒｒｅｎら、Ｊ  Ｃｌｉｎ  Ｉｎｖｅｓｔ  ９５（４）：１７８９～９７（１

９９５））。これらの２つレセプターは、ＶＥＧＦについて異なる親和性を有し

、そして異なる細胞応答を有するようである。Ａｔｈａｎａｓｓｉａｄｅｓら，

Ｐｌａｎｃｅｎｔａ  １９（７）：４６５～７３（１９９８）；Ｌｉら，Ｃｅｌ

ｌ  Ｒｅｓ  ９（１）：１１～２５（１９９９）を参照のこと。ＦＬＴ－１ヌル

マウスは、胚段階（約８．５日）で死亡し、一方、ＫＤＲヌルマウスは、誕生か

ら生存し、そして内皮細胞および造血細胞発生を維持した。ＫＤＲの活性化は、

有糸分裂誘発ならびにｅ－酸化窒素シンターゼ（ｅＮＯＳ）および誘導ＮＯＳ（

血管拡張の調節に寄与する酸化窒素経路における酵素であり、そしてこれは、血

管腫瘍発生において役割を果たす）の上方制御を生じる。

      【００６９】

  ＶＥＧＦが、新たに血管を形成するために生存因子として作用することも報告

されている。例えば、発生しつつある網膜においては、高酸素症に応答した血管

後退は、グリア細胞によるＶＥＧＦ放出の阻害に相関されてきた。Ａｌｏｎら、

Ｎａｔ  Ｍｅｄ  １（１０）：１０２４～８（１９９５）を参照のこと。さらに

、抗ＶＥＧＦモノクローナル抗体の投与は、異種移植片の出るにおける既に確立

された腫瘍関連血管系の後退を生じる。Ｙｕａｎら、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃ

ａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ９３（２５）：１４７６５～７０（１９９６）を参照の

こと。従って、ＦＣＴＲＸポリペプチドに対する抗体はまた、新たに形成された

血管の後退を誘導するかまたは促進するために使用され得る。

      【００７０】

  腫瘍細胞は、ＶＥＧＦを分泌することにより低酸素症に対してさらに応答した

。この応答は、新生血管形成を促進し、そして引き続き腫瘍増殖させる。さらに

、いくつかの腫瘍細胞（造血細胞を含む）（Ｂｅｌｌａｍｙら、Ｃａｎｃｅｒ  

Ｒｅｓ  ５９（３）：７２８～３３（１９９９））、乳癌細胞（Ｓｐｅｉｒｓら

、Ｂｒ  Ｊ  Ｃａｎｃｅｒ  ８０（５～６）：８９８～９０３（１９９９））お
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よびカポージ肉腫（Ｍａｓｏｏｄら、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  

ＵＳＡ  ９４（３）：９７９～８４（１９９７））が、ＫＤＲレセプターを発現

することが見出されている。このような結果は、これらの腫瘍において、ＶＥＧ

Ｆが、内皮細胞の増殖および／または生存を刺激し、そして／または腫瘍細胞の

生存を促進するために、新脈管形成と同様にパラクリン様式だけでなく、同様に

オートクライン機構を介しても作用していることを示唆する。従って、ＦＣＴＲ

Ｘ抗体、ＦＣＴＲＸ核酸の他のアンタゴニストまたはポリペプチド機能による新

脈管形成の調節はまた、無酸素症関連状態において、内皮細胞増殖および／また

は腫瘍細胞（例えば、造血細胞、乳ガン細胞およびカポージ肉腫）を阻害するた

めに使用され得る。

      【００７１】

  ＦＣＴＲＸポリペプチドとＶＥＧＦポリペプチドとの間の類似性は、ＦＣＴＲ

Ｘ核酸およびそれらのコードされるポリペプチドが細胞生存を調節するために使

用され得ることを示唆する。ＶＥＧＦシグナル伝達が細胞生存のために重要であ

ることは報告されている。レセプター（ＶＥＧＦレセプター－２（ＶＥＧＦＲ－

２／Ｆｌｋ１／ＫＤＲ））へのＶＥＧＦの結合は、ＶＥ－カドヘリン、β－カテ

ニン、ホスホイノシチド－３－ＯＨキナーゼ（ＰＩ３－Ｋ）およびＫＤＲ．ＰＩ

３－Ｋの複合体（この複合体は、リン酸化によりセリン／スレオニンプロテイン

キナーゼＡｋｔ（プロテインキナーゼＢ）を活性化する）の形成を誘導すること

が報告される。Ｃａｒｍｅｌｉｅｔら，１９９９  Ｃｅｌｌ  ９８（２）：１４

７～５７を参照のこと。次いで、活性化Ａｋｔは、ＶＥＧＦ依存性生存シグナル

を媒介するに必要かつ十分であると考えられる。Ｇｅｒｂｅｒら，１９９８  Ｊ

．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７３（４６）：３０３３６～４３を参照のこと。これ

らの知見は、ＶＥＧＦシグナル伝達と細胞生存との間に関係が存在することを示

す。

      【００７２】

  ＦＣＴＲＸポリペプチドとＰＤＧＦポリペプチドとの間の類似性は、ＦＣＴＲ

Ｘ核酸とそれらのコードされるポリペプチドが、治療および診断適用において使

用され得ることを示唆する。例えば、ＦＣＴＲＸ核酸およびそれらのコードされ
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るポリペプチドは、癌、心臓血管疾患および線維症疾患ならびに糖尿病性潰瘍を

処置するために使用され得る。さらに、ＦＣＴＲＸ核酸およびそれらのコードさ

れる配列は、遺伝子治療を介する動脈瘤の阻止および創傷閉鎖の加速に治療的に

有用である。さらに、ＦＣＴＲＸ核酸およびそれらのコードされるポリペプチド

は、細胞増殖を刺激するために使用され得る。

      【００７３】

  本発明に従うＦＣＴＲＸ核酸を使用して、種々の細胞型（癌性細胞を含む）を

同定するために使用され得る。例えば、実施例７は、クローン３０６６４１８８

．０．９９（配列番号１）が、ＣＮＳ癌、肺癌および卵巣癌において特異的に強

力に発現されることを示す。この実施例において、配列番号１が、ＨＥＫ２９３

細胞のトランスフェクトから生じる馴化培地中でインタクトなままであるか、ま

たはタンパク質分解される、遺伝子産物を産生することもまた示される。実施例

１３に示される証拠は、この実施例において報告された実験において活性である

、３０６６４１８８．０．９９タンパク質（配列番号２）の形態が、この３０６

６４１８８．０．９９タンパク質のタンパク質分解産物であることを示唆する。

これらの物質の１つまたは両方に起因する活性としては、ＤＮＡへのＢｒｄＵの

取り込み、細胞数の増加によってモニターされるような正味のＤＮＡ合成を刺激

する能力、培養物において細胞を形質転換する能力、およびインビボで腫瘍形成

を誘導する能力が挙げられる。これらの種々の活性は、種々の細胞型において生

じる。

      【００７４】

  ＦＣＴＲＸ核酸または遺伝子産物（例えば、配列番号２または配列番号４をコ

ードする核酸）は、創傷治癒の促進、新生血管形成および腫瘍増殖、および類似

の組織再生要件における、治療剤として有用である。より詳細には、ＦＣＴＲＸ

核酸またはポリペプチドは、貧血および白血球減少症、腸管過敏症（ｉｎｔｅｓ

ｔｉｎａｌ  ｔｒａｃｔ  ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ）および禿頭症の処置におい

て有用である。このような状態の処置は、例えば、照射または化学療法を受けて

いる患者に望ましくあり得る。このような場合において、ＦＣＴＸ核酸またはポ

リペプチド（例えば、配列番号２または配列番号３のアミノ酸配列を含むポリペ
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プチド、またはこれらのポリペプチドをコードする核酸配列（例えば、配列番号

１または配列番号３））の投与は、任意の過剰増殖性の副作用を最少化するよう

な用量で制御されることが意図される。

      【００７５】

  あるいは、ＦＣＴＲＸ核酸が高レベルで発現される（例えば、配列番号１が高

レベルで発現される）腫瘍（ＣＮＳの癌および卵巣癌）の場合において、ＦＣＴ

ＲＸ核酸または遺伝子産物（例えば、配列番号２または配列番号４、あるいはこ

れらのポリペプチドのうちの１つをコードする核酸）の産生の効果を阻止または

排除することが所望される。例えば、これは、配列番号２または配列番号４のア

ミノ酸配列を有するポリペプチドあるいはそのフラグメントに対する抗体の投与

によって達成され得る。特に、抗体は、本明細書中に同定される活性フラグメン

トｐ３５（実施例を参照のこと）に対して指向され得る。代替的な例は、ｐ８５

からのｐ３５の形成に関与する推定プロテアーゼの同定を含む（実施例を参照の

こと）。このプロテアーゼの活性を特異的に阻害し、他のプロテアーゼの活性を

阻害しない物質の投与は、ＦＣＴＲＸポリペプチド（例えば、３０６６４１８８

．０．９９ポリペプチド）の活性ｐ３５形態の形成を妨げるのに効果的である。

      【００７６】

  悪性疾患進行および本明細書中に記載の遺伝子発現プロフィールにおける、Ｆ

ＣＴＲＸポリペプチドおよび核酸に関連する分子（例えば、ＢＭＰ－１およびＶ

ＥＧＦ様ポリペプチド（例えば、ファロテイン（ｆａｌｌｏｔｅｉｎ））の役割

に基づいて、ヒト神経膠腫および卵巣上皮癌のサブセットについて、抗体を使用

するＦＣＴＲＸポリペプチドの標的化は、腫瘍増殖、マトリクス浸潤、化学耐性

、放射線耐性および悪性播種に対する阻害効果を有することが予測される。種々

の実施形態において、このＦＣＴＲＸポリペプチドは、モノクローナル抗体、ヒ

ト化抗体または完全なヒト抗体に連結される。

      【００７７】

  さらに、染色体位置分析（実施例１５を参照のこと）に基づいて、ＰＤＧＦＤ

核酸は、染色体１１ｑ２３－２４に局在する。Ｄマップに対するこの染色体遺伝

子座は、種々の新形成（Ａ．Ｆｅｒｔｉ－Ｐａｓｓａｎｔｏｎｏｐｏｕｌｏｕ，
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Ａ．Ｐａｎａｎｉ，Ｓ．Ｒａｐｔｉｓ，Ｃａｎｃｅｒ  Ｇｅｎｅｔ．Ｃｙｔｏｇ

ｅｎｅｔ．５１，１８３－１８８（１９９１）；Ｍ．Ｔａｒｋｋａｎｅｎら、Ｇ

ｅｎｅｓ  Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ  Ｃａｎｃｅｒ  ２５、３２３－３３１（１

９９９））およびヤコブセン症候群（これは、異常な増殖因子発現によって部分

的に説明され得る）（Ｅ．Ｐｉｖｎｉｃｋら、Ｊ．Ｍｅｄ．Ｇｅｎｅｔ．３３，

７７２－７７８（１９９６））において変更されている、ゲノムの不安定性の領

域である（Ｈ．Ｋｕｒａｈａｓｈｉら、Ｈｕｍ．Ｍｏｌ．Ｇｅｎｅｔ．９，１６

６５－１６７０（２０００））。ヤコブセン症候群は、脳顔面頭蓋異常、心臓欠

陥、腺異常および脳発達の欠失によって特徴付けられる（Ｅ．Ｐｉｖｎｉｃら、

（１９９６））。従って、本発明に従うＦＣＴＲＸ核酸およびポリペプチドは、

これらの疾患状態の種々の診断適用および治療適用において使用され得る。

      【００７８】

  さらに、およそ１１ｑ２３－２４遺伝子座の増幅または欠失を生じる再編成が

、乳癌（Ａ．Ｆｅｒｔｉ－Ｐａｓｓａｎｔｏｎｏｐｏｕｌｏｕ，Ａ．Ｐａｎａｎ

ｉ，Ｓ．Ｒａｐｔｉｓ，Ｃａｎｃｅｒ  Ｇｅｎｅｔ．Ｃｙｔｏｇｅｎｅｔ．５１

，１８３－１８８（１９９１）；Ｋ．Ｓｈｅｎら、Ｊ．Ｓｕｒｇ．Ｏｎｃｏｌ．

７４，１００－１０７（２０００））、原発性肉腫、それらの肺転移（Ｍ．Ｔａ

ｒｋｋａｎｅｎら（１９９９））および骨髄性白血病（Ｌ．Ｍｉｃｈａｕｘら、

Ｇｅｎｅｓ  Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ  Ｃａｎｃｅｒ  ２９、４０－４７（２０

００）；Ｐ．Ｃｒｏｓｓｅｎ，Ｌ．Ｓａｖａｇｅ，Ｄ．Ｈｅａｔｏｎ，Ｍ．Ｍｏ

ｒｒｉｓｏｎ，Ｃａｎｃｅｒ  Ｇｅｎｅｔ．Ｃｙｔｏｇｅｎｅｔ．１１２，１４

４－１４８（１９９９））において報告されている。従って、本発明に従うＦＣ

ＴＲＸ核酸、ポリペプチドおよび抗体はまた、これらの癌の検出および処置にお

ける診断適用および治療適用を有し得る。

      【００７９】

  ＦＣＴＲＸポリペプチドは、腫瘍新生血管形成の程度を潜在的にブロックまた

は制限し得る。潜在的な抗体治療剤の古典的様式の投与に加え、新しく開発され

た投与様式が有用であり得る。例えば、外科的切除後の原発性脳腫瘍の処置のた

めの、131Ｉ標識モノクローナル抗体の局所投与が、報告されている。さらに、
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モノクローナル抗体およびそれらのフラグメントの直接的な定位的脳内注射もま

た、臨床的または前臨床的に研究されている。頸動脈間高浸透圧灌流は、薬物結

合体化ヒトモノクローナル抗体を用いて、原発性の脳の悪性疾患を標的化するた

めの実験的ストラテジーである。

      【００８０】

  さらに、本発明の核酸、ならびにそのフラグメントおよび改変体は、非限定的

な例として、以下のために使用され得る：（ａ）組換え遺伝子産物または異種遺

伝子産物として、この対応するコードタンパク質、ポリペプチド、フラグメント

および改変体の生合成を指向するため、（ｂ）本明細書中に開示される核酸の検

出および定量のためのプローブとして、（ｃ）アンチセンス分子を調製するため

の配列テンプレートとして、など。このような用途は、以下の開示においてより

十分に説明する。

      【００８１】

  さらに、本発明のタンパク質およびポリペプチド、ならびにそれらのフラグメ

ントおよび改変体は、（ａ）抗ＦＣＴＲＸ抗体の産生を刺激するための免疫原と

して作用する、（ｂ）このような抗体についての免疫原性アッセイにおける捕捉

抗原、および（ｃ）本発明のＦＣＴＲＸポリペプチドに結合する物質のスクリー

ニングのための標的として、これらを含む方法において、使用され得る。ＦＣＴ

ＲＸ核酸、ポリペプチド、抗体、アゴニスト、アンタゴニストおよび他の関連化

合物についての、これらの有用性および他の有用性を、以下により十分に開示す

る。細胞増殖の調節におけるその強力な効果を考慮して、ＦＣＴＲＸポリペプチ

ドの発現または活性の増加は、細胞生存を促進するために使用され得る。反対に

、ＦＣＴＲＸポリペプチド発現における減少は、細胞死を誘導するために使用さ

れ得る。

      【００８２】

  （ＦＣＴＲＸ核酸）

  本発明の新規核酸は、ＦＣＴＲＸポリペプチドまたはその生物学的に活性な部

分をコードする核酸を含む。これらの核酸には、配列番号２、４、６、８、１０

および１２の１以上のアミノ酸配列を含むＦＣＴＲＸポリペプチドをコードする
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核酸が含まれる。いくつかの実施形態において、配列番号２、４、６、８、１０

および１２の１以上のアミノ酸配列を有するポリペプチドをコードする核酸は、

配列番号１、３、５、７、９および１１のいずれかの核酸配列、またはそのフラ

グメントを含む。

      【００８３】

  さらに、本発明のＦＣＴＲＸ核酸には、配列番号１、３、５、７、９および１

１のいずれかの変異体または改変体核酸、あるいはそれらのフラグメントが含ま

れ、これらの任意の塩基は、その開示された配列から変化され得るが、ＦＣＴＲ

Ｘ様活性および生理学的な機能を維持するタンパク質をなおコードする。本発明

はさらに、配列番号１、３、５、７、９および１１のいずれかの核酸配列の相補

体（そのフラグメント、誘導体、アナログおよびホモログを含む）をさらに含む

。本発明はさらに、その構造に化学修飾が含まれる、核酸もしくは核酸フラグメ

ント、またはその相補体を含む。

      【００８４】

  本発明のＦＣＴＲＸ核酸は、ＦＣＴＲＸポリペプチドの成熟形態をコードし得

る。本明細書中で使用される場合、ポリペプチドの「成熟」形態またはタンパク

質は、天然に存在するポリペプチドまたは前駆体形態またはプロタンパク質の産

物をいう。天然に存在するポリペプチド、前駆体形態またはプロタンパク質とし

ては、非限定的な例として、その対応する遺伝子によりコードされる、全長遺伝

子産物が含まれる。あるいは、これらは、本明細書中に開示されるオープンリー

ディングフレームによりコードされるポリペプチド、前駆体またはプロタンパク

質として規定され得る。産物の「成熟」形態は、また非限定的な例として、天然

に存在する１以上のプロセシング工程（これらの工程が、この遺伝子産物が生じ

る細胞または宿主細胞内で起こる場合）の結果として生じる。ポリペプチドまた

はタンパク質の「成熟」形態に導くこのようなプロセシング工程の例としては、

オープンリーディングフレームの開始コドンによりコードされるＮ末端メチオニ

ン残基の切断、あるいはシグナルペプチド配列またはリーダー配列のタンパク質

分解切断が挙げられる。従って、残基１～Ｎ（ここで、残基１は、Ｎ末端メチオ

ニンである）を有する前駆体ポリペプチドまたはタンパク質から生じる成熟形態
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は、このＮ末端メチオニンの除去後に残存する、残基２～Ｎを有する。あるいは

、残基１～Ｎ（ここで、残基１～ＭのＮ末端シグナル配列が切断される）を有す

る前駆体ポリペプチドまたはタンパク質から生じる成熟形態は、残りの残基Ｍ＋

１～残基Ｎを有する。さらに、「成熟」タンパク質またはフラグメントは、開始

メチオニンの除去またはシグナルペプチドの除去以外の切断事象により生じ得る

。さらに、本明細書中で使用される場合、ポリペプチドまたはタンパク質の「成

熟」形態は、タンパク質分解事象以外の、翻訳後修飾の工程から生じ得る。この

ようなさらなるプロセスとしては、非限定的な例として、グリコシル化、ミリス

チル化またはリン酸化が挙げられる。一般に、成熟ポリペプチドまたはタンパク

質は、これらのプロセスの１つのみまたはこれらの任意の組み合わせの操作から

生じ得る。

      【００８５】

  ＦＣＴＲＸポリペプチドをコードする核酸（例えば、配列番号２または配列番

号４をコードするＦＣＴＲＸ  ｍＲＮＡ）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ついて十分な核酸フラグメント、およびＦＣＴＲＸ

核酸分子の増幅または変異のためのポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）プライマー

としての使用のためのフラグメントもまた含まれる。本明細書中で使用される場

合、用語「核酸分子」は、ＤＮＡ分子（例えば、ｃＤＮＡまたはゲノムＤＮＡ）

、ＲＮＡ分子（例えば、ｍＲＮＡ）、ヌクレオチドアナログを使用して生成され

たＤＮＡまたはＲＮＡのアナログ、ならびにそれらの誘導体、フラグメントおよ

びホモログを含むことを意図する。核酸分子は一本鎖または二本鎖であり得るが

、好ましくは二本鎖ＤＮＡである。

      【００８６】

  「プローブ」とは、種々の長さの核酸配列をいい、好ましくは、用途に依存し

て、少なくとも約１０ヌクレオチド（ｎｔ）、１００ｎｔ、または、例えば、約

６，０００ｎｔほどの大きさの間である。プローブは、同一、類似または相補的

な核酸配列の検出において使用される。より長いプローブは、通常、天然供給源

または組換え供給源から入手され（しかし、これらは、同様に化学合成により調

製され得る）、非常に特異的かつオリゴマーよりもはるかに遅くハイブリダイズ
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する。プローブは、一本鎖または二本鎖であり得、そしてＰＣＲ、メンブレンベ

ースのハイブリダイゼーション技術またはＥＬＩＳＡのような技術において特異

性を有するように設計される。

      【００８７】

  「単離された」核酸分子は、この核酸の天然の供給源中に存在するその他の核

酸分子から分離された核酸分子である。単離された核酸分子の例としては、ベク

ター中に含まれる組換えＤＮＡ分子、異種宿主細胞中に維持される組換えＤＮＡ

分子、部分的または実質的に精製された核酸分子、および合成ＤＮＡまたはＲＮ

Ａ分子が挙げられるが、これらに限定されない。好ましくは、「単離された」核

酸は、この核酸が由来する生物のゲノムＤＮＡ中でこの核酸に天然に隣接する配

列（すなわち、この核酸の５’末端および３’末端に位置する配列）を含まない

。例えば、種々の実施形態で、単離されたＦＣＴＲＸ核酸分子は、この核酸が由

来する細胞のゲノムＤＮＡ中でこの核酸に天然で隣接する、約５０ｋｂ、２５ｋ

ｂ、５ｋｂ、４ｋｂ、３ｋｂ、２ｋｂ、１ｋｂ、０．５ｋｂまたは０．１ｋｂ未

満のヌクレオチド配列を含み得る。さらに、「単離された」核酸分子、例えば、

ｃＤＮＡ分子は、組換え技術により産生される場合、その他の細胞物質または培

養培地を実質的に含まないものであり得るか、または化学的に合成される場合、

化学物質前駆体もしくはその他の化学物質を実質的に含まないものであり得る。

      【００８８】

  本発明の核酸分子（例えば、配列番号１、３、５、７、９および１１のヌクレ

オチド配列を有する核酸分子、またはこれらのヌクレオチド配列の任意の相補体

）は、標準的な分子生物学的技法および本明細書で提供される配列情報を用いて

単離され得る。ハイブリダイゼーションプローブとして、配列番号１、３、５、

７、９および１１のいずれかの核酸の全部または一部を使用して、ＦＣＴＲＸ核

酸配列は、標準的なハイブリダイゼーションおよびクローニング技術（例えば、

Ｓａｍｂｒｏｏｋら（編）、ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＣＬＯＮＩＮＧ：Ａ  ＬＡＢ

ＯＲＡＴＯＲＹＹ  ＭＡＮＵＡＬ第２版、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏ

ｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏ

ｒ、ＮＹ、１９８９；およびＡｕｓｕｂｅｌら、（編）、ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲ
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ＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ、Ｊｏｈｎ  Ｗｉ

ｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、ＮＹ、１９９３に記載されるような）を

用いて単離され得る。

      【００８９】

  本発明の核酸は、標準的なＰＣＲ増幅技法に従って、テンプレートとしてｃＤ

ＮＡ、ｍＲＮＡあるいはゲノムＤＮＡ、および適切なオリゴヌクレオチドプライ

マーを用いて増幅され得る。このように増幅された核酸は、適切なベクター中に

クローン化され、そしてＤＮＡ配列分析により特徴付けられ得る。さらに、ＦＣ

ＴＲＸヌクレオチド配列に対応するオリゴヌクレオチドは、標準的な合成技術、

例えば、自動化ＤＮＡ合成機を用いることにより調製され得る。

      【００９０】

  本明細書で用いられる場合、用語「オリゴヌクレオチド」は、一連の連結され

たヌクレオチド残基をいい、このオリゴヌクレオチドは、ＰＣＲ反応で用いられ

るに十分な数のヌクレオチド塩基を有する。短いオリゴヌクレオチド配列は、ゲ

ノム配列もしくはｃＤＮＡ配列に基づき得るか、またはそれから設計され得、そ

して特定の細胞もしくは組織において、同一、類似もしくは相補的ＤＮＡまたは

ＲＮＡを増幅し、確認し、もしくはその存在を示すために用いられる。オリゴヌ

クレオチドは、約１０ｎｔ、５０ｎｔまたは１００ｎｔの長さ、好ましくは約１

５ｎｔ～３０ｎｔの長さを有する核酸配列の部分を含む。１つの実施形態では、

１００ｎｔより少ない長さの核酸分子を含むオリゴヌクレオチドは、さらに、配

列番号１、３、５、７、９および１１の少なくとも６個連続するヌクレオチド、

またはその相補体を含む。オリゴヌクレオチドは、化学的に合成され得、そして

プローブとして用いられ得る。

      【００９１】

  別の実施形態では、本発明の単離された核酸分子は、配列番号１、３、５、７

、９および１１のいずれかに示されるヌクレオチド配列の相補体である核酸分子

を含む。別の実施形態では、本発明の単離された核酸分子は、配列番号１、３、

５、７、９および１１のいずれかに示されるヌクレオチド配列の相補体である核

酸分子またはそのヌクレオチド配列の一部を含む。配列番号１、３、５、７、９
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および１１に示されるヌクレオチド配列に相補的である核酸分子は、配列番号１

、３、５、７、９および１１に示されるヌクレオチド配列に十分相補的である核

酸分子であり、配列番号１、３、５、７、９および１１に示される核酸配列に対

しミスマッチがほとんどまたは全くなく水素結合し得、それによって安定な二本

鎖を形成する。

      【００９２】

  本明細書で用いる場合、用語「相補的」は、核酸分子のヌクレオチド単位間の

Ｗａｔｓｏｎ－ＣｒｉｃｋまたはＨｏｏｇｓｔｅｅｎ塩基対形成をいい、そして

用語「結合」は、２つのポリペプチドまたは化合物または関連ポリペプチドまた

は化合物またはその組み合わせ間の、物理的または化学的相互作用を意味する。

結合は、イオン性、非イオン性、ファンデルワールス性、疎水性相互作用などを

含む。物理的相互作用は、直接的であるかまたは間接的であり得る。間接的相互

作用は、別のポリペプチドまたは化合物を介し得るか、またはそれらの効果に起

因し得る。直接的結合は、別のポリペプチドもしくは化合物を介しても、それら

の効果に起因しても生じない、その他の実質的な化学的中間体がない相互作用を

いう。

      【００９３】

  さらに、本発明の核酸分子は、配列番号１、３、５、７、９および１１の核酸

配列の一部のみ（例えば、プローブまたはプライマーとして使用され得るフラグ

メント、あるいはＦＣＴＲＸの生物学的に活性な部分をコードするフラグメント

）を含み得る。本明細書中に提供されるフラグメントは、少なくとも６個の（連

続する）核酸または少なくとも４個の（連続する）アミノ酸（それぞれ、核酸の

場合には、特異的ハイブリダイゼーションを可能にするのに十分な長さ、または

アミノ酸の場合には、エピトープの特異的な認識を可能にするに十分な長さ）の

配列として規定され、そして多くとも全長配列未満のいくらかの部分である。フ

ラグメントは、選択された核酸配列またはアミノ酸配列の任意の連続する部分に

由来し得る。「誘導体」は、直接的にかまたは改変もしくは部分的置換によって

かのいずれかで、ネイティブな化合物から形成される核酸配列またはアミノ酸配

列である。アナログは、そのネイティブな化合物に類似する（しかし、同一では
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ない）構造を有するが、特定の成分または側鎖に関してそのネイティブな化合物

とは異なる、核酸配列またはアミノ酸配列である。アナログは、合成物であり得

るか、または進化的に異なる起源に由来し得、そして野生型と比較して、類似の

代謝活性または反対の代謝活性を有し得る。

      【００９４】

  誘導体およびアナログは、全長であり得るか、または、以下に記載のように、

その誘導体またはアナログが、修飾された核酸またはアミノ酸を含む場合、全長

以外のものであり得る。本発明の核酸またはタンパク質の誘導体またはアナログ

としては、種々の実施形態において、同一の大きさの核酸またはアミノ酸配列に

わたって、または整列化した配列（この整列化は、当該分野で公知であるコンピ

ューター相同性プログラムによって行う）と比較した場合に、少なくとも約７０

％、８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、もしくは９９％もの同一性（好

ましい同一性は、８０～９９％）で、本発明の核酸もしくはタンパク質に実質的

に相同である領域、あるいはそのコードする核酸が、ストリンジェント条件下、

中程度のストリンジェント条件下、または低いストリンジェント条件下で、上記

のタンパク質をコードする配列の相補体にハイブリダイズし得る領域を含む分子

が挙げられるが、これらに限定されない。例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら、ＣＵＲＲ

ＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ、Ｊ

ｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、ＮＹ、１９９３、およ

び以下を参照のこと。例示的なプログラムは、デフォルト設定を使用する、Ｇａ

ｐプログラム（Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ａｎａｌｙｓｉｓ  Ｐ

ａｃｋａｇｅ、Ｖｅｒｓｉｏｎ  ８  ｆｏｒ  ＵＮＩＸ（登録商標）、Ｇｅｎｅ

ｔｉｃｓ  Ｃｏｍｐｕｔｅｒ  Ｇｒｏｕｐ、Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｒｅｓｅａ

ｒｃｈ  Ｐａｒｋ、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ）であり、これは、Ｓｍｉｔｈおよび

Ｗａｔｅｒｍａｎのアルゴリズム（Ａｄｖ．Ａｐｐｌ．Ｍａｔｈ．、１９８１、

２：４８２－４８９、これらは、その全体が参考として本明細書中に援用される

）を使用する。

      【００９５】

  「相同な核酸配列」もしくは「相同なアミノ酸配列」、またはその改変体とは
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、上記で考察したように、ヌクレオチドレベルまたはアミノ酸レベルにおける相

同性によって特徴付けられる配列をいう。相同なヌクレオチド配列は、ＦＣＴＲ

Ｘポリペプチドのアイソフォームをコードする配列をコードする。アイソフォー

ムは、例えば、ＲＮＡの選択的スプライシングの結果として、同一の生物の異な

る組織において発現され得る。あるいは、アイソフォームは、異なる遺伝子によ

ってコードされ得る。本発明において、相同なヌクレオチド配列は、ヒト以外の

種（哺乳動物が挙げられるが、これに限定されず、従って、例えば、マウス、ラ

ット、ウサギ、イヌ、ネコ、ウシ、ウマおよび他の生物が挙げられ得る）のＦＣ

ＴＲＸポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含む。相同なヌクレオチド

配列はまた、天然に存在する対立遺伝子改変体および本明細書に記載されるヌク

レオチド配列の変異体が挙げられるが、これらに限定されない。しかし、相同的

ヌクレオチド配列は、ヒトＦＣＴＲＸタンパク質をコードするヌクレオチド配列

を含まない。相同核酸配列は、配列番号２、４、６、８、１０および１２、なら

びにＦＣＴＲＸ活性を有するポリペプチドのいずれかにおける、保存的アミノ酸

置換（以下を参照のこと）をコードする核酸配列を含む。ＦＣＴＲＸタンパク質

の生物学的活性は以下に記載されている。

      【００９６】

  本明細書中で使用される場合、「同一な」残基は、２つの配列間の比較におけ

る同一の残基に対応し、ここで、２つの配列のアラインメントにおける等価なヌ

クレオチド塩基またはアミノ酸残基が、同じ残基である。１つのアラインメント

における２つの配列間の比較により、比較における等価な位置における残基が、

同じアミノ酸または以下に規定される保存アミノ酸のいずれかであることが示さ

れる場合に、残基は、「類似」または「ポジティブ」として代替的に記載される

。

      【００９７】

  ヒトＦＣＴＲＸ遺伝子のクローニングから決定されたヌクレオチド配列は、開

示された細胞型の同定ならびに／または他の細胞型（例えば、他の組織由来）に

おけるＦＣＴＲＸタンパク質ホモログおよび他の哺乳動物由来のＦＣＴＲＸホモ

ログのクローニングにおける使用のために設計される、プローブおよびプライマ
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ーの作製を可能にする。このプローブ／プライマーは、代表的には、実質的に精

製されたオリゴヌクレオチドを含む。このオリゴヌクレオチドは、代表的には、

配列番号１、３、５、７、９および１１の少なくとも約１２個、約２５個、約５

０個、約１００個、約１５０個、約２００個、約２５０個、約３００個、約３５

０個または約４００個以上の連続するセンス鎖ヌクレオチド配列；または配列番

号１、３、５、７、９および１１のアンチセンス鎖ヌクレオチド配列；あるいは

配列番号１の天然に存在する変異体に、ストリンジェントな条件下でハイブリダ

イズするヌクレオチド配列の領域を含む。

      【００９８】

  ヒトＦＣＴＲＸヌクレオチド配列に基づくプローブは、同じタンパク質または

相同なタンパク質をコードする転写物またはゲノム配列を検出するために使用さ

れ得る。種々の実施形態において、このプローブはさらに、プローブに結合した

標識基を含み、例えば、この標識基は、放射性同位体、蛍光化合物、酵素、また

は酵素補因子であり得る。このようなプローブは、例えば、被験体由来の細胞の

サンプル中のＦＣＴＲＸタンパク質コード核酸のレベルを測定すること（例えば

、ｍＲＮＡレベルを検出すること、またはゲノムＦＣＴＲＸ遺伝子が変異してい

るかまたは欠失しているか否かを決定すること）によって、ＦＣＴＲＸタンパク

質を誤発現（ｍｉｓｅｘｐｒｅｓｓ）する細胞または組織を同定するための診断

試験キットの一部として使用され得る。

      【００９９】

  「ＦＣＴＲＸの生物学的に活性な部分を有するポリペプチド」は、用量依存性

の有無に関わらず、特定の生物学的アッセイにおいて測定されるような、本発明

のポリペプチドの活性に類似する（しかし、必ずしも同一ではない）活性を示す

ポリペプチド（成熟形態を含む）をいう。「ＦＣＴＲＸポリペプチドの生物学的

に活性な部分」をコードする核酸フラグメントは、本明細書中に開示されるよう

なＦＣＴＲＸの生物学的活性を有するポリペプチドをコードする配列番号１また

は３の一部を単離し、そのＦＣＴＲＸタンパク質のコードされた部分を発現させ

（例えば、インビトロでの組換え発現によって）、そしてこのＦＣＴＲＸポリペ

プチドのコードされた部分の活性を評価することによって、調製され得る。
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      【０１００】

  （ＦＣＴＲＸ改変体）

  本発明はさらに、遺伝コードの縮重に起因して、開示されるＦＣＴＲＸヌクレ

オチド配列とは異なる核酸分子を包含する。従って、これらの核酸は、配列番号

１、３、５、７、９および１１に示されるヌクレオチド配列によりコードされる

のと同じＦＣＴＲＸタンパク質をコードする。別の実施形態において、本発明の

単離された核酸分子は、配列番号２、４、６、８および１０のいずれかに示され

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。

      【０１０１】

  配列番号１、３、５、７、９および１１のいずれかに示されるヒトＦＣＴＲＸ

ヌクレオチド配列に加えて、ＦＣＴＲＸのアミノ酸配列における変化を導くＤＮ

Ａ配列多型が、集団（例えば、ヒト集団）内に存在し得ることが、当業者によっ

て理解される。ＦＣＴＲＸ遺伝子中のこのような遺伝的多型は、天然の対立遺伝

子のバリエーションに起因して、集団内の個体間に存在し得る。本明細書中で使

用される場合、用語「遺伝子」および「組換え遺伝子」は、ＦＣＴＲＸタンパク

質、好ましくは哺乳動物のＦＣＴＲＸタンパク質をコードするオープンリーディ

ングフレームを含む核酸分子をいう。このような天然の対立遺伝子のバリエーシ

ョンは、代表的には、ＦＣＴＲＸ遺伝子のヌクレオチド配列において１～５％の

変動性を生じる。任意のおよび全てのヌクレオチドのバリエーション、および天

然の対立遺伝子バリエーションの結果でありそしてＦＣＴＲＸの機能的活性を変

化させないＦＣＴＲＸ遺伝子の得られたアミノ酸多型は、本発明の範囲内である

ことが意図される。

      【０１０２】

  さらに、他の種由来のＦＣＴＲＸタンパク質をコードし、従って、配列番号１

、３、５、７、９および１１のいずれかのヒト配列とは異なるヌクレオチド配列

を有する核酸分子は、本発明の範囲内にあることが意図される。本発明のＦＣＴ

ＲＸ  ｃＤＮＡの天然の対立遺伝子改変体およびホモログに対応する核酸分子は

、本明細書中に開示されるヒトＦＣＴＲＸ核酸に対するその相同性に基づいて、

ストリンジェントハイブリダイゼーション条件下で、標準的なハイブリダイゼー



(53) 特表２００３－５１１０３０

ション技術に従うハイブリダイゼーションプローブとして、そのヒトｃＤＮＡま

たはその一部を用いて、単離され得る。

      【０１０３】

  別の実施形態では、本発明の単離された核酸分子は、少なくとも６ヌクレオチ

ド長であり、そして配列番号１、３、５、７、９および１１のヌクレオチド配列

を含む核酸分子に、ストリンジェントな条件下でハイブリダイズする。別の実施

形態では、この核酸は、少なくとも１０、２５、５０、１００、２５０、５００

または７５０ヌクレオチド長である。別の実施形態では、本発明の単離された核

酸分子は、コード領域にハイブリダイズする。本明細書中で用いられる場合、用

語「ストリンジェント条件下でハイブリダイズする」は、ハイブリダイゼーショ

ンおよび洗浄に関する条件を記載することを意図し、この条件下では、互いに最

小の程度の類似性を超えるヌクレオチド配列が、代表的に、互いにハイブリダイ

ズしたままである。例えば、課されたストリンジェンシーの程度に依存して、互

いに少なくとも約６０％相同なヌクレオチド配列がハイブリダイズし得る。

      【０１０４】

  本明細書で用いられる場合、語句「ストリンジェントハイブリダイゼーション

条件」は、プローブ、プライマーまたはオリゴヌクレオチドが、その標的配列に

ハイブリダイズし；必要に応じて、そのプローブは、その他の配列に最適にはハ

イブリダイズせず、そしてより一般的には、そのプローブに対する特定の程度の

類似性未満の配列にハイブリダイズしない条件をいう。ストリンジェントな条件

は配列依存性であり、そして異なる状況において異なる。より長い配列は、より

短い配列より高い温度で特異的にハイブリダイズする。一般に、ストリンジェン

トな条件は、規定されたイオン強度およびｐＨで、特定の配列についての熱融解

点（Ｔm）より約５℃低く選択される。このＴmは、標的配列に相補的なプローブ

の５０％が、平衡状態で標的配列にハイブリダイズする（規定されたイオン強度

、ｐＨおよび核酸濃度下）温度である。標的配列は一般に過剰に存在するので、

Ｔmでは、プローブの５０％が平衡状態で占有されている。代表的には、ストリ

ンジェントな条件は、ｐＨ７．０～８．３で、塩濃度が約１．０Ｍナトリウムイ

オン未満、代表的には約０．０１～１．０Ｍナトリウムイオン（またはその他の
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塩）、そして温度は、短いプローブ、プライマーまたはオリゴヌクレオチド（例

えば、１０ｎｔ～５０ｎｔ）については少なくとも約３０℃、そしてより長いプ

ローブ、プライマーおよびオリゴヌクレオチドについては少なくとも約６０℃で

あるような条件である。ストリンジェントな条件はまた、ホルムアミドのような

、脱安定化剤の添加で達成され得る。

      【０１０５】

  上記のようなストリンジェント条件は、当業者に公知であり、そしてＣＵＲＲ

ＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ，Ｊ

ｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，Ｎ．Ｙ．（１９８９），６．３．１－６．

３．６に見出され得る。好ましくは、この条件は、互いに少なくとも約６５％、

約７０％、約７５％、約８５％、約９０％、約９５％、約９８％または約９９％

同一な配列が、代表的には互いにハイブリダイズしたままであるような条件であ

る。ストリンジェントハイブリダイゼーション条件の非限定的な例は、６×ＳＳ

Ｃ、５０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）、１ｍＭ  ＥＤＴＡ、０．０２

％  ＰＶＰ、０．０２％  Ｆｉｃｏｌｌ、０．０２％  ＢＳＡ、および５００ｍ

ｇ／ｍｌ変性サケ精子ＤＮＡを含む高塩緩衝液中での６５℃でのハイブリダイゼ

ーションである。このハイブリダイゼーションの後に０．２×ＳＳＣ、０．０１

％  ＢＳＡ中での５０℃での１回以上の洗浄が続く。ストリンジェント条件下で

配列番号１、３、５、７、９および１１いずれかの配列にハイブリダイズする、

本発明の単離された核酸分子は、天然に存在する核酸分子に対応する。本明細書

中で使用される場合、「天然に存在する」核酸分子とは、天然に存在する（例え

ば、天然のタンパク質をコードする）ヌクレオチド配列を有する、ＲＮＡ分子ま

たはＤＮＡ分子をいう。

      【０１０６】

  ホモログ（すなわち、ヒト以外の種由来のＦＣＴＲＸタンパク質をコードする

核酸）または他の関連配列（例えば、パラログ（ｐａｒａｌｏｇｓ））は、特定

のヒト配列の全てまたは一部をプローブとし、核酸ハイブリダイゼーションおよ

びクローニングに関して当該分野で周知の方法を使用して、低い、中程度の、ま

たは高いストリンジェンシーのハイブリダイゼーションによって入手され得る。
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      【０１０７】

  第２の実施形態では、配列番号１、３、５、７、９および１１のいずれかのヌ

クレオチド配列を含む核酸分子またはそれらのフラグメント、アナログもしくは

誘導体に、中程度のストリンジェンシー条件下でハイブリダイズする核酸配列が

提供される。中程度のストリンジェンシーハイブリダイゼーション条件の非限定

的な例は、５５℃での６×ＳＳＣ、５×デンハルト溶液、０．５％  ＳＤＳおよ

び１００ｍｇ／ｍｌ変性サケ精子ＤＮＡ中でのハイブリダイゼーション、続いて

１×ＳＳＣ、０．１％  ＳＤＳ中での３７℃での１回以上の洗浄である。用いら

れ得る他の中程度のストリンジェンシーの条件は、当該分野で周知である。例え

ば、Ａｕｓｕｂｅｌら（編），１９９３，ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ

  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓ

ｏｎｓ，ＮＹおよびＫｒｉｅｇｌｅｒ，１９９０，ＧＥＮＥ  ＴＲＡＮＳＦＥＲ

  ＡＮＤ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ，Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ，

Ｓｔｏｃｋｔｏｎ  Ｐｒｅｓｓ，ＮＹを参照のこと。

      【０１０８】

  第３の実施形態では、配列番号１、３、５、７、９および１１のヌクレオチド

配列を含む核酸分子、またはそれらのフラグメント、アナログもしくは誘導体に

、低ストリンジェンシー条件下でハイブリダイズする核酸が提供される。低スト

リンジェンシーハイブリダイゼーション条件の非限定的な例は、３５％ホルムア

ミド、５×ＳＳＣ、５０  ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）、５ｍＭ  Ｅ

ＤＴＡ、０．０２％  ＰＶＰ、０．０２％  Ｆｉｃｏｌｌ、０．２％  ＢＳＡ、

１００ｍｇ／ｍｌの変性サケ精子ＤＮＡ、１０％（重量／容量）デキストラン硫

酸中での４０℃でのハイブリダイゼーション、続いて２×ＳＳＣ、２５ｍＭ  Ｔ

ｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．４）、５ｍＭ  ＥＤＴＡおよび０．１％  ＳＤＳ中で

の５０℃での１回以上の洗浄である。用いられ得る他の低ストリンジェンシーの

条件は、当該分野で周知である（例えば、種交差ハイブリダイゼーションについ

て用いられるように）。例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら（編），１９９３，ＣＵＲＲ

ＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ，Ｊ

ｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，ＮＹならびにＫｒｉｅｇｌｅｒ，１９９０
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，ＧＥＮＥ  ＴＲＡＮＳＦＥＲ  ＡＮＤ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ，Ａ  ＬＡＢＯ

ＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ，Ｓｔｏｃｋｔｏｎ  Ｐｒｅｓｓ，ＮＹ；Ｓｈｉｌ

ｏおよびＷｅｉｎｂｅｒｇ，１９８１，Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ

  ＵＳＡ  ７８：６７８９－６７９２を参照のこと。

      【０１０９】

  （保存的変異）

  集団中に存在し得る、ＦＣＴＲＸヌクレオチド配列の天然に存在する対立遺伝

子改変体（例えば、遺伝子配列）に加えて、当業者は、配列番号１、３、５、７

、９、および１１のいずれかのヌクレオチド配列への変異によって変化が導入さ

れ得、それによって、ＦＣＴＲＸタンパク質の機能的能力を変更することなく、

コードされるＦＣＴＲＸタンパク質のアミノ酸配列に変化がもたらされることを

さらに理解する。例えば、「非必須」アミノ酸残基にてアミノ酸置換をもたらす

ヌクレオチド置換は、配列番号１、３、５、７、９、および１１のいずれかの配

列において行われ得る。「非必須」アミノ酸残基は、生物学的活性を変更するこ

となく、ＦＣＴＲＸポリペプチドの野生型配列から変更され得る配列中のある位

置における残基であり、一方、「必須」アミノ酸残基は、生物学的活性に必要と

されるある位置における残基である。例えば、ＦＣＴＲＸタンパク質ファミリー

（これは、本発明のＦＣＴＲＸタンパク質がメンバーである）のメンバー間で保

存されているアミノ酸残基は、特に変更を受け入れ難いと予測される。

      【０１１０】

  例えば、本発明に従うＦＣＴＲＸタンパク質は、典型的にＦＣＴＲＸタンパク

質ファミリーメンバー中の保存領域である少なくとも１つのドメインを含み得る

。そのようなので、これらの保存されたドメインは、変異を受けそうにない。し

かし、他のアミノ酸残基（例えば、ＦＣＴＲＸタンパク質ファミリーのメンバー

の間の、ほとんど保存されていない残基）は、活性に必須でないかもしれず、従

って、おそらくより変更を受けやすい。

      【０１１１】

  本発明の別の局面は、活性に必須ではない配列番号２または配列番号４のアミ

ノ酸配列に関連して、アミノ酸残基に変化を含むＦＣＴＲＸタンパク質をコード
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する核酸分子に関する。１つの実施形態において、この単離された核酸分子は、

タンパク質をコードするヌクレオチド配列を含み、ここで、このタンパク質は、

配列番号２、４、６、８、１０および１２のいずれかのアミノ酸配列に対して、

少なくとも約７５％の類似性であるアミノ酸配列を含む。好ましくは、この核酸

によってコードされるタンパク質は、配列番号２、４、６、８、１０および１２

のいずれかに少なくとも約８０％相同性であり、より好ましくは配列番号２に少

なくとも約９０％、約９５％、約９８％相同性であり、そして最も好ましくは少

なくとも約９９％相同性である。

      【０１１２】

  配列番号２、４、６、８、１０および１２のいずれかのタンパク質に相同なタ

ンパク質をコードする単離された核酸分子は、対応するヌクレオチド配列に１以

上のヌクレオチドの置換、付加または欠失を導入することにより作製され得、そ

の結果、１以上のアミノ酸の置換，付加または欠失が、コードされるタンパク質

に導入される。

      【０１１３】

  変異は、標準技術（例えば、部位指向型変異誘発およびＰＣＲ媒介変異誘発）

によって配列番号１、３、５、７、９、および１１に導入され得る。好ましくは

、保存的アミノ酸置換は、１以上の推定非必須アミノ酸残基にて作製される。「

保存的アミノ酸置換」は、アミノ酸残基が類似の側鎖を有するアミノ酸残基で置

換される、アミノ酸置換である。類似の側鎖を有するアミノ酸残基のファミリー

は、当該分野で規定されている。特定のアミノ酸は、１より多くの分類可能な特

徴を有する側鎖を有する。これらのファミリーとしては、以下が挙げられる：塩

基性側鎖を有するアミノ酸（例えば、リジン、アルギニン、ヒスチジン）、酸性

側鎖を有するアミノ酸（例えば、アルパラギン酸、グルタミン酸）、非荷電極性

側鎖を有するアミノ酸（例えば、グリシン、アスパラギン、グルタミン、セリン

、トレオニン、チロシン、トリプトファン、システイン）、非極性側鎖を有する

アミノ酸（例えば、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フ

ェニルアラニン、メチオニン、チロシン、トリプトファン）、β分枝側鎖を有す

るアミノ酸（例えば、トレオニン、バリン、イソロイシン）および芳香族側鎖を
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有するアミノ酸（例えば、チロシン、フェニルアラニン、トリプトファン、ヒス

チジン）。従って、ＦＣＴＲＸポリペプチド中の推定された非必須アミノ酸残基

は、同じ側鎖ファミリー由来の別のアミノ酸残基で置換される。あるいは、別の

実施形態では、変異は、ＦＣＴＲＸコード配列の全てまたは一部に沿って（例え

ば、飽和変異誘発（ｓａｔｕｒａｔｉｏｎ  ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ）によって

）ランダムに導入され得、そして得られる変異体は、ＦＣＴＲＸポリペプチドの

生物学的活性についてスクリーニングされて、活性を維持する変異体を同定し得

る。配列番号１、３、５、７、９、および１１の変異誘発に続いて、コードされ

るタンパク質は、当該分野で公知の任意の組換え技術によって発現され得、そし

てこのタンパク質の活性が決定され得る。

      【０１１４】

  アミノ酸ファミリーの関連性がまた、側鎖の相互作用に基づいて決定され得る

。置換されたアミノ酸は、完全に保存された「強い」残基であっても、完全に保

存された「弱い」残基であってもよい。保存アミノ酸残基の「強い」基は、以下

の群：ＳＴＡ、ＮＥＱＫ、ＮＨＱＫ、ＮＤＥＱ、ＱＨＲＫ、ＭＩＬＶ、ＭＩＬＦ

、ＨＹ、ＦＹＷのうちのいずれか１つであり得、ここで、１文字アミノ酸コード

は、互いに置換され得るアミノ酸によってグループ化される。同様に、保存残基

の「弱い」基は、以下：ＣＳＡ、ＡＴＶ、ＳＡＧ、ＳＴＮＫ、ＳＴＰＡ、ＳＧＮ

Ｄ、ＳＮＤＥＱＫ、ＮＤＥＱＨＫ、ＮＥＱＨＲＫ、ＶＬＩＭ、ＨＦＹのうちのい

ずれか１つであり得る。

      【０１１５】

  １つの実施形態では、変異体ＦＣＴＲＸポリペプチドは、以下についてアッセ

イされ得る：（１）他のＦＣＴＲＸタンパク質、他の細胞表面タンパク質、また

は生物学的に活性なそれらの部分と、タンパク質：タンパク質相互作用を形成す

る能力、（２）変異体ＦＣＴＲＸタンパク質とＦＣＴＲＸレセプターとの間の複

合体形成；（３）変異体ＦＣＴＲＸタンパク質が細胞内標的タンパク質またはそ

の生物学的に活性な部分に結合する能力；（例えば、アビジンタンパク質）；（

４）ＢＲＡタンパク質に結合する能力；あるいは（５）ＦＣＴＲＸポリペプチド

に対する抗体に特異的に結合する能力。
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      【０１１６】

  他の実施形態において、変異体ＦＣＴＲＸタンパク質は、腫瘍形成を誘導する

その能力、または細胞（例えば、ＮＩＨ  ３Ｔ３細胞）をトランスフォームする

その能力に関して、以下の実施例に記載されるようにアッセイされ得る。

      【０１１７】

  （アンチセンスＦＣＴＲＸ核酸）

  本発明の別の局面は、ＦＣＴＲＸ核酸にハイブリダイズし得るかまたは相補的

である、単離されたアンチセンス核酸分子に関し、例えば、このアンチセンス核

酸は、配列番号１、３、５、７、９、および１１、またはそのフラグメント、ア

ナログもしくは誘導体のヌクレオチド配列を含む核酸分子に相補的であり得る。

「アンチセンス」核酸は、タンパク質をコードする「センス」核酸に相補的であ

る（例えば、二本鎖ｃＤＮＡ分子のコード鎖に相補的であるかまたはｍＲＮＡ配

列に相補的である）ヌクレオチド配列を含む。特定の局面では、少なくとも約１

０、約２５、約５０、約１００、約２５０もしくは約５００ヌクレオチドのＦＣ

ＴＲＸコード鎖もしくは全体のＦＣＴＲＸコード鎖、またはそれらの一部のみに

相補的な配列を含む、アンチセンス核酸分子が提供される。配列番号２、４、６

、８、１０および１２のいずれかのＦＣＴＲＸタンパク質のフラグメント、ホモ

ログ、誘導体およびアナログをコードする核酸分子、または配列番号１、３、５

、７、９、および１１のＦＣＴＲＸの核酸配列に相補的なアンチセンス核酸がさ

らに提供される。

      【０１１８】

  １つの実施形態では、アンチセンス核酸分子は、ＦＣＴＲＸポリペプチドをコ

ードするヌクレオチド配列のコード鎖の「コード領域」に対してアンチセンスで

ある。用語「コード領域」とは、アミノ酸残基に翻訳されるコドンを含む、ヌク

レオチド配列の領域をいう（例えば、配列番号２、４、６、８、１０および１２

のいずれかに対応する、ＦＣＴＲＸポリペプチドのタンパク質コード領域）。別

の実施形態では、このアンチセンス核酸分子は、ＦＣＴＲＸポリペプチドをコー

ドするヌクレオチド配列のコード鎖の「非コード領域」に対してアンチセンスで

ある。用語「非コード領域」とは、コード領域に隣接する、アミノ酸に翻訳され
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ない、５’配列および３’配列をいう（すなわち、５’非翻訳領域および３’非

翻訳領域ともいわれる）。

      【０１１９】

  本明細書中に開示されるＦＣＴＲＸコード鎖配列（例えば、配列番号１、３、

５、７、９、および１１）は、アンチセンス核酸がＷａｔｓｏｎおよびＣｒｉｃ

ｋまたはＨｏｏｇｓｔｅｅｎの塩基対合の規則に従って設計されることを可能に

する。アンチセンス核酸分子は、ＦＣＴＲＸ  ｍＲＮＡのコード領域全体に対し

て相補的であり得る。あるいは、アンチセンス核酸分子は、ＦＣＴＲＸ  ｍＲＮ

Ａのコード領域または非コード領域の一部にのみアンチセンスであるオリゴヌク

レオチドであり得る。例えば、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、ＦＣＴＲＸ

  ｍＲＮＡの翻訳開始部位を取り囲む領域に相補的であり得る。アンチセンスオ

リゴヌクレオチドは、例えば、長さが約５、約１０、約１５、約２０、約２５、

約３０、約３５、約４０、約４５または約５０ヌクレオチドであり得る。

      【０１２０】

  本発明のアンチセンス核酸は、当該分野で公知の手順を用いて、化学的合成ま

たは酵素連結反応を用いて構築され得る。例えば、アンチセンス核酸（例えば、

アンチセンスオリゴヌクレオチド）は、天然に存在するヌクレオチド、またはこ

の分子の生物学的安定性を増大させるように、もしくはアンチセンス核酸とセン

ス核酸との間で形成される二重鎖の物理的安定性を増大させるように設計された

種々に改変されたヌクレオチドを用いて化学的に合成され得る（例えば、ホスホ

ロチオエート誘導体およびアクリジン置換ヌクレオチドが用いられ得る）。

      【０１２１】

  アンチセンス核酸を作製するために用いられ得る改変されたヌクレオチドの例

としては以下が挙げられる：５－フルオロウラシル、５－ブロモウラシル、５－

クロロウラシル、５－ヨードウラシル、ヒポキサンチン、キサンチン、４－アセ

チルシトシン、５－（カルボキシヒドロキシメチル）ウラシル、５－カルボキシ

メチルアミノメチル２－チオウリジン、５－カルボキシメチルアミノメチルウラ

シル、ジヒドロウラシル、β－Ｄ－ガラクトシルクエオシン（ｇａｌａｃｔｏｓ

ｙｌｑｕｅｏｓｉｎｅ）、イノシン、Ｎ６－イソペンテニルアデニン、１－メチ
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ルグアニン、１－メチルイノシン、２，２－ジメチルグアニン、２－メチルアデ

ニン、２－メチルグアニン、３－メチルシトシン、５－メチルシトシン、Ｎ６－

アデニン、７－メチルグアニン、５－メチルアミノメチルウラシル、５－メトキ

シアミノメチル－２－チオウラシル、β－Ｄ－マンノシルクエオシン（ｍａｎｎ

ｏｓｙｌｑｕｅｏｓｉｎｅ）、５’－メトキシカルボキシメチルウラシル、５－

メトキシウラシル、２－メチルチオ－Ｎ６－イソペンテニルアデニン、ウラシル

－５－オキシ酢酸（ｖ）、ワイブトキソシン、シュードウラシル、クエオシン（

ｑｕｅｏｓｉｎｅ）、２－チオシトシン、５－メチル－２－チオウラシル、２－

チオウラシル、４－チオウラシル、５－メチルウラシル、ウラシル－５－オキシ

酢酸メチルエステル、ウラシル－５－オキシ酢酸（ｖ）、５－メチル－２－チオ

ウラシル、３－（３－アミノ－３－Ｎ－２－カルボキシプロピル）ウラシル、（

ａｃｐ３）ｗ、および２，６－ジアミノプリン。あるいは、このアンチセンス核

酸は、核酸がアンチセンス方向でサブクローニングされた発現ベクターを用いて

生物学的に生成され得る（すなわち、挿入された核酸から転写されたＲＮＡは、

以下の小節にさらに記載される、目的の標的核酸に対してアンチセンス方向であ

る）。

      【０１２２】

  本発明のアンチセンス核酸分子は、代表的には被験体に投与されるか、または

インサイチュで生成され、その結果それらは、ＦＣＴＲＸタンパク質をコードす

る細胞性ｍＲＮＡおよび／またはゲノムＤＮＡとハイブリダイズするか、または

それらに結合し、それによってこのタンパク質の発現を、例えば転写および／ま

たは翻訳を阻害することによって阻害する。ハイブリダイゼーションは、安定な

二重鎖を形成する従来のヌクレオチド相補性によってか、または例えばＤＮＡ二

重鎖に結合するアンチセンス核酸分子の場合には、二重らせんの主溝における特

異的相互作用を介してであり得る。本発明のアンチセンス核酸分子の投与経路の

例としては、組織部位での直接的注射が挙げられる。あるいは、アンチセンス核

酸分子は、選択された細胞を標的化するように改変され得、次いで全身に投与さ

れる。例えば、全身投与のために、アンチセンス分子は、それらが選択された細

胞表面上に発現されたレセプターまたは抗原に特異的に結合するように改変され
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得る。これは、例えば、そのアンチセンス核酸分子を細胞表面レセプターまたは

抗原に結合するペプチドまたは抗体に連結することによる。このアンチセンス核

酸分子はまた、本明細書中に記載されるベクターを用いて細胞に送達され得る。

アンチセンス分子の十分な細胞内濃度を達成するためには、アンチセンス核酸分

子が強力なｐｏｌ  ＩＩプロモーターまたはｐｏｌ  ＩＩＩプロモーターの制御

下に置かれているベクター構築物が、一般的に好ましい。

      【０１２３】

  なお別の実施形態において、本発明のアンチセンス核酸分子は、α－アノマー

核酸分子である。α－アノマー核酸分子は、相補的ＲＮＡと特異的な二本鎖ハイ

ブリッドを形成する。ここで、通常のβ－ユニットとは対照的に、鎖は、互いに

平行に走行する（Ｇａｕｌｔｉｅｒら（１９８７）Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ

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

’－Ｏ－メチルリボヌクレオチド（Ｉｎｏｕｅら（１９８７）Ｎｕｃｌｅｉｃ  

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

アナログ（Ｉｎｏｕｅら（１９８７）ＦＥＢＳ  Ｌｅｔｔ  ２１５：３２７～３

３０）を含み得る。

      【０１２４】

  このような改変としては、非制限的な例として、改変塩基、および糖リン酸骨

格が改変または誘導体化された核酸が挙げられる。これらの改変は、少なくとも

一部は、改変された核酸の化学的安定性を増強するために実施され、その結果、

それらは、例えば、被験体での治療的適用におけるアンチセンス結合核酸として

使用され得る。

      【０１２５】

  ＦＣＴＲＸリボザイムもまた、本発明の範囲内である。リボザイムは、一本鎖

核酸（例えば、ＦＣＴＲＸ  ｍＲＮＡ）を切断し得るリボヌクレアーゼ活性を有

する触媒性ＲＮＡ分子であり、これらは、その一本鎖核酸に対して相補領域を有

する。従って、リボザイム（例えば、ハンマーヘッド型リボザイム（Ｈａｓｅｌ

ｈｏｆｆおよびＧｅｒｌａｃｈ（１９８８）Ｎａｔｕｒｅ  ３３４：５８５～５

９１に記載される））を使用して、ＦＣＴＲＸ  ｍＲＮＡ転写物を触媒的に切断
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し、それによってＦＣＴＲＸ  ｍＲＮＡの翻訳を阻害し得る。ＦＣＴＲＸをコー

ドする核酸に特異性を有するリボザイムは、本明細書中に開示されるＦＣＴＲＸ

核酸のヌクレオチド配列（すなわち、配列番号１、３、５、７、９、および１１

）に基づいて設計され得る。例えば、活性部位のヌクレオチド配列が、ＦＣＴＲ

ＸをコードするｍＲＮＡ内で切断されるヌクレオチド配列に相補的である、テト

ラヒメナＬ－１９  ＩＶＳ  ＲＮＡの誘導体が構築され得る。例えば、Ｃｅｃｈ

ら、米国特許第４，９８７，０７１号；およびＣｅｃｈら、米国特許第５，１１

６，７４２号を参照のこと。あるいは、ＦＣＴＲＸ  ｍＲＮＡを使用して、ＲＮ

Ａ分子のプールから、特異的リボヌクレアーゼ活性を有する触媒性ＲＮＡを選択

し得る。例えば、Ｂａｒｔｅｌら（１９９３）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２６１：１４１

１～１４１８を参照のこと。

      【０１２６】

  あるいは、ＦＣＴＲＸ遺伝子発現は、ＦＣＴＲＸ遺伝子の調節領域（例えば、

ＦＣＴＲＸ遺伝子のプロモーターおよび／またはエンハンサー）に相補的なヌク

レオチド配列を標的化し、標的細胞中でＦＣＴＲＸ遺伝子の転写を妨害する三重

らせん構造を形成することによって阻害され得る。一般には、Ｈｅｌｅｎｅ．（

１９９１）Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ  Ｄｒｕｇ  Ｄｅｓ．６：５６９～８４；Ｈｅ

ｌｅｎｅら（１９９２）Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．６６０：２７～３

６；およびＭａｈｅｒ（１９９２）Ｂｉｏａｓｓａｙｓ  １４：８０７～１５を

参照のこと。

      【０１２７】

  種々の実施形態において、ＦＣＴＲＸ核酸は、塩基部分、糖部分またはリン酸

骨格で改変され、例えば、その分子の安定性、ハイブリダイゼーションまたは可

溶性を改善し得る。例えば、核酸のデオキシリボースリン酸骨格を改変して、ペ

プチド核酸を生成し得る（Ｈｙｒｕｐら（１９９６）Ｂｉｏｏｒｇ  Ｍｅｄ  Ｃ

ｈｅｍ  ４：５～２３を参照のこと）。本明細書中で使用される場合、用語「ペ

プチド核酸」または「ＰＮＡ」は、デオキシリボースリン酸骨格が偽ペプチド骨

格によって置換され、そして４つの天然の核塩基（ｎｕｃｌｅｏｂａｓｅ）のみ

が保持されている核酸模倣物（例えば、ＤＮＡ模倣物）をいう。ＰＮＡの中性の
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骨格は、低いイオン強度の条件下でＤＮＡおよびＲＮＡに対する特異的ハイブリ

ダイゼーションを可能にすることが示されている。ＰＮＡオリゴマーの合成は、

上記のＨｙｒｕｐら（１９９６）；Ｐｅｒｒｙ－Ｏ’Ｋｅｅｆｅら（１９９６）

Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）９３：１４６７０～６７５に

おいて記載されるような標準的固相ペプチド合成プロトコルを用いて行われ得る

。

      【０１２８】

  ＦＣＴＲＸ核酸に基づくＰＮＡは、治療適用および診断適用において使用され

得る。例えば、ＰＮＡは、例えば転写または翻訳の停止を誘導することまたは複

製を阻害することによる、遺伝子発現の配列特異的調節のためのアンチセンスま

たは抗遺伝子剤として使用され得る。ＦＣＴＲＸ核酸に基づくＰＮＡはまた、例

えばＰＮＡ指向性ＰＣＲクランピングによる遺伝子における一塩基対変異の分析

において；他の酵素（例えば、Ｓ１ヌクレアーゼ）と組み合わせて使用される場

合の人工制限酵素として（Ｈｙｒｕｐ  Ｂ．（１９９６）上記）；またはＤＮＡ

配列およびハイブリダイゼーションのプローブもしくはプライマーとして（Ｈｙ

ｒｕｐら（１９９６）上記；Ｐｅｒｒｙ－Ｏ’Ｋｅｅｆｅ（１９９６）上記）、

使用され得る。

      【０１２９】

  さらなる実施形態において、ＦＣＴＲＸ核酸のＰＮＡは、例えば、それらの安

定性または細胞性取り込みを増強するために、ＰＮＡに脂溶性基または他のヘル

パー基を結合することによって、ＰＮＡ－ＤＮＡキメラの形成によって、または

リポソームもしくは当該分野において公知の薬物送達の他の技術の使用によって

改変され得る。例えば、ＰＮＡおよびＤＮＡの有利な特性を組合せ得る、この核

酸のＰＮＡ－ＤＮＡキメラが生成され得る。ＰＮＡ部分が高い結合親和性および

特異性を提供する一方で、そのようなキメラは、ＤＮＡ認識酵素（例えば、ＲＮ

ａｓｅ  ＨおよびＤＮＡポリメラーゼ）がＤＮＡ部分と相互作用するのを可能に

する。ＰＮＡ－ＤＮＡキメラは、塩基のスタッキング、核塩基間の結合数および

方向を考慮して選択される適切な長さのリンカーを使用して連結され得る（Ｈｙ

ｒｕｐ（１９９６）上記）。ＰＮＡ－ＤＮＡキメラの合成は、Ｈｙｒｕｐ（１９
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９６）上記およびＦｉｎｎら（１９９６）Ｎｕｃｌ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ  ２４

：３３５７～６３において記載されるように行われ得る。例えば、ＤＮＡ鎖は、

標準的なホスホラミダイトカップリング化学を用いて固体支持体上で合成され得

、そして改変されたヌクレオシドアナログ（例えば、５’－（４－メトキシトリ

チル）アミノ－５’－デオキシ－チミジンホスホラミダイト）が、ＰＮＡとＤＮ

Ａの５’末端との間に使用され得る（Ｍａｇら（１９８９）Ｎｕｃｌ  Ａｃｉｄ

  Ｒｅｓ  １７：５９７３～８８）。次いで、ＰＮＡモノマーが段階様式でカッ

プリングされ、５’ＰＮＡセグメントおよび３’ＤＮＡセグメントを有するキメ

ラ分子を生成する（Ｆｉｎｎら（１９９６）上記）。あるいは、５’ＤＮＡセグ

メントおよび３’ＰＮＡセグメントを用いて、キメラ分子が合成され得る。Ｐｅ

ｔｅｒｓｅｎら（１９７５）Ｂｉｏｏｒｇ  Ｍｅｄ  Ｃｈｅｍ  Ｌｅｔｔ  ５：

１１１９～１１１２４を参照のこと。

      【０１３０】

  他の実施形態において、ＦＣＴＲＸ核酸またはＦＣＴＲＸアンチセンス核酸は

、以下のような他の付属の基を含み得る：ペプチド（例えば、インビボで宿主細

胞レセプターを標的化するため）、または細胞膜を横切る輸送を容易にする因子

（例えば、Ｌｅｔｓｉｎｇｅｒら、１９８９、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．

Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８６：６５５３～６５５６；Ｌｅｍａｉｔｒｅら、１９８

７、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８４：６４８～６５２；ＰＣＴ公

開番号ＷＯ８８／０９８１０を参照のこと）、または血液脳関門（例えば、ＰＣ

Ｔ公開番号ＷＯ８９／１０１３４を参照のこと）。さらに、オリゴヌクレオチド

は、ハイブリダイゼーション誘発切断剤（例えば、Ｋｒｏｌら、１９８８、Ｂｉ

ｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  ６：９５８～９７６を参照のこと）、またはインター

カレーター剤（例えば、Ｚｏｎ，１９８８、Ｐｈａｒｍ．Ｒｅｓ．５：５３９～

５４９を参照のこと）で改変され得る。この目的のために、オリゴヌクレオチド

は、別の分子（例えば、ペプチド、ハイブリダイゼーション誘発架橋剤、輸送剤

、ハイブリダイゼーション誘発切断剤など）に結合され得る。

      【０１３１】

  （ＦＣＴＲＸポリペプチド）
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  本発明のＦＣＴＲＸポリペプチドは、その配列が配列番号２または４に提供さ

れるタンパク質を含む。本発明はまた、成熟形態のＦＣＴＲＸポリペプチドなら

びに変異体形態もしくは改変体形態のＦＣＴＲＸポリペプチドを含む。いくつか

の実施形態において、変異体ＦＣＴＲＸまたは改変体ＦＣＴＲＸは、任意の残基

が図１に示される対応する残基から変更され得るが、なおそのＦＣＴＲＸ用活性

および生理学的機能を維持するタンパク質、またはその機能的フラグメントをコ

ードするタンパク質を含む。本発明は、上記の改変体ＦＣＴＲＸ核酸によってコ

ードされるポリペプチドを含む。この変異体または改変体タンパク質において、

２０％以上の残基がそのように変化され得る。

      【０１３２】

  一般に、ＦＣＴＲＸ機能を保持するＦＣＴＲＸポリペプチド改変体は、配列中

の特定位置の残基が他のアミノ酸により置換された任意のＦＣＴＲＸポリペプチ

ド改変体含む。ＦＣＴＲＸ改変体ポリペプチドとしてはまた、親タンパク質の２

つの残基間にさらなる残基が導入されたＦＣＴＲＸポリペプチド、ならびに１つ

以上の残基が参照ＦＣＴＲＸポリペプチド配列から欠失されたタンパク質挙げら

れる（例えば、配列番号２もしくは配列番号４、または配列番号２もしくは配列

番号４の成熟形態）。従って、参照ＦＣＴＲＸポリペプチド配列（例えば、配列

番号２もしくは配列番号４、または配列番号２もしくは配列番号４の成熟形態）

に対して任意のアミノ酸置換、挿入または欠失が、本発明に包含される。いくつ

かの実施形態において、変異タンパク質または改変体タンパク質は、参照ＦＣＴ

ＲＸ配列に対して１つ以上の置換、挿入または欠失を含み得る。

      【０１３３】

  本発明はまた、単離されたＦＣＴＲＸタンパク質、およびその生物学的に活性

な部分、またはその誘導体、フラグメント、アナログもしくはホモロを含む。抗

ＦＣＴＲＸ抗体を惹起するための免疫原としての使用に適するポリペプチドフラ

グメントもまた提供される。１つの実施形態では、ネイティブなＦＣＴＲＸタン

パク質が、標準的なタンパク質精製技法を用いる適切な精製スキームにより、細

胞または組織供給源から単離され得る。別の実施形態では、ＦＣＴＲＸタンパク

質は、組換えＤＮＡ技法により生産される。組換え発現の代替えとして、ＦＣＴ
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ＲＸタンパク質またはポリペプチドは、標準的なペプチド合成技法を用いて化学

的に合成され得る。

      【０１３４】

  「単離された」または「精製された」タンパク質またはその生物学的に活性な

部分は、ＦＣＴＲＸタンパク質の由来する細胞または組織供給源由来の細胞性物

質または他の夾雑タンパク質を実質的に含まないか、あるいは化学合成される場

合に化学前駆体または他の化学物質を実質的に含まない。用語「細胞性物質を実

質的に含まない」は、ＦＣＴＲＸタンパク質の調製物を含み、この調製物におい

て、ＦＣＴＲＸタンパク質が単離または組換え産生される細胞の細胞性成分から

、ＦＣＴＲＸタンパク質は分離されている。１つの実施形態において、用語「細

胞性物質を実質的に含まない」は、非ＦＣＴＲＸタンパク質（本明細書中におい

て「夾雑タンパク質」とも呼ばれる）を約３０％未満（乾燥重量にて）、より好

ましくは非ＦＣＴＲＸタンパク質を約２０％未満、なおより好ましくは非ＦＣＴ

ＲＸタンパク質を約１０％未満、そして最も好ましくは非ＦＣＴＲＸタンパク質

を約５％未満有する、ＦＣＴＲＸタンパク質の調製物を含む。ＦＣＴＲＸタンパ

ク質またはその生物学的に活性な部分が組換え産生される場合、これらはまた好

ましくは、培養培地を実質的に含まない。すなわち、培養培地は、そのタンパク

質調製物の容量の約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％未満を示す。

      【０１３５】

  用語「化学前駆体または他の化学物質を実質的に含まない」は、タンパク質が

、そのタンパク質の合成に関与する化学前駆体または他の化学物質から分離され

ているＦＣＴＲＸタンパク質の調製物を含む。１つの実施形態において、用語「

化学前駆体または他の化学物質を実質的に含まない」は、化学前駆体または非Ｆ

ＣＴＲＸポリペプチドを約３０％未満（乾燥重量にて）、より好ましくは化学前

駆体または非ＦＣＴＲＸポリペプチドを約２０％未満、なおより好ましくは化学

前駆体または非ＦＣＴＲＸポリペプチドを約１０％未満、そして最も好ましくは

化学前駆体または非ＦＣＴＲＸポリペプチドを約５％未満有する、ＦＣＴＲＸタ

ンパク質の調製物を含む。
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      【０１３６】

  ＦＣＴＲＸタンパク質の生物学的に活性な部分は、全長ＦＣＴＲＸタンパク質

より少ないアミノ酸を含み、そしてＦＣＴＲＸタンパク質の少なくとも１つの活

性を示す、ＦＣＴＲＸタンパク質のアミノ酸配列（例えば、配列番号２に示され

るアミノ酸配列）に十分に相同なアミノ酸配列、またはこのＦＣＴＲＸタンパク

質のアミノ酸配列に由来するアミノ酸配列を含むペプチドを含む。代表的には、

生物学的に活性な部分は、ＦＣＴＲＸタンパク質の少なくとも１つの活性を有す

るドメインまたはモチーフを含む。ＦＣＴＲＸタンパク質の生物学的に活性な部

分は、例えば、長さが１０、２５、５０、１００またはそれより多いアミノ酸で

あるポリペプチドであり得る。

      【０１３７】

  本発明のＦＣＴＲＸの生物学的に活性な部分は、ＦＣＴＲＸファミリータンパ

ク質間に保存される上記の同定されたドメインの少なくとも１つを含み得る。さ

らに、タンパク質の他の領域が欠失している他の生物学的に活性な部分は、組換

え技術によって調製され得、そしてネイティブなＦＣＴＲＸタンパク質の機能的

活性のうちの１つ以上について評価され得る。

      【０１３８】

  いくつかの実施形態において、ＦＣＴＲＸタンパク質は、以下に詳細に記載さ

れるように、天然の対立遺伝子改変体または変異誘発に起因してアミノ酸配列が

異なるが、配列番号２、４、６、８、１０、および１２のいずれかに実質的に相

同であり、そして配列番号２、４、６、８、１０、および１２のいずれかのタン

パク質の機能的活性を保持する。従って、別の実施形態において、ＦＣＴＲＸタ

ンパク質は、配列番号２、４、６、８、１０、および１２のいずれかのアミノ酸

配列に少なくとも約４５％相同な、そしてより好ましくは約５５、６５、７０、

７５、８０、８５、９０、９５、９８、またはなお９９％相同なアミノ酸配列を

含み、そして、配列番号２、４、６、８、１０、および１２の配列を有する対応

するポリペプチドのＦＣＴＲＸタンパク質の機能的活性を保持するタンパク質で

ある。

      【０１３９】
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  （２つ以上の配列間の相同性の決定）

  ２つのアミノ酸配列または２つの核酸の相同性のパーセントを決定するために

、配列は、至適な比較の目的のために整列される（例えば、ギャップは、配列間

の最適な整列について比較される配列のいずれかに導入され得る）。次いで、対

応するアミノ酸位置またはヌクレオチド位置でのアミノ酸残基またはヌクレオチ

ドが比較される。第１の配列中の位置が、第２の配列中の対応する位置と同じア

ミノ酸残基またはヌクレオチドで占められる場合、分子はその位置で相同である

（すなわち、本明細書中で使用される場合、アミノ酸または核酸の「相同性」は

、アミノ酸または核酸の「同一性」と等価である）。

      【０１４０】

  核酸配列の相同性は、２つの配列間の同一性の程度として決定され得る。相同

性は、当該分野において公知のコンピュータープログラム（例えば、ＧＣＧプロ

グラムパッケージにおいて提供されるＧＡＰソフトウェア）を用いて決定され得

る。ＮｅｅｄｌｅｍａｎおよびＷｕｎｓｃｈ  １９７０  Ｊ  Ｍｏｌ  Ｂｉｏｌ

  ４８：４４３～４５３を参照のこと。核酸配列比較のための以下の設定（ＧＡ

Ｐ作製ペナルティー、５．０、およびＧＡＰ伸長ペナルティー、０．３）を用い

てＧＣＧ  ＧＡＰソフトウェアを使用すると、上記で言及される類似の核酸配列

のコード領域は、配列番号１、３、５、７、９、および１１に示されるＤＮＡ配

列のＣＤＳ（コード）部分と、好ましくは少なくとも７０％、７５％、８０％、

８５％、９０％、９５％、９８％または９９％の同一性の程度を示す。配列同一

性の程度を決定するための等価なソフトウェア手順が当該分野で広く公知であり

、本文脈中に使用され得る。

      【０１４１】

  用語「配列同一性」は、２つのポリヌクレオチド配列またはポリペプチド配列

が、特定の比較領域にわたって、残基毎を基準として同一である程度をいう。用

語「配列同一性のパーセンテージ」は、以下により算出される：この比較領域に

わたって最適に整列された２つの配列を比較すること、両方の配列において同一

の核酸塩基（例えば、核酸の場合にはＡ、ＴもしくはＵ、Ｃ、Ｇ、またはＩ）が

生じる位置の数を決定し、一致した位置の数を導くこと、この一致した位置の数
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を、比較領域の内の位置の総数（すなわち、ウインドウサイズ）で除算すること

、およびその結果を１００で乗算して、配列同一性のパーセンテージを導くこと

。用語「実質的な同一性」は、本明細書中で使用される場合、ポリヌクレオチド

配列の特徴を示し、ここでこのポリヌクレオチドは、比較領域にわたり参照配列

と比較して、少なくとも８０％の配列同一性、好ましくは少なくとも８５％の配

列同一性、そして頻繁には９０～９５％の配列同一性、より通常には少なくとも

９９％の配列同一性を有する配列を含む。用語「陽性（ｐｏｓｉｔｉｖｅ）残基

のパーセンテージ」は、以下により算出される：その比較領域にわたって最適に

整列された２つの配列を比較すること、同一のアミノ酸および保存的アミノ酸の

置換が、上記のように両方の配列で生じる位置の数を決定し、一致した位置の数

を導くこと、この一致した位置の数を、比較領域中の位置の総数（すなわち、ウ

インドウサイズ）で除算すること、およびその結果を１００で乗算して、陽性残

基のパーセンテージを導くこと。

      【０１４２】

  （キメラＦＣＴＲＸタンパク質および融合ＦＣＴＲＸタンパク質）

  本発明はまた、ＦＣＴＲＸキメラタンパク質またはＦＣＴＲＸ融合タンパク質

を提供する。本明細書中で使用される場合、ＦＣＴＲＸ「キメラタンパク質」ま

たはＦＣＴＲＸ「融合タンパク質」は、非ＦＣＴＲＸポリペプチドに作動可能に

連結された、ＦＣＴＲＸポリペプチドを含む。「ＦＣＴＲＸポリペプチド」は、

ＦＣＴＲＸポリペプチド、またはそのフラグメント、改変体もしくは誘導体に対

応するアミノ酸配列を有するポリペプチドをいうが、「非ＦＣＴＲＸポリペプチ

ド」は、ＦＣＴＲＸタンパク質に対して実質的に相同ではないタンパク質（例え

ば、ＦＣＴＲＸタンパク質とは異なり、かつ同一でかまたは異なる生物体に由来

するタンパク質）に対応するアミノ酸配列を有するポリペプチドをいう。従って

、ＦＣＴＲＸ融合タンパク質において、このＦＣＴＲＸポリペプチドは、ＦＣＴ

ＲＸタンパク質のすべてまたは一部分に対応し得る。１つの実施形態では、ＦＣ

ＴＲＸ融合タンパク質は、ＦＣＴＲＸタンパク質の少なくとも１つの生物学的に

活性な部分を含む。別の実施形態では、ＦＣＴＲＸ融合タンパク質は、ＦＣＴＲ

Ｘタンパク質の少なくとも２つの生物学的に活性な部分を含む。融合タンパク質
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において、用語「作動可能に連結された」は、ＦＣＴＲＸポリペプチドおよび非

ＦＣＴＲＸポリペプチドが、インフレームで互いに融合されていることを示すこ

とが意図される。非ＦＣＴＲＸポリペプチドは、ＦＣＴＲＸポリペプチドのＮ末

端またはＣ末端に融合され得る。

      【０１４３】

  例えば、１つの実施形態では、ＦＣＴＲＸ融合タンパク質は、第２のタンパク

質の細胞外ドメインに作動可能に連結されたＦＣＴＲＸポリペプチドを含む。こ

のような融合タンパク質は、ＦＣＴＲＸ活性を調節する化合物についてのスクリ

ーニングアッセイでさらに利用され得る（このようなアッセイは、以下に詳細に

記載される）。

      【０１４４】

  別の実施形態においては、この融合タンパク質は、ＧＳＴ－ＦＣＴＲＸ融合タ

ンパク質であり、ここではＦＣＴＲＸ配列が、ＧＳＴ（すなわち、グルタチオン

Ｓ－トランスフェラーゼ）配列のＣ末端に融合される。このような融合タンパク

質は、組換えＦＣＴＲＸの精製を容易にし得る。

      【０１４５】

  さらに別の実施形態において、融合タンパク質は、そのＮ末端に異種シグナル

配列を含むＦＣＴＲＸタンパク質である。例えば、ネイティブなＦＣＴＲＸシグ

ナル配列は、取り除かれて、別のタンパク質由来のシグナル配列で置換され得る

。特定の宿主細胞（例えば、哺乳動物宿主細胞）において、ＦＣＴＲＸの発現お

よび／または分泌は、異種シグナル配列の使用を介して増加され得る。

      【０１４６】

  さらなる実施形態においては、この融合タンパク質は、ＦＣＴＲＸ－免疫グロ

ブリン融合タンパク質であり、ここでは１つ以上のドメインを含むＦＣＴＲＸ配

列が、免疫グロブリンタンパク質ファミリーのメンバーに由来する配列に融合さ

れる。本発明のこのＦＣＴＲＸ－免疫グロブリン融合タンパク質は、薬学的組成

物中に取り込まれ、そして被験体に投与されて、細胞の表面上でＦＣＴＲＸリガ

ントとＦＣＴＲＸタンパク質との間の相互作用を阻害し、それによってインビボ

のＦＣＴＲＸ媒介シグナル伝達を抑制し得る。１つの例においては、意図される
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本発明のＦＣＴＲＸリガンドは、ＦＣＴＲＸレセプターである。このＦＣＴＲＸ

－免疫グロブリン融合タンパク質を用い、ＦＣＴＲＸ同族リガンドのバイオアベ

イラビリティを調節し得る。ＦＣＴＲＸリガンド／ＦＣＴＲＸ相互作用の阻害は

、増殖障害および分化障害の両方の処置、および細胞生存を調節（例えば、促進

または阻害）することに、治療的に有用であり得る。さらに、本発明のこのＦＣ

ＴＲＸ－免疫グロブリン融合タンパク質は、被験体中で抗ＦＣＴＲＸ抗体を産生

するための免疫原として用いられ得、ＦＣＴＲＸリガンドを精製し、そしてＦＣ

ＴＲＸリガンドとのＦＣＴＲＸの相互作用を阻害する分子を同定するスクリーニ

ングアッセイで用いられ得る。本発明のＦＣＴＲＸキメラタンパク質またはＦＣ

ＴＲＸ融合タンパク質は、標準的な組換えＤＮＡ技法により産生され得る。例え

ば、異なるポリペプチド配列をコードするＤＮＡフラグメントは、従来の技法に

従って、例えば、連結のための平滑末端または粘着（ｓｔａｇｇｅｒ）末端、適

切な末端を提供するための制限酵素消化、適切な場合、粘着（ｃｏｈｅｓｉｖｅ

）末端の充填、所望しない連結を避けるためのアルカリホスファターゼ処理、お

よび酵素的連結を採用することにより、インフレームで一緒に連結される。別の

実施形態では、融合遺伝子を、自動化ＤＮＡ合成機を含む従来技法により合成さ

れ得る。あるいは、遺伝子フラグメントのＰＣＲ増幅は、キメラ遺伝子配列を生

成するために次いでアニールおよび再増幅され得る、２つの連続遺伝子フラグメ

ント間の相補的な張り出しを生じるアンカープライマーを用いて実施され得る（

例えば、Ａｕｓｂｅｌら（編）ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  Ｍ

ＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ、１９９

２を参照のこと）。さらに、融合成分（例えば、ＧＳＴポリペプチド）を既にコ

ードした多くの発現ベクターが市販されている。ＦＣＴＲＸをコードする核酸は

、この融合成分がＦＣＴＲＸタンパク質にインフレーム連結されるように、この

ような発現ベクター中にクローン化され得る。

      【０１４７】

  （ＦＣＴＲＸアゴニストおよびアンタゴニスト）

  本発明はまた、ＦＣＴＲＸアゴニスト（模倣物）またはＦＣＴＲＸアンタゴニ

ストのいずれかとして機能するＦＣＴＲＸタンパク質の改変体に関する。ＦＣＴ
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ＲＸタンパク質の改変体、例えば、ＦＣＴＲＸタンパク質の離散した点変異また

は短縮型が、変異誘発により生成され得る。ＦＣＴＲＸタンパク質のアゴニスト

は、天然に存在する形態のＦＣＴＲＸタンパク質と実質的に同じ生物学的活性、

またはその生物学的活性のサブセットを保持し得る。ＦＣＴＲＸタンパク質のア

ンタゴニストは、天然に存在する形態のＦＣＴＲＸタンパク質の１つ以上の活性

を、例えば、ＦＣＴＲＸタンパク質を含む細胞シグナル伝達カスケードの下流ま

たは上流のメンバーに競合的に結合することにより阻害し得る。従って、特異的

生物学的効果が、限られた機能の改変体を用いた処理により惹起され得る。１つ

の実施形態では、このタンパク質の天然に存在する形態の生物学活性のサブセッ

トを有する改変体を用いた被験体の処置は、ＦＣＴＲＸタンパク質の天然に存在

する形態を用いた処置に対して被験体におけるより少ない副作用を有する。

      【０１４８】

  ＦＣＴＲＸアゴニスト（模倣物）またはＦＣＴＲＸアンタゴニストのいずれか

として機能するＦＣＴＲＸタンパク質の改変体は、ＦＣＴＲＸタンパク質アゴニ

スト活性またはＦＣＴＲＸタンパク質アンタゴニスト活性のためのＦＣＴＲＸタ

ンパク質の変異体（例えば短縮型変異体）のコンビナトリアルライブラリーをス

クリーニングすることにより同定され得る。１つの実施形態では、ＦＣＴＲＸ改

変体の多彩なライブラリーは、核酸レベルでのコンビナトリアル変異誘発により

生成され、そして多彩な遺伝子ライブラリーによりコードされる。ＦＣＴＲＸ改

変体の多彩なライブラリーは、例えば、合成オリゴヌクレオチドの混合物を、潜

在的なＦＣＴＲＸ配列の縮重セットが、個々のポリペプチドとして、あるいは、

その中にＦＣＴＲＸ配列のセットを含む（例えば、ファージディスプレイのため

の）より大きな融合タンパク質のセットとして発現可能であるように、遺伝子配

列中に酵素的に連結することにより産生され得る。縮重オリゴヌクレオチド配列

から潜在的なＦＣＴＲＸ改変体のライブラリーを産生するために用いられ得る種

々の方法がある。縮重遺伝子配列の化学的合成は、自動化ＤＮＡ合成機中で実施

され得、次いでこの合成遺伝子は、適切な発現ベクター中に連結される。遺伝子

の縮重セットの使用は、１つの混合物において、潜在的なＦＣＴＲＸ改変体配列

の所望のセットをコードする配列のすべての供給量を可能にする。縮重オリゴヌ
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クレオチドを合成する方法は当該分野で公知である（例えば、Ｎａｒａｎｇ（１

９８３）Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ  ３９：３；Ｉｔａｋｕｒａら（１９８４）Ａ

ｎｎｕ  Ｒｅｖ  Ｂｉｏｃｈｅｍ  ５３：３２３；Ｉｔａｋｕｒａら（１９８４

）Ｓｃｉｅｎｃｅ  １９８：１０５６；Ｉｋｅら（１９８３）Ｎｕｃｌ  Ａｃｉ

ｄ  Ｒｅｓ  １１：４７７を参照のこと）。

      【０１４９】

  （ポリペプチドライブラリー）

  さらに、ＦＣＴＲＸタンパク質コード配列のフラグメントのライブラリーを用

いて、ＦＣＴＲＸタンパク質の改変体のスクリーニングおよび引き続く選択のた

めの増殖プロモーターフラグメントの多彩な集団を生成し得る。１つの実施形態

では、コード配列フラグメントのライブラリーは、ＦＣＴＲＸコード配列の二本

鎖ＰＣＲフラグメントを、１分子あたり約１つのみのニックが生じる条件下にて

、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、異なるニック

産物からのセンス対／アンチセンス対を含み得る二本鎖ＤＮＡを形成するために

このＤＮＡを再生すること、Ｓ１ヌクレアーゼを用いた処理により再形成された

二本鎖から一本鎖部分を除去すること、および得られるフラグメントライブラリ

ーを発現ベクター中に連結することにより生成し得る。この方法により、ＦＣＴ

ＲＸタンパク質の種々のサイズのＮ末端フラグメントおよび内部フラグメントを

コードする発現ライブラリーが派生し得る。

      【０１５０】

  点変異または短縮化により作成されたコンビナトリアルライブラリーの遺伝子

産物をスクリーニングするため、選択された性質を有する遺伝子産物についてｃ

ＤＮＡライブラリーをスクリーニングするためのいくつかの技法が当該分野で公

知である。このような技法を、ＦＣＴＲＸタンパク質のコンビナトリアル変異誘

発により生成された遺伝子ライブラリーの迅速スクリーニングに適用可能である

。大きな遺伝子ライブラリーをスクリーニングするための、高スループット分析

に適した最も広く用いられる技法は、代表的には、遺伝子ライブラリーを複製可

能な発現ベクター中にクローニングすること、得られるベクターのライブラリー

で適切な細胞を形質転換すること、およびこのコンビナトリアル遺伝子を、所望
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の活性の検出が、その産物が検出された遺伝子をコードするベクターの単離を容

易にする条件下で発現することを含む。ライブラリー中の機能的変異体の頻度を

増大する新規技法であるリクルーシブエンセブル変異誘発（ＲＥＭ）を、スクリ

ーニングアッセイと組み合わせて用い、ＦＣＴＲＸ改変体を同定し得る（Ａｒｋ

ｉｎおよびＹｏｕｒｖａｎ（１９９２）ＰＮＡＳ  ８９：７８１１－７８１５；

Ｄｅｌｇｒａｖｅら（１９９３）Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ  ６

：３２７－３３１）。

      【０１５１】

  （抗ＦＣＴＲＸ抗体）

  本明細書中で使用される場合、用語「抗体」は、免疫グロブリン分子、および

免疫グロブリン（Ｉｇ）分子の免疫学的に活性な部分（すなわち、抗原に特異的

に結合する（免疫反応する）抗原結合部位を含む分子）をいう。このような抗体

としては、ポリクロナール抗体、モノクロナール抗体、キメラ抗体、単鎖抗体、

Ｆabフラグメント、Ｆab'フラグメントおよびＦ(ab')2フラグメント、ならびに

Ｆab発現ライブラリーが挙げられるが、これらに限定されない。一般的に、ヒト

由来の抗体分子は、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＥおよびＩｇＤの任意のクラ

スに関連し、これらは分子内に存在する重鎖の性質によって互いに異なる。特定

のクラスは同様にサブクラス（例えば、ＩｇＧ1、ＩｇＧ2など）を有する。さら

に、ヒトにおいては、軽鎖はκ鎖またはλ鎖であり得る。本明細書中で抗体に対

する参照は、ヒト抗体種のすべてのこのようなクラス、サブクラスおよび型に対

する参照を含む。

      【０１５２】

  本発明の単離されたタンパク質は、抗原、またはその一部もしくはフラグメン

トとして働くことが意図され得、そしてさらに、免疫原として使用され、ポリク

ロナール抗体およびモノクロナール抗体の調製のための標準的な技術を用いて、

抗原を免疫特異的に結合する抗体を生成し得る。全長タンパク質が使用され得る

か、あるいは本発明は、免疫原として使用するための抗原の抗原性ペプチドフラ

グメントを提供する。抗原性ペプチドフラグメントは、全長タンパク質のアミノ

酸配列（例えば、配列番号２、４、６、８、１０、および１２において示される
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アミノ酸配列）の少なくとも６アミノ酸残基を含み、そしてそれらのエピトープ

を含み、その結果このペプチドに対して惹起された抗体は、全長タンパク質また

はこのエピトープを含む任意のフラグメントと特異的免疫複合体を形成する。好

ましくは、抗原性ペプチドは、少なくとも１０アミノ酸残基、または少なくとも

１５アミノ酸残基、または少なくとも２０アミノ酸残基、または少なくとも３０

アミノ酸残基を含む。この抗原性ペプチドにより含まれる好ましいエピトープは

、そのペプチド表面上に位置するタンパク質の領域であり；通常、これらは親水

性領域である。

      【０１５３】

  本発明の特定の実施形態では、抗原性ペプチドにより包含される少なくとも１

つのエピトープは、タンパク質の表面上に位置するＦＣＴＲＸの領域、例えば、

親水性領域である。ヒトＦＣＴＲＸ関連タンパク質配列の疎水性分析は、ＦＣＴ

ＲＸポリペプチドのどの領域が特に親水性であるか、そしてそれ故、抗体産生を

標的化するために有用な表面残基をコードするようであるかを示す。抗体産生を

標的化する手段として、親水性および疎水性の領域を示すヒドロパシープロット

を、例えば、フーリエ変換と伴うかまたは伴わないのいずれかでの、Ｋｙｔｅ  

Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ法またはＨｏｐｐ  Ｗｏｏｄｓ法を含む、当該分野で周知の

任意の方法により生成し得る。例えば、それらの全体が本明細書に参考として各

々援用される、ＨｏｐｐおよびＷｏｏｄｓ、１９８１、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃ

ａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ７８：３８２４－３８２８；ＫｙｔｅおよびＤｏｏｌｉ

ｔｔｌｅ  １９８２、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１５７：１０５－１４２を参照の

こと。抗原性タンパク質またはその誘導体、フラグメント、アナログもしくはホ

モログ内の１つ以上のドメインに対して特異的な抗体はまた、本明細書中で提供

される。

      【０１５４】

  本発明のタンパク質、またはその誘導体、フラグメント、アナログ、ホモログ

もしくはオルソログは、これらのタンパク質成分を免疫特異的に結合する抗体の

産生における免疫原として利用され得る。

      【０１５５】
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  当該分野において公知の種々の手順が、本発明のタンパク質、またはその誘導

体、フラグメント、アナログ、ホモログもしくはオルソログに対して指向される

ポリクロナール抗体またはモノクロナール抗体の産生のために使用され得る（例

えば、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｌａｍｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，Ｈａ

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

ｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａ

ｒｂｏｒ、ＮＹ（本明細書中に参考として援用される）を参照のこと）。これら

の抗体のうちのいくつかは、以下で考察される。

      【０１５６】

  （ポリクロナール抗体）

  ポリクロナール抗体の産生のために、種々の適切な宿主動物（例えば、ウサギ

、ヤギ、マウスまたは他の動物）は、ネイティブなタンパク質、その合成改変体

、または前記の誘導体を用いる１以上の注射によって免疫され得る。適切な免疫

原性調製物は、例えば、天然に存在する免疫原性タンパク質、免疫原性タンパク

質を提示する化学的に合成されたポリペプチド、または組換え的に発現される免

疫原性タンパク質を含み得る。さらに、このタンパク質は、免役される哺乳動物

において免疫原性であることが公知の第２のタンパク質に結合体化され得る。こ

のような免疫原性タンパク質の例としては、キーホールリンペットヘモシアニン

、血清アルブミン、ウシサイログロブリン、および大豆トリプシンインヒビター

が挙げられるが、これらに限定されない。この調製物はさらに、アジュバントを

含み得る。種々のアジュバントが免疫学的応答を増加させるために使用され得、

このようなアジュバントとしては、フロインド（完全および不完全）、ミネラル

ゲル（例えば、水酸化アルミニウム）、界面活性物質（例えば、リゾレシチン、

プルロニック（ｐｌｕｒｏｎｉｃ）ポリオール、ポリアニオン、ペプチド、油乳

濁液、ジニトロフェノールなど）、ヒトにおいて使用可能なアジュバント（例え

ば、Ｂａｃｉｌｌｅ  Ｃａｌｍｅｔｔｅ－ＧｕｅｒｉｎおよびＣｏｒｙｎｅｂａ

ｃｔｅｒｉｕｍ  ｐａｒｖｕｍ）または類似の免疫刺激剤が挙げられるが、これ

らに限定されない。使用され得るアジュバントのさらなる例としては、ＭＰＬ－

ＴＤＭアジュバント（モノホスホリルリピドＡ、合成トレハロースジコリノミコ
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レート）が挙げられる。

      【０１５７】

  免疫原性タンパク質に対して指向されるポリクロナール抗体分子は、哺乳動物

から（例えば、血液から）単離され得、そして周知の技術（例えば、プロテイン

ＡまたはプロテインＧを用いるアフィニティクロマトグラフィー（これは、主に

免疫血清のＩｇＧ画分を提供する））によってさらに精製され得る。続いて、ま

たは代替的に、求められている免疫グロブリンの標的である特異的抗原またはそ

のエピトープがカラムに固定され、免疫アフィニティクロマトグラフィーによっ

て免疫特異的抗体を精製し得る。免疫グロブリンの精製は、例えば、Ｄ．Ｗｉｌ

ｋｉｎｓｏｎ（Ｔｈｅ  Ｓｃｉｅｎｔｉｓｔ（Ｔｈｅ  Ｓｃｉｅｎｔｉｓｔ，Ｉ

ｎｃ．，Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ  ＰＡより発行）、第１４巻、第８号（２０

００年４月１７日）、２５～２８頁）によって考察される。

      【０１５８】

  （モノクローナル抗体）

  本明細書で用いられる場合、用語「モノクローナル抗体」（ＭＡｂ）または「

モノクローナル抗体組成物」は、独特の軽鎖遺伝子産物および独特の重鎖遺伝子

産物からなる唯一の分子種の抗体分子を含む抗体分子の集団をいう。特に、モノ

クローナル抗体の相補性決定領域（ＣＤＲ）は、集団のすべての分子に同一であ

る。従って、ＭＡｂは、抗原への独特の結合親和性によって特徴付けられる抗原

の特定のエピトープと免疫反応可能な抗原結合部位を含む。

      【０１５９】

  モノクローナル抗体は、ハイブリドーマ方法（例えば、当該分野において記載

されるような方法）を使用して調製され得る。例えば、ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉ

ｌｓｔｅｉｎ，Ｎａｔｕｒｅ，２５６：４９５（１９７５）を参照のこと。ハイ

ブリドーマ方法において、マウス、ハムスター、または他の適切な宿主動物は、

免疫因子で代表的に免疫され、免疫因子に特異的に結合する抗体を産生するか、

または産生し得るリンパ球を誘発する。あるいは、リンパ球は、インビトロで免

疫され得る。

      【０１６０】
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  免疫因子としては、代表的に、タンパク質抗原、そのフラグメントまたはその

融合タンパク質が挙げられる。一般的には、以下のいずれかである：ヒト起源の

細胞が所望される場合は、末梢血リンパ球が使用され、または非ヒト哺乳動物供

給源が所望される場合は、脾臓細胞またはリンパ節細胞が使用される。次いで、

適切な融合因子（例えば、ポリエチレングリコール）を使用して、リンパ球を不

死化細胞株に融合し、ハイブリドーマ細胞を形成する（Ｇｏｄｉｎｇ，Ｍｏｎｏ

ｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：ＰＲＩＮＣＩＰＬＥＳ  ＡＮＤ  ＰＲＡ

ＣＴＩＣＥ，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ（１９８６）、５９～１０３頁）。

不死化細胞株は、哺乳動物細胞、特にげっ歯類起源、ウシ起源およびヒト起源の

骨髄腫細胞に通常形質転換される。通常、ラットまたはマウスの骨髄腫細胞株が

使用される。ハイブリドーマ細胞は、１以上の物質（融合されていない不死化細

胞の増殖も生存も阻害する）を適切に含む適切な培養培地中で培養され得る。例

えば、親の細胞が酵素ヒポキサンチングアニンンホスホリボシルトランスフェラ

ーゼ（ＨＧＰＲＴまたはＨＰＲＴ）を欠く場合、ハイブリドーマについての培養

培地は、代表的にヒポキサンチン、アミノプテリン、およびチミジンを含み（「

ＨＡＴ培地」）、それらの物質はＨＧＰＲＴ欠失細胞の増殖を阻害する。

      【０１６１】

  好ましい不死化細胞株は、効率的に融合する細胞株であり、それらは選択され

た抗体産生細胞によって抗体の安定な高レベルの発現を支持し、そしてＨＡＴ培

地のような培地に感受性である。より好ましい不死化細胞株はマウス骨髄腫細胞

株であり、それらを、例えば、Ｓａｌｋ  Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ  Ｃｅｌｌ  Ｄｉ

ｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ  Ｃｅｎｔｅｒ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆｏｒｎ

ｉａおよびＡｍｅｒｉｃａｎ  Ｔｙｐｅ  Ｃｕｌｔｕｒｅ  Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏ

ｎ，Ｍａｎａｓｓａｓ，Ｖｉｒｇｉｎｉａから得ることが可能である。ヒト骨髄

腫細胞株およびマウス－ヒト骨髄腫細胞株はまた、ヒトモノクローナル抗体の産

生について記載される（例えば、Ｋｏｚｂｏｒ，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１３３

：３００１（１９８４）；Ｂｒｏｄｅｕｒら、ＭＯＮＯＣＬＯＮＡＬ  ＡＮＴＩ

ＢＯＤＹ  ＰＲＯＤＵＣＴＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＩＱＵＥＳ  ＡＮＤ  ＡＰＰＬＩ

ＣＡＴＩＯＮ，Ｍａｒｃｅｌ  Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，（
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１９８７）第５１－６３頁を参照のこと）。

      【０１６２】

  次いで、ハイブリドーマ細胞が培養される培養培地は、抗原に対するモノクロ

ーナル抗体の存在についてアッセイされ得る。好ましくは、ハイブリドーマ細胞

によって産生されるモノクローナル抗体の結合特異性は、免疫沈降によって決定

されるか、またはインビトロ結合アッセイ（例えば、ラジオイムノアッセイ（Ｒ

ＩＡ）もしくは酵素結合イムノソルベント検定法（ＥＬＩＳＡ））によって決定

される。このような技術およびアッセイは、当該分野で公知である。モノクロー

ナル抗体の結合親和性は、スキャッチャード分析によって決定され得る。例えば

、ＭｕｎｓｏｎおよびＰｏｌｌａｒｄ，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，１０７：

２２０（１９８０）を参照のこと。標的抗原に対する高い程度の特異性および高

結合親和性を有する抗体を同定することが、モノクローナルの治療的適用におい

て特に重要な目的である。

      【０１６３】

  所望のハイブリドーマ細胞が同定された後、希釈手順を限定することによって

、クローンをサブクローニングし得、そして標準方法によって増殖し得る（Ｇｏ

ｄｉｎｇ，１９８６）。この目的のために適切な培養培地としては、例えば、ダ

ルベッコ変法イーグル培地およびＲＰＭＩ－１６４０培地が挙げられる。あるい

は、ハイブリドーマ細胞は、哺乳動物内の腹水としてインビボで増殖され得る。

      【０１６４】

  サブクローンによって分泌されたモノクローナル抗体は、従来の免疫グロブリ

ン精製手順（例えば、プロテインＡセファロース、ヒドロキシアパタイトクロマ

トグラフィー、ゲル電気泳動、透析、またはアフィニティークロマトグラフィー

）によって、培養培地または腹水から、単離または精製され得る。

      【０１６５】

  モノクローナル抗体はまた、組換えＤＮＡ方法（例えば、米国特許第４，８１

６，５６７号に記載される方法）によって作製され得る。本発明のモノクローナ

ル抗体をコードするＤＮＡは、従来の手順を使用して（例えば、マウス抗体の重

鎖および軽鎖をコードする遺伝子に特異的に結合し得るオリゴヌクレオチドプロ
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ーブを使用することによって）容易に単離され得、そして配列決定され得る。本

発明のハイブリドーマ細胞は、このようなＤＮＡの好ましい供給源として働く。

一旦単離されると、ＤＮＡは、発現ベクターに配置され得、次いでそれらは、宿

主細胞（例えば、さもなければ免疫グロブリンタンパク質を産生しないサルＣＯ

Ｓ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、または骨髄腫細胞）にト

ランスフェクトされ、組換え宿主細胞内でのモノクローナル抗体の合成を得る。

ＤＮＡはまた、例えば、相同なマウス配列の代わりにヒト重鎖定常ドメインおよ

びヒト軽鎖定常ドメインについてのコード配列の置換（米国特許第４，８１６，

５６７号；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ，Ｎａｔｕｒｅ  ３６８，８１２－１３（１９９４

））によってか、または非免疫グロブリンポリペプチドについてのコード配列の

すべてまたは一部の配列をコードする免疫グロブリンへの共有結合的な連結によ

って改変され得る。このような非免疫グロブリンポリペプチドは、本発明の抗体

の定常領域に置換され得るか、または本発明の抗体の１つの抗原結合部位の可変

領域に置換され得、キメラの二価抗体を作製する。

      【０１６６】

  （ヒト化抗体）

  本発明のタンパク質抗原に対する抗体は、さらにヒト化抗体またはヒト抗体を

含み得る。これらの抗体は、投与された免疫グロブリンに対してヒトによる免疫

応答を引き起こさないヒトへの投与に適する。抗体のヒト化形態は、キメラ免疫

グロブリン、免疫グロブリン鎖またはそれらのフラグメント（例えば、Ｆｖ、Ｆ

ａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）2または他の抗体の抗原結合サブ配列）であり、

それらは主にヒト免疫グロブリンの配列から構成され、そして非ヒト免疫グロブ

リンに由来する最小の配列を含む。ヒト化は、ヒト抗体の対応する配列について

のげっ歯類ＣＤＲまたはＣＤＲ配列の置換によって、Ｗｉｎｔｅｒおよび共同研

究者の方法（Ｊｏｎｅｓら、Ｎａｔｕｒｅ，３２１：５２２－５２５（１９８６

）；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら、Ｎａｔｕｒｅ，３３２：３２３－３２７（１９８８

）；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２３９：１５３４－１５３６（１

９８８））に従って達成され得る。（米国特許第５，２２５，５３９号もまた参

照のこと。）。いくつかの場合において、ヒト免疫グロブリンのＦｖ骨格（ｆｒ
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ａｍｅｗｏｒｋ）残基は、対応する非ヒト残基によって置換される。ヒト化抗体

はまた、レシピエントの抗体においても、移入されたＣＤＲまたは骨格配列にお

いても見出されない残基を含み得る。一般に、ヒト化抗体は、すべての少なくと

も１つ、および代表的には２つの可変ドメインを実質的に含む。これらの領域内

で、すべてのまたは実質的にすべてのＣＤＲ領域は非ヒト免疫グロブリンの領域

に対応し、そしてすべてまたは実質的にすべての骨格領域はヒト免疫グロブリン

コンセンサス配列の領域に対応する。ヒト化抗体はまた、必要ならば、免疫グロ

ブリン定常領域（Ｆｃ）（代表的には、ヒト免疫グロブリンの定常領域）の少な

くとも一部を含む（Ｊｏｎｅｓら、１９８６；Ｒｉｅｃｈａｍａｎｎら、１９８

８；およびＰｒｅｓｔａ、Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．，２：５

９３－５９６（１９９２））。

      【０１６７】

  （ヒト抗体）

  ＣＤＲを含む軽鎖および重鎖の両方の全体配列がヒト遺伝子から生じる抗体分

子に、完全なヒト抗体は本質的に関連する。このような抗体を、「ヒト抗体」、

または「完全なヒト抗体」と本明細書中で呼ぶ。ヒトモノクローナル抗体は、ト

リオーマ（ｔｒｉｏｍａ）技術；ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術（Ｋｏｚｂｏｒ

ら、１９８３  Ｉｍｍｕｎｏｌ  Ｔｏｄａｙ  ４：７２を参照のこと）およびヒ

トモノクローナル抗体を産生するためのＥＢＶハイブリドーマ技術（Ｃｏｌｅら

、１９８５：ＭＯＮＯＣＬＯＮＡＬ  ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ  ＡＮＤ  ＣＡＮＣ

ＥＲ  ＴＨＥＲＡＰＹ，Ａｌａｎ  Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．，第７７－９６頁を

参照のこと）によって調製され得る。ヒトモノクローナル抗体は、本発明の実施

において使用され得、そしてヒトハイブリドーマの使用（Ｃｏｔｅら、１９８３

．Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  ＵＳＡ  ８０：２０２６－２０３０を参照の

こと）によってか、またはインビトロでのエプスタインバーウイルスでのヒトＢ

細胞の形質転換（Ｃｏｌｅら、１９８５：ＭＯＮＯＣＬＯＮＡＬ  ＡＮＴＩＢＯ

ＤＩＥＳ  ＡＮＤ  ＣＡＮＣＥＲ  ＴＨＥＲＡＰＹ，Ａｌａｎ  Ｒ．Ｌｉｓｓ，

Ｉｎｃ．，第７７－９６頁を参照のこと）によって産生され得る。

      【０１６８】
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  さらに、ヒト抗体はまた、さらなる技術（ファージディスプレイライブラリー

（ＨｏｏｇｅｎｂｏｏｍおよびＷｉｎｔｅｒ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２７

：３８１（１９９１）；Ｍａｒｋｓら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２２：５８

１（１９９１））を含む）を使用して産生され得る。同様に、ヒト免疫グロブリ

ン位置をトランスジェニック動物（例えば、内因性免疫グロブリン遺伝子が、部

分的または完全に不活化されているマウス）に導入することによって、ヒト抗体

は作製され得る。チャレンジに際して、ヒト抗体産生が観察され、このことはす

べての点（遺伝子再配列、アセンブリー、および抗体レパートリーを含む）でヒ

トにおいて観察されたものに密接に類似する。このアプローチは、例えば、以下

に記載される：米国特許第５，５４５，８０７号；同第５，５４５，８０６号；

同第５，５６９，８２５号；同第５，６２５，１２６号；同第５，６３３，４２

５号；同第５，６１１，０１６号、およびＭａｒｋｓら（Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏ

ｌｏｇｙ  １０、７７９－７８３（１９９２））；Ｌｏｎｂｅｒｇら（Ｎａｔｕ

ｒｅ  ３６８  ８５６－８５９（１９９４））；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ（Ｎａｔｕｒ

ｅ  ３６８、８１２－１３（１９９４））；Ｆｉｓｈｗｉｌｄら（Ｎａｔｕｒｅ

  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  １４、８４５－５１（１９９６））；Ｎｅｕｂ

ｅｒｇｅｒ（Ｎａｔｕｒｅ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  １４、８２６（１９

９６））；ならびにＬｏｎｂｅｒｇおよびＨｕｓｚａｒ（Ｉｎｔｅｒｎ．Ｒｅｖ

．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３  ６５－９３（１９９５））。

      【０１６９】

  ヒト抗体は、抗原によるチャレンジに応答して動物の内因性抗体よりもヒト抗

体を十分に産生するように改変されたトランスジェニック非ヒト動物を使用して

、さらに産生され得る。（刊行物ＷＯ９４／０２６０２を参照のこと。）。非ヒ

ト宿主における免疫グロブリン重鎖および免疫グロブリン軽鎖をコードする内因

性遺伝子は、耐えられなくなっており、そしてヒト重鎖免疫グロブリンおよびヒ

ト軽鎖免疫グロブリンをコードする活性な位置は、宿主のゲノムに挿入される。

例えば、要求性ヒトＤＮＡセグメントを含む酵母人工染色体を使用して、ヒト遺

伝子は組み込まれる。次いで、すべての所望の改変を提供する動物を、改変の完

全な相補体よりもより少ない改変の相補体を含む中間トランスジェニック動物を
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交雑することによって子孫として得る。このような非ヒト動物の好ましい実施形

態は、マウスであり、ＰＣＴ刊行物ＷＯ９６／３３７３５およびＷＯ９６／３４

０９６に開示されるようにＸｅｎｏｍｏｕｓTMと呼ばれる。この動物は、ヒト免

疫グロブリンを十分に分泌するＢ細胞を産生する。目的の免疫原での免疫後の動

物から（例えば、ポリクローナル抗体の調製）、あるいは動物由来の不死化され

たＢ細胞（例えば、モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ）から、抗体

を直接得ることが可能である。さらに、ヒト可変領域を有する免疫グロブリンを

コードする遺伝子は、抗体を直接得るために回復され得かつ発現され得るか、ま

たは抗体のアナログ（例えば、１本鎖Ｆｖ分子）を得るために、さらに改変され

得る。

      【０１７０】

  内因性免疫グロブリン重鎖の発現を欠く非ヒト宿主（マウスとして例証される

）を作製するための方法の例は、米国特許第５，９３９，５９８号に開示される

。それを、以下の工程を包含する方法によって得ることが可能である：座の再配

列を防ぎ、そして、再配列された免疫グロブリン重鎖座の転写物の形成、および

選択マーカーをコードする遺伝子を含む標的化ベクターによってもたらされる欠

失を防ぐために、胚性幹細胞における少なくとも１つの内因性重鎖座由来のＪセ

グメント遺伝子を欠失する工程；ならびにトランスジェニックマウス（その体細

胞および生殖細胞は、選択マーカーをコードする遺伝子を含む）を、胚性幹細胞

から作製する工程。

      【０１７１】

  目的の抗体（例えば、ヒト抗体）を産生する方法は、米国特許第５，９１６，

７７１号に開示される。それは、以下の工程を包含する：重鎖をコードするヌク

レオチド配列を含む発現ベクターを、培養物中の１つの哺乳動物宿主細胞に導入

する工程、軽鎖をコードするヌクレオチド配列を含む発現ベクターを、別の哺乳

動物宿主細胞に導入する工程、およびハイブリッド細胞を形成するために２つの

細胞融合する工程。ハイブリッド細胞は、重鎖および軽鎖を含む抗体を発現する

。

      【０１７２】
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  この手順のさらなる改善において、免疫原上の臨床的に関連するエピトープを

同定する方法、および関連するエピトープに高い親和性で免疫特異的に結合する

抗体を選択するための相関する方法は、ＰＣＴ刊行物ＷＯ９９／５３０４９に開

示される。

      【０１７３】

  （Ｆabフラグメントおよび単鎖抗体）

  技術は、本発明の抗原性タンパク質に特異的な単鎖抗体の産生に適用され得る

（例えば、米国特許第４，９４６，７７８号を参照のこと）。さらに、方法は、

Ｆab発現ライブラリーの構築に適用され得（例えば、Ｈｕｓｅら、１９８９  Ｓ

ｃｉｅｎｃｅ  ２４６：１２７５－１２８１を参照のこと）、タンパク質または

その誘導体、フラグメント、アナログもしくはホモログに対して所望の特異性を

有するモノクローナルＦabフラグメントの迅速かつ効果的な同定を可能にする。

タンパク質抗原に対するイディオタイプを含む抗体フラグメント（（ｉ）抗体分

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

フラグメントのジスルフィド結合を還元することによって産生されたＦabフラグ

メント；（ｉｉｉ）ペプシンおよび還元剤を用いた抗体分子の処理によって産生

されたＦabフラグメント、ならびに（ｉｖ）Ｆvフラグメントを含むが、これら

に限定ない）は、当該分野で公知の技術によって産生され得る。

      【０１７４】

  （二重特異的抗体（ｂｉｓｐｅｃｉｆｉｃ  ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ））

  二重特異的抗体は、モノクローナル抗体（好ましくはヒトモノクローナル抗体

またはヒト化されたモノクローナル抗体）であって、これは少なくとも２つの異

なる抗原に対して結合特異性を有する。この場合において、結合特異性の１つは

、本発明の抗原性タンパク質に対してである。第２の結合標的は、任意の他の抗

原であり、そして有利には細胞表面タンパク質あるいはレセプターまたはレセプ

ターサブユニットである。

      【０１７５】

  二重特異的抗体を作製する方法は、当該分野で公知である。伝統的に、二重特

異的抗体の組換え生成は、２つの免疫グロブリンの重鎖／軽鎖の対の同時発現に
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基づき、ここでこの２つの重鎖は異なる特異性を有する（Ｍｉｌｓｔｅｉｎおよ

びＣｕｅｌｌｏ、Ｎａｔｕｒｅ，３０５：５３７－５３９（１９８３））。免疫

グロブリンの重鎖および軽鎖のランダムな組み合わせのために、これらのハイブ

リドーマ（クアドローマ）は、１０の異なる抗体分子の潜在的混合物を作製し、

このうち１つのみが正確な二重特異的構造を有する。この正確な分子の精製は、

通常アフィニティークロマトグラフィー工程によって達成される。同様の手順は

、１９９３年５月１３日に公開されたＷＯ９３／０８８２９、およびＴｒａｕｎ

ｅｃｋｅｒら、１９９１  ＥＭＢＯ  Ｊ．、１０：３６５５－３６５９において

開示される。

      【０１７６】

  所望の結合特異性を有する抗体可変ドメイン（抗体－抗原結合部位）は、免疫

グロブリン定常ドメイン配列に融合され得る。この融合物は、好ましくは免疫グ

ロブリン重鎖定常ドメインを有し、ヒンジ領域、ＣＨ２領域、およびＣＨ３領域

の少なくとも一部を含む。この融合物の少なくとも１つに存在する軽鎖結合につ

いて必要な部位を含む第１の重鎖定常領域（ＣＨ１）を有することが好ましい。

この免疫グロブリン重鎖融合物、および所望の場合、この免疫グロブリン軽鎖を

コードするＤＮＡは、別々の発現ベクターに挿入され、そして適切な宿主生物に

同時トランスフェクトされる。二重特異的抗体の作製のさらなる詳細は、例えば

、Ｓｕｒｅｓｈら、Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，１２１：２

１０（１９８６）を参照のこと。

      【０１７７】

  ＷＯ９６／２７０１１に記載される別の手段に従って、抗体分子の対の間の界

面は、組換え細胞培養物から回収されるヘテロダイマーのパーセンテージを最大

化するために操作され得る。好ましい界面は、抗体定常ドメインのＣＨ３領域の

少なくとも一部を含む。この方法において、第１の抗体分子の界面からの１つ以

上の小さなアミノ酸側鎖は、より大きな側鎖（例えば、チロシンまたはトリプト

ファン）で置換される。大きな側鎖に同一のサイズまたは同様のサイズの代償的

な「空洞」は、大きなアミノ酸側鎖を小さなアミノ酸側鎖（例えば、アラニンま

たはスレオニン）で置換することによって、第２の抗体分子の界面上に作製され
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る。このことは、ホモダイマーのような他の不必要な最終生成物よりも、ヘテロ

ダイマーの収量を増加するための機構を提供する。

      【０１７８】

  二重特異的抗体は、全長抗体または抗体フラグメント（例えば、Ｆ（ａｂ’）

2二重特異的抗体）として調製され得る。抗体フラグメントから二重特異的抗体

を作製するための技術は、文献において記載される。例えば、二重特異的抗体は

、化学結合を使用して調製され得る。Ｂｒｅｎｎａｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２２

９：８１（１９８５）は、インタクトな抗体がタンパク分解的に切断されてＦ（

ａｂ’）2フラグメントを作製する手順を記載する。これらのフラグメントは、

ビシナルジチオールを安定化し、そして分子間ジスルフィド形成を阻止するため

に、ジチオール錯化剤ナトリウム亜ヒ酸塩の存在下で還元される。次いで、この

作製されたＦａｂ’フラグメントは、チオニトロベンゾエート（ＴＢＮ）誘導体

に変換される。次いで、Ｆａｂ’－ＴＢＮ誘導体の１つは、メルカプトエチルア

ミンでの還元によってＦａｂ’－チオールに再変換され、そしてこれは等モル量

の他のＦａｂ’－ＴＢＮ誘導体と混合されて二重特異的抗体を形成する。生成さ

れた二重特異的抗体は、酵素の選択的固定化のための薬剤として使用され得る。

      【０１７９】

  さらに、Ｆａｂ’フラグメントは、Ｅ．ｃｏｌｉから直接回収され得、そして

化学的にカップリングされて二重特異的抗体を形成する。Ｓｈａｌａｂｙら、Ｊ

．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１７５：２１７－２２５（１９９２）は、完全にヒト化され

た二重特異的抗体Ｆ（ａｂ’）2分子の生成を記載する。各Ｆａｂ’フラグメン

トは、Ｅ．ｃｏｌｉから別々に分泌され、そして指向されたインビトロの化学的

カップリングに供され、二重特異的抗体を形成する。従って、形成されたこの二

重特異的抗体は、ＥｒｂＢ２レセプターを過剰発現する細胞および正常なヒトＴ

細胞に結合し得、そしてヒト乳癌標的に対するヒト細胞傷害性リンパ球の溶解性

活性を誘因し得る。

      【０１８０】

  組換え細胞培養物から直接二重特異的抗体フラグメントを作製し、そして単離

するための種々の技術もまた、記載されてきた。例えば、二重特異的抗体は、ロ
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イシンジッパーを使用して産生される。Ｋｏｓｔｅｌｎｙら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏ

ｌ．１４８（５）：１５４７－１５５３（１９９２）。Ｆｏｓタンパク質および

Ｊｕｎタンパク質由来のロイシンジッパーペプチドは、遺伝子融合によって２つ

の異なる抗体のＦａｂ’部分に結合される。この抗体ホモダイマーは、ヒンジ領

域で還元されてモノマーを形成し、次いで再度酸化されて抗体ヘテロダイマーを

形成する。この方法はまた、抗体ホモダイマーの産生のために利用され得る。Ｈ

ｏｌｌｉｎｇｅｒら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９０：

６４４４－６４４８（１９９３）に記載されるこの「ディアボディー（ｄｉａｂ

ｏｄｙ）」技術は、二重特異的抗体フラグメントを作製するための代替的な機構

を提供した。このフラグメントは、短すぎて同じ鎖上の２つのドメインの間を対

にできないリンカーによって軽鎖可変領域（ＶL）に接続された重鎖可変領域（

ＶH）を含む。従って、１つのフラグメントのＶHドメインおよびＶLドメインは

、別のフラグメントの相補的なＶLドメインおよびＶHドメインと対になるように

強制され、これによって２つの抗原結合部位を形成する。単鎖Ｆｖ（ｓＦｖ）ダ

イマーの使用によって二重特異的抗体フラグメントを作製するための別の戦略も

また、報告されてきた。Ｇｒｕｂｅｒら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５２：５３６

８（１９９４）を参照のこと。

      【０１８１】

  ２より多い以上の結合価を有する抗体が意図される。例えば、三重特異的抗体

が調製され得る。Ｔｕｔｔら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４７：６０（１９９１）

。

      【０１８２】

  例示的な二重特異的抗体は、２つの異なるエピトープに結合し得、このうち少

なくとも１つは、本発明のタンパク質抗原に起源を有する。あるいは、免疫グロ

ブリン分子の抗抗原性アームは、特定の抗原を発現する細胞に対する細胞の防御

機構に焦点を合わせるように、Ｔ細胞レセプター分子（例えば、ＣＤ２、ＣＤ３

、ＣＤ２８、またはＢ７）、あるいはＩｇＧに対するＦｃレセプター（ＦｃγＲ

）（例えば、ＦｃγＲＩ（ＣＤ６４）、ＦｃγＲＩＩ（ＣＤ３２）およびＦｃγ

ＲＩＩＩ（ＣＤ１６））のような白血球上のトリガーする分子に結合するアーム
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に結合され得る。二重特異的抗体はまた、特定の抗原を発現する細胞に対して細

胞傷害性因子を指向するために使用され得る。これらの抗体は、抗原結合アーム

、および細胞傷害性因子または放射性核種キレーター（例えば、ＥＯＴＵＢＥ、

ＤＰＴＡ、ＤＯＴＡ、またはＴＥＴＡ）を結合するアームを保有する。目的の別

の二重特異的抗体は、本明細書中に記載のタンパク質抗原を結合し、そしてさら

に組織因子（ＴＦ）を結合する。

      【０１８３】

  （ヘテロ結合体化抗体）

  ヘテロ結合体化抗体はまた、本発明の範囲内である。ヘテロ結合体化抗体は、

２つの共有結合した抗体からなる。このような抗体は、例えば、免疫系細胞を不

必要な細胞に標的化するために（米国特許第４，６７６，９８０号）、およびＨ

ＩＶ感染の処置のために（ＷＯ９１／００３６０；ＷＯ９２／２００３７３；Ｅ

Ｐ０３０８９）提案されてきた。この抗体（架橋剤を含む抗体を含む）は、イン

ビトロで、合成タンパク質化学において公知の方法を使用して調製され得ること

が意図される。例えば、免疫毒素は、ジスルフィド交換反応の使用またはチオエ

ーテル結合の形成によって構築され得る。この目的のための適切な試薬の例とし

ては、イミノチオレートおよびメチル－４－メルカプトブチルイミデート、なら

びに例えば米国特許第４，６７６，９８０号において開示される試薬が挙げられ

る。

      【０１８４】

  （エフェクター機能操作）

  本発明の抗体を、エフェクター機能について、例えば癌の処置における抗体の

効力を増大するように改変することが望ましい。例えば、システイン残基は、Ｆ

ｃ領域に導入され得、これによってこの領域における鎖間ジスルフィド結合の形

成を可能にする。従って、作製されるこのホモダイマー抗体は、改良されたイン

ターナリゼーションの可能性および／または増加した補体媒介細胞死滅、ならび

に抗体依存性細胞傷害性（ＡＤＣＣ）を有し得る。Ｃａｒｏｎら、１１９２、Ｊ

．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．、１７６：１１９１－１１９５およびＳｈｏｐｅｓ、１９９

２、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４８：２９１８－２９２２を参照のこと。増大した
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抗腫瘍活性を有するホモダイマー抗体はまた、Ｗｏｌｆｆら、１９９３、Ｃａｎ

ｃｅｒ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ、５３：２５６０－２６５６に記載されるヘテロ二官

能性架橋剤を使用して調製され得る。あるいは、抗体は操作され得、これは二重

のＦｃ領域を有し、そしてこれによって増大した補体溶解およびＡＤＣＣの可能

性を有し得る。Ｓｔｅｖｅｎｓｏｎら、１９８９、Ａｎｔｉ－Ｃａｎｃｅｒ  Ｄ

ｒｕｇ  Ｄｅｓｉｇｎ，３：２１９－２３０を参照のこと。

      【０１８５】

  （免疫接合体）

  本発明はまた、細胞傷害性の薬剤（例えば、化学療法剤、毒素（例えば、細菌

、真菌、植物、または動物起源の酵素学的に活性な毒素、あるいはそれらのフラ

グメント）、または放射性同位体（すなわち、放射性接合体））に結合体化した

抗体を含む免疫接合体に関する。

      【０１８６】

  このような免疫接合体の作製において有用な化学療法剤は、上記に記載される

。使用され得る酵素学的に活性な毒素およびそれらのフラグメントとしては、ジ

フテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合活性フラグメント、外毒素Ａ鎖（Ｐｓｅ

ｕｄｏｍｏｎａｓ  ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ由来）、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、

モデシン（ｍｏｄｅｃｃｉｎ）Ａ鎖、α－サルシン、Ａｌｅｕｒｉｔｅｓ  ｆｏ

ｒｄｉｉタンパク質、ジアンチン（ｄｉａｎｔｈｉｎ）タンパク質、Ｐｈｙｔｏ

ｌａｃａ  ａｍｅｒｉｃａｎａタンパク質（ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩ、およびＰＡ

Ｐ－Ｓ）、モモルディカチャラチア（ｍｏｍｏｒｄｉｃａ  ｃｈａｒａｎｔｉａ

）インヒビター、クルシン（ｃｕｒｃｉｎ）、クロチン（ｃｒｏｔｉｎ）、セパ

オナリアオフィシナリス（ｓｅｐａｏｎａｒｉａ  ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ）イ

ンヒビター、ゲロニン（ｇｅｌｏｎｉｎ）、ミトゲリン（ｍｉｔｏｇｅｌｌｉｎ

）、レストリクトシン（ｒｅｓｔｒｉｃｔｏｃｉｎ）、フェノマイシン（ｐｈｅ

ｎｏｍｙｃｉｎ）、エノマイシン（ｅｎｏｍｙｃｉｎ）、およびトリコテセン（

ｔｒｉｃｏｔｈｅｃｅｎ）が挙げられる。種々の放射性核種は、放射性結合した

抗体の作製のために利用可能である。その例としては、212Ｂｉ、131Ｉ、131Ｉ

ｎ、90Ｙ、および186Ｒｅが挙げられる。
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      【０１８７】

  抗体および細胞傷害性因子の接合体は、種々の二官能性タンパク質結合因子（

例えば、Ｎ－スクシンイミジル－３－（２－ピリジルジチオール）プロピオネー

ト（ＳＰＤＰ）、イミノチオラン（ｉｍｉｎｏｔｈｉｏｌａｎｅ）（ＩＴ）、イ

ミドエステルの二官能性誘導体（例えば、ジメチルアジピミデート  ＨＣＬ）、

活性エステル（例えば、ジスクシンイミジルスベレート）、アルデヒド（例えば

、グルタルアルデヒド（ｇｌｕｔａｒｅｌｄｅｈｙｄｅ））、ビスアジド化合物

（例えば、ビス（ｐ－アジドベンゾイル）ヘキサンジアミン）、ビス－ジアゾニ

ウム誘導体（例えば、ビス－（ｐ－ジアゾニウムベンゾイル）－エチレンジアミ

ン）、ジイソシアネート（例えば、トリエン２，６－ジイソシアネート）、およ

びビス－活性フッ素化合物（例えば、１，５－ジフルオロ－２，４－ジニトロベ

ンゼン））を使用して作製される。例えば、リシン免疫毒素は、Ｖｉｔｅｔｔａ

ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２３８：１０９８（１９８７）に記載されるように調製さ

れ得る。炭素－１４－標識１－イソチオシアナトベンジル－３－メチルジエチレ

ントリアミン五酢酸（ＭＸ－ＤＴＰＡ）は、放射性ヌクレオチドの抗体への結合

のための例示的なキレート剤である。ＷＯ９４／１１０２６を参照のこと。

      【０１８８】

  別の実施形態において、腫瘍の前標的化における利用のために、この抗体は、

「レセプター」（例えば、ストレプトアビジン）に結合され得、ここで抗体－レ

セプター接合体は患者に投与され、続いて除去剤を使用して結合していない接合

体が循環から除去され、次いで細胞傷害性因子に次々に結合体化される「リガン

ド」（例えば、アビジン）が投与される。

      【０１８９】

  （免疫リポソーム）

  本明細書中に開示された抗体は、免疫リポソームとして処方され得る。この抗

体を含むリポソームは、当該分野で公知の方法によって調製される（例えば、Ｅ

ｐｓｔｅｉｎら、１９８５、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，

８２：３６８８；Ｈｗａｎｇら、１９８０、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ

ｃｉ．ＵＳＡ，７７：４０３０；および米国特許第４，４８５，０４５号および
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同第４，５４４，５４５号において記載される）。増強された循環時間を有する

リポソームは、米国特許第５，０１３，５５６号に開示される。

      【０１９０】

  特に、有用であるリポソームは、ホスファチジルコリン、コレステロール、お

よびＰＥＧ誘導体化ホスファチジルエタノールアミン（ＰＥＧ－ＰＥ）を含有す

る脂質組成物との逆層蒸発法によって生成され得る。リポソームは、規定された

孔径のフィルターを通って押し出され、所望の直径を有するリポソームを生じる

。本発明の抗体のＦａｂ’フラグメントは、Ｍａｒｔｉｎら、１９８２、Ｊ．Ｂ

ｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２５７：２８６－２８８に記載のようにジスルフィド交換

反応を介してリポソームに結合体化され得る。化学治療剤（例えば、ドキソルビ

シン）は、必要に応じてリポソーム内に含まれ得る。Ｇａｂｉｚｏｎら、１９８

９、Ｊ．Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｃａｎｃｅｒ  Ｉｎｓｔ．，８１（１９）：１４８

４を参照のこと。

      【０１９１】

  （本発明のタンパク質に対して指向された抗体の診断的適用）

  本発明のタンパク質に対して指向される抗体は、タンパク質の局在および／ま

たは定量化に関連する、当該分野で公知の方法において使用され得る（例えば、

適切な生理学的サンプル内のタンパク質のレベルの測定における使用のため、診

断方法における使用のため、タンパク質の画像化における使用のためなど）。所

定の実施形態では、タンパク質に対する抗体または抗原結合ドメインを含むその

誘導体、フラグメント、アナログまたはホモログは、薬理学的に活性な化合物と

して使用される（以下を参照のこと）。

      【０１９２】

  本発明のタンパク質に特異的な抗体は、標準技術（例えば、免疫親和性クロマ

トグラフィまたは免疫沈降）によって、タンパク質を単離するために用いられ得

る。このような抗体は、細胞からの天然のタンパク質抗原の精製および宿主細胞

において発現される組換え的に産生された抗原の精製を容易にし得る。さらに、

抗原タンパク質の発現の量およびパターンを評価するために、このような抗体を

用いて（例えば、細胞の溶解液または細胞上清における）抗原タンパク質を検出
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し得る。このタンパク質に対して指向される抗体は、例えば、所定の処置レジメ

ンの有効性を決定するために、臨床試験の手順の一部として組織におけるタンパ

ク質レベルを診断的にモニターするために用いられ得る。検出は、抗体を検出可

能物質にカップリングする（すなわち、物理的に連結する）ことにより容易にさ

れ得る。検出可能な物質の例としては、種々の酵素、補欠分子団、蛍光物質、発

光物質、生物発光物質および放射性物質が挙げられる。適切な酵素の例としては

、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダー

ゼまたはアセチルコリンエステラーゼが挙げられ；適切な補欠分子団複合体の例

としては、ストレプトアビジン／ビオチンおよびアビジン／ビオチンが挙げられ

；適切な蛍光物質の例としては、ウンベリフェロン、フルオレセイン、フルオレ

セインイソチオシアネート、ローダミン、ジクロロトリアジニルアミン（ｄｉｃ

ｈｌｏｒｏｔｒｉａｚｉｎｙｌａｍｉｎｅ）フルオレセイン、ダンシルクロリド

またはフィコエリトリンが挙げられ；発光物質の例としては、ルミノールが挙げ

られ；生物発光物質の例としては、ルシフェラーゼ、ルシフェリンおよびエクオ

リンが挙げられ、そして、適切な放射性物質の例としては125Ｉ、131Ｉ、35Ｓま

たは3Ｈが挙げられる。

      【０１９３】

  （抗体の薬学的組成物）

  本発明のタンパク質に特異的に結合する抗体、ならびに本明細書中で開示され

るスクリーニングアッセイによって同定される他の分子は、薬学的組成物の形態

で種々の障害の処置のために投与され得る。このような組成物を調製する際に関

する原理および考慮、ならびに成分の選択の際の手引きは、例えば、Ｒｅｍｉｎ

ｇｔｏｎのＴｈｅ  Ｓｃｉｅｎｃｅ  Ａｎｄ  Ｐｒａｃｔｉｃｅ  Ｏｆ  Ｐｈａ

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

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

ｉｏｎ  Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ：Ｃｏｎｃｅｐｔｓ，Ｐｏｓｓｉｂｉｌｉｔｉ

ｅｓ，Ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ，Ａｎｄ  Ｔｒｅｎｄｓ，Ｈａｒｗｏｏｄ  Ａｃ

ａｄｅｍｉｃ  Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，Ｌａｎｇｈｏｒｎｅ，Ｐａ．，１９９４

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

ｌ．４）、１９９１、Ｍ．Ｄｅｋｋｅｒ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ．に提供される。

      【０１９４】

  抗原性タンパク質が、細胞内にあり、そして完全な抗体が、インヒビターとし

て使用される場合、抗体を内在化することが、好ましい。しかし、リポソームは

また、抗体または抗体フラグメントを細胞に送達するために使用され得る。抗体

フラグメントが、使用される場合、標的タンパク質の結合ドメインに特異的に結

合する最小の抑制フラグメントが、好ましい。例えば、抗体の可変領域配列に基

づいて、標的タンパク質配列に結合する能力を維持するペプチド分子が、設計さ

れ得る。このようなペプチドは、化学的に合成され得、そして／または組み換え

ＤＮＡ技術によって産生され得る。例えば、Ｍａｒａｓｃｏら、１９９３  Ｐｒ

ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０：７８８９－７８９３を参照

のこと。本明細書中の処方物はまた、処置される特定の指標について必要な１よ

り多くの活性化合物を含み得、好ましくは、互いに悪影響を与えない相補的活性

を有する化合物を含み得る。あるいは、またはさらに、この組成物は、その機能

を増強する薬剤（例えば、細胞毒性剤、サイトカイン、化学療法剤または増殖抑

制剤のような）を含み得る。このような分子は、意図される目的のために有効で

ある量で組み合わせて適切に存在する。

      【０１９５】

  活性成分はまた、例えば、コアセルベーション技術または界面重合化によって

調製されたマイクロカプセル（例えば、それぞれ、ヒドロキシメチルセルロース

またはゼラチン－マイクロカプセルおよびポリ－（メタクリル酸メチル）マイク

ロカプセル）で、コロイド状薬物送達系（例えば、リポソーム、アルブミン微粒

子、マイクロエマルジョン、ナノ粒子、およびナノカプセル）またはマクロエマ

ルジョンにおいてトラップされ得る。

      【０１９６】

  インビボ投与のために使用される処方物は、滅菌でなければならない。これは

、滅菌濾過膜を通す濾過によって容易に達成される。

      【０１９７】
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  （抗体療法）

  本発明の抗体（ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、ヒト化抗体、およ

び完全なヒト抗体を含む）は、治療剤として使用され得る。このような薬剤は、

一般的に、被験体における疾患および病理を処置または予防するために使用され

る。抗体調製物（好ましくは、その標的抗原について高い特異性および高い親和

性を有するもの）は、被験体に対して投与され、そして一般的に、その標的との

結合に起因して効果を有する。このような効果は、所定の抗体分子と問題の標的

抗原との間の相互作用の特異的性質に依存して、２つの種類のうちの１つであり

得る。第１の例では、抗体の投与は、標的が天然に結合する内因性リガンドとそ

の標的との結合を抑止または阻害し得る。この場合、抗体は、標的に結合し、そ

して天然に存在するリガンドの結合部位をマスクし、ここでそのリガンドは、エ

フェクター分子として働く。従って、レセプターは、シグナル伝達経路を媒介し

、リガンドが、シグナル伝達に関係する。

      【０１９８】

  あるいは、その効果は、標的分子上のエフェクター結合部位への結合によって

、抗体が生理学的結果を誘発するものであり得る。この場合、標的（存在し得な

いかまたは疾患もしくは病理を欠損し得る内因性リガンドを有するレセプター）

が、代理のエフェクターリガンドとして抗体を結合して、レセプターによって、

レセプターに基づくシグナル伝達事象を開始する。

      【０１９９】

  治療的に有効な量の本発明の抗体は、治療目的を達成するために必要とされる

量を一般的にいう。上記のように、これは、ある場合において標的の機能を妨害

し、そして他の場合において生理学的応答を促進する、抗体とその標的抗原との

間の結合相互作用であり得る。投与されるために必要とされる量は、その特異的

抗原についての抗体の結合親和性にさらに依存し、そしてまた、その量は、投与

される抗体が、その抗体が投与される自由な体積の他の被験体から枯渇される速

度に依存する。本発明の抗体または抗体フラグメントの治療的有効用量の一般的

な範囲は、非限定的な量として、約０．１ｍｇ／ｋｇ体重～約５０ｍｇ／ｋｇ体

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

      【０２００】

  （ＦＣＴＲＸ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、ＦＣＴＲＸタンパク質、またはそれらの誘導体、フラグ

メント、アナログ、もしくはホモログをコードする核酸を含むベクター、好まし

くは発現ベクターに関する。本明細書中で使用される場合、用語「ベクター」は

、核酸分子が結合された別の核酸を輸送し得るその核酸分子をいう。ベクターの

１つの型は「プラスミド」であり、これはさらなるＤＮＡセグメントが連結し得

る環状の二本鎖ＤＮＡループをいう。ベクターの別の型はウイルス性ベクターで

あり、ここでさらなるＤＮＡセグメントはこのウイルス性ゲノムに連結され得る

。特定のベクターは宿主細胞中で自発的に複製し得、この中に導入される（例え

ば、細菌の複製起源を有する細菌ベクターおよびエピソームの哺乳類ベクター）

。他のベクター（例えば、非エピソーム哺乳類ベクター）は、宿主細胞に導入さ

れる際に宿主細胞のゲノムに組み込まれ、そしてこれによって宿主のゲノムと同

調して複製される。さらに、特定のベクターは、これが作動可能に連結される遺

伝子の発現を指向し得る。このようなベクターは、本明細書中で「発現ベクター

」といわれる。一般に、組換えＤＮＡ技術において有用な発現ベクターは、しば

しばプラスミドの形態である。本明細書において、「プラスミド」および「ベク

ター」は、このプラスミドがベクターの最も一般的に使用される形態であるため

、交換可能に使用され得る。しかし、本発明は、ウイルス性ベクター（例えば、

複製欠損レトロウイルス、アデノウイルスおよびアデノ随伴ウイルス）のような

発現ベクターのこのような他の形態を含むことを意図し、これは等価な機能を果

たす。

      【０２０１】

  本発明の組換え発現ベクターは、本発明の核酸を、宿主細胞における核酸の発

現に適切な形態で含み、これはこの組換え発現ベクターが、発現のために使用さ

れる宿主細胞に基いて選択される１つ以上の調節配列を含むこと意味し、これは

発現される核酸配列に作動可能に連結される。組換え発現ベクターにおいて、「

作動可能に連結」は、目的のヌクレオチド配列が、ヌクレオチド配列の発現を可
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能にするような様式（例えば、このベクターが宿主細胞に導入される場合、イン

ビトロ転写／翻訳系または宿主細胞において）で調節配列に連結されることを意

味することを意図する。用語「調節配列」は、プロモーター、エンハンサーおよ

び他の発現制御エレメント（例えば、ポリアデニル化シグナル）を含むことを意

図する。このような調節配列は、例えば、Ｇｏｅｄｄｅｌ、１９９０、ＧＥＮＥ

  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ  ＩＮ  ＥＮ

ＺＹＭＯＬＯＧＹ  １８５、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ  Ｄｉｅｇ

ｏ、Ｃａｌｉｆ．に記載されている。調節配列は、多くの型の宿主細胞において

ヌクレオチド配列の構成的発現を指向する配列、および特定の宿主細胞のみにお

いてヌクレオチド配列の発現を指向する配列（例えば、組織特異的調節配列）を

含む。発現ベクターの設計が形質転換されるべき宿主細胞の選択、所望のタンパ

ク質の発現のレベルなどのような因子に依存し得ることは当業者に理解される。

本発明の発現ベクターは、宿主細胞に導入され、それにより、本明細書に記載さ

れるような核酸によりコードされるタンパク質またはペプチド（融合タンパク質

または融合ペプチドを含む）（例えば、ＦＣＴＲＸタンパク質、ＦＣＴＲＸの変

異形態、融合タンパク質など）を生成し得る。

      【０２０２】

  本発明の組換え発現ベクターは、原核生物細胞または真核生物細胞における、

ＦＣＴＲＸ核酸の発現のために設計され得る。例えば、ＦＣＴＲＸは、細菌細胞

（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ）、昆虫細胞（バキュロウイルス発現ベクターを用いる

）、酵母細胞または哺乳動物細胞において発現され得る。適切な宿主細胞は、Ｇ

ｏｅｄｄｅｌ、ＧＥＮＥ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥ

ＴＨＯＤＳ  ＩＮ  ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ  １８５、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅ

ｓｓ、Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｉｆ．（１９９０）においてさらに考察され

る。あるいは、組換え発現ベクターは、例えば、Ｔ７プロモーター調節配列およ

びＴ７ポリメラーゼを用いて、インビトロで転写および翻訳され得る。

      【０２０３】

  原核生物におけるタンパク質の発現は、最も頻繁には、融合タンパク質または

非融合タンパク質のいずれかの発現を指向する構成的プロモーターまたは誘導性
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プロモーターを含むベクターを有するＥ．ｃｏｌｉにおいて実行される。融合ベ

クターは、そこにコードされるタンパク質に、通常、組換えタンパク質のアミノ

末端に、多数のアミノ酸を付加する。このような融合ベクターは、代表的には、

以下の３つの目的のために役立つ：（ｉ）組換えタンパク質の発現を増加させる

こと；（ｉｉ）組換えタンパク質の溶解度を増加させること；および（ｉｉｉ）

親和性精製においてリガンドとして作用することによって組換えタンパク質の精

製の際に補助すること。しばしば、融合発現ベクターにおいて、タンパク質分解

の切断部位が、融合部分の結合部に導入され、そして融合タンパク質の精製の後

に、組換えタンパク質が組換えタンパク質の融合部分から分離されることを可能

にする。このような酵素、およびその同族の認識配列は、第Ｘａ因子、トロンビ

ン、およびエンテロキナーゼを含む。代表的な融合発現ベクターとしては、グル

タチオンＳ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）、マルトースＥ結合タンパク質、ま

たはプロテインＡを、それぞれ、標的の組換えタンパク質に融合するｐＧＥＸ（

Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ  Ｉｎｃ；Ｓｍｉｔｈ  ａｎｄ  Ｊｏｈｎ

ｓｏｎ（１９８８）Ｇｅｎｅ  ６７：３１－４０）、ｐＭＡＬ（Ｎｅｗ  Ｅｎｇ

ｌａｎｄ  Ｂｉｏｌａｂｓ，Ｂｅｖｅｒｌｙ，Ｍａｓｓ．）およびｐＲＩＴ５（

Ｐｈａｒｍａｃｉａ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，Ｎ．Ｊ．）が挙げられる。

      【０２０４】

  適切な誘導性非融合Ｅ．ｃｏｌｉ発現ベクターの例としては、ｐＴｒｃ（Ａｍ

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

ｄ（Ｓｔｕｄｉｅｒら、ＧＥＮＥ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧ

Ｙ：ＭＥＴＨＯＤＳ  ＩＮ  ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ  １８５，Ａｃａｄｅｍｉｃ

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

挙げられる。

      【０２０５】

  Ｅ．ｃｏｌｉにおける組換えタンパク質発現を最大化するための１つのストラ

テジーは、組換えタンパク質をタンパク質分解的に切断する能力が損なわれた宿

主細菌中でタンパク質を発現させることである。例えば、Ｇｏｔｔｅｓｍａｎ，

ＧＥＮＥ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ  Ｉ
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Ｎ  ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ  １８５，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ  

Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．（１９９０）１１９－１２８を参照のこと。別のスト

ラテジーは、各アミノ酸についての個々のコドンが、Ｅ．ｃｏｌｉにおいて優先

的に利用されるように、発現ベクターに挿入される核酸の核酸配列を変更するこ

とである（例えば、Ｗａｄａら（１９９２）Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．２

０：２１１１－２１１８を参照のこと）。本発明の核酸配列のこのような変更は

、標準的なＤＮＡ合成技術によって実行され得る。

      【０２０６】

  別の実施形態において、ＦＣＴＲＸ発現ベクターは、酵母発現ベクターである

。酵母Ｓ．ｃｅｒｉｖｉｓａｅにおける発現のためのベクターの例には、ｐＹｅ

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

４）、ｐＭＦａ（ＫｕｒｊａｎおよびＨｅｒｓｋｏｗｉｔｚ、（１９８２）Ｃｅ

ｌｌ  ３０：９３３－９４３）、ｐＪＲＹ８８（Ｓｃｈｕｌｔｚら、（１９８７

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

ｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．）、およびｐｉｃＺ

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

挙げられる。

      【０２０７】

  あるいは、ＦＣＴＲＸは、バキュロウイルス発現ベクターを使用して、昆虫細

胞中で発現され得る。培養された昆虫細胞（例えば、ＳＦ９細胞）中でタンパク

質の発現のために利用可能なバキュロウイルスベクターには、ｐＡｃシリーズ（

Ｓｍｉｔｈら（１９８３）Ｍｏｌ  Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌ  ３：２１５６－２１６

５）およびｐＶＬシリーズ（ＬｕｃｋｌｏｗおよびＳｕｍｍｅｒｓ（１９８９）

Ｖｉｒｏｌｏｇｙ  １７０：３１－３９）が挙げられる。

      【０２０８】

  なお別の実施形態において、本発明の核酸は、哺乳動物発現ベクターを使用し

て、哺乳動物細胞中で発現される。哺乳動物発現ベクターの例には、ｐＣＤＭ８

（Ｓｅｅｄ（１９８７）Ｎａｔｕｒｅ  ３２９：８４０）およびｐＭＴ２ＰＣ（

Ｋａｕｆｍａｎら（１９８７）ＥＭＢＯ  Ｊ  ６：１８７－１９５）が挙げられ
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る。哺乳動物細胞中で使用される場合、発現ベクターの制御機能は、しばしば、

ウイルスの調節エレメントによって提供される。例えば、一般に使用されるプロ

モーターは、ポリオーマ、アデノウイルス２、サイトメガロウイルス、およびシ

ミアンウイルス４０に由来する。原核生物細胞および真核生物細胞の両方のため

の他の適切な発現系については、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、ＭＯＬＥＣＵＬ

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

ｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐ

ｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐ

ｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．，１９８９の第１６章および第１７章を参照

のこと。

      【０２０９】

  別の実施形態において、組換え哺乳動物発現ベクターは、特定の細胞型（例え

ば、組織特異的調節エレメントを使用して核酸を発現する）中で優先的に核酸の

発現を指向し得る。組織特異的調節エレメントは、当該分野で公知である。適切

な組織特異的プロモーターの非限定的な例としては、アルブミンプロモーター（

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

２７７）、リンパ特異的プロモーター（ＣａｌａｍｅおよびＥａｔｏｎ（１９８

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

ープロモーター（ＷｉｎｏｔｏおよびＢａｌｔｉｍｏｒｅ（１９８９）ＥＭＢＯ

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

３）Ｃｅｌｌ  ３３：７２９－７４０；ＱｕｅｅｎおよびＢａｌｔｉｍｏｒｅ（

１９８３）Ｃｅｌｌ  ３３：７４１－７４８）のプロモーター、ニューロン特異

的プロモーター（例えば、ニューロフィラメントプロモーター；Ｂｙｒｎｅおよ

びＲｕｄｄｌｅ（１９８９Ｐ．Ｎ．Ａ．Ｓ．８６：５４７３－５４７７）、膵臓

特異的プロモーター（Ｅｄｌｕｎｄら（１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３０：９

１２－９１６）、および乳腺特異的プロモーター（例えば、ミルク乳清プロモー

ター；米国特許第４，８７３，３１６号および欧州出願公開第２６４，１６６号

）が挙げられる。発生的に調節されるプロモーターもまた含まれる（例えば、マ

ウスホックス（ｍｕｒｉｎｅ  ｈｏｘ）プロモーター（ＫｅｓｓｅｌおよびＧｒ
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ｕｓｓ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：３７４－３７９）およびα－フェ

トプロテインプロモーター（ＣａｍｐｅｓおよびＴｉｌｇｈｍａｎ（１９８９）

Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖ  ３：５３７－５４６）。

      【０２１０】

  本発明はさらに、アンチセンス方向で発現ベクターにクローニングされた本発

明のＤＮＡ分子を含む組換え発現ベクターを提供する。すなわち、そのＤＮＡ分

子は、ＦＣＴＲＸ  ｍＲＮＡに対してアンチセンスであるＲＮＡ分子の発現（Ｄ

ＮＡ分子の転写によって）を可能にする様式で調節配列に作動可能に連結される

。種々の細胞型におけるアンチセンスＲＮＡ分子の連続的な発現を指向する、ア

ンチセンス方向でクローニングされた核酸に作動可能に連結される調節配列が選

択され得る。例えば、アンチセンスＲＮＡの構成的発現、組織特異的発現、また

は細胞型特異的発現を指向する、ウイルスプロモーターおよび／もしくはエンハ

ンサー、または調節配列が選択され得る。アンチセンス発現ベクターは、組換え

プラスミド、ファージミド、または弱毒化されたウイルスの形態であり得、ここ

ではアンチセンス核酸は、高効率調節領域の制御下で産生され、その活性は、ベ

クターが導入される細胞型によって決定され得る。アンチセンス遺伝子を使用す

る遺伝子発現の調節の議論については、例えば、Ｗｅｉｎｔｒａｕｂら、「Ａｎ

ｔｉｓｅｎｓｅ  ＲＮＡ  ａｓ  ａ  ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  ｔｏｏｌ  ｆｏｒ  

ｇｅｎｅｔｉｃ  ａｎａｌｙｓｉｓ」、Ｒｅｖｉｅｗｓ－Ｔｒｅｎｄｓ  ｉｎ  

Ｇｅｎｅｔｉｃｓ、第１巻（１）１９８６を参照のこと。

      【０２１１】

  本発明の別の局面は、本発明の組換え発現べクターが導入された宿主細胞に関

する。用語「宿主細胞」および「組換え宿主細胞」は、本明細書中で、交換可能

に使用される。このような用語は、特定の対象の細胞をいうのみでなく、そのよ

うな細胞の子孫または潜在的な子孫をいうことが理解される。変異または環境的

影響のいずれかに起因して、特定の改変は次の世代において存在し得るので、こ

のような子孫は、実際、親の細胞と同一でないかもしれないが、なお、本明細書

中で使用されるような用語の範囲内に含まれる。

      【０２１２】
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  宿主細胞は、任意の原核生物細胞または真核生物細胞であり得る。例えば、Ｆ

ＣＴＲＸタンパク質は、細菌細胞（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ）、昆虫細胞、酵母ま

たは哺乳動物細胞（例えば、ヒトチャイニーズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ）ま

たはＣＯＳ細胞）で発現され得る。他の適切な宿主細胞は、当業者に公知である

。

      【０２１３】

  ベクターＤＮＡは、従来的な形質転換またはトランスフェクション技術を介し

て原核生物細胞または真核生物細胞に導入され得る。本明細書中で使用される場

合、用語「形質転換」および「トランスフェクション」とは、外来性の核酸（例

えば、ＤＮＡ）を宿主細胞中に導入するための当該分野で認識される種々の技術

をいうことを意図し、これらには、リン酸カルシウムまたは塩化カルシウム共沈

殿、ＤＥＡＥデキストラン媒介トランスフェクション、リポフェクション、また

はエレクトロポレーションが含まれる。宿主細胞を形質転換またはトランスフェ

クトするための適切な方法は、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＣＬ

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

ｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  

Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  

Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．，１９８９）および他の実験室マニュアルに見出され得

る。

      【０２１４】

  哺乳動物細胞の安定なトランスフェクションについては、使用される発現ベク

ターおよびトランスフェクション技術に依存して、細胞のほんの一部のみが外来

ＤＮＡをそのゲノム中に組み込み得ることが知られている。これらの要素を同定

および選択するために、選択マーカー（例えば、抗生物質に対する耐性）をコー

ドする遺伝子が、一般的には目的の遺伝子とともに宿主細胞に導入される。種々

の選択マーカーには、薬物に対する耐性を付与するマーカー（例えば、Ｇ４１８

、ハイグロマイシン、およびメトトレキセート）が含まれる。選択マーカーをコ

ードする核酸は、増殖プロモーターをコードするベクターと同じベクター上で宿

主細胞に導入され得るか、あるいは別々のベクター上で導入され得る。導入され
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た核酸とともに安定にトランスフェクトされる細胞は、薬物選択によって同定さ

れ得る（例えば、選択マーカー遺伝子を取り込んだ細胞は生存するが、他の細胞

は死滅する）。

      【０２１５】

  本発明の宿主細胞（例えば、培養中の原核生物宿主細胞および真核生物宿主細

胞）は、ＦＣＴＲＸタンパク質を産生（すなわち、発現）するために使用され得

る。従って、本発明はさらに、本発明の宿主細胞を使用して、ＦＣＴＲＸタンパ

ク質を産生するための方法を提供する。１つの実施形態において、この方法は、

ＦＣＴＲＸタンパク質が産生されるような適切な培地中で、本発明の宿主細胞（

ここに、ＦＣＴＲＸポリペプチドをコードする組換え発現ベクターが導入されて

いる）を培養する工程を包含する。別の実施形態において、この方法はさらに、

培地または宿主細胞からＦＣＴＲＸを単離する工程を包含する。

      【０２１６】

  （トランスジェニック動物）

  本発明の宿主細胞はまた、非ヒトトランスジェニック動物を作製するために使

用され得る。例えば、１つの実施形態において、本発明の宿主細胞は、ＦＣＴＲ

Ｘコード配列が導入される、受精した卵母細胞または胚性幹細胞である。次いで

、このような宿主細胞は、非ヒトトランスジェニック動物を作製するために使用

され得、ここで外因性のＦＣＴＲＸ配列は、それらのゲノムまたは相同組換え動

物（ここで内因性のＦＣＴＲＸ配列が変更されている）に導入される。このよう

な動物は、ＦＣＴＲＸの機能および／または活性を研究するため、およびＦＣＴ

ＲＸの活性のモジュレーターを同定および／または評価するために有用である。

本明細書中で使用される場合、「トランスジェニック動物」とは、非ヒト動物、

好ましくは哺乳動物であり、より好ましくは、ラットまたはマウスのような齧歯

動物であり、ここでこれらの動物の１つ以上の細胞は、導入遺伝子を含む。トラ

ンスジェニック動物の他の例には、非ヒト霊長類、ヒツジ、イヌ、ウシ、ヤギ、

ニワトリ、両生類などを含む。導入遺伝子は、細胞のゲノムに組み込まれ（この

細胞からトランスジェニック動物が発生する）、そして成熟動物のゲノムに残存

する外因性のＤＮＡであり、それによって、このトランスジェニック動物の１つ
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以上の細胞型または組織においてコード遺伝子産物の発現を指向する。本明細書

中で使用される場合、「相同組換え動物」とは、非ヒト動物であり、好ましくは

哺乳動物、より好ましくはマウスであり、ここで、内因性ＦＣＴＲＸ遺伝子は、

この内因性の遺伝子と、動物の発生の前に動物の細胞（例えば、動物の胚細胞）

に導入された外因性ＤＮＡ分子との間の相同組換えによって、変更されている。

      【０２１７】

  本発明のトランスジェニック動物は、ＦＣＴＲＸをコードする核酸を、（受精

した卵母細胞の雄性前核に導入することによって例えば、マイクロインジェクシ

ョン、レトロウイルス感染によって）、およびこの卵母細胞が偽妊娠雌性フォス

ター動物（ｆｏｓｔｅｒ  ａｎｉｍａｌ）中で発生することを可能にすることに

よって作製され得る。配列番号１、３、５、７、９および１１のヒトＦＣＴＲＸ

  ＤＮＡ配列は、非ヒト動物のゲノムに導入遺伝子として導入され得る。あるい

は、ヒトＦＣＴＲＸ遺伝子の非ヒトホモログ（例えば、マウスＦＣＴＲＸ遺伝子

）は、ヒトＦＣＴＲＸ  ｃＤＮＡに対するハイブリダイゼーションに基づいて単

離され得（上述にさらに記載される）、そして導入遺伝子として使用され得る。

イントロン配列およびポリアデニル化シグナルもまた導入遺伝子中に含まれ、そ

の導入遺伝子の発現の効率を増大させ得る。組織特異的調節配列（単数または複

数）は、特定の細胞に対して、ＦＣＴＲＸタンパク質の発現を指向するために、

ＦＣＴＲＸ導入遺伝子に作動可能に連結される。胚の操作およびマイクロインジ

ェクションを介するトランスジェニック動物（特に、マウスのような動物）を作

製するための方法は、当該分野で従来的になっており、そして例えば、米国特許

第４，７３６，８６６号；同第４，８７０，００９号；および同第４，８７３，

１９１号；ならびにＨｏｇａｎ  １９８６、ＭＡＮＩＰＵＬＡＴＩＮＧ  ＴＨＥ

  ＭＯＵＳＥ  ＥＭＢＲＹＯ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂ

ｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ

．に記載されている。同様の方法は、他のトランスジェニック動物の作製のため

に使用される。トランスジェニック初代動物は、そのゲノムにおけるＦＣＴＲＸ

導入遺伝子の存在および／またはその動物の組織または細胞中のＦＣＴＲＸ  ｍ

ＲＮＡの発現に基づいて同定され得る。次いで、トランスジェニック初代動物は
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、導入遺伝子を有するさらなる動物を繁殖させるために使用され得る。さらに、

ＦＣＴＲＸをコードする導入遺伝子を有するトランスジェニック動物は、さらに

、他の導入遺伝子を有する他のトランスジェニック動物へと繁殖させ得る。

      【０２１８】

  相同組換え動物を作製するために、欠失、付加、または置換が導入されて、そ

れによってＦＣＴＲＸ遺伝子が変化（例えば、機能的に破壊）されている、少な

くとも、ＦＣＴＲＸ遺伝子の一部を含むベクターを調製する。ＦＣＴＲＸ遺伝子

は、ヒト遺伝子（例えば、配列番号１、３、５、７、９および１１のＤＮＡ）で

あり得るが、より好ましくは、ヒトＦＣＴＲＸ遺伝子の非ヒトホモログである。

例えば、配列番号１、３、５、７、９および１１のヒトＦＣＴＲＸ遺伝子のマウ

スホモログは、マウスゲノムにおいて内因性ＦＣＴＲＸ遺伝子を変更するのに適

切な相同組換えベクターを構築するために使用され得る。１つの実施形態におい

て、そのベクターは、相同組換えに際して、内因性ＦＣＴＲＸ遺伝子が、機能的

に破壊される（すなわち、機能的タンパク質をもはやコードしない；「ノックア

ウト」ベクターともいわれる）ように設計される。

      【０２１９】

  あるいは、このベクターは、相同組換えの際に、内因性ＦＣＴＲＸ遺伝子が変

異されるか、あるいはさもなければ、変更されるが、なお機能性タンパク質をコ

ードするように設計される（例えば、上流の調節領域を変更して、それによって

内因性ＦＣＴＲＸの発現を変更し得る）。相同組換えベクターにおいて、ＦＣＴ

ＲＸ遺伝子の変更された部分は、ＦＣＴＲＸ遺伝子のさらなる核酸によって、そ

の５’末端および３’末端で隣接され、相同組換えが、ベクターによって運ばれ

る外因性ＦＣＴＲＸタンパク質遺伝子と胚幹細胞中の内因性ＦＣＴＲＸタンパク

質遺伝子との間で起こることを可能にする。さらなる隣接するＦＣＴＲＸタンパ

ク質核酸は、内因性遺伝子との首尾よい相同組換えに十分な長さである。代表的

に、数キロベースの隣接するＤＮＡ（５’末端および３’末端の両方）が、ベク

ターに含まれる。例えば、相同組換えベクターの記載について、Ｔｈｏｍａｓら

（１９８７）Ｃｅｌｌ  ５１：５０３を参照のこと。このベクターは、胚幹細胞

株に導入され（例えば、エレクトロポレーションによって）、この導入されたＦ



(106) 特表２００３－５１１０３０

ＣＴＲＸ遺伝子が、内因性ＦＣＴＲＸ遺伝子と相同組換えされた細胞が、選択さ

れる（例えば、Ｌｉら（１９９２）Ｃｅｌｌ  ６９：９１５を参照のこと）。

      【０２２０】

  次いで、この選択された細胞を、動物（例えば、マウス）の胚盤胞へ注入して

、凝集キメラを形成する。例えば、Ｂｒａｄｌｅｙ（１９８７）のＴＥＲＡＴＯ

ＣＡＲＣＩＮＯＭＡＳ  ＡＮＤ  ＥＭＢＲＹＯＮＩＣ  ＳＴＥＭ  ＣＥＬＬＳ：

Ａ  ＰＲＡＣＴＩＣＡＬ  ＡＰＰＲＯＡＣＨ、Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ編、ＩＲＬ、

Ｏｘｆｏｒｄ  １１３頁～１５２頁を参照のこと。次いで、キメラ胚を、適切な

偽妊娠雌性フォスター動物に移植し得、そしてこの胚を、一定期間置く。それら

の胚芽細胞中に相同組換えＤＮＡを保有する子孫を使用して、動物を繁殖し得、

ここで、この動物の全ての細胞は、導入遺伝子の生殖系列伝達によって、この相

同組換えＤＮＡを含む。相同的組換えベクターおよび相同的組換え動物を構築す

るための方法が、さらに以下に記載される；Ｂｒａｄｌｅｙ（１９９１）Ｃｕｒ

ｒ．Ｏｐｉｎ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２：８２３－８２９；ＰＣＴ国際公開番

号：ＷＯ９０／１１８４；ＷＯ９１／０１１４０；ＷＯ９２／０９６８；および

ＷＯ９３／０４１６９。

      【０２２１】

  別の実施形態において、導入遺伝子の調節された発現を可能にする選択された

系を含む、非ヒトトランスジェニック動物が産生され得る。このような系の１つ

の例は、バクテリオファージＰ１のｃｒｅ／ｌｏｘＰリコンビナーゼ系である。

ｃｒｅ／ｌｏｘＰリコンビナーゼ系の記載については、例えば、Ｌａｋｓｏら、

１９９２、Ｐ．Ｎ．Ａ．Ｓ．８９：６２３２－６２３６を参照のこと。リコンビ

ナーゼ系の別の例は、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ  ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅのＦ

ＬＰリコンビナーゼ系である（Ｏ’Ｇｏｒｍａｎら、１９９１、Ｓｃｉｅｎｃｅ

  ２５１：１８１－１８５を参照のこと）。ｃｒｅ／ｌｏｘＰリコンビナーゼ系

が導入遺伝子の発現を調節するために使用される場合、Ｃｒｅリコンビナーゼお

よび選択されたタンパク質の両方をコードする導入遺伝子を含む動物が、必要と

なる。このような動物は、例えば、２種のトランスジェニック動物（一方は選択

されたタンパク質をコードした導入遺伝子を含み、他方はリコンビナーゼをコー



(107) 特表２００３－５１１０３０

ドした導入遺伝子を含む）を交配することによる、「二重の」トランスジェニッ

ク動物の構築によって提供され得る。

      【０２２２】

  本明細書中に記載されるトランスジェニック非ヒト動物のクローンがまた、Ｗ

ｉｌｍｕｔら、１９９７、Ｎａｔｕｒｅ  ３８５：８１０－８１３に記載される

方法に従って、産生され得る。簡単には、トランスジェニック動物由来の細胞（

例えば、体細胞）を、単離および誘導し、増殖サイクルから出し、そしてＧ0期

に入らせ得る。次いで、この静止細胞を、例えば、電気パルスの使用により、静

止細胞が単離される同種動物由来の、摘出された卵母細胞へ融合し得る。次いで

、この再構築された卵母細胞を培養し、これにより、これは桑実胚または未分化

胚芽細胞に発達し、次いで、偽妊娠雌性フォスター動物に移される。この雌性フ

ォスター動物の産生子孫は、この細胞（例えば、体細胞）が単離される動物のク

ローンである。

      【０２２３】

  （薬学的組成物）

  本発明のＦＣＴＲＸ核酸分子、ＦＣＴＲＸタンパク質、および抗ＦＣＴＲＸ抗

体、ならびにそれらの誘導体、フラグメント、アナログ、およびホモログは、本

明細書中で「活性化合物」、または「治療剤」といわれる。さらに、本発明のＦ

ＣＴＲＸ核酸分子、ＦＣＴＲＸタンパク質、および抗ＦＣＴＲＸ抗体、ならびに

それらの誘導体、フラグメント、アナログ、およびホモログに結合するか、また

はＦＣＴＲＸ核酸分子、ＦＣＴＲＸタンパク質、ならびにそれらの誘導体、フラ

グメント、アナログ、およびホモログに共通して起因する薬学的アゴニストまた

はアンタゴニスト応答を誘導するかのいずれかである特性を有する低分子量の化

合物をまた、本明細書中で「活性化合物」または「治療剤」と呼ぶ。これらの治

療剤は、被験体への投与に適した薬学的組成物に組み込まれ得る。このような組

成物は、代表的に、核酸分子、タンパク質または抗体、および薬学的に受容可能

なキャリアを含む。

      【０２２４】

  本明細書中で使用される場合、「薬学的に受容可能なキャリア」は、薬学的な
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投与に適合した、任意および全ての溶媒、分散液、コーティング、抗菌剤および

抗真菌剤、等張剤および吸収遅延剤（ｄｅｌａｙｉｎｇ  ａｇｅｎｔ）などを含

むことが意図される。適切なキャリアは、当該分野における標準的な参考書であ

る、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅ

ｓの最新版（本明細書中で参考として援用される）に記載される。このようなキ

ャリアまたは賦形薬の好ましい例としては、水、生理食塩水、フィンガー溶液、

デキストロース溶液、および５％ヒト血清アルブミンを含むが、これらに限定さ

れない。リポソームおよび非水性ビヒクル（例えば、不揮発性油）もまた、使用

され得る。このような媒体および薬剤の、薬学的に活性物質としての使用は、当

該分野で周知である。この活性化合物と不適合性である任意の従来の媒体または

薬剤の範囲を除いて、組成物におけるその使用は、意図される。補足的な活性化

合物はまた、この組成物に組み込まれ得る。

      【０２２５】

  本発明の薬学的組成物は、その意図される投与の経路と適合可能に処方される

。投与経路の例としては、非経口（例えば、静脈内、皮内、皮下）、経口（例え

ば、吸入）、経皮的（すなわち、局所的）、経粘膜、および直腸投与が挙げられ

る。非経口、皮内、または皮下適用のために使用される溶液または懸濁液として

は、以下の成分が挙げられ得る：滅菌賦形薬（例えば、注射のための水、生理食

塩水溶液、不揮発性油、ポリエチレングリコール、グリセリン、プロピレングリ

コールまたは他の合成溶媒）；抗菌剤（例えば、ベンジルアルコールまたはメチ

ルパラベン）；抗酸化剤（例えば、アスコルビン酸または重亜硫酸ナトリウム）

；キレート剤（例えば、エチレンジアミン四酢酸）；緩衝液（例えば、アセテー

ト、シトレートまたはホスフェート）；および張度の調整のための薬剤（例えば

、塩化ナトリウムまたはデキストロース）。ｐＨは、酸または塩基（例えば、塩

酸または水酸化ナトリウム）を用いて調整され得る。非経口調製物は、ガラスま

たはプラスチック製のアンプル、使い捨てシリンジまたは複数用量バイアルに封

入され得る。

      【０２２６】

  注射使用に適した薬学的組成物は、滅菌の水溶液（ここで、水溶性）または分
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散液および滅菌注射可能な溶液または分散液の即席調製のための滅菌粉末を含む

。静脈内投与について、適切なキャリアには、生理食塩水、静菌性水、Ｃｒｅｍ

ｏｐｈｏｒ  ＥＬTM（ＢＡＳＦ、Ｐａｒｓｉｐｐａｎｙ、Ｎ．Ｊ．）またはリン

酸塩緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）が挙げられる。全ての場合において、組成物は

、滅菌性であるべきであり、そして容易な注入性（ｓｙｒｉｎｇｅａｂｉｌｉｔ

ｙ）が存在する程度に流動的であるべきである。これは、製造および保存の条件

下で安定でなければならず、そして、細菌および真菌などの微生物の汚染作用に

対して保護されるべきである。このキャリアは、以下を含む溶媒または分散媒体

であり得る：例えば、水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロール、プ

ロピレングリコール、および液体ポリエチレングリコールなど）ならびにそれら

の適切な混合物。適切な流動性が、例えば、レシチンなどのコーティングの使用

によって、分散に関しては、要求される粒子サイズを維持することによって、お

よび界面活性剤を使用することによって維持され得る。微生物の作用の予防は、

種々の抗菌および抗真菌剤（例えば、パラベン、クロロブタノール、フェノール

、アスコルビン酸、チメロサールなど）によって達成され得る。多くの場合、組

成物中に等張剤（例えば、糖、マンニトール、ソルビトールなどのポリアルコー

ル、塩化ナトリウム）を含むことが好ましい。注射可能組成物の長期の吸収は、

吸収を遅らせる薬剤（例えば、アルミニウムモノステアレートおよびゼラチン）

を組成物に含ませることによってもたらされ得る。

      【０２２７】

  滅菌注射可能溶液は、必要量のこの活性化合物（例えば、ＦＣＴＲＸタンパク

質あるいは抗ＦＣＴＲＸタンパク質抗体）を、適切な溶媒中に、上記で列挙され

る成分の１つまたは組み合わせと共に組み込み、必要な場合、続いて濾過滅菌す

ることによって調製され得る。一般的に、分散液は、活性化合物を、基本分散媒

体および上記で列挙される成分から必要とされる他の成分を含む滅菌ビヒクル中

へ組み込むことによって調製される。滅菌注射可能溶液の調製のための滅菌粉末

の場合において、調製方法は、真空乾燥および凍結乾燥であり、これにより、活

性成分および予め滅菌濾過されたその溶液からの任意のさらなる所望の成分の粉

末を得る。
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      【０２２８】

  経口組成物は、一般的に、不活性希釈剤または食用キャリアを含む。これらは

、ゼラチンカプセルに封入され得るか、または錠剤へ圧縮され得る。経口治療投

与の目的のために、この活性化合物は、賦形剤とともに組み込まれ得、そして錠

剤、トローチ剤、またはカプセル剤の形態で使用され得る。経口組成物はまた、

マウスウォッシュ（ｍｏｕｔｈｗａｓｈ）としての使用のために流体キャリアを

使用して調製され得、ここで、この流体キャリア中のこの化合物は、経口的に適

用され、そして素早く動かされ（ｓｗｉｓｈ）、そして吐き出されるか、または

飲み込まれる。薬学的に適合性の結合剤、および／またはアジュバント材料が、

この組成物の一部として含まれ得る。錠剤、丸剤、カプセル剤、トローチ剤など

が、以下のいずれかの成分または同様の性質を有する化合物を含み得る：結合剤

（例えば、微結晶セルロース、ガムトラガントまたはゼラチン）；賦形剤（例え

ば、デンプンまたはラクトース）、崩壊剤（例えば、アルギン酸、Ｐｒｉｍｏｇ

ｅｌ、またはコーンスターチ）；滑沢剤（例えば、ステアリン酸マグネシウムま

たはＳｔｅｒｏｔｅｓ）；グライダント（ｇｌｉｄａｎｔ）（例えば、コロイド

状二酸化ケイ素）；甘味剤（例えば、スクロースまたはサッカリン）；あるいは

矯味矯臭剤（例えば、ペパーミント、サリチル酸メチル、またはオレンジフレー

バー）。

      【０２２９】

  吸入による投与について、この化合物は、適切な噴霧剤（例えば、二酸化炭素

のような気体）を含む圧縮容器またはディスペンサー、あるいは噴霧器から、エ

アロゾルスプレーの形態で送達される。

      【０２３０】

  全身的投与はまた、経粘膜手段または経皮手段により得る。経粘膜投与または

経皮投与について、浸透されるバリアに対して適切な浸透剤が、処方において使

用される。このような浸透剤は、一般的に、当該分野で公知であり、そして、例

えば、経粘膜投与については、界面活性剤、胆汁酸塩、およびフシジン酸誘導体

が挙げられる。経粘膜投与は、鼻スプレーまたは坐剤によって達成され得る。経

皮投与については、この活性化合物は、当該分野で一般的に公知である軟膏剤、
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軟膏、ゲル、またはクリーム剤へ処方される。

      【０２３１】

  この化合物はまた、直腸送達のための坐剤（例えば、ココアバターおよび他の

グリセリドのような従来の坐剤ベースと共に）または保持浣腸の形態で調製され

得る。

      【０２３２】

  １つの実施形態において、この活性化合物は、身体からの迅速な排出に対して

この化合物を保護するキャリアを用いて調製され（例えば、制御放出処方物）、

これには、移植片およびマイクロカプセル化された送達系が挙げられる。酢酸エ

チレンビニル、ポリ無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルトエステ

ル、およびポリ乳酸のような、生分解性、生体適合性ポリマーが使用され得る。

このような処方物の調製のための方法は、当該業者には明らかである。これらの

材料はまた、Ａｌｚａ  Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ  ａｎｄ  Ｎｏｖａ  Ｐｈａｒ

ｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ．から商業的に入手可能である。リポソーム懸

濁液（ウイルス抗原に対するモノクローナル抗体を含む、感染させた細胞へ標的

化されるリポソームを含む）がまた、薬学的に受容可能なキャリアとして使用さ

れ得る。これらは、例えば、米国特許第４，５２２，８１１号に記載されるよう

な、当業者に公知の方法に従って調製され得る。

      【０２３３】

  徐放性調製物は、調製され得る。徐放性調製物の適切な例としては、抗体を含

有する固体疎水性ポリマーの半透性マトリックスが挙げられ、このマトリックス

は、成形された粒子（例えば、フィルムまたはマイクロカプセル）の形態である

。徐放性マトリックスの例としては、ポリエステル、ヒドロゲル（例えば、ポリ

（２－ヒドロキシエチル－メタクリレート）またはポリ（ビニルアルコール））

、ポリラクチド（米国特許第３，７７３，９１９号）、Ｌ－グルタミン酸のコポ

リマーおよびエチル－Ｌ－グルタメート、非分解性エチレン－ビニルアセテート

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

（乳酸－グリコール酸コポリマーおよび酢酸ロイプロリドで構成される注入可能

なミクロスフェア）、ならびにポリ－Ｄ－（－）－３－ヒドロキシ酪酸が挙げら
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れる。エチレン－ビニルアセテートおよび乳酸－グリコール酸のようなポリマー

は、１００日を超えて分子の放出を可能にする一方で、特定のヒドロゲルは、よ

り短い期間でタンパク質を放出する。

      【０２３４】

  投与の容易さおよび投薬量の均一性のために、投薬単位形態で、経口組成物ま

たは非経口組成物を処方することが、特に有益である。本明細書で使用される投

薬単位形態は、処置される被験体のための単位投薬量として適切な、物理的に個

々の単位をいい；各単位は、必要とされる薬学的キャリアと関連して、所望の治

療的効果を生じるように計算された所定量の活性化合物を含む。本発明の投薬単

位形態についての詳細は、この活性化合物の固有の特性、および達成される特定

の治療効果、ならびに個体の処置のためのこのような活性化合物を調合する当該

分野に固有の制限によって決定されるか、あるいはこれらに直接依存する。

      【０２３５】

  本発明の核酸分子は、ベクターに挿入され得、そして遺伝子治療ベクターとし

て使用され得る。遺伝子治療ベクターは、被験体へ、任意の複数の経路（例えば

、米国特許第５，７０３，０５５号に記載される）に送達され得る。従って、送

達は、例えば、静脈内注射、局所投与（米国特許第５，３２８，４７０号を参照

のこと）または定位注射（例えば、Ｃｈｅｎら（１９９４）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ

．Ｓｃｉ．ＵＳＡ．９１：３０５４－３０５７を参照のこと）が挙げられる。遺

伝子治療ベクターの薬学的調製物には、受容可能な希釈剤中の遺伝子治療ベクタ

ーが挙げられ得、または遺伝子送達ビヒクルが組み込まれる徐放性マトリックス

を含み得る。あるいは、完全な遺伝子送達ベクターが、組換え細胞からインタク

トで産生され得（例えば、レトロウイルスベクター）、この薬学的調製物は、遺

伝子送達系を産生する１以上の細胞を含み得る。

      【０２３６】

  薬学的組成物は、投与のための使用説明書をとともに、キット（例えば、容器

、包装、またはディスペンサー）に含まれ得る。

      【０２３７】

  ヒトの疾患に関与する症候群を処置するための薬剤の製造において、治療に使



(113) 特表２００３－５１１０３０

用することはまた、本発明の範囲内であり、この疾患は、ＦＣＴＲＸ関連障害か

ら選択され、ここで、この治療は、ＦＣＴＲＸポリペプチド、ＦＣＴＲＸ核酸、

および抗ＦＣＴＲＸ抗体からなる群から選択される。

      【０２３８】

  （本発明のさらなる使用および方法）

  本明細書中で記載される核酸分子、タンパク質、タンパク質相同体、および抗

体が、以下の方法の１つ以上において使用され得る：（ａ）スクリーニングアッ

セイ；（ｂ）検出アッセイ（例えば、染色体マッピング、細胞および組織のタイ

ピング、法医学生物学）；（ｃ）予測医学（例えば、診断アッセイ、予後アッセ

イ、臨床試験モニタリング、および薬理ゲノミックス）；ならびに（ｄ）処置の

方法（例えば、治療および予防）。

      【０２３９】

  本発明の単離された核酸分子は、以下にさらに説明されるように、ＦＣＴＲＸ

タンパク質を（例えば、遺伝子治療用途における宿主細胞中の組換え発現ベクタ

ー介して）発現するため、ＦＣＴＲＸ  ｍＲＮＡ（例えば、生物学的サンプルに

おいて）またはＦＣＴＲＸ遺伝子における遺伝子損傷を検出するため、ならびに

ＦＣＴＲＸ活性を調節するために使用され得る。さらに、ＦＣＴＲＸタンパク質

は、ＦＣＴＲＸ活性または発現を調節する薬物または化合物をスクリーニングす

るために、ならびにＦＣＴＲＸタンパク質の不十分なもしくは過剰な産生によっ

て、あるいはＦＣＴＲＸ野生型タンパク質と比較して減少したもしくは異常な活

性を有するＦＣＴＲＸタンパク質形態の産生によって特徴付けられる障害（例え

ば、増殖障害または分化障害）を処置するために使用され得る。さらに、本発明

の抗ＦＣＴＲＸ抗体が、ＦＣＴＲＸタンパク質を検出して単離するため、および

ＦＣＴＲＸ活性を調節するために使用され得る。

      【０２４０】

  本発明は、さらに、上述のスクリーニングアッセイによって同定される新規の

薬剤、および本明細書中で記載されるような処置のためのそれらの使用に関する

。

      【０２４１】
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  （スクリーニングアッセイ）

  本発明は、調節因子、すなわち、ＦＣＴＲＸタンパク質に結合するか、あるい

は例えば、ＦＣＴＲＸ発現またはＦＣＴＲＸ活性に対して刺激効果または阻害効

果を有する、候補物または試験化合物もしくは試験薬剤（例えば、タンパク質、

ポリペプチド、核酸またはポリヌクレオチド、ペプチド、ペプチド模倣物、低分

子（アゴニストもしくはアンタゴニスト）または他の薬物）を同定するための方

法（本明細書中において「スクリーニングアッセイ」とも称される）を提供する

。ＦＣＴＲＸポリペプチドに結合し得る候補物または試験化合物もしくは試験薬

剤は、以下の分子量を有する：約５０Ｄａ、１００Ｄａ、１５０Ｄａ、３００Ｄ

ａ、３３０Ｄａ、３５０Ｄａ、４００Ｄａ、５００Ｄａ、７５０Ｄａ、１０００

Ｄａ、１２５０Ｄａ、１５００Ｄａ、１７５０Ｄａ、２０００Ｄａ、５０００Ｄ

ａ、１０，０００Ｄａ、２５，０００Ｄａ、５０，０００Ｄａ、７５，０００Ｄ

ａ、１００，０００Ｄａまたは１００，０００Ｄａ以上。特定の実施形態におい

て、ＦＣＴＲＸポリペプチドと結合する候補物は、約１５００Ｄａ未満の分子量

を有する。

      【０２４２】

  機能的アッセイの詳細は、本明細書中で以下にさらに提供される。記載される

アッセイのいずれか、および薬理学、血液学、内科学、腫瘍学などの当業者に公

知のさらなるアッセイは、治療剤としてそれらの特性について候補物をスクリー

ニングするために使用され得る。記載されるが、本発明の治療剤は、タンパク質

、ポリペプチド、核酸またはポリヌクレオチド、ペプチド、ペプチド模倣物、低

分子（アゴニストもしくはアンタゴニストを含む）または本明細書中に記載され

る他の薬物を含む。

      【０２４３】

  １つの実施形態において、本発明は、ＦＣＴＲＸのタンパク質またはポリペプ

チド、あるいはその生物学的に活性な部分の膜結合形態に結合するか、またはそ

れら膜結合形態の活性を調節する、候補化合物もしくは試験化合物をスクリーニ

ングするためのアッセイを提供する。本発明の試験化合物は、当該分野において

公知のコンビナトリアルライブラリー法における任意の多数のアプローチを使用
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して得られ得、これらのライブラリーには、以下が挙げられる：生物学的ライブ

ラリー；空間的にアクセス可能な平行固相もしくは溶液相ライブラリー；逆重畳

を要する合成ライブラリー法；「１ビーズ１化合物」ライブラリー法；およびア

フィニティークロマトグラフィー選択を使用する合成ライブラリー法。生物学的

ライブラリーアプローチはペプチドライブラリーに限定されるが、他の４つのア

プローチは、ペプチド、非ペプチドオリゴマーもしくは化合物の低分子ライブラ

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

Ｄｅｓｉｇｎ  １２：１４５）。

      【０２４４】

  分子ライブラリーの合成のための方法の例は、当該分野において、例えば以下

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

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

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

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

Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２６１：１３０３；Ｃａｒｒｅｌｌら（１９９４）Ａｎｇｅｗ

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

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

びＧａｌｌｏｐら（１９９４）Ｊ  Ｍｅｄ  Ｃｈｅｍ  ３７：１２３３。

      【０２４５】

  化合物のライブラリーは、溶液中で（例えば、Ｈｏｕｇｈｔｅｎ（１９９２）

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １３：４１２～４２１）、あるいはビーズ上（Ｌ

ａｍ（１９９１）Ｎａｔｕｒｅ  ３５４：８２～８４）、チップ上（Ｆｏｄｏｒ

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

米国特許第５，２２３，４０９号）、胞子（Ｌａｄｎｅｒ  米国特許第５，２３

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

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

ｏｔｔおよびＳｍｉｔｈ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：３８６～３９０

；Ｄｅｖｌｉｎ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：４０４～４０６；Ｃｗｉ

ｒｌａら（１９９０）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  Ｕ．Ｓ．Ａ．８
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７：６３７８～６３８２；Ｆｅｌｉｃｉ（１９９１）Ｊ  Ｍｏｌ  Ｂｉｏｌ  ２

２２：３０１～３１０；Ｌａｄｎｅｒ（上述））において示され得る。

      【０２４６】

  １つの実施形態において、アッセイは細胞ベースのアッセイであり、ここで、

膜結合形態のＦＣＴＲＸタンパク質、またはその生物学的に活性な部分を細胞表

面上に発現する細胞が、試験化合物と接触され、そしてこの試験化合物が、ＦＣ

ＴＲＸタンパク質に結合する能力が、決定される。例えば、細胞は、哺乳動物起

源または酵母細胞であり得る。この試験化合物がＦＣＴＲＸタンパク質に結合す

る能力の決定は、例えば、その試験化合物を放射性同位体標識または酵素標識と

カップリングさせて、その結果、この試験化合物のＦＣＴＲＸタンパク質または

その生物学的に活性な部分に対する結合が、複合体におけるその標識化合物を検

出することによって決定され得ることによって達成され得る。例えば、試験化合

物は、125Ｉ、35Ｓ、14Ｃ、または3Ｈで直接的または間接的のいずれかで標識さ

れ得、そしてその放射性同位体が、放射線放射の直接の計数により、またはシン

チレーション計数により、検出され得る。あるいは、試験化合物は、例えば、西

洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、またはルシフェラーゼで

酵素的に標識され得、そしてこの酵素的標識が、適切な基質の生成物への転換を

決定することにより、検出され得る。１つの実施形態において、このアッセイは

、膜結合形態のＦＣＴＲＸタンパク質、またはその生物学的に活性な部分をその

細胞表面上に発現する細胞を、ＦＣＴＲＸと結合する公知の化合物と接触させて

、アッセイ混合物を形成する工程、このアッセイ混合物に試験化合物を接触させ

る工程、ならびにこの試験化合物がＦＣＴＲＸタンパク質と相互作用する能力を

決定する工程を包含し、ここで、この試験化合物がＦＣＴＲＸタンパク質と相互

作用する能力を決定する工程が、この試験化合物が、公知の化合物と比較して、

ＦＣＴＲＸまたはその生物学的に活性な部分と優先的に結合する能力を決定する

工程を包含する。

      【０２４７】

  別の実施形態において、アッセイは、細胞ベースのアッセイであり、これは、

膜結合形態のＦＣＴＲＸタンパク質またはその生物学的に活性な部分を細胞表面
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上で発現する細胞を、試験化合物と接触させる工程、ならびにこの試験化合物が

、ＦＣＴＲＸタンパク質またはその生物学的に活性な部分の活性を調節（例えば

、刺激または阻害）する能力を決定する工程を包含する。この試験化合物が、Ｆ

ＣＴＲＸポリペプチドまたはその生物学的に活性な部分の活性を調節する能力の

決定は、例えば、ＦＣＴＲＸタンパク質が、ＦＣＴＲＸ標的分子に結合またはこ

れら標的分子と相互作用する能力を決定することによって、達成され得る。本明

細書中において使用する場合には、「標的分子」とは、ＦＣＴＲＸタンパク質が

自然に結合または相互作用する分子であり、例えば、ＦＣＴＲＸタンパク質を発

現する細胞表面上の分子、第二の細胞表面上の分子、細胞外環境中の分子、細胞

膜の内部表面と会合する分子、または細胞質分子である。ＦＣＴＲＸ標的分子は

、非ＦＣＴＲＸ分子あるいは本発明のＦＣＴＲＸタンパク質またはポリペプチド

である。１つの実施形態において、ＦＣＴＲＸ標的分子は、シグナル伝達経路の

構成要素であり、これは、細胞膜を通って細胞内への細胞外シグナル（例えば、

化合物が膜結合ＦＣＴＲＸ分子に結合することにより発生するシグナル）の伝達

を促進する。その標的は、例えば、触媒活性を有する第二の細胞内タンパク質、

または下流シグナル分子のＦＣＴＲＸポリペプチドとの会合を容易にするタンパ

ク質であり得る。

      【０２４８】

  ＦＣＴＲＸタンパク質がＦＣＴＲＸ標的分子に結合するかまたはその標的分子

と相互作用する能力の決定は、直接的結合を決定するための上記方法の１つによ

り、達成され得る。１つの実施形態において、ＦＣＴＲＸタンパク質がＦＣＴＲ

Ｘ標的分子に結合するかまたはその標的分子と相互作用する能力の決定は、その

標的分子の活性を決定することにより、達成され得る。例えば、この標的分子の

活性は、その標的の細胞セカンドメッセンジャー（すなわち、細胞内Ｃａ2+、ジ

アシルグリセロール、ＩＰ3など）の誘導を検出すること、適切な基質への標的

の触媒活性／酵素活性を検出すること、レポーター遺伝子（検出可能なマーカー

（例えば、ルシフェラーゼ）をコードする核酸に作動的に連結されたＦＣＴＲＸ

応答性調節エレメントを含む）の誘導を検出すること、または細胞応答（例えば

、細胞生存度、細胞分化、または細胞増殖）を検出することにより、決定され得
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る。

      【０２４９】

  なお別の実施形態において、本発明のアッセイは、無細胞アッセイであり、Ｆ

ＣＴＲＸタンパク質またはその生物学的に活性な部分に試験化合物を接触させる

工程、ならびにその試験化合物がＦＣＴＲＸタンパク質またはその生物学的に活

性な部分と結合する能力を決定する工程を包含する。この試験化合物のＦＣＴＲ

Ｘタンパク質への結合は、上記のように、直接的または間接的にかのいずれかで

決定され得る。１つの実施形態において、このアッセイは、ＦＣＴＲＸタンパク

質またはその生物学的に活性な部分に、ＦＣＴＲＸに結合する公知の化合物を接

触させて、アッセイ混合物を形成する工程、このアッセイ混合物に試験化合物を

接触させる工程、ならびにその試験化合物がＦＣＴＲＸタンパク質と相互作用す

る能力を決定する工程を包含し、ここで、この試験化合物がＦＣＴＲＸタンパク

質と相互作用する能力を決定する工程は、この試験化合物が、公知の化合物と比

較して、ＦＣＴＲＸまたはその生物学的に活性な部分と優先的に結合する能力を

決定する工程を包含する。

      【０２５０】

  別の実施形態において、アッセイは、無細胞アッセイであり、ＦＣＴＲＸタン

パク質またはその生物学的に活性な部分を試験化合物と接触させる工程、ならび

にその試験化合物がＦＣＴＲＸタンパク質またはその生物学的に活性な部分の活

性を調節（例えば、刺激または阻害）する能力を決定する工程を包含する。この

試験化合物がＦＣＴＲＸポリペプチドの活性を調節する能力の決定は、例えば、

ＦＣＴＲＸタンパク質が、ＦＣＴＲＸ標的分子に結合する能力を、直接的結合の

決定のための上記方法の１つによって決定することにより、達成され得る。代替

の実施形態において、この試験化合物がＦＣＴＲＸポリペプチドの活性を調節す

る能力の決定は、ＦＣＴＲＸタンパク質が、ＦＣＴＲＸ標的分子をさらに調節す

る能力を決定することにより、達成され得る。例えば、この標的分子の適切な基

質に対する触媒活性／酵素活性は、上に記載のように決定され得る。

      【０２５１】

  なお別の実施形態において、無細胞アッセイは、ＦＣＴＲＸタンパク質または
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その生物学的に活性な部分に、ＦＣＴＲＸポリペプチドに結合する公知の化合物

を接触させてアッセイ混合物を形成する工程、このアッセイ混合物を試験化合物

と接触させる工程、およびこの試験化合物がＦＣＴＲＸタンパク質と相互作用す

る能力を決定する工程を包含し、ここで、この試験化合物がＦＣＴＲＸタンパク

質と相互作用する能力の決定は、ＦＣＴＲＸタンパク質が、ＦＣＴＲＸ標的分子

と優先的に結合するか、またはその標的分子の活性を優先的に調節する能力を決

定する工程を包含する。

      【０２５２】

  本発明の無細胞アッセイは、ＦＣＴＲＸポリペプチドの可溶性形態または膜結

合形態の両方の使用に受け入れられる。膜結合形態のＦＣＴＲＸポリペプチドを

含む無細胞アッセイの場合には、膜結合形態のＦＣＴＲＸポリペプチドが溶液中

に維持されるように、可溶化剤を利用することが望ましくあり得る。このような

可溶化剤の例には、非イオン性界面活性剤が挙げられ、例えば、ｎ－オクチルグ

ルコシド、ｎ－ドデシルグルコシド、ｎ－ドデシルマルトシド、オクタノイル－

Ｎ－メチルグルカミド、デカノイル－Ｎ－メチルグルカミド、Ｔｒｉｔｏｎ（登

録商標）Ｘ－１００、Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１１４、Ｔｈｅｓｉｔ（登

録商標）、イソトリデシルポリ（エチレングリコールエーテル）n（Ｉｓｏｔｒ

ｉｄｅｃｙｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅ  ｇｌｙｃｏｌ  ｅｔｈｅｒ）n）、Ｎ

－ドデシル－Ｎ，Ｎ－ジメチル－３－アンモニオ－１－プロパンスルホネート、

３－（３－コラミドプロピル）ジメチルアンモニオ－１－プロパンスルホネート

（３－（３－ｃｈｏｌａｍｉｄｏｐｒｏｐｙｌ）ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｉｎｉ

ｏｌ－１－ｐｒｏｐａｎｅ  ｓｕｌｆｏｎａｔｅ）（ＣＨＡＰＳ）、または３－

（３－コラミドプロピル）ジメチルアンモニオ－２－ヒドロキシ－１－プロパン

スルホネート（３－（３－ｃｈｏｌａｍｉｄｏｐｒｏｐｙｌ）ｄｉｍｅｔｈｙｌ

ａｍｍｉｎｉｏｌ－２－ｈｙｄｒｏｘｙ－１－ｐｒｏｐａｎｅ  ｓｕｌｆｏｎａ

ｔｅ）（ＣＨＡＰＳＯ）である。

      【０２５３】

  ＦＣＴＲＸポリペプチドまたはその標的分子のいずれかを固定して、そのタン

パク質の一方または両方の非複合体化形態からの複合体化形態の分離を促進し、
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そしてそのアッセイの自動化に適用させることが、望ましくあり得る。試験化合

物のＦＣＴＲＸポリペプチドへの結合、または候補化合物の存在下および非存在

下でのＦＣＴＲＸポリペプチドの標的分子との相互作用は、これらの反応物を収

容するために適切な任意の容器内で、達成され得る。このような容器の例には、

マイクロタイタープレート、試験管、および微小遠心管が挙げられる。１つの実

施形態において、そのタンパク質の一方または両方がマトリックスに結合するこ

とを可能にするドメインを付加する融合タンパク質が、提供され得る。例えば、

ＧＳＴ－ＦＣＴＲＸポリペプチド融合タンパク質またはＧＳＴ標的融合タンパク

質は、グルタチオンセファロースビーズ（Ｓｉｇｍａ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ、Ｓｔ

．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）またはグルタチオン誘導体化マイクロタイタープレート上

に吸着され得、次いで、これらは、試験化合物と合わせられるか、あるいは試験

化合物および非吸着の標的タンパク質またはＦＣＴＲＸタンパク質のいずれかと

合わせられ、そしてこの混合物が、複合体形成に貢献する条件下（例えば、塩お

よびｐＨに関して生理学的条件）でインキュベートされる。インキュベーション

に続いて、ビーズまたはマイクロタイタープレートウェルを洗浄して、結合して

いないあらゆる成分を除去し、ビーズの場合にはマトリックスを固定し、例えば

、上記のように、複合体を直接的または間接的のいずれかで決定する。あるいは

、複合体がマトリックスから解離され得、そしてＦＣＴＲＸの結合レベルまたは

活性レベルを、標準的な技術を使用して決定し得る。

      【０２５４】

  タンパク質をマトリックス上に固定するための他の技術もまた、本発明のスク

リーニングアッセイにおいて使用され得る。例えば、ＦＣＴＲＸポリペプチドま

たはその標的分子のいずれかが、ビオチンとストレプトアビジンとの結合体化を

利用して固定され得る。ビオチン化されたＦＣＴＲＸタンパク質または標的分子

は、当該分野において周知の技術を使用して、ビオチンＮＨＳ（Ｎ－ヒドロキシ

スクシンイミド）から調製され得（例えば、ビオチン化キット、Ｐｉｅｒｃｅ  

Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、Ｉｌｌ．）、そしてストレプトアビジ

ン被覆した９６ウェルのプレート（Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ）のウェル

に固定され得る。あるいは、ＦＣＴＲＸタンパク質または標的分子と反応性であ
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るが、ＦＣＴＲＸタンパク質のその標的分子への結合を妨害しない抗体が、その

プレートのウェルに誘導体化され得、そして結合していない標的またはＦＣＴＲ

Ｘタンパク質が、抗体の結合体化によってウェル内にトラップされ得る。このよ

うな複合体を検出するための方法には、ＧＳＴ固定複合体に関しての上記のもの

に加えて、ＦＣＴＲＸタンパク質または標的分子と反応性の抗体を使用する複合

体の免疫検出、ならびにＦＣＴＲＸタンパク質または標的分子に関する酵素活性

の検出に依存する酵素結合アッセイが挙げられる。

      【０２５５】

  別の実施形態において、ＦＣＴＲＸの発現のモジュレーターは、細胞が候補化

合物と接触され、そして細胞中におけるＦＣＴＲＸのｍＲＮＡまたはタンパク質

の発現が決定される方法で同定される。候補化合物の存在下での、ＦＣＴＲＸの

ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現のレベルは、候補化合物不在下でのＦＣＴＲＸ

のｍＲＮＡまたはタンパク質の発現のレベルと比較される。次いで、候補化合物

は、この比較に基づいて、ＦＣＴＲＸの発現のモジュレーターとして同定され得

る。例えば、ＦＣＴＲＸのｍＲＮＡまたはタンパク質の発現が、候補化合物の存

在下で、その候補化合物が不在下よりも大きい（統計的に有意に大きい）場合、

この候補化合物は、ＦＣＴＲＸのｍＲＮＡまたはタンパク質の発現の刺激因子と

して同定される。あるいは、ＦＣＴＲＸのｍＲＮＡまたはタンパク質の発現が、

候補化合物の存在下でその候補化合物の不在下よりも小さい（統計的に有意に小

さい）場合、この候補化合物は、ＦＣＴＲＸのｍＲＮＡまたはタンパク質の発現

のインヒビターとして同定される。細胞中におけるＦＣＴＲＸのｍＲＮＡまたは

タンパク質の発現のレベルは、ＦＣＴＲＸのｍＲＮＡまたはタンパク質を検出す

るための本明細書中に記載される方法によって決定され得る。

      【０２５６】

  本発明のなお別の局面において、ＦＣＴＲＸタンパク質は、ツーハイブリッド

アッセイまたはスリーハイブリッドアッセイにおける「ベイト（ｂａｉｔ）タン

パク質」として使用され得（例えば、米国特許第５，２８３，３１７号；Ｚｅｒ

ｖｏｓら、（１９９３）Ｃｅｌｌ  ７２：２２３－２３２；Ｍａｄｕｒａら、（

１９９３）Ｊ  Ｂｉｏｌ  Ｃｈｅｍ  ２６８：１２０４６－１２０５４；Ｂａｒ
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ｔｅｌら、（１９９３）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １４：９２０－９２４；

Ｉｗａｂｕｃｈｉら、（１９９３）Ｏｎｃｏｇｅｎｅ  ８：１６９３－１６９６

；およびＢｒｅｎｔ  ＷＯ９４／１０３００を参照のこと）、ＦＣＴＲＸと結合

するかまたは相互作用するタンパク質（「ＦＣＴＲＸ結合タンパク質」または「

ＦＣＴＲＸ－ｂｐ」）、ならびにＦＣＴＲＸの活性を調節する他のタンパク質を

同定する。このようなＦＣＴＲＸ結合タンパク質はまた、例えば、ＦＣＴＲＸ経

路の上流または下流のエレメントとして、ＦＣＴＲＸタンパク質によるシグナル

の伝播に関与するようである。

      【０２５７】

  ツーハイブリッドシステムは、分離可能なＤＮＡ結合ドメインおよび活性化ド

メインからなる、大部分の転写因子の調節（ｍｏｄｕｌａｒ）性質に基づく。手

短には、このアッセイは、２つの異なるＤＮＡ構築物を使用する。１つの構築物

において、ＦＣＴＲＸをコードする遺伝子は、公知の転写因子（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される。他方の構築物に

おいて、ＤＮＡ配列のライブラリー由来の、未同定タンパク質（「プレイ（ｐｒ

ｅｙ）」または「サンプル」）をコードするＤＮＡ配列は、公知の転写因子の活

性化ドメインをコードする遺伝子に融合される。「ベイト」および「プレイ」タ

ンパク質がインビボで相互作用し得る場合、ＦＣＴＲＸ依存複合体を形成して、

転写因子のＤＮＡ結合ドメインおよび活性化ドメインが、密接に近接される。こ

の近接は、転写因子に応答性の転写調節部位に作動可能に連結されるレポーター

遺伝子（例えば、ＬａｃＺ）の転写を可能にする。レポーター遺伝子の発現が検

出され得、そしてこの機能性転写因子を含む細胞コロニーを単離および使用して

、ＦＣＴＲＸと相互作用するタンパク質をコードするクローン化遺伝子を獲得し

得る。

      【０２５８】

  スクリーニングはまた、インビボで実施され得る。例えば、１つの実施形態に

おいて、本発明は、試験化合物をＦＣＴＲＸ関連障害の危険性が増加した試験動

物に投与することによる、ＨＤＧＣＸ関連障害の活性または潜伏もしくは素因の

モジュレーターをスクリーニングするための方法を含む。いくつかの実施形態に
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おいて、試験動物は、ＨＤＧＣＸポリペプチドを組換え的に発現する。化合物の

投与後の試験動物におけるこのポリペプチドの活性が測定され、そして試験動物

におけるこのタンパク質の活性が、このポリペプチドを投与されなかったコント

ロール動物におけるこのポリペプチドの活性と比較される。コントロール動物に

対するこの試験動物におけるこのポリペプチドの活性の変化は、この試験化合物

が、ＦＣＴＲＸ関連障害の潜伏または素因のモジュレーターであることを示す。

      【０２５９】

  いくつかの実施形態において、試験動物は、試験タンパク質導入遺伝子を発現

するか、または野生型試験動物と比較して増加したレベルでプロモーターの制御

下で導入遺伝子を発現する、組換え試験動物である。好ましくは、プロモーター

は、導入遺伝子のネイティブな遺伝子プロモーターではない。

      【０２６０】

  本発明は、さらに、上記スクリーニングアッセイによって同定される新規試薬

および本明細書中に記載される処置のためのこれらの使用に関する。

      【０２６１】

  （検出アッセイ）

  本明細書中で同定されるｃＤＮＡ配列の部分またはフラグメント（および対応

する完全遺伝子配列）は、ポリヌクレオチド試薬として多くの方法で使用され得

る。例えば、これらの配列は、（ｉ）それぞれの遺伝子を染色体上にマッピング

し；それによって遺伝病に関連する遺伝子領域を位置決めする；（ｉｉ）微小な

生物学的サンプルから個体を同定する（組織型決定）；そして（ｉｉｉ）生物学

的サンプルの法医学的同定における補助のために使用され得る。

      【０２６２】

  本発明のＦＣＴＲＸ配列はまた、わずかな生物学的サンプルから個体を識別す

るために使用され得る。この技術において、個体のゲノムＤＮＡは、１つ以上の

制限酵素で消化され、そして同定のために独特のバンドを生成するためにサザン

ブロット上でプローブされる。本発明の配列は、ＲＦＬＰ（米国特許第５，２７

２，０５７号に記載の「制限フラグメント長多型」）のためのさらなるＤＮＡマ

ーカーとして有用である。
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      【０２６３】

  さらに、本発明の配列を用いて、個体のゲノムの選択された部分について実際

の塩基ごとにＤＮＡ配列を決定する代替的技術を提供し得る。従って、本明細書

中に記載のＦＣＴＲＸ配列を用いて、配列の５’末端および３’末端から２つの

ＰＣＲプライマーを調製し得る。次いで、これらのプライマーを使用して、個体

のＤＮＡを増幅し得、引き続いて、配列決定し得る。

      【０２６４】

  このように調製された個体由来の対応するＤＮＡ配列のパネルは、各個体が、

対立遺伝子差異に起因するこのようなＤＮＡ配列の独特のセットを有するので、

唯一の個体識別を提供し得る。本発明の配列は、個体由来および組織由来の配列

のこのような識別を得るために使用され得る。本発明のＦＣＴＲＸ配列は、ヒト

ゲノムの部分を独特に表す。対立遺伝子変異は、これらの配列のコード領域にお

いてある程度生じ、そして非コード領域においてより大きな程度に生じる。個々

のヒト間での対立遺伝子変異は、各５００塩基につき約１回の頻度で生じると見

積もられる。対立遺伝子変異の多くは、制限フラグメント長多型（ＲＦＬＰ）を

含む単一ヌクレオチド多型（ＳＮＰ）に起因する。

      【０２６５】

  本明細書中で記載の配列の各々は、ある程度、標準物質（これに対して個体か

らのＤＮＡが識別の目的で比較され得る）として使用され得る。より多くの多型

が非コード領域で生じるので、個体を区別するために、それほど多くの配列が必

要であるわけではない。配列番号１、３、５、７、９、および１１の非コード配

列は、上記のように、おそらく１０～１，０００プライマーのパネルを用いてポ

ジティブな個体識別を不自由なく提供し得る。これらのプライマーは、各々が１

００塩基の増幅された非コード配列を生じる。推定コード配列が使用される場合

、ポジティブな個体識別に関するプライマーのより適切な数は、５００～２，０

００である。

      【０２６６】

  （法医学的生物学における部分的ＦＣＴＲＸ配列の使用）

  ＦＣＴＲＸ核酸配列またはポリペプチド配列に基づくＤＮＡベース識別技術は
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また、法医学的生物学において使用され得る。法医学的生物学は、例えば、犯罪

者をポジティブに識別するための手段として、犯罪現場で見いだされた生物学的

証拠の遺伝子型決定を利用する科学分野である。このような識別を行うために、

ＰＣＲ技術を用いて非常に少量の生物学的サンプル（例えば、組織（例えば、犯

罪現場で見いだされた毛髪もしくは皮膚、または血液、唾液もしくは精液のよう

な体液））から得られたＤＮＡ配列を増幅し得る。次いで、増幅された配列は標

準物質と比較され、それによって、生物学的サンプルの起源の識別を可能にし得

る。

      【０２６７】

  本発明の配列を使用して、ヒトゲノムにおける特定の遺伝子座に標的化され得

るポリヌクレオチド試薬（例えば、ＰＣＲプライマー）を提供し得る。このＰＣ

Ｒプライマーは、例えば、別の「識別マーカー」（すなわち、特定の個体に独特

な別のＤＮＡ配列）を提供することにより、ＤＮＡベースの法医学的識別の信頼

性を増大し得る。上記のように、実際の塩基配列情報は、制限酵素で生成したフ

ラグメントにより形成されるパターンに対する正確な代替手段として識別のため

に使用され得る。配列番号２ｎ－１（ここで、ｎ＝１～１３）の非コード領域に

標的化される配列は、より多くの多型が非コード領域に生じ、このことにより、

この技術を使用して個体を区別することがより容易になるので、この用途のため

に特に適切である。ポリヌクレオチド試薬の例としては、ＦＣＴＲＸ配列または

その部分（例えば、配列番号２ｎ－１（ここで、ｎ＝１～１３）の１つ以上の非

コード領域に由来するフラグメント）が挙げられ得、この部分は、少なくとも２

０塩基、好ましくは少なくとも３０塩基の長さを有する。

      【０２６８】

  本明細書中に記載のＦＣＴＲＸ配列は、ポリヌクレオチド試薬（例えば、イン

サイチュハイブリダイゼーション技術において使用され得る標識プローブまたは

標識可能プローブ）を提供して、特定の組織（例えば、脳組織など）を同定する

ためにさらに使用され得る。これは、法医学的病理学者に未知の起源の組織が提

示された場合に非常に有用であり得る。このようなＦＣＴＲＸプローブのパネル

を使用して、種により、および／または器官の型により組織を同定し得る。
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      【０２６９】

  このように、これらの試薬（例えば、ＦＣＴＲＸプライマーまたはプローブ）

を用いて、組織培養物を夾雑物質についてスクリーニングし得る（すなわち、培

養物中の異なる型の細胞の混在についてのスクリーニング）。

      【０２７０】

  （予測医療）

  本発明はまた、診断アッセイ、予後アッセイ、薬理遺伝学および臨床試験をモ

ニタリングすることが、予後（予測）の目的に使用され、これによって個体を予

防的に処置する、予測医療の分野に関する。従って、本発明の１つの局面は、Ｆ

ＣＴＲＸタンパク質および／または核酸の発現、ならびにＦＣＴＲＸの活性を、

生物学的サンプル（例えば、血液、血清、細胞、組織）の関連で決定し、これに

よって、異常なＦＣＴＲＸの発現または活性に関連して、個体が疾患または障害

に罹患するかどうか、あるいは障害を発症するリスクがあるかどうかを決定する

ための診断アッセイに関する。本発明はまた、個体が、ＦＣＴＲＸのタンパク質

、核酸の発現または活性と関連した障害を発症するリスクがあるかどうかを決定

するための予後的（または予測的）アッセイを提供する。例えば、ＦＣＴＲＸの

遺伝子における変異が、生物学的サンプルにおいてアッセイされ得る。このよう

なアッセイは、予後的または予測的な目的に使用され得、これによってＦＣＴＲ

Ｘのタンパク質、核酸の発現または生物学的活性によって特徴付けられるかまた

はこれらに関連した障害の発病の前に個体を予防的に処置する。

      【０２７１】

  本発明の別の局面は、個体におけるＦＣＴＲＸのタンパク質、核酸の発現ある

いは活性を決定するための方法を提供し、これによって、その個体についての適

切な治療的または予防的試薬を選択する（本明細書において「薬理遺伝学」とよ

ばれる）。薬理遺伝学は、個体の遺伝型（例えば、特定の薬剤に対して応答する

個体の能力を決定するために試験された個体の遺伝型）に基づいて個体の治療的

または予防的処置のための薬剤（例えば、薬物）の選択を可能にする。

      【０２７２】

  本発明のなお別の局面は、臨床試験におけるＦＣＴＲＸの発現または活性に対
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する薬剤（例えば、薬物、化合物）の影響をモニタリングすることに関する。こ

れらおよび他の薬剤は、以下の節でさらに詳細に記載される。

      【０２７３】

  （診断アッセイ）

  細胞の増殖が役割を果たす他の状態としては、腫瘍、再狭窄、乾癬、デュプュ

イトラン拘縮、糖尿病合併症、カポージ肉腫および慢性関節リウマチが挙げられ

る。

      【０２７４】

  ＦＣＴＲＸポリペプチドを使用して、サンプルまたは組織と相互作用するポリ

ペプチドを同定し得る。この方法は、サンプルまたは組織をＦＣＴＲＸと接触さ

せる工程、ＦＣＴＲＸポリペプチドと、相互作用するポリペプチドとの間で複合

体を形成させる工程、および存在する場合には、この複合体を検出する工程を包

含する。

      【０２７５】

  本発明のタンパク質を使用して、このタンパク質を特異的に結合する抗体の産

生を刺激し得る。このような抗体は、サンプル中のタンパク質の発生を検出する

ための免疫診断手順において、使用され得る。本発明のタンパク質を使用して、

細胞の増殖が好ましい状態において、細胞の成長（ｇｒｏｗｔｈ）および細胞の

増殖（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ）を刺激し得る。一例は、例えば、造血およ

び血小板形成、胃腸管の管壁、ならびに毛包に対する化学療法剤の毒性副作用を

阻害することである。これらはまた、例えばアルツハイマー病を含む神経学的障

害における、新たな細胞増殖を刺激するために使用され得る。あるいは、拮抗処

置剤が投与され得、ここで、本発明のＦＣＴＲＸ様タンパク質を特異的に結合す

る抗体が、このタンパク質の特異的増殖誘導効果を阻止する。このような抗体は

、例えば、種々の腫瘍および良性過形成を含む増殖性障害の処置において、有用

であり得る。

      【０２７６】

  配列番号１、３、５、７、９および１１のＦＣＴＲＸ核酸のいずれかの一部分

に対応するポリヌクレオチドまたはオリゴヌクレオチドを使用して、対応するＯ
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ＲＦ遺伝子を含むＤＮＡを検出し得るか、または対応するＦＣＴＲＸ遺伝子もし

くはＦＣＴＲＸ様遺伝子の発現を検出し得る。例えば、表３に見られるように、

特定の細胞または組織において発現されるＦＣＴＲＸ核酸を使用して、その特定

の細胞型の存在を同定し得る。

      【０２７７】

  生物学的サンプルにおけるＦＣＴＲＸの存在または非存在を検出するための例

示的な方法は、試験被験体から生物学的サンプルを得る工程、およびその生物学

的サンプルをＦＣＴＲＸのタンパク質またはＦＣＴＲＸタンパク質をコードする

核酸（例えば、ｍＲＮＡ、ゲノムＤＮＡ）を検出し得る化合物もしくは薬剤とを

接触させ、その結果、ＦＣＴＲＸの存在が、その生物学的サンプルにおいて検出

される、工程を包含する。ＦＣＴＲＸのｍＲＮＡもしくはゲノムＤＮＡを検出す

るための薬剤は、ＦＣＴＲＸ  ｍＲＮＡもしくはゲノムＤＮＡにハイブリダイズ

し得る、標識された核酸プローブである。この核酸プローブは、例えば、全長の

ＦＣＴＲＸの核酸（例えば、配列番号２ｎ－１（ここで、ｎ＝１～１３）の核酸

配列）もしくはその部分の核酸（例えば、少なくとも、１５、３０、５０、１０

０、２５０もしくは５００ヌクレオチド長のオリゴヌクレオチドであり、ストリ

ンジェントな条件下でＦＣＴＲＸのｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡと特異的にハイ

ブリダイズするに十分である核酸）であり得る。本発明の診断アッセイにおける

使用のための他の適切なプローブは本明細書において記載されている。

      【０２７８】

  ＦＣＴＲＸのタンパク質を検出するための薬剤は、ＦＣＴＲＸのタンパク質に

結合し得る抗体であり、好ましくは、検出可能な標識を有する抗体である。抗体

は、ポリクローナルであり得るか、またはより好ましくはモノクローナルであり

得る。インタクトな抗体またはそのフラグメント（例えば、ＦabまたはＦ(ab')2

）が使用され得る。本明細書中で使用される場合、用語「標識（された）」とは

、プローブまたは抗体に関して、検出可能な物質をそのプローブもしくは抗体に

カップリングさせる（すなわち、物理的に連結する）ことによってそのプローブ

または抗体を直接標識すること、ならびに、直接標識された別の試薬との反応性

によってそのプローブもしくは抗体の間接的な標識をすることを包含することが
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意図される。間接的な標識の例としては、蛍光標識された二次抗体を用いた一次

抗体の検出、および蛍光標識されたストレプトアビジンを用いて検出され得るよ

うにＤＮＡプローブのビオチンを用いた末端標識が挙げられる。本明細書中で使

用される場合、用語「生物学的サンプル」とは、被験体から単離された、組織、

細胞および生物学的流体ならびに被験体に存在する組織、細胞および流体を含む

ことが意図される。すなわち、本発明の検出方法を用いて、ＦＣＴＲＸのｍＲＮ

Ａ、タンパク質またはゲノムＤＮＡを、生物学的サンプル中で、インビトロおよ

びインビボで検出し得る。例えば、ＦＣＴＲＸのｍＲＮＡの検出のためのインビ

トロ技術としては、ノーザンハイブリダイゼーションおよびインサイチュハイブ

リダイゼーションが挙げられる。ＦＣＴＲＸのタンパク質の検出のためのインビ

トロ技術としては、酵素連結免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、ウェスタンブロ

ット、免疫沈降および免疫蛍光が挙げられる。ＦＣＴＲＸのゲノムＤＮＡを検出

するためのインビトロ技術としては、サザンハイブリダイゼーションが挙げられ

る。さらに、ＦＣＴＲＸのタンパク質の検出のためのインビボ技術としては、標

識された抗ＦＣＴＲＸ抗体を被験体に導入することが挙げられる。例えば、その

抗体は、放射性マーカーを用いて標識され得る。被験体における放射性マーカー

の存在および位置は、標準的な画像化技術によって検出され得る。

      【０２７９】

  １つの実施形態において、この生物学的サンプルは、その試験被験体からのタ

ンパク質分子を含む。あるいは、その生物学的サンプルは、その試験被験体から

のｍＲＮＡ分子またはその試験被験体からのゲノムＤＮＡ分子を含み得る。好ま

しい生物学的サンプルは、被験体から従来の手段によって単離された末梢血白血

球サンプルである。

      【０２８０】

  別の実施形態において、これらの方法はさらに、コントロール被験体からコン

トロール生物学的サンプルを得る工程、そのコントロールサンプルを、ＦＣＴＲ

Ｘのタンパク質、ｍＲＮＡもしくはゲノムＤＮＡを検出し得る化合物もしくは薬

剤と接触させ、その結果、ＦＣＴＲＸのタンパク質、ｍＲＮＡもしくはゲノムＤ

ＮＡの存在がその生物学的サンプルにおいて検出される、工程、およびそのコン
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トロールサンプルにおけるＦＣＴＲＸのタンパク質、ｍＲＮＡもしくはゲノムＤ

ＮＡの存在と、その試験サンプルにおけるＦＣＴＲＸのタンパク質、ｍＲＮＡも

しくはゲノムＤＮＡの存在とを比較する工程を包含する。

      【０２８１】

  本発明はまた、生物学的サンプルにおけるＦＣＴＲＸの存在を検出するための

キットを包含する。例えば、このキットは、以下を備え得る：生物学的サンプル

においてＦＣＴＲＸのタンパク質またはｍＲＮＡを検出し得る、標識された化合

物もしくは薬剤；そのサンプルにおいてＦＣＴＲＸの量を決定するための手段；

およびそのサンプル中のＦＣＴＲＸの量と標準とを比較するための手段。この化

合物または薬剤は、適切な容器内に包装され得る。このキットは、さらに、ＦＣ

ＴＲＸのタンパク質または核酸を検出するためにキットを用いるための指示書を

備え得る。

      【０２８２】

  （予後アッセイ）

  本明細書において記載された診断方法をさらに利用して、ＦＣＴＲＸの異常発

現または異常活性に関連した疾患もしくは障害を有するかまたはその発症の危険

にある被験体を同定し得る。例えば、本明細書に記載されるアッセイ（例えば、

上述の診断アッセイまたは下記のアッセイ）を利用して、ＦＣＴＲＸのタンパク

質、核酸の発現または活性に関連する障害またはその発症の危険に有る被験体を

同定し得る。あるいは、この予後アッセイを利用して、疾患または障害を有する

かまたはその発症の危険に有る被験体を同定し得る。従って、本発明は、ＦＣＴ

ＲＸの異常発現または異常活性に関連する疾患もしくは障害を同定するための方

法を提供する。ここで、試験サンプルは、被験体から得られ、そしてＦＣＴＲＸ

のタンパク質または核酸（例えば、ｍＲＮＡ、ゲノムＤＮＡ）が検出され、ここ

で、ＦＣＴＲＸのタンパク質または核酸の存在は、ＦＣＴＲＸの異常発現または

異常活性に関連する疾患または障害を有するかまたはその発症の危険にある被験

体についての診断指標である。本明細書において使用される場合、「試験サンプ

ル」とは、目的の被験体から得られた生物学的サンプルをいう。例えば、試験サ

ンプルは、生物学的流体（例えば、血清）、細胞サンプル、または組織であり得
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る。

      【０２８３】

  さらに、本明細書に記載される予後アッセイを使用して、被験体が薬剤（例え

ば、アゴニスト、アンタゴニスト、ペプチド模倣物、タンパク質、ペプチド、核

酸、低分子、または他の薬物候補）が投与されてＦＣＴＲＸの異常発現または異

常活性に関連する疾患または障害を処置し得るか否かを決定し得る。例えば、そ

のような方法を用いて、被験体が障害について薬剤を用いて有効に処置され得る

か否かを決定し得る。従って、本発明は、ＦＣＴＲＸの異常発現または異常活性

に関連する障害についての薬剤を用いて被験体が有効に処置され得るか否かを決

定するための方法を提供する。ここで、試験サンプルが得られ、そしてＦＣＴＲ

Ｘのタンパク質または核酸が検出される（例えば、ここで、ＦＣＴＲＸのタンパ

ク質または核酸の存在は、ＦＣＴＲＸの異常発現または異常活性に関連する障害

を処置するための薬剤が投与され得る被験体についての診断指標である）。

      【０２８４】

  本発明の方法はまた、ＦＣＴＲＸの遺伝子における遺伝的損傷を検出し、それ

によって、その損傷遺伝子を有する被験体が異常な細胞増殖および／または分化

によって特徴付けられる障害についての危険に有るか否かを決定するためにも使

用され得る。種々の実施形態において、本発明の方法は、その被験体からの細胞

のサンプルにおいて、ＦＣＴＲＸのタンパク質をコードする遺伝子の統合性に影

響を与える変更の少なくとも１つによって特徴付けられる遺伝的損傷、あるいは

ＦＣＴＲＸの遺伝子の誤発現の存在または非存在を検出する工程を包含する。例

えば、そのような遺伝的損傷は、以下の少なくとも１つの存在を確認することに

よって検出され得る：（ｉ）ＦＣＴＲＸの遺伝子からの１つ以上のヌクレオチド

の欠失；（ｉｉ）ＦＣＴＲＸの遺伝子への１つ以上のヌクレオチドの付加；（ｉ

ｉｉ）ＦＣＴＲＸの遺伝子の１つ以上のヌクレオチドの置換、（ｉｖ）ＦＣＴＲ

Ｘの遺伝子の染色体再配置；（ｖ）ＦＣＴＲＸの遺伝子のメッセンジャーＲＮＡ

転写物のレベルにおける変更；（ｖｉ）ＦＣＴＲＸの遺伝子の異常改変（例えば

、ゲノムＤＮＡのメチル化パターンの異常改変）；（ｖｉｉ）ＦＣＴＲＸの遺伝

子のメッセンジャーＲＮＡ転写物の非野生型スプライシングパターンの存在；（
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ｖｉｉｉ）ＦＣＴＲＸのタンパク質の非野生型レベル；（ｉｘ）ＦＣＴＲＸの遺

伝子の対立遺伝子の欠失；ならびに（ｘ）ＦＣＴＲＸのタンパク質の不適切な翻

訳後修飾。本明細書において記載されるように、当該分野において、多数の公知

のアッセイ技術が存在し、これらは、ＦＣＴＲＸの遺伝子における損傷を検出す

るために使用され得る。好ましい生物学的サンプルは、従来手段によって被験体

から単離された末梢血白血球サンプルである。しかし、有核細胞を含む任意の生

物学的サンプルが使用され得、これには、例えば、頬粘膜細胞が挙げられる。

      【０２８５】

  特定の実施形態において、損傷の検出は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）（

例えば、米国特許第４，６８３，１９５号および同第４，６８３，２０２号を参

照のこと）（例えば、アンカーＰＣＲまたはＲＡＣＥ  ＰＣＲ）あるいは、連結

連鎖反応（ＬＣＲ）（例えば、Ｌａｎｄｅｇｒａｎら，１９８８，Ｓｃｉｅｎｃ

ｅ  ２４１：１０７７－１０８０；およびＮａｋａｚａｗａら，１９９４，Ｐｒ

ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９１：３６０－３６４を参照のこ

と）におけるプローブ／プライマーの使用を包含する。後者は、ＦＣＴＲＸの遺

伝子における点変異を検出するために特に有用であり得る（Ａｂｒａｖａｙａら

，１９９５，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．２３：６７５－６８２を参照のこ

と）。この方法は、患者から細胞のサンプルを収集する工程、核酸（例えば、ゲ

ノム、ｍＲＮＡまたはその両方）をそのサンプルの細胞から単離する工程、ＦＣ

ＴＲＸの遺伝子に特異的にハイブリダイズする１つ以上のプライマーと、その核

酸サンプルとをＦＣＴＲＸの遺伝子のハイブリダイゼーションおよび増幅が（存

在する場合）生じるような条件下で、接触させる工程、ならびに増幅産物の存在

もしくは非存在を検出する工程、またはその増幅産物の大きさを検出する工程お

よびその長さをコントロールサンプルと比較する工程を包含し得る。ＰＣＲおよ

び／またはＬＣＲは、本明細書に記載される変異を検出するために使用される技

術のいずれかとともに予備的増幅工程として使用されるために所望され得ること

が予想される。

      【０２８６】

  代替的な増幅方法としては、以下が挙げられる：自己維持配列複製（Ｇｕａｔ
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ｅｌｌｉら，１９９０，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８７

：１８７４－１８７８）、転写増幅系（Ｋｗｏｈ、ら、１９８９、Ｐｒｏｃ  Ｎ

ａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８６：１１７３－１１７７）、Ｑβレプリ

カーゼ（Ｌｉｚａｒｄｉら、１９８８、ＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  ６：１１

９７）、または他の任意の核酸増幅方法、それに続いて、当業者に周知な技術を

用いたその増幅された分子の検出。これらの検出スキームは、そのような分子が

非常に極少数で存在する場合、核酸分子の検出のために特に有用である。

      【０２８７】

  代替の実施形態において、サンプル細胞からのＦＣＴＲＸの遺伝子における変

異は、制限酵素切断パターンにおける変更によって同定され得る。例えば、サン

プルおよびコントロールのＤＮＡが単離され、増幅され（必要に応じて）、１つ

以上の制限エンドヌクレアーゼを用いて消化され、そしてフラグメント長の大き

さがゲル電気泳動によって決定され、そして比較される。サンプルＤＮＡとコン

トロールＤＮＡとの間のフラグメント長の大きさにおける差異は、そのサンプル

ＤＮＡにおける変異を示す。さらに、配列特異的なリボザイムの使用（例えば、

米国特許第５，４９３，５３１号を参照のこと）を使用して、リボザイム切断部

位の発生または喪失によって特異的な変異の存在についてスコア付けし得る。

      【０２８８】

  他の実施形態において、ＦＣＴＲＸにおける遺伝的変異は、サンプル核酸およ

びコントロール核酸（例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡ）を、数百または数千のオリ

ゴヌクレオチドプローブを含む高密度アレイに対してハイブリダイズさせること

によって同定され得る（例えば、Ｃｒｏｎｉｎら，１９９６，Ｈｕｍａｎ  Ｍｕ

ｔａｔｉｏｎ  ７：２４４－２５５；Ｋｏｚａｌら，１９９６，Ｎａｔ．Ｍｅｄ

．２：７５３－７５９を参照のこと）。例えば、ＦＣＴＲＸにおける遺伝的変異

は、Ｃｒｏｎｉｎら、上記のように光生成ＤＮＡプローブを含む二次元アレイに

おいて同定され得る。手短には、第一のプローブハイブリダイゼーションアレイ

を用いて、サンプルおよびコントロールにおける長いストレッチのＤＮＡを通じ

て走査して、連続的に重複するプローブの線形アレイを作成することによってそ

の配列の間の塩基変化を同定し得る。この工程は、点変異の同定を可能にする。
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この工程に続いて、検出される全ての改変体または変異に相補的な、より小さな

特化されたプローブアレイを使用することによって、特定の変異の特徴付けを可

能にする第二のハイブリダイゼーションアレイがある。各変異アレイは、一方が

野生型遺伝子に対して相補的であり、そして他方が変異遺伝子に対して相補であ

る並行プローブセットから構成される。

      【０２８９】

  なお別の実施形態において、当該分野で公知の種々の配列決定反応のいずれか

を使用して、ＦＣＴＲＸ遺伝子を直接配列決定し得、そしてサンプルのＦＣＴＲ

Ｘの配列と対応する野生型（コントロール）配列とを比較することによって、変

異を検出し得る。配列決定反応の例としては、ＭａｘｉｍおよびＧｉｌｂｅｒｔ

，１９７７，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ７４：５６０ま

たはＳａｎｇｅｒ，１９７７，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ

  ７４：５４６３によって開発された技術に基づくものが挙げられる。診断アッ

セイを実施する場合、種々の自動化配列決定手順のいずれかを利用し得ることも

また意図される（例えば、Ｎａｅｖｅら、１９９５，ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅ

ｓ  １９：４４８）。これらには、質量分析法による配列決定法（例えば、ＰＣ

Ｔ国際公開番号ＷＯ  ９４／１６１０１；Ｃｏｈｅｎら，１９９６，Ａｄｖ．Ｃ

ｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ  ３６：１２７－１６２；およびＧｒｉｆｆｉｎら

，１９９３，Ａｐｐｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．３８：１４７

－１５９を参照のこと）が含まれる。

      【０２９０】

  ＦＣＴＲＸ遺伝子における変異を検出するための他の方法としては、切断薬剤

からの保護を使用して、ＲＮＡ／ＲＮＡもしくはＲＮＡ／ＤＮＡのヘテロ二重鎖

におけるミスマッチ塩基を検出する方法が挙げられる（Ｍｙｅｒｓら，１９８５

，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３０：１２４２）。一般に、「ミスマッチ切断」の当該分

野の技術は、野生型のＦＣＴＲＸ配列を含む（標識された）ＲＮＡまたはＤＮＡ

を、組織サンプルから得られた潜在的な変異体ＲＮＡまたはＤＮＡとハイブリダ

イズさせることによって形成されるヘテロ二重鎖を提供することによって始まる

。この二本鎖の二重鎖を、二重鎖の一本鎖領域（例えば、そのコントロールとサ
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ンプルの鎖との間の塩基対ミスマッチに起因して存在するもの）を切断する薬剤

を用いて処理する。例えば、ＲＮＡ／ＤＮＡ二重鎖を、ＲＮａｓｅを用いて処理

し得、そしてＤＮＡ／ＤＮＡハイブリッドを、そのミスマッチ領域を酵素的に消

化することに対して、Ｓ1ヌクレアーゼを用いて処理し得る。他の実施形態にお

いて、ＤＮＡ／ＤＮＡまたはＲＮＡ／ＤＮＡのいずれかの二重鎖を、ミスマッチ

領域を消化するために、ヒドロキシルアミンまたは四酸化オスミウム、およびピ

ペリジンを用いて処理し得る。次いで、そのミスマッチ領域の消化後、得られた

材料を変性ポリアクリルアミドゲル上で、大きさで分離して、変異の部位を決定

する。例えば、Ｃｏｔｔｏｎら，１９８８，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ

ｃｉ．ＵＳＡ  ８５：４３９７；Ｓａｌｅｅｂａら，１９９２，Ｍｅｔｈｏｄｓ

  Ｅｎｚｙｍｏｌ．２１７：２８６－２９５を参照のこと。１つの実施形態にお

いて、コントロールのＤＮＡまたはＲＮＡは、検出のために標識され得る。

      【０２９１】

  なお別の実施形態において、ミスマッチ切断反応は、二本鎖ＤＮＡにおけるミ

スマッチ塩基対を認識する１つ以上のタンパク質（いわゆる「ＤＮＡミスマッチ

修復」酵素）を、細胞のサンプルから得られたＦＣＴＲＸ  ｃＤＮＡにおける点

変異を検出およびマッピングするために規定された系において使用する。例えば

、Ｅ．ｃｏｌｉのｍｕｔＹ酵素は、Ｇ／ＡミスマッチでＡを切断し、そしてＨｅ

Ｌａ細胞からのチミジンＤＮＡグリコシラーゼは、Ｇ／ＴミスマッチでＴを切断

する（Ｈｓｕら（１９９４）Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ  １５：１６５７～

１６６２を参照のこと）。例示的な実施形態に従って、ＦＣＴＲＸ配列（例えば

、野生型ＦＣＴＲＸ配列）に基づくプローブは、試験細胞由来のｃＤＮＡまたは

他のＤＮＡ産物にハイブリダイズされる。二重鎖は、ＤＮＡミスマッチ修復酵素

を用いて処理され、そしてその切断産物（もしあれば）は、電気泳動プロトコル

などから検出され得る。例えば、米国特許第５，４５９，０３９号を参照のこと

。

      【０２９２】

  他の実施形態において、電気泳動の移動度における変化は、ＦＣＴＲＸ遺伝子

における変異を同定するために使用される。例えば、一本鎖コンホメーション多
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型（ＳＳＣＰ）は、変異体と野生型核酸との間の電気泳動の移動度における差異

を検出するために使用され得る（Ｏｒｉｔａら（１９８９）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ

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

Ｍｕｔａｔ  Ｒｅｓ  ２８５：１２５～１４４；Ｈａｙａｓｈｉ（１９９２）Ｇ

ｅｎｅｔ  Ａｎａｌ  Ｔｅｃｈ  Ａｐｐｌ  ９：７３～７９を参照のこと）。サ

ンプルおよびコントロールＦＣＴＲＸ核酸の一本鎖ＤＮＡフラグメントは、変性

され、そして再生される。一本鎖核酸の二次構造は、配列に従って変化し、電気

泳動の移動度において得られる変化は、１つの塩基変化の検出さえも可能にする

。ＤＮＡフラグメントは、標識され得るか、または標識されたプローブを用いて

検出され得る。アッセイの感度は、ＤＮＡよりもむしろ、二次構造が配列中の変

化に対してより感受的であるＲＮＡを使用することによって増強され得る。１つ

の実施形態において、本発明の方法は、ヘテロ二重鎖分析を利用して、電気泳動

の移動度における変化に基づいて二本鎖のヘテロ二重鎖分子を分離する。例えば

、Ｋｅｅｎら（１９９１）Ｔｒｅｎｄｓ  Ｇｅｎｅｔ  ７：５を参照のこと。

      【０２９３】

  なお別の実施形態において、一定勾配の変性剤を含有するポリアクリルアミド

ゲルにおける変異体または野生型フラグメントの移動は、変性勾配ゲル電気泳動

（ＤＧＧＥ）を使用してアッセイされる。例えば、Ｍｙｅｒｓら（１９８５）Ｎ

ａｔｕｒｅ  ３１３：４９５を参照のこと。ＤＧＧＥが分析の方法として使用さ

れる場合、ＤＮＡは、例えば、ＰＣＲにより約４０ｂｐの高融点ＧＣリッチＤＮ

ＡのＧＣクランプを付加することによって、完全には変性されないことを確実す

るように改変される。さらなる実施形態において、温度勾配は、コントロールお

よびサンプルＤＮＡの移動度における差異を同定するために、変性剤勾配の代わ

りに使用される。例えば、ＲｏｓｅｎｂａｕｍおよびＲｅｉｓｓｎｅｒ（１９８

７）Ｂｉｏｐｈｙｓ  Ｃｈｅｍ  ２６５：１２７５３を参照のこと。

      【０２９４】

  点変異を検出するための他の技術の例としては、以下が挙げられるが、これら

に限定されない：選択的オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション、選択的増

幅、または選択的プライマー伸長。例えば、オリゴヌクレオチドプライマーは、
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既知の変異が中心的に配置されるように調製され得、次いで、完全なマッチが見

出される場合にのみハイブリダイゼーションを許容する条件下で標的ＤＮＡにハ

イブリダイズされる。例えば、Ｓａｉｋｉら（１９８６）Ｎａｔｕｒｅ  ３２４

：１６３）；Ｓａｉｋｉら（１９８９）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ．Ｓｃｉ

  ＵＳＡ  ８６：６２３０を参照のこと。このような対立遺伝子特異的オリゴヌ

クレオチドは、このオリゴヌクレオチドがハイブリダイズ膜に付着され、そして

標識された標的ＤＮＡとハイブリダイズされる場合に、ＰＣＲ増幅された標的Ｄ

ＮＡまたは多くの異なる変異にハイブリダイズされる。

      【０２９５】

  あるいは、選択的ＰＣＲ増幅に依存する対立遺伝子特異的増幅技術は、本発明

と合わせて使用され得る。特異的増幅についてのプライマーとして使用されるオ

リゴヌクレオチドは、分子の中心において（その結果、増幅は、差次的ハイブリ

ダイゼーションに依存する）（Ｇｉｂｂｓら（１９８９）Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃ

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

マッチが妨げられ得るかまたはポリメラーゼ伸長を減少し得る、１つのプライマ

ーの３’の最末端で、目的の変異を保有し得る（Ｐｒｏｓｓｎｅｒ（１９９３）

Ｔｉｂｔｅｃｈ  １１：２３８）。さらに、切断に基づく検出を行うために、変

異領域に新規な制限部位を導入することは、望ましくあり得る。例えば、Ｇａｓ

ｐａｒｉｎｉら（１９９２）Ｍｏｌ  Ｃｅｌｌ  Ｐｒｏｂｅｓ  ６：１を参照の

こと。特定の実施形態において、増幅はまた、増幅用Ｔａｑリガーゼを使用して

実施され得ることが予測される。例えば、Ｂａｒａｎｙ（１９９１）Ｐｒｏｃ  

Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８８：１８９を参照のこと。このような

場合において、連結は、５’配列の３’末端に完全なマッチが存在する場合にの

み生じ、増幅の存在または非存在を探索することによって、特定の部位における

既知の変異の存在を検出することを可能にする。

      【０２９６】

  本明細書中に記載される方法は、例えば、本明細書中に記載される少なくとも

１つのプローブ核酸または抗体試薬を含む、予めパッケージングされた診断キッ

トを利用することによって実施され得、これは、例えば、ＦＣＴＲＸ遺伝子を含
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む疾患または疾病の症状または家族病歴を示す患者を診断するための臨床的設定

において簡便に使用され得る。

      【０２９７】

  さらに、ＦＣＴＲＸが発現される任意の細胞型または組織（好ましくは、末梢

血白血球）は、本明細書中に記載される予後アッセイにおいて利用され得る。し

かし、有核細胞を含む任意の生物学的サンプル（例えば、頬粘膜細胞を含む）が

、使用され得る。

      【０２９８】

  （薬理ゲノム学（Ｐｈａｒｍａｃｏｇｅｎｏｍｉｃｓ））

  ＦＣＴＲＸ活性（例えば、ＦＣＴＲＸ遺伝子発現）に対する刺激性または阻害

性の効果を有する因子、すなわちモジュレーターは、本明細書中に記載されるス

クリーニングアッセイによって同定されるように、異常なＦＣＴＲＸ活性と関連

する障害（例えば、癌または免疫障害）を処置（予防的または治療的に）するた

めに個体に投与され得る。このような処置と合わせて、個体の薬理ゲノム学（す

なわち、個体の遺伝子型と外来化合物または薬物に対するその個体の応答との間

の関係についての研究）が、考慮され得る。治療剤の代謝における差異は、薬理

学的に活性な薬物の用量と血中濃度との間の関係を変更することによって、重篤

な毒性または治療の失敗を導き得る。従って、個体の薬理ゲノム学は、個体の遺

伝子型の考慮に基づく予防的または治療的処置のために有効な薬剤（例えば、薬

物）の選択を許容する。このような薬理ゲノム学は、さらに、適切な投薬量およ

び治療剤レジメンを決定するために使用され得る。従って、ＦＣＴＲＸタンパク

質の活性、ＦＣＴＲＸ核酸の発現、あるいは個体におけるＦＣＴＲＸ遺伝子の変

異含量が決定されて、それによって個体の治療的または予防的処置のために適切

な薬剤を選択し得る。

      【０２９９】

  薬理ゲノム学は、罹患した人おける変更された薬物の性質および異常な作用に

起因して、薬物に応答する臨床的に有意な遺伝性変更を扱う。例えば、Ｅｉｃｈ

ｅｌｂａｕｍ、１９９６、Ｃｌｉｎ  Ｅｘｐ  Ｐｈａｒｍａｃｏｌ  Ｐｈｙｓｉ

ｏｌ，２３：９８３～９８５およびＬｉｎｄｅｒ、１９９７、Ｃｌｉｎ  Ｃｈｅ
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ｍ，４３：２５４～２６６を参照のこと。一般に、２つの型の薬理ゲノム学状態

が、区別され得る。薬物が身体に作用する方法を変更する１つの因子として伝達

される遺伝的状態（変更された薬物作用）、または身体が薬物に作用する方法を

変更する１つの因子として伝達される遺伝的状態（変更された薬物代謝）。これ

らの薬理ゲノム学状態は、稀な欠損としてか、または多型としてのいずれかで生

じ得る。例えば、グルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ（Ｇ６ＰＤ）欠損は

、一般的な遺伝性酵素病であり、この主な臨床的合併症は、酸化剤薬物（抗マラ

リア剤、スルホンアミド、鎮痛薬、ニトロフラン）の摂取およびソラマメの消費

後の溶血である。

      【０３００】

  例示的な実施形態として、薬物代謝酵素の活性は、薬物作用の強度および持続

期間の両方の主要な決定因子である。薬物代謝酵素（例えば、Ｎ－アセチルトラ

ンスフェラーゼ２（ＮＡＴ２）およびシトクロムＰ４５０酵素ＣＹＰ２Ｄ６およ

びＣＹＰ２Ｃ１９）の遺伝的多型の発見は、幾人かの患者が予期される薬物効果

をなぜ得ないか、または標準的かつ安全な用量の薬物を摂取した後に過大な薬物

応答および深刻な毒性をなぜ示すかに関しての説明を提供した。これらの多型は

、集団において２つの表現型（高い代謝能を持つ人（ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ  ｍｅ

ｔａｂｏｌｉｚｅｒ）（ＥＭ）および低い代謝能を持つ人（ｐｏｏｒ  ｍｅｔａ

ｂｏｌｉｚｅｒ）（ＰＭ））で表現される。ＰＭの有病率は、異なる集団の間で

異なる。例えば、ＣＹＰ２Ｄ６をコードする遺伝子は高度に多型であり、そして

いくらかの変異がＰＭにおいて同定されており、この全ては機能的ＣＹＰ２Ｄ６

の非存在に至る。ＣＹＰ２Ｄ６およびＣＹＰ２Ｃ１９の低い代謝能を持つ人は、

彼らが標準的な用量を受ける場合に、かなり頻繁に過大な薬物応答および副作用

を経験する。代謝産物が活性な治療的部分である場合、そのＣＹＰ２Ｄ６形成代

謝産物であるモルヒネによって媒介されるコデインの鎮痛効果について実証され

るように、ＰＭは治療的応答を示さない。他の極端なものは、標準的な用量に応

答しない、いわゆる超迅速な代謝能を持つ人である。最近、超迅速な代謝の基準

となる分子は、ＣＹＰ２Ｄ６遺伝子増幅に起因していることが同定されている。

      【０３０１】
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  従って、ＦＣＴＲＸのタンパク質の活性、ＦＣＴＲＸの核酸の発現、あるいは

個体におけるＦＣＴＲＸの遺伝子の変異内容を決定して、それによって、その個

体の治療的または予防的処置のために適切な薬剤を選択し得る。さらに、薬理ゲ

ノム学の研究を使用して、個体の薬物応答性の表現型の同定に対して薬物代謝酵

素をコードする多型対立遺伝子の遺伝子型を適用し得る。この知見は、用量また

は薬物選択に適用される場合、有害な反応または治療の失敗を回避し得、従って

、被験体をＦＣＴＲＸの調節因子（例えば、本明細書中に記載される例示的なス

クリーニングアッセイの１つによって同定される調節因子）を用いて処置する場

合に治療的または予防的効率を増強し得る。

      【０３０２】

  （臨床的効力のモニタリング）

  ＦＣＴＲＸの発現または活性（例えば、異常な細胞増殖および／または分化を

調節する能力）に対する薬剤（例えば、薬物、化合物）の影響をモニタリングす

ることは、基本的な薬物スクリーニングおよび臨床試験に適用され得る。例えば

、本明細書中に記載されるようなスクリーニングアッセイによって決定される、

ＦＣＴＲＸの遺伝子発現、タンパク質レベルを増加するため、またはＦＣＴＲＸ

活性をアップレギュレートする薬剤の効力は、減少したＦＣＴＲＸの遺伝子発現

、タンパク質レベル、またはダウンレギュレートしたＦＣＴＲＸの活性を示す被

験体の臨床試験においてモニターされ得る。あるいは、スクリーニングアッセイ

によって決定される、ＦＣＴＲＸの遺伝子発現、タンパク質レベルを減少、また

はＦＣＴＲＸの活性をダウンレギュレートする薬剤の効力は、増加したＦＣＴＲ

Ｘの遺伝子発現、タンパク質レベル、またはアップレギュレートしたＦＣＴＲＸ

の活性を示す被験体の臨床試験においてモニターされ得る。このような臨床試験

において、ＦＣＴＲＸの発現または活性、および好ましくは、例えば、細胞増殖

または免疫障害に関与している他の遺伝子が、「リードアウト（読み出し）（ｒ

ｅａｄ  ｏｕｔ）」、すなわち、特定の細胞の応答性のマーカーとして使用され

得る。

      【０３０３】

  例えば、制限しないが、ＰＯＬＹを含む遺伝子（これは、ＦＣＴＲＸ活性（例
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えば、本明細書中に記載されるようなスクリーニングアッセイにおいて同定され

る）を調節する薬剤（例えば、化合物、薬物または低分子）を用いる処置によっ

て、細胞内で調節される）が、同定され得る。従って、細胞性増殖障害に対する

薬剤の効果を研究するために、例えば、臨床試験において、細胞が単離され得、

そしてＲＮＡが調製され得、そしてＦＣＴＲＸおよびこの障害に関与する他の遺

伝子の発現のレベルについて分析され得る。遺伝子発現のレベル（すなわち、遺

伝子発現パターン）は、本明細書中に記載されるように、ノーザンブロット分析

もしくはＲＴ－ＰＣＲによるか、あるいは産生されるタンパク質の量を測定する

ことによるか、本明細書中に記載されるような方法の１つによるか、あるいはＦ

ＣＴＲＸまたは他の遺伝子の活性のレベルを測定することによって、定量され得

る。この様式で、この遺伝子発現パターンは、この薬剤に対する細胞の生理学的

応答の指標であるマーカーとして作用し得る。従って、この応答状態は、この薬

剤を用いる個体の処置の前、および処置の間の種々の時点で、決定され得る。

      【０３０４】

  １つの実施形態において、本発明は、薬剤（例えば、アゴニスト、アンタゴニ

スト、タンパク質、ペプチド、核酸、ペプチド模倣物、低分子、または本明細書

中に記載されるスクリーニングアッセイによって同定される他の薬物候補物）を

用いる、被験体の処置の効力をモニタリングするための方法を提供し、これは、

以下の工程を包含する：（ｉ）薬剤の投与の前に、被験体から投与前サンプルを

得る工程；（ｉｉ）この投与前サンプルにおいて、ＦＣＴＲＸのタンパク質、ｍ

ＲＮＡ、またはゲノムＤＮＡの発現のレベルを検出する工程；（ｉｉｉ）この被

験体から１つ以上の投与後サンプルを得る工程；（ｉｖ）この投与後サンプルに

おいて、ＦＣＴＲＸのタンパク質、ｍＲＮＡ、またはゲノムＤＮＡの発現または

活性のレベルを検出する工程；（ｖ）この投与前サンプルにおけるＦＣＴＲＸの

タンパク質、ｍＲＮＡ、またはゲノムＤＮＡの発現または活性のレベルを、この

投与後サンプルにおけるＦＣＴＲＸのタンパク質、ｍＲＮＡ、またはゲノムＤＮ

Ａの発現または活性のレベルと比較する工程；ならびに（ｖｉ）従って、この被

験体に対する薬剤の投与を変更する工程。例えば、この薬剤の増加した投与は、

検出されるよりも高いレベルにＦＣＴＲＸの発現または活性を増加すること（す



(142) 特表２００３－５１１０３０

なわち、この薬剤の効力を増加すること）が望ましくあり得る。あるいは、この

薬剤の減少した投与は、検出されるよりも低いレベルにＦＣＴＲＸの発現または

活性を減少すること（すなわち、この薬剤の効力を減少すること）が望ましくあ

り得る。

      【０３０５】

  （処置の方法）

  本発明は、異常なＦＣＴＲＸの発現または活性に関連する障害の危険性のある

（または感受性）被験体か、またはこの障害を有する被験体を処置する予防的お

よび治療的の両方の方法を提供する。

      【０３０６】

  （その疾患または障害に罹患していない被験体と比較して）増加したレベルま

たは生物学的活性によって特徴付けられる疾患および障害は、活性を拮抗する（

すなわち、低減または阻害する）治療剤を用いて処置され得る。活性を拮抗する

治療剤は、治療的または予防的な様式で、投与され得る。利用され得る治療剤と

しては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：（ｉ）ＦＣＴＲＸポリペ

プチド、またはそのアナログ、誘導体、フラグメントもしくはホモログ；（ｉｉ

）ＦＣＴＲＸペプチドに対する抗体；（ｉｉｉ）ＦＣＴＲＸペプチドをコードす

る核酸；（ｉｖ）相同組換えによってＦＣＴＲＸポリペプチドの内因性機能を「

ノックアウトする」ために利用される、アンチセンス核酸および「機能不全性」

である（すなわち、ＦＣＴＲＸポリペプチドに対するコード配列のコード配列内

の異種挿入に起因する）核酸の投与（例えば、Ｃａｐｅｃｃｈｉ、１９８９、Ｓ

ｃｉｅｎｃｅ  ２４４：１２８８～１２９２を参照のこと）；または（ｖ）ＦＣ

ＴＲＸペプチドとその結合パートナーとの間の相互作用を変化させる、調節因子

（すなわち、インヒビター、アゴニストおよびアンタゴニスト（本発明のさらな

るペプチド模倣物または本発明のペプチドに対して特異的な抗体を含む））。

      【０３０７】

  （その疾患または障害に罹患していない被験体と比較して）減少したレベルま

たは生物学的活性によって特徴付けられる疾患および障害は、活性を増加させる

（すなわち、活性に対するアゴニストである）治療剤を用いて処置され得る。活
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性をアップレギュレートする治療剤は、治療的または予防的な様式で、投与され

得る。利用され得る治療剤としては、以下が挙げられるが、これらに限定されな

い：ＦＣＴＲＸペプチド、またはそのアナログ、誘導体、フラグメントもしくは

ホモログ；あるいはバイオアベイラビリティを増加させるアゴニスト。

      【０３０８】

  増加したレベルまたは減少したレベルは、ペプチドおよび／またはＲＮＡを定

量することによって、容易に検出され得る。この定量は、患者の組織サンプルを

（例えば、生検組織から）入手し、そしてそのサンプルを、その発現したポリペ

プチド（またはＦＣＴＲＸポリペプチドをコードするｍＲＮＡ）のＲＮＡレベル

またはポリペプチドレベル、構造および／または活性をインビトロでアッセイす

ることによる。当該分野において周知の方法としては、以下が挙げられるが、こ

れらに限定されない：イムノアッセイ（例えば、ウェスタンブロット分析、ドデ

シル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）ポリアクリルアミドゲル電気泳動が後に続く免疫

沈降、免疫細胞化学などによる）および／またはｍＲＮＡの発現を検出するため

のハイブリダイゼーションアッセイ（例えば、ノーザンアッセイ、ドットブロッ

ト、インサイチュハイブリダイゼーションなど）。

      【０３０９】

  １つの局面において、本発明は、被験体における異常なＦＣＴＲＸの発現また

は活性と関連する疾患または状態を、ＦＣＴＲＸの発現または少なくとも１つの

ＦＣＴＲＸ活性を調節する薬剤をこの被験体に投与することによって予防するた

めの方法を提供する。異常なＦＣＴＲＸの発現または活性によって引き起こされ

るかまたはこれらに起因する、疾患の危険がある被験体は、例えば、本明細書中

に記載の診断アッセイまたは予後アッセイのいずれか、またはそれらの組み合わ

せによって、同定され得る。予防薬剤の投与は、疾患または障害が予防されるか

、あるいはその進行を遅らせるように、このＦＣＴＲＸ異常に特徴的な症状の発

現の前に行われ得る。ＦＣＴＲＸ異常の型に依存して、例えば、ＦＣＴＲＸアゴ

ニスト薬剤またはＦＣＴＲＸアンタゴニスト薬剤が、その被験体を処置するため

に使用され得る。その適切な薬剤は、本明細書中に記載のスクリーニングアッセ

イに基づいて決定され得る。
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      【０３１０】

  本発明の別の局面は、治療目的のためにＦＣＴＲＸの発現または活性を調節す

る方法に関する。本発明の調節方法は、細胞を、その細胞に関するＦＣＴＲＸタ

ンパク質活性の活性のうちの１つ以上を調節する薬剤と接触させる工程を包含す

る。ＦＣＴＲＸタンパク質活性を調節する薬剤は、核酸またはタンパク質、ＦＣ

ＴＲＸタンパク質の天然に存在する同族（ｃｏｇｎａｔｅ）リガンド、ペプチド

、ＦＣＴＲＸペプチド模倣物、または他の低分子のような、本明細書中に記載さ

れるような薬剤であり得る。１つの実施形態において、この薬剤は、ＦＣＴＲＸ

タンパク質活性のうちの１つ以上を刺激する。このような刺激薬剤の例としては

、活性なＦＣＴＲＸタンパク質、およびその細胞に導入されるＦＣＴＲＸをコー

ドする核酸分子が挙げられる。別の実施形態において、この薬剤は、ＦＣＴＲＸ

タンパク質活性のうちの１つ以上を阻害する。このような阻害薬剤の例としては

、アンチセンスＦＣＴＲＸ核酸分子、および抗ＦＣＴＲＸ抗体が挙げられる。こ

れらの調節方法は、インビトロで（例えば、その薬剤とともにその細胞を培養す

ることによって）、あるいはインビボで（例えば、被験体にその薬剤を投与する

ことによって）実施され得る。このように、本発明は、ＦＣＴＲＸのタンパク質

または核酸分子の、異常な発現または異常な活性によって特徴付けられる、疾患

または障害に罹患した個体を処置する方法を提供する。１つの実施形態において

、この方法は、ＦＣＴＲＸの発現または活性を調節する（例えば、アップレギュ

レートまたはダウンレギュレートする）薬剤（例えば、本明細書中に記載のスク

リーニングアッセイによって同定される薬剤）あるいはそのような薬剤の組み合

わせを投与する工程を包含する。別の実施形態において、この方法は、低減した

かまたは異常なＦＣＴＲＸの発現または活性を代償するための治療として、ＦＣ

ＴＲＸのタンパク質または核酸分子を投与する工程を包含する。

      【０３１１】

  （治療剤の生物学的効果の決定）

  本発明の種々の実施形態において、適切なインビトロまたはインビボアッセイ

を利用して、特定の治療剤の効果およびその投与が罹患組織の処置を示すか否か

を決定する。
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      【０３１２】

  種々の特定の実施形態において、インビトロアッセイが患者の障害に関与する

代表的な細胞型で行われ、所定の治療剤がこの細胞型に対して所望の効果を発揮

したか否かを決定し得る。治療において使用する化合物は、ヒト被験体において

試験する前に適切な動物モデル系において試験され得る。これらの動物モデル系

としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：ラット、マウス、ニワ

トリ、ウシ、サル、ウサギなど。同様に、インビボ試験については、当該分野で

公知の任意の動物モデル系が、ヒト被験体に対する投与の前に使用され得る。

      【０３１３】

  （悪性疾患）

  いくつかのＦＣＴＲＸポリペプチドは、癌性細胞において発現され、従って、

細胞の増殖の調節に関連付けられている。従って、本発明の治療剤は、細胞の過

剰増殖および／または細胞増殖の制御の欠損（例えば、癌、悪性疾患および腫瘍

）に関連する疾患または障害の治療的処置または予防的処置において有用であり

得る。そのような過剰増殖障害の総説について、例えば、Ｆｉｓｈｍａｎら、１

９８５、ＭＥＤＩＣＩＮＥ、第２版、Ｊ．Ｂ．Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ  Ｃｏ．、

Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ、ＰＡを参照のこと。

      【０３１４】

  本発明の治療剤を、悪性疾患および関連する障害の処置または予防における効

力について、当該分野において公知の任意の方法によってアッセイし得る。その

ようなアッセイとしては、形質転換された細胞または患者の腫瘍由来の細胞を利

用するインビトロアッセイ、ならびに癌または悪性疾患の動物モデルを使用する

インビボアッセイが挙げられるが、これらに限定されない。可能性のある有効な

治療剤は、例えば、コントロールと比較して、培養物中での腫瘍由来細胞もしく

は形質転換細胞の増殖を阻害するか、または動物モデルにおいて腫瘍の後退を引

き起こす治療剤である。

      【０３１５】

  本発明の実施において、一旦、悪性疾患または癌が、活性を調節すること（す

なわち、阻害するか、アンタゴナイズするか、またはアゴナイズする）による処
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置に対して感受性であることが示されると、引き続いて、その癌または悪性疾患

が、タンパク質機能を調節するように作用する治療剤の投与によって処置または

予防され得る。

      【０３１６】

  （前悪性状態）

  癌または悪性疾患の治療的または予防的処置において有効な本発明の治療剤は

また、前悪性状態の処置および／または前悪性から新生物状態もしくは悪性疾患

状態への進行を防ぐための処置のために投与され得る。そのような予防的用途ま

たは治療的用途が、先行する新生物または癌への進行が知られているか、または

それが疑われる状態（特に、過形成、化生、または最も特に、異形成からなる非

新生物細胞増殖が生じた場合）において、示される。そのような異常な細胞増殖

の総説について、例えば、ＲｏｂｂｉｎｓおよびＡｎｇｅｌｌ、１９７６、ＢＡ

ＳＩＣ  ＰＡＴＨＯＬＯＧＹ、第２版、Ｗ．Ｂ．Ｓａｕｎｄｅｒｓ  Ｃｏ．、Ｐ

ｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ、ＰＡを参照のこと。

      【０３１７】

  過形成は、細胞の構造または機能における有意な変化を伴わない、組織または

器官における細胞数の増加を含む、制御された細胞の増殖の形態である。例えば

、子宮内膜の過形成は、しばしば子宮内膜癌に進行することが実証されている。

化生は、成熟した細胞または完全に分化した細胞の１つの型が、成熟した細胞の

別の型に置換する、制御された細胞増殖の形態である。化生は、上皮組織細胞ま

たは結合組織細胞において生じ得る。異形成は、一般に癌の前駆体であると考え

られ、そして上皮において主に見出される。異形成は、非新生物細胞増殖の最も

無秩序な形態であり、個々の細胞の均一性および細胞の構築上の配向の損失を含

む。異形成は、慢性の刺激または炎症が存在する場所で特徴的に生じ、そしてし

ばしば、頸部、気道、口腔、および胆嚢において見出される。

      【０３１８】

  あるいは、または過形成、化生、または異形成として特徴付けられる異常な細

胞増殖の存在に加えて、インビボまたは患者由来の細胞サンプル内でのインビト

ロのいずれかにおいて示される形質転換表現型または悪性疾患表現型の１つ以上
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の特徴の存在が、上記のタンパク質の活性を調節する能力を有する治療剤の予防

的／治療的投与の望ましさの指標である。形質転換された表現型の特徴としては

、以下が挙げられるが、これらに限定されない：（ｉ）形態学的変化；（ｉｉ）

下層へのゆるい接着；（ｉｉｉ）細胞間接触阻害の喪失；（ｉｖ）足場依存性の

喪失；（ｖ）プロテアーゼ放出；（ｖｉ）糖輸送の増加；（ｖｉｉ）血清要求度

の減少；（ｖｉｉｉ）胎児抗原の発現；（ｉｘ）２５０ｋＤａ細胞表面タンパク

質の消滅など。例えば、Ｒｉｃｈａｒｄｓら、１９８６、ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  

ＰＡＴＨＯＬＯＧＹ、Ｗ．Ｂ．Ｓａｕｎｄｅｒｓ  Ｃｏ、Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈ

ｉａ、ＰＡを参照のこと。

      【０３１９】

  本発明の特定の実施形態において、悪性疾患についての以下の１つ以上の素因

を示す患者が、治療剤の有効量の投与によって処置される：（ｉ）悪性疾患に関

連する染色体転座（例えば、慢性骨髄性白血病についてのフィラデルフィア染色

体（ｂｃｒ／ａｂｌ）および濾胞性リンパ腫についてのｔ（１４；２０）など）

；（ｉｉ）家族性ポリープ症またはガードナー症候群（結腸癌の可能性のある前

兆）；（ｉｉｉ）未確認の重要性の単一クローン性高ガンマグロブリン血症（多

発性骨髄腫の可能性のある前駆体）；ならびに（ｖｉ）メンデル（遺伝子）遺伝

パターンを示す癌または前癌疾患（例えば、結腸の家族性ポリープ症、ガードナ

ー症候群、遺伝性外骨腫症、多発性内分泌腺腫症（ｐｏｌｙｅｎｄｏｃｒｉｎｅ

  ａｄｅｎｏｍａｔｏｓｉｓ）、ポイツ－ジェガーズ症候群、フォン・レックリ

ングハウゼン病の神経線維腫症、アミロイド産生および褐色細胞腫をともなう甲

状腺髄様癌（ｍｅｄｕｌｌａｒｙ  ｔｈｙｒｏｉｄ  ｃａｒｃｉｎｏｍａ）、網

膜芽細胞腫、頸動脈小体腫瘍、皮膚の黒色癌、眼内の黒色癌、色素性乾皮症、毛

細血管拡張性運動失調、チェディアック－東症候群、白子症、ファンコーニ再生

不良性貧血およびブルーム症候群）を有する人物の一親等。

      【０３２０】

  別の実施形態において、本発明の治療剤が、ヒト患者に投与されて、乳癌、結

腸癌、肺癌、膵臓癌、または子宮癌、あるいは黒色腫または肉腫の進行を防ぐ。

      【０３２１】
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  （過剰増殖性障害および異常増殖性（ｄｙｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ）障

害）

  本発明の１つの実施形態において、治療剤が、過剰増殖性障害または良性の異

常増殖性障害の治療的処置または予防的処置において投与される。過剰増殖性疾

患または障害の処置または予防における本発明の治療剤の効力が、当該分野にお

いて公知の任意の方法によってアッセイされ得る。そのようなアッセイとしては

、インビトロの細胞増殖アッセイ、過剰増殖性疾患または障害の動物モデルを使

用するインビトロまたはインビボアッセイなどが挙げられる。可能性のある有効

な治療剤は、例えば、コントロールとの比較において、培養物中の細胞増殖を促

進し得るか、あるいは動物モデルにおける成長または細胞増殖を引き起こし得る

。

      【０３２２】

  本発明の特定の実施形態は、肝臓の肝硬変（瘢痕が、通常の肝臓再生プロセス

を上回る状態）；瘢痕プロセスが通常の再生を妨げる、皮膚の形状を損じること

を引き起こすケロイド（過形成性瘢痕）形成の処置；乾癬（皮膚の過剰な増殖お

よび適切な細胞運命の決定の遅延によって特徴付けられる一般的な皮膚の状態）

；良性腫瘍；線維性嚢状態および組織肥厚（例えば、良性前立腺肥大）の処置ま

たは予防に関する。

      【０３２３】

  （神経変性障害）

  いくつかのＦＣＴＲＸタンパク質は、細胞成熟の脱調節およびアポトーシス（

この両方が神経変性疾患の特徴である）に関係した細胞型において見出される。

従って、本発明の治療剤（限定されることはないが、特に上記のタンパク質の活

性を調節（または供給）する治療剤）が、神経変性疾患の処置または予防におい

て有効であり得る。神経変性障害に関与する上記のタンパク質の活性を調節する

本発明の治療剤を、そのような神経変性疾患または障害を処置または予防するこ

とにおける効力について、当該分野において公知の任意の方法によってアッセイ

し得る。そのようなアッセイとしては、調節された細胞成熟もしくはアポトーシ

スの阻害についてのインビトロアッセイ、または神経変性疾患もしくは障害の動
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物モデルを使用するインビボアッセイ、あるいは以下に記載する任意のアッセイ

が挙げられる。可能性のある有効な治療剤は、例えば限定されないが、コントロ

ールと比較して、調節された細胞成熟を促進するか、培養物中の細胞アポトーシ

スを防ぐか、あるいは動物モデルにおける神経変性を減少する。

      【０３２４】

  一旦、神経変性疾患または障害が、調節活性による処置に対して感受性である

ことが示されると、その神経変性疾患または障害が、活性を調節する治療剤の投

与によって処置または予防され得る。そのような疾患としては、加齢に伴う全て

の変性性障害（特に、変形性関節症および神経変性障害）が挙げられる。

      【０３２５】

  （器官移植に関連する障害）

  いくつかのＦＣＴＲＸタンパク質は、器官移植に関連する障害（特に、限定さ

れないが、器官拒絶）に関係し得る。本発明の治療剤（特に、活性を調節（また

は供給）する治療剤）は、器官移植に関連する疾患または障害の処置または予防

において有効であり得る。本発明の治療剤（特に、上記タンパク質のレベルまた

は活性を調節する治療剤）は、このような器官移植に関連する疾患および障害の

処置または予防における効力について、当該分野で公知の任意の方法によってア

ッセイされ得る。このようなアッセイとしては、下記のような細胞培養モデルを

使用するインビトロアッセイ、または器官移植に関連する疾患および障害の動物

モデルを使用するインビボアッセイが挙げられる。例えば、以下を参照のこと。

潜在的に有効な治療剤は、例えば、限定されないが、コントロールに対して比較

して、動物モデルにおける免疫拒絶応答を減少する。

      【０３２６】

  従って、一旦、器官移植に関連する疾患および障害が、活性の調節による処置

に対して感受性であることが示されると、このような疾患または障害は、活性を

調節する治療剤の投与によって処置または予防され得る。

      【０３２７】

  （心臓血管疾患）

  ＦＣＴＲＸタンパク質に関連したタンパク質は、アテローム性動脈硬化症のプ
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ラーク形成を含む、心臓血管障害に関係し得る。心臓血管疾患（脳血栓症または

脳出血を含む）、虚血性心臓病または虚血性腎臓病、末梢血管疾患、または他の

主要な血管の血栓症、および他の疾患（真性糖尿病、高血圧、甲状腺機能不全、

コレステロールエステル貯蔵病、全身性エリテマトーデス、ホモシスチン血症、

および家族性のタンパク質または脂質プロセシング疾患（ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ

  ｄｉｓｅａｓｅ）などを含む）のような疾患は、アテローム性動脈硬化症に直

接的または間接的のいずれかで関連する。従って、本発明の治療剤（特に、活性

または形成を調節（または供給）する治療剤）は、アテローム性動脈硬化症に関

連する疾患または障害の処置または予防に有効であり得る。本発明の治療剤（特

に、レベルまたは活性を調節する治療剤）は、このような疾患および障害の処置

または予防における効力について、当該分野で公知の任意の方法（以下に記載の

方法を含む）によってアッセイされ得る。

      【０３２８】

  広範な動物モデルおよび細胞培養モデルが、アテローム性動脈硬化症に関与す

るプロセスについて存在する。限られており、かつ非排他的な動物モデルのリス

トとしては、以下が挙げられる：早発性アテローム性動脈硬化症についてのノッ

クアウトマウス（ＫｕｒａｂａｙａｓｈｉおよびＹａｚａｋｉ，１９９６、Ｉｎ

ｔ．Ａｎｇｉｏｌ．１５：１８７－１９４）、アテローム動脈硬化症のトランス

ジェニックマウスモデル（Ｋａｐｐｅｌら、１９９４、ＦＡＳＥＢ  Ｊ．８：５

８３－５９２）、動物モデルのアンチセンスオリゴヌクレオチド処理（Ｃａｌｌ

ｏｗ，１９９５、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｃａｒｄｉｏｌ．１０：５６９－５７６

）、アテローム性動脈硬化症についてのトランスジェニックウサギモデル（Ｔａ

ｙｌｏｒ，１９９７，Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ  ８１１：１４６－１

５２）、高コレステロール血症動物モデル（Ｒｏｓｅｎｆｅｌｄ，１９９６，Ｄ

ｉａｂｅｔｅｓ  Ｒｅｓ．Ｃｌｉｎ．Ｐｒａｃｔ．３０（補遺）：１－１１）、

高脂血症マウス（Ｐａｉｇｅｎら、１９９４、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｌｉｐｉｄ

ｏｌ．５：２５８－２６４）、および動物におけるリポキシゲナーゼの阻害（Ｓ

ｉｇａｌら、１９９４、Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．７１４：２１１－

２２４）。さらに、インビトロ細胞モデルとしては、以下が挙げられるが、これ
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らに限定されない：低密度リポタンパク質に曝露された単球（Ｆｒｏｓｔｅｇａ

ｒｄら、１９９６、Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ  １２１：９３－１０３）

、クローン化された血管平滑筋細胞（Ｓｕｔｔｌｅｓら、１９９５、Ｅｘｐ．Ｃ

ｅｌｌ  Ｒｅｓ．２１８：３３１－３３８）、内皮細胞由来の化学誘引物質に曝

されたＴ細胞（Ｋａｔｚら、１９９４、Ｊ．Ｌｅｕｋｏｃ．Ｂｉｏｌ．５５：５

６７－５７３）、培養されたヒト大動脈内皮細胞（Ｆａｒｂｅｒら、１９９２、

Ａｍ．Ｊ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．２６２：Ｈ１０８８－１０８５）、および泡沫細胞

培養物（Ｌｉｂｂｙら、１９９６、Ｃｕｒｒ  Ｏｐｉｎ  Ｌｉｐｉｄｏｌ  ７：

３３０－３３５）。潜在的に有効な治療剤は、例えば、限定されないが、コント

ロールと比較して、細胞培養モデルにおける泡沫細胞形成を減少するか、または

アテローム性動脈硬化症の高コレステロール血症マウスモデルにおけるアテロー

ム性動脈硬化症のプラーク形成を減少する。

      【０３２９】

  従って、一旦、アテローム性動脈硬化症に関連する疾患または障害が、活性ま

たは形成の調節による処置に対して感受性であることが示されると、この疾患ま

たは障害は、活性を調節する治療剤の投与によって処置または予防され得る。

      【０３３０】

  （サイトカインおよび細胞増殖／分化活性）

  本発明のＦＣＴＲＸタンパク質または同族の治療剤は、サイトカイン活性、細

胞増殖活性（誘導するか、または阻害するかのいずれか）、または細胞分化活性

（誘導するか、または阻害するかのいずれか）を示し得るか、あるいは特定の細

胞集団における他のサイトカインの産生を誘導し得る。全ての既知のサイトカイ

ンを含む、現在までに発見された多くのタンパク質因子は、因子依存性の１以上

の細胞増殖アッセイにおいて活性を示し、従って、これらのアッセイは、サイト

カイン活性の簡便な確認法として作用する。本発明のタンパク質の活性は、以下

を含むが、これらに限定されない細胞株についての多くの従来の因子依存性細胞

増殖アッセイの任意の１つによって確認される：３２Ｄ、ＤＡ２、ＤＡ１Ｇ、Ｔ

１０、Ｂ９、Ｂ９／１１、ＢａＦ３、ＭＣ９／Ｇ、Ｍ＋（ｐｒｅＢ  Ｍ＋）、２

Ｅ８、ＲＢ５、ＤＡ１、１２３、Ｔ１１６５、ＨＴ２、ＣＴＬＬ２、ＴＦ－１、
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Ｍｏ７ｅおよびＣＭＫ。

      【０３３１】

  本発明のタンパク質の活性は、数ある方法でもとりわけ、以下の方法によって

測定され得る：以下に記載されるアッセイを含むが、これらに限定されない、Ｔ

細胞増殖または胸腺細胞増殖についてのアッセイ：Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏ

ｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｃｏｌｉｇａｎら編、Ｇｒｅｅｎ  Ｐ

ｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ  ａｎｄ  Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒ

ｓｃｉｅｎｃｅ（第３章および第７章）；Ｔａｋａｉら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  

１３７：３４９４－３５００、１９８６；Ｂｅｒｔａｇｎｏｉｌｉら、Ｊ  Ｉｍ

ｍｕｎｏｌ  １４５：１７０６－１７１２、１９９０；Ｂｅｒｔａｇｎｏｌｌｉ

ら、Ｃｅｌｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １３３：３２７－３４１、１９９１；Ｂｅｒｔ

ａｇｎｏｌｌｉら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １４９：３７７８－３７８３、１９９

２；Ｂｏｗｍａｎら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １５２：１７５６－１７６１，１９

９４。

      【０３３２】

  脾細胞、リンパ節細胞または胸腺細胞のサイトカイン産生および／または増殖

についてのアッセイとしては、ＫｒｕｉｓｂｅｅｋおよびＳｈｅｖａｃｈ：Ｃｕ

ｒｒｅｎｔ  Ｐｒｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ．Ｃｏｌｉｇａｎ

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

ｓ，Ｔｏｒｏｎｔｏ  １９９４；およびＳｃｈｒｅｉｂｅｒ：Ｃｕｒｒｅｎｔ  

Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ．Ｃｏｌｉｇａｎら編、第１

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

ｔｏ  １９９４に記載のアッセイが挙げられるが、これらに限定されない。

      【０３３３】

  造血細胞およびリンパ球産生細胞の増殖および分化についてのアッセイとして

は、以下によって記載されるアッセイが挙げられるが、これに限定されない：Ｂ

ｏｔｔｏｍｌｙら：Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏ

ｌｏｇｙ．Ｃｏｌｉｇａｎら編、第１巻、６．３．１－６．３．１２頁、Ｊｏｈ

ｎ  Ｗｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ，Ｔｏｒｏｎｔｏ  １９９１；ｄｅＶｒｉｅ
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ｓら、Ｊ  Ｅｘｐ  Ｍｅｄ  １７３：１２０５－１２１１，１９９１；Ｍｏｒｅ

ａｕら、Ｎａｔｕｒｅ  ３３６：６９０－６９２、１９８８；Ｇｒｅｅｎｂｅｒ

ｇｅｒら、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  Ｕ．Ｓ．Ａ．８０：２９３

１－２９３８，１９８３；Ｎｏｒｄａｎ：Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ

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

頁、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ，Ｔｏｒｏｎｔｏ  １９９１；Ｓ

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

５７－１８６１，１９８６；Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ  ｏｆ  ｈｕｍａｎ  Ｉｎ

ｔｅｒｌｅｕｋｉｎ  １１－Ｂｅｎｎｅｔｔら：Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃ

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

．１頁、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ，Ｔｏｒｏｎｔｏ  １９９１

；Ｃｉａｒｌｅｔｔａら：Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍ

ｕｎｏｌｏｇｙ．Ｃｏｌｉｇａｎら編、第１巻、６．１３．１頁、Ｊｏｈｎ  Ｗ

ｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ，Ｔｏｒｏｎｔｏ  １９９１。

      【０３３４】

  抗原に対するＴ細胞クローン応答についてのアッセイ（とりわけ、増殖および

サイトカイン産生を測定することによって、ＡＰＣ－Ｔ細胞相互作用に影響し、

そしてＴ細胞の効果を指向するタンパク質を同定する）としては、以下に記載さ

れるアッセイが挙げられるが、これらに限定されない：Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏ

ｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ．Ｃｏｌｉｇａｎら編、Ｇｒｅｅｎ

  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ  ａｎｄ  Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔ

ｅｒｓｃｉｅｎｃｅ（第３章、第６章および第７章）；Ｗｅｉｎｂｅｒｇｅｒら

、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ７７：６０９１－６０９５

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

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

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

１２，１９８８。

      【０３３５】

  （免疫刺激または抑制活性）
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  本発明のＦＣＴＲＸタンパク質または同系の治療剤はまた、免疫刺激活性また

は免疫抑制活性（アッセイが本明細書で記載されている活性を含むがこれに限定

されない）を示し得る。タンパク質は、種々の免疫不全および障害（重症複合型

免疫不全（ＳＣＩＤ））の処置において、例えば、Ｔおよび／またはＢリンパ球

の成長および増殖を調節（上方制御または下方制御）するのに、ならびにＮＫ細

胞および他の細胞集団の細胞溶解性活性に影響するのに、有用であり得る。これ

らの免疫不全は、遺伝的であり得るか、または致命的（例えば、ＨＩＶ）、なら

びに細菌感染もしくは真菌感染によって引き起こされるか、または自己免疫障害

から生じ得る。より詳細には、致命的な、細菌、真菌または他の感染によって生

じる感染性疾患（ＨＩＶ、肝炎ウイルス、ヘルペスウイルス、マイコバクテリア

、リーシュマニア属、マラリア属およびカンジタのような種々の真菌感染による

感染を含む）は、本発明のタンパク質を用いて処理可能であり得る。当然ながら

、これに関して、免疫系へのブーストが一般に所望され得る（すなわち、癌の処

置において）場合、本発明のタンパク質はまた有用であり得る。

      【０３３６】

  本発明のタンパク質または同系の治療剤を用いて処置され得る自己免疫障害と

しては、例えば、以下が挙げられる：結合組織疾患、多発性硬化症、全身性エリ

テマトーデス、慢性関節リウマチ、自己免疫性肺炎、ギヤン－バレー症候群、自

己免疫性甲状腺炎、インスリン依存性真性糖尿病、重症筋無力症、対宿主性移植

片病および自己免疫性炎症性眼疾患。本発明のこのようなタンパク質はまた、喘

息（特に、アレルギー性喘息）または他の呼吸系障害のような、アレルギー反応

およびアレルギー状態の処置に有用であり得る。免疫抑制が所望される他の状態

（例えば、器官移植を含む）もまた、本発明のタンパク質を使用して処置可能で

あり得る。

      【０３３７】

  本発明のタンパク質または同系の治療剤を使用して、多くの方法で、免疫応答

することが可能であり得る。下方調節は、すでに進行中の免疫応答を阻害または

ブロックする形態であり得るか、免疫応答の誘導を妨げることを含み得る。活性

化Ｔ細胞の機能は、Ｔ細胞応答を抑制することによってか、またはＴ細胞におけ
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る特異的寛容を誘導することによってか、あるいはその両方によって阻害され得

る。Ｔ細胞応答の免疫抑制は、一般に、抑制剤に対するＴ細胞の連続的曝露を必

要とする、能動的な非抗原特異的プロセスである。寛容（Ｔ細胞における非応答

性またはアネルギー（ｅｎｅｒｇｙ）を誘導することを含む）は、一般的に抗原

特異的であり、そして寛容化剤に対する曝露が停止した後で持続するという点で

免疫抑制と識別可能である。操作的には、寛容は、寛容化剤の非存在下における

特異的抗原に対する再曝露の際に、Ｔ細胞応答の欠如によって実証され得る。

      【０３３８】

  １以上の抗原機能を（Ｂリンパ球抗原機能（例えば、Ｂ７のような）を含むが

、限定されない）を下方調節するか、または妨げること（例えば、活性化Ｔ細胞

による高レベルのリンホカイン合成を妨げること）は、組織、皮膚および器官の

移植の状況、ならびに対宿主性移植片病（ＧＶＨＤ）において有用である。例え

ば、Ｔ細胞機能のブロックは、組織移植における組織破壊の減少を生じるはずで

ある。代表的に、組織移植において、移植片の拒絶は、Ｔ細胞によるその外来と

しての認識、それに続く移植片を破壊する免疫反応を介して開始される。移植前

に免疫細胞上でＢ７リンパ球抗原のその天然のリガンドとの相互作用を阻害また

はブロックする分子（例えば、Ｂ７－２活性を有するペプチドの可溶性モノマー

形態単独、あるいは別のＢリンパ球抗原（例えば、Ｂ７－１、Ｂ７－３）または

ブロッキング抗体の活性を有するペプチドのモノマー形態との組み合わせ）の投

与は、対応する同時刺激シグナルの移行を伴わずに、免疫細胞上でその分子の天

然のリガンドへの結合を導き得る。このような形態でＢリンパ球抗原機能をブロ

ックすることは、免疫細胞（例えば、Ｔ細胞）によるサイトカイン合成を妨げ、

従って、免疫抑制剤として作用する。さらに、同時刺激の欠如はまた、Ｔ細胞を

活性化して、それによって被験体において寛容を誘導するのに十分であり得る。

Ｂリンパ球抗原ブロッキング試薬による長期の寛容の誘導は、これらのブロッキ

ング試薬の繰り返しの投与の必要性を回避し得る。被験体において十分な免疫抑

制または寛容を達成するために、Ｂリンパ球抗原の機能をブロックすることが必

要であり得る。

      【０３３９】
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  器官移植片拒絶またはＧＶＨＤの予防における特定のブロッキング試薬の効力

は、ヒトにおける効力を予測する動物モデルを使用して評価され得る。使用され

得る適切な系の例としては、ラットにおける同種異系の心臓移植片およびマウス

における異種膵臓島細胞移植片が挙げられ、その両方は、Ｌｅｎｓｃｈｏｗら、

Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５７：７８９－７９２（１９９２）およびＴｕｒｋａら、Ｐ

ｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ、８９：１１１０２－１１１０５

（１９９２）に記載されるようなインビボでのＣＴＬＡ４Ｉｇ融合タンパク質の

免疫抑制効果を試験するために使用されている。さらに、ＧＶＤＨのマウスモデ

ル（Ｐａｕｌ編、Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、Ｒａｖｅｎ

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

は、その疾患の発症に対する、インビボでのＢリンパ球抗原機能のブロックの効

果を決定するために使用され得る。

      【０３４０】

  ブロッキング抗原機能はまた、自己免疫疾患の処置に治療的に有用であり得る

。多くの自己免疫障害は、自己組織に対して反応性であり、そしてその疾患の病

理に関係するサイトカインおよび自己抗体の産生を促進する、Ｔ細胞の不適切な

活性化の結果である。自己反応性Ｔ細胞の活性化の予防は、疾患の症状を軽減し

得るか、または排除し得る。Ｂリンパ球抗原のレセプター：リガンド相互作用を

破壊することによってＴ細胞の同時刺激をブロックする試薬の投与は、Ｔ細胞の

活性化を阻害し、そしてその疾患プロセスに関係し得る自己抗体またはＴ細胞誘

導性サイトカインの産生を妨げるために使用され得る。さらに、ブロッキング試

薬は、疾患の長期の軽減を導き得る自己反応性Ｔ細胞の抗原特異的寛容を誘導し

得る。自己免疫障害の予防または軽減におけるブロッキング試薬の効力は、ヒト

自己免疫疾患のよく特徴付けられた多くの動物モデルを使用して決定され得る。

例としては、マウス実験用自己免疫脳炎、ＭＲＬ／ｌｐｒ／ｌｐｒマウスまたは

ＮＺＢハイブリッドマウスにおける全身性エリテマトーデス、マウス自己免疫コ

ラーゲン関節炎、ＮＯＤマウスおよびＢＢラットにおける真性糖尿病、ならびに

マウス実験用重症筋無力症が挙げられる（Ｐａｕｌ編、Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ

  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、Ｒａｖｅｎ  Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１９８
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９、８４０～８５６頁を参照のこと）。

      【０３４１】

  免疫応答を上方調節する手段として、抗原機能（好ましくは、Ｂリンパ球抗原

機能）の上方調節もまた、治療に有用であり得る。免疫応答の上方調節は、既存

の免疫応答を増強するか、または初期免疫応答を誘発する形態であり得る。例え

ば、Ｂリンパ球抗原機能の刺激を介して免疫応答を増強することは、ウイルス感

染の場合において有用であり得る。さらに、全身性ウイルス疾患（例えば、イン

フルエンザ、感冒および脳炎）は、Ｂリンパ球抗原の刺激形態の全身性投与によ

って軽減され得る。

      【０３４２】

  あるいは、抗ウイルス免疫応答は、患者からＴ細胞を除去し、本発明のペプチ

ドを発現するか、または本発明の可溶性ペプチドの刺激形態を伴うかのいずれか

の、ウイルス抗原でパルスしたＡＰＣで、このＴ細胞をインビトロで同時刺激し

、そして患者にこのインビトロ活性化Ｔ細胞を再導入することによって、感染患

者において増強され得る。抗ウイルス免疫応答を増強する別の方法は、患者から

感染細胞を単離し、本明細書中に記載されるような本発明のタンパク質をコード

する核酸を、この感染細胞にトランスフェクトして（その結果、これらの細胞が

その表面上にこのタンパク質の全てまたは一部を発現する）、そしてこのトラン

スフェクト細胞を患者に再導入することである。ここで、この感染細胞は、イン

ビボでＴ細胞に対して同時刺激シグナルを送達し、それによってＴ細胞を活性化

することが可能である。

      【０３４３】

  別の適用では、抗原機能（好ましくはＢリンパ球抗原機能）の上方調節または

増大が腫瘍免疫の誘導において有用であり得る。本発明の少なくとも１つのペプ

チドをコードする核酸をトランスフェクトされた腫瘍細胞（例えば、肉腫、黒色

腫、リンパ腫、白血病、神経芽細胞腫、癌腫）を、被験体中の腫瘍特異的寛容を

克服するために被験体に投与し得る。所望であれば、腫瘍細胞はトランスフェク

トされてペプチドの組み合わせを発現し得る。例えば、患者から得られた腫瘍細

胞に、Ｂ７－２－様活性を有するペプチド単独、またはＢ７－１－様活性および
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／またはＢ７－３－様活性を有するペプチドを組み合わせて発現する発現ベクタ

ーを用いて、エクスビボでトランスフェクトし得る。このトランスフェクトされ

た腫瘍細胞は、患者に戻され、トランスフェクトされた細胞の表面上にペプチド

の発現を生じる。あるいは、遺伝子治療技法を用いて、インビボのトランスフェ

クションのために腫瘍細胞を標的化し得る。

      【０３４４】

  腫瘍細胞の表面上のＢ細胞リンパ球抗原の活性を有する本発明のペプチドの存

在は、Ｔ細胞に対して必要な同時刺激シグナルを提供し、トランスフェクトされ

た腫瘍細胞に対するＴ細胞媒介免疫応答を誘導する。さらに、ＭＨＣクラスＩま

たはＭＨＣクラスＩＩ分子を欠くか、または十分な量のＭＨＣクラスＩまたはＭ

ＨＣクラスＩＩ分子を再発現しない腫瘍細胞は、ＭＨＣクラスＩａ鎖タンパク質

およびβ2マイクログロブリンタンパク質、またはＭＨＣクラスＩＩａ鎖タンパ

ク質およびＭＨＣクラスＩＩβ鎖タンパク質のすべてまたは一部（例えば、細胞

質－ドメイン短縮化部分）をコードする核酸でトランスフェクトされ得、それに

よって細胞表面上にＭＨＣクラスＩまたはＭＨＣクラスＩＩタンパク質を発現す

る。Ｂリンパ球抗原（例えば、Ｂ７－１、Ｂ７－２、Ｂ７－３）の活性を有する

ペプチドと組み合わせた適切なクラスＩまたはクラスＩＩ  ＭＨＣの発現は、ト

ランスフェクトされた腫瘍細胞に対するＴ細胞媒介性免疫応答を誘導する。必要

に応じて、不変鎖（ｉｎｖａｒｉａｎｔ  ｃｈａｉｎ）のようなＭＨＣクラスＩ

Ｉ関連タンパク質の発現をブロックするアンチセンス構築物をコードする遺伝子

もまた、Ｂリンパ球抗原の活性を有するペプチドをコードするＤＮＡで同時トラ

ンスフェクトされ得、腫瘍関連抗原の提示を促進し、そして腫瘍特異的免疫を誘

導する。従って、ヒト被験体におけるＴ細胞媒介免疫応答の誘導は、被験体にお

ける腫瘍特異的寛容を克服するのに十分であり得る。

      【０３４５】

  本発明のタンパク質または同系の治療剤の活性は、とりわけ、以下の方法によ

り測定され得る：ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭＭＵＮＯＬ

ＯＧＹ．Ｃｏｌｉｇａｎら編、Ｇｒｅｅｎｅ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ａｓｓｏ

ｃｉａｔｅｓ  ａｎｄ  Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ（第３章、第７
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章）；Ｈｅｒｒｍａｎｎら、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  

７８：２４８８－２４９２、１９８１；Ｈｅｒｒｍａｎｎら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏ

ｌ  １２８：１９６８－１９７４、１９８２；Ｈａｎｄａら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏ

ｌ  １３５：１５６４－１５７２、１９８５：Ｔａｋａｉら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏ

ｌ  １３７：３４９４－３５００、１９８６；Ｔａｋａｉら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏ

ｌ  １４０：５０８－５１２、１９８８；Ｈｅｒｒｍａｎｎら、Ｐｒｏｃ  Ｎａ

ｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ７８：２４８８－２４９２、１９８１；Ｈｅ

ｒｒｍａｎｎら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １２８：１９６８－１９７４、１９８２

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

；Ｔａｋａｉら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １３７：３４９４－３５００、１９８６

；Ｂｏｗｍａｎら、Ｊ  Ｖｉｒｏｌｏｇｙ  ６１：１９９２－１９９８；Ｔａｋ

ａｉら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １４０：５０８－５１２、１９８８；Ｂｅｒｔａ

ｇｎｏｌｌｉら、Ｃｅｌｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １３３：３２７－３４１、１９９

１；Ｂｒｏｗｎら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １５３：３０７９－３０９２、１９９

４に記載のアッセイが挙げられるがこれらに限定されない、胸腺細胞または脾細

胞の細胞傷害性のための適切なアッセイ。

      【０３４６】

  Ｔ細胞依存性免疫グロブリン応答およびアイソタイプスイッチングのための（

とりわけ、Ｔ細胞依存性抗体応答を調節し、しかもＴｈ１／Ｔｈ２プロフィール

に影響するタンパク質を同定する）アッセイとしては、Ｍａｌｉｓｚｅｗｓｋｉ

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

ｎｄおよびＢｒｕｎｓｗｉｃｋ，ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  

ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ、Ｃｏｌｉｇａｎら編、第１巻、３．８．１．－３．８．

１６、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ、Ｔｏｒｏｎｔｏ  １９９４に

記載のようなアッセイが挙げられるがこれらに限定されない。

      【０３４７】

  混合リンパ球反応（ＭＬＲ）アッセイ（とりわけ、優先的にＴｈ１およびＣＴ

Ｌ応答を生成するタンパク質を同定するアッセイ）としては、ＣＵＲＲＥＮＴ  

ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ．Ｃｏｌｉｇａｎら編、Ｇｒ
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ｅｅｎｅ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ  ａｎｄ  Ｗｉｌｅｙ

－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ（第３章、第７章）；Ｔａｋａｉら、Ｊ  Ｉｍｍｕ

ｎｏｌ  １３７：３４９４－３５００、１９８６；Ｔａｋａｉら、Ｊ  Ｉｍｍｕ

ｎｏｌ  １４０：５０８－５１２、１９８８；Ｂｅｒｔａｇｎｏｌｌｉら、Ｊ  

Ｉｍｍｕｎｏｌ  １４９：３７７８－３７８３、１９９２に記載のアッセイが挙

げられるがこれらに限定されない。

      【０３４８】

  樹状細胞依存性アッセイ（特に、ナイーブなＴ細胞を活性化する樹状細胞によ

り発現されるタンパク質を同定するアッセイ）としては、Ｇｕｅｒｙら、Ｊ  Ｉ

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

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

ｍｍｕｎｏｌ  １５４：５０７１－５０７９、１９９５；Ｐｏｒｇａｄｏｒら、

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

ｉｒｏｌ  ６７：４０６２－４０６９、１９９３；Ｈｕａｎｇら、Ｓｃｉｅｎｃ

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

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

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

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

イが挙げられるがこれらに限定されない。

      【０３４９】

  リンパ球生存／アポトーシスのためのアッセイ（とりわけ、スーパー抗原誘導

後にアポトーシスを妨げるタンパク質およびリンパ球ホメオスタシスを調節する

タンパク質を同定する）としては、Ｄａｒｚｙｎｋｉｅｗｉｃｚら、Ｃｙｔｏｍ

ｅｔｒｙ  １３：７９５－８０８、１９９２；Ｇｏｒｃｚｙｃａら、Ｌｅｕｋｅ

ｍｉａ  ７：６５９－６７０、１９９３；Ｇｏｒｃｚｙｃａら、Ｃａｎｃｅｒ  

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

２３３－２４３、１９９１；Ｚａｃｈａｒｃｈｕｋ、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １４

５：４０３７－４０４５、１９９０；Ｚａｍａｉら、Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ  １４

：８９１－８９７、１９９３；Ｇｏｒｃｚｙｃａら、Ｉｎｔｅｒｎａｔ  Ｊ  Ｏ
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ｎｃｏｌ  １：６３９－６４８、１９９２に記載のアッセイが挙げられるがこれ

らに限定されない。

      【０３５０】

  Ｔ細胞の拘束および発生の初期段階に影響するタンパク質のアッセイとしては

、Ａｎｔｉｃａら、Ｂｌｏｏｄ  ８４：１１１－１１７、１９９４；Ｆｉｎｅら

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

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

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

載のアッセイが挙げられるがこれらに限定されない。

      【０３５１】

  （造血調節活性）

  本発明のＦＣＴＲＸタンパク質および同系の治療剤は、造血の調節において、

そして結果として骨髄細胞不全またはリンパ球細胞不全の処置において有用であ

り得る。コロニー形成性細胞または因子依存性細胞株を支援する周縁の生物学的

活性でさえ、造血を調節することにおける、例えば、単独またはその他のサイト

カインとの組み合わせで、赤血球系前駆体細胞の成長および増殖を支援すること

における関与を示し、それによって、例えば、種々の貧血を処置することにおけ

るか、または赤血球系前駆体細胞および／または赤血球細胞の産生を刺激するた

めの照射／化学的療法と組み合わせた使用のための有用性；例えば、結果として

骨髄抑制を防ぐかまたは処置するための化学的療法と組み合わせて有用な、骨髄

細胞（例えば、顆粒球および単球／マクロファージ）の成長および増殖を支持す

る（すなわち伝統的なＣＳＦ活性）ことにおける有用性；巨核球そして結果とし

て血小板の成長および増殖を支持し、それによって血小板減少症のような種々の

血小板障害の予防または処置を可能にすること、そして一般に、血小板輸血に代

わる使用か、またはそれへの優待のための有用性；および／または上記の任意お

よび全ての造血幹細胞に成熟し得、そしてそれ故、種々の幹細胞障害（再生不良

性貧血および発作性夜行性ヘモグロビン尿を含むがこれらに限定されない、通常

、移植で処置されるような障害）における治療有用性を見出す、造血幹細胞の成

長および増殖を支持することにおける有用性、ならびに正常細胞または遺伝子治
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療のために遺伝子操作された細胞として、インビボまたはエキソビボ（すなわち

、骨髄移植または末梢前駆体細胞移植（同種または異種）と組み合わせた）のい

ずれかで、照射／化学的療法後に幹細胞区画を再増殖させることにおける有用性

を示す。

      【０３５２】

  本発明のタンパク質の活性は、とりわけ、以下の方法により測定され得る：

  種々の造血株の増殖および分化の適切なアッセイは上記で引用される。

      【０３５３】

  胚幹細胞分化のアッセイ（とりわけ、胚分化造血に影響するタンパク質を同定

するアッセイ）としては、以下が挙げられるがこれらに限定されない：Ｊｏｈａ

ｎｓｓｏｎら、Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌ  １５：１４１－１５１、１９９５；Ｋｅｌ

ｌｅｒら、Ｍｏｌ  Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌ  １３：４７３－４８６、１９９３；Ｍ

ｃＣｌａｎａｈａｎら、Ｂｌｏｏｄ  ８１：２９０３－２９１５、１９９３に記

載のアッセイ。

      【０３５４】

  幹細胞生存および分化のアッセイ（とりわけ、リンパ－造血を調節するタンパ

ク質を同定するアッセイ）としては、以下が挙げられるがこれらに限定されない

：メチルセルロースコロニー形成アッセイ、ＣＵＬＴＵＲＥ  ＯＦ  ＨＥＭＡＴ

ＯＰＯＩＥＴＩＣ  ＣＥＬＬＳ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙら、編、Ｖｏｌ  ２６５－２

６８頁、Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、Ｎ．Ｙ  １９９４

における、Ｆｒｅｓｈｎｅｙ、；Ｈｉｒａｙａｍａら、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａ

ｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８９：５９０７－５９１１、１９９２；ＣＵＬＴＵＲ

Ｅ  ＯＦ  ＨＥＭＡＴＯＰＯＩＥＴＩＣ  ＣＥＬＬＳ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙら、編

、Ｖｏｌ  ２３－３９頁、Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、

Ｎ．Ｙ  １９９４における、ＭｃＮｉｅｃｅおよびＢｒｉｄｄｅｌｉ；Ｎｅｂｅ

ｎら、Ｅｘｐ  Ｈｅｍａｔｏｌ  ２２：３５３－３５９、１９９４；ＣＵＬＴＵ

ＲＥ  ＯＦ  ＨＥＭＡＴＯＰＯＩＥＴＩＣ  ＣＥＬＬＳ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙら、

編、Ｖｏｌ  １－２１頁、Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、

Ｎ．Ｙ  １９９４における、Ｐｌｏｅｍａｃｈｅｒ；ＣＵＬＴＵＲＥ  ＯＦ  Ｈ
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ＥＭＡＴＯＰＯＩＥＴＩＣ  ＣＥＬＬＳ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙら、編、Ｖｏｌ  １

６３－１７９頁、Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、Ｎ．Ｙ  

１９９４における、Ｓｐｏｏｎｃｅｒｅｔら；ＣＵＬＴＵＲＥ  ＯＦ  ＨＥＭＡ

ＴＯＰＯＩＥＴＩＣ  ＣＥＬＬＳ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙら、編、Ｖｏｌ  １３９－

１６２頁、Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、Ｎ．Ｙ  １９９

４における、Ｓｕｔｈｅｒｌａｎｄ、に記載のアッセイ。

      【０３５５】

  （組織増殖活性）

  本発明のＦＣＴＲＸタンパク質または同系の治療剤はまた、骨、軟骨、腱、靭

帯および／または神経組織成長もしくは再生のために使用される組成物、ならび

に創傷治癒および組織修復および組織置換のために使用される組成物、そして火

傷、切開および潰瘍の処置において有用性を有し得る。

      【０３５６】

  本発明のタンパク質または同系の治療剤は、骨が正常に形成されない状況で軟

骨および／または骨増殖を誘導し、ヒトおよびその他の動物における骨折および

軟骨損傷または欠損の治癒における適用を有する。本発明のタンパク質を採用す

るこのような調製物は、閉鎖骨折整復および開放骨折整復における予防的使用、

そしてまた人工関節の改善された固定における使用を有し得る。骨形成剤により

誘導されたデノボ骨形成は、先天的、外傷誘導、または腫瘍切除誘導脳顔面頭蓋

欠陥の修復に寄与し、そしてまた美容成形手術に有用である。

      【０３５７】

  本発明のタンパク質または同系の治療剤はまた、歯周病の処置において、およ

びその他の歯修復プロセスで用いられ得る。このような薬剤は、骨形成性細胞を

誘因するか、骨形成性細胞の増殖を刺激するか、骨形成性細胞の前駆体の分化を

誘導する環境を提供し得る。本発明のタンパク質はまた、骨および／または軟骨

修復の刺激によるか、または炎症プロセスにより媒介される組織破壊の炎症また

はプロセス（コラゲナーゼ活性、破骨細胞活性など）をブロックすることによる

ような、骨粗鬆症または変形性関節炎の処置で有用であり得る。

      【０３５８】
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  本発明のタンパク質に寄与し得る組織再生活性の別のカテゴリーは、腱／靭帯

形成である。このような組織が通常形成されない状況で、腱／靭帯様組織または

その他の組織形成を誘導する本発明のタンパク質は、ヒトおよびその他の動物に

おける、腱または靭帯断裂、変形およびその他の腱または靭帯欠陥の治癒におけ

る適用を有する。腱／靭帯様組織誘導性タンパク質を採用するこのような調製物

は、腱または靭帯組織への損傷を防ぐことにおける予防的用途、ならびに腱また

は靭帯を骨またはその他の組織に対して固定することの改善、および腱または靭

帯組織への欠陥を修復することにおいて用途を有し得る。本発明の組成物により

誘導されるデノボの腱／靭帯様組織形成は、先天的、外傷誘導、またはその他の

起源のその他の腱または靭帯欠陥の修復に寄与し、そしてまた腱または靭帯の付

着または修復のための美容成形手術で有用である。本発明の組成物は、腱形成性

細胞または靭帯形成性細胞を誘引するか、腱形成性細胞または靭帯形成性細胞の

増殖を刺激するか、腱形成性細胞または靭帯形成性細胞の前駆体の分化を誘導す

るか、または組織修復を行うためにインビボに戻すためにエキソビボで腱／靭帯

の細胞または前駆体の増殖を誘導する環境を提供し得る。本発明の組成物はまた

、腱炎、毛根管症候群およびその他の腱または靭帯欠陥の処置において有用であ

り得る。この組成物はまた、当該分野で周知であるキャリアとして、適切なマト

リックスおよび／または金属イオン封鎖剤を含み得る。

      【０３５９】

  本発明のタンパク質または同系の治療剤はまた、ニューロン細胞の増殖のため

、および神経および脳組織の再生のために、すなわち、中枢神経系疾患および末

梢神経系疾患および神経障害、ならびにニューロン細胞または神経組織への変性

、死滅または外傷を含む機械的および外傷障害の処置のために有用であり得る。

より詳細には、タンパク質は、末梢神経損傷、末梢神経障害および局所神経障害

のような末梢神経系の疾患、ならびにアルツハイマー病，パーキンソン病、ハン

チントン病、筋萎縮側索硬化症、およびシャイ－ドレーガー症候群のような中枢

神経系の疾患の処置で用いられ得る。本発明に従って処置され得るさらなる症状

は、脊髄障害，頭部外傷および発作のような脳血管性疾患のような機械的および

外傷的障害を含み得る。化学的療法またはその他の医療治療から生じる抹消神経
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障害もまた、本発明のタンパク質を用いて治療可能であり得る。

      【０３６０】

  本発明のタンパク質はまた、圧迫性潰瘍、血管不全に関連する潰瘍、手術また

は外傷創傷などを含むがこれらに限定されない非治癒創傷のより良好な、または

より迅速な閉鎖を促進するために有用であり得る。

      【０３６１】

  本発明のタンパク質がまた、器官（例えば、膵臓、肝臓、腸、腎臓、皮膚、内

皮を含む）、筋肉（平滑筋、骨格筋または心筋）および血管（血管内皮を含む）

組織のようなその他の組織の生成または再生に、またはこのような組織を含む細

胞の増殖を促進するために活性を示し得ることが予想される。所望の効果の一部

分は、繊維症瘢痕の阻害または調整によってであり得、正常組織を再生させる。

本発明のタンパク質はまた、血管形成活性を示し得る。

      【０３６２】

  本発明のタンパク質はまた、腸の保護または再生のため、および肺もしくは肝

臓の繊維症、種々の組織における再灌流傷害、および全身サイトカイン損傷から

生じる症状の処置のために有用であり得る。

      【０３６３】

  本発明のタンパク質はまた、前駆体組織または細胞から上記の組織の分化を促

進若しくは阻害するため；または上記の組織の増殖を阻害するために有用であり

得る。

      【０３６４】

  本発明のタンパク質の活性はまた、とりわけ、以下の方法により測定され得る

：

  組織生成活性のためのアッセイとしては、以下が挙げられるがこれらに限定さ

れない：国際特許公開番号ＷＯ９５／１６０３５（骨、軟骨、腱）；国際特許公

開番号ＷＯ９５／０５８４６（神経、ニューロン）；国際特許公開番号ＷＯ９１

／０７４９１（皮膚、内皮）に記載されるアッセイ。

      【０３６５】

  創傷治癒活性のためのアッセイとしては、以下が挙げられるがこれらに限定さ
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れない：ＥａｇｌｓｔｅｉｎおよびＭｅｎｚ、Ｊ．Ｉｎｖｅｓｔ．Ｄｅｒｍａｔ

ｏｌ  ７１：３８２－８４（１９７８）によって改変されるような、Ｗｉｎｔｅ

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

ｉｂａｃｈおよびＲｏｖｅｅ編）、Ｙｅａｒ  Ｂｏｏｋ  Ｍｅｄｉｃａｌ  Ｐｕ

ｂｌｉｓｈｅｒｓ、Ｉｎｃ．、Ｃｈｉｃａｇｏに記載のアッセイ。

      【０３６６】

  （アクチビン／インヒビン活性）

  本発明のＦＣＴＲＸタンパク質または同系の治療剤はまた、アクチビン関連活

性またはインヒビン関連活性を示し得る。インヒビンは、卵胞刺激ホルモン（Ｆ

ＳＨ）の放出を阻害するその能力によって特徴付けられ、一方、アクチビンは、

卵胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）の放出を刺激するその能力によって特徴付けられる

。従って、本発明のタンパク質は、単独またはインヒビンファミリーのメンバー

とのヘテロ二量体において、雌性哺乳動物における受胎能を減少し、そして雄性

哺乳動物における精子形成を減少するインヒビンの能力に基づく避妊薬として有

用であり得る。他のインヒビンの十分な量の投与は、これら哺乳動物における不

妊症を誘導し得る。あるいは、本発明のタンパク質は、ホモ二量体としてか、ま

たはインヒビンｂ群の他のタンパク質サブユニットとのヘテロ二量体として、下

垂体前葉の細胞からのＦＳＨ放出を刺激するアクチビン分子の能力に基づいて、

受胎能誘導治療として有用であり得る。例えば、米国特許第４，７９８，８８５

号を参照のこと。本発明のタンパク質はまた、ウシ、ヒツジ、およびブタのよう

な家畜の生涯生殖効率を増加するように、性的に未熟な哺乳動物における受胎の

開始の促進のために有用であり得る。

      【０３６７】

  本発明のタンパク質の活性は、とりわけ、以下の方法によって測定され得る：

  アクチビン／インヒビン活性のアッセイとしては、以下に記載されるものが挙

げられるが、これらに限定されない：Ｖａｌｅら、Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ

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

９～７８２、１９８６；Ｖａｌｅら、Ｎａｔｕｒｅ  ３２１：７７６～７７９、

１９８６；Ｍａｓｏｎら、Ｎａｔｕｒｅ  ３１８：６５９～６６３、１９８５；
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Ｆｏｒａｇｅら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８３：３０

９１～３０９５、１９８６。

      【０３６８】

  （走化性／ケモキネシス活性）

  本発明のタンパク質または同系の治療剤は、哺乳動物細胞（例えば、単球、線

維芽細胞、好中球、Ｔ細胞、肥満細胞、好酸球、上皮細胞および／または内皮細

胞を含む）についての走化性またはケモキネシス活性（例えば、ケモカインとし

て作用する）を有し得る。走化性およびケモキネシスタンパク質を使用して、所

望の細胞集団を所望の作用部位に動員または誘引し得る。走化性またはケモキネ

シスタンパク質は、組織に対する創傷および他の外傷の処置、ならびに局所的感

染の処置において、特に利点を提供する。例えば、リンパ球、単球または好中球

の、腫瘍または感染部位への誘引は、腫瘍または感染因子に対する免疫応答の改

善を生じ得る。

      【０３６９】

  タンパク質またはペプチドは、それが直接的または間接的に、特定の細胞集団

の指向された方向付けまたは移動を刺激し得る場合、そのような細胞集団につい

て走化性活性を有する。好ましくは、タンパク質またはペプチドは、細胞の移動

を直接刺激する能力を有する。特定のタンパク質が細胞の集団について走化性活

性を有するか否かは、細胞の走化性についての任意の公知のアッセイにおいて、

そのようなタンパク質またはペプチドを使用することによって、容易に決定され

得る。

      【０３７０】

  本発明のタンパク質の活性は、とりわけ、以下の方法によって測定され得る。

走化性活性についてのアッセイ（走化性を誘導するか、または妨げるタンパク質

を同定する）は、細胞の膜を横切っての移動を誘導するタンパク質の能力、なら

びに１つの細胞集団の別の細胞集団に対する接着を誘導するタンパク質の能力を

測定するアッセイからなる。移動および接着についての適切なアッセイとしては

以下に記載されるものが挙げられるが、これらに限定されない：ＣＵＲＲＥＮＴ

  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ、Ｃｏｌｉｇａｎら編（第
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６．１２章、Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ  ｏｆ  ａｌｐｈａ  ａｎｄ  ｂｅｔａ  

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

ｌｉｎ  Ｉｎｖｅｓｔ  ９５：１３７０～１３７６、１９９５；Ｌｉｎｄら、Ａ

ＰＭＩＳ  １０３：１４０～１４６、１９９５；Ｍｕｌｌｅｒら、Ｅｕｒ  Ｊ  

Ｉｍｍｕｎｏｌ  ２５：１７４４～１７４８；Ｇｒｕｂｅｒｅｔら、Ｊ  Ｉｍｍ

ｕｎｏｌ  １５２：５８６０～５８６７、１９９４；Ｊｏｈｎｓｔｏｎら、Ｊ  

Ｉｍｍｕｎｏｌ  １５３：１７６２～１７６８、１９９４。

      【０３７１】

  （止血活性および血栓崩壊活性）

  本発明のタンパク質または同系の治療剤はまた、止血活性または血栓崩壊活性

を示し得る。結果として、そのようなタンパク質は、種々の凝固障害（血友病の

ような遺伝性疾患を含む）の処置において有用であること、または凝固および外

傷、外科手術または他の原因によって生じる創傷の処置における他の止血事象を

促進することが予測される。本発明のタンパク質はまた、血栓症の溶解または形

成阻害のため、およびそこから生じる状態（例えば、心臓血管および中枢神経系

血管の梗塞（例えば、発作））の処置および予防のために有用であり得る。

      【０３７２】

  本発明のタンパク質の活性は、とりわけ、以下の方法によって測定され得る：

  止血および血栓崩壊活性のアッセイとしては、以下に記載されるものが挙げら

れるが、これらに限定されない：Ｌｉｎｅｔら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｐｈａｒｍａｃ

ｏｌ．２６：１３１～１４０、１９８６；Ｂｕｒｄｉｃｋら、Ｔｈｒｏｍｂｏｓ

ｉｓ  Ｒｅｓ．４５：４１３～４１９、１９８７；Ｈｕｍｐｈｒｅｙら、Ｆｉｂ

ｒｉｎｏｌｙｓｉｓ  ５：７１～７９（１９９１）；Ｓｃｈａｕｂ、Ｐｒｏｓｔ

ａｇｌａｎｄｉｎｓ  ３５：４６７～４７４、１９８８。

      【０３７３】

  （レセプター／リガンド活性）

  本発明のタンパク質または同系の治療剤はまた、レセプター、レセプターリガ

ンドまたはレセプター／リガンド相互作用のインヒビターもしくはアゴニストと

しての活性を実証し得る。そのようなレセプターおよびリガンドの例としては、
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以下が挙げられるがこれらに限定されない：サイトカインレセプターおよびその

リガンド、レセプターキナーゼおよびそのリガンド、レセプターホスファターゼ

およびそのリガンド細胞間相互作用に関与するレセプターおよびそのリガンド（

限定することなく、細胞接着分子（セレクチン、インテグリンおよびそのリガン

ド）、ならびに抗原提示、抗原認識および細胞性免疫応答および液性免疫応答の

発生に関与するレセプター／リガンド対を含む）。レセプターおよびリガンドは

また、関連するレセプター／リガンド相互作用の可能性のあるペプチドまたは低

分子インヒビターのスクリーニングにおいて有用である。本発明のタンパク質（

限定することなく、レセプターおよびリガンドのフラグメントを含む）が、それ

自体で、レセプター／リガンド相互作用のインヒビターとして有用であり得る。

      【０３７４】

  本発明のタンパク質の活性は、とりわけ、以下の方法によって測定され得る：

  レセプター－リガンド活性の適切なアッセイとしては、限定することなく、以

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

  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ、Ｃｏｌｉｇａｎら編、Ｇｒｅｅｎｅ  Ｐｕｂｌｉｓｈ

ｉｎｇ  Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ  ａｎｄ  Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃ

ｅ（第７．２８章、Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ  ｏｆ  Ｃｅｌｌｕｌａｒ  Ａｄｈ

ｅｓｉｏｎ  ｕｎｄｅｒ  ｓｔａｔｉｃ  ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ  ７．２８．１

－７．２８．２２）、Ｔａｋａｉら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．

ＵＳＡ  ８４：６８６４～６８６８、１９８７；Ｂｉｅｒｅｒら、Ｊ．Ｅｘｐ．

Ｍｅｄ．１６８：１１４５～１１５６、１９８８；Ｒｏｓｅｎｓｔｅｉｎら、Ｊ

．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１６９：１４９～１６０  １９８９；Ｓｔｏｌｔｅｎｂｏｒ

ｇら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ  １７５：５９～６８、１９９４；

Ｓｔｉｔｔら、Ｃｅｌｌ  ８０：６６１～６７０、１９９５。

      【０３７５】

  （抗炎症活性）

  本発明のタンパク質または同系の治療剤はまた、抗炎症活性を示し得る。抗炎

症活性は、炎症応答に関与する細胞に対する刺激を提供すること（細胞間相互作

用（例えば、細胞接着など）を阻害するか、または促進することによって）によ
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ってか、炎症プロセスに関与する細胞の走化性を阻害するか、または促進するこ

とによってか、細胞の血管外遊出を阻害するか、または促進するかによってか、

あるいは炎症応答を直接的により阻害するか、またはより促進する他の因子の産

生を刺激するか、または抑制することによって、達成され得る。そのような活性

を示すタンパク質を使用して、炎症状態（慢性状態または急性状態を含む）（限

定することなく、感染に関連する炎症（例えば、敗血症性ショック、敗血症また

は全身性炎症応答症候群（ＳＩＲＳ））、虚血－灌流損傷、内毒素の致死性、関

節炎、補体媒介性激症拒絶症、腎炎、サイトカイン誘導性胚損傷またはケモカイ

ン誘導性肺損傷、炎症性腸疾患、クローン病、またはＴＮＦもしくはＩＬ－１の

ようなサイトカインの過剰産生より生じるものが挙げられる）を処置し得る。本

発明のタンパク質はまた、抗原性物質または抗原性材料に対する、アナフィラキ

シーおよび過敏症の処置のためにも、有用であり得る。

      【０３７６】

  （腫瘍阻害活性）

  腫瘍の免疫学的処置または予防について上記に記載された活性に加えて、本発

明のタンパク質は、他の抗腫瘍活性を示し得る。タンパク質は、直接的または間

接的（例えば、ＡＤＣＣを介して）腫瘍増殖を阻害し得る。タンパク質は、腫瘍

組織または腫瘍前駆体組織に作用することによって、腫瘍増殖を支持するために

必要な組織の形成を阻害することによって（例えば、新脈管形成を阻害すること

によって）、腫瘍増殖を阻害する他の因子、物質または細胞型の産生を生じるこ

とによって、あるいは腫瘍増殖を促進する因子、物質または細胞型を、抑制、除

去または阻害することによって、その腫瘍阻害活性を示し得る。

      【０３７７】

  （他の活性）

  本発明のタンパク質または同系の治療剤はまた、以下のさらなる活性または効

果の１つ以上を示し得る：限定はされないが、細菌、ウイルス、真菌および他の

寄生生物を含む感染因子の、増殖、感染または機能を阻害するか、あるいは死滅

させること；身体的特徴（限定することなく身長、体重、髪の色、目の色、皮膚

、脂肪対除脂肪比率、または他の組織色素沈着、あるいは器官または身体部分の
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サイズまたは形状（例えば、胸部増大または減少、骨の形態または形状の変化）

など）を生じること（抑制することまたは増強すること）；バイオリズムあるい

はサーカディアンサイクルまたはサーカディアンリズムを生じること；雄性被験

体または雌性被験体の受胎能を生じること；食事脂肪、脂質、タンパク質、炭水

化物、ビタミン、ミネラル、補因子または他の栄養因子もしくは栄養成分の、代

謝、異化作用、同化作用、プロセシング、利用、貯蔵または除去を生じること；

行動的特徴（食欲、性欲、ストレス、認識（認識障害を含む）、うつ病（抑うつ

障害を含む）および狂暴症を含むが、これらに限定されない）を生じること；鎮

痛性効果または他の疼痛減少効果を提供すること；造血系列以外の系列における

胚性幹細胞の分化または増殖を促進すること；ホルモン活性または内分泌活性；

酵素の場合、酵素の欠損を矯正すること、および欠損関連疾患を処置すること；

過剰増殖障害（例えば、乾癬）の処置；免疫グロブリン様活性（例えば、抗原ま

たは補体に結合する活性など）；ならびにワクチン組成物において抗原として作

用し、そのようなタンパク質または他の物質あるいはそのようなタンパク質と交

差反応する実体に対する免疫応答を惹起する能力。

      【０３７８】

  神経障害としては一般に、パーキンソン病、アルツハイマー病，ハンチントン

病、多発性硬化症、筋萎縮側索硬化症（ＡＬＳ）、末梢神経障害、神経系の腫瘍

、神経毒に対する曝露、急性脳傷害、抹消神経外傷もしくは損傷、および他の神

経傷害、てんかん、ならびに／または振戦が挙げられる。

      【０３７９】

  本発明はさらに以下の非限定的実施例に例示される。

      【０３８０】

  （実施例）

  （実施例１．クローン３０６６４１８８．０．９９由来の成熟形態（３０６６

４１８８．０．ｍ９９）の分子クローニング）

  クローン３０６６４１８８．０．９９の成熟形態（配列番号２のアミノ酸配列

の残基２４～３７０をコードする）をクローニングした。このフラグメントは３

０６６４１８８．０．ｍ９９と呼ばれ、そして残基２３と残基２４との間で切断
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されると推測されるシグナルペプチドが除去された後に残るポリペプチド配列に

対応する。以下のオリゴヌクレオチドプライマーを、３０６６４１８８．０．９

９の推定成熟形態をＰＣＲ増幅するために設計した。

      【０３８１】

  ３０６６４１８８  Ｅｃｏ  順方向：

  ＣＴＣＧＴＣ  ＧＡＡＴＴＣ  ＡＣＣ  ＣＣＧ  ＣＡＧ  ＡＧＣ  ＧＣＡ  Ｔ

ＣＣ  ＡＴＣ  ＡＡＡ  ＧＣ  （配列番号２５）

  ３０６６４１８  Ｘｈｏ  逆方向：

  ＣＴＣＧＴＣ  ＣＴＣ  ＧＡＧ  ＴＣＧ  ＡＧＧ  ＴＧＧ  ＴＣＴ  ＴＧＡ  

ＧＣＴ  ＧＣＡ  ＧＡＴ  ＡＣＡ  （配列番号２６）

  順方向プライマーはインフレームＥｃｏＲＩ制限部位を含み、そして逆方向プ

ライマーはＸｈｏＩ制限部位を含んでいた。ＥｃｏＲＩ／ＸｈｏＩフラグメント

は、ｐＥＴ２８  Ｅ．ｃｏｌｉ発現ベクターおよびｐＭｅｌＶ５Ｈｉｓバキュロ

ウイルス発現ベクターに適合性である。

      【０３８２】

  ＰＣＲ反応を、５ｎｇのヒト脾臓および胎児肺ｃＤＮＡテンプレートを使用し

て設定した。反応混合物は、５０μリットル容積で、それぞれ１μＭの３０６６

４１８８  Ｅｃｏ順方向プライマーおよび３０６６４１８Ｘｈｏ逆方向プライマ

ー、５マイクロモルｄＮＴＰ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，

Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ  ＣＡ）および１マイクロリットルの５０×Ａｄｖａｎｔａ

ｇｅ－ＨＦ２ポリメラーゼ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｐ

ａｌｏ  Ａｌｔｏ  ＣＡ）を含んでいた。以下のＰＣＲ反応条件を使用した：

  ａ）９６℃  ３分

  ｂ）９６℃  ３０秒変性

  ｃ）７０℃  ３０秒、プライマーアニーリング。この温度は、１℃／サイクル

で徐々に下げられた。

      【０３８３】

  ｄ）７２℃  １分伸長

  工程（ｂ）～（ｄ）を１０回繰り返す
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  ｅ）９６℃  ３０秒変性

  ｆ）６０℃  ３０秒アニーリング

  ｇ）７２℃  １分伸長

  工程（ｅ）～（ｇ）を２５回繰り返す

  ｈ）７２℃  ５分の最終伸長。

      【０３８４】

  １０４１ｂｐを有すると予測される増幅された産物を、両方のサンプルにおい

てアガロースゲル電気泳動により検出した。これらのフラグメントを、アガロー

スゲルから精製し、ｐＣＲ２．１ベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓ

ｂａｄ，ＣＡ）に連結した。クローン化したインサートを、Ｍ１３順方向プライ

マーおよびＭ１３逆方向プライマーおよび以下の遺伝子特異的プライマー：

  ３０６６４１８  Ｓ１：ＧＧＡ  ＣＧＡ  ＴＧＧ  ＴＧＴ  ＧＧＡ  ＣＡＣ  

ＡＡＧ（配列番号２７）、

  ３０６６４１８  Ｓ２：ＣＴＴ  ＧＴＧ  ＴＣＣ  ＡＣＡ  ＣＣＡ  ＴＣＧ  

ＴＣＣ（配列番号２８）、

  ３０６６４１８  Ｓ３：ＴＡＴ  ＣＧＡ  ＧＧＣ  ＡＧＧ  ＴＣＡ  ＴＡＣ  

ＣＡＴ（配列番号２９）および

  ３０６６４１８  Ｓ４：ＡＴＧ  ＧＴＡ  ＴＧＡ  ＣＣＴ  ＧＣＣ  ＴＣＧ  

ＡＴＡ（配列番号３０）

を使用して配列決定した。

      【０３８５】

  クローニングされたインサートを、３０６６４１８８．０．９９の推定成熟形

態をコードするオープンリーディングフレームとして確かめた。胎児肺由来の構

築物（３０６６４１８８－Ｓ３１ｌａと呼ばれる）を、発現ベクターへさらにサ

ブクローニングするために使用した（以下を参照のこと）。制限部位内の３０６

６４１８８－Ｓ１ｌａのヌクレオチド配列は、３０６６４１８８．０．９９のＯ

ＲＦにおける対応するフラグメントと１００％同一であることが見出された（表

１；配列番号１）。

      【０３８６】
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  （実施例２．哺乳動物発現ベクターｐＣＥＰ４／Ｓｅｃの調製）

  ＦＣＴＲＸ核酸を、ｐＣＥＰ４／ＳＥＣという名前のベクターで哺乳動物細胞

において発現させた。このベクターを、以下のオリゴヌクレオチドプライマーを

使用して調製した：

  ｐＳｅｃ－Ｖ５－Ｈｉｓ順方向

  ＣＴＣＧＴＣＣＴＣＧＡＧＧＧＴＡＡＧＣＣＴＡＴＣＣＣＴＡＡＣ（配列番号

３１）および

  ｐＳｅｃ－Ｖ５－Ｈｉｓ逆方向

  ＣＴＣＧＴＣＧＧＧＣＣＣＣＴＧＡＴＣＡＧＣＧＧＧＴＴＴＡＡＡＣ（配列番

号３２）。

      【０３８７】

  これらのプライマーを、Ｖ５およびＨｉｓ６を含むｐｃＤＮＡ３．１－Ｖ５Ｈ

ｉｓ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）発現ベクターからフラ

グメントを増幅するように設計した。ＰＣＲ産物を、ＸｈｏＩおよびＡｐａＩで

消化し、そしてＩｇκリーダー配列（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ

  ＣＡ）を含む、ＸｈｏＩ／ＡｐａＩ消化したｐＳｅｃＴａｇ２Ｂベクターに連

結した。得られたベクターｐＳｅｃＶ５Ｈｉｓの正確な構造（インフレームでＩ

ｇ－κリーダーおよびＶ５－Ｈｉｓ６を含む）を、ＤＮＡ配列分析により確認し

た。ベクターｐＳｅｃＶ５ＨｉｓをＰｍｅＩおよびＮｈｅＩで消化して、上記エ

レメントを正確なフレームで保持するフラグメントを提供した。このＰｍｅＩ－

ＮｈｅＩフラグメントを、ＢａｍＨＩ／ＫｌｅｎｏｗおよびＮｈｅＩ処理された

ベクターｐＣＥＰ４（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）に連結

した。得られたベクターはｐＣＥＰ４／Ｓｅｃと命名され、そしてＰＣＭＶおよ

び／またはＰＴ７プロモーターの制御下に、インフレームＩｇκリーダー、目的

のクローンの挿入部位、ならびにＶ５および６×Ｈｉｓを含む。ｐＣＥＰ４／Ｓ

ｅｃは、任意のタンパク質をＩｇκ鎖シグナルペプチド融合することによって異

種タンパク質発現および分泌を可能にする発現ベクターである。発現タンパク質

の検出および精製は、Ｃ－末端におけるＶ５エピトープタグおよび６×Ｈｉｓタ

グの存在により補助される（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）
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。

      【０３８８】

  （実施例３．Ｅ．ｃｏｌｉにおける３０６６４１８８．ｍ９９ポリペプチドの

発現）

  ベクターｐＲＳＥＴＡ（ＩｎＶｉｔｒｏｇｅｎ  Ｉｎｃ．，Ｃａｒｌｓｂａｄ

．ＣＡ）をＸｈｏＩおよびＮｃｏＩ制限酵素で消化した。オリゴヌクレオチドリ

ンカー：

  ＣＡＴＧＧＴＣＡＧＣＣＴＡＣ（配列番号３３）；および

  ＴＣＧＡＧＴＡＧＧＣＴＧＡＣ（配列番号３４）

を、摂氏３７度にてアニールし、ＸｈｏＩ－ＮｃｏＩ処理したｐＲＳＥＴＡに連

結した。得られたベクターを、制限分析および配列決定によって確認し、そして

ｐＥＴＭＹと命名した。３０６６４１８８配列を含む配列のＢｇｌＩＩ－Ｘｈｏ

Ｉフラグメント（実施例３）を、ＢａｍＨＩおよびＸｈｏＩで消化したベクター

ｐＥＴＭＹに連結した。得られた発現ベクターは、ｐＥＴＭＹ－３０６６４１８

８と命名される。このベクターにおいて、３０６６４１８８を、そのＮ末端にお

いて６×ＨｉｓタグおよびＴ７エピトープに融合した。次いで、プラスミドｐＥ

ＴＭＹ－３０６６４１８８を、Ｅ．ｃｏｌｉ発現宿主ＢＬ２１（ＤＥ３，ｐＬｙ

ｓ）（Ｎｏｖａｇｅｎ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）にトランスフェクトし、そして

タンパク質発現を、製造業者の指示に従って誘導した。誘導後、Ｅ．ｃｏｌｉ細

胞を収集し、そしてタンパク質を、抗－Ｈｉｓ６Ｇｌｙ抗体（Ｉｎｖｉｔｒｏｇ

ｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）を使用して、ウェスタンブロッティング法によ

り分析した。図２は、３０６６４１８８．ｍ９９が、見かけの分子量４０ｋＤａ

のタンパク質として発現されたということを示す。これは、３０６６４１８８．

ｍ９９配列に予測された分子量に近い。

      【０３８９】

  （実施例４．ヒト胚性腎臓２９３細胞における０６６４１８８．ｍ９９ポリペ

プチドの発現）

  ３０６６４１８８．ｍ９９配列含有ＥｃｏＲｉ－ＸｈｏＩフラグメントを、３

０６６４１８８－Ｓ３１１ａ（実施例１）から単離し（実施例１）、そしてベク
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ターｐＥ２８ａ（Ｎｏｖａｇｅｎ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ）にサブクローン化し

、プラスミドｐＥ２８ａ－３０６６４１８８を作製した。続いてｐＥ２８ａ－３

０６６４１８８を部分的にＢａｍＨＩ制限酵素で消化し、次いで完全にＸｈｏＩ

で消化した。１．１ｋｂのフラグメントを単離し、そしてＢａｍＨＩ－ＸｈｏＩ

消化ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ（実施例２）に連結して、発現ベクターｐＣＥＰ４／Ｓ

ｅｃ－３０６６４１８８を生成した。ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ－３０６６４１８８ベ

クターを、ヒト胚性腎臓２９３細胞（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ－１５７３、Ｍａｎａ

ｓｓａｓ，  ＶＡ）に、ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＰｌｕｓ試薬を使用して製

造者の指示（Ｇｉｂｃｏ／ＢＲＬ／Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｒｏ

ｃｋｖｉｌｌｅ，ＭＤ）に従ってトランスフェクトした。細胞ペレットおよび上

清を、トランスフェクション後７２時間で収集し、抗Ｖ５抗体を用いて還元条件

下ＳＤＳ－ＰＡＧＥ操作のウェスタンブロッティング法によって、３０６６４１

８８．ｍ９９タンパク質発現について試験した。図３は、３０６６４１８８．ｍ

９９が、２９３細胞により分泌される５０、６０、および９８ｋＤａのタンパク

質の見掛けの分子量を有する３つの異なるタンパク質バンドとして発現されるこ

とを示す。５０ｋＤａのバンドは、３０６６４１８８．ｍ９９のモノマーグリコ

シル化形態に期待されるサイズ（ｓｉｚｅｄ）で移動し、そして９８ｋＤａのバ

ンドは、このモノマー形態のダイマーに一致するサイズで移動した。

      【０３９０】

  （実施例５．３０６６４１８８．０．９９の放射ハイブリッドマッピング）

  ヒト染色体マーカーを使用する放射ハイブリッドマッピングをクローン３０６

６４１８８．０．９９について実施した。これらの結果を得るために使用される

手順は、Ｓｔｅｅｎ，ＲＧらにおいて記載される手順と類似している。（Ａ  Ｈ

ｉｇｈ－Ｄｅｎｓｉｔｙ  Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ  Ｇｅｎｅｔｉｃ  Ｌｉｎｋａ

ｇｅ  ａｎｄ  Ｒａｄｉａｔｉｏｎ  Ｈｙｂｒｉｄ  Ｍａｐ  ｏｆ  ｔｈｅ  Ｌ

ａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｒａｔ，Ｇｅｎｏｍｅ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ  １９９９（１

９９９年５月２１日にオンラインで公開された）第９巻、ＡＰ１－ＡＰ８，１９

９９）。無作為化放射線誘導ヒト染色体フラグメントを含む９３細胞クローンの

パネルを、独特の様式で、得ようとするクローンを同定するために設計されたＰ
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ＣＲプライマーを使用して、９６ウェルプレートにおいてスクリーニングした。

クローン３０６６４１８８．０．９９は、第１１染色体に位置することが見出さ

れた（マーカーＷＩ－９３４５から３．１ｃＲおよびマーカーＣＨＬＣ．ＧＡＴ

Ａ６Ｃ１１から１．７ｃＲ）。

      【０３９１】

  （実施例６．３０６６４１８８．ｍ９９タンパク質の発現および精製）

  実施例１においてクローニングされた成熟タンパク質を提示するセグメントを

切除し、そしてｐＣＥＰ４プロモーターの制御下でＨＥＫ２９３細胞のトランス

フェクションに適切なベクターｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ（実施例２）にサブクローニ

ングした。得られたベクターをｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ／３０６６４１８８と名付け

た。

      【０３９２】

  ＨＥＫ２９３細胞をダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ）／１０％ウシ胎

児血清培地において９０％のコンフルエンスまで増殖させた。これらの細胞を、

製造者の指示（Ｇｉｂｃｏ／ＢＲＬ／Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｒ

ｏｃｋｖｉｌｌｅ、ＭＤ）に従ってＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ  ２０００を使

用してｐＣＥＰ４ｓｅｃまたはｐＣＥＰ４ｓｅｃ／３０６６４１８８．ｍ９９で

トランスフェクトした。トランスフェクトされた細胞を、２日間ＤＭＥＭと共に

インキュベートし、そして馴化培地を細胞上清を集めることにより調製した。こ

の馴化培地を、Ｔａｌｏｎ金属アフィニティクロマトグラフィー（Ｃｌｏｎｔｅ

ｃｈ、Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ、ＣＡ）により富化した。簡単には、７ｍｌの馴化培

地を、１ｍｌのＴａｌｏｎ金属アフィニティ樹脂とスピンカラム中でインキュベ

ートした。このスピンカラムを２回１ｍｌのＰＢＳで洗浄した。これらのカラム

を次いで２回０．６５ｍｌのＰＢＳ／０．５ＭイミダゾールｐＨ８．０で溶出し

、そして溶離液をプールした。イミダゾールを、Ｍｉｃｒｏｃｏｎ遠心分離フィ

ルターデバイス（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ  Ｃｏｒｐ．、Ｂｅｄｆｏｒｄ、ＭＡ）を

使用してＰＢＳへの緩衝液交換透析により除去した。富化遺伝子産物を４℃で貯

蔵した。

      【０３９３】
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  得られた精製されたタンパク質を、還元条件下でＳＤＳ－ＰＡＧＥにかけ、そ

して抗Ｖ５抗体でプローブ化し（ｐｒｏｂｅｄ）、これを酵素標識で検出した。

２つの別のトランスフェクションおよび精製操作の結果を、ゲルで示す。これら

は、産物がＶ５含有ポリペプチドの混合物であることを示す。最も大きいものは

約５０ｋＤａの見かけの分子量を有する（図４）。プログラムｐｒｏＳｉｔｅは

、成熟タンパク質中の１つのＮグリコシル化部位を予想する。グリコシル化は、

検出された見かけの分子量を説明し得る。従って、５０ｋＤａのバンドは、全長

遺伝子産物に期待される長さと一致する。主に約２０～２５ｋＤａの見かけの分

子量を有する他のバンドも生じた。これらは、２９３細胞の細胞内またはそれら

からの分泌後の細胞外の何れかで起きるタンパク質分解の結果であると推定され

る。

      【０３９４】

  （実施例７．定量的ＰＣＲによる配列３０６６４１８８の実時間組織発現プロ

ファイリング）

  次いで、実時間ＰＣＲを、３’クエンチャーを有する得意的オリゴヌクレオチ

ドプローブからの５’蛍光発生性（ｆｌｕｏｒｏｇｅｎｉｃ）標識の放出をモニ

タリングすることにより、複数の組織または細胞サンプルについて行った。Ｔａ

ｑＭａｎ（登録商標）ＰＣＲ試薬キット（Ｒｏｃｈｅ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｓ

ｙｓｔｅｍｓ、Ｉｎｃ．）およびＰｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅ

ｍｓ  ＡＢＩ  ＰＲＩＳＭ（登録商標）  ７７００配列検出システムを用いる蛍

光発生性５’ヌクレアーゼアッセイを使用して、ＯＣＲが起こるにつれて、３０

６６４１８８転写物に特異的な標的配列を実時間で検出およびモニターする。

      【０３９５】

  プローブおよびプライマーを、入力として３０６６４１８８の配列を使用する

Ｐｅｒｋｉｎ  Ｅｌｍｅｒ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ’ｓ  Ｐｒｉｍｅｒ  Ｅｘｐｒ

ｅｓｓソフトウエアパッケージ（Ａｐｐｌｅ  ＣｏｍｐｕｔｅｒのＭａｃｉｎｔ

ｏｓｈ  Ｐｏｗｅｒ  ＰＣ用バージョンＩ）に従って設計した。デフォルト設定

を反応条件に使用し、そして以下のパラメータをプライマーを選択する前に設定

した：プライマー濃度＝２５０ｎＭ、プライマー融解温度（Ｔm）範囲＝５８℃
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～６０℃、プライマー最適Ｔm＝５９℃、最大プライマー差＝２℃、プローブは

、５’Ｇを有さず、プローブＴmは、プライマーＴmよりも１０℃高くなければな

らない、アンプリコンサイズは、７５ｂｐ～１００ｂｐでなければならない。３

組のプローブおよびプライマーを、Ｓｙｎｔｈｅｇｅｎ（Ｈｏｕｓｔｏｎ，ＴＸ

，ＵＳＡ）によって合成し、ＨＰＬＣにより二重精製して、結合していない色素

を取り除いた。質量分析法を使用して、それぞれ、プローブの５’末端および３

’末端へのレポーター色素および消光色素の有効なカップリングを確認した。

      【０３９６】

  ＰＣＲ調製および条件は、以下の工程を含んでいた：各組織（ポリＡ＋ＲＮＡ

、２．８ｐｇ）および細胞株（全ＲＮＡ、７０ｎｇ）からのサンプルＲＮＡを、

９６ウェルＰＣＲプレート（Ｐｅｒｋｉｎ  Ｅｌｍｅｒ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ

）の各ウェルにスポットした。４１の正常ヒト組織および５５のヒト癌細胞株を

採用した。

      【０３９７】

  （表７．実時間ＴａｑＭａｎTM組織プロファイリングの結果）

      【０３９８】

【表７】
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表７において、以下の略語を使用する：

  ｃａ＝癌腫、

  ＊＝転移から樹立された、

  ｍｅｔ＝転移、

  ｓ  ｃｅｌｌ  ｖａｒ＝小細胞改変体、

  ｎｏｎ－ｓ＝ｎｏｎ－ｓｍ＝非小、

  ｓｑｕａｍ＝扁平、

  ｐｌ．ｅｆｆ＝ｐｌ  ｅｆｆｕｓｉｏｎ＝胸水、

ｇｌｉｏ＝神経膠腫、

  ａｓｔｒｏ＝神経膠星状細胞腫、

  ｎｅｕｒｏ＝神経芽細胞腫。

      【０３９９】

  ２組のプライマーおよびプローブ（３０６６４１８８特異的プローブ、一般に

βアクチンおよび／またはＧＡＰＤＨ、および参照遺伝子特異的プローブ３０６

６４１８８プローブと多重化される（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｅｄ））を含むＰＣＲ

カクテルを、ＰＥ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ  ７７００用１×ＴａｑＭａｎTMＰＣ

Ｒ  Ｍａｓｔｅｒ  Ｍｉｘを使用して、５ｍＭ  ＭｇＣｌ2，ｄＮＴＰｓ（ｄＡ

、ｄＧ、ｄＣ、ｄＵ（１：１：１：２比率））、０．２５  Ｕ／ｍｌ  Ａｍｐｌ

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

ＲＮａｓｅインヒビター、ならびに０．２５  Ｕ／μｌ逆転写酵素と共にセット

した。逆転写を、４８℃で３０分間実施し、次いで、以下のような増幅／ＰＣＲ

サイクルを実施した：９５℃で１０分間、次いで、以下の４０サイクル：９５℃

で１５秒間、６０℃で１分間。

      【０４００】
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  使用したＴａｑＭａｎプローブおよびプライマーは以下であった：

      【０４０１】

【化１】

。

      【０４０２】

  試験された正常組織の中で、クローン３０６６４１８８は、膵臓、副腎、脂肪

組織、胃、気管、乳腺および精巣において高度に発現される。種々の癌細胞株の

中で、このクローンは、特にＣＮＳ癌（ＣＮＳ  ｃａ．（ｇｌｉｏ）ＳＦ－２９

５）、肺癌（扁平上皮細胞、ＳＷ９００）および卵巣癌（卵巣ｃａ．ＯＶＣＡＲ

－５）において特に強く発現した。

      【０４０３】

  （実施例８．クローン３０６６４１８８．０．ｍ９９タンパク質は、細胞ＤＮ

Ａ合成を誘導する）

  ヒトＣＣＤ－１０７０線維芽細胞（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ－２０９１、Ｍａｎａ

ｓｓａｓ、ＶＡ）またはマウスＮＩＨ  ３Ｔ３（ＡＴＣＣ番号ＣＲＬ－１６５８

、Ｍａｎａｓｓａｓ、ＶＡ）を、それぞれ１０％胎児ウシ血清または１０％子ウ

シ血清を補充したＤＭＥＭで培養した。線維芽細胞をコンフルエンスまで３７℃

で１０％ＣＯ2／空気中で成長させた。細胞をＤＭＥＭで２４時間飢餓状態にし
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た。ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ（実施例２）またはｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ／３０６６４１

８８．ｍ９９（実施例６）富化馴化培地を１８時間添加した（１０μＬ／培地１

００μＬ）。ＢｒｄＵ（１０μＭ）を次いで添加し、そして細胞と共に５時間イ

ンキュベートした。ＢｒｄＵ取り込みを、測色イムノアッセイにより製造者（Ｂ

ｏｅｈｒｉｎｇｅｒ  Ｍａｎｎｈｅｉｍ，Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ、ＩＮ）の

指示に従ってアッセイした。

      【０４０４】

  図５は、３０６６４１８８．ｍ９９が、コントロール馴化培地または未処理細

胞に比較していずれの細胞型においても約４倍～５倍のＢｒｄＵ組込みにおける

増加を誘導したことを実証する。観察された増殖の増加は、血小板由来ＦＣＴＲ

Ｘ（ＰＤＧＦ）、基礎線維芽細胞成長因子（ｂＦＧＦ）、または血清処理により

誘導されるＢｒｅｄＵ組込みにおける増加と類似であった。さらに、３０６６４

１８８．ｍ９９の部分的に精製された馴化培地は、ヒトＭＧ－６３内皮細胞また

はＣＣＤ１１０６ケラチノサイト（データ示されず）においてＢｒｄＵ組込みを

誘導しなかった。これらの結果は、３０６６４１８８がヒトおよびマウスの線維

芽細胞においてＤＮＡ合成を選択的に誘導するが、内皮細胞株において誘導しな

いということを示唆する。

      【０４０５】

  別の実験において、ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ／３０６６４１８８で処理されたＣＣ

Ｄ－１０７０細胞およびＭＧ－６３骨肉腫細胞（ＡＴＣＣ  Ｃａｔ．Ｎｏ．ＣＲ

Ｌ－１４２７）は、各々ＢｒｄＵを用量依存様式で組み込んだ（１μｇ／ｍｌは

、完全な効果（コントロールに対して約２．５～３倍の増加）を生じ、１００ｎ

ｇ／ｍｌは、この効果の半分よりわずかに少ない効果を生じ、そして１０および

１ｎｇ／ｍｌは、コントロールの組込みレベルに近いレベルを生じた）。さらに

、ＮＩＨ３Ｔ３細胞の用量応答は、５０％応答が、ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ／３０６

６４１８８の１０ｎｇ／ｍｌと５０ｎｇ／ｍｌとの間で起こることを示す（図６

）。

      【０４０６】

  （実施例９．３０６６４１８８．ｍ９９によるＮＩＨ  ３Ｔ３細胞の増殖の誘
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導）

  マウスＮＩＨ３Ｔ３線維芽細胞を、４０％のコンフルエンシーでプレートし、

そして１０％ウシ胎児血清または１０％子ウシ血清を補充したＤＭＥＭで２４時

間培養した。培養培地を除去し、そして等容積のｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ（実施例２

）またはｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ／３０６６４１８８（実施例６）馴化培地で置き換

えた。４８時間後、細胞をＺｅｉｓｓ  Ａｘｉｏｖｅｒｔ  １００で写真撮影し

た。細胞数をトリプシン化次いでＣｏｕｌｔｅｒ  Ｚ１  Ｐａｒｔｉｃｌｅ  Ｃ

ｏｕｎｔｅｒを使用して計数した。

      【０４０７】

  ＮＩＨ３Ｔ３線維芽細胞の、３０６６４１８８トランスフェクトＨＥＫ２９３

腎臓内皮細胞由来の馴化培地での処理は、２日間にわたって細胞数の６～８倍の

増加を生じた（図７）。ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃベクター単独でトランスフェクトさ

れたＨＥＫ２９３細胞由来のコントロール馴化培地で処理された細胞は、成長を

ほとんどまたは全く示さなかった（図７）。

      【０４０８】

  ３０６６４１８８．ｍ９９馴化培地が細胞形質転換に特徴的な表現型変化を誘

導し得たか否かを決定するために、３０６６４１８８馴化培地または模擬（ｍｏ

ｃｋ）馴化培地の何れかで処理された細胞を光学顕微鏡で調べた。図８は、３０

６６４１８８．ｍ９９で処理されたＮＩＨ３Ｔ３細胞が顕著な細胞数増加および

屈折特性を示したが、コントロール処理されたＮＩＨ３Ｔ３細胞は示さなかった

ことを示す。成長の接触阻止の損失が明らかであった。コンフルエントなＮＩＨ

３Ｔ３細胞に特徴的な丸石状の外観は失われ、そして密度非依存性成長が明らか

であった。後者はまた、かすかな屈折に起因するＮＩＨ３Ｔ３細胞のより丸い外

観によっても示唆された。ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ／３０６６４１８８．ｍ９９のト

ランスフェクションはまた、培養２～５日目に形質転換有効性におけるほとんど

同一の効力を示した。しかし、培養７～１０日後、形態学的に形質転換された表

現型が復帰したようであった。

      【０４０９】

  （実施例１０．３０６６４１８８タンパク質によるヒト一次（ｐｒｉｍａｒｙ
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）骨芽細胞の増殖の誘導）

  実施例９に記載の実験と同様の実験において、ヒト一次骨芽細胞（ＮＨｏｓｔ

；Ｃｌｏｎｅｔｉｃｓ）はまた、３～４倍の細胞数の用量依存性増加を受けた（

図９）。図９における５０％応答を誘発するために必要な用量は、１００ｎｇ／

ｍＬ未満のｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ／３０６６４１８８．ｍ９９である。さらに、３

０６６４１８８遺伝子産物を含有する部分的に精製された馴化培地と接触された

ジャーカット細胞は、模擬トランスフェクションからの培地と比較してＢｒｄＵ

取り込みの倍増を示したが、一方、他の成長促進活性を有すると考えられるＣｕ

ｒａＧｅｎ  Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎの遺伝子産物と接触させた１３の同じ細胞

は、全く効果を誘発しなかった。

      【０４１０】

  まとめると、タンパク質が、ＤＮＡ合成（実施例８）、細胞成長（実施例９お

よび１０）、および形態学的形質転換（実施例９）を誘導するという結果は、こ

のタンパク質が形質転換特性を有するということを示す。

      【０４１１】

  （実施例１１．３０６６４１８８タンパク質による腫瘍形成の誘導）

  ｐＣＥＰ４／ＳｅｃまたはｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ／３０６６４１８８でトランス

フェクトされた細胞からの馴化培地で処理されたＮＩＨ３Ｔ３細胞を、上記のよ

うに培養した。０．１ｍＬＰＢＳ中の１０6の細胞を次いで、雌性ヌードマウス

（Ｃｈａｒｌｅｓ  Ｒｉｖｅｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ）の側方浅在筋膜中に皮

下注射した（１群あたりｎ＝５）（例えば、ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ／３０６６４１

８８．ｍ９９マウスと称する）。１１日および１４日後に、腫瘍形成をカリパス

でアッセイした。

      【０４１２】

  １１日後に、腫瘍形成は、ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ／３０６６４１８８．ｍ９９マ

ウスにおいて明らかであった。ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ／３０６６４１８８．ｍ９９

マウス（５／５）は、腫瘍サイズ６．７３±０．５８ｍｍ3の腫瘍形成について

ポジティブであった。培養１４日後、腫瘍サイズにおける顕著な減少がｐＣＥＰ

４／Ｓｅｃ／３０６６４１８８．ｍ９９マウスにおいて明らかであり、３／５の
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マウスはポジティブであり、そして平均腫瘍容積は、１．４４±０．８８ｍｍ3

であった。顕著に、そしてポジティブコントロールとして、ｂＦＧＦで処理され

た５匹のマウスのうち５匹は、容積が６６．５６±１３．２ｍｍ3に増加した腫

瘍を発生した。コントロールベクターマウス（０／５）は、腫瘍形成についてネ

ガティブであった。これらのデータは、３０６６４１８８．ｍ９９過剰発現がヌ

ードマウスにおける腫瘍形成を誘導するが、腫瘍は時間の関数として消失するよ

うであることを強く示唆する。顕著なことに、これらのデータは、ＮＩＨ３Ｔ３

形質転換アッセイにおいて述べた形態学的復帰特性と等しい。

      【０４１３】

  （実施例１２．３０６６４１８８．ｍ９９タンパク質のインタクトおよび切断

産物の精製）

  特定の実験において、ベクターｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ／３０６６４１８８．ｍ９

９での処理が、ＤＮＡ合成または細胞増殖を生じないということが観察された。

さらなる実験において、３０６６４１８８．ｍ９９馴化培地は、血清の存在下で

成長したＨＥＫ２９３細胞から得られた（実施例６）。３０６６４１８８．ｍ９

９遺伝子産物を、カチオン交換クロマトグラフィー、次いでニッケルアフィニテ

ィクロマトグラフィーにより精製した。このタンパク質産物を、ＳＤＳ－ＰＡＧ

Ｅで非還元条件および還元条件下で操作し、そしてクマシー染色を現像した。結

果を図１０Ａおよび１０Ｂに示す。血清の存在下、３０６６４１８８．ｍ９９遺

伝子産物は、約３５ｋＤａのタンパク質として非還元条件下で現れた（図１０Ｂ

）。しかし、このポリペプチドは、還元条件下で操作した場合は３つの分解バン

ドとして現れる。２つのバンドの見かけの分子量は、２２～２５ｋＤａ（バンド

Ｉ）、約１６ｋＤａ（バンドＩＩ）および約５～６ｋＤａ（バンドＩＩＩ）であ

った。これらのフラグメントのＮ末端アミノ酸分析は、バンドＩおよびＩＩの両

方が３０６６４１８８．ｍ９９アミノ酸配列の残基２４７で始まり、そしてバン

ドＩＩＩが残基３３９で始まるということを示した。これらの結果は、バンドＩ

に対応するポリペプチドの切断がバンドＩＩおよびＩＩＩのフラグメントを生成

することと一致する。非還元条件下で観察された３５ｋＤａのバンドが、バンド

Ｉを含むダイマーであり、そして／または還元条件下で観察されたバンドＩおよ
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びＩＩＩを含む結合したポリペプチドであるという可能性がある。

      【０４１４】

  アミノ末端分析は、血清の存在下で成長したｐＣＥＰ４ｓｅｃ／３０６６４１

８８．ｍ９９－トランスフェクト２９３細胞からの遺伝子産物（上記の手順に従

って単離される）が、全長タンパク質のカルボキシ末端フラグメントであるとい

うことを示す。非還元条件下で見出された３５ｋＤａのバンドは、以下でｐ３５

と呼ぶ。

      【０４１５】

  ２９３細胞が血清の非存在下で培養され、次いで前の段落に記載された同じ単

離手順および検出手順を行う場合、異なる遺伝子産物が観察される。非還元条件

下で、約８５ｋＤａにバンドが観察される（図１０Ａ）。このタンパク質は、以

下でｐ８５と呼ぶ。還元条件下で観察された対応する遺伝子産物は、約５３～５

４ｋＤａで見出される。この遺伝子産物のＮ末端アミノ酸分析は、ｐＣＥＰ４ｓ

ｅｃ／３０６６４１８８．ｍ９９（実施例６）において使用される複数のクロー

ニング部位のアミノ酸を提供する。Ｉｇκリーダー配列に対応する残基（複数の

クローニング部位から上流にクローニングされる）は、無い。これらの結果は、

血清の非存在下で得られる遺伝子産物が、ｐＣＥＰ４ｓｅｃ／３０６６４１８８

．ｍ９９にコードされる完全アミノ酸配列を表わす。ｐ８５ポリペプチドは、還

元ＳＤＳ－ＰＡＧＥで観察された５０ｋＤａ種のダイマーであると考えられる。

      【０４１６】

  （実施例１３．３０６６４１８８．ｍ９９タンパク質のインタクトなフラグメ

ントおよび切断フラグメントの活性）

  精製されたｐ８５およびｐ３５ＦＣＴＲＸタンパク質を、ある範囲の濃度でＮ

ＩＨ３Ｔ３細胞に別々に適用した。ＢｒｄＵの組込みを、実施例８に記載のよう

に評価した。結果を図１１に示す。ｐ８５が、使用された最も高い濃度を除いて

コントロールのレベルと同じである成長促進活性を有することが分かる。他方、

ｐ３５は、非分別ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ／３０６６４１８８馴化培地よりも少なく

とも活性であった。５０％の最大ＤＮＡ合成を与えるｐ３５の濃度は、２０ｎｇ

／ｍＬと５０ｎｇ／ｍＬとの間である。
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      【０４１７】

  これらの結果は、インタクトな３０６６４１８８．ｍ９９由来のｐ３５フラグ

メントが、成長促進活性を有するが、．ｍ９９タンパク質のインタクトなダイマ

ー形態（ｐ８５）は、活性を有さないことを示唆する。従って、実施例９および

１１で見られた形質転換および腫瘍形成の復帰は、このようなより長い時間の培

養物においてｐ３５様種のｐ８５からの形成を阻害するかまたは防ぐ種の発生の

結果であり得る。

      【０４１８】

  （実施例１４．マウスＰＤＧＦＤｃＤＮＡの単離）

  ＰＤＧＦＤポリペプチドをコードするマウス核酸配列を、マウス脳ライブラリ

ー（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）からＰＣＲにより順方向プライマー；

      【０４１９】

【化２】

（配列番号４４）および逆方向プライマー：

      【０４２０】

【化３】

（配列番号４５）を使用して増幅した。

      【０４２１】

  マウスポリヌクレオチド（配列番号５）およびそれにコードされる対応するポ

リペプチド（配列番号６）を、表３に示す。

      【０４２２】
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  （実施例１５．ＰＤＧＦＤ遺伝子のゲノム構成）

  ＧｅｎＢａｎｋから得られるゲノムＤＮＡ配列を利用して、ＰＤＧＦＤ遺伝子

のエキソン／イントロン構成を決定した。イントロン／エキソン境界は、標準コ

ンセンサススライスパラメータ（１６１６．Ｓ．Ｍｏｕｎｔ、Ｎｕｃｌｅｉｃ  

Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．１０，４５９－４７２．（１９８２）．）を利用して推定

した。第Ｉ相ゲノムＤＮＡ配列は、ＰＤＧＦ  Ｄ遺伝子が、ＰＤＧＦ  Ａおよび

ＰＤＧＦ  Ｂと同様に、７つのエキソン（図１３）から構成されることを明らか

にする。ＢＬＡＳＴＮ分析は、以下のゲノムクローンに対するヒット（＞９９％

）を生じた：登録番号ＡＣ０２６６４０、ＡＣ０２３１２９、ＡＣ０２４０５２

、およびＡＣ０６７８７０。全てのクローンは、第１１ｑ２３．３－２４染色体

にマッピングされた。染色体位置を、さらに放射ハイブリッド分析により精密化

した。

      【０４２３】

  開始コドンはエキソン１に位置し、そしてＴＡＡ終止コドンはエキソン７に位

置する。エキソン１はＡＣ０２３１２９に位置し、一方エキソン２～７は、ＡＣ

０２４０５２上に位置する。これらのエキソンの過半数を含むクローン（ＡＣ０

２３１２９およびＡＣ０２４０５２）は、第Ｉ相の順番でないゲノムクローンで

あり、イントロンサイズは決定できなかった。ＰＤＧＦ  Ｄについては、ＣＵＢ

（エキソン２および３）およびＰＤＧＦ（エキソン６および７）ドメインの両方

は、２つのエキソンにわたっていた。ＰＤＧＦ  Ｄは、ＰＤＧＦ  Ａエキソン６

スプライス改変体およびＰＤＧＦ  Ｂにおいて見出されるＣＯＯＨ末端保持モチ

ーフを欠く（Ｗ．ＬａＲｏｃｈｅｌｌｅ、Ｍ．Ｍａｙ－Ｓｉｒｏｆｆ、Ｋ．Ｒｏ

ｂｂｉｎｓ、Ｓ．Ａａｒｏｎｓｏｎ、Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖ．５，１１９１－１１

９９（１９９１）．）。インフレーム終止コドンは、開始メチオニンの９ｂｐ上

流に見出された。

      【０４２４】

  （実施例１６．３０６６４１８８．０．９９の新規スプライス改変体の分子ク

ローニング）

  この実施例において、クローニングは、クローン３０６６４１８８．０．９９
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の新規なスプライス（ｓｐｉｃｅ）改変体について記載される。オリゴヌクレオ

チドプライマーを、この配列をＰＣＲ増幅するために設計した。これらのプライ

マーは、以下：

      【０４２５】

【化４】

（配列番号４６）、および

      【０４２６】

【化５】

（配列番号４７）を含む。

      【０４２７】

  ＰＣＲ反応を、５ｎｇのヒト膵臓ｃＤＮＡテンプレートを使用して設定した。

反応混合物は、５０μリットル容積で、それぞれ１μＭの３０６６４１８８  Ｅ

ｃｏ順方向プライマーおよび３０６６４１８Ｘｈｏ逆方向プライマー、５マイク

ロモルｄＮＴＰ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｐａｌｏ  Ａ

ｌｔｏ  ＣＡ）および１マイクロリットルの５０×Ａｄｖａｎｔａｇｅ－ＨＦ２

ポリメラーゼ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｐａｌｏ  Ａｌ

ｔｏ  ＣＡ）を含んでいた。以下のＰＣＲ反応条件を使用した：

  ａ）９６℃  ３分

  ｂ）９６℃  ３０秒変性

  ｃ）７０℃  ３０秒、プライマーアニーリング。この温度は、１℃／サイクル

で徐々に下げられた。
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      【０４２８】

  ｄ）７２℃  １分伸長

  工程（ｂ）～（ｄ）を１０回繰り返す

  ｅ）９６℃  ３０秒変性

  ｆ）６０℃  ３０秒アニーリング

  ｇ）７２℃  １分伸長

  工程（ｅ）～（ｇ）を２５回繰り返す

  ｈ）７２℃  ５分の最終伸長。

      【０４２９】

  １０４１ｂｐを有する３０６６４１８８．０．９９の全長クローンについて推

定される増幅産物（１０４１ｂｐを有する）に加えて、２つのさらなるバンドが

検出された。これらのフラグメントをアガロースゲルから精製し、そしてｐＣＲ

２．１ベクター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）に連結した

。クローン化したインサートを、Ｍ１３順方向プライマーおよびＭ１３逆方向プ

ライマーおよび実施例１に示される４つの遺伝子特異的プライマーを使用して配

列決定した。

      【０４３０】

  両方のクローニングされたインサートを、配列決定し、そして３０６６４１８

８．０．９９のより短いスプライス形態が確かめられた。

      【０４３１】

  （実施例１７．組換えＰＤＧＦ  ＤＤの精製）  ＰＤＧＦＤの遺伝子産物を、

１Ｌスピナーフラスコ中の多孔性ミクロキャリア（Ｃｕｌｔｉｓｐｈｅｒｅ－Ｇ

Ｌ、Ｈｙｃｌｏｎｅ；Ｌｏｇａｎ，ＵＴ）上で成長させたＨＥＫ２９３細胞で発

現させた。実施例２および４に示されるように、組換えＰＤＧＦ  Ｄ遺伝子は、

３’末端に６×Ｈｉｓ融合を含む。細胞を、５％ウシ胎児血清（ＦＢＳ）の存在

下または非存在下で、１％ペニシリン／ストレプトマイシン含有ＤＭＥＭ／Ｆ１

２培地で成長させた。この馴化培地を、遠心分離（４０００×ｇ４℃で１５分間

）により採取し、ＰＯＲＯＳ  ＨＳ５０カラム（ＰＥ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ；

  Ｆｏｓｔｅｒ  Ｃｉｔｙ、ＣＡ）（２０ｍＭＴｒｉｓ－アセテート（ｐＨ７．
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０）で予め平衡化されている）上にロードした。平衡化緩衝液で洗浄した後、結

合したタンパク質をＮａＣｌ段階勾配（０．２５Ｍ、０．５Ｍ、１．０Ｍおよび

２．０Ｍ）で溶出した。ＰＤＧＦ  ＤＤ  ｐ３５（１．０Ｍ  ＮａＣｌ段階溶出

）またはｐ８５（０．５Ｍ  ＮａＣｌ段階溶出）（実施例１２を参照のこと）を

含有するフラクションをプールし、そして等容積のリン酸緩衝化生理食塩水（Ｐ

ＢＳ）（ｐＨ８．０、０．５Ｍ  ＮａＣｌ含有）で希釈し、次いで硫酸ニッケル

（ＰＥ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）を予め充填したＰＯＲＯＳ  ＭＣ２０カラム上

にロードした。ＰＢＳ／０．５Ｍ  ＮａＣｌで洗浄した後、結合しているタンパ

ク質をイミダゾールの線形勾配（０～０．５Ｍ）で溶出した。ＰＤＧＦ  ＤＤ（

ＰＤＧＦ  Ｄのホモダイマー）を含有する（１００～１５０ｍＭイミダゾールフ

ラクションをプールし、そして２回１０００容積の２０ｍＭＴｒｉｓ－ＨＣｌ（

ｐＨ７．５、５０ｍＭ  ＮａＣｌ）に対して透析した。タンパク質純度を、ドデ

シル硫酸ナトリウム－ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ；  

４－２０％  Ｔｒｉｓ－グリシン勾配ゲル；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｃａｒｌｓ

ｂａｄ、ＣＡ）分析により＞９５％であると見積もられた（例えば、図１０Ａを

含む実施例１２の結果を参照のこと）。

      【０４３２】

  （ＰＤＧＦ  Ｄの生化学的特性）  ＰＤＧＦ  Ｄの遺伝子産物の生化学的特性

を調べるために、ｃＤＮＡがコードするＰＤＧＦ  Ｄタンパク質を哺乳動物発現

ベクターｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ－３０６６４１８８（実施例４）にサブクローニン

グした。この構築物は、エピトープタグ（Ｖ５）およびポリヒスチジンタグをタ

ンパク質のＣＯＯＨ末端に組込み、その同定および精製を補助する（発現ベクタ

ーｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ－３０６６４１８８；実施例４）。

      【０４３３】

  ２９３ＨＥＫ細胞へのトランスフェクションおよび無血清培地での成長に続い

て、約４９ｋＤａの見かけの分子量を有する分泌されたポリペプチド（ｐ４９種

）を、還元条件下でウエスタンブロット分析により同定した（図１４、レーン２

）。ｐ４９の見かけの分子量が約４３ｋＤａの期待された値より大きいという事

実は、グリコシル化に起因し得る。対照的に、２０ｋＤタンパク質は、ＰＤＧＦ
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  Ｄトランスフェクト細胞をＦＢＳの存在下で成長させた場合に分泌された（図

１４Ａ、レーン３）。模擬トランスフェクト細胞からの馴化培地は、抗Ｖ５抗体

（図１４Ａ，レーン１）と反応しなかった。

      【０４３４】

  さらに、ＰＦＧＦ  Ｄを、ＦＢＳの存在下または非存在下で発現させ、そして

＞９５％の均質性まで精製した。図１４Ｂ（レーン２）に示されるように、ＰＤ

ＧＦ  Ｄの無血清条件下での発現は、このゲルをクマシーブルーで染色した場合

に、還元条件下で期待された４９ｋＤの遺伝子産物の検出をもたらした。約８４

ｋＤａの見かけの分子量を有するポリペプチド種（ｐ４９のダイマーｐ８５種に

対応する）は、非還元条件下で見られた（図１４Ｂ，レーン１）。ＰＤＧＦ  Ｄ

Ｄを血清含有馴化培地から精製し、そして非還元条件下で操作した場合に、約３

５ｋＤａ（ｐ３５）の見かけの分子量を有する種が観察された（図１４Ｂ、レー

ン３）。還元条件下でｐ３５がクマシーブルーで可視化された場合に３つのバン

ドを生じることが見出され、これらは、約２０、１４、および６ｋＤａの見かけ

の分子量で移動する（図１４Ｂ、レーン４）。

      【０４３５】

  ｐ３５のアミノ末端配列分析は、Ｒ２４７またはＲ２４９後のタンパク質分解

を示した（図１５）。図１５のパネルＡに示されるように、２つのペプチドが見

出され、１つはＧｌｙＡｒｇで始まり（これらの２つの残基は下線を付して示さ

れる）、そして２つ目は第３の残基Ｓｅｒで始まる。これらのペプチドの比は、

ＳＹＨＤＲ：ＧＲＳＹＨＤＲ＝４：１であることが見出された。図１５（パネル

ＢおよびＣ）におけるさらなる配列決定結果は、さらなるプロセシングがクマシ

ーブルー染色で示されるが抗Ｖ５ウエスタンブロットでは示されない残りのポリ

ペプチド、すなわち１６ｋＤａおよび６ｋＤａの種を示した。これらは、結合し

てｐ３５を生じる。

      【０４３６】

  この実施例に示される結果は、ＰＤＧＦ  Ｄ遺伝子産物がホモ蛋白（ｈｏｌｏ

ｐｒｏｔｅｉｎ）形態（ｐ８５）およびＣ末端フラグメント（ｐ３５）の両方の

ダイマーであることを示す。ｐ８５形態は、ＦＢＳの存在下でプロセシングされ
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てｐ３５形態を生じるようである。これらのダイマー形態を、ＰＤＧＦ  ＤＤと

呼ぶ。

      【０４３７】

  （実施例１８．ウシ胎児血清および子ウシ血清の存在下での３０６６４１８８

遺伝子産物のプロセシング）

  ３０６６４１８８遺伝子産物を、増加する濃度の子ウシ血清（図１６、パネル

Ａ）またはウシ胎児血清（パネルＢ）の存在下でインキュベートした。これらの

結果は、ウシ胎児血清（パネルＢ）のみが３０６６４１８８遺伝子産物のｐ８５

形態をプロセシングしてｐ３５を生じるが、子ウシ血清（パネルＡ）は生じない

ことを実証した。

      【０４３８】

  （実施例１９．ＤＮＡ合成の誘導）

  この実施例は、ＰＤＧＦ  ＤＤのＤＮＡ合成を誘導する能力を実証する。

      【０４３９】

  種々の細胞を、９６ウェルプレートで約１００％のコンフルエンスまで培養し

、洗浄し、ＤＭＥＭを供給し、そして２４時間飢餓状態にした。次いで組換えＰ

ＤＧＦ  ＤＤ、ＰＤＧＦ  ＡＡ、またはＰＤＧＦ  ＢＢを、示された濃度で１８

時間細胞に添加した。いくつかの例において、細胞は未処理であるかまたは１０

％ＦＢＳで処理した。ＢｒｄＵアッセイを、製造者（Ｒｏｃｈｅ  Ｍｏｌｅｃｕ

ｌａｒ  Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ、Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ、ＩＮ）の指示

に従って５時間のＢｒｄＵ組込み時間を使用して行った。

      【０４４０】

  ヒトＣＣＤ１０７０包皮線維芽細胞において、ｐ３５が約２０ｎｇ／ｍｌの最

大濃度の半分でＤＮＡ合成を誘導することが決定された（図１７Ａ）。対照的に

、ｐ８５は、１００ｎｇ／ｍｌの濃度まで出ＤＮＡ合成を誘導しなかった。比較

的に、ＰＤＧＦ  ＡＡおよびＰＤＧＦ  ＢＢは、それぞれ約５および８ｎｇ／ｍ

ｌの最大ＤＮＡ合成の半分を誘導した。ＰＤＧＦ  ＤＤおよびＰＤＧＦ  ＢＢは

、最大用量において同様のＤＮＡ合成を誘導したが、ＰＤＧＦ  ＡＡは、４倍低

い効力であった。
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      【０４４１】

  ＮＩＨ３Ｔ３胚性肺線維芽細胞において、ｐ３５は、約２０ｎｇ／ｍｌの半最

大濃度でＤＮＡ合成を誘導した（図１７Ｂ）。対照的にｐ８５は１μｇ／ｍｌま

での濃度でＤＮＡ合成組み込みを誘導せず（図１７Ｂ）、ｐ３５またはＰＤＧＦ

  ＢＢ誘導ＤＮＡ合成を遮断しなかった。

      【０４４２】

  ｐ３５はまた、種々のヒト細胞（ＭＧ－６３骨肉腫細胞および一次平滑筋細胞

）においてＤＮＡ合成を誘導した。このことは、ＰＤＧＦ  ＤＤが、潜伏性成長

因子であり、その活性はＰＤＧＦコアドメインのＣＵＢ含有領域からのタンパク

質分解解離に依存するということを示唆する。

      【０４４３】

  （実施例２０  細胞増殖）

  この実施例は、ＰＤＧＦ  ＤＤが細胞成長を持続させ得るということを実証す

る。ＮＩＨ３Ｔ３線維芽細胞を、６ウェルプレートで約３５％のコンフルエンス

まで培養し、ＤＭＥＭで洗浄し、次いで８時間飢餓状態にする。次いで細胞を、

組換えＰＤＧＦ  ＤＤ、ＰＤＧＦ  ＡＡ、またはＰＤＧＦ  ＢＢ（２００ｎｇ／

ｍｌ）または５％ＦＢＳを補充したＤＭＥＭのいずれかで処理した。成長因子を

２４時間後に添加し、そしてトリプシン処理後にＢｅｃｋｍａｎ  Ｃｏｕｌｔｅ

ｒ  Ｚ１シリーズカウンター（Ｂｅｃｋｍａｎ  Ｃｏｕｌｔｅｒ、Ｆｕｌｌｅｒ

ｔｏｎ、ＣＡ）を使用して定量した。

      【０４４４】

  ＰＤＧＦ  ＤＤは、未処理の細胞に比較して、１日目の後にＮＩＨ３Ｔ３細胞

数が約２倍増加し、そして２日目の後に約４倍増加した。この増殖の増加は、Ｐ

ＤＧＦ  ＡＡおよびＰＤＧＦ  ＢＢの増加と同様である（図１７Ｃ）。ＰＤＧＦ

  ＤＤはまた、ＣＣＤ１０７０線維芽細胞の成長、およびいくつかの平滑筋型由

来の細胞の成長を数日間にわたって持続させ得、そしてＰＤＧＦ  ＢＢと組み合

わせて使用される場合、ＮＩＨ３Ｔ３細胞の成長速度をわずかに増大させる。

      【０４４５】

  （実施例２１  ＰＤＧＦレセプターチロシンリン酸化）
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  この実施例は、ＰＤＧＦ  ＤのＰＤＧＦレセプターに結合する能力を実証する

。

      【０４４６】

  ＮＩＨ３Ｔ３線維芽細胞を、血清飢餓状態にし、次いで２００ｎｇ／ｍｌのＰ

ＤＧＦ  ＤＤ、ＰＤＧＦ  ＡＡまたはＰＤＧＦ  ＢＢで１０分間処理した。細胞

を一回ＰＢＳ、１００μＭのオルトバナジン酸ナトリウムで洗浄した。全細胞溶

解物を、ＲＩＰＡ緩衝液［５０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣＩ、ｐＨ７．４、５０ｍＭ

  ＮａＣｌ、１．０％Ｔｒｉｔｏｎ  Ｘ－１００、５ｍＭ  ＥＤＴＡ、１０ｍＭ

ピロリン酸ナトリウム、５０ｍＭ  フッ化ナトリウム、１ｍＭオルトバナジン酸

ナトリウム、１ｍＭフェニルメチルスルホニルフルオリド、ロイペプチン（１０

μｇ／ｍｌ）ペプスタチン（１０μｇ／ｍｌ）、およびアプロチニン（１μｇ／

ｍｌ）］に可溶化し、超音波処理し、そして氷上で３０分間インキュベートした

。溶解物を１５，０００×ｇで１０分間遠心分離することにより清澄化した。等

量の全タンパク質を含む上清を抗αＰＤＧＦＲ抗体または抗βＰＤＧＦＲ抗体（

Ｓａｎｔａ  Ｃｒｕｚ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ；  Ｓａｎｔａ  Ｃｒｕｚ

、ＣＡ、５μｇ）と共に２時間インキュベートした。次に、１００μｌの１：１

スラリーのＧタンパク質アガロースを２時間添加した。免疫複合体を、３回ＲＩ

ＰＡ緩衝液で洗浄した。１００ｍＭジチオトレイトールを含有するＳＤＳ－ＰＡ

ＧＥサンプル緩衝液を添加し、そしてこのサンプルを４～１５％ＳＤＳ－ポリア

クリルアミドゲルで分別した。Ｉｍｍｏｂｉｌｏｎ  Ｐ膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ

；Ｂｅｄｆｏｒｄ、ＭＡ）に電気泳動移行した後、フィルターをＴＴＢＳ（２０

ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ７．４、１５０ｍＭ  ＮａＣｌ、０．０５％Ｔｗ

ｅｅｎ  ２０）、３％無脂肪乳でブロックした。次いで膜を抗αもしくはβＰ  

ＰＤＧＦＲ  抗体（１：５００）または抗ホスホチロシンモノクローナル抗体（

ＵｐｓｔａｔｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  Ｉｎｃ．；Ｌａｋｅ  Ｐｌａｃｉ

ｄ、ＮＹ、１：１０００）と共に１～２時間ＴＴＢＳ、１％ＢＳＡ、中でインキ

ュベートし、そして４回ＴＴＢＳで洗浄した。結合した抗体を、セイヨウワサビ

ペルオキシダーゼ（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ  Ｍａｎｎｈｅｉｍ、Ｉｎｄｉａｎａ

ｐｏｌｉｓ、ＩＮ）に結合体化したヤギ抗ウサギＩｇＧ（全分子；１：２，００
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０）またはヤギ抗マウスＩｇＧ（Ｈ＆Ｌ；１：１０，０００）と共に１時間イン

キュベーションし、次いでＴＴＢＳで４回洗浄した後検出した。増強化学発光（

（Ａｍｅｒｓｈａｍ；Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ、ＮＪ）を製造者のプロトコルに従

って実行した。

      【０４４７】

  ＰＤＧＦ  ＤＤがαおよび／またはβＰＤＧＦＲを介してシグナル伝達し得る

可能性を調べるために、チロシン残基上でのＰＤＧＦＲ自己リン酸化をリガンド

処理の後に調べた。ＮＩＨ３Ｔ３線維芽細胞を、血清飢餓状態にし、そして１０

０ｎｇ／ｍｌ３０６６、ＰＤＧＦ  ＡＡまたはＰＤＧＦ  ＢＢで１０分間刺激し

た。細胞を１回ＰＢＳ、１００μＭオルトバナジン酸ナトリウムで洗浄した。全

細胞溶解物を、ＲＩＰＡ緩衝液［５０ｍＭ  Ｔｒｉｓ  ｐＨ７．４，５０ｍＭ  

ＮａＣｌ、１．０％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００，５ｍＭ  ＥＤＴＡ、１０ｍＭピロ

リン酸ナトリウム、５０ｍＭフッ化ナトリウム、１ｍＭオルトバナジン酸ナトリ

ウム、１ｍＭフェニルメチルスルホニルフルオリド、ロイペプチン（１０ｕｇ／

ｍｌ）、ペプスタチン（１０ｕｇ／ｍｌ）、およアプロチニン（１ｕｇ／ｍｌ）

］への溶解、超音波処理、および氷上での３０分間のインキュベーションにより

調製した。溶解物を１４，０００ｒｐｍで１０分間遠心分離することにより清澄

化した。等量の全タンパク質を含む溶解物を抗αＰＤＧＦＲ抗体または抗βＰＤ

ＧＦＲ抗体と共に２時間インキュベートした。次に、１００μｌの１：１スラリ

ーのＧタンパク質アガロースを２時間添加した。免疫複合体を、３回ＲＩＰＡ緩

衝液で洗浄した。１００ｍＭジチオトレイトールを含有するドデシル硫酸ポリア

クリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）サンプル緩衝液を添加し、そし

てこのサンプルを４～１５％ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲルで分別した。Ｉｍ

ｍｏｂｉｌｏｎ  Ｐ膜に電気泳動移行した後、フィルターをＴＴＢＳ（２０ｍＭ

  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ７．４、１５０ｍＭ  ＮａＣｌ、０．０５％Ｔｗｅｅ

ｎ  ２０）、３％無脂肪乳でブロックした。次いで膜を抗αもしくはβＰＤＧＦ

Ｒ  抗体（１：１０００）または抗ホスホチロシン（１：１０００）と共に１～

２時間ＴＴＢＳ、１％ＢＳＡ、中でインキュベートし、そして４回ＴＴＢＳで洗

浄した。結合した抗体を、セイヨウワサビペルオキシダーゼ（Ａｍｅｒｓｈａｍ
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、Ａｒｌｉｎｇｔｏｎ  Ｈｅｉｇｈｔｓ、ＩＬ）に結合体化したヤギ抗ウサギＩ

ｇＧ（全分子；１：１０，０００）またはヤギ抗マウスＩｇＧ（１：１０，００

０）と共に３０分間インキュベーションし、次いでＴＴＢＳで４回洗浄した後検

出した。増強化学発光（Ａｍｅｒｓｈａｍ）を製造者のプロトコルに従って実行

した。

      【０４４８】

  図１７Ｄに示されるように、ＮＩＨ３Ｔ３線維芽細胞のＰＤＧＦ  ＤＤへの１

０分間の曝露は、αおよびβＰＤＧＦＲのチロシンリン酸化を誘導する。観察さ

れたリン酸化は、ＰＤＧＦ  ＢＢ処理の後に観察されたリン酸化と同一であった

。予想されるように、ＰＤＧＦ  ＡＡは、αＰＤＧＦＲリン酸化のみを誘導し、

このアッセイの特異性を確認した。ＰＤＧＦ  ＤＤは、（ＰＤＧＦ  ＢＢと同様

、しかしＰＤＧＦ  ＡＡは同様でない）はまた、βＰＤＧＦＲのみ発現するＨ－

１５７細胞におけるβＰＤＧＦＲのチロシンリン酸を誘導し得る（Ｋ．Ｆｏｒｓ

ｂｅｒｇ、Ｊ．Ｂｅｒｇｈ、Ｂ．Ｗｅｓｔｅｒｍａｒｋ、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃ

ｅｒ  ５３，５５６－５６０（１９９３））。これらのデータは、ＰＤＧＦ  Ｄ

Ｄ（ＰＤＧＦ  ＢＢも同様）は、αＰＤＧＦＲおよびβＰＤＧＦＲの両方の活性

化により細胞の成長および増殖を刺激する。

      【０４４９】

  （実施例２２．３０６６４１８８  ｐ８５の、ＮＩＨ／３Ｔ３細胞の成長を誘

導する他の成長因子との競合）

  ＮＩＨ３Ｔ３細胞を、ＰＤＧＦ  ＢＢ単独と共に、３０６６４１８８  ｐ３５

単独と共に、１００倍増加濃度のｐ８５の存在下のｐ３５と共に、または１００

倍増加濃度のｐ８５の存在下のＰＤＧＦ  ＢＢ（図１８において左から右）と共

にインキュベートした。細胞成長を、ＢｒｄＵ組込みアッセイにより決定した。

３０６６４１８８  ｐ３５単独およびＰＤＧＦ  ＢＢ単独は、細胞を飢餓状態に

することにより生じるよりもＮＩＨ３Ｔ３細胞の成長を深く刺激する（図１８、

左）。ｐ８５は、これらの成長因子の何れかにより誘導される成長に対して、非

常に高濃度の５０００ｎｇ／ｍＬでさえ全く効果を有さないことが示される。従

って、ｐ８５（これは、全長遺伝子産物のダイマー）は、ｐ３５およびＰＤＧＦ
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  ＢＢが結合するレセプター（単数または複数）についてのアフィニティを全く

有さない。この実験は、ｐ８５のｐ３５へのプロセシングは、３０６６４１８８

遺伝子産物がその活性をはたらかせるための必要条件であることを示す。

      【０４５０】

  （実施例２３．成長因子での処理により誘導される差次的遺伝子発現）  

  ＧｅｎｅＣａｌｌｉｎｇTM反応を、３時間２００ｎｇのＰＤＧＦ  ＤＤ、ＰＤ

ＧＦ  ＢＢ、ＰＤＧＦ  ＡＡまたはコントロール緩衝液（２０  ｍＭ  Ｔｒｉｓ

－ＨＣｌ、ｐＨ  ７．５，５０ｍＭ  ＮａＣｌ）で処理されたＣＣＤ１０７０一

次ヒト包皮線維芽細胞に対して行われる。ＧｅｎｅＣａｌｌｉｎｇTM分析は、米

国特許第５，８７１，６９７号、およびＳｈｉｍｋｅｔｓ  ｅｔ  ａｌ．，「Ｇ

ｅｎｅ  ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ  ａｎａｌｙｓｉｓ  ｂｙ  ｔｒａｎｓｃｒｉｐ

ｔ  ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ  ｃｏｕｐｌｅｄ  ｔｏ  ａ  ｇｅｎｅ  ｄａｔａｂａ

ｓｅ  ｑｕｅｒｙ」Ｎａｔｕｒｅ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  １７：  １９

８－８０３（１９９９）（本明細書中にその全体が参考として援用される）で完

全に記載される。

      【０４５１】

  ３つの同じサンプルを各処理のために調製した。全ＤＮＡをＴｒｉｚｏｌ（Ｌ

ｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｉｎｃ．；Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ  ＭＤ）で

単離し、そしてポリ（Ａ）＋ｍＲＮＡを調製した。ｃＤＮＡをＳｕｐｅｒｓｃｒ

ｉｐｔ  ＩＩ（Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｉｎｃ．）を使用して合

成し、次いで６ｂｐの認識部位制限エンドヌクレアーゼの４８の別々の対により

消化した。この制限フラグメントを、次いでビオチンおよび蛍光標識の両方でタ

グ化し、そしてＰＣＲで２０サイクル増幅した。個々の消化由来の得られた産物

を、ストレプトアビジンカラムで分離し、そして両方の制限酵素認識部位を含有

するフラグメントを溶出し、そしてこれらをＭｅｇａＢａｃｅ機器（Ｍｏｌｅｃ

ｕｌａｒ  Ｄｙｎａｍｉｃｓ；  Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ、ＣＡ）でのキャピラリ電

気泳動で分割した。トレースデータ出力を、Ｏｐｅｎ  Ｇｅｎｏｍｅ  Ｉｎｉｔ

ｉａｔｉｖｅソフトウエアスーツ（Ｓｈｉｍｋｅｔｓ  ｅｔ  ａｌ．、（１９９

９）．）で分析し、そして各処理の間で差次的に発現したピークおよびビヒクル
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コントロールを、ＧｅｎｅＳｃａｐｅＴＭデータ分析スーツを使用して同定した

。差次的に発現されたフラグメントの各々についての推定の遺伝子を、各フラグ

メントについて決定されたサイズならびに末端制限部位の存在により予め決定さ

れた１２ｂｐの公知の配列を使用して帰属した。遺伝子帰属を、上記に記載され

るオリゴヌクレオチド中毒化を使用するデータベースルックアップにより確かめ

た。オリゴヌクレオチド中毒化は、米国特許出願第０９／３８１，７７９号（１

９９９年８月７日出願）に完全に、およびＳｈｉｍｋｅｔｓら（１９９９）（本

明細書中に参考として援用される）に記載される。

      【０４５２】

  ｃＤＮＡの４８対の制限酵素でのフラグメンテーションは、約８５％、または

ＣＣＤ１０７０転写物（ｔｏｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ）の１９，０００の個々

の遺伝子フラグメント（Ｒ．Ｓｈｉｍｋｅｔｓ  ｅｔ  ａｌ．、（１９９９））

の概観をもたらした。図１９Ａに示されるように３０１の遺伝子フラグメント（

全ての発現された遺伝子の１．６％を表わす）は、少なくとも１つの処理により

差次的に調節される（±２倍より多い、影を付けた枠または線を引いた枠）こと

が見出された。ＰＤＧＦ  ＡＡは、最も制限された活性を実証し、５７の遺伝子

フラグメントのみの発現を変更した（図１９Ａ；発現された線維芽細胞遺伝子の

０．３％）。ＰＤＧＦ  ＤＤおよびＰＤＧＦ  ＢＢは、２０９（発現された遺伝

子の１．１％）および２８９（発現された遺伝子の１．５％）の遺伝子フラグメ

ントをそれぞれ調節した。検出された全ての遺伝子フラグメントのうち２３７（

７８．５％）がアッセイされた処理において上方調節されたので、全てのＰＤＧ

Ｆタンパク質は、転写に対する優先的誘導効果を示した（図１９Ａ）。

      【０４５３】

  驚くべきことに、ＰＤＧＦ  ＤＤにより調節された２０９遺伝子フラグメント

のうち、１９９は、ＰＤＧＦ  ＢＢにより同様に影響を受けた（図１９Ａ）。図

１９Ｂに示されるように、ＰＤＧＦ  ＤＤおよびＢＢの両方に調節された遺伝子

としては、分泌サイトカイン／ケモカイン（例えば、血管内皮細胞成長因子（Ｖ

ＥＧＦ）、ＩＬ－１１、プレＢ細胞増強因子、単球走化性タンパク質（ＭＣＰ－

１））、レセプター（例えば、ＩＬ－１レセプター）、プロテアーゼおよびプロ
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テアーゼインヒビタ－（例えば、プラスミノゲン活性化因子インヒビターー１）

、シグナル伝達モジュール／転写因子（例えば、グアニレート結合タンパク質１

およびアデノシルメチオニンデカルボキシラーゼ）、および基質関連タンパク質

が挙げられる。さらに、ＰＤＧＦ  ＢＢは、差次的にさらなる９０の遺伝子フラ

グメントを調節したが、ＰＤＧＦ  ＤＤによって有意には影響しなかった（＜±

２倍）。ＰＤＧＦ  ＢＢにより優先的に誘導される遺伝子の例としては、例えば

、プラスミノゲン活性化因子インヒビタ－ー２、進行性（ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏ

ｎ）関連タンパク質、グリセロールキナーゼ、およびアミノペプチダーゼＮ／Ｃ

Ｄ１３が挙げられる。これらの結果は、ＰＤＧＦ  ＤＤおよびＰＤＧＦ  ＢＢが

、同様のシグナル伝達機構を共有することを示し、これらが同一のレセプターを

介してシグナル伝達するということを示唆する（Ｆａｍｂｒｏｕｇｈ  Ｄ、Ｍｃ

Ｃｌｕｒｅ  Ｋ、Ｋａｚｌａｕｓｋａｓ  Ａ、Ｌ．ＥＳ、Ｃｅｌｌ  ９７，７２

７－７４１（１９９９））。

      【０４５４】

  （実施例２４．レセプター抗体の非存在下または存在下での成長因子に応じた

ＣＣＤ１０７０細胞の成長の競合）

  ＣＣＤ１０７０細胞を、３０６６４１８８、ＰＤＧＦ  ＡＡまたはＰＤＧＦ  

ＢＢの精製したｐ３５形態の存在下でインキュベートした。各場合において、成

長因子をそれ自体でインキュベートするか、または非特異的抗体（Ｒａｂ）と共

に、またはαＰＤＧＦレセプター（αＲａｂ）に得意的な抗体、βＰＤＧＦレセ

プター（βＲａｂ）に得意的な抗体、または両方の特異的抗体の存在下でインキ

ュベートした。特異的抗体を、Ｒ＆ＤＳｕｓｔｅｍｓ由来であり、そして１０μ

ｇ／ｍｌで添加した。細胞の成長を、ＢｒｄＵの取り込みを決定することにより

、ＢｒｄＵ取り込みに特異的なＥＬＩＳＡアッセイを使用してモニターした。

      【０４５５】

  これらの結果を図２０に示す。ｐ３５の存在下で、ＢｒｄＵの取り込みは、抗

βＰＤＧＦレセプターとの共インキュベーション、または両方の特異的抗体の混

合物との共インキュベーションにより減少することが分かる。同じパターンは、

ＰＤＧＦ  ＢＢにより誘導される成長で観察される。他方では、ＰＤＧＦ  ＡＡ
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では、成長因子により誘導される成長は、抗αＰＤＧＦレセプター抗体の存在下

で減少するか、またはこの混合物の存在下で減少する。

      【０４５６】

  この実験の結果は、３０６６４１８８遺伝子産物の活性形態ｐ３５が、ＰＤＧ

Ｆβレセプターに対して優先的に、または排他的に結合し、そしてαレセプター

に対して最少に結合するか全く結合しないということを示す。

      【０４５７】

  （実施例２５．成長因子による肺動脈平滑筋細胞成長の刺激）

  この実施例は、ＰＤＧＦ  ＤＤの肺動脈平滑筋細胞の成長を刺激する能力を実

証する。

      【０４５８】

  ３０６６４１８８、ＰＤＧＦ  ＡＡまたはＰＤＧＦ  ＢＢのｐ３５ダイマーを

、種々の濃度で肺動脈平滑筋細胞（Ｃｌｏｎｔｉｃｓ）に、６ウェルプレートで

約３５％のコンフルエンスまで培養した後に添加し、ＤＭＥＭで洗浄し、そして

一晩飢餓状態にした。１８時間後、ＢｒｄＵを添加し、そして５時間後に細胞を

ＢｒｄＵ組込みについてＢｒｄＵ指向ＥＬＩＳＡを使用して分析した。

      【０４５９】

  これらの結果を図２１に示す。ｐ３５ダイマーでの処理により達成された最大

の効果は、ＰＤＧＦ  ＡＡおよびＰＤＧＦ  ＢＢの両方により生じた効果を超え

る。実施例２３に見出されるように、ｐ３５ダイマーの効果とＰＤＧＦ  ＢＢの

効果は、ＰＤＧＦ  ＡＡで得られる効果より密接に互いに似ていることが分かる

。試験された３つ全ての成長因子のうち、ｐ３５ダイマーは、ＢｒｄＵ組込みに

より決定される場合、平滑筋細胞において最大の成長を誘導し、得られた５０％

最大効果は、１２．５ｎｇ／ｍＬ未満であった。

      【０４６０】

  （実施例２６：種々の増殖促進処置に応じた肺動脈平滑筋細胞の増殖）

  本実施例は、肺動脈平滑筋細胞の増殖を刺激するＰＤＧＦ  ＤＤの能力を示す

。

      【０４６１】
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  肺動脈平滑筋細胞を、６ウェルプレートに約３５％コンフルエントまで培養し

、ＤＭＥＭで洗浄し、そして一晩血清除去（ｓｔａｒｖｅ）した。次いで、細胞

を、組換え３０６６４１８８、ＰＤＧＦ  ＡＡ、もしくはＰＤＧＦ  ＢＢ（２０

０ｎｇ／ｍｌ）または１０％  ＦＢＳを補充したＤＭＥＭで３日間給餌した。培

養液を除去して、そしてさらなる２～３日間同一の培地と置換した。平滑筋細胞

増殖アッセイを定量化するために、細胞をトリプシン処理し、そしてＢｅｃｋｍ

ａｎ  Ｃｏｕｌｔｅｒ  Ｚ１シリーズカウンター（Ｂｅｃｋｍａｎ  Ｃｏｕｌｔ

ｅｒ，Ｆｕｌｌｅｒｔｏｎ，ＣＡ）を用いて計数した。

      【０４６２】

  これらの結果を図２２に示す。ＰＤＧＦは細胞数において中程度の増加を生成

し、一方、３０６６４１８８での処置は、コントロールと比較して、ＰＤＧＦで

観察されたもののほぼ２倍の効果を提供する。１０％ＦＢＳでの処置を用いるポ

ジティブコントロールは、非常に目立った効果を与えた。３０６６４１８８およ

びＰＤＧＦ  ＢＢでの平滑筋細胞の処置は、血清で観察された平坦な棍棒（ｃｌ

ｕｂ）形状の表現型とは対照的に、伸長した二極性の紡錘体形状の表現型を導い

た。

      【０４６３】

  ３０６６４１８８は、肺動脈平滑筋細胞増殖の効果的な刺激剤であり、３０６

６４１８８および３０６６４１８８抗体は創傷治癒、組織修復および軟骨修復に

おける治療的使用を有することを示唆する。さらに、３０６６４１８８に対して

指向された抗体は、患者の脈間構造の再狭窄の阻害または防止における治療的使

用を有し得る。

      【０４６４】

  （実施例２７：種々の増殖促進処置に応じた伏在静脈細胞の増殖）

  本実施例は、伏在静脈細胞における増殖を刺激するＰＤＧＦ  ＤＤの能力を示

す。伏在静脈細胞を、実施例２６に記載されるように処置し、そして分析した。

これらの結果を図２３に示す。ＰＤＧＦは、細胞数においてコントロールで見ら

れる細胞数のほぼ５倍の増殖を提供する３０６６４１８８での処置によるよりも

わずかに低い増加を生成するようだ。１０％ＦＢＳでの処置を使用するポジティ
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ブコントロールは、非常に目立った効果を与えた。３０６６４１８８は、伏在静

脈細胞増殖の効果的な刺激剤であり、３０６６４１８８および３０６６４１８８

抗体は創傷治癒、組織修復および軟骨修復における治療的使用を有することを示

唆する。さらに、３０６６４１８８に対して指向された抗体は、患者の脈間構造

の再狭窄の阻害または防止における治療的使用を有し得る。

      【０４６５】

  （実施例２８：ＮＩＨ３Ｔ３マウス細胞の増殖の阻害）

  本実施例は、抗３０６６４１８８抗体のＮＩＨ３Ｔ３細胞の増殖を阻害する能

力を示す。ＮＩＨ３Ｔ３線維芽細胞を、３０６６４１８８単独の存在下、または

増加する濃度の抗体と組合わせた３０６６４１８８の存在下で増殖する。３０６

６４１８８に対して指向された完全なヒトポリクローナル抗体、またはコントロ

ールとしての非免疫抗体のいずれかを使用した。発明の詳細な説明の「抗体」の

項に上記されたもののような方法によって、ポリクローナル抗体を得た。

      【０４６６】

  これらの結果を、図２４に示す。３０６６４１８８特異的抗体は、３０６６４

１８８単独での処置によって誘導される増殖効果を排除するようである。非免疫

抗体での処置は、誘導された増殖において何ら減少をもたらさない。特異的抗体

は、約５００ｎｇ／ｍｌの濃度で５０％最大効果を有する。平行した実験におい

て、抗３０６６４１８８抗体は、ＰＤＧＦ  ＡＡまたはＰＤＧＦ  ＢＢによって

誘導されるＮＩＨ／３Ｔ３細胞の増殖に何ら影響を及ぼさない。

      【０４６７】

  ３０６６４１８８特異的抗体での処置についての治療的適用は、例えば、３０

６６４１８８によって刺激される増殖が有利に阻害または防止される任意の病理

学または疾患を含む。これらの病理学としては、例えば、脈間構造の増殖に関す

る疾患、炎症障害（例えば、関節炎）、腸疾患、アテローム硬化症、開存性脈間

構造の再狭窄、および種々の固形腫瘍が挙げられる。

      【０４６８】

  （他の実施形態）

  本発明はその詳細な説明と組合わせて記載されるが、前述の記載は、添付の特
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許請求の範囲によって規定される本発明の範囲を例示することを意図し、本発明

の範囲を限定することを意図しないことが理解される。他の局面、利点、および

改変は、添付の特許請求の範囲の範囲内である。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、クローン３０６６４１８８．０．９９のアミノ酸配列の、ヒト分泌成

長因子様タンパク質ＶＥＧＦ－Ｅアミノ酸配列（配列番号２４）のアミノ酸配列

との整列の図である。

    【図２】

  図２は、Ｅ．ｃｏｌｉ細胞において発現される３０６６４１８８．ｍ９９タン

パク質のウエスタンブロットの図である。

    【図３】

  図３は、ヒト２８３細胞により分泌される３０６６４１８８．ｍ９９タンパク

質のウエスタンブロットの図である。

    【図４Ａ】

  図４Ａは、クローン３０６６４１８８．０．９９のタンパク質の成熟形態の組

換え産生、精製および正確な分子量についてのスキームの概略図である。

    【図４Ｂ】

  図４Ｂは、３０６６４１８８．ｍ９９ポリペプチドの発現を示す２つのウエス

タンブロット分析の図を含む。

    【図５】

  図５は、種々の処置に応じたＢｒｄＵのＮＩＨ３Ｔ３細胞およびＣＣＤ－１０

７０細胞への組込みを示すグラフである。

    【図６】

  図６は、種々の処置に応じたＮＩＨ３Ｔ３  ５－２４細胞の増殖を示すグラフ

である。

    【図７】

  図７は、模擬（ｍｏｃｋ）処置または３０６６４１８８に曝露されたＮＩＨ３

Ｔ３細胞における細胞数を示すグラフである。
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    【図８】

  図８は、ｐＣＥＰ４ｓｅｃ  ＣＭまたは３０６６４１８８タンパク質での処理

に応じたＮＩＨ  ３Ｔ３細胞の細胞密度および細胞形態学を示す顕微鏡写真であ

る。

    【図９】

  図９は、種々の処理に応じたＮＨｏｓｔ骨芽細胞における細胞数の変化を示す

グラフ（ｐｈｏｔｏｍｉｃｒｏｇｒａｐｈ）である。

    【図１０】

  図１０Ａは、血清の非存在下で培養されたＨＥＫ２９３細胞により発現された

３０６６４１８８．ｍ９９のウエスタンブロットの図である。図１０Ｂは、血清

の存在下で培養されたＨＥＫ２９３細胞により発現された３０６６４１８８．ｍ

９９タンパク質のＳＤＳ－ＰＡＧＥの図である。

    【図１１】

  図１１は、３０６６４１８８．ｍ９９タンパク質のｐ８５フラグメントに刺激

されたＮＩＨ３Ｔ３細胞およびｐ３５フラグメントに刺激されたＮＩＨ３Ｔ３細

胞に組み込まれたＢｒｄＵの用量適定の図である。

    【図１２】

  図１２は、ＰＤＧＦファミリーメンバー間のコアＰＤＧＦドメインの比較を示

す図である。ヒトおよびマウスＰＤＧＦ  ＤコアＰＤＧＦドメインは、ヒトＰＤ

ＧＦ  Ｃ、ヒトＰＤＧＦ  Ｂおよびヒト  ＰＤＧＦ  ＡコアＰＤＧＦドメイン（

ＧｅｎＢａｎｋ登録番号：それぞれＡＡＦ８０５９７、Ｐ０１１２７およびＰ０

４０８５）と整列された。恒常システイン残基に影をつける。アスタリスクは、

ＰＤＧＦ  Ｄには無い保存システイン残基を示す。

    【図１３】

  図１３は、ヒトＰＤＧＦ  Ｄ遺伝子のヌクレオチドおよび推定アミノ酸配列の

図である。ヒトＰＤＧＦ  Ｄゲノム構造もまた示される。開始コドンおよび終止

コドンは、四角で囲まれ、そしてイントロン／エキソン境界は、矢印で示される

。

    【図１４】
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  図１４は、ＰＤＧＦ  ＤのウエスタンブロットおよびＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析の

図を示す。パネルＡにおいて、ｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ（レーン１）またはｐＣＥＰ

４／Ｓｅｃ－ＰＤＧＦ  Ｄ（レーン２および３）で一時的にトランスフェクトさ

れ、そしてＦＢＳの存在下（レーン３）または非存在下（レーン１および２）で

培養されたＨＥＫ２９３細胞の馴化培地由来のサンプルを、還元条件下でＳＤＳ

－ＰＡＧＥにより試験し、次いで抗Ｖ５抗体を使用する免疫ブロット分析した。

パネルＢにおいて、ＦＢＳの存在下（レーン３および４）または非存在下（レー

ン１および２）で培養されたｐＣＥＰ４／Ｓｅｃ－ＰＤＧＦ  Ｄトランスフェク

トＨＥＫ２９３細胞由来の精製されたＰＤＧＦ  Ｄを、ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより

分割し、そしてクマシーブルーで染色した。サンプルを、ＤＴＴを用いて（＋）

および用いずに（－）処理した。分子量マーカーを左に示す。

    【図１５】

  図１５は、ｐ３５から得られ、そしてＮ末端配列決定により同定されたフラグ

メントの図を示す。各パネルにおいて、黒い上の配列はクローン由来の推定配列

であり、そして灰色の下の配列は、Ｎ末端配列決定から得られた配列である。斜

線の影は、ｐ３５の２つのフラグメントを示す。水平の影は、Ｖ５エピトープを

示しそして垂直な影は、６Ｈｉｓタグを示し、これらの両方は、ベクターｐＣＥ

Ｐ４／Ｓｅｃ－３０６６４１８８に起源を有する（実施例４）。パネルＡにおい

て、２つの配列は同定され、１つはＧｌｙＡｒｇで始まり（これら２つの残基は

下線を付してしめされる）、そして２つ目は、第３の残基Ｓｅｒで始まる。

    【図１６】

  図１６は、ウシ胎児血清（パネルＢ）および子ウシ血清（パネルＡ）の存在下

での３０６６４１８８遺伝子産物のＳＤＳ－ＰＡＧＥの図である。各パネルにお

けるレーン１およびレーン２は、基準３０６６４１８８ｐ３５単独または血清存

在下をそれぞれ示す。各パネルにおけるレーン３は、血清非存在下でのｐ８５を

示し、そしてレーン４～６は、増加した濃度の各血清の存在下のｐ８５を示す。

    【図１７】

  図１７は、組換えＰＤＧＦ  ＤＤの生物学的活性およびＰＤＧＦレセプターの

活性化（ＤＮＡ合成および細胞増殖に対するその効果を含む）を示す図を含む。
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パネルＡおよびＢは、ＢｒｄＵ組込みアッセイを示す。ＣＣＤ１０７０ヒト（Ａ

）線維芽細胞またはＮＩＨ  ３Ｔ３マウス（Ｂ）線維芽細胞を、血清飢餓状態に

し、ＰＤＧＦ  ＤＤ  ｐ３５（黒丸）、ＰＤＧＦ  ＤＤ  ｐ８５（黒三角）  Ｐ

ＤＧＦ  ＢＢ（白三角）またはＰＤＧＦ  ＡＡ（黒四角）と共に１８時間インキ

ュベートし、そしてＢｒｄＵ組込みアッセイで分析した。パネルＣは、増殖アッ

セイを示す。ＮＩＨ  ３Ｔ３細胞を、示された因子（記号は上に示す）または５

％子ウシ血清（白丸）を補充した無血清培地でインキュベートし、そして示され

た時間間隔で計数した。パネルＤは、線維芽細胞におけるＰＤＧＦＲ活性化を示

す。ＮＩＨ  ３Ｔ３線維芽細胞を、１８時間血清飢餓状態にし、そしてＰＤＧＦ

  ＤＤ、ＰＤＧＦ  ＡＡ、またはＰＤＧＦ  ＢＢ（２００ｎｇ／ｍｌ）の非存在

下または存在下で１０分間インキュベートした。次いで、全細胞溶解物を、αま

たはβＰＤＧＦレセプター（ＰＤＧＦＲ）に対して指向される抗体を用いて免疫

沈降（ＩＰと称する）し、そして抗ホスホチロシンｍＡｂ（抗ＰＹ）、抗αＰＤ

ＧＦＲ抗体または抗βＰＤＧＦＲ抗体を用いてウエスタンブロット分析にかけた

。ＰＤＧＦＲの位置を示す。

    【図１８】

  図１８は、３０６６４１８８ｐ８５の、ＮＩＨ／３Ｔ３細胞の増殖を誘導する

他の成長因子との競合、およびＮＩＨ／３Ｔ３細胞の細胞増殖に対する３０６６

４１８８ｐ３５またはＰＤＧＦ  ＢＢのいずれかの存在下での１００倍範囲の３

０６６４１８８ｐ８５の添加の効果を示す図である。

    【図１９】

  図１９は、ＰＤＧＦ  ＤＤ、ＰＤＧＦ  ＢＢ、およびＰＤＧＦ  ＡＡ処理後の

差次的遺伝子発現分析の図である。パネルＡにおいて、一次ヒト包皮線維芽細胞

を、ＰＤＧＦ  ＤＤ、ＰＤＧＦ  ＢＢ、ＰＤＧＦ  ＡＡまたはコントロール緩衝

液で３時間処理した。全ＲＮＡを採取し、そしてＧｅｎｅＣａｌｌｉｎｇ（米国

特許第５，８７１，６９７号およびＲ．  Ｓｈｉｍｋｅｔｓ  ｅｔ  ａｌ．，Ｎ

ａｔ．  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１８，７９８－８０３（１９９９））にかけた

。各処理により誘導された（灰色の影をつけた枠）または抑制された（灰色の線

引きをした枠）共有遺伝子フラグメントの数を右に示す。パネルＢにおいて、Ｐ
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ＤＧＦ  ＤＤおよびＰＤＧＦ  ＢＢにより誘導された代表的な遺伝子を示す。倍

増（ｆｏｌｄ）誘導（灰色の影をつけた枠）または抑制（灰色の線引きをした枠

）を各枠に示す。

    【図２０】

  図２０は、レセプター抗体の非存在下または存在下での成長因子に応じたＣＣ

Ｄ１０７０細胞の増殖の競合の結果を示す図である。ＣＣＤ１０７０細胞を、３

０６６４１８８のｐ３５形態、ＰＤＧＦ  ＡＡまたはＰＤＧＦ  ＢＢの存在下で

インキュベートした。各場合において、成長因子をそれ自体で、非特異的抗体（

Ｒａｂ）と共に、αＰＤＧＦレセプターに特異的な抗体（αＲａｂ）またはβＰ

ＤＧＦレセプターに特異的な抗体（βＲａｂ）と共に、あるいは両方の特異的抗

体の存在下でインキュベートした。

    【図２１】

  図２１は、成長因子による肺動脈平滑筋細胞の増殖の刺激の図である。平滑筋

細胞を、精製したｐ３５ＰＤＧＦ  ＤＤ、ＰＤＧＦ  ＡＡまたはＰＤＧＦ  ＢＢ

で示された濃度において処理し、そしてＤＮＡに組み込まれたＢｒｄＵの量を決

定した。

    【図２２】

  図２２は、種々の処理に応じた肺動脈平滑筋細胞の増殖を示す図である。

    【図２３】

  図２３は、種々の処理に応じた伏在静脈細胞の増殖を示す図である。

    【図２４】

  図２４は、特異的抗体での処理による、３０６６４１８８により誘導されたＮ

ＩＨ  ３Ｔ３マウス細胞の増殖の中和を示す図である。
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