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(54)【発明の名称】 新規転写因子ＣＡＲＰ－２

(57)【要約】
ＣＡＲＰ－２ポリペプチドおよびポリヌクレオチドなら
びに組換え法によりそのようなポリペプチドを産生する
方法が開示される。また、診断アッセイにおいてＣＡＲ
Ｐ－２ポリペプチドおよびポリヌクレオチドを用いる方
法も開示される。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  （ａ）配列番号１の配列を含むポリヌクレオチドによってコ

ードされるポリペプチドと；

  （ｂ）配列番号２のポリペプチド配列に対して少なくとも９５％の同一性を有

するポリペプチド配列を含むポリペプチドと；

  ｃ）配列番号２のポリペプチド配列に対して少なくとも９５％の同一性を有す

るポリペプチドと；

  ｄ）配列番号２のポリペプチド配列と；

  （ｅ）（ａ）～（ｄ）におけるそのようなポリペプチドのフラグメントおよび

変異体と

からなる群より選択されるポリペプチド。

    【請求項２】  配列番号２のポリペプチド配列を含む、請求項１に記載のポ

リペプチド。

    【請求項３】  配列番号２のポリペプチド配列である、請求項１に記載のポ

リペプチド。

    【請求項４】  （ａ）配列番号１のポリヌクレオチド配列に対して少なくと

も９５％の同一性を有するポリヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチドと；

  （ｂ）配列番号１のポリヌクレオチドに対して少なくとも９５％の同一性を有

するポリヌクレオチドと；

  （ｃ）配列番号２のポリペプチド配列に対して少なくとも９５％の同一性を有

するポリペプチド配列をコードするポリヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチ

ドと；

  （ｄ）配列番号２のポリペプチド配列に対して少なくとも９５％の同一性を有

するポリペプチド配列をコードするポリヌクレオチド配列を有するポリヌクレオ

チドと；

  （ｅ）配列番号１の配列または少なくとも１５ヌクレオチドを有するそのフラ

グメントを有する標識プローブにより、ストリンジェントなハイブリダイゼーシ

ョン条件下でライブラリをスクリーニングすることによって得られる、少なくと

も１００ヌクレオチドのヌクレオチド配列を有するポリヌクレオチドと；
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  （ｆ）（ａ）～（ｅ）のポリヌクレオチドのＲＮＡ等価物であるポリヌクレオ

チドと；

  （ｇ）（ａ）～（ｆ）のいずれかの前記ポリヌクレオチドに相補的なポリヌク

レオチド配列と；

  （ｈ）（ａ）～（ｇ）のいずれかのポリヌクレオチドの変異体またはフラグメ

ントであるか、または前記のポリヌクレオチドに対してその全長にわたり相補的

であるポリヌクレオチドと

からなる群より選択されるポリヌクレオチド。

    【請求項５】  （ａ）配列番号１のポリヌクレオチドを含むポリヌクレオチ

ドと；

  （ｂ）配列番号１のポリヌクレオチドと；

  （ｃ）配列番号２のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列を含むポ

リヌクレオチドと；

  （ｄ）配列番号２のポリペプチドをコードするポリヌクレオチドと

からなる群より選択される、請求項４に記載のポリヌクレオチド。

    【請求項６】  前記発現ベクターが適合する宿主細胞中に存在するときに、

請求項１～３のいずれかに記載のポリペプチドを産生することができるポリヌク

レオチドを含む発現系。

    【請求項７】  請求項１～３のいずれかに記載のポリペプチドを発現する、

請求項６に記載の発現ベクターを含む組換え宿主細胞またはその膜。

    【請求項８】  請求項１～３のいずれかに記載のポリペプチドを産生する方

法であって、請求項７に記載の宿主細胞を、前記ポリペプチドの産生に十分な条

件下で培養する段階と、ポリペプチドを培地から回収する段階とを含む方法。

    【請求項９】  免疫グロブリンＦｃ領域と請求項１～３のいずれかに記載の

ポリペプチドとからなる融合蛋白質。

    【請求項１０】  請求項１～３のいずれかに記載のポリペプチドに対して免

疫特異的な抗体。

    【請求項１１】  請求項１～３のいずれかに記載のポリペプチドの機能また

はレベルを刺激または阻害する化合物を同定するためのスクリーニング法であっ
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て、

  （ａ）候補化合物の前記ポリペプチド（または前記ポリペプチドを発現する細

胞もしくは膜）またはその融合蛋白質への結合を、候補化合物に直接または間接

的に結合した標識によって、定量的または定性的に測定または検出すること；

  （ｂ）標識競合物質存在下で、候補化合物の前記ポリペプチド（またはポリペ

プチドを発現する細胞もしくは膜）またはその融合蛋白質への結合の競合を測定

すること；

  （ｃ）候補化合物が前記ポリペプチドの活性化または阻害によって発生するシ

グナルを生じるかどうかを、前記ポリペプチドを発現する細胞または細胞膜に適

当な検出システムを用いて試験すること；

  （ｄ）候補化合物を請求項１～３のいずれかに記載のポリペプチドを含む溶液

と混合して混合物を調製し、混合物中の前記ポリペプチドの活性を測定し、かつ

混合物の活性を、候補化合物を含まない対照混合物と比較すること；または

  （ｅ）細胞中の前記ポリペプチドをコードするｍＲＮＡまたは前記ポリペプチ

ドの産生に対する候補化合物の効果を、例えばＥＬＩＳＡアッセイを用いて検出

すること；および

  （ｆ）生物工学的または化学的標準法に従って前記化合物を産生することと

からなる群より選択される方法を含む方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

    （発明の分野）

  本発明は、以下において「新規転写因子（ＣＡＲＰ－２）」としばしば呼ばれ

る、新しく同定されたポリペプチドおよびそのようなポリペプチドをコードする

ポリヌクレオチドと、診断においておよび治療上有用となる可能性のあるアゴニ

スト、アンタゴニストでありうる化合物の同定のためのそれらの使用と、そのよ

うなポリペプチドおよびポリヌクレオチドの産生とに関する。

      【０００２】

    （発明の背景）

  創薬プロセスは現在、「機能ゲノム科学」、すなわちハイスループットのゲノ

ム生物学または遺伝子生物学を取り入れ、根本的改革が進められている。治療標

的として遺伝子および遺伝子産物を同定する手段としてのこのアプローチは、「

ポジショナルクローニング」に基づく初期のアプローチに速やかに取って代わろ

うとしている。生体機能または遺伝子の疾患である表現型を同定し、次いでその

遺伝子地図上の位置に基づき、担当遺伝子にたどり着くことになる。

      【０００３】

  機能ゲノム科学は、現在入手可能な多くの分子生物学データベースから、興味

深いと思われる遺伝子配列を同定するために、ハイスループットＤＮＡ配列決定

法およびバイオインフォマティクスの様々なツールに大きく依存している。創薬

のための標的として、さらなる遺伝子およびその関連するポリペプチド／蛋白質

を同定し、特徴付けることが継続して必要とされている。

      【０００４】

    （発明の概要）

  本発明はＣＡＲＰ－２、特にＣＡＲＰ－２ポリペプチドおよびＣＡＲＰ－２ポ

リヌクレオチド、組換え物質、ならびにそれらの産生法に関する。そのようなポ

リペプチドおよびポリヌクレオチドは、異なる病因の急性および慢性心不全、心

筋梗塞、心臓肥大、不整脈、心筋炎、肺（ｐｕｌｏｍａｒｙ）高血圧、心臓毒性

（例えば化学療法による）、冠動脈性心疾患を含む特定の疾患の治療法に関連し
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て興味が持たれるが、疾患はこれらに限定されることはない。異なる病因の急性

および慢性心不全、心筋梗塞、心臓肥大、不整脈、心筋炎、肺（ｐｕｌｏｍａｒ

ｙ）高血圧、心臓毒性（例えば化学療法による）、冠動脈性心疾患は、以下にお

いては「本発明の疾患」と呼ぶ。さらなる態様において、本発明は、本発明によ

って提供される物質を用いてアゴニストおよびアンタゴニスト（例えば阻害剤）

を同定する方法、ならびに同定された化合物によってＣＡＲＰ－２不均衡に関連

する状態を治療する方法に関する。さらなる態様において、本発明は不適当なＣ

ＡＲＰ－２活性またはレベルに関連する疾患を検出するための診断アッセイに関

する。

      【０００５】

    （発明の説明）

  第一の態様において、本発明はＣＡＲＰ－２ポリペプチドに関する。そのよう

なポリペプチドには下記のものが含まれる：

（ａ）配列番号１の配列を含むポリヌクレオチドによってコードされるポリペプ

チド；

（ｂ）配列番号２のポリペプチド配列に少なくとも９５％、９６％、９７％、９

８％、または９９％の同一性を有するポリペプチド配列を含むポリペプチド；

（ｃ）配列番号２のポリペプチド配列を含むポリペプチド；

（ｄ）配列番号２のポリペプチド配列に少なくとも９５％、９６％、９７％、９

８％、または９９％の同一性を有するポリペプチド；

（ｅ）配列番号２のポリペプチド配列；および

（ｆ）配列番号２のポリペプチド配列と比較して、０．９５、０．９６、０．９

７、０．９８、または０．９９の同一性指数を有するポリペプチド配列を有する

、またはそのようなポリペプチド配列を含むポリペプチド；

（ｇ）（ａ）から（ｆ）におけるそのようなポリペプチドのフラグメントおよび

変異体。

      【０００６】

  本発明のポリペプチドは、ポリペプチドの心臓アンキリンリピート転写因子（

Ｃａｒｄｉａｃ  Ａｎｋｙｒｉｎ  Ｒｅｐｅａｔ  Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
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  Ｆａｃｔｏｒｓ）ファミリーのメンバーであると考えられている。これらはし

たがって、ＣＡＲＰ２は蛋白質－蛋白質相互作用に関与するアンキリンリピート

を含む蛋白質ファミリーのメンバーであるため、興味が持たれる。最も近いホモ

ログであるＣＡＲＰは公知の転写因子であり、その発現は心臓、骨格筋、および

内皮細胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ  ｃｅｌ）に限定されている。

      【０００７】

  ＣＡＲＰ－２の生物学的性質は、以下においては「ＣＡＲＰ－２の生物活性」

または「ＣＡＲＰ－２活性」と呼ぶ。好ましくは、本発明のポリペプチドは少な

くとも１つのＣＡＲＰ－２の生物活性を示す。

      【０００８】

  本発明のポリペプチドにはまた、すべての対立型およびスプライス変異体を含

む、上記ポリペプチドの変異体も含まれる。そのようなポリペプチドは、保存的

もしくは非保存的であってもよい、挿入、欠失、および置換、またはその任意の

組合せにより、基準ポリペプチドとは異なる。特に好ましい変異体は、いくつか

のアミノ酸、例えば、５０～３０個、３０～２０個、２０～１０個、１０～５個

、５～３個、３～２個、２～１個または１個のアミノ酸が、任意の組合せで挿入

、置換、または欠失されているものである。

      【０００９】

  本発明のポリペプチドの好ましいフラグメントには、配列番号２のアミノ酸配

列に由来する少なくとも３０、５０もしくは１００個の隣接アミノ酸を有するア

ミノ酸配列を含む単離ポリペプチド、または配列番号２のアミノ酸配列から短縮

もしくは欠失された少なくとも３０、５０もしくは１００個の隣接アミノ酸を有

するアミノ酸配列を含む単離ポリペプチドを含む。好ましいフラグメントは、Ｃ

ＡＲＰ－２の生物活性を仲介する生物学的に活性なフラグメントである。これに

は、類似の活性もしくは改善された活性を持つもの、または望ましくない活性が

減少したフラグメントを含む。また、動物、特にヒトにおいて抗原性または免疫

原性であるそのようなフラグメントも好ましい。

      【００１０】

  本発明のポリペプチドのフラグメントは、対応する完全長ポリペプチドをペプ
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チド合成により産生するために用いることもできる。したがって、これらの変異

体は本発明の完全長ポリペプチドを産生するための中間体として用いることもで

きる。本発明のポリペプチドは、「成熟型」蛋白質の形であってもよく、または

前駆体もしくは融合蛋白質などのより大きい蛋白質の一部であってもよい。分泌

配列もしくはリーダー配列、プロ配列、精製を助ける配列、例えば複数のヒスチ

ジン残基、または組換え産生中の安定性のための追加配列を含む、追加のアミノ

酸配列を含むことは多くの場合好都合である。

      【００１１】

  本発明のポリペプチドは任意の好適な方法で、例えば、単離型天然原料、発現

系（下記参照）を含む遺伝子操作された宿主細胞からの単離により、もしくは例

えば自動ペプチド合成機を用いた化学合成により、またはそのような方法の組合

せにより調製することができる。そのようなポリペプチドを調製する方法は、当

技術分野においてよく知られている。

      【００１２】

  さらなる態様において、本発明はＣＡＲＰ－２ポリヌクレオチドに関する。そ

のようなポリヌクレオチドには下記のものが含まれる：

（ａ）配列番号１のポリヌクレオチド配列に対し少なくとも９５％、９６％、９

７％、９８％、または９９％の同一性を有するポリヌクレオチド配列を含むポリ

ヌクレオチド；

（ｂ）配列番号１のポリヌクレオチドを含むポリヌクレオチド；

（ｃ）配列番号１のポリヌクレオチドに対し少なくとも９５％、９６％、９７％

、９８％、または９９％の同一性を有するポリヌクレオチド；

（ｄ）配列番号１のポリヌクレオチド；

（ｅ）配列番号２のポリペプチド配列に対し少なくとも９５％、９６％、９７％

、９８％、または９９％の同一性を有するポリペプチド配列をコードするポリヌ

クレオチド配列を含むポリヌクレオチド；

（ｆ）配列番号２のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列を含むポリ

ヌクレオチド配列；

（ｇ）配列番号２のポリペプチド配列に少なくとも９５％、９６％、９７％、９
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８％、または９９％の同一性を有するポリペプチド配列をコードするポリヌクレ

オチド配列を有するポリヌクレオチド；

（ｈ）配列番号２のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド；

（ｉ）配列番号１のポリヌクレオチド配列と比較した場合、０．９５、０．９６

、０．９７、０．９８、または０．９９の同一性指数を有するポリヌクレオチド

配列を有する、またはそのようなポリヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチド

；

（ｊ）配列番号２のポリペプチド配列と比較した場合、０．９５、０．９６、０

．９７、０．９８、または０．９９の同一性指数を有するポリペプチド配列をコ

ードするポリヌクレオチド配列を有するか、またはそのようなポリヌクレオチド

配列を含むポリヌクレオチド；および

前述のポリヌクレオチドのフラグメントおよび変異体であるか、または前述のポ

リヌクレオチドに、その全長にわたり相補的であるポリヌクレオチド。

      【００１３】

  本発明のポリヌクレオチドの好ましいフラグメントは、配列番号１の配列に由

来する少なくとも１５、３０、５０もしくは１００個の隣接ヌクレオチドを有す

るヌクレオチド配列を含む単離ポリヌクレオチド、または配列番号１の配列から

短縮もしくは欠失された少なくとも３０、５０もしくは１００個の隣接ヌクレオ

チドを有する配列を含む単離ポリヌクレオチドを含む。

      【００１４】

  本発明のポリヌクレオチドの好ましい変異体は、スプライス変異体、対立変異

体、および１つまたは複数の一塩基多型（ＳＮＰ）を有するポリヌクレオチドを

含む多型を含む。

      【００１５】

  本発明のポリヌクレオチドは、配列番号２のアミノ酸配列を含むポリペプチド

変異体であって、いくつか、例えば、５０～３０個、３０～２０個、２０～１０

個、１０～５個、５～３個、３～２個、２～１個または１個のアミノ酸残基が、

任意の組合せで置換、欠失または付加されているポリペプチド変異体をコードす

るポリヌクレオチドも含む。
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      【００１６】

  さらなる態様において、本発明は、本発明のＤＮＡ配列のＲＮＡ転写物である

ポリヌクレオチドを提供する。したがって下記のＲＮＡポリヌクレオチドが提供

される：

（ａ）配列番号２のポリペプチドをコードするＤＮＡ配列のＲＮＡ転写物を含む

ＲＮＡポリヌクレオチド；

（ｂ）配列番号２のポリペプチドをコードするＤＮＡ配列のＲＮＡ転写物である

ＲＮＡポリヌクレオチド；

（ｃ）配列番号１のＤＮＡ配列のＲＮＡ転写物を含むＲＮＡポリヌクレオチド；

または

（ｄ）配列番号１のＤＮＡ配列のＲＮＡ転写物であるＲＮＡポリヌクレオチド；

およびそれらに対して相補的であるＲＮＡポリヌクレオチド。

      【００１７】

  配列番号１のポリヌクレオチド配列は、サイトカイン誘導性核蛋白質に対する

ヒトｍＲＮＡ（Ｃｈｕ，Ｗ．ｅｔ  ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７０（

１７），１０２３６～１０２４５（１９９５））と相同性を示す。配列番号１の

ポリヌクレオチド配列は、配列番号２のポリペプチドをコードするｃＤＮＡ配列

である。配列番号２のポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列は、配列

番号１のポリペプチドコーディング配列と同一であってもよく、または配列番号

１以外の配列であるが、遺伝暗号の重剰性（縮重）の結果、同じく配列番号２の

ポリペプチドをコードする配列である。配列番号２のポリペプチドは、サイトカ

イン誘導性核蛋白質に対するヒトｍＲＮＡ（Ｃｈｕ，Ｗ．ｅｔ  ａｌ．，Ｊ．Ｂ

ｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７０（１７），１０２３６～１０２４５（１９９５））と

相同性および／または構造的類似性を有する、心臓アンキリンリピート転写因子

ファミリーの他の蛋白質に関係している。

      【００１８】

  本発明の好ましいポリペプチドおよびポリヌクレオチドは、特に、それらの相

同ポリペプチドおよびポリヌクレオチドと類似する生物学的機能／性質を有する

と予想される。さらに、本発明の好ましいポリペプチドおよびポリヌクレオチド
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は少なくとも１つのＣＡＲＰ－２活性を有する。

      【００１９】

  本発明のポリヌクレオチドは、標準的なクローニングおよびスクリーニング法

を用いてヒト心臓細胞中のｍＲＮＡ由来ｃＤＮＡライブラリから得ることができ

る（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ  ｅｔ  ａｌ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎ

ｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ  Ｅｄ．，Ｃｏｌｄ

  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ

  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．（１９８９）参照）。本発明のポリヌ

クレオチドはゲノムＤＮＡライブラリなどの天然原料から得ることもでき、また

はよく知られている商業的に利用可能な技法を用いて合成することもできる。

      【００２０】

  本発明のポリヌクレオチドを本発明のポリペプチドの組換え産生に用いるとき

、ポリヌクレオチドは成熟ポリペプチドのコーディング配列をそれ自体で、ある

いは読み枠中に成熟ポリペプチドのコーディング配列を、リーダーもしくは分泌

配列、プレ、もしくはプロまたはプレプロ蛋白質配列、あるいは他の融合ペプチ

ド部分など他のコーディング配列と共に含んでいてもよい。例えば、融合ポリペ

プチドの精製を助ける標識配列をコードすることもできる。本発明のこの態様に

おけるある好ましい実施形態において、標識配列はｐＱＥベクター（Ｑｉａｇｅ

ｎ，Ｉｎｃ．）において提供され、Ｇｅｎｔｚ  ｅｔ  ａｌ．，Ｐｒｏｃ  Ｎａ

ｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ（１９８９）８６：８２１～８２４に記載され

ているヘキサヒスチジンペプチドであるか、またはＨＡタグである。ポリヌクレ

オチドは、転写された非翻訳配列、スプライシングシグナルおよびポリアデニル

化シグナル、リボソーム結合部位ならびにｍＲＮＡを安定化する配列などの非コ

ーディング５’および３’配列を含むこともできる。

      【００２１】

  配列番号１のポリヌクレオチドと等しい、または十分な同一性を有するポリヌ

クレオチドを、ｃＤＮＡおよびゲノムＤＮＡに対するハイブリダイゼーションプ

ローブとして、または核酸増幅反応（例えばＰＣＲ）のプライマーとして用いる

こともできる。そのようなプローブおよびプライマーは、本発明のポリペプチド
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をコードする完全長ｃＤＮＡおよびゲノムクローンを単離するために、ならびに

配列番号１に対する高い配列類似性、概して少なくとも９５％の同一性を有する

他の遺伝子（ヒト由来のパラログならびにヒト以外の種由来のオルソログおよび

パラログをコードする遺伝子を含む）のｃＤＮＡおよびゲノムクローンを単離す

るために用いることもできる。好ましいプローブおよびプライマーは一般には少

なくとも１５ヌクレオチド、好ましくは少なくとも３０ヌクレオチドを含むこと

になり、少なくとも１００ヌクレオチドではないとしても少なくとも５０ヌクレ

オチドを有していてもよい。特に好ましいプローブは３０から５０個の間のヌク

レオチドを有することになる。特に好ましいプライマーは２０から２５個の間の

ヌクレオチドを有することになる。

      【００２２】

  ヒト以外の種由来のホモログを含む、本発明のポリペプチドをコードするポリ

ヌクレオチドは、配列番号１の配列またはそのフラグメント、好ましくは少なく

とも１５ヌクレオチドを有する標識プローブにより、ストリンジェントなハイブ

リダイゼーション条件下でライブラリをスクリーニングする段階と、そのポリヌ

クレオチド配列を含む完全長ｃＤＮＡおよびゲノムクローンを単離する段階とを

含む方法によって得ることができる。そのようなハイブリダイゼーション技術は

当業者にはよく知られている。好ましいストリンジェントなハイブリダイゼーシ

ョン条件は、５０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ（１５０ｍＭのＮａＣｌ、１５ｍ

Ｍのクエン酸三ナトリウム）、５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）、５×

デンハルト溶液、１０％硫酸デキストラン、および２０マイクログラム／ｍｌの

変性剪断サケ精子ＤＮＡを含む溶液において、４２℃での終夜インキュベーショ

ンの後、約６５℃の０．１×ＳＳＣ中でのフィルターの洗浄を含む。したがって

、本発明は、好ましくは少なくとも１００個のヌクレオチド配列を有し、配列番

号１の配列またはそのフラグメント、好ましくは少なくとも１５ヌクレオチドの

標識プローブにより、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下でライ

ブラリをスクリーニングすることによって得られる単離ポリヌクレオチドも含む

。

      【００２３】
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  当業者であれば、多くの場合、単離ｃＤＮＡ配列はポリペプチドをコードする

領域が５’末端まで完全に伸びていない点で不完全であることを理解する。これ

は、本質的に「プロセシング能」（重合反応中に酵素が鋳型に結合したままでい

られる能力の尺度）が低い酵素である逆転写酵素が、第一鎖ｃＤＮＡ合成中にｍ

ＲＮＡ鋳型のＤＮＡコピーを完了できなかった結果である。

      【００２４】

  完全長ｃＤＮＡを得るため、または短いｃＤＮＡを伸張するために利用可能で

あり、当業者によく知られているいくつかの方法、例えばｃＤＮＡ末端の迅速増

幅（ＲＡＣＥ）法に基づくものがある（例えば、Ｆｒｏｈｍａｎ  ｅｔ  ａｌ．

，Ｐｒｏｃ  Ｎａｔ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８５，８９９８～９００２，

１９８８）。典型的な例として例えばＭａｒａｔｈｏｎ（商標）法（Ｃｌｏｎｔ

ｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ  Ｉｎｃ．）が挙げられるが、最近の技術の

改変によってより長いｃＤＮＡの検索が著しく単純になった。Ｍａｒａｔｈｏｎ

（商標）法では、選択された組織から抽出したｍＲＮＡからｃＤＮＡを調製し、

「アダプター」配列を各末端にライゲートしていた。次いで、遺伝子特異的およ

びアダプター特異的オリゴヌクレオチドプライマーの組合せを用いて核酸増幅（

ＰＣＲ）を行い、ｃＤＮＡの「失われた」５’末端を増幅する。次いで、「ネス

テッド（ｎｅｓｔｅｄ）」プライマー、すなわち増幅産物の範囲内にアニーリン

グするよう設計されたプライマー（典型的には、アダプター配列のさらに３’に

アニーリングするアダプター特異的プライマーおよび既知の遺伝子配列のさらに

５’にアニーリングする遺伝子特異的プライマー）を用いてＰＣＲ反応を繰り返

す。この反応の生産物を次いでＤＮＡ配列決定により分析し、生産物を既存のｃ

ＤＮＡに直接連結して完全な配列を得るか、または５’プライマーの設計のため

の新しい配列情報を用いて別の完全長ＰＣＲを行うことにより、完全長ｃＤＮＡ

を構築することができる。

      【００２５】

  本発明の組換えポリペプチドは、発現系を含む遺伝子操作された宿主細胞から

当業者にはよく知られている方法によって調製することができる。したがって、

さらなる態様において、本発明は本発明の１つまたは複数のポリヌクレオチドを
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含む発現系と、そのような発現系を有する遺伝子操作された宿主細胞と、組換え

法による本発明のポリペプチドの産生とに関する。本発明のＤＮＡ構築物由来の

ＲＮＡを用いてそのような蛋白質を産生するために、無細胞翻訳系を用いること

もできる。

      【００２６】

  組換え産生のために、宿主細胞を遺伝子操作して本発明のポリヌクレオチドの

発現系またはその一部を組み込むことができる。ポリヌクレオチドは、Ｄａｖｉ

ｓ  ｅｔ  ａｌ．，Ｂａｓｉｃ  Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  

Ｂｉｏｌｏｇｙ（１９８６）およびＳａｍｂｒｏｏｋ  ｅｔ  ａｌ．，（同書）

などの多くの標準的実験マニュアルに記載の方法によって宿主細胞に導入するこ

とができる。宿主細胞にポリヌクレオチドを導入するための好ましい方法には、

例えば、リン酸カルシウムトランスフェクション、ＤＥＡＥ－デキストラン仲介

トランスフェクション、トランスベクション、マイクロインジェクション、カチ

オン性脂質仲介トランスフェクション、電気穿孔法、形質導入、スクレイプ負荷

、バリスティック導入または感染が含まれる。

      【００２７】

  適当な宿主の代表例には、連鎖球菌、ブドウ球菌、大腸菌、放線菌および枯草

菌細胞などの細菌細胞；酵母細胞およびコウジカビ属細胞などの真菌細胞；ショ

ウジョウバエＳ２およびハスモンヨトウ（Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ）Ｓｆ９細胞な

どの昆虫細胞；ＣＨＯ、ＣＯＳ、ＨｅＬａ、Ｃ１２７、３Ｔ３、ＢＨＫ、ＨＥＫ

２９３およびボーズ（Ｂｏｗｅｓ）メラノーマ細胞などの動物細胞；ならびに植

物細胞が含まれる。

      【００２８】

  多様な発現系、例えば、染色体、エピソームおよびウイルス由来の系を用いる

ことができ、例えば、細菌プラスミド由来、バクテリオファージ由来、トランス

ポゾン由来、酵母エピソーム由来、挿入因子由来、酵母染色体因子由来、バキュ

ロウイルス、ＳＶ４０などのパポバウイルス、ワクシニアウイルス、アデノウイ

ルス、鶏痘ウイルス、仮性狂犬病ウイルスおよびレトロウイルスなどのウイルス

由来のベクター、ならびにコスミドおよびファージミドなどのプラスミドおよび
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バクテリオファージ遺伝因子由来のものなどのその組合せ由来のベクターが挙げ

られる。発現系は、発現を調節しかつ引き起こす制御領域を含んでいてもよい。

一般に、ポリヌクレオチドを維持、伝播または発現して宿主中でポリペプチドを

産生することができる、いかなる系またはベクターも用いることができる。適当

なポリヌクレオチド配列は、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ  ｅｔ  ａｌ．，（同書

）に記載のものなどの、よく知られておりルーチンで用いられる様々な技法のい

ずれによっても、発現系に挿入することができる。適当な分泌シグナルを所望の

ポリペプチドに組み込んで、翻訳された蛋白質を小胞体の内腔、細胞周辺腔、ま

たは細胞外環境に分泌させることができる。これらのシグナルはポリペプチドに

内在するものでもよく、または異種シグナルであってもよい。

      【００２９】

  本発明のポリペプチドがスクリーニングアッセイで用いるために発現される場

合、ポリペプチドは細胞表面で産生されることが一般に好ましい。この場合、細

胞はスクリーニングアッセイで用いる前に回収される。ポリペプチドが培地中に

分泌される場合、ポリペプチドを回収し、精製するために培地を回収することが

できる。細胞内で産生される場合には、ポリペプチドを回収する前にまず細胞を

溶解しなければならない。

      【００３０】

  本発明のポリペプチドは、硫酸アンモニウムまたはエタノール沈殿、酸抽出、

アニオンまたはカチオン交換クロマトグラフィ、ホスホセルロースクロマトグラ

フィ、疎水性相互作用クロマトグラフィ、アフィニティクロマトグラフィ、ヒド

ロキシルアパタイトクロマトグラフィおよびレクチンクロマトグラフィを含むよ

く知られている方法によって、組換え細胞培養物から回収および精製することが

できる。精製には高性能液体クロマトグラフィを用いることが最も好ましい。細

胞内合成、単離および／または精製中にポリペプチドが変性したときには、蛋白

質をリフォールディングさせるためのよく知られている技法を用いて、活性配座

を再生することができる。

      【００３１】

  本発明のポリヌクレオチドは、関連遺伝子の突然変異を検出することを通じて
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診断試薬として用いることもできる。ｃＤＮＡおよびゲノム配列中の配列番号１

のポリヌクレオチドによって特徴付けられ、機能不全に関連している遺伝子の突

然変異型を検出することにより、遺伝子の発現不足、過剰発現、または空間的も

しくは時間的発現の変化による、疾患または疾患に対する感受性の診断の一助と

なりうるか、または診断を決定することができる診断ツールが提供される。遺伝

子に突然変異を有する個体を、当技術分野においてよく知られている様々な技法

によってＤＮＡレベルで検出することができる。

      【００３２】

  診断に必要な核酸は、血液、尿、唾液、組織生検または剖検材料などの被験体

の細胞から得ることができる。検出のためにゲノムＤＮＡを直接用いてもよく、

または分析の前にＰＣＲ、好ましくはＲＴ－ＰＣＲ、もしくは他の増幅法を用い

ることにより、ゲノムＤＮＡを酵素的に増幅してもよい。ＲＮＡまたはｃＤＮＡ

も同様の方法で用いることができる。欠失および挿入は、正常な遺伝子型と比べ

て増幅産物のサイズの変化によって検出することができる。点突然変異は増幅し

たＤＮＡを標識したＣＡＲＰ－２ヌクレオチド配列にハイブリダイズすることに

よって同定することができる。完全に一致した配列はリボヌクレアーゼ消化によ

って、または融点の差によってミスマッチ二本鎖と区別することができる。ＤＮ

Ａ配列の相違は変性剤を含む、もしくは含まないゲルでのＤＮＡフラグメントの

電気泳動易動度の変化によって、または直接ＤＮＡ配列決定によって検出するこ

ともできる（例えば、Ｍｙｅｒｓ  ｅｔ  ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ（１９８５）

２３０：１２４２）。特定の部位での配列の変化は、リボヌクレアーゼおよびＳ

１保護などのヌクレアーゼ保護アッセイ、または化学的切断法によって明らかに

することもできる（Ｃｏｔｔｏｎ  ｅｔ  ａｌ．，Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａ

ｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ（１９８５）８５：４３９７～４４０１）。

      【００３３】

  ＣＡＲＰ－２ポリヌクレオチド配列またはそのフラグメントを含むオリゴヌク

レオチドプローブのアレイを構築して、例えば遺伝子突然変異の効率的なスクリ

ーニングを行うことができる。そのようなアレイは高密度アレイまたは格子であ

ることが好ましい。アレイ技術による方法はよく知られ、一般的適用性を有して
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おり、遺伝子発現、遺伝連鎖、および遺伝的変異性を含む分子遺伝学の様々な問

題を検討するために用いることができる（例えば、Ｍ．Ｃｈｅｅ  ｅｔ  ａｌ．

，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２７４，６１０～６１３（１９９６）およびそこで引用され

ている他の文献参照）。

      【００３４】

  異常に低いまたは高いポリペプチドまたはｍＲＮＡ発現レベルの検出を、本発

明の疾患に対する被験体の感受性を診断または決定するために用いることもでき

る。発現の減少または増加は、例えばＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲなどの核酸増幅、リ

ボヌクレアーゼ保護、ノーザンブロッティングおよび他のハイブリダイゼーショ

ン法などのポリヌクレオチド定量のための当技術分野においてよく知られている

いかなる方法を用いてＲＮＡレベルで測定することができる。宿主由来の試料中

の、本発明のポリペプチドなどの蛋白質レベルを定量するために用いることがで

きるアッセイ法は、当業者にはよく知られている。そのようなアッセイ法には、

ラジオイムノアッセイ、結合蛋白質競合アッセイ、ウェスタンブロット分析およ

びＥＬＩＳＡアッセイが含まれる。

      【００３５】

  したがってもう１つの態様において、本発明は下記のものを含む診断キットに

関する：

（ａ）本発明のポリヌクレオチド、好ましくは配列番号１のヌクレオチド配列、

またはそのフラグメントまたはＲＮＡ転写物；

（ｂ）（ａ）の配列に相補的なヌクレオチド配列；

（ｃ）本発明のポリペプチド、好ましくは配列番号２のポリペプチド、またはそ

のフラグメント；あるいは

（ｄ）本発明のポリペプチド、好ましくは配列番号２のポリペプチドの抗体。

      【００３６】

  そのようないかなるキットにおいても、（ａ）、（ｂ）、（ｃ）または（ｄ）

は実質的成分を含みうることが理解される。そのようなキットは、疾患または疾

患に対する感受性、中でも特に本発明の疾患を診断する際に有用である。

      【００３７】
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  本発明のポリヌクレオチド配列は、染色体位置決定研究において有用である。

この配列は個々のヒト染色体上の特定の位置を特に標的とし、それにハイブリダ

イズすることができる。本発明に従って染色体に関連する配列のマッピングをす

ることは、それらの配列を遺伝子関連疾患に相関付ける際の重要な第一段階であ

る。いったん配列を染色体上で正確に位置づけると、染色体上の配列の物理的な

位置を遺伝子地図データと相関付けることができる。そのようなデータは、例え

ばＶ．ＭｃＫｕｓｉｃｋ，Ｍｅｎｄｅｌｉａｎ  Ｉｎｈｅｒｉｔａｎｃｅ  ｉｎ

  Ｍａｎ（Ｊｏｈｎｓ  Ｈｏｐｋｉｎｓ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｗｅｌｃｈ  

Ｍｅｄｉｃａｌ  Ｌｉｂｒａｒｙからオンラインで利用可能）に見いだされる。

次いで、同じ染色体領域に位置づけられた遺伝子と疾患との間の関係を連鎖解析

により同定する（物理的に隣接する遺伝子の共遺伝）。ゲノム配列（遺伝子フラ

グメントなど）のヒト染色体上における正確な位置は、放射線ハイブリッドマッ

ピング（Ｒａｄｉａｔｉｏｎ  Ｈｙｂｒｉｄ（ＲＨ）  Ｍａｐｐｉｎｇ）（Ｗａ

ｌｔｅｒ，Ｍ．Ｓｐｉｌｌｅｔｔ，Ｄ．，Ｔｈｏｍａｓ，Ｐ．，Ｗｅｉｓｓｅｎ

ｂａｃｈ，Ｊ．，およびＧｏｏｄｆｅｌｌｏｗ，Ｐ．，（１９９４）Ａ  ｍｅｔ

ｈｏｄ  ｆｏｒ  ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇ  ｒａｄｉａｔｉｏｎ  ｈｙｂｒｉ

ｄ  ｍａｐｓ  ｏｆ  ｗｈｏｌｅ  ｇｅｎｏｍｅｓ，Ｎａｔｕｒｅ  Ｇｅｎｅｔ

ｉｃｓ  ７，２２～２８）により決定することができる。いくつかのＲＨパネル

、例えば、ＧｅｎｅＢｒｉｄｇｅ４  ＲＨパネル（Ｈｕｍ  Ｍｏｌ  Ｇｅｎｅｔ

  １９９６  Ｍａｒ；５（３）：３３９～４６  Ａ  ｒａｄｉａｔｉｏｎ  ｈｙ

ｂｒｉｄ  ｍａｐ  ｏｆ  ｔｈｅ  ｈｕｍａｎ  ｇｅｎｏｍｅ．Ｇｙａｐａｙ  

Ｇ，Ｓｃｈｍｉｔｔ  Ｋ，Ｆｉｚａｍｅｓ  Ｃ，Ｊｏｎｅｓ  Ｈ，Ｖｅｇａ－Ｃ

ｚａｒｎｙ  Ｎ，Ｓｐｉｌｌｅｔｔ  Ｄ，Ｍｕｓｅｌｅｔ  Ｄ，Ｐｒｕｄ’Ｈｏ

ｍｍｅ  ＪＦ，Ｄｉｂ  Ｃ，Ａｕｆｆｒａｙ  Ｃ，Ｍｏｒｉｓｓｅｔｔｅ  Ｊ，

Ｗｅｉｓｓｅｎｂａｃｈ  Ｊ、Ｇｏｏｄｆｅｌｌｏｗ  ＰＮ）がＲｅｓｅａｒｃ

ｈ  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ（米国アラバマ州ハンツビル）から入手可能である。この

パネルを用いて遺伝子の染色体上の位置を決定するために、ＲＨ  ＤＮＡ上の目

的遺伝子から設計したプライマーを用いて９３回のＰＣＲを行う。これらのＤＮ

Ａはそれぞれ、ハムスター環境で維持したランダムヒトゲノムフラグメントを含
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む（ヒト／ハムスターハイブリッド細胞株）。これらのＰＣＲにより目的遺伝子

のＰＣＲ産物の有無を示す９３のスコアが得られる。これらのスコアを、既知の

位置のゲノム配列からのＰＣＲ産物を用いて得られたスコアと比較する。この比

較はｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｏｍｅ．ｗｉ．ｍｉｔ．ｅｄｕ／で行う。

      【００３８】

  本発明のポリヌクレオチド配列は組織発現研究のための有用なツールでもある

。そのような研究は、ポリペプチドをコードするｍＲＮＡを検出することにより

、組織中のコードされたポリペプチドの発現パターンに関する指標を示しうる、

本発明のポリヌクレオチドの発現パターンの調査を可能にする。用いる技法は当

技術分野においてよく知られており、ｃＤＮＡマイクロアレイハイブリダイゼー

ションなどの、格子上に配列されたクローンに対するインサイチューハイブリダ

イゼーション法（Ｓｃｈｅｎａ  ｅｔ  ａｌ，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２７０，４６７

～４７０，１９９５およびＳｈａｌｏｎ  ｅｔ  ａｌ，Ｇｅｎｏｍｅ  Ｒｅｓ，

６，６３９～６４５，１９９６）およびＰＣＲなどの核酸増幅法が含まれる。好

ましい方法はＰｅｒｋｉｎ  Ｅｌｍｅｒから入手可能なＴＡＱＭＡＮ（商標）法

を用いる。これらの研究結果は生物におけるポリペプチドの正常な機能の指標を

提供することができる。加えて、ｍＲＮＡの正常な発現パターンと、同じ遺伝子

の別の型（例えば、ポリペプチドコード能における変化または調節突然変異を有

するもの）によってコードされるｍＲＮＡの発現パターンとの比較研究は、本発

明のポリペプチドの役割または疾患におけるその不適当な発現の役割に対する有

用な見通しを提供することができる。そのような不適当な発現は、時間的、空間

的または単に量的性質のものでありうる。

      【００３９】

  本発明のポリペプチドは心臓および骨格筋で発現される。

      【００４０】

  本発明のさらなる態様は抗体に関する。本発明のポリペプチドまたはそれらの

フラグメント、あるいはそれらを発現する細胞を、本発明のポリペプチドに対し

て免疫特異的な抗体を産生するための免疫原として用いることができる。用語「

免疫特異的」は、抗体が従来技術における他の関連ポリペプチドよりも本発明の
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ポリペプチドに対して実質的に高い親和性を有することを意味する。

      【００４１】

  本発明のポリペプチドに対して生ずる抗体は、ポリペプチドもしくはエピトー

プを有するフラグメントまたは細胞を、動物好ましくはヒト以外の動物に、通常

のプロトコルを用いて投与することにより得ることができる。モノクローナル抗

体を調製するために、連続細胞株培養によって産生される抗体を提供するいかな

る技法も用いることができる。例には、ハイブリドーマ法（Ｋｏｈｌｅｒ，Ｇ．

ａｎｄ  Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｃ．，Ｎａｔｕｒｅ（１９７５）２５６：４９５～

４９７）、トリオーマ法、ヒトＢ細胞ハイブリドーマ法（Ｋｏｚｂｏｒ  ｅｔ  

ａｌ．，Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ  Ｔｏｄａｙ（１９８３）４：７２）およびＥＢ

Ｖ－ハイブリドーマ法（Ｃｏｌｅ  ｅｔ  ａｌ．，Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎ

ｔｉｂｏｄｉｅｓ  ａｎｄ  Ｃａｎｃｅｒ  Ｔｈｅｒａｐｙ，７７～９６，Ａｌ

ａｎ  Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．，１９８５）が含まれる。

      【００４２】

  米国特許第４９４６７７８号に記載のものなどの、一本鎖抗体を産生する技法

を、本発明のポリペプチドに対する一本鎖抗体を産生するために適合させること

もできる。同様に、トランスジェニックマウスまたは他の哺乳動物を含む他の生

物を用いてヒト化抗体を発現することもできる。

      【００４３】

  前述の抗体を用いて、ポリペプチドを発現するクローンを単離もしくは同定す

る、またはアフィニティクロマトグラフィによりポリペプチドを精製することも

できる。本発明のポリペプチドに対する抗体を用いて特に本発明の疾患を治療す

ることもできる。

      【００４４】

  本発明のポリペプチドおよびポリヌクレオチドをワクチンとして用いることも

できる。したがって、さらなる態様において、本発明は哺乳動物において免疫応

答を誘導する方法であって、疾患が個体内ですでに確立されているか否かに関わ

らず、前記動物を疾患から保護するために、抗体および／または例えば、サイト

カイン産生Ｔ細胞もしくは細胞傷害性Ｔ細胞を含むＴ細胞免疫応答を起こすのに
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十分な本発明のポリペプチドを哺乳動物に接種することを含む。哺乳動物におけ

る免疫応答は、前記動物を本発明の疾患から保護するために抗体を産生するよう

な免疫応答を誘導するために、インビボでポリヌクレオチドの発現を管理し、ポ

リペプチドをコードするベクターを介して、本発明のポリペプチドを送達するこ

とを含む方法によって誘導することもできる。ベクターを投与する１つの方法は

、ベクターを粒子のコーティングとして所望の細胞内に加速すること、またはそ

の他による。そのような核酸ベクターはＤＮＡ、ＲＮＡ、修飾核酸、またはＤＮ

Ａ／ＲＮＡハイブリッドを含むことができる。ワクチンを使用するために、ポリ

ペプチドまたは核酸ベクターは通常、ワクチン調合物（組成物）として提供され

る。調合物はさらに適当な担体を含んでいてもよい。ポリペプチドは胃で分解さ

れると考えられるため、非経口（例えば、皮下、筋肉内、静脈内、または皮内注

射）で投与することが好ましい。非経口投与に適した調合物には、抗酸化剤、緩

衝剤、静菌剤および調合物を受容者の血液と等張にするための溶質を含んでいて

もよい水性および非水性無菌注射溶液；ならびに懸濁化剤または増粘剤を含んで

いてもよい水性および非水性無菌懸濁液が含まれる。調合物は単位用量または多

用量容器、例えば、密封アンプルおよびバイアルで提供することもでき、使用直

前に無菌液状担体を加えるだけの凍結乾燥状態で保存することもできる。ワクチ

ン調合物は、水中油系および当技術分野において知られている他の系などの、調

合物の免疫原性を増強するためのアジュバント系を含んでいてもよい。用量はワ

クチンの具体的活性によって異なり、通常の実験により容易に決定することがで

きる。

      【００４５】

  本発明のポリペプチドは、１つまたは複数の疾患状態、特に前述の本発明の疾

患に関連する、１つまたは複数の生物機能を有する。したがって、ポリペプチド

の機能またはレベルを刺激または阻害する化合物を同定することは有用である。

したがって、さらなる態様において、本発明はポリペプチドの機能またはレベル

を刺激または阻害するものを同定するための化合物のスクリーニング法を提供す

る。そのような方法は、前述の本発明の疾患の治療および予防を目的として用い

ることができるアゴニストまたはアンタゴニストを同定する。化合物は様々な原
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料、例えば、細胞、無細胞調製物、化学ライブラリ、化合物コレクション、およ

び天然物の混合物から同定することができる。そのようにして同定されたアゴニ

ストまたはアンタゴニストは、場合により、ポリペプチドの天然もしくは修飾基

質、リガンド、受容体、酵素など；その構造的もしくは機能的類似物（Ｃｏｌｉ

ｇａｎ  ｅｔ  ａｌ．，Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕ

ｎｏｌｏｇｙ  １（２）：Ｃｈａｐｔｅｒ５（１９９１））または小分子であり

うる。

      【００４６】

  スクリーニング法は、ポリペプチドに対する候補化合物の結合、あるいはポリ

ペプチドまたはその融合タンパク質を含有する細胞または膜に対する候補化合物

の結合が、候補化合物に直接または間接的に結合された標識によって単純に測定

することができる。あるいは、スクリーニング法は候補化合物のポリペプチドへ

の標識競合物質（例えば、アゴニストまたはアンタゴニスト）に対する競合結合

の測定または検出（定性的または定量的）を含むこともできる。さらに、これら

のスクリーニング法は、ポリペプチドを有する細胞に適した検出系を用いて、候

補化合物がポリペプチドの活性化または阻害によりシグナルを生じるかどうかを

試験することもできる。活性化阻害剤は一般に、既知のアゴニスト存在下でアッ

セイされ、候補化合物存在下でのアゴニストによる活性化への効果を観察する。

さらに、スクリーニング法は、候補化合物を本発明のポリペプチドを含む溶液と

混合して混合物を生成する段階と、混合物中のＣＡＲＰ－２活性を測定する段階

と、混合物のＣＡＲＰ－２活性を候補化合物を含まない対照混合物と比較する段

階とを単に含んでいてもよい。

      【００４７】

  本発明のポリペプチドは、従来の低能力スクリーニング法で用いることもでき

、同様にハイスループットスクリーニング（ＨＴＳ）様式で用いることもできる

。そのようなＨＴＳ様式は９６穴、および最近では３８４穴マイクロタイタープ

レートの十分に確立された使用のみならず、Ｓｃｈｕｌｌｅｋ  ｅｔ  ａｌ．，

Ａｎａｌ  Ｂｉｏｃｈｅｍ．，２４６，２０～２９，（１９９７）に記載のナノ

ウェル法などの、新しく現れつつある方法も含む。
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      【００４８】

  前述のＦｃ部分およびＣＡＲＰ－２ポリペプチドから生成されるものなどの融

合蛋白質を、本発明のポリペプチドのアンタゴニストを同定するためのハイスル

ープットスクリーニングアッセイのために用いることもできる（Ｄ．Ｂｅｎｎｅ

ｔｔ  ｅｔ  ａｌ．，Ｊ  Ｍｏｌ  Ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ，８：５２～５８（

１９９５）；およびＫ．Ｊｏｈａｎｓｏｎ  ｅｔ  ａｌ．，Ｊ  Ｂｉｏｌ  Ｃｈ

ｅｍ，２７０（１６）：９４５９～９４７１（１９９５））。

      【００４９】

  スクリーニング法

  本発明のポリヌクレオチド、ポリペプチドおよびポリペプチドに対する抗体は

、細胞内のｍＲＮＡおよびポリペプチドの産生に対する、加えられた化合物の効

果を検出するためのスクリーニング法を設定するために用いることもできる。例

えば、当技術分野において知られている標準的方法により、モノクローナルまた

はポリクローナル抗体を用いて、分泌された、または細胞関連のポリペプチドの

レベルを測定するために、ＥＬＩＳＡアッセイを構築することができる。これは

、適当に操作された細胞または組織から、ポリペプチドの産生を阻害または促進

しうる物質（それぞれ、アンタゴニストまたはアゴニストとも呼ばれる）を見い

だすために用いることができる。

      【００５０】

  本発明のポリペプチドを用いて、当技術分野において知られている標準的受容

体結合法により、膜結合または可溶性受容体があればそれを同定することができ

る。これらには、ポリペプチドを放射性同位体（例えば、125Ｉ）で標識するか

、化学的に修飾する（例えば、ビオチン化）か、または検出もしくは精製に適し

たペプチド配列に融合し、かつ推定受容体源（細胞、細胞膜、細胞上清、組織抽

出物、体液）とインキュベートする、リガンド結合および架橋アッセイが含まれ

るが、これらに限定されることはない。他の方法には、表面プラズモン共鳴およ

び分光法などの生物物理的技法が含まれる。これらのスクリーニング法を用いて

、ポリペプチドと、その受容体がある場合にはそれとの結合に競合するポリペプ

チドのアゴニストおよびアンタゴニストを同定することもできる。そのようなア
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ッセイを実施するための標準的方法は当技術分野においてよく理解されている。

      【００５１】

  本発明のポリペプチドのアンタゴニストの例には、抗体または、ある場合には

、ポリペプチドの、場合によってはリガンド、基質、受容体、酵素などに密接に

関連しているオリゴヌクレオチドもしくは蛋白質、例えば、リガンド、基質、受

容体、酵素などのフラグメント、あるいは本発明のポリペプチドに結合するが、

応答を引き出すことはないため、ポリペプチドの活性が妨げられる小分子が含ま

れる。

      【００５２】

  スクリーニング法はまた、トランスジェニック技法およびＣＡＲＰ－２遺伝子

の使用を含んでいてもよい。トランスジェニック動物を作製する技術は十分に確

立されている。例えば、ＣＡＲＰ－２遺伝子を、受精卵母細胞の雄性前核へのマ

イクロインジェクション、着床前もしくは後の胚へのレトロウイルスによる移入

、または、電気穿孔法などにより遺伝子修飾された胚幹細胞の注入を通じて宿主

未分化胚細胞に導入することもできる。特に有用なトランスジェニック動物は、

いわゆる「ノックイン」動物で、その動物のゲノム内で動物遺伝子がヒトの等価

遺伝子と置換されている。ノックイントランスジェニック動物は創薬プロセスに

おいて、化合物がヒト標的に特異的である場合の標的の有効性確認のために有用

である。他の有用なトランスジェニック動物は、いわゆる「ノックアウト」動物

で、本発明のポリペプチドの動物オルソログであり、細胞の内在性ＤＮＡ配列に

よってコードされるオルソログの発現が部分的または完全に廃絶されている。遺

伝子ノックアウトは、特定の細胞もしくは組織を標的とすることができ、技術に

限界があるために特定の細胞もしくは組織でしか起こり得ないか、または動物の

すべての、もしくは実質的にすべての細胞で起こりうる。トランスジェニック動

物技術は、導入遺伝子が発現されて大量の本発明のポリペプチドが得られる、全

動物発現－クローニング系も提供する。

      【００５３】

  前述の方法で使用するためのスクリーニングキットは、本発明のさらなる態様

を形成する。そのようなスクリーニングキットは、
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（ａ）本発明のポリペプチド；

（ｂ）本発明のポリペプチドを発現する組換え細胞；

（ｃ）本発明のポリペプチドを発現する細胞膜；または

（ｄ）本発明のポリペプチドに対する抗体；

を含み、ただしポリペプチドは配列番号２のものであることが好ましい。

      【００５４】

  そのようなキットのいずれにおいても、（ａ）、（ｂ）、（ｃ）または（ｄ）

は実質的な成分を含みうることが理解される。

      【００５５】

  用語

  下記の定義は本明細書前記で頻繁に用いられている特定の用語の理解を助ける

ために示すものである。

      【００５６】

  本明細書において用いられる「抗体」は、ポリクローナル抗体およびモノクロ

ーナル抗体、キメラ、一本鎖、およびヒト化抗体、ならびにＦａｂまたは他の免

疫グロブリン発現ライブラリの生成物を含むＦａｂフラグメントを含む。

      【００５７】

  「単離された」とは、その天然型から「ヒトの手によって」変更された、すな

わち、それが天然に生成する場合、その元の環境から変えられたかもしくは取り

出された、またはその両方であることを意味する。例えば、生物中に自然に存在

するポリヌクレオチドまたはポリペプチドは「単離されて」いないが、その自然

状態の共存物質から分離された同じポリヌクレオチドまたはポリペプチドは、本

明細書においてこの用語が用いられるとおり、「単離されて」いる。さらに、形

質転換、遺伝子操作または任意の他の組換え法によって生物に導入されたポリヌ

クレオチドまたはポリペプチドは、それが前記生物（生物は生きていても生きて

いなくてもよい）中に存在しているままであっても、「単離されて」いる。

      【００５８】

  「ポリヌクレオチド」は一般に、いかなるポリリボヌクレオチド（ＲＮＡ）ま

たはポリデオキシリボヌクレオチド（ＤＮＡ）をも意味し、非修飾または修飾Ｒ
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ＮＡまたはＤＮＡであってもよい。「ポリヌクレオチド」には、一本鎖および二

本鎖ＤＮＡ、一本鎖および二本鎖領域の混合物であるＤＮＡ、一本鎖および二本

鎖ＲＮＡ、ならびに一本鎖および二本鎖領域の混合物であるＲＮＡ、一本鎖もし

くはより典型的には二本鎖、または一本鎖および二本鎖領域の混合物であっても

よいＤＮＡおよびＲＮＡを含むハイブリッド分子が含まれるが、これらに限定さ

れることはない。加えて、「ポリヌクレオチド」はＲＮＡもしくはＤＮＡまたは

ＲＮＡとＤＮＡの両方を含む三本鎖領域を意味する。「ポリヌクレオチド」なる

用語には、１つまたは複数の修飾塩基を含むＤＮＡまたはＲＮＡ、および安定性

またはその他の理由から主鎖が修飾されているＤＮＡまたはＲＮＡも含まれる。

「修飾」塩基には、例えば、トリチル化塩基およびイノシンなどのまれな塩基が

含まれる。様々な修飾をＤＮＡおよびＲＮＡに施すことができる。したがって、

「ポリヌクレオチド」は天然に典型的に見いだされるポリヌクレオチドの化学的

、酵素的または代謝的に修飾された型、ならびにウイルスおよび細胞に特徴的な

ＤＮＡおよびＲＮＡの化学型を含む。「ポリヌクレオチド」は、オリゴヌクレオ

チドとしばしば呼ばれる比較的短いポリヌクレオチドも含む。

      【００５９】

  「ポリペプチド」は、ペプチド結合または修飾ペプチド結合、すなわちペプチ

ドイソステアによって相互に連結された複数のアミノ酸を含む、いかなるポリペ

プチドも意味する。「ポリペプチド」とは、一般にペプチド、オリゴペプチドま

たはオリゴマーと呼ばれる短鎖、および一般に蛋白質と呼ばれる長鎖の両方を意

味する。ポリペプチドは２０の遺伝子コードアミノ酸以外のアミノ酸を含むこと

ができる。「ポリペプチド」には、翻訳後プロセシングなどの天然のプロセス、

または当技術分野においてよく知られている化学的修飾法のいずれかによって修

飾されたアミノ酸配列が含まれる。そのような修飾は基礎的な教科書や、より詳

細な研究書、ならびに膨大な研究文献に詳しく記載されている。修飾は、ペプチ

ド主鎖、アミノ酸側鎖、およびアミノまたはカルボキシル末端を含む、ポリペプ

チドのいかなる位置でなされてもよい。所与のポリペプチドのいくつかの部位で

、同じ型の修飾が、同程度または異なる程度で存在しうることは理解される。ま

た、所与のポリペプチドは多くの型の修飾を含むことができる。ユビキチン化の
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結果、ポリペプチドが分枝してもよく、分枝を有するまたは有していない環状で

あってもよい。環状、分枝および分枝環状ポリペプチドは、翻訳後の天然プロセ

スによって生じることもあり、または合成的方法によって調製することもできる

。修飾にはアセチル化、アシル化、ＡＤＰ－リボシル化、アミド化、ビオチン化

、フラビンの共有結合、ヘム部分の共有結合、ヌクレオチドまたはヌクレオチド

誘導体の共有結合、脂質または脂質誘導体の共有結合、ホスホチジルイノシトー

ルの共有結合、架橋、環化、ジスルフィド結合形成、脱メチル化、共有結合架橋

の形成、シスチンの形成、ピログルタミン酸塩の形成、ホルミル化、ガンマ－カ

ルボキシル化、グリコシル化、ＧＰＩアンカー形成、ヒドロキシル化、ヨード化

、メチル化、ミリストイル化、酸化、蛋白質分解処理、リン酸化、プレニル化、

ラセミ化、セレノイル化、硫酸化、アルギニル化などの蛋白質へのアミノ酸の転

移ＲＮＡ仲介による付加、およびユビキチン化が含まれる（例えば、Ｐｒｏｔｅ

ｉｎｓ－Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ  ａｎｄ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒｏｐｅｒｔｉ

ｅｓ，２ｎｄ  Ｅｄ．，Ｔ．Ｅ．Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ

  ａｎｄ  Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１９９３；Ｗｏｌｄ，Ｆ．，Ｐ

ｏｓｔ－ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ  Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉ

ｏｎｓ：Ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ  ａｎｄ  Ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ，１～１２，

ｉｎ  Ｐｏｓｔ－ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ  Ｃｏｖａｌｅｎｔ  Ｍｏｄｉｆ

ｉｃａｔｉｏｎ  ｏｆ  Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，Ｂ．Ｃ．Ｊｏｈｎｓｏｎ，Ｅｄ．，

Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１９８３；Ｓｅｉｆｔｅｒ

  ｅｔ  ａｌ．，「Ａｎａｌｙｓｉｓ  ｆｏｒ  ｐｒｏｔｅｉｎ  ｍｏｄｉｆｉ

ｃａｔｉｏｎｓ  ａｎｄ  ｎｏｎｐｒｏｔｅｉｎ  ｃｏｆａｃｔｏｒｓ」，Ｍｅ

ｔｈ  Ｅｎｚｙｍｏｌ，１８２，６２６～６４６，１９９０，およびＲａｔｔａ

ｎ  ｅｔ  ａｌ．，「Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：Ｐｏｓｔ－ｔｒａ

ｎｓｌａｔｉｏｎａｌ  Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ  ａｎｄ  Ａｇｉｎｇ」，

Ａｎｎ  ＮＹ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ，６６３，４８～６２，１９９２）。

      【００６０】

  ポリペプチド配列の「フラグメント」とは、基準配列よりも短いが、基準ポリ

ペプチドと基本的に同じ生物機能または活性を保持しているポリペプチド配列を
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意味する。ポリヌクレオチド配列の「フラグメント」は、配列番号１の基準配列

よりも短いポリヌクレオチド配列を意味する。

      【００６１】

  「変異体」とは、基準ポリヌクレオチドまたはポリペプチドとは異なるが、そ

の基本的性質を保持しているポリヌクレオチドまたはポリペプチドを意味する。

ポリヌクレオチドの典型的変異体は、基準ポリヌクレオチドとヌクレオチド配列

が異なっている。変異体のヌクレオチド配列の変化は、基準ポリヌクレオチドに

よってコードされるポリペプチドのアミノ酸配列を変えることもあれば、変えな

いこともある。ヌクレオチドの変化によって、後述するとおり、基準配列によっ

てコードされるポリペプチドのアミノ酸の置換、付加、欠失、融合および短縮が

起こることもある。ポリペプチドの典型的変異体は、基準ポリペプチドとアミノ

酸配列が異なっている。一般に、変化は限られており、基準ポリペプチドおよび

変異体の配列は全体として非常に類似しており、多くの領域で同等である。変異

体および基準ポリペプチドは、１つまたは複数の置換、挿入、欠失の任意の組合

せによってアミノ酸配列が異なっていてもよい。置換または挿入アミノ酸残基は

、遺伝暗号によってコードされるアミノ酸残基であってもよく、そうでなくても

よい。典型的な保存的置換には、Ｇｌｙ、Ａｌａ；Ｖａｌ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ；Ａ

ｓｐ、Ｇｌｕ；Ａｓｎ、Ｇｌｎ；Ｓｅｒ、Ｔｈｒ；Ｌｙｓ、Ａｒｇ；ならびにＰ

ｈｅおよびＴｙｒが含まれる。ポリヌクレオチドまたはポリペプチドの変異体は

、対立遺伝子などの天然に生じるものでもよく、または天然に生じることが知ら

れていない変異体であってもよい。ポリヌクレオチドおよびポリペプチドの非天

然変異体は、突然変異誘発法または直接的合成によって調製することができる。

同様に、変異体として含まれるものには、１つまたは複数の翻訳後修飾、例えば

、グリコシル化、リン酸化、メチル化、ＡＤＰリボシル化などを有するポリペプ

チドがある。本発明の実施形態は、Ｎ末端アミノ酸のメチル化、セリンおよびト

レオニンのリン酸化ならびにＣ末端グリシンの修飾を含まれる。

      【００６２】

  「対立遺伝子」とは、ゲノムの所与の遺伝子座における遺伝子の複数の別の型

の１つを意味する。
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      【００６３】

  「多型」とは、集団内のゲノムの所与の位置におけるヌクレオチド配列（およ

び適切な場合にはコードされたポリペプチド配列）の変型を意味する。

      【００６４】

  「一塩基多型」（ＳＮＰ）とは、集団内のゲノムの１つのヌクレオチドの位置

でヌクレオチド変異性が出現することを意味する。ＳＮＰはゲノムの１つの遺伝

子内で起こることもあれば、遺伝子間領域で起こることもある。ＳＮＰは対立遺

伝子特異的増幅（ＡＳＡ）を用いてアッセイすることができる。この方法のため

には、少なくとも３つのプライマーが必要とされる。共通プライマーはアッセイ

する多型に対する逆相補で用いる。この共通プライマーは多型塩基から５０から

１５００ｂｐの間でありうる。他の２つ（またはそれ以上）のプライマーは、最

後の３’塩基がゆらいで、多型をなす対立遺伝子の２つ（またはそれ以上）のう

ちの１つにマッチする以外は、お互いに同等である。次いで、試料ＤＮＡに対し

て２回（またはそれ以上）のＰＣＲ反応を、それぞれ共通プライマーと対立遺伝

子特異的プライマーの１つを用いて実施する。

      【００６５】

  本明細書において用いられる「スプライス変異体」とは、最初は同じゲノムＤ

ＮＡ配列から転写されたが、別のＲＮＡスプライシングを受けたＲＮＡ分子から

生成したｃＤＮＡを意味する。別のＲＮＡスプライシングは最初のＲＮＡ転写物

が、一般にはイントロンの除去のためにスプライシングを受けるときに起こり、

その結果、それぞれが異なるアミノ酸配列をコードしうる複数のｍＲＮＡ分子を

生ずる。スプライス変異体なる用語は、前述のｃＤＮＡ分子によってコードされ

る蛋白質も意味する。

      【００６６】

  「同一性」とは、配列を比較することによって決められた、複数のポリペプチ

ド配列または複数のポリヌクレオチド配列の間の関係を表す。一般に、同一性と

は、比較する配列の全長にわたり、２つのポリヌクレオチドまたは２つのポリペ

プチド配列の、それぞれ厳密なヌクレオチド対ヌクレオチドまたはアミノ酸対ア

ミノ酸の対応を意味する。
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      【００６７】

  「同一性％」－厳密な対応がない配列について、「同一性％」を求めることが

できる。一般に、比較する２つの配列をアライメントし、配列間の最大の相関を

得る。この際、一方または両方の配列に「ギャップ」を挿入して、アライメント

の程度を高めることもできる。比較する各配列の全長にわたって同一性％を求め

ることもでき（いわゆる全体的アライメント）、これは長さが同じもしくは非常

に近い配列に特に適しており、または短い、規定の長さで求めることもでき（い

わゆる局所的アライメント）、これは長さが異なる配列に対しより適している。

      【００６８】

  「類似性」は、２つのポリペプチド配列間の関係のさらに、より高度な尺度で

ある。一般に「類似性」とは、２つのポリペプチド鎖のアミノ酸の間で、比較す

る各配列からの残基対の間の厳密な対応（同一性と同じく）だけでなく、厳密な

対応がない場合に、進化に基づき、１つの残基が別のものに置換されているかど

うかをも考慮に入れて、残基ごとに比較することを意味する。この見込みには関

連する「スコア」がありそれから２つの配列の「類似性％」を求めることができ

る。

      【００６９】

  複数の配列の同一性および類似性を比較する方法は、当技術分野においてよく

知られている。したがって、例えばＷｉｓｃｏｎｓｉｎ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ａ

ｎａｌｙｓｉｓ  Ｐａｃｋａｇｅ、ｖｅｒｓｉｏｎ  ９．１（Ｄｅｖｅｒｅｕｘ

  ｅｔ  ａｌ，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ，１２，３８７～３９５，

１９８４、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  Ｃｏｍｐｕｔｅｒ  Ｇｒｏｕｐ，米国ウィスコン

シン州マディソンから入手可能）で利用できるプログラム、例えばＢＥＳＴＦＩ

ＴおよびＧＡＰなるプログラムを用いて２つのポリヌクレオチド間の同一性％や

、２つのポリペプチド配列間の同一性％および類似性％を求めることができる。

ＢＥＳＴＦＩＴはＳｍｉｔｈおよびＷａｔｅｒｍａｎ（Ｊ  Ｍｏｌ  Ｂｉｏｌ，

１４７，１９５～１９７，１９８１、Ａｄｖａｎｃｅｓ  ｉｎ  Ａｐｐｌｉｅｄ

  Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃｓ，２，４８２～４８９，１９８１）の「局所ホモロジ

ー」アルゴリズムを用いており、２つの配列の間の、類似度の最もよい一領域を
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見つける。ＢＥＳＴＦＩＴは長さが異なる２つのポリヌクレオチドまたは２つの

ポリペプチド配列を比較するのにより適しており、このプログラムは短い方の配

列が長い方の一部であると仮定する。これに対して、ＧＡＰは２つの配列のアラ

イメントを行い、ＮｅｄｄｌｅｍａｎおよびＷｕｎｓｃｈのアルゴリズム（Ｊ  

Ｍｏｌ  Ｂｉｏｌ，４８，４４３～４５３，１９７０）に従って「最大の類似性

」を見つける。ＧＡＰはほぼ同じ長さの配列を比較するのにより適しており、ア

ライメントは全長にわたって行われると考えられる。各プログラムで用いられる

パラメーター「ギャップウェイト（Ｇａｐ  Ｗｅｉｇｈｔ）」および「鎖長ウェ

イト（Ｌｅｎｇｔｈ  Ｗｅｉｇｈｔ）」はそれぞれ、ポリヌクレオチド配列では

５０および３、ポリペプチド配列では１２および４であることが好ましい。同一

性および類似性％は、比較する２つの配列が最適にアライメントされているとき

に求めることが好ましい。

      【００７０】

  配列間の同一性および／または類似性を求めるための他のプログラムも当技術

分野において知られており、例えば、ＢＬＡＳＴプログラムファミリー（Ａｌｔ

ｓｃｈｕｌ  Ｓ  Ｆ  ｅｔ  ａｌ，Ｊ  Ｍｏｌ  Ｂｉｏｌ，２１５，４０３～４

１０，１９９０、Ａｌｔｓｃｈｕｌ  Ｓ  Ｆ  ｅｔ  ａｌ，Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａ

ｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．，２５：３８９～３４０２，１９９７、米国バイオテクノロ

ジー情報センター（ＮＣＢＩ）、米国メリーランド州ベセズダから入手可能で、

ＮＣＢＩのホームページｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖでアクセス

可能）およびＦＡＳＴＡ（Ｐｅａｒｓｏｎ  Ｗ  Ｒ，  Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  

Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，１８３，６３～９９，１９９０；Ｐｅａｒｓｏｎ  Ｗ  

Ｒ  ａｎｄ  Ｌｉｐｍａｎ  Ｄ  Ｊ，Ｐｒｏｃ  Ｎａｔ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  Ｕ

ＳＡ，８５，２４４４～２４４８，１９９８、Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ  Ｓｅｑｕｅ

ｎｃｅ  Ａｎａｌｙｓｉｓ  Ｐａｃｋａｇｅの一部として入手可能）がある。

      【００７１】

  比較前にヌクレオチド配列をアミノ酸配列にまず翻訳する場合を含む、ポリペ

プチド配列の比較においては、ＢＬＯＳＵＭ６２アミノ酸置換マトリクス（Ｈｅ

ｎｉｋｏｆｆ  Ｓ  ａｎｄ  Ｈｅｎｉｋｏｆｆ  Ｊ  Ｇ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａ
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ｃａｄ  Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８９，１０９１５～１０９１９，１９９２）を用いる

ことが好ましい。

      【００７２】

  基準ポリヌクレオチドまたはポリペプチド配列に対してクエリーポリヌクレオ

チドまたはポリペプチド配列の同一性％を求めるために、プログラムＢＥＳＴＦ

ＩＴを用い、クエリーおよび基準配列は最適にアライメントされ、プログラムの

パラメーターは前述のとおり、デフォルト値に設定されていることが好ましい。

      【００７３】

  「同一性指数」は、候補配列（ポリヌクレオチドまたはポリペプチド）と基準

配列とを比較するために用いることができる配列の関連性の尺度である。したが

って、例えば、基準ポリヌクレオチド配列と比較して、例えば０．９５の同一性

指数を有する候補ポリヌクレオチド配列は、候補ポリヌクレオチド配列が基準配

列のそれぞれ１００ヌクレオチドごとに平均で５つまでの相違を含みうるという

ことを除き、基準配列と同一である。そのような相違は少なくとも１つのヌクレ

オチド欠失、トランジションおよびトランスバージョンを含む置換、または挿入

からなる群より選択される。これらの相違は、基準ポリヌクレオチド配列の５’

もしくは３’末端位で、またはこれらの末端位の間のいかなる位置でも、基準配

列中のヌクレオチドの間で個々に散在して、または基準配列中の１つまたは複数

の隣接グループで起こりうる。すなわち、基準ポリヌクレオチド配列と比較して

０．９５の同一性指数を有するポリヌクレオチド配列を得るためには、前述のと

おり、基準配列のヌクレオチド１００個ごとに平均５個までが欠失、置換もしく

は挿入される、またはその任意の組合せが起きてもよい。同じことが同一性指数

の他の値、例えば０．９６、０．９７、０．９８および０．９９についても、必

要な変更を加えてあてはまる。

      【００７４】

  同様に、ポリペプチドについては、基準ポリペプチド配列と比較して、例えば

０．９５の同一性指数を有する候補ポリペプチド配列は、ポリペプチド配列が基

準配列のそれぞれ１００アミノ酸ごとに平均で５つまでの相違を含みうるという

ことを除き、基準配列と同一である。そのような相違は少なくとも１個のアミノ
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酸欠失、保存的および非保存的置換を含む置換、または挿入からなる群より選択

される。これらの相違は、基準ポリペプチド配列のアミノもしくはカルボキシ末

端位で、またはこれらの末端位の間のいかなる位置でも、基準配列中のアミノ酸

の間で個々に散在して、または基準配列中の１つまたは複数の隣接グループで起

こりうる。すなわち、基準ポリペプチド配列と比較して０．９５の同一性指数を

有するポリペプチド配列を得るためには、前述のとおり、基準配列のアミノ酸１

００個ごとに平均５個までが欠失、置換もしくは挿入される、またはその任意の

組合せが起こってもよい。同じことが同一性指数の他の値、例えば０．９６、０

．９７、０．９８および０．９９についても、必要な変更を加えてあてはまる。

      【００７５】

  ヌクレオチドまたはアミノ酸の相違の数と同一性指数との間の関係は下記の式

で表すことができる：

ｎa≦ｘa－（ｘa・Ｉ）

上式で、

ｎaはヌクレオチドまたはアミノ酸の相違の数であり、

ｘaは配列番号１または配列番号２における、それぞれヌクレオチドまたはアミ

ノ酸の合計数であり、

Ｉは同一性指数であり、

・は乗法演算子の記号であり、かつ

上式で、ｘaとＩとの積が非整数となる場合にはいかなる値でも、ｘaから減ずる

前に最も近い整数に切り捨てる。

      【００７６】

  「ホモログ」は、基準配列に対し高度の配列関連性を有するポリヌクレオチド

またはポリペプチド配列を示すために、当技術分野において用いられる総称であ

る。そのような関連性は、前述のとおり、２つの配列間の同一性および／または

類似性の程度を求めることによって定量することができる。「オルソログ」およ

び「パラログ」なる用語も、この総称の範囲内に入る。「オルソログ」とは、も

う１つの種のポリヌクレオチドまたはポリペプチドの機能的等価物であるポリヌ

クレオチドまたはポリペプチドを意味する。「パラログ」とは、同じ種内で機能
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的に類似のポリヌクレオチドまたはポリペプチドを意味する。

      【００７７】

  「融合蛋白質」とは、２つの、無関係の融合遺伝子またはそのフラグメントに

よってコードされる蛋白質を意味する。例は米国特許第５５４１０８７号、米国

特許第５７２６０４４号に開示されている。Ｆｃ－Ｃａｒｐ－２の場合、そのよ

うな融合蛋白質を治療に用いるときに、その薬物動態学的性質を改善し、かつ二

量体Ｃａｒｐ－２を生成するために、融合蛋白質の一部として免疫グロブリンＦ

ｃ領域を用いることは、Ｆｃ－Ｃａｒｐ－２またはＣａｒｐ－２のフラグメント

の機能的発現を実施する際に有利である。Ｆｃ－Ｃａｒｐ－２のＤＮＡ構築物は

、５’から３’の方向に、分泌カセット、すなわち哺乳動物細胞からの輸送を引

き起こすシグナル配列、融合相手として、免疫グロブリンＦｃ領域フラグメント

をコードするＤＮＡ、およびＣａｒｐ－２またはそのフラグメントをコードする

ＤＮＡを含む。いくつかの使用において、機能的Ｆｃサイドを突然変異させる一

方で、融合蛋白質の残りはそのまま残す、または発現後にＦｃ部分を完全に欠失

することにより、固有の機能的性質（相補結合、Ｆｃ受容体結合）を変更できる

ことが望ましいであろう。

      【００７８】

  特許および特許出願を含むが、これらに限定されることはない、本明細書にお

いて引用したすべての出版物および参照文献は、それぞれ個々の出版物または参

照文献について、具体的かつ個別に参考として本明細書に組み込むと示している

かのごとくに、その全体を参考として本明細書に組み込む。本出願がそれに対し

て優先権を主張する、いかなる特許出願も、出版物および参照文献について前述

した様式で、その全体を参考として本明細書に組み込む。

      【００７９】

  さらなる実施例

  実施例１

  ノーザンブロット

  ヒト組織由来ＲＮＡにハイブリダイズしたＣＡＲＰ－２の放射性３２Ｐ標識１

０００ｂｐ遺伝子フラグメントを用いた、多組織ノーザンブロット（Ｃｌｏｎｔ
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ｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ  Ｉｎｃ．米国カリフォルニア州パロアルト

）。ｍＲＮＡサイズはおよそ２ｋｂと推定されており、心臓および骨格筋で検出

された（図１）。

      【００８０】

  実施例２

  遺伝子発現分析

  様々なヒト由来ｍＲＮＡ（ＭＴＥ、Ｃｌｏｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉ

ｅｓ  Ｉｎｃ．米国カリフォルニア州パロアルト）を、ナイロンメンブレン上に

スポットした。メンブレンをＣＡＲＰ－２の放射性32Ｐで標識した１０００ｂｐ

遺伝子フラグメントとハイブリダイズさせた。ヒト由来の６１の個々の試料（表

１）を試験した。放射能をスキャンし、スポットを定量した（すべての値は最高

値設定＝１００％に補正した）。心臓および骨格筋における発現に加えて、ＣＡ

ＲＰ－２は甲状腺でも検出された。心臓内では、ＣＡＲＰ－２発現は心房よりも

心室でより顕著であることが判明し、高い発現が心室中隔および心尖でも見られ

た。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  ＣＡＲＰ－２の発現パターンを示す表１である。様々なヒト組織および臓器に

おけるＣＡＲＰ－２ポリペプチドｍＲＮＡの発現分析を、実施例２に示すとおり

に実施した。

    【図２】

  ノーザンブロット分析を示す図１である。ヒト組織におけるヒトＣＡＲＰ－２

の発現を分析するために、ノーザンブロット（ｃｌｏｎｔｅｃｈ）を実施した。

約２ｋｂで、心臓および骨格筋において検出されているバンド。
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