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(54)【発明の名称】 急性期のニューロン性誘導型カルシウム結合タンパク質タイプ１リガンド

(57)【要約】
ＡＮＩＣ－ＢＰ－１リガンドのポリペプチドおよびポリ
ヌクレオチドならびにそのようなポリペプチドを組換え
技術によって製造するための方法が開示される。ＡＮＩ
Ｃ－ＢＰ－１リガンドのポリペプチドおよびポリヌクレ
オチドを診断アッセイにおいて用いるための方法もまた
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、

  （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、

  （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、

  （ｄ）配列番号２のポリペプチド配列、および

  （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、

からなる群から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、

  （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、

  （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、

  （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、

  （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されたプローブを用いた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り得られる少なく

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、
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  （ｆ）（ａ）～（ｅ）のポリヌクレオチドのＲＮＡ等価体であるポリヌクレオ

チド、

  （ｇ）（ａ）～（ｆ）のいずれかの前記ポリヌクレオチドに対して相補的なポ

リヌクレオチド配列、および

  （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、あるいは前記のポリヌクレオチドに対してその全長にわたって相

補的であるポリヌクレオチド

からなる群から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、

  （ｂ）配列番号１のポリヌクレオチド、

  （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、および

  （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、

からなる群から選択される、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性宿主細胞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し得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に記載される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製造する方

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

下で培養するステップと、前記ポリペプチドを培養培地から回収するステップと

含む方法。

    【請求項９】  免疫グロブリンの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タンパク質。

    【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
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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方法であ

って、

  （ａ）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

）またはその融合タンパク質に対する候補化合物の結合を、前記候補化合物に直

接的または間接的に結合している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）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

）またはその融合タンパク質に対する候補化合物の結合の競合を、標識された競

合剤の存在下で測定すること、

  （ｃ）前記ポリペプチドの活性化または阻害により発生するシグナルを前記候

補化合物が生じさせるかどうかを、前記ポリペプチドを発現する細胞または細胞

膜に適切な検出システムを使用して試験すること、

  （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有す

る溶液と混合して混合物を作製し、混合物中の前記ポリペプチドの活性を測定し

、その後、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）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細胞

における産生に対する候補化合物の作用を、例えばＥＬＩＳＡアッセイを使用し

て検出すること、および

  （ｆ）生物工学または化学の標準的な技術に従って前記化合物を産生すること

、

からなる群から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「ＡＮＩＣ－ＢＰ－１リガンド」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得る化合物を同定する際のそれらの使用、ならびにそ

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。この方

法は、遺伝子および遺伝子産物を治療標的として同定する手段として、迅速に、

「ポジショナルクローニング」に基づいたより初期の方法の代わりになりつつあ

る。生体機能または遺伝子の疾患である表現型を同定し、次いでこれに対する原

因遺伝子がその遺伝地図の位置に基づいて突き止められる。

      【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、潜在

的に注目さ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

技術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／タンパク質

を同定し、特徴付けることが引き続き求められている。

      【０００４】

    （発明の概要）

  本発明は、ＡＮＩＣ－ＢＰ－１リガンドに関し、詳細にはＡＮＩＣ－ＢＰ－１

リガンドポリペプチドおよびＡＮＩＣ－ＢＰ－１リガンドポリヌクレオチド、組

替え体、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、卒中、頭部外傷、多発性硬化症、パーキンソン病、アルツハイ

マー病、脊髄損傷（これらに限定されない）を含むある種の疾患（これらは以降
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「本発明の疾患」と呼ばれる）を処置する方法に関連して注目されている。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

化合物を用いて、ＡＮＩＣ－ＢＰ－１リガンドの不均衡に関連した状態を処置す

る方法に関する。さらにさらなる態様において、本発明はＡＮＩＣ－ＢＰ－１リ

ガンドの不適切な活性またはレベルに関連した疾患を検出する診断アッセイに関

する。

      【０００５】

    （発明の説明）

  第一の態様において、本発明はＡＮＩＣ－ＢＰ－１リガンドポリペプチドに関

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対して少なくとも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対して少なくとも９５％、９６％、９７

％、９８％または９９％の同一性を有するポリペプチド、

（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の同一性指標を有するポリペプチド配列を有するか

、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）～（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、ステライル（ｓｔｅｒｉｌｅ）アルファーモチーフ

を含有するタンパク質ファミリーのポリペプチドのメンバーであると考えられる

。したがって、ＡＮＩＣ－ＢＰ－１、ＡＮＩＣ－ＢＰ－２およびＡＮＩＣ－ＢＰ
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－１Ｂと呼ばれるＡＮＩＣ－ＢＰファミリーの３つの記載された遺伝子のメンバ

ーが最近同定されたので、それらは注目されている。ＡＮＩＣ－ＢＰ－１は、ｍ

ＲＮＡディファレンシャルディスプレイの技術を用いて発見されるように、頭部

外傷のラットモデルにおいてアップレギュレーションされることが見出された。

      【０００７】

  ＡＮＩＣ－ＢＰ－１リガンドの生物学的性質は、本発明書以下において、「Ａ

ＮＩＣ－ＢＰ－１リガンドの生物学的活性」または「ＡＮＩＣ－ＢＰ－１リガン

ド活性」と呼ばれる。好ましくは、本発明のポリペプチドは、ＡＮＩＣ－ＢＰ－

１リガンドの生物学的活性の少なくとも１つを示す。

      【０００８】

  本発明のポリペプチドにはまた、すべての対立遺伝子形態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、

挿入、欠失、および保存的もしくは非保存的であり得る置換、またはそれらの任

意の組合せによって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み合わせで

挿入、置換または欠失されている変異体である。

      【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または１００個の連続したアミノ酸を有する

アミノ酸配列を含むポリペプチド、あるいは配列番号２のアミノ酸配列から、少

なくとも３０、５０または１００個の連続したアミノ酸が短縮化または欠失して

いるアミノ酸配列を含むポリペプチドが含まれる。好ましいフラグメントは、Ａ

ＮＩＣ－ＢＰリガンドの生物学的活性を媒介する生物学的に活性なフラグメント

である。これには、類似する活性または改善された活性を有するか、あるいは望

ましくない活性が低下しているフラグメントが含まれる。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、対応する全長型ポリペプチドをペプ
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チド合成によって製造するために用いることができる。したがって、これらの変

異体は本発明の全長型ポリペプチドを製造するための中間体として用いることが

できる。本発明のポリペプチドは、「成熟型」タンパク質の形態であってもよく

、あるいは前駆体または融合タンパク質などのより大きなタンパク質の一部であ

ってもよい。分泌配列またはリーダー配列、プロ配列、精製を助ける配列（例え

ば多数のヒスチジン残基）、あるいは組換え産生時の安定性に必要なさらなる配

列を含有するさらなる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、天然に存在する供給

源から、または発現系（下記参照）を含む遺伝子操作された宿主細胞から単離す

ることによって、あるいは例えば、自動化されたペプチド合成機を使用する化学

合成によって、あるいはそのような方法の組合せによって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ための手段はこの分野では十分に理解され

ている。

      【００１２】

  さらなる態様において、本発明はＡＮＩＣ－ＢＰ－１リガンドポリヌクレオチ

ドに関する。そのようなポリヌクレオチドには下記が含まれる：

（ａ）配列番号１のポリヌクレオチド配列に対する同一性が少なくとも９５％、

９６％、９７％、９８％または９９％であ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する同一性が少なくとも９５％、９６

％、９７％、９８％または９９％であ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する同一性が少なくとも９５％、９６

％、９７％、９８％または９９％であ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、
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（ｇ）配列番号２のポリペプチド配列に対する同一性が少なくとも９５％、９６

％、９７％、９８％または９９％であ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の同一性指標を有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

、

（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の同一性指標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、ならびに

上記ポリヌクレオチドのフラグメントおよび変異体であるポリヌクレオチド、あ

るいは上記ポリヌクレオチドに対してその全長にわたって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には、配列番号１の配列に

由来する少なくとも１５、３０、５０または１００個の連続したヌクレオチドを

有するヌクレオチド配列を含むポリヌクレオチド、あるいは配列番号１の配列か

ら、少なくとも３０、５０または１００個の連続したヌクレオチドが短縮化また

は欠失している配列を含むポリヌクレオチドが含まれる。

      【００１４】

  本発明のポリヌクレオチドの好ましい変異体には、スプライス変異体、対立遺

伝子変異体、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

オチドを含む多型体が含まれる。

      【００１５】

  本発明のポリヌクレオチドにはまた、配列番号２のアミノ酸配列を含み、かつ

いくつかのアミノ酸残基、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
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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まれる。

      【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、

ならびに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、ＡＢ０１１０９６（ＫＩＡＡ０５２４

；Ｎａｇａｓｅ  Ｔ．他、ＤＮＡ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ  ５、３１～３９、１９９

８）との相同性を示す。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の配列をコードするポリペプチドと

同一で有り得るか、あるいは遺伝暗号の重複性（縮重性）の結果として配列番号

２のポリペプチドを同様にコードする、配列番号１とは異なる配列であり得る。

配列番号２のポリペプチドは、ＧＩ－３０４３５７２（ＫＩＡＡ０５２４；Ｎａ

ｇａｓｅ  Ｔ．他、ＤＮＡ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ  ５、３１～３９、１９９８）と

の相同性および／または構造的類似性を有するステライルアルファモチーフ含有

タンパク質ファミリーの他のタンパク質との関連性を有する。

      【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

同的な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な機能／性質を
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有することが予想される。さらに、本発明の好ましいポリペプチドおよびポリヌ

クレオチドは少なくとも１つのＡＮＩＣ－ＢＰリガンド活性を有する。

      【００１９】

  本発明のポリヌクレオチドは、ヒトの骨、脳、乳房、結腸、生殖細胞、心臓、

卵巣、膵臓、副甲状腺、胎盤、脾臓、扁桃、子宮および結腸の細胞におけるｍＲ

ＮＡに由来するｃＤＮＡライブラリから標準的なクローニング技術およびスクリ

ーニング技術を使用して得ることができる（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ他、Ｍｏ

ｌｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ、

第２版、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒ

ｅｓｓ、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．Ｙ．（１９８９））。本

発明のポリヌクレオチドはまた、ゲノムＤＮＡライブラリなどの天然の供給源か

ら得ることができ、あるいはよく知られている技術および市販の技術を用いて合

成することができる。

      【００２０】

  本発明のポリヌクレオチドを本発明のポリペプチドを組換え製造のために使用

する場合、ポリヌクレオチドは、成熟型ポリペプチドだけのコード配列、あるい

はリーダー配列もしくは分泌配列、プレタンパク質配列もしくはプロタンパク質

配列もしくはプレプロタンパク質配列、または他の融合ペプチド部分をコードす

るコード配列などの他のコード配列と読み枠を合わせた成熟型ポリペプチドのコ

ード配列を含むことができる。例えば、融合ポリペプチドの精製を容易にするマ

ーカー配列をコードさせることができる。本発明のこの態様のいくつかの好まし

い実施形態において、マーカー配列は、ｐＱＥベクター（Ｑｉａｇｅｎ，Ｉｎｃ

．）において提供され、そしてＧｅｎｔｚ他、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．

Ｓｃｉ．ＵＳＡ、（１９８９）８６：８２１～８２４に記載されているようなヘ

キサヒスチジンペプチドであるか、あるいはＨＡタグである。ポリヌクレオチド

はまた、転写される非翻訳配列、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を安定化させる配列などの５

’非コード配列および３’非コード配列を含有することができる。

      【００２１】
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  配列番号１のポリヌクレオチド配列に対して同一であるか、または十分な同一

性を有するポリヌクレオチドは、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、あるいは核酸増幅反応（例えばＰＣＲ）に対す

るプライマーとして使用することができる。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をコードする全長型ｃＤＮＡおよびゲノムクローン

を単離するために、そして配列番号１に対する大きな配列類似性（概して少なく

とも９５％の同一性）を有する他の遺伝子（ヒト供給源に由来するパラログなら

びにヒト以外の種に由来する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クローンおよびゲノムクローンを単離するために使用することが

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ヌクレオチドを含み、そして少なくとも１

００ヌクレオチドまでとはいかなくても、少なくとも５０ヌクレオチドを有し得

る。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。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。

      【００２２】

  ヒト以外の種に由来するホモログを含む、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の配列または好ましくは少なくとも１５ヌクレ

オチドのそのフラグメントを有する標識されたプローブを用いてストリンジェン

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ステップ

；および前記ポリヌクレオチド配列を含有する全長型ｃＤＮＡクローンおよびゲ

ノムクローンを単離するステップ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十分に知られている。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には、５０％ホルムアミド、５×

ＳＳＣ（１５０ｍＭのＮａＣｌ、１５ｍＭのクエン酸三ナトリウム）、５０ｍＭ

のリン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）、５×デンハルト溶液、１０％のデキストラ

ン硫酸および２０マイクログラム／ｍｌの変性させた剪断サケ精子ＤＮＡを含む

溶液において４２℃で終夜インキュベーションし、その後、０．１×ＳＳＣにお

いて約６５℃でフィルターを洗浄することが含まれる。したがって、本発明はま

た、配列番号１の配列または好ましくは少なくとも１５ヌクレオチドのそのフラ
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グメントを有する標識されたプローブを用いて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

されたポリヌクレオチド、好ましくは少なくとも１００ヌクレオチドのヌクレオ

チド配列を有する単離されたポリヌクレオチドを含む。

      【００２３】

  当業者は、多くの場合において、ポリペプチドをコードする領域が５’末端に

至るまで必ずしも完全に伸長していない点で、単離されたｃＤＮＡ配列が不完全

であることを理解している。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ｍＲＮＡ鋳型のＤＮＡコピーを完了できなかった

結果である。

      【００２４】

  全長型ｃＤＮＡを得るために、あるいは短いｃＤＮＡを伸長させるために利用

することができ、かつ当業者に十分に知られている方法がいくつかある。例えば

、ｃＤＮＡ末端の迅速な増幅（ＲＡＣＥ）方法に基づく方法がある（例えば、Ｆ

ｒｏｈｍａｎ他、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、８５、８９

９８～９００２、１９８８）。例えば、Ｍａｒａｔｈｏｎ（商標）技術（Ｃｌｏ

ｎｔｅｃｈ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ  Ｉｎｃ．）によって例示されるこの技

術の近年の改変により、より長いｃＤＮＡに対する探索が著しく単純化されてい

る。Ｍａｒａｔｈｏｎ（商標）技術では、ｃＤＮＡが、選ばれた組織から抽出さ

れたｍＲＮＡから調製され、そして「アダプター」配列が両端に連結される。そ

の後、核酸増幅（ＰＣＲ）を行い、遺伝子特異的オリゴヌクレオチドプライマー

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使用してｃＤ

ＮＡの「失われた」５’末端を増幅する。その後、「ネスティッド」プライマー

、すなわち、増幅産物の内部にアニーリングするように設計されたプライマー（

典型的には、アダプター配列においてさらに３’側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においてさらに５’側にアニーリ

ングする遺伝子特異的プライマー）を使用して、ＰＣＲ反応を繰り返す。その後

、この反応の生成物はＤＮＡ配列決定によって分析することができる。生産物を
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既存のｃＤＮＡ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全長型ＰＣＲを行うことにより、全長型

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

この分野で十分に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、本発明のポリヌクレオチド（１つまたは複

数）を含む発現系と、そのような発現系で遺伝子操作されている宿主細胞と、お

よび組換え技術による本発明のポリペプチドの製造とに関する。本発明のＤＮＡ

構築物由来のＲＮＡを用いてそのようなタンパク質を産生するために、無細胞翻

訳システムを用いることもできる。

      【００２６】

  組換え製造のために、宿主細胞を遺伝子操作して本発明のポリヌクレオチドに

対する発現系またはその一部を取り込ませることができる。ポリヌクレオチドは

、Ｄａｖｉｓ他、Ｂａｓｉｃ  Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂ

ｉｏｌｏｇｙ（１９８６）およびＳａｍｂｒｏｏｋ他（同上）などの多くの標準

的な実験マニュアルに記載される方法によって宿主細胞に導入することができる

。ポリヌクレオチドを宿主細胞に導入する好ましい方法には、例えば、リン酸カ

ルシウムトランスフェクション、ＤＥＡＥ－デキストラン媒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、カチオン性脂質媒介ト

ランスフェクション、エレクトロポレーション、形質導入、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】

  適切な宿主の代表的な例には、ストレプトコッカス属細胞、スタフィロコッカ

ス属細胞、大腸菌細胞、ストレプトミセス属細胞および枯草菌細胞などの細菌細

胞；酵母細胞およびアスペルギルス属細胞などの菌類細胞；ショウジョウバエ（

Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ）Ｓ２細胞およびＳｐｏｄｏｐｔｅｒａ  Ｓｆ９細胞など

の昆虫細胞；ＣＨＯ細胞、ＣＯＳ細胞、ＨｅＬａ細胞、Ｃ１２７細胞、３Ｔ３細

胞、ＢＨＫ細胞、ＨＥＫ２９３細胞およびＢｏｗｅｓメラノーマ細胞などの動物
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細胞；ならびに植物細胞が含まれる。

      【００２８】

  多様な発現系を使用することができる。例えば、染色体、エピソームおよびウ

イルスに由来するシステム、例えば、細菌プラスミドに由来するベクター、バク

テリオファージに由来するベクター、トランスポゾンに由来するベクター、酵母

エピソームに由来するベクター、挿入因子に由来するベクター、酵母染色体因子

に由来するベクター、バキュロウイルス、パポバウイルス（ＳＶ４０など）、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に由来するベクター、ならびにプラスミドおよび

バクテリオファージの遺伝因子に由来するベクターなどのそれらの組合せに由来

するベクター（コスミドおよびファージミドなど）を使用することができる。こ

れらの発現系は、発現を生じさせるためだけでなく、発現を調節するための制御

領域を含有することができる。一般に、宿主においてポリペプチドを産生させる

ためにポリヌクレオチドを維持し、または伝搬させ、または発現させることがで

きる系またはベクターはどれも使用することができる。適切なポリヌクレオチド

配列を、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ他（同上）に示されている技術などの様々な

よく知られている日常的な技術のいずれかによって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、翻訳されたタンパ

ク質を小胞体の内腔、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、ポリペプチドに対して内因性であってもよく、あるいは

異種のシグナルであってもよい。

      【００２９】

  本発明のポリペプチドをスクリーニングアッセイで用いるために発現させる場

合にはポリペプチドを細胞の表面に産生させることが一般には好ましい。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には培地を回収してポリペプチドを回収して精製することが

できる。細胞内に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】
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  本発明のポリペプチドは、硫酸アンモニウム沈殿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

む十分に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。最も好ましくは、高速液体クロマトグラフィが精製に用いられる。

ポリペプチドが細胞内合成、単離および／または精製のときに変性した場合には

、タンパク質をリフォールディングさせるために十分に知られている技術を用い

て活性な立体配座を再生させることができる。

      【００３１】

  本発明のポリヌクレオチドは、関連遺伝子における変異を検出することによっ

て診断試薬として使用することができる。ｃＤＮＡ配列またはゲノム配列におけ

る配列番号１のポリヌクレオチドにより特徴付けられる遺伝子で、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って、その遺伝子の発現不足

、過剰発現あるいは変化した空間的または時間的な発現から生じる疾患の診断ま

たはそのような疾患に対する感受性の診断の一助になり得るか、またはそのよう

な診断を規定し得る診断ツールが提供される。遺伝子に変異を有する個体を、こ

の分野で十分に知られている様々な技術によって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、組織生検体または解剖体などの被験体

の細胞から得ることができる。ゲノムＤＮＡは検出のために直接使用することが

でき、あるいは分析前にＰＣＲ（好ましくはＲＴ－ＰＣＲ）または他の増幅法を

使用することによって酵素的に増幅することができる。ＲＮＡまたはｃＤＮＡも

また同様の方法で使用することができる。欠失および挿入は、正常な遺伝子型と

比較し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。点変異は、増

幅されたＤＮＡをＡＮＩＣ－ＢＰリガンドの標識されたヌクレオチド配列にハイ

ブリダイゼーションさせることによって同定することができる。完全に一致する

配列は、リボヌクレアーゼ消化によって、または融解温度の差によってミスマッ
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チした二重鎖から区別することができる。ＤＮＡ配列の違いはまた、変性剤の存

在下または非存在下でのゲルにおけるＤＮＡフラグメントの電気泳動移動度の変

化によって、あるいは直接的なＤＮＡ配列決定によって検出することができる（

例えば、Ｍｙｅｒｓ他、Ｓｃｉｅｎｃｅ、（１９８５）２３０：１２４２）。特

定の位置における配列の変化もまた、リボヌクレアーゼ保護またはＳ１保護など

のヌクレアーゼ保護アッセイあるいは化学的な切断方法によって明らかにするこ

とができる（Ｃｏｔｔｏｎ他、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ

、（１９８５）８５：４３９７～４４０１）。

      【００３３】

  ＡＮＩＣ－ＢＰリガンド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、高密度のアレイま

たはグリッドであることが好ましい。アレイ技術法は十分に知られており、そし

て一般的な適用性を有し、遺伝子発現、遺伝子連鎖および遺伝子変動性を含む分

子遺伝学における様々な問題を検討するために使用することができる（例えば、

Ｍ．Ｃｈｅｅ他、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２７４、６１０～６１３（１９９６）および

それに引用されている他の参考文献を参照）。

      【００３４】

  異常に低下しているか、または異常に増大しているポリペプチドまたはｍＲＮ

Ａの発現レベルの検出もまた、本発明の疾患に対する被験体の感受性を診断また

は決定するために使用することができる。発現の減少または増加は、ポリヌクレ

オチドを定量することに関してこの分野で十分に知られている方法、例えば、核

酸増幅（例えばＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ）など、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のいずれかを使用してＲＮ

Ａレベルで測定することができる。宿主に由来するサンプルにおける本発明のポ

リペプチドなどのタンパク質のレベルを決定するために使用され得るアッセイ技

術は当業者には十分に知られている。そのようなアッセイ方法には、放射免疫ア

ッセイ、結合タンパク質競合アッセイ、ウエスタンブロット分析およびＥＬＩＳ

Ａアッセイが含まれる。
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      【００３５】

  したがって、別の態様において、本発明は下記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もしくはＲＮＡ転写物；

（ｂ）（ａ）のヌクレオチド配列に対して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に対する抗体、好ましくは配列番号２のポリペプチ

ドに対する抗体。

      【００３６】

  任意のそのようなキットにおいて、（ａ）、（ｂ）、（ｃ）または（ｄ）は実

質的な成分を含み得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】

  本発明のポリヌクレオチド配列は染色体局在化研究に有用である。配列は、個

々のヒト染色体における特定の位置に対して特異的に標的化され、かつ特定の位

置とハイブリダイゼーションし得る。本発明に従って関連する配列を染色体にマ

ッピングすることは、そのような配列を遺伝子関連疾患と相関付ける際の重要な

最初のステップである。配列が正確な染色体位置にマッピングされると、染色体

上における配列の物理的な位置を遺伝地図データと相関させることができる。そ

のようなデータは、例えば、Ｖ．ＭｃＫｕｓｉｃｋの「ヒトにおけるメンデル遺

伝」において見出される（これはＪｏｈｎｓ  Ｈｏｐｋｉｎｓ大学Ｗｅｌｃｈ  

Ｍｅｄｉｃａｌ  Ｌｉｂｒａｒｙからオンラインで入手可能）。遺伝子と、同じ

染色体領域にマッピングされている疾患との関係が、その後連鎖解析（物理的に

隣接する遺伝子の同時遺伝）によって同定される。ゲノム配列（遺伝子フラグメ

ントなど）に関する正確なヒト染色体局在化を放射ハイブリッド（ＲＨ）マッピ

ングを使用して決定することができる（Ｗａｌｔｅｒ，Ｍ．、Ｓｐｉｌｌｅｔｔ

，Ｄ．、Ｔｈｏｍａｓ，Ｐ．、Ｗｅｉｓｓｅｎｂａｃｈ，Ｊ．およびＧｏｏｄｆ

ｅｌｌｏｗ，Ｐ．（１９９４）、ゲノム全体の放射ハイブリッドマップを構築す
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る方法、Ｎａｔｕｒｅ  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ、７、２２～２８）。多数のＲＨパネ

ルをＲｅｓｅａｒｃｈ  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ（Ｈｕｎｔｓｖｉｌｌｅ、ＡＬ、米国

）から得ることができる。例えば、ＧｅｎｅＢｒｉｄｇｅ４  ＲＨパネル（Ｈｕ

ｍ  Ｍｏｌ  Ｇｅｎｅｔ、１９９６、Ｍａｒ；５（３）：３３９～４６、ヒトゲ

ノムの放射ハイブリッドマップ。Ｇｙａｐａｙ  Ｇ．、Ｓｃｈｍｉｔｔ  Ｋ．、

Ｆｉｚａｍｅｓ  Ｃ．、Ｊｏｎｅｓ  Ｈ．、Ｖｅｇａ－Ｃｚａｒｎｙ  Ｎ．、Ｓ

ｐｉｌｌｅｔｔ  Ｄ．、Ｍｕｓｅｌｅｔ  Ｄ．、Ｐｒｕｄ’Ｈｏｍｍｅ  ＪＦ、

Ｄｉｂ  Ｃ．、Ａｕｆｆｒａｙ  Ｃ．、Ｍｏｒｉｓｓｅｔｔｅ  Ｊ．、Ｗｅｉｓ

ｓｅｎｂａｃｈ，Ｊ．、Ｇｏｏｄｆｅｌｌｏｗ，ＰＮ）。このパネルを使用して

遺伝子の染色体位置を決定するために、９３個のＰＣＲが、ＲＨ  ＤＮＡについ

て目的とする遺伝子から設計されたプライマーを用いて行われる。これらのＤＮ

Ａはそれぞれが、ハムスターのバックグラウンド（ヒト／ハムスターのハイブリ

ッド細胞株）に維持されたランダムなヒトゲノムフラグメントを含有する。これ

らのＰＣＲにより、目的とする遺伝子の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に由来するＰＣＲ産物を使

用して作製されたスコアと比較する。この比較はｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎ

ｏｍｅ．ｗｉ．ｍｉｔ．ｅｄｕ／において行われる。本発明の遺伝子はヒト染色

体の第１７染色体（Ｄ１７Ｓ９２２－Ｄ１７Ｓ７９８）にマッピングされる。

      【００３８】

  本発明のポリヌクレオチド配列はまた組織発現研究に対する有用なツールであ

る。そのような研究により本発明のポリヌクレオチドの発現パターンを決定する

ことが可能になり、これによりコードされたポリペプチドの組織内の発現パター

ンに関する指標を、それらをコードするｍＲＮＡを検出することによって得るこ

とができる。使用される技術はこの分野では十分に知られており、ｃＤＮＡマイ

クロアレイハイブリダイゼーション（Ｓｃｈｅｎａ他、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２７０

、４６７～４７０、１９９５およびＳｈａｌｏｎ他、Ｇｅｎｏｍｅ  Ｒｅｓ、６

、６３９～６４５、１９９６）などの、グリッド上に配置された様々なクローン

に対するインサイチュー（ｉｎ  ｓｉｔｕ）・ハイブリダイゼーション技術、お

よびＰＣＲなどのヌクレオチド増幅技術を含む。好ましい方法では、Ｐｅｒｋｉ
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ｎ  Ｅｌｍｅｒから得られるＴＡＱＭＡＮ（商標）技術が使用される。これらの

研究結果により、生物におけるポリペプチドの正常な機能の指標を得ることがで

きる。さらに、ｍＲＮＡの正常な発現パターンと、同じ遺伝子の別の形態（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形態）によ

ってコードされるｍＲＮＡの発現パターンとの比較研究により、本発明のポリペ

プチドの役割に対する有益な洞察がもたらされ得るか、または疾患におけるその

不適切な発現の役割に対する有益な洞察がもたらされ得る。そのような不適切な

発現は、時間的、空間的または単に量的な性質であり得る。

      【００３９】

  本発明のポリペプチドは、骨、脳、乳房、結腸、生殖細胞、心臓、卵巣、膵臓

、副甲状腺、胎盤、脾臓、扁桃、子宮、結腸において発現している。

      【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のフラ

グメントあるいはそれらを発現する細胞は、本発明のポリペプチドに対して免疫

特異的である抗体を産生させるための免疫原として使用することができる。用語

「免疫特異的」は、抗体が、先行技術における他の関連するポリペプチドに対す

るその親和性よりも実質的に大きい親和性を本発明のポリペプチドに対して有す

ることを意味する。

      【００４１】

  本発明のポリペプチドに対して生じる抗体は、日常的なプロトコルを使用して

、ポリペプチドまたはエピトープ含有フラグメントまたは細胞を動物（好ましく

は非ヒト動物）に投与することによって得ることができる。モノクローナル抗体

を調製するために、連続的な細胞株培養物によって産生される抗体を提供するい

かなる技術を使用することができる。例としては、ハイブリドーマ技術（Ｋｏｈ

ｌｅｒ，Ｇ．およびＭｉｌｓｔｅｉｎ，Ｃ．、Ｎａｔｕｒｅ（１９７５）、２５

６：４９５～４９７）、トリオーマ技術、ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術（Ｋｏ

ｚｂｏｒ他、Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ  Ｔｏｄａｙ（１９８３）、４：７２）、お

よびＥＢＶハイブリドーマ技術（Ｃｏｌｅ他、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉ

ｂｏｄｉｅｓ  ａｎｄ  Ｃａｎｃｅｒ  Ｔｈｅｒａｐｙ、７７～９６、Ａｌａｎ
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  Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．、１９８５）が含まれる。

      【００４２】

  米国特許第４，９４６，７７８号に記載される技術などの単鎖抗体の製造技術

もまた、本発明のポリペプチドに対する単鎖抗体を製造するために適応させるこ

とができる。また、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

物を使用して、ヒト化抗体を発現させることができる。

      【００４３】

  上記の抗体を用いて、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はまた、特に本発明の疾患を治療す

るために用いることができる。

      【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使用すること

もできる。したがって、さらなる態様において、本発明は、哺乳動物における免

疫学的応答を誘導する方法に関する。この方法は、前記動物を疾患から、その疾

患が個体において既に確立されているか否かに関わらず保護するために抗体応答

および／またはＴ細胞免疫応答（例えば、サイトカイン産生Ｔ細胞または細胞傷

害性Ｔ細胞を含む）を生じさせるのに適切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学的応答はまた、本発明の疾患から

前記動物を保護する抗体を産生させるようにそのような免疫学的応答を誘導する

ために、ポリヌクレオチドの発現を行わせ、かつポリペプチドをコードするベク

ターによって本発明のポリペプチドをインビボで送達することを含む方法によっ

て誘導され得る。そのようなベクターを投与する１つの方法は、粒子またはそれ

以外のものにおけるコーティング物として所望する細胞内にベクターを加速して

入れることによる。そのような核酸ベクターは、ＤＮＡ、ＲＮＡ、修飾型核酸ま

たはＤＮＡ／ＲＮＡハイブリッドを含むことができる。使用する場合、ワクチン

、ポリペプチドまたは核酸ベクターは、通常、ワクチン配合物（組成物）として

提供される。配合物は好適なキャリアをさらに含むことができる。ポリペプチド

は胃で分解され得るので、非経口で投与される（例えば皮下注射、筋肉内注射、
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静脈内注射または皮内注射）ことが好ましい。非経口投与に好適な配合物には、

抗酸化剤、緩衝剤、静菌剤、および配合物を接種者の血液と等張にする溶質を含

有し得る水性および非水性の無菌注射液；ならびに懸濁剤または増粘剤を含み得

る水性および非水性の無菌懸濁物が含まれる。配合物は、単位用量容器または多

回用量容器で、例えば密封アンプルおよびバイアルで提供することができ、そし

て使用直前に無菌の液体キャリアを添加することだけを必要とする凍結乾燥状態

で保存することができる。ワクチン配合物はまた、この分野で知られている水中

油型システムおよび他のシステムなどの、配合物の免疫原性を増強するアジュバ

ントシステムを含むことができる。投薬量はワクチンの比活性によって異なるが

日常的な実験によって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学的機能を有する。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化合物を同定するために化合物をスクリーニングす

る方法を提供する。そのような方法により、本明細書前記のような本発明のその

ような疾患に対する治療目的および予防目的のために用いることができるアゴニ

ストまたはアンタゴニストが同定される。化合物は、様々な供給源から、例えば

、細胞、無細胞調製物、化学ライブラリ、化学化合物のコレクション、および天

然産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そのよう

なアゴニストまたはアンタゴニストは、天然または修飾された基質、リガンド、

受容体、酵素などであり、場合により、ポリペプチドに由来し、すなわち、その

構造的または機能的な模倣体（Ｃｏｌｉｇａｎ他、Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏ

ｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、１（２）：５章（１９９１））あるい

は小分子であり得る。

      【００４６】

  スクリーニング方法では、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
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合物の結合が、候補化合物に直接的または間接的に結合している標識によって単

に測定され得る。あるいは、スクリーニング方法は、標識された競合剤（例えば

アゴニストまたはアンタゴニスト）に対抗する、候補化合物のポリペプチドに対

する競合的な結合を（定性的または定量的に）測定または検出することを含み得

る。さらにこれらのスクリーニング方法では、ポリペプチドを有する細胞に適し

た検出システム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。一般には、活性化阻害剤が既

知のアゴニストの存在下でアッセイされ、そして候補化合物の存在下でのアゴニ

ストによる活性化に対する作用が観測される。さらに、スクリーニング方法は、

候補化合物を、本発明のポリペプチドを含有する溶液と混合して混合物を生成さ

せるステップと、混合物におけるＡＮＩＣ－ＢＰリガンド活性を測定するステッ

プと、および混合物のＡＮＩＣ－ＢＰリガンド活性を、候補化合物を含有しない

コントロール混合物と比較するステップを単に含み得る。

      【００４７】

  本発明のポリペプチドは、従来の低い能力のスクリーニング方法において、そ

してまた高処理能スクリーニング（ＨＴＳ）形式において用いることができる。

そのようなＨＴＳ形式には、９６穴マイクロタイター（ｍｉｃｏｔｉｔｅｒ）プ

レートおよびより最近には３８４穴マイクロタイター（ｍｉｃｏｔｉｔｅｒ）プ

レートのよく確立された使用だけでなく、Ｓｃｈｕｌｌｅｋ他、Ａｎａｌ  Ｂｉ

ｏｃｈｅｍ．、２４６、２０～２９（１９９７）に記載のナノウエル法などの最

近現れた方法もまた含まれる。

      【００４８】

  Ｆｃ部分およびＡＮＩＣ－ＢＰリガンドポリペプチドから生成される融合タン

パク質などの融合タンパク質もまた、本明細書中前記のように、本発明のポリペ

プチドに対するアンタゴニストを同定するための高処理能スクリーニングアッセ

イに使用することができる（Ｄ．Ｂｅｎｎｅｔｔ他、Ｊ  Ｍｏｌ  Ｒｅｃｏｇｎ

ｉｔｉｏｎ、８：５２～５８（１９９５）；Ｋ．Ｊｏｈａｎｓｏｎ他、Ｊ  Ｂｉ

ｏｌ  Ｃｈｅｍ、２７０（１６）：９４５９～９４７１（１９９５））。

      【００４９】
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  スクリーニング技術

  本発明のポリヌクレオチド、ポリペプチドおよび本発明のポリペプチドに対す

る抗体はまた、ｍＲＮＡおよびポリペプチドの産生に対する添加された化合物の

細胞内の作用を検出するためのスクリーニング方法を組み立てるために使用する

ことができる。例えば、ＥＬＩＳＡアッセイを、この分野で知られている標準的

な方法によってモノクローナル抗体およびポリクローナル抗体を使用してポリペ

プチドの分泌レベルまたは細胞結合レベルを測定するために構築することができ

る。これは、好適に操作された細胞または組織からのポリペプチドの産生を阻害

し得る薬剤または増強し得る薬剤（これらは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）を発見するために使用することができる。

      【００５０】

  本発明のポリペプチドを用いて、この分野で知られている標準的な受容体結合

技術によって、もしあれば膜結合または可溶性受容体を同定することができる。

このような技術には、ポリペプチドが放射性同位体（例えば125Ｉ）で標識され

るか、化学修飾（例えばビオチン化）されるか、あるいは検出または精製に好適

なペプチド配列に融合させられ、そして推定される受容体の供給源（細胞、細胞

膜、細胞上清、組織抽出物、体液）とインキュベーションされるリガンド結合ア

ッセイおよびリガンド架橋アッセイが含まれるが、これらに限定されない。他の

方法には、表面プラズモン共鳴および分光測定法などの生物物理学的技術が含ま

れる。これらのスクリーニング方法はまた、ポリペプチドのその受容体に対する

結合と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、それらが存

在する場合に同定するために使用することができる。そのようなアッセイを行う

ための標準的な方法はこの分野では十分に理解されている。

      【００５１】

  本発明のポリペプチドのアンタゴニストの例には、抗体または特定の場合には

オリゴヌクレオチドもしくはタンパク質が含まれ、これらは、リガンド、基質、

受容体、酵素などに密接に関連しており、場合により、ポリペプチドに由来し、

例えば、リガンド、基質、受容体、酵素などのフラグメントであり、あるいは本

発明のポリペプチドに結合するが、応答を誘発せず、その結果ポリペプチドの活
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性を妨げる小分子が含まれる。

      【００５２】

  スクリーニング方法はまた、トランスジェニック技術およびＡＮＩＣ－ＢＰ－

１リガンド遺伝子の使用を伴うことがある。トランスジェニック動物を構築する

技術は十分に確立されている。例えば、ＡＮＩＣ－ＢＰ－１リガンド遺伝子は、

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によって、着床前の胚ま

たは着床後の胚へのレトロウイルス移入によって、あるいはエレクトロポレーシ

ョンなどにより遺伝子操作された胚性幹細胞の宿主胚盤胞への注入によって導入

することができる。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」動物であり、動物の遺伝子がその動物のゲノム内においてヒトの等価体によ

って置き換えられている。ノックイントランスジェニック動物は、標的の有効性

を確認することに関して、化合物がヒトの標的に対して特異的である創薬プロセ

スにおいて有用である。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」動物であり、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。遺伝子のノックアウトは、特定の細胞または組織に対して標的

化され得るか、あるいは技術の限界の結果としてある種の細胞または組織におい

てのみ生じ得るか、あるいは動物内のすべての細胞または実質的にすべての細胞

において生じ得る。トランスジェニック動物の技術はまた、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－クローニングシステ

ムを提供する。

      【００５３】

  上記の方法において使用されるスクリーニングキットは、本発明のさらなる態

様をなす。そのようなスクリーニングキットは下記のものを含む：

（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、

そのようなポリペプチドは、好ましくは配列番号２のポリペプチドである。
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      【００５４】

  任意のそのようなキットにおいて、（ａ）、（ｂ）、（ｃ）または（ｄ）は実

質的な成分を含み得ることが理解される。

      【００５５】

    （用語集）

  下記の定義は、本明細書中前記において頻繁に使用されているいくつかの用語

の理解を容易にするために提供される。

      【００５６】

  本明細書中で使用されている「抗体」は、ポリクローナル抗体およびモノクロ

ーナル抗体、キメラ抗体、単鎖抗体、およびヒト化抗体、ならびにＦａｂフラグ

メントを包含し、Ｆａｂ発現ライブラリまたは他の免疫グロブリン発現ライブラ

リの生成物を包含する。

      【００５７】

  「単離（された）」は、その自然の状態から「ヒトの手によって」変化してい

ること、すなわち、自然界に存在する場合、その本来の環境から変化しているま

たは取り出されている、もしくはその両方であることを意味する。例えば、生き

た生物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

ポリペプチドはこの用語が本明細書中で用いられているように「単離」されてい

る。さらに、形質転換、遺伝子操作によって、または任意の他の組換え方法によ

って生物に導入されているポリヌクレオチドまたはポリペプチドは、そのような

生物が生存または非生存であるとしても、前記生物内に依然として存在している

場合でさえ、「単離」されている。

      【００５８】

  「ポリヌクレオチド」は、一般には、任意の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）をいうが、非修飾型または修飾

型のＲＮＡまたはＤＮＡであってもよい。「ポリヌクレオチド」には、一本鎖Ｄ

ＮＡおよび二本鎖ＤＮＡ、一本鎖領域および二本鎖領域の混合であるＤＮＡ、一

本鎖ＲＮＡおよび二本鎖ＲＮＡ、ならびに一本鎖領域および二本鎖領域の混合で
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あるＲＮＡ、一本鎖またはより典型的には二本鎖であり得るか、または一本鎖領

域および二本鎖領域の混合であり得る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。さらに、「ポリヌクレオチド

」は、ＲＮＡまたはＤＮＡあるいはＲＮＡとＤＮＡとの両方を含む三重鎖領域を

意味する。用語「ポリヌクレオチド」はまた、１つまたは複数の修飾された塩基

を含有するＤＮＡまたはＲＮＡ、および安定性またはその他の理由のために修飾

された骨格を有するＤＮＡまたはＲＮＡを含む。「修飾（された）」塩基には、

例えばトリチル化された塩基、およびイノシンなどの非通常型の塩基が含まれる

。ＤＮＡおよびＲＮＡに対して様々な修飾を行うことができる。したがって「ポ

リヌクレオチド」は、自然界に典型的に見出されるようなポリヌクレオチの化学

的、酵素的または代謝的に修飾された形態、ならびにウイルスおよび細胞に特徴

的なＤＮＡおよびＲＮＡの化学的形態を含む。「ポリヌクレオチド」はまたオリ

ゴヌクレオチドと多くの場合には呼ばれる比較的短いポリヌクレオチドを含む。

      【００５９】

  「ポリペプチド」は、ペプチド結合または修飾されたペプチド結合（すなわち

ペプチド等配電子体）によって互いに連結された２つ以上のアミノ酸を含む任意

のポリペプチドをいう。「ポリペプチド」は、ペプチド、オリゴペプチドまたは

オリゴマーと広く呼ばれる短い鎖、ならびに一般にはタンパク質と呼ばれるそれ

よりも長い鎖の両方をいう。ポリペプチドは遺伝子によってコードされる２０の

アミノ酸とは異なるアミノ酸を含有することができる。「ポリペプチド」は、翻

訳後プロセシングなどの自然のプロセスによって、またはこの分野で十分に知ら

れている化学的な修飾技術によって、そのいずれかで修飾されたアミノ酸配列を

含む。そのような修飾は、基本的な教本、より詳細な専門書ならびに数多くの研

究文献に十分に記載されている。修飾は、ペプチド骨格、アミノ酸側鎖およびア

ミノ末端またはカルボキシル末端を含むポリペプチド内の任意のところに存在さ

せることができる。同じ型の修飾が所与ポリペプチド内のいくつかの部位に同じ

程度または異なる程度で存在し得ることが理解される。また、所与ポリペプチド

は多くのタイプの修飾を含有することができる。ポリペプチドは、ユビキチン化

の結果として分枝状であってもよく、そして分枝型または非分枝型の環状であり



(28) 特表２００３－５２７８４８

得る。環状ポリペプチド、分枝状ポリペプチドおよび分枝した環状ポリペプチド

は、翻訳後の自然のプロセスに由来し得るか、あるいは合成的方法によって調整

することができる。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、ヘム成分の共有結合、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、ジスルフィド結合の形成、脱メ

チル化、共有結合的な架橋の形成、シスチンの形成、ピログルタミン酸の形成、

ホルミル化、γ－カルボキシル化、グリコシル化、ＧＰＩアンカーの形成、ヒド

ロキシル化、ヨウ素化、メチル化、ミリストイル化、酸化、タンパク質分解処理

、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

のタンパク質へのアミノ酸の転移ＲＮＡ媒介による付加、ならびユビキチン化が

含まれる（例えば、Ｐｒｏｔｅｉｎｓ－Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ  ａｎｄ  Ｍｏｌｅ

ｃｕｌａｒ  Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ、第２版、Ｔ．Ｅ．Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ、Ｗ

．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ  ａｎｄ  Ｃｏｍｐａｎｙ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、１９９３

；Ｗｏｌｄ，Ｆ．、翻訳後のタンパク質修飾：全体像および展望、１～１２、Ｐ

ｏｓｔ－ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ  Ｃｏｖａｌｅｎｔ  Ｍｏｄｉｆｉｃａｔ

ｉｏｎ  ｏｆ  Ｐｒｏｔｅｉｎｓ、Ｂ．Ｃ．Ｊｏｈｎｓｏｎ編、Ａｃａｄｅｍｉ

ｃ  Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、１９８３；Ｓｅｉｆｔｅｒ他、「タンパク

質修飾および非タンパク質補助因子の分析」、Ｍｅｔｈ  Ｅｎｚｙｍｏｌ、１８

２、６２６～６４６、１９９０；Ｒａｔｔａｎ他、「タンパク質合成：翻訳後修

飾およびエージング」、Ａｎｎ  ＮＹ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ、６６３、４８～６２

、１９９２）。

      【００６０】

  ポリペプチド配列の「フラグメント」は、基準配列よりも短いが基準ポリペプ

チドと同じ生物学的な機能または活性を本質的に保持しているポリペプチド配列

をいう。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いう。

      【００６１】

  「変異体」は、基準のポリヌクレオチドまたはポリペプチドとは異なるが、そ
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の本質的な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いう。ポ

リヌクレオチドの典型的な変異体は、ヌクレオチド配列が基準ポリヌクレオチド

とは異なる。変異体のヌクレオチド配列における変化により、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が変化してもよく、ある

いは変化しなくてもよい。ヌクレオチドの変化は、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におけるアミノ酸の置換、付加、欠失、融合お

よび短縮化をもたらし得る。ポリペプチドの典型的な変異体は、アミノ酸配列が

基準ポリペプチドとは異なる。一般に、変化は基準ポリペプチドおよび変異体の

配列が全体的に非常に類似し、そして多くの領域において同一であるように制限

される。変異体ポリペプチドおよび基準ポリペプチドは、アミノ酸配列が、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異なりうる。置換または

挿入されるアミノ酸残基は、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、あるいはそのようなアミノ酸残基でなくてもよい。典型的な保存的置

換には、Ｇｌｙ、Ａｌａ；Ｖａｌ、Ｉｌｅ、Ｌｅｕ；Ａｓｐ、Ｇｌｕ；Ａｓｎ、

Ｇｌｎ；Ｓｅｒ、Ｔｈｒ；Ｌｙｓ、Ａｒｇ；ならびにＰｈｅ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、対立遺伝子などの自然

に存在するものであってもよく、あるいは自然に存在す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天然に存在しな

い変異体は、変異誘発技術によって、あるいは直接的な合成によって調製するこ

とができる。また、１つ以上の翻訳後修飾（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もまた変異体として含

まれる。本発明の実施形態には、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が含まれる。

      【００６２】

  「対立遺伝子」は、ゲノム内の所与遺伝子座に存在する遺伝子の２つ以上の代

わりの形態の１つをいう。

      【００６３】

  「多型」は、集団内のゲノムにおける所与の位置でのヌクレオチド配列（関連

する場合にはコードされるポリペプチド配列）の変型をいう。
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      【００６４】

  「一塩基多型」（ＳＮＰ）は、集団内においてゲノム内の１つのヌクレオチド

位置におけるヌクレオチド変動性が存在することをいう。ＳＮＰは、遺伝子内に

またはゲノムの遺伝子間領域内に存在し得る。ＳＮＰは対立遺伝子特異的増幅（

ＡＳＡ）を使用してアッセイすることができる。このプロセスには少なくとも３

つのプライマーが必要である。共通プライマーはアッセイされる多型に対する逆

相補で使用される。この共通プライマーは多型塩基から５０ｂｐから１５００ｂ

ｐの間であり得る。それ以外の２つ（またはそれ以上）のプライマーは、最後の

３’塩基が、多型を構成する２つ（またはそれ以上）の対立遺伝子の１つと一致

するように固定されていない点を除いて互いに同一である。その後、２つ（また

はそれ以上）のＰＣＲ反応がサンプルＤＮＡについて行われる。このとき、それ

ぞれのＰＣＲには共通プライマーおよび１つの対立遺伝子特異的プライマーが使

用される。

      【００６５】

  本発明において用いられる「スプライス変異体」は、最初は同じゲノムＤＮＡ

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。選択的ＲＮＡスプライシングは、一般にはイントロン

を除くために一次ＲＮＡ転写物がスプライシングを受けているときに生じる。そ

の結果、それぞれが異なるアミノ酸配列をコードし得る２つ以上のｍＲＮＡ分子

が生じる。スプライス変異体の用語はまた、上記のｃＤＮＡ分子によってコード

されるタンパク質をも示す。

      【００６６】

  「同一性」は、配列を比較することによって決定される、２つ以上のポリペプ

チド配列または２つ以上のポリヌクレオチド配列の間における関係を反映する。

一般に、同一性とは、比較されている配列の長さにわたって２つのポリヌクレオ

チド配列または２つのポリペプチド配列のそれぞれのヌクレオチド毎またはアミ

ノ酸毎の正確な一致をいう。

      【００６７】

  「％同一性」－正確な一致が存在しない配列については、「％同一性」が決定
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されることがある。一般に、比較される２つの配列は、最大の相関が配列間に得

られるようにアラインメントされる。これには、アラインメントの程度を高める

ために「ギャップ」を一方の配列または両方の配列のいずれかで挿入することが

含まれ得る。％同一性は、比較されている配列のそれぞれの長さ全体にわたって

決定することができる（いわゆる全体的アラインメント）：これは同じ長さまた

は非常に類似する長さの配列の場合には特に好適である；あるいは、より短い規

定された長さにわたって決定することができる（いわゆる局所的アラインメント

）：これは長さが等しくない配列の場合にはより好適である。

      【００６８】

  「類似性」は、２つのポリペプチド配列の間における関係の、より高度な尺度

である。一般に「類似性」は、（同一性に関して）比較されている配列のそれぞ

れに由来する残基の残基対の間における正確な一致だけでなく、正確な一致が存

在しない場合には、進化的な基準に基づいて、１つの残基がそれ以外の残基に対

する確からしい置換体であるかどうかをも考慮に入れて、残基毎に基づく２つの

ポリペプチド鎖のアミノ酸間の比較を意味する。この可能性は２つの配列の「％

類似性」がその後に決定され得る関連した「スコア」を有する。

      【００６９】

  ２つ以上の配列の同一性および類似性を比較する方法はこの分野ではよく知ら

れている。したがって、例えば、ウイスコンシン配列分析パッケージ（バージョ

ン９．１；Ｄｅｖｅｒｅｕｘ  Ｊ．他、Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．

１２、３８７～３９５、１９８４；Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  Ｃｏｍｐｕｔｅｒ  Ｇｒ

ｏｕｐ（Ｍａｄｉｓｏｎ、Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ、米国）から入手可能）において

利用できるプログラム、例えば、ＢＥＳＴＦＩＴプログラムおよびＧＡＰプログ

ラムを使用して、２つのポリヌクレオチド間の％同一性ならびに２つのポリペプ

チド配列間の％同一性および％類似性を決定することができる。ＢＥＳＴＦＩＴ

では、ＳｍｉｔｈおよびＷａｔｅｒｍａｎの「局所的相同性」アルゴリズム（Ｊ

  Ｍｏｌ  Ｂｉｏｌ、１４７、１９５～１９７、１９８１、Ａｄｖａｎｃｅｓ  

ｉｎ  Ａｐｐｌｉｅｄ  Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃｓ、２、４８２～４８９、１９８

１）を用いて、２つの配列間における類似性の最も良い領域が見出される。ＢＥ
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ＳＴＦＩＴは、長さが類似していない２つのポリヌクレオチド配列または２つの

ポリペプチド配列を比較することに対してより適している。このプログラムでは

、短い方の配列が長い方の配列の一部を表すことが仮定されている。比較におい

て、ＧＡＰは、ＮｅｄｄｌｅｍａｎおよびＷｕｎｓｃｈのアルゴリズム（Ｊ  Ｍ

ｏｌ  Ｂｉｏｌ、４８、４４３～４５３、１９７０）に従って２つの配列をアラ

インメントし、これにより「最大の類似性」を見出す。ＧＡＰは、ほぼ同じ長さ

の配列を比較することに対してより適しており、そしてアラインメントが長さ全

体にわたって予想される。好ましくは、それぞれのプログラムにおいて使用され

る「ギャップ加重（Ｇａｐ  Ｗｅｉｇｈｔ）」および「長さ加重（Ｌｅｎｇｔｈ

  Ｗｅｉｇｈｔ）」のパラメーターは、それぞれ、ポリヌクレオチド配列の場合

には５０および３であり、ポリペプチド配列の場合には１２および４である。好

ましくは、％同一性および類似性は、比較されている２つの配列が最適にアライ

ンメントされているときに決定される。

      【００７０】

  配列間の同一性および／または類似性を決定するための他のプログラムもまた

この分野では知られている：例えば、ＢＬＡＳＴファミリーのプログラム（Ａｌ

ｔｓｃｈｕｌ  ＳＦ他、Ｊ  Ｍｏｌ  Ｂｉｏｌ、２１５、４０３～４１０、１９

９０；Ａｌｔｓｃｈｕｌ  ＳＦ他、Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．、２

５：３８９～３４０２、１９９７；これはＮａｔｉｏｎａｌ  Ｃｅｎｔｅｒ  ｆ

ｏｒ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ）（Ｂ

ｅｔｈｅｓｄａ、Ｍａｒｙｌａｎｄ、米国）から入手可能であり、ｗｗｗ．ｎｃ

ｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖにおけるＮＣＢＩのホームページからアクセス可

能である）、およびＦＡＳＴＡ（Ｐｅａｒｓｏｎ  ＷＲ、Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ

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

ＲおよびＬｉｐｍａｎ  ＤＪ、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、

８５、２４４４～２４４８、１９８８；これはウイスコンシン配列分析パッケー

ジの一部として入手可能）。

      【００７１】

  好ましくは、ＢＬＯＳＵＭ６２アミノ酸置換行列（Ｈｅｎｉｋｏｆｆ  Ｓおよ
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びＨｅｎｉｋｏｆｆ  ＪＧ、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、８

９、１０９１５～１０９１９、１９９２）が、比較前にヌクレオチド配列がアミ

ノ酸配列に最初に翻訳される場合を含むポリペプチド配列比較において使用され

る。

      【００７２】

  好ましくは、プログラムＢＥＳＴＦＩＴが、基準ポリヌクレオチド配列または

ポリペプチド配列に関するクエリーポリヌクレオチド配列またはポリペプチド配

列の％同一性を決定するために使用される。この場合、本明細書中前記のように

、クエリー配列および基準配列は最適にアラインメントされ、そしてプログラム

のパラメーターは設定省略時の既定値に設定されている。

      【００７３】

  「同一性指標」は、候補配列（ポリヌクレオチドまたはポリペプチド）および

基準配列を比較するために使用され得る配列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たときに、例えば０．９５の同一性指

標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

の各１００ヌクレオチドあたり平均して５個までの違いを含み得ることを除いて

基準配列と同一である。そのような違いは、少なくとも１つのヌクレオチドの欠

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

群から選択される。これらの違いは、基準ポリヌクレオチド配列の５’末端位置

もしくは３’末端位置に、またはこれらの末端位置の間の任意のところに、基準

配列内のヌクレオチド間に個々に点在して、あるいは基準配列内に１つまたは２

つ以上の連続した群で点在して存在し得る。すなわち、基準ポリヌクレオチド配

列と比較したときに０．９５の同一性指標を有するポリヌクレオチド配列を得る

ためには、本明細書中前記のように、基準配列において１００個毎に平均して５

個までのヌクレオチドの欠失、置換または挿入がその任意の組合せで存在してい

てもよい。同じことが同一性指標の他の値、例えば０．９６、０．９７、０．９

８および０．９９について必要に応じて変更して適用される。

      【００７４】

  同様にポリペプチドの場合、基準ポリペプチド配列と比較したときに、例えば



(34) 特表２００３－５２７８４８

０．９５の同一性指標を有する候補ポリペプチド配列は、基準配列の各１００ア

ミノ酸あたり平均して５個までの相違をポリペプチド配列が含み得ることを除い

て基準配列と同一である。そのような違いは、少なくとも１つのアミノ酸の欠失

、保存的置換および非保存的置換を含む置換、または挿入からなる群から選択さ

れる。これらの違いは、基準ポリペプチド配列のアミノ末端位置もしくはカルボ

キシ末端位置に、またはこれらの末端位置の間の任意のところに、基準配列内の

アミノ酸間に個々に点在して、あるいは基準配列内に１つまたは２つ以上の連続

した群で点在して存在し得る。すなわち、基準ポリペプチド配列と比較したとき

に０．９５の同一性指標を有するポリペプチド配列を得るためには、本明細書中

前記のように、基準配列において１００個毎に平均して５個までのアミノ酸の欠

失、置換または挿入もしくはそれらの任意の組合せが存在していてもよい。同じ

ことが同一性指標の他の値、例えば０．９６、０．９７、０．９８および０．９

９について必要に応じて変更して適用される。

      【００７５】

  ヌクレオチドまたはアミノ酸の相違数と同一性指標との関係は下記の式で表す

ことができる：

    ｎa≦ｘa－（ｘa・Ｉ）

式中、

  ｎaはヌクレオチドまたはアミノ酸の相違数であり、

  ｘaは配列番号１または配列番号２におけるそれぞれのヌクレオチドまたはア

ミノ酸の総数であり、

  Ｉは同一性指標であり、

  ・は乗算演算子に対する記号であり、

この場合、ｘaとＩとの積が整数でない場合には最も近い整数に切り捨てられ、

その後ｘaからその値を引く。

      【００７６】

  「ホモログ」は、基準配列に対する高度の配列関連性を有するポリヌクレオチ

ド配列またはポリペプチド配列を示すためにこの分野で使用されている総称であ

る。そのような関連性は、本明細書中前記に定義されているように２つの配列間
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の同一性および／または類似性の程度を決定することによって定量化され得る。

この総称には、「オルソログ」および「パラログ」の用語が含まれる。「オルソ

ログ」は、別の種におけるそのポリヌクレオチドまたはポリペプチドの機能的等

価体であるポリヌクレオチドまたはポリペプチドをいう。「パラログ」は、機能

的に類似している同じ種におけるポリヌクレオチドまたはポリペプチドをいう。

      【００７７】

  「融合タンパク質」は、２つの関連しない融合された遺伝子またはそのフラグ

メントによってコードされるタンパク質をいう。様々な例が米国特許第５５４１

０８７号、米国特許第５７２６０４４号に開示されている。Ｆｃ－ＡＮＩＣ－Ｂ

Ｐ－１リガンドの場合、融合タンパク質の一部として免疫グロブリンのＦｃ領域

を用いることは、Ｆｃ－ＡＮＩＣ－ＢＰ－１リガンドまたはリガンドのフラグメ

ントを機能的に発現させて、治療に使用されたときにそのような融合タンパク質

の薬物動態学的性質を改善するために、そして二量体のＡＮＩＣ－ＢＰ－１リガ

ンドを生成させるためには好都合である。Ｆｃ－ＡＮＩＣ－ＢＰ－１リガンドの

ＤＮＡ構築物は、５’から３’の方向で、分泌カセット（すなわち、哺乳動物細

胞からの細胞外への輸送を引き起こすシグナル配列）、融合パートナーとして免

疫グロブリンのＦｃ領域フラグメントをコードするＤＮＡ、およびＡＮＩＣ－Ｂ

Ｐ－１リガンドまたはそのフラグメントをコードするＤＮＡを含む。使用に応じ

て機能的なＦｃ側を変異させ、その一方で、融合タンパク質の残りの部分を未変

化のままにすることによって固有的な機能的性質（補体結合、Ｆｃ受容体結合）

を変化させ得ることまたは発現後にＦｃ部分を完全に除き得ることは望ましい。

      【００７８】

  特許および特許出願（これらに限定されない）を含む、本明細書中に引用され

ているすべての刊行物および参考文献は、個々の刊行物または参考文献のそれぞ

れが、完全に示されるように本明細書中に参考として組み込まれることが明示的

かつ個々に示されているかのように、その全体が参考として本明細書中に組み込

まれる。本出願が優先権を主張するすべての特許出願もまた、刊行物および参考

文献に関して上記に記載されている様式でその全体が参考として本明細書中に組

み込まれる。
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      【００７９】

    （図面の説明）

  図１

  Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ  ＥＧＹ４８／ｐＳＨ１８－３２におけるＡＮＩＣ

－ＢＰ－１リガンドとＡＮＩＣ－ＢＰ－１との相互作用を示す図である。

      【００８０】

  Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ  ＥＧＹ４８／１８－３２（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）を

、図に示されるように、ＬｅｘＡ活性化ドメイン融合タンパク質およびＧａｌ４

活性化ドメイン融合タンパク質をコードするプラスミドを使用して形質転換した

。図の下側において、単一コロニーを単離して、ヒスチジン、トリプトファンお

よびウラシルを含まず、４０ｍｇ／ｌのＸ－Ｇａｌを含む培地（－ＷＨＵ－Ｘｇ

ａｌ）またはＸ－Ｇａｌを含まない培地（－ＷＨＵ）に、そしてヒスチジン、ト

リプトファン、ロイシンおよびウラシルを含まず、４０ｍｇ／ｌのＸ－Ｇａｌを

含有する培地（－ＷＨＬＵ－ＸＧａｌ）に画線培養した。

      【００８１】

  すべての菌株が－ＷＨＵ培地で増殖したことにより、プラスミドの存在が示さ

れる。レポーター遺伝子の発現はツーハイブリッドセレクションスキームに依存

しているので、ロイシンを含まない培地における酵母の青色コロニーおよび増殖

はおとりと獲物との相互作用を示している（レーン５およびレーンＣ）。レーン

１～５およびレーンＡ～Ｂがコントロールとして使用される。レーンＣは、この

酵母ツーハイブリッドシステムにおけるＡＮＩＣとＡＮＩＣ－ＢＰ１との相互作

用を示している。

      【００８２】

  図２

  Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅのＥＧＹ４８－ｐＳＨ１８－３２株を、融合タンパ

ク質をコードするプラスミドで形質転換した図である。β－ガラクトシダーゼレ

ポーター遺伝子の活性を、記載（酵母プロトコルハンドブック、Ｃｌｏｎｔｅｃ

ｈ）の通りにＯＮＰＧを使用してアッセイした。

      【００８３】
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    （実施例）

  プラスミド構築：

  ｐＤＢＬｅｕ－ＡＮＩＣ－ＢＰ－１のクローニング：

  ＡＮＩＣ－ＢＰ－１をコードするｃＤＮＡを、プライマーのＡＮＩＣＢＰ－Ｙ

２Ｈ２－ｕｐ（配列番号３、プライマー１）およびＡＮＩＣＢＰ－Ｙ２Ｈ－ｌｏ

ｗ（配列番号４、プライマー２）を使用してＰＣＲにより増幅し、ベクターｐＣ

Ｒ２．１ＴＯＰＯ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）に連結した。続いて、ベクターを、

Ｎｈｅ１およびＮｃｏ１を使用して切断して、Ｍｏ２５をコードするフラグメン

トをｐＤＢＬｅｕに連結した。

      【００８４】

  ｐＬｅｘＡ－ＭＣＳ－ＡＮＩＣ－ＢＰ－１のクローニング：

  オリゴヌクレオチドプライマーのＹ２Ｈ－ＭＣＳ１（配列番号７、プライマー

３）およびＹ２Ｈ－ＭＣＳ２（配列番号８、プライマー４）をアニーリングして

、ＥｃｏＲ１およびＳａｌ１により制限されたベクターｐＬｅｘＡ（Ｃｌｏｎｔ

ｅｃｈ）に連結して、ＥｃｏＲ１、Ｓａｌ１、Ｘｈｏ１およびＮｏｔ１の各制限

部位を１つだけ含むベクターｐＬｅｘＡ－ＭＣＳを作製した。

      【００８５】

  ＡＮＩＣ－ＢＰ－１をコードするフラグメントを、ＥｃｏＲ１およびＳａｌ１

を使用してベクターｐＤＢＬｅｕ－Ｍｏ２５から単離し、ベクターｐＬｅｘＡ－

ＭＣＳに連結して、ｐＬｅｘＡ－ＭＣＳ－ＡＮＩＣ－ＢＰ－１を作製した。すべ

てのベクターは配列決定により確認された。

      【００８６】

  Ｇａｌ４タンパク質（位置：７６８～８８１）およびＣ末端に連結された全長

のＡＮＩＣ－ＢＰ－１タンパク質配列を含むＧａｌ４－ＡＮＩＣ－ＢＰ－１融合

タンパク質のペプチド配列が配列番号５に開示されている。ＬｅｘＡタンパク質

配列（位置：１～２０２）およびＣ末端に連結された全長のＡＮＩＣ－ＢＰ－１

タンパク質配列を含むＬｅｘＡ－ＡＮＩＣ－ＢＰ－１融合タンパク質の対応する

ペプチド配列が配列番号６に開示されている。

      【００８７】
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  ＡＮＩＣ－ＢＰ－１相互作用タンパク質を選択するための酵母ツーハイブリッ

ドスクリーニング

  ｐＤＢＬｅｕ－ＡＮＩＣ－ＢＰ－１をおとり構築物として使用する酵母ツーハ

イブリッドスクリーニング（Ｐｒｏｑｕｅｓｔ、Ｌｉｆｅ  Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ

ｉｅｓ）を記載の通りに行った（セレクションは、２５ｍＭの３－アミノトリア

ゾールを含有する－Ｔｒｐ、－Ｌｅｕ、－Ｈｉｓ最少培地において行われた）。

相互作用は、製造者のプロトコルに記載されるようにβ－ガラクトシダーゼフィ

ルターアッセイと、ウラシル、トリプトファンおよびロイシンを含まない培地と

によって確認された。

      【００８８】

  １つの陽性クローンが単離され、配列決定された。対応する相互作用タンパク

質リガンドをＡＮＩＣ－ＢＰ－１リガンドと名付けた。配列は配列番号１および

配列番号２に開示されている。

      【００８９】

  ＬｅｘＡベース酵母ツーハイブリッド選択スキームを使用するＡＮＩＣ－ＢＰ

－１／ＡＮＩＣ－ＢＰ－１リガンドの相互作用の確認：

  異なるセレクションスキームにおける相互作用を確認するために、Ｍａｔｃｈ

ｍａｋｅｒ  ＬｅｘＡツーハイブリッドシステム（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）を製造者

の条件に従って使用した。ベクターｐＬｅｘＡ－ＭＣＳ－ＡＮＩＣＢＰをおとり

として使用した。ベクターｐＰＣ８６－ＡＮＩＣＢＰリガンドは、Ｇａｌ４ベー

スの酵母ツーハイブリッドシステムにおいて上記に記載されるように単離された

が、これをえものとして使用した。

      【００９０】

  ＥｐｈｒｉｎＢ２とＰＩＣＫ１との相互作用およびＥｐｈｒｉｎＢ２と新規な

ＰＤＺドメイン含有タンパク質との相互作用を、Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅのＥ

ＧＹ４８－ｐＳＨ１８－３２株における陽性コントロールとして使用した。ロイ

シンを含まない培地におけるコロニー増殖および青色コロニーの色は、おとりタ

ンパク質とえものタンパク質との相互作用を示している。

【図面の簡単な説明】
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    【図１】

  Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ  ＥＧＹ４８／ｐＳＨ１８－３２におけるＡＮＩＣ

－ＢＰ－１リガンドとＡＮＩＣ－ＢＰ－１との相互作用を示す図である。

    【図２】

  Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅのＥＧＹ４８－ｐＳＨ１８－３２株を、融合タンパ

ク質をコードするプラスミドで形質転換した図である。

    【配列表】
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【図１】
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【図２】
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【国際調査報告】
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