
(57)【要約】
　本発明は、プリン受容体様ポリペプチド GPR91、マスト細胞中でのそれの発現、並びに
、アレルギー性及び非アレルギー性喘息、慢性閉塞性肺疾患 (COPD)、アレルギー性鼻炎、
アナフィラキシー、アレルギー性胃腸疾患、アトピー性皮膚炎、関節リウマチ、並びに他
のアレルギー性、自己免疫性及び炎症性疾患を包含するマスト細胞媒介性疾患の診断及び
／又は治療へのそれの使用に関する。本発明はまた、 GPR91受容体のアゴニスト及び／又
はアンタゴニストのスクリーニング方法を包含する。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 a.　 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 を 調
製 し ；
　 b.　 GPR91受 容 体 活 性 を 変 調 す る 能 力 を 測 定 す る こ と が 求 め ら れ て い る 少 な く と も １ つ
の 化 合 物 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 を 接 触 さ せ ；
　 c.　 該 受 容 体 の 活 性 を 変 調 す る 化 合 物 に つ い て 前 記 細 胞 を モ ニ タ ー す る
こ と を 含 む 、 GPR91受 容 体 活 性 を 変 調 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 細 胞 が 安 定 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 細 胞 が 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 細 胞 が マ ス ト 細 胞 で あ る 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 化 合 物 が ア ゴ ニ ス ト で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 化 合 物 が ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 化 合 物 が 抗 体 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 カ ル シ ウ ム 流 動 の 量 が モ ニ タ ー さ れ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 工 程 (a)で 用 い ら れ る 細 胞 が レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを さ ら に 含 み 、
前 記 DNAが GPR91応 答 性 の 転 写 要 素 と 動 作 的 に 連 結 し て い る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 受 容 体 タ ン パ ク 質 の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 阻 害 す る 能 力 を 測 定 す る こ と が 求 め ら れ て
い る 漸 増 す る 濃 度 の 少 な く と も １ つ の 化 合 物 の 存 在 下 で 前 記 工 程 (b)が 行 な わ れ る 請 求 項
８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 工 程 (c)が 、 前 記 細 胞 中 で 前 記 化 合 物 の 濃 度 の 関 数 と し て レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 の
発 現 レ ベ ル を モ ニ タ ー す る こ と に よ り 、 前 記 化 合 物 の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 阻 害 す る 能 力 を
示 す こ と を 含 む 、 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 GPR91応 答 性 の 転 写 要 素 が cAMP応 答 性 の 転 写 要 素 で あ る 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 (a)GPR91受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 (b)細 胞 応 答 を 分 析 し 、 及 び (
c)該 細 胞 応 答 を 候 補 化 合 物 の 非 存 在 下 で も た ら さ れ る 標 準 の 細 胞 応 答 と 比 較 す る こ と を 含
む 方 法 で あ っ て 、 そ れ に よ っ て 、 標 準 よ り も 増 大 し た 細 胞 応 答 に よ り 前 記 化 合 物 が ア ゴ ニ
ス ト で あ る こ と が 示 さ れ 、 標 準 よ り も 減 少 し た 細 胞 応 答 に よ り 前 記 化 合 物 が ア ン タ ゴ ニ ス
ト で あ る こ と が 示 さ れ る 、 GPR91活 性 の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を ス ク リ ー ニ ン グ
す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 １ 又 は 請 求 項 １ ３ の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 治 療 が 必 要 な 患 者 に 対 し 、 マ ス ト 細 胞 媒 介 性 疾 病 を 調 節 す る の に 十 分 な 量 の GPR91受 容
体 調 節 因 子 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 マ ス ト 細 胞 媒 介 性 疾 病 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 GPR91受 容 体 調 節 因 子 が GPR91ア ゴ ニ ス ト で あ る 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
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　 前 記 GPR91受 容 体 調 節 因 子 が GPR91ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 マ ス ト 細 胞 媒 介 性 疾 病 が ア レ ル ギ ー 性 喘 息 で あ る 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 ア ゴ ニ ス ト が 抗 体 で あ る 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 a.　 マ ス ト 細 胞 媒 介 性 の 疾 患 を 有 し て い る 疑 い の あ る 哺 乳 動 物 か ら 試 料 を 得 て ；
　 b.　 前 記 試 料 を 検 出 可 能 な 量 の 抗 GPR91抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し ；
　 c.　 結 合 し た 抗 体 の 量 を 測 定 し ；
　 d.　 疑 い の あ る 試 料 中 の 結 合 し た 抗 体 の 量 を 健 常 な コ ン ト ロ ー ル と 比 較 す る
こ と を 含 む 、 哺 乳 動 物 に お け る マ ス ト 細 胞 媒 介 性 の 疾 患 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 抗 GPR91抗 体 を 含 む 、 GPR91に 関 連 す る 疾 病 又 は 疾 患 の 診 断 用 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 マ ス ト 細 胞 を 殺 傷 す る た め の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 有 す る 抗 GPR91抗 体 を 投 与 す る こ と を
含 む 、 マ ス ト 細 胞 媒 介 性 疾 病 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 エ フ ェ ク タ ー 機 能 が 抗 体 依 存 性 細 胞 媒 介 性 細 胞 傷 害 (ADCC)で あ る 請 求 項 ２ ２ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 マ ス ト 細 胞 中 で ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る た め の ア ポ ト ー シ ス 誘 導 成 分 と 結 合 さ せ た 抗 GP
R91抗 体 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 マ ス ト 細 胞 媒 介 性 疾 病 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 成 分 が Bax-α , Bak, Bcl-X s , Bad, Bid, Bik, Erk, 及 び Bokか ら
選 ば れ る Bcl-2フ ァ ミ リ ー の プ ロ ア ポ ト ー シ ス メ ン バ ー で あ る 請 求 項 ２ ４ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 細 胞 外 ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 多 く の プ リ ン 受 容 体 が 報 告 さ れ て い る 。 こ れ ら の Ｐ ２ プ リ
ン 受 容 体 は 、 主 に Ａ Ｔ Ｐ 、 Ａ Ｄ Ｐ 、 Ｕ Ｔ Ｐ 、 及 び Ｕ Ｄ Ｐ に よ っ て 活 性 化 さ れ る Ｇ タ ン パ ク
質 結 合 受 容 体 に 分 類 さ れ る 。 Ｐ ２ 受 容 体 は 、 ２ つ の ク ラ ス に 分 類 で き る ： Ｐ ２ Ｘ 受 容 体 （
イ オ ン チ ャ ネ ル ） 及 び Ｐ ２ Ｙ 受 容 体 （ Ｇ タ ン パ ク 質 結 合 受 容 体 ） 。 Ｐ ２ Ｙ フ ァ ミ リ ー の う
ち で は 、 ５ つ の 機 能 的 な ヒ ト 受 容 体 （ P2Y1, 2, 4, 6及 び 11） が 同 定 さ れ て い る 。 さ ら に
、 特 異 的 な 薬 理 学 に 基 づ き 、 多 く の 未 ク ロ ー ン 化 プ リ ン 受 容 体 が 仮 定 さ れ て き て い る 。 中
で も 、 近 年 Ｐ ２ Ｙ フ ァ ミ リ ー に 分 類 さ れ た 、 ヒ ト 血 小 板 上 に 見 出 さ れ る Ｐ ２ Ｔ 受 容 体 は 最
も 良 く 知 ら れ て い る 。 タ ン パ ク 質 相 同 性 に 基 づ き 、 プ リ ン 様 の オ ー フ ァ ン 受 容 体 （ P2Y5, 
9及 び 10） も 仮 定 さ れ て は い る が 、 そ れ ら は 今 日 ま で 広 範 囲 の プ リ ン リ ガ ン ド に 対 し て 応
答 性 が 見 出 さ れ な い ま ま で あ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 Ｐ ２ Ｙ 受 容 体 は 、 ３ ２ ８ か ら ３ ７ ９ ア ミ ノ 酸 の 大 き さ で グ リ コ シ ル 化 後 の 分 子 量 が ４ １
か ら ５ ３ ｋ Ｄ で あ る ７ － 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 で あ る 。 ア ミ ノ 末 端 が 細 胞 外 環 境 に 面 し 、 カ ル
ボ キ シ 末 端 が 原 形 質 膜 の 細 胞 質 側 上 に あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 プ リ ン 受 容 体 は 、 神 経 伝 達 、 Ａ Ｄ Ｐ 誘 導 性 の 血 小 板 の 形 状 変 化 及 び 凝 集 、 肺 粘 膜 線 毛 ク
リ ア ラ ン ス 並 び に 平 滑 筋 の 弛 緩 に 関 与 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 プ リ ン 受 容 体 は ま た 、 心
臓 血 管 系 、 胃 腸 （ Ｇ Ｉ ） 管 、 免 疫 系 及 び 内 分 泌 系 に も 関 与 す る も の と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 喘 息 は 、 炎 症 、 反 応 性 亢 進 、 及 び 気 道 の 再 構 築 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 疾 病 で あ る 。 喘
息 の 治 療 の た め の 主 な 治 療 薬 は 、 β ２ － ア ゴ ニ ス ト （ 気 道 狭 窄 に よ る 症 状 を 軽 減 す る ） 及
び コ ル チ コ ス テ ロ イ ド （ 肺 に お け る 炎 症 過 程 を 軽 減 し 、 肺 機 能 の さ ら な る 悪 化 を 改 善 又 は
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減 少 さ せ る こ と を 目 的 と す る ） で あ る 。 こ れ ら 及 び 他 の 治 療 形 態 に も か か わ ら ず 、 喘 息 の
罹 患 は 上 昇 し 世 界 中 に 蔓 延 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ヒ ト マ ス ト 細 胞 は 、 サ イ ト カ イ ン 、 ケ モ カ イ ン 、 プ ロ テ ア ー ゼ 及 び 低 分 子 メ デ ィ エ ー タ
ー の 放 出 に よ る 喘 息 、 ア レ ル ギ ー 性 及 び 炎 症 性 疾 病 の 進 展 に お い て 中 心 的 な 役 割 を 果 た し
て い る （ Nechushtan, H. and Razin, E. 1996 Critical Review Oncology/Hematology 23
:131-150; Bradding, P. and Halgate, S. 1999 Critical Review Oncology/Hematology 
31:119-133; Wedemeyer et al., 2000 Cur. Opinion In Immunol. 12:624-631; Hart, PH
, 2000 Immunol. Cell Biol. 79:149-153; Lee, DM et al., 2002 Science 297:1689; Bo
yce, J. 2003 J. Allergy Clin. Immunol., 111:24-32） 。 例 え ば 、 喘 息 患 者 で は 、 症 状
の 悪 化 は マ ス ト 細 胞 か ら の サ イ ト カ イ ン 及 び ケ モ カ イ ン の 遺 伝 子 活 性 化 、 デ ノ ボ 合 成 及 び
放 出 を 伴 っ て い た が 、 こ れ に よ り 、 気 管 支 収 縮 の 悪 化 が 引 き 起 こ さ れ 、 ヒ ト 気 道 平 滑 筋 細
胞 の 増 殖 並 び に 炎 症 細 胞 の 補 充 及 び 活 性 化 が 誘 導 さ れ る 。 さ ら に 、 喘 息 性 の 気 道 平 滑 筋 上
に 存 在 す る マ ス ト 細 胞 の 数 は 、 非 喘 息 性 の 気 道 平 滑 筋 上 に 存 在 す る 数 と 比 較 し て 増 加 し て
い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 マ ス ト 細 胞 の 活 性 化 と 喘 息 を 引 き 起 こ す 刺 激 （ 例 え ば ア レ ル ゲ ン 誘 導 性 の IgEの 架 橋 ）
は 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 の 上 昇 及 び カ ル シ ウ ム 媒 介 性 の シ グ ナ ル 経 路 に 関 連 し て お り 、
こ れ に よ り サ イ ト カ イ ン 、 ケ モ カ イ ン 及 び プ ロ テ ア ー ゼ の 発 現 及 び デ ノ ボ 合 成 が 促 進 さ れ
る （ Nature 1999, 402:B24; Immunity 2002, 16:441） 。 活 性 化 Ｔ 細 胞 の 核 因 子 （ NFAT）
及 び 活 性 化 タ ン パ ク 質 １ （ Ａ Ｐ － １ ） は 、 マ ス ト 細 胞 の 情 報 伝 達 カ ス ケ ー ド に お い て 重 要
な 役 割 を 果 た す 転 写 因 子 で あ る （ J. Biol. Chem. 1995, 270:16333; Annu. Rev. Immunol
. 1997, 15:707; PNAS 2003, 100:1169） 。 従 っ て 、 カ ル シ ウ ム 媒 介 性 の 経 路 、 転 写 因 子
（ NFAT及 び Ａ Ｐ － １ ） 並 び に 喘 息 に 関 連 す る サ イ ト カ イ ン 、 ケ モ カ イ ン 及 び プ ロ テ ア ー ゼ
遺 伝 子 の 活 性 化 は 、 マ ス ト 細 胞 に お け る 治 療 標 的 の 同 定 の 代 用 手 法 と し て 用 い ら れ て い る
。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 、 (a)配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む ト ラ ン ス フ ェ ク
ト 細 胞 を 調 製 し ； (b)GPR91受 容 体 活 性 を 変 調 す る 能 力 を 測 定 す る こ と が 求 め ら れ て い る 少
な く と も １ つ の 化 合 物 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 を 接 触 さ せ ； 及 び (c)前 記 細 胞 の 受 容 体 活
性 の 変 化 を モ ニ タ ー す る こ と を 含 む 、 GPR91受 容 体 活 性 を 変 調 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン
グ す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 細 胞 は 安 定 に 又 は 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ 得 る 。 該 細 胞 は 、 マ ス ト 細 胞 、 GPR91
ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス （ GPR91 - /GPR91 - ） か ら 単 離 さ れ た ノ ッ ク ア ウ ト 細 胞 、 CHO、 COS-7、
２ ９ ３ 細 胞 、 HELA、 又 は マ ス ト 細 胞 若 し く は 白 血 病 性 マ ス ト 細 胞 か ら 確 立 さ れ た 細 胞 株 で
あ り 得 る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 GPR91活 性 の 変 調 は 、 細 胞 内 の カ ル シ ウ ム 流 動 の 測 定 、 NFAT-Lucレ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド
の よ う な レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル の 測 定 、 サ イ ト カ イ ン 発 現 レ ベ ル の 測 定 、 及 び 受
容 体 の 活 性 化 又 は 阻 害 を 測 定 す る 他 の 一 般 的 な 方 法 に よ っ て モ ニ タ ー さ れ 得 る 。 レ ポ ー タ
ー 遺 伝 子 は 、 NFAT（ 活 性 化 Ｔ 細 胞 の 核 因 子 ） 結 合 モ チ ー フ 要 素 の よ う な GPR91応 答 性 転 写
要 素 と 動 作 可 能 な 状 態 で 連 結 し 得 る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 (a)GPR91受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 (b)細 胞 の 応
答 を 分 析 し 、 及 び (c)該 細 胞 応 答 を 、 候 補 化 合 物 が 存 在 し な い 状 態 で な さ れ る 標 準 の 細 胞
応 答 と 比 較 す る こ と を 含 む 、 GPR91活 性 の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を ス ク リ ー ニ ン
グ す る 方 法 を も 包 含 す る 。 細 胞 応 答 の 比 較 に よ り 、 標 準 よ り も 細 胞 応 答 が 増 大 し て い た 場
合 に は 該 化 合 物 は ア ゴ ニ ス ト で あ り 、 ま た 標 準 よ り も 細 胞 応 答 が 低 下 し て い た 場 合 に は 該
化 合 物 は ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る こ と を 示 し て い る 。
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【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト に 関 す る 。 該 ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト は
、 喘 息 の よ う な ア レ ル ギ ー 性 疾 病 及 び 炎 症 性 疾 病 を 包 含 す る 免 疫 疾 病 の 治 療 に お い て 、 治
療 上 の 利 点 を も た ら す も の を 包 含 す る 。 １ つ の 具 体 例 に お い て 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 GPR9
1受 容 体 の 可 溶 性 形 態 、 及 び GPR91受 容 体 の 細 胞 外 ド メ イ ン か ら 誘 導 さ れ GPR91受 容 体 に 結
合 可 能 な 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 該 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 配 列 番 号 ２ の 細 胞 外 ド メ イ ン
又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト 断 片 か ら 選 ば れ る ペ プ チ ド で あ り 得 る 。 該 ペ プ チ ド は 、 リ ガ ン ド
に 結 合 し 該 リ ガ ン ド が ネ イ テ ィ ブ な 受 容 体 に 結 合 す る の を 防 ぐ こ と に よ り 、 天 然 の リ ガ ン
ド の GPR91へ の 結 合 を 阻 害 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は GPR91に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 包 含 す る 。 該 抗 体 は 、 ア ゴ ニ ス ト 抗 体 、 ア ン
タ ゴ ニ ス ト 抗 体 、 抗 体 依 存 性 細 胞 媒 介 性 細 胞 傷 害 （ antibody-dependent cell-mediated c
ytotoxicity ; ADCC） の よ う な Fc媒 介 性 細 胞 傷 害 活 性 を 有 す る 抗 体 、 抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト
（ antibody conjugate） 、 及 び GPR91へ の 結 合 を 阻 害 す る 抗 体 を 包 含 す る 。 該 抗 体 は 、 中
和 抗 体 、 ア ゴ ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ り 得 、 又 は 診 断 目 的 の た め GPR91に 結 合 し 得 る
。 該 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 及 び そ の 機 能 的 な 結 合 性 断 片 で あ り 得 る 。
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ヒ ト 化 、 ヒ ト 、 キ メ ラ 、 二 重 特 異 性 、 又 は 複 合 体 で あ り 得 る 。 本
発 明 は ま た 一 本 鎖 抗 体 も 包 含 す る 。 複 合 体 と し て は 、 毒 素 、 又 は Bax-α , Bak, Bcl-X s , B
ad, Bid, Bik, Erk, 及 び Bokか ら 選 ば れ る Bcl-2フ ァ ミ リ ー の プ ロ ア ポ ト ー シ ス メ ン バ ー
の よ う な ア ポ ト ー シ ス 誘 導 成 分 を 挙 げ る こ と が で き る 。 抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 マ ス ト 細
胞 の 除 去 又 は マ ス ト 細 胞 ア ポ ト ー シ ス の 誘 導 の た め に 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 診 断 及 び ／ 又 は 治 療 に 用 い る た め の こ れ ら の 抗 GPR91抗 体 の 組 成 物 を 包 含 す
る 。 組 成 物 は 、 適 切 な 担 体 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 希 釈 剤 、 賦 形 剤 及 び ／ 又 は 添 加 剤 と 組 み 合 わ
せ た 抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は 他 の 局 面 で は 、 GPR91タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 （ 例 え ば リ ガ ン ド ） と 結 合 し 及 び
／ 又 は そ れ を 変 調 す る 、 目 的 の 物 質 を 同 定 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関 す る 。 GPR9
1タ ン パ ク 質 は マ ス ト 細 胞 中 で 発 現 さ れ る の で 、 該 物 質 は 、 マ ス ト 細 胞 又 は 他 の 免 疫 細 胞
の 成 熟 、 遊 走 、 活 性 化 、 又 は 他 の 細 胞 と の 連 絡 の 変 調 に 関 与 し 得 る 。 従 っ て 、 GPR91タ ン
パ ク 質 の 生 物 活 性 と 結 合 し そ れ を 変 調 す る 物 質 は 、 喘 息 及 び 他 の ア レ ル ギ ー 性 疾 病 、 白 血
病 の あ る 種 の 症 状 を 軽 減 す る の に 効 果 的 で あ り 得 、 又 は 炎 症 を 軽 減 し 得 る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 抗 GPR91抗 体 の 使 用 に よ る 、 マ ス ト 細 胞 媒 介 性 の 疾 病 及 び 疾 患 の 診 断 方
法 を 包 含 す る 。 GPR91は マ ス ト 細 胞 に 高 度 に 特 異 的 で あ り 、 従 っ て 、 GPR91に 対 す る 抗 体 を
用 い て 、 組 織 生 検 の よ う な 任 意 の 試 料 中 の マ ス ト 細 胞 の 存 在 や 頻 度 を 検 出 す る こ と が で き
る 。 試 料 中 の GPR91の 相 対 的 な 増 加 は 、 例 え ば 肺 の 平 滑 筋 組 織 中 の マ ス ト 細 胞 レ ベ ル が 上
昇 し て い る 患 者 に お い て は 喘 息 の 徴 候 で あ り 得 る 。 抗 GPR91抗 体 は ま た 、 GPR91を 発 現 し て
い る 細 胞 の 存 在 又 は 増 加 ／ 減 少 の 検 出 に 用 い ら れ 得 る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ６ 】
定 義
　 「 精 製 ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 語 は 、 同 定 さ れ 、 ネ イ テ ィ ブ な 環 境 に お い て 精 製 さ れ た ポ
リ ペ プ チ ド に 通 常 付 随 す る 少 な く と も １ つ の 混 入 ポ リ ペ プ チ ド か ら 分 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ
ド を 意 味 し 、 特 に 細 胞 性 環 境 か ら 分 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 「 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 語 は 、 同 定 さ れ 、 ネ イ テ ィ ブ な 環 境 に お い て 単
離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 通 常 付 随 す る 少 な く と も １ つ の 混 入 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 分
離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 し 、 特 に 細 胞 性 環 境 か ら 分 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を
意 味 す る 。
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【 ０ ０ １ ８ 】
　 「 ネ イ テ ィ ブ 」 と い う 語 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 又 は 他 の 分 子 を 記 述
す る た め に 用 い ら れ た 場 合 に は 、 天 然 の 供 給 源 か ら 分 離 す る こ と が で き る 、 ウ イ ル ス 、 原
核 細 胞 又 は 真 核 細 胞 の よ う な 生 物 中 に 存 在 し 、 構 造 、 性 質 又 は 機 能 が 意 図 的 に 修 飾 さ れ て
い な い 、 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の よ う な 、 天 然 中 に 見 出 さ れ る 、
ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 他 の 分 子 を 意 味 す る 。 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 を 有 す る 、 単 離 さ れ て い な い 細 胞 性 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は ネ イ テ ィ ブ ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド で あ り 、 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 精 製 さ れ て い な い 細 胞 性 ポ
リ ペ プ チ ド は ネ イ テ ィ ブ ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 「 配 列 同 一 性 パ ー セ ン ト 」 と い う 語 は 、 ２ つ 又 は そ れ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸
配 列 の 比 較 に お い て 見 出 さ れ る 配 列 の 類 似 性 の 百 分 率 で あ る 。 同 一 性 パ ー セ ン ト は 、 例 え
ば 、 MEGALIGNプ ロ グ ラ ム (DNASTAR, Inc., ウ ィ ス コ ン シ ン 州 Madison)を 用 い る こ と に よ り
電 子 的 に 決 定 す る こ と が で き る 。 MEGALIGNプ ロ グ ラ ム は 、 例 え ば ク ラ ス タ ル (clustal)法
（ 例 え ば Higgins, D. G. and P. M. Sharp (1988) Gene 73:237-244を 参 照 ） の よ う な 異
な る 方 法 に よ り ２ つ 又 は そ れ 以 上 の 配 列 の ア ラ イ ン メ ン ト を 生 成 す る 。 ク ラ ス タ ル ア ル ゴ
リ ズ ム が 、 全 て の ペ ア 間 の 距 離 を 調 べ る こ と に よ り 、 配 列 を ク ラ ス タ ー に グ ル ー プ 化 す る
。 ク ラ ス タ ー は 、 ペ ア と し て 整 列 さ れ 、 次 に グ ル ー プ に 整 列 さ れ る 。 ２ つ の ア ミ ノ 酸 配 列
、 例 え ば 配 列 Ａ と 配 列 Ｂ の 類 似 性 百 分 率 は 、 配 列 Ａ の 長 さ マ イ ナ ス 配 列 Ａ 中 の ギ ャ ッ プ 残
基 の 数 マ イ ナ ス 配 列 Ｂ 中 の ギ ャ ッ プ 残 基 の 数 を 、 配 列 Ａ と 配 列 Ｂ の 一 致 し た 残 基 の 合 計 で
割 り 、 １ ０ ０ 倍 す る こ と に よ り 計 算 さ れ る 。 ２ つ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 間 で 類 似 性 が 低 い 又 は
な い ギ ャ ッ プ は 、 類 似 性 百 分 率 の 決 定 に は 含 ま れ な い 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 間 の 同 一 性 パ ー
セ ン ト は 、 例 え ば Hein, J. (1990) Methods Enzymol. 183:626-645に 記 載 さ れ た Jotun He
in法 の よ う な 、 こ の 分 野 に お い て 知 ら れ た 方 法 に よ り 計 数 又 は 計 算 さ れ る 。 配 列 間 の 同 一
性 は 、 例 え ば ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 を 変 え る な ど の よ う な 、 こ の 分 野 に お い て 知 ら
れ た 他 の 方 法 に よ っ て も 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 「 変 異 体 」 と い う 語 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 記 述 す る た め に 用 い ら れ た 場 合 に は 、
ネ イ テ ィ ブ の 対 応 物 （ counterpart） と １ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド が 異 な り 、 か つ 、 ネ イ テ ィ
ブ の 対 応 物 と 同 一 又 は 類 似 す る 生 物 学 的 機 能 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 意 味 す る 。 変 異
体 に は 、 ネ イ テ ィ ブ の 対 応 物 と 比 較 し た 場 合 に 少 な く と も ８ ５ ％ 、 又 は 少 な く と も ９ ０ ～
９ ５ ％ 、 又 は 少 な く と も ９ ９ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 並 び に ス ト リ ン
ジ ェ ン ト 条 件 下 に お い て ネ イ テ ィ ブ の 配 列 又 は そ の 相 補 物 に 結 合 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が
含 ま れ る 。 変 異 体 に は 、 ネ イ テ ィ ブ の 対 応 物 と 同 一 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る が 、 遺 伝
暗 号 の 縮 重 に 基 づ い て の み ネ イ テ ィ ブ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 異 な る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 含
ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 「 変 異 体 」 と い う 語 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 を 記 述 す る た め に 用 い ら れ た 場 合 に は 、 修 飾
、 置 換 、 挿 入 及 び 欠 失 を 包 含 す る 変 異 に よ り ネ イ テ ィ ブ の 対 応 物 と １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が 異
な っ て お り 、 か つ 、 ネ イ テ ィ ブ の 対 応 物 と 同 一 又 は 類 似 す る 生 物 学 的 機 能 を 有 す る か 、 あ
る い は 、 ネ イ テ ィ ブ の 対 応 物 に 結 合 す る 抗 体 を 生 産 す る た め の 免 疫 原 と し て 又 は ネ イ テ ィ
ブ の 対 応 物 に 対 す る ア ゴ ニ ス ト 若 し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 有 用 な ア ミ ノ 酸 配 列 を 意 味
す る 。 変 異 体 に は 、 ネ イ テ ィ ブ の 対 応 物 と 比 較 し た 場 合 に 少 な く と も ７ ０ ％ 、 少 な く と も
８ ５ ％ 、 及 び 又 は 少 な く と も ９ ５ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。 変 異
体 に は 、 保 存 的 な ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 「 断 片 」 と い う 語 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 記 述 す る た め に 用 い ら れ た 場 合 は 、 ス ト リ ン
ジ ェ ン ト 条 件 下 に お い て そ の ネ イ テ ィ ブ な 対 応 物 又 は そ の 相 補 物 と 結 合 す る 、 ネ イ テ ィ ブ
な 対 応 物 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 サ ブ セ ッ ト を 意 味 す る 。 好 ま し い 断 片 は 、 ネ イ テ ィ ブ 配 列 の
少 な く と も ２ ５ な い し ５ ０ の 連 続 す る ヌ ク レ オ チ ド か ら 成 る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 。
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最 も 好 ま し い 断 片 は 、 ネ イ テ ィ ブ 配 列 の 少 な く と も ５ ０ な い し １ ０ ０ の 連 続 す る ヌ ク レ オ
チ ド か ら 成 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 「 断 片 」 と い う 語 は 、 ポ リ ペ プ チ ド を 記 述 す る た め に 用 い ら れ た 場 合 は 、 ネ イ テ ィ ブ の
対 応 物 の 何 ら か の 生 物 活 性 を 維 持 す る か 又 は ネ イ テ ィ ブ の 対 応 物 と 結 合 す る 抗 体 を 生 産 す
る こ と が で き る 免 疫 原 と し て 働 く 、 ネ イ テ ィ ブ の 対 応 物 の ア ミ ノ 酸 配 列 サ ブ セ ッ ト を 意 味
す る 。 断 片 に は 、 ネ イ テ ィ ブ 配 列 の 少 な く と も １ ０ な い し ２ ０ の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 又 は 少
な く と も ２ ０ な い し ３ ０ の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ア ミ ノ 酸 配 列 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 「 ア ゴ ニ ス ト 」 と い う 語 は 、 GPR91受 容 体 の 正 常 な 機 能 を 直 接 又 は 間 接 的 に 高 め 、 促 進
し 又 は 刺 激 す る あ ら ゆ る 分 子 を 意 味 す る 。 ア ゴ ニ ス ト の １ つ の タ イ プ は 、 そ の リ ガ ン ド と
同 様 に GPR91受 容 体 と 相 互 作 用 す る 分 子 で あ り 、 抗 体 又 は 抗 体 断 片 を 包 含 す る が 、 こ れ に
限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 「 ア ン タ ゴ ニ ス ト 」 と い う 語 は 、 GPR91受 容 体 の 正 常 な 機 能 を ブ ロ ッ ク し 、 妨 害 し 、 阻
害 し 、 又 は 中 和 す る あ ら ゆ る 分 子 を 意 味 す る 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト の １ つ の タ イ プ は 、 GPR91
受 容 体 と そ の リ ガ ン ド の 間 の 相 互 作 用 を 妨 げ る 分 子 で あ り 、 抗 体 又 は 抗 体 断 片 を 包 含 す る
が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 他 の タ イ プ は 、 ネ イ テ ィ ブ な GPR91受 容 体 の
適 正 な 転 写 を 阻 害 す る ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド 又 は ネ イ テ ィ ブ な 転 写 物 に 結 合 す る siRN
Aで あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 「 保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 」 と い う 語 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 中 の ア ミ ノ 酸 が 、 類 似 の 側 鎖 を 有 す
る ア ミ ノ 酸 で 置 換 さ れ て い る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 グ リ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 バ リ ン 、 ロ
イ シ ン 及 び イ ソ ロ イ シ ン は 脂 肪 族 側 鎖 を 有 し ； セ リ ン 及 び ス レ オ ニ ン は 脂 肪 族 ― ヒ ド ロ キ
シ 側 鎖 を 有 し ； ア ス パ ラ ギ ン 及 び グ ル タ ミ ン は ア ミ ド 含 有 側 鎖 を 有 し ； フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン
、 チ ロ シ ン 及 び ト リ プ ト フ ァ ン は 芳 香 族 側 鎖 を 有 し ； リ ジ ン 、 ア ル ギ ニ ン 及 び ヒ ス チ ジ ン
は 塩 基 性 の 側 鎖 を 有 し ； シ ス テ イ ン 及 び メ チ オ ニ ン は イ オ ウ 含 有 側 鎖 を 有 す る 。 好 ま し い
保 存 的 ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 バ リ ン ― ロ イ シ ン ― イ ソ ロ イ シ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン ― チ ロ シ ン
、 リ ジ ン ― ア ル ギ ニ ン 、 ア ラ ニ ン ― バ リ ン 、 及 び ア ス パ ラ ギ ン ― グ ル タ ミ ン で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 と い う 語 は 、 単 一 細 胞 、 選 択 さ れ た 複 数 の 細 胞 又 は 哺 乳 動 物 の 全 細 胞
の 内 発 性 遺 伝 子 （ 例 え ば GPR91受 容 体 な ど ） に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 少 な く と
も 一 部 の 発 現 を 部 分 的 に 又 は 完 全 に 減 少 さ せ る こ と を 意 味 す る 。 哺 乳 動 物 は 、 内 発 性 遺 伝
子 の う ち １ 個 の 対 立 遺 伝 子 が 破 壊 さ れ た 「 ヘ テ ロ 接 合 ノ ッ ク ア ウ ト 」 、 又 は 内 発 性 遺 伝 子
の 両 方 の 対 立 遺 伝 子 が 破 壊 さ れ た 「 ホ モ 接 合 ノ ッ ク ア ウ ト 」 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 こ こ に 記 載 し た 特 定 の 方 法 論 、 プ ロ ト コ ー ル 、 細 胞 株 、 ベ ク タ ー 及 び 試 薬 は 、 変 わ る こ
と が あ る の で 、 本 発 明 は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 さ ら に 、 こ こ に 記 載 し た 用
語 は 、 特 定 の 具 体 例 を 記 述 す る た め に の み 用 い て お り 、 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る こ と を 意
図 し な い 。 こ こ 及 び 添 付 の 請 求 の 範 囲 に お い て 用 い る 単 数 形 の 冠 詞 は 、 文 脈 か ら 明 ら か に
そ う で は な い 場 合 を 除 き 、 複 数 を も 意 味 す る 。 例 え ば 、 「 １ つ の 宿 主 細 胞 」 は 、 複 数 の こ
の よ う な 宿 主 細 胞 を も 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 遺 伝 暗 号 の 縮 重 の 故 に 、 本 発 明 の GPR91ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 多 く の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 生 産 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 配 列 の い く つ か は 、 い ず れ か の 公 知 の 天 然 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 に 高 度 に 相 同 的 で あ ろ う し 、 い く つ か は こ れ ら に 最 小 限 に 相 同 的 で あ ろ う 。
本 発 明 は 、 可 能 な コ ド ン の 選 択 に 基 づ く 組 合 せ を 選 択 す る こ と に よ り 作 ら れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 を 変 異 さ せ る こ と を 意 図 す る 。 こ れ ら の 組 合 せ は 、 天 然 の GPR91受 容 体 を コ ー ド す
る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 適 用 さ れ る 標 準 的 な ト リ プ レ ッ ト 遺 伝 暗 号 に 従 っ て 作 る こ と が で き
、 全 て の こ の よ う な 変 異 は 具 体 的 に 開 示 さ れ て い る も の と 考 え ら れ る 。
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【 ０ ０ ３ ０ 】
　 他 に 定 義 さ れ て い る 場 合 を 除 き 、 こ こ で 用 い る 全 て の 技 術 及 び 科 学 用 語 並 び に 頭 文 字 語
は 、 当 業 者 に よ り 一 般 的 に 理 解 さ れ る の と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 本 発 明 の 実 施 に お い て 、 こ
こ に 記 載 し た の と 類 似 す る 又 は 均 等 な あ ら ゆ る 方 法 及 び 材 料 を 用 い る こ と が で き る が 、 こ
こ で は 方 法 、 装 置 及 び 材 料 を 記 載 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 こ こ に 記 載 す る 全 て の 特 許 及 び 文 献 は 、 本 発 明 に 用 い る こ と が で き る か も し れ な い 、 そ
こ に 報 告 さ れ た タ ン パ ク 質 、 酵 素 、 ベ ク タ ー 、 宿 主 及 び 方 法 を 記 載 し 及 び 開 示 す る 目 的 で
、 法 に よ り 許 さ れ る 範 囲 内 で こ こ に 組 み 入 れ ら れ た も の と す る 。 も っ と も 、 こ れ ら の 記 述
は 、 本 発 明 が 先 行 発 明 よ り も 前 に 発 明 さ れ た も の で は な い と の 自 認 で あ る と 解 釈 さ れ る も
の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
本 発 明
　 本 発 明 は 、 以 下 の 発 明 の 詳 細 な 説 明 及 び 実 施 例 を 参 照 す る こ と に よ り 容 易 に 理 解 さ れ 得
る 。 Ｇ タ ン パ ク 質 結 合 受 容 体 ９ １ （ GPR91） は 、 Ｐ ２ Ｙ フ ァ ミ リ ー の プ リ ン 受 容 体 及 び シ
ス テ イ ニ ル ロ イ コ ト リ エ ン 受 容 体 と 有 意 な 配 列 相 同 性 を 有 し て い る 。 GPR91は 、 他 の 細 胞
型 と 比 べ 、 ヒ ト 初 代 マ ス ト 細 胞 中 で は 発 現 が 異 な っ て い る 。 GPR91は ま た 、 ヒ ト 単 球 中 で
も 発 現 し て お り 、 肥 満 細 胞 腫 か ら 誘 導 さ れ た ヒ ト 細 胞 株 で あ る ヒ ト マ ス ト 細 胞 １ （ HMC-1
） 細 胞 中 で 過 剰 発 現 さ せ た 場 合 に は 細 胞 内 の カ ル シ ウ ム 流 動 及 び カ ル シ ニ ュ ー リ ン 媒 介 性
の シ グ ナ ル 経 路 を 活 性 化 す る 。 そ れ 故 に 、 GPR91は 、 炎 症 性 及 び ア レ ル ギ ー 性 反 応 の 間 に
哺 乳 動 物 の 気 道 、 及 び ／ 又 は 末 梢 若 し く は 結 合 組 織 中 の マ ス ト 細 胞 活 性 を 刺 激 す る の に 重
要 な 役 割 を 果 た し て い る と 言 え る 。 従 っ て 、 GPR91は 、 ア レ ル ギ ー 性 及 び 非 ア レ ル ギ ー 性
喘 息 、 慢 性 閉 塞 性 肺 疾 病 （ COPD） 、 ア レ ル ギ ー 性 鼻 炎 、 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 、 ア レ ル ギ ー 性
胃 腸 疾 病 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 関 節 リ ウ マ チ 、 並 び に 他 の ア レ ル ギ ー 性 、 自 己 免 疫 性 及 び
炎 症 性 疾 病 の よ う な マ ス ト 細 胞 媒 介 性 疾 病 を 治 療 す る た め の 治 療 標 的 と し て 用 い る こ と が
で き る 。 該 治 療 の た め の GPR91の 活 性 化 剤 ／ 阻 害 剤 は 、 抗 体 、 リ ガ ン ド に 対 す る ペ プ チ ド
類 似 体 、 低 分 子 物 質 、 ア ン チ セ ン ス 又 は RNAiで あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
GPR91の 同 定
　 ヒ ト マ ス ト 細 胞 中 で 発 現 が 異 な る 遺 伝 子 は 、 は じ め に 、 遺 伝 子 マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 を 用
い て マ ス ト 細 胞 （ 臍 帯 血 CD34+細 胞 か ら 培 養 ） 、 PBMC（ 末 梢 血 単 核 細 胞 ） 、 及 び THP-1（ 急
性 単 球 性 白 血 病 ； リ ン パ 球 ） 間 で mRNA発 現 レ ベ ル を 比 較 す る こ と に よ り 同 定 し た (実 施 例
を 参 照 )。 マ ス ト 細 胞 に お け る GPR91の 差 次 的 発 現 は 、 種 々 の 異 な る 細 胞 型 及 び ヒ ト 組 織 を
用 い た 定 量 的 RT-PCRに よ り さ ら に 裏 付 け た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 ジ ー ン バ ン ク 公 開 デ ー タ ベ ー ス に 対 す る BLAST配 列 類 似 性 検 索 に よ り 、 GPR91は P2Yプ リ
ン 受 容 体 及 び シ ス テ イ ニ ル ロ イ コ ト リ エ ン 受 容 体 と 有 意 な 相 同 性 を 有 す る こ と が わ か っ た
。 対 応 す る Gタ ン パ ク 質 へ の GPR91の 結 合 特 異 性 の 予 測 に よ り 、 Gα q/11サ ブ タ イ プ と の 相
互 作 用 に 関 わ る 可 能 性 が 高 い こ と が わ か っ た 。 こ の 予 測 は 、 受 容 体 － Gタ ン パ ク 質 の 相 互
作 用 の 特 異 性 は 受 容 体 の 細 胞 内 ド メ イ ン に 支 配 さ れ て い る と い う 知 見 に 基 づ い て 行 な わ れ
た 。 パ タ ー ン 発 見 と 膜 ト ポ ロ ジ ー 予 測 を 組 み 合 わ せ た デ ー タ マ イ ニ ン グ ア プ ロ ー チ を 用 い
て 、 特 定 の 機 能 ク ラ ス の Gタ ン パ ク 質 へ の 結 合 に 特 異 的 な 、 GPCR配 列 の 細 胞 内 ド メ イ ン 中
に あ る ア ミ ノ 酸 残 基 の パ タ ー ン を 発 見 し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 GPR91の 機 能 を 同 定 す る た め 、 野 生 型 （ wt） の GPR91（ pGPR91） 又 は タ グ 付 加 し た GPR91
（ pGPR91-V5及 び pGPR91-20Flag） を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド 構 築 物 を 用 い て 一 過 的 ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン 及 び ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ を 行 な っ た 。 HMC-1細 胞 中 で は 、 wtの G
PR91は 、 NFAT（ 活 性 化 Ｔ 細 胞 の 核 因 子 ） プ ロ モ ー タ ー に 結 合 さ せ た ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー
タ ー を 約 19.8倍 に 活 性 化 し 、 ま た 、 AP-1プ ロ モ ー タ ー に 結 合 さ せ た ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー
タ ー を も 約 5.3倍 に 活 性 化 し た 。 GPR91に よ る NFATプ ロ モ ー タ ー の 活 性 化 は 、 カ ル シ ウ ム 流
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入 か ら NFAT活 性 化 ま で の 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 を 調 節 す る カ ル シ ニ ュ ー リ ン に 対 す る 特 異 的
な 阻 害 剤 （ シ ク ロ ス ポ リ ン A） を 適 用 す る こ と に よ り さ ら に 検 証 し た 。 GPR91に よ る NFAT活
性 化 に 対 す る 促 進 作 用 は シ ク ロ ス ポ リ ン Aに よ り ほ ぼ 完 全 に 阻 害 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 は
、 GPR91が 周 知 の 細 胞 内 シ グ ナ ル 経 路 を 通 じ て 転 写 因 子 NFATを 活 性 化 す る こ と 、 す な わ ち
、 GPR91は Gα q/11（ 又 は q/11様 の ） サ ブ ユ ニ ッ ト に 取 り 込 ま れ 得 て 、 Gタ ン パ ク 質 を 活 性
化 し 、 そ れ に よ り 次 い で ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cβ を 活 性 化 し て 、 NFAT及 び AP1の 活 性 化 と 共 に 細
胞 内 カ ル シ ウ ム 流 動 を 引 き 起 こ す こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 さ ら に 、 構 成 的 に 活 性 な 挿 入 変 異 体 GPR91-20Flagに よ り プ ロ モ ー タ ー が 活 性 化 さ れ る 遺
伝 子 の グ ル ー プ を 同 定 し た 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ に よ り 、 マ ス ト 細 胞 か ら
放 出 さ れ 、 喘 息 の 症 状 、 ア レ ル ギ ー 性 及 び 炎 症 性 疾 病 の 悪 化 に 関 与 し て い る サ イ ト カ イ ン
、 プ ロ テ ア ー ゼ 及 び ケ モ カ イ ン の 例 で あ る （ Annu. Rev. Immunol. 1999, 17:255; Am. J.
 Rspir. Cell Mol. Biol. 1996,15: 473; J. Immunol. 2002,168:2603; J. Immunol. 200
2,169:2662; J. Immunol. 2000, 165:7215; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1992, 89:8542
; Eur. Respir. J. 2001, 34:50s） IL8、 IL13、 TNFα 、 ト リ プ タ ー ゼ β 1及 び ト リ プ タ ー
ゼ β 2の プ ロ モ ー タ ー 活 性 を GPR91-20Flagが 促 進 す る こ と が わ か っ た （ 実 施 例 ５ ） 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 カ ル シ ウ ム 媒 介 性 シ グ ナ ル 経 路 を 経 由 し た 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 流 動 は 、 マ ス ト 細 胞 の 脱 顆
粒 及 び サ イ ト カ イ ン の 分 泌 を 活 性 化 す る た め の 極 め て 重 要 な 条 件 の 一 つ で あ る 、 と い う こ
と が 既 刊 文 献 中 で 十 分 に 立 証 さ れ て い る こ と か ら 、 本 願 発 明 者 の 発 見 は 、 GPR91が 喘 息 、
ア レ ル ギ ー 、 及 び 他 の 炎 症 性 疾 病 の 進 行 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し 得 る と い う こ と を 示
唆 し て い る 。 従 っ て 、 GPR91は 、 喘 息 、 ア レ ル ギ ー 、 自 己 免 疫 性 疾 病 、 及 び 他 の 炎 症 性 疾
病 の 治 療 の た め に 、 抗 体 を 作 製 し 、 低 分 子 物 質 及 び ／ 又 は RNAiを ス ク リ ー ニ ン グ す る た め
の 治 療 標 的 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
ポ リ ペ プ チ ド
　 一 つ の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 配 列 番 号 ２ ； 配 列 番 号 ２ の 変 異 体 ； 配 列 番 号 ２ の 断 片
か ら 成 る 群 よ り 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 一 つ
の 具 体 例 で は 、 該 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 関 節 炎 、 喘 息 、 AIDSの よ う な 免 疫 不 全 疾 病
、 白 血 病 、 関 節 リ ウ マ チ 、 肉 芽 腫 性 疾 病 、 炎 症 性 腸 疾 病 、 敗 血 症 、 座 瘡 、 好 中 球 減 少 、 好
中 球 増 加 、 乾 癬 、 Ｔ 細 胞 媒 介 性 細 胞 傷 害 の よ う な 過 敏 症 ； 宿 主 対 移 植 片 及 び 移 植 片 対 宿 主
病 の よ う な 移 植 臓 器 及 び 組 織 に 対 す る 免 疫 反 応 又 は 自 己 免 疫 性 不 妊 症 の よ う な 自 己 免 疫 疾
病 、 レ ン ズ 組 織 傷 害 、 脱 髄 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス 、 薬 剤 誘 導 性 の 溶 血 性 貧 血 、 関 節 リ
ウ マ チ 、 シ ェ ー グ レ ン 病 、 及 び 強 皮 症 を 含 む 免 疫 傷 害 の た め の 予 防 薬 と し て 有 用 で あ り 得
る 。 そ の 上 、 該 タ ン パ ク 質 は 、 他 の 血 球 の 分 化 若 し く は 性 質 に 影 響 す る 、 又 は 造 血 性 細 胞
を 傷 害 部 位 に 補 充 す る 分 泌 因 子 を 代 表 し 得 る 。 従 っ て 、 こ の 遺 伝 子 産 物 は 種 々 の 血 液 系 列
の 幹 細 胞 及 び 抗 原 感 作 前 駆 体 の 増 殖 、 並 び に 種 々 の 細 胞 型 の 分 化 及 び ／ 又 は 増 殖 に 有 用 で
あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 GPR91受 容 体 の 可 溶 性 形 態 は 、 サ イ ト カ イ ン 産 生 、 抗 原 提 示 、 又 は 免 疫 応 答 を 刺 激 す る
等 の た め の よ う な 他 の プ ロ セ ス を 変 調 す る の に 有 用 で あ り 得 る 。 リ ン パ 系 起 源 の 細 胞 中 で
の 発 現 は 、 本 来 の 遺 伝 子 産 物 が 免 疫 機 能 に 関 与 し 得 る と い う こ と を 示 し て い る 。 従 っ て 、
そ れ は 関 節 炎 、 喘 息 、 AIDSの よ う な 免 疫 不 全 症 、 白 血 病 、 関 節 リ ウ マ チ 、 肉 芽 腫 症 、 炎 症
性 腸 疾 病 、 敗 血 症 、 座 瘡 、 好 中 球 減 少 、 好 中 球 増 加 、 乾 癬 、 Ｔ 細 胞 媒 介 性 細 胞 傷 害 の よ う
な 過 敏 症 ； 宿 主 対 移 植 片 及 び 移 植 片 対 宿 主 病 の よ う な 移 植 臓 器 及 び 組 織 に 対 す る 免 疫 反 応
、 又 は 自 己 免 疫 性 不 妊 症 の よ う な 自 己 免 疫 疾 病 、 レ ン ズ 組 織 傷 害 、 脱 髄 、 全 身 性 エ リ テ マ
ト ー デ ス 、 薬 剤 誘 導 性 の 溶 血 性 貧 血 、 関 節 リ ウ マ チ 、 シ ェ ー グ レ ン 病 、 及 び 強 皮 症 を 含 む
免 疫 傷 害 の た め の 薬 剤 と し て も 有 用 と な り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ア ゴ ニ ス ト 及 び ／ 又 は そ の 断 片 を 包 含 す る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に は 、 種 々 の 細 胞 、 組
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織 、 及 び 生 体 中 の 、 好 ま し く は ヒ ト 組 織 中 の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 変 調 す る こ と を 含 む 用 途
が あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
発 現 及 び 回 収
　 本 発 明 に 基 づ き 、 単 離 及 び 精 製 さ れ た GPR91受 容 体 を 、 上 記 の 組 換 え 発 現 系 に よ っ て 生
産 す る こ と が で き る 。 該 方 法 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 十 分 に 促 進 し 得 る 条 件 下 に て 、
該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主
細 胞 を 培 養 す る こ と を 含 む 。 該 ポ リ ペ プ チ ド は 次 い で 、 使 用 し た 発 現 系 に 応 じ て 、 培 養 液
又 は 細 胞 抽 出 物 か ら 回 収 さ れ る 。 当 業 者 に 公 知 の 通 り 、 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 精 製 す る 方
法 は 、 用 い ら れ る 宿 主 細 胞 の タ イ プ 及 び 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド が 培 養 液 中 に 分 泌 さ れ る か 否
か 等 の 要 因 に 応 じ て 異 な っ て く る 。 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド が 分 泌 さ れ る 発 現 系 を 用 い る 場 合
に は 、 ま ず は 培 養 液 を 濃 縮 す る こ と が で き る 。 こ の 濃 縮 工 程 に 次 い で 、 該 濃 縮 物 を ゲ ル 濾
過 媒 体 の よ う な 精 製 マ ト リ ッ ク ス に 施 す こ と が で き る 。 あ る い は 、 例 え ば ペ ン ダ ン ト ジ エ
チ ル ア ミ ノ エ チ ル （ DEAE） 基 を 有 す る マ ト リ ッ ク ス 又 は 基 質 の よ う な 、 陰 イ オ ン 交 換 樹 脂
を 使 用 す る こ と が で き る 。 該 マ ト リ ッ ク ス は 、 ア ク リ ル ア ミ ド 、 ア ガ ロ ー ス 、 デ キ ス ト ラ
ン 、 セ ル ロ ー ス 、 又 は タ ン パ ク 質 精 製 に 一 般 的 に 用 い ら れ る そ の 他 の タ イ プ で あ り 得 る 。
ま た 、 陽 イ オ ン 交 換 工 程 も 用 い る こ と が で き る 。 適 し た 陽 イ オ ン 交 換 体 と し て は 、 ス ル ホ
プ ロ ピ ル 基 又 は カ ル ボ キ シ メ チ ル 基 を 含 む 種 々 の 不 溶 性 マ ト リ ッ ク ス が 挙 げ ら れ る 。 さ ら
に 、 疎 水 性 の 逆 相 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ RR-HPLC） 媒 体 （ 例 え ば ペ ン ダ ン ト メ チ
ル 基 若 し く は 他 の 脂 肪 族 基 を 有 す る シ リ カ ゲ ル ） 、 イ オ ン 交 換 HPLC（ 例 え ば ペ ン ダ ン ト DE
AE基 若 し く は ス ル ホ プ ロ ピ ル （ SP） 基 を 有 す る シ リ カ ゲ ル ） 、 又 は 疎 水 性 相 互 作 用 HPLC（
例 え ば ペ ン ダ ン ト フ ェ ニ ル 基 、 ブ チ ル 基 若 し く は 他 の 疎 水 基 を 有 す る シ リ カ ゲ ル ） を 用 い
た 、 １ 以 上 の RR-HPLC工 程 を 用 い て 、 タ ン パ ク 質 を さ ら に 精 製 す る こ と が で き る 。 種 々 の
組 合 せ に お け る 、 前 述 の 精 製 工 程 の い く つ か 又 は 全 て は 、 こ の 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、
こ れ ら を 利 用 し て 単 離 及 び 精 製 さ れ た 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 細 菌 培 養 物 中 に 生 産 さ れ た 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド は 、 通 常 は ま ず 宿 主 細 胞 を 破 壊 し 、 遠 心
し 、 不 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド で あ れ ば 細 胞 沈 殿 物 か ら 抽 出 し 又 は 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド で あ れ ば
上 清 か ら 抽 出 し 、 次 い で １ 回 以 上 の 遠 心 、 塩 析 、 イ オ ン 交 換 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 若 し く
は サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 を 用 い る こ と で 単 離 さ れ る 。 最 後 に 、 RP-HPLCを 最
終 の 精 製 工 程 と し て 用 い る こ と が で き る 。 凍 結 ― 融 解 サ イ ク ル 、 超 音 波 破 壊 、 機 械 的 破 壊
又 は 細 胞 溶 解 試 薬 の 使 用 を 包 含 す る 、 い ず れ の 便 利 な 方 法 を 用 い て も 、 微 生 物 細 胞 を 破 壊
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト
　 本 発 明 は 、 直 接 又 は 間 接 的 に GPR91の 発 現 又 は 作 用 を 活 性 化 又 は 阻 害 す る ア ゴ ニ ス ト 及
び ア ン タ ゴ ニ ス ト を 提 供 す る 。 ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト の タ イ プ と し て は 、 ポ リ ペ
プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 糖 タ ン パ ク 質 、 糖 ペ プ チ ド 、 糖 脂 質 、 多 糖 類 、 少 糖 類 、
ヌ ク レ オ チ ド 、 有 機 分 子 、 生 物 有 機 分 子 、 ペ プ チ ド 模 倣 物 、 薬 理 学 的 物 質 及 び そ れ ら の 代
謝 物 、 並 び に 転 写 及 び 翻 訳 制 御 配 列 を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 一 つ の 具 体 例 で は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 GPR91受 容 体 の 可 溶 性 形 態 、 及 び GPR91受 容 体 の
細 胞 外 ド メ イ ン か ら 誘 導 さ れ た GPR91受 容 体 に 結 合 し 得 る 可 溶 性 ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。 該
ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 配 列 番 号 ２ の 細 胞 外 ド メ イ ン 又 は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト 断 片 か ら 選 ば れ
る ペ プ チ ド で あ り 得 る 。 こ れ ら の ペ プ チ ド は 、 天 然 の リ ガ ン ド に 結 合 す る こ と に よ っ て 該
リ ガ ン ド の GPR91へ の 結 合 を ブ ロ ッ ク し 、 ネ イ テ ィ ブ な 受 容 体 へ の 該 リ ガ ン ド の 結 合 を 妨
げ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 GPR91に 特 異 的 に 結 合 し 、 例 え ば サ イ ト カ
イ ン の 産 生 を 促 進 又 は 阻 害 す る よ う な 、 生 物 学 的 作 用 及 び 機 能 に 影 響 を 与 え る 抗 体 を も 包
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含 し 得 る 。 該 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル で あ り 得 、 ま た キ メ ラ 、 ヒ ト 、
ヒ ト 化 、 又 は 脱 免 疫 化 （ deimmunized） 抗 体 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ア ゴ ニ ス ト 抗 体 は 、 非 疾 病 状 態 と 比 較 し て 低 い サ イ ト カ イ ン 又 は 受 容 体 の 発 現 に よ り 特
徴 付 け ら れ る 疾 病 の 予 防 又 は 治 療 に 用 い ら れ 得 る 。 ア ン タ ゴ ニ ス ト 抗 体 は 、 非 疾 病 状 態 と
比 較 し て 高 い サ イ ト カ イ ン 又 は 受 容 体 の 発 現 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 疾 病 の 予 防 又 は 治 療 に
用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 該 ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 喘 息 、 ア レ
ル ギ ー 性 鼻 炎 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 食 物 過 敏 症 及 び 蕁 麻 疹 な ど の ア レ ル ギ ー 性 疾 病 を 包 含
す る 種 々 の 免 疫 疾 病 ； 移 植 片 拒 絶 及 び 移 植 片 対 宿 主 病 を 包 含 す る 移 植 関 連 疾 病 ； 水 疱 性 皮
膚 疾 病 、 多 形 性 紅 斑 及 び 接 触 性 皮 膚 炎 、 乾 癬 を 包 含 す る 自 己 免 疫 性 又 は 免 疫 介 在 性 皮 膚 疾
病 ； 関 節 リ ウ マ チ 、 若 年 性 慢 性 関 節 炎 ； 炎 症 性 腸 疾 病 （ す な わ ち 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 ク ロ ー
ン 病 ） ； 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス ； 脊 椎 関 節 症 ； 全 身 性 硬 化 症 （ 皮 膚 硬 化 症 ） ； 特 発 性 炎
症 性 筋 疾 病 （ 皮 膚 筋 炎 、 多 発 性 筋 炎 ） ； シ ェ ー グ レ ン 症 候 群 ； 全 身 性 血 管 炎 ； サ ル コ イ ド
ー シ ス ； 自 己 免 疫 性 溶 血 性 貧 血 （ 免 疫 性 汎 血 球 減 少 症 、 発 作 性 夜 間 血 色 素 尿 症 ） 、 自 己 免
疫 性 血 小 板 減 少 症 （ 特 発 性 血 小 板 減 少 性 紫 斑 病 、 免 疫 性 の 血 小 板 減 少 ） ； 甲 状 腺 炎 （ グ レ
ー ブ ス 病 、 橋 本 甲 状 腺 炎 、 若 年 性 リ ン パ 球 性 甲 状 腺 炎 、 萎 縮 性 甲 状 腺 炎 ） ； 糖 尿 病 ； 免 疫
介 在 性 腎 疾 病 （ 糸 球 体 腎 炎 、 尿 細 管 間 質 性 腎 炎 ） ； 多 発 性 硬 化 症 、 特 発 性 脱 髄 性 多 発 神 経
障 害 又 は ギ ラ ン ‐ バ レ ー 症 候 群 、 及 び 慢 性 炎 症 性 脱 髄 性 多 発 神 経 障 害 の よ う な 、 中 枢 及 び
末 梢 神 経 系 の 脱 髄 疾 病 ； 感 染 性 肝 炎 （ Ａ 型 、 Ｂ 型 、 Ｃ 型 、 Ｄ 型 、 Ｅ 型 肝 炎 及 び 他 の 非 肝 親
和 性 ウ イ ル ス ） 、 自 己 免 疫 性 慢 性 活 動 性 肝 炎 、 原 発 性 胆 汁 性 肝 硬 変 、 肉 芽 腫 性 肝 炎 及 び 硬
化 性 胆 管 炎 の よ う な 肝 胆 汁 性 疾 病 ； 嚢 胞 性 線 維 症 、 グ ル テ ン 過 敏 性 腸 疾 病 及 び ウ ィ ッ プ ル
病 の よ う な 炎 症 性 及 び 繊 維 性 肺 疾 病 ； 好 酸 球 性 肺 炎 、 特 発 性 肺 線 維 症 及 び 過 敏 性 肺 臓 炎 の
よ う な 肺 の 免 疫 疾 病 の 治 療 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト の ス ク リ ー ニ ン グ
　 他 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は GPR91受 容 体 ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト を 同 定 す る た
め の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 供 す る 。 該 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 GPR91受 容 体 を GPR91ア ゴ
ニ ス ト ／ GPR91ア ン タ ゴ ニ ス ト 候 補 に 曝 露 し 、 ア ゴ ニ ス ト ／ ア ン タ ゴ ニ ス ト 候 補 が 受 容 体
に 結 合 す る か 否 か を 判 定 す る こ と を 含 む 。 も し ア ゴ ニ ス ト ／ ア ン タ ゴ ニ ス ト 候 補 が 受 容 体
に 結 合 す る な ら ば 、 該 ア ゴ ニ ス ト ／ ア ン タ ゴ ニ ス ト 候 補 が 、 イ ン ビ ボ で 患 者 に 投 与 さ れ ネ
イ テ ィ ブ な GPR91活 性 化 受 容 体 に 曝 露 さ れ た 際 に 、 実 際 に ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト
と し て 機 能 す る も の と 強 く 推 定 さ れ る 。 該 方 法 に よ り 同 定 さ れ た 該 GPR91ア ゴ ニ ス ト 及 び
該 GPR91ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 サ イ ト カ イ ン を 生 産 で き る 細 胞 を 該 ア ゴ ニ ス ト ／ ア ン タ ゴ ニ
ス ト に 曝 露 し 、 サ イ ト カ イ ン の 生 産 を 非 曝 露 細 胞 と 比 較 し て 測 定 す る こ と に よ り 、 ア ゴ ニ
ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 特 徴 付 け ら れ 得 る 。 ア ゴ ニ ス ト で あ れ ば サ イ ト カ イ ン の 生
産 が 増 大 す る ； ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ れ ば サ イ ト カ イ ン の 生 産 が 減 少 す る 。 他 の ス ク リ ー ニ
ン グ 方 法 は 、 GPR91の DNA結 合 配 列 を 含 む レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 構 築 物 で 細 胞 を ト ラ ン ス フ ェ ク
ト す る こ と を 含 む 。 好 ま し く は 、 該 ア ゴ ニ ス ト ／ ア ン タ ゴ ニ ス ト 候 補 は 、 抗 体 を 包 含 す る
有 機 化 合 物 又 は ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 細 胞 に 基 づ い た 種 々 の 機 能 分 析 で は 、 正 常 な 生 理 的 環 境 に お け る タ ン パ ク 質 の 活 性 を 評
価 す る た め に 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 の 測 定 が 利 用 さ れ る 。 GPR91受 容 体 の 刺 激 に よ る 細 胞
内 カ ル シ ウ ム 濃 度 の 大 幅 か つ 迅 速 な 上 昇 は 、 生 物 発 光 タ ン パ ク 質 、 エ ク オ リ ン 、 及 び 改 変
緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 － カ ル モ ジ ュ リ ン キ メ ラ （ Ungrin, M. D., Singh, L. M. R., Stocco
, R., Sas, D. E., Abramovitz, M. (1999) An automated aequorin luminescence-based
 functional calcium assay for G-protein-coupled receptors. Anal. Biochem. 272, 3
4-42; Takahashi, A., Camacho, P., Lechleiter, J. D., and Herman, B. (1999) Measu
rement of intracellular calcium. Physiological Reviews 79, 1089-1125; Gonzalez, 
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J. E., Oades, K., Leychis, Y. Harootunian, A., and Negulescu, P. (1999) Fluoresc
ent indicators for Cat +  based on green fluorescent proteins and calmodulin. Natu
re 388, 882-887; Creton, R., Kreiling, J. A., and Jaffe, L. F. (1999) Calcium im
aging with chemiluminescence. Microsc. Res. Tech. 46, 390-397; Prasher, D., McCa
nn, R. 0., and Cormier, M. J. (1985) Cloning and expression of the cDNA coding f
or aequorin, A bioluminescent calcium-binding protein. Biochem. Biophys. Res. Co
mmun. 126, 1259-1268） の よ う な 蛍 光 色 素 、 カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 を 包 含 す る 、 細 胞
内 カ ル シ ウ ム に 感 受 性 の プ ロ ー ブ に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 の 当 業 者 は 、 蛍 光 又 は 発 酵 シ グ ナ ル の 測 定 に 利 用 で き る 時 間 を 延 長
す る 方 法 を 用 い て き た 。 例 え ば 、 一 つ の 方 法 で は 、 細 胞 の レ ポ ー タ ー 酵 素 反 応 の 反 応 速 度
を 変 更 又 は 低 下 さ せ る 試 薬 が 添 加 さ れ た 。 こ の 手 法 の 例 は 、 PACKARD社 の LUCLITE（ 登 録 商
標 ） ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 ア ッ セ イ キ ッ ト （ 米 国 特 許 第 5,618,682号 及 び 欧 州
特 許 出 願 94 102 080.2を 参 照 ） 又 は PROMEGA社 の STEADY-GLO（ 商 標 ） ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ
セ イ シ ス テ ム （ 米 国 特 許 第 5,283,179号 を 参 照 ） の よ う な 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ に 基 づ く 閃 光
発 光 を グ ロ ー 発 光 形 式 に 変 換 す る 手 法 で あ る 。 該 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 疾 病 、 特 に 非 疾
病 状 態 と 比 較 し て 低 い 又 は 高 い サ イ ト カ イ ン 産 生 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 疾 病 を 予 防 又 は
治 療 す る た め の 薬 剤 と し て 機 能 し 得 る 化 合 物 を 同 定 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 論 は 、 特 に 、 こ こ に 記 載 さ れ る GPR91の 調 節 因 子
の 検 出 に 対 し て 想 定 さ れ る も の で あ る 。 そ の よ う な ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
は 、 典 型 的 に は 、 多 数 の 治 療 化 合 物 （ 例 え ば リ ガ ン ド 又 は 調 節 因 子 化 合 物 ） 候 補 を 含 む コ
ン ビ ナ ト リ ア ル 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー 又 は ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー の 提 供 を 含 む 。 そ の よ う な コ
ン ビ ナ ト リ ア ル 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー 又 は リ ガ ン ド ラ イ ブ ラ リ ー は 、 次 い で 、 所 望 の 特 徴 的 な
活 性 を 示 す ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー （ 例 え ば 特 定 の 化 学 種 又 は サ ブ ク ラ ス ） を 同 定 す る た め
に 、 １ 以 上 の ア ッ セ イ で ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 そ の よ う に し て 同 定 さ れ た 化 合 物 は 、 従
来 の リ ー ド 化 合 物 と し て 役 立 ち 得 る し 、 又 は そ れ ら 自 体 が 治 療 薬 候 補 若 し く は 実 際 の 治 療
薬 と し て 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 多 く の 化 学 的 成 分 （ す な わ ち ア ミ ノ 酸 の よ う な
試 薬 ） を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 化 学 合 成 又 は 生 物 学 的 合 成 の い ず れ か に よ っ て 生 成 さ
れ た 種 々 の 化 学 物 質 の 集 合 で あ る 。 一 例 と し て は 、 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド ラ イ
ブ ラ リ ー な ど の 線 形 （ linear） コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー は 、 任 意 の 化 合 物 の 長 さ （
す な わ ち ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド 化 合 物 中 の ア ミ ノ 酸 数 ） に つ い て 可 能 な 全 て の 組 み 合
わ せ で 一 連 の 化 学 的 成 分 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 形 成 さ れ る 。 そ の よ う な 化 学 的 成 分 の
組 み 合 わ せ の 混 合 を 経 て 、 何 百 万 も の 化 学 物 質 が 合 成 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 コ ン ビ ナ ト リ ア ル 化 学 ラ イ ブ ラ リ ー の 調 製 及 び ス ク リ ー ニ ン グ は 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー と し て は ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー （ 例 え ば 米 国 特 許 第 5,010,
175号 ； Furka, 1991, Int. J. Pept. Prot. Res., 37:487-493; 及 び  Houghton et al., 
1991, Nature, 354:84-88） が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。 他 の 化 学 を 用 い て 科
学 的 多 様 性 ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る こ と も で き る 。 化 学 的 多 様 性 ラ イ ブ ラ リ ー 化 学 の 例 と
し て は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ペ プ チ ド (PCT公 開 WO 91/019735)、 コ ー ド
ペ プ チ ド (PCT公 開 WO 93/20242)、 ラ ン ダ ム バ イ オ オ リ ゴ マ ー (PCT公 開 WO 92/00091)、 ベ ン
ゾ ジ ア ゼ ピ ン (米 国 特 許 第 5,288,514号 )、 ヒ ダ ン ト イ ン 、 ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン 及 び ジ ペ プ チ
ド の よ う な ダ イ バ ー ソ ー マ ー (diversomer) (Hobbs et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA, 90:6909-6913)、 ビ ニ ル 性 の ポ リ ペ プ チ ド (Hagihara et al., 1992, J. Amer. Ch
em. Soc., 114:6568)、 グ ル コ ー ス の 足 場 を 有 す る 非 ペ プ チ ド 性 の ペ プ チ ド 模 倣 物 (Hirsch
mann et al., 1992, J. Amer. Chem. Soc., 114:9217-9218)、 低 分 子 化 合 物 ラ イ ブ ラ リ ー
(Chen et al., 1994, J. Amer. Chem. Soc., 116:2661)、 オ リ ゴ カ ル バ メ ー ト (Cho et al
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., 1993, Science, 261:1303)、 及 び ／ 又 は ペ プ チ ジ ル ホ ス ホ ネ ー ト (Campbell et al., 1
994, J. Org. Chem., 59:658)の 類 似 の 有 機 合 成 、 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー (Ausubel, Berger 及
び Sambrookを 参 照 , 全 て 上 記 )、 ペ プ チ ド 核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー (米 国 特 許 第 5,539,083号 )、 抗
体 ラ イ ブ ラ リ ー (例 え ば Vaughn et al., 1996, Nature Biotechnology, 14(3):309-314)及
び PCT/US96/10287)、 炭 水 化 物 ラ イ ブ ラ リ ー (carbohydrate library) (例 え ば Liang et al
., 1996, Science, 274-1520-1522)及 び 米 国 特 許 第 5,593,853号 )、 低 有 機 分 子 ラ イ ブ ラ リ
ー (例 え ば ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン 、 Baum C&EN, Jan. 18, 1993, 33頁 ; 及 び 米 国 特 許 第 5,288,5
14号 ; イ ソ プ レ ノ イ ド 、 米 国 特 許 第 5,569,588号 ; チ ア ゾ リ ジ ノ ン 及 び メ タ チ ア ザ ノ ン , 
米 国 特 許 第 5,549,974号 ; ピ ロ リ ジ ン , 米 国 特 許 第 5,525,735号 及 び 第 5,519,134号 ; モ ル
ホ リ ノ 化 合 物 , 米 国 特 許 第 5,506,337号 ; な ど )が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の 調 製 の た め の 装 置 は 市 販 さ れ て い る (例 え ば 357 MPS, 
390 MPS, Advanced Chem Tech, ケ ン タ ッ キ ー 州 Louisville; Symphony, Rainin, Woburn,
 Mass.; 433A Applied Biosystems, カ リ フ ォ ル ニ ア 州 Foster City; 9050 Plus, Millipo
re, マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 Bedford)。 そ の 上 、 多 く の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー が 市 販
さ れ て い る (例 え ば ComGenex、 ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 Princeton； Asinex, ロ シ ア 国 Moscow；
Tripos, Inc., ミ ズ ー リ 州 St. Louis； ChemStar, Ltd., ロ シ ア 国 Moscow； 3D Pharmaceut
icals, ペ ン シ ル ベ ニ ア 州 Exton; Martek Biosciences, メ リ ー ラ ン ド 州 Columbiaな ど )。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 一 つ の 具 体 例 で は 、 本 発 明 は 、 イ オ ン チ ャ ネ ル を 発 現 す る 細 胞 又 は 組 織 が 固 相 支 持 体 に
結 合 さ れ た 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト 形 式 の イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ に 基 づ く 固 相 を 提 供 す る 。 そ の
よ う な ハ イ ス ル ー プ ッ ト ア ッ セ イ で は 、 一 日 で 数 千 も の 異 な る 調 節 因 子 又 は リ ガ ン ド を 選
抜 す る こ と が 可 能 で あ る 。 特 に 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル は 、 選 択 さ れ た 調
節 因 子 候 補 に 対 す る 別 個 の ア ッ セ イ を 行 な う た め に 用 い る こ と が で き 、 又 は 、 も し 濃 度 若
し く は イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 の 効 果 が 観 察 さ れ る 場 合 に は 、 各 ５ ～ １ ０ ウ ェ ル は 単 一 の
調 節 因 子 を 試 験 し 得 る 。 こ う し て 、 単 一 の 標 準 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト で 約 ９ ６ の 調 節
因 子 を 分 析 す る こ と が で き る 。 １ ５ ３ ６ ウ ェ ル の プ レ ー ト を 用 い た 場 合 に は 、 単 一 の プ レ
ー ト で 約 １ ０ ０ か ら 約 １ ５ ０ ０ の 異 な る 化 合 物 を 容 易 に 分 析 す る こ と が で き る 。 一 日 に つ
き 数 枚 の 異 な る プ レ ー ト を 分 析 す る こ と が で き る ； 従 っ て 、 例 え ば 、 記 載 の 集 積 シ ス テ ム
を 用 い て 、 約 ６ ， ０ ０ ０ ～ ２ ０ ， ０ ０ ０ も の 異 な る 化 合 物 に つ い て の ア ッ セ イ ス ク リ ー ン
を 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 他 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 特 定 の タ ン パ ク 質 、 す な わ ち GPR91ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ
ド に 結 合 し 得 る 低 分 子 の 検 出 又 は 同 定 を 含 む 、 ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 低 分 子 (例 え ば 薬 剤 )検
出 ア ッ セ イ を 包 含 す る 。 特 に 好 ま し く は 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 手 法 に 適 し た
ア ッ セ イ で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 そ の よ う な 結 合 に 基 づ く 検 出 、 同 定 、 又 は ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ で は 、 機 能 分 析 は 一
般 に は 要 求 さ れ な い 。 必 要 と さ れ る の は 、 好 ま し く は 実 質 的 に 精 製 さ れ た 標 的 タ ン パ ク 質
、 及 び 、 該 タ ン パ ク 質 標 的 へ の 結 合 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ 又 は ア ッ セ イ の 対 象 た る 化
合 物 (例 え ば リ ガ ン ド 、 薬 剤 、 低 分 子 )又 は 生 物 学 的 実 在 の ラ イ ブ ラ リ ー 又 は パ ネ ル の み で
あ る 。 好 ま し く は 、 標 的 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 大 部 分 の 低 分 子 は 、 該 タ ン パ ク 質 上 の 機 能
領 域 又 は 部 位 へ の 優 先 的 で よ り 親 和 性 の 高 い 結 合 の 故 に 、 幾 通 り か の 方 法 で 活 性 を 調 節 す
る だ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 そ の よ う な ア ッ セ イ の 例 の 一 つ は 、 Pantolianoら に 付 与 さ れ た 米 国 特 許 第 6,020,141号
及 び 第 6,036,920号 に 記 載 さ れ た 、 蛍 光 に 基 づ い た 温 度 シ フ ト ア ッ セ イ (3-Dimensional Ph
armaceuticals, Inc., 3DP, Exton, ペ ン シ ル ベ ニ ア 州 )で あ る ； J. Zimmerman, 2000, Ge
n. Eng. News, 20(8)も 参 照 の こ と ） 。 該 ア ッ セ イ は 、 タ ン パ ク 質 － 薬 剤 又 は リ ガ ン ド 複
合 体 の 熱 変 性 曲 線 を 解 析 す る こ と に よ る 結 合 親 和 性 の 決 定 に 基 づ き 、 発 現 さ れ 好 ま し く は
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精 製 さ れ た イ オ ン チ ャ ネ ル ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 低 分 子 (例 え ば 薬 剤 、 st リ ガ ン ド )の
検 出 を 可 能 に す る 。 こ の 手 法 に よ り 決 定 さ れ た 薬 剤 又 は 結 合 分 子 は 、 も し 所 望 で あ れ ば 、
該 分 子 が 該 標 的 タ ン パ ク 質 の 機 能 又 は 活 性 に 影 響 し 又 は 調 節 す る か 否 か を 決 定 す る た め 、
こ こ に 記 載 さ れ た よ う な 方 法 に よ っ て さ ら に 分 析 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 GPR91ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド を 精 製 し 生 物 学 的 結 合 又 は リ ガ ン ド 結 合 活 性 を 測 定 す
る た め 、 そ の 供 給 源 は 、 標 準 的 な プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 存 在 下 で の 連 続 的 な 凍 結 － 融 解 サ イ
ク ル (例 え ば １ な い し ３ 回 )に よ り 調 製 す る こ と が で き る 全 細 胞 溶 解 液 で あ り 得 る 。 GPR91
ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 下 記 の 特 異 的 抗 体 を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の
よ う な 標 準 的 な タ ン パ ク 質 精 製 法 に よ り 、 又 は 同 じ く こ こ に 記 載 さ れ た 組 換 え GPR91ポ リ
ペ プ チ ド 分 子 中 に 組 み 込 ま れ た エ ピ ト ー プ タ グ に 対 し て 特 異 的 な リ ガ ン ド に よ り 、 部 分 的
に 又 は 完 全 に 精 製 さ れ 得 る 。 結 合 親 和 性 は 次 い で 記 載 の 通 り 測 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 こ こ で 提 供 さ れ た 方 法 に 従 っ て 同 定 さ れ る 、 本 発 明 の GPR91ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性 又
は 生 理 機 能 を 変 調 又 は 制 御 す る 化 合 物 は 、 本 発 明 の 好 ま し い 一 具 体 例 で あ る 。 こ こ に 記 載
さ れ た 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た 化 合 物 を 治 療 が 必 要 な 個 体 に 対 し 治 療 効 果 の あ る 量 で 投 与
す る こ と に よ る 、 GPR91ポ リ ペ プ チ ド に よ り 媒 介 さ れ る 状 態 を 治 療 す る た め の 処 置 及 び 治
療 方 法 に お い て 、 そ の よ う な 修 飾 的 な 化 合 物 が 用 い ら れ 得 る と い う こ と が 予 期 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の GPR91ポ リ ペ プ チ ド に よ り 媒 介 さ れ る 疾 病 、 疾 患 、 又 は 状
態 の 治 療 が 必 要 な 個 体 を 治 療 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 こ こ で 提 供 さ れ る 方 法 に よ り 同 定
さ れ る GPR91調 節 化 合 物 を 該 個 体 に 対 し 治 療 効 果 の あ る 量 で 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 を 提
供 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
抗 体 及 び 抗 体 の 生 成
　 本 発 明 の 他 の 具 体 例 と し て は 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 若 し く は 配 列 番 号 ２
の 変 異 体 、 及 び ／ 又 は GPR91の エ ピ ト ー プ 、 若 し く は GPR91断 片 の 細 胞 外 ド メ イ ン に 免 疫 特
異 的 に 結 合 す る 抗 体 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 抗 体 と し て は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 、 一 価 、 二 重 特 異 性 、 ヘ テ ロ 結 合 、 多 重 特 異 性 (multispecific)、 ヒ ト 、 ヒ ト 化 、 若
し く は キ メ ラ 抗 体 、 一 本 鎖 抗 体 、 Fab断 片 、 F(ab')断 片 、 Fab発 現 ラ イ ブ ラ リ ー に よ り 生 産
さ れ る 断 片 、 抗 イ デ ィ オ タ イ プ (抗 Id)抗 体 (例 え ば 本 発 明 の 抗 体 に 対 す る 抗 Id抗 体 が 挙 げ
ら れ る )、 及 び 上 記 い ず れ か の エ ピ ト ー プ 結 合 性 断 片 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ
な い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 「 抗 体 」 と い う 語 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 免 疫
学 的 な 有 効 成 分 、 す な わ ち 、 抗 原 に 免 疫 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 部 位 を 含 む 分 子 を 言 う
。 本 発 明 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 の い ず れ の タ イ プ (例 え ば IgG, Ig
E, IgM, IgD, IgA及 び IgY)、 ク ラ ス (例 え ば IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1及 び IgA2)、 又
は サ ブ ク ラ ス で あ っ て も よ い 。 さ ら に 、 「 抗 体 」 (Ab)又 は 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 (Mab)
と い う 語 は 、 無 損 の 分 子 、 並 び に 、 タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 し 得 る 抗 体 断 片 (例 え ば Fab
及 び F(ab')2断 片 な ど )を 包 含 す る こ と と す る 。 Fab及 び F(ab')2断 片 は 、 無 損 の 抗 体 の Fc断
片 を 欠 失 し て お り 、 無 損 の 抗 体 よ り も 迅 速 に 動 物 又 は 植 物 の 循 環 か ら 除 去 さ れ 、 非 特 異 的
な 組 織 結 合 が 無 損 の 抗 体 よ り も 起 こ り に く く あ り 得 る (Wahl et al., J. Nucl. Med. 24:3
16-325 (1983))。 従 っ て 、 こ れ ら の 断 片 は 、 FAB産 物 又 は 他 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 発 現 ラ イ ブ
ラ リ ー 産 物 と 同 様 に 好 ま し い 。 さ ら に 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 キ メ ラ 、 一 本 鎖 、 及 び ヒ ト 化 抗
体 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 該 抗 体 は 、 本 発 明 の ヒ ト 抗 原 結 合 性 抗 体 断 片 で あ り 得 、 Fab、 F(ab')及 び F(ab')2、 Fd、
一 本 鎖 Fv(scFv)、 一 本 鎖 抗 体 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 Fv(sdFv)並 び に VL又 は VHド メ イ ン の い ず
れ か を 含 む 断 片 を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 一 本 鎖 抗 体 を 包 含 す る 抗 原 結 合 性
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抗 体 断 片 は 、 可 変 領 域 を 単 独 で 又 は 下 記 の 全 部 又 は 一 部 分 と 組 み 合 わ せ て 含 み 得 る ： ヒ ン
ジ 領 域 、 CH1、 CH2、 及 び CH3ド メ イ ン 。 本 発 明 に は ま た 、 ヒ ン ジ 領 域 、 CH1、 CH2、 及 び CH3
ド メ イ ン と 可 変 領 域 の 組 み 合 わ せ の い ず れ か を も 含 む 抗 原 結 合 性 断 片 も 包 含 さ れ る 。 本 発
明 の 抗 体 は 、 鳥 類 及 び 哺 乳 類 を 包 含 す る い ず れ の 動 物 起 源 で あ っ て も よ い 。 好 ま し く は 、
該 抗 体 は 、 ヒ ト 、 ネ ズ ミ (例 え ば マ ウ ス 及 び ラ ッ ト )、 ロ バ 、 シ ッ プ ラ ビ ッ ト (ship rabbit
)、 ヤ ギ 、 モ ル モ ッ ト 、 ラ ク ダ 、 ウ マ 、 又 は ニ ワ ト リ の も の で あ る 。 こ こ で 用 い ら れ る 「
ヒ ト 」 抗 体 と は 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 抗 体 を 包 含 し 、 さ ら に 、 上
記 又 は 例 え ば Kucherlapatiら に よ る 米 国 特 許 第 5,939,598号 に 記 載 さ れ た 通 り 、 ヒ ト 免 疫
グ ロ ブ リ ン ラ イ ブ ラ リ ー か ら 又 は 1以 上 の ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 導 入 さ れ た 内 生 の 免 疫 グ
ロ ブ リ ン を 発 現 し な い 動 物 か ら 単 離 さ れ た 抗 体 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 単 特 異 性 、 二 重 特 異 性 、 三 重 特 異 性 又 は そ れ 以 上 の 多 特 異 性 を 有 し 得
る 。 多 特 異 性 抗 体 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 異 な る エ ピ ト ー プ に 対 し て 特 異 的 で あ り 得
、 又 は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は 固 相 物 質 の よ う な 異 種 エ ピ ト
ー プ の 両 方 に 対 し て 特 異 的 で あ り 得 る 。 例 え ば 、 PCT公 開 WO 93/17715; WO 92/08802; WO 
91/00360; WO 92/05793; Tutt, et al., J. Immunol. 147:60-69 (1991); 米 国 特 許 第  4,
474,893号 ; 第 4,714,681号 ; 第 4,925,648号 ; 第 5,573,920号 ; 第 5,601,819号 ; Kostelny 
et al., J. Immunol. 148:1547-1553 (1992)を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 該 抗 体 が 認 識 し 又 は 特 異 的 に 結 合 す る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の エ ピ ト
ー プ 又 は 部 位 の 観 点 か ら 記 載 又 は 特 定 す る こ と が で き る 。 エ ピ ト ー プ 又 は ポ リ ペ プ チ ド 部
位 は 、 例 え ば N末 端 及 び C末 端 の 位 置 、 連 続 し た ア ミ ノ 酸 残 基 の サ イ ズ に よ り 、 こ こ に 記 載
さ れ る よ う に 、 又 は 表 及 び 図 に 示 さ れ る よ う に 特 定 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の い ず れ か
の エ ピ ト ー プ 又 は ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 排 除 す る こ と も で き る 。 従 っ て
、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 包 含 し 、 ま た 、 そ れ を 排 除
す る 効 果 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は ま た 、 交 差 反 応 性 の 観 点 か ら 記 載 又 は 特 定 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の
ポ リ ペ プ チ ド の い か な る 他 の 類 似 体 、 相 同 分 子 種 、 又 は 相 同 体 と も 結 合 し な い 抗 体 が 包 含
さ れ る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と (こ の 分 野 で 公 知 の こ こ に 記 載 さ れ る 方 法 に よ っ て 算 出
さ れ る よ う に )少 な く と も ９ ５ ％ 、 少 な く と も ９ ０ ％ 、 少 な く と も ８ ５ ％ 、 少 な く と も ８
０ ％ 、 少 な く と も ７ ５ ％ 、 少 な く と も ７ ０ ％ 、 少 な く と も ６ ５ ％ 、 少 な く と も ６ ０ ％ 、 少
な く と も ５ ５ ％ 、 及 び 少 な く と も ５ ０ ％ の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 結 合 す る 抗 体 も
ま た 、 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 あ る 特 定 の 具 体 例 で は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 ヒ ト タ ン パ ク 質 及 び そ れ と 対 応 す る エ ピ ト ー
プ の ネ ズ ミ 、 ラ ッ ト 及 び ／ 又 は ウ サ ギ 相 同 物 と 交 差 反 応 す る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と (
こ の 分 野 で 公 知 の こ こ に 記 載 さ れ る 方 法 に よ っ て 算 出 さ れ る よ う に )９ ５ ％ 未 満 、 ９ ０ ％
未 満 、 ８ ５ ％ 未 満 、 ８ ０ ％ 未 満 、 ７ ５ ％ 未 満 、 ７ ０ ％ 未 満 、 ６ ５ ％ 未 満 、 ６ ０ ％ 未 満 、 ５
５ ％ 未 満 、 及 び ５ ０ ％ 未 満 の 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 結 合 し な い 抗 体 も ま た 、 本 発
明 に 包 含 さ れ る 。 あ る 特 定 の 具 体 例 で は 、 上 記 し た 交 差 反 応 性 は 、 こ こ に 開 示 さ れ る 単 一
の 特 異 的 な 抗 原 性 若 し く は 免 疫 原 性 ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は ２ ， ３ ， ４ ， ５ 、 若 し く は そ れ 以
上 の 特 異 的 な 抗 原 性 及 び ／ 若 し く は 免 疫 原 性 ポ リ ペ プ チ ド の 組 み 合 わ せ に つ い て の も の で
あ る 。 本 発 明 に は さ ら に 、 (こ こ に 記 載 さ れ る よ う な )ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 条 件 下 で 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ
っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 結 合 す る 抗 体 を 包 含 す る 。 本 発 明 の 抗 体 は ま た 、 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド へ の 結 合 親 和 性 の 観 点 か ら 記 載 又 は 特 定 す る こ と も で き る 。 好 ま し い 結 合
親 和 性 と し て は 、 5× 10-2 M, 10-2 M, 5× 10-3 M, 10-3 M, 5× 10-4 M, 10-4 M, 5× 10-5
 M, 10-5 M, 5× 10-6 M, 10-6M, 5× 10-7 M, 107 M, 5× 10-8 M, 10-8 M, 5× 10-9 M, 10
-9 M, 5× l0-10 M, 10-10 M, 5× 10-11 M, 10-11 M, 5× 10-12 M, 10-12 M, 5× 10-13 M,
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 10-13 M, 5× 10-14 M, 10-14 M, 5× 10-15 M, 又 は 10-15 M以 下 の 解 離 定 数 又 は Kdを 有 す
る も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 例 え ば こ こ に 記 載 さ れ る 免 疫 測 定 法 な ど の 競 合 的 結 合 を 測 定 す る た め の
こ の 分 野 に お い て 公 知 の い か な る 方 法 に よ っ て も 測 定 さ れ る よ う な 、 本 発 明 の エ ピ ト ー プ
へ の 抗 体 の 結 合 を 競 合 的 に 阻 害 す る 抗 体 も 提 供 す る 。 好 ま し い 具 体 例 で は 、 該 抗 体 は 、 該
エ ピ ト ー プ へ の 結 合 を 競 合 的 に 少 な く と も ９ ５ ％ 、 少 な く と も ９ ０ ％ 、 少 な く と も ８ ５ ％
、 少 な く と も ８ ０ ％ 、 少 な く と も ７ ５ ％ 、 少 な く と も ７ ０ ％ 、 少 な く と も ６ ０ ％ 、 又 は 少
な く と も ５ ０ ％ 阻 害 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 働 き 得
る 。 例 え ば 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と の 受 容 体 ／ リ ガ ン ド 相 互 作 用 を 部 分 的 に
又 は 完 全 に 妨 害 す る 抗 体 を 包 含 す る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 こ こ に 開 示 さ れ る 抗
原 性 エ ピ ト ー プ 、 又 は そ の 一 部 分 を 拘 束 す る 。 本 発 明 は 、 受 容 体 特 異 的 な 抗 体 及 び リ ガ ン
ド 特 異 的 な 抗 体 の 両 者 を 特 色 と す る 。 本 発 明 は ま た 、 リ ガ ン ド 結 合 は 妨 げ な い が 受 容 体 の
活 性 化 を 妨 げ る 受 容 体 特 異 的 な 抗 体 も 特 色 と す る 。 受 容 体 活 性 化 (す な わ ち シ グ ナ ル 伝 達 )
は 、 こ こ に 記 載 さ れ る 又 は こ の 分 野 に お い て 公 知 の 他 の 手 法 に よ っ て 測 定 さ れ 得 る 。 例 え
ば 、 受 容 体 活 性 化 は 、 例 え ば こ こ に 記 載 さ れ る よ う な カ ル シ ウ ム 流 動 を 検 出 す る こ と に よ
っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 あ る 特 定 の 具 体 例 で は 、 リ ガ ン ド 活 性 又 は 受 容 体 活 性 を 、 該
抗 体 の 非 存 在 下 の 活 性 の 少 な く と も ９ ５ ％ 、 少 な く と も ９ ０ ％ 、 少 な く と も ８ ５ ％ 、 少 な
く と も ８ ０ ％ 、 少 な く と も ７ ５ ％ 、 少 な く と も ７ ０ ％ 、 少 な く と も ６ ０ ％ 、 又 は 少 な く と
も ５ ０ ％ 阻 害 す る 抗 体 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 は ま た 、 リ ガ ン ド 結 合 と 受 容 体 活 性 化 の 両 者 を 妨 げ る 受 容 体 特 異 的 な 抗 体 、 並 び
に 、 受 容 体 － リ ガ ン ド 複 合 体 を 認 識 し 、 好 ま し く は 非 結 合 性 の 受 容 体 又 は 非 結 合 性 の リ ガ
ン ド は 特 異 的 に 認 識 し な い 抗 体 を も 特 色 と す る 。 同 様 に 、 本 発 明 は 、 リ ガ ン ド に 結 合 し 該
リ ガ ン ド の 受 容 体 へ の 結 合 を 妨 げ る 中 和 抗 体 、 及 び 、 リ ガ ン ド に 結 合 す る こ と に よ り 受 容
体 活 性 化 を 妨 げ る が 、 該 リ ガ ン ド の 該 受 容 体 へ の 結 合 は 妨 げ な い 抗 体 を 包 含 す る 。 さ ら に
、 本 発 明 は 、 受 容 体 を 活 性 化 す る 抗 体 を 包 含 す る 。 こ れ ら の 抗 体 は 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト と し
て 働 き 得 る 、 す な わ ち 、 例 え ば 受 容 体 の ダ イ マ ー 化 を 誘 導 す る こ と に よ り 、 該 リ ガ ン ド に
媒 介 さ れ る 受 容 体 活 性 化 の 生 物 活 性 の 全 部 又 は 一 部 を 増 強 又 は 活 性 化 し 得 る 。 該 抗 体 は 、
こ こ に 開 示 さ れ る 本 発 明 の ペ プ チ ド の 特 異 的 な 生 物 活 性 を 包 含 す る 生 物 活 性 に 対 す る ア ゴ
ニ ス ト 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト 又 は イ ン バ ー ス ア ゴ ニ ス ト と し て 特 定 さ れ 得 る 。 上 記 の 抗 体 ア ゴ
ニ ス ト は 、 こ の 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 PCT公
開 WO 96/40281; 米 国 特 許 第 5,811,097号 ; Deng'et al., Blood 92(6):1981-1988 (1998);
 Chen et al., Cancer Res. 58(16):3668-3678 (1998); Harrop et al., J. Immunol. 16
1(4):1786-1794 (1998); Zhu et al., Cancer Res. 58(15):3209-3214 (1998); Yoon et 
al., J. Immunol. 160(7):3170-3179 (1998); Prat et al., J. Cell. Sci. 11 (Pt2):23
7-247 (1998); Pitard et al., J. Immunol. Methods 205(2):177-190 (1997); Liautard
 et al., Cytokine 9(4):233-241 (1997); Carlson et at., J. Biol. Chem ... 272(17)
:11295-11301 (1997); Taryman et al., Neuron 14(4):755-762 (1995); Muller et al.,
 Structure 6(9):1153-1167 (1998); Bartunek et a Cytokine 8(1):14-20 (1996) (引 用
に よ り い ず れ も そ の 内 容 全 て が こ こ に 組 み 入 れ ら れ る も の と す る )を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ 及 び イ ン ビ ボ の 診 断 方 法 及 び 治 療 方 法 の い ず れ を
も 含 め 、 GPR91を 精 製 し 、 検 出 し 、 及 び 標 的 と す る た め に 用 い ら れ 得 る が 、 こ れ ら に 限 定
さ れ な い 。 例 え ば 、 該 抗 体 に は 、 生 体 試 料 中 の GPR91レ ベ ル を 定 性 的 及 び 定 量 的 に 測 定 す
る た め の 免 疫 測 定 法 へ の 用 途 が あ る 。 例 え ば 、 Harlow et al., Antibodies: A Laborator
y Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2nd ed. 1988) (引 用 に よ り そ の 内
容 全 て が こ こ に 組 み 入 れ ら れ る も の と す る )を 参 照 の こ と 。
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【 ０ ０ ７ ３ 】
　 他 の 具 体 例 で は 、 本 発 明 の 抗 体 は 単 独 で 又 は 他 の 組 成 物 と 組 み 合 わ せ て 用 い ら れ 得 る 。
抗 体 は 、 組 換 え 技 術 に よ っ て 異 種 ポ リ ペ プ チ ド の N末 端 若 し く は C末 端 に 融 合 さ せ て も よ く
、 又 は ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は 他 の 組 成 物 に 化 学 的 に 結 合 (共 有 結 合 及 び 非 共 有 結 合 を 包 含
す る )さ せ て も よ い 。 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 検 出 ア ッ セ イ に お け る 標 識 と し て 有 用 な
分 子 及 び 異 種 ポ リ ペ プ チ ド 、 薬 剤 、 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド 又 は 毒 素 の よ う な エ フ ェ ク タ ー 分
子 と 遺 伝 子 組 み 換 え 技 術 に よ り 融 合 又 は 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 PCT公 開 WO 92
/08495; WO 91/14438; WO 89/12624; 米 国 特 許 第 5,314,995号 ; 及 び EP396,387を 参 照 の こ
と 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 の 抗 体 に は 、 修 飾 さ れ た 誘 導 体 、 す な わ ち 、 抗 体 が 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 応 答 を 生 じ
さ せ る こ と が 共 有 結 合 に よ っ て 妨 げ ら れ る こ と が な い よ う に し て 、 い ず れ か の タ イ プ の 分
子 を 該 抗 体 に 共 有 結 合 さ せ る こ と に よ り 修 飾 さ れ た 誘 導 体 が 包 含 さ れ る 。 例 え ば 、 こ れ に
限 定 さ れ な い が 、 該 抗 体 誘 導 体 と し て は 、 例 え ば グ リ コ シ ル 化 、 ア セ チ ル 化 、 PEG化 (pegy
lation)、 リ ン 酸 化 、 ア ミ ド 化 、 公 知 の 保 護 基 ／ ブ ロ ッ ク 基 に よ る 誘 導 体 化 、 タ ン パ ク 分
解 的 切 断 、 細 胞 性 リ ガ ン ド 又 は 他 の タ ン パ ク 質 へ の 結 合 等 に よ っ て 修 飾 さ れ た 抗 体 が 挙 げ
ら れ る 。 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 特 異 的 な 化 学 分 解 、 ア セ チ ル 化 、 ホ ル ミ ル 化 、 ツ ニ カ
マ イ シ ン の 代 謝 的 生 合 成 等 を 包 含 す る 公 知 の 手 法 に よ り 、 多 く の 化 学 修 飾 の い ず れ を も 行
な う こ と が で き る 。 ま た 、 該 誘 導 体 は １ 以 上 の 非 古 典 的 ア ミ ノ 酸 (non-classical amino a
cid)を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 こ の 分 野 に お い て 公 知 の い ず れ の 好 適 な 方 法 に よ っ て も 生 成 す る こ と
が で き る 。 本 発 明 の 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 包 含 し 得 る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製
す る 方 法 は 当 業 者 に 公 知 で あ る (Harlow, et al., Antibodies: A Laboratory Manual, (C
old spring Harbor Laboratory Press, 2.sup.nd ed. (1988)、 こ こ で 引 用 さ れ る こ と に
よ り そ の 内 容 全 て が こ こ に 組 み 入 れ ら れ る も の と す る )。 例 え ば １ つ の 具 体 例 で は 、 該 方
法 は 、 抗 体 を 生 産 す る た め の 公 知 の プ ロ ト コ ー ル に お け る GPR91に 結 合 す る 抗 体 を 生 産 す
る た め の 免 疫 原 と し て 、 単 離 さ れ た GPR91の エ ピ ト ー プ を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド 又 は そ の 抗
原 性 断 片 を 用 い る こ と を 含 む 。 他 の 具 体 例 で は 、 該 方 法 は 、 抗 原 と し て の 組 換 え GPR91を
発 現 す る 宿 主 細 胞 を 用 い る こ と を 含 む 。 さ ら な る 具 体 例 で は 、 該 方 法 は 、 GPR91遺 伝 子 を
含 む DNA発 現 ベ ク タ ー を 用 い て 該 受 容 体 を 抗 原 と し て 発 現 さ せ 、 抗 体 を 生 産 す る こ と を 含
む 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 こ の 分 野 に お い て 周 知 の 方 法 と し て は 、 イ ン ビ ボ 免 疫 化 、 イ ン ビ ト ロ 免 疫 化 、 及 び フ ァ
ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば Sutcliffe et al., 
supra; Wilson et al., supra, and Bittle et al., J. Gen. Virol., 66:2347-2354 (19
85)を 参 照 の こ と 。 イ ン ビ ボ 免 疫 化 を 用 い る 場 合 で は 、 動 物 は フ リ ー の ペ プ チ ド で 免 疫 さ
れ 得 る が 、 抗 ペ プ チ ド 抗 体 価 は 、 該 ペ プ チ ド を キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン (KLH)
又 は 破 傷 風 ト キ ソ イ ド の よ う な 高 分 子 担 体 に 結 合 さ せ る こ と に よ り 高 め る こ と が で き る 。
例 え ば 、 シ ス テ イ ン 残 基 を 含 む ペ プ チ ド は 、 マ レ イ ミ ド ベ ン ゾ イ ル － N－ ヒ ド ロ キ シ ス ク
シ ン イ ミ ド エ ス テ ル (MBS)の よ う な リ ン カ ー を 用 い て 担 体 に 結 合 さ せ る こ と が で き 、 一 方
他 の ペ プ チ ド は グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド の よ う な よ り 一 般 的 な 架 橋 剤 を 用 い て 担 体 に 結 合 さ せ
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 抗 原 に 特 異 的 な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 血 清 の 生 産 を 誘 導 す る た め に 、 ウ サ ギ 、 マ ウ
ス 、 ラ ッ ト な ど を 包 含 す る 種 々 の 宿 主 動 物 に 免 疫 原 を 投 与 す る こ と が で き る が 、 こ れ ら に
限 定 さ れ な い 。 GPR91の 免 疫 原 性 ポ リ ペ プ チ ド の 投 与 は １ 回 以 上 の 注 射 が 必 要 と さ れ 得 、
も し 所 望 で あ れ ば 、 ア ジ ュ バ ン ト を 含 み 得 る 。 本 発 明 の た め に 、 GPR91を コ ー ド す る ポ リ
ペ プ チ ド と し て 「 免 疫 剤 」 を 定 義 す る こ と が で き 、 断 片 、 変 異 体 、 及 び ／ 又 は そ の 誘 導 体
、 さ ら に は 異 種 ポ リ ペ プ チ ド と の 融 合 体 及 び こ こ に 記 載 さ れ た 他 の 形 態 の ポ リ ペ プ チ ド が
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包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 典 型 的 に は 、 該 免 疫 剤 及 び ／ 又 は ア ジ ュ バ ン ト は 、 複 数 回 の 皮 下 又 は 腹 腔 内 注 射 に よ り
哺 乳 動 物 に 注 入 さ れ る が 、 筋 肉 内 投 与 及 び ／ 又 は IV)経 由 に よ っ て も 与 え る こ と が で き る
。 該 免 疫 剤 と し て は 、 GPR91、 GPR91の 細 胞 外 ド メ イ ン 、 GPR91の 融 合 タ ン パ ク 質 、 又 は そ
れ ら の 変 異 体 が 挙 げ ら れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド の 性 質  (す な わ ち 、 パ ー セ ン ト 疎 水 性 、 パ ー セ
ン ト 親 水 性 、 安 定 性 、 正 味 電 荷 、 等 電 点 な ど ) に よ っ て は 、 免 疫 さ れ る 哺 乳 動 物 に お い て
免 疫 原 性 が あ る と い う こ と が 知 ら れ て い る タ ン パ ク 質 と 該 免 疫 剤 を 結 合 さ せ る こ と が 有 用
で あ り 得 る 。 そ の よ う な 結 合 と し て は 、 共 有 結 合 が 形 成 さ れ る よ う に な さ れ る 、 本 発 明 の
ポ リ ペ プ チ ド 及 び 免 疫 原 性 タ ン パ ク 質 の 両 者 へ の 誘 導 体 化 (derivitizing)活 性 化 学 官 能 基
に よ る 化 学 的 結 合 、 又 は 融 合 タ ン パ ク 質 に 基 づ い た 方 法 若 し く は 当 業 者 に 公 知 の 他 の 方 法
を 通 じ た 化 学 的 結 合 の い ず れ か が 挙 げ ら れ る 。 そ 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 チ ロ グ ロ ブ リ ン 、 及 び ダ
イ ズ ト リ プ シ ン 阻 害 剤 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 宿 主 の 種 に 応 じ て 、 フ ロ
イ ン ド の ア ジ ュ バ ン ト (完 全 又 は 不 完 全 )、 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム の よ う な ミ ネ ラ ル ゲ ル 、 リ
ゾ レ シ チ ン の よ う な 界 面 活 性 物 質 、 プ ル ロ ニ ッ ク (pluronic)ポ リ オ ー ル 、 ポ リ ア ニ オ ン 、
ペ プ チ ド 、 油 性 乳 剤 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 、 並 び に
BCG(カ ル メ ッ ト ‐ ゲ ラ ン 杆 菌 )及 び コ リ ネ バ ク テ リ ウ ム パ ル ブ ム の よ う な 有 用 で あ り 得 る
ヒ ト ア ジ ュ バ ン ト を 包 含 す る 種 々 の ア ジ ュ バ ン ト を 用 い て 免 疫 応 答 を 増 大 さ せ る こ と が で
き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 利 用 し 得 る ア ジ ュ バ ン ト の そ の 他 の 例 と し て は 、 MPL-TD
Mア ジ ュ バ ン ト (モ ノ ホ ス ノ リ ル 脂 質 A、 合 成 ト レ ハ ロ ー ス ジ コ リ ノ ミ コ レ ー ト )が 挙 げ ら れ
る 。 免 疫 化 プ ロ ト コ ー ル は 過 度 の 実 験 を す る こ と な く 当 業 者 に よ り 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 包 含 し 得 る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Kohler and
 Milstein, Nature, 256:495 (1975) 及 び 米 国 特 許 第 4,376,110号 、  Harlow, et al., An
tibodies: A Laboratory Manual, (Cold spring Harbor Laboratory Press, 2.sup.nd ed
. (1988)、 並 び に Hammerling, et al., Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas 
(Elsevier, N.Y., (1981))に よ り 記 載 さ れ た よ う な ハ イ ブ リ ド ー マ 法 を 用 い て 、 又 は 当 業
者 に 公 知 の 他 の 方 法 を 用 い て 調 製 す る こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 産 に 利 用 し
得 る 方 法 の 他 の 例 と し て は 、 ヒ ト B細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 (Kosbor et al., 1983, Immunol
ogy Today 4:72; Cole et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:2026-2030)、 及
び EBVハ イ ブ リ ド ー マ 法 (Cole et al., 1985, Monoclonal Antibodies And Cancer Therap
y, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96)が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 そ の よ う
な 抗 体 は 、 IgG, IgM, IgE, IgA, IgDを 包 含 す る い ず れ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス の も の 又
は そ の い ず れ の サ ブ ク ラ ス の も の で も あ り 得 る 。 こ の 発 明 の mAbを 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー
マ は 、 イ ン ビ ト ロ 又 は イ ン ビ ボ で 培 養 す る こ と が で き る 。 イ ン ビ ボ で 高 力 価 の mAbを 生 産
す る こ と に よ り 、 こ れ を 目 下 の 好 ま し い 生 産 法 と す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 で は 、 マ ウ ス 、 ヒ ト 化 マ ウ ス 、 ヒ ト 免 疫 系 を 具 備 す る マ ウ ス 、 ハ ム ス
タ ー 、 又 は 他 の 適 当 な 宿 主 動 物 は 、 典 型 的 に は 免 疫 剤 で 免 疫 さ れ 、 該 免 疫 剤 と 特 異 的 に 結
合 す る 抗 体 を 生 産 す る 又 は 生 産 し 得 る リ ン パ 球 を 誘 起 す る 。 あ る い は 、 該 リ ン パ 球 を イ ン
ビ ト ロ で 免 疫 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 一 般 に 、 ヒ ト 由 来 の 細 胞 が 望 ま れ る 場 合 は 末 梢 血 リ ン パ 球 (「 PBL」 )が 用 い ら れ 、 又 、
非 ヒ ト 哺 乳 動 物 由 来 の も の が 望 ま れ る 場 合 は 脾 臓 細 胞 若 し く は リ ン パ 節 細 胞 が 用 い ら れ る
。 リ ン パ 球 は 次 い で 、 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の よ う な 適 切 な 融 合 剤 を 用 い て 不 死
化 セ ル ラ イ ン と 融 合 さ せ て 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 形 成 す る (Goding, Monoclonal Antibo
dies: Principles and Practice, Academic Press, (1986), pp 59-103)。 不 死 化 セ ル ラ
イ ン は 、 通 常 、 癌 化 さ れ た 哺 乳 動 物 細 胞 で あ り 、 特 に 齧 歯 動 物 、 ウ シ 又 は ヒ ト 由 来 の ミ エ
ロ ー マ 細 胞 で あ る 。 通 常 、 ラ ッ ト 又 は マ ウ ス の ミ エ ロ ー マ セ ル ラ イ ン が 用 い ら れ る 。 ハ イ
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ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 融 合 し な か っ た 不 死 化 細 胞 の 増 殖 又 は 生 存 を 阻 害 す る １ つ 以 上 の 物 質
を 好 ま し く 含 む 、 適 切 な 培 地 中 で 培 養 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 親 細 胞 が ヒ ポ キ サ ン チ
ン グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ HGPRT又 は HPRT） 酵 素 を 欠 損 し て い る 場
合 に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の た め の 培 地 は 典 型 的 に は 、 HGPRT欠 損 細 胞 の 増 殖 を 防 止 す る 物
質 で あ る ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 及 び チ ミ ジ ン を 含 む （ HAT培 地 ） で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 好 ま し い 不 死 化 セ ル ラ イ ン は 、 効 率 的 に 融 合 し 、 選 択 さ れ た 抗 体 産 生 細 胞 に よ る 抗 体 の
安 定 し た 高 レ ベ ル の 発 現 を 支 持 し 、 HAT培 地 の よ う な 培 地 に 感 受 性 で あ る も の で あ る 。 よ
り 好 ま し い 不 死 化 セ ル ラ イ ン は 、 例 え ば 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 San Diegoの Salk Institute 
Cell Distribution Center及 び バ ー ジ ニ ア 州 Manassasの American Type Culture Collecti
onか ら 入 手 可 能 な マ ウ ス ミ エ ロ ー マ ラ イ ン で あ る 。 本 明 細 書 全 体 か ら 推 測 さ れ る と お り 、
ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 産 に 関 し て は 、 ヒ ト ミ エ ロ ー マ 及 び マ ウ ス -ヒ ト へ テ ロ ミ エ
ロ ー マ セ ル ラ イ ン も 開 示 さ れ て い る (Kozbor, J. Immunol., 133:3001 (1984); Brodeur e
t al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, Marcel Dekker
, Inc., New York, (1987) pp. 51-63)。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 次 い で 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の 培 養 に 用 い た 培 地 中 に GPR91受 容 体 に 対 す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 が 存 在 す る か 否 か を 分 析 す る 。 好 ま し く は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に よ り 生 産 さ れ
る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 特 異 性 を 、 免 疫 沈 降 又 は 、 例 え ば 放 射 性 免 疫 測 定 （ RIA） 若
し く は 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 測 定 （ ELISA） の よ う な イ ン ビ ト ロ の 結 合 分 析 に よ り 測 定 す る 。
こ の よ う な 技 術 は 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 親 和 性 は 、 例 え ば 、 Mu
nson and Pollard, Anal. Biochem., 107:220 (1980)の Scatchard解 析 に よ り 測 定 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 所 望 の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 同 定 し た 後 、 該 ク ロ ー ン を 限 界 希 釈 法 に よ り サ ブ ク ロ ー ン
し 、 常 法 (Goding、 上 記 )に よ り 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。 こ の 目 的 の た め の 好 ま し い 培 地
と し て は 、 例 え ば ダ ル ベ ッ コ の 修 飾 イ ー グ ル 培 地 及 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 中 で 腹 水 と し て 生 体 内 で 増 殖 さ せ る こ と も で き る
。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 サ ブ ク ロ ー ン か ら 分 泌 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 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 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 電 気
泳 動 、 透 析 又 は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の よ う な 従 来 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 精 製
方 法 に よ り 培 地 又 は 腹 水 か ら 単 離 又 は 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 当 業 者 で あ れ ば 、 こ の 分 野 に お い て は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 産 の た め の 様 々 な 方 法 が
存 在 し 、 そ れ 故 に 本 発 明 が ハ イ ブ リ ド ー マ を 用 い た 生 産 の み に 限 定 さ れ な い と い う こ と を
是 認 す る で あ ろ う 。 例 え ば 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 米 国 特 許 第 4,816,567に 記 載 さ れ た
よ う な 組 換 え DNA法 に よ っ て 生 産 す る こ と が で き る 。 こ の 文 脈 に お い て 、 「 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 」 と い う 語 は 、 単 一 の 原 核 生 物 、 フ ァ ー ジ 、 又 は 真 核 生 物 ク ロ ー ン か ら 誘 導 さ れ る
抗 体 を 意 味 す る 。 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る DNAは 、 従 来 法 を 用 い て (例 え
ば マ ウ ス 抗 体 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 、 又 は ヒ ト 、 ヒ ト 化 、 若 し く は そ の 他 に 由 来 す る そ の よ う な
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 ー ブ を 用 い る こ と に
よ り )容 易 に 単 離 及 び 配 列 決 定 す る こ と が で き 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 役 立 つ 。 一 旦 単 離 す れ ば 、 DNAは 、 発 現 ベ ク タ ー 中 に サ
ブ ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き 、 次 い で 該 発 現 ベ ク タ ー は サ ル COS細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ
ム ス タ ー 卵 巣 (CHO)細 胞 、 又 は そ の 他 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン タ ン パ ク 質 を 生 産 し な い ミ エ ロ ー
マ 細 胞 の よ う な 宿 主 細 胞 中 に 形 質 転 換 さ れ 、 該 組 換 え 宿 主 細 胞 中 で モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が
合 成 さ れ る 。 該 DNAは ま た 、 例 え ば 、 相 同 マ ウ ス 配 列 に 代 え て ヒ ト の 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 定 常
領 域 を コ ー ド す る 配 列 で 置 換 す る こ と に よ り (米 国 特 許 第 4,816,567号 ; Morrison et al、
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上 記 )、 又 は 非 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 の 全 て 又 は 一 部 を 該 免 疫 グ
ロ ブ リ ン コ ー ド 配 列 に 共 有 結 合 す る こ と に よ り 修 飾 す る こ と も で き 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 を 置 換 し 、 又 は 本 発 明 の 抗 体 の 1つ
の 抗 原 結 合 部 位 の 可 変 領 域 を 置 換 す る こ と で 、 キ メ ラ 二 価 抗 体 を 創 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 該 抗 体 は 一 価 抗 体 で あ り 得 る 。 一 価 抗 体 の 調 製 方 法 は 、 こ の 分 野 で 周 知 で あ る 。 例 え ば
、 １ つ の 方 法 で は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 及 び 修 飾 重 鎖 の 組 換 え 発 現 が 含 ま れ る 。 重 鎖 は 一
般 的 に 、 Fc領 域 内 の い か な る 部 位 に お い て も 切 断 し て 重 鎖 の 架 橋 を 防 止 す る こ と が で き る
。 あ る い は 、 関 連 す る シ ス テ イ ン 残 基 を 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 置 換 す る か 又 は 削 除 す る こ と
に よ り 、 架 橋 を 防 止 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 イ ン ビ ト ロ の 方 法 も 一 価 抗 体 の 調 製 に 適 し て い る 。 こ の 分 野 に お い て 公 知 の ル ー チ ン な
技 術 を 用 い る こ と に よ り 、 抗 体 を 消 化 し て そ の 断 片 、 特 に Fab断 片 を 生 産 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 は ま た 、 こ の 分 野 に お い て 公 知 の 種 々 の フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法
を 用 い て 生 成 す る こ と も で き る 。 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 で は 、 機 能 的 な 抗 体 ド メ イ ン を
コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る フ ァ ー ジ 粒 子 の 表 面 上 に 該 ド メ イ ン が 表 出 さ れ
る 。 特 定 の 具 体 例 の 一 つ で は 、 そ の よ う な フ ァ ー ジ は レ パ ー ト リ ー 又 は コ ン ビ ナ ト リ ア ル
抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー (例 え ば ヒ ト 、 ネ ズ ミ )か ら 発 現 さ れ る 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 表 出 さ せ る た
め に 利 用 す る こ と が で き る 。 関 心 が 持 た れ る 抗 原 に 結 合 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 発 現 す る
フ ァ ー ジ は 、 例 え ば 標 識 抗 原 又 は 固 体 表 面 若 し く は ビ ー ズ に 結 合 若 し く は 捕 捉 さ れ た 抗 原
を 用 い て 、 抗 原 と 共 に 選 抜 又 は 同 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 で 用 い ら れ る フ ァ ー
ジ は 、 典 型 的 に は 、 フ ァ ー ジ の 遺 伝 子 III又 は 遺 伝 子 VIIIタ ン パ ク 質 の い ず れ か と 組 換 え
技 術 に よ り 融 合 さ れ た Fab、 Fv又 は ジ ス ル フ ィ ド 安 定 化 Fv抗 体 ド メ イ ン を 有 す る フ ァ ー ジ
か ら 発 現 さ れ る 、 fd及 び M13結 合 ド メ イ ン を 含 む 線 維 状 フ ァ ー ジ で あ る 。 本 発 明 の 抗 体 を
作 製 す る た め に 用 い る こ と が で き る フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 の 例 と し て は 、 以 下 に お い て
開 示 さ れ た も の が 挙 げ ら れ る 。 Brinkman et al., J. Immunol. Methods 182:41-50 (1995
); Ames et al., J. Immunol. Methods 184:177-186 (1995); Kettleborough et al., Eu
r. J. Immunol. 24:952-958 (1994); Persic et al., Gene 187 9-18 (1997); Burton et
 al., Advances in Immunology 57:191-280 (1994); PCT出 願 PCT/GB91/01134; PCT公 開 WO
 90/02809; WO 91/10737; WO 92/01047; WO 92/18619; WO 93/11236; WO 95/15982; WO 9
5/20401; 並 び に 米 国 特 許 第 5,698,426号 ; 第 5,223,409号 ; 第 5,403,484号 ; 第 5,580,717
号 ; 第 5,427,908号 ; 第 5,750,753号 ; 第 5,821,047号 ; 第 5,571,698号 ; 第 5,427,908号 ; 
第 5,516,637号 ; 第 5,780,225号 ; 第 5,658,727号 ; 第 5,733,743号 及 び 第 5,969,108号 ;こ こ
で の 引 用 に よ り こ れ ら の 内 容 の す べ て が こ こ に 組 み 入 れ ら れ る も の と す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 上 記 の 引 用 文 献 に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 フ ァ ー ジ の 選 抜 後 、 該 フ ァ ー ジ 由 来 の 抗 体 コ
ー ド 領 域 を 単 離 す る こ と が で き 、 ヒ ト 抗 体 又 は そ の 他 の い か な る 所 望 の 抗 原 結 合 性 断 片 を
も 包 含 す る 抗 体 全 体 を 生 成 す る た め に 該 抗 体 コ ー ド 領 域 を 使 用 す る こ と が で き 、 例 え ば 下
記 に 詳 述 す る よ う に 、 哺 乳 動 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 植 物 細 胞 、 酵 母 、 及 び 細 菌 を 包 含 す る い
か な る 所 望 の 宿 主 中 に お い て も 該 コ ー ド 領 域 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 組 換 え
技 術 に よ り Fab、 Fab'及 び F(ab')2断 片 を 生 産 す る 技 術 は 、 PCT公 開 WO 92/22324; Mullinax
 et al., BioTechniques 12(6):864-869 (1992); 及 び Sawai et al., AJRI 34:26-34 (19
95); 及 び Better et al., Science 240:1041-1043 (1988) (前 記 文 献 は 引 用 に よ り そ の 内
容 の 全 て が 組 み 入 れ ら れ る も の と す る )に お い て 開 示 さ れ る よ う な 、 こ の 分 野 で 公 知 の 方
法 を 用 い て 利 用 す る こ と も で き る 。 一 本 鎖 Fv及 び 抗 体 を 生 産 す る た め に 用 い る こ と が で き
る 技 術 の 例 と し て は 、 米 国 特 許 第 4,946,778号 及 び 第 5,258,498号 ; Huston et al., Metho
ds in Enzymology 203:46-88 (1991); Shu et al., PNAS 90:7995-7999 (1993); 並 び に S
kerra et al., Science 240:1038-1040 (1988)に 記 載 さ れ る も の が 挙 げ ら れ る 。
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【 ０ ０ ９ １ 】
　 ヒ ト に お け る 抗 体 の イ ン ビ ボ の 用 途 及 び イ ン ビ ト ロ 検 出 ア ッ セ イ を 包 含 す る い く つ か の
用 途 の た め に は 、 キ メ ラ 、 ヒ ト 化 、 又 は ヒ ト 抗 体 を 用 い る こ と が 好 ま し く あ り 得 る 。 キ メ
ラ 抗 体 は 、 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 か ら 誘 導 さ れ た 可 変 領 域 と ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常
領 域 と を 有 す る 抗 体 の よ う な 、 抗 体 の 異 な る 部 位 が 異 な る 動 物 種 か ら 誘 導 さ れ る 分 子 で あ
る 。 キ メ ラ 抗 体 を 生 産 す る た め の 方 法 は こ の 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 Morrison, Scienc
e 229:1202 (1985); Oi et al., BioTechniques 4:214 (1986); Gillies et al., (1989)
 J. Immunol. Methods 125:191-202; 米 国 特 許 第 5,807,715号 ; 第 4,816,567号 ; 及 び 第 4,
816397号 を 参 照 の こ と 。 な お 、 こ れ ら の 内 容 の 全 て は 引 用 に よ り こ こ に 組 み 入 れ ら れ る も
の と す る 。 ヒ ト 化 抗 体 と は 、 非 ヒ ト 種 由 来 の １ 以 上 の 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)と 、 ヒ ト 免 疫
グ ロ ブ リ ン 分 子 由 来 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 と を 有 し 、 所 望 の 抗 原 と 結 合 す る 、 非 ヒ ト 種 抗
体 由 来 の 抗 体 分 子 で あ る 。 し ば し ば 、 抗 原 の 結 合 を 改 変 し 、 好 ま し く は 向 上 さ せ る た め 、
ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 中 の フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 は CDRド ナ ー 抗 体 由 来 の 対 応 す る 残 基 と
置 換 さ れ る 。 こ れ ら の フ レ ー ム ワ ー ク 置 換 は 、 こ の 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ っ て 、 例 え ば 、
CDRと フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 と の 相 互 作 用 の モ デ リ ン グ に よ り 抗 原 の 結 合 に 重 要 な フ レ ー ム
ワ ー ク 残 基 を 同 定 し 、 配 列 比 較 に よ り 特 定 の 部 位 に お い て 通 常 と は 異 な る フ レ ー ム ワ ー ク
残 基 を 同 定 す る こ と に よ っ て 同 定 さ れ る (例 え ば Queen et al., 米 国 特 許 第 5,585,089号 ; 
Riechmann et al., Nature 332:323 (1988)を 参 照 の こ と 。 引 用 に よ り こ れ ら の 内 容 の 全
て が こ こ に 組 み 入 れ ら れ る も の と す る )。 抗 体 は 、 例 え ば 、 CDR移 植 (EP239,400; PCT公 開 W
O 91/09967; 米 国 特 許 第 5,225,539号 ; 第 5,530,101号 ; 及 び 第 5,585,089号 )、 ベ ニ ヤ リ ン
グ (veneering)又 は 表 面 再 建 (resurfacing) (EP592,106; EP519,596; Padlan, Molecular 
Immunology 28(4/5):489-498 (1991); Studnicka et al., Protein Engineering 7(6):80
5-814 (1994); Roguska. et al., PNAS 91:969-973 (1994))、 及 び チ ェ イ ン シ ャ フ リ ン グ
(米 国 特 許 第 5,565,332号 )を 包 含 す る こ の 分 野 で 公 知 の 種 々 の 技 術 を 用 い て ヒ ト 化 す る こ
と が で き る 。 一 般 的 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 、 非 ヒ ト 由 来 の １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 有 す る 。 こ れ ら
非 ヒ ト ア ミ ノ 酸 残 基 は し ば し ば 「 イ ン ポ ー ト 」 残 基 と 呼 ば れ 、 典 型 的 に は 「 イ ン ポ ー ト 」
可 変 領 域 由 来 で あ る 。 ヒ ト 化 は 、 基 本 的 に は Winter及 び 共 同 実 験 者 （ Jones et al., Natu
re, 321:522-525 (1986); Reichmann et al., Nature, 332:323-327 (1988); Verhoeyen 
et al., Science, 239:1534-1536 (1988)） の 方 法 に 倣 っ て 、 げ っ 歯 類 の CDR又 は CDR配 列
を ヒ ト 抗 体 の 対 応 す る 配 列 と 置 換 す る こ と に よ り 行 な う こ と が で き る 。 従 っ て 、 こ の よ う
な 「 ヒ ト 化 」 抗 体 は 、 無 損 の ヒ ト 可 変 領 域 よ り も 実 質 的 に 少 な い 部 分 が 非 ヒ ト 種 由 来 の 対
応 す る 配 列 で 置 換 さ れ て い る キ メ ラ 抗 体 で あ る (米 国 特 許 第 4,816,567号 )。 実 際 に は 、 ヒ
ト 化 抗 体 は 典 型 的 に は 、 い く つ か の CDR残 基 及 び い く つ か の 置 換 可 能 な FR残 基 が げ っ 歯 類
抗 体 中 の 類 似 の 部 位 由 来 の 残 基 で 置 換 さ れ た ヒ ト 抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 一 般 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は 少 な く と も 1つ 、 典 型 的 に は 2つ の 可 変 領 域 の 実 質 的 に 全 て を 包 含
し 、 そ の 中 に お い て 全 て 又 は 実 質 的 に 全 て の CDR領 域 は 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の CDR領 域 に
相 当 し 、 全 て 又 は 実 質 的 に 全 て の FR領 域 は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン コ ン セ ン サ ス 配 列 の FR領 域
と な っ て い る 。 ヒ ト 化 抗 体 は 好 ま し く は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 （ Fc） の 、 典 型 的 に は
ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 少 な く と も 一 部 分 も 含 み 得 る (Jones et al., Nature, 321:522-525
 (1986); Riechmann et al., Nature 332:323-329 (1988)1 and Presta, Curr. Op. Stru
ct. Biol., 2:593-596 (1992))。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ヒ ト 患 者 の 治 療 上 の 処 置 の た め に は 完 全 ヒ ト 抗 体 が 特 に 望 ま し い 。 ヒ ト 抗 体 は 、 上 記 の
フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 法 を 包 含 す る こ の 分 野 で 公 知 の 種 々 の 方 法 に よ り 、 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ
リ ン 配 列 か ら 誘 導 さ れ た 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 作 製 す る こ と が で き る 。 米 国 特 許 第 4,
444,887号 及 び 第 4,716,111号 ; 並 び に PCT公 開 WO 98/46645, WO 98/50433, WO 98/24893, 
WO 98/16654, WO 96/34096, WO 96/33735, 及 び WO 91/10741も 参 照 の こ と ； 引 用 に よ り こ
れ ら の 内 容 の 全 て が こ こ に 組 み 入 れ ら れ る も の と す る 。 cole ら 及 び  Boerderら の 手 法 も
ま た 、 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 に 利 用 す る こ と が で き る (cole et al., Monoclonal
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 Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Riss, (1985); and Boerder et al., J. Imm
unol., 147(l):86-95, (1991))。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ヒ ト 抗 体 は ま た 、 機 能 的 な 内 生 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 発 現 す る こ と は で き な い が 、 ヒ ト 免
疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 を 発 現 す る こ と が で き る 遺 伝 子 組 み 換 え マ ウ ス を 用 い て 生 産 す る こ と
も で き る 。 例 え ば 、 ヒ ト 重 鎖 及 び 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 複 合 体 は 、 無 作 為 に 又 は 相 同
組 換 え に よ り マ ウ ス 胚 性 幹 細 胞 中 に 導 入 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 ヒ ト 重 鎖 及 び 軽 鎖
遺 伝 子 に 加 え て 、 ヒ ト 可 変 領 域 、 定 常 領 域 、 及 び 多 様 性 の あ る 領 域 (diversity region)を
マ ウ ス 胚 性 幹 細 胞 中 に 導 入 す る こ と も で き る 。 相 同 組 換 え に よ る ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝
子 座 の 導 入 と は 別 個 独 立 に 又 は 導 入 と 同 時 に 、 マ ウ ス 重 鎖 及 び 軽 鎖 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子
の 機 能 を 失 わ せ る こ と が で き る 。 特 に 、 JH領 域 の ホ モ 接 合 性 欠 失 に よ り 、 内 生 抗 体 の 生 産
が 妨 げ ら れ る 。 修 飾 胚 性 幹 細 胞 は 、 増 幅 及 び マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン さ れ て 胚 盤 胞 と な
り 、 キ メ ラ マ ウ ス を 生 み 出 す 。 キ メ ラ マ ウ ス は 次 い で 繁 殖 さ れ 、 ヒ ト 抗 体 を 発 現 す る ホ モ
接 合 の 子 孫 が 生 産 さ れ る 。 遺 伝 子 組 み 換 え マ ウ ス は 、 選 抜 さ れ た 抗 原 で 、 例 え ば 本 発 明 の
ポ リ ペ プ チ ド の 全 部 又 は 一 部 分 で 、 標 準 的 な 方 法 に よ り 免 疫 さ れ る 。 該 抗 原 に 対 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 従 来 の ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 を 用 い て 、 免 疫 さ れ た 遺 伝 子 組 み 換 え マ ウ
ス か ら 得 ら れ る 。 遺 伝 子 組 み 換 え マ ウ ス が 保 有 す る ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 導 入 遺 伝 子 は 、 B
細 胞 分 化 の 間 に 再 構 成 さ れ 、 次 い で ク ラ ス ス イ ッ チ 及 び 体 細 胞 性 変 異 を 経 る 。 従 っ て 、 こ
の よ う な 技 術 を 用 い れ ば 、 治 療 上 有 用 な IgG、 IgA、 IgM及 び IgE抗 体 を 生 産 す る こ と が で き
る 。 ヒ ト 抗 体 の 生 産 の た め の こ の 技 術 の 概 要 に 関 し て は 、 Lonberg and Huszar, Int. Rev
. Immunol. 13:65-93 (1995)を 参 照 の こ と 。 ヒ ト 抗 体 及 び ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 産
の た め の こ の 技 術 並 び に こ の よ う な 抗 体 を 生 産 す る た め の プ ロ ト コ ー ル の 詳 細 な 考 察 に 関
し て は 、 PCT公 開 WO 98/24893; WO 92/01047; WO 96/34096; WO 96/33735; EP0 598 877; 
米 国 特 許 第 5,413,923号 ; 第 5,625,126号 ; 第 5,633,425号 ; 第 5,569,825号 ; 第 5,661,016
号 ; 第 5,545,806号 ; 第 5,814,318号 ; 第 5,885,793号 ; 第 5,916,771号 ; 及 び 第 5,939,598
号 を 参 照 の こ と 。 な お 、 引 用 に よ り こ れ ら の 内 容 の 全 て が こ こ に 組 み 入 れ ら れ る も の と す
る 。 さ ら に 、 Abgenix, Inc. (カ リ フ ォ ル ニ ア 州 Freemont), Genpharm (カ リ フ ォ ル ニ ア 州
San Jose), 及 び Medarex, Inc. (ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 Princeton)の よ う な 企 業 は 、 上 記 の
技 術 と 類 似 し た 技 術 を 用 い て 、 選 択 さ れ た 抗 原 に 対 す る ヒ ト 抗 体 を 提 供 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 同 様 に 、 例 え ば 内 生 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 が 部 分 的 に 又 は 完 全 に 不 活 化 さ れ て い る マ
ウ ス の よ う な 遺 伝 子 組 み 換 え 動 物 中 に ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 座 を 導 入 す る こ と に よ っ
て 、 ヒ ト 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。 抗 原 投 与 に よ り 、 ヒ ト 抗 体 の 生 産 が 見 ら れ る よ う
に な る 。 こ の 抗 体 は 、 遺 伝 子 再 構 成 、 ア セ ン ブ リ 、 及 び 抗 体 レ パ ー ト リ ー の 創 出 を 包 含 す
る 全 て の 点 に お い て ヒ ト の も の と 類 似 し て い る 。 こ の 方 法 は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 5,545,80
7号 ; 第 5,545,806号 ; 第 5,569,825号 ; 第 5,625,126号 ; 第 5,633,425号 ; 第 5,661,106号 , 
及 び 下 記 の 科 学 論 文 ： Marks et al., Biotechnol., 10:779-783 (1992); Lonberg et al.
, Nature 368:856-859 (1994); Fishwild et al., Nature Biotechnol., 14:845-51 (199
6); Neuberger, Nature Biotechnol., 14:826 (1996); Lonberg and Huszer, Intern. Re
v. Immunol., 13:65-93 (1995)。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 選 抜 さ れ た エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 完 全 ヒ ト 抗 体 は 、 「 guided selection」 と 呼 ば れ る 技
術 を 用 い て 生 成 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 で は 、 選 抜 さ れ た 例 え ば マ ウ ス 抗 体 の よ う な
非 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 同 一 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 完 全 ヒ ト 抗 体 の 選 抜 を ガ イ ド
す る た め に 用 い ら れ る (Jespers et al., Bio/technology 12:899-903 (1988))。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 は 、 当 業 者 に 周 知 の 技 術 を 用 い て 、 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド を 「 模 倣 」 す る 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 を 生 成 す る た め に 利 用 す る こ と も で
き る (例 え ば Greenspan & Bona, FASEB J. 7(5):437-444; (1989) and Nissinoff, J. Imm
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unol. 147(8):2429-2438 (1991)を 参 照 の こ と )。 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し ポ リ ペ プ
チ ド の 多 量 体 化 及 び ／ 又 は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の リ ガ ン ド へ の 結 合 を 競 合 的 に 阻 害 す る
抗 体 は 、 ポ リ ペ プ チ ド の 多 量 体 化 及 び ／ 又 は 結 合 ド メ イ ン を 「 模 倣 」 し 、 そ の 結 果 、 ポ リ
ペ プ チ ド 及 び ／ 又 は そ の リ ガ ン ド に 結 合 し て こ れ ら を 中 和 す る 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 を 生
成 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 こ の よ う な 中 和 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 又 は こ の よ う な
抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 の Fab断 片 は 、 ポ リ ペ プ チ ド リ ガ ン ド を 中 和 す る 治 療 措 置 に お い て
用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 こ の よ う な 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ
ド を 拘 束 し 及 び ／ 又 は そ の リ ガ ン ド ／ 受 容 体 を 拘 束 す る こ と に よ り そ の 生 物 活 性 を 阻 害 す
る た め に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 二 重 特 異 性 抗 体 で あ り 得 る 。 二 重 特 異 性 抗 体 と は 、 少 な く と も ２ つ の 相
違 な る 抗 原 に 対 す る 結 合 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル の 、 好 ま し く は ヒ ト 又 は ヒ ト 化 抗
体 で あ る 。 本 発 明 で は 、 結 合 特 異 性 の １ つ は 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る も の で あ り 得
、 も う １ つ は い か な る 他 の 抗 原 に 対 す る も の で あ っ て も よ く 、 好 ま し く は 細 胞 表 面 タ ン パ
ク 質 、 受 容 体 、 受 容 体 サ ブ ユ ニ ッ ト 、 組 織 特 異 的 抗 原 、 ウ イ ル ス 誘 導 タ ン パ ク 質 、 ウ イ ル
ス に コ ー ド さ れ た エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 、 細 菌 誘 導 タ ン パ ク 質 、 又 は 細 菌 表 面 タ ン パ ク
質 等 に 対 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 二 重 特 異 性 抗 体 の 作 製 方 法 は こ の 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 慣 例 上 、 二 重 特 異 性 抗 体 の
組 換 え 生 産 は 、 ２ つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 ／ 軽 鎖 ペ ア の 共 発 現 に 基 づ い て お り 、 そ の ２ つ
の 重 鎖 は 異 な る 特 異 性 を 有 す る (Milstein and Cuello, Nature, 305:537-539 (1983))。
免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 無 作 為 な 組 み 合 わ せ の 故 に 、 こ れ ら の ハ イ ブ リ ド ー マ (ク
ア ド ロ ー マ )は １ ０ 種 の 相 違 な る 抗 体 分 子 を 含 み 得 る 混 合 物 を 生 産 す る が 、 妥 当 な 二 重 特
異 的 構 造 を 有 す る の は そ の う ち の た っ た １ つ で あ る 。 妥 当 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 り 行 な わ れ る 。 同 様 な 手 法 が １ ９ ９ ３ 年 ５ 月 １ ３ 日 に 公
開 さ れ た WO 93/08829及 び Traunecker et al., EMBO J., 10:3655-3659 (1991)中 に 開 示 さ
れ て い る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 所 望 の 結 合 特 異 性 を 有 す る 抗 体 可 変 領 域 (抗 体 ‐ 抗 原 結 合 部 位 )は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常
領 域 配 列 に 融 合 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 ヒ ン ジ 、 CH2、 及 び CH3領 域 の 少 な く と も
一 部 を 含 む 免 疫 グ ロ ブ リ ン 重 鎖 定 常 領 域 と 融 合 さ れ る 。 少 な く と も １ つ の 融 合 体 中 に 、 軽
鎖 結 合 に 必 要 な 部 位 を 含 む 第 一 の 重 鎖 定 常 領 域 (CH1)が 存 在 す る こ と が 好 ま し い 。 免 疫 グ
ロ ブ リ ン 重 鎖 融 合 体 、 及 び 所 望 で あ れ ば 免 疫 グ ロ ブ リ ン 軽 鎖 を コ ー ド す る DNAは 、 別 個 の
発 現 ベ ク タ ー 中 に 挿 入 さ れ 、 適 し た 宿 主 生 物 中 に 同 時 形 質 転 換 さ れ る 。 二 重 特 異 性 抗 体 生
成 の よ り 詳 細 に 関 し て は 、 例 え ば Suresh et al., Meth. In Enzym., 121:210 (1986)を 参
照 の こ と 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 本 発 明 で は ヘ テ ロ 結 合 抗 体 も 想 定 さ れ て い る 。 ヘ テ ロ 結 合 抗 体 は 共 有 結 合 し た ２ つ の 抗
体 か ら 成 る 。 例 え ば 、 そ の よ う な 抗 体 に よ っ て 免 疫 系 細 胞 に 不 所 望 の 細 胞 を 狙 わ せ る こ と
や (米 国 特 許 第 4,676,980号 )、 そ の よ う な 抗 体 を HIV感 染 の 治 療 に 用 い る こ と ((WO 91/0036
0; WO 92/20373; 及 び EP03089)が 提 唱 さ れ て い る 。 架 橋 剤 が 関 与 す る 方 法 を 包 含 す る 合 成
タ ン パ ク 質 化 学 に お け る 公 知 の 方 法 を 用 い て 、 該 抗 体 を イ ン ビ ト ロ で 調 製 で き る と い う こ
と が 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 ジ ス ル フ ィ ド 交 換 反 応 を 用 い る か 又 は チ オ エ ス テ ル 結 合 を 形 成
さ せ る こ と に よ り 、 免 疫 毒 素 を 構 築 す る こ と が で き る 。 こ の 目 的 に 適 し た 試 薬 の 例 と し て
は 、 イ ミ ノ チ オ レ ー ト 、 メ チ ル ‐ ４ ‐ メ ル カ プ ト ブ チ ル イ ミ デ ー ト 及 び 例 え ば 米 国 特 許 第
4,676,980号 に 記 載 さ れ た も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
抗 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 抗 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
及 び そ の 断 片 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 好 ま し く は 抗 体 を コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド で あ
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っ て 、 GPR91に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 好 ま し く は 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ
リ ペ プ チ ド に 結 合 す る 抗 体 を コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド に 対 し 、 例 え ば 上 記 定 義 の よ う に ス
ト リ ン ジ ェ ン ト な 又 は ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 低 い ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 で ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を も 包 含 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 こ の 分 野 に お い て 公 知 の い か な る 方 法 に よ っ て も 、 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 得 る こ と が で
き 、 ま た 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 抗 体
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 公 知 で あ れ ば 、 該 抗 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 化 学 合 成
さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (例 え ば Kutmeier et al., BioTechniques 17:242 (1994)に 記
載 の 通 り )か ら 構 築 す る こ と が で き る 。 簡 潔 に は 、 該 方 法 は 、 抗 体 を コ ー ド す る 配 列 の 一
部 を 含 む 重 複 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 、 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ア ニ ー リ ン
グ 及 び ラ イ ゲ ー シ ョ ン 、 並 び に ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の Ｐ Ｃ Ｒ に よ る
増 幅 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 あ る い は 、 抗 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 適 し た 供 給 源 由 来 の 核 酸 か ら 生 成 す
る こ と が で き る 。 特 定 の 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ク ロ ー ン は 利 用 で き な い が 該 抗 体 分
子 の 配 列 は 公 知 で あ る と い う 場 合 に は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を コ ー ド す る 核 酸 を 化 学 合 成 す る
こ と が で き る し 、 あ る い は 、 例 え ば 該 抗 体 を コ ー ド す る cDNAラ イ ブ ラ リ ー 由 来 の cDNAク ロ
ー ン の よ う に 、 該 配 列 の ３ '末 及 び ５ '末 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 合 成 プ ラ イ マ ー を 用 い た
Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 に よ り 、 又 は 、 特 定 の 遺 伝 子 配 列 に 対 し 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ
を 用 い て ク ロ ー ニ ン グ し 同 定 す る こ と に よ り 、 適 し た 供 給 源  (例 え ば 抗 体 cDNAラ イ ブ ラ リ
ー 、 あ る い は 、 本 発 明 の 抗 体 を 発 現 す る こ と で 選 抜 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の よ う な 、
該 抗 体 を 発 現 す る い ず れ か の 組 織 若 し く は 細 胞 か ら 生 成 さ れ た cDNAラ イ ブ ラ リ ー 、 又 は そ
の よ う な 組 織 若 し く は 細 胞 か ら 単 離 さ れ た 好 ま し く は ポ リ A＋  RNAの よ う な 核 酸 ) か ら 得
る こ と が で き る 。 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 生 成 さ れ た 増 幅 核 酸 は 、 次 い で 、 こ の 分 野 に お い て 周 知 の
い ず れ か の 方 法 を 用 い て 、 複 製 可 能 な ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ニ ン グ さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 該 抗 体 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び 対 応 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 一 旦 決 定 す れ ば 、 例 え ば 組 換 え
DNA技 術 、 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 、 Ｐ Ｃ Ｒ 等 の こ の 分 野 で 周 知 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 操 作 方
法 を 用 い て 、 該 抗 体 の 該 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 操 作 し 、 例 え ば ア ミ ノ 酸 置 換 、 欠 失 、 及 び ／
又 は 挿 入 を 創 出 し て 異 な る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 抗 体 を 生 成 す る こ と が で き る (例 え ば Sam
brook et al., 1990, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2d Ed., Cold Spring 
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. 及 び Ausubel et al., eds., 1998, Curr
ent Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NYに 記 載 さ れ た 手 法 を 参 照
の こ と 。 こ れ ら の 内 容 の 全 て は 引 用 に よ り こ こ に 組 み 入 れ ら れ る も の と す る )。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 あ る 特 定 の 具 体 例 で は 、 重 鎖 及 び ／ 又 は 軽 鎖 可 変 領 域 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 例 え ば 他 の 重
鎖 及 び 軽 鎖 可 変 領 域 の 公 知 の ア ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 し て 配 列 超 可 変 性 の 領 域 を 決 定 す る よ う
な 、 こ の 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ っ て 詳 細 に 調 べ ら れ 、 相 補 性 決 定 領 域 (CDR)の 配 列 が 決 定
さ れ 得 る 。 ル ー チ ン な 組 換 え DNA技 術 を 用 い て 、 １ 以 上 の CDRを フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 内 に 挿
入 す る こ と が で き 、 例 え ば 上 記 し た よ う に ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 中 に 挿 入 し て 非 ヒ ト 抗
体 を ヒ ト 化 す る こ と が で き る 。 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 は 天 然 に 起 こ り 得 る 又 は コ ン セ ン サ ス
な フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 で あ っ て よ く 、 好 ま し く は ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 で あ り 得 る (ヒ
ト フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 の 一 覧 に つ い て は 例 え ば Chothia et al., J. Mol. Biol. 278: 457
-479 (1998)を 参 照 の こ と )。 好 ま し く は 、 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 と CDRと の 組 み 合 わ せ に よ
っ て 生 成 さ れ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 特 異 的 に 拘 束 す る 抗 体 を コ
ー ド す る 。 好 ま し く は 、 上 述 し た よ う に 、 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 内 に １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 置 換
を 作 製 す る こ と が で き 、 好 ま し く は 、 該 ア ミ ノ 酸 置 換 は 抗 体 の そ の 抗 原 に 対 す る 結 合 を 改
善 す る 。 さ ら に 、 こ の よ う な 方 法 は 、 鎖 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に 関 与 す る １ 以 上 の 可 変 領 域
シ ス テ イ ン 残 基 の ア ミ ノ 酸 置 換 又 は 欠 失 を 作 製 し て 、 １ 以 上 の 鎖 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 欠
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如 し た 抗 体 分 子 を 生 成 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 ポ リ ペ プ チ ド の そ の 他 の 改 変 が 本
発 明 及 び こ の 分 野 の 技 術 の 範 囲 内 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 さ ら に 、 適 切 な 抗 原 特 異 性 を 有 す る マ ウ ス 抗 体 分 子 由 来 の 遺 伝 子 を 、 適 切 な 生 物 活 性 を
有 す る ヒ ト 抗 体 分 子 由 来 の 遺 伝 子 と 共 に ス プ ラ イ シ ン グ す る こ と に よ る 、 「 キ メ ラ 抗 体 」
の 生 産 の た め に 発 達 し た 技 術 (Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 81:851-855 (1
984); Neuberger et al., Nature 312:604-608 (1984); Takeda et al., Nature 314:452
-454 (1985))を 用 い る こ と が で き る 。 上 記 し た 通 り 、 キ メ ラ 抗 体 と は 、 マ ウ ス mAbか ら 誘
導 さ れ た 可 変 領 域 と ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 と を 有 す る 抗 体 の よ う な 、 異 な る 動 物 種
か ら 異 な る 部 位 が 誘 導 さ れ た 分 子 で あ り 、 例 え ば ヒ ト 化 抗 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 あ る い は 、 一 本 鎖 抗 体 の 生 産 の た め に 記 載 さ れ た 技 術 (米 国 特 許 第 4,946,778号 ; Bird, 
Science 242:423-42 (1988); Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-588
3 (1988); 及 び Ward et al., Nature 334:544-54 (1989))を 一 本 鎖 抗 体 の 生 産 に 応 用 す る
こ と が で き る 。 一 本 鎖 抗 体 は 、 ア ミ ノ 酸 架 橋 を 通 し て Fv領 域 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 断 片 を 連 結 し
、 一 本 鎖 ポ リ ペ プ チ ド と す る こ と に よ り 形 成 さ れ る 。 大 腸 菌 中 で 機 能 的 な Fv断 片 を ア セ ン
ブ リ す る た め の 技 術 も 用 い る こ と が で き る (Skerra et al., Science242:1038-1041 (1988
))。
【 ０ １ ０ ９ 】
ベ ク タ ー
　 他 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 抗 GPR91抗 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 む ベ ク タ ー 及 び そ の よ う な ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 を 提 供 す る 。 細 菌 の 系 で は 、 発 現 さ
れ る 抗 体 分 子 の 使 用 目 的 に 応 じ て 、 多 く の 発 現 ベ ク タ ー を 有 利 に 選 択 す る こ と が で き る 。
例 え ば 、 抗 体 分 子 医 薬 組 成 物 の 生 成 の た め に 大 量 の タ ン パ ク 質 を 生 産 し な け れ ば な ら な い
場 合 に は 、 容 易 に 精 製 さ れ る 融 合 タ ン パ ク 質 産 物 を 高 レ ベ ル に 発 現 さ せ る ベ ク タ ー が 望 ま
し い 。 そ の よ う な ベ ク タ ー と し て は 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 生 産 で き る よ う に 抗 体 コ ー ド 配 列
を LacZコ ー ド 領 域 と イ ン フ レ ー ム で 個 別 に ベ ク タ ー 中 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と が で き る
大 腸 菌 発 現 ベ ク タ ー pUR278 (Ruther et al., EMBO J. 2:1791 (1983))； pIN vectors (In
ouye & Inouye, Nucleic Acids Res. 13:3101-3109 (1985); Van Heeke & Schuster, J. 
Biol. Chem. 24:5503-5509 (1989)); 等 の よ う な も の が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ
な い 。 ま た 、 pGEXベ ク タ ー を 用 い て 外 来 の ポ リ ペ プ チ ド を グ ル タ チ オ ン S‐ ト ラ ン ス フ ェ
ラ ー ゼ (GST)の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 す る こ と も で き る 。 一 般 に 、 そ の よ う な 融 合 タ
ン パ ク 質 は 可 溶 性 で あ り 、 グ ル タ チ オ ン ‐ ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ の マ ト リ ッ ク ス に 吸 着 及 び 結
合 さ せ 、 次 い で フ リ ー の グ ル タ チ オ ン 存 在 下 で 溶 出 を 行 な う こ と に よ り 、 溶 解 細 胞 か ら 容
易 に 精 製 す る こ と が で き る 。 pGEXベ ク タ ー は ト ロ ン ビ ン 又 は Xa因 子 プ ロ テ ア ー ゼ 切 断 部 位
を 有 す る よ う に 設 計 さ れ て お り 、 ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 標 的 遺 伝 子 産 物 を GST部 か ら 切 り 離
す こ と が で き る よ う に な っ て い る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 昆 虫 の 系 で は 、 外 来 遺 伝 子 の 発 現 に は ベ ク タ ー と し て オ ー ト グ ラ フ ァ 核 多 角 体 病 ウ イ ル
ス (AcNPV)が 用 い ら れ る 。 該 ウ イ ル ス は ス ポ ド プ テ ラ ・ フ ル ギ ペ ル ダ （ Spodoptera frugip
erda） 細 胞 中 で 増 殖 す る 。 抗 体 コ ー ド 配 列 は 、 ウ イ ル ス の 必 須 で は な い 領 域 (例 え ば ポ リ
ヘ ド リ ン 遺 伝 子 )中 に 個 々 に ク ロ ー ニ ン グ し 、 AcNPVプ ロ モ ー タ ー (例 え ば ポ リ ヘ ド リ ン プ
ロ モ ー タ ー )の 制 御 下 に 配 置 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 で は 、 多 く の ウ イ ル ス ベ ー ス の 発 現 系 が 利 用 で き る 。 ア デ ノ ウ イ ル ス
が 発 現 ベ ク タ ー と し て 用 い ら れ る 場 合 に は 、 目 的 の 抗 体 コ ー ド 配 列 は 、 例 え ば 後 期 プ ロ モ
ー タ ー 及 び 三 分 節 リ ー ダ ー 配 列 （ tripartite leader sequence） の よ う な ア デ ノ ウ イ ル ス
転 写 ／ 翻 訳 制 御 複 合 体 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ 得 る 。 こ の キ メ ラ 遺 伝 子 は 次 い で 、 イ ン ビ ト
ロ 又 は イ ン ビ ボ の 組 換 え に よ り ア デ ノ ウ イ ル ス ゲ ノ ム 中 に 挿 入 さ れ 得 る 。 ウ イ ル ス ゲ ノ ム
の 必 須 で は な い 領 域 (例 え ば E1又 は E3領 域 )中 へ の 挿 入 に よ り 、 感 染 宿 主 中 で 生 存 可 能 で 抗
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体 分 子 を 発 現 で き る 組 換 え ウ イ ル ス が 生 じ る (Logan & Shenk, Proc. Natl. Acad. Sci. U
SA 81:355-359 (1984)を 参 照 の こ と )。 挿 入 さ れ た 抗 体 コ ー ド 配 列 の 有 効 な 翻 訳 の た め に
、 特 異 的 な 開 始 シ グ ナ ル も 必 要 と な り 得 る 。 こ れ ら の シ グ ナ ル に は 、 ATG開 始 コ ド ン 及 び
隣 接 配 列 (adjacent sequence)が 含 ま れ る 。 さ ら に 、 全 挿 入 断 片 の 翻 訳 を 確 実 に す る た め
、 開 始 コ ド ン は 所 望 の コ ー ド 配 列 と 読 み 枠 を 合 わ せ な け れ ば な ら な い 。 こ れ ら の 外 因 性 翻
訳 制 御 シ グ ナ ル 及 び 開 始 コ ド ン は 、 種 々 の 天 然 物 及 び 合 成 物 に 由 来 し た も の で あ り 得 る 。
適 切 な 転 写 エ ン ハ ン サ ー 要 素 、 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー 等 を 含 ま せ る こ と に よ り 、 発 現 効 率 を
高 め る こ と が で き る (Bittner et al., Methods in Enzymol. 153:51-544 (1987)を 参 照 の
こ と )。
【 ０ １ １ ２ 】
　 持 続 的 且 つ 高 収 量 の 組 換 え タ ン パ ク 質 の 生 産 の た め に は 、 安 定 し た 発 現 が 好 ま し い 。 例
え ば 、 抗 体 分 子 を 安 定 し て 発 現 す る セ ル ラ イ ン が 作 り 出 さ れ 得 る 。 ウ イ ル ス 複 製 開 始 点 を
含 む 発 現 ベ ク タ ー を 用 い る よ り も む し ろ 、 適 切 な 発 現 調 節 領 域 (例 え ば プ ロ モ ー タ ー 、 エ
ン ハ ン サ ー 、 配 列 、 転 写 タ ー ミ ネ ー タ ー 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 な ど )及 び 選 択 マ ー カ ー に
よ り 制 御 さ れ る DNAで 宿 主 細 胞 が 形 質 転 換 さ れ る 。 外 来 DNAの 導 入 後 、 改 変 さ れ た 細 胞 は 強
化 培 地 中 で １ － ２ 日 間 増 殖 さ せ て も よ く 、 次 い で 選 択 培 地 に 切 り 替 え る 。 組 換 え プ ラ ス ミ
ド 中 の 選 択 マ ー カ ー に よ り 選 択 に 対 す る 抵 抗 性 が 付 与 さ れ 、 該 プ ラ ス ミ ド を 細 胞 の 染 色 体
中 に 安 定 的 に 取 り 込 ま せ て 遺 伝 子 座 を 形 成 さ せ る こ と が で き る よ う に な る 。 次 い で 該 細 胞
を 純 化 し 、 セ ル ラ イ ン へ と 展 開 さ せ る 。 こ の 方 法 は 、 抗 体 分 子 を 発 現 す る セ ル ラ イ ン を 作
り 出 す た め に 有 利 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 ヘ ル ペ ス 単 純 ウ イ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ (Wigler et al., Cell 11:223 (1977))、 ヒ ポ
キ サ ン チ ン グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (Szybalska & Szybalski, Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 48:202 (1992))、 及 び ア デ ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ (Lowy et al., Cell 22:817 (1980))遺 伝 子 を そ れ ぞ れ tk-, hgprt-又 は  aprt-細 胞 中 で
用 い る こ と が で き る よ う に 、 多 く の 選 択 系 を 用 い る こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な
い 。 さ ら に 、 以 下 の 遺 伝 子 に つ い て は 、 選 抜 の た め に 代 謝 拮 抗 物 質 抵 抗 性 を 利 用 す る こ と
が で き る ： メ ト ト レ キ セ ー ト へ の 抵 抗 性 を 付 与 す る dhfr(Wigler et al., Natl. Acad. Sc
i. USA 77:357 (1980); O'Hare et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78:1527 (1981))
； ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 へ の 抵 抗 性 を 付 与 す る gpt(Mulligan & Berg, Proc. Natl. Acad. Sci
. USA 78:2072 (1981))； ア ミ ノ グ リ コ シ ド G-418へ の 抵 抗 性 を 付 与 す る neo (Clinical Ph
armacy 12:488-505; Wu and Wu, Biotherapy 3:87-95 (1991); Tolstoshev, Ann. Rev. P
harmacol. Toxicol. 32:573-596 (1993); Mulligan, Science 260:926-932 (1993); 及 び
Morgan and Anderson, Ann. Rev. Biochem. 62:191-217 (1993); May, 1993, TIB TECH 1
1(5):155-215)； 及 び ハ イ グ ロ マ イ シ ン へ の 抵 抗 性 を 付 与 す る hygro (Santerre et al., G
ene 30:147 (1984))。 組 か DNA技 術 分 野 で 従 来 知 ら れ て い る 方 法 は 、 所 望 の 組 換 え ク ロ ー
ン の 選 択 に ル ー チ ン に 適 用 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 方 法 は 、 例 え ば Ausubel et al.
 (eds.), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY (1993); K
riegler, Gene Transfer and Expression, A Laboratory Manual, Stockton Press, NY (
1990); and in Chapters 12 and 13, Dracopoli et al. (eds), Current Protocols in H
uman Genetics, John Wiley & Sons, NY (1994); Colberre-Garapin et al., J. Mol. Bi
ol. 150:1 (1981)に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら の 内 容 の 全 て は 引 用 に よ り こ こ に 組 み 入 れ ら
れ る も の と す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 抗 体 分 子 の 発 現 レ ベ ル は ベ ク タ ー の 増 幅 に よ り 上 昇 し 得 る (概 説 は Bebbington and Hent
schel, The use of vectors based on gene amplification for the expression of clon
ed genes in mammalian cells in DNA cloning, Vol.3. (Academic Press, New York, 19
87)を 参 照 の こ と )。 抗 体 を 発 現 す る ベ ク タ ー 系 中 の マ ー カ ー が 増 幅 可 能 で あ る 場 合 に は 、
宿 主 細 胞 培 養 物 中 に 存 在 す る 阻 害 剤 の レ ベ ル の 上 昇 に よ り 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の コ ピ ー 数 が
増 大 す る だ ろ う 。 増 幅 さ れ る 領 域 は 抗 体 遺 伝 子 と 関 連 が あ る た め 、 抗 体 の 生 産 も ま た 増 大
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す る だ ろ う (Crouse et al., Mol. Cell. Biol. 3:257 (1983))。
【 ０ １ １ ５ 】
　 重 鎖 か ら 誘 導 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 第 一 の ベ ク タ ー と 、 軽 鎖 か ら 誘 導 さ れ た
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 第 二 の ベ ク タ ー の 、 本 発 明 の ２ つ の 発 現 ベ ク タ ー で 宿 主 細 胞 を
共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と が で き る 。 該 ２ つ の ベ ク タ ー に は 同 一 の 選 択 マ ー カ ー を 含 ま
せ て も よ く 、 そ う す る こ と で 重 鎖 及 び 軽 鎖 ポ リ ペ プ チ ド を 等 量 発 現 さ せ る こ と が 可 能 に な
る 。 あ る い は 、 重 鎖 及 び 軽 鎖 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し 両 者 を 発 現 し 得 る 単 一 の ベ ク タ ー を
用 い て も よ い 。 そ の よ う な 場 合 に は 、 有 毒 な フ リ ー の 重 鎖 が 過 剰 に な ら な い よ う に 、 重 鎖
の 前 に 軽 鎖 を 配 置 す べ き で あ る (Proudfoot, Nature 322:52 (1986); Kohler, Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 77:2197 (1980))。 重 鎖 及 び 軽 鎖 の コ ー ド 配 列 は 、 cDNA又 は ゲ ノ ム DNA
を 含 み 得 る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 さ ら に 、 天 然 に は GPR91と は 関 連 の な い 適 切 な シ グ ナ ル ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 発
現 ベ ク タ ー 中 に 組 み 込 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド (分 泌 リ ー ダ ー )の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 を ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に イ ン フ レ ー ム で 融 合 し 、 抗 GPR91抗 体 が 初 め に シ グ ナ
ル ペ プ チ ド を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 翻 訳 さ れ る よ う に す る こ と が で き る 。 目 的 の 宿 主
細 胞 中 で 機 能 す る シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 、 適 正 な ポ リ ペ プ チ ド の 細 胞 外 へ の 分 泌 を 促 進 す る
。 該 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 、 細 胞 か ら の 分 泌 の 際 に ペ プ チ ド か ら 切 断 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ７ 】
宿 主 細 胞
　 GPR91及 び 抗 GPR91ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 適 し た 宿 主 細 胞 と し て は 、 原 核 生 物 、 酵 母 、 及
び 他 の 真 核 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 宿 主 細 胞 と し て 有 用 な 原 核 生 物 と し て は 、 大 腸 菌
又 は 桿 菌 の よ う な グ ラ ム 陰 性 又 は 陽 性 生 物 が 挙 げ ら れ る 。 原 核 宿 主 細 胞 に お い て は 、 原 核
宿 主 細 胞 中 で の 組 換 え ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 促 進 す る た め 、 ポ リ ペ プ チ ド に N末 メ チ オ ニ
ン 残 基 を 含 ま せ る こ と が で き る 。 N末 の Metは 発 現 さ れ た 組 換 え GPR91受 容 体 ポ リ ペ プ チ ド
か ら 切 断 す る こ と が で き る 。 組 換 え 原 核 宿 主 細 胞 発 現 ベ ク タ ー に 通 常 用 い ら れ る プ ロ モ ー
タ ー 配 列 と し て は 、 β ラ ク タ マ ー ゼ 及 び ラ ク ト ー ス プ ロ モ ー タ ー 系 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 の 宿 主 細 胞 と し て 有 用 な 酵 母 と し て は 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス (Saccharomyces)属 、 ピ
チ ア (Pichia)属 、 K. 放 線 菌 類 及 び ク ル イ ベ ロ ミ セ ス (Kluyveromyces)属 が 挙 げ ら れ る 。 酵
母 ベ ク タ ー は 、 し ば し ば ２ μ 酵 母 プ ラ ス ミ ド 由 来 の 複 製 開 始 点 配 列 、 自 己 複 製 配 列 (ARS)
、 プ ロ モ ー タ ー 領 域 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 、 転 写 終 結 配 列 、 及 び 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 含
む だ ろ う 。 酵 母 ベ ク タ ー に 適 し た プ ロ モ ー タ ー 配 列 と し て は 、 と り わ け 、 メ タ ロ チ オ ネ イ
ン 、 ３ － ホ ス ホ グ リ セ リ ン 酸 キ ナ ー ゼ (Hitzeman et al., J. Biol. Chem. 255:2073, (19
80))、 又 は 他 の 糖 分 解 酵 素 の プ ロ モ ー タ ー が 挙 げ ら れ る 。 酵 母 及 び 酵 母 形 質 転 換 プ ロ ト コ
ー ル に 適 し た そ の 他 の プ ロ モ ー タ ー 及 び ベ ク タ ー は 、 こ の 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 こ の 分 野 で 周 知 の 哺 乳 動 物 又 は 昆 虫 宿 主 細 胞 培 養 系 も ま た 組 換 え GPR91の 発 現 に 利 用 す
る こ と が で き 、 例 え ば 昆 虫 細 胞 で 異 種 タ ン パ ク 質 を 生 産 す る た め の バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 系 (L
uckow and Summers, Bio/Technology 6:47 (1988))、 又 は 哺 乳 動 物 で の 発 現 の た め の NSO
若 し く は チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 (CHO)細 胞 を 用 い る こ と が で き る 。 哺 乳 動 物 宿 主 細
胞 発 現 ベ ク タ ー の た め の 転 写 及 び 翻 訳 制 御 配 列 は 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム か ら 切 り 取 る こ と が で
き る 。 一 般 的 に 用 い ら れ る プ ロ モ ー タ ー 配 列 及 び エ ン ハ ン サ ー 配 列 は 、 ポ リ オ ー マ ウ イ ル
ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ２ 、 シ ミ ア ン ウ イ ル ス ４ ０ (SV40)、 及 び ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス か
ら 誘 導 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 さ ら に 、 宿 主 細 胞 系 統 は 、 挿 入 配 列 の 発 現 を 変 調 す る 又 は 所 望 の 特 異 性 に よ っ て 遺 伝 子
産 物 を 修 飾 及 び プ ロ セ シ ン グ す る も の を 選 択 で き る 。 そ の よ う な タ ン パ ク 質 産 物 の 修 飾 (
例 え ば グ リ コ シ ル 化 )及 び プ ロ セ シ ン グ (例 え ば 切 断 )は 、 タ ン パ ク 質 の 機 能 に と っ て 重 要
で あ り 得 る 。 種 々 の 宿 主 細 胞 は 、 タ ン パ ク 質 及 び 遺 伝 子 産 物 の 転 写 後 の プ ロ セ シ ン グ 及 び
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修 飾 に 関 す る 特 徴 及 び 特 異 的 機 構 を 有 す る 。 発 現 さ れ る 外 来 タ ン パ ク 質 の 正 確 な 修 飾 及 び
プ ロ セ シ ン グ を 確 実 に す る た め に 、 適 切 な セ ル ラ イ ン 又 は 宿 主 系 を 選 択 す る こ と が で き る
。 こ の 目 的 を 達 す る た め に 、 遺 伝 子 産 物 の 初 期 の 転 写 、 グ リ コ シ ル 化 、 及 び リ ン 酸 化 の 適
正 な プ ロ セ シ ン グ の た め の 細 胞 の 機 構 を 有 す る 真 核 宿 主 細 胞 を 用 い る こ と が で き る 。 そ の
よ う な 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 と し て は 、 CHO, VERY, BHK, Hela, COS, MDCK, 293, 3T3, WI38
、 特 に 、 例 え ば BT483, Hs578T, HTB2, BT20及 び T47Dの よ う な 乳 癌 セ ル ラ イ ン 、 並 び に 例
え ば CRL7030及 び Hs578Bstの よ う な 正 常 な 乳 腺 セ ル ラ イ ン が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定
さ れ な い 。
【 ０ １ ２ １ 】
抗 体 の 生 産 方 法
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 こ の 分 野 で 知 ら れ た 抗 体 の 生 成 又 は 合 成 の た め の い か な る 方 法 に よ っ
て も 生 産 す る こ と が で き 、 特 に 、 化 学 合 成 又 は 組 換 え 発 現 技 術 に よ っ て 生 産 す る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 抗 体 、 又 は そ の 断 片 、 誘 導 体 若 し く は 類 似 体 (例 え ば 本 発 明 の 抗 体 の 重 鎖 若 し
く は 軽 鎖 又 は 本 発 明 の 一 本 鎖 抗 体 )の 組 換 え 発 現 に は 、 該 抗 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド を 含 む 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 が 含 ま れ る 。 本 発 明 の 抗 体 分 子 又 は 抗 体 の 重 鎖 若 し く は 軽
鎖 、 あ る い は そ の 一 部 分 (好 ま し く は 重 鎖 又 は 軽 鎖 可 変 領 域 を 含 む )が 一 旦 得 ら れ れ ば 、 こ
の 分 野 で 周 知 の 手 法 を 用 い た 組 換 え DNA技 術 に よ っ て 抗 体 分 子 を 生 産 す る た め の ベ ク タ ー
を 生 産 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 抗 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド を 発 現 さ せ る こ と に よ り タ ン パ ク 質 を 調 製 す る 方 法 が こ こ に 記 載 さ れ る 。 当 業 者 に
周 知 の 方 法 を 用 い て 、 抗 体 を コ ー ド す る 配 列 並 び に 適 し た 転 写 及 び 翻 訳 制 御 シ グ ナ ル を 含
む 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 イ ン ビ ト ロ 組
換 え DNA技 術 、 合 成 技 術 、 及 び イ ン ビ ボ 遺 伝 的 組 換 え が 挙 げ ら れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、
本 発 明 の 抗 体 分 子 、 又 は そ の 重 鎖 若 し く は 軽 鎖 、 あ る い は 重 鎖 若 し く は 軽 鎖 可 変 領 域 を コ
ー ド し 、 プ ロ モ ー タ ー と 動 作 的 に 連 結 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む 複 製 可 能 な ベ ク タ ー を
提 供 す る 。 そ の よ う な ベ ク タ ー は 、 抗 体 分 子 の 定 常 領 域 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
含 ん で も よ く  (例 え ば  PCT公 開 WO 86/05807; PCT公 開 WO 89/01036; 及 び 米 国 特 許 第 5,122
,464号 を 参 照 の こ と )、 完 全 な 重 鎖 及 び 軽 鎖 を 発 現 す る た め 、 抗 体 の 可 変 領 域 を そ の よ う
な ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 発 現 ベ ク タ ー は 従 来 法 に よ り 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ 、 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 は 次 い
で 従 来 法 に よ り 培 養 さ れ て 、 本 発 明 の 抗 体 が 生 産 さ れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の 抗
体 、 又 は そ の 重 鎖 若 し く は 軽 鎖 、 あ る い は 本 発 明 の 一 本 鎖 抗 体 を コ ー ド し 、 異 種 プ ロ モ ー
タ ー に 動 作 的 に 連 結 し た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 宿 主 細 胞 を 含 む 。 二 本 鎖 抗 体 の 発 現 の た
め の 好 ま し い 具 体 例 で は 、 下 記 に 詳 述 す る よ う に 、 完 全 な 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 を 発 現 す る
た め 、 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 両 者 を コ ー ド す る ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 中 で 共 発 現 さ せ る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 種 々 の 宿 主 ‐ 発 現 ベ ク タ ー 系 を 利 用 し て 本 発 明 の 抗 体 分 子 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。
そ の よ う な 宿 主 ‐ 発 現 系 は 、 目 的 の コ ー ド 配 列 を 生 産 し 引 き 続 い て 精 製 で き る よ う に す る
た め の 媒 体 の み な ら ず 、 適 切 な ヌ ク レ オ チ ド コ ー ド 配 列 で 形 質 転 換 又 は ト ラ ン ス フ ェ ク ト
さ れ た 場 合 に 原 位 置 で 本 発 明 の 抗 体 分 子 を 発 現 し 得 る 細 胞 を 意 味 す る 。 こ れ ら の も の と し
て は 、 抗 体 コ ー ド 配 列 を 含 む 組 換 え バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ DNA、 プ ラ ス ミ ド DNA若 し く は コ ス
ミ ド DNA発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 (例 え ば 大 腸 菌 、 枯 草 菌 )の よ う な 微 生 物 ； 抗
体 コ ー ド 配 列 を 含 む 組 換 え 酵 母 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 酵 母 (例 え ば サ ッ カ ロ ミ セ
ス 、 ピ チ ア )； 抗 体 コ ー ド 配 列 を 含 む 組 換 え ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー (例 え ば バ キ ュ ロ ウ イ ル
ス )を 感 染 さ せ た 昆 虫 細 胞 系 ； 抗 体 コ ー ド 配 列 を 含 む 組 換 え ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー (例 え ば
カ リ フ ラ ワ ー モ ザ イ ク ウ イ ル ス Ｃ ａ Ｍ Ｖ ； タ バ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス Ｔ Ｍ Ｖ )を 感 染 さ せ た
若 し く は 組 換 え プ ラ ス ミ ド 発 現 ベ ク タ ー (例 え ば Ｔ ｉ プ ラ ス ミ ド )で 形 質 転 換 し た 植 物 細 胞

10

20

30

40

50

(28) JP 2007-526747 A 2007.9.20



系 ； 又 は 哺 乳 動 物 細 胞 の ゲ ノ ム か ら  (例 え ば メ タ ロ チ オ ネ イ ン プ ロ モ ー タ ー )若 し く は 哺
乳 動 物 ウ イ ル ス か ら (例 え ば ア デ ノ ウ イ ル ス 後 期 プ ロ モ ー タ ー ； ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 7.5Ｋ
プ ロ モ ー タ ー )誘 導 さ れ た プ ロ モ ー タ ー を 含 む 組 換 え 発 現 構 築 物 を 保 有 す る 哺 乳 動 物 細 胞
系 (例 え ば COS, CHO, BHK, 293, 3T3細 胞 )が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 組 換
え 抗 体 分 子 の 発 現 に は 、 好 ま し く は 大 腸 菌 な ど の 細 菌 細 胞 が 用 い ら れ 、 特 に 組 換 え 抗 体 分
子 全 体 を 発 現 す る 場 合 に は 真 核 細 胞 が よ り 好 ま し く 用 い ら れ る 。 例 え ば 、 ヒ ト サ イ ト メ ガ
ロ ウ イ ル ス 由 来 の 主 要 な 中 間 の 初 期 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 要 素 の よ う な ベ ク タ ー と 組 み 合 わ
せ た 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 (Ｃ Ｈ Ｏ )の よ う な 哺 乳 動 物 細 胞 は 、 有 効 な 抗 体 の
発 現 シ ス テ ム で あ る (Foecking et al., Gene 45:101 (1986); Cockett et al., Bio/Tech
nology 8:2 (1990))。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 一 旦 本 発 明 の 抗 体 分 子 が 動 物 に よ り 生 産 さ れ 、 化 学 合 成 さ れ 、 又 は 組 換 え に よ り 発 現 さ
れ れ ば 、 抗 体 分 子 は 、 例 え ば ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (例 え ば イ オ ン 交 換 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー 、
特 に タ ン パ ク 質 Ａ の 後 の 特 異 的 抗 原 に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー 、 及 び サ イ ジ ン グ カ ラ ム ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー )、 遠 心 、 溶 解 度 に よ る 分 画 (differential solubility)の よ う な こ の 分 野
で 公 知 の い か な る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 精 製 方 法 に よ っ て も 、 又 は い か な る 他 の 標 準 的 な タ
ン パ ク 質 精 製 技 術 に よ っ て も 精 製 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 抗 体 又 は そ の 断 片
は 、 精 製 を 容 易 に す る た め 、 こ こ に 記 載 さ れ た 又 は こ の 分 野 で 公 知 の そ の 他 の 異 種 ポ リ ペ
プ チ ド 配 列 と 融 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 発 明 は 、 融 合 タ ン パ ク 質 を 精 製 す る た め に 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド (又 は そ の 一 部 、 好
ま し く は 該 ポ リ ペ プ チ ド の う ち の 少 な く と も 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 若 し
く は 100ア ミ ノ 酸 )と 組 換 え 技 術 に よ り 融 合 さ せ 又 は 化 学 的 に 結 合 (共 有 結 合 及 び 非 共 有 結
合 の 両 者 を 包 含 す る )さ せ た 抗 体 を 包 含 す る 。 該 融 合 は 必 ず し も 直 接 で あ る 必 要 は な く 、
リ ン カ ー 配 列 を 介 し て 生 じ た も の で あ っ て も よ い 。 該 抗 体 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド (又
は そ の 一 部 、 好 ま し く は 該 ポ リ ペ プ チ ド の う ち の 少 な く と も 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70
, 80, 90 若 し く は 100ア ミ ノ 酸 )以 外 の 抗 原 に 特 異 的 で あ り 得 る 。 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド を 特 定 の 細 胞 表 面 受 容 体 に 特 異 的 な 抗 体 と 融 合 又 は 結 合 さ せ る こ と に よ り 、 抗 体
を 用 い て イ ン ビ ト ロ 又 は イ ン ビ ボ の い ず れ か で 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 特 定 の 細 胞 型 を 狙
わ せ る こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 融 合 又 は 結 合 さ せ た 抗 体 は ま た 、 こ の 分 野
で 公 知 の 方 法 を 用 い た イ ン ビ ト ロ 免 疫 測 定 法 及 び 精 製 方 法 に 用 い る こ と も で き る 。 例 え ば
Harbor et al., supra, and PCT publication WO 93/21232; EP 439,095; Naramura et a
l., Immunol. Lett. 39:91-99 (1994); U.S. Pat. No. 5,474,981; Gillies et al., PNA
S 89:1428-1432 (1992); Fell et al., J. Immunol. 146:2446-2452(1991)を 参 照 の こ と
。 こ れ ら の 内 容 の 全 て は 引 用 に よ り 組 み 入 れ ら れ る も の と す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 可 変 領 域 以 外 の 抗 体 ド メ イ ン に 融 合 さ せ 又 は 結 合 さ せ た 本 発 明 の ポ リ
ペ プ チ ド を 含 む 組 成 物 を 包 含 す る 。 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 抗 体 Fc領 域 又 は そ
の 一 部 分 に 融 合 又 は 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 融 合 さ れ る 抗 体 部
分 は 、 定 常 領 域 、 ヒ ン ジ 領 域 、 Ｃ Ｈ １ ド メ イ ン 、 Ｃ Ｈ ２ ド メ イ ン 、 及 び Ｃ Ｈ ３ ド メ イ ン 、
又 は ド メ イ ン 全 体 若 し く は そ の 一 部 の い か な る 組 み 合 わ せ を も 含 み 得 る 。 該 ポ リ ペ プ チ ド
は ま た 、 上 記 抗 体 部 分 と 融 合 又 は 結 合 さ れ 多 量 体 を 形 成 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 本 発
明 の ポ リ ペ プ チ ド と 融 合 し た Fc部 分 は 、 Fc部 分 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 介 し て 二 量 体 を 形
成 す る こ と が で き る 。 高 次 多 量 体 形 態 は 、 IgA及 び IgMの 一 部 と 該 ポ リ ペ プ チ ド を 融 合 さ せ
る こ と に よ り 作 製 で き る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 抗 体 の 構 成 部 分 に 融 合 又 は 結 合 さ せ る
方 法 は こ の 分 野 に お い て 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,336,603号 ; 第 5,622,929号 ; 
第 5,359,046号 ; 第 5,349,053号 ; 第 5,447,851号 ; 第 5,112,946号 ; EP 307,434; EP 367,1
66; PCT公 開 WO 96/04388; WO 91/06570; Ashkenazi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. US
A 88:10535-10539 (1991); Zheng et al., J. Immunol. 154:5590-5600 (1995); 及 び  Vi
l et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:11337-11341(1992)を 参 照 の こ と (前 記 文 献 は
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引 用 に よ り そ の 内 容 の 全 て が 組 み 入 れ ら れ る も の と す る )。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 上 述 の 通 り 、 配 列 番 号 ２ の ポ リ ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 断 片 、 又 は 変 異 体 に 相 当 す る ポ
リ ペ プ チ ド を 上 記 の 抗 体 構 成 部 分 に 融 合 又 は 結 合 さ せ て 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の イ ン ビ ボ で の
半 減 期 を 増 大 さ せ る こ と が で き 、 又 は こ の 分 野 で 公 知 の 方 法 を 用 い た 免 疫 測 定 法 に 用 い る
こ と が で き る 。 さ ら に 、 配 列 番 号 ２ に 相 当 す る ポ リ ペ プ チ ド を 上 記 抗 体 部 分 に 融 合 又 は 結
合 さ せ る と 精 製 が 容 易 に な り 得 る 。 報 告 さ れ た 一 例 で は 、 ヒ ト CD4ポ リ ペ プ チ ド と 、 哺 乳
動 物 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 重 鎖 及 び 軽 鎖 定 常 領 域 の 種 々 の ド メ イ ン と の 第 一 の ２ つ の ド メ イ
ン か ら 成 る キ メ ラ タ ン パ ク 質 が 記 載 さ れ て い る 。 (EP 394,827; Traunecker et al., Natu
re 331:84-86 (1988)。 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 で 連 結 し た 二 量 体 構 造 (IgGに 起 因 )を 有 す る 抗 体
と 融 合 又 は 結 合 し た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 単 独 の 単 量 体 分 泌 タ ン パ ク 質 又 は タ ン
パ ク 質 断 片 よ り も 効 果 的 に 他 の 分 子 を 結 合 し 中 和 す る こ と が で き る 。 (Fountoulakis et a
l., J. Biochem. 270:3958-3964 (1995))。 多 く の 場 合 、 融 合 タ ン パ ク 質 の Fc部 は 治 療 及
び 診 断 に 役 立 ち 、 従 っ て そ の 結 果 、 例 え ば 薬 物 速 度 論 的 特 性 を 向 上 さ せ る こ と が で き る 。
(EP A 232,262)。 あ る い は 、 該 融 合 タ ン パ ク 質 が 発 現 、 検 出 、 及 び 精 製 さ れ た 後 に Fc部 を
削 除 す る こ と が 望 ま し い 場 合 も あ る 。 例 え ば 、 該 融 合 タ ン パ ク 質 が 免 疫 化 の た め の 抗 原 と
し て 用 い ら れ る 場 合 に は 、 Fc部 分 は 治 療 及 び 診 断 の 妨 げ と な り 得 る 。 創 薬 に お い て は 、 例
え ば 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ の た め に hIL-5の よ う な ヒ ト タ ン パ ク 質
が Fc部 分 に 融 合 さ れ 、 hIL-5の ア ン タ ゴ ニ ス ト が 同 定 さ れ る 。 (Bennett et al., J. Molec
ular Recognition 8:52-58 (1995); Johanson et al., J. Biol. Chem.... 270:9459-947
1 (1995)を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 抗 体 又 は そ の 断 片 は 、 精 製 を 容 易 に す る た め の ペ プ チ ド の よ う な マ ー
カ ー 配 列 と 融 合 さ せ る こ と が で き る 。 好 ま し い 具 体 例 で は 、 該 マ ー カ ー ア ミ ノ 酸 配 列 は 、
数 あ る 市 販 品 の 中 で も と り わ け 、 pQEベ ク タ ー (QIAGEN, Inc., 9259 Eton Avenue, Chatsw
orth, Calif., 91311)中 で 提 供 さ れ る タ グ の よ う な ６ － ヒ ス チ ジ ン ペ プ チ ド で あ る 。 Gent
z et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:821-824 (1989)に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 例
え ば 、 ６ － ヒ ス チ ジ ン は 融 合 タ ン パ ク 質 の 精 製 に 都 合 の よ い も の で あ る 。 精 製 に 役 立 つ そ
の 他 の ペ プ チ ド タ グ と し て は 、 イ ン フ ル エ ン ザ 赤 血 球 凝 集 素 タ ン パ ク 質 か ら 誘 導 さ れ た エ
ピ ト ー プ に 対 応 す る 「 HA」 タ グ (Wilson et al., Cell 37:767 (1984))及 び 「 flag」 タ グ
が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 診 断 又 は 治 療 薬 に 結 合 し た 抗 体 又 は そ の 断 片 を 包 含 す る 。 該 抗 体 は 、
例 え ば 、 腫 瘍 の 発 生 又 は 進 行 を 監 視 す る た め 、 例 え ば 与 え ら れ た 治 療 計 画 の 効 果 を 測 定 す
る た め の 臨 床 試 験 手 順 の 一 部 と し て 診 断 に 用 い る こ と が で き る 。 該 抗 体 を 検 出 可 能 な 物 質
に 結 合 さ せ る こ と に よ り 、 検 出 を 容 易 に す る こ と が で き る 。 検 出 可 能 な 物 質 の 例 と し て は
、 種 々 の 酵 素 、 補 欠 分 子 族 、 蛍 光 物 質 、 発 光 物 質 、 生 物 発 光 物 質 、 放 射 性 物 質 、 種 々 の ポ
ジ ト ロ ン 放 出 断 層 撮 影 を 用 い る ポ ジ ト ロ ン 放 出 金 属 、 及 び 非 放 射 性 常 磁 性 金 属 イ オ ン が 挙
げ ら れ る 。 該 検 出 可 能 な 物 質 は 、 こ の 分 野 で 公 知 の 技 術 を 用 い て 、 抗 体 (若 し く は そ の 断
片 )に 直 接 、 又 は 中 間 体 (例 え ば こ の 分 野 に お い て 公 知 の リ ン カ ー な ど )を 介 し て 間 接 的 に
連 結 又 は 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 に 従 っ て 診 断 に 用 い る た め に 抗 体 に 結
合 さ せ る こ と が で き る 金 属 イ オ ン に つ い て は 米 国 特 許 第 4,741,900号 を 参 照 の こ と 。 適 し
た 酵 素 の 例 と し て は 、 セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ベ
ー タ ‐ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 又 は ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ が 挙 げ ら れ る ； 適 し た 補 欠 分
子 族 複 合 体 の 例 と し て は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン 及 び ア ビ ジ ン ／ ビ オ チ ン が 挙 げ
ら れ る ； 適 し た 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 フ ル オ レ セ イ ン 、 塩
化 ダ ン シ ル 又 は フ ィ コ エ リ ト リ ン が 挙 げ ら れ る ； 発 光 物 質 の 例 と し て は ル ミ ノ ー ル が 挙 げ
ら れ る ； 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 、 及 び エ ク オ リ ン が 挙
げ ら れ る ； 並 び に 適 し た 放 射 性 物 質 の 例 と し て は 125I, 131I, 111In又 は 99Tcが 挙 げ ら れ
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る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 さ ら に 、 抗 体 又 は そ の 断 片 は 、 例 え ば 細 胞 増 殖 抑 制 剤 又 は 殺 細 胞 剤 (cytocidal agent)
の よ う な 細 胞 毒 素 、 治 療 剤 又 は 例 え ば 213Biの よ う な ア ル フ ァ 放 射 体 と い っ た 放 射 性 金 属
イ オ ン の よ う な 治 療 成 分 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 細 胞 毒 素 又 は 細 胞 毒 性 薬 に は 、 細 胞
に 有 害 な い か な る 薬 剤 を も 包 含 さ れ る 。 例 と し て は 、 パ ク リ タ キ ソ ー ル , サ イ ト カ ラ シ ン
B, グ ラ ミ シ ジ ン D, 臭 化 エ チ ジ ウ ム , エ メ チ ン , マ イ ト マ イ シ ン , エ ト ポ シ ド , テ ノ ポ シ
ド (tenoposide), ビ ン ク リ ス チ ン , ビ ン ブ ラ ス チ ン , コ ル ヒ チ ン , ド キ ソ ル ビ シ ン , ダ ウ
ノ ル ビ シ ン , ジ ヒ ド ロ キ シ ア ン ト ラ シ ン ジ オ ン (dihydroxy anthracin dione), ミ ト キ サ
ン ト ロ ン , ミ ト ラ マ イ シ ン , ア ク チ ノ マ イ シ ン D, 1‐ デ ヒ ド ロ テ ス ト ス テ ロ ン , 糖 質 コ ル
チ コ イ ド , プ ロ カ イ ン , テ ト ラ カ イ ン , リ ド カ イ ン , プ ロ プ ラ ノ ロ ー ル , 及 び ピ ュ ー ロ マ
イ シ ン 並 び に そ れ ら の 類 似 物 又 は 相 同 物 が 挙 げ ら れ る 。 治 療 剤 と し て は 、 代 謝 拮 抗 物 質 (
例 え ば メ ト ト レ キ セ ー ト , 6-メ ル カ プ ト プ リ ン , 6-チ オ グ ア ニ ン , シ タ ラ ビ ン , 5-フ ル オ
ロ ウ ラ シ ル デ カ ル バ ジ ン (fluorouracil decarbazine)), ア ル キ ル 化 剤  (例 え ば メ ク ロ レ
タ ミ ン , チ オ エ パ ク ロ ラ ム ブ シ ル (thioepa chlorambucil), メ ル フ ァ ラ ン , カ ル ム ス チ ン
(BSNU) 及 び ロ ム ス チ ン (CCNU), シ ク ロ ト ス フ ァ ミ ド (cyclothosphamide), ブ ス ル フ ァ ン ,
 ジ ブ ロ モ マ ン ニ ト ー ル , ス ト レ プ ト ゾ ト シ ン , マ イ ト マ イ シ ン C, 並 び に cis-ジ ク ロ ロ ジ
ア ミ ン 白 金 (II) (DDP) シ ス プ ラ チ ン ), ア ン ト ラ サ イ ク リ ン (例 え ば ダ ウ ノ ル ビ シ ン (旧 名
ダ ウ ノ マ イ シ ン )及 び ド キ ソ ル ビ シ ン ), 抗 生 物 質 (例 え ば ダ ク チ ノ マ イ シ ン (旧 名 ア ク チ ノ
マ イ シ ン ), ブ レ オ マ イ シ ン , ミ ト ラ マ イ シ ン , 及 び ア ン ス ラ マ イ シ ン (anthramycin; AMC
)), 及 び 有 糸 分 裂 阻 害 剤 (例 え ば ビ ン ク リ ス チ ン 及 び ビ ン ブ ラ ス チ ン )が 挙 げ ら れ る が 、 こ
れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 発 明 の 結 合 体 は 、 任 意 の 生 物 学 的 反 応 を 調 節 す る た め に 用 い る こ と が で き 、 該 治 療 剤
又 は 薬 剤 成 分 は 古 典 的 な 化 学 的 治 療 剤 に 限 定 さ れ る も の と し て 解 釈 さ れ る も の で は な い 。
例 え ば 、 薬 剤 成 分 は 、 所 望 の 生 物 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 又 は ポ リ ペ プ チ ド で あ り 得 る 。
そ の よ う な タ ン パ ク 質 と し て は 、 例 え ば 、 ア ブ リ ン 、 リ シ ン A、 シ ュ ー ド モ ナ ス 外 毒 素 、
又 は ジ フ テ リ ア 毒 素 の よ う な 毒 素 ； 腫 瘍 壊 死 因 子 , a-イ ン タ ー フ ェ ロ ン , β ‐ イ ン タ ー フ
ェ ロ ン , 神 経 成 長 因 子 , 血 小 板 由 来 増 殖 因 子 , 組 織 プ ラ ス ミ ノ ゲ ン 活 性 化 因 子 , 例 え ば TN
F-ア ル フ ァ 、 TNF-ベ ー タ 、 AIM I (国 際 公 開 WO 97/33899を 参 照 )AIM II (国 際 公 開 WO 97/3
4911を 参 照 ), Fasリ ガ ン ド  (Takahashi et al., Int. Immunol., 6:1567-1574 (1994)), 
VEGI (国 際 公 開 WO 99/23105を 参 照 )の よ う な ア ポ ト ー シ ス 剤 、 血 栓 症 剤 、 又 は 例 え ば ア ン
ギ オ ス タ チ ン 若 し く は エ ン ド ス タ チ ン (endostatin)の よ う な 抗 血 管 形 成 剤 と い っ た タ ン パ
ク 質 ; あ る い は 、 例 え ば リ ン フ ォ カ イ ン 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン ‐ 1 (「 IL-1」 )、 イ ン タ ー ロ
イ キ ン ‐ 2(「 IL-2」 )、 イ ン タ ー ロ イ キ ン ‐ 6(「 IL-6」 )、 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー
刺 激 因 子 (「 GM-CSF」 )、 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 (「 G-CSF」 )、 又 は 他 の 成 長 因 子 の よ う
な 生 物 反 応 修 飾 物 質 が 包 含 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 抗 体 は ま た 、 固 体 支 持 体 に 付 着 さ せ る こ と が で き 、 こ れ は 特 に 免 疫 測 定 法 又 は 標 的 抗 原
の 精 製 に 有 用 で あ る 。 そ の よ う な 固 体 支 持 体 と し て は 、 ガ ラ ス 、 セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ア ク リ
ル ア ミ ド 、 ナ イ ロ ン 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ル 又 は ポ リ プ ロ ピ レ ン が 挙 げ ら れ る が
、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 そ の よ う な 治 療 成 分 を 抗 体 に 結 合 さ せ る た め の 技 術 は 周 知 で あ る 。 例 え ば Arnon et al.
, "Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy", in Mon
oclonal Antibodies And Cancer Therapy, Reisfeld et al. (eds.), pp. 243-56 (Alan 
R. Liss, Inc. 1985); Hellstrom et al., "Antibodies For Drug Delivery", in Contro
lled Drug Delivery (2nd Ed.), Robinson et al. (eds.), pp. 623-53 (Marcel Dekker,
 Inc. 1987); Thorpe, "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A
 Review", in Monoclonal Antibodies'84: Biological And Clinical Applications, Pin
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chera et al. (eds.), pp. 475-506 (1985); "Analysis, Results, And Future Prospect
ive Of The Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy", in Monoc
lonal Antibodies For Cancer Detection And Therapy, Baldwin et al. (eds.), pp. 30
3-16 (Academic Press 1985), 及 び Thorpe et al., "The Preparation And Cytotoxic Pr
operties Of Antibody-Toxin Conjugates", Immunol. Rev. 62:119-58 (1982)を 参 照 の こ
と 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 あ る い は 、 抗 体 を 第 二 の 抗 体 に 結 合 さ せ 、 Segalら に よ っ て 米 国 特 許 第 4,676,980号 に 記
載 さ れ て い る よ う な 抗 体 へ テ ロ 結 合 体 を 形 成 さ せ る こ と が で き る 。 な お 、 引 用 に よ り そ の
内 容 の 全 て が こ こ に 組 み 入 れ ら れ る も の と す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 単 独 で 又 は 細 胞 毒 性 因 子 及 び ／ 若 し く は サ イ ト カ イ ン と 組 み 合 わ せ て 投 与 さ れ る 、 治 療
成 分 が 結 合 し て い る 又 は し て い な い 抗 体 は 、 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 合 成 抗 体 の 創 製 を も 包 含 す る 。 合 成 抗 体
の 一 例 は Radrizzani, M., et al., Medicina, (Aires), 59(6):753-8, (1999))に 記 載 さ
れ て い る 。 近 年 で は 新 し い ク ラ ス の 合 成 抗 体 が 記 述 さ れ て お り 、 分 子 イ ン プ リ ン ト 高 分 子
(molecularly imprinted polymers; MIP) (Semorex, Inc.)と 呼 ば れ て い る 。 抗 体 、 ペ プ
チ ド 、 及 び 酵 素 は 、 化 学 及 び 生 物 学 的 セ ン サ ー に お い て し ば し ば 分 子 認 識 要 素 と し て 用 い
ら れ る 。 し か し な が ら 、 そ れ ら の 安 定 性 及 び シ グ ナ ル 伝 達 機 構 の 欠 失 に よ り 、 検 出 装 置 と
し て の 用 途 に 限 界 が 生 じ て し ま う 。 分 子 イ ン プ リ ン ト 高 分 子 (MIP)は 、 生 物 学 的 受 容 体 の
機 能 を 模 倣 す る こ と が で き る が 、 安 定 性 の 制 約 が よ り 少 な い 。 そ の よ う な 高 分 子 は 、 卓 越
し た 熱 及 び 機 械 的 安 定 性 を 維 持 し つ つ 高 い 感 受 性 と 選 択 性 を 示 す 。 MIPは 低 分 子 並 び に 天
然 の 抗 体 の 力 価 と 等 し い か 又 は よ り 強 い 力 価 を 有 す る 有 機 分 子 及 び タ ン パ ク 質 の よ う な 標
的 分 子 に 結 合 す る 能 力 を 有 す る 。 こ れ ら の 「 超 」 MIPは そ の 標 的 に 対 す る 親 和 性 が 高 い の
で 、 有 効 な 結 合 の た め に 必 要 な 濃 度 は 低 い 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 合 成 の 間 に 、 標 的 分 子 自 体 (例 え ば ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 等 )、 又 は よ く 似 た 構 造 を 有 す る
物 質 を 「 版 」 又 は 「 鋳 型 」 と し て 用 い る こ と に よ り 、 選 択 さ れ た 標 的 と 相 補 す る 大 き さ 、
形 、 電 荷 及 び 官 能 基 を 有 す る よ う に MIPが イ ン プ リ ン ト さ れ る 。 MIPは 抗 体 に 提 供 さ れ る の
と 同 様 な 試 薬 で 誘 導 体 化 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 高 感 度 の 分 離 若 し く は ア ッ セ イ に 用 い る た め
に 、 又 は タ ン パ ク 質 の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い る た め に 、 蛍 光 「 超 」 MIP
を ビ ー ズ 上 又 は ウ ェ ル 上 に コ ー ト す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 構 造 に 基 づ い た MIPは 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 結 合
す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に 役 立 ち 得 る 。 そ の よ う な MIPは 、 該 ポ リ ペ プ チ ド の ネ イ テ
ィ ブ な 構 造 を 模 倣 す る こ と に よ り 、 合 成 「 受 容 体 」 の 役 割 を 果 た し 得 る 。 実 際 に 、 MIPが
合 成 受 容 体 の 役 割 を 果 た す 能 力 は 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 に お い て 既 に 証 明 さ れ て い る (Ye,
 L., Yu, Y., Mosbach, K, Analyst., 126(6):760-5, (2001); Dickert, F, L., Hayden,
 0., Halikias, K, P, Analyst., 126(6):766-71, (2001))。 合 成 受 容 体 は 、 そ の 全 体 を (
例 え ば 全 タ ン パ ク 質 と し て )模 倣 す る こ と が で き る し 、 又 は 該 タ ン パ ク 質 に 対 応 す る 一 連
の 短 ペ プ チ ド と し て 模 倣 す る こ と も で き る (Rachkov, A., Minoura, N, Biochim, Biophys
, Acta., 1544(1-2):255-66, (2001))。 そ の よ う な 合 成 受 容 体 MIPは 、 こ こ で 別 記 さ れ た
１ 以 上 の い か な る ス ク リ ー ニ ン グ 法 に お い て も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 MIPは ま た 、 そ れ が 模 倣 す る 分 子 の 存 在 を 「 検 出 」 す る の に 役 立 つ こ と も 示 さ れ て い る (
Cheng, Z., Wang, E., Yang, X, Biosens, Bioelectron., 16(3):179-85, (2001); Jenki
ns, A, L., Yin, R., Jensen, J. L, Analyst., 126(6):798-802, (2001); Jenkins, A, 
L., Yin, R., Jensen, J. L, Analyst., 126(6):798-802, (2001))。 例 え ば 、 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド を 用 い て 設 計 さ れ た MIPは 、 試 料 中 の 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の レ ベ ル を 同 定 し 、 場
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合 に よ っ て は 定 量 す る た め に 計 画 さ れ た ア ッ セ イ に 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な MIP
は 、 こ こ で 提 供 さ れ た ア ッ セ イ 又 は キ ッ ト (例 え ば ELISA等 )に お い て 記 載 さ れ た い か な る
構 成 物 と も 置 き 換 え て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 特 異 的 な 受 容 体 、 リ ガ ン ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 有 機 分 子 に 対 す る MIPは 、 多 く
の 方 法 を 用 い て 創 製 す る こ と が で き る 。 数 例 の 好 ま し い 方 法 が Esteban ら に よ っ て J. Ana
l, Chem., 370(7):795-802, (2001)に 記 載 さ れ て い る の で 、 そ の 内 容 の 全 て は そ こ に 引 用
さ れ て い る い か な る 文 献 と も 共 に 、 引 用 に よ り こ こ に 組 み 入 れ ら れ る こ と と す る 。 さ ら な
る 方 法 が こ の 分 野 で 知 ら れ て お り 、 そ れ ら は 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。 例 え ば Hart, B, R., S
hea, K, J. J. Am. Chem, Soc., 123(9):2072-3, (2001); and Quaglia, M., Chenon, K.
, Hall, A, J., De, Lorenzi, E., Sellergren, B, J. Am. Chem, Soc., 123(10):2146-5
4, (2001)；  引 用 に よ り そ の 内 容 の 全 て が こ こ に 組 み 入 れ ら れ る も の と す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
GPR91に 対 す る 抗 体 の た め の 用 途
　 本 発 明 の 抗 体 に は 種 々 の 有 用 性 が あ る 。 例 え ば 、 そ の よ う な 抗 体 は 、 試 料 中 の GPR91の
存 在 を 検 出 又 は 定 量 す る 診 断 ア ッ セ イ に 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 診 断 ア ッ セ イ に
は 少 な く と も ２ つ の 工 程 が 含 ま れ 得 る 。 第 一 の 工 程 で は 、 組 織 (例 え ば ヒ ト 、 動 物 な ど )、
体 液 (例 え ば 血 液 、 尿 、 痰 、 精 液 、 羊 水 、 唾 液 な ど )、 生 物 抽 出 物 (例 え ば 組 織 又 は 細 胞 ホ
モ ジ ネ ー ト な ど )、 タ ン パ ク 質 マ イ ク ロ チ ッ プ (例 え ば Arenkov P, et al., Anal Biochem.
, 278(2):123-131 (2000)を 参 照 の こ と )、 又 は ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム 等 の 試 料 を 該 抗
体 に 曝 露 す る 。 第 二 の 工 程 に は 、 媒 体 に 結 合 し た 抗 体 の 精 製 が 含 ま れ る 。 あ る い は 、 該 方
法 は さ ら に 、 上 記 し 又 は 他 の 部 分 に 記 載 し た と お り 、 共 有 結 合 、 静 電 結 合 、 又 は 可 逆 的 結
合 の い ず れ か で 該 抗 体 を 固 体 支 持 体 に 付 着 さ せ る 第 一 の 工 程 、 及 び 結 合 し た 抗 体 を 試 料 に
曝 露 す る 第 二 の 工 程 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 競 合 結 合 ア ッ セ イ 、 直 接 又 は 間 接 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 、 及 び 不 均 質 相 又 は 均 質 相 の い
ず れ か で 行 な わ れ る 免 疫 沈 降 ア ッ セ イ (Zola, Monoclonal antibodies: A Manual of Tech
niques, CRC Press, Inc., (1987), ppl47-158)の よ う に 、 種 々 の 診 断 ア ッ セ イ 技 術 が こ
の 分 野 で 知 ら れ て い る 。 診 断 ア ッ セ イ で 用 い ら れ る 抗 体 は 、 検 出 可 能 な 成 分 で 標 識 す る こ
と が で き る 。 標 識 可 能 な 成 分 は 、 直 接 又 は 間 接 的 に 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 産 す る こ と が
で き る も の で あ る 必 要 が あ る 。 例 え ば 、 検 出 可 能 な 成 分 は 、 2H, 14C, 32P, 若 し く は 125I
の よ う な 放 射 性 同 位 体 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 、 若 し く は ル シ
フ ェ リ ン の よ う な 蛍 光 若 し く は 化 学 発 光 化 合 物 、 又 は 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ベ ー
タ ‐ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 、 若 し く は セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
の よ う な 酵 素 で あ り 得 る 。 該 抗 体 を 検 出 可 能 な 成 分 に 結 合 さ せ る た め の こ の 分 野 で 公 知 の
い か な る 方 法 も 用 い る こ と が で き 、 Hunter et al., Nature, 144:945 (1962); Dafvid et
 al., Biochem., 13:1014 (1974); Pain et al., J. Immunol. Metho., 40:219(1981); 
及 び Nygren, J. Histochem. And Cytochem., 30:407 (1982)に 記 載 さ れ た 方 法 が 挙 げ ら れ
る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 GPR91に 対 す る 抗 体 は 、 組 換 え 細 胞 培 養 物 又 は 天 然 の 供 給 源 由 来 の GPR91ポ リ ペ プ チ ド を
ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 す る の に 有 用 で あ る 。 こ の 工 程 で は 、 こ の 分 野 で 周 知 の 方 法 を 用 い て
、 特 定 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 が セ フ ァ デ ッ ク ス 樹 脂 又 は ろ 紙 の よ う な 適 当 な 支 持 体
上 に 固 定 化 さ れ る 。 固 定 化 さ れ た 抗 体 は 次 い で 、 精 製 す べ き ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 試 料 と 接
触 さ せ 、 そ の 後 該 支 持 体 を 、 固 定 化 抗 体 に 結 合 し た 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド 以 外 の 、 試 料 中 の
実 質 的 に 全 て の 物 質 を 取 り 除 く 適 当 な 溶 媒 で 洗 浄 す る 。 最 後 に 、 該 支 持 体 を 他 の 適 切 な 溶
媒 で 洗 浄 し 、 該 抗 体 か ら 所 望 の ポ リ ペ プ チ ド を 分 離 す る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 １ 以 上 の 開 示 さ れ た 疾 病 、 疾 患 又 は 健 康 状 態 を 治 療 す る た め に 患 者 に
本 発 明 の 抗 体 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 抗 体 に 基 づ く 療 法 に も 向 け ら れ て い る 。 本 発 明 の 治
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療 化 合 物 と し て は 、 本 発 明 の 抗 体 (こ こ に 記 載 さ れ た よ う に そ の 断 片 、 類 似 体 及 び 誘 導 体
を 含 む )及 び 本 発 明 の 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 (こ こ に 記 載 さ れ た よ う に そ の 断 片 、 類 似 体 及
び 誘 導 体 並 び に 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 を 含 む )が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
本 発 明 の 抗 体 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 異 常 な 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 に 関 連 す る 疾 病 、 疾
患 又 は 健 康 状 態 を 治 療 、 阻 害 又 は 予 防 す る た め に 用 い る こ と が で き 、 そ の 疾 病 等 と し て は
こ こ に 記 載 さ れ た １ 以 上 の い ず れ か の 疾 病 、 疾 患 又 は 健 康 状 態 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に
限 定 さ れ な い 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 異 常 な 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 に 関 連 す る 疾 病 、 疾 患
又 は 健 康 状 態 の 治 療 及 び ／ 又 は 予 防 と し て は 、 そ れ ら の 疾 病 、 疾 患 又 は 健 康 状 態 に 関 連 す
る 症 状 の 軽 減 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 こ の 分 野 で 知 ら れ
る よ う に 又 は こ こ に 記 載 さ れ る よ う に 、 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 組 成 物 中 に 供 給 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 抗 体 が 治 療 上 用 い ら れ 得 る 方 法 の 概 要 に は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 若 し く
は ポ リ ペ プ チ ド を 体 内 で 局 所 的 若 し く は 全 身 的 に 結 合 さ せ る こ と 、 又 は 例 え ば 補 体 に よ っ
て (CDC)若 し く は エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に よ っ て 媒 介 さ れ る (ADCC)よ う に 、 該 抗 体 の 直 接 的 な
細 胞 毒 性 に よ る こ と が 包 含 さ れ る 。 こ れ ら の ア プ ロ ー チ の 一 部 に つ い て は よ り 詳 細 に 後 述
す る 。 こ こ に 提 供 さ れ る 教 示 に よ れ ば 、 当 業 者 は 過 度 の 実 験 を す る こ と な く 、 診 断 、 監 視
又 は 治 療 目 的 で 本 発 明 の 抗 体 を 使 用 す る 方 法 を 十 分 に 理 解 す る だ ろ う 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 例 え ば 該 抗 体 と 相 互 作 用 す る エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 数 又 は 活 性 を 増 大 さ
せ る よ う に 働 く 、 他 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 若 し く は キ メ ラ 抗 体 、 又 は リ ン フ ォ カ イ ン 若 し く は
造 血 成 長 因 子 (例 え ば IL-2, IL-3及 び IL-7)と 組 み 合 わ せ る こ と で 、 有 利 に 利 用 す る こ と が
で き る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 単 独 で 又 は 他 の タ イ プ の 治 療 処 置 (例 え ば 放 射 線 療 法 、 化 学 療 法 、 ホ
ル モ ン 療 法 、 免 疫 療 法 及 び 抗 腫 瘍 剤 )と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 患
者 の も の と 同 じ 種 で あ る 種 に 由 来 す る 又 は 種 反 応 性 (抗 体 の 場 合 )の 産 物 を 投 与 す る こ と が
好 ま し い 。 従 っ て 、 好 ま し い 具 体 例 の 一 つ で は 、 治 療 又 は 予 防 の た め に 、 ヒ ト の 抗 体 、 断
片 誘 導 体 、 相 同 体 、 又 は 核 酸 が ヒ ト 患 者 に 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る 高 親 和 性 の 及 び ／ 又 は イ ン ビ ボ 抑
制 能 の あ る 及 び ／ 又 は 中 和 抗 体 、 そ の 断 片 あ る い は 領 域 を 、 そ の 断 片 を 含 む 本 発 明 の ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド に 関 連 す る 疾 患 に 対 す る 免 疫 測 定 法 及 び そ の 疾 患 の 治 療 の
両 方 に 用 い る こ と が 好 ま し い 。 そ の よ う な 抗 体 、 断 片 、 又 は 領 域 は 、 好 ま し く は 、 そ の 断
片 を 含 む 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 親 和 性 を 有 す る だ ろ う 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 GPR91に 対 す る 抗 体 は 、 動 物 に お け る ア レ ル ギ ー 反 応 を 抑 制 す る の に 有 用 で あ る 。 例 え
ば 、 治 療 上 許 容 さ れ る 用 量 の 一 つ 若 し く は 複 数 の 本 発 明 の 抗 体 、 又 は 該 抗 体 の カ ク テ ル を
投 与 す る こ と に よ っ て 、 あ る い は 異 な る 供 給 源 由 来 の 他 の 抗 体 と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ
と に よ っ て 、 動 物 は 抗 原 に 対 し ア レ ル ギ ー 反 応 を 誘 発 し な く な り 得 る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 同 様 に 、 生 物 中 で ア レ ル ギ ー 応 答 及 び ／ 又 は 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 可 能 性 の あ る 、 GPR91
に 対 す る 抗 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し 、 該 生 物 を 前 記 抗 体 遺 伝 子 で 形 質 転 換
し て 、 該 生 物 中 で (例 え ば 恒 常 的 に 、 誘 導 的 に 等 )発 現 さ せ る こ と が 想 起 さ れ 得 る 。 従 っ て
、 該 生 物 は 、 そ の よ う な 免 疫 ／ ア レ ル ギ ー 反 応 性 ポ リ ペ プ チ ド の 摂 取 又 は 存 在 に 起 因 す る
ア レ ル ギ ー 応 答 に 対 し 、 有 効 に 抵 抗 性 と な る だ ろ う 。 さ ら に 、 本 発 明 の 抗 体 の こ の よ う な
使 用 は 、 自 己 免 疫 性 の 疾 病 及 び ／ 又 は 疾 患 を 予 防 及 び ／ 又 は 寛 解 さ せ る 場 合 に 特 に 実 用 的
で あ り 得 る 。 な ぜ な ら 、 そ の よ う な 健 康 状 態 は 、 典 型 的 に は 内 生 タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体
に 起 因 し て い る か ら で あ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド が 自 己 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答
の 調 節 に 関 与 し て い る 場 合 に は 、 こ こ に 開 示 さ れ る 又 は こ の 分 野 に お い て 公 知 の そ の 他 の
プ ロ モ ー タ ー で あ っ て 、 さ ら に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 を コ ー ド す る ポ リ ヌ
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ク レ オ チ ド に 対 す る プ ロ モ ー タ ー で あ る 、 い ず れ か の プ ロ モ ー タ ー を 含 む 構 築 物 で 生 物 及
び ／ 又 は 個 体 を 形 質 転 換 す る こ と に よ り 、 該 生 物 の 免 疫 系 が 自 己 抗 原 に 対 し て 免 疫 応 答 を
誘 発 す る こ と を 効 果 的 に 防 ぐ こ と が で き る 。 本 発 明 の 治 療 及 び ／ 又 は 遺 伝 子 治 療 へ の 応 用
に つ い て の 詳 細 な 説 明 は 、 こ の 中 の 他 の 場 所 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
抗 GPR91抗 体 を 用 い た 診 断 方 法
　 GPR91に 特 異 的 に 結 合 す る 標 識 抗 体 、 並 び に そ の 誘 導 体 及 び 類 似 体 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド の 異 常 な 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 に 関 連 す る 疾 病 、 疾 患 、 及 び ／ 又 は 健 康 状 態 を 検 出 、
診 断 、 又 は 監 視 す る 診 断 目 的 で 用 い る こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 (a) GPR91に 特 異 的 な １
以 上 の 抗 体 を 用 い て 、 個 体 の 細 胞 又 は 体 液 中 の GPR91の 発 現 を 分 析 し 、 (b) 該 遺 伝 子 発 現
レ ベ ル を 基 準 の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル と 比 較 す る こ と に よ り 、 基 準 発 現 レ ベ ル と 比 較 し た 場 合
の GPR91遺 伝 子 発 現 レ ベ ル の 上 昇 又 は 低 下 を 異 常 な 発 現 の 指 標 と す る こ と を 含 む 、 GPR91の
異 常 な 発 現 の 検 出 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 本 発 明 は 、 (a) GPR91に 特 異 的 な １ 以 上 の 抗 体 を 用 い て 、 個 体 の 細 胞 又 は 体 液 中 の GPR91
の 発 現 を 分 析 し 、 (b) 該 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル を 基 準 の 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル と 比 較 す る こ と に よ
り 、 基 準 発 現 レ ベ ル と 比 較 し た 場 合 の 分 析 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル の 上 昇 又
は 低 下 を 特 定 の 疾 患 の 指 標 と す る こ と を 含 む 、 疾 患 を 診 断 す る た め の 診 断 ア ッ セ イ を 提 供
す る 。 癌 に 関 し て は 、 個 体 由 来 の 生 検 組 織 に お け る 比 較 的 多 い 量 の 転 写 物 の 存 在 が 、 該 疾
病 の 発 達 の 疾 病 素 質 を 表 し 得 る し 、 又 は 実 際 の 臨 床 症 状 の 出 現 に 先 立 っ て 該 疾 病 を 検 出 す
る た め の 手 段 を 提 供 し 得 る 。 こ の タ イ プ の よ り 確 実 な 診 断 に よ っ て 、 医 療 従 事 者 が 早 期 に
予 防 措 置 又 は 積 極 的 治 療 を 行 う こ と が 可 能 と な り 得 、 従 っ て 癌 の 発 達 や さ ら な る 進 行 を 防
止 す る こ と が 可 能 と な り 得 る 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 当 業 者 に 公 知 の 古 典 的 な 免 疫 組 織 学 的 方 法 を 用 い て 、 生 物 試 料 中 の タ
ン パ ク 質 レ ベ ル を 分 析 す る た め に 用 い る こ と が で き る (例 え ば Jalkanen, et al., J. Cell
. Biol. 101:976-985 (1985); Jalkanen, et al., J. Cell. Biol. 105:3087-3096 (1987
)を 参 照 の こ と )。 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 発 現 を 検 出 す る の に 有 用 な 、 抗 体 に 基 づ い た 他 の 方 法
と し て は 、 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 法 (ELISA)及 び 放 射 性 免 疫 測 定 法 (RIA)の よ う な 免 疫 測 定
法 が 挙 げ ら れ る 。 適 当 な 抗 体 ア ッ セ イ 標 識 は こ の 分 野 で 公 知 で あ り 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ
ー ゼ の よ う な 酵 素 標 識 ； ヨ ウ 素 (125I、 121I)、 炭 素 (14C)、 硫 黄 (35S)、 ト リ チ ウ ム (3H)、
イ ン ジ ウ ム (112In)、 及 び テ ク ネ チ ウ ム (99Tc)の よ う な 放 射 性 同 位 体 ； ル ミ ノ ー ル の よ う
な 発 光 標 識 ； 並 び に フ ル オ レ セ イ ン 及 び ロ ー ダ ミ ン の よ う な 蛍 光 標 識 、 並 び に ビ オ チ ン が
挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 1つ の 局 面 は 、 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 、 最 も 好 ま し く は ヒ ト に お け る 、 GPR
91の 異 常 な 発 現 に 関 連 す る 疾 病 又 は 疾 患 の 検 出 及 び 診 断 で あ る 。 1つ の 具 体 例 で は 、 診 断
は ： a) GPR91に 特 異 的 に 結 合 す る 有 効 量 の 標 識 分 子 を 被 験 者 に 投 与 (例 え ば 非 経 口 的 、 皮
下 、 又 は 腹 腔 内 )し ； b)標 識 分 子 が 、 被 験 者 内 で 該 ポ リ ペ プ チ ド が 発 現 す る 部 位 に 優 先 的
に 集 中 す る よ う に (及 び 結 合 し な か っ た 標 識 分 子 が バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル ま で 取 り 除 か
れ る よ う に )、 投 与 後 に 時 間 を お き ； c) バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル を 測 定 し ； 並 び に d) 被
験 者 に お け る 標 識 抗 体 を 検 出 し 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル を 超 え る 標 識 抗 体 を 検 出 す る こ
と に よ り 、 被 験 者 が マ ス ト 細 胞 に 関 連 す る 特 定 の 疾 病 又 は 疾 患 を 有 す る こ と の 指 標 と す る
こ と を 含 む 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レ ベ ル は 、 検 出 さ れ た 標 識 分 子 の 量 を 特 定 の 系 に 対 し て 事
前 に 決 定 し た 基 準 値 と 比 較 す る こ と を 包 含 す る 、 種 々 の 方 法 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き
る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 こ の 分 野 に お い て は 、 被 験 者 の 大 き さ 及 び 用 い ら れ る イ メ ー ジ ン グ 系 が 診 断 的 画 像 を 作
製 す る た め に 必 要 な イ メ ー ジ ン グ 成 分 の 量 を 決 定 す る と い う こ と が 理 解 さ れ る だ ろ う 。 放
射 性 同 位 体 成 分 の 場 合 、 ヒ ト 被 験 者 に 対 し て 注 入 さ れ る 放 射 能 の 量 は 、 通 常 、 99mTcに し
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て 約 ５ か ら ２ ０ ミ リ キ ュ リ ー の 範 囲 だ ろ う 。 該 標 識 抗 体 又 は 抗 体 断 片 は 、 次 い で 、 特 定 の
タ ン パ ク 質 を 含 む 細 胞 の 所 在 部 位 に 優 先 的 に 蓄 積 す る だ ろ う 。 イ ン ビ ボ 腫 瘍 イ メ ー ジ ン グ
は 、 S. W. Burchiel et al., "Immunopharmacokinetics of Radiolabeled Antibodies an
d Their Fragments." (Chapter 13 in Tumor Imaging: The Radiochemical Detection of
 Cancer, S. W. Burchiel and B. A. Rhodes, eds., Masson Publishing Inc. (1982)に
記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 用 い ら れ る 標 識 の タ イ プ 及 び 投 与 方 法 を 包 含 す る い く つ か の 可 変 要 因 に 依 存 し て 、 被 験
者 内 で 標 識 分 子 が 優 先 的 に 部 位 に 集 中 し 、 且 つ 結 合 し な か っ た 標 識 分 子 が バ ッ ク グ ラ ウ ン
ド レ ベ ル ま で 取 り 除 か れ る よ う に す る た め に 投 与 後 に お く 時 間 間 隔 は 、 ６ な い し ４ ８ 時 間
、 又 は ６ な い し ２ ４ 時 間 、 あ る い は ６ な い し １ ２ 時 間 で あ る 。 他 の 具 体 例 で は 、 投 与 後 に
お く 時 間 間 隔 は ５ な い し ２ ０ 日 間 又 は ５ な い し １ ０ 日 間 で あ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 あ る 具 体 例 で は 、 疾 病 又 は 疾 患 の モ ニ タ ー は 、 例 え ば 、 最 初 の 診 断 か ら １ 月 後 、 最 初 の
診 断 か ら ６ 月 後 、 最 初 の 診 断 か ら １ 年 後 等 の よ う に 、 疾 病 又 は 疾 病 の 診 断 の た め の 方 法 を
繰 り 返 す こ と に よ っ て 行 な わ れ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 標 識 分 子 の 存 在 は 、 患 者 に お い て 、 生 体 内 ス キ ャ ニ ン グ に 関 し て こ の 分 野 で 知 ら れ る 方
法 を 用 い て 検 出 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 方 法 は 用 い ら れ る 標 識 の タ イ プ に 依 存 す る 。
当 業 者 で あ れ ば 、 特 定 の 標 識 を 検 出 す る た め に 適 し た 方 法 を 決 定 す る こ と が で き る だ ろ う
。 本 発 明 の 診 断 方 法 に お い て 用 い ら れ 得 る 方 法 及 び 装 置 と し て は 、 コ ン ピ ュ ー タ 断 層 撮 影
法 (CT)、 ポ ジ シ ョ ン 放 出 断 層 撮 影 (PET)、 磁 気 共 鳴 画 像 法 (MRI)、 及 び 断 層 撮 影 の よ う な 全
身 走 査 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 あ る 特 定 の 具 体 例 で は 、 該 分 子 は 放 射 性 同 位 体 で 標 識 さ れ 、 放 射 線 応 答 性 の 外 科 用 器 具
(Thurston et al., 米 国 特 許 第 5,441,050号 )を 用 い て 患 者 中 で 検 出 さ れ る 。 他 の 具 体 例 で
は 、 該 分 子 は 蛍 光 化 合 物 で 標 識 さ れ 、 蛍 光 応 答 性 の 走 査 器 具 を 用 い て 患 者 中 で 検 出 さ れ る
。 他 の 具 体 例 で は 、 該 分 子 は ポ ジ ト ロ ン 放 出 金 属 で 標 識 さ れ 、 ポ ジ ト ロ ン 放 出 断 層 撮 影 を
用 い て 患 者 中 で 検 出 さ れ る 。 さ ら な る 他 の 具 体 例 で は 、 該 分 子 は 常 磁 性 標 識 で 標 識 さ れ 、
磁 気 共 鳴 画 像 法 を 用 い て 患 者 中 で 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 他 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 サ イ ト カ イ ン の 無 秩 序 な 発 現 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 疾 病 を
発 達 さ せ る 患 者 の 疾 病 素 質 を 診 断 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 あ る 患 者 の 細 胞
、 組 織 、 又 は 体 液 中 の GPR91受 容 体 の 存 在 又 は 量 の 増 加 が 、 該 患 者 が あ る 免 疫 疾 病 に か か
り や す い と い う こ と を 示 し て い る と い う 知 見 に 基 づ い て い る 。 １ つ の 具 体 例 で は 、 該 方 法
は 、 あ る と し て も ご く 少 量 の GPR91受 容 体 を 含 む こ と が 知 ら れ て い る 細 胞 、 組 織 、 又 は 体
液 試 料 を 患 者 か ら 採 取 し 、 該 組 織 中 の GPR91受 容 体 の 存 在 に つ い て 該 組 織 又 は 体 液 を 分 析
し 、 及 び 該 組 織 又 は 体 液 中 の GPR91受 容 体 の 発 現 レ ベ ル に 基 づ い て あ る 免 疫 疾 病 に 対 す る
該 患 者 の 疾 病 素 質 を 予 測 す る こ と を 含 む 。 他 の 具 体 例 で は 、 該 方 法 は 、 規 定 さ れ た レ ベ ル
の GPR91受 容 体 を 含 む こ と が 知 ら れ て い る 細 胞 、 組 織 又 は 体 液 試 料 を 患 者 か ら 採 取 し 、 該
組 織 中 の GPR91受 容 体 の 量 に つ い て 該 組 織 又 は 体 液 を 分 析 し 、 及 び 正 常 な 細 胞 、 組 織 又 は
体 液 に お い て 確 立 さ れ た 規 定 さ れ 又 は 測 定 さ れ た レ ベ ル と 比 較 し た 、 該 組 織 ま た は 体 液 中
の GPR91受 容 体 の 量 の 変 化 に 基 づ い て 、 あ る 免 疫 疾 病 に 対 す る 患 者 の 疾 病 素 質 を 予 測 す る
こ と を 含 む 。 GPR91受 容 体 の 規 定 さ れ た レ ベ ル は 、 文 献 値 に 基 づ い た 公 知 の 量 か 、 又 は 正
常 な 細 胞 、 組 織 若 し く は 体 液 中 の 量 を 測 定 す る こ と に よ り 前 も っ て 定 め た 量 で あ り 得 る 。
特 に 、 あ る 組 織 又 は 体 液 中 の GPR91受 容 体 レ ベ ル を 測 定 す る こ と で 、 患 者 の 免 疫 疾 病 を 特
異 的 か つ 早 期 に 、 好 ま し く は 疾 病 が 起 き る 前 に 発 見 で き る 。 該 方 法 を 用 い て 診 断 で き る 免
疫 疾 病 は 、 こ こ に 記 載 さ れ た 免 疫 疾 病 を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
好 ま し い 具 体 例 で は 、 該 組 織 又 は 体 液 は 、 末 梢 血 、 末 梢 血 白 血 球 、 肺 又 は 皮 膚 生 検 の よ う
な 生 検 組 織 、 及 び 滑 液 又 は 滑 膜 組 織 で あ る 。
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【 ０ １ ６ ２ 】
受 容 体 発 現 の 調 節
　 さ ら な る 他 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 GPR91活 性 化 受 容 体 を コ ー ド す る DNA又 は RNAポ リ ヌ
ク レ オ チ ド の 転 写 又 は 翻 訳 に 干 渉 す る こ と に よ り 、 細 胞 の GPR91受 容 体 の 発 現 を ブ ロ ッ ク
又 は 調 節 す る 方 法 を 提 供 す る 。 該 方 法 は 、 GPR91受 容 体 を 発 現 し 得 る 細 胞 を 、 GPR91活 性 化
受 容 体 を コ ー ド す る DNA又 は RNAポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 適 正 な 転 写 又 は 翻 訳 に 干 渉 す る 分 子 に
曝 露 す る こ と を 含 む 。 該 分 子 は 、 有 機 分 子 、 生 物 有 機 分 子 、 ア ン チ セ ン ス ヌ ク レ オ チ ド 、
RNAiヌ ク レ オ チ ド 、 又 は リ ボ ザ イ ム で あ り 得 る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 好 ま し い 具 体 例 の 一 つ で は 、 該 方 法 は 、 GPR91活 性 化 受 容 体 を コ ー ド す る DNA又 は GPR91
活 性 化 受 容 体 を コ ー ド す る DNAの 発 現 を 制 御 す る DNAに ア ン チ セ ン ス な 又 は こ れ ら と 三 重 ら
せ ん 体 を 形 成 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 細 胞 を 曝 露 す る こ と に よ り 、 細 胞 の GPR91受 容 体 の
発 現 を ブ ロ ッ ク 又 は 変 調 す る こ と を 含 む 。 該 細 胞 は 、 GPR91活 性 化 受 容 体 の 発 現 を 阻 害 又
は 制 御 す る の に 十 分 な 量 の ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 三 重 ら せ ん 体 形 成 ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド に 曝 露 さ れ る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 GPR91活 性 化 受 容 体 を コ ー ド す る DNA又 は GPR91
活 性 化 受 容 体 を コ ー ド す る DNAの 発 現 を 制 御 す る DNAに ア ン チ セ ン ス な 又 は こ れ ら と 三 重 ら
せ ん 体 を 形 成 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 動 物 に 投 与 す る こ と に よ り 、 該 動 物 に お い て GPR91
受 容 体 の 発 現 を ブ ロ ッ ク 又 は 変 調 す る 方 法 を 提 供 す る 。 該 動 物 は 、 該 動 物 中 で GPR91受 容
体 の 発 現 を 阻 害 又 は 制 御 す る の に 十 分 な 量 の ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 三 重 ら せ
ん 体 形 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 投 与 さ れ る 。 好 ま し く は 、 該 ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
又 は 三 重 ら せ ん 体 形 成 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 DNA又 は RNAポ リ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 細 胞 を ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 曝 露 す る 方 法 及 び 動 物 に ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド を 投 与 す る 方 法 は 、 こ の 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 好 ま し い 方 法 で は 、 該 ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド は 、 公 知 の 方 法 を 用 い て 細 胞 ゲ ノ ム 中 に 組 み 込 ま れ 、 該 細 胞 内 で 発 現 さ れ る よ
う に な る 。 発 現 さ れ た ア ン チ セ ン ス ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 GPR91受 容 体 を コ ー ド す る ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 し 、 そ れ ら の 転 写 又 は 翻 訳 に 干 渉 す る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 該 方 法 は 、 例 え ば 好 中 球 又 は マ ス ト 細 胞 の よ う な 種 々 の タ イ プ の 細 胞 に 関 す る 研 究 を 行
な う 際 に 、 サ イ ト カ イ ン 及 び 受 容 体 の 発 現 を 阻 害 す る の に 有 用 で あ り 、 ま た 、 非 疾 病 状 態
と 比 較 し て 過 剰 な サ イ ト カ イ ン 生 産 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 動 物 疾 病 を 予 防 又 は 治 療 す る の
に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
疾 病 の 予 防 及 び 治 療
　 他 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 に お い て GPR91タ ン パ ク 質 に 媒 介 さ れ る 疾 病 を 予 防
又 は 治 療 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 該 方 法 は 、 疾 病 を 予 防 又 は 治 療 す る 量 の GPR91受 容
体 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 。 該 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア
ン タ ゴ ニ ス ト は 、 GPR91受 容 体 に 結 合 し 、 サ イ ト カ イ ン 及 び 細 胞 受 容 体 の 発 現 を 制 御 し て
非 疾 病 状 態 に 典 型 的 な サ イ ト カ イ ン レ ベ ル を 生 じ さ せ る 。 好 ま し く は 、 該 疾 病 は 、 ア レ ル
ギ ー 、 喘 息 、 自 己 免 疫 性 、 又 は 他 の 炎 症 性 疾 病 で あ る 。 最 も 好 ま し く は 、 該 疾 病 は ア レ ル
ギ ー 又 は 喘 息 で あ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 GPR91受 容 体 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト の 投 与 量 は 、 年 齢 、 大 き さ 、 並 び に 特 定 の
哺 乳 動 物 及 び 疾 病 の 特 性 に 応 じ て 変 動 す る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 こ れ ら の 要 因 に 基 づ い て 投
与 量 を 決 定 す る こ と が で き る 。 該 ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 疾 病 に 合 致 し た 治 療
計 画 で 投 与 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 病 状 を 寛 解 す る た め １ な い し 数 日 間 に わ た っ て １ 回
又 は 少 数 回 、 あ る い は ア レ ル ギ ー 又 は 喘 息 を 予 防 す る た め 延 長 し た 期 間 に わ た っ て 周 期 的
に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 該 ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 経 口 投 与 、 注 射 、 イ ン プ ラ ン ト の 使 用 、 肺 中 へ の
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エ ア ロ ゾ ル の 使 用 等 を 含 む 、 い か な る 許 容 可 能 な 方 法 に よ っ て も 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と
が で き る 。 注 射 及 び イ ン プ ラ ン ト の 場 合 は 、 投 与 の タ イ ミ ン グ と 投 与 量 の レ ベ ル を 正 確 に
制 御 す る こ と が で き る 。 該 ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト は 非 経 口 的 に 投 与 す る こ と も で
き る 。 こ こ で 用 い る 非 経 口 投 与 は 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 若 し く は 腹 腔 内 注 射 、 又 は 皮 下 埋 込 み
を 意 味 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 注 射 に よ り 投 与 す る 場 合 、 該 ア ゴ ニ ス ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト は 、 種 々 の 賦 形 剤 、 ア ジ ュ
バ ン ト 、 添 加 剤 及 び 希 釈 剤 の よ う な 、 い か な る 生 体 適 合 性 の 物 質 並 び に ア ゴ ニ ス ト 及 び ア
ン タ ゴ ニ ス ト 適 合 性 の 担 体 を も 含 む 注 射 可 能 な 剤 形 で 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と が で き る 。
不 揮 発 性 発 熱 物 質 を 含 ま な い 水 、 滅 菌 水 及 び 静 菌 水 の よ う な 水 性 賦 形 剤 も ま た 、 注 射 可 能
な 溶 液 を 形 成 す る の に 適 し て い る 。 こ れ ら の 形 態 の 水 に 加 え て 、 数 種 類 の 他 の 水 性 賦 形 剤
も 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら は 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 リ ン ゲ ル 液 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 デ キ
ス ト ロ ー ス と 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 及 び 乳 酸 加 リ ン ゲ ル 液 の よ う な 、 滅 菌 可 能 な 等 張 性 注 射 組
成 物 を 包 含 す る 。 綿 実 油 、 ゴ マ 油 又 は 落 花 生 油 の よ う な 非 水 性 賦 形 剤 、 及 び ミ リ ス チ ン 酸
イ ソ プ ロ ピ ル の よ う な エ ス テ ル も ま た 、 該 組 成 物 の た め の 溶 媒 系 と し て 用 い る こ と が で き
る 。 加 え て 、 抗 菌 性 保 存 剤 、 酸 化 防 止 剤 、 キ レ ー ト 化 剤 お よ び 緩 衝 剤 を 包 含 す る 、 該 組 成
物 の 安 定 性 、 無 菌 性 及 び 等 張 性 を 高 め る 種 々 の 添 加 物 を 加 え る こ と が で き る 。 し か し な が
ら 、 使 用 す る い か な る 賦 形 剤 、 希 釈 剤 又 は 添 加 物 も 、 生 体 適 合 性 並 び に 本 発 明 の ア ゴ ニ ス
ト 及 び ア ン タ ゴ ニ ス ト と の 適 合 性 を 有 し て い な け れ ば な ら な い 。
【 ０ １ ７ ０ 】
治 療 及 び 予 防 活 性
　 本 発 明 の 化 合 物 又 は 医 薬 組 成 物 は 、 好 ま し く は 、 ヒ ト に お い て 用 い ら れ る 前 に 、 所 望 の
治 療 又 は 予 防 活 性 が あ る か ど う か を イ ン ビ ト ロ で 、 次 い で イ ン ビ ボ で 検 査 さ れ る 。 例 え ば
、 化 合 物 又 は 医 薬 組 成 物 の 治 療 又 は 予 防 の 効 用 を 実 証 す る た め の イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ に は
、 セ ル ラ イ ン 又 は 患 者 の 組 織 試 料 に 及 ぼ す 化 合 物 の 効 果 が 包 含 さ れ る 。 セ ル ラ イ ン 及 び ／
又 は 組 織 試 料 に 及 ぼ す 該 化 合 物 又 は 組 成 物 の 効 果 は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 ロ ゼ ッ ト
形 成 ア ッ セ イ 及 び 細 胞 溶 解 ア ッ セ イ を 包 含 す る 当 業 者 に 公 知 の 技 術 を 利 用 し て 測 定 す る こ
と が で き る 。 本 発 明 に 従 い 、 特 異 的 な 化 合 物 の 投 与 が 必 要 で あ る か ど う か を 決 定 す る た め
に 用 い ら れ 得 る イ ン ビ ト ロ ア ッ セ イ と し て は 、 患 者 の 組 織 試 料 を 培 地 中 で 増 殖 し 、 化 合 物
に 曝 露 し 又 は 他 の 方 法 で 化 合 物 を 投 与 し て 、 そ の よ う な 化 合 物 が 組 織 試 料 に 及 ぼ す 効 果 を
観 察 す る 、 イ ン ビ ト ロ 細 胞 培 養 ア ッ セ イ が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
治 療 的 ／ 予 防 的 投 与 及 び 組 成 物
　 本 発 明 は 、 有 効 な 量 の 本 発 明 の 化 合 物 又 は 医 薬 組 成 物 、 好 ま し く は 本 発 明 の 抗 体 又 は si
RNAを 被 験 者 に 投 与 す る こ と に よ る 、 治 療 、 抑 制 及 び 予 防 方 法 を 提 供 す る 。 好 ま し い 局 面
で は 、 該 化 合 物 は 実 質 的 に 精 製 さ れ る (例 え ば 、 そ の 効 果 を 制 限 す る 又 は 不 所 望 の 副 作 用
を 引 き 起 こ す 物 質 が 実 質 的 に 除 去 さ れ る )。 該 被 検 者 は 好 ま し く は ウ シ 、 ブ タ 、 ウ マ 、 ト
リ 、 ネ コ 、 イ ヌ 等 を 包 含 す る 動 物 で あ り 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 、 最 も 好 ま し く は ヒ ト で あ
る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 該 化 合 物 が 核 酸 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 む 場 合 の 、 用 い ら れ 得 る 剤 形 及 び 投 与 方 法 は 上
記 さ れ て い る ； さ ら な る 適 当 な 剤 形 及 び 投 与 経 路 は 、 こ こ で 後 述 さ れ る も の か ら 選 択 可 能
で あ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 種 々 の 送 達 系 が 公 知 で あ っ て 、 本 発 明 の 化 合 物 を 投 与 す る の に 用 い る こ と が で き 、 例 え
ば 、 リ ポ ソ ー ム 内 封 入 、 微 粒 子 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 、 該 化 合 物 を 発 現 し 得 る 組 換 え 細 胞 、
受 容 体 媒 介 性 エ ン ド サ イ ト ー シ ス (Wu and Wu, J. Biol. Chem.. 262:4429-4432 (1987)を
参 照 の こ と )、 レ ト ロ ウ イ ル ス 又 は 他 の ベ ク タ ー の 一 部 と し て の 核 酸 の 構 築 等 が 挙 げ ら れ
る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
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　 導 入 方 法 と し て は 、 皮 内 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 、 静 脈 内 、 皮 下 、 鼻 腔 内 、 硬 膜 外 、 及 び 経 口
経 路 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 該 化 合 物 又 は 組 成 物 は 、 例 え ば 注 入 又 は ボ
ー ラ ス 注 入 、 上 皮 又 は 粘 膜 皮 膚 内 壁 (例 え ば 口 腔 粘 膜 、 直 腸 及 び 腸 管 粘 膜 等 )経 由 の 吸 収 の
よ う な 、 い か な る 簡 便 な 経 路 に よ っ て も 投 与 す る こ と が で き 、 ま た 、 他 の 生 物 活 性 物 質 と
共 に 投 与 す る こ と が で き る 。 投 与 は 全 身 的 又 は 局 所 的 に す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発
明 の 医 薬 化 合 物 又 は 組 成 物 を 、 適 し た 経 路 に よ っ て 中 枢 神 経 系 に 導 入 す る こ と も 望 ま し く
あ り 得 、 該 適 し た 経 路 と し て は 脳 室 内 及 び 髄 腔 内 注 射 が 挙 げ ら れ る ； 脳 室 内 注 射 は 、 例 え
ば オ マ ヤ レ ザ バ ー の よ う な レ ザ バ ー に 取 り 付 け ら れ た 脳 室 内 カ テ ー テ ル に よ っ て 容 易 に す
る こ と が で き る 。 経 肺 投 与 は ま た 、 例 え ば 吸 入 器 又 は 噴 霧 器 、 及 び エ ア ロ ゾ ル 化 剤 を 用 い
た 製 剤 の 使 用 に よ り 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 あ る 特 定 の 具 体 例 で は 、 本 発 明 の 医 薬 化 合 物 又 は 組 成 物 を 、 治 療 が 必 要 な 部 位 に 局 所 的
に 投 与 す る こ と が 望 ま し く あ り 得 る ； こ れ は 、 例 え ば 、 手 術 時 に お け る 局 所 注 入 、 例 え ば
術 後 の 創 傷 被 覆 材 と の 併 用 の よ う な 局 所 適 用 、 注 射 、 カ テ ー テ ル 手 段 、 坐 剤 手 段 、 又 は イ
ン プ ラ ン ト 手 段 に よ っ て 達 成 す る こ と が で き 、 前 記 イ ン プ ラ ン ト は 多 孔 質 、 非 多 孔 質 、 又
は ゼ ラ チ ン 質 物 質 の も の で あ っ て 、 sialastic膜 又 は 線 維 の よ う な 膜 を 包 含 す る が 、 こ れ
ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 好 ま し く は 、 抗 体 を 含 む 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 投 与 す る 場
合 に は 、 該 タ ン パ ク 質 が 吸 収 さ れ な い 物 質 を 用 い る こ と に 注 意 を 払 わ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 他 の 具 体 例 で は 、 該 化 合 物 又 は 組 成 物 は 、 小 胞 、 特 に リ ポ ソ ー ム 中 に 送 達 す る こ と が で
き る (Langer, Science 249:1527-1533 (1990); Treat et al., in Liposomes in the The
rapy of Infectious Disease and Cancer, Lopez-Berestein and Fidler (eds.), Liss, 
New York, pp. 353-365 (1989); Lopez-Berestein, 同 書 , pp. 317-327を 参 照 の こ と ; 広
く 同 書 を 参 照 の こ と )。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 さ ら に 他 の 具 体 例 で は 、 該 化 合 物 又 は 組 成 物 は 、 放 出 制 御 系 中 で 送 達 す る こ と が で き る
。 １ つ の 具 体 例 で は ポ ン プ が 用 い ら れ 得 る (Langer, 上 記 ; Sefton, CRC Crit. Ref. Biom
ed. Eng. 14:201 (1987); Buchwald et al., Surgery 88:507 (1980); Saudek et al., N
. Engl. J. Med. 321:574 (1989)を 参 照 の こ と )。 他 の 具 体 例 で は 高 分 子 材 料 が 用 い ら れ
得 る (Medical Applications of Controlled Release, Langer and Wise (eds.), CRC Pre
s., Boca Raton, Fla. (1974); Controlled Drug Bioavailability, Drug Product Desig
n and Performance, Smolen and Ball (eds.), Wiley, New York (1984); Ranger and Pe
ppas, J., Macromol. Sci. Rev. Macromol. Chem. 23:61 (1983); see also Levy et al.
, Science 228:190 (1985); During et al., Ann. Neurol. 25:351 (1989); Howard et a
l., J. Neurosurg. 71:105 (1989)を 参 照 の こ と )。 さ ら に 他 の 具 体 例 で は 、 放 出 制 御 系 は
治 療 標 的 、 す な わ ち 脳 の 近 く に 設 置 す る こ と も で き 、 従 っ て ご く 少 量 の 全 身 投 与 量 で 済 ま
せ る こ と が で き る (例 え ば Goodson, in Medical Applications of Controlled Release, s
upra, vol. 2, pp. 115-138 (1984)を 参 照 の こ と )。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 そ の 他 の 放 出 制 御 系 に つ い て は Langerら の レ ビ ュ ー の 中 で 論 じ ら れ て い る (Science 249
:1527-1533 (1990))。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 が タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 で あ る 場 合 の あ る 特 定 の 具 体 例 で は 、 例
え ば レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い て (米 国 特 許 第 4,980,286号 を 参 照 の こ と )、 又 は 直 接
注 入 法 に よ っ て 、 又 は 微 粒 子 照 射 (例 え ば 遺 伝 子 銃 ； Biolistic, Dupont)を 用 い て 、 又 は
脂 質 若 し く は 細 胞 表 面 受 容 体 若 し く は ト ラ ン ス フ ェ ク ト 試 薬 で 被 覆 す る こ と に よ っ て 、 又
は 核 内 に 入 る こ と が 知 ら れ て い る ホ メ オ ボ ッ ク ス 様 ペ プ チ ド に 該 核 酸 を 連 結 さ せ て 投 与 す
る (例 え ば Joliot et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:1864-1868 (1991)を 参 照 の こ
と )こ と に よ っ て 等 、 該 核 酸 を 適 当 な 核 酸 発 現 ベ ク タ ー の 一 部 と し て 構 築 し 、 そ れ が 細 胞
内 の も の と な る よ う に そ れ を 投 与 す る こ と に よ り 、 該 核 酸 を 投 与 し て 該 核 酸 が コ ー ド す る
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タ ン パ ク 質 の 発 現 を イ ン ビ ボ で 促 進 さ せ る こ と が で き る 。 あ る い は 、 核 酸 は 、 発 現 さ せ る
た め に 、 細 胞 内 に 導 入 し 相 同 組 換 え に よ っ て 宿 主 細 胞 DNA内 に 組 み 込 む こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。 そ の よ う な 組 成 物 は 、 治 療 上 有 効 な 量 の 化 合 物 、
及 び 薬 剤 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む 。 あ る 特 定 の 具 体 例 で は 、 「 薬 剤 的 に 許 容 さ れ る 」 と
い う 語 は 、 連 邦 若 し く は 州 政 府 の 規 制 当 局 に 承 認 さ れ 、 又 は 、 動 物 、 と り わ け ヒ ト へ の 使
用 に つ い て 米 国 薬 局 方 若 し く は 一 般 に 認 め ら れ る 他 の 薬 局 方 に 列 記 さ れ て い る と い う こ と
を 意 味 す る 。 「 担 体 」 と い う 語 は 、 治 療 薬 が 共 に 投 与 さ れ る 希 釈 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 結 合
剤 (excipient)、 又 は 賦 形 剤 (vehicle)を 言 う 。 そ の よ う な 医 薬 担 体 は 、 水 及 び 油 脂 の よ う
な 無 菌 の 液 体 で あ り 得 、 落 花 生 油 、 大 豆 油 、 ミ ネ ラ ル オ イ ル 、 胡 麻 油 な ど の よ う な 、 石 油
、 動 物 、 植 物 又 は 合 成 物 由 来 の も の が 包 含 さ れ る 。 該 医 薬 組 成 物 が 静 脈 内 投 与 さ れ る 場 合
に は 、 水 が 好 ま し い 担 体 で あ る 。 食 塩 水 、 デ キ ス ト ロ ー ス 水 、 及 び グ リ セ ロ ー ル 溶 液 も ま
た 、 特 に 注 射 剤 の た め に 液 体 担 体 と し て 用 い ら れ 得 る 。 適 当 な 医 薬 品 賦 形 剤 (結 合 剤 )と し
て は 、 デ ン プ ン 、 グ ル コ ー ス 、 ラ ク ト ー ス 、 ス ク ロ ー ス 、 ゼ ラ チ ン 、 麦 芽 、 米 、 小 麦 粉 、
白 亜 、 シ リ カ ゲ ル 、 ス テ ア リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 グ リ セ ロ ー ル モ ノ ス テ ア レ ー ト 、 タ ル ク 、
塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 脱 脂 粉 乳 、 グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン 、 グ リ コ ー ル 、 水 、 エ タ ノ ー ル な
ど が 挙 げ ら れ る 。 所 望 で あ れ ば 、 該 組 成 物 に は 、 少 量 の 湿 潤 剤 若 し く は 乳 化 剤 、 又 は pH緩
衝 剤 を 含 ま せ る こ と が で き る 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 溶 液 、 懸 濁 液 、 乳 濁 液 、 錠 剤 、 丸 剤 、
カ プ セ ル 、 粉 末 、 徐 放 性 製 剤 な ど の よ う な 形 態 と す る こ と が で き る 。 該 組 成 物 は 、 ト リ グ
リ セ リ ド の よ う な 従 来 の 結 合 剤 及 び 担 体 と 合 わ せ て 坐 剤 と し て 製 剤 す る こ と が で き る 。 経
口 製 剤 に は 、 医 薬 品 グ レ ー ド の マ ン ニ ト ー ル 、 ラ ク ト ー ス 、 デ ン プ ン 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ
ネ シ ウ ム 、 サ ッ カ リ ン ナ ト リ ウ ム 、 セ ル ロ ー ス 、 炭 酸 マ グ ネ シ ウ ム 等 の よ う な 標 準 的 な 担
体 を 含 ま せ る こ と が で き る 。 適 当 な 医 薬 担 体 の 例 は 、 E. W. Martinに よ る  "Remington's 
Pharmaceutical Sciences" に 記 載 さ れ て い る 。 こ の よ う な 組 成 物 は 、 患 者 に 適 当 に 投 与
す る た め の 形 態 を 付 与 す る た め に 適 し た 量 の 担 体 と 合 わ せ て 、 好 ま し く は 精 製 さ れ た 形 態
の 、 治 療 効 果 の あ る 量 の 化 合 物 を 含 む 。 剤 形 は 投 与 形 態 に 適 当 で な け れ ば な ら な い 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 好 ま し い 具 体 例 の 一 つ で は 、 該 組 成 物 は 、 ル ー チ ン な 手 法 に 従 っ て 、 ヒ ト に 静 脈 内 投 与
す る の に 適 合 さ せ た 医 薬 組 成 物 と し て 製 剤 さ れ る 。 典 型 的 に は 、 静 脈 内 投 与 の た め の 組 成
物 は 、 滅 菌 等 張 水 性 緩 衝 液 に 溶 解 し た 溶 液 で あ る 。 必 要 に 応 じ 、 該 組 成 物 に は 、 可 溶 化 剤
及 び 注 入 部 位 の 痛 み を 緩 和 す る た め に リ グ ノ カ イ ン の よ う な 局 所 麻 酔 薬 を 含 ま せ る こ と も
で き る 。 一 般 に 、 該 成 分 は 別 々 に 又 は 単 位 用 量 形 態 中 に 混 合 さ せ て 供 給 さ れ 、 例 え ば 、 凍
結 乾 燥 粉 末 又 は 非 含 水 濃 縮 物 と し て 、 活 性 作 用 物 質 の 量 を 表 示 し た ア ン プ ル 又 は 小 袋 の よ
う な 密 封 容 器 中 に 供 給 さ れ る 。 該 組 成 物 を 注 入 に よ っ て 投 与 す る 場 合 、 無 菌 の 製 薬 等 級 純
水 又 は 食 塩 水 を 含 む 注 入 瓶 を 用 い て 調 剤 す る こ と が で き る 。 該 組 成 物 を 注 射 に よ っ て 投 与
す る 場 合 、 投 与 前 に 成 分 を 混 合 す る こ と が で き る よ う に 、 注 射 の た め の 滅 菌 水 又 は 食 塩 水
の ア ン プ ル を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 は 、 中 性 又 は 塩 の 形 態 で 製 剤 す る こ と が で き る 。 薬 剤 的 に 許 容 さ れ る 塩
と し て は 、 塩 酸 、 リ ン 酸 、 酢 酸 、 シ ュ ウ 酸 、 酒 石 酸 な ど か ら 誘 導 さ れ た よ う な ア ニ オ ン と
共 に 形 成 さ れ る も の 、 及 び ナ ト リ ウ ム 、 カ リ ウ ム 、 ア ン モ ニ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 水 酸 化 第
二 鉄 、 イ ソ プ ロ ピ ル ア ミ ン 、 ト リ エ チ ル ア ミ ン 、 ２ － エ チ ル ア ミ ノ エ タ ノ ー ル 、 ヒ ス チ ジ
ン 、 プ ロ カ イ ン な ど の よ う な カ チ オ ン と 共 に 形 成 さ れ る も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 異 常 な 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 に 関 連 す る 疾 病 又 は 疾 患 の 治 療 、 抑
制 及 び 予 防 に 有 効 で あ る 本 発 明 の 化 合 物 の 量 は 、 標 準 的 な 臨 床 技 術 に よ っ て 決 定 す る こ と
が で き る 。 さ ら に 、 最 適 な 投 与 量 の 範 囲 を 同 定 し 易 く す る た め 、 任 意 で イ ン ビ ト ロ ア ッ セ
イ を 行 な う こ と も で き る 。 製 剤 に お い て 用 い ら れ る べ き 正 確 な 用 量 は 、 投 与 経 路 及 び 疾 病
又 は 疾 患 の 重 症 度 に も 依 存 し 、 医 療 従 事 者 の 判 断 及 び 各 患 者 の 状 況 に 基 づ い て 決 定 す べ き
で あ る 。 有 効 量 は 、 イ ン ビ ト ロ 又 は 動 物 モ デ ル 実 験 系 か ら 得 ら れ る 用 量 反 応 曲 線 か ら 推 定
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す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 抗 体 の 場 合 、 患 者 に 投 与 さ れ る 薬 量 は 、 典 型 的 に は 患 者 の 体 重 に 対 し 0.1 mg/kgな い し 1
00 mg/kgで あ る 。 好 ま し く は 、 患 者 に 投 与 さ れ る 薬 量 は 、 患 者 の 体 重 に 対 し 0.1 mg/kg か
ら 20 mg/kgの 間 、 よ り 好 ま し く は 患 者 の 体 重 に 対 し 1 mg/kgな い し 10 mg/kgで あ る 。 一 般
に 、 外 来 ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 免 疫 応 答 に 起 因 し て 、 ヒ ト 抗 体 は ヒ ト 体 内 で は 他 種 由 来 の
抗 体 よ り も 半 減 期 が 長 い 。 従 っ て 、 ヒ ト 抗 体 の 場 合 は し ば し ば 、 投 与 量 を 低 く し 、 か つ 投
与 頻 度 を 減 ら す こ と が で き る 。 さ ら に 、 例 え ば 脂 質 化 (lipidation)の よ う な 修 飾 に よ り 、
該 抗 体 の (例 え ば 脳 中 へ の )取 り 込 み 及 び 組 織 透 過 性 を 促 進 さ せ る こ と で 、 本 発 明 の 抗 体 の
投 与 量 及 び 投 与 頻 度 を 減 ら す こ と が で き る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 の １ 以 上 の 成 分 が 入 っ た １ 以 上 の 容 器 を 含 む 医 薬 品
の 包 装 又 は キ ッ ト を 提 供 す る 。 そ の よ う な 容 器 に は 、 任 意 で 、 医 薬 品 又 は 生 物 学 的 商 品 の
製 造 、 使 用 又 は 販 売 を 規 制 す る 行 政 機 関 に よ っ て 定 め ら れ た 形 式 の 注 意 書 き で あ っ て 、 該
機 関 に よ る ヒ ト へ の 投 与 の た め の 製 造 、 使 用 又 は 販 売 の 承 認 を 示 す 注 意 書 き を 添 付 す る こ
と が で き る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
抗 体 に 基 づ く 遺 伝 子 治 療
　 GPR91の 異 常 な 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 に 関 連 す る 疾 病 又 は 疾 患 を 治 療 、 抑 制 又 は 予 防 す る
た め に 、 遺 伝 子 治 療 と し て 、 抗 体 又 は そ の 機 能 的 な 誘 導 体 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 核 酸 を
投 与 す る こ と が で き る 。 遺 伝 子 治 療 と は 、 被 験 者 に 対 し 発 現 さ れ た 又 は 発 現 し う る 核 酸 を
投 与 す る こ と に よ り 行 わ れ る 治 療 の こ と で あ る 。 本 発 明 の こ の 具 体 例 で は 、 該 核 酸 は 治 療
効 果 を 媒 介 す る コ ー ド タ ン パ ク 質 を 生 産 す る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 本 発 明 に 従 い 、 こ の 分 野 で 利 用 で き る 遺 伝 子 治 療 の た め の い か な る 方 法 も 用 い る こ と が
で き る 。 典 型 的 な 方 法 に つ い て は 後 述 す る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 遺 伝 子 治 療 の 方 法 の 一 般 的 な 概 要 に つ い て は 、 Goldspiel et al., Clinical Pharmacy 
12:488-505 (1993); Wu and Wu, Biotherapy 3:87-95 (1991); Tolstoshev, Ann. Rev. P
harmacol. Toxicol. 32:573-596 (1993); Mulligan, Science 260:926-932 (1993); and 
Morgan and Anderson, Ann. Rev. Biochem. 62:191-217 (1993); May, TIBTECH 11(5):15
5-215 (1993). Methods commonly known in the art of recombinant DNA technology wh
ich can be used are described in Ausubel et al. (eds.), Current Protocols in Mol
ecular Biology, John Wiley & Sons, NY (1993); and Kriegler, Gene Transfer and Ex
pression, A Laboratory Manual, Stockton Press, NY (1990)を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 好 ま し い 局 面 の 一 つ で は 、 化 合 物 は 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 み 、 前 記 核 酸 配 列 は
、 適 当 な 宿 主 中 に お い て 該 抗 体 又 は そ の 断 片 若 し く は キ メ ラ タ ン パ ク 質 若 し く は 重 鎖 若 し
く は 軽 鎖 を 発 現 す る 発 現 ベ ク タ ー の 一 部 と な っ て い る 。 特 に 、 こ の よ う な 核 酸 配 列 は 、 抗
体 コ ー ド 領 域 と 動 作 的 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー を 有 し 、 前 記 プ ロ モ ー タ ー は 誘 導 的 又 は 恒
常 的 で あ っ て 、 任 意 で 組 織 特 異 的 で あ る 。 他 の 特 定 の 具 体 例 で は 核 酸 分 子 が 用 い ら れ 、 こ
の 場 合 で は 抗 体 コ ー ド 配 列 及 び そ の 他 所 望 の 配 列 が ゲ ノ ム 中 の 所 望 の 部 位 で の 相 同 組 換 え
を 促 進 す る 領 域 と 隣 接 し て お り 、 従 っ て 抗 体 コ ー ド 核 酸 の 染 色 体 内 発 現 が 引 き 起 こ さ れ る
(Koller and Smithies, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:8932-8935 (1989); Zijlstra e
t al., Nature 342:435-438 (1989)。 あ る 特 定 の 具 体 例 で は 、 発 現 さ れ る 抗 体 分 子 は 一 本
鎖 抗 体 で あ り ； あ る い は 、 該 核 酸 配 列 は 、 該 抗 体 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 両 者 、 又 は そ の 断 片 を
コ ー ド す る 配 列 を 含 む 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 患 者 へ の 核 酸 の 送 達 は 、 直 接 的 又 は 間 接 的 に 行 な う こ と が で き 、 直 接 的 に 行 な う 場 合 で
は 患 者 は 該 核 酸 又 は 核 酸 含 有 ベ ク タ ー に 直 接 曝 露 さ れ 、 間 接 的 に 行 な う 場 合 で は 、 初 め に
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細 胞 が イ ン ビ ト ロ に お い て 該 核 酸 配 列 で 形 質 転 換 さ れ 、 次 い で 患 者 中 に 移 植 さ れ る 。 こ れ
ら の 二 通 り の 方 法 は 、 そ れ ぞ れ 生 体 内 又 は 生 体 外 遺 伝 子 治 療 と し て 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 あ る 特 定 の 具 体 例 で は 、 核 酸 配 列 は 直 接 生 体 内 に 投 与 さ れ 、 そ こ で 核 酸 が 発 現 し て コ ー
ド す る 産 物 を 生 産 す る 。 こ れ は こ の 分 野 で 知 ら れ た 多 く の 方 法 の い ず れ に よ っ て も 達 成 す
る こ と が で き 、 例 え ば 、 欠 損 若 し く は 弱 毒 レ ト ロ ウ イ ル ス 又 は そ の 他 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー
を 用 い た 感 染 に よ っ て (米 国 特 許 第 4,980,286号 を 参 照 の こ と )、 又 は 裸 の DNAの 直 接 注 入 に
よ っ て 、 又 は 微 粒 子 照 射 (例 え ば 遺 伝 子 銃 ； Biolistic, Dupont)を 用 い て 、 又 は 脂 質 若 し
く は 細 胞 表 面 受 容 体 若 し く は ト ラ ン ス フ ェ ク ト 試 薬 で 被 覆 す る こ と 、 リ ポ ソ ー ム 、 微 粒 子
、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 中 へ 封 入 す る こ と に よ っ て 、 又 は 核 内 に 入 る こ と が 知 ら れ て い る ペ プ
チ ド に 連 結 さ せ て 投 与 す る こ と に よ っ て 、 受 容 体 媒 介 性 エ ン ド サ イ ト ー シ ス を 受 け や す い
リ ガ ン ド に 連 結 さ せ て 投 与 す る こ と に よ っ て (例 え ば Wu and Wu, J. Biol. Chem. 262:442
9-4432 (1987)を 参 照 の こ と ) (該 受 容 体 を 特 異 的 に 発 現 す る タ イ プ の 標 的 細 胞 に 対 し て 用
い る こ と が で き る )等 、 そ れ ら を 適 当 な 核 酸 発 現 ベ ク タ ー の 一 部 と し て 構 築 し 、 そ れ ら が
細 胞 内 の も の と な る よ う に そ れ を 投 与 す る こ と に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 他 の 具 体
例 で は 、 核 酸 ‐ リ ガ ン ド 複 合 体 が 形 成 さ れ 、 こ の 場 合 で は 該 リ ガ ン ド は エ ン ド ソ ー ム を 崩
壊 さ せ る た め に 融 合 性 ウ イ ル ス ペ プ チ ド を 含 み 、 該 核 酸 が リ ソ ソ ー ム の 分 解 を 回 避 で き る
よ う に な っ て い る 。 さ ら に 他 の 具 体 例 で は 、 該 核 酸 は 、 特 異 的 受 容 体 を 標 的 と す る こ と に
よ り 、 生 体 内 で 細 胞 特 異 的 な 取 り 込 み 及 び 発 現 の 標 的 と さ れ 得 る (PCT公 開 WO 92/06180; W
O 92/22635; W092/20316; W093/14188, WO 93/20221を 参 照 の こ と )。 あ る い は 、 該 核 酸 は
、 発 現 さ せ る た め に 細 胞 内 に 導 入 さ れ 、 相 同 組 換 え に よ り 宿 主 細 胞 DNA中 に 組 み 込 ま れ 得
る (Koller and Smithies, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:8932-8935 (1989); Zijlstra
 et al., Nature 342:435-438 (1989))。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 あ る 特 定 の 具 体 例 で は 、 本 発 明 の 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む ウ イ ル ス ベ ク タ ー が
用 い ら れ る 。 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 用 い ら れ 得 る (Miller et al., Meth. En
zymol. 217:581-599 (1993)を 参 照 の こ と )。 こ れ ら の レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 ウ イ ル
ス ゲ ノ ム の 正 し い パ ッ ケ ー ジ ン グ 及 び 宿 主 細 胞 DNA中 へ の 組 み 込 み に 必 要 な 成 分 を 含 む 。
遺 伝 子 治 療 に 用 い ら れ る べ き 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 、 患 者 体 内 へ の 該 遺 伝 子 の 送 達
を 容 易 に す る １ 以 上 の ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 さ れ る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス に 関 す る 詳 細 は Bo
esen et al., Biotherapy 6:291-302 (1994)中 に あ り 、 こ れ に は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ
ー を 用 い て mdrl遺 伝 子 を 造 血 幹 細 胞 に 送 達 さ せ 、 該 幹 細 胞 を 化 学 療 法 に 対 し よ り 抵 抗 性 に
す る こ と が 記 載 さ れ て い る 。 遺 伝 子 治 療 に お け る レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 使 用 を 例 示 す
る 他 の 文 献 は ： Clowes et al., J. Clin. Invest. 93:644-651 (1994); Kiem et al., Bl
ood 83:1467-1473 (1994); Salmons and Gunzberg, Human Gene Therapy 4:129-141 (199
3); 及 び Grossman and Wilson, Curr. Opin. in Genetics and Devel. 3:110-114 (1993)
で あ る 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 遺 伝 子 治 療 で 用 い る こ と が で き る 他 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー と し て は ア デ ノ ウ イ ル ス が あ る
。 ア デ ノ ウ イ ル ス は 、 気 道 上 皮 に 遺 伝 子 を 送 達 さ せ る 手 段 と し て 特 に 魅 力 的 で あ る 。 ア デ
ノ ウ イ ル ス は 天 然 に は 気 道 上 皮 に 感 染 し 、 そ こ で 軽 度 の 疾 病 を 引 き 起 こ す 。 ア デ ノ ウ イ ル
ス を ベ ー ス と し た 送 達 系 の 他 の 標 的 は 、 肝 臓 、 中 枢 神 経 系 、 内 皮 細 胞 、 及 び 筋 肉 で あ る 。
ア デ ノ ウ イ ル ス に は 、 非 分 裂 細 胞 に 感 染 可 能 で あ る と い う 利 点 が あ る 。 Kozarsky and Wil
son, Current Opinion in Genetics and Development 3:499-503 (1993)に は 、 ア デ ノ ウ
イ ル ス に 基 づ く 遺 伝 子 治 療 の 概 要 が 述 べ ら れ て い る 。 Bout et al., Human Gene Therapy 
5:3-10 (1994) に は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い て ア カ ゲ ザ ル の 気 道 上 皮 に 遺 伝 子 を
伝 達 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 遺 伝 子 治 療 に お い て ア デ ノ ウ イ ル ス を 用 い る そ の 他 の 例 は
、 Rosenfeld et al., Science 252:431-434 (1991); Rosenfeld et al., Cell 68:143-15
5 (1992); Mastrangeli et al., J. Clin. Invest. 91:225-234 (1993); PCT 公 開  W094/
12649; 及 び Wang, et al., Gene Therapy 2:775-783 (1995) に も 見 出 す こ と が で き る 。
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好 ま し い 具 体 例 の 一 つ で は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 用 い ら れ て い る 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス (AAV)も 遺 伝 子 治 療 へ の 使 用 が 提 唱 さ れ て い る (Walsh et al., Proc
. Soc. Exp. Biol. Med. 204:289-300 (1993); 米 国 特 許 第 5,436,146号 )。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 遺 伝 子 治 療 の 他 の ア プ ロ ー チ は 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ン 酸
カ ル シ ウ ム を 介 す る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 又 は ウ イ ル ス 感 染 の よ う な 方 法 に よ っ て 、 遺
伝 子 を 組 織 培 養 に お け る 細 胞 に 伝 達 す る こ と を 包 含 す る 。 通 常 、 伝 達 方 法 に は 、 細 胞 へ の
選 択 マ ー カ ー の 伝 達 が 含 ま れ る 。 該 細 胞 は 次 い で 選 択 に 晒 さ れ 、 伝 達 さ れ た 遺 伝 子 を 取 り
込 ん で 発 現 し て い る 細 胞 が 同 定 さ れ る 。 そ れ ら の 細 胞 は 次 い で 患 者 に 送 達 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 こ の 具 体 例 で は 、 得 ら れ る 組 み 換 え 細 胞 を 生 体 内 に 投 与 す る 前 に 、 核 酸 が 細 胞 中 に 導 入
さ れ る 。 こ の よ う な 導 入 は こ の 分 野 で 公 知 の い ず れ の 方 法 に よ っ て も 行 な う こ と が で き 、
そ の 方 法 と し て は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク
シ ョ ン 、 該 核 酸 配 列 を 含 む ウ イ ル ス 又 は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ベ ク タ ー に よ る 感 染 、 細 胞 融
合 、 染 色 体 に よ る 遺 伝 子 導 入 、 微 小 核 体 に よ る 遺 伝 子 導 入 、 ス フ ェ ロ プ ラ ス ト 融 合 な ど が
挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 細 胞 中 へ の 外 来 遺 伝 子 の 導 入 に つ い て は 、 多 く の
技 術 が こ の 分 野 に お い て 知 ら れ て お り (例 え ば Loeffler and Behr, Meth. Enzymol. 217:5
99-618 (1993); Cohen et al., Meth. Enzymol. 217:618-644 (1993); Cline, Pharmac. 
Ther. 29:69-92m (1985)を 参 照 の こ と )、 レ シ ピ エ ン ト 細 胞 の 発 達 及 び 生 理 的 機 能 が 乱 さ
れ な い 限 り に お い て 、 本 発 明 に 従 い 、 該 技 術 を 用 い る こ と が で き る 。 該 核 酸 が 細 胞 に よ っ
て 発 現 可 能 と な り 、 好 ま し く は 遺 伝 性 で そ の 細 胞 後 代 に よ っ て も 発 現 可 能 と な る よ う に 、
該 技 術 は 細 胞 へ の 核 酸 の 安 定 し た 伝 達 を も た ら す も の で あ る べ き で あ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 得 ら れ る 組 み 換 え 細 胞 は 、 こ の 分 野 で 公 知 の 種 々 の 方 法 に よ っ て 患 者 に 送 達 す る こ と が
で き る 。 組 み 換 え 血 液 細 胞 (例 え ば 造 血 幹 又 は 前 駆 細 胞 )は 、 好 ま し く は 静 脈 内 投 与 さ れ る
。 使 用 に 想 定 さ れ る 細 胞 の 量 は 、 所 望 の 効 果 、 患 者 の 状 態 な ど に 依 存 し 、 当 業 者 に よ っ て
決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 遺 伝 子 治 療 の 目 的 で 核 酸 が 導 入 さ れ 得 る 細 胞 は 、 い か な る 所 望 の 、 利 用 可 能 な 細 胞 タ イ
プ を も 包 含 し 、 上 皮 細 胞 、 内 皮 細 胞 、 ケ ラ チ ノ サ イ ト 、 線 維 芽 細 胞 、 筋 肉 細 胞 、 肝 細 胞 ；
Tリ ン パ 球 、 Bリ ン パ 球 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 好 中 球 、 好 酸 球 、 巨 核 球 、 顆 粒 球 の よ う
な 血 液 細 胞 ； 種 々 の 幹 細 胞 又 は 前 駆 細 胞 、 特 に 例 え ば 骨 髄 、 臍 帯 血 、 末 梢 血 、 胎 児 肝 臓 か
ら 得 ら れ る 造 血 幹 又 は 前 駆 細 胞 な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 好 ま し い 具 体 例 の 一 つ で は 、 遺 伝 子 治 療 に 用 い ら れ る 細 胞 は 患 者 の 自 家 性 の も の で あ る
。 遺 伝 子 治 療 に 組 み 換 え 細 胞 が 用 い ら れ る 具 体 例 の 一 つ で は 、 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 配 列
が 細 胞 又 は そ の 後 代 に よ っ て 発 現 さ れ る よ う に 細 胞 中 に 導 入 さ れ 、 次 い で 治 療 効 果 の た め
に 生 体 内 に 該 組 み 換 え 細 胞 が 投 与 さ れ る 。 あ る 特 定 の 具 体 例 で は 、 幹 細 胞 又 は 前 駆 細 胞 が
用 い ら れ る 。 本 発 明 の こ の 具 体 例 に 従 い 、 イ ン ビ ト ロ で 単 離 及 び 維 持 す る こ と が で き る い
か な る 幹 細 胞 及 び ／ 又 は 前 駆 細 胞 を も 用 い る こ と が で き る 可 能 性 が あ る (例 え ば PCT公 開 WO
 94108598; Stemple and Anderson, Cell 71:973-985 (1992); Rheinwald, Meth. Cell B
io. 21A:229 (1980); 及 び Pittelkow and Scott, Mayo Clinic Proc. 61:771 (1986)を 参
照 の こ と )。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 あ る 特 定 の 具 体 例 で は 、 遺 伝 子 治 療 目 的 で 導 入 さ れ る べ き 核 酸 は 、 コ ー ド 領 域 と 動 作 的
に 連 結 し た 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー を 含 み 、 適 当 な 転 写 誘 導 剤 の 有 無 を 制 御 す る こ と に よ り 該
核 酸 の 発 現 を 制 御 で き る よ う に な っ て い る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
GPR91に 対 す る siRNAを 用 い た 治 療 処 置
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　 本 発 明 は さ ら に 、 RNA干 渉 (RNAi)に 基 づ く 療 法 で あ っ て 、 開 示 さ れ た １ 以 上 の 疾 病 、 疾
患 、 又 は 健 康 状 態 を 治 療 す る た め に 、 本 発 明 の 短 い RNA(siRNA)又 は siRNAを 発 現 す る DNA構
築 物 を 動 物 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 、 最 も 好 ま し く は ヒ ト で あ る 患 者 に 投 与 す る こ と を 含 む
療 法 (Nature 2001, 411:494; Target 2003, 2:42;FEBS 2002, 527:274)を 対 象 と す る 。 本
発 明 の 治 療 化 合 物 と し て は 、 本 発 明 の siRNA(こ こ に 記 載 さ れ る よ う に そ の 断 片 、 類 似 体 及
び 誘 導 体 も 包 含 す る )及 び 本 発 明 の siRNAに 相 同 な 核 酸 (こ こ に 記 載 さ れ る よ う に そ の 断 片
、 類 似 体 及 び 誘 導 体 並 び に 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗 体 も 包 含 す る )が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に
限 定 さ れ な い 。 本 発 明 の siRNAは 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 異 常 な 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 に
関 連 す る 疾 病 、 疾 患 又 は 健 康 状 態 を 治 療 、 抑 制 又 は 予 防 す る た め に 用 い る こ と が で き 、 該
疾 病 等 は こ こ に 記 載 さ れ る １ 以 上 の い か な る 疾 病 、 疾 患 、 又 は 健 康 状 態 を も 包 含 す る が 、
こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 異 常 な 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 に 関 連 す る 疾
病 、 疾 患 、 又 は 健 康 状 態 の 治 療 及 び ／ 又 は 予 防 と し て は 、 そ れ ら の 疾 病 、 疾 患 又 は 健 康 状
態 に 伴 う 症 状 を 軽 減 す る こ と が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 こ
こ に 記 載 さ れ る 通 り 又 は こ の 分 野 に お い て 公 知 の 通 り 、 薬 剤 的 に 許 容 さ れ る 組 成 物 中 に 提
供 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 本 発 明 の siRNAが 治 療 上 用 い ら れ 得 る 方 法 の 概 要 に は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 体
内 で 局 所 的 若 し く は 全 身 的 に 結 合 さ せ る こ と 、 又 は 例 え ば 補 体 に よ っ て (CDC)又 は エ フ ェ
ク タ ー 細 胞 に よ っ て 媒 介 さ れ る (ADCC)よ う に 、 該 siRNAの 直 接 的 な 細 胞 毒 性 に よ る こ と が
包 含 さ れ る 。 こ れ ら の ア プ ロ ー チ の 一 部 に つ い て は よ り 詳 細 に 後 述 す る 。 こ こ に 提 供 さ れ
る 教 示 に よ れ ば 、 当 業 者 は 過 度 の 実 験 を す る こ と な く 、 診 断 、 監 視 又 は 治 療 目 的 で 本 発 明
の siRNAを 使 用 す る 方 法 を 十 分 に 理 解 す る だ ろ う 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 本 発 明 の siRNAは 、 他 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 若 し く は キ メ ラ 抗 体 、 又 は 、 例 え ば 該 抗 体
と 相 互 作 用 す る エ フ ェ ク タ ー 細 胞 の 数 若 し く は 活 性 を 増 大 す る 働 き を す る リ ン フ ォ カ イ ン
若 し く は 造 血 成 長 因 子 (例 え ば IL-2, IL-3及 び IL-7)と 組 み 合 わ せ る こ と で 、 有 利 に 利 用 し
得 る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 本 発 明 の siRNAは 、 単 独 又 は 他 の タ イ プ の 治 療 処 置 (例 え ば 放 射 線 療 法 、 化 学 療 法 、 ホ ル
モ ン 療 法 、 免 疫 療 法 及 び 抗 腫 瘍 剤 )と 組 み 合 わ せ て 投 与 す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 患 者
の も の と 同 じ 種 で あ る 種 に 由 来 す る 又 は 種 反 応 性 (siRNAの 場 合 )の 産 物 を 投 与 す る こ と が
好 ま し い 。 従 っ て 、 好 ま し い 具 体 例 の 一 つ で は 、 治 療 又 は 予 防 の た め に 、 ヒ ト の 抗 体 、 断
片 誘 導 体 、 相 同 体 、 又 は 核 酸 が ヒ ト 患 者 に 投 与 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る siRNAは 、 動 物 に お け る ア レ ル ギ ー 反 応 を 抑 制 す る の に
有 用 で あ る 。 例 え ば 、 治 療 上 許 容 さ れ る 用 量 の 一 つ 若 し く は 複 数 の 本 発 明 の siRNA、 又 は
該 siRNAの カ ク テ ル を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 あ る い は 異 な る 供 給 源 由 来 の 他 の siRNAと 組
み 合 わ せ て 投 与 す る こ と に よ っ て 、 動 物 は 抗 原 に 対 し ア レ ル ギ ー 反 応 を 誘 発 し な く な り 得
る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 同 様 に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド で あ っ て 、 生 物 中 で ア レ ル ギ ー 応 答 及 び ／ 又 は 免 疫 応 答
を 誘 発 す る 可 能 性 の あ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る siRNAを コ ー ド す る 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ
し 、 該 生 物 を 前 記 siRNA遺 伝 子 で 形 質 転 換 し て 、 該 生 物 中 で (例 え ば 恒 常 的 に 、 誘 導 的 に 等
)発 現 さ せ る こ と が 想 起 さ れ 得 る 。 従 っ て 、 該 生 物 は 、 そ の よ う な 免 疫 ／ ア レ ル ギ ー 反 応
性 ポ リ ペ プ チ ド の 摂 取 又 は 存 在 に 起 因 す る ア レ ル ギ ー 応 答 に 対 し 、 有 効 に 抵 抗 性 と な る だ
ろ う 。 さ ら に 、 本 発 明 の siRNAの こ の よ う な 使 用 は 、 自 己 免 疫 性 の 疾 病 及 び ／ 又 は 疾 患 を
予 防 及 び ／ 又 は 寛 解 さ せ る 場 合 に 特 に 実 用 的 で あ り 得 る 。 な ぜ な ら 、 そ の よ う な 健 康 状 態
は 典 型 的 に は 内 生 タ ン パ ク 質 に 対 す る siRNAに 起 因 し て い る か ら で あ る 。 例 え ば 、 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド が 自 己 抗 原 に 対 す る 免 疫 応 答 の 調 節 に 関 与 し て い る 場 合 に は 、 こ こ に 開 示
さ れ る 又 は こ の 分 野 に お い て 公 知 の そ の 他 の プ ロ モ ー タ ー で あ っ て 、 さ ら に 、 本 発 明 の ポ
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リ ペ プ チ ド に 対 す る siRNAを コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る プ ロ モ ー タ ー で あ る 、
い ず れ か の プ ロ モ ー タ ー を 含 む 構 築 物 で 生 物 及 び ／ 又 は 個 体 を 形 質 転 換 す る こ と に よ り 、
該 生 物 の 免 疫 系 が 自 己 抗 原 に 対 し て 免 疫 応 答 を 誘 発 す る こ と を 効 果 的 に 防 ぐ こ と が で き る
。 本 発 明 の 治 療 及 び ／ 又 は 遺 伝 子 治 療 へ の 応 用 に つ い て の 詳 細 な 説 明 は 、 こ の 中 の 他 の 場
所 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
siRNAに 基 づ く 遺 伝 子 治 療
　 あ る 特 定 の 具 体 例 で は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 異 常 な 発 現 及 び ／ 又 は 活 性 に 関 連 す る
疾 病 又 は 疾 患 を 治 療 、 抑 制 又 は 予 防 す る た め に 、 遺 伝 子 治 療 と し て 、 siRNA又 は そ の 機 能
的 な 誘 導 体 を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 核 酸 が 投 与 さ れ る 。 遺 伝 子 治 療 と は 、 被 験 者 に 対 し 発
現 さ れ た 又 は 発 現 し う る 核 酸 を 投 与 す る こ と に よ り 行 わ れ る 治 療 の こ と で あ る 。 本 発 明 の
こ の 具 体 例 で は 、 該 核 酸 は 治 療 効 果 を 媒 介 す る コ ー ド タ ン パ ク 質 を 生 産 す る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 本 発 明 に 従 い 、 こ の 分 野 で 利 用 で き る 遺 伝 子 治 療 の た め の い か な る 方 法 も 用 い る こ と が
で き る 。 典 型 的 な 方 法 に つ い て は 後 述 す る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 遺 伝 子 治 療 の 方 法 の 一 般 的 な 概 要 に つ い て は 、 Goldspiel et al., Clinical Pharmacy 
12:488-505 (1993); Wu and Wu, Biotherapy 3:87-95 (1991); Tolstoshev, Ann. Rev. P
harmacol. Toxicol. 32:573-596 (1993); Mulligan, Science 260:926-932 (1993); and 
Morgan and Anderson, Ann. Rev. Biochem. 62:191-217 (1993); May, TIBTECH 11(5):15
5-215 (1993). Methods commonly known in the art of recombinant DNA technology wh
ich can be used are described in Ausubel et al. (eds.), Current Protocols in Mol
ecular Biology, John Wiley & Sons, NY (1993); 及 び Kriegler, Gene Transfer and Ex
pression, A Laboratory Manual, Stockton Press, NY (1990)を 参 照 の こ と 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 好 ま し い 局 面 の 一 つ で は 、 化 合 物 は siRNAを コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 み 、 前 記 核 酸 配 列
は 、 適 当 な 宿 主 中 に お い て 該 抗 体 又 は そ の 断 片 若 し く は キ メ ラ タ ン パ ク 質 若 し く は 重 鎖 若
し く は 軽 鎖 を 発 現 す る 発 現 ベ ク タ ー の 一 部 と な っ て い る 。 特 に 、 こ の よ う な 核 酸 配 列 は 、
抗 体 コ ー ド 領 域 と 動 作 的 に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー を 有 し 、 前 記 プ ロ モ ー タ ー は 誘 導 的 又 は
恒 常 的 で あ っ て 、 任 意 で 組 織 特 異 的 で あ る 。 他 の 特 定 の 具 体 例 で は 核 酸 分 子 が 用 い ら れ 、
こ の 場 合 で は 抗 体 コ ー ド 配 列 及 び そ の 他 所 望 の 配 列 が ゲ ノ ム 中 の 所 望 の 部 位 で の 相 同 組 換
え を 促 進 す る 領 域 と 隣 接 し て お り 、 従 っ て 抗 体 コ ー ド 核 酸 の 染 色 体 内 発 現 が 引 き 起 こ さ れ
る (Koller and Smithies, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:8932-8935 (1989); Zijlstra
 et al., Nature 342:435-438 (1989)。 あ る 特 定 の 具 体 例 で は 、 発 現 さ れ る 抗 体 分 子 は 一
本 鎖 抗 体 で あ り ； あ る い は 、 該 核 酸 配 列 は 、 該 抗 体 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 両 者 、 又 は そ の 断 片
を コ ー ド す る 配 列 を 含 む 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 患 者 へ の 核 酸 の 送 達 は 、 直 接 的 又 は 間 接 的 に 行 な う こ と が で き 、 直 接 的 に 行 な う 場 合 で
は 患 者 は 該 核 酸 又 は 核 酸 含 有 ベ ク タ ー に 直 接 曝 露 さ れ 、 間 接 的 に 行 な う 場 合 で は 、 初 め に
細 胞 が イ ン ビ ト ロ に お い て 該 核 酸 配 列 で 形 質 転 換 さ れ 、 次 い で 患 者 中 に 移 植 さ れ る 。 こ れ
ら の 二 通 り の 方 法 は 、 そ れ ぞ れ 生 体 内 又 は 生 体 外 遺 伝 子 治 療 と し て 知 ら れ て い る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 あ る 特 定 の 具 体 例 で は 、 核 酸 配 列 は 直 接 生 体 内 に 投 与 さ れ 、 そ こ で 核 酸 が 発 現 し て コ ー
ド す る 産 物 を 生 産 す る 。 こ れ は こ の 分 野 で 知 ら れ た 多 く の 方 法 の い ず れ に よ っ て も 達 成 す
る こ と が で き 、 例 え ば 、 欠 損 若 し く は 弱 毒 レ ト ロ ウ イ ル ス 又 は そ の 他 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー
を 用 い た 感 染 に よ っ て (米 国 特 許 第 4,980,286号 を 参 照 の こ と )、 又 は 裸 の DNAの 直 接 注 入 に
よ っ て 、 又 は 微 粒 子 照 射 (例 え ば 遺 伝 子 銃 ； Biolistic, Dupont)を 用 い て 、 又 は 脂 質 若 し
く は 細 胞 表 面 受 容 体 若 し く は ト ラ ン ス フ ェ ク ト 試 薬 で 被 覆 す る こ と 、 リ ポ ソ ー ム 、 微 粒 子
、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 中 へ 封 入 す る こ と に よ っ て 、 又 は 核 内 に 入 る こ と が 知 ら れ て い る ペ プ
チ ド に 連 結 さ せ て 投 与 す る こ と に よ っ て 、 受 容 体 媒 介 性 エ ン ド サ イ ト ー シ ス を 受 け や す い
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リ ガ ン ド に 連 結 さ せ て 投 与 す る こ と に よ っ て (例 え ば Wu and Wu, J. Biol. Chem ... 262:
4429-4432 (1987)を 参 照 の こ と ) (該 受 容 体 を 特 異 的 に 発 現 す る タ イ プ の 標 的 細 胞 に 対 し
て 用 い る こ と が で き る )等 、 そ れ ら を 適 当 な 核 酸 発 現 ベ ク タ ー の 一 部 と し て 構 築 し 、 そ れ
ら が 細 胞 内 の も の と な る よ う に そ れ を 投 与 す る こ と に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 他 の
具 体 例 で は 、 核 酸 ‐ リ ガ ン ド 複 合 体 が 形 成 さ れ 、 こ の 場 合 で は 該 リ ガ ン ド は エ ン ド ソ ー ム
を 崩 壊 さ せ る た め に 融 合 性 ウ イ ル ス ペ プ チ ド を 含 み 、 該 核 酸 が リ ソ ソ ー ム の 分 解 を 回 避 で
き る よ う に な っ て い る 。 さ ら に 他 の 具 体 例 で は 、 該 核 酸 は 、 特 異 的 受 容 体 を 標 的 と す る こ
と に よ り 、 生 体 内 で 細 胞 特 異 的 な 取 り 込 み 及 び 発 現 の 標 的 と さ れ 得 る (PCT公 開 WO 92/0618
0; WO 92/22635; W092/20316; W093/14188, WO 93/20221を 参 照 の こ と )。 あ る い は 、 該 核
酸 は 、 発 現 さ せ る た め に 細 胞 内 に 導 入 さ れ 、 相 同 組 換 え に よ り 宿 主 細 胞 DNA中 に 組 み 込 ま
れ 得 る (Koller and Smithies, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:8932-8935 (1989); Zijl
stra et al., Nature 342:435-438 (1989))。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 あ る 特 定 の 具 体 例 で は 、 本 発 明 の siRNAを コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む ウ イ ル ス ベ ク タ ー
が 用 い ら れ る 。 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 用 い ら れ 得 る (Miller et al., Meth. 
Enzymol. 217:581-599 (1993)を 参 照 の こ と )。 こ れ ら の レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 ウ イ
ル ス ゲ ノ ム の 正 し い パ ッ ケ ー ジ ン グ 及 び 宿 主 細 胞 DNA中 へ の 組 み 込 み に 必 要 な 成 分 を 含 む
。 遺 伝 子 治 療 に 用 い ら れ る べ き 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 、 患 者 体 内 へ の 該 遺 伝 子 の 送
達 を 容 易 に す る １ 以 上 の ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー ン 化 さ れ る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス に 関 す る 詳 細 は
Boesen et al., Biotherapy 6:291-302 (1994)中 に 見 出 す こ と が で き 、 こ れ に は 、 レ ト ロ
ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い て mdrl遺 伝 子 を 造 血 幹 細 胞 に 送 達 さ せ 、 該 幹 細 胞 を 化 学 療 法 に 対
し よ り 抵 抗 性 に す る こ と が 記 載 さ れ て い る 。 遺 伝 子 治 療 に お け る レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー
の 使 用 を 例 示 す る 他 の 文 献 は ： Clowes et al., J. Clin. Invest. 93:644-651 (1994); K
iem et al., Blood 83:1467-1473 (1994); Salmons and Gunzberg, Human Gene Therapy 
4:129-141 (1993); 及 び Grossman and Wilson, Curr. Opin. in Genetics and Devel. 3:
110-114 (1993)で あ る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 遺 伝 子 治 療 で 用 い る こ と が で き る 他 の ウ イ ル ス ベ ク タ ー と し て は ア デ ノ ウ イ ル ス が あ る
。 ア デ ノ ウ イ ル ス は 、 気 道 上 皮 に 遺 伝 子 を 送 達 さ せ る 手 段 と し て 特 に 魅 力 的 で あ る 。 ア デ
ノ ウ イ ル ス は 天 然 に は 気 道 上 皮 に 感 染 し 、 そ こ で 軽 度 の 疾 病 を 引 き 起 こ す 。 ア デ ノ ウ イ ル
ス を ベ ー ス と し た 送 達 系 の 他 の 標 的 は 、 肝 臓 、 中 枢 神 経 系 、 内 皮 細 胞 、 及 び 筋 肉 で あ る 。
ア デ ノ ウ イ ル ス に は 、 非 分 裂 細 胞 に 感 染 可 能 で あ る と い う 利 点 が あ る 。 Kozarsky and Wil
son, Current Opinion in Genetics and Development 3:499-503 (1993)に は 、 ア デ ノ ウ
イ ル ス に 基 づ く 遺 伝 子 治 療 の 概 要 が 述 べ ら れ て い る 。 Bout et al., Human Gene Therapy 
5:3-10 (1994) に は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い て ア カ ゲ ザ ル の 気 道 上 皮 に 遺 伝 子 を
伝 達 す る こ と が 示 さ れ て い る 。 遺 伝 子 治 療 に お い て ア デ ノ ウ イ ル ス を 用 い る そ の 他 の 例 は
、 Rosenfeld et al., Science 252:431-434 (1991); Rosenfeld et al., Cell 68:143-15
5 (1992); Mastrangeli et al., J. Clin. Invest. 91:225-234 (1993); PCT公 開 W094/12
649; 及 び Wang, et al., Gene Therapy 2:775-783 (1995)に も 見 出 す こ と が で き る 。 好 ま
し い 具 体 例 の 一 つ で は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 用 い ら れ て い る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス (AAV)も 遺 伝 子 治 療 へ の 使 用 が 提 唱 さ れ て い る (Walsh et al., Proc
. Soc. Exp. Biol. Med. 204:289-300 (1993); 米 国 特 許 第 5,436,146号 )。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 遺 伝 子 治 療 の 他 の ア プ ロ ー チ は 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ン 酸
カ ル シ ウ ム を 介 す る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 又 は ウ イ ル ス 感 染 の よ う な 方 法 に よ っ て 、 遺
伝 子 を 組 織 培 養 に お け る 細 胞 に 伝 達 す る こ と を 包 含 す る 。 通 常 、 伝 達 方 法 に は 、 細 胞 へ の
選 択 マ ー カ ー の 伝 達 が 含 ま れ る 。 該 細 胞 は 次 い で 選 択 に 晒 さ れ 、 伝 達 さ れ た 遺 伝 子 を 取 り
込 ん で 発 現 し て い る 細 胞 が 同 定 さ れ る 。 そ れ ら の 細 胞 は 次 い で 患 者 に 送 達 さ れ る 。
【 ０ ２ １ ７ 】

10

20

30

40

50

(46) JP 2007-526747 A 2007.9.20



　 こ の 具 体 例 で は 、 得 ら れ る 組 み 換 え 細 胞 を 生 体 内 に 投 与 す る 前 に 、 核 酸 が 細 胞 中 に 導 入
さ れ る 。 こ の よ う な 導 入 は こ の 分 野 で 公 知 の い ず れ の 方 法 に よ っ て も 行 な う こ と が で き 、
そ の 方 法 と し て は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク
シ ョ ン 、 該 核 酸 配 列 を 含 む ウ イ ル ス 又 は バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ベ ク タ ー に よ る 感 染 、 細 胞 融
合 、 染 色 体 に よ る 遺 伝 子 導 入 、 微 小 核 体 に よ る 遺 伝 子 導 入 、 ス フ ェ ロ プ ラ ス ト 融 合 な ど が
挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 細 胞 中 へ の 外 来 遺 伝 子 の 導 入 に つ い て は 、 多 く の
技 術 が こ の 分 野 に お い て 知 ら れ て お り (例 え ば Loeffler and Behr, Meth. Enzymol. 217:5
99-618 (1993); Cohen et al., Meth. Enzymol. 217:618-644 (1993); Cline, Pharmac. 
Ther. 29:69-92m (1985)を 参 照 の こ と )、 レ シ ピ エ ン ト 細 胞 の 発 達 及 び 生 理 的 機 能 が 乱 さ
れ な い 限 り に お い て 、 本 発 明 に 従 い 、 該 技 術 を 用 い る こ と が で き る 。 該 核 酸 が 細 胞 に よ っ
て 発 現 可 能 と な り 、 好 ま し く は 遺 伝 性 で そ の 細 胞 後 代 に よ っ て も 発 現 可 能 と な る よ う に 、
該 技 術 は 細 胞 へ の 核 酸 の 安 定 し た 伝 達 を も た ら す も の で あ る べ き で あ る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 得 ら れ る 組 み 換 え 細 胞 は 、 こ の 分 野 で 公 知 の 種 々 の 方 法 に よ っ て 患 者 に 送 達 す る こ と が
で き る 。 組 み 換 え 血 液 細 胞 (例 え ば 造 血 幹 又 は 前 駆 細 胞 )は 、 好 ま し く は 静 脈 内 投 与 さ れ る
。 使 用 に 想 定 さ れ る 細 胞 の 量 は 、 所 望 の 効 果 、 患 者 の 状 態 な ど に 依 存 し 、 当 業 者 に よ っ て
決 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 遺 伝 子 治 療 の 目 的 で 核 酸 が 導 入 さ れ 得 る 細 胞 は 、 い か な る 所 望 の 、 利 用 可 能 な 細 胞 タ イ
プ を も 包 含 し 、 上 皮 細 胞 、 内 皮 細 胞 、 ケ ラ チ ノ サ イ ト 、 線 維 芽 細 胞 、 筋 肉 細 胞 、 肝 細 胞 ；
Tリ ン パ 球 、 Bリ ン パ 球 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 好 中 球 、 好 酸 球 、 巨 核 球 、 顆 粒 球 の よ う
な 血 液 細 胞 ； 種 々 の 幹 細 胞 又 は 前 駆 細 胞 、 特 に 例 え ば 骨 髄 、 臍 帯 血 、 末 梢 血 、 胎 児 肝 臓 か
ら 得 ら れ る 造 血 幹 又 は 前 駆 細 胞 な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 好 ま し い 具 体 例 の 一 つ で は 、 遺 伝 子 治 療 に 用 い ら れ る 細 胞 は 患 者 の 自 家 性 の も の で あ る
。 遺 伝 子 治 療 に 組 み 換 え 細 胞 が 用 い ら れ る 具 体 例 の 一 つ で は 、 siRNAを コ ー ド す る 核 酸 配
列 が 細 胞 又 は そ の 後 代 に よ っ て 発 現 さ れ る よ う に 細 胞 中 に 導 入 さ れ 、 次 い で 治 療 効 果 の た
め に 生 体 内 に 該 組 み 換 え 細 胞 が 投 与 さ れ る 。 あ る 特 定 の 具 体 例 で は 、 幹 細 胞 又 は 前 駆 細 胞
が 用 い ら れ る 。 本 発 明 の こ の 具 体 例 に 従 い 、 イ ン ビ ト ロ で 単 離 及 び 維 持 す る こ と が で き る
い か な る 幹 細 胞 及 び ／ 又 は 前 駆 細 胞 を も 用 い る こ と が で き る 可 能 性 が あ る (例 え ば PCT公 開
WO 94/08598; Stemple and Anderson, Cell 71:973-985 (1992); Rheinwald, Meth. Cell
 Bio. 21A:229 (1980); 及 び Pittelkow and Scott, Mayo Clinic Proc. 61:771 (1986)を
参 照 の こ と )。
【 ０ ２ ２ １ 】
ノ ッ ク ア ウ ト 動 物
　 他 の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 内 生 の GPR91受 容 体 タ ン パ ク 質 に ヘ テ ロ 接 合 又 は ホ モ 接 合 の
破 損 を 有 す る ゲ ノ ム を 含 み 、 生 物 学 的 に 機 能 的 な GPR91受 容 体 タ ン パ ク 質 の 発 現 が 抑 制 又
は 妨 害 さ れ て い る ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の ノ ッ ク ア ウ ト 動 物
は 、 内 生 の GPR91受 容 体 遺 伝 子 中 に ホ モ 接 合 の 破 損 を 有 す る 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の ノ ッ
ク ア ウ ト 動 物 は マ ウ ス で あ る 。 該 ノ ッ ク ア ウ ト 動 物 は 、 当 業 者 に 公 知 の 技 術 を 用 い て 容 易
に 作 製 す る こ と が で き る 。 遺 伝 子 破 壊 は 、 ポ リ ペ プ チ ド コ ー ド 配 列 の い ず れ か の 部 分 中 に
停 止 コ ド ン を 導 入 し て 生 物 学 的 に 不 活 性 の ポ リ ペ プ チ ド を 生 じ さ せ る こ と 、 プ ロ モ ー タ ー
又 は 他 の 制 御 配 列 中 に 変 異 を 導 入 し て ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 抑 制 又 は 妨 害 す る こ と 、 外 来
配 列 を 該 遺 伝 子 中 に 挿 入 し 該 遺 伝 子 を 不 活 化 さ せ る こ と 、 及 び 該 遺 伝 子 か ら 配 列 を 欠 失 さ
せ る こ と を 包 含 す る 幾 通 り か の 方 法 で 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 哺 乳 動 物 生 殖 系 列 中 に 特 異 的 な DNA配 列 を 導 入 し 、 各 後 代 へ の こ れ ら の 配 列 (導 入 遺 伝 子
)の 安 定 し た 伝 達 を 達 成 す る た め の 幾 通 り か の 技 術 が 利 用 可 能 で あ る 。 最 も 一 般 的 に 用 い
ら れ る 技 術 は 、 受 精 卵 母 細 胞 の 前 核 中 へ の DNAの 直 接 的 な マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン で あ
る 。 こ れ ら の 卵 母 細 胞 に 由 来 す る マ ウ ス 又 は 他 の 動 物 は 約 １ ０ な い し ２ ０ ％ の 頻 度 で ト ラ
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ン ス ジ ェ ニ ッ ク 創 始 者 と な り 、 該 創 始 者 は 育 種 を 経 て 異 な る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 系
統 を 生 じ る 。 特 に マ ウ ス の よ う な 動 物 で 、 胚 操 作 及 び マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン を 経 て ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 産 生 す る 方 法 は 、 例 え ば 米 国 特 許 第 4,736,866号 , 第 4,870,009号
, 及 び 第 4,873,191号 並 び に Hogan, B., Manipulating the Mouse Embryo, (Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1986)に あ る よ う に 、 こ の 分 野 で
常 法 と な っ て き て い る 。 他 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 産 生 の た め に 、 同 様 な 方 法 が 用 い
ら れ る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 胚 性 幹 細 胞 (「 ES細 胞 」 )技 術 を 用 い て 、 特 異 的 に 欠 失 し た 遺 伝 子 を 有 す る ノ ッ ク ア ウ ト
マ ウ ス (及 び 他 の 動 物 )を 作 り 出 す こ と が で き る 。 イ ン ビ ト ロ で 培 養 し 遺 伝 子 改 変 す る こ と
が で き る 全 能 性 の 胚 性 幹 細 胞 は 、 マ ウ ス 胚 と 凝 集 さ れ 又 は マ ウ ス 胚 中 に 注 入 さ れ 、 子 孫 に
該 遺 伝 的 改 変 を 伝 達 す る こ と が で き る キ メ ラ マ ウ ス を 生 み 出 す 。 定 方 向 の 育 種 を 経 て 、 こ
の 遺 伝 子 を 欠 失 し た マ ウ ス を 得 る こ と が で き る 。 幾 通 り か の 他 の 方 法 を 利 用 し て 遺 伝 子 改
変 動 物 を 産 生 す る こ と も で き 、 例 え ば 、 細 胞 質 内 精 子 注 入 法 (ICSI)を 用 い て ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク マ ウ ス を 産 生 す る こ と が で き る 。 こ の 方 法 で は 、 未 受 精 の 卵 母 細 胞 の 細 胞 質 中 に 精
母 細 胞 の 頭 部 を マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン し 、 卵 母 細 胞 の 受 精 及 び 次 い で 起 こ る 着 床 前 胚
の 適 切 な 卵 割 の 活 性 化 を 誘 発 す る こ と が 必 要 と さ れ る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た マ ウ ス 胚
は 、 偽 妊 娠 し た 受 容 雌 に 移 植 さ れ る 。 該 雌 は 同 腹 の マ ウ ス を 産 む だ ろ う 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ
ッ ク マ ウ ス 産 生 に 適 用 さ れ る ICSIで は 、 精 子 又 は 精 母 細 胞 の 頭 部 懸 濁 液 が 所 望 の DNA分 子 (
導 入 遺 伝 子 )を 含 む 溶 液 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 こ れ ら は 、 ひ と た び マ イ ク ロ イ ン
ジ ェ ク シ ョ ン さ れ れ ば 外 来 DNAの 担 体 媒 体 と し て 働 く 精 子 と 相 互 作 用 す る 。 い っ た ん 卵 母
細 胞 の 内 部 に 入 れ ば 、 該 DNAは ゲ ノ ム 中 に 組 み 込 ま れ 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 生 じ
る 。 こ の 方 法 は 、 従 来 の 前 核 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン プ ロ ト コ ル を 用 い て 今 ま で 得 ら れ
た 収 率 よ り も ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 収 率 が 高 い (８ ０ ％ 以 上 )。
【 実 施 例 】
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 本 発 明 を 以 下 の 具 体 例 に よ り さ ら に 例 示 す る 。 も っ と も 、 こ れ ら の 実 施 例 は 、 単 に 例 示
の た め に 記 載 す る も の で あ り 、 他 に 断 り が な い 限 り 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る こ と を 意 図 す
る も の で は な い 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
実 施 例 １
マ ス ト 細 胞 差 次 的 に 発 現 さ れ る GPR91の 同 定
　 マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 を 用 い て 、 マ ス ト 細 胞 、 THP1及 び PBMC間 で 遺 伝 子 発 現 の 定 量 的 比 較
を 行 な い 、 THP1及 び PMBCと 比 較 し て マ ス ト 細 胞 中 で 優 先 的 に 発 現 (＞ 2.5倍 )し て い る 遺 伝
子 を 同 定 し た 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 20% FBS (Sigma-Aldrich, ミ ズ ー リ 州 St. Louis)、 2 mM L-グ ル タ ミ ン 、 50μ M 2-ME, 1
00 U/mlペ ニ シ リ ン 、 100μ g/mlス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 1μ g/ml ゲ ン タ マ イ シ ン 、 80 ng/ml
 SCF、 50 ng/ml IL-6及 び 5 ng/ml IL-10を 添 加 し た RPMI1640 (Invitrogen) か ら な る 培 地
中 で 、 ヒ ト 臍 帯 血 CD34＋ 細 胞 (Bio-Whittaker, メ リ ー ラ ン ド 州 Walkersville)を 9週 ま で 培
養 し た 。 細 胞 懸 濁 液 を 5 X 10 5 個 /mlの 濃 度 で 接 種 し 、 サ イ ト カ イ ン 添 加 培 地 を 週 １ 回 交 換
し た 。 組 み 換 え ヒ ト IgEを 用 い て IgE架 橋 実 験 を 行 な っ た 。 他 の 細 胞 株 は ATCCの 推 奨 に 従 っ
て 培 養 し た 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 CD14及 び CD15発 現 細 胞 に 対 し 免 疫 磁 気 ビ ー ズ (Dynal)を 用 い て 細 胞 を 枯 渇 さ せ 、 ８ 週 目
に 残 存 す る 細 胞 を 収 集 し た 。 PBMC細 胞 は 、 ア マ シ ャ ム の Ficoll-Paqueリ ン パ 球 単 離 方 法 に
基 づ き 、 勾 配 遠 心 分 離 に よ っ て 健 全 ド ナ ー 血 か ら 単 離 し た 。 ヒ ト THP1細 胞 は 10％ FBSを 含
む RPMI1640培 地 中 で 培 養 し た 。 製 造 者 の 指 示 書 に 従 い 、 Qiagen Total RNA isolation kit
を 用 い て こ れ ら の 細 胞 タ イ プ の そ れ ぞ れ か ら RNAを 単 離 し た 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
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　 Affymetrixの 発 現 ア ッ セ イ サ ー ビ ス を 用 い て 、 GeneChip発 現 解 析 を 行 な っ た 。 Affymetr
icの ス タ ン ダ ー ド ア レ イ (GeneChip Human Genome U133セ ッ ト )は 、 33,000個 の ヒ ト 遺 伝 子
よ り も 多 い 39,000個 以 上 の 転 写 変 異 体 を 網 羅 す る 、 100万 個 以 上 の ユ ニ ー ク な オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を 含 む 2つ の マ イ ク ロ ア レ イ か ら な る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 マ ス ト 細 胞 、 THP-1、 及 び PBMC培 養 物 の そ れ ぞ れ か ら 得 ら れ た 高 品 位 の 全 RNAを 用 い て ビ
オ チ ン 標 識 cRNAを 得 た 。 該 全 RNA試 料 中 に 存 在 す る ポ リ (A)RNAを 用 い て 逆 転 写 に よ り 一 本
鎖 cDNAを 合 成 し 、 次 い で 二 本 鎖 cDNAに 変 換 し た 。 ビ オ チ ン 化 UTP及 び CTPの 存 在 下 で イ ン ビ
ト ロ 転 写 反 応 を 行 な い 、 ビ オ チ ン 標 識 cRNAを 生 産 し た 。 次 い で 熱 及 び Mg２ ＋ の 存 在 下 で cR
NAを 断 片 化 し た 。 標 的 品 位 及 び 標 識 効 率 を 評 価 す る た め 、 各 細 胞 タ イ プ 由 来 の 断 片 化 cRNA
を テ ス ト ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 次 い で 該 テ ス ト ア レ イ を 洗 浄 し 、 ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン ‐ フ ィ コ エ リ ト リ ン で 染 色 し 、 GeneArrayス キ ャ ナ ー を 用 い て 走 査 し た 。 ハ ウ ス キ ー
ピ ン グ 遺 伝 子 の 3'/5'比 、 ス パ イ ク コ ン ト ロ ー ル cRNA配 列 、 ノ イ ズ (Q値 )、 ス ケ ー リ ン グ フ
ァ ク タ ー な ど の よ う な ク オ リ テ ィ ー コ ン ト ロ ー ル パ ラ メ ー タ を 用 い て 画 像 を 解 析 し た 。 評
価 後 、 cRNAを 45℃ に て 16時 間 、 U133ス タ ン ダ ー ド ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 次 い で 該
ア レ イ を 洗 浄 し 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ‐ フ ィ コ エ リ ト リ ン で 染 色 し 、 GeneArrayス キ ャ ナ
ー を 用 い て 走 査 し た 。 Affymetrix MAS 5.0ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 黒 白 画 像 か ら 得 ら れ た 発
現 デ ー タ を 抽 出 し 、 ア レ イ 上 の 各 転 写 物 に つ い て 、 統 計 的 ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 量 的 な 値
(シ グ ナ ル 強 度 )及 び 質 的 な 値 (存 在 す る か 否 か )を 算 出 し た 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 マ ス ト 細 胞 、 PBMC及 び THP-1細 胞 間 で の ヒ ト GeneChipマ イ ク ロ ア レ イ デ ー タ の 比 較 分 析
に よ り 、 機 能 未 知 の Gタ ン パ ク 質 結 合 受 容 体 (GPCR)が イ ン ビ ト ロ 培 養 さ れ た 初 代 マ ス ト 細
胞 中 で 高 発 現 し て い る が 、 PBMC及 び HTP-1細 胞 中 で は 低 レ ベ ル で し か 発 現 し て い な い と い
う こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 デ ー タ ベ ー ス 比 較 に よ り 、 こ の GPCR(GenBank accession no. NM 348078, BC030948, AF
348078, AC068647 及 び 他 の 相 同 配 列 )が  GPR91と 名 付 け ら れ た こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 公 共 の GenBankデ ー タ ベ ー ス に 対 す る BLAST配 列 相 同 性 検 索 に よ り 、 GPR91は P2Yプ リ ン 受
容 体 、 GPR80(GPR99)、 及 び シ ス テ イ ニ ル ロ イ コ ト リ エ ン 受 容 体 に 対 す る 有 意 な 相 同 性 を 有
す る こ と が 明 ら か と な っ た 。 例 え ば 、 コ ン ピ ュ ー タ ア ル ゴ リ ズ ム DNAStarを 用 い た ペ ア ワ
イ ズ 比 較 に よ り 、 GPR91は GPR80に 対 し 37.3%の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 、 P2Y受 容 体 フ ァ ミ リ
ー の 6つ の 公 知 の メ ン バ ー に 対 し 29.9%な い し 35.7%の ア ミ ノ 酸 配 列 同 一 性 を 、 そ し て シ ス
テ イ ニ ル ロ イ コ ト リ エ ン 受 容 体 CysLT1及 び CysLT2に 対 し て も 29.3%な い し 31.6%の 配 列 同 一
性 を 有 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 Gタ ン パ ク 質 に 対 す る GPR91の 結 合 特 異 性 予 測 に よ り 、 そ
れ は Gα q/11サ ブ タ イ プ と の 相 互 作 用 に 関 与 す る 可 能 性 が 最 も 高 い こ と が 示 さ れ た 。 こ の
予 測 は 、 受 容 体 ‐ Gタ ン パ ク 質 相 互 作 用 の 特 異 性 が 受 容 体 の 細 胞 内 ド メ イ ン に よ っ て 制 御
さ れ て い る と い う 知 見 に 基 づ い た 。 特 定 の 機 能 ク ラ ス の Gタ ン パ ク 質 と の 結 合 に 関 し 特 異
的 な GPCR配 列 の 細 胞 内 ド メ イ ン 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 の パ タ ー ン を 発 見 す る た め 、 パ タ ー ン 発
見 と 膜 ト ポ ロ ジ ー 予 測 を 組 み 合 わ せ た デ ー タ マ イ ニ ン グ ア プ ロ ー チ を 用 い た 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
実 施 例 ２
GPR91 mRNA発 現 の リ ア ル タ イ ム 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ 解 析
　 Primer Express 2.0 (Applied Biosystems, Inc.)を 用 い た 選 択 に 従 い 、 GPR91ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 か ら ２ つ の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー ：
5'TACTGCTCTGCCCCTTGAAAA-3' (配 列 番 号 ４ ) 及 び  
5'ACCACTGCCATGATGACCAA-3' (配 列 番 号 ５ ),
を 合 成 し 、 次 い で こ れ を 用 い て GPR91の 発 現 を モ ニ タ ー し た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 リ ア ル タ イ ム 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ は 、 製 造 者 の 指 示 書 に 従 い 、 CYBRグ リ ー ン 試 薬 を 用 い て ABI Pr
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ism 7900 (Applied Biosystems, Inc.)に よ り 行 な っ た 。 全 RNAを 単 離 し 、 以 下 に 挙 げ る 細
胞 中 の GPR91 mRNAレ ベ ル を 測 定 し た ： Daudi (バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 由 来 の Bリ ン パ 芽 球 細 胞
株 、 ATCC No. CCL-213), THP-1 (単 球 性 白 血 病 細 胞 株 、 ATCC No. TIB202), HMC-1, (マ ス
ト 細 胞 株 ); 末 梢 血 単 核 球  (PBMC); 初 代 単 球 ; 初 代 B細 胞 ; 初 代 好 中 球 ; 第 ８ － ９ 週 の イ
ン ビ ト ロ 培 養 マ ス ト 細 胞 。 脳 、 心 臓 、 腎 臓 、 肝 臓 、 肺 、 脾 臓 、 胸 腺 及 び 気 管 由 来 の 第 一 鎖
cDNAは DB Bioscience Clontech (Palo Alto, CA)か ら 得 た 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 上 記 し た 細 胞 由 来 の RNAそ れ ぞ れ の 等 量 を 逆 転 写 反 応 に 用 い て 第 一 鎖 cDNAを 生 成 し 、 こ
れ を 定 量 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 の 鋳 型 と し て 用 い て 閾 値 増 幅 サ イ ク ル (C t )を 得 た 。 該 C t は 18S RNA由
来 の コ ン ト ロ ー ル Cｔ を 用 い て 標 準 化 し 、 Δ C t を 得 た 。 異 な る 細 胞 及 び 組 織 に お け る GPR91
の 遺 伝 子 発 現 の 相 対 レ ベ ル を 比 較 す る た め 、 最 も 低 い 発 現 レ ベ ル を ベ ー ス と し て 用 い る こ
と に よ り Δ Δ C t 値 を 算 出 し 、 次 い で こ れ を 相 対 的 な 発 現 の 差 の 値 に 変 換 し た 。 定 量 RT-PCR
解 析 に よ り 、 GPR91 mRNAは ヒ ト マ ス ト 細 胞 中 で 最 も 高 い レ ベ ル で 発 現 し て お り 、 腎 臓 、 脾
臓 、 THP-1、 及 び PBMC中 で は 中 程 度 の レ ベ ル で 発 現 し て い る こ と が 示 さ れ た (表 １ )。
【 ０ ２ ３ ６ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ７ 】
実 施 例 ３
GPR91の 発 現 構 築 物
　 PCRに よ り マ ス ト 細 胞 RNAか ら GPR91の コ ー ド 配 列 (配 列 番 号 １ )を 増 幅 し 、 pcDNA3.1TOPO 
(Invitrogen, カ リ フ ォ ル ニ ア 州 Carlsbad)中 に ク ロ ー ン 化 し た 。 GPR91発 現 構 築 物 の 配 列
は NM_348078, BC030948, AF348078, 及 び AC068647 (GenBank Accession Number)と 同 一 で
あ る こ と が 検 証 さ れ た 。 多 く の 変 異 GPR91発 現 構 築 物 は 、 コ ー ド 領 域 の 種 々 の 部 位 に エ ピ
ト ー プ タ グ を 挿 入 す る こ と に よ り 構 築 し た 。 挿 入 変 異 体 の う ち の 一 つ GPR91-20Flag(配 列
番 号 ３ )は 、 GPR91‐ ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ に お い て 野 生 型 GPR91よ り も 非 常
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に 強 い 活 性 を 示 し た (表 ２ )。 こ の 恒 常 的 活 性 変 異 体 は 、 下 流 の シ グ ナ ル 伝 達 及 び 遺 伝 子 活
性 化 を 解 明 す る の に 有 用 で あ る こ と が 証 明 さ れ た 。 該 構 築 物 GPR91-20Flagは PCR SOEing (
Ho et al., 1989 Gene 77:51-59; Horton et al., 1990 Biotechniques 8:528-535)に よ
っ て 生 成 さ れ た も の で あ り 、 最 初 の ２ ０ ア ミ ノ 酸 残 基 の 後 ろ に 挿 入 さ れ た Flagタ グ 配 列 を
含 む (配 列 番 号 ３ 及 び 配 列 ２ )。
【 ０ ２ ３ ８ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ３ ９ 】
実 施 例 ４
GPR91に よ る NFAT及 び AP1シ グ ナ ル 経 路 の 活 性 化
　 ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ を 用 い て 、 GPR91に よ り 活 性 化 さ れ る 細 胞 内 シ グ ナ
ル 経 路 を 調 べ た 。 一 過 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 リ ポ フ ェ ク タ ミ ン 2000シ ス テ ム (Invit
rogen, カ リ フ ォ ル ニ ア 州 Carlsbad)を 用 い て 行 な っ た 。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 の た め 、
100mm組 織 培 養 皿 中 で 20マ イ ク ロ グ ラ ム の プ ラ ス ミ ド DNAを 293Ｔ 細 胞 中 に ト ラ ン ス フ ェ ク
ト し た ； 40時 間 後 、 該 細 胞 を PBSベ ー ス の 酵 素 フ リ ー 細 胞 解 離 バ ッ フ ァ ー (Invitrogen)中
で 収 集 し 、 以 下 の 項 に 記 載 す る 通 り 処 理 し た 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ の た め
、 Mercury Pathway Profilingレ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド と 共 に 、 又 は マ ス ト 細 胞 活 性 化 を モ
ニ タ ー す る た め に ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド (DB BioScience Clontech, カ リ
フ ォ ル ニ ア 州 Polo Alto)及 び コ ン ト ロ ー ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ プ ラ ス ミ ド pRL-SChAと 共 に 、 GP
R91発 現 構 築 物 を HMC-1細 胞 中 に 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 該 細 胞 は 40時 間 後 に 収 集 し 、 製
造 者 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い デ ュ ア ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ キ ッ ト (Promega, ウ ィ ス コ ン
シ ン 州 Madison)を 用 い て ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 分 析 し た 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 マ ス ト 細 胞 の 活 性 化 を モ ニ タ ー す る た め の ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー 構 築 物 は 、
ヒ ト IL8, IL13, TNF-α , ト リ プ タ ー ゼ β 1, ト リ プ タ ー ゼ β 2, Fcε RIα 由 来 の Ｐ Ｃ Ｒ 増
幅 プ ロ モ ー タ ー 配 列 及 び 遺 伝 子 を 、 プ ロ モ ー タ ー を 持 た な い ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー プ
ラ ス ミ ド ベ ク タ ー TA-Luc (DB Bioscience Clontech)中 に 挿 入 す る こ と に よ っ て 生 成 し た
。 該 プ ロ モ ー タ ー は 、 免 疫 応 答 に お い て 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る こ と を 理 由 に 選 択 し た
。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 分 析 に 用 い た Mercury Pathway Profiling ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー  (DB BioScience 
Clontech)の う ち 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー NFAT-Luc及 び AP1-Lucは 、 独 立 し た 二 回 の 実
験 に お い て GPR91野 生 型 に よ り そ れ ぞ れ 約 20倍 及 び 約 5倍 に 活 性 化 さ れ て い た (表 ３ )。 挿 入
変 異 構 築 物 GPR91-20Flagで は 、 NFAT-Lucの 非 常 に 強 い 活 性 化 が 認 め ら れ 、 GPR91の ３ 倍 を
超 え る 高 い 活 性 を 示 し て い た (表 ２ )。 こ れ ら の 結 果 は 、 ヒ ト マ ス ト 細 胞 、 HMC-1の 安 定 な
ラ イ ン に お け る GPR91の 発 現 が 、 転 写 因 子 NFAT及 び AP1を 経 て 媒 介 さ れ る 細 胞 内 シ グ ナ ル 経
路 を 活 性 化 す る と い う こ と を 示 し て い る 。 GPR91が 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 流 動 を 経 て 媒 介 さ
れ る 、 カ ル シ ニ ュ ー リ ン 及 び GPR91の 活 性 化 へ 続 く シ グ ナ ル 経 路 を 活 性 化 す る と い う こ と
を 確 認 す る た め 、 周 知 の カ ル シ ニ ュ ー リ ン 阻 害 剤 で あ る シ ク ロ ス ポ リ ン Aが GPR91に よ る NF
AT活 性 化 を 阻 害 し 得 る か 否 か を 調 べ た 。 表 ４ に 示 さ れ る と お り 、 NFAT-Lucレ ポ ー タ ー に 対
す る GPR91の 刺 激 作 用 は 、 マ イ ク ロ モ ル 濃 度 又 は マ イ ク ロ モ ル 濃 度 未 満 の シ ク ロ ス ポ リ ン A
に よ り 82－ 87％ 減 少 し た 。 こ れ ら の こ と よ り 、 GPR91は 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 流 動 及 び カ ル シ
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ニ ュ ー リ ン 活 性 化 を 経 て 転 写 因 子 NFATを 活 性 化 す る と い う こ と が い え る 。 該 プ ロ セ ス は GP
R91が Gα q/11 (又 は q/11様 の )サ ブ ユ ニ ッ ト を 取 り 込 む こ と で 開 始 し 得 、 次 い で こ れ に よ
り Gタ ン パ ク 質 及 び ホ ス ホ リ パ ー ゼ Cβ が 活 性 化 さ れ て 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 流 動 が 引 き 起 こ さ
れ る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ３ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ４ 】
実 施 例 ５
GPR91は サ イ ト カ イ ン 及 び ト リ プ タ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 高 め る
　 サ イ ト カ イ ン の 分 泌 及 び ト リ プ タ ー ゼ の 放 出 は マ ス ト 細 胞 の 活 性 化 を 証 明 す る も の で あ
り 、 該 放 出 さ れ た タ ン パ ク 質 の デ ノ ボ 合 成 の 増 大 に よ り 生 じ る 。 GPR91が ト リ プ タ ー ゼ 及
び サ イ ト カ イ ン の デ ノ ボ 合 成 及 び プ ロ モ ー タ ー 活 性 化 に 及 ぼ す 影 響 を 調 べ る た め 、 ト リ プ
タ ー ゼ β 1、 ト リ プ タ ー ゼ β 2、 IL8、 IL13、 TNFα 、 Fcε RIα 及 び プ ロ モ ー タ ー を 含 む ホ タ
ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー を 用 い て 、 HMC-1細 胞 中 で 一 過 的 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ル シ
フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ を 行 な っ た 。 そ の 結 果 (表 ５ )、 GPR91-20Flagで 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し
た 場 合 に は 、 ベ ク タ ー pcDNA3.1と 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 場 合 と 比 べ て 、 IL8及 び IL13ル
シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー 活 性 は 最 大 6.5な い し 7.2倍 ま で 増 大 し 、 TNFα 、 ト リ プ タ ー ゼ β 1
及 び β 2ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー 活 性 は 最 大 2.5な い し 3.5倍 ま で 増 大 す る こ と が 示 さ れ
た (表 ５ )。
【 ０ ２ ４ ５ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ６ 】
実 施 例 ６ ： GPR91リ ガ ン ド を ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 同 定 す る た め の 方 法
　 GPR91に 対 す る リ ガ ン ド を ス ク リ ー ニ ン グ す る 又 は 同 定 す る た め に 用 い ら れ 得 る 多 く の
方 法 が あ る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 リ ガ ン ド の GPR91へ の 結 合 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 細 胞 内 カ
ル シ ウ ム 流 動 又 は Gα サ ブ ユ ニ ッ ト へ の GTPの 結 合 の い ず れ か を 測 定 す る 方 法 に 基 づ い て い
る 。 こ れ ら の 方 法 に つ い て 以 下 に 簡 潔 に 記 載 す る ：
【 ０ ２ ４ ７ 】
Ａ ． GPCRへ の リ ガ ン ド 結 合 に つ い て の カ ル シ ウ ム イ メ ー ジ ン グ ア ッ セ イ
　 細 胞 (例 え ば CHO、 293T及 び NIH3T3)を 候 補 GPCRで 一 過 的 又 は 安 定 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト
し 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト 細 胞 培 養 プ レ ー ト (96又 は 384ウ ェ ル )中 に 播 種 し た 。 次 い で 、 4-(6-
ア セ ト キ シ メ ト キ シ -2,7-ジ ク ロ ロ -3-オ キ ソ -9-キ サ ン テ ニ ル )-4'-メ チ ル -2,2'-(エ チ レ
ン ジ オ キ シ )ジ ア ニ リ ン -N,N,N',N'-四 酢 酸 テ ト ラ キ ス (ア セ ト キ シ メ チ ル )エ ス テ ル  (Fluo
 3-AM)又 は フ ラ -2ペ ン タ キ ス (ア セ ト キ シ メ チ ル )エ ス テ ル (Fura 2-AM)の よ う な カ ル シ ウ
ム 感 受 性 の 蛍 光 色 素 指 示 薬 を 細 胞 に 与 え た 。 細 胞 培 養 ウ ェ ル に 化 合 物 を 加 え た 後 、 蛍 光 イ
メ ー ジ ン グ プ レ ー ト リ ー ダ ー (FLIPR)又 は 他 の 蛍 光 シ グ ナ ル 検 出 装 置 に よ り 蛍 光 シ グ ナ ル
を 測 定 す る こ と が で き た (参 考 文 献 ： J. Biol. Chem. 2001, 276: 8608-8615; J. Biomol.
 Screening 2002, 7: 233-246)。
【 ０ ２ ４ ８ 】
Ｂ ． GPCRへ の リ ガ ン ド 結 合 に つ い て の 黒 色 素 胞 ア ッ セ イ
　 黒 色 素 胞 と は 色 素 顆 粒 (メ ラ ノ ソ ー ム )を 含 む ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 細 胞 で あ り 、 細 胞 質 中
の そ の 移 動 は GPCR活 性 並 び に cAMP及 び ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル の セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー レ
ベ ル に よ り 影 響 を 受 け る 。 GCPRが リ ガ ン ド に よ っ て 活 性 化 さ れ る と 、 Gq又 は Gsが 活 性 化 さ
れ 得 、 そ れ に よ り メ ラ ノ ソ ー ム の 細 胞 全 体 へ の 迅 速 な 拡 散 が 引 き 起 こ さ れ 細 胞 が 暗 く 見 え
る よ う に な る 。 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル の メ ラ ノ ソ ー ム は 、 GPR91で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 ア
ゴ ニ ス ト 化 合 物 処 理 に 付 す こ と が で き る 。 メ ラ ノ ソ ー ム の 移 動 及 び 細 胞 の 色 変 化 は 、 マ イ
ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー 又 は ビ デ オ イ メ ー ジ シ ス テ ム に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る (参 考
文 献 ： J. Biol. Chem. 1993, 268: 5957-5964; J. Biol. Chem. 1999, 274: 8597-8603)
。 こ の ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 は PCT W092/01810中 に 記 載 さ れ て お り 、 引 用 に よ っ て 組 み 込 ま
れ る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
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Ｃ ． GPR91へ の リ ガ ン ド 結 合 に つ い て の エ ク オ リ ン ア ッ セ イ
　 細 胞 (例 え ば CHO、 293T及 び NIH3T3)を GPR91及 び エ ク オ リ ン 発 現 プ ラ ス ミ ド で 一 過 的 に 又
は 安 定 的 に 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 エ ク オ リ ン の 補 因 子 で あ っ て ア ポ エ ク オ リ ン と 相 互 作
用 し て エ ク オ リ ン を 形 成 す る セ レ ン テ ラ ジ ン と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク
ト 細 胞 が ア ゴ ニ ス ト 化 合 物 で 刺 激 さ れ る と 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム レ ベ ル の 増 大 に 応 答 し て エ
ク オ リ ン が 光 を 放 出 す る の で 、 こ れ を ル ミ ノ メ ー タ で 検 出 す る こ と が で き る (参 考 文 献 ： C
ell Calcium 1993, 14: 663-671; Analytical Biochem. 1993, 209: 343-347;)
【 ０ ２ ５ ０ 】
Ｄ ． GPR91へ の リ ガ ン ド 結 合 に つ い て の グ ア ニ ン ヌ ク レ オ チ ド 交 換 ア ッ セ イ
　 Ｇ Ｄ Ｐ と 結 合 し た 不 活 性 状 態 の Gタ ン パ ク 質 の α サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 原 形 質 膜 を 標 的 と す
る β γ サ ブ ユ ニ ッ ト と 強 固 に 会 合 す る 。 GPR91へ の リ ガ ン ド の 結 合 は 、 グ ア ニ ン ヌ ク レ オ
チ ド 交 換 に よ り 、 α サ ブ ユ ニ ッ ト を GPR91に 取 り 込 ま れ る Ｇ Ｔ Ｐ 結 合 状 態 へ と 変 換 し て 、
ヘ テ ロ 三 量 体 の Gタ ン パ ク 質 の 活 性 化 を 引 き 起 こ す 。 該 反 応 は 、 GPR91及 び リ ガ ン ド の 相 互
作 用 を 評 価 す る た め に 用 い ら れ て 十 分 に 実 証 さ れ た 。 簡 潔 に は 、 特 異 的 な Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ で ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 の 膜 画 分 を 単 離 し 、 35S-GTPγ S(グ ア ノ シ ン 5'-3-O-(チ オ )三 リ ン 酸
)又 は Eu-GTP (PerkinElmer Life Science)の よ う な 標 識 GTPと 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
洗 浄 後 、 膜 画 分 中 の GPCRに 結 合 し た GTPは 、 フ ィ ル タ ー 結 合 ア ッ セ イ に よ り 測 定 し 、 放 射
活 性 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー 又 は 蛍 光 プ レ ー ト リ ー ダ ー に よ り 検 出 し た (参 考 文 献 ： J
. Biol. Chem. 2002, 277: 31459-31465; J. Biol. Chem. 1990, 265: 18707-18712)。
【 ０ ２ ５ １ 】
Ｅ ． Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ へ の リ ガ ン ド 結 合 に つ い て の 転 写 因 子 (NFAT)に 基 づ く レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ
　 Ｔ 細 胞 中 の 活 性 化 の 核 因 子 (NFAT)は 、 GPR91へ の ア ゴ ニ ス ト の 結 合 及 び そ れ に 続 く カ ル
シ ウ ム 流 動 に よ っ て 活 性 化 さ れ 得 る (参 考 文 献 ： Cell 2002, 109: S67-S79; Ann. Rev. Im
munol. 1997, 15: 707-747)。 NFATが ル シ フ ェ ラ ー ゼ (DB BioSciences Clontech, カ リ フ
ォ ル ニ ア 州 Palo Alto)、 β -ラ ク タ マ ー ゼ 又 は 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 (DB BioSciences Clont
ech, カ リ フ ォ ル ニ ア 州 Palo Alto)の よ う な レ ポ ー タ ー 系 に 連 動 し て い れ ば 、 こ の 特 徴 を
利 用 し て リ ガ ン ド 又 は ア ゴ ニ ス ト 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ を す る こ と が で き る (参 考 文 献
： Yang J. et al. 2003, J. Biol. Chem. 278, 印 刷 中 )。
【 ０ ２ ５ ２ 】
Ｆ ． GPR91へ の リ ガ ン ド 結 合 に つ い て の カ リ ウ ム 依 存 電 流 ア ッ セ イ
　 ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 卵 母 細 胞 (又 は 哺 乳 動 物 筋 細 胞 )は 、 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ 及 び カ リ ウ ム チ ャ ネ ル
(Kir3.1-3.4)を コ ー ド す る RNAを マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン す る こ と が で き る 。 リ ガ ン ド
が 卵 母 細 胞 表 面 上 で 発 現 さ れ る Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ と 結 合 す る 場 合 、 Ｇ Ｐ Ｃ Ｒ は 活 性 化 さ れ 、 そ の 結
果 、 へ テ ロ 三 量 体 Gタ ン パ ク 質 か ら の Ｇ β γ サ ブ ユ ニ ッ ト の 放 出 及 び そ れ に 続 き カ リ ウ ム
チ ャ ネ ル の 活 性 化 が 引 き 起 こ さ れ る 。 電 流 は 静 電 記 録 器 に よ り 記 録 す る こ と が で き る (参
考 文 献 ： Nature 2001, 409: 202-205; J. Biol. Chem. 2000, 275: 30531-30536; J. Bio
l. Chem. 1995, 270: 29059-29062)。
【 ０ ２ ５ ３ 】
Ｇ ． タ イ ト ル
　 他 の 方 法 は 、 GU15(Wilkie T. M. et al Proc Natl Acad Sci USA 1991 88: 10049-1005
3)、 GU16(Amatruda T. T. et al Proc Natl Acad Sci USA 1991 8: 5587-5591、 並 び に Gg
i5, Gqs5, 及 び Ggo5と 呼 ば れ る ３ 種 の キ メ ラ Gタ ン パ ク 質 (Conklin B R et al Nature 199
3 363: 274-276, Conklin B. R. et al Mol Pharmacol 1996 50: 885-890)を コ ー ド す る
哺 乳 動 物 発 現 プ ラ ス ミ ド cDNAを 含 む 混 合 物 と 共 に 、 GPR91を コ ー ド す る 哺 乳 動 物 発 現 プ ラ
ス ミ ド で HEK-293細 胞 を 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と を 含 む 。 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、
ト ラ ン ス フ ェ ク ト HEK-293細 胞 を ポ リ -D-リ ジ ン 被 覆 96ウ ェ ル 黒 色 ／ 透 明 プ レ ー ト (Becton 
Dickinson, Bedford, Mass.)中 に 平 板 培 養 さ せ る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 該 細 胞 は 、 被 検 リ ガ ン ド 添 加 後 の カ ル シ ウ ム 動 員 応 答 に つ い て 、 FLIPR (Fluorescent I
maging Plate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale, Calif.)上 で 分 析 さ れ る 。 任 意 の
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GPR及 び Gタ ン パ ク 質 混 合 物 を 発 現 す る HEK-293細 胞 中 の カ ル シ ウ ム 動 員 を 刺 激 す る リ ガ ン
ド の 同 定 に 基 づ き 、 機 能 的 な 応 答 の た め に 必 要 と さ れ る Gタ ン パ ク 質 が あ る な ら ば そ れ を
測 定 す る た め に そ の 後 の 実 験 を 行 な う 。 次 い で 、 HEK-293細 胞 を GPR91で ト ラ ン ス フ ェ ク ト
し 、 又 は GPR91及 び G015, GD16, GqiS, Gqs5, 若 し く は Gqo5で 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る 。 G
PR91が HEK-293細 胞 中 で 機 能 的 に 発 現 す る た め に Gタ ン パ ク 質 の う ち の 一 つ の 存 在 を 必 要 と
す る 場 合 は 、 最 も 良 好 な 応 答 を 与 え る Gタ ン パ ク 質 で 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た HEK-293細
胞 を 用 い て 、 そ の 後 の 全 て の 実 験 を 行 な う 。 あ る い は 、 付 加 的 な Gタ ン パ ク 質 を 用 い ず に
、 例 え ば RBL-2H3の よ う な 異 な る 細 胞 株 中 で 該 受 容 体 を 発 現 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
実 施 例 ７ ： GPR91を 通 じ た マ ス ト 細 胞 中 で の コ ハ ク 酸 塩 刺 激 カ ル シ ウ ム 流 動
　 近 年 、 GPR91を ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 293細 胞 は コ ハ ク 酸 塩 に よ っ て 活 性 化 さ れ 得 る 事
が 証 明 さ れ た (He, W. et al. 2004, Nature 429:188-193)。 従 っ て 、 コ ハ ク 酸 塩 を リ ガ ン
ド と し て 用 い て 、 GPR91を 通 じ た マ ス ト 細 胞 の 活 性 化 を 調 べ た 。 こ の 実 験 に は 、 3つ の タ イ
プ の ヒ ト マ ス ト 細 胞 HMC-1、 LAD2()、 及 び CBMC(臍 帯 血 由 来 マ ス ト 細 胞 )を 用 い た 。 表 ６ に
示 さ れ る と お り 、 半 定 量 的 な ゲ ル ベ ー ス の RT-PCRア ッ セ イ を 用 い た と こ ろ 、 GPR91は LAD2
及 び CBMC細 胞 中 で 発 現 が 高 か っ た が 、 HMC-1細 胞 中 で は 高 く な か っ た 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 カ ル シ ウ ム 流 動 ア ッ セ イ は 、 市 販 の Calcium 3 Assay kit及 び FlexStation II(Molecula
r Devices, カ リ フ ォ ル ニ ア 州 Sunnyvale)を 用 い て 行 な っ た 。 そ の 結 果 、 コ ハ ク 酸 塩 が LAD
2細 胞 中 で 濃 度 依 存 的 に カ ル シ ウ ム 流 動 を 刺 激 す る こ と が 示 さ れ 、 50％ 活 性 化 レ ベ ル (EC50
)の 有 効 濃 度 は 約 180μ Mと 算 定 さ れ た (表 ７ )。 同 様 に 、 コ ハ ク 酸 塩 は CBMC中 で カ ル シ ウ ム
流 動 を 誘 導 し た (デ ー タ 示 さ ず )。 対 照 的 に 、 コ ハ ク 酸 塩 は HMC-1細 胞 中 で は い か な る カ ル
シ ウ ム 流 動 も 生 じ さ せ ず (表 ７ )、 こ れ は 該 細 胞 中 で GPR91の 発 現 が 欠 失 し て い る た め で あ
る と 考 え ら れ た 。 こ れ ら の 知 見 は 、 コ ハ ク 酸 塩 は マ ス ト 細 胞 中 で GPR91に 媒 介 さ れ る シ グ
ナ ル 経 路 を 経 て カ ル シ ウ ム 流 動 を 活 性 化 す る と い う こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
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【 配 列 表 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 3月 20日 (2006.3.20)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　
【 請 求 項 ２ 】
　

【 請 求 項 ３ 】
　
【 請 求 項 ４ 】
　
【 請 求 項 ５ 】
　

【 請 求 項 ６ 】
　

【 請 求 項 ７ 】
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抗 体 を 含 む GPR91受 容 体 の 調 節 因 子 。

GPR91の 活 性 を 変 調 し 、
　 a.　 配 列 番 号 ２ 、 又 は
　 b.　 配 列 番 号 ２ と 少 な く と も ７ ０ ％ の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド
と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 。

前 記 抗 体 が GPR91の ア ゴ ニ ス ト で あ る 請 求 項 ２ 記 載 の 抗 体 。

前 記 抗 体 が GPR91の ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 請 求 項 ２ 記 載 の 抗 体 。

前 記 抗 体 が ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 ヒ ト 化 、 ヒ ト 、 二 重 特 異 性 、 又 は ヘ テ ロ
結 合 抗 体 で あ る 請 求 項 ２ 記 載 の 抗 体 。

請 求 項 ２ 記 載 の 抗 体 と 、 １ 又 は ２ 以 上 の 薬 剤 的 に 許 容 さ れ る ア ジ ュ バ ン ト 、 担 体 、 賦 形
剤 、 及 び 希 釈 剤 と を 含 む 、 マ ス ト 細 胞 に 関 連 す る 疾 病 の 予 防 及 び 治 療 に 有 用 な 組 成 物 。

GPR91と そ の リ ガ ン ド と の 結 合 を 妨 害 し 得 る 配 列 番 号 ２ 又 は そ の 断 片 を 含 む GPR91受 容 体



【 請 求 項 ８ 】
　
【 請 求 項 ９ 】
　
【 請 求 項 １ ０ 】
　

【 請 求 項 １ １ 】
　
【 請 求 項 １ ２ 】
　
【 請 求 項 １ ３ 】
　
【 請 求 項 １ ４ 】
　 GPR91受 容 体 調 節 因 子 を マ ス ト 細 胞 媒 介 性 疾 病 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 GPR91受 容 体 調 節 因 子 が GPR91ア ゴ ニ ス ト で あ る 請 求 項 記 載 の

。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 GPR91受 容 体 調 節 因 子 が GPR91ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 請 求 項 記 載 の

。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 マ ス ト 細 胞 媒 介 性 疾 病 が ア レ ル ギ ー 性 喘 息 で あ る 請 求 項 記 載 の

。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 が 抗 体 で あ る 請 求 項 記 載 の

。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 マ ス ト 細 胞 を 殺 傷 す る た め の エ フ ェ ク タ ー 機 能 を 抗 GPR91受 容 体 抗 体 を 、
マ ス ト 細 胞 媒 介 性 疾 病 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 エ フ ェ ク タ ー 機 能 が 抗 体 依 存 性 細 胞 媒 介 性 細 胞 傷 害 （ ADCC） で あ る 請 求 項 記 載
の 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 マ ス ト 細 胞 中 で ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る た め の ア ポ ト ー シ ス 誘 導 成 分 と 結 合 さ せ た 抗 GP
R91受 容 体 抗 体 を 、 マ ス ト 細 胞 媒 介 性 疾 病 の 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 成 分 が Bax-α , Bak, Bcl-X s , Bad, Bid, Bik, Erk, 及 び Bokか ら
選 ば れ る Bcl-2フ ァ ミ リ ー の プ ロ ア ポ ト ー シ ス メ ン バ ー で あ る 請 求 項 記 載 の

。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 a.　 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 を 調
製 し ；
　 b.　 GPR91受 容 体 活 性 を 変 調 す る 能 力 を 測 定 す る こ と が 求 め ら れ て い る 少 な く と も １ つ
の 化 合 物 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 を 接 触 さ せ ；
　 c.　 該 受 容 体 の 活 性 を 変 調 す る 化 合 物 に つ い て 前 記 細 胞 を モ ニ タ ー す る
こ と を 含 む 、 GPR91受 容 体 活 性 を 変 調 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
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の 調 節 因 子 。

GPR91の ア ゴ ニ ス ト で あ る 請 求 項 ７ 記 載 の 調 節 因 子 。

前 記 抗 体 が GPR91の ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 請 求 項 ７ 記 載 の 調 節 因 子 。

請 求 項 ７ 記 載 の ペ プ チ ド と 、 １ 又 は ２ 以 上 の 薬 剤 的 に 許 容 さ れ る ア ジ ュ バ ン ト 、 担 体 、
賦 形 剤 、 及 び 希 釈 剤 と を 含 む 、 マ ス ト 細 胞 に 関 連 す る 疾 病 の 予 防 及 び 治 療 に 有 用 な 組 成 物
。

GPR91の 発 現 を 変 調 し 得 る SiRNAを 含 む GPR91受 容 体 の 調 節 因 子 。

GPR91の ア ゴ ニ ス ト で あ る 請 求 項 １ １ 記 載 の 調 節 因 子 。

GPR91の ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 請 求 項 １ １ 記 載 の 調 節 因 子 。

含 有 す る 剤

１ ４ 予 防 及 び ／ 又 は 治
療 剤

１ ４ 予 防 及 び ／ 又
は 治 療 剤

１ ４ 予 防 及 び ／ 又 は
治 療 剤

調 節 因 子 、 ペ プ チ ド 又 は SiRNA １ ４ 予 防 及 び ／ 又 は 治 療
剤

含 む 含 有 す る
剤

１ ９
予 防 及 び ／ 又 は 治 療 剤

含 有 す る 剤

２ １ 予 防 及 び
／ 又 は 治 療 剤



　 前 記 細 胞 が 安 定 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 細 胞 が 一 過 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ る 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 細 胞 が マ ス ト 細 胞 で あ る 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 化 合 物 が ア ゴ ニ ス ト で あ る 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 化 合 物 が ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ る 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 化 合 物 が 抗 体 で あ る 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 カ ル シ ウ ム 流 の 量 が モ ニ タ ー さ れ る 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 前 記 工 程 (a)で 用 い ら れ る 細 胞 が レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを さ ら に 含 み 、
前 記 DNAが GPR91応 答 性 の 転 写 要 素 と 動 作 的 に 連 結 し て い る 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 受 容 体 タ ン パ ク 質 の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 阻 害 す る 能 力 を 測 定 す る こ と が 求 め ら れ て
い る 漸 増 す る 濃 度 の 少 な く と も １ つ の 化 合 物 の 存 在 下 で 前 記 工 程 (b)が 行 な わ れ る 請 求 項

記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 工 程 (c)が 、 前 記 細 胞 中 で 前 記 化 合 物 の 濃 度 の 関 数 と し て レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 の
発 現 レ ベ ル を モ ニ タ ー す る こ と に よ り 、 前 記 化 合 物 の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 阻 害 す る 能 力 を
示 す こ と を 含 む 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 GPR91応 答 性 の 転 写 要 素 が cAMP応 答 性 の 転 写 要 素 で あ る 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 (a)GPR91受 容 体 を 発 現 す る 細 胞 を 候 補 化 合 物 と 接 触 さ せ 、 (b)細 胞 応 答 を 分 析 し 、 及 び (
c)該 細 胞 応 答 を 候 補 化 合 物 の 非 存 在 下 で も た ら さ れ る 標 準 の 細 胞 応 答 と 比 較 す る こ と を 含
む 方 法 で あ っ て 、 そ れ に よ っ て 、 標 準 よ り も 増 大 し た 細 胞 応 答 に よ り 前 記 化 合 物 が ア ゴ ニ
ス ト で あ る こ と が 示 さ れ 、 標 準 よ り も 減 少 し た 細 胞 応 答 に よ り 前 記 化 合 物 が ア ン タ ゴ ニ ス
ト で あ る こ と が 示 さ れ る 、 GPR91活 性 の ア ゴ ニ ス ト 又 は ア ン タ ゴ ニ ス ト を ス ク リ ー ニ ン グ
す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 請 求 項 又 は 請 求 項 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た 化 合 物 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 a.　 マ ス ト 細 胞 媒 介 性 の 疾 患 を 有 し て い る 疑 い の あ る 哺 乳 動 物 か ら 試 料 を
検 出 可 能 な 量 の 抗 GPR91抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し ；
　 　 結 合 し た 抗 体 の 量 を 測 定 し ；
　 　 疑 い の あ る 試 料 中 の 結 合 し た 抗 体 の 量 を 健 常 な コ ン ト ロ ー ル と 比 較 す る
こ と を 含 む 、 哺 乳 動 物 に お け る マ ス ト 細 胞 媒 介 性 の 疾 患 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 抗 GPR91抗 体 を 含 む 、 GPR91に 関 連 す る 疾 病 又 は 疾 患 の 診 断 用 キ ッ ト 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ２ ５ ８
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ２ ５ ８ 】
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摘要(译)

本发明中，嘌呤受体样多肽GPR91，它表达在肥大细胞，以及过敏性和
非过敏性哮喘，慢性阻塞性肺病（COPD），过敏性鼻炎，过敏症，过
敏性胃肠道病症，特应性皮炎，类风湿性关节炎，以及其在诊断和/或治
疗肥大细胞介导的疾病中的用途，包括其他过敏性，自身免疫性和炎性
疾病。本发明还包括用于筛选GPR91受体的激动剂和/或拮抗剂的方
法。 发明背景无
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