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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】新規タンパク質を含む組成物と乾癬の診断と治療のためにそのような組成物を使
用する方法の提供。
【解決手段】特定な配列からなるポリペプチドのアミノ酸配列に対し、少なくとも８０％
のアミノ酸配列同一性を有する単離されたポリペプチド。ＰＲＯポリペプチドに対するモ
ノクローナル抗体、ヒト化抗体又は一本鎖抗体ポリペプチドを含んでなるキメラ分子。及
び、坑ＰＲＯポリペプチド抗体を用いた乾癬の診断方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　図２（配列番号２）、図４（配列番号４）、図６（配列番号６）、図８（配列番号８）
、図１０（配列番号１０）、図１２（配列番号１２）、図１４（配列番号１４）、図１６
（配列番号１６）、図１８（配列番号１８）、図２０（配列番号２０）、図２２（配列番
号２２）、図２４（配列番号２４）、図２６（配列番号２６）、図２８（配列番号２８）
、図３０（配列番号３０）、図３２（配列番号３２）、図３４（配列番号３４）、図３６
（配列番号３６）、図３８（配列番号３８）、図４０（配列番号４０）、又は図４２（配
列番号４２）に示すポリペプチドをコードする核酸配列に対し、少なくとも８０％の核酸
配列同一性を有する単離された核酸。
【請求項２】
　図１（配列番号１）、図３（配列番号３）、図５（配列番号５）、図７（配列番号７）
、図９（配列番号９）、図１１（配列番号１１）、図１３（配列番号１３）、図１５（配
列番号１５）、図１７（配列番号１７）、図１９（配列番号１９）、図２１Ａ－Ｂ（配列
番号２１）、図２３（配列番号２３）、図２５（配列番号２５）、図２７（配列番号２７
）、図２９（配列番号２９）、図３１（配列番号３１）、図３３（配列番号３３）、図３
５（配列番号３５）、図３７（配列番号３７）、図３９（配列番号３９）及び図４１（配
列番号４１）に示すヌクレオチド配列からなる群から選択されるヌクレオチド配列に対し
、少なくとも８０％の核酸配列同一性を有する単離された核酸。
【請求項３】
　図１（配列番号１）、図３（配列番号３）、図５（配列番号５）、図７（配列番号７）
、図９（配列番号９）、図１１（配列番号１１）、図１３（配列番号１３）、図１５（配
列番号１５）、図１７（配列番号１７）、図１９（配列番号１９）、図２１Ａ－Ｂ（配列
番号２１）、図２３（配列番号２３）、図２５（配列番号２５）、図２７（配列番号２７
）、図２９（配列番号２９）、図３１（配列番号３１）、図３３（配列番号３３）、図３
５（配列番号３５）、図３７（配列番号３７）、図３９（配列番号３９）及び図４１（配
列番号４１）に示すヌクレオチド配列の完全長コード化配列からなる群から選択されるヌ
クレオチド配列に対し、少なくとも８０％の核酸配列同一性を有する単離された核酸。
【請求項５】
　請求項１に記載の核酸を有するベクター。
【請求項６】
　ベクターを用いて形質転換した宿主細胞によって認識される制御配列に作用可能に結合
する請求項５に記載のベクター。
【請求項７】
　請求項５に記載のベクターを含む宿主細胞。
【請求項８】
　ＣＨＯ細胞、大腸菌細胞又は酵母細胞である、請求項７に記載の宿主細胞。
【請求項９】
　ＰＲＯポリペプチドの産生方法において、請求項７に記載の宿主細胞を、前記ＰＲＯポ
リペプチドの発現に適した条件下で培養し、前記ＰＲＯポリペプチドを細胞培養物から回
収することを含む方法。
【請求項１０】
　図２（配列番号２）、図４（配列番号４）、図６（配列番号６）、図８（配列番号８）
、図１０（配列番号１０）、図１２（配列番号１２）、図１４（配列番号１４）、図１６
（配列番号１６）、図１８（配列番号１８）、図２０（配列番号２０）、図２２（配列番
号２２）、図２４（配列番号２４）、図２６（配列番号２６）、図２８（配列番号２８）
、図３０（配列番号３０）、図３２（配列番号３２）、図３４（配列番号３４）、図３６
（配列番号３６）、図３８（配列番号３８）、図４０（配列番号４０）、又は図４２（配
列番号４２）に示すポリペプチドのアミノ酸配列に対し、少なくとも８０％のアミノ酸配
列同一性を有する単離されたポリペプチド。
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【請求項１１】
　異種アミノ酸配列に融合した請求項１０に記載のポリペプチドを含んでなるキメラ分子
。
【請求項１２】
　前記異種アミノ酸配列がエピトープタグ配列又は免疫グロブリンのＦｃ領域である、請
求項１１に記載のキメラ分子。
【請求項１３】
　請求項１０に記載のポリペプチドに特異的に結合する抗体。
【請求項１４】
　モノクローナル抗体、ヒト化抗体又は一本鎖抗体である、請求項１３に記載の抗体。
【請求項１５】
　担体との組み合わせで、（ａ）請求項１０に記載のポリペプチド、（ｂ）前記ポリペプ
チドのアゴニスト、（ｃ）前記ポリペプチドのアンタゴニスト、又は（ｄ）前記ポリペプ
チドに結合する抗体を有する物質の組成物。
【請求項１６】
　前記担体が製薬的に許容可能な担体である、請求項１５に記載の物質の組成物。
【請求項１７】
（ａ）、（ｂ）、（ｃ）又は（ｄ）の治療的有効量を含む請求項１６に記載の物質の組成
物。
【請求項１８】
　容器、
　前記容器上に貼付されるラベル、及び
　前記容器に収容された、（ａ）請求項１０に記載のポリペプチド、（ｂ）前記ポリペプ
チドのアゴニスト、（ｃ）前記ポリペプチドのアンタゴニスト、又は（ｄ）前記ポリペプ
チドに結合する抗体を含有する物質の組成物、
を含み、前記容器上のラベルが前記物質の組成物が乾癬の治療に有用であることを示す、
製造品。
【請求項１９】
　乾癬の治療を必要とする哺乳動物に対し、（ａ）請求項１０に記載のポリペプチド、（
ｂ）前記ポリペプチドのアンタゴニスト、又は（ｃ）前記ポリペプチドに結合する抗体の
治療的有効量を投与することを含む、哺乳動物の乾癬を治療する方法。
【請求項２０】
　ＰＲＯポリペプチドを含むことが疑われる試料中の前記ポリペプチドの存在を決定する
方法であって、抗ＰＲＯ１９５９７、抗ＰＲＯ８３４６９、抗ＰＲＯ１１８９、抗ＰＲＯ
８３４７０、抗ＰＲＯ２８７００、抗ＰＲＯ１２４６、抗ＰＲＯ８３４７１、抗ＰＲＯ６
２４４、抗ＰＲＯ８３４７２、抗ＰＲＯ１９６００、抗ＰＲＯ４９７７、抗ＰＲＯ８３４
７３、抗ＰＲＯ８３４７４、抗ＰＲＯ６１７、抗ＰＲＯ７１０５７、抗ＰＲＯ８３４７５
、抗ＰＲＯ１０６５、抗ＰＲＯ８３４７６、抗ＰＲＯ２００、抗ＰＲＯ１３６１又は　抗
ＰＲＯ８３４７７抗体に前記試料を曝し、前記抗体の前記試料の成分への結合を決定する
ことを含む方法。　
【請求項２１】
　哺乳動物の乾癬の診断方法であって、（ａ）哺乳動物から採取した組織細胞の試験試料
中と、（ｂ）同一の細胞型の既知の正常組織のコントロール試料中におけるＰＲＯ１９５
９７、ＰＲＯ８３４６９、ＰＲＯ１１８９、ＰＲＯ８３４７０、ＰＲＯ２８７００、ＰＲ
Ｏ１２４６、ＰＲＯ８３４７１、ＰＲＯ６２４４、ＰＲＯ８３４７２、ＰＲＯ１９６００
、ＰＲＯ４９７７、ＰＲＯ８３４７３、ＰＲＯ８３４７４、ＰＲＯ６１７、ＰＲＯ７１０
５７、ＰＲＯ８３４７５、ＰＲＯ１０６５、ＰＲＯ８３４７６、ＰＲＯ２００、ＰＲＯ１
３６１又はＰＲＯ８３４７７ポリペプチドをコードする遺伝子の発現レベルを検出するこ
とを含み、コントロール試料と比較して試験試料中の前記遺伝子の発現レベルが高いか又
は低い場合、試験組織細胞を採取した哺乳動物における乾癬が存在が示される方法。
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【請求項２２】
　哺乳動物の乾癬の診断方法であって、（ａ）前記哺乳動物から採取した試験試料に抗Ｐ
ＲＯ１９５９７、抗ＰＲＯ８３４６９、抗ＰＲＯ１１８９、抗ＰＲＯ８３４７０、抗ＰＲ
Ｏ２８７００、抗ＰＲＯ１２４６、抗ＰＲＯ８３４７１、抗ＰＲＯ６２４４、抗ＰＲＯ８
３４７２、抗ＰＲＯ１９６００、抗ＰＲＯ４９７７、抗ＰＲＯ８３４７３、抗ＰＲＯ８３
４７４、抗ＰＲＯ６１７、抗ＰＲＯ７１０５７、抗ＰＲＯ８３４７５、抗ＰＲＯ１０６５
、抗ＰＲＯ８３４７６、抗ＰＲＯ２００、抗ＰＲＯ１３６１又は抗ＰＲＯ８３４７７抗体
を接触させ、（ｂ）試験試料中における抗体とポリペプチドの間の複合体形成を検出する
ことを含み、前記複合体の形成により試験組織細胞を採取した哺乳動物における乾癬が存
在が示される方法。
【請求項２３】
　ＰＲＯ１９５９７、ＰＲＯ８３４６９、ＰＲＯ１１８９、ＰＲＯ８３４７０、ＰＲＯ２
８７００、ＰＲＯ１２４６、ＰＲＯ８３４７１、ＰＲＯ６２４４、ＰＲＯ８３４７２、Ｐ
ＲＯ１９６００、ＰＲＯ４９７７、ＰＲＯ８３４７３、ＰＲＯ８３４７４、ＰＲＯ６１７
、ＰＲＯ７１０５７、ＰＲＯ８３４７５、ＰＲＯ１０６５、ＰＲＯ８３４７６、ＰＲＯ２
００、ＰＲＯ１３６１又はＰＲＯ８３４７７ポリペプチドの活性を抑制する化合物を同定
する方法であって、前記ポリペプチドに通常は反応する細胞を（ａ）前記ポリペプチド及
び（ｂ）候補化合物に接触させ、前記細胞の（ａ）に対する反応性の不足を決定すること
を含む方法。
【請求項２４】
　ＰＲＯ１９５９７、ＰＲＯ８３４６９、ＰＲＯ１１８９、ＰＲＯ８３４７０、ＰＲＯ２
８７００、ＰＲＯ１２４６、ＰＲＯ８３４７１、ＰＲＯ６２４４、ＰＲＯ８３４７２、Ｐ
ＲＯ１９６００、ＰＲＯ４９７７、ＰＲＯ８３４７３、ＰＲＯ８３４７４、ＰＲＯ６１７
、ＰＲＯ７１０５７、ＰＲＯ８３４７５、ＰＲＯ１０６５、ＰＲＯ８３４７６、ＰＲＯ２
００、ＰＲＯ１３６１又はＰＲＯ８３４７７ポリペプチドをコードする遺伝子の発現を抑
制する化合物の同定方法であって、前記ポリペプチドを通常は発現する細胞を候補化合物
に接触させ、前記遺伝子の発現の不足を決定することを含む方法。
【請求項２５】
　前記候補化合物がアンチセンス核酸である、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　ＰＲＯ１９５９７、ＰＲＯ８３４６９、ＰＲＯ１１８９、ＰＲＯ８３４７０、ＰＲＯ２
８７００、ＰＲＯ１２４６、ＰＲＯ８３４７１、ＰＲＯ６２４４、ＰＲＯ８３４７２、Ｐ
ＲＯ１９６００、ＰＲＯ４９７７、ＰＲＯ８３４７３、ＰＲＯ８３４７４、ＰＲＯ６１７
、ＰＲＯ７１０５７、ＰＲＯ８３４７５、ＰＲＯ１０６５、ＰＲＯ８３４７６、ＰＲＯ２
００、ＰＲＯ１３６１又はＰＲＯ８３４７７ポリペプチドの活性を模倣する化合物の同定
方法であって、前記ポリペプチドに通常は反応する細胞を候補化合物に接触させ、前記候
補化合物に対する前記細胞の反応性を決定することを含む方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の開示】
【０００１】
発明の分野
　本発明は、乾癬の診断と治療に有用な組成物と方法に関する。
【０００２】
　免疫関連及び炎症疾患は、正常な生理機能では、発作又は傷害に反応して、発作又は傷
害から修復を開始し、外来生物体に対する生得及び後天的防御を開始するのに重要な、か
なり複雑で、多くの場合は多重に相互関連した生物学的経路の現れ又は結果である。疾患
又は病理は、これらの正常な生理学的経路が、反応の強さに直接関連してか、異常な調節
又は過度な刺激の結果として、自己に対する反応として、又はこれらの組合せとして、更
なる発作又は傷害を引き起こすときに生じる。
　これらの疾患の発生は、多くの場合、多段階経路及びしばしば多数の異なった生物学的
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システム／経路に関与しているが、一又は複数のこれら経路の重要な点における介在によ
り改善又は治療効果を有し得る。治療的介在は有害なプロセス／経路の拮抗作用又は有益
なプロセス／経路の刺激の何れかにより生じる。
　多くの免疫関連疾患が知られており、広範囲にわたって研究されている。このような疾
患には、免疫媒介炎症疾患、非免疫媒介炎症疾患、感染疾患、免疫欠損症、異常増殖等が
含まれる。
　Ｔリンパ球(Ｔ細胞)は哺乳動物の免疫反応の重要な成分である。Ｔ細胞は主要組織適合
性複合体(ＭＨＣ)内の遺伝子によりコードされる自己分子と結合する抗原を認識する。抗
原は抗原提示細胞、ウイルス感染細胞、癌細胞、移植片等の表面上のＭＨＣ分子と共に提
示され得る。Ｔ細胞系は宿主哺乳動物の健康を脅かすこれらの改変細胞を除去するもので
ある。Ｔ細胞はヘルパーＴ細胞及び細胞障害性Ｔ細胞を含む。ヘルパーＴ細胞は、抗原提
示細胞上の抗原-ＭＨＣ複合体の認識に続いて広範囲に増殖する。またヘルパーＴ細胞は
種々のサイトカイン、例えばリンホカインを分泌し、これはＢ細胞、細胞障害性Ｔ細胞、
及び免疫反応に寄与している種々の他の細胞の活性化において中心的な役割を担っている
。
【０００３】
　複数の皮膚疾患が異常なＴ細胞反応及び自己免疫と相関している。乾癬は自己免疫疾患
と考えられえている。特に、免疫系のＴ細胞が皮膚中のタンパク質を認識し、タンパク質
が発見された領域を攻撃することにより、新規皮膚細胞の成長速度が大きくなりすぎて、
痛みを伴う盛り上がった鱗状の病変が生じる。これらの病変の特徴は、ケラチノサイトの
過剰増殖と、乾癬性病変の表皮における活性Ｔ細胞の蓄積である。乾癬には複数の形態が
あり、滴状乾癬は、幼児と成人前の子供に最も多く見られる乾癬である。これに先立って
上気道感染にかかっている場合がある。滴状乾癬は非伝染性で、通常は体幹、四肢及び頭
部に散在する小さな滴状の病変を特徴とする。米国乾癬協会によれば、米国で約７００万
人の乾癬患者が存在する。毎年約２万人の子供が乾癬と診断されており、多くの症例が上
気道感染を病因としている。現在の治療の不足又はそれに対する不満足のために、乾癬患
者のうち治療を求めているのは約１５０万人に過ぎないと想定される。疾病の最初の分子
レベルの原因は不明であるが、少なくとも７つの乾癬感受性遺伝子座に遺伝連鎖がマッピ
ングされている（６ｐ２１．３上のPsor1、１７ｑ上のＰｓｏｒ２、４ｑ上のＰｓｏｒ３
、１　ｃｅｎｔ－ｑ２１上のＰｓｏｒ４、３ｑ２１上のＰｓｏｒ５、１９ｐ１３上のＰｓ
ｏｒ６、及び１ｐ上のＰｓｏｒ７）。これら遺伝子座の一部は、リウマチ様関節炎、アト
ピー性皮膚炎、及び過敏性大腸症候群を含む他の自己免疫／炎症性疾患と重複している。
本明細書においては、実験により、正常な皮膚と比較して乾癬性皮膚ではある遺伝子が上
方制御されることを確認した。
　上記のような乾癬研究の進歩にも関わらず、哺乳動物における乾癬の存在を検出するこ
とができ、この疾患を効果的に抑制できる診断及び治療のための新しい薬剤が望まれてい
る。従って、本発明の目的は、正常な皮膚と比較して乾癬に過剰発現するポリペプチドを
同定し、これらポリペプチド及びそれらのコード化核酸を使用すること、哺乳動物の乾癬
の治療的処置及び診断的検出に有用な物質の組成物を生産することである。
【０００４】
発明の概要
Ａ．実施態様
　本発明は、ヒトを含む哺乳動物における乾癬の診断と治療に有用な組成物と方法に関す
る。本発明は、哺乳動物における感染に起因するタンパク質(アゴニスト及びアンタゴニ
スト抗体を含む)の同定に基づいている。乾癬等の免疫関連疾患は免疫反応を抑制又は増
強することで治療することができる。免疫反応を増強する分子は、抗原に対する免疫反応
を刺激又は強化する。免疫反応の増強が有益である場合には、免疫反応を刺激する分子が
治療に使用可能である。あるいは、免疫反応の鎮静が有用である場合(例えば炎症)には、
抗原に対する免疫反応を鎮静又は低減するといった、免疫反応を抑制する分子(例えば中
和抗体)を治療的に使用することができる。従って、ＰＲＯポリペプチド、そのアゴニス
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ト及びアンタゴニストは、乾癬の治療のための医薬及び薬物の調製に有用である。特定の
態様では、このような医薬及び薬物は、製薬的に許容可能な担体と共に、治療的有効量の
ＰＲＯポリペプチド、そのアゴニスト又はアンタゴニストを含有する。好ましくは、混合
物は滅菌される。
　更なる実施態様では、本発明は、ＰＲＯポリペプチドを候補分子と接触させ、前記ＰＲ
Ｏポリペプチドによって媒介される生物学的活性をモニターすることを含んでなる、ＰＲ
Ｏポリペプチドのアゴニスト又はアンタゴニストの同定方法に関する。好ましくは、ＰＲ
Ｏポリペプチドは天然配列ＰＲＯポリペプチドである。特定の態様では、ＰＲＯアゴニス
ト又はアンタゴニストは抗ＰＲＯ抗体である。
【０００５】
　他の実施態様では、本発明は、担体又は賦形剤と混合されてＰＲＯポリペプチド又は該
ポリペプチドと結合するアゴニスト又はアンタゴニスト抗体を含んでなる組成物に関する
。一態様では、組成物は治療に有効な量のポリペプチド又は抗体を含む。更なる態様では
、組成物が乾癬阻害分子を含むとき、組成物は、(ａ)その必要とする哺乳動物の乾癬組織
の量を減少させ、(ｂ)その必要とする哺乳動物における自己免疫反応を阻害又は低減させ
るのに有用である。他の態様では、組成物は、例えば更なる抗体又は細胞障害又は化学療
法剤であり得る更なる活性成分を含有する。好ましくは、組成物は滅菌されている。
【０００６】
　他の実施態様では、本発明は有効量のＰＲＯポリペプチド、そのアゴニスト又はそのア
ンタゴニストを哺乳動物に投与することを含む、その必要とする哺乳動物における乾癬を
治療する方法に関する。
　他の実施態様では、本発明は上述の又は下記のポリペプチドの何れかに特異的に結合す
る抗体を提供する。場合によっては、該抗体はモノクローナル抗体、ヒト化抗体、抗体断
片又は単鎖抗体である。一態様では、本発明は、ＰＲＯポリペプチドに結合する単離され
た抗体に関する。他の態様では、抗体はＰＲＯポリペプチドの活性を模倣し(アゴニスト
抗体)、又は逆に抗体がＰＲＯポリペプチドの活性を阻害又は中和する(アンタゴニスト抗
体)。他の態様では、抗体はモノクローナル抗体であり、好ましくは非ヒト相補性決定領
域(ＣＤＲ)残基及びヒトフレームワーク領域(ＦＲ)残基を有する。抗体は標識されていて
も固体支持体上に固定化されていてもよい。更なる態様では、抗体は抗体断片、モノクロ
ーナル抗体、単鎖抗体、又は抗イディオタイプ抗体である。
【０００７】
　更なる他の実施態様では、本発明は製薬的に許容可能な担体と混合して、抗ＰＲＯ抗体
を含有する組成物を提供する。好ましくは該組成物は滅菌されている。組成物は、貯蔵時
の安定性の延長が達成されるように保存できる、液状製薬用製剤の形態で投与されてもよ
い。あるいは、抗体はモノクローナル抗体、抗体断片、ヒト化抗体、又は単鎖抗体である
。
　更なる実施態様では、本発明は：
(ａ)ＰＲＯポリペプチド又はそのアゴニスト又はアンタゴニストを含有する物質の組成物
；
(ｂ)該組成物を収容する容器；及び
(ｃ)免疫関連疾患の治療における該ＰＲＯポリペプチド又はそのアゴニスト又はアンタゴ
ニストの使用に言及した、該容器に添付されたラベル又は該容器に含められた包装挿入物
を具備する製造品を提供する。該組成物は、治療的有効量のＰＲＯポリペプチド又はその
アゴニスト又はアンタゴニストを含んでいてもよい。
【０００８】
　更なる他の実施態様では、本発明は、(ａ)哺乳動物から得た組織細胞の試験試料におけ
る、及び(ｂ)同じ細胞型の既知の正常組織細胞のコントロール試料における、ＰＲＯポリ
ペプチドをコードする遺伝子の発現レベルを検出することを含む、哺乳動物における乾癬
の診断方法に関し、ここで、コントロール試料と比較して試験試料の発現レベルが高い又
は低いと、試験組織細胞を得た哺乳動物に乾癬が存在することを示す。
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　他の実施態様では、本発明は(ａ)抗ＰＲＯ抗体を哺乳動物から得た組織細胞の試験試料
に接触させ、(ｂ)試験試料中における、ＰＲＯポリペプチドと抗体との複合体形成を検出
することを含む哺乳動物における乾癬の診断方法に関し、ここで、該複合体の形成は、乾
癬の有無を示す。検出は、定性的でも定量的でもよく、同じ細胞型の既知の正常組織細胞
のコントロール試料における複合体形成をモニターして比較することで実施してもよい。
試験試料中に生成される多量の複合体は、試験組織細胞が得られた哺乳動物における乾癬
の有無を示す。抗体は、好ましくは検出可能な標識を有する。複合体生成は、例えば、光
学顕微鏡、フローサイトメトリー、蛍光測定、又は他のこの分野で知られた技術によりモ
ニターすることができる。通常、試験試料は、乾癬を有すると疑われる個体から採取され
る。
【０００９】
　他の実施態様では、本発明はＰＲＯポリペプチドを含有すると思われる細胞の試験試料
を抗ＰＲＯ抗体に暴露し、該細胞試料に対する該抗体の結合性を測定することを含んでな
る、試料中におけるＰＲＯポリペプチドの有無を決定する方法を提供する。特定の態様で
は、試料は、ＰＲＯポリペプチドを含有すると思われる細胞と、細胞に結合する抗体を含
む。抗体は、好ましくは検出可能に標識化され、及び／又は固体支持体に結合される。
　他の実施態様では、本発明は適当なパッケージ中に抗ＰＲＯ抗体と担体を含んでなる乾
癬の診断キットに関する。キットは好ましくはＰＲＯポリペプチドの有無を検出するため
に抗体を使用するための説明書を含む。好ましくは、担体は製薬的に許容可能なものであ
る。
　他の実施態様では、本発明は適当なパッケージに抗ＰＲＯ抗体を含んでなる診断キット
に関する。好ましくはキットはＰＲＯポリペプチドを検出するための抗体を使用するため
の説明書を含む。
【００１０】
　他の実施態様では、本発明は哺乳動物から得た組織細胞の試験試料におけるＰＲＯポリ
ペプチドの有無を検出することを含む、哺乳動物における乾癬の診断方法を提供し、ここ
で、該試験試料におけるＰＲＯポリペプチドの有無が該哺乳動物に乾癬が存在することを
示す。
　他の実施態様では、本発明は、ＰＲＯポリペプチドのアゴニストを同定する方法を提供
し、それは：
　（ａ）細胞とスクリーニングされる試験化合物とを、ＰＲＯポリペプチドによって通常
誘発される細胞性反応の誘発に適した条件下で接触させ；
　（ｂ）前記細胞性反応の誘発を測定して、試験化合物が有効なアゴニストであるか否か
を決定することを含んでなり、前記細胞性反応の誘発が前記試験化合物が有効なアゴニス
トであることを示す。
【００１１】
　他の実施態様では、本発明は、ＰＲＯポリペプチドに候補化合物を、これら２つの成分
を互いに作用させるのに十分な時間と条件の下で接触させ、ＰＲＯポリペプチドの活性が
阻害されているかどうかを決定することを含んでなる、ＰＲＯポリペプチドの活性を阻害
可能な化合物を同定する方法に関する。特定の態様では、候補化合物又はＰＲＯポリペプ
チドのどちらかは固体支持体上に固定される。他の態様では、非固定成分は検出可能な標
識を保有する。好ましい態様では、この方法は、
　（ａ）細胞とスクリーニングされる試験化合物とを、ＰＲＯポリペプチドが存在し、Ｐ
ＲＯポリペプチドによって通常誘発される細胞性反応の誘発に適した条件下で接触させ；
　（ｂ）前記細胞性反応の誘発を測定して、試験化合物が有効なアンタゴニストであるか
否かを決定する工程を含んでなる。
　他の実施態様では、本発明は、通常はＰＲＯポリペプチドを発現する細胞におけるＰＲ
Ｏポリペプチドの発現を阻害する化合物の同定方法を提供し、該方法は、細胞と試験化合
物とを接触させ、ＰＲＯポリペプチドの発現が阻害されるか否かを測定することを含む。
好ましい態様では、この方法は：
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　(ａ)細胞とスクリーニングされる試験化合物とをＰＲＯポリペプチドを発現させるのに
適した条件下で接触させ；
　(ｂ)前記ポリペプチドの発現の阻害を測定する工程を含んでなる。
【００１２】
　更なる実施態様において、本発明は乾癬を患っている哺乳動物の該疾患の治療方法に関
し、それは、(ａ)ＰＲＯポリペプチド、(ｂ)ＰＲＯポリペプチドのアゴニスト、又は(ｃ)
ＰＲＯポリペプチドのアンタゴニストのいずれかをコードする核酸分子を哺乳動物に投与
することを含んでなり、ここで前記アゴニスト又はアンタゴニストは抗ＰＲＯ抗体であっ
てよい。好ましい実施態様では、哺乳動物はヒトである。他の好ましい実施態様では、核
酸はエキソビボでの遺伝子療法を介して投与される。更なる好ましい実施態様では、核酸
はベクター、より好ましくはアデノウイルス、アデノ随伴ウイルス、レンチウイルス又は
レトロウイルスベクター内に包含される。
　また、他の態様において、本発明は、プロモータ、(ａ)ＰＲＯポリペプチド、(ｂ)ＰＲ
Ｏポリペプチドのアゴニストポリペプチド、又は(ｃ)ＰＲＯポリペプチドのアンタゴニス
トポリペプチドをコードする核酸、及びポリペプチドの細胞分泌のためのシグナル配列か
ら本質的になるウイルスベクターを含有する組換えウイルス粒子を提供し、ここでウイル
スベクターはウイルス構造タンパク質に付随している。好ましくは、シグナル配列は哺乳
動物、例えば天然ＰＲＯポリペプチドからのものである。
　また、更なる実施態様では、本発明は、レトロウイルス構造タンパク質を発現する核酸
構築物を含有し、またプロモータ、(ａ)ＰＲＯポリペプチド、(ｂ)ＰＲＯポリペプチドの
アゴニストポリペプチド、又は(ｃ)ＰＲＯポリペプチドのアンタゴニストポリペプチドを
コードする核酸、及びポリペプチドの細胞分泌のためのシグナル配列から本質的になるレ
トロウイルスベクターを更に含むエキソビボ産生細胞に関し、ここで該産生細胞は、組換
えレトロウイルス粒子を生産させるために構造タンパク質に付随してレトロウイルスベク
ターを包含している。
【００１３】
Ｂ．更なる実施態様
　本発明の他の態様では、本発明はここに記載したポリペプチドの任意のものをコードす
るＤＮＡを含むベクターを提供する。また、そのようなベクターの任意のものを含む宿主
細胞も提供される。例として、宿主細胞はＣＨＯ細胞、大腸菌、又は酵母菌であってよい
。ここに記載したポリペプチドの任意のものの製造方法が更に提供され、それは、宿主細
胞を所望のポリペプチドの発現に適した条件下で培養し、細胞培養物から所望のポリペプ
チドを回収することを含む。
　他の実施態様では、本発明は、異種ポリペプチド又はアミノ酸配列に融合した、ここに
記載したポリペプチドの任意のものを含んでなるキメラ分子を提供する。そのようなキメ
ラ分子の例は、エピトープタグ配列又は免疫グロブリンのＦｃ領域に融合したここに記載
の任意のポリペプチドを含む。
　他の実施態様では、本発明は、上記又は下記のポリペプチドの任意のものに特異的に結
合する抗体を提供する。場合によっては、抗体はモノクローナル抗体、ヒト化抗体、抗体
断片又は単鎖抗体である。
　更に他の実施態様では、本発明は、ゲノム及びｃＤＮＡヌクレオチド配列又はアンチセ
ンスプローブを単離するのに有用なオリゴヌクレオチドプローブを提供し、それらのプロ
ーブは上記又は下記のヌクレオチド配列の任意のものから誘導されうる。
【００１４】
　他の実施態様では、本発明はＰＲＯポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含む
単離された核酸分子を提供する。
　一態様では、単離された核酸分子は、(ａ)ここに開示された全長アミノ酸配列、ここに
開示されたシグナルペプチドを欠くアミノ酸配列、ここに開示されたシグナルペプチドを
伴うか伴わない膜貫通タンパク質の細胞外ドメイン、又はここに開示された全長アミノ酸
配列の任意の他の特に定められた断片を有するＰＲＯポリペプチドをコードするＤＮＡ分
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子、又は(ｂ)(ａ)のＤＮＡ分子の相補鎖に対して、少なくとも約８０％の核酸配列同一性
、又は少なくとも約８１％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８２％の核酸配列同一性
、又は少なくとも約８３％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８４％の核酸配列同一性
、又は少なくとも約８５％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８６％の核酸配列同一性
、又は少なくとも約８７％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８８％の核酸配列同一性
、又は少なくとも約８９％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９０％の核酸配列同一性
、又は少なくとも約９１％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９２％の核酸配列同一性
、又は少なくとも約９３％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９４％の核酸配列同一性
、又は少なくとも約９５％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９６％の核酸配列同一性
、又は少なくとも約９７％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９８％の核酸配列同一性
、又は少なくとも約９９％の核酸配列同一性を有しているヌクレオチド配列を含んでなる
。
【００１５】
　他の態様では、単離された核酸分子は、(ａ)ここに開示された全長ＰＲＯポリペプチド
ｃＤＮＡのコード配列、ここに開示されたシグナルペプチドを欠くＰＲＯポリペプチドの
コード配列、ここに開示されたシグナルペプチドを伴うか伴わない膜貫通ＰＲＯポリペプ
チドの細胞外ドメインのコード配列、又はここに開示された全長アミノ酸配列の任意の他
の特に定められた断片のコード配列を含むＤＮＡ分子、又は(ｂ)(ａ)のＤＮＡ分子の相補
鎖に対して、少なくとも約８０％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８１％の核酸配列
同一性、又は少なくとも約８２％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８３％の核酸配列
同一性、又は少なくとも約８４％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８５％の核酸配列
同一性、又は少なくとも約８６％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８７％の核酸配列
同一性、又は少なくとも約８８％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８９％の核酸配列
同一性、又は少なくとも約９０％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９１％の核酸配列
同一性、又は少なくとも約９２％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９３％の核酸配列
同一性、又は少なくとも約９４％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９５％の核酸配列
同一性、又は少なくとも約９６％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９７％の核酸配列
同一性、又は少なくとも約９８％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９９％の核酸配列
同一性を有しているヌクレオチド配列を含んでなる。
【００１６】
　更なる態様では、本発明は、(ａ)ここに開示されたヒトタンパク質ｃＤＮＡの任意のも
のによりコードされる同じ成熟ポリペプチドをコードするＤＮＡ分子、又は(ｂ)(ａ)のＤ
ＮＡ分子の相補鎖に対して、少なくとも約８０％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８
１％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８２％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８
３％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８４％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８
５％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８６％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８
７％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８８％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８
９％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９０％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９
１％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９２％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９
３％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９４％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９
５％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９６％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９
７％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９８％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９
９％の核酸配列同一性を有しているヌクレオチド配列を含んでなる単離された核酸分子に
関する。
【００１７】
　本発明の他の態様は、膜貫通ドメインが欠失されているか膜貫通ドメインが不活性化さ
れているＰＲＯポリペプチドをコードするヌクレオチド配列、またはそのようなコード化
ヌクレオチド配列に相補的であるものを含んでなる単離された核酸分子を提供し、ここで
そのようなポリペプチドの膜貫通ドメインがここに開示される。従って、ここに記載され
たＰＲＯポリペプチドの可溶性細胞外ドメインが考慮される。
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　他の実施態様は、ＰＲＯポリペプチドコード配列の断片、又はその相補鎖に関し、それ
らは、例えば、場合によっては抗ＰＲＯ抗体に対する結合部位を含むポリペプチドをコー
ドするＰＲＯポリペプチドの断片をコードする、ハイブリッド形成プローブとして、又は
アンチセンスオリゴヌクレオチドプローブとしての用途が見いだされる。そのような核酸
断片は通常少なくとも約２０のヌクレオチド長、又は少なくとも約３０のヌクレオチド長
、又は少なくとも約４０のヌクレオチド長、又は少なくとも約５０のヌクレオチド長、又
は少なくとも約６０のヌクレオチド長、又は少なくとも約７０のヌクレオチド長、又は少
なくとも約８０のヌクレオチド長、又は少なくとも約９０のヌクレオチド長、又は少なく
とも約１００のヌクレオチド長、又は少なくとも約１１０のヌクレオチド長、又は少なく
とも約１２０のヌクレオチド長、又は少なくとも約１３０のヌクレオチド長、又は少なく
とも約１４０のヌクレオチド長、又は少なくとも約１５０のヌクレオチド長、又は少なく
とも約１６０のヌクレオチド長、又は少なくとも約１７０のヌクレオチド長、又は少なく
とも約１８０のヌクレオチド長、又は少なくとも約１９０のヌクレオチド長、又は少なく
とも約２００のヌクレオチド長、又は少なくとも約２５０のヌクレオチド長、又は少なく
とも約３００のヌクレオチド長、又は少なくとも約３５０のヌクレオチド長、又は少なく
とも約４００のヌクレオチド長、又は少なくとも約４５０のヌクレオチド長、又は少なく
とも約５００のヌクレオチド長、又は少なくとも約６００のヌクレオチド長、又は少なく
とも約７００のヌクレオチド長、又は少なくとも約８００のヌクレオチド長、又は少なく
とも約９００のヌクレオチド長、又は少なくとも約１０００のヌクレオチド長であり、こ
こで、「約」という用語は、その参照している長さのプラス又はマイナス１０％の参照ヌ
クレオチド配列長を意味する。ＰＲＯポリペプチドコード化ヌクレオチド配列の新規な断
片は、多くのよく知られた配列アラインメントプログラムの任意のものを使用して、ＰＲ
Ｏポリペプチドコードヌクレオチド配列を他の既知のヌクレオチド配列にアラインメント
させ、どのＰＲＯポリペプチドコード化ヌクレオチド配列断片(類)が新規であるかを決定
することにより常套的な形で決定することができることに留意される。そのようなＰＲＯ
ポリペプチドコード化ヌクレオチド配列の全てがここで考慮される。また考慮されるもの
は、これらのヌクレオチド分子断片によりコードされるＰＲＯポリペプチド断片、好まし
くは抗ＰＲＯ抗体に対する結合部位を含んでなるそれらのＰＲＯポリペプチド断片である
。
【００１８】
　他の実施態様では、本発明は、上記で同定された単離された核酸配列の任意のものにコ
ードされる単離されたＰＲＯポリペプチドを提供する。
　ある態様では、本発明は、ここに開示された全長アミノ酸配列、ここに開示されたシグ
ナルペプチドを欠くアミノ酸配列、ここに開示されたシグナルペプチドを伴うか伴わない
膜貫通タンパク質の細胞外ドメイン、又はここに開示された全長アミノ酸配列の任意の他
の特に定められた断片を有するＰＲＯポリペプチドに対して、少なくとも約８０％のアミ
ノ酸配列同一性、又は少なくとも約８１％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約８２
％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約８３％のアミノ酸配列同一性、又は少なくと
も約８４％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約８５％のアミノ酸配列同一性、又は
少なくとも約８６％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約８７％のアミノ酸配列同一
性、又は少なくとも約８８％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約８９％のアミノ酸
配列同一性、又は少なくとも約９０％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約９１％の
アミノ酸配列同一性、又は少なくとも約９２％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約
９３％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約９４％のアミノ酸配列同一性、又は少な
くとも約９５％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約９６％のアミノ酸配列同一性、
又は少なくとも約９７％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約９８％のアミノ酸配列
同一性、又は少なくとも約９９％のアミノ酸配列同一性を有しているアミノ酸配列を含ん
でなる単離されたＰＲＯポリペプチドに関する。
【００１９】
　更なる態様では、本発明は、ここに開示されたヒトタンパク質ｃＤＮＡの任意のものに
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よりコードされるアミノ酸配列に対して、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性、又
は少なくとも約８１％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約８２％のアミノ酸配列同
一性、又は少なくとも約８３％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約８４％のアミノ
酸配列同一性、又は少なくとも約８５％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約８６％
のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約８７％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも
約８８％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約８９％のアミノ酸配列同一性、又は少
なくとも約９０％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約９１％のアミノ酸配列同一性
、又は少なくとも約９２％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約９３％のアミノ酸配
列同一性、又は少なくとも約９４％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約９５％のア
ミノ酸配列同一性、又は少なくとも約９６％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約９
７％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約９８％のアミノ酸配列同一性、又は少なく
とも約９９％のアミノ酸配列同一性を有しているアミノ酸配列を含んでなる単離されたＰ
ＲＯポリペプチドに関する。
【００２０】
　特定の態様では、本発明は、Ｎ末端シグナル配列及び／又は開始メチオニンを持たない
単離されたＰＲＯポリペプチドを提供し、それは上述したそのようなアミノ酸配列をコー
ドするヌクレオチド配列によりコードされる。これを生産する方法もまたここに記載され
、ここで、これらの方法はＰＲＯポリペプチドの発現に適した条件下で適当なコード化核
酸分子を含むベクターを含んでなる宿主細胞を培養し、細胞培養物からＰＲＯポリペプチ
ドを回収することを含んでなる。
　他の態様では、本発明は、膜貫通ドメインが欠失されたか膜貫通ドメインが不活性化さ
れた単離されたＰＲＯポリペプチドを提供する。これを生産する方法もまたここに記載さ
れ、ここで、これらの方法はＰＲＯポリペプチドの発現に適した条件下で適当なコード化
核酸分子を含むベクターを含んでなる宿主細胞を培養し、細胞培養物からＰＲＯポリペプ
チドを回収することを含んでなる。
　更に他の実施態様では、本発明は、ここで定められる天然ＰＲＯポリペプチドのアゴニ
スト及びアンタゴニストに関する。特定の実施態様では、アゴニスト又はアンタゴニスト
は抗ＰＲＯ抗体又は小分子である。
　更なる実施態様では、本発明は、ＰＲＯポリペプチドのアゴニスト又はアンタゴニスト
を同定する方法に関し、それは、ＰＲＯポリペプチドを候補分子と接触させ、前記ＰＲＯ
ポリペプチドによって媒介される生物学的活性をモニターすることを含む。好ましくは、
ＰＲＯポリペプチドは天然ＰＲＯポリペプチドである。
　また更なる実施態様では、本発明は、ＰＲＯポリペプチド、又はここに記載するＰＲＯ
ポリペプチドのアゴニスト又はアンタゴニスト、又は抗ＰＲＯ抗体を、担体と組み合わせ
て含有する物質の組成物に関する。場合によっては、担体は製薬的に許容される担体であ
る。
　本発明の他の実施態様は、ＰＲＯポリペプチド、又は上記したようなそのアゴニスト又
はアンタゴニスト、又は抗ＰＲＯ抗体の、ＰＲＯポリペプチド、そのアゴニスト又はアン
タゴニスト又は抗ＰＲＯ抗体に起因する病状の治療に有用な医薬の調製のための使用に関
する。
【００２１】
好適な実施態様の詳細な説明
１．定義
　ここで使用される際の「ＰＲＯポリペプチド」及び「ＰＲＯ」という用語は、直後に数
値標記がある場合、種々のポリペプチドを指し、完全な符号(すなわち、ＰＲＯ／番号)は
、ここに記載する特定のポリペプチド配列を指す。「ＰＲＯ／番号ポリペプチド」及び「
ＰＲＯ／番号」であって、「番号」がここで使用される実際の数値標記として与えられる
用語は、天然配列ポリペプチド及びポリペプチド変異体(ここで更に定義する)を含む。こ
こに記載されるＰＲＯポリペプチドは、ヒト組織型又は他の供給源といった種々の供給源
から単離してもよく、組換え又は合成法によって調製してもよい。「ＰＲＯポリペプチド
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」なる用語は、ここで記載する個々のＰＲＯ／番号ポリペプチドをそれぞれ指す。「ＰＲ
Ｏポリペプチド」を意味するこの明細書における全開示は、ポリペプチドのそれぞれを個
々に、また一緒に併せて意味する。例えば、それに対する抗体の調製、精製、誘導、精製
、それを含む組成物、それを用いた病気の治療等々の記載は、本発明の各ポリペプチドに
それぞれ関与している。また「ＰＲＯポリペプチド」なる用語には、ここに開示されるＰ
ＲＯ／番号ポリペプチドの変異体も含まれる。
【００２２】
　「天然配列ＰＲＯポリペプチド」は、天然由来の対応するＰＲＯポリペプチドと同一の
アミノ酸配列を有するポリペプチドを含む。このような天然配列ＰＲＯポリペプチドは、
天然から単離することもできるし、組換え又は合成手段により生産することもできる。「
天然配列ＰＲＯポリペプチド」という用語には、特に、特定のＰＲＯポリペプチドの自然
に生じる切断又は分泌形態(例えば、細胞外ドメイン配列)、自然に生じる変異形態(例え
ば、選択的にスプライシングされた形態)及びそのポリペプチドの自然に生じる対立遺伝
子変異体が含まれる。本発明の種々の実施態様において、ここで記載の天然配列ＰＲＯポ
リペプチドは、添付の図面に示される全長アミノ酸配列を含む成熟又は全長天然配列ポリ
ペプチドである。開始及び停止コドンは、図において太字及び下線で示す。しかし、添付
の図面に開示したＰＲＯポリペプチドは、図面におけるアミノ酸位置１としてここに命名
されるメチオニン残基で始まるように示されているが、図面におけるアミノ酸位置１の上
流又は下流に位置する他のメチオニン残基をＰＲＯポリペプチドの開始アミノ酸残基とし
て用いることも考えられるし可能でもある。
　ＰＲＯポリペプチド「細胞外ドメイン」又は「ＥＣＤ」は、膜貫通及び細胞質ドメイン
を本質的に有しないＰＲＯポリペプチドの形態を称する。通常、ＰＲＯポリペプチドＥＣ
Ｄは、それらの膜貫通及び／又は細胞質ドメインを１％未満、好ましくはそのようなドメ
インを０．５％未満しか持たない。本発明のＰＲＯポリペプチドについて同定された任意
の膜貫通ドメインは、疎水性ドメインのその型を同定するために当該分野において日常的
に使用される基準に従い同定されることが理解されるであろう。膜貫通ドメインの厳密な
境界は変わり得るが、ここで最初に同定されたドメインのいずれかの末端から約５アミノ
酸を越えないと思われる。よって、ＰＲＯポリペプチド細胞外ドメインは、場合によって
は、実施例又は明細書で同定されるように膜貫通ドメイン／細胞外ドメインの境界のいず
れかの側から約５又はそれ未満のアミノ酸を含んでもよく、シグナルペプチドを伴う又は
伴わない、そのようなポリペプチド及びそれらをコードする核酸は、本発明で考慮される
。
【００２３】
　ここに開示する種々のＰＲＯポリペプチドの「シグナルペプチド」の適切な位置は、本
明細書及び／又は添付の図面に示す。しかし、注記するように、シグナルペプチドのＣ-
末端境界は変化しうるが、ここで最初に定義したようにシグナルペプチドＣ-末端境界の
いずれかの側で約５アミノ酸を越えないと思われ、シグナルペプチドのＣ-末端境界は、
そのような型のアミノ酸配列成分を同定するのに当該技術にいて日常的に使用される基準
に従って同定され得る(例えば、Nielsen等, Prot. Eng. 10: 1-6 (1997)及びvon Heinje
等, Nucl. Acids. Res. 14: 4683-4690 (1986))。更に、幾つかの場合には、分泌ポリペ
プチドからのシグナルペプチドの切断は完全に均一ではなく、一以上の分泌種をもたらす
ことも認められる。シグナルペプチドがここに同定されるシグナルペプチドのＣ-末端境
界のいずれかの側の約５アミノ酸を越えない範囲内で切断されるこれらの成熟ポリペプチ
ド、及びそれらをコードするポリヌクレオチドは、本発明で考慮される。
【００２４】
　「ＰＲＯポリペプチド変異体」とは、ここに開示される全長天然配列ＰＲＯポリペプチ
ド配列、ここに開示されたシグナルペプチドを欠くＰＲＯポリペプチド配列、ここに開示
されたシグナルペプチドを伴うか伴わないＰＲＯポリペプチドの細胞外ドメイン又はここ
に開示された全長ＰＲＯポリペプチド配列の他の断片と、少なくとも約８０％のアミノ酸
配列同一性を有する上記又は下記の活性ＰＲＯポリペプチドを意味する。このようなＰＲ
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Ｏポリペプチド変異体には、例えば、全長天然アミノ酸配列のＮ-又はＣ-末端において一
又は複数のアミノ酸残基が付加、もしくは欠失されたＰＲＯポリペプチドが含まれる。通
常、ＰＲＯポリペプチド変異体は、ここに開示された全長天然配列ＰＲＯポリペプチド配
列、ここに開示されたシグナルペプチドを欠くＰＲＯポリペプチド配列、ここに開示され
たシグナルペプチドを伴うか伴わないＰＲＯポリペプチドの細胞外ドメイン又はここに開
示された全長ＰＲＯポリペプチド配列の任意の他の特に定められた断片と、少なくとも約
８０％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約８１％のアミノ酸配列同一性、又は少な
くとも約８２％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約８３％のアミノ酸配列同一性、
又は少なくとも約８４％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約８５％のアミノ酸配列
同一性、又は少なくとも約８６％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約８７％のアミ
ノ酸配列同一性、又は少なくとも約８８％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約８９
％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約９０％のアミノ酸配列同一性、又は少なくと
も約９１％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約９２％のアミノ酸配列同一性、又は
少なくとも約９３％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約９４％のアミノ酸配列同一
性、又は少なくとも約９５％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約９６％のアミノ酸
配列同一性、又は少なくとも約９７％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも約９８％の
アミノ酸配列同一性、そして、又は少なくとも約９９％のアミノ酸配列同一性を有してい
る。通常は、ＰＲＯ変異体ポリペプチドは、少なくとも約１０アミノ酸長、又は少なくと
も約２０アミノ酸長、又は少なくとも約３０アミノ酸長、又は少なくとも約４０アミノ酸
長、又は少なくとも約５０アミノ酸長、又は少なくとも約６０アミノ酸長、又は少なくと
も約７０アミノ酸長、又は少なくとも約８０アミノ酸長、又は少なくとも約９０アミノ酸
長、又は少なくとも約１００アミノ酸長、又は少なくとも約１５０アミノ酸長、又は少な
くとも約２００アミノ酸長、又は少なくとも約３００アミノ酸長、又はそれ以上である。
【００２５】
　ここで同定されているＰＲＯポリペプチド配列に対して「パーセント(％)アミノ酸配列
同一性」は、配列を整列させ、最大のパーセント配列同一性を得るために必要ならば間隙
を導入し、如何なる保存的置換も配列同一性の一部と考えないとした、特定のＰＲＯポリ
ペプチド配列におけるアミノ酸残基と同一である候補配列中のアミノ酸残基のパーセント
として定義される。パーセントアミノ酸配列同一性を決定する目的のためのアラインメン
トは、当業者の技量の範囲にある種々の方法、例えばBLAST、BLAST-2、ALIGN又はMegalig
n(DNASTAR)ソフトウエアのような公に入手可能なコンピュータソフトウエアを使用するこ
とにより達成可能である。当業者であれば、比較される配列の全長に対して最大のアライ
ンメントを達成するために必要な任意のアルゴリズムを含む、アラインメントを測定する
ための適切なパラメータを決定することができる。しかし、ここでの目的のためには、％
アミノ酸配列同一性値は、ALIGN-2プログラム用の完全なソースコードが以下の表１に与
えられている配列比較コンピュータプログラムALIGN-2を用いて得られる。ALIGN-2配列比
較コンピュータプログラムはジェネンテク社によって作成され、以下の表１に示したソー
スコードは米国著作権庁, Washington D.C., 20559に使用者用書類とともに提出され、米
国著作権登録番号TXU510087の下で登録されている。ALIGN-2プログラムはジェネンテク社
、South San Francisco, Californiaから公に入手可能であり、また以下の表１に与えた
ソースコードからコンパイルしてもよい。ALIGN-2プログラムは、UNIXオペレーティング
システム、好ましくはデジタルUNIX V4.0Dでの使用のためにコンパイルされる。全ての配
列比較パラメータは、ALIGN-2プログラムによって設定され変動しない。
【００２６】
　アミノ酸配列比較にALIGN-2が用いられる状況では、与えられたアミノ酸配列Ａの、与
えられたアミノ酸配列Ｂとの、又はそれに対する％アミノ酸配列同一性(与えられたアミ
ノ酸配列Ｂとの、又はそれに対して或る程度の％アミノ酸配列同一性を持つ又は含む与え
られたアミノ酸配列Ａと言うこともできる)は次のように計算される：
分率Ｘ／Ｙの１００倍
ここで、Ｘは配列アラインメントプログラムALIGN-2のＡ及びＢのアラインメントによっ
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て同一であると一致したスコアのアミノ酸残基の数であり、ＹはＢの全アミノ酸残基数で
ある。アミノ酸配列Ａの長さがアミノ酸配列Ｂの長さと異なる場合、ＡのＢに対する％ア
ミノ酸配列同一性は、ＢのＡに対する％アミノ酸配列同一性とは異なることは認識される
であろう。この方法を用いた％アミノ酸配列同一性の計算の例として、表２と３は、「比
較タンパク質」と称されるアミノ酸配列の「ＰＲＯ」と称されるアミノ酸配列に対する％
アミノ酸配列同一性の計算方法を示し、ここで「ＰＲＯ」とは関心ある仮のＰＲＯポリペ
プチドのアミノ酸配列を表し、「比較タンパク質」とは関心ある「ＰＲＯ」ポリペプチド
が比較されているポリペプチドのアミノ酸配列を表し、「Ｘ」、「Ｙ」及び「Ｚ」はそれ
ぞれ異なった仮のアミノ酸配列を表す。
【００２７】
　特に断らない限り、ここで用いられる全ての％アミノ酸配列同一性値は、直上のパラグ
ラフに記載したようにしてALIGN-2コンピュータプログラムを用いて得られる。しかしな
がら、％アミノ酸配列同一性値は、以下に記載するように、WU-BLAST-2コンピュータプロ
グラム(Altschul等, Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996))を用いて得ることも
できる。殆どのWU-BLAST-2検索パラメータは初期値に設定される。初期値に設定されない
、即ち調節可能なパラメータは以下の値に設定する：オーバーラップスパン＝１、オーバ
ーラップフラクション＝０．１２５、ワード閾値(Ｔ)＝１１、及びスコアリングマトリク
ス＝BLOSUM62。WU-BLAST-2を用いた場合、％アミノ酸配列同一性値は、WU-BLAST-2により
決定されるように、(ａ)天然ＰＲＯポリペプチドから誘導された配列を有する関心あるＰ
ＲＯポリペプチドのアミノ酸配列と、関心ある比較アミノ酸配列(即ち、関心あるＰＲＯ
ポリペプチドが比較されるＰＲＯポリペプチド変異体であってもよい配列)との間の、一
致する同一アミノ酸残基の数を、(ｂ)関心あるＰＲＯポリペプチドのアミノ酸残基の総数
で除した商によって決定される。例えば、「アミノ酸配列Ｂと少なくとも８０％のアミノ
酸配列同一性を持つ又は持っているアミノ酸配列Ａを含むポリペプチド」という表現では
、アミノ酸配列Ａが関心ある比較アミノ酸配列であり、アミノ酸配列Ｂが関心あるＰＲＯ
ポリペプチドのアミノ酸配列である。
【００２８】
　また、パーセントアミノ酸配列同一性は、配列比較プログラムNCBI-BLAST2(Altschul等
, Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402 (1997))を用いて決定してもよい。NCBI-BLAST2配
列比較プログラムは、http://www.ncbi.nlm.nih.govからダウンロードしてもよく、別にN
ational Institute of Health, Bethesda, MDから得てもよい。NCBI-BLAST2は幾つかの検
索パラメータを使用し、それら検索パラメータの全ては初期値に設定され、例えば、unma
sk＝可、鎖＝全て、予測される発生＝１０、最小低複合長＝１５／５、マルチパスｅ-値
＝０．０１、マルチパスの定数＝２５、最終ギャップアラインメントのドロップオフ＝２
５、及びスコアリングマトリクス＝BLOSUM62を含む。
　アミノ酸配列比較にNCBI-BLAST2が用いられる状況では、与えられたアミノ酸配列Ａの
、与えられたアミノ酸配列Ｂとの、又はそれに対する％アミノ酸配列同一性(与えられた
アミノ酸配列Ｂと、又はそれに対して或る程度の％アミノ酸配列同一性を持つ又は含む与
えられたアミノ酸配列Ａと言うこともできる)は次のように計算される：
分率Ｘ／Ｙの１００倍
ここで、Ｘは配列アラインメントプログラムNCBI-BLAST2のＡ及びＢのアラインメントに
よって同一であると一致したスコアのアミノ酸残基の数であり、ＹはＢの全アミノ酸残基
数である。アミノ酸配列Ａの長さがアミノ酸配列Ｂの長さと異なる場合、ＡのＢに対する
％アミノ酸配列同一性は、ＢのＡに対する％アミノ酸配列同一性とは異なると認識される
であろう。
【００２９】
　「ＰＲＯ変異体ポリヌクレオチド」又は「ＰＲＯ変異体核酸配列」とは、下記に定義さ
れるように、活性ＰＲＯポリペプチドをコードする核酸分子でを意味し、ここに開示され
た全長天然配列ＰＲＯポリペプチド配列、ここに開示されたシグナルペプチドを欠く全長
天然配列ＰＲＯポリペプチド配列、ここに開示されたシグナルペプチドを伴うか伴わない
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ＰＲＯポリペプチドの細胞外ドメイン又はここに開示された全長ポリペプチド配列の任意
の他の断片をコードするヌクレオチド配列と少なくとも８０％の核酸配列同一性を有する
。通常は、ＰＲＯポリペプチド変異体ポリヌクレオチドは、ここに開示された全長天然配
列ＰＲＯポリペプチド配列、ここに開示されたシグナルペプチドを欠く全長天然配列ＰＲ
Ｏポリペプチド配列、ここに開示されたシグナル配列を伴うか伴わないＰＲＯポリペプチ
ド配列の細胞外ドメイン又はここに開示された全長ＰＲＯポリペプチド配列の任意の他の
断片をコードする核酸配列と、少なくとも約８０％の核酸配列同一性、又は少なくとも約
８１％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８２％の核酸配列同一性、又は少なくとも約
８３％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８４％の核酸配列同一性、又は少なくとも約
８５％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８６％の核酸配列同一性、又は少なくとも約
８７％の核酸配列同一性、又は少なくとも約８８％の核酸配列同一性、又は少なくとも約
８９％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９０％の核酸配列同一性、又は少なくとも約
９１％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９２％の核酸配列同一性、又は少なくとも約
９３％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９４％の核酸配列同一性、又は少なくとも約
９５％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９６％の核酸配列同一性、又は少なくとも約
９７％の核酸配列同一性、又は少なくとも約９８％の核酸配列同一性、又は少なくとも約
９９％の核酸配列同一性を有している。変異体は、天然ヌクレオチド配列を含まない。変
異体は天然ヌクレオチド配列を含まない。
　通常は、ＰＲＯポリペプチド変異体ポリヌクレオチドは、少なくとも約３０のヌクレオ
チド長、又は少なくとも約６０のヌクレオチド長、又は少なくとも約９０のヌクレオチド
長、又は少なくとも約１２０のヌクレオチド長、又は少なくとも約１５０のヌクレオチド
長、又は少なくとも約１８０のヌクレオチド長、又は少なくとも約２１０のヌクレオチド
長、又は少なくとも約２４０のヌクレオチド長、又は少なくとも約２７０のヌクレオチド
長、又は少なくとも約３００のヌクレオチド長、又は少なくとも約４５０のヌクレオチド
長、又は少なくとも約６００のヌクレオチド長、又は少なくとも約９００のヌクレオチド
長である。
【００３０】
　ここで同定されるＰＲＯコード化核酸配列に対する「パーセント(％)核酸配列同一性」
は、配列を整列させ、最大のパーセント配列同一性を得るために必要ならば間隙を導入し
、関心あるＰＲＯ核酸配列のヌクレオチドと同一である候補配列中のヌクレオチドのパー
セントとして定義される。パーセント核酸配列同一性を決定する目的のためのアラインメ
ントは、当業者の知る範囲にある種々の方法、例えばBLAST、BLAST-2、ALIGN又はMegalig
n(DNASTAR)ソフトウエアのような公に入手可能なコンピュータソフトウエアを使用するこ
とにより達成可能である。しかし、ここでの目的のためには、％核酸配列同一性値は、AL
IGN-2プログラム用の完全なソースコードが以下の表１に与えられている配列比較コンピ
ュータプログラムALIGN-2を用いて得られる。ALIGN-2配列比較コンピュータプログラムは
ジェネンテク社によって作成され、以下の表１に示したソースコードは米国著作権庁, Wa
shington D.C., 20559に使用者用書類とともに提出され、米国著作権登録番号TXU510087
の下で登録されている。ALIGN-2プログラムはジェネンテク社、South San Francisco, Ca
liforniaから公に入手可能であり、また以下の表１に与えたソースコードからコンパイル
してもよい。ALIGN-2プログラムは、UNIXオペレーティングシステム、好ましくはデジタ
ルUNIX V4.0Dでの使用のためにコンパイルされる。全ての配列比較パラメータは、ALIGN-
2プログラムによって設定され変動しない。
【００３１】
　核酸配列比較にALIGN-2が用いられる状況では、与えられた核酸配列Ｃの、与えられた
核酸配列Ｄとの、又はそれに対する％核酸配列同一性(与えられた核酸配列Ｄとの、又は
それに対して或る程度の％核酸配列同一性を持つ又は含む与えられた核酸配列Ｃと言うこ
ともできる)は次のように計算される：
分率Ｗ／Ｚの１００倍
ここで、Ｗは配列アラインメントプログラムALIGN-2のＣ及びＤのアラインメントによっ
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て同一であると一致したスコアのヌクレオチドの数であり、ＺはＤの全ヌクレオチド数で
ある。核酸配列Ｃの長さが核酸配列Ｄの長さと異なる場合、ＣのＤに対する％核酸配列同
一性は、ＤのＣに対する％核酸配列同一性とは異なると認識されるであろう。％核酸配列
同一性の計算の例として、表４と５は、「比較ＤＮＡ」と称される核酸配列の「ＰＲＯ-
ＤＮＡ」と称される核酸配列に対する％核酸配列同一性の計算方法を示し、ここで「ＰＲ
Ｏ-ＤＮＡ」は、関心ある仮のＰＲＯ-コード化核酸配列を表し、「比較ＤＮＡ」は関心あ
る「ＰＲＯ-ＤＮＡ」核酸分子が比較されている核酸分子のヌクレオチド配列を表し、「
Ｎ」、「Ｌ」及び「Ｖ」はそれぞれ異なった仮のヌクレオチドを表す。
【００３２】
　特に断らない限り、ここで用いられる全ての％核酸配列同一性値は、直上のパラグラフ
に記載したようにしてALIGN-2コンピュータプログラムを用いて得られる。しかしながら
、％核酸配列同一性値は、以下に記載するように、WU-BLAST-2コンピュータプログラム(A
ltschul等, Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996))を用いて得ることもできる。
殆どのWU-BLAST-2検索パラメータは初期値に設定される。初期値に設定されない、即ち調
節可能なパラメータは以下の値に設定する：オーバーラップスパン＝１、オーバーラップ
フラクション＝０．１２５、ワード閾値(Ｔ)＝１１、及びスコアリングマトリクス＝BLOS
UM62。WU-BLAST-2を用いた場合、％核酸配列同一性値は、WU-BLAST-2により決定されるよ
うに(ａ)天然配列ＰＲＯポリペプチドコード化核酸から誘導された配列を有する関心ある
ＰＲＯポリペプチドコード化核酸分子の核酸配列と、関心ある比較核酸分子(すなわち、
関心あるＰＲＯポリペプチドコード化核酸分子が比較される変異ＰＲＯポリヌクレオチド
であってもよい配列)との間の、一致する同一ヌクレオチドの数を、(ｂ)関心あるＰＲＯ
ポリペプチドコード化核酸配列のヌクレオチドの総数で除した商によって決定される。例
えば、「核酸配列Ｂと少なくとも８０％の核酸配列同一性を持つ又は持っている核酸配列
Ａを含む単離された核酸分子」という記載において、核酸配列Ａは関心ある比較核酸分子
であり、核酸配列Ｂは関心あるＰＲＯポリペプチドコード化核酸分子の核酸配列である。
【００３３】
　また、パーセント核酸配列同一性は、配列比較プログラムNCBI-BLAST2(Altschul等, Nu
cleic Acids Res. 25: 3389-3402 (1997))を用いて決定してもよい。NCBI-BLAST2配列比
較プログラムは、http://www.ncbi.nlm.nih.govからダウンロードしてもよく、別にNatio
nal Institute of Health, Bethesda, MDから得てもよい。NCBI-BLAST2は幾つかの検索パ
ラメータを使用し、それら検索パラメータの全ては初期値に設定され、例えば、unmask＝
可、鎖＝全て、予測される発生＝１０、最小低複合長＝１５／５、マルチパスｅ-値＝０
．０１、マルチパスの定数＝２５、最終ギャップアラインメントのドロップオフ＝２５、
及びスコアリングマトリクス＝BLOSUM62を含む。
　配列比較にNCBI-BLAST2が用いられる状況では、与えられた核酸配列Ｃの、与えられた
核酸配列Ｄとの、又はそれに対する％核酸配列同一性(与えられた核酸配列Ｄとの、又は
それに対して或る程度の％核酸配列同一性を持つ又は含む与えられた核酸配列Ｃと言うこ
ともできる)は次のように計算される：
分率Ｗ／Ｚの１００倍
ここで、Ｗは配列アラインメントプログラムNCBI-BLAST2のＣ及びＤのアラインメントに
よって同一であると一致したスコアのヌクレオチド数であり、ＺはＤの全ヌクレオチド数
である。核酸配列Ｃの長さが核酸配列Ｄの長さと異なる場合、ＣのＤに対する％核酸配列
同一性は、ＤのＣに対する％核酸配列同一性とは異なると認識されるであろう。
【００３４】
　他の実施態様では、ＰＲＯ変異体ポリヌクレオチドは、活性ＰＲＯポリペプチドをコー
ドし、好ましくは緊縮性ハイブリッド形成及び洗浄条件下で、ここに開示する全長ＰＲＯ
ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列にハイブリッド形成可能な核酸分子である。
ＰＲＯ変異体ポリペプチドは、ＰＲＯ変異体ポリヌクレオチドにコードされるものであっ
てもよい。
　「単離された」とは、ここで開示された種々のポリペプチドを記述するために使用する
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ときは、その自然環境の成分から同定され分離され及び／又は回収されたポリペプチドを
意味する。その自然環境の汚染成分とは、そのポリペプチドの診断又は治療への使用を典
型的には妨害する物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質
様溶質が含まれる。好ましい実施態様において、ポリペプチドは、(１)スピニングカップ
シークエネーターを使用することにより、少なくとも１５残基のＮ末端あるいは内部アミ
ノ酸配列を得るのに充分なほど、あるいは、(２)クーマシーブルーあるいは好ましくは銀
染色を用いた非還元あるいは還元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥによる均一性まで精製され
る。単離されたポリペプチドには、自然環境におけるＰＲＯポリペプチドの少なくとも１
つの成分が存在しないため、組換え細胞内のインサイツのポリペプチドが含まれる。しか
しながら、通常は、単離されたポリペプチドは少なくとも１つの精製工程により調製され
る。
　「単離された」ＰＲＯポリペプチドコード化核酸又は他のポリペプチドコード化核酸は
、同定され、ポリペプチドコード化核酸の天然源に通常付随している少なくとも１つの汚
染核酸分子から分離された核酸分子である。単離されたポリペプチドコード化核酸分子は
、天然に見出される形態あるいは設定以外のものである。ゆえに、単離されたポリペプチ
ドコード化核酸は、天然の細胞中に存在する特定のポリペプチドコード化核酸分子とは区
別される。しかし、単離されたポリペプチドコード化核酸分子は、例えば、核酸分子が天
然細胞のものとは異なった染色体位置にあるポリペプチドを通常発現する細胞に含まれる
ものを含む。
【００３５】
　「コントロール配列」という用語は、特定の宿主生物において作用可能に結合したコー
ド配列を発現するために必要なＤＮＡ配列を称す。例えば原核生物に好適なコントロール
配列は、プロモーター、場合によってはオペレータ配列、及びリボソーム結合部位を含む
。真核生物の細胞は、プロモーター、ポリアデニル化シグナル及びエンハンサーを利用す
ることが知られている。
　核酸は、他の核酸配列と機能的な関係にあるときに「作用可能に結合し」ている。例え
ば、プレ配列あるいは分泌リーダーのＤＮＡは、ポリペプチドの分泌に寄与するプレタン
パク質として発現されているなら、そのポリペプチドのＤＮＡに作用可能に結合している
；プロモーター又はエンハンサーは、配列の転写に影響を及ぼすならば、コード配列に作
用可能に結合している；又はリボソーム結合部位は、もしそれが翻訳を容易にするような
位置にあるなら、コード配列と作用可能に結合している。一般的に、「作用可能に結合し
ている」とは、結合したＤＮＡ配列が近接しており、分泌リーダーの場合には近接してい
て読みフェーズにあることを意味する。しかし、エンハンサーは必ずしも近接している必
要はない。結合は簡便な制限部位でのライゲーションにより達成される。そのような部位
が存在しない場合は、従来の手法に従って、合成オリゴヌクレオチドアダプターあるいは
リンカーが使用される。
【００３６】
　「抗体」という用語は最も広い意味において使用され、例えば、単一の抗ＰＲＯモノク
ローナル抗体(アゴニスト、アンタゴニスト、及び中和抗体を含む)、多エピトープ特異性
を持つ抗ＰＲＯ抗体組成物、単鎖抗ＰＲＯ抗体、及び抗ＰＲＯ抗体の断片を特にカバーし
ている（下記参照）。ここで使用される「モノクローナル抗体」という用語は、実質的に
均一な抗体の集団、すなわち、集団に含まれる個々の抗体が、少量存在しうる自然に生じ
る可能性のある突然変異を除いて同一である集団から得られる抗体を称する。
　ハイブリッド形成反応の「緊縮性」は、通常、当業者によって容易に決定され、一般的
にプローブ長、洗浄温度、及び塩濃度に依存する経験的な計算である。一般に、プローブ
が長くなればなる程、適切なアニーリングのために温度を高くする必要があり、プローブ
が短くなればなる程、温度を低くする必要が生じる。ハイブリッド形成は、一般的に、相
補鎖がその融点より低い環境に存在する場合、変性ＤＮＡの再アニールする能力に依存す
る。プローブとハイブリッド形成可能な配列との間の所望の相同性の程度が高くなると、
使用できる相対温度が高くなる。その結果、より高い相対温度は、反応条件をより緊縮性
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にするが、低い温度は緊縮性を低下させる。ハイブリッド形成反応の緊縮性の更なる詳細
及び説明は、Ausubel等, Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscienc
e Publishers, (1995)を参照のこと。
　ここで定義される「ストリンジェントな条件」又は「高度にストリンジェントな条件」
は、(１)洗浄のために低イオン強度及び高温度、例えば、５０℃において０．０１５Ｍの
塩化ナトリウム／０．００１５Ｍのクエン酸ナトリウム／０．１％のドデシル硫酸ナトリ
ウムを用いるもの；(２)ハイブリッド形成中にホルムアミド等の変性剤、例えば、４２℃
において５０％(v/v)ホルムアミドと０．１％ウシ血清アルブミン／０．１％フィコール
／０．１％のポリビニルピロリドン／５０ｍＭのｐＨ６．５のリン酸ナトリウムバッファ
ー、及び７５０ｍＭの塩化ナトリウム、７５ｍＭクエン酸ナトリウムを用いるもの；又は
(３)４２℃における５０％ホルムアミド、５ｘＳＳＣ(０．７５ＭのＮａＣｌ、０．０７
５Ｍのクエン酸ナトリウム)、５０ｍＭのリン酸ナトリウム(ｐＨ６．８)、０．１％のピ
ロリン酸ナトリウム、５ｘデンハート液、超音波処理サケ精子ＤＮＡ(５０μｇ／ｍｌ)、
０．１％ＳＤＳ、及び１０％のデキストラン硫酸と、４２℃における０．２ｘＳＳＣ(塩
化ナトリウム／クエン酸ナトリウム)中の洗浄及び５５℃での５０％ホルムアミド、次い
で５５℃におけるＥＤＴＡを含む０．１ｘＳＳＣからなる高緊縮性洗浄を用いるものによ
って同定され得る。
　「中程度にストリンジェントな条件」は、Sambrook等, Molecular Cloning: A Laborat
ory Manual.New York: Cold Spring Harbor Press, 1989に記載されているように同定さ
れ、上記の緊縮性より低い洗浄溶液及びハイブリッド形成条件(例えば、温度、イオン強
度及び％ＳＤＳ)の使用を含む。中程度にストリンジェントな条件の例は、２０％ホルム
アミド、５ｘＳＳＣ(１５０ｍＭのＮａＣｌ、１５ｍＭのクエン酸三ナトリウム)、５０ｍ
Ｍリン酸ナトリウム(ｐＨ７．６)、５ｘデンハート液、１０％デキストラン硫酸、及び２
０ｍｇ／ｍＬの変性剪断サケ精子ＤＮＡを含む溶液中の３７℃での終夜インキュベーショ
ン、次いで１ｘＳＳＣ中３７-５０℃でのフィルターの洗浄といったものある。当業者で
あれば、プローブ長等の因子に適合させる必要に応じて、どのようにして温度、イオン強
度等を調節するかを認識するであろう。
【００３７】
　「エピトープタグ」なる用語は、ここで用いられるときは、「タグポリペプチド」に融
合したＰＲＯポリペプチドを含んでなるキメラポリペプチドを称す。タグポリペプチドは
、その抗体が産生され得るエピトープを提供するに十分な数の残基を有しているが、その
長さは、融合するＰＲＯポリペプチドの活性を阻害しないよう充分に短い。また、タグポ
リペプチドは、好ましくは、抗体が他のエピトープと実質的に交差反応をしないようにか
なり独特である。適切なタグポリペプチドは、一般に、少なくとも６のアミノ酸残基、通
常は約８～約５０のアミノ酸残基(好ましくは約１０～約２０のアミノ酸残基)を有する。
　ここで用いられる「イムノアドヘシン」なる用語は、異種タンパク質(「アドヘシン」)
の結合特異性と免疫グロブリン定常ドメインのエフェクター機能とを結合した抗体様分子
を指す。構造的には、イムノアドヘシンは、所望の結合特異性を持ち、抗体の抗原認識及
び結合部位以外である(即ち「異種の」)アミノ酸配列と、免疫グロブリン定常ドメイン配
列との融合物を含む。イムノアドヘシン分子のアドへシン部分は、典型的には少なくとも
レセプター又はリガンドの結合部位を含む隣接アミノ酸配列である。イムノアドヘシンの
免疫グロブリン定常ドメイン配列は、ＩｇＧ-１、ＩｇＧ-２、ＩｇＧ-３又はＩｇＧ-４サ
ブタイプ、ＩｇＡ(ＩｇＡ-１及びＩｇＡ-２を含む)、ＩｇＥ、ＩｇＤ又はＩｇＭ等の任意
の免疫グロブリンから得ることができる。
【００３８】
　ここでの目的において「活性な」又は「活性」とは、天然又は自然に生じるＰＲＯの生
物学的及び／又は免疫学的活性を保持しているポリペプチドの形態を意味し、ここで「生
物学的」活性とは、天然又は自然に生じるＰＲＯによって生ずる（阻害性又は刺激性の）
生物学的機能であって、天然又は自然に生じるＰＲＯが有する抗原性エピトープに対して
抗体を生成する能力を除くものを称し、「免疫学的」活性とは、天然又は自然に生じるＰ
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ＲＯが有する抗原性エピトープに対して抗体の生成を誘発する能力を称する。
　「アンタゴニスト」なる用語は最も広い意味で用いられ、ここに開示した天然ＰＲＯポ
リペプチドの生物学的活性を部分的又は完全に阻止、阻害、又は中和する任意の分子を含
む。同様に「アゴニスト」なる用語も最も広い意味で用いられ、ここに開示した天然ＰＲ
Ｏポリペプチドの生物学的活性を模倣する任意の分子を含む。好適なアゴニスト又はアン
タゴニスト分子は特に、アゴニスト又はアンタゴニスト抗体又は抗体断片、天然ＰＲＯポ
リペプチドの断片又はアミノ酸配列変異体、ペプチド、アンチセンスオリゴヌクレオチド
、有機小分子等を含む。ＰＲＯポリペプチドのアゴニスト又はアンタゴニストの同定方法
は、ＰＲＯポリペプチドを候補アンタゴニスト又はアゴニスト分子と接触させ、ＰＲＯポ
リペプチドに通常付随する一又は複数の生物学的活性の検出可能な変化を測定することを
含みうる。
【００３９】
　「治療」とは、治癒的処置、予防的療法及び防止的療法の両方を意味し、患者は標的と
する病理学的状態又は疾患を防止又は低下（減少）させられる。治療が必要なものとは、
既に疾患に罹っているもの、並びに疾患に罹りやすいもの又は疾患が防止されているもの
を含む。
　「慢性」投与とは、急性様式とは異なり連続的な様式で薬剤を投与し、初期の治療効果
（活性）を長時間に渡って維持することを称する。「間欠」投与とは、中断無く連続的に
なされるのではなく、むしろ本質的に周期的になされる処理である。
　治療の目的のための「哺乳動物」は、ヒト、家庭及び農業用動物、及び動物園、スポー
ツ、又はペット動物、例えばイヌ、ネコ、ウシ、ウマ、ヒツジ、ブタ、ヤギ、ウサギなど
を含む哺乳動物に分類される任意の動物を称する。好ましくは、哺乳動物はヒトである。
　一又は複数の治療薬と「組み合わせた」投与とは、同時（同時期）及び任意の順序での
連続した投与を含む。
【００４０】
　ここで用いられる「担体」は、製薬的に許容されうる担体、賦形剤、又は安定化剤を含
み、用いられる用量及び濃度でそれらに暴露される細胞又は哺乳動物に対して非毒性であ
る。生理学的に許容されうる担体は、水性ｐＨ緩衝溶液であることが多い。生理学的に許
容されうる担体の例は、リン酸塩、クエン酸塩、及び他の有機酸塩のバッファー；アスコ
ルビン酸を含む酸化防止剤；低分子量（約１０残基未満）ポリペプチド；タンパク質、例
えば血清アルブミン、ゼラチン、又は免疫グロブリン；疎水性ポリマー、例えばポリビニ
ルピロリドン；アミノ酸、例えばグリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニン又は
リシン；グルコース、マンノース又はデキストリンを含む単糖類、二糖類、及び他の炭水
化物；ＥＤＴＡ等のキレート剤；マンニトール又はソルビトール等の糖アルコール；ナト
リウム等の塩形成対イオン；及び／又は非イオン性界面活性剤、例えばTWEEN(商品名)、
ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、及びPLURONICS(商品名)を含む。
【００４１】
　「抗体断片」は、無傷の抗体の一部、好ましくは無傷の抗体の抗原結合又は可変領域を
含む。抗体断片の例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ(ａｂ')２、及びＦｖ断片；ダイアボディ(
diabodies)；直鎖状抗体（Zapata等, Protein Eng. 8(10): 1057-1062 [1995]）；単鎖抗
体分子；及び抗体断片から形成された多重特異性抗体を含む。
　抗体のパパイン消化は、「Ｆａｂ」断片と呼ばれる２つの同一の抗体結合断片を生成し
、その各々は単一の抗原結合部位を持ち、残りは容易に結晶化する能力を反映して「Ｆｃ
」断片と命名される。ペプシン処理はＦ(ａｂ')２断片を生じ、それは２つの抗原結合部
位を持ち、抗原を交差結合することができる。
　「Ｆｖ」は、完全な抗原認識及び結合部位を含む最小の抗体断片である。この領域は、
密接に非共有結合した１本の重鎖と１本の軽鎖の可変領域の二量体からなる。この配置に
おいて各可変ドメインの３つのＣＤＲが相互作用してＶＨ－ＶＬ二量体の表面に抗原結合
部位を決定する。正しくは、６つのＣＤＲｓが抗体に対する抗原結合特異性を付与する。
しかしながら、単一の可変ドメイン（又は抗原に特異的な３つのＣＤＲのみを含んでなる
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Ｆｖの半分）でさえ、結合部位全体よりは低い親和性であるが、抗原を認識し結合する能
力を持つ。
　またＦａｂ断片は、軽鎖の定常ドメイン及び重鎖の第１の定常ドメイン（ＣＨ１）も含
む。Ｆａｂ断片は、抗体ヒンジ領域からの一又は複数のシステインを含む重鎖ＣＨ１ドメ
インのカルボキシ末端に幾つかの残基が付加されていることによりＦａｂ'断片と相違す
る。ここで、Ｆａｂ'-ＳＨは、定常ドメインのシステイン残基が遊離のチオール基を持つ
Ｆａｂ’を表す。Ｆ(ａｂ')２抗体断片は、通常はＦａｂ’断片の対として生成され、そ
れらの間にヒンジシステインを有する。抗体断片の他の化学的結合も知られている。
　任意の脊椎動物種からの抗体（免疫グロブリン）の「軽鎖」は、それらの定常ドメイン
のアミノ酸配列に基づいて、カッパ及びラムダと呼ばれる二つの明らかに異なる型の一つ
が割り当てられる。
　重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に応じて、免疫グロブリンは異なるクラスに割り当
てることができる。免疫グロブリンには５つの主たるクラス：ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、
ＩｇＧ及びＩｇＭがあり、それらのいくつかは更にサブクラス(アイソタイプ)、例えばＩ
ｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３及びＩｇＧ４、ＩｇＡ及びＩｇＡ２に分割される。
【００４２】
　「単鎖Ｆｖ」又は「ｓＦｖ」抗体断片は、抗体のＶＨ及びＶＬドメインを含み、これら
のドメインは単一のポリペプチド鎖に存在する。好ましくは、ＦｖポリペプチドはＶＨ及
びＶＬドメイン間にポリペプチドリンカーを更に含み、それはｓＦｖが抗原結合に望まれ
る構造を形成するのを可能にする。ｓＦｖの概説については、The Pharmacology of Mono
clonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg及びMoore編, Springer-Verlag, New York, pp
. 269-315 (1994)のPluckthunを参照のこと。
　「ダイアボディ(diabodies)」という用語は、二つの抗原結合部位を持つ小型の抗体断
片を指し、その断片は同じポリペプチド鎖（ＶＨ-ＶＬ）内で軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）
に結合した重鎖可変ドメイン（ＶＨ）を含む。同じ鎖の二つのドメイン間に対形成するに
は短すぎるリンカーを用いることにより、ドメインは強制的に他の鎖の相補的ドメインと
対形成して二つの抗原結合部位を生成する。ダイアボディは、例えば、EP 404,097; WO 9
3/11161; 及びHollinger等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 6444-6448 (1993)により
十分に記載されている。
　「単離された」抗体は、その自然環境の成分から同定され分離及び／又は回収されたも
のである。その自然環境の汚染成分とは、その抗体の診断又は治療への使用を妨害する物
質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質様溶質が含まれる。
好ましい実施態様において、抗体は、（１）ローリ法(Lowry method)で測定した場合９５
重量％を越える、最も好ましくは９９重量％を越えるまで、(２)スピニングカップシーク
エネーターを使用することにより、少なくとも１５残基のＮ末端あるいは内部アミノ酸配
列を得るのに充分なほど、あるいは、(３)クーマシーブルーあるいは好ましくは銀染色を
用いた非還元あるいは還元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥにより均一になるまで精製される
。単離された抗体には、抗体の自然環境の少なくとも１つの成分が存在しないため、組換
え細胞内のインサイツの抗体が含まれる。しかしながら、通常は、単離された抗体は少な
くとも１つの精製工程により調製される。
【００４３】
　特定のポリペプチド又は特定のポリペプチドのエピトープに「特異的に結合する」又は
これに「特異的な」抗体とは、任意の他のポリペプチド又はポリペプチドエピトープに実
質的に結合しないで、その特定のポリペプチド又は特定のポリペプチドのエピトープに結
合するものである。
　「標識」なる語は、ここで用いられる場合、抗体に直接又は間接的に結合して「標識」
抗体を生成する検出可能な化合物又は組成物を意味する。標識は、それ自身検出可能でも
よく（例えば、放射性標識又は蛍光標識）、又は酵素標識の場合、検出可能な基質化合物
又は組成物の化学変換を触媒してもよい。
　「固相」とは、本発明の抗体がそれに付着することのできる非水性マトリクスを意味す
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る。ここに意図する固相の例は、部分的又は全体的に、ガラス（例えば、孔制御ガラス）
、多糖類（例えばアガロース）、ポリアクリルアミド、ポリスチレン、ポリビニルアルコ
ール及びシリコーンから形成されたものを含む。或る種の実施態様では、内容に応じて、
固相はアッセイプレートのウェルを構成することができ；その他では精製カラム（例えば
アフィニティクロマトグラフィーカラム）とすることもできる。また、この用語は、米国
特許第4,275,149号に記載されたような、別個の粒子の不連続な固相も包含する。
　「リポソーム」は、種々の型の脂質、リン脂質及び／又は界面活性剤からなる小型の小
胞であり、哺乳動物への薬物（ＰＲＯポリペプチド又はその抗体など）の輸送に有用であ
る。リポソームの成分は、通常は生体膜の脂質配列に類似する二層形式に配列させる。
　「小分子」とは、ここで、約５００ダルトン未満の分子量を持つと定義される。
【００４４】
　「免疫関連疾患」という用語は、哺乳動物の免疫系の成分が、哺乳動物の病的状態の原
因であるか、媒介又は寄与するものである疾患を意味する。また、免疫反応の刺激又は介
在により疾患の進行に改善された効果が付与される疾患も含まれる。この用語に含まれる
ものは、免疫媒介炎症疾患、非免疫媒介炎症疾患、感染症、免疫欠損症、異常増殖等が含
まれる。
　「Ｔ細胞媒介疾患」という用語は、Ｔ細胞が直接的又は間接的に哺乳動物の病的状態を
媒介するか又は寄与等する疾患を意味する。Ｔ細胞媒介疾患は細胞媒介効果、リンホカイ
ン媒介効果等に、また例えばＴ細胞により分泌されるリンホカインによりＢ細胞が刺激さ
れるならばＢ細胞に関連した効果にさえも関連している。
　本明細書で使用する「乾癬」という用語は、肘、膝及び体幹に顕著に現れる限局性の発
疹で、分散性及び極限性で赤みがあり、銀の鱗状になった斑点状丘疹を特徴とする。
【００４５】
　「有効量」という用語は、特に記載した目的の達成をもたらすＰＲＯポリペプチド及び
／又はアゴニスト／アンタゴニストの濃度又は量のことである。ＰＲＯポリペプチド又は
そのアゴニスト又はアンタゴニストの「有効量」は経験的に決定することができる。更に
「治療有効量」は、記載した治療効果の達成に有効なＰＲＯポリペプチド及び／又はアゴ
ニスト／アンタゴニストの濃度又は量のことである。この量もまた経験的に決定すること
ができる。
【００４６】
　ここで用いられる「細胞障害薬」なる用語は、細胞の機能を阻害又は抑制する及び／又
は細胞破壊を生ずる物質を称する。この用語は、放射性同位体(例えば、Ｉ１３１、Ｉ１

２５、Ｙ９０及びＲｅ１８６)、化学療法剤、及び細菌、真菌、植物又は動物由来の酵素
的活性毒素といった毒素、又はその断片を含むとされる。
　「化学療法剤」は、癌の治療に有用な化学化合物である。化学療法剤の例は、アドリア
マイシン、ドキソルビシン、エピルビシン、５-フルオロウラシル、シトシンアラビノシ
ド(「Ａｒａ－Ｃ」)、シクロホスファミド、チオテパ、ブスルファン、サイトキシン、タ
キソイド類、例えばパクリタキセル(Taxol, Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton
, NJ)及びドキセタキセル(Taxotere, Rhone-Poulenc Rorer, Antony, France)、トキソテ
ール、メトトレキセート、シスプラチン、メルファラン、ビンブラスチン、ブレオマイシ
ン、エトポシド、イフォスファミド、マイトマイシンＣ、マイトキサントロン、ビンクリ
スチン、ビノレルビン、カルボプラチン、テニポシド、ダウノマイシン、カルミノマイシ
ン、アミノプテリン、ダクチノマイシン、マイトマイシン、エスペラマイシン(米国特許
第4,675,187号を参照のこと)、メルファラン、及び他の関連するナイトロジェンマスター
ドを含む。また、この定義に含まれるのは、タモキシフェン及びオナプリストン等の腫瘍
へのホルモン作用を調節又は阻害するように作用するホルモン様薬剤である。
　ここで用いられる際の「成長阻害剤」は、細胞、特にここで同定される任意の遺伝子を
過剰発現する癌細胞の成長を、インビトロ又はインビボで阻害する化合物又は組成物を称
する。即ち、成長阻害剤は、Ｓ相でそのような遺伝子を過剰発現する細胞の割合を有意に
減少させるものである。成長阻害剤の例は、細胞周期の進行を(Ｓ相以外の位置で)ブロッ
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ーは、ビンカス(ビンクリスチン及びビンブラスチン)、タキソール、及びトポＩＩインヒ
ビター、例えばドキソルビシン、エピルビシン、ダウノルビシン、エトポシド、及びブレ
オマイシンを含む。Ｇ１停止させるこれらの薬剤は、Ｓ相停止にも溢流し、例えば、ＤＮ
Ａアルキル化剤、例えば、タモキシフェン、プレドニゾン、ダカルバジン、メクロレタミ
ン、シスプラチン、メトトレキセート、５-フルオロウラシル、及びａｒａ-Ｃである。更
なる情報は、The Molecular Basis of Cancer, Mendelsohn及びIsrael, 編, Chapter 1, 
表題「Cell cycle reguration, oncogene, and antineoplastic drugs」, Murakami等, (
WB Saunders: Philadelphia, 1995)、特にｐ１３に見出すことができる。
【００４７】
　「サイトカイン」なる用語は、１つの細胞集団から放出され、他の細胞に細胞間メディ
エータとして作用するタンパク質の一般用語である。このようなサイトカインの例は、リ
ンホカイン、モノカイン、及び伝統的なポリペプチドホルモンである。サイトカインに含
まれるのは、成長ホルモン、例えばヒト成長ホルモン、Ｎ-メチオニルヒト成長ホルモン
、及びウシ成長ホルモン；副甲状腺ホルモン；チロキシン；インシュリン；プロインシュ
リン；レラキシン；プロレラキシン；糖タンパク質ホルモン、例えば濾胞刺激ホルモン(
ＦＳＨ)、甲状腺刺激ホルモン(ＴＳＨ)、及び黄体化ホルモン(ＬＨ)；肝臓成長因子；線
維芽成長因子；プロラクチン；胎盤ラクトゲン；腫瘍壊死因子-α及び-β；ミューラー阻
害因子；マウス生殖腺刺激ホルモン関連ペプチド；インヒビン；アクチビン；血管内皮成
長因子；インテグリン；トロンボポエチン(ＴＰＯ)；ＮＧＦ-β等の神経成長因子；血小
板成長因子；ＴＧＦ-α及びＴＧＦ-β等のトランスフォーミング成長因子(ＴＧＦ)；イン
シュリン様成長因子-Ｉ及びＩＩ；エリスロポエチン(ＥＰＯ)；骨誘発因子；インターフ
ェロン-α、-β、及び-γ等のインターフェロン；コロニー刺激因子(ＣＳＦｓ)、例えば
マクロファージ-ＣＳＦ(Ｍ-ＣＳＦ)；顆粒球-マクロファージ-ＣＳＦ(ＧＭ-ＣＳＦ)；及
び顆粒球-ＣＳＦ(Ｇ-ＣＳＦ)；インターロイキン(ＩＬｓ)、例えばＩＬ-１、ＩＬ-１α、
ＩＬ-２、ＩＬ-３、ＩＬ-４、ＩＬ-５、ＩＬ-６、ＩＬ-７、ＩＬ-８、ＩＬ-９、ＩＬ-１
１、ＩＬ-１２；腫瘍壊死因子、例えばＴＮＦ-α及びＴＮＦ-β；及びＬＩＦ及びキット
リガンド(ＫＬ)を含む他のポリペプチド因子である。ここで用いられる際、用語サイトカ
インは、天然供給源から、又は組換え細胞培養からのタンパク質を含み、天然配列サイト
カインの生物学的な活性等価物である。
　ここで用いられる「イムノアドヘシン」なる用語は、異種タンパク質(「アドヘシン」)
の結合特異性と免疫グロブリン定常ドメインのエフェクター機能とを結合した抗体様分子
を指す。構造的には、イムノアドヘシンは、所望の結合特異性を持ち、抗体の抗原認識及
び結合部位以外である(即ち「異種の」)アミノ酸配列と、免疫グロブリン定常ドメイン配
列との融合物を含む。イムノアドヘシン分子のアドへシン部分は、典型的には少なくとも
レセプター又はリガンドの結合部位を含む隣接アミノ酸配列である。イムノアドヘシンの
免疫グロブリン定常ドメイン配列は、ＩｇＧ-１、ＩｇＧ-２、ＩｇＧ-３又はＩｇＧ-４サ
ブタイプ、ＩｇＡ(ＩｇＡ-１及びＩｇＡ-２を含む)、ＩｇＥ、ＩｇＤ又はＩｇＭ等の任意
の免疫グロブリンから得ることができる。
【００４８】
　ここで用いられる「炎症細胞」なる用語は、例えば単核細胞、好酸球、マクロファージ
、及び多形核の好中球（PMN）などの炎症反応を高めるような細胞を指す。
【００４９】
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【００５０】
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【００５１】
ＩＩ．本発明の組成物と方法
Ａ．全長ＰＲＯポリペプチド
　本発明は、本出願でＰＲＯポリペプチドと称されるポリペプチドをコードする新規に同
定され単離された核酸配列を提供する。特に下記の実施例で更に詳細に開示するように、
種々のＰＲＯポリペプチドをコードするｃＤＮＡが同定され単離された。しかしながら、
単純化のために、本明細書において、ここに開示した全長天然核酸分子にコードされるタ
ンパク質並びに上記のＰＲＯの定義に含まれる更なる天然相同体及び変異体は、それらの
起源又は調製形式に関わらず、「ＰＲＯ／番号」として呼称する。
　下記の実施例に開示するように、種々のｃＤＮＡクローンの配列が開示される。これら
のクローンの事実上のヌクレオチド配列は、この分野で日常的な方法を用いて寄託された
クローンを配列決定することにより容易に決定することができる。予測されるアミノ酸配
列は、ヌクレオチド配列から常套的技量を用いて決定できる。ここに記載したＰＲＯポリ
ペプチド及びコード化核酸について、本出願人は、現時点で入手可能な配列情報と最も良
く一致するリーディングフレームであると考えられるものを同定した。
【００５２】
Ｂ．ＰＲＯポリペプチド変異体
　ここに記載した全長天然配列ＰＲＯポリペプチドに加えて、ＰＲＯ変異体も調製できる
と考えられる。ＰＲＯ変異体は、ＰＲＯＤＮＡに適当なヌクレオチド変化を導入すること
により、及び／又は所望のＰＲＯポリペプチドを合成することにより調製できる。当業者
は、グリコシル化部位の数又は位置の変化あるいは膜固着特性の変化などのアミノ酸変化
がＰＲＯの翻訳後プロセスを変えうると認識するであろう。
　天然全長配列ＰＲＯ又はここに記載したＰＲＯの種々のドメインにおける変異は、例え
ば、米国特許第5,364,934号に記載されている保存的及び非保存的変異についての技術及
び指針の任意のものを用いてなすことができる。変異は、結果として天然配列ＰＲＯと比
較してＰＲＯのアミノ酸配列が変化するＰＲＯをコードする一又は複数のコドンの置換、
欠失又は挿入であってよい。場合によっては、変異は少なくとも１つのアミノ酸のＰＲＯ
の一又は複数のドメインの任意の他のアミノ酸による置換である。いずれのアミノ酸残基
が所望の活性に悪影響を与えることなく挿入、置換又は欠失されるかの指針は、ＰＲＯの
配列を相同性の知られたタンパク質分子の配列と比較し、相同性の高い領域内でなされる
アミノ酸配列変化の数を最小にすることによって見出される。アミノ酸置換は、一のアミ
ノ酸の類似した構造及び／又は化学特性を持つ他のアミノ酸での置換、例えばロイシンの
セリンでの置換、即ち保存的アミノ酸置換の結果とすることができる。挿入又は欠失は、
場合によっては１から５のアミノ酸の範囲内とすることができる。許容される変異は、配
列においてアミノ酸の挿入、欠失又は置換を系統的に作成し、得られた変異体を全長又は
成熟天然タンパク質によって提示された活性について試験することにより決定される。
【００５３】
　ＰＲＯポリペプチド断片がここに提供される。このような断片は、例えば、全長天然タ
ンパク質と比較した際に、Ｎ-末端又はＣ-末端で切断されてもよく、又は内部残基を欠い
ていてもよい。或る種の断片は、ＰＲＯポリペプチドの所望の生物学的活性に必須ではな
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いアミノ酸残基を欠いている。
　ＰＲＯ断片は、多くの従来技術の任意のものによって調製してよい。所望のペプチド断
片は化学合成してもよい。代替的方法は、酵素的消化、例えば特定のアミノ酸残基によっ
て決定される部位のタンパク質を切断することが知られた酵素でタンパク質を処理するこ
とにより、あるいは適当な制限酵素でＤＮＡを消化して所望の断片を単離することによる
ＰＲＯ断片の生成を含む。更に他の好適な技術は、ポリメラーゼ連鎖反応(ＰＣＲ)により
、所望のポリペプチド断片をコードするＤＮＡ断片を単離し増幅することを含む。ＤＮＡ
断片の所望の末端を決定するオリゴヌクレオチドは、ＰＣＲの５’及び３’プライマーで
用いられる。好ましくは、ＰＲＯポリペプチド断片は、ここに開示した天然ＰＲＯポリペ
プチドと少なくとも１つの生物学的及び／又は免疫学的活性を共有する。
【００５４】
　特別の実施態様では、関心ある保存的置換を、好ましい置換と題して表６に示す。この
ような置換が生物学的活性の変化をもたらす場合、表６に例示的置換と示した又は以下に
参照としてアミノ酸分類で更に記載するように、より実質的な変化が導入され生成物がス
クリーニングされる。

　ＰＲＯポリペプチドの機能又は免疫学的同一性の実質的な修飾は、(ａ)置換領域のポリ
ペプチド骨格の構造、例えばシート又は螺旋配置、(ｂ)標的部位における分子の電荷又は
疎水性、又は(ｃ)側鎖の嵩を維持しながら、それらの効果において実質的に異なる置換基
を選択することにより達成される。自然に生じる残基は共通の側鎖特性に基づいてグルー
プに分けることができる：
(１)疎水性：ノルロイシン, met, ala, val, leu, ile;
(２)中性の親水性：cys, ser, thr;
(３)酸性：asp, glu;
(４)塩基性：asn, gln, his, lys, arg;
(５)鎖配向に影響する残基：gly, pro; 及び
(６)芳香族：trp, tyr, phe。
【００５５】
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　非保存的置換は、これらの分類の一つのメンバーを他の分類に交換することを必要とす
るであろう。また、そのように置換された残基は、保存的置換部位、もしくは好ましくは
残された(非保存)部位に導入されうる。
　変異は、オリゴヌクレオチド媒介(部位特異的)突然変異誘発、アラニンスキャンニング
、及びＰＣＲ突然変異誘発等のこの分野で知られた方法を用いてなすことができる。部位
特異的突然変異誘発［Carter等, Nucl. Acids Res., 13: 4331 (1986); Zoller等, Nucl.
 Acids Res., 10: 6487 (1987)］、カセット突然変異誘発［Wells等, Gene, 34: 315 (19
85)］、制限的選択突然変異誘発［Wells等, Philos. Trans. R. Soc. London SerA, 317:
 415 (1986)］、又は他の知られた技術をクローニングしたＤＮＡに実施してＰＲＯ変異
体ＤＮＡを作成することもできる。
　また、隣接配列に沿って一又は複数のアミノ酸を同定するのにスキャンニングアミノ酸
分析を用いることができる。好ましいスキャンニングアミノ酸は比較的小さく、中性のア
ミノ酸である。そのようなアミノ酸は、アラニン、グリシン、セリン、及びシステインを
含む。アラニンは、ベータ炭素を越える側鎖を排除し変異体の主鎖構造を変化させにくい
ので、この群の中で典型的に好ましいスキャンニングアミノ酸である［Cunningham及びWe
lls, Science, 244: 1081-1085 (1989)］。また、アラニンは最もありふれたアミノ酸で
あるため典型的には好ましい。更に、それは埋もれた及び露出した位置の両方に頻繁に見
られることが多い［Creighton, The Proteins, (W.H. Freeman &　Co., N.Y.); Chothia,
 J. Mol. Biol., 150: 1 (1976)］。アラニン置換が十分な量の変異体を生じない場合は
、アイソテリック(isoteric)アミノ酸を用いることができる。
【００５６】
Ｃ．ＰＲＯの修飾
　ＰＲＯの共有結合的修飾は本発明の範囲内に含まれる。共有結合的修飾の一型は、ＰＲ
Ｏポリペプチドの標的とするアミノ酸残基を、ＰＲＯの選択された側鎖又はＮ-又はＣ-末
端残基と反応できる有機誘導体化試薬と反応させることを含む。二官能性試薬での誘導体
化が、例えばＰＲＯを水不溶性支持体マトリクスあるいは抗ＰＲＯ抗体の精製方法、及び
その逆で用いるための表面に架橋させるのに有用である。通常用いられる架橋剤は、例え
ば、１，１-ビス(ジアゾアセチル)-２-フェニルエタン、グルタルアルデヒド、Ｎ-ヒドロ
キシスクシンイミドエステル、例えば４-アジドサリチル酸、３，３’-ジチオビス(スク
シンイミジルプロピオネート)等のジスクシンイミジルエステルを含むホモ二官能性イミ
ドエステル、ビス-Ｎ-マレイミド-１，８-オクタン等の二官能性マレイミド、及びメチル
-３-[(ｐ-アジドフェニル)-ジチオ]プロピオイミダート等の試薬を含む。
　他の修飾は、グルタミニル及びアスパラギニル残基の各々対応するグルタミル及びアス
パルチルへの脱アミノ化、プロリン及びリシンのヒドロキシル化、セリル又はトレオニル
残基のヒドロキシル基のリン酸化、リシン、アルギニン、及びヒスチジン側鎖のα-アミ
ノ基のメチル化[T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W.H
. Freeman & Co., San Francisco, pp.79-86 (1983)]、Ｎ末端アミンのアセチル化、及び
任意のＣ末端カルボキシル基のアミド化を含む。
【００５７】
　本発明の範囲内に含まれるＰＲＯポリペプチドの共有結合的修飾の他の型は、ポリペプ
チドの天然グリコシル化パターンの変更を含む。「天然グリコシル化パターンの変更」と
は、この目的で意図されるのは、天然配列ＰＲＯに見られる一又は複数の炭水化物部分の
欠失(潜在するグリコシル化部位の除去又は化学的及び／又は酵素的手段によるグリコシ
ル化の削除のいずれかによる)、及び／又は天然配列ＰＲＯに存在しない一又は複数のグ
リコシル化部位の付加を意味する。更に、この語句は、存在する種々の炭水化物部分の性
質及び特性の変化を含む、天然タンパク質のグリコシル化における定性的変化を含む。
　ＰＲＯポリペプチドへのグリコシル化部位の付加はアミノ酸配列の変更を伴ってもよい
。この変更は、例えば、一又は複数のセリン又はトレオニン残基の天然配列ＰＲＯ(Ｏ-結
合グリコシル化部位)への付加、又は置換によってなされてもよい。ＰＲＯアミノ酸配列
は、場合によっては、ＤＮＡレベルでの変化、特に、ＰＲＯポリペプチドをコードするＤ
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ＮＡを予め選択された塩基において変異させ、所望のアミノ酸に翻訳されるコドンを生成
させることを通して変更されてもよい。
　ＰＲＯポリペプチド上に炭水化物部分の数を増加させる他の手段は、グリコシドのポリ
ペプチドへの化学的又は酵素的結合による。このような方法は、この技術分野において、
例えば、１９８７年９月１１日に公開されたＷＯ８７／０５３３０、及びAplin及びWrist
on, CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306 (1981)に記載されている。
　ＰＲＯポリペプチド上に存在する炭水化物部分の除去は、化学的又は酵素的に、あるい
はグルコシル化の標的として提示されたアミノ酸残基をコードするコドンの変異的置換に
よってなすことができる。化学的脱グリコシル化技術は、この分野で知られており、例え
ば、Hakimuddin等, Arch. Biochem. Biophys., 259:52 (1987)により、及びEdge等, Anal
. Biochem., 118: 131 (1981)により記載されている。ポリペプチド上の炭水化物部分の
酵素的切断は、Thotakura等, Meth. Enzymol. 138:350 (1987)に記載されているように、
種々のエンド-及びエキソ-グリコシダーゼを用いることにより達成される。
【００５８】
　ＰＲＯの共有結合的修飾の他の型は、ＰＲＯポリぺプチドの、種々の非タンパク質様ポ
リマー、例えばポリエチレングリコール(ＰＥＧ)、ポリプロピレングリコール、又はポリ
オキシアルキレンの一つへの、米国特許第４６４０８３５号；同第４４９６６８９号；同
第４３０１１４４号；同第４６７０４１７号；同第４７９１１９２号又は同第４１７９３
３７号に記載された方法での結合を含む。
　また、本発明のＰＲＯポリペプチドは、他の異種ポリペプチド又はアミノ酸配列に融合
したＰＲＯを含むキメラ分子を形成する方法で修飾されてもよい。
　一実施態様では、このようなキメラ分子は、抗タグ抗体が選択的に結合できるエピトー
プを提供するタグポリペプチドとＰＲＯとの融合を含む。エピトープタグは、一般的には
ＰＲＯのアミノ又はカルボキシル末端に位置する。このようなＰＲＯのエピトープタグ形
態の存在は、タグポリペプチドに対する抗体を用いて検出することができる。また、エピ
トープタグの提供は、抗タグ抗体又はエピトープタグに結合する他の型の親和性マトリク
スを用いたアフィニティ精製によってＰＲＯを容易に精製できるようにする。種々のタグ
ポリペプチド及びそれら各々の抗体はこの分野で良く知られている。例としては、ポリ-
ヒスチジン(poly-his)又はポリ-ヒスチジン-グリシン(poly-his-gly)タグ；flu HAタグポ
リペプチド及びその抗体１２ＣＡ５［Field等, Mol. Cell. Biol., 8:2159-2165 (1988)
］；c-mycタグ及びそれに対する８Ｆ９、３Ｃ７、６Ｅ１０、Ｇ４、Ｂ７及び９Ｅ１０抗
体［Evan等, Molecular and Cellular Biology, 5:3610-3616 (1985)］；及び単純ヘルペ
スウイルス糖タンパク質Ｄ(gD)タグ及びその抗体［Paborsky等, Protein Engineering, 3
(6):547-553 (1990)］を含む。他のタグポリペプチドは、フラッグペプチド［Hopp等, Bi
oTechnology, 6:1204-1210 (1988)］；ＫＴ３エピトープペプチド［Martin等, Science, 
255:192-194 (1992)］；α-チューブリンエピトープペプチド［Skinner等, J. Biol. Che
m., 266:15163-15166 (1991)］；及びＴ７遺伝子１０タンパク質ペプチドタグ［Lutz-Fre
yermuth等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6393-6397 (1990)］を含む。
【００５９】
　それに代わる実施態様では、キメラ分子はＰＲＯの免疫グロブリン又は免疫グロブリン
の特定領域との融合体を含んでもよい。キメラ分子の二価形態(「イムノアドヘシン」と
も呼ばれる)については、そのような融合体はＩｇＧ１分子のＦｃ領域であり得る。Ｉｇ
融合体は、好ましくはＩｇ分子内の少なくとも１つの可変領域に換えてＰＲＯポリペプチ
ドの可溶化(膜貫通ドメイン欠失又は不活性化)形態を含む。特に好ましい実施態様では、
免疫グロブリン融合体は、ＩｇＧ１分子のヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ３、又はヒンジ、ＣＨ
１、ＣＨ２及びＣＨ３領域を含む。免疫グロブリン融合体の製造については、１９９５年
６月２７日発行の米国特許第５４２８１３０号を参照のこと。
【００６０】
Ｄ．ＰＲＯの調製
　以下の記述は、主として、ＰＲＯ核酸を含むベクターで形質転換又は形質移入された細
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胞を培養することによりＰＲＯを生産する方法に関する。もちろん、当該分野においてよ
く知られている他の方法を用いてＰＲＯを調製することができると考えられる。例えば、
ＰＲＯ配列、又はその一部は、固相技術を用いた直接ペプチド合成によって生産してもよ
い［例えば、Stewart等, Solid-Phase Peptide Synthesis, W.H. Freeman Co., San Fran
cisco, CA (1969)；Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85:2149-2154 (1963)参照］。手動
技術又は自動によるインビトロタンパク質合成を行ってもよい。自動合成は、例えば、ア
プライド・バイオシステムズ・ペプチド合成機(Foster City, CA)を用いて、製造者の指
示により実施してもよい。ＰＲＯの種々の部分は別々に化学的に合成され、化学的又は酵
素的方法を用いて結合させて全長ＰＲＯを生産してもよい。
【００６１】
１．ＰＲＯをコードするＤＮＡの単離
　ＰＲＯをコードするＤＮＡは、ｍＲＮＡを保有していてそれを検出可能なレベルで発現
すると考えられる組織から調製されたｃＤＮＡライブラリーから得ることができる。従っ
て、ヒトＰＲＯＤＮＡは、実施例に記載されるように、ヒトの組織から調製されたｃＤＮ
Ａライブラリーから簡便に得ることができる。またＰＲＯコード化遺伝子は、ゲノムライ
ブラリー、オリゴヌクレオチド合成、又は他の既知の合成方法(例えば、自動化核酸合成)
により得ることもできる。
　ライブラリーは、関心ある遺伝子あるいはそれによりコードされるタンパク質を同定す
るために設計されたプローブ(例えば、ＰＲＯに対する抗体又は少なくとも約２０-８０塩
基のオリゴヌクレオチド)によってスクリーニングできる。選択されたプローブによるｃ
ＤＮＡ又はゲノムライブラリーのスクリーニングは、例えばSambrook等, Molecular Clon
ing: A Laboratory Manual(New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989)に
記載されている標準的な手順を使用して実施することができる。ＰＲＯをコードする遺伝
子を単離する他の手段はＰＣＲ法を使用するものである［Sambrook等,上掲；Dieffenbach
等, PCR Primer：A Laboratory Manual(Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1995)］
。
　下記の実施例には、ｃＤＮＡライブラリーのスクリーニング技術を記載している。プロ
ーブとして選択されたオリゴヌクレオチド配列は、充分な長さで、疑陽性が最小化される
よう充分に明瞭でなければならない。オリゴヌクレオチドは、スクリーニングされるライ
ブラリー内のＤＮＡとのハイブリッド形成時に検出可能であるように標識されていること
が好ましい。標識化の方法は当該分野において良く知られており、３２Ｐ標識されたＡＴ
Ｐのような放射線標識、ビオチン化あるいは酵素標識の使用が含まれる。中程度の緊縮性
及び高度の緊縮性を含むハイブリッド形成条件は、上掲のSambrook等に与えられている。
【００６２】
　このようなライブラリースクリーニング法において同定された配列は、Genbank等の公
共データベース又は他の個人の配列データベースに寄託され公衆に利用可能とされている
周知の他の配列と比較及びアラインメントすることができる。分子の定められた領域内又
は全長配列に渡っての(アミノ酸又はヌクレオチドレベルのいずれかでの)配列同一性は、
この分野で知られた、そしてここに記載した方法を用いて決定することができる。
　タンパク質コード化配列を有する核酸は、初めてここで開示された推定アミノ酸配列を
使用し、また必要ならば、ｃＤＮＡに逆転写されなかったｍＲＮＡの生成中間体及び先駆
物質を検出する上掲のSambrook等に記述されているような従来のプライマー伸展法を使用
し、選択されたｃＤＮＡ又はゲノムライブラリーをスクリーニングすることにより得られ
る。
【００６３】
２．宿主細胞の選択及び形質転換
　宿主細胞を、ここに記載したＰＲＯ生産のための発現又はクローニングベクターで形質
移入又は形質転換し、プロモーターを誘導し、形質転換体を選択し、又は所望の配列をコ
ードする遺伝子を増幅するために適当に変性された従来の栄養培地で培養する。培養条件
、例えば培地、温度、ｐＨ等々は、過度の実験をすることなく当業者が選ぶことができる
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。一般に、細胞培養の生産性を最大にするための原理、プロトコール、及び実用技術は、
Mammalian Cell Biotechnology: a Practical Approach, M.Butler編 (IRL Press, 1991)
及びSambrook等, 上掲に見出すことができる。
　真核生物細胞形質移入及び原核生物細胞形質転換の方法、例えば、ＣａＣｌ２、ＣａＰ
Ｏ４、リポソーム媒介及びエレクトロポレーションは、通常、当業者に知られている。用
いられる宿主細胞に応じて、その細胞に対して適した標準的な方法を用いて形質転換はな
される。上掲のSambrook等に記載された塩化カルシウムを用いるカルシウム処理又はエレ
クトロポレーションが、一般的に原核生物に対して用いられる。アグロバクテリウム・ト
ゥメファシエンスによる感染が、Shaw等, Gene, 23:315 (1983)及び1989年6月29日公開の
WO 89/05859に記載されているように、或る種の植物細胞の形質転換に用いられる。この
ような細胞壁のない哺乳動物の細胞に対しては、Graham及びvan der Eb, Virology, 52:4
56-457 (1978)のリン酸カルシウム沈降法を使用することができる。哺乳動物細胞の宿主
系形質転換の一般的な態様は米国特許第4,399,216号に記載されている。酵母菌中への形
質転換は、典型的には、Van Solingen等, J. Bact., 130:946 (1977)及びHsiao等, Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA, 76:3829 (1979)の方法に従って実施される。しかしながら、Ｄ
ＮＡを細胞中に導入する他の方法、例えば、核マイクロインジェクション、エレクトロポ
レーション、無傷の細胞、又はポリカチオン、例えばポリブレン、ポリオルニチン等を用
いる細菌プロトプラスト融合もまた用いられる。哺乳動物細胞を形質転換するための種々
の技術については、Keown等, Methods in Enzymology, 185:527-537 (1990)及び Mansour
等, Nature, 336:348-352 (1988)を参照のこと。
【００６４】
　ここのベクターにＤＮＡをクローニングあるいは発現するために適切な宿主細胞は、原
核生物、酵母菌、又は高等真核生物細胞である。適切な原核生物は、限定するものではな
いが、真正細菌、例えばグラム陰性又はグラム陽性生物体、例えば大腸菌のような腸内細
菌科を含む。種々の大腸菌株が公衆に利用可能であり、例えば、大腸菌Ｋ１２株ＭＭ２９
４(ATCC31,446)；大腸菌Ｘ１７７６(ATCC31,537)；大腸菌株Ｗ３１１０(ATCC27,325)及び
Ｋ５７７２(ATCC53,635)である。他の適切な原核動物宿主細胞は、大腸菌、例えば、E. c
oli、エンテロバクター、エルビニア(Erwinia)、クレブシエラ(Klebsiella)、プロテウス
(Proteus)、サルモネラ、例えばネズミチフス菌、セラチア、例えば、セラチアマルセサ
ンス(Serratia marcescans) 、及び赤痢菌、並びに桿菌、例えばバチルス・スブチリス(B
. subtilis)及びバチルス・リチェニフォルミス(B. licheniformis)(例えば、1989年4月1
2日公開のDD 266,710に記載されたバチルス・リチェニフォルミス４１Ｐ)、シュードモナ
ス、例えば緑膿菌及びストレプトマイセスなどの腸内細菌科を含む。これらの例は限定で
はなく例示である。株Ｗ３１１０は、組換えＤＮＡ生産発酵のための共通の宿主株である
ので一つの特に好ましい宿主又は親宿主である。好ましくは、宿主細胞は最小量のタンパ
ク質分解酵素を分泌する。例えば、株Ｗ３１１０は、宿主に外来のタンパク質をコードす
る遺伝子における遺伝子変異に影響を与えるように修飾してもよく、そのような宿主の例
としては、完全な遺伝子型ｔｏｎＡを有する大腸菌Ｗ３１１０株１Ａ２；完全な遺伝子型
ｔｏｎＡ　ｐｔｒ３を有する大腸菌Ｗ３１１０株９Ｅ４；完全な遺伝子型ｔｏｎＡ　ｐｒ
ｔ３　ｐｈｏＡ　Ｅ１５　(ａｒｇＦ-ｌａｃ)１６９　ｄｅｇＰ　ｏｍｐＴ ｋａｎｒを有
する大腸菌Ｗ３１１０株２７Ｃ７(ATCC 55,244)；完全な遺伝子型ｔｏｎＡ　ｐｔｒ３　
ｐｈｏＡ　Ｅ１５　(ａｒｇＦ-ｌａｃ)１６９　ｄｅｇＰ　ｏｍｐＴ ｒｂｓ７ ｉｌｖＧ 
ｋａｎrを有する大腸菌Ｗ３１１０株３７Ｄ６；非カナマイシン耐性ｄｅｇＰ欠失変異を
持つ３７Ｄ６株である大腸菌Ｗ３１１０株４０Ｂ４；及び１９９０年８月７日発行の米国
特許第４９４６７８３号に開示された変異周辺質プロテアーゼを有する大腸菌株を含む。
あるいは、クローニングのインビトロ法、例えばＰＣＲ又は他の核酸ポリメラーゼポリメ
ラーゼ反応が好ましい。
【００６５】
　原核生物に加えて、糸状菌又は酵母菌のような真核微生物は、ＰＲＯコード化ベクター
のための適切なクローニング又は発現宿主である。サッカロマイセス・セレビシエは、通
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常用いられる下等真核生物宿主微生物である。他に、シゾサッカロマイセス・ポンベ (Sc
hizosaccharomyces pombe)(Beach及びNurse, Nature, 290: 140 [1981]; １９８５年５月
２日公開のＥＰ１３９３８３)；クリュイベロミセス宿主(Kluyveromyces hosts)(米国特
許第４９４３５２９号; Fleer等, Bio/Technology, 9: 968-975 (1991))、例えばケーラ
クチス(K. lactis)(MW98-8C, CBS683, CBS4574; Louvencourt等, J. Bacteriol. 154(2):
737-742 [1983])、ケー・フラギリス(K. fragilis)(ATCC 12,424)、ケー・ブルガリクス(
K. bulgaricus)(ATCC 16,045)、ケー・ウィケラミイ(K. wickeramii)(ATCC 24,178)、ケ
ー・ワルチイ(K. waltii)(ATCC 56,500)、ケー・ドロソフィラルム(K. drosophilarum)(A
TCC 36,906; Van den Berg等, Bio/Technology, 8: 135 (1990))、ケー・テモトレランス
(K. themotolerans)及びケー・マルキシアナス(K. marxianus)；ヤロウィア(yarrowia)(E
P 402,226)；ピッチャ・パストリス(Pichia pastoris)(EP 183,070; Sreekrishna等, J. 
Basic Microbiol, 28: 265-278 [1988])；カンジダ；トリコデルマ・レーシア(reesia)(E
P 244,234)；アカパンカビ(Case等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76: 5259-5263 [1979
])；シュワニオマイセス(schwanniomyces)、例えばシュワニオマイセス・オクシデンタリ
ス(occidentalis)(１９９０年１０月３１日公開のＥＰ３９４５３８)；及び糸状真菌、例
えば、ニューロスポラ、ペニシリウム、トリポクラジウム(Tolypocladium)(１９９１年１
月１０日公開のＷＯ９１／００３５７)；及びアスペルギルス宿主、例えばアスペルギル
ス・ニドランス(Ballance等, Biochem. Biophys. Res. Commun., 112: 284-289 [1983]; 
Tilburn等, Gene, 26: 205-221 [1983]; Yelton等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 1
470-1474 [1984])及びクロカビ(Kelly及びHynes, EMBO J., 4: 475-479 [1985])が含まれ
る。ここではメチロトロピック(Methylotropic)酵母が適切であり、これらに限られない
が、ハンセヌラ(Hansenula)、カンジダ、クロエケラ(Kloeckera)、ピチア(Pichia)、サッ
カロマイセス、トルロプシス(Torulopsis)、及びロドトルラ(Rhodotorula)からなる属か
ら選択されるメタノールで成長可能な酵母を含む。この酵母の分類の例示である特定の種
のリストは、C. Anthony, The Biochemistry of Methylotrophs, 269 (1982)に見出され
る。
【００６６】
　グリコシル化ＰＲＯの発現に適切な宿主細胞は多細胞生物から誘導される。無脊椎動物
細胞の例としては、ショウジョウバエＳ２及びスポドスペラＳｆ９等の昆虫細胞並びに植
物細胞が含まれる。有用な哺乳動物宿主株化細胞の例は、チャイニーズハムスター卵巣(
ＣＨＯ)及びＣＯＳ細胞を含む。より特定の例は、ＳＶ４０によって形質転換されたサル
腎臓ＣＶ１株 (COS-7, ATCC CRL 1651);ヒト胚腎臓株(293又は懸濁培養での増殖のために
サブクローン化された293細胞、Graham等, J. Gen Virol., 36:59 (1977));チャイニーズ
ハムスター卵巣細胞／-ＤＨＦＲ(CHO, Urlaub及びChasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
 77:4216 (1980));マウスのセルトリ細胞(TM4, Mather, Biol. Reprod., 23:243-251 (19
80))；ヒト肺細胞 (W138, ATCC CCL 75); ヒト肝細胞 (Hep G2, HB 8065); 及びマウス乳
房腫瘍細胞 (MMT 060562, ATTC CCL51)を含む。適切な宿主細胞の選択は、この分野の技
術範囲内にあると考えられる。
【００６７】
３．複製可能なベクターの選択及び使用
　ＰＲＯをコードする核酸(例えば、ｃＤＮＡ又はゲノムＤＮＡ)は、クローニング(ＤＮ
Ａの増幅)又は発現のために複製可能なベクター内に挿入される。様々なベクターが公的
に入手可能である。ベクターは、例えば、プラスミド、コスミド、ウイルス粒子又はファ
ージの形態とすることができる。適切な核酸配列が、種々の手法によってベクターに挿入
される。一般に、ＤＮＡはこの分野で周知の技術を用いて適当な制限エンドヌクレアーゼ
部位に挿入される。ベクター成分としては、一般に、これらに制限されるものではないが
、一又は複数のシグナル配列、複製開始点、一又は複数のマーカー遺伝子、エンハンサー
エレメント、プロモーター、及び転写終結配列を含む。これらの成分の一又は複数を含む
適当なベクターの作成には、当業者に知られた標準的なライゲーション技術を用いる。
　ＰＲＯは直接的に組換え手法によって生産されるだけではなく、シグナル配列あるいは
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成熟タンパク質あるいはポリペプチドのＮ-末端に特異的切断部位を有する他のポリペプ
チドである異種性ポリペプチドとの融合ペプチドとしても生産される。一般に、シグナル
配列はベクターの成分であるか、ベクターに挿入されるＰＲＯコード化ＤＮＡの一部であ
る。シグナル配列は、例えばアルカリホスファターゼ、ペニシリナーゼ、ｌｐｐあるいは
熱安定性エンテロトキシンIIリーダーの群から選択される原核生物シグナル配列であって
よい。酵母菌の分泌に関しては、シグナル配列は、例えば酵母インベルターゼリーダー、
アルファ因子リーダー(酵母菌属(Saccharomyces)及びクルイベロマイシス(Kluyveromyces
)α因子リーダーを含み、後者は米国特許第５０１０１８２号に記載されている)、又は酸
ホスフォターゼリーダー、白体(C.albicans)グルコアミラーゼリーダー(１９９０年４月
４日公開のＥＰ３６２１７９)、又は１９９０年１１月１５日に公開されたＷＯ９０／１
３６４６に記載されているシグナルであり得る。哺乳動物細胞の発現においては、哺乳動
物シグナル配列は、同一あるいは関連ある種の分泌ポリペプチド由来のシグナル配列並び
にウイルス分泌リーダーのようなタンパク質の直接分泌に使用してもよい。
【００６８】
　発現及びクローニングベクターは共に一又は複数の選択された宿主細胞においてベクタ
ーの複製を可能にする核酸配列を含む。そのような配列は種々の細菌、酵母菌及びウイル
スに対してよく知られている。プラスミドｐＢＲ３２２に由来する複製開始点は大部分の
グラム陰性細菌に好適であり、２μプラスミド開始点は酵母に適しており、様々なウイル
ス開始点(ＳＶ４０、ポリオーマ、アデノウイルス、ＶＳＶ又はＢＰＶ)は哺乳動物細胞に
おけるクローニングベクターに有用である。
　発現及びクローニングベクターは、典型的には、選べるマーカーとも称される選択遺伝
子を含む。典型的な選択遺伝子は、(a)アンピシリン、ネオマイシン、メトトレキセート
あるいはテトラサイクリンのような抗生物質あるいは他の毒素に耐性を与え、(b)栄養要
求性欠陥を補い、又は(c)例えばバチルスの遺伝子コードＤ-アラニンラセマーゼのような
、複合培地から得られない重要な栄養素を供給するタンパク質をコードする。
　哺乳動物細胞に適切な選択可能なマーカーの例は、ＤＨＦＲあるいはチミジンキナーゼ
のように、ＰＲＯコード化核酸を取り込むことのできる細胞成分を同定することのできる
ものである。野生型ＤＨＦＲを用いた場合の好適な宿主細胞は、Urlaub 等により, Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980)に記載されているようにして調製され増殖され
たＤＨＦＲ活性に欠陥のあるＣＨＯ株化細胞である。酵母菌中での使用に好適な選択遺伝
子は酵母プラスミドＹＲｐ７に存在するｔｒｐ１遺伝子である［Stinchcomb等, Nature, 
282：39(1979)；Kingsman等, Gene, 7：141(1979)；Tschemper等, Gene, 10：157(1980)
］。ｔｒｐ１遺伝子は、例えば、ＡＴＣＣ番号４４０７６あるいはＰＥＰ４-１のような
トリプトファン内で成長する能力を欠く酵母菌の突然変異株に対する選択マーカーを提供
する［Jones, Genetics, 85:12 (1977)］。
【００６９】
　発現及びクローニングベクターは、通常、ＰＲＯコード化核酸配列に作用可能に結合し
、ｍＲＮＡ合成に指向するプロモーターを含む。種々の可能な宿主細胞により認識される
プロモーターが知られている。原核生物宿主での使用に好適なプロモーターはβ-ラクタ
マーゼ及びラクトースプロモーター系［Cahng等, Nature, 275:615 (1978)； Goeddel等,
 Nature, 281:544 (1979)］、アルカリホスファターゼ、トリプトファン(trp)プロモータ
ー系［Goeddel, Nucleic Acids Res., 8:4057 (1980); EP 36,776］、及びハイブリッド
プロモーター、例えばｔａｃプロモーター［deBoer 等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 8
0:21-25 (1983)］を含む。細菌系で使用するプロモータもまたＰＲＯをコードするＤＮＡ
と作用可能に結合したシャイン-ダルガーノ(S.D.)配列を有する。
　酵母宿主と共に用いて好適なプロモーター配列の例としては、３-ホスホグリセラート
キナーゼ［Hitzeman 等, J. Biol. Chem., 255:2073 (1980)］又は他の糖分解酵素［Hess
 等, J. Adv. Enzyme Reg., 7:149 (1968)；Holland, Biochemistry, 17：4900(1987)］
、例えばエノラーゼ、グリセルアルデヒド-３-リン酸デヒドロゲナーゼ、ヘキソキナーゼ
、ピルビン酸デカルボキシラーゼ、ホスホフルクトキナーゼ、グルコース-６-リン酸イソ
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メラーゼ、３-ホスホグリセレートムターゼ、ピルビン酸キナーゼ、トリオセリン酸イソ
メラーゼ、ホスホグルコースイソメラーゼ、及びグルコキナーゼが含まれる。
　他の酵母プロモーターとしては、成長条件によって転写が制御される付加的効果を有す
る誘発的プロモーターであり、アルコールデヒドロゲナーゼ２、イソチトクロムＣ、酸ホ
スファターゼ、窒素代謝と関連する分解性酵素、メタロチオネイン、グリセルアルデヒド
-３-リン酸デヒドロゲナーゼ、及びマルトース及びガラクトースを利用する酵素のプロモ
ーター領域がある。酵母菌での発現に用いられるベクターとプロモータはEP 73,657に更
に記載されている。
【００７０】
　哺乳動物の宿主細胞におけるベクターからのＰＲＯ転写は、例えば、ポリオーマウィル
ス、伝染性上皮腫ウィルス(１９８９年７月５日公開のＵＫ２２１１５０４)、アデノウィ
ルス(例えばアデノウィルス２)、ウシ乳頭腫ウィルス、トリ肉腫ウィルス、サイトメガロ
ウィルス、レトロウィルス、Ｂ型肝炎ウィルス及びサルウィルス４０(SV40)のようなウィ
ルスのゲノム、異種性哺乳動物プロモーター、例えばアクチンプロモーター又は免疫グロ
ブリンプロモーター、及び熱衝撃プロモーターから得られるプロモーターによって、この
ようなプロモーターが宿主細胞系に適合し得る限り制御される。
　より高等の真核生物によるＰＲＯをコードするＤＮＡの転写は、ベクター中にエンハン
サー配列を挿入することによって増強され得る。エンハンサーは、通常は約１０から３０
０塩基対で、プロモーターに作用してその転写を増強するＤＮＡのシス作動要素である。
哺乳動物遺伝子由来の多くのエンハンサー配列が現在知られている(グロビン、エラスタ
ーゼ、アルブミン、α-フェトプロテイン及びインスリン)。しかしながら、典型的には、
真核細胞ウィルス由来のエンハンサーが用いられるであろう。例としては、複製開始点の
後期側のＳＶ４０エンハンサー(１００-２７０塩基対)、サイトメガロウィルス初期プロ
モーターエンハンサー、複製開始点の後期側のポリオーマエンハンサー及びアデノウィル
スエンハンサーが含まれる。エンハンサーは、ＰＲＯコード化配列の５'又は３'位でベク
ター中にスプライシングされ得るが、好ましくはプロモーターから５'位に位置している
。
　また真核生物宿主細胞(酵母菌、真菌、昆虫、植物、動物、ヒト、又は他の多細胞生物
由来の有核細胞)に用いられる発現ベクターは、転写の終結及びｍＲＮＡの安定化に必要
な配列も含む。このような配列は、真核生物又はウィルスのＤＮＡ又はｃＤＮＡの通常は
５'、時には３'の非翻訳領域から取得できる。これらの領域は、ＰＲＯをコードするｍＲ
ＮＡの非翻訳部分にポリアデニル化断片として転写されるヌクレオチドセグメントを含む
。
　組換え脊椎動物細胞培養でのＰＲＯの合成に適応化するのに適切な他の方法、ベクター
及び宿主細胞は、Gething等, Nature, 293:620-625 (1981); Mantei等, Nature, 281:40-
46 (1979); ＥＰ１１７０６０; 及びＥＰ１１７０５８に記載されている。
【００７１】
４．遺伝子増幅／発現の検出
　遺伝子増幅及び／又は発現は、ここで提供された配列に基づき、適切に標識されたプロ
ーブを用い、例えば、従来よりの、ｍＲＮＡの転写を定量化するノーザンブロット法［Th
omas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:5201-5205 (1980)］、サザンブロット法、ドッ
トブロット法(ＤＮＡ分析)、又はインサイツハイブリッド形成法によって、直接的に試料
中で測定することができる。あるいは、ＤＮＡ二本鎖、ＲＮＡ二本鎖及びＤＮＡ-ＲＮＡ
ハイブリッド二本鎖又はＤＮＡ-タンパク二本鎖を含む、特異的二本鎖を認識することが
できる抗体を用いることもできる。次いで、抗体を標識し、アッセイを実施することがで
き、ここで二本鎖は表面に結合しており、その結果二本鎖の表面での形成の時点でその二
本鎖に結合した抗体の存在を検出することができる。
　あるいは、遺伝子の発現は、遺伝子産物の発現を直接的に定量する免疫学的な方法、例
えば細胞又は組織切片の免疫組織化学的染色及び細胞培養又は体液のアッセイによって測
定することもできる。試料液の免疫組織化学的染色及び／又はアッセイに有用な抗体は、
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モノクローナルでもポリクローナルでもよく、任意の哺乳動物で調製することができる。
簡便には、抗体は、天然配列ＰＲＯポリペプチドに対して、又はここで提供されるＤＮＡ
配列をベースとした合成ペプチドに対して、又はＰＲＯ ＤＮＡに融合し特異的抗体エピ
トープをコードする外因性配列に対して調製され得る。
【００７２】
５．ポリペプチドの精製
　ＰＲＯの形態は、培地又は宿主細胞の溶菌液から回収することができる。膜結合性であ
るならば、適切な洗浄液(例えばトリトン-Ｘ１００)又は酵素的切断を用いて膜から引き
離すことができる。ＰＲＯの発現に用いられる細胞は、凍結融解サイクル、超音波処理、
機械的破壊、又は細胞溶解剤などの種々の化学的又は物理的手段によって破壊することが
できる。
　ＰＲＯを、組換え細胞タンパク又はポリペプチドから精製することが望ましい。次の手
順が適切な精製手順の例である：すなわち、イオン交換カラムでの分画；エタノール沈殿
；逆相ＨＰＬＣ；シリカ又はカチオン交換樹脂、例えばＤＥＡＥによるクロマトグラフィ
ー；クロマトフォーカシング；ＳＤＳ-ＰＡＧＥ；硫酸アンモニウム沈殿；例えばセファ
デックスＧ-７５を用いるゲル濾過；ＩｇＧのような汚染物を除くプロテインＡセファロ
ースカラム；及びＰＲＯのエピトープタグ形態を結合させる金属キレート化カラムである
。この分野で知られ、例えば、Deutscher, Method in Enzymology, 182 (1990)；Scopes,
 Protein Purification: Principles and Practice, Springer-Verlag, New York (1982)
に記載された種々のタンパク質精製方法を用いることができる。選ばれる精製過程は、例
えば、用いられる生産方法及び特に生産される特定のＰＲＯの性質に依存する。
【００７３】
Ｅ．組織分布
　ＰＲＯを発現させる組織の位置は、種々のヒト組織におけるｍＲＮＡ発現を測定するこ
とにより特定可能である。このような遺伝子の位置により、ＰＲＯポリペプチドの刺激及
び阻害活性の影響を最も受けていると思われる組織の情報が提供される。また、特定の組
織における遺伝子の位置により、以下で検討される活性阻止アッセイのための試料組織も
提供される。
　上記したように、種々の組織における遺伝子発現は、従来のサザンブロット、ｍＲＮＡ
の転写の定量化のためのノーザンブロット(Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 5
201-5205 [1980])、ドットブロット(ＤＮＡ分析)、又はインサイツハイブリッド形成によ
り、ここに提供する配列に基づいて適切な標識プローブを用いて測定できる。あるいは、
ＤＮＡ二重鎖、ＲＮＡ二重鎖、及びＤＮＡ-ＲＮＡハイブリッド二重鎖又はＤＮＡ-タンパ
ク質二重鎖を含む特定の二重鎖を認識可能な抗体を用いてもよい。
　あるいは、種々の組織における遺伝子発現は、遺伝子産物を直接定量化するための、組
織断片の免疫組織学的染色、及び細胞培養物又は体液のアッセイ等の免疫学的方法によっ
ても測定できる。免疫組織学的染色及び／又は試料液のアッセイに有用な抗体は、モノク
ローナルでもポリクローナルでもよく、任意の動物から調製される。便利には、抗体は天
然配列ＰＲＯポリペプチドに対して、又はＰＲＯポリペプチドをコードするＤＮＡ配列に
基づく合成ペプチドに対して、又はＰＲＯポリペプチドをコードするＤＮＡに融合し特異
的抗体エピトープをコードする外因性配列に対して調製され得る。抗体を生成する一般的
技術、及びノーザンブロット及びインサイツハイブリッド形成の特定のプロトコールは以
下に提供する。
【００７４】
Ｆ．抗体結合性の研究
　ＰＲＯポリペプチドの活性は、それぞれ、組織細胞上でのＰＲＯポリペプチドの効果を
阻害する、抗ＰＲＯ抗体の能力が試験される抗体結合性の研究によって更に証明できる。
例示的な抗体は、ポリクローナル、モノクローナル、ヒト化、二重特異性、及びへテロ結
合体抗体を含み、その調製は以下に記載する。
　抗体結合性の研究は、競合的結合アッセイ、直接及び間接サンドウィッチアッセイ、及
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び免疫沈降アッセイなどの既知のアッセイ法で実施してよい。Zola, Monoclonal Antibod
ies: A Manual of Techniques, pp.147-158 (CRC Press, Inc., 1987)。
　競合的結合アッセイは、標識標準物の、限られた量の抗体との結合について試験分析物
と競合する能力による。試験試料中の標的タンパク質の量は、抗体に結合する標準物の量
に逆比例する。結合する標準物の量の測定を促進するために、抗体は好ましくは競合の前
又は後に不溶化し、抗体に結合した標準品及び分析物が未結合で残っている標準物及び分
析物から容易に分離できるようにする。
　サンドウィッチアッセイは２つの抗体の使用を含み、各々、検出されるタンパク質の異
なる免疫原部分、又はエピトープに結合できる。サンドウィッチアッセイにおいて試験試
料分析物は固体支持体上に固定化された第１の抗体に結合し、その後第２の抗体が分析物
に結合し、よって不溶性の３成分複合体が形成される。例えば米国特許第4,376,110号参
照。第２の抗体は検出可能部分で標識され(直接サンドウィッチアッセイ)、あるいは検出
可能部分で標識された抗-免疫グロブリン抗体を用いて測定してもよい(間接サンドウィッ
チアッセイ)。例えば、サンドウィッチアッセイの一形態はＥＬＩＳＡアッセイであり、
この場合の検出可能部分は酵素である。
　免疫組織学のために、組織試料は新鮮でも凍結したものでもよく、パラフィンに包埋し
て、例えばホルマリン等の保存剤で固定してもよい。
【００７５】
Ｇ．細胞ベースアッセイ
　細胞ベースアッセイ及び乾癬等の免疫関連疾患の動物モデルは、ここで同定されたポリ
ペプチドと遺伝子との関係、及び乾癬の進行及び病理との関係を更に理解するために使用
することができる。
　異なる方法では、乾癬に関わっていることが知られた細胞型の細胞をここに記載のｃＤ
ＮＡで形質移入し、これらのｃＤＮＡの乾癬を刺激又は阻害する能力を分析する。適当な
細胞を所望の遺伝子で形質移入し、機能活性を監視できる。このような形質移入株化細胞
は、乾癬を刺激又は阻害するポリ-又はモノクローナル抗体又は抗体組成物の能力を試験
するのに使用できる。ここに同定した遺伝子のコード化配列で形質移入した細胞は、更に
、免疫関連疾患治療用の候補薬の同定に使用できる。
　更に、(下記のような)トランスジェニック動物から誘導された一次培地は、ここでの細
胞ベースアッセイに使用できるが、安定な株化細胞が好ましい。トランスジェニック動物
から連続株化細胞を誘導する技術はこの分野で良く知られている(Small等, Mol. Cell. B
iol. 5, 642-648 [1985]参照)。
【００７６】
Ｈ．動物モデル
　更に、インビトロにおける細胞ベースアッセイの結果は、インビボ動物モデルを使用し
、乾癬アッセイにより証明することができる。乾癬の進行及び病因におけるここに同定さ
れる遺伝子の役割を更に理解するために、そして抗体、及び小分子アンタゴニストを含む
天然ポリペプチドの他のアゴニストを含む候補治療薬の有効性を試験するために、種々の
良く知られた動物モデルが使用できる。これらのモデルのインビボ性質により、特にヒト
患者における反応を予測できる。免疫関連疾患の動物モデルは、非組換え及び組換え(ト
ランスジェニック)動物の両方を含む。非組換え動物モデルは、例えば、齧歯類、例えば
マウスモデルを含む。このようなモデルは、標準的な技術、例えば、皮下注射、尾部静脈
注射、脾臓移植、腹膜内移植、腎被膜下移植等により、細胞を同系マウスに導入すること
により作成される。
　移植片対宿主疾患は、免疫適格細胞が免疫抑制され又は耐性のある患者に移植された場
合に生じる。ドナー細胞は宿主抗原を認識しそれに反応する。反応は生命に危険性のある
重度の炎症から、下痢や体重の減少等の軽度のケースまで多様である。移植片対宿主疾患
モデルはＭＨＣ抗原及び少量の移植抗原に対するＴ細胞反応性を評価する手段を提供する
。適切な手順は上掲のCurrent Protocols in Immunology, unit4.3.に詳細に記載されて
いる。
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皮膚同種移植片拒絶のための動物モデルは、Ｔ細胞がインビボで組織の破壊を媒介する能
力を試験する手段であり、移植拒絶におけるそれらの役割の指標である。最も一般的で容
認されているモデルではマウスの尾の皮膚の移植片が使用される。繰り返し実験により、
皮膚同種移植片拒絶がＴ細胞、ヘルパーＴ細胞及びキラー-エフェクターＴ細胞により媒
介されるが、抗体では媒介されないことが分かった。Auchincloss, H. Jr.及びSachs, D.
H., Fundamental Immunology, 2版, W.E.Paul編, Raven Press, NY, 1989, 889-992。適
切な手順は上掲のCurrent Protocols in Immunology, unit4.4.に詳細に記載されている
。本発明の化合物の試験に使用可能な他の移植拒絶モデルは、Tanabe, M.等, Transplant
ation(1994)58：23及びTinubu, S.A.等,　J. Immunol.(1994)4330-4338により記載されて
いる同種心臓移植片モデルである。
【００７７】
　接触性過敏症は、細胞媒介免疫機能の単純な遅発型過敏インビボアッセイである。この
手順において、遅発型過敏反応を生じさせる外因性ハプテンに皮膚を暴露し、反応を測定
して定量する。接触過敏症は最初の感作段階に顕在化段階が続く。顕在化段階はＴリンパ
球が過去に接触したことのある抗原に遭遇したときに生じる。腫れと炎症が生じ、ヒトア
レルギー性接触皮膚炎の優れたモデルが作成される。適切な手順は、Current Protocols 
in Immunology, J.E. Coligan, A.M.Kruisbeek, D.H.Marglies, E. M.Shevach, 及びW.St
rober編, John Wiley & Sons, Inc, 1994 unit4.2に詳細に記載されている。また、Grabb
e, S.及びSchwarz, T. Immun. Today 19(1)：37-44(1998)も参照のこと。
　更に、本発明の化合物は乾癬用疾患の動物モデルにおいて試験することができる。Ｔ細
胞が乾癬の病原であることを証拠が示唆している。本発明の化合物は、Schon. M.P.等, N
at. Med.(1997)3：183により記載されているscid／scidマウスモデルにおいて試験するこ
とができ、そのモデルではマウスは乾癬に類似した組織病理学的皮膚病巣を示す。他の適
切なモデルはNickoloff, B.J.等, Am. J. Path.(1995)146：580に記載されているように
して調製されたヒトskin／scidマウスキメラである。
【００７８】
　組換え(トランスジェニック)動物モデルは、ここで同定された遺伝子のコード部分を、
トランスジェニック動物作成のための標準的技術を用いて、関心ある動物のゲノムに導入
することにより加工できる。トランスジェニック操作の標的として提供できる動物は、限
定されないが、マウス、ラット、ウサギ、モルモット、ヒツジ、ヤギ、ブタ、及び非-ヒ
ト霊長類、例えばヒヒ、チンパンジー及びサルを含む。これらの動物に導入遺伝子を導入
するのにこの分野で知られた技術は、前核マイクロインジェクション(Hoppe及びWanger, 
米国特許第4,873,191号)；胚系列へのレトロウイルス媒介遺伝子転移(例えば、Van der P
utten等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 6148-615 [1985])；胚性肝細胞での遺伝子標
的化(Thompson等, Cell 56, 313-321 [1989])；胚のエレクトロポレーション(Lo, Mol. C
el. Biol. 3, 1803-1814 [1983])；精子媒介遺伝子転移(Lavitrano等, Cell 57, 717-73 
[1989])を含む。概説のためには、例えば、米国特許第４７３６８６６号を参照のこと。
　本発明の目的のために、トランスジェニック動物は、それらの細胞の一部にのみ導入遺
伝子を有するもの(「モザイク動物」)を含む。導入遺伝子は、単一の導入遺伝子として、
又はコンカテマー、例えば頭部と頭部又は頭部と尾部の直列型として組み込まれる。特定
の細胞型への導入遺伝子の選択的導入も、例えば、Lasko等, Proc. Natl. Acad. Sci. US
A 89, 6232-636 (1992)の技術に従って可能である。
　トランスジェニック動物における導入遺伝子の発現は、標準的技術によって監視できる
。例えば、導入遺伝子の組み込みの確認にサザンブロット分析又はＰＣＲ増幅が用いられ
る。次いで、ｍＲＮＡ発現のレベルは、インサイツハイブリッド形成、ノーザンブロット
分析、ＰＣＲ、又は免疫組織化学等の技術を用いて分析できる。
【００７９】
　動物は、更に、特定の組織中への免疫細胞の湿潤を測定するために例えば組織学的検査
により、免疫疾患の病原の徴候を検査してもよい。またトランスジェニック動物を本発明
の化合物で処理して、化合物のＴ細胞増殖刺激又は阻害の度合いを測定するブロック実験
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も実施することができる。これらの実験では、上述のようにして調製したＰＲＯポリペプ
チドに結合するブロック抗体が動物に投与され、免疫機能に対する効果が測定される。
　あるいは、動物の胚性細胞に導入されたポリペプチドをコードする変更ゲノムＤＮＡと
、その同じポリペプチドをコードする内在性遺伝子との間の相同的組換えの結果、ここに
同定するポリペプチドをコードする欠陥又は変更遺伝子を有する「ノックアウト」動物を
作成することができる。例えば、特定のポリペプチドをコードするｃＤＮＡは、確立され
た技術に従って当該ポリペプチドをコードするゲノムＤＮＡのクローニングに使用できる
。特定のポリペプチドをコードするゲノムＤＮＡの一部を欠失したり、組み込みをモニタ
ーするために使用する選択可能なマーカーをコードする遺伝子等の他の遺伝子で置換する
ことができる。典型的には、ベクターは無変化のフランキングＤＮＡ(５'と３'末端の両
方)を数キロベース含む［例えば、相同的組換えベクターの記述についてはThomas and Ca
pecchi, Cell, 51: 503 (1987)を参照のこと］。ベクターは胚性幹細胞に(例えばエレク
トロポレーションによって)導入され、導入されたＤＮＡが内在性ＤＮＡと相同的に組換
えられた細胞を選択する［例えば、Li等, Cell,69:915 (1992)参照］。選択された細胞は
次に動物(例えばマウス又はラット)の胚盤胞内に注入され、集合キメラを形成する［例え
ば、Bradley, Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, E.
 J. Robertson, ed. (IRL, Oxford, 1987), pp. 113-152参照］。その後、キメラ性胚を
適切な偽妊娠の雌性乳母に移植し、「ノックアウト」動物を作ると言われる。胚細胞に相
同的に組換えられたＤＮＡを有する子孫は標準的な技術により同定され、それらを利用し
て動物の全細胞が相同的に組換えられたＤＮＡを含む動物を繁殖させることができる。ノ
ックアウト動物は、ポリペプチドが存在しないことによるある種の病理的状態及び病理的
状態の進行に対して防御する能力によって特徴付けられる。
【００８０】
Ｉ．免疫アジュバント治療
　一実施態様では、本発明の免疫刺激化合物は腫瘍(癌)治療における免疫アジュバント治
療に使用することができる。Ｔ細胞がヒト腫瘍特異的抗原を認識することは十分に確立さ
れている。遺伝子のＭＡＧＥ、ＢＡＧＥ及びＧＡＧＥファミリーによりコードされる腫瘍
抗原の一グループは全ての成人の正常組織において無症状であるが、腫瘍、例えばメラノ
ーマ、肺腫瘍、頭部及び頸部の腫瘍、膀胱癌においては有意の量で発現している。DeSmet
. C.等, (1996)Proc. Natl. Acad. Sci.93：7149。Ｔ細胞の同時刺激により、インビトロ
及びインビボの双方において、腫瘍の退行及び抗腫瘍反応が誘発されることが示されてい
る。Melero. I.等, Nature Medicine(1997)3：682；Kwon. E.D.等,　Proc. Natl. Acad. 
Sci.USA(1997)94：8099；Lynch. D.H.等, Nature Medicine(1997)3：625；Finn. O.J.及
びLotze. M.T., J. Immunol.(1998)21：114。本発明の刺激化合物はアジュバントとして
単独で又は成長調節剤、細胞障害薬又は化学療法剤と共に投与することができ、Ｔ細胞増
殖／活性化及び腫瘍抗原に対する抗腫瘍反応を刺激する。成長調節剤、細胞障害薬又は化
学療法剤は既知の投与方法で使用されている従来からの量で投与することができる。本発
明の化合物による免疫刺激活性により、成長調節剤、細胞障害薬又は化学療法剤の量を減
らすことができ、よって、潜在的に患者に対する毒性を低下させることができる。
【００８１】
Ｊ．候補薬についてのスクリーニングアッセイ
　候補薬のスクリーニングアッセイは、ここで同定される遺伝子にコードされるポリペプ
チド、又はその生物学的に活性な断片と結合又は結合する化合物、あるいはコード化ポリ
ペプチドと他の細胞性タンパク質との相互作用を阻害する化合物を同定するために設計さ
れる。このようなスクリーニングアッセイは、特に小分子候補薬の同定に適したものにす
る、化学的ライブラリーの高スループットスクリーニングに従うアッセイを含む。考慮さ
れる小分子とは、合成有機又は無機化合物を含み、それらは、ペプチド、好ましくは可溶
性ペプチド、(ポリ)ペプチド-免疫グロブリン融合体、特に、限定されないが、ポリ-及び
モノクローナル抗体及び抗体断片、単鎖抗体、抗-イディオタイプ抗体、及びそれらの抗
体又は断片のキメラ又はヒト化形、並びにヒト抗体及び抗体断片を含む抗体を含んでいる
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。アッセイは、種々の形式で実施でき、この分野で良く特徴付けられたタンパク質-タン
パク質結合アッセイ、生化学的スクリーニングアッセイ、イムノアッセイ及び細胞ベース
のアッセイを含む。全てのアッセイは、それらが候補薬をここで同定された核酸にコード
されるポリペプチドと、これら２つの成分が相互作用するのに十分な条件下及び時間で接
触させることを必要とすることにおいて共通する。
　結合アッセイにおいて、相互作用は結合であり、形成された複合体は単離されるか、又
は反応混合物中で検出される。特別な実施態様では、ここに同定された遺伝子にコードさ
れるポリペプチド、即ち候補薬が、共有又は非共有結合により固相、例えばマイクロタイ
タープレートに固定化される。非共有結合は、一般的に固体表面をポリペプチドの溶液で
被覆し乾燥させることにより達成される。あるいは、固定化すべきポリペプチドに特異的
な固定化抗体、例えばモノクローナル抗体を固体表面に固着させるために用いることがで
きる。アッセイは、固定化成分、例えば固着成分を含む被覆表面に、検出可能な標識で標
識されていてもよい非固定化成分を添加することにより実施される。反応が完了したとき
、未反応成分を例えば洗浄により除去し、固体表面に固着した複合体を検出する。最初の
非固定化成分が検出可能な標識を有している場合、表面に固定化された標識の検出は複合
体形成が起こったことを示す。最初の非固定化成分が標識を持たない場合は、複合体形成
は、例えば、固定化された複合体に特異的に結合する標識抗体によって検出できる。
【００８２】
　候補化合物がここで同定される遺伝子にコードされる特定のタンパク質と相互作用する
が結合しない場合、そのタンパク質との相互作用は、タンパク質-タンパク質相互作用を
検出するために良く知られた方法によってアッセイすることができる。そのようなアッセ
イは、架橋、同時免疫沈降、及び勾配又はクロマトグラフィーカラムを通す同時精製など
の伝統的な手法を含む。更に、タンパク質-タンパク質相互作用は、Chevray及びNathans 
Proc.Natl. Acad. Sci. USA 89, 5789-5793 (1991)に開示されているようにして、Fields
及び共同研究者等［Fields及びSong, Nature(London) 340, 245-246 (1989); Chien等, P
roc.Natl. Acad. Sci. USA 88, 9578-9582 (1991)］に記載された酵母菌ベースの遺伝子
系を用いることによりモニターすることができる。酵母菌ＧＡＬ４などの多くの転写活性
化剤は、２つの物理的に別個のモジュラードメインからなり、一方はＤＮＡ結合ドメイン
として作用し、他方は転写活性化ドメインとして機能する。以前の文献に記載された酵母
菌発現系(一般に「２-ハイブリッド系」と呼ばれる)は、この特性の長所を利用して、２
つのハイブリッドタンパク質を用い、一方では標的タンパク質がＧＡＬ４のＤＮＡ結合ド
メインに融合し、他方では、候補となる活性化タンパク質が活性化ドメインに融合してい
る。ＧＡＬ１-ｌａｃＺリポーター遺伝子のＧＡＬ４活性化プロモーターの制御下での発
現は、タンパク質-タンパク質相互作用を介したＧＡＬ４活性の再構成に依存する。相互
作用するポリペプチドを含むコロニーは、β-ガラクトシダーゼに対する色素生産性物質
で検出される。２-ハイブリッド技術を用いた２つの特定なタンパク質間のタンパク質-タ
ンパク質相互作用を同定するための完全なキット(MATCHMAKER(商品名))は、Clontechから
商業的に入手可能である。この系は、特定のタンパク質相互作用に含まれるタンパク質ド
メインのマッピング、並びにこの相互作用にとって重要なアミノ酸残基の特定にも拡張す
ることができる。
　ここで同定される遺伝子と他の細胞内又は細胞外成分との相互作用を阻害する化合物を
見出すために、次のように試験することができる：通常は、遺伝子の生成物及び細胞内又
は外成分を含む反応混合物を、条件下で２つの生成物が相互作用及び結合する時間に渡っ
て調製する。試験化合物が結合を阻害する能力を試験するために、反応は試験化合物有り
又は無しで実施する。更に、第３の反応混合物にプラシーボを添加してポジティブ対照と
してもよい。混合物中に存在する試験化合物と細胞内又は外成分との結合(複合体形成)は
上記のようにモニターする。対照反応において複合体が形成され、試験化合物を含む反応
混合物ではしないことは、試験化合物が試験化合物とその反応パートナーとの相互作用を
妨害することを示す。
【００８３】
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Ｋ．　乾癬の治療のための組成物と方法
　乾癬の治療に有用な組成物は、限定するものではないが、例えば、Ｔ細胞の増殖／活性
化、リンホカインの放出、又は免疫細胞の浸潤等の免疫機能を阻害するタンパク質、抗体
、有機小分子、ペプチド、リンペプチド、アンチセンス及びリボザイム分子、三重螺旋分
子等々を含む。
　例えば、アンチセンスＲＮＡ及びＲＮＡ分子は、標的ｍＲＮＡにハイブリッド形成して
タンパク質翻訳を妨害することによりｍＲＮＡの翻訳を直接的に阻止するように作用する
。アンチセンスＤＮＡが用いられる場合、翻訳開始部位、例えば標的遺伝子ヌクレオチド
配列のおよそ－１０から＋１０位置の間から取り出されるオリゴデオキシリボヌクレオチ
ドが好ましい。
　リボザイムは、ＲＮＡの特異的切断を触媒できる酵素的ＲＮＡ分子である。リボザイム
は、相補的標的ＲＮＡへの配列特異的ハイブリッド形成、次いでヌクレオチド鎖切断的切
断により作用する。潜在的ＲＮＡ標的内の特異的リボザイム切断部位は、既知の技術で同
定できる。更なる詳細は、例えば、Rossi, Current Biology 4: 469-471 (1994)及びＰＣ
Ｔ公報、番号WO 97/33551(1997年9月18日公開)を参照のこと。
　転写阻害に用いられる三重螺旋形成における核酸分子は単鎖でデオキシヌクレオチドか
らなる。これらのオリゴヌクレオチドの基本組成は、フーグスチン塩基対則を介する三重
螺旋形成を促進するように設計され、それは一般に二重鎖の一方の鎖上のプリン又はピリ
ミジンのサイズ変更可能な伸展を必要とする。更なる詳細は、例えば、ＰＣＴ公報、番号
WO 97/33551, 上掲を参照のこと。
　これらの分子は、上記で議論したスクリーニングアッセイの任意のもの又は任意の組合
せにより、及び／又は当業者に良く知られた他の任意のスクリーニング技術により同定で
きる。
【００８４】
Ｌ．抗ＰＲＯ抗体
　本発明は更に抗ＰＲＯ抗体を提供する。例示的な抗体には、ポリクローナル、モノクロ
ーナル、ヒト化、二重特異性及びヘテロ結合体抗体が含まれる。
１．ポリクローナル抗体
　抗ＰＲＯ抗体はポリクローナル抗体を含む。ポリクローナル抗体の調製方法は当業者に
知られている。哺乳動物においてポリクローナル抗体は、例えば免疫化剤、及び所望する
のであればアジュバントを、一又は複数回注射することで発生させることができる。典型
的には、免疫化剤及び／又はアジュバントを複数回皮下又は腹腔内注射により、哺乳動物
に注射する。免疫化剤は、ＰＲＯポリペプチド又はその融合タンパク質を含みうる。免疫
化剤を免疫化された哺乳動物において免疫原性が知られているタンパク質に結合させるの
が有用である。このような免疫原タンパク質の例は、これらに限られないが、キーホール
リンペットヘモシアニン、血清アルブミン、ウシサイログロブリン及び大豆トリプシンイ
ンヒビターが含まれる。使用され得るアジュバントの例には、フロイント完全アジュバン
ト及びＭＰＬ-ＴＤＭアジュバント(モノホスホリル脂質Ａ、合成トレハロースジコリノミ
コラート)が含まれる。免疫化プロトコールは、過度の実験なく当業者により選択される
であろう。
【００８５】
２．モノクローナル抗体
　あるいは、抗ＰＲＯ抗体はモノクローナル抗体であってもよい。モノクローナル抗体は
、Kohler及びMilstein, Nature, 256:495 (1975)に記載されているようなハイブリドーマ
法を使用することで調製することができる。ハイブリドーマ法では、マウス、ハムスター
又は他の適切な宿主動物を典型的には免疫化剤により免疫化することで、免疫化剤に特異
的に結合する抗体を生成するかあるいは生成可能なリンパ球を誘発する。また、リンパ球
をインビトロで免疫化することもできる。
　免疫化剤は、典型的にはＰＲＯポリペプチド又はその融合タンパク質を含む。一般にヒ
ト由来の細胞が望まれる場合には末梢血リンパ球(「ＰＢＬ」)が使用され、あるいは非ヒ
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ト哺乳動物源が望まれている場合は、脾臓細胞又はリンパ節細胞が使用される。次いで、
ポリエチレングリコール等の適当な融合剤を用いてリンパ球を不死化株化細胞と融合させ
、ハイブリドーマ細胞を形成する［Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Pr
actice, Academic Press, (1986) pp. 59-103］。不死化株化細胞は、通常は、形質転換
した哺乳動物細胞、特に齧歯動物、ウシ、及びヒト由来の骨髄腫細胞である。通常、ラッ
ト又はマウスの骨髄腫株化細胞が使用される。ハイブリドーマ細胞は、好ましくは、未融
合の不死化細胞の生存又は成長を阻害する一又は複数の物質を含有する適切な培養培地で
培養される。例えば、親細胞が、酵素の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)を欠いていると、ハイブリドーマの培養培地は、典型的には
、ヒポキサンチン、アミノプテリン及びチミジンを含み(「ＨＡＴ培地」)、この物質がＨ
ＧＰＲＴ欠乏性細胞の増殖を阻止する。
【００８６】
　好ましい不死化株化細胞は、効率的に融合し、選択された抗体生成細胞による安定した
高レベルの抗体発現を支援し、ＨＡＴ培地のような培地に対して感受性である。より好ま
しい不死化株化細胞はマウス骨髄腫株であり、これは例えばカリフォルニア州サンディエ
ゴのSalk Institute Cell Distribution Centerやバージニア州マナッサスのアメリカン
・タイプ・カルチャー・コレクションより入手可能である。ヒトモノクローナル抗体を生
成するためのヒト骨髄腫及びマウス-ヒト異種骨髄腫株化細胞も記載されている［Kozbor,
 J. Immunol., 133:3001 (1984)；Brodeur等, Monoclonal Antibody Production Techniq
ues and Applications, Marcel Dekker, Inc., New York, (1987) pp. 51-63］。
　次いでハイブリドーマ細胞が培養される培養培地を、ＰＲＯに対するモノクローナル抗
体の存在についてアッセイする。好ましくは、ハイブリドーマ細胞によって生成されたモ
ノクローナル抗体の結合特異性は免疫沈降又はラジオイムノアッセイ(ＲＩＡ)や酵素結合
免疫測定法(ＥＬＩＳＡ)等のインビトロ結合検定法によって測定される。このような技術
及びアッセイは、当該分野において既知である。モノクローナル抗体の結合親和性は、例
えばMunson及びPollard, Anal. Biochem., 107:220 (1980)によるスキャッチャード分析
法によって測定することができる。
　所望のハイブリドーマ細胞が同定された後、クローンを制限希釈工程によりサブクロー
ニングし、標準的な方法で成長させることができる［Goding, 上掲］。この目的のための
適当な培地には、例えば、ダルベッコの改変イーグル培地及びＲＰＭＩ-１６４０倍地が
含まれる。あるいは、ハイブリドーマ細胞は哺乳動物においてインビボで腹水として成長
させることもできる。
　サブクローンによって分泌されたモノクローナル抗体は、例えばプロテインＡ-セファ
ロース法、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー法、ゲル電気泳動法、透析法又は
アフィニティークロマトグラフィー等の従来の免疫グロブリン精製方法によって培養培地
又は腹水液から単離又は精製される。
【００８７】
　また、モノクローナル抗体は、組換えＤＮＡ法、例えば米国特許第4,816,567号に記載
された方法により作成することができる。本発明のモノクローナル抗体をコードするＤＮ
Ａは、常套的な方法を用いて(例えば、マウス抗体の重鎖及び軽鎖をコードする遺伝子に
特異的に結合可能なオリゴヌクレオチドプローブを使用して)、容易に単離し配列決定す
ることができる。本発明のハイブリドーマ細胞はそのようなＤＮＡの好ましい供給源とな
る。ひとたび単離されたら、ＤＮＡは発現ベクター内に配することができ、これが宿主細
胞、例えばサルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)細胞、あるいは免疫グ
ロブリンタンパク質を生成等しない骨髄腫細胞内に形質移入され、組換え宿主細胞内でモ
ノクローナル抗体の合成をすることができる。また、ＤＮＡは、例えば相同マウス配列に
換えてヒト重鎖及び軽鎖定常ドメインのコード配列を置換することにより［米国特許第4,
816,567号；Morrison等, 上掲］、又は免疫グロブリンコード配列に非免疫グロブリンポ
リペプチドのコード配列の一部又は全部を共有結合することにより修飾することができる
。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ドメインに置換でき
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、あるいは本発明の抗体の１つの抗原結合部位の可変ドメインに置換でき、キメラ性二価
抗体を生成する。
【００８８】
　抗体は一価抗体であってもよい。一価抗体の調製方法は当該分野においてよく知られて
る。例えば、一つの方法は免疫グロブリン軽鎖と修飾重鎖の組換え発現を含む。重鎖は一
般的に、重鎖の架橋を防止するようにＦｃ領域の任意の点で切断される。あるいは、関連
するシステイン残基を他のアミノ酸残基で置換するか欠失させて架橋を防止する。
　一価抗体の調製にはインビトロ法がまた適している。抗体の消化による、その断片、特
にＦａｂ断片の生成は、当該分野において知られている慣用的技術を使用して達成できる
。
【００８９】
３．ヒト及びヒト化抗体
　本発明の抗ＰＲＯ抗体は、更にヒト化抗体又はヒト抗体を含む。非ヒト(例えばマウス)
抗体のヒト化形とは、キメラ免疫グロブリン、免疫グロブリン鎖あるいはその断片(例え
ばＦｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ'、Ｆ(ａｂ')２あるいは抗体の他の抗原結合サブ配列)であって
、非ヒト免疫グロブリンに由来する最小配列を含むものである。ヒト化抗体はレシピエン
トの相補性決定領域(ＣＤＲ)の残基が、マウス、ラット又はウサギのような所望の特異性
、親和性及び能力を有する非ヒト種(ドナー抗体)のＣＤＲの残基によって置換されたヒト
免疫グロブリン(レシピエント抗体)を含む。幾つかの例では、ヒト免疫グロブリンのＦｖ
フレームワーク残基は、対応する非ヒト残基によって置換されている。また、ヒト化抗体
は、レシピエント抗体にも、移入されたＣＤＲもしくはフレームワーク配列にも見出され
ない残基を含んでいてもよい。一般に、ヒト化抗体は、全てあるいはほとんど全てのＣＤ
Ｒ領域が非ヒト免疫グロブリンのものに対応し、全てあるいはほとんど全てのＦＲ領域が
ヒト免疫グロブリンコンセンサス配列のものである、少なくとも１つ、典型的には２つの
可変ドメインの実質的に全てを含む。ヒト化抗体は、最適には免疫グロブリン定常領域(
Ｆｃ)、典型的にはヒトの免疫グロブリンの定常領域の少なくとも一部を含んでなる［Jon
es等, Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann等, Nature, 332:323-329 (1988); 及びP
resta, Curr. Op Struct. Biol., 2:593-596 (1992)］。
　非ヒト抗体をヒト化する方法はこの分野でよく知られている。一般的に、ヒト化抗体に
は非ヒト由来の一又は複数のアミノ酸残基が導入される。これら非ヒトアミノ酸残基は、
しばしば、典型的には「移入」可変ドメインから得られる「移入」残基と称される。ヒト
化は基本的に齧歯動物のＣＤＲ又はＣＤＲ配列でヒト抗体の該当する配列を置換すること
によりウィンター(Winter)及び共同研究者［Jones等, Nature, 321:522-525 (1986)；Rie
chmann等, Nature, 332:323-327 (1988)；Verhoeyen等, Science, 239:1534-1536 (1988)
］の方法に従って実施される。よって、このような「ヒト化」抗体は、無傷のヒト可変ド
メインより実質的に少ない分が非ヒト種由来の対応する配列で置換されたキメラ抗体(米
国特許第4,816,567号)である。実際には、ヒト化抗体は典型的には幾つかのＣＤＲ残基及
び場合によっては幾つかのＦＲ残基が齧歯類抗体の類似する部位からの残基によって置換
されたヒト抗体である。
【００９０】
　また、ヒト抗体は、ファージ表示ライブラリー［Hoogenboom及びWinter, J. Mol. Biol
., 227:381 (1991)；Marks等, J. Mol. Biol., 222:581 (1991)］を含むこの分野で知ら
れた種々の方法を用いて作成することもできる。また、Cole等及びBoerner等の技術も、
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等, Monoclonal Antibodies
 and Cancer Therapy, Alan R. Liss. p.77(1985)；Boerner等, J. Immunol., 147(1)：8
6-95(1991))。同様に、ヒト抗体はヒト免疫グロブリン座位をトランスジェニック動物、
例えば内在性免疫グロブリン遺伝子は部分的又は完全に不活性化してマウスに導入するこ
とにより産生することができる。投与の際に、遺伝子再配列、組立、及び抗体レパートリ
ーを含むあらゆる観点においてヒトに見られるものに非常に類似しているヒト抗体の生産
が観察される。このアプローチは、例えば米国特許第5,545,807号；同第5,545,806号；同



(57) JP 2011-177176 A 2011.9.15

10

20

30

40

50

第5,569,825号；同第5,625,126号；同第5,633,425号；同第5,661,016号、及び次の科学文
献：Marks等, Bio/Technology 10, 779-783 (1992); Lonberg等, Nature 368 856-859 (1
994); Morrison, Nature 368, 812-13 (1994); Fishwild等, Nature Biotechnology 14, 
845-51 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14, 826 (1996); Lonberg及びHuszar
, Intern. Rev. Immunol. 13 65-93 (1995)に記載されている。
　また、抗体は上述した既知の選択及び／又は突然変異誘発法を使用し、親和成熟させて
もよい。好ましい親和成熟抗体は、成熟抗体が調製された(一般的にマウス、ヒト化又は
ヒトの)出発抗体のものよりも、５倍、より好ましくは１０倍、更に好ましくは２０又は
３０倍の親和性を有する。
【００９１】
４．二重特異性抗体
　二重特異性抗体は、少なくとも２つの異なる抗原に対して結合特異性を有するモノクロ
ーナル抗体、好ましくはヒトもしくはヒト化抗体である。本ケースにおいて、結合特異性
の一方はＰＲＯに対してであり、他方は任意の他の抗原、好ましくは細胞表面タンパク質
又はレセプター又はレセプターサブユニットに対してである。
　二重特異性抗体を作成する方法は当該技術分野において周知である。伝統的には、二重
特異性抗体の組換え生産は、二つの重鎖が異なる特異性を持つ二つの免疫グロブリン重鎖
／軽鎖対の同時発現に基づく[Milstein及びCuello, Nature, 305:537-539(1983)]。免疫
グロブリンの重鎖と軽鎖を無作為に取り揃えるため、これらハイブリドーマ(クアドロー
マ)は１０種の異なる抗体分子の潜在的混合物を生成し、その内一種のみが正しい二重特
異性構造を有する。正しい分子の精製は、アフィニティークロマトグラフィー工程によっ
て通常達成される。同様の手順が１９９３年５月１３日公開のＷＯ９３／０８８２９、及
びTraunecker等, EMBO J.,10:3655-3659 (1991)に開示されている。
　所望の結合特異性(抗体-抗原結合部位)を有する抗体可変ドメインを免疫グロブリン定
常ドメイン配列に融合できる。融合は、好ましくは少なくともヒンジ部、ＣＨ２及びＣＨ
３領域の一部を含む免疫グロブリン重鎖定常ドメインとのものである。少なくとも一つの
融合には軽鎖結合に必要な部位を含む第一の重鎖定常領域(ＣＨ１)を有することが好まし
い。免疫グロブリン重鎖融合をコードするＤＮＡ、及び望むのであれば免疫グロブリン軽
鎖を、別々の発現ベクターに挿入し、適当な宿主生物に同時形質移入する。二重特異性抗
体を作成するための更なる詳細については、例えばSuresh等, Methods in Enzymology, 1
21:210(1986)を参照されたい。
【００９２】
　ＷＯ９６／２７０１１に記載された他のアプローチによれば、一対の抗体分子間の界面
を操作して組換え細胞培養から回収される異種二量体の割合を最大にすることができる。
好適な界面は抗体定常ドメインのＣＨ３領域の少なくとも一部を含む。この方法では、第
１抗体分子の界面からの一又は複数の小さいアミノ酸側鎖がより大きな側鎖(例えばチロ
シン又はトリプトファン)と置き換えられる。大きな側鎖と同じ又は類似のサイズの相補
的「キャビティ」は、大きなアミノ酸側鎖が小さいもの(例えばアラニン又はスレオニン)
と置き換えられた第２の抗体分子の界面に作り出される。これにより、ホモダイマーのよ
うな不要の他の最終産物に対してヘテロダイマーの収量を増大させるメカニズムが提供さ
れる。
　二重特異性抗体は、全長抗体又は抗体断片(例えば、Ｆ(ａｂ')２二重特異性抗体)とし
て調製できる。抗体断片から二重特異性抗体を産生する技術もまた文献に記載されている
。例えば、化学結合を使用して二重特異性抗体を調製することができる。Brennan等, Sci
ence, 229:81 (1985) は無傷の抗体をタンパク分解性に切断してＦ(ａｂ')２断片を産生
する手順を記述している。これらの断片は、ジチオール錯体形成剤亜砒酸ナトリウムの存
在下で還元して近接ジチオールを安定化させ、分子間ジスルフィド形成を防止する。産生
されたＦａｂ'断片はついでチオニトロベンゾアート(ＴＮＢ)誘導体に転換される。Ｆａ
ｂ'-ＴＮＢ誘導体の一つをついでメルカプトエチルアミンでの還元によりＦａｂ'-チオー
ルに再転換し、他のＦａｂ'-ＴＮＢ誘導体の等モル量と混合して二重特異性抗体を形成す
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る。作られた二重特異性抗体は酵素の選択的固定化用の薬剤として使用することができる
。
　大腸菌からＦａｂ'断片を直接回収でき、これは化学的に結合して二重特異性抗体を形
成することができる。Shalaby等, J. Exp. Med., 175:217-225 (1992)は完全にヒト化さ
れた二重特異性抗体Ｆ(ａｂ')２分子の製造を記述している。各Ｆａｂ'断片は大腸菌から
別個に分泌され、インビトロで定方向化学共役を受けて二重特異性抗体を形成する。この
ようにして形成された二重特異性抗体は、正常なヒトＴ細胞及びＥｒｂＢ２レセプターを
過剰発現する細胞に結合可能で、ヒト乳房腫瘍標的に対するヒト細胞障害性リンパ球の細
胞溶解活性の誘因となる。
【００９３】
　組換え細胞培養から直接的に二重特異性抗体断片を作成し単離する様々な技術もまた記
述されている。例えば、二重特異性抗体はロイシンジッパーを使用して生産されている。
Kostelnyら, J.Immunol. 148(5):1547-1553 (1992)。Ｆｏｓ及びＪｕｎタンパク質からの
ロイシンジッパーペプチドを遺伝子融合により二つの異なった抗体のＦａｂ'部分に結合
させる。抗体ホモダイマーをヒンジ領域で還元してモノマーを形成し、ついで再酸化して
抗体ヘテロダイマーを形成する。この方法はまた抗体ホモダイマーの生産に対して使用す
ることができる。Hollingerら, Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)により
記述された「ダイアボディ」技術は二重特異性抗体断片を作成する別のメカニズムを提供
した。断片は、同一鎖上の２つのドメイン間の対形成を可能にするには十分に短いリンカ
ーにより軽鎖可変ドメイン(ＶＬ)に重鎖可変ドメイン(ＶＨ)を結合してなる。従って、一
つの断片のＶＨ及びＶＬドメインは他の断片の相補的ＶＬ及びＶＨドメインと強制的に対
形成させられ、２つの抗原結合部位を形成する。単鎖Ｆｖ(ｓＦｖ)ダイマーの使用により
二重特異性抗体断片を製造する他の方策もまた報告されている。Gruberら, J.Immunol. 1
52:5368 (1994)を参照されたい。二価より多い抗体も考えられる。例えば、三重特異性抗
体を調製することができる。Tuttら J.Immunol. 147:60(1991)。
　例示的な二重特異性抗体は、ここに与えられたＰＲＯポリペプチドの２つの異なるエピ
トープに結合しうる。あるいは、抗ＰＲＯポリペプチドアームは、特定のＰＲＯポリペプ
チド発現細胞に細胞防御メカニズムを集中させるように、Ｔ細胞レセプター分子(例えば
ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ２８、又はＢ７)等の白血球上のトリガー分子又はＦｃγＲＩ(ＣＤ
６４)、ＦｃγＲＩＩ(ＣＤ３２)及びＦｃγＲＩＩＩ(ＣＤ１６)等のＩｇＧ(ＦｃγＲ)に
対するＦｃレセプターに結合するアームと結合しうる。また、二重特異性抗体は特定のＰ
ＲＯポリペプチドを発現する細胞に細胞障害薬を局在化させるためにも使用されうる。こ
れらの抗体はＰＲＯ-結合アーム及び細胞障害薬又は放射性キレート化剤、例えばＥＯＴ
ＵＢＥ、ＤＰＴＡ、ＤＯＴＡ、又はＴＥＴＡと結合するアームを有する。関心ある他の二
重特異性抗体はＰＲＯポリペプチドに結合し、そして更に組織因子(ＴＦ)に結合する。
【００９４】
５．ヘテロ結合体抗体
　ヘテロ結合抗体も本発明の範囲内に入る。ヘテロ結合抗体は２つの共有結合した抗体か
らなる。このような抗体は、例えば、免疫系細胞を不要な細胞に対してターゲティングさ
せるため［米国特許第4,676,980号］及びＨＩＶ感染の治療のために［WO 91/00360; WO 9
2/200373; EP 03089］提案されている。この抗体は、架橋剤に関連したものを含む合成タ
ンパク化学における既知の方法を使用して、インビトロで調製することができると考えら
れる。例えば、ジスルフィド交換反応を使用するか又はチオエーテル結合を形成すること
により、免疫毒素を作成することができる。この目的に対して好適な試薬の例には、イミ
ノチオレート及びメチル-４-メルカプトブチリミデート、及び例えば米国特許第４６７６
９８０号に開示されているものが含まれる。
【００９５】
６．エフェクター機能の加工
　本発明の抗体をエフェクター機能について改変し、例えば癌の治療における抗体の有効
性を向上させるのが望ましい。例えば、システイン残基をＦｃ領域に導入し、それにより
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、この領域に鎖間ジスルフィド結合を形成させるようにしてもよい。そのようにして生成
されたホモダイマー抗体は、向上した内部移行能力及び／又は増加した補体媒介細胞殺傷
及び抗体-依存性細胞性細胞毒性(ＡＤＣＣ)を有しうる。Caron等, J. Exp. Med. 176: 11
91-1195 (1992)及びShopes, B. J. Immunol. 148: 2918-2922 (1992)参照。向上した抗腫
瘍活性を持つホモダイマー抗体はまた、Wolff等, Cancer Research 53: 2560-2565 (1993
)に記載されたような異種二官能性架橋を用いても調製しうる。あるいは、抗体は、２つ
のＦｃ領域を有するように加工して、それにより補体溶解及びＡＤＣＣ能力を向上させる
こともできる。Stevenson等, Anti-Cancer Drug Design 3: 219-230 (1989)参照。
【００９６】
７．免疫結合体
　本発明はまた、化学療法剤、毒素(例えば、細菌、真菌、植物又は動物由来の酵素活性
毒素、又はその断片)などの細胞障害薬、あるいは放射性同位体(即ち、放射性結合)に結
合された抗体を含む免疫複合体にも関する。
　このような免疫結合体の生成に有用な化学療法剤は上記した。用いることのできる酵素
活性毒素及びその断片は、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合活性断片、(緑膿菌
からの)外毒素Ａ鎖、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデクシン(modeccin)Ａ鎖、アルファ-
サルシン、アレウリテス・フォーディ(Aleurites fordii)タンパク質、ジアンチン(diant
hin)タンパク質、フィトラカ・アメリカーナ(Phytolaca americana)タンパク質(ＰＡＰＩ
、ＰＡＰＩＩ、及びＰＡＰ-Ｓ)、モモルディカ・チャランチア(momordica charantia)イ
ンヒビター、クルシン(curcin)、クロチン(crotin)、サパオナリア・オフィシナリス(sap
aonaria officinalis)インヒビター、ゲロニン(gelonin)、ミトゲリン(mitogellin)、レ
ストリクトシン(restrictocin)、フェノマイシン(phenomycin)、エノマイシン(enomycin)
及びトリコテセン(tricothecene)を含む。様々な放射性ヌクレオチドが放射性結合抗体の
生成に利用可能である。例として、２１２Ｂｉ、１３１Ｉ、１３１Ｉｎ、９０Ｙ及び１８

６Ｒｅを含む。
　抗体及び細胞障害薬の結合体は、種々の二官能性タンパク質カップリング剤、例えば、
Ｎ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオール)プロピオネート(ＳＰＤＰ)、イミノチ
オラン(ＩＴ)、イミドエステルの二官能性誘導体(ジメチルアジピミデートＨＣＬ等)、活
性エステル(ジスクシンイミジルスベレート等)、アルデヒド(グルタルアルデヒド等)、ビ
ス-アジド化合物(ビス(ｐ-アジドベンゾイル)ヘキサンジアミン等)、ビス-ジアゾニウム
誘導体(ビス-(ｐ-ジアゾニウムベンゾイル)-エチレンジアミン等)、ジイソシアネート(ト
リエン２，６-ジイソシアネート等)、及びビス-活性フッ素化合物(１,５-ジフルオロ-２,
４-ジニトロベンゼン等)を用いて作成できる。例えば、リシン免疫毒素は、Vitetta等, S
cience 238: 1098 (1987)に記載されたように調製することができる。カーボン-１４-標
識１-イソチオシアナトベンジル-３-メチルジエチレントリアミン五酢酸(ＭＸ-ＤＴＰＡ)
は、放射性ヌクレオチドの抗体への結合のためのキレート剤の例である。ＷＯ９４／１１
０２６参照。
　他の実施態様では、腫瘍の予備標的化で使用するために、抗体は「レセプター」(スト
レプトアビジン等)に結合されてもよく、抗体-レセプター結合体は患者に投与され、次い
で清澄化剤を用いて未結合結合体を循環から除去し、次に細胞障害薬(放射性ヌクレオチ
ド等)に結合された「リガンド」(アビジン等)を投与する。
【００９７】
８．免疫リポソーム
　また、ここに開示するタンパク質、抗体は、免疫リポソームとして調製してもよい。抗
体を含むリポソームは、Epstein等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985); Hw
ang等, Proc. natl. Acad. Sci. USA, 77: 4030 (1980); 及び米国特許第4,485,045号及
び同第4,544,545号に記載されたような、この分野で知られた方法で調製される。向上し
た循環時間を持つリポソームは、米国特許第5,013,556号に開示されている。
　特に有用なリポソームは、ホスファチジルコリン、コレステロール及びＰＥＧ-誘導ホ
スファチジルエタノールアミン(ＰＥＧ-ＰＥ)を含む脂質組成物での逆相蒸発法によって
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生成される。リポソームは、定められた孔サイズのフィルターを通して押し出され、所望
の径を有するリポソームが生成される。本発明の抗体のＦａｂ’断片は、Martin等, J. B
iol. Chem. 257: 286-288 (1982)に記載されているように、ジスルフィド交換反応を介し
てリポソームに結合され得る。化学療法剤(ドキソルビシン等)は、場合によってはリポソ
ーム内に包含される。Gabizon等, J. National Cancer Inst. 81(19) 1484 (1989)参照。
【００９８】
Ｍ．製薬組成物
　本発明の活性ＰＲＯ分子(例えばＰＲＯポリペプチド、抗ＰＲＯ抗体、及び／又はその
変異体)、並びに上述のスクリーニングアッセイで同定された他の分子は、乾癬の治療の
ために、製薬組成物の形態で投与することができる。
　本発明の活性ＰＲＯ分子、好ましくはポリペプチド又は抗体の治療用製剤は、所望され
る程度の純度を持つ活性分子を、親油性製剤又は水性溶液の形態で、任意の製薬上許容さ
れる担体、賦形剤又は安定化剤と混合することにより調製され保存される(Remington's P
harmaceutical Science 16th edition, Osol, A. Ed. [1980])。許容される担体、賦形剤
、又は安定化剤は、用いられる用量及び濃度で受容者に非毒性であり、リン酸、クエン酸
、及び他の有機酸などのバッファー；アスコルビン酸及びメチオニンを含む酸化防止剤；
防腐剤(オクタデシルジメチルベンジルアンモニウムクロリド；ヘキサメトニウムクロリ
ド；ベンズアルコニウムクロリド；ベンズエトニウムクロリド；フェノール；ブチル又は
ベンジルアルコール；メチル又はプロピルパラベン等のアルキルパラベン；カテコール；
レゾルシノール；シクロヘキサノール；３-ペンタノール；及びｍ-クレゾールなど)；低
分子量(約１０残基未満)ポリペプチド；血清アルブミン、ゼラチン、又は免疫グロブリン
等のタンパク質；ポリビニルピロリドン等の親水性ポリマー；グリシン、グルタミン、ア
スパラギン、ヒスチジン、アルギニン、又はリシン等のアミノ酸；グルコース、マンノー
ス、又はデキストリンを含む単糖類、二糖類、及び他の炭水化物；ＥＤＴＡ等のキレート
剤；スクロース、マンニトール、トレハロース又はソルビトールなどの糖；ナトリウムな
どの塩形成対イオン；金属錯体(例えば、Ｚｎ-タンパク質錯体)；及び／又はトゥイーン(
TWEEN)(商品名)、プルロニクス(PLURONICS)(商品名)、又はポリエチレングリコール(ＰＥ
Ｇ)等の非イオン性界面活性剤を含む。
【００９９】
　ここで開示されたスクリーニングアッセイで同定された化合物は、同様の方式でこの分
野で知られた標準技術を用いて製剤することができる。
　リポフェクション又はリポソームもＰＲＯ分子を細胞に送達するのに使用できる。抗体
断片が用いられる場合、標的タンパク質の結合ドメインに特異的に結合する最小阻害断片
が好ましい。例えば、抗体の可変領域配列に基づいて、標的タンパク質配列に結合する能
力を保持したペプチド分子が設計できる。このようなペプチドは、化学的に合成でき、及
び／又は組換えＤＮＡ技術によって生成できる。(例えば、Marasco等, Proc. Natl. Acad
. Sci. USA 90, 7889-7893 [1993]を参照のこと)。
　ここでの製剤は、治療すべき特定の徴候に必要な場合に１以上の活性化合物、好ましく
は互いに悪影響を及ぼさない相補的活性を持つものも含んでよい。あるいは、又はそれに
加えて、組成物は、細胞障害薬、サイトカイン又は成長阻害剤を含んでもよい。これらの
分子は、適切には、意図する目的に有効な量の組み合わせで存在する。
　また、活性ＰＲＯ分子は、例えばコアセルベーション技術により又は界面重合により調
製されたマイクロカプセル、例えば、各々ヒドロキシメチルセルロース又はゼラチン-マ
イクロカプセル及びポリ(メタクリル酸メチル)マイクロカプセル中、コロイド状薬物送達
系(例えば、リポソーム、アルブミン小球、マイクロエマルション、ナノ粒子及びナノカ
プセル)中、又はマイクロエマルション中に包括されていてもよい。これらの技術は、Rem
ington's Pharmaceutical Science 16th edition, Osol, A. Ed. (1980)に開示されてい
る。
　インビボ投与に使用される製剤は無菌でなけらばならない。これは、滅菌濾過膜を通し
た濾過により容易に達成される。



(61) JP 2011-177176 A 2011.9.15

10

20

30

40

50

【０１００】
　徐放性製剤又はＰＲＯ分子を調製してもよい。徐放性製剤の好適な例は、抗体を含有す
る固体疎水性ポリマーの半透性マトリクスを含み、このマトリクスは成形された物品、例
えばフィルム、又はマイクロカプセルの形状である。徐放性マトリクスの例は、ポリエス
テル、ヒドロゲル(例えば、ポリ(２-ヒドロキシエチル-メタクリレート)又はポリ(ビニル
アルコール))、ポリアクチド(米国特許第3,773,919号)、Ｌ-グルタミン酸とγ-エチル-Ｌ
-グルタマートのコポリマー、非分解性エチレン-酢酸ビニル、LUPRON DEPOT(商品名)(乳
酸-グリコール酸コポリマーと酢酸リュープロリドからなる注射可能なマイクロスフェア)
などの分解性乳酸-グリコール酸コポリマー、ポリ-Ｄ-(-)-３-ヒドロキシブチル酸を含む
。エチレン-酢酸ビニル及び乳酸-グリコール酸などのポリマーは分子を１００日に渡って
放出することができるが、ある種のヒドロゲルはより短時間でタンパク質を放出してしま
う。カプセル化された抗体が身体内に長時間残ると、それらは３７℃の水分に露出される
ことにより変性又は凝集し、その結果、生物学的活性の低下及び起こりうる免疫原性の変
化をもたらす。合理的な方法は、含まれる機構に依存する安定化について工夫することが
できる。例えば、凝集機構がチオ-ジスルフィド交換を通した分子間Ｓ-Ｓ結合形成である
と発見された場合、安定化はスルフヒドリル残基の修飾、酸性溶液からの凍結乾燥、水分
含有量の制御、適切な添加剤の付加、及び特異的ポリマーマトリクス組成物の開発によっ
て達成されうる。
【０１０１】
Ｎ．治療方法
　本発明のポリペプチド、抗体及び他の活性物質は、組織への炎症細胞の浸潤によって特
徴付けられるものを含む、Ｔ細胞媒介疾患等の乾癬及びそれに関連する病状を治療するた
めに使用できると考えられる。
　脊椎関節症は、いくつかの共通した臨床的特徴とＨＬＡ-Ｂ２７遺伝子産物の発現との
共通の関連性を持つ疾患のグループである。該疾患には：強直性脊椎炎、ライター症候群
(反応性関節炎)、炎症性大腸疾患に関連した関節炎、乾癬に関連した脊椎炎、若年発生脊
椎関節症及び未分化脊椎関節症が含まれる。区別する特徴には、脊椎炎を伴うか伴わない
仙腸関節炎；炎症非対称性関節炎；ＨＬＡ-Ｂ２７(クラスＩ ＭＨＣのＨＬＡ-Ｂ座位にあ
る血清学的に定義された対立遺伝子)との関連；眼の炎症、及び他のリウマチ疾患に関連
した自己抗体の不在が含まれる。疾患の誘導に対する鍵として最も関わっている細胞はＣ
Ｄ８＋Ｔリンパ球で、クラスＩ ＭＨＣ分子により提示される抗原を標的としている細胞
である。ＣＤ８＋Ｔ細胞は、ＭＨＣクラスＩ分子により発現された外来ペプチドであるか
のように、クラスＩ ＭＨＣ対立遺伝子ＨＬＡ-Ｂ２７に対して反応する。ＨＬＡ-２７の
エピトープが細菌性又は他の微生物の抗原性エピトープを模倣し、よってＣＤ８＋細胞の
反応を誘発すると仮定されている。
　全身性硬化症(強皮症)は病因がよく知られていない。疾患の顕著な特徴は皮膚の硬結で
あり；これは活性な炎症プロセスにより誘発されると思われる。強皮症は局部的又は全身
性であり：血管病巣が共通しており、微小血管系における内皮細胞傷害が全身性硬化症の
発達における初期の重要な事象であり；血管傷害は免疫媒介されうる。免疫学的基準は、
皮膚病巣における単核細胞浸潤の存在と、多くの患者において抗細胞核抗体の存在によっ
て導かれる。多くの場合、ＩＣＡＭ-１が皮膚病巣の線維芽細胞の細胞表面でアップレギ
ュレーションされ、これらの細胞とのＴ細胞の相互作用が疾患の病因においてある役割を
担っていることが示唆される。関連する他の器官には：胃腸管：萎縮症及び線維症があり
、結果として異常なぜん動／運動性となっている平滑筋：腎臓：小弓形及び小葉間動脈に
影響を及ぼし、結果として腎皮質の血流が低下し、タンパク尿、高窒素血尿及び高血圧に
なる同心性内皮下内膜増殖：骨格筋：萎縮、間質性線維症：炎症：肺：間質性肺炎及び間
質性線維症：及び心臓：収縮バンド壊死、瘢痕／線維症が含まれる。
【０１０２】
　水疱性皮膚疾患、多形性紅斑及び接触性皮膚炎を含む自己免疫又は免疫媒介皮膚疾患は
自己抗体により媒介され、その発病はＴリンパ球依存性である。
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　乾癬はＴリンパ球媒介炎症疾患であるとされている。病巣にはＴリンパ球、マクロファ
ージ及び抗原プロセシング細胞及びある種の好中球の浸潤が含まれる。
　拒絶反応及び移植片対宿主疾患(ＧＶＨＤ)を含む移植関連疾患はＴリンパ球依存性であ
り；Ｔリンパ球の機能を阻害することで改善される。
【０１０３】
　本発明の化合物、例えばポリペプチド又は抗体は、哺乳動物、好ましくはヒトに、周知
の方法、例えば、ボーラスとして又は所定時間に渡る連続注入による静脈内投与、筋肉内
、腹膜内、脳脊髄内、皮下、関節間、滑膜内、鞘内、経口、局所、又は吸入(鼻孔内、肺
内)経路などにより投与される。ポリペプチド及び抗体の静脈内又は吸入投与が好ましい
。
　免疫アジュバント治療、他の治療的養生法において、抗癌剤を、本発明のタンパク質、
抗体又は化合物の投与と組み合わせて投与してもよい。例えば、本発明の免疫アジュバン
トで治療される患者は、抗癌剤(化学療法剤)又は放射線治療を受けてもよい。このような
化学療法剤の調製法及び用量スケジュールは、製造者の指示に従って使用されるか、熟練
した実務者により経験的に決定される。そのような化学療法に対する調製法及び用量スケ
ジュールはまたChemotherapy Service M.C. Perry編, Williams & Wilkins, Baltimore, 
MD (1992)にも記載されている。化学療法剤は、免疫アジュバントの投与に先立って、又
は続いて投与してもよく、あるいはそれらと同時に投与してもよい。加えて、タモキシフ
ェン等の抗エストロゲン化合物又はオナプリストンなどの抗プロゲステロン(EP 616812参
照)を、それらの分子について知られた用量で付与してもよい。
【０１０４】
　また、他の免疫疾患に関連した、又は腫瘍に関連した抗原に対する抗体、例えばＣＤ２
０、ＣＤ１１ａ、ＣＤ１８、ＥｒｂＢ２、ＥＧＦＲ、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４、又は血管
内皮因子(ＶＥＧＦ)に結合する抗体を投与することも好ましい。別法として、又は付加的
に、同一の抗原又はここに開示した二又はそれ以上の異なる抗原に結合する二又はそれ以
上の抗体を患者に同時投与してもよい。しばしば、患者に一又は複数のサイトカインを投
与することも有利である。一実施態様では、ＰＲＯポリペプチドは、成長阻害剤と同時投
与される。例えば、まず成長阻害剤を投与し、続いてＰＲＯポリペプチドを投与する。し
かしながら、同時投与、又は最初に投与することも考えられる。成長阻害剤についての適
切な用量は現在用いられている量であるが、成長阻害剤とＰＲＯポリペプチドとの組み合
わせ(相乗)効果により減少させ得る。
　重篤な免疫関連疾患の治療又は低減のための、本発明の化合物の適切な用量は、上記で
定義したような治療される疾患の型、疾患の重篤さ及び経過、防止又は治療目的で薬剤が
投与されるか否か、従前の治療、患者の臨床履歴及び化合物に対する反応、及び主治医の
裁量に依存する。化合物は、適切には患者に一回又は一連の治療に渡って適切に投与され
る。
　例えば、疾患の型及び重篤さに応じて、約１μｇ／ｋｇから１５ｍｇ／ｋｇ(例えば、
０．１-２０ｍｇ／ｋｇ)のポリペプチド又は抗体が、例えば、一又はそれ以上の別々の投
与あるいは連続注入のいずれにしても、患者に投与するための最初の候補用量である。典
型的な１日の用量は、上記の要因に応じて、約１μｇ／ｋｇから１００ｍｇ／ｋｇの範囲
又はそれ以上であろう。数日以上に渡る繰り返し投与のためには、状態に応じて、疾患の
徴候に所望の抑制が現れるまで治療が続けられる。しかしながら、他の用量計画が有用で
あることもある。この治療の進行は、従来の技術及びアッセイによって容易に監視される
。
【０１０５】
Ｏ．製造品
　本発明の他の実施態様では、上記の疾患の診断又は治療に有用な物質(例えばＰＲＯ分
子を含有するもの)を含む製造品が提供される。この製造品は容器と使用説明書とを含ん
でなる。好適な容器は、例えば、ビン、バイアル、シリンジ、及び試験管を含む。容器は
、ガラス又はプラスチックなどの種々の材料から形成されてよい。容器は、状態を診断し
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治療するのに有効な組成物を収容し、無菌のアクセスポートを有し得る(例えば、容器は
皮下注射針で貫通可能なストッパーを有する静脈内溶液バッグ又はバイアルであってよい
)。組成物中の活性剤は通常、本発明のポリペプチド又は抗体である。容器上又は添付さ
れる使用説明書又はラベルは、組成物が選択した状態の診断又は治療のために使用される
ことを示す。製造品は更に、リン酸緩衝塩水、リンガー液及びデキストロース溶液などの
製薬的に許容されるバッファーを含む第２の容器を具備してもよい。更に、他のバッファ
ー、希釈剤、フィルター、針、シリンジ、及び使用上の指示を付けたパッケージ挿入物を
含む商業的及び使用者の見地から望ましい他の材料を含んでもよい。
【０１０６】
Ｐ．免疫関連疾患の診断及び予知
　乾癬で過剰発現されるタンパク質等の細胞表面タンパク質は候補薬剤又は疾患治療の優
れた標的である。同じタンパク質は乾癬で増幅された遺伝子にコードされる分泌タンパク
質とともに、この疾病の診断及び予知における用途が見出される。例えば、乾癬で増幅さ
れた遺伝子のタンパク質産物に対する抗体は診断又は予知として使用できる。
　例えば、抗体断片を含む抗体は、増幅又は過剰発現された遺伝子にコードされるタンパ
ク質(「マーカー遺伝子産物」)の発現の定性的又は定量的検出に用いることができる。抗
体は、好ましくは検出可能な、例えば蛍光標識を備え、結合は光学顕微鏡、フローサイト
メトリー、フルオロメトリー、又はこの分野で知られた他の技術によって監視できる。こ
れらの技術は、過剰発現した遺伝子が細胞表面タンパク質をコードする場合に特に適切で
ある。このような結合アッセイは、本質的に上述したように実施される。
　マーカー遺伝子産物に結合する抗体のインサイツ検出は、例えば、免疫蛍光又は免疫電
子顕微鏡によって実施できる。この目的のために、組織学的試料を患者から取り出し、好
ましくは生物学的試料に抗体を被せることにより、標識抗体をそれに適用する。この手法
はまた、試験される組織におけるマーカー遺伝子産物の分布も決定できるようにする。当
業者には、インサイツ検出のために広範な組織学的方法が容易に利用できることは明らか
であろう。
　以下の実施例は例示するためにのみ提供されるものであって、本発明の範囲を決して限
定することを意図するものではない。
　本明細書で引用した全ての特許及び参考文献の全体を、出典明示によりここに取り込む
。
【実施例】
【０１０７】
　実施例で言及されている市販試薬は、特に示さない限りは製造者の使用説明に従い使用
した。ＡＴＣＣ受託番号により以下の実施例及び明細書全体を通して同定されている細胞
の供給源はアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション、マナッサス、ＶＡである。
【０１０８】
実施例１　乾癬のマイクロアレイ分析
　乾癬患者及び健常ドナー（「正常な皮膚」）由来の皮膚バイオプシーを用意した。各乾
癬患者からは、乾癬組織に差別的に発現するこの疾患に特異的な遺伝子を同定するため、
病変部位と非病変部位から皮膚試料を採取した。乾癬皮膚試料のすべてについて、免疫組
織化学によるケラチン１６染色と上皮の厚さを分析した。ＲＮＡ単離の準備が整うまで、
すべての試料を－７０℃で保存した。皮膚バイオプシーを６００μｌのＲＬＴ緩衝液（＋
ＢＭＥ）で均質化し、製造者の指示に従うオンカラムＤＮａｓｅ処理を行うＱｉａｇｅｎ
（登録商標）Ｒｎｅａｓｙ　Ｍｉｎｉカラム（Ｑｉａｇｅｎ）を用いてＲＮＡを単離した
。ＲＮＡを単離した後、製造者の指示に従ってＲｉｂｏＧｒｅｅｎ（登録商標）を用いて
ＲＮＡを定量化し、完全性をアガロースゲルでチェックした。ＲＮＡの収量は、乾癬病変
皮膚では１９～５４μｇ、同一の対照の非病変皮膚では７．７～２４μｇ、正常な皮膚で
は５．４～１０μｇであった。マイクロアレイ分析用に４μｇのＲＮＡに標識し、試料を
ジェネンテック社専売のマイクロアレイとＡｆｆｙｍｅｔｒｉｃｓマイクロアレイにかけ
た。感染皮膚において発現が上方制御された遺伝子を非病変皮膚と比較し、よって同じ患
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者由来の非病変皮膚と乾癬皮膚における発現特性を比較した。また、更なる対照として正
常で健常なドナー由来の正常な皮膚バイオプシーとの比較も行った。本実験の結果、同じ
感染患者の非病巣皮膚、及び乾癬を有しない対象由来の正常皮膚と比較して、乾癬病変皮
膚において図１～４２の核酸及びコードされたタンパク質の発現度合いが高いことが示さ
れた。
【０１０９】
実施例２：ハイブリッド形成プローブとしてのＰＲＯの使用
　以下の方法は、ＰＲＯをコードするヌクレオチド配列のハイブリッド形成プローブとし
ての使用を記載する。
　全長又は成熟ＰＲＯのコード配列を含むＤＮＡは、ヒト組織ｃＤＮＡライブラリー又は
ヒト組織ゲノムライブラリーにおける同種ＤＮＡ類(ＰＲＯの自然に生じる変異体をコー
ドするものなど)のスクリーニングのためのプローブとして用いられる。
　いずれかのライブラリーＤＮＡを含むフィルターのハイブリッド形成及び洗浄は、以下
の高い緊縮条件で実施した。放射性標識ＰＲＯ-誘導プローブのフィルターへのハイブリ
ッド形成は、５０％ホルムアミド、５ｘＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ、０．１％ピロリン酸ナ
トリウム、５０ｍＭリン酸ナトリウム、ｐＨ６．８、２ｘデンハート液、及び１０％デキ
ストラン硫酸の溶液中で、４２℃において２０時間行った。フィルターの洗浄は０．１ｘ
ＳＳＣ及び０．１％ＳＤＳの水溶液中、４２℃で行った。
　次いで、全長天然配列ＰＲＯをコードするＤＮＡと所望の配列同一性を有するＤＮＡは
、この分野で知られた標準的な方法を用いて同定できる。
【０１１０】
実施例３：大腸菌におけるＰＲＯの発現
　この実施例は、大腸菌における組み換え発現によるＰＲＯの非グリコシル化形態の調製
を例示する。
　ＰＲＯをコードするＤＮＡ配列は、選択されたＰＣＲプライマーを用いて最初に増幅す
る。プライマーは、選択された発現ベクターの制限酵素部位に対応する制限酵素部位を持
たなければならない。種々の発現ベクターを用いることができる。好適なベクターの例は
、ｐＢＲ３２２(大腸菌から誘導されたもの；Bolivar等, Gene, 2:95 (1977)を参照)であ
り、アンピシリン及びテトラサイクリン耐性についての遺伝子を含む。ベクターは制限酵
素で消化され、脱リン酸化される。ＰＣＲ増幅した配列は、次いで、ベクターに結合させ
る。ベクターは、好ましくは抗生物質耐性遺伝子、ｔｒｐプロモーター、ｐｏｌｙｈｉｓ
リーダー(最初の６つのＳＴＩＩコドン、ｐｏｌｙｈｉｓ配列、及びエンテロキナーゼ切
断部位を含む)、ＰＲＯコード化領域、ラムダ転写終結区、及びａｒｇＵ遺伝子を含む。
　ライゲーション混合物は、次いで、上掲のSambrook等に記載された方法を用いた選択し
た大腸菌株の形質転換に使用される。形質転換体は、それらのＬＢプレートで成長する能
力により同定され、次いで抗生物質耐性クローンが選択される。プラスミドＤＮＡが単離
され、制限分析及びＤＮＡ配列分析で確認される。
　選択されたクローンは、抗生物質を添加したＬＢブロスなどの液体培地で終夜成長させ
ることができる。終夜培養は、続いて大規模培養の播種に用いられる。次に細胞を最適光
学密度まで成長させ、その間に発現プロモーターが作動する。
　更に数時間の培養の後、細胞を遠心分離して採集することができる。遠心分離で得られ
た細胞ペレットは、この分野で知られた種々の試薬を用いて可溶化され、次いで可溶化Ｐ
ＲＯタンパク質を金属キレート化カラムを用いてタンパク質を緊密に結合させる条件下で
精製することができる。
【０１１１】
　以下の手法を用いて、大腸菌においてポリＨｉｓタグ形態でＰＲＯを発現させてもよい
。ＰＲＯをコードするＤＮＡを選択したＰＣＲプライマーを用いて最初に増幅する。プラ
イマーは、選択された発現ベクターの制限酵素部位に対応する制限酵素部位、及び効率的
で信頼性のある翻訳開始、金属キレートカラムでの迅速な精製、及びエンテロキナーゼで
のタンパク質分解的除去を与える他の有用な配列を含む。次いでＰＣＲ増幅された、ポリ
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-Ｈｉｓタグ配列を発現ベクターに結合させ、それを株５２(W3110 fuhA(tonA) lon galE 
rpoHts(htpRts) clpP(lacIq))に基づく大腸菌宿主の形質転換に使用する。形質転換体は
、最初に５０ｍｇ／ｍｌのカルベニシリンを含有するＬＢ中、３０℃で振盪しながら３－
５のＯ．Ｄ．６００に達するまで成長させる。ついで培養をＣＲＡＰ培地(３．５７ｇの(
ＮＨ４)２ＳＯ４、０．７１ｇのクエン酸ナトリウム・２Ｈ２Ｏ、１．０７ｇのＫＣｌ、
５．３６ｇのDifco酵母抽出物、５００ｍＬ水中の５．３６ｇのShefield hycase SF、並
びに１１０ｍＭのＭＰＯＳ、ｐＨ７．３、０．５５％(ｗ／ｖ)のグルコース及び７ｍMの
ＭｇＳＯ４の混合で調製)中に５０－１００倍希釈し、３０℃で振盪させながら約２０－
３０時間成長させる。試料を取り出してＳＤＳ-ＰＡＧＥ分析により発現を確認し、バル
ク培養を遠心分離して細胞をペレット化する。細胞ペレットを精製及び再折りたたみまで
凍結させる。
　０．５から１Ｌの発酵（６－１０ｇペレット）からの大腸菌ペーストを、７Ｍのグアニ
ジン、２０ｍＭのトリス、ｐＨ８バッファー中で１０容量（ｗ／ｖ）で再懸濁させる。固
体硫酸ナトリウム及びテトラチオン酸ナトリウムを添加して最終濃度を各々０．１Ｍ及び
０．０２Ｍとし、溶液を４℃で終夜撹拌する。この工程により、亜硫酸化によりブロック
された全てのシステイン残基を持つ変性タンパク質がもたらされる。溶液をBeckman Ultr
acentrifuge中で４００００ｒｐｍで３０分間遠心分離する。上清を金属キレートカラム
バッファー(６Ｍのグアニジン、２０ｍＭのトリス、ｐＨ７．４)の３－５容量で希釈し、
０．２２ミクロンフィルターを通して濾過して透明化する。透明化抽出物を、金属キレー
トカラムバッファーで平衡化させた５ｍｌのQiagen Ni-NTA金属キレートカラムに充填す
る。カラムを５０ｍＭのイミダゾール(Calbiochem, Utrol grade)を含む添加バッファー
、pH7.4で洗浄する。タンパク質を２５０ｍＭのイミダゾールを含有するバッファーで溶
離する。所望のタンパク質を含有する画分をプールし、４℃で保存する。タンパク質濃度
は、そのアミノ酸配列に基づいて計算した吸光係数を用いて２８０ｎｍにおけるその吸収
により見積もる。
【０１１２】
　試料を、２０ｍＭのトリス、ｐＨ８．６、０．３ＭのＮａＣｌ、２．５Ｍの尿素、５ｍ
Ｍのシステイン、２０ｍＭのグリシン及び１ｍＭのＥＤＴＡからなる新たに調製した再折
りたたみバッファー中でゆっくりと希釈することによりタンパク質を再折りたたみさせる
。リフォールディング容量は、最終的なタンパク質濃度が５０～１００マイクログラム／
ｍｌとなるように選択する。リフォールディング溶液を４℃で１２－３６時間ゆっくり撹
拌する。リフォールディング反応はＴＦＡを最終濃度０．４％（約３のｐＨ）で添加する
ことにより停止させる。タンパク質を更に精製する前に、溶液を０．２２ミクロンフィル
ターを通して濾過し、アセトニトリルを最終濃度２－１０％になるまで添加する。再折り
たたみされたタンパク質を、Ｐｏｒｏｓ Ｒ１／Ｈ逆相カラムで、０．１％ＴＦＡの移動
バッファーと１０～８０％のアセトニトリル勾配での溶離を用いてクロマトグラフにかけ
る。Ａ２８０吸収を持つ画分のアリコートをＳＤＳポリアクリルアミドゲルで分析し、相
同な再折りたたみされたタンパク質を含有する画分をプールする。一般的に、殆どのタン
パク質の正しく再折りたたみされた種は、これらの種が最もコンパクトであり、その疎水
性内面が逆相樹脂との相互作用から遮蔽されているので、アセトニトリルの最低濃度で溶
離される。凝集した種は通常、より高いアセトニトリル濃度で溶離される。タンパク質の
誤って折りたたまれた形態を所望の形態から除くのに加えて、逆相工程は試料からエンド
トキシンも除去する。
　所望の折りたたまれたＰＲＯポリペプチドタンパク質を含有する画分をプールし、溶液
に向けた窒素の弱い気流を用いてアセトニトリルを除去する。タンパク質を、透析又は調
製バッファーで平衡化したG25 Superfine(Pharmacia)樹脂でのゲル濾過及び滅菌濾過によ
り、０．１４Ｍの塩化ナトリウム及び４％のマンニトールを含む２０ｍＭのＨｅｐｅｓ、
ｐＨ６．８に処方した。
　上述したように、ここに開示された多くのＰＲＯポリペプチドが成功裏に発現した。
【０１１３】
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実施例４：哺乳動物細胞でのＰＲＯの発現
　この実施例は、哺乳動物細胞における組み換え発現による潜在的にグリコシル化した形
態のＰＲＯの調製を例示する。
　発現ベクターとしてベクターｐＲＫ５(1989年3月15日公開のEP 307,247参照)を用いる
。場合によっては、ＰＲＯＤＮＡを選択した制限酵素を持つｐＲＫ５に結合させ、上掲の
Sambrook等に記載されたようなライゲーション方法を用いてＰＲＯＤＮＡを挿入させる。
得られたベクターは、例えばｐＲＫ５-ＰＲＯと呼ばれる。
　一実施態様では、選択された宿主細胞は２９３細胞とすることができる。ヒト２９３細
胞(ATCC CCL 1573)は、ウシ胎児血清及び場合によっては滋養成分及び／又は抗生物質を
添加したＤＭＥＭなどの培地中で組織培養プレートにおいて成長させて集密化する。約10
μｇのｐＲＫ５-ＰＲＯＤＮＡを約1μgのＶＡＲＮＡ遺伝子コード化ＤＮＡ［Thimmappaya
等, Cell, 31:543 (1982)］と混合し、５００μｌの１ｍＭトリス－ＨＣｌ、０．１ｍＭ
ＥＤＴＡ、０．２２７ＭＣａＣｌ２に溶解させる。この混合物に、滴状の、５００μｌの
５０ｍＭＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．３５）、２８０ｍＭのＮａＣｌ、１．５ｍＭのＮａＰＯ４

を添加し、２５℃で１０分間析出物を形成させる。析出物を懸濁し、２９３細胞に加えて
３７℃で約４時間定着させる。培地を吸引し、２ｍｌのＰＢＳ中２０％グリセロールを３
０秒間添加する。２９３細胞を、次いで無血清培地で洗浄し、新鮮な培地を添加し、細胞
を約５日間インキュベートする。
　形質移入の約２４時間後、培地を除去し、培地（のみ）又は２００μＣｉ／ｍｌ３５Ｓ
-システイン及び２００μＣｉ／ｍｌ３５Ｓ－メチオニンを含む培地で置換する。１２時
間のインキュベーションの後、条件培地を回収し、スピンフィルターで濃縮し、１５％Ｓ
ＤＳゲルに充填する。処理したゲルを乾燥させ、ＰＲＯポリペプチドの存在を現す選択さ
れた時間にわたってフィルムにさらす。形質移入した細胞を含む培地に、更なるインキュ
ベーションを施し(無血清培地で)、培地を選択されたバイオアッセイで試験する。
【０１１４】
　これに換わる技術において、ＰＲＯは、Somparyrac等, Proc. Natl. Acad. Sci., 12:7
575 (1981)に記載されたデキストラン硫酸法を用いて２９３細胞に一過的に導入される。
２９３細胞は、スピナーフラスコ内で最大密度まで成長させ、７００μｇのｐＲＫ５-Ｐ
ＲＯ ＤＮＡを添加する。細胞は、まずスピナーフラスコから遠心分離によって濃縮し、
ＰＢＳで洗浄する。ＤＮＡ-デキストラン沈殿物を細胞ペレット上で４時間インキュベー
トする。細胞を２０％グリセロールで９０秒間処理し、組織培地で洗浄し、組織培地、５
μｇ／ｍｌウシインシュリン及び０．１μｇ／ｍｌウシトランスフェリンを含むスピナー
フラスコに再度導入する。約４日後に、条件培地を遠心分離して濾過し、細胞及び細胞片
を除去する。次いで発現されたＰＲＯを含む試料を濃縮し、透析及び／又はカラムクロマ
トグラフィー等の選択した方法によって精製する。
　他の実施態様では、ＰＲＯをＣＨＯ細胞で発現させることができる。ｐＲＫ５-ＰＲＯ
は、ＣａＰＯ４又はＤＥＡＥ－デキストランなどの既知の試薬を用いてＣＨＯ細胞に形質
移入することができる。上記したように、細胞培地をインキュベートし、培地を培養培地
(のみ)又は３５Ｓ-メチオニン等の放射性標識を含む培地に置換することができる。ＰＲ
Ｏポリペプチドの存在を決定した後、培地を無血清培地に置換してもよい。好ましくは、
培地を約6日間インキュベートし、次いで条件培地を収集する。次いで、発現されたＰＲ
Ｏを含む培地を濃縮して、任意の選択した方法によって精製することができる。
　また、エピトープタグＰＲＯは、宿主ＣＨＯ細胞において発現させてもよい。ＰＲＯは
ｐＲＫ５ベクターからサブクローニングしてもよい。サブクローン挿入物は、ＰＣＲを施
してバキュロウイルス発現ベクター中のポリ-Ｈｉｓタグ等の選択されたエピトープタグ
を持つ枠に融合できる。関心あるポリ-ｈｉｓタグＰＲＯ挿入物は、次いで、安定なクロ
ーンの選択のためのＤＨＦＲ等の選択マーカーを含むＳＶ４０プロモーター／エンハンサ
ーにサブクローニングできる。最後に、ＣＨＯ細胞をベクターを含むＳＶ４０プロモータ
ー／エンハンサーで(上記のように)形質移入することができる。発現を確認するために、
上記のように標識化を行ってもよい。発現されたポリ-ｈｉｓタグＰＲＯを含む培地を次
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いで濃縮し、Ｎｉ２＋－キレートアフィニティクロマトグラフィー等の選択された任意の
方法により精製できる。
　またＰＲＯは、一過性発現法によりＣＨＯ及び／又はＣＯＳ細胞で、又は他の安定な発
現方法によりＣＨＯ細胞で発現させてもよい。
【０１１５】
　ＣＨＯ細胞における安定な発現は以下の方法を用いて実施された。タンパク質はそれぞ
れのタンパク質の可溶化形態のコード配列(例えば、細胞外ドメイン)がヒンジ、ＣＨ２及
びＣＨ２ドメインを含むＩｇＧ１定常領域配列に融合したＩｇＧ作成物(イムノアドヘシ
ン)、及び／又はポリ-Ｈｉｓタグ形態として発現する。
　ＰＣＲ増幅に続いて、それぞれのＤＮＡを、Ausubel等, Current Protocols of Molecu
lar Biology, Unit 3.16, John Wiley and Sons (1997)に記載されたような標準的技術を
用いてＣＨＯ発現ベクターにサブクローニングする。ＣＨＯ発現ベクターは、関心あるＤ
ＮＡの５’及び３’に適合する制限部位を有し、ｃＤＮＡの便利なシャトル化ができるよ
うに作成される。ＣＨＯ細胞における発現に使用されたベクターは、Lucas等, Nucl. Aci
ds Res. 24: 9, 1774-1779 (1996)に記載されたようなものであり、関心あるｃＤＮＡ及
びジヒドロフォレートレダクターゼ(ＤＨＦＲ)の発現の制御にＳＶ４０初期プロモーター
／エンハンサーを用いる。ＤＨＦＲ発現は、形質移入に続くプラスミドの安定な維持のた
めの選択を可能にする。
　所望のプラスミドＤＮＡの１２マイクログラムを、市販の形質移入試薬Superfect(登録
商標)(Quiagen), Dosper(登録商標)及びFugene(登録商標)(Boehringer Mannheim)を使用
し約一千万のＣＨＯ細胞に導入する。細胞は、上掲のLucas等に記載されているように成
長させる。約３ｘ１０－７細胞を、下記のような更なる成長及び生産のためにアンプル中
で凍結させる。
　プラスミドＤＮＡを含むアンプルを水槽に配して解凍し、ボルテックスにより混合する
。内容物を１０ｍＬの媒質を含む遠心管にピペットして、１０００ｒｐｍで５分間遠心分
離した。上清を吸引して細胞を１０ｍＬの選択培地（０．２μｍ濾過ＰＳ２０、５％の０
．２μｍ透析濾過ウシ胎児血清）中に懸濁させる。次いで細胞を９０ｍＬの選択培地を含
む１００ｍｌスピナーに分ける。１－２日後、細胞を１５０ｍＬの選択培地を満たした２
５０ｍＬスピナーに移し、３７℃でインキュベートする。更に２－３日後、２５０ｍＬ、
５００ｍＬ及び２０００ｍＬのスピナーを３ｘ１０５細胞／ｍＬで播種する。細胞培地を
遠心分離により新鮮培地に交換し、生産培地に再懸濁させる。任意の適切なＣＨＯ培地を
用いてもよいが、実際には１９９２年６月１６日に発行された米国特許第５１２２４６９
号に記載された生産培地を使用した。３Ｌの生産スピナーを１．２ｘ１０６細胞／ｍＬで
播種する。０日目に、ｐＨを測定する。１日目に、スピナーをサンプルし、濾過空気での
散布を実施する。２日目に、スピナーをサンプルし、温度を３３℃に変え、５００ｇ／Ｌ
のグルコース及び０．６ｍＬの１０％消泡剤(例えば３５％ポリジメチルシロキサンエマ
ルション、Dow Corning 365 Medical Grade Emulsion)の３０ｍＬとする。生産を通して
、ｐＨを７．２近傍に調節し維持した。１０日後、又は生存率が７０％を下回るまで、細
胞培地を遠心分離で回収して０．２２μｍフィルターを通して濾過する。濾過物を、４℃
で貯蔵するか、即座に精製用カラムに充填する。
【０１１６】
　ポリ-Ｈｉｓタグ作成物について、タンパク質をNi-NTAカラム(Qiagen)を用いて精製す
る。精製の前に、イミダゾールを条件培地に５ｍＭの濃度まで添加する。条件培地を、０
．３ＭのＮａＣｌ及び５ｍＭイミダゾールを含む２０ｍＭのＨｅｐｅｓ，　ｐＨ７．４バ
ッファーで平衡化した６ｍｌのＮｉ－ＮＴＡカラムに４－５ｍｌ／分の流速で４℃におい
てポンプ供給した。充填後、カラムを更に平衡バッファーで洗浄し、タンパク質を０．２
５Ｍイミダゾールを含む平衡バッファーで溶離する。高度に精製されたタンパク質は、続
いて１０ｍＭのＨｅｐｅｓ、０．１４ＭのＮａＣｌ及び４％のマンニトールを含む貯蔵バ
ッファー中でｐＨ６．８２５ｍｌのG25 Superfine(Pharmacia)カラムを用いて脱塩し、－
８０℃で貯蔵した。
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　イムノアドヘシン(Ｆｃ含有)作成物を以下のようにして条件培地から精製する。条件培
地を、２０ｍＭのリン酸ナトリウムバッファー、ｐＨ６．８で平衡化した５ｍｌのプロテ
インＡカラム(Pharmacia)に汲み上げる。充填後、１００ｍＭのクエン酸、ｐＨ３．５で
溶離する前に、カラムを平衡バッファーで強く洗浄する。溶離したタンパク質を、１ｍｌ
の画分を２７５μｌの１Ｍトリスバッファー、ｐＨ９を含む管に回収することにより即座
に中性化する。高度に精製されたタンパク質を、続いてポリ-Ｈｉｓタグタンパク質につ
いて上記した貯蔵バッファー中で脱塩する。均一性はＳＤＳポリアクリルアミドゲルとエ
ドマン(Edman)分解によるＮ-末端アミノ酸配列決定により評価した。
　ここに開示したＰＲＯポリペプチドの多くが上記のようにして成功裏に発現された。
【０１１７】
実施例５：酵母菌でのＰＲＯの発現
　以下の方法は、酵母菌中でのＰＲＯの組換え発現を記載する。
　第１に、ＡＤＨ２／ＧＡＰＤＨプロモーターからのＰＲＯの細胞内生産又は分泌のため
の酵母菌発現ベクターを作成する。ＰＲＯをコードするＤＮＡ及びプロモーターを選択し
たプラスミドの適当な制限酵素部位に挿入してＰＲＯの細胞内発現を指示する。分泌のた
めに、ＰＲＯをコードするＤＮＡを選択したプラスミドに、ＡＤＨ２／ＧＡＰＤＨプロモ
ーターをコードするＤＮＡ、天然配列ＰＲＯシグナルペプチド又は他の哺乳動物シグナル
ペプチド、又は、例えば酵母菌アルファ因子又はインベルターゼ分泌シグナル／リーダー
配列、及び(必要ならば)ＰＲＯ発現のためのリンカー配列とともにクローニングすること
ができる。
　酵母菌株ＡＢ１１０等の酵母菌を、次いで上記の発現プラスミドで形質転換し、選択さ
れた発酵培地中で培養できる。形質転換した酵母菌上清を、１０％トリクロロ酢酸での沈
降及びＳＤＳ-ＰＡＧＥによる分離で分析し、次いでクマシーブルー染色でゲルの染色を
することができる。
　続いて組換えＰＲＯは、発酵培地から遠心分離により酵母菌細胞を除去し、次いで選択
されたカートリッジフィルターを用いて培地を濃縮することによって単離及び精製できる
。ＰＲＯを含む濃縮物は、選択されたカラムクロマトグラフィー樹脂を用いて更に精製し
てもよい。
　ここに開示されるＰＲＯポリペプチドの多くが上記のようにして成功裏に発現された。
【０１１８】
実施例６：バキュロウイルス感染昆虫細胞でのＰＲＯの発現
　以下の方法は、バキュロウイルス感染昆虫細胞中におけるＰＲＯの組換え発現を記載す
る。
　ＰＲＯをコードする配列を、バキュロウイルス発現ベクターに含まれるエピトープタグ
の上流に融合させる。このようなエピトープタグは、ポリ-ｈｉｓタグ及び免疫グロブリ
ンタグ(ＩｇＧのＦｃ領域など)を含む。ｐＶＬ１３９３(Novagen)などの市販されている
プラスミドから誘導されるプラスミドを含む種々のプラスミドを用いることができる。簡
単には、ＰＲＯをコードする配列又はＰＲＯのコード配列の所望部分、例えば膜貫通タン
パク質の細胞外ドメインをコードする配列又はタンパク質が細胞外である場合の成熟タン
パク質をコードする配列が、５’及び３’領域に相補的なプライマーでのＰＣＲにより増
幅される。５’プライマーは、側方に位置する(選択された)制限酵素部位を包含していて
もよい。生産物は、次いで、選択された制限酵素で消化され、発現ベクターにサブクロー
ニングされる。
　組換えバキュロウイルスは、上記のプラスミド及びBaculoGold(商品名)ウイルスＤＮＡ
(Pharmingen)を、Spodoptera frugiperda(「Ｓｆ９」)細胞(ATCC CRL 1711)中にリポフェ
クチン(GIBCO-BRLから市販)を用いて同時形質移入することにより作成される。２８℃で
４－５日インキュベートした後、放出されたウイルスを回収し、更なる増幅に用いる。ウ
イルス感染及びタンパク質発現は、O'Reilley等, Baculovirus expression vectors: A L
aboratory Manual, Oxford: Oxford University Press (1994)に記載されているように実
施する。
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【０１１９】
　次に、発現されたポリ-ｈｉｓタグＰＲＯは、例えばＮｉ２＋-キレートアフィニティク
ロマトグラフィーにより次のように精製することができる。抽出は、Rupert等, Nature, 
362:175-179 (1993)に記載されているように、ウイルス感染した組み換えＳｆ９細胞から
調製する。簡単には、Ｓｆ９細胞を洗浄し、超音波処理用バッファー（２５ｍＬのＨｅｐ
ｅｓ、ｐＨ７．９；１２．５ｍＭのＭｇＣｌ２；０．１ｍＭ　ＥＤＴＡ；１０％グリセロ
ール；０．１％のＮＰ-４０；０．４ＭのＫＣｌ）中に再懸濁し、氷上で２回２０秒間超
音波処理した。超音波処理物を遠心分離で透明化し、上清を負荷バッファー（５０ｍＭリ
ン酸塩、３００ｍＭのＮａＣｌ、１０％グリセロール、ｐＨ７．８）で５０倍希釈し、０
．４５μｍフィルターで濾過する。Ｎｉ２＋-ＮＴＡアガロースカラム(Qiagenから市販)
を5mLの総容積で調製し、２５ｍＬの水で洗浄し、２５ｍＬの負荷バッファーで平衡させ
る。濾過した細胞抽出物を、毎分０．５ｍＬでカラムに負荷する。カラムを分画回収が始
まる点であるＡ２８０のベースラインまで負荷バッファーで洗浄する。次に、カラムを、
結合タンパク質を非特異的に溶離する二次洗浄バッファー（５０ｍＭリン酸塩；３００ｍ
ＭのＮａＣｌ、１０％グリセロール、ｐＨ６．０）で洗浄する。Ａ２８０のベースライン
に再度到達した後、カラムを二次洗浄バッファー中で０から５００ｍＭイミダゾール勾配
で展開する。１ｍＬの分画を回収し、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ及び銀染色又はアルカリホスファ
ターゼ(Qiagen)に結合したＮｉ２＋-ＮＴＡでのウェスタンブロットで分析する。溶離し
たＨｉｓ１０-タグＰＲＯを含む画分をプールして負荷バッファーで透析する。
　あるいは、ＩｇＧタグ(又はＦｃタグ)ＰＲＯの精製は、例えば、プロテインＡ又はプロ
テインＧカラムクロマトグラフィーを含む既知のクロマトグラフィー技術を用いて実施で
きる。
　ここに開示されるＰＲＯポリペプチドの多くが上記のようにして成功裏に発現された。
【０１２０】
実施例７：ＰＲＯに結合する抗体の調製
　この実施例は、ＰＲＯに特異的に結合できるモノクローナル抗体の調製を例示する。
　モノクローナル抗体の生産のための技術はこの分野で知られており、例えば、上掲のGo
dingに記載されている。用いられ得る免疫原は、本発明の精製ＰＲＯ、ＰＲＯを含む融合
タンパク質、及び細胞表面にＰＲＯを発現する細胞を含む。免疫原の選択は、当業者が過
度の実験をすることなくなすことができる。
　Ｂａｌｂ／ｃ等のマウスを、完全フロイントアジュバントに乳化して皮下又は腹腔内に
１－１００マイクログラムの量で注入したＰＲＯ免疫原で免疫化する。あるいは、免疫原
をＭＰＬ－ＴＤＭアジュバント(Ribi Immunochemical Research, Hamilton, MT)に乳化し
、動物の後足蹠に注入する。免疫化したマウスを、次いで１０から１２日後に、選択した
アジュバント中に乳化した付加的免疫源で追加免疫する。その後、数週間、マウスを更な
る免疫化注射で追加免疫する。抗ＰＲＯ抗体の検出のためのＥＬＩＳＡアッセイで試験す
るために、レトロオービタル出血からの血清試料をマウスから周期的に採取してもよい。
　適当な抗体力価が検出された後、抗体に「ポジティブ（陽性）」な動物に、ＰＲＯの最
後の静脈内注射を注入することができる。３から４日後、マウスを屠殺し、脾臓細胞を取
り出す。次いで脾臓細胞を（３５％ポリエチレングリコールを用いて）、ＡＴＣＣ番号Ｃ
ＲＬ１５９７で入手可能なＰ３Ｘ６３ＡｇＵ．１等の選択されたマウス骨髄腫株化細胞に
融合させる。融合によりハイブリドーマ細胞が生成され、次いで、ＨＡＴ（ヒポキサンチ
ン、アミノプテリン、及びチミジン）培地を含む９６ウェル組織培養プレートに蒔き、非
融合細胞、骨髄腫ハイブリッド、及び脾臓細胞ハイブリッドの増殖を阻害する。
　ハイブリドーマ細胞を、ＰＲＯに対する反応性についてＥＬＩＳＡでスクリーニングす
る。ＰＲＯに対する所望のモノクローナル抗体を分泌する「ポジティブ(陽性)」ハイブリ
ドーマ細胞の決定は、技術常識の範囲内である。
　ポジティブハイブリドーマ細胞を同系のＢａｌｂ／ｃマウスに腹腔内注入し、抗ＰＲＯ
モノクローナル抗体を含む腹水を生成させる。あるいは、ハイブリドーマ細胞を、組織培
養フラスコ又はローラーボトルで成長させることもできる。腹水中に生成されたモノクロ
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ーナル抗体の精製は、硫酸アンモニウム沈降、それに続くゲル排除クロマトグラフィーを
用いて行うことができる。あるいは、抗体のプロテインＡ又はプロテインＧへの結合性に
基づくアフィニティクロマトグラフィーを用いることもできる。
【０１２１】
実施例８：特異的抗体を用いたＰＲＯポリペプチドの精製
　天然又は組換えＰＲＯポリペプチドは、この分野の種々の標準的なタンパク質精製方法
によって精製できる。例えば、プロ-ＰＲＯポリペプチド、成熟ポリペプチド、又はプレ-
ＰＲＯポリペプチドは、関心あるＰＲＯポリペプチドに特異的な抗体を用いた免疫親和性
クロマトグラフィーによって精製される。一般に、免疫親和性カラムは抗ＰＲＯポリペプ
チド抗体を活性化クロマトグラフィー樹脂に共有結合させて作成される。
　ポリクローナル免疫グロブリンは、硫酸アンモニウムでの沈殿又は固定化プロテインＡ
(Pharmacia LKB Biotechnology, Piscataway, N.J.)での精製のいずれかにより免疫血清
から調製される。同様に、モノクローナル抗体は、硫酸アンモニウム沈殿又は固定化プロ
テインＡでのクロマトグラフィーによりマウス腹水液から調製される。部分的に精製され
た免疫グロブリンは、ＣｎＢｒ-活性化セファロースTM(Pharmacia LKB Biotechnology)等
のクロマトグラフィー樹脂に共有結合される。抗体が樹脂に結合され、樹脂がブロックさ
れ、誘導体樹脂は製造者の指示に従って洗浄される。
　このような免疫親和性カラムは、可溶化形態のＰＲＯポリペプチドを含有する細胞から
の画分を調製することによるＰＲＯポリペプチドの精製において利用される。この調製物
は、洗浄剤の添加又はこの分野で公知の方法により微分遠心分離を介して得られる全細胞
又は細胞成分画分の可溶化により誘導される。あるいは、シグナル配列を含む可溶化ＰＲ
Ｏポリペプチドは、細胞が成長する培地中に有用な量で分泌される。
　可溶化ＰＲＯポリペプチド含有調製物は、免疫親和性カラムを通され、カラムはＰＲＯ
ポリペプチドの好ましい吸着をさせる条件下(例えば、洗浄剤存在下の高イオン強度バッ
ファー)で洗浄される。次いで、カラムは、抗体／ＰＲＯポリペプチド結合を分解する条
件下(例えば、約2-3といった低ｐＨ、又は高濃度の尿素又はチオシアン酸イオン等のカオ
トロープ)で溶離され、ＰＲＯポリペプチドが回収される。
【０１２２】
実施例９：薬物スクリーニング
　本発明は、ＰＲＯポリペプチド又はその結合断片を任意の種々の薬物スクリーニング技
術において使用することによる化合物のスクリーニングに特に有用である。そのような試
験に用いられるＰＲＯポリペプチド又は断片は、溶液中の遊離状態でも、固体支持体に固
定されても、細胞表面に担持されていても、細胞内に位置していてもよい。薬剤スクリー
ニングの１つの方法は、ＰＲＯポリペプチド又は断片を発現する組換え核酸で安定に形質
移入される真核生物又は原核生物宿主細胞を利用する。薬剤は、そのような形質移入細胞
に対して、競合的結合アッセイにおいてスクリーニングされる。そのような細胞は、生存
可能又は固定化形態のいずれかにおいて、標準的な結合アッセイに使用できる。例えば、
ＰＲＯポリペプチド又は断片と試験される試薬の間での複合体の形成を測定してよい。あ
るいは、試験する試薬によって生ずるＰＲＯポリペプチドとその標的細胞又は標的レセプ
ターとの間の複合体形成における減少を試験することもできる。
　しかして、本発明は、ＰＲＯポリペプチド関連疾患又は疾病に影響を与えうる薬剤又は
任意の他の試薬のスクリーニング方法を提供する。これらの方法は、その試薬をＰＲＯポ
リペプチド又は断片に接触させ、(ｉ)試薬とＰＲＯポリペプチド又は断片との間の複合体
の存在について、又は(ｉｉ)ＰＲＯポリペプチド又は断片と細胞との間の複合体の存在に
ついて、当該技術でよく知られた方法でアッセイすることを含む。これらの競合結合アッ
セイでは、ＰＲＯポリペプチド又は断片が典型的には標識される。適切なインキュベーシ
ョンの後、自由なＰＲＯポリペプチド又は断片を結合形態のものから分離し、自由又は未
複合の標識の量が、特定の試薬がＰＲＯポリペプチドに結合する又はＰＲＯポリペプチド
／細胞複合体を阻害する能力の尺度となる。
　薬剤スクリーニングのための他の技術は、ポリペプチドに対して適当な結合親和性を持
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つ化合物についての高スループットスクリーニングを提供し、1984年9月13日に公開され
たWO 84/03564に詳細に記載されている。簡単に述べれば、多数の異なる小型ペプチド試
験化合物が、プラスチックピン等の固体支持体又は幾つかの他の表面上で合成される。Ｐ
ＲＯポリペプチドに適用すると、ペプチド試験化合物はＰＲＯポリペプチドと反応して洗
浄される。結合したＰＲＯポリペプチドはこの分野で良く知られた方法により検出される
。精製したＰＲＯポリペプチドは、上記の薬剤スクリーニング技術に使用するためにプレ
ート上に直接被覆することもできる。更に、非中和抗体は、ペプチドを捕捉し、それを固
体支持体上に固定化するのに使用できる。
　また、本発明は、ＰＲＯポリペプチドに結合可能な中和抗体がＰＲＯポリペプチド又は
その断片について試験化合物と特異的に競合する競合薬剤スクリーニングアッセイに使用
されることも考慮する。この方法において、抗体は、ＰＲＯポリペプチドで一又は複数の
抗原決定基を持つ任意のペプチドの存在を検出するのに使用できる。
【０１２３】
実施例１０：合理的薬物設計
　合理的薬物設計の目的は、関心ある生物学的活性ポリペプチド(例えば、ＰＲＯポリペ
プチド)又はそれらが相互作用する小分子、例えばアゴニスト、アンタゴニスト、又はイ
ンヒビターの構造的類似物を製造することである。これらの例の任意のものが、ＰＲＯポ
リペプチドのより活性で安定な形態又はインビボでＰＲＯポリペプチドの機能を向上又は
阻害する薬物の創作に使用できる(参考、Hodgson, Bio/Technology, 9: 19-21 (1991))。
　１つの方法において、ＰＲＯポリペプチド、又はＰＲＯポリペプチド-インヒビター複
合体の三次元構造が、ｘ線結晶学により、コンピュータモデル化により、最も典型的には
２つの方法の組み合わせにより決定される。分子の構造を解明し活性部位を決定するため
には、ＰＲＯポリペプチドの形状及び電荷の両方が確認されなければならない。数は少な
いが、ＰＲＯポリペプチドの構造に関する有用な情報が相同タンパク質の構造に基づいた
モデル化によって得られることもある。両方の場合において、関連する構造情報は、類似
ＰＲＯポリペプチド様分子の設計又は効果的なインヒビターの同定に使用される。合理的
な薬剤設計の有用な例は、Braxton及びWells, Biochemistry, 31: 7796-7801 (1992)に示
されているような向上した活性又は安定性を持つ分子、又はAthauda等, J. Biochem., 11
3: 742-746 (1993)に示されているような天然ペプチドのインヒビター、アゴニスト、又
はアンタゴニストとして作用する分子を含む。
　また、上記のような機能アッセイによって選択された標的特異的な抗体を単離しその結
晶構造を解明することもできる。この方法は、原理的には、それに続く薬剤設計が基礎を
おくことのできるファーマコア(pharmacore)を生成する。機能的で薬理学的に活性な抗体
に対する抗-イディオタイプ抗体(抗-ids)を生成することにより、タンパク質結晶学をバ
イパスすることができる。鏡像の鏡像として、抗-idsの結合部位は最初のレセプターの類
似物であると予測できる。抗-idは、次いで、化学的又は生物学的に製造したペプチドの
バンクからペプチドを同定及び単離するのに使用できる。単離されたペプチドは、ファー
マコアとして機能するであろう。
　本発明により、十分な量のＰＲＯポリペプチドがＸ線結晶学などの分析実験を実施する
ために入手可能である。更に、ここに提供したＰＲＯポリペプチドアミノ酸配列の知識は
、ｘ線結晶学に換える、又はそれに加えるコンピュータモデル化技術で用いられる指針を
提供する。
【０１２４】
　上記の文書による明細書は、当業者が本発明を実施するためには十分であると考えられ
る。寄託された実施例は、本発明のある側面の一つの例証としてのものであり、あらゆる
機能的に等価な構築物がこの発明の範囲内にあるため、寄託された構築物により、本発明
の範囲が限定されるものではない。ここでの材料の寄託は、ここに含まれる文書による説
明が、そのベストモードを含む、本発明のあらゆる側面の実施を可能にするには不十分で
あることを認めるものではないし、それが表す特定の例証に請求の範囲を制限するものと
解釈されるものでもない。実際、ここに示し記載したものに加えて、本発明を様々に変形
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することは、前記の記載から当業者にとっては明らかなものであり、添付された請求の範
囲の範囲内に入るものである。
【図面の簡単な説明】
【０１２５】
【図１】図１は、天然配列ＰＲＯ１９５９７ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号１）
を示し、ここで配列番号１は本明細書で「ＤＮＡ１４３２９２」と命名されたクローンで
ある。
【図２】図２は、図１に示される配列番号１のコード配列に由来するアミノ酸配列（配列
番号２）を示す。
【図３】図３は、天然配列ＰＲＯ８３４６９ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号３）
を示し、ここで配列番号３は本明細書で「ＤＮＡ３２７１９１」と命名されたクローンで
ある。
【図４】図４は、図３に示される配列番号３のコード配列に由来するアミノ酸配列（配列
番号４）を示す。
【図５】図５は天然配列ＰＲＯ１１８９ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号５）を示
し、ここで配列番号５は本明細書で「ＤＮＡ３２７１９２」と命名されたクローンである
。
【図６】図６は、図５に示される配列番号５のコード配列に由来するアミノ酸配列（配列
番号６）を示す。
【図７】図７は、天然配列ＰＲＯ８３４７０ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号７）
を示し、ここで配列番号７は本明細書で「ＤＮＡ３２７１９３」と命名されたクローンで
ある。
【図８】図８は、図７に示される配列番号７のコード配列に由来するアミノ酸配列（配列
番号８）を示す。
【図９】図９は、天然配列ＰＲＯ２８７００ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号９）
を示し、ここで配列番号９は本明細書で「ＤＮＡ１７６１０８」と命名されたクローンで
ある。
【図１０】図１０は、図９に示される配列番号９のコード配列に由来するアミノ酸配列（
配列番号１０）を示す。
【図１１】図１１は、天然配列ＰＲＯ１２４６ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号１
１）を示し、ここで配列番号１１は本明細書で「ＤＮＡ６４８８５」と命名されたクロー
ンである。
【図１２】図１２は、図１１に示される配列番号１１のコード配列に由来するアミノ酸配
列（配列番号１２）を示す。
【図１３】図１３は、天然配列ＰＲＯ８３４７１ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号
１３）を示し、ここで配列番号１３は本明細書で「ＤＮＡ３２７１９４」と命名されたク
ローンである。
【図１４】図１４は、図１３に示される配列番号１３のコード配列に由来するアミノ酸配
列（配列番号１４）を示す。
【図１５】図１５は、天然配列ＰＲＯ６２４４ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号１
５）を示し、ここで配列番号１５は本明細書で「ＤＮＡ３２７１９５」と命名されたクロ
ーンである。
【図１６】図１６は、図１５に示される配列番号１５のコード配列に由来するアミノ酸配
列（配列番号１６）を示す。
【図１７】図１７は、天然配列ＰＲＯ８３４７２ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号
１７）を示し、ここで配列番号１７は本明細書で「ＤＮＡ３２７１９６」と命名されたク
ローンである。
【図１８】図１８は、図１７に示される配列番号１７のコード配列に由来するアミノ酸配
列（配列番号１８）を示す。
【図１９】図１９は、天然配列ＰＲＯ１９６００ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号
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１９）を示し、ここで配列番号１９は本明細書で「ＤＮＡ１４９８７６」と命名されたク
ローンである。
【図２０】図２０は、図１９に示される配列番号１９のコード配列に由来するアミノ酸配
列（配列番号２０）を示す。
【図２１Ａ】図２１Ａ－Ｂは、天然配列ＰＲＯ４９７７ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配
列番号２１）を示し、ここで配列番号２１は本明細書で「ＤＮＡ６２８４９」と命名され
たクローンである。
【図２１Ｂ】図２１Ａ－Ｂは、天然配列ＰＲＯ４９７７ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配
列番号２１）を示し、ここで配列番号２１は本明細書で「ＤＮＡ６２８４９」と命名され
たクローンである。
【図２２】図２２は、図２１Ａ－Ｂに示される配列番号２１のコード配列に由来するアミ
ノ酸配列（配列番号２２）を示す。
【図２３】図２３は、天然配列ＰＲＯ８３４７３ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号
２３）を示し、ここで配列番号２３は本明細書で「ＤＮＡ３２７１９７」と命名されたク
ローンである。
【図２４】図２４は、図２３に示される配列番号２３のコード配列に由来するアミノ酸配
列（配列番号２４）を示す。
【図２５】図２５は、天然配列ＰＲＯ８３４７４ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号
２５）を示し、ここで配列番号２５は本明細書で「ＤＮＡ３２７１９８」と命名されたク
ローンである。
【図２６】図２６は、図２５に示される配列番号２５のコード配列に由来するアミノ酸配
列（配列番号２６）を示す。
【図２７】図２７は、天然配列ＰＲＯ６１７ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号２７
）を示し、ここで配列番号２７は本明細書で「ＤＮＡ４８３０９」と命名されたクローン
である。
【図２８】図２８は、図２７に示される配列番号２７のコード配列に由来するアミノ酸配
列（配列番号２８）を示す。
【図２９】図２９は、天然配列ＰＲＯ７１０５７ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号
２９）を示し、ここで配列番号２９は本明細書で「ＤＮＡ３０４４８８」と命名されたク
ローンである。
【図３０】図３０は、図２９に示される配列番号２９のコード配列に由来するアミノ酸配
列（配列番号３０）を示す。
【図３１】図３１は、天然配列ＰＲＯ８３４７５ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号
３１）を示し、ここで配列番号３１は本明細書で「ＤＮＡ３２７１９９」と命名されたク
ローンである。
【図３２】図３２は、図３１に示される配列番号３１のコード配列に由来するアミノ酸配
列（配列番号３２）を示す。
【図３３】図３３は、天然配列ＰＲＯ１０６５ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号３
３）を示し、ここで配列番号３３は本明細書で「ＤＮＡ３２７２００」と命名されたクロ
ーンである。
【図３４】図３４は、図３３に示される配列番号３３のコード配列に由来するアミノ酸配
列（配列番号３４）を示す。
【図３５】図３５は、天然配列ＰＲＯ８３４７６ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号
３５）を示し、ここで配列番号３５は本明細書で「ＤＮＡ３２７２０１」と命名されたク
ローンである。
【図３６】図３６は、図３５に示される配列番号３５のコード配列に由来するアミノ酸配
列（配列番号３６）を示す。
【図３７】図３７は、天然配列ＰＲＯ２００ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号３７
）を示し、ここで配列番号３７は本明細書で「ＤＮＡ３２７２０２」と命名されたクロー
ンである。
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【図３８】図３８は、図３７に示される配列番号３７のコード配列に由来するアミノ酸配
列（配列番号３８）を示す。
【図３９】図３９は、天然配列ＰＲＯ１３６１ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号３
９）を示し、ここで配列番号３９は本明細書で「ＤＮＡ３２７２０３」と命名されたクロ
ーンである。
【図４０】図４０は、図３９に示される配列番号３９のコード配列に由来するアミノ酸配
列（配列番号４０）を示す。
【図４１】図４１は、天然配列ＰＲＯ８３４７７ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号
４１）を示し、ここで配列番号４１は本明細書で「ＤＮＡ３２７２０４」と命名されたク
ローンである。
【図４２】図４２は、図４１に示される配列番号４１のコード配列に由来するアミノ酸配
列（配列番号４２）を示す。
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