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(54)【発明の名称】 ＤＳＰ－２二重特異性ＭＡＰキナーゼホスファターゼ

(57)【要約】
本発明の組成物および方法は、細胞増殖、細胞分化、お
よび細胞の生存に関する状態の処置のために提供される
。詳細には、二重特異性ホスファターゼＤＳＰ－２、お
よびＤＳＰ－２基質の脱リン酸化を刺激するＤＳＰ－２
のポリペプチド改変体を提供する。ＤＳＰ－２のポリペ
プチドを用いて、例えば、ＤＳＰ－２活性を阻害する抗
体および他の薬剤を同定し得る。ＤＳＰ－２のポリペプ
チドおよび薬剤を用いて、細胞増殖、細胞分化、および
細胞の生存を調節し得る。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  ポリペプチドが、活性化ＭＡＰ－キナーゼを脱リン酸化する

能力を保持するような、配列番号２に列挙されるＤＳＰ－２の配列を有する単離

されたポリペプチド、あるいは配列番号２の中の残基の５０％を超えない１つ以

上のアミノ酸の欠失、付加、挿入、または置換により異なるポリペプチドの改変

体。

    【請求項２】  配列番号２に対応する配列を有するポリペプチドの少なくと

も１０個の連続するアミノ酸をコードする、単離されたポリヌクレオチド。

    【請求項３】  配列番号２に対応する配列を有するポリペプチドの少なくと

も１５個の連続するアミノ酸をコードする、単離されたポリヌクレオチド。

    【請求項４】  請求項２または３に記載のポリヌクレオチドを含む、発現ベ

クター。

    【請求項５】  請求項４に記載の発現ベクターを用いて、形質転換またはト

ランスフェクトした宿主細胞。

    【請求項６】  請求項１に記載のポリペプチドをコードする単離されたポリ

ヌクレオチド。

    【請求項７】  配列番号１に列挙された配列を含む、請求項６に記載のポリ

ヌクレオチド。

    【請求項８】  請求項６に記載のポリヌクレオチドを含む、発現ベクター。

    【請求項９】  請求項８に記載の発現ベクターを用いて、形質転換またはト

ランスフェクトした宿主細胞。

    【請求項１０】  請求項６に記載のポリヌクレオチドに相補的な、少なくと

も１５個の連続したヌクレオチドを含む、アンチセンスポリヌクレオチド。

    【請求項１１】  配列番号１に列挙される配列の相補鎖に、５０℃にて、少

なくとも１５分間、０．１×ＳＳＣおよび０．１％ＳＤＳ中に洗浄剤を含む条件

下で、検出可能にハイブリダイズする、単離されたポリヌクレオチド。

    【請求項１２】  請求項１０または１１に記載のポリヌクレオチドを含む、

発現ベクター。

    【請求項１３】  請求項１２に記載の発現ベクターを用いて、形質転換また
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はトランスフェクトした宿主細胞。

    【請求項１４】  以下の工程：

（ａ）請求項９に記載の宿主細胞を、ＤＳＰ－２ポリペプチドの発現を可能にす

る条件下で培養する工程；および

（ｂ）該宿主細胞培養物から、ＤＳＰ－２ポリペプチドを単離する工程、

を包含する、ＤＳＰ－２ポリペプチドを産生する方法。

    【請求項１５】  配列番号２に記載の配列を有するＤＳＰ－２ポリペプチド

に特異的に結合する、単離された抗体またはその抗原結合フラグメント。

    【請求項１６】  前記抗体がモノクローナル抗体である、請求項１５に記載

の抗体または抗体のフラグメント。

    【請求項１７】  生理学的に受容可能なキャリアと組み合わせた、請求項１

５に記載の抗体または抗体のフラグメントを含む、薬学的組成物。

    【請求項１８】  以下：

（ａ）サンプルを、請求項１５に記載の抗体または抗原結合フラグメントと、抗

体／ＤＳＰ－２複合体を形成させるのに十分な条件かつ時間で接触させる工程；

および

（ｂ）該抗体／ＤＳＰ－２複合体のレベルを検出し、そしてそこからサンプル中

のＤＳＰ－２の存在を検出する工程、

を包含する、サンプル中のＤＳＰ－２発現を検出するための方法。

    【請求項１９】  前記抗体が支持物質に連結される、請求項１８に記載の方

法。

    【請求項２０】  前記抗体が検出可能なマーカーに連結される、請求項１８

に記載の方法。

    【請求項２１】  前記サンプルが患者から得られる生物学的サンプルである

、請求項１８に記載の方法。

    【請求項２２】  以下：

（ａ）サンプルを、請求項１０または１１に記載のアンチセンスポリヌクレオチ

ドと接触させる工程；および

（ｂ）該アンチセンスポリヌクレオチドにハイブリダイズするＤＳＰ－２ポリヌ
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クレオチドの量を検出し、そしてそこからサンプル中のＤＳＰ－２発現を検出す

る工程、

を包含する、サンプル中のＤＳＰ－２発現を検出するための方法。

    【請求項２３】  前記アンチセンスポリヌクレオチドにハイブリダイズする

ＤＳＰ－２ポリヌクレオチドの量が、ポリメラーゼ連鎖反応を用いて決定される

、請求項２２に記載の方法。

    【請求項２４】  前記アンチセンスポリヌクレオチドにハイブリダイズする

ＤＳＰ－２ポリヌクレオチドの量が、ハイブリダイゼーションアッセイを用いて

決定される、請求項２２に記載の方法。

    【請求項２５】  前記サンプルがＲＮＡまたはｃＤＮＡ調製物である、請求

項２２に記載の方法。

    【請求項２６】  以下の工程：

（ａ）請求項１に記載のポリペプチドを有する候補薬剤を、ポリペプチドと候補

薬剤との間の相互作用を可能にするのに十分な条件かつ時間で接触させる工程；

および

（ｂ）引き続いて、該ポリペプチドのＤＳＰ－２基質を脱リン化する能力を、該

候補薬剤の非存在下でＤＳＰ－２基質を脱リン酸化する、該ポリペプチドの予め

決められた能力に対して評価する工程；およびそれからＤＳＰ２活性を調節する

薬剤を同定する工程、

を包含する、ＤＳＰ－２活性を調節する薬剤をスクリーニングするための方法。

    【請求項２７】  前記ＤＳＰ－２基質がＭＡＰキナーゼである、請求項２６

に記載の方法。

    【請求項２８】  前記候補薬剤が低分子である、請求項２６に記載の方法。

    【請求項２９】  前記低分子がコンビナトリアルライブラリー内に存在する

、請求項２６に記載の方法。

    【請求項３０】  以下の工程：

（ａ）候補薬剤を、検出可能な転写物またはタンパク質をコードするポリヌクレ

オチドに作動可能に連結したＤＳＰ－２プロモーターを含む細胞と、該プロモー

ターと該候補薬剤との間の相互作用を可能にするのに十分な条件と時間で接触さ
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せる工程；および

（ｂ）引き続いて、該ポリペプチドの発現を、該候補薬剤の非存在下での発現の

予め決められたレベルに対して評価する工程；およびそれからＤＳＰ２活性を調

節する薬剤を同定する工程、

を包含する、ＤＳＰ－２活性を調節する薬剤についてスクリーニングする方法。

    【請求項３１】  前記ポリヌクレオチドがＤＳＰ－２ポリペプチドをコード

する、請求項３０に記載の方法。

    【請求項３２】  前記ポリヌクレオチドがレポータータンパク質をコードす

る、請求項３０に記載の方法。

    【請求項３３】  細胞を、ＤＳＰ－２活性を調節する薬剤と接触させる工程

を包含する、細胞における増殖応答を調節するための方法。

    【請求項３４】  細胞を、ＤＳＰ－２活性を調節する薬剤と接触させる工程

を包含する、細胞の分化を調節するための方法。

    【請求項３５】  細胞を、ＤＳＰ－２活性を調節する薬剤と接触させる工程

を包含する、細胞の生存を調節するための方法。

    【請求項３６】  前記薬剤が遺伝子発現のパターンを調節する、請求項３３

～３５のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項３７】  前記細胞が細胞増殖の接触阻害を示す、請求項３３～３５

のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項３８】  前記細胞が足場非依存性増殖を示す、請求項３３～３５の

いずれか１項に記載の方法。

    【請求項３９】  前記細胞が変化した細胞間接着特性を示す、請求項３３～

３５のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項４０】  前記薬剤がアポトーシスを調節する、請求項３５に記載の

方法。

    【請求項４１】  前記薬剤が細胞周期を調節する、請求項３５に記載の方法

。

    【請求項４２】  前記細胞が患者の中に存在する、請求項３２に記載の方法

。
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    【請求項４３】  患者にＤＳＰ－２活性を調節する薬剤の治療的に有効量を

投与する工程を包含する、ＤＳＰ－２活性に関する障害に罹患した患者を処置す

るための方法。

    【請求項４４】  前記障害が、癌、対宿主性移植片病、自己免疫疾患、アレ

ルギー、代謝障害、異常な細胞増殖、異常な細胞分化、および細胞周期の異常か

らなる群から選択される、請求項４３に記載の方法。

    【請求項４５】  患者にＤＳＰ－２活性を調節する薬剤の治療的に有効な量

を投与する工程を包含する、患者における移植された組織の拒絶を阻止するため

の方法。

    【請求項４６】  ポリペプチドが、ＤＳＰ－２に対して実質的に減少しない

親和性で基質に結合するように、かつ該ポリペプチドが基質を脱リン酸化する能

力がＤＳＰ－２に対して低下するように、配列番号２に列挙される配列と配列番

号２の中の残基の５０％を超えない、１つ以上のアミノ酸の欠失、付加、挿入ま

たは置換により異なる、ＤＳＰ－２基質捕捉変異体ポリペプチド。

    【請求項４７】  前記ポリペプチドが、配列番号２の７３位または１０４位

での置換を含む、請求項４６に記載の基質捕捉変異体ポリペプチド。

    【請求項４８】  以下の工程：

（ａ）候補分子を請求項１に記載のポリペプチドと、該候補分子とポリペプチド

を相互作用させるのに十分な条件かつ時間で接触させる工程；および

（ｂ）該候補分子の該ポリペプチドへの結合の有無を検出し、そしてそこから該

候補分子がＤＳＰ－２と相互作用するか否かを決定する工程、

を包含する、分子をＤＳＰ－２と相互作用する能力についてスクリーニングする

方法。

    【請求項４９】  前記検出する工程が、アフィニティー精製工程を包含する

、請求項４８に記載の方法。

    【請求項５０】  前記検出する工程が、酵母ツーハイブリットスクリーニン

グまたはファージディスプレーライブラリーのスクリーニングを包含する、請求

項４８に記載の方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （技術分野）

  本発明は、一般的に、細胞増殖、細胞分化、および／または細胞生存における

欠損と関連する状態を処置するために有用な組成物および方法に関する。本発明

は、より詳細には、二重特異性プロテインホスファターゼおよびそのポリペプチ

ド改変体に関する。本発明はまた、増殖性応答、細胞分化、および／または細胞

生存をもたらすシグナル伝達を調節する抗体および他の因子（低分子を含む）の

同定のためのそのようなポリペプチドの使用に関する。

      【０００２】

  （発明の背景）

  マイトジェン活性化プロテインキナーゼ（ＭＡＰキナーゼ）は、種々の保存性

のメンバーを有する保存された細胞シグナル伝達経路の構成要素として存在する

。ＭＡＰキナーゼは、配列Ｔｈｒ－Ｘ－Ｔｙｒを有する二重リン酸化モチーフに

おけるリン酸化（ＭＡＰキナーゼキナーゼによる）によって活性化される。ここ

で、チロシン残基およびスレオニン残基のリン酸化が活性に必要である。活性化

されたＭＡＰキナーゼは、いくつかの伝達標的（ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ  ｔ

ａｒｇｅｔ）（転写因子を含む）をリン酸化する。ＭＡＰキナーゼの不活性化は

、ＭＡＰキナーゼホスファターゼと呼ばれる二重特異性ホスファターゼによる、

この部位の脱リン酸化によって媒介される。高等真核生物において、ＭＡＰキナ

ーゼシグナル伝達の生理的役割は、増殖、発癌、発生、および分化といった細胞

内事象と相関していた。従って、これらの経路を介してシグナル伝達を調節する

能力は、ＭＡＰキナーゼシグナル伝達と関連するヒト疾患（例えば、癌）につい

ての処置および予防療法の開発をもたらし得る。

      【０００３】

  二重特異性プロテインチロシンホスファターゼ（二重特異性ホスファターゼ）

は、ホスホチロシン残基とホスホスレオニン／セリン残基との両方を脱リン酸化

するホスファターゼである（Ｗａｌｔｏｎら、Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ

．６２：１０１－１２０、１９９３）。ＭＡＰキナーゼを不活性化するいくつか
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の二重特異性ホスファターゼが同定されており、これらには、ＭＫＰ－１（ＷＯ

９７／００３１５；ＫｅｙｓｅおよびＥｍｓｌｉｅ、Ｎａｔｕｒｅ  ５９：６４

４－６４７、１９９２）、ＭＫＰ－４、ＭＫＰ－５、ＭＫＰ－７、Ｈｂ５（ＷＯ

９７／０６２４５）、ＰＡＣ１（Ｗａｒｄら、Ｎａｔｕｒｅ  ３６７：６５１－

６５４、１９９４）、ＨＶＨ２（ＧｕａｎおよびＢｕｔｃｈ、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃ

ｈｅｍ．２７０：７１９７－７２０３、１９９５）、およびＰＹＳＴ１（Ｇｒｏ

ｏｍら、ＥＭＢＯ  Ｊ．１５：３６２１－３６３２、１９９６）が含まれる。特

定の二重特異性ホスファターゼの発現は、ストレスまたはマイトジェンによって

誘導されるが、他の二重特異性ホスファターゼは、特定の細胞型において構成的

に発現されるようである。二重特異性ホスファターゼの発現および活性の調節は

、細胞増殖、細胞分化、および細胞生存を含む、ＭＡＰキナーゼ媒介細胞機能の

制御のために重要である。例えば、二重特異的ホスファターゼは、細胞増殖のネ

ガティブレギュレーターとして機能し得る。細胞の型または活性化に関して、種

々の特異性を有する多くのこのような二重特異性ホスファターゼが存在する可能

性がある。しかし、二重特異性ホスファターゼの調節は、理解が乏しいままであ

り、そして比較的少ない数の二重特異性ホスファターゼのみが同定されている。

      【０００４】

  従って、当該分野において、ＭＡＰキナーゼシグナル伝達カスケードにおける

ＭＡＰシグナル伝達および二重特異性ホスファターゼの調節の理解の改善につい

ての必要性が存在する。二重特異性ホスファターゼ調節の理解の増加は、ＭＡＰ

キナーゼカスケードに関与するタンパク質の活性を調節するため、およびこのよ

うなカスケードと関連する状態を処置するための方法の開発を容易にし得る。本

発明は、これらの必要性を満足し、そしてさらに、他の関連する利点を提供する

。

      【０００５】

  （発明の要旨）

  手短に述べれば、本発明は、細胞増殖応答を調節し得る因子を同定するための

組成物および方法を提供する。１つの局面において、本発明は、配列番号２に列

挙されるＤＳＰ－２の配列を有する単離されたＤＳＰ－２ポリペプチド、または
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配列番号２の残基のせいぜい５０％以下での１以上アミノ酸の欠失、付加、挿入

、または置換において異なり、その結果、そのポリペプチドは活性化ＭＡＰキナ

ーゼを脱リン酸化する能力を保持している、そのポリペプチドの改変体を提供す

る。

      【０００６】

  さらなる局面において、本発明は、配列番号２に対応する配列を有するポリペ

プチドの少なくとも１０連続するアミノ酸をコードする単離されたポリヌクレオ

チドを提供する。特定の実施形態において、本発明は、配列番号２に対応する配

列を有するポリペプチドの少なくとも１５連続するアミノ酸をコードする単離さ

れたポリヌクレオチドを提供する。特定のこのようなポリヌクレオチドは、ＤＳ

Ｐ－２ポリペプチドをコードする。なおさらに、ポリヌクレオチドは、ＤＳＰ－

２ポリヌクレオチドの一部に相補的であり、そして／または０．１×ＳＳＣおよ

び０．１％  ＳＤＳ中で、５０℃で、少なくとも１５分間の洗浄を含む条件下で

、配列番号１に列挙される配列の相補体に検出可能にハイブリダイズする、少な

くとも１５連続するヌクレオチドを含むアンチセンスポリヌクレオチドであり得

る。前述のポリヌクレオチドのいずれかを含む発現ベクター、およびそのような

発現ベクターで形質転換またはトランスフェクトされた宿主細胞もまた、提供さ

れる。

      【０００７】

  本発明はさらに、他の局面において、以下の工程：（ａ）ＤＳＰ－２ポリペプ

チドの発現を可能にする条件下で、上記のように宿主細胞を培養する工程；およ

び（ｂ）上記宿主細胞培養物からＤＳＰ－ポリペプチドを単離する工程、を包含

する、ＤＳＰポリペプチドを産生するための方法を提供する。

      【０００８】

  単離された抗体、およびＤＳＰ－２ポリペプチド（例えば、配列番号２の配列

を有するポリペプチド）に特異的に結合する、その抗原結合フラグメントもまた

、本発明によって提供される。

      【０００９】

  本発明はさらに、他の局面において、上記のようなポリペプチド、ポリヌクレ
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オチド、その抗体またはフラグメントを含む、生理学的に受容可能なキャリアと

合わせた薬学的組成物を提供する。

      【００１０】

  さらなる局面において、本発明は、サンプル中のＤＳＰ－２発現を検出するた

めの方法を提供し、この方法は、（ａ）上記のように、抗体／ＤＳＰ－２複合体

の形成を可能にするのに十分な条件下および時間の間、サンプルを抗体またはそ

の抗原結合フラグメントとを接触させる工程；および（ｂ）抗体／ＤＳＰ－２複

合体のレベルを検出する工程、を包含する。

      【００１１】

  なお他の局面において、本発明は、サンプル中のＤＳＰ－２発現を検出するた

めの方法を提供し、この方法は、（ａ）上記のように、サンプルとアンチセンス

ポリヌクレオチドとを接触させる工程；および（ｂ）アンチセンスポリヌクレオ

チドとハイブリダイズするＤＳＰ－２ポリヌクレオチドの量をサンプル中で検出

する工程、を包含する。例えば、ポリメラーゼ連鎖反応またはハイブリダイゼー

ションアッセイを用いて、アンチセンスポリヌクレオチドとハイブリダイズする

ＤＳＰ－２ポリヌクレオチドの量が決定され得る。

      【００１２】

  本発明はまた、酵素活性および／または基質結合のモジュレーターについての

スクリーニングアッセイにおいて有用なＤＳＰ－２ポリペプチドを提供する。他

の局面において、ＤＳＰ－２活性を調節する因子についてスクリーニングするた

めの方法もまた提供され、この方法は以下の工程を包含する：（ａ）上記のよう

に、ポリペプチドと候補薬剤との間の相互作用を可能にするのに十分な条件下お

よび時間の間、候補薬剤をＤＳＰ－２ポリペプチドと接触させる工程；および（

ｂ）続いて、候補薬剤の非存在下で、そのポリペプチドがＤＳＰ－２を脱リン酸

化するあらかじめ決定した能力と比較して、そのポリペプチドのＤＳＰ－２基質

を脱リン酸化する能力を評価する工程。このような方法は、インビトロまたは細

胞環境中（例えば、インタクトな細胞中）で実行され得る。

      【００１３】

  さらなる局面において、ＤＳＰ－２活性を調節する薬剤についてスクリーニン
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グするための方法が提供され、この方法は、以下の工程を包含する：（ａ）候補

薬剤を、検出可能な転写物またはタンパク質をコードするポリヌクレオチドに作

動可能に連結されたＤＳＰ－２プロモーターを含む細胞と、そのプロモーターと

候補薬剤との間の相互作用を可能にするに十分な条件下かつそれを可能にするに

十分な時間の間、接触させる工程；ならびに引き続いて（ｂ）候補薬剤の不在下

での所定のレベルの発現に対して、そのポリヌクレオチドの発現を評価する工程

。

      【００１４】

  また、細胞における増殖性応答を調節するための方法も提供され、その方法は

、ＤＳＰ－２活性を調節する薬剤を細胞と接触させる工程を包含する。

      【００１５】

  さらなる局面において、細胞の分化を調節するための方法が提供され、その方

法は、ＤＳＰ－２活性を調節する薬剤と細胞を接触させる工程を包含する。

      【００１６】

  本発明はさらに、細胞の生存を調節するための方法が提供され、その方法は、

ＤＳＰ－２活性を調節する薬剤と細胞を接触させる工程を包含する。

      【００１７】

  関連する局面において、本発明は、ＤＳＰ－２活性と関連する（かまたは、Ｄ

ＳＰ－２の投与により処置可能な）障害に罹患した患者を処置するための方法を

提供し、この方法は、ＤＳＰ－２活性を調節する薬剤の治療上有効な量を患者に

投与する工程を包含する。このような障害としては、癌、対宿主性移植片病、自

己免疫疾患、アレルギー、代謝疾患、異常な細胞成長（ｇｒｏｗｔｈ）、異常な

細胞増殖（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ）および細胞周期異常、ならびに移植組

織の拒絶が、挙げられる。

      【００１８】

  さらなる局面において、ＤＳＰ－２基質捕捉変異体ポリペプチドが提供される

。このようなポリペプチドは、配列番号２において残基のうちの５０％以下での

１つ以上のアミノ酸の欠失、付加、挿入または置換にて、配列番号２に記載され

る配列と異なり、その結果、そのポリペプチドは、ＤＳＰ－２に対してそれほど
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は減少しない親和性にて基質に結合し、そしてそのポリペプチドが基質を脱リン

酸化する能力は、ＤＳＰ－２に対して減少される。特定の実施形態において、基

質捕捉変異体ポリペプチドは、配列番号２の７３位または１０４位の置換を含む

。

      【００１９】

  本発明はさらに、１つの局面において、ＤＳＰ－２と相互作用する能力につい

て分子をスクリーニングするための方法を提供し、この方法は、以下の工程を包

含する：（ａ）上記のポリペプチドと候補分子を、その候補分子とポリペプチド

とが相互作用するのを可能にするに十分な条件かつそれを可能にするに十分な時

間の間、接触させる工程；ならびに（ｂ）そのポリペプチドへのその候補分子の

結合の存在または不在を検出する工程。この検出工程は、例えば、アフィニティ

ー精製工程、酵母ツーハイブリッドスクリーニング、またはファージディスプレ

イのスクリーニングを含み得る。

      【００２０】

  本発明のこれらの局面および他の局面は、以下の詳細な説明および添付の図面

を参照することによって、明らかになる。本明細書中に開示されるすべての参考

文献は、各々が個別に援用されたかのように、その全体が参考として本明細書中

に援用される。

      【００２１】

  （発明の詳細な説明）

  上記のように、本発明は、一般的に、インビトロおよびインビボでの細胞増殖

性応答を調節（すなわち、刺激または阻害）するための、組成物および方法に関

する。詳細には、本発明は、二重特異性ホスファターゼＤＳＰ－２（図１～２；

配列番号１～２）、ならびにその改変体、ならびにＤＳＰ－２に特異的に結合す

る抗体を提供する。また、本明細書中に提供されるのは、スクリーニング、検出

アッセイ、および関連する治療用途のためにこのような化合物を使用するための

、方法である。

      【００２２】

  （ＤＳＰ－２ポリペプチドおよびＤＳＰ－２ポリヌクレオチド）
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  本明細書中で使用される場合、用語「ＤＳＰ－２ポリペプチド」とは、本明細

書中に提供されるようなＤＳＰ－２配列またはそのような配列の改変体を含む、

ポリペプチドをいう。このようなポリペプチドは、ＤＳＰ－２基質中のチロシン

残基およびスレオニン／セリン残基の両方を脱リン酸化し得、ネイティブの全長

ＤＳＳＰ－２の活性に対して、それほど減少しない活性を有する。ＤＳＰ－２基

質は、活性化（すなわち、リン酸化）ＭＡＰ－キナーゼを含む。他の基質は、本

明細書中で記載されるように、基質捕捉変異体を使用して同定され得、そして１

つ以上のリン酸化チロシン残基、スレオニン残基および／またはセリン残基を有

するポリペプチドを含む。

      【００２３】

  本発明の範囲内のＤＳＰ－２ポリペプチド改変体は、１つ以上の置換、欠失、

付加および／または挿入を含み得る。特定のＤＳＰ－２改変体について、この改

変体が、ＤＳＰ－２基質内のチロシンおよびスレオニン残基を脱リン酸化する能

力は、実質的に減少しない。このようなＤＳＰ－２改変体が、ＤＳＰ－２基質内

のチロシンおよびスレオニン残基を脱リン酸化する能力は、ネイティブのＤＳＰ

－２と比較して、増強され得るか、または無変化であり得るか、あるいは、ネイ

ティブのＤＳＰ－２と比較して、５０％未満、そして好ましくは、２０％未満減

少され得る。このような改変体は、本明細書中で提供される代表的なアッセイを

使用して、同定され得る。

      【００２４】

  本発明によって、特定の機能が無能であるＤＳＰ－２の改変された形態がまた

意図される。例えば、このようなタンパク質は、構成的に活性または不活性であ

り得るか、あるいは、変更された結合性質または触媒性質を示し得る。このよう

な変更されたタンパク質は、周知技術を使用して生成され得、そして変更された

機能は、本明細書中で提供されるようなスクリーニングを使用して確認され得る

。特定の改変されたＤＳＰ－２ポリペプチドは、「基質捕捉変異体」として公知

である。このようなポリペプチドは、基質を結合する能力（すなわち、Ｋmが実

質的に減少されない）を保持するが、減少した基質を脱リン酸化する能力（すな

わち、ｋcatが、好ましくは、１分当たり１未満まで減少される）を示す。さら
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に、基質捕捉変異体／基質複合体の安定性は、ＤＳＰ－２／基質複合体の安定性

と比較して、実質的に減少されないはずである。複合体安定性は、会合定数（Ｋ

a）に基づいて評価され得る。Ｋm、ｋcatおよびＫaの決定は、当該分野で公知の

標準的な技術（例えば、ＷＯ  ９８／０４７１２；Ｌｅｈｎｉｎｇｅｒ，Ｂｉｏ

ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９７５  Ｗｏｒｔｈ  Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，ＮＹを参

照のこと）および本明細書中で提供されるアッセイを使用して、容易に達成され

得る。基質捕捉変異体は、例えば、ＤＳＰ－２の７３位または１０４位でのアミ

ノ酸置換での改変によって（例えば、７３位のアミノ酸アスパラギン酸のアラニ

ン残基での置換、または１０４位のシステインのセリンでの置換によって）生成

され得る。基質捕捉変異体は、例えば、ＤＳＰ－２基質を同定するために使用さ

れ得る。手短に言えば、改変されたＤＳＰ－２は、候補基質と接触し（単独、ま

たは細胞抽出物のようなタンパク質の混合物内で）、基質／ＤＳＰ－２複合体の

形成を可能にし得る。次いで、この複合体は、従来技術によって単離され、基質

の単離および特徴付けを可能にし得る。基質捕捉変異体の調製および使用は、例

えば、ＰＣＴ公開番号ＷＯ  ９８／０４７１２に記載される。

      【００２５】

  好ましくは、改変体は、保存的置換を含む。「保存的置換」は、アミノ酸が、

類似の性質を有する別のアミノ酸で置換され、その結果、ペプチド科学の当業者

が、ポリペプチドの二次構造およびヒドロパシーの（ｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃ）

性質が、実質的に変化しないことを予期するる置換である。アミノ酸置換は、一

般的に、残基の極性、電荷、溶解度、疎水性、親水性および／または両親媒性性

質の類似性に基づいてなされ得る。例えば、負に荷電したアミノ酸としては、ア

スパラギン酸およびグルタミン酸が挙げられる；正に荷電したアミノ酸としては

、リシンおよびアルギニンが挙げられる；ならびに類似の親水性価を有する非荷

電の極性ヘッド基（ｈｅａｄ  ｇｒｏｕｐ）を有するアミノ酸としては、ロイシ

ン、イソロイシンおよびバリン；グリシンおよびアラニン；アスパラギンおよび

グルタミン；ならびにセリン、スレオニン、フェニルアラニンおよびチロシンが

挙げられる。保存的変化を代表し得るアミノ酸の他のグループとしては以下が挙

げられる：（１）ａｌａ、ｐｒｏ、ｇｌｙ、ｇｌｕ、ａｓｐ、ｇｌｎ、ａｓｎ、



(15) 特表２００２－５３９７９２

ｓｅｒ、ｔｈｒ；（２）ｃｙｓ、ｓｅｒ、ｔｙｒ、ｔｈｒ；（３）ｖａｌ、ｉｌ

ｅ、ｌｅｕ、ｍｅｔ、ａｌａ、ｐｈｅ；（４）ｌｙｓ、ａｒｇ、ｈｉｓ；および

（５）ｐｈｅ、ｔｙｒ、ｔｒｐ、ｈｉｓ。改変体はまた、あるいは代わりに、非

保存的変化を含み得る。

      【００２６】

  一般的に、改変は、非臨界領域において、より容易になされ得、非臨界領域と

は、ＤＳＰ－２の活性を実質的に変化しないネイティブ配列の領域である。非臨

界領域は、本明細書中に記載されるような、特定の領域におけるＤＳＰ－２配列

の改変、およびホスファターゼアッセイにおける得られた改変体の能力の評価に

よって同定され得る。好ましい配列改変は、活性部位ドメイン（ＬＨＣＡＡＧＶ

ＳＲＳ、配列番号３）を保持するようになされる。特定の好ましい実施形態内で

、このような改変は、ＤＳＰ－２と、ＤＳＰ－２基質ではなく細胞成分との間の

相互作用に影響を及ぼす。しかし、置換はまた、得られた改変体が、実質的に、

基質脱リン酸化を刺激する能力を保持するならば、ネイティブタンパク質の臨界

領域においてなされ得る。特定の実施形態内で、改変体は、５０％以下、好まし

くは、２５％以下のアミノ酸残基の、置換、欠失、付加および／または挿入を含

む。

      【００２７】

  改変体はまた（あるいは、代わりに）、例えば、ポリペプチドの活性に対して

最小の影響を有するアミノ酸の欠失または付加によって改変され得る。特に、改

変体は、アミノ末端および／またはカルボキシ末端で、さらなるアミノ酸配列を

含み得る。このような配列は、例えば、ポリペプチドの精製または検出を容易に

するために使用され得る。

      【００２８】

  ＤＳＰ－２ポリペプチドは、種々の周知技術のうちのいずれかを使用して調製

され得る。以下に記載されるようなＤＮＡ配列によってコードされる組換えポリ

ペプチドは、当業者に公知の種々の発現ベクターのうちのいずれかを使用して、

ＤＮＡ配列から容易に調製され得る。発現は、組換えポリペプチドをコードする

ＤＮＡ分子を含む発現ベクターで形質転換されたか、またはそのベクターでトラ
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ンスフェクトされた、任意の適切な宿主細胞において達成され得る。適切な宿主

細胞としては、原核生物、酵母および高等真核生物細胞（哺乳動物細胞を含む）

が挙げられ、そしてグリコシル化の異なる形態は、宿主細胞または単離後のプロ

セシングを変化させることによって生成され得る。培養培地へ組換えタンパク質

またはポリペプチドを分泌する適切な宿主／ベクター系由来の上清は、市販のフ

ィルターを使用して最初に濃縮され得る。濃縮後、濃縮物を、適切な精製マトリ

ックス（例えば、アフィニティマトリックスまたはイオン交換樹脂）に適用し得

る。最終的に、１つ以上の逆相ＨＰＬＣ工程を利用して、組換えポリペプチドを

さらに精製し得る。

      【００２９】

  約１００よりも少ないアミノ酸、そして一般的には約５０よりも少ないアミノ

酸を有する、部分および他の改変体はまた、当業者に周知の技術を使用して、合

成手順によって生成され得る。例えば、このようなポリペプチドは、市販の固相

技術（例えば、Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ固相合成法）のうちのいずれかを使用して

、合成され得る。ここで、アミノ酸は、連続して、伸長するアミノ酸鎖に付加さ

れる。Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．８５：２１４９－

２１４６，１９６３を参照のこと。ポリペプチドの自動合成のための装置は、Ｐ

ｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ，Ｉｎｃ．，Ａｐｐｌｉｅｄ  ＢｉｏＳｙｓｔｅｍｓ  

Ｄｉｖｉｓｉｏｎ（Ｆｏｓｔｅｒ  Ｃｉｔｙ，ＣＡ）のような供給者から市販さ

れており、そして製造業者の使用説明書に従って、操作され得る。

      【００３０】

  「ＤＳＰ－２ポリヌクレオチド」は、ＤＳＰ－２ポリペプチドまたはその改変

体の少なくとも一部分をコードする任意のポリヌクレオチドであるか、あるいは

このようなポリヌクレオチドに相補的である任意のポリヌクレオチドである。好

ましいポリヌクレオチドは、ＤＳＰ－２ポリペプチドをコードするか、またはこ

のような配列に相補的である、少なくとも１５の連続したヌクレオチド、好まし

くは、少なくとも３０の連続したヌクレオチドを含む。特定のポリヌクレオチド

は、ＤＳＰ－２ポリペプチドをコードする；他のポリヌクレオチドは、以下に記

載されるようなプローブ、プライマーまたはアンチセンスオリゴヌクレオチドと
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しての使用を見出し得る。ポリヌクレオチドは、一本鎖（コード鎖またはアンチ

センス鎖）あるいは二本鎖であり得、そしてＤＮＡ（ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡま

たは合成ＤＮＡ）分子あるいはＲＮＡ分子であり得る。さらなるコード配列また

は非コード配列は、本発明のポリヌクレオチド内に存在し得るが、その内に存在

する必要はなく、そしてポリヌクレオチドは、他の分子および／または支持物質

に連結され得るが、それらに連結される必要はない。

      【００３１】

  ＤＳＰ－２ポリヌクレオチドは、ネイティブ配列（すなわち、内因性ＤＳＰ－

２配列あるいはその一部分またはスプライス改変体）を含み得るか、あるいはこ

のような配列の改変体を含み得る。ポリヌクレオチド改変体は、１つ以上の置換

、付加、欠失および／または挿入を含み得、その結果、コードされたポリペプチ

ドの活性が、上記のように実質的に減少しない。コードされたポリペプチドの活

性に対する効果は、一般的に、本明細書中に記載されるように評価され得る。改

変体は、好ましくは、ネイティブのＤＳＰ－２またはその一部分をコードするポ

リヌクレオチド配列に、少なくとも約７０％の同一性、より好ましくは、少なく

とも約８０％の同一性および最も好ましくは、少なくとも約９０％の同一性を示

す。パーセント同一性は、Ａｌｉｇｎアルゴリズム、またはＢＬＡＳＴアルゴリ

ズム（Ａｌｔｓｃｈｕｌ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．２１９：５５５－５６５，１

９９１；ＨｅｎｉｋｏｆｆおよびＨｅｎｉｋｏｆｆ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ

ａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８９：１０９１５－１０９１９，１９９２）のような当

業者に周知のコンピュータアルゴリズムを使用して、配列を比較することによっ

て容易に決定され得、このアルゴリズムは、ＮＣＢＩウェブサイト（ｈｔｔｐ：

／／ｗｗｗ／ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ＢＬＡＳＴ

）で入手可能である。デフォルトのパラメータが使用され得る。特定の改変体は

、ネイティブの遺伝子に実質的に相同である。このようなポリヌクレオチド改変

体は、適度にストリンジェントな条件下で、ネイティブのＤＳＰ－２（または、

相補的配列）をコードする天然に存在するＤＮＡ配列またはＲＮＡ配列とハイブ

リダイズし得る。適切な適度にストリンジェントな条件は、例えば、５×ＳＳＣ

、０．５％  ＳＤＳ、１．０ｍＭ  ＥＤＴＡ（ｐＨ  ８．０）の溶液中で予め洗
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浄する工程；５０℃～７０℃、５×ＳＳＣで、１～１６時間（例えば、一晩）ハ

イブリダイズする工程；その後、７０℃までで、２０～４０分間、０．０５～０

．１％  ＳＤＳを含む２×ＳＳＣ、０．５×ＳＳＣおよび０．２×ＳＳＣの各々

の１つ以上で、１回または２回洗浄する工程を包含する。さらなるストリンジェ

ンシーのために、条件は、５０～７０℃、１５～４０分間の０．１×ＳＳＣおよ

び０．１％  ＳＤＳでの洗浄を含み得る。当業者に公知のように、ハイブリダイ

ゼーション条件のストリンジェンシーの変化は、プレハイブリダイゼーション工

程、ハイブリダイゼーション工程および洗浄工程のために使用される溶液の時間

、温度および／または濃度を変更することによって達成され得、そして適切な条

件はまた、使用されるプローブの特定のヌクレオチド配列、およびブロッティン

グされた発端者（ｐｒｏｂａｎｄ）の核酸サンプルの特定のヌクレオチド配列に

部分的に依存し得る。従って、適切にストリンジェントな条件は、１つ以上の特

定の発端者の配列にハイブリダイズするが、特定の他の発端者の配列にはハイブ

リダイズしない能力に基づいて、プローブの所望の選択性が同定される場合、過

度の実験を伴わずに容易に選択され得ることが認識される。

      【００３２】

  遺伝暗号の縮重の結果として、本明細書中に記載される通りのポリペプチドを

コードする多くのヌクレオチド配列が存在することもまた当業者によって認識さ

れる。これらのポリヌクレオチドのうちのいくつかは、任意のネイティブな遺伝

子のヌクレオチド配列に対して最小の相同性を保有する。それにもかかわらず、

コドン使用法の相違に起因して変化するポリヌクレオチドは、本発明によって特

に意図される。

      【００３３】

  ポリヌクレオチドは、任意の種々の技術を用いて調製され得る。例えば、ポリ

ヌクレオチドは、適切な細胞または組織型（例えば、ヒトの胸腺または免疫系細

胞）から調製されたｃＤＮＡから増幅され得る。このようなポリヌクレオチドは

、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を介して増幅され得る。このアプローチにつ

いては、配列特異的プライマーが、本明細書中に提供される配列に基づいて設計

され得、そして購入または合成され得る。
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      【００３４】

  増幅された部分を用い、周知の技術を用いて全長の遺伝子が適切なライブラリ

ー（例えば、ヒト胸腺ｃＤＮＡ）から単離され得る。このような技術内で、増幅

に適切な１以上のポリヌクレオチドプローブまたはポリヌクレオチドプライマー

を用いてライブラリー（ｃＤＮＡまたはゲノム）がスクリーニングされる。好ま

しくは、ライブラリーは、より大きな分子を含むように大きさが選択される。ラ

ンダムプライムライブラリーもまた、遺伝子の５’領域および上流領域を同定す

るために好適であり得る。ゲノムライブラリーは、イントロンおよび広がる５’

配列を得るために好適である。

      【００３５】

  ハイブリダイゼーション技術について、部分配列が、周知の技術を用いて（例

えば、ニックトランスレーションまたは32Ｐを用いた末端標識によって）標識さ

れ得る。次いで、細菌性ライブラリーまたはバクテリオファージライブラリーは

、変性した細菌コロニーを含むフィルター（またはファージプラークを含むロー

ン（ｌａｗｎ））を、標識したプローブを用いてハイブリダイズすることによっ

てスクリーニングされ得る（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

  Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐ

ｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ

  Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ，１９８９を参照のこと）。ハイブリダイズするコロニー

またはプラークが選択され、そして増殖され、そしてさらなる分析のためにＤＮ

Ａが単離される。クローンを分析して、例えば、部分配列由来のプライマーおよ

びベクター由来のプライマーを用いるＰＣＲによってさらなる配列の量が決定さ

れ得る。制限地図および部分配列を生成して、オーバーラップする１以上のクロ

ーンを同定し得る。周知の技術を用いて適切なフラグメントを連結することによ

って、全長のｃＤＮＡ分子を生成し得る。

      【００３６】

  あるいは、部分的ｃＤＮＡ配列から全長のコード配列を得るための多数の増幅

技術が存在する。このような技術内では、増幅は一般に、ＰＣＲを介して行われ

る。１つのこのような技術は、「ｃＤＮＡ末端の迅速増幅」、すなわち、ＲＡＣ
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Ｅとして公知である。この技術は、内部プライマーと、ポリＡ領域またはベクタ

ー配列にハイブリダイズする外部プライマーとを使用して、既知の配列の５’側

および３’側である配列を同定することを含む。任意の種々の市販のキットを用

いて、増幅工程を行い得る。例えば、当該分野で周知のソフトウェアを使用して

、プライマーを設計し得る。プライマーは好ましくは、１７～３２ヌクレオチド

長であり、少なくとも４０％のＧＣ含量を有し、そして約５４℃～７２℃の温度

で標的配列にアニーリングする。増幅された領域は、上記の通りに配列決定され

得、そしてオーバーラップする配列は、連続した配列へと組み立てられ得る。

      【００３７】

  ＤＳＰ－２をコードするｃＤＮＡ配列を図１（配列番号１）に提供し、そして

推定アミノ酸配列を図２（配列番号２）に提供する。ＤＳＰ－２の活性部位ＬＨ

ＣＡＡＧＶＳＲＳ（配列番号３）は、配列番号１のヌクレオチド位置１０２～１

１１に位置するヌクレオチド塩基によってコードされる。この部位にすぐ隣接す

る配列情報を用い、ヒト胸腺ｃＤＮＡを用いる５’ＲＡＣＥ反応および３’ＲＡ

ＣＥ反応を設計して、免疫系の組織において非常に多量に提示される１８８アミ

ノ酸のタンパク質を同定した。このタンパク質を、二重特異性ホスファターゼ－

２、すなわち、ＤＳＰ－２という。図３に示す配列比較によって示されるように

、ＤＳＰ－２は、他のＭＡＰキナーゼホスファターゼに対して有意な相同性を示

す。

      【００３８】

  ＤＳＰ－２ポリヌクレオチド改変体は一般に、例えば、固相化学合成を含む当

該分野で公知の任意の方法によって調製され得る。ポリヌクレオチド配列の改変

はまた、オリゴヌクレオチド指向性部位特異的変異誘発（ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅ

ｏｔｉｄｅ－ｄｉｒｅｃｔｅｄ  ｓｉｔｅ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ  ｍｕｔａｇｅｎ

ｅｓｉｓ）のような標準的な変異誘発技術を用いて導入され得る。あるいは、Ｒ

ＮＡ分子が、ＤＳＰ－２またはその部分をコードするＤＮＡ配列のインビトロま

たはインビボでの転写によって生成され得る。但し、このＤＮＡは、適切なＲＮ

Ａポリメラーゼプロモーター（例えば、Ｔ７またはＳＰ６）を有するベクターに

組み込まれる。特定のポリヌクレオチドを用いて、本明細書中に記載されるよう
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に、コードされるポリペプチドを調製し得る。さらに、あるいは、ポリヌクレオ

チドは、コードされるポリペプチドがインビボで生成されるように、患者に投与

され得る。

      【００３９】

  コード配列の少なくとも一部分に相補的であるポリヌクレオチド（例えば、ア

ンチセンスポリヌクレオチドまたはリボザイム）はまた、プローブまたはプライ

マーとして使用され得るか、または遺伝子発現を改変するために使用され得る。

アンチセンス薬剤としての使用のためのオリゴヌクレオチドおよびリボザイム、

ならびにそれらの標的化された送達のための遺伝子をコードするＤＮＡは、当該

分野で周知の方法を含む。例えば、このようなオリゴヌクレオチドの所望の特性

、長さおよび他の特徴は、周知である。アンチセンスオリゴヌクレオチドは、以

下のような結合を使用することによって、内因性ヌクレオチド分解酵素による分

解に耐えるように代表的に設計される：ホスホロチオエート結合、メチルホスホ

ネート結合、スルホン結合、サルフェート結合、ケチル（ｋｅｔｙｌ）結合、ホ

スホロジチオエート結合、ホスホラミダイト結合、リン酸エステル結合、および

他のこのような結合（例えば、Ａｇｒｗａｌら，Ｔｅｔｒｅｈｅｄｒｏｎ  Ｌｅ

ｔｔ．２８：３５３９－３５４２（１９８７）；Ｍｉｌｌｅｒら，Ｊ．Ａｍ．Ｃ

ｈｅｍ．Ｓｏｃ．９３：６６５７－６６６５（１９７１）；Ｓｔｅｃら，Ｔｅｔ

ｒｅｈｅｄｒｏｎ  Ｌｅｔｔ．２６：２１９１－２１９４（１９８５）；Ｍｏｏ

ｄｙら，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．１２：４７６９－４７８２（１９８９

）；Ｕｚｎａｎｓｋｉら，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．（１９８９）；Ｌｅ

ｔｓｉｎｇｅｒら，Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ  ４０：１３７－１４３（１９８４

）；Ｅｃｋｓｔｅｉｎ，Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．５４：３６７－４

０２（１９８５）；Ｅｃｋｓｔｅｉｎ，Ｔｒｅｎｄｓ  Ｂｉｏｌ．Ｓｃｉ．１４

：９７－１００（１９８９）；Ｓｔｅｉｎ  Ｉｎ：Ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｎｕｃ

ｌｅｏｔｉｄｅｓ．Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ  Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ  ｏｆ  Ｇｅｎ

ｅ  Ｅｘｐ  ｅｓｓｉｏｎ，Ｃｏｈｅｎ，編，Ｍａｃｍｉｌｌａｎ  Ｐｒｅｓｓ

，Ｌｏｎｄｏｎ，頁９７－１１７（１９８９）；Ｊａｇｅｒら，Ｂｉｏｃｈｅｍ

ｉｓｔｒｙ  ２７：７２３７－７２４６（１９８８）を参照のこと）。
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      【００４０】

  アンチセンスポリヌクレオチドは、配列特異的な様式で、核酸（例えば、ｍＲ

ＮＡまたはＤＮＡ）に結合するオリゴヌクレオチドである。相補的配列を有する

ｍＲＮＡに結合する場合、アンチセンスは、ｍＲＮＡの翻訳を妨げる（例えば、

米国特許第５，１６８，０５３号、Ａｌｔｍａｎら；同第５，１９０，９３１号

、Ｉｎｏｕｙｅ，同第５，１３５，９１７号、Ｂｕｒｃｈ；同第５，０８７，６

１７号、ＳｍｉｔｈおよびＣｌｕｓｅｌら（１９９３）Ｎｕｃａｌ．Ａｃｉｄｓ

  Ｒｅｓ．２１：３４０５－３４１１（これは、亜鈴状（ｄｕｍｂｂｅｌｌ）ア

ンチセンスオリゴヌクレオチドを記載する）を参照のこと）。３重鎖分子は、同

一線上に並んだ３重鎖分子を形成している２重鎖ＤＮＡを結合する単一のＤＮＡ

鎖をいい、それによって転写を妨げる（例えば、米国特許第５，１７６，９９６

号、Ｈｏｇａｎら（これは、２重鎖ＤＮＡ上の標的部位に対して結合する合成オ

リゴヌクレオチドを作製するための方法を記載する）を参照のこと）。

      【００４１】

  特に有用なアンチセンスヌクレオチドおよび３重鎖分子は、ＤＳＰ－２ポリペ

プチドまたは内因性ＤＳＰ－２の発現に関する任意の他のプロセスを媒介するタ

ンパク質をコードするＤＮＡまたはｍＲＮＡのセンス鎖と相補的であるか、また

は結合する分子であり、その結果、ＤＳＰ－２ポリペプチドをコードするｍＲＮ

Ａの翻訳の阻害がもたらされる。アンチセンスＲＮＡ中に転写され得るｃＤＮＡ

構築物はまた、細胞または組織中に導入され、アンチセンスＲＮＡの産生を容易

にし得る。アンチセンス技術は、ポリメラーゼ、転写因子または他の調節分子の

結合に対する干渉を介して、遺伝子発現を調節するために使用され得る（Ｇｅｅ

ら，Ｉｎ  Ｈｕｂｅｒ  ａｎｄ  Ｃａｒｒ，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  ａｎｄ  Ｉｍ

ｍｕｎｏｌｏｇｉｃ  Ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ，Ｆｕｔｕｒａ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉ

ｎｇ  Ｃｏ．（Ｍｔ．Ｋｉｓｃｏ，ＮＹ；１９９４）を参照のこと）。あるいは

、アンチセンス分子は、ＤＳＰ－２遺伝子の制御領域（例えば、プロモーター、

エンハンサーまたは転写開始部位）とハイブリダイズして、そしてこの遺伝子の

転写をブロックするようにか；または転写物の、リボソームへの結合を阻害する

ことにより転写をブロックするように設計され得る。
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      【００４２】

  本発明はまた、ＤＳＰ－２－特異的リボザイムを意図する。リボザイムは、Ｒ

ＮＡ基質（例えば、ｍＲＮＡ）を特異的に切断するＲＮＡ分子であり、細胞性遺

伝子発現に対する特異的な阻害または干渉を生じる。ＲＮＡ鎖の切断および／ま

たはライゲーションに関与されるリボザイムの少なくとも５つの公知のクラスが

存在する。リボザイムは、任意のＲＮＡ転写物に標的化され得、そしてこのよう

な転写物を触媒作用的に切断し得る（例えば、米国特許第５，２７２，２６２号

、同第５，１４４，０１９号；および同第５，１６８，０５３号、同第５，１８

０，８１８号、同第５，１１６，７４２号および同第５，０９３，２４６号、Ｃ

ｅｃｈら）。任意のＤＳＰ－２  ｍＲＮＡ特異的リボザイム、またはこのような

リボザイムをコードする核酸は、宿主細胞に送達され、ＤＳＰ－２遺伝子発現の

阻害をもたらし得る。従って、リボザイムは、真核生物プロモーター（例えば、

真核生物ウイルスプロモーター）に連結されたリボザイムをコードするＤＮＡに

よって宿主細胞に送達され得、その結果、核中への導入において、リボザイムは

直接転写される。

      【００４３】

  任意のポリヌクレオチドは、インビボでの安定性を増大するためにさらに改変

され得る。可能な改変としては、これらに限定されないが、５’および／または

３’末端におけるフランキング配列の付加；骨格においてホスホジエステル結合

以外のホスホロチオエート結合または２’Ｏ－メチル結合の使用；および／また

は非伝統的（ｎｏｎｔｒａｄｉｔｏｎａｌ）塩基（例えば、イノシン、キュエオ

シンおよびワイブトシン、ならびにアデニン、シチジン、グアニン、チミンおよ

びウリジンのアセチル－、メチル－、チオ－、および他の改変された形態）の封

入が挙げられる。

      【００４４】

  本明細書中に記載されるようなヌクレオチド配列は、確立された組換えＤＮＡ

技術を使用して種々の他のヌクレオチド配列に加えられ得る。例えば、ポリヌク

レオチドは、種々のクローニングベクターのいずれか（プラスミド、ファージミ

ド、λファージ誘導体およびコスミドを含む）中にクローンかされ得る。特定の
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目的のベクターとしては、発現ベクター、複製ベクター、プローブ生成ベクター

および配列決定ベクターが挙げられる。一般に、適切なベクターは、少なくとも

１つの生物体に機能的な複製起点、都合の良い制限エンドヌクレアーゼ部位およ

び１つ以上の選択可能マーカーを含む。他のエレメントは、所望される使用に依

存し、そして当業者に明らかである。

      【００４５】

  特定の実施形態内で、ポリヌクレオチドは、哺乳動物の細胞中への侵入、およ

びそこでの発現を可能にするように組み立てられ得る。このような組み立ては、

以下の記載のように治療的目的のために特に有用である。当業者は、標的細胞に

おいてポリヌクレオチドの発現を達成するための多く方法が存在し、そして任意

の適切な方法が利用され得ることを理解する。例えば、ポリヌクレオチドは、周

知の技術を使用して、ウイルスベクター中に取り込まれ得る。ウイルスベクター

は、さらに、選択マーカー（形質導入された細胞の同定または選択における助け

のため）および／または標的化部分に対する遺伝子（例えば、特異的な標的細胞

におけるレセプターに対するリガンドをコードする遺伝子）を移すか、または取

り込み得、このベクターを標的特異的にする。標的化はまた、当業者に公知の方

法により、抗体を用いて達成され得る。

      【００４６】

  治療目的のための他の組み立てとしては、コロイド分散系（例えば、高分子複

合体、ナノカプセル（ｎａｎｏｃａｐｓｕｌｅ）、ミクロスフェア、ビーズ）、

ならびに脂質に基づく系（水中油（ｏｉｌ－ｉｎ－ｗａｔｅｒ）乳剤、ミセル、

混合されたミセル、およびリポソームを含む）が挙げられる。インビトロおよび

インビボの送達ビヒクルとしての使用のための好ましいコロイド系は、リポソー

ム（すなわち、人工膜小胞）である。このような系の調整および使用は、当該分

野で周知である。

      【００４７】

  他の局面の内で、ＤＳＰ－２プロモーターは、標準的技術を使用して単離され

得る。本発明は、このようなプロモーター配列またはその１つ以上のシス－また

はトランス－活性化調節エレメントを含む核酸分子を提供する。このような調節
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エレメントは、ＤＳＰ－２の発現を増強するかまたは抑制し得る。５’フランキ

ング領域は、本明細書中に提供されるゲノム配列に基づいて、標準的技術を使用

して生成され得る。必要な場合、さらなる５’配列が、ＰＣＲに基づく方法また

は他の標準的方法を使用して生成され得る。５’領域は、標準的な方法を使用し

てサブクローン化され、そして配列決定される。プライマー伸長および／または

ＲＮａｓｅ防御分析が使用され、ｃＤＮＡから推定される転写開始部位を確認し

得る。

      【００４８】

  プロモーター領域の境界を規定するために、種々の大きさの、推定上のプロモ

ーターインサートを、プロモーターもエンハンサーも含まない適切なレポーター

遺伝子を含む異種発現系にサブクローニングし得る。適切なレポーター遺伝子と

しては、ルシフェラーゼ、β－ガラクトシダーゼ、クロラムフェニコールアセチ

ルトランスフェラーゼ、分泌されたアルカリ性ホスファターゼをコードする遺伝

子、または緑色蛍光タンパク質遺伝子が挙げられ得る。適切な発現系は周知であ

り、そして周知の技術を用いて調製され得るか、または市販されている。内部欠

失構築物は、独自の内部制限部位を用いるか、または独自ではない制限部位の部

分的な消化により、生成し得る。次いで、構築物は、高レベルのＤＳＰ－２発現

を示す細胞にトランスフェクトされ得る。一般に、最小の５’隣接領域がレポー

ター遺伝子の最も高い発現レベルを示す構築物は、プロモーターと定義される。

このようなプロモーター領域は、レポーター遺伝子に連結され得、そして薬剤を

、ＤＳＰ－２転写を調節する能力について評価するために使用され得る。

      【００４９】

  一旦、機能的プロモーターが同定されると、シス作用エレメントおよびトラン

ス作用エレメントが位置決定され得る。シス作用配列は、一般に、先に特徴付け

された転写モチーフに対する相同性に基づいて、同定され得る。次いで、点変異

が、同定された配列内に生成されて、このような配列の調節の役割を評価し得る

。このような変異は、部位特異的変異誘発技術またはＰＣＲに基づくストラテジ

ーを用いて、生成され得る。次いで、変更されたプロモーターが、上記のように

、レポーター遺伝子発現ベクターにクローニングされ、そしてこの変異の、レポ
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ーター遺伝子発現に対する影響が評価される。

      【００５０】

  本発明はまた、ＤＳＰ－２の対立遺伝子改変体、ならびに他の生物由来のＤＳ

Ｐ－２配列の使用を意図する。このような配列は、一般に、本明細書中に提供さ

れる配列に対する類似性（例えば、ハイブリダイゼーション技術を用いて）に基

づき、そして本明細書中に提供されるアッセイを用いてＤＳＰ－２活性の存在に

基づいて、同定され得る。

      【００５１】

  一般に、本明細書中に記載されるようなポリペプチドおよびポリヌクレオチド

は、単離される。「単離された」ポリペプチドまたはポリヌクレオチドとは、そ

の元の環境から除かれたポリペプチドまたはポリヌクレオチドである。例えば、

天然に存在するタンパク質は、天然の系において共存する物質のいくらかまたは

全てから分離された場合に、単離される。好ましくは、このようなポリペプチド

は、少なくとも約９０％純粋であり、より好ましくは少なくとも約９５％純粋で

あり、そして最も好ましくは少なくとも約９９％純粋である。ポリヌクレオチド

は、例えば、天然の環境の一部ではないベクターにクローニングされる場合に、

単離されたとみなされる。

      【００５２】

  （ＤＳＰ－２活性を検出するためのアッセイ）

  本発明に従って、ＤＳＰ－２の基質は、全長チロシンリン酸化タンパク質およ

びポリペプチド、ならびにチロシン残基においてリン酸化され得、そして特定の

好ましい実施形態においてはまたセリン残基またはスレオニン残基においてリン

酸化を起こすことが可能であり得るそのフラグメント（例えば、部分）、誘導体

またはアナログを含み得る。このようなフラグメント、誘導体およびアナログと

しては、例えばＤＳＰ－２と複合体を形成することによって、本明細書中に提供

されるようなＤＳＰ－２と相互作用する生物学的機能を少なくとも維持する、任

意の天然に存在するかまたは人工的に操作されたＤＳＰ－２基質ポリペプチドが

挙げられる。ＤＳＰ－２基質ポリペプチドのフラグメント、誘導体またはアナロ

グ（融合タンパク質である基質を含む）は、以下のいずれかであり得る：（ｉ）
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１つ以上のアミノ酸残基が、保存アミノ酸残基もしくは非保存アミノ酸残基（好

ましくは保存アミノ酸残基）と置換され、そしてこのような置換されたアミノ酸

残基は、遺伝コードによりコードされてもコードされなくてもよいアミノ酸残基

であるもの、または（ｉｉ）１つ以上のアミノ酸残基が置換基を含むもの、また

は（ｉｉｉ）基質ポリペプチドが別の化合物（例えば、そのポリペプチドの半減

期を増加させる化合物（例えば、ポリエチレングリコール）、またはレポーター

分子のような検出可能部分）と融合されたもの、または（ｉｖ）さらなるアミノ

酸（基質のポリペプチドまたはプロタンパク質配列の精製のために使用されるア

ミノ酸を含む）が基質のポリペプチドに融合したもの。このようなフラグメント

、誘導体およびアナログは、当業者の範囲内であるとみなされる。好ましい実施

形態において、ＭＡＰキナーゼポリペプチドは、本明細書中に提供されるような

使用のための基質である。

      【００５３】

  ＤＳＰ－２ポリペプチド改変体は、ＭＡＰキナーゼホスファターゼ活性に適し

た任意のアッセイを用いて、ＤＰＳ－２活性について試験され得る。このような

アッセイは、インビトロでか、または細胞に基づくアッセイにおいて、実施され

得る。例えば、ＭＡＰキナーゼは、本明細書中に提供されるようなＤＳＰ－２基

質として使用するために、Ｕｐｓｔａｔｅ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｌａ

ｋｅ  Ｐｌａｃｉｄ、ＮＹ；カタログ番号１４－１９８）から不活化形態として

得られ得る。ＭＡＰキナーゼのリン酸化は、周知の技術（例えば、Ｚｈｅｎｇお

よびＧｕａｎ、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６８：１６１１６－１６１１９、１

９９３により記載されるもの）を使用して、ＭＡＰキナーゼキナーゼＭＥＫ－１

（Ｕｐｓｔａｔｅ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ；カタログ番号１４－２０６か

ら入手可能）を用いて、実施され得る。

      【００５４】

  例えば、［32Ｐ］で放射線標識した基質（例えば、ＭＡＰキナーゼ）を、放射

線標識された活性化ＭＡＰキナーゼを生じるキナーゼ反応のために、使用し得る

。次いで、ＤＳＰ－２ポリペプチドは、このＤＳＰ－２ポリペプチドをＭＡＰキ

ナーゼと適切な条件下（例えば、Ｔｒｉｓ（ｐＨ  ７．５）１ｍＭ  ＥＤＴＡ、
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１ｍＭジチオトレイトール、１ｍｇ／ｍＬウシ血清アルブミン、３０℃で１０分

間；またはＺｈｅｎｇおよびＧｕａｎ、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６８：１６

１１６－１６１１９、１９９３により記載されるような）で接触させることによ

り、活性化ＭＡＰキナーゼを脱リン酸化する能力について試験され得る。ＭＡＰ

キナーゼの脱リン酸化は、種々のアッセイ（例えば、連結キナーゼアッセイ（当

該分野において一般的に公知の任意のアッセイを用いて、ＭＡＰキナーゼ基質の

リン酸化を評価する））のいずれかを用いるか、または直接的に（（１）放射性

リン酸基の損失（例えば、電気泳動、続いてオートラジオグラフィーによる）；

（２）脱リン酸化の後の電気泳動移動度のシフト；（３）ホスホチロシンまたは

ホスホスレオニンに対して特異的な抗体との反応性の損失；あるいは（４）ＭＡ

Ｐキナーゼのホスホアミノ酸分析に基づく）、検出され得る。特定のアッセイは

、一般に、Ｗａｒｄら、Ｎａｔｕｒｅ  ３６７：６５１－６５４、１９９４、ま

たはＡｌｅｓｓｉら、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ  ８：２０１５－２０２０、１９９３に

より記載されるように実施され得る。一般に、５００ｐｇ～５０ｎｇのＤＳＰ－

２ポリペプチドと、１００ｎｇ～１００μｇの活性ＭＡＰキナーゼとの接触は、

ＭＡＰキナーゼの検出可能な脱リン酸化を、代表的には２０～３０分以内に生じ

るべきである。特定の実施形態においては、０．０１～１０単位／ｍＬ（好まし

くは約０．１単位／ｍＬであり、ここで単位とは、１分間あたり１ｎｍｏｌの基

質を脱リン酸化するに十分な量である）のＤＳＰ－２ポリペプチドが、０．１～

１０μＭ（好ましくは約１μＭ）の活性ＭＡＰキナーゼと接触されて、ＭＡＰキ

ナーゼの検出可能な脱リン酸化を生じ得る。好ましくは、ＤＳＰ－２ポリペプチ

ドは、ＭＡＰキナーゼの脱リン酸化、または相当する量のネイティブなヒトＤＳ

Ｐ－２の存在下で観察される脱リン酸化と少なくとも同程度のリン酸化基質（例

えば、チロシンリン酸化ペプチドおよび／またはセリンリン酸化ペプチド）を生

じる。本明細書中に記載のような変異をトラップする基質を使用して同定される

他の基質が、このようなアッセイにおいてＭＡＰキナーゼと置換され得ることが

、明らかである。

      【００５５】

  （抗体および抗原結合フラグメント）
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  ＤＳＰ－２に特異的に結合する、ペプチド、ポリペプチドおよび他の非ペプチ

ド分子もまた、本発明により意図される。本明細書中で使用される場合、ある分

子が検出可能なレベルでＤＳＰ－２と反応し、そして関連しない配列または異な

る二重特異的ホスファターゼの配列を含むペプチドとは検出可能に反応しない場

合に、この分子はＤＳＰ－２に「特異的に結合する」といわれる。このような結

合特性は、一般に、酵素結合イムノソルベントアッセイ（ＥＬＩＳＡ）などを使

用して評価され得、これは、当業者により容易に実施され得る。好ましい結合分

子としては、抗体（これは、例えば、ポリクローナル、モノクローナル、一本鎖

、キメラ、抗イデオタイプ、またはＣＤＲ移植されたものの、いずれでもよい）

が挙げられる。特定の好ましい抗体は、本明細書中に記載されるように、インビ

トロアッセイにおいてＤＳＰ－２活性を阻害またはブロックする抗体である。

      【００５６】

  抗体は、一般的に、抗原として単離されたネイティブなＤＳＰ－２タンパク質

または組換えＤＳＰ－２タンパク質を使用して種々の技術のいずれかによって調

製され得る。このような技術は、当業者に公知である（例えば、Ｈａｒｌｏｗお

よびＬａｎｅ、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａ

ｌ、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、１９８８を

参照のこと）。１つのこのような技術において、ＤＳＰ－２ポリペプチドを含む

免疫原が、最初に適切な動物（例えば、マウス、ラット、ウサギ、ヒツジ、およ

びヤギ）に、好ましくは、１回以上の追加免疫を含む所定のスケジュールに従っ

て注射され、そしてその動物が周期的に出血される。次いで、このポリペプチド

に特異的なポリクローナル抗体は、例えば、適切な固体支持体に結合されたポリ

ペプチドを使用するアフィニティークロマトグラフィーによって、このような抗

血清から生成され得る。

      【００５７】

  ＤＳＰ－２またはその改変体に特異的なモノクローナル抗体は、例えば、Ｋｏ

ｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．６：５１１－

５１９，１９７６の技術およびその改善方法を使用して調製され得る。手短には

、これらの方法は、所望の特異性（すなわち、目的のポリペプチドとの反応性）
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を有する抗体を産生し得る不死細胞株の調製を含む。このような細胞株は、例え

ば、上記のように免疫された動物から得られた脾臓細胞から産生され得る。次い

で脾臓細胞は、例えば、ミエローマ細胞融合パートナー（好ましくは、免疫され

た動物と同系であるパートナー）との融合によって不死化される。例えば、脾臓

細胞およびミエローマ細胞は、数分間、非イオン性界面活性剤と合わせられ得、

次いでハイブリッド細胞の増殖を支持するが、ミエローマ細胞の増殖を支持しな

い選択培地上で低密度でプレートされ得る。好ましい選択技術は、ＨＡＴ（ヒポ

キサンチン、アミノプテリン、チミジン）選択を使用する。十分な時間（普通約

１～２週間）の後に、ハイブリッドのコロニーが観測される。単一のコロニーが

選択され、ポリペプチドに対する結合活性について試験される。高い反応性およ

び特異性を有するハイブリドーマが好ましい。ＤＳＰ－２に対して特異的に結合

するモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマが、本発明に意図される。

      【００５８】

  モノクローナル抗体は、増殖ハイブリドーマコロニーの上清から単離され得る

。さらに、種々の技術（例えば、マウスのような適切な脊椎動物宿主の腹腔への

ハイブリドーマ細胞株の注射）が、収率を高めるために使用され得る。次いで、

モノクローナル抗体は、腹水または血液から収集され得る。汚染物質は、クロマ

トグラフィー、ゲル濾過、沈澱、および抽出のような従来の技術によって抗体か

ら除去され得る。

      【００５９】

  特定の実施形態において、抗体の抗原結合フラグメントの使用が好ましい。こ

のようなフラグメントには、Ｆａｂフラグメントが含まれ、これは、標準的な技

術を使用して（例えば、ＦａｂフラグメントおよびＦｃフラグメントを産生する

ためにパパインを用いる消化によって）、調製され得る。Ｆａｂフラグメントお

よびＦｃフラグメントは、標準的な技術を使用して、アフィニティークロマトグ

ラフィーによって（例えば、タンパク質Ａビーズカラムで）分離され得る。

      【００６０】

  ポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体は、ＤＳＰ－２ポリペプチドの

アフィニティ単離のために使用され得る。ポリペプチドのアフィニティー精製の
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ための技術は、当該分野において周知である（例えば、Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ，Ｇ

．Ｔ．ら、「Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ  Ａｆｆｉｎｉｔｙ  Ｌｉｇａｎｄ  Ｔｅ

ｃｈｎｉｑｕｅｓ」、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ、Ｉｎｃ．（Ｎｅｗ  Ｙｏ

ｒｋ、１９９２）を参照のこと）。手短には、その抗体または抗原結合フラグメ

ントは、固体支持体材料上に固定化され得、次いで、この支持体材料は目的のポ

リペプチドを含むサンプルと接触される。サンプルの残りからの分離に続いて、

次いでこのポリペプチドは、固定化された抗体から放出される。

      【００６１】

  （ＤＳＰ－２発現を検出するための方法）

  本発明の特定の局面は、診断およびアッセイの目的のために、ＤＳＰ－２また

はハイブリダイズポリペプチドに対して惹起された抗体を使用する方法を提供す

る。特定のアッセイは、ＤＳＰ－２、またはそのタンパク質分解フラグメントの

存在または非存在を検出するために抗体または他の薬剤を使用することを含む。

あるいは、ＤＳＰ－２をコードする核酸は、標準的なハイブリダイゼーションお

よび／またはＰＣＲ技術を使用して検出され得る。適切なプローブおよびプライ

マーは、本明細書に提供されるＤＳＰ－２  ｃＤＮＡ配列に基づいて、当業者に

よって設計され得る。アッセイは、一般的に、真核生物細胞、バクテリア、ウイ

ルス、このような生物から調製された抽出物および生きている生物において見出

される流体のような生物学的供給源から得られる種々のサンプルのいずれかを使

用して行われ得る。患者から得られ得る生物学的サンプルには、血液サンプル、

生検検体、組織外植片、器官培養物および他の組織または細胞調製物が挙げられ

る。患者または生物学的供給源は、ヒトまたは非ヒト動物、一次細胞培養物また

は培養適合細胞株であり得、これには、遺伝的に操作された細胞株（染色体的に

組み込まれたかまたはエピソーム的に組換えられた核酸配列を含み得る）、不死

化または不死化可能細胞株、体細胞ハイブリッド細胞株、分化されたまたは分化

可能な細胞株、形質転換された細胞株などが挙げられるが、これらに限定されな

い。特定の好ましい実施形態において、患者または生物学的供給源は、ヒトであ

り、特に好ましい実施形態において、生物学的供給源は、哺乳動物である非ヒト

動物（例えば、ゲッ歯動物（例えば、マウス、ラット、ハムスターなど）、有蹄
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動物（例えば、ウシ）または非ヒト霊長類）である。本発明の特定の他の好まし

い実施形態において、患者は、変化した細胞性信号伝達と関連した疾患を有する

と疑われ得るかまたはその危険にあると疑われ得る、あるいは、疾患のような危

険がないかまたはその存在がないことが既知であり得る。

      【００６２】

  ＤＳＰ－２タンパク質を検出するために、試薬は代表的には抗体であり、この

抗体は、以下に記載されるように調製され得る。サンプル中のポリぺプチドを検

出するための抗体を使用するための、当業者に公知の種々のアッセイ形式がある

。例えば、ＨａｒｌｏｗおよびＬａｎｅ，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｌａｂｏ

ｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂ

ｏｒａｔｏｒｙ，１９８８を参照のこと。例えば、このアッセイは、ウェスタン

ブロット形式で実行され得、この形式において、生物学的サンプルからのタンパ

ク質調製物を、ゲル電気泳動により分離し、適切な膜に移し、そして抗体と反応

させる。次いで、膜上の抗体の存在は、以下に記載されるような適切な検出試薬

を用いて検出され得る。

      【００６３】

  別の実施形態において、アッセイは、固体支持体上に固定された抗体を使用し

、標的ＤＳＰ－２に結合させ、そしてサンプルの残りから取り除くことを包含す

る。次いで結合されたＤＳＰ－２は、レポーター基を含む第２の抗体または試薬

を用いて検出され得る。あるいは、競合アッセイが利用され得る。この競合アッ

セイにおいて、ＤＳＰ－２ポリぺプチドを、レポーター基で標識し、そしてサン

プルと共に抗体をインキュベートした後に固定化抗体に結合させる。このサンプ

ルの成分が標識化ポリぺプチドの抗体ヘの結合を阻害する程度は、このサンプル

の固定化抗体との反応性を示し、そして結果として、サンプル中のＤＳＰ－２の

レベルを示す。

      【００６４】

  固体支持体は、抗体が結合され得る、当業者に公知の任意の材料（例えば、マ

イクロタイタープレートにおける試験ウェル、ニトロセルロースフィルターまた

は別の適切な膜）であり得る。あるいは、支持体は、ビーズまたは円板（例えば
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、ガラス）、ファイバーガラス、ラテックスまたはプラスチック（例えば、ポリ

スチレンまたはポリビニルクロリド）であり得る。当業者に公知の種々の技術（

特許および科学文献に豊富に記載される）を使用して、抗体は、固体支持体上に

固定化され得る。

      【００６５】

  特定の実施形態において、サンプル中のＤＳＰ－２の検出のためのアッセイは

、２つの抗体のサンドイッチアッセイである。このアッセイは、第１に固体支持

体（一般的にはマイクロタイタープレートのウェル）上に固定化された抗体を生

物学的サンプルと接触させる工程により実行され得、その結果、サンプル内のＤ

ＳＰ－２は、固定化抗体に結合することが可能になる（室温での３０分間のイン

キュベーション時間が、一般的に充分である）。次いで、結合されないサンプル

を、固定化ＤＳＰ－２／抗体複合体から除去し、そしてＤＳＰ－２上の異なる部

位に結合し得る第２の抗体（酵素、色素、放射性核種、発光基、蛍光基、または

ビオチンのようなレポーター基を含む）を添加する。次いで、固体支持体に結合

したままの第２の抗体の量を、特異的レポーター基に適切な方法を用いて決定す

る。放射性基については、シンチレーション計数またはオートラジオグラフィー

法が、一般的に適切である。分光法を使用して、色素、発光基、および蛍光基を

検出し得る。ビオチンを、異なるレポーター基（一般的に放射性基もしくは蛍光

基または酵素）に結合された、アビジンを使用して検出し得る。酵素レポーター

基を、一般的には基質を（一般的に特異的な期間）添加し、次いで、反応産物の

分光分析または他の分析することにより検出し得る。周知の技術を使用して、サ

ンプル中のＤＳＰ－２のレベルを決定するために、標準および標準添加物を使用

し得る。

      【００６６】

  本発明の関連する局面において、ＤＳＰ－２およびＤＳＰ－２ホスファターゼ

活性を検出するためのキットが提供される。このようなキットは、ＤＳＰ－２も

しくはＤＳＰ－２をコードする核酸のレベルを検出するために設計され得るか、

または直接ホスファターゼアッセイもしくは結合ホスファターゼアッセイにおい

て、ＤＳＰ－２のホスファターゼ活性を検出し得る。一般的には、本発明のキッ
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トは、アッセイにおいて使用される要素（例えば、試薬または緩衝液）を封入し

た１つ以上の容器を含む。

      【００６７】

  ＤＳＰ－２、またはＤＳＰ－２をコードする核酸のレベルを検出するためのキ

ットは、代表的にはＤＳＰ－２タンパク質、ＤＳＰ－２  ＤＮＡまたはＤＳＰ－

２  ＲＮＡに結合する試薬を含む。ＤＳＰ－２をコードする核酸を検出するため

に、試薬は、核酸プローブまたはＰＣＲプライマーであり得る。ＤＳＰ－２タン

パク質を検出するために、試薬は、代表的には抗体である。このようなキットは

また、試薬の直接的または間接的検出に適したレポーター基を含む（すなわち、

レポーター基は、この試薬に共有結合で結合されるか、または第２の分子（例え

ば、プロテインＡ、プロテインＧ、免疫グロブリンまたはレクチン）に結合し得

、この第２の分子自身が、試薬に結合し得る）。適切なレポーター基としては、

酵素（例えば、セイヨウワサビペルオキシダーゼ）、基質、補因子、インヒビタ

ー、色素、放射性核種、発光基、蛍光基およびビオチンが挙げられるが、これら

に限定されない。このようなレポーター基は、当業者に公知の標準的な方法を使

用して、サンプル成分に対する試薬の結合を直接的または間接的に検出するため

に使用され得る。

      【００６８】

  ＤＳＰ－２活性を検出するためのキットは、代表的には適切な緩衝液と組合せ

たＤＳＰ－２基質を含む。ＤＳＰ－２活性は、上記のようなホスファターゼアッ

セイを行う前に、ＤＳＰ－２特異的抗体を用いて免疫沈降工程を実施することに

より特異的に検出され得る。基質の脱リン酸化を検出する際の使用のための他の

試薬もまた提供され得る。

      【００６９】

  特定の診断アッセイにおいて、変更されたＤＳＰ－２の存在または変更された

レベルのＤＳＰ－２発現に基づいて、増殖障害は、患者または本明細書中に提供

されるような別の生物学的供給源生物体において、検出され得る。例えば、抗体

は、野生型ＤＳＰ－２とアミノ酸配列におけるバリエーションを有する変更され

たＤＳＰ－２とを識別し得る。このようなバリエーションは、増殖障害の存在、
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またはこのような障害の罹患性を示し得る。ハイブリダイゼーションおよび増幅

技術は、同様に改変ＤＳＰ－２配列を検出するために使用され得る。

      【００７０】

  （ＤＳＰ－２活性のモジュレーターを同定するための方法）

  本発明の１つの局面において、ＤＳＰ－２ポリペプチドは、ＤＳＰ－２活性を

調節する薬剤を同定するために使用され得る。このような薬剤は、ＭＡＰ－キナ

ーゼカスケードを介するシグナル変換を阻害または増強し、細胞増殖を引き起こ

し得る。ＤＳＰ－２活性を調節する薬剤は、ＤＳＰ－２の発現および／もしくは

安定性、ＤＳＰ－２タンパク質活性ならびに／または基質を脱リン酸化するＤＳ

Ｐ－２の能力を変化させ得る。このようなアッセイにおいてスクリーニングされ

得る薬剤としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：抗体およびそ

の抗原結合フラグメント、例えば、触媒部位または二重リン酸化モチーフを提示

する競合基質またはペプチド、ＤＳＰ－２の転写および／または翻訳を妨害する

アンチセンスポリヌクレオチドおよびリボザイム、ならびにＤＳＰ－２に結合し

、そしてＤＳＰ－２を不活化する他の天然分子および合成分子（例えば、小分子

インヒビター）。

      【００７１】

  本発明に従うＤＳＰ－２のモジュレーターをスクリーニングする方法における

使用のための候補薬剤は、「ライブラリー」または化合物、組成物もしくは分子

の収集として提供され得る。このような分子は、代表的には、当該分野において

「小分子」として知られ、そして１０5ダルトン未満、好ましくは１０4ダルトン

未満、そしてなおより好ましくは、１０3ダルトン未満の分子量を有する化合物

を含む。例えば、試験化合物のライブラリーのメンバーは、本明細書中に提供さ

れるような少なくとも１つのＤＳＰ－２ポリペプチドを各々含む、複数のサンプ

ルに投与され得、次いで基質のＤＳＰ－２媒介脱リン酸化または基質へのＤＳＰ

－２媒介結合を増強または阻害するそれらの能力についてアッセイされる。ＤＳ

Ｐ－２機能（例えば、ホスホチロシンおよび／またはホスホセリン／スレオニン

脱リン酸化）に影響を与え得るとしてこのように同定された化合物は、治療目的

および／または診断目的のために役立つ。なぜなら、これらは、ＤＳＰ－２活性
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に関連する疾患の処置および／または検出を可能にするからである。このような

化合物はまた、ＤＳＰ－２に関与する分子シグナル伝達機構に関する研究、およ

びさらなる特異性を示す将来のＤＳＰ－２化合物の発見および開発における改良

に関する研究において役立つ。

      【００７２】

  候補薬剤はさらに、コンビナトリアルライブラリーのメンバーとして提供され

得、これは、好ましくは、複数の反応容器中で行われる所定の複数の化学反応に

従って調製された合成薬剤を含む。例えば、種々の出発化合物は、１以上の固相

合成、記録されたランダム混合手順および記録された反応分割手段を利用して調

製され得、これらは、所定の構成が、複数の順列および／または組み合わせの反

応条件を帰属可能に受けることを可能にする。得られる生成物は、スクリーニン

グされ得、次いで反復の選択および合成手順をされ得るライブラリー（例えば、

ペプチド（例えば、ＰＣＴ／ＵＳ９１／０８６９４、ＰＣＴ／ＵＳ９１／０４６

６６（これらは、本明細書中でその全体を参考として援用される）を参照のこと

）または本明細書中で提供されるような小分子を含み得る他の組成物（例えば、

ＰＣＴ／ＵＳ９４／０８５４２、ＥＰ  ０７７４４６４、米国特許第５，７９８

，０３５号、米国特許第５，７８９，１７２号、米国特許第５，７５１，６２９

号（これらは、本明細書中でその全体を参考として援用される）を参照のこと）

の合成コンビナトリアルライブラリー）を構成する。このようなライブラリーの

多様な分類は、確立された手順に従って調製され得、そして本開示に従うＤＳＰ

－２を用いて試験され得ることを、当業者は理解する。

      【００７３】

  特定の実施形態においては、調節薬剤は、候補薬剤を、ＤＳＰ－２ポリペプチ

ドまたはこのようなポリペプチドをコードするポリヌクレオチドと、インビトロ

またはインビボで組み合わせ、そして候補薬剤のＤＳＰ－２ホスファターゼ活性

に対する効果を、例えば、本明細書中に記載される代表的なアッセイを用いて評

価することによって同定され得る。ホスファターゼ活性における増加または減少

は、候補薬剤の存在下および非存在下で、本明細書中に提供される代表的なアッ

セイを行うことによって測定され得る。手短には、候補薬剤は、活性ＤＳＰ－２
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ポリペプチドと基質（例えば、リン酸化ＭＡＰ－キナーゼ）の混合物中に、この

混合物の１以上の成分とのプレインキュベーションありまたはなしで含まれ得る

。一般的に、抗体またはこのようなアッセイにおける使用のための他の薬剤の適

切な量は、約０．０１μＭ～約１００μＭの範囲である。次いで、薬剤のＤＳＰ

－２活性への効果は、基質からのホスフェートの損失を定量化し、そしてその損

失を、候補薬剤の添加なしでＤＳＰ－２を用いて達成された損失と比較すること

によって評価され得る。あるいは、結合キナーゼアッセイが使用され得、このア

ッセイにおいてＤＳＰ－２活性は、ＭＡＰ－キナーゼ活性に基づいて間接的に測

定される。

      【００７４】

  あるいは、ＤＳＰ－２コード領域またはレポーター遺伝子と作動可能に連結さ

れたＤＳＰ－２プロモータを含むポリヌクレオチドは、試験化合物のＤＳＰ－２

転写への影響を評価するために使用され得る。このようなアッセイは、ＤＳＰ－

２を内因的に発現する細胞（例えば、ヒトもしくは他の哺乳動物の胸腺細胞また

は免疫系細胞）またはレポーター遺伝子と作動可能に連結したＤＳＰ－２プロモ

ーターを含む発現ベクターでトランスフェクトされた細胞において行われ得る。

次いで、試験化合物の効果は、ＤＳＰ－２またはレポーターの転写への効果を、

例えば、ノーザンブロット分析または適切なレポーター活性アッセイを用いてア

ッセイすることによって評価され得る。

      【００７５】

  ＤＳＰ－２活性はまた、その発現が適切な基質の活性化に依存するレポーター

遺伝子でトランスフェクトした全細胞において測定され得る。例えば、適切な細

胞（すなわち、ＤＳＰ－２を発現する細胞）は、レポーター遺伝子と連結された

基質依存性プロモーターでトランスフェクトされ得る。このような系において、

レポーター遺伝子の発現（これは、当業者に周知の方法を用いて容易に検出され

得る）は、基質の活性化に依存する。基質の脱リン酸化は、レポーター活性にお

ける減少に基づいて検出され得る。候補調節薬剤は、上記のようにこのような系

に添加され得、ＤＳＰ－２活性に対するそれらの効果を評価する。

      【００７６】
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  本発明はさらに、ＤＳＰ－２と相互作用するか、またはＤＳＰ－２に結合する

分子を同定するための方法を提供する。このような分子は、一般的に、少なくと

も１０4、好ましくは、少なくとも１０5、より好ましくは、少なくとも１０6、

なおより好ましくは、少なくとも１０7、そして最も好ましくは、少なくとも１

０8の親和力定数（Ｋa）を有するＤＳＰ－２と会合する。親和力定数は、周知の

技術を用いて決定され得る。相互作用分子を同定するための方法は、例えば、調

節薬剤についての最初のスクリーニングとして、またはインビボでのＤＳＰ－２

活性に関与する因子を同定するために使用され得る。基質捕捉のための技術（例

えば、上記のようなＤＳＰ－２変異体または基質捕捉変異体を用いる）はまた、

本明細書中で提供される特定の実施形態に従って意図される。標準的な結合アッ

セイに加えて、相互作用分子を同定するために周知である多くの他の技術（酵母

２ハイブリッドスクリーニング、ファージディスプレイおよび親和力技術を含む

）が存在する。このような技術は、慣用的なプロトコルを用いて行われ得、これ

らのプロトコルは当業者に周知である（例えば、Ｂａｒｔｅｌら、Ｃｅｌｌｕｌ

ａｒ  Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ  ｉｎ  Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ：Ａ  Ｐｒａ

ｃｔｉｃａｌ  Ａｐｐｒｏａｃｈ、Ｄ．Ａ．Ｈａｒｌｅｙ（編）、Ｏｘｆｏｒｄ

  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｐｒｅｓｓ（Ｏｘｆｏｒｄ，ＵＫ）、１５３～１７９

頁、１９９３を参照のこと）。これらおよび他の技術においては、候補相互作用

タンパク質（例えば、推定ＤＳＰ－２基質）は、ＤＳＰ－２結合タンパク質また

はＤＳＰ－２相互作用タンパク質の存在についてアッセイする前に、リン酸化さ

れ得る。

      【００７７】

  他の局面においては、本発明は、動物が機能的なＤＳＰ－２の発現も、変化し

たＤＳＰ－２の発現もしない、動物モデルを提供する。このような動物は、標準

的な相同組換え戦略を用いて産生され得る。この様式で産生された動物モデルは

、ＤＳＰ－２ポリペプチドの活性およびインビボでの調節薬剤を研究するために

使用され得る。

      【００７８】

  （基質を脱リン酸する方法）
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  本発明の別の局面において、ＤＳＰ－２ポリペプチドは、本明細書中で提供さ

れるＤＳＰ－２の基質を脱リン酸するために使用され得る。１つの実施形態にお

いて、基質は、３０℃で１０分間、適切な緩衝液（例えば、Ｔｒｉｓ、ｐＨ７．

５、１ｍＭ  ＥＤＴＡ、１ｍＭ  ジチオスレイトール、１ｍｇ／ｍＬ  ウシ血清

アルブミン）中で基質とともにＤＳＰ－２ポリペプチドをインキュベートするこ

とで、インビボで脱リン酸され得る。ＭＡＰキナーゼのような、ＤＳＰ－２によ

って脱リン酸され得る任意の化合物が、基質として使用され得る。一般に、反応

成分の量は、約５０ｐｇ～約５０ｎｇのＤＳＰ－２ポリペプチドにわたり、そし

て約１０ｎｇ～約１０μｇの基質にわたり得る。次いで、脱リン酸された基質は

、例えば、親和性技術および／またはゲル電気泳動によって精製され得る。基質

の脱リン酸の程度は、［γ－32Ｐ］標識化基質を試験アリコートに添加し、そし

て本明細書中に記載されるように基質の脱リン酸のレベルを評価することによっ

て、一般にモニターされ得る。

      【００７９】

  （細胞応答を調節する方法）

  調節剤は、インビボおよびインビトロの両方の種々の状況における、細胞の増

殖、分化および生存のような細胞応答を、調節、改変またはさもなくば変化（例

えば、増加または減少）するために使用され得る。一般に、このような応答を調

節（例えば、増加または減少）するために、細胞は、ＤＳＰ－２活性の調節を可

能にするのに十分な時間および条件下で、ＤＳＰ－２活性を調節する薬剤に接触

される。細胞応答を調節する薬剤は、種々の方法の任意において機能し得る。例

えば、薬剤は、遺伝子発現のパターンを調節し得る（すなわち、協調的様式で発

現される遺伝子ファミリーまたは遺伝子の発現を増大または阻害し得る）。種々

のハイブリダイゼーションおよび増幅の技術は、遺伝子発現のパターンを評価す

るために利用可能である。あるいは、またはさらに、薬剤は細胞のアポトーシス

または壊死をもたらし得、そして／または細胞内の細胞サイクルの機能を調節し

得る。（例えば、Ａｓｈｋｅｎａｚｉら、１９９８  Ｓｃｉｅｎｃｅ、２８１：

１３０５；Ｔｈｏｒｎｂｅｒｒｙら、１９９８  Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２８１：１３

１２；Ｅｖａｎら、１９９８  Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２８１：１３１７；Ａｄａｍｓ
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ら、１９９８  Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２８１：１３２２；および本明細書中に列挙さ

れる参考文献を参照のこと。）

  上記のように処置された細胞は、変化した増殖、分化または生存特性を有する

細胞の標準的特徴を示し得る。さらに、このような細胞は、細胞増殖の接触阻害

、足場非依存性増殖または改変された細胞内接着のような、他の検出可能な特性

における変化を示し得る（しかし、必要とはされない）。このような特性は、当

業者が精通した技術を使用して容易に検出され得る。

      【００８０】

  （治療方法）

  １つ以上のＤＳＰ－２ポリペプチド、調節剤および／またはこのようなポリペ

プチドをコードするポリヌクレオチドおよび／または調節剤はまた、患者におい

てＤＳＰ－２活性を調節するためにも使用され得る。本明細書中で使用される場

合、「患者」は、任意の哺乳動物（ヒトを含む）であり得、そしてＤＳＰ－２活

性に関連した状態に冒され得るか、または検出可能な疾患を有さないものであり

得る。従って、処置は、存在する疾患の処置であり得るか、または予防的であり

得る。ＤＳＰ－２活性に関連する状態としては、細胞増殖（癌、対宿主性移植片

病（ＧＶＨＤ）、自己免疫傷害、アレルギーまたは免疫抑制が関与し得る他の状

態を含む）、代謝病、異常細胞増殖または異常細胞分化、および細胞サイクル異

常に関連する任意の傷害が挙げられ得る。このような特定の傷害は、正常なＭＡ

Ｐキナーゼのホスファターゼ活性の損失に関連し、非制御細胞増殖を導く。ＤＰ

Ｓ－２ポリペプチドおよびこのようなポリペプチドをコードするポリヌクレオチ

ドは、このような傷害を回復させるために使用され得る。ＤＳＰ－２のアクチベ

ーターはまた、移植された器官または移植片の拒絶を阻害し得る。このような用

途として、ＤＳＰ－２のアクチベーターは、好ましくは移植または移植片の部位

に投与される。

      【００８１】

  患者への投与のために、１つ以上のポリペプチド、ポリヌクレオチドおよび／

または調節剤が、薬学的組成物として一般に処方される。薬学的組成物は、滅菌

した水溶液または非水溶液、懸濁液または乳濁液であり得、これはさらに生理学
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的に受容可能なキャリア（すなわち、活性成分の活性に干渉しない非毒性物質）

を含む。このような組成物は、固体、液体または気体（エアロゾル）の形態であ

り得る。あるいは、本発明の組成物は、凍結乾燥物として処方され得るか、また

は化合物は、周知の技術を使用してリポソーム内にカプセル化され得る。本発明

の範囲内の薬学的組成物はまた、他の成分を含み得、これらは生物学的に活性で

あるか、または不活性であり得る。このような成分としては、以下が挙げられる

がこれらに限定されない：緩衝液（例えば、中性緩衝生理食塩水またはリン酸緩

衝生理食塩水）、炭水化物（例えば、ブドウ糖、マンノース、ショ糖またはデキ

ストラン）、マンニトール、タンパク質、ポリペプチド、またはグリシンのよう

なアミノ酸、抗酸化剤、ＥＤＴＡまたはグルタチオンのようなキレート化剤、安

定剤、色素、矯味矯臭剤、および懸濁剤および／または保存剤。

      【００８２】

  当業者に公知の任意の適切なキャリアは、本発明の薬学的組成物において使用

され得る。治療的使用のためのキャリアは周知であり、そして例えば、Ｒｅｍｉ

ｎｇｔｏｎｓ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｍａｃｋ  

Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ｃｏ．（Ａ．Ｒ．Ｇｅｎｎａｒｏ編  １９８５）に記載

される。一般に、キャリアの型は、投与の形態に基づいて選択される。薬学的組

成物は、投与（例えば、局所的、経口、経鼻、クモ膜下内、直腸、膣、舌下、ま

たは非経口（皮下、静脈内、筋肉内、胸骨下（ｉｎｔｒａｓｔｅｒｎａｌ）、空

洞内、道内（ｉｎｔｒａｍｅａｔａｌ）、または尿道内の注射あるいは注入が挙

げられる）投与が挙げられる）の任意の適切な様式のために処方され得る。非経

口投与について、このキャリアは、好ましくは水、生理食塩水、アルコール、脂

肪、ワックスまたは緩衝液を含む。経口投与について、上記の任意のキャリアま

たは固体キャリア（例えば、マンニトール、ラクトース、デンプン、ステアリン

酸マグネシウム、ナトリウムサッカリン、滑石粉、セルロース、カオリン、グリ

セリン、デンプンデキストリン、アルギニン酸ナトリウム、カルボキシメチルセ

ルロース、エチルセルロース、ブドウ糖、ショ糖、および／または炭酸マグネシ

ウム）が使用され得る。

      【００８３】
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  薬学的組成物（例えば、経口投与または注射による送達のための）は、液体形

態（例えば、エリキシル、シロップ、溶液、乳濁液または懸濁液）であり得る。

液体の薬学的組成物としては、例えば以下の１つ以上が挙げられ得る：注射のた

めの水、食塩水、好ましくは生理食塩水、リンゲル液、等張性塩化ナトリウム、

溶媒または懸濁媒体として役立ち得る合成のモノまたはジグリセリドのような不

揮発性油、ポリエチレングリコール、グリセリン、プロピレングリコールまたは

他の溶媒のような滅菌希釈剤；ベンジルアルコールまたはメチルパラベン（ｐａ

ｒａｂｅｎ）のような抗菌剤；アスコルビン酸または亜硫酸水素ナトリウムのよ

うな抗酸化剤；エチレンジアミン四酢酸のようなキレート化剤；アセテート、シ

トレートまたはホスフェートのような緩衝液および塩化ナトリウムまたはブドウ

糖のような張性の調節のための薬剤。非経口調製物は、ガラスまたはプラスチッ

クで作製されたアンプル、使い捨てシリンジまたは複数の用量バイアルに同封さ

れ得る。生理食塩水の使用が好ましく、そして注射可能な薬学的組成物は、好ま

しくは滅菌されている。

      【００８４】

  本明細書中に記載された組成物は、持続放出のために処方され得る（すなわち

、投与によって化合物の緩やかな放出をもたらすカプセルまたはスポンジのよう

な処方物）。このような組成物は、一般的には周知の技術を用いて調製され得、

そして例えば、経口、直腸または皮下埋め込み術によってか、または所望の標的

部位への移植によって投与され得る。持続放出処方物は、キャリアマトリックス

において分散され、そして／または速度制御膜によって囲まれたリザーバ内に含

まれる薬剤を含み得る。このような処方物内での使用のためのキャリアは、生体

適合性であり、そしてまたは生分解性であり得る；好ましくは、この処方物は、

活性成分の放出の比較的一定のレベルを提供する。持続放出処方物に含まれる活

性成分の量は、移植の部位、放出の速度および予期される持続期間ならびに処置

または予防される状態の体質に依存する。

      【００８５】

  ＤＳＰ－２ポリペプチドをコードするポリヌクレオチドおよび／または調節因

子（ポリペプチドおよび／または調節因子は、インサイチュで生成されるように
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）を含有する薬学的組成物に関して、このポリヌクレオチドは、核酸ならびに、

細菌発現系、ウイルス発現系および哺乳動物発現系を含む、当業者に公知の種々

の送達系のいずれかに存在され得る。このような発現系にＤＮＡを取り込むため

の技術は、当業者に周知である。このＤＮＡはまた、例えば、Ｕｌｍｅｒら、Ｓ

ｃｉｅｎｃｅ  ２５９：１７４５－１７４９，１９９３に記載およびＣｏｈｅｎ

，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５９：１６９１－１６９２，１９９３によって概説される

ように「裸」であり得る。裸のＤＮＡの取り込みは、細胞に効果的に輸送される

生分解性ビーズ上にＤＮＡを被覆することによって上昇され得る。

      【００８６】

  薬学的組成物内の、ＤＳＰ－２ポリペプチド、ポリヌクレオチドまたは調節因

子は、種々の化合物のいずれかに連結され得る。例えば、このような因子は、因

子の標的部位への送達を容易にする標的化部分（例えば、モノクロナール抗体ま

たはポリクロナール抗体、タンパク質またはリポソーム）に連結され得る。本明

細書中で使用される場合「標的化部分」は、任意の物質（例えば、化合物または

細胞）であり得、薬剤の標的細胞または組織への輸送を増大する因子と連結され

た場合、それによってこの薬剤の局所的な濃度を上昇する。標的化部分としては

、抗体またはそのフラグメント、レセプター、リガンドならびに標的組織の細胞

に結合する他の分子、または標的組織の近位の細胞に結合する他の分子が挙げら

れる。抗体標的化因子は、インタクト（全て）な分子、そのフラグメント、また

はその機能的な等価物であり得る。抗体フラグメントの例としては、Ｆ（ａｂ’

）2、－Ｆａｂ’、ＦａｂおよびＦ［ｖ］フラグメントであり、これらは、従来

の方法によってか、または遺伝子工学もしくはタンパク質工学によって産生され

得る。結合は、一般的には、共有結合であり、そして例えば、直接縮合または他

の反応によってか、二機能性リンカーまたは多機能性リンカーを手段として達成

される。標的化部分は、薬剤が治療的利点を発揮すると予期される、細胞または

組織に基づいて選択され得る。

      【００８７】

  薬学的組成物は、治療（または予防）される疾患に適切な様式で投与され得る

。適切な投与量ならびに投与の適切な持続期間および頻度は、患者の状態、患者
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の疾患の型および重篤性、活性成分の特定の形態および投与の方法のような因子

によって決定される。一般的には、適切な投与量および処置レジメンは、治療的

利点および／または予防的利点（例えば、より多くの完全な寛解または部分的な

寛解、または長期の無疾患および／または全体的な生存者のような臨床的な成果

を向上させる）を提供するのに十分な量で薬剤を提供する。予防的な使用に関し

て、投与量は、細胞増殖に関連する疾患の兆候を予防、遅延、またはこれの重篤

性を減少するのに十分でなければならない。

      【００８８】

  最適な投与量は、一般的には、実験的なモデルおよび／または臨床的な試みを

用いて決定され得る。一般的には、用量において存在するポリペプチドの量また

は用量において存在するＤＮＡによってインサイチュで産生されるポリペプチド

の量は、約０．０１μｇ／ｋｇ宿主～約１００μｇ／ｋｇ宿主、代表的には約０

．１μｇ～約１０μｇの範囲である。効果的な治療を提供するのに十分な最少用

量の使用は、通常好ましい。患者は、一般的には、当業者に公知である処置また

は予防される状態について適切なアッセイを用いて治療有効性または予防有効性

についてモニタされ得る。適切な用量サイズは、患者の大きさに伴なって変化す

るが、代表的には、１０～６０ｋｇの動物に対して約１０ｍＬ～約５００ｍＬの

範囲である。

      【００８９】

  以下の実施例は、例示の目的で提示するが、限定の目的ではない。

      【００９０】

  （実施例）

  （実施例１）

  （ＤＳＰ－２をコードするｃＤＮＡのクローニングおよび配列決定）

  本実施例は、ヒトＤＳＰ－２をコードするｃＤＮＡ分子のクローニングを示す

。

      【００９１】

  二重特異性（ｄｕａｌ－ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ）ホスファターゼの活性部位

ドメインの周囲の保存配列モチーフを以下のように同定した：二重特異性ホスフ
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ァターゼは、タンパク質チロシンホスファターゼ（ＰＴＰ）のより大きいファミ

リーに属する。これは、５つの可変アミノ酸ストレッチのＮ末端に位置するシス

テイン残基、それに続くアルギニン残基を含む保存された触媒性ドメインを共有

する（Ｆａｕｍａｎら、Ｔｒｅｎｄｓ  Ｉｎ  Ｂｉｏｃｈ．Ｓｃｉ．２１：４１

３～４１７、１９９６）。ＤＳＰは、代表的に、ＰＴＰ活性部位モチーフを含む

が、他の領域においてはＰＴＰに対する配列相同性を欠いている（Ｊｉａ，Ｂｉ

ｏｃｈｅｍ．ａｎｄ  Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌ．７５：１７～２６，１９９７）。し

かし、ＤＳＰの間で保存されているコンセンサス配列は、報告されておらず、上

記に言及されたような公知のＤＳＰ配列の試験から明白なコンセンサス領域も報

告されていない。新しいＤＳＰファミリーメンバーの同定に有用な、より長いコ

ンセンサスＤＳＰアミノ酸配列モチーフを誘導するために、複数の公知の二重特

異性ホスファターゼ配列を整列させ、比較した。ＭＡＰ－キナーゼホスファター

ゼ活性を有する８つのヒトＤＳＰ由来の８つのアミノ酸配列の整列により、ＰＴ

Ｐ活性部位サインモチーフを含む２３のアミノ酸ペプチド配列から構成される保

存された相同性領域を得た。従って、以下の配列：ＧＲＶＬＶＨＣＱＡＧＩＳＲ

ＳＧＴＮＩＬＡＹＬＭ（配列番号４）

、を有する候補ペプチドを用いて、Ｅｘｐｒｓｓｅｄ  Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  Ｔａ

ｇ  ｄａｔａｂａｓｅ（Ｎａｔ．Ｃｅｎｔｅｒ  ｆｏｒ  Ｂｉｏｌ．Ｉｎｆｏｒ

ｍａｔｉｏｎ．ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｄｂＥＳＴ）を検

索した。この検索では、デフォールトパラメータ中の遺伝子コード縮重性を可能

にする反復（ｉｔｅｒａｔｉｏｎ）で候補ペプチドの逆翻訳を可能にするアルゴ

リズム（ｔｂｌａｓｔｎ）を使用した。この検索結果は、ＥＳＴ  ＡＡ９１５９

３２、ならびにＡＡ９２６７４４、ＡＡ５２７２９２、ＡＩ２１５１５８および

ＡＡ３５６４７６を、ＭＡＰ－キナーゼホスファターゼ候補として同定した。こ

のＥＳＴは、発現された遺伝子（例えば、ＭＡＰ－キナーゼホスファターゼ活性

を有するＤＳＰ－２をコードする遺伝子）の完全なコード領域を含まない。また

、センス鎖およびオープンリーディングフレームも同定されなかった。

      【００９２】

  全長コード配列を得るため、供給業者の指示に従って、５’／３’ＲＡＣＥキ
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ット（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ  Ｍａｎｎｈｅｉｍ，Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ，

ＩＮ）を用いて、記載のように（Ｆｒｏｈｍａｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａ

ｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８５：８９９８、１９９８；Ｏｈａｒａら、Ｐｒｏｃ．Ｎ

ａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８６：５６７３、１９８９；Ｌｏｈら、Ｓｃ

ｉｅｎｃｅ  ２４３：２１７、１９８９）、５’および３’ＲＡＣＥ（ｒａｐｉ

ｄ  ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ  ｏｆ  ｃＤＮＡ  ｅｎｄ：ｃＤＮＡ末端の迅

速増幅）で、ヒト胸腺ｃＤＮＡをスクリーニングした。活性部位ドメインにすぐ

隣接する配列情報を、ヒト胸腺ｃＤＮＡでの５’ａｎｄ３’ＲＡＣＥ反応におい

て、用いた。これには、以下のプライマー（配列番号５～９）：

      【００９３】

【化１】

を用いた。

      【００９４】

  １８８アミノ酸のタンパク質（図２：配列番号２）をコードするｃＤＮＡ（図

１：配列番号１）をＤＳＰ－２として同定した。この配列は、他のＭＡＰ－キナ

ーゼホスファターゼ（図３）と有意な相同性を有した。同定されたｃＤＮＡは、

５６４塩基対のコード領域、ならびに関連する５’および３’非翻訳配列を含む

。ＤＳＰ－２についての活性部位ドメインを、配列番号１の１０２位で開始する

ヌクレオチドによりコードされる領域に局在化させた。

      【００９５】

  半定量的ＲＴ－ＰＣＲ分析を実行した。これらの分析は、免疫系の組織におけ

る、有意により高いレベルのＤＳＰ－２  ｍＲＮＡを示した。

      【００９６】
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  （実施例２）

  （ヒト組織におけるＤＳＰ－２発現）

  本実施例において、ＤＳＰ－２コード核酸配列が、種々の組織供給源由来のヒ

トポリＡ＋ＲＮＡにハイブリダイズすることを示す。核酸ハイブリダイゼーショ

ンプローブとしての使用のため、全長ＤＳＰ－２コードｃＤＮＡ（配列番号１）

を、Ａｕｓｕｂｅｌら（１９９８  Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ

  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｇｒｅｅｎｅ  Ｐｕｂｌ．Ａｓｓｏｃ

．Ｉｎｃ．＆Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，Ｂｏｓｔｏｎ，ＭＡ

）に記載のランダムプライマー方法により32Ｐ標識した。このプローブを、検出

可能なβアクチンｍＲＮＡの量に基準化した、複数のヒト組織に由来するヒトポ

リＡ＋ＲＮＡを含むブロットにハイブリダイズした（図４、カタログ番号７７５

９－１；Ｃｌｏｎｔｅｃｈ，Ｉｎｃ．，Ｐａｌｏ  Ａｌｔｏ，ＣＡ）。Ｅｘｐｒ

ｅｓｓ  ＨｙｂTM溶液（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）中で６８℃で３０分間、ブロットを

プレハイブリダイゼーションし、次いで、標識したプローブを用い、Ｅｘｐｒｅ

ｓｓ  ＨｙｂTM溶液中で、６８℃で１時間ハイブリダイズした。次に、このブロ

ットを、２×ＳＳＣ、０．５％  ＳＤＳ中で、室温にて４０分間洗浄し、次いで

、０．１×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ中で５０℃で４０分間、第２の洗浄をした。

ブロットを風乾し、次いで、Ｈｙｐｅｒｆｉｌｍ  ＭＰTMオートラジオグラフフ

ィルム（Ａｍｅｒｓｈａｍ  Ｌｉｆｅ  Ｓｃｉｅｎｃｅ，Ａｒｌｉｎｇｔｏｎ  

Ｈｔｓ，ＩＬ）に一晩曝露した。結果を図４に示す。ここでは、ＲＮＡのヒト組

織供給源は以下のとおりであった：レーン１、脾臓；レーン２、胸腺；レーン３

、前立腺；レーン４、精巣；レーン５、卵巣；レーン６、小腸；レーン７、結腸

；レーン８、末梢血白血球。ヒト精巣において、特に言明されたＤＳＰ－２発現

が、検出された。

      【００９７】

  前述により、本発明の特定の実施形態が例示の目的で本明細書において記載さ

れるが、種々の改変が本発明の精神および範囲から逸脱することなくなされ得る

ことが理解される。従って、本発明は添付の特許請求の範囲によってしか限定さ

れない。
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【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、ＤＳＰ－２についてのｃＤＮＡ配列（配列番号１）を示し、翻訳領域

が太字で示される。開始コドンおよび終止コドンは、四角で囲んで示される。

    【図２】

  図２は、ＤＳＰ－２の推定アミノ酸配列（配列番号２）を示す。

    【図３】

  図３は、ＤＳＰ－２と他のＭＡＰ－キナーゼホスファターゼとの間の配列類似

性を示す、配列アラインメントである。

    【図４】

  図４は、32Ｐ標識した全長ＤＳＰ－２コード核酸配列をプローブとして使用す

る、ノーザンブロットハイブリダイゼーションを示す。ブロットは、以下のよう

な種々の組織型由来のヒトポリＡ＋ＲＮＡを含んだ：レーン１、脾臓；レーン２

、胸腺；レーン３、前立腺；レーン４、精巣；レーン５、卵巣；レーン６、小腸

；レーン７、結腸；レーン８、末梢血白血球。

【図１】

【図２】



(49) 特表２００２－５３９７９２

【図３】
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【図４】
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【国際調査報告】
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