
(57)【要約】
本発明は、ヒトインターフェロンガンマの少なくとも 1つの活性を有するポリペプチドを
特徴とする ORFをコードするヒトゲノム中の読みとり枠（ ORF）、および該ポリペプチドの
変種と断片を含有するこれらに関連する試薬、ならびにコードする核酸、およびこれらに
対するリガンドを開示する。本発明は、これらの分子の同定と調製方法、これらを含有す
る医薬組成物の製造方法、および疾患の診断、予防および治療におけるこれらの使用のた
めの方法を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ヒ ト IFNガ ン マ の 少 な く と も 1つ の 活 性 を 示 し ：
　 a)pIFNFHcon（ 配 列 番 号 156） の 完 全 な 配 列 と 少 な く と も 80％ の 相 同 性 ； お よ び
　 b)pIFNFHcon中 の Ala10、 Gly12、 Arg26、 Ala31、 Lys35、 Phe47、 Gln55、 Glu57、 Lys63、
お よ び Ile75に 対 応 す る 位 置 に 9個 以 下 の 非 保 存 的 変 異 、
を 有 す る 配 列 を 含 む 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
　 pIFNFHconの 完 全 な 配 列 と 少 な く と も 80％ の 相 同 性 を 有 し 、 pIFNFHcon中 の Ala10、 Gly12
、 Arg26、 Ala31、 Lys35、 Phe47、 Gln55、 Glu57、 Lys63、 お よ び Ile75に 対 応 す る 位 置 に 非
保 存 的 変 異 を 有 さ な い 配 列 を 含 む 、 請 求 項 1の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
　 pIFNFH15（ 配 列 番 号 20） 、 pIFNFH32（ 配 列 番 号 32） 、 お よ び pIFNFH37（ 配 列 番 号 36） か
ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む 、 請 求 項 2の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
　 pIFNFHconの 完 全 な 配 列 と 少 な く と も 80％ の 相 同 性 を 有 し 、 か つ pIFNFHcon中 の Ala10、 G
ly12、 Arg26、 Ala31、 Lys35、 Phe47、 Gln55、 Glu57、 Lys63、 お よ び Ile75に 対 応 す る 位 置
に 1ま た は 2個 の 非 保 存 的 変 異 を 有 す る 配 列 を 含 む 、 請 求 項 1の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 pIFNFH04（ 配 列 番 号 6） 、 pIFNFH03（ 配 列 番 号 4） 、 pIFNFH08（ 配 列 番 号 8） 、 pIFNFH20
（ 配 列 番 号 22） 、 pIFNFH23（ 配 列 番 号 24） 、 pIFNFH12（ 配 列 番 号 14） 、 pIFNFH25（ 配 列 番
号 26） 、 pIFNFH13（ 配 列 番 号 16） 、 pIFNFH14（ 配 列 番 号 18） 、 pIFNFH36（ 配 列 番 号 34） 、
お よ び pIFNFH39（ 配 列 番 号 38） か ら 選 択 さ れ る 配 列 を 含 む 、 請 求 項 4の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
　 pIFNFHconの 完 全 な 配 列 と 少 な く と も 80％ の 相 同 性 を 有 し 、 か つ pIFNFHcon中 の Ala10、 G
ly12、 Arg26、 Ala31、 Lys35、 Phe47、 Gln55、 Glu57、 Lys63、 お よ び Ile75に 対 応 す る 位 置
に 、 3、 4、 ま た は 5個 の 非 保 存 的 変 異 を 有 す る 配 列 を 含 む 、 請 求 項 1の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
　 pIFNFH11（ 配 列 番 号 12） 、 pIFNFH27（ 配 列 番 号 28） 、 pIFNFH01（ 配 列 番 号 2） 、 pIFNFH3
1（ 配 列 番 号 30） 、 pIFNFH10（ 配 列 番 号 10） 、 お よ び pIFNFH42（ 配 列 番 号 40） か ら 選 択 さ
れ る 配 列 を 含 む 、 請 求 項 6の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ８ 】
　 配 列 番 号 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22、 24、 26、 28、 30、 32、 34、 36、 38
、 お よ び 40の ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 種 、 成 熟 型 、 ま た は 活 性 断 片 で あ る 、 請 求 項 2、 4ま た は 6
の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ９ 】
　 配 列 番 号 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22、 24、 26、 28、 30、 32、 34、 36、 38
、 お よ び 40の 配 列 の 天 然 に 存 在 す る 対 立 遺 伝 子 変 種 で あ る 、 請 求 項 8の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 変 種 は 1つ 以 上 の 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 の 翻 訳 物 で あ る 、 請 求 項 9の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 1～ 10の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド と pIFNFHconに 対 し て 異 種 で あ る 配 列 と を 含 む 融
合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 タ ン パ ク 質 は 、 膜 結 合 タ ン パ ク 質 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 、 マ ル チ マ ー 化 ド メ イ ン 、
細 胞 外 タ ン パ ク 質 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド 含 有 タ ン パ ク 質 、 エ ク ス ポ ー ト シ グ ナ ル 含 有 タ ン パ
ク 質 に 属 す る 1つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 11の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 1～ 10の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る リ ガ ン ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
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　 請 求 項 1～ 10の い ず れ か の 1つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド の IFNガ ン マ 関 連 活 性 に 拮 抗 す る か ま
た は こ れ を 阻 害 す る 、 請 求 項 13の リ ガ ン ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ま た は ヒ ト 化 抗 体 、 ま た は 抗 原 結 合 断 片 で
あ る 、 請 求 項 14の リ ガ ン ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 膜 結 合 タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン に 対 応 す る 、 請 求 項 14の リ ガ ン ド 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 活 性 画 分 、 前 駆 体 、 塩 、 ま た は 誘 導 体 の 形 で あ る 、 請 求 項 1～ 16の
い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 該 ポ リ ペ プ チ ド は 、 放 射 活 性 標 識 物 、 蛍 光 標 識 物 、 ビ オ チ ン 、 ま た は 細 胞 障 害 性 物 質 と
の 結 合 体 ま た は 複 合 体 の 形 で あ る 、 請 求 項 1～ 16の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 1の ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 お よ び ／ ま た は 構 造 に つ い て 設 計 さ れ る ペ プ チ ド 模 倣 物
。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 a)請 求 項 1～ 10の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド ；
　 b)配 列 番 号 11ま た は 12の 融 合 タ ン パ ク 質 ； ま た は
　 c)配 列 番 号 13～ 16の い ず れ か の リ ガ ン ド 、
よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 配 列 番 号 1、 3、 5、 7、 9、 11、 13、 15、 17、 19、 21、 23、 25、 27、 29、 31、 33、 35、 37
、 お よ び 39よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る DNA配 列 の コ ー ド 部 分 、 ま た は 該 DNA配 列 の 相 補 体 を
含 む 、 請 求 項 20の 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 配 列 番 号 1、 3、 5、 7、 9、 11、 13、 15、 17、 19、 21、 23、 25、 27、 29、 31、 33、 35、 37
、 お よ び 39よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 、 ま た は 該 核 酸 の 相 補 体 と 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン
シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 精 製 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 20～ 22の い ず れ か の 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 該 核 酸 分 子 は 、 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 宿 主 細 胞 で の 発 現
を 可 能 に す る 発 現 制 御 配 列 に 作 用 可 能 式 に 結 合 し た 、 請 求 項 23の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 20～ 24の い ず れ か の ベ ク タ ー ま た は 核 酸 で 細 胞 を 遺 伝 子 操 作 す る こ と を 含 む 、 請
求 項 1～ 16の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る こ と が で き る 細 胞 を 産 生 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 請 求 項 20～ 24の い ず れ か の ベ ク タ ー ま た は 核 酸 で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 請 求 項 1～ 10の い ず れ か 1項 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル が 上 昇 ま た は 低 下 し た 、 請 求 項
20～ 24の い ず れ か の ベ ク タ ー ま た は 核 酸 で 形 質 転 換 さ れ て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 細
胞 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 1～ 10の い ず れ か 1項 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル が 上 昇 ま た は 低 下 す る よ う に 形
質 転 換 さ れ て い る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 生 物 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 核 酸 ま た は ベ ク タ ー が 発 現 さ れ る 条 件 下 で 請 求 項 26ま た は 27の 細 胞 を 培 養 し 、 該 核 酸 ま
た は ベ ク タ ー に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 細 胞 培 養 物 か ら 回 収 す る こ と を 含 む 、 請
求 項 1～ 10の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド の 作 成 方 法 。
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【 請 求 項 ３ ０ 】
　 細 胞 ま た は 動 物 中 の 請 求 項 1～ 10の い ず れ か 1項 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル を 上 昇 さ せ
る 化 合 物 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 細 胞 ま た は 動 物 中 の 請 求 項 1～ 10の い ず れ か 1項 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル を 低 下 さ せ
る 化 合 物 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ま た は 小 干 渉 RNAで あ る 、 請 求 項 30の 化 合 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 請 求 項 1～ 18の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド 、 請 求 項 19の ペ プ チ ド 模 倣 物 、 請 求 項 20～ 24の
い ず れ か の 核 酸 、 請 求 項 26も し く は 27の 細 胞 、 ま た は 請 求 項 30～ 32の い ず れ か の 化 合 物 を
含 有 す る 精 製 さ れ た 調 製 物 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 請 求 項 1～ 10の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド の ヒ ト IFNガ ン マ 関 連 活 性 の 上 昇 が 必 要 な 時 に 、
疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に お け る 、 請 求 項 1～ 12の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド 、 請 求 項 19の ペ
プ チ ド 模 倣 物 、 ま た は 請 求 項 30の 化 合 物 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 活 性 成 分 と し て 、 請 求 項 1～ 12の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド の ヒ ト IFNガ ン マ 関 連 活 性 、 請
求 項 19の ペ プ チ ド 模 倣 物 、 ま た は 請 求 項 30の 化 合 物 の 調 節 を 必 要 と す る 、 疾 患 の 治 療 ま た
は 予 防 の た め の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 請 求 項 1～ 12の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド 、 請 求 項 19の ペ プ チ ド 模 倣 物 、 請 求 項 19～ 23の
い ず れ か の 核 酸 、 請 求 項 25も し く は 26の 細 胞 、 ま た は 請 求 項 29～ 31の い ず れ か の 化 合 物 を
、 薬 剤 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 組 合 せ る こ と を 含 む 、 医 薬 組 成 物 の 調 製 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 請 求 項 1～ 12の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド 、 請 求 項 19の ペ プ チ ド 模 倣 物 、 ま た は 請 求 項 30
の 化 合 物 の 治 療 的 有 効 量 の 投 与 を 含 む 、 請 求 項 1～ 10の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド の ヒ ト IFN
ガ ン マ 関 連 活 性 の 上 昇 を 必 要 と す る 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 請 求 項 1～ 10の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド の 過 剰 の ヒ ト IFNガ ン マ 関 連 活 性 に 関 連 す る 疾 患
の 治 療 ま た は 予 防 に お け る 、 請 求 項 14～ 16の い ず れ か の リ ガ ン ド 、 ま た は 請 求 項 31も し く
は 32の 化 合 物 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 活 性 成 分 と し て 、 請 求 項 14～ 16の い ず れ か の リ ガ ン ド 、 ま た は 請 求 項 31も し く は 32の 化
合 物 を 含 有 す る 、 請 求 項 1～ 10の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド の 過 剰 の ヒ ト IFNガ ン マ 関 連 活 性
に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の た め の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 請 求 項 14～ 16の い ず れ か の リ ガ ン ド ま た は 請 求 項 31も し く は 32の 化 合 物 を 、 薬 剤 学 的 に
許 容 さ れ る 担 体 と 組 合 せ る こ と を 含 む 、 請 求 項 1～ 10の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド の 過 剰 の
ヒ ト IFNガ ン マ 関 連 活 性 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 の た め の 医 薬 組 成 物 の 調 製 方 法
。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 請 求 項 14～ 16の い ず れ か の リ ガ ン ド 、 ま た は 請 求 項 31も し く は 32の 化 合 物 の 治 療 的 有 効
量 の 投 与 を 含 む 、 請 求 項 1～ 10の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 ま た は 予
防 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 請 求 項 1～ 10の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド に 関 連 す る 疾 患 を 治 療 す る の に 有 効 な 候 補 化 合
物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て ：
　 a)ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル が 上 昇 し た か ま た は 低 下 し た 、 請 求 項 26も し く は 27の 細 胞
、 ま た は 請 求 項 28の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 生 物 に 、 候 補 化 合 物 を 接 触 さ せ ； そ し て
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　 b)動 物 ま た は 細 胞 に 対 す る 化 合 物 の 作 用 を 測 定 す る 、
こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 請 求 項 1～ 10の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト ／ イ ン ヒ ビ タ ー ま た は ア ゴ ニ
ス ト ／ ア ク チ ベ ー タ ー と し て 候 補 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て ：
　 a)該 ポ リ ペ プ チ ド と 該 化 合 物 に 、 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 す る こ と が で き る 哺 乳 動 物 細 胞 ま
た は 哺 乳 動 物 細 胞 膜 を 接 触 さ せ ； そ し て
　 b)化 合 物 が 、 ポ リ ペ プ チ ド と 哺 乳 動 物 細 胞 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 膜 と の 相 互 作 用 、 ま た は
か か る 相 互 作 用 に 起 因 す る 応 答 を 阻 止 す る か ま た は 増 強 す る か を 測 定 す る 、
こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 試 料 中 の 請 求 項 1～ 10の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 お よ び ／ ま た は 存 在 を 測 定 す る
方 法 で あ っ て ：
　 (a)タ ン パ ク 質 含 有 試 料 を 提 供 し ；
　 (b)該 試 料 に 請 求 項 13～ 16の い ず れ か の リ ガ ン ド を 接 触 さ せ ； そ し て
　 (c)該 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た 該 リ ガ ン ド の 存 在 を 測 定 す る 、
こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 試 料 中 の 請 求 項 1～ 10の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 転 写 体 ま た は 核 酸 の 存 在
ま た は 量 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て ：
　 (a)核 酸 含 有 試 料 を 提 供 し ；
　 (b)該 試 料 に 請 求 項 20～ 24の い ず れ か の 核 酸 を 接 触 さ せ ； そ し て
　 (c)該 核 酸 と 試 料 中 の 核 酸 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 測 定 す る 、
こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 、 核 酸 配 列 決 定 、 ま た は 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 、 試
料 中 の 請 求 項 1～ 10の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 転 写 体 ま た は 核 酸 の 存 在 ま た
は 量 を 測 定 す る た め の 、 配 列 番 号 41～ 78の 配 列 の い ず れ か を 含 有 す る プ ラ イ マ ー 配 列 の 使
用 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 以 下 の 試 薬 の 1つ 以 上 （ 請 求 項 1～ 16の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド 、 請 求 項 18の 活 性 結 合 体
ま た は 複 合 体 、 請 求 項 20～ 24の い ず れ か の 核 酸 、 請 求 項 26も し く は 27の 細 胞 、 請 求 項 30～
32の い ず れ か の 化 合 物 、 ま た は 配 列 番 号 41～ 78の 配 列 の い ず れ か を 含 有 す る プ ラ イ マ ー 配
列 ） を 含 む 、 試 料 中 の 請 求 項 1～ 10の い ず れ か の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 お よ び ／ ま た は 存 在
を 測 定 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 シ グ ナ ル 配 列 と し て の 請 求 項 3、 5、 ま た は 7の 配 列 の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 配 列 は 、 pIFNFH27（ 配 列 番 号 28） 、 pIFNFH39（ 配 列 番 号 38） 、 お よ び pIFNFH42（ 配 列 番
号 40） 、 ま た は こ れ ら の 任 意 の 分 泌 さ れ た 断 片 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 49の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 新 規 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る も の と し て ヒ ト ゲ ノ ム 中 同 定 さ れ た 核 酸 配 列
、 さ ら に 詳 し く は ヒ ト イ ン タ ー フ ェ ロ ン ガ ン マ の 少 な く と も 1つ の 活 性 を 有 す る 新 規 ポ リ
ペ プ チ ド に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
　 イ ン タ ー フ ェ ロ ン （ IFN） は 、 感 染 、 免 疫 学 的 異 常 、 お よ び 新 生 物 性 変 性 の よ う な 病 的
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事 象 に 対 す る 哺 乳 動 物 の 免 疫 応 答 に お い て 複 雑 か つ 中 心 的 役 割 を 果 た す 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 IFNに は 2つ の 群 が あ る ： Ｉ 型 （ IFNア ル フ ァ と IFNベ ー タ ） と 、 II型 （ IFNガ ン マ 、 免 疫
イ ン タ ー フ ェ ロ ン と し て も 知 ら れ て い る ） 。 IFNガ ン マ は 、 Ｔ リ ン パ 球 や ナ チ ュ ラ ル キ ラ
ー 細 胞 に よ り 産 生 さ れ る サ イ ト カ イ ン で あ り 、 2つ の 非 共 有 的 に 結 合 し た ポ リ ペ プ チ ド サ
ブ ユ ニ ッ ト の ホ モ ダ イ マ ー と し て 存 在 し 、 異 な る グ リ コ シ ル 化 型 で 存 在 す る （ Younes HM
と Amsden BG, 2002； Boehm Uら 、 1997） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 IFNガ ン マ は 、 単 核 食 細 胞 の 強 力 な ア ク チ ベ ー タ ー で あ り 、 い く つ か の 分 子 の 発 現 を 誘
導 し 、 腫 瘍 壊 死 因 子 （ TNF） 、 ク ラ ス I／ II主 要 組 織 適 合 遺 伝 子 複 合 体 （ MHC） 分 子 、 お よ
び マ ク ロ フ ァ ー ジ が 貪 食 し た 微 生 物 や 腫 瘍 細 胞 を 死 滅 さ せ る こ と を 可 能 に す る 呼 吸 バ ー ス
ト を 仲 介 す る 酵 素 を 誘 導 す る こ と に よ り 、 免 疫 応 答 に 影 響 を 与 え る こ と が で き る 。 IFNガ
ン マ は 、 そ の 細 胞 表 面 受 容 体 に 結 合 し 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 （ 特 に 、 JAK-STAT経 路 ） を 活 性
化 す る こ と に よ り 、 Ｔ お よ び Ｂ リ ン パ 球 分 化 や ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー （ NK） 細 胞 の 細 胞 障 害 活
性 の み で な く 、 ト リ プ ト フ ァ ン 代 謝 を 調 節 す る こ と に よ っ て も 、 他 の 種 類 の 細 胞 （ 例 え ば
、 血 管 内 皮 細 胞 ） の ア ポ ト ー シ ス ま た は 増 殖 を 開 始 さ せ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 さ ら に 、 ヒ ト IFNガ ン マ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 多 型 性 も 、 お そ ら く 遺 伝 的 に 決 定 さ れ る
異 常 サ イ ト カ イ ン 発 現 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 特 定 の 疾 患 状 態 ま た は 臨 床 症 状 に 関 連 し て い
る （ Vandenbroeck Kと Goris A, 2003; WO02/16631） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 IFNガ ン マ 受 容 体 （ Mochiels Lら 、 1998） の 可 溶 性 細 胞 外 部 分 に よ り 阻 害 さ れ 中 和 さ れ
得 る IFNガ ン マ に 対 す る 細 胞 応 答 も 、 こ の タ ン パ ク 質 が 多 く の 異 な る 細 胞 事 象 ［ 例 え ば ア
ポ ト ー シ ス （ Tura BJら 、 2001； Annicciarico-Petruzzelli Mら 、 2001； Pouly Sら 、 2000
； Luttmann Wら 、 2000） ま た は 感 染 （ Rottenberg MEら 、 2002； Shtrichman Rと Samuel CE
、 2001） ］ を 協 調 さ せ て い る た め 、 特 に 複 雑 で あ る 。 こ れ ら の 活 性 （ こ れ は 、 細 胞 タ イ プ
特 異 的 で も ま た は IL-1ベ ー タ も し く は TNFア ル フ ァ の よ う な 他 の サ イ ト カ イ ン と 同 時 制 御
さ れ て も よ い ） は 、 遺 伝 子 セ ッ ト の IFNガ ン マ 誘 導 性 ま た は IFNガ ン マ 抑 制 性 発 現 に 関 連 し
て い る （ Boehm Uら 、 1997； Shaw ACら 、 1999） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 IFNガ ン マ の 性 質 は 、 多 く の 疾 患 モ デ ル で 研 究 さ れ て い る 。 例 え ば 、 IFNガ ン マ は 、 骨 髄
性 白 血 病 の 動 物 モ デ ル で 細 胞 外 腫 瘍 マ ス の 生 成 を 低 減 さ せ る の に （ Arai Cら 、 1999） 、 細
菌 性 敗 血 症 か ら 防 御 す る の に （ Zanti Nら 、 1998） 、 お よ び 誘 導 さ れ た 遺 伝 子 発 現 を TNFア
ル フ ァ と 組 合 せ て 抑 制 す る の に （ Sethi SKら 、 1997） 有 効 で あ る が 、 脱 髄 性 疾 患 の モ デ ル
で 有 害 作 用 を 有 す る （ Popko Bと Berwald KD、 1999） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 単 独 の ま た は 他 の 化 合 物 と 組 合 せ た 場 合 の IFNガ ン マ の 重 要 な 治 療 的 性 質 は 、 間 質 性 肺
繊 維 症 （ Ziesche Rら 、 1999） 、 喘 息 （ WO01/34180） 、 骨 の 崩 壊 プ ロ セ ス （ EP203580） 、
血 管 狭 窄 （ WO90/03189） 、 Ｉ 型 糖 尿 病 （ WO95/22328） 、 白 血 病 （ IFNア ル フ ァ と 併 用 ； US5
170591） 、 Ｂ 細 胞 過 増 殖 関 連 疾 患 （ Ｂ 細 胞 抗 原 に 結 合 す る 抗 体 と 併 用 ； WO02/102312） 、
ス テ ロ イ ド 耐 性 症 状 （ US566312） 、 ア ト ピ ー 性 疾 患 （ WO91/07984） 、 ま た は 敗 血 症 シ ョ ッ
ク （ US5198212； Docke WDら 、 1997） を 含 む 広 範 囲 の 適 応 症 で 示 唆 お よ び ／ ま た は 証 明 さ
れ て い る 。 同 時 に 、 IFNガ ン マ に 直 接 拮 抗 す る 化 合 物 （ 例 え ば 可 溶 性 受 容 体 も し く は 抗 体
） ま た は （ シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の レ ベ ル ま た は そ の 遺 伝 子 発 現 の レ ベ ル で ） 間 接 的 に 拮 抗 す
る 化 合 物 （ 例 え ば 小 分 子 ） が 、 再 狭 窄 （ EP1265996） に お い て お よ び 自 己 免 疫 疾 患 や 超 免
疫 応 答 （ 例 え ば 臓 器 拒 絶 ） に お い て 、 治 療 的 性 質 を 有 す る こ と が 記 載 さ れ て い る （ US6036
956； EP1140990； WO98/28001； WO94/12531； WO94/14497； WO02/98460； WO99/09055、 WO00
/32634） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 癌 免 疫 療 法 に お い て IFNガ ン マ は 、 ア ジ ュ バ ン ト と し て 作 用 し 腫 瘍 細 胞 抗 原 刺 激 に 対 す
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る 免 疫 応 答 を 増 強 す る た め 、 放 射 線 照 射 し た 自 己 腫 瘍 細 胞 と と も に 注 射 さ れ る 。 IFNガ ン
マ タ ン パ ク 質 は 、 大 き な 副 作 用 （ 例 え ば 、 発 熱 、 疲 労 、 吐 き 気 、 お よ び 神 経 毒 性 ） を 示 す
た め 、 限 定 さ れ た 臨 床 用 途 （ 例 え ば 、 慢 性 肉 芽 腫 性 疾 患 に 関 連 す る 感 染 の 低 減 、 お よ び 悪
性 骨 粗 鬆 症 患 者 の 進 行 の 遅 延 ） に つ い て 、 現 在 食 品 医 薬 品 局 （ FDA） に よ り 認 可 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 こ れ ら の 制 限 は 、 お そ ら く ほ と ん ど す べ て の タ イ プ の ヒ ト 細 胞 の 表 面 上 の IFNガ ン マ 受
容 体 の 発 現 と 、 続 く 過 剰 の シ グ ナ ル 伝 達 活 性 （ Bach EAら 、 1997） の た め に 、 こ の サ イ ト
カ イ ン が よ り 許 容 さ れ る 結 果 を 達 成 す る た め の 代 替 型 と 送 達 系 の 開 発 を 促 進 さ せ た 。 熱 安
定 性 （ WO97/11179） ま た は グ リ コ シ ル 化 （ WO01/36001； WO02/81507） の よ う な 特 定 の 性 質
を 改 良 す る た め に 、 よ り 長 い か ま た は 短 い N-／ C-末 端 配 列 を 有 す る か 、 ま た は 特 異 的 残 基
で 変 異 さ れ て い る 種 々 の 天 然 型 も し く は 合 成 型 の ヒ ト IFNガ ン マ が 記 載 さ れ て い る 。 完 全
な 配 列 と 同 様 の 性 質 を 有 す る ヒ ト IFNガ ン マ 由 来 の ペ プ チ ド も 開 示 さ れ て い る （ US6120762
） 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 文 献 は 、 転 写 体 の バ イ オ フ ォ ー マ ッ ト 分 析 を 利 用 し て 、 新 規 タ ン パ ク 質 を 性 状 解 析 す る
た め の 異 な る ア プ ロ ー チ の 多 く の 例 を 与 え る 。 例 え ば GB特 許 出 願 第 0130720.6（ WO03/0559
13と し て 公 開 さ れ て い る ） は 、 IFNガ ン マ の 構 造 的 特 徴 に 一 致 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 （ INS
P037と 呼 ば れ る ） を 開 示 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 IFN（ お よ び 任 意 の 他 の タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー ） を コ ー ド す る ヒ ト ゲ ノ ム 中 の DNA配 列 の
実 際 の 含 量 は い ま だ に 不 明 で あ り 、 ヒ ト ゲ ノ ム 中 に 存 在 す る 読 み と り 枠 全 体 （ ORF、 す な
わ ち ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド の 連 続 的 ト リ プ レ ッ ト を 含 有 し 、 停 止 コ ド ン に よ
り 中 断 さ れ ず 、 ポ リ ペ プ チ ド 中 で 翻 訳 可 能 な ゲ ノ ム 配 列 ） に 、 代 替 相 同 性 ／ 構 造 基 準 を 適
用 す る こ と に よ り 、 IFNガ ン マ 様 構 造 と 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNA配 列 を
同 定 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
発 明 の 要 約
　 本 発 明 は 、 INSP037と の 相 同 性 に 基 づ く が 、 pIFNFHconと 呼 ぶ 新 規 コ ン セ ン サ ス 配 列 に 分
類 さ れ る 、 新 規 IFNガ ン マ 様 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ヒ ト ゲ ノ ム 中 の 読 み と り 枠 （ ORF）
の 同 定 に 基 づ く 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 特 に 本 発 明 は 、 ヒ ト IFNガ ン マ の 少 な く と も 1つ の 活 性 を 有 す る 新 規 ポ リ ペ プ チ ド と し て
、 配 列 番 号 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22、 24、 26、 28、 30、 32、 34、 36、 38
、 お よ び 40に よ り 与 え ら れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る pIFNFHポ リ ペ プ チ ド を 提 供 す る 。 本 発
明 は ま た 、 こ れ ら を コ ー ド す る 核 酸 、 か か る 核 酸 を 含 有 す る ベ ク タ ー 、 お よ び こ れ ら の ベ
ク タ ー ま た は 核 酸 を 含 有 す る 細 胞 、 な ら び に ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 作 用 し て も よ い 融 合 タ
ン パ ク 質 や リ ガ ン ド の よ う な 他 の 関 連 試 薬 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 こ れ ら の 分 子 を 同 定 し 作 成 す る 方 法 、 こ れ ら を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 を 調 製 す
る 方 法 、 お よ び ヒ ト IFNガ ン マ の 少 な く と も 1つ の 活 性 を 有 す る 化 合 物 も し く は こ れ ら の ア
ン タ ゴ ニ ス ト が 陽 性 作 用 を 与 え る か も 知 れ な い 疾 患 の 診 断 、 予 防 お よ び 治 療 に お け る こ れ
ら の 使 用 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 IFNガ ン マ （ WO03/055913） の 構 造 的 特 徴 に 一 致 す る ポ リ ペ プ チ ド 配 列 で あ る INSP037の
同 族 体 を 同 定 す る た め の ヒ ト ゲ ノ ム の 配 列 解 析 は 、 た と え INSP037と 似 て い て も 、 こ れ ら
を 75ア ミ ノ 酸 の 新 規 コ ン セ ン サ ス 配 列 （ pIFNFHconと 呼 ば れ る ） に 分 類 し て 、 ヒ ト IFNガ ン
マ の 少 な く と も 1つ の 活 性 を 有 す る こ と が 予 測 さ れ る 配 列 を 性 状 解 析 す る こ と を 可 能 に す
る 、 共 通 の 配 列 特 徴 を 有 す る 一 連 の ポ リ ペ プ チ ド を 同 定 す る こ と を 可 能 に し た 。
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【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 主 要 な 目 的 は 、 ヒ ト IFNガ ン マ の 少 な く と も 1つ の 活 性 を 示 し ：
　 a)pIFNFHcon（ 配 列 番 号 156） の 完 全 な 配 列 と 少 な く と も 80％ の 相 同 性 ； お よ び
　 b)pIFNFHcon中 の Ala10、 Gly12、 Arg26、 Ala31、 Lys35、 Phe47、 Gln55、 Glu57、 Lys63、
お よ び Ile75に 対 応 す る 位 置 に 9個 以 下 の 非 保 存 的 変 異 、
を 有 す る 配 列 を 含 む 、 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ヒ ト ゲ ノ ム 中 の 公 知 の ORFを 翻 訳 す る こ と に よ り 得 ら れ る 全 ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 INSP037タ
ン パ ク 質 配 列 を 使 用 し て 調 べ 、 ヒ ッ ト し た も の を さ ら に INSP037お よ び ／ ま た は ヒ ト IFNガ
ン マ に 匹 敵 す る 配 列 長 さ お よ び ア ミ ノ 酸 保 存 に 基 づ い て 選 択 し た 。 す な わ ち 本 発 明 の 新 規
ポ リ ペ プ チ ド は 、 ヒ ト IFNガ ン マ の 少 な く と も 1つ の 生 物 活 性 を 有 す る こ と が 予 測 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 INSP037と の 匹 敵 す る 長 さ と 配 列 相 同 性 に 基 づ い て 、 新 規 ポ リ ペ プ チ ド pIFNFH01（ 配 列
番 号 2： 図 1） 、 pIFNFH03（ 配 列 番 号 4： 図 2） 、 pIFNFH04（ 配 列 番 号 6； 図 3） 、 pIFNFH08（
配 列 番 号 8； 図 4） 、 pIFNFH10（ 配 列 番 号 10； 図 5） 、 pIFNFH11（ 配 列 番 号 12； 図 6） 、 pIFN
FH12（ 配 列 番 号 14； 図 7） 、 pIFNFH13（ 配 列 番 号 16； 図 8） 、 pIFNFH14（ 配 列 番 号 18； 図 9
） 、 pIFNFH15（ 配 列 番 号 20； 図 10） 、 pIFNFH20（ 配 列 番 号 22； 図 11） 、 pIFNFH23（ 配 列 番
号 24； 図 12） 、 pIFNFH25（ 配 列 番 号 26； 図 13） 、 pIFNFH27（ 配 列 番 号 28； 図 14） 、 pIFNFH
31（ 配 列 番 号 30； 図 15） 、 pIFNFH32（ 配 列 番 号 32； 図 16） 、 pIFNFH36（ 配 列 番 号 34； 図 17
） 、 pIFNFH37（ 配 列 番 号 36； 図 18） 、 pIFNFH39（ 配 列 番 号 38； 図 19） 、 お よ び pIFNFH42（
配 列 番 号 40； 図 20） が 同 定 さ れ た が 、 こ れ ら は さ ら に 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 pIFNFHcon（ 図 2
1） に 基 づ い て pIFNFHの 中 で 区 別 す る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 第 1群 の pIFNFHは 、 pIFNFHconの 完 全 な 配 列 と 少 な く と も 80％ の 相 同 性 を 有 し 、 か つ pIFN
FHcon中 の Ala10、 Gly12、 Arg26、 Ala31、 Lys35、 Phe47、 Gln55、 Glu57、 Lys63、 お よ び Il
e75に 対 応 す る 位 置 に 非 保 存 的 変 異 の 無 い 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 か か る 配 列 の
例 は 、 pIFNFH15（ 配 列 番 号 20） 、 pIFNFH32（ 配 列 番 号 32） 、 お よ び pIFNFH37（ 配 列 番 号 36
） で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 第 2群 の pIFNFHは 、 pIFNFHconの 完 全 な 配 列 と 少 な く と も 80％ の 相 同 性 を 有 し 、 か つ pIFN
FHcon中 の Ala10、 Gly12、 Arg26、 Ala31、 Lys35、 Phe47、 Gln55、 Glu57、 Lys63、 お よ び Il
e75に 対 応 す る 位 置 に 1ま た は 2個 の 非 保 存 的 変 異 を 有 す る 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 含 む
。 か か る 配 列 の 例 は 、 pIFNFH04（ 配 列 番 号 6） 、 pIFNFH03（ 配 列 番 号 4） 、 pIFNFH08（ 配 列
番 号 8） 、 pIFNFH20（ 配 列 番 号 22） 、 pIFNFH23（ 配 列 番 号 24） 、 pIFNFH12（ 配 列 番 号 14）
、 pIFNFH25（ 配 列 番 号 26） 、 pIFNFH13（ 配 列 番 号 16） 、 pIFNFH14（ 配 列 番 号 18） 、 pIFNFH
36（ 配 列 番 号 34） 、 お よ び pIFNFH39（ 配 列 番 号 38） で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 第 3群 の pIFNFHは 、 pIFNFHconの 完 全 な 配 列 と 少 な く と も 80％ の 相 同 性 を 有 し 、 か つ pIFN
FHcon中 の Ala10、 Gly12、 Arg26、 Ala31、 Lys35、 Phe47、 Gln55、 Glu57、 Lys63、 お よ び Il
e75に 対 応 す る 位 置 に 、 3、 4、 ま た は 5個 の 非 保 存 的 変 異 を 有 す る 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド
を 含 む 。 か か る 配 列 の 例 は 、 pIFNFH11（ 配 列 番 号 12） 、 pIFNFH27（ 配 列 番 号 28） 、 pIFNFH
01（ 配 列 番 号 2） 、 pIFNFH31（ 配 列 番 号 30） 、 pIFNFH10（ 配 列 番 号 10） 、 お よ び pIFNFH42
（ 配 列 番 号 40） で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 pIFNFHconお よ び pIFNFH一 般 に 相 同 的 な 配 列 は 、 一 般 に 利 用 で き る バ イ オ フ ォ ー マ ッ ト
手 段 （ Mulder NJと Apweiler R, 2002； Rehm BH, 2001） を 使 用 し て 、 pIFNFH中 で 保 存 さ れ
て い る 領 域 に 対 応 す る 75ア ミ ノ 酸 の セ グ メ ン ト に わ た る 割 合 を 測 定 す る こ と に よ り 同 定 お
よ び ／ ま た は 設 計 す る こ と が で き 、 本 発 明 に お い て pIFNFHconと し て 解 析 さ れ る （ 図 21）
。
【 ０ ０ ２ ４ 】

10

20

30

40

50

(8) JP 2006-524982 A 2006.11.9



　 保 存 さ れ て い る 具 体 的 な 残 基 と 照 ら し 合 わ せ る と pIFNFHconの コ ン セ ン サ ス 配 列 は 、 pIF
NFHを 特 徴 付 け 、 か つ pIFNFHと INSP037の み で な く 、 pIFNFHと 、 INSP037と pIFNFHの 一 部 に
相 同 的 で あ り 、 図 22で ABG00143（ 配 列 番 号 157； WO01/75067） と AAM70428（ 配 列 番 号 158；
WO01/57276） と し て 同 定 さ れ る 配 列 と を 明 確 に 区 別 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 に お い て 「 非 保 存 的 変 異 」 は 、 「 保 存 的 」 置 換 も 「 安 全 な 」 置 換 も 含 ま な い 配 列
の 変 化 で あ る 。 「 保 存 的 」 変 異 は 、 分 子 の 構 造 と 生 物 学 的 機 能 を 維 持 す る た め に 、 充 分 に
同 様 の 化 学 的 性 質 を 有 す る ア ミ ノ 酸 を 導 入 す る （ 例 え ば 、 陽 性 荷 電 し た ア ミ ノ 酸 は 、 別 の
陽 性 荷 電 し た ア ミ ノ 酸 に よ り 置 換 さ れ る ） 。 従 っ て 「 非 保 存 的 変 異 」 と い う 用 語 は ま た 、
欠 失 と 挿 入 も 包 含 す る 。 配 列 相 同 性 と 保 存 的 変 異 を 決 定 す る の に 使 用 で き る 同 義 の ア ミ ノ
酸 の 群 を 表 1に 示 す 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 異 な る 目 的 （ 例 え ば 免 疫 学 的 エ ピ ト ー プ の 除 去 、 結 合 性 の 改 変 、 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン
の 改 変 、 ま た は タ ン パ ク 質 安 定 性 の 改 良 ） （ van den Burg Bお よ び Eijsink V, 2002； Rob
inson CR, 2002； WO02/05146； WO00/34317； WO98/52976） の た め に 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド
に 、 特 異 的 な 非 保 存 的 変 異 を 導 入 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 そ の よ う な 配 列 以 外 に 、 配 列 番 号 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22、 24、 26、
28、 30、 32、 34、 36、 38、 お よ び 40の ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 種 、 成 熟 型 、 ま た は 活 性 断 片 の よ
う な 一 連 の ポ リ ペ プ チ ド は 本 発 明 の 開 示 の 一 部 を 構 成 す る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 お そ ら く 1つ 以 上 の 単 一 ヌ ク レ オ チ ド 多 型 の 翻 訳 か ら 生 じ る も の と し て 、 変 種 は 、 配 列
番 号 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22、 24、 26、 28、 30、 32、 34、 36、 38、 お よ
び 40の 配 列 の 天 然 に 存 在 す る 対 立 遺 伝 子 変 種 に 対 応 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 配 列 番 号 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22、 24、 26、 28、 30、 32、 34、 36、 38
、 お よ び 40の ア ミ ノ 酸 の 成 熟 型 お よ び 活 性 断 片 は 、 総 説 （ Back EAら 、 1997； Boehm Uら 、
1997） に あ る よ う に 、 ま た は 発 明 の 背 景 で 引 用 し た 文 献 に 示 さ れ る よ う に 、 ヒ ト IFNガ ン
マ の 少 な く と も 1つ の 生 物 活 性 を 有 す る 。 こ れ ら の 活 性 は 、 生 理 学 的 ま た は 細 胞 事 象 の レ
ベ ル （ 例 え ば 、 免 疫 ／ 抗 ウ イ ル ス 応 答 、 抗 原 提 示 、 呼 吸 バ ー ス ト 、 白 血 球 － 内 皮 相 互 作 用
、 ま た は 細 胞 増 殖 ／ ア ポ ト ー シ ス ） 、 な ら び に 特 異 的 遺 伝 子 も し く は 遺 伝 子 セ ッ ト の 発 現
の 誘 導 も し く は 抑 制 の レ ベ ル で 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 成 熟 型 お よ び 活 性 断 片 は 、 天 然 の ま た は 人 工 的 転 写 後 ま た は 翻 訳 後 事 象 に よ り 生 じ る も
の で も よ い 。 例 え ば 末 端 切 断 型 タ ン パ ク 質 が 、 遺 伝 子 操 作 に よ り 作 成 さ れ 、 宿 主 細 胞 中 で
発 現 さ れ る か 、 ま た は タ ン パ ク 質 分 解 処 理 に よ り N末 端 配 列 が 除 去 さ れ る （ シ グ ナ ル ペ プ
チ ダ ー ゼ お よ び 他 の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 に よ り ） 。 他 の 代 替 成 熟 型 も ま た 、 糖 ま た は リ ン
酸 塩 の よ う な 化 学 基 の 添 加 に よ り 生 じ る こ と も あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 断 片 は 、 活 性 タ ン パ ク 質 の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン に 決 定 的 に 重 要 な ア ミ ノ 酸 （ 特 に 、 pIFN
FHconで 保 存 さ れ て い る も の 、 お よ び コ ン セ ン サ ス 配 列 pIFNFHconで 記 載 さ れ る も の ） を 除
去 ま た は 置 換 す る こ と な く 、 そ の 機 能 を 改 変 せ ず に 末 端 も し く は 内 部 ア ミ ノ 酸 の 欠 失 を 提
供 し 、 一 般 に 数 個 （ 例 え ば 10個 、 好 ま し く は 3個 未 満 ） の ア ミ ノ 酸 が 関 与 す る 。 あ る い は
断 片 は 、 文 献 （ US6120762） に 開 示 さ れ た IFNガ ン マ 関 連 ペ プ チ ド に つ い て 示 さ れ る よ う に
、 配 列 の 特 定 の 部 分 に 対 応 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 上 記 の す べ て の 変 種 は 、 天 然 の も の で 、 ヒ ト 以 外 の 細 胞 で 同 定 さ れ る も の で も 、 ま た は
人 工 的 な も の で 、 化 学 合 成 に よ り 、 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 法 に よ り 、 ま た は 公 知 の 適 し
た 方 法 に よ り 同 定 さ れ る も の で も よ く 、 こ れ は 、 限 定 さ れ た セ ッ ト の 実 質 的 に 対 応 す る 変
異 ま た は 短 縮 ペ プ チ ド も し く は ポ リ ペ プ チ ド （ こ れ ら は 、 先 行 技 術 に 記 載 の 方 法 を 使 用 し
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て 当 業 者 が 日 常 的 に 得 て 試 験 す る こ と が で き る ） を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 特 許 出 願 は ま た 、 上 記 の 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 開 示 す る 。 こ れ
ら の ポ リ ペ プ チ ド は 、 IFNガ ン マ 関 連 活 性 を 大 き く 傷 害 す る こ と な く 、 お よ び お そ ら く 追
加 の 性 質 を 与 え て 、 少 な く と も 本 特 許 出 願 で 開 示 さ れ た も の に 対 し て 異 種 で あ る タ ン パ ク
質 配 列 を 含 有 す る 。 そ の よ う な 性 質 の 例 は 、 よ り 容 易 な 精 製 操 作 、 体 液 中 の よ り 長 い 半 減
期 、 追 加 の 結 合 残 基 、 タ ン パ ク 質 分 解 消 化 、 ま た は 細 胞 外 局 在 化 で あ る 。 こ の 後 者 の 特 徴
は 、 こ れ ら の ポ リ ペ プ チ ド の 単 離 と 精 製 が 促 進 さ れ る の み で な く 、 一 般 に IFNガ ン マ お よ
び そ の 受 容 体 が 相 互 作 用 す る ス ペ ー ス に 問 題 の 分 子 が 局 在 化 さ れ る こ と を 可 能 に す る た め
、 上 記 定 義 に 含 ま れ る 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は キ メ ラ タ ン パ ク 質 の 特 定 の 群 を 定 義 す る の に
特 に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 融 合 タ ン パ ク 質 の 構 築 、 精 製 、 検 出 お よ び 使 用 の た め の 残 基 、 リ ガ ン ド 、 お よ び リ ン カ
ー 、 な ら び に 方 法 と 方 策 の 設 計 は 、 文 献 に 開 示 さ れ て い る （ Nilsson Jら 、 1997； Methods
 Enzymol, Vol. 326-328、 ア カ デ ミ ッ ク プ レ ス （ Academic Press） 、 2000） 。 融 合 タ ン パ
ク 質 中 に 含 ま れ 得 る 好 適 な 1つ 以 上 の タ ン パ ク 質 配 列 は 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 配 列 （ 膜 結
合 タ ン パ ク 質 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 、 マ ル チ マ ー 化 ド メ イ ン 、 細 胞 外 タ ン パ ク 質 、 シ
グ ナ ル ペ プ チ ド 含 有 タ ン パ ク 質 、 エ ク ス ポ ー ト シ グ ナ ル 含 有 タ ン パ ク 質 ） に 属 す る 。 こ れ
ら の 配 列 の 特 徴 お よ び そ の 具 体 的 な 用 途 は 、 例 え ば ア ル ブ ミ ン 融 合 タ ン パ ク 質 （ WO01/771
37） 、 マ ル チ マ ー 化 ド メ イ ン を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 （ WO01/02440、 WO00/24782） 、 免 疫 結
合 体 （ Garnett MC, 2001） 、 ま た は 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 組 換 え 産 物 を 精 製 す
る の に 使 用 で き る 追 加 の 配 列 を 与 え る 融 合 タ ン パ ク 質 （ Constans A, 2002； Burgess RRと
Thompson NE, 2002； Lowe CRら 、 2001； Sheibani N, 1999） に つ い て 詳 細 に 開 示 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 特 許 出 願 に 開 示 さ れ て い る 新 規 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 異 な る 種 類 の 試 薬 と 分 子 、 特 に こ れ
ら の 特 異 的 に 結 合 す る リ ガ ン ド を 提 供 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 分 子 は 、
天 然 で も 人 工 的 ［ 化 学 的 観 点 か ら は 大 き く 異 な る （ 結 合 タ ン パ ク 質 、 抗 体 、 分 子 的 イ ン プ
リ ン ト ポ リ マ ー ） ］ で も よ く 、 文 献 の 教 示 を 適 用 し て 産 生 す る こ と が で き る （ WO02/74938
； Kuroiwa Yら 、 2002； Haupt K, 2002； van Dijk MAと van de Winkel JG、 2001； Gavilon
do JVと Larrick, JW, 2000） 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 こ れ ら の 化 合 物 の 例 は 、 そ の 完 全 な 配 列 ま た は 特 異 的 断 片 （ 例 え ば 、 抗 原 決 定 基 ） を 使
用 し て 同 定 さ れ る 結 合 タ ン パ ク 質 ま た は 抗 体 で あ る 。 問 題 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 結 合 す る 抗 体
ま た は 他 の タ ン パ ク 質 （ Tribbick G, 2002） を ス ク リ ー ニ ン グ し 性 状 解 析 す る た め に 、 ま
た は 同 様 の 性 質 を 有 す る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 代 替 型 を 同 定 す る た め に 、 ペ プ チ ド ラ イ
ブ ラ リ ー を 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 発 明 の 背 景 で 引 用 さ れ た 文 献 中 の IFNガ ン マ に 示 さ れ る よ う に 、 か か る リ ガ ン ド は 本 発
明 の ポ リ ペ プ チ ド の IFNガ ン マ 関 連 活 性 に 拮 抗 ま た は こ れ を 阻 害 す る こ と が で き 、 1つ 以 上
の pIFNFHポ リ ペ プ チ ド の 中 和 に 関 連 す る い く つ か の 用 途 を 有 す る 分 子 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 一 般 的 で 効 率 的 な リ ガ ン ド は 抗 体 で あ り 、 こ れ は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 、 ま た は ヒ ト 化 抗 体 、 ま た は 抗 原 結 合 断 片 の 形 で も よ い 。 あ る い は リ ガ ン ド は 、 IFN
ガ ン マ 受 容 体 （ Back EAら 、 1997； Michiels Lら 、 1998） に よ り 示 さ れ る よ う に 、 シ グ ナ
ル 伝 達 性 を 有 す る 膜 結 合 受 容 体 で も よ く 、 特 に 、 循 環 流 中 に 可 溶 性 受 容 体 と し て 存 在 す る
か ま た は 合 成 法 で 作 成 さ れ た 膜 結 合 タ ン パ ク 質 の 細 胞 外 ド メ イ ン で も よ い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は ま た 、 活 性 画 分 、 前 駆 体 、 塩 、 ま た は 誘 導 体 の 形 で 提 供 さ れ て
も よ い 。

10

20

30

40

50

(10) JP 2006-524982 A 2006.11.9



【 ０ ０ ４ ０ 】
　 用 語 「 画 分 」 は 、 化 合 物 自 体 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の 任 意 の 断 片 の 単 独 、 ま た は そ こ に 結 合
し た 関 連 す る 分 子 も し く は 残 基 （ 例 え ば 、 糖 ま た は リ ン 酸 塩 の 残 基 ） 、 ま た は 元 々 の ポ リ
ペ プ チ ド も し く は ペ プ チ ド の 凝 集 物 と の 組 合 せ を 意 味 す る 。 か か る 分 子 は ま た 、 通 常 は 一
次 配 列 を 変 化 さ せ な い 他 の 修 飾 に 由 来 し 、 例 え ば ペ プ チ ド の in vivoま た は in vitroの 化
学 誘 導 体 化 （ ア セ チ ル 化 ま た は カ ル ボ キ シ ル 化 ） 、 ペ プ チ ド の 合 成 お よ び プ ロ セ シ ン グ ま
た は さ ら な る 処 理 工 程 に お け る ペ プ チ ド の リ ン 酸 化 （ ホ ス ホ チ ロ シ ン 、 ホ ス ホ セ リ ン 、 ま
た は ホ ス ホ ス レ オ ニ ン 残 基 の 導 入 ） も し く は グ リ コ シ ル 化 （ グ リ コ シ ル 化 に 影 響 を 与 え る
酵 素 、 例 え ば 哺 乳 動 物 グ リ コ シ ル 化 も し く は 脱 グ リ コ シ ル 化 酵 素 に ペ プ チ ド を 暴 露 す る こ
と に よ り ） の パ タ ー ン を 修 飾 す る こ と に よ り 作 成 さ れ る も の が あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 「 前 駆 体 」 は 、 細 胞 ま た は 体 へ の 投 与 前 ま た は 後 に 代 謝 的 お よ び 酵 素 的 プ ロ セ シ ン グ に
よ り 、 本 発 明 の 化 合 物 に 変 換 す る こ と が で き る 化 合 物 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 語 「 塩 」 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の カ ル ボ キ シ ル 基 の 塩 お よ び ア
ミ ノ 基 の 酸 付 加 塩 の 両 方 を 意 味 す る 。 カ ル ボ キ シ ル 基 の 塩 は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 手 段 に よ
り 生 成 さ れ 、 無 機 塩 、 例 え ば ナ ト リ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 ア ン モ ニ ウ ム 、 第 2鉄 塩 も し く は
亜 鉛 塩 な ど 、 お よ び 有 機 塩 基 と の 塩 、 例 え ば ア ミ ン （ 例 え ば ト リ エ チ ル ア ミ ン 、 ア ル ギ ニ
ン ま た は リ ジ ン 、 ピ ペ リ ジ ン 、 プ ロ カ イ ン な ど ） と 形 成 さ れ る も の が あ る 。 酸 付 加 塩 は 、
例 え ば 鉱 酸 （ 例 え ば 、 塩 酸 ま た は 硫 酸 ） と の 塩 、 お よ び 有 機 酸 （ 例 え ば 、 酢 酸 ま た は シ ュ
ウ 酸 ） と の 塩 を 含 む 。 任 意 の か か る 塩 は 、 本 発 明 の ペ プ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ
の 類 似 体 と 実 質 的 に 類 似 の 活 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 明 細 書 に お い て 用 語 「 誘 導 体 」 は 、 公 知 の 方 法 に 従 っ て ア ミ ノ 酸 残 基 の 側 鎖 上 に 存 在
す る 官 能 基 ま た は ア ミ ノ 基 も し く は カ ル ボ キ シ ル 基 か ら 調 製 す る こ と が で き る 。 か か る 分
子 は ま た 、 通 常 は 一 次 配 列 を 変 化 さ せ な い 他 の 修 飾 に 由 来 し 、 例 え ば ペ プ チ ド の in vivo
ま た は in vitroの 化 学 誘 導 体 化 （ ア セ チ ル 化 ま た は カ ル ボ キ シ ル 化 ） 、 ペ プ チ ド の 合 成 お
よ び プ ロ セ シ ン グ ま た は さ ら な る 処 理 工 程 に お け る ペ プ チ ド の リ ン 酸 化 （ ホ ス ホ チ ロ シ ン
、 ホ ス ホ セ リ ン 、 ま た は ホ ス ホ ス レ オ ニ ン 残 基 の 導 入 ） も し く は グ リ コ シ ル 化 （ グ リ コ シ
ル 化 に 影 響 を 与 え る 酵 素 、 例 え ば 哺 乳 動 物 グ リ コ シ ル 化 も し く は 脱 グ リ コ シ ル 化 酵 素 に ペ
プ チ ド を 暴 露 す る こ と に よ り ） の パ タ ー ン を 修 飾 す る こ と に よ り 作 成 さ れ る も の が あ る 。
あ る い は 誘 導 体 は 、 カ ル ボ キ シ ル 基 の エ ス テ ル も し く は 脂 肪 族 ア ミ ド 、 お よ び 遊 離 の ア ミ
ノ 基 の N-ア シ ル 誘 導 体 も し く は 遊 離 の ヒ ド ロ キ シ ル 基 の O-ア シ ル 誘 導 体 を 含 ん で も よ く 、
例 え ば ア ル カ ノ イ ル － も し く は ア リ ー ル － 基 の よ う に ア シ ル 基 と と も に 形 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 誘 導 体 の 作 成 は 、 内 部 ま た は 末 端 位 置 で の 適 切 な 残 基 の 部 位 特 異 的 修 飾 を 含 ん で も よ い
。 結 合 に 使 用 さ れ る 残 基 は 、 ポ リ マ ー が 結 合 し や す い 側 鎖 を 有 す る べ き で あ る （ す な わ ち
、 官 能 基 を 有 す る ア ミ ノ 酸 の 側 鎖 、 例 え ば リ ジ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 シ ス
テ イ ン 、 ヒ ス チ ジ ン な ど ） 。 あ る い は ポ リ マ ー が 結 合 し や す い 側 鎖 を 有 す る 残 基 が ポ リ ペ
プ チ ド の ア ミ ノ 酸 を 置 換 す る か 、 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 内 部 ま た は 末 端 位 置 に 付 加 す る こ
と が で き る 。 ま た 遺 伝 的 に コ ー ド さ れ る ア ミ ノ 酸 の 側 鎖 を 、 ポ リ マ ー 結 合 の た め に 化 学 修
飾 す る か 、 ま た は 適 切 な 側 鎖 官 能 基 を 有 す る 非 天 然 の ア ミ ノ 酸 を 使 用 す る こ と が で き る 。
好 適 な 結 合 法 は 、 ペ プ チ ド 合 成 と 化 学 結 合 の 組 合 せ を 用 い る 。 水 溶 性 ポ リ マ ー の 結 合 は 、
特 に タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 末 端 領 域 で 、 生 体 分 解 性 リ ン カ ー を 介 す る 。 か か る 修 飾 は 、 前 駆
体 （ ま た は 「 プ ロ ド ラ ッ グ 」 ） 型 の タ ン パ ク 質 を 提 供 し 、 こ れ は リ ン カ ー が 分 解 さ れ る と
、 ポ リ マ ー の 修 飾 無 し で タ ン パ ク 質 を 放 出 す る よ う に 作 用 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ポ リ マ ー の 結 合 は 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト の 特 定 の 位 置 に 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 の 側 鎖 や 、
ア ン タ ゴ ニ ス ト の 特 定 の 位 置 に 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 を 置 換 す る 天 然 の ま た は 非 天 然 の
ア ミ ノ 酸 の 側 鎖 の み で は な く 、 標 的 位 置 で ア ミ ノ 酸 の 側 鎖 に 結 合 し て い る 炭 水 化 物 ま た は
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他 の 残 基 も あ る 。 ま れ な ま た は 非 天 然 の ア ミ ノ 酸 は ま た 、 特 異 的 に 遺 伝 子 操 作 し た 細 菌 株
中 で タ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と に よ り 導 入 す る こ と も で き る （ Back Aら 、 2001） 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 用 語 「 活 性 」 は 、 そ の よ う な 代 替 化 合 物 が 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 的 特 徴 を 維 持 す
る こ と を 意 味 し 、 薬 学 的 応 用 ま た は 任 意 の 他 の タ イ プ の 応 用 に も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 上 記 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び ポ リ ペ プ チ ド ベ ー ス か ら 得 ら れ た 試 薬 は ま た 、 所 望 の 使 用 法
お よ び ／ ま た は 産 生 法 に 従 っ て 、 例 え ば 放 射 活 性 標 識 物 、 蛍 光 標 識 物 、 ビ オ チ ン 、 ま た は
細 胞 障 害 性 物 質 と 結 合 ま た は 複 合 体 形 成 す る よ う な 他 の 代 替 型 で も よ い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 具 体 的 な 分 子 、 例 え ば ペ プ チ ド 模 倣 物 も ま た 、 pIFNFHconの コ ン セ ン サ ス 配 列 に よ り 規
定 さ れ る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 お よ び ／ ま た は 構 造 に つ い て 設 計 す る こ と が で き る
。 ペ プ チ ド 模 倣 物 は 、 ア ミ ノ 酸 鎖 、 ア ミ ノ 酸 キ ラ ル 性 、 お よ び ／ ま た は ペ プ チ ド 骨 格 の レ
ベ ル で 化 学 的 に 修 飾 さ れ る ペ プ チ ド で あ る 。 こ れ ら の 改 変 は 、 改 良 さ れ た 調 製 、 力 価 お よ
び ／ ま た は 薬 物 動 態 的 特 徴 を 有 す る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ア ゴ ニ ス ト ま た は ア ン タ ゴ ニ
ス ト を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 例 え ば 、 ペ プ チ ド が ペ プ チ ダ ー ゼ に よ る 切 断 を 受 け や す い 時 、 被 験 体 へ の 以 後 の 注 入 は
問 題 で あ り 、 特 に 感 受 性 で あ る ペ プ チ ド 結 合 を 非 切 断 性 の ペ プ チ ド 模 倣 物 に よ り 置 換 す る
と 、 治 療 化 合 物 と し て ペ プ チ ド の よ り 安 定 か つ よ り 有 用 な 化 合 物 を 提 供 す る こ と が で き る
。 同 様 に 、 ア ミ ノ 酸 残 基 の 置 換 は 、 ペ プ チ ド の タ ン パ ク 質 分 解 に 対 す る 感 受 性 を 低 下 さ せ
る 標 準 的 方 法 で あ り 、 最 終 的 に ペ プ チ ド 以 外 の 有 機 化 合 物 に よ り 似 て く る 。 同 様 に 有 用 な
の は 、 ア ミ ノ 末 端 ブ ロ ッ キ ン グ 基 、 例 え ば t-ブ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 ア セ チ ル 、 テ イ ル
（ theyl） 、 ス ク シ ニ ル 、 メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル 、 ス ベ リ ル 、 ア ジ ピ ル 、 ア ゼ ラ イ ル （ azela
yl） 、 ダ ン シ ル 、 ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 フ ル オ レ ニ ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル 、 メ ト キ
シ ア ゼ ラ イ ル （ methoxyazelayl） 、 メ ト キ シ ア ジ ピ ル 、 メ ト キ シ ス ベ リ ル 、 お よ び 2,4-ジ
ニ ト ロ フ ェ ニ ル で あ る 。 力 価 の 上 昇 、 活 性 の 延 長 、 精 製 の 簡 便 化 、 お よ び ／ ま た は 半 減 期
の 延 長 を 与 え る 多 く の 他 の 修 飾 が 、 先 行 技 術 に 開 示 さ れ て い る （ WO02/10195、 Villain M
ら 、 2001） 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ペ プ チ ド 模 倣 物 に 含 有 さ れ る ア ミ ノ 酸 誘 導 体 の 好 適 な 代 替 の 同 義 の 基 は 、 表 IIで 規 定 さ
れ る も の で あ る 。 ア ミ ノ 酸 誘 導 体 の 非 包 括 的 リ ス ト は 、 ア ミ ノ イ ソ 酪 酸 （ Aib） 、 ヒ ド ロ
キ シ プ ロ リ ン （ Hyp） 、 1,2,3,4-テ ト ラ ヒ ド ロ － イ ソ キ ノ リ ン -3-COOH、 イ ン ド リ ン -2-カ
ル ボ ン 酸 、 4-ジ フ ル オ ロ － プ ロ リ ン 、 L-チ ア ゾ リ ジ ン -4-カ ル ボ ン 酸 、 L-ホ モ プ ロ リ ン 、 3
,4-デ ヒ ド ロ － プ ロ リ ン 、 3,4-ジ ヒ ド ロ キ シ － フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 シ ク ロ ヘ キ シ ル － グ リ
シ ン 、 お よ び フ ェ ニ ル グ リ シ ン で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 「 ア ミ ノ 酸 誘 導 体 」 は 、 20個 の 遺 伝 的 に コ ー ド さ れ る 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 の 1つ 以
外 の ア ミ ノ 酸 ま た は ア ミ ノ 酸 様 化 学 物 質 を 意 味 す る 。 特 に ア ミ ノ 酸 誘 導 体 は 、 置 換 も し く
は 非 置 換 の 、 直 鎖 、 分 岐 鎖 、 も し く は 環 状 ア ル キ ル 残 基 を 含 有 し て も よ く 、 1つ 以 上 の ヘ
テ ロ 原 子 を 含 有 し て も よ い 。 ア ミ ノ 酸 誘 導 体 は 、 新 規 合 成 さ れ る か 、 ま た は 市 販 品 か ら 得
ら れ る （ カ ル ビ オ ケ ム － ノ バ ビ オ ケ ム エ ー ジ ー （ Calbiochem-Novabiochem AG） 、 ス イ ス
； バ ッ ケ ム （ Bachem） 、 ア メ リ カ 合 衆 国 ） 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 タ ン パ ク 質 の 構 造 お よ び 機 能 を 探 索 お よ び ／ ま た は 改 良 す る た め に 、 in vitroお よ び in
 vivo翻 訳 シ ス テ ム を 使 用 し て 、 非 天 然 の ア ミ ノ 酸 誘 導 体 を タ ン パ ク 質 に 取 り 込 む た め の
種 々 の 方 法 が 、 文 献 に 開 示 さ れ て い る （ Dougherty DA、 2000） 。 ペ プ チ ド 模 倣 物 な ら び に
非 ペ プ チ ド 模 倣 物 の 合 成 と 開 発 の 方 法 も ま た 、 当 該 分 野 で 公 知 で あ る （ Golebiowski Aら
、 2001； Hruby VJと Balse PM, 2000； Sawyer TK、 「 構 造 ベ ー ス の ド ラ ッ グ デ ザ イ ン （ Str
ucture Based Drug Design） 」 中 、 Veerapandian P編 、 マ ー セ ル デ ッ カ ー 社 （ Marcel Dek
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ker Inc.） 、 557-663頁 、 1997） 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 他 の 目 的 は 、 ヒ ト IFNガ ン マ 、 対 応 す る 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は 前 記 リ ガ ン ド
の 少 な く と も 1つ の 活 性 を 有 す る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た 核 酸 で あ
る 。 好 ま し く は こ れ ら の 核 酸 は 、 配 列 番 号 1、 3、 5、 7、 9、 11、 13、 15、 17、 19、 21、 23
、 25、 27、 29、 31、 33、 35、 37、 お よ び 39よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る DNA配 列 、 ま た は 該 D
NA配 列 の 相 補 体 の コ ー ド 部 分 を 含 む 。 か か る コ ー ド 部 分 は 、 図 1～ 20に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 あ る い は 本 発 明 の 核 酸 は 、 配 列 番 号 1、 3、 5、 7、 9、 11、 13、 15、 17、 19、 21、 23、 25
、 27、 29、 31、 33、 35、 37、 お よ び 39よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 核 酸 と 、 高 ス ト リ ン ジ ェ
ン シ ー 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 精 製 さ れ た 核 酸 、 ま た は 該 核 酸 の 相 補 体 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 「 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 」 と い う 用 語 は 、 非 常 に よ く 似 た 分 子 の 結 合 を 促 進 し 、 50
％ ホ ル ム ア ミ ド 、 5X SSC（ 150mM NaCl、 15mM ク エ ン 酸 三 ナ ト リ ウ ム ） 、 50mMリ ン 酸 ナ ト
リ ウ ム （ pH7.6） 、 5Xデ ン ハ ル ツ 溶 液 、 10％ 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン 、 お よ び 20μ g/mlの 剪 断 サ
ケ 精 子 DNAを 含 む 溶 液 中 で 60～ 65℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 0.1X SSC中 で 同 じ 温 度
で フ ィ ル タ ー を 洗 浄 す る こ と か ら な る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 の 条 件 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 こ れ ら の 核 酸 （ 実 質 的 に 同 じ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む ） は 、 プ ラ ス ミ ド 、 ベ ク タ ー 、 お
よ び 任 意 の 他 の DNA構 築 体 中 に 含 ま れ 、 こ れ ら は 、 コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 、 細 胞 中
、 無 細 胞 発 現 系 中 、 ま た は ウ イ ル ス 中 で 維 持 、 修 飾 、 導 入 ま た は 発 現 す る の に 使 用 す る こ
と が で き る 。 特 に 、 該 核 酸 分 子 が 発 現 制 御 配 列 に 作 用 可 能 式 に 結 合 し た ベ ク タ ー は 、 コ ー
ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 原 核 生 物 も し く は 真 核 生 物 宿 主 細 胞 中 で の 発 現 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 「 実 質 的 に 同 じ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 」 と い う 用 語 は 、 遺 伝 コ ー ド の 縮 重 の た め に 、 あ る ア
ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 任 意 の 他 の 核 酸 配 列 を 含 む 。 こ の 意 味 で 文 献 は 、 組 換 え 発 現 の た
め の 好 適 な ま た は 最 適 化 し た コ ド ン に つ い て 記 載 し て い る （ Kane JFら 、 1995） 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 核 酸 お よ び ベ ク タ ー は 、 異 な る 目 的 で 細 胞 ま た は ウ イ ル ス 中 に 導 入 で き 、 ト ラ ン ス ジ ェ
ニ ッ ク 細 胞 お よ び 生 物 を 生 成 す る 。 例 え ば 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る こ と が で き る
細 胞 を 産 生 す る 方 法 は 、 か か る ベ ク タ ー ま た は 核 酸 で 細 胞 を 遺 伝 子 操 作 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 特 に 宿 主 細 胞 （ 例 え ば 細 菌 細 胞 ） は 、 本 発 明 の 核 酸 お よ び ベ ク タ ー に よ り コ ー ド さ れ る
ポ リ ペ プ チ ド の 一 過 性 ま た は 安 定 な 発 現 を 可 能 に す る た め に 、 形 質 転 換 に よ り 修 飾 す る こ
と が で き る 。 あ る い は 、 そ の レ ベ ル を 正 常 の 発 現 レ ベ ル と 比 較 す る 時 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ
チ ド の 発 現 レ ベ ル が 上 昇 も し く は 低 下 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 細 胞 ま た は 非 ヒ ト 生 物
を （ 非 － ／ 相 同 的 組 換 え に よ り 、 ま た は 安 定 な 組 み 込 み と 発 現 を 可 能 に す る 任 意 の 他 の 方
法 に よ り ） 作 成 す る た め に 、 該 分 子 を 使 用 す る こ と が で き る 。 か か る 正 確 な 修 飾 は 、 本 発
明 の 核 酸 と 、 例 え ば 遺 伝 子 治 療 （ Meth. Enzymol. vol. 346, 2002） ま た は 部 位 特 異 的 リ
コ ン ビ ナ ー ゼ （ Kolb AF, 2002） に 関 連 す る 技 術 を 使 用 し て 得 る こ と が で き る 。 本 特 許 出
願 に 開 示 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 に 基 づ く モ デ ル 系 は ま た 、 こ れ ら の 活 性 の 体 系 的 研 究
の た め に 、 ヒ ト 細 胞 株 中 に 遺 伝 子 を タ ー ゲ テ ィ ン グ す る こ と に よ っ て も 作 成 す る こ と が で
き る （ Bunz F, 2002） 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 、 例 え ば 組 換 え DNA関 連 技 術 、 お よ び 化 学 合 成 法 を 含 む 当 該 分
野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 特 に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 作 成
法 は 、 上 記 の 宿 主 ま た は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 細 胞 を 、 核 酸 ま た は ベ ク タ ー が 発 現 さ れ る 条
件 下 で 培 養 し 、 該 核 酸 ま た は ベ ク タ ー に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド を 細 胞 培 養 物 か ら
回 収 す る こ と を 含 む 。 例 え ば ベ ク タ ー が 、 細 胞 外 タ ン パ ク 質 ま た は シ グ ナ ル ペ プ チ ド 含 有
タ ン パ ク 質 と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 時 、 組 換 え 産 物 は 、 細 胞 外
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ス ペ ー ス に 分 泌 す る こ と が で き 、 さ ら な る プ ロ セ シ ン グ の 観 点 か ら 、 培 養 細 胞 か ら よ り 容
易 に 採 取 し 精 製 す る こ と が で き 、 細 胞 を 直 接 使 用 も し く は 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA配 列 は 、 適 当 な エ ピ ソ ー ム ま た は 非 － ／ 相 同 的 組
み 込 み ベ ク タ ー 中 に 挿 入 し か つ 連 結 す る こ と が で き 、 こ れ は 、 任 意 の 適 当 な 手 段 （ 形 質 転
換 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 結 合 体 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 融 合 、 電 気 穿 孔 法 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ
ム 沈 降 法 、 直 接 微 量 注 入 法 な ど ） に よ り 適 切 な 宿 主 細 胞 ま た は ウ イ ル ス に 導 入 す る こ と が
で き る 。 特 定 の プ ラ ス ミ ド ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 選 択 す る の に 重 要 な 因 子 は 以 下 を 含
む ： ベ ク タ ー を 含 有 す る 受 容 体 細 胞 が 認 識 さ れ 、 ベ ク タ ー を 含 有 し な い 受 容 体 細 胞 か ら 選
択 さ れ る こ と の 簡 便 さ ； 特 定 の 宿 主 中 で 好 ま し い ベ ク タ ー の コ ピ ー 数 ； お よ び 異 な る 種 の
宿 主 細 胞 間 で ベ ク タ ー を 「 シ ャ ト ル 」 す る こ と が 好 ま し い か ど う か 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ベ ク タ ー は 、 細 胞 中 で 誘 導 性 ま た は 構 成 性 に 活 性 の あ る 転 写 開 始 ／ 停 止 制 御 配 列 の 制 御
下 で 、 原 核 生 物 ま た は 真 核 生 物 宿 主 細 胞 中 で の 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 単 離 さ れ た
タ ン パ ク 質 ま た は 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 可 能 に す る 。 次 に か か る 細 胞 中 で 実 質 的 に 濃 縮
さ れ る 細 胞 株 を 単 離 し て 、 安 定 な 細 胞 株 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 異 な る 転 写 お よ び 翻 訳 制 御 配 列 を 、 宿 主 （ 例 え ば 、 酵 母 、 昆 虫 、 植 物 ま た は 哺 乳 動 物 細
胞 ） の 性 質 に 依 存 し て 、 真 核 生 物 宿 主 用 に 使 用 し て も よ い 。 こ れ ら は 、 ウ イ ル ス 源 （ 例 え
ば 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 ウ シ 乳 頭 腫 ウ イ ル ス 、 サ ル ウ イ ル ス な ど ） か ら 得 ら れ 、 こ こ で 制 御
シ グ ナ ル は 、 高 レ ベ ル の 発 現 を 有 す る 特 定 の 遺 伝 子 に 結 合 し て い る 。 例 と し て は 、 ヘ ル ペ
ス ウ イ ル ス の TKプ ロ モ ー タ ー 、 SV40早 期 プ ロ モ ー タ ー 、 酵 母 gal4遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー な ど
が あ る 。 遺 伝 子 の 発 現 が 修 飾 で き る よ う に 、 抑 制 と 活 性 化 を 可 能 に す る 転 写 開 始 制 御 シ グ
ナ ル を 選 択 し て も よ い 。 発 現 ベ ク タ ー を 含 有 す る 宿 主 細 胞 の 選 択 を 可 能 に す る 1つ 以 上 の
マ ー カ ー を 導 入 す る こ と に よ り 、 導 入 さ れ た DNAに よ り 安 定 に 形 質 転 換 さ れ る 細 胞 を 選 択
す る こ と が で き る 。 マ ー カ ー は ま た 、 栄 養 要 求 性 宿 主 に 光 栄 養 性 、 殺 生 物 剤 （ 例 え ば 抗 生
物 質 ） ま た は 重 金 属 （ 例 え ば 銅 ） に 対 す る 耐 性 を 与 え る こ と が で き る 。 選 択 可 能 な マ ー カ
ー 遺 伝 子 は 、 同 じ ベ ク タ ー 中 で 発 現 さ れ る DNA配 列 と 直 接 連 結 し て い る か 、 ま た は 別 の ベ
ク タ ー を 同 時 ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と に よ り 同 じ 細 胞 中 に 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 宿 主 細 胞 は 、 原 核 生 物 で も 真 核 生 物 で も よ い 。 好 適 な も の は 真 核 生 物 宿 主 で あ り 、 例 え
ば 哺 乳 動 物 細 胞 、 例 え ば ヒ ト 、 サ ル 、 マ ウ ス 、 お よ び チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ CHO
） 細 胞 で あ り 、 こ れ ら は タ ン パ ク 質 に 翻 訳 後 修 飾 （ 正 し い 折 り 畳 み と グ リ コ シ ル 化 ） を 与
え る た め で あ る 。 ま た 酵 母 細 胞 は 、 翻 訳 後 ペ プ チ ド 修 飾 （ グ リ コ シ ル 化 を 含 む ） を す る こ
と が で き る 。 酵 母 （ ク ロ ー ン 化 哺 乳 動 物 遺 伝 子 産 物 中 の リ ー ダ ー 配 列 を 認 識 し 、 リ ー ダ ー
配 列 を 有 す る ペ プ チ ド （ す な わ ち プ レ ペ プ チ ド ） を 分 泌 す る ） 中 で の 所 望 の タ ン パ ク 質 の
産 生 の た め に 利 用 で き る 、 強 い プ ロ モ ー タ ー 配 列 と 高 コ ピ ー 数 の プ ラ ス ミ ド と を 使 用 す る
多 く の 組 換 え DNA法 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 上 記 実 施 態 様 は 、 新 規 ポ リ ペ プ チ ド の 配 列 に つ い て の 本 特 許 出 願 に よ り 与 え ら
れ る 開 示 と 、 一 般 的 な 分 子 生 物 学 法 を 組 合 せ の 知 識 を 組 合 せ る こ と に よ り 達 成 で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ベ ク タ ー お よ び 原 核 宿 主 細 胞 ま た は 真 核 宿 主 細 胞 を 使 用 し て 組 換 え タ ン パ ク 質 を ク ロ ー
ン 化 し 産 生 す る 方 法 に つ い て の 教 示 を 与 え る 多 く の 本 お よ び 総 説 が 有 り 、 例 え ば オ ッ ク ス
フ ォ ー ド 大 学 プ レ ス （ Oxford University Press） が 発 行 す る 「 実 際 的 ア プ ロ ー チ （ A Pra
ctical Approach） 」 シ リ ー ズ 中 の い く つ か の タ イ ト ル が あ る （ 「 DNAク ロ ー ニ ン グ 2： 発
現 系 （ DNA Cloning 2: Expression Systems） 」 、 1995； 「 DNAク ロ ー ニ ン グ 4： 哺 乳 動 物
系 （ DNA Cloning 2: Mammalian Systems） 」 、 1996； 「 タ ン パ ク 質 発 現 （ Protein Expess
ion） 」 、 1999； 「 タ ン パ ク 質 精 製 法 （ Protein Purification Techniques） 」 、 2001） 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
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　 さ ら に 、 文 献 は 、 高 ス ル ー プ ッ ト で ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 方 法 の 総 説 （ Chambers SP,
 2002； Coleman TAら 、 1997） 、 治 療 用 途 を 有 す る 組 換 え タ ン パ ク 質 の 大 規 模 生 産 の た め
に 工 業 的 に 使 用 さ れ る 細 胞 系 と 方 法 の 総 説 （ Andersen DCと Krummen L, 2002, Chu Lと Rob
inson DK, 2001） 、 お よ び 目 的 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る た め の 代 替 真 核 細 胞 発 現 系 （ こ
れ は 、 所 望 の タ ン パ ク 質 の 経 済 的 生 産 の た め に 大 き な 可 能 性 を 有 す る ） の 総 説 、 例 え ば ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植 物 ベ ー ス の も の （ Giddings G, 2001） ま た は ピ キ ア ・ パ ス ト リ ス （ Pi
chia pastoris） ベ ー ス の も の （ Lin Cereghino GPら 、 2002） を 与 え る 。 組 換 え タ ン パ ク
質 産 物 は 容 易 に 、 精 製 中 に 種 々 の 分 析 法 を 用 い て 追 跡 し て 、 発 現 さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の 量
を 証 明 （ Baker KNら 、 2002） し 、 な ら び に 生 物 同 等 性 や 免 疫 原 性 の よ う な 性 質 を チ ェ ッ ク
す る こ と が で き る （ Schellekens H, 2002； Gendel SM, 2002） 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 完 全 な 合 成 タ ン パ ク 質 が 文 献 （ Brown Aら 、 1996） に 開 示 さ れ 、 そ の 長 さ が 短 い 時 に 本
発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 効 率 的 に 応 用 で き る 化 学 合 成 法 の 多 く の 例 が 、 固 相 ま た は 液 相 合 成
法 と し て 、 文 献 で 利 用 で き る 。 例 え ば 、 合 成 さ れ る ペ プ チ ド の カ ル ボ キ シ 末 端 に 対 応 す る
ア ミ ノ 酸 が 支 持 体 （ こ れ は 有 機 溶 媒 中 で 不 溶 性 で あ る ） に 結 合 さ れ 、 反 応 （ そ の ア ミ ノ 基
と 側 鎖 官 能 基 が 適 当 な 保 護 基 で 保 護 さ れ た ア ミ ノ 酸 が 、 カ ル ボ キ シ 末 端 か ら ア ミ ノ 末 端 の
順 に 1つ ず つ 縮 合 さ れ る 反 応 、 お よ び 樹 脂 に 結 合 し た ア ミ ノ 酸 ま た は ペ プ チ ド の ア ミ ノ 基
の 保 護 基 が 放 出 さ れ る ） を 交 互 に 繰 り 返 す こ と に よ り ペ プ チ ド 鎖 が 伸 長 さ れ る 。 固 相 合 成
法 は 、 使 用 さ れ る 保 護 基 の 種 類 に よ り 、 tBoc法 と Fmoc法 に 大 き く 分 類 さ れ る 。 一 般 的 に 使
用 さ れ る 保 護 基 に は 、 ア ミ ノ 基 に つ い て tBoc（ t-ブ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル ） 、 Cl-Z（ 2-ク
ロ ロ ベ ン ゾ ジ オ キ シ カ ル ボ ニ ル ） 、 Br-Z（ 2-ブ ロ モ ベ ン ゾ ジ オ キ シ カ ル ボ ニ ル ） 、 Bzl（
ベ ン ジ ル ） 、 Fmoc（ 9-フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル ） 、 Mbh（ 4,4'-ジ メ ト キ シ ジ
ベ ン ズ ヒ ド リ ル ） 、 Mtr（ 4-メ ト キ シ -2,3,6-ト リ メ チ ル ベ ン ゼ ン ス ル ホ ニ ル ） 、 Trt（ ト
リ チ ル ） 、 Tos（ ト シ ル ） 、 Z（ ベ ン ゾ ジ オ キ シ カ ル ボ ニ ル ） 、 お よ び Cl2-Bzl（ 2,6-ジ ク
ロ ロ ベ ン ジ ル ） ； グ ア ニ ジ ノ 基 に つ い て NO2（ ニ ト ロ ） 、 お よ び Pmc（ 2,2,5,7,8-ペ ン タ メ
チ ル ク ロ マ ン -6-ス ル ホ ニ ル ） ； お よ び ヒ ド ロ キ シ ル 基 に つ い て tBu（ t-ブ チ ル ） 。 所 望 の
ペ プ チ ド の 合 成 後 、 こ れ は 脱 保 護 反 応 に 付 さ れ 、 固 体 支 持 体 か ら 切 断 さ れ る 。 か か る ペ プ
チ ド 切 断 反 応 は 、 Boc方 法 で は フ ッ 化 水 素 ま た は ト リ フ ル オ ロ メ タ ン ス ル ホ ニ ル で 、 Fmoc
法 で は TFAで 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 精 製 は 、 こ の た め に 公 知 の 任 意 の 1つ の 方 法 、 す な わ ち 抽 出 、
沈 降 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 電 気 泳 動 な ど を 含 む 従 来 法 に よ り 行 わ れ る 。 本 発 明 の タ ン パ
ク 質 の 精 製 で 好 適 に 使 用 さ れ る さ ら な る 精 製 法 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は 親 和 性 基 （
こ れ は 、 標 的 タ ン パ ク 質 に 結 合 し 、 産 生 さ れ 、 カ ラ ム 内 に 含 有 さ れ る ゲ ル マ ト リ ッ ク ス 上
に 固 定 化 さ れ る ） を 使 用 す る 親 和 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で あ る 。 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 不
純 物 を 含 む 調 製 物 は 、 カ ラ ム に 通 さ れ る 。 ヘ パ リ ン ま た は 特 異 抗 体 に よ り タ ン パ ク 質 は カ
ラ ム に 結 合 し 、 不 純 物 は 通 過 す る 。 洗 浄 後 、 pHま た は イ オ ン 強 度 の 変 化 に よ り ゲ ル か ら タ
ン パ ク 質 が 溶 出 さ れ る 。 あ る い は 、 HPLC（ 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ） を 使 用 す る こ と
が で き る 。 溶 出 は 、 タ ン パ ク 質 精 製 に 一 般 的 に 使 用 さ れ る 水 － ア セ ト ニ ト リ ル ベ ー ス の 溶
媒 を 使 用 し て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 の 新 規 ポ リ ペ プ チ ド の 開 示 、 お よ び こ れ ら と 関 連 し て 開 示 さ れ る 試 薬 （ 抗 体 、 核
酸 、 細 胞 ） は 、 細 胞 ま た は 動 物 中 の 発 現 レ ベ ル を 上 昇 ま た は 低 下 さ せ る こ と が で き る 化 合
物 （ タ ン パ ク 質 、 な ら び に 小 有 機 分 子 ） を ス ク リ ー ニ ン グ し 性 状 解 析 す る こ と も 可 能 に す
る 。 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 を 低 下 ま た は 阻 止 す る 化 合 物 の 例 は 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド （ Stein CA, 2001） ま た は RNA妨 害 性 サ イ レ ン シ ン グ を 開 始 す る こ と が で き る 小 妨
害 性 2本 鎖 RNA分 子 （ Paddison PJら 、 2002； Lewis DLら 、 2002） で あ る 。 こ れ ら の 化 合 物
は 、 文 献 （ Choy EHと Panayi GS, 2001； Dower SK, 2000） に 記 載 の よ う に サ イ ト カ イ ン セ
グ メ ン ト 経 路 を 阻 止 す る た め の 拮 抗 機 構 の 可 能 性 の 点 で 、 ア ン タ ゴ ニ ス ト （ 変 異 体 と リ ガ
ン ド に 関 連 し て 上 記 さ れ た も の 以 外 に ） と し て 考 え ら れ る 。
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【 ０ ０ ７ １ 】
　 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 化 学 的 に 合 成 で き る 1本 鎖 ポ リ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド ま た
は 2つ の 相 補 的 ポ リ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド を 意 味 す る 。 か か る 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は
、 5'リ ン 酸 塩 を 有 し 、 従 っ て キ ナ ー ゼ の 存 在 下 で ATPと と も に リ ン 酸 塩 を 加 え な い で 別 の
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 す る こ と は 無 い 。 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 脱 リ ン 酸 化 さ れ
た 断 片 に 結 合 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 生 成 物 の 精 製 さ れ た 調 製 物 を 含 む （ ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 、 細 胞 、 リ
ガ ン ド 、 ペ プ チ ド 模 倣 物 ） 。 本 明 細 書 に お い て 精 製 さ れ た 調 製 物 は 、 少 な く と も 1重 量 ％
、 好 ま し く は 少 な く と も 5重 量 ％ の 本 発 明 の 化 合 物 を 含 有 す る 調 製 物 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 特 許 出 願 は 、 い く つ か の 可 能 な 用 途 で 利 用 し 得 る 1つ 以 上 の ヒ ト IFNガ ン マ 関 連 活 性 を
有 す る 一 連 の 新 規 ポ リ ペ プ チ ド お よ び 関 連 試 薬 を 開 示 す る 。 特 に 疾 患 の 治 療 ま た は 予 防 に
お い て 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ヒ ト IFNガ ン マ 関 連 活 性 の 上 昇 が 好 ま し い 場 合 は い つ も 、
コ ン セ ン サ ス 配 列 pIFNFHconと 明 確 な 相 同 性 を 有 す る 開 示 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 対 応 す る
融 合 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド 模 倣 物 、 コ ー ド す る 核 酸 、 発 現 す る 細 胞 、 ま た は そ の 発 現
を 増 強 さ せ る 化 合 物 の よ う な 試 薬 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 従 っ て 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ヒ ト IFNガ ン マ 活 性 の 上 昇 を 必 要 と す る 疾 患
の 治 療 ま た は 予 防 の た め の 医 薬 組 成 物 で あ っ て 、 活 性 成 分 と し て 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 pIFN
FHconと 明 確 な 相 同 性 を 有 す る 開 示 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 対 応 す る 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び
ペ プ チ ド 模 倣 物 、 コ ー ド す る 核 酸 、 発 現 す る 細 胞 、 ま た は そ の 発 現 を 増 強 さ せ る 化 合 物 の
1つ を 含 有 す る 、 組 成 物 を 開 示 す る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 こ れ ら の 医 薬 組 成 物 の 調 製 法 は 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 pIFNFHconと 明 確 な 相 同 性 を 有 す る
開 示 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 、 対 応 す る 融 合 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド 模 倣 物 、 コ ー ド す る 核
酸 、 発 現 す る 細 胞 、 ま た は そ の 発 現 を 増 強 さ せ る 化 合 物 を 、 薬 剤 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と
組 合 せ る こ と を 含 む 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ヒ ト IFNガ ン マ 活 性 の 上 昇 を 必 要 と す る 疾
患 の 治 療 ま た は 予 防 法 は 、 治 療 的 有 効 量 の 開 示 さ れ た INSP037様 ポ リ ペ プ チ ド 、 対 応 す る
融 合 タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド 模 倣 物 、 コ ー ド す る 核 酸 、 発 現 す る 細 胞 、 ま た は そ の 発 現
を 増 強 さ せ る 化 合 物 の 投 与 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 特 許 出 願 に 開 示 さ れ た 新 規 分 子 の 中 で 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 ま た は 活 性 を 低
下 さ せ る リ ガ ン ド ま た は 化 合 物 は い く つ か の 用 途 を 有 し 、 特 に こ れ ら は 、 本 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド の 過 剰 の ヒ ト IFNガ ン マ 活 性 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療 ま た は 診 断 に 使 用 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 従 っ て 本 発 明 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 過 剰 の ヒ ト IFNガ ン マ 活 性 に 関 連 す る 疾 患 の
治 療 ま た は 予 防 の た め の 医 薬 組 成 物 で あ っ て 、 活 性 成 分 と し て か か る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現
ま た は 活 性 を 低 下 さ せ る リ ガ ン ド ま た は 化 合 物 の 1つ を 含 有 す る 組 成 物 を 開 示 す る 。 こ れ
ら の 医 薬 組 成 物 の 調 製 法 は 、 リ ガ ン ド ま た は 化 合 物 を 薬 剤 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 と 組 合 せ
る こ と を 含 む 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 過 剰 の IFNガ ン マ 関 連 活 性 に 関 連 す る 疾 患 の 治 療
ま た は 予 防 法 は 、 治 療 的 有 効 量 の ア ン タ ゴ ニ ス ト 、 リ ガ ン ド ま た は 化 合 物 の 投 与 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 特 許 出 願 は 、 pIFNFHconの コ ン セ ン サ ス 配 列 と 明 確 な 相 同 性 を 有 す る 新 規 ポ リ ペ プ チ
ド 、 お よ び ヒ ト IFNガ ン マ 関 連 活 性 、 ま た は そ の ア ン タ ゴ ニ ス ト お よ び イ ン ヒ ビ タ ー を 有
す る 化 合 物 が 有 効 な 作 用 を 提 供 し 得 る 疾 患 （ 例 え ば 、 細 胞 増 殖 性 疾 患 、 自 己 免 疫 ／ 炎 症 性
疾 患 、 心 血 管 疾 患 、 神 経 疾 患 、 ま た は 細 菌 お よ び ウ イ ル ス 感 染 症 ） の 治 療 ま た は 予 防 に お
い て 、 適 切 に 調 製 さ れ た 医 薬 組 成 物 中 の 活 性 成 分 と し て 有 用 な 一 連 の 関 連 試 薬 を 開 示 す る
。 疾 患 の 非 包 括 的 リ ス ト は 、 多 発 性 硬 化 症 、 移 植 片 対 宿 主 反 応 病 、 リ ン パ 腫 、 白 血 病 、 ク
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ロ ー ン 病 、 喘 息 、 敗 血 症 シ ョ ッ ク 、 Ｉ 型 お よ び II型 糖 尿 病 、 ア レ ル ギ ー 、 喘 息 、 乾 癬 、 炎
症 性 腸 疾 患 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 、 線 維 性 疾 患 、 リ ウ マ チ 様 関 節 炎 、 お よ び 神 経 芽 腫 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び 関 連 試 薬 の 治 療 用 途 は 、 ヒ ト IFNガ ン マ お よ び ／ ま た は IFN
ガ ン マ 結 合 タ ン パ ク 質 （ Boehm Uら 、 1997； Bach EAら 、 1997） （ そ の オ ー ソ ロ グ ま た は ア
ン タ ゴ ニ ス ト を 含 む ） に つ い て 開 発 さ れ た 動 物 細 胞 、 組 織 お よ び モ デ ル を 利 用 す る in viv
o／ in vitroア ッ セ イ に よ り 、 ま た は 薬 剤 発 見 と 前 臨 床 開 発 中 の IFNと 他 の 生 物 学 的 製 剤 の
評 価 に つ い て 知 ら れ て い る in silico／ コ ン ピ ュ ー タ ー ア プ ロ ー チ （ Johnson DEと Wolfgan
g GH, 2000） に よ り 、 （ 安 全 性 、 薬 物 動 態 、 お よ び 効 力 に つ い て ） 評 価 す る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 先 行 技 術 で 開 示 さ れ た ヒ ト IFNガ ン マ （ ま た は そ の オ ー ソ ロ グ も し く は ア ン タ ゴ ニ ス ト
） に 関 連 す る 使 用 ま た は 活 性 も ま た 、 本 発 明 の 対 応 す る 実 施 態 様 に 適 用 可 能 で あ り 、 例 え
ば 治 療 用 途 、 お よ び 組 成 物 を 単 独 、 ま た は ヒ ト IFNガ ン マ に つ い て 公 知 の 別 の 化 合 物 （ EP3
11616、 WO01/34180、 EP490250； EP203580； EP502997； EP886527； EP696639； Ziesche Rら
、 1999； WO01/34180； EP203580； WO90/03189； WO95/22328； US5170591； WO02/102312； US
5666312； WO91/07984； US5198212； EP1265996； US6036956； EP1140990； WO98/28001； WO9
4/12531； WO94/14497； WO02/98460； WO99/09055； WO00/32634） 、 製 剤 （ EP697887、 WO01/
36001） 、 発 現 系 （ WO01/57218） と 組 合 せ た も の が あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 pIFNFHconと 明 確 な 相 同 性 を 有 す る 開 示 さ れ
た ポ リ ペ プ チ ド ま た は 関 連 試 薬 以 外 に 、 適 当 な 薬 剤 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 、 生 体 適 合 性 の
ビ ヒ ク ル 、 お よ び 動 物 へ の 投 与 に 適 し た 添 加 物 （ 例 え ば 生 理 食 塩 水 ） 、 お よ び 最 後 に 、 薬
剤 学 的 に 使 用 可 能 な 調 製 物 中 へ の 活 性 化 合 物 の 処 理 を 促 進 す る 補 助 物 質 （ 例 え ば 、 賦 形 剤
、 安 定 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト ま た は 希 釈 剤 ） を 含 有 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 医 薬 組 成 物 は 、 投 与 方 法 の ニ ー ズ を 満 足 す る た め に 任 意 の 許 容 さ れ る 方 法 で 製 剤 化 さ れ
る 。 例 え ば 生 体 物 質 の う ち で 、 糖 － 巨 大 分 子 結 合 体 、 ヒ ド ロ ゲ ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー
ル 、 お よ び 他 の 天 然 の ま た は 合 成 ポ リ マ ー を 、 薬 剤 送 達 の 効 率 の 点 で 活 性 成 分 を 改 良 す る
た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 特 定 の 投 与 お よ び 送 達 方 法 を 試 験 す る た め の 技 術 と モ デ ル
は 、 一 般 的 に は 文 献 （ Davis BGと Robinson MA, 2002； Gupta Pら 、 2002； Luo Bと Prestwi
ch GD, 2001； Cleland JLら 、 2001； Pillai Oと Panchagnula R, 2001） に 、 そ し て 具 体 的
に は IFNガ ン マ （ Younes HMと Amsden BG, 2002） に つ い て 開 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 こ れ ら の 目 的 に 適 し た ポ リ マ ー は 生 体 適 合 性 で あ り 、 す な わ ち 生 物 系 に 対 し て 非 毒 性 で
あ り 、 か か る ポ リ マ ー の 多 く が 公 知 で あ る 。 か か る ポ リ マ ー は 、 疎 水 性 で も 親 水 性 で も 、
生 体 分 解 性 、 非 生 体 分 解 性 、 ま た は こ れ ら の 組 合 せ で も よ い 。 こ れ ら の ポ リ マ ー は 、 天 然
の ポ リ マ ー （ 例 え ば コ ラ ー ゲ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 セ ル ロ ー ス 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 ） 、 な ら び に 合 成
ポ リ マ ー （ 例 え ば ポ リ エ ス テ ル 、 ポ リ オ ル ト エ ス テ ル 、 ポ リ ア ン ヒ ド リ ド ） を 含 む 。 疎 水
性 の 非 分 解 性 ポ リ マ ー の 例 に は 、 ポ リ ジ メ チ ル シ ロ キ サ ン 、 ポ リ ウ レ タ ン 、 ポ リ テ ト ラ フ
ル オ ロ エ チ レ ン 、 ポ リ エ チ レ ン 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ル 、 お よ び ポ リ メ タ ク リ ル 酸 メ チ レ ー ト が
あ る 。 親 水 性 の 非 分 解 性 ポ リ マ ー の 例 に は 、 ポ リ (2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ）
、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 ポ リ (N-ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン ） 、 ポ リ ア ル キ レ ン 、 ポ リ ア ク リ ル
ア ミ ド 、 お よ び こ れ ら の コ ポ リ マ ー が あ る 。 好 適 な ポ リ マ ー は 、 連 続 的 繰 り 返 し 単 位 と し
て エ チ レ ン オ キ サ イ ド 、 例 え ば ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 活 性 成 分 の 所 望 の 血 中 レ ベ ル を 確 立 す る た め に 、 当 業 者 に よ り 任 意 の 一 般 に 認 め ら れ た
投 与 法 が 使 用 さ れ 測 定 さ れ る 。 例 え ば 投 与 は 、 種 々 の 非 経 口 経 路 、 例 え ば 皮 下 、 静 脈 内 、
皮 内 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 、 鼻 内 、 経 皮 、 経 口 、 ま た は 頬 経 路 に よ り 投 与 さ れ る 。 本 発 明 の 医
薬 組 成 物 は ま た 、 あ ら か じ め 決 め ら れ た 速 度 で ポ リ ペ プ チ ド を 長 期 投 与 す る た め に 、 持 続
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放 出 ま た は 制 御 放 出 剤 形 （ 例 え ば デ ポ 注 射 、 浸 透 圧 ポ ン プ な ど ） で も 投 与 す る こ と が で き
、 好 ま し く は 正 確 な 投 与 量 の 単 回 投 与 に 適 し た 単 位 投 与 剤 型 で 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 非 経 口 投 与 は 、 大 型 丸 薬 注 入 ま た は 経 時 的 に ゆ っ く り 潅 流 し て も よ い 。 非 経 口 投 与 の た
め の 調 製 物 に は 、 無 菌 の 水 性 ま た は 非 水 性 溶 液 、 懸 濁 液 、 お よ び エ マ ル ジ ョ ン が あ り 、 こ
れ ら は 当 該 分 野 で 公 知 の 補 助 的 物 質 ま た は 賦 形 剤 を 含 有 し て も よ く 、 日 常 的 方 法 に 従 っ て
調 製 す る こ と が で き る 。 さ ら に 活 性 化 合 物 の 懸 濁 液 は 、 適 切 な 油 状 注 射 懸 濁 液 と し て 投 与
し て も よ い 。 適 当 な 親 油 性 溶 媒 ま た は ビ ヒ ク ル に は 、 脂 肪 油 （ 例 え ば ゴ マ 油 ） 、 ま た は 合
成 脂 肪 酸 エ ス テ ル （ 例 え ば オ レ イ ン 酸 エ チ ル ま た は ト リ グ リ セ リ ド ） が あ る 。 懸 濁 液 の 粘
度 を 上 昇 さ せ る 物 質 を 含 有 す る 水 性 注 射 懸 濁 液 に は 、 例 え ば カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス
ナ ト リ ウ ム 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 お よ び ／ ま た は デ キ ス ト ラ ン が あ る 。 場 合 に よ り 、 懸 濁 液 は
安 定 剤 を 含 有 し て も よ い 。 医 薬 組 成 物 は 、 注 射 に よ る 投 与 に 適 切 な 溶 液 を 含 有 し 、 約 0.01
～ 99.99％ 、 好 ま し く は 約 20～ 75％ の 活 性 を 賦 形 剤 と と も に 含 有 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 「 治 療 的 有 効 量 」 と い う 用 語 は 、 疾 患 の 経 過 と 重 症 度 に 影 響 を 与 え 、 か か る 病 態 の 減 少
ま た は 緩 解 に 至 る の に 充 分 な 活 性 成 分 の 量 を 意 味 す る 。 有 効 な 量 は 、 投 与 経 路 と 患 者 の 状
態 に 依 存 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 「 薬 剤 学 的 に 許 容 さ れ る 」 と い う 用 語 は 、 活 性 成 分 の 生 物 活 性 の 有 効 性 を 妨 害 せ ず 、 投
与 さ れ る 宿 主 に 対 し て 毒 性 で は な い 任 意 の 担 体 を 包 含 す る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 非 経 口
投 与 で は 、 上 記 活 性 成 分 は 、 食 塩 水 、 ブ ド ウ 糖 溶 液 、 血 清 ア ル ブ ミ ン お よ び リ ン ゲ ル 液 の
よ う な ビ ヒ ク ル 中 で 注 射 用 の 単 位 投 与 剤 型 で 調 製 さ れ る 。 担 体 は ま た 、 デ ン プ ン 、 セ ル ロ
ー ス 、 タ ル ク 、 グ ル コ ー ス 、 乳 糖 、 シ ョ 糖 、 ゼ ラ チ ン 、 麦 芽 、 コ メ 、 小 麦 粉 、 白 亜 、 シ リ
カ ゲ ル 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 ス テ ア リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 モ ノ ス テ ア リ ン 酸 グ リ セ
ロ ー ル 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 乾 燥 ス キ ム ミ ル ク 、 グ リ コ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 水 、
エ タ ノ ー ル 、 お よ び 種 々 の 油 （ 石 油 、 動 物 、 植 物 ま た は 合 成 起 源 を も の を 含 み 、 ピ ー ナ ツ
油 、 ダ イ ズ 油 、 ミ ネ ラ ル 油 、 ゴ マ 油 ） か ら も 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 投 与 さ れ る 用 量 は 、 受 容 者 の 年 齢 、 性 、 健 康 お よ び 体 重 、 （ も し あ れ ば ） 同 時 に 行 わ れ
る 治 療 の 種 類 、 治 療 の 頻 度 、 疾 患 の 重 症 度 、 お よ び 所 望 の 作 用 の 性 質 に 依 存 す る こ と が 理
解 さ れ る 。 用 量 は 、 当 業 者 に よ り 理 解 さ れ 測 定 可 能 な よ う に 、 個 々 の 被 験 体 に 応 じ て 変 化
す る 。 各 治 療 に 必 要 な 総 用 量 は 、 多 回 投 与 ま た は 単 回 投 与 に よ り 投 与 し て も よ い 。 本 発 明
の 医 薬 組 成 物 は 、 単 独 で 、 ま た は 症 状 、 ま た は 他 の 症 状 に 対 す る 他 の 治 療 薬 と と も に 投 与
し て も よ い 。 通 常 、 上 記 活 性 成 分 の 1日 の 用 量 は 、 0.01～ 100mg/kg体 重 /日 で あ る 。 所 望 の
結 果 を 得 る の に 、 分 割 用 量 で ま た は 持 続 放 出 型 で 投 与 さ れ る 通 常 1～ 40mg/kg体 重 /日 が 有
効 で あ る 。 第 2の ま た は 以 後 の 投 与 は 、 個 体 に 投 与 さ れ る 初 回 ま た は 以 前 の 用 量 と 同 じ か
、 よ り 少 な い か 、 ま た は よ り 多 い 用 量 で 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 治 療 目 的 ま た は 製 造 目 的 を 有 す る 方 法 と は 別 に 、 い く つ か の 応 用 は 、 本 明 細 書 に 開 示 の
コ ン セ ン サ ス 配 列 pIFNFHconと 明 確 な 相 同 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド お よ び 関 連 試 薬 を 利 用
す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 第 1の 例 に お い て 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 pIFNFHconと 明 確 な 相 同 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド に
関 連 す る 疾 患 を 治 療 す る の に 有 効 な 候 補 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 以 下 を 含 む ：
　 (a)か か る ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 、 ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 レ ベ ル の 上 昇 し た ま た は
低 下 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 非 ヒ ト 動 物 、 ま た は ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 細 胞 に 、 候 補 化
合 物 を 接 触 さ せ 、 そ し て
　 (b)動 物 ま た は 細 胞 に 対 す る 化 合 物 の 作 用 を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 第 2の 例 に お い て 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 pIFNFHconと 明 確 な 相 同 性 を 有 す る 本 発 明 の ポ リ ペ
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プ チ ド の ア ン タ ゴ ニ ス ト ／ イ ン ヒ ビ タ ー ま た は ア ゴ ニ ス ト ／ ア ク チ ベ ー タ ー と し て 候 補 化
合 物 を 同 定 す る 方 法 は 、 以 下 を 含 む ：
　 (a)ポ リ ペ プ チ ド お よ び 化 合 物 に 、 哺 乳 動 物 細 胞 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 膜 を 接 触 さ せ 、 そ
し て
　 (b)化 合 物 が 、 ポ リ ペ プ チ ド と 哺 乳 動 物 細 胞 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 膜 と の 相 互 作 用 、 ま た
は か か る 相 互 作 用 に 起 因 す る 応 答 を 阻 止 す る か ま た は 増 強 す る か を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 第 3の 例 に お い て 、 試 料 中 の コ ン セ ン サ ス 配 列 pIFNFHconと 明 確 な 相 同 性 を 有 す る 本 発 明
の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 お よ び ／ ま た は 存 在 を 測 定 す る 方 法 は 、 該 ポ リ ペ プ チ ド ま た は コ ー
ド す る RNA／ DNAを 検 出 す る こ と が で き る 。 す な わ ち か か る 方 法 は 、 以 下 を 含 む ：
　 (a)タ ン パ ク 質 含 有 試 料 を 提 供 し ；
　 (b)該 試 料 に 本 発 明 の リ ガ ン ド を 接 触 さ せ ； そ し て
　 (c)該 ポ リ ペ プ チ ド に 結 合 し た 該 リ ガ ン ド の 存 在 を 測 定 し 、 こ う し て 該 試 料 中 の ポ リ ペ
プ チ ド の 活 性 お よ び ／ ま た は 存 在 を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 あ る い は こ の 方 法 は 、 以 下 を 含 む ：
　 (a)核 酸 含 有 試 料 を 提 供 し ；
　 (b)該 試 料 に 本 発 明 の 核 酸 を 接 触 さ せ ； そ し て
　 (c)該 核 酸 と 試 料 中 の 核 酸 と の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 測 定 し 、 こ う し て 該 試 料 中 の
核 酸 の 存 在 を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 こ の 意 味 で 配 列 番 号 41～ 78（ 表 III） を 含 有 す る プ ラ イ マ ー 配 列 が 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖
反 応 増 幅 、 核 酸 配 列 決 定 、 ま た は 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り 、 試 料 中 の コ ン セ ン
サ ス 配 列 pIFNFHconと 明 確 な 相 同 性 を 有 す る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 転 写 体 ま
た は 核 酸 の 存 在 ま た は 量 を 測 定 す る た め に 同 様 に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 目 的 は 、 試 料 中 の コ ン セ ン サ ス 配 列 pIFNFHconと 明 確 な 相 同 性 を 有 す
る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 お よ び ／ ま た は 存 在 を 測 定 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 本
特 許 出 願 に 開 示 さ れ る 試 薬 の 1つ 以 上 （ 試 料 中 の コ ン セ ン サ ス 配 列 pIFNFHconと 明 確 な 相 同
性 を 有 す る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 リ ガ ン ド 、 そ の 活 性 結 合 体 も し く は 複 合 体 、 単 離 さ れ
た 核 酸 も し く は ベ ク タ ー 、 医 薬 組 成 物 、 発 現 細 胞 、 発 現 レ ベ ル を 上 昇 も し く は 低 下 さ せ る
化 合 物 、 お よ び ／ ま た は 配 列 番 号 41～ 78の 任 意 の 配 列 を 含 有 す る プ ラ イ マ ー 配 列 ） を 含 む
キ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 こ れ ら の キ ッ ト は 、 in vitroの 診 断 ま た は ス ク リ ー ニ ン グ 法 に 使 用 で き 、 こ れ ら の 実 際
の 組 成 は 、 試 料 の 具 体 的 な 形 （ 例 え ば 、 患 者 の 生 体 試 料 組 織 ） お よ び 測 定 さ れ る 分 子 種 に
応 じ て 変 化 す る 。 例 え ば 、 INSP037様 ポ リ ペ プ チ ド の 濃 度 を 測 定 し た い 場 合 、 ウ ェ ス タ ン
ブ ロ ッ ト で 得 ら れ た シ グ ナ ル を 比 較 す る た め に 、 キ ッ ト は 、 抗 体 と 精 製 さ れ た 型 の 対 応 す
る タ ン パ ク 質 と を 含 有 し て も よ い 。 あ る い は 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 pIFNFHconと 明 確 な 相 同
性 を 有 す る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 転 写 体 の 濃 度 を 測 定 し た い 場 合 、 キ ッ ト は 、 対 応 す る
ORF配 列 に つ い て 設 計 さ れ た 特 異 的 な 核 酸 プ ロ ー ブ 、 ま た は か か る プ ロ ー ブ を 含 有 す る 核
酸 ア レ イ の 形 、 ま た は 配 列 番 号 41～ 78に 開 示 の プ ラ イ マ ー 配 列 （ 表 III） を 含 有 し て も よ
い 。 キ ッ ト は ま た 、 本 特 許 出 願 で 開 示 さ れ た タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 模 倣 物 お よ び 細 胞 を 利
用 す る こ と に よ り 、 高 ス ル ー プ ッ ト プ ロ テ オ ミ ク ス の 研 究 を 可 能 に す る 、 タ ン パ ク 質 も し
く は 細 胞 ベ ー ス の マ イ ク ロ ア レ イ （ Templin MFら 、 2002； Pelliois JPら 、 2002； Blagoev
 Bと Pandey A, 2001） の 形 で も よ い 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 最 後 に 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 pIFNFHconと 明 確 な 相 同 性 を 有 す る 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の
一 部 が 、 異 種 シ グ ナ ル 配 列 （ Martoglio Bと Dobberstein B, 1998） を 添 加 す る こ と な く 、
特 に 有 効 な 分 泌 を 示 し た た め 、 か か る ポ リ ペ プ チ ド ま た は そ の 分 泌 さ れ た 断 片 は シ グ ナ ル
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配 列 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 明 細 書 で 引 用 し た す べ て の 刊 行 物 、 特 許 お よ び 特 許 出 願 は 、 す べ て の 目 的 の た め に 参
照 す る こ と に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 以 下 の 実 施 例 に よ り 具 体 例 を 参 照 し て 本 発 明 を 説 明 す る が 、 こ れ ら は 決 し て 本 発 明 を 限
定 す る も の で は な い 。 説 明 の 内 容 は 、 特 許 請 求 の 範 囲 の 意 味 お よ び 目 的 を 超 え る こ と な く
、 上 記 教 示 か ら 当 業 者 が 実 施 で き る す べ て の 修 飾 態 様 お よ び 代 替 態 様 を 含 む 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ０ ０ 】
実 施 例 1： pIFNFHと 呼 ぶ INSP037に 相 同 的 な ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 読 み と り 枠 （ ORF）
の 選 択
　 INSP037は 、 ヒ ト ゲ ノ ム 中 で ORFに よ り コ ー ド さ れ る INSP037様 タ ン パ ク 質 と し て 同 定 さ
れ た （ 英 国 特 許 出 願 第 0130720.6号 ） 。 こ の ORFの 配 列 を 使 用 し て 、 ヒ ト ゲ ノ ム 中 の 相 同 的
ORFを 探 索 し た （ セ レ ラ と ジ ー ン バ ン ク （ Celera and GenBank） デ ー タ ベ ー ス ） 。 相 同 性
は 、 BLAST（ 基 礎 的 局 所 的 ア ラ イ ン メ ン ト 検 索 ツ ー ル （ Basic Local Alignment Search To
ol） ； NCBI バ ー ジ ョ ン 2） （ こ れ は 、 照 会 配 列 と ヒ ッ ト 配 列 と の 局 所 的 ア ラ イ ン メ ン ト を
作 成 す る ア ル ゴ リ ズ ム ） （ Gish Wと States DJ, 1993； Pearson WRと Miller W, 1992； Alt
schul, S.F.ら 、 1990） を 使 用 し て 検 出 し た 。 こ の 場 合 、 照 会 配 列 と し て INSP037タ ン パ ク
質 配 列 で TBLASTINア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し た 。 TBLASTNは 、 照 会 配 列 を 、 6フ レ ー ム に 翻 訳 さ
れ た デ ー タ ベ ー ス と 比 較 し て 、 従 っ て 任 意 の 読 み と り 枠 中 の DNA配 列 と の タ ン パ ク 質 の 一
致 を 同 定 す る こ と が で き る 。 使 用 し た BLASTパ ラ メ ー タ は 以 下 の 通 り で あ る ： 比 較 マ ト リ
ッ ク ス ＝ BLOSUM62、 単 語 の 長 さ ＝ 3； .E値 カ ッ ト オ フ ＝ 10； ギ ャ ッ プ オ ー プ ニ ン グ と エ ク
テ ン シ ョ ン ＝ デ フ ォ ー ル ト ； フ ィ ル タ ー 無 し 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 大 き な テ キ ス ト デ ー タ フ ァ イ ル へ の 強 力 な パ タ ー ン 一 致 機 能 を 有 し 、 ゲ ノ ム DNA配 列 か
ら の 情 報 の 抽 出 を 可 能 に す る プ ロ グ ラ ミ ン グ 言 語 で あ る PERL（ 実 際 的 抽 出 お よ び 報 告 言 語
（ Practical Extraction and Report Language） ） で 書 か れ た ス ク リ プ ト を 使 用 し て 、 規
定 の コ ン セ ン サ ス 配 列 を 記 載 す る ア ル フ ァ 数 値 表 現 （ Stein LD, 2001） か ら 出 発 し て 、 BL
AST出 力 フ ァ イ ル か ら 相 同 的 領 域 の パ タ ー ン を 抽 出 し た 。 別 の PERLス ク リ プ ト を 使 用 し て
、 か か る INSP037様 特 徴 を 有 す る 完 全 な ORFを 検 索 し 、 配 列 を 最 初 の 可 能 な 開 始 メ チ オ ニ ン
の 5'へ 、 そ し て 最 初 の 停 止 コ ド ン の 3'へ 伸 長 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 開 始 メ チ オ ニ ン と 停 止 コ ド ン が 75～ 150コ ド ン に よ り 分 離 さ れ て い る た め 、 INSP037タ ン
パ ク 質 配 列 に 基 づ い て 作 成 さ れ た 元 々 の 照 会 配 列 に 一 致 す る 93個 の ヒ ッ ト か ら 全 部 で 20個
の ORFを 選 択 し た 。 IFNFH選 択 し た DNA配 列 （ 配 列 番 号 1、 3、 5、 7、 9、 11、 13、 15、 17、 19
、 21、 23、 25、 27、 29、 31、 33、 35、 37、 お よ び 39） は 、 異 な る ヒ ト 染 色 体 に 属 し 、 お そ
ら く INSP037と 大 き な 相 同 性 （ BLAST E値 は  min ま た は 7e - 2 3 に 等 し い ） を 有 す る タ ン パ ク
質 配 列 （ 配 列 番 号 2、 4、 6、 8、 10、 12、 14、 16、 18、 20、 22、 24、 26、 28、 30、 32、 34、
36、 38、 お よ び 40） （ 同 一 性 の レ ベ ル は 67％ ～ 78.5％ ） （ 図 1～ 20） を コ ー ド す る 。 BLAST
を 使 用 し て タ ン パ ク 質 デ ー タ ベ ー ス を 検 索 （ Swissprot/Tremblと Derwent GENESEQ） ） す
る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 配 列 の 新 規 性 を 評 価 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 新 規 INSP037様 ポ リ ペ プ チ ド と し て 性 状 解 析 さ れ た 配 列 の う ち で 、 こ れ ら の 3つ （ pIFNFH
04、 pIFNFH32、 お よ び pIFNFH20） は 、 INSP037よ り 10％ 未 満 長 い だ け で あ り 、 す べ て の 他
の 配 列 は 、 伸 長 し た C末 端 領 域 （ pIFNFH08、 pIFNFH12、 pIFNFH25、 pIFNFH36、 pIFNFH37、 p
IFNFH23、 pIFNFH27、 pIFNFH14、 pIFNFH01、 pIFNFH10、 pIFNFH11、 pIFNFH13、 pIFNFH31、 p
IFNFH03、 お よ び pIFNFH15） の た め 、 ま た は 伸 長 し た N末 端 と C末 端 領 域 （ pIFNFH39と pIFNF
H42） の た め に 、 10％ 以 上 長 か っ た 。 伸 長 し た C末 端 領 域 は 、 異 な る IFNFH間 で い く つ か の
大 き な 局 所 的 相 同 性 を 与 え る （ 図 21） 。 図 1～ 20で は 同 定 さ れ て い な い が 、 選 択 さ れ た ポ
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リ ペ プ チ ド の 少 な く と も 一 部 は 、 機 能 性 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 含 有 す る （ 実 施 例 3） 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 INSP037と pIFNFHは 、 異 な る 残 基 の 保 存 を 比 較 す る こ と に よ り ア ラ イ ン メ ン ト さ せ る こ
と が で き る 。 こ の ア ラ イ ン メ ン ト に よ り 、 コ ン セ ン サ ス 配 列 （ pIFNFHconと 呼 ぶ ） が 同 定
さ れ 、 こ れ は 75ア ミ ノ 酸 を 含 み 、 特 に pIFNFHに 特 異 的 で INSP037に 含 有 さ れ な い 10個 の 位
置 （ Ala10、 Gly12、 Arg26、 Ala31、 Lys35、 Phe47、 Gln55、 Glu57、 Lys63、 お よ び Ile75）
を 含 む （ 図 21） 。 こ れ ら の す べ て の 残 基 は 、 INSP037中 で 非 保 存 的 に 変 異 し て い る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 コ ン セ ン サ ス 配 列 と の 相 同 性 に 従 っ て 、 pIFNFHconは 3群 に 分 け ら れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 pIFNFHの 第 1の 群 は 、 pIFNFHconの 完 全 な 配 列 と 少 な く と も 80％ の 相 同 性 を 有 し 、 pIFNFH
con中 の Ala10、 Gly12、 Arg26、 Ala31、 Lys35、 Phe47、 Gln55、 Glu57、 Lys63、 お よ び Ile7
5に 対 応 す る 位 置 に 非 保 存 的 変 異 を 持 た な い 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 か か る 配 列
の 例 は 、 pIFNFH15、 pIFNFH32、 お よ び pIFNFH37で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 pIFNFHの 第 2の 群 は 、 pIFNFHconの 完 全 な 配 列 と 少 な く と も 80％ の 相 同 性 を 有 し 、 Ala10
、 Gly12、 Arg26、 Ala31、 Lys35、 Phe47、 Gln55、 Glu57、 Lys63、 お よ び Ile75に 対 応 す る
位 置 に 1ま た は 2つ の 非 保 存 的 変 異 を 有 す る 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 。 か か る 配 列 の
例 は 、 pIFNFH04、 pIFNFH03、 pIFNFH08、 pIFNFH20、 pIFNFH23、 pIFNFH12、 pIFNFH25、 pIFN
FH13、 pIFNFH14、 pIFNFH36、 お よ び pIFNFH39で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 pIFNFHの 第 3の 群 は 、 pIFNFHconの 完 全 な 配 列 と 少 な く と も 80％ の 相 同 性 を 有 し 、 pIFNFH
con中 の Ala10、 Gly12、 Arg26、 Ala31、 Lys35、 Phe47、 Gln55、 Glu57、 Lys63、 お よ び Ile7
5に 対 応 す る 位 置 に 3、 4、 ま た は 5個 の 非 保 存 的 変 異 を 有 す る 配 列 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を 含
む 。 か か る 配 列 の 例 は 、 pIFNFH11、 pIFNFH27、 pIFNFH01、 pIFNFH31、 pIFNFH10、 お よ び pI
FNFH42で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 保 存 さ れ て い る 具 体 的 な 残 基 の 同 定 と 照 ら し 合 わ せ る と pIFNFHconの コ ン セ ン サ ス 配 列
は 、 pIFNFHを 特 徴 付 け 、 か つ pIFNFHと INSP037の 間 の み で な く 、 pIFNFHと 、 INSP037と pIFN
FHの 一 部 に 相 同 的 で あ り 、 タ ン パ ク 質 #134（ Derwent DGENEデ ー タ ベ ー ス  受 け 入 れ 番 号  A
BG00143； 配 列 番 号 157； WO01/75067） と 配 列 番 号 30734（ Derwent DGENEデ ー タ ベ ー ス  受
け 入 れ 番 号  AAM70428； 配 列 番 号 158； WO01/57276） と し て 同 定 さ れ る 配 列 の 間 を も 、 明 確
に 区 別 す る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 こ れ ら の 配 列 の 最 初 の も の の C末 端 セ グ メ ン ト は 、 pIFNFHconの N末 端 お よ び 中 央 部 分 と
重 複 し 、 pIFNFH中 の 10個 の 保 存 残 基 の う ち の 4個 を 含 有 す る C末 端 部 分 を 含 ま な い 。 こ れ ら
の 配 列 の 第 2の も の の N末 端 セ グ メ ン ト は 、 pIFNFHconの C末 端 お よ び 中 央 部 分 と 重 複 し 、 pI
FNFH中 の 10個 の 保 存 残 基 の う ち の 3個 を 含 有 す る N末 端 部 分 を 含 ま な い （ 図 22） 。 従 っ て こ
れ ら の 配 列 の い ず れ も pIFNFHconを 開 示 せ ず 、 い ず れ も 、 か か る コ ン セ ン サ ス 配 列 に 保 存
さ れ る 特 異 的 な 残 基 を 提 供 し な い 。
【 ０ １ １ １ 】
実 施 例 2： ヒ ト ゲ ノ ム DNAか ら の IFNFH核 酸 配 列 の ク ロ ー ニ ン グ
　 選 択 さ れ た IFNFH核 酸 配 列 （ そ れ ぞ れ 単 一 の エ キ ソ ン に 対 応 す る ） を 、 ヒ ト ゲ ノ ム DNAか
ら ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 （ IFNFH25を 除 く ） し 、 次 に ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応
（ PCR） に よ り 、 各 ORFに 特 異 的 な 順 方 向 プ ラ イ マ ー ／ 逆 方 向 プ ラ イ マ ー の 対 （ 図 1～ 12と 1
4～ 20の 矢 印 を 参 照 ） を 用 い て 、 発 現 ベ ク タ ー 中 に 移 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 す べ て の ORFは ヒ ト 染 色 体 上 で 中 断 さ れ て い な い た め 、 ヒ ト ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 と し て 使 用
し て 各 ORFを 増 幅 す る た め に 、 21～ 30ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る ク ロ ー ニ ン グ プ ラ イ マ ー （ C
Lシ リ ー ズ ； 配 列 番 号 41～ 78、 表 III） を 設 計 し た 。 順 方 向 プ ラ イ マ ー は 、 最 初 の ATGの 前
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の 3つ の ヌ ク レ オ チ ド か ら 出 発 す る 。 逆 方 向 プ ラ イ マ ー は 、 ORFの 3'末 端 に 相 補 的 で あ り 、
停 止 コ ド ン を 含 む 。 異 な る IFNFH中 で も N末 端 配 列 は 非 常 に よ く 似 て い る た め 、 逆 方 向 プ ラ
イ マ ー は 実 際 は 、 増 幅 反 応 の 特 異 性 に 関 与 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 各 ORF特 異 的 反 応 で 以 下 の 成 分 を 混 合 し て PCRを 行 っ た （ 2回 蒸 留 水 中 総 容 量 50μ l） ：
　 　 150ngの ヒ ト ゲ ノ ム DNA（ ク ロ ン テ ク （ Clontech） ）
　 　 1.2μ Mの プ ラ イ マ ー （ 0.6μ Mの 各 プ ラ イ マ ー ）
　 　 240μ Mの dNTP（ イ ン ビ ト ロ ゲ ン （ Invitrogen） ）
　 　 0.5μ lの ア ン プ リ タ ク （ AmpliTaq） （ 2.5単 位 ； ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ （ App
lied Biosystems） ）
　 　 5 ア ン プ リ タ ク （ AmpliTaq） 緩 衝 液  10Ｘ （ ア プ ラ イ ド ・ バ イ オ シ ス テ ム ズ （ Applied
 Biosystems） ）
【 ０ １ １ ４ 】
　 PCR反 応 は 最 初 の 変 性 工 程 を 94℃ で 2分 間 を 使 用 し て 行 い 、 次 に 以 下 を 30サ イ ク ル 行 っ た
：
　 　 94℃ で 30秒
　 　 55℃ で 30秒
　 　 72℃ で 30秒
【 ０ １ １ ５ 】
　 最 後 の 伸 長 工 程 （ 72℃ で 10分 ） 後 、 TOPO（ 登 録 商 標 ） ク ロ ー ニ ン グ シ ス テ ム （ イ ン ビ ト
ロ ゲ ン （ Invitrogen） ） を 使 用 し て 、 製 造 業 者 の 標 準 的 プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 PCR産 物
を pCRII-TOPOベ ク タ ー 中 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 TOPOク ロ ー ニ ン グ シ ス テ ム は 、 TAク ロ
ー ニ ン グ シ ス テ ム の 変 種 で あ り 、 PCR産 物 の 迅 速 な ク ロ ー ニ ン グ を 可 能 に し 、 Taqポ リ メ ラ
ー ゼ が PCR産 物 の 3'末 端 に 単 一 の ア デ ノ シ ン を 残 す と い う 事 実 を 利 用 す る 。 TOPOベ ク タ ー
は 1本 鎖 の チ ミ ン オ ー バ ー ハ ン グ を 有 す る た め 、 ト ポ イ ソ メ ラ ー ゼ Ｉ 酵 素 は 、 ベ ク タ ー の T
末 端 を PCR産 物 の Aオ ー バ ー ハ ン グ に 結 合 さ せ る こ と が で き 、 こ れ は 精 製 工 程 無 し で 使 用 す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 生 じ る プ ラ ス ミ ド （ pCRTOPO-ORFシ リ ー ズ ） を 使 用 し て 大 腸 菌 （ E. coli） 細 胞 （ TOP10F
'、 イ ン ビ ト ロ ゲ ン （ Invitrogen） 、 TOPO TAク ロ ー ニ ン グ キ ッ ト と と も に 供 給 さ れ た ） を
形 質 転 換 し 、 各 ORFに つ い て い く つ か の ク ロ ー ン を 得 た 。 市 販 の キ ッ ト （ ウ ィ ザ ー ド プ ラ
ス ミ ド ミ ニ プ レ プ ス （ WIZARD Plasmid Minipreps） ； プ ロ メ ガ （ Promega） ） を 使 用 し て
プ ラ ス ミ ド DNAを 単 離 し 、 配 列 決 定 し て 、 増 幅 し ク ロ ー ン 化 し た 配 列 と 、 元 々 選 択 さ れ た
ヒ ト ゲ ノ ム DNA配 列 と の 同 一 性 を 証 明 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 ORFを 発 現 ベ ク タ ー pEAK12D（ 図 23） 中 に 移 す の に 必 要 な 追 加 の 1ラ ウ ン ド の PCR反 応 で 、
所 望 の 配 列 を 含 有 す る プ ラ ス ミ ド を 使 用 し 、 こ う し て ゲ ー ト ウ ェ イ ク ロ ー ニ ン グ シ ス テ ム
（ Gateway cloning system） （ イ ン ビ ト ロ ゲ ン （ Invitrogen） ） を 使 用 し て 、 EF-1α プ ロ
モ ー タ ー の 制 御 下 で か つ 6-Hisタ グ 配 列 と の フ レ ー ム 内 で 、 ク ロ ー ン 化 挿 入 体 の 発 現 を 可
能 に し た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 pEAK12（ エ ッ ジ バ イ オ シ ス テ ム ズ （ Edge Biosystems） ） を 修 飾 し て 、 発 現 ベ ク タ ー pEA
K12Dを 構 築 し た 。 こ の ベ ク タ ー を HindIIIと NotIで 消 化 し 、 ク レ ノ ウ で 平 滑 末 端 化 し 、 子
ウ シ 小 腸 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 使 用 し て 脱 リ ン 酸 化 し た 。 脱 リ ン 酸 化 後 、 ccdB遺 伝 子
（ 非 組 換 え プ ラ ス ミ ド の 陰 性 選 択 の マ ー カ ー ） に フ ラ ン ク す る AttR組 換 え 部 位 と ク ロ ラ ム
フ ェ ニ コ ー ル 耐 性 を 含 有 す る 、 平 滑 末 端 化 ゲ ー ト ウ ェ イ （ Gateway） 読 み と り 枠 カ セ ッ ト C
（ ゲ ー ト ウ ェ イ （ Gateway） ベ ク タ ー 変 換 シ ス テ ム 、 イ ン ビ ト ロ ゲ ン （ Invitrogen） カ タ
ロ グ 番 号 11828-019） に 、 ベ ク タ ー を 連 結 し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド を 使 用 し て DB3.1 大
腸 菌 （ E. coli） 細 胞 を 形 質 転 換 し 、 こ れ は 、 ccdB遺 伝 子 を 含 有 す る ベ ク タ ー の 増 殖 を 可
能 に す る 。 い く つ か の 得 ら れ た コ ロ ニ ー か ら ミ ニ プ レ ッ プ （ Miniprep） DNAを 単 離 し 、 Ase
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I／ EcoRIで 消 化 し て 、 670bpの 断 片 を 与 え る ク ロ ー ン （ 正 し い 配 向 で カ セ ッ ト が 挿 入 さ れ
て い る 時 の み 得 ら れ る ） を 同 定 し た 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド を pEAK12Dと 呼 ん だ 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 2シ リ ー ズ の プ ラ イ マ ー を 設 計 し て 、 ORF含 有 挿 入 体 の 5'と 3'末 端 に そ れ ぞ れ ATTB1と ATT
B2組 換 え 部 位 （ 発 現 ベ ク タ ー 中 の 組 み 込 み に 必 要 ） を 付 加 し た 。 最 初 の シ リ ー ズ の プ ラ イ
マ ー （ EX1シ リ ー ズ ； 配 列 番 号 79～ 116、 表 IV） で は 、 5'末 端 に 配 列 AAGCAGGCTTCGCCACC（
順 方 向 プ ラ イ マ ー 用 ） ま た は GTGATGGTGATGGTG（ 逆 方 向 プ ラ イ マ ー 用 、 し か し 停 止 コ ド ン
に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド を 除 去 し た 後 ） を 付 加 す る こ と に よ り 、 元 々 の ORF特 異 的 CLプ ラ
イ マ ー を 修 飾 し た 。 第 2の の シ リ ー ズ の プ ラ イ マ ー （ EX2シ リ ー ズ ； 配 列 番 号 117～ 154、 表
V） で は 、 5'末 端 に 配 列 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGCCACC（ 順 方 向 プ ラ イ マ ー 用 ）
ま た は GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTCAATGGTGATGGTGATGGTG（ 逆 方 向 プ ラ イ マ ー 用 、
し か し 停 止 コ ド ン に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド を 除 去 し た 後 ） を 付 加 す る こ と に よ り 、 元 々 の
ORF特 異 的 CLプ ラ イ マ ー を 修 飾 し た 。 こ れ ら の 逆 方 向 プ ラ イ マ ー は 、 6-Hisタ グ の コ ド ン を
含 有 し 、 次 に C末 端 で ORFと フ レ ー ム 内 に 融 合 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 2回 の 連 続 的 反 応 で PCR増 幅 を 行 っ た 。 最 初 の 反 応 は 、 以 下 の 成 分 を 混 合 し て 行 っ た （ 2
回 蒸 留 水 中 総 容 量 50μ l） ：
　 　 25ngの cCRTOPO-ORFベ ク タ ー
　 　 5mMの dNTP（ イ ン ビ ト ロ ゲ ン （ Invitrogen） ）
　 　 0.5μ lの Pfx DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ イ ン ビ ト ロ ゲ ン （ Invitrogen） ）
　 　 0.5μ lの 各 EX1プ ラ イ マ ー （ 100μ M）
　 　 5μ lの 10X Pfxポ リ メ ラ ー ゼ 緩 衝 液 （ イ ン ビ ト ロ ゲ ン （ Invitrogen） ）
【 ０ １ ２ １ 】
　 PCR反 応 は 最 初 の 変 性 工 程 を 95℃ で 2分 間 を 使 用 し て 行 い 、 次 に 以 下 を 10サ イ ク ル 行 っ た
：
　 　 94℃ で 15秒
　 　 68℃ で 30秒
【 ０ １ ２ ２ 】
　 Wizard PCR prep DNA精 製 シ ス テ ム （ プ ロ メ ガ （ Promega） ） を 使 用 し て PCR産 物 を 精 製
し 、 以 下 の 成 分 （ 2回 蒸 留 水 中 総 容 量 50μ l） を 含 む 第 2の PCR反 応 で 鋳 型 と し て 加 え た ：
　 　 10μ lの 精 製 PCR産 物
　 　 5mMの dNTP（ イ ン ビ ト ロ ゲ ン （ Invitrogen） ）
　 　 0.5μ lの Pfx DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ イ ン ビ ト ロ ゲ ン （ Invitrogen） ）
　 　 0.5μ lの 各 EX2プ ラ イ マ ー （ 100μ M）
　 　 5μ lの 10X Pfxポ リ メ ラ ー ゼ 緩 衝 液 （ イ ン ビ ト ロ ゲ ン （ Invitrogen） ）
【 ０ １ ２ ３ 】
　 PCR反 応 は 最 初 の 変 性 工 程 を 95℃ で 1分 間 を 使 用 し て 行 い 、 次 に 以 下 を 4サ イ ク ル 行 っ た
：
　 　 94℃ で 15秒
　 　 50℃ で 30秒
　 　 68℃ で 3分 30秒
　 25サ イ ク ル に つ い て 以 下 の 条 件 を 適 用 し た ：
　 　 94℃ で 15秒
　 　 55℃ で 30秒
　 　 68℃ で 3分 30秒
【 ０ １ ２ ４ 】
　 PCR反 応 か ら 得 ら れ る DNA断 片 を 既 に 記 載 し た よ う に 精 製 し 、 ゲ ー ト ウ ェ イ シ ス テ ム （ Ga
teway system） を 使 用 し て pEAK12Dベ ク タ ー 中 に 組 換 え た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 ま ず 以 下 の 10μ lの 反 応 物 を 組 合 せ た ：
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　 　 pDONR-201（ 0.1μ g/ml） 　 　 　 　 　 　 1.5μ l
　 　 PCR産 物 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 5μ l
　 　 BP緩 衝 液 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  　 2μ l
　 　 BP酵 素 ミ ッ ク ス 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1.5μ l
　 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ （ 1μ l、 2μ g） を 加 え 、 37℃ で さ ら
に 10分 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 反 応 を 停 止 し た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 こ の 反 応 物 の ア リ コ ー ト （ 2μ l） を 使 用 し て 、 電 気 穿 孔 法 に よ り 大 腸 菌 （ E. coli） 細
胞 （ DH10B株 ） を 形 質 転 換 し た 。 4ク ロ ー ン に つ い て 各 ORFに つ い て プ ラ ス ミ ド DNAを 調 製 し
、 以 下 を 含 む 10μ lの 平 行 組 換 え 反 応 に つ い て 使 用 し た ：
　 　 pEAK12D（ 0.1μ g/μ l） 　 　 　 　 　 　 　 1.5μ l
　 　 プ ラ ス ミ ド DNA　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1.5μ l
　 　 ddH2O　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 3.5μ l
　 　 LR緩 衝 液 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2μ l
　 　 LR酵 素 ミ ッ ク ス 　 　 　 　 　 　 　 　 　  　 1.5μ l
　 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ Ｋ （ 1μ l、 2μ g） を 加 え 、 37℃ で さ ら
に 10分 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 反 応 を 停 止 し た 。 こ の 反 応 物 の ア リ コ ー ト （ 1μ l） を 使 用 し て
、 電 気 穿 孔 法 に よ り DH10B大 腸 菌 （ E. coli） 細 胞 を 形 質 転 換 し た 。 ま ず 、 順 方 向 プ ラ イ マ
ー と 逆 方 向 プ ラ イ マ ー pEAK12D F1（ GCCAGCTTGGCACTTGATGT） と pEAK12D R1（ GATGGAGGTGGA
CGTGTCAG） を 使 用 し て 、 3ク ロ ー ン に つ い て コ ロ ニ ー PCRを 行 い 、 次 に 同 じ プ ラ イ マ ー で 挿
入 体 を 配 列 決 定 す る こ と に よ り 、 正 し い 挿 入 体 と 含 有 す る ク ロ ー ン を 同 定 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
実 施 例 3： 哺 乳 動 物 細 胞 中 の Hisタ グ の 付 い た pIFNFHポ リ ペ プ チ ド の 発 現 と 精 製
　 実 施 例 2で 作 成 し た ベ ク タ ー を 使 用 し て 、 エ プ ス タ イ ン バ ー ウ イ ル ス 核 抗 原 を 発 現 す る
ヒ ト 胚 腎 細 胞 （ 細 胞 株 HEK293-EBNA） 中 で pIFNFHを 発 現 さ せ た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 陽 イ オ ン 性 ポ リ マ ー 試 薬 JetPEI（ 登 録 商 標 ） （ ポ リ プ ラ ス － ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン （ Po
lyPlus-transfection） ； 2μ l/μ gの プ ラ ス ミ ド DNA） を 使 用 し て 行 っ た ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン の 16～ 20時 間 前 に 、 細 胞 を T225フ ラ ス コ に 接 種 （ 2× 10 8  細 胞 /mlの 密 度 で 50ml） し た
。 CsClを 使 用 し て （ サ ム ブ ル ー ク （ Sambrook） ら 、 「 分 子 ク ロ ー ニ ン グ ： 実 験 室 マ ニ ュ ア
ル （ Molecular Cloning, A Laboratory Manual） ； 第 2版 」 、 1989； コ ー ル ド ス プ リ ン グ
ハ ー バ ー ラ ボ ラ ト リ ー プ レ ス （ Cold Spring Harbor Laboratory Press） ） 調 製 し た ORF特
異 的 pEAK12Dプ ラ ス ミ ド の 113μ gを 、 各 フ ラ ス コ に つ い て 、 2.3μ gの プ ラ ス ミ ド （ こ れ は
構 成 性 に 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP） を 発 現 す る た め 、 陽 性 対 照 と し て 作 用 す る ） と 同 時
ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 230μ lの JetPEI（ 登 録 商 標 ） 溶 液 で 希 釈 し た プ ラ ス ミ ド を 4.6ml
の NaCl 150mMの 加 え 、 ボ ル テ ッ ク ス 混 合 し 、 室 温 で 30分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に こ の ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ミ ッ ク ス を T225フ ラ ス コ に 加 え 、 37℃ で 6日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
培 養 物 の ア リ コ ー ト を UV照 射 し て 、 GFP蛍 光 を 評 価 す る こ と に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
効 率 を チ ェ ッ ク し た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 ORF特 異 的 pEAK12Dプ ラ ス ミ ド で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た HEK293-EBNA細 胞 か ら の 培 養 培 地
を プ ー ル し 、 100mlの 培 地 を 100mlの 氷 冷 緩 衝 液 A（ 50mM NaH 2 PO 4 ； 600mM NaCl； 8.7％ (w/v
)グ リ セ ロ ー ル 、 pH7.5） （ こ れ は 、 親 和 性 カ ラ ム を 平 衡 化 す る の に 使 用 し た も の と 同 じ 緩
衝 液 で あ り 、 次 に こ こ に Hisタ グ 付 タ ン パ ク 質 を 固 定 化 し 溶 出 し た ） で 200mlに 希 釈 し た 。
溶 液 を 0.22μ mの 無 菌 フ ィ ル タ ー （ ミ リ ポ ア （ Millipore） ） で ろ 過 し 、 さ ら に 処 理 す る ま
で 250mlの 無 菌 四 角 培 地 瓶 中 で 4℃ で 維 持 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 VISIONワ ー ク ス テ ー シ ョ ン （ BioCAD（ 登 録 商 標 ） シ リ ー ズ ） 、 POROS（ 登 録 商 標 ） ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー 媒 体 、 お よ び 外 部 250ml試 料 ロ ー ダ ー （ ラ ボ マ チ ッ ク （ Labomatic） ） （ す
べ て 4℃ で 維 持 ） を 含 む HPLCベ ー ス の シ ス テ ム （ Perfusion Chromatography（ 登 録 商 標 ）
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、 パ ー セ プ テ ィ ブ バ イ オ シ ス テ ム ズ （ Perseptive Biosystems） ） を 使 用 し て 、 試 料 に 2回
の 連 続 的 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 操 作 を 適 用 し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 最 初 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 で 、 Ni金 属 親 和 性 カ ラ ム （ 0.83ml、 POROS 20MC） を ま ず
30カ ラ ム 容 量 の EDTA溶 液 （ 100mM EDTA； 1M NaCl； pH8.0） を 用 い て 再 生 し 、 次 に 15カ ラ ム
容 量 の Ni溶 液 （ 100mM NiSO 4 ） で 洗 浄 し て Niイ オ ン を 再 添 加 し た 。 次 に カ ラ ム を 10カ ラ ム
容 量 の 緩 衝 液 A、 7カ ラ ム 容 量 の 緩 衝 液 B（ 50mM NaH 2 PO 4 ； 600mM NaCl； 8.7％ (w/v) グ リ セ
ロ ー ル 、 400mM； イ ミ ダ ゾ ー ル 、 pH7.5） で 洗 浄 し 、 最 後 に 15mMイ ミ ダ ゾ ー ル を 含 有 す る 15
カ ラ ム 容 量 の 緩 衝 液 Aで 平 衡 化 さ せ た 。 試 料 ロ ー ダ ー は 、 流 速 10ml／ 分 で Ni金 属 親 和 性 カ
ラ ム 上 に タ ン パ ク 質 含 有 溶 液 を 添 加 し た 。 次 に カ ラ ム を 12カ ラ ム 容 量 の 緩 衝 液 A、 続 い て
イ ミ ダ ゾ ー ル 濃 縮 液 （ 20mM） を 含 有 す る 28カ ラ ム 容 量 の 緩 衝 液 Aで 洗 浄 し て 、 Niカ ラ ム に
ゆ る く 結 合 し た 汚 染 タ ン パ ク 質 を 溶 出 さ せ た 。 最 後 に Hisタ グ 付 タ ン パ ク 質 を 、 10カ ラ ム
容 量 の 緩 衝 液 Bで 流 速 2ml／ 分 で 溶 出 し て 、 1.6mlの 画 分 を 集 め た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 第 2の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 工 程 で 、 ゲ ル ろ 過 カ ラ ム （ 10mlの G25セ フ ァ デ ッ ク ス ） を 2ml
の 緩 衝 液 D（ 137mM NaCl； 2.7mM KCl； 1.5mM KH 2 PO 4 ； 8mM Na 2 HPO 4 ； 1M NaCl； pH7.2） で
再 生 し 、 次 に 2カ ラ ム 容 量 の 緩 衝 液 C（ 137mM NaCl； 2.7mM KCl； 1.5mM KH 2 PO 4 ； 8mM Na 2 HP
O 4 ； 20％ (w/v) グ リ セ ロ ー ル ； pH7.4） で 平 衡 化 し た 後 、 Ni－ カ ラ ム 画 分 を こ の カ ラ ム に
注 入 し た 。 試 料 を 緩 衝 液 Cで 溶 出 し 、 脱 塩 し た 試 料 を 2.2mlの 画 分 で 回 収 し た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 次 に ゲ ル ろ 過 カ ラ ム か ら の ピ ー ク 画 分 を 、 SDS-PAGE、 お よ び ク マ シ ー ブ ル ー 染 色 と His
タ グ を 認 識 す る 抗 体 を 用 い る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に よ る 平 行 検 出 を 使 用 し て 、 そ の タ ン パ
ク 質 含 量 を 分 析 し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 画 分 を 0.22μ mの 無 菌 遠 心 分 離 フ ィ ル タ ー （ ミ リ ポ ア （ Millipore） ） で ろ 過 し 、 ア リ コ
ー ト （ 20μ l） を SDS-PAGE（ 4～ 12％  NuPAGEゲ ル ； ノ ベ ッ ク ス （ Novex） ） で 分 析 し た 。 ク
マ シ ー ブ ル ー 染 色 に よ り 検 出 可 能 な タ ン パ ク 質 バ ン ド を 示 す 試 料 中 の タ ン パ ク 質 濃 度 を 、
BCAプ ロ テ イ ン ア ッ セ イ （ ピ ア ス （ Pierce） ） と 標 準 物 質 と し て の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を
使 用 し て 測 定 し た 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 用 の ゲ ル を 、 290mAで 4℃ で 1時 間 ニ ト ロ セ ル
ロ ー ス 膜 に 電 気 移 動 さ せ た 。 膜 を PBS（ 137mM NaCl； 2.7mM KCl； 1.5mM KH 2 PO 4 ； 8mM Na 2 H
PO 4 ； pH7.4） 中 の 5％ ミ ル ク 粉 末 で ブ ロ ッ ク し 、 次 に 2つ の ウ サ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 His抗
体 （ G-18と H-15、 各 0.2μ g/ml； サ ン タ ク ル ツ （ Santa Cruz） ） の 混 合 物 で 4℃ で 一 晩 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 室 温 で さ ら に 1時 間 後 、 膜 を 0.1％ ツ イ ー ン 20を 含 有 す る PBSで 洗 浄 （ 3×
10分 ） し 、 次 に 2次 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） 結 合 抗 ウ サ ギ 抗 体 （ ダ コ （ Dako）
） に 室 温 で 2時 間 暴 露 し た 。 0.1％ ツ イ ー ン 20を 含 有 す る PBSで 洗 浄 （ 3× 10分 ） 後 、 ECLキ
ッ ト （ ア マ シ ャ ム ・ フ ァ ル マ シ ア （ Amersham Pharmacia） ） を 使 用 し て 、 膜 に 固 定 化 さ れ
た 抗 体 を 検 出 し 、 フ ィ ル ム を ク マ シ ー ブ ル ー 染 色 ゲ ル の 画 像 と 比 較 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 タ ン パ ク 質 発 現 と 精 製 の 上 記 プ ロ ト コ ー ル を 利 用 し て 、 ク ロ ー ン 化 ORFか ら コ ー ド さ れ
る タ ン パ ク 質 配 列 へ の 分 泌 を 可 能 に す る 配 列 の 存 在 を 、 pIFNFH27、 pIFNFH39、 お よ び pIFN
FH42（ こ れ ら は 、 Hisタ グ 付 タ ン パ ク 質 と し て ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養
培 地 か ら 効 率 的 に 精 製 さ れ た ） に つ い て 証 明 し た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
実 施 例 4： pIFNFHの 評 価 と 性 状 解 析 の た め の 細 胞 ベ ー ス お よ び 動 物 ベ ー ス の ア ッ セ イ
　 総 説 （ Bach EAら 、 1997； Boehm Uら 、 1997） に 広 く 記 載 さ れ て い る よ う に 、 細 胞 培 養 物
ま た は 動 物 モ デ ル を 使 用 し て 、 IFNガ ン マ の 特 異 性 、 力 価 お よ び 効 率 を 試 験 す る た め の い
く つ か の ア ッ セ イ が 開 発 さ れ て い る 。 ヒ ト IFNガ ン マ 活 性 の 例 を 提 供 す る 文 献 の 他 の 例 は
、 IFNガ ン マ 変 種 （ WO02/81507） ま た は IFNガ ン マ の い く つ か の 治 療 活 性 を 、 単 独 ま た は 他
の 化 合 物 （ WO95/22328、 WO01/34180、 WO90/03189、 EP607258、 EP696639、 EP490250、 EP50
2997） と 組 合 せ て 開 示 す る 特 許 出 願 で あ る 。 こ の 先 行 技 術 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の ヒ
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ト IFNガ ン マ 活 性 の 同 定 法 に つ い て 信 頼 で き る 指 針 を 与 え る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 ヒ ト IFNガ ン マ お よ び ／ ま た は そ の 受 容 体 に 関 連 し て 、 有 用 な 手 段 や 生 成 物 （ 抗 体 、 ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 放 射 能 標 識 タ ン パ ク 質 な ど ） を 作 成 す る た め の 多 く の ア ッ セ イ や
技 術 が 記 載 さ れ て い る （ Tura BJら 、 2001； Annicchiarico-Petruzzelli Mら 、 2001、 Poul
y Sら 、 2000； Luttmann Wら 、 2000； Arai Cら 、 1999； Dow SWら 、 1999； Akbar Sら 、 1999
； Popko Bと Baerwald KD、 1999； Zantl Nら 、 1998； Sethl SKら 、 1997； Young HA、 1997
； Rottenberg MEら 、 2002； Shtrichman Rと Samuel CE、 2001； Arai Cら 、 1999； Ziesche 
Rら 、 1999； WO01/34180； EP203580； WO90/03189； US5170591； WO02/102312； US5666312；
WO91/07984； US5198212； Docke WDら 、 1997； EP1265996； US6036956； EP1140990； WO98/2
8001； WO94/12531； WO94/14497； WO02/98460； WO99/09055； WO00/32634） 。 こ れ ら は 、 pI
FNFHconの コ ン セ ン サ ス 配 列 下 で 記 載 さ れ た 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド お よ び 関 連 試 薬 の 発 現
お よ び 作 用 機 構 を 、 可 能 な 治 療 ま た は 診 断 方 法 と 用 途 と と も に 、 証 明 す る た め に 使 用 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 例 え ば 上 記 の よ う に Hisタ グ 付 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ る pIFNFH32と pIFNFH42は 、 Fas
リ ガ ン ド と 抗 Hisタ グ 抗 体 を 含 む 系 の ヒ ト 白 血 病 細 胞 株 （ ジ ュ ル カ ッ ト （ Jurkat細 胞 ） ）
に 対 し て 毒 性 の ア ポ ト ー シ ス 促 進 効 果 を 有 す る 。 ア ポ ト ー シ ス は 、 LDH（ 乳 酸 脱 水 素 酵 素
、 細 胞 が 乾 燥 す る 時 、 培 養 物 中 に 放 出 さ れ る 細 胞 障 害 性 酵 素 ） の 放 出 に よ り 定 量 さ れ 、 24
時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 か か る 作 用 は IFNガ ン マ で 観 察 さ れ る も の に 匹 敵 し 、 こ れ は F
asリ ガ ン ド 性 ア ポ ト ー シ ス を 誘 導 す る こ と が 知 ら れ て い る （ Annicchiarico-Petruzzelli 
Mら 、 2001； Li JHら 、 2002） 。
【 ０ １ ３ ９ 】
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【 表 １ 】
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【 表 ３ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ３ 】

10

20

30

40

(30) JP 2006-524982 A 2006.11.9



【 表 ５ 】
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【 表 ６ 】
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【 表 ７ 】
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【 表 ８ 】
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【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ４ ８ 】
【 図 １ 】 IFNFH01 ORF（ 配 列 番 号 1） と pIFNFH01タ ン パ ク 質 配 列 （ 配 列 番 号 2） と の ア ラ イ
ン メ ン ト 。 INSP037と 同 一 で あ っ た 残 基 は 下 線 を 引 い て あ る （ INSP037と 71％ の 同 一 性 ） 。
矢 印 は 、 ORF配 列 中 の プ ラ イ マ ー CL_IFNFH01_5（ 順 方 向 、 配 列 番 号 41） と CL_IFNFH01_3（
逆 方 向 、 配 列 番 号 42） の 位 置 を 示 す 。
【 図 ２ 】 IFNFH03 ORF（ 配 列 番 号 3） と pIFNFH03タ ン パ ク 質 配 列 （ 配 列 番 号 4） と の ア ラ イ
ン メ ン ト 。 INSP037と 同 一 で あ っ た 残 基 は 下 線 を 引 い て あ る （ INSP037と 73.5％ の 同 一 性 ）
。 矢 印 は 、 ORF配 列 中 の プ ラ イ マ ー CL_IFNFH03_5（ 順 方 向 、 配 列 番 号 43） と CL_IFNFH03_3
（ 逆 方 向 、 配 列 番 号 44） の 位 置 を 示 す 。
【 図 ３ 】 IFNFH04 ORF（ 配 列 番 号 5） と pIFNFH04タ ン パ ク 質 配 列 （ 配 列 番 号 6） と の ア ラ イ
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ン メ ン ト 。 INSP037と 同 一 で あ っ た 残 基 は 下 線 を 引 い て あ る （ INSP037と 73.5％ の 同 一 性 ）
。 矢 印 は 、 ORF配 列 中 の プ ラ イ マ ー CL_IFNFH04_5（ 順 方 向 、 配 列 番 号 45） と CL_IFNFH04_3
（ 逆 方 向 、 配 列 番 号 46） の 位 置 を 示 す 。
【 図 ４ 】 IFNFH08 ORF（ 配 列 番 号 7） と pIFNFH08タ ン パ ク 質 配 列 （ 配 列 番 号 8） と の ア ラ イ
ン メ ン ト 。 INSP037と 同 一 で あ っ た 残 基 は 下 線 を 引 い て あ る （ INSP037と 78.5％ の 同 一 性 ）
。 矢 印 は 、 ORF配 列 中 の プ ラ イ マ ー CL_IFNFH08_5（ 順 方 向 、 配 列 番 号 47） と CL_IFNFH08_3
（ 逆 方 向 、 配 列 番 号 48） の 位 置 を 示 す 。
【 図 ５ 】 IFNFH10 ORF（ 配 列 番 号 9） と pIFNFH10タ ン パ ク 質 配 列 （ 配 列 番 号 10） と の ア ラ イ
ン メ ン ト 。 INSP037と 同 一 で あ っ た 残 基 は 下 線 を 引 い て あ る （ INSP037と 69.5％ の 同 一 性 ）
。 矢 印 は 、 ORF配 列 中 の プ ラ イ マ ー CL_IFNFH10_5（ 順 方 向 、 配 列 番 号 49） と CL_IFNFH10_3
（ 逆 方 向 、 配 列 番 号 50） の 位 置 を 示 す 。
【 図 ６ 】 IFNFH11 ORF（ 配 列 番 号 11） と pIFNFH11タ ン パ ク 質 配 列 （ 配 列 番 号 12） と の ア ラ
イ ン メ ン ト 。 INSP037と 同 一 で あ っ た 残 基 は 下 線 を 引 い て あ る （ INSP037と 73.5％ の 同 一 性
） 。 矢 印 は 、 ORF配 列 中 の プ ラ イ マ ー CL_IFNFH11_5（ 順 方 向 、 配 列 番 号 51） と CL_IFNFH11_
3（ 逆 方 向 、 配 列 番 号 52） の 位 置 を 示 す 。
【 図 ７ 】 IFNFH12 ORF（ 配 列 番 号 13） と pIFNFH12タ ン パ ク 質 配 列 （ 配 列 番 号 14） と の ア ラ
イ ン メ ン ト 。 INSP037と 同 一 で あ っ た 残 基 は 下 線 を 引 い て あ る （ INSP037と 73.5％ の 同 一 性
） 。 矢 印 は 、 ORF配 列 中 の プ ラ イ マ ー CL_IFNFH12_5（ 順 方 向 、 配 列 番 号 53） と CL_IFNFH12_
3（ 逆 方 向 、 配 列 番 号 54） の 位 置 を 示 す 。
【 図 ８ 】 IFNFH13 ORF（ 配 列 番 号 15） と pIFNFH13タ ン パ ク 質 配 列 （ 配 列 番 号 16） と の ア ラ
イ ン メ ン ト 。 INSP037と 同 一 で あ っ た 残 基 は 下 線 を 引 い て あ る （ INSP037と 69.5％ の 同 一 性
） 。 矢 印 は 、 ORF配 列 中 の プ ラ イ マ ー CL_IFNFH13_5（ 順 方 向 、 配 列 番 号 55） と CL_IFNFH13_
3（ 逆 方 向 、 配 列 番 号 56） の 位 置 を 示 す 。
【 図 ９ 】 IFNFH14 ORF（ 配 列 番 号 17） と pIFNFH14タ ン パ ク 質 配 列 （ 配 列 番 号 18） と の ア ラ
イ ン メ ン ト 。 INSP037と 同 一 で あ っ た 残 基 は 下 線 を 引 い て あ る （ INSP037と 71％ の 同 一 性 ）
。 矢 印 は 、 ORF配 列 中 の プ ラ イ マ ー CL_IFNFH14_5（ 順 方 向 、 配 列 番 号 57） と CL_IFNFH14_3
（ 逆 方 向 、 配 列 番 号 58） の 位 置 を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 IFNFH15 ORF（ 配 列 番 号 19） と pIFNFH15タ ン パ ク 質 配 列 （ 配 列 番 号 20） と の ア
ラ イ ン メ ン ト 。 INSP037と 同 一 で あ っ た 残 基 は 下 線 を 引 い て あ る （ INSP037と 71％ の 同 一 性
） 。 矢 印 は 、 ORF配 列 中 の プ ラ イ マ ー CL_IFNFH15_5（ 順 方 向 、 配 列 番 号 59） と CL_IFNFH15_
3（ 逆 方 向 、 配 列 番 号 60） の 位 置 を 示 す 。
【 図 １ １ 】 IFNFH20 ORF（ 配 列 番 号 21） と pIFNFH20タ ン パ ク 質 配 列 （ 配 列 番 号 22） と の ア
ラ イ ン メ ン ト 。 INSP037と 同 一 で あ っ た 残 基 は 下 線 を 引 い て あ る （ INSP037と 67％ の 同 一 性
） 。 矢 印 は 、 ORF配 列 中 の プ ラ イ マ ー CL_IFNFH20_5（ 順 方 向 、 配 列 番 号 61） と CL_IFNFH20_
3（ 逆 方 向 、 配 列 番 号 62） の 位 置 を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 IFNFH23 ORF（ 配 列 番 号 23） と pIFNFH23タ ン パ ク 質 配 列 （ 配 列 番 号 24） と の ア
ラ イ ン メ ン ト 。 INSP037と 同 一 で あ っ た 残 基 は 下 線 を 引 い て あ る （ INSP037と 72％ の 同 一 性
） 。 矢 印 は 、 ORF配 列 中 の プ ラ イ マ ー CL_IFNFH23_5（ 順 方 向 、 配 列 番 号 63） と CL_IFNFH23_
3（ 逆 方 向 、 配 列 番 号 64） の 位 置 を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 IFNFH25 ORF（ 配 列 番 号 25） と pIFNFH25タ ン パ ク 質 配 列 （ 配 列 番 号 26） と の ア
ラ イ ン メ ン ト 。 INSP037と 同 一 で あ っ た 残 基 は 下 線 を 引 い て あ る （ INSP037と 70％ の 同 一 性
） 。
【 図 １ ４ 】 IFNFH27 ORF（ 配 列 番 号 27） と pIFNFH27タ ン パ ク 質 配 列 （ 配 列 番 号 28） と の ア
ラ イ ン メ ン ト 。 INSP037と 同 一 で あ っ た 残 基 は 下 線 を 引 い て あ る （ INSP037と 68％ の 同 一 性
） 。 矢 印 は 、 ORF配 列 中 の プ ラ イ マ ー CL_IFNFH27_5（ 順 方 向 、 配 列 番 号 65） と CL_IFNFH27_
3（ 逆 方 向 、 配 列 番 号 66） の 位 置 を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 IFNFH31 ORF（ 配 列 番 号 29） と pIFNFH31タ ン パ ク 質 配 列 （ 配 列 番 号 30） と の ア
ラ イ ン メ ン ト 。 INSP037と 同 一 で あ っ た 残 基 は 下 線 を 引 い て あ る （ INSP037と 68％ の 同 一 性
） 。 矢 印 は 、 ORF配 列 中 の プ ラ イ マ ー CL_IFNFH31_5（ 順 方 向 、 配 列 番 号 67） と CL_IFNFH31_
3（ 逆 方 向 、 配 列 番 号 68） の 位 置 を 示 す 。
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【 図 １ ６ 】 IFNFH32 ORF（ 配 列 番 号 31） と pIFNFH32タ ン パ ク 質 配 列 （ 配 列 番 号 32） と の ア
ラ イ ン メ ン ト 。 INSP037と 同 一 で あ っ た 残 基 は 下 線 を 引 い て あ る （ INSP037と 70％ の 同 一 性
） 。 矢 印 は 、 ORF配 列 中 の プ ラ イ マ ー CL_IFNFH32_5（ 順 方 向 、 配 列 番 号 69） と CL_IFNFH32_
3（ 逆 方 向 、 配 列 番 号 70） の 位 置 を 示 す 。
【 図 １ ７ 】 IFNFH36 ORF（ 配 列 番 号 33） と pIFNFH36タ ン パ ク 質 配 列 （ 配 列 番 号 34） と の ア
ラ イ ン メ ン ト 。 INSP037と 同 一 で あ っ た 残 基 は 下 線 を 引 い て あ る （ INSP037と 72％ の 同 一 性
） 。 矢 印 は 、 ORF配 列 中 の プ ラ イ マ ー CL_IFNFH36_5（ 順 方 向 、 配 列 番 号 71） と CL_IFNFH36_
3（ 逆 方 向 、 配 列 番 号 72） の 位 置 を 示 す 。
【 図 １ ８ 】 IFNFH37 ORF（ 配 列 番 号 35） と pIFNFH37タ ン パ ク 質 配 列 （ 配 列 番 号 36） と の ア
ラ イ ン メ ン ト 。 INSP037と 同 一 で あ っ た 残 基 は 下 線 を 引 い て あ る （ INSP037と 76％ の 同 一 性
） 。 矢 印 は 、 ORF配 列 中 の プ ラ イ マ ー CL_IFNFH37_5（ 順 方 向 、 配 列 番 号 73） と CL_IFNFH37_
3（ 逆 方 向 、 配 列 番 号 74） の 位 置 を 示 す 。
【 図 １ ９ 】 IFNFH39 ORF（ 配 列 番 号 37） と pIFNFH39タ ン パ ク 質 配 列 （ 配 列 番 号 38） と の ア
ラ イ ン メ ン ト 。 INSP037と 同 一 で あ っ た 残 基 は 下 線 を 引 い て あ る （ INSP037と 70％ の 同 一 性
） 。 矢 印 は 、 ORF配 列 中 の プ ラ イ マ ー CL_IFNFH39_5（ 順 方 向 、 配 列 番 号 75） と CL_IFNFH39_
3（ 逆 方 向 、 配 列 番 号 76） の 位 置 を 示 す 。
【 図 ２ ０ 】 IFNFH42 ORF（ 配 列 番 号 39） と pIFNFH42タ ン パ ク 質 配 列 （ 配 列 番 号 40） と の ア
ラ イ ン メ ン ト 。 INSP037と 同 一 で あ っ た 残 基 は 下 線 を 引 い て あ る （ INSP037と 67％ の 同 一 性
） 。 矢 印 は 、 ORF配 列 中 の プ ラ イ マ ー CL_IFNFH42_5（ 順 方 向 、 配 列 番 号 77） と CL_IFNFH42_
3（ 逆 方 向 、 配 列 番 号 78） の 位 置 を 示 す 。
【 図 ２ １ 】 ヒ ト イ ン タ ー フ ェ ロ ン ガ ン マ 様 INSP037（ 配 列 番 号 155） と 、 INSP037と pIFNFHs
 I（ 囲 っ た 部 分 ） と 共 通 の 領 域 で あ る と し て 同 定 さ れ る コ ン セ ン サ ス 配 列 pIFNFHcon（ 配
列 番 号 156） と を 含 む 本 発 明 の タ ン パ ク 質 配 列 と の ア ラ イ ン メ ン ト 。 INSP037か ら の pIFNFH
conを 特 徴 付 け る 残 基 を 、 pIFNFHcon配 列 中 で 太 字 で 示 す （ Ala10、 Gly12、 Arg26、 Ala31、
Lys35、 Phe47、 Gln55、 Glu57、 Lys63、 Ile75； 番 号 付 け の 黒 丸 は 10ア ミ ノ 酸 毎 に 位 置 す る
） 。 INSP037と pIFNFHcon中 で 保 存 さ れ て い な い pIFNFHs配 列 中 の 残 基 は 、 下 線 を 引 い て あ
る 。
【 図 ２ ２ 】 pIFNFHconお よ び INSP037と 、 Derwent DGENEデ ー タ ベ ー ス で ABG00143（ 配 列 番
号 157） お よ び AAM70428（ 配 列 番 号 158） と 命 名 さ れ た 先 行 技 術 で 公 知 の 最 も 類 似 し た 配 列
と の ア ラ イ ン メ ン ト 。 INSP037か ら の pIFNFHconを 特 徴 付 け る 残 基 を 、 pIFNFHcon中 で 太 字
で 示 す 。
【 図 ２ ３ 】 発 現 ベ ク タ ー pEAK12Dの 地 図 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

(38) JP 2006-524982 A 2006.11.9



【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】
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【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ０ 】

【 図 ２ ２ 】

【 図 ２ ３ 】
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摘要(译)

本发明公开了在人类基因组中编码特征在于在人干扰素γ中具有至少一种
活性的多肽的ORF的新颖开放阅读框（ORF），以及与之相关的试剂，
包括所述多肽的变体和片段，以及编码核酸和 针对他们的配体。 本发明
提供了鉴定和制备这些分子，制备含有它们的药物组合物以及将它们用
于疾病的诊断，预防和治疗的方法。


