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(54)【発明の名称】 ＷＮＴ－７Ｂ様ポリペプチドおよびそれをコードする核酸

(57)【要約】
本発明は、新規な単離されたＷｎｔ－７Ｂ様ポリヌクレ
オチド、およびＷｎｔ－７Ｂ様ポリヌクレオチドによっ
てコードされた膜関連ポリペプチドまたは分泌ポリペプ
チドを提供する。また、Ｗｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドま
たはＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドの任意の誘導体、改変
体、変異体もしくはフラグメント、ポリヌクレオチドま
たは抗体に免疫特異的に結合する抗体を提供する。本発
明はさらに、Ｗｎｔ－７Ｂ様ポリペプチド、ポリヌクレ
オチドおよび抗体が、病理学的な状態ならびに他の用途
の広い範囲の検出および処置において利用される方法を
提供する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  単離されたＷｎｔ－７Ｂ様核酸分子であって、該分子は、配

列番号２または該核酸分子の相補体に対して少なくとも８５％同一であるアミノ

酸配列を含むポリペプチドを以下の条件でコードし、該条件が、

  該ポリペプチドが、配列番号２に従って番号付けされた配列の、７０～７２位

のＩＤＥ、７４～７６位のＱＨＱ、１９６～１９８位のＭＫＬ、または３０２～

３０４位のＤＧＣ以外アミノ酸配列以外のアミノ酸配列を含む条件である、

核酸分子。

    【請求項２】  請求項１に記載のＷｎｔ－７Ｂ様核酸分子であって、前記ポ

リペプチドが、７０～７２位のＩＮＥ、７４～７６位のＱＹＱ、１９６～１９８

位のＭＱＬ、および３０２～３０４位のＤＤＣのアミノ酸配列のうち少なくとも

１つを含む、核酸分子。

    【請求項３】  請求項１に記載のＷｎｔ－７Ｂ様核酸分子であって、前記ポ

リペプチドが、７０～７２位のＩＮＥ、７４～７６位のＱＹＱ、１９６～１９８

位のＭＱＬ、および３０２～３０４位のＤＤＣのアミノ酸配列を含む、核酸分子

。

    【請求項４】  請求項１に記載のＷｎｔ－７Ｂ様核酸分子であって、前記核

酸分子が、配列番号１のヌクレオチド配列を含む核酸分子に相補的な核酸配列に

、ストリンジェントな条件下でハイブリダイズする、核酸分子。

    【請求項５】  請求項１に記載のＷｎｔ－７Ｂ様核酸分子であって、前記分

子がさらに、配列番号２のアミノ酸配列、または、配列番号２のアミノ酸配列に

おいて１つ以上の保存的置換を含むアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードす

る、核酸分子。

    【請求項６】  請求項１に記載のＷｎｔ－７Ｂ様核酸分子であって、前記ポ

リペプチドが、天然に存在するヒトポリペプチドのアミノ酸配列を含む、核酸分

子。

    【請求項７】  請求項１に記載のＷｎｔ－７Ｂ様核酸分子であって、前記ポ

リペプチドが、配列番号２のアミノ酸配列を含む、核酸分子。

    【請求項８】  請求項１に記載のＷｎｔ－７Ｂ様核酸分子であって、前記ポ
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リペプチドが、配列番号３のアミノ酸配列を含まない、核酸分子。

    【請求項９】  請求項１に記載の核酸分子を含む、ベクター。

    【請求項１０】  請求項１に記載の核酸分子を含む、細胞。

    【請求項１１】  １００ヌクレオチド長未満のオリゴヌクレオチドであって

、該ヌクレオチドは、配列番号１の少なくとも６つの連続したヌクレオチド、ま

たはその相補体を含む、オリゴヌクレオチド。

    【請求項１２】  単離されたＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドであって、以下：

  ａ）配列番号２のアミノ酸配列を含むポリペプチド；

  ｂ）配列番号２のアミノ酸配列を含むポリペプチドのフラグメントであって、

ここで該フラグメントが、配列番号２の少なくとも６つの連続したアミノ酸を含

む、フラグメント；

  ｃ）配列番号２のアミノ酸配列を含むポリペプチドの誘導体；

  ｄ）配列番号２のアミノ酸配列を含むポリペプチドのアナログ；

  ｅ）配列番号２のアミノ酸配列を含むポリペプチドのホモログ；および

  ｆ）配列番号２のアミノ酸配列を含むポリペプチドの天然に存在する対立遺伝

子改変体であって、ここで、該ポリペプチドは、ストリンジェントな条件下で核

酸分子とハイブリダイズする核酸分子によってコードされる、対立遺伝子改変体

、

  からなる群から選択されるポリペプチドに対して少なくとも８５％同一である

配列を有するポリペプチドであり、ここで、該ポリペプチド、該フラグメント、

該誘導体、該アナログ、該ホモログまたは該改変体は、配列番号２に従って番号

付けされた配列の、７０～７２位のＩＤＥ、７４～７６位のＱＨＱ、１９６～１

９８位のＭＫＬ、または３０２～３０４位のＤＧＣ以外のアミノ酸配列を含む、

ポリペプチド。

    【請求項１３】  請求項１２に記載のＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドであって

、前記ポリペプチドが、７０～７２位のＩＮＥ、７４～７６位のＱＹＱ、１９６

～１９８位のＭＱＬ、および３０２～３０４位のＤＤＣのアミノ酸配列のうち少

なくとも１つを含む、ポリペプチド。

    【請求項１４】  請求項１２に記載のＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドであって
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、前記ポリペプチドが、アミノ酸配列７０～７２位のＩＮＥ、７４～７６位のＱ

ＹＱ、１９６～１９８位のＭＱＬ、および３０２～３０４位のＤＤＣのアミノ酸

配列を含む、ポリペプチド。

    【請求項１５】  請求項１２に記載のＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドであって

、前記ポリペプチドが、配列番号３のアミノ酸配列を含まない、ポリペプチド。

    【請求項１６】  請求項１２に記載のＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドであって

、前記ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸配列を含む、ポリペプチド。

    【請求項１７】  請求項１２に記載のＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドであって

、前記ポリペプチドが、ヒトポリペプチドである、ポリペプチド。

    【請求項１８】  請求項１２に記載のＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドに選択的

に結合する、抗体。

    【請求項１９】  請求項１８に記載の抗体であって、前記抗体が、モノクロ

ーナル抗体、ヒト化抗体、およびヒト抗体からなる群から選択される、抗体。

    【請求項２０】  Ｗｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドを産生する方法であって、該

方法は、請求項１１に記載の細胞を、Ｗｎｔ－７Ｂ様核酸分子が発現される条件

下で培養する工程を包含する、方法。

    【請求項２１】  生物学的サンプル中において請求項１２に記載のポリペプ

チドの存在を検出する方法であって、該方法は以下：

  該サンプルを提供する工程；

  該サンプルを、該ポリペプチドに選択的に結合する化合物と接触させる工程；

および

  該ポリペプチドと該化合物との間の複合体を検出する工程であって、ここで該

複合体の存在が、該サンプル中に該ポリペプチドが存在することを示す、工程、

を包含する方法。

    【請求項２２】  生物学的サンプル中において請求項１に記載のＷｎｔ－７

Ｂ様核酸分子の存在を検出する方法であって、該方法は以下：

  該生物学的サンプルを提供する工程；

  該サンプルを、該サンプル中でプローブおよび相同な核酸分子との間で安定な

ハイブリッドが形成することが可能な条件下で、該プローブ核酸分子と接触させ
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る工程；および

  該プローブ分子によって形成された該ハイブリッドまたは増幅産物を検出する

工程であって、

  ここで該ハイブリッドまたは該増幅産物の存在が、該サンプル中に該Ｗｎｔ－

７Ｂ様核酸分子が存在することを示す、工程、

を包含する方法。

    【請求項２３】  請求項１２に記載のＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドの活性を

調節する方法であって、該方法は以下：

  該ポリペプチドを提供する工程；

  該ポリペプチドを、該ポリペプチドの活性を調節するのに十分な量において、

因子と接触させる工程；

を包含する、方法。

    【請求項２４】  Ｗｎｔ－７Ｂ様関連障害を処置または予防する方法であっ

て、該方法は、該障害を有する被験体に、該被験体の該Ｗｎｔ－７Ｂ様関連障害

を処置または予防するに十分な量の、請求項１に記載のＷｎｔ－７Ｂ様核酸分子

を投与する工程を包含する、方法。

    【請求項２５】  Ｗｎｔ－７Ｂ様関連障害を処置または予防する方法であっ

て、該方法は、該障害を有する被験体に、該被験体の該Ｗｎｔ－７Ｂ様関連障害

を処置または予防するに十分な量の、請求項１２に記載のＷｎｔ－７Ｂ様ポリペ

プチドを投与する工程を包含する、方法。

    【請求項２６】  Ｗｎｔ－７Ｂ様関連障害を処置または予防する方法であっ

て、該方法は、該障害を有する被験体に、該被験体の該Ｗｎｔ－７Ｂ様関連障害

を処置または予防するに十分な量の、請求項１８に記載のＷｎｔ－７Ｂ様抗体を

投与する工程を包含する、方法。

    【請求項２７】  請求項１に記載のＷｎｔ－７Ｂ様核酸分子および薬学的に

受容可能なキャリアを含む、薬学的組成物。

    【請求項２８】  請求項１２に記載のＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドおよび薬

学的に受容可能なキャリアを含む、薬学的組成物。

    【請求項２９】  請求項１９に記載のＷｎｔ－７Ｂ様抗体および薬学的に受



(6) 特表２００３－５２９３５５

容可能なキャリアを含む、薬学的組成物。

    【請求項３０】  １つ以上の容器の中に、請求項２７に記載の薬学的組成物

を含む、キット。

    【請求項３１】  １つ以上の容器の中に、請求項２８に記載の薬学的組成物

を含む、キット。

    【請求項３２】  １つ以上の容器の中に、請求項２９に記載の薬学的組成物

を含む、キット。

    【請求項３３】  Ｗｎｔ－７Ｂ様関連障害に対する活性もしくは潜伏性のモ

ジュレーターまたは素因をスクリーニングするための方法であって、該方法が、

以下：

  （ａ）Ｗｎｔ－７Ｂ様関連障害に対する増加した危険性の試験動物に試験化合

物を投与する工程であって、ここで、該試験動物はＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質を

組み換え発現する、工程；

  （ｂ）該試験動物中の該タンパク質の活性を測定する工程；

  （ｃ）該タンパク質を組換え発現し、かつＷｎｔ－７Ｂ様関連障害に対する危

険性の増加していないコントロール動物中の該タンパク質の活性を測定する工程

；

  （ｄ）該試験動物および該コントロール動物における該タンパク質の発現を比

較する工程であって、ここで、該コントロール動物と比較した該試験動物中の該

タンパク質の活性における変化は、該試験化合物がＷｎｔ－７Ｂ様関連障害の潜

伏性のモジュレーターであることを示す、工程；

を包含する、方法。

    【請求項３４】  請求項３４に記載の方法であって、ここで、前記試験動物

が、野生型試験動物と比較して増加したレベルで、試験タンパク質導入遺伝子を

発現するかまたはプロモーターの制御下で該導入遺伝子を発現する、組換え試験

動物であり、ここで、該プロモーターは、該導入遺伝子のネイティブな遺伝子プ

ロモーターではない、方法。

    【請求項３５】  請求項１２に記載のＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドの変化し

たレベルと関連する疾患の存在または該疾患の素因を決定するための方法であっ
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て、該方法が、以下：

  （ａ）哺乳動物被験体由来の細胞サンプル中の該ポリペプチドの量を測定する

工程；および

  （ｂ）工程（ａ）の該ポリペプチドの量を、コントロールサンプル中に存在す

る該ポリペプチドの量と比較する工程であって、

  ここで、該コントロールサンプルと比較した場合の工程（ａ）の該ポリペプチ

ドのレベルにおける変化が、疾患状態を示す、工程；

を包含する、方法。

    【請求項３６】  請求項１に記載のＷｎｔ－７Ｂ様核酸分子の変化したレベ

ルと関連する疾患の存在または該疾患の性質を決定するための方法であって、該

方法が、以下：

  （ａ）哺乳動物被験体由来の細胞サンプル中の該核酸分子の量を測定する工程

；および

  （ｂ）工程（ａ）の該核酸分子の量を、コントロールサンプル中に存在する該

ポリペプチドの量と比較する工程であって、

  ここで、該コントロールサンプルと比較した場合の工程（ａ）の該核酸分子の

発現レベルにおける変化が、疾患状態を示す、工程；

を包含する、方法。

    【請求項３７】  哺乳動物被験体において病理学的状態を処置する方法であ

って、該方法が、該病理状態を緩和する量でポリペプチドを該被験体に投与する

工程を包含し、ここで、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸配列またはこ

れらの生物学的に活性なフラグメントを含むポリペプチドと少なくとも８５％同

一なアミノ酸配列を有するポリペプチドである、方法。

    【請求項３８】  哺乳動物被験体において病理学的状態を処置する方法であ

って、該方法が、該病理状態を緩和するに十分な量で請求項１９に記載の抗体を

該被験体に投与する工程を包含する、方法。

    【請求項３９】  請求項４１に記載の方法であって、前記被験体がヒトであ

る、方法。

    【請求項４０】  請求項４１に記載の方法であって、前記病理学的状態が、
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腫瘍、癌、または新生物形成に関連する、方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （発明の分野）

  本発明は、核酸およびポリペプチドに関する。

      【０００２】

  （発明の背景）

  Ｗｎｔ遺伝子ファミリーは、構造的に関連した分泌糖タンパク質をコードする

少なくとも１０個の遺伝子を含む。Ｗｎｔファミリーのメンバーは、乳房細胞の

増殖および分化の調節因子として報告されている。例えば、メンバーは、種々の

発生的プロセス（例えば、細胞運命の特定化、細胞増殖、細胞極性および細胞移

動）を制御することが示されてきた。さらに、Ｗｎｔシグナル伝達の調節不全は

、発生的欠陥を引き起こし、そしていくつかのヒト癌の発生に関係していると報

告されている。

      【０００３】

  Ｗｎｔファミリー遺伝子メンバーＷｎｔ－４、Ｗｎｔ－７ｂ、およびＷｎｔ－

１１は、後腎において発現される。Ｗｎｔ遺伝子ファミリーのメンバーの発現は

、腎臓形成の間にそして完全な尿道閉塞に関連するプロセスにおいて試験されて

きた。後腎発生の間に誘導される尿道閉塞は、間葉の成分を維持することおよび

上皮の間葉への変換を誘導することによって、Ｗｎｔ－７ｂ発現の正常なパター

ンを妨げ、そして発生する腎臓における正常な変換プロセスと干渉する。従って

、Ｗｎｔタンパク質は、腎臓の間葉の上皮への変換のメディエータとして機能し

得る。

      【０００４】

  Ｗｎｔ－７Ｂタンパク質の過剰発現は、Ｃ５７ＭＧ細胞の細胞性変換を生じ得

る。Ｗｎｔ７ｂのより高いレベルの発現はまた、侵襲性の膀胱癌と比較して、表

在性の膀胱癌細胞において報告されている。これらの結果は、Ｗｎｔ－７Ｂタン

パク質が、膀胱腫瘍発生の初期事象に関与することを示唆する。

      【０００５】

  （発明の要旨）
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  本発明は、Ｗｎｔ－７Ｂに配列類似性を有するポリペプチドをコードする新規

のヒト核酸配列の発見に、一部基づく。本明細書中に記載される、Ｗｎｔ－７Ｂ

様核酸、ポリヌクレオチド、タンパク質およびポリペプチドまたはそのフラグメ

ントは、クローン２９５１８６１４．０．６１（配列番号１）およびクローン２

９５１８６１４．０．６１によってコードされるポリペプチド（配列番号２）に

おいて見出されるものを含む。

      【０００６】

  １つの局面において、本発明は、単離されたＷｎｔ－７Ｂ様核酸分子を含み、

この核酸分子は、配列番号２のアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードするヌ

クレオチドを含む。例えば、種々の実施形態において、この核酸は、配列番号１

を含むヌクレオチド配列を含み得る。あるいは、コードされたＷｎｔ－７Ｂ様ポ

リペプチドは、本明細書中に記載されるように、改変体アミノ酸配列を有し得る

（例えば、開示されたアミノ酸配列に１００％未満の同一性または類似性を有す

る）。

      【０００７】

  本発明はまた、配列番号２のアミノ酸配列またはこれらのアミノ酸配列の少な

くとも６アミノ酸を有するフラグメントを含む単離されたポリペプチドを含む。

Ｗｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドの天然に存在するポリペプチド改変体もまた含まれ

、ここで、このポリペプチドは、Ｗｎｔ－７Ｂ様核酸分子からなる核酸分子にス

トリンジェントな条件下でハイブリダイズする核酸分子によってコードされる。

      【０００８】

  Ｗｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドに選択的に結合する抗体もまた本発明に含まれる

。この抗体は、好ましくはモノクローナル抗体であり、最も好ましくはヒト抗体

である。このような抗体は、例えば、被験体における病理学的状態の処置におい

て有用であり、ここで、この処置は、抗体を被験体に投与する工程を包含する。

      【０００９】

  本発明は、核酸分子が発現される条件下で本明細書中に記載されるＷｎｔ－７

Ｂ様核酸分子の１つを発現する宿主細胞を培養することによって、Ｗｎｔ－７Ｂ

様ポリペプチドを産生するための方法をさらに含む。
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      【００１０】

  本発明はまた、哺乳動物（例えば、ヒト）由来のサンプルと本明細書中に記載

されたポリペプチドの１つに選択的に結合する抗体とを接触すること、ならびに

このサンプル中の抗体およびポリペプチドを含む反応複合体の形成を検出するこ

とによって、哺乳動物由来のサンプル中のＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドまたは核

酸の存在を検出するための方法を含む。サンプル中の複合体の形成を検出するこ

とは、サンプル中のポリペプチドの存在を示す。

      【００１１】

  本発明はさらに、サンプル中のＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドに少なくとも８０

％同一のアミノ酸配列を有するポリペプチドの変更されたレベルに関連する疾患

（例えば、病理学的状態）の存在を検出または診断するための方法を含む。この

方法は、哺乳動物被験体（例えば、ヒト）由来の生物学的サンプル中のポリペプ

チドのレベルを測定する工程、および正常な被験体または異なる時間（例えば、

状態の発症の前）における同一の被験体に存在するポリペプチドのレベルに対し

て、検出されたレベルを比較する工程を包含する。正常レベルと比較して、ポリ

ペプチドのレベルにおける増加または減少は、疾患状態を示す。

      【００１２】

  哺乳動物（例えば、ヒト）由来のサンプル中のＷｎｔ－７Ｂ様核酸分子の存在

を検出する方法もまた本発明に含まれる。この方法は、核酸分子に選択的にハイ

ブリダイズする核酸プローブまたはプライマーとサンプルを接触させる工程、お

よびこれらの核酸プローブまたはプライマーがサンプル中の核酸分子に結合する

か否かを決定する工程を包含する。核酸プローブまたはプライマーの結合は、核

酸分子がサンプル中に存在することを示す。

      【００１３】

  本発明は、哺乳動物（例えば、ヒト）由来のサンプル中のＷｎｔ－７Ｂ様核酸

の変更されたレベルに関連する疾患の存在を検出または診断するための方法をさ

らに含む。この方法は、哺乳動物被験体由来の生物学的サンプル中の核酸分子の

レベルを測定する工程、および正常な被験体中または異なる時間に同じ被験体中

に存在する核酸のレベルに対して、検出されたレベルを比較する工程を包含する
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。正常なレベルに対して比較される核酸のレベルにおける増加または減少は、疾

患状態を示す。

      【００１４】

  本発明はまた、病理学的状態を軽減するために十分な量で、被験体にこの被験

体に対するＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドを投与することによって、哺乳動物（例

えば、ヒト）における病理学的状態を処置する方法を含む。このポリペプチドは

、Ｗｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドに少なくとも８０％同一なアミノ酸配列を有する

。

      【００１５】

  あるいは、哺乳動物は、病理学的状態を軽減するのに十分な量で本明細書中に

記載された抗体を投与することによって、処置され得る。

      【００１６】

  本発明の処置の方法が想定する病理学的状態としては、癌（例えば、結腸直腸

癌）、前立腺癌良性腫瘍、免疫障害、免疫不全、自己免疫疾患、先天性免疫不全

症候群、移植拒絶、アレルギー、病理学的生物または病原体による感染、炎症障

害、関節炎、血友病障害、皮膚障害、アテローム硬化症、再狭窄、神経学的疾患

、アルツハイマー病、外傷、外科的または外傷性損傷、脊髄損傷、および骨格障

害が挙げられる。

      【００１７】

  他に規定しない限り、本明細書中で使用される全ての技術的用語および科学的

用語は、本発明が属する技術分野の当業者によって共通して理解されるのと同じ

意味を有する。本明細書中に記載される方法および材料と類似または等価な方法

または材料が、本発明の実施または試験において使用され得るが、適切な方法お

よび材料は以下に記載される。本明細書中で言及されるすべての刊行物、特許出

願、特許、および他の文献は、その全体が参考として援用される。矛盾する場合

には、定義を含む本明細書が優先される（ｃｏｎｔｒｏｌ）。さらに、材料、方

法、および実施例は、例示のみであって限定することを意図しない。

      【００１８】

  本発明の他の特徴および他の利点は、以下の詳細な説明および特許請求の範囲



(13) 特表２００３－５２９３５５

から明らかとなる。

      【００１９】

  （発明の詳細な説明）

  本発明は、Ｗｎｔ－７Ｂ－１様核酸、およびこれらの核酸によってコードされ

るポリペプチドを提供する。１０７２ヌクレオチド（配列番号１）の新規の核酸

（これは、また本明細書中でクローン２９５１８６１４．０．６１と称される）

は、本発明に含まれる。この配列は、図１に示される。

      【００２０】

  配列番号１のオープンリーディングフレームは、ヌクレオチド１～３のＡＴＧ

開始コドンで開始し、そしてヌクレオチド１０４８～１０５０のＴＧＡコドンで

終了すると同定された。コードされるタンパク質のアミノ酸配列は、３４９アミ

ノ酸残基であり、そして図２Ａに示される。

      【００２１】

  コードされるタンパク質は、Ｍｕｓ  ｍｕｓｃｕｌｕｓ  Ｗｎｔ－７Ｂタンパ

ク質（ＡＣＣ：Ｐ２８０４７）（図２Ｂ）に対して、３４９アミノ酸のうち３４

５アミノ酸（９８％）の同一性を有する。このタンパク質の全長アミノ酸配列は

、Ｈｏｍｏ  ｓａｐｉｅｎｃｅ由来の３４９アミノ酸残基のＷｎｔ７Ａタンパク

質（ｐｔｎｒ：ＳＰＴＲＥＭＢＬ－ＡＣＣ：Ｑ９Ｙ５６０）に対して３４９アミ

ノ酸残基のうち２６８アミノ酸残基（７６％）の同一であり、そして３４９残基

のうち３１６残基（９０％）がポジティブである。

      【００２２】

  ＰＳＯＲＴ分析は、０．６８５０の確実性で、コードされたタンパク質が、原

形質膜に局在することを予想する。ＳＩＧＮＡＬＰ分析を使用して、本発明のタ

ンパク質は、３１位と３２位との間に切断部位：ＶＶＡ－ＬＧを最も有するよう

である非切断アミノ末端シグナル配列を有することが予想される。本発明のこの

タンパク質の予想される分子量は、３９３８４．８ダルトンである。

      【００２３】

  本発明の核酸およびタンパク質は、例えば、（ａ）発生的疾患（腎臓発生に関

連する発生的疾患を含む）；（ｂ）腫瘍形成および癌（乳癌および膀胱癌を含む
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）；ならびに（ｃ）他の病状および障害、に関与する治療適用において有用であ

る。

      【００２４】

  例えば、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質をコードするｃＤＮＡは、Ｗｎｔ－７Ｂ療

法において有用であり得、そしてＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質は、それが必要な患

者に投与される場合に有用であり得る。非制限的な例として、本発明の組成物は

、発生的疾患、癌、および／または他の病状および障害に罹患する患者の処置に

効力を有する。本発明のＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質をコードする新規の核酸およ

びＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質またはそれらのフラグメントは、診断適用において

さらに有用であり得、ここで、この核酸またはタンパク質の存在または量が、評

価される。これらの物質は、治療方法または診断方法における使用のための本発

明の新規の物質に免疫特異的に結合する抗体のＷｎｔ－７Ｂ定量においてさらに

有用である。

      【００２５】

  本発明のＷｎｔ－７Ｂ様核酸は、全ての主要な癌腫の群由来の複数の腫瘍細胞

株において高い発現を示す。従って、本発明に従うＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチド

は、腫瘍増殖の自己分泌刺激、化学耐性（ｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ）、

放射線治療耐性、接着の喪失に対する生存における役割を有し得、従って、腫瘍

細胞移動（侵襲）を刺激する際に役割を有し得る。細胞接着および細胞移動なら

びに遺伝子発現プロフィールにおける関連する分子の役割に基づいて、多数の腫

瘍型について、モノクローナル抗体を使用したＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチド（例

えば、配列番号２のアミノ酸配列を有するポリペプチド）の成功した標的化が、

腫瘍増殖に対する阻害効果を有することが、期待される。

      【００２６】

  本明細書中に開示されるポリヌクレオチドおよびポリペプチドは、それらの対

応する配列識別番号と共に、表１に示される。

      【００２７】

【表１】
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  （Ｗｎｔ－７Ｂ様核酸）

  Ｗｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドをコードする単離された核酸分子（例えば、配列

番号１）は、本発明によって提供される。いくつかの実施形態において、この核

酸分子は、配列番号２（図２）のアミノ酸配列またはその生物学的に活性な部分

を含むＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドをコードする。本発明はまた、Ｗｎｔ－７Ｂ

様核酸分子の増幅または変異のためのＰＣＲプライマーとしての使用のためのＷ

ｎｔ－７Ｂ様コード核酸（例えば、Ｗｎｔ－７Ｂ様ｍＲＮＡ）およびフラグメン

トを同定するためのハイブリダイゼーションプローブとしての使用に十分な核酸

フラグメントを含む。本明細書中で使用される場合、用語「ポリヌクレオチド」

または「核酸分子」は、ＤＮＡ分子（例えば、ｃＤＮＡまたはゲノムＤＮＡ）、

ＲＮＡ分子（例えば、ｍＲＮＡ）、ヌクレオチドアナログを使用して作製された

ＤＮＡまたはＲＮＡのアナログ、ならびにそれらの誘導体およびホモログを含む

ことが意図される。核酸分子は、一本鎖または二本鎖であり得るが、好ましくは

、二本鎖ＤＮＡである。本発明のＷｎｔ－７Ｂ様核酸は、配列番号１ならびにそ

のフラグメント、ホモログ、および誘導体を含む。

      【００２８】

  別の実施形態において、この核酸分子は、７０～７２位のＩＤＥ、７４～７６

位のＱＨＱ、１９６～１９８位のＭＫＬ、または３０２～３０４位のＤＧＣ以外

のアミノ酸配列を含むＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドをコードする。例えば、この

単離された核酸は、７０～７２位のＩＮＥ、７４～７６位のＱＹＱ、１９６～１

９８位のＭＱＬ、または３０２～３０４位のＤＤＣのアミノ酸配列の少なくとも
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１つを含むポリペプチドをコードし得る。いくつかの実施形態において、この核

酸分子は、これらの３ペプチド配列の２つまたは３つを有するポリペプチドをコ

ードする。

      【００２９】

  「プローブ」とは、種々の長さの核酸配列をいい、好ましくは、使用に依存し

て、少なくとも約１０ヌクレオチド（ｎｔ）、１００ｎｔ、または例えば、約６

，０００ｎｔほどの大きさの間である。プローブは、同一、類似または相補的な

核酸配列の検出において使用される。より長いプローブは、通常、天然供給源ま

たは組換え供給源から入手され、非常に特異的であり、そしてオリゴマーよりも

はるかに遅くハイブリダイズする。プローブは、一本鎖または二本鎖であり得、

そしてＰＣＲ、メンブレンベースのハイブリダイゼーション技術またはＥＬＩＳ

Ａのような技術において特異性を有するように設計される。

      【００３０】

  「単離された」核酸分子は、この核酸の天然の供給源中に存在するその他の核

酸分子から分離されているものである。好ましくは、「単離された」核酸は、こ

の核酸が由来する生物のゲノムＤＮＡ中でこの核酸に天然に隣接する配列（すな

わち、この核酸の５’末端および３’末端に位置する配列）を含まない。例えば

、種々の実施形態で、Ｗｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドをコードする単離された核酸

分子（例えば、本発明のＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質）は、この核酸が由来する細

胞（例えば、骨組織（骨髄を含む）、心臓、リンパ節、膵臓、脾臓、胸腺、胎盤

、腎臓、肝臓、視床、脳、下垂体、乳房、肺、唾液腺および副腎を含む組織由来

の成体および胎児の細胞）のゲノムＤＮＡ中でこの核酸分子に天然で隣接する、

約５ｋｂ、４ｋｂ、３ｋｂ、２ｋｂ、１ｋｂ、０．５ｋｂ、または０．１ｋｂ未

満のヌクレオチド配列を含み得る。さらに、「単離された」核酸分子、例えば、

ｃＤＮＡ分子は、組換え技術により産生される場合、その他の細胞物質または培

養培地を実質的に含まないか、または化学的に合成される場合、化学物質前駆体

もしくはその他の化学物質を実質的に含まないものであり得る。

      【００３１】

  本発明の核酸分子、例えば、配列番号１のヌクレオチド配列を有するＷｎｔ－
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７Ｂ様核酸分子、またはこれらのヌクレオチド配列の任意の相補体は、標準的な

分子生物学的技法および本明細書で提供される配列情報を用いて単離され得る。

ハイブリダイゼーションプローブとして、配列番号１のＷｎｔ－７Ｂ様核酸配列

の全部または一部を使用して、このＷｎｔ－７Ｂ様核酸配列は、標準的なハイブ

リダイゼーションおよびクローニング技術（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（編）

、ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＣＬＯＮＩＮＧ：Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵ

ＡＬ第２版、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  

Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ、ＮＹ、１９８９；および

Ａｕｓｕｂｅｌら、（編）、ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯ

ＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ、Ｎｅｗ  

Ｙｏｒｋ、ＮＹ、１９９３）を用いて単離され得る。

      【００３２】

  本発明の核酸は、標準的なＰＣＲ増幅技術に従って、テンプレートとしてｃＤ

ＮＡ、ｍＲＮＡあるいはゲノムＤＮＡ、および適切なオリゴヌクレオチドプライ

マーを用いて増幅され得る。このように増幅された核酸は、適切なベクター中に

クローン化され、そしてＤＮＡ配列分析により特徴付けられ得る。さらに、Ｗｎ

ｔ－７Ｂ様ヌクレオチド配列に対応するオリゴヌクレオチドは、標準的な合成技

術、例えば、自動化ＤＮＡ合成機を用いることにより調製され得る。

      【００３３】

  本明細書で用いられる用語「オリゴヌクレオチド」は、一連の連結されたヌク

レオチド残基をいい、このオリゴヌクレオチドは、ＰＣＲ反応で用いられる十分

な数のヌクレオチド塩基を有する。短いオリゴヌクレオチド配列は、ゲノム配列

もしくはｃＤＮＡ配列に基づき得るか、またはそれから設計され得、そして特定

の細胞もしくは組織において、同一、類似もしくは相補的ＤＮＡまたはＲＮＡを

増幅し、確認し、もしくはその存在を示すために用いられる。オリゴヌクレオチ

ドは、約１０ｎｔ、５０ｎｔ、または１００ｎｔの長さ、好ましくは約１５ｎｔ

～３０ｎｔの長さを有する核酸配列の部分を含む。１つの実施形態では、１００

ｎｔより少ない長さの核酸分子を含むオリゴヌクレオチドは、さらに、配列番号

１の少なくとも６個連続するヌクレオチド、またはその相補体を含む。オリゴヌ



(18) 特表２００３－５２９３５５

クレオチドは、化学的に合成され得、そしてプローブとして用いられ得る。

      【００３４】

  １つの実施形態では、本発明の単離された核酸分子は、配列番号１に示される

ヌクレオチド配列またはこのヌクレオチド配列の一部分の相補体であるＷｎｔ－

７Ｂ様核酸分子を含む。Ｗｎｔ－７Ｂ様ヌクレオチド配列に相補的である核酸分

子は、配列番号１に示されるヌクレオチド配列またはこのヌクレオチド配列の一

部に十分相補的である核酸分子であり、所望のＷｎｔ－７Ｂ様核酸配列に対しミ

スマッチがほとんどまたは全くなく水素結合し得、それによって安定な二本鎖を

形成する。

      【００３５】

  本明細書で用いる用語「相補的」は、核酸分子のヌクレオチド単位間のＷａｔ

ｓｏｎ－ＣｒｉｃｋまたはＨｏｏｇｓｔｅｅｎ塩基対形成をいい、そして用語「

結合」は、２つのポリペプチドまたは化合物または関連ポリペプチドまたは化合

物またはその組合せ間の物理的または化学的相互作用を意味する。結合は、イオ

ン性、非イオン性、ファンデルワールス性、疎水性相互作用などを含む。物理的

相互作用は直接的であるかまたは間接的であり得る。間接的相互作用は、別のポ

リペプチドまたは化合物を介するか、またはその効果に起因し得る。直接的結合

は、別のポリペプチドもしくは化合物を介して、またはその効果に起因して生じ

ない、その他の実質的な化学的中間体がない相互作用をいう。

      【００３６】

  さらに、本発明の核酸分子は、配列番号１の核酸配列の一部のみ、またはプラ

スミドのＤＮＡインサートのヌクレオチド配列（例えば、実施例３に記載される

ｐＳｅｃＴａｇ２  ＢおよびｐＳｅｃＶ５Ｈｉｓベクター）（例えば、プローブ

またはプライマーとして使用され得るフラグメント、あるいはＷｎｔ－７Ｂ様の

生物学的に活性な部分をコードするフラグメント）を含み得る。本明細書中に提

供されるフラグメントは、少なくとも６個の（連続する）核酸配列または少なく

とも６個の（連続する）アミノ酸配列または、少なくとも４個の（連続する）ア

ミノ酸配列（それぞれ、核酸の場合には、特異的なハイブリダイゼーションを可

能にし、またはアミノ酸の場合には、エピトープの特異的な認識を可能にするに
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十分な長さ）として規定され、そして全長配列未満のせいぜいいくらかの部分で

ある。フラグメントは、選択された核酸配列またはアミノ酸配列の任意の連続す

る部分に由来し得る。誘導体は、直接的にかまたは改変もしくは部分的置換によ

ってかのいずれかでネイティブな化合物から形成される核酸配列またはアミノ酸

配列である。アナログは、ネイティブな化合物に類似する構造を有する（しかし

、同一ではない）が、特定の成分または側鎖に関してそれとは異なる核酸配列ま

たはアミノ酸配列である。アナログは、合成物であり得るか、または進化的に異

なる起源に由来し得、そして野生型と比較して、類似の代謝活性または反対の代

謝活性を有し得る。相同体は、異なる種に由来する特定の遺伝子の核酸配列また

はアミノ酸配列である。

      【００３７】

  誘導体およびアナログは、以下に記載のように、誘導体またはアナログが、修

飾された核酸またはアミノ酸を含む場合、全長、または全長以外のものであり得

る。本発明の核酸またはタンパク質の誘導体またはアナログは、種々の実施形態

において、本発明の核酸もしくはタンパク質に、同一の大きさの核酸またはアミ

ノ酸配列にわたって、または整列した配列に比較した場合（この整列は、当該分

野で公知であるコンピューター相同性プログラムによって実施される（以下を参

照のこと））、少なくとも約３０％、５０％、７０％、８０％、９５％、９８％

、もしくは９９％もの同一性（好ましい同一性は、８０～９５％）で実質的に相

同であるか、あるいはそのコードする核酸がストリンジェントの、中程度にスト

リンジェントの、または低いストリンジェントの条件下で上記のタンパク質をコ

ードする配列の相補体にハイブリダイズし得る、領域を含む分子を包含するが、

これらに限定されない。例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら、ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴ

ＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅ

ｙ  ＆  Ｓｏｎｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、ＮＹ、１９９３、および以下を参照のこ

と。

      【００３８】

  いくつかの実施形態において、Ｗｎｔ－７Ｂ誘導体またはアナログをコードす

る核酸は、配列番号２と上記の割合で異なり、そして７０～７２位のＩＤＥ、７
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４～７６位のＱＨＱ、１９６～１９８位のＭＫＬ、または３０２～３０４位のＤ

ＧＣ以外のアミノ酸をコードする。例えば、この単離された核酸は、７０～７２

位のＩＮＥ、７４～７６位のＱＹＱ、１９６～１９８位のＭＱＬ、および３０２

～３０４位のＤＤＣのアミノ酸配列の少なくとも１つを含むポリペプチドをコー

ドし得る。いくつかの実施形態において、この核酸分子は、これらの３ペプチド

配列の２つまたは３つを有するポリペプチドをコードする。

      【００３９】

  「相同な核酸配列」、「相同なアミノ酸配列」、「類似の核酸配列」もしくは

「類似のアミノ酸配列」、またはこれらの成句の改変体とは、上記で考察したよ

うに、それぞれヌクレオチドレベルまたはアミノ酸レベルにおける相同性または

類似性によって特徴付けられる配列をいう。類似のヌクレオチド配列は、本発明

のＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドのアイソフォーム、改変体、パラログまたはオル

ソログであるアミノ酸配列をコードする。アイソフォームは、例えば、ＲＮＡの

選択的スプライシングの結果として、同一の生物の異なる組織において発現され

得る。あるいは、アイソフォームは、異なる遺伝子によってコードされ得る。本

発明において、類似のヌクレオチド配列は、ヒト以外の種（哺乳動物が挙げられ

るが、これに限定されず、従って、例えば、マウス、ラット、ウサギ、イヌ、ネ

コ、ウシ、ウマおよび他の生物が挙げられ得る）のＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチド

をコードするヌクレオチド配列を含む。相同なヌクレオチド配列はまた、天然に

生じる対立遺伝子改変体および本明細書に記載されるヌクレオチド配列の変異体

が挙げられるが、これらに限定されない。しかし、類似のヌクレオチド配列は、

ヒトまたはマウスＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質をコードするヌクレオチド配列を含

まない。類似核酸配列は、配列番号２の保存的アミノ酸置換（以下を参照のこと

）、およびＷｎｔ－７Ｂ様活性を有するポリペプチドをコードする核酸配列を含

む。個々のＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質の生物学的活性は以下に記載されている。

類似のアミノ酸配列は、ヒトまたはマウスのＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドのアミ

ノ酸配列をコードしない。

      【００４０】

  Ｗｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドは、Ｗｎｔ－７Ｂ様核酸のオープンリーディング
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フレーム（「ＯＲＦ」）によってコードされる。本発明は、配列番号１の核酸配

列のストレッチを含む核酸配列を含む。配列番号１は、その核酸配列のＯＲＦを

含み、そして配列番号２のポリペプチドをコードする。

      【００４１】

  「オープンリーディングフレーム」（「ＯＲＦ」）は、ポリペプチドに潜在的

に翻訳され得るヌクレオチド配列に対応する。ＯＲＦを含む核酸配列のストレッ

チは、終止コドンによって妨げられない。全長タンパク質についてのコード配列

を示すＯＲＦは、ＡＴＧ「開始」コドンで始まり、そして３つの「終止」コドン

（すなわち、ＴＡＡ、ＴＡＧ、またはＴＧＡ）の１つで終了する。本発明の目的

のために、ＯＲＦは、開始コドン、終止コドン、または両方を有するかまたは有

さないコード配列の任意の一部であり得る。本物の細胞性タンパク質をコードす

る良好な候補として考えられるＯＲＦについて、最小サイズの必要条件は、しば

しば、例えば、５０アミノ酸以上のタンパク質をコードするＤＮＡのストレッチ

を設定する。

      【００４２】

  ヒトＷｎｔ－７Ｂ様遺伝子のクローニングから決定されたヌクレオチド配列は

、他の細胞型（例えば、他の組織由来）におけるＷｎｔ－７Ｂ様ホモログ（例え

ば、アイソフォームおよびパラログ）、ならびに他の哺乳動物由来のＷｎｔ－７

Ｂ様ホモログ（例えば、オルソログ）を同定および／またはクローニングする際

の使用のために設計されるプローブおよびプライマーの作製を可能にする。この

プローブ／プライマーは、代表的には、実質的に精製されたオリゴヌクレオチド

を含む。このオリゴヌクレオチドは、代表的には、配列番号１の少なくとも約１

２個、約２５個、約５０個、約１００個、約１５０個、約２００個、約２５０個

、約３００個、約３５０個または約４００個以上の連続するセンス鎖ヌクレオチ

ド配列、もしくは、例えば、実施例３において記載されるｐＳｅｃＴａｇ２  Ｂ

およびｐＳｅｃＶ５ＨｉｓベクターのようなプラスミドのＤＮＡインサートのヌ

クレオチド配列；または当該分野で公知のプラスミドのＤＮＡインサートのＷｎ

ｔ－７Ｂ様ヌクレオチドのアンチセンス鎖ヌクレオチド配列もしくはアンチセン

ス鎖Ｗｎｔ－７Ｂ様ヌクレオチド配列；またはＷｎｔ－７Ｂ様ヌクレオチドの天
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然に存在する変異体、もしくは当該分野で公知のプラスミドベクターのＤＮＡイ

ンサートの天然に存在する変異体のヌクレオチド配列に、ストリンジェントな条

件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列の領域を含む。

      【００４３】

  ヒトＷｎｔ－７Ｂ様ヌクレオチド配列に基づくプローブは、同じまたは相同な

タンパク質をコードする転写物またはゲノム配列を検出するために使用され得る

。種々の実施形態において、このプローブはさらに、プローブに付着した標識基

を含み、例えば、この標識基は放射性同位体、蛍光化合物、酵素、または酵素補

因子であり得る。このようなプローブは、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質を誤って発

現する細胞または組織を同定するための診断試験キットの一部として、例えば、

被験体由来の細胞のサンプル中のＷｎｔ－７Ｂ様をコードする核酸のレベルを測

定すること（例えば、Ｗｎｔ－７Ｂ様  ｍＲＮＡレベルを検出すること、または

ゲノムＷｎｔ－７Ｂ様遺伝子が変異しているかまたは欠失しているか否かを決定

すること）によって使用され得る。

      【００４４】

  「Ｗｎｔ－７Ｂ様の生物学的に活性な部分を有するポリペプチド」は、本発明

のポリペプチドの活性に類似するが必ずしも同一ではない活性を示すポリペプチ

ドをいい、用量依存性の有無に関わらず、特定の生物学的アッセイにおいて測定

されるような成熟形態を含む。「Ｗｎｔ－７Ｂ様の生物学的に活性な部分」をコ

ードする核酸フラグメントは、Ｗｎｔ－７Ｂ様の生物学的活性（Ｗｎｔ－７Ｂ様

タンパク質の生物学的活性は、以下に記載される）を有するポリペプチドをコー

ドする、Ｗｎｔ－７Ｂ様ヌクレオチドの一部を単離し、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク

質のコードされた部分を発現させ（例えば、インビトロでの組換え発現によって

）、そしてＷｎｔ－７Ｂ様のコードされた部分の活性を評価することによって調

製され得る。例えば、Ｗｎｔ－７Ｂ様の生物学的に活性な部分をコードする核酸

フラグメントは、細胞外ドメインを含み得る。別の実施形態おいて、Ｗｎｔ－７

Ｂ様の生物学的に活性な部分をコードする核酸フラグメントは、１つ以上の領域

を含む。

      【００４５】
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  （Ｗｎｔ－７Ｂ様改変体の核酸）

  本発明はさらに、遺伝コードの縮重に起因して、配列番号１の少なくとも１つ

に示されるＷｎｔ－７Ｂ様ヌクレオチド配列とは異なる核酸分子を包含する。そ

れにより、これらの核酸は、上記のヌクレオチド配列のいずれかによってコード

されるＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質と同じＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質をコードする

。別の実施形態において、本発明の単離されたＷｎｔ－７Ｂ様核酸分子は、配列

番号２に示されるアミノ酸配列を有するタンパク質をコードするヌクレオチド配

列を有する。

      【００４６】

  ヒトＷｎｔ－７Ｂ様ヌクレオチド配列、またはプラスミドまたはベクターのＤ

ＮＡインサートのＷｎｔ－７Ｂ様ヌクレオチド配列に加えて、Ｗｎｔ－７Ｂ様の

アミノ酸配列における変化を導くＤＮＡ配列多型は、集団（例えば、ヒト集団）

内に存在し得ることが、当業者によって理解される。Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子中の

このような遺伝的多型は、天然の対立遺伝子のバリエーションに起因して、集団

内の個体間に存在し得る。本明細書中で使用される場合、用語「遺伝子」および

「組換え遺伝子」は、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質、好ましくは哺乳動物のＷｎｔ

－７Ｂ様タンパク質をコードするオープンリーディングフレームを含む核酸分子

をいう。このような天然の対立遺伝子のバリエーションは、代表的には、Ｗｎｔ

－７Ｂ様遺伝子のヌクレオチド配列において１～５％の変動性を生じ得る。天然

の対立遺伝子バリエーションの結果であり、そしてＷｎｔ－７Ｂ様の機能的活性

を変化させない、Ｗｎｔ－７Ｂ様内の任意および全てのこのようなヌクレオチド

のバリエーションならびに得られるアミノ酸多型は、本発明の範囲内であると意

図される。

      【００４７】

  さらに、他の種由来のＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質をコードし、従って、本明細

書中に開示されるヒト配列とは異なるヌクレオチド配列を有する核酸分子は、本

発明の範囲内にあることが意図される。本発明のＷｎｔ－７Ｂ様のｃＤＮＡの天

然の対立遺伝子改変体およびホモログに対応する核酸分子は、本明細書中に開示

されるヒトＷｎｔ－７Ｂ様核酸に対するその相同性に基づいて、ストリンジェン
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トハイブリダイゼーション条件下で、標準的なハイブリダイゼーション技術に従

うハイブリダイゼーションプローブとしてヒトｃＤＮＡまたはその一部を用いて

単離され得る。例えば、可溶性ヒトＷｎｔ－７Ｂ様  ｃＤＮＡは、ヒトの膜結合

Ｗｎｔ－７Ｂ様に対するその相同性に基づいて単離され得る。同様に、膜結合ヒ

トＷｎｔ－７Ｂ様  ｃＤＮＡは、可溶性ヒトＷｎｔ－７Ｂ様に対するその相同性

に基づいて単離され得る。

      【００４８】

  従って、別の実施形態では、本発明の単離された核酸分子は、少なくとも６ヌ

クレオチド長であり、そしてストリンジェント条件下で少なくとも１つのＷｎｔ

－７Ｂ様ヌクレオチド配列を含む核酸分子にハイブリダイズする。別の実施形態

では、この核酸は、少なくとも１０、２５、５０、１００、２５０、５００また

は２０００ヌクレオチド長である。別の実施形態では、本発明の単離された核酸

分子は、コード領域にハイブリダイズする。本明細書中で用いられる場合、用語

「ストリンジェント条件下でハイブリダイズする」は、ハイブリダイゼーション

および洗浄に関して、互いに少なくとも６０％類似のヌクレオチド配列が代表的

には互いにハイブリダイズしたままである条件を記載することを意図する。

      【００４９】

  オルソログ（すなわち、ヒト以外の種由来のＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質をコー

ドする核酸）または他の関連配列（例えば、パラログ（ｐａｒａｌｏｇｓ））は

、特定のヒト配列の全てまたは一部をプローブとし、核酸ハイブリダイゼーショ

ンおよびクローニングに関して当該分野で周知の方法を使用して、低い、中程度

の、または高いストリンジェンシーのハイブリダイゼーションによって入手され

得る。

      【００５０】

  本明細書で用いられる場合、語句「ストリンジェントハイブリダイゼーション

条件」は、その条件下で、プローブ、プライマーまたはオリゴヌクレオチドが、

その標的配列にハイブリダイズするが、その他の配列にはハイブリダイズしない

条件をいう。ストリンジェントな条件は配列依存性であり、そして異なる状況で

異なる。より長い配列は、より短い配列より高い温度で特異的にハイブリダイズ
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する。一般に、ストリンジェントな条件は、規定されたイオン強度およびｐＨで

、特定の配列の熱融解点（Ｔｍ）より約５℃低いように選択される。このＴｍは

、標的配列に相補的なプローブの５０％が、平衡状態で標的配列にハイブリダイ

ズする（規定されたイオン強度、ｐＨおよび核酸濃度下）温度である。標的配列

は一般に過剰で存在するので、Ｔｍでは、５０％のプローブが平衡状態で占有さ

れている。代表的には、ストリンジェントな条件は、ｐＨ７．０～８．３で、塩

濃度が約１．０Ｍナトリウムイオンより少なく、代表的には約０．０１～１．０

Ｍナトリウムイオン（またはその他の塩）、そして温度が短いプローブ、プライ

マーまたはオリゴヌクレオチド（例えば、１０ｎｔ～５０ｎｔ）について少なく

とも約３０℃、そしてより長いプローブ、プライマーおよびオリゴヌクレオチド

について少なくとも約６０℃であるような条件である。ストリンジェントな条件

はまた、ホルムアミドのような、脱安定化剤の添加で達成され得る。

      【００５１】

  ストリンジェント条件は、当業者に公知であり、そしてＡｕｓｕｂｅｌら、（

編）ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯ

ＬＯＧＹ，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，Ｎ．Ｙ．（１９８９），６．

３．１－６．３．６に見出され得る。好ましくは、この条件は、互いに少なくと

も約６５％、約７０％、約７５％、約８５％、約９０％、約９５％、約９８％ま

たは約９９％類似の配列が、代表的には互いにハイブリダイズしたままであるよ

うな条件である。ストリンジェントハイブリダイゼーション条件の非限定的な例

は、６×ＳＳＣ、５０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）、１ｍＭ  ＥＤＴ

Ａ、０．０２％  ＰＶＰ、０．０２％  Ｆｉｃｏｌｌ、０．０２％  ＢＳＡ、お

よび５００ｍｇ／ｍｌ変性サケ精子ＤＮＡを含む高塩緩衝液中での６５℃でのハ

イブリダイゼーションである。このハイブリダイゼーションに、０．２×ＳＳＣ

、０．０１％  ＢＳＡ中での５０℃での１回以上の洗浄が続く。ストリンジェン

ト条件下でＷｎｔ－７Ｂ様ヌクレオチド配列にハイブリダイズする、本発明の単

離された核酸分子は、天然に存在する核酸分子に対応する。本明細書中で使用さ

れる場合、「天然に存在する」核酸分子とは、天然に存在する（例えば、天然の

タンパク質をコードする）ヌクレオチド配列を有する、ＲＮＡ分子またはＤＮＡ
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分子をいう。

      【００５２】

  第２の実施形態では、Ｗｎｔ－７Ｂ様核酸分子またはそれらのフラグメント、

アナログもしくは誘導体の少なくとも１つに、中程度のストリンジェンシー条件

下でハイブリダイズし得る核酸配列が提供される。中程度のストリンジェンシー

ハイブリダイゼーション条件の非限定的な例は、５５℃での６×ＳＳＣ、５×デ

ンハルト溶液、０．５％  ＳＤＳおよび１００ｍｇ／ｍｌ変性サケ精子ＤＮＡ中

でのハイブリダイゼーション、続いて１×ＳＳＣ、０．１％  ＳＤＳ中での３７

℃での１回以上の洗浄である。用いられ得る中程度のストリンジェンシーの他の

条件は、当該分野で周知である。例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら（編），１９９３，

ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯ

ＧＹ，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，ＮＹおよびＫｒｉｅｇｌｅｒ，１

９９０，ＧＥＮＥ  ＴＲＡＮＳＦＥＲ  ＡＮＤ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ，Ａ  Ｌ

ＡＢＯＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ，Ｓｔｏｃｋｔｏｎ  Ｐｒｅｓｓ，ＮＹを参

照のこと。

      【００５３】

  第３の実施形態では、Ｗｎｔ－７Ｂ様核酸分子、またはそれらのフラグメント

、アナログもしくは誘導体の少なくとも１つに、低ストリンジェンシー条件下で

ハイブリダイズし得る核酸が提供される。低ストリンジェンシーハイブリダイゼ

ーション条件の非限定的な例は、３５％ホルムアミド、５×ＳＳＣ、５０  ｍＭ

  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）、５ｍＭ  ＥＤＴＡ、０．０２％  ＰＶＰ、

０．０２％  Ｆｉｃｏｌｌ、０．２％  ＢＳＡ、１００ｍｇ／ｍｌの変性サケ精

子ＤＮＡ、１０％（重量／容量）デキストラン硫酸中での４０℃でのハイブリダ

イゼーション、続いて２×ＳＳＣ、２５ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．４）

、５ｍＭ  ＥＤＴＡおよび０．１％  ＳＤＳ中での５０℃での１回以上の洗浄で

ある。用いられ得る低ストリンジェンシーの他の条件は、当該分野で周知である

（例えば、種交差ハイブリダイゼーションについて用いられるように）。例えば

、Ａｕｓｕｂｅｌら（編），１９９３，ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  

ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏ
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ｎｓ，ＮＹならびにＫｒｉｅｇｌｅｒ，１９９０，ＧＥＮＥ  ＴＲＡＮＳＦＥＲ

  ＡＮＤ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ，Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ，

Ｓｔｏｃｋｔｏｎ  Ｐｒｅｓｓ，ＮＹ；ＳｈｉｌｏおよびＷｅｉｎｂｅｒｇ，１

９８１，Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ７８：６７８９－６

７９２を参照のこと。

      【００５４】

  （保存的変異）

  集団中に存在し得る、Ｗｎｔ－７Ｂ様配列の天然に存在する対立遺伝子改変体

に加えて、当業者は、配列番号１の少なくとも１つのＷｎｔ－７Ｂ様ヌクレオチ

ド配列への変異によって変化が導入され得、それによって、Ｗｎｔ－７Ｂ様タン

パク質の機能的能力を変更することなく、コードされるＷｎｔ－７Ｂ様タンパク

質のアミノ酸配列に変化がもたらされることをさらに理解する。例えば、「非必

須」アミノ酸残基にてアミノ酸置換をもたらすヌクレオチド置換は、配列番号２

の配列、または当該分野で公知のプラスミドまたはベクターのＤＮＡインサート

のＷｎｔ－７Ｂ様ヌクレオチド配列において行われ得る。「非必須」アミノ酸残

基は、生物学的活性を変更することなく、Ｗｎｔ－７Ｂ様の野生型配列から、変

更され得る残基であり、一方、「必須」アミノ酸残基は、生物学的活性に必要と

される。例えば、本発明のＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質の間で保存されているアミ

ノ酸残基は、特に変更を受け入れ難いと予測される。

      【００５５】

  本発明の別の局面は、活性に必須ではないアミノ酸残基における変化を含む、

Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質をコードする核酸分子に関する。このようなＷｎｔ－

７Ｂ様タンパク質は、配列番号２由来のアミノ酸配列とは異なるが、生物学的活

性をなお保持する。１つの実施形態では、単離された核酸分子は、タンパク質を

コードするヌクレオチド配列を含み、ここで、このタンパク質は、Ｗｎｔ－７Ｂ

様アミノ酸配列の少なくとも１つに少なくとも約４５％類似であるアミノ酸配列

を含む。好ましくは、この核酸分子によってコードされるタンパク質は、少なく

とも１つのＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドに少なくとも約６０％類似しており、よ

り好ましくは所定のＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドに対して、少なくとも約７０％
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類似、少なくとも約８０％類似、少なくとも約９０％類似、そして最も好ましく

は少なくとも約９５％類似している。

      【００５６】

  所定のＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質に相同であるＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質をコ

ードする単離された核酸分子は、１つ以上のアミノ酸置換、付加または欠失がコ

ードされたタンパク質中に導入されるように、相当するＷｎｔ－７Ｂ様ヌクレオ

チド配列中に１つ以上のヌクレオチド置換、付加または欠失を導入することによ

り作成され得る。

      【００５７】

  変異は、標準的な技法、例えば、部位特異的変異誘発およびＰＣＲ媒介変異誘

発により、配列番号２中に導入され得る。好ましくは、保存的アミノ酸置換は、

１つ以上の予測された非必須アミノ酸残基において作成される。「保存的アミノ

酸置換」は、アミノ酸残基が、類似の側鎖を有するアミノ酸残基で置換されるも

のである。類似の側鎖を有するアミノ酸残基のファミリーは当該分野で規定され

ている。これらのファミリーは、塩基性側鎖もつアミノ酸（例えば、リジン、ア

ルギニン、ヒスチジン）、酸性側鎖もつアミノ酸（例えば、アスパラギン酸、グ

ルタミン酸）、非荷電極性側鎖もつアミノ酸（例えば、グリシン、アスパラギン

、グルタミン、セリン、スレオニン、チロシン、システイン）、非極性側鎖もつ

アミノ酸（例えば、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン、フ

ェニルアラニン、メチオニン、トリプトファン）、β分岐側鎖もつアミノ酸（例

えば、スレオニン、バリン、イソロイシン）、および芳香族側鎖もつアミノ酸（

例えば、チロシン、フェニルアラニン、トリプトファン、ヒスチジン）を含む。

従って、Ｗｎｔ－７Ｂ様中の予測された非必須アミノ酸残基は、同じ側鎖ファミ

リーからの別のアミノ酸残基で置換される。あるいは、別の実施形態では、変異

は、Ｗｎｔ－７Ｂ様コード配列のすべてまたは一部分に沿って、例えば、飽和変

異誘発によりランダムに導入され得、そして得られる変異体をＷｎｔ－７Ｂ様生

物学的活性についてスクリーニングされ得、活性を保持する変異体を同定する。

変異誘発の後、コードされたＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質は、当該分野で公知の任

意の組換え技法により発現され得、そしてタンパク質の活性が測定され得る。
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      【００５８】

  １つの実施形態では、変異体Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質は、（１）他のＷｎｔ

－７Ｂ様タンパク質、他の細胞表面タンパク質、またはその生物学的に活性な部

分とタンパク質：タンパク質相互作用を形成する能力、（２）変異体Ｗｎｔ－７

Ｂ様タンパク質とＷｎｔ－７Ｂ様リガンドとの間の複合体形成；（３）細胞内標

的タンパク質またはその生物学的に活性な部分に結合する変異体Ｗｎｔ－７Ｂ様

タンパク質の能力；（例えばアビジンタンパク質）についてアッセイされ得る。

      【００５９】

  （アンチセンス）

  本発明の別の局面は、Ｗｎｔ－７Ｂ様核酸分子、またはそのフラグメント、ア

ナログもしくは誘導体にハイブリダイズし得るかまたは相補的である単離された

アンチセンス核酸分子に関する。「アンチセンス」核酸は、タンパク質をコード

する「センス」核酸に相補的であるヌクレオチド配列、例えば、二本鎖ｃＤＮＡ

分子のコード配列に相補的であるか、またはｍＲＮＡ配列に相補的であるヌクレ

オチド配列を含む。特定の局面では、Ｗｎｔ－７Ｂ様コード鎖の少なくとも約１

０、２５、５０、１００、２５０または５００ヌクレオチドに相補的、またはそ

の一部分にのみ相補的な配列を含むアンチセンス核酸分子が提供される。Ｗｎｔ

－７Ｂ様タンパク質のフラグメント、相補体、誘導体およびアナログをコードす

る核酸分子、またはＷｎｔ－７Ｂ様核酸配列に相補的なアンチセンス核酸がさら

に提供される。

      【００６０】

  １つの実施形態では、アンチセンス核酸分子は、Ｗｎｔ－７Ｂ様をコードする

ヌクレオチド配列のコード鎖の「コード領域」に対するアンチセンスである。用

語「コード領域」は、アミノ酸残基に翻訳されるコドンを含むヌクレオチド配列

の領域をいう。別の実施形態では、このアンチセンス核酸分子は、Ｗｎｔ－７Ｂ

様をコードするヌクレオチド配列のコード鎖の「非コード領域」に対するアンチ

センスである。用語「非コード領域」は、アミノ酸に翻訳されない、コード領域

に隣接する５’および３’配列をいう（すなわち、５’および３’非翻訳領域と

もいう）。
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      【００６１】

  本明細書に開示されるＷｎｔ－７Ｂ様をコードするコード鎖（例えば、配列番

号１）が与えられれば、本発明のアンチセンス核酸は、ＷａｔｓｏｎおよびＣｒ

ｉｃｋまたはＨｏｏｇｓｔｅｅｎ塩基対合の規則に従って設計され得る。このア

ンチセンス核酸分子は、Ｗｎｔ－７Ｂ様ｍＲＮＡの全コード領域に相補的であり

得るが、より好ましくは、Ｗｎｔ－７Ｂ様ｍＲＮＡのコードまたは非コード領域

の一部分に対してのみアンチセンスであるオリゴヌクレオチドである。例えば、

このアンチセンスオリゴヌクレオチドは、Ｗｎｔ－７Ｂ様ｍＲＮＡの翻訳開始部

位を取り囲む領域に相補的であり得る。アンチセンスオリゴヌクレオチドは、例

えば、長さが約５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５または５

０ヌクレオチドであり得る。本発明のアンチセンス核酸は、当該分野で公知の手

順を用いる化学的合成または酵素的連結を用いて構築され得る。例えば、アンチ

センス核酸（例えば、アンチセンスオリゴヌクレオチド）は、天然に存在するヌ

クレオチド、または分子の生物学的安定性を増大するため、もしくはアンチセン

スとセンス核酸との間に形成される二本鎖の物理的安定性を増大するために設計

された種々に改変されたヌクレオチド（例えば、ホスホロチオエート誘導体およ

びアクリジン置換されたヌクレオチドが用いられ得る）を用いて化学的に合成さ

れ得る。

      【００６２】

  アンチセンス核酸を生成するために用いられ得る改変されたヌクレオチドの例

は：５－フルオロウラシル、５－ブロモウラシル、５－クロロウラシル、５－ヨ

ードウラシル、ヒポキサンチン、キサンチン、４－アセチルシトシン、５－（カ

ルボキシヒドロキシルメチル）ウラシル、５－カルボキシメチルアミノメチル－

２－チオウリジン、５－カルボキシメチルアミノメチルウラシル、ジヒドロウラ

シル、β－Ｄ－ガラクトシルケオシン、イノシン、Ｎ６－イソペンテニルアデニ

ン、１－メチルグアニン、１－メチルイノシン、２，２－ジメチルグアニン、２

－メチルアデニン、２－メチルグアニン、３－メチルシトシン、５－メチルシト

シン、Ｎ６－アデニン、７－メチルグアニン、５－メチルアミノメチルウラシル

、５－メトキシアミノメチル－２－チオウラシル、β－Ｄ－マンノシルケオシン
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、５’－メトキシカルボキシメチルウラシル、５－メトキシウラシル、２－メチ

ルチオ－Ｎ６－イソペンテニルアデニン、ウラシル－５－オキシ酢酸（ｖ）、ヴ

ィブトキソシン（ｗｙｂｕｔｏｘｏｓｉｎ）、プソイドウラシル、ケオシン（ｑ

ｕｅｏｓｉｎｅ）、２－チオシトシン、５－メチル－２－チオウラシル、２－チ

オウラシル、４－チオウラシル、５－メチルウラシル、ウラシル－５－オキシ酢

酸メチルエステル、ウラシル－５－オキシ酢酸（ｖ）、５－メチル－２－チオウ

ラシル、３－（３－アミノ－３－Ｎ－２－カルボキシプロピル）ウラシル、（ａ

ｃｐ３）ｗ、および２，６－ジアミノプリンを含む。あるいは、このアンチセン

ス核酸は、核酸がアンチセンス方向にサブクローン化された発現ベクターを用い

て生物学的に産生され得る（すなわち、挿入された核酸から転写されたＲＮＡは

、以下のサブセクションでさらに記載されるように、目的の標的核酸に対してア

ンチセンス配向である）。

      【００６３】

  代表的には、本発明のアンチセンス核酸分子は、それらがＷｎｔ－７Ｂ様タン

パク質をコードする細胞ｍＲＮＡおよび／またはゲノムＤＮＡとハイブリダイズ

するか、またはそれに結合するように被検体に投与されるか、またはインサイチ

ュ（ｉｎ  ｓｉｔｕ）で生成され、それによって、例えば、転写および／または

翻訳を阻害することによりタンパク質の発現を阻害する。このハイブリダイゼー

ションは、従来のヌクレオチド相補性により、安定な二本鎖を形成するか、また

は、例えば、ＤＮＡ二本鎖に結合するアンチセンス核酸分子の場合、二重らせん

の主溝における特異的相互作用を通じてであり得る。本発明のアンチセンス核酸

分子の投与の経路の例は、組織部位における直接注入を含む。あるいは、アンチ

センス核酸分子は、改変されて、選択された細胞を標的にし、次いで全身的に投

与される。例えば、全身投与には、アンチセンス分子は、それらが選択された細

胞表面上に発現されたレセプターまたは抗原に特異的に結合するように改変され

得る。例えば、これは、このアンチセンス核酸分子を、細胞表面レセプターまた

は抗原に結合するペプチドまたは抗体に連結することによる。このアンチセンス

核酸分子はまた、本明細書に記載のベクターを用いて細胞に送達され得る。アン

チセンス分子の十分な細胞内濃度を達成するために、アンチセンス核酸分子が強
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力なｐｏｌＩＩまたはｐｏｌＩＩＩプロモーターの制御下に配置されるベクター

構築物が好適である。

      【００６４】

  なお別の実施形態では、本発明のアンチセンス核酸分子は、αアノマー核酸分

子である。αアノマー核酸分子は、相補的ＲＮＡと特異的な二本鎖ハイブリッド

を形成し、そこでは、通常のβユニットとは反対に、鎖は互いに平行に走る（Ｇ

ａｕｌｔｉｅｒら、（１９８７）Ｎｕｃｌｅｉｃ  ａｃｉｄ  Ｒｅｓ  １５：６

６２５－６６４１）。このアンチセンス核酸分子はまた、２’－ｏ－メチルリボ

ヌクレオチド（Ｉｎｏｕｅら（１９８７）Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ

  １５：６１３１－６１４８）、またはキメラＲＮＡ－ＤＮＡアナログ（Ｉｎｏ

ｕｅら、（１９８７）ＦＥＢＳ  Ｌｅｔｔ２１５：３２７－３３０）を含み得る

。

      【００６５】

  （リボザイムおよびＰＮＡ成分）

  核酸改変は、非制限的な例として、改変された塩基、および糖リン酸骨格が改

変または誘導体化されている核酸を含む。これらの改変は、少なくとも一部分、

改変された核酸の化学的安定性を、それらが、例えば、被験体における治療的適

用にアンチセンス結合性核酸として用いられ得るように増大するために実施され

る。

      【００６６】

  １つの実施形態では、本発明のアンチセンス核酸はリボザイムである。リボザ

イムは、それらに対してリボザイムが相補的領域を有する一本鎖核酸、例えばｍ

ＲＮＡを切断し得るリボヌクレアーゼ活性をもつ触媒的ＲＮＡ分子である。従っ

て、リボザイム（例えば、ハンマーヘッドリボザイム（Ｈａｓｅｌｈｏｆｆおよ

びＧｅｒｌａｃｈ（１９８８）Ｎａｔｕｒｅ  ３３４：５８５－５９１に記載さ

れている））は、Ｗｎｔ－７Ｂ様ｍＲＮＡ転写物を触媒的に切断し、それによっ

てＷｎｔ－７Ｂ様ｍＲＮＡの翻訳を阻害するために用いられ得る。Ｗｎｔ－７Ｂ

様をコードする核酸に特異性を有するリボザイムは、本明細書に開示のＷｎｔ－

７Ｂ様ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（すなわち、配列番号１）に基づいて設計さ
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れ得る。例えば、Ｔｅｔｒａｈｙｍｅｎａ  Ｌ－１９  ＩＶＳ  ＲＮＡの誘導体

を、活性部位のヌクレオチド配列が、Ｗｎｔ－７Ｂ様をコードするｍＲＮＡにお

いて切断されるべきヌクレオチド配列に相補的であるように構築し得る。例えば

、Ｃｅｃｈら、米国特許第４，９８７，０７１号；およびＣｅｃｈら、米国特許

第５，１１６，７４２号を参照のこと。あるいは、Ｗｎｔ－７Ｂ様ｍＲＮＡは、

ＲＮＡ分子のプールから特異的リボヌクレアーゼ活性を有する触媒的ＲＮＡを選

択するために用いられ得る。例えば、Ｂａｒｔｅｌら（１９９３）Ｓｃｉｅｎｃ

ｅ  ２６１：１４１１－１４１８を参照のこと。

      【００６７】

  あるいは、Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子発現は、Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子の調節領域（

例えば、Ｗｎｔ－７Ｂ様プロモーターおよび／またはエンハンサー）に相補的で

あるヌクレオチド配列を標的にし、標的細胞中のＷｎｔ－７Ｂ様遺伝子の転写を

妨害する三重らせん構造を形成することによって阻害され得る。一般に、Ｈｅｌ

ｅｎｅ（１９９１）Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ  Ｄｒｕｇ  Ｄｅｓ．６：５６９－８

４；Ｈｅｌｅｎｅら（１９９２）Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．６６０：

２７－３６；およびＭａｈｅｒ（１９９２）Ｂｉｏａｓｓａｙｓ  １４：８０７

－１５を参照のこと。

      【００６８】

  種々の実施形態では、Ｗｎｔ－７Ｂ様の核酸は、塩基部分、糖部分またはリン

酸骨格で改変され、例えば、分子の安定性、ハイブリダイゼーション、または溶

解性を改善し得る。例えば、核酸のデオキシリボースリン酸骨格を改変してペプ

チド核酸を生成し得る（Ｈｙｒｕｐら（１９９６）Ｂｉｏｏｒｇ  Ｍｅｄ  Ｃｈ

ｅｍ４：５－２３を参照のこと）。本明細書で用いる用語「ペプチド核酸」また

は「ＰＮＡ」は、デオキシリボースリン酸骨格がプソイドペプチド（ｐｓｅｕｄ

ｏｐｅｐｔｉｄｅ）骨格で置換され、かつ４つの天然のヌクレオ塩基のみが保持

されている、核酸模倣物、例えば、ＤＮＡ模倣物をいう。ＰＮＡの中性の骨格は

、低イオン強度条件下で、ＤＮＡおよびＲＮＡへの特異的ハイブリダイゼーショ

ンを可能にすることが示されている。ＰＮＡオリゴマーの合成は、Ｈｙｒｕｐら

（１９９６）上述；Ｐｅｒｒｙ－Ｏ’Ｋｅｅｆｅら（１９９６）ＰＮＡＳ  ９３
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：１４６７０－６７５に記載のような、標準的な固相ペプチド合成プロトコール

を用いて実施され得る。

      【００６９】

  Ｗｎｔ－７Ｂ様のＰＮＡは、治療適用および診断適用で用いられ得る。例えば

、ＰＮＡは、例えば、転写または翻訳抑止（ａｒｒｅｓｔ）を誘導すること、ま

たは複製を阻害することにより、遺伝子発現の配列特異的調節のためのアンチセ

ンスまたはアンチ遺伝子剤として用いられ得る。Ｗｎｔ－７Ｂ様のＰＮＡはまた

、例えば、ＰＮＡ特異的ＰＣＲクランピングによる、例えば、遺伝子中の１塩基

対変異の分析に；他の酵素、例えば、Ｓ１ヌクレアーゼと組み合わせて用いる場

合、人工の制限酵素として（Ｈｙｒｕｐ  Ｂ．（１９６６）上述）；またはＤＮ

Ａ配列およびハイブリダイゼーションのプローブまたはプライマーとして（Ｈｙ

ｒｕｐら（１９６６）上述；Ｐｅｒｒｙ－Ｏ’Ｋｅｅｆｅ（１９９６）上述）用

いられ得る。

      【００７０】

  別の実施形態では、Ｗｎｔ－７Ｂ様のＰＮＡは、例えば、それらの安定性また

は細胞の取り込みを増大するために、ＰＮＡに親油性基またはその他の補助基を

結合することによるか、ＰＮＡ－ＤＮＡキメラの形成によるか、またはリポソー

ムの使用もしくは当該分野で公知のその他の技法によって改変され得る。例えば

、ＰＮＡとＤＮＡの有利な性質を組み合わせ得る、Ｗｎｔ－７Ｂ様のＰＮＡ－Ｄ

ＮＡキメラが生成され得る。このようなキメラは、ＰＮＡ部分の高い結合親和性

および特異性を提供しながら、ＤＮＡ部分と相互作用するために、ＤＮＡ認識酵

素、例えば、ＲＮａｓｅＨおよびＤＮＡポリメラーゼを可能にする。ＰＮＡ－Ｄ

ＮＡキメラは、塩基スタッキング、ヌクレオ塩基間の結合の数、および配向の点

から選択された適切な長さのリンカーを用いて連結され得る（Ｈｙｒｕｐ（１９

９６）上述）。ＰＮＡ－ＤＮＡキメラの合成は、Ｈｙｒｕｐ（１９６６）上述お

よびＦｉｎｎら（１９９６）Ｎｕｃｌ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ  ２４：３３５７－

６３に記載のように実施されえる。例えば、ＤＮＡ鎖を、標準的なホルホルアミ

ダイトカップリング化学を用いて固体支持体上で合成し得、そして改変ヌクレオ

シドアナログ、例えば、５’－（４－メトキシトリチル）アミノ－５’－デオキ
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シ－チミジンホスホルアミダイトを、ＰＮＡとＤＮＡの５’末端との間に用い得

る（Ｍａｇら（１９８９）Ｎｕｃｌ  Ａｃｉｄ  Ｒｅｓ  １７：５９７３－８８

）。次いで、ＰＮＡモノマーを段階的様式でカップリングし、５’ＰＮＡセグメ

ントと３’ＤＮＡセグメントをもつキメラ分子を生成する（Ｆｉｎｎら（１９９

６）上述）。あるいは、キメラ分子は、５’ＤＮＡセグメントと３’ＰＮＡセグ

メントを有して合成され得る。Ｐｅｔｅｒｓｅｎら（１９７５）Ｂｉｏｏｒｇ  

Ｍｅｄ  Ｃｈｅｍ  Ｌｅｔｔ  ５：１１１９－１１１２４を参照のこと。

      【００７１】

  その他の実施形態では、このオリゴヌクレオチドは、ペプチド（例えば、イン

ビボで宿主細胞レセプターを標的にするため）、または細胞膜を横切る輸送を容

易にする薬剤（例えば、Ｌｅｔｓｉｎｇｅｒら、１９８９、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ

．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８６：６５５３－６５５６；Ｌｅｍａｉｔｒ

ら、１９８７、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．８４：６４８－６５２

；ＰＣＴ公報番号ＷＯ０８８／０９８１０を参照のこと）もしくは血液脳関門を

横切る輸送を容易にする薬剤（例えば、ＰＣＴ公報番号Ｗ０８９／１０１３４を

参照のこと）のような他の付属基を含み得る。さらに、オリゴヌクレオチドは、

ハイブリダイゼーショントリガー切断剤（例えば、Ｋｒｏｌら、１９８８、Ｂｉ

ｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  ６：９５８－９７６を参照のこと）またはインターカ

ーレーティング剤（例えば、Ｚｏｎ、１９８８、Ｐｈａｒｍ．Ｒｅｓ．５：５３

９－５４９を参照のこと）を用いて改変され得る。この目的のために、このオリ

ゴヌクレオドは、例えば、ペプチド、ハイブリダイゼーショントリガー架橋剤、

輸送剤、ハイブリダイゼーショントリガー切断剤などの他の分子に連結され得る

。

      【００７２】

  （Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質）

  本発明はまた、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質を提供する。例えば、本発明は、７

０～７２位のＩＤＥ、７４～７６位のＱＨＱ、１９６～１９８位のＭＫＬ、また

は３０２～３０４位のＤＧＣ以外の、配列番号２のアミノ酸配列に関するアミノ

酸配列を含むポリペプチドを含む。例えば、単離された核酸は、７０～７２位の
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ＩＮＥ、７４～７６位のＱＹＱ、１９６～１９８位のＭＱＬ、および３０２～３

０４位のＤＤＣのうちの少なくとも１つのアミノ酸配列を含むポリペプチドをコ

ードし得る。いくつかの実施形態において、ポリペプチドは、２つまたは３つの

トリペプチド配列を含む。

      【００７３】

  いくつかの実施形態において、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質は、図２において提

供されるアミノ酸配列（配列番号２）を含むポリペプチドを含む。本発明はまた

、変異体または改変体タンパク質を含み、その任意の残基が図２に示される対応

する残基から変化し得るが、なおそのＷｎｔ－７Ｂ様活性および生理学的機能を

維持するタンパク質、またはその機能的フラグメントをコードする。この変異体

または改変体タンパク質において、２０％までまたはそれ以上の残基がそのよう

に変化し得る。いくつかの実施形態において、残基の１％、２％、３％、５％、

７％、９％、１０％、１３％、１５％が変化する。

      【００７４】

  本発明はまた、配列番号２のアミノ酸配列に対して少なくとも８０％の相同的

（例えば、８５％、９０％、９２％、９５％、９７％、９８％、または９９％の

相同的）であるポリペプチドを含み、７０～７２位のＩＤＥ、７４～７６位のＱ

ＨＱ、１９６～１９８位のＭＫＬ、または３０２～３０４位のＤＧＣ以外の、配

列番号２のアミノ酸配列に関するアミノ酸配列を含むポリペプチドのアミノ酸配

列を提供する。例えば、ポリペプチドは、７０～７２のＩＮＥ、７４～７６位の

ＱＹＱ、１９６～１９８位のＭＱＬ、または３０２～３０４位のＤＤＣのうち少

なくとも１つのアミノ酸配列を含み得る。いくつかの実施形態において、ポリペ

プチドは、２つ、３つ、または４つのこれらのトリペプチド配列を含む。

      【００７５】

  一般に、Ｗｎｔ－７Ｂ様様機能を保持するＷｎｔ－７Ｂ様改変体は、配列中の

特定位置の残基が他のアミノ酸により置換され、そしてさらに、親タンパク質の

２つの残基間にさらなる残基（単数または複数）を挿入する可能性、および親配

列から１つ以上の残基を欠失する可能性を含む。任意のアミノ酸置換、挿入また

は欠失は、本発明に包含される。好適な状況では、この置換は、上記で規定され
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るような保存的置換である。

      【００７６】

  本発明の１つの局面は、単離されたＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質、およびその生

物学的に活性な部分、またはその誘導体、フラグメント、アナログもしくは相同

体に関する。抗Ｗｎｔ－７Ｂ様抗体を惹起するための免疫原としての使用に適す

るポリペプチドフラグメントもまた提供される。１つの実施形態では、ネイティ

ブＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質が、標準的なタンパク質精製技法を用いる適切な精

製スキームにより、細胞または組織供給源から単離され得る。別の実施形態では

、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質は、組換えＤＮＡ技法により生産される。組換え発

現の代替えとして、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質またはポリペプチドは、標準的な

ペプチド合成技法を用いて化学的に合成され得る。

      【００７７】

  「単離された」または「精製された」タンパク質または生物学的に活性なその

部分は、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質が由来する細胞または組織供給源からの細胞

材料またはその他の夾雑タンパク質を実質的に含まないか、化学的に合成された

とき、化学的前駆体またはその他の化学物質を実質的に含まない。用語「細胞材

料を実質的に含まない」は、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質が、単離されるかまたは

組換えにより産生された細胞の細胞成分から分離されているこのタンパク質の調

製物を含む。１つの実施形態では、用語「細胞材料を実質的に含まない」は、非

Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質（本明細書ではまた「汚染タンパク質」と呼ばれる）

が約３０％（乾燥重量による）より少ない、より好ましくは約２０％より少ない

非Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質、なおより好ましくは約１０％より少ない非Ｗｎｔ

－７Ｂ様タンパク質、そして最も好ましくは約５％より少ない非Ｗｎｔ－７Ｂ様

タンパク質を有する、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質の調製物を含む。このＷｎｔ－

７Ｂ様タンパク質または生物学的に活性なその部分が組換えにより産生されると

き培養培地を実質的に含まないこともまた好適である。すなわち、培養培地は、

タンパク質調製物の容量の約２０％より少ないか、より好ましくは約１０％より

少ないか、そして最も好ましくは約５％より少ない。

      【００７８】
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  用語「化学的前駆体またはその他の化学物質を実質的に含まない」は、タンパ

ク質の合成において含まれる化学的前駆体またはその他の化学物質からこのタン

パク質が分離されているＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質の調製物を含む。１つの実施

形態では、用語「化学的前駆体またはその他の化学物質を実質的に含まない」は

、化学的前駆体またはその他の化学物質を約３０％（乾燥重量による）より少く

、より好ましくは化学的前駆体またはその他の化学物質を約２０％より少なく、

なおより好ましくは化学的前駆体またはその他の化学物質を約１０％より少なく

、そして最も好ましくは化学的前駆体またはその他の化学物質を約５％より少な

く有するＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質の調製物を含む。

      【００７９】

  Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質の生物学的に活性な部分は、完全長のＷｎｔ－７Ｂ

様タンパク質より少ないアミノ酸配列を含み、そしてＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質

の少なくとも１つの活性を示す、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質のアミノ酸配列（例

えば、配列番号２）に十分に相同的であるか、またはそれに由来するアミノ酸配

列を含む。代表的には、生物学的に活性な部分は、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質の

少なくとも１つの活性をともなうドメインまたはモチーフを含む。Ｗｎｔ－７Ｂ

様タンパク質の生物学的に活性な部分は、例えば、１０、２５、５０、１００ま

たはそれ以上のアミノ酸の長さのポリペプチドであり得る。

      【００８０】

  本発明のＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質の生物学的活性な部分は、上記で同定され

た保存ドメインの少なくとも１つを含み得る。Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質の代替

えの生物学的に活性な部分は、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質の細胞外ドメインを含

み得る。Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質の別の生物学的に活性な部分は、Ｗｎｔ－７

Ｂ様タンパク質の膜貫通ドメインを含み得る。本発明のＷｎｔ－７Ｂ様タンパク

質のなお別の生物学的に活性な部分は、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質の細胞内ドメ

インを含み得る。

      【００８１】

  さらに、このタンパク質のその他の領域が欠失したその他の生物学的に活性な

部分が、組換え技法により調製され、ネイティブなＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質の
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１つ以上の機能的活性について評価され得る。

      【００８２】

  １つの実施形態では、このＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質は、配列番号２に示され

る任意の１つ以上のアミノ酸配列を有し得る。他の実施形態では、このＷｎｔ－

７Ｂ様タンパク質は、配列番号２の任意の１つに実質的に相同であり、そして以

下に詳細に記載されるように、天然の対立遺伝子変動または変異誘発に起因して

アミノ酸配列がなお異なるが、所定のＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質の機能的活性を

保持する。例えば、ポリペプチドは、７０～７２位のＩＤＥ、７４～７６位のＱ

ＨＱ、１９６～１９８位のＭＫＬ、または３０２～３０４位のＤＧＣ以外のアミ

ノ酸配列を含む。従って、別の実施形態では、このＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質は

、配列番号２のアミノ酸配列の任意の１つに少なくとも約７５％相同であるアミ

ノ酸配列を含み、そしてＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質の機能的活性を保持するタン

パク質である。

      【００８３】

  本発明はさらに、配列番号１のヌクレオチド配列を含む核酸分子にストリンジ

ェントな条件下でハイブリダイズするヌクレオチド配列を有する核酸分子により

コードされる、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質、またはその誘導体、フラグメント、

アナログもしくは相同体を特徴にする。

      【００８４】

  （２つ以上の配列間の相同性の決定）

  ２つのアミノ酸配列または２つの核酸の相同性のパーセントを決定するために

、これらの配列を最適な比較の目的にアラインする（例えば、第２のアミノ酸ま

たは核酸配列との最適アラインメントのために第１のアミノ酸または核酸配列の

も配列中にギャップを導入し得る）。次いで、対応するアミノ酸位置またはヌク

レオチド位置でアミノ酸またはヌクレオチドを比較する。第１の配列中の位置が

第２の配列中の対応する位置と同じアミノ酸残基またはヌクレオチドで占められ

るとき、この分子はその位置で相同である（すなわち、本明細書で用いるとき、

アミノ酸または核酸「相同性」は、アミノ酸または核酸「同一性」と等価である

）。



(40) 特表２００３－５２９３５５

      【００８５】

  核酸配列相同性は、２つの配列間の同一性の程度で決定され得る。この相同性

は、ＧＣＧプログラムパッケージで提供されるＧＡＰソフトウェアのような当該

分野で公知のコンピュータープログラムを用いて決定され得る。Ｎｅｅｄｌｅｍ

ａｎおよびＷｕｎｓｃｈ  １９７０  Ｊ  Ｍｏｌ  Ｂｉｏｌ  ４８：４４３－４

５３を参照のこと。ＧＣＧ  ＧＡＰソフトウェアを核酸配列比較のために以下の

設定を用い：５．０のＧＡＰ作成ペナルティーおよび０．３のＧＡＰ伸長ペナル

ティー、上記で言及した類似の核酸配列のコード領域は、好ましくは、配列番号

１で示されたＤＮＡ配列のＣＤＳ（すなわちコードする）部分と、少なくとも７

０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、または９９％の同一

性の程度を示す。

      【００８６】

  用語「配列同一性」は、２つのポリヌクレオチドまたはポリペプチド配列が、

比較の特定の領域に亘って残基ごとについて同一である程度をいう。用語「配列

同一性のパーセント」は、その比較の領域に亘り最適にアラインされた配列を比

較すること、両方の配列において同一の核酸塩基（例えば、核酸の場合、Ａ、Ｔ

、Ｃ、Ｇ、Ｕ、またはＩ）がある位置の数を決定し、一致した位置の数を生成す

ること、比較領域中の位置の総数（すなわち、ウンンドウサイズ）で一致した位

置の数を除すること、およびこの結果に１００を乗じ配列同一性のパーセントを

得ることにより算出される。本明細書で用いる用語「実質的に同一」は、ポリヌ

クレオチド配列の特徴を示し、ここで、このポリヌクレオチドは、比較領域に亘

って参照配列と比較したとき、少なくとも８０％の配列同一性、好ましくは少な

くとも８５％の配列同一性そしてしばしば９０～９５％の配列同一性、より通常

は少なくとも９９％の配列同一性を有する配列を含む。ポリペプチド配列中のア

ミノ酸残基を比較するとき、同様の計算が用いられる。

      【００８７】

  （キメラおよび融合タンパク質）

  本発明はまた、Ｗｎｔ－７Ｂ様キメラまたは融合タンパク質を提供する。本明

細書で用いられるとき、Ｗｎｔ－７Ｂ様「キメラタンパク質」または「融合タン
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パク質」は、非Ｗｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドと作動可能に連結されたＷｎｔ－７

Ｂ様ポリペプチドを含む。「Ｗｎｔ－７Ｂ様ポリペプチド」は、Ｗｎｔ－７Ｂ様

に相当するアミノ酸配列を有するポリペプチドをいい、その一方、「非Ｗｎｔ－

７Ｂ様ポリペプチド」は、このＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質に実質的に相同ではな

いタンパク質に相当するアミノ酸配列を有するポリペプチドをいう（例えば、Ｗ

ｎｔ－７Ｂ様タンパク質とは異なり、しかも同一かまたは異なる生物に由来する

タンパク質）。Ｗｎｔ－７Ｂ様融合タンパク質の中で、Ｗｎｔ－７Ｂ様ポリペプ

チドは、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質のすべてか、またはその一部分に対応する。

１つの実施形態では、Ｗｎｔ－７Ｂ様融合タンパク質は、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパ

ク質の少なくとも１つの生物学的に活性な部分を含む。別の実施形態では、Ｗｎ

ｔ－７Ｂ様融合タンパク質は、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質の少なくとも２つの生

物学的に活性な部分を含む。なお別の実施形態では、Ｗｎｔ－７Ｂ様融合タンパ

ク質は、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質の少なくとも３つの生物学的に活性な部分を

含む。融合タンパク質において、用語「作動可能に連結される」は、Ｗｎｔ－７

Ｂ様ポリペプチドおよび非Ｗｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドが互いにインフレームで

融合していることを示すことを意図する。非Ｗｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドは、Ｗ

ｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドのＮ末端またはＣ末端に融合され得る。

      【００８８】

  例えば、１つの実施形態では、Ｗｎｔ－７Ｂ様融合タンパク質は、目的の活性

に関与することが知られる第２のタンパク質の細胞外ドメインに作動可能に連結

されたＷｎｔ－７Ｂ様ドメインを含む。このような融合タンパク質はさらに、Ｗ

ｎｔ－７Ｂ様活性を調節する化合物のためにスクリーニングアッセイにおいて利

用され得る（このようなアッセイは以下に詳細に記載される）。

      【００８９】

  １つの実施形態では、この融合タンパク質は、ＧＳＴ－Ｗｎｔ－７Ｂ様融合タ

ンパク質であり、ここではＷｎｔ－７Ｂ様配列が、ＧＳＴ（すなわち、グルタチ

オンＳ－トランスフェラーゼ）配列のＣ末端に融合される。このような融合タン

パク質は、組換えＷｎｔ－７Ｂ様の精製を容易にし得る。

      【００９０】
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  別の実施形態では、この融合タンパク質は、そのＮ末端に異質シグナル配列を

含むＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質である。特定の宿主では（例えば、哺乳動物宿主

細胞）、Ｗｎｔ－７Ｂ様の発現および／または分泌は、異質シグナル配列の使用

により増大され得る。

      【００９１】

  なお別の実施形態では、この融合タンパク質は、Ｗｎｔ－７Ｂ様－免疫グロブ

リン融合タンパク質であり、ここでは主に細胞外ドメインを含むＷｎｔ－７Ｂ様

配列が、免疫グロブリンタンパク質ファミリーのメンバーに由来する配列に融合

される。本発明のこのＷｎｔ－７Ｂ様－免疫グロブリン融合タンパク質は、薬学

的組成物中に取り込まれ、そして被験体に投与されて、細胞の表面上でＷｎｔ－

７Ｂ様リガントとＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質との間の相互作用を阻害し、それに

よってインビボのＷｎｔ－７Ｂ様媒介信号伝達を抑制し得る。このＷｎｔ－７Ｂ

様－免疫グロブリン融合タンパク質を用い、Ｗｎｔ－７Ｂ様同族リガンドの生体

利用性に影響を与え得る。Ｗｎｔ－７Ｂ様リガンド／Ｗｎｔ－７Ｂ様相互作用の

阻害は、増殖障害および分化障害の両方の処置、および細胞生存を調節（例えば

、促進または阻害）することに、治療的に有用であり得る。さらに、本発明のこ

のＷｎｔ－７Ｂ様－免疫グロブリン融合タンパク質は、被験体中で抗Ｗｎｔ－７

Ｂ様抗体を産生するための免疫原として用い得、Ｗｎｔ－７Ｂ様リガンドを精製

し、そしてＷｎｔ－７Ｂ様リガンドとのＷｎｔ－７Ｂ様の相互作用を阻害する分

子を同定するスクリーニングアッセイで用いられ得る。

      【００９２】

  本発明のＷｎｔ－７Ｂ様キメラまたは融合タンパク質は、標準的な組換えＤＮ

Ａ技法により産生され得る。例えば、異なるポリペプチド配列をコードするＤＮ

Ａフラグメントを、従来の技法に従って、例えば、連結のための平滑末端または

粘着（ｓｔａｇｇｅｒ）末端、適切な末端を提供するための制限酵素消化、必要

に応じて粘着（ｃｏｈｅｓｉｖｅ）末端のフィルイン、所望しない連結を避ける

ためのアルカリホスファターゼ処理、および酵素的連結を採用することにより、

インフレームで一緒に連結する。別の実施形態では、融合遺伝子を、自動化ＤＮ

Ａ合成機を含む従来技法により合成し得る。あるいは、遺伝子フラグメントのＰ
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ＣＲ増幅を、キメラ遺伝子配列を生成するために次いでアニールおよび再増幅さ

れ得る、２つの連続遺伝子フラグメント間の相補的オーバハングを生じるアンカ

ープライマーを用いて実施し得る（例えば、Ａｕｓｂｅｌら（編）ＣＵＲＲＥＮ

Ｔ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ、Ｊｏｈ

ｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ、１９９２を参照のこと）。さらに、融合成分（例え

ば、ＧＳＴポリペプチド）をすでにコードした多くの発現ベクターが市販されて

いる。Ｗｎｔ－７Ｂ様をコードする核酸は、この融合成分がＷｎｔ－７Ｂ様タン

パク質にインフレーム連結されるように、このような発現ベクター中にクローン

化され得る。

      【００９３】

  本発明はまた、種々のＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチド由来のシグナル配列を提供

する。このシグナル配列は、例えば、上記の、Ｗｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドのた

めのＳｉｇｎａｌＰソフトウェアプログラムにより推定されるＷｎｔ－７Ｂ様ポ

リペプチドについて同定されるシグナルペプチドを含むポリペプチドを含む。こ

れらのシグナル配列は、所望の細胞内または細胞外（細胞からの分泌が所望され

る場合）位置に連結されたポリペプチド配列を指向させるために有用である。い

くつかの実施形態では、このシグナル配列は、連結されたポリペプチドを所望の

細胞内区画に指向させるに十分であるＷｎｔ－７Ｂ様シグナル配列の一部分を含

む。

      【００９４】

  （Ｗｎｔ－７Ｂ様アゴニストおよびアンタゴニスト）

  本発明はまた、Ｗｎｔ－７Ｂ様アゴニスト（模倣物）として、またはＷｎｔ－

７Ｂ様アンタゴニストとして機能するＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質の改変体に関す

る。Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質の改変体、例えば、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質の

離散した点変異または短縮型が、変異誘発により生成され得る。Ｗｎｔ－７Ｂ様

タンパク質のアゴニストは、天然に存在する形態のＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質と

実質的に同じ生物学的活性、またはその生物学的活性のサブセットを保持し得る

。Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質のアンタゴニストは、天然に存在する形態のＷｎｔ

－７Ｂ様タンパク質の１つ以上の活性を、例えば、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質を
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含む細胞シグナル伝達カスケードの下流または上流メンバーに競合的に結合する

ことにより阻害し得る。従って、特異的生物学的効果が、限られた機能の改変体

を用いた処理により惹起され得る。１つの実施形態では、このタンパク質の天然

に存在する形態の生物学活性のサブセットを有する改変体を用いた被験体の処置

は、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質の天然に存在する形態を用いた処置に対して被験

体におけるより少ない副作用を有する。

      【００９５】

  Ｗｎｔ－７Ｂ様アゴニスト（模倣物）として、またはＷｎｔ－７Ｂ様アンタゴ

ニストのいずれかとして機能するＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質の改変体は、Ｗｎｔ

－７Ｂ様タンパク質アゴニストまたはアンタゴニスト活性のためのＷｎｔ－７Ｂ

様タンパク質の変異体、例えば短縮型変異体のコンビナトリアルライブラリーを

スクリーニングすることにより同定され得る。１つの実施形態では、Ｗｎｔ－７

Ｂ様改変体の多彩なライブラリーは、核酸レベルのコンビナトリアル変異誘発に

より生成され、そして多彩な遺伝子ライブラリーによりコードされる。Ｗｎｔ－

７Ｂ様改変体の多彩なライブラリーは、例えば、合成オリゴヌクレオチドの混合

物を、潜在的なＷｎｔ－７Ｂ様配列の縮重セットが、個々のポリペプチドとして

、あるいは、その中にＷｎｔ－７Ｂ様配列のセットを含む（例えば、ファージデ

ィスプレイのための）より大きな融合タンパク質のセットとして発現可能である

ように、酵素的に連結することにより産生され得る。縮重オリゴヌクレオチド配

列から潜在的なＷｎｔ－７Ｂ様改変体のライブラリーを産生するために用いられ

得る種々の方法がある。縮重遺伝子配列の化学的合成は、自動化ＤＮＡ合成機中

で実施され得、次いでこの合成遺伝子は、適切な発現ベクター中に連結される。

遺伝子の縮重セットの使用は、１つの混合物において、潜在的なＷｎｔ－７Ｂ様

配列の所望のセットをコードする配列のすべての供給量を可能にする。縮重オリ

ゴヌクレオチドを合成する方法は当該分野で公知である（例えば、Ｎａｒａｎｇ

（１９８３）Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ  ３９：３；Ｉｔａｋｕｒａら（１９８４

）Ａｎｎｕ  Ｒｅｖ  Ｂｉｏｃｈｅｍ  ５３：３２３；Ｉｔａｋｕｒａら（１９

８４）Ｓｃｉｅｎｃｅ  １９８：１０５６；Ｉｋｅら（１９８３）Ｎｕｃｌ  Ａ

ｃｉｄ  Ｒｅｓ  １１：４７７）。
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      【００９６】

  （ポリペプチドライブラリー）

  さらに、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質コード配列のフラグメントのライブラリー

を用いて、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質の改変体のスクリーニングおよび引き続く

選択のためのＷｎｔ－７Ｂ様フラグメントの多彩な集団を生成し得る。１つの実

施形態では、コード配列フラグメントのライブラリーは、Ｗｎｔ－７Ｂ様コード

配列の二本鎖ＰＣＲフラグメントを、１分子あたり約１つのみのニックが生じる

条件下、ヌクレアーゼで処理すること、二本鎖ＤＮＡを変性させること、異なる

ニック産物からのセンス／アンチセンス対を含み得る二本鎖を形成するためにこ

のＤＮＡを再生すること、Ｓ１ヌクレアーゼを用いた処理により再形成された二

本鎖から一本鎖部分を除去すること、および得られるフラグメントライブラリー

を発現ベクター中に連結することにより生成し得る。この方法により、Ｗｎｔ－

７Ｂ様タンパク質の種々のサイズのＮ末端および内部フラグメントをコードする

発現ライブラリーが派生し得る。

      【００９７】

  点変異または短縮により作成されたコンビナトリアルライブラリーの遺伝子産

物をスクリーニングするため、選択された性質を有する遺伝子産物のｃＤＮＡラ

イブラリーをスクリーニングするためのいくつかの技法が当該分野で公知である

。このような技法を、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質のコンビナトリアル変異誘発に

より生成された遺伝子ライブラリーの迅速スクリーニングに適用可能である。大

きな遺伝子ライブラリーをスクリーニングするための、高スループット分析に適

した最も広く用いられる技法は、代表的には、遺伝子ライブラリーを複製可能な

発現ベクター中にクローニングすること、得られるベクターのライブラリーで適

切な細胞を形質転換すること、およびこのコンビナトリアル遺伝子を、所望の活

性の検出が、その産物が検出された遺伝子をコードするベクターの単離を容易に

する条件下で発現することを含む。ライブラリー中の機能的変異体の頻度を増大

する新規技法であるリクルーシブエンセブル変異誘発（ＲＥＭ）を、スクリーニ

ングアッセイと組み合わせて用い、Ｗｎｔ－７Ｂ様改変体を同定し得る（Ａｒｋ

ｉｎおよびＹｏｕｒｖａｎ（１９９２）ＰＮＡＳ  ８９：７８１１－７８１５；
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Ｄｅｌｇｒａｖｅら（１９９３）Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ  ６

：３２７－３３１）。

      【００９８】

  １つの実施形態では、細胞を基礎にしたアッセイを開発して、多彩なＷｎｔ－

７Ｂ様ライブラリー、例えば、変異体Ｗｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドのライブラリ

ーを分析し得る。例えば、発現ベクターのライブラリーを、通常、Ｗｎｔ－７Ｂ

様依存様式（例えば、シグナル伝達複合体による）で特定のリガンドまたはレセ

プターに応答する細胞株中にトランスフェクトし得る。次いでトランスフェクト

された細胞を、推定のＷｎｔ－７Ｂ様相互作用体と接触させ、そしてシグナル伝

達複合体によるシグナル伝達に対する変異体Ｗｎｔ－７Ｂ様の発現の影響を、例

えば、細胞活性または細胞生存を測定することにより検出し得る。次いで、プラ

スミドＤＮＡを、阻害、あるいは例えばサイトカイン誘導の能力をスコアする細

胞から回収し、そして個々のクローンをさらに特徴付け得る。

      【００９９】

  （抗Ｗｎｔ－７Ｂ様抗体）

  Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質に対する抗体、またはＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質の

フラグメントもまた、本発明に含まれる。本明細書中で使用される場合、用語「

抗体」は、免疫グロブリン分子、および免疫グロブリン（Ｉｇ）分子の免疫学的

に活性な部分（すなわち、抗原に特異的に結合する（免疫反応する）抗原結合部

位を含む分子）をいう。このような抗体としては、ポリクロナール抗体、モノク

ロナール抗体、キメラ抗体、単鎖抗体、Ｆａｂフラグメント、Ｆａｂ’  フラグ

メントおよびＦ（ａｂ’）２フラグメント、ならびにＦａｂ発現ライブラリーが

挙げられるが、これらに限定されない。一般的に、ヒト由来の抗体分子は、Ｉｇ

Ｇ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＥおよびＩｇＤの任意のクラスに関連し、これらは分

子内に存在する重鎖の性質によってお互いに異なる。特定のクラスは同様にサブ

クラス（例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２など）を有する。さらに、ヒトにおいては

、軽鎖はκ鎖またはλ鎖であり得る。本明細書中で抗体に対する参照は、ヒト抗

体種のすべてのこのようなクラス、サブクラスおよび型に対する参照を含む。

      【０１００】
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  本発明の単離されたＷｎｔ－７Ｂ様関連タンパク質は、抗原、またはその一部

もしくはフラグメントとして役立つことが意図され得、そしてさらに、免疫原と

して使用され、ポリクロナール抗体およびモノクロナール抗体の調製のための標

準的な技術を用いて、抗原に免疫特異的に結合する抗体を生成し得る。全長タン

パク質が使用され得るか、あるいは本発明は、免疫原として使用するための抗原

の抗原性ペプチドフラグメントを提供する。抗原性ペプチドフラグメントは、全

長タンパク質のアミノ酸配列（例えば、配列番号２において示されるアミノ酸配

列）の少なくとも６アミノ酸残基を含み、そしてそれらのエピトープを含み、そ

の結果このペプチドに対して惹起された抗体は、全長タンパク質またはこのエピ

トープを含む任意のフラグメントと特定の免疫複合体を形成する。好ましくは、

抗原性ペプチドは、少なくとも１０アミノ酸残基、または少なくとも１５アミノ

酸残基、または少なくとも２０アミノ酸残基、または少なくとも３０アミノ酸残

基を含む。この抗原性ペプチドにより含まれる好ましいエピトープは、そのペプ

チド表面上に位置するタンパク質の領域であり；通常、これらは親水性領域であ

る。

      【０１０１】

  本発明の特定の実施形態において、抗原性ペプチドにより包含される少なくと

も１つのエピトープは、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質の表面上に位置するこのタン

パク質の領域、例えば、親水性領域である。ヒトＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質配列

の疎水性分析は、Ｗｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドのどの領域が特に親水性であるか

、そして従って、抗体産生を標的にするために有用な表面残基をコードするよう

であるかを示す。抗体産生を標的にする手段として、親水性および疎水性の領域

を示すヒドロパシープロットを、例えば、フーリエ変換とともにまたはなしのい

ずれかの、Ｋｙｔｅ  ＤｏｏｌｉｔｔｌｅまたはＨｏｐｐ  Ｗｏｏｄｓ法を含む

、当該分野で周知の任意の方法により生成し得る。例えば、各々が、それらの全

体が本明細書に参考として援用される、ＨｏｐｐおよびＷｏｏｄｓ、１９８１、

Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ７８：３８２４－３８２８；Ｋ

ｙｔｅおよびＤｏｏｌｉｔｔｌｅ  １９８２、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１５７：

１０５－１４２を参照のこと。抗原性タンパク質またはその誘導体、フラグメン
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ト、アナログもしくはホモログ内の１つ以上のドメインに対して特異的な抗体も

また、本明細書中で提供される。

      【０１０２】

  本発明のタンパク質、またはその誘導体、フラグメント、アナログ、ホモログ

もしくはオルソログは、これらのタンパク質成分に免疫特異的に結合する抗体の

産生における免疫原として利用され得る。

      【０１０３】

  当該分野において公知の種々の手順が、本発明のタンパク質、またはその誘導

体、フラグメント、アナログ、ホモログもしくはオルソログに対するポリクロー

ナル抗体またはモノクローナル抗体の産生のために使用され得る（例えば、Ａｎ

ｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ，Ｈａｒｌｏｗ  

Ｅ，およびＬａｎｅ  Ｄ，１９９８，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  

Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ、

ＮＹ（本明細書中に参考として援用される）を参照のこと）。これらの抗体のう

ちのいくつかは、以下で考察される。

      【０１０４】

  ポリクローナル抗体の産生のために、種々の適切な宿主動物（例えば、ウサギ

、ヤギ、マウスまたは他の動物）は、ネイティブなタンパク質、その合成改変体

、または前記の誘導体を用いる１以上の注射によって免疫され得る。適切な免疫

原性調製物は、例えば、天然に存在する免疫原性タンパク質、免疫原性タンパク

質を提示する化学的に合成されたポリペプチド、または組換え的に発現される免

疫原性タンパク質を含み得る。さらに、このタンパク質は、免役されている哺乳

動物において免疫原性であることが知られている第２のタンパク質に結合体化さ

れ得る。このような免疫原性タンパク質の例としては、キーホールカザガイヘモ

シアニン、血清アルブミン、ウシサイログロブリン、および大豆トリプシンイン

ヒビターが挙げられるが、これらに限定されない。この調製物はさらに、アジュ

バントを含み得る。種々のアジュバントが免疫学的応答を増加させるために使用

され、このようなアジュバントとしては、Ｆｒｅｕｎｄ’ｓ（完全および不完全

）、ミネラルゲル（例えば、水酸化アルミニウム）、界面活性物質（例えば、リ
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ゾレシチン、プルロニック（ｐｌｕｒｏｎｉｃ）ポリオール、ポリアニオン、ペ

プチド、油乳濁液、ジニトロフェノールなど）、ヒトにおいて使用可能なアジュ

バント（例えば、Ｂａｃｉｌｌｅ  Ｃａｌｍｅｔｔｅ－ＧｕｅｒｉｎおよびＣｏ

ｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ  ｐａｒｖｕｍ）または類似の免疫刺激剤が挙げら

れるが、これらに限定されない。使用され得るアジュバントのさらなる例として

は、ＭＰＬ－ＴＤＭアジュバント（モノホスホリルリピドＡ、合成トレハロース

ジコリノミコレート）が挙げられる。

      【０１０５】

  免疫原性タンパク質に対するポリクローナル抗体分子は、哺乳動物から（例え

ば、血液から）単離され得、そして周知の技術（例えば、プロテインＡまたはプ

ロテインＧを用いるアフィニティクロマトグラフィー（これは、主に免疫血清の

ＩｇＧ画分を提供する））によってさらに精製され得る。続いて、または代替的

に、求められている免疫グロブリンの標的である特定の抗原またはその抗原のエ

ピトープがカラムに固定され、免疫アフィニティクロマトグラフィーによって免

疫特異的抗体を精製し得る。免疫グロブリンの精製は、例えば、Ｄ．Ｗｉｌｋｉ

ｎｓｏｎ（Ｔｈｅ  Ｓｃｉｅｎｔｉｓｔ（Ｔｈｅ  Ｓｃｉｅｎｔｉｓｔ，Ｉｎｃ

．，Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ  ＰＡより発行）、第１４巻、第８号（２０００

年４月１７日）、２５～２８頁）によって考察される。

      【０１０６】

  本明細書で用いられる場合、用語「モノクローナル抗体」（ＭＡｂ）または「

モノクローナル抗体組成物」は、独特の軽鎖遺伝子産物および独特の重鎖遺伝子

産物からなる唯一の分子種の抗体分子を含む抗体分子の集団をいう。特に、モノ

クローナル抗体の相補性決定領域（ＣＤＲ）は、すべての分子の集団に同一であ

る。従って、ＭＡｂは、抗原への独特の結合親和性によって特徴付けられる抗原

の特定のエピトープと免疫反応可能な抗原結合部位を含む。

      【０１０７】

  モノクローナル抗体は、ハイブリドーマ方法（例えば、ＫｏｈｌｅｒおよびＭ

ｉｌｓｔｅｉｎ，Ｎａｔｕｒｅ，２５６：４９５（１９７５）に記載されるよう

な方法）を使用して調製され得る。ハイブリドーマ方法において、マウス、ハム
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スター、または他の適切な宿主動物は、免疫因子で代表的に免疫され、免疫因子

に特異的に結合する抗体を産生するか、または産生し得るリンパ球を誘発する。

あるいは、リンパ球は、インビトロで免疫され得る。

      【０１０８】

  免疫因子としては、代表的に、タンパク質抗原、そのフラグメントまたはその

融合タンパク質が挙げられる。一般的には、ヒト起源の細胞が望まれる場合は、

末梢血リンパ球が使用されるか、または非ヒト哺乳動物供給源が望まれる場合は

、脾臓細胞またはリンパ節細胞が使用されるか、のいずれかである。次いで、適

切な融合因子（例えば、ポリエチレングリコール）を使用して、リンパ球を不死

化細胞株に融合し、ハイブリドーマ細胞を形成する（Ｇｏｄｉｎｇ，Ｍｏｎｏｃ

ｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ  ａｎｄ  Ｐｒａｃ

ｔｉｃｅ，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ（１９８６）５９－１０３頁）。不死

化細胞株は、哺乳動物細胞、特にげっ歯類、ウシおよびヒト起源の骨髄腫細胞に

通常形質転換される。通常ラットまたはマウスの骨髄腫細胞株が使用される。こ

のハイブリドーマ細胞は、１以上の物質（融合されていない不死化細胞の増殖ま

たは生存を阻害する）を好ましくは含む、適切な培養培地中で培養され得る。例

えば、親の細胞が酵素、ヒポキサンチングアニンホスホリボシルトランスフェラ

ーゼ（ＨＧＰＲＴまたはＨＰＲＴ）を欠く場合、ハイブリドーマのための培養培

地は、代表的に、ヒポキサンチン、アミノプテリン、およびチミジンを含み（「

ＨＡＴ培地」）、それらの物質は、ＨＧＰＲＴ欠失細胞の増殖を阻害する。

      【０１０９】

  好ましい不死化細胞株は、効率的に融合する細胞株であり、それらは、選択さ

れた抗体産生細胞による安定な高レベルの抗体の発現を支持し、そしてＨＡＴ培

地のような培地に敏感である。より好ましい不死化細胞株は、マウス骨髄腫株で

あり、それらを、例えば、Ｓａｌｋ  Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ  Ｃｅｌｌ  Ｄｉｓｔ

ｒｉｂｕｔｉｏｎ  Ｃｅｎｔｅｒ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ

およびＡｍｅｒｉｃａｎ  Ｔｙｐｅ  Ｃｕｌｔｕｒｅ  Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，

Ｍａｎａｓｓａｓ，Ｖｉｒｇｉｎｉａから入手し得る。ヒト骨髄腫およびマウス

－ヒト骨髄腫細胞株はまた、ヒトモノクローナル抗体の産生について記載される
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（Ｋｏｚｂｏｒ，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１３３：３００１（１９８４）；Ｂｒ

ｏｄｅｕｒら、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ  Ａｎｔｉｂｏｄｙ  Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏ

ｎ  Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  ａｎｄ  Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｍａｒｃｅｌ

  Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，（１９８７）５１－６３頁）。

      【０１１０】

  次いで、ハイブリドーマ細胞が培養される培養培地は、抗原に対するモノクロ

ーナル抗体の存在についてアッセイされ得る。好ましくは、ハイブリドーマ細胞

によって産生されるモノクローナル抗体の結合特異性は、免疫沈降によって決定

されるか、またはインビトロ結合アッセイ（例えば、ラジオイムノアッセイ（Ｒ

ＩＡ）または酵素結合イムノソルベント検定法（ＥＬＩＳＡ））によって決定さ

れる。このような技術およびアッセイは、当該分野で公知である。モノクローナ

ル抗体の結合親和性は、例えば、ＭｕｎｓｏｎおよびＰｏｌｌａｒｄ，Ａｎａｌ

．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，１０７：２２０（１９８０）のスキャッチャード分析によ

って決定され得る。標的抗原に対する高い程度の特異性および高結合親和性を有

する抗体を同定することが、目的であり、モノクローナル抗体の治療的適用にお

いて特に重要である。

      【０１１１】

  所望のハイブリドーマ細胞が同定された後、希釈手順を限定することによって

、クローンをサブクローニングし得、そして標準的な方法（Ｇｏｄｉｎｇ，１９

８６）によって増殖し得る。例えば、この目的のために適切な培養培地としては

、Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ  Ｍｏｄｉｆｉｅｄ  Ｅａｇｌｅ’ｓ  Ｍｅｄｉｕｍお

よびＲＰＭＩ－１６４０培地が挙げられる。あるいは、ハイブリドーマ細胞は、

哺乳動物内の腹水としてインビボで増殖され得る。

      【０１１２】

  サブクローンによって分泌されたモノクローナル抗体は、従来の免疫グロブリ

ン精製手順（例えば、プロテインＡセファロース、ヒドロキシアパタイトクロマ

トグラフィー、ゲル電気泳動、透析、またはアフィニティクロマトグラフィー）

によって、培養培地または腹水から、単離または精製され得る。

      【０１１３】
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  モノクローナル抗体はまた、組換えＤＮＡ方法（例えば、米国特許第４，８１

６，５６７号に記載される方法）によって作製され得る。本発明のモノクローナ

ル抗体をコードするＤＮＡは、従来の手順を使用して（例えば、マウス抗体の重

鎖および軽鎖をコードする遺伝子に特異的に結合し得るオリゴヌクレオチドプロ

ーブを使用することによって）容易に単離され得、そして配列決定され得る。本

発明のハイブリドーマ細胞は、このようなＤＮＡの好ましい供給源として役立つ

。一旦単離されると、ＤＮＡは、発現ベクターに配置され得、次いでそれらは、

宿主細胞（例えば、さもなければ免疫グロブリンタンパク質を産生しないサルＣ

ＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、または骨髄腫細胞）に

トランスフェクトされ、組換え宿主細胞内でのモノクローナル抗体の合成を得る

。ＤＮＡはまた、例えば、相同なマウス配列の代わりにヒト重鎖および軽鎖定常

ドメインへのコード配列の置換（米国特許第４，８１６，５６７号；Ｍｏｒｒｉ

ｓｏｎ，Ｎａｔｕｒｅ  ３６８，８１２－１３（１９９４））によってか、また

は非免疫グロブリンポリペプチドについてのコード配列のすべてまたは一部の配

列をコードする免疫グロブリンへの共有結合的な連結によって改変され得る。こ

のような非免疫グロブリンポリペプチドは、本発明の抗体の定常ドメインに置換

されるか、または本発明の抗体の１つの抗原結合部位の可変領域に置換されて、

キメラ二価の抗体を作製し得る。

      【０１１４】

  本発明のタンパク質抗原に対する抗体は、さらに、ヒト化抗体またはヒト抗体

を含み得る。これらの抗体は、投与された免疫グロブリンに対するヒトによる免

疫応答を引き起こさずに、ヒトへの投与に適する。抗体のヒト化形態は、キメラ

免疫グロブリン、免疫グロブリン鎖またはそれらのフラグメント（例えば、Ｆｖ

、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２または他の抗体の抗原結合部分配列）であ

り、それらは主にヒト免疫グロブリンの配列から構成され、そして非ヒト免疫グ

ロブリンに由来する最小の配列を含む。ヒト化は、ヒト抗体の対応する配列のげ

っ歯類ＣＤＲまたはＣＤＲ配列での置換によって、Ｗｉｎｔｅｒおよび共同研究

者の方法（Ｊｏｎｅｓら、Ｎａｔｕｒｅ，３２１：５２２－５２５（１９８６）

；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら、Ｎａｔｕｒｅ，３３２：３２３－３２７（１９８８）
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；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２３９：１５３４－１５３６（１９

８８））の後に達成され得る。（米国特許第５，２２５，５３９号もまた参照の

こと。）いくつかの場合において、ヒト免疫グロブリンのＦｖ骨格（ｆｒａｍｅ

ｗｏｒｋ）残基は、対応する非ヒト残基によって置換される。ヒト化抗体はまた

、レシピエントの抗体においても、移入されたＣＤＲまたは骨格配列においても

見出されない残基を含み得る。一般に、ヒト化抗体は、少なくとも１つ、および

代表的には２つの可変ドメインを実質的にすべて含む。これらにおいて、すべて

のまたは実質的にすべてのＣＤＲ領域は、非ヒト免疫グロブリンの領域に対応し

、そしてすべてまたは実質的にすべての骨格領域は、ヒト免疫グロブリンコンセ

ンサス配列の領域に対応する。ヒト化抗体はまた、免疫グロブリン定常領域（Ｆ

ｃ）、代表的には、ヒト免疫グロブリンの少なくとも一部を必要に応じて含む（

Ｊｏｎｅｓら、１９８６；Ｒｉｅｃｈａｍａｎｎら、１９８８；およびＰｒｅｓ

ｔａ、Ｃｕｒｒ．Ｏｐ．Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．，２：５９３－５９６（１９

９２））。

      【０１１５】

  本質的に、十分なヒト抗体は、ＣＤＲを含む軽鎖および重鎖の両方の全体配列

がヒト遺伝子から生じる抗体分子に関連する。このような抗体を、「ヒト抗体」

、または「十分なヒト抗体」と本明細書中で呼ぶ。ヒトモノクローナル抗体は、

トリオーマ（ｔｒｉｏｍａ）技術；ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術（Ｋｏｚｂｏ

ｒら、１９８３  Ｉｍｍｕｎｏｌ  Ｔｏｄａｙ  ４：７２を参照のこと）および

ヒトモノクローナル抗体を産生するためのＥＢＶハイブリドーマ技術（Ｃｏｌｅ

ら、１９８５：ＭＯＮＯＣＬＯＮＡＬ  ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ  ＡＮＤ  ＣＡＮ

ＣＥＲ  ＴＨＥＲＡＰＹ，Ａｌａｎ  Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．，７７－９６頁）

によって調製され得る。ヒトモノクローナル抗体は、本発明の実行において使用

され得、そしてヒトハイブリドーマの使用によってか（Ｃｏｔｅら、１９８３．

Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８０：２０２６－２０３０を

参照のこと）、またはインビトロでのＥｐｓｔｅｉｎ  Ｂａｒｒ  Ｖｉｒｕｓを

用いたヒトＢ細胞による形質転換によって（Ｃｏｌｅら、１９８５：ＭＯＮＯＣ

ＬＯＮＡＬ  ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ  ＡＮＤ  ＣＡＮＣＥＲ  ＴＨＥＲＡＰＹ，
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Ａｌａｎ  Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．，７７－９６頁を参照のこと）産生され得る

。

      【０１１６】

  さらに、ヒト抗体はまた、さらなる技術（ファージディスプレイライブラリー

（ＨｏｏｇｅｎｂｏｏｍおよびＷｉｎｔｅｒ，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２７

：３８１（１９９１）；Ｍａｒｋｓら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，２２２：５８

１（１９９１））を含む）を使用して産生され得る。同様に、ヒト免疫グロブリ

ン遺伝子座をトランスジェニック動物（例えば、内因性免疫グロブリン遺伝子が

、部分的または完全に不活化されているマウス）に導入することによって、ヒト

抗体は作製され得る。チャレンジの際にヒト抗体産生が観察され、このことはす

べての点（遺伝子再配列、アセンブリー、および抗体レパートリーを含む）でヒ

トにおいて観察されたものに密接に類似する。このアプローチは、例えば、以下

に記載される：米国特許第５，５４５，８０７号；同第５，５４５，８０６号；

同第５，５６９，８２５号；同第５，６２５，１２６号；同第５，６３３，４２

５号；同第５，６６１，０１６号、およびＭａｒｋｓら（Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏ

ｌｏｇｙ  １０、７７９－７８３（１９９２））；Ｌｏｎｂｅｒｇら（Ｎａｔｕ

ｒｅ  ３６８  ８５６－８５９（１９９４））；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ（Ｎａｔｕｒ

ｅ  ３６８、８１２－１３（１９９４））；Ｆｉｓｈｗｉｌｄら（Ｎａｔｕｒｅ

  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  １４、８４５－５１（１９９６））；Ｎｅｕｂ

ｅｒｇｅｒ（Ｎａｔｕｒｅ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  １４、８２６（１９

９６））；ならびにＬｏｎｂｅｒｇおよびＨｕｓｚａｒ（Ｉｎｔｅｒｎ．Ｒｅｖ

．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１３  ６５－９３（１９９５））。

      【０１１７】

  ヒト抗体は、抗原によるチャレンジに応答して動物の内因性抗体よりもヒト抗

体を十分に産生するように改変されたトランスジェニック非ヒト動物を使用して

、さらに産生され得る。（ＰＣＴ公開ＷＯ９４／０２６０２を参照のこと。）非

ヒト宿主における免疫グロブリン重鎖および免疫グロブリン軽鎖をコードする内

因性遺伝子は、耐えられなくなっており、そしてヒト重鎖および軽鎖免疫グロブ

リンをコードする活性な遺伝子座は、宿主のゲノムに挿入される。例えば、要求
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性ヒトＤＮＡセグメントを含む酵母人工染色体を使用して、ヒト遺伝子は組み込

まれる。次いで、すべての所望の改変を提供する動物を、完全な改変の相補体よ

りもより少ない改変の相補体を含む中間トランスジェニック動物を雑種すること

によって子孫として得る。このような非ヒト動物の好ましい実施形態は、マウス

であり、ＰＣＴ公開ＷＯ９６／３３７３５およびＷＯ９６／３４０９６に開示さ

れるようにＸｅｎｏｍｏｕｓｅＴＭと呼ばれる。この動物は、ヒト免疫グロブリ

ンを十分に分泌するＢ細胞を産生する。目的の免疫原による免疫後の動物から（

例えば、ポリクローナル抗体の調製）、またはあるいは、動物由来の不死化され

たＢ細胞（例えば、モノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ）から、抗体

を直接得ることが可能である。さらに、ヒト可変領域を有する免疫グロブリンを

コードする遺伝子は、抗体を直接得るために回復され、そして発現され得るか、

または抗体のアナログ（例えば、１本鎖Ｆｖ分子）を得るために、さらに改変さ

れ得る。

      【０１１８】

  内因性免疫グロブリン重鎖の発現を欠く非ヒト宿主（マウスとして例証される

）を生成するための方法の例は、米国特許第５，９３９，５９８号に記載される

。それを、以下の工程を包含する方法によって得ることが可能である：遺伝子座

の再配列を防ぎ、そして再配列された免疫グロブリン重鎖位置の転写物の形成、

選択マーカーをコードする遺伝子を含む標的ベクターによってもたらされる欠失

を防ぐために、胚性幹細胞における少なくとも１つの内因性重鎖位置由来のＪセ

グメント遺伝子を欠失する工程；およびトランスジェニックマウス（その体細胞

および生殖細胞は、選択マーカーをコードする遺伝子を含む）を、胚性幹細胞か

ら生成する工程。

      【０１１９】

  目的の抗体（例えば、ヒト抗体）を産生する方法は、米国特許第５，９１６，

７７１号に開示される。それは以下の工程を包含する：重鎖をコードするヌクレ

オチド配列を含む発現ベクターを、培養物中の１つの哺乳動物宿主細胞に導入す

る工程、軽鎖をコードするヌクレオチド配列を含む発現ベクターを、別の哺乳動

物宿主細胞に導入する工程、ならびにハイブリッド細胞を形成するために２つの
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細胞融合する工程。ハイブリッド細胞は、重鎖および軽鎖を含む抗体を発現する

。

      【０１２０】

  この手順のさらなる改善において、免疫原上の臨床的に関連するエピトープを

同定する方法、および関連するエピトープに高い親和性で免疫特異的に結合する

抗体を選択する相関する方法は、ＰＣＴ公開ＷＯ９９／５３０４９に開示される

。

      【０１２１】

  技術はまた、本発明の抗原性タンパク質に特異的な１本鎖抗体の産生に適用さ

れ得る（例えば、米国特許第４，９４６，７７８号を参照のこと）。さらに、方

法は、Ｆａｂ発現ライブラリーの構築に適用され得（例えば、Ｈｕｓｅら、１９

８９  Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４６：１２７５－１２８１を参照のこと）、タンパク

質またはその誘導体、フラグメント、アナログもしくはホモログに対して所望の

特異性を有するモノクローナルＦａｂフラグメントの迅速かつ効果的な同定を可

能にする。タンパク質抗原に対するイディオタイプを含む抗体フラグメントは、

以下を含むが、これらに限定されない当該分野で公知の技術によって産生され得

る：（ｉ）抗体分子のペプシン消化によって産生されるＦ（ａｂ’）２フラグメ

ント；（ｉｉ）Ｆ（ａｂ’）２フラグメントのジスルフィド架橋を還元すること

によって産生されるＦａｂフラグメント（ｉｉｉ）ペプシンおよび還元剤を用い

た抗体分子の処理によって産生されるＦａｂフラグメント、ならびに（ｉｖ）Ｆ

ｖフラグメント。

      【０１２２】

  二重特異的抗体がまた、提供される。二重特異的抗体は、モノクローナル抗体

（好ましくはヒトモノクローナル抗体またはヒト化モノクローナル抗体）であっ

て、これは、少なくとも２つの異なる抗原に対して結合特異性を有する。この場

合において、結合特異性の１つは、本発明の抗原性タンパク質に対してである。

第２の結合標的は、任意の他の抗原であり、そして有利には、細胞表面タンパク

質またはレセプターもしくはレセプターサブユニットである。

      【０１２３】
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  二重特異的抗体を作製する方法は、当該分野で公知である。伝統的に、二重特

異的抗体の組換え体生成は、２つの免疫グロブリンの重鎖／軽鎖の対の同時発現

に基づき、ここで、これら２つの重鎖は、異なる特異性を有する（Ｍｉｌｓｔｅ

ｉｎおよびＣｕｅｌｌｏ、Ｎａｔｕｒｅ，３０５：５３７－５３９（１９８３）

）。免疫グロブリンの重鎖および軽鎖のランダムな組み合わせに起因して、これ

らのハイブリドーマ（クアドローマ）は、１０の異なる抗体分子の潜在的混合物

を作製し、このうち１つのみが、正確な二重特異的構造を有する。この正確な分

子の精製は、通常アフィニティクロマトグラフィー工程によって達成される。同

様の手順は、１９９３年５月１３日開示のＷＯ９３／０８８２９、およびＴｒａ

ｕｎｅｃｋｅｒら、１９９１  ＥＭＢＯ  Ｊ．、１０：３６５５－３６５９にお

いて開示される。

      【０１２４】

  所望の結合特異性（抗体－抗原結合部位）を有する抗体可変ドメインは、免疫

グロブリン定常ドメイン配列に融合され得る。この融合は、好ましくは免疫グロ

ブリン重鎖定常ドメインを有し、ヒンジ、ＣＨ２、およびＣＨ３領域の少なくと

も部分を含む。この融合物の少なくとも１つに存在する軽鎖結合のために必要な

部位を含む第１の重鎖定常領域（ＣＨ１）を有することが好ましい。この免疫グ

ロブリン重鎖融合体、および所望の場合、この免疫グロブリン軽鎖をコードする

ＤＮＡは、別々の発現ベクターに挿入され、そして適切な宿主生物体に同時トラ

ンスフェクトされる。二重特異的抗体の生成のさらなる詳細は、例えば、Ｓｕｒ

ｅｓｈら、Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，１２１：２１０（１

９８６）を参照のこと。

      【０１２５】

  ＷＯ９６／２７０１１に記載される別のアプローチに従って、抗体分子対の間

の界面は、組換え細胞培養物から回収されるヘテロダイマーのパーセンテージを

最大化するために操作され得る。好ましい界面は、抗体定常ドメインのＣＨ３領

域の少なくとも一部を含む。この方法において、第１の抗体分子の界面からの１

つ以上の小さなアミノ酸側鎖は、より大きな側鎖（例えば、チロシンまたはトリ

プトファン）で置換される。大きな側鎖についての同一または同様のサイズの代
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償的な「空洞」は、大きなアミノ酸側鎖を小さなアミノ酸側鎖（例えば、アラニ

ンまたはスレオニン）で置換することによって、第２の抗体分子の界面上に生成

される。このことは、ホモダイマーのような他の不必要な最終生成物を超えて、

ヘテロダイマーの収量を増加するための機構を提供する。

      【０１２６】

  二重特異的抗体は、全長抗体または抗体フラグメント（例えば、Ｆ（ａｂ’）

２二重特異的抗体）として調製され得る。抗体フラグメントから二重特異的抗体

を生成するための技術は、文献において記載される。例えば、二重特異的抗体は

、化学結合を使用して調製され得る。Ｂｒｅｎｎａｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２２

９：８１（１９８５）は、インタクトな抗体がタンパク分解的に切断されてＦ（

ａｂ’）２フラグメントを生成する手順を記載する。これらのフラグメントは、

ビシナルジチオールを安定化し、そして分子間ジスルフィド形成を阻止するため

に、ジチオール錯化剤ナトリウム亜ヒ酸塩の存在下で還元される。次いで、この

生成されたＦａｂ’フラグメントは、チオニトロベンゾエート（ＴＢＮ）誘導体

に変換される。次いで、Ｆａｂ’－ＴＢＮ誘導体の１つは、メルカプトエチルア

ミンでの還元によってＦａｂ’－チオールに再変換され、そしてこれは等モル量

の他のＦａｂ’－ＴＢＮ誘導体と混合されて二重特異的抗体を形成する。生成さ

れた二重特異的抗体は、酵素の選択的固定化のための薬剤として使用され得る。

      【０１２７】

  さらに、Ｆａｂ’フラグメントは、Ｅ．ｃｏｌｉから直接回収され得、そして

化学的にカップリングされて二重特異的抗体を形成する。Ｓｈａｌａｂｙら、Ｊ

．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１７５：２１７－２２５（１９９２）は、完全にヒト化され

た二重特異的抗体Ｆ（ａｂ’）２分子の生成を記載する。各Ｆａｂ’フラグメン

トは、Ｅ．ｃｏｌｉから別々に分泌され、そしてインビトロでの指向的な化学的

カップリングに供され、二重特異的抗体を形成する。従って、形成されたこの二

重特異的抗体は、ＥｒｂＢ２レセプターを過剰発現する細胞および正常なヒトＴ

細胞に結合し得、そしてヒト胸部腫瘍標的に対するヒト細胞傷害性リンパ球の溶

解性活性を誘引し得る。

      【０１２８】
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  組換え細胞培養物から直接二重特異的抗体フラグメントを作製し、そして単離

するための種々の技術が記載されてきた。例えば、二重特異的抗体は、ロイシン

ジッパーを使用して産生される。Ｋｏｓｔｅｌｎｙら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１

４８（５）：１５４７－１５５３（１９９２）。ＦｏｓおよびＪｕｎタンパク質

由来のロイシンジッパーペプチドは、遺伝子融合によって２つの異なる抗体のＦ

ａｂ’部分に連結される。この抗体ホモダイマーは、ヒンジ領域で還元されてモ

ノマーを形成し、次いで再酸化されて抗体ヘテロダイマーを形成する。この方法

はまた、抗体ホモダイマーの産生のために使用され得る。Ｈｏｌｌｉｎｇｅｒら

、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９０：６４４４－６４４８

（１９９３）に記載されるこの「ディアボディー（ｄｉａｂｏｄｙ）」技術は、

二重特異的抗体フラグメントを作製するための代替的な機構を提供した。このフ

ラグメントは、短すぎて同じ鎖上の２つのドメインの間を対にできないリンカー

によって軽鎖可変領域（ＶＬ）に接続された重鎖可変ドメイン（ＶＨ）を含む。

従って、１つのフラグメントのＶＨおよびＶＬドメインは、別のフラグメントの

相補的なＶＬおよびＶＨドメインと対になるように強制され、これによって２つ

の抗原結合部位を形成する。単鎖Ｆｖ（ｓＦｖ）ダイマーの使用によって二重特

異的抗体フラグメントを作製するための別のストラテジーもまた、報告されてき

た。Ｇｒｕｂｅｒら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５２：５３６８（１９９４）を参

照のこと。

      【０１２９】

  ２つより多い結合価を有する抗体が意図される。例えば、三重特異的抗体が、

調製され得る。Ｔｕｔｔら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４７：６０（１９９１）。

      【０１３０】

  例示的な二重特異的抗体は、２つの異なるエピトープに結合し得、このうち少

なくとも１つは、本発明のタンパク質抗原に起源を有する。あるいは、免疫グロ

ブリン分子の抗抗原性アームは、Ｔ細胞レセプター分子のような白血球（例えば

、ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ２８、またはＢ７）、あるいはＩｇＧに対するＦｃレセ

プター（Ｆｃ  Ｒ）（例えば、Ｆｃ  ＲＩ（ＣＤ６４）、Ｆｃ  ＲＩＩ（ＣＤ３

２）およびＦｃ  ＲＩＩＩ（ＣＤ１６））上の誘発分子に結合するアームに、特
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定の抗原を発現する細胞に対する細胞の防御機構に焦点を合わせるように結合さ

れ得る。二重特異的抗体はまた、特定の抗原を発現する細胞に対する細胞傷害性

因子に指向するために使用され得る。これらの抗体は、抗原結合アーム、および

細胞傷害性因子または放射性核種キレーター（例えば、ＥＯＴＵＢＥ、ＤＰＴＡ

、ＤＯＴＡ、またはＴＥＴＡ）に結合するアームを保有する。目的の別の二重特

異的抗体は、本明細書中に記載のタンパク質抗原に結合し、そしてさらに組織因

子（ＴＦ）に結合する。

      【０１３１】

  ヘテロ接合体抗体はまた、本発明の範囲内である。ヘテロ接合体抗体は、２つ

の共有結合した抗体からなる。このような抗体は、例えば、免疫系細胞を不必要

な細胞に標的化するために（米国特許第４，６７６，９８０号）、およびＨＩＶ

感染の処置のために（ＷＯ９１／００３６０；ＷＯ９２／２００３７３；ＥＰ０

３０８９）提案されてきた。この抗体（架橋剤を含む抗体を含む）は、インビト

ロで、合成タンパク質化学において公知の方法を使用して調製され得ることが意

図される。例えば、免疫毒素は、ジスルフィド交換反応の使用またはチオエーテ

ル結合の形成によって構築され得る。この目的のための適切な試薬の例としては

、イミノチオレートおよびメチル－４－メルカプトブチルイミデート、ならびに

例えば米国特許第４，６７６，９８０号において開示される試薬が挙げられる。

      【０１３２】

  本発明の抗体を、エフェクター機能について、例えば癌の処置における抗体の

効力を増大するように改変することが望ましくあり得る。例えば、システイン残

基は、Ｆｃ領域に導入され得、これによってこの領域における鎖間ジスルフィド

結合の形成を可能にする。従って、生成されるこのホモダイマー抗体は、改良さ

れたインターナリゼーションの可能性および／または増加した補体媒介細胞死滅

、ならびに抗体依存性細胞傷害性（ＡＤＣＣ）を有し得る。Ｃａｒｏｎら、Ｊ．

Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．、１７６：１１９１－１１９５（１１９２）およびＳｈｏｐｅ

ｓ、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４８：２９１８－２９２２（１９９２）を参照のこ

と。増大した抗腫瘍活性を有するホモダイマー抗体はまた、Ｗｏｌｆｆら、Ｃａ

ｎｃｅｒ  Ｒｅｓｅａｒｃｈ、５３：２５６０－２６５６（１９９３）に記載さ
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れるヘテロ二官能性架橋剤を使用して調製され得る。あるいは、抗体は操作され

得、これは二重のＦｃ領域を有し、そしてこれによって増大した補体溶解および

ＡＤＣＣの可能性を有し得る。Ｓｔｅｖｅｎｓｏｎら、Ａｎｔｉ－Ｃａｎｃｅｒ

  Ｄｒｕｇ  Ｄｅｓｉｇｎ，３：２１９－２３０（１９８９）を参照のこと。

      【０１３３】

  本発明はまた、細胞傷害性の薬剤（例えば、化学療法剤、毒素（例えば、細菌

、真菌、植物、または動物起源の酵素学的に活性な毒素、あるいはそれらのフラ

グメント）、または放射性同位体（すなわち、放射性結合体））に結合した抗体

を含む免疫接合体に関する。

      【０１３４】

  このような免疫接合体の生成において有用な化学療法剤は、上記に記載される

。使用され得る酵素学的に活性な毒素およびそれらのフラグメントとしては、ジ

フテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合活性フラグメント、外毒素Ａ鎖（Ｐｓｅ

ｕｄｏｍｏｎａｓ  ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ由来）、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、

モデシン（ｍｏｄｅｃｃｉｎ）Ａ鎖、α－サルシン、Ａｌｅｕｒｉｔｅｓ  ｆｏ

ｒｄｉｉタンパク質、ジアンチン（ｄｉａｎｔｈｉｎ）タンパク質、Ｐｈｙｔｏ

ｌａｃａ  ａｍｅｒｉｃａｎａタンパク質（ＰＡＰＩ、ＰＡＰＩＩ、およびＰＡ

Ｐ－Ｓ）、ｍｏｍｏｒｄｉｃａ  ｃｈａｒａｎｔｉａインヒビター、クルシン（

ｃｕｒｃｉｎ）、クロチン（ｃｒｏｔｉｎ）、ｓｅｐａｏｎａｒｉａ  ｏｆｆｉ

ｃｉｎａｌｉｓインヒビター、ゲロニン（ｇｅｌｏｎｉｎ）、ミトゲリン（ｍｉ

ｔｏｇｅｌｌｉｎ）、レストリクトシン（ｒｅｓｔｒｉｃｔｏｃｉｎ）、フェノ

マイシン（ｐｈｅｎｏｍｙｃｉｎ）、エノマイシン（ｅｎｏｍｙｃｉｎ）、およ

びトリコテセン（ｔｒｉｃｏｔｈｅｃｅｎ）が挙げられる。種々の放射性核種は

、放射性結合した抗体の生成のために利用可能である。その例としては、２１２

Ｂｉ、１３１Ｉ、１３１Ｉｎ、９０Ｙ、および１８６Ｒｅが挙げられる。

      【０１３５】

  抗体および細胞傷害性因子の結合体は、種々の二官能性タンパク質結合因子（

例えば、Ｎ－スクシンイミジル－３－（２－ピリジルジチオール）プロピオネー

ト（ＳＰＤＰ）、イミノチオラン（ｉｍｉｎｏｔｈｉｏｌａｎｅ）（ＩＴ）、イ
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ミドエステルの二官能性誘導体（例えば、ジメチルアジピミデート  ＨＣＬ）、

活性エステル（例えば、ジスクシンイミジルスベレート）、アルデヒド（例えば

、グルタルアルデヒド（ｇｌｕｔａｒｅｌｄｅｈｙｄｅ））、ビスアジド化合物

（例えば、ビス（ｐ－アジドベンゾイル）ヘキサンジアミン）、ビス－ジアゾニ

ウム誘導体（例えば、ビス－（ｐ－ジアゾニウムベンゾイル）－エチレンジアミ

ン）、ジイソシアネート（例えば、トリエン２，６－ジイソシアネート）、およ

びビス－活性フッ素化合物（例えば、１，５－ジフルオロ－２，４－ジニトロベ

ンゼン））を使用して作製される。例えば、リシン免疫毒素は、Ｖｉｔｅｔｔａ

ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ，２３８：１０９８（１９８７）に記載されるように調製さ

れ得る。炭素－１４－標識１－イソチオシアナトベンジル－３－メチルジエチレ

ントリアミン五酢酸（ＭＸ－ＤＴＰＡ）は、放射性ヌクレオチドの抗体への結合

のための例示的なキレート剤である。ＷＯ９４／１１０２６を参照のこと。

      【０１３６】

  別の実施形態において、腫瘍の前標的化における利用のために、この抗体は、

「レセプター」（例えば、ストレプトアビジン）に結合され得、ここで抗体－レ

セプター結合体は患者に投与され、続いて除去剤を使用して結合していない結合

体が循環から除去され、次いで細胞傷害性因子に次々に結合する「リガンド」（

例えば、アビジン）が投与される。

      【０１３７】

  本明細書中に開示された抗体はまた、免疫リポソームとして処方され得る。こ

の抗体を含むリポソームは、当該分野で公知の方法によって調製される（例えば

、Ｅｐｓｔｅｉｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８２：

３６８８（１９８５）；Ｈｗａｎｇら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ

．ＵＳＡ，７７：４０３０（１９８０）；および米国特許第４，４８５，０４５

号および同第４，５４４，５４５号において記載される）。増強された循環時間

を有するリポソームは、米国特許第５，０１３，５５６号に開示される。

      【０１３８】

  特に、有用であるリポソームは、ホスファチジルコリン、コレステロール、お

よびＰＥＧ誘導体化ホスファチジルエタノールアミン（ＰＥＧ－ＰＥ）を含有す
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る脂質組成物との逆層エバポレーション法によって生成され得る。リポソームは

、規定された孔径のフィルターを通って押し出され、所望の直径を有するリポソ

ームを生じる。本発明の抗体のＦａｂ’フラグメントは、Ｍａｒｔｉｎら、Ｊ．

Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２５７：２８６－２８８（１９８２）に記載のようにジ

スルフィド交換反応を介してリポソームに結合体化され得る。化学治療剤（例え

ば、Ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ）は、必要に応じてリポソーム内に含まれ得る。Ｇ

ａｂｉｚｏｎら、Ｊ．Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｃａｎｃｅｒ  Ｉｎｓｔ．，８１（１

９）：１４８４（１９８９）を参照のこと。

      【０１３９】

  本発明のタンパク質に対する抗体は、タンパク質の局在および／または定量化

に関連する、当該分野で公知の方法において使用され得る（例えば、適切な生理

学的サンプル内のタンパク質のレベルの測定における使用のため、診断方法にお

ける使用のため、タンパク質の画像化における使用のためなど）。所定の実施形

態では、タンパク質に対する抗体または抗原結合ドメインを含むその誘導体、フ

ラグメント、アナログもしくはホモログは、薬理学的に活性な組成物として使用

される（以下を参照のこと）。

      【０１４０】

  本発明のタンパク質に特異的な抗体は、標準技術（例えば、免疫親和性クロマ

トグラフィまたは免疫沈降）によって、タンパク質を単離するために用いられ得

る。このような抗体は、細胞からの天然のタンパク質抗原の精製および宿主細胞

において発現される組換え的に産生された抗原の精製を容易にし得る。さらに、

抗原タンパク質の発現の量およびパターンを評価するために、このような抗体を

用いて（例えば、細胞の溶解液または細胞上清における）抗原タンパク質を検出

し得る。このタンパク質に対する抗体は、例えば、所定の処置レジメンの有効性

を決定するために、臨床試験の手順の一部として組織におけるタンパク質レベル

を診断的にモニターするために用いられ得る。検出は、抗体を検出可能な物質に

カップリングする（すなわち、物理的に連結する）ことにより容易にされ得る。

検出可能な物質の例としては、種々の酵素、補欠分子団、蛍光物質、発光物質、

生物発光物質および放射性物質が挙げられる。適切な酵素の例としては、西洋ワ
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サビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼまたは

アセチルコリンエステラーゼが挙げられ；適切な補欠分子団複合体の例としては

、ストレプトアビジン／ビオチンおよびアビジン／ビオチンが挙げられ；適切な

蛍光物質の例としては、ウンベリフェロン、フルオレセイン、フルオレセインイ

ソチオシアネート、ローダミン、ジクロロトリアジニルアミン（ｄｉｃｈｌｏｒ

ｏｔｒｉａｚｉｎｙｌａｍｉｎｅ）フルオレセイン、ダンシルクロリドまたはフ

ィコエリトリンが挙げられ；発光物質の例としては、ルミノールが挙げられ；生

物発光物質の例としては、ルシフェラーゼ、ルシフェリンおよびエクオリンが挙

げられ、そして、適切な放射性物質の例としては１２５Ｉ、１３１Ｉ、３５Ｓま

たは３Ｈが挙げられる。

      【０１４１】

  本発明のタンパク質に特異的に結合する抗体、ならびに本明細書中で開示され

るスクリーニングアッセイによって同定される他の分子は、薬学的組成物の形態

で種々の障害の処置のために投与され得る。このような組成物を調製する際に関

する原理および考慮、ならびに成分の選択の際の手引きは、例えば、Ｒｅｍｉｎ

ｇｔｏｎ：Ｔｈｅ  Ｓｃｉｅｎｃｅ  Ａｎｄ  Ｐｒａｃｔｉｃｅ  Ｏｆ  Ｐｈａ

ｒｍａｃｙ  第１９編（Ａｌｆｏｎｓｏ  Ｒ．Ｇｅｎｎａｒｏら、編）Ｍａｃｋ

  Ｐｕｂ．Ｃｏ．，Ｅａｓｔｏｎ，Ｐａ．：１９９５；Ｄｒｕｇ  Ａｂｓｏｒｐ

ｔｉｏｎ  Ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ：Ｃｏｎｃｅｐｔｓ，Ｐｏｓｓｉｂｉｌｉｔ

ｉｅｓ，Ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ，Ａｎｄ  Ｔｒｅｎｄｓ，Ｈａｒｗｏｏｄ  Ａ

ｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，Ｌａｎｇｈｏｒｎｅ，Ｐａ．，１９９

４；およびＰｅｐｔｉｄｅ  Ａｎｄ  Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｄｒｕｇ  Ｄｅｌｉｖｅ

ｒｙ（Ａｄｖａｎｃｅｓ  Ｉｎ  Ｐａｒｅｎｔｅｒａｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，第

４巻）、１９９１、Ｍ．Ｄｅｋｋｅｒ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ．に提供される。

      【０１４２】

  抗原性タンパク質が、細胞内にあり、そして完全な抗体が、インヒビターとし

て使用される場合、抗体を内在化することが、好ましい。しかし、リポソームは

また、抗体または抗体フラグメントを細胞に送達するために使用され得る。抗体

フラグメントが使用される場合、標的タンパク質の結合ドメインに特異的に結合
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する最小の抑制フラグメントが、好ましい。例えば、抗体の可変領域配列に基づ

いて、標的タンパク質配列に結合する能力を維持するペプチド分子が、設計され

得る。このようなペプチドは、化学的に合成され得、そして／または組み換えＤ

ＮＡ技術によって産生され得る。例えば、Ｍａｒａｓｃｏら、１９９３  Ｐｒｏ

ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０：７８８９－７８９３を参照の

こと。本明細書中の処方物はまた、処置される特定の指標について必要な１より

多くの活性化合物を含み得、好ましくは、互いに悪影響を与えない相補的活性を

有する化合物を含み得る。あるいは、またはさらに、この組成物は、その機能を

増強する薬剤（例えば、細胞毒性剤、サイトカイン、化学療法剤または増殖抑制

剤）を含み得る。このような分子は、意図される目的のために有効である量で組

み合わせて適切に存在する。

      【０１４３】

  活性成分はまた、例えば、コアセルベーション技術または界面重合化によって

調製されたマイクロカプセル（例えば、それぞれ、ヒドロキシメチルセルロース

またはゼラチン－マイクロカプセルおよびポリ－（メタクリル酸メチル）マイク

ロカプセル）で、コロイド状薬物送達系（例えば、リポソーム、アルブミン微粒

子、マイクロエマルジョン、ナノ粒子、およびナノカプセル）またはマクロエマ

ルジョンにおいてトラップされ得る。

      【０１４４】

  インビボ投与のために使用される処方物は、滅菌でなければならない。これは

、滅菌濾過膜を通す濾過によって容易に達成される。

      【０１４５】

  徐放性調製物が、調製され得る。徐放性調製物の適切な例としては、抗体を含

有する固体疎水性ポリマーの半透性マトリックスが挙げられ、このマトリックス

は、成形された粒子（例えば、フィルムまたはマイクロカプセル）の形態である

。徐放性マトリックスの例としては、ポリエステル、ヒドロゲル（例えば、ポリ

（２－ヒドロキシエチル－メタクリレート）またはポリ（ビニルアルコール））

、ポリラクチド（米国特許第３，７７３，９１９号）、Ｌ－グルタミン酸のコポ

リマーおよびエチル－Ｌ－グルタメート、非分解性エチレン－ビニルアセテート
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、分解性乳酸－グリコール酸コポリマー（例えば、ＬＵＰＲＯＮ  ＤＥＰＯＴＴ

Ｍ（乳酸－グリコール酸コポリマーおよび酢酸ロイプロリドで構成される注入可

能なミクロスフェア））、ならびにポリ－Ｄ－（－）－３－ヒドロキシ酪酸が挙

げられる。エチレン－ビニルアセテートおよび乳酸－グリコール酸のようなポリ

マーは、１００日を超えて分子の放出を可能にする一方で、特定のヒドロゲルは

、より短い期間でタンパク質を放出する。

      【０１４６】

  本発明の抗体（ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、ヒト化抗体、およ

び完全なヒト抗体を含む）は、治療剤として使用され得る。このような薬剤は、

一般的に、被験体における疾患および病理を処置または予防するために使用され

る。抗体調製物（好ましくは、その標的抗原について高い特異性および高い親和

性を有するもの）は、被験体に対して投与され、そして一般的に、標的とのその

結合に起因して効果を有する。このような効果は、所定の抗体分子と問題の標的

抗原との間の相互作用の特異的性質に依存して、２つの種類のうちの１つであり

得る。第１の例では、抗体の投与は、標的とそれが天然に結合する内因性リガン

ドとの結合を抑止または阻害し得る。この場合、抗体は、標的に結合し、そして

天然に存在するリガンドの結合部位をマスクし、ここでそのリガンドは、エフェ

クター分子として働く。従って、レセプターは、シグナル伝達経路を媒介する。

そのリガンドは、シグナル伝達の原因である。

      【０１４７】

  あるいは、その効果は、標的分子上のエフェクター結合部位への結合によって

、抗体が生理学的結果を誘発するものであり得る。この場合、標的（存在し得な

いかまたは疾患もしくは病理を欠損し得る内因性リガンドを有するレセプター）

が、代理のエフェクターリガンドとして抗体を結合して、レセプターによって、

レセプターに基づくシグナル伝達事象を開始する。

      【０１４８】

  治療的に有効な量の本発明の抗体は、治療目的を達成するために必要とされる

量を一般的にいう。上記のように、これは、いくつかの場合において標的の機能

を妨害し、そして他の場合において生理学的応答を促進する、抗体とその標的抗
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原の間の結合相互作用であり得る。投与されるために必要とされる量は、その特

異的抗原についての抗体の結合親和性にさらに依存し、そしてまた、その量は、

投与される抗体が、その抗体が投与される自由な体積の他の被験体から枯渇され

る速度に依存する。本発明の抗体または抗体フラグメントの治療的有効用量の一

般的な範囲は、非限定的な例として、約０．１ｍｇ／ｋｇ体重～約５０ｍｇ／ｋ

ｇ体重であり得る。一般的な投薬の頻度は、例えば、毎日２回～１週間に１回の

範囲であり得る。

      【０１４９】

  （Ｗｎｔ－７Ｂ様組換え発現ベクターおよび宿主細胞）

  本発明の別の局面は、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質、またはそれらの誘導体、フ

ラグメント、アナログ、もしくはホモログをコードする核酸を含むベクター、好

ましくは発現ベクターに関する。本明細書中で使用される場合、用語「ベクター

」は、これが連結される別の核酸を輸送し得る核酸分子をいう。ベクターの１つ

の型は「プラスミド」であり、これは、さらなるＤＮＡセグメントが連結し得る

環状の二本鎖ＤＮＡループをいう。ベクターの別の型は、ウイルス性ベクターで

あり、ここでさらなるＤＮＡセグメントは、このウイルス性ゲノムに連結され得

る。特定のベクターは、宿主細胞中で自発的に複製し得、この中に導入される（

例えば、細菌の複製起源を有する細菌ベクターおよびエピソームの哺乳類ベクタ

ー）。他のベクター（例えば、非エピソーム哺乳動物ベクター）は、宿主細胞に

導入される際に宿主細胞のゲノムに組み込まれ、そしてこれによって宿主のゲノ

ムと同調して複製される。さらに、特定のベクターは、これらが作動可能に連結

される遺伝子の発現を指向し得る。このようなベクターは、本明細書中で「発現

ベクター」といわれる。一般に、組換えＤＮＡ技術において有用な発現ベクター

は、しばしばプラスミドの形態である。本明細書において、「プラスミド」およ

び「ベクター」は、このプラスミドがベクターの最も一般的に使用される形態で

あるため、交換可能に使用され得る。しかし、本発明は、ウイルス性ベクター（

例えば、複製欠損レトロウイルス、アデノウイルスおよびアデノ随伴ウイルス）

のような発現ベクターのこのような他の形態を含むことを意図し、これは等価な

機能を果たす。
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      【０１５０】

  本発明の組換え発現ベクターは、本発明の核酸を、宿主細胞における核酸の発

現に適切な形態で含み、これはこの組換え発現ベクターが、発現のために使用さ

れる宿主細胞に基いて選択される１つ以上の調節配列を含むこと意味し、これは

発現される核酸配列に作動可能に連結される。組換え発現ベクターにおいて、「

作動可能に連結」は、目的のヌクレオチド配列が、ヌクレオチド配列の発現を可

能にする（例えば、このベクターが宿主細胞に導入される場合、インビトロ転写

／翻訳系または宿主細胞において）ような様式で調節配列に連結されることを意

味することを意図する。用語「調節配列」は、プロモーター、エンハンサーおよ

び他の発現制御エレメント（例えば、ポリアデニル化シグナル）を含むことを意

図する。このような調節配列は、例えば、Ｇｏｅｄｄｅｌ、ＧＥＮＥ  ＥＸＰＲ

ＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ  ＩＮ  ＥＮＺＹＭＯＬ

ＯＧＹ  １８５、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌ

ｉｆ．（１９９０）に記載されている。調節配列は、多くの型の宿主細胞におい

てヌクレオチド配列の構成的発現を指向する配列、および特定の宿主細胞のみに

おいてヌクレオチド配列の発現を指向する配列（例えば、組織特異的調節配列）

を含む。発現ベクターの設計が形質転換されるべき宿主細胞の選択、所望のタン

パク質の発現のレベルなどのような因子に依存し得ることは当業者に理解される

。本発明の発現ベクターは、宿主細胞に導入され、それにより、本明細書に記載

されるような核酸によりコードされるタンパク質またはペプチド（融合タンパク

質または融合ペプチドを含む）（例えば、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質、Ｗｎｔ－

７Ｂ様タンパク質の変異形態、融合タンパク質など）を生成し得る。

      【０１５１】

  本発明の組換え発現ベクターは、原核生物細胞または真核生物細胞における、

Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質の発現のために設計され得る。例えば、Ｗｎｔ－７Ｂ

様タンパク質は、細菌細胞（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ）、昆虫細胞（バキュロウイ

ルス発現ベクターを用いる）、酵母細胞または哺乳動物細胞において発現され得

る。適切な宿主細胞は、Ｇｏｅｄｄｅｌ、ＧＥＮＥ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  Ｔ

ＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ  ＩＮ  ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ  １８５、
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Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｉｆ．（１９９０

）においてさらに考察される。あるいは、組換え発現ベクターは、例えば、Ｔ７

プロモーター調節配列およびＴ７ポリメラーゼを用いて、インビトロで転写およ

び翻訳され得る。

      【０１５２】

  原核生物におけるタンパク質の発現は、最も頻繁には、融合タンパク質または

非融合タンパク質のいずれかの発現を指向する構成的プロモーターまたは誘導性

プロモーターを含むベクターを有するＥ．ｃｏｌｉにおいて実行される。融合ベ

クターは、そこにコードされるタンパク質に、通常、組換えタンパク質のアミノ

末端に、多数のアミノ酸を付加する。このような融合ベクターは、代表的には、

以下の３つの目的のために役立つ：（１）組換えタンパク質の発現を増加させる

こと；（２）組換えタンパク質の溶解度を増加させること；および（３）親和性

精製においてリガンドとして作用することによって組換えタンパク質の精製の際

に補助すること。しばしば、融合発現ベクターにおいて、タンパク質分解の切断

部位が、融合部分の結合部に導入され、そして融合タンパク質の精製の後に、組

換えタンパク質が組換えタンパク質の融合部分から分離されることを可能にする

。このような酵素、およびその同族の認識配列は、第Ｘａ因子、トロンビン、お

よびエンテロキナーゼを含む。代表的な融合発現ベクターとしては、グルタチオ

ンＳ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）、マルトースＥ結合タンパク質、またはプ

ロテインＡを、それぞれ、標的の組換えタンパク質に融合するｐＧＥＸ（Ｐｈａ

ｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ  Ｉｎｃ；Ｓｍｉｔｈ  ａｎｄ  Ｊｏｈｎｓｏｎ

（１９８８）Ｇｅｎｅ  ６７：３１－４０）、ｐＭＡＬ（Ｎｅｗ  Ｅｎｇｌａｎ

ｄ  Ｂｉｏｌａｂｓ，Ｂｅｖｅｒｌｙ，Ｍａｓｓ．）およびｐＲＩＴ５（Ｐｈａ

ｒｍａｃｉａ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，Ｎ．Ｊ．）が挙げられる。

      【０１５３】

  適切な誘導性非融合Ｅ．ｃｏｌｉ発現ベクターの例としては、ｐＴｒｃ（Ａｍ

ｒａｎｎら（１９８８）Ｇｅｎｅ  ６９：３０１－３１５）およびｐＥＴ  １１

ｄ（Ｓｔｕｄｉｅｒら、ＧＥＮＥ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧ

Ｙ：ＭＥＴＨＯＤＳ  ＩＮ  ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ  １８５，Ａｃａｄｅｍｉｃ
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  Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．（１９９０）６０－８９）が

挙げられる。

      【０１５４】

  Ｅ．ｃｏｌｉにおける組換えタンパク質発現を最大化するための１つのストラ

テジーは、組換えタンパク質をタンパク質分解的に切断する能力が損なわれた宿

主細菌中でタンパク質を発現させることである。例えば、Ｇｏｔｔｅｓｍａｎ，

ＧＥＮＥ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ  Ｉ

Ｎ  ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ  １８５，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ  

Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．（１９９０）１１９－１２８を参照のこと。別のスト

ラテジーは、各アミノ酸についての個々のコドンが、Ｅ．ｃｏｌｉにおいて優先

的に利用されるように、発現ベクターに挿入される核酸の核酸配列を変更するこ

とである（例えば、Ｗａｄａら（１９９２）Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．２

０：２１１１－２１１８を参照のこと）。本発明の核酸配列のこのような変更は

、標準的なＤＮＡ合成技術によって実行され得る。

      【０１５５】

  別の実施形態において、Ｗｎｔ－７Ｂ様発現ベクターは、酵母発現ベクターで

ある。酵母Ｓ．ｃｅｒｉｖｉｓａｅにおける発現のためのベクターの例には、ｐ

ＹｅｐＳｅｃ１（Ｂａｌｄａｒｉら、（１９８７）ＥＭＢＯ  Ｊ  ６：２２９－

２３４）、ｐＭＦａ（ＫｕｒｊａｎおよびＨｅｒｓｋｏｗｉｔｚ、（１９８２）

Ｃｅｌｌ  ３０：９３３－９４３）、ｐＪＲＹ８８（Ｓｃｈｕｌｔｚら、（１９

８７）Ｇｅｎｅ  ５４：１１３－１２３）、ｐＹＥＳ２（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

  Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．）、ならびにｐ

ｉｃＺ（ＩｎＶｉｔｒｏｇｅｎ  Ｃｏｒｐ．，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ

．）が挙げられる。

      【０１５６】

  あるいは、Ｗｎｔ－７Ｂ様は、バキュロウイルス発現ベクターを使用して、昆

虫細胞中で発現され得る。培養された昆虫細胞（例えば、ＳＦ９細胞）中でタン

パク質の発現のために利用可能なバキュロウイルスベクターには、ｐＡｃシリー

ズ（Ｓｍｉｔｈら（１９８３）Ｍｏｌ  Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌ  ３：２１５６－２
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１６５）およびｐＶＬシリーズ（ＬｕｃｋｌｏｗおよびＳｕｍｍｅｒｓ（１９８

９）Ｖｉｒｏｌｏｇｙ  １７０：３１－３９）が挙げられる。

      【０１５７】

  なお別の実施形態において、本発明の核酸は、哺乳動物発現ベクターを使用し

て、哺乳動物細胞中で発現される。哺乳動物発現ベクターの例には、ｐＣＤＭ８

（Ｓｅｅｄ（１９８７）Ｎａｔｕｒｅ  ３２９：８４０）およびｐＭＴ２ＰＣ（

Ｋａｕｆｍａｎら（１９８７）ＥＭＢＯ  Ｊ  ６：１８７－１９５）が挙げられ

る。哺乳動物細胞中で使用される場合、発現ベクターの制御機能は、しばしば、

ウイルスの調節エレメントによって提供される。例えば、一般に使用されるプロ

モーターは、ポリオーマ、アデノウイルス２、サイトメガロウイルス、およびシ

ミアンウイルス４０に由来する。原核生物細胞および真核生物細胞の両方のため

の他の適切な発現系については、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、ＭＯＬＥＣＵＬ

ＡＲ  ＣＬＯＮＩＮＧ：Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ．第２版、Ｃ

ｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐ

ｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐ

ｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．，１９８９の第１６章および第１７章を参照

のこと。

      【０１５８】

  別の実施形態において、組換え哺乳動物発現ベクターは、特定の細胞型（例え

ば、組織特異的調節エレメントを使用して核酸を発現する）中で優先的に核酸の

発現を指向し得る。組織特異的調節エレメントは、当該分野で公知である。適切

な組織特異的プロモーターの非限定的な例としては、アルブミンプロモーター（

肝臓特異的；Ｐｉｎｋｅｒｔら（１９８７）Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖ  １：２６８－

２７７）、リンパ特異的プロモーター（ＣａｌａｍｅおよびＥａｔｏｎ（１９８

８）Ａｄｖ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  ４３：２３５－２７５）、特に、Ｔ細胞レセプタ

ープロモーター（ＷｉｎｏｔｏおよびＢａｌｔｉｍｏｒｅ（１９８９）ＥＭＢＯ

  Ｊ  ８：７２９－７３３）および免疫グロブリン（Ｂａｎｅｒｊｉら（１９８

３）Ｃｅｌｌ  ３３：７２９－７４０；ＱｕｅｅｎおよびＢａｌｔｉｍｏｒｅ（

１９８３）Ｃｅｌｌ  ３３：７４１－７４８）のプロモーター、ニューロン特異
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的プロモーター（例えば、ニューロフィラメントプロモーター；Ｂｙｒｎｅおよ

びＲｕｄｄｌｅ（１９８９）ＰＮＡＳ  ８６：５４７３－５４７７）、膵臓特異

的プロモーター（Ｅｄｌｕｎｄら（１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３０：９１２

－９１６）、および乳腺特異的プロモーター（例えば、ミルク乳清プロモーター

；米国特許第４，８７３，３１６号および欧州出願公開第２６４，１６６号）が

挙げられる。発生的に調節されるプロモーターもまた含まれる（例えば、マウス

ホックス（ｍｕｒｉｎｅ  ｈｏｘ）プロモーター（ＫｅｓｓｅｌおよびＧｒｕｓ

ｓ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：３７４－３７９）およびα－フェトプ

ロテインプロモーター（ＣａｍｐｅｓおよびＴｉｌｇｈｍａｎ（１９８９）Ｇｅ

ｎｅｓ  Ｄｅｖ  ３：５３７－５４６）。

      【０１５９】

  本発明はさらに、アンチセンス方向で発現ベクターにクローニングされた本発

明のＤＮＡ分子を含む組換え発現ベクターを提供する。すなわち、そのＤＮＡ分

子は、Ｗｎｔ－７Ｂ様  ｍＲＮＡに対してアンチセンスであるＲＮＡ分子の発現

（ＤＮＡ分子の転写によって）を可能にする様式で調節配列に作動可能に連結さ

れる。種々の細胞型におけるアンチセンスＲＮＡ分子の連続的な発現を指向する

、アンチセンス方向でクローニングされた核酸に作動可能に連結される調節配列

が選択され得る。例えば、アンチセンスＲＮＡの直接的な構成的発現、組織特異

的発現、または細胞型特異的発現を指向する、ウイルスプロモーターおよび／も

しくはエンハンサー、または調節配列が選択され得る。アンチセンス発現ベクタ

ーは、組換えプラスミド、ファージミド、または弱毒化されたウイルスの形態で

あり得、ここではアンチセンス核酸は、高効率調節領域の制御下で産生され、そ

の活性は、ベクターが導入される細胞型によって決定され得る。アンチセンス遺

伝子を使用する遺伝子発現の調節の議論については、例えば、Ｗｅｉｎｔｒａｕ

ｂら、「Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ  ＲＮＡ  ａｓ  ａ  ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  ｔｏｏ

ｌ  ｆｏｒ  ｇｅｎｅｔｉｃ  ａｎａｌｙｓｉｓ」、Ｒｅｖｉｅｗｓ－Ｔｒｅｎ

ｄｓ  ｉｎ  Ｇｅｎｅｔｉｃｓ、第１巻（１）１９８６を参照のこと。

      【０１６０】

  本発明の別の局面は、本発明の組換え発現べクターが導入された宿主細胞に関
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する。用語「宿主細胞」および「組換え宿主細胞」は、本明細書中で、交換可能

に使用される。このような用語は、特定の対象の細胞をいうのみでなく、そのよ

うな細胞の子孫または潜在的な子孫をいうことが理解される。変異または環境的

影響のいずれかに起因して、特定の改変は次の世代において存在し得るので、こ

のような子孫は、実際、親の細胞と同一でないかもしれないが、なお、本明細書

中で使用されるような用語の範囲内に含まれる。

      【０１６１】

  宿主細胞は、任意の原核生物細胞または真核生物細胞であり得る。例えば、Ｗ

ｎｔ－７Ｂ様タンパク質は、細菌細胞（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ）、昆虫細胞、酵

母または哺乳動物細胞（例えば、チャイニーズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ）ま

たはＣＯＳ細胞）で発現され得る。他の適切な宿主細胞は、当業者に公知である

。

      【０１６２】

  ベクターＤＮＡは、従来的な形質転換技術またはトランスフェクション技術を

介して原核生物細胞または真核生物細胞に導入され得る。本明細書中で使用され

る場合、用語「形質転換」および「トランスフェクション」とは、外来性の核酸

（例えば、ＤＮＡ）を宿主細胞に導入するための当該分野で認識される種々の技

術をいうことを意図し、これらには、リン酸カルシウムまたは塩化カルシウム共

沈殿、ＤＥＡＥデキストラン媒介トランスフェクション、リポフェクション、ま

たはエレクトロポレーションが含まれる。宿主細胞を形質転換またはトランスフ

ェクションするための適切な方法は、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ

  ＣＬＯＮＩＮＧ：Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ．第２版、Ｃｏｌ

ｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉ

ｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉ

ｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．，１９８９）および他の実験室マニュアルに見出

され得る。

      【０１６３】

  哺乳動物細胞の安定なトランスフェクションについては、使用される発現ベク

ターおよびトランスフェクション技術に依存して、細胞のほんの一部のみが外来
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ＤＮＡをそのゲノムに組み込み得ることが知られている。これらの組込み物を同

定および選択するために、選択マーカー（例えば、抗生物質に対する耐性）をコ

ードする遺伝子が、一般的には目的の遺伝子とともに宿主細胞に導入される。種

々の選択マーカーには、薬物に対する耐性を付与するもの（例えば、Ｇ４１８、

ハイグロマイシン、およびメトトレキセート）が含まれる。選択マーカーをコー

ドする核酸は、Ｗｎｔ－７Ｂ様をコードするベクターと同じベクター上で宿主細

胞に導入され得るか、あるいは別々のベクター上で導入され得る。導入された核

酸とともに安定にトランスフェクトされる細胞は、薬物選択によって同定され得

る（例えば、選択マーカー遺伝子を取り込んだ細胞は生存し、一方、他の細胞は

死滅する）。

      【０１６４】

  本発明の宿主細胞（例えば、培養中の原核生物宿主細胞および真核生物宿主細

胞）は、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質を産生（すなわち、発現）するために使用さ

れ得る。従って、本発明はさらに、本発明の宿主細胞を使用して、Ｗｎｔ－７Ｂ

様タンパク質を産生するための方法を提供する。１つの実施形態において、この

方法は、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質が産生されるような適切な培地中で、本発明

の宿主細胞（ここに、Ｗｎｔ－７Ｂ様をコードする組換え発現ベクターが導入さ

れた）を培養する工程を包含する。別の実施形態において、この方法はさらに、

培地または宿主細胞からＷｎｔ－７Ｂ様を単離する工程を包含する。

      【０１６５】

  （トランスジェニック動物）

  本発明の宿主細胞はまた、非ヒトトランスジェニック動物を作製するために使

用され得る。例えば、１つの実施形態において、本発明の宿主細胞は、Ｗｎｔ－

７Ｂ様コード配列が導入される、受精した卵母細胞または胚性幹細胞である。次

いで、このような宿主細胞は、非ヒトトランスジェニック動物を作製するために

使用され得、ここで外因性のＷｎｔ－７Ｂ様配列は、それらのゲノムまたは相同

組換え動物（ここで内因性のＷｎｔ－７Ｂ様配列が変更されている）に導入され

る。このような動物は、Ｗｎｔ－７Ｂ様の機能および／または活性を研究するた

め、ならびにＷｎｔ－７Ｂ様の活性のモジュレーターを同定および／または評価
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するために有用である。本明細書中で使用される場合、「トランスジェニック動

物」とは、非ヒト動物、好ましくは哺乳動物であり、より好ましくは、ラットま

たはマウスのような齧歯動物であり、ここでこれらの動物の１つ以上の細胞は、

導入遺伝子を含む。トランスジェニック動物の他の例には、非ヒト霊長類、ヒツ

ジ、イヌ、ウシ、ヤギ、ニワトリ、両生類などが含まれる。導入遺伝子は、細胞

のゲノムに組み込まれ（この細胞からトランスジェニック動物が発生する）、そ

して成熟動物のゲノムに残存する外因性のＤＮＡであり、それによって、このト

ランスジェニック動物の１つ以上の細胞型または組織においてコード遺伝子産物

の発現を指向する。本明細書中で使用される場合、「相同組換え動物」とは、非

ヒト動物であり、好ましくは哺乳動物、より好ましくはマウスであり、ここで、

内因性Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子は、この内因性の遺伝子と、動物の発生の前に動物

の細胞（例えば、動物の胚細胞）に導入された外因性ＤＮＡ分子との間の相同組

換えによって、変更されている。

      【０１６６】

  本発明のトランスジェニック動物は、Ｗｎｔ－７Ｂ様をコードする核酸を、例

えば、マイクロインジェクション、レトロウイルス感染によって、受精した卵母

細胞の雄性前核に導入すること、およびこの卵母細胞が偽妊娠雌性フォスター動

物（ｆｏｓｔｅｒ  ａｎｉｍａｌ）中で発生することを可能にすることによって

作製され得る。ヒトＷｎｔ－７Ｂ様ｃＤＮＡは、非ヒト動物のゲノムに導入遺伝

子として導入され得る。あるいは、ヒトＷｎｔ－７Ｂ様遺伝子の非ヒトホモログ

（例えば、マウスＷｎｔ－７Ｂ様遺伝子）は、ヒトＷｎｔ－７Ｂ様ｃＤＮＡに対

するハイブリダイゼーションに基づいて単離され得（上にさらに記載される）、

そして導入遺伝子として使用され得る。イントロン配列およびポリアデニル化シ

グナルもまた導入遺伝子中に含まれ、その導入遺伝子の発現の効率を増大させ得

る。組織特異的調節配列（単数または複数）は、特定の細胞に対して、Ｗｎｔ－

７Ｂ様タンパク質の発現を指向するために、Ｗｎｔ－７Ｂ様導入遺伝子に作動可

能に連結され得る。胚の操作およびマイクロインジェクションを介するトランス

ジェニック動物（特に、マウスのような動物）を生成するための方法は、当該分

野で従来的になっており、そして例えば、米国特許第４，７３６，８６６号；同
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第４，８７０，００９号；および同第４，８７３，１９１号；ならびにＨｏｇａ

ｎ  １９８６、ＭＡＮＩＰＵＬＡＴＩＮＧ  ＴＨＥ  ＭＯＵＳＥ  ＥＭＢＲＹＯ

，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ

，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．に記載されている。同様の

方法は、他のトランスジェニック動物の作製のために使用される。トランスジェ

ニック初代動物は、そのゲノムにおけるＷｎｔ－７Ｂ様導入遺伝子の存在および

／またはその動物の組織または細胞中のＷｎｔ－７Ｂ様  ｍＲＮＡの発現に基づ

いて同定され得る。次いで、トランスジェニック初代動物は、導入遺伝子を有す

るさらなる動物を繁殖させるために使用され得る。さらに、Ｗｎｔ－７Ｂ様をコ

ードする導入遺伝子を有するトランスジェニック動物は、さらに、他の導入遺伝

子を有する他のトランスジェニック動物に繁殖され得る。

      【０１６７】

  相同組換え動物を作製するために、欠失、付加、または置換が導入されて、そ

れによってＷｎｔ－７Ｂ様遺伝子が変化（例えば、機能的に破壊）されている、

少なくとも、Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子の一部を含むベクターを調製する。Ｗｎｔ－

７Ｂ様遺伝子はヒト遺伝子（例えば、配列番号１のｃＤＮＡ）であり得るが、よ

り好ましくは、ヒトＷｎｔ－７Ｂ様遺伝子の非ヒトホモログである。例えば、配

列番号２９のヒトＷｎｔ－７Ｂ様遺伝子のマウスホモログは、マウスゲノムにお

いて内因性Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子を変更するのに適切な相同組換えベクターを構

築するために使用され得る。１つの実施形態において、そのベクターは、相同組

換えに際して、内因性Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子が、機能的に破壊される（すなわち

、機能的タンパク質をもはやコードしない；「ノックアウト」ベクターともいわ

れる）ように設計される。

      【０１６８】

  あるいは、このベクターは、相同組換えに際して、内因性Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝

子が変異されるか、あるいは他の様式で変更されるが、なお機能性タンパク質を

コードするように設計され得る（例えば、上流の調節領域を変更して、それによ

って内因性Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質の発現を変更し得る）。相同組換えベクタ

ーにおいて、Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子の変更された部分は、Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子
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のさらなる核酸によって、その５’末端および３’末端で隣接され、相同組換え

が、ベクターによって運ばれる外因性Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子と胚幹細胞中の内因

性Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子との間で起こることを可能にする。さらなる隣接するＷ

ｎｔ－７Ｂ様核酸は、内因性遺伝子との首尾よい相同組換えに十分な長さである

。代表的に、数キロベースの隣接するＤＮＡ（５’末端および３’末端の両方に

おける）が、ベクターに含まれる。例えば、相同組換えベクターの記載について

、Ｔｈｏｍａｓら（１９８７）Ｃｅｌｌ  ５１：５０３を参照のこと。このベク

ターは、胚幹細胞株に導入され（例えば、エレクトロポレーションによって）、

この導入されたＷｎｔ－７Ｂ様遺伝子が内因性Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子と相同組換

えされた細胞が、選択される（例えば、Ｌｉら（１９９２）Ｃｅｌｌ  ６９：９

１５を参照のこと）。

      【０１６９】

  次いで、この選択された細胞を、動物（例えば、マウス）の胚盤胞へ注入して

、凝集キメラを形成する。例えば、Ｂｒａｄｌｅｙ（１９８７）のＴＥＲＡＴＯ

ＣＡＲＣＩＮＯＭＡＳ  ＡＮＤ  ＥＭＢＲＹＯＮＩＣ  ＳＴＥＭ  ＣＥＬＬＳ：

Ａ  ＰＲＡＣＴＩＣＡＬ  ＡＰＰＲＯＡＣＨ、Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ編、ＩＲＬ、

Ｏｘｆｏｒｄ  １１３頁～１５２頁を参照のこと。次いで、このキメラ胚を、適

切な偽妊娠雌性フォスター動物に移植し得、そしてこの胚を、一定期間置く。そ

れらの胚芽細胞中に相同組換えＤＮＡを保有する子孫を使用して、動物を繁殖し

得、ここで、この動物の全ての細胞は、導入遺伝子の生殖系列伝達によって相同

組換えされたＤＮＡを含む。相同的組換えベクターおよび相同的組換え動物を構

築するための方法が、さらに以下に記載される；Ｂｒａｄｌｅｙ（１９９１）Ｃ

ｕｒｒ  Ｏｐｉｎ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ  ２：８２３－８２９；ＰＣＴ国際公

開番号：ＷＯ９０／１１３５４；ＷＯ９１／０１１４０；ＷＯ９２／０９６８；

およびＷＯ９３／０４１６９。

      【０１７０】

  別の実施形態において、導入遺伝子の調節された発現を可能にする選択された

系を含む、非ヒトトランスジェニック動物が産生され得る。このような系の１つ

の例は、バクテリオファージＰ１のｃｒｅ／ｌｏｘＰリコンビナーゼ系である。
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ｃｒｅ／ｌｏｘＰリコンビナーゼ系の記載については、例えば、Ｌａｋｓｏら（

１９９２）ＰＮＡＳ  ８９：６２３２－６２３６を参照のこと。リコンビナーゼ

系の別の例は、Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ  ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅのＦＬＰリ

コンビナーゼ系である（Ｏ’Ｇｏｒｍａｎら（１９９１）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５

１：１３５１－１３５５）。ｃｒｅ／ｌｏｘＰリコンビナーゼ系が導入遺伝子の

発現を調節するために使用される場合、Ｃｒｅリコンビナーゼおよび選択された

タンパク質の両方をコードする導入遺伝子を含む動物が、必要となる。このよう

な動物は、例えば、２種のトランスジェニック動物（一方は選択されたタンパク

質をコードした導入遺伝子を含み、他方はリコンビナーゼをコードした導入遺伝

子を含む）を交配することによる、「二重の」トランスジェニック動物の構築に

よって提供され得る。

      【０１７１】

  本明細書中に記載されるトランスジェニック非ヒト動物のクローンがまた、Ｗ

ｉｌｍｕｔら（１９９７）Ｎａｔｕｒｅ  ３８５：８１０－８１３に記載される

方法に従って、産生され得る。簡単には、トランスジェニック動物からの細胞（

例えば、体細胞）を、単離および誘導し、増殖サイクルから出させて、そしてＧ

０期に入らせ得る。次いで、静止細胞を、例えば、電気パルスの使用により、静

止細胞が単離される同種動物由来の、摘出された卵母細胞へ融合し得る。次いで

、この再構成された卵母細胞を培養し、これにより、これは桑実胚または未分化

胚芽細胞に発達し、次いで、偽妊娠雌性フォスター動物に移される。この雌性フ

ォスター動物の産生子孫は、この細胞（例えば、体細胞）が単離される動物のク

ローンである。

      【０１７２】

  （薬学的組成物）

  本発明のＷｎｔ－７Ｂ様核酸分子、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質、および抗Ｗｎ

ｔ－７Ｂ様抗体（これはまた、本明細書中で「活性化合物」と称される）、なら

びにそれらの誘導体、フラグメント、アナログ、およびホモログが、投与に適し

た薬学的組成物に組み込まれ得る。このような組成物は、代表的に、核酸分子、

タンパク質または抗体、および薬学的に受容可能なキャリアを含む。本明細書中
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で使用される場合、「薬学的に受容可能なキャリア」は、薬学的な投与に適合し

た、任意および全ての溶媒、分散液、コーティング、抗菌剤および抗真菌剤、等

張剤および吸収遅延剤（ｄｅｌａｙｉｎｇ  ａｇｅｎｔ）などを含むことが意図

される。適切なキャリアは、当該分野における標準的な参考書である、Ｒｅｍｉ

ｎｇｔｏｎ’ｓ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅｓの最新版（

本明細書中で参考として援用される）に記載される。このようなキャリアまたは

希釈剤の好ましい例としては、水、生理食塩水、フィンガー溶液、デキストロー

ス溶液、および５％ヒト血清アルブミンが挙げられるが、これらに限定されない

。リポソームおよび非水性ビヒクル（例えば、不揮発性油）もまた、使用され得

る。薬学的に活性な物質に対する、このような媒体および薬剤の使用は、当該分

野で周知である。任意の従来の媒体または薬剤が、この活性化合物と不適合であ

る限りを除いて、この組成物におけるそれらの使用が考慮される。補助活性化合

物もまた、組成物へ組み込まれ得る。

      【０１７３】

  本発明の薬学的組成物は、その意図される投与の経路と適合するように処方さ

れる。投与の経路の例には、非経口（例えば、静脈内、皮内、皮下）投与、経口

（例えば、吸入）投与、経皮（局所的）投与、経粘膜（ｔｒａｎｓｍｕｃｏｓａ

ｌ）投与、および直腸投与が挙げられる。非経口、皮内または皮下適用のために

使用される溶液または懸濁液は、以下の成分を含み得る：注射用水、生理食塩水

溶液、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

ルまたは他の合成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

ラベンなどの抗菌剤；アスコルビン酸または重亜硫酸ナトリウムなどの抗酸化剤

；エチレンジアミン四酢酸などのキレート剤；酢酸塩、クエン酸塩またはリン酸

塩などの緩衝液；および塩化ナトリウムまたはデキストロースなどの張度の調節

のための薬剤。ｐＨは、塩酸または水酸化ナトリウムなどの酸または塩基で調整

され得る。非経口調製物は、アンプル、使い捨てシリンジあるいはガラスまたは

プラスチックから作製される多用量のバイアル中に入れられ得る。

      【０１７４】

  注射使用に適した薬学的組成物は、滅菌の水溶液（水溶性である場合）または
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水性分散液、滅菌の注射可能な溶液または分散液の即時調製のための滅菌粉末を

含む。静脈内投与について、適切なキャリアには、生理食塩水、静菌性水、Ｃｒ

ｅｍｏｐｈｏｒ  ＥＬＴＭ（ＢＡＳＦ、Ｐａｒｓｉｐｐａｎｙ、Ｎ．Ｊ．）また

はリン酸塩緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）が挙げられる。全ての場合において、組

成物は、滅菌性でなければならず、そして容易な注射可能性（ｓｙｒｉｎｇｅａ

ｂｉｌｉｔｙ）が存在する程度に流動的であるべきである。これは、製造および

保存の条件下で安定でなければならず、そして、細菌および真菌などの微生物の

汚染作用に対して維持されなければならない。このキャリアは、例えば、以下を

含む溶媒または分散液であり得る：水、エタノール、ポリオール（例えば、グリ

セロール、プロピレングリコール、および液体ポリエチレングリコールなど）な

らびにそれらの適切な混合物。適切な流動性が、例えば、レシチンなどのコーテ

ィングの使用によって、分散液の場合、要求される粒子サイズを維持することに

よって、および界面活性剤を使用することによって維持され得る。微生物の作用

の防止は、種々の抗菌剤および抗真菌剤（例えば、パラベン、クロロブタノール

、フェノール、アスコルビン酸、チメロサールなど）によって達成され得る。多

くの場合、組成物中に等張剤（例えば、糖、マンニトール（ｍａｎｉｔｏｌ）、

ソルビトールなどのポリアルコール、塩化ナトリウム）を含むことが好ましい。

注入可能組成物の長期の吸収は、吸収を遅らせる薬剤（例えば、アルミニウムモ

ノステアレートおよびゼラチン）を組成物に含ませることによってもたらされ得

る。

      【０１７５】

  滅菌注射可能液剤は、必要量のこの活性化合物（例えば、Ｗｎｔ－７Ｂ様タン

パク質あるいは抗Ｗｎｔ－７Ｂ様抗体）を、適切な溶媒中に、必要な場合、上記

で列挙される成分の１つまたは組み合わせと共に組み込み、続いて濾過滅菌する

ことによって調製され得る。一般的に、分散液は、活性化合物を、基本（ｂａｓ

ｉｃ）分散媒および上記で列挙される成分からの必要とされる他の成分を含む滅

菌ビヒクル中へ組み込むことによって調製される。滅菌注射可能溶液の調製のた

めの滅菌粉末の場合において、調製方法は、減圧乾燥および凍結乾燥であり、こ

れにより、既に滅菌濾過されたその溶液から、活性成分および任意のさらなる所
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望の成分の粉末を得る。

      【０１７６】

  経口組成物は、一般的に、不活性希釈剤または食用キャリアを含む。これらは

、ゼラチンカプセルに封入され得るか、または錠剤へ圧縮され得る。経口治療投

与の目的のために、この活性化合物は、賦形剤とともに組み込まれ得、そして錠

剤、トローチ剤、またはカプセル剤の形態で使用され得る。経口組成物はまた、

マウスウォッシュ（ｍｏｕｔｈｗａｓｈ）としての使用のために流体キャリアを

使用して調製され得、ここで、この流体キャリア中のこの化合物は、経口的に適

用され、そして素早く動かされ（スイッシュ）（ｓｗｉｓｈ）、そして吐き出さ

れるか、または飲み込まれる。薬学的に適合性の結合剤、および／またはアジュ

バント材料が、この組成物の一部として含まれ得る。錠剤、丸剤、カプセル剤、

トローチ剤などが、任意の以下の成分または同様の性質を有する化合物を含み得

る：結合剤（例えば、微結晶セルロース、ガムトラガントまたはゼラチン）；賦

形剤（例えば、デンプンまたはラクトース）、崩壊剤（例えば、アルギン酸）、

Ｐｒｉｍｏｇｅｌ、またはコーンスターチ；滑沢剤（例えば、ステアリン酸マグ

ネシウムまたはＳｔｅｒｏｔｅｓ）；グライダント（ｇｌｉｄａｎｔ）（例えば

、コロイド状二酸化ケイ素）；甘味剤（例えば、スクロースまたはサッカリン）

；あるいは香味剤（例えば、ペパーミント、サリチル酸メチル、またはオレンジ

フレーバー）。

      【０１７７】

  吸入による投与について、この化合物は、適切な噴霧剤（例えば、二酸化炭素

のような気体）を含む圧縮容器またはディスペンサー、あるいは噴霧器から、エ

アロゾルスプレーの形態で送達される。

      【０１７８】

  全身的投与はまた、経粘膜手段または経皮手段により得る。経粘膜投与または

経皮投与について、浸透されるバリアに対して適切な浸透剤が、処方において使

用される。このような浸透剤は、一般的に、当該分野で公知であり、そして、例

えば、経粘膜投与については、界面活性剤、胆汁酸塩、およびフシジン酸誘導体

が挙げられる。経粘膜投与は、鼻スプレーまたは坐剤の使用によって達成され得
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る。経皮投与については、この活性化合物は、当該分野で一般的に公知である軟

膏剤、軟膏、ゲル、またはクリーム剤へ処方される。

      【０１７９】

  この化合物はまた、直腸送達のための坐剤（例えば、ココアバターおよび他の

グリセリドのような従来の坐剤ベースと共に）または保持浣腸の形態で調製され

得る。

      【０１８０】

  １つの実施形態において、この活性化合物は、身体からの迅速な排出に対して

この化合物を保護するキャリアを用いて調製され（例えば、制御放出処方物）、

これには、移植片およびマイクロカプセル化された送達系が挙げられる。酢酸エ

チレンビニル、ポリ無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルトエステ

ル、およびポリ乳酸のような、生分解性の生体適合性ポリマーが使用され得る。

このような処方物の調製のための方法は、当該業者には明らかである。これらの

材料はまた、Ａｌｚａ  Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ  ａｎｄ  Ｎｏｖａ  Ｐｈａｒ

ｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ．から商業的に入手可能である。リポソーム懸

濁液（ウイルス抗原に対するモノクローナル抗体で感染させた細胞へ標的化され

るリポソームを含む）がまた、薬学的に受容可能なキャリアとして使用され得る

。これらは、例えば、米国特許第４，５２２，８１１号に記載されるような、当

業者に公知の方法に従って調製され得る。

      【０１８１】

  投与の容易さおよび投薬量の均一性のために、投薬単位形態で、経口組成物ま

たは非経口組成物を処方することが、特に有益である。本明細書で使用される投

薬単位形態は、処置される被験体のための単一の投薬量として適切な、物理的に

別個の単位をいい；各単位は、必要とされる薬学的キャリアとともに、所望の治

療的効果を生じるように計算された所定量の活性化合物を含む。本発明の投薬単

位形態についての詳細は、この活性化合物の固有の特性、および達成される特定

の治療効果によって決定され、そしてこれらに直接依存する。

      【０１８２】

  本発明の核酸分子は、ベクターに挿入され得、そして遺伝子治療ベクターとし
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て使用され得る。遺伝子治療ベクターは、被験体へ、例えば米国特許第５，７０

３，０５５号に記載されるような、多数の経路のいずれかによって送達され得る

。従って、送達はまた、例えば、静脈内注射、局所投与（米国特許第５，３２８

，４７０号を参照のこと）、または定位注射（例えば、Ｃｈｅｎら（１９９４）

ＰＮＡＳ  ９１：３０５４－３０５７を参照のこと）を含み得る。遺伝子治療ベ

クターの薬学的調製物には、受容可能な希釈剤中の遺伝子治療ベクターが挙げら

れ得、または遺伝子送達ビヒクルが組み込まれる徐放性マトリックスを含み得る

。あるいは、完全な遺伝子送達ベクターが、組換え細胞からインタクトで産生さ

れ得る場合（例えば、レトロウイルスベクター）、この薬学的調製物は、遺伝子

送達系を産生する１以上の細胞を含み得る。

      【０１８３】

  薬学的組成物は、投与のための使用説明書を伴って、容器、包装、またはディ

スペンサーに含まれ得る。

      【０１８４】

  （本発明の使用および方法）

  本明細書中に記載される核酸分子、タンパク質、タンパク質ホモログ、および

抗体が、以下の方法の１つ以上において使用され得る：（ａ）スクリーニングア

ッセイ；（ｂ）検出アッセイ（例えば、染色体マッピング、細胞および組織型決

定、司法生物学）、（ｃ）予測医学（例えば、診断アッセイ、予後アッセイ、臨

床試験モニタリング、および薬理ゲノミックス）；および（ｄ）処置方法（例え

ば、治療および予防）。従って、他の細胞性タンパク質と相互作用するＷｎｔ－

７Ｂ様タンパク質を、使用して、（ｉ）それぞれのタンパク質活性を調節し；（

ｉｉ）細胞の増殖を調節し；（ｉｉｉ）細胞の分化を調節し；そして（ｉｖ）細

胞の生存を調節する。

      【０１８５】

  本発明の単離された核酸分子は、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質を発現するために

（例えば、遺伝子治療適用の際に宿主細胞における組み換え発現ベクターを介し

て）使用され、Ｗｎｔ－７Ｂ様  ｍＲＮＡ（例えば、生物学的サンプルにおける

）またはＷｎｔ－７Ｂ様遺伝子における遺伝的病変を検出し得、かつ以下にさら
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に記載されるようなＷｎｔ－７Ｂ様活性を調節し得る。さらに、Ｗｎｔ－７Ｂ様

タンパク質は、Ｗｎｔ－７Ｂ様活性または発現を調節する薬物または化合物をス

クリーニングし、ならびにＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質の不十分かもしくは過剰な

産生（例えば、増殖障害または分化障害）あるいはＷｎｔ－７Ｂ様野生型タンパ

ク質と比較して減少または異常な活性を有するＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質形態の

産生のによって特徴づけられる障害を処置するために使用され得る。さらに、本

発明の抗Ｗｎｔ－７Ｂ様抗体は、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質を検出および単離し

、ならびにＷｎｔ－７Ｂ様活性を調節するために使用され得る。

      【０１８６】

  本発明は、さらに、上記のスクリーニングアッセイによって同定される新規の

薬剤および本明細書中に記載される処置のためのそれらの使用に関する。

      【０１８７】

  （スクリーニングアッセイ）

  本発明は、調節因子、すなわち、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質に結合するか、あ

るいは例えば、Ｗｎｔ－７Ｂ様発現またはＷｎｔ－７Ｂ様活性に対して刺激効果

または阻害効果を有する、候補化合物または候補薬剤、あるいは試験化合物また

は試験薬剤（例えば、ペプチド、ペプチド模倣物、低分子または他の薬物）を同

定するための方法（本明細書中において「スクリーニングアッセイ」とも称され

る）を提供する。

      【０１８８】

  １つの実施形態において、本発明は、Ｗｎｔ－７Ｂ様のタンパク質またはポリ

ペプチド、あるいはその生物学的に活性な部分に結合するか、またはそれらの活

性を調節する、候補化合物もしくは試験化合物をスクリーニングするためのアッ

セイを提供する。本発明の試験化合物は、当該分野において公知のコンビナトリ

アルライブラリー法における任意の多数のアプローチを使用して得られ得、これ

らのライブラリーには、以下が挙げられる：生物学的ライブラリー；空間的にア

クセス可能な平行固相もしくは溶液相ライブラリー；逆重畳を要する合成ライブ

ラリー法；「１ビーズ１化合物」ライブラリー法；およびアフィニティークロマ

トグラフィー選択を使用する合成ライブラリー法。生物学的ライブラリーアプロ
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ーチはペプチドライブラリーに限定されるが、他の４つのアプローチは、ペプチ

ド、非ペプチドオリゴマーもしくは化合物の低分子ライブラリーに適用可能であ

る（Ｌａｍ（１９９７）Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ  Ｄｒｕｇ  Ｄｅｓ  １２：１４

５）。

      【０１８９】

  分子ライブラリーの合成のための方法の例は、当該分野において、例えば以下

に見出され得る：ＤｅＷｉｔｔら（１９９３）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  

Ｓｃｉ  Ｕ．Ｓ．Ａ．９０：６９０９；Ｅｒｂら（１９９４）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔ

ｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  Ｕ．Ｓ．Ａ．９１：１１４２２；Ｚｕｃｋｅｒｍａｎｎ

ら（１９９４）Ｊ  Ｍｅｄ  Ｃｈｅｍ  ３７：２６７８；Ｃｈｏら（１９９３）

Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２６１：１３０３；Ｃａｒｒｅｌｌら（１９９４）Ａｎｇｅｗ

  Ｃｈｅｍ  Ｉｎｔ  Ｅｄ  Ｅｎｇｌ  ３３：２０５９；Ｃａｒｅｌｌら（１９

９４）Ａｎｇｅｗ  Ｃｈｅｍ  Ｉｎｔ  Ｅｄ  Ｅｎｇｌ  ３３：２０６１；およ

びＧａｌｌｏｐら（１９９４）Ｊ  Ｍｅｄ  Ｃｈｅｍ  ３７：１２３３。

      【０１９０】

  化合物のライブラリーは、溶液中で（例えば、Ｈｏｕｇｈｔｅｎ（１９９２）

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １３：４１２～４２１）、あるいはビーズ上（Ｌ

ａｍ（１９９１）Ｎａｔｕｒｅ  ３５４：８２～８４）、チップ上（Ｆｏｄｏｒ

（１９９３）Ｎａｔｕｒｅ  ３６４：５５５～５５６）、細菌（Ｌａｄｎｅｒ  

米国特許第５，２２３，４０９号）、胞子（Ｌａｄｎｅｒ  米国特許第５，２３

３，４０９号）、プラスミド（Ｃｕｌｌら（１９９２）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａ

ｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８９：１８６５～１８６９）またはファージ上（Ｓｃ

ｏｔｔおよびＳｍｉｔｈ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：３８６～３９０

；Ｄｅｖｌｉｎ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：４０４～４０６；Ｃｗｉ

ｒｌａら（１９９０）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  Ｕ．Ｓ．Ａ．８

７：６３７８～６３８２；Ｆｅｌｉｃｉ（１９９１）Ｊ  Ｍｏｌ  Ｂｉｏｌ  ２

２２：３０１～３１０；上記Ｌａｄｎｅｒ）において示され得る。

      【０１９１】

  １つの実施形態において、アッセイは細胞ベースのアッセイであり、ここで、
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膜結合形態のＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質、またはその生物学的に活性な部分を細

胞表面上に発現する細胞が、試験化合物と接触され、そしてこの試験化合物が、

Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質に結合する能力が、決定される。例えば、細胞は、哺

乳動物起源または酵母細胞であり得る。この試験化合物がＷｎｔ－７Ｂ様タンパ

ク質に結合する能力の決定は、例えば、その試験化合物を放射性同位体標識また

は酵素標識とカップリングさせて、その結果、この試験化合物のＷｎｔ－７Ｂ様

タンパク質またはその生物学的に活性な部分に対する結合が、複合体におけるそ

の標識化合物を検出することによって決定され得ることによって達成され得る。

例えば、試験化合物は、１２５Ｉ、３５Ｓ、１４Ｃ、または３Ｈで直接的または

間接的のいずれかで標識され得、そしてその放射性同位体が、放射線放射の直接

の計数により、またはシンチレーション計数により、検出され得る。あるいは、

試験化合物は、例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ

、またはルシフェラーゼで酵素的に標識され得、そしてこの酵素的標識が、適切

な基質の生成物への転換を決定することにより、検出され得る。１つの実施形態

において、このアッセイは、膜結合形態のＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質、またはそ

の生物学的に活性な部分をその細胞表面上に発現する細胞を、Ｗｎｔ－７Ｂ様と

結合する公知の化合物と接触させて、アッセイ混合物を形成する工程、このアッ

セイ混合物に試験化合物を接触させる工程、ならびにこの試験化合物がＷｎｔ－

７Ｂ様タンパク質と相互作用する能力を決定する工程を包含し、ここで、この試

験化合物がＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質と相互作用する能力を決定する工程が、こ

の試験化合物が、公知の化合物と比較して、Ｗｎｔ－７Ｂ様またはその生物学的

に活性な部分と優先的に結合する能力を決定する工程を包含する。

      【０１９２】

  別の実施形態において、アッセイは、細胞ベースのアッセイであり、これは、

膜結合形態のＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質またはその生物学的に活性な部分を細胞

表面上で発現する細胞を、試験化合物と接触させる工程、ならびにこの試験化合

物が、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質またはその生物学的に活性な部分の活性を調節

（例えば、刺激または阻害）する能力を決定する工程を包含する。この試験化合

物が、Ｗｎｔ－７Ｂ様またはその生物学的に活性な部分の活性を調節する能力の
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決定は、例えば、Ｗｎｔ－７Ｂ様相互作用タンパク質が、Ｗｎｔ－７Ｂ様標的分

子に結合またはこれら標的分子と相互作用する能力を決定することによって、達

成され得る。本明細書中において使用する場合には、「標的分子」とは、Ｗｎｔ

－７Ｂ様タンパク質が自然に結合または相互作用する分子であり、例えば、Ｗｎ

ｔ－７Ｂ様タンパク質を発現する細胞表面上の分子、第二の細胞表面上の分子、

細胞外環境中の分子、細胞膜の内部表面と会合する分子、または細胞質分子であ

る。Ｗｎｔ－７Ｂ様標的分子は、非Ｗｎｔ－７Ｂ様分子あるいは本発明のＷｎｔ

－７Ｂ様タンパク質またはポリペプチドである。１つの実施形態において、Ｗｎ

ｔ－７Ｂ様標的分子は、シグナル伝達経路の構成要素であり、これは、細胞膜を

通って細胞内への細胞外シグナル（例えば、化合物が膜結合Ｗｎｔ－７Ｂ様分子

に結合することにより発生するシグナル）の伝達を促進する。その標的は、例え

ば、触媒活性を有する第二の細胞内タンパク質、または下流シグナル分子のＷｎ

ｔ－７Ｂ様との会合を容易にするタンパク質であり得る。

      【０１９３】

  Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質がＷｎｔ－７Ｂ様標的分子に結合するかまたはその

標的分子と相互作用する能力の決定は、直接的結合を決定するための上記方法の

１つにより、達成され得る。１つの実施形態において、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク

質がＷｎｔ－７Ｂ様標的分子に結合するかまたはその標的分子と相互作用する能

力の決定は、その標的分子の活性を決定することにより、達成され得る。例えば

、この標的分子の活性は、その標的の細胞セカンドメッセンジャー（すなわち、

細胞内Ｃａ２＋、ジアシルグリセロール、ＩＰ３など）の誘導を検出すること、

適切な基質への標的の触媒活性／酵素活性を検出すること、レポーター遺伝子（

検出可能なマーカー（例えば、ルシフェラーゼ）をコードする核酸に作動的に連

結されたＷｎｔ－７Ｂ様応答性調節エレメントを含む）の誘導を検出すること、

または細胞応答（例えば、細胞生存度、細胞分化、または細胞増殖）を検出する

ことにより、決定され得る。

      【０１９４】

  なお別の実施形態において、本発明のアッセイは、無細胞アッセイであり、Ｗ

ｎｔ－７Ｂ様タンパク質またはその生物学的に活性な部分を試験化合物に接触さ
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せる工程、ならびにその試験化合物がＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質またはその生物

学的に活性な部分と結合する能力を決定する工程を包含する。この試験化合物の

、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質への結合は、上記のように、直接的または間接的に

のいずれかで決定され得る。１つの実施形態において、このアッセイは、Ｗｎｔ

－７Ｂ様タンパク質またはその生物学的に活性な部分を、Ｗｎｔ－７Ｂ様を結合

する公知の化合物に接触させて、アッセイ混合物を形成する工程、このアッセイ

混合物を試験化合物に接触させる工程、ならびにその試験化合物がＷｎｔ－７Ｂ

様タンパク質と相互作用する能力を決定する工程を包含し、ここで、この試験化

合物がＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質と相互作用する能力を決定する工程は、この試

験化合物が、公知の化合物と比較して、Ｗｎｔ－７Ｂ様、またはその生物学的に

活性な部分と優先的に相互作用する能力を決定する工程を包含する。

      【０１９５】

  別の実施形態において、アッセイは、無細胞アッセイであり、Ｗｎｔ－７Ｂ様

タンパク質またはその生物学的に活性な部分を試験化合物と接触させる工程、な

らびにその試験化合物がＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質またはその生物学的に活性な

部分の活性を調節（例えば、刺激または阻害）する能力を決定する工程を包含す

る。この試験化合物がＷｎｔ－７Ｂ様の活性を調節する能力の決定は、例えば、

Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質が、Ｗｎｔ－７Ｂ様標的分子に結合する能力を、直接

的結合の決定のための上記方法の１つによって決定することにより、達成され得

る。代替の実施形態において、この試験化合物がＷｎｔ－７Ｂ様の活性を調節す

る能力の決定は、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質が、Ｗｎｔ－７Ｂ様標的分子をさら

に調節する能力を決定することにより、達成され得る。例えば、この標的分子の

適切な基質に対する触媒活性／酵素活性は、上に記載のように決定され得る。

      【０１９６】

  なお別の実施形態において、無細胞アッセイは、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質ま

たはその生物学的に活性な部分を、Ｗｎｔ－７Ｂ様に結合する公知の化合物に接

触させてアッセイ混合物を形成する工程、このアッセイ混合物を試験化合物と接

触させる工程、ならびにこの試験化合物がＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質と相互作用

する能力を決定する工程を包含し、ここで、この試験化合物がＷｎｔ－７Ｂ様タ
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ンパク質と相互作用する能力の決定は、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質が、Ｗｎｔ－

７Ｂ様標的分子と優先的に結合するか、またはその標的分子の活性を調節する能

力を決定する工程を包含する。

      【０１９７】

  本発明の無細胞アッセイは、Ｗｎｔ－７Ｂ様の、可溶性の形態または膜結合形

態の両方の使用に受け入れられる。膜結合形態のＷｎｔ－７Ｂ様を含む無細胞ア

ッセイの場合には、Ｗｎｔ－７Ｂ様の膜結合形態が溶液中に維持されるように、

可溶化剤を利用することが所望され得る。このような可溶化剤の例には、非イオ

ン性界面活性剤（例えば、ｎ－オクチルグルコシド、ｎ－ドデシルグルコシド、

ｎ－ドデシルマルトシド、オクタノイル－Ｎ－メチルグルカミド、デカノイル－

Ｎ－メチルグルカミド、Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１００、Ｔｒｉｔｏｎ（

登録商標）Ｘ－１１４、Ｔｈｅｓｉｔ（登録商標）、イソトリデシルポリ（エチ

レングリコールエーテル）ｎ（Ｉｓｏｔｒｉｄｅｃｙｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎ

ｅ  ｇｌｙｃｏｌ  ｅｔｈｅｒ）ｎ）、Ｎ－ドデシル－Ｎ，Ｎ－ジメチル－３－

アンモニオ－１－プロパンスルホネート、３－（３－コラミドプロピル）ジメチ

ルアンモニオ－１－プロパンスルホネート（３－（３－ｃｈｏｌａｍｉｄｏｐｒ

ｏｐｙｌ）ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｉｎｉｏｌ－１－ｐｒｏｐａｎｅ  ｓｕｌｆ

ｏｎａｔｅ）（ＣＨＡＰＳ）、または３－（３－コラミドプロピル）ジメチルア

ンモニオ－２－ヒドロキシ－１－プロパンスルホネート（３－（３－ｃｈｏｌａ

ｍｉｄｏｐｒｏｐｙｌ）ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｉｎｉｏｌ－２－ｈｙｄｒｏｘ

ｙ－１－ｐｒｏｐａｎｅ  ｓｕｌｆｏｎａｔｅ）（ＣＨＡＰＳＯ）、が挙げられ

る。

      【０１９８】

  本発明の上記アッセイ方法の１つより多い実施形態において、Ｗｎｔ－７Ｂ様

、またはその標的分子のいずれかを固定して、そのタンパク質の一方または両方

の非複合形態からの複合形態の分離を促進し、そしてそのアッセイの自動化に適

用させることが、所望され得る。試験化合物の、Ｗｎｔ－７Ｂ様への結合、また

は候補化合物の存在下および非存在下での、Ｗｎｔ－７Ｂ様の標的分子との相互

作用は、これらの反応物を収容するために適切な任意の容器内で、達成され得る
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。このような容器の例には、マイクロタイタープレート、試験管、および微小遠

心管が挙げられる。１実施形態において、そのタンパク質の一方または両方がマ

トリックスに結合することを可能にするドメインを付加する融合タンパク質が、

提供され得る。例えば、ＧＳＴ－Ｗｎｔ－７Ｂ様融合タンパク質またはＧＳＴ標

的融合タンパク質は、グルタチオンセファロースビーズ（Ｓｉｇｍａ  Ｃｈｅｍ

ｉｃａｌ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）またはグルタチオン誘導体化マイクロタイ

タープレート上に吸着され得、次いでこれらは、試験化合物と合わせられるか、

あるいは試験化合物および吸着されない標的タンパク質、またはＷｎｔ－７Ｂ様

タンパク質のいずれかと合わせられ、そしてこの混合物が、複合体形成に貢献す

る条件下（例えば、塩およびｐＨに関して生理学的条件）でインキュベートされ

る。インキュベーションに続いて、ビーズまたはマイクロタイタープレートウェ

ルを洗浄して、結合していないあらゆる成分を除去し、ビーズの場合にはマトリ

ックスを固定し、例えば上記のように、複合体を直接的または間接的のいずれか

で決定する。あるいは、複合体がマトリックスから解離され得、そしてＷｎｔ－

７Ｂ様の結合レベルまたは活性レベルを、標準的な技術を使用して決定し得る。

      【０１９９】

  タンパク質をマトリックスに固定するための他の技術がまた、本発明のスクリ

ーニングアッセイにおいて使用され得る。例えば、Ｗｎｔ－７Ｂ様、またはその

標的分子のいずれかが、ビオチンとストレプトアビジンとの結合体化を利用して

、固定され得る。ビオチン化Ｗｎｔ－７Ｂ様、または標的分子は、当該分野にお

いて周知の技術（例えば、ビオチン化キット、Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ

ｓ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、Ｉｌｌ．）を使用して、ビオチン－ＮＨＳ（Ｎ－ヒドロ

キシ－スクシンイミド）から調製され得、そしてストレプトアビジン被覆した９

６ウェルのプレート（Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ）のウェルに固定され得

る。あるいは、Ｗｎｔ－７Ｂ様、または標的分子と反応性であるがＷｎｔ－７Ｂ

様タンパク質のその標的分子への結合を妨害しない抗体が、そのプレートのウェ

ルに誘導体化され得、そして結合していない標的またはＷｎｔ－７Ｂ様が、抗体

結合体化によってウェル内にトラップされ得る。このような複合体を検出するた

めの方法には、ＧＳＴ固定複合体に関しての上記のものに加えて、Ｗｎｔ－７Ｂ
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様、または標的分子と反応性の抗体を使用する複合体の免疫検出、ならびにＷｎ

ｔ－７Ｂ様、または標的分子に関する酵素活性の検出に依存する酵素結合アッセ

イが挙げられる。

      【０２００】

  別の実施形態において、Ｗｎｔ－７Ｂ様発現のモジュレーターは、細胞を候補

化合物と接触させ、そして細胞中のＷｎｔ－７Ｂ様ｍＲＮＡまたはタンパク質の

発現を決定する方法において同定される。候補化合物の存在下でのＷｎｔ－７Ｂ

様ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現レベルは、候補化合物の非存在下でのＷｎｔ

－７Ｂ様ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現レベルと比較される。次いで、候補化

合物は、この比較に基づいて、Ｗｎｔ－７Ｂ様発現のモジュレーターとして同定

され得る。例えば、Ｗｎｔ－７Ｂ様ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現が候補化合

物の非存在下よりも、その存在下における方が大きい（統計的に有意に大きい）

場合、この候補化合物は、Ｗｎｔ－７Ｂ様ｍＲＮＡまたはタンパク質の発現の刺

激物質として同定される。あるいは、Ｗｎｔ－７Ｂ様ｍＲＮＡまたはタンパク質

の発現が候補化合物の非存在下よりもその存在下の方が少ない（統計的に有意に

少ない）場合、この候補化合物は、Ｗｎｔ－７Ｂ様ｍＲＮＡまたはタンパク質の

発現のインヒビターとして同定される。細胞中のＷｎｔ－７Ｂ様ｍＲＮＡまたは

タンパク質の発現レベルは、Ｗｎｔ－７Ｂ様ｍＲＮＡまたはタンパク質を検出す

るために本明細書中に記載の方法によって決定され得る。

      【０２０１】

  本発明のなお別の局面において、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質は、ツーハイブリ

ッドアッセイまたはスリーハイブリッドアッセイにおいて「ベイト（ｂａｉｔ）

タンパク質」として使用されて（例えば、米国特許第５，２８３，３１７号；Ｚ

ｅｒｖｏｓら（１９９３）Ｃｅｌｌ  ７２：２２３－２３２；Ｍａｄｕｒａら（

１９９３）Ｊ  Ｂｉｏｌ  Ｃｈｅｍ  ２６８：１２０４６－１２０５４；Ｂａｒ

ｔｅｌら（１９９３）ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １４：９２０－９２４；Ｉ

ｗａｂｕｃｈｉら（１９９３）Ｏｎｃｏｇｅｎｅ  ８：１６９３－１６９６；お

よびＢｒｅｎｔ  ＷＯ９４／１０３００を参照のこと）、Ｗｎｔ－７Ｂ様に結合

するか、またはこれと相互作用し、そしてＷｎｔ－７Ｂ様活性を調節する他のタ
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ンパク質（「Ｗｎｔ－７Ｂ様結合タンパク質」または「Ｗｎｔ－７Ｂ様－ｂｐ」

）を同定し得る。このようなＷｎｔ－７Ｂ様結合タンパク質はまた、例えば、Ｗ

ｎｔ－７Ｂ様経路の上流または下流エレメントとしてＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質

によるシグナル伝達に関与するようである。

      【０２０２】

  ツーハイブリッドシステムは、分離可能なＤＮＡ結合ドメインおよび活性化ド

メインからなる、大部分の転写因子のモジュール的性質に基づく。簡潔には、こ

のアッセイは、２つの異なるＤＮＡ構築物を利用する。一方の構築物においては

、Ｗｎｔ－７Ｂ様をコードする遺伝子が公知の転写因子（例えば、ＧＡＬ－４）

のＤＮＡ結合ドメインをコードする遺伝子に融合される。他方の構築物において

は、ＤＮＡ配列のライブラリー由来の、未同定タンパク質（「プレイ」または「

サンプル」）をコードするＤＮＡ配列が、公知の転写因子の活性化ドメインをコ

ードする遺伝子に融合される。「ベイト」および「プレイ」タンパク質がインビ

ボで相互作用して、Ｗｎｔ－７Ｂ様依存的複合体を形成し得る場合、この転写因

子のＤＮＡ結合ドメインおよび活性化ドメインは、非常に近くにある。近位にあ

ることにより、転写因子に応答性の転写調節部位に作動可能に連結されたレポー

ター遺伝子（例えば、ＬａｃＺ）の転写を可能にする。レポーター遺伝子の発現

が検出され得、そして機能的転写因子を含む細胞コロニーが、単離され得、そし

てＷｎｔ－７Ｂ様と相互作用するタンパク質をコードするクローニングされた遺

伝子を得るために使用され得る。

      【０２０３】

  本発明はさらに、上記のスクリーニングアッセイにより同定される新規な薬剤

および本明細書中に記載の処置のためのこの薬剤の使用に関する。

      【０２０４】

  （検出アッセイ）

  本明細書中で同定されるｃＤＮＡ配列の部分またはフラグメント（および対応

する完全な遺伝子配列）は、ポリヌクレオチド試薬として多くの方法で使用され

得る。例えば、これらの配列を使用して、（ｉ）染色体上にそれぞれの遺伝子を

マッピングし得；従って遺伝病と関連する遺伝子領域を位置決定し得る；（ｉｉ
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）微量の生物学的サンプルから個体を同定し得る（組織型決定）；および（ｉｉ

ｉ）生物学的サンプルの法医学的識別を助け得る。これらの適用は、以下の節に

おいて記載される。

      【０２０５】

  （染色体マッピング）

  一旦遺伝子の配列（または配列の一部分）が単離されると、この配列を用いて

染色体上に遺伝子の位置をマッピングし得る。このプロセスは、染色体マッピン

グと呼ばれる。従って、本明細書中に記載のＷｎｔ－７Ｂ様配列の一部またはフ

ラグメントを用いて、それぞれ、Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子の位置を染色体上にマッ

ピングし得る。Ｗｎｔ－７Ｂ様配列を染色体にマッピングすることは、これらの

配列と、疾患に関連する遺伝子とを相関付ける際の重要な第一歩である。

      【０２０６】

  簡潔には、Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子は、Ｗｎｔ－７Ｂ様配列からＰＣＲプライマ

ー（好ましくは、１５～２５ｂｐの長さ）を調製することにより染色体にマッピ

ングされ得る。Ｗｎｔ－７Ｂ様配列のコンピューター分析を用いて、ゲノムＤＮ

Ａにおける１つより多いエキソンにまたがらないプライマーを迅速に選択し得、

従って、増幅プロセスを複雑にし得る。次いで、これらのプライマーは、個々の

ヒト染色体を含む体細胞ハイブリッドのＰＣＲスクリーニングのために使用され

得る。Ｗｎｔ－７Ｂ様配列に対応するヒト遺伝子を含むハイブリッドのみが増幅

されたフラグメントを生じる。

      【０２０７】

  体細胞ハイブリッドは、異なる哺乳動物由来の体細胞（例えば、ヒトおよびマ

ウス細胞）を融合することにより調製される。ヒトおよびマウス細胞のハイブリ

ッドが増殖および分裂するにつれ、それらは、無作為な順序で徐々にヒト染色体

を失うが、マウス染色体を維持する。特定の酵素を欠くことから、マウス細胞は

増殖できないが、ヒト細胞は増殖できる培地を使用することにより、必要な酵素

をコードする遺伝子を含む１つのヒト染色体が維持される。種々の培地を使用す

ることによって、ハイブリッド細胞株のパネルが確立され得る。パネルにおける

各細胞株は、単一のヒト染色体または少数のヒト染色体のいずれかおよびマウス
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染色体の完全なセットを含み、これにより、個々の遺伝子を特定のヒト染色体に

マッピングすることが容易に可能になる（Ｄ’Ｅｕｓｔａｃｈｉｏら（１９８３

）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２２０：９１９－９２４）。ヒト染色体のフラグメントのみ

を含む体細胞ハイブリッドはまた、転座および欠失を伴うヒト染色体を使用する

ことにより生成され得る。

      【０２０８】

  体細胞ハイブリッドのＰＣＲマッピングは、特定の染色体に特定の配列を割り

当てるための迅速な手順である。１つのサーマルサイクラーを用いて一日に３つ

以上の配列が割り当てられ得る。Ｗｎｔ－７Ｂ様配列を使用して、オリゴヌクレ

オチドプライマーを設計すると、下位位置決定（ｓｕｂｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏ

ｎ）は、特定の染色体由来のフラグメントのパネルを用いて達成され得る。

      【０２０９】

  中期染色体スプレッドに対するＤＮＡ配列の蛍光インサイチュハイブリダイゼ

ーション（ＦＩＳＨ）をさらに使用して、一工程で正確な染色体位置を提供し得

る。染色体スプレッドは、コルセミド（染色体紡錘体を破壊する）のような化学

物質により分裂が中期においてブロックされた細胞を使用して行われ得る。この

染色体は、トリプシンで短時間処理され得、次いで、ギムザ染色され得る。薄い

バンドおよび濃いバンドのパターンが各染色体で発生し、その結果、これらの染

色体は、個々に同定され得る。ＦＩＳＨ技術は、５００または６００塩基ほどの

短さのＤＮＡ配列と共に使用され得る。しかし、１，０００塩基より大きなクロ

ーンは、簡単な検出に十分なシグナル強度で、独特の染色体位置に結合する可能

性がより高い。好ましくは、１，０００塩基、そしてより好ましくは、２，００

０塩基が、妥当な時間量で良好な結果を得るために十分である。この技術の総説

については、Ｖｅｒｍａら、ＨＵＭＡＮ  ＣＨＲＯＭＯＳＯＭＥＳ：Ａ  ＭＡＮ

ＵＡＬ  ＯＦ  ＢＡＳＩＣ  ＴＥＣＨＮＩＱＵＥＳ（Ｐｅｒｇａｍｏｎ  Ｐｒｅ

ｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ  １９８８）を参照のこと。

      【０２１０】

  染色体マッピングの試薬は、単一の染色体またはその染色体上の単一部位をマ

ークするために個々に使用され得るか、または試薬のパネルは、複数部位および
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／または複数染色体をマークするために使用され得る。遺伝子の非コード領域に

対応する試薬は、実際に、マッピング目的のために好ましい。コード配列は、遺

伝子ファミリー内に保存される可能性がより高く、従って、染色体マッピングの

間に交叉ハイブリダイゼーションの機会が増大する。

      【０２１１】

  一旦、配列が正確な染色体位置にマッピングされると、その配列の染色体上の

物理的位置は、遺伝子マップデータと相関し得る。このようなデータは、例えば

、ＭｃＫｕｓｉｃｋ，ＭＥＮＤＥＬＩＡＮ  ＩＮＨＥＲＩＴＡＮＣＥ  ＩＮ  Ｍ

ＡＮ（Ｊｏｈｎｓ  Ｈｏｐｋｉｎｓ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｗｅｌｃｈ  Ｍｅ

ｄｉｃａｌ  Ｌｉｂｒａｒｙを通じてオンラインで入手可能）において見いださ

れる。次いで、同じ染色体領域にマッピングされる遺伝子と疾患との間の関係は

、例えば、Ｅｇｅｌａｎｄら（１９８７）Ｎａｔｕｒｅ，３２５：７８３－７８

７に記載される連鎖分析（物理的に隣接する遺伝子の同時遺伝）によって同定さ

れ得る。

      【０２１２】

  さらに、Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子と関連する疾患に罹患した個体と、この疾患に

罹患していない個体との間のＤＮＡ配列における差異が決定され得る。罹患した

個体のいくらかまたは全てにおいて変異が認められるが、非罹患個体のいずれに

おいても認められない場合、この変異は、特定の疾患の原因となる因子である可

能性が高い。罹患個体と非罹患個体の比較は、一般に、染色体における構造的変

化（例えば、染色体スプレッドから可視であるか、またはそのＤＮＡ配列に基づ

いたＰＣＲを用いて検出可能な欠失または転座）を最初に探すことを包含する。

最終的に、いくらかの個体に由来する遺伝子の完全な配列決定を行って、変異の

存在を確認し、かつ多型に由来する変異を識別し得る。

      【０２１３】

  （組織型決定（ｔｉｓｓｕｅ  ｔｙｐｉｎｇ））

  本発明のＷｎｔ－７Ｂ様配列はまた、わずかな生物学的サンプルから個体を識

別するために使用され得る。この技術において、個体のゲノムＤＮＡは、１つ以

上の制限酵素で消化され、そして同定のために独特のバンドを得るためにサザン
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ブロット上でプローブされる。本発明の配列は、ＲＦＬＰ（米国特許第５，２７

２，０５７号に記載の「制限フラグメント長多型」）のためのさらなるＤＮＡマ

ーカーとして有用である。

      【０２１４】

  さらに、本発明の配列を用いて、個体のゲノムの選択された部分について実際

の塩基ごとにＤＮＡ配列を決定する代替的技術を提供し得る。従って、本明細書

中に記載のＷｎｔ－７Ｂ様配列を用いて、配列の５’末端および３’末端から２

つのＰＣＲプライマーを調製し得る。次いで、これらのプライマーを使用して、

個体のＤＮＡを増幅し得、そして続いてこれを配列決定し得る。

      【０２１５】

  この様式で調製された、個体由来の対応するＤＮＡ配列のパネルは、各個体が

、対立遺伝子差異に起因するこのようなＤＮＡ配列の独特のセットを有するので

、唯一の個体識別を提供し得る。本発明の配列は、個体由来および組織由来の配

列のこのような識別を得るために使用され得る。本発明のＷｎｔ－７Ｂ様配列は

、ヒトゲノムの部分を独特に表す。対立遺伝子のバリエーションは、これらの配

列のコード領域においてある程度生じ、そして非コード領域においてより大きな

程度に生じる。個々のヒト間での対立遺伝子のバリエーションは、各５００塩基

につき約１回の頻度で生じると推定される。対立遺伝子のバリエーションの多さ

は、制限フラグメント長多型（ＲＦＬＰ）を含む単一ヌクレオチド多型（ＳＮＰ

）に起因する。

      【０２１６】

  本明細書中で記載の配列の各々は、標準（これに対して個体からのＤＮＡが識

別の目的で比較され得る）として使用され得る。より多くの多型が非コード領域

で生じるので、個体を区別するために、それほど多くの配列が必要であるわけで

はない。配列番号１の非コード配列は、おそらく１０～１，０００プライマーの

パネルを用いてポジティブな個体識別を不自由なく提供し得る。これらのプライ

マーは、各々が１００塩基の増幅された非コード配列を生じる。推定コード配列

が使用される場合、ポジティブな個体識別に関するプライマーのより多くの適切

な数は、５００～２，０００である。
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      【０２１７】

  Ｗｎｔ－７Ｂ様配列のさらなる用途は、生物学的サンプルにおける細胞型また

は組織型を同定することである。上記で議論したように、種々のＷｎｔ－７Ｂ様

遺伝子は１つ以上の細胞型において発現される。従って、１つ以上のＷｎｔ－７

Ｂ様遺伝子に由来するＲＮＡ分子の存在に基づいて細胞型が同定され得る。種々

のＷｎｔ－７Ｂ様遺伝子の組織分布は、以下の図１９～２３および実施例６～１

１において示され、そして議論される。

      【０２１８】

  （法医学的生物学におけるＷｎｔ－７Ｂ様配列の使用）

  ＤＮＡに基づく識別技術はまた、法医学的生物学において使用され得る。法医

学的生物学は、例えば、犯罪の加害者をポジティブに識別するための手段として

、犯罪現場で見出された生物学的証拠の遺伝子型決定を利用する科学分野である

。このような識別を行うために、ＰＣＲ技術を用いて非常に少量の生物学的サン

プル（例えば、犯罪現場で見出された毛髪もしくは皮膚のような組織、または血

液、唾液もしくは精液のような体液）から得られたＤＮＡ配列を増幅し得る。次

いで、増幅された配列は標準と比較され、それによって、生物学的サンプルの起

源の識別を可能にし得る。

      【０２１９】

  本発明の配列を使用して、ヒトゲノムにおける特定の遺伝子座に標的化され得

るポリヌクレオチド試薬（例えば、ＰＣＲプライマー）を提供し得る。このＰＣ

Ｒプライマーは、例えば、別の「識別マーカー」（すなわち、特定の個体に独特

な別のＤＮＡ配列）を提供することにより、ＤＮＡベースの法医学的識別の信頼

性を増大し得る。上記のように、実際の塩基配列情報は、制限酵素で生成したフ

ラグメントにより形成されるパターンに対する正確な代替手段として識別のため

に使用され得る。Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子の非コード領域に標的化される配列は、

より多くの多型が非コード領域に生じ、このことにより、この技術を使用して個

体を区別することがより容易になるので、この用途のために特に適切である。ポ

リヌクレオチド試薬の例としては、Ｗｎｔ－７Ｂ様配列またはその部分（例えば

、本明細書中に記載のＷｎｔ－７Ｂ様遺伝子の非コード領域に由来するフラグメ
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ント）が挙げられ得、この部分は、少なくとも２０塩基、好ましくは少なくとも

３０塩基の長さを有する。

      【０２２０】

  本明細書中に記載のＷｎｔ－７Ｂ様配列は、ポリヌクレオチド試薬（例えば、

インサイチュハイブリダイゼーション技術において使用され得る標識プローブま

たは標識可能プローブ）を提供して、特定の組織（例えば、脳組織など）を同定

するためにさらに使用され得る。これは、法医学的病理学者に未知の起源の組織

が提示された場合に非常に有用であり得る。このようなＷｎｔ－７Ｂ様プローブ

のパネルを使用して、種により、および／または起源の型により組織を同定し得

る。

      【０２２１】

  類似の様式で、これらの試薬（例えば、Ｗｎｔ－７Ｂ様プライマーまたはプロ

ーブ）を用いて、組織培養物を夾雑物質についてスクリーニングし得る（すなわ

ち、培養物中の異なる型の細胞の混在についてのスクリーニング）。

      【０２２２】

  （治療剤の生物学的効果の決定）

  本発明の種々の実施形態において、適切なインビトロまたはインビボアッセイ

を利用して、特定の治療剤の効果、およびその投与が罹患組織の処置を示すか否

かを決定する。

      【０２２３】

  種々の特定の実施形態において、インビトロアッセイが患者の障害に関与する

代表的な細胞型で行われ、所定の治療剤がこの細胞型に対して所望の効果を発揮

したか否かを決定し得る。治療において使用する化合物は、ヒト被験体において

試験する前に適切な動物モデル系において試験され得る。これらの動物モデル系

としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：ラット、マウス、ニワ

トリ、ウシ、サル、ウサギなど。同様に、インビボ試験については、当該分野で

公知の任意の動物モデル系が、ヒト被験体に対する投与の前に使用され得る。

      【０２２４】

  （悪性疾患）



(99) 特表２００３－５２９３５５

  Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質は、細胞膜に位置し、そして細胞の増殖および分化

の調節に関与すると考えられている。従って、本発明の治療剤は、細胞の過剰増

殖および／または細胞増殖の制御の欠損（例えば、癌、悪性疾患および腫瘍）に

関連する疾患または障害の治療的処置または予防的処置において有用であり得る

。そのような過剰増殖障害の総説について、例えば、Ｆｉｓｈｍａｎら、１９８

５、ＭＥＤＩＣＩＮＥ、第２版、Ｊ．Ｂ．Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ  Ｃｏ．、Ｐｈ

ｉｌａｄｅｌｐｈｉａ、ＰＡを参照のこと。

      【０２２５】

  本発明の治療剤を、悪性疾患および関連する障害の処置または予防における効

力について、当該分野内において公知の任意の方法によってアッセイし得る。そ

のようなアッセイとしては、形質転換された細胞または患者の腫瘍由来の細胞を

利用するインビトロアッセイ、ならびに癌または悪性疾患の動物モデルを使用す

るインビボアッセイが挙げられるが、これらに限定されない。潜在的に有効な治

療剤は、例えば、コントロールと比較して、培養物中での腫瘍由来細胞または形

質転換細胞の増殖を阻害するか、または動物モデルにおいて腫瘍の後退を生じる

治療剤である。

      【０２２６】

  本発明の実施において、一旦、悪性疾患または癌が、活性を調節すること（す

なわち、阻害するか、アンタゴナイズするか、またはアゴナイズする）による処

置に対して感受性であることが示されると、引き続いて、その癌または悪性疾患

が、タンパク質機能を調節するように作用する治療剤の投与によって処置または

予防され得る。

      【０２２７】

  （前悪性状態）

  癌または悪性疾患の治療または予防処置において有効な本発明の治療剤はまた

、前悪性状態の処置のために、および／または前悪性から新生物状態もしくは悪

性疾患状態への進行を防ぐために投与され得る。そのような予防的用途または治

療的用途が、新生物または癌への先行する進行が知られているか、またはそれが

疑われる状態（特に、過形成、化生、または最も詳細には、異形成からなる非新
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生物細胞増殖が生じた場合）において、示される。そのような異常な細胞増殖の

総説について、例えば、Ｒｏｂｂｉｎｓ＆Ａｎｇｅｌｌ、１９７６、ＢＡＳＩＣ

  ＰＡＴＨＯＬＯＧＹ、第２版、Ｗ．Ｂ．Ｓａｕｎｄｅｒｓ  Ｃｏ．、Ｐｈｉｌ

ａｄｅｌｐｈｉａ、ＰＡを参照のこと。

      【０２２８】

  過形成は、細胞の構造または機能における有意な変化なしに、組織または器官

における細胞数の増加を含む、制御された細胞の増殖の形態である。例えば、子

宮内膜の過形成は、しばしば子宮内膜癌に進行することが実証されている。化生

は、成熟した細胞または十分に分化した細胞の１つの型が、成熟した細胞の別の

型に置換する、制御された細胞増殖の形態である。化生は、上皮細胞または結合

組織細胞において生じ得る。異形成は、一般に癌の前駆体であると考えられ、そ

して上皮において主に見出される。異形成は、非新生物細胞増殖の最も無秩序な

形態であり、個々の細胞の均一性および細胞の構築上の配向の損失を含む。異形

成は、慢性の刺激または炎症が存在する場所で特徴的に生じ、そしてしばしば、

頸部、気道、口腔、および胆嚢において見出される。

      【０２２９】

  あるいは、または過形成、化生もしくは異形成として特徴付けられる異常な細

胞増殖の存在に加えて、患者由来の細胞サンプル内で、インビボまたはインビト

ロのいずれかで示される形質転換表現型または悪性疾患表現型の１つ以上の特徴

の存在が、上記のタンパク質の活性を調節する能力を有する治療剤の予防的／治

療的投与の望ましさの指標である。形質転換された表現型の特徴としては、以下

が挙げられるが、これらに限定されない：（ｉ）形態学的変化；（ｉｉ）よりゆ

るい、下層への付着；（ｉｉｉ）細胞間接触阻害の喪失；（ｉｖ）足場依存性の

喪失；（ｖ）プロテアーゼ放出；（ｖｉ）増加した糖輸送；（ｖｉｉ）減少した

血清要求性；（ｖｉｉｉ）胎児抗原の発現；（ｉｘ）２５０ｋＤａ細胞表面タン

パク質の消滅など。例えば、Ｒｉｃｈａｒｄｓら、１９８６、ＭＯＬＥＣＵＬＡ

Ｒ  ＰＡＴＨＯＬＯＧＹ、Ｗ．Ｂ．Ｓａｕｎｄｅｒｓ  Ｃｏ．、Ｐｈｉｌａｄｅ

ｌｐｈｉａ、ＰＡを参照のこと。

      【０２３０】
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  本発明の特定の実施形態において、悪性疾患についての以下の素因の１つ以上

を示す患者が、治療剤の有効量の投与によって処置される：（ｉ）悪性疾患に関

連する染色体転座（例えば、慢性骨髄性白血病についてのフィラデルフィア染色

体（ｂｃｒ／ａｂｌ）および濾胞性リンパ腫についてのｔ（１４；１８）など）

；（ｉｉ）家族性ポリープ症またはガードナー症候群（結腸癌の可能性のある前

兆）；（ｉｉｉ）未確認の重要性の単一クローン性高ガンマグロブリン血症（多

発性骨髄腫の可能性のある前駆体）；ならびに（ｖｉ）メンデル（遺伝子）遺伝

パターンを示す癌または前癌疾患（例えば、結腸の家族性ポリープ症、ガードナ

ー症候群、遺伝性外骨腫症、多発性内分泌腺腫症（ｐｏｌｙｅｎｄｏｃｒｉｎｅ

  ａｄｅｎｏｍａｔｏｓｉｓ）、ポイツ－ジェガーズ症候群、フォン・レックリ

ングハウゼン病の神経線維腫症、アミロイド産生および褐色細胞腫をともなう甲

状腺髄様癌（ｍｅｄｕｌｌａｒｙ  ｔｈｙｒｏｉｄ  ｃａｒｉｃｉｎｏｍａ）、

網膜芽細胞腫、頸動脈小体腫瘍、皮膚の黒色癌、眼内の黒色癌、色素性乾皮症、

毛細血管拡張性運動失調、チェディアック－東症候群、白子症、ファンコーニ再

生不良性貧血およびブルーム症候群）を有する人の一親等。

      【０２３１】

  別の実施形態において、本発明の治療剤が、ヒト患者に投与されて、乳癌、結

腸癌、肺癌、膵臓癌、または子宮癌、あるいは黒色腫または肉腫の進行を防ぐ。

      【０２３２】

  （過剰増殖性障害および異常増殖性（ｄｙｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ）障

害）

  本発明の１つの実施形態において、治療剤が、過剰増殖性障害または良性の異

常増殖性障害の治療的処置または予防的処置において投与される。過剰増殖性疾

患または障害の処置または予防における本発明の治療剤の効力が、当該分野にお

いて公知の任意の方法によってアッセイされ得る。そのようなアッセイとしては

、インビトロの細胞増殖アッセイ、過剰増殖性疾患または障害の動物モデルを使

用するインビトロまたはインビボアッセイなどが挙げられる。潜在的に効果的な

治療剤は、例えば、コントロールとの比較において、培養物中の細胞増殖を促進

し得るか、あるいは動物モデルにおける増殖または細胞増殖を生じ得る。
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      【０２３３】

  本発明の特定の実施形態は、肝臓の肝硬変（瘢痕が、通常の肝臓再生プロセス

を上回る状態）；瘢痕プロセスが通常の再生を妨げる、皮膚の形状を損じること

を生じるケロイド（過形成性瘢痕）形成の処置；乾癬（皮膚の過剰な増殖および

適切な細胞運命の決定の遅延によって特徴付けられる一般的な皮膚の状態）；良

性腫瘍；線維性嚢状態および組織肥厚（例えば、良性膵臓肥厚）の処置または予

防に関する。

      【０２３４】

  （神経変性障害）

  Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質は、細胞成熟の脱調節およびアポトーシス（この両

方が神経変性疾患の特徴である）に関係する。従って、本発明の治療剤（限定さ

れることはないが、特に上記のタンパク質の活性を調節（または供給）する治療

剤）が、神経変性疾患の処置または予防において効果的であり得る。神経変性障

害に関与する上記のタンパク質の活性を調節する本発明の治療剤を、そのような

神経変性疾患および障害を処置または予防することにおける効力について、当該

分野において公知の任意の方法によってアッセイし得る。そのようなアッセイと

しては、調節された細胞成熟もしくはアポトーシスの阻害についてのインビトロ

アッセイ、または神経変性疾患もしくは障害の動物モデルを使用するインビボア

ッセイ、あるいは以下に記載する任意のアッセイが挙げられる。潜在的に効果的

な治療剤は、例えば限定されないが、コントロールと比較して、調節された細胞

成熟を促進するか、培養物中の細胞アポトーシスを防ぐか、あるいは動物モデル

における神経変性を減少する。

      【０２３５】

  一旦、神経変性疾患または障害が、調節活性による処置に対して感受性である

ことが示されると、その神経変性疾患または障害が、活性を調節する治療剤の投

与によって処置または予防され得る。そのような疾患としては、加齢に関与する

全ての変性性障害（特に、変形性関節症および神経変性障害）が挙げられる。

      【０２３６】

  （器官移植に関連する障害）
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  Ｗｎｔ－７Ｂ様は、器官移植に関連する障害（特に、限定されないが、器官拒

絶反応）に関係する。本発明の治療剤（特に、活性を調節（または供給）する治

療剤）は、器官移植に関連する疾患または障害の処置または予防において効果的

であり得る。本発明の治療剤（特に、上記タンパク質のレベルまたは活性を調節

する治療剤）は、器官移植に関連するこのような疾患および障害の処置または予

防における効力について、当該分野で公知の任意の方法によってアッセイされ得

る。このようなアッセイとしては、下記のような細胞培養モデルを使用するイン

ビトロアッセイ、または器官移植に関連する疾患および障害の動物モデルを使用

するインビボアッセイが挙げられ、例えば、以下を参照のこと。潜在的に効果的

な治療剤は、例えば、限定されないが、コントロールと比較して、動物モデルに

おける免疫拒絶応答を減少する。

      【０２３７】

  従って、一旦、器官移植に関連する疾患および障害が、活性の調節による処置

に対して感受性であることが示されると、このような疾患または障害は、活性を

調節する治療剤の投与によって処置または予防され得る。

      【０２３８】

  （心臓血管疾患）

  Ｗｎｔ－７Ｂ様は、アテローム性動脈硬化症のプラーク形成を含む、心臓血管

障害に関係する。心臓血管疾患（脳血栓症または脳出血を含む）、虚血性心疾患

または虚血性腎疾患、末梢血管疾患、または他の主要な血管の血栓症、および他

の疾患（真性糖尿病、高血圧、甲状腺機能不全、コレステロールエステル貯蔵病

、全身性エリテマトーデス、ホモシステイン症（ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅｍｉ

ａ）、および家族性のタンパク質または脂質プロセシング疾患などを含む）のよ

うな疾患は、アテローム性動脈硬化症に直接的または間接的のいずれかで関連す

る。従って、本発明の治療剤（特に、活性または形成を調節（または供給）する

治療剤）は、アテローム性動脈硬化症に関連する疾患または障害の処置または予

防に有効であり得る。本発明の治療剤（特に、レベルまたは活性を調節する治療

剤）は、このような疾患および障害の処置または予防における効力について、当

該分野で公知の任意の方法（以下に記載の方法を含む）によってアッセイされ得
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る。

      【０２３９】

  広範な動物モデルおよび細胞培養モデルが、アテローム性動脈硬化症に関与す

るプロセスのために存在する。動物モデルの限定的かつ非排他的な列挙としては

、以下が挙げられる：早発性アテローム性動脈硬化症についてのノックアウトマ

ウス（ＫｕｒａｂａｙａｓｈｉおよびＹａｚａｋｉ，１９９６、Ｉ．Ａｎｇｉｏ

ｌ．１５：１８７－１９４）、アテローム動脈硬化症のトランスジェニックマウ

スモデル（Ｋａｐｐｅｌら、１９９４、ＦＡＳＥＢ  Ｊ．８：５８３－５９２）

、動物モデルのアンチセンスオリゴヌクレオチド処置（Ｃａｌｌｏｗ，１９９５

、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｃａｒｄｉｏｌ．１０：５６９－５７６）、アテローム

性動脈硬化症についてのトランスジェニックウサギモデル（Ｔａｙｌｏｒ，１９

９７，Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ  ８１１：１４６－１５２）、高コレ

ステロール血症動物モデル（Ｒｏｓｅｎｆｅｌｄ，１９９６，Ｄｉａｂｅｔｅｓ

  Ｒｅｓ．Ｃｌｉｎ．Ｐｒａｃｔ．３０（補遺）：１－１１）、高脂血症マウス

（Ｐａｉｇｅｎら、１９９４、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｌｉｐｉｄｏｌ．５：２５

８－２６４）、および動物におけるリポキシゲナーゼの阻害（Ｓｉｇａｌら、１

９９４、Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．７１４：２１１－２２４）。さら

に、インビトロ細胞モデルとしては、以下が挙げられるが、これらに限定されな

い：低密度リポタンパク質に曝露された単球（Ｆｒｏｓｔｅｇａｒｄら、１９９

６、Ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ  １２１：９３－１０３）、クローン化さ

れた血管平滑筋細胞（Ｓｕｔｔｌｅｓら、１９９５、Ｅｘｐ．Ｃｅｌｌ  Ｒｅｓ

．２１８：３３１－３３８）、内皮細胞由来の化学誘引物質に曝されたＴ細胞（

Ｋａｔｚら、１９９４、Ｊ．Ｌｅｕｋｏｃ．Ｂｉｏｌ．５５：５６７－５７３）

、培養されたヒト大動脈内皮細胞（Ｆａｒｂｅｒら、１９９２、Ａｍ．Ｊ．Ｐｈ

ｙｓｉｏｌ．２６２：Ｈ１０８８－１０８５）、および泡沫細胞培養物（Ｌｉｂ

ｂｙら、１９９６、Ｃｕｒｒ  Ｏｐｉｎ  Ｌｉｐｉｄｏｌ  ７：３３０－３３５

）。潜在的に効果的な治療剤は、例えば、限定されないが、コントロールと比較

して、細胞培養モデルにおける泡沫細胞形成、またはアテローム性動脈硬化症の

高コレステロール血症マウスモデルにおけるアテローム性動脈硬化症のプラーク
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形成を減少する。

      【０２４０】

  従って、一旦、アテローム性動脈硬化症に関連する疾患または障害が、活性ま

たは形成の調節による処置に対して感受性であることが示されると、この疾患ま

たは障害は、活性を調節する治療剤の投与によって処置または予防され得る。

      【０２４１】

  （サイトカインおよび細胞増殖／分化活性）

  本発明のＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質は、サイトカイン活性、細胞増殖活性（誘

導するか、または阻害するかのいずれか）、または細胞分化活性（誘導するか、

または阻害するかのいずれか）を示し得るか、あるいは特定の細胞集団における

他のサイトカインの産生を誘導し得る。全ての既知のサイトカインを含む、現在

までに発見された多くのタンパク質因子は、因子依存性の１以上の細胞増殖アッ

セイにおいて活性を示し、従って、これらのアッセイは、サイトカイン活性の簡

便な確認法として役立つ。本発明のタンパク質の活性は、以下を含むが、これら

に限定されない細胞株についての多くの従来の因子依存性細胞増殖アッセイの任

意の１つによって確認される：３２Ｄ、ＤＡ２、ＤＡ１Ｇ、Ｔ１０、Ｂ９、Ｂ９

／１１、ＢａＦ３、ＭＣ９／Ｇ、Ｍ＋（ｐｒｅＢ  Ｍ＋）、２Ｅ８、ＲＢ５、Ｄ

Ａ１、１２３、Ｔ１１６５、ＨＴ２、ＣＴＬＬ２、ＴＦ－１、Ｍｏ７ｅおよびＣ

ＭＫ。

      【０２４２】

  本発明のタンパク質の活性は、数ある手段でもとりわけ、以下の方法によって

測定され得る：以下に記載されるアッセイを含むが、これらに限定されない、Ｔ

細胞増殖または胸腺細胞増殖についてのアッセイ：ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯ

ＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ，Ｃｏｌｉｇａｎら編、Ｇｒｅｅｎｅ  

Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ  ａｎｄ  Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅ

ｒｓｃｉｅｎｃｅ（第３章および第７章）；Ｔａｋａｉら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ

  １３７：３４９４－３５００、１９８６；Ｂｅｒｔａｇｎｏｉｌｉら、Ｊ  Ｉ

ｍｍｕｎｏｌ  １４５：１７０６－１７１２、１９９０；Ｂｅｒｔａｇｎｏｌｌ

ｉら、Ｃｅｌｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １３３：３２７－３４１、１９９１；Ｂｅｒ
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ｔａｇｎｏｌｌｉら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １４９：３７７８－３７８３、１９

９２；Ｂｏｗｍａｎら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １５２：１７５６－１７６１，１

９９４。

      【０２４３】

  脾細胞、リンパ節細胞または胸腺細胞のサイトカイン産生および／または増殖

についてのアッセイとしては、ＫｒｕｉｓｂｅｅｋおよびＳｈｅｖａｃｈ：ＣＵ

ＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ．Ｃｏｌｉｇａ

ｎら編、第１巻、３．１２．１－１４頁、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏ

ｎｓ，Ｔｏｒｏｎｔｏ  １９９４；およびＳｃｈｒｅｉｂｅｒ：ＣＵＲＲＥＮＴ

  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ．Ｃｏｌｉｇａｎら編、第

１巻、６．８．１－８頁、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ，Ｔｏｒｏ

ｎｔｏ  １９９４に記載のアッセイが挙げられるが、これらに限定されない。

      【０２４４】

  造血細胞およびリンパ球産生細胞の増殖および分化についてのアッセイとして

は、以下によって記載されるアッセイが挙げられるが、これらに限定されない：

Ｂｏｔｔｏｍｌｙら：ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭＭＵＮ

ＯＬＯＧＹ．Ｃｏｌｉｇａｎら編、第１巻、６．３．１－６．３．１２頁、Ｊｏ

ｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ，Ｔｏｒｏｎｔｏ  １９９１；ｄｅＶｒｉ

ｅｓら、Ｊ  Ｅｘｐ  Ｍｅｄ  １７３：１２０５－１２１１，１９９１；Ｍｏｒ

ｅａｕら、Ｎａｔｕｒｅ  ３３６：６９０－６９２、１９８８；Ｇｒｅｅｎｂｅ

ｒｇｅｒら、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  Ｕ．Ｓ．Ａ．８０：２９

３１－２９３８，１９８３；Ｎｏｒｄａｎ：ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬ

Ｓ  ＩＮ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ．Ｃｏｌｉｇａｎら編、第１巻、６．６．１－

５頁、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ，Ｔｏｒｏｎｔｏ  １９９１；

Ｓｍｉｔｈら、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  Ｕ．Ｓ．Ａ．８３：１

８５７－１８６１，１９８６；Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ  ｏｆ  ｈｕｍａｎ  Ｉ

ｅｒｌｅｕｋｉｎ  １１－Ｂｅｎｎｅｔｔら：ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯ

ＬＳ  ＩＮ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ．Ｃｏｌｉｇａｎら編、第１巻、６．１５．

１頁、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ，Ｔｏｒｏｎｔｏ  １９９１；
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Ｃｉａｒｌｅｔｔａら：ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭＭＵ

ＮＯＬＯＧＹ．Ｃｏｌｉｇａｎら編、第１巻、６．１３．１頁、Ｊｏｈｎ  Ｗｉ

ｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ，Ｔｏｒｏｎｔｏ  １９９１。

      【０２４５】

  抗原に対するＴ細胞クローン応答についてのアッセイ（とりわけ、増殖および

サイトカイン産生を測定することによって、ＡＰＣ－Ｔ細胞相互作用に影響し、

そしてＴ細胞の効果を指向するタンパク質を同定する）としては、以下に記載さ

れるアッセイが挙げられるが、これらに限定されない：ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯ

ＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ．Ｃｏｌｉｇａｎら編、Ｇｒｅｅｎ

ｅ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ  ａｎｄ  Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎ

ｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ（第３章、第６章、第７章）；Ｗｅｉｎｂｅｒｇｅｒら、

Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ７７：６０９１－６０９５，

１９８０；Ｗｅｉｎｂｅｒｇｅｒら、Ｅｕｒ  Ｊ  Ｉｍｍｕｎ  １１：４０５－

４１１，１９８１；Ｔａｋａｉら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １３７：３４９４－３

５００，１９８６；Ｔａｋａｉら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １４０：５０８－５１

２，１９８８。

      【０２４６】

  （免疫刺激活性または免疫抑制活性）

  本発明のＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質はまた、免疫刺激活性または免疫抑制活性

（アッセイが本明細書中に記載される活性を含むが、これらに限定されない）を

示し得る。タンパク質は、種々の免疫不全および免疫障害（重症複合型免疫不全

（ＳＣＤＩ）を含む）の処置（例えば、Ｔリンパ球および／またはＢリンパ球の

成長および増殖の（上方または下方）調節、ならびにＮＫ細胞および他の細胞集

団の細胞溶解活性をもたらすこと）において有用であり得る。これらの免疫不全

は、遺伝性であり得るか、またはウイルス（例えば、ＨＩＶ）および細菌感染ま

たは真菌感染によって引き起こされ得るか、あるいは自己免疫障害から生じ得る

。より詳細には、ウイルス感染、細菌感染、真菌感染または他の感染によって引

き起こされる感染性疾患は、本発明のタンパク質を使用して処置可能であり得、

この感染としては、ＨＩＶ、肝炎ウイルス、ヘルペスウイルス、ミコバクテリア
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、リーシュマニア種、マラリア種による感染、およびカンジダ症のような種々の

真菌感染が挙げられる。もちろん、この点に関して、本発明のタンパク質はまた

、免疫系に対するブーストが、一般に所望され得る（すなわち、癌の処置におい

て）場合に有用であり得る。

      【０２４７】

  本発明のタンパク質を使用して処置され得る自己免疫障害としては、例えば、

以下が挙げられる：結合組織疾患、多発性硬化症、全身性エリテマトーデス、慢

性関節リウマチ、自己免疫性肺炎、ギヤン－バレー症候群、自己免疫性甲状腺炎

、インスリン依存性真性糖尿病、重症筋無力症、対宿主性移植片病および自己免

疫性炎症性眼疾患。本発明のこのようなタンパク質はまた、喘息（特に、アレル

ギー性喘息）または他の呼吸系の問題のような、アレルギー反応およびアレルギ

ー状態の処置に有用であり得る。免疫抑制が所望される他の状態（例えば、器官

移植を含む）もまた、本発明のタンパク質を使用して処置可能であり得る。

      【０２４８】

  本発明のタンパク質を使用して、多くの方法で、免疫応答することもまた可能

であり得る。下方調節は、すでに進行中の免疫応答を阻害またはブロックする形

態であり得るか、あるいは、免疫応答の誘導を妨げることを含み得る。活性化Ｔ

細胞の機能は、Ｔ細胞応答を抑制することによってか、またはＴ細胞における特

異的寛容を誘導することによってか、あるいはその両方によって阻害され得る。

Ｔ細胞応答の免疫抑制は、一般に、抑制剤に対するＴ細胞の連続的曝露を必要と

する、能動的な非抗原特異的プロセスである。寛容（Ｔ細胞における非応答性ま

たはアネルギー（ｅｎｅｒｇｙ）を誘導することを含む）は、一般的に抗原特異

的であり、そして寛容化剤に対する曝露が停止した後で持続するという点で免疫

抑制と識別可能である。操作的には、寛容は、寛容化剤の非存在下における特異

的抗原に対する再曝露の際に、Ｔ細胞応答の欠如によって実証され得る。

      【０２４９】

  １以上の抗原機能（Ｂリンパ球抗原機能（例えば、Ｂ７のような）を含むが、

限定されない）を下方調節するか、または妨げること（例えば、活性化Ｔ細胞に

よる高レベルのリンホカイン合成を妨げること）は、組織、皮膚および器官の移
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植の状況、ならびに対宿主性移植片病（ＧＶＨＤ）において有用である。例えば

、Ｔ細胞機能のブロックは、組織移植における組織破壊の減少を生じるはずであ

る。代表的に、組織移植において、移植片の拒絶は、Ｔ細胞によるその外来とし

ての認識、それに続く移植片を破壊する免疫反応を介して開始される。移植前に

免疫細胞上でのＢ７リンパ球抗原とその天然のリガンドとの相互作用を阻害また

はブロックする分子（例えば、Ｂ７－２活性を有するペプチドの可溶性モノマー

形態単独、あるいは別のＢリンパ球抗原（例えば、Ｂ７－１、Ｂ７－３）または

ブロッキング抗体の活性を有するペプチドのモノマー形態との組み合わせ）は、

対応する同時刺激シグナルの移行を伴わずに、免疫細胞上でその分子の天然のリ

ガンドへの結合を導き得る。このような形態でＢリンパ球抗原機能をブロックす

ることは、免疫細胞（例えば、Ｔ細胞）によるサイトカイン合成を妨げ、従って

、免疫抑制剤として作用する。さらに、同時刺激の欠如はまた、Ｔ細胞を活性化

して、それによって被験体において寛容を誘導するのに十分であり得る。Ｂリン

パ球抗原ブロッキング試薬による長期の寛容の誘導は、これらのブロッキング試

薬の繰り返しの投与の必要性を回避し得る。被験体において十分な免疫抑制また

は寛容を達成するために、Ｂリンパ球抗原の機能をブロックすることが必要であ

り得る。

      【０２５０】

  器官移植片拒絶またはＧＶＨＤの予防における特定のブロッキング試薬の効力

は、ヒトにおける効力を予測する動物モデルを使用して評価され得る。使用され

得る適切な系の例としては、ラットにおける同種異系の心臓移植片およびマウス

における異種膵臓島細胞移植片が挙げられ、その両方は、Ｌｅｎｓｃｈｏｗら、

Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５７：７８９－７９２（１９９２）およびＴｕｒｋａら、Ｐ

ｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ、８９：１１１０２－１１１０５

（１９９２）に記載されるようなインビボでのＣＴＬＡ４Ｉｇ融合タンパク質の

免疫抑制効果を試験するために使用されている。さらに、ＧＶＨＤのマウスモデ

ル（Ｐａｕｌ編、ＦＵＮＤＡＭＥＮＴＡＬ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ、Ｒａｖｅｎ

  Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、１９８９、８４６～８４７頁を参照のこと）

は、その疾患の発症に対する、インビボでのＢリンパ球抗原機能のブロックの効
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果を決定するために使用され得る。

      【０２５１】

  ブロッキング抗原機能はまた、自己免疫疾患の処置に治療的に有用であり得る

。多くの自己免疫障害は、自己組織に対して反応性であり、そしてその疾患の病

理に関係するサイトカインおよび自己抗体の産生を促進する、Ｔ細胞の不適切な

活性化の結果である。自己反応性Ｔ細胞の活性化の予防は、疾患の症状を軽減し

得るか、または排除し得る。Ｂリンパ球抗原のレセプター：リガンド相互作用を

破壊することによってＴ細胞の同時刺激をブロックする試薬の投与は、Ｔ細胞の

活性化を阻害し、そしてその疾患プロセスに関係し得る自己抗体またはＴ細胞誘

導性サイトカインの産生を妨げるために使用され得る。さらに、ブロッキング試

薬は、疾患からの長期の軽減を導き得る自己反応性Ｔ細胞の抗原特異的寛容を誘

導し得る。自己免疫障害の予防または軽減におけるブロッキング試薬の効力は、

ヒト自己免疫疾患のよく特徴付けられた多くの動物モデルを使用して決定され得

る。例としては、マウス実験用自己免疫脳炎、ＭＲＬ／ｌｐｒ／ｌｐｒマウスま

たはＮＺＢハイブリッドマウスにおける全身性エリテマトーデス、マウス自己免

疫コラーゲン関節炎、ＮＯＤマウスおよびＢＢラットにおける真性糖尿病、なら

びにマウス実験用重症筋無力症が挙げられる（Ｐａｕｌ編、ＦＵＮＤＡＭＥＮＴ

ＡＬ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ、Ｒａｖｅｎ  Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１

９８９、８４０～８５６頁を参照のこと）。

      【０２５２】

  免疫応答を上方調節する手段として、抗原機能（好ましくは、Ｂリンパ球抗原

機能）の上方調節もまた、治療に有用であり得る。免疫応答の上方調節は、既存

の免疫応答を増強するか、または初期免疫応答を誘発する形態であり得る。例え

ば、Ｂリンパ球抗原機能の刺激を介して免疫応答を増強することは、ウイルス感

染の場合において有用であり得る。さらに、全身性ウイルス疾患（例えば、イン

フルエンザ、感冒および脳炎）は、Ｂリンパ球抗原の刺激形態の全身性投与によ

って軽減され得る。

      【０２５３】

  あるいは、抗ウイルス免疫応答は、患者からＴ細胞を除去し、本発明のペプチ
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ドを発現するか、または本発明の可溶性ペプチドの刺激形態を伴うかのいずれか

の、ウイルス抗原でパルスしたＡＰＣで、このＴ細胞をインビトロで同時刺激し

、そして患者にこのインビトロ活性化Ｔ細胞を再導入することによって、感染患

者において増強され得る。抗ウイルス免疫応答を増強する別の方法は、患者から

感染細胞を単離し、本明細書中に記載されるような本発明のタンパク質をコード

する核酸を、この感染細胞にトランスフェクトして（その結果、これらの細胞が

その表面上にこのタンパク質の全てまたは一部を発現する）、そしてこのトラン

スフェクト細胞を患者に再導入することである。ここで、この感染細胞は、イン

ビボでＴ細胞に対して同時刺激シグナルを送達し、それによってＴ細胞を活性化

することが可能である。

      【０２５４】

  別の適用では、抗原機能（好ましくはＢリンパ球抗原機能）の上方調節または

増大が腫瘍免疫の誘導において有用であり得る。本発明の少なくとも１つのペプ

チドをコードする核酸をトランスフェクトされた腫瘍細胞（例えば、肉腫、黒色

腫、リンパ腫、白血病、神経芽細胞腫、癌腫）を、被験体中の腫瘍特異的寛容を

克服するために被験体に投与し得る。所望であれば、腫瘍細胞はトランスフェク

トされてペプチドの組み合わせを発現し得る。例えば、患者から得られた腫瘍細

胞に、Ｂ７－２－様活性を有するペプチド単独の発現、またはＢ７－１－様活性

および／またはＢ７－３－様活性を有するペプチドの組み合わせた発現を指向す

る発現ベクターを用いて、エクスビボでトランスフェクトし得る。このトランス

フェクトされた腫瘍細胞は、患者に戻され、トランスフェクトされた細胞の表面

上にペプチドの発現を生じる。あるいは、遺伝子治療技法を用いて、インビボの

トランスフェクションのために腫瘍細胞を標的化し得る。

      【０２５５】

  腫瘍細胞の表面上のＢ細胞リンパ球抗原の活性を有する本発明のペプチドの存

在は、Ｔ細胞に対して必要な同時刺激シグナルを提供し、トランスフェクトされ

た腫瘍細胞に対するＴ細胞媒介免疫応答を誘導する。さらに、ＭＨＣクラスＩま

たはＭＨＣクラスＩＩ分子を欠くか、または十分な量のＭＨＣクラスＩまたはＭ

ＨＣクラスＩＩ分子を再発現しない腫瘍細胞は、ＭＨＣクラスＩａ鎖タンパク質
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およびβ２マイクログロブリンタンパク質、またはＭＨＣクラスＩＩａ鎖タンパ

ク質およびＭＨＣクラスＩＩβ鎖タンパク質のすべてまたは一部（例えば、細胞

質－ドメイン短縮化部分）をコードする核酸でトランスフェクトされ得、それに

よって細胞表面上にＭＨＣクラスＩまたはＭＨＣクラスＩＩタンパク質を発現す

る。Ｂリンパ球抗原（例えば、Ｂ７－１、Ｂ７－２、Ｂ７－３）の活性を有する

ペプチドと組み合わせた適切なクラスＩまたはクラスＩＩ  ＭＨＣの発現は、ト

ランスフェクトされた腫瘍細胞に対するＴ細胞媒介性免疫応答を誘導する。必要

に応じて、不変鎖（ｉｎｖａｒｉａｎｔ  ｃｈａｉｎ）のようなＭＨＣクラスＩ

Ｉ関連タンパク質の発現をブロックするアンチセンス構築物をコードする遺伝子

もまた、Ｂリンパ球抗原の活性を有するペプチドをコードするＤＮＡで同時トラ

ンスフェクトされ得、腫瘍関連抗原の提示を促進し、そして腫瘍特異的免疫を誘

導する。従って、ヒト被験体におけるＴ細胞媒介免疫応答の誘導は、被験体にお

ける腫瘍特異的寛容を十分に克服し得る。

      【０２５６】

  本発明のタンパク質の活性は、とりわけ、以下の方法により測定され得る：Ｃ

ＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ．Ｃｏｌｉｇ

ａｎら編、Ｇｒｅｅｎｅ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ  ａｎ

ｄ  Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ（第３章、第７章）；Ｈｅｒｒｍａ

ｎｎら、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ７８：２４８８－２

４９２、１９８１；Ｈｅｒｒｍａｎｎら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １２８：１９６

８－１９７４、１９８２；Ｈａｎｄａら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １３５：１５６

４－１５７２、１９８５：Ｔａｋａｉら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １３７：３４９

４－３５００、１９８６；Ｔａｋａｉら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １４０：５０８

－５１２、１９８８；Ｈｅｒｒｍａｎｎら、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓ

ｃｉ  ＵＳＡ  ７８：２４８８－２４９２、１９８１；Ｈｅｒｒｍａｎｎら、Ｊ

  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １２８：１９６８－１９７４、１９８２；Ｈａｎｄａら、Ｊ

  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １３５：１５６４－１５７２、１９８５；Ｔａｋａｉら、Ｊ

  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １３７：３４９４－３５００、１９８６；Ｂｏｗｍａｎら、

Ｊ  Ｖｉｒｏｌｏｇｙ  ６１：１９９２－１９９８；Ｔａｋａｉら、Ｊ  Ｉｍｍ



(113) 特表２００３－５２９３５５

ｕｎｏｌ  １４０：５０８－５１２、１９８８；Ｂｅｒｔａｇｎｏｌｌｉら、Ｃ

ｅｌｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １３３：３２７－３４１、１９９１；Ｂｒｏｗｎら、

Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １５３：３０７９－３０９２、１９９４に記載のアッセイ

が挙げられるがこれらに限定されない、胸腺細胞または脾細胞の細胞傷害性に関

する適切なアッセイ。

      【０２５７】

  Ｔ細胞依存性免疫グロブリン応答およびアイソタイプスイッチングに関する（

特に、Ｔ細胞依存性抗体応答を調節し、そしてＴｈ１／Ｔｈ２プロフィールに影

響するタンパク質を同定する）アッセイとしては、Ｍａｌｉｓｚｅｗｓｋｉ、Ｊ

  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １４４：３０２８－３０３３、１９９０；ならびにＭｏｎｄ

およびＢｒｕｎｓｗｉｃｋ，ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭ

ＭＵＮＯＬＯＧＹ、Ｃｏｌｉｇａｎら（編）、第１巻、３．８．１．－３．８．

１６、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ、Ｔｏｒｏｎｔｏ  １９９４に

記載のようなアッセイが挙げられるがこれらに限定されない。

      【０２５８】

  混合リンパ球反応（ＭＬＲ）アッセイ（特に、優先的にＴｈ１およびＣＴＬ応

答を生成するタンパク質を同定するアッセイ）としては、ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲ

ＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ．Ｃｏｌｉｇａｎら編、Ｇｒｅｅ

ｎｅ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ  ａｎｄ  Ｗｉｌｅｙ－Ｉ

ｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ（第３章、第７章）；Ｔａｋａｉら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏ

ｌ  １３７：３４９４－３５００、１９８６；Ｔａｋａｉら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏ

ｌ  １４０：５０８－５１２、１９８８；Ｂｅｒｔａｇｎｏｌｌｉら、Ｊ  Ｉｍ

ｍｕｎｏｌ  １４９：３７７８－３７８３、１９９２に記載のアッセイが挙げら

れるがこれらに限定されない。

      【０２５９】

  樹状細胞依存性アッセイ（特に、ナイーブなＴ細胞を活性化する樹状細胞によ

り発現されるタンパク質を同定するアッセイ）としては、Ｇｕｅｒｙら、Ｊ  Ｉ

ｍｍｕｎｏｌ  １３４：５３６－５４４、１９９５；Ｉｎａｂａら、Ｊ  Ｅｘｐ

  Ｍｅｄ  １７３：５４９－５５９、１９９１；Ｍａｃａｔｏｎｉａら、Ｊ  Ｉ
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ｍｍｕｎｏｌ  １５４：５０７１－５０７９、１９９５；Ｐｏｒｇａｄｏｒら、

Ｊ  Ｅｘｐ  Ｍｅｄ  １８２：２５５－２６０、１９９５；Ｎａｉｒら、Ｊ  Ｖ

ｉｒｏｌ  ６７：４０６２－４０６９、１９９３；Ｈｕａｎｇら、Ｓｃｉｅｎｃ

ｅ  ２６４：９６１－９６５、１９９４；Ｍａｃａｔｏｎｉａら、Ｊ．Ｅｘｐ  

Ｍｅｄ  １６９：１２５５－１２６４、１９８９；Ｂｈａｒｄｗａｊら、Ｊ  Ｃ

ｌｉｎ  Ｉｎｖｅｓｔｉｇ  ９４：７９７－８０７、１９９４；およびＩｎａｂ

ａら、Ｊ  Ｅｘｐ  Ｍｅｄ  １７２：６３１－６４０、１９９０に記載のアッセ

イが挙げられるがこれらに限定されない。

      【０２６０】

  リンパ球生存／アポトーシスのためのアッセイ（特に、スーパー抗原誘導後に

アポトーシスを妨げるタンパク質およびリンパ球ホメオスタシスを調節するタン

パク質を同定する）としては、Ｄａｒｚｙｎｋｉｅｗｉｃｚら、Ｃｙｔｏｍｅｔ

ｒｙ  １３：７９５－８０８、１９９２；Ｇｏｒｃｚｙｃａら、Ｌｅｕｋｅｍｉ

ａ  ７：６５９－６７０、１９９３；Ｇｏｒｃｚｙｃａら、Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅ

ｓ  ５３：１９４５－１９５１、１９９３；Ｉｔｏｈら、Ｃｅｌｌ  ６６：２３

３－２４３、１９９１；Ｚａｃｈａｒｃｈｕｋ、Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １４５：

４０３７－４０４５、１９９０；Ｚａｍａｉら、Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ  １４：８

９１－８９７、１９９３；Ｇｏｒｃｚｙｃａら、Ｉｎｔｅｒｎａｔ  Ｊ  Ｏｎｃ

ｏｌ  １：６３９－６４８、１９９２に記載のアッセイが挙げられるがこれらに

限定されない。

      【０２６１】

  Ｔ細胞の拘束および発生の初期段階に影響するタンパク質のアッセイとしては

、Ａｎｔｉｃａら、Ｂｌｏｏｄ  ８４：１１１－１１７、１９９４；Ｆｉｎｅら

、Ｃｅｌｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １５５：１１１－１２２、１９９４；Ｇａｌｙら

、Ｂｌｏｏｄ  ８５：２７７０－２７７８、１９９５；Ｔｏｋｉら、Ｐｒｏｃ  

Ｎａｔ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８８：７５４８－７５５１、１９９１に記

載のアッセイが挙げられるがこれらに限定されない。

      【０２６２】

  （造血調節活性）
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  本発明のＷｎｔ－７Ｂ－様タンパク質は、造血の調節において、そして結果と

して骨髄細胞不全またはリンパ球細胞不全の処置において有用であり得る。コロ

ニー形成性細胞または因子依存性細胞株を支援する下限に近い生物学的活性でさ

え、造血を調節することにおける、例えば、単独またはその他のサイトカインと

の組み合わせで、赤血球系前駆体細胞の成長および増殖を支援することにおける

関与を示し、それによって、以下の有用性を示す：例えば、種々の貧血を処置す

ることにおけるか、または赤血球系前駆体細胞および／または赤血球細胞の産生

を刺激するための照射／化学療法と組み合わせた使用のための有用性；例えば、

結果として骨髄抑制を防ぐかまたは処置するための化学療法と組み合わせて有用

な、骨髄細胞（例えば、顆粒球および単球／マクロファージ）の成長および増殖

を支持する（すなわち伝統的なＣＳＦ活性）ことにおける有用性；巨核球そして

結果として血小板の成長および増殖を支持し、それによって血小板減少症のよう

な種々の血小板障害の予防または処置を可能にすること、そして一般に、血小板

輸血に代わる使用か、またはそれへの優待のための有用性；および／または上記

の任意および全ての造血細胞に成熟し得、そしてそれ故、種々の幹細胞障害（再

生不良性貧血および発作性夜間血色素尿症を含むがこれらに限定されない、通常

、移植で処置されるような障害）における治療有用性を見出す、造血幹細胞の成

長および増殖を支持することにおける有用性、ならびに正常細胞または遺伝子治

療のために遺伝子操作された細胞として、インビボまたはエキソビボ（すなわち

、骨髄移植または末梢前駆体細胞移植（同種または異種）と組み合わせた）のい

ずれかで、照射／化学療法後に幹細胞区画を再増殖させることにおける有用性。

      【０２６３】

  本発明のタンパク質の活性は、特に、以下の方法により測定され得る：

種々の造血株の増殖および分化の適切なアッセイは上記で引用される。

      【０２６４】

  胚幹細胞分化のアッセイ（特に、胚分化造血に影響するタンパク質を同定する

アッセイ）は、以下に記載のアッセイが挙げられるが、これらに限定されない：

Ｊｏｈａｎｓｓｏｎら、Ｃｅｌｌｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ  １５：１４１－１

５１、１９９５；Ｋｅｌｌｅｒら、Ｍｏｌ  Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌ  １３：４７３
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－４８６、１９９３；ＭｃＣｌａｎａｈａｎら、Ｂｌｏｏｄ  ８１：２９０３－

２９１５、１９９３。

      【０２６５】

  幹細胞生存および分化のアッセイ（特にリンパ－造血を調節するタンパク質を

同定するアッセイ）は、以下に記載のアッセイが挙げられるが、これらに限定さ

れない：メチルセルロースコロニー形成アッセイ、ＣＵＬＴＵＲＥ  ＯＦ  ＨＥ

ＭＡＴＯＰＯＩＥＴＩＣ  ＣＥＬＬＳ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙら、編、Ｖｏｌ  ２６

５－２６８頁、Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、Ｎ．Ｙ  １

９９４における、Ｆｒｅｓｈｎｅｙ；Ｈｉｒａｙａｍａら、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ

  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８９：５９０７－５９１１、１９９２；ＣＵＬＴ

ＵＲＥ  ＯＦ  ＨＥＭＡＴＯＰＯＩＥＴＩＣ  ＣＥＬＬＳ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙら

、編、Ｖｏｌ  ２３－３９頁、Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．Ｎｅｗ  Ｙｏｒ

ｋ、Ｎ．Ｙ  １９９４における、ＭｃＮｉｅｃｅおよびＢｒｉｄｄｅｌｉ；Ｎｅ

ｂｅｎら、Ｅｘｐ  Ｈｅｍａｔｏｌ  ２２：３５３－３５９、１９９４；ＣＵＬ

ＴＵＲＥ  ＯＦ  ＨＥＭＡＴＯＰＯＩＥＴＩＣ  ＣＥＬＬＳ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙ

ら、編、Ｖｏｌ  １－２１頁、Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．Ｎｅｗ  Ｙｏｒ

ｋ、Ｎ．Ｙ  １９９４における、Ｐｌｏｅｍａｃｈｅｒ；ＣＵＬＴＵＲＥ  ＯＦ

  ＨＥＭＡＴＯＰＯＩＥＴＩＣ  ＣＥＬＬＳ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙら、編、Ｖｏｌ

  １６３－１７９頁、Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、Ｎ．

Ｙ  １９９４における、Ｓｐｏｏｎｃｅｒら；ＣＵＬＴＵＲＥ  ＯＦ  ＨＥＭＡ

ＴＯＰＯＩＥＴＩＣ  ＣＥＬＬＳ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙら、編、Ｖｏｌ  １３９－

１６２頁、Ｗｉｌｅｙ－Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、Ｎ．Ｙ  １９９

４における、Ｓｕｔｈｅｒｌａｎｄ。

      【０２６６】

  （組織増殖活性）

  本発明のＷｎｔ－７Ｂ－様タンパク質はまた、骨、軟骨、腱、靭帯および／ま

たは神経組織成長または再生のために使用される組成物、ならびに創傷治癒およ

び組織修復および組織置換のために使用される組成物、そして火傷、切開および

潰瘍の処置における組成物に有用性を有し得る。
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      【０２６７】

  本発明のタンパク質は、骨が正常に形成されない状況で軟骨および／または骨

増殖を誘導し、ヒトおよびその他の動物における骨折および軟骨損傷または欠損

の治癒における適用を有する。本発明のタンパク質を使用するこのような調製物

は、閉鎖骨折整復および開放骨折整復における予防的使用、そしてまた人工関節

の改善された固定における使用を有し得る。骨形成剤により誘導されたデノボ骨

形成は、先天的な、外傷誘導性脳顔面頭蓋欠陥または腫瘍切除誘導性脳顔面頭蓋

欠陥の修復に寄与し、そしてまた美容成形手術に有用である。

      【０２６８】

  本発明のタンパク質はまた、歯周病の処置において、およびその他の歯修復プ

ロセスで用いられ得る。このような薬剤は、骨形成性細胞を誘因するか、骨形成

性細胞の増殖を刺激するか、骨形成性細胞の前駆体の分化を誘導する環境を提供

し得る。本発明のタンパク質はまた、骨および／または軟骨修復の刺激によるか

、または炎症プロセスにより媒介される組織破壊の炎症またはプロセス（コラゲ

ナーゼ活性、破骨細胞活性など）をブロックすることによるような、骨粗鬆症ま

たは変形性関節炎の処置で有用であり得る。

      【０２６９】

  本発明のタンパク質に寄与し得る組織再生活性の別のカテゴリーは、腱／靭帯

形成である。このような組織が通常形成されない状況で、腱／靭帯様組織または

その他の組織形成を誘導する本発明のタンパク質は、ヒトおよびその他の動物に

おける、腱または靭帯断裂、変形およびその他の腱または靭帯欠陥の治癒におけ

る適用を有する。腱／靭帯様組織誘導性タンパク質を採用するこのような調製物

は、腱または靭帯組織への損傷を防ぐことにおける予防的使用、ならびに腱また

は靭帯の骨またはその他の組織への改善された固定、および腱または靭帯組織へ

の欠陥を修復することにおける使用を有し得る。本発明の組成物により誘導され

るデノボの腱／靭帯様組織形成は、先天的な、外傷誘導性の他起源の腱または靭

帯欠陥、またはその他の他起源の腱または靭帯欠陥の修復に寄与し、そしてまた

腱または靭帯の付着または修復のための美容成形手術で有用である。本発明の組

成物は、腱形成性細胞または靭帯形成性細胞を誘引するか、腱形成性細胞または
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靭帯形成性細胞の増殖を刺激するか、腱形成性細胞または靭帯形成性細胞の前駆

体の分化を誘導するか、または組織修復を行うためにインビボに戻すためにエキ

ソビボで腱／靭帯の細胞または前駆体の増殖を誘導する環境を提供し得る。本発

明の組成物はまた、腱炎、毛根管症候群およびその他の腱または靭帯欠陥の処置

において有用であり得る。この組成物はまた、当該分野で周知であるキャリアと

して、適切なマトリックスおよび／または金属イオン封鎖剤を含み得る。

      【０２７０】

  本発明のタンパク質はまた、ニューロン細胞の増殖のため、ならびに神経およ

び脳組織の再生のために、すなわち、中枢神経系疾患および末梢神経系疾患およ

び神経障害、ならびにニューロン細胞または神経組織への変性、死滅または外傷

を含む機械的および外傷障害の処置のために有用であり得る。より詳細には、タ

ンパク質は、末梢神経損傷、末梢神経障害および局所神経障害のような末梢神経

系の疾患、ならびにアルツハイマー病，パーキンソン病、ハンチントン病、筋萎

縮側索硬化症、およびシャイ－ドレーガー症候群のような中枢神経系の疾患の処

置で用いられ得る。本発明に従って処置され得るさらなる症状は、脊髄障害，頭

部外傷および発作のような脳血管性疾患のような機械的および外傷的障害を含み

得る。化学的療法またはその他の医療治療から生じる末梢神経障害もまた、本発

明のタンパク質を用いて治療可能であり得る。

      【０２７１】

  本発明のタンパク質はまた、圧迫性潰瘍、血管不全に関連する潰瘍、手術およ

び外傷創傷などを含むがこれらに限定されない非治癒創傷のより良好な、または

より迅速な閉鎖を促進するために有用であり得る。

      【０２７２】

  本発明のタンパク質がまた、器官（例えば、膵臓、肝臓、腸、腎臓、皮膚、内

皮を含む）、筋肉（平滑筋、骨格筋または心筋）および血管（血管内皮を含む）

組織のようなその他の組織の生成または再生に、またはこのような組織を含む細

胞の増殖の促進に対して活性を示し得ることが予想される。所望の効果の一部分

は、繊維症瘢痕の阻害または調節により、正常組織を再生させる。本発明のタン

パク質はまた、血管形成活性を示し得る。
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      【０２７３】

  本発明のタンパク質はまた、腸の保護または再生のため、および肺もしくは肝

臓の繊維症、種々の組織における再灌流傷害、および全身サイトカイン損傷から

生じる症状の処置のために有用であり得る。

      【０２７４】

  本発明のタンパク質はまた、前駆体組織または細胞から上記の組織の分化を促

進もしくは阻害するため；または上記の組織の増殖を阻害するために有用であり

得る。

      【０２７５】

  本発明のタンパク質の活性はまた、特に、以下の方法により測定され得る：

  組織生成活性のためのアッセイは、以下に記載されるアッセイが挙げられるが

、これらに限定されない：国際特許公開番号ＷＯ９５／１６０３５（骨、軟骨、

腱）；国際特許公開番号ＷＯ９５／０５８４６（神経、ニューロン）；国際特許

公開番号ＷＯ９１／０７４９１（皮膚、内皮）。

      【０２７６】

  創傷治癒活性のためのアッセイは、以下に記載のアッセイが挙げられるが、こ

れらに限定されない：ＥａｇｌｓｔｅｉｎおよびＭｅｎｚ、Ｊ．Ｉｎｖｅｓｔ．

Ｄｅｒｍａｔｏｌ  ７１：３８２－８４（１９７８）によって改変されるような

、Ｗｉｎｔｅｒ、ＥＰＩＤＥＲＭＡＬ  ＷＯＵＮＤ  ＨＥＡＬＩＮＧ、７１－１

１２頁（ＭａｉｂａｃｈおよびＲｏｖｅｅ編）、Ｙｅａｒ  Ｂｏｏｋ  Ｍｅｄｉ

ｃａｌ  Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ、Ｉｎｃ．、Ｃｈｉｃａｇｏ。

      【０２７７】

  （アクチビン／インヒビン活性）

  本発明のＷｎｔ－７Ｂ－様タンパク質はまた、アクチビン関連活性またはイン

ヒビン関連活性を示し得る。インヒビンは、卵胞刺激ホルモン（ＦＳＨ）の放出

を阻害するその能力によって特徴付けられ、一方、アクチビンは、卵胞刺激ホル

モン（ＦＳＨ）の放出を刺激するその能力によって特徴付けられる。従って、本

発明のタンパク質は、単独またはインヒビンファミリーのメンバーとのヘテロ二

量体において、雌性哺乳動物における受胎能を減少し、そして雄性哺乳動物にお
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ける精子形成を減少するインヒビンの能力に基づく避妊薬として有用であり得る

。他のインヒビンの十分な量の投与は、これら哺乳動物における不妊症を誘導し

得る。あるいは、本発明のタンパク質は、ホモ二量体としてか、またはインヒビ

ンｂ群の他のタンパク質サブユニットとのヘテロ二量体として、下垂体前葉製剤

の細胞からのＦＳＨ放出を刺激するアクチビン分子の能力に基づいて、受胎能誘

導治療として有用であり得る。例えば、米国特許第４，７９８，８８５号を参照

のこと。本発明のタンパク質はまた、ウシ、ヒツジ、およびブタのような家畜の

一生の生殖効率を増加するように、性的に未熟な哺乳動物における受胎能の開始

の促進のために有用であり得る。

      【０２７８】

  本発明のタンパク質の活性は、とりわけ、以下の方法によって測定され得る：

  アクチビン／インヒビン活性のアッセイとしては、以下に記載されるものが挙

げられるが、これらに限定されない：Ｖａｌｅら、Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ

  ９１：５６２～５７２、１９７２；Ｌｉｎｇら、Ｎａｔｕｒｅ  ３２１：７７

９～７８２、１９８６；Ｖａｌｅら、Ｎａｔｕｒｅ  ３２１：７７６～７７９、

１９８６；Ｍａｓｏｎら、Ｎａｔｕｒｅ  ３１８：６５９～６６３、１９８５；

Ｆｏｒａｇｅら、Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８３：３０

９１～３０９５、１９８６。

      【０２７９】

  （走化性／ケモキネシス活性）

  本発明のタンパク質は、哺乳動物細胞（例えば、単球、線維芽細胞、好中球、

Ｔ細胞、肥満細胞、好酸球、上皮細胞および／または内皮細胞を含む）について

の走化性またはケモキネシス活性（例えば、ケモカインとして作用する）を有し

得る。走化性およびケモキネシスタンパク質を使用して、所望の細胞集団を所望

の作用部位に動員または誘引し得る。走化性またはケモキネシスタンパク質は、

組織に対する創傷および他の外傷の処置、ならびに局所的感染の処置において、

特に利点を提供する。例えば、リンパ球、単球または好中球の、腫瘍または感染

部位への誘引は、腫瘍または感染因子に対する改善された免疫応答を生じ得る。

      【０２８０】
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  タンパク質またはペプチドは、それが直接的または間接的に、特定の細胞集団

の指向された方向付けまたは移動を刺激し得る場合、そのような細胞集団につい

て走化性活性を有する。好ましくは、タンパク質またはペプチドは、細胞の指向

された移動を直接刺激する能力を有する。特定のタンパク質が細胞の集団につい

て走化性活性を有するか否かは、細胞の走化性についての任意の公知のアッセイ

において、そのようなタンパク質またはペプチドを使用することによって、容易

に決定され得る。

      【０２８１】

  本発明のタンパク質の活性は、とりわけ、以下の方法によって測定され得る。

走化性活性についてのアッセイ（走化性を誘導するか、または妨げるタンパク質

を同定する）は、細胞の膜を横切る移動を誘導するタンパク質の能力、ならびに

１つの細胞集団の別の細胞集団に対する接着を誘導するタンパク質の能力を測定

するアッセイからなる。移動および接着についての適切なアッセイとしては以下

に記載されるものが挙げられるが、これらに限定されない：ＣＵＲＲＥＮＴ  Ｐ

ＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ、Ｃｏｌｉｇａｎら編（第６．

１２章、ＭＥＡＳＵＲＥＭＥＮＴ  ＯＦ  ＡＬＰＨＡ  ＡＮＤ  ＢＥＴＡ  ＣＨ

ＥＭＯＫＩＮＥＳ  ６．１２．１～６．１２．２８）；Ｔａｕｂら、Ｊ  Ｃｌｉ

ｎ  Ｉｎｖｅｓｔ  ９５：１３７０～１３７６、１９９５；Ｌｉｎｄら、ＡＰＭ

ＩＳ  １０３：１４０～１４６、１９９５；Ｍｕｌｌｅｒら、Ｅｕｒ  Ｊ  Ｉｍ

ｍｕｎｏｌ  ２５：１７４４～１７４８；Ｇｒｕｂｅｒｅｔら、Ｊ  Ｉｍｍｕｎ

ｏｌ  １５２：５８６０～５８６７、１９９４；Ｊｏｈｎｓｔｏｎら、Ｊ  Ｉｍ

ｍｕｎｏｌ  １５３：１７６２～１７６８、１９９４。

      【０２８２】

  （うっ血活性および血栓崩壊活性）

  本発明のタンパク質はまた、うっ血活性または血栓崩壊活性を示し得る。結果

として、そのようなタンパク質は、種々の凝固障害（血友病のような遺伝性障害

を含む）の処置において有用であること、または凝固および外傷、外科手術また

は他の原因によって生じる創傷の処置における他のうっ血事象を促進することが

予測される。本発明のタンパク質はまた、血栓症の溶解またはその形成を阻害す
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るため、およびそこから生じる状態（例えば、心臓血管および中枢神経系血管の

梗塞（例えば、発作））の処置および予防のために有用であり得る。

      【０２８３】

  本発明のタンパク質の活性は、とりわけ、以下の方法によって測定され得る：

  うっ血および血栓崩壊活性のアッセイとしては、以下に記載されるものが挙げ

られるが、これらに限定されない：Ｌｉｎｅｔら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｐｈａｒｍａ

ｃｏｌ．２６：１３１～１４０、１９８６；Ｂｕｒｄｉｃｋら、Ｔｈｒｏｍｂｏ

ｓｉｓ  Ｒｅｓ．４５：４１３～４１９、１９８７；Ｈｕｍｐｈｒｅｙら、Ｆｉ

ｂｒｉｎｏｌｙｓｉｓ  ５：７１～７９（１９９１）；Ｓｃｈａｕｂ、Ｐｒｏｓ

ｔａｇｌａｎｄｉｎｓ  ３５：４６７～４７４、１９８８。

      【０２８４】

  （レセプター／リガンド活性）

  本発明のタンパク質はまた、レセプター、レセプターリガンドまたはレセプタ

ー／リガンド相互作用のインヒビターもしくはアゴニストとしての活性を実証し

得る。そのようなレセプターおよびリガンドの例としては、サイトカインレセプ

ターおよびそのリガンド、レセプターキナーゼおよびそのリガンド、レセプター

ホスファターゼおよびそのリガンド、細胞間相互作用に関与するレセプターおよ

びそのリガンド（細胞接着分子（セレクチン、インテグリンおよびそのリガンド

など）、ならびに抗原提示、抗原認識および細胞性免疫応答および体液性免疫応

答の発生に関与するレセプター／リガンド対が挙げられるが、これらに限定され

ない）が挙げられるが、これらに限定されない。レセプターおよびリガンドはま

た、関連するレセプター／リガンド相互作用の可能性のあるペプチドまたは低分

子インヒビターのスクリーニングにおいて有用である。本発明のタンパク質（レ

セプターおよびリガンドのフラグメントが挙げられるが、これらに限定されない

）が、それ自体で、レセプター／リガンド相互作用のインヒビターとして有用で

あり得る。

      【０２８５】

  本発明のタンパク質の活性は、とりわけ、以下の方法によって測定され得る：

  レセプター－リガンド活性の適切なアッセイとしては、以下に記載されるもの
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が挙げられるが、これらに限定されない：ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ

  ＩＮ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ、Ｃｏｌｉｇａｎら編、Ｇｒｅｅｎｅ  Ｐｕｂｌ

ｉｓｈｉｎｇ  Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ  ａｎｄ  Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉ

ｅｎｃｅ（第７．２８章、Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ  ｏｆ  Ｃｅｌｌｕｌａｒ  

Ａｄｈｅｓｉｏｎ  ｕｎｄｅｒ  ｓｔａｔｉｃ  ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ  ７．２

８．１－７．２８．２２）、Ｔａｋａｉら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓ

ｃｉ．ＵＳＡ  ８４：６８６４～６８６８、１９８７；Ｂｉｅｒｅｒら、Ｊ．Ｅ

ｘｐ．Ｍｅｄ．１６８：１１４５～１１５６、１９８８；Ｒｏｓｅｎｓｔｅｉｎ

ら、Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１６９：１４９～１６０  １９８９；Ｓｔｏｌｔｅｎ

ｂｏｒｇら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ  １７５：５９～６８、１９

９４；Ｓｔｉｔｔら、Ｃｅｌｌ  ８０：６６１～６７０、１９９５。

      【０２８６】

  （抗炎症活性）

  本発明のタンパク質はまた、抗炎症活性を示し得る。抗炎症活性は、炎症応答

に関与する細胞に対する刺激を提供することによってか、細胞間相互作用（例え

ば、細胞接着）を阻害するかまたは促進することによって、炎症プロセスに関与

する細胞の走化性を阻害するかまたは促進することによってか、細胞の血管外遊

出を阻害するかまたは促進するかによってか、あるいは炎症応答をより直接的に

阻害するかまたは促進する他の因子の産生を刺激するかまたは抑制することによ

って、達成され得る。そのような活性を示すタンパク質を使用して、炎症状態（

慢性状態または急性状態を含む）（感染に関連する炎症（例えば、敗血症性ショ

ック、敗血症または全身性炎症応答症候群（ＳＩＲＳ））、虚血－灌流損傷、内

毒素の致死性、関節炎、補体媒介性激症拒絶症、腎炎、サイトカイン誘導性肺損

傷またはケモカイン誘導性肺損傷、炎症性腸疾患、クローン病、またはＴＮＦも

しくはＩＬ－１のようなサイトカインの過剰産生より生じるものが挙げられるが

、これらに限定されない）を処置し得る。本発明のタンパク質はまた、抗原性物

質または抗原性材料に対する、アナフィラキシーおよび過敏症の処置のためにも

、有用であり得る。

      【０２８７】
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  （腫瘍阻害活性）

  腫瘍の免疫学的処置または予防について上記に記載された活性に加えて、本発

明のタンパク質は、他の抗腫瘍活性を示し得る。タンパク質は、直接的または間

接的（例えば、ＡＤＣＣを介して）腫瘍増殖を阻害し得る。タンパク質は、腫瘍

組織または腫瘍前駆体組織に作用することによって、腫瘍増殖を支持するために

必要な組織の形成を阻害することによって（例えば、新脈管形成を阻害すること

によって）、腫瘍増殖を阻害する他の因子、物質または細胞型の産生を生じるこ

とによって、あるいは腫瘍増殖を促進する因子、物質または細胞型を、抑制、除

去または阻害することによって、その腫瘍阻害活性を示し得る。

      【０２８８】

  （他の活性）

  本発明のタンパク質はまた、以下のさらなる活性または効果の１つ以上を示し

得る：細菌、ウイルス、真菌および他の寄生生物が挙げられるが、これらに限定

されない感染因子の、増殖、感染または機能を阻害するか、あるいは死滅させる

こと；身体的特徴（身長、体重、髪の色、目の色、皮膚、赤肉に対する脂肉の比

、または他の組織色素沈着、あるいは器官または身体部分のサイズまたは形状（

例えば、胸部増大または減少、骨の形態または形状の変化）が挙げられるが、こ

れらに限定されない）を生じること（抑制することまたは増強すること）；バイ

オリズムあるいはサーカディアンサイクルまたはサーカディアンリズムを生じる

こと；雄性被験体または雌性被験体の受胎能を生じること；食事脂肪、脂質、タ

ンパク質、炭水化物、ビタミン、ミネラル、補因子または他の栄養因子もしくは

栄養成分の、代謝、異化作用、同化作用、処理、利用、貯蔵または除去を生じる

こと；行動的特徴（食欲、性欲、ストレス、認識（認識障害を含む）、うつ病（

抑うつ障害を含む）および狂暴症を含むが、これらに限定されない）を生じるこ

と；鎮痛性効果または他の疼痛減少効果を提供すること；造血系列以外の系列に

おける胚性幹細胞の分化および増殖を促進すること；ホルモン活性または内分泌

活性；酵素の場合、酵素の欠損を矯正すること、および欠損関連疾患を処置する

こと；過剰増殖障害（例えば、乾癬）の処置；免疫グロブリン様活性（例えば、

抗原または補体に結合する活性）；ならびにワクチン組成物において抗原として
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作用し、そのようなタンパク質または他の物質あるいはそのようなタンパク質と

交差反応する実体に対する免疫応答を惹起する能力。

      【０２８９】

  （予測医療）

  本発明はまた、診断アッセイ、予後アッセイ、薬物ゲノム（ｐｈａｒｍａｃｏ

ｇｅｎｏｍｉｃｓ）およびモニタリング臨床試験が、予後（予測）の目的に使用

され、これによって個体を予防的に処置する、予測医療の分野に関する。従って

、本発明の１つの局面は、Ｗｎｔ－７Ｂ－様タンパク質および／または核酸の発

現、ならびにＷｎｔ－７Ｂ－様の活性を、生物学的サンプル（例えば、血液、血

清、細胞、組織）の関連で決定し、これによって、異常なＷｎｔ－７Ｂ－様の発

現または活性に関連して、個体が疾患または障害に罹患するかどうか、あるいは

障害を発症するリスクがあるかどうかを決定するための診断アッセイに関する。

本発明はまた、個体が、Ｗｎｔ－７Ｂ－様のタンパク質、核酸の発現または活性

と関連した障害を発症するリスクがあるかどうかを決定するための予後的（また

は予測的）アッセイを提供する。例えば、Ｗｎｔ－７Ｂ－様遺伝子における変異

が、生物学的サンプルにおいてアッセイされ得る。このようなアッセイは、予後

的または予測的な目的に使用され得、これによってＷｎｔ－７Ｂ－様のタンパク

質、核酸の発現または活性によって特徴付けられるかまたはそれに関連した障害

の発病の前に個体を予防的に処置する。

      【０２９０】

  本発明の別の局面は、個体におけるＷｎｔ－７Ｂ－様タンパク質、核酸の発現

またはＷｎｔ－７Ｂ－様活性を決定し、これによって、その個体についての適切

な治療的または予防的因子（本明細書において「薬物ゲノム」とよばれる）を選

択するための方法を提供する。薬物ゲノムは、個体の遺伝型（例えば、特定の因

子に対して応答する個体の能力を決定するために試験された個体の遺伝型）に基

づいた、個体の治療的または予防的処置のための因子（例えば、薬物）の選択を

可能にする。

      【０２９１】

  本発明のなお別の局面は、臨床試験におけるＷｎｔ－７Ｂ－様の発現または活
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性に対する因子（例えば、薬剤、化合物）の影響をモニタリングすることに関す

る。

      【０２９２】

  これらおよび他の因子は、以下の節にさらに詳細に記載される。

      【０２９３】

  （診断アッセイ）

  生物学的サンプルにおけるＷｎｔ－７Ｂ－様の存在または非存在を検出するた

めの例示的な方法は、試験被験体から生物学的サンプルを得る工程、およびその

生物学的サンプルをＷｎｔ－７Ｂ－様タンパク質またはＷｎｔ－７Ｂ－様タンパ

ク質をコードする核酸（例えば、ｍＲＮＡ、ゲノムＤＮＡ）を検出し得る化合物

もしくは薬剤とを接触させ、その結果、Ｗｎｔ－７Ｂ－様の存在が、その生物学

的サンプルにおいて検出される、工程を包含する。Ｗｎｔ－７Ｂ－様のｍＲＮＡ

もしくはゲノムＤＮＡを検出するための薬剤は、Ｗｎｔ－７Ｂ－様のｍＲＮＡも

しくはゲノムＤＮＡにハイブリダイズし得る、標識された核酸プローブである。

この核酸プローブは、例えば、全長のＷｎｔ－７Ｂ－様核酸もしくはその部分の

核酸（例えば、少なくとも、１５、３０、５０、１００、２５０もしくは５００

ヌクレオチド長のオリゴヌクレオチドであり、かつストリンジェントな条件下で

Ｗｎｔ－７Ｂ－様のｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡと特異的にハイブリダイズする

に十分である核酸）であり得る。本発明の診断アッセイにおける使用のための他

の適切なプローブは本明細書において記載されている。

      【０２９４】

  Ｗｎｔ－７Ｂ－様タンパク質を検出するための因子は、Ｗｎｔ－７Ｂ－様タン

パク質に結合し得る抗体であり、好ましくは、検出可能な標識を有する抗体であ

る。抗体は、ポリクローナルであり得るか、またはより好ましくはモノクローナ

ル抗体であり得る。インタクトな抗体またはそのフラグメント（例えば、Ｆａｂ

またはＦ（ａｂ’）２）が使用され得る。用語「標識（された）」とは、プロー

ブまたは抗体に関して、検出可能な物質をそのプローブもしくは抗体にカップリ

ングさせる（すなわち、物理的に連結する）ことによって、そのプローブまたは

抗体を直接標識すること、ならびに、直接標識される別の試薬との反応性によっ
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て、そのプローブもしくは抗体を間接的に標識をすることを包含することが意図

される。間接的な標識の例としては、蛍光標識された二次抗体を用いた一次抗体

の検出、および蛍光標識されたストレプトアビジンを用いて検出され得るように

ＤＮＡプローブのビオチンを用いた末端標識が挙げられる。用語「生物学的サン

プル」とは、被験体から単離された、組織、細胞および生物学的流体ならびに被

験体に存在する組織、細胞および流体を含むことが意図される。すなわち、本発

明の検出方法を用いて、Ｗｎｔ－７Ｂ－様のｍＲＮＡ、タンパク質またはゲノム

ＤＮＡを、生物学的サンプル中で、インビトロおよびインビボで検出し得る。例

えば、Ｗｎｔ－７Ｂ－様  ｍＲＮＡの検出のためのインビトロ技術としては、ノ

ーザンハイブリダイゼーションおよびインサイチュハイブリダイゼーションが挙

げられる。Ｗｎｔ－７Ｂ－様タンパク質の検出のためのインビトロ技術としては

、酵素連結免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、ウェスタンブロット、免疫沈降お

よび免疫蛍光が挙げられる。Ｗｎｔ－７Ｂ－様ゲノムＤＮＡを検出するためのイ

ンビトロ技術としては、サザンハイブリダイゼーションが挙げられる。さらに、

Ｗｎｔ－７Ｂ－様タンパク質の検出のためのインビボ技術としては、標識された

抗Ｗｎｔ－７Ｂ－様抗体を被験体に導入することが挙げられる。例えば、その抗

体は、放射性マーカーを用いて標識され得る。この被験体における放射性マーカ

ーの存在および位置は、標準的な画像化技術によって検出され得る。

      【０２９５】

  １つの実施形態において、この生物学的サンプルは、その試験被験体からのタ

ンパク質分子を含む。あるいは、その生物学的サンプルは、その試験被験体から

のｍＲＮＡ分子またはその試験被験体からのゲノムＤＮＡ分子を含み得る。好ま

しい生物学的サンプルは、被験体から従来の手段によって単離された末梢血白血

球サンプルである。

      【０２９６】

  別の実施形態において、この方法はさらに、コントロール被験体からコントロ

ール生物学的サンプルを得る工程、そのコントロールサンプルを、Ｗｎｔ－７Ｂ

－様のタンパク質、ｍＲＮＡもしくはゲノムを検出し得る化合物もしくは因子と

接触させ、その結果、Ｗｎｔ－７Ｂ－様のタンパク質、ｍＲＮＡもしくはゲノム
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ＤＮＡの存在がその生物学的サンプルにおいて検出される、工程、およびそのコ

ントロールサンプルにおけるＷｎｔ－７Ｂ－様のタンパク質、ｍＲＮＡもしくは

ゲノムＤＮＡの存在と、その試験サンプルにおけるＷｎｔ－７Ｂ－様のタンパク

質、ｍＲＮＡもしくはゲノムＤＮＡの存在とを比較する工程を包含する。

      【０２９７】

  本発明はまた、生物学的サンプルにおけるＷｎｔ－７Ｂ－様の存在を検出する

ためのキットを包含する。例えば、このキットは、以下を備え得る：生物学的サ

ンプルにおいてＷｎｔ－７Ｂ－様のタンパク質またはｍＲＮＡを検出し得る、標

識された化合物もしくは因子；そのサンプルにおいてＷｎｔ－７Ｂ－様の量を決

定するための手段；およびそのサンプルにおけるＷｎｔ－７Ｂ－様の量を標準と

比較するための手段。この化合物または因子は、適切な容器内に包装され得る。

このキットは、さらに、Ｗｎｔ－７Ｂ－様タンパク質または核酸を検出するため

にキットを用いるための説明書を備え得る。

      【０２９８】

  （予後アッセイ）

  本明細書において記載された診断方法をさらに利用して、Ｗｎｔ－７Ｂ様異常

発現または異常活性に関連した疾患もしくは障害を有するか、またはその発症の

危険性を有する被験体を同定し得る。例えば、本明細書に記載されるアッセイ（

例えば、上述の診断アッセイまたは下記のアッセイ）を利用して、Ｗｎｔ－７Ｂ

様タンパク質、核酸の発現または活性に関連する障害（例えば、癌または線維性

障害）、あるいは上記の個々の節１～１４に記載されるＷｎｔ－７Ｂ様特異的疾

患を有するかまたはその発症の危険性を有する被験体を同定し得る。あるいは、

この予後アッセイを利用して、疾患または障害を有するかまたはその発症の危険

性を有する被験体を同定し得る。従って、本発明は、Ｗｎｔ－７Ｂ様の異常発現

または異常活性に関連する疾患もしくは障害を同定するための方法を提供する。

ここで、試験サンプルは、被験体から得られ、そしてＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質

または核酸（例えば、ｍＲＮＡ、ゲノムＤＮＡ）が検出され、ここで、Ｗｎｔ－

７Ｂ様タンパク質または核酸の存在は、Ｗｎｔ－７Ｂ様の異常発現または異常活

性に関連する疾患または障害を有するかまたはその発症の危険性を有する被験体
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についての診断指標である。本明細書において使用される場合「試験サンプル」

とは、目的の被験体から得られた生物学的サンプルをいう。例えば、試験サンプ

ルは、生物学的流体（例えば、血清）、細胞サンプル、または組織であり得る。

      【０２９９】

  さらに、本明細書に記載される予後アッセイを使用して、被験体に薬剤（例え

ば、アゴニスト、アンタゴニスト、ペプチド模倣物、タンパク質、ペプチド、核

酸、低分子、または他の薬物候補）を投与してＷｎｔ－７Ｂ様の異常発現または

異常活性に関連する疾患または障害を処置し得るか否かを、決定し得る。例えば

、このような方法を使用して、被験体が癌または子かん前症（ｐｒｅｃｌａｍｐ

ｓｉａ）のような障害、あるいは上記の個々の節１～１４に記載されるＷｎｔ－

７Ｂ様特異的疾患のための薬剤で有効に処置され得るか否かを決定し得る。従っ

て、本発明は、Ｗｎｔ－７Ｂ様の異常発現または異常活性に関連する障害につい

ての薬剤を用いて、被験体が有効に処置され得るか否かを決定するための方法を

提供する。ここで、試験サンプルが得られ、そしてＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質ま

たは核酸が検出される（例えば、ここで、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質または核酸

の存在は、この薬剤が投与されてＷｎｔ－７Ｂ様の異常発現または異常活性に関

連する障害が処置され得る被験体についての、診断指標である）。

      【０３００】

  本発明の方法はまた、Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子における遺伝的損傷を検出し、そ

れによって、その損傷遺伝子を有する被験体が異常な細胞増殖および／または分

化によって特徴付けられる障害についての危険性を有するか否かを決定するため

にも使用され得る。種々の実施形態において、この方法は、その被験体からの細

胞のサンプルにおいて、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質をコードする遺伝子の統合性

に影響を与える少なくとも１つの変更によって特徴付けられる遺伝的損傷の存在

または非存在、あるいはＷｎｔ－７Ｂ様遺伝子の誤発現を検出する工程を包含す

る。例えば、そのような遺伝的損傷は、以下の少なくとも１つの存在を確認する

ことによって検出され得る：（１）Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子からの１つ以上のヌク

レオチドの欠失；（２）Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子への１つ以上のヌクレオチドの付

加；（３）Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子の１つ以上のヌクレオチドの置換、（４）Ｗｎ
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ｔ－７Ｂ様遺伝子の染色体再配置；（５）Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子のメッセンジャ

ーＲＮＡ転写物のレベルにおける変更、（６）Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子の異常改変

（例えば、ゲノムＤＮＡのメチル化パターンの異常改変）、（７）Ｗｎｔ－７Ｂ

様遺伝子のメッセンジャーＲＮＡ転写物の非野生型スプライシングパターンの存

在、（８）Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質の非野生型レベル、（９）Ｗｎｔ－７Ｂ様

遺伝子の対立遺伝子の欠失、ならびに（１０）Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質の不適

切な翻訳後修飾。本明細書において記載されるように、当該分野において、Ｗｎ

ｔ－７Ｂ様遺伝子における損傷を検出するために使用され得る、多数の公知のア

ッセイ技術が存在する。好ましい生物学的サンプルは、従来手段によって被験体

から単離された末梢血白血球サンプルである。しかし、有核細胞を含む任意の生

物学的サンプルが使用され得、これには、例えば、頬粘膜細胞が挙げられる。

      【０３０１】

  特定の実施形態において、損傷の検出は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）（

例えば、米国特許第４，６８３，１９５号および同第４，６８３，２０２号を参

照のこと）（例えば、アンカーＰＣＲまたはＲＡＣＥ  ＰＣＲ）、あるいは、連

結連鎖反応（ＬＣＲ）（例えば、Ｌａｎｄｅｇｒａｎら（１９８８）Ｓｃｉｅｎ

ｃｅ  ２４１：１０７７－１０８０；およびＮａｋａｚａｗａら（１９９４）Ｐ

ＮＡＳ  ９１：３６０－３６４を参照のこと）におけるプローブ／プライマーの

使用を包含する。後者は、Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子における点変異を検出するため

に特に有用であり得る（Ａｂｒａｖａｙａら（１９９５）Ｎｕｃｌ  Ａｃｉｄｓ

  Ｒｅｓ  ２３：６７５－６８２を参照のこと）。この方法は、患者から細胞の

サンプルを収集する工程、核酸（例えば、ゲノム、ｍＲＮＡまたはその両方）を

そのサンプルの細胞から単離する工程、Ｗｎｔ－７Ｂ様の遺伝子に特異的にハイ

ブリダイズする１つ以上のプライマーとその核酸サンプルとを、Ｗｎｔ－７Ｂ様

遺伝子（存在する場合）のハイブリダイゼーションおよび増幅が生じるような条

件下で接触させる工程、ならびに増幅産物の存在もしくは非存在を検出する工程

、またはその増幅産物のサイズを検出する工程およびその長さをコントロールサ

ンプルと比較する工程を包含し得る。ＰＣＲおよび／またはＬＣＲは、本明細書

中に記載される変異を検出するために使用される技術のいずれかとともに予備的
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増幅工程として使用されることが望ましくあり得ることが予想される。

      【０３０２】

  代替的な増幅方法としては、以下が挙げられる：当業者に周知な技術を用いた

、その増幅された分子の検出の前の、自己維持配列複製（Ｇｕａｔｅｌｌｉら、

１９９０、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８７：１８７４－

１８７８）、転写増幅系（Ｋｗｏｈら、１９８９、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ

ｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ８６：１１７３－１１７７）、Ｑβレプリカーゼ（Ｌｉｚ

ａｒｄｉら、１９８８、ＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  ６：１１９７）、または

他の任意の核酸増幅方法。これらの検出スキームは、核酸分子が非常に極少数で

存在する場合に、そのような核酸分子の検出のために特に有用である。

      【０３０３】

  代替の実施形態において、サンプル細胞からのＷｎｔ－７Ｂ様遺伝子における

変異は、制限酵素切断パターンにおける変更によって同定され得る。例えば、サ

ンプルおよびコントロールのＤＮＡが単離され、増幅され（必要に応じて）、１

つ以上の制限エンドヌクレアーゼを用いて消化され、そしてフラグメント長の大

きさがゲル電気泳動によって決定され、そして比較される。サンプルＤＮＡとコ

ントロールＤＮＡとの間のフラグメント長の大きさにおける差異は、そのサンプ

ルＤＮＡにおける変異を示す。さらに、配列特異的なリボザイムの使用（例えば

、米国特許第５，４９３，５３１号を参照のこと）を使用して、リボザイム切断

部位の発生または喪失によって特異的な変異の存在についてスコア付けし得る。

      【０３０４】

  他の実施形態において、Ｗｎｔ－７Ｂ様における遺伝子変異は、サンプル核酸

およびコントロール核酸（例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡ）を、数百または数千の

オリゴヌクレオチドプローブを含む高密度アレイに対してハイブリダイズさせる

ことによって同定され得る（Ｃｒｏｎｉｎら（１９９６）Ｈｕｍａｎ  Ｍｕｔａ

ｔｉｏｎ  ７：２４４－２５５；Ｋｏｚａｌら（１９９６）Ｎａｔｕｒｅ  Ｍｅ

ｄｉｃｉｎｅ  ２：７５３－７５９）。例えば、Ｗｎｔ－７Ｂ様における遺伝子

変異は、Ｃｒｏｎｉｎら（上記）に記載されるように光生成ＤＮＡプローブを含

む二次元アレイにおいて同定され得る。手短には、プローブの第一ハイブリダイ
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ゼーションアレイを用いて、サンプルおよびコントロールにおける長いストレッ

チのＤＮＡにわたって走査し、連続的に重複するプローブの線形アレイを作成す

ることによって、その配列間の塩基変化を同定し得る。この工程は、点変異の同

定を可能にする。この工程に第二のハイブリダイゼーションアレイが続き、これ

は、検出される全ての改変体または変異体に相補的な、より小さな特化されたプ

ローブアレイを用いることによる特定の変異の特徴付けを可能にする。各変異ア

レイは、一方が野生型遺伝子に対して相補的であり、そして他方が変異遺伝子に

対して相補である並行プローブセットから構成される。

      【０３０５】

  なお別の実施形態において、当該分野で公知の種々の配列決定反応のいずれか

を使用して、Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子を直接配列決定し得、そしてサンプルＷｎｔ

－７Ｂ様配列と対応する野生型（コントロール）配列とを比較することによって

、変異を検出し得る。配列決定反応の例としては、ＭａｘｉｍおよびＧｉｌｂｅ

ｒｔ（１９７７）ＰＮＡＳ  ７４：５６０またはＳａｎｇｅｒ（１９７７）ＰＮ

ＡＳ  ７４：５４６３によって開発された技術に基づくものが挙げられる。診断

アッセイを実施する場合、種々の自動化配列決定手順のいずれかを利用し得るこ

ともまた意図される（Ｎａｅｖｅら（１９９５）ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  

１９：４４８）。これらには、質量分析法による配列決定法（例えば、ＰＣＴ国

際公開番号ＷＯ  ９４／１６１０１；Ｃｏｈｅｎら（１９９６）Ａｄｖ  Ｃｈｒ

ｏｍａｔｏｇｒ  ３６：１２７－１６２；およびＧｒｉｆｆｉｎら（１９９３）

Ａｐｐｌ  Ｂｉｏｃｈｅｍ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ  ３８．：１４７－１５９を

参照のこと）が含まれる。

      【０３０６】

  Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子における変異を検出するための他の方法としては、切断

剤からの保護を使用して、ＲＮＡ／ＲＮＡもしくはＲＮＡ／ＤＮＡのヘテロ二重

鎖に基づくミスマッチ塩基を検出する方法が挙げられる（Ｍｙｅｒｓら（１９８

５）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３０：１２４２）。一般に、「ミスマッチ切断」の当該

分野の技術は、野生型のＷｎｔ－７Ｂ様配列を含む（標識された）ＲＮＡまたは

ＤＮＡを、組織サンプルから得られた潜在的な変異体ＲＮＡまたはＤＮＡとハイ



(133) 特表２００３－５２９３５５

ブリダイズさせることによって形成されるヘテロ二重鎖を提供する工程によって

始まる。この二本鎖の二重鎖を、二重鎖の一本鎖領域（例えば、そのコントロー

ルとサンプルの鎖との間の塩基対ミスマッチに起因して存在するもの）を切断す

る薬剤を用いて処理する。例えば、ＲＮＡ／ＤＮＡ二重鎖を、ＲＮａｓｅを用い

て処理し得、そしてＤＮＡ／ＤＮＡハイブリッドを、そのミスマッチ領域を酵素

的に消化することに対して、Ｓ１ヌクレアーゼを用いて処理し得る。他の実施形

態において、ＤＮＡ／ＤＮＡまたはＲＮＡ／ＤＮＡのいずれかの二重鎖を、ミス

マッチ領域を消化するために、ヒドロキシルアミンまたは四酸化オスミウム、お

よびピペリジンを用いて処理し得る。そのミスマッチ領域の消化後、次いで、得

られた物質を変性ポリアクリルアミドゲル上で、大きさにより分離して、変異の

部位を決定する。例えば、Ｃｏｔｔｏｎら（１９８８）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａ

ｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８５：４３９７；Ｓａｌｅｅｂａら（１９９２）Ｍｅ

ｔｈｏｄｓ  Ｅｎｚｙｍｏｌ  ２１７：２８６－２９５を参照のこと。１つの実

施形態において、コントロールのＤＮＡまたはＲＮＡは、検出のために標識され

得る。

      【０３０７】

  なお別の実施形態において、ミスマッチ切断反応は、二本鎖ＤＮＡにおけるミ

スマッチ塩基対を認識する１つ以上のタンパク質（いわゆる「ＤＮＡミスマッチ

修復」酵素）を、細胞のサンプルから得られたＷｎｔ－７Ｂ様ｃＤＮＡにおける

点変異を検出およびマッピングするために規定された系において使用する。例え

ば、Ｅ．ｃｏｌｉのｍｕｔＹ酵素は、Ｇ／ＡミスマッチでＡを切断し、そしてＨ

ｅＬａ細胞由来のチミジンＤＮＡグリコシラーゼは、Ｇ／ＴミスマッチでＴを切

断する（Ｈｓｕら（１９９４）Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ  １５：１６５７

～１６６２）。例示的な実施形態に従って、Ｗｎｔ－７Ｂ様配列（例えば、野生

型Ｗｎｔ－７Ｂ様配列）に基づくプローブは、試験細胞由来のｃＤＮＡまたは他

のＤＮＡ産物にハイブリダイズされる。二重鎖は、ＤＮＡミスマッチ修復酵素を

用いて処理され、そしてその切断産物（もしあれば）は、電気泳動プロトコルな

どから検出され得る。例えば、米国特許第５，４５９，０３９号を参照のこと。

      【０３０８】
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  他の実施形態において、電気泳動の移動度における変化は、Ｗｎｔ－７Ｂ様遺

伝子における変異を同定するために使用される。例えば、一本鎖コンホメーショ

ン多型（ＳＳＣＰ）は、変異体と野生型核酸との間の電気泳動の移動度における

差異を検出するために使用され得る（Ｏｒｉｔａら（１９８９）Ｐｒｏｃ  Ｎａ

ｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ：８６：２７６６、またＣｏｔｔｏｎ（１９９

３）Ｍｕｔａｔ  Ｒｅｓ  ２８５：１２５～１４４；Ｈａｙａｓｈｉ（１９９２

）Ｇｅｎｅｔ  Ａｎａｌ  Ｔｅｃｈ  Ａｐｐｌ  ９：７３～７９を参照のこと）

。サンプルおよびコントロールＷｎｔ－７Ｂ様核酸の一本鎖ＤＮＡフラグメント

は、変性され、そして再生される。一本鎖核酸の二次構造は、配列に従って変化

し、電気泳動の移動度において得られる変化は、１つの塩基変化の検出さえも可

能にする。ＤＮＡフラグメントは、標識され得るか、または標識されたプローブ

を用いて検出され得る。アッセイの感度は、ＤＮＡよりもむしろ、二次構造が配

列中の変化に対してより感受的であるＲＮＡを使用することによって増強され得

る。１つの実施形態において、本発明の方法は、ヘテロ二重鎖分析を利用して、

電気泳動の移動度における変化に基づいて二本鎖のヘテロ二重鎖分子を分離する

（Ｋｅｅｎら（１９９１）Ｔｒｅｎｄｓ  Ｇｅｎｅｔ  ７：５）。

      【０３０９】

  なお別の実施形態において、一定勾配の変性剤を含有するポリアクリルアミド

ゲルにおける変異体または野生型フラグメントの移動は、変性勾配ゲル電気泳動

（ＤＧＧＥ）を使用してアッセイされる（Ｍｙｅｒｓら（１９８５）Ｎａｔｕｒ

ｅ  ３１３：４９５）。ＤＧＧＥが分析の方法として使用される場合、ＤＮＡは

、例えば、ＰＣＲにより約４０ｂｐの高融点ＧＣリッチＤＮＡのＧＣクランプを

付加することによって、完全には変性されないことを確実するように改変される

。さらなる実施形態において、温度勾配は、コントロールおよびサンプルＤＮＡ

の移動度における差異を同定するために、変性剤勾配の代わりに使用される（Ｒ

ｏｓｅｎｂａｕｍおよびＲｅｉｓｓｎｅｒ（１９８７）Ｂｉｏｐｈｙｓ  Ｃｈｅ

ｍ  ２６５：１２７５３）。

      【０３１０】

  点変異を検出するための他の技術の例としては、以下が挙げられるが、これら
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に限定されない：選択的オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション、選択的増

幅、または選択的プライマー伸長。例えば、オリゴヌクレオチドプライマーは、

既知の変異が中心的に配置されるように調製され得、次いで、完全なマッチが見

出される場合にのみハイブリダイゼーションを許容する条件下で標的ＤＮＡにハ

イブリダイズされる（Ｓａｉｋｉら（１９８６）Ｎａｔｕｒｅ  ３２４：１６３

；Ｓａｉｋｉら（１９８９）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ．Ｓｃｉ  ＵＳＡ  

８６：６２３０）。このような対立遺伝子特異的オリゴヌクレオチドは、このオ

リゴヌクレオチドがハイブリダイズ膜に付着され、そして標識された標的ＤＮＡ

とハイブリダイズされる場合に、ＰＣＲ増幅された標的ＤＮＡまたは多くの異な

る変異にハイブリダイズされる。

      【０３１１】

  あるいは、選択的ＰＣＲ増幅に依存する対立遺伝子特異的増幅技術は、本発明

と合わせて使用され得る。特異的増幅についてのプライマーとして使用されるオ

リゴヌクレオチドは、分子の中心において（その結果、増幅は、差次的ハイブリ

ダイゼーションに依存する）（Ｇｉｂｂｓら（１９８９）Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃ

ｉｄｓ  Ｒｅｓ  １７：２４３７～２４４８）か、あるいは適切な条件下でミス

マッチが妨げられ得るかまたはポリメラーゼ伸長を減少し得る、１つのプライマ

ーの３’の最末端で、目的の変異を保有し得る（Ｐｒｏｓｓｎｅｒ（１９９３）

Ｔｉｂｔｅｃｈ  １１：２３８）。さらに、変異領域に新規な制限部位を導入す

ることは、切断に基づく検出を行うために望ましくあり得る（Ｇａｓｐａｒｉｎ

ｉら（１９９２）Ｍｏｌ  Ｃｅｌｌ  Ｐｒｏｂｅｓ  ６：１）。特定の実施形態

において、増幅はまた、増幅用Ｔａｑリガーゼを使用して実施され得ることが予

測される（Ｂａｒａｎｙ（１９９１）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  

ＵＳＡ  ８８：１８９）。このような場合において、連結は、５’配列の３’末

端に完全なマッチが存在する場合にのみ生じ、増幅の存在または非存在を探索す

ることによって、特定の部位における既知の変異の存在を検出することを可能に

する。

      【０３１２】

  本明細書中に記載される方法は、例えば、本明細書中に記載される少なくとも
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１つのプローブ核酸または抗体試薬を含む、予めパッケージングされた診断キッ

トを利用することによって実施され得、これは、例えば、Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子

を含む疾患または疾病の症状または家族病歴を示す患者を診断するための臨床的

設定において簡便に使用され得る。

      【０３１３】

  さらに、Ｗｎｔ－７Ｂ様が発現される任意の細胞型または組織（好ましくは、

末梢血白血球）は、本明細書中に記載される予後アッセイにおいて利用され得る

。しかし、有核細胞を含む任意の生物学的サンプル（例えば、頬粘膜細胞を含む

）が、使用され得る。

      【０３１４】

  （薬理ゲノム学（Ｐｈａｒｍａｃｏｇｅｎｏｍｉｃｓ））

  Ｗｎｔ－７Ｂ様活性（例えば、Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子発現）に対する刺激性ま

たは阻害性の影響を有する因子、すなわちモジュレーターは、本明細書中に記載

されるスクリーニングアッセイによって同定されるように、異常なＷｎｔ－７Ｂ

様活性に関連する障害（例えば、癌またはプロゲステロン障害、あるいは上記の

個々の節１～１４に記載されるようなＷｎｔ－７Ｂ様特異的疾患）を処置（予防

的または治療的に）するために個体に投与され得る。このような処置と合わせて

、個体の薬理ゲノム学（すなわち、個体の遺伝子型と外来化合物または薬物に対

するその個体の応答との間の関係についての研究）が、考慮され得る。治療剤の

代謝における差異は、薬理学的に活性な薬物の用量と血中濃度との間の関係を変

更することによって、重篤な毒性または治療の失敗を導き得る。従って、個体の

薬理ゲノム学は、個体の遺伝子型の考慮に基づく予防的または治療的処置のため

に有効な薬剤（例えば、薬物）の選択を許容する。このような薬理ゲノム学は、

さらに、適切な投薬量および治療剤レジメンを決定するために使用され得る。従

って、個体におけるＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質の活性、Ｗｎｔ－７Ｂ様核酸の発

現、あるいはＷｎｔ－７Ｂ様遺伝子の変異含量が決定されて、それによって個体

の治療的または予防的処置のために適切な薬剤を選択し得る。

      【０３１５】

  薬理ゲノム学は、罹患された人における変更された薬物の性質および異常な作
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用に起因して、薬物に応答する臨床的に有意な遺伝性変更を扱う。例えば、Ｅｉ

ｃｈｅｌｂａｕｍ、Ｃｌｉｎ  Ｅｘｐ  Ｐｈａｒｍａｃｏｌ  Ｐｈｙｓｉｏｌ，

１９９６，２３：９８３～９８５およびＬｉｎｄｅｒ、Ｃｌｉｎ  Ｃｈｅｍ，１

９９７，４３：２５４～２６６を参照のこと。一般に、２つの型の薬理ゲノム学

状態が、区別され得る。薬物が身体に作用する方法を変更する１つの因子として

伝達される遺伝的状態（変更された薬物作用）、または身体が薬物に作用する方

法を変更する１つの因子として伝達される遺伝的状態（変更された薬物代謝）。

これらの薬理ゲノム学状態は、稀な欠損としてか、または多型としてのいずれか

で生じ得る。例えば、グルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ（Ｇ６ＰＤ）欠

損は、一般的な遺伝性酵素病であり、この主な臨床的合併症は、酸化剤薬物（抗

マラリア剤、スルホンアミド、鎮痛薬、ニトロフラン）の摂取およびソラマメの

消費後の溶血である。

      【０３１６】

  例示的な実施形態として、薬物代謝酵素の活性は、薬物作用の強度および持続

期間の両方の主要な決定因子である。薬物代謝酵素（例えば、Ｎ－アセチルトラ

ンスフェラーゼ２（ＮＡＴ２）およびシトクロムＰ４５０酵素ＣＹＰ２Ｄ６およ

びＣＹＰ２Ｃ１９）の遺伝的多型の発見は、幾人かの患者が予期される薬物効果

を得ないか、または標準的かつ安全な用量の薬物を摂取した後に過大な薬物応答

および深刻な毒性を示すことに関しての説明を提供した。これらの多型は、集団

において２つの表現型（高い代謝能を持つ人（ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ  ｍｅｔａｂ

ｏｌｉｚｅｒ）（ＥＭ）および低い代謝能を持つ人（ｐｏｏｒ  ｍｅｔａｂｏｌ

ｉｚｅｒ）（ＰＭ））で表現される。ＰＭの有病率は、異なる集団の間で異なる

。例えば、ＣＹＰ２Ｄ６をコードする遺伝子は高度に多型であり、そしていくら

かの変異がＰＭにおいて同定されており、この全ては機能的ＣＹＰ２Ｄ６の非存

在に至る。ＣＹＰ２Ｄ６およびＣＹＰ２Ｃ１９の低い代謝能を持つ人は、彼らが

標準的な用量を受ける場合に、かなり頻繁に過大な薬物応答および副作用を経験

する。代謝産物が活性な治療的部分である場合、そのＣＹＰ２Ｄ６形成代謝産物

であるモルヒネによって媒介されるコデインの鎮痛効果について実証されるよう

に、ＰＭは治療的応答を示さない。他の極端なものは、標準的な用量に応答しな
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い、いわゆる超迅速な代謝能を持つ人である。最近、超迅速な代謝の基準となる

分子は、ＣＹＰ２Ｄ６遺伝子増幅に起因していることが同定されている。

      【０３１７】

  従って、個体におけるＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質の活性、Ｗｎｔ－７Ｂ様核酸

の発現、あるいはＷｎｔ－７Ｂ様遺伝子の変異含量を決定して、それによって、

その個体の治療的または予防的処置のために適切な薬剤を選択し得る。さらに、

薬理ゲノム学の研究を使用して、個体の薬物応答性の表現型の同定に対して薬物

代謝酵素をコードする多型対立遺伝子の遺伝子型を適用し得る。この知見は、用

量または薬物選択に適用される場合、有害な反応または治療の失敗を回避し得、

従って、被験体をＷｎｔ－７Ｂ様調節因子（例えば、本明細書中に記載される例

示的なスクリーニングアッセイの１つによって同定される調節因子）を用いて処

置する場合に治療的または予防的効率を増強し得る。

      【０３１８】

  （臨床試験中の効果のモニタリング）

  Ｗｎｔ－７Ｂ様の発現または活性（例えば、異常な細胞増殖および／または分

化を調節する能力）に対する薬剤（例えば、薬物、化合物）の影響をモニタリン

グすることは、基本的な薬物スクリーニングおよび臨床試験に適用され得る。例

えば、本明細書中に記載されるようなスクリーニングアッセイによって決定され

る、Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子発現、タンパク質レベルを増加するため、またはＷｎ

ｔ－７Ｂ様活性をアップレギュレートする薬剤の効力は、減少したＷｎｔ－７Ｂ

様遺伝子発現、タンパク質レベル、またはダウンレギュレートしたＷｎｔ－７Ｂ

様活性を示す被験体の臨床試験においてモニターされ得る。あるいは、スクリー

ニングアッセイによって決定される、Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子発現、タンパク質レ

ベルを減少、またはＷｎｔ－７Ｂ様活性をダウンレギュレートする薬剤の効力は

、増加したＷｎｔ－７Ｂ様遺伝子発現、タンパク質レベル、またはアップレギュ

レートしたＷｎｔ－７Ｂ様活性を示す被験体の臨床試験においてモニターされ得

る。このような臨床試験において、Ｗｎｔ－７Ｂ様発現または活性、および好ま

しくは、例えば、細胞増殖障害または上記の個別の節１～１４に記載されるＷｎ

ｔ－７Ｂ様特異的疾患に関与するような他の遺伝子が、「リードアウト（読み出
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し）（ｒｅａｄ  ｏｕｔ）」、すなわち、特定の細胞の免疫応答性のマーカーと

して使用され得る。

      【０３１９】

  例えば（限定ではなく）、Ｗｎｔ－７Ｂ様を含む遺伝子（これは、Ｗｎｔ－７

Ｂ様活性（例えば、本明細書中に記載されるようなスクリーニングアッセイにお

いて同定される）を調節する薬剤（例えば、化合物、薬物または低分子）を用い

る処置によって、細胞内で調節される）が、同定され得る。従って、細胞性増殖

障害に対する薬剤の効果を研究するために、例えば、臨床試験において、細胞が

単離され得、そしてＲＮＡが調製され得、そしてＷｎｔ－７Ｂ様およびこの障害

に関与する他の遺伝子の発現のレベルについて分析され得る。遺伝子発現のレベ

ル（すなわち、遺伝子発現パターン）は、本明細書中に記載されるように、ノー

ザンブロット分析もしくはＲＴ－ＰＣＲによるか、あるいは産生されるタンパク

質の量を測定することによるか、本明細書中に記載されるような方法の１つによ

るか、あるいはＷｎｔ－７Ｂ様または他の遺伝子の活性のレベルを測定すること

によって、定量され得る。この様式で、この遺伝子発現パターンは、この薬剤に

対する細胞の生理学的応答の指標であるマーカーとして作用し得る。従って、こ

の応答状態は、この薬剤を用いる個体の処置の前、および処置の間の種々の時点

で、決定され得る。

      【０３２０】

  １つの実施形態において、本発明は、薬剤（例えば、アゴニスト、アンタゴニ

スト、タンパク質、ペプチド、ペプチド模倣物、核酸、低分子、または本明細書

中に記載されるスクリーニングアッセイによって同定される他の薬物候補物）を

用いる、被験体の処置の効力をモニタリングするための方法を提供し、これは、

以下の工程を包含する：（ｉ）薬剤の投与の前に、被験体から投与前サンプルを

得る工程；（ｉｉ）この投与前サンプルにおいて、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質、

ｍＲＮＡ、またはゲノムＤＮＡの発現のレベルを検出する工程；（ｉｉｉ）この

被験体から１つ以上の投与後サンプルを得る工程；（ｉｖ）この投与後サンプル

において、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質、ｍＲＮＡ、またはゲノムＤＮＡの発現ま

たは活性のレベルを検出する工程；（ｖ）この投与前サンプルにおけるＷｎｔ－
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７Ｂ様タンパク質、ｍＲＮＡ、またはゲノムＤＮＡの発現または活性のレベルを

、この投与後サンプルにおけるＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質、ｍＲＮＡ、またはゲ

ノムＤＮＡの発現または活性のレベルと比較する工程；ならびに（ｖｉ）従って

、この被験体に対する薬剤の投与を変更する工程。例えば、この薬剤の増加した

投与は、検出されるよりも高いレベルにＷｎｔ－７Ｂ様の発現または活性を増加

することが（すなわち、この薬剤の効力を増加すること）望ましくあり得る。あ

るいは、この薬剤の減少した投与は、検出されるよりも低いレベルにＷｎｔ－７

Ｂ様の発現または活性を減少することが（すなわち、この薬剤の効力を減少する

こと）望ましくあり得る。

      【０３２１】

  （処置方法）

  本発明は、異常なＷｎｔ－７Ｂ様の発現または活性に関連する障害の危険性の

ある（または感受性）か、またはこの障害を有する被験体を処置する予防的およ

び治療的の両方の方法を提供する。

      【０３２２】

  （障害）

  （その疾患または障害に罹患していない被験体と比較して）増加したレベルま

たは生物学的活性によって特徴付けられる疾患および障害は、活性を拮抗する（

すなわち、低減または阻害する）治療剤を用いて処置され得る。活性を拮抗する

治療剤は、治療的または予防的な様式で、投与され得る。利用され得る治療剤と

しては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：（ｉ）上記ペプチド、ま

たはそのアナログ、誘導体、フラグメントもしくはホモログ；（ｉｉ）上記ペプ

チドに対する抗体；（ｉｉｉ）上記ペプチドをコードする核酸；（ｉｖ）相同組

換えによって上記ペプチドの内因性機能を「ノックアウトする」ために利用され

る、アンチセンス核酸および「機能不全性」である（すなわち、上記ペプチドに

対するコード配列のコード配列内の異種挿入に起因する）核酸の投与（例えば、

Ｃａｐｅｃｃｈｉ、１９８９、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４４：１２８８～１２９２を

参照のこと）；または（ｖ）上記ペプチドとその結合パートナーとの間の相互作

用を変化させる、調節因子（すなわち、インヒビター、アゴニストおよびアンタ
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ゴニスト（本発明のさらなるペプチド模倣物または本発明のペプチドに対して特

異的な抗体を含む））。

      【０３２３】

  （その疾患または障害に罹患していない被験体と比較して）減少したレベルま

たは生物学的活性によって特徴付けられる疾患および障害は、活性を増加させる

（すなわち、活性に対するアゴニストである）治療剤を用いて処置され得る。活

性をアップレギュレートする治療剤は、治療的または予防的な様式で、投与され

得る。利用され得る治療剤としては、以下が挙げられるが、これらに限定されな

い：上記ペプチド、またはそのアナログ、誘導体、フラグメントもしくはホモロ

グ；あるいはバイオアベイラビリティーを増加させるアゴニスト。

      【０３２４】

  増加したレベルまたは減少したレベルは、ペプチドおよび／またはＲＮＡを定

量することによって、容易に検出され得る。この定量は、患者の組織サンプルを

（例えば、生検組織から）入手し、そしてそのサンプルを、その発現したペプチ

ド（または上記ペプチドのｍＲＮＡ）のＲＮＡレベルまたはペプチドレベル、構

造および／または活性をインビトロでアッセイすることによる。当該分野におい

て周知の方法としては、以下が挙げられるが、これらに限定されない：イムノア

ッセイ（例えば、ウェスタンブロット分析、ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）

ポリアクリルアミドゲル電気泳動が後に続く免疫沈降、免疫細胞化学などによる

）および／またはｍＲＮＡの発現を検出するためのハイブリダイゼーションアッ

セイ（例えば、ノーザンアッセイ、ドットブロット、インサイチュハイブリダイ

ゼーションなど）。

      【０３２５】

  （予防的方法）

  １つの局面において、本発明は、被験体において異常なＷｎｔ－７Ｂ様の発現

または活性と関連する疾患または状態を、Ｗｎｔ－７Ｂ様の発現または少なくと

も１つのＷｎｔ－７Ｂ様活性を調節する薬剤をこの被験体に投与することによっ

て予防するための方法を提供する。異常なＷｎｔ－７Ｂ様の発現または活性によ

って引き起こされるかまたはこれらに起因する、疾患にかかる危険がある被験体
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は、例えば、本明細書中に記載の診断アッセイまたは予後アッセイのいずれか、

またはそれらの組み合わせによって、同定され得る。予防薬剤の投与は、疾患ま

たは障害が予防されるか、あるいはその進行を遅らせられるように、このＮＷｎ

ｔ－７Ｂ様異常の特徴である症状の発現の前に行い得る。このＷｎｔ－７Ｂ様異

常の型に依存して、例えば、Ｗｎｔ－７Ｂ様アゴニスト薬剤またはＷｎｔ－７Ｂ

様アンタゴニスト薬剤が、その被験体を処置するために使用され得る。その適切

な薬剤は、本明細書中に記載のスクリーニングアッセイに基づいて決定され得る

。本発明の予防方法は、以下の小区分において、さらに議論される。

      【０３２６】

  （治療方法）

  本発明の別の局面は、治療目的のためにＷｎｔ－７Ｂ様の発現または活性を調

節する方法に関する。本発明の調節方法は、細胞を、その細胞に関するＷｎｔ－

７Ｂ様タンパク質活性の活性のうちの１つ以上を調節する薬剤と接触させる工程

を包含する。Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質活性を調節する薬剤は、核酸またはタン

パク質、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質の天然に存在する同族リガンド、ペプチド、

Ｗｎｔ－７Ｂ様ペプチド模倣物、または他の低分子のような、本明細書中に記載

されるような薬剤であり得る。１つの実施形態において、この薬剤は、Ｗｎｔ－

７Ｂ様タンパク質活性のうちの１つ以上を刺激する。このような刺激薬剤の例と

しては、活性なＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質、およびその細胞に導入されたＷｎｔ

－７Ｂ様をコードする核酸分子が挙げられる。別の実施形態において、この薬剤

は、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質活性のうちの１つ以上を阻害する。このような阻

害薬剤の例としては、アンチセンスＷｎｔ－７Ｂ様核酸分子、および抗Ｗｎｔ－

７Ｂ様抗体が挙げられる。これらの調節方法は、インビトロで（例えば、その薬

剤とともにその細胞を培養することによって）、あるいはインビボで（例えば、

被験体にその薬剤を投与することによって）実施され得る。このように、本発明

は、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質または核酸分子の、異常な発現または異常な活性

によって特徴付けられる、疾患または障害に罹患した個体を処置する方法を提供

する。１つの実施形態において、この方法は、Ｗｎｔ－７Ｂ様の発現または活性

を調節する（例えば、アップレギュレートまたはダウンレギュレートする）薬剤
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（例えば、本明細書中に記載のスクリーニングアッセイによって同定される薬剤

）あるいはそのような薬剤の組み合わせを投与する工程を包含する。別の実施形

態において、この方法は、Ｗｎｔ－７Ｂ様タンパク質または核酸分子を、低減し

たかまたは異常なＷｎｔ－７Ｂ様の発現または活性を補償するための治療として

、投与する工程を包含する。

      【０３２７】

  Ｗｎｔ－７Ｂ様活性の刺激は、Ｗｎｔ－７Ｂ様が異常にダウンレギュレートさ

れている状況、および／またはＷｎｔ－７Ｂ様活性の増加が有益な効果を有する

ようである状況において、望ましい。このような状況の１つの例は、被験体が、

異常な細胞増殖および／または細胞分化によって特徴付けられる障害（例えば、

癌）を有する場合である。このような状況の別の例は、被験体がプロゲステロン

疾患（例えば、子かん前症）を有する場合である。本発明の他の疾患としては、

上記の個々の節１～１４に記載のＷｎｔ－７Ｂ様特異的疾患が挙げられる。

      【０３２８】

  本発明は、以下の非限定的な実施例によって例示される。

      【０３２９】

  （実施例）

  （実施例１．ＴａｑＭａｎＴＭ分析によって決定される、組織中でのクローン

２９５１８６１４核酸の発現）

  クローン２９５１８６１４核酸の発現を、以下の表２で示す組織において、リ

アルタイム定量的ＰＣＲによって評価した。表２の１行目における番号付けは、

図３Ａ～Ｃにおけるヒストグラムのレーンの順序に対応する。

      【０３３０】

  （表２．ＴａｑＭａｎＹＭ分析において使用した細胞型のパネル）

１  内皮細胞

２  内皮細胞（処置）

３  膵臓

４  膵臓癌  ＣＡＰＡＮ  ２

５  脂肪
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６  副腎

７  甲状腺

８  唾液腺

９  下垂体

１０  脳（胎児）

１１  脳（全体）

１２  脳（扁桃）

１３  脳（小脳）

１４  脳（海馬）

１５  脳（視床下部）

１６  脳（黒質）

１７  脳（視床）

１８  脊髄

１９  ＣＮＳ癌  （神経膠腫／星状細胞腫）  Ｕ８７－ＭＧ  

２０  ＣＮＳ癌  （神経膠腫／星状細胞腫）  Ｕ－１１８－ＭＧ  

２１  ＣＮＳ癌  （星状細胞腫）  ＳＷ１７８３  

２２  ＣＮＳ癌＊（神経芽腫；転移）  ＳＫ－Ｎ－ＡＳ  

２３  ＣＮＳ癌  （星状細胞腫）  ＳＦ－５３９  

２４  ＣＮＳ癌  （星状細胞腫）  ＳＮＢ－７５  

２５  ＣＮＳ癌  （神経膠腫）  ＳＮＢ－１９  

２６  ＣＮＳ癌  （神経膠腫）  Ｕ２５１

２７  ＣＮＳ癌  （神経膠腫）  ＳＦ－２９５  

２８  心臓

２９  骨格筋

３０  骨髄

３１  胸腺

３２  脾臓

３３  リンパ節

３４  結腸（上行）
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３５  胃

３６  小腸

３７  結腸癌  ＳＷ４８０

３８  結腸癌＊（ＳＷ４８０転移）  ＳＷ６２０

３９  結腸癌  ＨＴ２９

４０  結腸癌  ＨＣＴ－１１６  

４１  結腸癌  ＣａＣｏ－２  

４２  結腸癌  ＨＣＴ－１５  

４３  結腸癌  ＨＣＣ－２９９８  

４４  胃癌＊  （肝臓転移）  ＮＣＩ－Ｎ８７

４５  膀胱

４６  気管

４７  腎臓

４８  腎臓（胎児）

４９  腎臓癌  ７８６－０

５０  腎臓癌  Ａ４９８

５１  腎臓癌  ＲＸＦ  ３９３

５２  腎臓癌  ＡＣＨＮ

５３  腎臓癌  ＵＯ－３１

５４  腎臓癌  ＴＫ－１０

５５  肝臓

５６  肝臓（胎児）

５７  肝臓癌（胚芽細胞腫）  ＨｅｐＧ２

５８  肺

５９  肺（胎児）

６０  肺癌  （スモール細胞）  ＬＸ－１

６１  肺癌  （スモール細胞）  ＮＣＩ－Ｈ６９

６２  肺癌  （スモール細胞改変体）  ＳＨＰ－７７

６３  肺癌  （ラージ細胞）  ＮＣＩ－Ｈ４６０
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６４  肺癌  （非スモール細胞）  Ａ５４９

６５  肺癌  （非スモール細胞）  ＮＣＩ－Ｈ２３

６６  肺癌  （非スモール細胞）  ＨＯＰ－６２

６７  肺癌  （非スモール細胞）  ＮＣＩ－Ｈ５２２

６８  肺癌  （扁平上皮）  ＳＷ．９００

６９  肺癌  （扁平上皮）  ＮＣＩ－Ｈ５９６

７０  乳腺

７１  乳癌＊（胸水）  ＭＣＦ－７

７２  乳癌＊（胸水）  ＭＤＡ－ＭＢ－２３１

７３  乳癌＊（胸水）  Ｔ４７Ｄ

７４  乳癌  ＢＴ－５４９

７５  乳癌  ＭＤＡ－Ｎ

７６  卵巣

７７  卵巣癌  ＯＶＣＡＲ－３

７８  卵巣癌  ＯＶＣＡＲ－４

７９  卵巣癌  ＯＶＣＡＲ－５

８０  卵巣癌  ＯＶＣＡＲ－８

８１  卵巣癌  ＩＧＲＯＶ－１

８２  卵巣癌＊（腹水）  ＳＫ－ＯＶ－３

８３  子宮筋層

８４  子宮

８５  胎盤

８６  前立腺

８７  前立腺癌＊（骨転移）  ＰＣ－３

８８  精巣

８９  黒色腫  Ｈｓ６８８（Ａ）．Ｔ

９０  黒色腫＊（転移）  Ｈｓ６８８  （Ｂ）．Ｔ

９１  黒色腫  ＵＡＣＣ－６２

９２  黒色腫  Ｍ１４
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９３  黒色腫  ＬＯＸ  ＩＭＶＩ

９４  黒色腫＊（転移）  ＳＫ－ＭＥＬ－５

９５  黒色腫  ＳＫ－ＭＥＬ－２８

９６  黒色腫  ＵＡＣＣ－２５７。

      【０３３１】

  使用されるＰＣＲアッセイにおいて、結合したレポーター色素およびクエンチ

ャー色素の両方を有するオリゴヌクレオチドからなる蛍光発生プローブを、順方

向プライマーと逆方向プライマーとの間の標的配列に特異的にアニールする。こ

のプローブが、ＤＮＡポリメラーゼの５’ヌクレアーゼ活性によって切断される

場合、このレポーター色素は、クエンチャー色素から分離され、そして配列特異

的シグナルが生成する。各サイクルを用いて、さらなるレポーター色素分子を、

そのそれぞれのプローブから切断し、そして蛍光強度における増加を、ＰＣＲの

間にモニターする。

      【０３３２】

  プローブおよびプライマーを、インプットとして２７７７６１０の配列を使用

して、Ｐｅｒｋｉｎ  Ｅｌｍｅｒ  ＢｉｏｓｙｓｔｅｍのＰｒｉｍｅｒ  Ｅｘｐ

ｒｅｓｓ  Ｓｏｆｔｗａｒｅパッケージ（アップルコンピュータのＭａｃｉｎｔ

ｏｓｈ  Ｐｏｗｅｒ  ＰＣ用のバージョンＩ）に従って設計した。反応条件のた

めにデフォルトの設定を使用し、そしてプライマー選択の前に、以下のパラメー

タを設定した：プライマー濃度＝２５０ｎＭ、プライマー融点（Ｔｍ）範囲＝５

８～６０℃、プライマーの最適Ｔｍ＝５９℃、最大プライマー差異＝２℃、プロ

ーブは５’Ｇを有さない、プローブＴｍは、プライマーＴｍよりも１０℃高くな

ければならない、アンプリコンサイズ７５ｂｐ～１００ｂｐ。選択したプローブ

およびプライマー（以下を参照のこと）を合成し、二重ＨＰＬＣ精製して未結合

色素を除去し、そしてレポーター色素およびクエンチャー色素の、それぞれ５’

および３’末端への十分な結合について、質量分析法によって評価した。

      【０３３３】

  ＰＣＲ条件：サンプルＲＮＡを、広範な正常組織および腫瘍組織から提供した

。各組織由来のＲＮＡ（ポリＡ＋  ＲＮＡ，２．８ｐｇ）および細胞株由来のＲ
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ＮＡ（全ＲＮＡ，７０ｎｇ）を、９６ウェルＰＣＲプレートの各ウェルにスポッ

トした。順方向プライマー、逆方向プライマーおよび２７７７６１０特異的プロ

ーブ（以下；および参照として役立つ別の遺伝子についての別のセットのプライ

マーおよびプローブを参照のこと）を含むＰＣＲカクテルを、５ｍＭのＭｇＣｌ

２、ｄＮＴＰ（ｄＡ、ｄＧ、ｄＣ、ｄＵを１：１：１：２の比）、０．２５Ｕ／

ｍｌのＡｍｐｌｉＴａｑ  ＧｏｌｄＴＭ（ＰＥ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）、およ

び０．４Ｕ／μｌのＲＮａｓｅインヒビターを含むＰＥ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ

  ７７００についての１×ＴａｑＭａｎＴＭＰＣＲ  Ｍａｓｔｅｒ  Ｍｉｘ、な

らびに０．２５Ｕ／μｌの逆転写酵素を使用して作製した。逆転写を、４８℃で

３０分間行い、続いて増幅／ＰＣＲサイクルを以下のように行った：９５℃で１

０分、次いで９５℃で１５秒、６０℃で１分の４０サイクル。

      【０３３４】

  この分析において使用したＴａｑＭａｎプローブおよびプライマーは、以下の

通りであった：

Ａｇ３１６（Ｆ）：５’－ＣＣＧＧＣＣＴＣＡＴＴＧＴＴＡＴＧＣＡ－３’（配

列番号４）

Ａｇ３１６（Ｒ）：５’－ＴＣＴＣＣＣＧＧＣＧＣＴＴＣＧ－３’（配列番号５

）

Ａｇ３１６（Ｐ）：ＴＥＴ－５’－ＣＧＣＧＣＧＴＴＣＴＴＣＴＴＧＡＴＣＴＣ

ＣＣＧ－３’－ＴＡＭＲＡ（配列番号６）。

      【０３３５】

  図３Ａ～Ｃに示される、ＴａｑＭａｎで生成した２９５１８６１４  ｈＷｎｔ

－７Ｂの発現プロフィールは、全ての主用な癌グループ由来の複数の腫瘍細胞株

において、高度な発現が存在することを示す。

      【０３３６】

  （実施例２．ヒト抗Ｗｎｔ－７Ｂ抗体の産生）

  トランスジェニックＸｅｎｏｍｏｕｓｅＴＭと名付けられたマウスを、この実

施例で用いる。このＸｅｎｏｍｏｕｓｅＴＭの作製および特徴付けは、ＰＣＴ公

開ＷＯ９４／０２６０２に詳細に記載される。
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      【０３３７】

  ２匹と６匹との間の多くのＸｅｎｏｍｏｕｓｅＴＭ動物を、フロイント不完全

アジュバントまたはフロイント完全アジュバントのいずれかにおいて乳化した免

疫原性量（約２０～６０マイクログラム）の２９５１８６１４ポリペプチド免疫

原で、腹腔内免疫化する。このマウスは、少なくとも２回、そして６回までのこ

のような免疫化注射を、２～３週の間隔で受ける。血清力価を、第２用量および

その後の各用量の後に決定する。血液を、モニターするために、注射の約１週間

後に眼球後叢から得る。

      【０３３８】

  免疫特異的血清の力価を、酵素結合免疫吸着アッセイを使用して決定する。こ

の目的のために、１００～５００ｎｇの抗原を含む溶液を添加し、そして４℃で

一晩または３７℃で約２時間のいずれかでインキュベートすることによって、２

９５１８６１４抗原を、アッセイのマイクロタイタープレートのウェルに固定化

する。このプレートを３回洗浄し、そして無害なタンパク質で約２時間ブロック

し、続いて３回洗浄する。ＸｅｎｏｍｏｕｓｅＴＭ動物から得られたこの血清を

、段階希釈でこのウェルに添加し、そして室温で約２時間、抗原に吸収させ、そ

して３回洗浄する。ポジティブコントロールおよびネガティブコントロールのウ

ェルもまた、調製する。過剰の未結合血清を洗浄した後、西洋ワサビペルオキシ

ダーゼ（ＨＲＰ）に結合体化した過剰の抗ヒトκ鎖抗体、抗ヒトμ鎖抗体、また

は抗ヒトγ鎖抗体を添加し、そして約１時間結合を進行させることによって、ヒ

ト特性を有する結合抗体を検出する。次いで、ＨＲＰについての色素生産性基質

を添加し、そしてこのプレートを読み取り、各ウェルに存在する結合ＨＲＰの量

を決定する。

      【０３３９】

  このアッセイは、ＩｇＧおよびＩｇＭの両方の、１：３０００～１：７０００

０の範囲の力価での生成を示すと予想される。

      【０３４０】

  （等価物）

  本発明の特定の実施形態の前述の詳細な記載から、Ｗｎｔ－７Ｂ様遺伝子につ
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いての独特のヌクレオチド、ポリペプチド、およびその使用方法が記載されてい

ることは明らかであるはずである。特定の実施形態が本明細書に詳細に開示され

ているが、これは、例示のみの目的のために例としてなされ、そして上記の添付

の特許請求の範囲に関して制限することを意図しない。特に、種々の置換、変更

、および改変が、特許請求の範囲によって規定される本発明の精神および範囲か

ら逸脱することなく、本発明になされ得ることが本発明者によって意図される。

例えば、Ｗｎｔ－７Ｂ様ヌクレオチドまたはポリペプチド、あるいはその使用方

法の選択は、本明細書に記載の実施形態の知識を持つ当業者にとって慣用的な事

項であると考えられる。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、本発明に従うＷｎｔ－７Ｂ－１ヌクレオチド配列（配列番号１）を示

す。

    【図２】

  図２Ａは、本発明に従うＷｎｔ－７Ｂ－１ポリペプチド配列（配列番号２）を

示す。図２Ｂは、マウスＷｎｔ－７Ｂポリペプチド配列（配列番号３）を示す。

    【図３Ａ】

  図３Ａは、本発明に従うＷｎｔ－７Ｂ－１核酸の発現解析を示す。

    【図３Ｂ】

  図３Ｂは、本発明に従うＷｎｔ－７Ｂ－１核酸の発現解析を示す。

    【図３Ｃ】

  図３Ｃは、本発明に従うＷｎｔ－７Ｂ－１核酸の発現解析を示す。
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【図１】

【図２】
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【図３Ａ】

【図３Ｂ】
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【図３Ｃ】



(154) 特表２００３－５２９３５５

【手続補正書】

【提出日】平成１４年１１月２９日（２００２．１１．２９）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】特許請求の範囲

【補正方法】変更

【補正の内容】

【特許請求の範囲】

    【請求項１】  単離されたＷｎｔ－７Ｂ様核酸分子であって、該分子は、配

列番号２または該核酸分子の相補体に対して少なくとも８５％同一であるアミノ

酸配列を含むポリペプチドを以下の条件でコードし、該条件が、

  該ポリペプチドが、配列番号２に従って番号付けされた配列の、７０～７２位

のＩＤＥ、７４～７６位のＱＨＱ、１９６～１９８位のＭＫＬ、または３０２～

３０４位のＤＧＣ以外アミノ酸配列以外のアミノ酸配列を含む条件である、

核酸分子。

    【請求項２】  請求項１に記載のＷｎｔ－７Ｂ様核酸分子であって、前記ポ

リペプチドが、７０～７２位のＩＮＥ、７４～７６位のＱＹＱ、１９６～１９８

位のＭＱＬ、および３０２～３０４位のＤＤＣのアミノ酸配列のうち少なくとも

１つを含む、核酸分子。

    【請求項３】  請求項１に記載のＷｎｔ－７Ｂ様核酸分子であって、前記ポ

リペプチドが、７０～７２位のＩＮＥ、７４～７６位のＱＹＱ、１９６～１９８

位のＭＱＬ、および３０２～３０４位のＤＤＣのアミノ酸配列を含む、核酸分子

。

    【請求項４】  請求項１に記載のＷｎｔ－７Ｂ様核酸分子であって、前記核

酸分子が、配列番号１のヌクレオチド配列を含む核酸分子に相補的な核酸配列に

、ストリンジェントな条件下でハイブリダイズする、核酸分子。

    【請求項５】  請求項１に記載のＷｎｔ－７Ｂ様核酸分子であって、前記分

子がさらに、配列番号２のアミノ酸配列、または、配列番号２のアミノ酸配列に

おいて１つ以上の保存的置換を含むアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードす
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る、核酸分子。

    【請求項６】  請求項１に記載のＷｎｔ－７Ｂ様核酸分子であって、前記ポ

リペプチドが、天然に存在するヒトポリペプチドのアミノ酸配列を含む、核酸分

子。

    【請求項７】  請求項１に記載のＷｎｔ－７Ｂ様核酸分子であって、前記ポ

リペプチドが、配列番号２のアミノ酸配列を含む、核酸分子。

    【請求項８】  請求項１に記載のＷｎｔ－７Ｂ様核酸分子であって、前記ポ

リペプチドが、配列番号３のアミノ酸配列を含まない、核酸分子。

    【請求項９】  請求項１に記載の核酸分子を含む、ベクター。

    【請求項１０】  請求項１に記載の核酸分子を含む、細胞。

    【請求項１１】  １００ヌクレオチド長未満のオリゴヌクレオチドであって

、該ヌクレオチドは、配列番号１の少なくとも６つの連続したヌクレオチド、ま

たはその相補体を含む、オリゴヌクレオチド。

    【請求項１２】  単離されたＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドであって、以下：

  ａ）配列番号２のアミノ酸配列を含むポリペプチド；

  ｂ）配列番号２のアミノ酸配列を含むポリペプチドのフラグメントであって、

ここで該フラグメントが、配列番号２の少なくとも６つの連続したアミノ酸を含

む、フラグメント；

  ｃ）配列番号２のアミノ酸配列を含むポリペプチドの誘導体；

  ｄ）配列番号２のアミノ酸配列を含むポリペプチドのアナログ；

  ｅ）配列番号２のアミノ酸配列を含むポリペプチドのホモログ；および

  ｆ）配列番号２のアミノ酸配列を含むポリペプチドの天然に存在する対立遺伝

子改変体であって、ここで、該ポリペプチドは、ストリンジェントな条件下で核

酸分子とハイブリダイズする核酸分子によってコードされる、対立遺伝子改変体

、

  からなる群から選択されるポリペプチドに対して少なくとも８５％同一である

配列を有するポリペプチドであり、ここで、該ポリペプチド、該フラグメント、

該誘導体、該アナログ、該ホモログまたは該改変体は、配列番号２に従って番号

付けされた配列の、７０～７２位のＩＤＥ、７４～７６位のＱＨＱ、１９６～１
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９８位のＭＫＬ、または３０２～３０４位のＤＧＣ以外のアミノ酸配列を含む、

ポリペプチド。

    【請求項１３】  請求項１２に記載のＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドであって

、前記ポリペプチドが、７０～７２位のＩＮＥ、７４～７６位のＱＹＱ、１９６

～１９８位のＭＱＬ、および３０２～３０４位のＤＤＣのアミノ酸配列のうち少

なくとも１つを含む、ポリペプチド。

    【請求項１４】  請求項１２に記載のＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドであって

、前記ポリペプチドが、アミノ酸配列７０～７２位のＩＮＥ、７４～７６位のＱ

ＹＱ、１９６～１９８位のＭＱＬ、および３０２～３０４位のＤＤＣのアミノ酸

配列を含む、ポリペプチド。

    【請求項１５】  請求項１２に記載のＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドであって

、前記ポリペプチドが、配列番号３のアミノ酸配列を含まない、ポリペプチド。

    【請求項１６】  請求項１２に記載のＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドであって

、前記ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸配列を含む、ポリペプチド。

    【請求項１７】  請求項１２に記載のＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドであって

、前記ポリペプチドが、ヒトポリペプチドである、ポリペプチド。

    【請求項１８】  請求項１２に記載のＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドに選択的

に結合する、抗体。

    【請求項１９】  請求項１８に記載の抗体であって、前記抗体が、モノクロ

ーナル抗体、ヒト化抗体、およびヒト抗体からなる群から選択される、抗体。

    【請求項２０】  Ｗｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドを産生する方法であって、該

方法は、請求項１１に記載の細胞を、Ｗｎｔ－７Ｂ様核酸分子が発現される条件

下で培養する工程を包含する、方法。

    【請求項２１】  生物学的サンプル中において請求項１２に記載のポリペプ

チドの存在を検出する方法であって、該方法は以下：

  該サンプルを提供する工程；

  該サンプルを、該ポリペプチドに選択的に結合する化合物と接触させる工程；

および

  該ポリペプチドと該化合物との間の複合体を検出する工程であって、ここで該
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複合体の存在が、該サンプル中に該ポリペプチドが存在することを示す、工程、

を包含する方法。

    【請求項２２】  生物学的サンプル中において請求項１に記載のＷｎｔ－７

Ｂ様核酸分子の存在を検出する方法であって、該方法は以下：

  該生物学的サンプルを提供する工程；

  該サンプルを、該サンプル中でプローブおよび相同な核酸分子との間で安定な

ハイブリッドが形成することが可能な条件下で、該プローブ核酸分子と接触させ

る工程；および

  該プローブ分子によって形成された該ハイブリッドまたは増幅産物を検出する

工程であって、

  ここで該ハイブリッドまたは該増幅産物の存在が、該サンプル中に該Ｗｎｔ－

７Ｂ様核酸分子が存在することを示す、工程、

を包含する方法。

    【請求項２３】  請求項１２に記載のＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドの活性を

調節する方法であって、該方法は以下：

  該ポリペプチドを提供する工程；

  該ポリペプチドを、該ポリペプチドの活性を調節するのに十分な量において、

因子と接触させる工程；

を包含する、方法。

    【請求項２４】  Ｗｎｔ－７Ｂ様関連障害を処置または予防する方法であっ

て、該方法は、該障害を有する被験体に、該被験体の該Ｗｎｔ－７Ｂ様関連障害

を処置または予防するに十分な量の、請求項１に記載のＷｎｔ－７Ｂ様核酸分子

を投与する工程を包含する、方法。

    【請求項２５】  Ｗｎｔ－７Ｂ様関連障害を処置または予防する方法であっ

て、該方法は、該障害を有する被験体に、該被験体の該Ｗｎｔ－７Ｂ様関連障害

を処置または予防するに十分な量の、請求項１２に記載のＷｎｔ－７Ｂ様ポリペ

プチドを投与する工程を包含する、方法。

    【請求項２６】  Ｗｎｔ－７Ｂ様関連障害を処置または予防する方法であっ

て、該方法は、該障害を有する被験体に、該被験体の該Ｗｎｔ－７Ｂ様関連障害
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を処置または予防するに十分な量の、請求項１８に記載のＷｎｔ－７Ｂ様抗体を

投与する工程を包含する、方法。

    【請求項２７】  請求項１に記載のＷｎｔ－７Ｂ様核酸分子および薬学的に

受容可能なキャリアを含む、薬学的組成物。

    【請求項２８】  請求項１２に記載のＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドおよび薬

学的に受容可能なキャリアを含む、薬学的組成物。

    【請求項２９】  請求項１９に記載のＷｎｔ－７Ｂ様抗体および薬学的に受

容可能なキャリアを含む、薬学的組成物。

    【請求項３０】  １つ以上の容器の中に、請求項２７に記載の薬学的組成物

を含む、キット。

    【請求項３１】  １つ以上の容器の中に、請求項２８に記載の薬学的組成物

を含む、キット。

    【請求項３２】  １つ以上の容器の中に、請求項２９に記載の薬学的組成物

を含む、キット。

    【請求項３３】  Ｗｎｔ－７Ｂ様関連障害に対する活性もしくは潜伏性のモ

ジュレーターまたは素因をスクリーニングするための方法であって、該方法が、

以下：

  （ａ）Ｗｎｔ－７Ｂ様関連障害に対する増加した危険性の試験動物に試験化合

物を投与する工程であって、ここで、該試験動物はＷｎｔ－７Ｂ様タンパク質を

組み換え発現する、工程；

  （ｂ）該試験動物中の該タンパク質の活性を測定する工程；

  （ｃ）該タンパク質を組換え発現し、かつＷｎｔ－７Ｂ様関連障害に対する危

険性の増加していないコントロール動物中の該タンパク質の活性を測定する工程

；

  （ｄ）該試験動物および該コントロール動物における該タンパク質の発現を比

較する工程であって、ここで、該コントロール動物と比較した該試験動物中の該

タンパク質の活性における変化は、該試験化合物がＷｎｔ－７Ｂ様関連障害の潜

伏性のモジュレーターであることを示す、工程；

を包含する、方法。
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    【請求項３４】  請求項３３に記載の方法であって、ここで、前記試験動物

が、野生型試験動物と比較して増加したレベルで、試験タンパク質導入遺伝子を

発現するかまたはプロモーターの制御下で該導入遺伝子を発現する、組換え試験

動物であり、ここで、該プロモーターは、該導入遺伝子のネイティブな遺伝子プ

ロモーターではない、方法。

    【請求項３５】  請求項１２に記載のＷｎｔ－７Ｂ様ポリペプチドの変化し

たレベルと関連する疾患の存在または該疾患の素因を決定するための方法であっ

て、該方法が、以下：

  （ａ）哺乳動物被験体由来の細胞サンプル中の該ポリペプチドの量を測定する

工程；および

  （ｂ）工程（ａ）の該ポリペプチドの量を、コントロールサンプル中に存在す

る該ポリペプチドの量と比較する工程であって、

  ここで、該コントロールサンプルと比較した場合の工程（ａ）の該ポリペプチ

ドのレベルにおける変化が、疾患状態を示す、工程；

を包含する、方法。

    【請求項３６】  請求項１に記載のＷｎｔ－７Ｂ様核酸分子の変化したレベ

ルと関連する疾患の存在または該疾患の性質を決定するための方法であって、該

方法が、以下：

  （ａ）哺乳動物被験体由来の細胞サンプル中の該核酸分子の量を測定する工程

；および

  （ｂ）工程（ａ）の該核酸分子の量を、コントロールサンプル中に存在する該

ポリペプチドの量と比較する工程であって、

  ここで、該コントロールサンプルと比較した場合の工程（ａ）の該核酸分子の

発現レベルにおける変化が、疾患状態を示す、工程；

を包含する、方法。

    【請求項３７】  哺乳動物被験体において病理学的状態を処置する方法であ

って、該方法が、該病理状態を緩和する量でポリペプチドを該被験体に投与する

工程を包含し、ここで、該ポリペプチドが、配列番号２のアミノ酸配列またはこ

れらの生物学的に活性なフラグメントを含むポリペプチドと少なくとも８５％同
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一なアミノ酸配列を有するポリペプチドである、方法。

    【請求項３８】  哺乳動物被験体において病理学的状態を処置する方法であ

って、該方法が、該病理状態を緩和するに十分な量で請求項１９に記載の抗体を

該被験体に投与する工程を包含する、方法。

    【請求項３９】  請求項３５～３８のいずれか１項に記載の方法であって、

前記被験体がヒトである、方法。

    【請求項４０】  請求項３７～３９のいずれか１項に記載の方法であって、

前記病理学的状態が、腫瘍、癌、または新生物形成に関連する、方法。



(161) 特表２００３－５２９３５５

【国際調査報告】



(162) 特表２００３－５２９３５５



(163) 特表２００３－５２９３５５



(164) 特表２００３－５２９３５５



(165) 特表２００３－５２９３５５



(166) 特表２００３－５２９３５５

─────────────────────────────────────────────────────
フロントページの続き
  
(51)Int.Cl.7              識別記号                        ＦＩ                              テーマコート゛(参考）
   Ａ６１Ｋ  48/00                                       Ａ６１Ｐ  25/28                     ４Ｃ０８４
   Ａ６１Ｐ   9/10                                                 29/00                     ４Ｃ０８５
             25/28                                                 35/00                     ４Ｃ０８６
             29/00                                                 37/00                     ４Ｈ０４５
             35/00                                                 37/08                       
             37/00                                                 43/00           １０５      
             37/08                                       Ｃ０７Ｋ  14/47                       
             43/00         １０５                                  16/18                       
   Ｃ０７Ｋ  14/47                                       Ｃ１２Ｎ   1/15                       
             16/18                                                  1/19                       
   Ｃ１２Ｎ   1/15                                                  1/21                       
              1/19                                       Ｃ１２Ｐ  21/02                 Ｃ    
              1/21                                       Ｃ１２Ｑ   1/02                       
              5/10                                                  1/68                 Ａ    
   Ｃ１２Ｐ  21/02                                       Ｇ０１Ｎ  33/15                 Ｚ    
   Ｃ１２Ｑ   1/02                                                 33/50                 Ｚ    
              1/68                                                 33/53                 Ｄ    
   Ｇ０１Ｎ  33/15                                                                       Ｍ    
             33/50                                                 33/566                      
             33/53                                       Ｃ１２Ｐ  21/08                       
                                                         Ｃ１２Ｎ  15/00           ＺＮＡＡ    
             33/566                                                 5/00                 Ａ    
// Ｃ１２Ｐ  21/08                                       Ａ６１Ｋ  37/02                       
(81)指定国          ＥＰ(ＡＴ，ＢＥ，ＣＨ，ＣＹ，
ＤＥ，ＤＫ，ＥＳ，ＦＩ，ＦＲ，ＧＢ，ＧＲ，ＩＥ，Ｉ
Ｔ，ＬＵ，ＭＣ，ＮＬ，ＰＴ，ＳＥ，ＴＲ)，ＯＡ(ＢＦ
，ＢＪ，ＣＦ，ＣＧ，ＣＩ，ＣＭ，ＧＡ，ＧＮ，ＧＷ，
ＭＬ，ＭＲ，ＮＥ，ＳＮ，ＴＤ，ＴＧ)，ＡＰ(ＧＨ，Ｇ
Ｍ，ＫＥ，ＬＳ，ＭＷ，ＭＺ，ＳＤ，ＳＬ，ＳＺ，ＴＺ
，ＵＧ，ＺＷ)，ＥＡ(ＡＭ，ＡＺ，ＢＹ，ＫＧ，ＫＺ，
ＭＤ，ＲＵ，ＴＪ，ＴＭ)，ＡＥ，ＡＧ，ＡＬ，ＡＭ，
ＡＴ，ＡＵ，ＡＺ，ＢＡ，ＢＢ，ＢＧ，ＢＲ，ＢＹ，Ｂ
Ｚ，ＣＡ，ＣＨ，ＣＮ，ＣＯ，ＣＲ，ＣＵ，ＣＺ，ＤＥ
，ＤＫ，ＤＭ，ＤＺ，ＥＥ，ＥＳ，ＦＩ，ＧＢ，ＧＤ，
ＧＥ，ＧＨ，ＧＭ，ＨＲ，ＨＵ，ＩＤ，ＩＬ，ＩＮ，Ｉ
Ｓ，ＪＰ，ＫＥ，ＫＧ，ＫＰ，ＫＲ，ＫＺ，ＬＣ，ＬＫ
，ＬＲ，ＬＳ，ＬＴ，ＬＵ，ＬＶ，ＭＡ，ＭＤ，ＭＧ，
ＭＫ，ＭＮ，ＭＷ，ＭＸ，ＭＺ，ＮＯ，ＮＺ，ＰＬ，Ｐ
Ｔ，ＲＯ，ＲＵ，ＳＤ，ＳＥ，ＳＧ，ＳＩ，ＳＫ，ＳＬ
，ＴＪ，ＴＭ，ＴＲ，ＴＴ，ＴＺ，ＵＡ，ＵＧ，ＵＳ，
ＵＺ，ＶＮ，ＹＵ，ＺＡ，ＺＷ
(72)発明者  ラステリ，  ルカ
            アメリカ合衆国  コネチカット  06437，
              ギルフォード，  ペッパーブッシュ  レ
            ーン  52



(167) 特表２００３－５２９３５５

(72)発明者  ハーマン，  ジョン  エル．
            アメリカ合衆国  コネチカット  06437，
              ギルフォード，  バーンシェド  レーン
              78
Ｆターム(参考） 2G045 AA34 AA35 BB14 DA13 DA36
                      FB02 FB03 FB06 FB12 GC15
                4B024 AA01 AA12 BA45 BA80 CA04
                      GA11 HA12 
                4B063 QA18 QA19 QQ42 QQ52 QQ79
                      QR55 QR60 QR80 QS05 QS24
                      QS25 QS28 QS34 
                4B064 AG01 AG27 CA19 CC24 DA05
                      DA14 
                4B065 AA93Y AB01 AC14 BA02
                      CA24 CA44 CA46 
                4C084 AA02 AA06 AA07 AA13 BA01
                      BA08 BA22 CA23 NA14 ZA02
                      ZA36 ZA45 ZA89 ZB05 ZB07
                      ZB08 ZB09 ZB11 ZB13 ZB21
                      ZB26 ZB31 
                4C085 AA13 AA14 BB11 CC21 CC23
                      EE01 
                4C086 AA01 AA03 EA16 MA01 MA04
                      NA14 ZA02 ZA36 ZA45 ZA89
                      ZB05 ZB07 ZB08 ZB09 ZB11
                      ZB13 ZB21 ZB26 ZB31 
                4H045 AA10 AA11 AA20 AA30 BA10
                      CA40 DA76 DA86 EA28 EA51
                      FA72 FA74 



专利名称(译) WNT-7 B样多肽和编码它们的核酸

公开(公告)号 JP2003529355A 公开(公告)日 2003-10-07

申请号 JP2001572545 申请日 2001-04-03

[标]申请(专利权)人(译) CURAGEN CORP

申请(专利权)人(译) Kyurajen公司

[标]发明人 ヴェルネコリーヌアーエム
ラステリルカ
ハーマンジョンエル

发明人 ヴェルネ, コリーヌ アー.エム.
ラステリ, ルカ
ハーマン, ジョン エル.

IPC分类号 G01N33/50 A61K31/7088 A61K38/00 A61K39/395 A61K48/00 A61P9/10 A61P25/28 A61P29/00 
A61P35/00 A61P37/00 A61P37/08 A61P43/00 C07K14/47 C07K14/475 C07K16/18 C12N1/15 C12N1
/19 C12N1/21 C12N5/10 C12N15/09 C12N15/12 C12P21/02 C12P21/08 C12Q1/02 C12Q1/68 G01N33
/15 G01N33/53 G01N33/566

CPC分类号 A61K38/00 A61P25/28 A61P29/00 C07K14/475

FI分类号 A61K31/7088 A61K39/395.D A61K39/395.N A61K48/00 A61P9/10 A61P25/28 A61P29/00 A61P35/00 
A61P37/00 A61P37/08 A61P43/00.105 C07K14/47 C07K16/18 C12N1/15 C12N1/19 C12N1/21 C12P21
/02.C C12Q1/02 C12Q1/68.A G01N33/15.Z G01N33/50.Z G01N33/53.D G01N33/53.M G01N33/566 
C12P21/08 C12N15/00.ZNA.A C12N5/00.A A61K37/02

F-TERM分类号 2G045/AA34 2G045/AA35 2G045/BB14 2G045/DA13 2G045/DA36 2G045/FB02 2G045/FB03 2G045
/FB06 2G045/FB12 2G045/GC15 4B024/AA01 4B024/AA12 4B024/BA45 4B024/BA80 4B024/CA04 
4B024/GA11 4B024/HA12 4B063/QA18 4B063/QA19 4B063/QQ42 4B063/QQ52 4B063/QQ79 4B063
/QR55 4B063/QR60 4B063/QR80 4B063/QS05 4B063/QS24 4B063/QS25 4B063/QS28 4B063/QS34 
4B064/AG01 4B064/AG27 4B064/CA19 4B064/CC24 4B064/DA05 4B064/DA14 4B065/AA93Y 4B065
/AB01 4B065/AC14 4B065/BA02 4B065/CA24 4B065/CA44 4B065/CA46 4C084/AA02 4C084/AA06 
4C084/AA07 4C084/AA13 4C084/BA01 4C084/BA08 4C084/BA22 4C084/CA23 4C084/NA14 4C084
/ZA02 4C084/ZA36 4C084/ZA45 4C084/ZA89 4C084/ZB05 4C084/ZB07 4C084/ZB08 4C084/ZB09 
4C084/ZB11 4C084/ZB13 4C084/ZB21 4C084/ZB26 4C084/ZB31 4C085/AA13 4C085/AA14 4C085
/BB11 4C085/CC21 4C085/CC23 4C085/EE01 4C086/AA01 4C086/AA03 4C086/EA16 4C086/MA01 
4C086/MA04 4C086/NA14 4C086/ZA02 4C086/ZA36 4C086/ZA45 4C086/ZA89 4C086/ZB05 4C086
/ZB07 4C086/ZB08 4C086/ZB09 4C086/ZB11 4C086/ZB13 4C086/ZB21 4C086/ZB26 4C086/ZB31 
4H045/AA10 4H045/AA11 4H045/AA20 4H045/AA30 4H045/BA10 4H045/CA40 4H045/DA76 4H045
/DA86 4H045/EA28 4H045/EA51 4H045/FA72 4H045/FA74

优先权 60/194256 2000-04-03 US
09/625634 2000-07-26 US

外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明提供了新颖的分离的Wnt-7B样多核苷酸和由Wnt-7B样多核苷酸编码的膜相关或分泌的多肽。 还提供了与Wnt-7B样多肽或
Wnt-7B样多肽的任何衍生物，变体，突变体或片段，多核苷酸或抗体免疫特异性结合的抗体。 本发明进一步提供了其中Wnt-7B样
多肽，多核苷酸和抗体用于检测和治疗多种病理状况和其他用途的方法。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/7eb4a4df-b927-43ed-b6f5-fa37200bf7de
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/026889834/publication/JP2003529355A?q=JP2003529355A



