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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】インターロイキン-２２ポリペプチド及びそれらポリペプチドをコードする核酸
を提供する。
【解決手段】インターロイキン-２２ポリペプチド及びそれらポリペプチドをコードする
核酸、ベクター及びこれら核酸配列を含む宿主細胞、異種ポリペプチド配列と融合した本
発明のポリペプチドを含むキメラポリペプチド分子、本発明のポリペプチドと結合する抗
体、そしてポリペプチドを産生する方法。哺乳動物へＩＬ-２２アンタゴニストの有効量
を投与する膵臓疾患を治療する方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
（ａ）配列番号：２のアミノ酸１-１７９、又は（ｂ）Ｘが（配列番号：２）の２９-３８
の任意のアミノ酸であるアミノ酸Ｘ-１７９をコードするヌクレオチド配列と、少なくと
も８０％の核酸配列同一性を有する単離された核酸、又はその相補鎖。
【請求項２】
図１（配列番号：１）に示すヌクレオチド配列と、少なくとも８０％の核酸配列同一性を
有する単離された核酸、又はその相補鎖。
【請求項３】
図１（配列番号：１）に示す完全長コード化配列のヌクレオチド配列と、少なくとも８０
％の核酸配列同一性を有する単離された核酸、又はその相補鎖。
【請求項４】
１９９９年１２月７日にＡＴＣＣ番号ＰＴＡ-１０３１として寄託されたＤＮＡの完全長
コード化配列と少なくとも８０％の核酸配列同一性を有する単離された核酸、又はその相
補鎖。
【請求項５】
配列番号：１に示す１１５２ヌクレオチド長の単離された核酸、及びその相補鎖。
【請求項６】
請求項１の核酸を含んでなるベクター。
【請求項７】
ベクターで形質転換した宿主細胞によって認識されるコントロール配列と作用可能に結合
している、請求項６のベクター。
【請求項８】
請求項７のベクターを含んでなる宿主細胞。
【請求項９】
前記細胞がＣＨＯ細胞、大腸菌又は酵母細胞である、請求項８の宿主細胞。
【請求項１０】
請求項８の宿主細胞をＩＬ-２２ポリペプチドの発現に適した条件下で培養し、培養細胞
から前記ＩＬ-２２ポリペプチドを回収することを含んでなる、前記ＩＬ-２２ポリペプチ
ドを産生するための工程。
【請求項１１】
アミノ酸１から約３３を欠く、図２（配列番号：２）に示すアミノ酸配列、又は図２（配
列番号：２）に示すアミノ酸配列と少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性を有する単離
されたポリペプチド。
【請求項１２】
１９９９年１２月７日にＡＴＣＣ番号ＰＴＡ-１０３１として寄託されたＤＮＡの完全長
コード化配列によってコードされるアミノ酸配列と、少なくとも８０％のアミノ酸配列同
一性を有する単離されたポリペプチド。
【請求項１３】
異種アミノ酸配列と融合した請求項１２に記載のポリペプチドを含んでなるキメラ分子。
【請求項１４】
前記異種アミノ酸配列がエピトープタグ配列である、請求項１３のキメラ分子。
【請求項１５】
前記異種アミノ酸配列が免疫グロブリンのＦｃ領域である、請求項１４のキメラ分子。
【請求項１６】
請求項１１に記載のポリペプチドと結合する抗体。
【請求項１７】
前記抗体がモノクローナル抗体、ヒト化抗体又は一本鎖抗体である、請求項１６の抗体。
【請求項１８】
前記抗体がＩＬ-２２のレセプターとの結合を阻止する、請求項１５の抗体。
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【請求項１９】
膵臓細胞を含んでなる系において、前記膵臓細胞によってＰＡＰ１のＩＬ-２２誘導発現
を阻害するための方法であって、前記系をＩＬ-２２アンタゴニストと接触させることを
含んでなり、それによって前記膵臓細胞によって前記ＰＡＰ１発現を阻害する前記方法。
【請求項２０】
前記アンタゴニストが抗-ＩＬ-２２抗体である、請求項１９の方法。
【請求項２１】
前記アンタゴニストがＩＬ-２２アンチセンス核酸である、請求項１９の方法。
【請求項２２】
接触の段階がインビトロでおこる、請求項１９の方法。
【請求項２３】
哺乳動物へＩＬ-２２アンタゴニストの有効量を投与することを含んでなる、前記哺乳動
物における膵臓疾患を治療する方法。
【請求項２４】
膵臓疾患が急性膵炎、慢性膵炎、腺房細胞癌又は混合細胞集団膵癌を含む膵癌である、請
求項２３の方法。
【請求項２５】
哺乳動物へＩＬ-２２アンタゴニストの有効量を投与することを含んでなる、哺乳動物に
おける膵臓の活性化又は炎症症状を和らげる方法。
【請求項２６】
前記アンタゴニストが抗-ＩＬ-２２抗体である、請求項２５の方法。
【請求項２７】
前記アンタゴニストがＩＬ-２２アンチセンス核酸である、請求項２５の方法。
【請求項２８】
哺乳動物へＩＬ-２２ポリペプチド結合を阻害するＩＬ-２２Ｒ／ＩＬ-１０Ｒβ複合体ア
ンタゴニスト、アンタゴニスト抗体、又はその断片の有効量を投与することを含んでなる
、前記哺乳動物における膵臓の活性化又は炎症症状を和らげる方法。
【請求項２９】
哺乳動物へＩＬ-２２Ｒ／ＩＬ-１０Ｒβ複合体アンタゴニストの有効量を投与することを
含んでなる、前記哺乳動物における膵臓疾患の発症を予防するための方法。
【請求項３０】
前記アンタゴニストがアンタゴニスト抗体である、請求項２９の方法。
【請求項３１】
前記アンタゴニストが抗体断片である、請求項２９の方法。
【請求項３２】
哺乳動物における膵臓の活性化又は炎症状態を診断する方法であって、哺乳動物の膵臓か
ら得た生物学的試料をＩＬ-２２と接触させてＳＴＡＴ３ポリペプチドスーパーシフトを
測定することを含んでなり、スーパーシフトの存在が前記疾患の存在を示す前記方法。
【請求項３３】
ＩＬ-２２ポリペプチドをコードする遺伝子の発現を阻害する化合物を同定する方法であ
って、ＩＬ-２２ポリペプチドを正常に発現する細胞を候補化合物と接触させ、前記遺伝
子の発現を欠くことを確かめることを含んでなる方法。
【請求項３４】
前記候補化合物がＩＬ-２２アンチセンス核酸を含む、請求項３３の方法。
【請求項３５】
組成物が哺乳動物の急性又は慢性膵炎のいずれかを和らげるために効果的であり、容器上
の標識が組成物が膵臓疾患を治療することに使用することが可能であることを示し、及び
組成物中の活性剤がＩＬ-２２ポリペプチドの活性又は発現を阻害する薬剤である、容器
；
容器に付した標識；及び
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容器内に含有されている活性剤を含んでなる組成物を含んでなる製造品。
【請求項３６】
ＩＬ-２２ポリペプチドを含有すると思われる試料からＩＬ-２２ポリペプチドを検出する
方法であって、コンジュゲートの形成が前記試料中でのＩＬ-２２ポリペプチドの存在を
示す、前記試料とＩＬ-１０Ｒβポリペプチド（配列番号：３）又はＩＬ-２２Ｒポリペプ
チド（配列番号：４）を接触させ、前記試料中におけるＩＬ-２２／ＩＬ-１０Ｒβポリペ
プチドコンジュゲート又はＩＬ-２２／ＩＬ-２２Ｒポリペプチドコンジュゲートの形成を
確かめることを含んでなる前記方法。
【請求項３７】
前記試料が前記ＩＬ-２２ポリペプチドを発現すると思われる細胞を含む、請求項３６に
記載の方法。
【請求項３８】
前記ＩＬ-１０Ｒβポリペプチドが検出可能な標識で標識されているか、又は固体支持体
に付着している、請求項３６に記載の方法。
【請求項３９】
ＩＬ-２２Ｒポリペプチドが検出可能な標識で標識されているか、又は固体支持体に付着
している、請求項３６に記載の方法。
【請求項４０】
ＩＬ-２２Ｒポリペプチド又はＩＬ-１０Ｒβポリペプチドを含有すると思われる試料中で
のＩＬ-２２Ｒポリペプチド又はＩＬ-１０Ｒβポリペプチドを検出する方法であって、コ
ンジュゲートの形成が前記試料中でのＩＬ-２２Ｒポリペプチド又はＩＬ-１０Ｒβポリペ
プチドの存在を示す、前記試料をＩＬ-２２ポリペプチドと接触させ、前記試料中でのＩ
Ｌ-２２Ｒ／ＩＬ-２２ポリペプチドコンジュゲート又はＩＬ-１０Ｒβ／ＩＬ-２２ポリペ
プチドコンジュゲートの形成を確かめることを含んでなる前記方法。
【請求項４１】
前記試料がＩＬ-２２Ｒポリペプチド又はＩＬ-１０Ｒβポリペプチドを発現すると思われ
る細胞を含む、請求項４０に記載の方法。
【請求項４２】
前記ＩＬ-２２ポリペプチドが検出可能な標識で標識されるか、又は固体支持体に付着し
ている、請求項４０に記載の方法。
【請求項４３】
生物活性分子をＩＬ-２２ポリペプチドを発現する細胞と結合させる方法であって、前記
細胞を生物活性分子と結合しているＩＬ-２２Ｒポリペプチド又はＩＬ-１０Ｒβポリペプ
チドと接触させて、前記ＩＬ-２２ポリペプチドと前記ＩＬ-２２Ｒポリペプチド、又は前
記ＩＬ-２２ポリペプチドと前記ＩＬ-１０Ｒβポリペプチドの結合を可能にすることを含
んでなり、それによって前記生物活性分子と前記細胞を結合させる前記方法。
【請求項４４】
前記生物活性分子が毒素、放射標識又は抗体である、請求項４３に記載の方法。
【請求項４５】
前記生物活性分子が前記細胞の死を引き起こす、請求項４３に記載の方法。
【請求項４６】
生物活性分子をＩＬ-２２Ｒポリペプチド又はＩＬ-１０Ｒβポリペプチドを発現する細胞
と結合させる方法であって、前記細胞を前記生物活性分子と結合しているＩＬ-２２ポリ
ペプチドと接触させ、前記ＩＬ-２２ポリペプチドと前記ＩＬ-２２Ｒ、又は前記ＩＬ-２
２ポリペプチドと前記ＩＬ-１０Ｒβポリペプチドの結合を可能にすることを含んでなり
、それによって前記生物活性分子と前記細胞を結合させる前記方法。
【請求項４７】
前記生物活性分子が毒素、放射標識又は抗体である、請求項４６に記載の方法。
【請求項４８】
前記生物活性分子が前記細胞の死を引き起こす、請求項４７に記載の方法。



(5) JP 2011-19519 A 2011.2.3

10

20

30

40

50

【請求項４９】
ＩＬ-２２ポリペプチドを発現する細胞の少なくとも１つの生物学的活性を調節する方法
であって、前記細胞を（ａ）ＩＬ-２２Ｒポリペプチド、（ｂ）ＩＬ-１０Ｒβポリペプチ
ド又は（ｃ）抗-ＩＬ-２２ポリペプチド抗体と接触させ、これによって前記（ａ）ＩＬ-
２２Ｒポリペプチド、（ｂ）ＩＬ-１０Ｒβポリペプチド又は（ｃ）抗-ＩＬ-２２ポリペ
プチド抗体が前記ＩＬ-２２ポリペプチドと結合することを含んでなり、その結果前記細
胞の少なくとも１つの生物活性を調節する前記方法。
【請求項５０】
前記細胞が死滅する、請求項４９に記載の方法。
【請求項５１】
ＩＬ-２２Ｒポリペプチド又はＩＬ-１０Ｒβポリペプチドを発現する細胞の少なくとも１
つの生物学的活性を調節する方法であって、前記細胞を（ａ）ＩＬ-２２ポリペプチド、
（ｂ）抗-ＩＬ-２２Ｒポリペプチド抗体又は（ｃ）抗-ＩＬ-１０Ｒβポリペプチド抗体と
接触させ、それによって前記（ａ）ＩＬ-２２ポリペプチド、（ｂ）抗-ＩＬ-２２Ｒポリ
ペプチド抗体又は（ｃ）抗-ＩＬ-１０Ｒβポリペプチド抗体が前記ＩＬ-２２Ｒポリペプ
チド又はＩＬ-１０Ｒβポリペプチドと結合することを含んでなり、その結果前記細胞の
少なくとも１つの生物活性を調節する前記方法。
【請求項５２】
前記細胞が死滅する、請求項５１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
（発明の分野）
　本発明は、一般的にインターロイキン-２２（ＩＬ-２２）の同定及び単離、そして膵臓
疾患の治療の方法に関する。
【０００２】
（本発明の背景）
　膵臓は、胃の後及び十二指腸の近くに位置する大きな腺である。それは、管を通して小
腸に入る消化酵素を分泌する。これらの酵素は、タンパク質、脂肪及び炭水化物の消化を
促進する。消化酵素に加えて、膵臓は、また、糖代謝において重要な役割を担うインシュ
リン及びグルカゴンを遊離する。
　膵炎は、膵臓が炎症をおこす疾患である。膵臓への損傷は、消化酵素が活性化して腺を
攻撃し始めると生じる。重傷の場合には、腺への出血、組織損傷、感染及び嚢胞形成があ
り得る。２つの形態の膵炎がある。突然に起こる急性型は、生命を脅かし得る。膵炎の慢
性型は、患者が、膵臓の機能低下及びひどい痛みと体重減少を引き起こすアルコール飲酒
を持続した場合に起こり得る。アメリカ合衆国では、毎年、およそ５０，０００から８０
，０００ケースの急性膵炎が起こっている。それは、女性よりも男性によく見られる。
【０００３】
　現在、膵炎の診断は難しい。通常、医者が十分な膵臓酵素が生成されているかを確かめ
ることに膵臓機能試験が役立っている。ＣＡＴスキャンによって、例えば胆石のような、
頻繁に疾病と関わっている腺そのものの異常があるかを確かめることができる。慢性膵炎
は膵臓癌への主要な危険因子であるので、診断がなされた直ぐにそれは処置されるべきで
ある。
　膵臓は、約８０％の腺房細胞、１-２％の島細胞及び１０-１５％の立方骨管細胞で構成
されている。腺房細胞癌は膵癌の１-２％を占め、膵癌のさらに１０-１５％は腺房細胞及
び他の細胞型で構成されている［Nomuraら., Ultra. Path. (1992) 16: 317-329］。急性
膵炎のすべてのケースは、消化酵素の活性化及び滞留を引き起こす形で腺房細胞に作用し
、それによって腺房細胞を傷つけ、サイトカインの遊離を引き起こす。サイトカインは、
炎症細胞、特に好中球を誘引し、これがさらなるサイトカインの分泌につながる。遊離し
た炎症分子が膵臓水腫、及び局所的壊死を誘導することが示されている。ある研究によっ
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て、特定の臨床的状況では、サイトカインが膵炎の経過を改善し得ることが示唆されてい
る。　　　
【０００４】
　インターロイキン-２２（ＩＬ-２２）は、新しく同定された活性化Ｔ細胞によって産生
されるサイトカイインであり、インターロイキン-１０（ＩＬ-１０）に関連する。ＩＬ－
２２は、ＩＬ－１０Ｒβとしても知られているＣＲＦ２－４と、クラスIIサイトカインレ
セプターファミリーの新規メンバーであるインターロイキン-２２レセプター（ＩＬ-２２
Ｒ）であるインターロイキン－２２レセプター（ＩＬ－２２Ｒ）から構成されるレセプタ
ー複合体を介してシグナル伝達する［Xieら., J. Biol. Chem.(2000)275, 31355-31339］
。このレセプター複合体の中で、ＩＬ-２２Ｒβは発現は幾つかの組織で発現しているが
、ＩＬ－２２Ｒの発現は極めて限定的であり、膵臓で高い発現を示す。このことは、ＩＬ
－２２Ｒは、ＩＬ－２２の作用部位をコントロールしていることを示唆している。例えば
、マウスＩＬ-２２は、急性膵炎にて過剰発現する遺伝子である膵炎関連タンパク質（Ｐ
ＡＰ１）を含む膵臓腺房細胞の幾つかの遺伝子の遺伝子発現の変化を誘導する［Iovanna
ら., J. Biol. Chem. (1991) 266, 24664-24669］。膵臓で高発現するレセプター複合体
を介するＩＬ-２２シグナル伝達は、ＩＬ-２２は膵臓における免疫／炎症応答を調節し、
膵炎を含む膵臓の疾患に関わっている可能性があることを示唆している。
【０００５】
（本発明の要約）
　一実施態様では、本発明は、インターロイキン-２２（ＩＬ-２２）ポリペプチドをコー
ドするヌクレオチド配列を含む単離された核酸分子を提供する。
　一側面では、単離された核酸分子は、（ａ）図２（配列番号：２）の約１又は約３３か
ら約１７９を含むアミノ酸残基の配列を有するインターロイキン-２２（ＩＬ-２２）ポリ
ペプチドをコードするＤＮＡ分子、（ｂ）Ｘが図２（配列番号：２）の２９から３８の任
意のアミノ酸である、約アミノ酸１からＸのシグナルペプチドを欠くアミノ酸配列、又は
ここで開示する完全長アミノ酸配列のその他の特に確定済みの断片、又は（ｃ）（ａ）の
ＤＮＡ分子の相補鎖に対して、少なくとも約８０％の核酸配列同一性、あるいは少なくと
も約８１％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８２％の核酸配列同一性、あるいは
少なくとも約８３％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８４％の核酸配列同一性、
あるいは少なくとも約８５％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８６％の核酸配列
同一性、あるいは少なくとも約８７％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８８％の
核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８９％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約
９０％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９１％の核酸配列同一性、あるいは少な
くとも約９２％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９３％の核酸配列同一性、ある
いは少なくとも約９４％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９５％の核酸配列同一
性、あるいは少なくとも約９６％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９７％の核酸
配列同一性、あるいは少なくとも約９８％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９９
％の核酸配列同一性を有するヌクレオチド配列を含む。
【０００６】
　他の側面では、単離された核酸分子は、（ａ）図１（配列番号：１）に開示したｃＤＮ
Ａのヌクレオチド約５８又は約１５７から約５９４を含むの配列を含んでなるＤＮＡ分子
、又は（ｂ）（ａ）のＤＮＡ分子の相補鎖に対して、少なくとも約８０％の核酸配列同一
性、あるいは少なくとも約８１％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８２％の核酸
配列同一性、あるいは少なくとも約８３％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８４
％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８５％の核酸配列同一性、あるいは少なくと
も約８６％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８７％の核酸配列同一性、あるいは
少なくとも約８８％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８９％の核酸配列同一性、
あるいは少なくとも約９０％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９１％の核酸配列
同一性、あるいは少なくとも約９２％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９３％の
核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９４％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約



(7) JP 2011-19519 A 2011.2.3

10

20

30

40

50

９５％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９６％の核酸配列同一性、あるいは少な
くとも約９７％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９８％の核酸配列同一性、ある
いは少なくとも約９９％の核酸配列同一性を有しているヌクレオチド配列を含む。
【０００７】
　さらなる側面では、本発明は、（ａ）１９９９年１２月７日にＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ
-１０３１（ＤＮＡ１２５１-２８０６）としてＡＴＣＣへ寄託したヒトタンパク質ｃＤＮ
Ａによってコードされている同じ成熟ポリペプチドをコードするＤＮＡ分子、又は（ｂ）
（ａ）のＤＮＡ分子の相補鎖に対して、少なくとも約８０％の核酸配列同一性、あるいは
少なくとも約８１％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８２％の核酸配列同一性、
あるいは少なくとも約８３％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８４％の核酸配列
同一性、あるいは少なくとも約８５％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８６％の
核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８７％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約
８８％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８９％の核酸配列同一性、あるいは少な
くとも約９０％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９１％の核酸配列同一性、ある
いは少なくとも約９２％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９３％の核酸配列同一
性、あるいは少なくとも約９４％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９５％の核酸
配列同一性、あるいは少なくとも約９６％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９７
％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９８％の核酸配列同一性、あるいは少なくと
も約９９％の核酸配列同一性を有しているヌクレオチド配列を含む単離された核酸分子に
関する。
【０００８】
　その他の実施態様は、ＩＬ-２２ポリペプチドコード化配列の断片、又はその補体に関
し、それらには、例えば、場合によっては抗-ＩＬ-２２抗体に対する結合部位を含むポリ
ペプチドをコードするＩＬ-２２ポリペプチドのコード化断片のハイブリダイゼーション
プローブとして、又はアンチセンスオリゴヌクレオチドプローブとしての用途が見いださ
れ得る。このような核酸断片は、通常は少なくとも約１０ヌクレオチド長、あるいは少な
くとも約１５ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約２０ヌクレオチド長、あるいは少な
くとも約３０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約４０ヌクレオチド長、あるいは少な
くとも約５０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約６０ヌクレオチド長、あるいは少な
くとも約７０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約８０ヌクレオチド長、あるいは少な
くとも約９０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約１００ヌクレオチド長、あるいは少
なくとも約１１０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約１２０ヌクレオチド長、あるい
は少なくとも約１３０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約１４０ヌクレオチド長、あ
るいは少なくとも約１５０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約１６０ヌクレオチド長
、あるいは少なくとも約１７０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約１８０ヌクレオチ
ド長、あるいは少なくとも約１９０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約２００ヌクレ
オチド長、あるいは少なくとも約２５０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約３００ヌ
クレオチド長、あるいは少なくとも約３５０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約４０
０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約４５０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約
５００ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約６００ヌクレオチド長、あるいは少なくと
も約７００ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約８００ヌクレオチド長、あるいは少な
くとも約９００ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約１０００ヌクレオチド長であり、
ここで「約」という語の内容は参照する長さのプラス又はマイナス１０％のヌクレオチド
配列長を指すことを意味する。ＩＬ-２２ポリペプチドコード化ヌクレオチド配列の新規
な断片は、多くの良く知られた配列アラインメントプログラムの任意のものを用いてＩＬ
-２２ポリペプチドコード化ヌクレオチド配列と他の公知のヌクレオチド配列とを整列さ
せ、いずれのＩＬ-２２ポリペプチドコード化ヌクレオチド配列断片が新規であるかを決
定することにより、日常的な手法で同定してもよい。このようなＩＬ-２２ポリペプチド
コード化ヌクレオチド配列のすべては、ここで考慮される。また、これらのヌクレオチド
分子断片、好ましくは抗-ＩＬ-２２抗体に対する結合部位を含むＩＬ-２２ポリペプチド
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断片によってコードされるＩＬ-２２ポリペプチド断片も考慮される。
【０００９】
　その他の実施態様では、本発明は、上記で特定された単離された核酸配列のいずれかに
よってコードされている単離されたＩＬ-２２ポリペプチドを提供する。
　或る側面では、本発明は、（ａ）図２（配列番号：２）に開示された完全長アミノ酸配
列を有するＩＬ-２２ポリペプチド、（ｂ）Ｘが図２（配列番号：２）の２９から３８の
任意のアミノ酸である、約１からＸのシグナルペプチドを欠くアミノ酸配列、又はここで
開示する完全長アミノ酸配列のその他の特に確定済みの断片に対して、少なくとも約８０
％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８１％のアミノ酸配列同一性、あるいは
少なくとも約８２％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８３％のアミノ酸配列
同一性、あるいは少なくとも約８４％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８５
％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８６％のアミノ酸配列同一性、あるいは
少なくとも約８７％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８８％のアミノ酸配列
同一性、あるいは少なくとも約８９％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９０
％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９１％のアミノ酸配列同一性、あるいは
少なくとも約９２％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９３％のアミノ酸配列
同一性、あるいは少なくとも約９４％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９５
％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９６％のアミノ酸配列同一性、あるいは
少なくとも約９７％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９８％のアミノ酸配列
同一性、そして、あるいは少なくとも約９９％のアミノ酸配列同一性を有するアミノ酸配
列を含む単離されたＩＬ-２２ポリペプチドに関する。
【００１０】
　さらなる態様では、本発明は、１９９９年１２月７日にＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ-１０
３１（ＤＮＡ１２５１-２８０６）としてＡＴＣＣへ寄託したヒトタンパク質ｃＤＮＡに
よってコードされているアミノ酸配列に対して、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一
性、あるいは少なくとも約８１％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８２％の
アミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８３％のアミノ酸配列同一性、あるいは少な
くとも約８４％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８５％のアミノ酸配列同一
性、あるいは少なくとも約８６％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８７％の
アミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８８％のアミノ酸配列同一性、あるいは少な
くとも約８９％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９０％のアミノ酸配列同一
性、あるいは少なくとも約９１％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９２％の
アミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９３％のアミノ酸配列同一性、あるいは少な
くとも約９４％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９５％のアミノ酸配列同一
性、あるいは少なくとも約９６％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９７％の
アミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９８％のアミノ酸配列同一性、そして、ある
いは少なくとも約９９％のアミノ酸配列同一性を有するアミノ酸配列を含む単離されたＩ
Ｌ-２２ポリペプチドに関する。
【００１１】
　特別な側面では、本発明は、Ｎ-末端シグナル配列及び／又は開始メチオニンを持たず
、上記したようなアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列によってコードされる単離
されたＩＬ-２２ポリペプチドを提供する。これらを製造する方法もここに記載され、こ
れらの方法は、適当なコード化核酸分子を含むベクターを含む宿主細胞をＩＬ-２２ポリ
ペプチドの発現に適した条件下で培養し、培養培地からＩＬ-２２ポリペプチドを回収す
ることを含む。
　さらに他の実施態様では、本発明は、ここで同定される天然ＩＬ-２２ポリペプチドの
アゴニスト及びアンタゴニストに関する。特別な実施態様では、アゴニスト又はアンタゴ
ニストは抗-ＩＬ-２２抗体又は小分子である。
【００１２】
　さらなる実施態様では、本発明は、ＩＬ-２２ポリペプチドのアゴニスト又はアンタゴ
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ニストを同定する方法に関し、それは、ＩＬ-２２ポリペプチドを候補分子と接触させ、
前記ＩＬ-２２ポリペプチドによって媒介される生物学的活性をモニターすることを含む
。好ましくは、ＩＬ-２２ポリペプチドは天然ＩＬ-２２ポリペプチドである。
　またさらなる実施態様では、本発明は、ＩＬ-２２ポリペプチド、又はここに記載する
ＩＬ-２２ポリペプチドのアゴニスト又はアンタゴニスト、又は抗-ＩＬ-２２抗体を担体
と組み合わせを含む組成物に関する。場合によっては、担体は製薬的に許容される担体で
ある。
　本発明のその他の実施態様は、ＩＬ-２２ポリペプチド、又は上記したようなそのアゴ
ニスト又はアンタゴニスト、又は抗-ＩＬ-２２抗体の、ＩＬ-２２ポリペプチド、そのア
ゴニスト又はアンタゴニスト又は抗-ＩＬ-２２抗体に応答性のある症状の治療に有用な医
薬の調製のための使用に関する。
【００１３】
　本発明のさらなる実施態様では、本発明は、ここに記載の任意のポリペプチドをコード
するＤＮＡを含むベクターを提供する。任意のそのようなベクターを含む宿主細胞も提供
される。例としては、その宿主細胞はＣＨＯ細胞、大腸菌、又は酵母であってもよい。こ
こに記載の任意のポリペプチドの製造方法がさらに提供されており、それは、宿主細胞を
所望のポリペプチドの発現に適した条件下で培養し、細胞培地から所望のポリペプチドを
回収することを含む。
　他の実施態様では、本発明は、異種ポリペプチド又はアミノ酸配列に融合した、ここに
記載の任意のポリペプチドを含んでなるキメラ分子を提供する。そのようなキメラ分子の
例は、エピトープタグ配列又は免疫グロブリンのＦｃ領域に融合したここに記載の任意の
ポリペプチドを含む。
【００１４】
　その他の実施態様では、本発明は、上記又は下記のポリペプチドの任意のものに特異的
に結合する抗体を提供する。場合によっては、抗体はモノクローナル抗体、ヒト化抗体、
抗体断片又は一本鎖抗体である。
　さらに他の実施態様では、本発明は、ゲノム及びｃＤＮＡヌクレオチド配列の単離、関
連する遺伝子の発現を測定及び検出することにとって、又はアンチセンスプローブとして
有用であり得るオリゴヌクレオチドプローブを提供し、それらのプローブは上記又は下記
のヌクレオチド配列の任意のものから誘導され得る。
　他の実施態様では、本発明は、膵臓疾患の疑いがある生物学的試料を接触させることに
よって膵臓疾患を検出、診断及び治療する方法を提供する。生物学的試料中の膵臓疾患を
検出及び治療することには、ＩＬ-２２発現のレベルを確かめること、ＰＡＰ１に対する
ＩＬ-２２発現の効果、又はＩＬ-２２で生物学的試料を探索することを含めてもよい。治
療には、生物学的試料をＩＬ-２２に対するアンタゴニストと接触させること、ＩＬ-２２
発現の低下、又はレセプターへのＩＬ-２２結合の阻害を含めてもよい。
【００１５】
（好適な実施態様の詳細な説明）
Ｉ．定義
　ここで使用される際の「ＩＬ-２２ポリペプチド」及び「ＩＬ-２２」という用語は、こ
こで記載されている特定のポリペプチド配列を指す。ここで記載されているＩＬ-２２ポ
リペプチドは、ヒト組織型又は他の供給源といった種々の供給源から単離してもよく、組
換え又は合成方法によって調製してもよい。例えば、調製の、精製の、誘導の、抗体の形
成、投与の、含有する組成物、疾患の治療、などの記述は、本発明の各ポリペプチドに個
別に関係する。また、「ＩＬ-２２ポリペプチド」という用語には、ここに開示されてい
るＩＬ-２２ポリペプチドの変異体が含まれる。
【００１６】
　「天然配列ＩＬ-２２ポリペプチド」は、天然由来の対応するＩＬ-２２ポリペプチドと
同一のアミノ酸配列を有するポリペプチドを含んでいる。このような天然配列ＩＬ-２２
ポリペプチドは、自然から単離することもできるし、組換え又は合成手段により産生する
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こともできる。「天然配列ＩＬ-２２ポリペプチド」という用語には、特に、特定のＩＬ-
２２ポリペプチドの自然に生じる切断又は分泌形態(例えば、細胞外ドメイン配列)、自然
に生じる変異形態(例えば、選択的にスプライシングされた形態)及びそのポリペプチドの
自然に生じる対立遺伝子変異体が含まれる。本発明の一実施態様では、図２（配列番号：
２）のアミノ酸１から１７９を含む天然配列ＩＬ-２２ポリペプチドは、完全長アミノ酸
配列を含む成熟又は完全長天然配列ポリペプチドである。開始及び終止コドンは、太い書
体及び下線で図１（配列番号：１）に示さている。しかし、図２（配列番号：２）に開示
されているＩＬ-２２ポリペプチドがメチオニン残基で開始することが図２（配列番号：
２）のアミノ酸位置１において示されているが、図２（配列番号：２）のアミノ酸位置１
より上流又は下流のいずれかに位置する他のメチオニン残基が、ＩＬ-２２ポリペプチド
の開始アミノ酸残基として用いられ得ることが考えられるし可能であり得る。
【００１７】
　ここに開示する種々のＩＬ-２２ポリペプチドの「シグナルペプチド」の適切な位置は
、本明細書及び／又は添付の図面に示される。しかし、注記するように、シグナルペプチ
ドのＣ-末端境界は変化し得るが、それはここで最初に定義したようにシグナルペプチド
Ｃ-末端境界のいずれかの側で約５アミノ酸未満である可能性が最も高く、シグナルペプ
チドのＣ-末端境界は、そのような型のアミノ酸配列エレメントを同定するのに日常的に
使用される基準に従って同定し得る（例えば、Nielsenら, Prot. Eng. 10: 1-6 (1997)及
びvon Heinjeら, Nucl. Acids. Res. 14: 4683-4690 (1986)）。さらに、幾つかの場合に
は、分泌ポリペプチドからのシグナルペプチドの切断は完全に均一ではなく、１つ以上の
分泌種をもたらすことも認められる。シグナルペプチドがここに定義されるシグナルペプ
チドのＣ-末端境界の何れかの側の約５アミノ酸未満内で切断されるこれらの成熟ポリペ
プチド、及びそれらをコードするポリヌクレオチドは、本発明で考慮される。
【００１８】
　「ＩＬ-２２ポリペプチド変異体」とは、上記又は下記に定義されるように、ここに開
示される完全長天然配列ＩＬ-２２ポリペプチド、ここに開示されたシグナルペプチドを
欠く完全長天然配列ＩＬ-２２ポリペプチド配列、ここに開示された完全長ＩＬ-２２の他
の断片と少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性を有する活性ＩＬ-２２ポリペプチド
を意味する。このようなＩＬ-２２ポリペプチド変異体には、例えば、完全長天然アミノ
酸配列のＮ-又はＣ-末端において１つ又は複数のアミノ酸残基が付加、もしくは欠失した
ＩＬ-２２ポリペプチドが含まれる。通常、ＩＬ-２２ポリペプチド変異体は、（ａ）図２
（配列番号：２）に開示しているＩＬ-２２ポリペプチド配列のアミノ酸約１又は約３３
から約１７９、（ｂ）Ｘが図２（配列番号：２）の２９から３８の任意のアミノ酸である
、図２（配列番号：２）に示すＩＬ-２２ポリペプチド配列のＸから１７９、（ｃ）図２
（配列番号：２）に示す完全長ＩＬ-２２ポリペプチド配列の他の特に確定済みの断片と
少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８１％のアミノ酸配列
同一性、あるいは少なくとも約８２％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８３
％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８４％のアミノ酸配列同一性、あるいは
少なくとも約８５％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８６％のアミノ酸配列
同一性、あるいは少なくとも約８７％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８８
％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約８９％のアミノ酸配列同一性、あるいは
少なくとも約９０％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９１％のアミノ酸配列
同一性、あるいは少なくとも約９２％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９３
％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９４％のアミノ酸配列同一性、あるいは
少なくとも約９５％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９６％のアミノ酸配列
同一性、あるいは少なくとも約９７％のアミノ酸配列同一性、あるいは少なくとも約９８
％のアミノ酸配列同一性、そして、あるいは少なくとも約９９％のアミノ酸配列同一性を
有している。通常は、ＩＬ-２２変異体ポリペプチドは、少なくとも約１０アミノ酸長、
あるいは少なくとも約２０アミノ酸長、あるいは少なくとも約３０アミノ酸長、あるいは
少なくとも約４０アミノ酸長、あるいは少なくとも約５０アミノ酸長、あるいは少なくと
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も約６０アミノ酸長、あるいは少なくとも約７０アミノ酸長、あるいは少なくとも約８０
アミノ酸長、あるいは少なくとも約９０アミノ酸長、あるいは少なくとも約１００アミノ
酸長、あるいは少なくとも約１５０アミノ酸長、あるいは少なくとも約２００アミノ酸長
、あるいは少なくとも約３００アミノ酸長、又はそれ以上である。
【００１９】
　ここに定義されるＩＬ-２２ポリペプチドに関してここで同定されている「パーセント(
％)アミノ酸配列同一性」とは、最大のパーセント配列同一性を得るために、必要ならば
配列を整列させ間隙を導入した後に、如何なる保存的置換も配列同一性の一部と考えない
、特定のＩＬ-２２ポリペプチド配列のアミノ酸残基と同一である候補配列のアミノ酸残
基のパーセントとして定義される。パーセントアミノ酸配列同一性を決定する目的のため
のアラインメントは、当業者の技量の範囲にある種々の方法、例えばBLAST、BLAST-2、AL
IGN、又はMegalign(DNASTAR)ソフトウエアのような公に入手可能なコンピュータソフトウ
エアを使用することにより達成可能である。当業者であれば、比較される配列の完全長に
対して最大のアラインメントを達成するために必要な任意のアルゴリズムを含む、アライ
ンメントを測定するための適切なパラメータを決定することができる。しかし、ここでの
目的のためには、％アミノ酸配列同一性値は、ALIGN-2プログラム用の完全なソースコー
ドが下記の表１に提供されている配列比較プログラムALIGN-2を使用することによって得
られる。ALIGN-2配列比較コンピュータプログラムはジェネンテック社によって作成され
、下記の表１に示したソースコードは米国著作権事務所, ワシントンD.C., 20559に使用
者用書類とともに提出され、米国著作権登録番号TXU510087の下で登録されている。ALIGN
-2はジェネンテック社、サウス サン フランシスコ, カリフォルニアから公的に入手可能
であり、下記の表１に提供されたソースコードからコンパイルしてもよい。ALIGN-2プロ
グラムは、UNIXオペレーティングシステム、好ましくはデジタルUNIX　V4.0Dでの使用の
ためにコンパイルされる。全ての配列比較パラメータは、ALIGN-2プログラムによって設
定され変動しない。
【００２０】
　アミノ酸配列比較にALIGN-2が用いられる状況では、与えられたアミノ酸配列Ａの、与
えられたアミノ酸配列Ｂとの、又はそれに対する％アミノ酸配列同一性（あるいは、与え
られたアミノ酸配列Ｂと、又はそれに対して或る程度の％アミノ酸配列同一性を持つ又は
含む与えられたアミノ酸配列Ａと言うこともできる）は次のように計算される：
　分率Ｘ／Ｙの１００倍
ここで、Ｘは配列アラインメントプログラムALIGN-2のＡ及びＢのプログラムのアライン
メントによって同一であると一致したスコアのアミノ酸残基の数であり、ＹはＢの全アミ
ノ酸残基数である。アミノ酸配列Ａの長さがアミノ酸配列Ｂの長さと異なる場合、ＡのＢ
に対する％アミノ酸配列同一性は、ＢのＡに対する％アミノ酸配列同一性とは異なること
は理解されるであろう。この方法を用いた％アミノ酸配列同一性の計算の例として、「Ｉ
Ｌ-２２」が対象となる仮説的ＩＬ-２２ポリペプチドのアミノ酸配列を表し、「比較タン
パク質」が対象となる「比較」タンパク質が比較されているアミノ酸配列を表し、そして
「Ｘ」、「Ｙ」及び「Ｚ」の各々が異なった仮説的アミノ酸残基を表し、表２及び３は、
「比較タンパク質」と称されるアミノ酸配列の「ＩＬ-２２」と称されるアミノ酸配列に
対する％アミノ酸配列同一性の計算方法を示す。
【００２１】
　特に断らない限りは、ここでの全ての％アミノ酸配列同一性値は上記のようにALIGN-2
配列比較コンピュータプログラムを用いて得られる。しかしながら、％アミノ酸配列同一
性値は、WU-BLAST-2コンピュータプログラム（Altschulら, Methods in Enzymology 266:
 460-480(1996)）を用いて決定してもよい。さらに、殆どのWU-BLAST-2検索パラメータは
初期値に設定される。初期値に設定されない、即ち調節可能なパラメータは以下の値に設
定する：オーバーラップスパン＝１、オーバーラップフラクション＝０．１２５、ワード
閾値（Ｔ）＝１１、及びスコアリングマトリクス＝BLOSUM62。WU-BLAST2が用いられた場
合には、、％アミノ酸配列同一性値は、（ａ）天然ＩＬ-２２ポリペプチドから誘導され
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た配列を有する対象とするＩＬ-２２ポリペプチドのアミノ酸配列と、対象とする比較ア
ミノ酸配列（即ち、対象とするＩＬ-２２ポリペプチドが比較されるＩＬ-２２ポリペプチ
ド変異体であってもよい配列）との間の、WU-BLAST-2によって決定した一致する同一アミ
ノ酸残基の数を、（ｂ）対象とするＩＬ-２２ポリペプチドの残基の総数で除した商によ
って決定される。例えば、「アミノ酸配列Ｂに対して少なくとも８０％のアミノ酸配列同
一性を持つ又は持っているアミノ酸配列Ａを含んでなるポリペプチド」という表現では、
アミノ酸配列Ａが対象である比較アミノ酸配列であり、アミノ酸配列Ｂが対象であるＩＬ
-２２ポリペプチドのアミノ酸配列である。
【００２２】
　また、％アミノ酸配列同一性は、配列比較プログラムNCBI-BLAST2（Altschulら, Nucle
ic Acids Res. 25: 3389-3402 (1997)）を用いて決定してもよい。NCBI-BLAST2配列比較
プログラムは、http://www.ncbi.nlm.nih.govからダウンロードでき、又は別な方法で米
国国立衛生研究所、ベセスダ、メリーランドから得ることができる。NCBI-BLAST2は幾つ
かの検索パラメータを使用し、それら検索パラメータの全ては初期値に設定され、例えば
、unmask＝可、鎖＝全て、予測される発生＝１０、最小低複合長＝１５／５、マルチパス
ｅ-値＝０．０１、マルチパスの定数＝２５、最終ギャップアラインメントのドロップオ
フ＝２５、及びスコアリングマトリクス＝BLOSUM62を含む。
【００２３】
　アミノ酸配列比較にNCBI-BLAST2が用いられる状況では、与えられたアミノ酸配列Ａの
、与えられたアミノ酸配列Ｂとの、又はそれに対する％アミノ酸配列同一性（あるいは、
与えられたアミノ酸配列Ｂと、又はそれに対して或る程度の％アミノ酸配列同一性を持つ
又は含む与えられたアミノ酸配列Ａと言うこともできる）は次のように計算される：
　　分率Ｘ／Ｙの１００倍
ここで、Ｘは配列アラインメントプログラムNCBI-BLAST2のＡ及びＢのプログラムのアラ
インメントによって同一であると一致したスコアのアミノ酸残基の数であり、ＹはＢの全
アミノ酸残基数である。アミノ酸配列Ａの長さがアミノ酸配列Ｂの長さと異なる場合、Ａ
のＢに対する％アミノ酸配列同一性は、ＢのＡに対する％アミノ酸配列同一性とは異なる
ことは理解されるであろう。
【００２４】
　「ＩＬ-２２変異体ポリヌクレオチド」又は「ＩＬ-２２変異体核酸配列」とは、下記に
定義されるように活性ＩＬ-２２ポリペプチドをコードし、ここで開示する完全長天然配
列ＩＬ-２２ポリペプチド配列をコードする核酸配列、ここに開示するシグナルペプチド
を欠いた完全長天然配列ＩＬ-２２ポリペプチド配列、又はここに開示する完全長ＩＬ-２
２ポリペプチド配列の任意の他の断片と少なくとも約８０％の核酸配列同一性を有する核
酸分子を意味する。通常、ＩＬ-２２変異体ポリペプチドは、ここで開示する完全長天然
配列ＩＬ-２２ポリペプチド配列をコードする核酸配列、ここで開示するシグナルペプチ
ドを欠く完全長天然配列ＩＬ-２２ポリペプチド配列、ここで開示するシグナルペプチド
を有するか又は有しないＩＬ-２２ポリペプチドの細胞外ドメイン、又はここに開示する
完全長天然配列ＩＬ-２２ポリペプチド配列のその他の断片と、少なくとも約８０％の核
酸配列同一性、好ましくはあるいは少なくとも約８１％の核酸配列同一性、あるいは少な
くとも約８２％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８３％の核酸配列同一性、ある
いは少なくとも約８４％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８５％の核酸配列同一
性、あるいは少なくとも約８６％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８７％の核酸
配列同一性、あるいは少なくとも約８８％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約８９
％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９０％の核酸配列同一性、あるいは少なくと
も約９１％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９２％の核酸配列同一性、あるいは
少なくとも約９３％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９４％の核酸配列同一性、
あるいは少なくとも約９５％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９６％の核酸配列
同一性、あるいは少なくとも約９７％の核酸配列同一性、あるいは少なくとも約９８％の
核酸配列同一性、そして、あるいは少なくとも約９９％の核酸配列同一性を有している。
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【００２５】
　通常は、ＩＬ-２２変異体ポリヌクレオチドは、少なくとも約３０ヌクレオチド長、あ
るいは少なくとも約６０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約９０ヌクレオチド長、あ
るいは少なくとも約１２０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約１５０ヌクレオチド長
、あるいは少なくとも約１８０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約２１０ヌクレオチ
ド長、あるいは少なくとも約２４０ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約２７０ヌクレ
オチド長、あるいは少なくとも約３００ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約４５０ヌ
クレオチド長、あるいは少なくとも約６００ヌクレオチド長、あるいは少なくとも約９０
０ヌクレオチド長、又はそれ以上である。
【００２６】
　ここで同定されるＩＬ-２２コード化核酸配列に対する「パーセント(％)核酸配列同一
性」とは、最大のパーセント配列同一性を得るために必要ならば配列を整列させ間隙を導
入した後に、対象であるＩＬ-２２核酸配列のヌクレオチドと同一である候補配列のヌク
レオチドのパーセントとして定義される。パーセント核酸配列同一性を決定する目的のた
めのアラインメントは、当業者の知る範囲にある種々の方法、例えばBLAST、BLAST-2、AL
IGN又はMegalign(DNASTAR)ソフトウエアのような公に入手可能なコンピュータソフトウエ
アを使用することにより達成可能である。ここでの目的のためには、％アミノ酸配列同一
性値は、ALIGN-2プログラム用の完全なソースコードが下記の表１に提供されている配列
比較プログラALIGN-2を使用することによって得られる。ALIGN-2配列比較コンピュータプ
ログラムはジェネンテック社によって作成され、下記の表１に示したソースコードは米国
著作権事務所,ワシントン D.C.，20559に使用者用書類とともに提出され、米国著作権登
録番号TXU510087で登録されている。ALIGN-2はジェネンテック社、サウス サン フランシ
スコ, カリフォルニアから公的に入手可能であり、下記の表１に提供されたソースコード
からコンパイルしてもよい。ALIGN-2プログラムは、UNIXオペレーティングシステム、好
ましくはデジタルUNIX V4.0Dでの使用のためにコンパイルされる。全ての配列比較パラメ
ータは、ALIGN-2プログラムによって設定され変動しない。
【００２７】
　核酸配列比較にALIGN-2が用いられる状況では、与えられた核酸配列Ｃの、与えられた
核酸配列Ｄとの、又はそれに対する％核酸配列同一性（あるいは、与えられたアミノ酸配
列Ｄと、又はそれに対して或る程度の％核酸配列同一性を持つ又は含む与えられた核酸配
列Ｃと言うこともできる）は次のように計算される：
　分率Ｗ／Ｚの１００倍
ここで、Ｗは配列アラインメントプログラムALIGN-2のＣ及びＤのプログラムのアライン
メントによって同一であるとして一致したスコアの核酸残基の数であり、ＺはＤの全核酸
残基数である。核酸配列Ｃの長さがアミノ酸配列Ｄの長さと異なる場合、ＣのＤに対する
％核酸配列同一性は、ＤのＣに対する％核酸配列同一性とは異なることは理解されるであ
ろう。この方法を用いた％核酸配列同一性の計算の例として、「ＩＬ-２２－ＤＮＡ」が
対象となる仮説的ＩＬ-２２コード化核酸配列を表し、「比較ＤＮＡ」が対象となる「Ｉ
Ｌ-２２－ＤＮＡ」核酸分子が比較されている核酸配列を表し、そして「Ｎ」、「Ｌ」及
び「Ｖ」の各々が異なった仮説的アミノ酸残基を表し、表４及び５が「比較ＤＮＡ」と称
される核酸配列の「ＩＬ-２２－ＤＮＡ」と称される核酸配列に対する％核酸配列同一性
の計算方法を示す。
【００２８】
　特に断らない限りは、ここでの全ての％核酸配列同一性値は、直上のパラグラフに示し
たようにALIGN-2配列比較コンピュータプログラムを用いて得られる。しかし、％核酸配
列同一性値は、WU-BLAST-2コンピュータプログラム（Altschulら, Methods in Enzymolog
y 266: 460-480 (1996)）を用いて決定してもよい。さらに、殆どのWU-BLAST-2検索パラ
メータは初期値に設定される。初期値に設定されない、即ち調節可能なパラメータは以下
の値に設定する：オーバーラップスパン＝１、オーバーラップフラクション＝０．１２５
、ワード閾値（Ｔ）＝１１、及びスコアリングマトリクス＝BLOSUM62。WU-BLAST-2が用い
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られた場合、％核酸配列同一性値は、（ａ）天然配列ＩＬ-２２ポリペプチドコード化核
酸から誘導された配列を有している対象とするＩＬ-２２ポリペプチドコード化核酸分子
の核酸配列と、対象とする比較核酸配列（即ち、対象とするＩＬ-２２ポリペプチドコー
ド化核酸分子が比較されるＩＬ-２２ポリペプチド変異体であってもよい配列）との間の
、WU-BLAST-2によって決定した一致する同一核酸残基の数を、（ｂ）対象とするＩＬ-２
２ポリペプチドコード化核酸分子のヌクレオチドの総数で除した商によって決定される。
例えば、「核酸配列Ｂに対して少なくとも８０％の核酸配列同一性を持つ又は持っている
核酸配列Ａを含んでなるポリペプチド」という表現では、核酸配列Ａが対象とする比較核
酸配列であり、核酸配列Ｂが対象とするＩＬ-２２ポリペプチドコード化核酸分子の核酸
配列である。
【００２９】
　また、％核酸配列同一性は、配列比較プログラムNCBI-BLAST2（Altschulら, Nucleic A
cids Res. 25: 3389-3402 (1997)）を用いて決定してもよい。NCBI-BLAST2配列比較プロ
グラムは、http://www.ncbi.nlm.nih.govからダウンロードでき、又は別な方法で米国国
立衛生研究所、ベセスダ、メリーランドから得ることができる。NCBI-BLAST2は幾つかの
検索パラメータを使用し、それら検索パラメータの全ては初期値に設定され、例えば、un
mask＝可、鎖＝全て、予測される発生＝１０、最小低複合長＝１５／５、マルチパスｅ-
値＝０．０１、マルチパスの定数＝２５、最終ギャップアラインメントのドロップオフ＝
２５、及びスコアリングマトリクス＝BLOSUM62を含む。
【００３０】
　核酸配列比較にNCBI-BLAST2が用いられる状況では、与えられた核酸配列Ｃの、与えら
れた核酸配列Ｄとの、又はそれに対する％核酸配列同一性（あるいは、与えられた核酸配
列Ｄと、又はそれに対して或る程度の％核酸配列同一性を持つ又は含む与えられた核酸配
列Ｃと言うこともできる）は次のように計算される：
　分率Ｗ／Ｚの１００倍
ここで、Ｗは配列アラインメントプログラムNCBI-BLAST2のＣ及びＤのプログラムのアラ
インメントによって同一であると一致したスコアの核酸残基の数であり、ＺはＤの全核酸
残基数である。核酸配列Ｃの長さが核酸配列Ｄの長さと異なる場合、ＣのＤに対する％核
酸配列同一性は、ＤのＣに対する％核酸配列同一性とは異なることは理解されるであろう
。
【００３１】
　他の実施態様では、ＩＬ-２２変異体ポリペプチドヌクレオチドは、活性ＩＬ-２２ポリ
ペプチドをコードし、好ましくはストリンジェントなハイブリダイゼーション及び洗浄条
件下で、ここに開示する完全長ＩＬ-２２ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列に
ハイブリダイゼーションする核酸分子である。ＩＬ-２２変異体ポリペプチドは、ＩＬ-２
２変異体ポリヌクレオチドにコードされるものであってもよい。
　「単離された」とは、ここで開示された種々のポリペプチドを記述するために使用する
ときは、その自然環境の成分から同定され分離され及び／又は回収されたポリペプチドを
意味する。その自然環境の夾雑成分とは、そのポリペプチドの診断又は治療への使用を典
型的には妨害する物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質
様溶質が含まれる。好ましい実施態様において、ポリペプチドは、(１)スピニングカップ
シークエネーターを使用することにより、少なくとも１５残基のＮ末端あるいは内部アミ
ノ酸配列を得るのに充分なほど、あるいは、(２)クーマシーブルーあるいは好ましくは銀
染色を用いた非還元あるいは還元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥによる均一性まで精製され
る。単離されたポリペプチドには、ＩＬ-２２ポリペプチドの自然環境の少なくとも１つ
の成分が存在しないため、組換え細胞内のインサイツのタンパク質が含まれる。しかしな
がら、通常は、単離されたポリペプチドは少なくとも１つの精製工程により調製される。
【００３２】
　「単離された」ＩＬ-２２ポリペプチドコード化核酸又は他のポリペプチド核酸とは、
同定され、ポリペプチドコード化核酸の天然源に通常は付随している少なくとも１つの夾
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雑核酸分子から分離した核酸分子である。単離されたＩＬ-２２ポリペプチドコード化核
酸分子は、天然に見出される形態あるいは設定以外のものである。ゆえに、単離されたポ
リペプチドコード化核酸分子は、天然の細胞中に存在する特定のポリペプチドコード化核
酸分子とは区別される。しかし、単離されたポリペプチドコード化核酸分子は、ポリペプ
チドを通常は発現する細胞に含まれるポリペプチドコード化核酸分子を含み、例えば、そ
の核酸分子は天然細胞のものとは異なった染色体位置にある。
　「コントロール配列」という用語は、特定の宿主生物において作用可能に結合したコー
ド配列を発現するために必要なＤＮＡ配列を指す。原核生物に適したコントロール配列は
、例えば、プロモーター、場合によってはオペレータ配列、及びリボソーム結合部位を含
む。真核生物の細胞は、プロモーター、ポリアデニル化シグナル及びエンハンサーを利用
することが知られている。
【００３３】
　核酸は、他の核酸配列と機能的な関係にあるときに「作用可能に結合し」ている。例え
ば、プレ配列あるいは分泌リーダーのＤＮＡは、ポリペプチドの分泌に参画するプレタン
パク質として発現されているなら、そのポリペプチドのＤＮＡに作用可能に結合している
；プロモーター又はエンハンサーは、配列の転写に影響を及ぼすならば、コード配列に作
用可能に結合している；又はリボソーム結合部位は、もしそれが翻訳を容易にするような
位置にあるなら、コード配列と作用可能に結合している。一般的に、「作用可能に結合し
ている」とは、結合したＤＮＡ配列が近接しており、分泌リーダーの場合には近接してい
て読みフェーズにあることを意味する。しかし、エンハンサーは必ずしも近接している必
要はない。結合は簡便な制限部位でのライゲーションにより達成される。そのような部位
が存在しない場合は、従来の手法に従って、合成オリゴヌクレオチドアダプターあるいは
リンカーが使用される。
　「抗体」という用語は最も広い意味において使用され、例えば、単一の抗-ＩＬ-２２ポ
リペプチドモノクローナル抗体(アゴニスト、アンタゴニスト、及び中和抗体を含む)、多
エピトープ特異性を持つ抗-ＩＬ-２２抗体組成物、一本鎖抗-ＩＬ-２２抗体、及び抗-Ｉ
Ｌ-２２抗体の断片を包含している（下記参照）。ここで使用される「モノクローナル抗
体」という用語は、実質的に均一な抗体の集団、すなわち、構成する個々の抗体が、少量
存在しうる自然に生じる可能性のある突然変異を除いて同一である集団から得られる抗体
を称する。
【００３４】
　ハイブリダイゼーション反応の「ストリンジェンシー」は、当業者によって容易に決定
され、一般的にプローブ長、洗浄温度、及び塩濃度に依存する経験的な計算である。一般
に、プローブが長くなると適切なアニーリングのための温度が高くなり、プローブが短く
なると温度は低くなる。ハイブリダイゼーションは、一般的に、相補鎖がその融点に近い
がそれより低い環境に存在する場合における変性ＤＮＡの再アニールする能力に依存する
。プローブとハイブリダイゼーション可能な配列との間の所望のホモロジーの程度が高く
なると、使用できる相対温度が高くなる。その結果、より高い相対温度は、反応条件をよ
りストリンジェントにするが、低い温度はストリンジェンシーを低下させる。さらに、ス
トリンジェンシーは塩濃度に逆比例する。ハイブリダイゼーション反応のストリンジェン
シーの更なる詳細及び説明は、Ausubelら, Current Protocols in Molecular Biology, W
iley Interscience Publishers, (1995)を参照のこと。
【００３５】
　ここで定義される「ストリンジェントな条件」又は「高いストリンジェントな条件」と
は、（１）洗浄のために低イオン強度及び高温度、例えば、５０℃で０．０１５Ｍの塩化
ナトリウム／０．００１５Ｍのクエン酸ナトリウム／０．１％のドデシル硫酸ナトリウム
を用いる；（２）ハイブリダイゼーションの間にホルムアミド等の変性剤、例えば、４２
℃で７５０ｍＭの塩化ナトリウム、７５ｍＭクエン酸ナトリウムを含むｐＨ６．５の０．
１％ウシ血清アルブミン／０．１％フィコール／０．１％ポリビニルピロリドン／５０ｍ
Ｍのリン酸ナトリウムバッファーによる５０％（ｖ／ｖ）ホルムアミドを用いる；（３）
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０．２ｘＳＳＣ（塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム）による４２℃での、及び５０％
ホルムアミドによる５５℃での洗浄に５０％ホルムアミド、５ｘＳＳＣ（０．７５ＭのＮ
ａＣｌ、０．０７５Ｍのクエン酸ナトリウム）、５０ｍＭのリン酸ナトリウム（ｐＨ６．
８）、０．１％のピロリン酸ナトリウム、５ｘデンハード液、超音波処理サケ精子ＤＮＡ
（５０μｇ／ｍｌ）、０．１％ＳＤＳ、及び１０％のデキストラン硫酸を用い、その後に
５５℃でのＥＤＴＡを含む０．１ｘＳＳＣから成る高いストリンジェンシーによる洗浄が
続くことによって同定され得る。
【００３６】
　「中程度のストリンジェントな条件」は、Sambrookら, Molecular Cloning: A Laborat
ory Manual (New York: Cold Spring Harbor Press, 1989に記載されているように同定さ
れ、上記のストリンジェンシーより低い洗浄溶液及びハイブリダイゼーション条件（例え
ば、温度、イオン強度及び％ＳＤＳ）の使用を含む。中程度のストリンジェントな条件と
は、３７℃で、２０％ホルムアミド、５ｘＳＳＣ（１５０ｍＭのＮａＣｌ、１５ｍＭのク
エン酸三ナトリウム）、５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）、５ｘデンハード液、
１０％デキストラン硫酸、及び２０ｍｇ／ｍＬの変性剪断サケ精子ＤＮＡを含む溶液での
終夜にわたるインキュベーション、それに続く３７-５０℃で１ｘＳＳＣでのフィルター
の洗浄である。当業者であれば、プローブ長などの因子に適合させる必要に応じて、どの
ようにして温度、イオン強度等を調節するかを認識する。
【００３７】
　「エピトープタグ」なる用語は、ここで用いられるときは、「タグポリペプチド」に融
合したＩＬ-２２ポリペプチドを指す。タグポリペプチドは、その抗体が産生され得るエ
ピトープ、又は幾つかの他の試薬によって同定できるエピトープを提供するに十分な数の
残基を有しているが、その長さは対象とするＩＬ-２２ポリペプチドの活性を阻害しない
よう十分に短い。また、タグポリペプチドは、好ましくは、抗体が他のエピトープと実質
的に交差反応をしないようにかなり独特である。適切なタグポリペプチドは、一般に、少
なくとも６のアミノ酸残基、通常は約８～約５０のアミノ酸残基(好ましくは約１０～約
２０の残基)を有する。
【００３８】
　ここで用いられる「イムノアドヘシン」なる用語は、異種タンパク質（「アドヘシン」
）の結合特異性と免疫グロブリン定常ドメインとを結合した抗体様分子を指す。構造的に
は、イムノアドヘシンは、所望の結合特異性を持ち、抗体の抗原認識及び結合部位以外で
ある（即ち「異種の」）アミノ酸配列と、免疫グロブリン定常ドメイン配列との融合物を
含む。イムノアドヘシン分子のアドへシン部分は、典型的には少なくともレセプター又は
リガンドの結合部位を含む隣接アミノ酸配列である。イムノアドヘシンの免疫グロブリン
定常ドメイン配列は、ＩｇＧ-１、ＩｇＧ-２、ＩｇＧ-３又はＩｇＧ-４サブタイプ、Ｉｇ
Ａ（ＩｇＡ-１及びＩｇＡ-２を含む）、ＩｇＥ、ＩｇＤ又はＩｇＭなどの任意の免疫グロ
ブリンから得ることができる。
【００３９】
　ここで意図している「活性な」及び「活性」とは、天然又は天然発生ＩＬ-２２ポリペ
プチドの生物学的及び／又は免疫学的活性を保持するＩＬ-２２の形態を意味し、「生物
学的」活性とは、天然又は天然発生ＩＬ-２２によって生ずる（阻害性又は刺激性の）生
物学的機能であって、天然又は天然発生ＩＬ-２２が有する抗原性エピトープに対して抗
体を生成する能力を除くものを意味し、「免疫学的」活性とは、天然又は天然発生ＩＬ-
２２が有する抗原性エピトープに対して抗体を生成する能力を意味する。好ましい生物学
的活性とは、ＰＡＰ１発現の誘導である。ＰＡＰ１は、栄養因子のＲＥＧファミリーに関
連する分泌タンパク質であり、膵炎で高発現しているタンパク質として最初に特徴付けら
れた（Iovannaら., (1991)J Biol Chem., 266, 24664-24669）。ＩＬ-２２のインビボで
の注入によって、膵臓でのＰＡＰ１発現の急速な誘導が起こる。
【００４０】
　「アンタゴニスト」なる用語は最も広い意味で用いられ、ここに開示した天然ＩＬ-２
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２ポリペプチドの生物学的活性を阻止、阻害、又は中和する任意の分子を指す。同様に「
アゴニスト」なる用語は最も広い意味で用いられ、ここに開示した天然ＩＬ-２２ポリペ
プチドの生物学的活性を模倣する任意の分子を指す。好適なアゴニスト又はアンタゴニス
ト分子は特に、アゴニスト又はアンタゴニスト抗体又は抗体断片、天然ＩＬ-２２ポリペ
プチドの断片又はアミノ酸配列変異体、ペプチド、有機小分子、などを含む。ＩＬ-２２
ポリペプチドのアゴニスト又はアンタゴニストの同定方法は、ＩＬ-２２ポリペプチドを
候補アンタゴニスト又はアゴニストと接触させ、ＩＬ-２２ポリペプチドに通常は関連し
ている１つ又は複数の生物学的活性の変化を測定することを含み得る。
【００４１】
　ここで使用される「治療」とは、治癒的処置、予防的療法及び防止的療法の両方を意味
し、目的は標的とする病理学的状態又は疾患を防止又は低下（減少）させることである。
治療が必要なものとは、疾患に罹りやすいもの又は疾患が予防されるものだけでなく、既
に疾患に罹っているものを含む。
　「慢性」投与とは、急性様式とは異なり連続的な様式での薬剤を投与し、初期の治療効
果（活性）を長時間に渡って維持することを意味する。「間欠」投与とは、中断無く連続
的になされるのではなく、むしろ本質的に周期的になされる処理である。
　治療の対象のための「哺乳動物」は、ヒト、家庭及び農業用動物、動物園、スポーツ、
又はペット動物、例えばイヌ、ネコ、ウシ、ウマ、ヒツジ、ブタ、ウサギなどを含む哺乳
類に分類される任意の動物を意味する。好ましくは、哺乳動物はヒトである。
　１つ又は複数の治療薬と「組み合わせた」投与とは、同時（同時期）及び任意の順序で
の連続した投与を含む。
【００４２】
　ここで用いられる「担体」は、製薬的に許容されうる担体、賦形剤、又は安定化剤を含
み、用いられる用量及び濃度でそれらに暴露される細胞又は哺乳動物に対して非毒性であ
る。生理学的に許容されうる担体は、水性ｐＨ緩衝溶液であることが多い。生理学的に許
容されうる担体の例は、リン酸塩、クエン酸塩、及び他の有機酸塩のバッファー；アスコ
ルビン酸を含む酸化防止剤；低分子量（約１０残基未満）ポリペプチド；タンパク質、例
えば血清アルブミン、ゼラチン、又は免疫グロブリン；疎水性ポリマー、例えばポリビニ
ルピロリドン；アミノ酸、例えばグリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニン又は
リシン；グルコース、マンノース又はデキストランを含む単糖類、二糖類、及び他の炭水
化物；ＥＤＴＡ等のキレート剤；マンニトール又は祖ルビトール等の糖アルコール；ナト
リウム等の塩形成対イオン；及び／又は非イオン性界面活性剤、例えば、TWEEN（商品名)
、ポリエチレングリコール（PEG）、及びPLURONICS(商品名)を含む。
【００４３】
　「抗体断片」は、無傷の抗体の一部、好ましくは無傷の抗体の抗原結合又は可変領域を
含む。抗体断片の例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、及びＦｖ断片；ダイアボデ
ィ(diabodies)；直鎖状抗体（Zapataら, Protein Eng. 8(10): 1057-1062 [1995]）；一
本鎖抗体分子；及び抗体断片から形成された多重特異性抗体を含む。
　抗体のパパイン消化は、「Ｆａｂ」断片と呼ばれる２つの同一の抗体結合断片を生成し
、その各々は単一の抗原結合部位を持ち、残りは容易に結晶化する能力を反映して「Ｆｃ
」断片と命名される。ペプシン処理はＦ（ａｂ’）２断片を生じ、それは２つの抗原結合
部位を持ち、抗原を交差結合することができる。
【００４４】
　「Ｆｖ」は、完全な抗原認識及び結合部位を含む最小の抗体断片である。この領域は、
密接に非共有結合した１本の重鎖と１本の軽鎖の可変領域の二量体からなる。この配置に
おいて各ドメインの３つのＣＤＲが相互作用してＶＨ-ＶＬに量体の表面に抗原結合部位
を決定する。正しくは、６つのＣＤＲが抗体に対する抗原結合特異性を与える。しかしな
がら、単一の可変ドメイン（又は抗原に特異的な３つのＣＤＲのみを含んでなるＦｖの半
分）でさえ、結合部位全体よりは低い親和性であるが、抗原を認識し結合する能力を持つ
。
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【００４５】
　また、Ｆａｂ断片は、軽鎖の定常ドメイン及び重鎖の第１の定常ドメイン（ＣＨ１）も
含む。Ｆａｂ断片は、抗体ヒンジ領域からの１つ又は複数のシステインを含む重鎖ＣＨ１
ドメインのカルボキシ末端に幾つかの残基が付加されていることによってＦａｂ’断片と
相違する。ここで、Ｆａｂ’-ＳＨは、定常ドメインのシステイン残基が遊離のチオール
基を持つＦａｂ’を表す。Ｆ（ａｂ’）２抗体断片は、最初はＦａｂ’断片の対として生
成され、それらの間にヒンジシステインを有する。抗体断片の他の化学的結合も知られて
いる。
【００４６】
　任意の脊椎動物種からの抗体（免疫グロブリン）の「軽鎖」は、それらの定常ドメイン
のアミノ酸配列に基づいて、カッパ及びラムダと呼ばれる二つの明らかに異なる型の一方
に分類される。
　それらの重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列によって、免疫グロブリンは異なるクラス
に分類できる。免疫グロブリンの五つの主要なクラス：ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ
及びＩｇＭがあり、それらの幾つかは更にサブクラス（アイソタイプ）、例えばＩｇＧ１
、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ及びIｇＡ２に分類される。
　「一本鎖Ｆｖ」又は「ｓＦｖ」抗体断片は、抗体のＶＨ及びＶＬドメインを含む抗体断
片を含み、これらのドメインは単一のポリペプチド鎖に存在する。好ましくは、Ｆｖポリ
ペプチドは、ｓＦｖが抗原結合とって望ましい構造の形成を可能にする、ＶＨ及びＶＬド
メイン間のポリペプチドリンカーを更に含む。ｓＦｖの概説については、The Pharmacolo
gy of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg及びMoore編, Springer-Verlag, Ne
w York, pp. 269-315 (1994)のPluckthunを参照のこと。
【００４７】
　用語「ダイアボディ(diabodies)」は、二つの抗原結合部位を持つ小型の抗体断片を指
し、その断片は同じポリペプチド鎖（ＶＨ－ＶＬ）内で軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）に結合
した重鎖可変ドメイン（ＶＨ）を含む。同じ鎖の二つのドメイン間に対形成するには短す
ぎるリンカーを用いることにより、ドメインは強制的に他の鎖の相補的ドメインと対形成
して二つの抗原結合部位を生成する。ダイアボディは、例えば、欧州特許第４０４，０９
７号；国際公開９３／１１１６１；及びHollingerら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:
 6444-6448 (1993)で十分に記載されている。
【００４８】
　「単離された」抗体は、その自然環境の成分から同定され分離及び／又は回収されたも
のである。その自然環境の夾雑成分とは、その抗体の診断又は治療への使用を妨害する物
質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質様溶質が含まれる。
好ましい実施態様において、抗体は、（１）ローリー法で測定した場合９５％を越える抗
体、最も好ましくは９９重量％を越えるまで、(２)スピニングカップシークエネーターを
使用することにより、少なくとも１５残基のＮ末端あるいは内部アミノ酸配列を得るのに
十分なほど、又は(３)クーマシーブルーあるいは好ましくは銀染色を用いた非還元又は還
元条件下でのＳＤＳ－ＰＡＧＥによって均一となるまで精製される。単離された抗体には
、抗体の自然環境の少なくとも１つの成分が存在しないため、組換え細胞内のインサイツ
の抗体が含まれる。しかしながら、通常は、単離された抗体は少なくとも１つの精製工程
により調製される。
【００４９】
　「特異的に結合する」又は「に対して特異的」抗体、又は特定のポリペプチド又は特定
のポリペプチド上のエピトープへ特異的な抗体とは、他のポリペプチド又はポリペプチド
エピトープとは実質的に結合せずに、特定のポリペプチド又は特定のポリペプチド上のエ
ピトープへ結合するものである。
　「標識」なる語は、ここで用いられる場合、「標識」抗体が生成されるように、抗体に
直接又は間接的に抱合している検出可能な化合物又は組成物を意味する。標識は、それ自
身検出可能でもよく（例えば、放射性標識又は蛍光標識）、又は酵素標識の場合、検出可
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【００５０】
　「固相」とは、本発明の抗体がそれに付着することのできる非水性マトリクスを意味す
る。ここに意図する固相の例は、部分的又は全体的に、ガラス（例えば、孔制御ガラス）
、多糖類（例えばアガロース）、ポリアクリルアミド、ポリスチレン、ポリビニルアルコ
ール及びシリコーンから形成されたものを含む。或る種の実施態様では、内容に応じて、
固相はアッセイプレートのウェルを構成することができ；その他では精製カラム（例えば
アフィニティクロマトグラフィーカラム）とすることもできる。また、この用語は、米国
特許第４，２７５，１４９号に記載のような、別々の粒子の不連続な固相も含む。
【００５１】
　「リポソーム」は、種々の型の脂質、リン脂質及び／又は界面活性剤からなる小型の小
胞であり、哺乳動物への薬物（ＩＬ-２２ポリペプチド又はその抗体など）の輸送に有用
である。リポソームの成分は、通常は生体膜の脂質配列に類似する二層形式に配列させる
。
　「小分子」とは、ここで、約５００ダルトン未満の分子量を持つと定義される。
　ここで開示されたポリペプチドの「有効量」、或いはそのアゴニスト又はアンタゴニス
トとは、特別に言及された目的を実行するために十分な量のことである。「有効量」とは
、言及された目的に関連して、経験的及び常套的方法によって決定することができる。
　ここで定義される「活性化した膵臓」とは、膵臓の消化酵素が活性化して膵臓組織を攻
撃し始める場合をである。
　「生物活性分子」とは、ここで毒素、放射標識又は抗体として定義される。
【００５２】

【００５３】
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【００７２】

【００７３】
ＩＩ.　本発明の組成物と方法
　Ａ．完全長ＩＬ-２２ポリペプチド
　本発明は、本出願でＩＬ-２２ポリペプチドと呼ばれるポリペプチドをコードする新規
に同定され単離された核酸配列を提供する。特に、下記の実施例でさらに詳細に説明する
ように、種々のＩＬ-２２ポリペプチドをコードするｃＤＮＡが同定され単離された。別
々の発現ラウンドで生成されたタンパク質には異なるＩＬ-２２番号が与えられるが、Ｕ
ＮＱ番号は全ての与えられたＤＮＡ及びコード化タンパク質に独特であり、変わることは
ないことを記しておく。しかし、単純化のために、本明細書において、ここに開示した完
全長天然核酸分子にコードされるタンパク質並びに上記のＩＬ-２２の定義に含まれるさ
らなる天然相同体及び変異体は、それらの起源又は調製形式に関わらず「ＩＬ-２２」で
呼称する。
【００７４】
　下記の実施例に開示するように、種々のｃＤＮＡクローンがＡＴＣＣに寄託されている
。これらのクローンの正確なヌクレオチド配列は、この分野で日常的な方法を用いて寄託
されたクローンを配列決定することにより容易に決定することができる。予測されるアミ
ノ酸配列は、ヌクレオチド配列から常套的技量を用いて決定できる。ここに記載したＩＬ
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-２２ポリペプチド及びコード化核酸について、本出願人は、現時点で入手可能な配列情
報と最も良く一致するリーディングフレームであると考えられるものを同定した。
【００７５】
　Ｂ．ＩＬ-２２ポリペプチド変異体
　ここに記載した完全長天然配列ＩＬ-２２ポリペプチドに加えて、ＩＬ-２２変異体も調
製できると考えられる。ＩＬ-２２変異体は、ＩＬ-２２ＤＮＡに適当なヌクレオチド変化
を導入することにより、及び／又は所望のＩＬ-２２ポリペプチドを合成することにより
調製できる。当業者は、グリコシル化部位の数又は位置の変化あるいは膜固着特性の変化
などのアミノ酸変化がＩＬ-２２ポリペプチドの翻訳後プロセスを変えうることを理解す
るであろう。
【００７６】
　ここに記載した天然完全長配列ＩＬ-２２又はＩＬ-２２ポリペプチドの種々のドメイン
における変異は、例えば、米国特許第５，３６４，９３４号に記載されている保存的及び
非保存的変異に関する任意の技術及び指針を用いてなすことができる。変異は、結果とし
て天然配列ＩＬ-２２と比較してＩＬ-２２ポリペプチドのアミノ酸配列が変化するＩＬ-
２２ポリペプチドをコードする１つ又は複数のコドンの置換、欠失又は挿入であってもよ
い。場合によっては、変異はＩＬ-２２ポリペプチドの１つ又は複数のドメインの任意の
他のアミノ酸による少なくとも１つのアミノ酸の置換である。いずれのアミノ酸残基が所
望の活性に悪影響を与えることなく挿入、置換又は欠失されるかの指針は、ＩＬ-２２ポ
リペプチドの配列をホモロジーの知られたタンパク質分子の配列と比較し、ホモロジーの
高い領域内でなされるアミノ酸配列変化を最小にすることによって見出される。アミノ酸
置換は、１つのアミノ酸の類似した構造及び／又は化学特性を持つ他のアミノ酸での置換
、例えばロイシンのセリンでの置換、即ち保存的アミノ酸置換の結果とすることができる
。挿入及び欠失は、場合によっては１から５のアミノ酸の範囲内とすることができる。許
容される変異は、配列においてアミノ酸の挿入、欠失又は置換を系統的に作成し、得られ
た変異体を完全長又は成熟天然配列によって示される活性に関して試験するこよによって
決定し得る。
【００７７】
　ＩＬ-２２ポリペプチド断片がここに提供される。このような断片は、例えば、完全長
天然タンパク質と比較した際に、Ｎ-末端又はＣ-末端で切断されてもよく、又は内部残基
を欠いていてもよい。或る種の断片は、ＩＬ-２２ポリペプチドの所望の生物学的活性に
必須ではないアミノ酸残基を欠いている。
　ＩＬ-２２断片は、任意の多数の従来技術によって調製してもよい。所望のペプチド断
片は化学合成してもよい。代替的方法は、酵素的消化、例えば特定のアミノ酸残基によっ
て決定される部位のタンパク質を切断することが知られた酵素でタンパク質を処理するこ
とにより、あるいは適当な制限酵素でＤＮＡを消化して所望の断片を単離することによる
ＩＬ-２２断片の生成を含む。さらに他の好適な技術は、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ
）により、所望のポリペプチド断片をコードするＤＮＡ断片を単離し増幅することを含む
。ＤＮＡ断片の所望の末端を規定するオリゴヌクレオチドは、ＰＣＲの５’及び３’プラ
イマーで用いられる。好ましくは、ＩＬ-２２ポリペプチド断片は、ここに開示した天然
ＩＬ-２２ポリペプチドと少なくとも１つの生物学的及び／又は免疫学的活性を共有する
。
【００７８】
　特別の実施態様では、対象とする保存的置換を、好ましい置換を先頭にして表６に示す
。このような置換が生物学的活性の変化をもたらす場合、表６に例示的置換と名前を付け
た又は以下にアミノ酸分類でさらに記載するように、より置換的な変化が導入され生成物
がスクリーニングされる。
【００７９】
　　　　　　　　　　　　表６
元の残基　　 例示的置換　　　　　　　　好ましい置換
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Ala(A)　　　 val; Leu; ile　　　　　　　　val
Arg(R)　　　 lys; gln; asn　　　　　　　　lys
Asn(N)　　　 gln; his; lys; arg　　　　　 gln
Asp(D)　　　 glu　　　　　　　　　　　　　glu
Cys(C)　　　 ser　　　　　　　　　　　　　ser
Gln(Q)　　　 asn　　　　　　　　　　　　　asn
Glu(E)　　　 asp　　　　　　　　　　　　　asp
Gly(G)　　　 pro; ala　　　　　　　　　　 ala
His(H)　　　 asn; gln; lys; arg　　　　　 arg
Ile(I)　　　 leu; val; met; ala; phe;
　　　　　　 ノルロイシン　　　　　　　　　　　 leu
Leu(L)　　　 ノルロイシン; ile; val;
　　　　　　 met; ala; phe　　　　　　　　ile
Lys(K)　　　 arg; gln; asn　　　　　　　　arg
Met(M)　　　 leu; phe; ile　　　　　　　　leu
Phe(F)　　　 leu; val; ile; ala; tyr　　　leu
Pro(P)　　　 ala　　　　　　　　　　　　　ala
Ser(S)　　　 thr　　　　　　　　　　　　　thr
Thr(T)　　　 ser　　　　　　　　　　　　　ser
Trp(W)　　　 tyr; phe　　　　　　　　　　 tyr
Tyr(Y)　　　 trp; phe; thr; ser　　　　　 phe
Val(V)　　　 ile; leu; met; phe;
　　　　　　 ala; ノルロイシン　　　　　　　　　leu
【００８０】
　ＩＬ-２２ポリペプチドの機能及び免疫学的同一性の置換的修飾は、（ａ）置換領域の
ポリペプチド骨格の構造、例えばシート又はら旋構造、（ｂ）標的部位の電荷又は疎水性
、又は（ｃ）側鎖の嵩を維持しながら、それらの効果において実質的に異なる置換基を選
択することにより達成される。天然発生残基は共通の側鎖特性に基づいてグループに分け
ることができる：
（１）疎水性：ノルロイシン, met, ala, val, leu, ile;
（２）中性の親水性：cys, ser, thr;
（３）酸性：asp, glu;
（４）塩基性：asn, gln, his, lys, arg;
（５）鎖配向に影響する残基：gly, pro; 及び
（６）芳香族：trp, tyr, phe。
【００８１】
　非保存的置換は、これらの分類の一つのメンバーを他の分類に交換することを必要とす
るであろう。また、そのように置換された残基は、保存的置換部位、好ましくは残された
（非保存）部位に導入され得る。
　変異は、オリゴヌクレオチド媒介（部位特異的）突然変異誘発、アラニンスキャンニン
グ、及びＰＣＲ突然変異誘発［Carterら, Nucl. Acids Res., 13: 4331 (1986); Zoller
ら, Nucl. Acids Res., 10: 6487 (1987)］、カセット突然変異誘発［Wellsら, Gene, 34
: 315 (1985)］、制限的選択突然変異誘発［Wellsら, Philos. Trans. R. Soc. London S
erA, 317: 415 (1986)］等のこの分野で知られた方法を用いてなすことができ、又は他の
知られた技術をクローニングしたＤＮＡに実施してＩＬ-２２変異体ＤＮＡを作成するこ
ともできる。
【００８２】
　また、隣接配列に沿って１つ又は複数のアミノ酸を同定するのにスキャンニングアミノ
酸分析を用いることができる。好ましいスキャンニングアミノ酸は比較的小さく、中性の
アミノ酸である。そのようなアミノ酸は、アラニン、グリシン、セリン、及びシステイン



(38) JP 2011-19519 A 2011.2.3

10

20

30

40

50

を含む。アラニンは、ベータ炭素を越える側鎖を排除し変異体の主鎖構造を変化させにく
いので、この群の中で典型的に好ましいスキャンニングアミノ酸である［Cunningham及び
Wells, Science, 244: 1081-1085 (1989)］。最もありふれたアミノ酸であるために、ア
ラニンも典型的には好ましい。さらに、それは埋もれた位置及び露出した位置の両方に見
出されることが多い［Creighton, The Proteins, (W.H. Freeman & Co., N.Y.); Chothia
, J. Mol. Biol., 150:1(1976)］。アラニン置換によって十分な量の変異体を生じない場
合は、アイソテリック(isoteric)アミノ酸を用いることができる。
【００８３】
Ｃ．ＩＬ-２２の修飾
　ＩＬ-２２ポリペプチドの共有結合的修飾は本発明の範囲内に含まれる。共有結合的修
飾の１つの型は、ＩＬ-２２ポリペプチドの標的とするアミノ酸残基を、ＩＬ-２２ポリペ
プチドの選択した側鎖又はＮ又はＣ末端残基と反応できる有機誘導体化試薬と反応させる
ことである。例えば、抗-ＩＬ-２２抗体精製方法に使用、あるいはその逆の用途を目的と
してＩＬ-２２を水不溶性支持体マトリクス又は表面と架橋させるために、二官能性試薬
による誘導体化が有用である。通常用いられる架橋剤は、例えば、１，１-ビス（ジアゾ
アセチル）-２-フェニルエタン、グルタルアルデヒド、Ｎ-ヒドロキシスクシンイミドエ
ステル、例えば４-アジドサリチル酸とのエステル、３，３’-ジチオビス（スクシンイミ
ジルプロピオネート）等のジスクシンイミジルエステルを含むホモ二官能性イミドエステ
ル、ビス-Ｎ-マレイミド-１，８-オクタン等の二官能性マレイミド、及びメチル-３-[(ｐ
-アジドフェニル)-ジチオ］プロピオイミダート等の試薬を含む。
【００８４】
　他の修飾は、グルタミニル及びアスパラギニル残基の各々対応するグルタミル及びアス
パルチル残基への脱アミノ化、プロリン及びリシンのヒドロキシル化、セリル又はトレオ
ニル残基のヒドロキシル基のリン酸化、リシン、アルギニン、及びヒスチジン側鎖のα-
アミノ基のメチル化[T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties,
 W.H. Freeman & Co., San Francisco, pp.79-86 (1983)]、Ｎ末端アミンのアセチル化、
及び任意のＣ末端カルボキシル基のアミド化を含む。
　本発明の範囲内に含まれるＩＬ-２２ポリペプチドの共有結合的修飾の他の型は、ポリ
ペプチドの天然グリコシル化パターンの変更を含む。「天然グリコシル化パターンの変更
」とは、ここで意図されるのは、天然配列ＩＬ-２２に見られる１又は複数の炭水化物部
分の欠失（存在するグリコシル化部位の除去又は化学的及び／又は酵素的手段によるグリ
コシル化の削除のいずれかによる）、及び／又は天然配列ＩＬ-２２に存在しない１又は
複数のグリコシル化部位の付加を意味する。さらに、この文節は、存在する種々の炭水化
物部分の性質及び特性の変化を含む、天然タンパク質のグリコシル化における定性的変化
を含む。
【００８５】
　ＩＬ-２２ポリペプチドへのグリコシル化部位の付加はアミノ酸配列の変更を伴っても
よい。この変更は、例えば、１又は複数のセリン又はトレオニン残基の天然配列ＩＬ-２
２（Ｏ-結合グリコシル化部位）への付加、又は置換によってなされてもよい。ＩＬ-２２
アミノ酸配列は、場合によっては、ＤＮＡレベルでの変化、特に、ＩＬ-２２ポリペプチ
ドをコードするＤＮＡを予め選択した塩基において変異させ、所望のアミノ酸に翻訳され
るコドンを生成させることを通して変更されてもよい。
　ＩＬ-２２ポリペプチド上に炭水化物部分の数を増加させる他の手段は、グリコシドの
ポリペプチドへの化学的又は酵素的結合による。このような方法は、この技術分野におい
て、例えば、１９８７年９月１１日に発行された国際公開８７／０５３３０、及びAplin
及びWriston, CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306 (1981)に記載されている。
【００８６】
　ＩＬ-２２ポリペプチド上に存在する炭水化物部分の除去は、化学的又は酵素的に、あ
るいはグルコシル化の標的として提示されたアミノ酸残基をコードするコドンの変異的置
換によってなすことができる。化学的脱グリコシル化技術は、この分野で知られており、
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例えば、Hakimuddinら, Arch. Biochem. Biophys., 259:52 (1987)により、及びEdgeら, 
Anal. Biochem., 118: 131 (1981)により記載されている。ポリペプチド上の炭水化物部
分の酵素的切断は、Thotakuraら, Meth. Enzymol. 138:350 (1987)に記載されているよう
に、種々のエンド及びエキソグリコシダーゼを用いることにより達成される。
　本発明のＩＬ-２２の共有結合的修飾の他の型は、ＩＬ-２２ポリぺプチドの、種々の非
タンパク質様ポリマー、例えばポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール、又
はポリオキシアルキレンの一つへの、米国特許第４，６４０，８３５号；第４，４９６，
６８９号；第４，３０１，１４４号；第４，６７０，４１７号；第４，７９１，１９２号
又は第４，１７９，３３７号に記載された方法での結合を含む。
　また、本発明のＩＬ-２２ポリペプチドを、他の異種ポリペプチド又はアミノ酸配列に
融合したＩＬ-２２ポリペプチドを含むキメラ分子を形成する方法で修飾してもよい。
【００８７】
　一実施態様では、このようなキメラ分子は、抗タグ抗体が選択的に結合できるエピトー
プを提供するタグポリペプチドとＩＬ-２２ポリペプチドとの融合を含む。エピトープタ
グは、一般的にはＩＬ-２２ポリペプチドのアミノ又はカルボキシル末端に位置する。こ
のようなＩＬ-２２ポリペプチドのエピトープタグ形態の存在は、タグポリペプチドに対
する抗体を用いて検出することができる。また、エピトープタグの提供は、抗タグ抗体又
はエピトープタグに結合する他の型の親和性マトリクスを用いたアフィニティ精製によっ
てＩＬ-２２ポリペプチドを容易に精製できるようにする。種々のタグポリペプチド及び
それら各々の抗体はこの分野で良く知られている。例としては、ポリ－ヒスチジン（ポリ
-his）又はポリ－ヒスチジン－グリシン（poly-his-gly）タグ；flu HAタグポリペプチド
及びその抗体１２ＣＡ５［Fieldら, Mol. Cell. Biol., 8:2159-2165 (1988)］；c-mycタ
グ及びそれに対する８Ｆ９、３Ｃ７、６Ｅ１０、Ｇ４、Ｂ７及び９Ｅ１０抗体［Evanら, 
Molecular and Cellular Biology, 5:3610-3616(1985)］；及び単純ヘルペスウイルス糖
タンパク質Ｄ（gD）タグ及びその抗体［Paborskyら, Protein Engineering, 3(6):547-55
3 (1990)］を含む。他のタグポリペプチドは、フラッグペプチド［Hoppら, BioTechnolog
y, 6:1204-1210(1988)］；ＫＴ３エピトープペプチド［Martinら, Science, 255:192-194
 (1992)］；α-チューブリンエピトープペプチド［Skinnerら, J. Biol. Chem., 266:151
63-15166 (1991)］；及びＴ７遺伝子１０タンパク質ペプチドタグ［Lutz-Freyermuthら, 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6393-6397(1990)］を含む。
【００８８】
　それに換わる実施態様では、キメラ分子はＩＬ-２２の免疫グロブリン又は免疫グロブ
リンの特定領域との融合体を含んでもよい。キメラ分子の二価形態（「イムノアドヘシン
」とも呼ばれる）については、そのような融合体はＩｇＧ分子のＦｃ領域であり得る。Ｉ
ｇ融合体は、好ましくはＩｇ分子内の少なくとも１つの可変領域に換えてＩＬ-２２ポリ
ペプチドの可溶化（膜貫通ドメイン欠失又は不活性化）形態を含む。特に好ましい実施態
様では、免疫グロブリン融合体は、ＩｇＧ１分子のヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ３、又はヒン
ジ、ＣＨ１、ＣＨ２及びＣＨ３領域を含む。免疫グロブリン融合体の製造については、１
９９５年６月２７日発行の米国特許第５，４２８，１３０号を参照のこと。
【００８９】
　Ｄ．ＩＬ-２２の調製
　以下の説明は、主として、ＩＬ-２２核酸を含むベクターで形質転換又はトランスフェ
クションした細胞を培養することによりＩＬ-２２を産生する方法に関する。もちろん、
当該分野においてよく知られている他の方法を用いてＩＬ-２２を調製することができる
と考えられる。例えば、ＩＬ-２２配列、又はその一部は、固相技術を用いた直接ペプチ
ド合成によって産生してもよい［例えば、Stewartら, Solid-Phase Peptide Synthesis, 
W.H. Freeman Co., サン フランシスコ, カリフォルニア(1969)；Merrifield, J. Am. Ch
em. Soc., 85:2149-2154 (1963)参照］。手動技術又は自動化によるインビトロタンパク
質合成を行ってもよい。自動合成は、例えば、アプライド・バイオシステムズ・ペプチド
合成機（フォスター　シティー, カリフォルニア）を用いて、製造者の指示により実施し
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てもよい。ＩＬ-２２の種々の部分は、別々に化学的に合成され、化学的又は酵素的方法
を用いて結合させて完全長ＩＬ-２２を産生してもよい。
【００９０】
　１．ＩＬ-２２をコードするＤＮＡの単離
　ＩＬ-２２をコードするＤＮＡは、ＩＬ-２２ｍＲＮＡを保有していてそれを検出可能な
レベルで発現すると考えられる組織から調製されたｃＤＮＡライブラリから得ることがで
きる。従って、ヒトＩＬ-２２ＤＮＡは、実施例に記載されるように、ヒトの組織から調
製されたｃＤＮＡライブラリから簡便に得ることができる。またＩＬ-２２-コード化遺伝
子は、ゲノムライブラリから又は公知の合成方法（例えば、自動化核酸合成）により得る
こともできる。
　ライブラリは、対象となる遺伝子あるいはその遺伝子によりコードされるタンパク質を
同定するために設計されたプローブ(ＩＬ-２２に対する抗体又は少なくとも約２０-８０
塩基のオリゴヌクレオチド等)によってスクリーニングできる。選択したプローブによる
ｃＤＮＡ又はゲノムライブラリのスクリーニングは、例えばSambrookら, Molecular Clon
ing: A Laboratory Manual(New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989)に
記載されている標準的な手順を使用して実施することができる。ＩＬ-２２をコードする
遺伝子を単離する他の方法はＰＣＲ法を使用するものである［Sambrookら,上掲；Dieffen
bachら, PCR Primer：A Laboratory Manual(Cold Spring Harbor Laboratory Press, 199
5)］。
【００９１】
　下記の実施例には、ｃＤＮＡライブラリのスクリーニング技術を記載している。プロー
ブとして選択したオリゴヌクレオチド配列は、十分な長さで、疑陽性が最小化されるよう
充分に明瞭でなければならない。オリゴヌクレオチドは、スクリーニングされるライブラ
リ内のＤＮＡとのハイブリダイゼーション時に検出可能であるように標識されていること
が好ましい。標識化の方法は当該分野において良く知られており、３２Ｐ標識されたＡＴ
Ｐのような放射線標識、ビオチン化あるいは酵素標識の使用が含まれる。中程度のストリ
ンジェンシー及び高度のストリンジェンシーを含むハイブリダイゼーション条件は、上掲
のSambrookらに示されている。
　このようなライブラリースクリーニング法において同定された配列は、Genbankらの公
共データベース又は個人の配列データベースに寄託され公衆に利用可能とされている周知
の配列と比較及びアラインメントすることができる。分子の決定された領域内又は全長に
渡っての（アミノ酸又は核酸レベルのいずれかでの）配列同一性は、当該分野で知られた
、及びここに記載した方法を用いて決定することができる。
　タンパク質コード化配列を有する核酸は、初めてここで開示された推定アミノ酸配列を
使用し、また必要ならば、ｃＤＮＡに逆転写されていないｍＲＮＡの生成中間体及び先駆
物質を検出する上掲のSambrookらに記述されているような従来のプライマー伸展法を使用
して選択したｃＤＮＡ又はゲノムライブラリをスクリーニングすることによって得られる
。
【００９２】
　２．宿主細胞の選択及び形質転換
　宿主細胞を、ここに記載したＩＬ-２２産生のための発現又はクローニングベクターで
トランスフェクション又は形質転換し、プロモーターを誘導し、形質転換体を選択し、又
は所望の配列をコードする遺伝子を増幅するために適当に変性された常套的栄養培地で培
養する。培養条件、例えば培地、温度、ｐＨ等々は、過度の実験をすることなく当業者が
選ぶことができる。一般に、細胞培養の生産性を最大にするための原理、プロトコール、
及び実用技術は、Mammalian Cell Biotechnology: a Practical Approach, M.Butler編 (
IRL Press, 1991)及びSambrookら, 上掲に見出すことができる。
【００９３】
　真核生物細胞トランスフェクション及び原核生物細胞形質転換の方法、例えば、ＣａＣ
ｌ２、ＣａＰＯ４、リポソーム媒介及びエレクトロポレーションは当業者に知られている
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。用いられる宿主細胞に応じて、その細胞に対して適した標準的な方法を用いて形質転換
はなされる。前掲のSambrookらに記載された塩化カルシウムを用いるカルシウム処理又は
エレクトロポレーションが、一般的に原核生物に対して用いられる。アグロバクテリウム
・トゥメファシエンスによる感染が、Shawら, Gene, 23:315(1983)及び１９８９年６月２
９日公開の国際公開８９／０５８５９に記載されているように、或る種の植物細胞の形質
転換に用いられる。このような細胞壁のない哺乳動物の細胞に対しては、Graham及びvan 
der Eb, Virology, 52:456-457 (1978)のリン酸カルシウム沈降法が好ましい。哺乳動物
細胞の宿主系形質転換の一般的な態様は米国特許第４，３９９，２１６号に記載されてい
る。酵母への形質転換は、典型的には、Van Solingenら, J. Bact., 130:946 (1977)及び
Hsiaoら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76:3829 (1979)の方法に従って実施される。し
かしながら、ＤＮＡを細胞中に導入する他の方法、例えば、核マイクロインジェクション
、エレクトロポレーション、無傷の細胞、又はポリカチオン、例えばポリブレン、ポリオ
ルニチン等を用いる細菌プロトプラスト融合もまた用いることもできる。哺乳動物細胞を
形質転換するための種々の技術については、Keownら, Methods in Enzymology, 185:527-
537 (1990)及び Mansourら, Nature, 336:348-352 (1988)を参照のこと。
【００９４】
　ここに記載のベクターのＤＮＡをクローニング又は発現するために適した宿主細胞は、
原核生物、酵母菌、又は高等真核生物細胞である。適した原核生物は、限定するものでは
ないが、真正細菌、例えばグラム陰性又はグラム陽性生物体、例えば大腸菌のような腸内
細菌科を含む。種々の大腸菌株が公衆に利用可能であり、例えば、大腸菌Ｋ１２株ＭＭ２
９４（ＡＴＣＣ３１，４４６）；大腸菌Ｘ１７７６（ＡＴＣＣ３１，５３７）；大腸菌株
Ｗ３１１０（ＡＴＣＣ２７，３２５）及びＫ５７７２（ＡＴＣＣ５３，６３５）である。
他の好ましい原核動物宿主細胞は、大腸菌、例えば、E. coli、エンテロバクター、エル
ビニア(Erwinia)、クレブシエラ(Klebsiella)、プロテウス(Proteus)、サルモネラ、例え
ば、ネズミチフス菌、セラチア、例えば、セラチア・マルセサンス(Serratia marcescans
) 、及び赤痢菌などの腸内細菌科、並びに桿菌、例えばバチルス・スブチルス(B. subtil
is)及びバチルス・リチェニフォルミス(B. licheniformis)（例えば、１９８９年４月１
２日発行のＤＤ２６６，７１０に記載されたバチルス・リチェニフォルミス４１Ｐ）、シ
ュードモナス、例えば緑膿菌及びストレプトマイセスを含む。これらの例は限定ではなく
例示である。株Ｗ３１１０は、組換えＤＮＡ生産物発酵のための共通の宿主株であるので
一つの特に好ましい宿主又は親宿主である。好ましくは、宿主細胞は最小量のタンパク質
分解酵素を分泌する。例えば、株Ｗ３１１０は、細胞に外来のタンパク質をコードする遺
伝子における遺伝子変異をするように修飾してもよく、そのような宿主の例としては、完
全な遺伝子型ｔｏｎＡを有する大腸菌Ｗ３１１０株１Ａ２；完全な遺伝子型ｔｏｎＡ　ｐ
ｔｒ３を有する大腸菌Ｗ３１１０株９Ｅ４；完全な遺伝子型ｔｏｎＡ　ｐｔｒ３　ｐｈｏ
Ａ　Ｅ１５（ａｒｇＦ-ｌａｃ）１６９　ｄｅｇＰ　ｏｍｐＴ　ｋａｎrを有する大腸菌Ｗ
３１１０株２７Ｃ７（ＡＴＣＣ　５５，２４４）；完全な遺伝子型ｔｏｎＡ　ｐｔｒ３　
ｐｈｏＡ Ｅ１５　(ａｒｇＦ-ｌａｃ)１６９　ｄｅｇＰ　ｏｍｐＴ　ｒｂｓ７　ｉｌｖＧ
　ｋａｎrを有する大腸菌Ｗ３１１０株３７Ｄ６；非カナマイシン耐性ｄｅｇＰ欠失変異
を持つ３７Ｄ６株である大腸菌Ｗ３１１０株４０Ｂ４；及び１９９０年８月７日発行の米
国特許第４，９４６，７８３号に開示された変異周辺質プロテアーゼを有する大腸菌株を
含む。あるいは、クローニングのインビトロ法、例えばＰＣＲ又は他の核酸ポリメラーゼ
反応が好ましい。
【００９５】
　原核生物に加えて、糸状菌又は酵母のような真核微生物は、ＩＬ-２２コード化ベクタ
ーのために適したクローニング又は発現宿主である。サッカロマイセス・セレビジエは、
通常用いられる下等真核生物宿主微生物である。他に、シ ゾ サ ッ カロマイセ ス・ポ
ンベ(Schizosaccharomyces prombe)（Beach及びNurse, Nature, 290: 140 [1981]; １９
８５年５月２日発行の欧州特許第１３９，３８３号）；クリュイベロミセス宿主(Kluyver
omyces hosts)（米国特許第４，９４３，５２９号; Fleerら, Bio/Technology, 9: 968-9
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75 (1991)）、例えばクリュイベロミセス・ラクティス(K. lactis)（MW98-8C, CBS683, C
BS4574; Louvencourtら, J. Bacteriol.154(2): 737-742 [1983]）、クリュイベロミセス
・フラギリス(K. fragilis)（ＡＴＣＣ　１２，４２４）、クリュイベロミセス・ブルガ
リクス(K. bulgaricus)（ＡＴＣＣ　１６，０４５）、クリュイベロミセス・ウィケラミ
イ(K. wickeramii)（ＡＴＣＣ ２４,１７８）、クリュイベロミセス・ワルチイ(K. walti
i)（ＡＴＣＣ　５６，５００）、クリュイベロミセス・ドロソフィラルム(K. drosophila
rum)（ＡＴＣＣ　３６，９０６； Van den Bergら, Bio/Technology, 8: 135 (1990)）、
クリュイベロミセス・テモトレランス(K. thermotolerans)及びクリュイベロミセス・マ
ルキシアナス(K. marxianus)；ヤロウィア(yarrowia)（欧州特許第４０２，２２６号）；
ピキア・パストリス(Pichia pastoris)（欧州特許第１８３，０７０号； Sreekrishnaら,
 J. Basic Microbiol, 28: 265-278 [1988]）；カンジダ；トリコデルマ・レーシア(Tric
hoderma reesia)（欧州特許第２４４，２３４号）；アカパンカビ（Caseら, Proc. Natl.
 Acad. Sci. USA, 76: 5259-5263 [1979]）；シュワニオマイセス(Schwanniomyces)、例
えばシュワニオマイセス・オクシデンタリス(Schwanniomyces occidentalis)（１９９０
年１０月３１日発行の欧州特許第３９４，５３８号）；及び糸状真菌、例えば、ニューロ
スポラ、ペニシリウム、トリポクラジウム(Tolypocladium)（１９９１年１月１０日発行
の国際公開９１／００３５７）；及びアスペルギルス宿主、例えばアスペルギルスニダラ
ンス（Ballanceら, Biochem. Biophys. Res. Commun., 112: 284-289 [1983]; Tilburnら
, Gene, 26: 205-221 [1983]; Yeltonら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 1470-1474 
[1984]）及びアスペルギルス・ニガー（Kelly及びHynes, EMBO J., 4: 475-479 [1985]）
が含まれる。ここで好ましいメチロトロピック(Ｃ１化合物資化性、Methylotropic)酵母
は、これらに限られないが、ハンセヌラ(Hansenula)、カンジダ、クロエケラ(Kloeckera)
、ピキア(Pichia)、サッカロマイセス、トルロプシス(Torulopsis)、及びロドトルラ(Rho
dotorula)からなる属から選択し、メタノールで成長可能な酵母を含む。この酵母の分類
の例示である特定の種のリストは、C. Anthony, The Biochemistry of Methylotrophs, 2
69 (1982)に記載されている。
【００９６】
　グリコシル化ＩＬ-２２の発現に適した宿主細胞は、多細胞生物から誘導される。無脊
椎動物細胞の例としては、植物細胞だけでなくショウジョウバエ（Drosophila）Ｓ２及び
スポドペトラ（Spodoptera ）Ｓｆ９等の昆虫細胞が含まれる。有用な哺乳動物宿主株化
細胞の例は、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）及びＣＯＳ細胞を含む。より詳細な
例は、ＳＶ４０によって形質転換されたサル腎臓ＣＶ１株 (ＣＯＳ-７，ＡＴＣＣ ＣＲＬ
 １６５１);ヒト胚腎臓株（293又は懸濁培養での増殖のためにサブクローン化された293
細胞、Grahamら, J. Gen Virol., 36:59 (1977)）;チャイニーズハムスター卵巣細胞／-
ＤＨＦＲ(CHO, Urlaub及びChasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980));マウ
スのセルトリ細胞（TM4, Mather, Biol. Reprod., 23:243-251 (1980)）ヒト肺細胞 (Ｗ
１３８，ＡＴＣＣ ＣＣＬ ７５); ヒト肝細胞 (Ｈｅｐ Ｇ２，ＨＢ　８０６５); 及びマ
ウス乳房腫瘍細胞 （ＭＭＴ ０６０５６２，ＡＴＣＣ　ＣＣＬ５１)を含む。適した宿主
細胞の選択は、この分野の技術常識内にある。
【００９７】
　３．複製可能なベクターの選択及び使用
　ＩＬ-２２をコードする核酸(例えば、ｃＤＮＡ又はゲノムＤＮＡ)は、クローニング(Ｄ
ＮＡの増幅)又は発現のために複製可能なベクター内に挿入される。様々なベクターが公
的に入手可能である。ベクターは、例えば、プラスミド、コスミド、ウイルス粒子、又は
ファージの形態とすることができる。適切な核酸配列が、種々の手法によってベクターに
挿入される。一般に、ＤＮＡはこの分野で周知の技術を用いて適当な制限エンドヌクレア
ーゼ部位に挿入される。ベクター成分としては、一般に、これらに制限されるものではな
いが、１つ又は複数のシグナル配列、複製開始点、１つ又は複数のマーカー遺伝子、エン
ハンサーエレメント、プロモーター、及び転写終結配列を含む。これらの成分の１つ又は
複数を含む適当なベクターの作成には、当業者に知られた標準的なライゲーション技術を
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用いる。
【００９８】
　ＩＬ-２２は直接的に組換え手法によって産生されるだけではなく、シグナル配列ある
いは成熟タンパク質あるいはポリペプチドのＮ-末端に特異的切断部位を有する他のポリ
ペプチドである異種性ポリペプチドとの融合ペプチドとしても産生される。一般に、シグ
ナル配列はベクターの成分であるか、ベクターに挿入されるＩＬ-２２-コード化ＤＮＡの
一部である。シグナル配列は、例えばアルカリホスファターゼ、ペニシリナーゼ、ｌｐｐ
あるいは熱安定性エンテロトキシンIIリーダーの群から選択した原核生物シグナル配列で
あってよい。酵母の分泌に関しては、シグナル配列は、酵母インベルターゼリーダー、ア
ルファ因子リーダー(サッカロマイセス(Saccharomyces)及びクルイベロマイシス(Kluyver
omyces)α因子リーダーを含み、後者は米国特許第５，０１０，１８２号に記載されてい
る)、又は酸ホスファターゼリーダー、カンジダ・アルビカンス（C.albicans)グルコアミ
ラーゼリーダー(１９９０年４月４日発行の欧州特許第３６２１７９号)、又は１９９０年
１１月１５日に公開された国際公開９０／１３６４６に記載されているシグナルであり得
る。哺乳動物細胞の発現においては、哺乳動物シグナル配列は、同一あるいは関連ある種
の分泌ポリペプチド由来のシグナル配列並びにウイルス分泌リーダーのようなタンパク質
の直接分泌に使用してもよい。
【００９９】
　発現及びクローニングベクターは共に１つ又は複数の選択した宿主細胞においてベクタ
ーの複製を可能にする核酸配列を含む。そのような配列は多くの細菌、酵母及びウイルス
に対してよく知られている。プラスミドｐＢＲ３２２に由来する複製開始点は大部分のグ
ラム陰性細菌に好適であり、２μプラスミド開始点は酵母に適しており、様々なウイルス
開始点(ＳＶ４０、ポリオーマ、アデノウイルス、ＶＳＶ又はＢＰＶ)は哺乳動物細胞にお
けるクローニングベクターに有用である。
　発現及びクローニングベクターは、典型的には、選択可能なマーカーとも称される選択
遺伝子を含む。典型的な選択遺伝子は、(a)アンピシリン、ネオマイシン、メトトレキセ
ートあるいはテトラサイクリンのような抗生物質あるいは他の毒素に耐性を与え、(b)栄
養要求性欠陥を補い、又は(c)複合培地から得られない重要な栄養素を供給するタンパク
質をコードしており、例えばバシリのＤ-アラニンラセマーゼをコードする遺伝子である
。
【０１００】
　哺乳動物細胞に適した選択可能なマーカーの例は、ＤＨＦＲあるいはチミジンキナーゼ
のようにＩＬ-２２-コード化核酸を取り込むことのできる細胞成分を同定することのでき
るものである。野生型ＤＨＦＲを用いた場合の好適な宿主細胞は、Urlaubらにより Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980)に記載されているようにして調製され増殖され
たＤＨＦＲ活性に欠陥のあるＣＨＯ株化細胞である。酵母での使用に好適な選択遺伝子は
酵母プラスミドＹＲｐ７に存在するｔｒｐ１遺伝子である［Stinchcombら, Nature, 282
：39(1979)；Kingsmanら, Gene, 7：141(1979)；Tschemperら, Gene, 10：157(1980)］。
ｔｒｐ１遺伝子は、例えば、ＡＴＣＣ番号４４０７６あるいはＰＥＰ４-１のようなトリ
プトファンで成長する能力を欠く酵母の突然変異株のための選択マーカーを提供する［Jo
nes, Genetics, 85:12 (1977)］。
　発現及びクローニングベクターは、通常、ＩＬ-２２-コード化核酸配列に作用可能に結
合し、ｍＲＮＡ合成を制御するプロモーターを含む。種々の可能な宿主細胞により認識さ
れる好適なプロモーターが知られている。原核生物宿主で使用するのに適したプロモータ
ーはβ-ラクタマーゼ及びラクトースプロモーター系［Changら, Nature, 275:615 (1978)
； Goeddelら, Nature, 281:544 (1979)］、アルカリホスファターゼ、トリプトファン(t
rp)プロモーター系［Goeddel, Nucleic Acids Res., 8:4057 (1980); 欧州特許第３６，
７７６号］、及びハイブリッドプロモーター、例えばｔａｃプロモーター［deBoerら, Pr
oc. Natl. Acad. Sci. USA, 80:21-25 (1983)］を含む。細菌系で使用するプロモータも
またＩＬ-２２をコードするＤＮＡと作用可能に結合したシャイン-ダルガーノ(S.D.)配列
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を有する。
【０１０１】
　酵母宿主で使用するのに適したプロモーター配列の例としては、３-ホスホグリセラー
トキナーゼ［Hitzeman ら, J. Biol. Chem., 255:2073 (1980)］又は他の糖分解酵素［He
ss ら, J. Adv. Enzyme Reg., 7:149 (1968)；Holland, Biochemistry, 17：4900(1987)
］、例えばエノラーゼ、グリセルアルデヒド-３-リン酸デヒドロゲナーゼ、ヘキソキナー
ゼ、ピルビン酸デカルボキシラーゼ、ホスホフルクトキナーゼ、グルコース-６-リン酸イ
ソメラーゼ、３-ホスホグリセレートムターゼ、ピルビン酸キナーゼ、トリオセリン酸イ
ソメラーゼ、ホスホグルコースイソメラーゼ、及びグルコキナーゼが含まれる。
　他の酵母プロモーターとしては、成長条件によって転写が制御される付加的効果を有す
る誘発的プロモーターであり、アルコールデヒドロゲナーゼ２、イソチトクロムＣ、酸ホ
スファターゼ、窒素代謝と関連する分解性酵素、メタロチオネイン、グリセルアルデヒド
-３-リン酸デヒドロゲナーゼ、及びマルトース及びガラクトースの利用を支配する酵素の
プロモーター領域がある。酵母での発現に好適に用いられるベクターとプロモータは欧州
特許第７３，６５７号に更に記載されている。
【０１０２】
　哺乳動物の宿主細胞におけるベクターからのＩＬ-２２転写は、例えば、ポリオーマウ
ィルス、伝染性上皮腫ウィルス(１９８９年７月５日公開のＵＫ２，２１１，５０４)、ア
デノウィルス(例えばアデノウィルス２)、ウシ乳頭腫ウィルス、トリ肉腫ウィルス、サイ
トメガロウィルス、レトロウィルス、Ｂ型肝炎ウィルス及びサルウィルス４０(ＳＶ４０)
のようなウィルスのゲノムから得られるプロモーター、異種性哺乳動物プロモーター、例
えばアクチンプロモーター又は免疫グロブリンプロモーター、及び熱衝撃プロモーターか
ら得られるプロモーターによって、このようなプロモーターが宿主細胞系に適合し得る限
り制御される。
　より高等の真核生物による所望のＩＬ-２２をコードするＤＮＡの転写は、ベクターに
エンハンサー配列を挿入することによって増強され得る。エンハンサーは、通常は約１０
から３００塩基対で、プロモーターに作用してその転写を増強するＤＮＡのシス作動要素
である。哺乳動物遺伝子由来の多くのエンハンサー配列が現在知られている(グロビン、
エラスターゼ、アルブミン、α-フェトプロテイン及びインスリン)。しかしながら、典型
的には、真核細胞ウィルス由来のエンハンサーが用いられるであろう。例としては、複製
起点の後期側のＳＶ４０エンハンサー(１００-２７０塩基対)、サイトメガロウィルス初
期プロモーターエンハンサー、複製起点の後期側のポリオーマエンハンサー及びアデノウ
ィルスエンハンサーが含まれる。エンハンサーは、ＩＬ-２２コード化配列の５’又は３
’位でベクターにスプライシングされ得るが、好ましくはプロモーターから５’位に位置
している。
【０１０３】
　また真核生物宿主細胞(酵母、真菌、昆虫、植物、動物、ヒト、又は他の多細胞生物由
来の有核細胞)に用いられる発現ベクターは、転写の終結及びｍＲＮＡの安定化に必要な
配列も含む。このような配列は、真核生物又はウィルスのＤＮＡ又はｃＤＮＡの通常は５
’、時には３’の非翻訳領域から取得できる。これらの領域は、ＩＬ-２２をコードする
ｍＲＮＡの非翻訳部分にポリアデニル化断片として転写されるヌクレオチドセグメントを
含む。
　組換え脊椎動物細胞培養でのＩＬ-２２の合成に適応化するのに適切な他の方法、ベク
ター及び宿主細胞は、Gethingら, Nature, 293:620-625 (1981); Manteiら, Nature, 281
:40-46 (1979)；欧州特許第１１７，０６０号；及び欧州特許第１１７，０５８号に記載
されている。
【０１０４】
　４．遺伝子増幅／発現の検出
　遺伝子の増幅及び／又は発現は、ここで提供された配列に基づき、適切に標識されたプ
ローブを用い、例えば、従来よりのサザンブロット法、ｍＲＮＡの転写を定量化するノー
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ザンブロット法［Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,77:5201-5205 (1980)］、ドット
ブロット法(ＤＮＡ分析)、又はインサイツハイブリダイゼーション法によって、直接的に
試料中で測定することができる。あるいは、ＤＮＡ二本鎖、ＲＮＡ二本鎖及びＤＮＡ-Ｒ
ＮＡハイブリッド二本鎖又はＤＮＡ-タンパク二本鎖を含む、特異的二本鎖を認識するこ
とができる抗体を用いることもできる。次いで、抗体を標識し、アッセイを実施すること
ができ、ここで二本鎖は表面に結合しており、その結果二本鎖の表面での形成の時点でそ
の二本鎖に結合した抗体の存在を検出することができる。
【０１０５】
　あるいは、遺伝子の発現は、遺伝子産物の発現を直接的に定量する免疫学的な方法、例
えば細胞又は組織切片の免疫組織化学的染色及び細胞培養又は体液のアッセイによって測
定することもできる。試料液の免疫組織化学的染色及び／又はアッセイに有用な抗体は、
モノクローナルでもポリクローナルでもよく、任意の哺乳動物で調製することができる。
簡便には、抗体を、天然配列ＩＬ-２２ポリペプチドに対して、又はここで提供されるＤ
ＮＡ配列をベースとした合成ペプチドに対して、又はＩＬ-２２ ＤＮＡに融合し特異的抗
体エピトープをコードする外因性配列に対して調製してもよい。
【０１０６】
５．ポリペプチドの精製
　ＩＬ-２２の形態は、培養培地又は宿主細胞可溶化液から回収することができる。膜結
合性であるならば、適切な洗浄液(例えばトリトン-Ｘ１００)又は酵素的切断を用いて膜
から引き離すことができる。ＩＬ-２２の発現に用いられた細胞は、凍結融解サイクル、
超音波処理、機械的破壊、又は細胞溶解剤などの種々の化学的又は物理的手段によって破
壊することができる。
【０１０７】
　ＩＬ-２２を、組換え細胞タンパク又はポリペプチドから精製することが望ましい。次
の方法は、適切な精製手法の典型である：イオン交換カラムでの分画；エタノール沈殿；
逆相ＨＰＬＣ；シリカ又はカチオン交換樹脂、例えばＤＥＡＥによるクロマトグラフィー
；クロマトフォーカシング；ＳＤＳ-ＰＡＧＥ；硫酸アンモニウム沈殿；例えばセファデ
ックスＧ-７５を用いるゲル濾過;ＩｇＧのような夾雑物を除くプロテインＡセファロース
カラム；及びＩＬ-２２のエピトープタグ形態を結合させる金属キレート化カラムである
。この分野で知られ、例えば、Deutscher, Methods in Enzymology, 182(1990)；Scopes,
 Protein Purification: Principles and Practice, Springer-Verlag, New York (1982)
に記載された多くのタンパク質精製方法を用いることができる。選ばれる精製過程は、例
えば、用いられる生産方法及び特に産生される特定のＩＬ-２２の性質に依存する。
【０１０８】
　Ｅ．ＩＬ-２２の用途
　ＩＬ-２２をコードする核酸配列（又はそれらの補体）は、ハイブリダイゼーションプ
ローブとしての使用を含む分子生物学の分野において、染色体及び遺伝子マッピングにお
いて、及びアンチセンスＲＮＡ及びＤＮＡの生成において種々の用途を有している。また
、ＩＬ-２２核酸も、ここに記載される組換え技術によるＩＬ-２２ポリペプチドの調製に
有用である。
【０１０９】
　完全長天然配列ＩＬ-２２遺伝子又はその一部は、全長ＩＬ-２２ｃＤＮＡの単離又はこ
こに開示した天然ＩＬ-２２配列に対して所望の配列同一性を持つ更に他のｃＤＮＡ（例
えば、他の種からのＩＬ-２２の天然発生変異体又はＩＬ-２２をコードするもの）の単離
のためのｃＤＮＡライブラリ用のハイブリダイゼーションプローブとして使用できる。場
合によっては、プローブの長さは約２０～約５０塩基である。ハイブリダイゼーションプ
ローブは、少なくとも部分的に完全長天然ヌクレオチド配列の新規な領域から誘導しても
よく、それらの領域は、過度の実験をすることなく、天然配列ＩＬ-２２のプロモーター
、エンハンサー成分及びイントロンを含むゲノム配列から誘導され得る。例えば、スクリ
ーニング法は、周知のＤＮＡ配列を用いてＩＬ-２２遺伝子のコード化領域を単離し、約
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４０塩基の選抜プローブを合成することを含む。ハイブリダイゼーションプローブは、３

２Ｐ又は３５Ｓ等の放射性ヌクレオチド、又はアビディン／ビオチン結合系を介してプロ
ーブに結合したアルカリホスファターゼ等の酵素標識を含む種々の標識で標識してもよい
。本発明のＩＬ-２２遺伝子に相補的な配列を有する標識されたプローブは、ヒトｃＤＮ
Ａ、ゲノムＤＮＡ又はｍＲＮＡのライブラリーをスクリーニングし、そのライブラリーの
何れのメンバーがプローブにハイブッド形成するかを決定するのに使用できる。ハイブリ
ダイゼーション技術は、以下の実施例において更に詳細に記載する。
【０１１０】
　本出願で開示する任意のＥＳＴはプローブと同様に、ここに記載した方法で用いること
ができる。
　ＩＬ-２２核酸の他の有用な断片は、標的ＩＬ-２２ ｍＲＮＡ（センス）又はＩＬ-２２
 ＤＮＡ（アンチセンス）配列に結合できる一本鎖核酸配列（ＲＮＡ又はＤＮＡのいずれ
か）を含むアンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドを含む。アンチセンス又はセンス
オリゴヌクレオチドは、本発明によると、ＩＬ-２２ ＤＮＡのコード化領域の断片を含む
。このような断片は、一般的には少なくとも約１４ヌクレオチド、好ましくは約１４から
３０ヌクレオチドを含む。与えられたタンパク質をコードするｃＤＮＡ配列に基づいて、
アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドを得る能力は、例えば、Stein及びCohen（Ca
ncer Res. 48: 2659: 1988）及び van der Krolら,（BioTechniques 6: 958, 1988）に記
載されている。
【０１１１】
　アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドの標的核酸配列への結合は二重鎖の形成を
もたらし、それは、二重鎖の分解の促進、転写又は翻訳の期外停止を含む幾つかの方法の
一つ、又は他の方法により、標的配列の転写又は翻訳を阻止する。よって、アンチセンス
オリゴヌクレオチドは、ＩＬ-２２タンパク質の発現を阻止するのに用いられる。アンチ
センス又はセンスオリゴヌクレオチドは、修飾糖－ホスホジエステル骨格（又は他の糖結
合、国際公開９１／０６６２９に記載のもの等）を有するオリゴヌクレオチドをさらに含
み、そのような糖結合は内因性ヌクレアーゼ耐性である。そのような耐性糖結合を持つオ
リゴヌクレオチドは、インビボで安定であるが（即ち、酵素分解に耐えうるが）、標的ヌ
クレオチド配列に結合できる配列特異性は保持している。
　センス又はアンチセンスオリゴヌクレオチドの他の例は、国際公開９０／１００４８に
記載されているもののような、有機部分、及びオリゴヌクレオチドの標的核酸配列への親
和性を向上させる他の部分、例えばポリ-(Ｌ-リジン)に共有結合したオリゴヌクレオチド
を含む。さらにまた、エリプチシン等の挿入剤、アルキル化剤又は金属錯体をセンス又は
アンチセンスオリゴヌクレオチドに結合させ、アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチ
ドの標的ヌクレオチド配列への結合特異性を改変してもよい。
【０１１２】
　アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチドは、例えば、ＣａＰＯ４-媒介ＤＮＡトラ
ンスフェクション、エレクトロポレーションを含む任意の遺伝子転換方法により、又はエ
プスタイン-バーウイルスなどの遺伝子転換ベクターを用いることにより、標的核酸配列
を含む細胞に導入される。好ましい方法では、アンチセンス又はセンスオリゴヌクレオチ
ドは、適切なレトロウイルスベクターに挿入される。標的核酸配列を含む細胞は、インビ
ボ又はエキソビボで組換えレトロウイルスベクターに接触させる。好適なレトロウイルス
ベクターは、これらに限られないが、マウスレトロウイルスＭ-ＭｕＬＶから誘導される
もの、Ｎ２（Ｍ-ＭｕＬＶから誘導されたレトロウイルス）、又はＤＣＴ５Ａ、ＤＣＴ５
Ｂ及びＤＣＴ５Ｃと命名されたダブルコピーベクター（国際公開９０／１３６４１参照）
を含む。
　また、センス又はアンチセンスオリゴヌクレオチドは、国際公開９１／０４７５３に記
載されているように、リガンド結合分子との複合体の形成により標的配列を含む細胞に導
入してもよい。適切なリガンド結合分子は、これらに限られないが、細胞表面レセプター
、成長因子、他のサイトカイン、又は細胞表面レセプターに結合する他のリガンドを含む
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。好ましくは、リガンド結合分子の複合体形成は、リガンド結合分子がその対応する分子
又はレセプターに結合する、あるいはセンス又はアンチセンスオリゴヌクレオチド又はそ
の複合体の細胞への侵入を阻止する能力を実質的に阻害しない。
【０１１３】
　あるいは、センス又はアンチセンスオリゴヌクレオチドは、国際公開９０／１０４４８
に記載されたように、オリゴヌクレオチド－脂質複合体の形成により標的核酸配列を含む
細胞に導入してもよい。センス又はアンチセンスオリゴヌクレオチド－脂質複合体は、好
ましくは内因性リパーゼにより細胞内で分解される。
　アンチセンス又はセンスＲＮＡ又はＤＮＡ分子は一般に少なくとも約５塩基長、約１０
塩基長、約１５塩基長、約２０塩基長、約２５塩基長、約３０塩基長、約３５塩基長、約
４０塩基長、約４５塩基長、約５０塩基長、約５５塩基長、約６０塩基長、約６５塩基長
、約７０塩基長、約７５塩基長、約８０塩基長、約８５塩基長、約９０塩基長、約９５塩
基長、約１００塩基長、あるいはそれ以上である。
【０１１４】
　密接に関連したＩＬ-２２コード化配列の同定のための配列のプールを作成するために
、このプローブもＰＣＲ技術に用いてもよい。
　ＩＬ-２２をコードする遺伝子のマッピングのため、及び遺伝子疾患を持つ個体の遺伝
子分析のためのハイブリダイゼーションプローブの作成のために、ＩＬ-２２をコードす
るヌクレオチド配列も使用することができる。インサイツハイブリダイゼーション、既知
の染色体マーカーに対する連鎖分析、及びライブラリーのハイブリダイゼーションスクリ
ーニング等の周知の技術を用いて、ここに提供されるヌクレオチド配列はを染色体及び染
色体の特定領域にマッピングし得る。
【０１１５】
　ＩＬ-２２のコード化配列が他のタンパク質に結合するタンパク質をコードする場合（
例えば、ＩＬ-２２がレセプターである場合）、ＩＬ-２２を結合相互作用に関与している
他のタンパク質又は分子を同定するためのアッセイに用いることができる。このような方
法により、レセプター／リガンド結合性相互作用の阻害剤を同定することができる。この
ような結合性相互作用に含まれるタンパク質も、ペプチド又は小分子阻害剤又は結合性相
互作用のアゴニストのスクリーニングに用いることができる。また、レセプターＩＬ-２
２は関連するリガンドの単離にも使用できる。天然ＩＬ-２２又はＩＬ-２２のレセプター
の生物学的活性を模倣するリード化合物を見出すために、スクリーニングアッセイを設計
することができる。そのようなスクリーニングアッセイは、化学的ライブラリーの高スル
ープットスクリーニングに従うアッセイを含み、そのアッセイを小分子候補薬剤の同定に
特に適したものにする。予想される小分子は、合成有機又は無機化合物を含む。このアッ
セイは、この分野で良く知られ特徴付けられているタンパク質－タンパク質結合アッセイ
、生物学的スクリーニングアッセイ、免疫検定及び細胞ベースのアッセイを含む種々の型
式で実施される。
【０１１６】
　また、ＩＬ-２２又はその任意の修飾型をコードする核酸は、トランスジェニック動物
又は「ノックアウト」動物のいずれかを産生することに使用でき、これらは治療的に有用
な試薬の開発やスクリーニングとって有用である。トランスジェニック動物(例えばマウ
ス又はラット)とは、出生前、例えば胚段階で、その動物又はその動物の祖先に導入され
た導入遺伝子を含む細胞を有する動物である。導入遺伝子とは、トランスジェニック動物
が発生する細胞のゲノムに組み込まれたＤＮＡである。一実施形態では、ＩＬ-２２をコ
ードするｃＤＮＡは、ＩＬ-２２をコードするＤＮＡを発現する細胞を含むトランスジェ
ニック動物を作製するために使用するゲノム配列及び確立された技術に基づいて、ＩＬ-
２２をコードするゲノムＤＮＡをクローン化するために使用することができる。トランス
ジェニック動物、特にマウス又はラット等の特定の動物を産生する方法は、当該分野にお
いて常套的になっており、例えば米国特許第４，７３６，８６６号や第４，８７０，００
９号に記述されている。典型的には、特定の細胞が組織特異的エンハンサーを伴うＩＬ-
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２２導入遺伝子の導入の標的であろう。胚段階で動物の生殖系列に導入されたＩＬ-２２
コード化導入遺伝子のコピーを含むトランスジェニック動物は、ＩＬ-２２をコードする
ＤＮＡの増大した発現の影響を調べるために使用できる。このような動物は、例えばその
過剰発現を伴う病理学的状態に対して保護をもたらすと思われる試薬のテスター動物とし
て使用できる。本発明のこの態様においては、動物を試薬で治療し、導入遺伝子を有する
未治療の動物に比べ病理学的状態の発症率が低ければ、病理学的状態に対する治療上の処
置の可能性が示される。
【０１１７】
　あるいは、動物の胚幹細胞に導入されたＩＬ-２２をコードする改変ゲノムＤＮＡと、
ＩＬ-２２をコードする内在性遺伝子との間の相同的組換えによってＩＬ-２２をコードす
る欠陥又は変更遺伝子を有するＩＬ-２２「ノックアウト」動物を作成するために、ＩＬ-
２２の非ヒト相同体を使用できる。例えば、確立された技術に従ってＩＬ-２２をコード
するゲノムＤＮＡのクローニングするために、ＩＬ-２２をコードするｃＤＮＡを使用で
きる。ＩＬ-２２をコードするゲノムＤＮＡの一部を欠失させたり、又は組み込みを監視
するために使用する選択可能なマーカーをコードする遺伝子等の他の遺伝子で置換するこ
とができる。典型的には、ベクターは無変化のフランキングＤＮＡ(５’と３’末端の両
方)を数キロベース含む［例えば、相同的組換えベクターについてはThomas及びCapecchi,
 Cell, 51:503(1987)を参照のこと］。ベクターは胚幹細胞に(例えばエレクトロポレーシ
ョンによって)導入され、導入されたＤＮＡが内在性ＤＮＡと相同的に組換えられた細胞
が選択された［例えば、Liら, Cell, 69:915(1992)参照］。選択した細胞が次に動物(例
えばマウス又はラット)の胚盤胞内に注入されて集合キメラを形成する［例えば、Bradley
, Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, E. J. Roberts
on, ed. (IRL, Oxford, 1987), pp. 113-152参照のこと］。その後、キメラ性胚を適切な
偽妊娠の雌性乳母に移植し、期間をおいて「ノックアウト」動物を作り出す。胚細胞に相
同的に組換えられたＤＮＡを有する子孫は標準的な技術により同定され、それらを利用し
て動物の全細胞が相同的に組換えられたＤＮＡを含む動物を繁殖させることができる。ノ
ックアウト動物を、ＩＬ-２２ポリペプチドの欠乏によるある種の病理的状態及びその病
理的状態の進行に対する防御能力によって特徴付ることができる。　
【０１１８】
　ＩＬ-２２ポリペプチドをコードする核酸も遺伝子治療に使用してもよい。遺伝子治療
用途においては、例えば欠陥遺伝子を置換するため、治療的有効量の遺伝子産物のインビ
ボ合成を達成するために遺伝子が細胞へ導入される。「遺伝子治療」とは、１回の処理に
より継続的効果が達成される従来の遺伝子治療と、治療的に有効なＤＮＡ又はｍＲＮＡの
１回又は繰り返し投与を含む遺伝子治療薬の投与の両方を含む。アンチセンスＲＮＡ及び
ＤＮＡは、ある種の遺伝子のインビボ発現を阻止する治療薬として用いることができる。
細胞膜による制限された取り込みに起因する低い細胞内濃度にもかかわらず、短いアンチ
センスオリゴヌクレオチドをそれが阻害剤として作用する細胞に移入できることは既に示
されている（Zamecnikら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 4143-4146 [1986]）。オリ
ゴヌクレオチドの取り込みを促進するために、例えば、その負に荷電したリン酸ジエステ
ル基を非荷電基で置換することによって、オリゴヌクレオチドを修飾することができる。
【０１１９】
　生存可能な細胞に核酸を導入するための種々の技術が存在する。これらの技術は、意図
する宿主の細胞において、核酸が培養細胞にインビトロで、あるいはインビボで移入され
るかに応じて変わる。核酸を哺乳動物細胞にインビトロで移入するのに適した方法は、リ
ポソーム、エレクトロポレーション、マイクロインジェクション、細胞融合、ＤＥＡＥ-
デキストラン、リン酸カルシウム沈殿法などを含む。現在好ましいインビボ遺伝子移入技
術は、ウイルス（典型的にはレトロウイルス）ベクターでのトランスフェクション及びウ
イルス被覆タンパク質-リポソーム媒介トランスフェクションである（Dzauら, Trends in
 Biotechnology 11, 205-210(1993)）。ある状況では、核酸供給源を、細胞表面膜タンパ
ク質又は標的細胞に特異的な抗体等の標的細胞を標的とする薬剤、標的細胞上のレセプタ
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ーに対するリガンド等とともに提供するのが望ましい。リポソームを用いる場合、エンド
サイトーシスを伴って細胞表面膜タンパク質に結合するタンパク質、例えば、特定の細胞
型向性のキャプシドタンパク質又はその断片、サイクルにおいてインターナリゼーション
を受けるタンパク質に対する抗体、細胞内局在化を標的とし細胞内半減期を向上させるタ
ンパク質が、標的化及び／又は取り込みの促進のために用いられる。レセプター媒介エン
ドサイトーシスは、例えば、Wuら, J. Biol. Chem. 262, 4429-4432 (1987); 及びWagner
ら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 3410-3414 (1990)によって記述されている。遺伝
子作成及び遺伝子治療のプロトコールの概説については、Andersonら, Science 256, 808
-813 (1992)を参照のこと。
【０１２０】
　ここに記載したＩＬ-２２ポリペプチドをタンパク質電気泳動目的の分子量マーカーと
して用いてもよく、単離された核酸配列を、これらのマーカーを組み換え発現に用いても
よい。
　ここに記載したＩＬ-２２ポリペプチド又はその断片をコードする核酸分子は、染色体
の同定に有用である。この点において、実際の配列に基づく染色体マーキング試薬は殆ど
利用可能ではないため、新規な染色体マーカーの同定が必要である。本発明の各ＩＬ-２
２核酸分子は染色体マーカーとして使用できる。
　また、本発明のＩＬ-２２ポリペプチド及び核酸分子は組織タイピングに使用でき、本
発明のＩＬ-２２ポリペプチドは、好ましくは同じ型の正常組織に比較して疾患性組織に
おいて、一方の組織で他方に比較して異なる発現をする。ＩＬ-２２核酸分子には、ＰＣ
Ｒ、ノーザン分析、サザン分析及びウェスタン分析のプローブ生成のための用途が見出さ
れるであろう。
【０１２１】
　ここに記載したＩＬ-２２ポリペプチドは治療薬として用いてもよい。本発明のＩＬ-２
２ポリペプチドは、製薬的に有用な組成物を調製するのに知られた方法に従って製剤され
、これにより、このＩＬ-２２生成物は製薬的に許容される担体媒体と混合される。治療
用製剤は、凍結乾燥製剤又は水性溶液の形態で、任意的な製薬上許容可能なキャリア、賦
形剤又は安定剤と、所望の純度を有する活性成分とを混合することにより(Remington's P
harmaceutical Sciences, 16th版, Osol, A. 編., [1980])、保管ために調製される。許
容される担体、賦形剤又は安定剤は、用いる投与量及び濃度ではレシピエントに対して無
毒性であり、リン酸、クエン酸及び他の有機酸等の緩衝液；アスコルビン酸を含む抗酸化
剤；低分子量(残基数１０個未満)ポリペプチド；血清アルブミン、ゼラチン又は免疫グロ
ブリン等のタンパク質；ポリビニルピロリドン等の親水性重合体；グリシン、グルタミン
、アスパラギン、アルギニン又はリシン等のアミノ酸；グルコース、マンノース又はデキ
ストリン等の単糖類、二糖類又は他の炭水化物、EDTA等のキレート剤、マンニトール又は
ソルビトール等の糖類、ナトリウム等の塩形成対イオン；及び／又はTWEEN(商品名)、PLU
RONICS(商品名)又はポリエチレングリコール(PEG)等の非イオン性界面活性剤を含む。
【０１２２】
　インビボ投与に使用される製剤は滅菌されていなくてはならない。これは、凍結乾燥及
び再構成の前又は後に、滅菌フィルター膜を通す濾過により容易に達成される。
　ここで、本発明の製薬組成物は一般に、無菌のアクセスポートを具備する容器、例えば
、皮下注射針で貫通可能なストッパーを持つ静脈内バッグ又はバイアル内に配される。
　投与経路は周知の方法、例えば、静脈内、腹膜内、脳内、筋肉内、眼内、動脈内又は病
巣内経路での注射又は注入、局所投与、又は徐放系による。
【０１２３】
　本発明の製薬組成物の用量及び望ましい薬物濃度は、意図する特定の用途に応じて変化
する。適切な用量又は投与経路の決定は、通常の内科医の技量の範囲内である。動物実験
は、ヒト治療のための有効量の決定についての信頼できるガイダンスを提供する。有効量
の種間スケーリングは、Toxicokinetics and New Drug Development, Yacobiら, 編, Per
gamon Press, New York 1989, pp. 42-96のMordenti, J. 及びChappell, W. 「The use o



(50) JP 2011-19519 A 2011.2.3

10

20

30

40

50

f interspecies scaling in toxicokinetics」に記載された原理に従って実施できる。
【０１２４】
　ＩＬ-２２ポリペプチド又はそのアゴニスト又はアンタゴニストのインビボ投与が用い
られる場合、正常な投与量は、投与経路に応じて、哺乳動物の体重当たり１日に約１０ｎ
ｇ／ｋｇから１００ｍｇ／ｋｇまで、好ましくは約１μｇ／ｋｇ／日から１０ｍｇ／ｋｇ
／日である。特定の用量及び送達方法の指針は文献に提供されている；例えば、米国特許
第４，６５７，７６０号、第５，２０６，３４４号、又は第５，２２５，２１２号参照。
異なる製剤が異なる治療用化合物及び異なる疾患に有効であること、例えば一つの器官又
は組織を標的とする投与には、他の器官又は組織とは異なる方式で送達することを必要と
し得るとが予想される。
【０１２５】
　ＩＬ-２２ポリペプチドの投与を必要とする任意の疾患又は疾病の治療に適した放出特
性を持つ製剤でＩＬ-２２ポリペプチドの持続放出が望まれる場合、ＩＬ-２２ポリペプチ
ドのマイクロカプセル化が考えられる。持続放出のための組換えタンパク質のマイクロカ
プセル化は、ヒト成長ホルモン（rhGH）、インターフェロン-（rhIFN-）、インターロイ
キン-２、及びMN rgp120で成功裏に実施されている。Johnsonら, Nat. Med., 2: 795-799
 (1996); Yasuda, Biomed. Ther., 27: 1221-1223 (1993); Horaら, Bio/Technology, 8:
 755-758 (1990); Cleland,「Design and Production of Single Immunization Vaccines
 Using Polylactide Polyglycolide Microsphere Systems」Vaccine Design: The Subuni
t and Adjuvant Approach, Powell 及び Newman編, (Plenum Press: New York, 1995), p
.439-462; 国際公開９７／０３６９２，国際公開９６／４００７２，国際公開９６／０７
３９９；及び米国特許第５，６５４，０１０号。
【０１２６】
　これらのタンパク質の持続放出製剤は、ポリ-乳酸-コグリコール酸（ＰＬＧＡ）ポリマ
ーを用い、その生体適合性及び広範囲の生分解特性に基づいて開発された。ＰＬＧＡの分
解生成物である乳酸及びグリコール酸は、ヒト身体内で即座にクリアされる。さらに、こ
のポリマーの分解性は、分子量及び組成に依存して数ヶ月から数年まで調節できる。Lewi
s, 「Controlled release of bioactive agents from lactide/glycolide polymer」: M.
 Chasin及び R. Langer (編), Biodegradable Polymers as Drug Delivery Systems (Mar
cel Dekker: New York, 1990), pp. 1-41。
　本発明は、ＩＬ-２２ポリペプチドを模倣する（アゴニスト）又はＩＬ-２２ポリペプチ
ドの効果を阻害する（アンタゴニスト）ものを同定するための化合物のスクリーニング方
法も包含する。アンタゴニスト候補薬のスクリーニングアッセイは、ここで同定した遺伝
子にコードされているＩＬ-２２ポリペプチドと結合又は複合体形成する化合物、又はそ
うでなければコードされたポリペプチドと他の細胞性タンパク質との相互作用を妨害する
化合物を同定するために設計される。このようなスクリーニングアッセイは、化学的ライ
ブラリの高スループットスクリーニングに従うアッセイを含み、それらアッセイを特に小
分子候補薬の同定に適したものにする。
【０１２７】
　このアッセイは、この分野で良く特徴付けられた、タンパク質－タンパク質結合アッセ
イ、生化学的スクリーニングアッセイ、イムノアッセイ、及び細胞ベースのアッセイを含
む種々の方式で実施される。
　アンタゴニストについての全てのアッセイは、それらが候補薬をここで同定された核酸
にコードされるＩＬ-２２ポリペプチドと、これら２つの成分が相互作用するのに十分な
条件下及び時間で接触させることを必要とすることにおいて共通する。
【０１２８】
　結合アッセイでは、相互作用は結合であり、形成された複合体は単離されるか、又は反
応混合物中で検出される。特別な実施態様では、ここで同定された遺伝子によってコード
されるＩＬ-２２ポリペプチド又は候補薬は、共有又は非共有結合により固相、例えばミ
クロタイタープレートに固定化される。非共有結合は、一般的に固体表面をＩＬ-２２ポ
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リペプチドの溶液で被覆し乾燥させることにより達成される。あるいは、固定化されるＩ
Ｌ-２２ポリペプチドに特異的な固定化抗体、例えばモノクローナル抗体を、それを固体
表面に固着させるために用いることができる。アッセイは、固定化成分、例えば固着成分
を含む被覆表面に、検出可能な標識で標識されていてもよい非固定化成分を添加すること
により実施される。反応が完了したとき、未反応成分を例えば洗浄により除去し、固体表
面に固着した複合体を検出する。最初の非固定化成分が検出可能な標識を有している場合
、表面に固定化された標識の検出は複合体形成が起こったことを示す。最初の非固定化成
分が標識を持たない場合は、複合体形成は、例えば、固定化された複合体に特異的に結合
する標識抗体によって検出できる。
【０１２９】
　候補化合物が相互作用するが、ここに同定した遺伝子にコードされている特定のＩＬ-
２２ポリペプチドと結合しない場合、候補化合物のそのポリペプチドとの相互作用は、タ
ンパク質-タンパク質相互作用を検出するために良く知られている方法によってアッセイ
することができる。そのようなアッセイは、架橋、同時免疫沈降、及び勾配又はクロマト
グラフィーカラムを通す同時精製などの伝統的な手法を含む。さらに、タンパク質-タン
パク質相互作用は、Chevray及びNathans［Proc.Natl. Acad. Sci. USA 89, 5789-5793 (1
991)］に開示されているように、Fields及び共同研究者ら［Fields及びSong, Nature(Lon
don) 340, 245-246 (1989); Chienら, Proc.Natl. Acad. Sci. USA 88, 9578-9582 (1991
)］に記載された酵母ベースの遺伝子系を用いることによってモニターすることができる
。酵母ＧＡＬ４などの多くの転写アクチベーターは、２つの物理的に別個のモジュラード
メインからなり、一方はＤＮＡ結合ドメインとして作用し、他方は転写活性化ドメインと
して機能する。前出の文献に記載の酵母発現系（一般に「２-ハイブリッド系」と呼ばれ
る）は、この特性の長所を利用し、並びに２つのハイブリッドタンパク質を用い、一方で
は標的タンパク質がＧＡＬ４のＤＮＡ結合ドメインに融合し、他方では候補となる活性化
タンパク質が活性化ドメインに融合している。ＧＡＬ４活性化プロモーターの制御下での
ＧＡＬ１-ｌａｃＺリポーター遺伝子の発現は、タンパク質-タンパク質相互作用を介した
ＧＡＬ４活性の再構成に依存する。相互作用するポリペプチドを含むコロニーは、β-ガ
ラクトシダーゼのための色素産生基質で検出される。２-ハイブリッド技術を用いた２つ
の特定なタンパク質間のタンパク質-タンパク質相互作用を同定するための完成キット（M
ATCHMAKER(商品名)）は、Clontechから商業的に入手可能である。また、この系は、特定
のタンパク質相互作用に関わるタンパク質ドメインのマッピング、並びにこれら相互作用
にとって重要なアミノ酸残基の特定へ拡大適用することができる。
【０１３０】
　ここで同定されたＩＬ-２２ポリペプチドをコードする遺伝子と細胞内又は細胞外成分
との相互作用を阻害する化合物は、次のように試験できる：通常、反応混合物は、遺伝子
産物と細胞外又は細胞内成分を、これら２つの生成物の相互作用及び結合が可能な条件下
と時間に渡って含むように調製される。候補化合物が結合を阻害する能力を試験するため
に、反応は試験化合物の非存在及び存在下で実施される。さらに、プラシーボを第３の反
応混合物に添加してポジティブコントロールを提供してもよい。混合物中に存在する試験
化合物と細胞内又は細胞外成分との結合（複合体形成）は上記のようにモニターされる。
試験化合物を含有する反応混合物ではなく、コントロール反応における複合体の形成は、
試験化合物が試験化合物とその結合パートナーとの相互作用を阻害することを示す。
【０１３１】
　アンタゴニストをアッセイするためには、特定の活性についてスクリーニングされる化
合物とともにＩＬ-２２ポリペプチドを細胞へ添加してもよく、ＩＬ-２２ポリペプチド存
在下における対象活性を阻害する化合物の能力は、化合物がＩＬ-２２ポリペプチドのア
ンタゴニストであることを示す。あるいは、ＩＬ-２２ポリペプチドと膜結合ＩＬ-２２ポ
リペプチドレセプター又は組換えレセプターを有する潜在的アンタゴニストを競合的阻害
アッセイに適した条件下で結合させることによって、アンタゴニストを検出してもよい。
放射活性などでＩＬ-２２ポリペプチドを標識することが可能であり、潜在的アンタゴニ
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ストの有効性を判断するためにレセプターに結合したＩＬ-２２ポリペプチドの数を利用
することができる。レセプターをコードする遺伝子は、当業者に知られた多くの方法、例
えばリガンドパンニング及びFACSソートによって同定できる。Coliganら, Current Proto
cols in Immun., 1(2): 第５章(1991)。好ましくは、発現クローニングが用いられ、ポリ
アデニル化ＲＮＡがＩＬ-２２ポリペプチドに反応性の細胞から調製され、このＲＮＡか
ら生成されたｃＤＮＡライブラリがプールに分配され、ＣＯＳ細胞又はＩＬ-２２ポリペ
プチドに対して反応性ではない他の細胞のトランスフェクションに使用される。スライド
ガラスで成長させたトランスフェクション細胞を、標識したＩＬ-２２ポリペプチドで曝
露する。このＩＬ-２２ポリペプチドは、ヨウ素化又は部位特異的タンパク質キナーゼの
認識部位の封入を含む種々の手段で標識できる。固定及びインキュベーションの後、スラ
イドにオートラジオグラフィ分析を施す。ポジティブプールを同定し、相互作用サブプー
ル化及び再スクリーニング工程を用いてサブプールを調製して再トランスフェクションし
、最終的に推定レセプターをコードする単一のクローンを生成する。
【０１３２】
　レセプター同定の代替的方法として、標識ＩＬ-２２ポリペプチドをレセプター分子を
発現する細胞膜又は抽出調製物に光親和性結合させることができる。架橋材料をＰＡＧＥ
で分離し、Ｘ線フィルムへ暴露する。レセプターを含む標識複合体を励起し、ペプチド断
片に分解し、タンパク質マイクロ配列決定を施すことができる。マイクロ配列決定から得
たアミノ酸配列は、推定レセプターをコードする遺伝子を同定するｃＤＮＡライブラリを
スクリーニングするための一組のデジェネレートオリゴヌクレオチドプローブの設計に用
いられる。
　アンタゴニストの他のアッセイでは、レセプターを発現する哺乳動物細胞又は膜調製物
を、候補化合物の存在下で標識ＩＬ-２２ポリペプチドとともにインキュベートする。次
いで、この相互作用を促進又は阻止する化合物の能力を測定する。
【０１３３】
　潜在的なアンタゴニストのより特別な例は、免疫グロブリンとＩＬ-２２ポリペプチド
との融合体に結合するオリゴヌクレオチド、特に、限られないが、ポリ-及びモノクロー
ナル抗体及び抗体断片、一本鎖抗体、抗-イディオタイプ抗体、及びこれらの抗体又は断
片のキメラ又はヒト化形態、並びにヒト抗体及び抗体断片を含む抗体を含んでいる。ある
いは、潜在的アンタゴニストは、密接に関連したタンパク質、例えば、レセプターを認識
するが効果を与えず、従ってＩＬ-２２ポリペプチドの作用を競合的に阻害するＩＬ-２２
ポリペプチドの変異形態であってもよい。
【０１３４】
　他の潜在的なＩＬ-２２ポリペプチドアンタゴニストは、アンチセンス技術を用いて調
製されたアンチセンスＲＮＡ又はＤＮＡ作成物であり、例えば、アンチセンスＲＮＡ又は
ＤＮＡ分子は、標的ｍＲＮＡにハイブリッド形成してタンパク質翻訳を妨害することによ
りｍＲＮＡの翻訳を直接阻止するように作用する。アンチセンス技術は、トリプルへリッ
クス形成又はアンチセンスＤＮＡ又はＲＮＡを通して遺伝子発現を制御するのに使用でき
、それらの方法はともに、ポリヌクレオチドのＤＮＡ又はＲＮＡへの結合に基づく。例え
ば、ここでの成熟ＩＬ-２２ポリペプチドをコードするポリヌクレオチド配列の５’コー
ド化部分は、約１０から４０塩基対長のアンチセンスＲＮＡオリゴヌクレオチドの設計に
使用される。ＤＮＡオリゴヌクレオチドは、転写に含まれる遺伝子の領域に相補的である
ように設計され（トリプルへリックス－Leeら, Nucl, Acid Res., 6: 3073 (1979); Coon
eyら, Science, 241: 456 (1988); Dervanら, Science, 251: 1360 (1991)参照）、それ
によりＩＬ-２２ポリペプチドの転写及び生成を防止する。アンチセンスＲＮＡオリゴヌ
クレオチドはインビボでｍＲＮＡにハイブリッド形成してｍＲＮＡ分子のＩＬ-２２ポリ
ペプチドへの翻訳を阻止する（アンチセンス－Okano, Neurochem., 56: 560 (1991); Oli
godeoxynucleotides as Antisense Inhibitors of Gene Expression (CRC Press: ボカラ
トーン, フロリダ, 1988)）。アンチセンスＲＮＡ又はＤＮＡがインビボで発現してＩＬ-
２２ポリペプチドの産生を阻害し得るよう、上記のオリゴヌクレオチドは細胞に輸送され
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る。アンチセンスＤＮＡが用いられる場合、翻訳開始部位から誘導されるオリゴデオキシ
ヌクレオチド、例えば標的遺伝子ヌクレオチド配列の－１０から＋１０位置の間が好まし
い。
【０１３５】
　潜在的アンタゴニストは、ＩＬ-２２ポリペプチドの活性部位、レセプター結合部位、
又は成長因子又は他の関連結合部位に結合し、それによりＩＬ-２２ポリペプチドの正常
な生物学的活性を阻止する小分子を含む。小分子の例は、これらに限られないが、小型ペ
プチド又はペプチド様分子、好ましくは可溶性ペプチド、及び合成非ペプチジル有機又は
無機化合物を含む。
　リボザイムは、ＲＮＡの特異的切断を触媒できる酵素的ＲＮＡ分子である。リボザイム
は、相補的標的ＲＮＡへの配列特異的ハイブリッド形成、次いで内ヌクレオチド結合分解
性切断により作用する。潜在的ＲＮＡ標的内の特異的リボザイム切断部位は、既知の技術
で同定できる。更なる詳細は、例えば、上掲のRossi, Current Biology 4:469-471 (1994
)及びＰＣＴ公報番号国際公開９７／３３５５１（１９９７年９月１８日公開）を参照。
【０１３６】
　転写阻害に用いられるトリプルヘリックス形成における核酸分子は一本鎖であり、デオ
キシヌクレオチドからなる。これらのオリゴヌクレオチドの基本組成は、一般的に二重鎖
の一方の鎖上のプリン又はピリミジンのかなり大きな伸長を必要とするフーグスティン塩
基対則を介するトリプルヘリックス形成を促進するように設計されている。さらなる詳細
は、例えば、ＰＣＴ公報番号、国際公開９７／３３５５１、上掲を参照。
　これらの小分子は、上記で検討した任意のスクリーニングアッセイの１つ又は複数のも
のにより及び／又は当業者に良く知られた他の任意のスクリーニング技術により同定でき
る。
　ここで開示されている分子の診断的及び治療的利用も、下記に開示及び記載のポジティ
ブ機能アッセイヒットに基づいている。
【０１３７】
Ｆ．抗-ＩＬ-２２抗体
　本発明は、さらに抗-ＩＬ-２２抗体を提供する。典型的な抗体は、ポリクローナル、モ
ノクローナル、ヒト化、二重特異性及びヘテロコンジュゲート抗体を含む。
【０１３８】
　１．ポリクローナル抗体
　抗-ＩＬ-２２抗体はポリクローナル抗体を含み得る。ポリクローナル抗体の調製方法は
当業者に知られている。哺乳動物において、ポリクローナル抗体は、例えば免疫剤、及び
所望するのであればアジュバントを、１つ又は複数回注射することで発生させることがで
きる。典型的には、免疫剤及び／又はアジュバントを複数回皮下又は腹腔内注射により、
哺乳動物に注射する。免疫剤は、ＩＬ-２２ポリペプチド又はその融合タンパク質を含み
得る。免疫剤を、免疫性が与えられた哺乳動物において免疫原性が知られているタンパク
質にコンジュゲートさせることは有用である。このような免疫原タンパク質の例は、これ
らに限られないが、キーホールリンペットヘモシアニン、血清アルブミン、ウシサイログ
ロブリン及び大豆トリプシンインヒビターを含む。使用され得るアジュバントの例には、
フロイント完全アジュバント及びMPL-TDMアジュバント(モノホスホリル脂質Ａ、合成トレ
ハロースジコリノミコラート)が含まれる。免疫化プロトコールは、過度の実験なく当業
者により選択され得る。
【０１３９】
　２．モノクローナル抗体
　あるいは、抗-ＩＬ-２２抗体はモノクローナル抗体であってもよい。モノクローナル抗
体は、Kohler及びMilstein, Nature, 256:495 (1975)に記載されているようなハイブリド
ーマ法を使用することで調製することができる。ハイブリドーマ法では、マウス、ハムス
ター又は他の適切な宿主動物を典型的には免疫剤により免疫化することで、免疫剤に特異
的に結合する抗体を生成するか或いは生成可能なリンパ球を誘発する。あるいは、リンパ
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球をインビトロで免疫化することもできる。
【０１４０】
　免疫剤は、典型的には対象とするＩＬ-２２ポリペプチド又はその融合タンパク質を含
む。一般的に、ヒト由来の細胞が望まれる場合には末梢血リンパ球(「ＰＢＬｓ」)が使用
され、又は非ヒト哺乳動物源が望まれている場合は、脾臓細胞又はリンパ節細胞が使用さ
れる。次いで、ポリエチレングリコール等の適当な融合剤を用いてリンパ球を不死化株化
細胞と融合させ、ハイブリドーマ細胞を形成する［Goding, Monoclonal Antibodies: Pri
nciples and Practice, Academic Press, (1986) pp. 59-103］。不死化株化細胞は、通
常は、形質転換した哺乳動物細胞、特に齧歯動物、ウシ、及びヒト由来の骨髄腫細胞であ
る。通常、ラット又はマウスの骨髄腫株化細胞が使用される。ハイブリドーマ細胞は、好
ましくは、未融合の不死化細胞の生存又は成長を阻害する一又は複数の物質を含有する適
切な培地で培養してもよい。例えば、親細胞が、酵素のヒポキサンチングアニンホスホリ
ボシルトランスフェラーゼ(ＨＧＰＲＴ又はＨＰＲＴ)を欠いていると、ハイブリドーマの
培地は、典型的には、ヒポキサチン、アミノプチリン及びチミジンを含み(「ＨＡＴ培地
」)、これら物質がＨＧＰＲＴ欠乏性細胞の増殖を阻止する。
【０１４１】
　好ましい不死化株化細胞は、効率的に融合し、選択した抗体生成細胞による安定した高
レベルの抗体発現を支え、ＨＡＴ培地のような培地に対して感受性である。より好ましい
不死化株化細胞はマウス骨髄腫株であり、これは例えばカリフォルニア州サンディエゴの
ソーク研究所　セル ディストリビューション センターやヴァージニア州マナッサスのア
メリカン・タイプ・カルチャー・コレクションより入手可能である。ヒトモノクローナル
抗体を生成するためのヒト骨髄腫及びマウス-ヒト異種骨髄腫株化細胞も開示されている
［Kozbor, J. Immunol., 133:3001 (1984)、Brodeurら, Monoclonal Antibody Productio
n Techniques and Applications, Marcel Dekker, Inc., New York, (1987) pp. 51-63］
。
　次いでハイブリドーマ細胞が培養される培養培地を、ＩＬ-２２に対するモノクローナ
ル抗体の存在について検定する。好ましくは、ハイブリドーマ細胞によって生成されたモ
ノクローナル抗体の結合特異性は免疫沈降又はラジオイムノアッセイ(ＲＩＡ)や酵素結合
免疫測定法(ＥＬＩＳＡ)等のインビトロ結合検定法によって測定する。このような技術及
びアッセイは、当該分野において公知である。モノクローナル抗体の結合親和性は、例え
ばMunson及びPollard, Anal. Biochem., 107:220 (1980)のスキャッチャード解析法によ
って測定することができる。
【０１４２】
　所望のハイブリドーマ細胞が同定された後、クローンを限界希釈法によりサブクローニ
ングし、標準的な方法で成長させてもよい［Goding, 上掲］。この目的のための適当な培
地には、例えば、ダルベッコの改変イーグル培地及びＲＰＭＩ-１６４０培地が含まれる
。あるいは、ハイブリドーマ細胞は、哺乳動物の腹水のように、インビボで成長させても
よい。
　サブクローンによって分泌されたモノクローナル抗体は、例えばプロテインＡ－セファ
ロース法、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー法、ゲル電気泳動法、透析法又は
アフィニティークロマトグラフィー等の従来の免疫グロブリン精製方法によって培養培地
又は腹水液から単離又は精製してもよい。
【０１４３】
　モノクローナル抗体は、組換えＤＮＡ法、例えば米国特許第４，８１６，５６７号に記
載された方法によっても作成し得る。本発明のモノクローナル抗体をコードするＤＮＡは
、常套的な方法を用いて(例えば、マウス抗体の重鎖及び軽鎖をコードする遺伝子に特異
的に結合可能なオリゴヌクレオチドプローブを使用して)、容易に単離し配列決定するこ
とができる。本発明のハイブリドーマ細胞は、そのようなＤＮＡの好ましい供給源となる
。ひとたび単離されると、組換え宿主細胞内でモノクローナル抗体の合成をするために、
後に宿主細胞、例えばサルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)細胞、又は
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別な方法では免疫グロブリンタンパク質を生成しない骨髄腫細胞にトランスフェクション
される発現ベクター内に、このＤＮＡを配してもよい。また、このＤＮＡは、例えば、相
同マウス配列に換えてヒト重鎖及び軽鎖定常ドメインのコード配列を置換することにより
［米国特許第４，８１６，５６７号；Morrisonら, 上掲］、又は免疫グロブリンコード配
列に非免疫グロブリンポリペプチドのコード配列の一部又は全部を共有結合することによ
り修飾してもよい。そ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
メインを置換し、あるいは本発明の抗体の１つの抗原結合部位の可変ドメインを置換し、
キメラ性二価抗体を生成することができる。
【０１４４】
　抗体は一価抗体であってもよい。一価抗体の調製方法は当該分野においてよく知られて
る。例えば、一つの方法は免疫グロブリン軽鎖と修飾重鎖の組換え発現を含む。重鎖は、
一般的に、重鎖の架橋を防止するようにＦｃ領域の任意の点で切断されている。あるいは
、関連するシステイン残基を他のアミノ酸残基で置換するか、又は欠失させて架橋を防止
する。
　一価抗体の調製には、インビトロ法も適している。抗体の断片、特にＦａｂ断片の生成
のための抗体の消化は、当該分野において知られている慣用的技術を使用して達成できる
。
【０１４５】
　３．ヒト及びヒト化抗体
　本発明の抗-ＩＬ-２２抗体は、さらにヒト化抗体又はヒト抗体を含む。非ヒト(例えば
マウス)抗体のヒト化形態とは、非ヒト免疫グロブリンに由来する最小配列を含むキメラ
免疫グロブリン、免疫グロブリン鎖又はその断片(例えばＦｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（
ａｂ’）２あるいは抗体の他の抗原結合サブ配列)である。ヒト化抗体はレシピエントの
相補性決定領域(ＣＤＲ)の残基が、マウス、ラット又はウサギのような所望の特異性、親
和性及び能力を有する非ヒト種(ドナー抗体)のＣＤＲの残基によって置換されたヒト免疫
グロブリン(レシピエント抗体)を含む。幾つかの例では、ヒト免疫グロブリンのＦｖフレ
ームワーク残基は、対応する非ヒト残基によって置換されている。また、ヒト化抗体は、
レシピエント抗体にも、移入されたＣＤＲもしくはフレームワーク配列にも見出されない
残基を含んでいてもよい。一般的に、ヒト化抗体は、全て又は実質的には全てのＣＤＲ領
域が非ヒト免疫グロブリンのものに対応し、全て又は実質的には全てのＦＲ領域がヒト免
疫グロブリンコンセンサス配列のものである、少なくとも１つ、典型的には２つの可変ド
メインの実質的には全てを含む。ヒト化抗体は、最適には免疫グロブリン定常領域(Ｆｃ)
、典型的にはヒトの免疫グロブリンの定常領域の少なくとも一部も含む［Jonesら, Natur
e, 321:522-525 (1986); Riechmannら, Nature, 332:323-329 (1988); 及びPresta, Curr
. Op Struct. Biol., 2:593-596 (1992)］。
【０１４６】
　非ヒト抗体をヒト化する方法はこの分野でよく知られている。一般的に、ヒト化抗体に
は、非ヒトである源由来の１つ又は複数のアミノ酸残基が導入されている。これら非ヒト
アミノ酸残基は、大体は「移入」可変ドメインに由来する「移入」残基としばしば称され
る。ヒト化は、基本的には齧歯動物のＣＤＲ又はＣＤＲ配列でヒト抗体の該当する配列を
置換することによって、ウィンター(Winter)及び共同研究者［Jonesら, Nature, 321:522
-525 (1986)；Riechmannら, Nature, 332:323-327 (1988)；Verhoeyenら, Science, 239:
1534-1536 (1988)］の方法に従って実施される。よって、このような「ヒト化」抗体はキ
メラ抗体(米国特許第４，８１６，５６７号)あり、無傷のヒト可変ドメインより実質的に
少ない分が非ヒト種に由来する対応する配列で置換されている。実際には、ヒト化抗体は
、典型的には、幾つかのＣＤＲ残基とおそらくは幾つかのＦＲ残基が齧歯類抗体にある類
似部位の残基によって置換されたヒト抗体である。
【０１４７】
　ヒト抗体は、ファージディスプレイライブラリ［Hoogenboom及びWinter, J. Mol. Biol
., 227:381(1991)；Marksら, J. Mol. Biol., 222:581 (1991)］を含むこの分野で知られ
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た種々の方法を用いて作成することもできる。Coleら及びBoernerらの方法も、ヒトモノ
クローナル抗体の調製に利用することができる［Coleら, Monoclonal Antibodies and Ca
ncer Therapy, Alan R. Liss. p.77(1985)及びBoernerら, J. Immunol., 147(1)：86-95(
1991) ］。同様に、ヒト抗体は、トランスジェニック動物、例えば内因性免疫グロブリン
遺伝子が部分的又は完全に不活性化されているマウスにヒト免疫グロブリン座位を導入す
ることによって産生することができる。厳密に調べると、ヒト抗体の産生が観察され、そ
れは遺伝子再構成、アセンブリ、及び抗体レパートリーを含むあらゆる点においてヒトに
見られるものに極めて類似している。このアプローチは、例えば米国特許第５，５４５，
８０７号；同第５，５４５，８０６号；同第５，５６９，８２５号；同第５，６２５，１
２６号；同第５，６３３，４２５号；同第５，６６１，０１６号、及び次の科学文献に記
載されている：Marksら, Bio/Technology 10, 779-783 (1992); Lonbergら, Nature 368 
856-859 (1994); Morrison, Nature 368, 812-13 (1994); Fishwildら, Nature Biotechn
ology 14, 845-51 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14, 826 (1996); Lonberg
及びHuszar, Intern. Rev. Immunol. 13 65-93 (1995)。
【０１４８】
　また、抗体は、上記に記載のような既知の選択及び／又は突然変異誘発法を利用して親
和的に成熟し得る。好ましい親和性成熟抗体は、５倍、より好ましくは１０倍、さらによ
り好ましくは２０又は３０倍も成熟抗体の調製の元である出発抗体（一般的には、マウス
、ヒト化又はヒト）より高い親和性を有する。
【０１４９】
　４．二重特異性抗体
　二重特異性抗体は、少なくとも２つの異なる抗原に対して結合特異性を有するモノクロ
ーナル抗体、好ましくはヒトもしくはヒト化抗体である。本発明の場合では、結合特異性
の一方はＩＬ-２２に対してであり、他方は任意の他の抗原、好ましくは細胞表面タンパ
ク質又はレセプター又はレセプターサブユニットに対してである。
　二重特異性抗体を作成する方法は当該技術分野において周知である。伝統的には、二重
特異性抗体の組換え産生は、二つの重鎖が異なる特異性を持つ二つの免疫グロブリン重鎖
／軽鎖対の同時発現に基づく［Milstein及びCuello, Nature, 305:537-539 (1983)］。免
疫グロブリンの重鎖と軽鎖の無作為な組み合わせのため、これらハイブリドーマ(クアド
ローマ)は、その内の一種のみが正しい二重特異性構造を有する１０種の異なる抗体分子
の入った潜在的混合物を生成する。正しい分子の精製は、通常はアフィニティークロマト
グラフィー工程によって達成される。同様の手順が１９９３年５月１３日公開の国際公開
９３／０８８２９、及びTrauneckerら, EMBO J.,10:3655-3659 (1991)に開示されている
。
【０１５０】
　所望の結合特異性(抗体－抗原結合部位)を有する抗体可変ドメインを、免疫グロブリン
定常ドメイン配列に融合することができる。この融合は、好ましくは、少なくともヒンジ
部、ＣＨ２及びＣＨ３領域の一部を含む免疫グロブリン重鎖定常ドメインとでおこる。少
なくとも一つの融合に軽鎖結合に必要な部位を含む第一重鎖定常領域(ＣＨ１)が存在する
ことが望ましい。免疫グロブリン重鎖融合、そして所望するならば免疫グロブリン軽鎖を
をコードするＤＮＡを、別々の発現ベクターに挿入し、適当な宿主生物に同時トランスフ
ェクションする。二重特異性抗体の作成に関する更なる詳細については、例えばSureshら
, Methods in Enzymology, 121:210(1986)を参照されたい。
【０１５１】
　国際公開９６／２７０１１に記載の他の方法によると、一対の抗体分子間の境界面を操
作して、組換え細胞培養から回収する異種二量体の割合を最大にすることができる。好ま
しい境界面は、抗体定常ドメインのＣＨ３領域の少なくとも一部を含む。この方法では、
１番目の抗体分子の境界面の１つ又は複数の小さなアミノ酸側鎖がより大きな側鎖(例え
ばチロシン又はトリプトファン)で置き換えられる。大きなアミノ酸側鎖を小さいもの(例
えばアラニン又はスレオニン)と置き換えることによって、大きな側鎖と同じ又は類似の
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サイズの相補的な「キャビティ」を、二番目の抗体分子の境界面上に作り出す。これは、
ホモダイマーのような不要な他の最終産物に対してヘテロダイマーの収量を増大させるメ
カニズムを提供する。
【０１５２】
　二重特異性抗体は、全長抗体又は抗体断片（例えば、Ｆ(ａｂ’)２二重特異性抗体）と
して調製できる。抗体断片から二重特異性抗体を産生する技術は文献に記載されている。
例えば、化学結合を利用して二重特異性抗体を調製することができる。Brennanら,　Scie
nce, 229:81 (1985)には無傷の抗体をタンパク分解的に切断してＦ(ａｂ’)２断片を産生
する手順が記載されている。近接するジチオールを安定化させ、分子間ジスルフィド形成
を防止するために、これらの断片をジチオール錯体形成剤亜砒酸ナトリウムの存在下で還
元する。次いで、産生されたＦａｂ’断片をチオニトロベンゾアート(ＴＮＢ)誘導体に転
換する。次いで、メルカプトエチルアミンでの還元によってＦａｂ’-ＴＮＢ誘導体の一
つをＦａｂ’-チオールに再転換し、他のＦａｂ’-ＴＮＢ誘導体の等モル量と混合して二
重特異性抗体を形成させる。この生成した二重特異性抗体は、酵素の選択的固定化用の薬
剤として使用することができる。
【０１５３】
　Ｆａｂ’断片を大腸菌から直接回収し、これを化学的に結合して二重特異性抗体を形成
してもよい。Shalabyら, J. Exp. Med., 175:217-225 (1992)には、完全にヒト化した二
重特異性抗体Ｆ(ａｂ’)２分子の製造が記載されている。各Ｆａｂ’断片は大腸菌から別
々に分泌され、インビトロで定方向化学共役を施されて二重特異性抗体を形成する。この
ようにして形成された二重特異性抗体は、ヒト乳房腫瘍標的に対するヒト細胞傷害性リン
パ球の細胞溶解活性を誘因すると同時に、正常なヒトＴ細胞及びＥｒｂＢ２レセプターを
過剰発現する細胞に結合可能である。
【０１５４】
　組換え細胞培養から直接に二重特異性抗体断片を作成して分離する様々な方法も記述さ
れている。例えば、二重特異性抗体は、ロイシンジッパーを使用して産生されている。Ko
stelnyら, J.Immunol. 148(5):1547-1553 (1992)。Ｆｏｓ及びＪｕｎタンパク質のロイシ
ンジッパーペプチドを、遺伝子融合によって二つの異なる抗体のＦａｂ’部分に結合させ
る。抗体ホモダイマーをヒンジ領域で還元してモノマーを形成し、次いで再酸化して抗体
ヘテロダイマーを形成する。この方法は、抗体ホモダイマーの産生にも使用することがで
きる。Hollingerら, Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)に記載されている
「ダイアボディ」技術は、二重特異性抗体断片を作成するもう一つの仕組みを提供した。
断片は、短すぎて同一鎖上の２つのドメイン間の対形成をできない短いリンカーによって
結合している軽鎖可変ドメイン(ＶＬ)に重鎖可変ドメイン(ＶＨ)を含む。従って、一つの
断片のＶＨ及びＶＬドメインは、他の断片の相補的ＶＬ及びＶＨドメインとの対形成せざ
るおえず、そのために２つの抗原結合部位を形成する。単鎖Ｆｖ(ｓＦｖ)ダイマーを利用
して二重特異性抗体断片を製造する他の方策も報告されている。Gruberら, J.Immunol. 1
52:5368 (1994)を参照されたい。
　二価より多い抗体が考えられる。例えば、三重特異性抗体を調製することができる。Tu
ttら J.Immunol. 147:60(1991)。
【０１５５】
　典型的な二重特異性抗体は、ここで示されたＩＬ-２２ポリペプチドの２つの異なるエ
ピトープに結合し得る。あるいは、特定のＩＬ-２２ポリペプチド発現細胞に細胞防御機
構を集中させるように、抗-ＩＬ-２２ポリペプチドのアームは、Ｔ細胞レセプター分子(
例えばＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ２８、又はＢ７)等の白血球上のトリガー分子又はＦｃγＲI
(ＣＤ６４)、ＦｃγＲII(ＣＤ３２)及びＦｃγＲIII(ＣＤ１６)等のＩｇＧ(ＦｃγＲ)に
対するＦｃレセプターに結合するアームと結合し得る。特定のＩＬ-２２ポリペプチドを
発現する細胞に細胞毒性薬を局在化させるために、二重特異性抗体も使用してもよい。こ
れらの抗体は、ＩＬ-２２結合アーム及び細胞毒性薬又はEOTUBE、DPTA、DOTA、又はTETA
等の放射性キレート化剤と結合するアームを有する。対象である他の二重特異性抗体はＩ
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Ｌ-２２ポリペプチドに結合し、そしてさらに組織因子（ＴＦ）に結合する。
【０１５６】
　５．ヘテロコンジュゲート抗体
　ヘテロコンジュゲート抗体も本発明の範囲内にある。ヘテロコンジュゲート抗体は、２
つの共有結合した抗体からなる。このような抗体は、例えば、免疫系細胞を不要な細胞に
対してターゲティングさせるため［米国特許第４，６７６，９８０号］、そしてＨＩＶ感
染の治療のために［国際公開９１／００３６０；国際公開９２／２００３７３；欧州特許
第０３０８９号］提案されている。この抗体は、架橋剤に関連したものを含む合成タンパ
ク化学における既知の方法を使用して、インビトロで調製することができると考えられる
。例えば、ジスルフィド交換反応を使用するか又はチオエーテル結合を形成することによ
り、免疫毒素を作成することができる。この目的に適した試薬の例には、イミノチオレー
ト及びメチル-４-メルカプトブチリミデート、及び例えば米国特許第４，６７６，９８０
号に開示されたものが含まれる。
【０１５７】
　６．エフェクター機能の加工
　例えば癌治療における抗体の有効性を向上させるために、本発明の抗体をエフェクター
機能について改変することは望ましであろう。例えば、システイン残基をＦｃ領域に導入
し、それにより、この領域に鎖間ジスルフィド結合を形成するようにしてもよい。そのよ
うにして生成された同種二量体抗体は、向上したインターナリゼーションの能力及び／又
は増加した補体媒介細胞殺傷及び抗体－依存性細胞性細胞毒性（ＡＤＣＣ）を有する可能
性がある。Caronら, J. Exp. Med. 176: 1191-1195 (1992)及びShopes, J. Immunol. 148
: 2918-2922 (1992)を参照せよ。向上した抗腫瘍活性を持つ同種二量体抗体は、Wolffら,
 Cancer Research 53: 2560-2565 (1993)に記載されている異種二官能性架橋を用いても
調製してもよい。あるいは、抗体は、２つのＦｃ領域を有するように加工することができ
、それにより向上した補体溶解及びＡＤＣＣ能力を有し得る。Stevensonら, Anti-Cancer
 Drug Design 3: 219-230 (1989)参照。
【０１５８】
　７．免疫コンジュゲート
　また、本発明は、化学治療薬、毒素（例えば、細菌、真菌、植物又は動物由来の酵素活
性毒素、又はその断片）などの細胞毒性薬、あるいは放射性同位体（即ち、放射性コンジ
ュゲート）とコンジュゲートしている抗体を含む免疫コンジュゲートに関する。
　このような免疫複合体の生成に有用な化学治療薬は、上に記載されている。用いること
のできる酵素活性毒素及びその断片には、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合活性
断片、（緑膿菌からの）外毒素Ａ鎖、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデクシン(modeccin)
Ａ鎖、アルファ-サルシン、アレウリテス・フォーディ(Aleurites fordii)タンパク質、
ジアンチン(dianthin)タンパク質、フィトラカ・アメリカーナ(Phytolaca americana)タ
ンパク質（PAPI、PAPII、及びPAP-S）、モモルディカ・チャランチア(momordica charant
ia)インヒビター、クルシン(curcin)、クロチン(crotin)、サパオナリア・オフィシナリ
ス(sapaonaria officinalis)インヒビター、ゲロニン(gelonin)、ミトゲリン(mitogellin
)、レストリクトシン(restrictocin)、フェノマイシン(phenomycin)、エノマイシン(enom
ycin)及びトリコテセン(tricothecene)が含まれる。放射性コンジュゲート抗体の生成に
は、様々な放射性ヌクレオチドが利用可能である。例としては、２１２Ｂｉ、１３１Ｉ、
１３１Ｉｎ、９０Ｙ及び１８６Ｒｅが含まれる。抗体及び細胞毒性薬のコンジュゲートは
、種々の二官能性タンパク質カップリング剤、例えば、Ｎ-スクシンイミジル-３-(２-ピ
リジルジチオール)プロピオネート（ＳＰＤＰ）、イミノチオラン（ＩＴ）、イミドエス
テルの二官能性誘導体（ジメチルアジピミデートＨＣＬ等）、活性エステル（ジスクシン
イミジルスベレート等）、アルデヒド（グルタルアルデヒド等）、ビス-アジド化合物（
ビス(ｐ-アジドベンゾイル)ヘキサンジアミン等）、ビス-ジアゾニウム誘導体（ビス-(ｐ
-ジアゾニウムベンゾイル)-エチレンジアミン等）、ジイソシアネート（トリエン２，６-
ジイソシアネート等）、及びビス-活性フッ素化合物（１，５-ジフルオロ-２，４-ジニト
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ロベンゼン等）を用いて作成できる。例えば、リシン免疫毒素は、Vitettaら, Science 2
38: 1098 (1987)に記載されているように調製することができる。カーボン-１４-標識１-
イソチオシアナトベンジル-３-メチルジエチレントリアミン五酢酸（MX-DTPA）は、放射
性ヌクレオチドの抗体へのコンジュゲーションのためのキレート剤の典型例である。国際
公開９４／１１０２６を参照せよ。
【０１５９】
　他の実施態様では、、抗体-レセプターコンジュゲートを患者に投与し、次いで清澄化
剤を用いて未結合コンジュゲートを循環から除去し、次に細胞毒性薬（例えば、放射性ヌ
クレオチド等）にコンジュゲートされた「リガンド」（アビジン等）を投与する腫瘍の予
備標的化で用いるために、抗体を「レセプター」（ストレプトアビジン等）にコンジュゲ
ートしてもよい。
【０１６０】
　８．免疫リポソーム
　また、ここに開示する抗体は、免疫リポソームとして調製してもよい。抗体を含むリポ
ソームは、Epsteinら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985)；Hwangら, Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA, 77: 4030 (1980); 及び米国特許第４，４８５，０４５号及び第
４，５４４，５４５号に記載のような、この分野で知られた方法で調製される。向上した
循環時間を持つリポソームは、米国特許第５，０１３，５５６号に開示されている。
　特に有用なリポソームは、ホスファチジルコリン、コレステロール及びＰＥＧ-誘導ホ
スファチジルエタノールアミン（ＰＥＧ-ＰＥ）を含む脂質組成物による逆相蒸発法によ
って生成できる。所望の径を有するリポソームを生成するために、リポソームは、所定サ
イズのフィルターを通して押し出される。本発明の抗体のＦａｂ’断片は、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
ソームとコンジュゲートさせてよい。化学治療薬（ドキソルビシン等）は、場合によって
はリポソーム内に含有される。Gabizonら, J. National Cancer Inst. 81(19) 1484 (198
9)を参照せよ。
【０１６１】
　９．抗体の製薬組成物
　上記に開示したスクリーニングアッセイによって同定された他の分子だけでなく、ここ
で同定されるＩＬ-２２ポリペプチドに特異的に結合する抗体は、種々の疾患の治療のた
めに、製薬組成物の形態で投与することができる。
　ＩＬ-２２ポリペプチドが細胞内にあり、全抗体が阻害剤として用いられる場合、イン
ターナリゼーションされる抗体が好ましい。しかし、リポフェクション又はリポソームも
、抗体、又は抗体断片を細胞に導入するために使用できる。抗体断片が用いられる場合、
標的タンパク質の結合ドメインに特異的に結合する最小阻害断片が好ましい。例えば、抗
体の可変領域配列に基づいて、標的タンパク質配列に結合する能力を保持したペプチド分
子が設計できる。このようなペプチドは、化学的及び／又は組換えＤＮＡ技術によって生
成できる。例えば、Marascoら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 7889-7893 (1993)参照
。
【０１６２】
　ここでの製剤は、治療すべき特定の徴候に必要な場合に複数の活性化合物、好ましくは
互いに悪影響を及ぼさない相補的活性を有するものも含んでもよい。あるいは、又はその
上に、組成物はその機能を高める薬剤、例えば細胞毒性薬、サイトカイン又は成長阻害剤
を含んでもよい。これらの分子は、意図する目的に有効な量の組み合わせによって適切に
存在する。
　また、活性成分は、例えばコアセルベーション技術により又は界面重合により調製され
たマイクロカプセル、例えば、各々ヒドロキシメチルセルロース又はゼラチン-マイクロ
カプセル及びポリ（メタクリル酸メチル）マイクロカプセル中、コロイド状薬物送達系（
例えば、リポソーム、アルブミン小球、マイクロエマルション、ナノ粒子及びナノカプセ
ル）中、又はマイクロエマルション中に包括されてもよい。これらの技術は、Remington'
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s Pharmaceutical Science, 上掲に開示されている。
　インビボ投与に使用される製剤は無菌でなけらばならない。これは、滅菌濾過膜を通し
た濾過により容易に達成される。
【０１６３】
　徐放性製剤を調製してもよい。徐放性製剤の好適な例は、抗体を含有する固体疎水性ポ
リマーの半透性マトリクスを含み、このマトリクスは成形された物品、例えばフィルム、
又はマイクロカプセルの形状である。除放性マトリクスの例は、ポリエステルヒドロゲル
（例えば、ポリ(２-ヒドロキシエチル-メタクリレート)又はポリ(ビニルアルコール））
、ポリルアクチド（米国特許第３，７７３，９１９号）、Ｌ-グルタミン酸及びγ-エチル
-Ｌ-グルタメート、非分解性エチレン-酢酸ビニル、LUIL-22 DEPOT(商品名)（乳酸-グリ
コール酸コポリマーと酢酸リュープロリドで構成される注射可能な小球）などの分解性乳
酸-グリコール酸コポリマー、及びポリ-Ｄ-(-)-３-ヒドロキシブチル酸を含む。エチレン
-酢酸ビニル及び乳酸-グリコール酸などのポリマーは分子を１００日に渡って放出するこ
とができるが、ある種のヒドロゲルはより短時間でタンパク質を放出してしまう。カプセ
ル化された抗体が身体内に長時間残ると、それらは３７℃の水分へ曝されることにより変
性又は凝集し、その結果、生物学的活性の低下及び起こり得る免疫原性の変化が生じる。
合理的な方法は、関与する機構に基づいた安定化のために、合理的な戦略を考案すること
が可能である。例えば、凝集機構がチオ-ジスルフィド交換を介する分子間Ｓ-Ｓ結合形成
であると見出された場合、安定化はスルフヒドリル残基の修飾、酸性溶液からの凍結乾燥
、水分含有量の制御、適切な添加剤の付加、及び特異的ポリマーマトリクス組成物の開発
によって達成され得る。
【０１６４】
Ｇ．抗-ＩＬ-２２抗体の用途
　本発明の抗-ＩＬ-２２抗体は様々な有用性を有している。例えば、抗-ＩＬ-２２抗体は
、ＩＬ-２２の診断アッセイ、例えばその特定細胞、組織、又は血清での発現（及びある
場合には、特異的発現）の検出に用いてもよい。競合的結合アッセイ、直接又は間接サン
ドウィッチアッセイ及び不均一又は均一相で行われる免疫沈降アッセイ［Zola, Monoclon
al Antibodies: A Manual of Techniques, CRC Press, Inc. (1987) pp. 147-158］等の
この分野で知られた種々の診断アッセイ技術が使用されてもよい。診断アッセイで用いら
れる抗体を、検出可能な部位で標識できる。検出可能な部位は、直接又は間接的に、検出
可能なシグナルを発生することができなければならない。例えば、検出可能な部位は、３

Ｈ、１４Ｃ、３２Ｐ、３５Ｓ又は１２５Ｉ等の放射性同位体、フルオレセインイソチオシ
アネート、ローダミン又はルシフェリン等の蛍光又は化学発光化合物、又はアルカリホス
ファターゼ、ベータ-ガラクトシダーゼ又はセイヨウワサビペルオキシダーゼ等の酵素で
あってもよい。抗体に検出可能な部位をコンジュゲートさせるためにこの分野で知られた
任意の方法を用いてもよく、その方法にはHunterら, Nature 144:945 (1962)；Davidら, 
Biochemistry, 13: 1014 (1974)；Painら, J. Immunol. Meth., 40:219 (1981)；及びNyg
ren, J. Histochem. and Cytochem., 30:407 (1982)に記載の方法が含まれる。
【０１６５】
　また、抗-ＩＬ-２２抗体は、組換え細胞培養又は天然供給源からＩＬ-２２のアフィニ
ティー精製にとっても有用である。この工程では、当該分野でよく知られている方法を使
用して、セファデックス樹脂や濾紙のような適切な支持体にＩＬ-２２に対する抗体を固
定化する。次に、固定化抗体を精製すべきＩＬ-２２を含む試料と接触させ、その後で、
試料中の固定化抗体と結合したＩＬ-２２を除く全ての物質をしっかりと除去するのに適
した溶媒で支持体を洗浄する。最後に、抗体からＩＬ-２２を脱離させるのに適した他の
溶媒でこの支持体を洗浄する。ＩＬ-２２との結合にも用途が見出され、従ってＰＡＰ１
発現を阻害する抗-ＩＬ-２２抗体は、膵臓疾患の重症度を軽減することができる。
【０１６６】
　以下の実施例は例示するためにのみ提供されるものであって、本発明の範囲を決して限
定することを意図するものではない。
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　本明細書で引用した全ての特許及び参考文献の全体を、出典明示によりここに取り込む
。
【０１６７】
（実施例）
　実施例で言及されている全ての市販試薬は、特に示さない限りは製造者の使用説明に従
い使用した。ＡＴＣＣ登録番号により以下の実施例及び明細書全体を通して特定されてい
る細胞の供給源はアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション、マナッサス、バージ
ニアである。
【０１６８】
実施例１：　ＩＬ-２２のクローニング
　公的（例えば、GenBank）及び／又は私有の（LIFESEQ(登録商標), インサイト・ファー
マスーティカルス, インコーポレーデッド，パロアルト, カリフォルニア）データベース
からクラスターし、アセンブルしたＥＳＴ断片だけでなく、ＥＳＴｓにもジェネンテック
・インコーポレーテッド（サウス サンフランシスコ，カリフォルニア）が独自に開発し
た配列発見アルゴリズムを適用することで、インターロイキン-２２（ＤＮＡ１２５１８
５-２８０６）を同定した。このシグナル配列アルゴリズムは、検討中の配列又は配列断
片の５’末端にある第１、場合によっては第２のメチオニンコドン（ＡＴＧ）の周囲のＤ
ＮＡヌクレオチドの文字に基づいて分泌シグナル開始点を計算する。第１のＡＴＧに続く
ヌクレオチドには、停止コドンを持たない少なくとも３５のはっきりとしたアミノ酸がコ
ードされていなければならない。第１のＡＴＧが必須のアミノ酸を有する場合、第２のも
のは検討しない。何れも要件を満たさない場合、候補配列に刻み線を付けない。ＥＳＴ配
列が真正のシグナル配列を含むか否かを決定するために、分泌シグナルに関連することが
知られている７つのセンサー（評価パラメータ）の一組を用いて、ＡＴＧコドンの周囲の
ＤＮＡ及び対応するアミノ酸配列に刻み線を付ける。
【０１６９】
　上記のシグナル配列アルゴリズムの使用によって、Incyteデータベースからのここで５
０８６１７３Ｈ１と命名されたＥＳＴクラスター配列の同定が可能となった。このＥＳＴ
クラスター配列を、次に、公的ＥＳＴデータベース（例えばGenBank）及び私有のＥＳＴ 
ＤＮＡデータベースLIFESEQ(登録商標), インサイト・ファーマスーティカルス, インコ
ーポレーデッド，パロアルト, カリフォルニア）を含む種々の発現配列タグ（ＥＳＴ）デ
ータベースと比較し、存在するホモロジーを同定した。このホモロジー検索は、コンピュ
ータープログラムBLAST又はBLAST2（Altschulら, Methods in Enzymology 266: 460-480 
(1996)）を用いておこなった。既知のタンパク質をコードしない７０（又はある場合は９
０）又はそれより大きいBLASTスコアをもたらしたこれらの比較を、プログラム「pharp」
（Phil Green, ワシントン大学，シアルトル，ワシントン）でコンセンサスＤＮＡへクラ
スター化及びアセンブルした。それから得られたコンセンサス配列は、ＤＮＡ１１０８８
０とここで命名されている。
【０１７０】
　ＤＮＡ１１０８８０配列とインサイト データベースのクローン第５０８８３８４号に
含まれるＥＳＴ配列との間で観察される配列ホモロジーを考慮して、クローン第５０８８
３８４号を購入し、ｃＤＮＡ挿入部分を得て配列を決定した。ここで、そのｃＤＮＡ挿入
部分が完全長タンパク質をコードすることが見出された。このｃＤＮＡ挿入部分の配列は
図１に示され、ここでＩＬ-２２（ＤＮＡ１２５１-２８０６）と命名されている。
【０１７１】
　クローンＤＮＡ１２５１８５-２８０６は、はっきりとした翻訳開始部位をヌクレオチ
ド位置５８-６０に有し、そしてヌクレオチド位置５９５-５９７の終止コドンで終止する
単一のオープンリーディングフレームを含む（図１，配列番号：１）。予想されるポリペ
プチド前駆体は１７９アミノ酸長である（図２，配列番号：２）。図２に示す完全長ＩＬ
-２２タンパク質は、約２０，０１１ダルトンの推定分子量と約８．１０のｐＩを有する
。図２（配列番号：２）に示す完全長ＩＬ-２２配列の分析によって、図２に示す種々の
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重要なポリペプチドドメインの存在が明らかにされ、これら重要なポリペプチドドメイン
の位置は上記に示すようにおおよそのものである。ＩＬ-２２（ＤＮＡ１２５１-２８０６
）は、１９９９年１２月７日にＡＴＣＣへ寄託され、ＡＴＣＣ寄託番号ＰＴＡ-１０３１
が割り当てられている。
【０１７２】
実施例２：　レセプター／リガンド相互作用の同定
　本アッセイでは、レセプター／リガンド相互作用を同定する目的で、潜在的なレセプタ
ー又はリガンド分子の一団と結合する能力に関して、種々のＩＬ-２２ポリペプチドを試
験した。既知のレセプターに対するリガンド、既知のリガンドに対するレセプター、或い
は新規のレセプター／リガンド対の同定は、例えばレセプター又はリガンドを発現するこ
とが知られている細胞へ生物活性分子（リガンド又はレセプター）を標的化すること、組
成物がリガンド又はレセプターを発現すると思われる細胞を含んでなるであろう場合に、
リガンド又はレセプターを含むと思われる組成物中からリガンド又はレセプターの存在を
検出するためにリガンド又はレセプターを試薬として利用すること、レセプター又はリガ
ンドを発現或いはそれらへ応答することが知られている細胞の成長、又はその他の生物学
的又は免疫活性を調節すること、細胞の免疫応答、或いはレセプター又はリガンドを発現
する細胞に対する免疫応答を調節すること、レセプター又はリガンドを発現している細胞
の成長又は生物学的又は免疫活性を調節するレセプター又はリガンドに対する アゴニス
ト、アンタゴニスト及び／又は抗体の調製を可能にすること、並びに当業者にとって直ぐ
にに明らかである種々の他の徴候を含む種々の徴候にとって有用である。
【０１７３】
　このアッセイは、次のようにして行われた。レセプターに対するリガンドであると思わ
れる本発明のＩＬ-２２ポリペプチドは、ヒトＩｇＧのＦｃドメイン（イムノアドへシン
）を含有する融合タンパク質として発現する。レセプター-リガンド結合は、候補ＩＬ-２
２ポリペプチドレセプターを発現する細胞（例えばＣｏｓ細胞）とイムノアドへシンポリ
ペプチドの相互作用、Ｆｃ融合ドメインに対する蛍光試薬による結合イムノアドへシンの
視覚化、そして顕微鏡による検査を可能にすることによって検出される。候補レセプター
を発現する細胞は、同時に、レセプター分子として機能し得るＩＬ-２２ポリペプチドを
コードするｃＤＮＡ発現ベクターライブラリの明かなサブセットの一過性トランスフェク
ションによって産生される。次いで、起こり得るレセプター結合に関して試験したＩＬ-
２２ポリペプチドイムノアドへシンの存在下で、細胞を１時間に渡ってインキュベートす
る。そして、この細胞を洗浄し、パラホルムアルデヒドで固定化する。次いで、この細胞
を、ＩＬ-２２ポリペプチドイムノアドへシンのＦｃ部分に対する蛍光コンジュゲート抗
体（ＦＩＴＣコンジュゲート抗体(ヤギ抗-ヒト-Ｆｃ抗体）とインキュベートする。そし
て、この細胞を再び洗浄し、顕微鏡で検査した。ポジティブな相互作用は、特定のＩＬ-
２２ポリペプチドレセプター又はレセプターのプールをコードするｃＤＮＡでトランスフ
ェクションした細胞では蛍光標識化が認められること、及び同じように蛍光標識された他
のｃＤＮＡ又はｃＤＮＡのプールでトランスフェクションした同じように調製された細胞
では同じような蛍光標識化が認められないことによって判定される。ＩＬ-２２ポリペプ
チドイムノアドへシンとの相互作用に関して、ｃＤＮＡ発現ベクターの確定されたプール
がポジティブと判定されたならば、ＩＬ-２２ポリペプチドイムノアドへシンと相互作用
することが可能なレセプターをコードする特定のｃＤＮＡを確定するために、プールを構
成する個々のｃＤＮＡ種が別々に試験される（プールは「分解」される）。
【０１７４】
　本アッセイのその他の実施態様では、エピトープタグした潜在的なＩＬ-２２ポリペプ
チド（例えば、８ヒスチジン「His」タグ）は、ヒトＩｇＧのＦｃドメイン（イムノアド
へシン）との融合体して発現した潜在的なレセプターＩＬ-２２ポリペプチド分子の一団
と相互作用することが可能である。１時間に渡るエピトープタグＩＬ-２２ポリペプチド
との同時インキュベーションに続いて、候補レセプターをそれぞれプロテインＡビーズに
よって免疫沈降させ、そのビーズを洗浄した。潜在的なリガンド相互作用は、エピトープ
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タグに対する抗体による免疫沈降複合体のウェスタンブロット分析によって確かめられる
。候補化合物によるウェスタンブロト分析においてエピトープタグタンパク質の期待され
る分子量のバンドが観察されるが、潜在的レセプターの一団の他のメンバーによっては起
こらないことが観察されるならば、相互作用は起こるものと判断される。
　これらのアッセイを利用し、以下のレセプター／リガンド相互作用が同定されている：
１．ＩＬ-２２がＩＬ-１０Ｒβと結合。図１０（配列番号：３）
２．ＩＬ-２２がＩＬ-２２Ｒと結合。図１１（配列番号：４）
（また、［Xieら., J.Biol.Chem (2000)275, 31335-31339]を参照せよ）
【０１７５】
実施例３：　複数のヒト組織でのＩＬ-２２レセプターの発現
　複数の組織のノーザンブロットを、Clontech（パロアルト, カリフォルニア）から得た
。３２Ｐ-γＡＴＰ及びＴ４ポリヌクレアーゼキナーゼを使用した５０-mer ＩＬ-２２レ
セプター特異的オリゴヌクレオチドの末端を標識することによって、これらのブロットを
プローブとハイブリダイゼーションさせた。次いで、４２℃で２ＸＳＳＣ／０．２％ＳＤ
Ｓにより３Ｘ、そして０．２ＸＳＳＣ／０．１％ＳＤＳにより１Ｘ、ブロットを洗浄した
。次いで、このブロットを１６時間にわたって増感紙でＸ-ＯＭＡＴフィルムに曝した。
その結果は図３に示されている。その図は、ＩＬ-２２レセプターが膵臓で高発現し、小
腸、肝臓、腎臓及び結腸では低いレベルのＩＬ-２２レセプターが観察されたことを示す
。
【０１７６】
実施例４：　Taqman（商標名）分析
　組織を溶解バッファーでホモジナイズし、その溶解物を塩化セシウム（５．７Ｍ Ｃｓ
Ｃｌ／５０ｍＭ ＥＤＴＡ）の上に層状にし、そして１６時間にわたって３５，０００Ｘ
ｇで遠心分離することによって全ＲＮＡを得た。次いで、この細胞ペレットをＲＮＡフリ
ーの水に懸濁させた。次に、５０ナノグラムのＲＮＡをTaqman（商標名）分析に用いた。
発現の評価は、ハウスキーピング遺伝子のＧＡＰＤＨと関連して設定した。
【０１７７】
　TaqMan（商標名）反応とは、TaqＤＮＡポリメラーゼ酵素の５’ヌクレアーゼ活性を利
用して増幅をリアルタイムでモニターする蛍光ＰＣＲ-ベース技術である。２つのオリゴ
ヌクレオチドプライマーを用いて、ＰＣＲ反応に特有なアンプリコンを生成する。三番目
のオリゴヌクレオチド、又はプローブを設計して、２つのＰＣＲプライマーの間に位置す
るヌクレオチドを検出する。このプローブは、TaqＤＮＡポリメラーゼ酵素によって伸長
可能ではなく、レポーター蛍光色素及びクエンチャー蛍光色素で標識される。この２つの
色素がプローブ上にあってそれらが近接して位置する場合には、このレポーター色素から
の何れのレーザー誘導発光もクエンチャー色素で消光する。増幅反応の間、Taq ＤＮＡポ
リメラーゼ酵素は、テンプレートに依存した様式でプローブを切断する。この結果で生じ
たプローブ断片は、溶液中で解離し、遊離したレポーター色素からのシグナルは、二番目
のフルオロフォアの消光効果の作用を受けない。各新規分子が合成されるとレポーター色
素の１分子が遊離し、非消光レポーター色素の検出によってデータの定量的解釈の基礎が
示される。
【０１７８】
　TaqMan(商品名)の結果は、デルタ(Δ)Ｃｔ単位によって報告する。TaqMan(商品名)分析
データは、最初はＣｔ、又は閾値サイクルで表された。これは、レポーター信号が蛍光の
バックグラウンドレベルを超えて蓄積するサイクルとして定義される。ΔＣｔ値は、癌の
結果を正常なヒトの結果と比較する場合に、核酸試料中の特定の標的配列の開始コピーの
相対数の定量的測度として用いられる。１単位は、１ＰＣＲサイクル、又は標準に対して
およそ２倍の相対増幅に一致し、２単位は４倍相対増加に一致し、３単位は８倍相対増加
に一致する等々である。定量化はプライマー及びＩＬ-２２レセプター（ＩＬ-２２Ｒ）コ
ード化遺伝子から誘導したTaqMan(商品名)蛍光プローブを用いて得た。最も独特な核酸配
列を含むと思われ、スプライシングされたイントロンを最も有しないと思われるＩＬ-２
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２Ｒの領域は、プライマー及びプローブ誘導、例えば３-非翻訳領域にとって好ましい。
ＩＬ-２２遺伝子の増幅分析に使用されるプライマー及びプローブ（正、逆及びプローブ
）の配列は次の通り：

165608.tm.f1（正方向プライマー）
5' TGCAACCTGACGGTGGAGA 3' （配列番号：５）

165608.tm.r1（逆方向プライマー）
5' AGAGAGCTGAACCTGTCAGTCATCTT 3' （配列番号：６）

165608.tm.p1（プローブ）
5' CAGTGCGGGAGGCCGGTCA 3' （配列番号：７）
【０１７９】
　TaqMan(商品名)手法は、ABI Prism 7700TM のようなリアルタイム定量ＰＣＲ装置でお
こなわれる。このシステムは、サーモサイクラー、レーザー、電荷結合素子（ＣＣＤ）カ
メラ、及びコンピュータからなる。このシステムは、サーモサイクラーの９６ウェルフォ
ーマットで試料を増幅する。増幅の間、レーザー励起した蛍光シグナルが、９６ウェル全
ての光ファイバーケーブルを通してリアルタイムで収集され、ＣＣＤで検出される。この
システムは、装置を作動し、データを分析するソフトウェアを装備している。
【０１８０】
　次いで、蛍光定量的に測定されたｍＲＮＡの濃度を用いて、各試料をｄｄＨ２Ｏで１０
ｎｇ／μｌに希釈した。これは、幾つかのアッセイをおこなうのに十分な材料で、単一Ta
qMan(商品名)プレートアッセイのための全てのテンプレート試料上で同時におこなわれた
。この試料は、TaqMan(商品名)プライマー、及び正常ヒトｍＲＮＡ、逆転写酵素を添加せ
ず、テンプレートコントロールが無い単一プレート上のＢ-アクチン及びＧＡＰＤＨの双
方のプローブで３通りで試験された。使用された逆転写酵素は、Super Script II（ライ
フ テクノロジー・インコーポレーテッド,　グランドアイランド,　ニューヨーク）であ
った。Taqポリメラーゼ、バッファー、及びｄＮＴＰについては、パーキンエルマー（パ
ーキンエルマー, Applied Biosystems Division, フォスター　シティー, カリフォルニ
ア）からの供給を受けた。サーモサイクラーの条件は次の通りである。
　ａ．１サイクルの：　　逆転写　　　４８℃，　３０分
　ｂ．１サイクルの：　　変性　　　　９５℃，　１０分
　ｃ．４０サイクルの：　変性　　　　９５℃，　３０秒
　　　　　　　　　　　　伸長　　　　６０℃，　９０秒
　結果：
　この結果は、図４に示す。　インターロイキン-２２レセプターは膵臓で最も高く発現
し、胎児肝臓、成人肝臓、腎臓、腸及び結腸で発現が検出された。
【０１８１】
実施例５：　膵臓腺房細胞でのＳＴＡＴ活性化
　２６６-６はマウス膵臓腺房細胞から誘導した細胞株で、ＡＴＣＣ（ＡＴＣＣ寄託番号
ＣＲＬ-２１５１）から得た。これらの細胞を１０％ＦＢＳペニシリン／ストレプトマイ
シン及び２ｍＭＬ-グルタミン（ライフ　テクノロジーズ　ゲーサーズバーグ，メリーラ
ンド）を補充したＤＭＥＭで培養し、５％ＣＯ２加湿チャンバーで維持した。２６６-６
細胞を、３７℃で１０分間、バキュロウイルス上清（１０％ vol/vol）を含むhis-タグマ
ウスＩＬ-２２のコントロールで刺激した。ＳＴＡＴスーパーシフト実験のに使用される
抗体は、サンタ　クルーズ　バイオテクノロジー（サンタ　クルーズ，カリフォルニア）
から購入した。マウスＩＬ-２２によって誘導されたＳＴＡＴ結合タンパク質は、図５に
示すように、抗体でＳＴＡＴ３へスーパーシフトすることができる。これは、Janus Kina
se （ＪＡＫ-ＳＴＡＴ）経路の活性化によって、そして特にＳＴＡＴ３を介して、膵臓腺
房細胞細胞株２６６-６がマウスＩＬ-２２へ応答することを示している。膵臓ベーター細
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胞株（ＮＩＴ-１）は、ＪＡＫ-ＳＴＡＴ経路を利用しない（データは示さず）。
【０１８２】
実施例６：　ＩＬ-２２は、膵炎関連タンパク質（ＰＡＰ１）の発現を増す。
　膵炎関連タンパク質（ＰＡＰ１）は分泌タンパク質であり、急性膵炎で過剰発現し、正
常膵臓では発現レベルが殆ど完全にない［Iovannaら., J Biol. Chem. (1991), 266, 246
64-24669］。ＰＡＰ１の正確な機能は知られていないが、それはｃ-型レクチンの炭水化
物認識ドメインと構造的に関連し、ＲＥＧファミリーの分子のメンバーである。報告は、
ＲＥＧファミリーのメンバーの栄養活性を示唆している［Nishimuneら., (2000) Nat Cel
l Biol 2(12), 906-14］。他のサイトカインによるＰＡＰ１の誘導、例えばＩＬ-１又は
ＩＬ-６のいずれか単独又は組み合わせでは、ＰＡＰ１をアップレギュレーションできな
い［Dusettiら., (1995)J. Biol Chem 270., 22417-22421］。ＰＡＰ１が増加した血清レ
ベルは、小腸疾患であるセリアック病［Carroccioら., (1997) Digestion 58, 98-103］
の患者、そして嚢胞性線維症［Iovannaら., (1994) C.R. Acad. Sci 317, 561-564］の患
者に見られる。
【０１８３】
　２６６-６細胞を、６時間にわたって精製his-タグマウスＩＬ-２２で処理した。溶解バ
ッファーで細胞をホモジナイズし、この塩化セシウム（５．７Ｍ ＣｓＣｌ／５０ｍＭ Ｅ
ＤＴＡ）を含む細胞可溶化物を層状にすることによって、全ＲＮＡを抽出した。この細胞
可溶化物を１６時間にわたって３５，０００Ｘｇで遠心分離した。細胞ペレットを、リボ
ヌクレアーゼのない水に再懸濁した。ＲＮＡの２０マイクログラムをホルムアルデヒド変
性ゲルを用いて溶解し、ニトロセルロース膜上へ移した。ハイブリダイゼーションは、Ｐ
ＡＰ１-特異的３２Ｐ-γＡＴＰ標識オリゴヌクレオチドプローブを使用しておこなった。
４２℃で、２ＸＳＳＣ／０．２％ＳＤＳによって３Ｘ、そして０．２ｘＳＳＣ／０．１％
ＳＤＳによって１Ｘ、ブロットを洗浄した。ブロットを、１６時間にわたって増感紙でＸ
-ＯＭＡＴフィルムに曝した。このブロットを、次いで剥ぎ取り、そして３２Ｐ-γＡＴＰ
標識ＧＡＰＤＨ特異的オリゴヌクレオチドプローブを用いて再プローブした。この結果を
図６Ａに示す。２６６-６細胞のマウスＩＬ-２２とのインキュベーションは、ＰＡＰ１遺
伝子発現の劇的な誘導を引き起こした。原発性膵臓腺房細胞がマウスＩＬ-２２に対して
も応答することができるかどうかを確かめるために、コラゲナーゼ消化によって原発性腺
房細胞をマウス膵臓から単離し、精製マウスＩＬ-２２とともに又はそれなしで、６時間
にわたってインキュベーションした。ＲＮＡを上記のようにして調製し、ＰＡＰ１発現を
調べた。２６６-６細胞株のように、マウスＩＬ-２２は、単離した原発性膵臓腺房細胞に
おけるＰＡＰ１発現の実質的なアップレギュレーションを誘導した。
【０１８４】
実施例７：　ＩＬ-２２は、インビボでのＰＡＰ１遺伝子発現を誘導する。
　マウスＩＬ-２２のインビボでの効果を調べるために、マウスの３つのグループへ２５
マイクログラムのマウスＩＬ-２２又はＰＢＳを腹腔内に注射した。マウスを注射後の２
，６又は２４時間目に収集し、それらの膵臓を取り出して即冷凍した。この組織のＲＮＡ
を調製し、ＰＡＰ１遺伝子特異的プローブを用いて実施例５に記載のノーザンブロッティ
ング分析をおこなった。図７に示すように、ＰＡＰ１は、２時間のマウスＩＬ-２２注射
の間にアップレギュレーションされ、約６時間で発現ピークに達し、そして２４時間でも
まだ誘導された。
【０１８５】
実施例８：　ＩＬ-２２膵臓応答
　観察された膵臓の応答が、組み換えタンパク質の非特異的毒性よりもＩＬ-２２レセプ
ター媒介シグナル伝達に起因していることを確かめるために、ｍＩＬ-２２をＩＬ-１０Ｒ
β欠損マウスへ注射した。これらのマウスは、ＩＬ-２２シグナル伝達に関わるＩＬ-１０
Ｒβ／ＩＬ-２２Ｒの１つの機能鎖を欠いてる。ＩＬ-１０Ｒβ欠損マウスは、以前、ＩＬ
-１０に対する応答性を欠くことが報告されていた。ＩＬ-１０Ｒβ欠損マウスから単離し
た脾臓の単球は、リポ多糖（ＬＰＳ）の誘導によるＩＬ-６分泌（図８）又はＴＮＦ-アル
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ファ（示されず）のＩＬ-１０媒介阻害を示さない。以前に知られていたように、ＩＬ-２
２は、ＬＰＳへの単球の応答に作用するとは思われない（Xieら., (2000) J. Biol. Chem
., 275, 31335-31339）。ＩＬ-２２は、ＬＰＳへの単球の応答に作用するとは思われない
。
【０１８６】
実施例９：　ＩＬ-１０Ｒβ欠損マウスでのＩＬ-２２の応答
　ＩＬ-１０Ｒβを欠いている又は「ノックアウト」しているマウスは、ＩＬ-２２シグナ
ル伝達にとって必要なＩＬ-２２Ｒ／ＩＬ-１０Ｒβレセプター複合体の１つの機能鎖を欠
き、そしてＩＬ-１０Ｒβ欠損マウスは、以前、ＩＬ-１０応答性を欠くものと報告された
。ＩＬ-１０Ｒβ欠損マウス及び野生型マウスを、マウスＩＬ-２２で又はそれ無しで腹腔
内に注射し、注射の１６時間後に収集し、そして以前に記載のようにＰＡＰ１プローブを
用いて膵臓ＲＮＡについてノーザンブロット分析をおこなった。ＩＬ-１０Ｒβマウスが
細胞内シグナルを伝達するのに必要な１つの鎖を欠くように、ＰＡＰ１の誘導がないこと
が図９にはっきりと示されている。対照的に、野生型マウスは、同じく図９に示されてい
るように、ＰＡＰ１発現の強力な誘導を示した。
【０１８７】
実施例１０：　ハイブリダイゼーションプローブとしてのＩＬ-２２の用途
　以下の方法は、ＩＬ-２２をコードするヌクレオチド配列のハイブリダイゼーションプ
ローブとしての用途を示す。
　ここに開示されている完全長又は成熟ＩＬ-２２のコード化配列を含むＤＮＡは、ヒト
組織ｃＤＮＡライブラリ又はヒト組織ゲノムライブラリでの同種ＤＮＡ（ＩＬ-２２の天
然発生変異体をコードするもの等）のスクリーニングのためのプローブとして用いられる
。
　ハイブリダイゼーション及びいずれかのライブラリＤＮＡを含むフィルターの洗浄は、
次の高いストリンジェントな条件によって実施する。放射標識ＩＬ-２２誘導プローブの
フィルターへのハイブリダイゼーションを、５０％ホルムアミド、５ｘＳＳＣ、０．１％
ＳＤＳ、０．１％ピロリン酸ナトリウム、５０ｍＭリン酸ナトリウム、ｐＨ６．８、２ｘ
デンハード液、及び１０％デキストラン硫酸の溶液中で４２℃、２０時間おこなう。フィ
ルターの洗浄は、０．１ｘＳＳＣ及び０．１％ＳＤＳ水溶液中で４２℃で実施する。
　次いで、完全長天然配列ＩＬ-２２をコードするＤＮＡと所望の配列同一性を有するＤ
ＮＡは、この分野で知られている標準的技術を用いて同定することができる。
【０１８８】
実施例１１：　大腸菌におけるＩＬ-２２の発現
　この実施例は、大腸菌における組み換え発現によるＩＬ-２２の非グリコシル化型の調
製を例証する。
　ＩＬ-２２をコードするＤＮＡ配列を、選択したＰＣＲプライマーを用いて最初に増幅
する。このプライマーは、選択した発現ベクター上の制限酵素部位に対応する制限酵素部
位を含まなければならない。様々な発現ベクターを使用してもよい。適したベクターの例
としては、アンピシリン及びテトラサイクリン耐性に関する遺伝子を含むｐＢＲ３２２(
大腸菌由来；Bolivarら, Gene, 2:95 (1997)を参照のこと)がある。ベクターを制限酵素
によって消化し、脱リン酸化する。次いで、ＰＣＲで増幅した配列をベクターへライゲー
ションする。ベクターには、好ましくは抗生物質耐性遺伝子、ｔｒｐプロモーター、ポリ
ｈｉｓリーダー（最初の６つのSTIIコドン、ポリhisリーダー、及びエンテロキナーゼ切
断部位を含む）、ＩＬ-２２コード領域、ラムダ転写ターミネーター及びａｒｇＵ遺伝子
をコードする配列が含まれる。
【０１８９】
　次いで、Sambrookら, 上記に記載されている方法を用いて、このライゲーション混合物
を利用して選択した大腸菌株を形質転換した。ＬＢ部レート上で成長する能力によって形
質転換体を同定し、次いで抗生物質耐性コロニーを選択する。プラスミドＤＮＡは、単離
して制限分析とＤＮＡシーケンシングによって確認することができる。
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　選択したクローンは、例えば抗生物質を補充したＬＢブロス等の液体培地で一晩にわた
って成長させることができる。より大きなスケールの培養を接種するために、引き続いて
この一晩にわたる培養液を使用してもよい。そして、細胞を所望の光学密度に達するまで
成長させ、その間までに発現プロモーターが作動する。
　さらに数時間、細胞を培養した後、遠心分離によって細胞を収集することができる。当
該分野で公知の様々な薬剤を使用して、遠心分離で得られた細胞ペレットを可溶化するこ
とができ、次いで、タンパク質の堅固な結合を可能にする条件下で金属キレート化カラム
を用いて、この可溶性ＩＬ-２２タンパク質を精製すること可能である。
【０１９０】
　以下の手法を用いて、ポリ-Ｈｉｓタグ形態のＩＬ-２２を大腸菌で発現させてもよい。
ＩＬ-２２をコードするＤＮＡを、選択したＰＣＲプライマーを用いて最初に増幅する。
このプライマーには、選択した発現ベクターの制限酵素部位に対応する制限酵素部位、及
び効率的で信頼性のある翻訳開始、金属キレートカラムでの迅速な精製、及びエンテロキ
ナーゼでのタンパク質分解的除去のための他の有用な配列が含まれる。次いで、ＰＣＲで
増幅したポリ-Hisタグ配列を発現ベクターへ結合させ、これを株５２（W3110 fuhA(tonA)
 lon galE rpoHts(htpRts) clpP(lacIq)）に基づく大腸菌宿主の形質転換に使用した。形
質転換体を、最初に５０ｍｇ／ｍｌのカルベニシリンを含有するＬＢ中で、３０℃で振盪
しながら３-５のＯ．Ｄ．６００に達するまで成長させる。ついで培養液をＣＲＡＰ培地
（３．５７ｇの（ＮＨ４）２ＳＯ４、０．７１ｇのクエン酸ナトリウム・２Ｈ２Ｏ、１．
０７ｇのＫＣｌ、５．３６ｇのDifco酵母抽出物、５００ｍＬ水中の５．３６ｇのSheffie
ld hycase SF、並びに１１０ｍＭのＭＰＯＳ、ｐＨ７．３、０．５５％（w/v）のグルコ
ース及び７ｍMのＭｇＳＯ４の混合して調製）で５０-１００倍希釈し、３０℃で振盪によ
って約２０-３０時間成長させた。ＳＤＳ-ＰＡＧＥにより発現を確認するために試料を取
り出し、バルク培地を遠心分離して細胞をペレットにする。精製及びリフォールディング
（再折りたたみ）まで、細胞ペレットを凍結する。
【０１９１】
　０．５から１Ｌの発酵（６-１０ｇペレット）による大腸菌ペーストを、７Ｍのグアニ
ジン、２０ｍＭのトリス、ｐＨ８バッファーで１０容量（w/v）に再懸濁した。固体硫酸
ナトリウム及びテトラチオン酸ナトリウムを添加して最終濃度を各々０．１Ｍ及び０．０
２Ｍとし、溶液を４℃で終夜撹拌する。この工程により、すべてのシステイン残基が亜硫
酸でブロックされた変性タンパク質が生じる。この溶液をベックマン 超遠心機で４０，
０００ｒｐｍで３０分間濃縮する。その上清を金属キレートカラムバッファー（６Ｍのグ
アニジン、２０ｍＭのトリス、ｐＨ７．４）の３-５容量で希釈し、０．２２ミクロンフ
ィルターで濾過して透明にする。その透明抽出物を、金属キレートカラムバッファーで平
衡化した５ｍｌのQiagen Ｎｉ-ＮＴＡ金属キレートカラムに負荷する。そのカラムを、５
０ｍＭのイミダゾール（カルバイオケム, Utrol grade）を含む添加バッファー、ｐＨ７
．４で洗浄する。タンパク質を２５０ｍＭのイミダゾールを含有するバッファーで溶離す
る。所望のタンパク質を含有する分画をプールし、４℃で保存する。タンパク質濃度は、
そのアミノ酸配列に基づいて計算した吸光係数を用いて、２８０ｎｍにおけるその吸収か
ら推定する。
【０１９２】
　試料を２０ｍＭのトリス、ｐＨ８．６、０．３ＭのＮａＣｌ、２．５Ｍの尿素、５ｍＭ
のシステイン、２０ｍＭのグリシン及び１ｍＭのＥＤＴＡからなる新たに調製した再生バ
ッファー中で徐々に希釈することによって、タンパク質を再生させる。リフォールディン
グ容量は、最終的なタンパク質濃度が５０～１００マイクログラム／ｍｌとなるように選
択する。そのリフォールディング溶液を４℃で１２-３６時間ゆっくり撹拌する。リフォ
ールディング反応は、ＴＦＡを最終濃度が０．４％（約３のｐＨ）となるように添加する
ことで停止させる。タンパク質のさらなる精製の前に、その溶液を０．２２ミクロンフィ
ルターで濾過し、アセトニトリルを最終濃度が２-１０％となるように添加する。再生し
たタンパク質を、Poros R1／H逆相カラムで、１０～８０％のアセトニトリル勾配での溶
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離による０．１％ＴＦＡの移動バッファーを用いるクロマトグラフにかける。Ａ２８０に
吸収を示す分画のアリコートをＳＤＳポリアクリルアミドゲルで分析し、均一な再生タン
パク質を含有する分画をプールする。一般的に、殆どの正しく再生したタンパク質種は、
これらの種が逆相樹脂との相互作用から遮蔽されている疎水性内部で最もコンパクトであ
るために、最低濃度のアセトニトリルで溶離される。凝集した種は、通常はより高いアセ
トニトリル濃度で溶離する。逆相工程は、誤って再生したタンパク質を所望の形態から除
くことの他に、試料からエンドトキシンも除去する。
【０１９３】
　所望の再生したＩＬ-２２ポリペプチドを含有する分画をプールし、この溶液に窒素の
弱い気流を直接あてることでアセトニトリルを除去する。タンパク質は、透析又は調製バ
ッファーで平衡化したG25 Superfine（ファルマシア）樹脂及び滅菌濾過を用いて、０．
１４Ｍの塩化ナトリウム及び４％のマンニトールを含む２０ｍＭのHepes、ｐＨ６．８に
調製する。
　ここで開示された多くのＩＬ-２２ポリペプチドは、上記の方法によって成功裏に発現
した。
【０１９４】
実施例１２：　哺乳動物細胞におけるＩＬ-２２の発現
この実施例は、哺乳動物細胞での組み換え発現によって潜在的にグリコシル化した形態の
ＩＬ-２２の調製を例証する。
　発現ベクターとしてベクターｐＲＫ５（１９８９年３月１５日公開の欧州特許第３０７
，２４７号参照）を用いる。場合によっては、上記のSambrook等に記載のようなライゲー
ション方法を用いて、選択した制限酵素で、ＩＬ-２２ ＤＮＡをｐＲＫ５にライゲーショ
ンしてＩＬ-２２ＤＮＡを挿入する。得られたベクターを、ｐＲＫ５-ＩＬ-２２と称する
。
【０１９５】
　一実施態様では、選択する宿主細胞を２９３細胞にしてもよい。ヒト２９３細胞（ATCC
 CCL 1573）を、ウシ胎児血清及び場合によっては栄養成分及び／又は抗生物質を補充し
たＤＭＥＭなどの培地の組織培養プレートでコンフルエントになるまでに成長させる。約
１０μｇのｐＲＫ５-ＩＬ-２２ＤＮＡを、約１μgのＶＡ ＲＮＡ遺伝子コード化ＤＮＡ［
Thimmappayaら, Cell, 31:543 (1982))］と混同させ、５００μｌの１ｍＭ トリス-ＨＣ
ｌ、０．１ｍＭ ＥＤＴＡ、０．２２７Ｍ ＣａＣｌ２に溶解させる。この混合物に、滴状
の５００μｌの５０ｍＭ ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．３５）、２８０ｍＭ ＮａＣｌ、１．５ｍ
Ｍ ＮａＰＯ４を添加し、２５℃、１０分間で析出物を形成させる。この析出物を懸濁し
、２９３細胞に加えて３７℃、約４時間で定着させる。培地を吸引し、２ｍｌの２０％グ
リセロールのＰＢＳを３０秒間添加する。２９３細胞を、次いで無血清培地で洗浄し、新
鮮な培地を添加し、その細胞を約５日間インキュベートする。
【０１９６】
　トランスフェクションの約２４時間後、培地を除去し、培地（のみ）又は２００μＣｉ
／ｍｌ３５Ｓ-システイン及び２００μＣｉ／ｍｌ３５Ｓ－メチオニンを含む培地で置換
した。１２時間のインキュベーションの後、馴化培地を回収し、スピンフィルターで濃縮
し、１５％ＳＤＳゲルに添加する。その処理ゲルを乾燥させ、ＩＬ-２２ポリペプチドの
存在が明らかになるように選定時間の間フィルムに曝してもよい。トランスフェクト細胞
を含む培地をさらにインキュベーションしてもよく（無血清培地で）、この培地を選択し
たバイオアッセイで試験する。
【０１９７】
　これに換わる技術では、Somparyracら, Proc. Natl. Acad. Sci., 12:7575 (1981)に記
載のデキストラン硫酸法を用いて、ＩＬ-２２を２９３細胞へ一過的に導入してもよい。
２９３細胞をスピナーフラスコで最大密度に達するまで生育させ、７００μｇのｐＲＫ５
-ＩＬ-２２ＤＮＡを添加する。細胞を、まずはスピナーフラスコから遠心分離によって濃
縮し、ＰＢＳで洗浄する。ＤＮＡ-デキストラン沈殿物を細胞ペレット上で４時間インキ
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ュベートする。細胞を２０％グリセロールで９０秒間処理し、組織培地で洗浄し、組織培
地、５μｇ／ｍｌウシインシュリン及び０．１μｇ／ｍｌウシトランスフェリンを含むス
ピナーフラスコに再度導入する。約４日後に、この馴化培地を遠心分離及び濾過し、細胞
及び細胞片を除去する。次いで発現したＩＬ-２２を含む試料を濃縮し、透析及び／又は
カラムクロマトグラフィー等の任意の選択した方法によって精製することができる。
【０１９８】
　他の実施態様では、ＩＬ-２２をＣＨＯ細胞で発現させることができる。ｐＲＫ５-ＩＬ
-２２は、ＣａＰＯ４又はＤＥＡＥ－デキストランなどの公知の試薬を用いてＣＨＯ細胞
にトランスフェクションすることができる。上記したように、細胞培地をインキュベート
し、培地を培養培地（のみ）又は３５Ｓ-メチオニン等の放射性標識を含む培地で置換す
ることができる。ＩＬ-２２ポリペプチドの存在を確かめた後、培地を無血清培地で置換
してもよい。好ましくは、培地を約６日間インキュベートし、次いで馴化培地を収集する
。次いで、発現したＩＬ-２２を含む培地は、濃縮し、任意の選択した方法によって精製
することができる。
【０１９９】
　また、エピトープタグＩＬ-２２は、宿主ＣＨＯ細胞で発現させてもよい。ＩＬ-２２は
、ｐＲＫ５ベクターからサブクローニングしてもよい。サブクローン挿入物は、ＰＣＲを
施して、バキュロウイルス発現ベクター中のポリ-hisタグ等の選択したエピトープタグを
持つ枠に融合できる。このポリ-hisタグＩＬ-２２挿入物は、次いで、安定なクローンの
選択用の選択マーカー、例えばＤＨＦＲを含むＳＶ４０誘導ベクターにサブクローニング
できる。最後的に、ＳＶ４０誘導ベクターでＣＨＯ細胞をトランスフェクション（上記の
ように）することができる。発現を確認するために、上記のように標識化を行ってもよい
。発現されたポリ-hisタグＩＬ-２２を含む培地は、次いで濃縮し、Ｎｉ２＋-キレートア
フィニティクロマトグラフィー等の選択した方法により精製できる。
　また、ＩＬ-２２は、一過性発現法によりＣＨＯ及び／又はＣＯＳ細胞で、又は他の安
定な発現方法によりＣＨＯ細胞で発現させてもよい。
　ＣＨＯ細胞での安定な発現は、以下の方法を用いて実施する。タンパク質は、それぞれ
のタンパク質の可溶化形態のコード配列（例えば、細胞外ドメイン）がＩｇＧ１のヒンジ
、ＣＨ２及びＣＨ２ドメインを含む定常領域配列に融合したＩｇＧ作成物（イムノアドヘ
シン）、又はポリ-Hisタグ形態として発現する。
【０２００】
　ＰＣＲ増幅に続いて、対応するＤＮＡを、Ausubelら, Current Protocols of Molecula
r Biology, Unit 3.16, John Wiley and Sons (1997)に記載のような標準的技術を用いて
ＣＨＯ発現ベクターにサブクローニングする。ＣＨＯ発現ベクターは、対象とするＤＮＡ
の５’及び３’に適合する制限部位を有し、ｃＤＮＡの便利なシャトル化ができるように
作成される。ＣＨＯ細胞での発現を用いるベクターは、Lucasら, Nucl. Acids Res. 24: 
9, 1774-1779 (1996)に記載の通りであり、対象とするｃＤＮＡ及びジヒドロ葉酸還元酵
素（ＤＨＦＲ）の発現の制御にはＳＶ４０初期プロモーター／エンハンサーを用いる。Ｄ
ＨＦＲ発現は、トランスフェクション後のプラスミドの安定な維持に関する選択を可能に
する。
　所望するプラスミドＤＮＡの１２マイクログラムを、市販のトランスフェクション試薬
であるSuperfect(登録商標)(Qiagen), Dosper(登録商標)及びFugene(登録商標)（Boehrin
ger Mannheim）を用いて、約１千万のＣＨＯ細胞へ導入する。細胞は、上記のLucas等に
記載のように成長させる。約３ｘ１０-７細胞を、下記のような更なる成長及び産生のた
めにアンプル中で凍結させる。
【０２０１】
　プラスミドＤＮＡを含むアンプルを水槽に配して解凍し、ボルテックスにより混合する
。内容物を１０ｍＬの培地を含む遠心管にピペットして、１０００ｒｐｍで５分間遠心分
離する。その上清を吸引して細胞を１０ｍＬの選択培地（５％の０．２μｍ透析濾過ウシ
胎児血清を含む０．２μｍ濾過ＰＳ２０を添加）中に懸濁する。次いで、その細胞を９０
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ｍＬの選択培地を含む１００ｍＬスピナーに等分する。１-２日後、細胞を１５０ｍＬの
選択培地で満たした２５０ｍＬスピナーに移し、３７℃でインキュベートする。さらに２
-３日後、２５０ｍＬ、５００ｍＬ及び２０００ｍＬのスピナーを３ｘ１０５細胞／ｍＬ
で接種する。遠心分離及び産生培地での再懸濁により、細胞培地を新鮮培地と交換する。
どんな適切なＣＨＯ培地を用いてもよいが、実際には１９９２年６月１６日に発行された
米国特許第５，１２２，４６９号に記載の産生培地を使用する。３Ｌの生産スピナーを１
．２ｘ１０６細胞／ｍＬで接種する。０日目に、細胞数とｐＨを測定する。１日目に、ス
ピナーをサンプルし、濾過空気による散布を実施する。２日目に、スピナーをサンプルし
、温度を３３℃に変え、３０ｍＬの５００ｇ／Ｌのグルコース及び０．６ｍＬの１０％消
泡剤（例えば３５％ ポリジメチルシロキサン エマルジョン、ダウ・コーニング ３６５
　医療用グレード エマルジョン）を用いる。この産生を通して、ｐＨは７．２近傍に調
節し維持する。１０日後、又は生存率が７０％を下回るまで、その細胞培地を遠心分離で
回収し、０．２２μｍフィルターで濾過する。濾過物は、４℃で貯蔵するか、即座に精製
用カラムに充填した。
【０２０２】
　ポリ-Hisタグ作成物に関しては、そのタンパク質をＮｉ-ＮＴＡカラム（Qiagen）を用
いて精製する。精製の前に、イミダゾールを馴化培地へ５ｍＭの濃度まで添加する。馴化
培地を、０．３ＭのＮａＣｌ及び５ｍＭイミダゾールを含む２０ｍＭのHepes，ｐＨ７．
４バッファーで平衡化した６ｍｌのＮｉ-ＮＴＡカラムへ４-５ｍｌ／分の流速によって４
℃でポンプ供給する。充填後、カラムをさらに平衡バッファーで洗浄し、タンパク質を０
．２５Ｍイミダゾールを含む平衡バッファーで溶離する。高度に精製されたタンパク質は
、続いて１０ｍＭのHepes、０．１４ＭのＮａＣｌ及び４％のマンニトール，を含むｐＨ
６．８の貯蔵バッファーにより２５ｍｌのG25 Superfine（ファルマシア）を用いて脱塩
し、－８０℃で貯蔵する。
【０２０３】
　イムノアドヘシン（Ｆｃ含有）作成物を、以下の通りに馴化培地から精製する。馴化培
地を、２０ｍＭのリン酸ナトリウムバッファー，ｐＨ６．８で平衡化した５ｍｌのプロテ
インＡカラム（ファルマシア）へポンプ注入する。充填後、カラムを平衡バッファーで十
分に洗浄した後、１００ｍＭのクエン酸，ｐＨ３．５で溶離する。溶離したタンパク質は
、１ｍｌの分画を２７５μＬのｐＨ９の１Ｍトリスバッファーを含む管で回収することに
より即座に中性化する。高度に精製されたタンパク質を、続いてポリ-Ｈｉｓタグタンパ
ク質について上記した貯蔵バッファーで脱塩する。その均一性はＳＤＳポリアクリルアミ
ドゲルとエドマン（Edman）分解によるＮ-末端アミノ酸配列決定により評価する。
　ここに開示したＩＬ-２２ポリペプチドの多くが上記のようにして成功裏に発現した。
【０２０４】
実施例１３：　酵母でのＩＬ-２２の発現
　以下の方法は、酵母でのＩＬ-２２の組換え発現を記載する。
　最初に、酵母発現ベクターを、ＡＤＨ２／ＧＡＰＤＨプロモーターによるＩＬ-２２の
細胞内生産又は分泌のために作成する。ＩＬ-２２をコードするＤＮＡ、及びプロモータ
ーを、ＩＬ-２２の細胞内発現を指示するように、選択したプラスミドの適当な制限酵素
部位に挿入する。分泌のために、ＩＬ-２２をコードするＤＮＡを選択したプラスミドへ
、ＡＤＨ２／ＧＡＰＤＨプロモーターをコードするＤＮＡ、天然ＩＬ-２２シグナルペプ
チド又は他の哺乳動物シグナルペプチド、又は、例えば酵母α因子又はインベルターゼ分
泌シグナル／リーダー配列、及び（必要ならば）ＩＬ-２２の発現のためのリンカー配列
とともにクローニングすることができる。
【０２０５】
　酵母菌株ＡＢ１１０等の酵母を、次いで上記の発現プラスミドで形質転換し、選択した
発酵培地中で培養できる。形質転換した酵母菌上清は、１０％トリクロロ酢酸での沈降及
びＳＤＳ－ＰＡＧＥ、それに続くクマシーブルー染色によるゲルの染色による分離によっ
て分析することができる。
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　続いて組換えＩＬ-２２は、発酵培地から遠心分離により酵母菌細胞を除去し、次いで
選択したカートリッジフィルターを用いて培地を濃縮することによって単離及び精製でき
る。ＩＬ-２２を含む濃縮物は、選択したカラムクロマトグラフィー樹脂を用いてさらに
精製してもよい。
　ここに開示したＩＬ-２２ポリペプチドの多くが上記のようにして成功裏に発現した。
【０２０６】
実施例１４：バキュロウイルス感染昆虫細胞でのＩＬ-２２の発現
　以下の方法は、バキュロウイルス感染昆虫細胞中におけるＩＬ-２２の組換え発現を記
載する。
　ＩＬ-２２コードする配列を、バキュロウイルス発現ベクターに含まれるエピトープタ
グの上流に融合させる。このようなエピトープタグは、ポリ-hisタグ及び免疫グロブリン
タグ（ＩｇＧのＦｃ領域など）を含む。ｐＶＬ１３９３（Novagen）などの、市販されて
いるプラスミドから誘導されるプラスミドを含む種々のプラスミドを用いることができる
。簡単には、ＩＬ-２２又はＩＬ-２２コード配列の所定部分、例えば膜貫通タンパク質の
細胞外ドメインをコードする配列、又はタンパク質が細胞外である場合の成熟タンパク質
をコードする配列などが、５’及び３’領域に相補的なプライマーによるＰＣＲで増幅す
る。５’プライマーは、隣接する（選択した）制限酵素部位を包含していてもよい。この
生産物を、次いで、選択した制限酵素で消化し、発現ベクターへサブクローニングする。
【０２０７】
　組換えバキュロウイルスは、上記のプラスミド及びBaculoGold(商品名)ウイルスＤＮＡ
（Pharmingen）を、Spodoptera frugiperda（「Ｓｆ９」）細胞（ＡＴＣＣ ＣＲＬ １７
１１）中にリポフェクチン（GIBCO-BRLから市販）を用いて同時トランスフェクションす
ることにより作成される。２８℃で４-５日インキュベートした後、放出されたウイルス
を回収し、更なる増幅に用いる。ウイルス感染及びタンパク質発現は、O'Reilleyら, Bac
ulovirus expression vectors: A Laboratory Manual, Oxford: Oxford University Pres
s (1994)に記載されているように実施する。
【０２０８】
　次に、発現したポリ-hisタグＩＬ-２２を、例えばＮｉ２＋-キレートアフィニティクロ
マトグラフィーにより次のように精製することができる。抽出は、Rupertら, Nature, 36
2:175-179 (1993)に記載のように、ウイルス感染した組み換えＳｆ９細胞から調製する。
簡単には、Ｓｆ９細胞を洗浄し、超音波処理用バッファー（２５ｍＬのHepes，ｐＨ７．
９；１２．５ｍＭのＭｇＣｌ２；０．１ｍＭ ＥＤＴＡ；１０％グリセロール；０．１％
のＮＰ－４０；０．４ＭのＫＣｌ）に再懸濁し、氷上で２回２０秒間超音波処理する。超
音波処理物を遠心分離で透明化し、上清を負荷バッファー（５０ｍＭリン酸塩、３００ｍ
ＭのＮａＣｌ、１０％グリセロール、ｐＨ７．８）で５０倍希釈し、０．４５μｍフィル
ターで濾過する。Ｎｉ２＋-ＮＴＡアガロースカラム（Qiagenから市販）を５ｍＬの総容
積で調製し、２５ｍＬの水で洗浄し、２５ｍＬの負荷バッファーで平衡する。濾過した細
胞抽出物は、毎分０．５ｍＬでカラムに負荷する。カラムを、分画回収が始まる点である
Ａ２８０のベースラインまで負荷バッファーで洗浄する。次に、カラムを、結合タンパク
質を非特異的に溶離する二次洗浄バッファー（５０ｍＭリン酸塩；３００ｍＭのＮａＣｌ
、１０％グリセロール、ｐＨ６．０）で洗浄する。Ａ２８０のベースラインに再度到達し
た後、カラムを二次洗浄バッファーの０から５００ｍＭイミダゾール勾配で展開した。１
ｍＬの分画を回収し、ＳＤＳ-ＰＡＧＥ及び銀染色又はアルカリホスファターゼ（Qiagen
）で複合したＮｉ２＋-ＮＴＡでのウェスタンブロットで分析する。溶離したＨｉｓ１０-
タグＩＬ-２２を含む画分をプールして負荷バッファーで透析する。
　あるいは、ＩｇＧタグ（又はＦｃタグ）ＩＬ-２２の精製は、例えば、プロテインＡ又
はプロテインＧカラムクロマトグラフィーを含む公知のクロマトグラフィー技術を用いて
実施できる。
　ここに開示したＩＬ-２２ポリペプチドの多くが上記のようにして成功裏に発現した。
【０２０９】
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実施例１５： ＩＬ-２２に結合する抗体の調製
　この実施例は、ＩＬ-２２に特異的に結合できるモノクローナル抗体の調製を例示する
。
　モノクローナル抗体の産生のための技術は、この分野で知られていて、例えば、上記の
Godingに記載されている。用いてもよい免疫原は、精製ＩＬ-２２、ＩＬ-２２を含む融合
タンパク質、細胞表面に組換えＩＬ-２２を発現する細胞を含む。免疫原の選択は、当業
者が過度の実験をすることなくなすことができる。
　Ｂａｌｂ／ｃ等のマウスを、完全フロイントアジュバントに乳化して皮下又は腹腔内に
１-１００マイクログラムで注入したＩＬ-２２免疫原で免疫化する。あるいは、免疫原を
ＭＰＬ－ＴＤＭアジュバント（Ribi Immunochemical Research, ハミルトン, モンタナ）
に乳化し、動物の後足蹠に注入してもよい。免疫化したマウスは、次いで１０から１２日
後に、選択したアジュバント中に乳化した付加的免疫源で追加免疫する。その後、数週間
、マウスをさらなる免疫化注射で追加免疫する。抗ＩＬ-２２抗体の検出のためのＥＬＩ
ＳＡアッセイで試験するために、レトロオービタル出血からの血清試料をマウスから周期
的に採取してもよい。
【０２１０】
　適当な抗体力価が検出された後、抗体に「ポジティブ（陽性）」な動物に、ＩＬ-２２
静脈内注射の最後の注入をすることができる。３から４日後、マウスを屠殺し、脾臓細胞
を取り出す。次いで脾臓細胞を（３５％ポリエチレングリコールを用いて）、ＡＴＣＣか
ら番号ＣＲＬ１５９７で入手可能なＰ３Ｘ６３ＡｇＵ．１等の選択したマウス骨髄腫株化
細胞に融合させる。融合によりハイブリドーマ細胞が生成され、次いで、これを非融合細
胞、骨髄腫ハイブリッド、及び脾臓細胞ハイブリッドの増殖を阻害するようにＨＡＴ（ヒ
ポキサンチン、アミノプテリン、及びチミジン）培地を含む９６ウェル組織培養プレート
にプレートすることができる。
　ハイブリドーマ細胞は、ＩＬ-２２に対する反応性に関するＥＬＩＳＡによってスクリ
ーニングされる。ＩＬ-２２に対する所望のモノクローナル抗体を分泌する「ポジティブ
（陽性）」ハイブリドーマ細胞の決定は、技術常識の範囲内である。
　陽性ハイブリドーマ細胞を、抗ＩＬ-２２モノクローナル抗体を含む腹水を生成するよ
うに、同系のＢａｌｂ／ｃマウスに腹腔内注入することができる。あるいは、ハイブリド
ーマ細胞を、組織培養フラスコ又はローラーボトルで成長させることもできる。腹水で生
成したモノクローナル抗体の精製は、硫酸アンモニウム沈降、それに続くゲル排除クロマ
トグラフィ－を用いて行うことができる。あるいは、抗体のプロテインＡ又はプロテイン
Ｇへの親和性に基づくアフィニティクロマトグラフィーを用いることもできる。
【０２１１】
実施例１６：　特異的抗体を用いたＩＬ-２２ポリペプチドの精製
　天然又は組換えＩＬ-２２ポリペプチドは、この分野の種々の標準的なタンパク質精製
方法によって精製できる。例えば、プロ-ＩＬ-２２ポリペプチド、成熟ポリペプチド、又
はプレ-ＩＬ-２２ポリペプチドは、対象とするＩＬ-２２ポリペプチドに特異的な抗体を
用いた免疫親和性クロマトグラフィーによって精製される。一般的に、免疫親和性カラム
は、抗ＩＬ-２２ポリペプチド抗体を活性化クロマトグラフィー樹脂へ共有結合すること
で作成する。
　ポリクローナル免疫グロブリンは、硫酸アンモニウムによる沈殿又は固定化プロテイン
Ａ（ファルマシア ＬＫＢ バイオテクノロジー, ピスカタウェイ, ニュージャージー）に
よる精製のいずれかにより免疫血清から調製する。同様に、モノクローナル抗体は、硫酸
アンモニウム沈殿又は固定化プロテインＡでのクロマトグラフィーによりマウス腹水液か
ら調製する。部分精製した免疫グロブリンは、ＣｎＢｒ-活性化セファロース（商品名）
（ファルマシア ＬＫＢ バイオテクノロジー）等のクロマトグラフィー樹脂に共有結合す
る。抗体が樹脂に結合し、樹脂がブロックされ、そして誘導体樹脂を製造者の指示に従っ
て洗浄する。
【０２１２】
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　このような免疫親和性カラムは、可溶化形態のＩＬ-２２ポリペプチドを含有する細胞
から分画を調製をすることによるＩＬ-２２ポリペプチドの精製で利用される。この調製
物は、洗浄剤の添加又はこの分野で公知の方法による微分遠心分離を介して得られる全細
胞又は細胞成分分画の可溶化により誘導される。あるいは、シグナル配列を含む可溶化Ｉ
Ｌ-２２ポリペプチドは、細胞が成長する培地中に有用な量で分泌され得る。
　可溶化ＩＬ-２２ポリペプチド含有調製物を免疫親和性カラムへ流し、そのカラムをＩ
Ｌ-２２ポリペプチドの優先的吸着を可能にする条件下（例えば、洗浄剤存在下の高イオ
ン強度バッファー）で洗浄する。次いで、このカラムを抗体／ＩＬ-２２ポリペプチド結
合を分解する条件下（例えば、約２-３といった低ｐＨ、高濃度の尿素又はチオシアン酸
イオン等のカオトロープ）で溶離し、ＩＬ-２２ポリペプチドを回収する。
【０２１３】
実施例１７：薬物スクリーニング
　本発明は、種々の薬物スクリーニング技術でＩＬ-２２ポリペプチド又はその結合断片
を使用することによって化合物のスクリーニングすることにとって特に有用である。その
ような試験に用いられるＩＬ-２２ポリペプチド又は断片は、溶液中での遊離状態でも、
固体支持体に固定されても、細胞表面に担持されていても、或いは細胞内に位置していて
もよい。薬剤スクリーニングの１つの方法では、ＩＬ-２２ポリペプチド又は断片を発現
する組換え核酸で安定にトランスフェクションする真核生物又は原核生物宿主細胞を利用
する。薬剤は、そのようなトランスフェクション細胞に対して、競合的結合アッセイによ
ってスクリーニングされる。生存可能又は固定化形態のいずれかによって、このような細
胞は標準的な結合アッセイで使用できる。例えば、ＩＬ-２２ポリペプチド又は断片と試
験される試薬の間の複合体の形成を測定してもよい。あるいは、試験する試薬によって生
ずるＩＬ-２２ポリペプチドとその標的細胞又は標的レセプター間の複合体形成の減少を
試験することができる。
【０２１４】
　従って、本発明は、ＩＬ-２２ポリペプチド関連疾患又は障害に作用することのできる
薬剤又は任意の他の試薬のスクリーニング方法を提供する。これらの方法は、当該分野で
良く知られており、その試薬をＩＬ-２２ポリペプチド又は断片に接触させ、(i)試薬とＩ
Ｌ-２２ポリペプチド又は断片との間の複合体の存在について、又は(ii)ＩＬ-２２ポリペ
プチド又は断片と細胞との間の複合体の存在について検定することを含む。これらの競合
結合アッセイでは、ＩＬ-２２ポリペプチド又は断片が典型的には標識される。適切なイ
ンキュベーションの後、遊離型ＩＬ-２２ポリペプチド又は断片を結合形態のものから分
離し、遊離型又は未複合の標識の量が、特定の試薬がＩＬ-２２ポリペプチドに結合する
又はＩＬ-２２ポリペプチド／細胞複合体を阻害する能力の尺度となる。
【０２１５】
　薬剤スクリーニングのための他の技術は、ポリペプチドに対して適当な結合親和性を持
つ化合物についての高スループットスクリーニングを提供し、１９８４年９月１３日に公
開された国際公開８４／０３５６４に詳細に記載されている。簡単に述べれば、多数の異
なる小型ペプチド試験化合物が、プラスチックピン等の固体支持体又は幾つかの他の表面
上で合成される。ＩＬ-２２ポリペプチドに適用すると、ペプチド試験化合物はＩＬ-２２
ポリペプチドと反応して洗浄される。結合したＩＬ-２２ポリペプチドはこの分野で良く
知られた方法により検出される。精製したＩＬ-２２ポリペプチドは、上記の薬剤スクリ
ーニング技術に使用するためにプレート上に直接被覆することもできる。さらに、非中和
抗体は、ペプチドを捕捉し、それを固体支持体上に固定化するのに使用できる。
　また、本発明は、ＩＬ-２２ポリペプチドに結合可能な中和抗体がＩＬ-２２ポリペプチ
ド又はその断片について試験化合物と特異的に競合する競合薬剤スクリーニングアッセイ
も考慮する。この方法において、抗体は、ＩＬ-２２ポリペプチドと１つ又は複数の抗原
決定基を持つ任意のペプチドの存在を検出するのに使用できる。
【０２１６】
実施例１８：　合理的薬物設計
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　合理的薬物設計の目的は、対象とする生物学的活性ポリペプチド（例えば、ＩＬ-２２
ポリペプチド）又はそれらが相互作用する小分子、例えばアゴニスト、アンタゴニスト、
又はインヒビターの構造類似物を製造することである。これらの例の任意のものが、ＩＬ
-２２ポリペプチドのより活性で安定な形態又はインビボでＩＬ-２２ポリペプチドの機能
を促進又は阻害する薬物の創作に使用できる（参考、Hodgson, Bio/Technology, 9: 19-2
1 (1991)）。
【０２１７】
　１つの方法において、ＩＬ-２２ポリペプチド、又はＩＬ-２２ポリペプチド-インヒビ
ター複合体の三次元構造が、ｘ線結晶学により、コンピュータモデル化により、最も典型
的には２つの方法の組み合わせにより決定される。分子の構造を解明し活性部位を決定す
るためには、ＩＬ-２２ポリペプチドの形状及び電荷の両方が確認されなければならない
。数は少ないが、ＩＬ-２２ポリペプチドの構造に関する有用な情報が相同タンパク質の
構造に基づいたモデル化によって得られることもある。両方の場合において、関連する構
造情報は、類似ＩＬ-２２ポリペプチド様分子の設計又は効果的なインヒビターの同定に
使用される。合理的な薬剤設計の有用な例は、Braxton及びWells, Biochemistry, 31: 77
96-7801 (1992)に示されているような向上した活性又は安定性を持つ分子、又はAthauda
ら,J. Biochem., 113: 742-746 (1993)に示されているような天然ペプチドのインヒビタ
ー、アゴニスト、又はアンタゴニストとして作用する分子を含む。
【０２１８】
　また、上記のような機能アッセイによって選択した標的特異的な抗体を単離し、その結
晶構造を解明することもできる。この方法は、原理的には、それに続く薬剤設計が基礎を
おくことのできるファーマコア(pharmacore)を生成する。機能的な薬理学的に活性な抗体
に対する抗-イディオタイプ抗体（抗-ids）を生成することにより、タンパク質結晶学を
バイパスすることができる。鏡像の鏡像として、抗-idsの結合部位は最初のレセプターの
類似物であると予測できる。抗-idは、次いで、化学的又は生物学的に製造したペプチド
のバンクからペプチドを同定及び単離するのに使用できる。単離されたペプチドは、ファ
ーマコアとして機能するであろう。
　本発明によって、Ｘ線結晶学などの分析実験を実施するために十分な量のＩＬ-２２ポ
リペプチドが入手可能である。さらに、ここに提供したＩＬ-２２ポリペプチドアミノ酸
配列の知識は、Ｘ線結晶学に代わる又はそれに加わるコンピュータモデル化技術で用いら
れるガイダンスを提供する。
【０２１９】
材料の寄託
　次の材料をアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション,１０８０１　ユニバーシ
ティー ブルバード, マナサッス, バージニア, ２０１１０－２２０９ アメリカ合衆国（
ＡＴＣＣ）に寄託した：
材料　　　　　　　 ATCC寄託番号　　　　寄託日
DNA125185-2806　　　PTA-1031　　　　　　1999年12月7日
【０２２０】
　この寄託は、特許手続き上の微生物の寄託の国際的承認に関するブダペスト条約及びそ
の規則(ブダペスト条約)の規定に従って行われた。これは、寄託の日付から３０年間、寄
託の生存可能な培養が維持されることを保証するものである。寄託物はブダペスト条約の
条項に従い、またジェネンテック社とＡＴＣＣとの間の合意に従い、ＡＴＣＣから入手す
ることができ、これは、どれが最初であろうとも、関連した米国特許の発行時又は任意の
米国又は外国特許出願の公開時に、寄託培養物の後代を永久かつ非制限的に入手可能とす
ることを保証し、米国特許法第１２２条及びそれに従う特許庁長官規則(特に参照番号886
 OG 638の37CFR第1.14条を含む)に従って権利を有すると米国特許庁長官が決定した者に
子孫を入手可能とすることを保証するものである。
【０２２１】
　本出願の譲受人は、寄託した材料が、適切な条件下で培養されていた場合に死亡もしく
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同意する。寄託材料の入手可能性は、特許法に従いあらゆる政府の権限下で認められた権
利に違反して、本発明を実施するライセンスであるとみなされるものではない。
【０２２２】
　上記の文書による明細書は、当業者に本発明を実施できるようにするために十分である
と考えられる。寄託した態様は、本発明のある側面の一つの説明として意図されており、
機能的に等価なあらゆる作成物がこの発明の範囲内にあるため、寄託された作成物により
、本発明の範囲が限定されるものではない。ここでの物質の寄託は、ここに含まれる文書
による説明が、そのベストモードを含む、本発明の任意の側面の実施を可能にするために
不十分であることを認めるものではないし、それが表す特定の例証に対して請求の範囲を
制限するものと解釈されるものでもない。実際、ここに示し記載したものに加えて、本発
明を様々に改変することは、前記の記載から当業者にとっては明らかなものであり、添付
の請求の範囲内に入るものである。
【図面の簡単な説明】
【０２２３】
【図１】配列番号：１がここで「ＤＮＡ１２５１８５-２８０６」と命名したクローンで
ある、天然配列ＩＬ-２２ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号：１）を示す。
【図２】図１に示す配列番号：１のコード化配列から誘導したアミノ酸配列（配列番号：
２）を示す。
【図３】インターロイキン-２２レセプタープローブでプローブしたノーザンブロットを
示す。
【図４】Taqman（商品名）分析によって分析した、種々のヒト組織のインターロイキン-
２２レセプターＲＮＡの発現を示す。
【図５】ＩＬ-２２で刺激した膵臓腺房細胞株でのＳＴＡＴ活性化を示す。
【図６Ａ】ノーザンブロットによって分析した、ＩＬ-２２で刺激した膵臓腺房細胞株で
の膵炎関連タンパク質（ＰＡＰ１）ＲＮＡのアップレギュレーションを示す。
【図６Ｂ】ノーザンブロットによって分析した、ＩＬ-２２で刺激した単離された初期膵
臓腺房細胞でのＰＡＰ１及びオステオポンチンＲＮＡのアップレギュレーションを示す。
【図７】ＩＬ-２２を注射したマウスを用い、そしてノーザンブロット分析によって追跡
したインビボでの膵臓におけるＰＡＰ１のアップレギュレーションを示す。
【図８】野生型及びＩＬ-１０レセプターベータ（ＩＬ-１０Ｒβ）欠損マウスでのインタ
ーロイキン-６（ＩＬ-６）産生のレベルを示す。
【図９】ノーザンブロットによって分析した、ＩＬ-２２で治療したＩＬ-１０Ｒβ欠損マ
ウスのインビボでの膵臓では、ＰＡＰ１の発現がアップレギュレーションされていないこ
とを示す。
【図１０】ＩＬ-１０Ｒβポリペプチドのアミノ酸配列を示す。
【図１１】ＩＬ-２２Ｒポリペプチドのアミノ酸配列を示す。
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摘要：提供了白介素-22多肽和编码该多肽的核酸。 白介素22多肽和编
码包含这些核酸序列的多肽，载体和宿主细胞的核酸，包含与异源多肽
序列融合的本发明多肽的嵌合多肽分子，本发明 与多肽的结合以及产生
该多肽的方法。 一种治疗胰腺疾病的方法，其中给哺乳动物施用有效量
的IL-22拮抗剂。 [选择图]无


