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(54)【発明の名称】 腫瘍壊死因子リガンド／レセプター相同体による血管形成及び心血管形成の促進と抑制

(57)【要約】
ヒトを含む哺乳動物の血管系性及び／又は心血管形成を
促進又は抑制するための組成物及び方法を開示する。製
薬的組成物は、１又は複数のこれらの使用において同定
したもののポリペプチド又はアンタゴニストに基づく。
ここで診断、予防又は治療することのできる疾患は、創
傷のような外傷、様々な癌、及びアテローム性動脈硬化
及び心臓肥大を含む血管の障害を含む。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  ＰＲＯ３６４ポリペプチドを製薬的に許容される担体と混合

されて含有する組成物。

    【請求項２】  ＰＲＯ１７５ポリペプチドを製薬的に許容される担体と混合

されて含有する組成物。

    【請求項３】  該ポリペプチドの治療的有効量を含有する請求項１に記載の

組成物。

    【請求項４】  該ポリペプチドの治療的有効量を含有する請求項２に記載の

組成物。

    【請求項５】  ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドを、製薬的に許

容される担体と心臓血管、内皮、血管形成剤又は血管新生抑制剤と混合されて含

有する組成物。

    【請求項６】  該ポリペプチド及び該薬剤が治療的有効量で存在する請求項

５に記載の組成物。

    【請求項７】  治療的有効量のＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド

を、製薬的に許容される担体と混合することを含む心臓血管、内皮、及び血管形

成疾患治療のための組成物の製造方法。

    【請求項８】  (ａ)ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドの治療的有

効量を製薬的に許容される担体と混合されて含有する組成物と；

  (ｂ)前記組成物を収容する容器と；

  (ｃ)心臓血管、内皮、及び血管形成疾患の治療における前記ＰＲＯ３６４又は

ＰＲＯ１７５ポリペプチドの使用を表示する、前記容器に貼付されたラベル、又

は当該医薬品に収納された包装挿入物と、

を含む医薬品。

    【請求項９】  ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドをコードする核

酸配列の突然変異に関連する疾患又は疾患に対する感受性を診断する方法であっ

て：

  (ａ)宿主由来の試料からＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドをコード

する核酸配列を単離し；
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  (ｂ)ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドをコードする核酸配列の突然

変異を決定することを含む方法。

    【請求項１０】  哺乳動物における心臓血管、内皮及び血管形成疾患を診断

する方法において、(ａ)該哺乳動物から得た組織細胞の試験試料、及び(ｂ)同じ

細胞型の公知の正常組織細胞のコントロール試料におけるＰＲＯ３６４又はＰＲ

Ｏ１７５ポリペプチドをコードする遺伝子の発現レベルを分析することを含んで

なり、試験試料中の発現レベルの高低が、試験組織細胞を得た哺乳動物における

心臓血管、内皮又は血管形成機能障害の存在を示す方法。

    【請求項１１】  哺乳動物における心臓血管、内皮及び血管形成疾患を治療

する方法において、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドの治療的有効量

を当該哺乳動物に投与することを含む方法。

    【請求項１２】  心臓血管、内皮及び血管形成疾患が心臓肥大、外傷、又は

癌である請求項１１に記載の方法。

    【請求項１３】  前記哺乳動物がヒトである請求項１２に記載の方法。

    【請求項１４】  前記心臓肥大がＰＧＦ２αのレベル上昇の存在によって特

徴づけられる請求項１２に記載の方法。

    【請求項１５】  前記心臓肥大が心筋梗塞によって誘発されたものである請

求項１２に記載の方法。

    【請求項１６】  前記ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドの投与が

心筋梗塞の後４８時間以内に開始される請求項１５に記載の方法。

    【請求項１７】  心臓血管、内皮及び血管形成疾患が心臓肥大であり、前記

ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドが、心臓血管、内皮、又は血管形成

剤とともに投与される請求項１２に記載の方法。

    【請求項１８】  前記心臓血管、内皮、又は血管形成剤が高血圧治療薬、Ａ

ＣＥ-阻害剤、エンドセリンレセプターアンタゴニスト、及び血栓溶解剤からな

る群から選択される請求項１７に記載の方法。

    【請求項１９】  心臓血管、内皮、及び血管形成疾患が癌であり、ＰＲＯ３

６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドが、化学療法剤、成長阻害剤又は細胞毒性薬

と組み合わせて投与される請求項１２に記載の方法。
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    【請求項２０】  ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドのアゴニスト

の同定方法であって：

  (ａ)細胞とスクリーニングすべき化合物とを、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７４

ポリペプチドによる細胞増殖の誘発に適した条件下で接触させ；及び

  (ｂ)細胞の増殖を測定して、化合物が有効なアゴニストであるか否かを決定す

ることを含む方法。

    【請求項２１】  請求項２０の方法により同定されたＰＲＯ３６４又はＰＲ

Ｏ１７５ポリペプチドのアゴニスト。

    【請求項２２】  ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドの発現又は活

性を抑制する化合物の同定方法であって、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペ

プチドと候補化合物を、化合物とポリペプチドを相互作用させるのに十分な時間

と条件下で接触させることを含む方法。

    【請求項２３】  (ａ)細胞とスクリーニングすべき化合物とを、ＰＲＯ３６

４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドの存在下で、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポ

リペプチドによる細胞増殖の誘発に適した条件下で接触させ；及び

  (ｂ)細胞の増殖を測定して、化合物が有効なアンタゴニストであるか否かを決

定する工程を含む請求項２２に記載の方法。

    【請求項２４】  ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドの発現又は活

性を抑制する化合物。

    【請求項２５】  請求項２０の方法により同定される化合物。

    【請求項２６】  哺乳動物における心臓血管、内皮及び血管形成疾患を治療

する方法において、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドに対するアンタ

ゴニストの有効量を哺乳動物に投与することを含む方法。

    【請求項２７】  心臓血管、内皮及び血管形成疾患が心臓肥大、外傷、癌、

又は加齢性黄斑変性である請求項２６に記載の方法。

    【請求項２８】  哺乳動物がヒトである請求項２６に記載の方法。

    【請求項２９】  心臓血管、内皮、又は血管形成剤又は血管新生抑制剤の有

効量が、該アンタゴニストと組み合わせて投与される請求項２６に記載の方法。

    【請求項３０】  ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドの存在を測定
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する方法において、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドを含有すると推

測される細胞を抗-ＰＲＯ３６４又は-ＰＲＯ１７５抗体に暴露し、前記抗体の前

記細胞への結合を測定することを含む方法。

    【請求項３１】  哺乳動物における心臓血管、内皮、及び血管形成疾患を診

断する方法において、(ａ)該哺乳動物から得た組織細胞の試験試料を抗-ＰＲＯ

３６４又は-ＰＲＯ１７５抗体と接触させ、そして(ｂ)試験試料中での抗-ＰＲＯ

３６４又は-ＰＲＯ１７５抗体とＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドと

の複合体形成を検出することを含む方法。

    【請求項３２】  抗-ＰＲＯ３６４又は-ＰＲＯ１７５抗体と担体とを適切な

包装内に含む癌診断キット。

    【請求項３３】  ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドを検出するた

めの前記抗体の使用説明を更に含む請求項３２に記載のキット。

    【請求項３４】  容器；

容器上のラベル；及び

容器内に収容された抗-ＰＲＯ３６４又は-ＰＲＯ１７５抗体を含む組成物を含む

製造品であって、容器上のラベルに該組成物が心臓血管、内皮及び血管形成疾患

を治療するために使用することができることを示す製造品。

    【請求項３５】  哺乳動物においてＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプ

チドにより誘発される血管形成を抑制する方法であって、ＰＲＯ３６４又はＰＲ

Ｏ１７５ポリペプチドに結合する抗体の治療的有効量を哺乳動物に投与すること

を含む方法。

    【請求項３６】  哺乳動物がヒトである請求項３５に記載の方法。

    【請求項３７】  哺乳動物が腫瘍又は網膜疾患を有する請求項３５に記載の

方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

(発明の背景)

発明の分野

  本発明は、そのような生物学的効果を必要とする哺乳動物において血管形成及

び／又は心血管形成を促進又は阻害するのに有用な組成物及び方法に関する。こ

れは、心臓血管疾患並びに発癌性疾患の診断及び治療を含む。

      【０００２】

(背景の記載)

心疾患と因子

  約５００万人のアメリカ人が心不全を患っており、心不全の新しい患者は毎年

約４０００００人にのぼる。これは、アメリカ合衆国における６５歳以上の人々

の、最も頻出の入院原因である。急性心筋梗塞を含む急性心臓疾患の治療技術に

おける最近の進歩により、結局は慢性の心不全を発症する患者数が拡大する結果

となった。１９７９年から１９９５年まで、鬱血性心不全(ＣＨＦ)により入院し

た患者は、３７７,０００人から８７２,０００人まで増加し(１３０パーセント

の増加)、ＣＨＦによる死亡は１１６パーセント増加した。

  ＣＨＦは、左心室の機能不全、運動負荷試験の低下、生活水準の悪化、顕著な

寿命の低下により特徴付けられる症候群である。心不全の必須条件は、体組織の

代謝必要量を満たすのに十分な速度で血液を押し出すことに心臓が不能であるこ

とである(換言すれば、心拍出量の不足である)。

      【０００３】

  末梢血管収縮、心拍数の増加、心収縮性の増加、血漿容量の増加を含む、少な

くとも４種の主要な補償メカニズムが心不全の場合に活性化される。これらの効

果は、交感神経系とレニン-アンギオテンシン系により主に媒介される。Eichhor

n, American Journal of Medicine, 104：163-169(1998)を参照されたい。交感

神経系からの出力の増加は、血管緊張、心拍数及び収縮性を増加させる。アンギ

オテンシンＩＩは、１)血管平滑筋収縮を直接刺激し、２)アルドステロンと抗利

尿ホルモン分泌を刺激することにより血漿容量の拡大を促進させ、３)交感神経
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媒介血管緊張を刺激し、４)血管拡張とナトリウム利尿活性を有するブラジキニ

ンの変性を触媒することにより、血圧を上昇させる。BrownとVaughan, Circulat

ion, 97：1411-1420(1998)による概説を参照されたい。以下に記載するように、

アンギオテンシンＩＩは、筋細胞壊死(心収縮機能を害する)及び心臓内線維症(

心拡張とある場合には心収縮機能を害する)を促進することにより、心臓への直

接的に有害な影響を持つものである。Weber, Circulation, 96：4065-4082(1998

)を参照されたい。

      【０００４】

  鬱血性心不全(ＣＨＦ)の共通した特徴は心肥大、つまり機械的及びホルモン刺

激の双方により活性化され、心臓を心拍出量の増加に適合させる心臓の拡大であ

る。MorganとBaker, Circulation, 83：13-25(1991)。この肥大応答は、多くの

場合、高血圧、大動脈弁狭窄症、心筋梗塞、心筋症、弁閉鎖不全、及び心臓内短

絡等の多様な別の病状を伴い、これらは全て慢性的な血行動態過負荷となる。

      【０００５】

  肥大は、腫瘍形成を含まない、自然の成長と関係のない器官又は構造の大きさ

の増加として一般的に定義されている。心肥大は、個々の細胞(ミオサイト)の質

量の増加、又は組織を形成する細胞数の増加(過形成)のいずれか、又はその両方

による。 胎児の心臓の拡大度合いは、ミオサイト数(誕生のすぐ後まで続く)の

増加に依存し、出生後の心臓のミオサイトはその増殖能を失う。さらなる成長は

個々の細胞の肥大を通して生じる。

      【０００６】

  成体ミオサイト肥大は、個々の筋繊維への負荷の減少を可能にすることにより

、障害性心機能に対しては短時間の応答として最初は有益である。しかし、過酷

で長時間の過負荷を受けると、肥大細胞は劣化し始め、死亡する。Katz, 「Hear

t Failure」：Katz A.M.編, Physiology of the Heart(New York：Raven Press.

 1992)pp.638-668。心肥大は、心不全の臨床過程において死亡率と罹患率の両方

に対してかなりの危険因子である。Katz, Trends Cardiovasc. Med., 5：37-44(

1995)。心肥大の原因と病状のさらなる詳細については、例えばHeart Disease, 

A Textbook of Cardiovascular Medicine, Braunwald, E.編(W.B. Saunders Co.
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, 1988), 14章, 「Pathophysiology of Heart Failure」を参照されたい。

      【０００７】

  細胞レベルでは、心臓はミオサイトと包括的に非ミオサイトを呼ばれる周囲の

支持細胞からなる。非ミオサイトは主として線維芽細胞／間葉細胞であるが、そ

れらは内皮及び平滑筋細胞も含む。実際、ミオサイトは成人心筋質量の大部分を

形成するが、それらは心臓に存在する全細胞数の約３０％を占めるにすぎない。

ホルモン的、生理学的、血行力学的及び病理学的刺激に反応して、成体心室筋細

胞は肥大化プロセスの活性化を通して仕事量の増加に適合することができる。こ

の反応は、心房性ナトリウム利尿ペプチド(ＡＮＰ)に対する遺伝子を含む胎性遺

伝子の活性化と細胞分割が付随することのない、個々の心筋細胞の収縮性タンパ

ク質の含有量とミオサイトの細胞サイズの増加により特徴付けられる。Chienら,

 FASEB J., 5：3037-3046(1991)：Chienら, Annu. Rev. Physiol., 55：77-95(1

993)。心筋内冠動脈の周りと細胞外マトリクス内の間質性コラーゲンの蓄積に関

連したミオサイトサイズの増大の結果としての心筋質量の増大が、ヒトにおける

圧負荷の次の左心室肥大において記載されている。Caspariら, Cardiovasc. Res

., 11：554-558(1977)；Schwarzら, Am. J. Cardiol., 42：895-903(1978)：Hes

sら, Circulation, 63：360-371(1981)；Pearlmanら, Lab. Invest., 46：158-1

64(1982)。

      【０００８】

  非ミオサイト支持細胞により産生されるパラ分泌因子が、心肥大の発生にまた

関与していることも示唆されており、白血球阻害因子(ＬＩＦ)及びエンドセリン

等の様々な非ミオサイト由来肥大因子が同定されている。Metcalf, Growth Fact

ors, 7：169-173(1992)；Kurzrockら, Endocrine Reviews, 12：208-217(1991)

；Inoueら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86：2863-2867(1989)；Yanagisawaと

Masaki, Trends Pharm. Sci., 10：374-378(1989)；米国特許第5,573,762号(199

6年11月12日発行)。心肥大の潜在性な媒介物として同定されているさらなる例示

的因子には、カルジオトロフィン(cardiotrophin)-１(ＣＴ-１)(Pennicaら, Pro

c. Nat. Acad. Sci. USA, 92：1142-1146(1995))、カテコールアミン類、副腎皮

質ステロイド類、アンギオテンシン及びプロスタグランジン類が含まれる。
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      【０００９】

  現在、心肥大の治療法は、その根本にある心臓疾患に応じて異なる。肥大の潜

在性な媒介物として同定されている因子としては、カテコールアミン類、副腎皮

質ステロイド類、アンギオテンシン、プロスタグランジン類、ＬＩＦ、エンドセ

リン（エンドセリン-１、-２及び-３、及び大エンドセリン(big endothelin)を

含む）及びＣＴ-１が挙げられる。例えば、β-アドレナリン様レセプターブロッ

ク剤(β-ブロッカー、例えばプロプラノロール、チモロール、タータロロール(t

ertalolol)、カルテオロール、ナドロール、ベタキソロール、ペンブトロール、

アセトブトロール(acetobutolol)、アテノロール、メトプロロール、カルベジロ

ール等)及びベラパミルが、肥大心筋症の治療に広く使用されている。徴候(胸の

痛み)及び運動耐性に対するβ-ブロッカーの有益な効果は、主として、結果とし

て心拡張の延長と受動的心室充満の増加が伴う心拍数の低下による。Thompsonら

, Br. Heart J., 44：488-98(1980)；Harrisonら, Circulation, 29：84-98(196

4)。ベラパミルは心室充満を改善し、おそらく心筋虚血を低減させることが記載

されている。Bonowら, Circulation, 72：853-64(1985)。

      【００１０】

  ニフェジピンとジルチアゼムもまた、時折、肥大心筋症の治療に使用される。

Lorellら, Circulation, 65：499-507(1982)；Betocchiら, Am. J. Cardiol.,78

：451-457(1996)。しかしながら、その強力な血管拡張性のために、ニフェジピ

ンは、特に流出閉塞症の患者にとっては有害になるおそれもある。ジソピラミド

が負の筋収縮性による徴候を緩和するのに使用されている。Pollick, N. Engl. 

J. Med., 307：997-999(1982)。しかし、多くの患者において、当初の恩恵は時

間と共に低減する。Wigleら, Circulation, 92：1680-1692(1995)。

  抗高血圧薬による治療は、血圧の上昇に伴う心肥大において有益な効果がある

ことが報告されている。抗高血圧治療において単独で又は組み合わせて使用され

る薬物の例としては、カルシウムアンタゴニスト、例えばニトレンジピン；アド

レナリン様レセプターブロック剤、例えば上に列挙したもの；アンギオテンシン

転換酵素(ＡＣＥ)阻害剤、例えばキナプリル、カプトプリル、エナラプリル、ラ

ミプリル、ベナゼプリル、フォシノプリル及びリシノプリル；利尿薬、例えばク
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ロロチアジド、ヒドロクロロチアジド、ヒドロフルメタジド、メチルクロチアジ

ド(methylchlothiazide)、ベンズチアジド、ジクロロフェナミド、アセタゾラミ

ド、及びインダパミド；及びカルシウムチャンネルブロッカー、例えばジルチア

ゼム、ニフェジピン、ベラパミル及びニカルジピンが挙げられる。

      【００１１】

  例えば、ジルチアゼム及びカプトプリルを用いた高血圧の治療は、左心室筋肉

質量の低減を示しているが、心拡張機能のドップラー指数は正常にはならなかっ

た。Szlachcic等, Am. J. Cardiol., 63：198-201(1989)；Shahi等, Lancet, 33

6：458-461(1990)。これらの知見は、過度の量の間質性コラーゲンが左心室肥大

の緩解後に残るであろうことを示していると解釈される。Rossi等, Am. Heart J

., 124：700-709(1992)。上掲のRossi等は、実験用ラットにおける、圧負荷心臓

肥大における心筋細胞肥大と間質性線維症の防止と退行に対するカプトプリルの

効果を研究した。

      【００１２】

  心収縮性を直接増大させる薬剤(変力剤)は、短期間で心拍出量を改善するため

に当初は心不全の患者にとっては有益であると考えられていた。しかし、ジゴキ

シゲニンを除く全てのポジティブ変力剤は、心臓性能の短期間の改善にもかかわ

らず、長期間では死亡率が増加する結果になることが見出されている。Massie, 

Curr. Op. in Cardiology, 12：209-217(1997)；Reddy等, Curr. Opin. Cardiol

., 12：233-241(1997)。近年、β-アドレナリン様レセプターブロッカーの心不

全への使用が支持されている。臨床試験の証拠によれば、心機能の改善が死亡率

を増加させることなく達成可能であることが示唆されるが、患者生存率の改善は

今だ証明されていない。また、ＣＨＦの治療におけるインシュリン様成長因子-

Ｉ及び／又は成長ホルモン、又はカルジオトロピン-１又はそのアンタゴニスト

の使用に関しては米国特許第5,624,806号；同5,661,122号；同5,610,134号；及

び国際公開第95/28173号を参照されたい。他の治療様式は心臓移植であるが、こ

れはドナーの心臓の入手可能性により制限される。

      【００１３】

  エンドセリンは、ブタ動脈のエンドセリン培養上清から単離され、構造的に決



(11) 特表２００３－５０４３４３

定された、２１のアミノ酸を含む血管収縮化ペプチドである。Yanagisawa等,Nat

ure, 332,：411-415(1988)。後になって、エンドセリンは種々の作用を示すこと

が見出され、エンドセリンアンタゴニストのようなエンドセリン抗体は、心筋梗

塞、腎不全、及び他の病気の治療に有効であることが証明されている。エンドセ

リンは生体内に存在していて、血管収縮作用を示すために、循環系の調節に関与

している内因性因子であることが予想され、高血圧、心疾患、例えば心筋梗塞、

及び腎臓病、例えば急性腎不全と関連があるであろう。エンドセリンアンタゴニ

ストは、例えば米国特許第5,773,414号；日本国特許公開第3130299/1991号、欧

州特許第457,195号；欧州特許第460,679号；及び欧州特許第552,489号に記載さ

れている。エンドセリンレセプターアンタゴニストを同定するための新規なエン

ドセリンＢレセプターは米国特許第5,773,223号に記載されている。

      【００１４】

  心不全の現在の治療は、主として、アンギオテンシン転換酵素(ＡＣＥ)阻害剤

、例えばカプトプリル、及び利尿薬を使用することに向けられている。これらの

薬物は血行動態特性と運動耐性を改善し、ＣＨＦ患者の羅患率及び死亡率を低減

させる。Kramer等, Circulation, 67(4)：807-816(1983)；Captopril Multicent

er Research Group, J.A.C.C., 2(4)：755-763(1983)；The CONSENSUS Trial St

udy Group, N. Engl. J. Med., 316(23)：1429-1435(1987)；The SOLVD Investi

gators, N. Engl. J. Med., 325(5)：293-302(1991)。さらに、それらは、高血

圧、左心室機能不全、アテローム性動脈硬化症、糖尿病腎障害の治療に有用であ

る。Brown及びVaughan, 上掲。しかしながら、効能が証明されているにもかかわ

らず、ＡＣＥ阻害剤に対する反応性は限られている。例えば、心不全の場合に生

存を延ばすが、ＡＣＥ阻害剤は末期心不全への進行を遅延させるようであり、Ａ

ＣＥ阻害剤を用いた患者のかなりの数が機能クラスＩＩＩの心不全を有している

。

      【００１５】

  さらに、機能的能力と運動時間の改善性は僅かで、死亡率は低減はするが高い

ままである。The CONSENSUS Trial Study Group, N. Engl. J. Med., 316(23)：

1429-1453(1987)；The SOLVD Investigators, N. Engl. J. Med., 325(5)：293-
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302(1991)；Cohn等, N. Engl. J. Med., 325(5)：303-310(1991)；The Captopri

l-Digoxin Multicenter Research Group, JAMA, 259(4)：539-544(1988)。この

ため、ＡＣＥ阻害剤により、いつも６０％以上の心不全患者において徴候を緩和

することができず、心不全による死亡率を約１５-２０％も低減させることはで

きないようである。さらなる好ましくない効果は 上掲のBrown及びVaughanを参

照されたい。

      【００１６】

  ＡＣＥ阻害剤の代替物は特定のＡＴ１レセプターアンタゴニストである。臨床

研究では、心臓血管及び腎臓の病気の治療における、２つの様式の効能を比較す

ることが計画されている。しかしながら、動物モデルのデータでは、ＡＣＥ／Ａ

ｎｇＩＩ経路は、心臓肥大に明らかに関与しているが、唯一のものではなく、あ

るいはこの役割に活性な主要経路でさえないことを示唆している。マウスの遺伝

的「ノックアウト」モデルにおいて、個々の経路の成分が試験されている。この

ような一つのモデルにおいては、ＡｎｇＩＩに対する主要な心臓レセプター、Ａ

Ｔｓｕｂ１Ａが遺伝学的に欠失されており；これらのマウスは、ＡｎｇＩＩが実

験的に付与された場合に肥大を発現しない(ＡｎｇＩＩに二次的な肥大の消滅に

おけるモデルの基本的な成功を確認する)。しかしながら、これらの動物(高血圧

の心臓ストレスのモデル)において大動脈を収縮させた場合、心臓はなおも肥大

性になる。このことは、このレセプター(ＡＴｓｕｂ１Ａ)に無関係な別のシグナ

ル伝達経路が高血圧において活性化されていることを示唆している。おそらく、

ＡＣＥ阻害剤はこれらの経路を阻害することはできないであろう。Harada等, Ci

rculation, 97：1952-1959(1998)を参照されたい。また、心臓肥大のプロセスと

メカニズムに関連した謎については、Homcy, Circulation, 97：1890-1892(1998

)を参照されたい。

      【００１７】

  毎年約７５０,０００人の患者が急性心筋梗塞(ＡＭＩ)を患っており、アメリ

カ合衆国における全死亡の約４分の１がＡＭＩによるものである。近年、血栓溶

解剤、例えばストレプトキナーゼ、ウロキナーゼ、特に組織プラスミノーゲンア

クチベータ(ｔ-ＰＡ)が、心筋梗塞を患っている患者の生存率をかなり増加させ
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た。１．５～４時間、連続して静脈注入として投与した場合、ｔ-ＰＡは治療し

た患者の６９％～９０％において９０分で冠動脈を開通させる。Topol等, Am. J

. Cardiol., 61, 723-728(1988)；Neuhaus等, J. Am. Coll. Cardiol., 12：581

-587(1988)；Neuhaus等, J. Am. Coll. Cardiol., 14：1566-1569(1989)。最も

高い開存率が高用量又は加速投薬療法で報告されている。Topol, J. Am. Coll. 

Cardiol., 15：922-924(1990)。またｔ-ＰＡは一回の大量瞬時投与として投与し

てもよく、半減期は比較的短いが、注入治療により適している。Tebbe等, Am. J

. Cardiol., 64：448-453(1989)。特に長い半減期と非常に高いフィブリン特異

性を有するように設計されたｔ-ＰＡ変異体、ＴＮＫｔ-ＰＡ(Ｔ１０３Ｎ、Ｎ１

１７Ｑ、ＫＨＲＲ(296-299)ＡＡＡＡｔ-ＰＡ変異体, Keyt等, Proc. Natl. Acad

. Sci. USA, 91：3670-3674(1994))が大量瞬時投与に特に適している。しかしな

がら、これらのあらゆる進歩にもかかわらず、患者の生存率の長期間の予後は、

梗塞後のモニタリングと患者の治療に大きく依存しており、それは心臓肥大のモ

ニタリングと治療を含まなければならない。

      【００１８】

成長因子

  種々の天然に生じるポリペプチドは内皮細胞の増殖を誘発すると報告されてい

る。これらのポリペプチドとしては、塩基性及び酸性の線維芽細胞増殖因子(Ｆ

ＧＦ)(Burgess及びMaciag, Annual Rev. Biochem., 58：575(1989))、血小板誘

導内皮細胞成長因子(ＰＤ-ＥＣＧＦ)(Ishikawa等, Nature, 338：557(1989))、

及び血管内皮成長因子(ＶＥＧＦ)を挙げることができる。Leung等, Science, 24

6：1306(1989)；FerraraとHenzel, Biochem. Biophys. Res. Commun., 161：851

(1989)；Tischer等, Biochem. Biophys. Res. Commun., 165：1198(1989)；1996

年7月31日に許可された欧州特許第471,754号。

      【００１９】

  ヒトＶＥＧＦ(ｈＶＥＧＦ)ｃＤＮＡが形質移入された細胞により馴化された培

地においては、毛管内皮細胞の増殖は促進されるが、これに対し、コントロール

細胞はそうではなかった。Leung等, Science, 246：1306(1989)。ｈＶＥＧＦの

１２１-、１８９-及び２０６-アミノ酸イソ型(また集合的にｈＶＥＧＦ関連タン
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パク質と称される)をコードする、いくつかの付加的なｃＤＮＡがヒトｃＤＮＡ

ライブラリーにおいて同定されている。１２１-アミノ酸タンパク質はｈＶＥＧ

Ｆにおける残基１１６と１５９との間の４４アミノ酸が欠失している点でｈＶＥ

ＧＦとは異なる。１８９-アミノ酸タンパク質は、ｈＶＥＧＦにおける残基１１

６における２４のアミノ酸の挿入によりｈＶＥＧＦとは異なり、ヒト血管浸透因

子(ｈＶＰＦ)と明らかに同一である。２０６-アミノ酸タンパク質はｈＶＥＧＦ

の残基１１６における４１アミノ酸の挿入によりｈＶＥＧＦとは異なる。Houck

等, Mol. Endocrin., 5：1806(1991)；Ferrara等, J. Cell. Biochem., 47：211

(1991)；Ferrara等, Endocrine Reviews, 13：18(1992)；Keck等, Science, 246

：1309(1989)；Connolly等, J. Biol. Chem., 264：20017(1989)；1990年5月30

日に公開された欧州特許第370,989号。

      【００２０】

  現在では、先在する内皮からの新規な血管の形成に関連した血管新生が、種々

の疾病の病原に関与していることが明確に確立されている。これらには固形腫瘍

及び転移、アテローム性動脈硬化、水晶体後方線維増殖症、血管腫、慢性炎症、

眼新血管新生症候群、例えば増殖性網膜症、例えば糖尿病網膜症、加齢関連性斑

変性(ＡＭＤ)、新血管新生緑内障、移植角膜組織及び他の組織の免疫拒絶、慢性

関節リウマチ、及び乾癬が含まれる。Folkman等, J. Biol. Chem., 267：10931-

10934(1992)；Klagsbrun等, Annu. Rev. Physiol., 53：217-239(1991)；及びGa

rner A, 「Vascular diseases」。Pathobiology of Ocular Disease. A Dynamic

 Approach, Garner A. Klintworth GK, eds., 2nd Edition(Marcel Dekker, NY,

1994) 1625-1710頁。

      【００２１】

  腫瘍成長の場合では、血管形成は、過形成から新生組織形成への変化、及び固

形腫瘍の成長用の滋養物の提供に非常に重要であると思われる。Folkman等, Nat

ure, 339：58(1989)。新血管新生により、腫瘍細胞が正常細胞と比較して成長有

利性と増殖自律性を獲得する。従って、腫瘍部位の微小血管密度と乳癌並びに幾

つかの他の腫瘍における患者の生存率との間には相関関係が見出されている。We

idner等, N. Engl. J. Med. 324：1-6(1991)；Horak等, Lancet, 340：1120-112
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4(1992)；Macchiarini等, Lancet, 340：145-146(1992)。

      【００２２】

  血管形成の正の調節因子の探索により、ａＦＧＦ、ｂＦＧＦ、ＴＧＦ-α、Ｔ

ＧＦ-β、ＨＧＦ、ＴＮＦ-α、アンジオゲニン、ＩＬ-８等を含む多くの候補薬

が得られている。上掲のFolkman等, J.B.C.,及び上掲のKlagsbrunら。これまで

に同定されている負の調節因子には、トロンボスポンジン(Good等, Proc. Natl.

 Acad. Sci. USA., 87：6624-6628(1990))、プロラクトンの１６-キロダルトン

のＮ-末端フラグメント(Clapp等, Endocrinology, 133：1292-1299(1993))、ア

ンギオスタチン(angiostatin)(O'Reilly等, Cell, 79：315-328(1994))及びエン

ドスタチン(endostatin)が含まれる。O'Reilly等, Cell, 88：277-285(1996)。

      【００２３】

  最近の数年間にわたってなされた研究で、血管内皮細胞の増殖を刺激するだけ

でなく、血管の浸透性及び血管形成を誘発する点においてもＶＥＧＦの重要な役

割が確立されている。Ferrara等, Endocr. Rev., 18：4-25(1997)。一つのＶＥ

ＧＦ対立遺伝子さえ喪失すると胎児死亡に至るという知見は、血管系の発達と分

化におけるこの因子が担っている代替のない役割を示している。さらに、ＶＥＧ

Ｆは腫瘍及び眼内疾患に関連した新血管新生の重要な媒介物であることが示され

ている。Ferrara等, Endocr. Rev., 上掲。ＶＥＧＦｍＲＮＡは検査した多くの

ヒト腫瘍で過剰発現している。Berkman等, J. Clin. Invest., 91：153-159(199

3)；Brown等, Human Pathol., 26：89-91(1995)；Brown等, Cancer Res., 53：4

727-4735(1993)；Mattern等, Brit. J. Cancer, 73：931-934(1996)；Dvorak等,

 Am. J. Pathol., 146：1029-1039(1995)。

      【００２４】

  また、眼の流体中のＶＥＧＦの濃度レベルは、糖尿病及び他の虚血関連網膜症

を有する患者における血管の活性増殖の存在性と高い相関関係がある。Aiello等

, N. Engl. J. Med., 331：1480-1487(1994)。さらに、近年の研究により、ＡＭ

Ｄの影響を受けている患者の脈絡膜新生血管膜にＶＥＧＦが局在化していること

が示されている。Lopez等, Invest. Ophthalmol. Vis. Sci., 37：855-868(1996

)。
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      【００２５】

  抗-ＶＥＧＦ中和抗体は、ヌードマウスにおいて、様々なヒト腫瘍株化細胞の

成長を抑制し(Kim等, Nature, 362：841-844(1993)；Warren等, J. Clin. Inves

t., 95：1789-1797(1995)；Borgstrom等, Cancer Res., 56：4032-4039(1996)；

Melnyk等, Cancer Res., 56：921-924(1996))、また虚血性網膜疾患のモデルに

おける眼内血管形成を阻害する。Adamis等, Arch. Ophthalmol., 114：66-71(19

96)。よって、抗-ＶＥＧＦモノクローナル抗体又はＶＥＧＦ作用に対する他の阻

害剤は、固形腫瘍及び種々の眼内新血管疾患の治療用の候補薬とされている。こ

のような抗体は、例えば1998年1月14日に公開された欧州特許第817,648号及び19

98年4月3日に出願されたPCT/US 98/06724に記載されている。

      【００２６】

  ある種の細胞により発現する遺伝子の複合体を素早く誘導することができる、

トランスフォーミング発ガン遺伝子を含む、いくつかの他の成長因子及び分裂促

進因子が存在する。Lau及びNathans. Molecular Aspects of Cellular Regulati

on, 6：165-202(1991)。前初期遺伝子又は初期反応遺伝子と命名されているこれ

らの遺伝子は、デノボタンパク質合成と無関係に、成長因子又は分裂促進因子と

接触後数分間で転写的に活性化される。これらの前初期遺伝子のグループは、分

化及び増殖、再生、及び傷治療等の複雑な生物学的プロセスを調整するのに必要

な、分泌性の細胞外タンパク質をコードする。Ryseck等, Cell Growth Differ.,

 2：235-233(1991)。

      【００２７】

  このグループに属する高度に関連したタンパク質には、ｃｅｆ１０(Simmons等

, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86：1178-1182(1989))、血清-又は血小板誘導

成長因子(ＰＤＧＦ)により素早く活性化されるｃｙｒ６１(O'Brien等, Mol. Cel

l. Biol., 10：3569-3577(1990))、トランスフォーミング成長因子β(ＴＧＦ-β

)による活性化後に高レベルでヒト血管内皮細胞により分泌され、ＰＤＧＦ様の

生物学的及び免疫学的活性を示し、特定の細胞表面レセプターに対してＰＤＧＦ

と競合するヒト結合組織成長因子(ＣＴＧＦ)(Bradham等, J. Cell. Biol., 114

：1285-1294(1991))、ｆｉｓｐ-１２(Ryseck等, Cell Growth Differ., 2：235-
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233(1991))、ヒト血管ＩＢＰ-様成長因子(ＶＩＧＦ)(WO96/17931)、及び通常は

成人腎臓細胞に静止され、骨髄芽球-関連-ウイルスＩ型誘発腎芽細胞腫において

過剰発現することが見出されているｎｏｖが含まれる。Joloit等, Mol. Cell. B

iol., 12：10-21(1992)。

      【００２８】

  これらの前初期遺伝子の発現は、成長因子により誘発される事象のカスケード

における「第３のメッセンジャー」として作用する。また、それらは複雑な生物

学的プロセス、例えば分化及び細胞増殖が通常の事象である傷治療を統合及び調

整するのに必要であると考えられている。

  付加的な分裂促進因子として、インシュリン様成長因子結合タンパク質(ＩＧ

ＦＢＰｓ)が、インシュリン様成長因子(ＩＧＦ)と複合体として、線維芽細胞及

び平滑筋細胞表面レセプターへのＩＧＦの結合性を増加させるように刺激するこ

とが示されている。Clemmonsら., J. Clin. Invest., 77: 1548(1986)。様々な

インビトロでのＩＧＦ作用に対するＩＧＦＢＰの阻害効果は、脂肪細胞によるグ

ルコース輸送の刺激、軟骨細胞によるサルフェートの取り込み、及び線維芽細胞

中へのチミジンの取り込みを含む。Zapf等, J. Clin. Invest., 63：1077(1979)

。さらに、正常な細胞での、成長因子媒介性分裂促進因子活性におけるＩＧＦＢ

Ｐの阻害効果が示されている。

      【００２９】

腫瘍壊死因子レセプター及びリガンド

  様々な分子、例えば腫瘍壊死因子－α（「ＴＮＦ－α」）、腫瘍壊死因子－β

（「ＴＮＦ－β」又は「リンホトキシン－α」）、リンホトキシン－β（「ＬＴ

－β」）、ＣＤ３０リガンド、ＣＤ２７リガンド、ＣＤ４０リガンド、ＯＸ－４

０リガンド、４－１ＢＢリガンド、Ａｐｏ－１リガンド（Ｆａｓリガンド又はＣ

Ｄ９５リガンドとも称される）、及びＡｐｏ－２リガンド（トレイル（ＴＲＡＩ

Ｌ）とも称される）が、サイトカインの腫瘍壊死因子（「ＴＮＦ」）ファミリー

のメンバーとして同定された［例えば、Gruss及びDower, Blood, 85:3378-3404(

1995)；Pittiら,  J. Biol. Chem., 271:12687-12690(1996)；Wileyら, Immunit

y, 3:673-682(1995)；Browningら，Cell, 72:847-856(1993)；Armitageら,  Nat
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ure, 357:80-82(1992)、1997年1月16日に公開されたWO97/01633；1997年7月17日

に公開されたWO97/25428］。

      【００３０】

  このようなＴＮＦファミリーサイトカインによる種々の細胞応答の誘導は、そ

れらの特定の細胞レセプターへの結合によって開始されると考えられている。お

よそ５５－ｋＤａ（ＴＮＦＲ１）及び７５－ｋＤａ（ＴＮＦＲ２）の二つの異な

るＴＮＦレセプターが同定され［Hohmanら, J. Biol. Chem., 264:14927-14934(

1989)；Brockhausら, Proc. Natl. Acad. Sci., 87: 3127-3131(1990)；1991年3

月20日に公開された欧州特許第 417,563号］、両レセプター形態と一致するｃＤ

ＮＡが同定され、特徴づけられている［Loesterら, Cell, 61:351(1990)；Schal

lら, Cell, 61: 361(1990)；Smithら, Science, 248: 1019-1023(1990)；Lewis

ら, Proc. Natl. Acad. Sci., 88:2830-2834(1991)；Goodwinら, Mol. Cell. Bi

ol., 11: 3020-3026(1991)］。広範な多形態性が、双方のＴＮＦレセプター遺伝

子に関連している［例えば、Takaoら, Immunogenetics, 37：199-203(1993)を参

照］。双方のＴＮＦＲは細胞外、膜貫通及び細胞内領域を含む細胞表面レセプタ

ーの典形態的な構造を共有する。双方のレセプターの細胞外部分はまた可溶性Ｔ

ＮＦ結合タンパク質として天然に見出される［Nophar, Yら, EMBO J., 9：3269(

1990)；及びKohno, Tら, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 87：8331(1990)］。

更に最近になって、組換え体可溶性ＴＮＦレセプターのクローニングがヘイル(H

ale)らにより報告されている［J. Cell. Biochem. 増補15F, 1991, p.113(P424)

］。

      【００３１】

  １形態及び２形態のＴＮＦＲ(ＴＮＦＲ１及びＴＮＦＲ２)の細胞外部分は、Ｎ

Ｈ２末端から出発して、１～４とされる４つのシステインに富んだドメイン(Ｃ

ＲＤ)の反復アミノ酸配列パターンを含む。各ＣＲＤは約４０のアミノ酸長のも

のであり、良好に保存された位置に４～６のシステイン残基を含んでいる［Scha

llら, 上掲；Loetscherら, 上掲；Smithら, 上掲；Nopharら, 上掲；Kohnoら, 

上掲］。ＴＮＦＲ１において、４つのＣＲＤのおおよその境界は次の通りである

：ＣＲＤ１－１４から約５３までのアミノ酸；ＣＲＤ２－約５４から約９７まで
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のアミノ酸；ＣＲＤ３－約９８から約１３８までのアミノ酸；ＣＲＤ４－約１３

９から約１６７までのアミノ酸。ＴＮＦＲ２において、ＣＲＤ１は、１７から約

５４までのアミノ酸を、ＣＲＤ２は約５５から約９７までのアミノ酸を；ＣＲＤ

３は約９８から約１４０までのアミノ酸を；ＣＲＤ４は約１４１から約１７９ま

でのアミノ酸を含む［Bannerら, Cell, 73：431-435(1993)］。また、リガンド

結合におけるＣＲＤの潜在的な役割は上掲のバナー(Banner)らにより記載されて

いる。

      【００３２】

  ＣＲＤの類似の反復パターンが、ｐ７５神経成長因子レセプター(ＮＧＦＲ)［

Johnsonら, Cell, 47：545(1986)；Radekeら, Nature, 325：593(1987)］、Ｂ細

胞抗原ＣＤ４０［Stamenkovicら, EMBO J., 8：1403(1989)］、Ｔ細胞抗原ＯＸ

４０［Malletら, EMBO J., 9：1063(1990)］及びＦａｓ抗原［上掲のYoneharaら

,及びItohら, Cell, 66:233-243(1991)］を含む幾つかの他の細胞表面タンパク

質に存在している。また、ＣＲＤはショープ(Shope)及び粘液腫ポックスウィル

スの可溶形態ＴＮＦＲ(ｓＴＮＦＲ)様のＴ２タンパク質にも見出されている［Up

tonら, Virology, 160：20-29(1987)；Smithら, Biochem. Biophys. Res. Commu

n., 176：335(1991)；Uptonら, Virology, 184：370(1991)］。これらの配列の

最適なアラインメントは、システイン残基の位置が良好に保存されていることを

示している。これらレセプターは、しばしば集合的に、ＴＮＦ／ＮＧＦレセプタ

ースーパーファミリーのメンバーと称される。ｐ７５ＮＧＦＲに関する最近の研

究では、ＣＲＤ１の欠失［Welcher, A.A.ら, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88

：159-163(1991)］又はこのドメインにおける５-アミノ酸の挿入［Yan. H及びCh

ao, M.V., J. Biol. Chem., 266：12099-12104(1991)］は、ＮＧＦ結合にはほと

んど又は全く影響を持たないことが示されている［Yan. H及びChao, M.V., 上掲

］。ｐ７５ＮＧＦＲはＮＧＦ結合に関与せず、そのＣＲＤ４と膜貫通領域の間に

約６０のアミノ酸のプロリンに富んだ伸展を含む［Peetre, Cら, Eur. J. Hemat

ol.,41：414-419(1988)；Seckinger, Pら, J. Biol. Chem., 264：11966-11973(

1989)；Yan. HとChao, M.V., 上掲］。同様のプロリンに富んだ領域はＴＮＦＲ

２に見出されているが、ＴＮＦＲ１にはない。
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      【００３３】

  リンホトキシン-αを除き、今日までに同定されているＴＮＦファミリーのリ

ガンドはII形態の膜貫通タンパク質であり、そのＣ末端は細胞外にある。これに

対して、今日までに同定されているＴＮＦレセプター(ＴＮＦＲ)ファミリーのレ

セプター類はＩ形態の膜貫通タンパク質である。しかしながら、ＴＮＦリガンド

及びレセプターファミリーの双方において、ファミリーメンバー間で同定された

相同性は、主として細胞外ドメイン(「ＥＣＤ」)において見出されている。ＴＮ

Ｆ-α、Ａｐｏ-１リガンド及びＣＤ４０リガンドを含むＴＮＦファミリーサイト

カインのいくつかは、細胞表面においてタンパク分解的に切断され；各場合に得

られたタンパク質は、典形態的には、可溶性サイトカインとして機能するホモ三

量体分子を形成する。また、ＴＮＦレセプターファミリーのタンパク質は、通常

、タンパク分解的に切断され、同族のサイトカインの阻害剤として機能し得る可

溶性レセプターのＥＣＤを放出する。

  最近になって、ＴＮＦＲファミリーの他のメンバーが同定されている。このよ

うな新たに同定されたＴＮＦＲのメンバーは、ＣＡＲ１、ＨＶＥＭ及びオステオ

プロテゲリン(osteoprotegerin)（ＯＰＧ）［Brojatschら, Cell, 87:845-855 (

1996); Montgomeryら, Cell, 87:427-436 (1996); Marstersら, J.Biol.Chem., 

272:14029-14032 (1997); Simonetら, Cell, 89:309-319 (1997)］を含む。上掲

のシモネット(Simonet)らは、他の周知のＴＮＦＲ様分子とは異なり、ＯＰＧは

疎水性の膜貫通－スパンニング配列を含まないと報告している。下記にて検討さ

れているように、ＯＰＧはおとりレセプターのように作用すると考えられている

。

      【００３４】

  さらに、ＴＮＦ／ＮＧＦレセプターファミリーの新規なメンバーがマウスにお

いて同定され、レセプターは、「糖質コルチコイド誘発腫瘍壊死因子レセプター

ファミリー関連遺伝子」に対して「ＧＩＴＲ」と命名された［Nocentiniら, Pro

c. Natl. Acad. Sci. USA 94: 6216-6221 (1997)］。マウスＧＩＴＲレセプター

は２２８アミノ酸のＩ形態膜貫通タンパク質であり、胸腺、脾臓及びリンパ節か

らの正常マウスＴリンパ球において発現される。マウスＧＩＴＲレセプターの発
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現は、抗-ＣＤ３抗体、ＣｏｎＡ又はホルボール１２-ミリステート１３-アセテ

ートでの活性化の際にＴリンパ球で誘発される。筆者は、ＧＩＴＲレセプターが

Ｔ細胞レセプター媒介細胞死の調節に関与していると考えている。

  マースターズ(Marsters)ら，Curr. Biol., 6：750(1996)において、研究者は

、細胞外のシステインに富んだ反復においてＴＮＦＲファミリーに対して類似性

を示し、細胞質死亡ドメイン配列を含む点でＴＮＦＲ１及びＣＤ９５に似ている

、Ａｐｏ-３と称されるヒトのポリペプチド全長天然配列を開示している［Marst

ersら, Curr. Biol., 6：1669(1996)も参照されたい］。他の研究者によれば、

Ａｐｏ-３は、ＤＲ３、ｗｓｌ-１及びＴＲＡＭＰとも称されている［Chinnaiyan

ら, Science, 274：990(1996)；Kitsonら, Nature, 384：372(1996)；Bodmerら,

 Immunity, 6：79(1997)］。

      【００３５】

  パン(pan)らは、「ＤＲ４」と称される他のＴＮＦレセプターファミリーのメ

ンバーを開示している［Panら, Science, 276：111-113(1997)］。ＤＲ４は細胞

自殺器を活動させることにできる細胞内死亡ドメインを含むと報告された。パン

らは、ＤＲ４がＡｐｏ-２リガンド又はＴＲＡＩＬとして知られるリガンドのレ

セプターであると考えられることを開示している。

  シェリダン(Sheridan)ら, Science, 277: 818-821 (1997)及びパンら, Scienc

e, 277: 815-818 (1997)においては、Ａｐｏ-２リガンド（ＴＲＡＩＬ）に対す

るレセプターと思われる他の分子が記載されている。この分子は、ＤＲ５と呼ば

れる（あるいは、Ａｐｏ-２とも呼ばれる）。ＤＲ４と同様に、ＤＲ５は細胞内

死亡ドメインを含み、アポトーシスをシグナル伝達可能であると報告されている

。

  シェリダン(Sheridan)らにおいて、ＤｃＲ１（あるいは、Ａｐｏ-２ＤｃＲ）

と称されるレセプターがＡｐｏ-２リガンド（ＴＲＡＩＬ）に対するレセプター

の潜在的なおとりレセプターであることが開示される。シェリダン(Sheridan)ら

は、ＤｃＲ１がインビトロでＡｐｏ-２リガンド機能を抑制することができるこ

とを報告している。また、ＴＲＩＤと称されるおとりレセプターでの開示のため

の上掲パン(のPan)ら参照。
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  サイトカイン及びそれらのレセプターのＴＮＦファミリーについては、上掲の

グラス(Gruss)とドワー(Dower)参照。

      【００３６】

さらなる治療の必要性

  多くの病気及び疾患における血管内皮細胞の成長及び血管形成の役割に鑑みる

と、これらのプロセスに起因する一又は複数の生物学的影響を低減又は抑制する

手段を有していることが好ましい。また、正常及び病気の状態、特にガンにおい

て病原性ポリペプチドの存在を検査する手段を有していることも望ましい。さら

に、特定の側面では、心臓肥大の治療には一般的に適用できる治療法がないので

、心臓ミオサイト肥大を防止又は低減可能な因子を同定することは、病態生理学

的な心臓成長を阻害するための新規な治療方策の開発において非常に重要である

。様々な心臓血管及び発癌遺伝子疾患のためのいくつかの治療様式が存在するが

、さらなる治療的アプローチがなお必要とされている。

      【００３７】

(発明の概要)

  従って、本発明は、哺乳類における血管形成及び／又は心血管形成を促進又は

阻害するための組成物及び方法に関する。出願人は新規なポリペプチドをコード

するｃＤＮＡクローンを同定し、ここで該ポリペプチドは当出願人により「ＰＲ

Ｏ３６４」及び「ＰＲＯ１７５」と称される。これらの新規なタンパク質は、任

意の生物活性の促進及び抑制を試験する様々な血管新生アッセイにおいてポジテ

ィブと試験された。従って、血管形成の促進又は抑制、血管内皮細胞の成長又は

増殖の刺激、腫瘍成長の抑制、血管形成依存性組織成長の抑制の治療等の効果が

望まれているところでは、当該タンパク質は疾患の診断及び／又は治療(予防を

含む)に有用な薬剤であると考えられる。

      【００３８】

  一実施態様において、本発明は製薬的に許容される担体と混合されてＰＲＯ３

６４(ｈＧＩＴＲ)ポリペプチドを含む組成物を提供する。他の様態では、本発明

は製薬的に許容される担体と混合されてＰＲＯ１７５(ｈＧＩＴＲＬ又はＧＬＩ

ＴＴＥＲ)ポリペプチドを含む組成物を提供する。一態様では、組成物は治療的
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有効量のどちらか又は両方のポリペプチドを含有する。他の態様では、組成物は

さらなる活性成分、すなわち、心臓血管、内皮又は血管形成剤又は血管新生抑制

剤、好ましくは血管形成又は血管新生抑制薬を含有する。好ましくは組成物は無

菌である。ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドは、液状の製薬調製物の

形態で投与することができ、これは、貯蔵安定性が延びるように保存できる。保

存された液状の製薬調製物は複数回投与用のＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリ

ペプチドを含有していてもよく、よって繰り返し使用に適している。

      【００３９】

  さらなる実施態様において、本発明は、担体と治療的有効量のＰＲＯ３６４又

はＰＲＯ１７５ポリペプチドとを混合して含む、心臓血管、内皮、及び血管形成

疾患の治療に有用なこのような組成物の調製方法を提供する。

  またさらなる態様において、本発明は：

  (ａ)治療的有効量のＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドを含有するこ

のような組成物；

  (ｂ)該組成物を収容する容器；及び

  (ｃ)心臓血管、内皮又は血管形成疾患の治療における該ＰＲＯ３６４又はＰＲ

Ｏ１７５ポリペプチドの使用を記した、該容器に添付されるラベル又は当該医薬

品に収納される包装挿入物を具備する医薬品を提供する。

  また更なる態様では、本発明は、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド

核酸配列の突然変異に関連する疾患又は疾患に対する感受性を診断する方法にお

いて：

  (ａ)宿主に由来する試料からのＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドを

コードする核酸配列を単離し；及び

  (ｂ)ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド核酸配列の突然変異を決定す

ることを含む方法を提供する。

  また更なる態様において、本発明は、宿主に由来する試料のＰＲＯ３６４又は

ＰＲＯ１７５ポリペプチドの存在を分析することを含む診断方法を提供する。

      【００４０】

  また他の態様において、本発明は、哺乳動物における心臓血管、内皮、及び血
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管形成疾患を診断する方法であって、(ａ)哺乳動物から得た組織細胞の試験試料

、及び(ｂ)同じ細胞型の既知の正常組織細胞のコントロール試料におけるＰＲＯ

３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドをコードする遺伝子の発現レベルを分析す

ることを含み、試験試料中の発現レベルの高低が、試験組織を得た哺乳動物にお

ける心臓血管、内皮、及び血管形成疾患の存在を示す方法に関する。

  さらに他の実施態様では、本発明は、哺乳動物における心臓血管、内皮又は血

管形成疾患を治療する方法であって、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチ

ドの有効量を当該哺乳動物に投与することを含む方法に関する。好ましくは、疾

患は心臓肥大、創傷又は火傷などの外傷、又は癌の一型である。さらなる態様で

は、心臓血管、内皮、及び血管形成疾患が癌の一型であるならば、哺乳動物は、

血管形成術、又は心臓血管、内皮、及び血管形成疾患を治療するための薬剤、例

えばＡＣＥ阻害剤、又は化学療法剤にさらに暴露される。好ましくは哺乳動物は

ヒト、好ましくは心臓肥大を起こす危険性のあるヒト、より好ましくは心筋梗塞

を罹患しているヒトである。

  他の好ましい態様において、心臓肥大は、ＰＧＦ２αレベルの上昇が存在する

ことにより特徴付けられる。あるいは、心臓肥大は心筋梗塞により誘発され、こ

こで、好ましくはＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドの投与は、心筋梗

塞に続いて４８時間、好ましくは２４時間以内に開始される。

      【００４１】

  他の好ましい実施態様において、心臓血管、内皮、及び血管形成疾患は心臓肥

大であり、前記ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドは心臓血管、内皮又

は血管形成剤と共に投与される。この目的のために好ましい心臓血管、内皮又は

血管形成剤は、抗高血圧薬、ＡＣＥ阻害剤、エンドセリンレセプターアンタゴニ

スト及び血栓溶解剤からなる群から選択される。血栓溶解剤が投与される場合、

好ましくは、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドはこのような薬剤の投

与後に投与される。より好ましくは、血栓溶解剤は組換えヒト組織プラスミノー

ゲンアクチベータである。

  他の好ましい態様において、心臓血管、内皮、及び血管形成疾患は心臓肥大で

あり、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドは急性心筋梗塞の治療のため
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の一次血管形成術に続いて投与され、ここで好ましくは、当該哺乳動物は血管形

成術又は心臓血管、内皮又は血管形成剤にさらに暴露される。

  他の好ましい実施態様において、心臓血管、内皮、及び血管形成疾患は癌であ

り、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドは化学療法剤、成長阻害剤、又

は細胞毒性薬と組合せて投与される。

      【００４２】

  他の実施態様において、本発明は、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチ

ドのアゴニストを同定する方法であって、

  (ａ)細胞とスクリーニングすべき化合物とを、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５

による細胞増殖の刺激に適した条件下で接触させ；

  (ｂ)化合物が有効なアゴニストであるかを決定するために細胞の増殖を測定す

ることを含む方法を提供する。

  (ｃ)さらに本発明は前記方法により同定されたＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５

ポリペプチドのアゴニストを供給する。

  他の実施態様では、本発明は、候補化合物をＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポ

リペプチドとを、該化合物とポリペプチドが相互作用するのに十分な条件及び時

間で接触させることを含む、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドの発現

又は活性を阻害する化合物の同定方法を提供する。特に好ましい態様では、候補

化合物又はＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドのいずれかが固体支持体

に固定化される。他の好ましい態様では、非固定化成分が検出可能な標識を担持

する。好ましくは、この方法は：

  (ａ)細胞とスクリーニングすべき化合物とを、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５

ポリペプチドの存在下で、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドによる細

胞増殖の誘発に適した条件下で接触させ；

  (ｂ)細胞増殖の誘発を測定して、化合物が有効なアンタゴニストであるか否か

を決定する工程を含む。

  また更なる実施態様では、本発明は、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプ

チドの発現又は活性を阻害する化合物、例えば上記方法により同定される化合物

を提供する。
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  更なる実施態様では、本発明は、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド

に対するアンタゴニストの治療的有効量を哺乳動物に投与することを含む、哺乳

動物における心臓血管、内皮、及び血管形成疾患を治療する方法に関する。好ま

しくは、心臓血管、内皮、及び血管形成疾患は、心臓肥大、外傷、癌、又は加齢

性黄斑変性である。また好ましくは、哺乳動物はヒトであり、血管形成又は血管

新生抑制剤の効果的有効量をアンタゴニストと併せて投与する。

      【００４３】

  ＰＲＯ３６４又は１７５ポリペプチドの一又は複数の機能又は活性を阻害する

ＰＲＯ３６４又は１７５ポリペプチドのアンタゴニストの一種は抗体である。よ

って、他の態様では、本発明はＰＲＯ３６４又は１７５ポリペプチドに結合する

単離された抗体を提供する。さらに、本発明はＰＲＯ３６４又は１７５ポリペプ

チドに結合する単離された抗体を提供する。好ましい態様において、抗体はモノ

クローナル抗体であり、好ましくは非ヒト相補性決定領域(ＣＤＲ)残基及びヒト

フレームワーク領域(ＦＲ)残基を有する。抗体は標識され、固体支持体上に固定

化されていてもよい。さらなる態様では、抗体は抗体断片、一本鎖抗体、又は抗

-イディオタイプ抗体である。

  他の実施態様では、本発明は、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドを

含有すると推測される細胞を抗-ＰＲＯ３６４又は-ＰＲＯ１７５抗体に暴露し、

前記抗体の前記細胞への結合を測定することを含む、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１

７５ポリペプチドの存在を測定する方法を提供する。

  また更なる実施態様では、本発明は、(ａ)該哺乳動物から得た組織細胞の試験

試料を抗-ＰＲＯ３６４又は-ＰＲＯ１７５抗体と接触させ、そして(ｂ)試験試料

中での抗-ＰＲＯ３６４又は-ＰＲＯ１７５抗体とＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５

ポリペプチドとの複合体形成を検出することを含む、哺乳動物における心臓血管

、内皮又は血管形成疾患を診断する方法を提供する。質的または量的に検出され

、同じ細胞型の既知の通常組織細胞のコントロールサンプルにおける複合体形成

のモニタリングと比較して実施されうる。試験サンプルで形成される複合体の量

の大小は、試験組織細胞を得た哺乳動物の心臓血管、内皮、及び血管形成機能障

害の存在を示す。抗体は、好ましくは検出可能な標識を担持する。複合体形成は
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、例えば光学顕微鏡、フローサイトメトリー、蛍光定量法、又は当該分野で既知

の他の技術によりモニターすることができる。試験試料は、通常心臓血管、内皮

、及び血管形成疾患を有すると推測される個体から得られる。

  更なる実施態様では、本発明は抗-ＰＲＯ３６４又は-ＰＲＯ１７５抗体と担体

とを適切な包装内に含む、癌の診断キットを提供する。好ましくは該キットは、

ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドを検出するための前記抗体の使用説

明を更に含む。好ましくは担体は、例えばバッファーである。

  更なる実施態様では、本発明は：

容器；

容器上のラベル；及び

容器内に収容された抗-ＰＲＯ-３６４又は-１７５抗体を含む組成物を含む製造

品を提供し、容器上の該ラベルに該組成物が心臓血管、内皮、及び血管形成疾患

を治療するために使用することができることを示す。

      【００４４】

  また他の実施態様では、本発明は、抗-ＰＲＯ３６４又は-ＰＲＯ１７５抗体の

治療的有効量を哺乳動物に投与することを含む、哺乳動物においてＰＲＯ３６４

又はＰＲＯ１７５ポリペプチドにより誘発される血管形成を抑制する方法を提供

する。好ましくは、哺乳動物はヒトであり、更に好ましくは哺乳動物が腫瘍又は

網膜疾患を有する。

  またさらなる実施態様において、本発明は、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポ

リペプチドをコードする遺伝子を哺乳動物に投与することを含む、心臓血管、内

皮又は血管形成疾患を患っている哺乳動物の心臓血管、内皮、及び血管形成疾患

の治療方法を提供する。好ましい実施態様において哺乳動物はヒトである。他の

好ましい実施態様において、遺伝子は、エキソビボの遺伝子治療を介して投与さ

れる。さらなる好ましい実施態様において、遺伝子はベクター、より好ましくは

アデノウイルス、アデノ関連ウイルス、レンチウイルス、又はレトロウイルスベ

クター内に包含される。

  また、他の態様では、本発明は、本質的にプロモーター、ＰＲＯ３６５又はＰ

ＲＯ１７５ポリペプチドをコードする核酸、及びポリペプチドの細胞分泌のシグ
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ナル配列からなるレトロウィルスベクターを含む組換えレトロウィルス粒子を提

供し、ここでのレトロウィルスベクターはレトロウィルス構造タンパク質と結合

している。好ましくはシグナル配列は哺乳動物由来、例えば、天然のＰＲＯ３６

４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド由来である。

  また、さらなる実施態様において、本発明は、レトロウイルス構造タンパク質

を発現する核酸構造体を含有し、また、プロモータ、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１

７５ポリペプチドをコードする核酸分子、及びポリペプチドの細胞分泌のための

シグナル配列から本質的になるレトロウイルスベクターも含有するエキソビボ産

生細胞(producer cell)を提供し、ここで当該産生細胞は、組換えレトロウイル

ス粒子を生産する構造タンパク質を付随するレトロウイルスベクターを提供する

。

      【００４５】

(発明の詳細な記載)

１．  定義

  「心臓血管、内皮、及び血管形成疾患」、及び「心臓血管、内皮、及び血管形

成機能不全」という用語は相互交換可能に使用され、真性糖尿病等の血管に影響

を及ぼす全身疾患、並びに血管、例えば動脈、毛細管、静脈、及び／又はリンパ

管それ自体の病気の一部を指す。これには、血管形成及び／又は心血管形成を刺

激する徴候、及び血管形成及び／又は心血管形成を阻害する徴候が含まれている

。このような疾患には、例えば動脈の病気、例えばアテローム性動脈硬化、高血

圧、炎症性脈管炎、レーノー病及びレーノー現象、動脈瘤、及び動脈再狭窄；静

脈及びリンパ管の疾患、例えば血栓静脈炎、リンパ管炎、及びリンパ浮腫；及び

他の血管疾患、例えば末梢血管病、癌、例えば血管腫瘍、例えば血管腫(毛細管

及び海綿状)、グロムス腫瘍、毛細管拡張症、細菌性血管腫症、血管内皮腫、血

管肉腫、血管外皮細胞腫、カポジ肉腫、リンパ管腫、及びリンパ管肉腫、腫瘍血

管形成、外傷、例えば創傷、火傷、及び他に損傷を被った組織、移植固定、瘢痕

化、虚血再潅流傷害、慢性関節リュウマチ、脳血管の病気、腎臓病、例えば急性

腎不全、及び骨粗鬆症が含まれる。また、アンギナ（狭心症）、心筋梗塞、例え

ば急性心筋梗塞、心臓肥大、及び心不全、例えばＣＨＦも含まれる。
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      【００４６】

  ここで使用される場合の「肥大」とは、腫瘍形成に関与しない正常な成長とは

無関係に組織又は構造体の大きさが増加することとして定義される。器官又は組

織の肥大は個々の細胞の大きさの増加(真性肥大)、又は組織を形成する細胞数の

増加(過形成)、又はその両方のいずれかによる。ある種の器官、例えば心臓は誕

生後、短い期間で分割能力を失う。従って、「心臓肥大」は心臓の大きさが増加

するものとして定義され、成人においては、細胞分割が付随することなのない、

収縮性タンパク質の含有量とミオサイトの細胞サイズの増加により特徴付けられ

る。肥大を刺激する原因となるストレスの特徴(例えば、プレロードの増加、ア

フターロードの増加、心筋梗塞の場合と同様のミオサイトの損失、収縮性の一次

低下)が、反応の性質の決定において重要な役割を担っていることは明らかであ

る。心臓肥大の初期段階は、通常、ミオフィブリルとミトコンドリアのサイズの

増加、並びにミトコンドリアと核の拡大により形態学的に特徴付けられる。この

段階において、筋細胞は正常なものよりもより大きくなり、細胞組織はかなり保

存される。心臓肥大の段階がさらに進行すると、特定のオルガネラ、例えばミト

コンドリアの数及びサイズが優先的に増加し、新規の収縮エレメントは不規則な

方法で、細胞の局在領域に添加される。長年にわたって肥大を被っている細胞は

、隣接するミオフィブリルを置換し、正常なＺ膜レジストレーションの破壊を引

き起こす、高度に分葉された膜を有する、かなり拡大した核を含む、細胞組織体

におけるより明らかな分裂を示す。「心臓肥大」という用語は、根底にある心疾

患に関係なく、心筋の種々の度合いの構造的ダメージにより特徴付けられる病状

の進行における全ての段階を含むように使用される。よって、その用語は、心臓

肥大の発達における生理学的病状、例えば血圧の上昇、大動脈狭窄、又は心筋梗

塞も含む。

      【００４７】

  「心不全」は、心臓が代謝中の組織の要求が必要とする速さで血液を送らない

心機能の異常を指す。心不全は虚血、先天的、リュウマチ性又は特発的形態を含

む多くの因子が原因となり得る。

  「鬱血性心不全」(ＣＨＦ)は、末梢組織まで酸素化された血液を送達させるた
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めに、十分な心拍出量(経時的に心臓により押し出される血液量)を供給すること

のできない心臓の進行性の病状である。ＣＨＦが進行すると、構造的及び血行力

学的ダメージが生じる。これらのダメージは色々と現れ、一つの特徴的徴候は心

室肥大である。ＣＨＦは多くの心疾患の共通した最終結果である。

      【００４８】

  「心筋梗塞」は、しばしば多重冠動脈血栓症を伴う、冠動脈のアテローム性動

脈硬化の結果であると一般的にされている。それは、２つのタイプ：心室壁の全

厚みにわたって心筋壊死がある壁内梗塞、及び心室壁を通って心外膜に至る全て

の経路に伸長することなく、壊死が内皮下層、心筋壁内、又はその両方にある副

心内膜(非壁内)梗塞に分けることができる。心筋梗塞は血行力学的影響の変化と

心臓のダメージを受けた、及び健康な領域における構造の変化の両方に原因があ

ることが知られている。よって、例えば心筋梗塞により心臓の最大流出量及び心

臓鼓動容量が低減する。また、心筋梗塞に関連して、間隙に生じるＤＮＡ合成が

刺激され、影響を受けていない心臓領域におけるコラーゲンの形成が増加する。

      【００４９】

  長期間にわたる高血圧において、心臓のストレス及び圧力が増加する結果、例

えば全末梢耐性が増加して、心臓肥大は長期間「高血圧」を付随するようになる

。慢性的に圧力が加わる結果で肥大した心室の特徴は、心拡張の実行が損なわれ

ることである。Fouad等, J. Am. Coll. Cardiol., 4：1500-1506(1984)；Smith

等, J. Am. Coll. Cardiol., 5：869-874(1985)。長期間にわたる左心室の弛緩

には、心収縮機能が正常又は通常ではないのにかかわらず、早くに本能性高血圧

がみられた。Hartford等,Hypertension, 6: 329-338(1984)。しかし、血圧レベ

ルと心臓肥大との間は平行して近接していない。ヒトにおいて、抗高血圧治療に

応じた左心室機能の改善は報告されているが、利尿薬(ヒドロクロロチアジド)、

β-ブロッカー(プレパノロール)、又はカルシウムチャンネルブロッカー(ジルチ

アゼム)で治療している患者は、心拡張機能が改善されることなく左心室肥大へ

の逆戻りがみられる。Inouye等, Am. J. Cardiol., 53：1583-7(1984)。

      【００５０】

  心臓肥大に関連した他の複合的心疾患は「肥大性心筋症」である。この病状は
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形態学的、機能的及び臨床的特性が非常に多様であること(Maron等, N. Engl. J

. Med., 316：780-789(1987)；Spirito等, N. Engl. J. Med., 320：749-755(19

89)；Louie及びEdwards, Prog. Cardiovasc. Dis., 36：275-308(1994)；Wigle

等, Circulation, 92：1680-1692(1995))、全年齢の患者を悩ます事実により強

調される異種性により特徴付けられる。Spirito等, N. Engl. J. Med., 336：77

5-785(1997)。また、肥大心筋症の原因となる要因は多様であり、ほとんど理解

されていない。一般的に、サルコメアタンパク質をコードする遺伝子における変

異が肥大性心筋症に関与している。近年のデータでは、β-ミオシン重鎖変異が

、家族性肥大性心筋症の原因の約３０から４０パーセントであると計測されてい

ることを示唆している。Watkins等, N. Engl. J. Med., 326：1108-1114(1992)

；Schwartz等, Circulation, 91：532-540(1995)；Marian及びRoberts,  Circul

ation, 92：1336-1347(1995)；Thierfelder等, Cell, 77：701-712(1994)；Watk

ins等, Nat. Gen., 11：434-437(1995)。β-ミオシン重鎖の他にも、他の位置の

遺伝子変異に、心臓トロポニンＴ、アルファトポミオシン、心臓ミオシン結合プ

ロテインＣ、必須ミオシン軽鎖、及び調節性ミオシン軽鎖が含まれる。Malik及

びWatkins, Curr. Opin. Cardiol., 12：295-302(1997)を参照されたい。

      【００５１】

  上弁「大動脈狭窄」は、上行大動脈が狭くなることにより特徴付けられる遺伝

性血管疾患であるが、肺動脈を含む他の動脈もさらに影響をうけるおそれがある

。未治療の大動脈狭窄では、心内圧力が増加し、結果として心臓肥大が生じ、実

際には心不全及び死に至る。この疾患の病因は十分には理解されていないが、中

間平滑筋の過形成可能性及び肥大はこの疾患の顕著な特徴である。エラスチン遺

伝子の分子変異体が大動脈狭窄の発現及び病因に関与していることが、1997年7

月22日発行の米国特許第5,650,282号に報告されている。

  「心臓弁逆流」は心臓弁の疾患の結果による心臓病の結果として生じる。リュ

ウマチ熱のような種々の病気は、弁オリフィスの収縮又は引っ張りを引き起こす

ものであるが、他の病気は、心内膜炎、心内膜又は心房オリフィスの内側の膜の

炎症、及び心臓の手術による。欠損、例えば弁狭窄又は弁の欠損近接により、心

臓腔における血液の蓄積、又は弁を通過しての血液の逆流が生じる。弁狭窄又は
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不全を長期間治癒しないと、心臓肥大や心筋に関連したダメージを被る結果とな

り、最終的には弁の交換が必要となる。

  これら全て、及び心臓肥大が付随してもしなくてもよい他の心臓血管、内皮及

び血管形成疾患の治療が本発明に含まれる。

      【００５２】

  「癌」、「癌性」及び「悪性」なる用語は、典型的には調節されない細胞成長

を特徴とする、哺乳動物における生理学的状態を指すか記述する。癌の例には、

これらに限定されるものではないが、腺癌、リンパ腫、芽細胞腫、黒色腫、肉腫

、及び白血病が含まれる。このような癌のより特定の例には、扁平上皮細胞癌、

小細胞肺癌、非小細胞肺癌、胃癌、ホジキン及び非ホジキンリンパ腫、膵臓癌、

神経膠芽細胞腫、子宮頸癌、卵巣癌、肝臓癌、例えば肝癌(hepatic carcinoma)

及び肝細胞腫(hepatoma)、膀胱癌、乳癌、大腸癌、結腸直腸癌、子宮体癌、唾液

腺癌、腎細胞癌及びウィルムス腫瘍等の腎臓癌、基底細胞癌、黒色腫、前立腺癌

、産卵口癌、甲状腺癌、精巣癌、食道癌、及び様々な種類の頭部及び頸部の癌が

含まれる。ここでの治療に好適な癌は乳癌、大腸癌、肺癌、黒色腫、卵巣癌及び

上述した血管腫瘍を含むものである。

      【００５３】

  ここで用いられる「細胞毒性薬」という用語は、細胞の機能を阻害又は阻止し

及び／又は細胞破壊を生ずる物質を指す。この用語は、放射性同位体(例えば、1

31Ｉ、125Ｉ、90Ｙ及び186Ｒｅ)、化学治療薬、及び細菌、真菌、植物又は動物

起源の酵素活性毒素等の毒素、又はそれらの断片を含むことを意図する。

  「化学治療薬」は、癌の治療に有用な化学化合物である。化学治療薬の例には

、アルキル化剤、葉酸アンタゴニスト、核酸代謝の抗-代謝産物、抗生物質、ピ

リミジン類似物、５-フルオロウラシル、シスプラチン、プリンヌクレオシド、

アミン類、アミノ酸、トリアゾールヌクレオシド、又はコルチコステロイド類が

含まれる。特定の例には、アドリアマイシン、ドキソルビシン、５-フルオロウ

ラシル、シトシンアラビノシド(「Ａｒａ-Ｃ」)、シクロホスファミド、チオテ

パ、ブスルファン、サイトキシン、タキソール、トキソテア、メトトレキセート

、シスプラチン、メルファラン、ビンブラスチン、ブレオマイシン、エトポシド



(33) 特表２００３－５０４３４３

、イフォスファミド、マイトマイシンＣ、ミトキサントン、ビンクリスチン、ビ

ノレルビン、カルボプラチン、テニポシド、ダウノマイシン、カルミノマイシン

、アミノプテリン、ダクチノマイシン、マイトマイシン、エスペラマイシン(米

国特許第4,675,187号参照)、メルファラン及び関連するナイトロジェンマスター

ドを含む。また、タモキシフェン及びオナプリストン等の腫瘍に対するホルモン

作用を調節又は阻害するように機能するホルモン薬もこの定義に含まれる。

      【００５４】

  「成長阻害薬」は、ここで用いられる場合、インビトロ又はインビボで、細胞

、例えばＷｎｔ-過剰発現癌細胞の成長を阻害する化合物又は組成物を指す。す

なわち、成長阻害薬は、Ｓ相における悪性細胞のパーセンテージをかなり低減さ

せるものである。成長阻害薬の例は、細胞周期の進行を(Ｓ相以外の位置で)阻止

する薬剤、例えば、Ｇ１停止及びＭ相停止を誘発する薬剤を含む。古典的なＭ相

ブロッカーは、ビンカス(ビンクリスチン及びビンブラスチン)、タキソール、及

びトポＩＩ阻害剤、例えばドキソルビシン、ダウノルビシン、エトポシド、及び

ブレオマイシンを含む。Ｇ１停止させるこれらの薬剤は、Ｓ相停止にも波及し、

例えば、ＤＮＡアルキル化剤、例えばタモキシフェン、プレドニソン、ダカルバ

ジン、メクロレタミン、シスプラチン、メトトレキセート、５-フルオロウラシ

ル及びＡｒａ-Ｃである。さらなる情報は、The Molecular Basis of Cancer, Me

ndelsohn及びIsrael,編集, Chapter 1, Murakamiらによる表題「Cell cycle reg

ulation, oncogenes, and antineoplastic drugs」(WB Saunders: Philadelphia

, 1995)、特に13頁に見出される。さらなる例には、腫瘍壊死因子(ＴＮＦ)、酸

性又は塩基性ＦＧＦ又は肝実質細胞成長因子(ＨＧＦ)の血管形成活性を阻害又は

中和可能な抗体、組織因子の凝固活性を阻害又は中和可能な抗体、プロテインＣ

又はプロテインＳ(1991年2月21日に公開されたWO91/01753を参照されたい)、又

はＨＥＲ２レセプターに結合可能な抗体(WO89/06692)、例えば４Ｄ５抗体(及び

それらの機能的等価物)(例えばWO92/22653)が含まれる。

      【００５５】

  「治療」とは、心臓血管、内皮及び血管形成疾患の病的状態の進行又は改変の

防止を意図して行われる。治療の概念は最も広い意味に使用され、任意の段階の
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心臓血管、内皮及び血管形成疾患の防止(予防)、緩和、低減、及び治癒を特に含

む。従って、「治療」は治癒的処置、及び予防的又は防止的手段の両方を指し、

患者は心臓血管、内皮及び血管形成疾患、例えば肥大を防止又は遅延化させられ

る。治療が必要なものとは、既に疾患に罹っているもの、並びに疾患に罹りやす

いもの又は疾患が防止されているものを含む。疾患は、特発症、心栄養性(cardi

otrophic)、又は筋栄養性の原因、又は虚血又は虚血発作、例えば心筋梗塞を含

む、任意の原因の結果によるものである。

  「慢性」投与とは、急性の態様とは異なり連続的な形で薬剤を投与し、初期の

効果、例えば抗肥大効果を長時間にわたって維持することを指す。

  治療の目的のための「哺乳動物」は、ヒト、家庭及び農業用動物、及び動物園

、スポーツ、又はペット動物、例えばイヌ、ウマ、ネコ、ウシ、ヒツジ、ブタな

どを含む哺乳類に分類される任意の動物を指す。好ましくは、哺乳動物はヒトで

ある。

  一又は複数のさらなる治療薬と「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。

      【００５６】

  「心臓血管、内皮又は血管形成薬」なる用語は、一般的に、心臓血管、内皮及

び血管形成疾患の治療に作用する任意の薬剤を指す。心臓血管剤の例は、血圧、

心拍数、心収縮、及び内皮及び平滑筋の生物学を調節する血管ホメオスタシスを

促進するもので、全因子は心臓血管病における役割を有している。これらの特定

の例には、アンギオテンシン-ＩＩレセプターアンタゴニスト：エンドセリンレ

セプターアンタゴニスト、例えばBOSENTANTM及びMOXONODINTM、インターフェロ

ン-ガンマ(ＩＦＮ-γ)；des-アスパラタート-アンギオテンシンＩ：血栓溶解剤

、例えばストレプトキナーゼ、ウロキナーゼ、ｔ-ＰＡ、及び半減期がより長く

、非常に高いフィブリン特異性を有するように設計されたｔ-ＰＡ変異体、ＴＮ

Ｋ-ｔ-ＰＡ(Ｔ１０３Ｎ、Ｎ１１７Ｑ、ＫＨＲＲ(296-299)ＡＡＡＡｔ-ＰＡ変異

体, Keyt等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91：3670-3674(1994))：強心薬又は

昇圧薬、例えばジゴキシゲニン、及びβ-アドレナリン様レセプターブロック剤

、例えばプロプラノロール、チモロール、タータロロール、カルテオロール、ナ
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ドロール、ベタキソロール、ペンブトロール、アセトブトロール、アテノロール

、メトプロロール、及びカーベジルロール；アンギオテンシン転換酵素(ＡＣＥ)

阻害剤、例えばクイナピリル、カプトプリル、エナラプリル、ラミプリル、ベナ

ゼプリル、フォシノプリル、及びリシノプリル；ジウレティクス、例えばクロロ

チアザイド、ヒドロクロロチアザイド、ヒドロフルメタザイド、メチルクロチア

ザイド、ベンズチアザイド、ジクロロフェナミド、アセタゾラミド、及びインダ

パミド；及びカルシウムチャンネルブロッカー、例えばジルチアゼム、ニフェジ

ピン、ベラパミル、ニカルジピンが含まれる。この種の好ましい一カテゴリーは

、心臓肥大、又は心臓肥大の進行における生理学的状態、例えば血圧の上昇、大

動脈狭窄又は心筋梗塞の治療に使用される治療薬である。

      【００５７】

  「血管形成剤」及び「内皮薬」は、血管形成及び／又は内皮細胞の成長、又は

適切であるならば管形成を促進する活性剤である。これには、傷の治癒を促進す

る因子、例えば成長ホルモン、インシュリン様成長因子-Ｉ(ＩＧＦ-Ｉ)、ＶＥＧ

Ｆ、ＶＩＧＦ、ＰＤＧＦ、表皮成長因子(ＥＧＦ)、ＣＴＧＦ及びそのファミリー

のメンバー、ＦＧＦ、及びＴＧＦ-α及びＴＧＦ-βが含まれる。

  「血管新生抑制剤」は血管形成又は管形成を阻害、又は癌細胞の成長を阻害又

は防止する活性剤である。例には、上述した血管形成剤の抗体又は他のアンタゴ

ニスト、例えばＶＥＧＦに対する抗体が含まれる。さらに、細胞治療薬、例えば

細胞毒性薬、化学治療薬、成長阻害薬、アポトーシス薬、及び癌を治療する他の

薬剤、例えば抗-ＨＥＲ-２、抗-ＣＤ２０、及び生物活性及び有機化学薬が含ま

れる。

      【００５８】

  本発明における薬理学的意味で、活性剤、例えばＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７

５ポリペプチド、又はそれらのアンタゴニストの「治療的有効量」とは、心臓血

管、内皮、及び血管形成疾患の治療に有効な量を指すものである。

  ここで用いられる用語「ＰＲＯ３６４ポリペプチド」は、天然由来のＰＲＯ３

６４（配列番号：３）ポリペプチドと同一のアミノ酸配列を有する天然配列ＰＲ

Ｏ３６４ポリペプチドを意図して使用される。このような天然配列ＰＲＯ３６４
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ポリペプチドは、天然のものから単離することもできるし、組換え又は合成手段

により生産することもできる。該用語には、特に、ＰＲＯ３６４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等を含む可溶性形態)、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ＰＲＯ３６４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。ここで使用される場合

の「ＰＲＯ３６４ポリペプチド」及び「ＰＲＯ３６４」は、文献で「ＧＩＴＲ」

と称される同じポリペプチドを指す。本発明の一実施態様において、天然配列Ｐ

ＲＯ３６４ポリペプチドはＦｉｇ１のアミノ酸１から２４１（配列番号：３）を

含む成熟又は全長天然配列ＰＲＯ３６４ポリペプチドである。更なる実施態様で

は、Ｆｉｇ２（配列番号：３）のアミノ酸２６－２４１を含むＰＲＯ３６４ポリ

ペプチドを指す。本発明の他の実施態様において、天然配列ＰＲＯ３６４ポリペ

プチドは全長ＰＲＯ３６４タンパク質の細胞外ドメイン配列であり、Ｆｉｇ２（

配列番号：３）に示される配列のアミノ酸１６２－１８０を含む全長ＰＲＯ３６

４タンパク質の推定の膜貫通ドメインである。あるいは、ＰＲＯ３６４ポリペプ

チドはＡＴＣＣ２０９４３６として寄託されているベクターＤＮＡ４７３６５-

１２０６のｃＤＮＡ挿入物によりコードされるポリペプチドを発現することによ

り得られるか又は得ることができる。よって、本発明の更なる実施態様ではＦｉ

ｇ２（配列番号：３）に示されるアミノ酸配列のアミノ酸１－１６１又は２６－

１６１を含むポリペプチドを指す。

      【００５９】

  ＰＲＯ３６４ポリペプチドを意図して使用される場合の「細胞外ドメイン」と

いう用語は、膜貫通及び細胞質ドメインを実質的に有しないＰＲＯ３６４ポリペ

プチドの形態を指す。通常、ＰＲＯポリペプチドＥＣＤは、それらの膜貫通及び

／又は細胞質ドメインを１％未満、好ましくはそのようなドメインを０．５％未

満しか持たない。包含されるのは１又は複数のアミノ酸がＮ-又はＣ-末端から欠

失した全長又はＥＣＤの欠失変異体又は断片である。好ましくは、このような欠

失変異体又は断片は、ここに記載されるような所望の活性を有する。本発明のＰ

ＲＯ３６４ポリペプチドについて同定された任意の膜貫通ドメインは、疎水性ド

メインのその型を同定するために当該分野において日常的に使用される基準に従
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い同定されることが理解されるであろう。膜貫通ドメインの厳密な境界は変わり

得るが、最初に同定されたドメインのいずれかの末端から約５アミノ酸を越えな

い可能性が高い。従って、ＰＲＯポリペプチドＥＣＤは、場合によっては、Ｆｉ

ｇ２（配列番号：３）のアミノ酸ＹからＸを含んでもよく、ＹはＦｉｇ２（配列

番号：３）のアミノ酸残基の１から２６の何れか１つ、Ｘはアミノ酸残基１５７

から１６７の何れか１つである。

      【００６０】

  ＰＲＯ３６４ポリペプチドを意図して使用される場合の「変異体」という用語

は、下記に定義されるように、全長天然配列ＰＲＯ３６４ポリペプチド又はその

細胞外ドメイン配列のＦｉｇ２（配列番号：３）に示される推定のアミノ酸配列

を有するＰＲＯ３６４ポリペプチドと、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一

性を有する。このようなＰＲＯ３６４ポリペプチド変異体には、例えば、全長天

然アミノ酸配列のＮ-又はＣ-末端において一又は複数のアミノ酸残基が付加、も

しくは欠失されたＰＲＯ３６４ポリペプチドが含まれる。通常、ＰＲＯ３６４ポ

リペプチド変異体は、Ｆｉｇ２（配列番号：３）のアミノ酸配列と、少なくとも

約８０％のアミノ酸配列同一性、好ましくは少なくとも約８５％のアミノ酸配列

同一性、より好ましくは少なくとも約９０％のアミノ酸配列同一性、更により好

ましくは少なくとも約９５％のアミノ酸配列同一性、更により好ましくは少なく

とも約９８％のアミノ酸配列同一性を有している。

      【００６１】

  ここで用いられる用語「ＰＲＯ１７５ポリペプチド」は、天然由来のＰＲＯ１

７５（配列番号：１４）ポリペプチドと同一のアミノ酸配列を有する天然配列Ｐ

ＲＯ１７５ポリペプチドを意図して使用される。このような天然配列ＰＲＯ１７

５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

り生産することもできる。該用語には、特に、特定のＰＲＯ１７５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ＰＲＯ１７５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。ここで使用される場合の「

ＰＲＯ１７５ポリペプチド」及び「ＰＲＯ１７５」は、文献で「ＧＬＩＴＴＥＲ
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」と称される同じのポリペプチドを指す。本発明の一実施態様において、ＰＲＯ

１７５にコードされる天然配列ポリペプチドは、Ｆｉｇ５のアミノ酸１から１７

７（配列番号：１４）を含む成熟又は全長天然配列ポリペプチドである。更なる

実施態様では、ＰＲＯ１７５ポリペプチドは、Ｆｉｇ５（配列番号：１４）のア

ミノ酸５２－１７７を含む。場合によっては、ＰＲＯ１７５ポリペプチドはＡＴ

ＣＣ２０９４６６として寄託されているベクターのｃＤＮＡ挿入物によりコード

されるポリペプチドを発現することにより得られるか又は得ることができる。よ

って、本発明の更なる実施態様ではＦｉｇ５（配列番号：１４）に示されるアミ

ノ酸配列の１から１７７又は５２から１７７を含むポリペプチドを指す。

      【００６２】

  ＰＲＯ１７５ポリペプチドを意図して使用される場合の「細胞外ドメイン」と

いう用語は、膜貫通及び細胞質ドメインを実質的に有しないＰＲＯ１７５ポリペ

プチドの形態を指す。通常、ＰＲＯポリペプチドＥＣＤは、それらの膜貫通及び

／又は細胞質ドメインを１％未満、好ましくはそのようなドメインを０．５％未

満しか持たない。包含されるのは１又は複数のアミノ酸がＮ-又は-Ｃ末端から欠

失した全長又はＥＣＤの欠失変異体又は断片である。好ましくは、このような欠

失変異体又は断片は、ここに記載されるような所望の活性を有する。本発明のＰ

ＲＯ１７５ポリペプチドについて同定された任意の膜貫通ドメインは、疎水性ド

メインのその型を同定するために当該分野において日常的に使用される基準に従

い同定されることが理解されるであろう。膜貫通ドメインの厳密な境界は変わり

得るが、最初に同定されたドメインのいずれかの末端から約５アミノ酸を越えな

い可能性が高い。従って、ＰＲＯ１７５ポリペプチドＥＣＤは、場合によっては

、Ｆｉｇ５（配列番号：１４）のアミノ酸Ｘから１７７を含んでもよく、ＸはＦ

ｉｇ５（配列番号：１４）のアミノ酸残基の４８から５７の何れか１つである。

  ＰＲＯ１７５ポリペプチドを意図して使用される場合の「変異体」という用語

は、下記に定義されるように、全長天然配列ＰＲＯ１７５ポリペプチド又はその

細胞外ドメイン配列のＦｉｇ５（配列番号：１４）に示される推定のアミノ酸配

列を有するＰＲＯ１７５ポリペプチドと、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同

一性を有する。ＰＲＯ１７５ポリペプチド変異体には、例えば、Ｆｉｇ５（配列
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番号：１４）の配列のＮ-又はＣ-末端において一又は複数のアミノ酸残基が付加

、もしくは欠失されたＰＲＯ１７５ポリペプチドが含まれる。通常、ＰＲＯ１７

５ポリペプチド変異体は、Ｆｉｇ５（配列番号：１４）のアミノ酸配列と、少な

くとも約８０％のアミノ酸配列同一性、好ましくは少なくとも約８５％のアミノ

酸配列同一性、より好ましくは少なくとも約９０％のアミノ酸配列同一性、更に

より好ましくは少なくとも約９５％のアミノ酸配列同一性、更により好ましくは

少なくとも約９８％のアミノ酸配列同一性を有している。

      【００６３】

  ここに同定される配列に対する「パーセント(％)アミノ酸配列同一性」は、配

列を整列させ、最大のパーセント配列同一性を得るために必要ならば間隙を導入

し、如何なる保存的置換も配列同一性の一部と考えないとした、ＰＲＯ３６４ポ

リペプチド配列又はＰＲＯ１７５ポリペプチド配列のアミノ酸残基と同一である

候補配列中のアミノ酸残基のパーセントとして定義される。パーセントアミノ酸

配列同一性を決定する目的のためのアラインメントは、当業者の技量の範囲にあ

る種々の方法で達成可能である。当業者であれば、比較される配列の全長に対し

て最大のアラインメントを達成するために必要な任意のアルゴリズムを含む、ア

ラインメントを測定するための適切なパラメータを決定することができる。しか

し、ここでの目的のためには、％アミノ酸配列同一性値は、以下に記載するよう

に、ALIGN-2プログラム用の完全なソースコードが表１に与えられている配列比

較プログラムALIGN-2を用いて得られる。ALIGN-2配列比較コンピュータプログラ

ムはジェネンテク社によって作成され、表１に示したソースコードは米国著作権

庁, Washington D.C., 20559に使用者用書類とともに提出され、米国著作権登録

番号TXU510087の下で登録されている。ALIGN-2はジェネンテク社、South San Fr

ancisco, Californiaを通して公に入手可能である。全ての配列比較パラメータ

ーはALIGN-2により設定され、変化しない。配列のアラインメントの実施及び配

列同一性の決定の方法は当業者においてよく知られ、過度の経験が無くても実施

でき、％同一性の測定値は一定して得ることとができる。

      【００６４】

  「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



(40) 特表２００３－５０４３４３

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。その自然環境の汚染成分とは、そのポリペプチドの

診断又は治療への使用を典型的には妨害する物質であり、酵素、ホルモン、及び

他のタンパク質様又は非タンパク質様溶質が含まれる。好ましい実施態様におい

て、ポリペプチドは、(１)スピニングカップシークエネーターを使用することに

より、少なくとも１５残基のＮ末端あるいは内部アミノ酸配列を得るのに充分な

ほど、あるいは、(２)クーマシーブルーあるいは好ましくは銀染色を用いた非還

元あるいは還元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥにより均一になるまで精製される。

単離されたポリペプチドには、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５リガンドポリペプ

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

サイツのポリペプチドが含まれる。しかしながら、通常は、単離されたポリペプ

チドは少なくとも１つの精製工程により調製される。

  「単離された」ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５核酸分子は、同定され、ＰＲＯ

３６４又はＰＲＯ１７５核酸の天然源に通常付随している少なくとも１つの汚染

核酸分子から分離された核酸分子である。単離されたＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１

７５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ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５核酸分子は、天然の細胞中に存在す

るＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５核酸分子とは区別される。しかし、ＰＲＯ３６

４又はＰＲＯ１７５核酸分子は、例えば、核酸分子が天然細胞のものとは異なっ

た染色体位置にあるＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５を通常は発現する細胞に含ま

れるＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５核酸分子を含む。

      【００６５】

  「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。例えば原核生物に好

適なコントロール配列は、プロモーター、場合によってはオペレータ配列、及び

リボソーム結合部位を含む。真核生物の細胞は、プロモーター、ポリアデニル化

シグナル及びエンハンサーを利用することが知られている。

  核酸は、他の核酸配列と機能的な関係にあるときに「作用可能に結合し」てい

る。例えば、プレ配列あるいは分泌リーダーのＤＮＡは、ポリペプチドの分泌に
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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ＰＲＯ３６４又はＰＲ

Ｏ１７５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。

      【００６６】

  ハイブリッド形成反応の「緊縮性」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

が短くなると温度を低くする必要がある。ハイブリッド形成は、一般的に、相補

的ストランドがその融点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ッド形成可能な配列との間の所

望の相同性の程度が高くなると、使用できる相対温度が高くなる。その結果、よ

り高い相対温度は、反応条件をより緊縮性にするが、低い温度は緊縮性を低下さ

せる。ハイブリッド形成反応の緊縮性の更なる詳細及び説明は、Ausubel等, Cur

rent Protocols in Molecular Biology (Wiley Interscience Publishers, 1995

)を参照のこと。

  ここで定義される「緊縮性条件」又は「高度の緊縮性条件」は、(１)洗浄のた

めに低イオン強度及び高温度、例えば、５０℃において０．０１５Ｍの塩化ナト

リウム／０．００１５Ｍのクエン酸ナトリウム／０．１％のドデシル硫酸ナトリ

ウムを用いるもの；(２)ハイブリッド形成中にホルムアミド等の変性剤、例えば

、４２℃において５０％(v/v)ホルムアミドと０．１％ウシ血清アルブミン／０

．１％フィコール／０．１％のポリビニルピロリドン／５０ｍＭのｐＨ６．５の

リン酸ナトリウムバッファー、及び７５０ｍＭの塩化ナトリウム、７５ｍＭクエ
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ン酸ナトリウムを用いるもの；(３)４２℃における５０％ホルムアミド、５ｘＳ

ＳＣ(０．７５ＭのＮａＣｌ、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１

０％のデキストラン硫酸と、４２℃における０．２ｘＳＳＣ(塩化ナトリウム／

クエン酸ナトリウム)中の洗浄及び５５℃での５０％ホルムアミド、次いで５５

℃におけるＥＤＴＡを含む０．１ｘＳＳＣからなる高緊縮性洗浄を用いるものに

よって同定される。

  「中程度の緊縮性条件」は、Sambrook等, Molecular Cloning: A Laboratory 

Manual (New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989)に記載されて

いるように同定され、上記の緊縮性より低い洗浄溶液及びハイブリッド形成条件

(例えば、温度、イオン強度及び％ＳＤＳ)の使用を含む。中程度の緊縮性条件の

例には、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ＤＮ

Ａを含む溶液中の３７℃での終夜インキュベーション、次いで１ｘＳＳＣ中３７

－５０℃でのフィルターの洗浄といった条件が含まれる。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であろう。

      【００６７】

  「エピトープタグ」なる修飾詞は、ここで用いられるときは、「タグポリペプ

チド」に融合したＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドを含むキメラポリ

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を提

供するに十分な数の残基を有しているが、その長さは融合するポリペプチドの活

性を阻害しないよう充分に短い。また、タグポリペプチドは、好ましくは、抗体

が他のエピトープと実質的に交差反応をしないようにかなり独特である。適切な

タグポリペプチドは、一般に、少なくとも６のアミノ酸残基、通常は約８～５０

のアミノ酸残基(好ましくは約１０～約２０のアミノ酸残基)を有する。

  ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５変異体における「活性な」及び「活性」とは、
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天然又は自然に生じるＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５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ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５タンパク質の形

態を指す。

  ここで開示されているスクリーニングアッセイにより同定可能なＰＲＯ３６４

又はＰＲＯ１７５ポリペプチドに拮抗する分子(例えば、有機又は無機小分子、

ペプチド等)における「生物学的活性」とは、ここで同定されたＰＲＯ３６４又

はＰＲＯ１７５ポリペプチドに結合又は複合体化、又は他の細胞タンパク質とＰ

ＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドとの相互作用を干渉するこのような分

子の能力を指すときに使用される。特に好ましい生物学的活性には、血管に影響

を及ぼす全身疾患、例えば真性糖尿病、並びに動脈、毛細管、静脈及び／又はリ

ンパ管の病気、及び癌に作用する心臓肥大活性が含まれる。

      【００６８】

  「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

ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドの一又は複数の生物学的活性、例え

ば適切であるならば、その分裂促進又は血管形成活性を阻止、阻害、又は中和す

る任意の分子を含む。ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドのアンタゴニ

ストは、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドの細胞レセプターへの結合

に干渉する、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドにより活性化される細

胞を無力化又は死亡させる、又はＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドが

細胞レセプターに結合した後に血管内皮細胞の活性化に干渉することにより作用

する。ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドアンタゴニストによる仲介の

このような点の全ては、この発明の目的と等しいと考えられる。アンタゴニスト

は、分裂促進、血管形成、又はＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドの他

の生物学的活性を阻害し、よって、腫瘍、特に固形悪性腫瘍、慢性関節リュウマ

チ、乾癬、アテローム性動脈硬化、糖尿病、他の網膜症、水晶体後繊維増殖症、

年齢関連性斑変性、血管新生緑内障、血管腫、甲状腺過形成(グレイブス病)、角

膜及び他の組織の移植、及び慢性炎症を含む、所望しない過度の新血管新生によ

り特徴付けられる病気又は疾患の治療に有用である。また、アンタゴニストは、

所望しない過度の血管浸透性により特徴付けられる病気又は疾患、例えば脳腫瘍
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に関連した浮腫、悪性腫瘍に関連した腹水症、メーグス症候群、肺炎、ネフロー

ゼ症候群、心外膜液(例えば心膜炎に関連したもの)、胸膜滲出の治療に有用であ

る。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ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドの生物学的活性を模倣する任意

の分子を含む。好適なアゴニスト又はアンタゴニスト分子は特に、アゴニスト又

はアンタゴニスト抗体又は抗体断片、天然ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペ

プチドの断片又はアミノ酸配列変異体、ペプチド、有機小分子等を含む。

      【００６９】

  「抗体」(Ａｂｓ)と「免疫グロブリン」(Ｉｇｓ)は同じ構造的特徴を有する糖

タンパク質である。抗体は特定の抗原に対して結合特異性を示すものであるが、

免疫グロブリンは、抗体及び抗原特異性を欠く他の抗体様分子の両方を含むもの

である。後者の種類のポリペプチドは、例えばリンパ系により低レベルで、骨髄

腫により増加したレベルで産生される。「抗体」という用語は最も広い意味にお

いて使用され、限定するものではないが、特に無傷のモノクローナル抗体、ポリ

クローナル抗体、少なくとも２つの無傷の抗体から形成された多重特異性抗体(

例えば二重特異性抗体)、及びそれらが所望の生物活性を示す限り抗体断片も含

む。

  「天然抗体」及び「天然免疫グロブリン」は、通常、２つの同一の軽(Ｌ)鎖及

び２つの同一の重(Ｈ)鎖からなる、約１５００００ダルトンのヘテロ四量体糖タ

ンパク質である。各軽鎖は一つの共有ジスルフィド結合により重鎖に結合してお

り、ジスルフィド結合の数は、異なった免疫グロブリンアイソタイプの重鎖の中

で変化する。また各重鎖と軽鎖は、規則的に離間した鎖間ジスルフィド結合を有

している。各重鎖は、多くの定常ドメインが続く可変ドメイン(ＶＨ)を一端に有

する。各軽鎖は、一端に可変ドメイン(ＶＬ)を、他端に定常ドメインを有し；軽

鎖の定常ドメインは重鎖の第一定常ドメインと整列し、軽鎖の可変ドメインは重

鎖の可変ドメインと整列している。特定のアミノ酸残基が、軽鎖及び重鎖可変ド

メイン間の界面を形成すると考えられている。

      【００７０】

  「可変」という用語は、可変ドメインのある部位が、抗体の中で配列が広範囲



(45) 特表２００３－５０４３４３

に異なっており、その特定の抗原に対する各特定の抗体の結合性及び特異性に使

用されているという事実を指す。しかしながら、可変性は抗体の可変ドメインに

わたって一様には分布していない。軽鎖及び重鎖の可変ドメインの両方の高頻度

可変領域又は相補性決定領域(ＣＤＲ)と呼ばれる３つのセグメントに濃縮される

。可変ドメインのより高度に保持された部分はフレームワーク領域(ＦＲ)と呼ば

れる。天然の重鎖及び軽鎖の可変ドメインは、βシート構造を結合し、ある場合

にはその一部を形成するループ結合を形成する、３つのＣＤＲにより連結された

βシート配置を主にとる４つのＦＲ領域をそれぞれ含んでいる。各鎖のＣＤＲは

、ＦＲにより近接して結合せしめられ、他の鎖のＣＤＲと共に、抗体の抗原結合

部位の形成に寄与している。Kabat等, NIH Publ. No.91-3242, Vol.I, 647-669

頁(1991)を参照のこと。定常ドメインは、抗体の抗原への結合に直接関連してい

るものではないが、種々のエフェクター機能、例えば抗体依存性細胞障害活性へ

の抗体の関与を示す。

      【００７１】

  「抗体断片」には、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

可変領域が含まれる。抗体断片の例には、Ｆａｂ、Ｆａｂ'、Ｆ(ａｂ')２及びＦ

ｖ断片；ダイアボディー(diabodies)；直鎖状抗体(Zapata等, Protein Eng. 8(1

0):1057-1062(1995))；単鎖抗体分子；及び抗体断片から形成される多重特異性

抗体が含まれる。

  抗体のパパイン消化により、各々が単一の抗原結合部位を有する「Ｆａｂ」断

片と呼ばれる２つの同一の抗原結合断片と、その名称が容易に結晶化する能力を

表す、残りの「Ｆｃ」断片が産生される。ペプシン処理により、２つの抗原結合

部位を有し、更に抗原を架橋させ得るＦ(ａｂ')２断片が得られる。

  「Ｆｖ」は、完全な抗原認識及び抗原結合部位を含む最小抗体断片である。こ

の領域は、堅固な非共有結合をなした一つの重鎖及び一つの軽鎖可変ドメインの

二量体からなる。この配置において、各可変ドメインの３つのＣＤＲは相互に作

用してＶＨ-ＶＬ二量体表面に抗原結合部位を形成する。集合的に、６つのＣＤ

Ｒが抗体に抗原結合特異性を付与する。しかし、単一の可変ドメイン(又は抗原

に対して特異的な３つのＣＤＲのみを含むＦｖの半分)でさえ、全結合部位より
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も親和性が低くなるが、抗原を認識して結合する能力を有している。

      【００７２】

  またＦａｂ断片は、軽鎖の定常ドメインと重鎖の第一定常領域(ＣＨ１)を有す

る。Ｆａｂ'断片は、抗体ヒンジ領域からの一又は複数のシステインを含む重鎖

ＣＨ１領域のカルボキシ末端に数個の残基が付加している点でＦａｂ断片とは異

なる。Ｆａｂ'-ＳＨは、定常ドメインのシステイン残基が遊離チオール基を担持

しているＦａｂ'に対するここでの命名である。Ｆ(ａｂ')２抗体断片は、間にヒ

ンジシステインを有するＦａｂ'断片の対として生産された。抗体断片の他の化

学結合も知られている。

  任意の脊椎動物種からの抗体(免疫グロブリン)の「軽鎖」には、その定常ドメ

インのアミノ酸配列に基づいて、カッパ(κ)及びラムダ(λ)と呼ばれる２つの明

確に区別される型の一つが割り当てられる。

  重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に応じて、免疫グロブリンは異なるクラス

に割り当てることができる。免疫グロブリンには５つの主たるクラス：ＩｇＡ、

ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ及びＩｇＭがあり、それらのいくつかは更にサブクラス

(アイソタイプ)、例えばＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ及び

ＩｇＡ２に分割される。異なるクラスの免疫グロブリンに対応する重鎖定常ドメ

インは、それぞれα、δ、ε、γ及びμと呼ばれる。異なるクラスの免疫グロブ

リンのサブユニット構造及び３次元構造はよく知られている。

      【００７３】

  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

の集団から得られる抗体を指す、すなわち、集団を構成する個々の抗体が、少量

で存在しうる自然に生じる可能な突然変異を除いて同一である。モノクローナル

抗体は高度に特異的であり、一つの抗原部位に対している。更に、異なる決定基

(エピトープ)に対する異なる抗体を典型的には含む通常の(ポリクローナル)抗体

と比べて、各モノクローナル抗体は、抗原上の単一の決定基を対するものである

。その特異性に加えて、モノクローナル抗体は、他の免疫グロブリンによって汚

染されていないハイブリドーマ培養から合成される点で有利である。「モノクロ

ーナル」との修飾詞は、実質的に均一な抗体集団から得られているという抗体の



(47) 特表２００３－５０４３４３

特徴を示し、抗体を何か特定の方法で生産しなければならないことを意味するも

のではない。例えば、本発明において使用されるモノクローナル抗体は、最初に

Kohler等, Nature 256, 495 (1975)により開示されたハイブリドーマ法によって

作ることができ、あるいは組換えＤＮＡ法によって作ることができる(例えば、

米国特許第4,816,567号参照)。また「モノクローナル抗体」は、例えばClackson

等, Nature 352:624-628(1991)、及びMarksほか, J. Mol. Biol. 222:581-597(1

991)に記載された技術を用いてファージ抗体ライブラリーから単離することもで

きる。

  ここで、モノクローナル抗体は、重鎖及び／又は軽鎖の一部が特定の種由来の

抗体あるいは特定の抗体クラス又はサブクラスに属する抗体の対応する配列と同

一であるか相同であり、鎖の残りの部分が他の種由来の抗体あるいは他の抗体ク

ラスあるいはサブクラスに属する抗体の対応する配列と同一であるか相同である

「キメラ」抗体(免疫グロブリン)、並びにそれが所望の生物的活性を有する限り

それら抗体の断片を特に含む。米国特許第4,816,567号; Morrisonほか, Proc. N

atl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855(1984)。

      【００７４】

  非ヒト(例えばマウス)抗体の「ヒト化」形とは、キメラ免疫グロブリン、免疫

グロブリン鎖あるいはそれらの断片(例えばＦｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ'、Ｆ(ａｂ')

２あるいは抗体の他の抗原結合サブ配列)であって、非ヒト免疫グロブリンに由

来する最小配列を含むものである。大部分においてヒト化抗体はレシピエントの

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)である。ある場合には、ヒト免疫グロブリンのＦ

ｖＦＲ残基は、対応する非ヒト残基によって置換される。更に、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もよい。これらの修飾は抗体の特性を更に洗練し、最適化

するために行われる。一般に、ヒト化抗体は、全てあるいはほとんど全てのＣＤ

Ｒ領域が非ヒト免疫グロブリンのものに対応し、全てあるいはほとんど全てのＦ

Ｒ領域がヒト免疫グロブリン配列のものである、少なくとも１つ、典型的には２
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つの可変ドメインの実質的に全てを含む。ヒト化抗体は、最適には免疫グロブリ

ン定常領域(Ｆｃ)、典型的にはヒトの免疫グロブリンの定常領域の少なくとも一

部を含む。更なる詳細は、Jones等, Nature 321, 522-525(1986)；Reichmann等,

 Nature 332, 323-329(1988)；及びPresta, Curr. Op. Struct. Biol. 2, 593-5

96(1992)を参照のこと。ヒト化抗体は、抗体の抗原結合領域が、関心ある抗原で

マカクザルを免疫化することにより生産された抗体から由来するPRIMATIZEDTM抗

体を含む。

      【００７５】

  「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

有するもので、これらのドメインはポリペプチド単鎖に存在する。好ましくは、

Ｆｖポリペプチドは、ｓＦｖが抗原結合に対する所望の構造を形成できるように

するポリペプチドリンカーをＶＨとＶＬドメインの間に更に含んでいる。ｓＦｖ

のレビューには、例えば、Pluckthun, The Pharmacology of Monoclonal Antibo

dies, Vol.113, Rosenburg及びMoore編(Springer-Verlag, New York, 1994)pp.2

69-315を参照されたい。

  「ダイアボディー」という用語は、２つの抗原結合部位を有する小さな抗体断

片を指すするもので、断片は軽鎖可変ドメイン(ＶＬ)に結合した重鎖可変ドメイ

ン(ＶＨ)を同じポリペプチド鎖(ＶＨ-ＶＬ)に含有する。同じ鎖上での二つのド

メイン間の対合が許されないほど短いリンカーを使用することにより、ドメイン

が、他の鎖の相補的ドメインとの対合を強いられ、二つの抗原結合部位をつくり

だす。ダイアボディーは、例えば、欧州特許第404,097号；国際公開93/11161号

；及びHollinger等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)に更に

詳しく記載されている。

  「単離された」抗体は、その自然環境の成分から同定され分離及び／又は回収

されたものである。その自然環境の汚染成分とは、その抗体の診断又は治療への

使用を妨害する物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タン

パク質様溶質が含まれる。好ましい実施態様において、抗体は、(１)ローリー法

(Lowry method)で測定した場合９５％を越えるまで、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、
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少なくとも１５残基のＮ末端あるいは内部アミノ酸配列を得るのに充分なほど、

あるいは、(３)クーマシーブルーあるいは好ましくは銀染色を用いた非還元ある

いは還元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥにより均一になるまで精製される。単離さ

れた抗体には、抗体の自然環境の少なくとも１つの成分が存在しないため、組換

え細胞内のインサイツの抗体が含まれる。しかしながら、通常は、単離された抗

体は少なくとも１つの精製工程により調製される。

      【００７６】

  「標識」なる語は、ここで用いられる場合、抗体に直接又は間接的に複合して

「標識」抗体を生成する検出可能な化合物又は他の組成物を指す。標識は、それ

自身検出可能でもよく(例えば、放射性標識又は蛍光標識)、又は酵素標識の場合

、検出可能な基質化合物又は組成物の化学変換を触媒してもよい。

  「固相」とは、本発明の抗体がそれに付着することのできる非水性マトリクス

を意味する。ここに含まれる固相の例は、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穴を構成することが

でき；その他では精製カラム(例えばアフィニティークロマトグラフィーカラム)

とすることもできる。また、この用語は、米国特許第4,275,149号に記載された

ような、別個の粒子の不連続な固相も包含する。

          【００７７】

  「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(例えば、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５

ポリペプチド又はここに開示されているそれらの抗体など)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。

  ここで用いられる「イムノアドヘシン」なる用語は、異種タンパク質(「アド

ヘシン」)の結合特異性と免疫グロブリン定常ドメインのエフェクター機能とを

結合した抗体様分子を指す。構造的には、イムノアドヘシンは、所望の結合特異

性を持ち、抗体の抗原認識及び結合部位以外である(すなわち「異種の」)アミノ
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酸配列と、免疫グロブリン定常ドメイン配列との融合物を含む。イムノアドヘシ

ン分子のアドへシン部分は、典型的には少なくともレセプター又はリガンドの結

合部位を含む隣接アミノ酸配列である。イムノアドヘシンの免疫グロブリン定常

ドメイン配列は、ＩｇＧ-１、ＩｇＧ-２、ＩｇＧ-３又はＩｇＧ-４サブタイプ、

ＩｇＡ(ＩｇＡ-１及びＩｇＡ-２を含む)、ＩｇＥ、ＩｇＤ又はＩｇＭなどの任意

の免疫グロブリンから得ることができる。

      【００７８】

ＩＩ．本発明の組成物及び方法

  Ａ．ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドの調製

  本発明は、本出願においてＰＲＯ３６４（またＰＲＯ６８７又はＵＮＱ３１９

と称される）又はＰＲＯ１７５と称されるポリペプチドをコードする、新しく同

定され、単離されたヌクレオチド配列を提供する。特に、ＰＲＯ３６４及びＰＲ

Ｏ１７５ポリペプチドをコードするｃＤＮＡは以下の実施例にさらに詳しく開示

されるようにして同定され、単離された。分離発現ラウンドで作成されたタンパ

ク質は、異なるＰＲＯ番号を与えられ得るが、ＵＮＱ番号は任意の与えられたＤ

ＮＡ及びコードされたタンパク質に独自のものであり、変化し得ない。

  以下の説明は、主として、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドをコー

ドする核酸を含むベクターで形質転換又は形質移入された細胞を培養することに

よりＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドを生産する方法に関する。もち

ろん、当該分野においてよく知られている他の方法を用いてＰＲＯ３６４又はＰ

ＲＯ１７５を調製することができると考えられる。例えば、ＰＲＯ３６４又はＰ

ＲＯ１７５ポリペプチド配列、又はその一部は、固相技術を用いた直接ペプチド

合成によって生産してもよい。例えば、Stewart等, Solid-Phase Peptide Synth

esis, W.H. Freeman Co., San Francisco, CA (1969)；Merrifield, J. Am. Che

m. Soc., 85:2149-2154 (1963)参照。手動技術又は自動によるインビトロタンパ

ク質合成を行ってもよい。自動合成は、例えば、アプライド・バイオシステムズ

・ペプチド合成機(Foster City, CA)を用いて、製造者の指示により実施しても

よい。ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５の種々の部分は、別々に化学的に合成され

、化学的又は酵素的方法を用いて結合させて全長ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５
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ポリペプチドを生産してもよい。

      【００７９】

ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５をコードするＤＮＡの単離

  ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドをコードするＤＮＡは、ＰＲＯ３

６４又はＰＲＯ１７５をコードするｍＲＮＡを保有していてそれを検出可能なレ

ベルで発現すると考えられる組織から調製されたｃＤＮＡライブラリーから得る

ことができる。従って、ヒトＰＲＯ３６４又はヒトＰＲＯ１７５をコードするＤ

ＮＡ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

ラリーから簡便に得ることができる。またＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペ

プチドをコードする遺伝子は、ゲノムライブラリー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。

  ライブラリーは、関心あ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(ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポ

リペプチド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。選択されたプローブによるｃＤＮＡ又はゲ

ノムライブラリーのスクリーニングは、例えば上掲のSambrook等,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。ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１

７５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等,上掲；Dieffenbach等, PCR Primer：A Laboratory Manual(New York

: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1995)。

      【００８０】

  下記の実施例には、ｃＤＮＡライブラリーのスクリーニング技術を記載してい

る。プローブとして選択されたオリゴヌクレオチド配列は、充分な長さで、疑ポ

ジティブが最小化されるよう充分に明瞭でなければならない。オリゴヌクレオチ

ドは、スクリーニングされるライブラリー内のＤＮＡとのハイブリッド形成時に

検出可能であるように標識されていることが好ましい。標識化の方法は当該分野

において良く知られており、３２Ｐ標識されたＡＴＰ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。中程度の厳密性及び高度の厳密性を

含むハイブリッド形成条件は、上掲のSambrook等に与えられている。



(52) 特表２００３－５０４３４３

  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、GenBan

k等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(アミノ酸又はヌクレオチドレベルのいずれ

かでの)配列同一性は、ＡＬＩＧＮ、ＤＮＡスター、及びＩＮＨＥＲＩＴのよう

なコンピュータソフトウェアを用いた配列アラインメントを通して決定すること

ができる。

  タンパク質コード配列を有する核酸は、初めてここで開示された推定アミノ酸

配列を使用し、また必要ならば、ｃＤＮＡに逆転写されなかったｍＲＮＡの生成

中間体及び先駆物質を検出する上掲のSambrook等に記述されているような従来の

プライマー伸展法を使用し、選択されたｃＤＮＡ又はゲノムライブラリーをスク

リーニングすることにより得られる。

      【００８１】

  ここに記載した全長天然配列ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドに加

えて、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５変異体も調製できると考えられる。ＰＲＯ

３６４又はＰＲＯ１７５変異体は、ＰＲＯ３６４-又はＰＲＯ１７５-コード化Ｄ

ＮＡに適当なヌクレオチド変化を導入することにより、あるいは所望のＰＲＯ３

６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドを合成することにより調製できる。当業者で

あれば、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ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５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。

  天然全長配列ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５又はここに記載したＰＲＯ３６４

又はＰＲＯ１７５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ついての任意の

技術及び指針を用いてなすことができる。変異は、天然配列ＰＲＯ３６４又はＰ

ＲＯ１７５と比較してＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドのアミノ酸配

列が変化することになるＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドをコードす

る一又は複数のコドンの置換、欠失又は挿入であってよい。場合によっては、変

異は少なくとも一つのアミノ酸のＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドの
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一又は複数のドメインの任意の他のアミノ酸による置換である。どのアミノ酸残

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

、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドの配列を、相同性な既知のタンパ

ク質分子のものと比較し、相同性の高い領域になされるアミノ酸配列変化の数を

最小にすることによって見出される。アミノ酸置換は、一のアミノ酸の類似した

構造及び／又は化学特性を持つ他のアミノ酸での置換、例えばロイシンのセリン

での置換、即ち保存的アミノ酸置換の結果とすることができる。挿入及び欠失は

、場合によっては約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

れた変異体について以下に記載される任意のインビボアッセイで活性を試験する

ことにより決定される。

      【００８２】

  変異は、オリゴヌクレオチド媒介(部位特異的)突然変異誘発、アラニンスキャ

ンニング、及びＰＣＲ突然変異誘発等の当該分野において公知の技術を使用して

作成することができる。部位特異的突然変異誘発［Carter等, Nucl. Acids Res.

, 13: 4331 (1986); Zoller等, Nucl. Acids Res., 10: 6487 (1987)］、カセッ

ト突然変異誘発［Wells等, Gene, 34: 315 (1985)］、制限選択突然変異誘発［W

ells等, Philos. Trans. R. Soc. London SerA, 317: 415 (1986)］又は他の周

知の技術が、ＰＲＯ３６４コード化変異体ＤＮＡを製造するために、クローン化

されたＤＮＡに実施できる。

  また、隣接配列に沿って一又は複数のアミノ酸を同定するのにスキャンニング

アミノ酸分析を用いることができる。好ましいスキャンニングアミノ酸は比較的

小さく、中性のアミノ酸である。そのようなアミノ酸は、アラニン、グリシン、

セリン、及びシステインを含む。アラニンは、ベータ炭素を越える側鎖を排除し

変異体の主鎖構造を変化させにくいので、この群の中で典型的に好ましいスキャ

ンニングアミノ酸である。また、アラニンは最もありふれたアミノ酸であるため

典型的には好ましい。さらに、それは埋もれた及び露出した位置の両方に見られ

ることが多い［Creighton, The Proteins, (W.H. Freeman & Co., N.Y.); Choth

ia, J. Mol. Biol., 150: 1 (1976)］。アラニン置換が十分な量の変異体を生じ
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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】

ＰＲＯ３６４の修飾

  ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５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。共有結合的修飾の一型は、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペ

プチドの標的とするアミノ酸残基を、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチ

ドの選択された側鎖又はＮ-又はＣ-末端残基と反応できる有機誘導体化試薬と反

応させることを含む。二官能性試薬での誘導体化が、例えばＰＲＯ３６４又はＰ

ＲＯ１７５を水不溶性支持体マトリクスあるいは抗-ＰＲＯ３６４又は-ＰＲＯ１

７５抗体の精製方法又はその逆で用いるための表面に架橋させるのに有用である

。通常用いられる架橋剤は、例えば、１，１-ビス(ジアゾアセチル)-２-フェニ

ルエタン、グルタルアルデヒド、Ｎ-ヒドロキシスクシンイミドエステル、例え

ば４-アジドサリチル酸、３，３’-ジチオビス(スクシンイミジルプロピオネー

ト)等のジスクシンイミジルエステルを含むホモ二官能性イミドエステル、ビス-

Ｎ-マレイミド-１，８-オクタン等の二官能性マレイミド、及びメチル-３-[(ｐ-

アジドフェニル)-ジチオ］プロピオイミダート等の試薬を含む。

  他の修飾は、グルタミニル及びアスパラギニル残基の各々対応するグルタミル

及びアスパルチル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: Stru

cture 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。

      【００８４】

  本発明の範囲内に含まれるＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドの共有

結合的修飾の他の型は、ポリペプチドの天然グリコシル化パターンの変更を含む

。「天然グリコシル化パターンの変更」とは、この目的で意図されるのは、天然

配列ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドに見られる一又は複数の炭水化

物部分の欠失、及び／又は天然配列ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド
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に存在しない一又は複数のグリコシル化部位の付加を意味する。

  ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドへのグリコシル化部位の付加はア

ミノ酸配列の変更を伴ってもよい。この変更は、例えば、一又は複数のセリン又

はトレオニン残基の天然配列ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド(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。ＰＲＯ３６

４又はＰＲＯ１７５アミノ酸配列は、場合によっては、ＤＮＡレベルでの変化、

特に、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドポリペプチドをコードするＤ

ＮＡを予め選択された塩基において変異させ、所望のアミノ酸に翻訳されるコド

ンを生成させることを通して変更されてもよい。

      【００８５】

  ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド上に炭水化物部分の数を増加させ

る他の手段は、グリコシドのポリペプチドへの化学的又は酵素的結合による。こ

のような方法は、この技術分野において、例えば、1987年9月11日に公開されたW

O 87/05330、及びAplin及びWriston, CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306 (

1981)に記載されている。

  ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド上に存在する炭水化物部分の除去

は、化学的又は酵素的に、あるいはグルコシル化の標的として提示されたアミノ

酸残基をコードするコドンの変異的置換によってなすことができる。化学的脱グ

リコシル化技術は、この分野で知られており、例えば、Hakimuddin等, Arch. Bi

ochem. Biophys., 259:52 (1987)により、及びEdge等, Anal. Biochem., 118: 1

31 (1981)により記載されている。ポリペプチド上の炭水化物部分の酵素的切断

は、Thotakura等, Meth. Enzymol. 138:350 (1987)に記載されているように、種

々のエンド及びエキソグリコシダーゼを用いることにより達成される。

  ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５の共有結合的修飾の他の型は、ＰＲＯ３６４又

はＰＲＯ１７５ポリペプチドの、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。

      【００８６】
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  また、本発明のＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドは、他の異種ポリ

ペプチド又はアミノ酸配列に融合したＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５を含むキメ

ラ分子を形成する方法で修飾してもよい。一実施態様では、このようなキメラ分

子は、抗タグ抗体が選択的に結合できるエピトープを提供するタグポリペプチド

とＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５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ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５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ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５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Ｐ

ＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドを容易に精製できるようにする。もう

一つの実施態様において、キメラ分子はＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプ

チド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む。キメラ

分子の二価の形態には、このような融合はＩｇＧ分子のＦｃ領域であり得る。場

合によっては、キメラ分子は、ＩｇＧ分子のＦｃ領域に融合したＰＲＯ３６４又

はＰＲＯ１７５ＥＣＤ配列を含む。

  種々のタグポリペプチド及びそれら各々の抗体はこの分野で良く知られている

。例としては、ポリ-ヒスチジン(poly-his)又はポリ-ヒスチジン-グリシン(poly

-his-gly)タグ；flu HAタグポリペプチド及びその抗体１２ＣＡ５［Field等, Mo

l. Cell. Biol., 8:2159-2165 (1988)］；c-mycタグ及びそれに対する８Ｆ９、

３Ｃ７、６Ｅ１０、Ｇ４、Ｂ７及び９Ｅ１０抗体［Evan等, Molecular and Cell

ular Biology, 5:3610-3616 (1985)］；及び単純ヘルペスウイルス糖タンパク質

Ｄ(gD)タグ及びその抗体［Paborsky等, Protein Engineering, 3(6):547-553 (1

990)］を含む。他のタグポリペプチドは、フラッグペプチド［Hopp等, BioTechn

ology, 6:1204-1210 (1988)］；ＫＴ３エピトープペプチド［Martin等, Science

, 255:192-194 (1992)］；α-チューブリンエピトープペプチド［Skinner等, J.

 Biol. Chem., 266:15163-15166 (1991)］；及びＴ７遺伝子１０タンパク質ペプ

チドタグ［Lutz-Freyermuth等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6393-6397 (1

990)］を含む。
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  本発明のＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドは、ロイシンジッパーに

融合したＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５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。種々のロイシンジッパーポリペプチドがこの分野で記

載されている。例えば、Landschulz等, Science, 240: 1759 (1988); WO 94/103

08; Hoppe等, FEBS Letters, 344: 1991 (1994); Maniatis等, Nature, 341: 24

 (1989)を参照。ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドに融合したロイシ

ンジッパーの使用は、溶液中の可溶性ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチ

ドの二量体化又は三量体化を助けると考えられる。当業者は、ロイシンジッパー

がＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５分子のＮ-又はＣ-末端のいずれかに融合するこ

とを認めるであろう。  

      【００８７】

宿主細胞の選択と形質転換

  宿主細胞を、ここに記載したＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５生産のための発現

又はクローニングベクターで形質移入又は形質転換し、プロモーターを誘導し、

形質転換体を選択し、又は所望の配列をコードする遺伝子を増幅するために適当

に変性された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等, 上掲に見出すことができる。

  例えば、ＣａＰＯ４治療及びエレクトロポレーションは当業者に知られている

。用いられる宿主細胞に応じて、その細胞に対して適した標準的な方法を用いて

形質転換はなされる。前掲のSambrook等に記載された塩化カルシウムを用いるカ

ルシウム処理又はエレクトロポレーションが、一般的に原核生物に対して用いら

れる。アグロバクテリウム・トゥメファシエンスによる感染が、Shaw等, Gene, 

23:315 (1983)及び1989年6月29日公開のWO 89/05859に記載されているように、

或る種の植物細胞の形質転換に用いられる。このような細胞壁のない哺乳動物の

細胞に対しては、Graham及びvan der Eb, Virology, 52:456-457 (1978)のリン

酸カルシウム沈降法を使用することができる。哺乳動物細胞の宿主系形質転換の
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一般的な態様は米国特許第4,399,216号に記載されている。酵母菌中への形質転

換は、典型的には、Van Solingen等, J. Bact., 130:946 (1977)及びHsiao等, P

roc. 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等, M

ethods in Enzymology, 185:527-537 (1990)及び Mansour等, Nature, 336:348-

352 (1988)を参照のこと。

      【００８８】

  ここに記載のベクターにＤＮＡをクローニングあるいは発現するために適切な

宿主細胞は、原核生物、酵母菌、又は高等真核生物細胞である。適切な原核生物

は、限定するものではないが、真正細菌、例えばグラム陰性又はグラム陽性生物

体、例えば大腸菌のような腸内細菌科を含む。種々の大腸菌株が公衆に利用可能

であり、例えば、大腸菌Ｋ１２株ＭＭ２９４(ATCC31,446)；大腸菌Ｘ１７７６(A

TCC31,537)；大腸菌株Ｗ３１１０(ATCC27,325)及びＫ５７７２(ATCC53,635)であ

る。

  原核生物に加えて、糸状菌又は酵母菌のような真核微生物は、ＰＲＯ３６４又

はＰＲＯ１７５ポリペプチドコード化ベクターのための適切なクローニング又は

発現宿主である。サッカロミセス・セレヴィシアは、通常用いられる下等真核生

物宿主微生物である。

  グリコシル化ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５の発現に適切な宿主細胞は、多細

胞生物から誘導される。無脊椎動物細胞の例としては、ショウジョウバエＳ２及

びスポドスペラＳｆ９等の昆虫細胞並びに植物細胞が含まれる。有用な哺乳動物

宿主株化細胞の例は、チャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)及びＣＯＳ細胞を含

む。多くの特異的な例は、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等, J. Gen Virol., 36:59 (1977));チャイニー

ズハムスター卵巣細胞／-ＤＨＦＲ(CHO, Urlaub及びChasin, Proc. Natl. Acad.
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 Sci. USA, 77:4216 (1980));マウスのセルトリ細胞(TM4, Mather, Biol. Repro

d., 23:243-251 (1980))ヒト肺細胞 (W138, ATCC CCL 75); ヒト肝細胞 (Hep G2

, HB 8065); 及びマウス乳房腫瘍細胞 (MMT 060562, ATTC CCL51)を含む。適切

な宿主細胞の選択は、この分野の技術常識内にある。

      【００８９】

複製可能なベクターの選択及び使用

  ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５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(ＤＮＡの増幅)又は発現のために複製可能なベクタ

ー内に挿入される。様々なベクターが公的に入手可能である。ベクターは、例え

ば、プラスミド、コスミド、ウイルス粒子、又はファージの形態とすることがで

きる。適切な核酸配列が、種々の手法によってベクターに挿入される。一般に、

ＤＮＡはこの分野で周知の技術を用いて適当な制限エンドヌクレアーゼ部位に挿

入される。ベクター成分としては、一般に、これらに制限されるものではないが

、一又は複数のシグナル配列、複製開始点、一又は複数のマーカー遺伝子、エン

ハンサーエレメント、プロモーター、及び転写終結配列を含む。これらの成分の

一又は複数を含む適当なベクターの作成には、当業者に知られた標準的なライゲ

ーション技術を用いる。

  ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５は直接的に組換え手法によって生産されるだけ

ではなく、シグナル配列あるいは成熟タンパク質あるいはポリペプチドのＮ-末

端に特異的切断部位を有する他のポリペプチドである異種性ポリペプチドとの融

合ペプチドとしても生産される。一般に、シグナル配列はベクターの成分である

か、ベクターに挿入されるＤＮＡ ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５の一部である

。シグナル配列は、例えばアルカリホスファターゼ、ペニシリナーゼ、ｌｐｐあ

るいは熱安定性エンテロトキシンIIリーダーの群から選択される原核生物シグナ

ル配列であってよい。酵母の分泌に関しては、シグナル配列は、酵母インベルタ

ーゼリーダー、α因子リーダー(酵母菌属(Saccharomyces)及びクルイベロマイシ

ス(Kluyveromyces)α因子リーダーを含み、後者は米国特許第5,010,182号に記載

されている)、又は酸ホスフォターゼリーダー、白体(C.albicans)グルコアミラ

ーゼリーダー(1990年4月4日公開の欧州特許第362179号)、又は1990年11月15日に



(60) 特表２００３－５０４３４３

公開されたWO 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。

      【００９０】

  発現及びクローニングベクターは共に一又は複数の選択された宿主細胞におい

てベクターの複製を可能にする核酸配列を含む。そのような配列は多くの細菌、

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、選択性マーカーとも称される

選択遺伝子を含む。典型的な選択遺伝子は、(a)アンピシリン、ネオマイシン、

メトトレキセートあるいはテトラサイクリンのような抗生物質あるいは他の毒素

に耐性を与え、(b)栄養要求性欠陥を補い、又は(c)例えばバシリに対する遺伝子

コードＤ-アラニンラセマーゼのような、複合培地から得られない重要な栄養素

を供給するタンパク質をコードする。

  哺乳動物細胞に適切な選べるマーカーの例は、ＤＨＦＲあるいはチミジンキナ

ーゼのように、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５をコードする核酸を取り込むこと

のできる細胞成分を同定することのできるものである。野生型ＤＨＦＲを用いた

場合の好適な宿主細胞は、Urlaub 等により, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:

4216 (1980)に記載されているようにして調製され増殖されたＤＨＦＲ活性に欠

陥のあるＣＨＯ株化細胞である。酵母菌中での使用に好適な選択遺伝子は酵母プ

ラスミドＹＲｐ７に存在するｔｒｐ１遺伝子であるStinchcomb等, Nature, 282

：39(1979)；Kingman等, Gene, 7：141(1979)；Tschemper等, Gene, 10：157(19

80)。ｔｒｐ１遺伝子は、例えば、ＡＴＣＣ番号４４０７６あるいはＰＥＰ４-１

のようなトリプトファン内で成長する能力を欠く酵母菌の突然変異株に対する選

択マーカーを提供する。Jones, Genetics, 85:12 (1977)。
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      【００９１】

  発現及びクローニングベクターは、通常、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５コー

ドする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プロモーターが知られている。原核

生物宿主での使用に好適なプロモーターはβ-ラクタマーゼ及びラクトースプロ

モーター系（Cahng等, Nature, 275:615 (1978)；Goeddel等, Nature, 281:544 

(1979)）、アルカリホスファターゼ、トリプトファン(trp)プロモーター系[Goed

del, 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プロモーターを含む。deBoer 等, Proc. N

atl. Acad. Sci. USA, 80:21-25 (1983)。細菌系で使用するプロモータもまたＰ

ＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５をコードするＤＮＡと作用可能に結合したシャイン

・ダルガーノ(S.D.)配列を有する。

  酵母宿主と共に用いて好適なプロモーター配列の例としては、３-ホスホグリ

セラートキナーゼ（Hitzeman 等, J. Biol. Chem., 255:2073 (1980)）又は他の

糖分解酵素（Hess 等, J. Adv. Enzyme Reg., 7:149 (1968)；Holland, Biochem

istry, 17：4900(1978)）、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。酵母菌での発現に

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。

  哺乳動物の宿主細胞におけるベクターからのＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５核

酸転写は、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
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公開のUK 2,211,504)、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

。

      【００９２】

  より高等の真核生物による所望のＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５をコードする

ＤＮＡの転写は、ベクター中にエンハンサー配列を挿入することによって増強さ

れ得る。エンハンサーは、通常は約１０から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、ＰＲＯ３６４又

はＰＲＯ１７５のコード配列の５’又は３’位でベクター中にスプライシングさ

れ得るが、好ましくはプロモーターから５’位に位置している。

  また真核生物宿主細胞(酵母、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ＤＮ

Ａ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、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５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ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５の合成に適応化す

るのに適切な他の方法、ベクター及び宿主細胞は、Gething等, Nature, 293:620

-625 (1981); Mantei等, Nature, 281:40-46 (1979); 欧州特許第 117,060号; 
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及び欧州特許第 117,058号に記載されている。

      【００９３】

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

を定量化するノーザンブロット法（Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,77:52

01-5205 (1980)）、ドットブロット法(ＤＮＡ分析)、又はインサイツハイブリッ

ド形成法によって、直接的に試料中で測定することができる。あるいは、ＤＮＡ

二本鎖、ＲＮＡ二本鎖及びＤＮＡ-ＲＮＡハイブリッド二本鎖又はＤＮＡ-タンパ

ク二本鎖を含む、特異的二本鎖を認識することができる抗体を用いることもでき

る。次いで、抗体を標識し、アッセイを実施することができ、ここで二本鎖は表

面に結合しており、その結果二本鎖の表面での形成の時点でその二本鎖に結合し

た抗体の存在を検出することができる。

  あるいは、遺伝子の発現は、遺伝子産物の発現を直接的に定量する免疫学的な

方法、例えば細胞又は組織切片の免疫組織化学的染色及び細胞培養又は体液のア

ッセイによって、測定することもできる。試料液の免疫組織化学的染色及び／又

はアッセイに有用な抗体は、モノクローナルでもポリクローナルでもよく、任意

の哺乳動物で調製することができる。簡便には、抗体は、天然配列ＰＲＯ３６４

又はＰＲＯ１７５ポリペプチドに対して、又はここで提供されるＤＮＡ配列をベ

ースとした合成ペプチドに対して、又はＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５をコード

するＤＮＡに融合し特異的抗体エピトープをコードする外因性配列に対して調製

され得る。

      【００９４】

ポリペプチドの精製

  ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５の形態は、培地又は宿主細胞の溶菌液から回収

することができる。膜結合性であるならば、適切な洗浄液(例えばトリトン-ＸＴ

Ｍ１００)又は酵素的切断を用いて膜から引き離すことができる。ＰＲＯ３６４

又はＰＲＯ１７５ポリペプチドをコードする核酸の発現に用いられる細胞は、凍

結融解サイクル、超音波処理、機械的破壊、又は細胞溶解剤などの種々の化学的
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又は物理的手段によって破壊することができる。

  ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドを、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。適切な精製手順の例である次の手順によ

り精製される：すなわち、イオン交換カラムでの分画；エタノール沈殿；逆相Ｈ

ＰＬＣ；シリカ又はカチオン交換樹脂、例えばＤＥＡＥによるクロマトグラフィ

ー；クロマトフォーカシング；ＳＤＳ-ＰＡＧＥ；硫酸アンモニウム沈殿；例え

ばセファデックスＧ-７５を用いるゲル濾過;ＩｇＧのような汚染物を除くプロテ

インＡセファロースカラム；及びＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドの

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、Deutcher, Methodes in Enzymology, 182 (1990)；Scopes, Protei

n 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生産される特定のＰＲＯ３６４又

はＰＲＯ１７５ポリペプチドの性質に依存する。

      【００９５】

ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドの用途

    ｉ．心臓血管、内皮及び血管形成活性のアッセイ

  種々のアッセイがここで記載されたポリペプチドの心臓血管、内皮及び血管形

成活性を試験するために使用可能である。このようなアッセイは、下記の実施例

に提供されるもの含む。

  米国特許第5,773,414号に開示されているエンドセリンアンタゴニスト活性を

試験するアッセイには、レセプターアッセイにおけるポリペプチドのヨード化エ

ンドセリン-Ｉ結合を阻害する能力を試験するラット心室結合アッセイ、ウサギ

腎動脈平滑筋細胞を使用し、放射能標識されたエンドセリン-Ｉの無傷細胞結合

性を試験するエンドセリンレセプタ結合アッセイ、機能活性が第２のメッセッン

ジャーの細胞内レベルを測定することにより、Ｒａｔ-Ｉ細胞内で測定されるイ

ノシトールホスファート蓄積アッセイ、雄のニュージーランドウサギの内皮を使

用するインビボ(単離された管)研究、及びSprague-Dawleyラットを使用するイン

ビトロ研究において、添加化合物の、培養血管平滑筋内に放出されるエンドセリ
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ン刺激アラキドン酸を低減させる能力を測定するアラキドン酸放出アッセイが含

まれる。

      【００９６】

  組織生成活性のアッセイには、限定するものではないが、WO95/16035(骨、軟

骨、腱)；WO95/05846(神経、ニューロン)、及びWO91/07491(皮膚、内皮)に記載

されているものが含まれる。

  創傷治癒活性のアッセイには、例えば、Eaglstein及びMertz, J. Invest. Der

matol., 71：382-384(1978)の論文で改変されている、Winter, Epidermal Wound

 Healing, Maibach, HI及びRovee, DT,編(Year Book Medical Publishers. Inc.

, Chicago),pp71-112に記載されているものが含まれる。

  エンドセリンＢ１(ＥＴＢ１)レセプターポリペプチドに結合し、シグナル変換

活性を調節するＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドに関連したテスト用

分子のスクリーニングアッセイは、米国特許第5,773,223号に記載されたように

して、エンドセリンＢ１レセプターポリペプチドをコードするＤＮＡで形質転換

した宿主細胞を提供し、試験用候補薬に細胞を曝露し、エンドセリンＢ１レセプ

ターシグナル変換活性を測定する。

  幾つかの心臓肥大アッセイが存在する。インビトロアッセイには、成体ラット

心臓ミオサイトの拡散の誘導が含まれる。このアッセイにおいて、心室ミオサイ

トは、Piper等,「Adult ventricular rat heart muscle cells」, Cell Culture

 Techniques in Heart and Vessel Research. H.M. Piper. ed(Berlin：Springe

r-Verlag,1990),pp.36-60により詳細に記載されている手順を改変したものに本

質的に従って、単一の(雄のSprague-Dawley)ラットから単離される。この手順に

より、成体心室ミオサイトの単離、及び桿体フェノタイプ細胞の長期間にわたる

培養が可能になる。フェニレフリンとプロスタグランジンＦ２α(ＰＧＦ２α)は

、これら成体細胞の転移反応を誘発することが示されている。種々の心臓肥大の

潜在的阻害剤による、ＰＧＦ２α又はＰＧＦ２α類似体(例えばフルプロステノ

ール)及びフェニレフリンにより誘発されるミオサイト転移阻害を次いで試験す

る。

      【００９７】
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  インビボアッセイの一例は、インビボにおけるフルプロステノールにより誘発

される心臓肥大の阻害をテストすることである。この薬理学的モデルは、フルプ

ロステノール(ＰＧＦ２αのアゴニスト類似体)の皮下注射によりラット(例えば

、雄のWistar又はＳprague-Dawley)において誘発された心臓肥大を阻害するＰＲ

Ｏ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドの能力を試験するものである。心筋梗塞

により誘発される病的な心臓肥大のあるラットにおいて、心筋内のＰＧＦ２αが

検出可能なレベルまで慢性的に上昇していることが知られている。Lai等, Am. J

. Physiol.(Heart Circ. Physiol.), 271：H2197-H2208(1996)。従って、インビ

ボでの心筋成長におけるフルプロステノールの影響を阻害可能な因子は、心臓肥

大の治療に有用である可能性がある。心臓肥大におけるＰＲＯ３６４又はＰＲＯ

１７５ポリペプチドの効力は、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドを受

容しないフルプロステノール処理されたラットに対する、心臓、心室及び左心室

(体重により規格化)の重量を測定することにより決定される。

  インビボアッセイの他の例は、圧力負荷心臓肥大アッセイである。インビボ試

験において、試験用動物の腹部大動脈の収縮による圧力負荷心臓肥大を誘発する

ことは共通している。典型的なプロトコルにおいて、ラット(例えば雄のWistar

又はSprague-Dawley)は麻酔処理され、各ラットの腹部大動脈を横隔膜の真下ま

で狭窄する。Beznak M., Can. J. Biochem. Physiol., 33：985-94(1955)。大動

脈を外科的切開により曝露し、短い太針を管の隣におく。大動脈を針周囲に絹糸

で結紮して収縮させ、すぐに除去し、針の直径まで大動脈の管腔を低減させる。

このアプローチは、例えばRossi等, Am. Heart J., 124：700-709(1992)及びO'R

ourke及びReibel, P.S.E.M.B., 200：95-100(1992)に記載されている。

      【００９８】

  また他のインビボアッセイにおいて、実験的に誘発された心筋梗塞(ＭＩ)に続

く心臓肥大に対する効果を測定する。ラットにおいて、急性ＭＩを左冠動脈結紮

にて誘発し、さらにこれを心電図試験で確認する。また動物の擬似操作グループ

をコントロール動物として用意する。初期のデータには、心臓肥大はＭＩを有す

るグループに存在することが示され、体重に対し心臓重量は１８％増加している

ことが明らかとなった。上掲のLai等。心臓肥大の候補ブロッカー、例えばＰＲ
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Ｏ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドでこれらの動物を治療し、テストした候

補薬の治療可能性についての貴重な情報を提供する。Sprague-Dawleyラットを使

用する、心臓肥大の誘発におけるさらなるアッセイテストは米国特許第5,773,41

5号に開示されている。

  癌に対しては、腫瘍の病原及び進行におけるここで同定された遺伝子の役割を

さらに理解し、天然ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドの抗体及び他の

アンタゴニスト、例えば小分子アンタゴニストを含む治療用候補薬の効力をテス

トするために、種々のよく知られた動物モデルを使用することができる。このよ

うなモデルのインビボの性質は、ヒト患者に前兆となる反応を特に起こさせるも

のである。腫瘍及び癌(乳癌、結腸癌、前立腺癌、肺癌等)の動物モデルには、非

組換え及び組換え(トランスジェニック)動物が含まれる。非組換え動物モデルに

は、例えば齧歯動物、例えばネズミモデルが含まれる。このようなモデルは標準

的な技術、例えば皮下注射、尾静脈注射、脾臓移植、腹膜移植、腎嚢下移植、又

はオルソピン(orthopin)移植、例えば結腸組織に移植された結腸癌細胞を使用し

、同系のマウスに腫瘍細胞を移入することにより作成することができる。例えば

、1997年9月18日に公開されたPCT公開番号WO97/33551を参照されたい。

  おそらくは癌遺伝子の研究に最も頻繁に使用される動物種は、免疫欠損マウス

、特にヌードマウスである。胸腺刺激／形成不全を有するヌードマウスがヒト腫

瘍異種移植片用の宿主として成功裡に作用するという知見はこの目的への広範な

使用に導いた。常染色体劣性ｎｕ遺伝子は、例えばＡＳＷ、Ａ／Ｈｅ、ＡＫＲ、

ＢＡＬＢ／ｃ、Ｂ１０、ＬＰ、Ｃ１７、ＣＨ３、Ｃ５７ＢＬ、Ｃ５７、ＣＢＡ、

ＤＢＡ、ＤＤＤ、Ｉ／ｓｔ、ＮＣ、ＮＦＲ、ＮＦＳ、ＮＦＳ／Ｎ、ＮＺＢ、ＮＺ

Ｃ、ＮＺＷ、Ｐ、ＲＩＩＩ及びＳＪＬを含む、非常に多数の明確に同族のヌード

マウスに導入される。さらに、ヌードマウス以外に免疫学的欠損を受け継いだ広

範囲の他の動物を育て、腫瘍異種移植片のレシピエントとして使用する。さらな

る詳細は、例えばThe Nude Mouse in Oncology Research, E. Boven及びB. Wino

grad. eds.(CRC Press, Inc., 1991)を参照されたい。

      【００９９】

  このような動物に導入された細胞は周知の腫瘍／癌細胞、例えば上述にて列挙
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した任意の腫瘍細胞系、例えばＢ１０４-１-１細胞系(ｎｅｕ原腫瘍遺伝子で形

質移入された安定ＮＩＨ-３Ｔ３細胞系)；ｒａｓ-形質移入ＮＩＨ-３Ｔ３細胞；

Ｃａｃｏ-２(ＡＴＣＣ ＨＴＢ-３７)；又は中程度に分化したグレードＩＩヒト

結腸腺癌細胞系、ＨＴ-２９(ＡＴＣＣ ＨＴＢ-３８)、又は腫瘍及び癌からのも

のを誘導可能である。腫瘍又は癌細胞のサンプルは凍結及び液体窒素での保管等

を含む標準的な状態で使用され、外科手術により患者から得ることができる。Ka

rmali等, Br. J. Cancer. 48：689-696(1983)。

  腫瘍細胞は種々の手順によりヌードマウス等の動物に導入することができる。

腫瘍の移植には、マウスの皮下(s.c.)空間が非常に適している。腫瘍は、固体ブ

ロックとして、例えばトロカール(trochar)の使用による針バイオプシー、又は

細胞懸濁液を移植することもできる。固体ブロック又はトロカール移植用に適し

た大きさの腫瘍組織断片が皮下空間に導入される。細胞懸濁液は一次腫瘍又は安

定腫瘍細胞系から新鮮に調製され、皮下注射される。また、腫瘍細胞は皮下移植

として注射することもできる。この位置において、移植片は真皮結合組織の下部

と皮下組織との間に付与される。

      【０１００】

  乳癌の動物モデルは、Drebin等,  Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 83：9129-913

3(1986)に記載されたようにして、例えばラット神経芽細胞(当初単離されたｎｅ

ｕ癌遺伝子からのもの)、又はｎｅｕ-形質転換ＮＩＨ-３Ｔ３細胞を、ヌードマ

ウスに移植することにより作成することができる。

  同様に、結腸癌の動物モデルは、動物、例えばヌードマウスに結腸癌細胞を通

過させ、これらの動物に腫瘍を出現せしめることにより作成することができる。

ヌードマウスにおけるヒト結腸癌の同所移植モデルは、例えばWang等, Cancer R

esearch, 54：4726-4728(1994)及びToo等, Cancer Research, 55：681-684(1995

)により記載されている。このモデルはAntiCancer,Inc.,(San Diego, Californi

a)から販売されている、いわゆる「METAMOUSETM」に基づく。

  動物内で生じた腫瘍は除去され、インビトロで培養することができる。ついで

、インビトロ培養からの細胞を動物に継代させる。このような腫瘍はさらなるテ

スト又は薬剤スクリーニングを目的となりうる。あるいは、継代により得られた
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腫瘍は単離可能で、継代前細胞及び一又は複数の継代段階の後に単離された細胞

のＲＮＡは、関心のある遺伝子の差次的発現用に分析される。このような継代技

術は、任意の周知の腫瘍又は癌細胞系で行うことができる。

  例えば、Ｍｅｔｈ Ａ、ＣＭＳ４、ＣＭＳ５、ＣＭＳ２１及びＷＥＨＩ-１６４

はＢＡＬＢ／ｃ雌マウス(DeLeo等, J. Exp. Med., 146：720(1977))の繊維肉腫

を化学的に誘発し、種々の薬剤の抗腫瘍活性を研究する高度に制御されたモデル

系を提供する。Palladino等, J. Immunol., 138：4023-4032(1987)。簡単に言え

ば、腫瘍細胞は細胞培養におけるインビトロで増殖される。動物に注射をする前

に細胞系を洗浄し、１０ｘ１０６から１０ｘ１０７細胞／ｍｌの細胞密度でバッ

ファーに懸濁させる。ついで、動物に１０から１００μｌの細胞懸濁液を皮下注

射すると、１から３週間で腫瘍が出現する。

      【０１０１】

  さらに、最も詳細に研究されている試験用腫瘍の一つであるマウスのルイス肺

(３ＬＬ)癌腫を研究用腫瘍モデルとして使用することができる。この腫瘍モデル

の効力は、肺の小細胞癌腫(ＳＣＣＬ)と診断されたヒト患者の治療における好ま

しい効果と相関している。この腫瘍は、病気になったマウス、又は培養されてい

る細胞からの腫瘍断片を注射することで、正常なマウスに導入することができる

。Zupi等, Br. J. Cancer, 41：suppl. 4. 30(1980)。腫瘍が単一細胞の注射か

ら出発して、感染した腫瘍細胞がかなりの高割合で生存しているという証拠が示

された。この腫瘍モデルについてのさらなる情報は、Zacharski, Haemostasis, 

16：300-320(1986)を参照されたい。

  移植腫瘍を有する動物モデルにおける試験化合物の効能を評価する方法の一つ

は、治療前又は後の腫瘍の大きさを測定することである。伝統的に、移植腫瘍の

大きさは２又は３次元のスライドカリパスで測定される。２次元に限定する測定

は腫瘍の大きさを正確に反映せず；よって通常は数式を使用し、対応する量に転

換する。しかし、腫瘍サイズの測定は非常に不正確である。候補薬の治療効果は

治療誘発性の成長が遅れ、特定の成長が遅れた場合に、より良好であると記載す

ることができる。腫瘍成長の記載における他の重要な変数は腫瘍量が２倍になる

時間である。また、腫瘍成長の算出及び記載のためのコンピュータプログラム、
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例えばRygaard及びSpang-Thomsen, Proc. 6th Int. Workshop on Immune-Defici

ent Animals. Wu及びSheng. eds.(Basel. 1989), p.301により報告されているプ

ログラムが利用できる。しかし、治療後の壊死及び炎症反応は、実際には少なく

とも最初は腫瘍サイズが増加する結果となり得ることに留意されるべきである。

よって、これらの変化は形態計測法とフローサイトメトリー分析を組み合わせて

、注意深く監視する必要がある。

      【０１０２】

  さらに、組換え(トランスジェニック)動物モデルは、ここで同定されたＰＲＯ

３６４又はＰＲＯ１７５遺伝子のコード化部位を、関心のある動物のゲノムに導

入し、トランスジェニック動物を作成するための標準的な技術を使用して操作す

ることができる。トランスジェニック操作の標的として提供可能な動物には、限

定するものではないが、マウス、ラット、ウサギ、モルモット、ヒツジ、ヤギ、

ブタ、及び非ヒト霊長類、例えばヒヒ、チンパンジー及びサルが含まれる。この

ような動物に導入遺伝子を導入するための、当該分野における周知の技術には、

前核のミクロ注射(米国特許第4,873,191号)；胚へのレトロウイルス媒介性遺伝

子移動(例えば、Van der Putten等, Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 82：6148-615

(1985))；胚幹細胞における遺伝子を標的化(Thompson等, Cell, 56：312-321(19

89))；胚のエレクトロポレーション(Lo, Mol. Cell. Biol., 3：1803-1814(1983

))；及び精子媒介性遺伝子移動が含まれる。Lavitrano等, Cell, 57：717-73(19

89)。レビューには、例えば米国特許第4,736,866号を参照されたい。

  本発明の目的に対して、トランスジェニック動物にはそれらの細胞の一部のみ

に導入遺伝子を担持するもの(「モザイク動物」)が含まれる。導入遺伝子は、単

一の導入遺伝子として、又はコンカテマーとして組み込むことができ、例えば、

ヘッド対ヘッド又はヘッド対テイルのタンデムで組み込むことができる。また特

定の細胞系への導入遺伝子の選択的導入は、例えばLasko等, Proc. Nat. Acad. 

Sci. USA, 89：6232-636(1992)の技術に従って可能である。

  トランスジェニック動物における導入遺伝子の発現は通常の技術により監視可

能である。例えば、サザンブロット分析又はＰＣＲ増幅を導入遺伝子の統合を証

明するために使用することができる。ついで、ｍＲＮＡの発現レベルはインシト
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ゥーハイブリッド形成、ノーザンブロット分析、ＰＣＲ又は免疫細胞化学等の技

術を使用して分析することができる。動物は腫瘍又は癌進行の徴候についてさら

に試験される。

      【０１０３】

  また、動物の胚性細胞に導入されたＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチ

ドをコードする変更ゲノムＤＮＡと、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチ

ドをコードする内在性遺伝子との間の相同的組換えによって、ここで同定される

ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドをコードする欠陥又は変更遺伝子を

有する「ノックアウト」動物を構成することができる。例えば、特定のＰＲＯ３

６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドをコードするｃＤＮＡは、確立された技術に

従い、該ポリペプチドをコードするゲノムＤＮＡのクローニングに使用できる。

特定のＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドをコードするゲノムＤＮＡの

一部を欠失したり、組み込みを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(198

7)を参照のこと。ベクターは胚性幹細胞に(例えばエレクトロポレーションによ

って)導入し、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

選択される。例えば、Li等, Cell, 69:915(1992)参照。選択された細胞は次に動

物(例えばマウス又はラット)の胚盤胞内に注入されて集合キメラを形成する。例

えば、Bradley, Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Ap

proach, E. J. Robertson, ed. (IRL, Oxford, 1987), pp. 113-152参照。その

後、キメラ性胚を適切な偽妊娠の雌性乳母に移植し、期間をおいて「ノックアウ

ト」動物をつくり出す。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。ノックアウト動物は、ＰＲＯ

３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドが不在であること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けられる。

      【０１０４】
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  ここで同定されたＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドに特異的に結合

する抗体、及び他の候補薬の効果は、自然発症性動物腫瘍の治療においてさらに

試験することができる。この研究のための適切な標的はネコ口部扁平上皮細胞癌

腫(ＳＣＣ)である。ネコ口部ＳＣＣは侵入性が高く、この悪性腫瘍はネコにおい

て最も一般的な口部悪性腫瘍とされ、口部腫瘍の６０％以上がこの種において繰

り返されると計測されている。それは遠くの部位にはめったに転移しないが、転

移の発生率が低いのは、この腫瘍を有するネコの生存期間が短いことに反映され

ている。これらの腫瘍は、主としてネコの口腔の解剖学的構造により、通常外科

手術により処理することができない。現在のところ、この腫瘍に対する効果的な

治療はない。研究に入る前に、各々のネコを完全な臨床実験用のバイオプシーと

し、コンピュータＸ線断層撮影(ＣＴ)によりスキャンする。舌下口部扁平上皮細

胞腫瘍であると診断されたネコはこの研究から除外する。舌はこのような腫瘍の

結果として麻痺し、治療により腫瘍が死亡しても、動物は自分自身で食餌するこ

とができない。各々のネコを長期間繰り返し治療する。治療期間中、腫瘍の写真

を毎日取り、続いて再チェックする。治療後、各ネコを他のＣＴスキャンにかけ

る。ＣＴスキャンと胸部放射線写真を、その後８週間毎に評価する。データは、

コントロールグループに対し、生存率、反応性及び毒性において異なっていると

評価した。ポジティブ反応は、好ましくは生存の質の改善及び／又はライフスパ

ンの増加を伴う腫瘍退行の証拠を必要とする。

  さらに、イヌ、ネコ及びヒヒ他の自発的動物腫瘍、例えば繊維肉腫、腺癌、リ

ンパ腫、軟骨腫、又は平滑筋肉腫もテストすることができる。もちろん、イヌ及

びネコの乳房腺癌は好ましいモデルであり、その外観及び性質はヒトのものと非

常に似ている。しかし、このモデルの使用は動物におけるこの種の腫瘍の発生が

希なために制限される。

  また当該分野で周知の他のインビトロ及びインビボ心臓血管、内皮及び血管形

成試験もここで適切である。

      【０１０５】

    ｉｉ．組織分布

  さらなる研究、例えば種々のヒト組織におけるｍＲＮＡ発現を測定することに
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より、ここで心臓血管、内皮及び血管形成アッセイの結果を証明することができ

る。

  上述したように、種々の組織における遺伝子の増幅及び／又は遺伝子の発現は

、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ッド形成法によって測定することがで

きる。あるいは、ＤＮＡ二本鎖、ＲＮＡ二本鎖及びＤＮＡ-ＲＮＡハイブリッド

二本鎖又はＤＮＡ-タンパク二本鎖を含む、特異的二本鎖を認識することができ

る抗体を用いることもできる。

  あるいは、種々の組織における遺伝子の発現は、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、抗体は、天然配列ＰＲ

Ｏ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドに対して、又はここで提供されるＤＮＡ

配列をベースとした合成ペプチドに対して、又はＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５

ＤＮＡに融合し特異的抗体エピトープをコードする外因性配列に対して調製され

得る。抗体生産のための一般的な技術、及びインサイツ-ハイブリッド形成のた

めの特別なプロトコルは以下に提供する。

      【０１０６】

    ｉｉｉ．抗体結合性の研究

  心臓血管、内皮及び血管形成アッセイに使用される内皮細胞又は他の細胞にお

けるＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドの効果を阻害する抗-ＰＲＯ３

６４又は-ＰＲＯ１７５抗体の能力を試験する、心臓血管、内皮及び血管形成研

究の結果は、抗体結合性を研究することで証明することができる。抗体の例とし

ては、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抱合体

抗体が含まれ、その調製は以下に記載する。

  抗体結合性の研究は任意の周知のアッセイ方法、例えば競合結合アッセイ、直
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接及び間接サンドイッチアッセイ、及び免疫沈降アッセイ等で行われうる。Zola

, Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, (CRC Press, Inc. 1987)p

p. 147-158 。

  競合結合アッセイは、有限量の抗体との結合における、試験用サンプルに対し

て競合する標識された標準体の能力による。試験用サンプル中の標的タンパク質

の量は、抗体が結合する標準体の量に対して逆比例する。結合する標準体の量の

測定を容易にするため、好ましくは抗体は競合の前後に不溶化され、抗体に結合

する分析物及び標準体は、便宜上、結合しないで残存する標準体及び分析物から

分離する。

  サンドイッチアッセイでは、検出される互いに異なる免疫原部分、又はエピト

ープ、又はタンパク質に結合可能な２つの抗体が使用される。サンドイッチアッ

セイにおいて、分析されるテスト用サンプルは、固体支持体に固定化された第１

の抗体に結合し、その後、第２の抗体が分析物に結合し、よって不溶性の３部位

複合体が形成される。例えば、米国特許第4,376,100号を参照されたい。第２の

抗体は検出可能な部分で、それ自身が標識されてもよく(直接サンドイッチアッ

セイ)、又は検出可能な部分で標識された抗免疫グロブリン抗体を使用して測定

してもよい(間接サンドイッチアッセイ)。例えば、一方の種類のサンドイッチア

ッセイはＥＬＩＳＡアッセイであり、この場合、検出可能な部分は酵素である。

  免疫組織化学において、組織サンプルは新鮮なものでも凍結されていても、パ

ラフィンに埋設されていてもよく、防腐剤、例えばホルマリンで固定されていて

もよい。

      【０１０７】

    ｉｖ．細胞ベースの腫瘍アッセイ

  心臓血管、内皮及び血管形成疾患、例えば腫瘍のための細胞ベースのアッセイ

及び動物モデルは、ここで心臓血管、内皮及び血管形成アッセイの知見を立証し

、さらに、ここで同定された遺伝子と所望しない心臓血管、内皮及び血管形成細

胞成長の進行及び病因との関係を理解するために使用可能である。所望しない心

臓血管、内皮及び血管形成細胞成長、例えば腫瘍の進行及び病因におけるここで

同定された遺伝子産物の役割は、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドに
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より刺激又は阻害されると同定された細胞又は細胞系を使用して試験することが

できる。このような細胞には、例えば以下の実施例に示すものが含まれる。

  異なるアプローチにおいて、特定の心臓血管、内皮及び血管形成疾患に係る周

知の細胞種の細胞を、ｃＤＮＡを用いて形質移入し、これらのｃＤＮＡが過度の

成長を誘発するか、又は成長を阻害する能力を分析する。心臓血管、内皮及び血

管形成疾患が癌である場合、適切な腫瘍細胞には、例えば安定腫瘍細胞系、例え

ばＢ１０４-１細胞系(ｎｅｕ原腫瘍遺伝子で形質移入された安定ＮＩＨ-３Ｔ３

細胞系)及びｒａｓ-形質移入ＮＩＨ-３Ｔ３細胞が含まれ、これらは所望する遺

伝子を形質移入することができ、腫瘍形成成長を監視することができる。ついで

、このような形質移入細胞系を使用し、ポリ-又はモノクローナル抗体又は抗体

組成物が、形質移入細胞の成長における細胞増殖抑制又は細胞毒性活性を働かせ

ることによる、又は抗体-依存性細胞性細胞毒性(ＡＤＣＣ)を媒介することによ

る腫瘍形成細胞成長を阻害する能力をテストする。さらに、ここで同定された遺

伝子のコード化配列で形質移入された細胞を、心臓血管、内皮及び血管形成疾患

、例えば癌の治療用の候補薬を同定するのに使用することができる。

  さらに、トランスジェニック動物の腫瘍から得られた一次培地(上述に記載)を

細胞ベースのアッセイに使用することができるが、安定細胞系が好ましい。トラ

ンスジェニック動物から一定の細胞系を誘導するための技術は当該分野において

よく知られている。例えばSmall等, Mol. Cell. Biol., 5：642-648(1985)を参

照されたい。

      【０１０８】

    ｖ．遺伝子治療

  ここで、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド、及びポリペプチド性ア

ゴニスト及びアンタゴニストは、それらのポリペプチドをインビボでの発現によ

り本発明に従って用いてもよく、これはしばしば遺伝子治療と呼ばれる。

  核酸(場合によってはベクター内に含まれたもの)を患者の細胞に入れるために

：インビボ及びエキソビボという２つの主要な方法がある。インビボ送達では、

核酸は、通常はＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドが必要とされている

部位、すなわちＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドの合成部位、もし知
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られているならばＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドの生物学的活性が

必要とされる部位(例えば創傷)に、患者に直接注入される。エキソビボ処理では

、患者の細胞を取り出し、核酸をこれらの単離された細胞に導入し、修飾された

細胞を患者に、直接、又は例えば患者に埋め込まれる多孔性膜にカプセル化して

投与する(米国特許第4,892,538号及び第5,283,187号参照)。

  核酸を生細胞に導入するために利用可能な種々の技術がある。これらの技術は

、核酸が培養された細胞にインビトロで移入されるか、又は対象とする宿主にイ

ンビボで移入されるかに依る。哺乳動物細胞にインビトロで核酸を移入するのに

適した技術は、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、形質導入、細胞融合、ＤＥＡＥ-デキストラン、リン酸カルシウム沈降法な

どを含む。形質導入は、複製欠陥、組換えウイルス(好ましくはレトロウイルス)

粒子の細胞レセプターとの結合、次いで粒子に含まれる核酸の細胞への導入を含

む。遺伝子のエキソビボ送達に通常用いられるベクターはレトロウイルスである

。

      【０１０９】

  現在インビボ核酸移入技術で好ましいのは、ウイルス又は非ウイルスベクター

(アデノウイルス、レンチウイルス、単純ヘルペスＩウイルス、又はアデノ関連

ウイルス(ＡＡＶ))、及び脂質ベースの系(遺伝子の脂質媒介移入に有用な脂質は

、例えば、ＤＯＴＭＡ、ＤＯＰＥ、及びＤＣ-Ｃｈｏｌである；例えば、Tonkins

on等, Cancer Investigation, 14(1): 54-65 (1996) 参照)での形質移入を含む

。遺伝子治療で使用するために最も好ましいベクターはウイルス、最も好ましく

はアデノウイルス、ＡＡＶ、レンチウイルス、又はレトロウイルスである。レト

ロウイルスベクター等のウイルスベクターは、少なくとも１つの転写プロモータ

ー／エンハンサー又は位置決定因子、あるいは選択的スプライシング、核ＲＮＡ

輸出、又はメッセンジャーの翻訳後修飾などの他の手段により遺伝子発現を制御

する他の因子を含む。さらに、レトロウイルスベクター等のウイルスベクターは

、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドをコードする遺伝子の存在下で転

写されたとき、それに作用可能に結合し、翻訳開始配列として機能する核酸分子

を含む。このようなベクター作成物はまた、用いるウイルスに適したパッケージ
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ングシグナル、末端反復配列(ＬＴＲ)又はその一部、及びポジティブ及びネガテ

ィブストランドプライマー結合部位を含む(これらがウイルスベクターに既に存

在しない場合)。さらに、これらのベクターは、典型的には、それらが配置され

る宿主細胞からＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドを分泌させるシグナ

ル配列を含む。好ましくは、この目的のためのシグナル配列は哺乳動物シグナル

配列、最も好ましくはＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドのための天然

シグナル配列である。場合によっては、ベクター作成物は、ポリアデニル化を指

示するシグナル並びに一又は複数の制限部位及び翻訳終結配列も含む。例として

、このようなベクターは典型的には５’ＬＴＲ、ｔＲＮＡ結合部位、パッケージ

ングシグナル、第二鎖ＤＮＡ合成の開始点、及び３’ＬＴＲ又はその一部を含む

。非ウイルスの他のベクター、例えばカチオン性脂質、ポリリジン、及びデンド

リマーを用いることもできる。

      【０１１０】

  幾つかの状況では、核酸供給源に標的細胞をターゲティングする試薬、例えば

細胞表面膜タンパク質又は標的細胞に特異的な抗体、標的細胞上のレセプターの

リガンドなどを供給するのが望ましい。リポソームが用いられる場合、エンドサ

イトーシスに伴う細胞表面膜タンパク質に結合するタンパク質が、ターゲティン

グ及び／又は取り込みの促進のために用いられ、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、サイクリングにおいて内部移行を受けるタン

パク質の抗体、及び細胞内局在化をターゲティングし細胞内半減期を向上させる

タンパク質である。レセプター媒介エンドサイトーシスの技術は、例えば、Wu等

, J. Biol. Chem., 262:4429-4432 (1987)；及びWagner等, Proc. Natl. Acad. 

Sci., 87: 3410-3414 (1990)に記載されている。現在知られている遺伝子マーキ

ング及び遺伝子治療プロトコールの概説については、Anderson等, Science, 256

:808-813 (1992)を参照のこと。また、WO 93/25673及びそこに引用された参考文

献も参照。

  好適な遺伝子治療及びレトロウイルス粒子及び構造タンパク質の作成方法は、

米国特許第5,681,746号に見出される。

      【０１１１】
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    ｖｉ．診断法としての遺伝子の用途

  また本発明は、診断法としてのＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドを

コードする遺伝子の用途に関する。ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド

中の変異体は腫瘍の原因であるため、変異した形態のＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１

７５ポリペプチドの検出は、心臓血管、内皮及び血管形成疾患、又は心臓血管、

内皮及び血管形成疾患、例えば腫瘍への感染性の診断を可能にする。

  ヒトＰＲＯ３６４又はヒトＰＲＯ１７５ポリペプチドをコードする遺伝子に変

異体を持つ個人は、種々の技術でＤＮＡレベルが検出される。診断用の核酸は患

者の細胞、例えば血液、尿、唾液、組織バイオプシー、及び検屍物質から得るこ

とができる。ゲノムＤＮＡは、分析の前にＰＣＲを使用して酵素的に増幅させる

(Saiki等, Nature, 324：163-166(1986))か、又は直接検出に使用することがで

きる。ＲＮＡ又はｃＤＮＡは同じ目的のために使用することができる。例として

、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドをコードする核酸に相補的なＰＣ

Ｒプライマーを、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド変異体の同定及び

分析に使用することができる。例えば、欠失及び挿入は正常な遺伝子型と比較し

た増幅産物の大きさの変化により検出することができる。ポイントミューテーシ

ョンは、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドをコードする放射能標識さ

れたＲＮＡ、又はＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドをコードする放射

能標識されたアンチセンスＤＮＡ配列に対し、増幅ＤＮＡをハイブリッド形成さ

せることにより同定することができる。好ましい適合配列はＲＮアーゼＡ消化又

は溶解温度の相違により非適合二重鎖と区別することができる。

      【０１１２】

  ＤＮＡ配列の相違に基づく遺伝子試験は、変性剤有又は無のゲル中でのＤＮＡ

断片の電気泳動移動度の変化を検出することにより達成される。小配列の欠失及

び挿入は高解像度のゲル電気泳動により可視化することができる。異なる配列の

ＤＮＡ断片は、変性ホルムアミジン勾配ゲルにおいて区別され、異なるＤＮＡ断

片の移動は、特定の溶解又は部分的な溶解温度により、ゲルの異なる位置で阻害

される。例えば、Myers等, Science, 230：1242(1985)。

  また特定の位置における配列変化はヌクレアーゼ保護アッセイ、例えばＲＮア
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ーゼ及びＳＩ保護、又は化学的切断方法、例えばCotton等, Proc. Nat. Acad. S

ci. USA, 85：4397-4401(1985)により明らかになる。

  よって、特定のＤＮＡ配列の欠失はハイブリッド形成、ＲＮアーゼ保護、化学

的切断、直接ＤＮＡ配列化、又は制限酵素の使用、例えば制限断片長多型(ＲＦ

ＬＰ)、及びゲノムＤＮＡのサザンブロット等の方法により達成することができ

る。

      【０１１３】

    ｖｉｉ．ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドレベル検出のための用

途

  より一般的なゲル電気泳動及びＤＮＡ配列決定に加えて、変異はインサイツ分

析で検出することもできる。

  ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドをコードする核酸の発現は、腫瘍

形成に関連した血管の病気又は新血管新生に関係している。ＰＲＯ３６４又はＰ

ＲＯ１７５ポリペプチドがシグナル配列を有している場合は、ｍＲＮＡは平滑筋

細胞では少ないのに対して内皮細胞では高度に発現しており、このことはＰＲＯ

３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドが血清中に存在していることを示している

。従って、このＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドのレベルの変化が腫

瘍形成に関連した血管の病気、又は新血管新生であることを示しているために、

抗-ＰＲＯ３６４又は-ＰＲＯ１７５ポリペプチド抗体は、このような疾患の診断

に使用することができる。

  ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドに特異的な抗体を固体支持体に付

着させ、標識されたＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド及び宿主から誘

導されたサンプルを固体支持体上を通過させる競合アッセイを使用することもで

き、固体支持体に付着された検出される標識の量がサンプル中のＰＲＯ３６４又

はＰＲＯ１７５ポリペプチドの量と相関関係がありうる。

      【０１１４】

    ｖｉｉｉ．染色体マッピング

  また、本発明の配列は染色体同定に対して価値がある。配列は特異的に標的と

され、個人のヒト染色体の特定の位置にハイブリッド形成させることができる。
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さらに、染色体の特定の部位を同定する必要性が現在ある。実際の配列データ(

反復多型性)に基づいたいくつかの染色体マーキング試薬は、現在、染色体位置

のマーキングに利用できる。本発明の染色体のＤＮＡマッピングは、病気に関連

した遺伝子にその配列を相関させる際の重要な第１段階である。

  簡単に言えば、配列はｃＤＮＡからＰＣＲプライマー(好ましくは１５－２５

塩基対)を調製することにより、染色体にマッピングすることができる。３'-非

翻訳領域のコンピュータ分析を使用すると、ゲノムＤＮＡの一エクソン以上のス

パンではないプライマーが素早く選択され、よって増幅プロセスがより複雑にな

る。これらのプライマーを、次に、個々のヒト染色体を含有する体細胞ハイブリ

ッドのＰＣＲスクリーニングに使用する。プライマーに対応するヒト遺伝子を含

有するハイブリッドのみが、増幅断片を作成するであろう。

  体細胞ハイブリッドのＰＣＲマッピングは、特定の染色体に特定のＤＮＡを割

り当てるための迅速な手順である。本発明において同様のオリゴヌクレオチドプ

ライマーを本発明で使用すると、サブ局部限定を、類似した方法で、大きなゲノ

ムクローンのプール又は特定の染色体からの断片のパネルで達成することができ

る。同様に、その染色体へのマッピングに使用可能な他のマッピング方法には、

インサイツハイブリッド形成、標識されたフローソート染色体を用いたプレスク

リーニング、及び染色体特異性ｃＤＮＡライブラリーを組み立てるためのハイブ

リッド形成によるプレ選択が含まれる。

      【０１１５】

  中期染色体展開へのｃＤＮＡクローンの蛍光インサイツハイブリッド形成(Ｆ

ＩＳＨ)を、正確な染色体位置を一工程で提供するために使用することができる

。この技術は５００又は６００塩基と短いｃＤＮＡで使用することができるが；

２０００塩基対を越える長さのクローンは、単純な検出に対して十分なシグナル

強さを有する独特の染色体位置に結合する見込みが高い。ＦＩＳＨには、ＰＲＯ

３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドをコードする遺伝子を誘導するクローンの

使用が必要であり、長くなればなる程良好になる。例えば、２０００塩基対で良

好であり、４０００塩基対でより好ましく、４０００を越えても、時間の合理的

なパーセンテージの良好な結果を得るのには、おそらく必要ではない。この技術
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のレビューについては、Verma等, Human Chromosomes；a Manual of Basic  Tec

hniques(Pergamon Press, New York. 1988)を参照されたい。

  一度、配列を厳密な染色体位置にマッピングすると、染色体上の配列の物理的

位置は遺伝子地図データと相関付けられる。このようなデータは、例えば、V. M

cKusick, Mendelian Inheritance in Man(Johns Hopkins University Welch Med

ical Libraryからオンラインで入手可能)に見出される。次に、同じ染色体領域

にマッピングされる遺伝子と病気の関係を連鎖アッセイにより同定する(物理的

に隣接する遺伝子の共同相続)。

  次に、病気に罹患した又は病気に罹患しなかった個体間のｃＤＮＡ又はゲノム

配列における差異を測定する必要がある。変異が病気に罹患し個体の数人又は全

員に見出され、正常な個体では見出されない場合、変異は病気の原因であると思

われる。

  物理的マッピング及び遺伝子マッピング技術の現在の解像度によれば、病気に

関連した染色体領域に厳密に位置するｃＤＮＡは、５０と５００潜在的原因遺伝

子の間の一つである(このことは、１メガベースのマッピング解像度で、２０ｋ

ｂ当たり１遺伝子であると仮定している)。

      【０１１６】

    ｉｘ．候補薬のスクリーニングアッセイ

  本発明は、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドを模倣する(アゴニス

ト)又はＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５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、ここに同定した遺伝子にコードさ

れるＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドと結合又は複合体形成する化合

物、又は他にコード化ポリペプチドと他の細胞性タンパク質との相互作用を阻害

する化合物を同定するために設計される。このようなスクリーニングアッセイは

、それを特に小分子候補薬の同定に適したものにする、化学的ライブラリーの高

スループットスクリーニングに適用可能なアッセイを含む。

  このアッセイは、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
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実施され、それらはこの分野で良好に特徴付けされている。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ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５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。

      【０１１７】

  結合アッセイにおいて、相互作用は結合であり、形成された複合体は単離され

るか、又は反応混合物中で検出される。特別な実施態様では、ここに同定された

遺伝子にコードされるＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又は候補薬が

、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ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプ

チドの溶液で被覆し乾燥させることにより達成される。あるいは、固定化される

ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５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

結合する標識抗体を使用することによって検出できる。

      【０１１８】

  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る特定のＰＲ

Ｏ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチに結合しない場合、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た方

法によってアッセイすることができる。そのようなアッセイは、架橋、同時免疫

沈降、及び勾配又はクロマトグラフィ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, Pro

c.Natl. Acad. Sci. USA 89, 5789-5793 (1991)に開示されているようにして、F
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ields及び共同研究者等(Fiels及びSong, Nature(London) 340, 245-246 (1989);

 Chien等, Proc.Natl. Acad. Sci. USA 88, 9578-9582 (1991))に記載された酵

母菌ベースの遺伝子系を用いることにより監視することができる。酵母菌ＧＡＬ

４などの多くの転写活性化剤は、２つの物理的に別個のモジュラードメインから

なり、一方はＤＮＡ結合ドメインとして作用し、他方は転写活性化ドメインとし

て機能する。以前の文献に記載された酵母菌発現系(一般に「２-ハイブリッド系

」と呼ばれる)は、この特性の長所を利用して、２つのハイブリッドタンパク質

を用い、一方では標的タンパク質がＧＡＬ４のＤＮＡ結合ドメインに融合し、他

方では、候補となる活性化タンパク質が活性化ドメインに融合している。ＧＡＬ

１-ｌａｃＺリポーター遺伝子のＧＡＬ４活性化プロモーターの制御下での発現

は、タンパク質-タンパク質相互作用を介したＧＡＬ４活性の再構成に依存する

。相互作用するポリペプチドを含むコロニーは、β-ガラクトシダーゼに対する

色素生産性物質で検出される。２-ハイブリッド技術を用いた２つの特定なタン

パク質間のタンパク質-タンパク質相互作用を同定するための完全なキット(MATC

HMAKERTM)は、Clontechから商業的に入手可能である。この系は、特定のタンパ

ク質相互作用に含まれるタンパク質ドメインのマッピング、並びにこの相互作用

にとって重要なアミノ酸残基の特定にも拡張することができる。

      【０１１９】

  ここで同定されたＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５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：通常は反応混合物は、遺伝子産物と細胞外又は細胞内成分を、それら２

つの生成物が相互作用及び結合する条件下及び時間で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不存在及

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)は上記のように監視される。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。

  ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドが同時有糸分裂促進物質ＣｏｎＡ
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の存在下で内皮細胞の増殖を刺激する能力を有している場合、スクリーニング方

法の一例では、この能力の利点が利用される。特に、増殖アッセイにおいて、ヒ

ト臍帯静脈内皮細胞を得、９６-穴平底培養皿(Costar, Cambridge, MA)で培養し

、細胞の増殖を容易にするのに適切な反応混合物を補い、該混合物はＣｏｎ-Ａ(

Calbiochem, La Jolla, CA)を含有している。Ｃｏｎ-Ａ及びスクリーニングされ

る化合物を添加し、３７℃でインキュベートした後、培養物を３－Ｈチミジンで

標識し、ガラス繊維フィルター上に収集する(ｐｈＤ；Cambridge  Technology, 

Watertown, MA)。３媒体の平均３－(Ｈ)チミジン取り込み(cpm)を、液体シンチ

レーション計測器を使用して測定する(Beckman Instruments. Irvine. CA)。有

意な３－(Ｈ)チミジン混入率が内皮細胞増殖の刺激において示された。

      【０１２０】

  アンタゴニストを検定するために、上述したアッセイを行うが、このアッセイ

において、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドはスクリーニングされる

化合物とともに添加してよく、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド存在

下での３－(Ｈ)チミジン導入を阻害する化合物の能力が、化合物がＰＲＯ３６４

又はＰＲＯ１７５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、

アンタゴニストは、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド及び膜結合ＰＲ

Ｏ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドレセプター又は組換えレセプターを持つ

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

により検出してもよい。ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドは、放射活

性等で標識でき、レセプターに結合したＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプ

チド分子の数を潜在的アンタゴニストの有効性を決定するのに使用できる。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ソートにより同定できる。Coligan等, Current Protocols

 in Immun., 1(2): Chapter 5 (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ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５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ライブラリーがプー

ルに分配され、ＣＯＳ細胞又はＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド反応

性でない他の細胞の形質移入に使用される。スライドガラスで成長させた形質移
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入細胞を標識したＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドに暴露する。ＰＲ

Ｏ３６４又はＰＲＯ１７５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包含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

を調製して再形質移入し、結果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。

      【０１２１】

  これに換わるレセプター同定のアプローチとして、標識したＰＲＯ３６４又は

ＰＲＯ１７５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。架橋材料はＰＡＧＥに溶解させ、Ｘ線フィル

ムに露光する。レセプターを含む標識複合体を励起し、ペプチド断片に分離し、

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ライブラリー

をスクリーニングする分解性オリゴヌクレオチドプローブの組の設計に用いられ

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ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５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。

  心臓血管、内皮及び血管形成疾患の治療に有用な組成物には、限定するもので

はないが、標的遺伝子産物の活性及び／又は発現を阻害する抗体、小有機及び無

機分子、ペプチド、リンペプチド、アンチセンス及びリボザイム分子、トリプル

へリックス分子が含まれる。

  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ＰＲＯ３６４又

はＰＲＯ１７５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、単鎖抗体、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
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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影響せず、そ

れによりＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドの作用を競合的に阻害する

ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドの変異形態であってもよい。

      【０１２２】

  他の潜在的なＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドアンタゴニスト又は

アゴニストは、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Ｄ

ＮＡ作成物であり、例えば、アンチセンスＲＮＡ又はＤＮＡ分子は、標的ｍＲＮ

Ａ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ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５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等, Nucl, Acid Res., 6: 3073 (1979); Cooney等, Science,

 241: 456 (1988); Dervan等, Science, 251: 1360 (1991)参照)、それによりＰ

ＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５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ｍ

ＲＮＡ分子のＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５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); Oligodeoxynucleotides a

s Antisense Inhibitors of Gene Expression (CRC Press: Boca Raton, FL, 19

88))。上記のオリゴヌクレオチドは、細胞に輸送され、アンチセンスＲＮＡ又は

ＤＮＡをインビボで発現させて、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドの

生産を阻害することもできる。アンチセンスＤＮＡが用いられる場合、翻訳開始

部位、例えば標的遺伝子ヌクレオチド配列の－１０から＋１０位置の間から誘導

されるオリゴデオキシリボヌクレオチドが好ましい。

      【０１２３】

  潜在的アンタゴニストは、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドの活性
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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ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５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、及び合成非ペプチド有機又は無機化合

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、次いでヌクレ

オチド鎖切断的切断により作用する。潜在的ＲＮＡ標的内の特異的リボザイム切

断部位は、既知の技術で同定できる。更なる詳細は、例えば、Rossi, Current B

iology 4: 469-471 (1994)及びＰＣＴ公開番号WO 97/33551(1997年9月18日公開)

を参照されたい。

  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デ

オキシヌクレオチドからなる。これらのオリゴヌクレオチドの基本組成は、フー

グスチン塩基対則を介するトリプルヘリックス形成を促進するように設計され、

それは一般に二重鎖の一方の鎖上のプリン又はピリミジンのサイズ変更可能な伸

展を必要とする。さらなる詳細は、例えば、上掲のＰＣＴ公開番号WO 97/33551

を参照されたい。

  これらの小分子は、上記で議論したスクリーニングアッセイの一又は複数の任

意のものにより及び／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。

      【０１２４】

    ｘ．治療される心臓血管、内皮及び血管形成疾患の型

  ここで記載された心臓血管、内皮及び血管形成アッセイにおいて活性を有し、

及び／又はそれらの遺伝子産物が心臓血管系に位置することが見出されているＰ

ＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はそれらのアゴニスト又はアンタゴ

ニストは、血管に影響を及ぼす全身疾患、例えば真性糖尿病を含む種々の心臓血

管、内皮及び血管形成疾患において治療用途を有していると思われる。それらの

治療有効性は、動脈、毛細管、静脈、及び／又はリンパ管の病気を含みうる。以

下治療例には、筋肉消耗病治療、骨粗鬆症治療、移植周囲の細胞成長を刺激する
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ための移植固定補助、よってその意図する部位への結合を容易にするもの、組織

又は血清中のＩＧＦ安定性の増加、適切であるならば、ＩＧＦレセプターへの結

合性の増加(ＩＧＦがヒト骨髄赤血球及び顆粒球原種細胞の成長を高めることが

、インビトロで示されているため)が含まれる。

  また、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はそのアゴニスト又はア

ンタゴニストは、赤血球生成又は顆粒球生成を刺激し、傷の治癒及び組織の再生

を刺激し、組織、例えば結合組織、皮膚、骨、軟骨、筋肉、肺又は腎臓の再成長

に関連した治療に関連し、血管形成の促進、内皮細胞の移動を刺激又は阻害、及

び血管平滑筋の成長及び内皮細胞生成を高めるために使用することができる。Ｐ

ＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はアンタゴニストにより媒介される

血管形成の増加は、虚血組織と冠動脈狭窄に続く心臓の側枝冠動脈に有益である

。アンタゴニストはこのようなポリペプチドの作用を阻害し、ＰＲＯ３６４又は

ＰＲＯ１７５ポリペプチドがこのような生成を促進するならば、例えば傷の治癒

又は胚線維症の間に、過度の結合組織の生成を制限するために使用される。これ

には急性心筋梗塞及び心不全が含まれる。

      【０１２５】

  さらに、本発明は、原因にかかわらず、治療的有効量のＰＲＯ３６４又はＰＲ

Ｏ１７５ポリペプチド、又はそれらのアゴニスト又はアンタゴニストを投与する

ことによる、心臓肥大の治療に関する。目的がヒト患者の治療である場合、ＰＲ

Ｏ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドは、好ましくは組換えヒトＰＲＯ３６４

又はＰＲＯ１７５ポリペプチド(ｒｈＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチ

ド)である。心臓肥大の治療は、心筋梗塞、高血圧、肥大性心筋症、及び心臓弁

逆流を含む、多種多様な病状の結果おける、その種々の段階の任意において行う

ことができる。治療は、根本にある心疾患にかかわらず、心筋の構造的ダメージ

を有するか又は有さない、心臓肥大の進行の全ての段階に広げることができる。

  分子のアンタゴニストと異なり、特定の適応に対し、分子それ自身又はそのア

ゴニストを使用するか否かの決定は、主として、分子が心血管形成、内皮細胞の

発生、又は血管形成を促進する、又はこれらの病状を阻害するか否かに依存する

。例えば、分子が血管形成を促進する場合は、そのアンタゴニストは血管形成の
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制限又は防止が所望されている疾患の治療に有用である。このような疾病の例に

は、血管腫瘍、例えば血管腫、腫瘍血管形成、網膜の新血管新生、糖尿病性網膜

症又は時期尚早の幼児性網膜症又は黄斑変性及び増殖性硝子体網膜症に関連した

脈絡膜又は角膜、慢性関節リュウマチ、クローン病、アテローム性動脈硬化、卵

巣過剰刺激、乾癬、新血管新生に関連した子宮内膜症、気球血管形成に続く再狭

窄、瘢痕組織過剰生成、例えば外科手術の後の形成されるケロイドのようなもの

、心筋梗塞の後の線維症、又は胚線維症に関連した線維症障害が含まれる。

  しかし、分子が血管形成を阻害するならば、上述した病状の治療に直接使用さ

れることが期待される。

      【０１２６】

  他方、分子が血管形成を刺激する場合、それ自体(又はそのアゴニスト)が、例

えば末梢血管病、高血圧、血管炎、レーノー病及びレーノー現象、動脈瘤、及び

動脈再狭窄、血栓静脈炎、リンパ管炎、リンパ浮腫、創傷治癒及び組織の修復、

虚血再潅流傷害、アンギナ、心筋梗塞、例えば急性心筋梗塞、慢性心疾患、心不

全、例えば鬱血性心不全、及び骨粗鬆症等のように血管形成が望まれる適応に対

して使用される。

  しかし、分子が血管形成を阻害するならば、そのアンタゴニストが血管形成が

所望される病状の治療に使用される。

  ここでのＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はそのアンタゴニスト

が疾患の予防、又は治療のための治療標的として、又は標的とする血管関連剤に

有用なものとなる特定のタイプの病気を以下に記載する。アテローム性動脈硬化

は、体液の蓄積、平滑筋細胞の増殖、及び動脈壁内の繊維組織の形成により、動

脈内の厚みが増した脈管内膜にプラークが蓄積することにより特徴付けられる病

気である。病気は、任意の器官において大、中及び小動脈を襲う。内皮及び血管

平滑筋細胞機能の変化は、これらのプラークの蓄積及び緩和を調節する、重要な

役割を担っていることが知られている。

  高血圧は全身性動脈、肺動脈、又は門脈系において血圧が上昇することにより

特徴付けられる。上昇した血圧は、欠陥のある内皮機能及び／又は血管病に帰着

するか、又はこれらに起因する。
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      【０１２７】

  血管炎には、巨大細胞動脈炎、タカヤス動脈炎、多発性結節性動脈炎(細小血

管障害形態を含む)、カワサキ病、微小多発性血管炎、ウェゲナー肉芽腫症、種

々の感染症関連の血管疾患(Henoch-Schonlein紫斑病を含む)が含まれる。変更内

皮細胞機能はこれらの病気において重要であることが示されている。

  レーノー病及びレーノー現象は、冷気にさらされた手足を通って、循環の間欠

性異常欠陥により特徴付けられるものである。変更内皮細胞機能がこれらの病気

において重要であることが示されている。

  動脈瘤は、変更内皮細胞及び／又は血管平滑筋細胞に関連した動脈又は静脈樹

状分の嚢状又は紡錘状拡張症である。

  動脈再狭窄(動脈壁再狭窄)は、内皮及び血管平滑筋細胞の増殖及び機能の変更

の結果として血管形成に続いて生じる。

  血栓静脈炎は及びリンパ管炎は静脈及びリンパ管の炎症性疾患であり、それぞ

れ内皮細胞機能の変更に帰着するか、及び／又は起因する。同様に、リンパ浮腫

は内皮細胞機能からのリンパ管の欠陥に関連した病状である。

  良性及び悪性血管腫瘍のファミリーは、血管系の細胞エレメントの異常な増殖

及び成長により特徴付けられる。例えば、リンパ管腫は、先天的で、しばしば膀

胱のリンパ系の良性腫瘍、通常新生児に生じるリンパの奇形である。膀胱腫瘍は

隣接した組織内で成長する傾向にある。膀胱腫瘍は、通常、子宮頸部及び腋か領

域に生じる。また、それらは四肢の軟組織でも生じる。主たる徴候は膨張であり

、時折、網状に構造化されたリンパ及び結合組織に囲まれたリンパ嚢胞である。

リンパ管腫は、胎性リンパ管又はそれらの欠失に不適当に結合することに起因す

ると仮定されている。結果は局所的にリンパドレナージを害している。Griener

等, Lymphology, 4: 140-144 (1971)。

      【０１２８】

  ここでのＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はそのアンタゴニスト

の他の用途は、成長及び／又は転移可能な腫瘍の血管新生に関与する腫瘍血管形

成にある。このプロセスは新しい血管の成長に依存する。新生物及び腫瘍血管形

成に係る関連した病状の例には、乳癌腫、肺癌腫、胃癌腫、食道癌腫、結腸直腸
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癌腫、肝臓癌腫、卵巣癌腫、テコーマ、男性胚腫、子宮頸部癌腫、子宮内膜癌腫

、子宮内膜過形成、子宮内膜症、繊維肉腫、絨毛癌、頭部及び首部の癌、鼻咽腔

癌腫、喉頭癌腫、肝臓芽腫、カポジ肉腫、黒色腫、皮膚癌腫、血管腫、海面性血

管腫、血管芽腫、膵臓癌腫、網膜癌腫、星状細胞腫、膠芽腫、シュワン細胞腫、

乏突起膠細胞腫、髄芽腫、神経芽腫、横紋筋肉腫、骨原性肉腫、平滑筋肉腫、尿

路肉腫、甲状腺癌腫、ウィルムス腫瘍、腎細胞癌腫、前立腺癌腫、母斑症（phak

omatoses）に関連した異常な血管増殖、浮腫(例えば脳腫瘍に関連したもの)、及

びMeigs症候群が含まれる。

  加齢性黄斑変性(ＡＭＤ)は年輩者の集団における、ひどい視覚損失に至る原因

である。ＡＭＤの滲出形態は脈絡膜新血管新生及び網膜色素内皮細胞剥離により

特徴付けられる。脈絡膜新血管新生が予後の動的低下に関連しているため、ＰＲ

Ｏ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はそれらのアンタゴニストは、重症の

ＡＭＤを低減させるのに有用であることが期待される。

      【０１２９】

  また、外傷の治癒、例えば傷の治癒及び組織の修復は、ここでのＰＲＯ３６４

又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はそれらのアンタゴニストが目的とする用途で

ある。新しい血管の形成及び緩和は、本質的に組織の治癒及び修復である。この

範疇には、骨、軟骨、腱、靱帯、及び／又は神経組織の成長又は再生、並びに傷

の治癒及び組織の再生及び交換、及び火傷、切断、及び潰瘍の治療が含まれる。

骨が正常に形成されない環境で軟骨及び／又は骨の成長を誘発するＰＲＯ３６４

又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はそのアンタゴニストは、骨折及び軟骨のダメ

ージ、又はヒト及び他の動物の欠損の治療に適用される。ＰＲＯ３６４又はＰＲ

Ｏ１７５ポリペプチドまたはそのアンタゴニストを使用するこのような調製物は

、骨折の低減及び人工関節の固定の改善において予防的に使用される。骨形成剤

により誘発される新たな骨の形成は、先天的、外傷誘発性、又は腫瘍学的、切除

誘発性頭蓋欠損の修復に寄与し、また美容形成外科においても有用である。

  さらに、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はそのアンタゴニスト

は、限定するものではないが、圧迫潰瘍、血管不全に関連した潰瘍、外科的又は

外傷的な傷等を含む治癒していない傷を、より良好により早く閉塞させることを
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促進させるのに有用である。

  またさらに、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はそのアンタゴニ

ストは、他の組織、例えば器官(例えば、膵臓、肝臓、腸、腎臓、皮膚又は内皮

を含む)、筋肉(平滑筋、骨格筋又は心筋)、及び血管(血管内皮を含む)組織の生

成又は再生、又はこのような組織を含む細胞成長の促進活性を示し得る。所望の

効果の一部は、線維性瘢痕化を阻害又は調節して、正常な組織を再生することで

ある。

      【０１３０】

  またここでのＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はそのアンタゴニ

ストは、全身的サイトカインダメージからの病状、及び種々の組織における傷の

再灌流、肺又は肝臓線維症の治療、及び再生又は保護に有用である。また、ＰＲ

Ｏ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はそのアンタゴニストは、先駆組織又

は細胞からの上述した組織の分化を促進又は阻害、又は上述した組織の成長を阻

害するのに有用である。

  さらに、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はそのアンタゴニスト

は歯周病の治療及び他の歯修復プロセスに使用することができる。このような薬

剤は骨形成細胞を誘引し、骨形成細胞の成長を刺激し、又は骨形成細胞の原種の

分化を誘発する環境で提供される。ここでのＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリ

ペプチド又はそのアンタゴニストは、血管が、骨の回転及び成長の調節において

重要な役割を担っているため、骨粗鬆症又は骨関節症の、例えば骨及び／又は軟

骨修復を刺激、又は炎症プロセスにより媒介される組織破壊(コラゲナーセ活性

、破骨細胞等)のプロセス又は炎症をブロックすることによる治療に有用である

。

  ここでＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はそのアンタゴニストに

あるとされる組織再生活性の他の範疇は、腱／靱帯形成である。組織が通常形成

されない環境での腱／靱帯様組織又は他の組織形成を誘発するタンパク質は、ヒ

ト及び他の動物の腱又は靱帯の裂け目、奇形、及びの腱又は靱帯の欠損の治癒に

適用される。このような調製物は、腱又は靱帯組織へのダメージの予防、並びに

腱又は靱帯の骨又は他の組織への固定の改善、及び腱又は靱帯組織の欠損の修復
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において予防的に使用される。ここでのＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプ

チド又はそのアンタゴニストの組成物により誘発される新しい腱／靱帯様組織形

成は、先天的、外傷誘発性、又は他の由来による腱又は靱帯のたの欠損の修復に

寄与し、また腱又は靱帯の取り付け又は修復のための美容形成外科においても有

用である。ここでの組成物は、腱-又は靱帯-形成細胞を誘引、腱-又は靱帯-形成

細胞の成長を刺激、腱-又は靱帯-形成細胞原種の分化を誘発、又はイクスビボで

の回復、インビボでの組織修復効果における腱／靱帯細胞又は原種の成長を誘発

する環境で提供される。また、ここでの組成物は、腱炎、手根管症候群、及び他

の腱又は靱帯欠損にも有用である。さらに組成物は、当該分野でよく知られてい

る担体と同じ適切なマトリクス及び／又は金属イオン封鎖剤を含む。

      【０１３１】

  ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はそのアンタゴニストは神経細

胞の増殖、及び神経及び脳組織の再生、すなわち神経細胞又は神経組織の変性、

死亡又は外傷に関与する中枢及び末梢神経系の病気及び神経障害、並びに機械的

又は外傷的疾患の治療に有用である。特に、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリ

ペプチド又はそのアンタゴニストは、末梢神経系の病気、例えば末梢神経損傷、

末梢神経障害及び局所的神経障害、及び中枢神経系の病気、例えばアルツハイマ

ー病、パーキンソン病、ハンチントン病、筋萎縮性側索硬化症、及びシャイ・ド

レーガー症候群の治療に使用される。本発明で治療されるさらなる病状には、機

械的又は外傷的疾患、例えば脊髄疾患、頭部外傷及び脳血管疾患、例えば脳卒中

が含まれる。また、化学療法又は他の医学的療法の結果による末梢神経障害も、

ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はそれに対するアンタゴニストを

使用しての治療が可能である。

  虚血-再潅流傷害は他の徴候である。内皮細胞機能不全は虚血-再潅流傷害に続

いて生じる事象の後遺症の開始及び調節の両方において重要である。

  慢性関節リュウマチはさらなる徴候である。血管成長及び脈管構造を通過する

炎症細胞の標的は、関節炎のリュウマチ様及び血清ネガティブの形態の病因の重

要な要因である。

      【０１３２】
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  また、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はそのアンタゴニストは

、病状の進行の防止、無症候性の患者の死を含む急死の回避のために、心臓肥大

を有する患者に予防的に投与される。このような予防的治療は大きな左心室心臓

肥大(成人においては最大壁厚が３５ｍｍ又はそれ以上、又は子供においてはそ

れに匹敵する値)であると診断された患者のケース、又は心臓における血管腫の

負荷が特に強くなった場合の例において、特に正当化される。

  さらにＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はそのアンタゴニストは

、肥大性心筋症と診断された患者のかなりの部分に発現する、心房細動の治療に

有用である。

  さらなる徴候には、アンギナ、心筋梗塞、例えば急性心筋梗塞、及び心不全、

例えば鬱血性心不全が含まれる。さらなる、非新生物病状には乾癬、糖尿病、及

び時期尚早の網膜症、水晶体後方繊維増殖症、新血管緑内障を含む他の増殖性網

膜症、甲状腺過形成(グレーブス病を含む)、角膜及び他の組織の移植、慢性的炎

症、肺炎、ネフローゼ症候群、子癇前症、腹水、心膜滲出(例えば心膜炎に関連

するもの)、及び胸膜滲出が含まれる。

  上述した観点から、内皮細胞機能、増殖及び／又は形態を変更又はこれに衝撃

を与えると示されている、ここで記載されたＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリ

ペプチド、又はそのアゴニスト又はアンタゴニストは、上述した多くの又は全て

の疾患の原因及び病因において重要な役割を担っており、これらの疾患を標的と

する血管関連剤、又はこれらのプロセスを増大又は阻害するための治療標的とし

て提供可能であると思われる。

      【０１３３】

    ｘｉ．投与プロコトール、スケジュール、用量及び製剤

  ここに記載された分子及びそれらのアゴニスト及びアンタゴニストは、上述し

た種々の疾患及び病気の予防及び治療薬として製薬的に有用である。

  ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はアゴニスト又はアンタゴニス

トの治療用組成物は、適当な純度を持つ所望の分子を任意の製薬的に許容される

担体、賦形剤、又は安定化剤(Remington's Pharmaceutical Sciences, 16th edi

tion, Osol, A.編, (1980))と、凍結乾燥した製剤又は水溶液の形態で混合する
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ことにより調製することができる。許容される担体、賦形剤、又は安定化剤は、

用いられる投与量及び濃度で受容者に非毒性であり、リン酸塩、クエン酸塩、及

び他の有機酸などのバッファー；アスコルビン酸及びメチオニンを含む酸化防止

剤；防腐剤(オクタデシルジメチルベンジルアンモニウムクロライド；ヘキサメ

トニウムクロライド；ベンザルコニウムクロライド；ベンゼトニウムクロライド

；フェノール、ブチル又はベンジルアルコール；メチル又はプロピルパラベン等

のアルキルパラベン；カテコール；レゾルシノール；シクロヘキサノール；３-

ペンタノール；及びｍ-クレゾール)；低分子量(約１０残基未満)ポリペプチド；

血清アルブミン、ゼラチン、又は免疫グロブリン等のタンパク質；ポリビニルピ

ロリドン等の親水性ポリマー；グリシン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチジ

ン、アルギニン、又はリシン等のアミノ酸；グルコース、マンノース、又はデキ

ストランを含む単糖類、二糖類、及び他の炭水化物；ＥＤＴＡ等のキレート剤；

スクロース、マンニトール、トレハロース又はソルビトール等の糖；ナトリウム

等の塩形成対イオン；金属錯体(例えば、Ｚｎ-タンパク質錯体)；及び／又はＴ

ＷＥＥＮTM、ＰＬＵＲＯＮＩＣＳTM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。

      【０１３４】

  このような担体の更なる例は、イオン交換体、アルミナ、ステアリン酸アルミ

ニウム、レシチン、血清アルブミン、例えばヒト血清アルブミン、緩衝物質、例

えばリン酸塩、グリシン、ソルビン酸、ソルビン酸カリウム、飽和植物脂肪酸の

部分的グリセリド混合物、水、塩、又は電解質、例えば硫酸プロタミン、リン酸

水素二ナトリウム、リン酸水素カリウム、塩化ナトリウム、亜鉛塩、コロイダル

シリカ、マグネシウムトリシリケート、ポリビニルピロリドン、セルロースベー

スの物質、及びプロピレングリコールを含む。局所用の担体又はアンタゴニスト

のゲルベースの形態は、ナトリウムカルボキシメチルセルロース又はメチルセル

ロース等の多糖類、ポリビニルピロリドン、ポリアクリレート、ポリオキシエチ

レン-ポリオキシプロピレンブロックコポリマー、ポリエチレングリコール、及

びモクロウアルコールを含む。あらゆる投与について、従来のデポー形態が好適

に用いられる。このような形態は、例えば、マイクロカプセル、ナノ-カプセル
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、リポソーム、硬膏剤、吸入形態、鼻スプレー、舌下状錠剤、及び除放性製剤を

含む。ＰＲＯ２３０、ＰＲＯ２１６、又はＰＲＯ３０２ポリペプチド又はアゴニ

スト又はアンタゴニストは、典型的にはそのような媒体中に約０．１ｍｇ／ｍｌ

から１００ｍｇ／ｍｌの濃度で処方される。

      【０１３５】

  他の調製物は、形成された製品中に、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプ

チド又はそれらのアンタゴニストを導入して含有される。このような製品は内皮

細胞の成長及び血管形成の調節に使用することができる。加えて、腫瘍侵入及び

転移をこれらの製品で調節してよい。

  インビボ投与に用いられるＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はア

ンタゴニストは無菌でなければならない。これは、凍結乾燥及び再形成の前又は

後の滅菌濾過膜を通した濾過によって容易に達成される。ＰＲＯ３６４又はＰＲ

Ｏ１７５ポリペプチドは通常は凍結乾燥形態又は全身投与される場合には溶液中

に貯蔵される。凍結乾燥形態にある場合、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペ

プチド又はそのアゴニストは典型的には使用時の適当な希釈剤を含む他の成分と

組み合わせて処方される。ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はアン

タゴニストの液体製剤の例は、無菌の、透明な、無色の生鮮溶液で、皮下注射用

の１回投与バイアルに充填されている。繰り返し使用に適切な防腐製薬組成物は

、例えばポリペプチドの種類及び適応に主として依存し、

ａ)ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はそれらのアゴニスト又はア

ンタゴニスト；

ｂ)溶液中のポリペプチド又は他の分子の安定性を最大にする範囲内のｐＨ、好

ましくは約４-８のｐＨを維持可能なバッファー；

ｃ)主として、撹拌誘発性集合体に対しポリペプチド又は分子を安定化させる洗

浄剤／界面活性剤；

ｄ)等張剤；

ｅ)フェノール、ベンジルアルコール及びベンゼトニウムハロゲン化物、例えば

塩化物の群から選択される防腐剤；及び

ｆ)水；
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を含有し得る。

      【０１３６】

  使用される洗浄剤が非イオン性であるならば、それは、例えばポリソルベート

(例えば、POLYSORBATETM(TWEENTM)２０、８０等)、ポロキサマー(例えば、POLOX

AMERTM１８８等)であってよい。非イオン性界面活性剤を使用することにより、

タンパク質の変性を引き起こすことなく、表面応力の剪断に調製物をさらすこと

ができる。さらに、このような界面活性剤含有調製物は、エアゾール装置、例え

ば肺投与、及びニードレスジェット注入ガンに使用されるものにおいて、使用さ

れ得る(例えば、欧州特許第257,956号を参照されたい)。

  等張剤は、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はそのアンタゴニス

トの液体組成物を確実に等浸透圧とするために存在し、多価糖アルコール、好ま

しくは３価又は高級糖アルコール、例えばグリセリン、エリトリトール、アラビ

トール、キシリトール、ソルビトール及びマンニトールが含まれる。これらの糖

アルコールは、単独で、又は組合せて使用することもできる。あるいは、塩化ナ

トリウム又は他の適切な無機塩を、溶液を等張にするために使用してもよい。

  バッファーは、所望するｐＨに応じて、アセタート、シタラート、スクシナー

ト又はホスファートバッファーであってよい。本発明の液体製剤の一タイプのｐ

Ｈは、約４から８の範囲、好ましくはほぼ生理学的ｐＨで緩衝される。

  防腐剤、フェノール、ベンジルアルコール及びベンゼトニウムハロゲン化物、

例えば塩化物は、使用可能な周知の抗菌薬である。

      【０１３７】

  治療用ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド組成物は、一般的に無菌の

アクセスポートを具備する容器、例えば、静脈内溶液バッグ又は皮下注射針で穿

孔可能なストッパーを具備するバイアルに配される。製剤は、好ましくは繰り返

し静脈内(ｉ．ｖ．)、皮下(ｓ．ｃ．)、又は筋肉内(ｉ．ｍ．)注射として、ある

いは鼻内又は肺内送達に適したエアロゾル製剤として投与される(肺内送達につ

いては、例えば欧州特許第 257,956号参照)。

  また、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドは持続放出製剤の形態で投

与することもできる。持続放出製剤の好適な例は、タンパク質を含む固体疎水性
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ポリマーの半透性マトリクスを含み、当該マトリクスは成形物、例えばフィルム

又はマイクロカプセルの形態である。持続放出マトリクスの例は、ポリエステル

、ヒドロゲル(例えば、Langer等, J. Biomed. Mater. Res., 15: 167-277 (1981

)及びLanger, Chem. Tech., 12: 98-105 (1982)に記載されたようなポリ(２-ヒ

ドロキシエチル-メタクリレート)、又はポリ(ビニルアルコール))、ポリアクチ

ド(米国特許第3,773,919号、欧州特許第 58,481号)、Ｌ-グルタミン酸及びガン

マエチル-Ｌ-グルタメートのコポリマー(Sidman等, Biopolymers, 22: 547-556 

(1983))、非分解性エチレン-酢酸ビニル(Langer等, 上掲)、分解性乳酸-グリコ

ール酸コポリマー、例えばLupron DepotＴＭ(乳酸-グリコール酸コポリマ及び酢

酸ロイプロリドからなる注射可能な微小球)、及びポリ-Ｄ-(－)-３-ヒドロキシ

ブチル酸(欧州特許第 133,988号)を含む。

      【０１３８】

  エチレン-酢酸ビニルや乳酸-グリコール酸等の重合体は１００日以上分子を放

出できるが、特定のヒドロゲルはより短い時間タンパク質を放出する。カプセル

化タンパク質は、長時間体内に残存すると、３７℃で水分に曝されることで、変

性又は凝集し、生理活性の喪失や免疫原生の変化のおそれがある。かかる機構に

よるタンパク質安定性を得るための合理的な処置が考えられる。例えば、凝集機

構がチオ-ジスルフィド交換による分子間Ｓ-Ｓ結合であることが分かったら、ス

ルフヒドリル残基を変更し、酸性溶液から凍結乾燥し、水分量を調整し、適当な

添加物を使用し、特定の重合体マトリクス化合物を開発することで安定性を達成

することができる。

  ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドの持続放出組成物は、リポソーム

的に封入されたＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドを含む。ＰＲＯ３６

４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドを含有するリポソームは、それ自体周知である

方法、例えば、DE 3,218,121、Epstein等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82:36

88-3692 (1985)、Hwang等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4030-4034 (1980)

；欧州特許第 52,322号；同 36,676号；同 88,046；同 143,949号；同 142,641

号；日本国特許出願第83-118008号；米国特許第4,485,045号及び第4,544,545号

；及び欧州特許第 102,324号等による方法によって調製する。通常、リポソーム
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は、脂質含有量が約３０モル％以上コレステロールであり、選択される割合が最

適な治療法に対して調整された微小(約２００-８００オングストローム)な単ラ

メラ状のものである。

      【０１３９】

  ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はそのアンタゴニストの治療的

有効量は、当然のことながら、治療(予防を含む)すべき病理学的状態、投与方法

、治療に用いられる化合物の型、包含される任意の同時治療、患者の年齢、体重

、一般的な医学的状態、医学的履歴などの要因によって変化し、それは担当する

医師の技量の範囲内で良好に決定される。従って、治療者は、最大の治療効果が

得られるように、投与量を滴定し投与経路を修正する必要がある。ＰＲＯ３６４

又はＰＲＯ１７５ポリペプチドが狭い範囲の宿主を有しているならば、ヒトの患

者の治療には、ヒトＰＲＯ３６４又はヒトＰＲＯ１７５ポリペプチド、より好ま

しくは天然配列ヒトＰＲＯ３６４又はヒトＰＲＯ１７５ポリペプチドを含有する

調製物であることが好ましい。臨床医は投与量が当該病状の治療において所望す

る効果が得られるまで、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドを投与する

であろう。例えば、目的がＣＨＦの治療である場合、この病状に関連した進行性

心臓肥大を阻害する量とされる。この治療の進行状況は、エコーカルジオグラフ

ィーにより容易に監視される。同様に、肥大性心筋症の患者には、経験に基づい

てＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドを投与することができる。

  上記の指針では、有効投与量は、一般的に約０．００１から約１．０ｍｇ／ｋ

ｇ、好ましくは約０．０１－１．０ｍｇ／ｋｇ、最も好ましくは約０．０１－０

．１ｍｇ／ｋｇの範囲内である。

      【０１４０】

  成人の高血圧の治療における非経口用途では、注射の形態で、体重１ｋｇ当た

り約０．０１から５０ｍｇ、好ましくは約０．０５から２０ｍｇ、最も好ましく

は１から２０ｍｇのＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドを、静脈内注射

により１日に１から３回投与するのが有利である。経口投与では、ＰＲＯ３６４

又はＰＲＯ１７５ポリペプチドをベースとする分子を、好ましくは体重１ｋｇ当

たり約５ｍｇから１ｇ、好ましくは約１０から１００ｍｇ、１日に１から３回投
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与する。内毒素汚染物質は、安全レベルの最小量、例えば０．５ｎｇ／ｍｇタン

パク質未満に保持すべきである。さらにヒト投与では、調製物は好ましくは滅菌

され、発熱性であり、一般的に安全で、FDA Office and Biologics standardsで

要求されるようにして精製される。

  組織再生に使用されるＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドを含有する

製薬組成物の用量計画は、ポリペプチドの作用を変える種々の要因、例えば形成

が望まれる組織、ダメージを受けた部位、ダメージを受けた組織の状態、傷の大

きさ、ダメージを受けた組織の種類(例えば骨)、患者の年齢、性別、食餌、感染

症の重傷度、投与時間、及び他の臨床的要因を考慮して、担当する医師により決

定されるであろう。用量は、再構成に使用されるマトリクスの種類、製薬組成物

の他のタンパク質含有物により変わり得る。例えば、他の周知の成長因子、例え

ばＩＧＦ-Ｉを最終組成物に添加すると、さらに用量に影響を与える。進行状況

は組織／骨の成長及び／又は修復を、例えばＸ線、組織形態測定(histomorphome

tric determinations)及びテトラサイクリン標識化により、定期的に評価するこ

とにより監視可能である。

      【０１４１】

  ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はアンタゴニスト又はアゴニス

ト投与の経路は周知の方法に従い、例えば静脈内、筋肉内、脳内、腹腔内、脳脊

髄内、皮下、眼内、関節内、滑膜内、包膜内、経口、局所又は吸入経路による注

射又は注入、あるいは以下に記載する持続放出系による。またＰＲＯ３６４又は

ＰＲＯ１７５ポリペプチド又はそれらのアンタゴニストは腫瘍内、腫瘍周辺、病

巣内、又は病巣周辺経路で好適に投与され、局所的並びに全身に治療効果を発揮

する。腹腔内経路は、例えば卵巣腫瘍の治療に特に有用であることが期待される

。

  ペプチド又は小分子がアンタゴニスト又はアゴニストとして使用される場合、

好ましくは、液体又は固体の形態で経口的又は非経口的に哺乳動物に投与される

。

  塩を形成し下記において有用な分子の薬理学的に許容される塩類の例には、ア

ルカリ金属塩(例えばナトリウム塩、カリウム塩)、アルカリ土類金属塩(例えば
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カルシウム塩、マグネシウム塩)、アンモニウム塩、有機塩基塩(例えばピリジン

塩、トリエチルアミン塩)、無機酸塩(例えば塩酸、硫酸塩、硝酸塩)及び有機酸

塩(例えば酢酸塩、シュウ酸塩、ｐ-トルエンスルホン酸塩)が含まれる。

  ここで記載され、骨、軟骨、腱、又は靱帯再生に有用な組成物における治療方

法には、移植又は装置としての、局所的(topically)、全身的又は局部的(locall

y)な組成物の投与が含まれる。投与した場合、使用される治療用組成物は、発熱

物質を含有しない生理学的に許容される形態である。さらに組成物は、骨、軟骨

又は組織のダメージ部位に送達される粘性のある形態で注射されるかカプセル化

されることが望ましい。局所的投与は傷の治癒及び組織の修復に適している。好

ましくは、骨及び／又は軟骨の形成のためには、組成物は、骨及び／又は軟骨の

ダメージ部位にタンパク質含有組成物を送達せしめ、好ましくは体内に再吸収可

能な骨及び軟骨を発育する構造体を提供することのできるマトリクスを含む。こ

のようなマトリクスは他の移植医療用途に使用される材料で作成される。

      【０１４２】

  マトリクス材料の選択は、生物学的融和性、生物分解性能、機械的特性、美容

的外観、及び界面活性に基づく。組成物の特定の用途は、適切な処方により定義

される。組成物の潜在的マトリクスは生物分解性であり、化学的に定義される硫

酸カルシウム、リン酸三カルシウム、ヒドロキシアパタイト、ポリ乳酸、ポリグ

リコール酸、及びポリ無水物であってよい。他の潜在的マトリクスは生物分解性

で生物学的に明確に定義された、例えば骨又は真皮コラーゲンである。さらなる

マトリクスは純粋タンパク質又は細胞外マトリクス成分からなる。他の潜在的マ

トリクスは、非生物分解性であり、化学的に定義された、例えば焼結ヒドロキシ

アパタイト、生体ガラス、アルミナート、又は他のセラミックスである。マトリ

クスは上述した任意の種類の材料、例えばポリ乳酸とヒドロキシアパタイト又は

コラーゲンとリン酸三カルシウムの組合せからなるものであってもよい。生物セ

ラミックは組成において、例えばカルシウム-アルミナート-ホスファートに変え

てもよく、孔サイズ、粒子サイズ、粒子形状及び生物分解性能を変更するための

加工が施されていてもよい。

  特定の一実施態様では、乳酸とグリコール酸が５０：５０(モル重量)のコポリ
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マーであり、１５０から１８０ミクロンの範囲の直径を有する多孔質粒子の形態

である。いくつかの用途において、金属イオン封鎖剤、例えばカルボキシメチル

セルロース、又は自己移植血塊を利用し、マトリクスからの分離から組成物を保

護するのに有用である。

  一好適なファミリーの金属イオン封鎖剤は、セルロース材料、例えばメチルセ

ルロース、エチルセルロース、ヒドロキシエチルセルロース、ヒドロキシプロピ

ルセルロース、ヒドロキシプロピルメチルセルロース及びカルボキシメチルセル

ロースを含むアルキルセルロース(ヒドロキシアルキルセルロースを含む)であり

、好ましくはカルボキシメチルセルロース(ＣＭＣ)のカチオン塩である。他の好

ましい金属イオン封鎖剤には、ヒアルロン酸、アルギニン酸ナトリウム、ポリ(

エチレングリコール)、ポリオキシエチレンオキシド、カルボキシビニルポリマ

ー、及びポリ(ビニルアルコール)が含まれる。ここで有用な金属イオン封鎖剤の

量は、調製物の全量に基づき、０．５－２０重量％、好ましくは１－１０重量％

であり、ポリマーマトリクスからのポリペプチド(又はそのアンタゴニスト)の脱

着を防止し、組成物に適切な操作性を付与し、さらに原細胞のマトリクスへの浸

透を防止し、よって、ポリペプチド(又はそのアンタゴニスト)に原細胞の骨形成

活性を助長する機会を付与するのに必要な量である。

      【０１４３】

    ｘｉｉ．組合せ治療

  当問題となる疾患の防止又は治療におけるＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５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効力は、同じ組成物又は別

個の組成物において、これらの目的のために有効な他の薬剤と組合せるか、又は

活性剤を連続して投与することにより改善される。

  例えば、心臓肥大の治療のためには、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプ

チド治療は、周知の心筋ミオサイト肥大因子の阻害剤、例えばフェニレフリン等

のα-アドレナリンアゴニストの阻害剤；エンドセリン-Ｉ阻害剤、例えばBOSENT

ANTM及びMOXONODINTM；ＣＴ-１に対する阻害剤(米国特許第5,679,545号)；ＬＩ

Ｆに対する阻害剤；ＡＣＥ阻害剤；デス-アスパラタート-アンギオテンシンＩ阻

害剤(米国特許第5,773,415号)及びアンギオテンシンＩＩ阻害剤の投与を組合せ
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ることができる。

  高血圧に関連した心臓肥大の治療のためには、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５

ポリペプチドを、β-アドレナリン様レセプターブロック剤、例えばプロプラノ

ロール、チモロール、タータロロール、カルテオロール、ナドロール、ベタキソ

ロール、ペンブトロール、アセトブトロール、アテノロール、メトプロロール、

又はカーベジルロール；ＡＣＥ阻害剤、例えばクイナピリル、カプトプリル、エ

ナラプリル、ラミプリル、ベナゼプリル、フォシノプリル又はリシノプリル；ジ

ウレティクス、例えばクロロチアザイド、ヒドロクロロチアザイド、ヒドロフル

メタザイド、メチルクロチアザイド、ベンズチアザイド、ジクロロフェナミド、

アセタゾラミド、又はインダパミド；及び／又はカルシウムチャンネルブロッカ

ー、例えばジルチアゼム、ニフェジピン、ベラパミル又はニカルジピンと組合せ

て投与することができる。一般名によりここで同定された治療薬を含有する製薬

用組成物は市販されており、用量、投与方法、副作用、禁忌等の製造者の使用説

明書に従い投与される。例えば、Physicians'Desk Reference(Medical Economic

s Data Production Co.：Montvale, N.J., 1997), 51th Editionを参照されたい

。

      【０１４４】

  肥大性心筋症の治療における組合せ治療用の好ましい候補薬は、β-アドレナ

リン様レセプターブロック剤(例えば、プロプラノロール、チモロール、タータ

ロロール、カルテオロール、ナドロール、ベタキソロール、ペンブトロール、ア

セトブトロール、アテノロール、メトプロロール、又はカーベジロール)、ベラ

パミル、ジフェジピン、又はジルチアゼムである。高血圧を伴う肥大の治療には

、カルシウムチャンネルブロッカー、例えばジルチアゼム、ニフェジピン、ベラ

パミル又はニカルジピン；β-アドレナリン様レセプターブロック剤；ジウレテ

ィクス、例えばクロロチアザイド、ヒドロクロロチアザイド、ヒドロフルメタザ

イド、メチルクロチアザイド、ベンズチアザイド、ジクロロフェナミド、アセタ

ゾラミド、又はインダパミド；及び／又はＡＣＥ阻害剤、例えばクイナピリル、

カプトプリル、エナラプリル、ラミプリル、ベナゼプリル、フォシノプリル又は

リシノプリルを使用する、抗高血圧治療薬の使用が必要である。
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  他の徴候のために、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はそれらの

アンタゴニストは、当該問題における骨及び／又は軟骨欠損、傷又は組織の治療

に有用な他の薬剤と組合せてもよい。このような薬剤には、種々の成長因子、例

えばＥＧＦ、ＰＤＧＦ、ＴＧＦ-α又はＴＧＦ-β、ＩＧＦ、ＦＧＦ、及びＣＴＧ

Ｆが含まれる。

  加えて、癌の治療に使用されるＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又

はそれらのアンタゴニストは、上述にて特定したような細胞毒性薬、化学治療薬

又は成長阻害薬と組合せられる。また癌の治療のために、ＰＲＯ３６４又はＰＲ

Ｏ１７５ポリペプチド又はそのアンタゴニストは適切に連続投与されるか、又は

、放射活性物質の照射又は投与を含んでも含まなくても、放射線学的治療と組合

せられる。

  ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はそのアンタゴニストと組合せ

て投与される治療薬の有効量は、医師又は獣医の裁量による。投与量とその調節

は処理される病状に最大の治療効果が達成されるようになされる。例えば、高血

圧の治療においては、これらの量は、理想的には利尿薬又はジギタリスの使用、

及び高血圧又は低血圧、腎損傷等を考慮に入れる。用量は、治療される特定の患

者及び使用される治療薬の種類等の因子に依存する。典型的には、使用される量

は、治療薬をＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドと共に投与しない場合

と同じ用量である。

      【０１４５】

    ｘｉｉｉ．製造品

  上述した疾患の診断又は治療に有用なＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプ

チド又はそのアゴニスト又はアンタゴニストを含むキットのような製造品は、少

なくとも１つの容器及びラベルを具備する。適切な容器には、例えばボトル、バ

イアル、シリンジ及び試験管が含まれる。容器はガラス又はプラスチックのよう

な種々の物質から形成できる。容器は、状態の診断又は治療に有効な組成物を収

容し、無菌のアクセスポートを有し得る(例えば、容器は皮下注射針で穿孔可能

なストッパーを具備する静脈液バッグ又はバイアルであってよい)。組成物中の

活性剤はＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はそのアゴニスト又はア
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ンタゴニストである。容器上又は添付されるラベルには、組成物が選択した状態

の診断又は治療に使用されることが示されている。この製造品は、製薬的に許容

されるバッファー、例えばリン酸緩衝塩水、リンガー液、及びデキストロース溶

液を収容した第２の容器をさらに具備してもよい。さらに、他のバッファー、希

釈剤、フィルター、針、シリンジ、及び使用説明書を備えた包装挿入物を含む、

商業的及び使用者の立場から望ましい他の材料を具備してもよい。また、この製

造品は、上述の他の活性剤を収容した第２又は第３の容器を具備してもよい。

      【０１４６】

  Ｅ．  抗体

  本発明で最も有望な候補薬の幾つかは、ここで同定された遺伝子の産生又は遺

伝子産物を阻害及び／又は遺伝子産物の活性を低減する抗体及び抗体断片である

。

    ｉ．ポリクローナル抗体

  ポリクローナル抗体の調製方法は当業者に知られている。哺乳動物においてポ

リクローナル抗体は、例えば免疫化剤、及び所望するのであればアジュバントを

、一又は複数回注射することで発生させることができる。典型的には、免疫化剤

及び／又はアジュバントを複数回皮下又は腹腔内注射により、哺乳動物に注射す

る。免疫化剤は、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はその融合タン

パク質を含みうる。免疫化剤を免疫化された哺乳動物において免疫原性が知られ

ているタンパク質に抱合させるのが有用である。このような免疫原タンパク質の

例は限られないが、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阻害剤が含まれる。使用され得るアジュバ

ントの例には、フロイント完全アジュバント及びＭＰＬ-ＴＤＭアジュバント(モ

ノホスホリル脂質Ａ、合成トレハロースジコリノミコラート)が含まれる。免疫

化プロトコールは、過度の実験なく当業者により選択されるであろう。

      【０１４７】

    ｉｉ．モノクローナル抗体

  あるいは、抗-ＰＲＯ３６４又は-ＰＲＯ１７５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 (1
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975)に記載されているようなハイブリドーマ法を使用することで調製することが

できる。ハイブリドーマ法では、マウス、ハムスター又は他の適切な宿主動物を

典型的には免疫化剤により免疫化することで、免疫化剤に特異的に結合する抗体

を生成するかあるいは生成可能なリンパ球を誘発する。また、リンパ球をインビ

トロで免疫化することもできる。

  免疫化剤は、典型的にはＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド又はその

融合タンパク質を含む。一般にヒト由来の細胞が望まれる場合には末梢血リンパ

球(「ＰＢＬ」)が使用され、あるいは非ヒト哺乳動物源が望まれている場合は、

脾臓細胞又はリンパ節細胞が使用される。次いで、ポリエチレングリコール等の

適当な融合剤を用いてリンパ球を不死化株化細胞と融合させ、ハイブリドーマ細

胞を形成する。Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice,(Ne

w York；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される。例えば、親細胞が、酵素のヒポキサンチ

ングアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ(HGPRT又はHPRT)を欠いていると

、ハイブリドーマ培地は、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」)、この物質がＨＧＰＲＴ欠乏性細胞の増殖を阻止す

る。

      【０１４８】

  好ましい不死化株化細胞は、効率的に融合し、選択された抗体生成細胞による

安定した高レベルの抗体発現を支援し、ＨＡＴ培地のような培地に対して感受性

である。より好ましい不死化株化細胞はマウス骨髄腫株であり、これは例えばカ

リフォルニア州サンディエゴのSalk Institute Cell Distribution Centerやバ

ージニア州マナサスのアメリカン・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 (1

984)；Brodeur等, Monoclonal Antibody Production Techniques and Applicati
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ons, (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、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ

１７５ポリペプチド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(ＥＬＩ

ＳＡ)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)によるスキャッチャー

ド分析法によって測定することができる。

      【０１４９】

  所望のハイブリドーマ細胞が同定された後、クローンを制限希釈工程によりサ

ブクローニングし、標準的な方法で成長させることができる。Goding, 上掲。こ

の目的のための適当な培地には、例えば、ダルベッコの改変イーグル培地及びＲ

ＰＭＩ-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に

おいてインビボで腹水として成長させることもできる。

  サブクローンによって分泌されたモノクローナル抗体は、例えばプロテインＡ

-セファロース法、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー法、ゲル電気泳

動法、透析法又はアフィニティークロマトグラフィー等の従来の免疫グロブリン

精製方法によって培養培地又は腹水液から単離又は精製される。

      【０１５０】

  また、モノクローナル抗体は、組換えＤＮＡ法、例えば米国特許第4,816,567

号に記載された方法により作成することができる。本発明のモノクローナル抗体

をコードする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。ひとたび単離されたら、ＤＮＡ

は発現ベクター内に配することができ、これが宿主細胞、例えばサルＣＯＳ細胞

、チャイニーズハムスター卵巣(ＣＨＯ)細胞、あるいは免疫グロブリンタンパク

質を生成等しない骨髄腫細胞内に形質移入され、組換え宿主細胞内でモノクロー
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ナル抗体の合成をすることができる。また、ＤＮＡは、例えば相同マウス配列に

換えてヒト重鎖及び軽鎖定常ドメインのコード配列を置換することにより(米国

特許第4,816,567号；Morrison等, 上掲)、又は免疫グロブリンコード配列に非免

疫グロブリンポリペプチドのコード配列の一部又は全部を共有結合することによ

り修飾することができる。このような非免疫グロブリンポリペプチドは、本発明

の抗体の定常ドメインに置換でき、あるいは本発明の抗体の１つの抗原結合部位

の可変ドメインに置換でき、キメラ性二価抗体を生成する。

  抗体は一価抗体であってもよい。一価抗体の調製方法は当該分野においてよく

知られてる。例えば、一つの方法は免疫グロブリン軽鎖と修飾重鎖の組換え発現

を含む。重鎖は一般的に、重鎖の架橋を防止するようにＦｃ領域の任意の点で切

断される。あるいは、関連するシステイン残基を他のアミノ酸残基で置換するか

欠失させて架橋を防止する。

  一価抗体の調製にはインビトロ法がまた適している。抗体の消化による、その

断片、特にＦａｂ断片の生成は、当該分野において知られている慣用的技術を使

用して達成できる。

      【０１５１】

    ｉｉｉ．ヒト及びヒト化抗体

  抗-ＰＲＯ３６４又は-ＰＲＯ１７５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)抗体のヒト化形とは、キメラ免疫グロブリン、免疫

グロブリン鎖あるいはその断片(例えばＦｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ'、Ｆ(ａｂ')２あ

るいは抗体の他の抗原結合サブ配列)であって、非ヒト免疫グロブリンに由来す

る最小配列を含むものである。ヒト化抗体はＣＤＲの残基が、マウス、ラット又

はウサギのような所望の特異性、親和性及び能力を有する非ヒト種(ドナー抗体)

のＣＤＲの残基によって置換されたヒト免疫グロブリン(レシピエント抗体)を含

む。幾つかの例では、ヒト免疫グロブリンのＦｖフレームワーク残基は、対応す

る非ヒト残基によって置換されている。また、ヒト化抗体は、レシピエント抗体

にも、移入されたＣＤＲもしくはフレームワーク配列にも見出されない残基を含

んでいてもよい。一般に、ヒト化抗体は、全てあるいはほとんど全てのＣＤＲ領

域が非ヒト免疫グロブリンのものに対応し、全てあるいはほとんど全てのＦＲ領
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域がヒト免疫グロブリンコンセンサス配列のものである、少なくとも１つ、典型

的には２つの可変ドメインの実質的に全てを含む。ヒト化抗体は、最適には免疫

グロブリン定常領域(Ｆｃ)、典型的にはヒトの免疫グロブリンの定常領域の少な

くとも一部を含む。Jones等, Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann等, Natu

re, 332:323-329 (1988); 及びPresta, Curr. Op Struct. Biol., 2:593-596 (1

992)。

  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

化抗体には非ヒトを源にする一又は複数のアミノ酸残基が導入される。これら非

ヒトアミノ酸残基は、しばしば、典型的には「移入」可変ドメインから得られる

「移入」残基と称される。ヒト化は基本的に齧歯動物のＣＤＲ又はＣＤＲ配列で

ヒト抗体の該当する配列を置換することによりウィンター(winter)及び共同研究

者(Jones等, Nature, 321:522-525 (1986)；Riechmann等, Nature, 332:323-327

 (1988)；Verhoeyen等, Science, 239:1534-1536 (1988))の方法に従って実施さ

れる。よって、このような「ヒト化」抗体は、無傷のヒト可変ドメインより実質

的に少ない分が非ヒト種由来の対応する配列で置換されたキメラ抗体(米国特許

第4,816,567号)である。実際には、ヒト化抗体は典型的には幾つかのＣＤＲ残基

及び場合によっては幾つかのＦＲ残基が齧歯類抗体の類似する部位からの残基に

よって置換されたヒト抗体である。

      【０１５２】

  また、ヒト抗体は、ファージ表示ライブラリーを含むこの分野で知られた種々

の技術を用いて作成することもできる。Hoogenboom及びWinter, J. Mol. Biol.,

 227:381 (1991)；Marks等, J. Mol. Biol., 222:581 (1991)。また、Cole等及

びBoerner等の方法も、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等, Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss. p.77(1

985)及びBoerner等, J. Immunol., 147(1)：86-95(1991) 。同様に、ヒト抗体は

ヒト免疫グロブリン座位をトランスジェニック動物、例えば内在性免疫グロブリ

ン遺伝子が部分的又は完全に不活性化されたマウスに導入することにより産生す

ることができる。投与の際に、遺伝子再配列、組立、及び抗体レパートリーを含

むあらゆる観点においてヒトに見られるものに非常に類似しているヒト抗体の生
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産が観察される。このアプローチは、例えば米国特許第5,545,807号；同第5,545

,806号；同第5,569,825号；同第5,625,126号；同第5,633,425号；同第5,661,016

号、及び次の科学文献：Marks等, Bio/Technology 10, 779-783 (1992); Lonber

g等, Nature 368 856-859 (1994); Morrison, Nature 368, 812-813 (1994); Fi

shwild等, Nature Biotechnology 14, 845-851 (1996); Neuberger, Nature Bio

technology 14, 826 (1996); Lonberg及びHuszar, Intern. Rev. Immunol. 13 6

5-93 (1995)に記載されている。

      【０１５３】

    ｉｖ．二重特異性抗体

  二重特異性抗体は、少なくとも２つの異なる抗原に対して結合特異性を有する

モノクローナル抗体、好ましくはヒトもしくはヒト化抗体である。本ケースの場

合において、結合特異性の一方はＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５に対してであり

、他方は任意の他の抗原、好ましくは細胞表面タンパク質又はレセプター又はレ

セプターサブユニットに対してである。

  二重特異性抗体を作成する方法は当該技術分野において周知である。伝統的に

は、二重特異性抗体の組換え生産は、二つの重鎖が異なる特異性を持つ二つの免

疫グロブリン重鎖／軽鎖対の同時発現に基づく。Milstein及びCuello, Nature, 

305:537-539 (1983)。免疫グロブリンの重鎖と軽鎖を無作為に取り揃えるため、

これらハイブリドーマ(クアドローマ)は１０種の異なる抗体分子の潜在的混合物

を生成し、その内一種のみが正しい二重特異性構造を有する。正しい分子の精製

は、アフィニティークロマトグラフィー工程によって通常達成される。同様の手

順が1993年5月13日公開のWO 93/08829、及びTraunecker等, EMBO J.,10:3655-36

56 (1991)に開示されている。

  所望の結合特異性(抗体-抗原結合部位)を有する抗体可変ドメインを免疫グロ

ブリン定常ドメイン配列に融合できる。融合は、好ましくは少なくともヒンジ部

、ＣＨ２及び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のもの

である。少なくとも一つの融合には軽鎖結合に必要な部位を含む第一の重鎖定常

領域(ＣＨ１)が存在することが望ましい。免疫グロブリン重鎖融合をコードする

ＤＮＡ、及び望むのであれば免疫グロブリン軽鎖を、別々の発現ベクターに挿入
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し、適当な宿主生物に同時形質移入する。二重特異性抗体を作成するための更な

る詳細については、例えばSuresh等, Methods in Enzymology, 121:210(1986)を

参照されたい。

      【０１５４】

    ｖ．ヘテロ抱合抗体

  ヘテロ抱合抗体は、２つの共有結合した抗体からなる。このような抗体は、例

えば、免疫系細胞を不要な細胞に対してターゲティングさせるため(米国特許第4

,676,980号)及びＨＩＶ感染の治療のために(WO 91/00360; WO 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。この目的に対

して好適な試薬の例には、イミノチオレート及びメチル-４-メルカプトブチリミ

デート、及び例えば米国特許第4,676,980号に開示されているものが含まれる。

      【０１５５】

    ｖｉ．エフェクター機能の加工

  本発明の抗体をエフェクター機能について改変し、例えば癌治療における抗体

の有効性を向上させるのが望ましい。例えば、システイン残基をＦｃ領域に導入

し、それにより、この領域に鎖間ジスルフィド結合を形成させるようにしてもよ

い。そのようにして生成された同種二量体抗体は、向上した内部移行能力及び／

又は増加した補体媒介細胞殺傷及び抗体-依存性細胞毒性(ＡＤＣＣ)を有しうる

。Caron等, J. Exp. Med. 176: 1191-1195 (1992)及びShopes, B. J. Immunol. 

148: 2918-2922 (1992)参照。向上した抗腫瘍活性を持つ同種二量体抗体はまた

、Wolff等, Cancer research 53: 2560-2565 (1993)に記載されたような異種二

官能性架橋を用いても調製しうる。あるいは、抗体は、２つのＦｃ領域を有する

ように加工して、それにより補体溶解及びＡＤＣＣ能力を向上させることもでき

る。Stevenson等, Anti-Cancer Drug Design 3: 219-230 (1989)参照。

      【０１５６】

    ｖｉｉ．免疫抱合体
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  本発明はまた、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、

放射性抱合)に複合された抗体を含む免疫抱合体にも関する。

  このような免疫抱合体の生成に有用な化学治療薬は上記した。用いることので

きる酵素活性毒素及びその断片は、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合活

性断片、(緑膿菌からの)外毒素Ａ鎖、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデクシン(m

odeccin)Ａ鎖、アルファ-サルシン、アレウリテス・フォーディ(Aleurites ford

ii)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 charantia)阻害剤、クルシン(curcin)、

クロチン(crotin)、サパオナリア・オフィシナリス(sapaonaria oficinalis)阻

害剤、ゲロニン(gelonin)、ミトゲリン(mitogellin)、レストリクトシン(restri

ctocin)、フェノマイシン(phenomycin)、エノマイシン(enomycin)及びトリコテ

セン(tricothecene)を含む。様々な放射性ヌクレオチドが放射性抱合抗体の生成

に利用可能である。例として、212Ｂｉ、131Ｉ、131Ｉｎ、90Ｙ及び186Ｒｅを含

む。

  抗体及び細胞毒性薬の抱合体は、種々の二官能性タンパク質カップリング剤、

例えば、Ｎ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオール)プロピオネート(Ｓ

ＰＤＰ)、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(例えばビス(ｐ-アジドベ

ンゾイル)ヘキサンジアミン等)、ビス-ジアゾニウム誘導体(ビス-(ｐ-ジアゾニ

ウムベンゾイル)-エチレンジアミン等)、ジイソシアネート(トリエン２，６-ジ

イソシアネート等)、及びビス-活性フッ素化合物(１，５-ジフルオロ-２，４-ジ

ニトロベンゼン等)を用いて作成できる。例えば、リシン免疫毒素は、Vitetta等

, Science 238: 1098 (1987)に記載されたように調製することができる。カーボ

ン-１４-標識１-イソチオシアナトベンジル-３-メチルジエチレントリアミン五

酢酸(ＭＸ-ＤＴＰＡ)は、放射性ヌクレオチドの抗体への抱合のためのキレート

剤の例である。WO 94/11026参照。
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  他の実施態様では、腫瘍の予備標的化で使用するために、抗体は「レセプター

」(ストレプトアビジン等)に抱合されてもよく、抗体-レセプター抱合体は患者

に投与され、次いで清澄化剤を用いて未結合抱合体を循環から除去し、次に細胞

毒性薬(例えば、放射性ヌクレオチド等)に抱合された「リガンド」(アビジン等)

を投与する。

      【０１５７】

    ｖｉｉｉ．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等, Proc. Natl. acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985)

; Hwang等, 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号に記載されたような、この分野で知られた方法で調

製される。向上した循環時間を持つリポソームは、米国特許第5,013,556号に開

示されている。

  特に有用なリポソームは、ホスファチジルコリン、コレステロール及びＰＥＧ

-誘導ホスファチジルエタノールアミン(ＰＥＧ-ＰＥ)を含む脂質組成物での逆相

蒸発法によって生成される。リポソームは、所定サイズの孔のフィルターを通し

て押し出され、所望の径を有するリポソームが生成される。本発明の抗体のＦａ

ｂ'断片は、Martin等, J. Biol. Chem. 257: 286-288 (1982)に記載されている

ように、ジスルフィド交換反応を介してリポソームに抱合され得る。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包含される。Gabizon等,

 J. National Cancer Inst. 81(19) 1484 (1989)参照。

      【０１５８】

    ｉｘ．抗体の製薬組成物

  ここで同定されるＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドに特異的に結合

する抗体、並びに上記に開示したスクリーニングアッセイで同定された他の分子

は、上記及び下記に記した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。

  ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドが細胞内であり、全抗体が阻害剤

として用いられる場合、内在化抗体が好ましい。しかし、リポフェクション又は
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リポソームも抗体、又は抗体断片を細胞に導入するのに使用できる。抗体断片が

用いられる場合、標的タンパク質の結合ドメインに特異的に結合する最小阻害断

片が好ましい。例えば、抗体の可変領域配列に基づいて、標的タンパク質配列に

結合する能力を保持したペプチド分子が設計できる。このようなペプチドは、化

学的に合成でき、及び／又は組換えＤＮＡ技術によって生成できる。例えば、Ma

rasco等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 7889-7893 (1993)を参照。

  ここでの製剤は、治療すべき特定の徴候に必要な場合に１以上の活性化合物、

好ましくは互いに悪影響を及ぼさない相補的活性を持つものも含んでよい。ある

いは、又はそれに加えて、組成物はその機能を高める薬剤、例えば細胞毒性薬、

サイトカイン、化学治療薬又は成長阻害剤を含んでもよい。これらの分子は、適

切には、意図する目的に有効な量の組み合わせで存在する。

  また、活性成分は、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

れていてもよい。これらの技術は、Remington's Pharmaceutical Science, 上掲

に開示されている。

      【０１５９】

  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。

  持続放出製剤を調製してもよい。持続放出製剤の好適な例は、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。持続放出性マトリク

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))、ポリラクチド(米国特許第3,773,919

号)、Ｌ-グルタミン酸及びγ-エチル-Ｌ-グルタメートのコポリマー、非分解性

エチレン-酢酸ビニル、LUPRON DEPOTＴＭ(乳酸-グリコール酸コポリマーと酢酸

リュープロリドの注射可能な小球)などの分解性乳酸-グリコール酸コポリマー、
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ポリ-(Ｄ)-３-ヒドロキシブチル酸を含む。エチレン-酢酸ビニル及び乳酸-グリ

コール酸などのポリマーは分子を１００日に渡って放出することができるが、あ

る種のヒドロゲルはより短時間でタンパク質を放出してしまう。カプセル化され

た抗体が身体内に長時間残ると、それらは３７℃の水分に露出されることにより

変性又は凝集し、その結果、生物学的活性の低下及び起こりうる免疫原性の変化

をもたらす。合理的な方法は、含まれる機構に依存する安定化について工夫する

ことができる。例えば、凝集機構がチオ-ジスルフィド交換を通した分子間Ｓ-Ｓ

結合形成であると発見された場合、安定化はスルフヒドリル残基の修飾、酸性溶

液からの凍結乾燥、水分含有量の制御、適切な添加剤の付加、及び特異的ポリマ

ーマトリクス組成物の開発によって達成されうる。

      【０１６０】

    ｘ．抗体を使用する治療方法

  ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドに対する抗体を上述した種々の心

臓血管、内皮及び血管形成病の治療に使用できることが予期されている。

  抗体は、哺乳動物、好ましくはヒトに、周知の方法、例えば、ボーラスとして

又は所定時間に渡る連続注入による静脈内投与、筋肉内、腹膜内、脳脊髄内、皮

下、関節間、滑膜内、鞘内、経口、局所、又は吸入経路などにより投与される。

抗体の静脈内投与が好ましい。

  他の治療的養生法を例えば本発明の抗体の投与と組み合わせてもよい。例えば

、抗体で癌の治療をする場合は、このような抗体で治療される患者は放射線治療

を受けてもよい。あるいは、又はそれに加えて、患者に化学治療薬を投与しても

よい。このような化学治療薬の調製法及び用量スケジュールは、製造者の指示に

従って使用されるか、熟練した実務者により経験的に決定される。そのような化

学治療に対する調製法及び用量スケジュールはまたChemotherapy Service M.C. 

Perry編, (Williams & Wilkins, Baltimore, MD, 1992)にも記載されている。化

学治療薬は、抗体の投与に先立って、又は続いて投与してもよく、あるいはそれ

らと同時に投与してもよい。抗体は、タモキシフェン又はEVISTＴＭ等の抗エス

トロゲン化合物又はオナプリストンなどの抗プロゲステロン(欧州特許第 616812

号参照)の、それらの分子について知られた用量と組み合わせてもよい。
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  また、抗体を癌の治療に使用する場合、他の腫瘍関連抗原に対する抗体、例え

ば一又は複数のＥｒｂＢ２、ＥＧＦＲ、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４、又はＶＥＧＦ

レセプターに結合する抗体を投与することも好ましい。また、上述した薬剤も含

む。抗体は適切に連続投与されるか、又は、放射活性物質の照射又は投与を含ん

でも含まなくても、放射線学的治療と組合せられる。あるいは、又はそれに加え

て、ここで開示されており、同じか、又は二又はそれ以上の異なる抗原に対して

結合する二又はそれ以上の抗体を、患者に同時投与してもよい。ときどきは、患

者に一又は複数のサイトカインを投与することも有利である。好ましい実施態様

では、ここの抗体は、成長阻害剤と同時投与される。例えば、まず成長阻害剤を

投与し、続いて本発明の抗体を投与する。しかしながら、同時投与、又は本発明

の抗癌剤を最初に投与することも考えられる。成長阻害剤についての適切な用量

は現在用いられている量であるが、成長阻害剤とこの抗体との組み合わせ(相乗)

効果により減少させ得る。

      【０１６１】

  一実施態様において、腫瘍の血管新生は、組合せ治療において攻撃される。抗

-ＰＲＯ３６４又は-ＰＲＯ１７５ポリペプチド抗体及び他の抗体(例えば抗-ＶＥ

ＧＦ)は、例えば腫瘍又は転移病巣の壊死がみられるように決定された治療的有

効量で、腫瘍を有する患者に投与される。この治療は、好ましい効果が観察され

るか、又は腫瘍又は任意の転移病巣の痕跡がなくなるまで続けられる。ついで、

ＴＮＦを、補助剤、例えばアルファ-、ベータ-又はガンマ-インターフェロン、

抗-ＨＥＲ２抗体、ヘレグリン(heregulin)、抗ヘレグリン抗体、Ｄ-因子、イン

ターロイキン-１(ＩＬ-１)、インターロイキン-２(ＩＬ-２)、顆粒球-マクロフ

ァージコロニー刺激因子(ＧＭ-ＣＳＦ)、又は腫瘍中の微細血管凝固促進剤、例

えば抗-プロテインＣ抗体、抗-プロテインＳ抗体、又はＣ４ｂ結合プロテイン(1

991年2月21日公開のWO91/01753)、又は熱又は放射線を単独で、又は組合せて投

与する。

  補助剤はその有効性に応じて変わり、便宜的な方式でスクリーニングされるマ

トリクスにより、腫瘍における影響力と比較することが望ましい。抗-ＰＲＯ３

６４又は-ＰＲＯ１７５ポリペプチド抗体及びＴＮＦの投与は、所望する臨床効
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果が達成されるまで繰り返される。また、抗-ＰＲＯ３６４又は-ＰＲＯ１７５ポ

リペプチド抗体は、ＴＮＦ、場合によっては補助剤と共に投与される。固形腫瘍

が、四肢又は一般的な循環器からの単離が可能な他の位置で見出される例では、

ここに記載される治療薬は単離された腫瘍又は器官に投与される。他の実施態様

において、ＦＧＦ又はＰＤＧＦアンタゴニスト、例えば抗-ＦＧＦ又は抗-ＰＤＧ

Ｆ中和剤は、抗-ＰＲＯ３６４又は-ＰＲＯ１７５ポリペプチド抗体と共に患者に

投与される。抗-ＰＲＯ３６４又は-ＰＲＯ１７５ポリペプチド抗体を用いた治療

は、好ましくは傷の治癒又は所望する新血管新生の期間中は中止する。

      【０１６２】

  心臓血管、内皮及び血管形成疾患の予防又は治療のための、ここでの抗体の適

切な用量は、上記で定義したような治療される疾患の型、疾患の重篤さ及び経過

、防止又は治療目的で薬剤が投与されるか否か、従前の治療、患者の臨床履歴及

び抗体に対する反応、及び主治医の裁量による。抗体は、適切には患者に一回又

は一連の治療に渡って適切に投与される。

  例えば、疾患の型及び重篤さに応じて、約１μｇ／ｋｇから５０ｍｇ／ｋｇ(

例えば、０．１－２０ｍｇ／ｋｇ)の抗体が、例えば、１又はそれ以上の別々の

投与あるいは連続注入のいずれにしても、患者に投与するための最初の候補用量

である。典型的な１日又は１週間の用量は、上記の要因に応じて、約１μｇ／ｋ

ｇから１００ｍｇ／ｋｇ又はそれ以上であろう。数日以上に渡る繰り返し投与の

ためには、状態に応じて、疾患の徴候に所望の抑制が現れるまで治療が続けられ

る。しかしながら、他の用量計画が有用であることもある。この治療の進行は、

例えばＸ線腫瘍イメージングを含む従来の技術及びアッセイによって容易に監視

される。

      【０１６３】

    ｘｉ．抗体を収容する製造品

  また、抗体を収容する容器とラベルをも具備する製造品も提供される。このよ

うな製造品は上述しており、ここで活性剤は抗-ＰＲＯ３６４又は-ＰＲＯ１７５

抗体である。

    ｘｉｉ．抗体を使用する腫瘍の診断及び予知
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  抗体が使用される徴候が癌である場合、或る種の腫瘍で過剰発現される成長レ

セプター等の細胞表面タンパク質は候補薬剤又は腫瘍(例えば、癌)治療の優れた

標的であるが、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドと同じタンパク質は

腫瘍の診断及び予知におけるさらなる用途が見出されている。例えば、ＰＲＯ３

６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチドに対して向けられる抗体は腫瘍の診断及び予

知に使用することができる。

  例えば、抗体断片を含む抗体は、ＰＲＯ３６４又はＰＲＯ１７５ポリペプチド

をコードする遺伝子を含む遺伝子の発現の定性的又は定量的検出に用いることが

できる。抗体は、好ましくは検出可能な、例えば蛍光標識を備え、結合は光学顕

微鏡、フローサイトメトリー、フルオロメトリー、又はこの分野で知られた他の

技術によって監視できる。このような結合アッセイは、実質的に上述のように実

施される。

  マーカー遺伝子産物に結合する抗体のインサイツ検出は、例えば、免疫蛍光又

は免疫電子顕微鏡によって実施できる。この目的のために、組織学的試料を患者

から取り出し、好ましくは生物学的試料に抗体を被せることにより、標識抗体を

それに適用する。この手法はまた、試験される組織におけるマーカー遺伝子産物

の分布も決定できるようにする。当業者には、インサイツ検出のために広範な組

織学的方法が容易に利用できることは明らかであろう。

      【０１６４】

  以下の実施例は例示するためにのみ提供されるものであって、本発明の範囲を

決して限定することを意図するものではない。

  本明細書で引用した全ての特許及び文献の開示の全体を、出典明示によりここ

に取り込む。

(実施例)

  実施例で言及されている市販試薬は、特に示さない限りは製造者の使用説明に

従い使用した。ＡＴＣＣ登録番号により以下の実施例及び明細書を通して同定さ

れている細胞の供給源はアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション、マナ

ッサス、ＶＡである。特に記さない限り、本発明は上記及び以下の教科書に記載

されたもののような組換えＤＮＡ技術の標準的な手法を用いた：上掲のSambrook
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等; Ausubel等, Current Protocols in Molecular Biology(Green Publishing A

ssociates and Wiley Interscience, N.Y., 1989); Innis等, PCR Protocols: A

 Guide to Methods and Applications(Academic Press, Inc.; N.Y., 1990); Ha

rlow等, Antibodies: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor Press: Cold 

Spring Harbor 1988); Gait, Oligonucleotide Synthesis(IRL Press, Oxford, 

1984); Freshney, Animal Cell Culture, 1987; Coligan等, Current Protocols

 in Immunology, 1991。

      【０１６５】

実施例１

ヒトＰＲＯ３６４をコードするｃＤＮＡクローンの単離

  発現配列タグ(ＥＳＴ)ＤＮＡデータベース(LIFESEQ(登録商標)、Incyte Pharm

aceuticals、Palo Alto, CA)を検索し、ポリペプチドの腫瘍壊死因子レセプター

(ＴＮＦＲ)ファミリーのメンバーと相同性を示すＥＳＴ(Incyte EST番号3003460

)を同定した。

  次に、BLAST(Altschul等, Methods in Enzymology 266: 460-480 (1996))及び

「phrap」(Phil Green, University of Washington, Seattle, http://bozeman.

mbt.washington.edu/phrap.docs/phrap.html)の繰り返しサイクルを用いてIncyt

e 3003460 EST及び他のＥＳＴ配列に対してコンセンサスＤＮＡ配列を構築した

。このコンセンサス配列を、ここでＦｉｇ３Ａ－Ｃ中に「＜consen01＞」と命名

した。またここでＦｉｇ３Ａ－Ｃに示される「＜consen01＞」コンセンサス配列

（配列番号：４）を「ＤＮＡ４４８２５」と呼ぶ（Ｆｉｇ４；配列番号：４参照

）。

  Ｆｉｇ３－４に示されるようなＤＮＡ４４８２５及び「＜consen01＞」コンセ

ンサス配列に基づいて、１)ＰＣＲにより関心ある配列を含むｃＤＮＡライブラ

リーを同定するため、及び２)ＰＲＯ３６４の全長コード化配列のクローンを単

離するプローブとして使用するために、オリゴヌクレオチドを合成した。正方向

及び逆方向ＰＣＲプライマーは一般的に２０から３０ヌクレオチドの範囲であり

、しばしば約１００－１０００ｂｐ長のＰＣＲ産物を与えるように設計される。

プローブ配列は典型的には４０－５５ｂｐ長である。ある場合には、コンセンサ



(120) 特表２００３－５０４３４３

ス配列が約１－１．５ｋｂｐよりも大きいときに更なるオリゴヌクレオチドが合

成される。全長クローンについて幾つかのライブラリーをスクリーニングするた

めに、ライブラリーからのＤＮＡをAusubel等, Current Protocols in Molecula

r Biologyに従って、ＰＣＲプライマー対でのＰＣＲ増幅によりスクリーニング

した。次いでポジティブライブラリーを、プローブオリゴヌクレオチド及びプラ

イマー対の一方を用いた対象とする遺伝子をコードするクローンの単離に使用し

た。

      【０１６６】

  ＰＣＲプライマー対(正方向及び逆方向)を合成した：

正方向ＰＣＲプライマー(44825.f1)：5'-CACAGCACGGGGCGATGGG-3'(配列番号：６

)

正方向ＰＣＲプライマー(44825.f2)：5'-GCTCTGCGTTCTGCTCTG-3'(配列番号：１

１)

正方向ＰＣＲプライマー(44825.GITR．f)：5'-GGCACAGCACGGGGCGATGGGCGCGTTT-3

'(配列番号：５)

逆方向ＰＣＲプライマー(44825.r1)：5'-CTGGTCACTGCCACCTTCCTGCAC-3'(配列番

号：１２)

逆方向ＰＣＲプライマー(44825.r2)：5'-CGCTGACCCAGGCTGAG-3'(配列番号：８)

逆方向ＰＣＲプライマー(44825.GITR.r)：5'-GAAGGTCCCCGAGGCACAGTCGATACA-3'(

配列番号：１０)

さらに、コンセンサスＤＮＡ４４８２５配列から合成オリゴヌクレオチドハイブ

リッド形成プローブを作成し、それは以下のヌクレオチド配列を有していた：

ハイブリッド形成プローブ(44825.p1)：

5'-GAGGAGTGCTGTTCCGAGTGGGACTGCATGTGTGTCCAGC-3'(配列番号：９)

ハイブリッド形成プローブ(44825.GITR.p)：

5'-AGCCTGGGTCAGCGCCCCACCGGGGGTCCCGGGTGCGGCC-3'(配列番号：７)

  全長クローンの供給源について幾つかのライブラリーをスクリーニングするた

めに、ライブラリーからのＤＮＡを上で同定したＰＣＲプライマー対でＰＣＲ増

幅した。次いで、ポジティブライブラリーを、プローブオリゴヌクレオチド及び
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ＰＣＲプライマーの一方を用いてＰＲＯ３６４遺伝子をコードするクローンを単

離するのに使用した。

      【０１６７】

  ｃＤＮＡライブラリーの構築のためのＲＮＡはヒト骨髄組織から単離した。ｃ

ＤＮＡクローンを単離するために用いたｃＤＮＡライブラリーは、Invitrogen, 

San Diego, CA からのもの等の市販試薬を用いて標準的方法によって形成した。

ｃＤＮＡは、ＮｏｔＩ部位を含むオリゴｄＴでプライムし、ブラントでＳａｌＩ

ヘミキナーゼ化したアダプターに結合し、ＮｏｔＩで分割し、ゲル電気泳動で適

当にサイズ分割をし、定まった方向で適当なクローニングベクター(ｐＲＫＢ又

はｐＲＫＤ等；ｐＲＫ５Ｂは、ＳｆｉＩ部位を持たないｐＲＫ５Ｄの前駆体であ

る；Holmes等, Science, 253:1278-1280 (1991)を参照されたい)に独特のＸｈｏ

Ｉ及びＮｏｔＩ部位においてクローン化した。

  前記のような単離されたクローンのＤＮＡ配列は、ＰＲＯ３６４の全長ＤＮＡ

配列[ここでＵＮＱ３１９(ＤＮＡ４７３６５-１２０６)と称される](配列番号：

１)及びＰＲＯ３６４の誘導されたタンパク質配列を提供する。

      【０１６８】

  ＵＮＱ３１９(ＤＮＡ４７３６５-１２０６)の全ヌクレオチド配列は、Ｆｉｇ

１(配列番号：１)に示される。クローンＵＮＱ３１９(ＤＮＡ４７３６５-１２０

６)はＡＴＣＣに寄託され、ＡＴＣＣ寄託番号２０９４３６が付与された。クロ

ーンＵＮＱ３１９(ＤＮＡ４７３６５-１２０６)はヌクレオチド位置１２１－１

２３に見かけの転写開始部位をもつ単一のオープンリーディングフレームを含み

[上掲のKozakら,]、ヌクレオチド位置８４４－８４６の終止コドンで終端する(

Ｆｉｇ１；配列番号：１)。予定ポリペプチド前駆体は、２４１アミノ酸長であ

る(Ｆｉｇ２；配列番号：３)。Ｆｉｇ２に示される全長ＰＲＯ３６４タンパク質

(配列番号：３)は、見積もり分子量約２６,０００ダルトン及びｐＩ約６．３４

を有する。潜在的なＮ-グリコシル化部位はＦｉｇ２(配列番号：３)に示される

アミノ酸配列のアミノ酸１４６－１４９の間にある。ヒドロパシー分析(示して

いない)は１型膜貫通類型を示唆し；推定のシグナル配列はアミノ酸１から２５

にあり、潜在的な膜貫通ドメインは、Ｆｉｇ２(配列番号：３)に示される配列の
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アミノ酸１６２から１８０の間にある。

  全長ＰＲＯ３６４ポリペプチドのアミノ酸配列の分析は、その一部が腫瘍壊死

因子レセプターファミリーのメンバーと相同性を有することを示唆し、よってＰ

ＲＯ３６４が腫瘍壊死因子レセプターファミリーの新規なメンバーであることを

示している。ＰＲＯ３６４の細胞内ドメインは、ＴＲＡＦ２結合に必要であるこ

とが示されたＣＤ３０レセプター内、そしてＴＮＦＲ２内にも存在する最小ドメ

インに類似するモチーフ（Ｆｉｇ２；配列番号：３のアミノ酸２０７-２１４の

領域内）を含む[上掲のLeeら,(1996)]。ＴＮＦＲファミリーに特徴的な３つの見

かけの細胞外システインリッチドメインがあり[Naismith及びSprang, Trends Bi

ochem. sci., 23: 74-79 (1998)参照]、その中で第３のＣＲＤは、ＴＮＦＲファ

ミリーに、より典型的な４または６個のシステインではなく３つを有する。マウ

スＧＩＴＲ(以下に記載)に比較すると、マウスＧＩＴＲのＣＲＤ１における５つ

のシステインに対してＰＲＯ３６４アミノ酸配列はＣＲＤ１に８個のシステイン

を有し、マウスＧＩＴＲにおける４つの潜在的なＮ-結合グリコシル化部位に比

較してＥＣＤに１つの潜在的Ｎ-結合グリコシル化部位が存在する。

  全長天然ＰＲＯ３６４ポリペプチドの推定アミノ酸配列及びそれをコードする

ヌクレオチド配列の詳細な検討により、Nocentini等, Proc. Natl. Acad. Sci. 

USA 94: 6216-6221 (1997)に報告されたマウスＧＩＴＲ（ｍＧＩＴＲ）タンパク

質との配列相同性が明らかとなる。従って、ＰＲＯ３６４はNocentini等によっ

て報告されたマウスＧＩＴＲタンパク質のヒト対応物又は相同分子種を表してい

ることが可能である。

      【０１６９】

実施例２

ヒトＰＲＯ１７５の単離

  Klein等, PNAS, USA 93: 7108-7113 (1996)に記載された方法に以下の修正を

加えて用いた。酵母菌形質転換は、複数回形質転換された酵母菌細胞の数を減ら

すために制限された量の形質転換ＤＮＡで実施した。上掲のKlein等に記載され

たように、酵母菌からのプラスミドの単離に続いて大腸菌を形質転換するのでは

なく、単一の酵母菌集団にＰＣＲ分析を実施した。これは、最初のスクロース陽
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性コロニーを新たなスクロース培地に再画線して陽性コロニーを精製することに

より達成した。次いで単一の精製コロニーを以下のプライマーを用いるＰＣＲに

使用した：

TGTAAAACGACGGCCAGTTTCTCTCAGAGAAACAAGCAAAAC（配列番号：１５）及びCAGGAAAC

AGCTATGACCGAAGTGGACCAAAGGTCTATCGCTA（配列番号：１６）。インベルターゼ遺

伝子の挿入物及び小部分を増幅し（挿入物がインベルターゼの枠内であることの

決定を可能にし）、全体の配列プライマー部位に負荷するためにＰＣＲプライマ

ーは二連とした。

      【０１７０】

  インベルターゼに融合したヒトＨＵＶＥＣ細胞から誘導されたｃＤＮＡ断片の

ライブラリを酵母菌に形質転換し、形質転換体をＳＣ-ＵＲＡ培地上で選択した

。インベルターゼを分泌するクローンを同定するためにＵＲＡ及び形質転換体を

スクロース培地にレプリカプレートした。ポジティブクローンを再試験し、ＰＣ

Ｒ産物を配列決定した。１つのクローン、ＤＮＡ１８４０の配列をシグナルペプ

チドコード化配列を含むと同定した。ＤＮＡ１８４０の核酸配列を用いてオリゴ

ヌクレオチドプライマー及びプローブを設計した。ヒト臍静脈内皮細胞（ＨＵＶ

ＥＣ）からのｃＤＮＡの全長プラスミドライブラリを滴定し、約１００，０００

ｃｆｕを９６-穴丸底プレートに、５００ｃｆｕ／プールで１９２プールに蒔い

た。プールを３７℃で振盪（２００ｒｐｍ）させながら終夜成長させた。個々の

培地にＤＮＡ１８４０に特異的なプローブを用いてＰＣＲを実施した。アガロー

スゲル電気泳動を実施し、ポジティブウェルを予想されるサイズのバンドの可視

化により同定した。各ポジティブクローンを、コロニーリフト、次いで３２Ｐ-

標識オリゴヌクレオチドでのハイブリッド形成により得た。これらのクローンを

ＰＣＲ、制限消化、及びサザンブロット分析により特徴付けした。

      【０１７１】

  ｃＤＮＡクローン（ＤＮＡ１１９３５５）を完全に配列決定した。ＰＲＯ１７

５の核酸配列をＦｉｇ５Ａ-Ｂ（配列番号：１３）に示す。クローンＰＲＯ１７

５－１１５０は、単一のオープンリーディングフレームを含み、ヌクレオチド位

置２１－２３に見かけの翻訳開始部位を有する［Kozak等, 上掲］（Ｆｉｇ５；
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配列番号：１３）。予測されるポリペプチド前駆体は１７７アミノ酸長さであり

、約２０，３０８ダルトンの計算された分子量を持つ。ヒドロパシー分析により

、推定細胞質領域（アミノ酸１－２５）；膜貫通領域（アミノ酸２６－５１）；

及び細胞外領域（アミノ酸５２－１７７）を持つＩＩ型膜貫通タンパク質の類型

が示唆された。２つの潜在的なＮ-結合グリコシル化部位は、Ｆｉｇ５（配列番

号：１４）に示す配列の位置１２９（Ａｓｎ）及び位置１６１（Ａｓｎ）に特定

された。クローンＰＲＯ１７５－１１５０は、ＡＴＣＣに寄託され、ＡＴＣＣ寄

託番号２０９４６６が付与されている。ＰＲＯ１７５ポリペプチドは、寄託され

たＡＴＣＣ２０９４６６ベクターのｃＤＮＡ挿入物にコードされる分子を発現さ

せることにより得られ又は得られうる。ベクターのＸｂａＩ及びＮｏｔＩ制限酵

素での消化は、１４１１ｂｐ断片及び６６８ｂｐ断片を生ずるであろう。

      【０１７２】

  細胞外配列の（ALIGNコンピュータプログラムを用いた）BLAST及びFastA配列

アラインメント分析に基づくと、ＰＲＯ１７５は、ＴＮＦサイトカインファミリ

ーの幾つかのメンバーとアミノ酸配列同一性、特にヒトＡｐｏ-２Ｌ（１９．８

％）、Ｆａｓ／Ａｐｏ１-リガンド（１９．０％）、ＴＮＦ-α（２０．６％）及

びリンホトキシン-α（１７．５％）を示す。ほとんどのアミノ酸配列同一性は

、ＴＮＦ-αの結晶構造のβ-ストランドに相当する領域に見出される[Bannerら,

 Cell, 73：431-435(1993)；Eckら, J. Biol. Chem., 264：17595-605(1989)；L

ewit-Bentleyら, J. Mol. Biol., 199：389-92(1988)]。ストランドＣの配列は

特にファミリーの全てのメンバーで保存されている。ＰＲＯ１７５ポリペプチド

の第１のβ-ストランドと推定膜貫通ドメインとの間の配列は、ＴＮＦ-α、ＣＤ

９５Ｌ又はＡｐｏ-２リガンドで約３０～約８０残基であるのと比較して、５残

基を含むといった具合に比較的に短い。

      【０１７３】

  実施例３

ＰＲＯ１７５のノーザンブロット分析

  ヒト組織及び腫瘍株化細胞におけるＰＲＯ１７５ｍＲＮＡの発現を、ノーザン

ブロット分析によって試験した（Ｆｉｇ８参照）。ヒトＲＮＡブロットを、全長
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ＰＲＯ１７５ｃＤＮＡをコードするｐＲＫ５プラスミドをＸｂａ-Ｉで消化する

ことにより生成したおよそ７００ｂｐ長の３２Ｐ標識ＤＮＡプローブにハイブリ

ッド形成したが；このプローブは、全コード配列プラス幾つかのフランキング５

’及び３’配列に相当する。

  ヒト胎児、成人、又は癌株化細胞ｍＲＮＡブロット(クローンテック)を、ＤＮ

Ａプローブと共にハイブリッド形成用バッファー(５Ｘ ＳＳＰＥ；２Ｘ デンハ

ード溶液；１００ｍｇ／ｍＬの変性剪断されたサケ精子ＤＮＡ；５０％のホルム

アミド；２％のＳＤＳ)中で、４２℃で６０時間インキュベートした。ブロット

を２Ｘ ＳＳＣ；０．０５％のＳＤＳ中、室温で１時間、数回洗浄し、次いで０

．１Ｘ ＳＳＣ；０．１％のＳＤＳ中、５０℃で３０分間洗浄した。ブロットを

終夜暴露した後、リン光体イメージャー分析(Fuji)により展開した。

  Ｆｉｇ８に示すように、約３．２ｋＢの優勢なｍＲＮＡ転写物を、胎児腎臓及

び肺、及び成人小腸に検出した。また、発現は試験した８つのヒト腫瘍株化細胞

中の６つでも検出され、それらは、ほぼ同じの３．２ｋＢ転写物を示し、並びに

約１．５及び５ｋＢ転写物のより弱い発現も検出された。

  結果は、ＰＲＯ１７５ポリペプチドのｍＲＮＡ発現が、正常組織では比較的抑

制されるが、リンパ系並びに非リンパ系由来からの腫瘍株化細胞では顕著に増大

することを示している。

      【０１７４】

実施例４：ヒト細胞及び組織におけるＰＲＯ３６４ｍＲＮＡの発現を検出するア

ッセイ

  正常ヒト組織及び癌株化細胞におけるＰＲＯ３６４ｍＲＮＡの発現を試験する

アッセイを実施した。

  ＰＲＯ３６４転写物の検出のために種々のヒト組織及び癌株化細胞（Clontech

）をノーザンブロットハイブリッド形成により試験したが、全く検出されなかっ

た。定量的逆転写酵素ＰＣＲを用いて、ＰＲＯ３６４ｍＲＮＡを、ＰＢＬ、脳、

骨髄、脾臓、胸腺及び肺で、そして腎臓、心臓、小腸及び肝臓組織では比較的低

レベルで検出した（Ｆｉｇ６参照）。相対的ｍＲＮＡ発現レベルを、以下のＰＲ

Ｏ３６４特異的プライマー及び蛍光発生プローブ：
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DNA47365.tm.f - CCACTGAAACCTTGGACAGA（配列番号：１７）

DNA47365.tm.p - CCCAGTTCGGGTTTTCTCACTGTGTTCC（配列番号：１８）

DNA47365.tm.r - ACAGCGTTGTGGGTCTTGTTC（配列番号：１９）

を用いて、Heid等, Genome Res., 6: 986-94 (1994)に本質的に記載されている

Ｔａｑｍａｎ装置（ABI）を用いた定量的ＰＣＲで決定した。ＰＣＲ産物の信頼

性は、対応するｃＤＮＡに対するサザンブロットハイブリッド形成により確認し

た。発現レベルは小腸組織に対して規格化した。

      【０１７５】

  別のアッセイにおいて、一次ヒトＴ細胞（Ｔ細胞富化カラム（R & D Systems

）を用いてドナー全血から単離）及び単球／マクロファージ（組織培養フラスコ

への接着によりドナー全血から単離）を、１０％  ＦＢＳ及び２ｍＭグルタミン

を添加したＲＰＭＩ中に保持した。次いで細胞を、ＰＨＡ（１マイクログラム／

ｍｌ；Sigma）、抗-ＣＤ３抗体（１マイクログラム／ｍｌ；Pharmingen）、ＬＰ

Ｓ（１マイクログラム／ｍｌ；Sigma）、ＴＮＦ-α（１マイクログラム／ｍｌ；

Pennica等, Nature, 312: 724-729 (1984)に記載されたように調製）、又は可溶

性ＰＲＯ１７５リガンド（５マイクログラム／ｍｌ）で２４時間処理した。次い

で相対的ｍＲＮＡ発現レベルを上述のＴａｑｍａｎ手法によって分析した。発現

レベルは、バッファー処理したＴ細胞に対して規格化した。

  結果をＦｉｇ７に示す。フィトヘマグルチニン（ＰＨＡ）又は抗-ＣＤ３抗体

で刺激した後、単離した血液Ｔ細胞においてＰＲＯ３６４ｍＲＮＡの実質的アッ

プレギュレーションが観察された。高レベルの発現は単離した単球／マクロファ

ージで観察され、この発現はＬＰＳによってさらに増大した（Ｆｉｇ７参照）。

      【０１７６】

実施例５

大腸菌におけるＰＲＯ１７５の発現

  ＰＲＯ１７５ポリペプチドの細胞外領域（Ｆｉｇ５のアミノ酸５２～１７７；

配列番号：１４）をコードするＤＮＡ配列（Ｆｉｇ５Ａ-Ｂ；配列番号１３）を

、各々隣接するＮｄｅＩ及びＸｂａＩ制限部位を含むＰＣＲプライマー：正：5'

- GAC GAC AAG CAT ATG TTA GAG ACT GCT AAG GAG CCC TG -3'（配列番号：２０
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）；逆：5'- TAG CAG CCG GAT CCT AGG AGA TGA ATT GGG GATT -3'（配列番号：

２１）とともに増幅した。ＰＣＲを消化し、（プラスミドから誘導された）１２

アミノ酸のエンテロキナーゼ切断部位に続くMet Gly His10配列：

Met Gly His His His His His His His His His His Ser Ser Gly His Ile Asp 

Asp Asp Asp Lys His Met （配列番号：２２）の下流かつ枠内で、プラスミドｐ

ＥＴ１９Ｂ（Novagen）のＮｄｅＩ及びＸｂａＩ部位にクローニングした。

  得られたプラスミドを、上掲のSambrook等に記載された方法を用いて、大腸菌

株ＪＭ１０９（ATCC 53323）を形質転換するのに用いた。形質転換体を

ＰＣＲで同定した。プラスミドＤＮＡを単離し、制限分析及びＤＮＡ配列分析に

より確認した。

  選択したクローンを抗生物質添加の液体培養培地ＬＢ中で終夜成長させた。続

いて、終夜培地を、より大規模な培養を接種するのに用いた。細胞を所定の光学

密度まで成長させ、その間に発現プロモーターが作動する。

      【０１７７】

  細胞をさらに数時間培養した後、遠心分離により細胞を収集した。遠心分離で

得た細胞ペレットを、０．１Ｍトリス、０．２Ｍ  ＮａＣｌ、５０ｍＭ  ＥＤＴ

Ａ、ｐＨ８．０を含むバッファー中にマイクロフリューダイザーを用いて可溶化

した。可溶化したＰＲＯ１７５タンパク質は、ニッケル－セファロースのアフィ

ニティクロマトグラフィを用いて精製した。

  ＰＲＯ１７５タンパク質を、ＳＤＳ-ＰＡＧＥで分析し、次いでニッケル複合

セイヨウワサビペルオキシダーゼでのウェスタンブロット、次いでＥＣＬ検出（

Boehringer Mannheim）をした。３つの優勢なタンパク質バンドが検出され、そ

れらはタンパク質の単量体、同種二量体、及び同種三量体形態のサイズに相当す

る（Ｆｉｇ９）。この結果に基づいて、可溶性ＰＲＯ１７５タンパク質が、その

天然形態で、ＳＤＳ変性無しに同種三量体を形成できると考えられる。

      【０１７８】

実施例６

ＰＲＯ１７５のＰＲＯ３６４レセプターに対する結合特異性

  ＰＲＯ１７５ポリペプチド（上記実施例２、３及び５に記載）が、Nocentini



(128) 特表２００３－５０４３４３

等, Proc. Natl. Acad. Sci., 94: 6216-6221 (1997)に記載されたマウスＧＩＴ

Ｒ（ｍＧＩＴＲ）ポリペプチドのヒト相同分子種であると信じられているＰＲＯ

３６４と相互作用し特異的に結合するか否かを決定するためのアッセイを実施し

た。

  結合性を試験するために、ＰＲＯ３６４細胞外ドメイン（Ｆｉｇ２；配列番号

：３のアミノ酸１－１６１参照）を含む可溶性免疫グロブリン融合タンパク質（

イムノアドヘシン）を昆虫細胞で発現させた。ＰＲＯ３６４ＥＣＤは、バキュロ

ウイルスを用いて昆虫細胞においてＣ-末端ＩｇＧ-Ｆｃタグ形態として発現させ

た。可溶性ＰＲＯ１７５を実施例５に上記したようにＥＣＤを発現することによ

り調製した。

      【０１７９】

  可溶性ＰＲＯ１７５ＥＣＤ分子を、そのＰＲＯ３６４イムノアドヘシンと相互

作用する能力を試験するために１２５Ｉで標識した。比較のため、以下のＴＮＦ

レセプターファミリーメンバー：ＣＤ９５、ＤＲ４、ＤＲ５、ＴＮＦＲ１、ＴＮ

ＦＲ２、及びＡｐｏ-３のイムノアドヘシン作成物も製造した。ＣＤ９５、ＤＲ

４、ＤＲ５、ＴＮＦＲ１、ＴＮＦＲ２、及びＡｐｏ-３イムノアドヘシンは、Ｔ

ＮＦＲ１について既に記載されているように［Ashkenazi等, Proc. Natl. Acad.

 Sci., 88: 10535-10539 (1991)］、各レセプターのＥＣＤをヒトＩｇＧのヒン

ジ又はＦｃ部分に融合させることにより調製した。個々のＴＮＦレセプターファ

ミリーメンバーは、発明部分の背景（及び引用した関連参考文献）に記載されて

いる。

  同時沈殿アッセイのために、各イムノアドヘシン（５マイクログラム）を１２

５Ｉ標識可溶性ＰＲＯ１７５ポリペプチド（１マイクログラム）とともに２４℃

で１時間インキュベートした後、氷上で３０分間プロテインＡ－セファロースを

した。反応混合物を遠心沈殿させ、ＰＢＳで数回洗浄し、２０ｍＭジチオトレイ

トールを含むＳＤＳ－ＰＡＧＥバッファー中で煮沸し、次いでＳＤＳ－ＰＡＧＥ

に再溶解してオートラジオグラフィを行った。

      【０１８０】

  結果をＦｉｇ９に示す。分子量マーカー（ｋＤａ）の位置を図に示した。ＰＲ
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Ｏ３６４-ＩｇＧ結合は放射性ヨウ素化可溶性ＰＲＯ１７５ポリペプチドに結合

した。しかしながら、ＰＲＯ３６４-ＩｇＧは、ＣＤ９５、ＤＲ４、ＤＲ５、Ｔ

ＮＦＲ１、ＴＮＦＲ２、及びＡｐｏ-３のイムノアドヘシン作成物には結合しな

かった。

  他のアッセイにおいて、ヒト２９３細胞を全長ＰＲＯ１７５で一過的に形質移

入し、ＰＲＯ３６４、ＴＮＦＲ１、ＨＶＥＭ、及びＤｃＲ１のレセプターイムノ

アドヘシン作成物のこれらの形質移入細胞に結合する能力をＦＡＣＳ分析で決定

した。２９３細胞は、１０％ウシ胎児血清（ＦＢＳ）、２ｍＭグルタミン、１０

０マイクログラム／ｍｌペニシリン、及び１００マイクログラム／ｍｌストレプ

トマイシンを添加した高グルコースＤＭＥＭ培地中に維持した。形質移入細胞（

１ｘ１０５）を、１マイクログラムの各レセプター又はリガンドイムノアドヘシ

ンを含む２００マイクロリットルの２％ＦＢＳ／ＰＢＳ中、４℃で６０分間イン

キュベートした。次いで、細胞を２％のＦＢＳ／ＰＢＳで洗浄し、Ｒ-フィコエ

リスリン抱合ヤギ抗ヒト抗体（Jackson Immunoresearch, West Grove, PA）で染

色した。次に、細胞をＦＡＣＳで分析した。個々のイムノアドヘシンの一過性形

質移入細胞への結合性を試験するために、ＣＤ４の発現ベクター（ｐＲＫ５-Ｃ

Ｄ４；Smith等, Science, 328: 1704-1707 (1987)）をＰＲＯ１７５発現ベクタ

ー（上記参照）と同時形質移入した。次いで、ＦＡＣＳ分析における形質移入細

胞集団を同定しゲートするために、ＦＩＴＣ抱合抗ＣＤ４（Pharmingen, San Di

ego, CA）を用いた。

      【０１８１】

  Ｆｉｇ１１Ａに示すように、ＰＲＯ３６４-ＩｇＧは、全長ＰＲＯ１７５をコ

ードする発現プラスミドで形質移入した細胞表面に特異的に結合した。このよう

な結合は、ＴＮＦＲ１、ＨＶＥＭ又はＤｃＲ１イムノアドヘシンのいずれにも観

察されなかった。ＰＲＯ３６４-ＩｇＧはコントロールプラスミドで形質移入し

た細胞には結合しなかった（データは示さず）。

  これらの結果は、ＰＲＯ１７５ポリペプチドとＰＲＯ３６４との特異的結合性

相互作用、及びＰＲＯ１７５ポリペプチドが試験した他のＴＮＦレセプターファ

ミリーメンバーのいずれとも相互作用しないことを示している。
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  ＰＲＯ１７５ポリペプチドは、ヒト臍静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）ライブラリ

で同定され、ＰＲＯ１７５ポリペプチド転写物はＲＴ-ＰＣＲによってＨＵＶＥ

Ｃにおいて容易に検出可能であった（データは示さず）。ＰＲＯ３６４-ＩｇＧ

の特異的結合がＦＡＣＳ分析によりＨＵＶＥＣで示されるか否かを試験するため

にＦＡＣＳ分析アッセイを実施した。ＨＵＶＥＣはCell System（Kirkland, WA

）から購入し、１０％ウシ胎児血清、２ｍＭのＬ-グルタミン、１０ｍＭのＨｅ

ｐｅｓ、及び１０ｎｇ／ｍｌの塩基性ＦＧＦを含有するＨａｍ’ｓＦ１２と低グ

ルコースＤＭＥＭ培地との５０：５０混合物中で成長させた。細胞を、一次抗体

としてＰＢＳ、ＰＲＯ３６４-ＩｇＧ、ＴＮＦＲ１-ＩｇＧ又はＦａｓ-ＩｇＧで

ＦＡＣＳ選別し、ヤギ抗ヒトＦ(ａｂ’)２をフィコエリスリン（CalTag, Burlin

game, CA）に抱合させた。

  ＰＲＯ３６４-ＩｇＧはＨＵＶＥＣに特異的に結合することが見出された。（

Ｆｉｇ１１Ｂ参照）。Ｆａｓ-ＩｇＧもＴＮＦＲ１-ＩｇＧも内皮細胞に対する特

異的結合性を示さなかった。

      【０１８２】

実施例７

染色体マッピング

  ヒトＰＲＯ１７５遺伝子の染色体局在化を、放射性ハイブリッド（ＲＨ）パネ

ル分析によって試験した。ＲＨマッピングを、マウス－ヒト細胞の放射線ハイブ

リッドパネル(Research Genetics)及びＰＲＯ１７５ ｃＤＮＡのコード領域に基

づくプライマーを使用するＰＣＲにより実施した［Gelb等, Hum. Genet., 98: 1

41 (1996)］。スタンフォードヒトゲノムセンターデータベースを使用したＰＣ

Ｒデータの解析は、ＰＲＯ１７５がＳＴＳマーカーＤ１Ｓ２７９０及びゲネトン

マーカーＡＦＭｂ３５２ｘｅ９に結合し、ヒト染色体１ｑ２３にマッピングされ

ることを示した。特記すべきは、ＣＤ９５Ｌも染色体１ｑ２３にマッピングされ

るが［Takahashi等, Int. Immunol., 6: 1567-1574 (1994)］、ＯＸ４０リガン

ドは染色体１ｑ２５にマッピングされることである［Baum等, EMBO J., 13: 399

2-4001 (1994)］。従って、これらのＴＮＦファミリーメンバーは共通の祖先遺

伝子の複製及び分岐によって生じ得る。
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      【０１８３】

実施例８

内皮細胞におけるｃ-ｆｏｓの誘導

  このアッセイはＰＲＯ３６４（ヒトＧＩＴＲ）が内皮細胞においてｃ-ｆｏｓ

を誘導する能力を示すか否を決定するために実施された。

  成長培地(50%のハムのＦ１２ｗ／ｏＧＨＴ：低グルコース、及びグリシンなし

の50%ＤＭＥＭ：ＮａＨＣＯ３、1%グルタミン、10mMのＨＥＰＥＳ、10%のＦＢＳ

、10ng/mlのｂＦＧＦ)中のヒト静脈臍静脈内皮細胞(HUVEC, Cell Systems)を1x1

0４細胞／ウェルの細胞密度で９６穴マクロタイタープレートにプレーティング

した。プレーティングの次の日、成長培地を除き、100μl/ウェルの無血清培地

（ＦＢＳ又はｂＦＧＦなしの成長培地）を加えることにより細胞を飢餓させた。

２４時間後、無血清培地が取り除かれた。細胞を100μl／ウェルの試験試料とコ

ントロール(ポジティブコントロール：成長培地；陰性コントロール：10mMのＨ

ＥＰＥＳ、140mMのＮａＣｌ、4%(w/v)マンニトール、pH6.8)で処理した。細胞を

5%ＣＯ２中で37℃において30分間インキュベートした。試料を取り除いて、ｂＤ

ＮＡキットプロトコール(Chiron Diagnostics, cat.#6005-037)の最初の部分に

従った。ここで、下記の各大文字の試薬／バッファーはキットから利用可能であ

った。

  簡単には、試験に必要なＴＭ溶菌バッファー(TM Lysis Buffer)及びプローブ

の量を製造者により提供された情報に基づいて計算した。適当な量の解凍プロー

ブをＴＭ溶菌バッファーに添加した。捕獲ハイブリッド形成バッファー(Capture

 Hybridization Buffer)を室温まで温めた。ｂＤＮＡ条片を金属条片ホルダーに

セットアップし、100μｌの捕獲ハイブリッド形成バッファーを必要な各ｂ-ＤＮ

Ａウェルに添加し、少なくとも30分インキュベートした。細胞の入った試験プレ

ートをインキュベータから取り除き、真空マニフォールドを使用して培地を穏や

かに除いた。マイクロタイタープレートの各ウェルに100μｌのプローブを伴う

溶菌ハイブリッド形成バッファーをピペットで素早く添加した。ついで、プレー

トを15分間55℃でインキュベートした。インキュベーターからの取り出し、マイ

クロタイターアダプターヘッドを備えたボルテックスミキサーにプレートを配し
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、1分の間、#2の設定でボルテックスした。80μlの溶菌液を取り除き、捕獲ハイ

ブリッド形成バッファーを含むｂＤＮＡウェルに添加し、ピペットで上下して混

合した。プレートを少なくとも16時間の間53℃でインキュベートした。

      【０１８４】

  次の日に、ｂＤＮＡキットプロトコールの第２の部分に従った。特に、プレー

トをインキュベーターから取り除き、ベンチに配置して10分間冷却した。必要な

添加の容積は製造者により提供された情報に基づいて計算した。ＡＬハイブリッ

ド形成バッファー中に1:100の希釈のアンプリファイアー濃縮物(Amplifier Conc

entrate)(20fm/μl)を作成することによりアンプリファイアー作用液を調製した

。ハイブリッド形成混合物をプレートから除去し、洗浄剤Ａで2回洗浄した。50

μlのアンプリファイアー作用液を各ウェルに添加し、ウェルを53℃で30分間イ

ンキュベートした。次にプレートをインキュベーターから取り除き、10分間冷却

した。標識プローブ作用液を、ＡＬハイブリッド形成バッファー中に1:100の希

釈で標識濃縮物（40pmoles/μl）を作成することにより調製した。１０分の冷却

期間後、アンプリファイアーハイブリッド形成混合物を除去し、プレートを洗浄

剤Ａで２回洗浄した。50μｌの標識プローブ作用液を各ウェルに添加し、ウェル

を53℃で15分間インキュベートした。基質溶液は、基質バッファーで基質エンハ

ンサーを1:100に希釈することで調製される。プレートを10分間冷却し、標識ハ

イブリッド形成混合物を取り除き、プレートを洗浄剤Ａで２回、洗浄剤Ｄで３回

洗浄した。50μｌのエンハンサーを伴う基質溶液を各ウェルに添加した。プレー

トを37℃で30分間インキュベートし、RLUを適当な照度計で読みとった。

  複製を平均化し変動係数を決定した。ネガティブコントロール（上述のＨＥＰ

ＥＳバッファー）値に対する増加倍数の活性の測定は化学発光単位（RLU）によ

って示された。サンプルがネガティブコントロールの値に対して少なくとも２倍

の値を示す場合はポジティブと考えた。

  ＰＲＯ３６４アッセイ結果：

１．ネガティブコントロール＝２．５７ＲＬＵ

      ポジティブコントロール＝２９．５７ＲＬＵ

      ０．０１％のＰＲＯ３６４＝８．６０ＲＬＵ
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      ０．１％のＰＲＯ３６４＝９．６６ＲＬＵ

      １％のＰＲＯ３６４＝３．４４ＲＬＵ

２．ネガティブコントロール＝３．１９ＲＬＵ

      ポジティブコントロール＝１８．２２ＲＬＵ

      ０．０１％のＰＲＯ３６４＝３．５１ＲＬＵ

      ０．１％のＰＲＯ３６４＝４．５４ＬＵ

      １％のＰＲＯ３６４＝６．９８ＲＬＵ

  上記のように、ＰＲＯ３６４は、２倍ポジティブであると検定され、内皮細胞

のｃ-ｆｏｓ発現を誘導するその能力を示している。

      【０１８５】

実施例９

  このアッセイはＰＲＯ１７５（ｈＧＬＩＴＴＥＲ）が周皮細胞においてｃ-ｆ

ｏｓを誘導する能力を示すか否を決定するために設計されている。

  １日目に、成長培地中ウシ周皮細胞(VEC Technologies)の４つのＴ-２５組織

培養フラスコを取得した。５mlの培地以外全てを取り出し、フラスコを５％ＣＯ

２、３７℃のインキュベータに入れた。２日目に周皮細胞をトリプシン化し、遠

心沈降させ、成長培地（20％ＦＢＳ、１Ｘペニシリン及びストレプトマイシン及

び１Ｘファンジゾン(fungizone)を含有する低グルコースＤＭＥＭ）に再懸濁し

、４つの９６穴マイクロタイタープレートに蒔いた。７日目に培地を取り出し、

周皮細胞を100μlの試験試料及びコントロール(アッセイ希釈液：ＤＭＥＭ＋５

％ＦＢＳ；ポジティブコントロール：ＤＭＥＭ＋5%血清＋／－ＰＤＧＦ＠50ng/m

l；ネガティブコントロール：タンパク質３２）で処理した。細胞を５％ＣＯ２

、３７℃でインキュベートした。試料を取り出し、ｂＤＮＡキット（Chiron）プ

ロトコールの第１部分に従った。

  ｃ－ｆｏｓのプローブをｂＤＮＡキットに含まれる溶菌バッファー(Lysis Buf

fer)に添加した。３０分のインキュベーションの後、培地は細胞から離され、ｃ

－ｆｏｓプローブを含む１００μｌの溶菌バッファーを各ウェルに加えた。つい

で、プレートを15分間55℃でインキュベートした。この間に100μｌの捕獲ハイ

ブリッド形成バッファー(Capture Hybridization Buffer)をキットに入れられた
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ｂ-ＤＮＡプレートに添加した。１５分後、細胞をインキュベーターからの取り

出し、マイクロタイタープレート攪拌機で１分間、ボルテックした。85μlの溶

菌液を取り除き、ｂＤＮＡプレートの100μlの捕獲ハイブリッド形成バッファー

に添加した。プレートを少なくとも16時間の間53℃でインキュベートした。

      【０１８６】

  次の日に、ｂＤＮＡキットプロトコールの第２の部分に従った。全ての試薬を

キットから取り除き、室温にした。プレートをインキュベーターから取り除き、

ベンチにおいて10分間冷却した。アンプリファイアー／標識プローブ希釈液でア

ンプリファイアーを1:100の希釈した。１０分後、ハイブリッド形成混合物をプ

レートから取り出し、洗浄バッファーＡで2回洗浄した。50μlの希釈したアンプ

リファイアーを各ウェルに添加し、プレートを53℃で30分間インキュベートした

。次にプレートをインキュベーターから取り除き、ベンチに配置して10分間冷却

した。標識プローブを、アンプリファイアー／標識プローブ希釈液で1:100に希

釈した。１０分の後、アンプリファイアーを取り出し、プレートを洗浄バッファ

ーＡで２回再び洗浄した。50μｌの希釈した標識プローブを各ウェルに添加し、

プレートを53℃で15分間インキュベートした。次いでプレートをインキュベータ

から取り出し、１０分間冷却した。ここで、アッセイに必要な各モルの基質に3

μｌの基質エンハンサーを添加して基質溶液を調製した。標識プローブ混合物を

ウェルから取り除き、プレートを洗浄バッファーＡで２回、洗浄バッファーＢで

３回洗浄した。50μｌの基質溶液を各ウェルに添加し、プレートを37℃で30分間

インキュベートした。プレートは、照度計を用いて化学発光を読みとった。

  複製を平均化し、変動の標準偏差／係数を決定した。ネガティブコントロール

（プロテイン３２）値に対する増加倍数の活性の測定は、化学発光単位（RLU）

によって示された。試料がネガティブコントロール値に対して少なくとも２倍の

値を示す場合はポジティブと考えた。これらの分析の結果は、Ｆｉｇ１２に示さ

れる。

  Ｆｉｇ１２に示されるように、ＰＲＯ１７５は、ウシ周皮細胞でのｃ-ｆｏｓ

発現の誘発においてポジティブであると分析された。

      【０１８７】
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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  ブルバード、マナッサス、バージニア米国(ＡＴＣＣ)に寄託した

：

材料              ATCC寄託番号      寄託日

DNA47365-1206     ATCC209436             1997年 11月7日

DNA19355-1150     ATCC209466             1997年11月7日

  これらの寄託は、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、寄託の生存培養物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、何れが最初に来ようと

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３５ＵＳＣ及びそれに従う特許庁長官規則(特に参照番号８８６ＯＧ

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。

  本出願の譲受人は、寄託した材料の培養物が、適切な条件下で培養されていた

場合に死亡もしくは損失又は破壊されたならば、材料は通知時に同一の他のもの

と速やかに取り替えることに同意する。寄託物質の入手可能性は、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。

  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

材料の寄託は、ここに含まれる文書による説明が、そのベストモードを含む、本

発明の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
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ものでもない。実際、ここに示し記載したものに加えて、本発明を様々に変形す

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】

    【Ｆｉｇ１】  天然配列ＰＲＯ３６４ｃＤＮＡ（ヌクレオチド１２１－８４

３）の核酸配列（配列番号：２）を含む核酸配列（配列番号：１）を示す図であ

り、核酸配列（配列番号：１）は、ここで「ＵＮＱ３１９」及び／又は「ＤＮＡ

４７３６５－１２０６」と命名されるクローンである。また、イニシエータメチ

オニン残基の位置を示し、並びに「４７３６５．ｔｍ．ｆ」、「４７３６５．ｔ

ｍ．ｐ」及び「４７３６５．ｔｍ．ｒ」と命名される３つのオリゴヌクレオチド

プライマーは下線で示した。タンパク質の推定膜貫通ドメインは図のヌクレオチ

ド６０４－６６０でコードされる。

    【Ｆｉｇ２】  Ｆｉｇ１（配列番号：２）に示した核酸配列のヌクレオチド

１２１－８４３から誘導されたアミノ酸配列（配列番号：３）を示す図である。

潜在的な膜貫通ドメインは図のアミノ酸１６２と１８０の間に存在しそれらを含

む。

    【Ｆｉｇ３Ａ－Ｃ】  「(consen01)」と命名されるコンセンサス核酸配列（

配列番号：４）を示す図である。

    【Ｆｉｇ４】  本発明でＤＮＡ４４８２５（配列番号：４）と命名されるＦ

ｉｇ３Ａ－Ｃに示した「(consen01)」コンセンサス核酸配列を示す図である。ま

た、「４４８２５．ＧＩＴＲ．ｆ」（配列番号：５）、「４４８２５．ｆ１」（

配列番号：６）、「４４８２５．ＧＩＴＲ．ｐ」（配列番号：７）、「４４８２

５．ｒ２」（配列番号：８）、「４４８２５．ｐ１」（配列番号：９）、「４４

８２５．ＧＩＴＲ．ｒ」（配列番号：１０）、「４４８２５．ｆ２」（配列番号

：１１）及び「４４８２５．ｒ１」（配列番号：１２）の位置を下線で示した。

    【Ｆｉｇ５Ａ－Ｂ】  ここでＰＲＯ１７５－１１５０と命名されるｃＤＮＡ

クローンのコード核酸配列（配列番号：１３）及び推定アミノ酸配列（配列番号

：１４）を示す図である。

    【Ｆｉｇ６】  定量的逆転写ＰＣＲで決定した場合の、種々のヒト細胞及び
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組織におけるＰＲＯ３６４の相対的ｍＲＮＡ発現を示す図である。

    【Ｆｉｇ７】  定量的逆転写ＰＣＲで決定した場合の、（抗-ＣＤ３抗体、

ＰＨＡ又はＬＰＳで処理した）一次ヒトＴ細胞及び単球におけるＰＲＯ３６４の

相対的ｍＲＮＡ発現を示す図である。

    【Ｆｉｇ８】  ヒト組織（同定された成人及び胎児組織）及び腫瘍株化細胞

（ＨＬ６０前骨髄球性白血病、ＨｅＬａ Ｓ３頸部癌、Ｋ５６２慢性骨髄性白血

病、ＭＯＬＴ４リンパ芽球性白血病、ラージバーッキットのリンパ腫、ＳＷ４８

０結腸直腸腺癌、Ａ５４９肺癌、及びＧ３６１黒色腫）でのＰＲＯ１７５ｍＲＮ

Ａ発現のノーザンブロット分析を示す図である。

    【Ｆｉｇ９】  可溶性ＰＲＯ１７５ポリペプチドのＳＤＳ－ＰＡＧＥによる

分析を示す図である。

    【Ｆｉｇ１０】  上記の実施例６に記載した同時沈殿アッセイの結果を示す

図である。ＳＤＳ-ＰＡＧＥゲルのオートラジオグラフは、ＰＲＯ３６４－Ｉｇ

Ｇ分子が放射性ヨウ素化ＤＮＡ１９３５５ポリペプチドに結合したことを明示し

た。結合は、表示した他のイムノアドヘシン作成物では観察されなかった。

    【Ｆｉｇ１１Ａ】  同定したレセプター又はリガンドイムノアドヘシン作成

物への結合性について検定された形質移入２９３細胞のＦＡＣＳ分析結果を示す

図である。

    【Ｆｉｇ１１Ｂ】  同定したイムノアドヘシン作成物への結合性について検

定されたＨＵＶＥＣ細胞のＦＡＣＳ分析結果を示す図である。

    【Ｆｉｇ１２】  ヒト周皮細胞のｃ－ｆｏｓ発現におけるＰＲＯ１７５リガ

ンドの影響を示した棒グラフである。
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【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図４】
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【図５Ａ】
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【図５Ｂ】
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【図６】
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【図７】

【図８】
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【図９】

【図１０】

【図１１Ａ】
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【図１１Ｂ】

【図１２】
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【国際調査報告】
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─────────────────────────────────────────────────────
フロントページの続き
  
(51)Int.Cl.7              識別記号                        ＦＩ                              テーマコート゛(参考）
   Ａ６１Ｋ  45/00                                       Ａ６１Ｋ  45/00           １０１      
                           １０１                        Ａ６１Ｐ   1/04                       
   Ａ６１Ｐ   1/04                                                  3/10                       
              3/10                                                  7/02                       
              7/02                                                  7/10                       
              7/10                                                  9/00                       
              9/00                                                  9/04                       
              9/04                                                  9/10                       
              9/10                                                  9/12                       
              9/12                                                  9/14                       
              9/14                                                 11/00                       
             11/00                                                 13/12                       
             13/12                                                 15/00                       
             15/00                                                 17/02                       
             17/02                                                 17/06                       
             17/06                                                 19/10                       
             19/10                                                 21/00                       
             21/00                                                 25/00                       
             25/00                                                 25/14                       
             25/14                                                 25/16                       
             25/16                                                 25/28                       
             25/28                                                 27/02                       
             27/02                                                 27/06                       
             27/06                                                 29/00           １０１      
             29/00         １０１                                  35/00                       
             35/00                                                 41/00                       
             41/00                                                 43/00           １０１      
             43/00         １０１                                                  １０５      
                           １０５                        Ｃ１２Ｑ   1/02                       
   Ｃ１２Ｑ   1/02                                       Ｇ０１Ｎ  33/15                 Ｚ    
   Ｇ０１Ｎ  33/15                                                 33/50                 Ｚ    
             33/50                                                 33/53                 Ｄ    
             33/53                                                                       Ｍ    
                                                                   33/566                      
             33/566                                                33/574                Ａ    
             33/574                                      Ａ６１Ｋ  37/02                       
// Ｃ１２Ｎ  15/09         ＺＮＡ                        Ｃ１２Ｎ  15/00           ＺＮＡＡ    
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摘要(译)

公开了用于促进或抑制包括人在内的哺乳动物的脉管系统和/或心血管形成的组合物和方法。 药物组合物基于在这些用途中鉴定的
一种或多种多肽或拮抗剂。 本文中可以诊断，预防或治疗的疾病包括创伤，例如伤口，各种癌症和血管疾病，包括动脉粥样硬化和
心脏肥大。
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