
(57)【要約】
本発明は、新規 SNPsを含む IFNα－ 21遺伝子のヌクレオチド配列由来の新規ポリヌクレオ
チド、及び本発明の SNPの少なくとも 1つにより引き起こされる少なくとも 1つの変異を含
む天然の野生型 IFNα－ 21タンパク質由来の新規ポリペプチド、並びにそれらの治療のた
めの使用に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
以 下 の ：
a)　 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 1、
た だ し 、 上 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 c794g、 c973a、 g1011c、 t1049a、 t1155a、 a1204g及 び
t1265cか ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1つ の SNPを 含 む ； 又 は
b)　 a)に よ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、
の 全 部 又 は 一 部 を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ２ 】
配 列 番 号 1の 第 670～ 第 1239ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド で あ っ て 、
た だ し 、 上 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 c794g、 c973a、 g1011c、 t1049a、 t1155a及 び a1204gか
ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1つ の コ ー デ ィ ン グ SNPを 含 む 、 上 記 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ３ 】
前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 少 な く と も 10の ヌ ク レ オ チ ド か ら 構 成 さ れ る 、 請 求 項 1に 記 載
の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ４ 】
ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2の 全 部 又 は 一 部 を 含 み 、 か つ 、 A42G、 Q102K、 Q114H、 V127D、 C1
62stop及 び K179Eか ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1つ の コ ー デ ィ ン グ SNPを も つ ポ リ ペ
プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2の 全 部 又 は 一 部 を 含 み 、 か つ 、 2つ の コ ー デ ィ ン グ SNPs、 Q114H
及 び V127Dを も つ ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2の 全 部 又 は 一 部 を 含 み 、 か つ 、 コ ー デ ィ ン グ SNP、 K179Eを も つ
ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 。
【 請 求 項 ７ 】
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 1に 80～ 100%の 同 一 性 を も つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 全 部 又 は 一
部 の 同 定 又 は 増 幅 方 法 で あ っ て 、 適 当 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 下 、 請 求 項 1に 記 載
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 、 上 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と を ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る こ と を 含 む 上 記
方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 1に 80～ 100%の 同 一 性 を も つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 全 部 又 は 一
部 の 遺 伝 子 型 解 析 方 法 で あ っ て 、 患 者 又 は 患 者 集 団 の ゲ ノ ム DNA内 の 着 目 の 領 域 を 増 幅 し
、 そ し て 794位 、 973位 、 1011位 、 1049位 、 1155位 、 1204位 及 び 1265位 か ら 成 る 群 か ら 選 ば
れ る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 1内 の 少 な く と も 1ヶ 所 の 対 立 遺 伝 子 を 測 定 す る ス テ ッ プ
を 含 む 、 上 記 遺 伝 子 型 解 析 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 遺 伝 子 型 解 析 が ミ ニ 配 列 決 定 法 に よ っ て 実 行 さ れ る 、 請 求 項 8に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 み 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 10に 記 載 の 組 み 換 え ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ２ 】
ポ リ ペ プ チ ド の 分 離 方 法 で あ っ て 、 培 地 中 で 請 求 項 11に 記 載 の 宿 主 細 胞 を 培 養 し 、 上 記 培
地 か ら 上 記 ポ リ ペ プ チ ド を 分 離 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 1に 記 載 の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
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ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2の 全 部 又 は 一 部 を 含 み 、 か つ 、 A42G、 Q102K、 Q114H、 V127D、 C1
62stop及 び K179Eか ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1つ の コ ー デ ィ ン グ SNPを も つ 単 離 さ
れ た ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ５ 】
ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2の 第 24～ 第 189ア ミ ノ 酸 を 含 み 、 か つ 、 A42G、 Q102K、 Q114H、 V1
27D、 C162stop及 び K179Eか ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1つ の コ ー デ ィ ン グ SNPを も つ
、 請 求 項 13に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ６ 】
ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2の 第 24～ 第 189ア ミ ノ 酸 を 含 み 、 か つ 、 2つ の コ ー デ ィ ン グ SNPs 
Q114H及 び V127Dを も つ 、 請 求 項 13に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ７ 】
ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2の 第 24～ 第 189ア ミ ノ 酸 を 含 み 、 か つ 、 コ ー デ ィ ン グ SNP K179E
を も つ 、 請 求 項 13に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ８ 】
免 疫 特 異 的 抗 体 の 獲 得 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 13に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド に よ り 動 物 を 免 疫 し
、 そ し て 上 記 抗 体 を 上 記 動 物 か ら 回 収 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
請 求 項 18に 記 載 の 方 法 に よ っ て 生 じ る 免 疫 特 異 的 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2の 全 部 又 は 一 部 を 含 み 、 か つ 、 A42G、 Q102K、 Q114H、 V127D、 C1
62stop及 び K179Eか ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1つ の コ ー デ ィ ン グ SNPを も つ 単 離 さ
れ た ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 活 性 化 又 は 抑 制 す る 、 1以 上 の 試 験 す べ き 化 合 物 の 中 の 作 用 物
質 の 同 定 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
a)　 請 求 項 10に 記 載 の 組 み 換 え ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 を 準 備 し ；
b)　 上 記 宿 主 細 胞 と 、 上 記 試 験 す べ き 化 合 物 を 接 触 さ せ ； そ し て
c)　 上 記 ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 に 対 す る 活 性 化 又 は 抑 制 効 果 を 測 定 し 、 そ れ に よ り 上 記 活 性
化 又 は 抑 制 作 用 物 質 を 同 定 す る 、
を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2の 全 部 又 は 一 部 を 含 み 、 か つ 、 A42G、 Q102K、 Q114H、 V127D、 C1
62stop及 び K179Eか ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1つ の コ ー デ ィ ン グ SNPを も つ 単 離 さ
れ た ポ リ ペ プ チ ド に よ り そ の 活 性 が 増 強 又 は 抑 制 さ れ る 、 1以 上 の 試 験 す べ き 化 合 物 の 中
の 作 用 物 質 の 同 定 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
a)　 請 求 項 10に 記 載 の 組 み 換 え ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 を 準 備 し ；
b)　 上 記 宿 主 細 胞 と 、 上 記 試 験 す べ き 化 合 物 を 接 触 さ せ ； そ し て
c)　 上 記 作 用 物 質 の 活 性 に 対 す る 増 強 又 は 抑 制 効 果 を 測 定 し 、 そ れ に よ り 上 記 増 強 又 は 抑
制 さ れ る 作 用 物 質 を 同 定 す る 、
を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
患 者 の 生 物 学 的 特 徴 の 分 析 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
a)　 患 者 の ゲ ノ ム 内 の 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 又 は 不 存 在 を 測 定 す る こ
と ；
b)　 患 者 の 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 レ ベ ル を 測 定 す る こ と ；
c)　 患 者 の 請 求 項 13に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 又 は 不 存 在 を 測 定 す る こ と ；
d)　 患 者 の 請 求 項 13に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 濃 度 を 測 定 す る こ と ； 又 は
e)　 患 者 の 請 求 項 13に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 性 を 測 定 す る こ と 、
の 少 な く と も 1つ を 実 施 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 1の 全 部 又 は 一 部 を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド (た だ し
、 上 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 c794g、 c973a、 g1011c、 t1049a、 t1155a、 a1204g及 び t1265c
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か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1つ の SNPを 含 む )又 は 上 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的
な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； 上 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 み 換 え ベ ク タ ー ； 上 記 組 み 換 え ベ ク
タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 ； ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2の 全 部 又 は 一 部 を 含 み 、 か つ 、 A42G、 Q10
2K、 Q114H、 V127D、 C162stop及 び K179Eか ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1つ の コ ー デ ィ
ン グ SNPを も つ 単 離 さ れ た 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ； 上 記 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 か
ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 1以 上 の 化 合 物 を 含 む 治 療 薬 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
癌 及 び 腫 瘍 、 感 染 症 、 免 疫 学 的 及 び 自 己 免 疫 学 的 に 関 連 す る 病 気 、 心 血 管 系 の 病 気 、 代 謝
系 の 病 気 、 中 枢 神 経 系 の 病 気 、 並 び に 化 学 療 法 治 療 に 関 係 し た 障 害 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ
る 病 気 の 個 体 に お け る 予 防 又 は 治 療 方 法 で あ っ て 、 治 療 と し て 有 効 量 の 請 求 項 23に 記 載 の
作 用 物 質 及 び 医 薬 と し て 許 容 さ れ る 賦 形 剤 を 上 記 個 体 に 投 与 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
前 記 癌 及 び 腫 瘍 が 、 転 移 性 腎 癌 、 メ ラ ノ ー マ 、 濾 胞 性 リ ン パ 腫 及 び 皮 膚 T細 胞 型 リ ン パ 腫
を 含 む リ ン パ 腫 、 毛 様 細 胞 性 白 血 病 、 慢 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 及 び 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 を 含 む
白 血 病 、 肝 臓 、 頸 部 、 頭 部 及 び 腎 臓 の 癌 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 、 並 び に AIDS
の 場 合 の カ ポ ジ 肉 腫 を 含 む 、 免 疫 欠 陥 に 続 い て 現 れ る 腫 瘍 を 含 む 、 請 求 項 24に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ６ 】
前 記 代 謝 系 の 病 気 が 、 肥 満 症 の よ う な 免 疫 に 関 係 し な い 病 気 を 含 む 、 請 求 項 24に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
前 記 感 染 症 が 、 慢 性 B及 び C型 肝 炎 、 並 び に HIV/AIDSを 含 む ウ イ ル ス 感 染 、 感 染 性 肺 炎 、 そ
し て 性 病 、 例 え ば 陰 部 疣 贅 を 含 む 、 請 求 項 24に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
前 記 中 枢 神 経 系 の 病 気 が 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 統 合 失 調 症 、 及 び う つ 病
を 含 む 、 請 求 項 24に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
前 記 の 免 疫 学 的 及 び 自 己 免 疫 学 的 に 関 連 す る 病 気 が 、 組 織 又 は 臓 器 移 植 片 の 拒 絶 、 ア レ ル
ギ ー 、 喘 息 、 乾 癬 、 関 節 リ ウ マ チ 、 多 発 性 硬 化 症 、 ク ロ ー ン 病 、 並 び に 潰 瘍 性 大 腸 炎 を 含
む 、 請 求 項 24に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
外 傷 の 治 癒 、 透 析 患 者 の 貧 血 、 及 び /又 は 骨 粗 鬆 症 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 病 気 の 個 体 に
お け る 予 防 又 は 治 療 方 法 で あ っ て 、 治 療 と し て 有 効 量 の 請 求 項 23に 記 載 の 作 用 物 質 及 び 医
薬 と し て 許 容 さ れ る 賦 形 剤 を 上 記 個 体 に 投 与 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
患 者 の 請 求 項 13に 記 載 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 を 増 加 又 は 減 少 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 治 療 と
し て 有 効 量 の ： ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 1の 全 部 又 は 一 部 を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド (た だ し 、 上 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 c794g、 c973a、 g1011c、 t1049a、 t1155a、 a
1204g及 び t1265cか ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1つ の SNPを 含 む )又 は 上 記 ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； 上 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 み 換 え ベ ク タ ー ； 上
記 組 み 換 え ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 、 こ こ で 、 上 記 宿 主 細 胞 は 上 記 治 療 す べ き 患 者 か ら 得
ら れ る ； ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2の 全 部 又 は 一 部 を 含 み 、 か つ 、 A42G、 Q102K、 Q114H、 V
127D、 C162stop及 び K179Eか ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1つ の コ ー デ ィ ン グ SNPを も
つ 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ； 上 記 ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 ； 並 び に 医 薬 と し て 許 容 さ
れ る 賦 形 剤 の 1以 上 を 投 与 す る こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
個 体 の ゲ ノ ム 内 に お け る 請 求 項 1に 記 載 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 に 関 係 し た 上 記 個 体 の
障 害 又 は 病 気 の 予 防 又 は 治 療 方 法 で あ っ て 、 治 療 と し て 有 効 量 の ： ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配
列 番 号 1の 全 部 又 は 一 部 を 含 み 、 か つ 、 c794g、 c973a、 g1011c、 t1049a、 t1155a、 a1204g
及 び t1265cか ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1つ の SNPを も つ 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ
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ド 又 は 上 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ； 上 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 1つ
を 含 む 組 み 換 え ベ ク タ ー ； 上 記 組 み 換 え ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 ； ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番
号 2の 全 部 又 は 一 部 を 含 み 、 か つ 、 A42G、 Q102K、 Q114H、 V127D、 C162stop及 び K179Eか ら
成 る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1つ の コ ー デ ィ ン グ SNPを も つ 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド ； 上
記 ポ リ ペ プ チ ド の 1つ に 特 異 的 な 抗 体 ； 並 び に 医 薬 と し て 許 容 さ れ る 賦 形 剤 の 1以 上 を 投 与
す る こ と を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
IFNα － 21遺 伝 子 内 の c794g、 c973a、 g1011c、 t1049a、 t1155a、 a1204g及 び t1265cか ら 成
る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1つ の SNPと 、 病 気 又 は 病 気 に 対 す る 耐 性 の 間 の 統 計 的 に 関 連
性 の あ る 組 み 合 わ せ の 決 定 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ：
a)　 個 体 群 を 遺 伝 子 型 解 析 し ；
b)　 上 記 個 体 群 内 の 病 気 又 は 病 気 に 対 す る 耐 性 の 分 布 を 測 定 し ；
c)　 上 記 遺 伝 子 型 デ ー タ を 病 気 又 は 病 気 に 対 す る 耐 性 の 分 布 と 比 較 し ； そ し て
d)　 統 計 的 に 関 連 性 の あ る 組 み 合 わ せ に つ い て 上 記 比 較 を 分 析 す る 、
を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
IFNα － 21遺 伝 子 内 の c794g、 c973a、 g1011c、 t1049a、 t1155a、 a1204g及 び t1265cか ら 成
る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も 1の SNPを 検 出 す る こ と を 含 む 、 病 気 又 は 病 気 に 対 す る 耐 性 の
診 断 又 は 予 後 徴 候 の 決 定 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
Q114H/V127D変 異 IFNα － 21遺 伝 子 産 物 の 活 性 と 実 質 的 に 類 似 し た 生 物 学 的 活 性 を 有 す る 、
試 験 す べ き 1以 上 の 化 合 物 の 中 の 化 合 物 の 同 定 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
a)　 上 記 化 合 物 の 生 物 学 的 活 性 、 例 え ば 樹 状 細 胞 の 成 熟 、 CD4＋ 又 は CD8＋  Tリ ン パ 球 に よ
る サ イ ト カ イ ン 放 出 、 単 球 に よ る サ イ ト カ イ ン 放 出 、 イ ン ビ ト ロ 又 は イ ン ビ ボ に お け る 抗
ウ イ ル ス 活 性 、 Daudiバ ー キ ッ ト 細 胞 系 に 対 す る 細 胞 抗 増 殖 性 活 性 、 TF－ 1細 胞 系 に 対 す る
細 胞 抗 増 殖 活 性 を 測 定 し 、
b)　 上 記 化 合 物 の ス テ ッ プ a)で 測 定 さ れ た 活 性 と 、 Q114H/V127D変 異 IFNα － 21遺 伝 子 産 物
の 活 性 を 比 較 し ； そ し て
c)　 ス テ ッ プ b)で 実 行 さ れ た 比 較 を 基 準 と し て 、 上 記 化 合 物 が 、 Q114H/V127D変 異 IFNα －
21遺 伝 子 産 物 の そ れ と 比 較 し て 実 質 的 に 類 似 し た 活 性 を 有 す る か ど う か を 決 定 す る 、
を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
前 記 試 験 す べ き 化 合 物 が 、 配 列 番 号 2の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2の 24
位 と 189位 の 間 に 包 含 さ れ る ア ミ ノ 酸 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 の そ れ と 同 じ 3次 元 構 造 を も つ よ
う に 、 合 成 ペ プ チ ド ・ コ ン ビ ナ ト リ ア ル ・ ラ イ ブ ラ リ ー 、 高 性 能 ス ク リ ー ニ ン グ か ら 同 定
さ れ る か 、 あ る い は コ ン ピ ュ ー タ ー を 用 い た ド ラ ッ グ デ ザ イ ン に よ っ て 設 計 さ れ る 、 た だ
し 、 上 記 ア ミ ノ 酸 配 列 は Q114H及 び V127D SNPsを 含 む 、 請 求 項 35に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
請 求 項 35に 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た 化 合 物 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
K179E変 異 IFNα － 21遺 伝 子 産 物 の 活 性 と 実 質 的 に 類 似 し た 生 物 学 的 活 性 を 有 す る 、 試 験 す
べ き 1以 上 の 化 合 物 の 中 の 化 合 物 の 同 定 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
a)　 上 記 化 合 物 の 生 物 学 的 活 性 、 例 え ば 樹 状 細 胞 の 成 熟 、 CD4＋ 又 は CD8＋  Tリ ン パ 球 に よ
る サ イ ト カ イ ン 放 出 、 単 球 に よ る サ イ ト カ イ ン 放 出 、 イ ン ビ ト ロ 又 は イ ン ビ ボ に お け る 抗
ウ イ ル ス 活 性 、 Daudiバ ー キ ッ ト 細 胞 系 に 対 す る 細 胞 抗 増 殖 性 活 性 、 TF－ 1細 胞 系 に 対 す る
細 胞 抗 増 殖 活 性 を 測 定 し 、
b)　 上 記 化 合 物 の ス テ ッ プ a)で 測 定 さ れ た 活 性 と 、 K179E変 異 IFNα － 21遺 伝 子 産 物 の 活 性
を 比 較 し ； そ し て
c)　 ス テ ッ プ b)で 実 行 さ れ た 比 較 を 基 準 と し て 、 上 記 化 合 物 が 、 K179E変 異 IFNα － 21遺 伝
子 産 物 の そ れ と 比 較 し て 実 質 的 に 類 似 し た 活 性 を 有 す る か ど う か を 決 定 す る 、
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を 含 む 上 記 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
前 記 試 験 す べ き 化 合 物 が 、 配 列 番 号 2の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2の 24
位 と 189位 の 間 に 包 含 さ れ る ア ミ ノ 酸 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 の そ れ と 同 じ 3次 元 構 造 を も つ よ
う に 、 合 成 ペ プ チ ド ・ コ ン ビ ナ ト リ ア ル ・ ラ イ ブ ラ リ ー 、 高 性 能 ス ク リ ー ニ ン グ か ら 同 定
さ れ る か 、 あ る い は コ ン ピ ュ ー タ ー を 用 い た ド ラ ッ グ デ ザ イ ン に よ っ て 設 計 さ れ る 、 た だ
し 、 上 記 ア ミ ノ 酸 配 列 は K179E SNPを 含 む 、 請 求 項 38に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
請 求 項 38に 記 載 の 方 法 に よ っ て 同 定 さ れ た 化 合 物 。
【 請 求 項 ４ １ 】
癌 及 び 腫 瘍 、 感 染 症 、 免 疫 学 的 及 び 自 己 免 疫 学 的 に 関 連 す る 病 気 、 心 血 管 系 の 病 気 、 代 謝
系 の 病 気 、 中 枢 神 経 系 の 病 気 、 並 び に 化 学 療 法 治 療 に 関 係 し た 障 害 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ
る 病 気 の 個 体 に お け る 予 防 又 は 治 療 方 法 で あ っ て 、 治 療 と し て 有 効 量 の 請 求 項 37又 は 40に
記 載 の 作 用 物 質 及 び 医 薬 と し て 許 容 さ れ る 賦 形 剤 を 上 記 個 体 に 投 与 す る こ と を 含 む 上 記 方
法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
前 記 癌 及 び 腫 瘍 が 、 転 移 性 腎 癌 、 メ ラ ノ ー マ 、 濾 胞 性 リ ン パ 腫 及 び 皮 膚 T細 胞 型 リ ン パ 腫
を 含 む リ ン パ 腫 、 毛 様 細 胞 性 白 血 病 、 慢 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 及 び 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 を 含 む
白 血 病 、 肝 臓 、 頸 部 、 頭 部 及 び 腎 臓 の 癌 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 、 並 び に AIDS
の 場 合 の カ ポ ジ 肉 腫 を 含 む 、 免 疫 欠 陥 に 続 い て 現 れ る 腫 瘍 を 含 む 、 請 求 項 41に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ４ ３ 】
前 記 感 染 症 が 、 慢 性 B及 び C型 肝 炎 、 並 び に HIV/AIDSを 含 む ウ イ ル ス 感 染 、 感 染 性 肺 炎 、 そ
し て 性 病 、 例 え ば 陰 部 疣 贅 を 含 む 、 請 求 項 41に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
前 記 の 免 疫 学 的 及 び 自 己 免 疫 学 的 に 関 連 す る 病 気 が 、 組 織 又 は 臓 器 移 植 片 の 拒 絶 、 ア レ ル
ギ ー 、 喘 息 、 乾 癬 、 関 節 リ ウ マ チ 、 多 発 性 硬 化 症 、 ク ロ ー ン 病 、 並 び に 潰 瘍 性 大 腸 炎 を 含
む 、 請 求 項 41に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
前 記 中 枢 神 経 系 の 病 気 が 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 統 合 失 調 症 、 及 び う つ 病
を 含 む 、 請 求 項 41に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
前 記 代 謝 系 の 病 気 が 、 肥 満 症 の よ う な 免 疫 に 関 係 し な い 病 気 を 含 む 、 請 求 項 41に 記 載 の 方
法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
関 連 出 願 ：
本 発 明 は 、 ≪ Nouveaux polynucleotides comportant des polymorphismes de type SNP f
onctionnels dans la sequence nucleique du gene IFNα lpha21 ainsi que de nouveaux
 polypeptides codes par ces polynucleotides et leurs utilisations therapeutiques
.≫ と 題 す る 2001年 3月 30日 に 出 願 さ れ た フ ラ ン ス 特 許 出 願 番 号 第 0104404号 に 対 す る 優 先
権 を 主 張 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

本 発 明 は 、 新 規 SNPsを 含 む IFNα － 21遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 由 来 の 新 規 ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 、 及 び こ れ ら の SNPsに よ っ て 引 き 起 こ さ れ た 変 異 を 含 む 天 然 の 野 生 型 IFNα － 21タ ン
パ ク 質 由 来 の 新 規 ポ リ ペ プ チ ド 、 並 び に そ れ ら の 、 治 療 の た め の 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
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発 明 の 背 景
関 連 技 術
イ ン タ ー フ ェ ロ ン α 21遺 伝 子 (以 下 、 IFNα － 21と 呼 ぶ )は 、 刊 行 物 中 に 記 載 さ れ て い る ：
－ 　 Goeddel, D. V., Leung, D. W； 「 8つ の 特 徴 的 な ク ロ ー ン 化 さ れ た ヒ ト 白 血 球 イ ン タ
ー フ ェ ロ ン cDNAの 構 造 」 ；  Nature, 290 (5801), 20－ 26(1981)。
－ 　 Olopade OI., Bohlander SK.； 「 ヒ ト の 腫 瘍 症 に 関 係 す る 第 9染 色 体 短 腕 の 欠 失 の 重
複 部 分 か ら の 最 短 領 域 の マ ッ ピ ン グ 」 ；  Genomics 14 (2), 437－ 443(1992)。
【 ０ ０ ０ ４ 】
こ の 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 登 録 番 号 AC009445下 、 ジ ー ン バ ン ク ・ デ ー タ ベ ー ス の
HTGの 項 で 入 手 可 能 で あ る 。
IFNα － 21の メ ッ セ ン ジ ャ ー RNAの 配 列 は 、 登 録 コ ー ド NM-002175下 、 NCBIの デ ー タ ベ ー ス
に 記 載 さ れ て い る 。
IFNα － 21は 、 ヒ ト ・ イ ン タ ー フ ェ ロ ン α (IFNα )、 特 に IFNα － 2の そ れ に 近 い 構 造 的 及 び
機 能 的 な 相 同 性 を 有 す る 遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
IFNα は 、 そ れ ら の 細 胞 の 抗 増 殖 効 果 、 並 び に 抗 ウ イ ル ス 性 及 び 抗 寄 生 生 物 性 応 答 へ の そ
れ ら の 関 与 に つ い て 知 ら れ て い る 。
IFNα は 、 造 血 幹 細 胞 の レ ベ ル で い く つ か の 他 の サ イ ト カ イ ン の 発 現 を 抑 制 す る こ と 、 そ
し て 特 定 の 腫 瘍 の 細 胞 増 殖 を 抑 制 す る こ と も 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
IFNα は 、 腎 癌 の EGFに 対 す る 受 容 体 の 発 現 を 減 少 さ せ 、 ミ ト コ ン ド リ ア 遺 伝 子 の 発 現 を 抑
え 、 特 に 生 体 外 に お い て 線 維 芽 細 胞 、 単 球 及 び Bリ ン パ 球 の 増 殖 を 抑 え 、 そ し て Bリ ン パ 球
に よ る 抗 体 の 合 成 を 妨 げ る こ と も 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
IFNα は 、 腫 瘍 細 胞 表 面 上 の 腫 瘍 特 異 抗 原 の 発 現 を 誘 発 し 、 そ し て こ れ ら の ISREの 特 定 の
転 写 因 子 に 従 い ISRE型 (イ ン タ ー フ ェ ロ ン 刺 激 応 答 因 子 )の プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 制 御 下 に 置
か れ た 遺 伝 子 を も 誘 発 す る こ と が 知 ら れ て も い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
IFNα が 様 々 な 障 害 及 び /又 は ヒ ト の 病 気 、 例 え ば 様 々 な 癌 の 類 (例 え ば 、 癌 腫 、 メ ラ ノ ー
マ 、 リ ン パ 腫 、 白 血 病 、 並 び に 肝 臓 、 頸 部 、 頭 部 及 び 腎 臓 の 癌 )、 心 血 管 系 の 病 気 、 代 謝
系 の 病 気 (例 え ば 免 疫 系 の 類 と 関 連 し な い も の 、 例 え ば 肥 満 症 )、 感 染 症 (例 え ば 、 B及 び C
型 肝 炎 並 び に AIDS)、 肺 炎 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 の 類 、 中 枢 神 経 系 の 病 気 (例 え ば 、 ア ル ツ ハ イ マ
ー 病 、 統 合 失 調 症 及 び う つ 病 )、 組 織 又 は 臓 器 移 植 片 の 拒 絶 、 外 傷 の 治 癒 、 透 析 患 者 の 貧
血 、 ア レ ル ギ ー 、 喘 息 、 多 発 性 硬 化 症 、 骨 粗 鬆 症 、 乾 癬 、 関 節 リ ウ マ チ 、 ク ロ ー ン 病 、 自
己 免 疫 疾 患 及 び 障 害 、 胃 腸 の 障 害 、 あ る い は 化 学 療 法 の 治 療 に 関 連 し た 障 害 に さ え 係 わ っ
て い る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
IFNα は 、 特 に 特 定 の 白 血 病 の 治 療 、 転 移 し た 腎 癌 、 及 び 免 疫 不 全 に 続 い て 現 れ る 腫 瘍 、
例 え ば AIDSの 場 合 に お け る カ ポ ジ 肉 腫 に 使 用 さ れ る 。 IFNα は 、 他 の タ イ プ の 癌 、 及 び 特
定 の ウ イ ル ス 感 染 に 対 し て も 有 効 で あ る 。 IFNα は 、 陰 部 疣 贅 又 は 性 病 の 治 療 の た め に FDA
(食 品 医 薬 品 局 )に よ っ て 承 認 さ れ て も い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
よ り 特 に 、 IFNα － 21は 、 in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り パ ー キ ン ソ ン 病 又 は ア ル
ツ ハ イ マ ー 病 に 冒 さ れ た 患 者 の 脳 に 発 見 さ れ た 。
【 ０ ０ １ １ 】
他 の 細 胞 と 比 べ て 、 ミ ク ロ グ リ ア 細 胞 は 大 量 の IFNα － 21を 発 現 す る 。
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 に 冒 さ れ た 患 者 で 、 IFNα － 21の 存 在 が 、 頭 頂 葉 の ニ ュ ー ロ ン に 示 さ れ
、 IFNα － 21が こ の 病 変 に 係 わ っ て い る こ と を 示 唆 す る (例 え ば 、 Kawaguchi N, Yamada T,
 Yoshiyama Y. No To Shinkei. 1997 Jan.; 49(1): 69－ 73を 参 照 の こ と )。
【 ０ ０ １ ２ 】
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し か し 、 IFNα 、 特 に IFNα － 21が 、 医 薬 組 成 物 、 例 え ば 急 性 過 敏 症 (じ ん ま し ん 、 気 管 支
収 縮 、 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー シ ョ ッ ク な ど )の 反 応 、 心 不 整 脈 、 低 血 圧 、 て ん か ん 発 作 、 甲 状
腺 の 機 能 の 問 題 、 イ ン フ ル エ ン ザ 様 症 候 群 (発 熱 、 発 汗 、 筋 肉 痛 )な ど に 使 用 さ れ る 場 合 、
多 数 の 副 作 用 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
さ ら に 、 IFNα に よ り 治 療 さ れ た 患 者 は 、 こ れ ら の 分 子 を 中 和 す る 抗 体 を 生 み 出 す 可 能 性
が あ り 、 そ れ に よ り そ れ ら の 有 効 性 を 減 少 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
本 発 明 者 は 、 天 然 の 野 生 型 IFNα － 21タ ン パ ク 質 と 、 異 な る 機 能 性 を も つ こ と が 可 能 な IFN
α － 21遺 伝 子 に 対 す る 新 規 ポ リ ペ プ チ ド 及 び 新 規 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ を 発 見 し た
。
【 ０ ０ １ ５ 】
こ れ ら の 新 し い ポ リ ペ プ チ ド 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 と り わ け 、 先 に 触 れ た 障 害 又 は 病
気 を 治 療 又 は 予 防 す る た め 使 用 す る こ と が で き て 、 そ れ ら に 密 接 に 結 び 付 け ら れ る 問 題 点
の 全 て 又 は 一 部 を 回 避 す る こ と が で き る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 の 簡 単 な 概 要
本 発 明 は 、 そ の 最 初 の 目 的 と し て 、 1つ 又 は 複 数 の SNPs(一 塩 基 多 型 )を 含 む 基 準 野 生 型 IFN
α － 21遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 異 な る 新 規 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
ヒ ト の 基 準 野 生 型 IFNα － 21遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 1は 、 2001の ヌ ク レ オ チ
ド か ら 構 成 さ れ て 、 第 670ヌ ク レ オ チ ド (開 始 コ ド ン )か ら 第 1239ヌ ク レ オ チ ド (停 止 コ ド ン
)ま で の 570の ヌ ク レ オ チ ド か ら 成 る コ ー ド 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ８ 】
出 願 人 は 、 基 準 野 生 型 IFNα － 21遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 中 に 8つ の SNPsを 同 定 し た 。 こ
れ ら の 8つ の SNPsは 、 以 下 の ： c794g、 c973a、 g1011c、 t1049a、 t1155a、 a1204g、 t1265c
、 t1277cで あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 の 意 味 に お い て 、 先 に 定 義 さ れ た SNPの 位 置 付 け に 対 応 す る 番 号 付 け は 、 ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 、 配 列 番 号 1の 番 号 付 け と 関 連 す る こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
文 字 a、 t、 c及 び gは 、 そ れ ぞ れ 窒 素 含 有 塩 基 、 ア デ ニ ン 、 チ ミ ン 、 シ ト シ ン 及 び グ ア ニ ン
に 対 応 す る 。
最 初 の 文 字 は 野 生 型 ヌ ク レ オ チ ド に 相 当 し 、 一 方 最 後 の 文 字 は 、 変 異 ヌ ク レ オ チ ド に 相 当
す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
よ っ て 、 例 え ば 、 SNP c794gは 、 基 準 野 生 型 IFNα － 21遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番
号 1の 794位 で 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 シ ト シ ン (c)の 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 グ ア ニ ン (g)へ の 変 異 に 相
当 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
こ れ ら の SNPsは 、 「 前 も っ て 選 ば れ た 機 能 的 候 補 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 中 の 1つ 又 は
複 数 の 機 能 的 多 型 性 の 同 定 方 法 並 び に そ の 適 用 」 と 題 さ れ た 、 そ し て 2000年 12月 6日 に 出
願 さ れ た 、 当 該 出 願 人 の 特 許 出 願 FR 00 22894に 記 載 さ れ た 測 定 方 法 を 使 っ て 出 願 人 に よ
っ て 同 定 さ れ た 、 こ こ で 上 記 文 献 を 本 明 細 書 中 に 援 用 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
当 該 特 許 出 願 に 記 載 さ れ た 方 法 は 、 個 体 の ラ ン ダ ム 集 団 か ら の 少 な く と も 1の 個 体 に お け
る 1つ の (又 は い く つ か の )先 在 す る SNP(s)の 同 定 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 発 明 の 範 囲 で 、 例 え ば コ ー ド 配 列 を 含 ん で い る IFNα － 21遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の
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断 片 は 、 ラ ン ダ ム な や り 方 で 選 ば れ た 個 体 集 団 内 の 異 な る 個 体 か ら 単 離 さ れ た 。
次 に 、 こ れ ら の 断 片 の 配 列 決 定 を 、 DHPLC(「 変 性 － 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 」 )に よ
る 解 析 後 に 、 ヘ テ ロ 2本 鎖 特 性 (す な わ ち 、 基 準 野 生 型 IFNα － 21遺 伝 子 配 列 の そ れ と 異 な
る 特 性 )を 有 す る こ れ ら の サ ン プ ル を 確 認 す る た め に 実 行 し た 。
次 に 、 こ の 方 法 に よ り 配 列 決 定 さ れ た 断 片 を 、 基 準 野 生 型 IFNα － 21遺 伝 子 の 断 片 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 と 比 べ て 、 本 発 明 に 従 っ て SNPsを 同 定 し た 。
こ の よ う に 、 SNPsは 天 然 の も の で あ り 、 そ れ ら の 各 々 が 世 界 人 口 の 特 定 の 個 体 に 存 在 す る
。
【 ０ ０ ２ ５ 】
基 準 野 生 型 IFNα － 21遺 伝 子 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 順 序 配 列 番 号 2に 相 当 す る 189の ア ミ ノ 酸 の
未 成 熟 型 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し 、 そ れ は 、 最 初 の 23の ア ミ ノ 酸 を 含 む シ グ ナ ル ペ プ チ ド の
切 断 に よ り 166の ア ミ ノ 酸 の 成 熟 型 タ ン パ ク 質 に 変 換 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
本 発 明 の コ ー デ ィ ン グ SNPs、 す な わ ち ： ｃ 794ｇ 、 ｃ 973ａ 、 ｇ 1011ｃ 、 ｔ 1049ａ 、 ｔ 1155
ａ 、 ａ 1204ｇ の 各 々 は 、 IFNα － 21遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ
ク 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 の レ ベ ル で の 変 更 を 引 き 起 こ す 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
ア ミ ノ 酸 配 列 の こ れ ら の 変 更 は 、 以 下 の と お り で あ る ：
SNP c794gは 、 ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2に 相 当 す る IFNα － 21遺 伝 子 の 未 成 熟 型 タ ン パ ク
質 の 42位 、 か つ 、 成 熟 型 タ ン パ ク 質 の 19位 で の ア ミ ノ 酸 、 ア ラ ニ ン (A)の グ リ シ ン (G)へ の
変 異 を 引 き 起 こ す 。 本 発 明 の 記 載 に お い て 、 当 業 者 は 、 成 熟 型 タ ン パ ク 質 を 参 照 す る か 又
は 未 成 熟 型 タ ン パ ク 質 を 参 照 す る か に よ り 、 こ の SNPに よ っ て コ ー ド さ れ た 変 異 を そ れ ぞ
れ 、 A19G又 は A42Gと 呼 ぶ 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
SNP ｃ 973ａ は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2に 相 当 す る IFNα － 21遺 伝 子 の 未 成 熟 型 タ ン パ
ク 質 の 102位 、 か つ 、 成 熟 型 タ ン パ ク 質 の 79位 で の ア ミ ノ 酸 、 グ ル タ ミ ン (Q)の リ ジ ン (K)
へ の 変 異 を 引 き 起 こ す 。 本 発 明 の 記 載 に お い て 、 当 業 者 は 、 成 熟 型 タ ン パ ク 質 を 参 照 す る
か 又 は 未 成 熟 型 タ ン パ ク 質 を 参 照 す る か に よ り 、 こ の SNPに よ っ て コ ー ド さ れ た 変 異 を そ
れ ぞ れ 、 Q79K又 は Q102Kと 呼 ぶ 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
SNP g1011cは 、 ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2に 相 当 す る IFNα － 21遺 伝 子 の 未 成 熟 型 タ ン パ ク
質 の 114位 、 か つ 、 成 熟 型 タ ン パ ク 質 の 91位 で の ア ミ ノ 酸 、 グ ル タ ミ ン (Q)の ヒ ス チ ジ ン (H
)へ の 変 異 を 引 き 起 こ す 。 本 発 明 の 記 載 に お い て 、 当 業 者 は 、 成 熟 型 タ ン パ ク 質 を 参 照 す
る か 又 は 未 成 熟 型 タ ン パ ク 質 を 参 照 す る か に よ り 、 こ の SNPに よ っ て コ ー ド さ れ た 変 異 を
そ れ ぞ れ 、 Q91H又 は Q114Hと 呼 ぶ 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
SNP t1049aは 、 ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2に 相 当 す る IFNα － 21遺 伝 子 の 未 成 熟 型 タ ン パ ク
質 の 127位 、 か つ 、 成 熟 型 タ ン パ ク 質 の 104位 で の ア ミ ノ 酸 、 バ リ ン (V)の ア ス パ ラ ギ ン 酸 (
D)へ の 変 異 を 引 き 起 こ す 。 本 発 明 の 記 載 に お い て 、 当 業 者 は 、 成 熟 型 タ ン パ ク 質 を 参 照 す
る か 又 は 未 成 熟 型 タ ン パ ク 質 を 参 照 す る か に よ り 、 こ の SNPに よ っ て コ ー ド さ れ た 変 異 を
そ れ ぞ れ 、 V104D又 は V127Dと 呼 ぶ 。
【 ０ ０ ３ １ 】
SNP t1155aは 、 ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2に 相 当 す る IFNα － 21遺 伝 子 の 未 成 熟 型 タ ン パ ク
質 の 162位 、 か つ 、 成 熟 型 タ ン パ ク 質 の 139位 で の ア ミ ノ 酸 、 シ ス テ イ ン (C)の 終 止 コ ド ン (
stop)へ の 変 異 を 引 き 起 こ す 。 本 発 明 の 記 載 に お い て 、 当 業 者 は 、 成 熟 型 タ ン パ ク 質 を 参
照 す る か 又 は 未 成 熟 型 タ ン パ ク 質 を 参 照 す る か に よ り 、 こ の SNPに よ っ て コ ー ド さ れ た 変
異 を そ れ ぞ れ 、 C139stop又 は C162stopと 呼 ぶ 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
SNP ａ 1204ｇ は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2に 相 当 す る IFNα － 21遺 伝 子 の 未 成 熟 型 タ ン パ
ク 質 の 179位 、 か つ 、 成 熟 型 タ ン パ ク 質 の 156位 で の ア ミ ノ 酸 、 リ ジ ン (K)の グ ル タ ミ ン 酸 (

10

20

30

40

50

(9) JP 2005-503121 A 2005.2.3



E)へ の 変 異 を 引 き 起 こ す 。 本 発 明 の 記 載 に お い て 、 当 業 者 は 、 成 熟 型 タ ン パ ク 質 を 参 照 す
る か 又 は 未 成 熟 型 タ ン パ ク 質 を 参 照 す る か に よ り 、 こ の SNPに よ っ て コ ー ド さ れ た 変 異 を
そ れ ぞ れ 、 K156E又 は K179Eと 呼 ぶ 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
SNPs ｃ 794ｇ 、 ｃ 973ａ 、 ｇ 1011ｃ 、 ｔ 1049ａ 、 ｔ 1155ａ 、 ａ 1204ｇ は 、 野 生 型 基 準 IFNα
－ 21遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド と 比 べ て 、 本 発 明 に 従
っ て ポ リ ペ プ チ ド 空 間 的 構 造 の 変 更 を 引 き 起 こ す 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
こ れ ら の 変 更 は 、 例 え ば 、 デ ノ ボ ・ モ デ リ ン グ ・ ツ ー ル (例 え ば 、 SEQFOLD/MSI)、 相 同 性 (
例 え ば 、 MODELER/MSI)、 力 場 の 最 小 化 (例 え ば 、 DISCOVER、 Delphi/MSI)、 及 び /又 は 分 子
力 学 (例 え ば 、 CFF/MSI)を 使 用 す る 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に 従 い 、 コ ン ピ ュ ー タ ー を 利 用
し た 分 子 モ デ リ ン グ に よ っ て 観 察 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
そ の よ う な モ デ ル の 例 を 、 以 下 の 実 験 の 項 で 挙 げ る 。
コ ン ピ ュ ー タ ー を 利 用 し た 分 子 の モ デ リ ン グ は 、 成 熟 型 変 異 タ ン パ ク 質 上 の 変 異 Q79Kが 図
1A及 び 1Bに 示 さ れ る よ う な 水 素 結 合 障 害 に よ り 野 生 型 IFNα － 21タ ン パ ク 質 の ヘ リ ッ ク ス C
の N－ 末 端 の 置 き 換 え を 伴 う こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
実 際 に 、 野 生 型 IFNα － 21タ ン パ ク 質 の Q79残 基 の 側 鎖 の 酸 素 原 子 、 E83残 基 の 酸 性 基 、 及
び ヘ リ ッ ク ス Cの 間 の 水 素 結 合 は 、 Q79K変 異 IFNα － 21タ ン パ ク 質 で 消 失 す る 。
よ っ て 、 Q79K変 異 タ ン パ ク 質 は 、 そ の 構 造 及 び 機 能 の 著 し い 変 化 を 伴 う 、 天 然 の 野 生 型 IF
Nα － 21タ ン パ ク 質 と 異 な る 3次 元 構 造 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
コ ン ピ ュ ー タ ー を 利 用 し た 分 子 の モ デ リ ン グ は 、 成 熟 型 変 異 タ ン パ ク 質 上 の 変 異 Q91Hが 図
2A及 び 2Bに 示 さ れ る よ う な 変 異 位 置 で ヘ リ ッ ク ス Cの 置 き 換 え を 伴 う こ と を 示 す 。 ヘ リ ッ
ク ス を よ り 強 固 に す る い く つ か の 水 素 結 合 及 び 塩 橋 、 特 に 、 H91と D76ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 間 に
現 れ る 。
よ っ て 、 Q91H変 異 タ ン パ ク 質 は 、 そ の 構 造 及 び 機 能 の 著 し い 変 化 を 伴 う 、 天 然 の 野 生 型 IF
Nα － 21タ ン パ ク 質 と 異 な る 3次 元 構 造 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
コ ン ピ ュ ー タ ー を 利 用 し た 分 子 の モ デ リ ン グ は 、 成 熟 型 変 異 タ ン パ ク 質 上 の 変 異 V104Dが
図 3A及 び 3Bに 示 さ れ る よ う な 変 異 位 置 で の ヘ リ ッ ク ス Cと ヘ リ ッ ク ス Dの 間 の ル ー プ 構 造 の
変 更 を 伴 う こ と を 示 す 。 変 異 構 造 に お い て 、 ヘ リ ッ ク ス Cと Dの 間 の ル ー プ を よ り 強 固 に す
る い く つ か の 水 素 結 合 が (一 方 の 手 の Q102及 び G105と 、 他 方 の 手 の Q5、 E107及 び T109の 間
に )現 れ る 。 さ ら に 、 へ リ ッ ク ス Bの N末 端 の 置 き 換 え も 観 察 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
こ れ ら の 空 間 的 変 更 は 、 そ の 受 容 体 へ の IFNα － 21の 結 合 に 関 係 し て い る 残 基 に 影 響 す る
。
よ っ て 、 V104D変 異 タ ン パ ク 質 は 、 そ の 構 造 及 び 機 能 の 著 し い 変 化 を 伴 う 、 天 然 の 野 生 型 I
FNα － 21タ ン パ ク 質 と 異 な る 3次 元 構 造 を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
コ ン ピ ュ ー タ ー を 利 用 し た 分 子 の モ デ リ ン グ は 、 成 熟 型 変 異 タ ン パ ク 質 上 の 変 異 C139stop
が 図 4に 示 さ れ る よ う な 野 生 型 IFNα － 21タ ン パ ク 質 内 の ヘ リ ッ ク ス Eに 通 常 含 ま れ て い る
ポ リ ペ プ チ ド 断 片 の 消 失 を も た ら す タ ン パ ク 質 翻 訳 の 早 す ぎ る 停 止 を 引 き 起 こ す 。
【 ０ ０ ４ １ 】
ヘ リ ッ ク ス Eは 、 そ の 受 容 体 に IFNα － 21が 結 合 す る た め に 不 可 欠 で あ る 。 ヘ リ ッ ク ス Eの
不 存 在 は 、 変 異 タ ン パ ク 質 の 不 正 確 な 折 り 畳 み を 引 き 起 こ し 、 そ し て タ ン パ ク 質 の 疎 水 性
コ ア が 親 水 性 の 外 部 媒 体 と 接 触 す る タ ン パ ク 質 の 3次 元 構 造 の 変 更 に 引 き 起 こ す 。 こ の よ
う に 、 変 異 タ ン パ ク 質 は 、 親 水 性 の 外 部 媒 体 と の 接 触 を 回 避 す る た め に そ の 疎 水 性 の コ ア
が 親 水 性 残 基 で 覆 わ れ る よ う に そ の 3次 元 構 造 を 修 飾 し な け れ ば な ら な い 。

10

20

30

40

50

(10) JP 2005-503121 A 2005.2.3



よ っ て 、 C139stop変 異 タ ン パ ク 質 は 、 そ の 構 造 及 び 機 能 の 著 し い 変 化 を 伴 う 、 天 然 の 野 生
型 IFNα － 21タ ン パ ク 質 と 異 な る 3次 元 構 造 を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
コ ン ピ ュ ー タ ー を 利 用 し た 分 子 の モ デ リ ン グ は 、 成 熟 型 変 異 タ ン パ ク 質 上 の 変 異 K156Eが
図 5A及 び 5Bに 示 さ れ る よ う な ヘ リ ッ ク ス Eの C末 端 の 変 性 (unfolding)、 及 び C末 端 ル ー プ 形
状 の 変 更 を 伴 う こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
こ の 変 異 は 、 水 素 結 合 ネ ッ ト ワ ー ク を 増 や し 、 そ し て E156と R161残 基 の 間 の 塩 橋 を 作 り 出
す 。 こ れ ら の 変 更 は 、 こ の 領 域 に お け る IFNα － 21タ ン パ ク 質 構 造 を よ り 強 固 に す る 。 タ
ン パ ク 質 の こ の 領 域 は 、 そ の 抗 ウ イ ル ス 活 性 に 関 係 し て い る こ と が 知 ら れ て い る 。 よ っ て
、 K156E変 異 IFNα － 21タ ン パ ク 質 の 抗 ウ イ ル ス 活 性 が 、 劇 的 に 阻 害 さ れ 、 そ し て 156位 の
グ ル タ ミ ン 酸 が 成 熟 型 IFNα － 21の 構 造 及 び 機 能 の 変 更 を 引 き 起 こ す こ と が 予 言 さ れ う る
。
【 ０ ０ ４ ４ 】
本 発 明 に よ る 他 の SNPs、 す な わ ち ： t1265c、 t1277cは 、 ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2の レ ベ
ル で の IFNα － 21遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 の 変 更 を 伴
わ な い 。 前 記 SNPs t1265c、 t1277cは 、 何 も コ ー ド し て い な い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 遺 伝 子 型 解 析 は 、 集 団 中 の こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の
対 立 遺 伝 子 頻 度 を 測 定 す る と い っ た や り 方 で 実 行 さ れ る こ と が で き る 。 以 下 の 実 験 の 項 で
、 遺 伝 子 型 解 析 の 例 を 挙 げ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 性 の 定 量 は 、 そ れ ら の 生 物 活 性 の 試 験 に よ っ て 一 様 に 実 行 さ
れ る こ と が で き る 。
こ の 件 に 関 し て 、 例 え ば 天 然 の 野 生 型 IFNα － 21タ ン パ ク 質 に 比 べ た 本 発 明 に よ る ポ リ ペ
プ チ ド の ダ ウ デ ィ 細 胞 系 に 対 す る 抗 増 殖 性 効 果 を 計 測 す る こ と が 可 能 で あ る (Pielher et 
al. J. Biol. Chem. Vol. 275, Issue 51, 40425－ 40433, December 22, 2000； 「 結 合 接
点 の 分 か り や す い 変 異 的 解 析 に よ っ て 明 ら か に さ れ た I型 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 受 容 体 相 互 作
用 の 新 し い 構 造 的 及 び 機 能 的 側 面 」 )。
【 ０ ０ ４ ７ 】
本 発 明 は 、 目 的 の た め に 、 特 に 特 定 の ヒ ト の 障 害 及 び /又 は 病 気 の 予 防 及 び 治 療 の た め の
、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド 及 び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 使 用 、 並 び に こ れ ら の ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド か ら 開 始 し て 得 ら れ た 及 び /又 は 同 定 さ れ た 治 療 の た め の 分 子 を も
使 用 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
本 発 明 の 詳 細 な 説 明

「 基 準 野 生 型 遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 」 は 、 ヒ ト IFNα － 21遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
、 配 列 番 号 1と 理 解 さ れ る 。
こ の 配 列 は 、 登 録 番 号 AC009445下 、 ジ ー ン バ ン ク で 入 手 可 能 で あ り 、 そ し て IFNα － 21メ
ッ セ ン ジ ャ ー RNAの 配 列 は 、 登 録 コ ー ド NM-002175下 、 NCBIデ ー タ ベ ー ス に 記 載 さ れ る 。 し
か も 、 ヒ ト IFNα － 21遺 伝 子 は 、 Goeddel, D. V., Leung, D. W "The structure of eight
 distinct cloned human leukocyte interferon cDNAs"; Nature 290 (5801), 20－ 26 (1
981) 、 及 び Olopade OI., Bohlander SK. "Mapping of the shortest region of overlap
 of deletions of the short arm of chromosome 9 associated with human neoplasia";
 Genomics 14 (2), 437－ 443 (1992)中 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
「 天 然 の 野 生 型 IFNα － 21タ ン パ ク 質 」 は 、 基 準 野 生 型 IFNα － 21遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配
列 に よ っ て コ ー ド さ れ た 成 熟 型 タ ン パ ク 質 と 理 解 さ れ て い る 。 天 然 の 野 生 型 の 未 成 熟 型 タ
ン パ ク 質 IFNα － 21は 配 列 番 号 2で 示 さ れ た ペ プ チ ド 配 列 と 一 致 す る 。
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【 ０ ０ ５ ０ 】
「 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 は 、 修 飾 又 は 非 修 飾 DNA又 は RNAで あ る か も し れ な い ポ リ リ ボ ヌ ク レ
オ チ ド 又 は ポ リ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド と 理 解 さ れ て い る 。
用 語 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 1本 鎖 又 は 2本 鎖 DNA、 1又 は い く つ か の 1本 鎖 領 域 及 び 1又
は い く つ か の 2本 鎖 領 域 の 混 合 物 か ら 構 成 さ れ た DNA、 1本 鎖 又 は 2本 鎖 RNA、 1又 は い く つ か
の 1本 鎖 領 域 及 び 1又 は い く つ か の 2本 鎖 領 域 の 混 合 物 か ら 構 成 さ れ た RNAを 含 む 。 用 語 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド は 、 1つ 又 は い く つ か の 3本 鎖 領 域 を 含 む RNA及 び /又 は DNAを も 含 む こ と が で
き る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 し て は 、 同 様 に 、 安 定 性 の 理 由 の た め に 又 は 他 の 理 由 の た め
に 修 飾 さ れ た 骨 格 を も つ よ う に 修 飾 さ れ た 1つ 又 は い く つ か の 塩 基 を 含 む DNA及 び RNAと 理
解 さ れ る 。 修 飾 さ れ た 塩 基 に 関 し て は 、 例 え ば イ ノ シ ン の よ う な 例 外 的 な 塩 基 と 理 解 さ れ
る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 例 え ば 等 配 電 子 ペ プ チ ド の 場 合 、 通 常 の 又 は 修 飾 さ れ た ペ プ チ ド 結
合 に よ っ て 互 い に 結 合 さ れ た 少 な く と も 2つ の ア ミ ノ 酸 を 含 む ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド
、 オ リ ゴ マ ー 又 は タ ン パ ク 質 と 理 解 さ れ る 。
ポ リ ペ プ チ ド は 遺 伝 コ ー ド に よ っ て 定 義 さ れ た 20の ア ミ ノ 酸 以 外 の ア ミ ノ 酸 か ら 構 成 さ れ
る こ と が で き る 。 同 様 に 、 ポ リ ペ プ チ ド は 、 天 然 の 方 法 、 例 え ば 翻 訳 後 成 熟 過 程 に よ っ て
、 又 は 当 業 者 に 周 知 の 化 学 過 程 に よ り 修 飾 さ れ た ア ミ ノ 酸 か ら も 構 成 さ れ る 。 そ の よ う な
修 飾 が 、 文 献 に 十 分 に 詳 細 に 説 明 さ れ て い る 。 こ れ ら の 修 飾 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 内 ： ペ プ チ
ド 骨 格 内 、 ア ミ ノ 酸 鎖 内 の ど こ で で も 、 あ る い は カ ル ボ キ シ － 又 は ア ミ ノ － 末 端 に さ え 現
れ う る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
ポ リ ペ プ チ ド は 、 ユ ビ キ チ ン 化 を 受 け て 分 岐 す る か 、 又 は 分 岐 の 有 無 に 係 わ ら ず 環 状 に な
る か も し れ な い 。 こ の 種 の 修 飾 は 、 当 業 者 に 周 知 の 自 然 又 は 人 工 の 翻 訳 後 過 程 の 結 果 で あ
る か も し れ な い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド の 修 飾 は 、 ア セ チ ル 化 、 ア シ ル 化 、 ADP－ リ ボ シ ル 化 、 ア ミ ド 化 、
フ ラ ビ ン の 共 有 結 合 性 固 定 、 ヘ ム の 共 有 結 合 性 固 定 、 ヌ ク レ オ チ ド 又 は ヌ ク レ オ チ ド 誘 導
体 、 脂 質 又 は 脂 質 誘 導 体 の 共 有 結 合 性 固 定 、 ホ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル の 共 有 結 合 性 又
は 非 共 有 結 合 性 架 橋 、 環 化 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 形 成 、 脱 メ チ ル 基 、 シ ス テ イ ン 形 成 、 ピ ロ
グ ル タ ミ ン 酸 形 成 、 ホ ル ミ ル 化 、 ガ ン マ － カ ル ボ キ シ 化 、 グ リ コ シ ル 化 、 GPIア ン カ ー 形
成 、 ヒ ド ロ キ シ ル 化 、 ヨ ウ 化 、 メ チ ル 化 、 ミ リ ス チ ル 化 、 酸 化 、 タ ン パ ク 質 分 解 過 程 、 リ
ン 酸 化 、 プ レ ニ ル 化 、 ラ セ ミ 化 、 セ ネ ロ イ ル 化 (seneloylation)、 硫 酸 化 、 ア ル ギ ニ ン 化
又 は ユ ビ キ チ ン 化 の よ う に ア ミ ノ 酸 付 加 を 含 ん で い る と 理 解 さ れ る 。 そ の よ う な 修 飾 は 、
文 献 中 に 十 分 に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る ： PROTEINS－ STRUCTURE AND MOLECULAR PROPERTIES
, 2 n d  Ed., T. E. Creighton, New York, 1993, POST－ TRANSLATIONAL COVALENT MODIFIC
ATION OF PROTEINS, B. C. Johnson, Ed., Academic Press, New York, 1983, Seifter e
t al. "Analysis for protein modifications and nonprotein cofactors", Meth. Enzym
ol. (1990) 182:626－ 646, and Rattan et al. "Protein Synthesis: Post－ translation
al Modifications and Aging", Ann NY Acad Sci (1992) 663: 48－ 62。
【 ０ ０ ５ ４ 】
「 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 」 又 は 「 単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 例 え ば 人 体 か ら 単
離 さ れ た 、 又 は 専 門 的 な 方 法 に よ っ て 別 な 方 法 で 製 造 さ れ た 先 に 定 義 さ れ た 、 そ れ ぞ れ ポ
リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
「 同 一 性 」 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 同 一 性 の 測 定 値 と 理 解 さ れ る 。
同 一 性 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ り 、 文 献 中 に よ く 記 載 さ れ る 用 語 で あ る 。 COMPUTATIONAL MO
LECULAR BIOLOGY, Lesk, A.M., Ed., Oxford University Press, New York, 1998; BIOCO
MPUTING IFNORMATICS AND GENOME PROJECT, Smith, D.W., Ed., Academic Press, New Yo
rk, 1993; COMPUTER ANALYSIS OF SEQUENCE DATA, PART I, Griffin, A.M. and Griffin 
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H.G., Ed, Humana Press, New Jersey, 1994;及 び SEQUENCE ANALYSIS IN MOLECULAR BIOL
OGY, von Heinje, G., Academic Press, 1987を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
同 様 に 、 2つ の 配 列 間 の 同 一 性 及 び 類 似 性 を 測 定 す る た め に 一 般 に 使 わ れ る 方 法 は 、 文 献
中 に 十 分 記 載 さ れ て い る 。 GUIDE TO HUGE COMPUTER, Martin J. Bishop, Ed, Academic P
ress, San Diego, 1994, and Carillo H. and Lipton D., Siam J Applied Math (1988) 
48: 1073を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
例 え ば 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 1に 少 な く と も 95%の 同 一 性 を も つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
は 、 上 記 配 列 と 比 べ て 100の ヌ ク レ オ チ ド 上 に 多 く と も 5点 の 変 異 を 含 ん で い る ポ リ ヌ ク レ
オ チ ド で あ る 。
こ れ ら の 変 異 点 は 、 1つ (又 は い く つ か の )置 換 、 付 加 及 び /又 は 1つ (又 は い く つ か の )ヌ ク
レ オ チ ド の 欠 失 で あ る か も し れ な い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
同 様 に 、 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 1に 少 な く と も 95%の 同 一 性 を も つ ポ リ ペ プ チ ド
は 、 上 記 配 列 と 比 べ て 100の ア ミ ノ 酸 上 に 多 く と も 5点 の 変 異 を 含 ん で い る ポ リ ペ プ チ ド で
あ る 。
こ れ ら の 変 異 点 は 、 1つ (又 は い く つ か の )置 換 、 付 加 及 び /又 は 1つ (又 は い く つ か の )ア ミ
ノ 酸 の 欠 失 で あ る か も し れ な い 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
こ れ ら の 配 列 が 少 な く と も 1つ の 本 発 明 の SNPsを 含 ん で い る こ と が 理 解 さ れ る 、 そ れ ぞ れ
、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 1又 は ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2と 完 全 に 同 一 で な い 本 発 明
に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び ポ リ ペ プ チ ド が 、 こ れ ら の 配 列 の 変 異 型 と 考 え ら れ る 。
通 常 、 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本 発 明 の SNPsの 少 な く と も 1つ を 含 み 、 ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 1と 同 じ か 又 は 実 質 的 に 同 じ も の は 同 じ 生 物 活 性 を 有 す る 。
同 様 に 、 通 常 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 本 発 明 の コ ー デ ィ ン グ SNPsの 少 な く と も 1
つ を 含 み 、 ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2と 同 じ か 又 は 実 質 的 に 同 じ も の は 同 じ 生 物 活 性 を 有
す る 。
本 発 明 に よ る 変 異 型 は 、 例 え ば 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 法 又 は 直 接 的 な 合 成 に よ っ て 得 る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
「 SNP」 に 関 し て は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 内 の 塩 基 の い ず れ か の 天 然 の 変 化 と 理 解 さ れ る 。
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 上 の SNPは 、 コ ー デ ィ ン グ 、 サ イ レ ン ト 又 は 非 コ ー デ ィ ン グ で あ る か も
し れ な い 。
コ ー デ ィ ン グ SNPは 、 こ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 中 の ア ミ
ノ 酸 の 変 更 を 伴 う ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の コ ー ド 配 列 に 含 ま れ る 多 型 性 で あ る 。 こ の 場 合 、 用
語 SNPは 、 意 味 が 拡 大 さ れ て 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 異 に 同 様 に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
サ イ レ ン ト SNPは 、 こ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 中 の ア ミ ノ
酸 の 変 更 を 伴 わ な い ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の コ ー ド 配 列 に 含 ま れ る 多 型 性 で あ る 。
非 コ ー デ ィ ン グ SNPは 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 非 コ ー ド 配 列 に 含 ま れ て い る 多 型 性 で あ る 。
こ の 多 型 性 は 、 特 に イ ン ト ロ ン 、 ス プ ラ イ シ ン グ 領 域 、 転 写 プ ロ モ ー タ ー 又 は 部 位 エ ン ハ
ン サ ー 配 列 中 に 見 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
「 機 能 的 SNP」 に 関 し て は 、 機 能 性 を も っ て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 に 含
ま れ る 、 例 え ば 先 に 定 義 の SNPと 理 解 さ れ る 。
「 機 能 性 」 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 生 物 活 性 と 理 解 さ れ る 。
本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 機 能 性 は 、 野 生 型 基 準 遺 伝 子 の ヌ ク レ
オ チ ド 配 列 又 は こ の 後 者 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 よ っ て コ ー ド さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 活 性
の 保 存 、 増 加 、 削 減 又 は 抑 制 に あ る 。
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【 ０ ０ ６ ３ 】
同 様 に 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 機 能 性 は 、 基 準 野 生 型 遺 伝 子
の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 又 は こ の 後 者 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド の
生 物 活 性 の 性 質 の 変 化 に あ る 。
生 物 活 性 は 、 特 に 受 容 体 と 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 親 和 性 又 は 親 和 性 の 不 存 在 に 関
連 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】

本 発 明 は 、 最 初 の 目 的 の た め に 、 以 下 の ：
a)　 配 列 、 配 列 番 号 1又 は そ の コ ー ド 配 列 (第 670ヌ ク レ オ チ ド か ら 第 1239ヌ ク レ オ チ ド )と
、 少 な く と も 80%の 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 90%の 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と
も 95%の 同 一 性 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 99%の 同 一 性 を も つ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、
こ こ で 、 こ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 以 下 の コ ー デ ィ ン グ SNPs c794g、 c973a、 g1011c、 t1049
a、 t1155a、 a1204gの 少 な く と も 1つ を 含 む こ と は 理 解 さ れ る 、 あ る い は
【 ０ ０ ６ ５ 】
b)　 a)下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、
を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 。
本 発 明 の 意 味 で は 、 番 号 付 け が ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 1の SNPsの 位 置 決 め と 一 致 す
る こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
同 様 に 、 本 発 明 は 以 下 の ：
a)　 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 1又 は そ の コ ー ド 配 列 、 こ こ で 、 こ れ ら の ヌ ク レ オ チ ド
配 列 が 以 下 の コ ー デ ィ ン グ SNPs c794g、 c973a、 g1011c、 t1049a、 t1155a、 a1204gの 少 な
く と も 1つ を 含 む こ と は 理 解 さ れ る 、 あ る い は
b)　 a)下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、
を 含 む 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 す る 。
好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 配 列 、 配 列 番 号 1又 は そ の コ ー ド 配 列 か ら 成
り 、 こ こ で 、 こ れ ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 各 々 が 以 下 の コ ー デ ィ ン グ SNPs： c794g、 c973a
、 g1011c、 t1049a、 t1155a、 a1204gの 少 な く と も 1つ を 含 む こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
本 発 明 に よ る と 、 先 に 定 義 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 以 下 の ｃ 794ｇ 、 ｃ 973ａ 、 ｇ 1011
ｃ 、 ｔ 1049ａ 、 ｔ 1155ａ 及 び ａ 1204ｇ か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 1つ の コ ー デ ィ ン グ SNPを 含
む 。
同 様 に 、 例 え ば 、 先 に 定 義 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 以 下 の 非 コ ー デ ィ ン グ SNPs： t126
5c、 t1277cの 少 な く と も 1つ を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
同 様 に 、 本 発 明 は 、 そ の 目 的 の た め に 、 以 下 の ：
a)　 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 1又 は そ の コ ー ド 配 列 、 こ こ で 、 こ れ ら の 配 列 の 各 々 が
以 下 の 非 コ ー デ ィ ン グ SNPs： t1265c、 t1277cの 少 な く と も 1つ を 含 む こ と は 理 解 さ れ る 、
あ る い は
b)　 a)下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、
を 含 む 又 は そ れ ら か ら 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
本 発 明 は 、 以 下 の ：
a)　 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 1又 は そ の コ ー ド 配 列 、 こ こ で 、 こ れ ら の 配 列 の 各 々 が
以 下 の SNPs： c794g、 c973a、 g1011c、 t1049a、 t1155a、 a1204g、 t1265c、 t1277cの 少 な く
と も 1つ を 含 む こ と は 理 解 さ れ る 、 あ る い は
b)　 a)下 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、
の 一 部 か ら 成 る 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に 関 係 し 、 上 記 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
は 、 少 な く と も 10の ヌ ク レ オ チ ド か ら 構 成 さ れ る 。
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【 ０ ０ ７ ０ 】
好 ま し く は 、 先 に 定 義 さ れ た 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 10～ 40の ヌ ク レ オ チ ド か ら
構 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
本 発 明 は 、 そ の 目 的 の た め に 、 以 下 の ：
a)　 ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2、 又 は
b)　 ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2の 24位 と 189位 の 間 に 包 含 さ れ る ア ミ ノ 酸 を 含 む ア ミ ノ 酸 配
列 、
こ こ で 、 a)及 び b)下 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 各 々 が コ ー デ ィ ン グ SNPs： A42G、 Q102K、 Q114H、 V1
27D、 C162stop、 K179Eの 少 な く と も 1つ を 含 む こ と は 理 解 さ れ て い る 、
を 含 む ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る た め の 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を も 有 す る 。
本 発 明 の 意 味 に お い て 、 A42G、 Q102K、 Q114H、 V127D、 C162stop、 K179E SNPsの 位 置 付 け
に 対 応 す る 番 号 付 け が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2の 番 号 付 け と 関 連 す る こ と は 理 解 さ れ
る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
本 発 明 の 好 ま し い 目 的 に よ る と 、 先 に 定 義 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド は 、 1つ の 、 先 に 定 義 さ れ
た よ う な コ ー デ ィ ン グ SNPを 含 む 。
好 ま し く は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 DNA又 は RNA分 子 か ら 構 成 さ れ る 。
本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 標 準 的 な DNA又 は RNA合 成 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る
。
同 様 に 、 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 1上 の 各 々 の SNP
に 関 す る 変 異 ヌ ク レ オ チ ド に よ り 野 生 型 ヌ ク レ オ チ ド を 修 飾 す る こ と に よ っ て IFNα － 21
遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 開 始 し た 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 法 に よ っ て 得 る こ と が で き る
。
【 ０ ０ ７ ３ 】
例 え ば 、 SNP c794gを 含 む 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番
号 1上 の 794位 で ヌ ク レ オ チ ド 、 グ ア ニ ン (g)に よ り ヌ ク レ オ チ ド 、 シ ト シ ン (c)を 修 飾 す る
こ と に よ っ て IFNα － 21遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 か ら 開 始 し た 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 法 に
よ っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
こ の 方 法 に よ り 実 行 さ れ う る 部 位 特 異 的 変 異 誘 発 法 の 方 法 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。 1985
年 の 「 Proc. Natl. Acad. Sci. USA」 82: 488中 の TA Kunkelの 発 表 を 特 に 記 載 す る 。
同 様 に 、 単 離 さ れ た ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば プ レ － 、 プ ロ － 又 は プ レ － プ ロ － タ ン パ
ク 質 ア ミ ノ 酸 配 列 又 は ヘ キ サ － ヒ ス チ ジ ン ・ ペ プ チ ド の よ う な マ ー カ ー ・ ア ミ ノ 酸 配 列 を
コ ー ド し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む こ と が で き る 。
同 様 に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 融 合 タ ン パ ク 質 又 は 他 の 精 製 産 物 を 得 る た め に 他
の タ ン パ ク 質 又 は タ ン パ ク 質 断 片 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 関 係 し う る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
同 様 に 、 本 発 明 に よ る と ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 例 え ば 5'及 び /又 は 3'非 コ ー ド 配 列 、 例 え
ば 転 写 又 は 非 転 写 配 列 、 翻 訳 又 は 非 翻 訳 配 列 、 ス プ ラ イ シ ン グ ・ シ グ ナ ル 配 列 、 ポ リ ア デ
ニ ル 化 配 列 、 リ ボ ソ ー ム 結 合 配 列 、 あ る い は メ ッ セ ン ジ ャ ー RNAを 安 定 化 す る 配 列 を 含 み
う る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン
ト 条 件 下 で 、 こ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る も の と 定 義 さ れ る
。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 」 は 、 一 般 的 に 、 し か し 必 ず し も そ う
で は な く 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 少 な く と も 80%、 よ り 好 ま し く は 90%以 上 、 さ ら に よ り 好 ま
し く は 95%以 上 、 そ し て 最 も 好 ま し く は 97%以 上 の 同 一 性 を も つ と き に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ

10

20

30

40

50

(15) JP 2005-503121 A 2005.2.3



ョ ン を 可 能 に す る 化 学 的 条 件 と 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 は 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に 従 い 、 そ し て 、 例 え ば ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
を 50%の ホ ル ム ア ミ ド 、 5xSSC(150 mMの NaCl、 15 mMの ク エ ン 酸 3ナ ト リ ウ ム )、 50mMの リ ン
酸 ナ ト リ ウ ム (pH7.6)、 5xの デ ン ハ ー ト 溶 液 、 10%の 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン 、 20 μ gの 変 性 サ ケ
精 子 DNAを 含 む 溶 液 中 、 42℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 続 い て 65℃ で 、 O.1xSSCに よ り フ ィ ル タ
ー を 洗 浄 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
本 発 明 の 範 囲 内 に お い て 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 が 100%に 匹 敵
す る 同 一 性 を も つ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 可 能 に す る と き 、 そ の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 は 、 例 え ば a)の 下 で 記 載 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し 厳 密 に 相 補 的 で あ
る と み な さ れ る 。
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 本 発 明 に よ る ア ン チ セ ン ス SNPの 少 な く
と も 1つ を 含 む こ と は 、 本 発 明 の 意 味 の 範 囲 内 に お い て 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
よ っ て 、 例 え ば ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が SNP c794gを 含 む 場 合 、 そ の 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配
列 は 794位 に 相 当 す る 位 置 に ヌ ク レ オ チ ド 、 シ ト シ ン (c)を 含 む 。
【 ０ ０ ８ １ 】

本 発 明 は 、 そ の 目 的 の た め に 、 以 下 ：
a)　 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 1と 80～ 100%の 同 一 性 (好 ま し く は 少 な く と も 90%の 同 一
性 、 よ り 好 ま し く は 95%の 同 一 性 、 そ し て 特 に 100%の 同 一 性 )を も つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 及
び /又 は
b)　 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 1と 80～ 100%の 同 一 性 (好 ま し く は 少 な く と も 90%の 同 一
性 、 よ り 好 ま し く は 95%の 同 一 性 、 そ し て 特 に 100%の 同 一 性 )を も つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 全
体 又 は 一 部 の 同 定 、 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 及 び /又 は 増 幅 の た め に 少 な く と も 1つ の SNPを 含 む こ
と 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 必 要 で あ れ ば そ の (第 670ヌ ク レ オ チ ド ～ 第 1239ヌ ク レ
オ チ ド の )コ ー ド 配 列 、
の 全 て 又 は 一 部 を も 使 用 し 、 こ こ で 、 こ れ ら の 配 列 の 各 々 が 以 下 の SNPs： c794g、 c973a、
g1011c、 t1049a、 t1155a、 a1204g、 t1265c、 t1277cの 少 な く と も 1つ を 含 む こ と は 理 解 さ
れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】

同 様 に 、 本 発 明 は 、 そ の 目 的 の た め に 、 以 下 ：
a)　 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 1と 80～ 100%の 同 一 性 (好 ま し く は 少 な く と も 90%の 同 一
性 、 よ り 好 ま し く は 95%の 同 一 性 、 そ し て 特 に 100%の 同 一 性 )を も つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 及
び /又 は
b)　 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 1と 80～ 100%の 同 一 性 (好 ま し く は 少 な く と も 90%の 同 一
性 、 よ り 好 ま し く は 95%の 同 一 性 、 そ し て 特 に 100%の 同 一 性 )を も つ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 全
体 又 は 一 部 の 遺 伝 子 型 解 析 の た め に 少 な く と も 1つ の SNPを 含 む こ と 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク
レ オ チ ド 、
の 全 て 又 は 一 部 を 使 用 し 、 こ こ で 、 こ れ ら の 配 列 の 各 々 が 以 下 の SNPs： c794g、 c973a、 g1
011c、 t1049a、 t1155a、 a1204g、 t1265c、 t1277cの 少 な く と も 1つ を 含 む こ と は 理 解 さ れ
る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
本 発 明 に よ り 、 遺 伝 子 型 解 析 は 、 個 体 又 は 個 体 集 団 に お い て 実 行 さ れ う る 。
本 発 明 の 意 味 の 範 囲 内 に お い て 、 遺 伝 子 型 解 析 は 、 個 体 又 は 個 体 集 団 の 遺 伝 子 型 の 測 定 方
法 と 定 義 さ れ る 。 遺 伝 子 型 は 、 1以 上 の 特 定 座 位 に 存 在 す る 対 立 因 子 か ら 成 る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
「 個 体 集 団 」 は 、 ラ ン ダ ム な 又 は 非 ラ ン ダ ム な 方 法 で 選 ば れ た 個 体 の 群 と 理 解 さ れ る 。 こ
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れ ら の 個 体 は 、 ヒ ト 、 動 物 、 微 生 物 又 は 植 物 で あ る か も し れ な い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
通 常 、 前 記 個 体 群 は 、 少 な く と も 10人 、 好 ま し く は 100～ 300人 を 含 む 。
個 体 は 、 そ れ ら の 民 族 性 に よ る か 又 は そ れ ら の 表 現 型 に よ り 、 特 に 以 下 の 障 害 及 び /又 は
病 気 ： 癌 腫 、 メ ラ ノ ー マ 、 リ ン パ 腫 、 白 血 病 、 並 び に 肝 臓 、 頸 部 、 頭 部 及 び 腎 臓 の 癌 ； 心
血 管 系 の 病 気 ； 代 謝 系 の 病 気 、 例 え ば 免 疫 系 の 類 と 関 連 し な い も の 、 例 え ば 肥 満 症 ； 感 染
症 、 例 え ば 、 B及 び C型 肝 炎 及 び AIDSの よ う な ウ イ ル ス 感 染 症 ； 肺 炎 ； 潰 瘍 性 大 腸 炎 の 類 ；
中 枢 神 経 系 の 類 の 病 気 、 例 え ば 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 統 合 失 調 症 及 び う つ 病 ； 組 織 又 は 臓
器 移 植 片 の 拒 絶 ； 外 傷 の 治 癒 ； 透 析 患 者 の 貧 血 ； ア レ ル ギ ー ； 喘 息 ； 多 発 性 硬 化 症 ； 骨 粗
鬆 症 ； 乾 癬 ； 関 節 リ ウ マ チ ； ク ロ ー ン 病 ； 自 己 免 疫 疾 患 及 び 障 害 ； 胃 腸 の 障 害 ； あ る い は
さ ら に 化 学 療 法 の 治 療 に 関 連 し た 障 害 に 影 響 を 受 け る 人 が 選 ば れ う る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
本 発 明 に よ る 機 能 的 な SNPは 、 好 ま し く は 個 体 集 団 で 遺 伝 子 型 解 析 さ れ る 。
SNPs遺 伝 子 型 を 同 定 す る た め に 実 行 さ れ る こ と が で き る い く つ か の 技 術 が 存 在 す る (特 に
、 Kwok Pharmacogenomics, 2000, vol 1, pp 95-100. "High-throughput genotyping ass
ay approaches"を 参 照 の こ と )。 こ れ ら の 技 術 は 、 以 下 の 4つ の 原 理 ： 対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 場 合 に よ り デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 下
で 、 ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド に よ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 伸 長 、 対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド の 連 結 又 は 対 立 遺 伝 子 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 切 断 、 の い ず れ か 1つ に 基 づ
く 。 こ れ ら の 技 術 の 各 々 は 、 直 接 的 で あ る か 、 又 は 蛍 光 偏 光 、 若 し く は 質 量 分 析 法 の よ う
な 検 出 シ ス テ ム と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
遺 伝 子 型 解 析 は 、 蛍 光 偏 光 ス キ ャ ナ ー と 組 み 合 わ せ て 、 ホ ッ ト ddNTPs(異 な る フ ル オ ロ フ
ォ ア に よ っ て 標 識 さ れ た 2つ の 異 な る ddNTPs)と コ ー ル ド ddNTPs(2つ の 異 な る 非 標 識 ddNTPs
)を 用 い た ミ ニ 配 列 決 定 に よ っ て 特 に 実 行 す る こ と が で き る 。 蛍 光 偏 光 (FPTDI技 術 又 は 蛍
光 偏 光 鋳 型 に 対 す る 染 料 － タ ー ミ ネ ー タ ー の 取 り 込 み )の 読 取 値 に よ る ミ ニ 配 列 決 定 プ ロ
ト コ ー ル が 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
そ れ は 、 各 々 の 個 体 か ら の DNAの ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR)に よ る 増 幅 後 に 得 ら れ た 産 物
に お い て 実 行 す る こ と が で き る 。 こ の PCR産 物 は 、 検 討 さ れ る SNPを 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
遺 伝 子 領 域 を カ バ ー す る よ う に 選 ば れ る 。 PCRサ ー モ サ イ ク ラ ー の 最 後 の ス テ ッ プ の 後 、
次 に 、 フ ル オ ロ フ ォ ア の 特 異 的 励 起 と 放 射 フ ィ ル タ ー 使 う こ と に よ っ て 標 識 さ れ た 塩 基 の
読 取 の た め に 、 プ レ ー ト を 蛍 光 偏 光 ス キ ャ ナ ー 上 に 置 く 。 標 識 さ れ た 塩 基 の 強 度 の 値 は グ
ラ フ で 記 録 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
PCR増 幅 の た め に 、 本 発 明 の SNPの 場 合 、 セ ン ス 及 び ア ン チ セ ン ス ・ プ ラ イ マ ー は 、 そ れ ぞ
れ 、 本 発 明 の SNPsの 位 置 に 従 っ て 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 選 択 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
例 え ば 、 PCR増 幅 プ ラ イ マ ー の た め の セ ン ス 及 び ア ン チ セ ン ス ・ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 そ
れ ぞ れ ：
配 列 番 号 3： セ ン ス ・ プ ラ イ マ ー ： GGTTCAAGGTTACCCATCTC
配 列 番 号 4： ア ン チ セ ン ス ・ プ ラ イ マ ー ： TTTGAAATGGCAGAAGTCAT、
で あ る 。
こ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 1の 第 620ヌ ク レ オ チ ド か ら 第 1315
ヌ ク レ オ チ ド の 、 696ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ が あ る 断 片 の 増 幅 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
次 に 、 個 体 集 団 内 の SNPを 含 む 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る 各 々 の 対 立 遺 伝 子 の 頻 度 (対 立
遺 伝 子 頻 度 )の 統 計 分 析 が 得 ら れ 、 そ れ は 、 異 な る 亜 群 、 そ し て 特 に 、 必 要 な ら ば 、 こ の
個 体 集 団 を 構 成 す る 様 々 な 民 族 群 に お け る そ れ ら の 影 響 と そ れ ら の 分 布 の 重 要 性 の 決 定 を
可 能 に す る 。

10

20

30

40

50

(17) JP 2005-503121 A 2005.2.3



【 ０ ０ ９ ２ 】
遺 伝 子 型 解 析 デ ー タ は 、 検 討 さ れ た 集 団 に お い て 観 察 し た 異 な る 対 立 遺 伝 子 の 分 布 度 数 を
評 価 す る た め に 分 析 さ れ る 。 対 立 遺 伝 子 頻 度 の 計 算 は 、 SAS－ suite(登 録 商 標 )(SAS)又 は S
PLUS(登 録 商 標 )(MathSoft)の よ う な ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 実 行 す る こ と が で き る 。 個 体 集
団 の 異 な る 民 族 群 に ま た が る 本 発 明 の SNPの 対 立 遺 伝 子 分 布 の 比 較 は 、 ソ フ ト ウ ェ ア ARLEQ
UIN(登 録 商 標 )と SAS－ suite(登 録 商 標 )に よ っ て 実 行 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】

遺 伝 子 の 機 能 的 配 列 (例 え ば 、 プ ロ モ ー タ ー 、 ス プ ラ イ シ ン グ 部 位 、 コ ー ド 領 域 )を 修 飾 し
て い る SNPsは 、 病 気 の 感 受 性 又 は 耐 性 に 直 接 的 に 関 係 し て い る 可 能 性 が あ る が 、 (機 能 的
な 又 は 機 能 的 で な い )全 て の SNPsが こ れ ら の 病 状 に 関 与 す る 1つ 又 は い く つ か の 遺 伝 子 の 同
定 の た め に 有 用 な マ ー カ ー を 提 供 し 、 そ の 結 果 、 こ れ ら の 病 状 と 間 接 的 に 関 係 が あ る か も
し れ な い (Cargill et al. (1999). Nature Genetics 22:231-238; Riley et al. (2000).
 Pharmacogenomics 1:39-47; Roberts L. (2000). Science 287: 1898-1899を 参 照 の こ と
)。
【 ０ ０ ９ ４ 】
こ の よ う に 、 本 発 明 は 、 IFNα － 21遺 伝 子 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 に 以 下 の SNPs： c794g、 c9
73a、 g1011c、 t1049a、 t1155a、 a1204g、 t1265c、 t1277cの 少 な く と も 1つ を 含 む デ ー タ バ
ン ク に も 関 す る 。
前 記 SNPsは 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 1に 従 っ て 番 号 付 け さ れ る こ と は 、 十 分 理 解 さ
れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
こ の デ ー タ バ ン ク は 、 以 下 の ：
(i)IFNα － 21遺 伝 子 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 以 下 の SNPs： c794g、 c973a、 g1011c、 t1049a
、 t1155a、 a1204g、 t1265c、 t1277cの 少 な く と も 1つ 、 と
(ii)病 気 又 は 病 気 へ の 耐 性 、
の 間 の 統 計 的 に 関 係 性 の あ る 組 み 合 わ せ を 測 定 す る た め に 分 析 さ れ う る 。
本 発 明 は 、 病 気 又 は 病 気 へ の 耐 性 に 関 す る 診 断 /予 後 診 断 キ ッ ト の 開 発 の た め に 、 IFNα －
21遺 伝 子 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 中 の 以 下 の SNPs： c794g、 c973a、 g1011c、 t1049a、 t1155a、
a1204g、 t1265c、 t1277cの 少 な く と も 1つ の 使 用 に も 関 す る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
例 え ば 、 先 に 定 義 さ れ て い る 、 本 発 明 の SNPは 、 病 気 又 は 病 気 へ の 耐 性 に 直 接 的 に 又 は 間
接 的 に 関 係 す る 。
好 ま し く は 、 こ れ ら の 病 気 は 、 先 に 触 れ た と お り 定 義 さ れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】

本 発 明 は 、 そ の 目 的 の た め に 、 本 発 明 に よ る 少 な く と も 1つ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組
み 換 え ベ ク タ ー を も 有 す る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
こ れ だ け に 制 限 さ れ る こ と な く 、 染 色 体 、 エ ピ ソ ー ム 、 及 び 誘 導 ウ イ ル ス (derived virus
es)を 含 む 多 数 の 発 現 シ ス テ ム を 使 用 す る こ と が で き る 。 よ り 特 に 、 使 用 さ れ る 組 み 換 え
ベ ク タ ー は 、 細 菌 プ ラ ス ミ ド 、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン 、 酵 母 の エ ピ ソ ー ム 、 挿 入 要 素 、 酵 母 染 色
体 要 素 、 ウ イ ル ス 、 例 え ば バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 、 SV40の よ う な パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 、 ワ ク チ
ニ ア ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 キ ツ ネ 疱 瘡 ウ イ ル ス 、 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ
ル ス 由 来 で あ り う る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
同 様 に 、 こ れ ら の 組 み 換 え ベ ク タ ー は 、 コ ス ミ ド 又 は フ ァ ー ジ ミ ド 誘 導 体 で あ る か も し れ
な い 。 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 、 MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MA
NUAL, Sambrook et al, 4th Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring 
Harbor, N.Y., 2001中 に 記 載 の 方 法 に よ る 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー 内 に 挿 入 さ れ る こ と が で
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き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
組 み 換 え ベ ク タ ー は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 発 現 の 調 節 を 制 御 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 並 び に
本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 と 転 写 、 及 び 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 翻 訳 を 可 能 に す る
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む こ と が で き 、 こ れ ら の 配 列 は 、 使 用 さ れ る 宿 主 細 胞 に 従 っ て 選 ば
れ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
こ の よ う に 、 例 え ば 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 、
小 胞 体 の 管 腔 に 、 膜 上 の 細 胞 膜 周 辺 腔 に 又 は 細 胞 外 環 境 に 向 け ら れ る よ う に 、 適 切 な 分 泌
シ グ ナ ル が 組 み 換 え の ベ ク タ ー 内 に 統 合 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
本 発 明 は 、 そ の 目 的 の た め に 、 本 発 明 に よ る 組 み 換 え ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 を も 有 す る
。
宿 主 細 胞 へ の 組 み 換 え ベ ク タ ー の 導 入 は 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 、 例 え ば BASIC METHODS IN
 MOLECULAR BIOLOGY, Davis et al, 2nd ed., McGraw-Hill Professional Publishing, 1
995、 及 び MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL、 前 記 の 中 に 記 載 さ れ る 方 法 、 例 え
ば リ ン 酸 カ ル シ ウ ム に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 DEAEデ キ ス ト ラ ン に よ る ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 、 カ チ オ ン 性 脂 質 に よ る ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 電
気 穿 孔 法 、 形 質 導 入 、 又 は 注 入 に 従 っ て 実 行 さ れ う る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
宿 主 細 胞 は 、 例 え ば 連 鎖 球 菌 (streptococci)、 ブ ド ウ 球 菌 (staphylococci)、 E.コ リ ( .
)又 は バ シ ル ス ・ サ ブ チ リ ス (  )の 細 胞 の よ う な 細 菌 の 細 胞 、 酵 母 細 胞

及 び ア ス ペ ル ギ ル ス 属 ( )、 ス ト レ プ ト マ イ セ ス 属 ( )の 細 胞 の よ
う な 真 菌 の 細 胞 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ S2(Drosophila S2)及 び ヤ ト ウ ガ Sf9(Spodoptera Sf9)
の 細 胞 の よ う な 昆 虫 の 細 胞 、 CHO、 COS、 HeLa、 C127、 BHK、 HEK293細 胞 の よ う な 動 物 細 胞
及 び 治 療 対 象 の ヒ ト 細 胞 、 あ る い は さ ら に 植 物 細 胞 で あ り う る 。
宿 主 細 胞 は 、 例 え ば 、 以 下 に 見 ら れ る よ う に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 又 は 医 薬 組 成 物 中 の
活 性 な 産 物 の 発 現 の た め に 使 用 さ れ う る 。
【 ０ １ ０ ４ 】

本 発 明 は 、 そ の 目 的 の た め に 、 以 下 の ：
a)　 ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2、 又 は
b)　 ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2の 24位 と 189位 の 間 に 包 含 さ れ る ア ミ ノ 酸 を 含 む ア ミ ノ 酸 配
列 、
と 少 な く と も 80%の 同 一 性 、 好 ま し く は 少 な く と も 90%の 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と
も 95%の 同 一 性 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 少 な く と も 99%の 同 一 性 を も つ ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む
単 離 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド を も 有 し 、 こ こ で 、 a)及 び b)下 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 各 々 が コ ー デ ィ
ン グ SNPs： A42G、 Q102K、 Q114H、 V127D、 C162stop、 K179Eの 少 な く と も 1つ を 含 む こ と は
理 解 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
同 様 に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 以 下 の ：
a)　 ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2、 又 は
b)　 ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2の 24位 と 189位 の 間 に 包 含 さ れ る ア ミ ノ 酸 を 含 む ア ミ ノ 酸 配
列 、
を 含 む こ と が で き 、 こ こ で 、 a)及 び b)下 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 各 々 が コ ー デ ィ ン グ SNPs： A42G
、 Q102K、 Q114H、 V127D、 C162stop、 K179Eの 少 な く と も 1つ を 含 む こ と は 理 解 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
よ り 好 ま し く は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド は 以 下 の ：
a)　 ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2、 又 は
b)　 ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2の 24位 と 189位 の 間 に 包 含 さ れ る ア ミ ノ 酸 を 含 む ア ミ ノ 酸 配
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列 、
か ら 成 る こ と が で き 、 こ こ で 、 a)及 び b)下 の ア ミ ノ 酸 配 列 の 各 々 が コ ー デ ィ ン グ SNPs： A4
2G、 Q102K、 Q114H、 V127D、 C162stop、 K179Eの 少 な く と も 1つ を 含 む こ と は 理 解 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
好 ま し く は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 以 下 の ： A42G、 Q102K、 Q114H、 V127D、 C162s
top及 び K179Eか ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 1つ の コ ー デ ィ ン グ SNPを 含 む 。
【 ０ １ ０ ８ 】
同 様 に 、 本 発 明 は 、 そ の 目 的 の た め に 、 先 に 定 義 さ れ た 宿 主 細 胞 を 培 地 中 で 培 養 し 、 そ し
て 上 記 ポ リ ペ プ チ ド を 培 地 か ら 単 離 す る 、 先 に 記 載 さ れ た ポ リ ペ プ チ ド の 製 造 方 法 を 有 す
る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
前 記 ポ リ ペ プ チ ド は 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 、 例 え ば カ オ ト ロ ピ ッ ク 剤 、 例 え ば 塩 、 特 に 硫
酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 エ タ ノ ー ル ア セ ト ン 又 は ト リ ク ロ ロ 酢 酸 を 用 い た 沈 殿 ； 酸 性 抽 出 ； イ オ
ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ； リ ン 酸 セ ル ロ ー ス ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ； 疎 水 性 相 互 作 用 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ； ア フ ィ ニ テ ィ ー ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ； ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ・ ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー 、 あ る い は 圧 排 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 、 宿 主 細 胞 の 培 地 か ら 開 始 し て
精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
「 培 地 」 は 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 単 離 又 は 精 製 す る 培 地 と 理 解 さ れ る 。 こ の 培 地 は 、
細 胞 外 培 地 及 び /又 は 細 胞 ラ イ セ ー ト か ら 構 成 さ れ う る 。 同 様 に 、 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 立
体 構 造 が 単 離 又 は 精 製 中 に 変 わ っ た と き 、 当 業 者 に 周 知 の 技 術 は 、 活 性 な 立 体 構 造 を ポ リ
ペ プ チ ド に 取 り 戻 す こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】

本 発 明 は 、 そ の 目 的 の た め に 、 免 疫 特 異 的 抗 体 を 得 る 方 法 を も 有 す る 。
「 抗 体 」 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 キ メ ラ 、 １ 本 鎖 及 び ヒ ト 化 抗 体 、 並 び に
Fab又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 発 現 産 物 ラ イ ブ ラ リ を 含 む Fab断 片 を 含 む と 理 解 さ れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
免 疫 特 異 的 抗 体 は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド を 用 い た 動 物 の 免 疫 処 置 に よ っ て 得 る こ と
が で き る 。
【 ０ １ １ ３ 】
本 発 明 は 、 先 に 定 義 さ れ た よ う な 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る 免 疫 特 異 的 抗 体 に も
関 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の 断 片 の 1つ 、 ア ナ ロ グ 、 そ の 変 異 型 の 1つ 、 又 は こ の ポ リ
ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 を 、 免 疫 特 異 的 抗 体 を 産 生 す る た め に 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
用 語 「 免 疫 特 異 的 」 は 、 抗 体 が 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に 対 し て 先 行 技 術 で 知 ら れ て い る 他
の ポ リ ペ プ チ ド よ り 優 れ た 親 和 性 を 有 す る こ と を 意 味 す る 。
免 疫 特 異 的 抗 体 は 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に 従 っ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 、 そ の 断 片 の 1
つ 、 ア ナ ロ グ 又 は エ ピ ト ー プ 断 片 、 あ る い は 哺 乳 動 物 の 、 好 ま し く は 非 ヒ ト の 細 胞 内 に こ
の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 発 現 す る 細 胞 を 投 与 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 準 備 の た め に 、 細 胞 系 か ら 始 ま る 、 抗 体 産 生 の 典 型 的 な 方 法 、 例 え
ば ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (Kohler et al.5 Nature (1975) 256: 495-497)、 ト リ オ ー マ (trio
ma)技 術 、 ヒ ト B細 胞 ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (Kozbor et al., Immunology Today (1983) 4:72
)、 そ し て EBVハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 (Cole et al., "The EBV-hybridoma technique and its
 application to human lung cancer," in Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy 
(Vol. 27, UCLA Symposia on Molecular and Cellular Biology, New Series) (eds. R.A
. Reisfeld and S. Sell), pp. 77-96, Alan R. Liss, 社  N.Y., 1985, pp. 77-96)を 使
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用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
同 様 に 、 例 え ば 、 米 国 特 許 番 号 第 4,946,778号 に 記 載 の 単 一 鎖 抗 体 産 生 の 技 術 を 使 用 す る
こ と が で き る 。
同 様 に 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 例 え ば マ ウ ス を 、 例 え ば ヒ ト 化 抗 体 を 産 生 す る た め に
使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】

同 様 に 、 本 発 明 は 、 そ の 目 的 の た め に 、 以 下 の ：
a)　 少 な く と も 1の コ ー デ ィ ン グ SNPを 包 含 す る 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 み
換 え ベ ク タ ー を 準 備 し 、
b)　 a)に よ る 組 み 換 え ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 を 準 備 し 、
c)　 b)に よ る 宿 主 細 胞 と 、 試 験 す べ き 作 用 物 質 と を 接 触 さ せ 、 そ し て
d)　 上 記 試 験 す べ き 作 用 物 質 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ た 活 性 化 又 は 抑 制 効 果 を 測 定 す る 、
を 含 む 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド を 活 性 化 す る か 又 は 抑 制 す る 作 用 物 質 の 同 定 方 法 を 有
す る 。
【 ０ １ １ ９ 】
本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 そ れ と 相 互 作 用 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 の た め に
使 用 さ れ る こ と も で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
こ れ ら の 化 合 物 は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 内 因 活 性 を 活 性 化 す る (ア ゴ ニ ス ト )又 は
抑 制 す る 作 用 物 質 (ア ン タ ゴ ニ ス ト )で あ り う る 。 同 様 に 、 こ れ ら の 化 合 物 は 、 本 発 明 の ポ
リ ペ プ チ ド の リ ガ ン ド 又 は 基 質 で あ る か も し れ な い 。 Coligan et al., Current Protocol
s in Immunology 1 (2), Chapter 5 (1991)を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ２ １ 】
一 般 的 に 、 そ の よ う な 方 法 を 実 行 す る た め に 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 適 当
な 宿 主 細 胞 を 産 生 す る こ と が 何 よ り も 望 ま し い 。 そ の よ う な 細 胞 は 、 例 え ば 哺 乳 動 物 の 細
胞 、 酵 母 細 胞 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の よ う な 昆 虫 の 細 胞 、 又 は E.コ リ の よ う な 細 菌 の 細 胞 で
あ る か も し れ な い 。 次 に 、 こ れ ら の 細 胞 又 は こ れ ら の 細 胞 の 膜 抽 出 物 を 、 試 験 す べ き 化 合
物 の 存 在 下 に 加 え る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
次 に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド と 、 検 討 さ れ た 化 合 物 の 結 合 能 力 、 及 び 機 能 的 応 答 の 抑 制 又
は 活 性 化 を 、 観 察 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
前 記 方 法 の ス テ ッ プ d)は 、 直 接 的 に 又 は 間 接 的 に 標 識 さ れ た 、 試 験 す べ き 作 用 物 質 を 使 う
こ と に よ っ て 実 行 す る こ と が で き る 。 そ れ は 、 標 識 又 は 無 標 識 作 用 物 質 と 標 識 拮 抗 物 質 を
使 用 す る こ と に よ る 競 合 試 験 を 含 む こ と も で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
検 討 す べ き 作 用 物 質 が 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 細 胞 の 活 性 化 又 は 抑 制 シ グ ナ ル を
生 じ る 場 合 、 検 出 す べ き シ グ ナ ル に 従 っ て 選 ば れ る 検 出 手 段 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 同
様 に 測 定 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
そ の よ う な 活 性 化 又 は 抑 制 作 用 物 質 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 そ し て 特 定 の 場 合 に お い て 、
例 え ば オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば タ ン パ ク 質 若 し く は 抗 体 で あ る か も
し れ な い 。
【 ０ １ ２ ６ 】
本 発 明 は 、 そ の 目 的 の た め に 、 以 下 の ：
a)　 少 な く と も 1の コ ー デ ィ ン グ SNPを 包 含 す る 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 組 み
換 え ベ ク タ ー の 準 備 、
b)　 a)に よ る 組 み 換 え ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 の 準 備 、
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c)　 b)に よ る 宿 主 細 胞 の 、 試 験 す べ き 作 用 物 質 の 存 在 下 へ の 添 加 、 そ し て
d)　 上 記 試 験 す べ き 作 用 物 質 に 対 す る 上 記 ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 引 き 起 こ さ れ た 活 性 化 又
は 抑 制 効 果 の 測 定 、
を 含 む 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド に よ り 活 性 化 す る か 又 は 抑 制 さ れ る 作 用 物 質 の 同 定 方
法 を も 有 す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド に よ っ て 活 性 化 又 は 抑 制 さ れ る 作 用 物 質 は 、 そ れ ぞ れ 、 こ の ポ リ ペ
プ チ ド の 存 在 下 で 活 性 化 又 は 抑 制 に よ り 応 答 す る 作 用 物 質 で あ る 。 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド
に よ っ て 直 接 的 に 又 は 間 接 的 に 活 性 化 又 は 抑 制 さ れ る 作 用 物 質 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 例 え ば
、 膜 又 は 核 内 の 受 容 体 、 キ ナ ー ゼ 、 よ り 好 ま し く は チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 、 転 写 因 子 、 又 は ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド か ら 成 る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】

本 発 明 は 、 目 的 の た め に 、 以 下 の ：
a)　 患 者 の ゲ ノ ム 中 の 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 又 は 不 存 在 の 測 定 ；
b)　 患 者 に お け る 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 レ ベ ル の 測 定 ；
c)　 患 者 に お け る 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 又 は 不 存 在 の 測 定 ；
d)　 患 者 に お け る 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 濃 度 の 測 定 ； 及 び /又 は
e)　 患 者 に お け る 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 性 の 測 定 、
の 少 な く と も 1つ を 含 む 、 患 者 の に お け る 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び /又 は 本 発 明
に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 生 物 学 的 な 特 性 の 分 析 方 法 を も 有 す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
こ れ ら の 生 物 学 的 な 特 性 は 、 患 者 又 は 患 者 由 来 の サ ン プ ル に お い て 分 析 さ れ う る 。
こ れ ら の 生 物 学 的 な 特 性 は 、 遺 伝 子 診 断 を 実 行 す る こ と 、 及 び 患 者 が 病 気 に 冒 さ れ る か 又
冒 さ れ る 危 険 に さ ら さ れ て い る か ど う か を 判 断 す る こ と 、 あ る い は 、 逆 に 、 本 発 明 に よ る
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 及 び /又 は 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 存 在 と 結 び 付 い た 病 気 、 軽 い 病
気 又 は 障 害 の 進 行 に 対 す る 部 分 的 な 耐 性 を 与 え る こ と を 可 能 に す る か も し れ な い 。
【 ０ １ ３ ０ 】
こ れ ら の 病 気 は 、 障 害 及 び /又 は ヒ ト の 病 気 、 例 え ば 癌 及 び 腫 瘍 、 感 染 症 、 性 病 、 免 疫 に
関 連 す る 病 気 及 び /又 は 自 己 免 疫 疾 患 及 び 障 害 、 心 血 管 系 の 病 気 、 代 謝 系 の 病 気 、 中 枢 神
経 系 の 病 気 、 並 び に 化 学 療 法 治 療 に 関 係 し た 障 害 で あ る か も し れ な い 。
【 ０ １ ３ １ 】
前 記 癌 及 び 腫 瘍 は 、 転 移 性 腎 癌 を 含 む 癌 腫 、 メ ラ ノ ー マ 、 濾 胞 性 リ ン パ 腫 及 び 皮 膚 T細 胞
型 リ ン パ 腫 を 含 む リ ン パ 腫 、 毛 様 細 胞 性 白 血 病 、 慢 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 及 び 慢 性 骨 髄 性 白
血 病 を 含 む 白 血 病 、 肝 臓 、 頸 部 、 頭 部 及 び 腎 臓 の 癌 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 、
並 び に AIDSの 場 合 の カ ポ ジ 肉 腫 を 含 む 、 免 疫 欠 陥 に 続 い て 現 れ る 腫 瘍 を 含 む 。
【 ０ １ ３ ２ 】
前 記 感 染 症 は 、 慢 性 B及 び C型 肝 炎 及 び HIV/AIDSを 含 む ウ イ ル ス 感 染 、 感 染 性 肺 炎 、 並 び に
、 例 え ば 陰 部 疣 贅 を 含 む 性 病 を 含 む 。
前 記 の 免 疫 学 的 及 び 自 己 免 疫 学 的 に 関 連 す る 病 気 は 、 組 織 又 は 臓 器 移 植 片 の 拒 絶 、 ア レ ル
ギ ー 、 喘 息 、 乾 癬 、 関 節 リ ウ マ チ 、 多 発 性 硬 化 症 、 ク ロ ー ン 病 、 並 び に 潰 瘍 性 大 腸 炎 を 含
む 。
【 ０ １ ３ ３ 】
前 記 代 謝 系 の 病 気 は 、 肥 満 症 の よ う な 免 疫 に 関 係 し な い 病 気 を 含 む 。
前 記 中 枢 神 経 系 の 病 気 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 統 合 失 調 症 及 び う つ 病 を
含 む 。
【 ０ １ ３ ４ 】
前 記 の 病 気 及 び 障 害 は 、 外 傷 の 治 癒 、 透 析 患 者 の 貧 血 及 び 骨 粗 鬆 症 を も 含 む 。
当 該 方 法 は 、 患 者 に お け る 本 発 明 に よ る SNPに よ っ て コ ー ド さ れ た 変 異 型 対 立 遺 伝 子 の 存
在 と 関 連 す る 病 気 又 は そ の 病 気 へ の 耐 性 に 対 す る 遺 伝 子 診 断 を も 可 能 に す る 。
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好 ま し く は 、 ス テ ッ プ a)に お い て 、 例 え ば 先 に 定 義 し た コ ー デ ィ ン グ SNPの 少 な く と も 1つ
を 含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 存 在 又 は 不 存 在 が 検 出 さ れ る は ず で あ る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
前 記 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 検 出 は 、 検 討 す べ き 患 者 か ら の 生 物 学 的 サ ン プ ル 、 例 え ば 細 胞 、
血 液 、 尿 、 唾 液 か ら 、 あ る い は 検 討 す べ き 患 者 の 生 検 又 は 検 死 解 剖 か ら 開 始 し て 実 行 さ れ
る 。 例 え ば 、 ゲ ノ ム DNAは 、 検 出 の た め に 直 接 的 に 又 は PCR増 幅 後 に 使 用 さ れ う る 。 同 様 に
、 RNA又 は cDNAも 類 似 し た 方 法 で 使 用 さ れ う る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
次 に 、 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 患 者 の ゲ ノ ム で 検 出 さ れ た
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 比 較 す る こ と が 可 能 で あ る 。
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 比 較 は 、 配 列 決 定 、 DNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 、 変 性 剤 あ り 又 は
な し で の 電 気 泳 動 ゲ ル 上 DNA断 片 の 移 動 度 の 相 違 、 あ る い は 融 解 温 度 の 相 違 に よ り 実 行 す
る こ と が で き る 。 Myers et al, Science (1985) 230: 1242を 参 照 の こ と 。 同 様 に 、 明 確
な 位 置 で の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 構 造 の そ の よ う な 変 更 は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ ・ プ ロ テ ク シ ョ ン
試 験 、 例 え ば RNaseと S1ヌ ク レ ア ー ゼ に よ り 、 あ る い は 化 学 的 切 断 剤 に よ っ て も 明 ら か に
さ れ る こ と が で き る 。 Cotton et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA (1985) 85:4397－ 440
1を 参 照 の こ と 。 同 様 に 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 断 片 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ
ロ ー ブ は 、 ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
当 業 者 に 周 知 の 多 く の 方 法 が 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 測 定 す る た め に 、 そ し
て 当 該 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 遺 伝 子 の 変 異 性 の 同 定 の た め に 使 用 さ れ る こ と が で き る (Chee 
et al., Science(1996), Vol 274, pp610－ 613を 参 照 の こ と )。
【 ０ １ ３ ８ 】
ス テ ッ プ b)に お い て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 レ ベ ル は 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 、 例 え ば PC
R、 RT－ PCR、 RNaseプ ロ テ ク シ ョ ン 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 及 び 他 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
法 に 従 っ て 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ た (そ し て ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る )
RNAレ ベ ル を 定 量 す る こ と に よ り 計 測 さ れ う る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
ス テ ッ プ c)及 び d)に お い て 、 患 者 又 は 患 者 由 来 の サ ン プ ル 中 の 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド
の 存 在 又 は 不 存 在 は 、 周 知 の 方 法 、 例 え ば ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 拮 抗 結 合 試 験 、 ウ ェ ス
タ ン ブ ロ ッ ト 及 び ELISA試 験 に よ り 実 行 さ れ う る 。
ス テ ッ プ d)に 続 い て 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 測 定 さ れ た 濃 度 は 、 患 者 で 通 常 見 ら れ
て い る 天 然 の 野 生 型 タ ン パ ク 質 濃 度 と 比 較 さ れ る か も し れ な い 。
【 ０ １ ４ ０ 】
当 業 者 は 、 先 行 技 術 刊 行 物 の 助 け を 借 り る か 又 は 慣 例 の 試 験 若 し く は ア ッ セ イ 、 例 え ば 先
に 触 れ た 方 法 に よ り 、 先 に 示 さ れ た 感 受 性 又 は 、 反 対 に 、 病 気 、 軽 い 病 気 若 し く は 障 害 に
対 す る 耐 性 を 確 認 で き る 、 閾 値 超 又 は 未 満 を 確 認 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ １ 】
ス テ ッ プ e)に お い て 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 機 能 性 の 測 定 は 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法
、 例 え ば 先 に 触 れ た イ ン ビ ト ロ 検 査 に よ る か 、 又 は 上 記 ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る 宿 主 細 胞
の 使 用 に よ り 実 行 さ れ う る 。
【 ０ １ ４ ２ 】

本 発 明 は 、 そ の 目 的 の た め に 、 活 性 な 作 用 物 質 と し て 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 治
療 用 化 合 物 を も 有 す る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
本 発 明 は 、 様 々 な ヒ ト の 障 害 及 び /又 は 病 気 の 予 防 又 は 治 療 を 対 象 と し た 、 治 療 用 化 合 物
の 製 造 の た め の 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 に も 関 す る 。 こ れ ら の 病 気 は 、 障 害 及 び
/又 は ヒ ト の 病 気 、 例 え ば 癌 及 び 腫 瘍 、 感 染 症 、 性 病 、 免 疫 に 関 連 す る 病 気 及 び /又 は 自 己
免 疫 疾 患 及 び 障 害 、 心 血 管 系 の 病 気 、 代 謝 系 の 病 気 、 中 枢 神 経 系 の 病 気 、 並 び に 化 学 療 法
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治 療 に 関 係 し た 障 害 で あ る か も し れ な い 。
【 ０ １ ４ ４ 】
前 記 癌 及 び 腫 瘍 は 、 転 移 性 腎 癌 を 含 む 癌 腫 、 メ ラ ノ ー マ 、 濾 胞 性 リ ン パ 腫 及 び 皮 膚 T細 胞
型 リ ン パ 腫 を 含 む リ ン パ 腫 、 毛 様 細 胞 性 白 血 病 、 慢 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 及 び 慢 性 骨 髄 性 白
血 病 を 含 む 白 血 病 、 肝 臓 、 頸 部 、 頭 部 及 び 腎 臓 の 癌 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 、
並 び に AIDSの 場 合 の カ ポ ジ 肉 腫 を 含 む 、 免 疫 欠 陥 に 続 い て 現 れ る 腫 瘍 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ５ 】
前 記 感 染 症 は 、 慢 性 B及 び C型 肝 炎 及 び HIV/AIDSを 含 む ウ イ ル ス 感 染 、 感 染 性 肺 炎 、 並 び に
、 例 え ば 陰 部 疣 贅 を 含 む 性 病 を 含 む 。
【 ０ １ ４ ６ 】
前 記 の 免 疫 学 的 及 び 自 己 免 疫 学 的 に 関 連 す る 病 気 は 、 組 織 又 は 臓 器 移 植 片 の 拒 絶 、 ア レ ル
ギ ー 、 喘 息 、 乾 癬 、 関 節 リ ウ マ チ 、 多 発 性 硬 化 症 、 ク ロ ー ン 病 、 並 び に 潰 瘍 性 大 腸 炎 を 含
む 。
前 記 代 謝 系 の 病 気 は 、 肥 満 症 の よ う な 免 疫 に 関 係 し な い 病 気 を 含 む 。
前 記 中 枢 神 経 系 の 病 気 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 統 合 失 調 症 及 び う つ 病 を
含 む 。
【 ０ １ ４ ７ 】
前 記 の 病 気 及 び 障 害 は 、 外 傷 の 治 癒 、 透 析 患 者 の 貧 血 及 び 骨 粗 鬆 症 を も 含 む 。
好 ま し く は 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 様 々 な ヒ ト の 障 害 及 び /又 は 病 気 、 例 え ば 慢
性 B及 び C型 肝 炎 の よ う な 特 定 の ウ イ ル ス 感 染 症 、 毛 様 細 胞 性 白 血 病 及 び 慢 性 骨 髄 性 白 血 病
の よ う な 白 血 病 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 濾 胞 性 リ ン パ 腫 、 カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 、 悪 性 黒 色 腫 、 転 移
性 腎 癌 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 並 び に AIDSの 場 合 に 免 疫 欠 陥 に 続 い て 現 れ
る 腫 瘍 、 例 え ば カ ポ ジ 肉 腫 、 そ し て 陰 部 疣 贅 又 は 性 病 の 予 防 又 は 治 療 を 対 象 と し た 治 療 用
化 合 物 の 製 造 の た め に 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド を 得 る こ と を 可 能 に す る 特 定 の 化 合 物 、 並 び に 当 該 ポ リ ペ プ チ
ド か ら 得 ら れ る 又 は そ れ に よ り 同 定 さ れ る 化 合 物 は 、 同 じ く 、 す な わ ち 治 療 用 化 合 物 と し
て 、 人 体 の 治 療 の た め の 処 置 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
こ う い う わ け で 、 本 発 明 は 、 目 的 の た め に 、 活 性 作 用 物 質 と し て 先 に 定 義 さ れ た コ ー デ ィ
ン グ SNPの 少 な く と も 1つ を 含 む 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 先 に 定 義 さ れ た 組 み 換 え
ベ ク タ ー 、 先 に 定 義 さ れ た 宿 主 細 胞 、 及 び /又 は 先 に 定 義 さ れ た 抗 体 を 含 む 薬 剤 を も 有 す
る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
本 発 明 は 、 様 々 な ヒ ト の 障 害 及 び /又 は 病 気 の 予 防 又 は 治 療 を 対 象 と し た 薬 剤 の 製 造 の た
め の 、 先 に 定 義 さ れ た コ ー デ ィ ン グ SNPの 少 な く と も 1つ を 含 む 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ
チ ド 、 先 に 定 義 さ れ た 組 み 換 え ベ ク タ ー 、 先 に 定 義 さ れ た 宿 主 細 胞 、 及 び /又 は 先 に 定 義
さ れ た 抗 体 の 使 用 に も 関 す る 。 こ れ ら の 病 気 は 、 障 害 及 び /又 は ヒ ト の 病 気 、 例 え ば 癌 及
び 腫 瘍 、 感 染 症 、 性 病 、 免 疫 に 関 連 す る 病 気 及 び /又 は 自 己 免 疫 疾 患 及 び 障 害 、 心 血 管 系
の 病 気 、 代 謝 系 の 病 気 、 中 枢 神 経 系 の 病 気 、 並 び に 化 学 療 法 治 療 に 関 係 し た 障 害 で あ る か
も し れ な い 。
【 ０ １ ５ １ 】
前 記 癌 及 び 腫 瘍 は 、 転 移 性 腎 癌 を 含 む 癌 腫 、 メ ラ ノ ー マ 、 濾 胞 性 リ ン パ 腫 及 び 皮 膚 T細 胞
型 リ ン パ 腫 を 含 む リ ン パ 腫 、 毛 様 細 胞 性 白 血 病 、 慢 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 及 び 慢 性 骨 髄 性 白
血 病 を 含 む 白 血 病 、 肝 臓 、 頸 部 、 頭 部 及 び 腎 臓 の 癌 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 、
並 び に AIDSの 場 合 の カ ポ ジ 肉 腫 を 含 む 、 免 疫 欠 陥 に 続 い て 現 れ る 腫 瘍 を 含 む 。
【 ０ １ ５ ２ 】
前 記 感 染 症 は 、 慢 性 B及 び C型 肝 炎 及 び HIV/AIDSを 含 む ウ イ ル ス 感 染 、 感 染 性 肺 炎 、 並 び に
、 例 え ば 陰 部 疣 贅 を 含 む 性 病 を 含 む 。
前 記 の 免 疫 学 的 及 び 自 己 免 疫 学 的 に 関 連 す る 病 気 は 、 組 織 又 は 臓 器 移 植 片 の 拒 絶 、 ア レ ル
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ギ ー 、 喘 息 、 乾 癬 、 関 節 リ ウ マ チ 、 多 発 性 硬 化 症 、 ク ロ ー ン 病 、 並 び に 潰 瘍 性 大 腸 炎 を 含
む 。
【 ０ １ ５ ３ 】
前 記 代 謝 系 の 病 気 は 、 肥 満 症 の よ う な 免 疫 に 関 係 し な い 病 気 を 含 む 。
前 記 中 枢 神 経 系 の 病 気 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 統 合 失 調 症 及 び う つ 病 を
含 む 。
【 ０ １ ５ ４ 】
前 記 の 病 気 及 び 障 害 は 、 外 傷 の 治 癒 、 透 析 患 者 の 貧 血 及 び 骨 粗 鬆 症 を も 含 む 。
好 ま し く は 、 本 発 明 は 、 様 々 な ヒ ト の 障 害 及 び /又 は 病 気 、 例 え ば 慢 性 B及 び C型 肝 炎 の よ
う な 特 定 の ウ イ ル ス 感 染 症 、 毛 様 細 胞 性 白 血 病 及 び 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 の よ う な 白 血 病 、 多
発 性 骨 髄 腫 、 濾 胞 性 リ ン パ 腫 、 カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 、 悪 性 黒 色 腫 、 転 移 性 腎 癌 、 ア ル ツ ハ イ
マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 並 び に AIDSの 場 合 に 免 疫 欠 陥 に 続 い て 現 れ る 腫 瘍 、 例 え ば カ ポ
ジ 肉 腫 、 そ し て 陰 部 疣 贅 又 は 性 病 の 予 防 又 は 治 療 を 対 象 と し た 薬 剤 の 製 造 の た め の 、 先 に
定 義 さ れ た コ ー デ ィ ン グ SNPの 少 な く と も 1つ を 含 む 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 先 に
定 義 さ れ た 組 み 換 え ベ ク タ ー 、 先 に 定 義 さ れ た 宿 主 細 胞 、 及 び /又 は 先 に 定 義 さ れ た 抗 体
の 使 用 に 関 係 す る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
活 性 な 作 用 物 質 と し て 有 用 な 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド 及 び 他 の 化 合 物 の 投 与 量 は 、 化 合 物
の 選 択 、 治 療 の た め の 適 応 、 投 与 方 式 、 製 剤 の 性 質 、 患 者 の 性 質 及 び 医 者 の 判 断 に 依 存 す
る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
活 性 な 作 用 物 質 と し て 使 用 さ れ る 時 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド は 、 一 般 に 1～ 100 μ g/k
g患 者 の 範 囲 の 服 用 量 で 投 与 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
本 発 明 は 、 目 的 と し て 、 活 性 な 作 用 物 質 と し て 、 先 に 触 れ た 化 合 物 、 例 え ば 本 発 明 に よ る
ポ リ ペ プ チ ド 、 先 に 定 義 さ れ た SNPの 少 な く と も 1つ を 含 む 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド
、 先 に 定 義 さ れ た 組 み 換 え ベ ク タ ー 、 先 に 定 義 さ れ た 宿 主 細 胞 、 及 び /又 は 先 に 定 義 さ れ
た 抗 体 の 少 な く と も 1つ 、 並 び に 医 薬 と し て 許 容 さ れ る 賦 形 剤 を 含 む 医 薬 組 成 物 を も 有 す
る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
こ れ ら の 医 薬 組 成 物 に お い て 、 活 性 な 作 用 物 質 は 、 有 利 に は 生 理 学 的 に 有 効 な 服 用 量 で 存
在 す る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
こ れ ら の 医 薬 組 成 物 は 、 例 え ば 固 体 又 は 液 体 で あ り こ と が で き 、 そ し て ヒ ト の 薬 剤 に 現 在
使 用 さ れ て い る 医 薬 形 態 、 例 え ば 単 純 な 又 は 表 面 を 覆 わ れ て い る 錠 剤 、 ゲ ル カ プ セ ル 、 顆
粒 剤 、 カ ラ メ ル 、 坐 剤 、 及 び 、 好 ま し く は 注 射 可 能 な 製 剤 及 び 注 射 可 能 な 粉 末 で あ る こ と
が で き る 。 こ れ ら の 医 薬 形 態 は 、 通 常 の 方 法 に 従 っ て 調 製 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
活 性 な 作 用 物 質 は 、 通 常 医 薬 組 成 物 に 使 用 さ れ る 賦 形 剤 、 例 え ば 滑 石 、 ア ラ ビ ア ゴ ム 、 ラ
ク ト ー ス 、 ス タ ー チ 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 グ リ セ ロ ー ル 、 エ タ ノ ー ル 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ
シ ウ ム 、 コ コ ア バ タ ー 、 水 性 又 は 非 水 性 溶 媒 、 動 物 又 は 野 菜 起 源 の 脂 肪 質 物 質 、 パ ラ フ ィ
ン 系 誘 導 体 、 グ リ コ ー ル 、 様 々 な 湿 潤 剤 、 分 散 剤 又 は 乳 化 剤 、 保 存 剤 に 組 み 込 む こ と が で
き る 。
【 ０ １ ６ １ 】
本 発 明 に よ る 活 性 な 作 用 物 質 は 、 単 独 で 、 あ る い は 、 例 え ば 治 療 用 化 合 物 、 例 え ば 他 の サ
イ ト カ イ ン 、 例 え ば イ ン タ ー ロ イ キ ン 又 は イ ン タ ー フ ェ ロ ン の よ う な 他 の 化 合 物 と の 組 み
合 わ せ 物 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
医 薬 組 成 物 の 様 々 な 製 剤 が 、 投 与 の 方 式 に 従 っ て 適 合 さ せ ら れ る 。
医 薬 組 成 物 は 、 当 業 者 に 知 ら れ る 様 々 な 投 与 経 路 に よ っ て 投 与 さ れ う る 。
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同 様 に 、 本 発 明 は 、 目 的 の た め に 、 活 性 な 作 用 物 質 と し て 、 先 に 触 れ た 化 合 物 、 例 え ば 本
発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 全 体 又 は 一 部 、 先 に 定 義 さ れ
た 組 み 換 え ベ ク タ ー 、 先 に 定 義 さ れ た 宿 主 細 胞 、 及 び /又 は 先 に 定 義 さ れ た 抗 体 の 少 な く
と も 1つ 、 並 び に 好 適 な 医 薬 と し て 許 容 さ れ る 賦 形 剤 を 含 む 診 断 用 組 成 物 を 有 す る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
当 該 診 断 用 組 成 物 は 、 例 え ば 診 断 用 組 成 物 で 一 般 に 使 用 さ れ る も の 、 例 え ば 緩 衝 剤 及 び 保
存 剤 の よ う な 好 適 な 賦 形 剤 を 含 む か も し れ な い 。
【 ０ １ ６ ４ 】
同 様 に 、 本 発 明 は 、 目 的 の た め に 、 患 者 に お け る 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 又 は 活
性 の 増 加 を 意 図 し た 治 療 用 化 合 物 を 調 製 す る た め の 、 以 下 の ：
a)　 治 療 と し て 有 効 な 量 の 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び /又 は
b)　 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 及 び /又 は
c)　 先 に 定 義 さ れ た 治 療 す べ き 患 者 か ら の 宿 主 細 胞 、
の 使 用 を 有 す る 。
よ っ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 又 は 活 性 の 増 加 を 必 要 と し て い る 患 者 を 治 療 す る た
め に 、 い く つ か の 方 法 が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
医 薬 と し て 許 容 さ れ る 賦 形 剤 と 一 緒 に 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 治 療 と し て の 有 効 量 を 患
者 に 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
患 者 へ の 本 発 明 に よ る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 投 与 に よ っ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 内 性 産
生 を 増 や す こ と が 同 様 に 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 こ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス
発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と が で き る 。 形 質 導 入 さ れ た 細 胞 が 着 目 の 遺 伝 子 を 含 む 感 染 性
ウ イ ル ス 粒 子 を 産 生 す る 方 法 に よ り 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る RNAを 含 む レ ト
ロ ウ イ ル ス ・ プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー に 感 染 し た 細 胞 か ら 開 始 さ れ 、 そ の よ う な ベ ク タ ー を 単
離 さ れ る こ と が で き る 。 Gene Therapy and other Molecular Genetic-based Therapeutic
 Approaches, Chapter 20, in Human Molecular Genetics, Strachan and Read, BIOS Sc
ientifics Publishers Ltd (1996)を 参 照 の こ と 。
【 ０ １ ６ ７ 】
本 発 明 に お い て 、 好 ま し く は 、 例 え ば 先 に 定 義 さ れ た コ ー デ ィ ン グ SNPの 少 な く と も 1つ を
含 む ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
あ ら か じ め 採 取 さ れ 、 そ し て 先 に 記 載 さ れ る 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド を 発 現 す る た め に
修 飾 さ れ た 、 彼 に 帰 属 す る こ れ ら の 宿 主 細 胞 を 、 患 者 に 投 与 す る こ と が 同 様 に 可 能 で あ る
。
【 ０ １ ６ ９ 】
同 様 に 、 本 発 明 は 、 目 的 の た め に 、 患 者 に お け る 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 又 は 活
性 の 減 少 を 意 図 し た 治 療 用 化 合 物 を 調 製 す る た め の 、 以 下 の ：
a)　 治 療 と し て 有 効 量 の 先 に 定 義 さ れ た 免 疫 特 異 的 抗 体 、 及 び /又 は
b)　 本 発 明 に よ る ポ リ ペ プ チ ド の 発 現 の 抑 制 を 可 能 に す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 の 使 用 に 関
す る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
こ の よ う に 、 あ る い は 医 薬 と し て 許 容 さ れ る 賦 形 剤 と の 組 み 合 わ せ 物 と し て 、 治 療 と し て
有 効 量 の 抑 制 作 用 物 質 及 び /又 は 例 え ば 先 に 定 義 さ れ た 抗 体 を 患 者 に 投 与 す る こ と が 可 能
で あ る 。
【 ０ １ ７ １ 】
同 様 に 、 患 者 へ の 、 本 発 明 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 発 現 を 抑 制 す る こ と が で き る 本 発 明 に よ
る 相 補 的 な ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の 投 与 に よ っ て 、 本 発 明 の ポ リ ペ プ チ ド の 内 性 産 生 を 減 少 さ
せ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
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好 ま し く は 、 例 え ば 先 に 定 義 さ れ た コ ー デ ィ ン グ SNPの 少 な く と も 1つ を 含 む 相 補 的 な ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
本 発 明 は 、 患 者 の 予 防 又 は 治 療 向 け の 薬 剤 の 製 造 の た め の IFNα － 21タ ン パ ク 質 の 使 用 に
も 関 係 し 、 上 記 患 者 は 、 上 記 患 者 の ゲ ノ ム 中 の 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 1と 少 な く
と も 95%の 同 一 性 (好 ま し く は 、 97%の 同 一 性 、 よ り 好 ま し く は 99%の 同 一 性 、 そ し て 特 に 10
0%の 同 一 性 )を も ち 、 以 下 の SNPs： c794g、 c973a、 g1011c、 t1049a、 t1155a、 a1204g、 t12
65c、 t1277cの 1つ を 含 む 上 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 提 供 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 存 在 に 結 び
付 い た IFNα － 21変 異 型 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ た 障 害 又 は 病 気 を 患 っ て い る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
好 ま し く は 、 前 記 薬 剤 は 、 癌 及 び 腫 瘍 、 感 染 症 、 性 病 、 免 疫 に 関 連 す る 病 気 及 び /又 は 自
己 免 疫 疾 患 及 び 障 害 、 心 血 管 系 の 病 気 、 代 謝 系 の 病 気 、 中 枢 神 経 系 の 病 気 、 並 び に 化 学 療
法 治 療 に 関 係 し た 障 害 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 病 気 の 1つ を 予 防 又 は 治 療 す る た め に 使 用
さ れ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
前 記 癌 及 び 腫 瘍 は 、 転 移 性 腎 癌 を 含 む 癌 腫 、 メ ラ ノ ー マ 、 濾 胞 性 リ ン パ 腫 及 び 皮 膚 T細 胞
型 リ ン パ 腫 を 含 む リ ン パ 腫 、 毛 様 細 胞 性 白 血 病 、 慢 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 及 び 慢 性 骨 髄 性 白
血 病 を 含 む 白 血 病 、 肝 臓 、 頸 部 、 頭 部 及 び 腎 臓 の 癌 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 、
並 び に AIDSの 場 合 の カ ポ ジ 肉 腫 を 含 む 、 免 疫 欠 陥 に 続 い て 現 れ る 腫 瘍 を 含 む 。
【 ０ １ ７ ６ 】
前 記 感 染 症 は 、 慢 性 B及 び C型 肝 炎 及 び HIV/AIDSを 含 む ウ イ ル ス 感 染 、 感 染 性 肺 炎 、 並 び に
、 例 え ば 陰 部 疣 贅 を 含 む 性 病 を 含 む 。
【 ０ １ ７ ７ 】
前 記 の 免 疫 学 的 及 び 自 己 免 疫 学 的 に 関 連 す る 病 気 は 、 組 織 又 は 臓 器 移 植 片 の 拒 絶 、 ア レ ル
ギ ー 、 喘 息 、 乾 癬 、 関 節 リ ウ マ チ 、 多 発 性 硬 化 症 、 ク ロ ー ン 病 、 並 び に 潰 瘍 性 大 腸 炎 を 含
む 。
【 ０ １ ７ ８ 】
前 記 代 謝 系 の 病 気 は 、 肥 満 症 の よ う な 免 疫 に 関 係 し な い 病 気 を 含 む 。
前 記 中 枢 神 経 系 の 病 気 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 統 合 失 調 症 及 び う つ 病 を
含 む 。
前 記 の 病 気 及 び 障 害 は 、 外 傷 の 治 癒 、 透 析 患 者 の 貧 血 及 び 骨 粗 鬆 症 を も 含 む 。
【 ０ １ ７ ９ 】

本 発 明 は 、 以 下 の ポ リ ペ プ チ ド ：
a)　 ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2、 又 は
b)　 ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2の 24位 と 189位 の 間 に 包 含 さ れ る ア ミ ノ 酸 を 含 む ア ミ ノ 酸 配
列 ；
の そ れ と 実 質 的 に 類 似 し た 生 物 活 性 を も つ 新 し い 化 合 物 と も 関 係 す る 、
た だ し 、 a)及 び b)下 の ア ミ ノ 酸 配 列 は SNP K179Eを 含 む 。
前 記 生 物 活 性 は 、 実 験 の 項 に 記 載 さ れ る と お り 、 例 え ば 樹 状 細 胞 成 熟 を 刺 激 す る 能 力 、 CD
4＋ 又 は CD8＋  Tリ ン パ 球 に よ る サ イ ト カ イ ン 放 出 、 単 球 に よ る サ イ ト カ イ ン 放 出 、 イ ン ビ
ト ロ 又 は イ ン ビ ボ に お け る 抗 ウ イ ル ス 活 性 、 Daudiバ ー キ ッ ト 細 胞 系 に 対 す る 細 胞 抗 増 殖
性 活 性 、 TF－ 1細 胞 系 に 対 す る 細 胞 抗 増 殖 性 活 性 を 計 測 す る こ と に よ っ て 評 価 さ れ う る 。
【 ０ １ ８ ０ 】
実 験 の 項 で 触 れ ら れ る よ う に 、 K179E変 異 IFNα － 21は 、 以 下 の 点 ：
・ 　 K179E変 異 IFNα － 21は 、 樹 状 細 胞 成 熟 を 刺 激 す る よ り 高 い 能 力 を 有 す る ；
・ 　 K179E変 異 IFNα － 21は 、 CD4＋ 又 は CD8＋  Tリ ン パ 球 に よ る IFN－ ガ ン マ 放 出 を 刺 激 す
る よ り 高 い 能 力 を 有 す る ；
・ 　 K179E変 異 IFNα － 21は 、 野 生 型 IFNα － 2の そ れ よ り 低 い 、 VSVに 感 染 し た 細 胞 培 養 に
お け る 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 有 す る 、
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で 野 生 型 IFNα － 2と 異 な る 。
実 験 の 項 で 触 れ ら れ る と お り 、 K179E変 異 IFNα － 21は 、 天 然 の 野 生 型 IFNα － 21の そ れ よ
り わ ず か に 低 い 、 Daudiバ ー キ ッ ト 細 胞 系 に 対 す る 細 胞 抗 増 殖 性 活 性 を 有 す る 。
【 ０ １ ８ １ 】
同 様 に 実 験 の 項 で 触 れ ら れ る と お り 、 K179E変 異 IFNα － 21は 、 野 生 型 IFNα － 2の そ れ と 類
似 し た TF－ 1細 胞 系 に 対 す る 細 胞 抗 増 殖 性 活 性 を 有 し 、 そ し て 野 生 型 IFNα － 2の そ れ と 類
似 し た EMCVマ ウ ス ・ モ デ ル の 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 有 す る 。
例 え ば 先 に 定 義 さ れ る よ う な 本 発 明 の 新 し い 化 合 物 は 、 K179E変 異 IFNα － 21の そ れ と 実 質
的 に 類 似 し た 生 物 活 性 を 有 す る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
前 記 化 合 物 は 、 検 討 さ れ た 生 物 活 性 の 種 類 に 従 い 、 K179E変 異 IFNα － 21の そ れ よ り 低 い か
又 は 高 く て も 生 物 活 性 を 有 す る か も し れ な い 。
例 え ば 、 前 記 化 合 物 は 、 生 化 学 的 化 合 物 、 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド 、 例 え ば 有 機
化 合 物 、 例 え ば 合 成 ペ プ チ ド 模 倣 体 で あ る か も し れ な い 。
本 発 明 は 、 先 に 定 義 さ れ て い る 化 合 物 の 同 定 の た め の 、 K179E SNPを 含 む 本 発 明 の ポ リ ペ
プ チ ド の 使 用 に も 関 係 す る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
本 発 明 は 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
a)　 例 え ば 、 試 験 す べ き 化 合 物 の 生 物 活 性 、 例 え ば 樹 状 細 胞 の 成 熟 、 CD4＋ 又 は CD8＋  Tリ
ン パ 球 に よ る サ イ ト カ イ ン 放 出 、 単 球 に よ る サ イ ト カ イ ン 放 出 、 イ ン ビ ト ロ 又 は イ ン ビ ボ
に お け る 抗 ウ イ ル ス 活 性 、 Daudiバ ー キ ッ ト 細 胞 系 に 対 す る 細 胞 抗 増 殖 性 活 性 を 測 定 し 、
b)　 以 下 の ：
i)　 試 験 す べ き 化 合 物 の ス テ ッ プ a)で 測 定 さ れ た 活 性 、 と
ii)　 ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2又 は ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2の 24位 と 189位 の 間 に 包 含 さ
れ る ア ミ ノ 酸 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 ；
た だ し 、 上 記 ア ミ ノ 酸 配 列 は K179E SNPを 含 む ；
を 比 較 し 、 そ し て
c)　 ス テ ッ プ b)で 実 行 さ れ た 比 較 を 基 礎 と し て 、 試 験 す べ き 化 合 物 が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 、 配
列 番 号 2の ポ リ ペ プ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2の 24位 と 189位 の 間 に 包 含 さ れ る ア
ミ ノ 酸 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 の そ れ と 比 較 し て 実 質 的 に 類 似 し て い る か 、 又 は 高 い 若 し く は
低 い 活 性 を 有 す る か ど う か を 決 定 す る ；
た だ し 、 上 記 ア ミ ノ 酸 配 列 は K179E SNPを 含 む 、
を 含 む 本 発 明 の 化 合 物 の 同 定 方 法 に も 関 係 す る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
好 ま し く は 、 試 験 す べ き 化 合 物 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は ア ミ
ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2の 24位 と 189位 の 間 に 包 含 さ れ る ア ミ ノ 酸 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 の そ れ
と 同 じ 3次 元 構 造 を も つ よ う に 、 合 成 ペ プ チ ド ・ コ ン ビ ナ ト リ ア ル ・ ラ イ ブ ラ リ ー 、 高 性
能 ス ク リ ー ニ ン グ か ら 前 も っ て 同 定 さ れ る か 、 あ る い は コ ン ピ ュ ー タ ー を 用 い た ド ラ ッ グ
デ ザ イ ン に よ っ て 設 計 さ れ る ； た だ し 、 上 記 ア ミ ノ 酸 配 列 は K179E SNPを 含 む 。
【 ０ １ ８ ５ 】
本 発 明 は 、 以 下 の ポ リ ペ プ チ ド ：
a)　 ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2、 又 は
b)　 ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2の 24位 と 189位 の 間 に 包 含 さ れ る ア ミ ノ 酸 を 含 む ア ミ ノ 酸 配
列 ；
の そ れ と 実 質 的 に 類 似 し た 生 物 活 性 を も つ 新 し い 化 合 物 と も 関 係 す る 、
た だ し 、 a)及 び b)下 の ア ミ ノ 酸 配 列 は SNP Q114H及 び V127Dを 含 む 。
前 記 生 物 活 性 は 、 実 験 の 項 に 記 載 さ れ る と お り 、 例 え ば 樹 状 細 胞 成 熟 を 刺 激 す る 能 力 、 CD
4＋ 又 は CD8＋  Tリ ン パ 球 に よ る サ イ ト カ イ ン 放 出 、 単 球 に よ る サ イ ト カ イ ン 放 出 、 イ ン ビ
ト ロ 又 は イ ン ビ ボ に お け る 抗 ウ イ ル ス 活 性 、 Daudiバ ー キ ッ ト 細 胞 系 に 対 す る 細 胞 抗 増 殖
性 活 性 、 TF－ 1細 胞 系 に 対 す る 細 胞 抗 増 殖 性 活 性 を 計 測 す る こ と に よ っ て 評 価 さ れ う る 。
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【 ０ １ ８ ６ 】
実 験 の 項 で 触 れ ら れ る よ う に 、 SNPs Q114H及 び V127Dの 両 者 を 含 む IFNα － 21(こ の 二 重 変
異 を 以 降 「 Q114H/V127D」 と 呼 ぶ )は 、 以 下 の 点 ：
・ 　 Q114H/V127D変 異 IFNα － 21は 、 CD4＋ 又 は CD8＋  Tリ ン パ 球 に よ る IFN－ ガ ン マ 放 出 を
刺 激 す る よ り 高 い 能 力 を 有 す る ；
・ 　 Q114H/V127D変 異 IFNα － 21は 、 VSVに 感 染 し た 細 胞 培 養 に お け る よ り 低 い 抗 ウ イ ル ス
活 性 を 有 す る 、
で 野 生 型 IFNα － 2と 異 な る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
実 験 の 項 で 触 れ ら れ る と お り 、 Q114H/V127D変 異 IFNα － 21は 、 天 然 の 野 生 型 IFNα － 21の
そ れ よ り も 低 い 、 Daudiバ ー キ ッ ト 細 胞 系 に 対 す る 細 胞 抗 増 殖 性 活 性 を 有 す る 。
同 様 に 実 験 の 項 で 触 れ ら れ る と お り 、 Q114H/V127D変 異 IFNα － 21は 、 野 生 型 IFNα － 2の そ
れ と 類 似 し た EMCVマ ウ ス ・ モ デ ル の 抗 ウ イ ル ス 活 性 、 野 生 型 IFNα － 2の そ れ と 類 似 し た IL
－ 10、 IL－ 12及 び TNF－ α 放 出 を 刺 激 す る 能 力 、 並 び に 野 生 型 IFNα － 2の そ れ と 類 似 し た T
F－ 1細 胞 系 に 対 す る 細 胞 抗 増 殖 性 活 性 を 有 す る 。
例 え ば 先 に 定 義 さ れ る よ う な 本 発 明 の 新 し い 化 合 物 は 、 Q114H/V127D変 異 IFNα － 21の そ れ
と 実 質 的 に 類 似 し た 生 物 活 性 を 有 す る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
前 記 化 合 物 は 、 検 討 さ れ た 生 物 活 性 の 種 類 に 従 い 、 Q114H/V127D変 異 IFNα － 21の そ れ よ り
低 い か 又 は 高 く て も 生 物 活 性 を 有 す る か も し れ な い 。
例 え ば 、 前 記 化 合 物 は 、 生 化 学 的 化 合 物 、 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド 、 例 え ば 有 機
化 合 物 、 例 え ば 合 成 ペ プ チ ド 模 倣 体 で あ る か も し れ な い 。
本 発 明 は 、 先 に 定 義 さ れ て い る 化 合 物 の 同 定 の た め の 、 Q114H/V127D SNPを 含 む 本 発 明 の
ポ リ ペ プ チ ド の 使 用 に も 関 係 す る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
本 発 明 は 、 以 下 の ス テ ッ プ ：
a)　 例 え ば 、 生 物 活 性 、 例 え ば 樹 状 細 胞 の 成 熟 、 CD4＋ 又 は CD8＋  Tリ ン パ 球 に よ る サ イ ト
カ イ ン 放 出 、 単 球 に よ る サ イ ト カ イ ン 放 出 、 イ ン ビ ト ロ 又 は イ ン ビ ボ に お け る 抗 ウ イ ル ス
活 性 、 Daudiバ ー キ ッ ト 細 胞 系 に 対 す る 細 胞 抗 増 殖 性 活 性 を 測 定 し 、
b)　 以 下 の ：
i)　 試 験 す べ き 化 合 物 の ス テ ッ プ a)で 測 定 さ れ た 活 性 、 と
ii)　 ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2又 は ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2の 24位 と 189位 の 間 に 包 含 さ
れ る ア ミ ノ 酸 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 の ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 ；
た だ し 、 上 記 ア ミ ノ 酸 配 列 は Q114H/V127D SNPを 含 む ；
を 比 較 し 、 そ し て
c)　 ス テ ッ プ b)で 実 行 さ れ た 比 較 を 基 礎 と し て 、 試 験 す べ き 化 合 物 が 、 ア ミ ノ 酸 配 列 、 配
列 番 号 2の ポ リ ペ プ チ ド 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2の 24位 と 189位 の 間 に 包 含 さ れ る ア
ミ ノ 酸 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 の そ れ と 比 較 し て 実 質 的 に 類 似 し て い る か 、 又 は 高 い 若 し く は
低 い 活 性 を 有 す る か ど う か を 決 定 す る ；
た だ し 、 上 記 ア ミ ノ 酸 配 列 は Q114H/V127D SNPを 含 む 、
を 含 む 本 発 明 の 化 合 物 の 同 定 方 法 に も 関 係 す る 。
【 ０ １ ９ ０ 】
好 ま し く は 、 試 験 す べ き 化 合 物 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2の ポ リ ペ プ チ ド 、 又 は ア ミ
ノ 酸 配 列 、 配 列 番 号 2の 24位 と 189位 の 間 に 包 含 さ れ る ア ミ ノ 酸 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 の そ れ
と 同 じ 3次 元 構 造 を も つ よ う に 、 合 成 ペ プ チ ド ・ コ ン ビ ナ ト リ ア ル ・ ラ イ ブ ラ リ ー 、 高 性
能 ス ク リ ー ニ ン グ か ら 前 も っ て 同 定 さ れ る か 、 あ る い は コ ン ピ ュ ー タ ー を 用 い た ド ラ ッ グ
デ ザ イ ン に よ っ て 設 計 さ れ る ； た だ し 、 上 記 ア ミ ノ 酸 配 列 は Q114H/V127D SNPを 含 む 。
【 ０ １ ９ １ 】
化 合 物 を 同 定 及 び 設 計 す る 方 法 は 、 当 業 者 に 周 知 で あ る 。
こ れ ら の 方 法 に 言 及 す る 刊 行 物 は 、 例 え ば 以 下 の も の で あ る ：
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－ 　 Silverman R.B. (1992). "Organic Chemistry of Drug Design and Drug Action" Ac
ademic Press, 1st edition (January 15,1992).
【 ０ １ ９ ２ 】
－ 　 Anderson S and Chiplin J. (2002). "Structural genomics; shaping the future o
f drug　 design" Drug Discov. Today. 7(2): 105-107.
【 ０ １ ９ ３ 】
－ 　 Selick HE, Beresford AP, Tarbit MH. (2002). "The emerging importance of pred
ictive　 ADME simulation in drug discovery". Drug Discov. Today. 7(2): 109-116.
【 ０ １ ９ ４ 】
－ 　 Burbidge R, Trotter M, Buxton B, Holden S. (2001). "Drug design by machine l
earning: support vector machines for pharmaceutical data analysis". Comput. Chem
. 26(1): 5-14.
【 ０ １ ９ ５ 】
－ 　 Kauvar L.M. (1996). "Peptide mimetic drugs: a comment on progress and prospe
cts" 14(6): 709.
【 ０ １ ９ ６ 】
好 ま し く は 、 本 発 明 の 化 合 物 は 、 癌 及 び 腫 瘍 、 感 染 症 、 性 病 、 免 疫 に 関 連 す る 病 気 及 び /
又 は 自 己 免 疫 疾 患 及 び 障 害 、 心 血 管 系 の 病 気 、 代 謝 系 の 病 気 、 中 枢 神 経 系 の 病 気 、 並 び に
化 学 療 法 治 療 に 関 係 し た 障 害 か ら 成 る 群 か ら 選 ば れ る 病 気 の 1つ の 予 防 又 は 治 療 を 対 象 と
し た 薬 剤 の 製 造 の た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ７ 】
前 記 癌 及 び 腫 瘍 は 、 転 移 性 腎 癌 を 含 む 癌 腫 、 メ ラ ノ ー マ 、 濾 胞 性 リ ン パ 腫 及 び 皮 膚 T細 胞
型 リ ン パ 腫 を 含 む リ ン パ 腫 、 毛 様 細 胞 性 白 血 病 、 慢 性 リ ン パ 球 性 白 血 病 及 び 慢 性 骨 髄 性 白
血 病 を 含 む 白 血 病 、 肝 臓 、 頸 部 、 頭 部 及 び 腎 臓 の 癌 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 カ ル チ ノ イ ド 腫 瘍 、
並 び に AIDSの 場 合 の カ ポ ジ 肉 腫 を 含 む 、 免 疫 欠 陥 に 続 い て 現 れ る 腫 瘍 を 含 む 。
【 ０ １ ９ ８ 】
前 記 感 染 症 は 、 慢 性 B及 び C型 肝 炎 及 び HIV/AIDSを 含 む ウ イ ル ス 感 染 、 感 染 性 肺 炎 、 並 び に
、 例 え ば 陰 部 疣 贅 を 含 む 性 病 を 含 む 。
【 ０ １ ９ ９ 】
前 記 の 免 疫 学 的 及 び 自 己 免 疫 学 的 に 関 連 す る 病 気 は 、 組 織 又 は 臓 器 移 植 片 の 拒 絶 、 ア レ ル
ギ ー 、 喘 息 、 乾 癬 、 関 節 リ ウ マ チ 、 多 発 性 硬 化 症 、 ク ロ ー ン 病 、 並 び に 潰 瘍 性 大 腸 炎 を 含
む 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
前 記 代 謝 系 の 病 気 は 、 肥 満 症 の よ う な 免 疫 に 関 係 し な い 病 気 を 含 む 。
前 記 中 枢 神 経 系 の 病 気 は 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 統 合 失 調 症 及 び う つ 病 を
含 む 。
【 ０ ２ ０ １ 】
前 記 の 病 気 及 び 障 害 は 、 外 傷 の 治 癒 、 透 析 患 者 の 貧 血 及 び 骨 粗 鬆 症 を も 含 む 。
本 発 明 の 化 合 物 は 、 例 え ば 慢 性 B及 び C型 肝 炎 の よ う な 特 定 の ウ イ ル ス 感 染 症 、 毛 様 細 胞 性
白 血 病 及 び 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 の よ う な 白 血 病 、 多 発 性 骨 髄 腫 、 濾 胞 性 リ ン パ 腫 、 カ ル チ ノ
イ ド 腫 瘍 、 悪 性 黒 色 腫 、 転 移 性 腎 癌 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 、 並 び に AIDSの
場 合 に 免 疫 欠 陥 に 続 い て 現 れ る 腫 瘍 、 例 え ば カ ポ ジ 肉 腫 、 そ し て 陰 部 疣 贅 又 は 性 病 か ら 成
る 群 か ら 選 ば れ る 病 気 の 1つ の 予 防 又 は 治 療 を 対 象 と し た 薬 剤 の 製 造 の た め に 使 用 さ れ る
。
【 実 施 例 】
【 ０ ２ ０ ２ 】
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実 験 の 項
実 施 例 1． SNP c794g、 c973a、 g1011c、 t1049a、 t1155a、 a1204gを 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列
か ら 成 る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 、 及 び 野 生 型 基 準 遺 伝 子 の ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 に よ っ て コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 の モ デ リ ン グ



【 ０ ２ ０ ３ 】
最 初 の ス テ ッ プ に お い て 、 そ の 構 造 体 が PDBデ ー タ ベ ー ス (コ ー ド 1ITF)で 入 手 可 能 な IFNα
－ 2の そ れ か ら 開 始 し 、 そ し て ソ フ ト ウ ェ ア Modeler(MSI, San Diego, CA)を 使 用 す る こ と
に よ っ て 、 IFNα － 21の 3次 元 構 造 を 構 築 し た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
次 に 、 成 熟 ポ リ ペ プ チ ド 断 片 を 、 変 異 A19G、 Q79K、 Q91H、 V104D、 C139stop及 び K156Eを 再
現 す る よ う な や り 方 で 修 飾 し た 。
プ ロ グ ラ ム AMBER及 び DISCOVER(MSI： Molecular Simulations 社 )を 使 用 す る こ と に よ っ て
こ の 変 異 断 片 に 対 し て 1000分 子 の 最 小 化 ス テ ッ プ を 行 っ た 。
2分 子 の 動 力 的 計 算 の 実 行 を 同 じ プ ロ グ ラ ム 及 び 同 じ 力 場 を 用 い て 実 行 し た 。
各 々 の ケ ー ス に お い て 、 50,000の ス テ ッ プ を 300 ° Kで 計 算 し 、 そ し て 300の 平 衡 ス テ ッ プ
で 終 わ ら せ た 。
こ の モ デ リ ン グ の 結 果 を 図 1、 2、 3、 4及 び 5に 表 す 。
【 ０ ２ ０ ５ 】

SNPsの 遺 伝 子 型 解 析 は 、 産 物 を 蛍 光 偏 光 の 読 み 取 り に よ っ て 検 出 す る ミ ニ 配 列 決 定 の 原 理
に 基 づ く 。 こ の 技 術 は 、 蛍 光 性 ミ ニ 配 列 決 定 (FP-TDI Technology又 は Fluorescence Polar
ization Template-direct Dye-terminator Incorporation)か ら 成 る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
ミ ニ 配 列 決 定 を 、 集 団 の 各 々 の 個 体 の ゲ ノ ム DNAか ら PCRに よ っ て 増 幅 さ れ た 産 物 に 対 し て
実 施 す る 。 こ の PCR産 物 を 、 そ れ が 遺 伝 子 型 解 析 す べ き SNPを 含 む 遺 伝 子 領 域 を 網 羅 す る よ
う な や り 方 で 選 ぶ 。 使 用 さ れ な か っ た PCRプ ラ イ マ ー 及 び 取 り 込 ま れ な か っ た dNTPsの 除 去
後 に 、 ミ ニ 配 列 決 定 を 実 行 す る 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
ミ ニ 配 列 決 定 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 酵 素 及 び 蛍 光 標 識 ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド を 使 用 す る こ と
に よ っ て 、 SNP部 位 の す ぐ 上 流 に 配 置 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ラ イ マ ー を 伸 長 す る
こ と か ら 成 る 。 こ の 伸 長 過 程 か ら 得 ら れ た 産 物 を 、 蛍 光 偏 光 の 読 み 取 り に よ っ て 直 接 的 に
分 析 す る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
こ れ ら の ス テ ッ プ の 全 て 、 並 び に 読 み 取 り は 、 同 じ PCRプ レ ー ト 内 で 実 行 さ れ る 。
こ の よ う に 、 遺 伝 子 型 解 析 は 、 以 下 の 5ス テ ッ プ ：
1)PCRに よ る 増 幅
2)酸 素 の 消 化 に よ る PCR産 物 の 精 製
3)オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ プ ラ イ マ ー の 伸 長
4)読 み 取 り
5)読 み 取 り の 解 釈
を 必 要 と す る 。
遺 伝 子 型 解 析 の ス テ ッ プ 1及 び 2を 、 SNPs c794g、 c973a、 g1011c、 t1049a、 t1155a、 a1204
gの 各 々 に つ い て 同 じ 条 件 で 実 行 す る 。 ス テ ッ プ 3、 4及 び 5は 、 こ れ ら の 多 型 の 各 々 に 特 有
で あ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
1)IFNα － 21遺 伝 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の PCR増 幅 を 、 民 族 的 に 様 々 な 出 身 の 268個 体 由 来
の ゲ ノ ム DNAか ら 開 始 し 実 行 さ れ る 。
こ れ ら の ゲ ノ ム DNAは 、 ア メ リ カ 合 衆 国 の Coriell Instituteに よ っ て 提 供 さ れ た 。
268の 個 体 は 、 以 下 の と お り 分 類 さ れ る ：
【 ０ ２ １ ０ 】
【 表 １ 】
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実 施 例 2． 個 体 集 団 内 の SNPs c794g、 c973a、 g1011c、 t1049a、 t1155a、 a1204gの 遺 伝 子 型
解 析



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ １ 】
こ れ ら の 個 体 の 各 々 か ら 生 じ る ゲ ノ ム DNAが サ ン プ ル を 構 成 す る 。
全 て の SNPsに つ い て 、 以 下 の プ ラ イ マ ー か ら 開 始 し て 、 PCR増 幅 を 実 行 す る ：
配 列 番 号 5： セ ン ス ・ プ ラ イ マ ー ： GGTTCAAGGTTACCCATCTC
配 列 番 号 6： ア ン チ セ ン ス ・ プ ラ イ マ ー ： TTTGAAATGGCAGAAGTCAT
こ れ ら の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 配 列 番 号 1の 第 620ヌ ク レ オ チ ド か ら 第
1315ヌ ク レ オ チ ド ま で の 696ヌ ク レ オ チ ド の 長 さ の 断 片 の 増 幅 を も た ら す 。
【 ０ ２ １ ２ 】
各 々 の SNPに つ い て 、 前 記 PCR産 物 が 、 ミ ニ 配 列 決 定 の た め の 鋳 型 の 役 割 を す る 。
PCR反 応 の 総 反 応 量 は 、 1点 の サ ン プ ル に つ き 5 μ lで あ る 。
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こ の 反 応 量 は 、 以 下 の 表 に 示 さ れ た 試 薬 か ら 構 成 さ れ る ：
【 ０ ２ １ ３ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ４ 】
こ れ ら の 試 薬 を 、 ABGene製 の 384ウ ェ ル を も つ 黒 い PCRプ レ ー ト (ref： TF－ 0384－ k)中 に 分
配 す る 。 こ の プ レ ー ト を 、 シ ー ル し 、 遠 心 分 離 し 、 次 に 384ウ ェ ル プ レ ー ト を サ ー モ サ イ
ク ラ ー (MJ Researchの Tetrad)に 配 置 し 、 そ し て 以 下 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ： PCRサ イ ク ル
： 94℃ で 1分 、 続 い て 3ス テ ッ プ (94℃ で 15秒 、 56℃ で 30秒 、 、 68℃ で 1分 )か ら 成 る サ イ ク
ル を 36サ イ ク ル 、 を 受 け る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
2)次 に 、 PCR増 幅 産 物 を 、 2つ の 酵 素 る ： エ ビ ・ ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (SAP)及 び エ キ ソ
ヌ ク レ ア ー ゼ I(Exo I) を 使 っ て 精 製 す 。 こ れ ら の 酵 素 の 最 初 の も の は 、 PCR増 幅 中 に 取 り
込 ま れ な か っ た dNTPsの 脱 リ ン 酸 化 を も た ら す の に 対 し 、 2番 目 の も の は 、 1本 鎖 DNA残 基 、
特 に PCR中 に 使 用 さ れ な か っ た プ ラ イ マ ー を 除 去 す る 。
こ の 消 化 を 、 PCRプ レ ー ト の 各 々 の ウ ェ ル に サ ン プ ル に つ き 5 μ lの 反 応 混 合 物 を 加 え る こ
と よ っ て 行 う 。 こ の 反 応 混 合 物 は 、 以 下 の 試 薬 か ら 構 成 さ れ る ：
【 ０ ２ １ ６ 】
【 表 ３ 】
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【 ０ ２ １ ７ 】
添 加 後 、 プ レ ー ト を シ ー ル し 、 遠 心 分 離 し 、 次 に 384ウ ェ ル プ レ ー ト を サ ー モ サ イ ク ラ ー (
MJ Researchの Tetrad)に 配 置 し 、 以 下 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ： 消 化 SAP－ EXO： 37℃ で 45分
、 80℃ で 15分 、 を 受 け る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
次 に 、 準 備 さ れ た サ ン プ ル に つ き 5 μ lの 反 応 混 合 物 の 添 加 に よ っ て 消 化 さ れ た PCR産 物 に
よ る 、 伸 長 又 は ミ ニ 配 列 決 定 ス テ ッ プ を 実 行 す る 。
ミ ニ 配 列 決 定 3)、 及 び 読 み 取 り ス テ ッ プ 4)、 及 び 読 み 取 り の 解 釈 5)は 、 SNP c794g、 c973a
、 g1011c、 t1049a、 t1155a、 a1204gの 各 々 に 特 有 で あ る 。
こ れ ら の ス テ ッ プ の 全 て を 、 こ れ ら の 多 型 の 各 々 の た め に 使 用 し た 特 有 の 条 件 を 要 約 し て
以 下 に 説 明 す る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
3)ミ ニ 配 列 決 定 (Minisequencing)
遺 伝 子 型 解 析 に 必 要 な 2つ の ミ ニ 配 列 決 定 プ ラ イ マ ー の 配 列 を 、 本 発 明 に よ る SNP部 位 の 上
流 に 位 置 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 相 当 す る と い う 手 段 に よ り 決 定 す る 。 従 っ て 、 2本 鎖 DNA
産 物 で あ る 、 SNPを 含 む PCR産 物 を の 遺 伝 子 型 解 析 は 、 セ ン ス 鎖 又 は ア ン チ セ ン ス 鎖 に お い
て 行 わ れ る 。 選 ば れ た プ ラ イ マ ー は 、 Life Technologies 社 に よ り 製 造 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
以 下 の 表 は 、 各 々 の SNPに 関 す る 、 検 討 し た ミ ニ 配 列 決 定 プ ラ イ マ ー の 配 列 、 及 び 遺 伝 子
型 解 析 の た め に 維 持 さ れ た 最 適 条 件 を 示 す ：
【 ０ ２ ２ １ 】
【 表 ４ 】
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【 ０ ２ ２ ２ 】
最 初 に 、 SNPsの ミ ニ 配 列 決 定 は 、 16サ ン プ ル に 関 す る 正 当 性 を 立 証 し 、 そ の 後 の 個 体 集 団
の セ ッ ト に 関 す る 遺 伝 子 型 解 析 は 268の 個 体 及 び 10の 対 照 か ら 構 成 さ れ た 。
次 に 、 以 下 の 表 に 示 さ れ る よ う に 、 伸 長 又 は ミ ニ 配 列 決 定 ス テ ッ プ を 実 行 す る ：
【 ０ ２ ２ ３ 】
【 表 ５ 】
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【 ０ ２ ２ ４ 】
添 加 後 、 プ レ ー ト を シ ー ル し 、 遠 心 分 離 し 、 次 に 384ウ ェ ル プ レ ー ト を サ ー モ サ イ ク ラ ー (
MJ Researchの Tetrad)に 配 置 し 、 以 下 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン ： 伸 長 サ イ ク ル ： 93℃ で 1分
、 続 く 2ス テ ッ プ (93℃ で 10秒 、 55℃ で 30秒 )か ら 成 る サ イ ク ル を 35サ イ ク ル 、 を 受 け る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
サ ー モ サ イ ク ラ ー の 最 後 の ス テ ッ プ 後 に 、 LJL Biosystems 社 製 の Analyst(登 録 商 標 )HT型
の 蛍 光 偏 光 リ ー ダ ー 上 に 、 こ の プ レ ー ト を 直 接 置 く 。 2つ の 方 法 を 使 用 す る こ と に よ っ て C
riterion Host(登 録 商 標 )ソ フ ト ウ ェ ア を 使 っ て プ レ ー ト を 読 み 取 る 。 最 初 の も の は 、 こ
の フ ル オ ロ フ ォ ア (励 起 550－ 10nm、 発 光 580－ 10nm)に 特 有 の 発 光 及 び 励 起 フ ィ ル タ ー を 使
用 す る こ と に よ っ て Tamra標 識 塩 基 の 読 み 取 り を 可 能 に し 、 そ し て 第 2の も の は 、 こ の フ ル
オ ロ フ ォ ア (励 起 490－ 10nm、 発 光 520－ 10nm)に 特 有 の 励 起 及 び 発 光 フ ィ ル タ ー を 使 用 す る
こ と に よ っ て R110標 識 塩 基 の 読 み 取 り を 可 能 に す る 。 2つ の 場 合 に お い て 、 二 色 性 ダ ブ ル
・ ミ ラ ー (R110/Tamra)が 使 用 さ れ て 、 他 の 読 み 取 り パ ラ メ ー タ ー は 以 下 の と お り で あ る ：
【 ０ ２ ２ ６ 】
Z－ 高 ： 1.5 mm
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ア テ ニ ュ エ ー タ ー ： ア ウ ト
積 分 時 間 ： 100,000 μ sec.
未 加 工 デ ー タ 単 位 ： カ ウ ン ト /秒
ス イ ッ チ 偏 光 ： ウ ェ ル 単 位
プ レ ー ト 修 正 時 間 ： 0 msec.
PMT設 定 ： Smart Read(＋ )、 感 度 2
動 的 偏 光 子 ： 発 光
静 的 偏 光 子 ： S
【 ０ ２ ２ ７ 】
こ の よ う に 、 Tamraフ ィ ル タ ー 及 び R110フ ィ ル タ ー に 関 す る mP(ミ リ 偏 光 )の 計 算 値 を 含 む
フ ァ イ ル 結 果 を 得 る 。 こ れ ら の mP値 を 、 以 下 の 公 式 ：
MP＝ 1000(//－ g⊥ )/(//＋ g⊥ )
に 従 い 、 平 行 面 (//)及 び 垂 直 面 (⊥ )に お い て 得 ら れ た 強 度 値 か ら 開 始 し て 計 算 す る 。
こ の 計 算 に お い て 、 値 ⊥ は 、 因 子 gに よ っ て 加 重 さ れ る 。 あ ら か じ め 実 験 的 に 測 定 さ れ な
け れ ば な ら な い 設 備 パ ラ メ ー タ ー で あ る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
4)及 び 5)読 み 取 り の 解 釈 及 び 遺 伝 子 型 の 決 定 。
mP値 を 、 マ イ ク ロ ソ フ ト 社 の Excelソ フ ト ウ ェ ア 及 び /又 は LJL Biosystems社 に よ っ て 開 発
さ れ た Allele Caller(登 録 商 標 )ソ フ ト ウ ェ ア を 使 っ て グ ラ フ に よ り 報 告 す る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
横 軸 に よ り Tamra標 識 塩 基 の mP値 を 示 し 、 縦 軸 に よ り R110標 識 塩 基 の mP値 を 示 す 。 強 い mP
値 は 、 こ の フ ル オ ロ フ ォ ア に よ り 標 識 さ れ た 塩 基 が 組 み 込 ま れ て い る こ と を 示 し て 、 逆 に
、 弱 い mP値 は 、 こ の 塩 基 の 取 り 込 み の 不 存 在 を 明 ら か に す る 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
異 な る 遺 伝 子 型 を 有 す る 3つ ま で の 同 構 造 群 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 得 ら れ る 。
Allele Caller(登 録 商 標 )ソ フ ト ウ ェ ア の 使 用 は 、 表 の 形 式 に 各 々 の 個 体 に つ い て 定 義 さ
れ た 遺 伝 子 型 を 直 接 抽 出 す る た め に 、 一 旦 、 様 々 な 群 の 同 定 を 実 行 す る こ と を 可 能 に す る
。
【 ０ ２ ３ １ 】

遺 伝 子 型 解 析 過 程 の 完 了 後 に 、 こ こ で 検 討 さ れ た SNPsに つ い て 個 体 集 団 か ら の 個 体 の 遺 伝
子 型 の 決 定 を 、 先 に 記 載 の グ ラ フ を 使 っ て 実 行 し た 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
SNP c794gに つ い て 、 検 討 さ れ た 個 体 に お い て 、 遺 伝 子 型 は 、 理 論 上 は ホ モ 接 合 体 CC、 又
は ヘ テ ロ 接 合 体 CG、 又 は ホ モ 接 合 体 GGの い ず れ か で あ る 。 実 際 に は 、 ま た 以 下 に 示 す と お
り 、 ホ モ 接 合 体 遺 伝 子 型 GGは 個 体 集 団 内 で 検 出 さ れ な い 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
SNP c973aつ い て 、 検 討 さ れ た 個 体 に お い て 、 遺 伝 子 型 は 、 理 論 上 は ホ モ 接 合 体 CC、 又 は
ヘ テ ロ 接 合 体 CA、 又 は ホ モ 接 合 体 AAの い ず れ か で あ る 。 実 際 に は 、 ま た 以 下 に 示 す と お り
、 ホ モ 接 合 体 遺 伝 子 型 AAは 個 体 集 団 内 で 検 出 さ れ な い 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
SNP g1011cつ い て 、 検 討 さ れ た 個 体 に お い て 、 遺 伝 子 型 は 、 理 論 上 は ホ モ 接 合 体 GG、 又 は
ヘ テ ロ 接 合 体 GC、 又 は ホ モ 接 合 体 CCの い ず れ か で あ る 。 実 際 に は 、 ま た 以 下 に 示 す と お り
、 ホ モ 接 合 体 遺 伝 子 型 CCは 個 体 集 団 内 で 検 出 さ れ な い 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
SNP t1049aつ い て 、 検 討 さ れ た 個 体 に お い て 、 遺 伝 子 型 は 、 理 論 上 は ホ モ 接 合 体 TT、 又 は
ヘ テ ロ 接 合 体 TA、 又 は ホ モ 接 合 体 AAの い ず れ か で あ る 。 実 際 に は 、 ま た 以 下 に 示 す と お り
、 ホ モ 接 合 体 遺 伝 子 型 AAは 個 体 集 団 内 で 検 出 さ れ な い 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
SNP t1155aつ い て 、 検 討 さ れ た 個 体 に お い て 、 遺 伝 子 型 は 、 理 論 上 は ホ モ 接 合 体 TT、 又 は
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ヘ テ ロ 接 合 体 TA、 又 は ホ モ 接 合 体 AAの い ず れ か で あ る 。 実 際 に は 、 ま た 以 下 に 示 す と お り
、 ホ モ 接 合 体 遺 伝 子 型 AAは 個 体 集 団 内 で 検 出 さ れ な い 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
SNP a1204gつ い て 、 検 討 さ れ た 個 体 に お い て 、 遺 伝 子 型 は 、 理 論 上 は ホ モ 接 合 体 AA、 又 は
ヘ テ ロ 接 合 体 AG、 又 は ホ モ 接 合 体 GGの い ず れ か で あ る 。 実 際 に は 、 ま た 以 下 に 示 す と お り
、 ホ モ 接 合 体 遺 伝 子 型 GGは 個 体 集 団 内 で 検 出 さ れ な い 。
【 ０ ２ ３ ８ 】
個 体 集 団 内 の 測 定 さ れ た 遺 伝 子 型 分 布 、 並 び に 検 討 し た 6つ の SNPsに つ い て の 異 な る 対 立
遺 伝 子 頻 度 の 計 算 の 結 果 を 、 以 下 の 表 に 示 す ：
【 ０ ２ ３ ９ 】
【 表 ６ 】
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【 ０ ２ ４ ０ 】
【 表 ７ 】

10

20

30

40

(39) JP 2005-503121 A 2005.2.3



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ １ 】
前 述 の 表 に お い て 、
－ 　 Nは 、 個 体 数 を 表 し 、
－ 　 %は 、 特 定 の 小 集 団 の 個 体 の 割 合 を 表 し 、
－ 　 対 立 遺 伝 子 頻 度 は 、 特 定 の 小 集 団 の 変 異 対 立 遺 伝 子 の 割 合 を 表 し 、
－ 　 95%ICは 、 信 頼 度 95%の 最 小 及 び 最 大 区 間 を 表 す 。

10

20

30

40

50

(40) JP 2005-503121 A 2005.2.3



SNP c973aに つ い て 、 例 え ば ア ン チ セ ン ス 鎖 に 読 み 込 ま れ た 対 立 遺 伝 子 gは 、 セ ン ス 鎖 に 読
み 込 ま れ た 対 立 遺 伝 子 cに 対 応 し 、 か つ 、 未 熟 成 型 IFNα － 21タ ン パ ク 質 配 列 の 102位 の グ
ル タ ミ ン (Q)の 存 在 に 関 係 す る 、 そ し て ア ン チ セ ン ス 鎖 に 読 み 込 ま れ た 対 立 遺 伝 子 tは 、 セ
ン ス 鎖 に 読 み 込 ま れ た 対 立 遺 伝 子 aに 対 応 し 、 対 応 す る タ ン パ ク 質 の 配 列 中 の こ の 位 置 の
リ ジ ン (K)に 相 当 す る こ と を 明 確 に す る こ と が 必 要 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
系 統 学 的 集 団 に よ る 、 そ し て SNPに よ る こ れ ら の 結 果 を 検 討 す る こ と に よ っ て 、 以 下 の こ
と に 気 付 い た ：
【 ０ ２ ４ ３ 】
－ 　 SNP c794gに つ い て 、 6人 の ヘ テ ロ 接 合 体 個 体 、 CGは 、 小 集 団 、 ア フ リ カ 系 ア メ リ カ 人
及 び 東 南 ア ジ ア 人 の 出 身 で あ る 。
－ 　 SNP c973aに つ い て 、 4人 ヘ テ ロ 接 合 体 個 体 、 CAは 、 小 集 団 、 ヨ ー ロ ッ パ 系 及 び 非 ヨ ー
ロ ッ パ 系 白 人 の 出 身 で あ る 。
－ 　 SNP g1011cに つ い て 、 唯 一 の ヘ テ ロ 接 合 体 個 体 、 GCは 、 小 集 団 、 ヨ ー ロ ッ パ 系 白 人 の
出 身 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
－ 　 SNP t1049aに つ い て 、 唯 一 の ヘ テ ロ 接 合 体 個 体 、 TAは 、 小 集 団 、 ア フ リ カ 系 ア メ リ カ
人 の 出 身 で あ る 。
－ 　 SNP t1155aに つ い て 、 8人 の ヘ テ ロ 接 合 体 個 体 、 TAは 、 小 集 団 、 ア フ リ カ 系 ア メ リ カ
人 及 び ヨ ー ロ ッ パ 系 白 人 の 出 身 で あ る 。
－ 　 SNP a1204gに つ い て 、 15人 の ヘ テ ロ 接 合 体 個 体 、 AGは 、 小 集 団 、 ア メ リ カ イ ン デ ィ ア
ン 、 ヨ ー ロ ッ パ 系 及 び 非 ヨ ー ロ ッ パ 系 白 人 、 メ キ シ コ 人 、 北 東 ア ジ ア 人 、 並 び に 南 ア メ リ
カ 人 の 出 身 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】

【 ０ ２ ４ ６ 】
天 然 の 野 生 型 IFNα － 21及 び A42G、 Q102K、 の Q114H/V127D、 K179E変 異 IFNα － 21の 成 熟 部
分 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 、 対 応 す る SNP(s)に 関 し て ヘ テ ロ 接 合 体 で あ る 個 体 由
来 の ゲ ノ ム DNAを 鋳 型 と し て 使 用 し た PCRに よ っ て 増 幅 す る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
そ の よ う な 増 幅 を 可 能 に す る PCRプ ラ イ マ ー は 以 下 の ：
配 列 番 号 19： セ ン ス ・ プ ラ イ マ ー ： TGTGATCTGCCTCAGACCCAC
配 列 番 号 20： ア ン チ セ ン ス ・ プ ラ イ マ ー ： TCATTCCTTCCTCCTTAATCTTTCTTG、
で あ る 。
PCR産 物 を 、 メ タ ノ ー ル に よ り 誘 導 可 能 な ハ イ ブ リ ッ ド ・ プ ロ モ ー タ ー AOX1(TOPO(商 標 )－
cloning;Invitrogen社 )の 制 御 下 に あ る 真 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー pPicZα － TOPO内 に 挿 入 す る
。
【 ０ ２ ４ ８ 】
こ の ベ ク タ ー は 、 酵 母 ピ チ ア ・ パ ス ト リ ス (  )に よ る 真 核 生 物 タ ン パ ク 質
の 異 種 発 現 を 可 能 に す る 。
組 み 換 え タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ベ ク タ ー の 領 域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 確 認 後 に 、 こ の ベ
ク タ ー を 、 Pme1制 限 酵 素 に よ っ て 線 状 に し 、 そ し て P.パ ス ト リ ス 酵 母 菌 株 (Invitrogen)を
こ の 組 み 換 え 発 現 ベ ク タ ー に よ り 形 質 転 換 す る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】

【 ０ ２ ５ ０ 】
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実 施 例 3． 酵 母 に よ る 天 然 の 野 生 型 IFNα － 21及 び A42G、 Q102K、 Q114H/V127D、 K179E変 異 I
FNα － 21の 発 現
a)真 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー pPicZα － topo内 へ の 天 然 の 野 生 型 IFNα － 21及 び 変 異 IFNα － 21
の ク ロ ー ニ ン グ

Pichia pastoris

b)P.パ ス ト リ ス に よ る 異 種 発 現 、 そ し て 天 然 の 野 生 型 IFNα － 21及 び 変 異 IFNα － 21タ ン パ
ク 質 の 精 製



200回 転 /分 (rpm)の 撹 拌 、 30℃ 、 24～ 48時 間 で 、 天 然 の 野 生 型 IFNα － 21を コ ー ド す る か 、
又 は A42G、 Q102K、 Ql14H/V127D若 し く は K179E変 異 IFNα － 21を コ ー ド す る ク ロ ー ン を 含 む
50 mLの BMGY培 地 (2%の ペ プ ト ン 、 1%の 酵 母 エ キ ス 、 1.34%の YNB、 1%の グ リ セ ロ ー ル 、 100 
mMの リ ン 酸 カ リ ウ ム 、 0.4 mg/Lの ビ オ チ ン pH6.0)の 2つ の 飽 和 状 態 の 前 培 養 を 実 行 し た 。
【 ０ ２ ５ １ 】
前 記 培 養 物 が 飽 和 細 胞 密 度 に 達 し た と き (600 nmの 波 長 で 計 測 さ れ た 吸 光 度 12に 相 当 す る )
、 こ れ を 、 5 OD/mLで 、 250 mLの BMMY培 地 (2%の ペ プ ト ン 、 1%の 酵 母 エ キ ス 、 1.34%の YNB、
0.5%の メ タ ノ ー ル 、 100 mMの リ ン 酸 カ リ ウ ム 、 0.4 mg/Lの ビ オ チ ン pH6.0)の 接 種 に 使 用 す
る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
次 に 、 前 記 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 、 180 rpmで 培 養 フ ラ ス コ を 撹 拌 し な が ら 、 30℃ で 24時 間
、 1%の 終 濃 度 の メ タ ノ ー ル に よ っ て 誘 発 す る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
コ ー ド 配 列 の 上 流 、 「 α 因 子 」 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 の 存 在 に よ り 、 タ ン パ ク 質 は 、 酵
母 に よ り 培 地 中 に 分 泌 さ れ る 。 α 因 子 は 自 然 に プ ロ セ ッ シ ン グ 中 に 切 断 さ れ る 。
こ の 懸 濁 液 を 遠 心 分 離 し 、 前 記 タ ン パ ク 質 を 、 得 ら れ た 上 清 か ら 開 始 す る HPLCに よ っ て 精
製 す る 。
開 始 準 備 ス テ ッ プ に お い て 、 透 析 が 続 く 限 外 濾 過 (Labscale、 5000 Da排 除 、 Millipore)が
、 50 mMの Tris－ Cl pH9.0、 25 mMの NaClの バ ッ フ ァ ー 中 へ の 前 記 酵 母 上 清 の 10倍 濃 縮 を 可
能 に す る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
最 初 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ・ ス テ ッ プ は 、 ブ ル ー ・ セ フ ァ ロ ー ス ・ カ ラ ム (Amersham Phar
macia)に お け る 親 和 性 に よ る タ ン パ ク 質 の 回 収 を 可 能 に す る 。 回 収 し た 画 分 中 の タ ン パ ク
質 の 存 在 を 、 一 方 で SDS-PAGE型 電 気 泳 動 に よ り 、 そ し て も う 一 方 で IFNα － 21タ ン パ ク 質
に 対 す る 特 異 的 抗 体 に よ る 免 疫 検 出 に よ っ て 確 認 す る 。 こ の ス テ ッ プ に お い て 、 着 目 の タ
ン パ ク 質 の 純 度 は 75%よ り 高 か っ た 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
第 2の 精 製 ス テ ッ プ に お い て 、 ゲ ル 濾 過 は 、 50 mMの Tris pH9.0、 25 mMの NaClに 対 し て IFN
α － 21タ ン パ ク 質 に 相 当 す る 回 収 さ れ た 画 分 の バ ッ フ ァ ー 交 換 を 可 能 に す る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
精 製 の 最 後 の ス テ ッ プ は 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ・ カ ラ ム に よ る タ ン パ ク 質 の 分
離 か ら 成 る 。
組 み 換 え タ ン パ ク 質 を 含 む 画 分 を 、 あ ら か じ め 50 mMの Tris pH9、 25 mMの NaClバ ッ フ ァ ー
に よ り 平 衡 化 し た 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム (ResourceQ 6.0 mL、 Pharmacia)に 投 入 す る 。 タ ン
パ ク 質 の 溶 出 を 、 50 mMの Tris pH9バ ッ フ ァ ー 中 の 0,025～ 1 Mの NaClの 濃 度 勾 配 の 移 動 に
よ っ て 実 行 す る 。
着 目 の タ ン パ ク 質 の 純 度 を SDS/PAGEゲ ル に よ り 評 価 し 、 こ の タ ン パ ク 質 の 濃 度 を 、 濃 度 測
定 (Quantity one, Biorad)、 及 び BCAア ッ セ イ (ビ シ ン コ ニ ン 酸 及 び 硫 酸 銅 、 Sigma)に よ っ
て 計 測 し た 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
よ り 大 量 の タ ン パ ク 質 を 製 造 す る た め に 最 終 的 に ス ケ ー ル ア ッ プ さ れ る 、 こ の プ ロ ト コ ー
ル に 従 っ て 得 ら れ た 、 精 製 さ れ た 天 然 の 野 生 型 IFNα － 21、 並 び に A42G、 Q102K、 Q114H/V1
27D又 は K179E変 異 IFNα － 21タ ン パ ク 質 を 以 下 に 記 載 の 機 能 性 の 試 験 の た め に 使 用 す る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】

【 ０ ２ ５ ９ 】
IFNsタ イ プ I(IFNα 及 び IFNβ )は 、 免 疫 系 の 特 定 の 機 能 を 調 節 す る こ と が で き る 。 そ れ ら
は 、 樹 状 細 胞 (DC)の 成 熟 を 増 進 さ せ る ： MHCク ラ ス I(HLA-ABC)及 び II(HLA-DR)分 子 の 発 現
を 高 め る 、 Tリ ン パ 球 、 CD80、 CD86及 び CD83分 子 の 共 同 刺 激 に 関 与 す る 分 子 の 発 現 を 高 め
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実 施 例 4． 天 然 の 野 生 型 IFNα － 21及 び A42G、 Ql14H/V127D又 は K179E変 異 IFNα － 21の 免 疫
調 節 性 活 性 に つ い て の 評 価



る 、 並 び に Tリ ン パ 球 の 刺 激 機 能 を 高 め る こ と が 証 明 さ れ た 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
a)　 樹 状 細 胞 の 成 熟 に 対 す る A42G、 Ql14H/V127D又 は K179E変 異 IFNα － 21の 効 果
A42G、 Q114H/V127D又 は K179E変 異 IFNα － 21の 免 疫 調 節 性 活 性 を 、 ま ず 、 樹 状 細 胞 の 成 熟
に お い て 調 査 し 、 そ し て 商 業 的 な イ ン ト ロ ン A産 物 の 代 表 と し て 選 ば れ た 野 生 型 IFNα － 2
の そ れ と 比 較 し た 。
【 ０ ２ ６ １ 】
そ の た め に 、 ま ず 、 樹 状 細 胞 を 、 GM-CSF及 び IL－ 4サ イ ト カ イ ン の 存 在 下 で 培 養 し た 成 熟
型 末 梢 血 単 球 か ら 産 生 し た 。 CD14＋ 細 胞 精 製 キ ッ ト を 使 っ た 精 製 の 後 に 、 こ れ ら の 樹 状 細
胞 を 、 100 ng/mLの 野 生 型 IFNα － 2、 又 は A42G、 Q114H/V127D若 し く は K179E変 異 IFNα － 21
の 存 在 下 に 移 し 、 そ し て そ れ ら の 表 現 型 を 、 MHCク ラ ス I及 び II分 子 、 並 び に CD40、 CD80、
CD86、 CD83及 び CD1aマ ー カ ー の 発 現 を 捜 す こ と を 目 的 と す る FACS分 析 に よ っ て 測 定 し た 。
こ れ ら の 樹 状 細 胞 の 成 熟 状 態 を 、 無 刺 激 樹 状 細 胞 を 提 供 す る た め に IFNα 処 理 な し に 得 ら
れ た も の と も 比 較 し た 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
各 々 の マ ー カ ー 、 及 び 任 意 の 単 位 で 表 さ れ た 3つ の 実 験 条 件 に つ い て の 蛍 光 強 度 の 計 測 値
の 中 央 値 を 以 下 の 表 に 示 す ：
【 ０ ２ ６ ３ 】
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ４ 】
こ の 試 験 の 結 果 は 、 K179E変 異 IFNα － 21タ ン パ ク 質 が 樹 状 細 胞 の 成 熟 を 刺 激 す る 高 い 能 力
を 有 し 、 こ の 刺 激 効 果 が 野 生 型 IFNα － 2の そ れ よ り 高 い こ と を 証 明 す る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
b)　 Tリ ン パ 球 に よ る サ イ ト カ イ ン 放 出 に 対 す る Q114H/V127D又 は K179E変 異 IFNα － 21の 効
果
侵 襲 に 対 す る 免 疫 応 答 を ま ね る た め の 強 力 な 抗 原 (SEB)を 伴 う か 又 は そ れ な し に 対 応 の 変
異 IFNα － 21タ ン パ ク 質 の 存 在 下 に 置 か れ た Tリ ン パ 球 に よ る サ イ ト カ イ ン 放 出 を 計 測 す る
こ と に よ っ て 、 Q114H/V127D又 は K179E変 異 IFNα － 21の 免 疫 調 節 性 活 性 を も 調 査 し た 。 こ
の 試 験 を 、 対 照 と し て 使 用 さ れ 、 か つ 、 イ ン ト ロ ン A商 品 の 代 表 と し て 選 ば れ た 野 生 型 IFN
α － 2の 存 在 下 で も 実 施 し た 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
そ の た め に 、 末 梢 血 単 核 細 胞 (PBMC)を 健 常 な ド ナ ー か ら 単 離 し 、 そ し て 抗 CD3及 び 抗 CD28
抗 体 又 は SEBを 含 む 好 適 な 培 地 中 で 16時 間 の 刺 激 し た 。 各 々 の 培 養 中 に 4 μ g/mLの 野 生 型 I
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FNα － 2、 又 は Q114H/V127D若 し く は K179E変 異 IFNα － 21を 加 え た 。 刺 激 の 後 に 、 Tリ ン パ
球 を 、 抗 CD3、 抗 CD4及 び 抗 CD69抗 体 、 又 は 抗 CD3、 抗 CD8及 び 抗 CD69抗 体 に よ り 細 胞 外 で 標
識 し 、 そ し て Th1型 サ イ ト カ イ ン (IFN-γ )又 は Th2型 サ イ ト カ イ ン (IL－ 10)に 対 し て 特 異 的
な 抗 体 に よ り 細 胞 内 で 標 識 し た 。 蛍 光 を 発 す る 細 胞 を 、 FACScalibur及 び CellQuestソ フ ト
ウ ェ ア を 使 っ て 分 析 し た 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
得 ら れ た 結 果 は 、 変 異 IFNα － 21タ ン パ ク 質 及 び 野 生 型 IFNα － 2が IL－ 10及 び IFN-γ の 放
出 を 刺 激 せ ず 、 し た が っ て SEBの 不 存 在 下 で Tリ ン パ 球 を 活 性 化 し な い こ と を 示 す 。 対 照 的
に 、 以 下 の 表 で 示 さ れ る よ う に 、 変 異 IFNα － 21タ ン パ ク 質 及 び 野 生 型 IFNα － 2は 、 SEBに
よ り 活 性 化 さ れ た Tリ ン パ 球 に よ る サ イ ト カ イ ン (IL－ 10及 び IFN－ γ )の 放 出 を 刺 激 す る 。
こ の 表 は 、 CD4＋ Tリ ン パ 球 及 び CD8＋ Tリ ン パ 球 に つ い て の 、 そ れ ぞ れ CD4+、 CD69＋ 細 胞 又
は CD8+、 CD69＋ 細 胞 の 割 合 、 並 び に 全 細 胞 に お け る CD69＋ 細 胞 の 割 合 と し て 表 さ れ る 、 SE
Bの 存 在 下 で の Tリ ン パ 球 に よ る サ イ ト カ イ ン の 放 出 を 表 す 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ６ ９ 】
こ れ ら の 結 果 は 、 Q114H/V127D変 異 IFNα － 21及 び K179E変 異 IFNα － 21が 強 力 に 前 も っ て SE
B抗 原 に よ り 活 性 化 さ れ た CD4＋ 及 び CD8＋ T－ リ ン パ 球 に よ る サ イ ト カ イ ン 放 出 (IFN－ γ 及
び IL－ 10)を 強 力 に 刺 激 す る こ と を は っ き り と 証 明 す る 。 こ の 試 験 に お い て 、 Tリ ン パ 球 に
よ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ 産 生 は 、 野 生 型 IFNα － 2の 存 在 下 よ り も Q114H/V127D変 異 IFNα －
21又 は K179E変 異 IFNα － 21の 存 在 下 で よ り 高 か っ た 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
c)　 単 球 に よ る サ イ ト カ イ ン 放 出 に 対 す る Q114H/V127D又 は K179E変 異 IFNα － 21の 効 果
最 後 に 、 細 菌 毒 性 物 質 (LPS)の 不 存 在 下 、 又 は 存 在 下 で の 単 球 に よ る サ イ ト カ イ ン 放 出 を
計 測 す る こ と に よ っ て 、 Q1I4H/VI27D又 は K179E変 異 IFNα － 21の 免 疫 調 節 性 活 性 を 調 査 し
た 。 こ の 試 験 を 、 対 照 と し て 使 用 さ れ 、 か つ 、 イ ン ト ロ ン A商 品 の 代 表 と し て 選 ば れ た 野
生 型 IFNα － 2の 存 在 下 で も 実 施 し た 。
【 ０ ２ ７ １ 】
そ の た め に 、 ヒ ト 末 梢 血 単 核 細 胞 (PBMC)を 健 常 な ド ナ ー か ら 単 離 し 、 そ し て そ れ ら の 発 現
型 を 、 CD64+ CD4dim細 胞 (CD64及 び CD4dimは 、 血 中 単 球 に 関 す る マ ー カ ー で あ る )の 相 対 的
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な 量 を 測 定 す る た め に 分 析 し た 。 一 晩 の 培 養 後 に 、 こ れ ら の PBMCを 、 培 地 中 、 単 独 (刺 激
さ れ て い な い 細 胞 )又 は LPSの 存 在 下 (刺 激 さ れ た 細 胞 )で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 各 々 の 培 養
中 に 、 4 μ g/mLの 野 生 型 IFNα － 2又 は 変 異 IFNα － 21を 加 え た 。 培 養 後 に 、 細 胞 を 、 抗 CD6
4及 び 抗 CD4dimに よ り 細 胞 外 で 標 識 し 、 Th1型 サ イ ト カ イ ン (TNF-α )、 IL－ 12及 び IL－ 10に
対 す る 特 異 的 抗 体 に よ り 細 胞 内 で 標 識 し た 。
【 ０ ２ ７ ２ 】
蛍 光 を 発 す る 細 胞 を 、 FACScalibur及 び CellQuestソ フ ト ウ ェ ア を 使 っ て 分 析 し た 。
得 ら れ た 結 果 は 、 LPSの 不 存 在 下 に お い て 、 変 異 IFNα － 21タ ン パ ク 質 及 び 野 生 型 IFNα － 2
が サ イ ト カ イ ン (IL－ 10、 IL－ 12及 び TNF－ α )の 放 出 を 刺 激 し な い こ と を 示 す 。 対 照 的 に
、 以 下 の 表 で 示 さ れ る よ う に 、 LPSの 存 在 下 に お い て 、 Q114H/V127D及 び K179E変 異 IFNα －
21タ ン パ ク 質 及 び 野 生 型 IFNα － 2は 、 単 球 に よ る サ イ ト カ イ ン (IL－ 10、 IL－ 12及 び TNF－
α )の 放 出 を 刺 激 す る 。 こ の 表 は 、 CD64＋  CD4dim細 胞 の 割 合 、 並 び に 全 細 胞 に お け る CD4d
im CD64＋ 細 胞 の 割 合 と し て 表 さ れ る 、 LPSの 存 在 下 で の 単 球 に よ る サ イ ト カ イ ン の 放 出 を
表 す 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ７ ４ 】

a)　 ヒ ト ・ リ ン パ 芽 球 の Daudiバ ー キ ッ ト 細 胞 系 の 増 殖 に お い て
こ れ ら の 試 験 を 、 A42G、 Q102K、 Q114H/V127D及 び K179E変 異 IFNα － 21タ ン パ ク 質 、 並 び に
野 生 型 IFNα － 21タ ン パ ク 質 に お い て 実 行 す る 。 あ ら か じ め RPMI1640培 地 (10%の 胎 仔 ウ シ
血 清 及 び 2 mMの L－ グ ル タ ミ ン を 補 足 )中 で 培 養 さ れ た 細 胞 (ヒ ト Daudiバ ー キ ッ ト ・ リ ン パ
腫 細 胞 系 、 以 降 「 Daudi細 胞 」 と 呼 ぶ )を 、 4.10 4 の 細 胞 /ウ ェ ル の 細 胞 密 度 で 96ウ ェ ル プ レ
ー ト 中 に 接 種 す る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
各 々 の ウ ェ ル に お い て 、 Daudi細 胞 を 、 高 め ら れ た 濃 度 の 変 異 又 は 野 生 型 IFNα － 21タ ン パ
ク 質 の い ず れ か と の 接 触 状 態 に 置 く 。 特 徴 づ け る べ き 各 々 の IFNα － 21に つ い て 、 0.003 p
M～ 600 nMの 終 濃 度 を 試 験 す る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
次 に 、 Daudi細 胞 を 5%の CO 2 下 、 37℃ で 66時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 Uptiblue試 薬 (Upt
ima)を 前 記 培 養 物 に 加 え る 。 4時 間 の さ ら な る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 の 後 に 、 590 nm(励
起 560 nm)で 、 発 光 さ れ る 蛍 光 を 計 測 す る こ と に よ っ て 細 胞 増 殖 速 度 を 定 量 す る 。
変 異 又 野 生 型 IFNα － 21の 抗 増 殖 性 活 性 は 、 細 胞 成 長 の 50%を 抑 え る IFNα － 21濃 度 に 相 当
す る IC50の 計 測 値 に 基 づ く 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
各 々 の 実 験 条 件 に つ い て 、 少 な く と も 3つ の 実 験 を 3重 で 実 行 し 、 そ れ は 、 各 々 の IFNα － 2
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1に 関 す る 平 均 IC50値 の 測 定 を 可 能 に す る 。 変 異 タ ン パ ク 質 の IC50の 値 、 割 る 野 生 型 タ ン
パ ク 質 の 値 に 相 当 す る 比 率 が 、 比 較 を 可 能 に す る 。 結 果 を 以 下 の 表 に ま と め る (括 弧 内 は
標 準 偏 差 を 意 味 す る )：
【 ０ ２ ７ ８ 】
【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ７ ９ 】
こ の 試 験 は 、 Daudi細 胞 に 対 す る A42G、 Q114H/V127D及 び K179E変 異 IFNα － 21タ ン パ ク 質 の
細 胞 抗 増 殖 性 活 性 が 、 野 生 型 IFNα － 21の そ れ よ り 低 い こ と を 証 明 す る 。 特 に Daudi細 胞 に
対 す る 細 胞 抗 増 殖 性 活 性 は 、 野 生 型 IFNα － 21に 比 べ て Q114H/V127D IFNα － 21の 存 在 下 で
、 約 10～ 16倍 低 い 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
b)TF－ 1赤 白 血 病 細 胞 系 に お い て
TF－ 1赤 白 血 病 細 胞 系 に 対 す る A42G、 Q114H/V127D及 び K179E変 異 IFNα － 21の 効 果 を も 評 価
し た 。 こ の 試 験 を 、 対 照 と し て 使 用 さ れ 、 か つ 、 イ ン ト ロ ン A商 品 の 代 表 と し て 選 ば れ た
野 生 型 IFNα － 2の 存 在 下 で も 実 施 し た 。
そ の た め に 、 TF－ 1細 胞 を 、 高 め ら れ た 濃 度 の 変 異 IFNα － 21又 は 野 生 型 IFNα － 2(0.001～
1000 ng/mL)と の 接 触 状 態 に 置 き 、 そ し て 細 胞 増 殖 を 計 測 し た 。
【 ０ ２ ８ １ 】
前 記 結 果 を 、 細 胞 増 殖 の 30%を 抑 制 す る IFN-α 濃 度 に 相 当 す る IC30と し て 表 し 、 以 下 の 表
に で ま と め る ：
【 ０ ２ ８ ２ 】
【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ８ ３ 】
こ れ ら の デ ー タ は 、 3つ の 変 異 IFNα － 21が TF－ 1細 胞 に 対 し て 弱 い 抗 増 殖 性 効 果 を 有 し 、
そ し て こ の 効 果 は 、 野 生 型 IFNα － 2の そ れ と 類 似 し て い る こ と を 示 し 、 A42G、 Q114H/V127
D及 び K179E変 異 IFNα － 21の 血 液 毒 性 が 野 生 型 IFNα － 2の そ れ よ り 優 れ て い な い こ と を 示
唆 す る 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
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IFNsは 、 抗 ウ イ ル ス 防 衛 に お い て 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る 。 以 下 の よ う に 、 IFN抗 ウ イ ル
ス 活 性 は 、 部 分 的 に 以 下 の IFNs誘 導 酸 素 系 に よ る ：
【 ０ ２ ８ ５ 】
－ 　 ア デ ノ シ ン ・ オ リ ゴ マ ー 合 成 を 触 媒 す る 酵 素 で あ る 、 2'5'オ リ ゴ ア デ ニ レ ー ト ・ シ ン
テ タ ー ゼ 。 こ れ ら の オ リ ゴ マ ー は 、 一 旦 活 性 化 す る と ウ イ ル ス 性 RNAを 破 壊 す る エ ン ド リ
ボ ヌ ク レ ア ー ゼ で あ る RNase Lを 活 性 化 す る 。
－ 　 ウ イ ル ス 性 転 写 物 の 合 成 及 び /又 は 成 熟 を 抑 制 す る Mxタ ン パ ク 質 (GTPases)。 こ の 活 性
は 、 主 に イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に 発 揮 さ れ る 。
－ 　 2本 鎖 RNAに よ っ て 活 性 化 さ れ る PKRタ ン パ ク 質 (又 は p68キ ナ ー ゼ )。 活 性 化 さ れ た PKR
は 、 タ ン パ ク 質 合 成 を 抑 制 す る 。
【 ０ ２ ８ ６ 】
IFNs抗 ウ イ ル ス 活 性 は 、 他 の 機 構 、 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス の 場 合 、 細 胞 内 へ の ウ イ ル ス 粒
子 の 侵 入 、 複 製 、 結 合 、 粒 子 の 退 出 、 そ し て ウ イ ル ス 粒 子 の 感 染 力 の 抑 制 に 関 し て 誘 発 さ
れ も す る 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
最 後 に 、 IFNsは 、 免 疫 系 の 特 定 の 機 能 を 調 節 す る こ と に よ っ て 、 特 に 細 胞 介 在 (特 に 、 MHC
ク ラ ス I及 び II分 子 の 増 加 、 IL－ 12及 び IFN-γ 産 生 の 増 加 、 CTL活 性 の 上 昇 を 含 む )へ の 応
答 を 助 け る こ と に よ っ て 間 接 的 な 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 発 揮 す る 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
A42G、 Q114H/V127D及 び K179E変 異 IFNα － 21の 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 、 イ ン ビ ト ロ で 細 胞 培 養
に よ り 、 イ ン ビ ボ で マ ウ ス ・ モ デ ル に よ り 評 価 し た 。 両 試 験 を 、 対 照 と し て 使 用 さ れ 、 か
つ 、 イ ン ト ロ ン A商 品 の 代 表 と し て 選 ば れ た 野 生 型 IFNα － 2と 平 行 し て 実 行 し た 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
a)　 細 胞 培 養 に よ る イ ン ビ ト ロ に お け る 抗 ウ イ ル ス 活 性
こ の ア ッ セ イ は 、 水 疱 性 口 内 炎 ウ イ ル ス (VSV)を 使 っ た 細 胞 培 養 に よ り A42G、 Q114H/V127D
及 び K179E変 異 IFNα － 21、 並 び に 野 生 型 IFNα － 2の 抗 ウ イ ル ス 活 性 に つ い て の 評 価 を 可 能
に す る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
そ の た め に 、 WISHヒ ト 上 皮 細 胞 を 、 下 げ ら れ た 濃 度 の 変 異 IFNα － 21及 び 野 生 型 IFNα － 2
の 存 在 下 で 24時 間 培 養 す る 。 次 に 、 細 胞 を さ ら に 24～ 48時 間 、 水 疱 性 口 内 炎 (VSV)ウ イ ル
ス に よ っ て 感 染 さ せ 、 そ し て 細 胞 の 溶 解 を 計 測 す る 。
試 験 さ れ た 様 々 な IFNα の 抗 ウ イ ル ス 効 果 を 、 VSVに よ っ て 誘 発 さ れ た 細 胞 溶 解 の 50%を 抑
制 す る IFN濃 度 に 相 当 す る IC50値 を 比 較 す る こ と に よ っ て 測 定 す る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
類 似 の 実 験 を 2回 実 行 し 、 そ し て 計 測 さ れ た 平 均 IC50値 を 以 下 の 表 に 示 す ：
【 ０ ２ ９ ２ 】
【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ９ ３ 】
こ の よ う に 、 VSVに 感 染 し た 細 胞 培 養 に お い て 、 A42G、 Q114H/V127D及 び K179E変 異 IFNα －
21は 、 野 生 型 IFNα － 2よ り 低 い 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 有 す る 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
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b)　 マ ウ ス ・ モ デ ル に よ る イ ン ビ ボ に お け る 抗 ウ イ ル ス 活 性
こ の イ ン ビ ボ に お け る 試 験 を 、 EMCV(脳 心 筋 炎 ウ イ ル ス )マ ウ ス ・ モ デ ル に よ り 実 施 す る 。
ヒ ト IFNsは 、 マ ウ ス に お い て 服 用 量 依 存 的 な 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 示 し 、 そ れ は 、 同 量 の マ ウ
ス IFNで 示 さ れ た も の よ り お お む ね 100～ 1,000倍 少 な い (Meister et al. (1986). J. Gen.
 Virol. 67, 1633-1644)。
【 ０ ２ ９ ５ 】
脳 心 筋 炎 ウ イ ル ス (EMCV)の マ ウ ス 腹 膜 内 注 入 は 、 中 枢 神 経 系 関 連 及 び 脳 炎 に を 特 徴 と す る
急 速 に 進 行 す る 致 命 的 な 病 気 を 発 生 さ せ る (Finter NB(1973)Front Biol. 2： 295－ 360)。
マ ウ ス 及 び ヒ ト ・ イ ン タ ー フ ェ ロ ン -α は 、 と も に 致 命 的 な EMCV感 染 に 対 抗 し て マ ウ ス の
保 護 に 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ た (Tovey and Maury (1999). J. IFN Cytokine Res. 19:1
45-155)。
【 ０ ２ ９ ６ 】
1群 20匹 の 6週 齢 の ス イ ス ・ マ ウ ス を 、 100× LD50の EMCVに よ り 腹 腔 内 へ の 注 入 に よ り (ip)
感 染 さ せ 、 そ し て 1時 間 後 、 及 び そ の 後 3日 間 は 1日 1回 、 2μ gの A42G、 Q114H/V127D及 び K17
9E変 異 IFNα － 21又 は 野 生 型 IFNα － 2製 剤 に よ り 治 療 し た 。 対 照 群 を 、 賦 形 剤 だ け で 治 療
し た 動 物 で 行 っ た 。 動 物 を 、 21日 間 、 生 存 に つ い て 毎 日 追 跡 し た 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
結 果 は 、 図 6に 示 さ れ 、 そ し て A42G、 Q114H/V127D又 は K179E変 異 IFNα － 21に よ り 治 療 さ れ
た マ ウ ス の 相 対 的 な 生 存 率 は 、 治 療 を 受 け な か っ た マ ウ ス の 生 存 率 よ り か な り 高 か っ た が
、 し か し 野 生 型 IFNα － 2に よ り 治 療 さ れ た マ ウ ス に つ い て 観 察 さ れ た そ れ に 依 然 と し て 類
似 し た ま ま で あ る こ と を 示 す 。
こ れ ら の 結 果 の 全 て が 、 A42G、 Q114H/V127D及 び K179E変 異 IFNα － 21が 独 特 の 生 物 学 的 性
質 を 有 す る こ と を 証 明 し て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ９ ８ 】
【 図 １ 】 SNP c973a(Q79K)を 含 む 本 発 明 に よ る コ ー ド ・ タ ン パ ク 質 及 び 天 然 の 野 生 型 IFNα
－ 21タ ン パ ク 質 の モ デ ル を 表 す 。 図 1Bは 、 図 1Aに 表 さ れ た 各 々 1つ の タ ン パ ク 質 の 下 部 に
つ い て の モ デ ル の 拡 大 図 を 表 す 。
図 1A及 び 1Bに お い て 、 黒 リ ボ ン は 天 然 の 野 生 型 IFNα － 21タ ン パ ク 質 の 構 造 を 表 し 、 白 リ
ボ ン は Q79K変 異 IFNα － 21タ ン パ ク 質 の 構 造 を 表 す 。
【 図 ２ 】 SNP g1011c(Q91H)を 含 む 本 発 明 に よ る コ ー ド ・ タ ン パ ク 質 及 び 天 然 の 野 生 型 IFN
α － 21タ ン パ ク 質 の モ デ ル を 表 す 。 図 2Bは 、 図 2Aに 表 さ れ た 各 々 1つ の タ ン パ ク 質 の 左 部
に つ い て の モ デ ル の 拡 大 図 を 表 す 。
図 2A及 び 2Bに お い て 、 黒 リ ボ ン は 天 然 の 野 生 型 IFNα － 21タ ン パ ク 質 の 構 造 を 表 し 、 白 リ
ボ ン は Q91H変 異 IFNα － 21タ ン パ ク 質 の 構 造 を 表 す 。
【 図 ３ 】 SNP t1049a(V104D)を 含 む 本 発 明 に よ る コ ー ド ・ タ ン パ ク 質 及 び 天 然 の 野 生 型 IFN
α － 21タ ン パ ク 質 の モ デ ル を 表 す 。 図 3Bは 、 図 3Aに 表 さ れ た 各 々 1つ の タ ン パ ク 質 の 上 部
に つ い て の モ デ ル の 拡 大 図 を 表 す 。
図 3A及 び 3Bに お い て 、 黒 リ ボ ン は 天 然 の 野 生 型 IFNα － 21タ ン パ ク 質 の 構 造 を 表 し 、 白 リ
ボ ン は V104D変 異 IFNα － 21タ ン パ ク 質 の 構 造 を 表 す 。
【 図 ４ 】 SNP t1155a(C139stop)(図 4B)を 含 む 本 発 明 に よ る コ ー ド ・ タ ン パ ク 質 及 び 天 然 の
野 生 型 IFNα － 21タ ン パ ク 質 (図 4A)の モ デ ル を 表 す 。 図 4Cは 、 図 4A及 び 4Bの 2つ の タ ン パ ク
質 の 重 ね 合 わ せ を 表 す 。 図 4に お い て 、 黒 リ ボ ン は 天 然 の 野 生 型 IFNα － 21タ ン パ ク 質 の 構
造 を 表 し 、 白 リ ボ ン は C139stop変 異 IFNα － 21タ ン パ ク 質 の 構 造 を 表 す 。
【 図 ５ 】 SNP a1204g(K156E)を 含 む 本 発 明 に よ る コ ー ド ・ タ ン パ ク 質 及 び 天 然 の 野 生 型 IFN
α － 21タ ン パ ク 質 の モ デ ル を 表 す 。 図 5Bは 、 図 5Aに 表 さ れ た 各 タ ン パ ク 質 の 上 部 に つ い て
の モ デ ル の 拡 大 図 を 表 す 。
図 5に お い て 、 黒 リ ボ ン は 天 然 の 野 生 型 IFNα － 21タ ン パ ク 質 の 構 造 を 表 し 、 白 リ ボ ン は K1
56E変 異 IFNα － 21タ ン パ ク 質 の 構 造 を 表 す 。
【 図 ６ 】 前 も っ て VSVウ イ ル ス に 感 染 さ せ た 、 そ し て A42G、 Q114H/V127D又 は K179E変 異 IFN
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α － 21タ ン パ ク 質 に よ り 治 療 し た マ ウ ス の 、 野 生 型 IFNα － 2で 治 療 し た も の 又 は 治 療 し て
い な い も の と 比 較 し た 生 存 率 を 表 す 。
こ の 図 面 に お い て 、 横 軸 は 生 存 時 間 (日 間 )に 相 当 し 、 縦 軸 は VSV感 染 マ ウ ス の 相 対 的 な 生
存 率 に 相 当 す る 。 黒 三 角 、 十 字 形 、 黒 ダ イ ヤ モ ン ド は 、 そ れ ぞ れ A42G変 異 IFNα － 21、 Q11
4H/V127D変 異 IFNα － 21、 及 び K179E変 異 IFNα － 21に よ り 治 療 し た VSV感 染 マ ウ ス に 関 す る
デ ー タ を 表 す 。 黒 四 角 は 、 野 生 型 IFNα － 2に よ り 治 療 し た VSV感 染 マ ウ ス に 関 す る デ ー タ
を 表 し 、 白 三 角 は 、 治 療 し て い な い VSV感 染 マ ウ ス に 関 す る デ ー タ を 表 す 。

【 図 ６ 】
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摘要(译)

本发明中，IFN-α-21从新的多核苷酸，其包括新SNP，和包含至少一个
突变的新的天然存在的野生型IFN-α-21蛋白的基因的核苷酸序列造成的
本发明的至少一种SNP多肽及其用于治疗。
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