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血液脳関門を越えて薬剤を輸送するための方法およびモ
デル、抗体およびアンチセンスオリゴヌクレオチドの調
製、マウスp97を研究するための実験系の調製、マウ
スp97の発現および/または活性を調節する物質の単
離、ならびに診断的および治療的な適用における、マウ
スp97核酸配列およびそれらのタンパク質および修飾
因子の使用を記載する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  アルツハイマー病（AD）を治療するための治療薬をスクリー

ニングするための方法であって、mp97のレベルが高いマウスに薬剤を投与する段

階、およびmp97のレベルを測定する段階を含み、mp97のレベルの低下によって該

薬剤がアルツハイマー病の治療に有用でありうることが示される方法。

    【請求項２】  mp97のレベルをマウスの血清中で測定する、請求項1記載の

方法。

    【請求項３】  mp97のレベルを、放射免疫アッセイ法、競合アッセイ法また

は酵素結合免疫吸着アッセイ法を用いて測定する、請求項2記載の方法。

    【請求項４】  薬剤が血液脳関門を通過する能力を評価するための方法であ

って、

（1）有効量の

  (a)マウスp97と関連のある薬剤、または

  (b)マウスp97を結合する化合物と関連のある薬剤

を投与する段階、および

（2）神経系における該薬剤のレベルを試験する段階

を含む方法。

    【請求項５】  治療薬が神経症状を治療する能力を評価する方法であって、

（1）マウスに有効量の

  (a)マウスp97と関連のある薬剤、または

  (b)マウスp97を結合する化合物と関連のある薬剤

を投与する段階、および

（2）投与の結果をモニターする段階

を含み、神経症状における改善によって薬剤が治療効果を有することが示される

方法。

    【請求項６】  神経症状が、癌、神経変性疾患、脱髄疾患、筋萎縮側索硬化

症、細菌感染症およびウイルス感染症、欠乏性疾患、てんかん、精神病、疼痛な

らびに神経障害からなる群より選択される、請求項5記載の方法。

    【請求項７】  神経症状がアルツハイマー病である、請求項5記載の方法。
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    【請求項８】  以下の段階を含む、マウスp97タンパク質の活性または発現

に影響を及ぼす化合物を同定するための方法：

(a)被験化合物をマウスp97タンパク質またはマウスp97タンパク質をコードする

核酸とともにインキュベートする段階、ならびに

(b)マウスp97タンパク質の活性量または発現量を測定し、かつ対照と比較する段

階であって、対照と比較したマウスp97タンパク質の活性または発現における変

化によって、被験化合物がマウスp97タンパク質の活性または発現に影響を及ぼ

すことが示される段階。

    【請求項９】  p97が細胞内で発現される、請求項8記載の方法。

    【請求項１０】  細胞がp97をレポーター遺伝子との融合タンパク質として

発現する、請求項9記載の方法。

    【請求項１１】  以下の段階を含む、マウスp97と結合しうる物質を同定す

る方法：

(a)マウスp97と被験物質との間に複合体を形成することができる条件下で、マウ

スp97および被験物質を反応させる段階、ならびに

(b)マウスp97と被験物質との複合体、遊離物質または非複合型マウスp97に関し

てアッセイする段階であって、複合体の存在によって、被験物質がマウスp97を

結合できることが示される段階。

    【請求項１２】  p97が配列番号：2に示されるアミノ酸配列を有する、請求

項1から11のいずれか一項記載の方法。

    【請求項１３】  p97の発現が増大している、トランスジェニック非ヒト動

物。

    【請求項１４】  p97の発現が減少している、トランスジェニック非ヒト動

物。

    【請求項１５】  動物がマウスである、請求項13または14記載のトランスジ

ェニック動物。

    【請求項１６】  治療薬を試験するための、請求項13から15のいずれか一項

記載のトランスジェニック動物の使用。

    【請求項１７】  神経症状を治療するための治療薬を試験するための、請求
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項16記載の使用。

    【請求項１８】  アルツハイマー病を治療するための治療薬を試験するため

の、請求項17記載の使用。

    【請求項１９】  配列番号：2のアミノ酸配列と少なくとも80％の配列同一

性を有する、実質的に単離されたmp97タンパク質。

    【請求項２０】  配列同一性が少なくとも90％である、請求項19記載の実質

的に単離されたmp97タンパク質。

    【請求項２１】  配列同一性が100％である、請求項19記載の実質的に単離

されたmp97タンパク質。

    【請求項２２】  配列番号：2のアミノ酸1位から718位と少なくとも80％の

配列同一性を有する、実質的に単離されたmp97タンパク質。

    【請求項２３】  配列同一性が少なくとも90％である、請求項22記載の実質

的に単離されたmp97タンパク質。

    【請求項２４】  配列同一性が100％である、請求項22記載の実質的に単離

されたmp97タンパク質。

    【請求項２５】  配列番号：1と少なくとも80％の配列同一性を有するmp97

タンパク質をコードする、実質的に単離された核酸配列。

    【請求項２６】  配列番号：1と少なくとも90％の配列同一性を有するmp97

タンパク質をコードする、実質的に単離された核酸配列。

    【請求項２７】  配列番号：1と少なくとも80％の配列同一性を有するmp97

タンパク質をコードする、実質的に単離された核酸配列。

    【請求項２８】  請求項19から24のいずれか一項記載のタンパク質に結合す

る抗体。

    【請求項２９】  請求項25から28のいずれか一項記載の核酸配列に対して相

補的な、アンチセンスオリゴヌクレオチド。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

発明の分野

  本発明は、治療薬を試験するための、およびマウスp97を調節する薬剤をスク

リーニングするための方法および実験モデルに関する。

      【０００２】

発明の背景

  悪性腫瘍、アルツハイマー病、パーキンソン病、細菌感染およびウイルス感染

、ならびに欠乏症（例えば、ウェルニッケ症および栄養性多発性神経障害）のよ

うな、脳の疾患の治療に対する主要な障害は、血液脳関門を越えて治療薬を送達

するための、有効かつ非侵襲性の手段がないことである。血管から脳への薬物お

よび溶質の輸送は、内皮の密着結合および内皮細胞における水性の孔の欠如によ

って、脳の毛細管内皮壁の透過性が限られていることにより制限されている（Pa

rdridge, W.M.ら、J. Pharmacol. & Expt. Therapeut. 253: 884-891, 1990）。

Jefferiesら（PCT国際公開公報第94/01463号）は、それに結合した治療薬を、血

液脳関門、血液眼関門、および血液胎盤関門を越えて輸送する「シャトル（shut

tle）」タンパク質である、p97の使用を開示する。

      【０００３】

  ヒトp97（hp97、または、メラノトランスフェリンまたはヒト黒色腫腫瘍関連

抗原として公知である）は、ヒト皮膚癌と関連する最初の細胞表面マーカーの一

つである（Brownら、J.Immunol.、127: 539-546、1981; Hellstromら、Int. J.C

ancer 31: 553-555、1983）。P97は、脊椎動物で見出された、密接に関連する鉄

結合タンパク質の群に属する（Rose, T.M. ら、Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 83

:1261, 1986）。このファミリーは、血清トランスフェリン、ラクトフェリン、

および鳥類の卵白オボトランスフェリンを含む。p97は、シアロ糖タンパク質で

あり、ヒトにおける3番染色体にコードされている（Plowmanら、Nature 303: 70

-72, 1983）。ヒトp97およびラクトフェリンは40％の配列相同性を共有している

。しかしながら、p97は、グリコシルホスファチジルイノシトール（GPI）アンカ

ーにより細胞膜に接続されることが示されている点において、トランスフェリン
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ファミリーの中で固有であると考えられる（Alemanyら、J. Cell Sci. 104: 115

5-1162; Food ら、J. Biol. Chem. 269: 3034-3040, 1994）。

      【０００４】

  肝臓細胞、腸の上皮細胞、胎児細胞、腸細胞、臍帯、胎盤および汗腺管を含む

、培養された通常の細胞型でp97が発現する。さらに最近、p97は、ヒトの脳の正

常な毛細管内皮細胞、およびアルツハイマー病患者の反応性ミクログリアで発現

することが示された（PCT国際公開公報第94/01463号; Jefferiesら）。さらに、

GPIアンカーを欠くp97の可溶型は、アルツハイマー病患者の血清および他の体液

において、増加していることが見出されている（PCT国際公開公報第94/01463号;

 PCT出願第CA96/00587号; Kennardら、Nature Medicine 2: 1230-1235, 1996）

。p97は、Tfおよびその受容体に左右されない、細胞の鉄の取り込みのための新

しい経路を提供することもまた示されている（米国特許第5,981,194号およびKen

nard 1995）。本発明者らはまた、p97およびTRがヒト脳の毛細管系で同時に発現

するのに対して、Tfが主にグリア細胞に局在することも示しており（米国特許第

5,981,194号およびRothenberger 1996）、これは、MTfが脳内の鉄輸送において

役割を果たしうることを示唆する。さらに、脳の内皮細胞で発現されるp97はPI-

PLC消化に耐性であり、それはTRに結合したp97の可溶型であることを示唆する。

さらに、アミロイド斑と特異的に結合する反応性ミクログリアは、アルツハイマ

ー病の脳においてp97を発現し（米国特許第5,981,194号およびJefferies 1996）

、かつp97の血清レベルならびにCSFのレベルは、アルツハイマー病患者において

著しく上昇する（米国特許第5,981,194号およびKennard 1996、前記）。これら

のデータは、反応性ミクログリアから生じるp97が、血液脳関門に存在する特異

的な輸送系を横断することによって血清中に現れることを示唆し、さらに注入さ

れる場合には血流から血液脳関門への経細胞輸送（transcytosis）の可能性も暗

示する。多数の研究（Jefferiesら、Trends in Cell Biology 6: 223-228, 1996

に要約される）は、血液脳関門を超えるイオンの経細胞輸送において、積極的な

役割を果たしうることを示唆する。

      【０００５】

  ヒトp97はクローニングされ、発現されて（米国特許第5,262,177号、第 5,141
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,742号）、治療薬がそれに結合または連結される治療プロトコールでの使用に利

用可能である。しかしながら、p97に関連する様々な治療薬の、前臨床スクリー

ニングおよびインビボの試験は、安価で便利な相同性試験系がないことにより妨

げられている。例えば、マウスモデルにおいてヒトp97を用いる非相同試験系を

使用できるが、ヒトにおいて血液脳関門を越えて治療物質を輸送するためにヒト

p97が使用されると考えられる、相同な臨床状況を反映すると考えられる相同性

試験系を有することは、有用と考えられる。特異的なp97-薬剤の組み合わせの有

効性についてより正確な情報を提供し、かつ潜在的な治療のための迅速なスクリ

ーニング系を提供するために、相同な動物モデルにおいてp97が連結した治療薬

を試験する必要性がある。

      【０００６】

  また、インビボのp97の生理学的な役割をさらに解明するために、マウス系に

おいてp97の「ノックアウト」または過剰発現実験を行うために、相同なマウスp

97を有することが望ましいと考えられる。

      【０００７】

発明の概要

  一つの局面において、本発明は、配列番号：2のアミノ酸配列を持つ単離され

たマウスp97（下記において「mp97」）ポリペプチド、ならびにそのアミノ酸配

列の一部を含むポリペプチド、およびそれらの産生のための方法を提供する。好

ましい態様は、膜貫通部分を欠き、配列番号：2のアミノ酸1位～718位を含む、

切断されたmp97である。

      【０００８】

  別の局面において、本発明は配列番号：1のヌクレオチド配列を持つmp97タン

パク質をコードする、単離されたポリヌクレオチドを提供する。

      【０００９】

  本発明の別の局面は、血液脳関門を通過して治療効果を発揮する能力に関して

、治療組成物をスクリーニングするための方法を提供する。

      【００１０】

  本発明は、p97の修飾因子（modulator）を同定し、かつそのインビボでの役割
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を研究するための、細胞および動物を含む実験モデルも含む。

      【００１１】

発明の詳細な説明

  本発明は、mp97ポリペプチド、それらをコードするポリヌクレオチド、ならび

に治療薬を評価し、かつp97を調節する物質を同定するためのモデル系における

それらの使用法に向けられる。

      【００１２】

I.  マウスp97ポリヌクレオチド

  一局面において、本発明は配列番号：1に示される、p97タンパク質を含むmp97

ポリペプチドをコードする、ポリヌクレオチド配列を提供する。配列番号：1の

解析は、図式的には図2に示される以下の特徴を明らかにした：

1.  1位～63位：5'非翻訳写領域（UTR）；

2.  64位～66位：翻訳開始コドンATG；

3.  64位～2277位：マウスp97mp97タンパク質のオープンリーディングフレーム

（ORF）；

4.  1063位：731bpのRT-PCR産物における野生型である、EST2における単一のヌ

クレオチドC欠失；

5.  2278位～2280位：翻訳終止コドンTGA；

6.  2281位～4068位：3'UTR；

7.  3299位～3304位：推定の選択的（alternative）ポリアデニル化シグナルI、

AATAAC；

8.  3544位：選択的ポリアデニル化部位I；

9.  3106位～3111位：推定のポリアデニル化シグナルII、AATGAA；

10.  3128位：選択的ポリアデニル化部位II；

11.  4028位～4033位：EST2転写物の推定の選択的ポリアデニル化シグナルAATAA

A；

12.  4048位：EST2転写物のポリアデニル化部位；

13.  4049位～4068位：ポリアデニル化尾部（A=20）；および

14.  491位～1221位：野生型配列（1063位の単一のヌクレオチドC欠失のない、
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マウス黒色腫細胞株JB/MS由来の731bpのRT-PCR産物との重複

      【００１３】

  本発明者らは、下記の実施例1に詳細に記載する、mp97cDNAをコードするDNAを

単離した。これはヒトp97cDNAの3'領域中の領域に79％のcDNA相同性を有する、5

65塩基対断片を同定するために、EST配列を含むデータベースの使用を伴った。

（データベースの記録は565塩基対のESTによってコードされる、いかなるポリペ

プチドも開示せず、かつもしあるとしても、リーディングフレームと考えられる

ものを示さない。）不完全なcDNA部分を伸長するために、ポリdTおよび推定上の

mp97cDNAから設計された内部のプライマーを用いて、マウス黒色腫細胞株JB/MS

由来のポリA+RNAにRACE PCRを行った。または、ポリA+RNAを用いてラムダgt10の

ような適切な宿主で生成された、一つまたは複数のcDNAライブラリーをスクリー

ニングすることによって、mp97cDNAを得ることができた。mp97を発現する細胞株

または組織は、細胞質のRNA、好ましくはポリA+RNAをヒトp97cDNAにハイブリダ

イズする能力に関してスクリーニングすることによって、同定されうる。ヒトp9

7cDNAをコードする配列を含むクローンは、寄託番号CRL 8985（PMTp97b）および

CRL 9304（pSVp97a）の下、米国菌培養収集所（American Type Culture Collect

ion：ATCC）に寄託されている。mp97cDNAを含むクローンは、推定上のmp97cDNA

断片、および/または完全長ヒトp97cDNAから生成された、標識された核酸プロー

ブを用いたストリンジェントな条件下でハイブリダイズする能力によって、同定

される。

      【００１４】

  本発明の好ましい態様は、mp97コード領域である、配列番号：1のヌクレオチ

ド64位～2277位からなる群より選択されたヌクレオチド配列を含む、単離された

DNAを提供した。シャトルとして作用し、血液脳関門を越えて薬剤を輸送するこ

とができるmp97タンパク質の一部をコードする、配列番号：1のDNA断片もまた、

本発明の範囲に含まれる。そのようなDNA断片は、血液脳関門を通過することが

できるか否かを判定するための、インビトロまたはインビボのモデルにおいて、

適切な系でコードされたポリペプチドを発現し、標識し、かつ試験することによ

って同定されうる。これら全ての段階の方法を以下に示す。産生および使用の他
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の好ましい態様および方法を、以下にさらに詳細に述べる。本発明のmp97ポリヌ

クレオチドまたは核酸は、cDNA、化学的に合成されたDNA、PCRにより単離された

DNA、ゲノムDNAおよびそれらの組み合わせを含む。ゲノムp97DNAは、標準的な技

術を用いて本明細書に開示されたマウスp97cDNAへのハイブリダイゼーションに

よってゲノムDNAライブラリーから単離されてもよい。mp97DNAから転写されたRN

Aもまた、本発明に含まれる。

      【００１５】

  従って、本発明はmp97タンパク質が配列番号：1と少なくとも80％の配列同一

性を有する、mp97タンパク質をコードする実質的に単離された核酸配列を提供す

る。好ましくは核酸配列は以下を含む：

  (a)TがUでありうる、配列番号：1に示された核酸配列；

  (b)(a)の核酸配列に相補的である核酸配列；

  (c)(a)もしくは(b)の核酸配列と実質的な配列相同性を有する核酸配列；

  (d)(a)、(b)もしくは(c)の核酸配列の類似体である核酸配列；または

  (e)ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下で、(a)、(b)、(c)また

は(d)の核酸配列にハイブリダイズする核酸配列。

      【００１６】

  「実質的な配列相同性を有する配列」という用語は、(a)または(b)の配列に由

来する、わずかなまたは取るに足らない配列変化を有する、核酸配列を意味し、

すなわちこの配列は、実質的に同じ様式で機能する。この変化は局所変異または

構造的変更に起因しうる。実質的な相同性を有する核酸配列は、配列番号：1に

示される核酸配列と、少なくとも65％、より好ましくは少なくとも85％、かつ最

も好ましくは90％～95％の同一性を有する核酸配列を含む。

      【００１７】

  「ハイブリダイズする配列」という用語は、ストリンジェントなハイブリダイ

ゼーション条件下で、(a)、(b)、(c)、または(d)の配列にハイブリダイズするこ

とができる核酸配列を意味する。DNAハイブリダイゼーションを促進する適切な

「ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件」は、当業者に公知であり、

「分子生物学における最新プロトコール（Current Protocols in Molecular Bio
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logy）」 John Wiley& Sons, N.Y.（1989）、6.3.1.～6.3.6.に見出されうる。

例えば、以下を用いてよい：約45℃で6.0×塩化ナトリウム/クエン酸ナトリウム

（SSC）の後に、50℃で2.0×SSC；50℃～65℃で0.2×SSC；または44℃～50℃で2

.0×SSCの洗浄を行う。ストリンジェンシーは洗浄段階で用いられた条件に基づ

いて選択されてもよい。例えば、洗浄段階における塩濃度は、50℃で約0.2×SSC

の高ストリンジェンシーから選択されうる。さらに、洗浄段階における温度は、

約65℃で高ストリンジェンシー条件で有りうる。

      【００１８】

  「類似体である核酸配列」という用語は、(a)、(b)、または(c)の配列と比較

して変更されている塩基配列であって、ここで本明細書で記載するように、変更

によって配列の有用性は変化しない塩基配列を意味する。変更された配列または

類似体は、(a)、(b)または(c)において示された配列上の特性を改良しているか

もしれない。類似体を調製するための変更の一例は、配列表：1に示された配列

の天然に存在する塩基（すなわち、アデニン、グアニン、シトシン、またはチミ

ン）のうちの一つを、キサンチン、ヒポキサンチン、2-アミノアデニン、6-メチ

ル、2-プロピルおよび他のアルキルアデニン、5-ハロウラシル、5-ハロシトシン

、6-アザウラシル、6-アザシトシンおよび6-アザチミン、シュードウラシル、4-

チオウラシル、8-ハロアデニン、8-アミノアデニン、8-チオールアデニン、8-チ

オールアルキルアデニン、8-ヒドロキシルアデニンおよび他の8-置換アデニン、

8-ハログアニン、8 アミノグアニン、8-チオグアニン、8-チオールアルキルグア

ニン、8-ヒドロキシルグアニン、および他の8-置換グアニン、他のアザおよびデ

アザウラシル、チミジン、シトシン、アデニン、またはグアニン、5-トリフルオ

ロメチルウラシルならびに5-トリフルオロシトシンなどの、変更された塩基で置

換することである。

      【００１９】

  変更の別の例は、リン酸バックボーン中の変更されたリンまたは酸素のヘテロ

原子、配列番号：1に示された核酸分子における、短鎖のアルキルもしくはシク

ロアルキルの間糖（intersugar）連結、または短鎖のヘテロ原子もしくは複素環

式の間糖連結を含む。例えば、核酸配列は、ホスホロチオエート、ホスホトリエ



(12) 特表２００３－５２５０３８

ステル、メチルホスホネート、およびホスホロジチオエート含んでもよい。

      【００２０】

  本発明の核酸分子の類似体のさらなる例は、ペプチド核酸（PNA）であって、

ここでDNA（またはRNA）中のデオキシリボース（またはリボース）リン酸バック

ボーンは、ペプチドにおいて見出されるものと同様のポリアミドバックボーンで

置換される（P.E. Nielsenら、Science 1991、254、1497）。PNA類似体は、酵素

による分解に耐性があり、かつインビボおよびインビトロにおいて長期の寿命を

有することが示されている。PNAはまた、PNA鎖とDNA鎖との間に電荷の反発がな

いため、相補的なDNA配列により強く結合する。他の核酸類似体は、ポリマーバ

ックボーン、環式バックボーン、または非環式バックボーンを含んでいるヌクレ

オチドを含んでもよい。例えば、ヌクレオチドは、モルフォリノバックボーン構

造（米国特許第5,034,506号）を有してもよい。類似体はまた、レポーター基、

核酸配列の薬物動態学的または薬力学的な特性を改良するための基のような基を

含んでもよい。

      【００２１】

II.  マウスp97ポリペプチド

  配列番号：1のcDNAによってコードされるmp97タンパク質のアミノ酸配列を、

配列番号：2に示す。cDNA配列から予測されるマウスp97タンパク質は、分子量81

,294Daでかつ理論上のpIが5.69であり、738アミノ酸からなる。N 末の最初の19

アミノ酸、MRLLSVTFWLLLSLRTVVCは、ニールソン（Nielson）H.ら、Protein Engi

neering、10、1～6  1997の方法により、予測されるシグナルペプチドである。

最も可能性の高いこのシグナルペプチドの切断部は、19位と20位の間、VVC-VMに

あり、分子量が79,061Daであり、かつpIが5.59である成熟タンパク質を産生する

。アミノ酸配列の解析により、図3に図式的に示す、保存された配列および潜在

的な機能的モチーフが明らかになった。

I.  一次構造の特徴：

  1.19アミノ酸シグナルペプチド：

  2.N末端ローブ（20位～356位）；
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  3.9アミノ酸ローブ間ドメイン（357位～365位）；

  4.C末端ローブ（366位～738718位）；

  5.疎水性尾部

および

  6.N末端ローブとC末端ローブの間で保存された領域：（23位～356位、366位～

705位）

      【００２２】

II. 他の潜在的な機能的モチーフ

  1.N-グリコシル化部位：  NVTI（118位～121位）

                          NRTV（135位～138位）

                          NASC（515位～518位）

  2.トランスフェリンイオン結合モチーフ：

  3.チロシンキナーゼリン酸化部位：KSPLERYY（201位～208位）

  4.Myc型へリックス-ループ-へリックス二量体化モチーフ：STLELVPIA（328位

～336位）

  5.免疫グロブリンおよび主要組織適合性複合体タンパク質モチーフ：FRCLVEH

（560位～566位）

  6.グリコサミノグリカン付着部位：SGAG（710位～713位）

  7.疎水性尾部



(14) 特表２００３－５２５０３８

      【００２３】

  ヒトおよびマウスにおけるp97タンパク質は高度に保存されている。それらは

、アミノ酸配列において83％の同一性および89％の類似性を共有している。それ

らの全体構造は類似しており（図4に図式的に示される）、両方とも19アミノ酸

のシグナルペプチドで始まり、短いローブ間ドメインによって分離された、2つ

の保存された半領域（half）の後には、C末端に20個～27個の疎水性アミノ酸が

続いている。シグナルペプチドおよび疎水性尾部は、配列が類似している。より

重要なことに、3つのトランスフェリン鉄結合モチーフおよびタンパク質内にお

けるそれらの位置が高度に保存されており、マウスおよびヒトにおいてp97タン

パク質が鉄の結合および輸送において役割を担っていることを示唆している（図

5参照）。

      【００２４】

  本発明のmp97ポリペプチドは、実施例2における細菌または哺乳類細胞培養発

現系において、ポリペプチドをコードするcDNAを含むベクターを発現させること

によって得られた。本発明の範囲内の他のp97ポリペプチドを得るための方法を

以下に提示する。

      【００２５】

  従って、本発明は配列番号：2のアミノ酸配列と少なくとも80％の配列同一性

を有する、実質的に単離されたmp97タンパク質を提供する。

      【００２６】

  本発明の文脈内において、p97およびその誘導体は、血液脳関門を越えて薬剤

を輸送する能力を維持する、様々な構造的な形状の初期（primary）タンパク質

を含んでもよい。例えば、p97タンパク質は、酸性もしくは塩基性の塩の形状で

あっても、または中性の形状であってもよい。さらに、各アミノ酸残基は、酸化

または還元によって変更されてもよい。さらに、様々な置換、欠失、または付加

が、アミノ酸またはDNA核酸配列になされてもよく、その正味の効果は、mp97の

生物学的活性または免疫原生を維持することである。コード縮重によれば、例え
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ば、同じアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列において多数の変化があり

うる。

      【００２７】

  本発明の範囲内の他のmp97誘導体は、以下で議論するように、タンパク質また

はポリペプチドのような他の分子と共に、mp97の結合体を含む。これは例えば、

mp97の精製もしくは同定を容易にするための、N末端もしくはC末端融合タンパク

質、または内的に標識されたタンパク質の合成により、達成されてもよい（米国

特許第4,851,341号を参照、またHoppら、Bio/Technology 6:1204、1988も参照）

。融合タンパク質は、前述したように本発明の組成物における使用のために調製

されてもよい。融合タンパク質は、組換え技術によって、p97のN末端もしくはC

末端またはその他の部分、および望ましい生物学的または治療的な機能を有する

、選択されたタンパク質の配列を融合することによって、調製されてもよい。結

果として生じる融合タンパク質は、選択されたタンパク質と融合された、mp97ま

たはその一部を含む。融合タンパク質を調製するために選択されうるタンパク質

の例には、γ-インターフェロン、腫瘍壊死因子、IL-1、IL-2、IL-3、IL-4、IL-

5、IL-6、IL-7、IL-8、IL-9、IL-10、IL-11、GM-CSF、CSF-1およびG-CSFのよう

なリンフォカインが含まれる。特に好ましい分子には、神経成長因子および免疫

グロブリン分子のFc部分が含まれる。

      【００２８】

  上記の分子をコードする配列は、例えば、米国菌培養収集所（the American T

ype Culture Collection：ATCC、Rockville Maryland）、および英国バイオテク

ノロジー社（the British Biotechnology Limited：Cowley、Oxford England）

を含む、配列をコードするプラスミドを収容する寄託機関を含む、様々な供給源

から通常得ることができる。そのようなプラスミドの例は、BBG 12（127アミノ

酸の成熟タンパク質をコードするGM-CSF遺伝子を含む）、BBG 6（γ-インターフ

ェロンをコードする配列を含む）、ATCC第39656号（TNFをコードする配列を含む

）、ATCC第20663号（α-インターフェロンをコードする配列を含む）、ATCC第31

902号および第39517号（β-インターフェロンをコードする配列を含む）、ATCC

第67024号（インターロイキン-1bをコードする配列を含む）、ATCC第39405号、
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第39452号、第39516号、第39626号、および第39673号（インターロイキン-2をコ

ードする配列を含む）、ATCC第59399号、第59398号、および第67326号（インタ

ーロイキン-3をコードする配列を含む）、ATCC第57592号（インターロイキン-4

をコードする配列を含む）、ATCC第59394号および第59395号（インターロイキン

-5をコードする配列を含む）、およびATCC第67153号（インターロイキン-6をコ

ードする配列を含む）を含む。

      【００２９】

mp97タンパク質の発現：

1.完全長mp97タンパク質：

  mp97タンパク質を産生するために、哺乳類の発現ベクターpNUTを用いた。完全

長mp97のために、EST2 cDNAをpNUTにクローニングすることにより2つの構築物を

作製した。簡単には、cDNAをXhoIで完全かつ部分的に消化し、付着性末端をクレ

ノー（Klenow）を用いて埋めた。部分的消化由来の全cDNAの4.0 kb XhoI断片(内

部のXhoI部位を有する)、および約0.6 kb の3'UTRを欠失した3.4kb XhoI断片を

ゲル精製した。pNUTプラスミドをSmaIで消化した後、ウシ腸アルカリホスファタ

ーゼによって脱リン酸化した。線形化されたpNUTをゲル精製して、mp97XhoI断片

と連結反応させた。非対称に位置する制限酵素部位を用いて、診断上の消化によ

り正しい方向の陽性クローンを同定した。

      【００３０】

2.mp97の分泌型：

  p97の天然の分泌型のC末端アミノ酸は、ヒトまたはマウスのいずれにおいても

まだ決定されていない。C末端の20アミノ酸の疎水性尾部は、GPI連結の付加に必

要とされるシグナルであると考えられる。疎水性尾部からNローブと保存された

領域までは13アミノ酸であり、それらがGPI付着部位である可能性は変化した。

これらの13アミノ酸は、C末端を切断して分泌型を作るための、部位特異的（sit

e-directed）突然変異誘発のための候補部位である。ニワトリにおけるp97の推

定の分泌型およびGPI連結型のC末端の比較により、疎水性尾部の前の最後のアミ

ノ酸であるArg（CGAによってコードされる）を選択して、転写終止（TGA）に変

換した。mp97pNUTプラスミドをU.S.E.突然変異誘発のために用いて（前を参照）
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、3'UTR内に位置する内部のXhoI部位を固有の選択部位として用いて、SmaI部位

に変換することができる。使用する突然変異誘発プライマーおよび選択プライマ

ーは、それぞれ

である。

      【００３１】

  上記のU.S.E.突然変異誘発は、疎水性尾部のすぐ前に未成熟な終止コドンを導

入して、mp97の分泌型を作ることができる。他のC末端欠失型を同様に実施する

。PCRを基にした方法を用いて、制限消化と併用してN末端欠失を実施する。

      【００３２】

3.mp97融合タンパク質：

  発現したタンパク質の単離および精製を助けるために、完全長p97または切断

型を、一つまたは複数の以下のタグと融合する：His6タグ、flagタグ、またはmy

cタグ。哺乳類系または細菌系のいずれかにおいて融合タンパク質を発現する。

例えば、mp97分泌型のC末端にHis6タグを付着させる。簡単には、mp97のEST2を

含むpNUTプラスミドをSacIIで線形化して、ウシ腸アルカリホスファターゼを用

いて脱リン酸化する。His6タグに関して相補的なオリゴを、次のようにSacIIア

ダプターとともに合成する：

合成オリゴを、T4キナーゼによりリン酸化し、変性し、アニールし、そして調製

したmp97構築物と連結反応させる。次に、Hisタグを付けたmp97タンパク質の発

現のため、哺乳類細胞株にこの構築物をトランスフェクトする。抗His6抗体を用

いてこの融合タンパク質を同定して、ニッケルカラムを用いて親和性精製した。

      【００３３】

  p97誘導体の発現のために構築された核酸配列における変異は、コード配列の
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リーディングフレーム相を保存しなければならない。さらに、この変異は好まし

くは、ハイブリダイズして受容体mRNAの翻訳に不利に影響を及ぼすと考えられる

、ループまたはヘアピンのような第2のmRNA構造を産生しうる、相補的領域を作

らないことである。

      【００３４】

  変異は、天然の配列断片に連結反応できる制限酵素部位に隣接する、変異配列

を含むオリゴヌクレオチドを合成することにより、特定の位置に導入され、連結

反応後に結果として生じる再構築された配列は、所望のアミノ酸挿入、置換、ま

たは欠失を有する誘導体をコードする。

      【００３５】

  または、上記したオリゴヌクレオチド指示性（directed）部位特異的突然変異

誘発の手順を用いて、必要とされる置換、欠失、または挿入に従って改変したコ

ドンを有する、改変された遺伝子を提供することができる。p97の欠失または切

断誘導体は、所望の欠失に隣接する便利な制限エンドヌクレアーゼ部位を利用す

ることによっても作製されうる。制限処理に続いて、突出部を埋め合わせ、その

DNAを再度連結することができる。前述した改変組を作る例示的な方法は、サム

ブルック（Sambrook）ら（「分子クローニング実験マニュアル（Molecular clon

ing A Laboratory Manual）」、第2版、Cold Spring Harbor Laboratory Press

、1989年）によって開示される。

      【００３６】

  上記のように、本発明は、適切な転写または翻訳の調節要素と実施可能に連結

したmp97またはその誘導体をコードする、合成またはcDNA由来のどちらかのDNA

断片を含む組換え発現ベクターを提供する。適切な調節要素は、細菌、菌類、ウ

イルス、哺乳類、または昆虫の遺伝子を含む、様々な供給源に由来しうる。適切

な調節要素の選択は、選択された宿主細胞に依存し、かつ当業者によって用意に

達成されうる。調節要素の例は以下を含む：転写プロモーターおよびエンハンサ

ーまたはRNAポリメラーゼ結合配列、翻訳開始シグナルを含むリボソーム結合配

列。さらに、選択する宿主細胞および用いるベクターに依存して、複製開始点、

さらなるDNA制限酵素部位、エンハンサー、転写誘導性を与える配列、および選



(19) 特表２００３－５２５０３８

択マーカーのような他の遺伝要素が発現ベクターに組み込まれうる。

      【００３７】

  mp97をコードするDNA配列は、細菌、哺乳類、酵母もしくは他の菌類、ウイル

ス、植物、または昆虫の細胞を含む、広く多様な原核生物および真核生物の宿主

細胞によって、発現されうる。そのような細胞を形質転換またはトランスフェク

トして外来DNAを発現するための方法は、当技術分野において公知である（例え

ば、その全体が参照として本明細書に組み入れられる、Itakuraら、米国特許第4

,704,362号；Hinnenら、PNAS USA 75:1929-1933、1978；Murrayら、米国特許第4

,801,542号；Upshallら、米国特許第4,935,349号；Hagenら、米国特許第4,784,9

50号；Axelら、米国特許第4,399,216号；Goeddelら、米国特許第4,766,075号；

およびSambrookら、「分子クローニング実験マニュアル」、第2版、Cold Spring

 Harbor Laboratory Press、1989年を参照）

      【００３８】

  本発明を実施するために適切な細菌宿主細胞は、大腸菌（E.coli）、枯草菌（

B.subtilis）、ネズミチフス菌（Salmonella typhimurium） およびシュードモ

ナス（Pseudomonas）属、ストレプトミセス（Streptomyces）属、およびブドウ

球菌（Staphylococcus）属内の様々な種、ならびに当業者に公知の多くの他の細

菌種を含む。細菌宿主細胞の代表例は、DH5a（Stratagene、La Jolla、Californ

ia）、JM109 ATCC第53323号、HB101 ATCC第33694号、およびMN294を含む。

      【００３９】

  細菌発現ベクターは、好ましくは、宿主細胞において機能するプロモーター、

一つまたは複数の選択可能な表現型マーカー、および細菌の複製開始点を含む。

代表的なプロモーターは、b-ラクタマーゼ（ペニシリナーゼ）およびラクトース

プロモーター系（Changら、Nature 275:615、1978）、trpプロモーター（Nichol

sおよびYanofsky、Meth in Enzymology 101:155、1983）およびtacプロモーター

（Russellら、Gene 20: 231、1982）を含む。代表的な選択マーカーは、カナマ

イシンまたはアンピシリン耐性遺伝子のような様々な抗生物質耐性マーカーを含

む。宿主細胞を形質転換するのに適切な多数のプラスミドが、当技術分野におい

て公知であり、例えばpBR322（Bolivarら、Gene 2:9S、1977）、pUCプラスミドp
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UC18、pUC19、pUC118、pUC119（Messing、Meth in Enzymology、101:20-77、198

3、ならびにVieiraおよびMessing、Gene 19:259-268、1982）、およびpNH8A、pN

H16a、pNH18a、およびBluescript M13(Stratagene、La Jolla、Calif.）を含む

。

      【００４０】

  本発明を実施するのに適切な酵母および菌類宿主細胞は、特に出芽酵母（Sacc

haromyces Cerevisiae）、ピキア（Pichia）およびクルイベロミセス（Kluyvero

myces）、およびアスペルギルス（Aspergillus）属の様々な種を含む。酵母およ

び菌類のための適切な発現ベクターは、特に、酵母のためのYCp50（ATCC第37419

号）、およびamdSクローニングベクターpV3（Turnbull、Bio/Technology 7:169

、1989）。酵母の形質転換のためのプロトコールも当業者に公知である。例えば

、形質転換は、DNAを用いた酵母のスフェロプラストの調製（Hinnenら、PNAS US

A 75:1929、1978）により、またはLiClのようなアルカリ塩での処理（Itohら、J

. Bacteriology 153:163、1983）のいずれかにより、容易に達成されうる。菌類

の形質転換も、Cullenら（Bio/Technology 5:369、1987）により記載されたよう

に、ポリエチレングリコールを用いて実施されうる。

      【００４１】

  本発明を実施するのに適切な哺乳類細胞には、特に以下が含まれる：COS（例

えば、ATCC CRL第1650号または第1651号）、BHK（例えば、ATCC CRL第6281号）

、CHO（例えば、ATCC CCL第61号）、HeLa（例えば、ATCC CCL第2号）、293（例

えば、ATCC第1573号）およびNS-1細胞。哺乳類細胞において発現を導くための適

切な発現ベクターは、通常プロモーター、ならびに他の転写および翻訳の制御配

列を含む。共通のプロモーターは、SV40、MMTV、メタロチオネイン-1、アデノウ

イルスEla、CMV、近接した初期の免疫グロブリン重鎖プロモーターおよびエンハ

ンサー、ならびにRSV-LTRを含む。哺乳類細胞のトランスフェクションのための

プロトコールは当業者に公知である。代表的な方法は、リン酸カルシウムが仲介

するエレクトロポレーション、レトロウイルス、および原形質体の融合が仲介す

るトランスフェクション（Sambrookら、上記を参照）を含む。

      【００４２】
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  本明細書に提供される開示を考慮すると、適切な型の発現ベクターを植物、ト

リ、および昆虫の細胞への導入するための、プロモーター、ターミネーター、お

よび方法も容易に達成されうる。例えば、ある態様ではmp97またはその誘導体が

植物細胞から発現されうる（アグロバクテリウムリゾゲネス（Agrobacterium rh

izogenes）ベクターを概説する、Sinkarら、J. Biosci（Bangalore）11:47-58, 

1987を参照；特にpAS2022、pAS2023、およびpAS2034を含む、植物細胞のための

発現ベクターの使用を記載する、Zambryskiら、「遺伝子工学、原理および方法

（Genetic Engineering、Principles and Methods）」、HollaenderおよびSetlo

w（編）、Vol. VI、pp. 253-278、Plenum Press、New York、1984も参照）。

      【００４３】

  本発明の特に好ましい態様では、mp97をバキュロウイルスから発現させる、（

以下の実施例2を参照）（LuckowおよびSummers、Bio/Technology 6:47、1988；A

tkinsonら、Petic. Sci 28:215-224、1990も参照）。宿主昆虫細胞からのmp97の

GPI切断型の発現により、AcMNPVのようなバキュロウイルスの使用が特に好まれ

る。

      【００４４】

  組換えmp97を発現するため、mp97は、上述した宿主/ベクター系を培養するこ

とにより調製されうる。組換えにより産生されたmp97は、下記でさらに詳しく記

載するようにさらに精製されうる。

      【００４５】

  別の実施例において、mp97はmp97を発現する細胞から単離されうる。本発明者

らは、ヒトmp97のようにmp97タンパク質がグリコシル-ホスファチジルイノシト

ール（GPI）アンカーによって細胞表面に固定される場合に、リン脂質アンカー

を切断する酵素とともに細胞表面でmp97を発現する細胞をインキュベートする段

階を含む、mp97切断型を調製するための方法を開発した。様々な酵素が、GPI結

合に対する特異性を示し、したがって本発明の文脈内においてGPIアンカーを切

断するために利用されうる。代表例は、細菌のホスファチジルイノシトールホス

ホリパーゼ C（PI-PLC）（Ikezawaら、Methods Enzymol. 71:731-741、1981；Ta

guchiら、Arch. Biochem. Biophys. 186:196-201、1978:Low、Methods Enzymol.
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 71:741-746、1981を参照）、真核生物のGPI-PLC（Fergusonら、J. Biol. Chem.

 260:4963-68、1985；Bulowら、FEBS Lett. 187:105-110、1985を参照）、およ

び真核生物のホスホリパーゼ D（GPI-PLD2または「PLD」）（Malikら、Bichem. 

J. 240:519-527、1986を参照）（一般的には、FergusonおよびWilliams、「グリ

コシルホスファチジルイノシトール構造によるタンパク質の細胞表面固定化（Ce

ll-Surface Anchoring of Proteins via Glycosyl-Phosphatidylinositol Struc

ture）」、Ann. Rev. Biochem. 57:285-320、1988を参照）を含む。

      【００４６】

  特に好ましいGPI酵素は、細菌の供給源（Low、「ホスホリパーゼの精製および

定量化（Phospholipase Purification and Quantification）「実用的方法シリ

ーズ：累積方法索引（The Practical Approach Series：Cumulative Methods In

dex）」、RichwoodおよびHames、編、IRC出版、Oxford、N.Y.、N.Y.、1991；Kup

eら、Eur. J. Biochem. 185：151-155、1989；Volwerkら、J. Cell Biochem. 39

:315-325,1989を参照）由来、または組換え体の供給源（Kokeら、「タンパク質

の発現および精製（Protein Expression and Purification）」 2:51-58、1991

；および Hennerら、Nuc. Acids Res. 16:10383、1986）いずれかから得られる

ホスホリパーゼC（PI-PLC）である。

      【００４７】

  mp97は、それを発現することが見出された様々な細胞、ならびにmp97を発現す

るベクターが感染またはトランスフェクトされている様々な細胞の表面から、切

断されうる。望ましい場合は、切断された（可溶化された）mp97は、親和性クロ

マトグラフィーを含む、下記でもさらに詳細に記載される技術を利用して精製さ

れうる。

      【００４８】

  mp97の可溶型は、細胞増殖の対数期を通じて可溶性mp97を含む細胞を培養し、

かつ上清を回収することにより調製されうる。好ましくは、上清は細胞がコンフ

ルエンシー（confluency）に達する前に回収される。可溶性mp97は、次に単離さ

れた可溶性mp97をもたらすために下記のように精製されうる。可溶性mp97を精製

するための方法は、可溶性mp97の親水性に基づいて選択されうる。例えば、可溶
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性mp97はトリトン X-114の相分離によって容易に得られうる。

      【００４９】

  別の実施例において、mp97はGPIアンカーで固定された（GPI-anchored）mp97

を発現するように遺伝的に操作されて培地で生育された、CHO細胞から単離され

うる。GPIアンカーで固定されたタンパク質は、GPIアンカーを切断できる酵素と

ともに簡単にインキュベーションをすることによって回収される。そのような酵

素は、当技術分野において公知であり（Ferguson, M.J.、Ann. Rev. Biochem. 5

7:285-320、1988）、代表例を上述した。好ましくはPI-PLCまたはGPI-PLCを本発

明の方法において用いる。切断された可溶性タンパク質は培地から回収され、細

胞はさらなるタンパク質の発現のために増殖培地に戻されうる。増殖および回収

のサイクルは十分な量のタンパク質を得るまで繰り返されうる。

      【００５０】

  好ましい態様において、CHO細胞は、カルチスフィア-GH（Cultispher-GH）多

孔性マイクロキャリアのような、多孔性マイクロキャリア、サイトデックス-1（

Cytodex-1）のような固形マイクロキャリア、または球状体上での撹拌培養で、

生育されうる。

      【００５１】

マウスp97の精製

  mp97およびその誘導体ならびに可溶性mp97は、実施例2および本明細書におけ

る他の場所において提供される開示を考慮すると、容易に精製されうる。一般的

には、mp97は上記のように、可溶化されたmp97を含む上清、または培養された宿

主/ベクター系のいずれかから精製されうる。様々な精製段階は、単独でまたは

併用して用いられ、mp97を精製するために利用されうる。例えば、上記のように

、mp97を可溶化することにより、または宿主/ベクター培地より得られる上清は

、市販されているタンパク質濃縮フィルター、例えばアミコン（Amicon）もしく

ミリポアペリコン（Millipore Pellicon）の限外濾過装置を用いることにより、

またはタンパク質を塩析後に透析することによって、容易に濃縮しうる。濃縮に

加えて、適切な支持体に結合させた抗mp97抗体のような親和性精製基質に、上清

（または濃縮物）を接触させてもよい。または、例えばペンダントのジエチルア
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ミノエチル（DEAE）基を有する基質または基体である、陰イオン交換樹脂が用い

られ得る。代表的な基質は、アクリルアミド、アガロース、デキストラン、セル

ロース、または他のタンパク質の精製において共通に用いられる種類を含む。同

様に、スルホプロピル基またはカルボキシメチル基のような、様々な不溶性基質

を利用する陽イオン交換体が用いられうる。

      【００５２】

  最後に、疎水性RP-HPLC培地、例えば、ペンダントのメチル基または他の脂肪

族基を有するシリカゲルを用いる、一つまたは複数の逆相高速液体クロマトグラ

フィー（RP-HPLC）段階が、さらにグルカゴン受容体組成物を精製するために用

いられうる。

      【００５３】

  本発明の文脈内において、「単離された」または「精製された」は、mp97の純

度を規定するために用いられ、タンパク質が天然起源または内因性起源の他のタ

ンパク質を実質的に含まず、さらに産生過程の残渣によるタンパク質夾雑物を質

量で約1％未満しか含まないことを意味する。mp97は、SRS-PAGE上でクーマシー

ブルーによる染色が行われて、単一のタンパク質バンドとして検出可能な場合は

、「単離された」と考えられうる。

      【００５４】

III. 使用法

  本発明は、血液脳関門を越えて薬剤を輸送する方法およびモデル、抗体および

アンチセンスオリゴヌクレオチドの調製、マウスp97を研究するための実験系の

調製、マウスp97の発現および/または活性を調節する物質の単離、ならびに診断

上および治療的な適用におけるマウスp97核酸配列ならびにタンパク質およびそ

の修飾因子の使用法を含むが、それらに限定されない、本発明のマウスp97核酸

分子およびマウスp97タンパク質のすべての使用法を含む。使用法のいくつかは

以下にさらに記載する。

      【００５５】

(a)血液脳関門を越えて治療薬を輸送するための組成物、方法、およびモデル

  本発明は、血液脳関門を越えて薬剤を輸送するための組成物であって、(a)mp9
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7または(b)薬剤に関連したmp97を結合できる物質を含む、組成物を提供する。特

に、本組成物は、薬剤に結合されたmp97；薬剤に融合されたmp97もしくはその一

部を含むmp97融合タンパク質；mp97に結合できる物質、例えば鉄または薬剤に結

合された、mp97に結合できる物質、例えば抗mp97抗体を含みうる。そのような組

成物は、本明細書において「mp97-薬剤複合体」、または「mp97-治療薬複合体」

とよぶ。

      【００５６】

  従って、本発明は薬剤が血液脳関門を通過する能力を評価するための方法であ

って、（1）有効量の(a)マウスp97と関連のある薬剤、または(b)マウスp97に結

合する化合物と関連のある薬剤を投与する段階、および（2）神経系における該

薬剤のレベルを試験する段階を含む方法を提供する。

      【００５７】

  また本発明は、治療薬が神経疾患を治療する能力を評価する方法であって、（

1）マウスに有効量の(a)マウスp97と関連のある薬剤、または(b)マウスp97に結

合する化合物と関連のある薬剤を投与する段階、および（2）投与の結果をモニ

ターする段階を含み、神経症状の改善によって薬剤が治療効果を有することが示

される方法を提供する。保因を受け入れるが複合体は受け入れない対照マウスが

、モニタリングに含まれうる。ある態様において、薬剤を標識することで（例え

ば125Iで）、モニタリングに投与後のマウスにおける薬剤の局在化を含むことが

できる。標識のための方法を以下に記載する。他の態様において、モニタリング

は望ましい薬理学的な効果、または望ましい行動上の効果のためのアッセイ法を

行うことを伴う。例えば、悪性の脳転移を有するマウスにmp97細胞毒性化学療法

薬を投与した後、モニターする段階は、複合体を受け入れなかった対照動物と比

較して、転移の大きさおよび/または数を定量する段階を必要とすると考えられ

る。別の態様において、複合体はmp97および酵素を含んだ場合、モニターする段

階は脳組織において酵素のアッセイを行う段階を伴うと考えられる。そのような

酵素アッセイ法は当技術分野において公知である。

      【００５８】

  好ましい態様において、複合体が投与されたマウスはリソソーム酵素欠乏をも



(26) 特表２００３－５２５０３８

たらす遺伝的欠損を有する。欠乏した酵素は、静脈内に供給されても血液関門を

越えず、したがって治療的効果がないことは当技術分野において公知である。mp

97酵素複合体がマウスに注入され、マウスは脳細胞における通常細胞代謝の回復

に関してモニターされる。大きな小胞がリソソーム酵素を欠乏している動物の脳

細胞に現れるため、回復は脳組織の顕微鏡解析によって評価されうる。大きな小

胞の消失は通常の表現型の回復を示す。

      【００５９】

  本発明の方法の別の好ましい態様において、mp97薬剤複合体が「アルツハイマ

ー病（AD）易発性マウス」に投与され、シャオ（Hsiao）ら（Science 274: 99-1

02、1996）がADのトランスジェニックマウスを開発したそのマウスは、老人斑、

散発性斑、およびことによると神経原繊維変化を発生する動物である点において

、ヒトADの病理に類似性を示し、利用可能である。最も重要なことには、これら

の動物は明白な記憶欠損を発症する。ADのための潜在的な治療であるmp97治療薬

複合体は、AD易発性マウスに投与することにより試験されうる。AD易発性マウス

の血清または他の体液におけるmp97のレベルは、治療の前後にモニターされうる

。mp97に関するアッセイ法は、本明細書に記載されるように抗体がmp97に対する

ものである点を除いて、その全体が本明細書に組み入れられる、PCT出願第CA96/

00587号およびケナード（Kennard）ら、Nature Medicine 2:1230-1235、1996に

おいて、ヒトp97に関して記載されるのと本質的に同様である。マウス血清にお

けるmp97レベルの低下は、治療薬の成功のしるしの一つと考えられる。

      【００６０】

  本発明の方法は、任意の特定の治療薬または任意の特定のクラスの治療薬の送

達にとって、最適のp97ポリペプチドを精製するためにも使用されうる。例えば

、治療薬は、本明細書において記載されるように、全長の分泌p97タンパク質、

ならびにp97の様々な断片または誘導体に結合されうる。モニターする段階は、

その治療薬またはそのクラスの薬剤の送達のために、最も適切なp97ポリペプチ

ドを明らかにすると考えられる。

      【００６１】

  本発明の様々なmp97薬剤複合体は、血液脳関門を越える能力に関して試験され
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、血液脳関門のインビトロのモデルを用いて望ましい薬理学的効果を提供しうる

。インビトロのモデルの実施例は、培地において薬剤および溶質輸送に高耐性で

ある内皮単層を形成する、毛細管内皮細胞株を含む（Pardridge, W.M.ら、J. Ph

armacol.＆ Expt. Therapeut. 253:884-891,1990）。

      【００６２】

  組成物を血流へ希釈する、無処置のマウス（または他の動物）へのmp97薬剤複

合体の任意の投与経路が用いられうる。好ましくは、組成物は末梢において投与

され、最も好ましくは静脈内に、または心臓カテーテルによって投与される。投

与される用量は、個人の必要、望ましい効果、および選択される投与の経路に依

存すると考えられる。

      【００６３】

  本発明の組成物はまた、カプセルに入れられ、またはウイルス外被もしくは小

胞に付着され、または細胞に組み入れられて投与されうる。小胞は通常は球状で

、しばしば脂質である、ミセル粒子である。リポソームは、二重層の膜から形成

された小胞である。適切な小胞は、米国特許第4,394,448号に記載されているよ

うな公知の技術を用いて、ホスファチジルコリン、ホスファチジン酸、ホスファ

チジルセリン、ホスファチジルエタノールアミン、スフィンゴミエリン、糖脂質

、ガングリオシド等のような、広範囲の脂質またはリン脂質化合物から作製され

うる、単層の小胞および、多重膜の脂質小胞またはリポソームを含む。そのよう

な小胞またはリポソームは、静脈に化合物を投与するため、および血液脳関門を

越えて化合物を供給するために用いられうる。治療薬の制御された放出は、カプ

セル化を用いることによっても達成されうる（米国特許第5,186,941号）。

      【００６４】

  本発明は、本発明の組成物が血液眼関門および血液胎盤関門を越えて送達され

ることも意図する。血液胎盤関門を越えての送達は、胎児へ組換えDNA分子を提

供するための遺伝子治療において、有用な実用性を有することが予想される。遺

伝子治療において、機能的な遺伝子は、遺伝子欠損を正す必要性がある胎児へ導

入されうる。組換えDNA分子の哺乳類胎児への移入は、例えば、インビボで欠失

したまたは欠損した遺伝子産物の合成による、先天的または後天的な障害を正す
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ための遺伝子治療において、用いられうる。組換えDNA分子は、上記の小胞、リ

ポソームまたはウイルス外被に組み込まれうる。p97および本発明の送達組成物

は、治療薬および製薬（例えば、抗生物質）を、肝臓を含む他の器官へ送達する

のと同様に、血液胎盤関門を越えて送達するために有用でありうることも意図さ

れている。本組成物は、p97を発現する黒色腫の治療のような、癌治療を試験す

るためにも用いられうる。

      【００６５】

  本発明の組成物において用いられうるmp97は、可溶性mp97、切断されたp97、

ならびにその誘導体および一部を含む。血液脳関門を越えて輸送されうるために

十分なmp97の部分を含む、mp97の一部またはペプチドが用いられうる。mp97また

はその一部の調製方法は、本明細書において詳細に記載される。組成物において

使用されうるmp97に対する抗体も、以下に詳しく説明される。

      【００６６】

  本発明の方法および組成物において用いられうる薬剤は、神経症状の治療に関

して公知であるか、または神経症状に対する活性を有すると推測されうる。本明

細書において用いられる「神経症状」という用語は、癌、神経変性疾患（アルツ

ハイマー病、パーキンソン病、ハンチントン病）、脱髄疾患（例えば、多発性硬

化症）、筋萎縮性側索硬化症、細菌感染症およびウイルス感染症、欠乏性疾患（

例えば、ウェルニッケ病および栄養性多発性神経障害）、てんかん、精神病、疼

痛ならびに神経障害を含むが、これらに限定されない、神経系に影響を及ぼす任

意の症状を意味する。

      【００６７】

  従って、本発明の組成物において使用されうる薬剤は、化学療法薬、抗生物質

、コリン作動薬、抗コリンエステラーゼ剤、アドレナリン作用性受容体拮抗薬、

中枢神経系および末梢神経系に作用する薬物、神経伝達物質、ならびに神経ペプ

チドホルモン、鎮静剤、抗精神病化合物、および神経系に作用する任意の他の薬

物を含む。

      【００６８】

  一つの態様において、組成物はアルツハイマー病の治療において脳に薬剤を送
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達するために用いられる。アルツハイマー病の治療のための組成物で用いられう

る可能性のある治療薬は、鉄キレート剤のような鉄を封鎖する化合物、および抗

炎症薬を含むが、これらに限定されない。神経成長因子、脳由来神経栄養因子を

含む成長因子、ならびにγ-インターフェロン、腫瘍壊死因子、インターロイキ

ン、GM-CSF、CSF-1、およびG-CSFを含むリンフォカインのようなタンパク質は、

本発明の送達組成物での使用のための治療薬としても意図される。アルツハイマ

ー病において変性する基底前脳のコリン作用性神経は、生存に関して神経成長因

子に依存することが公知である。神経成長因子は、前脳において変性しつつある

コリン作用性ニューロンを救助することも示されている（Hefti, F.J. Neurosci

 6:2155, 1986）。

      【００６９】

結合体

  mp97またはmp97を結合する物質と、薬剤との接合体は、当技術分野において公

知の技術を用いて調製されうる。タンパク質の結合または化学的架橋に関して多

数の方法があり、当業者はどの方法が結合させる治療薬に適切であるか判定する

ことができる。用いられる方法は、mp97がその受容体に結合する能力を妨害する

ことなく、かつ治療薬の活性を著しく変えることなく、mp97またはmp97を結合す

る物質と薬剤を接合することができなければならない。もし治療薬がタンパク質

またはペプチドであるならば、mp97またはmp97を結合する物質と薬剤を結合する

ため、数百の架橋剤を利用できる。（例えば、「タンパク質の結合および架橋の

化学（Chemistry of Protein Conjugation and Crosslinking）」1991年、Shans

 Wong、CRC Press、Ann Arborを参照）。架橋剤は一般的に、利用可能な反応性

の官能基に基づいて選択されるか、または治療薬に挿入される。さらに、反応基

がない場合は、光活性化（photoactivatible）架橋剤が用いられうる。ある例に

おいては、mp97またはmp97を結合する物質と、治療薬との間にスペーサーを含む

ことが望ましいかもしれない。一つの例においては、mp97またはそれに対する抗

体およびタンパク質治療薬は、mp97または抗体にスルフヒドリル基を導入するこ

とにより、かつタンパク質薬剤にカルボキシル基を通じて反応性チオール基を含

む架橋剤を導入することにより、結合されうる（Wawizynczak, E.J.およびThorp
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e, P.E. 「免疫結合体：癌の放射イメージングおよび治療における抗体結合体（

Immunoconjugates：Antibody Conjugates in Radioimaging and Therapy of Can

cer）」、C.W. Vogel（編）、Oxford University Press、1987年、pp.28-55；な

らびにBlair、A.H.およびT.I. Ghose、J. Immunol. Methods 59:129、1983）。

      【００７０】

  mp97は、いずれもピアス（Pierce）から入手可能である、SATA、およびヘテロ

二官能性の架橋剤であるSulfo-SMCCを用いて、ペプチドまたはポリペプチドに架

橋されうる。sulfo-SMCCのNHS半領域（一級アミンと反応する）でのmp97の活性

化、およびSATAのNHS半領域（一級アミン上に保護されたスルフヒドリル基を導

入する）での他のタンパク質の活性化。-SH基の脱保護の後、mp97由来のSulfo-S

MCCのマレイミド半領域は、架橋される他のポリペプチドの遊離-SH基と反応でき

る。または、ポリペプチドまたはmp97は過ヨウ素酸塩により活性化されて、次に

他の化合物と反応できる。別の選択肢は、ストレプトアビジン-ビオチン法であ

る。

      【００７１】

融合タンパク質

  mp97またはmp97を結合する物質と、タンパク質またはペプチド治療薬との融合

タンパク質は、当技術分野において公知の技術を用いて調製されうる。そのよう

な場合において、mp97をコードするDNA分子またはその一部分は、治療薬をコー

ドするDNA分子に連結される。キメラDNA構築物は、適切な調節要素とともに発現

ベクターにクローニングされ、適切な宿主において発現されうる。融合タンパク

質を調製するための方法は、さらに詳細に上述されている。

      【００７２】

mp97に対する抗体の調製

  mp97ポリペプチドに対する抗体は、実施例3において記載するように生成した

。一般的に、mp97またはその誘導体、可溶性mp97、またはそれらの表面にmp97を

含む細胞（mp97DNAでトランスフェクトした細胞を含む）が、抗体を調製するた

めに利用されうる。本発明の文脈内において、抗体は、モノクローナル抗体、ポ

リクローナル抗体、抗体断片（例えば、Fab、およびF（ab')2）、ならびに組換



(31) 特表２００３－５２５０３８

えにより作製された結合相手を含むと理解される。抗体は、10-7Mより大きいか

または等しいKaで結合する場合、mp97に対して反応性があると理解される。当業

者によって認識されると考えられるように、mp97のようなリガンドに結合するだ

けでなく、該リガンドの生物学的活性も妨げる（例えば、鉄またはトランスフェ

リン受容体のmp97への結合を妨げることにより）抗体を開発しうる。

      【００７３】

  ポリクローナル抗体は、ウマ、ウシ、様々な鳥類、ウサギ、またはラットのよ

うな、様々な温血動物から当業者により容易に作製されうる。簡単には、腹腔内

注入、筋肉内注入、眼内注入、または皮下注入、フロイントの完全もしくは不完

全アジュバンドのようなアジュバンドを通じて動物を免疫するために、mp97が利

用される。数回の追加免疫の後、血清試料を回収してmp97への反応性を試験する

。特に好ましいポリクローナル抗血清は、これらのアッセイ法の一つにおいて、

少なくともバックグラウンドの三倍を超えるシグナルを示すと考えられる。一度

、動物の力価がmp97に対する反応性に関して安定水準に達したら、毎週の採血に

より、または動物の全採血により、より大量の抗血清を容易に得ることができる

。

      【００７４】

  モノクローナル抗体も、従来の技術を用いて容易に生成されうる（本明細書に

参照として組み入れられる、米国再発行特許第32,011号、米国特許第4,902,614

号、第4,543,439 号、および4,411,993号を参照；また、本明細書に参照として

組み入れられる「モノクローナル抗体、ハイブリドーマ：生物学的解析における

新局面（Monoclonal Antibodies, Hybridomas：A New Dimension in Biological

 Analyses）」、Plenum Press、Kennett、McKearn、およびBechtol（編）、1980

年、および「抗体：実験マニュアル（Antibodies：A Laboratory Manual）」、H

arlowおよびLane（編）、Cold Spring Harbor Laboratory Pressも参照）。

      【００７５】

  簡単には、一態様においてウサギのような対象動物にmp97を注入する。mp97は

、結果として生じる免疫反応を増大するために、フロイントの完全または不完全

アジュバンドのようなアジュバンドが混合されうる。最初の免疫の後、1週目と3
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週目の間に、その動物は別の追加免疫で再免疫され、かつ上記のアッセイ法を用

いてmp97に対する反応性に関して試験されうる。一度、その動物がmp97に対する

反応性に関して安定水準に達すると、それを屠殺し、脾臓およびリンパ節のよう

な多くのB細胞を含む器官を回収する。

      【００７６】

  免疫された動物から得られる細胞は、エプスタインバーウイルス（EBV）のよ

うなウイルスをトランスフェクトすることにより不死化されうる（Glaskyおよび

Reading、Hybridoma  8（4）:377-389、1989参照）。または、好ましい態様にお

いて、回収された脾臓および/またはリンパ節細胞懸濁液は、モノクローナル抗

体を分泌する「ハイブリドーマ」を作製するために適切な骨髄腫細胞と融合され

る。適切な骨髄腫系は、例えば、NS-1（ATCC 第TIB18号）、およびP3X63-Ag8.65

3（ATCC 第CRL1580号）を含む。

      【００７７】

  融合の次に、RPMI 1640、またはDMEM（ダルベッコ改変イーグル培地）（JRH B

iosciences、Lenexa、Kansas）のような適切な培地、ならびに、ウシ胎児血清（

FBS、すなわち、Hyclone、Logan、Utah、またはJRH Biosciences由来）のような

、付加的な成分を含む培養プレート中に、細胞をおいてもよい。さらに、培地は

HAT（ヒポキサンチン、アミノプテリン、およびチミジン）(Sigma Chemical Co.

、St. Louis、Missiouri)のような、融合された脾臓細胞および骨髄腫細胞の成

長を選択的に可能にする試薬を含むべきである。約7日後、結果として生じる融

合細胞またはハイブリドーマは、mp97に対して反応性の抗体の存在を判定するた

めにスクリーニングされうる。例えば、対向流免疫電気泳動法、放射免疫アッセ

イ法、放射免疫沈降、酵素結合免疫吸着アッセイ法（ELISA）、ドットブロット

アッセイ法、阻害または競合アッセイ法、およびサンドイッチアッセイ法を含む

、多様なアッセイ法を、mp97に対して反応性の抗体の存在を判定するために利用

しうる（米国特許第4,376,110号および第4,186,530号を参照；「抗体：実験マニ

ュアル（Antibodies：A Laboratory Manual）」、HarlowおよびLane（編）、Col

d Spring Harbor Laboratory Press、1988）も参照）。数回のクローンの希釈お

よび再アッセイに続いて、mp97に対して反応性の抗体を産生するハイブリドーマ
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が単離されうる。

    【００７８】

  モノクローナル抗体を作製するために、他の技術も利用しうる（William D. H

useら、「λファージにおける免疫グロブリンレパートリーの、大規模な組合わ

せライブラリーの生成（Generation of a Large Combinational Library of the

 Immunoglobulin Repertoire in Phage Lambda）」、Science 246:1275-1281, 1

989年12月； L. Sastryら、「モノクローナル触媒抗体の産生のための大腸菌（E

scherichia coli）における免疫レパートリーのクローニング：重鎖可変領域特

異的cDNAライブラリーの構築（Cloning of the Immunological Repertoire in E

scherichia coli for Generation of Monoclonal Catalytic Antibodies: Const

ruction of a Heavy chain Variable Region-Specific cDNA Library）」Proc N

atl. Acad. Sci USA. 86:5728-5732、1989年8月も参照； Michelle Alting-Mees

ら、「モノクローナル抗体発現ライブラリー：ハイブリドーマに対する急速な代

替物（Monoclonal Antibody Expression Libraries: A Rapid Alternative to H

ybridomas）」、Strategies in Molecular Biology 3:1-9、1990年1月も参照；

これらの参照は、組換え技術により抗体作製を可能にする、Stratacyte、La Jol

la、Californiaから入手できる、市販の系を記載する）。簡単には、mRNAはB細

胞群から単離され、lImmunoZap（H）およびlImmunoZap（L）ベクターにおいて、

重鎖および軽鎖免疫グロブリンcDNA発現ライブラリーを作製するために利用され

る。これらのベクターは、個別にスクリーニングされるか、またはFab断片もし

くは抗体を形成するため共発現されうる（Huseら、上記を参照；Sastryら、上記

も参照）。次に陽性斑は、大腸菌（E.coli）由来のモノクローナル抗体断片の高

レベル発現を可能にする、非溶解性プラスミドに変換されうる。

      【００７９】

  同様に、結合相手もまた、特異的に結合する抗体をコードする遺伝子の可変領

域を組み入れるために組換えDNA技術を利用することによって構築されうる。一

つの態様において、関心対象のモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ由

来の可変領域をコードする遺伝子は、可変領域に関するヌクレオチドプライマー

を使用することによって増幅される。これらのプライマーは、当業者によって合
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成されるか、または市販の供給源から購入されうる。ストラタサイト社（Strata

cyte）（La Jolla、Calif）は、特にVHa、VHb、VHc、VHd、CH1、VL、およびCL領

域に関するプライマーを含む、マウスおよびヒトの可変領域に関する細胞プライ

マーを販売している。これらのプライマーは、それぞれImmunoZap（商標）Hまた

はImmunoZap（商標）L（Stratacyte）のようなベクターに挿入されうる、重鎖ま

たは軽鎖の可変領域を増幅するために利用されうる。これらのベクターは次に、

発現のために大腸菌（E.coli）に導入されうる。これらの技術を利用することに

より、VHドメインおよびVLドメインの融合体を含む、大量の一本鎖タンパク質を

産生しうる（Birdら、Science 242:423-426、1988を参照）。さらに、そのよう

な技術は、抗体の結合特異性を変えることなく、「マウス」抗体を「ヒト」抗体

に変換するために利用されうる。

      【００８０】

  一度適切な抗体または結合相手を得たら、それらは当業者に公知の多数の技術

によって、単離または精製されうる（「抗体：実験マニュアル（Antibodies：A 

Laboratory Manual）」、HarlowおよびLane（編）、Cold Spring Harbor Labora

tory Press、1988を参照）。適切な技術は、ペプチドもしくはタンパク質親和性

カラム、HPLCもしくはRP-HPLC、プロテインAもしくはプロテインGカラムによる

精製、またはこれらの技術の任意の組合わせを含む。

      【００８１】

mp97の標識

  mp97、可溶性mp97、切断されたmp97、GPIアンカーで固定されたmp97、および

それらの誘導体、ならびに上記の抗体は、例えば、蛍光分子、毒素、治療活性を

有する物質、すなわち治療薬、発光性分子、酵素、および放射性核種を含む、様

々な分子で標識されうる。蛍光分子の代表例は、フルオレセイン、フィコエリト

リン、ローダミン、テキサスレッド、およびルシフェラーゼを含む。毒素の代表

例は、リシン、アブリンジフテリア毒素、コレラ毒素、ゲロニン、アメリカヤマ

ゴボウ抗ウイルスタンパク質、トリチン、赤痢菌毒素、およびシュードモナス外

毒素Aを含む。放射性核種の代表例は、Cu-64、Ga-67、Ga-68、Zr-89、Ru-97、Tc

-99m、Rh-105、Pd-109、In-111、I-123、I-125、I-131、Re-186、Re-188、Au-19
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8、Au-199、Pb-203、At-211、Pb-212およびBi-212を含む。適切な酵素の例は、

西洋ワサビペルオキシダーゼ、ビオチン、アルカリホスファターゼ、β-ガラク

トシダーゼ、またはアセチルコリンエステラーゼを含む；ならびに発光材料の例

はルミノールを含む。さらに、mp97または上記の抗体もまた、標識されるか、ま

たはリガンド結合対の一つの結合相手に結合しうる。代表例には、アビジン-ビ

オチンおよびリボフラビン-リボフラビン結合タンパク質が含まれる。

      【００８２】

  上記の代表的な標識によって、mp97または上記の抗体を結合または標識するた

めの方法は、当業者によって容易に達成されうる（「トリコテセン抗体結合（Tr

ichothecene Antibody Conjugate）」、米国特許第4,744,981号；「抗体結合（A

ntibody Conjugate）」、米国特許第5,106,951号；「蛍光発生的な材料および標

識技術（Fluorogenic Materials and Labelling Techniques）」、米国特許第4,

018,884号；「診断および治療のための、金属放射性核種標識されたタンパク質(

Metal Radionuclide Labelled Proteins for Diagnosis and Therapy)」、米国

特許第4,897,255号；および「改良されたキレート化動態のための金属放射性核

種キレート化合物（Metal Radionuclide Chelating Compounds for Improved Ch

elation Kinetics）」、米国特許第4,988,496号を参照；Inman、Methods In Enz

ymology、第34巻、「親和性技術、酵素精製:B部（Affinity Techniques、Enzyme

 Purification：Part B）」、JakobyおよびWichek（編）、Academic Press、New

 York、 p.30、1974も参照；WilchekおよびBayer、「生物分析応用におけるアビ

ジン-ビオチン複合体（The Avidin-Biotin Complex in Bioanalytical Applicat

ions）」、AnaL Bichem. 171:1-32、1988も参照）。

      【００８３】

  本発明のいくつかの態様において、当技術分野において一般的に公知であり、

簡単に上述した技術を用いて、トランスフェリン、トランスフェリン受容体、ま

たはトランスフェリン受容体に対する抗体を標識した。

      【００８４】

(b)  実験系

  真核生物の発現系は、薬物の有効性を試験するため、通常の完全なタンパク質
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、そのタンパク質の特異的な部分、または天然に生じる変異タンパク質および人

工的に産生される変異タンパク質の機能を研究するためを含む、p97遺伝子およ

びタンパク質の多数の研究のために用いられうる。

      【００８５】

  当技術分野において公知の技術を用いて、マウスp97cDNA配列またはその一部

を含む発現ベクターを、マウス細胞および他種由来の哺乳類細胞ならびに非哺乳

類細胞を含む、様々な細胞に導入できる。細胞系におけるマウスp97遺伝子の発

現を用いて、構造-機能関係を説明し、ならびに薬物スクリーニングのために細

胞株を提供しうる。

      【００８６】

  本発明はまた、発明の核酸分子によりコードされるマウスp97タンパク質の機

能を調べるための方法も提供する。例えば、mp97はマウス、ラット、ウサギ、ヒ

ツジ、およびブタのような非ヒトトランスジェニック動物において発現されうる

（Hammerら（Nature 315:680-683、1985）、Palmiterら（Science 222:809-814

、1983）、Brinsterら（Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 82:4438-4442、1985）、

PalmiterおよびBrinster（Cell 41:343-345、1985）および米国特許第4,736,866

号参照）。好ましくは、動物はマウスである。トランスジェニックマウスを調製

するために用いられるマウスは、野生型マウス、または公知の表現型もしくは遺

伝子型の異常を有するマウスでありうる。簡単には、適切に配置された発現制御

配列と共に発現されるDNA配列を含む発現単位が、受精卵の前核に導入される。D

NAの導入は、一般に微量注入法によってなされる。注入されたDNAの組込みは、

組織試料、一般的には尾の組織試料由来のDNAのブロット解析によって、検出さ

れる。導入されたDNAは動物の生殖系列に組み込まれて、その動物の子孫に伝え

られることが好ましい。組織特異的発現は、組織特異的プロモーターの使用を通

じて、または導入遺伝子の発現を調節できる、メタロチオネイン遺伝子プロモー

ター（Palmiterら、1983、同章）のような、誘導性プロモーターの使用を通じて

、成し遂げられうる。mp97の組織特異的発現（例えば、脳における）を生じる動

物は、アルツハイマー病のための疾患モデルとして利用されうる。または、酵母

人工染色体（YAC）を、YACを有する酵母スフェロプラストと融合することにより
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、胚由来の幹細胞にDNAを導入するために利用しうる（Capecchi、Nature 362:25

5-258、1993; Jakobovitsら、Nature 362:255-258、1993）。そのような方法を

利用することにより、組織（例えば、脳）または発生サイクルにおける異なる段

階において、mp97を発現する動物が発生しうる。

      【００８７】

  従って、本発明は、生殖細胞および体細胞が動物またはその動物の先祖に導入

されたp97遺伝子を含む、トランスジェニック非ヒト動物を提供する。

      【００８８】

  本出願人は以前に、高レベルのp97はアルツハイマー病（AD）の症状であるこ

とを示している。結果として、p97のレベルが増大したマウスは、ADを研究する

ため、およびADのために可能な治療法を試験するための、有用なモデルである。

      【００８９】

  従って、本発明はアルツハイマー病（AD）を治療するための治療薬をスクリー

ニングするための方法であって、mp97のレベルが高いマウスに薬剤を投与する段

階、およびmp97のレベルを測定する段階を含み、mp97レベルの低下によって該薬

剤がアルツハイマー病の治療に有用でありうることが示される方法を提供する。

p97のレベルが増大したマウスは、本明細書において記載されるようにトランス

ジェニックマウスでありうるか、またはシャオ（Hsiao）ら（1996）によって記

載されるようにAD易発性のマウスでありうる。トランスジェニックマウスに加え

て、スクリーニングアッセイ法はまた、p97を発現する形質転換された細胞株に

ついても行われうる。

      【００９０】

  p97を発現する動物に加えて、p97を生産しない動物が、p97の機能を研究する

ために発生させられうる。タンパク質の発現を欠くまたは発現を部分的に欠く細

胞、組織、および非ヒト動物は、本発明の核酸分子において特異的な欠失または

挿入変異を有する本発明の組換え分子を用いて、発生させられうる。組換え分子

は、相同組換えによって内因性の遺伝子を不活性化しまたは改変するために用い

られ、それによって欠損細胞、組織または動物を作り出す。そのような変異細胞

、組織または動物は、本発明の核酸分子によりコードされるタンパク質に通常依
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存する、特異的な細胞集団、発生パターンおよびインビボの過程を規定するため

に用いられうる。

      【００９１】

  p97の役割を確認するために、p97ノックアウトマウスを調製できる。実施例に

より、標的した組換え方策は内因性p97遺伝子を不活性化するために用いられう

る。すべてのリーディングフレームに終止コドンを導入し、かつタンパク質の生

物学的活性を廃する遺伝子が、タンパク質のゲノムコピーに挿入されうる。変異

を受けた断片が胚幹細胞に導入され、かつコロニーが相同組換えに関して陽性（

ネオマイシン）/陰性（ガンシクロビル、チミジンキナーゼ）の耐性遺伝子で選

択されうる。生殖系列への伝達を確立するため、一つの対立遺伝子上の破壊され

た遺伝子を運ぶ2つのクローンが、C57/B16マウスの未分化胚芽細胞に注入され、

B6/SJL乳母に移入されうる。キメラをC7B1/6マウスに交配させ、子孫を解析して

、変異に関してホモ接合の動物（p97 -/-）を検出できる。

      【００９２】

  従って、本発明は、マウスp97の発現が減少した非ヒト動物を提供する。本発

明はまた、p97を研究するために、そのようなトランスジェニックノックアウト

動物の使用も含む。

      【００９３】

  トランスジェニックp97マウスは、様々な目的にも用いられうる。例えば、p97

ノックアウトマウスは、発生および生物の成体の機能化における、p97の本質的

な生理的役割を同定するのに役立つと考えられる。一度これらの機能を確認する

と、p97トランスジェニックマウスを、p97またはp97関連経路を通じて作用しう

る、潜在的な治療薬のスクリーニングに用いることができる。例えば潜在的な治

療薬を対照マウスおよびトランスジェニックp97マウスにおいて試験し、異なる

反応が得られるかどうか判定することができ、したがって治療薬の活性における

p97またはp97経路を含意する。p97ノックアウトマウスおよびp97ノックインマウ

スの両方とも、これらの評価において有用である。特に好ましいのは、アルツハ

イマー病の表現型の治療において、有用な潜在的な治療薬が、p97トランスジェ

ニック変異体において任意の方法で増強されるか、または減少されるかどうかを
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明らかにすると考えられる、p97トランスジェニックアルツハイマー病モデルの

使用である。これは次に新規の改善された治療薬をもたらしうる。

      【００９４】

  p97トランスジェニックマウスの代わりの使用法は、本明細書において(a)項に

で開示したように、p97タンパク質に結合する潜在的治療薬および診断薬の試験

に関する。p97-アドリアマイシンまたはp97-タキソール結合体のような組成物は

、宿主マウスが内因性p97を産生しないかどうか（p97ノックアウト）、またはp9

7過剰発現を有するかどうか（p97ノックイン）に依存して、異なる効果を有しう

る。これに関して、マウスp97-接合体は、ヒトp97-接合体と比べて、トランスジ

ェニックp97マウスにおける試験に使用するのが好ましい場合がある。

      【００９５】

(c)  アンチセンスオリゴヌクレオチド

  マウスp97をコードする核酸分子の単離により、p97の発現および/または活性

を調節できるアンチセンスオリゴヌクレオチドの産生が可能になる。

      【００９６】

  従って、本発明はp97をコードする核酸配列に相補的な、アンチセンスオリゴ

ヌクレオチドを提供する。

      【００９７】

  本明細書で用いられる「アンチセンスオリゴヌクレオチド」という用語は、そ

の標的に相補的なヌクレオチド配列を意味する。

      【００９８】

  「オリゴヌクレオチド」という用語は、天然に生じる塩基、糖および間糖（バ

ックボーン）連結からなる、ヌクレオチドのオリゴマーもしくはポリマーまたは

ヌクレオシドモノマーを意味する。この用語はまた、同様に機能する天然に生じ

ないモノマーまたはその一部を含む、修飾されたまたは置換されたオリゴマーも

含む。そのような修飾または置換されたオリゴヌクレオチドは、ヌクレアーゼ存

在下での増強された細胞の取り込み、または増大した安定性のような特性のため

、天然に生じる形状よりも好ましい場合がある。この用語は、2つまたはそれ以

上の化学的に別個の領域を含む、キメラオリゴヌクレオチドも含む。例えば、キ
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メラオリゴヌクレオチドが、有益な特性（例えば、増大したヌクレアーゼ耐性、

増大した細胞への取り込み）を与える、少なくとも一つの修飾されたヌクレオチ

ド領域を含むか、または発明の2つまたはそれ以上のオリゴヌクレオチドが接合

されて、キメラオリゴヌクレオチドを形成しうる。

      【００９９】

  本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチドは、リボ核酸またはデオキシリボ核

酸であり、アデニン、グアニン、シトシン、チミジンおよびウラシルを含む、天

然に生じる塩基を含みうる。オリゴヌクレオチドは、キサンチン、ヒポキサンチ

ン、2-アミノアデニン、6-メチル、2-プロピル、および他のアルキルアデニン、

5-ハロウラシル、5-ハロシトシン、6-アザウラシル、6-アザシトシンおよび6-ア

ザチミン、シュードウラシル、4-チオウラシル、8-ハロアデニン、8-アミノアデ

ニン、8-チオールアデニン、8-チオールアルキルアデニン、8-ヒドロキシルアデ

ニン、および他の8-置換アデニン、8-ハログアニン、8-アミノグアニン、8-チオ

ールグアニン、8-チオールアルキルグアニン、8-ヒドロキシルグアニンおよび他

の8-置換グアニン、他のアザおよびデアザウラシル、チミジン、シトシン、アデ

ニン、またはグアニン、5-トリフルオロメチルウラシル、ならびに5-トリフルオ

ロシトシンのような、修飾された塩基も含みうる。

      【０１００】

  本発明の他のアンチセンスオリゴヌクレオチドは、変更されたリン、リン酸バ

ックボーンにおける酸素ヘテロ原子、短鎖のアルキルもしくはシクロアルキル間

糖連結、または短鎖のヘテロ原子もしくは複素環式間糖連結を含みうる。例えば

、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、ホスホロチオエート、ホスホトリエステ

ル、メチルホスホネート、およびホスホロジチオエートを含みうる。発明の一態

様においては、4個から6個の3'末端塩基の間にホスホロチオエート結合の連結が

ある。もう一つの態様においては、ホスホチオエート結合がすべてのヌクレオチ

ドを連結する。

      【０１０１】

  本発明の他のアンチセンスオリゴヌクレオチドはまた、治療試薬または実験試

薬としてより適すると考えられる、ヌクレオチド類似体も含みうる。オリゴヌク
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レオチド類似体の例は、DNA（またはRNA）におけるデオキシリボース（またはリ

ボース）リン酸バックボーンがペプチドにおいて見出されるものに類似している

ポリアミドバックボーンで置換されているペプチド核酸（PNA）である（P.E. Ni

elsenら、Science 1991、254、1497）。PNA類似体は酵素による分解に耐性があ

り、インビボおよびインビトロの寿命が長いことが示されている。PNAはまた、P

NA鎖とDNA鎖の間に電荷の反発がないため、相補DNAにより強く結合する。他のオ

リゴヌクレオチドは、ポリマーバックボーン、環式バックボーン、または非環式

バックボーンを含むヌクレオチドを含みうる。例えば、ヌクレオチドは、モルフ

ォリノバックボーン構造を有しうる（米国特許第5,034,506号）。オリゴヌクレ

オチドはまた、オリゴヌクレオチドの薬物動態学的特性を改善するための群、ま

たはアンチセンスオリゴヌクレオチドの薬力学的特性を改善するための群のよう

な、レポーター群も含みうる。アンチセンスオリゴヌクレオチドは、糖模倣物（

mimetics）も有しうる。

      【０１０２】

  アンチセンス核酸分子は、当技術分野で公知の手順を用いて、化学合成および

酵素連結反応を用いて構築されうる。本発明のアンチセンス核酸分子またはそれ

らの断片は、天然に生じる核酸、または分子の生物学的安定性を増大するか、も

しくはmRNAもしくは天然の遺伝子と共に形成された二重鎖の物理的安定性を増大

するように設計された、様々に修飾された核酸（例えば、ホスホチオエート誘導

体およびアクリジン置換されたヌクレオチド）を用いて、化学的に合成されうる

。アンチセンス配列が高効率調節領域の制御下で産生される、組換えプラスミド

、ファージミド、または弱毒化されたウイルスの形態で細胞に導入された発現ベ

クターを用いて、アンチセンス配列を生物学的に産生することができ、その調節

領域の活性は、ベクターが導入される細胞型によって決定されうる。

      【０１０３】

アンチセンスオリゴヌクレオチドは、ベクター（レトロウイルスベクター、アデ

ノウイルスベクターおよびDNAウイルスベクター）を含む当技術分野における技

術、または微量注入法のような物理的な技術を用いて、組織もしくは細胞に導入

されうる。アンチセンスオリゴヌクレオチドは、インビボに直接投与され、また
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はインビボに投与されるインビトロの細胞にトランスフェクトするために用いら

れうる。ある態様においては、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、リポソーム

製剤でマクロファージおよび/または内皮細胞に供給されうる。

      【０１０４】

(d)  マウスp97修飾因子

  上記の抗体およびアンチセンスオリゴヌクレオチドに加えて、p97の発現また

は活性を調節する他の物質も同定されうる。従って、本発明は、マウスp97の発

現または活性を調節する物質を開発または同定するためのマウスp97をコードす

る核酸およびp97タンパク質の使用法を含む。

      【０１０５】

(i)  マウスp97に結合する物質

  マウスp97の活性に影響を及ぼす物質は、マウスp97に結合する能力に基づいて

同定されうる。

      【０１０６】

  本発明のマウスp97と結合できる物質は、マウスp97に潜在的に結合する物質と

マウスp97を反応させることにより、および複合体、遊離物質、もしくは非複合

型マウスp97、またはマウスp97の活性化をアッセイすることによって同定されう

る。特に、酵母ツーハイブリッドアッセイ系は、マウスp97と相互作用するタン

パク質を同定するために用いられうる（Fields, S.およびSong, O.、1989，Natu

re、340:245-247）。同様に、用いられうる分析系には、ELISAも含まれる。

      【０１０７】

  従って、本発明は、マウスp97と結合できる物質を同定する方法であって、以

下の段階を含む方法を提供する：

(a)マウスp97および被験物質間での複合体の形成を可能にする条件下で、マウス

p97と被験物質を反応させる段階；ならびに

(b)マウスp97および被験物質の複合体、遊離物質、または非複合型マウスp97に

関してアッセイする段階であって、複合体の存在によって、被験物質がマウスp9

7と結合できることが示される段階。

      【０１０８】
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  アッセイ法において用いられるマウスp97タンパク質は、配列番号:2に示され

たアミノ酸配列を有するか、または本明細書において記載されたようなその断片

、類似体、誘導体、相同体または模倣物でありうる。

      【０１０９】

  物質およびマウスp97複合体の形成を可能にする条件は、物質およびタンパク

質の性質および量などの因子を考慮して選択されうる。

      【０１１０】

  物質-タンパク質複合体、遊離物質または非複合型タンパク質は、例えば、塩

析、クロマトグラフィー、電気泳動、ゲル濾過、分画、吸着、ポリアクリルアミ

ドゲル電気泳動、凝集、またはそれらの組み合わせなどの従来の単離技術によっ

て単離されうる。成分のアッセイ法を容易にするため、マウスp97もしくは物質

に対する抗体、または標識されたマウスp97、または標識された物質が利用され

うる。抗体、タンパク質、または物質は、上記のような検出可能な物質で標識さ

れうる。

      【０１１１】

  本発明の方法において用いられるマウスp97または物質は、不溶化されてもよ

い。例えば、マウスp97または物質は、適切な担体に結合されてもよい。適切な

担体の例は、アガロース、セルロース、デキストラン、セファデックス、セファ

ロース、カルボキシメチルセルロースポリスチレン、濾紙、イオン交換樹脂、プ

ラスチックフィルム、プラスチックチューブ、ガラスビーズ、ポリアミンメチル

ビニルエーテルマレイン酸コポリマー、、アミノ酸コポリマー、エチレンマレイ

ン酸コポリマー、ナイロン、絹などである。担体は、例えば、チューブ、試験プ

レート、ビーズ、ディスク、球体などの形であってよい。

      【０１１２】

  不溶性のタンパク質または物質は、例えばブロモシアン（cyanogen bromide）

カップリングなど、公知の化学的または物理的方法を用いて、適切な不溶性担体

を材料と反応させることによって調製されうる。

      【０１１３】

  p97タンパク質または物質は、本明細書に記載された方法を用いて、細胞表面
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上にも発現されうる。

      【０１１４】

  本発明はまた、マウスp97の活性の拮抗薬または作動薬をアッセイすることを

意図する。

      【０１１５】

  本発明の方法を用いてアッセイされうる作動薬および拮抗薬は、作動薬結合部

位、競合拮抗薬結合部位、非競合拮抗薬結合部位またはアロステリック部位を含

む、タンパク質上または物質上の一つまたは複数の結合部位に作用しうることが

理解されると考えられる。

      【０１１６】

  本発明はまた、マウスp97の作動薬の効力を阻害する拮抗薬のスクリーニング

も可能にする。したがって本発明は、マウスp97の同じ結合部位に関して競合す

る物質をアッセイするためにも用いられうる。

      【０１１７】

(ii)ペプチド模倣物

  本発明はまた、本発明のマウスp97のペプチド模倣物も含む。例えば、マウスp

97の結合ドメイン由来のペプチドは、野生型の結合ドメインを模倣するような様

式で、直接的または間接的に関連分子と相互作用すると考えられる。そのような

ペプチドは、競合阻害剤、増進剤、ペプチド模倣物などを含みうる。これらのペ

プチド、および実質的に相同的、相補的、またはさもなくば機能的もしくは構造

的に、これらのペプチドに等価な分子のすべてが、本発明の目的のために用いら

れうる。

      【０１１８】

  「ペプチド模倣物」は、分子間の相互作用においてペプチドの代用物としては

たらく構造である（概説として、Morganら（1989）、Ann. Reports Med. Chem. 

24:243-252を参照）。ペプチド模倣物は、アミノ酸および/またはペプチド結合

を含みうるもしくは含まない合成構造を含むが、ペプチドの構造的および機能的

特徴、または本発明の増進剤もしくは阻害剤を保持する。ペプチド模倣物はまた

、ペプトイド、オリゴペプトイド（Simonら（1972）Proc. Natl. Acad. Sci. US
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A. 89:9367）；および、本発明のペプチドに対応するすべての可能なアミノ酸配

列を表す設計された長さのペプチドを含む、ペプチドライブラリーも含む。

      【０１１９】

  ペプチド模倣物は、D-アミノ酸によるL-アミノ酸の体系的な置換、異なった電

気的特性を有する基を持つ側鎖との置換、およびアミド結合置換を有するペプチ

ド結合の体系的な置換により得られた情報に基づいて設計されうる。候補ペプチ

ド模倣物の活性のための立体構造の必要性を判定するために、局所的な立体構造

上の制約もまた導入することができる。模倣物は、逆向ターン立体構造を安定化

させるまたは促進するため、および分子の安定化を補助するための、等配電子の

アミド結合またはD-アミノ酸を含みうる。環状アミノ酸類似体は、アミノ酸残基

を特定の立体配位状態に制約するために用いられうる。模倣物は、阻害剤ペプチ

ドの二次構造の模倣物も含むことができる。これらの構造は、アミノ酸残基の3

次元配向を、タンパク質の公知の二次構造中で模擬（model）しうる。またN置換

型アミノ酸のオリゴマーであるペプトイドを用いてもよく、新規分子の化学的に

多様なライブラリー作製のためのモチーフとして用いることができる。

      【０１２０】

  本発明のペプチドは、薬物開発のためのリード化合物を同定するためにも使用

されうる。本明細書において記載されたペプチドの構造を、NMRおよびX線結晶学

のような多くの方法により、容易に決定できる。配列上は類似しているが、標的

分子内で顕在化される生物学的活性上は異なるペプチドの構造比較は、標的の構

造と活性の関係についての情報を提供できる。構造と活性の関係の試験から得ら

れた情報は、変更されたペプチド、または標的分子と関係すると予想される性質

に関して試験されうるその他の小分子もしくはリード化合物を設計するために用

いられうる。リード化合物の活性は、本明細書において記載されたものと同様の

アッセイ法を用いて評価されうる。

      【０１２１】

  構造と活性の関係についての情報は、共結晶化研究からも得られうる。これら

の研究において、望ましい活性をもつペプチドは標的分子と結合して結晶化され

、複合体のX線構造が決定される。構造は次に天然状態の標的分子の構造と比較
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され、そのような比較からの情報は、入手したい化合物を設計するために用いら

れうる。

      【０１２２】

(e)  薬物のスクリーニング方法

  一態様によると、本発明は、マウスp97タンパク質の活性を増大または減少さ

せる能力に関して候補化合物をスクリーニングする方法を可能にする。そのよう

な化合物は、例えばアルツハイマー病の治療において治療的有効性を有しうる。

この方法は、p97活性をアッセイし、候補化合物または被験化合物の存在下また

は非存在下における活性をアッセイし、かつ化合物がp97活性を増大または減少

させるかどうかを判定するためのアッセイ系の提供を含む。

      【０１２３】

  従って、本発明は、以下の段階を含む、マウスp97タンパク質の活性または発

現に影響する化合物を同定するための方法を提供する：

(a)被験化合物をマウスp97タンパク質またはマウスp97タンパク質をコードする

核酸とともにインキュベートする段階；ならびに

(b)マウスp97タンパク質の活性量または発現量を決定し、かつ対照（すなわち被

験化合物の非存在下）と比較する段階であって、対照と比較したマウスp97タン

パク質の活性または発現の変化によって、被験化合物がマウスp97タンパク質の

活性または発現に影響を及ぼすことが示される段階。

      【０１２４】

  さらなる態様によると、本発明は、p97タンパク質の発現を増加または減少さ

せるための能力に関して候補化合物をスクリーニングする方法を可能にする。こ

の方法は、細胞がレポーター遺伝子のコード領域に機能的に結合されたp97遺伝

子またはその一部を含む、細胞を候補化合物とともに置く段階、およびレポータ

ー遺伝子の発現における変化を検出する段階を含む。

      【０１２５】

  一つの態様において、本発明は、p97の発現に及ぼす影響を試験するために、p

97遺伝子およびしたがってp97タンパク質産物を発現する細胞株が候補化合物と

インキュベートされる培養系を可能にする。そのような培養系を、他のタンパク
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質との相互作用を通じて、マウスp97の発現またはその機能を上方制御または下

方制御する化合物を同定するために用ることができる。

      【０１２６】

  そのような化合物は、タンパク質化合物、化学物質、および培養培地に加えら

れる様々な薬物から選択されうる。選択された被験物質（又は複数）の存在下で

のインキュベーション期間の後、標準的なノーザンブロッティング手順を用いて

p97mRNAレベルを定量することによってp97の発現を試験でき、被験化学物質の結

果としての発現における任意の変化を判定できる。p97を発現する構築物でトラ

ンスフェクトされた細胞株はまた、タンパク質発現を変更するために開発された

化合物の機能を試験するためにも用いられうる。さらに、通常のp97タンパク質

を発現する形質転換細胞株はまた、突然変異誘発剤の使用によって突然変異誘発

されうり、改変表現型を産生しうる。ここで、タンパク質産物の構造/機能の関

係およびその生理学的影響を研究するために、変異p97の役割を研究できる。

      【０１２７】

  動物モデルもまた、新規薬物を試験するために重要であり、したがってp97の

発現および活性、ならびにしたがって生理学的機能に影響を及ぼす任意の潜在的

に有用な化合物を同定するためにも用いられうる。増大されまたは減少されたp9

7発現を含む動物モデルは、本明細書において既に記載されている。

      【０１２８】

  本発明のこれらのおよびその他の局面は、発明の範囲を説明することが意図さ

れるがこれを限定するものではない、以下の詳細な実施例の参照において明白に

なると考えられる。さらに、本明細書においてその全体が参照として組み入れら

れる様々な特許および出版物への参照が本明細書において作られる。

      【０１２９】

  以下の限定的でない実施例は、本発明の例示である。

      【０１３０】

実施例

実施例1

mp97のクローニング
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マウスのESTデータベースにおけるポリヌクレオチド断片の同定

  ヒトp97配列が、ヒトp97と有意な相同性を有する任意の現存のクローンに関す

るマウスESTデータベースSの検索に用いられた。相同性検索が最初に行われた時

点で、利用可能な最長のmp97ESTはIMAGEクローンmf07c08.r1であった。クローン

をATCC（American Type Cell Culture）から注文し、その全配列を決定した。cD

NAは約2.4kbの大きさであり、コード領域および5'非転写リーダー配列の約半分

が欠落した、mp97のC末端側の半分に対応する。プライマーを作製するために、

公知のp97配列を用いて、以下に記載したRT-PCR法によりcDNAの不足している5'

部分をクローニングした。用いたプライマーを表1に示す。

      【０１３１】

【表１】  Mp97のクローニングにおいて用いられるオリゴヌクレオチド
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      【０１３２】

循環式（circular）RT-PCRによるmf07c08.r1 ESTクローンの伸長（図1）

1.JB/MSマウス黒色種細胞株

  mp97タンパク質を発現することが公知であるので、マウス黒色腫細胞株JB/MS

をRNA単離のために選択した。標準的な細胞培養手順に従って、98mm組織培養ペ

トリ皿内で細胞を培養した。用いた培地は、L-グルタミン、Hepesおよび非必須

アミノ酸を添加したDMEMであった。

      【０１３３】

2.全RNAの単離
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  0.25％のトリプシンで処理し、かつ顕微鏡下で細胞分離をモニターすることに

よって組織培養皿からJB/MS細胞を収集した。5分間1,100 rpmで遠心分離するこ

とにより細胞をペレット状にし、6mlのGITC溶解緩衝液を加えて混合することに

よって細胞を溶解した。4mlのCsClを12mlの超遠心管に加えることによってCsCl

クッションを調製した。CsClクッション上に細胞溶解液を重層した。室温で16時

間32,000rpmでチューブを遠心分離し、上清を取り除き、チューブ中でペレット

を空気乾燥させた。200μlの蒸留水でRNAを含むペレットを溶解させ、エタノー

ル沈殿した。最終RNAペレットを、蒸留され脱イオンされた200μlの水に溶解さ

せた。

      【０１３４】

3.ポリA+ mRNA単離

  製造者の説明書に従ってプロメガPolyATtract mRNA単離システムIIIを用いて

ポリA+ mRNAを単離した。

      【０１３５】

4.mp97特異的逆転写

  逆転写のためのプライマーは、

であった。微量遠心管中に最終容量12μlで、200ngのmMTf-5を、80ngのJB/MSポ

リA+ mRNA、およびdH2Oと混合させた。混合物を10分間70℃で加熱してRNAを変性

させ、氷上で素早く冷却した。4μlの5×第一鎖緩衝液（First Strand Buffer）

を、2μlの0.1M DTTおよび1μlの10mM dNTP混合液に加えた。チューブの内容物

を2分間42℃で予熱し、200ユニットのSuperScript II（GIBCO BRL）を加えた。

チューブを1時間42℃でインキュベートし、15分間75℃で加熱することによって

反応を停止した。20分間37℃で2ユニットのRNaseHと共にインキュベートするこ

とによってRNAを除いた。

      【０１３６】

5.一本鎖cDNA連結

  50μl連結反応を次のように設定した：50mMのHepes pH7.4、10mMのMgCl2、5mM
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のDTT、5μlの第一鎖cDNA、2mMのATP、26ユニットのT4 RNAリガーゼ。連結反応

物を一晩17℃でインキュベートした。

      【０１３７】

6.循環式PCR

  用いた戦略を図1に模式的に示す。用いたプライマー対は以下のようであった

：

HindIIIアダプターを有するmp97コード鎖に対応する、Tm=64℃；および

BamHIアダプターを有する非コード鎖に対応する、Tm=62℃。

      【０１３８】

PCR反応：

  滅菌蒸留水、1×Pfu緩衝液、0.2mMのdNTP、1μlの連結された一本鎖cDNA、0.2

6 pmolの両プライマー、および5ユニットのクローニングされたPfu DNAポリメラ

ーゼ（Stratagene）を含む100μl容量で反応を行った。94℃30秒間、57℃30秒間

、および72℃4分間を30サイクル行うことにより増幅させた。

      【０１３９】

7.PCR産物のクローニング

PCR産物のゲル生成：

  PCR反応物の一部を0.7％アガロースゲル上にロードした。有意な非特異的産物

を全く含まない0.8kb断片を増幅した。業者の説明書に従ってQIAEX IIゲル抽出

キット（QIAGEN）を用いて断片を精製した。

      【０１４０】

制限酵素消化：

  23ngの精製されたPCR産物および1μgのpBluescript（KS+）ファージミドDNAを

、37℃で1時間BamHIおよびHindIIIの両制限酵素を用いて消化した。

      【０１４１】

DNA精製：
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  消化されたPCR産物をクロロホルムで2回抽出し、エタノール沈殿した。QIAEX 

IIゲル抽出キットを用いて、上記のように、切断したファージミドDNAをゲル精

製した。

      【０１４２】

  連結反応は、滅菌蒸留水、精製された0.8kb断片およびpBluescript II、10×

連結反応緩衝液および1.5ユニットのT4DNAリガーゼをともに混合することによっ

て、12μlの最終容量で設定された。反応を16℃で一晩行った。

      【０１４３】

形質転換：

  エレクトロポレーションのために1μlの連結混合物を用いて、宿主細菌DH10B

を形質転換した。形質転換された細菌を、37℃で1時間LB培地中で増殖させ、そ

の後LB + アンピシリン + IPTG + X-Galプレート上に広げ、37℃で一晩インキュ

ベートした。2個の白色コロニーをプラスミドDNA調製のために選択した。

      【０１４４】

  プラスミドDNA単離は、製造者の説明書に従ってウィザード（Wizard）DNA単離

キット(Promega)を用いて行われた。両クローンは、BamHIおよびHindIIIで消化

された場合に予想される大きさが0.8kbである挿入物を有した。

      【０１４５】

マウスp97Mp97 cDNA配列の決定

  すべてのDNA配列決定は、ブリティッシュコロンビア（British Columbia）大

学のバイオテクノロジー研究室の核酸/タンパク質サービス（the Nucleic Acid/

Protein Service: NAPS）ユニットで行われた。用いたDNA鋳型は、0.8kbの循環

式RT-PCR産物またはクローニングされたプラスミド、および2つのESTクローンで

あった。サイクル配列決定反応を、以下のようなパーキンエルマーサーマルサイ

クラー（Perkin-Elmer thermal cycler）を用いて、PEアプライドバイオシステ

ムBigDyeターミネータープレミックス（PE Applied Biosystems BigDye termina

tor premix）により行った：20μl容量中、4μlのプレミックス、500ngのプラス

ミドDNAまたは90ngのPCR産物、3.2pmolのプライマー。温度サイクルは以下から

構成されていた：
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ラピッドサーマルランプ（Rapid thermal ramp）96℃まで；

96℃で30秒間；

ラピッドサーマルランプ50℃まで；

50℃で15秒間；

ラピッドサーマルランプ60℃まで；

60℃で4分間；

全25サイクル；

ラピッドサーマルランプ4℃（浸漬ファイル（soak file））および保持。

      【０１４６】

  エタノール沈殿により反応物を精製し、パーキンエルマーモデル 480（Perkin

-Elmer Model 480）機械で配列決定した。DNASIS配列解析ソフトウェア（Hitach

i Software）および/または他のオンラインDNA配列解析プログラムを用いて、生

の配列データを編集してコンパイルした。今日までに、3個のmp97cDNAクローン

を用いて3,937bpのmp97 cDNA混合物の配列を決定した。cDNA配列を配列番号：1

に示し、予想されるタンパク質配列を配列番号：2に示す。

      【０１４７】

実施例2

切断されたmp97タンパク質の発現

細菌発現系pGEXおよびmp97タンパク質発現構築物の作製

  pGEX系が、誘導可能な高レベル発現、および発現産物の親和性精製の容易さに

より選択された。クローニングされたcDNAは、N末端においてグルタチオン S-ト

ランスフェラーゼ（GST）で融合タンパク質を産生する。GSTは、融合タンパク質

の親和性精製のために用いられるトリペプチドグルタチオン（γ-Glu-Cys-Gly）

と高い親和性を有する。GSTから関心対象のタンパク質を切除するために用いら

れうる融合接合部（junction）には、トロンビン切断部位が設計されている。

      【０１４８】

  その時点で最長のmp97 ESTであるmf07c08.r1を、pGEX系における発現のために

用いた（Pharmacia）。EcoRIおよびNotI部位でベクターpT7T3D（Pharmacia）中

にDNAをクローニングした。ESTの5'EcoRI部位は、EcoRI部位で融合された場合に
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pGEX-4T-1のGSTコード領域とインフレーム（in frame）になる。従って、pGEX-4

T-1を発現のために選択した。EcoRIおよびNotIの二重消化：それぞれ約4μgのmf

07c08.r1およびpGEX-4T-1のDNAを、37℃で1.5時間、EcoRIおよびNotI酵素の両方

を用いて消化した。消化されたDNAを一度フェノール/クロロホルムで抽出し、か

つ一度クロロホルムのみで抽出し、その後エタノール沈殿した。抽出されたDNA

を0.7％アガロースゲル上にロードし、2.4 kbのESTおよび線状化pGEXを精製のた

めに切除する。業者の説明書に従ってQIAEX IIゲル抽出キット（QIAGEN）を用い

てDNAのゲル精製を行った。最終容量25μlでDNAを溶出させた。

      【０１４９】

  連結反応を以下のように構成した：6μlのEST + 6μlのpGEX + 1.5μlの10×

緩衝液 + 1.5μlのT4DNAリガーゼ。反応物を一晩16℃でインキュベートした。1

μlの連結反応物を用いて、エレクトロコンピテント細菌DH10Bを形質転換した。

製造者の説明書に従って、E-Cアパラタス社（E-C Apparatus Corporation）のEC

100エレクトロポレーターを用いてエレクトロポレーションを行った。形質転換

された細胞をLB + アンピシリンプレートに蒔いた。プラスミドDNA調製のために

10個の別々のコロニーを選択し、陽性クローンをスクリーニングした。EcoRIお

よびNotIの両方で消化されたとき、10個すべてのプラスミドDNAが約2.4kbの同一

の挿入物断片を放出した。

      【０１５０】

GST-p97mp97融合タンパク質の発現および精製

細菌培養：

  100mlのLB + アンピシリンに、別々のpGEX-mp97コロニーを接種し、37℃で一

晩インキュベートした。次の日に、1リットルのLB + アンピシリンに50mlの一晩

培養液（1:20希釈）を接種し、100分間37℃で増殖させ続けた。発現を誘導する

ために、0.5M IPTGを加えて最終濃度0.15mMとし、培養物を更に3時間37℃でイン

キュベートした。

      【０１５１】

親和性精製：

  細菌を5,000gで10分間ペレット状にして、上清を取り除き、かつペレットを一
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晩 -80℃で凍結した。ペレットを、全体で20mlの氷冷PBS中で再懸濁し、設定3で

3×15秒間、Branson Sonifier 450および5mmプローブを用いて、細菌を超音波処

理して溶解させた。トリトンX-100を溶解液に加えて、最終濃度1％となるように

細胞を溶解させた。溶解液を含むチューブを、細胞片を取り除くために5分間10,

000gで遠心分離し、かつ上清を清潔な50mlチューブに移した。1mlのグルタチオ

ンを架橋（cross linked）ビーズ状（beaded）アガロース（Sigma、業者の説明

書に従って再水和させて洗浄した）を加えた。チューブを、内容物を混合するた

めに室温で穏やかに振盪した。アガロースビーズを30秒間1,000gで遠沈させ、再

懸濁および1,000gで遠心分離することにより50mlの氷冷PBSで3回洗浄した。GST-

mp97融合タンパク質を、1mlの50mM Tris-HCl（pH8.0） + 5mMの還元型グルタチ

オンを混合し、5分間室温で振盪し、および30秒間1,000gで遠心分離することに

よって溶出した。溶出段階をさらに4回繰り返した。溶出された融合タンパク質

はSDS-PAGEにより特徴づけられ、見かけ上約63kDa（約27kDaのGSTを含む）の分

子量を有していた。

      【０１５２】

GSTからのmp97タンパク質の切断および精製：

  融合タンパク質を、2時間30℃でインキュベートすることによって、0.5ユニッ

ト/10μlのトロンビンで切断した。切断されたGSTは、上記の手順に従ってグル

タチオン結合アガロースビーズにより混合物から取り除かれた。

      【０１５３】

実施例3

mp97タンパク質に対するポリクローナル抗体の産生

  2匹のニュージーランドホワイトウサギ（New Zealand White rabbits）を100

μgの精製mp97タンパク質で免疫化し、その後さらに3ヶ月間毎月追加免疫化した

。免疫化は、以下のような複数の場所への注射により行われた：初回免疫化、リ

ンパ節注射および静脈注射；第二の免疫化、肩甲下（sub-scap）注射および筋肉

内注射；第三の免疫下、リンパ節注射および静脈注射；最終採血。各注入から10

日後、30ml～35mlの血液を取得して抗体の力価を検査した。最初に血液を、チュ

ーブから分離させるためにときどき撹拌しながら37℃で1時間加熱して、一晩4℃
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で放置し、血清を回収した。その後0.2uM滅菌濾過ディスクで血清を濾過し、-80

℃で保存した。上記のGST融合から切り離されたmp97断片の発現に対する抗体力

価に関して血清を試験した。

      【０１５４】

  現在好ましい実施例であると考えられるものを参照として本発明を記載してき

たが、本発明は、開示された実施例に限定されないことが理解されるべきである

。反対に、本発明は、添付の特許請求の範囲の趣旨および目的に含まれる様々な

変更および同等物に及ぶことが意図されている。

      【０１５５】

  それぞれの出版物、特許または特許出願が、特異的かつ個別にその全体が参照

として組み入れられることが示されるのと同程度に、すべての出版物、特許、お

よび特許出願は、その全体が参照として本明細書に組み入れられる。

配列番号：1
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配列番号：2
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【図面の簡単な説明】

  本発明は、以下の図面に関して記載される：

    【図１】  mp97cDNAの5'末端を増幅するための循環式RT-PCRの使用法を示す

概略図である。

    【図２】  mp97cDNAの概略図である。

    【図３】  mp97タンパク質構造の概略図である。

    【図４】  mp97およびhp97タンパク質構造を比較する概略図である。

    【図５】  マウスとヒトのp97タンパク質間で保存された、構造的特徴を例

示する概略図である。

    【配列表】
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【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図４】
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【図５】
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【国際調査報告】
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