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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】ヒトを含む、哺乳動物における免疫関連疾患の診断及び治療にとって有用な組成
物の取得、及び方法の開発。
【解決手段】哺乳動物の免疫反応を刺激した結果として得られるタンパク質（アゴニスト
及びアンタゴニスト抗体を含む）ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド、そのアゴニスト及びア
ンタゴニストを同定した。免疫関連疾患は、免疫反応を抑制又は高めることによって治療
することができる。該ペプチドは、抗原に対する免疫反応を刺激又は増強した。免疫反応
の向上が有益である場合には、該ポリペプチドは治療的に用いることができる。或いは、
免疫反応の緩和が有益である場合には（例えば炎症）、抗原に対する免疫反応を和らげる
又は減じる免疫反応を抑制する分子（例えば中和抗体）を治療的に用いることができる。
従って、該ポリペプチドは免疫関連及び炎症疾患の治療のための医薬及び薬剤を調製する
ために有用である。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　図１（配列番号１）に示すヌクレオチド配列を含むヌクレオチド配列に対して、少なく
とも８０％の核酸配列同一性を有する単離された核酸。
【請求項２】
　図２（配列番号２）に示すポリペプチドをコードするヌクレオチド配列に対して、少な
くとも８０％の核酸配列同一性を有する単離された核酸。
【請求項３】
　図１（配列番号１）に示すヌクレオチド配列の完全長コード配列からなる単離された核
酸。
【請求項４】
　請求項１に記載の核酸を含んでなるベクター。
【請求項５】
　ベクターで形質転換された宿主細胞によって認識されるコントロール配列に作用可能に
結合している請求項４に記載のベクター。
【請求項６】
　請求項４に記載のベクターを含んでなる宿主細胞。
【請求項７】
　前記細胞がＣＨＯ細胞、大腸菌、又は酵母細胞である、請求項６に記載の宿主細胞。
【請求項８】
　ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの製造方法において、前記ＰＲＯ５２２５４ポリペプチ
ドの発現に適した条件下で請求項６に記載の宿主細胞を培養し、細胞培養物から前記ＰＲ
Ｏ５２２５４ポリペプチドを回収することを含んでなる方法。
【請求項９】
　図２（配列番号２）に示すポリペプチドのアミノ酸配列に対して少なくとも８０％のア
ミノ酸配列同一性を有する単離された核酸。
【請求項１０】
　異種アミノ酸配列と融合した請求項９に記載のポリペプチドを含んでなるキメラ分子。
【請求項１１】
　前記異種アミノ酸配列がエピトープタグ配列又はイムノグロブリンのＦｃ領域である、
請求項１０に記載のキメラ分子。
【請求項１２】
　請求項９に記載のポリペプチドと特異的に結合する抗体。
【請求項１３】
　前記抗体がモノクローナル抗体、ヒト化抗体、又は一本鎖抗体である、請求項１２に記
載の抗体。
【請求項１４】
　担体と組み合わせた、（ａ）請求項９に記載のポリペプチド、（ｂ）前記ポリペプチド
のアゴニスト、（ｃ）前記ポリペプチドのアンタゴニスト、或いは（ｄ）前記ポリペプチ
ドと結合する抗体、を含んでなる組成物。
【請求項１５】
　前記担体が製薬的に許容可能な担体である、請求項１４に記載の組成物。
【請求項１６】
　（ａ）、（ｂ）、（ｃ）又は（ｄ）の治療的有効量を含む、請求項１４に記載の組成物
。
【請求項１７】
　容器；
　前記容器上のラベル；並びに
（ａ）請求項９に記載のポリペプチド、（ｂ）前記ポリペプチドのアゴニスト、（ｃ）前
記ポリペプチドのアンタゴニスト、或いは（ｄ）前記ポリペプチドと結合する抗体を含有
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し、前記容器に内包される組成物を具備する製造品であって、前記容器上のラベルによっ
て組成物が免疫関連疾患の治療に用いることが可能であることが示される、製造品。
【請求項１８】
　治療の必要がある哺乳動物の免疫関連疾患を治療する方法において、（ａ）請求項９に
記載のポリペプチド、（ｂ）前記ポリペプチドのアゴニスト、（ｃ）前記ポリペプチドの
アンタゴニスト、或いは（ｄ）前記ポリペプチドと結合する抗体、の治療的有効量を前記
哺乳動物へ投与することを含んでなる方法。
【請求項１９】
　免疫関連疾患が、全身性紅斑性狼瘡、リウマチ様関節炎、骨関節症、若年性慢性関節炎
、脊椎関節症、全身性硬化症、特発性炎症ミオパシー、シェーグレン症候群、全身性血管
炎、サルコイドーシス、自己免疫性溶血性貧血、自己免疫性血小板減少、甲状腺炎、真性
糖尿病、免疫仲介腎疾患、中枢又は末梢神経系の脱髄疾患、特発性脱髄性多発神経障害、
ギラン-バレー症候群、慢性炎症脱随性多発神経障害、肝胆道疾患、感染性又は自己免疫
性慢性活動性肝炎、原発性胆汁性肝硬変症、肉芽腫性肝炎、硬化性胆管炎、炎症性腸疾患
、グルテン過敏性腸疾患、ウィップル病、自己免疫又は免疫媒介皮膚疾患、水疱性皮膚疾
患、多形性紅斑、接触性皮膚炎、乾癬、アレルギー性疾患、喘息、アレルギー性鼻炎、ア
トピー性皮膚炎、食物過敏症、蕁麻疹、肺の免疫疾患、好球性肺炎、特発性肺線維症、過
敏性肺炎、移植関連疾患、移植片拒絶反応、又は移植片対宿主疾患である、請求項１８の
方法。
【請求項２０】
　試料中のＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの存在を決定する方法であって、該ポリペプチ
ドを含むと思われる試料を抗ＰＲＯ５２２５４抗体に曝露し、前記試料の成分に対する前
記抗体の結合を決定することを含んでなる方法。
【請求項２１】
　哺乳動物の免疫関連疾患を診断する方法において、（ａ）哺乳動物から採取した組織細
胞の試験試料中、及び（ｂ）同じ細胞型の既知の正常組織細胞のコントロール試料中にお
ける、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドをコードする遺伝子の発現レベルを検出することを
含んでなり、コントロール試料と比較して試験試料中における前記遺伝子の発現レベルが
高いか又は低いことにより、試験組織細胞が採取された哺乳動物における免疫関連疾患の
存在が示される方法。
【請求項２２】
　哺乳動物の免疫関連疾患を診断する方法において、（ａ）前記哺乳動物から採取した組
織細胞の試験試料と、抗ＰＲＯ５２２５４抗体とを接触させ、（ｂ）抗体と試験試料中の
ポリペプチドの間の複合体の生成を検出することを含んでなり、前記複合体の形成により
、試験組織細胞が採取された哺乳動物における免疫関連疾患の存在が示される方法。
【請求項２３】
　ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの活性を阻害する化合物を同定する方法であって、通常
は前記ポリペプチドへ応答する細胞を（ａ）前記ポリペプチドと（ｂ）候補化合物とに接
触させ、前記細胞の（ａ）に対する応答性の欠如を測定することを含んでなる方法。
【請求項２４】
　ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドをコードする遺伝子の発現を阻害する化合物を同定する
方法であって、通常は前記ポリペプチドを発現する細胞を候補化合物と接触させ、前記遺
伝子の発現の欠如を測定する方法。
【請求項２５】
　前記候補化合物がアンチセンス核酸である、請求項２４の方法。
【請求項２６】
　　ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの活性を模倣する化合物を同定する方法であって、通
常は前記ポリペプチドへ応答する細胞を候補化合物と接触させ、前記細胞による前記候補
化合物への応答性を測定することを含んでなる方法。
【請求項２７】
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　哺乳動物の免疫反応を刺激する方法であって、前記哺乳動物に対し、ＰＲＯ５２２５４
ポリペプチドアンタゴニストの有効量を投与することを含んでなり、前記免疫反応を刺激
する方法。
【請求項２８】
　哺乳動物の炎症性免疫反応の診断方法において、（ａ）哺乳動物から採取した組織細胞
の試験試料中、及び（ｂ）同じ細胞型の既知の正常組織細胞のコントロール試料中におけ
る、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドをコードする遺伝子の発現レベルを検出することを含
んでなり、コントロール試料と比較して試験試料中における前記遺伝子の発現レベルが高
いか又は低いことにより、試験組織細胞が採取された哺乳動物における炎症性免疫反応の
存在が示される方法。
【請求項２９】
　哺乳動物の乾癬の診断方法において、（ａ）哺乳動物から採取した組織細胞の試験試料
中、及び（ｂ）同じ細胞型の既知の正常組織細胞のコントロール試料中における、ＰＲＯ
５２２５４ポリペプチドをコードする遺伝子の発現レベルを検出することを含んでなり、
コントロール試料と比較して試験試料中における前記遺伝子の発現レベルが高いか又は低
いことにより、試験組織細胞が採取された哺乳動物における乾癬の存在が示される方法。
【請求項３０】
　哺乳動物の炎症性腸疾患の診断方法において、（ａ）哺乳動物から採取した組織細胞の
試験試料中、及び（ｂ）同じ細胞型の既知の正常組織細胞のコントロール試料中における
、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドをコードする遺伝子の発現レベルを検出することを含ん
でなり、コントロール試料と比較して試験試料中における前記遺伝子の発現レベルが高い
か又は低いことにより、試験組織細胞が採取された哺乳動物における炎症性腸疾患の存在
が示される方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は免疫関連疾患の診断と治療のための組成物と方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　免疫関連及び炎症疾患は、正常な生理機能では、発作又は傷害に反応して、発作又は傷
害からの修復を開始し、外来生物体に対する生得的及び後天的防御を開始するのに重要な
、かなり複雑で、多くの場合は多重に相互関連した生物学的経路の現れ又は結果である。
疾患又は病理は、これらの正常な生理学的経路が、反応の強さに直接関連してか、異常な
調節又は過度な刺激の結果として、自己に対する反応として、又はこれらの組合せとして
、更なる発作又は傷害を引き起こすときに生じる。
　これらの疾患の発生は、多くの場合、多段階経路及びしばしば多数の異なった生物学的
システム／経路に関与しているが、一又は複数のこれら経路の重要な点における介在によ
り改善又は治療効果を有し得る。治療的介在は有害なプロセス／経路の拮抗作用又は有益
なプロセス／経路の刺激のいずれかにより生じる。
　多くの免疫関連疾患が知られており、広範囲にわたって研究されている。このような疾
患には、免疫媒介炎症疾患、非免疫媒介炎症疾患、感染疾患、免疫欠損症、異常増殖等が
含まれる。
　Ｔリンパ球（Ｔ細胞）は哺乳動物の免疫反応の重要な成分である。Ｔ細胞は主要組織適
合性複合体（ＭＨＣ）内の遺伝子によりコードされる自己分子と結合する抗原を認識する
。抗原は抗原提示細胞、ウィルス感染細胞、癌細胞、移植片等の表面上のＭＨＣ分子と共
に提示され得る。Ｔ細胞系は宿主哺乳動物の健康を脅かすこれらの改変細胞を除去するも
のである。Ｔ細胞はヘルパーＴ細胞及び細胞障害性Ｔ細胞を含む。ヘルパーＴ細胞は、抗
原提示細胞上の抗原-ＭＨＣ複合体の認識に続いて広範囲に増殖する。またヘルパーＴ細
胞は種々のサイトカイン、例えばリンホカインを分泌し、これはＢ細胞、細胞障害性Ｔ細
胞、及び免疫反応に寄与している種々の他の細胞の活性化において中心的な役割を担って
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いる。
【０００３】
　免疫関連疾患は免疫反応を抑えることにより治療される。中和抗体の使用により分子の
免疫刺激活動を抑制することは、免疫介在疾患及び炎症性疾患においては有益である。免
疫反応を抑制する分子は、（タンパク質を直接又は抗体アゴニストの使用により）免疫を
抑制し、それによって免疫関連疾患を回復させるのに利用可能である。
　ＣＤ４＋Ｔ細胞は炎症の重要な制御因子であることが知られている。ここで、ＣＤ４＋
Ｔ細胞を活性化させ、活性化に伴い差次的に発現する遺伝子のプロフィールを分析した。
したがって、活性化に特異的な遺伝子は、潜在的な治療ターゲットであろう。生産的な免
疫増殖反応には、インビボでの同時刺激が必要である。同時刺激分子のリストはかなりの
広範囲にわたるので、炎症の様々なタイプと段階においてどの同時刺激分子が重要な役割
を果たすのか、まだ明確になっていない。本出願では、抗ＣＤ３／ＩＣＡＭ、又は抗ＣＤ
３／抗ＣＤ２８による刺激により特異的に上方制御又は下方制御され、これら異なる分子
と関連する炎症プロセスのターゲティングに有用であり得る遺伝子に焦点を当てる。
　幾つかの皮膚疾病は、異常な免疫反応と自己免疫に相関する。乾癬等の疾患は、皮膚の
水疱、剥離、浮腫、及び皮膚タンパク質に結合する自己抗体の存在を特徴とする。本出願
では、実験にて、遺伝子が正常な皮膚に対して乾癬性の皮膚で上方制御されることを確定
する。本発明のタンパク質又はアンタゴニストは、乾癬の症状を緩和するのに有用であろ
う。
【０００４】
　炎症性腸疾患（「ＩＢＤ」）という用語は、腸が炎症を起こす結果、しばしば周期的な
痙攣又は下痢を誘発する、原因不明の慢性的炎症性疾患の群を意味する。米国におけるＩ
ＢＤの罹患率は、人口１０万人当たり約２００人と推定される。ＩＢＤ患者は、大きく二
つのグループ、即ち潰瘍性大腸炎（「ＵＣ」）患者とクローン病（「ＣＤ」）患者に分け
ることができる。
　ＵＣ患者においては、主に結腸粘膜に炎症性反応が見られる。炎症は通常均一で、正常
粘膜に途切れることなく連続している。表面粘膜細胞並びに陰窩上皮及び粘膜下組織に、
好中球湿潤を伴う炎症性反応が現れる。最終的に、この病状が進行すると上皮細胞が失わ
れる上皮の損傷が発生し、大腸の複数潰瘍形成、繊維症、異型性症、及び長期的退縮に繋
がる。
　ＣＤは、炎症が腸壁の全ての層に亘り、腸間膜並びにリンパ節にも現れる点でＵＣと異
なる。ＣＤは、口から肛門まで、消化管のあらゆる部分に発生し得る。この疾病は、不連
続性である場合が多い。つまり、腸において、重症の部分と、明らかに疾病に冒されてい
ない部分とに分かれている。ＣＤでは、また、腸壁の厚みが増し、閉塞を引き起こすこと
がある。加えて、瘻管、及び裂が珍しくない。
【０００５】
　臨床的に、ＩＢＤは、慢性的で予測不可能経過を辿ることになることが多い様々な症状
を特徴とする。血性の下痢と腹痛に発熱と体重減少がしばしば伴う。大きな疲労感と同様
に貧血も起こる。ＩＢＤには、一般に、関節痛から急性関節炎に亘る関節症状、並びに肝
機能異常が伴う。ＩＢＤ患者はまた、一般の人口に比べ、大腸癌の危険が大きい。ＩＢＤ
の急性「発病」の間は、仕事及びその他の日常活動を行うことは通常不可能であり、入院
が必要なことも多い。
　ＩＢＤの原因は不明であるが、遺伝性、感染性及び免疫性の可能性等の要因が関係して
いるとみなされてきた。ＩＢＤは、白人、特にユダヤ系に多い。病状の慢性的炎症という
性質により、炎症性の原因の可能性に対する情熱的な研究が促されてきた。急性炎症を刺
激する作用物質が発見されているが、ＩＢＤに伴う慢性炎症を引き起こす作用物質は見つ
かっていない。ＩＢＤが自己免疫性の疾病であるという仮定は、前述したようにＩＢＤが
関節炎として腸外の症状を持つことと、免疫反応を抑制することで知られる副腎性グルコ
コルチコイド、サイクロスポリン、及びアザチオプリン等の治療薬による治療により、Ｉ
ＢＤに肯定的な反応があることが知られていることより支持される。加えて、胃腸管は、
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身体のその他のいずれの器官よりも、食物、細菌副産物（ＬＰＳ）等由来のタンパク質等
の抗原性の物質に曝されている。
【０００６】
　更に、重症の潰瘍性大腸炎患者においては、特に疾病が複数年に亘る場合、大腸癌の危
険がかなり上昇する。大量出血、消耗性慢性病、大腸穿孔、又は癌の危険のため、ＩＢＤ
患者の約２０～２５％に最終的に大腸の切除手術が必要となる。外科的処置は、他の形態
の医学的治療が失敗したとき、又はステロイドやその他薬剤の副作用により患者の健康が
脅かされるときにも行われる場合がある。外科的処置は湿潤性で生命の危険もあるので、
特に望ましい治療法ではなく、一般に最後の手段として行われる処置である。この疾病を
よりよく理解し、或いは治療するために、正常組織と比べてＣＤ及びＵＣの両方において
遺伝子が上方制御されることを実験で決定する。この遺伝子は、ＩＢＤ類の治療に有用で
あることが分かるであろう。
　上述したように免疫疾患研究が進歩しているとはいえ、哺乳動物の免疫疾患を検知し及
び効果的にこれらの疾患を軽減する能力を有する更なる診断薬及び治療薬に対する需要は
大きい。従って、本発明の目的は、正常細胞と比較してＩＢＤ組織由来の細胞に過剰発現
するポリペプチドを同定することと、このようなポリペプチドとそれがコードする核酸を
使用して、哺乳動物のＩＢＤの診断的検出及び治療的処置に有用な物質の成分を生産する
ことである。
【発明の概要】
【０００７】
　Ａ．実施態様
　本発明は、ヒトを含む、哺乳動物における免疫関連疾患の診断及び治療にとって有用な
組成物及び方法に関する。本発明は、哺乳動物の免疫反応を刺激した結果として得られる
タンパク質（アゴニスト及びアンタゴニスト抗体を含む）の同定に基づいている。免疫関
連疾患は、免疫反応を抑制又は高めることによって治療することができる。免疫反応を高
める分子は、抗原に対する免疫反応を刺激又は増強する。免疫反応の向上が有益である場
合には、免疫反応を刺激する分子は治療的に用いることができる。或いは、免疫反応の緩
和が有益である場合には（例えば炎症）、抗原に対する免疫反応を和らげる又は減じる免
疫反応を抑制する分子（例えば中和抗体）を治療的に用いることができる。従って、ＰＲ
Ｏ５２２５４ポリペプチド、そのアゴニスト及びアンタゴニストもまた、免疫関連及び炎
症疾患の治療のための医薬及び薬剤を調製するために有用である。特定の態様では、その
ような医薬及び薬剤は、製薬的に許容可能な担体と共に、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド
、そのアゴニスト又はアンタゴニストの治療的有効量を含む。好ましくは、混合物は無菌
である。
　更なる実施態様では、本発明では、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドと候補化合物を接触
させ、前記ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドによって媒介される生物活性をモニタリングす
ることを含む、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドのアゴニスト又はＰＲＯ５２２５４ポリペ
プチドに対するアンタゴニストを同定する方法に関する。好ましくは、ＰＲＯ５２２５４
ポリペプチドは、天然配列ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドである。特定の態様では、ＰＲ
Ｏ５２２５４アゴニスト又はアンタゴニストは、抗ＰＲＯ５２２５４抗体である。
【０００８】
　その他の態様では、本発明は、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド、或いはポリペプチドと
結合するアゴニスト又はアンタゴニスト抗体を、担体又は賦形剤と混合して含有する組成
物に関する。一態様では、組成物は治療的有効量のポリペプチド又は抗体を含有する。他
の態様では、組成物が免疫刺激分子を含む場合には、組成物は、（ａ）それを必要とする
哺乳動物への炎症細胞の浸潤を増加させ、（ｂ）それを必要とする哺乳動物での免疫反応
を刺激し又は高め、（ｃ）抗原に応答して、それを必要とする哺乳動物でのＴリンパ球の
増殖を増加させ、（ｄ）Ｔリンパ球の活性を刺激し、又は（ｅ）血管透過性を増加させる
ために、有用である。更なる態様では、この組成物が免疫阻害分子を含む場合には、組成
物は、（ａ）それを必要とする哺乳動物への炎症細胞の浸潤を減少させ、（ｂ）それを必
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要とする哺乳動物での免疫反応を阻害し又は減じ、（ｃ）Ｔリンパ球の活性を低下させ、
又は（ｄ）抗原に応答して、それを必要とする哺乳動物でのＴリンパ球の増殖を低下させ
るために、有用である。その他の態様では、この組成物は更なる活性成分を含み、それは
、例えば、更なる抗体、或いは細胞毒性又は化学療法剤でありうる。好ましくは、この組
成物は無菌である。
　他の実施態様では、本発明は有効量のＰＲＯ５２２５４ポリペプチド、そのアゴニスト
又はそのアンタゴニストを哺乳動物に投与することを含む、その必要とする哺乳動物にお
ける免疫関連疾患を治療する方法に関する。好ましい態様では、免疫関連疾患は、全身性
紅斑性狼瘡、リウマチ様関節炎、骨関節症、若年性慢性関節炎、脊椎関節症、全身性硬化
症、特発性炎症ミオパシー、シェーグレン症候群、全身性血管炎、サルコイドーシス、自
己免疫性溶血性貧血、自己免疫性血小板減少、甲状腺炎、真性糖尿病、免疫仲介腎疾患、
中枢及び末梢神経系の脱髄疾患、例えば多発性硬化症、特発性脱髄性多発神経障害、又は
ギラン-バレー症候群、及び慢性炎症脱随性多発神経障害、肝胆道疾患、例えば感染性、
自己免疫性慢性活動性肝炎、原発性胆汁性肝硬変症、肉芽腫性肝炎、及び硬化性胆管炎、
炎症性腸疾患、グルテン過敏性腸疾患、及びウィップル病、水疱性皮膚疾患、多形性紅斑
及び接触性皮膚炎を含む自己免疫又は免疫媒介皮膚疾患、乾癬、アレルギー性疾患、例え
ば喘息、アレルギー性鼻炎、アトピー性皮膚炎、食物過敏症及び蕁麻疹、肺の免疫疾患、
例えば好球性肺炎、特発性肺線維症及び過敏性肺炎、拒絶反応及び移植片対宿主疾患を含
む移植関連疾患からなる群から選択される。
【０００９】
　その他の実施態様では、本発明は、上記又は下記のポリペプチドのいずれかに特異的に
結合する抗体を提供する。場合によっては、この抗体はモノクローナル抗体、ヒト化抗体
、抗体断片又は一本鎖抗体である。一態様では、本発明は、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチ
ドと結合する単離された抗体に関する。その他の態様では、抗体はＰＲＯ５２２５４ポリ
ペプチドの活性を模倣するか（アゴニスト抗体）、或いは逆に抗体はＰＲＯ５２２５４ポ
リペプチドの活性を阻害又は中和する（アンタゴニスト抗体）。その他の態様では、この
抗体はモノクローナル抗体であり、それは好ましくは非ヒトの相補性決定領域（ＣＤＲ）
残基及びヒトフレームワーク領域（ＦＲ）残基を有する。抗体は標識されてもよいし、固
体支持体へ固定されてもよい。更なる態様では、抗体は抗体断片、モノクローナル抗体、
一本鎖抗体、又は抗イディオタイプ抗体である。
　更なるその他の実施態様では、本発明は、製薬的に許容可能な担体と混合して抗ＰＲＯ
５２２５４抗体を含有する組成物を提供する。一態様では、この組成物は治療的に有効量
の抗体を含む。好ましくは、この組成物は無菌である。この組成物は、保存料を添加して
長期の貯蔵安定性を達成してもよい液体医薬製剤の形で投与されうる。或いは、この抗体
は、モノクローナル抗体、抗体断片、ヒト化抗体、又は一本鎖抗体である。
【００１０】
　更なる実施態様では、本発明は： 
(ａ)ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド又はそのアゴニスト又はアンタゴニストを含む物質の
組成物； 
(ｂ)前記組成物を収容する容器；並びに
(ｃ)免疫関連疾患の治療における前記ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド又はそのアゴニスト
又はアンタゴニストの使用を記した前記容器に含まれる包装挿入物、又は前記容器に添付
されるラベルを含んでなる製造品に関する。この組成物は、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチ
ド、或いはそのアゴニスト又はアンタゴニストの治療的有効量を含みうる。
　その他の実施態様では、本発明は、（ａ）哺乳動物から得られた組織細胞の試験試料、
並びに（ｂ）同じ細胞型の既知の正常組織細胞のコントロール試料においてＰＲＯ５２２
５４ポリペプチドをコードする遺伝子の発現のレベルを検出することを含んでなる、哺乳
動物における免疫関連疾患を診断する方法に関し、この方法では、コントロール試料と比
較して試験試料でのより高い又は低い発現レベルが、試験組織細胞が得られた哺乳動物に
おける免疫関連疾患の存在を示す。
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【００１１】
　その他の実施態様では、本発明は、試験試料において、（ａ）哺乳動物から得られた組
織細胞の試験試料と抗ＰＲＯ５２２５４抗体を接触せしめ、（ｂ）この抗体とＰＲＯ５２
２５４ポリペプチド間の複合体の形成を検出することを含んでなる、哺乳動物における免
疫疾患を診断する方法に関し、この方法では、前記複合体の形成が、前記疾患の存在の有
無を示す。検出は定性的又は定量的であってもよく、同じ細胞型の既知の正常組織細胞の
コントロール試料における複合体の形成をモニターし比較して行われる。試験試料におけ
る多量の形成された複合体は、試験組織細胞が得られた哺乳動物における免疫疾患の存在
の有無を示す。抗体は、好ましくは検出可能なラベルを有する。複合体の形成は、例えば
、光学顕微鏡、フローサイトメトリー、蛍光定量法、或いは当該分野で知られている他の
技術によってモニターすることができる。試験試料は、通常は、免疫系に欠損又は異常を
有する個体から得られる。
　その他の実施態様では、本発明は、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドを含有すると思われ
る細胞の試験試料を抗ＰＲＯ５２２５４抗体へ曝露し、前記抗体の前記細胞試料への結合
を測定することを含んでなる、試料中のＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの存在を測定する
方法を提供する。特定の態様では、この試料はＰＲＯ５２２５４ポリペプチドを含有する
と思われる細胞を含み、抗体は細胞へ結合する。この抗体は、好ましくは検出可能に標識
され及び／又は固体支持体へ結合している。
【００１２】
　その他の実施態様では、本発明は、抗ＰＲＯ５２２５４抗体と担体を適切な包装体に含
んでなる、免疫関連疾患診断用キットに関する。このキットは、好ましくは、ＰＲＯ５２
２５４ポリペプチドを検出するために抗体を用いるための指示書を含む。好ましくは、こ
の担体は製薬的に許容可能である。
　その他の実施態様では、本発明は、適切な包装体に抗ＰＲＯ５２２５４抗体を含む診断
用キットに関する。このキットは、好ましくは、この抗体をＰＲＯ５２２５４ポリペプチ
ドを検出するために用いるための指示書を含む。
　その他の実施態様では、本発明は、哺乳動物から得られた組織細胞の試験試料における
ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの存在又は不存在を検出することを含む、哺乳動物におけ
る免疫関連疾患を診断する方法を提供し、前記試験試料中のＰＲＯ５２２５４ポリペプチ
ドの存否を検出することが、前記哺乳動物における免疫関連疾患の存在を示す。
　その他の実施態様では、本発明は： 
（ａ）通常は、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドによって誘導される細胞応答の誘導のため
に適した条件下でスクリーニングされる試験化合物と細胞を接触させ；
（ｂ）前記細胞応答の誘導を測定して試験化合物が有効アゴニストであるかどうかを確定
することを含み、前記細胞応答の誘導により、前記試験化合物が有効なアゴニストである
ことが示される、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドのアゴニストを同定する方法に関する。
【００１３】
　その他の実施態様では、本発明は、候補化合物とＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの相互
作用を可能にするのに十分な条件と時間にわたってこの二つの成分を接触させ、ＰＲＯ５
２２５４ポリペプチドの活性が阻害されるかどうかを測定することを含んでなる、ＰＲＯ
５２２５４ポリペプチドの活性を阻害することが可能な化合物を同定する方法に関する。
特定の態様では、候補化合物又はＰＲＯ５２２５４ポリペプチドのいずれかが固体支持体
上に固定される。その他の態様では、非固定化成分が検出可能なラベルを有する。好まし
い態様では、この方法は：
（ａ）通常は、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドによって誘導される細胞応答に適した条件
下でスクリーニングされる試験化合物と細胞を接触させること；並びに
（ｂ）試験化合物が有効アンタゴニストであるかどうかを確定するために、前記細胞応答
の誘導を測定する段階を含む。
　その他の実施態様では、本発明は、通常はポリペプチドを発現する細胞においてＰＲＯ
５２２５４ポリペプチドの発現を阻害する化合物を同定する方法において、細胞を試験化
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合物と接触せしめて、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの発現が阻害されるかどうかを確定
することを含む方法を提供する。好ましい態様では、この方法は：
（ａ）ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの発現を可能にする好適な条件下でスクリーニング
される試験化合物と細胞を接触させ；
（ｂ）前記ポリペプチドの発現の阻害を測定する段階を含む。
【００１４】
　更にその他の実施態様では、本発明は、（ａ）ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド、（ｂ）
ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドのアゴニスト、又は（ｃ）ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド
のアンタゴニストのいずれかをコードする核酸分子を哺乳動物へ投与することを含んでな
る、免疫関連疾患を患っている哺乳動物においてこの疾患を治療する方法に関し、ここで
、アゴニスト及びアンタゴニストは抗ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドであってもよい。好
ましい実施態様では、この哺乳動物はヒトである。その他の好ましい実施態様では、この
核酸はエキソビボ（生体外）遺伝子治療によって投与される。更なる好ましい実施態様で
は、核酸は、ベクター、より好ましくはアデノウィルス、アデノ随伴ウィルス、レンチウ
ィルス又はレトロウィルスベクターである。
　更にその他の態様では、本発明は、プロモーター、（ａ）ＰＲＯ５２２５４ポリペプチ
ド、（ｂ）ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドのアゴニスト、又は（ｃ）ＰＲＯ５２２５４ポ
リペプチドのアンタゴニストをコードする核酸、並びにポリペプチドの細胞分泌のための
シグナル配列から本質的になるウィルスベクターを含んでなる組換えウィルス粒子を提供
し、ここで、ウィルスベクターがウィルス構造タンパク質に関連する。好ましくは、シグ
ナル配列は哺乳動物、例えば天然ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドからのものである。
　より更なる実施態様では、本発明は、レトロウィルス構造タンパク質を発現する核酸作
成物を含んでなるエキソビボ産生細胞に関し、またプロモーター、（ａ）ＰＲＯ５２２５
４ポリペプチド、（ｂ）ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドのアゴニスト、又は（ｃ）ＰＲＯ
５２２５４ポリペプチドのアンタゴニストをコードする核酸、並びにポリペプチドの細胞
分泌のためのシグナル配列から本質的になるレトロウィルスベクターを含み、前記産生細
胞は、組換えレトロウィルス粒子を生産するように、構造タンパク質と関連するレトロウ
ィルスベクターを包み込んでいる。
【００１５】
　より更なる実施態様では、本発明は、（ａ）ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド、（ｂ）Ｐ
ＲＯ５２２５４ポリペプチドのアゴニスト、又は（ｃ）ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの
アンタゴニストを哺乳動物へ投与することを含んでなる、哺乳動物におけるＴリンパ球の
活性を増加させる方法を提供し、ここで、哺乳動物におけるＴリンパ球の活性が増加する
。
　より更なる実施態様では、本発明は、（ａ）ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド、（ｂ）Ｐ
ＲＯ５２２５４ポリペプチドのアゴニスト、又は（ｃ）ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの
アンタゴニストを哺乳動物へ投与することを含んでなる、哺乳動物におけるＴリンパ球の
活性を減少させる方法を提供し、ここで、哺乳動物におけるＴリンパ球の活性が減少する
。
　より更なる実施態様では、本発明は、（ａ）ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド、（ｂ）Ｐ
ＲＯ５２２５４ポリペプチドのアゴニスト、又は（ｃ）ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの
アンタゴニストを哺乳動物へ投与することを含んでなる、哺乳動物におけるＴリンパ球の
増殖を増加させる方法を提供し、ここで、哺乳動物におけるＴリンパ球の増殖が増加する
。
　より更なる実施態様では、本発明は、（ａ）ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド、（ｂ）Ｐ
ＲＯ５２２５４ポリペプチドのアゴニスト、又は（ｃ）ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの
アンタゴニストを哺乳動物へ投与することを含んでなる、哺乳動物におけるＴリンパ球の
増殖を減少させる方法を提供し、ここで、哺乳動物におけるＴリンパ球の増殖が減少する
。
【００１６】
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　Ｂ．更なる実施態様
　本発明の他の実施態様では、本発明は、ここに開示されるポリペプチドのいずれかをコ
ードするＤＮＡを含むベクターを提供する。また、そのようなベクターを含む宿主細胞が
提供される。例として、宿主細胞はＣＨＯ細胞、大腸菌、又は酵母である。ここに開示さ
れるポリペプチドのいずれかを生産する方法が更に提供され、該方法は、所望のポリペプ
チドの発現に適した条件下で宿主細胞を培養し、細胞培養物から所望のポリペプチドを回
収することを含む。
　他の実施態様では、本発明は、異種ポリペプチド又はアミノ酸配列に融合したここに開
示されるポリペプチドのいずれかを含むキメラ分子を提供する。そのようなキメラ分子の
例には、免疫グロブリンのＦｃ領域又はエピトープタグ配列に融合したここに開示のポリ
ペプチドのいずれかを含むキメラ分子が含まれる。
　別の実施態様では、本発明は上述又は後述のポリペプチドのいずれかに特異的に結合す
る抗体を提供する。場合によっては、抗体はモノクローナル抗体、ヒト化抗体、抗体断片
又は一本鎖抗体である。
　また別の実施態様では、本発明は、アンチセンスプローブとして又はゲノム及びｃＤＮ
Ａヌクレオチド配列の単離に有用なオリゴヌクレオチドプローブを提供し、それらのプロ
ーブは前述又は後述のヌクレオチド配列のいずれかから得られる。
　他の実施態様では、本発明は、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドをコードするヌクレオチ
ド配列を含む単離された核酸分子を提供する。
【００１７】
　一態様では、単離された核酸分子は、（ａ）ここに開示された完全長アミノ酸配列、こ
こに開示されたシグナルペプチドを欠くアミノ酸配列、ここに開示された膜貫通タンパク
質の細胞外ドメインでシグナルペプチドを有する又は有しないもの、或いはここに開示さ
れた完全長アミノ酸配列のその他の具体的に定義された断片を有するＰＲＯ５２２５４ポ
リペプチドをコードするＤＮＡ分子、或いは（ｂ）（ａ）のＤＮＡ分子の相補鎖に対して
、少なくとも約８０％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約８１％の核酸配列同一性、
或いは少なくとも約８２％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約８３％の核酸配列同一
性、或いは少なくとも約８４％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約８５％の核酸配列
同一性、或いは少なくとも約８６％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約８７％の核酸
配列同一性、或いは少なくとも約８８％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約８９％の
核酸配列同一性、或いは少なくとも約９０％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約９１
％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約９２％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約
９３％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約９４％の核酸配列同一性、或いは少なくと
も約９５％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約９６％の核酸配列同一性、或いは少な
くとも約９７％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約９８％の核酸配列同一性、或いは
少なくとも約９９％の核酸配列同一性を有しているヌクレオチド配列を含む。
【００１８】
　別の態様では、単離された核酸分子は、（ａ）ここに開示された完全長ＰＲＯ５２２５
４ポリペプチドｃＤＮＡのコード配列、ここに開示されたシグナルペプチドを欠くＰＲＯ
５２２５４ポリペプチドのコード配列、ここに開示された膜貫通タンパク質の細胞外ドメ
インのコード配列でシグナルペプチドを有する又は有しないもの、或いはここに開示され
た完全長アミノ酸配列のその他の具体的に定義された断片のコード配列を含んでなるＤＮ
Ａ分子、或いは（ｂ）（ａ）のＤＮＡ分子の相補鎖に対して、少なくとも約８０％の核酸
配列同一性、或いは少なくとも約８１％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約８２％の
核酸配列同一性、或いは少なくとも約８３％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約８４
％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約８５％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約
８６％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約８７％の核酸配列同一性、或いは少なくと
も約８８％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約８９％の核酸配列同一性、或いは少な
くとも約９０％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約９１％の核酸配列同一性、或いは
少なくとも約９２％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約９３％の核酸配列同一性、或
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いは少なくとも約９４％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約９５％の核酸配列同一性
、或いは少なくとも約９６％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約９７％の核酸配列同
一性、或いは少なくとも約９８％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約９９％の核酸配
列同一性を有しているヌクレオチド配列を含む。
【００１９】
　更なる態様では、本発明は、（ａ）ここに開示したＡＴＣＣへ寄託されているヒトタン
パク質ｃＤＮＡのいずれかによってコードされているのと同じ成熟ポリペプチドをコード
するＤＮＡ分子、或いは（ｂ）（ａ）のＤＮＡ分子の相補鎖に対して、少なくとも約８０
％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約８１％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約
８２％の核酸配列同一性、更に或いは少なくとも約８３％の核酸配列同一性、更に或いは
少なくとも約８４％の核酸配列同一性、更に或いは少なくとも約８５％の核酸配列同一性
、更に或いは少なくとも約８６％の核酸配列同一性、更に或いは少なくとも約８７％の核
酸配列同一性、更に或いは少なくとも約８８％の核酸配列同一性、更に或いは少なくとも
約８９％の核酸配列同一性、更に或いは少なくとも約９０％の核酸配列同一性、更に或い
は少なくとも約９１％の核酸配列同一性、更に或いは少なくとも約９２％の核酸配列同一
性、更に或いは少なくとも約９３％の核酸配列同一性、更に或いは少なくとも約９４％の
核酸配列同一性、更に或いは少なくとも約９５％の核酸配列同一性、更に或いは少なくと
も約９６％の核酸配列同一性、更に或いは少なくとも約９７％の核酸配列同一性、更に或
いは少なくとも約９８％の核酸配列同一性、更に或いは少なくとも約９９％の配列同一性
を有するヌクレオチド配列を含んでなる単離された核酸分子に関する。
【００２０】
　別の態様では、本発明は、膜貫通ドメイン欠損又は膜貫通ドメイン不活性化のいずれか
であるＰＲＯ５２２５４ポリペプチドコード化ヌクレオチド配列を含むか、或いはそのよ
うなコード化ヌクレオチド配列に対して相補的であるヌクレオチド配列を含んでなる単離
された核酸分子を提供する。そのようなポリペプチドの膜貫通ドメインはここに開示され
る。従って、ここに開示されたＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの可溶性細胞外ドメインが
考察されている。
　他の実施態様は、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドのコード配列の断片、又はその相補鎖
に関し、それらは、例えば、場合によっては抗ＰＲＯ５２２５４抗体に対する結合部位を
含むポリペプチドをコードするＰＲＯ５２２５４ポリペプチドのコード化断片のハイブリ
ダイゼーションプローブとして、又はアンチセンスオリゴヌクレオチドプローブとしての
用途が見いだされ得る。このような核酸断片は、通常は少なくとも約２０ヌクレオチド長
、或いは少なくとも約３０ヌクレオチド長、或いは少なくとも約４０ヌクレオチド長、或
いは少なくとも約５０ヌクレオチド長、或いは少なくとも約６０ヌクレオチド長、或いは
少なくとも約７０ヌクレオチド長、或いは少なくとも約８０ヌクレオチド長、或いは少な
くとも約９０ヌクレオチド長、或いは少なくとも約１００ヌクレオチド長、或いは少なく
とも約１１０ヌクレオチド長、或いは少なくとも約１２０ヌクレオチド長、或いは少なく
とも約１３０ヌクレオチド長、或いは少なくとも約１４０ヌクレオチド長、或いは少なく
とも約１５０ヌクレオチド長、或いは少なくとも約１６０ヌクレオチド長、或いは少なく
とも約１７０ヌクレオチド長、或いは少なくとも約１８０ヌクレオチド長、或いは少なく
とも約１９０ヌクレオチド長、或いは少なくとも約２００ヌクレオチド長、或いは少なく
とも約２５０ヌクレオチド長、或いは少なくとも約３００ヌクレオチド長、或いは少なく
とも約３５０ヌクレオチド長、或いは少なくとも約４００ヌクレオチド長、或いは少なく
とも約４５０ヌクレオチド長、或いは少なくとも約５００ヌクレオチド長、或いは少なく
とも約６００ヌクレオチド長、或いは少なくとも約７００ヌクレオチド長、或いは少なく
とも約８００ヌクレオチド長、或いは少なくとも約９００ヌクレオチド長、或いは少なく
とも約１０００ヌクレオチド長であり、ここで「約」という語の内容は参照する長さのプ
ラス又はマイナス１０％のヌクレオチド配列長を指すことを意味する。ＰＲＯ５２２５４
ポリペプチドコード化ヌクレオチド配列の新規な断片は、多くの良く知られた配列アライ
ンメントプログラムの任意のものを用いてＰＲＯ５２２５４ポリペプチドコード化ヌクレ
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オチド配列と他の公知のヌクレオチド配列とを整列させ、いずれのＰＲＯ５２２５４ポリ
ペプチドコード化ヌクレオチド配列断片が新規であるかを決定することにより、日常的な
手法で同定してもよい。このようなＰＲＯ５２２５４ポリペプチドコード化ヌクレオチド
配列の全ては、ここで考慮される。また、これらのヌクレオチド分子断片、好ましくは抗
ＰＲＯ５２２５４抗体に対する結合部位を含むＰＲＯ５２２５４ポリペプチド断片によっ
てコードされるＰＲＯ５２２５４ポリペプチド断片も考慮される。
【００２１】
　他の実施態様では、本発明は、上記で特定された単離された核酸配列のいずれかによっ
てコードされる単離されたＰＲＯ５２２５４ポリペプチドを提供する。
　或る態様では、本発明は、ここに開示した完全長アミノ酸配列、ここに開示したシグナ
ルペプチドを欠くアミノ酸配列、ここに開示したシグナルペプチドを有するか又は有しな
い膜貫通タンパク質の細胞外ドメイン、或いはここに開示した完全長アミノ酸配列のその
他の具体的に定義された断片を有するＰＲＯ５２２５４ポリペプチドに対して、少なくと
も約８０％のアミノ酸配列同一性、或いはは少なくとも約８１％のアミノ酸配列同一性、
或いは少なくとも約８２％のアミノ酸配列同一性、或いは少なくとも約８３％のアミノ酸
配列同一性、或いは少なくとも約８４％のアミノ酸配列同一性、或いは少なくとも約８５
％のアミノ酸配列同一性、或いは少なくとも約８６％のアミノ酸配列同一性、或いは少な
くとも約８７％のアミノ酸配列同一性、或いは少なくとも約８８％のアミノ酸配列同一性
、或いは少なくとも約８９％のアミノ酸配列同一性、或いは少なくとも約９０％のアミノ
酸配列同一性、或いは少なくとも約９１％のアミノ酸配列同一性、或いは少なくとも約９
２％のアミノ酸配列同一性、或いは少なくとも約９３％のアミノ酸配列同一性、或いは少
なくとも約９４％のアミノ酸配列同一性、或いは少なくとも約９５％のアミノ酸配列同一
性、或いは少なくとも約９６％のアミノ酸配列同一性、或いは少なくとも約９７％のアミ
ノ酸配列同一性、或いは少なくとも約９８％のアミノ酸配列同一性、そして、或いは少な
くとも約９９％のアミノ酸配列同一性を有するアミノ酸配列を含んでなる、単離されたＰ
ＲＯ５２２５４ポリペプチドに関する。
　更なる態様では、本発明は、ここに開示したＡＴＣＣに寄託されているヒトタンパク質
ｃＤＮＡのいずれかによってコードされるアミノ酸配列に対して、少なくとも約８０％の
アミノ酸配列同一性、或いは少なくとも約８１％のアミノ酸配列同一性、或いは少なくと
も約８２％のアミノ酸配列同一性、或いは少なくとも約８３％のアミノ酸配列同一性、或
いは少なくとも約８４％のアミノ酸配列同一性、或いは少なくとも約８５％のアミノ酸配
列同一性、或いは少なくとも約８６％のアミノ酸配列同一性、或いは少なくとも約８７％
のアミノ酸配列同一性、或いは少なくとも約８８％のアミノ酸配列同一性、或いは少なく
とも約８９％のアミノ酸配列同一性、或いは少なくとも約９０％のアミノ酸配列同一性、
或いは少なくとも約９１％のアミノ酸配列同一性、或いは少なくとも約９２％のアミノ酸
配列同一性、或いは少なくとも約９３％のアミノ酸配列同一性、或いは少なくとも約９４
％のアミノ酸配列同一性、或いは少なくとも約９５％のアミノ酸配列同一性、或いは少な
くとも約９６％のアミノ酸配列同一性、或いは少なくとも約９７％のアミノ酸配列同一性
、或いは少なくとも約９８％のアミノ酸配列同一性、そして、或いは少なくとも約９９％
のアミノ酸配列同一性を有するアミノ酸配列を含んでなる単離されたＰＲＯ５２２５４ポ
リペプチドに関する。
【００２２】
　特定の態様では、本発明は、Ｎ-末端シグナル配列及び／又は開始メチオニンを有しな
い、上記したようなアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列によってコードされる単
離されたＰＲＯ５２２５４ポリペプチドを提供する。それらを製造する方法もここに記載
され、それらの方法は、適したコード化核酸分子を含むベクターを含んでなる宿主細胞を
ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの発現に適した条件下で培養し、細胞培養物からＰＲＯ５
２２５４ポリペプチドを回収することを含む。
　他の態様では、本発明は、膜貫通ドメインの欠失した或いは膜貫通ドメインが不活性化
している単離されたＰＲＯ５２２５４ポリペプチドを提供する。それらを製造する方法も
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ここに記載され、それらの方法は、適したコード化核酸分子を含むベクターを含んでなる
宿主細胞をＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの発現に適した条件下で培養し、細胞培養物か
らＰＲＯ５２２５４ポリペプチドを回収することを含む。
　更に他の実施態様では、本発明は、ここで定義される天然ＰＲＯ５２２５４ポリペプチ
ドのアゴニスト及びアンタゴニストに関する。特別な実施態様では、アゴニスト又はアン
タゴニストは抗ＰＲＯ５２２５４抗体或いは小分子である。
　更なる実施態様では、本発明は、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドのアゴニスト又はアン
タゴニストを同定する方法に関し、それは、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドを候補分子と
接触させ、前記ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドによって媒介される生物学的活性をモニタ
ーすることを含む。好ましくは、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドは天然ＰＲＯ５２２５４
ポリペプチドである。
　また更なる実施態様では、本発明は、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド、或いはここに記
載したＰＲＯ５２２５４ポリペプチドのアゴニスト又はアンタゴニスト、又は抗ＰＲＯ５
２２５４抗体を、担体と組み合わせて含有する組成物に関する。場合によっては、担体は
製薬的に許容される担体である。
　本発明のその他の実施態様は、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド、又は上記したようなそ
のアゴニスト又はアンタゴニスト、又は抗ＰＲＯ５２２５４抗体を、ＰＲＯ５２２５４ポ
リペプチド、そのアゴニスト又はアンタゴニスト又は抗ＰＲＯ５２２５４抗体に対して反
応性である症状の治療に有用な医薬の調製のために用いることに関する。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１】本明細書で「ＤＮＡ３２７１４５」と命名するクローンである天然配列ＰＲＯ５
２２５４ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号１）を示す。
【図２】図１に示す配列番号１のコード化配列から得られるアミノ酸配列（配列番号２）
を示す。
【図３】本明細書で「ＤＮＡ３２７５１２」と命名するクローンである天然マウス配列Ｐ
ＲＯ７１３０２ｃＤＮＡのヌクレオチド配列（配列番号３）を示す。
【図４】図３に示す配列番号３のコード化配列から得られるアミノ酸配列（配列番号４）
を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
［好ましい実施態様の詳細な説明］
Ｉ．定義
　ここで使用される際の「ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド」及び「ＰＲＯ５２２５４」と
いう用語は、直後に数値符号がある場合に種々のポリペプチドを指し、完全な符号（例え
ば、ＰＲＯ５２２５４／番号）は、ここに記載する特定のポリペプチド配列を意味する。
「数字」がここで使用される実際の数値符号である、ここで使用される「ＰＲＯ５２２５
４／番号ポリペプチド」及び「ＰＲＯ５２２５４／番号」という用語は、天然配列ポリペ
プチド及び変異体（ここで更に詳細に定義する）を含む。ここで記載されているＰＲＯ５
２２５４ポリペプチドは、ヒト組織型又は他の供給源といった種々の供給源から単離して
もよく、組換え又は合成方法によって調製してもよい。「ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド
」という用語は、ここで開示されている各個々のＰＲＯ５２２５４／番号ポリペプチドに
指す。「ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド」を指すこの明細書中の全ての開示は、各ポリペ
プチドを個別にも組み合わせとしても言及する。例えば、調製の、精製の、誘導の、抗体
の形成、投与の、含有する組成物、疾患の治療、などの記述は、本発明の各ポリペプチド
に個別に関係する。また、「ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド」という用語は、ここに開示
されているＰＲＯ５２２５４／番号ポリペプチドの変異体を含む。
　「天然配列ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド」は、天然由来の対応するＰＲＯ５２２５４
ポリペプチドと同一のアミノ酸配列を有するポリペプチドを含んでいる。このような天然
配列ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドは、自然から単離することもできるし、組換え又は合
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成手段により生産することもできる。「天然配列ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド」という
用語には、特に、特定のＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの自然に生じる切断又は分泌形態
（例えば、細胞外ドメイン配列）、自然に生じる変異形態(例えば、選択的にスプライシ
ングされた形態)及びそのポリペプチドの自然に生じる対立遺伝子変異体が含まれる。本
発明の種々の実施態様において、ここに開示されている天然配列ＰＲＯ５２２５４ポリペ
プチドは、関連する図に示されている完全長アミノ酸配列を含有する成熟又は完全長天然
配列ポリペプチドである。開始及び終止コドンは、太い書体及び下線で図中に示さている
。しかし、関連する図に開示されているＰＲＯ５２２５４ポリペプチドは、該図において
アミノ酸位置１と称されているメチオニン残基で開始することが示されている一方で、図
のアミノ酸位置１より上流又は下流のいずれかに位置する他のメチオニン残基が、ＰＲＯ
５２２５４ポリペプチドの開始アミノ酸残基として用いられることも考えられるし可能で
ある。
【００２５】
　ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド「細胞外ドメイン」又は「ＥＣＤ」は、膜貫通及び細胞
質ドメインを実質的に有しないＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの形態を意味する。通常、
ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドＥＣＤは、それらの膜貫通及び／又は細胞質ドメインを１
％未満、好ましくはそのようなドメインを０．５％未満しか持たない。本発明のＰＲＯ５
２２５４ポリペプチドについて同定された任意の膜貫通ドメインは、疎水性ドメインのそ
の型を同定するために当該分野において日常的に使用される基準に従い同定されることが
理解されるであろう。膜貫通ドメインの厳密な境界は変わり得るが、最初に同定されたド
メインのいずれかの末端から約５アミノ酸を越えない可能性が高い。従って、ＰＲＯ５２
２５４ポリペプチド細胞外ドメインは、場合によっては、実施例又明細書おいてに同定さ
れた膜貫通ドメインのいずれかの末端から約５を越えないアミノ酸を含みうるし、付着の
シグナルペプチドを有する又は有しないそのようなポリペプチド及びそれらをコードする
核酸は、本発明において考慮される。
　ここに開示する種々のＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの「シグナルペプチド」の適切な
位置は、本明細書と添付の図面に示される。しかし、注記するように、シグナルペプチド
のＣ-末端境界は変化しうるが、ここで最初に定義したようにシグナルペプチドＣ-末端境
界のいずれかの側で約５アミノ酸未満である可能性が最も高く、シグナルペプチドのＣ-
末端境界は、そのような型のアミノ酸配列成分を同定するのに日常的に使用される基準に
従って同定しうる（例えば、Nielsen等, Prot. Eng. 10:1-6 (1997)及びvon Heinje等, N
ucl. Acids. Res. 14:4683-4690 (1986)）。更に、幾つかの場合には、分泌ポリペプチド
からのシグナルペプチドの切断は完全に均一ではなく、一つ以上の分泌種をもたらすこと
も認められる。シグナルペプチドがここに定義されるシグナルペプチドのＣ-末端境界の
いずれかの側の約５アミノ酸未満内で切断されるこれらの成熟ポリペプチド、及びそれら
をコードするポリヌクレオチドは、本発明で考慮される。
【００２６】
　「ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド変異体」とは、上記又は下記に定義されるように、こ
こに開示される完全長天然配列ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド、ここに開示されたシグナ
ルペプチドを欠く完全長天然配列ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド配列、シグナルペプチド
有無のここに開示されたＰＲＯ５２２５４の細胞外ドメイン又はここに開示された完全長
ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの他の断片と、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性
を有する活性ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドを意味する。このようなＰＲＯ５２２５４ポ
リペプチド変異体には、例えば、完全長天然アミノ酸配列のＮ-又はＣ-末端において一つ
又は複数のアミノ酸残基が付加、もしくは欠失されたＰＲＯ５２２５４ポリペプチドが含
まれる。通常、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド変異体は、ここに開示される完全長天然ア
ミノ酸配列、ここに開示されたシグナルペプチドを欠く完全長天然配列ＰＲＯ５２２５４
ポリペプチド配列、シグナルペプチドを有する又は有しないここに開示されたＰＲＯ５２
２５４の細胞外ドメイン又はここに開示された完全長ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの特
に同定された他の断片と、少なくとも約８０％のアミノ酸配列同一性、或いは少なくとも
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約８１％のアミノ酸配列同一性、或いは少なくとも約８２％のアミノ酸配列同一性、或い
は少なくとも約８３％のアミノ酸配列同一性、或いは少なくとも約８４％のアミノ酸配列
同一性、或いは少なくとも約８５％のアミノ酸配列同一性、或いは少なくとも約８６％の
アミノ酸配列同一性、或いは少なくとも約８７％のアミノ酸配列同一性、或いは少なくと
も約８８％のアミノ酸配列同一性、或いは少なくとも約８９％のアミノ酸配列同一性、或
いは少なくとも約９０％のアミノ酸配列同一性、或いは少なくとも約９１％のアミノ酸配
列同一性、或いは少なくとも約９２％のアミノ酸配列同一性、或いは少なくとも約９３％
のアミノ酸配列同一性、或いは少なくとも約９４％のアミノ酸配列同一性、或いは少なく
とも約９５％のアミノ酸配列同一性、或いは少なくとも約９６％のアミノ酸配列同一性、
或いは少なくとも約９７％のアミノ酸配列同一性、或いは少なくとも約９８％のアミノ酸
配列同一性、そして、或いは少なくとも約９９％のアミノ酸配列同一性を有している。通
常は、ＰＲＯ５２２５４変異体ポリペプチドは、少なくとも約１０アミノ酸長、或いは少
なくとも約２０アミノ酸長、或いは少なくとも約３０アミノ酸長、或いは少なくとも約４
０アミノ酸長、或いは少なくとも約５０アミノ酸長、或いは少なくとも約６０アミノ酸長
、或いは少なくとも約７０アミノ酸長、或いは少なくとも約８０アミノ酸長、或いは少な
くとも約９０アミノ酸長、或いは少なくとも約１００アミノ酸長、或いは少なくとも約１
５０アミノ酸長、或いは少なくとも約２００アミノ酸長、或いは少なくとも約３００アミ
ノ酸長、又はそれ以上である。
　ここに定義されるＰＲＯ５２２５４ポリペプチドに対してここで同定されている「パー
セント（％）アミノ酸配列同一性」は、配列を整列させ、最大のパーセント配列同一性を
得るために必要ならば間隙を導入し、如何なる保存的置換も配列同一性の一部と考えない
とした、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドのアミノ酸残基と同一である候補配列中のアミノ
酸残基のパーセントとして定義される。パーセントアミノ酸配列同一性を決定する目的の
ためのアラインメントは、当業者の技量の範囲にある種々の方法、例えばＢＬＡＳＴ、Ｂ
ＬＡＳＴ-２、ＡＬＩＧＮ、又はＭｅｇａｌｉｇｎ（ＤＮＡＳＴＡＲ）ソフトウエアのよ
うな公に入手可能なコンピュータソフトウエアを使用することにより達成可能である。当
業者であれば、比較される配列の完全長に対して最大のアラインメントを達成するために
必要な任意のアルゴリズムを含む、アラインメントを測定するための適切なパラメータを
決定することができる。しかし、ここでの目的のためには、％アミノ酸配列同一性値は、
ＡＬＩＧＮ-２プログラム用の完全なソースコードが下記の表１に提供されている配列比
較プログラムＡＬＩＧＮ-２を使用することによって得られる。ＡＬＩＧＮ-２配列比較コ
ンピュータプログラムはジェネンテック社によって作成され、下記の表１に示したソース
コードは米国著作権庁、ワシントンＤ．Ｃ．，２０５５９に使用者用書類とともに提出さ
れ、米国著作権登録番号ＴＸＵ５１００８７の下で登録されている。ＡＬＩＧＮ-２はジ
ェネンテック社、サウスサンフランシスコ、カリフォルニアから好適に入手可能であり、
下記の表１に提供されたソースコードからコンパイルしてもよい。ＡＬＩＧＮ-２プログ
ラムは、ＵＮＩＸ（登録商標）オペレーティングシステム、好ましくはデジタルＵＮＩＸ
（登録商標） Ｖ４．０Ｄでの使用のためにコンパイルされる。全ての配列比較パラメー
タは、ＡＬＩＧＮ-２プログラムによって設定され変動しない。
【００２７】
　アミノ酸配列比較にＡＬＩＧＮ-２が用いられる状況では、与えられたアミノ酸配列Ａ
の、与えられたアミノ酸配列Ｂとの、又はそれに対する％アミノ酸配列同一性（或いは、
与えられたアミノ酸配列Ｂと、又はそれに対して或る程度の％アミノ酸配列同一性を持つ
又は含む与えられたアミノ酸配列Ａと言うこともできる）は次のように計算される：
　　分率Ｘ／Ｙの１００倍
ここで、Ｘは配列アラインメントプログラムＡＬＩＧＮ-２のＡ及びＢのアラインメント
によって同一であると一致したスコアのアミノ酸残基の数であり、ＹはＢの全アミノ酸残
基数である。アミノ酸配列Ａの長さがアミノ酸配列Ｂの長さと異なる場合、ＡのＢに対す
る％アミノ酸配列同一性は、ＢのＡに対する％アミノ酸配列同一性とは異なることは理解
されるであろう。この方法を用いた％アミノ酸配列同一性の計算の例として、「ＰＲＯ５
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２２５４」が対象となる仮説的ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドのアミノ酸配列を表し、「
比較タンパク質」が対象となる「比較」タンパク質が比較されているアミノ酸配列を表し
、そして「Ｘ」、「Ｙ」及び「Ｚ」の各々が異なった仮説的アミノ酸残基を表し、表２及
び３は、「比較タンパク質」と称されるアミノ酸配列の「ＰＲＯ５２２５４」と称される
アミノ酸配列に対する％アミノ酸配列同一性の計算方法を示す。
　特に断らない限りは、ここでの全ての％アミノ酸配列同一性値は上記のようにＡＬＩＧ
Ｎ-２配列比較コンピュータプログラムを用いて得られる。しかしながら、％アミノ酸配
列同一性値は、ＷＵ-ＢＬＡＳＴ-２コンピュータプログラム（Altschul等, Methods in E
nzymology 266:460-480 (1996)）を用いて決定してもよい。更に、殆どのＷＵ-ＢＬＡＳ
Ｔ-２検索パラメータは初期値に設定される。初期値に設定されない、即ち調節可能なパ
ラメータは以下の値に設定する：オーバーラップスパン＝１、オーバーラップフラクショ
ン＝０．１２５、ワード閾値（Ｔ）＝１１、及びスコアリングマトリクス＝ＢＬＯＳＵＭ
６２。ＷＵ-ＢＬＡＳＴ-２が用いられた場合には、％アミノ酸配列同一性値は、（ａ）天
然ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドから誘導された配列を有する対象とするＰＲＯ５２２５
４ポリペプチドのアミノ酸配列と、対象とする比較アミノ酸配列（即ち、対象とするＰＲ
Ｏ５２２５４ポリペプチドが比較されるＰＲＯ５２２５４ポリペプチド変異体であっても
よい配列）との間の、ＷＵ-ＢＬＡＳＴ-２によって決定した一致する同一アミノ酸残基の
数を、（ｂ）対象とするＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの残基の総数で除した商によって
決定される。例えば、「アミノ酸配列Ｂに対して少なくとも８０％のアミノ酸配列同一性
を持つ又は持っているアミノ酸配列Ａを含んでなるポリペプチド」という表現では、アミ
ノ酸配列Ａが対象である比較アミノ酸配列であり、アミノ酸配列Ｂが対象であるＰＲＯ５
２２５４ポリペプチドのアミノ酸配列である。
【００２８】
　また、％アミノ酸配列同一性は、配列比較プログラムＮＣＢＩ-ＢＬＡＳＴ２（Altschu
l等, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402 (1997)）を用いて決定してもよい。ＮＣＢＩ-Ｂ
ＬＡＳＴ２配列比較プログラムは、http://www.ncbi.nlm.nih.govからダウンロードでき
、又は別な方法で米国国立衛生研究所、ベセスダ、メリーランドから得ることができる。
ＮＣＢＩ-ＢＬＡＳＴ２は幾つかの検索パラメータを使用し、それら検索パラメータの全
ては初期値に設定され、例えば、unmask＝可、鎖＝全て、予測される発生＝１０、最小低
複合長＝１５／５、マルチパスｅ-値＝０．０１、マルチパスの定数＝２５、最終ギャッ
プアラインメントのドロップオフ＝２５、及びスコアリングマトリクス＝ＢＬＯＳＵＭ６
２を含む。
　アミノ酸配列比較にＮＣＢＩ-ＢＬＡＳＴ２が用いられる状況では、与えられたアミノ
酸配列Ａの、与えられたアミノ酸配列Ｂとの、又はそれに対する％アミノ酸配列同一性（
或いは、与えられたアミノ酸配列Ｂと、又はそれに対して或る程度の％アミノ酸配列同一
性を持つ又は含む与えられたアミノ酸配列Ａと言うこともできる）は次のように計算され
る：
　　分率Ｘ／Ｙの１００倍
ここで、Ｘは配列アラインメントプログラムＮＣＢＩ-ＢＬＡＳＴ２のＡ及びＢのアライ
ンメントによって同一であると一致したスコアのアミノ酸残基の数であり、ＹはＢの全ア
ミノ酸残基数である。アミノ酸配列Ａの長さがアミノ酸配列Ｂの長さと異なる場合、Ａの
Ｂに対する％アミノ酸配列同一性は、ＢのＡに対する％アミノ酸配列同一性とは異なるこ
とは理解されるであろう。
【００２９】
　「ＰＲＯ５２２５４変異体ポリヌクレオチド」又は「ＰＲＯ５２２５４変異体核酸配列
」とは、下記に定義されるように、活性ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドをコードする核酸
分子であり、ここに開示する完全長天然配列ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド配列、ここに
開示するシグナルペプチドを欠いた完全長天然配列ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド配列、
シグナルペプチドを有する又は有しないここに開示するＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの
細胞外ドメイン、又はここに開示する完全長ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド配列の他の任
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意の断片をコードする核酸配列と少なくとも約８０％の核酸配列同一性、好ましくは或い
は少なくとも約８１％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約８２％の核酸配列同一性、
或いは少なくとも約８３％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約８４％の核酸配列同一
性、或いは少なくとも約８５％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約８６％の核酸配列
同一性、或いは少なくとも約８７％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約８８％の核酸
配列同一性、或いは少なくとも約８９％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約９０％の
核酸配列同一性、或いは少なくとも約９１％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約９２
％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約９３％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約
９４％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約９５％の核酸配列同一性、或いは少なくと
も約９６％の核酸配列同一性、或いは少なくとも約９７％の核酸配列同一性、或いは少な
くとも約９８％の核酸配列同一性、そして、或いは少なくとも約９９％の核酸配列同一性
を有している。変異体は、天然ヌクレオチド配列を含まない。
　通常は、ＰＲＯ５２２５４変異体ポリヌクレオチドは、少なくとも約３０ヌクレオチド
長、或いは少なくとも約６０ヌクレオチド長、或いは少なくとも約９０ヌクレオチド長、
或いは少なくとも約１２０ヌクレオチド長、或いは少なくとも約１５０ヌクレオチド長、
或いは少なくとも約１８０ヌクレオチド長、或いは少なくとも約２１０ヌクレオチド長、
或いは少なくとも約２４０ヌクレオチド長、或いは少なくとも約２７０ヌクレオチド長、
或いは少なくとも約３００ヌクレオチド長、或いは少なくとも約４５０ヌクレオチド長、
或いは少なくとも約６００ヌクレオチド長、或いは少なくとも約９００ヌクレオチド長、
又はそれ以上である。
【００３０】
　ここで同定されるＰＲＯ５２２５４コード化核酸配列に対する「パーセント(％)核酸配
列同一性」は、配列を整列させ、最大のパーセント配列同一性を得るために必要ならば間
隙を導入し、ＰＲＯ５２２５４配列のヌクレオチドと同一である候補配列中のヌクレオチ
ドのパーセントとして定義される。パーセント核酸配列同一性を決定する目的のためのア
ラインメントは、当業者の知る範囲にある種々の方法、例えばＢＬＡＳＴ、ＢＬＡＳＴ-
２、ＡＬＩＧＮ、又はＭｅｇａｌｉｇｎ（ＤＮＡＳＴＡＲ）ソフトウエアのような公に入
手可能なコンピュータソフトウエアを使用することにより達成可能である。ここでの目的
のためには、％アミノ酸配列同一性値は、ＡＬＩＧＮ-２プログラム用の完全なソースコ
ードが下記の表１に提供されている配列比較プログラＡＬＩＧＮ-２を使用することによ
って得られる。ＡＬＩＧＮ-２配列比較コンピュータプログラムはジェネンテック社によ
って作成され、下記の表１に示したソースコードは米国著作権庁、ワシントンＤ．Ｃ．，
２０５５９に使用者用書類とともに提出され、米国著作権登録番号ＴＸＵ５１００８７の
下で登録されている。ＡＬＩＧＮ-２はジェネンテック社、サウス サン フランシスコ, 
カリフォルニアから好適に入手可能であり、下記の表１に提供されたソースコードからコ
ンパイルしてもよい。ＡＬＩＧＮ-２プログラムは、ＵＮＩＸ（登録商標）オペレーティ
ングシステム、好ましくはデジタルＵＮＩＸ（登録商標） Ｖ４．０Ｄでの使用のために
コンパイルされる。全ての配列比較パラメータは、ＡＬＩＧＮ-２プログラムによって設
定され変動しない。
　核酸配列比較にＡＬＩＧＮ-２が用いられる状況では、与えられた核酸配列Ｃの、与え
られた核酸配列Ｄとの、又はそれに対する％核酸配列同一性（或いは、与えられたアミノ
酸配列Ｄと、又はそれに対して或る程度の％核酸配列同一性を持つ又は含む与えられた核
酸配列Ｃと言うこともできる）は次のように計算される：
　　分率Ｗ／Ｚの１００倍
ここで、Ｗは配列アラインメントプログラムＡＬＩＧＮ-２のＣ及びＤのアラインメント
によって同一であると一致したスコアの核酸残基の数であり、ＺはＤの全核酸残基数であ
る。核酸配列Ｃの長さがアミノ酸配列Ｄの長さと異なる場合、ＣのＤに対する％核酸配列
同一性は、ＤのＣに対する％核酸配列同一性とは異なることは理解されるであろう。この
方法を用いた％核酸配列同一性の計算の例として、「ＰＲＯ５２２５４-ＤＮＡ」が対象
となる仮説的ＰＲＯ５２２５４コード化核酸配列を表し、「比較ＤＮＡ」が対象となる「



(18) JP 2010-187677 A 2010.9.2

10

20

30

40

50

ＰＲＯ５２２５４-ＤＮＡ」核酸分子が比較されている核酸配列を表し、そして「Ｎ」、
「Ｌ」及び「Ｖ」の各々が異なった仮説的アミノ酸残基を表し、表４及び５が「比較ＤＮ
Ａ」と称される核酸配列の「ＰＲＯ５２２５４-ＤＮＡ」と称される核酸配列に対する％
核酸配列同一性の計算方法を示す。
【００３１】
　特に断らない限りは、ここでの全ての％核酸配列同一性値は、直上のパラグラフに示し
たようにＡＬＩＧＮ-２配列比較コンピュータプログラムを用いて得られる。しかしなが
ら、％核酸配列同一性値は、ＷＵ-ＢＬＡＳＴ-２コンピュータプログラム（Altschul等, 
Methods in Enzymology 266:460-480 (1996)）を用いて決定してもよい。更に、殆どのＷ
Ｕ-ＢＬＡＳＴ-２検索パラメータは初期値に設定される。初期値に設定されない、即ち調
節可能なパラメータは以下の値に設定する：オーバーラップスパン＝１、オーバーラップ
フラクション＝０．１２５、ワード閾値（Ｔ）＝１１、及びスコアリングマトリクス＝Ｂ
ＬＯＳＵＭ６２。ＷＵ-ＢＬＡＳＴ-２が用いられた場合、％核酸配列同一性値は、（ａ）
天然配列ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドコード化核酸から誘導された配列を有する対象と
するＰＲＯ５２２５４ポリペプチドコード化核酸分子の核酸配列と、対象とする比較核酸
配列（即ち、対象とするＰＲＯ５２２５４ポリペプチドコード化核酸分子が比較されるＰ
ＲＯ５２２５４ポリペプチド変異体であってもよい配列）との間の、ＷＵ-ＢＬＡＳＴ-２
によって決定した一致する同一核酸残基の数を、（ｂ）対象とするＰＲＯ５２２５４ポリ
ペプチドコード化核酸分子のヌクレオチドの総数で除した商によって決定される。例えば
、「核酸配列Ｂに対して少なくとも８０％の核酸配列同一性を持つ又は持っている核酸配
列Ａを含んでなるポリペプチド」という表現では、核酸配列Ａが対象とする比較核酸配列
であり、核酸配列Ｂが対象とするＰＲＯ５２２５４ポリペプチドコード化核酸分子の核酸
配列である。
　また、％核酸配列同一性は、配列比較プログラムＮＣＢＩ-ＢＬＡＳＴ２（Altschul等,
 Nucleic Acids Res. 25:3389-3402 (1997)）を用いて決定してもよい。ＮＣＢＩ-ＢＬＡ
ＳＴ２配列比較プログラムは、http://www.ncbi.nlm.nih.govからダウンロードでき、又
は別な方法で米国国立衛生研究所、ベセスダ、メリーランドから得ることができる。ＮＣ
ＢＩ-ＢＬＡＳＴ２は幾つかの検索パラメータを使用し、それら検索パラメータの全ては
初期値に設定され、例えば、unmask＝可、鎖＝全て、予測される発生＝１０、最小低複合
長＝１５／５、マルチパスｅ-値＝０．０１、マルチパスの定数＝２５、最終ギャップア
ラインメントのドロップオフ＝２５、及びスコアリングマトリクス＝ＢＬＯＳＵＭ６２を
含む。
【００３２】
　核酸配列比較にＮＣＢＩ-ＢＬＡＳＴ２が用いられる状況では、与えられた核酸配列Ｃ
の、与えられた核酸配列Ｄとの、又はそれに対する％核酸配列同一性（或いは、与えられ
た核酸配列Ｄと、又はそれに対して或る程度の％核酸配列同一性を持つ又は含む与えられ
た核酸配列Ｃと言うこともできる）は次のように計算される：
　　分率Ｗ／Ｚの１００倍
ここで、Ｗは配列アラインメントプログラムＮＣＢＩ-ＢＬＡＳＴ２のＣ及びＤのアライ
ンメントによって同一であると一致したスコアの核酸残基の数であり、ＺはＤの全核酸残
基数である。核酸配列Ｃの長さが核酸配列Ｄの長さと異なる場合、ＣのＤに対する％核酸
配列同一性は、ＤのＣに対する％核酸配列同一性とは異なることは理解されるであろう。
　他の実施態様では、ＰＲＯ５２２５４変異体ポリペプチドヌクレオチドは、活性ＰＲＯ
５２２５４ポリペプチドをコードし、好ましくは緊縮性ハイブリダイゼーション及び洗浄
条件下で、ここに開示する完全長ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドをコードするヌクレオチ
ド配列にハイブリダイゼーションする核酸分子である。ＰＲＯ５２２５４変異体ポリペプ
チドは、ＰＲＯ５２２５４変異体ポリヌクレオチドにコードされるものであってもよい。
【００３３】
　「単離された」とは、ここで開示された種々のポリペプチドを記述するために使用する
ときは、その自然環境の成分から同定され分離され及び／又は回収されたポリペプチドを
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意味する。その自然環境の汚染成分とは、そのポリペプチドの診断又は治療への使用を典
型的には妨害する物質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質
様溶質が含まれる。好ましい実施態様において、ポリペプチドは、（１）スピニングカッ
プシークエネーターを使用することにより、少なくとも１５残基のＮ末端或いは内部アミ
ノ酸配列を得るのに充分なほど、或いは、（２）クーマシーブルー或いは好ましくは銀染
色を用いた非還元或いは還元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥによる均一性まで精製される。
単離されたポリペプチドには、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの自然環境の少なくとも一
つの成分が存在しないため、組換え細胞内のインサイツのタンパク質が含まれる。しかし
ながら、通常は、単離されたポリペプチドは少なくとも一つの精製工程により調製される
。
　「単離された」ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドコード化核酸は、同定され、ＰＲＯ５２
２５４ポリペプチドをコードする核酸の天然源に通常付随している少なくとも一つの汚染
核酸分子から分離された核酸分子である。単離されたＰＲＯ５２２５４ポリペプチドコー
ド化核酸分子は、天然に見出される形態或いは設定以外のものである。ゆえに、単離され
たＰＲＯ５２２５４ポリペプチドコード化核酸分子は、天然の細胞中に存在するＰＲＯ５
２２５４ポリペプチドコード化核酸分子とは区別される。しかし、単離されたＰＲＯ５２
２５４ポリペプチドコード化核酸分子は、例えば、核酸分子が天然細胞のものとは異なっ
た染色体位置にあるＰＲＯ５２２５４ポリペプチドを通常発現する細胞に含まれるＰＲＯ
５２２５４ポリペプチド核酸分子を含む。
【００３４】
　「コントロール配列」という表現は、特定の宿主生物において作用可能に結合したコー
ド配列を発現するために必要なＤＮＡ配列を指す。例えば原核生物に好適なコントロール
配列は、プロモーター、場合によってはオペレータ配列、及びリボソーム結合部位を含む
。真核生物の細胞は、プロモーター、ポリアデニル化シグナル及びエンハンサーを利用す
ることが知られている。
　核酸は、他の核酸配列と機能的な関係にあるときに「作用可能に結合し」ている。例え
ば、プレ配列或いは分泌リーダーのＤＮＡは、ポリペプチドの分泌に参画するプレタンパ
ク質として発現されているなら、そのポリペプチドのＤＮＡに作用可能に結合している；
プロモーター又はエンハンサーは、配列の転写に影響を及ぼすならば、コード配列に作用
可能に結合している；又はリボソーム結合部位は、もしそれが翻訳を容易にするような位
置にあるなら、コード配列と作用可能に結合している。一般的に、「作用可能に結合して
いる」とは、結合したＤＮＡ配列が近接しており、分泌リーダーの場合には近接していて
読みフェーズにあることを意味する。しかし、エンハンサーは必ずしも近接している必要
はない。結合は簡便な制限部位でのライゲーションにより達成される。そのような部位が
存在しない場合は、従来の手法に従って、合成オリゴヌクレオチドアダプター或いはリン
カーが使用される。
【００３５】
　「抗体」という用語は最も広い意味において使用され、例えば、単一の抗ＰＲＯ５２２
５４ポリペプチドモノクローナル抗体（アゴニスト、アンタゴニスト、及び中和抗体を含
む）、多エピトープ特異性を持つ抗ＰＲＯ５２２５４抗体組成物、一本鎖抗ＰＲＯ５２２
５４抗体、及び抗ＰＲＯ５２２５４抗体の断片を包含している（下記参照）。ここで使用
される「モノクローナル抗体」という用語は、実質的に均一な抗体の集団、すなわち、構
成する個々の抗体が、少量存在しうる自然に生じる可能性のある突然変異を除いて同一で
ある集団から得られる抗体を称する。
　ハイブリダイゼーション反応の「緊縮性」は、当業者によって容易に決定され、一般的
にプローブ長、洗浄温度、及び塩濃度に依存する経験的な計算である。一般に、プローブ
が長くなると適切なアニーリングのための温度が高くなり、プローブが短くなると温度は
低くなる。ハイブリダイゼーションは、一般的に、相補的鎖がその融点に近いがそれより
低い環境に存在する場合における変性ＤＮＡの再アニールする能力に依存する。プローブ
とハイブリダイゼーション可能な配列との間の所望の相同性の程度が高くなると、使用で
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きる相対温度が高くなる。その結果、より高い相対温度は、反応条件をより緊縮性にする
が、低い温度は緊縮性を低下させる。更に、緊縮性は塩濃度に逆比例する。ハイブリダイ
ゼーション反応の緊縮性の更なる詳細及び説明は、Ausubel等, Current Protocols in Mo
lecular Biology, Wiley Interscience Publishers, (1995)を参照のこと。
【００３６】
　ここで定義される「緊縮性条件」又は「高度の緊縮性条件」は、（１）洗浄のために低
イオン強度及び高温度を用いるもの、例えば、５０℃において０．０１５Ｍの塩化ナトリ
ウム／０．００１５Ｍのクエン酸ナトリウム／０．１％のドデシル硫酸ナトリウムを用い
るもの；（２）ハイブリダイゼーション中にホルムアミド等の変性剤を用いるもの、例え
ば、４２℃において５０％（ｖ／ｖ）ホルムアミド、０．１％ウシ血清アルブミン／０．
１％フィコール／０．１％のポリビニルピロリドン／５０ｍＭのｐＨ６．５のリン酸ナト
リウムバッファー、及び７５０ｍＭの塩化ナトリウム、７５ｍＭのクエン酸ナトリウムを
用いるもの；又は（３）４２℃において５０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ（０．７５Ｍの
ＮａＣｌ、０．０７５Ｍのクエン酸ナトリウム）、５０ｍＭのリン酸ナトリウム（ｐＨ６
．８）、０．１％のピロリン酸ナトリウム、５×デンハード液、超音波処理サケ精子ＤＮ
Ａ（５０μｇ／ｍｌ）、０．１％ＳＤＳ、及び１０％のデキストラン硫酸を用い、４２℃
において０．２×ＳＳＣ（塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム）中で、５５℃において
５０％ホルムアミド中で洗浄した後、５５℃においてＥＤＴＡを含む０．１×ＳＳＣから
なる高緊縮性洗浄を用いるものによって同定できる。
【００３７】
　「中程度の緊縮性条件」は、Sambrook等, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 
New York: Cold Spring Harbor Press, 1989に記載されているように特定され、上記のも
のより緊縮性が低い洗浄液及びハイブリダイゼーション条件（例えば、温度、イオン強度
及び％ＳＤＳ）の使用を含む。中程度の緊縮性条件は、２０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ
（１５０ｍＭのＮａＣｌ、１５ｍＭのクエン酸三ナトリウム）、５０ｍＭリン酸ナトリウ
ム（ｐＨ７．６）、５×デンハード液、１０％デキストラン硫酸、及び２０ｍｇ／ｍＬの
変性剪断サケ精子ＤＮＡを含む溶液中の３７℃での終夜インキュベーション後に、３７～
５０℃にて１×ＳＳＣ中でフィルター洗浄を行うという条件である。プローブ長などの因
子に必要に応じて適合させるには、どのようにして温度、イオン強度等を調節するかは当
業者であれば分かるであろう。
【００３８】
　「エピトープタグ」なる用語は、ここで用いられるときは、「タグポリペプチド」に融
合したＰＲＯ５２２５４ポリペプチド、又はそれらのドメイン配列を含んでなるキメラポ
リペプチドを指す。タグポリペプチドは、その抗体が産生され得るエピトープ、又は幾つ
かの他の試薬によって同定できるエピトープを提供するに十分な数の残基を有しているが
、その長さは対象とするＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの活性を阻害しないよう充分に短
い。また、タグポリペプチドは、好ましくは、抗体が他のエピトープと実質的に交差反応
をしないようにかなり独特である。適切なタグポリペプチドは、一般に、少なくとも６の
アミノ酸残基、通常は約８～約５０のアミノ酸残基(好ましくは約１０～約２０の残基)を
有する。
　ここで用いられる「イムノアドヘシン」なる用語は、異種タンパク質（「アドヘシン」
）の結合特異性と免疫グロブリン定常ドメインとを結合した抗体様分子を指す。構造的に
は、イムノアドヘシンは、所望の結合特異性を持ち、抗体の抗原認識及び結合部位以外で
ある（即ち「異種の」）アミノ酸配列と、免疫グロブリン定常ドメイン配列との融合物を
含む。イムノアドヘシン分子のアドへシン部分は、典型的には少なくともレセプター又は
リガンドの結合部位を含む隣接アミノ酸配列である。イムノアドヘシンの免疫グロブリン
定常ドメイン配列は、ＩｇＧ-１、ＩｇＧ-２、ＩｇＧ-３又はＩｇＧ-４サブタイプ、Ｉｇ
Ａ（ＩｇＡ-１及びＩｇＡ-２を含む）、ＩｇＥ、ＩｇＤ又はＩｇＭなどの任意の免疫グロ
ブリンから得ることができる。
【００３９】
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　ここでの目的に対する「活性な」又は「活性」とは、天然又は天然に生じるＰＲＯ５２
２５４の生物学的及び／又は免疫学的活性を保持するＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの形
態を意味し、ここで、「生物学的」活性とは、天然又は天然に生じるＰＲＯ５２２５４が
保持する抗原性エピトープに対する抗体の生産を誘発する能力以外の、天然又は天然に生
じるＰＲＯ５２２５４によって引き起こされる生物機能（阻害又は刺激）を意味し、「免
疫」活性とは、天然又は天然に生じるＰＲＯ５２２５４が保持する抗原性エピトープに対
する抗体の生産を誘発する能力を意味する。
　「アンタゴニスト」なる用語は最も広い意味で用いられ、ここに開示した天然ＰＲＯ５
２２５４ポリペプチドの生物学的活性を阻止、阻害、又は中和する任意の分子を指す。同
様に「アゴニスト」なる用語は最も広い意味で用いられ、ここに開示した天然ＰＲＯ５２
２５４ポリペプチドの生物学的活性を模倣する任意の分子を指す。好適なアゴニスト又は
アンタゴニスト分子は特に、アゴニスト又はアンタゴニスト抗体又は抗体断片、天然ＰＲ
Ｏ５２２５４ポリペプチドの断片又はアミノ酸配列変異体、ペプチド、有機小分子、など
を含む。ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドのアゴニスト又はアンタゴニストの同定方法は、
ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドを候補アンタゴニスト又はアゴニストと接触させ、ＰＲＯ
５２２５４ポリペプチドに通常は関連している一又は複数の生物学的活性の変化を測定す
ることを含んでもよい。
【００４０】
　「治療」とは、治癒的処置、予防的療法及び防止的療法の両方を意味し、患者は標的と
する病理学的状態又は疾患を防止又は低下（減少）させられる。治療が必要なものとは、
既に疾患に罹っているもの、並びに疾患に罹りやすいもの又は疾患が防止されているもの
を含む。
　「慢性」投与とは、急性様式とは異なり連続的な様式での薬剤を投与し、初期の治療効
果（活性）を長時間に渡って維持することを意味する。「間欠」投与とは、中断無く連続
的になされるのではなく、むしろ本質的に周期的になされる処理である。
　治療の対象のための「哺乳動物」は、ヒト、家庭及び農業用動物、動物園、スポーツ、
又はペット動物、例えばイヌ、ネコ、ウシ、ウマ、ヒツジ、ブタ、ウサギなどを含む哺乳
類に分類される任意の動物を意味する。好ましくは、哺乳動物はヒトである。
　一又は複数の治療薬と「組み合わせた」投与とは、同時（同時期）及び任意の順序での
連続した投与を含む。
【００４１】
　ここで用いられる「担体」は、製薬的に許容されうる担体、賦形剤、又は安定化剤を含
み、用いられる用量及び濃度でそれらに暴露される細胞又は哺乳動物に対して非毒性であ
る。生理学的に許容されうる担体は、水性ｐＨ緩衝溶液であることが多い。生理学的に許
容されうる担体の例は、リン酸塩、クエン酸塩、及び他の有機酸塩のバッファー；アスコ
ルビン酸を含む酸化防止剤；低分子量（約１０残基未満）ポリペプチド；タンパク質、例
えば血清アルブミン、ゼラチン、又は免疫グロブリン；疎水性ポリマー、例えばポリビニ
ルピロリドン；アミノ酸、例えばグリシン、グルタミン、アスパラギン、アルギニン又は
リシン；グルコース、マンノース又はデキストランを含む単糖類、二糖類、及び他の炭水
化物；ＥＤＴＡ等のキレート剤；マンニトール又は祖ルビトール等の糖アルコール；ナト
リウム等の塩形成対イオン；及び／又は非イオン性界面活性剤、例えば、TWEEN(商品名)
、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、及びPLURONICS(商品名)を含む。
　「抗体断片」は、無傷の抗体の一部、好ましくは無傷の抗体の抗原結合又は可変領域を
含む。抗体断片の例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、及びＦｖ断片；ダイアボデ
ィ(diabodies)；直鎖状抗体（Zapata等, Protein Eng. 8(10):1057-1062 [1995]）；一本
鎖抗体分子；及び抗体断片から形成された多重特異性抗体を含む。
【００４２】
　抗体のパパイン消化は、「Ｆａｂ」断片と呼ばれる二つの同一の抗体結合断片を生成し
、その各々は単一の抗原結合部位を持ち、残りは容易に結晶化する能力を反映して「Ｆｃ
」断片と命名される。ペプシン処理はＦ（ａｂ’）２断片を生じ、それは二つの抗原結合
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部位を持ち、抗原を交差結合することができる。
　「Ｆｖ」は、完全な抗原認識及び結合部位を含む最小の抗体断片である。この領域は、
密接に非共有結合した１本の重鎖と１本の軽鎖の可変領域の二量体からなる。この配置に
おいて各ドメインの三つのＣＤＲが相互作用してＶＨ－ＶＬに量体の表面に抗原結合部位
を決定する。正しくは、６つのＣＤＲが抗体に対する抗原結合特異性を与える。しかしな
がら、単一の可変ドメイン（又は抗原に特異的な三つのＣＤＲのみを含んでなるＦｖの半
分）でさえ、結合部位全体よりは低い親和性であるが、抗原を認識し結合する能力を持つ
。
【００４３】
　またＦａｂ断片は、軽鎖の定常ドメイン及び重鎖の第一の定常ドメイン（ＣＨ１）も含
む。Ｆａｂ断片は、抗体ヒンジ領域からの一つ又は複数のシステインを含む重鎖ＣＨ１ド
メインのカルボキシ末端に幾つかの残基が付加されていることによりＦａｂ’断片と相違
する。ここで、Ｆａｂ’-ＳＨは、定常ドメインのシステイン残基が遊離のチオール基を
持つＦａｂ’を表す。Ｆ（ａｂ’）２抗体断片は、最初はＦａｂ’断片の対として生成さ
れ、それらの間にヒンジシステインを有する。抗体断片の他の化学的結合も知られている
。
　任意の脊椎動物種からの抗体（免疫グロブリン）の「軽鎖」は、それらの定常ドメイン
のアミノ酸配列に基づいて、カッパ及びラムダと呼ばれる二つの明らかに異なる型の一方
に分類される。
【００４４】
　それらの重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列によって、免疫グロブリンは異なるクラス
に分類できる。免疫グロブリンの五つの主要なクラス：ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ
及びＩｇＭがあり、それらの幾つかは更にサブクラス（アイソタイプ）、例えばＩｇＧ１
、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ及びＩｇＡ２に分類される。
　「一本鎖Ｆｖ」又は「ｓＦｖ」抗体断片は、抗体のＶＨ及びＶＬドメインを含む抗体断
片を含み、これらのドメインは単一のポリペプチド鎖に存在する。好ましくは、Ｆｖポリ
ペプチドは、ｓＦｖが抗原結合とって望ましい構造の形成を可能にする、ＶＨ及びＶＬド
メイン間のポリペプチドリンカーを更に含む。ｓＦｖの概説については、The Pharmacolo
gy of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg及びMoore編, Springer-Verlag, Ne
w York, pp. 269-315 (1994)のPluckthunを参照のこと。
【００４５】
　「ダイアボディ(diabodies)」という用語は、二つの抗原結合部位を持つ小型の抗体断
片を指し、その断片は同じポリペプチド鎖（ＶＨ-ＶＬ）内で軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）
に結合した重鎖可変ドメイン（ＶＨ）を含む。同じ鎖の二つのドメイン間に対形成するに
は短すぎるリンカーを用いることにより、ドメインは強制的に他の鎖の相補的ドメインと
対形成して二つの抗原結合部位を生成する。ダイアボディは、例えば、EP404,097；WO93/
11161；及びHollinger等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 6444-6448 (1993)に、より
十分に記載されている。
　「単離された」抗体は、その自然環境の成分から同定され分離及び／又は回収されたも
のである。その自然環境の汚染成分とは、その抗体の診断又は治療への使用を妨害する物
質であり、酵素、ホルモン、及び他のタンパク質様又は非タンパク質様溶質が含まれる。
好ましい実施態様において、抗体は、（１）ローリー法で測定した場合９５％を越える抗
体、最も好ましくは９９重量％を越えるまで、（２）スピニングカップシークエネーター
を使用することにより、少なくとも１５残基のＮ末端或いは内部アミノ酸配列を得るのに
充分なほど、或いは、（３）クーマシーブルー或いは好ましくは銀染色を用いた非還元或
いは還元条件下でのＳＤＳ-ＰＡＧＥによる均一性まで精製される。単離された抗体には
、抗体の自然環境の少なくとも一つの成分が存在しないため、組換え細胞内のインサイツ
の抗体が含まれる。しかしながら、通常は、単離された抗体は少なくとも一つの精製工程
により調製される。
【００４６】
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　「特異的に結合する」抗体、又は特定のポリペプチド又は特定のポリペプチド上のエピ
トープへ特異的な抗体とは、他のポリペプチド又はポリペプチドエピトープとは実質的に
結合せずに、特定のポリペプチド又は特定のポリペプチド上のエピトープへ結合するもの
である。
　「標識」なる語は、ここで用いられる場合、「標識」抗体が生成されるように、抗体に
直接又は間接的に抱合している検出可能な化合物又は組成物を意味する。標識は、それ自
身検出可能でもよく（例えば、放射性標識又は蛍光標識）、又は酵素標識の場合、検出可
能な基質化合物又は組成物の化学変換を触媒してもよい。
【００４７】
　「固相」とは、本発明の抗体がそれに付着することのできる非水性マトリクスを意味す
る。ここに意図する固相の例は、部分的又は全体的に、ガラス（例えば、孔制御ガラス）
、多糖類（例えばアガロース）、ポリアクリルアミド、ポリスチレン、ポリビニルアルコ
ール及びシリコーンから形成されたものを含む。或る種の実施態様では、内容に応じて、
固相はアッセイプレートのウェルを構成することができ；その他では精製カラム（例えば
アフィニティクロマトグラフィーカラム）とすることもできる。また、この用語は、米国
特許第4,275,149号に記載されたような、別個の粒子の不連続な固相も包含する。
　「リポソーム」は、種々の型の脂質、リン脂質及び／又は界面活性剤からなる小型の小
胞であり、哺乳動物への薬物（ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド又はその抗体など）の輸送
に有用である。リポソームの成分は、通常は生体膜の脂質配列に類似する二層形式に配列
させる。
　「小分子」とは、ここで、約５００ダルトン未満の分子量を持つと定義される。
【００４８】
　「免疫関連疾患」という用語は、哺乳動物の免疫系の構成成分が哺乳動物の病的状態を
引き起こし、媒介し、或いは寄与する疾患を意味する。また、免疫反応の刺激又は処置が
、疾患の進行に対して改善的な効果を有するような疾患をも含む。この用語には、免疫媒
介炎症誘発性疾患、非免疫媒介炎症誘発性疾患、感染性疾患、免疫不全性疾患、腫瘍形成
等が含まれる。
　「Ｔ細胞媒介疾患」という用語は、Ｔ細胞が哺乳動物の病的状態を直接、又は間接に媒
介する、或いは寄与する疾患を意味する。Ｔ細胞媒介疾患は、細胞媒介効果、リンホカイ
ン媒介効果等、そして例えば、Ｔ細胞によって分泌されたリンホカインによってＢ細胞が
刺激された場合に、Ｂ細胞と関連している効果にさえも関連している。
　本発明により治療可能で、そのいくつかは免疫又はＴ細胞媒介性である免疫関連及び炎
症疾患の例には、全身性紅斑性狼瘡、リウマチ様関節炎、若年性慢性関節炎、脊椎関節症
、全身性硬化症（強皮症）、特発性炎症ミオパシー（皮膚筋炎、多発性筋炎）、シェーグ
レン症候群、全身性血管炎、サルコイドーシス、自己免疫性溶血性貧血（免疫再生不良性
貧血、発作性夜間血色素尿）、自己免疫性血小板減少（特発性血小板減少性紫斑病、免疫
仲介血小板減少）、甲状腺炎（グレーブス疾患、ハシモト甲状腺炎、若年性リンパ球性甲
状腺炎、萎縮性甲状腺炎）、真性糖尿病、免疫仲介腎疾患（糸球体腎炎、尿細管間質性腎
炎）、中枢及び末梢神経系の脱髄疾患、例えば多発性硬化症、特発性脱随性多発神経障害
、又はギラン-バレー症候群、及び慢性炎症脱随性多発神経障害、肝胆道疾患、例えば感
染性肝炎（Ａ型、Ｂ型、Ｃ型、Ｄ型、Ｅ型肝炎及び他の非肝親和性(nonhepatotropic)ウ
ィルス）、自己免疫慢性活動性肝炎、原発性胆汁性肝硬変症、肉芽腫性肝炎、及び硬化性
胆管炎、炎症性腸疾患（潰瘍性大腸炎；クローン病）、グルテン過敏性腸疾患、及びウィ
ップル病、水疱性皮膚疾患、多形性紅斑及び接触性皮膚炎を含む自己免疫又は免疫媒介皮
膚疾患、乾癬、アレルギー性疾患、例えば喘息、アレルギー性鼻炎、アトピー性皮膚炎、
食物過敏症及び蕁麻疹、肺の免疫疾患、例えば好球性肺炎、特発性肺線維症及び過敏性肺
炎、拒絶反応及び移植片対宿主疾患を含む移植関連疾患が含まれる。ウィルス性疾患、例
えばＡＩＤＳ（ＨＩＶ感染）、Ａ型、Ｂ型、Ｃ型、Ｄ型及びＥ型肝炎、ヘルペス等、細菌
感染、真菌感染、原生動物感染及び寄生虫感染等の感染症も含まれる。
【００４９】
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　「有効量」とは、特に定まった目的を達成することを引き起こすＰＲＯ５２２５４ポリ
ペプチド及び／又はアゴニスト／アンタゴニストの濃度又は量である。更には、「治療的
有効量」とは、定まった治療的有効量を達成するために効果的なＰＲＯ５２２５４ポリペ
プチド及び／又はアゴニスト／アンタゴニストの濃度又は量である。また、この量は実験
的に確定してもよい。
　ここで用いられる「細胞毒性薬」は、細胞の機能を阻害又は抑制し、及び／又は細胞破
壊を起こす物質を意味する。この用語は、放射性同位元素（例えば、Ｉ１３１、Ｉ１２５

、Ｙ９０及びＲｅ１８６）、化学治療薬、及び細菌、真菌、植物又は動物由来の酵素活性
毒素又はその断片を意味する。
【００５０】
　「化学療法剤」は、癌の治療に有用な化合物である。化学療法剤の例には、アドリアマ
イシン、ドキソルビシン、エピルビシン、５-フルオロウラシル、シトシンアラビノシド
（「Ａｒａ-Ｃ」）、シクロホスファミド、チオテパ、ブスルファン、タキソイド類、例
えばパクリタキセル（タキソール(Taxol), Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton,
 NJ）及びドキセタキセル(doxetaxel)（タキソテール(Taxotere), Rhone-Poulenc Rorer,
 Antony, France）、トキソテール、メトトレキセート、シスプラチン、メルファラン、
ビンブラスチン、ブレオマイシン、エトポシド、イホスファミド、マイトマイシンＣ、ミ
トキサントロン、ビンクリスチン、ビノレルビン(vinorelbine)、カルボプラチン、テニ
ポシド(teniposide)、ダウノマイシン、カルミノマイシン(carminomycin)、アミノプテリ
ン、ダクチノマイシン、マイトマイシン、エスペラミシン(esperamicins)（米国特許第4,
675,187号参照）、メルファラン、及び他の関連したナイトロジェンマスタードが含まれ
る。またこの定義には、腫瘍に対するホルモン作用を調節又は阻害するように働くホルモ
ン剤、例えばタモキシフェン及びオナプリストン(onapristone)も含まれる。
　ここで使用される場合の「増殖阻害剤」とは、インビトロ又はインビボのいずれかにお
いて、特にここで同定された任意の遺伝子を過剰発現する細胞の増殖を阻害する化合物又
は組成物を指すものである。よって、増殖阻害剤とは、Ｓ期におけるそのような遺伝子の
過剰発現細胞のパーセンテージを有意に低減させるものである。増殖阻害剤の例には、細
胞分裂周期の進行をブロックする薬剤（Ｓ期以外の場所において）、例えばＧ１停止及び
Ｍ期停止を誘発する薬剤が含まれる。伝統的なＭ期ブロッカーには、ビンカ（ビンクリス
チン及びビンブラスチン）、タキソール、及びトポＩＩインヒビター、例えばドキソルビ
シン、エピルビシン、ダウノルビシン、エトポシド、及びブレオマイシンが含まれる。Ｇ
１を停止させるこれらの薬剤、例えばＤＮＡアルキル化剤、例えばタモキシフェン、プレ
ドニソン、ダカーバジン、メクロレタミン、シスプラチン、メトトレキセート、５-フル
オロウラシル、及びａｒａ-ＣがＳ期停止へ波及する。更なる情報は、Murakami等により
「細胞分裂周期の調節、オンコジーン、及び抗新生物薬（Cell cycle regulation, oncog
ene, and antineoplastic drugs）」と題された、癌の分子的基礎（The Molecular Basis
 of Cancer）、Mendelsohn及びIsrael編、第一章（WB Saunders; Philadelphia, 1995）
、特に１３頁に見出すことができる。
【００５１】
　「サイトカイン」という用語は、一つの細胞集団から放出されるタンパク質であって、
他の細胞に対して細胞間メディエータとして作用するものの包括的な用語である。このよ
うなサイトカインの例としては、リンホカイン、モノカイン、及び伝統的なポリペプチド
ホルモンを挙げることができる。サイトカインには、成長ホルモン、例えばヒト成長ホル
モン、Ｎ-メチオニルヒト成長ホルモン、及びウシ成長ホルモン；副甲状腺ホルモン；チ
ロキシン；インスリン；プロインスリン；リラクシン；プロリラクシン；卵胞刺激ホルモ
ン（ＦＳＨ）のような糖タンパク質ホルモン、副甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）、及び黄
体形成ホルモン（ＬＨ）；肝臓増殖因子；繊維芽細胞増殖因子；プロラクチン；胎盤ラク
トゲン；腫瘍壊死因子-α及び-β；ミュラー阻害物質；マウス性腺刺激ホルモン関連ペプ
チド；インヒビン；アクチビン；血管内皮増殖因子；インテグリン；トロンボポエチン（
ＴＰＯ）；ＮＧＦ-β等の神経成長因子；血小板増殖因子；ＴＧＦ-α或いはＴＧＦ-βの
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ような形質転換増殖因子（ＴＧＦ）；インスリン様成長因子-Ｉ及び-II；エリスロポイエ
チン（ＥＰＯ）；オステオインダクティブ因子；インターフェロン-α、-β、及び-γの
ようなインターフェロン；マクロファージＣＳＦ（Ｍ-ＣＳＦ）のようなコロニー刺激因
子（ＣＳＦ）；顆粒球マクロファージＣＳＦ（ＧＭ-ＣＳＦ）及び顆粒球ＣＳＦ（Ｇ-ＣＳ
Ｆ）；ＩＬ-１、ＩＬ-１ａ、ＩＬ-２、ＩＬ-３、 ＩＬ-４、ＩＬ-５、ＩＬ-６、ＩＬ-７
、 ＩＬ-８、ＩＬ-９、ＩＬ-１１、ＩＬ-１２、又はＩＬ-１７等のインターロイキン（Ｉ
Ｌ）；腫瘍壊死因子、例えばＴＮＦ-α又はＴＮＦ-β；及びＬＩＦ及びキットリガンド（
ＫＬ）を含む他のポリペプチド因子が含まれる。ここで使用される場合、サイトカインな
る用語は天然源由来或いは組換え細胞培養由来のタンパク質及び天然配列サイトカインの
生物的に活性な等価物を含む。
　ここで用いられる「イムノアドヘシン」なる用語は、異種タンパク質（「アドヘシン」
）の結合特異性と免疫グロブリン定常ドメインとを結合した抗体様分子を指す。構造的に
は、イムノアドヘシンは、所望の結合特異性を持ち、抗体の抗原認識及び結合部位以外で
ある（即ち「異種の」）アミノ酸配列と、免疫グロブリン定常ドメイン配列との融合物を
含む。イムノアドヘシン分子のアドへシン部分は、典型的には少なくともレセプター又は
リガンドの結合部位を含む隣接アミノ酸配列である。イムノアドヘシンの免疫グロブリン
定常ドメイン配列は、ＩｇＧ-１、ＩｇＧ-２、ＩｇＧ-３又はＩｇＧ-４サブタイプ、Ｉｇ
Ａ（ＩｇＡ-１及びＩｇＡ-２を含む）、ＩｇＥ、ＩｇＤ又はＩｇＭなどの任意の免疫グロ
ブリンから得ることができる。
　ここで用いられる「炎症性細胞」という用語は、単核細胞、好酸球、マクロファージ、
及び多形核球好中球（ＰＭＮ）等の炎症性反応を増強する細胞を意味する。
【００５２】
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【００５４】
ＩＩ．本発明の組成物と方法
　Ａ．完全長ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド
　本発明は、本出願でＰＲＯ５２２５４ポリペプチドと呼ばれるポリペプチドをコードす
る新規に同定され単離された核酸配列を提供する。特に下記の実施例で更に詳細に説明す
るように、種々のＰＲＯ５２２５４ポリペプチドをコードするｃＤＮＡが同定され単離さ
れた。別々の発現ラウンドで生成されたタンパク質には異なるＰＲＯ５２２５４番号が与
えられるが、ＵＮＱ番号は全ての与えられたＤＮＡ及びコード化タンパク質に独特であり
、変わることはないことを記しておく。しかしながら、単純化のために、本明細書におい
て、ここに開示した完全長天然核酸分子にコードされるタンパク質並びに上記のＰＲＯ５
２２５４の定義に含まれる更なる天然相同体及び変異体は、それらの起源又は調製形式に
関わらず、「ＰＲＯ５２２５４／番号」で呼称する。
　下記の実施例に開示するように、種々のｃＤＮＡクローンがＡＴＣＣに寄託されている
。これらのクローンの正確なヌクレオチド配列は、この分野で日常的な方法を用いて寄託
されたクローンを配列決定することにより容易に決定することができる。予測されるアミ
ノ酸配列は、ヌクレオチド配列から常套的技量を用いて決定できる。ここに記載したＰＲ
Ｏ５２２５４ポリペプチド及びコード化核酸について、本出願人は、現時点で入手可能な
配列情報と最も良く一致するリーディングフレームであると考えられるものを同定した。
【００５５】
　Ｂ．ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド変異体
　ここに記載した完全長天然配列ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドに加えて、ＰＲＯ５２２
５４変異体も調製できると考えられる。ＰＲＯ５２２５４変異体は、ＰＲＯ５２２５４ポ
リペプチドＤＮＡに適当なヌクレオチド変化を導入することにより、或いは所望のＰＲＯ
５２２５４ポリペプチドを合成することにより調製できる。当業者は、グリコシル化部位
の数又は位置の変化或いは膜固着特性の変化などのアミノ酸変化がＰＲＯ５２２５４ポリ
ペプチドの翻訳後プロセスを変えうることを理解するであろう。
　天然完全長配列ＰＲＯ５２２５４又はここに記載したＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの
種々のドメインにおける変異は、例えば、米国特許第5,364,934号に記載されている保存
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結果として天然配列ＰＲＯ５２２５４と比較してＰＲＯ５２２５４ポリペプチドのアミノ
酸配列が変化するＰＲＯ５２２５４ポリペプチドをコードする一又は複数のコドンの置換
、欠失又は挿入であってよい。場合によっては、変異は少なくとも一のアミノ酸のＰＲＯ
５２２５４ポリペプチドの一又は複数のドメインの任意の他のアミノ酸による置換である
。いずれのアミノ酸残基が所望の活性に悪影響を与えることなく挿入、置換又は欠失され
るかの指針は、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの配列を相同性の知られたタンパク質分子
の配列と比較し、相同性の高い領域内でなされるアミノ酸配列変化を最小にすることによ
って見出される。アミノ酸置換は、一のアミノ酸の類似した構造及び／又は化学特性を持
つ他のアミノ酸での置換、例えばロイシンのセリンでの置換、即ち保存的アミノ酸置換の
結果とすることができる。挿入及び欠失は、場合によっては１から５のアミノ酸の範囲内
とすることができる。許容される変異は、配列においてアミノ酸の挿入、欠失又は置換を
系統的に作成し、得られた変異体を完全長又は成熟天然タンパク質によって提示された活
性について試験することにより決定される。
【００５６】
　ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド断片がここに提供される。このような断片は、例えば、
完全長天然タンパク質と比較した際に、Ｎ-末端又はＣ-末端で切断されてもよく、又は内
部残基を欠いていてもよい。或る種の断片は、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの所望の生
物学的活性に必須ではないアミノ酸残基を欠いている。
　ＰＲＯ５２２５４断片は、多くの従来技術の任意のものによって調製してよい。所望の
ペプチド断片は化学合成してもよい。代替的方法は、酵素的消化、例えば特定のアミノ酸
残基によって決定される部位のタンパク質を切断することが知られた酵素でタンパク質を
処理することにより、或いは適当な制限酵素でＤＮＡを消化して所望の断片を単離するこ
とによるＰＲＯ５２２５４断片の生成を含む。更に他の好適な技術は、ポリメラーゼ連鎖
反応（ＰＣＲ）により、所望のポリペプチド断片をコードするＤＮＡ断片を単離し増幅す
ることを含む。ＤＮＡ断片の所望の末端を決定するオリゴヌクレオチドは、ＰＣＲの５’
及び３’プライマーで用いられる。好ましくは、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド断片は、
ここに開示した天然ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドと少なくとも一の生物学的及び／又は
免疫学的活性を共有する。
　特別の実施態様では、対象とする保存的置換を、好ましい置換と題して表６に示す。こ
のような置換が生物学的活性の変化をもたらす場合、表６に例示的置換と名前を付けた又
は以下にアミノ酸分類で更に記載するように、より実質的な変化が導入され生成物がスク
リーニングされる。
【００５７】
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【００５８】
　ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの機能及び免疫学的同一性の実質的修飾は、（ａ）置換
領域のポリペプチド骨格の構造、例えばシート又は螺旋配置、（ｂ）標的部位の電荷又は
疎水性、又は（ｃ）側鎖の嵩を維持しながら、それらの効果において実質的に異なる置換
基を選択することにより達成される。天然に生じる残基は共通の側鎖特性に基づいてグル
ープに分けることができる：
（１）疎水性：ノルロイシン, met, ala, val, leu, ile；
（２）中性の親水性：cys, ser, thr；
（３）酸性：asp, glu；
（４）塩基性：asn, gln, his, lys, arg；
（５）鎖配向に影響する残基：gly, pro；及び
（６）芳香族：trp, tyr, phe。
【００５９】
　非保存的置換は、これらの分類の一つのメンバーを他の分類に交換することを必要とす
るであろう。また、そのように置換された残基は、保存的置換部位、好ましくは残された
（非保存）部位に導入されうる。
　変異は、オリゴヌクレオチド媒介（部位特異的）突然変異誘発、アラニンスキャンニン
グ、及びＰＣＲ突然変異誘発［Carter等, Nucl. Acids Res., 13:4331 (1986)；Zoller等
, Nucl. Acids Res., 10:6487 (1987)］、カセット突然変異誘発［Wells等, Gene, 34:31
5 (1985)］、制限的選択突然変異誘発［Wells等, Philos. Trans. R. Soc. London SerA,
 317:415 (1986)］等のこの分野で知られた方法を用いてなすことができ、又は他の知ら
れた技術をクローニングしたＤＮＡに実施してＰＲＯ５２２５４変異体ＤＮＡを作成する
こともできる。
【００６０】
　また、隣接配列に沿って一つ又は複数のアミノ酸を同定するのにスキャンニングアミノ
酸分析を用いることができる。好ましいスキャンニングアミノ酸は比較的小さく、中性の
アミノ酸である。そのようなアミノ酸は、アラニン、グリシン、セリン、及びシステイン
を含む。アラニンは、ベータ炭素を越える側鎖を排除し変異体の主鎖構造を変化させにく
いので、この群の中で典型的に好ましいスキャンニングアミノ酸である［Cunningham及び
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Wells, Science, 244:1081-1085 (1989)］。また、アラニンは最もありふれたアミノ酸で
あるため典型的には好ましい。更に、それは埋もれた及び露出した位置の両方に見られる
ことが多い［Creighton, The Proteins, (W.H. Freeman & Co., N.Y.); Chothia, J. Mol
. Biol., 150:1(1976)］。アラニン置換が十分な量の変異体を生じない場合は、アイソテ
リック(isoteric)アミノ酸を用いることができる。
【００６１】
　Ｃ．ＰＲＯ５２２５４の修飾
　ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの共有結合的修飾は本発明の範囲内に含まれる。共有結
合的修飾の一つの型は、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの標的とするアミノ酸残基を、Ｐ
ＲＯ５２２５４の選択された側鎖又はＮ又はＣ末端残基と反応できる有機誘導体化試薬と
反応させることである。二官能性試薬での誘導体化が、例えばＰＲＯ５２２５４を水不溶
性支持体マトリクス或いは抗ＰＲＯ５２２５４抗体の精製方法、及びその逆で用いるため
の表面に架橋させるのに有用である。通常用いられる架橋剤は、例えば、１，１-ビス(ジ
アゾアセチル)-２-フェニルエタン、グルタルアルデヒド、Ｎ-ヒドロキシスクシンイミド
エステル、例えば４-アジドサリチル酸とのエステル、３，３’-ジチオビス(スクシンイ
ミジルプロピオネート)等のジスクシンイミジルエステルを含むホモ二官能性イミドエス
テル、ビス-Ｎ-マレイミド-１，８-オクタン等の二官能性マレイミド、及びメチル-３-[(
ｐ-アジドフェニル)-ジチオ］プロピオイミダート等の試薬を含む。
　他の修飾は、グルタミニル及びアスパラギニル残基の各々対応するグルタミル及びアス
パルチル残基への脱アミノ化、プロリン及びリシンのヒドロキシル化、セリル又はトレオ
ニル残基のヒドロキシル基のリン酸化、リシン、アルギニン、及びヒスチジン側鎖のα-
アミノ基のメチル化[T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties,
 W.H. Freeman ＆ Co., San Francisco, pp.79-86 (1983)]、Ｎ末端アミンのアセチル化
、及び任意のＣ末端カルボキシル基のアミド化を含む。
【００６２】
　本発明の範囲内に含まれるＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの共有結合的修飾の他の型は
、ポリペプチドの天然グリコシル化パターンの変更を含む。「天然グリコシル化パターン
の変更」とは、天然配列ＰＲＯ５２２５４に見られる一又は複数の炭水化物部分の欠失（
存在するグリコシル化部位の除去又は化学的及び／又は酵素的手段によるグリコシル化の
削除のいずれかによる）、及び／又は天然配列ＰＲＯ５２２５４に存在しない一又は複数
のグリコシル化部位の付加をここでは意味する。更に、この語句は、天然タンパク質のグ
リコシル化における定性的変化を含み、そこには、存在する種々の炭水化物部分の性質及
び特性の変化も含まれる。
　ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドへのグリコシル化部位の付加はアミノ酸配列の変更を伴
ってもよい。この変更は、例えば、一又は複数のセリン又はトレオニン残基の天然配列Ｐ
ＲＯ５２２５４（Ｏ-結合グリコシル化部位）への付加、又は置換によってなされてもよ
い。ＰＲＯ５２２５４アミノ酸配列は、場合によっては、ＤＮＡレベルでの変化、特に、
ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドをコードするＤＮＡを予め選択された塩基において変異さ
せ、所望のアミノ酸に翻訳されるコドンを生成させることを通して変更されてもよい。
【００６３】
　ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド上に炭水化物部分の数を増加させる他の手段は、グリコ
シドのポリペプチドへの化学的又は酵素的結合による。このような方法は、この技術分野
において、例えば、1987年9月11日に発行されたWO87/05330、及びAplin及びWriston, CRC
 Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306 (1981)に記載されている。
　ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド上に存在する炭水化物部分の除去は、化学的又は酵素的
に、或いはグルコシル化の標的として提示されたアミノ酸残基をコードするコドンの変異
的置換によってなすことができる。化学的脱グリコシル化技術は、この分野で知られてお
り、例えば、Hakimuddi等, Arch. Biochem. Biophys., 259:52 (1987)により、及びEdge
等, Anal. Biochem., 118: 131 (1981)により記載されている。ポリペプチド上の炭水化
物部分の酵素的切断は、Thotakura等, Meth. Enzymol. 138:350 (1987)に記載されている
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ように、種々のエンド及びエキソグリコシダーゼを用いることにより達成される。
　本発明のＰＲＯ５２２５４の共有結合的修飾の他の型は、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチ
ドの、種々の非タンパク質様ポリマー、例えばポリエチレングリコール、ポリプロピレン
グリコール、又はポリオキシアルキレンの一つへの、米国特許第4,640,835号；第4,496,6
89号；第4,301,144号；第4,670,417号；第4,791,192号又は第4,179,337号に記載された方
法での結合を含む。
　また、本発明のＰＲＯ５２２５４ポリペプチドは、他の異種ポリペプチド又はアミノ酸
配列に融合したＰＲＯ５２２５４ポリペプチドを含むキメラ分子を形成する方法で修飾し
てもよい。
【００６４】
　一実施態様では、このようなキメラ分子は、抗タグ抗体が選択的に結合できるエピトー
プを提供するタグポリペプチドとＰＲＯ５２２５４ポリペプチドとの融合を含む。エピト
ープタグは、一般的にはＰＲＯ５２２５４ポリペプチドのアミノ又はカルボキシル末端に
位置する。このようなＰＲＯ５２２５４ポリペプチドのエピトープタグ形態の存在は、タ
グポリペプチドに対する抗体を用いて検出することができる。また、エピトープタグの提
供は、抗タグ抗体又はエピトープタグに結合する他の型の親和性マトリクスを用いたアフ
ィニティ精製によってＰＲＯ５２２５４ポリペプチドを容易に精製できるようにする。種
々のタグポリペプチド及びそれら各々の抗体はこの分野で良く知られている。例としては
、ポリ－ヒスチジン（ポリ-ｈｉｓ）又はポリ－ヒスチジン－グリシン（ｐｏｌｙ-ｈｉｓ
-ｇｌｙ）タグ；ｆｌｕ ＨＡタグポリペプチド及びその抗体１２ＣＡ５［Fieldら, Mol. 
Cell. Biol., 8:2159-2165 (1988)］；c-mycタグ及びそれに対する８Ｆ９、３Ｃ７、６Ｅ
１０、Ｇ４、Ｂ７及び９Ｅ１０抗体［Evan等, Molecular and Cellular Biology, 5:3610
-3616 (1985)］；及び単純ヘルペスウィルス糖タンパク質Ｄ（ｇＤ）タグ及びその抗体［
Paborsky等, Protein Engineering, 3(6):547-553 (1990)］を含む。他のタグポリペプチ
ドは、フラッグペプチド［Hopp等, BioTechnology, 6:1204-1210(1988)］；ＫＴ３エピト
ープペプチド［Martin等, Science, 255:192-194 (1992)］；α-チューブリンエピトープ
ペプチド［Skinner等, J. Biol. Chem., 266:15163-15166 (1991)］；及びＴ７遺伝子１
０タンパク質ペプチドタグ［Lutz-Freyermuth等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:6393
-6397(1990)］を含む。
　それに替わる実施態様では、キメラ分子はＰＲＯ５２２５４の免疫グロブリン又は免疫
グロブリンの特定領域との融合体を含んでもよい。キメラ分子の二価形態（「イムノアド
ヘシン」とも呼ばれる）については、そのような融合体はＩｇＧ分子のＦｃ領域であり得
る。Ｉｇ融合体は、好ましくはＩｇ分子内の少なくとも一つの可変領域に換えてＰＲＯ５
２２５４ポリペプチドの可溶化（膜貫通ドメイン欠失又は不活性化）形態を含む。特に好
ましい実施態様では、免疫グロブリン融合体は、ＩｇＧ１分子のヒンジ、ＣＨ２及びＣＨ
３、又はヒンジ、ＣＨ１、ＣＨ２及びＣＨ３領域を含む。免疫グロブリン融合体の製造に
ついては、1995年6月27日発行の米国特許第5,428,130号を参照のこと。
【００６５】
　Ｄ．ＰＲＯ５２２５４の調製
　以下の説明は、主として、ＰＲＯ５２２５４核酸を含むベクターで形質転換又は形質移
入された細胞を培養することによりＰＲＯ５２２５４を生産する方法に関する。もちろん
、当該分野においてよく知られている他の方法を用いてＰＲＯ５２２５４を調製すること
ができると考えられる。例えば、ＰＲＯ５２２５４配列、又はその一部は、固相技術を用
いた直接ペプチド合成によって生産してもよい［例えば、Stewart等, Solid-Phase Pepti
de Synthesis, W.H. Freeman Co., サン フランシスコ, カリフォルニア (1969)；Merrif
ield, J. Am. Chem. Soc., 85:2149-2154 (1963)参照］。手動技術又は自動によるインビ
トロタンパク質合成を行ってもよい。自動合成は、例えば、アプライド・バイオシステム
ズ・ペプチド合成機（フォスターシティー, カリフォルニア）を用いて、製造者の指示に
より実施してもよい。ＰＲＯ５２２５４の種々の部分は、別々に化学的に合成され、化学
的又は酵素的方法を用いて結合させて完全長ＰＲＯ５２２５４を生産してもよい。
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【００６６】
　　１．ＰＲＯ５２２５４をコードするＤＮＡの単離
　ＰＲＯ５２２５４をコードするＤＮＡは、ＰＲＯ５２２５４ｍＲＮＡを保有していてそ
れを検出可能なレベルで発現すると考えられる組織から調製されたｃＤＮＡライブラリか
ら得ることができる。従って、ヒトＰＲＯ５２２５４ＤＮＡは、実施例に記載されるよう
に、ヒトの組織から調製されたｃＤＮＡライブラリから簡便に得ることができる。またＰ
ＲＯ５２２５４-コード化遺伝子は、ゲノムライブラリから又は公知の合成方法（例えば
、自動化核酸合成）により得ることもできる。
　ライブラリは、対象となる遺伝子或いはその遺伝子によりコードされるタンパク質を同
定するために設計されたプローブ（ＰＲＯ５２２５４に対する抗体又は少なくとも約２０
－８０塩基のオリゴヌクレオチド等）によってスクリーニングできる。選択されたプロー
ブによるｃＤＮＡ又はゲノムライブラリのスクリーニングは、例えばSambrook等, Molecu
lar Cloning: A Laboratory Manual (New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press,
 1989)に記載されている標準的な手順を使用して実施することができる。所望のＰＲＯ５
２２５４ポリペプチドをコードする遺伝子を単離する他の方法はＰＣＲ法を使用するもの
である［Sambrook等,上掲；Dieffenbach等, PCR Primer: A Laboratory Manual (Cold Sp
ring Harbor Laboratory Press, 1995)］。
　下記の実施例には、ｃＤＮＡライブラリのスクリーニング技術を記載している。プロー
ブとして選択されたオリゴヌクレオチド配列は、充分な長さで、疑陽性が最小化されるよ
う充分に明瞭でなければならない。オリゴヌクレオチドは、スクリーニングされるライブ
ラリ内のＤＮＡとのハイブリダイゼーション時に検出可能であるように標識されているこ
とが好ましい。標識化の方法は当該分野において良く知られており、３２Ｐ標識されたＡ
ＴＰのような放射線標識、ビオチン化或いは酵素標識の使用が含まれる。中程度の緊縮性
及び高度の緊縮性を含むハイブリダイゼーション条件は、上掲のSambrook等,に示されて
いる。
　このようなライブラリスクリーニング法において同定された配列は、Genbank等,の公共
データベース又は個人の配列データベースに寄託され公衆に利用可能とされている周知の
配列と比較及びアラインメントすることができる。分子の決定された領域内又は完全長に
渡っての（アミノ酸又は核酸レベルのいずれかでの）配列同一性は、当該分野で知られた
、及びここに記載した方法を用いて決定することができる。
　タンパク質コード化配列を有する核酸は、初めてここで開示された推定アミノ酸配列を
使用し、また必要ならば、ｃＤＮＡに逆転写されていないｍＲＮＡの生成中間体及び先駆
物質を検出する上掲のSambrook等,に記述されているような従来のプライマー伸展法を使
用して選択されたｃＤＮＡ又はゲノムライブラリをスクリーニングすることによって得ら
れる。
【００６７】
　　２．宿主細胞の選択及び形質転換
　宿主細胞を、ここに記載したＰＲＯ５２２５４生産のための発現又はクローニングベク
ターで形質移入又は形質転換し、プロモーターを誘導し、形質転換体を選択し、又は所望
の配列をコードする遺伝子を増幅するために適当に変性された常套的栄養培地で培養する
。培養条件、例えば培地、温度、ｐＨ等々は、過度の実験をすることなく当業者が選ぶこ
とができる。一般に、細胞培養の生産性を最大にするための原理、プロトコール、及び実
用技術は、Mammalian Cell Biotechnology: a Practical Approach, M.Butler編（IRL Pr
ess, 1991）及びSambrook等, 上掲に見出すことができる。
　原核生物細胞形質移入及び真核生物細胞形質移入の方法、例えば、ＣａＣｌ２、ＣａＰ
Ｏ４、リポソーム媒介及びエレクトロポレーションは当業者に知られている。用いられる
宿主細胞に応じて、その細胞に対して適した標準的な方法を用いて形質転換はなされる。
前掲のSambrook等,に記載された塩化カルシウムを用いるカルシウム処理又はエレクトロ
ポレーションが、一般的に原核生物に対して用いられる。アグロバクテリウム・トゥメフ
ァシエンス(Agrobacterium tumefaciens)による感染が、Shaw等, Gene, 23:315 (1983)及
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び1989年6月29日公開のＷＯ89/05859に記載されているように、或る種の植物細胞の形質
転換に用いられる。このような細胞壁のない哺乳動物の細胞に対しては、Graham及びvan 
der Eb, Virology, 52:456-457 (1978)のリン酸カルシウム沈降法が好ましい。哺乳動物
細胞の宿主系形質転換の一般的な態様は米国特許第4,399,216号に記載されている。酵母
菌中への形質転換は、典型的には、Van Solingen等, J. Bact., 130:946 (1977)及びHsia
o等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76:3829 (1979)の方法に従って実施される。しかし
ながら、ＤＮＡを細胞中に導入する他の方法、例えば、核マイクロインジェクション、エ
レクトロポレーション、無傷の細胞、又はポリカチオン、例えばポリブレン、ポリオルニ
チン等を用いる細菌プロトプラスト融合もまた用いることもできる。哺乳動物細胞を形質
転換するための種々の技術については、Keown等, Methods in Enzymology, 185:527-537 
(1990)及び Mansour等, Nature, 336:348-352 (1988)を参照のこと。
【００６８】
　ここに記載のベクターにＤＮＡをクローニング或いは発現するために適切な宿主細胞は
、原核生物、酵母菌、又は高等真核生物細胞である。適切な原核生物は、限定するもので
はないが、真正細菌、例えばグラム陰性又はグラム陽性生物体、例えば大腸菌のような腸
内細菌科を含む。種々の大腸菌株が公衆に利用可能であり、例えば、大腸菌Ｋ１２株ＭＭ
２９４（ＡＴＣＣ３１，４４６）；大腸菌Ｘ１７７６（ＡＴＣＣ３１，５３７）；大腸菌
株Ｗ３１１０（ＡＴＣＣ２７，３２５）及びＫ５７７２（ＡＴＣＣ５３，６３５）である
。他の好ましい原核動物宿主細胞は、大腸菌、例えば、E. coli、エンテロバクター、エ
ルビニア(Erwinia)、クレブシエラ(Klebsiella)、プロテウス(Proteus)、サルモネラ、例
えば、ネズミチフス菌、セラチア、例えば、セラチアマルセサンス(Serratia marcescans
) 、及び赤痢菌、並びに桿菌、例えばバチルス・スブチルス(B. subtilis)及びバチルス
・リチェニフォルミス(B. licheniformis)（例えば、1989年4月12日発行のDD266,710に記
載されたバチルス・リチェニフォルミス４１Ｐ）、シュードモナス、例えば緑膿菌及びス
トレプトマイセスなどの腸内細菌科を含む。これらの例は限定ではなく例示である。株Ｗ
３１１０は、組換えＤＮＡ生産発行のための共通の宿主株であるので一つの特に好ましい
宿主又は親宿主である。好ましくは、宿主細胞は最小量のタンパク質分解酵素を分泌する
。例えば、株Ｗ３１１０は、細胞に外来のタンパク質をコードする遺伝子における遺伝子
変異をするように修飾してもよく、そのような宿主の例としては、完全な遺伝子型tonAを
有する大腸菌Ｗ３１１０株１Ａ２；完全な遺伝子型tonA ptr3を有する大腸菌Ｗ３１１０
株９Ｅ４；完全な遺伝子型tonA prt3 phoA E15 (argF-lac) 169 degP ompT kanrを有する
大腸菌Ｗ３１１０株２７Ｃ７（ＡＴＣＣ　５５，２４４）；完全な遺伝子型tonA ptr3 ph
oA E15 (algF-lac) 169 degP ompT rbs7 ilvG kanrを有する大腸菌Ｗ３１１０株３７Ｄ６
；非カナマイシン耐性ｄｅｇＰ欠失変異を持つ３７Ｄ６株である大腸菌Ｗ３１１０株４０
Ｂ４；及び1990年8月7日発行の米国特許第4,946,783号に開示された変異周辺質プロテア
ーゼを有する大腸菌株を含む。或いは、クローニングのインビトロ法、例えばＰＣＲ又は
他の核酸ポリメラーゼ反応が好ましい。
【００６９】
　原核生物に加えて、糸状菌又は酵母菌のような真核微生物は、ＰＲＯ５２２５４コード
化ベクターのための適切なクローニング又は発現宿主である。サッカロミセス・セレヴィ
シアは、通常用いられる下等真核生物宿主微生物である。他に、シゾサッカロミセス・プ
ロンブ(Schizosaccharomyces prombe)（Beach及びNurse, Nature, 290:140 [1981]；1985
年5月2日発行のEP139,383）；クルベロミセス宿主(Kluveromyces hosts)（米国特許第4,9
43,529号；Fleer等, Bio/Technology, 9:968-975 (1991)）、例えばクルベロミセスラク
チス(K. lactis)（MW98-8C, CBS683, CBS4574；Louvencourt等, J. Bacteriol.154(2):73
7-742 [1983]）、クルベロミセス・フラギリス(K. fragilis)（ＡＴＣＣ　１２，４２４
）、クルベロミセス・ブルガリクス(K. bulgaricus)（ＡＴＣＣ　１６，０４５）、クル
ベロミセス・ウィケラミイ(K. wickeramii)（ＡＴＣＣ ２４,１７８）、クルベロミセス
ワルチイ(K. waltii)（ＡＴＣＣ　５６，５００）、クルベロミセス・ドロソフィラルム(
K. drosophilarum)（ＡＴＣＣ　３６，９０６；Van den Berg等, Bio/Technology, 8:135
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 (1990)）、クルベロミセス・テモトレランス(K. thermotolerans)及びクルベロミセス・
マルキシアナス(K. marxianus)；ヤロウィア(yarrowia)（EP402,226）；ピチア・パスト
リス(Pichia pastoris)（EP183,070；Sreekrishna等, J. Basic Microbiol, 28:265-278 
[1988]）；カンジダ；トリコデル・マレーシア(Trichoderma reesia)（EP244,234）；ア
カパンカビ（Case等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76:5259-5263 [1979]）；シュワニ
オマイセス(Schwanniomyces)、例えばシュワニオマイセスオクシデンタリス(Schwanniomy
ces occidentalis)（1990年10月31日発行のEP394,538）；及び糸状真菌、例えば、ニュー
ロスポラ、ペニシリウム、トリポクラジウム(Tolypocladium)（1991年1月10日発行のWO91
/00357）；及びアスペルギルス宿主、例えばアスペルギルス・ニダランス（Balance等, B
iochem. Biophys. Res. Commun., 112:284-289 [1983]；Tilburn等, Gene, 26:205-221 [
1983]；Yelton等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:1470-1474 [1984]）、及びアスペル
ギルス・ニガー（Kelly及びHynes, EMBO J., 4:475-479 [1985]）が含まれる。ここで好
ましいメチロトロピック(Ｃ１化合物資化性、Methylotropic)酵母は、これらに限られな
いが、ハンセヌラ(Hansenula)、カンジダ、クロエケラ(Kloeckera)、ピチア(Pichia)、サ
ッカロミセス、トルロプシス(Torulopsis)、及びロドトルラ(Rhodotorula)からなる属か
ら選択されたメタノールで増殖可能な酵母を含む。この酵母の分類の例示である特定の種
のリストは、C. Anthony, The Biochemistry of Methylotrophs, 269 (1982)に記載され
ている。
　グリコシル化ＰＲＯ５２２５４の発現に適切な宿主細胞は、多細胞生物から誘導される
。無脊椎動物細胞の例としては、ショウジョウバエＳ２及びスポドスペラＳｆ９等の昆虫
細胞並びに植物細胞が含まれる。有用な哺乳動物宿主株化細胞の例は、チャイニーズハム
スター卵巣（ＣＨＯ）及びＣＯＳ細胞を含む。より詳細な例は、ＳＶ４０によって形質転
換されたサル腎臓ＣＶ１株（ＣＯＳ-７，ＡＴＣＣ ＣＲＬ １６５１）；ヒト胚腎臓株（
２９３又は懸濁培養での増殖のためにサブクローン化された２９３細胞、Graham等, J. G
en Virol., 36:59 (1977)）；チャイニーズハムスター卵巣細胞／-ＤＨＦＲ（CHO, Urlau
b及びChasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980)）；マウスのセルトリ細胞
（ＴＭ４，Mather, Biol. Reprod., 23:243-251 (1980)）ヒト肺細胞（Ｗ１３８，ＡＴＣ
Ｃ ＣＣＬ ７５）；ヒト肝細胞 （Ｈｅｐ Ｇ２，ＨＢ　８０６５）；及びマウス乳房腫瘍
細胞（ＭＭＴ ０６０５６２，ＡＴＣＣ　ＣＣＬ５１）を含む。適切な宿主細胞の選択は
、この分野の技術常識内にある。
【００７０】
　　３．複製可能なベクターの選択及び使用
　ＰＲＯ５２２５４をコードする核酸（例えば、ｃＤＮＡ又はゲノムＤＮＡ）は、クロー
ニング（ＤＮＡの増幅）又は発現のために複製可能なベクター内に挿入される。様々なベ
クターが公的に入手可能である。ベクターは、例えば、プラスミド、コスミド、ウィルス
粒子、又はファージの形態とすることができる。適切な核酸配列が、種々の手法によって
ベクターに挿入される。一般に、ＤＮＡはこの分野で周知の技術を用いて適当な制限エン
ドヌクレアーゼ部位に挿入される。ベクター成分としては、一般に、これらに制限される
ものではないが、一つ又は複数のシグナル配列、複製開始点、一つ又は複数のマーカー遺
伝子、エンハンサーエレメント、プロモーター、及び転写終結配列を含む。これらの成分
の一つ又は複数を含む適当なベクターの作成には、当業者に知られた標準的なライゲーシ
ョン技術を用いる。
　ＰＲＯ５２２５４は直接的に組換え手法によって生産されるだけではなく、シグナル配
列或いは成熟タンパク質或いはポリペプチドのＮ-末端に特異的切断部位を有する他のポ
リペプチドである異種性ポリペプチドとの融合ペプチドとしても生産される。一般に、シ
グナル配列はベクターの成分であるか、ベクターに挿入されるＰＲＯ５２２５４-コード
化ＤＮＡの一部である。シグナル配列は、例えばアルカリフォスファターゼ、ペニシリナ
ーゼ、ｌｐｐ或いは熱安定性エンテロトキシンＩＩリーダーの群から選択された原核生物
シグナル配列であってよい。酵母の分泌に関しては、シグナル配列は、酵母インベルター
ゼリーダー、アルファ因子リーダー（サッカロミセス(Saccharomyces)及びクルイベロマ
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イシス(Kluyveromyces)α因子リーダーを含み、後者は米国特許第5,010,182号に記載され
ている）、又は酸ホスファターゼリーダー、カンジダ・アルビカンス(C.albicans)グルコ
アミラーゼリーダー（1990年4月4日発行のEP362179）、又は1990年11月15日に公開された
WO90/13646に記載されているシグナルであり得る。哺乳動物細胞の発現においては、哺乳
動物シグナル配列は、同一或いは関連ある種の分泌ポリペプチド由来のシグナル配列並び
にウィルス分泌リーダーのようなタンパク質の直接分泌に使用してもよい。
【００７１】
　発現及びクローニングベクターは、共に一又は複数の選択された宿主細胞においてベク
ターの複製を可能にする核酸配列を含む。そのような配列は多くの細菌、酵母及びウィル
スに対してよく知られている。プラスミドｐＢＲ３２２に由来する複製開始点は大部分の
グラム陰性細菌に好適であり、２μプラスミド開始点は酵母に適しており、様々なウィル
ス開始点（ＳＶ４０、ポリオーマ、アデノウィルス、ＶＳＶ又はＢＰＶ）は哺乳動物細胞
におけるクローニングベクターに有用である。
　発現及びクローニングベクターは、典型的には、選べるマーカーとも称される選択遺伝
子を含む。典型的な選択遺伝子は、（ａ）アンピシリン、ネオマイシン、メトトレキセー
ト或いはテトラサイクリンのような抗生物質或いは他の毒素に耐性を与え、（ｂ）栄養要
求性欠陥を補い、又は（ｃ）複合培地から得られない重要な栄養素、例えば桿菌のＤ-ア
ラニンラセマーゼをコードしている遺伝子を供給するタンパク質をコードする。
【００７２】
　哺乳動物細胞に適切な選択可能なマーカーの例は、ＤＨＦＲ或いはチミジンキナーゼの
ようにＰＲＯ５２２５４-コード化核酸を取り込むことのできる細胞成分の同定を可能に
するものである。野生型ＤＨＦＲを用いた場合の好適な宿主細胞は、Urlaub等により Pro
c. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980)に記載されているように調製され増殖された
、ＤＨＦＲ活性に欠陥のあるＣＨＯ株化細胞である。酵母菌中での使用に好適な選択遺伝
子は酵母プラスミドＹＲｐ７に存在するｔｒｐ１遺伝子である［Stinchcomb等, Nature, 
282:39 (1979)；Kingsman等, Gene, 7:141 (1979)；Tschemper等, Gene, 10:157 (1980)
］。ｔｒｐ１遺伝子は、例えば、ＡＴＣＣ番号４４０７６或いはＰＥＰ４-１のようなト
リプトファン内で増殖する能力を欠く酵母菌の突然変異株に対する選択マーカーを提供す
る［Jones, Genetics, 85:12 (1977)］。
　発現及びクローニングベクターは、通常、ＰＲＯ５２２５４コード化核酸配列に作用可
能に結合し、ｍＲＮＡ合成を制御するプロモーターを含む。種々の可能な宿主細胞により
認識される好適なプロモーターが知られている。原核生物宿主での使用に好適なプロモー
ターはβ-ラクタマーゼ及びラクトースプロモーター系［Chang等, Nature, 275:615 (197
8)； Goeddel等, Nature, 281:544 (1979)］、アルカリフォスファターゼ、トリプトファ
ン(trp)プロモーター系［Goeddel, Nucleic Acids Res., 8:4057 (1980); EP 36,776］、
及びハイブリッドプロモーター、例えばｔａｃプロモーター［deBoer 等, Proc. Natl. A
cad. Sci. USA, 80:21-25 (1983)］を含む。細菌系で使用するプロモーターもまたＰＲＯ
５２２５４をコードするＤＮＡと作用可能に結合したシャイン-ダルガーノ(Ｓ．Ｄ．)配
列を有する。
【００７３】
　酵母宿主と共に用いて好適なプロモーター配列の例としては、３-ホスホグリセラート
キナーゼ［Hitzeman 等, J. Biol. Chem., 255:2073 (1980)］又は他の糖分解酵素［Hess
 等, J. Adv. Enzyme Reg., 7:149 (1968)；Holland, Biochemistry, 17:4900(1987)］、
例えばエノラーゼ、グリセルアルデヒド-３-リン酸デヒドロゲナーゼ、ヘキソキナーゼ、
ピルビン酸デカルボキシラーゼ、ホスホフルクトキナーゼ、グルコース-６-リン酸イソメ
ラーゼ、３-ホスホグリセレートムターゼ、ピルビン酸キナーゼ、トリオセリン酸イソメ
ラーゼ、ホスホグルコースイソメラーゼ、及びグルコキナーゼが含まれる。
　他の酵母プロモーターとしては、増殖条件によって転写が制御される付加的効果を有す
る誘発的プロモーターであり、アルコールデヒドロゲナーゼ２、イソチトクロムＣ、酸フ
ォスファターゼ、窒素代謝と関連する分解性酵素、メタロチオネイン、グリセルアルデヒ
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ド-３-リン酸デヒドロゲナーゼ、及びマルトース及びガラクトースの利用を支配する酵素
のプロモーター領域がある。酵母菌での発現に好適に用いられるベクターとプロモーター
はEP73,657に更に記載されている。
【００７４】
　哺乳動物の宿主細胞におけるベクターからのＰＲＯ５２２５４転写は、例えば、ポリオ
ーマウィルス、伝染性上皮腫ウィルス（1989年7月5日公開のUK2,211,504）、アデノウィ
ルス（例えばアデノウィルス２）、ウシ乳頭腫ウィルス、トリ肉腫ウィルス、サイトメガ
ロウィルス、レトロウィルス、Ｂ型肝炎ウィルス及びサルウィルス４０（ＳＶ４０）のよ
うなウィルスのゲノムから得られるプロモーター、異種性哺乳動物プロモーター、例えば
アクチンプロモーター又は免疫グロブリンプロモーター、及び熱衝撃プロモーターから得
られるプロモーターによって、このようなプロモーターが宿主細胞系に適合し得る限り制
御される。
　より高等の真核生物による所望のＰＲＯ５２２５４をコードするＤＮＡの転写は、ベク
ター中にエンハンサー配列を挿入することによって増強され得る。エンハンサーは、通常
は約１０から３００塩基対で、プロモーターに作用してその転写を増強するＤＮＡのシス
作動要素である。哺乳動物遺伝子由来の多くのエンハンサー配列が現在知られている（グ
ロビン、エラスターゼ、アルブミン、α-フェトプロテイン及びインスリン）。しかしな
がら、典型的には、真核細胞ウィルス由来のエンハンサーが用いられるであろう。例とし
ては、複製起点の後期側のＳＶ４０エンハンサー（１００－２７０塩基対）、サイトメガ
ロウィルス初期プロモーターエンハンサー、複製起点の後期側のポリオーマエンハンサー
及びアデノウィルスエンハンサーが含まれる。エンハンサーは、ＰＲＯ５２２５４コード
配列の５’又は３’位でベクター中にスプライシングされ得るが、好ましくはプロモータ
ーから５’位に位置している。
【００７５】
　また、真核生物宿主細胞（酵母、真菌、昆虫、植物、動物、ヒト、又は他の多細胞生物
由来の有核細胞）に用いられる発現ベクターは、転写の終結及びｍＲＮＡの安定化に必要
な配列も含む。このような配列は、真核生物又はウィルスのＤＮＡ又はｃＤＮＡの通常は
５’、時には３’の非翻訳領域から取得できる。これらの領域は、ＰＲＯ５２２５４をコ
ードするｍＲＮＡの非翻訳部分にポリアデニル化断片として転写されるヌクレオチドセグ
メントを含む。
　組換え脊椎動物細胞培養でのＰＲＯ５２２５４の合成に適応化するのに適切な他の方法
、ベクター及び宿主細胞は、Gething等, Nature, 293:620-625 (1981)；Mantei等, Natur
e, 281:40-46 (1979)；EP117,060；及びEP117,058に記載されている。
【００７６】
　　４．遺伝子増幅／発現の検出
　遺伝子の増幅及び／又は発現は、ここで提供された配列に基づき、適切に標識されたプ
ローブを用い、例えば、従来よりのサザンブロット法、ｍＲＮＡの転写を定量化するノー
ザンブロット法［Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:5201-5205 (1980)］、ドッ
トブロット法（ＤＮＡ分析）、又はインサイツハイブリダイゼーション法によって、直接
的に試料中で測定することができる。或いは、ＤＮＡ二本鎖、ＲＮＡ二本鎖及びＤＮＡ-
ＲＮＡハイブリッド二本鎖又はＤＮＡ-タンパク二本鎖を含む、特異的二本鎖を認識する
ことができる抗体を用いることもできる。次いで、抗体を標識し、アッセイを実施するこ
とができ、ここで二本鎖は表面に結合しており、その結果二本鎖の表面での形成の時点で
その二本鎖に結合した抗体の存在を検出することができる。
　或いは、遺伝子の発現は、遺伝子産物の発現を直接的に定量する免疫学的な方法、例え
ば細胞又は組織切片の免疫組織化学的染色及び細胞培養又は体液のアッセイによって、測
定することもできる。試料液の免疫組織化学的染色及び／又はアッセイに有用な抗体は、
モノクローナルでもポリクローナルでもよく、任意の哺乳動物で調製することができる。
簡便には、抗体は、天然配列ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドに対して、又はここで提供さ
れるＤＮＡ配列をベースとした合成ペプチドに対して、又はＰＲＯ５２２５４ ＤＮＡに
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融合し特異的抗体エピトープをコードする外因性配列に対して調製され得る。
【００７７】
　　５．ポリペプチドの精製
　ＰＲＯ５２２５４の形態は、培地又は宿主細胞の溶菌液から回収することができる。膜
結合性であるならば、適切な洗浄液（例えばトリトン-Ｘ１００）又は酵素的切断を用い
て膜から引き離すことができる。ＰＲＯ５２２５４の発現に用いられる細胞は、凍結融解
サイクル、超音波処理、機械的破壊、又は細胞溶解剤などの種々の化学的又は物理的手段
によって破壊することができる。
　ＰＲＯ５２２５４を、組換え細胞タンパク又はポリペプチドから精製することが望まし
い。適切な精製手順の例である次の手順により精製される：すなわち、イオン交換カラム
での分画；エタノール沈殿；逆相ＨＰＬＣ；シリカ又はカチオン交換樹脂、例えばＤＥＡ
Ｅによるクロマトグラフィー；クロマトフォーカシング；ＳＤＳ-ＰＡＧＥ；硫酸アンモ
ニウム沈殿；例えばセファデックスＧ-７５を用いるゲル濾過；ＩｇＧのような汚染物を
除くプロテインＡセファロースカラム；及びＰＲＯ５２２５４のエピトープタグ形態を結
合させる金属キレート化カラムである。この分野で知られ、例えば、Deutscher, Methode
s in Enzymology, 182 (1990)；Scopes, Protein Purification: Principles and Practi
ce, Springer-Verlag, New York (1982)に記載された多くのタンパク質精製方法を用いる
ことができる。選ばれる精製過程は、例えば、用いられる生産方法及び特に生産される特
定のＰＲＯ５２２５４の性質に依存する。
【００７８】
　Ｅ．組織分布
　本発明のＰＲＯ５２２５４を発現する組織の位置は、種々のヒト組織でのｍＲＮＡ発現
の測定により確認できる。そのような遺伝子の位置は、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの
活性の刺激及び阻害によって最も影響を受けやすい組織に関する情報を提供する。また、
特定の組織中の遺伝子の位置は、下記において論じる活性遮断アッセイのための試料組織
を提供する。
　上記したように、種々の組織における遺伝子増幅又は遺伝子発現は、ｍＲＮＡの転写の
定量化のための従来のサザンブロット、ノーザンブロット（Thomas, Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 77:5201-5205 [1980]）、ドットブロット（ＤＮＡ分析）、又はインサイツハ
イブリダイゼーションによって、ここに提供する配列に基づき、適切な標識プローブを用
いて測定できる。或いは、ＤＮＡ二重鎖、ＲＮＡ二重鎖、及びＤＮＡ-ＲＮＡハイブリッ
ド二重鎖又はＤＮＡ-タンパク質二重鎖を含む特定の二重鎖を認識する抗体を用いてもよ
い。
　或いは、種々の組織における遺伝子発現は、遺伝子産物を直接定量化するための、組織
断片及び細胞培地又は体液の免疫組織学的染色などの免疫的方法によっても測定できる。
免疫組織学的染色又は試料液のアッセイに有用な抗体は、モノクローナルでもポリクロー
ナルでもよく、任意の動物から調製される。都合良く、抗体は、ＰＲＯ５２２５４ポリペ
プチドの天然配列に対して、又は本発明のポリペプチドをコードするＤＮＡ配列に基づく
合成ペプチドに対して、或いはＰＲＯ５２２５４ポリペプチドをコードし、特異的抗体エ
ピトープをコードするＤＮＡと融合した外来配列に対して調製してもよい。下記に、抗体
を生成するための一般的な技術、並びにノーザンブロット及びインサイツハイブリダイゼ
ーションのプロトコールを提供する。
【００７９】
　Ｆ．抗体結合の研究
　本発明のＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの活性は、組織細胞に対するＰＲＯ５２２５４
ポリペプチドの効果を阻害する抗ＰＲＯ５２２５４抗体の能力が試験される抗体結合の研
究によって更に確認できる。例示的な抗体は、ポリクローナル、モノクローナル、ヒト化
、二重特異性、及びへテロコンジュゲート抗体を含み、その調製は以下に記載する。
　抗体結合の研究は、競合的結合アッセイ、直接及び間接サンドウィッチアッセイ、及び
免疫沈降アッセイなどの既知のアッセイ法で実施してよい。Zola, Monoclonal Antibodie



(54) JP 2010-187677 A 2010.9.2

10

20

30

40

50

s: A Manual of Techniques, pp.147-158 (CRC Press, Inc., 1987)。
　競合的結合アッセイは、標識標準物の、限られた量の抗体との結合について試験分析物
と競合する能力による。試験試料中の（腫瘍細胞で増幅された遺伝子にコードされる）標
的タンパク質の量は、抗体に結合し始める標準物の量に逆比例する。結合し始める標準物
の量の測定を促進するために、抗体は好ましくは競合の前又は後に固定化し、抗体に結合
した標準品及び分析物が未結合で残っている標準物及び分析物から容易に分離できるよう
にする。
　サンドウィッチアッセイは二つの抗体の使用を含み、各々が検出すべきタンパク質の異
なる免疫原部分、又はエピトープに結合できる。サンドウィッチアッセイにおいて試験試
料分析物は固体支持体上に固定化された第一の抗体に結合し、その後第二の抗体が分析物
に結合し、よって不溶性の３成分複合体が形成される。例えば米国特許第4,376,110号参
照。第二の抗体は検出可能部分で標識され（直接サンドウィッチアッセイ）、或いは検出
可能部分で標識された抗免疫グロブリン抗体を用いて測定してもよい（間接サンドウィッ
チアッセイ）。例えば、サンドウィッチアッセイの一形態はＥＬＩＳＡアッセイであり、
この場合の検出可能部分は酵素である。
　免疫組織学のためには、腫瘍試料は新鮮でも凍結したものでもよく、パラフィンに包埋
して、例えばホルマリン等の保存剤で固定してもよい。
【００８０】
　Ｇ．細胞ベースアッセイ
　細胞ベースアッセイ及び免疫関連疾患の動物モデルを、ここで同定された遺伝子とポリ
ペプチド、並びに免疫関連疾患の発達と病原性との関係を更に理解するのに用いることが
できる。
　異なる方法では、ここに記載されたｃＤＮＡを特定の免疫関連疾患に関与することが知
られている或る細胞型の細胞へ形質移入し、これらのｃＤＮＡの免疫機能を刺激又は阻害
する能力を分析する。適当な細胞は所望の遺伝子で形質移入し、そして免疫機能をモニタ
ーすることができる。このような形質移入された株化細胞は、例えばＴ細胞の増殖又は炎
症細胞の浸潤を調節する免疫機能を阻害又は刺激するポリ－又はモノクローナル抗体又は
抗体組成物の能力を試験するのに用いることができる。ここに同定した遺伝子のコード化
配列で形質移入した細胞は、更に、免疫関連疾患の治療の候補薬の同定に用いることがで
きる。
　更には、安定な株化細胞が好ましいが、トランスジェニック動物から誘導された一次培
地を（下記のような）、ここでの細胞ベースアッセイに使用することができる。トランス
ジェニック動物から連続株化細胞を誘導する技術は、この分野で良く知られている（Smal
l等, Mol. Cell. Biol. 5, 642-648 [1985]参照）。
　一つの適切な細胞ベースアッセイは混合リンパ球反応（ＭＬＲ）である。Current Prot
ocols in Immunology, unit3.12；J.E. Coligan, A.M.Kruisbeek, D.H.Marglies, E. M.S
hevach, W.Strober編, 国立衛生研究所, John Wiley & Sons, Inc. から出版。このアッ
セイでは、試験化合物が活性化したＴ細胞の増殖を刺激又は阻害する能力をアッセイする
。レスポンダーＴ細胞の懸濁液を同種刺激細胞と共に培養し、トリチウム化チミジンの取
込によりＴ細胞の増殖能を測定する。このアッセイはＴ細胞反応性の一般的な測定法であ
る。多くのＴ細胞が応答し、活性化してＩＬ-２が産出されるため、このアッセイにおけ
る応答性の差異は、応答細胞によるＩＬ-２生成の差異を部分的に反映する。ＭＬＲの結
果は、標準的なリンホカイン（ＩＬ-２）検出アッセイにより確認することができる。上
掲のCurrent Protocols in Immunology, 3.15.6.3.を参照。
　ＭＬＲアッセイにおける増殖性Ｔ細胞応答は、アッセイされる分子の直接的な分裂促進
特性又は外的抗原が誘発した活性化による。ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドのＴ細胞刺激
活性の更なる証明は、同時刺激アッセイにより得ることができる。Ｔ細胞活性化には、Ｔ
細胞レセプター（ＴＣＲ）を通して媒介される抗原特異的シグナル、及び第二のリガンド
結合相互作用、例えばＢ７（ＣＤ８０、ＣＤ８６）／ＣＤ２８結合相互作用を通して媒介
される同時刺激シグナルが必要である。ＣＤ２８の架橋により、活性化Ｔ細胞によるリン
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ホカインの分泌が増加する。Ｔ細胞活性化はネガティブな又はポジティブな効果を有する
リガンドの結合を通してネガティブとポジティブの双方のコントロールを有する。ＣＤ２
８及びＣＴＬＡ-４はＢ７に結合するＩｇスーパーファミリーの関連糖タンパク質である
。Ｂ７に結合するＣＤ２８は、Ｔ細胞活性化のポジティブな同時刺激効果を有し；逆にＢ
７に結合するＣＴＬＡ-４はネガティブなＴ細胞脱活性化効果を有する。Chambers. C.A. 
and Allison. J.P., Curr. Opin. Immunol. (1997) 9:396。Schwartz, R.H., Cell (1992
) 71:1065；Linsey, P.S. and Ledbetter. J.A. Annu. Rev. Immunol. (1993) 11:191；J
une, C.H.等 Immunol. Today (1994) 15:321；Jenkins. M.K., Immunity (1994) 1:405。
同時刺激アッセイでは、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドはＴ細胞同時刺激又は阻害活性に
ついてアッセイされる。
【００８１】
　本発明におけるような刺激化合物の直接の使用は、４-１ＢＢ糖タンパク質、すなわち
プライムＴ細胞上で発現されるリガンド(４-１ＢＢＬ)に結合しＴ細胞の活性化と増殖を
シグナル伝達する腫瘍壊死因子レセプターファミリーのメンバーを用いる実験において実
証された。Alderson, M.E.等，J.Immunol. (1994) 24:2219。
　また、アゴニスト刺激化合物の使用も実験的に実証されている。アゴニスト抗４-１Ｂ
Ｂ抗体を用いた治療による４-１ＢＢの活性化は腫瘍の根絶化を亢進する。Hellstrom. I.
及びHellstrom, K.E., Crit. Rev. Immunol. (1998) 18:1。以下により詳細に記載する腫
瘍治療のための免疫アジュバント治療は、本発明の刺激化合物の使用の他の例である。
　別法として、免疫刺激又は増強効果は、血管透過性増強特性を有するＰＲＯ５２２５４
の投与により達成することもできる。増強された血管透過性は炎症と免疫細胞(例えば単
球、好酸球、ＰＭＮ)の局部的浸潤により緩和可能な疾患に有益であろう。
　他方、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド並びに本発明の他の化合物は、Ｔ細胞増殖／活性
化、リンホカイン分泌、及び／又は血管透過性の直接の阻害剤であるが、免疫反応を抑制
するために直接使用することができる。これらの化合物は、免疫反応の程度を低減し、過
剰活性、超最適(superoptimal)又は自己免疫反応により特徴付けられる免疫関連疾患の治
療に有用である。本発明の化合物のこの用途は、レセプターＢ７に結合するＣＴＬＡ-４
がＴ細胞を脱活性化する上述の実験により実証されている。本発明の直接の阻害化合物は
類似した形で機能する。血管浸透過性を抑制する化合物の使用は炎症を低減することが予
想される。このような使用は過度の炎症を伴う病状の治療に有益である。
　或いは、刺激ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドに結合し、これらの分子の刺激効果をブロ
ックする化合物、例えば抗体により、正味の阻害効果がつくりだされ、Ｔ細胞の増殖／活
性化及び／又はリンホカイン分泌を阻害することにより、Ｔ細胞媒介免疫反応を抑制する
ために使用することができる。ポリペプチドの刺激効果をブロックすることにより、哺乳
動物の免疫反応が抑制される。この用途は抗ＩＬ２抗体を使用する実験において実証され
ている。これらの実験において、抗体はＩＬ２に結合し、そのレセプターへのＩＬ２の結
合を阻害し、これによりＴ細胞阻害効果が達成される。
【００８２】
　　Ｈ．動物モデル
　更に、インビトロにおける細胞ベースアッセイの結果は、インビボ動物モデル及びＴ細
胞機能アッセイにより証明することができる。免疫関連疾患の進行及び病因におけるここ
に同定される遺伝子の役割を更に理解するために、そして抗体、及び小分子アンタゴニス
トを含む天然ポリペプチドの他のアゴニストを含む候補治療薬の有効性を試験するために
、種々の良く知られた動物モデルが使用できる。これらのモデルのインビボ性質により、
ヒト患者における反応を予測できる。免疫関連疾患の動物モデルは、非組換え及び組換え
（トランスジェニック）動物の両方を含む。非組換え動物モデルは、例えば、齧歯類、例
えばマウスモデルを含む。このようなモデルは、標準的な技術、例えば、皮下注射、尾部
静脈注射、脾臓移植、腹膜内移植、腎被膜下移植等により、細胞を同系マウスに導入する
ことにより作成される。
　移植片対宿主疾患は、免疫適格細胞が免疫抑制され又は耐性のある患者に移植された場
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合に生じる。ドナー細胞は宿主抗原を認識しそれに反応する。反応は生命に危険性のある
重度の炎症から、下痢や体重の減少等の軽度のケースまで多様である。移植片対宿主疾患
モデルはＭＨＣ抗原及び少量の移植抗原に対するＴ細胞反応性を評価する手段を提供する
。適切な手順は上記のCurrent Protocols in Immunology, unit4.3.に詳細に記載されて
いる。
　皮膚同種移植片拒絶のための動物モデルは、Ｔ細胞がインビボで組織の破壊を媒介する
能力を試験する手段であり、移植拒絶におけるそれらの役割の指標である。最も一般的で
容認されているモデルではマウスの尾の皮膚の移植片が使用される。繰り返し実験により
、皮膚同種移植片拒絶がＴ細胞、ヘルパーＴ細胞及びキラー-エフェクターＴ細胞により
媒介されるが、抗体では媒介されないことが分かった。Auchincloss, H. Jr.及びSachs, 
D.H., Fundamental Immunology, 2nd ed., W.E.Paul ed., Raven Press, NY, 1989, 889-
992。適切な手順は上掲のCurrent Protocols in Immunology, unit4.4.に詳細に記載され
ている。本発明の化合物の試験に使用可能な他の移植拒絶モデルは、Tanabe, M.等, Tran
splantation (1994) 58:23及びTinubu, S.A.等,　J. Immunol. (1994) 4330-4338により
記載されている同種心臓移植片モデルである。
【００８３】
　遅発型過敏症の動物モデルは、細胞媒介免疫機能のアッセイをまた提供する。遅発型過
敏反応は、抗原投与後の経過した時間まで、ピークに達しない炎症により特徴付けられる
Ｔ細胞媒介インビボ免疫反応である。これらの反応はまた組織特異的自己免疫疾患、例え
ば多発性硬化症(ＭＳ)及び実験的自己免疫脳脊髄炎(ＥＡＥ、ＭＳ用のモデル)で生じる。
適切な手順は上掲のCurrent Protocols in Immunology, unit4.5.に詳細に記載されてい
る。
　ＥＡＥは、Ｔ細胞及び単核細胞の炎症と、続いての中枢神経系における軸索の脱髄によ
り特徴付けられるＴ細胞媒介自己免疫疾患である。ＥＡＥは、一般的にヒトにおけるＭＳ
の関連動物モデルであると考えられている。Bolton. C., Multiple Sclerosis (1995)1:1
43。急性及び再発性弛緩モデルの双方が開発されている。本発明の化合物は上掲のCurren
t Protocols in Immunology, unit15.1及び15.2.に記載されているプロトコールを使用し
て、免疫媒介脱髄疾患に対するＴ細胞刺激又は阻害活性を試験することができる。また、
Duncan. I.D.等, Molec. Med. Today (1997) 554-561に記載されているようにして、オリ
ゴデンドロサイト又はシュワン細胞が中枢神経系に移植されたミエリン疾患のモデルも参
照されたい。
　接触性過敏症は、細胞媒介免疫機能の単純な遅発型過敏インビボアッセイである。この
手順において、遅発型過敏反応を生じさせる外因性ハプテンに皮膚を暴露し、反応を測定
して定量する。接触過敏症は最初の感作段階に顕在化段階が続く。顕在化段階はＴリンパ
球が過去に接触したことのある抗原に遭遇したときに生じる。腫れと炎症が生じ、ヒトア
レルギー性接触皮膚炎の優れたモデルが作成される。適切な手順は、Current Protocols 
in Immunology, J.E. Coligan, A.M.Kruisbeek, D.H.Marglies, E. M.Shevach, 及びW.St
rober編, John Wiley & Sons, Inc, unit4.2に詳細に記載されている。また、Grabbe, S.
及びSchwarz, T. Immun. Today 19(1):37-44(1998)も参照のこと。
【００８４】
　関節炎の動物モデルは、コラーゲン-誘発関節炎である。このモデルはヒト自己免疫慢
性関節リウマチの臨床的、組織的及び免疫学的特徴を共有し、ヒト自己免疫関節炎の許容
可能なモデルである。マウス及びラットモデルは滑膜炎、軟骨の腐食及び軟骨下(subchon
dral)骨により特徴付けられる。本発明の化合物は上掲のCurrent Protocols in Immunolo
gy, unit15.5.に記載されているプロトコールを使用し、自己免疫関節炎に対する活性を
試験することができる。また、Issekutz, A.C.等, Immunology (1996) 88:569に記載され
ているＣＤ１８及びＶＬＡ-４インテグリンに対するモノクローナル抗体を使用するモデ
ルも参照のこと。
　抗原誘発性気道反応亢進、肺好酸球増加症及び炎症が卵白アルブミンで動物を感作させ
、エアゾールにより送達される同様のタンパク質に動物を暴露することで誘発される喘息
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モデルが記載されている。いくつかの動物モデル（モルモット、ラット、非ヒト霊長類）
では、エアゾール抗原への暴露時にヒトのアトピー性喘息に類似した徴候が示された。マ
ウスモデルはヒト喘息の多くの特徴を有している。喘息治療における活性と有効性につい
て本発明の化合物を試験するのに適した手順は、Wolyniec, W.W.等, Am. J. Respir. Cel
l Mol. Biol. (1998) 18:777とそこに引用されている文献に記載されている。
　更に、本発明の化合物は乾癬用疾患の動物モデルにおいて試験することができる。ある
証拠によりＴ細胞が乾癬の病原であることを示唆されている。本発明の化合物は、Schon.
 M.P.等, Nat. Med. (1997) 3:183により記載されているscid／scidマウスモデルにおい
て試験することができ、そのモデルではマウスは乾癬に類似した組織病理学的皮膚病巣を
示す。他の適切なモデルはNickoloff, B.J.等, Am. J. Path. (1995) 146:580に記載され
ているようにして調製されたヒトskin／scidマウスキメラである。
【００８５】
　組換え（トランスジェニック）動物モデルは、ここに同定された遺伝子のコード部分を
、トランスジェニック動物作成のための標準的技術を用いて、対象とする動物のゲノムに
導入することにより加工できる。トランスジェニック操作の標的として提供できる動物は
、限定されないが、マウス、ラット、ウサギ、モルモット、ヒツジ、ヤギ、ブタ、及び非
-ヒト霊長類、例えばヒヒ、チンパンジー及びサルを含む。これらの動物に導入遺伝子を
導入するのにこの分野で知られた技術は、全核マイクロインジェクション（Hoppe及びWan
ger, 米国特許第4,873,191号）；胚系列へのレトロウィルス媒介遺伝子転移（例えば、Va
n der Putten等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 6148-615 [1985]）；胚性肝細胞での
遺伝子標的化（Thompson等, Cell 56, 313-321 [1989]）；胚のエレクトロポレーション
（Lo, Mol. Cel. Biol. 3, 1803-1814 [1983]）；精子媒介遺伝子転移（Lavitrano等, Ce
ll 57, 717-73 [1989]）を含む。概説としては、例えば、米国特許第4,736,866号を参照
のこと。
　本発明の目的のために、トランスジェニック動物は、その一部にのみ導入遺伝子を有す
るもの（「モザイク動物」）を含む。導入遺伝子は、単一の導入遺伝子として、又はコン
カテマー、例えば頭部と頭部又は頭部と尾部の直列型として組み込まれる。特定の細胞型
への導入遺伝子の選択的導入も、例えばLasko等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 6232
-636 (1992)の技術に従って可能である。
【００８６】
　トランスジェニック動物における導入遺伝子の発現は、標準的技術によってモニターで
きる。例えば、導入遺伝子の組み込みの確認にサザンブロット分析又はＰＣＲ増幅が用い
られる。次いで、ｍＲＮＡ発現のレベルは、インサイツハイブリダイゼーション、ノーザ
ンブロット分析、ＰＣＲ、又は免疫組織化学などの技術を用いて分析できる。
　例えば免疫細胞の特定の細胞への浸潤を確定するための組織学的検査によって、免疫疾
患病理の兆候に関してこの動物を更に調べてもよい。本発明の化合物によるＴ細胞増殖の
刺激又は阻害の程度を確定するために、この化合物で処理したトランスジェニック動物で
遮断実験をも行うことができる。これらの実験では、上記に記載のようにして調製した本
発明のポリペプチドと結合する遮断抗体が動物へ投与され、そして免疫機能への影響が測
定される。
【００８７】
　或いは、「ノックアウト」動物は、ここで同定されたポリペプチドをコードする内在性
の遺伝子と、動物の胚性細胞へ導入されたそのポリペプチドをコードする改変ゲノムＤＮ
Ａとの間の相同組換えの結果として、ここで同定されたポリペプチドをコードする欠陥又
は改変遺伝子を有するものとして構築することができる。例えば、ある特定ポリペプチド
をコードするｃＤＮＡは、確立されている技術によって、そのポリペプチドをコードする
ゲノムＤＮＡのクローニングに利用できる。ある特定のポリペプチドをコードするゲノム
ＤＮＡの一部は、その他の遺伝子、例えば組み込みをモニターするために利用できる選択
可能なマーカーをコードする遺伝子によって置き換え又は除去できる。概して、ベクター
は無変化のフランキングＤＮＡ（５'と３'末端の両方）を数キロベース含む［例えば、相
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同的組換えベクターについてはThomas及びCapecchi, Cell, 51:503 (1987)を参照のこと
］。ベクターを胚性幹細胞へ（例えば電気穿孔法等によって）導入し、導入されたＤＮＡ
が内在性ＤＮＡと相同的に組換えられた細胞を選択する［例えば、Li等, Cell, 69:915 (
1992)参照］。選択された細胞は次に動物（例えばマウス又はラット）の胚盤胞内に注入
され、集合キメラを形成する［例えば、Bradley, Teratocarcinomas and Embryonic Stem
 Cells: A Practical Approach, E. J. Robertson, ed. (IRL, Oxford, 1987), pp. 113-
152参照］。その後、キメラ性胚を適切な偽妊娠の雌性乳母に移植し、期間をおいて「ノ
ックアウト」動物をつくり出す。胚細胞に相同的に組換えられたＤＮＡを有する子孫は標
準的な技術により同定され、それらを利用して動物の全細胞が相同的に組換えられたＤＮ
Ａを含む動物を繁殖させることができる。ノックアウト動物は、例えば腫瘍の発達を含む
、ポリペプチドが不在であることによるある種の病理的状態及びその病理的状態の発達に
対する防御能力によって特徴付けられる。
【００８８】
　Ｉ．免疫アジュバント治療
　一実施態様では、本発明の免疫刺激化合物は腫瘍（癌）治療における免疫アジュバント
治療に使用することができる。Ｔ細胞がヒト腫瘍特異的抗原を認識することは十分に確立
されている。遺伝子のＭＡＧＥ、ＢＡＧＥ及びＧＡＧＥファミリーによりコードされる腫
瘍抗原の一グループは全ての成人の正常組織においてサイレントであるが、腫瘍、例えば
メラノーマ、肺腫瘍、頭部及び頸部の腫瘍、膀胱癌においては有意の量で発現している。
DeSmet. C.等, (1996) Proc. Natl. Acad. Sci.93:7149。Ｔ細胞の同時刺激により、イン
ビトロ及びインビボの双方において、腫瘍の退行及び抗腫瘍反応が誘発されることが示さ
れている。Melero. I.等, Nature Medicine (1997) 3:682；Kwon. E.D.等,　Proc. Natl.
 Acad. Sci.USA (1997) 94:8099；Lynch. D.H.等, Nature Medicine (1997) 3:625；Finn
. O.J.及びLotze. M.T., J. Immunol. (1998) 21:114。本発明の刺激化合物はアジュバン
トとして単独で又は増殖調節剤、細胞毒性薬又は化学療法剤と共に投与することができ、
Ｔ細胞増殖／活性化及び腫瘍抗原に対する抗腫瘍反応を刺激する。増殖調節剤、細胞毒性
薬又は化学療法剤は既知の投与方法で使用されている従来からの量で投与することができ
る。本発明の化合物による免疫刺激活性により、増殖調節剤、細胞毒性薬又は化学療法剤
の量を減らすことができ、よって、潜在的に患者に対する毒性を低下させることができる
。
【００８９】
　Ｊ．候補薬ためのスクリーニングアッセイ
　候補薬のスクリーニングアッセイは、ここで同定された遺伝子によってコードされてい
るポリペプチド、或いはその生物活性断片と結合又は複合化する化合物、或いはそうでな
ければコードされているポリペプチドと他の細胞性タンパク質の相互作用を妨害する化合
物を同定するように設計されている。このようなスクリーニングアッセイは、化学的ライ
ブラリの高スループットスクリーニングに従うアッセイを含み、特に、小分子候補薬の同
定に適している。考えられる小分子には、ペプチド、好ましくは可溶性ペプチド、（ポリ
）ペプチド-免疫グロブリン融合物を含む合成有機又は無機化合物を含み、そして特に限
定することなく、ヒト抗体及び抗体断片と並んで、ポリ-及びモノクローナル抗体及び抗
体断片、一本鎖抗体、抗イディオタイプ抗体、及びそのような抗体又は断片のキメラ又は
ヒト化異形を含む抗体を含む。このアッセイは、この分野で良く特徴付けられているタン
パク質－タンパク質結合アッセイ、生物学的スクリーニングアッセイ、免疫検定及び細胞
ベースのアッセイを含む種々の型式で実施される。すべてのアッセイは、候補薬とここで
同定された核酸によってコードされているポリペプチドの相互作用を可能にする条件下及
び十分な時間に渡って、これら二つの分子を接触させることを必要とするという点で共通
である。
　結合アッセイにおいて、相互作用は結合であり、形成された複合体は単離されるか、或
いは反応混合物中で検出することができる。特別な実施態様では、ここに同定された遺伝
子にコードされるポリペプチド又は候補薬が、共有又は非共有結合により固相、例えばマ
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イクロタイタープレートに固定化される。非共有結合は、一般的に固体表面をポリペプチ
ドの溶液で被覆し乾燥させることにより達成される。或いは、固定化すべきペプチドに特
異的な固定化抗体、例えばモノクローナル抗体を、そのペプチドを固体表面に固着させる
ために用いることができる。アッセイは、固定化成分、例えば固着成分を含む被覆表面に
、検出可能な標識で標識されていてもよい非固定化成分を添加することにより実施される
。反応が完了したとき、未反応成分を例えば洗浄により除去し、固体表面に固着した複合
体を検出する。最初の非固定化成分が検出可能な標識を有している場合、表面に固定化さ
れた標識の検出は複合体形成が起こったことを示す。最初の非固定化成分が標識を持たな
い場合は、複合体形成は、例えば、固定化された複合体に特異的に結合する標識抗体によ
って検出できる。
【００９０】
　候補化合物が相互作用するが特定のタンパク質に結合しない場合、そのレセプターとの
相互作用は、タンパク質－タンパク質相互作用を検出するために良く知られた方法によっ
てアッセイすることができる。そのようなアッセイは、架橋、同時免疫沈降、及び勾配又
はクロマトグラフィカラムを通す同時精製などの伝統的な手法を含む。更に、タンパク質
－タンパク質相互作用は、Fields及び共同研究者等［Fiels及びSong, Nature(London) 34
0, 245-246 (1989)；Chien等, Proc.Natl. Acad. Sci. USA 88, 9578-9582 (1991)］に記
載された酵母菌ベースの遺伝子系を用いることにより、Chevray及びNathans［Proc.Natl.
 Acad. Sci. USA 89, 5789-5793 (1991)］に開示されているようにモニターすることがで
きる。酵母菌ＧＡＬ４などの多くの転写活性化剤は、二つの物理的に別個のモジュラード
メインからなり、一方はＤＮＡ結合ドメインとして作用し、他方は転写活性化ドメインと
して機能する。以前の文献に記載された酵母菌発現系（一般に「２-ハイブリッド系」と
呼ばれる）は、この特性の長所を利用して、二つのハイブリッドタンパク質を用い、一方
では標的タンパク質がＧＡＬ４のＤＮＡ結合ドメインに融合し、他方では、候補となる活
性化タンパク質が活性化ドメインに融合している。ＧＡＬ１-ｌａｃＺリポーター遺伝子
のＧＡＬ４活性化プロモーターの制御下での発現は、タンパク質-タンパク質相互作用を
介したＧＡＬ４活性の再構成に依存する。相互作用するポリペプチドを含むコロニーは、
β-ガラクトシダーゼに対する色素生産性物質で検出される。２-ハイブリッド技術を用い
た二つの特定なタンパク質間のタンパク質-タンパク質相互作用を同定するための完全な
キット（MATCHMAKER(商品名)）は、Clontechから商業的に入手可能である。この系は、特
定のタンパク質相互作用に含まれるタンパク質ドメインのマッピング、並びにこの相互作
用にとって重要なアミノ酸残基の特定にも拡張することができる。
　ここで同定された遺伝子の相互作用を妨害する化合物と、試験が可能な他の細胞内又は
細胞外成分を見出すために、二つの産物の相互作用と結合を可能にする条件と時間の下で
、遺伝子の生産物、並びに細胞内又は細胞外成分を含有するように、反応混合物は、通常
は調製される。試験化合物の結合を阻害する能力を試験するためには、反応を試験化合物
が存在する場合と存在しない場合で実施する。更に、第三の反応混合物へプラシーボを添
加してポジティブコントロールとしてもよい。コントロール反応において複合体の形成が
あり、試験化合物を含有しない反応混合物では複合体の形成がないことは、試験化合物が
、試験化合物とその反応パートナーとの相互作用を妨害することを示す。
【００９１】
　Ｋ．免疫関連疾患治療のための組成物及び方法
　免疫関連疾患の治療に有用な組成物は、限定されないが、タンパク質、抗体、小有機分
子、ペプチド、ホスホペプチド、アンチセンス及びリボザイム分子、三重螺旋分子などを
含み、免疫機能、例えばＴ細胞増殖／活性化、リンホカイン放出、又は免疫細胞の浸潤を
阻害又は刺激する。
　例えば、アンチセンスＲＮＡ及びＲＮＡ分子は、標的ｍＲＮＡにハイブリダイゼーショ
ンしてタンパク質翻訳を防止することによりｍＲＮＡの翻訳を直接阻止する。アンチセン
スＤＮＡが用いられる場合、翻訳開始部位、例えば標的遺伝子ヌクレオチド配列の－１０
から＋１０位置の間から誘導されるオリゴデオキシリボヌクレオチドが好ましい。
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　リボザイムは、ＲＮＡの特異的切断を触媒できる酵素的ＲＮＡ分子である。リボザイム
は、相補的標的ＲＮＡへの配列特異的ハイブリダイゼーション、次いでヌクレオチド鎖切
断的切断により作用する。潜在的ＲＮＡ標的内の特異的リボザイム切断部位は、既知の技
術で同定できる。更なる詳細は、例えば、Rossi, Current Biology 4:469-471 (1994)及
びＰＣＴ公報番号WO97/33551（1997年9月18日発行）を参照。
　転写阻害に用いられる三重螺旋形成における核酸分子は一本鎖でデオキシヌクレオチド
からなる。これらのオリゴヌクレオチドの基本組成は、フーグスチン塩基対則を介する三
重螺旋形成を促進するように設計され、それは一般に二重鎖の一方の鎖上のプリン又はピ
リミジンのサイズ変更可能な伸展を必要とする。更なる詳細は、例えば、ＰＣＴ公報番号
WO97/33551, 上掲を参照。
　これらの分子は上記のスクリーニングアッセイの任意のもの又は任意の組み合わせによ
り、又は当業者に知られた他のスクリーニング技術により同定できる。
【００９２】
　Ｌ．抗ＰＲＯ５２２５４抗体
　本発明は、更に抗ＰＲＯ５２２５４抗体を提供するものである。抗体の例としては、ポ
リクローナル、モノクローナル、ヒト化、二重特異性及びヘテロコンジュゲート抗体が含
まれる。
　　１．ポリクローナル抗体
　抗ＰＲＯ５２２５４抗体はポリクローナル抗体を含む。ポリクローナル抗体の調製方法
は当業者に知られている。哺乳動物においてポリクローナル抗体は、例えば免疫剤、及び
所望するのであればアジュバントを、一又は複数回注射することで発生させることができ
る。典型的には、免疫剤及び／又はアジュバントを複数回皮下又は腹腔内注射により、哺
乳動物に注射する。免疫剤は、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド又はその融合タンパク質を
含みうる。免疫剤を免疫化された哺乳動物において免疫原性が知られているタンパク質に
抱合させるのが有用である。このような免疫原タンパク質の例は、これらに限られないが
、キーホールリンペットヘモシアニン、血清アルブミン、ウシサイログロブリン及び大豆
トリプシンインヒビターが含まれる。使用され得るアジュバントの例には、フロイント完
全アジュバント及びＭＰＬ-ＴＤＭアジュバント（モノホスホリル脂質Ａ、合成トレハロ
ースジコリノミコラート）が含まれる。免疫化プロトコールは、過度の実験なく当業者に
より選択されるであろう。
【００９３】
　　２．モノクローナル抗体
　或いは、抗ＰＲＯ５２２５４抗体はモノクローナル抗体であってもよい。モノクローナ
ル抗体は、Kohler及びMilstein, Nature, 256:495 (1975)に記載されているようなハイブ
リドーマ法を使用することで調製することができる。ハイブリドーマ法では、マウス、ハ
ムスター又は他の適切な宿主動物を典型的には免疫剤により免疫化することで、免疫剤に
特異的に結合する抗体を生成するか或いは生成可能なリンパ球を誘発する。或いは、リン
パ球をインビトロで免疫化することもできる。
　免疫剤は、典型的には対象とするＰＲＯ５２２５４ポリペプチド又はその融合タンパク
質を含む。一般にヒト由来の細胞が望まれる場合には末梢血リンパ球（「ＰＢＬｓ」）が
使用され、或いは非ヒト哺乳動物源が望まれている場合は、脾臓細胞又はリンパ節細胞が
使用される。次いで、ポリエチレングリコール等の適当な融合剤を用いてリンパ球を不死
化株化細胞と融合させ、ハイブリドーマ細胞を形成する［Goding, Monoclonal Antibodie
s: Principles and Practice, Academic Press, (1986) pp. 59-103］。不死化株化細胞
は、通常は、形質転換した哺乳動物細胞、特に齧歯動物、ウシ、及びヒト由来の骨髄腫細
胞である。通常、ラット又はマウスの骨髄腫株化細胞が使用される。ハイブリドーマ細胞
は、好ましくは、未融合の不死化細胞の生存又は増殖を阻害する一又は複数の物質を含有
する適切な培地で培養される。例えば、親細胞が、酵素のヒポキサンチングアニンホスホ
リボシルトランスフェラーゼ(ＨＧＰＲＴ又はＨＰＲＴ)を欠いていると、ハイブリドーマ
の培地は、典型的には、ヒポキサチン、アミノプチリン及びチミジンを含み（「ＨＡＴ培
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地」）、この物質がＨＧＰＲＴ欠乏性細胞の増殖を阻止する。
【００９４】
　好ましい不死化株化細胞は、効率的に融合し、選択された抗体生成細胞による安定した
高レベルの抗体発現を支援し、ＨＡＴ培地のような培地に対して感受性である。より好ま
しい不死化株化細胞はマウス骨髄腫株であり、これは例えばカリフォルニア州サンディエ
ゴのSalk Institute Cell Distribution Centerやメリーランド州ロックビルのアメリカ
ン・タイプ・カルチャー・コレクションより入手可能である。ヒトモノクローナル抗体を
生成するためのヒト骨髄腫及びマウス-ヒト異種骨髄腫株化細胞も開示されている［Kozbo
r, J. Immunol., 133:3001 (1984)、Brodeur等, Monoclonal Antibody Production Techn
iques and Applications, Marcel Dekker, Inc., New York, (1987) pp. 51-63］。
　次いでハイブリドーマ細胞が培養される培養培地を、ＰＲＯ５２２５４に対するモノク
ローナル抗体の存在について検定する。好ましくは、ハイブリドーマ細胞によって生成さ
れたモノクローナル抗体の結合特異性は免疫沈降又はラジオイムノアッセイ(ＲＩＡ)や酵
素結合免疫測定法(ＥＬＩＳＡ)等のインビトロ結合検定法によって測定する。このような
技術及びアッセイは、当該分野において公知である。モノクローナル抗体の結合親和性は
、例えばMunson及びPollard, Anal. Biochem., 107:220 (1980)によるスキャッチャード
解析法によって測定することができる。
　所望のハイブリドーマ細胞が同定された後、クローンを限界希釈法によりサブクローニ
ングし、標準的な方法で増殖させることができる［Goding, 上掲］。この目的のための適
当な培地には、例えば、ダルベッコの改変イーグル培地及びＲＰＭＩ-１６４０倍地が含
まれる。或いは、ハイブリドーマ細胞は哺乳動物においてインビボで腹水として増殖させ
ることもできる。
　サブクローンによって分泌されたモノクローナル抗体は、例えばプロテインＡ－セファ
ロース法、ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー法、ゲル電気泳動法、透析法又は
アフィニティークロマトグラフィー等の従来の免疫グロブリン精製方法によって培養培地
又は腹水液から単離又は精製される。
【００９５】
　また、モノクローナル抗体は、組換えＤＮＡ法、例えば米国特許第4,816,567号に記載
された方法により作成することができる。本発明のモノクローナル抗体をコードするＤＮ
Ａは、常套的な方法を用いて（例えば、マウス抗体の重鎖及び軽鎖をコードする遺伝子に
特異的に結合可能なオリゴヌクレオチドプローブを使用して）、容易に単離し配列決定す
ることができる。本発明のハイブリドーマ細胞はそのようなＤＮＡの好ましい供給源とな
る。ひとたび単離されたら、ＤＮＡは発現ベクター内に配することができ、これが宿主細
胞、例えばサルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、或いは免疫グ
ロブリンタンパク質を生成等しない骨髄腫細胞内に形質移入され、組換え宿主細胞内でモ
ノクローナル抗体の合成をすることができる。また、ＤＮＡは、例えば相同マウス配列に
換えてヒト重鎖及び軽鎖定常ドメインのコード配列を置換することにより［米国特許第4,
816,567号；Morrison等, 上掲］、又は免疫グロブリンコード配列に非免疫グロブリンポ
リペプチドのコード配列の一部又は全部を共有結合することにより修飾することができる
。このような非免疫グロブリンポリペプチドは、本発明の抗体の定常ドメインに置換でき
、或いは本発明の抗体の一つの抗原結合部位の可変ドメインに置換でき、キメラ性二価抗
体を生成する。
　抗体は一価抗体であってもよい。一価抗体の調製方法は当該分野においてよく知られて
いる。例えば、一つの方法は免疫グロブリン軽鎖と修飾重鎖の組換え発現を含む。重鎖は
一般的に、重鎖の架橋を防止するようにＦｃ領域の任意の点で切断される。或いは、関連
するシステイン残基を他のアミノ酸残基で置換するか欠失させて架橋を防止する。
　一価抗体の調製には、同じくインビトロ法が適している。抗体の消化による、その断片
、特にＦａｂ断片の生成は、当該分野において知られている慣用的技術を使用して達成が
可能である。
【００９６】
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　　３．ヒト及びヒト化抗体
　本発明の抗ＰＲＯ５２２５４抗体は、更にヒト化抗体又はヒト抗体を含む。非ヒト（例
えばマウス）抗体のヒト化形とは、キメラ免疫グロブリン、免疫グロブリン鎖或いはその
断片（例えばＦｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２或いは抗体の他の抗原結合サブ配
列）であって、非ヒト免疫グロブリンに由来する最小配列を含むものである。ヒト化抗体
はレシピエントの相補性決定領域（ＣＤＲ）の残基が、マウス、ラット又はウサギのよう
な所望の特異性、親和性及び能力を有する非ヒト種（ドナー抗体）のＣＤＲの残基によっ
て置換されたヒト免疫グロブリン（レシピエント抗体）を含む。幾つかの例では、ヒト免
疫グロブリンのＦｖフレームワーク残基は、対応する非ヒト残基によって置換されている
。また、ヒト化抗体は、レシピエント抗体にも、移入されたＣＤＲもしくはフレームワー
ク配列にも見出されない残基を含んでいてもよい。一般に、ヒト化抗体は、全て或いはほ
とんど全てのＣＤＲ領域が非ヒト免疫グロブリンのものに対応し、全て或いはほとんど全
てのＦＲ領域がヒト免疫グロブリンコンセンサス配列のものである、少なくとも一つ、典
型的には二つの可変ドメインの実質的に全てを含む。ヒト化抗体は、最適には免疫グロブ
リン定常領域(Ｆｃ)、典型的にはヒトの免疫グロブリンの定常領域の少なくとも一部を含
んでなる［Jones等, Nature, 321:522-525 (1986)；Riechmann等, Nature, 332:323-329 
(1988)；及びPresta, Curr. Op Struct. Biol., 2:593-596 (1992)］。
　非ヒト抗体をヒト化する方法はこの分野でよく知られている。一般的に、ヒト化抗体に
は非ヒト由来の一つ又は複数のアミノ酸残基が導入される。これら非ヒトアミノ酸残基は
、しばしば、典型的には「移入」可変ドメインから得られる「移入」残基と称される。ヒ
ト化は基本的に齧歯動物のＣＤＲ又はＣＤＲ配列でヒト抗体の該当する配列を置換するこ
とによりウィンター(Winter)及び共同研究者［Jonesら, Nature, 321:522-525 (1986)；R
iechmannら, Nature, 332:323-327 (1988)；Verhoeyenら, Science, 239:1534-1536 (198
8)］の方法に従って、齧歯類ＣＤＲ又はＣＤＲ配列をヒト抗体の対応する配列に置換する
ことにより実施される。よって、このような「ヒト化」抗体は、無傷のヒト可変ドメイン
より実質的に少ない分が非ヒト種由来の対応する配列で置換されたキメラ抗体(米国特許
第4,816,567号)である。実際には、ヒト化抗体は典型的には幾つかのＣＤＲ残基及び場合
によっては幾つかのＦＲ残基が齧歯類抗体の類似する部位からの残基によって置換された
ヒト抗体である。
【００９７】
　また、ヒト抗体は、ファージ表示ライブラリ［Hoogenboom及びWinter, J. Mol. Biol.,
 227:381(1991)；Marks等, J. Mol. Biol., 222:381 (1991)］を含むこの分野で知られた
種々の方法を用いて作成することもできる。また、Cole等及びBoerner等の方法も、ヒト
モノクローナル抗体の調製に利用することができる［Cole等, Monoclonal Antibodies an
d Cancer Therapy, Alan R. Liss. p.77 (1985)及びBoerner等, J. Immunol., 147(1):86
-95 (1991) ］。同様に、ヒト抗体はヒト免疫グロブリン座位をトランスジェニック動物
、例えば内在性免疫グロブリン遺伝子は部分的又は完全に不活性化されたマウスに導入す
ることにより産生することができる。投与の際に、遺伝子再配列、組立、及び抗体レパー
トリーを含むあらゆる観点においてヒトに見られるものに非常に類似しているヒト抗体の
生産が観察される。このアプローチは、例えば米国特許第5,545,807号；同第5,545,806号
；同第5,569,825号；同第5,625,126号；同第5,633,425号；同第5,661,016号、及び次の科
学文献：Marks等, Bio/Technology 10, 779-783 (1992)；Lonberg等, Nature 368 856-85
9 (1994)；Morrison, Nature 368, 812-13 (1994)；Fishwild等, Nature Biotechnology 
14, 845-51 (1996)；Neuberger, Nature Biotechnology 14, 826 (1996)；Lonberg及びHu
szar, Intern. Rev. Immunol. 13 65-93 (1995)に記載されている。
　また、抗体は、上記に記載のような既知の選択及び／又は突然変異誘発法を利用して親
和的に成熟している。好ましい親和性成熟抗体は、５倍、より好ましくは１０倍、更によ
り好ましくは２０又は３０倍も成熟抗体の調製の元である出発抗体（一般的には、マウス
、ヒト化又はヒト）より高い親和性を有する。
【００９８】
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　　４．二重特異性抗体
　二重特異性抗体は、少なくとも二つの異なる抗原に対して結合特異性を有するモノクロ
ーナル抗体、好ましくはヒトもしくはヒト化抗体である。本発明の場合においては、結合
特異性の一方はＰＲＯ５２２５４に対してであり、他方は任意の他の抗原、好ましくは細
胞表面タンパク質又はレセプター又はレセプターサブユニットに対してである。
　二重特異性抗体を作成する方法は当該技術分野において周知である。伝統的には、二重
特異性抗体の組換え生産は、二つの重鎖が異なる特異性を持つ二つの免疫グロブリン重鎖
／軽鎖対の同時発現に基づく［Milstein及びCuello, Nature, 305:537-539 (1983)］。免
疫グロブリンの重鎖と軽鎖を無作為に取り揃えるため、これらハイブリドーマ（クアドロ
ーマ）は１０種の異なる抗体分子の潜在的混合物を生成し、その内の一種のみが正しい二
重特異性構造を有する。正しい分子の精製は、アフィニティークロマトグラフィー工程に
よって通常達成される。同様の手順が1993年5月13日公開のWO93/08829、及びTraunecker
等, EMBO J.,10:3655-3656 (1991)に開示されている。
【００９９】
　所望の結合特異性（抗体-抗原結合部位）を有する抗体可変ドメインを免疫グロブリン
定常ドメイン配列に融合できる。融合は、好ましくは少なくともヒンジ部、ＣＨ２及びＣ
Ｈ３領域の一部を含む免疫グロブリン重鎖定常ドメインとのものである。少なくとも一つ
の融合には軽鎖結合に必要な部位を含む第一の重鎖定常領域（ＣＨ１）が存在することが
望ましい。免疫グロブリン重鎖融合をコードするＤＮＡ、及び望むのであれば免疫グロブ
リン軽鎖を、別々の発現ベクターに挿入し、適当な宿主生物に同時形質移入する。二重特
異性抗体を作成するための更なる詳細については、例えばSuresh等, Methods in Enzymol
ogy, 121:210 (1986)を参照されたい。
　ＷＯ９６／２７０１１に記載された他の方法によれば、一対の抗体分子間の界面を操作
して組換え細胞培養から回収される異種二量体の割合を最大にすることができる。好適な
界面は抗体定常ドメインのＣＨ３領域の少なくとも一部を含む。この方法では、第一抗体
分子の界面からの一又は複数の小さいアミノ酸側鎖がより大きな側鎖（例えばチロシン又
はトリプトファン）と置き換えられる。大きな側鎖と同じ又は類似のサイズの相補的「キ
ャビティ」を、大きなアミノ酸側鎖を小さいもの（例えばアラニン又はスレオニン）と置
き換えることにより第二の抗体分子の界面に作り出す。これにより、ホモダイマーのよう
な不要の他の最終産物に対してヘテロダイマーの収量を増大させるメカニズムが提供され
る。
【０１００】
　二重特異性抗体は、完全長抗体又は抗体断片（例えば、Ｆ（ａｂ’）２二重特異性抗体
）として調製できる。抗体断片から二重特異性抗体を産生する技術もまた文献に記載され
ている。例えば、化学結合を使用して二重特異性抗体を調製することができる。Brennan
ら,　Science, 229:81 (1985) は無傷の抗体をタンパク分解性に切断してＦ（ａｂ’）２

断片を産生する手順を記述している。これらの断片は、ジチオール錯体形成剤亜砒酸ナト
リウムの存在下で還元して近接ジチオールを安定化させ、分子間ジスルフィド形成を防止
する。産生されたＦａｂ’断片はついでチオニトロベンゾアート（ＴＮＢ）誘導体に転換
される。Ｆａｂ’-ＴＮＢ誘導体の一つをついでメルカプトエチルアミンでの還元により
Ｆａｂ’-チオールに再転換し、他のＦａｂ’-ＴＮＢ誘導体の等モル量と混合して二重特
異性抗体を形成する。作られた二重特異性抗体は酵素の選択的固定化用の薬剤として使用
することができる。
　大腸菌からＦａｂ’フラグメントを直接回収でき、これは化学的に結合して二重特異性
抗体を形成することができる。Shalaby等, J. Exp. Med., 175:217-225 (1992)は完全に
ヒト化された二重特異性抗体Ｆ（ａｂ’）２分子の製造を記述している。各Ｆａｂ’フラ
グメントは大腸菌から別個に分泌され、インビトロで定方向化学共役を受けて二重特異性
抗体を形成する。このようにして形成された二重特異性抗体は、正常なヒトＴ細胞及びＥ
ｒｂＢ２レセプターを過剰発現する細胞に結合可能で、ヒト乳房腫瘍標的に対するヒト細
胞障害性リンパ球の細胞溶解活性の誘因となる。
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【０１０１】
　また、組換え細胞培養から直接的に二重特異性抗体断片を作成し分離する様々な方法が
記述されている。例えば、二重特異性抗体はロイシンジッパーを使用して生産されている
。Kostelny等, J.Immunol. 148(5):1547-1553 (1992)。Ｆｏｓ及びＪｕｎタンパク質から
のロイシンジッパーペプチドを遺伝子融合により二つの異なった抗体のＦａｂ’部分に結
合させる。抗体ホモダイマーをヒンジ領域で還元してモノマーを形成し、ついで再酸化し
て抗体ヘテロダイマーを形成する。この方法はまた抗体ホモダイマーの生産に対して使用
することができる。Hollinger等, Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)によ
り記述された「ダイアボディ」技術は二重特異性抗体断片を作成する別のメカニズムを提
供した。断片は、同一鎖上の二つのドメイン間の対形成を可能にするには十分に短いリン
カーにより軽鎖可変ドメイン(ＶＬ)に重鎖可変ドメイン(ＶＨ)を結合してなる。従って、
一つの断片のＶＨ及びＶＬドメインは他の断片の相補的ＶＬ及びＶＨドメインと強制的に
対形成させられ、二つの抗原結合部位を形成する。単鎖Ｆｖ（ｓＦｖ）ダイマーの使用に
より二重特異性抗体断片を製造する他の方策もまた報告されている。Gruber等, J.Immuno
l. 152:5368 (1994)を参照されたい。
　二価より多い抗体も考えられる。例えば、三重特異性抗体を調製することができる。Tu
tt等, J.Immunol. 147:60 (1991)。
　例示的な二重特異性抗体は、ここに与えられたＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの二つの
異なるエピトープに結合しうる。或いは、抗ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドのアームは、
特定のＰＲＯ５２２５４ポリペプチド発現細胞に細胞防御メカニズムを集中させるように
、Ｔ細胞レセプター分子（例えばＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ２８、又はＢ７）等の白血球上の
トリガー分子又はＦｃγＲＩ（ＣＤ６４）、ＦｃγＲII（ＣＤ３２）及びＦｃγＲIII（
ＣＤ１６）等のＩｇＧ（ＦｃγＲ）に対するＦｃレセプターに結合するアームと結合しう
る。また、二重特異性抗体は特定のＰＲＯ５２２５４ポリペプチドを発現する細胞に細胞
毒性薬を局在化させるためにも使用されうる。これらの抗体はＰＲＯ５２２５４結合アー
ム及び細胞毒性薬又は放射性キレート化剤、例えばＥＯＴＵＢＥ、ＤＰＴＡ、ＤＯＴＡ、
又はＴＥＴＡと結合するアームを有する。興味の対象となる他の二重特異性抗体はＰＲＯ
５２２５４ポリペプチドに結合し、そして更に組織因子（ＴＦ）に結合する。
【０１０２】
　　５．ヘテロコンジュゲート抗体
　ヘテロコンジュゲート抗体もまた本発明の範囲に入る。ヘテロコンジュゲート抗体は、
二つの共有結合した抗体からなる。このような抗体は、例えば、免疫系細胞を不要な細胞
に対してターゲティングさせるため［米国特許第4,676,980号］及びＨＩＶ感染の治療の
ために［WO91/00360；WO92/200373；EP03089］提案されている。この抗体は、架橋剤に関
連したものを含む合成タンパク化学における既知の方法を使用して、インビトロで調製す
ることができると考えられる。例えば、ジスルフィド交換反応を使用するか又はチオエー
テル結合を形成することにより、免疫毒素を作成することができる。この目的に対して好
適な試薬の例には、イミノチオレート及びメチル-４-メルカプトブチリミデート、及び例
えば米国特許第4,6767,980号に開示されたものが含まれる。
【０１０３】
　　６．エフェクター機能の加工
　本発明の抗体をエフェクター機能について改変し、例えば癌治療における抗体の有効性
を向上させることが望ましい。例えば、システイン残基をＦｃ領域に導入し、それにより
、この領域に鎖間ジスルフィド結合を形成するようにしてもよい。そのようにして生成さ
れた同種二量体抗体は、向上した内部移行能力及び／又は増加した補体媒介細胞殺傷及び
抗体－依存性細胞性細胞毒性（ＡＤＣＣ）を有する可能性がある。Caron等, J. Exp. Med
. 176: 1191-1195 (1992)及びShopes, B. J. Immunol. 148: 2918-2922 (1992)参照。ま
た、向上した抗腫瘍活性を持つ同種二量体抗体は、Wolff等, Cancer research 53: 2560-
2565 (1993)に記載されている異種二官能性架橋を用いて調製することができる。或いは
、抗体は、二つのＦｃ領域を有するように加工して、それにより補体溶解及びＡＤＣＣ能
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力を向上させることもできる。Stevenson等, Anti-Cancer Drug Design 3: 219-230 (198
9)参照。
【０１０４】
　　７．免疫コンジュゲート
　また、本発明は、化学治療薬、毒素（例えば、細菌、真菌、植物又は動物由来の酵素活
性毒素、又はその断片）などの細胞毒性薬、或いは放射性同位体（即ち、放射性コンジュ
ゲート）と抱合している抗体を含む免疫複合体に関する。
　このような免疫複合体の生成に有用な化学治療薬を上に記載した。用いることのできる
酵素活性毒素及びその断片には、ジフテリアＡ鎖、ジフテリア毒素の非結合活性断片、（
緑膿菌からの）外毒素Ａ鎖、リシンＡ鎖、アブリンＡ鎖、モデクシン(modeccin)Ａ鎖、ア
ルファ-サルシン、アレウリテス・フォーディ(Aleurites fordii)タンパク質、ジアンチ
ン(dianthin)タンパク質、フィトラカ・アメリカーナ(Phytolaca americana)タンパク質
（PAPI、PAPII、及びPAP-S）、モモルディカ・チャランチア(momordica charantia)イン
ヒビター、クルシン(curcin)、クロチン(crotin)、サパオナリア・オフィシナリス(sapao
naria oficinalis)インヒビター、ゲロニン(gelonin)、ミトゲリン(mitogellin)、レスト
リクトシン(restrictocin)、フェノマイシン(phenomycin)、エノマイシン(enomycin)及び
トリコテセン(tricothecene)が含まれる。放射性コンジュゲート抗体の生成には、様々な
放射性ヌクレオチドが利用可能である。例としては、２Ｂｉ、１３１Ｉ、１３１Ｉｎ、９

０Ｙ、及び１８６Ｒｅが含まれる。
　抗体及び細胞毒性薬の複合体は、種々の二官能性タンパク質カップリング剤、例えば、
Ｎ-スクシンイミジル-３-(２-ピリジルジチオール)プロピオネート（ＳＰＤＰ）、イミノ
チオラン（ＩＴ）、イミドエステルの二官能性誘導体（ジメチルアジピミデートＨＣＬ等
）、活性エステル（ジスクシンイミジルスベレート等）、アルデヒド（グルタルアルデヒ
ド等）、ビス-アジド化合物（ビス(ｐ-アジドベンゾイル)ヘキサンジアミン等）、ビス-
ジアゾニウム誘導体（ビス-(ｐ-ジアゾニウムベンゾイル)-エチレンジアミン等）、ジイ
ソシアネート（トリエン２，６-ジイソシアネート等）、及びビス-活性フッ素化合物（１
，５-ジフルオロ-２，４-ジニトロベンゼン等）を用いて作成できる。例えば、リシン免
疫毒素は、Vitettaら, Science 238:1098 (1987)に記載されているように調製することが
できる。カーボン-１４-標識１-イソチオシアナトベンジル-３-メチルジエチレントリア
ミン五酢酸（ＭＸ-ＤＴＰＡ）は、放射性ヌクレオチドの抗体への抱合のためのキレート
剤の例である。ＷＯ９４／１１０２６参照。
　他の実施態様では、腫瘍の予備標的化で使用するために、抗体は「レセプター」（スト
レプトアビジン等）に抱合されてもよく、抗体-レセプター複合体は患者に投与され、次
いで清澄化剤を用いて未結合複合体を循環から除去し、次に細胞毒性薬（例えば、放射性
ヌクレオチド等）に抱合された「リガンド」（アビジン等）を投与する。
【０１０５】
　　８．免疫リポソーム
　また、ここに開示する抗体は、免疫リポソームとして調製してもよい。抗体を含むリポ
ソームは、Epsteinら, Proc. Natl. acad. Sci. USA, 82:3688 (1985)；Hwang等, Proc. 
natl. Acad. Sci. USA, 77:4030 (1980)；及び米国特許第4,485,045号及び第4,544,545号
に記載されたような、この分野で知られた方法で調製される。向上した循環時間を持つリ
ポソームは、米国特許第5,013,556号に開示されている。
　特に有用なリポソームは、ホスファチジルコリン、コレステロール及びＰＥＧ-誘導ホ
スファチジルエタノールアミン（ＰＥＧ-ＰＥ）を含む脂質組成物での逆相蒸発法によっ
て生成される。リポソームは、所定サイズのフィルターを通して押し出され、所望の径を
有するリポソームが生成される。本発明の抗体のＦａｂ’断片は、Martin等, J. Biol. C
hem. 257:286-288 (1982)に記載されているように、ジスルフィド交換反応を介してリポ
ソームに抱合され得る。化学治療薬（ドキソルビシン等）は、場合によってはリポソーム
内に包含される。Gabizon等, J. National Cancer Inst. 81(19) 1484 (1989)参照。
【０１０６】
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　Ｍ．製薬的組成物
　本発明の活性ＰＲＯ５２２５４分子（例えば、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド、抗ＰＲ
Ｏ５２２５４抗体、及び／又は各変異体）並びに上記に開示したスクリーニングアッセイ
で同定された他の分子は、免疫関連疾患の治療のために、製薬組成物の形態で投与するこ
とができる。
　本発明の活性ＰＲＯ５２２５４分子、好ましくはポリペプチド又は抗体の治療製剤は、
所望される程度の純度を持つ活性成分を、凍結乾燥製剤又は水性溶液の形態で、最適な製
薬上許容される担体、賦形剤又は安定化剤と混合することにより調製され保存される（Re
mington's Pharmaceutical Science 16th edition, Osol, A. Ed. [1980]）。許容される
担体、賦形剤、又は安定化剤は、用いられる用量及び濃度で受容者に非毒性であり、リン
酸、クエン酸、及び他の有機酸などの緩衝液；アスコルビン酸及びメチオニンを含む酸化
防止剤；防腐剤（オクタデシルジメチルベンジルアンモニウムクロライド；ヘキサメトニ
ウムクロライド；ベンズアルコニウムクロライド；ベンズエトニウムクロライド；フェノ
ール；ブチル又はベンジルアルコール；メチル又はプロピルパラベン等のアルキルパラベ
ン；カテコール；レゾルシノール；シクロヘキサノール；３-ペンタノール；及びｍ-クレ
ゾールなど）；低分子量（約１０残基未満）ポリペプチド；血清アルブミン、ゼラチン、
又は免疫グロブリン等のタンパク質；ポリビニルピロリドン等の親水性ポリマー；グリシ
ン、グルタミン、アスパラギン、ヒスチジン、アルギニン、又はリシン等のアミノ酸；グ
ルコース、マンノース、又はデキストリンを含む単糖類、二糖類、及び他の炭水化物、Ｅ
ＤＴＡ等のキレート剤、スクロース、マンニトール、トレハロース又はソルビトールなど
の糖；ナトリウムなどの塩形成対イオン；金属錯体（例えば、Ｚｎ-タンパク質錯体）及
び／又はトゥイーン（TWEEN(商品名)）、プルロニクス（PLURONICS(商品名)）、及びポリ
エチレングリコール（ＰＥＧ）等の非イオン性界面活性剤を含む。
【０１０７】
　本発明のスクリーニングアッセイによって同定された化合物は、当該分野において良く
知られた技術を用いて、類似の方法で製剤化することができる。
　また、リポフェクション又はリポソームを、ＰＲＯ５２２５４分子を細胞に導入するた
めに利用することができる。抗体断片が用いられる場合には、標的タンパク質の結合ドメ
インに特異的に結合する最小阻害断片が好ましい。例えば、抗体の可変領域配列に基づい
て、標的タンパク質配列に結合する能力を保持するペプチド分子を設計することができる
。このようなペプチドは、化学的に合成でき及び／又は組換えＤＮＡ技術によって生成で
きる。例えば、Marasco等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 7889-7893 (1993)参照。
　ここでの製剤は、治療すべき特定の徴候に必要な場合に一つ以上の活性化合物、好まし
くは互いに悪影響を及ぼさない相補的活性を持つものも含んでよい。或いは、又はそれに
加えて、組成物は、細胞毒性薬、サイトカイン又は増殖阻害剤を含んでもよい。これらの
分子は、適切には、意図する目的に有効な量の組み合わせで存在する。
　また、活性ＰＲＯ５２２５４分子は、例えばコアセルベーション技術により又は界面重
合により調製されたマイクロカプセル、例えば、各々ヒドロキシメチルセルロース又はゼ
ラチン-マイクロカプセル及びポリ(メタクリル酸メチル)マイクロカプセル中、コロイド
状薬物送達系(例えば、リポソーム、アルブミン小球、マイクロエマルション、ナノ粒子
及びナノカプセル)中、又はマイクロエマルション中に包括されていてもよい。これらの
技術は、Remington's Pharmaceutical Science 16th edition, Osol, A. Ed. (1980)に開
示されている。
　インビボ投与に使用される製剤は無菌でなければならない。これは、滅菌濾過膜を通し
た濾過により容易に達成される。
【０１０８】
　徐放性製剤又はＰＲＯ５２２５４分子を調製してもよい。徐放性製剤の好適な例は、抗
体を含有する固体疎水性ポリマーの半透性マトリクスを含み、このマトリクスは成形され
た物品、例えばフィルム、又はマイクロカプセルの形状である。除放性マトリクスの例は
、ポリエステル、ヒドロゲル（例えば、ポリ(２-ヒドロキシエチル-メタクリレート)又は



(67) JP 2010-187677 A 2010.9.2

10

20

30

40

50

ポリ(ビニルアルコール)）、ポリラクチド（米国特許第3,773,919号）、Ｌ-グルタミン酸
とγ-エチル-Ｌ-グルタマートのコポリマー、非分解性エチレン-酢酸ビニル、LUPRO52254
N DEPOTTM（乳酸-グリコール酸コポリマーと酢酸リュープロリドからなる注射可能なマイ
クロスフェア）等の分解性乳酸-グリコール酸コポリマー、ポリ-(Ｄ)-３-ヒドロキシブチ
ル酸を含む。エチレン-酢酸ビニル及び乳酸-グリコール酸などのポリマーは分子を１００
日に亘って放出することができるが、ある種のヒドロゲルはより短時間でタンパク質を放
出してしまう。カプセル化された抗体が身体内に長時間残ると、それらは３７℃の水分に
露出されることにより変性又は凝集し、その結果、生物学的活性の低下及び起こりうる免
疫原性の変化をもたらす。合理的な方法は、含まれる機構に依存する安定化について工夫
することができる。例えば、凝集機構がチオ-ジスルフィド交換を通した分子間Ｓ-Ｓ結合
形成であると発見された場合、安定化はスルフヒドリル残基の修飾、酸性溶液からの凍結
乾燥、水分含有量の制御、適切な添加剤の付加、及び特異的ポリマーマトリクス組成物の
開発によって達成されうる。
【０１０９】
　Ｎ．治療方法
　本発明のポリペプチド、抗体及び他の活性化合物は、組織への炎症細胞の浸潤、Ｔ細胞
増殖の刺激、Ｔ細胞増殖の阻害、増加又は減少した血管透過性又はその阻害によって特徴
付けられるものを含む、Ｔ細胞媒介疾患のような種々の免疫関連疾患及び症状を治療する
のに利用することが可能であると考えられている。
　本発明のポリペプチド、抗体及び他の化合物によって治療される例示的症状又は疾患に
は、限定されないが、全身性紅斑性狼瘡、リウマチ様関節炎、若年性慢性関節炎、脊椎関
節症、全身性硬化症（強皮症）、特発性炎症ミオパシー（皮膚筋炎、多発性筋炎）、シェ
ーグレン症候群、全身性血管炎、サルコイドーシス、自己免疫性溶血性貧血(免疫再生不
良性貧血、発作性夜間血色素尿)、自己免疫性血小板減少(特発性血小板減少性紫斑病、免
疫仲介血小板減少)、甲状腺炎(グレーブス疾患、ハシモト甲状腺炎、若年性リンパ球性甲
状腺炎、萎縮性甲状腺炎)、真性糖尿病、免疫仲介腎疾患(糸球体腎炎、尿細管間質性腎炎
)、中枢及び末梢神経系の脱髄疾患、例えば多発性硬化症、特発性脱随性多発神経障害、
又はギラン-バレー症候群、及び慢性炎症脱随性多発神経障害、肝胆道疾患、例えば感染
性肝炎（Ａ型、Ｂ型、Ｃ型、Ｄ型、Ｅ型肝炎及び他の非肝親和性(nonhepatotropic)ウィ
ルス）、自己免疫慢性活動性肝炎、原発性胆汁性肝硬変症、肉芽腫性肝炎、及び硬化性胆
管炎、炎症性腸疾患(潰瘍性大腸炎；クローン病)、グルテン過敏性腸疾患、及びウィップ
ル病、水疱性皮膚疾患、多形性紅斑及び接触性皮膚炎を含む自己免疫又は免疫媒介皮膚疾
患、乾癬、アレルギー性疾患、例えば喘息、アレルギー性鼻炎、アトピー性皮膚炎、食物
過敏症及び蕁麻疹、肺の免疫疾患、例えば好球性肺炎、特発性肺線維症及び過敏性肺炎、
拒絶反応及び移植片対宿主疾患を含む移植関連疾患が含まれる。
【０１１０】
　全身性紅斑性狼瘡では、疾患の中心的な媒介物は自己タンパク質／組織に対する自己反
応性抗体の産生と、続いての免疫媒介炎症の発生である。抗体は直接的又は間接的に組織
傷害を媒介する。Ｔリンパ球は組織損傷に直接的には関与していることは示されていない
が、Ｔリンパ球は自己反応性抗体の発生に必要である。よって、疾患の発生はＴリンパ球
に依存している。腎臓、肺、筋骨格、皮膚粘膜、眼、中枢神経系、心臓血管系、胃腸管、
骨髄及び血液を含む複数の器官及び系が臨床的に冒される。
　リウマチ様関節炎（ＲＡ）は、主に複数の関節の滑膜に関連する慢性全身性自己免疫炎
症疾患であり、結果として関節軟骨に傷害が生じる。病原はＴリンパ球依存性であり、リ
ウマチ因子、自己ＩｇＧに対する自己抗体の生成に付随し、結果として滑液及び血液にお
いて高レベルに達する免疫複合体を生成する。関節中のこれらの複合体は、滑膜中へのリ
ンパ球及び単球の顕著な浸潤と、続いての顕著な滑膜変化を誘発し；多数の好中球の添加
により同様の細胞で浸潤されるならば、関節空間／液でもしかりである。冒されている組
織は、多くの場合対称的なパターンで、主に関節である。しかしながら、二つの主な形態
の関節外疾患もまた生じる。一形態は進行中の進行性関節疾患及び肺線維症の典型的病巣
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、血管炎、及び皮膚潰瘍を伴う関節外障害の発生である。関節外疾患の第二の形態はいわ
ゆるフェルティー症候群であり、これは、ＲＡ疾患過程の末期、時には関節疾患が鎮静し
た後に生じ、好中球減少、血小板減少及び脾肥大の存在に関与する。これには、梗塞、皮
膚潰瘍及び壊疽の形成を伴う複数の器官において血管炎が付随する。多くの場合、患者に
は、発病している関節上にある皮下組織にリウマチ様小結節が発達し；その小結節は、末
期には混合炎症細胞浸潤に包囲された壊死性中心を有する。ＲＡにおいて生じる可能性の
ある他の徴候には：心外膜炎、胸膜炎、冠動脈炎、肺線維症を伴う間質性肺炎、乾性角結
膜炎、及びリウマチ様小結節が含まれる。
【０１１１】
　若年性慢性関節炎は、多くの場合１６歳未満で発症する慢性特発性炎症疾患である。そ
の表現型はＲＡといくつかの類似点があり；リウマチ因子が陽性である患者の中には若年
性リウマチ様関節炎に分類されるものもいる。この疾患は三つの主要なカテゴリー：小関
節(pauarticular)、多関節及び全身性に細分類される。関節炎は重度で典型的には破壊的
であり、関節強直症及び遅延成長に至る。他の徴候には慢性前部ブドウ膜炎及び全身性ア
ミロイド症が含まれる。
　脊椎関節症は、いくつかの共通した臨床的特徴とＨＬＡ-Ｂ２７遺伝子産物の発現との
共通の関連性を持つ疾患のグループである。該疾患には：Bechterew氏病(ankylosing spo
nylitis)、ライター症候群（反応性関節炎）、炎症性大腸疾患に関連した関節炎、乾癬に
関連した脊椎炎、若年発生脊椎関節症及び未分化脊椎関節症が含まれる。顕著な特徴には
、脊椎炎を伴うか伴わない仙腸関節炎；炎症非対称性関節炎；ＨＬＡ-Ｂ２７（クラスＩ 
ＭＨＣのＨＬＡ-Ｂ座位にある血清学的に定義された対立遺伝子）との関連；眼の炎症、
及び他のリウマチ疾患に関連した自己抗体の不在が含まれる。疾患の誘導に対する鍵とし
て最も関わっている細胞はＣＤ８＋Ｔリンパ球で、クラスＩ ＭＨＣ分子により提示され
る抗原を標的としている細胞である。ＣＤ８＋Ｔ細胞は、ＭＨＣクラスＩ分子により発現
された外来ペプチドであるかのように、クラスＩ ＭＨＣ対立遺伝子ＨＬＡ-Ｂ２７に対し
て反応する。ＨＬＡ-Ｂ２７のエピトープが細菌性又は他の微生物の抗原性エピトープを
模倣し、よってＣＤ８＋細胞の反応を誘発すると仮定されている。
【０１１２】
　全身性硬化症（強皮症）は病因がよく知られていない。疾患の顕著な特徴は皮膚の硬結
であり；これは活性な炎症プロセスにより誘発されると思われる。強皮症は局部的又は全
身性であり：血管病巣が共通しており、微小血管系における内皮細胞傷害が全身性硬化症
の発達における初期の重要な事象であり；血管傷害は免疫媒介されうる。免疫学的基準は
、皮膚病巣における単核細胞浸潤の存在と、多くの患者において抗細胞核抗体の存在によ
って導かれる。多くの場合、ＩＣＡＭ-１が皮膚病巣の線維芽細胞の細胞表面でアップレ
ギュレーションされ、これらの細胞とのＴ細胞の相互作用が疾患の病因においてある役割
を担っていることが示唆される。関連する他の器官には：胃腸管：結果的に異常なぜん動
／運動性となる平滑筋萎縮症及び線維症：腎臓：小弓形及び小葉間動脈に影響を及ぼし、
結果として腎皮質の血流が低下し、タンパク尿、高窒素血尿及び高血圧になる同心性内皮
下内膜増殖：骨格筋：萎縮、間質性線維症：炎症：肺：間質性肺炎及び間質性線維症：及
び心臓：収縮バンド壊死、瘢痕／線維症が含まれる。
　皮膚筋炎、多発性筋炎及び他のものを含む特発性炎症ミオパシーは病因がよく知られて
いない慢性筋肉炎症疾患であり、筋肉の弱化に至る。筋肉損傷／炎症は多くの場合対照的
で進行性である。自己抗体は多くの形態と関連している。これらの筋炎特異的自己抗体は
、タンパク質合成に関与する成分、タンパク質及びＲＮＡに対して産生されその機能を阻
害する。
　シェーグレン症候群は、免疫媒介炎症と、涙腺及び唾液腺の続く機能破壊によるもので
ある。この疾患は炎症結合組織疾患に関連するか又はそれに伴う場合がある。この疾患は
、双方とも小さいＲＮＡ-タンパク質複合体であるＲｏ及びＬａ抗原に対する自己抗体産
生に関連している。病巣は乾性角結膜炎、口内乾燥症で、胆汁性硬変、末梢又は感覚ニュ
ーロパシー、及び明白な紫斑病を含む他の徴候又は関連を伴うものに至る。
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【０１１３】
　全身性血管炎症は一次病巣が炎症で、続いて血管にダメージを受け、結果として冒され
た脈管により供給される組織に虚血／壊死／変性が生じ、いくつかのケースでは最終的な
末端器官機能障害になるといった疾患である。また、血管炎(vasculitides)は他の免疫炎
症媒介疾患、例えばリウマチ様関節炎、全身性硬化症等、特に免疫複合体の生成に関連し
た疾患等の続発症として又は二次病変として生じる場合がある。原発性全身性血管炎症グ
ループの疾患には：全身壊死性血管炎：多動脈炎結節(polyarteritis nodosa)、アレルギ
ー性脈管炎及び肉芽腫症、多脈管炎：ヴェゲナー肉芽腫症；リンパ腫様肉芽腫症：及び巨
細胞動脈炎が含まれる。その他の血管炎には：粘膜皮膚リンパ節症候群(ＭＬＮＳ又は川
崎病)、隔離されたＣＮＳ血管炎、ベヘット(Behet's)病、閉塞性血栓性血管炎（バージャ
ー病）及び皮膚壊死性細静脈炎(venulitis)が含まれる。列挙した血管炎のほとんどの種
類の発病メカニズムは、主に脈管壁に免疫グロブリン複合体が付着し、続いてＡＤＣＣ、
補体活性又は双方を介して炎症反応が誘発されることによると考えられている。
　サルコイドーシスは、体内のほとんど全ての組織中における類上皮細胞肉芽腫の存在に
より特徴づけられる病因がよく知られていない病状であり；肺の関与が最も一般的である
。病因は疾患部位に活性マクロファージ及びリンパ球が残留していることに関連しており
、続いてこれらの細胞型より放出される局部的又は全身的活性産物の放出の結果として慢
性続発症が生じる。
　自己免疫性溶血性貧血、免疫再生不良性貧血、及び発作性夜間血色素尿を含む自己免疫
溶性血性貧血は、赤血球（いくつかの場合においては血小板もまた含む他の血液細胞）表
面で発現した抗原と反応する抗体が産出される結果によるものであり、補体媒介溶解及び
／又はＡＤＣＣ／Ｆｃ-レセプター-媒介メカニズムを介して、その抗体被覆細胞の除去に
反映される。
【０１１４】
　他の臨床的環境における血小板減少性紫斑病及び免疫仲介血小板減少を含む自己免疫性
血小板減少では、血小板破壊／除去が、抗体又は補体が血小板に接合し、続いて補体溶解
、ＡＤＣＣ又はＦｃ-レセプター-媒介メカニズムにより除去される結果として生じる。
　グレーブス疾患、ハシモト甲状腺炎、若年性リンパ球性甲状腺炎、及び萎縮性甲状腺炎
を含む甲状腺炎は、甲状腺内に存在し多くの場合甲状腺に特異的なタンパク質と反応する
抗体の産生を伴う、甲状腺抗原に対する自己免疫反応の結果によるものである。自然のモ
デル：ラット（ＢＵＦ及びＢＢラット）及びチキン（肥満チキン種）；誘導性モデル：サ
イログロブリン、甲状腺ミクロソーム抗原(甲状腺ペルオキシダーゼ)のいずれかでの動物
の免疫化を含む実験用モデルが存在する。
　Ｉ型真性糖尿病又はインスリン依存性糖尿病は膵臓ランゲルハンス島β細胞の自己免疫
破壊であり；この破壊は自己抗体及び自己反応性Ｔ細胞により媒介される。また、インス
リン又はインスリン様レセプターに対する抗体は、インスリン-非反応性の表現型をつく
りだすことができる。
　糸球体腎炎及び尿細管間質性腎炎を含む免疫仲介腎疾患は、腎抗原に対する自己反応性
抗体又はＴ細胞が産生される結果として直接的に、又は他の非腎抗原に対して反応性であ
る、腎臓中の抗体及び／又は免疫複合体の沈着の結果として間接的に、腎組織に抗体又は
Ｔ細胞媒介傷害が生じることによるものである。よって、免疫複合体の生成をもたらす他
の免疫媒介疾患により、間接的続発症として免疫媒介腎疾患も誘発しうる。直接的及び間
接的免疫メカニズムの双方により、結果として、器官機能が損なわれ、いくつかの場合で
は腎臓機能不全に進行する、病巣発達を腎組織に生じさせ／誘発する炎症反応が生じる。
体液及び細胞免疫メカニズムの双方が障害の発病に関与しうる。
【０１１５】
　多発性硬化症；特発性脱随性多発神経障害又はギラン-バレー症候群；及び慢性炎症脱
随性多発神経障害を含む中枢及び末梢神経系の脱髄疾患は、自己免疫に原因を有し、オリ
ゴデンドロサイト又はミエリンに直接的に引き起こされる損傷の結果として神経脱髄が生
じると考えられている。ＭＳにおいては、疾患の誘発及び進行がＴリンパ球に依存するこ
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とを示唆する証拠がある。多発性硬化症は、Ｔリンパ球依存性であり、再発性弛緩経路又
は慢性進行経路のいずれかを有する脱髄疾患である。病因はよく知られていないが、ウィ
ルス感染、遺伝的素因、環境及び自己免疫性の全てが寄与している。病巣は優勢なＴ細胞
媒介小膠細胞の湿潤と、浸潤しているマイクロファージを含み；ＣＤ４＋Ｔリンパ球は病
巣における優勢な細胞型である。オリゴデンドロサイトの細胞死と続く脱髄のメカニズム
はよく知られていないが、Ｔリンパ球により推進されていると思われる。
　好球性肺炎；特発性肺線維症及び過敏性肺炎を含む炎症及び線維症の肺疾患には、調節
されない免疫炎症反応が関連している。その反応の阻害は治療的に有益であろう。
　水疱性皮膚疾患、多形性紅斑及び接触性皮膚炎を含む自己免疫又は免疫媒介皮膚疾患は
自己抗体により媒介され、その発病はＴリンパ球依存性である。
　乾癬はＴリンパ球媒介炎症疾患である。病巣にはＴリンパ球、マクロファージ及び抗原
プロセシング細胞及びある種の好中球の浸潤が含まれる。
【０１１６】
　喘息；アレルギー性鼻炎；アトピー性皮膚炎；食物過敏症及び蕁麻疹等を含むアレルギ
ー性疾患はＴリンパ球依存性である。これらの疾患はＴリンパ球誘発性炎症、ＩｇＥ媒介
炎症、又は双方の組合せにより主に媒介される。
　拒絶反応及び移植片対宿主疾患（ＧＶＨＤ）を含む移植関連疾患はＴリンパ球依存性で
あり；Ｔリンパ球の機能を阻害することで改善される。
　免疫及び／又は炎症反応への介在が有益である他の疾患は、限定するものではないがウ
ィルス感染（限定するものではないがＡＩＤＳ、Ａ型、Ｂ型、Ｃ型、Ｄ型、Ｅ型肝炎及び
ヘルペス）、細菌感染、真菌感染、原生動物感染及び寄生虫感染（ＭＬＲを刺激する分子
（又は誘導体／アゴニスト）を治療に利用し、感染要因に対する免疫反応性を増強するこ
とができる）を含む感染疾患、ＭＬＲを刺激し、治療に利用し、遺伝子し、獲得し、感染
誘発された（例えばＨＩＶ感染）状態に対する免疫反応を増強するために治療上用いるこ
とが可能な免疫欠損疾患（分子／誘導体／アゴニスト）又は医原性（即ち、化学療法から
のもの）免疫欠損、及び異常増殖である。
　ヒト癌患者の中には、異常増殖細胞上の抗原に反応する抗体及び／又はＴリンパ球を発
生させるものもいることが証明されている。また、異常増殖のある動物モデルにおいても
、免疫反応を増強することで、特定の異常増殖が拒絶又は退行する結果になることも示さ
れている。ＭＬＲにおけるＴリンパ球反応を増強する分子は、異常増殖に対する免疫反応
を増強するインビボでの利用性を有している。ＭＬＲにおけるＴリンパ球増殖反応を増強
する分子（又は拮抗的に同じレセプターに影響を及ぼした小分子アゴニスト又は抗体）は
、癌の治療に治療的に使用することができる。また、ＭＬＲにおいてリンパ球反応を阻害
する分子は、異常増殖中に、新生物に対する免疫反応を抑制するように、インビボで機能
し；このような分子は新生物細胞自体により発現されうるか、又はその発現は他の細胞中
の新生物により誘発されうる。このような阻害分子（抗体、小分子アンタゴニスト又は他
の手段による）の拮抗作用により免疫媒介腫瘍拒絶が増強される。
　更に、炎症誘発性特性を有する分子を阻害することは、再灌流傷害；脳卒中；心筋梗塞
；アテローム性動脈硬化；急性肺傷害；出血性ショック；火傷；敗血症／敗血症ショック
；急性尿細管壊死；子宮内膜症；変性関節疾患及び膵炎(pancreatis)の治療に有益である
。
【０１１７】
　本発明の化合物、例えばポリペプチド又は抗体は、哺乳動物、好ましくはヒトに、周知
の方法、例えば、ボーラスとして又は所定時間に渡る連続注入による静脈内投与、筋肉内
、腹膜内、脳脊髄内、皮下、関節間、滑膜内、鞘内、経口、局所、又は吸入（鼻腔内、肺
内の）経路などにより投与される。ポリペプチド及び抗体の静脈内又は吸入投与が好まし
い。
　免疫アジュバンド療法では、抗癌剤の投与のような他の治療的養生法を本発明のタンパ
ク質、抗体又は化合物の投与と組み合わせてもよい。また、本発明の免疫アジュバンドで
治療される患者は、抗癌剤（化学療法剤）又は放射線治療を受けてもよい。このような化
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学治療剤の調製法及び用量スケジュールは、製造者の指示に従って使用されるか、熟練し
た実務者により経験的に決定される。そのような化学治療に対する調製法及び用量スケジ
ュールはまたChemotherapy Service M.C. Perry編, Williams & Wilkins, Baltimore, MD
 (1992)にも記載されている。化学治療剤は、免疫アジュバンドの投与に先立って、又は
続いて投与してもよく、或いはそれらと同時に投与してもよい。その上に、抗エストロゲ
ン化合物、例えばタモキシフェン等の抗エストロゲン化合物又はオナプリストンなどの抗
プロゲステロン（EP 616812参照）を、これらの分子について知られた用量で与えてもよ
い。
　また、他の免疫疾患関連又は腫瘍関連抗原に対する抗体、例えばＣＤ２０、ＣＤ１１ａ
、ＣＤ１８、ＥｒｂＢ２、ＥＧＦＲ、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４、又は血管内皮因子（ＶＥ
ＧＦ）に結合する抗体を投与することも好ましい。或いは、又はその上に、ここで開示さ
れる同じ又は二つ以上の異なる抗原と結合する二つ以上の抗体を、患者へ同時投与しても
よい。時折、患者にサイトカインを投与することも有利である。好ましい実施態様では、
本発明のポリペプチドを、増殖阻害剤と同時投与する。例えば、まず増殖阻害剤を投与し
、続いて本発明のポリペプチドを投与する。しかしながら、同時投与、又は最初に投与す
ることも考えられる。増殖阻害剤についての適切な用量は、現在用いられている量であり
、増殖阻害剤と本発明のポリペプチドとの組み合わせ（相乗）効果により減少させてもよ
い。
【０１１８】
　免疫関連疾患の治療又は重症度の軽減のためには、本発明の化合物の適切な用量は、上
記に定義したような治療される疾患の型、疾患の重篤さ及び経過、防止又は治療目的で薬
剤が投与されるか否か、従前の治療、患者の臨床履歴及び薬剤に対する反応、及び主治医
の裁量に依存する。薬剤は、患者に一回又は一連の治療に渡って適切に投与される。
　例えば、一又はそれ以上の別々の投与或いは連続注入のどちらでも、例えば、疾患の型
及び重篤さに応じて、約１μｇ／ｋｇから１５ｍｇ／ｋｇ（例えば、０．１－２０ｍｇ／
ｋｇ）のポリペプチド又は抗体が、患者に投与するための最初の候補用量である。典型的
な１日の用量は、上記の要因に応じて、約１μｇ／ｋｇから１００ｍｇ／ｋｇ又はそれ以
上であろう。数日以上に渡る繰り返し投与のためには、状態に応じて、疾患の徴候に所望
の抑制が現れるまで治療が続けられる。しかしながら、他の用量計画が有用であることも
ある。従来の技術及びアッセイによって、この治療の進行は容易にモニターされる。
【０１１９】
　Ｏ．製造品
　本発明のその他の実施態様では、上記の疾患の診断又は治療に有用な物質を含む製造品
が提供される。この製造品は容器とラベルとを含んでなる。好適な容器は、例えば、ビン
、バイアル、シリンジ、及び試験管を含む。容器は、ガラス又はプラスチックなどの材料
から形成されてよい。容器は、状態を診断し治療するのに有効な組成物を収容し、無菌の
アクセスポートを有し得る（例えば、容器は皮下注射針で貫通可能なストッパーを有する
静脈内溶液バッグ又はバイアルであってよい）。組成物中の活性剤は本発明のポリペプチ
ド又は抗体である。容器上又は添付されるラベルは、組成物が選択した状態の診断又は治
療のために使用されることを示す。製造品は更に、リン酸緩衝塩水、リンガー液及びデキ
ストロース溶液などの製薬的に許容される緩衝液を含む第二の容器を具備してもよい。更
に、他の緩衝液、希釈剤、フィルター、針、シリンジ、及び使用上の指示を付けたパッケ
ージ挿入物を含む商業的及び使用者の見地から望ましい他の材料を含んでもよい。
【０１２０】
　Ｐ．免疫関連疾患の診断及び予後
　細胞表層タンパク質、例えばある免疫関連疾患において過剰発現するタンパク質は、候
補薬や疾患療法にとって優れた標的である。免疫関連疾患で増幅した遺伝子によってコー
ドされている分泌タンパク質に加えて、これと同じタンパク質には、これら疾患の診断及
び予後において更なる用途があることが見出されている。例えば、多発性硬化症、リュウ
マチ関節炎、又はその他の免疫関連疾患において増幅した遺伝子のタンパク質生産物に対
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する抗体は、診断上に又は予後兆候として利用できる。
　例えば、抗体断片を含む抗体は、増幅又は過剰発現した遺伝子（「マーカー遺伝子産物
」）によってコードされたタンパク質の発現の定性的又は定量的検出に用いることができ
る。抗体は、好ましくは検出可能な、例えば蛍光標識を備え、結合は光学顕微鏡、フロー
サイトメトリー、蛍光定量法、又はこの分野で知られた他の技術によってモニターできる
。過剰発現している遺伝子が細胞表層タンパク質をコードする場合には、これらの技術は
特に適している。このような結合アッセイは、上記に記載のように原則的に実施される。
　マーカー遺伝子産物に結合する抗体のインサイツ検出は、例えば、免疫蛍光又は免疫電
子顕微鏡によって実施できる。この目的のために、組織学的試料を患者から取り出し、好
ましくは生物学的試料に抗体を被せることにより、標識抗体をそれに適用する。また、こ
の手法によって、試験される組織におけるマーカー遺伝子産物の分布の決定を可能にする
。当業者には、インサイツ検出のために広範な組織学的方法が容易に利用できることは明
らかであろう。
【０１２１】
　以下の実施例は例示目的のためにのみ提供されるものであって、本発明の範囲を決して
限定することを意図するものではない。
　本明細書で引用した全ての特許及び参考文献は、その全体を出典明示によりここに取り
込む。
【実施例】
【０１２２】
　実施例で言及されている全ての他の市販試薬は、特に示さない限りは製造者の使用説明
に従い使用した。ＡＴＣＣ登録番号により以下の実施例及び明細書全体を通して特定され
ている細胞の供給源はアメリカン・タイプ・カルチャー・コレクション、マナッサス、バ
ージニアである。
【０１２３】
実施例１：ＰＲＯ５２２５４のクローニング
　発現配列タグ（ＥＳＴ）ＤＮＡデータベースを検索して、関心のあるドメイン、特に免
疫グロブリン（Ｉｇ）ドメイン及び（ＩＴＩＭ）を含むＥＳＴを同定した。検索は、コン
ピュータプログラムＢＬＡＳＴ又はＢＬＡＳＴ２（Altschul等, Methods in Enzymology 
266: 460-480 (1996)）を用いて、関心のあるドメインの配列の６フレーム翻訳との比較
として実施した。既知のタンパク質をコードせず、ＢＬＡＳＴスコア７０（９０の場合も
ある）又はそれ以上を持つ比較物が培養され、必要であれば、プログラム「phrap」（Phi
l Green, University of Washington, Seattle, WA）で集団化してコンセンサスＤＮＡ配
列に構築した。
　上記の配列に基づいて、オリゴヌクレオチドを：１）ＰＣＲにより関心のある配列を含
むｃＤＮＡライブラリを同定するため、及び２）ＰＲＯ５２２５４の完全長コード配列の
クローンを単離するプローブとして用いるために合成した。正方向及び逆方向ＰＣＲプラ
イマーは一般的に２０から３０ヌクレオチドの範囲であり、しばしば約１００－１０００
ｂｐ長のＰＣＲ産物を与えるために設計される。プローブ配列は、典型的に４０－５５ｂ
ｐ長である。或る場合には、コンセンサス配列が約１－１．５ｋｂｐより大きいときに付
加的なオリゴヌクレオチドが合成される。完全長クローンについて幾つかのライブラリを
スクリーニングするために、ライブラリからのＤＮＡを、Ausubel等, Current Protocols
 in Molecular Biology, 上掲, に従って、ＰＣＲプライマー対でのＰＣＲ増幅によりス
クリーニングした。次いでポジティブライブラリを用いて、プローブオリゴヌクレオチド
及びプライマー対の一方を用いて関心ある遺伝子をコードするクローンを単離した。
　使用したオリゴヌクレオチドプローブは以下の通りである：
5’ CGTCCTATCTGCAGTCGGCTACTTTCA 3’（正方向プライマー）（配列番号５）
5’ CCAGAAGATGCCTCTGGTTGCTAACCA 3’（逆方向プライマー）（配列番号６）
【０１２４】
　種々の組織からの、異なる５０のヒトｃＤＮＡライブラリのプールをクローニングに使
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用した。ｃＤＮＡクローンの単離に用いたｃＤＮＡライブラリは、Invitrogen, San Dieg
o, CAからのもの等の市販試薬を用いて標準的な方法によって作成した。ｃＤＮＡは、Ｎ
ｏｔＩ部位を含むオリゴｄＴでプライムし、平滑末端でＳａｌＩヘミキナーゼアダプター
に結合させ、ＮｏｔＩで切断し、ゲル電気泳動で適切にサイズ分類し、そして適切なクロ
ーニングベクター（ｐＲＫＢ又はｐＲＫＤ等；ｐＲＫ５ＢはＳｆｉＩ部位を含まないｐＲ
Ｋ５Ｄの前駆体である；Holmes等, Science, 253:1278-1280 (1991)参照）に、独特のＸ
ｈｏＩ及びＮｏｔＩ部位において、所定の方向でクローニングした。
　ここでＤＮＡ３２７１４５と表されるクローンの完全長ヌクレオチド配列を、図１に示
す（配列番号１）。ＤＮＡ３２７１４５クローンは、単一のオープンリーディングフレー
ムを含み、ヌクレオチド位置７７－７９に見かけの翻訳開始部位、そしてヌクレオチド位
置８０９－８１１に停止シグナルを持つ（図１、配列番号１）。予測されるポリペプチド
前駆体は２４４アミノ酸長であり、約２６３１８．９８ダルトンの計算上の分子量と約５
．７１の見積もりｐＩを持つ。図２（配列番号２）に示した完全長ＰＲＯ５２２５４配列
の分析により、図２に示したように種々の重要なポリペプチドドメインの存在が明らかに
なり、それらの重要なポリペプチドドメインに与えられた位置は上記のようにおよそのも
のである。
　図２（配列番号２）に示した完全長配列のＡＬＩＧＮ-２配列アラインメント分析を用
いた、現行のタンパク質データベース分析によって、ＰＲＯ５２２５４アミノ酸配列と知
られていないタンパク質配列との間の配列同一性が明らかになった。
【０１２５】
　ヒトＰＲＯ５２２５４配列を用いて、マウスデータベースを相同配列について検索した
。オリゴヌクレオチドを推定ホモログに対して設計し、マウスｃＤＮＡライブラリをＰＣ
Ｒでプローブした。次いでポジティブライブラリを用いて、プローブオリゴヌクレオチド
及びプライマー対の一方を用いて関心ある遺伝子をコードするクローンを単離した。
　使用したオリゴヌクレオチドプローブは以下の通りである：
5’ CAGGACCAGCTTCTGGCCATTTATAGTGT 3’（正方向プライマー）（配列番号７）
5’ CTGCTTCCAGTCGACTTGGGTCACTT　3’（逆方向プライマー）（配列番号８）
5’ CCTGGTGGGATTTACAAGGGGAGAATATTCCTGAAGGTCCAAGAAA 3’（プローブ）（配列番号９）
　ＰＲＯ５２２５４の完全長マウスホモログをクローニングし、このクローンをポリペプ
チド配列についてＰＲＯ７１３０２と称し、そしてヌクレオチド配列についてＤＮＡ３２
７５１２と称した。ここでＤＮＡ３２７５１２と称されるクローンの完全長ヌクレオチド
配列を図３に示す（配列番号３）。ＤＮＡクローンは、単一のオープンリーディングフレ
ームを含み、ヌクレオチド位置６０－６２に見かけの翻訳開始部位、そしてヌクレオチド
位置７８３－７８５に停止シグナルを持つ（図３、配列番号３）。予測されるポリペプチ
ド前駆体は２４１アミノ酸長であり、約２６０８８．５１ダルトンの計算上の分子量と約
５．１２の見積もりｐＩを持つ。図４（配列番号４）に示した完全長ＰＲＯ配列の分析に
より、図４に示したように種々の重要なポリペプチドドメインの存在が明らかになり、そ
れらの重要なポリペプチドドメインに与えられた位置は上記のようにおよそのものである
。
　図２（配列番号２）に示した完全長配列のＡＬＩＧＮ-２配列アラインメント分析を用
いた、現行のタンパク質データベース分析によって、ＰＲＯ７１３０２アミノ酸配列と知
られていないタンパク質配列との間の配列同一性が明らかになった。
【０１２６】
実施例２：刺激されたＴ細胞のマイクロアレイ分析
　多くの場合何千もの遺伝子配列を含む核酸マイクロアレイは、正常な相対物と比較して
疾患状態にある細胞から、様々に発現する遺伝子の同定に有用である。核酸マイクロアレ
イを使用することによって、ｍＲＮＡの試験及び対照組織試料由来の試験及び対照細胞試
料を、ｃＤＮＡプローブ生成のために逆転写し、標識した。次いでｃＤＮＡプローブを、
固体支持体に固定化された核酸アレイにハイブリダイズした。アレイの各部位の配列と位
置がわかるようにアレイを構築した。例えば、特定の疾患状態において発現されることが
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知られている選択された遺伝子が、固体支持体にアレイすることができる。標識されたプ
ローブと特定のアレイメンバー部位のハイブリッド形成は、そのプローブが生成された試
料がその遺伝子を発現することを示す。試験試料（本実施例では、活性ＣＤ４＋Ｔ細胞）
由来のプローブのハイブリッド形成シグナルが、対照試料（本実施例では、刺激していな
いＣＤ４＋Ｔ細胞）由来のハイブリッド形成シグナルよりも大きければ、試験試料に過剰
発現する遺伝子又は複数の遺伝子が同定された。この結果の意味するところは、試験試料
に過剰発現するタンパク質は疾患状態の診断のマーカーとしてのみではなく、疾患状態の
治療の治療標的としても有用だということである。
　核酸ハイブリッド形成の方法論及びマイクロアレイ技術は当該技術者に周知である。一
例として、ハイブリッド形成及びプローブのための核酸の特異的調整、スライド、及びハ
イブリッド形成状態はすべて、2001年3月30日出願のPCT/US01/10482に詳述されており、
出典明示によりこの明細書に包含する。
　本実験では、単離したＣＤ４＋Ｔ細胞集団の作成に用いられる抗ＣＤ８、抗ＣＤ１６、
抗ＣＤ１９、抗ＣＤ３６及び抗ＣＤ５６抗体を含むＣＤ４＋Ｔ細胞を、RossetteSepTMプ
ロトコール（Stem Cell Technologies, Vancouver, BC）を用いて単一のドナーから精製
した。単離したＣＤ４＋Ｔ細胞を、抗ＣＤ３抗体（増殖を刺激しない濃度で使用）と、Ｉ
ＣＡＭ-１又は抗ＣＤ２８抗体のいずれかで活性化した。２４又は７２時間で細胞を収集
し、ＲＮＡを抽出し、AffimaxTM（Affymetrix Inc. Santa Clara, CA）マイクロアレイ上
で分析を行った。刺激していない（静止）細胞を精製後すぐに収集し、同じ分析を行った
。何の発現が、活性細胞と静止細胞の二つの時点のいずれで上方制御されたか、遺伝子を
比較した。
　これらの実験の結果、本発明のＰＲＯ５２２５４ポリペプチドは、単離された静止ＣＤ
４＋Ｔ細胞と比較して、抗ＣＤ３／ＩＣＡＭ-１及び抗ＣＤ３／抗ＣＤ２８によって活性
化された単離ＣＤ４＋Ｔ細胞において有意に過剰発現された。上述したように、これらの
データは、本発明のＰＲＯ５２２５４ポリペプチドが、一又は複数の免疫障害の存在を示
す診断マーカーとして有用であるだけでなく、それらの免疫障害の治療の治療標的として
も役立つことを示す。
【０１２７】
実施例３：乾癬でのＰＲＯ５２２５４のマイクロアレイ分析
　皮膚生検を乾癬患者と健康なドナーから得た。各乾癬患者について、皮膚試料を病変部
位と非病変部位から採取した。すべての乾癬皮膚試料を、免疫組織学によるＫｅｒａｔｉ
ｎ１６染色及び表皮肥厚について分析した。すべての試料をＲＮＡ単離に備えて－７０℃
で保存した。皮膚生検を６００μｌのＲＬＴバッファー（＋ＢＭＥ）で均質化し、製造者
のガイドラインに従いQiagenTM Rneasy Miniカラム（Qiagen）を用いて、カラム上での（
on-column）ＤＮａｓｅ処理でＲＮＡを単離した。ＲＮＡ単離に続いて、製造者のガイド
ラインに従いRiboGreenTM（Molecular Probes）を用いてＲＮＡを定量化し、完全性につ
いてアガロースゲル上で確認した。ＲＮＡは、乾癬性の病変皮膚では１９～５４μｇ、同
じ非病変コントロール皮膚では７．７～２４μｇ、正常な皮膚では５．４～１０μｇの範
囲で産出した。
　乾癬組織で異なって発現される疾患特異的遺伝子を同定するために、１１人の乾癬患者
から病変及び非病変皮膚の生検を採取した。比較するために、６人の非乾癬ドナーから正
常な皮膚も採取した。同じ乾癬患者からの末梢血単核球（ＰＢＭＣ）での遺伝子発現プロ
ファイルを評価するために、血液を採取し、ＰＢＭＣを単離した。比較のために１６人の
非乾癬ドナーからのＰＢＭＣも採取して、皮膚から単離したＲＮＡとＰＢＭＣを、Genent
ech所有のマイクロアレイと共にAffymetrix Microarrays（約３３０００の遺伝子を表す
）にハイブリダイズした。病変、非病変、及び正常な皮膚試料の間で、及び、正常者から
のＰＢＭＣと乾癬患者からのＰＢＭＣの間で、遺伝子発現の統計上有意な（２倍より大き
な）変更が同定された。この実験の結果は、ＰＲＯ５２２５４は正常な血液よりも乾癬性
の血液で発現率が高いということである。病変と非病変皮膚、及び乾癬のＰＢＭＣにおい
て異なって発現される遺伝子の同定は、我々がこの疾患の分子レベルでの病因を理解する
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のに役立ち、乾癬及び他の自己免疫疾患の新しい治療標的の発見につながり得る。従って
、ＰＲＯ５２２５４のアンタゴニストは、乾癬の緩和に有用であろう。
【０１２８】
実施例４：炎症性腸疾患におけるＰＲＯ５２２５４
　本実験では、正常な腸組織と比較してＩＢＤで過剰発現する遺伝子を発見するためにマ
イクロアレイアッセイを使用した。ＩＢＤの患者から生検を得た。各ＩＢＤ患者について
、発現パターンをより良く比較できるように疾患（ＵＣ又はＣｒｏｈｎ’ｓ）組織及び健
康な腸から試料を採取した。すべての試料をＲＮＡ単離に備えて－７０℃で保存した。皮
膚生検を６００μｌのＲＬＴバッファー（＋ＢＭＥ）で均質化し、製造者のガイドライン
に従いQiagenTM Rneasy Miniカラム（Qiagen）を用いて、カラム上での（on-column）Ｄ
Ｎａｓｅ処理でＲＮＡを単離した。ＲＮＡ単離に続いて、製造者のガイドラインに従いRi
boGreenTM（Molecular Probes）を用いてＲＮＡを定量化し、完全性についてアガロース
ゲル上で確認した。マイクロアレイ分析用に適切な量のＲＮＡを標識し、試料をGenentec
h所有のマイクロアレイ及びAffymetrixTMマイクロアレイに供した。ＩＢＤ組織で発現が
上方制御された遺伝子と、正常な腸で発現が上方制御された遺伝子とを比較し、正常な腸
からの生検と同じ患者のＩＢＤ組織からの生検とを対比した。この実験の結果、ＰＲＯ５
２２５４は正常な腸組織と比較してＩＢＤ試料で有意に過剰発現するものとして同定され
ることが示された。
【０１２９】
実施例５：ＮＫ細胞におけるＰＲＯ５２２５４の発現
　ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞は先天性免疫系の重要なエフェクターである。それらは
、特異的に、ウィルス、寄生虫に感染されたか、癌性になった宿主細胞に対して殺傷をも
たらす。表現型的にＮＫ細胞は、循環するリンパ球集団の～２％を構成する大型顆粒リン
パ球である。それらは通常、ＣＤ５６及びＣＤ１６の細胞表面発現によって同定される。
それらは、Ｔ細胞と共有するＣＤ３４＋前駆細胞からの骨髄で成熟する。成熟ＮＫ細胞は
、Ｔ細胞と複数のＫＩＲ、細胞溶解機構、及びＣＤ８の発現を共有するが、Ｔ細胞レセプ
ター及びＣＤ３の欠如によりＴ細胞と異なっている。細胞障害性Ｔ細胞のように、それら
は標的細胞の溶解を媒介するプロテオグリカン、セリンエステラーゼ、細胞毒素、及び孔
形成タンパク質で満ちた顆粒を含む。細胞障害性Ｔ細胞とＮＫ細胞はどちらも、それらの
標的に結合し、標的細胞の膜に孔を形成する致死性の化学物質を噴出させることによって
、接触時に殺す。細胞障害性Ｔ細胞と異なり、ＮＫ細胞は、溶解開始前に特異的抗原を認
識する必要がない。むしろＮＫ細胞活性は、増殖因子及びサイトカン（特に、増殖活性及
び細胞障害性活性を媒介することが示されているＩＬ-２、ＩＬ-１２及びＩＬ-１５）に
よって、又は、一方が細胞を活性しもう一方が阻害する二つのクラスのＮＫ細胞レセプタ
ー間での精巧なバランスによって媒介され得る。キラーＩｇ様レセプター（ＫＩＲ）は、
細胞表面上でクラスＩ ＭＨＣ分子に接触すると、阻害シグナルを伝達するＮＫ細胞レセ
プターである。これは、癌性細胞とウィルス感染細胞の両方を殺すのに重要である。ウィ
ルスはしばしば、それらが感染した細胞でのクラスＩ ＭＨＣ分子発現を抑制するので、
ウィルス感染細胞はＮＫ細胞によって殺されやすくなる。同様に、癌細胞は減少したクラ
スＩ ＭＨＣ発現を持つか、全く持たず、それらもＮＫ細胞によって殺されやすくなる。
ＮＣＲ（natural cytotoxicity receptors）はＮＫ細胞上で活性化レセプターのファミリ
ーを構成する。いくつかのエフェクター-標的系ではＮＣＲの表面密度はＮＫ細胞の細胞
溶解活性と相関し、一方、他の系では、殺すにはＮＣＲと他の活性化レセプターＮＫＧ２
ＤとそのアダプターポリペプチドＤＡＰ１０との協働が必要となる。加えて、シグナル強
度は２Ｂ４及びＮＴＢ-Ａといったコレセプターの関与によって影響され得る。ＮＣＲ及
びＮＫＧ２Ｄのリガンド、ヘモグルタニン、及びＭＩＣＡ、ＭＩＣＢのそれぞれは殆どの
正常な細胞で発現されないが、殆どの腫瘍細胞株で誘発される。腫瘍細胞によるリガンド
の発現は、腫瘍細胞の排除をもたらす激しい免疫反応を引き起こす。ＩＬ-１５又はＩＬ-
１２でのＮＫ細胞の活性は、細胞障害効果及び増殖効果の双方を誘発することが示された
。接着分子２（ＪＡＭ２）は、ＮＫ細胞に結合することが示され、リンパ球の炎症部位へ
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の溢出に役割を果たすことが仮定された。
【０１３０】
　しかして、これら三つの活性化モードと静止ＮＫ細胞からの異なる遺伝子発現を比較す
るＤＮＡマイクロアレイ実験は、新規遺伝子、又はＮＫ細胞活性との新規な遺伝子関連性
を明らかにする可能性を持つ。治療抗体、ペプチド又は小分子を展開して、免疫媒介炎症
性疾患及び悪性腫瘍の治療についてこれらのマイクロアレイによって明らかにされた特異
的遺伝子を標的化することができる。MACSTM磁気細胞ソーティングシステム（Miltenyi B
iotec）を使用するＮＫ細胞単離キットを用いたネガティブ選別によって、末梢血液ＮＫ
細胞を白血球群から単離した。ＦＡＣＳ分析のためにＰＥ抗ＣＤ５６で染色して細胞純度
を確かめた。細胞調製物の純度は８９％～９６％であった。細胞培養：６ウェルのプレー
トにおいて、１ウェル当たり５ｍｌ培養でインビトロ培養を準備した。培地：ＲＰＭＩ１
６４０、１０％の加熱不活性化したＦＢＳ、１００ユニット／ｍＬのペニシリン、１００
ｍｇ／ｍＬのストレプトマイシン、２ｍＬのＬ-グルタミン、及び５．５×１０-５βメル
カプトエタノール。実験処理：０時間、非処理ＣＤ５６（＋）細胞。１６時間、非処理、
ＩＬ２（１０ｎＭ）、ＩＬ１５（１０ｎＭ）、ＪＡＭ-ＩＴ（１０ｎＭ）で刺激。ＮＫ細
胞の活性化がＣＤ５６及びＣＤ６９の細胞表面発現についてＦＡＣＳによりモニターされ
た。この一連の実験で、ＰＲＯ５２２５４は静止及び活性ＮＫ細胞の両方で発現するが、
発現は上述の刺激で有意に増加しないことが決定された。
【０１３１】
実施例６：ＣＤ４５ＲＯ＋記憶Ｔ細胞でのＰＲＯ５２２５４の発現
　Ｔ細胞は、宿主防御において中心的役割を果たす。Ｔ細胞は、種々のサイトカイン及び
免疫調節分子の産生を通じて他の細胞系統の免疫反応を調節することができる。また、そ
れらは異物の存在について生体全体の細胞を調査する役割を担う。この高度なプロセスは
、他の細胞上でＭＨＣ複合体により提示された非自己ペプチドと自己ペプチドとを認識し
、区別することができるＴ細胞レセプター（ＴＣＲ）を利用する。このプロセスはまた、
潜在的な異物脅威の性質についてＴ細胞に付加的な情報を提供する共刺激シグナルを、統
合する。これら二つのシグナル、つまりＴＣＲシグナルと共刺激シグナルは、実験的に、
Ｔ細胞レセプター成分ＣＤ３及び共刺激レセプター２８に対する或る抗体等のアゴニスト
抗体の使用により誘発できる。Ｔ細胞は正常な免疫機能の必須成分である一方、自己免疫
疾患を含む多くの非常に深刻な病状の根底には不適切なＴ細胞機能がある。病的なＴ細胞
機能に影響される疾患は、喘息、関節炎、感染、多発性硬化症、炎症性腸疾患、糖尿病、
移植片対宿主の疾患、及びその他多くを含む。これらの疾患で、「記憶」表現型を持つＴ
細胞レパートリー部分は疾患の病理に関与する。よって、記憶Ｔ細胞の活性時に起こる分
子事象を理解することが非常に重要である。ヒトにおいて、記憶Ｔ細胞は、記憶Ｔ細胞で
発現するが静止ナイーブＴ細胞では発現しない抗原ＣＤ４５ＲＯを用いて同定できる。Ｄ
ＮＡマイクロアレイの使用は、この重要な細胞集団の活性時に起こる分子変化を同定する
ために強力な実験アプローチを提供する。記憶Ｔ細胞活性時に発現が変更される分子の同
一性を理解することによって、遺伝子発現におけるこれらの変更に影響される経路を標的
化する治療的戦略が可能になる。このような治療的戦略は、組換えタンパク質、可溶性レ
セプター、抗体、ペプチド、又は小分子薬の使用を含み得る。
【０１３２】
　１００ｍｌの新鮮な血液をドナーから得た。ステップ勾配分離によってＰＢＭＣをＬＳ
Ｍ（ficol）（ICN Biomedicals）で単離した。単球を培養瓶に付着させて除去した。ＣＤ
４５ＲＡ及びＣＤ４５ＲＯの高い細胞を、前方及び側方散乱によりリンパ球に更なる通門
を有するＦＡＣＳによって選別した。ＣＤ４５ＲＡ又はＣＤ４５ＲＯのいずれかを中間発
現する細胞は収集しなかった。選別された集団の試料の再ＦＡＣＳによって選別を確認し
、約９９％が正確に選別されたことがわかった。１０％の熱不活性化ＦＢＳ、１００ユニ
ット／ｍＬのペニシリン、１００ｍｇ／ｍＬのストレプトマイシン、２ｍＬのＬ-グルタ
ミン、及びＩＬ-２（１００Ｕ／ｍｌ）を含むＲＰＭＩ１６４０で、プレート固定（plate
-bound）抗ＣＤ３（１０μｇ／ｍｌ）及び可溶性抗ＣＤ２８（１０μｇ／ｍｌ）の存在下
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又は非存在下で、１６時間細胞を培養した。細胞の活性化状況を、ＣＤ６９及びＣＤ２５
の細胞表面発現についてＦＡＣＳでモニターした。２４又は７２時間で細胞を収集し、Qi
agenTMミニプレップでＲＮＡを抽出し、マイクロアレイ（Affymetrix Inc. Santa Clara,
 CA）及びGenentech所有のマイクロアレイ上で分析を行った。刺激していない（静止）細
胞を精製後すぐに収集し、同じ分析を行った。何の発現が、活性細胞と静止細胞の二つの
時点のいずれで上方制御されたか、遺伝子を比較したところ、静止及び活性状態の両方に
おいてＣＤ４５ＲＯ＋記憶Ｔ細胞でＰＲＯ５２２５４が発現し、ＰＲＯ５２２５４の発現
は上述の刺激では増加しないことがわかった。
【０１３３】
実施例７：ハイブリダイゼーションプローブとしてのＰＲＯ５２２５４の用途
　以下の方法は、ＰＲＯ５２２５４をコードするヌクレオチド配列のハイブリダイゼーシ
ョンプローブとしての利用を示している。
　ここに開示されている完全長又は成熟ＰＲＯ５２２５４をコードする配列を含むＤＮＡ
は、ヒト組織ｃＤＮＡライブラリ又はヒト組織ゲノムライブラリの相同的なＤＮＡ（ＰＲ
Ｏ５２２５４の天然に生じる変異体をコードするもの等）のスクリーニングのためのプロ
ーブとして用いられる。
　ハイブリダイゼーション及びいずれかのライブラリＤＮＡを含有するフィルターの洗浄
を、次の高緊縮性条件下において実施した。放射標識ＰＲＯ５２２５４誘導プローブのフ
ィルターへのハイブリダイゼーションを、５０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ、０．１％Ｓ
ＤＳ、０．１％ピロリン酸ナトリウム、５０ｍＭリン酸ナトリウム、ｐＨ６．８、２×デ
ンハード液、及び１０％デキストラン硫酸の溶液中において４２℃で２０時間に亘って実
施した。フィルターの洗浄は、０．１×ＳＳＣ及び０．１％ＳＤＳ水溶液中において４２
℃で実施した。
　次いで、完全長天然配列をコードするＤＮＡと所望の配列同一性を有するＤＮＡを、こ
の分野で知られている標準的技術を用いて同定することができた。
【０１３４】
実施例８：大腸菌におけるＰＲＯ５２２５４の発現
　この実施例は、大腸菌中における組換え発現によるＰＲＯ５２２５４の非グリコシル化
型の調製を例証する。
　まず、ＰＲＯ５２２５４をコード化するＤＮＡ配列を選択されたＰＣＲプライマーを利
用して増幅した。このプライマーは、選択された発現ベクター上の制限酵素部位に対応す
る制限酵素部位を含まなければならない。様々な発現ベクターを使用することができる。
適したベクターの例としては、アンピシリン及びテトラサイクリン耐性に対する遺伝子を
含むｐＢＲ３２２（大腸菌由来；Bolivar等, Gene, 2:95 (1977)を参照のこと）がある。
ベクターを制限酵素によって消化し、脱リン酸化した。次いで、ＰＣＲ増幅配列をベクタ
ーにライゲーションした。ベクターは好ましくは抗生物質耐性遺伝子、ｔｒｐプロモータ
ー、ポリＨｉｓリーダー（最初の６つのＳＴＩＩコドン、ポリＨｉｓリーダー、及びエン
テロキナーゼ切断部位を含む）、ＰＲＯ５２２５４コード領域、ラムダ転写集結因子及び
ａｒｇＵ遺伝子をコードする配列を含む。
　次いで、Sambrook等（上掲）に記載されている方法を用いて選択された大腸菌株を形質
転換するために、このライゲーション混合物を利用した。形質転換体をＬＢ部レート上で
のその増殖能力によって同定し、次いで抗生物質耐性コロニーを選択した。プラスミドＤ
ＮＡを単離し、それを制限分析及びＤＮＡ配列決定によって確認することができた。
　選択されたクローンを、抗生物質が補填されたＬＢブロスのような液体培地で一晩かけ
て増殖させることができた。この一晩の培養を、次により大きなスケールでの培養を播種
するために使用してもよい。そして細胞を所望の光学密度になるまで増殖させ、その間に
発現プロモーターが作用し始める。
　更に数時間細胞を培養した後に、遠心分離によって細胞を収集することができる。遠心
分離によって得られた細胞ペレットは、当該分野で公知の様々な薬剤を使用して可溶化で
き、次いでこの溶解したＰＲＯ５２２５４タンパク質を、タンパク質の堅固な結合を可能
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にする条件下において金属キレート化カラムを用いて精製することが可能である。
【０１３５】
　以下の手法を用いて、ポリ-Ｈｉｓタグ形態でＰＲＯ５２２５４を大腸菌で発現させて
もよい。ＰＲＯ５２２５４をコードするＤＮＡを、選択したＰＣＲプライマーを用いて最
初に増幅した。このプライマーは、選択された発現ベクターの制限酵素部位に対応する制
限酵素部位、及び効率的で信頼性のある翻訳開始、金属キレートカラムでの迅速な精製、
及びエンテロキナーゼでのタンパク質分解的除去を与える他の有用な配列を含む。次いで
、ＰＣＲ増幅されたポリ-Ｈｉｓタグ配列を発現ベクターへライゲートさせ、これを株５
２（W3110 fuhA(tonA) lon galE rpoHts(htpRts) clpP(lacIq)）に基づく大腸菌宿主の形
質転換に使用した。形質転換体を、最初に５０ｍｇ／ｍｌのカルベニシリンを含有するＬ
Ｂ中で、３０℃で振盪しながら３～５のＯ．Ｄ．６００に達するまで増殖させた。ついで
培養液をＣＲＡＰ培地（３．５７ｇの（ＮＨ４）２ＳＯ４、０．７１ｇのクエン酸ナトリ
ウム・２Ｈ２Ｏ、１．０７ｇのＫＣｌ、５．３６ｇのＤｉｆｃｏ酵母抽出物、５００ｍＬ
水中の５．３６ｇのSheffield hycase SF、並びに１１０ｍＭのＭＰＯＳ、ｐＨ７．３、
０．５５％（ｗ／ｖ）のグルコース及び７ｍMのＭｇＳＯ４の混合で調製）中にて５０～
１００倍希釈し、３０℃で振盪によって約２０～３０時間増殖させた。ＳＤＳ-ＰＡＧＥ
により発現を確認するために試料を取り出し、細胞がペレットとなるようにバルク培地を
遠心分離した。精製及びリフォールディング（再折り畳み）まで、細胞ペレットを凍結さ
せた。
【０１３６】
　０．５から１Ｌの発酵（６～１０ｇペレット）からの大腸菌ペーストを、７Ｍのグアニ
ジン、２０ｍＭのトリス、ｐＨ８バッファー中で１０容量（ｗ／ｖ）で再懸濁させた。固
体硫酸ナトリウム及びテトラチオン酸ナトリウムを添加して最終濃度を各々０．１Ｍ及び
０．０２Ｍとし、溶液を４℃で終夜撹拌した。この工程により、すべてのシステイン残基
が亜硫酸によりブロックされた変性タンパク質が生じる。溶液をBeckman Ultracentrifug
e中で４０，０００ｒｐｍで３０分間濃縮した。上清を金属キレートカラムバッファー（
６Ｍのグアニジン、２０ｍＭのトリス、ｐＨ７．４）の３－５容量で希釈し、透明にする
ために０．２２ミクロンフィルターを通して濾過する。透明抽出物を、金属キレートカラ
ムバッファーで平衡化させた５ｍｌのQiagen Ｎｉ-ＮＴＡ金属キレートカラムに負荷した
。カラムを５０ｍＭのイミダゾール（Calbiochem, Utrol grade）を含む添加バッファー
、ｐＨ７．４で洗浄した。タンパク質を２５０ｍＭのイミダゾールを含有するバッファー
で溶離した。所望のタンパク質を含有する画分をプールし、４℃で保存した。タンパク質
濃度は、そのアミノ酸配列に基づいて計算した吸光係数を用いて２８０ｎｍにおけるその
吸収により見積もった。
　試料を２０ｍＭのトリス、ｐＨ８．６、０．３ＭのＮａＣｌ、２．５Ｍの尿素、５ｍＭ
のシステイン、２０ｍＭのグリシン及び１ｍＭのＥＤＴＡからなる新たに調製した再生バ
ッファー中で徐々に希釈することによって、タンパク質を再生させた。リフォールディン
グ容量は、最終的なタンパク質濃度が５０～１００μｇ／ｍｌとなるように選択した。リ
フォールディング溶液を４℃で１２～３６時間ゆっくりと撹拌した。リフォールディング
反応はＴＦＡを採取濃度０．４％（約３のｐＨ）で添加することにより停止させた。タン
パク質をさらに精製する前に、溶液を０．２２ミクロンフィルターを通して濾過し、アセ
トニトリルを最終濃度２－１０％で添加した。再生したタンパク質を、Ｐｏｒｏｓ Ｒ1／
H逆相カラムで、０．１％ＴＦＡの移動バッファーと１０～８０％のアセトニトリル勾配
での溶離を用いてクロマトグラフにかけた。Ａ２８０吸収を持つ画分のアリコートをＳＤ
Ｓポリアクリルアミドゲルで分析し、相同な再生タンパク質を含有する画分をプールした
。一般的に、殆どの正しく再生したタンパク質種は、これらの種が最もコンパクトであり
、その疎水性内面が逆相樹脂との相互作用から遮蔽されているので、アセトニトリルの最
低濃度で溶離される。凝集した種は通常、より高いアセトニトリル濃度で溶離される。誤
って再生したタンパク質を所望の形態から除くのに加えて、逆相工程は試料からエンドト
キシンも除去する。
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　所望の再生したＰＲＯ５２２５４ポリペプチドを含有する画分をプールし、溶液に向け
た窒素の弱い気流を用いてアセトニトリルを除去した。タンパク質を、透析又は調製バッ
ファーで平衡化したg25Superfine（Pharmacia）樹脂でのゲル濾過及び滅菌濾過により、
０．１４Ｍの塩化ナトリウム及び４％のマンニトールを含む２０ｍＭのＨｅｐｅｓ、ｐＨ
６．８に調製した。
　ここで開示された多くのＰＲＯ５２２５４ポリペプチドは、上記の方法によって成功裏
に発現した。
【０１３７】
実施例９：哺乳動物細胞におけるＰＲＯ５２２５４の発現
　この実施例は、哺乳動物細胞における組換え発現による潜在的にグリコシル化した形態
のＰＲＯ５２２５４の調製を例証する。
　発現ベクターとしてベクターｐＲＫ５（1989年3月15日公開のEP307,247参照）を用いた
。場合によっては、ＰＲＯ５２２５４ ＤＮＡを選択した制限酵素を持つｐＲＫ５に結合
させ、上記のSambrook等に記載されたようなライゲーション方法を用いてＰＲＯ５２２５
４ＤＮＡを挿入させる。得られたベクターは、ｐＲＫ５-ＰＲＯ５２２５４と呼ばれる。
　一実施態様では、選択された宿主細胞は２９３細胞とすることができる。ヒト２９３細
胞（ATCC CCL 1573）は、ウシ胎児血清及び場合によっては滋養成分及び／又は抗生物質
を添加したＤＭＥＭなどの培地中で組織培養プレートにおいて増殖させて集密化した。約
１０μｇのｐＲＫ５-ＰＲＯ５２２５４ＤＮＡを約１μgのＶＡ ＲＮＡ遺伝子コード化Ｄ
ＮＡ［Thimmappaya等, Cell, 31:543 (1982))］と混合し、5００μｌの１ｍＭ トリス-Ｈ
Ｃｌ、０．１ｍＭ ＥＤＴＡ、０．２２７Ｍ ＣａＣｌ２に溶解させた。この混合物に、滴
状の５００μｌの５０ｍＭ ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．３５）、２８０ｍＭ ＮａＣｌ、１．５
ｍＭ ＮａＰＯ４を添加し、２５℃で１０分間析出物を形成させた。析出物を懸濁し、２
９３細胞に加えて３７℃で約４時間定着させた。培地を吸引し、２ｍｌのＰＢＳ中２０％
グリセロールを３０秒間添加した。２９３細胞は、次いで無血清培地で洗浄し、新鮮な培
地を添加し、細胞を約５日間インキュベートした。
　トランスフェクションの約２４時間後、培地を除去し、培地（のみ）又は２００μＣｉ
／ｍｌ３５Ｓ-システイン及び２００μＣｉ／ｍｌ３５Ｓ-メチオニンを含む培地で置換し
た。１２時間のインキュベーションの後、条件培地を収集し、スピンフィルターで濃縮し
、１５％ＳＤＳゲルに添加した。処理したゲルを乾燥させ、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチ
ドの存在を現す選択された時間にわたってフィルムにさらした。形質転換した細胞を含む
培地に、更なるインキュベーションを施し（無血清培地で）、培地を選択されたバイオア
ッセイで試験した。
【０１３８】
　これに換わる技術において、ＰＲＯ５２２５４は、Somparyac等, Proc. Natl. Acad. S
ci., 12:7575 (1981)に記載されたデキストラン硫酸法を用いて２９３細胞に一過的に導
入される。２９３細胞は、スピナーフラスコ内で最大密度まで増殖させ、７００μｇのｐ
ＲＫ５-ＰＲＯ５２２５４ＤＮＡを添加する。細胞は、まずスピナーフラスコから遠心分
離によって濃縮し、ＰＢＳで洗浄した。ＤＮＡ-デキストラン沈殿物を細胞ペレット上で
４時間インキュベートした。細胞を２０％グリセロールで９０秒間処理し、組織培地で洗
浄し、組織培地、５μｇ／ｍｌウシインシュリン及び０．１μｇ／ｍｌウシトランスフェ
リンを含むスピナーフラスコに再度導入した。約４日後に、条件培地を遠心分離して濾過
し、細胞及び細胞片を除去した。次いで発現ＰＲＯ５２２５４を含む試料を、透析及び／
又はカラムクロマトグラフィー等の選択した方法によって濃縮し精製することが可能であ
る。
　他の実施態様では、ＰＲＯ５２２５４をＣＨＯ細胞で発現させることができる。ｐＲＫ
５-ＰＲＯ５２２５４は、ＣａＰＯ４又はＤＥＡＥ－デキストランなどの公知の試薬を用
いてＣＨＯ細胞にトランスフェクションすることができる。上記したように、細胞培地を
インキュベートし、培地を培養培地（のみ）又は３５Ｓ-メチオニン等の放射性標識を含
む培地に置換することができる。ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの存在を同定した後、培
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地を無血清培地に置換してもよい。好ましくは、培地を約６日間インキュベートし、次い
で条件培地を収集する。次いで、発現ＰＲＯ５２２５４を含む培地を、任意の選択した方
法によって濃縮し精製することができる。
　また、エピトープタグＰＲＯ５２２５４は、宿主ＣＨＯ細胞において発現させてもよい
。ＰＲＯ５２２５４はｐＲＫ５ベクターからサブクローニングしてもよい。サブクローン
挿入物は、ＰＣＲを施してバキュロウィルス発現ベクター中のポリ-ｈｉｓタグ等の選択
されたエピトープタグを持つ枠に融合できる。次いで、ポリ-ｈｉｓタグＰＲＯ５２２５
４挿入物は、安定なクローンの選択のためのＤＨＦＲ等の選択マーカーを含むＳＶ４０プ
ロモーター／エンハンサー含有ベクターにサブクローニングできる。最後に、ＣＨＯ細胞
をＳＶ４０プロモーター／エンハンサー含有ベクターで（上記のように）トランスフェク
ションした。発現を確認するために、上記のように標識化を行ってもよい。発現されたポ
リ-ｈｉｓタグＰＲＯ５２２５４を含む培地は、次いで濃縮し、Ｎｉ２＋-キレートアフィ
ニティクロマトグラフィー等の選択された方法により精製できる。
　またＰＲＯ５２２５４は、一過性発現法によりＣＨＯ及び／又はＣＯＳ細胞で、他の安
定な発現方法によりＣＨＯ細胞で発現させてもよい。
　ＣＨＯ細胞における安定な発現は以下の方法を用いて実施された。タンパク質は、それ
ぞれのタンパク質の可溶化形態のコード配列（例えば、細胞外ドメイン）がＩｇＧ１のヒ
ンジ、ＣＨ２及びＣＨ２ドメインを含む定常領域配列に融合したＩｇＧ作成物（イムノア
ドヘシン）、又はポリ-Ｈｉｓタグ形態として発現された。
【０１３９】
　ＰＣＲ増幅に続いて、対応するＤＮＡを、Ausubel等, Current Protocols of Molecula
r Biology, Unit 3.26, John Wiley and Sons (1997)に記載されたような標準的技術を用
いてＣＨＯ発現ベクターにサブクローニングした。ＣＨＯ発現ベクターは、対象とするＤ
ＮＡの５’及び３’に適合する制限部位を有し、ｃＤＮＡの便利なシャトル化ができるよ
うに作成される。ベクターは、Lucas等, Nucl. Acids Res. 24: 9, 1774-1779 (1996)に
記載されたようにＣＨＯ細胞での発現を用い、対象とするｃＤＮＡ及びジヒドロフォレー
トレダクターゼ（ＤＨＦＲ）の発現の制御にＳＶ４０初期プロモーター／エンハンサーを
用いる。ＤＨＦＲ発現は、トランスフェクションに続くプラスミドの安定な維持のための
選択を可能にする。
　所望のプラスミドＤＮＡの１２マイクログラムを、市販のトランスフェクション試薬Su
perfect(登録商標)（Quiagen）、Dosper(登録商標)及びFugene(登録商標)（Boehringer M
annheim）約１千万のＣＨＯ細胞に導入する。細胞は、上記のLucas等に記載されているよ
うに増殖させた。約３×１０７細胞を、下記のような更なる増殖及び生産のためにアンプ
ル中で凍結させた。
　プラスミドＤＮＡを含むアンプルを水槽に配して解凍し、ボルテックスにより混合した
。内容物を１０ｍＬの媒質を含む遠心管にピペットして、１０００ｒｐｍで５分間遠心分
離した。上清を吸引して細胞を１０ｍＬの選択培地（０．２μｍ濾過ＰＳ２０、５％の０
．２μｍ透析濾過ウシ胎児血清を添加）中に懸濁させた。次いで細胞を９０ｍＬの選択培
地を含む１００ｍＬスピナーに分ける。１～２日後、細胞を１５０ｍＬの選択培地を満た
した２５０ｍＬスピナーに移し、３７℃でインキュベートする。さらに２～３日後、２５
０ｍＬ、５００ｍＬ及び２０００ｍＬのスピナーを３×１０５細胞／ｍＬで播種した。細
胞培地を遠心分離により新鮮培地に交換し、生産培地に再懸濁させた。任意の適切なＣＨ
Ｏ培地を用いてもよいが、実際には1992年6月16日に発行された米国特許第5,122,469号に
記載された生産培地を使用した。３Ｌの生産スピナーを１．２×１０６細胞／ｍＬで播種
した。０日目に、ｐＨを測定した。１日目に、スピナーをサンプルし、濾過空気での散布
を実施した。２日目に、スピナーをサンプルし、温度を３３℃に変え、３０ｍＬの５００
ｇ／Ｌのグルコース及び０．６ｍＬの１０％消泡剤（例えば３５％ポリジメチルシロキサ
ンエマルション、Dow Corning 365 Medical Grade Emulsion）をとった。生産を通して、
ｐＨは７．２近傍に調節し維持した。１０日後、又は生存率が７０％を下回るまで、細胞
培地を遠心分離で収集して０．２２μｍフィルターを通して濾過した。濾過物は、４℃で
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貯蔵するか、即座に精製用カラムに充填した。
【０１４０】
　ポリ-Ｈｉｓタグ作成物に関して、タンパク質をＮｉ-ＮＴＡカラム（Qiagen）を用いて
精製した。精製の前に、イミダゾールを条件培地に５ｍＭの濃度まで添加した。条件培地
を、０．３ＭのＮａＣｌ及び５ｍＭイミダゾールを含む２０ｍＭのＨｅｐｅｓ、ｐＨ７．
４バッファーで平衡化した６ｍｌのＮｉ－ＮＴＡカラムへ４－５ｍｌ／分の流速によって
４℃でポンプ供給した。充填後、カラムをさらに平衡バッファーで洗浄し、タンパク質を
０．２５Ｍイミダゾールを含む平衡バッファーで溶離した。高度に精製されたタンパク質
は、続いて１０ｍＭのHepes、０．１４ＭのＮａＣｌ及び４％のマンニトール，ｐＨ６．
８を含む貯蔵バッファー中で２５ｍｌのＧ２５Superfine（Pharmacia）を用いて脱塩し、
－８０℃で貯蔵した。
　イムノアドヘシン（Ｆｃ含有）作成物を、以下通りに条件培地から精製した。条件培地
を、２０ｍＭのリン酸ナトリウムバッファー、ｐＨ６．８で平衡化した５ｍｌのプロテイ
ンＡカラム（Pharmacia）へポンプ注入した。充填後、カラムを平衡バッファーで強く洗
浄した後、１００ｍＭのクエン酸，ｐＨ３．５で溶離した。溶離したタンパク質は、１ｍ
ｌの画分を２７５μＬの１Ｍトリスバッファー，ｐＨ９を含む管に収集することにより即
座に中性化した。高度に精製されたタンパク質は、続いてポリ-Ｈｉｓタグタンパク質に
ついて上記した貯蔵バッファー中で脱塩した。均一性はＳＤＳポリアクリルアミドゲルと
エドマン（Edman）分解によるＮ-末端アミノ酸配列決定により評価した。
　ここに開示したＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの多くが上記のようにして成功裏に発現
された。
【０１４１】
実施例１０：酵母菌でのＰＲＯ５２２５４の発現
　以下の方法は、酵母菌中でのＰＲＯ５２２５４の組換え発現を記載する。
　第一に、ＡＤＨ２／ＧＡＰＤＨプロモーターからのＰＲＯ５２２５４の細胞内生産又は
分泌のための酵母菌発現ベクターを作成する。ＰＲＯ５２２５４をコードするＤＮＡ及び
プロモーターを選択したプラスミドの適当な制限酵素部位に挿入してＰＲＯ５２２５４の
細胞内発現を指示する。分泌のために、ＰＲＯ５２２５４をコードするＤＮＡを選択した
プラスミドに、ＡＤＨ２／ＧＡＰＤＨプロモーターをコードするＤＮＡ、天然ＰＲＯ５２
２５４シグナルペプチド又は他の哺乳動物シグナルペプチド、又は、例えば酵母菌α因子
又はインベルターゼ分泌シグナル／リーダー配列、及び（必要ならば）ＰＲＯ５２２５４
の発現のためのリンカー配列とともにクローニングすることができる。
　酵母菌株ＡＢ１１０等の酵母菌は、次いで上記の発現プラスミドで形質転換し、選択さ
れた発酵培地中で培養できる。形質転換した酵母菌上清は、１０％トリクロロ酢酸での沈
降及びＳＤＳ－ＰＡＧＥによる分離で分析し、次いでクマシーブルー染色でゲルの染色を
することができる。
　続いて組換えＰＲＯ５２２５４は、発酵培地から遠心分離により酵母菌細胞を除去し、
次いで選択されたカートリッジフィルターを用いて培地を濃縮することによって単離及び
精製できる。ＰＲＯ５２２５４を含む濃縮物は、選択されたカラムクロマトグラフィー樹
脂を用いてさらに精製してもよい。
　ここに開示したＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの多くが上記のようにして成功裏に発現
された。
【０１４２】
実施例１１：バキュロウィルス感染昆虫細胞でのＰＲＯ５２２５４の発現
　以下の方法は、バキュロウィルス感染昆虫細胞中におけるＰＲＯ５２２５４の組換え発
現を記載する。
　ＰＲＯ５２２５４コードする配列を、バキュロウィルス発現ベクターに含まれるエピト
ープタグの上流に融合させた。このようなエピトープタグは、ポリ-ｈｉｓタグ及び免疫
グロブリンタグ（ＩｇＧのＦｃ領域など）を含む。ｐＶＬ１３９３（Navagen）などの市
販されているプラスミドから誘導されるプラスミドを含む種々のプラスミドを用いること
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ができる。簡単には、ＰＲＯ５２２５４又はＰＲＯ５２２５４コード配列の所定部分、例
えば膜貫通タンパク質の細胞外ドメインをコードする配列又はタンパク質が細胞外である
場合の成熟タンパク質をコードする配列などが、５’及び３’領域に相補的なプライマー
でのＰＣＲにより増幅される。５’プライマーは、隣接する（選択された）制限酵素部位
を包含していてもよい。生産物は、次いで、選択された制限酵素で消化され、発現ベクタ
ーにサブクローニングされる。
　組換えバキュロウィルスは、上記のプラスミド及びBaculoGold(商品名)ウィルスＤＮＡ
（Pharmingen）を、Spodoptera frugiperda（「Ｓｆ９」）細胞（ＡＴＣＣ ＣＲＬ １７
１１）中にリポフェクチン（GIBCO-BRLから市販）を用いて同時トランスフェクションす
ることにより作成される。２８℃で４～５日インキュベートした後、放出されたウィルス
を収集し、更なる増幅に用いた。ウィルス感染及びタンパク質発現は、O'Reilley等, Bac
ulovirus expression vectors: A laboratory Manual, Oxford: Oxford University Pres
s (1994)に記載されているように実施した。
【０１４３】
　次に、発現されたポリ-ｈｉｓタグＰＲＯ５２２５４は、例えばＮｉ２＋-キレートアフ
ィニティクロマトグラフィーにより次のように精製される。抽出は、Rupert等, Nature, 
362:175-179 (1993)に記載されているように、ウィルス感染した組換えＳｆ９細胞から調
製した。簡単には、Ｓｆ９細胞を洗浄し、超音波処理用バッファー（２５ｍＬのＨｅｐｅ
ｓ、ｐＨ７．９；１２．５ｍＭのＭｇＣｌ２；０．１ｍＭ ＥＤＴＡ；１０％グリセロー
ル；０．１％のＮＰ－４０；０．４ＭのＫＣｌ）中に再懸濁し、氷上で２回２０秒間超音
波処理した。超音波処理物を遠心分離で透明化し、上清を負荷バッファー（５０ｍＭリン
酸塩、３００ｍＭのＮａＣｌ、１０％グリセロール、ｐＨ７．８）で５０倍希釈し、０．
４５μｍフィルターで濾過した。Ｎｉ２＋-ＮＴＡアガロースカラム（Qiagenから市販）
を５ｍＬの総容積で調製し、２５ｍＬの水で洗浄し、２５ｍＬの負荷バッファーで平衡さ
せた。濾過した細胞抽出物は、毎分０．５ｍＬでカラムに負荷した。カラムを、分画収集
が始まる点であるＡ２８０のベースラインまで負荷バッファーで洗浄した。次に、カラム
を、結合タンパク質を非特異的に溶離する二次洗浄バッファー（５０ｍＭリン酸塩；３０
０ｍＭのＮａＣｌ、１０％グリセロール、ｐＨ６．０）で洗浄した。Ａ２８０のベースラ
インに再度到達した後、カラムを二次洗浄バッファー中で０から５００ｍＭイミダゾール
勾配で展開した。１ｍＬの分画を収集し、ＳＤＳ-ＰＡＧＥ及び銀染色又はアルカリホス
ファターゼ（Qiagen）に複合したＮｉ２＋-ＮＴＡでのウェスタンブロットで分析した。
溶離したＨｉｓ１０-タグＰＲＯ５２２５４を含む画分をプールして負荷バッファーで透
析した。
　あるいは、ＩｇＧタグ（又はＦｃタグ）ＰＲＯ５２２５４の精製は、例えば、プロテイ
ンＡ又はプロテインＧカラムクロマトグラフィーを含む公知のクロマトグラフィー技術を
用いて実施できる。
　ここに開示したＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの多くが上記のようにして成功裏に発現
された。
【０１４４】
実施例１２：ＰＲＯ５２２５４に結合する抗体の調製
　この実施例は、ＰＲＯ５２２５４に特異的に結合できるモノクローナル抗体の調製を例
示する。
　モノクローナル抗体の生産のための技術は、この分野で知られており、例えば、上記の
Godingに記載されている。用いられ得る免疫原は、精製ＰＲＯ５２２５４、ＰＲＯ５２２
５４を含む融合タンパク質、細胞表面に組換えＰＲＯ５２２５４を発現する細胞を含む。
免疫原の選択は、当業者が過度の実験をすることなくなすことができる。
　Ｂａｌｂ／ｃ等のマウスを、完全フロイントアジュバントに乳化して皮下又は腹腔内に
１－１００マイクログラムで注入したＰＲＯ５２２５４免疫原で免疫化する。あるいは、
免疫原をＭＰＬ－ＴＤＭアジュバント（Ribi Immunochemical Researh, ハミルトン, モ
ンタナ）に乳化し、動物の後足蹠に注入してもよい。免疫化したマウスは、次いで１０か
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ら１２日後に、選択したアジュバント中に乳化した付加的免疫源で追加免疫する。その後
、数週間、マウスをさらなる免疫化注射で追加免疫する。抗ＰＲＯ５２２５４抗体の検出
のためのＥＬＩＳＡアッセイで試験するために、レトロオービタル出血からの血清試料を
マウスから周期的に採取してもよい。
　適当な抗体力価が検出された後、抗体に「ポジティブ（陽性）」な動物に、ＰＲＯ５２
２５４静脈内注射の最後の注入をすることができる。３から４日後、マウスを屠殺し、脾
臓細胞を取り出した。次いで脾臓細胞を（３５％ポリエチレングリコールを用いて）、Ａ
ＣＴＴから番号ＣＲＬ１５９７で入手可能なＰ３Ｘ６３ＡｇＵ．１等の選択されたマウス
骨髄腫株化細胞に融合させた。融合によりハイブリドーマ細胞が生成され、次いで、ＨＡ
Ｔ（ヒポキサンチン、アミノプテリン、及びチミジン）培地を含む９６ウェル組織培養プ
レートに蒔き、非融合細胞、骨髄腫ハイブリッド、及び脾臓細胞ハイブリッドの増殖を阻
害した。
　ハイブリドーマ細胞は、ＰＲＯ５２２５４に対する反応性についてのＥＬＩＳＡでスク
リーニングされる。ＰＲＯ５２２５４に対する所望のモノクローナル抗体を分泌する「ポ
ジティブ（陽性）」ハイブリドーマ細胞の決定は、技術常識の範囲内である。
　陽性ハイブリドーマ細胞を同系のＢａｌｂ／ｃマウスに腹腔内注入し、抗ＰＲＯ５２２
５４モノクローナル抗体を含む腹水を生成させる。あるいは、ハイブリドーマ細胞を、組
織培養フラスコ又はローラーボトルで増殖させることもできる。腹水中に生成されたモノ
クローナル抗体の精製は、硫酸アンモニウム沈降、それに続くゲル排除クロマトグラフィ
－を用いて行うことができる。あるいは、抗体のプロテインＡ又はプロテインＧへの親和
性に基づくアフィニティクロマトグラフィーを用いることもできる。
【０１４５】
実施例１３：特異的抗体を用いたＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの精製
　天然又は組換えＰＲＯ５２２５４ポリペプチドは、この分野の種々の標準的なタンパク
質精製方法によって精製できる。例えば、プロ-ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド、成熟ポ
リペプチド、又はプレ-ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドは、対象とするＰＲＯ５２２５４
ポリペプチドに特異的な抗体を用いた免疫親和性クロマトグラフィーによって精製される
。一般に、免疫親和性カラムは抗ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド抗体を活性化クロマトグ
ラフィー樹脂に共有結合させて作成される。
　ポリクローナル免疫グロブリンは、硫酸アンモニウムでの沈殿又は固定化プロテインＡ
（Pharmacia LKB Biotechnology, Piscataway, N.J.）での精製のいずれかにより免疫血
清から調製される。同様に、モノクローナル抗体は、硫酸アンモニウム沈殿又は固定化プ
ロテインＡでのクロマトグラフィーによりマウス腹水液から調製される。部分的に精製さ
れた免疫グロブリンは、ＣｎＢｒ-活性化セファロース(商品名)（Pharmacia LKB Biotech
nology）等のクロマトグラフィー樹脂に共有結合される。抗体が樹脂に結合され、樹脂が
ブロックされ、誘導体樹脂は製造者の指示に従って洗浄される。
　このような免疫親和性カラムは、可溶化形態のＰＲＯ５２２５４ポリペプチドを含有す
る細胞からの画分を調製することによるＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの精製において利
用される。この調製物は、洗浄剤の添加又はこの分野で公知の方法により微分遠心分離を
介して得られる全細胞又は細胞成分画分の可溶化により誘導される。あるいは、シグナル
配列を含む可溶化ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドは、細胞が増殖する培地中に有用な量で
分泌される。
　可溶化ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド含有調製物は、免疫親和性カラムを通され、カラ
ムはＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの好ましい吸着をさせる条件下（例えば、洗浄剤存在
下の高イオン強度バッファー）で洗浄される。次いで、カラムは、抗体／ＰＲＯ５２２５
４ポリペプチド結合を分解する条件下（例えば、約２～３といった低ｐＨ、高濃度の尿素
又はチオシアン酸イオン等のカオトロープ）で溶離され、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド
が収集される。
【０１４６】
実施例１４：薬物スクリーニング
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　本発明は、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド又はその結合断片を種々の薬物スクリーニン
グ技術において使用することによる化合物のスクリーニングとって特に有用である。その
ような試験に用いられるＰＲＯ５２２５４ポリペプチド又は断片は、溶液中の自由状態で
も、固体支持体に固定されても、細胞表面に担持されていても、或いは細胞内に位置して
いてもよい。薬剤スクリーニングの一つの方法では、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド又は
断片を発現する組換え核酸で安定にトランスフェクションされる真核生物又は原核生物宿
主細胞を利用する。薬剤は、そのようなトランスフェクション細胞に対して、競合的結合
アッセイによってスクリーニングされる。生存可能又は固定化形態のいずれかによって、
このような細胞は標準的な結合アッセイで使用できる。例えば、ＰＲＯ５２２５４ポリペ
プチド又は断片と試験される試薬の間での複合体の形成を測定してよい。あるいは、試験
する試薬によって生ずるＰＲＯ５２２５４ポリペプチドとその標的細胞との間の複合体形
成における減少を試験することもできる。
　従って、本発明は、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド関連疾患又は障害に影響を与えうる
薬剤又は任意の他の試薬のスクリーニング方法を提供する。これらの方法は、その試薬を
ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド又は断片に接触させ、（ｉ）試薬とＰＲＯ５２２５４ポリ
ペプチド又は断片との間の複合体の存在について、又は（ｉｉ）ＰＲＯ５２２５４ポリペ
プチド又は断片と細胞との間の複合体の存在について、検定することを含む。これらの競
合結合アッセイでは、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド又は断片が典型的には標識される。
適切なインキュベーションの後、自由なＰＲＯ５２２５４ポリペプチド又は断片を結合形
態のものから分離し、自由又は未複合の標識の量が、特定の試薬がＰＲＯ５２２５４ポリ
ペプチドに結合する又はＰＲＯ５２２５４ポリペプチド／細胞複合体を阻害する能力の尺
度となる。
　薬剤スクリーニングのための他の技術は、ポリペプチドに対して適当な結合親和性を持
つ化合物についての高スループットスクリーニングを提供し、1984年9月13日に公開され
たＷＯ84/03564に詳細に記載されている。簡単に述べれば、多数の異なる小型ペプチド試
験化合物が、プラスチックピン等の固体支持体又は幾つかの他の表面上で合成される。Ｐ
ＲＯ５２２５４ポリペプチドに適用すると、ペプチド試験化合物はＰＲＯ５２２５４ポリ
ペプチドと反応して洗浄される。結合したＰＲＯ５２２５４ポリペプチドはこの分野で良
く知られた方法により検出される。精製したＰＲＯ５２２５４ポリペプチドは、上記の薬
剤スクリーニング技術に使用するためにプレート上に直接被覆することもできる。さらに
、非中和抗体は、ペプチドを捕捉し、それを固体支持体上に固定化するのに使用できる。
　また、本発明は、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドに結合可能な中和抗体がＰＲＯ５２２
５４ポリペプチド又はその断片について試験化合物と特異的に競合する競合薬剤スクリー
ニングアッセイも考慮する。この方法において、抗体は、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド
で、一つ又は複数の抗原決定基を持つ任意のペプチドの存在を検出するのに使用できる。
【０１４７】
実施例１５：合理的薬物設計
　合理的薬物設計の目的は、対象とする生物学的活性ポリペプチド（例えば、ＰＲＯ５２
２５４ポリペプチド）又はそれらが相互作用する小分子、例えばアゴニスト、アンタゴニ
スト、又はインヒビターの構造的類似物を製造することである。これらの例の任意のもの
が、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドのより活性で安定な形態又はインビボでＰＲＯ５２２
５４ポリペプチドに機能を促進又は阻害する薬物の創作に使用できる（参考、Hodgson, B
io/Technology, 9: 19-21 (1991)）。
　一つの方法において、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド、又はＰＲＯ５２２５４ポリペプ
チド-インヒビター複合体の三次元構造が、ｘ線結晶学により、コンピュータモデル化に
より、最も典型的には二つの方法の組み合わせにより決定される。分子の構造を解明し活
性部位を決定するためには、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの形状及び電荷の両方が確認
されなければならない。数は少ないが、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの構造に関する有
用な情報が相同タンパク質の構造に基づいたモデル化によって得られることもある。両方
の場合において、関連する構造情報は、類似ＰＲＯ５２２５４ポリペプチド様分子の設計
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又は効果的なインヒビターの同定に使用される。合理的な薬剤設計の有用な例は、Braxto
n及びWells, Biochemistry, 31:7796-7801 (1992)に示されているような向上した活性又
は安定性を持つ分子、又はAthauda等, J. Biochem., 113:742-746 (1993)に示されている
ような天然ペプチドのインヒビター、アゴニスト、又はアンタゴニストとして作用する分
子を含む。
　また、上記のような機能アッセイによって選択された標的特異的な抗体を単離しその結
晶構造を解明することもできる。この方法は、原理的には、それに続く薬剤設計が基礎を
おくことのできるファーマコア(pharmacore)を生成する。機能的な薬理学的に活性な抗体
に対する抗-イディオタイプ抗体（抗-ｉｄｓ）を生成することにより、タンパク質結晶学
をバイパスすることができる。鏡像の鏡像として、抗-ｉｄｓの結合部位は最初のレセプ
ターの類似物であると予測できる。抗-ｉｄは、次いで、化学的又は生物学的に製造した
ペプチドのバンクからペプチドを同定及び単離するのに使用できる。単離されたペプチド
は、ファーマコアとして機能するであろう。
　本発明によって、Ｘ線結晶学などの分析実験を実施するために十分な量のＰＲＯ５２２
５４ポリペプチドが入手可能である。さらに、ここに提供したＰＲＯ５２２５４ポリペプ
チドアミノ酸配列の知識は、Ｘ線結晶学に代わる又はそれに加わるコンピュータモデル化
技術で用いられるガイダンスを提供する。
【０１４８】
　上記の文書による明細書は、当業者による本発明の実施を十分可能にするものであると
考えられる。本発明は、寄託された実施品が本発明のある態様の一つの例証として意図さ
れているため、寄託された作成物により範囲が制限されるのではなく、機能的に均等であ
るあらゆる作成物は本発明の範囲内にある。本明細書中の材料の寄託は、本明細書内に記
載された説明が、その最良の態様を含む本発明の任意の態様の実施を可能にするのに不十
分なことを認めるものではないし、それが表す特定の例証に対して特許請求の範囲を制限
するものであると解釈するべきではない。実際に、本明細書で示され記載されたものに加
えて、本発明の様々な変更が、上記の説明により当業者には明白であり、添付の特許請求
の範囲に含まれる。
【０１４９】
実施態様
１．　図１（配列番号１）に示されるヌクレオチド配列を含むヌクレオチド配列に対して
、少なくとも８０％の核酸配列同一性を有する単離された核酸。
２．　図２（配列番号２）に示されるポリペプチドをコードするヌクレオチド配列に対し
て、少なくとも８０％の核酸配列同一性を有する単離された核酸。
３．　図１（配列番号１）に示すヌクレオチド配列の完全長コード配列からなる単離され
た核酸。
４．　実施態様１に記載の核酸を含んでなるベクター。
５．　ベクターで形質転換された宿主細胞によって認識されるコントロール配列に作用可
能に結合している実施態様４に記載のベクター。
６．　実施態様４に記載のベクターを含んでなる宿主細胞。
７．　前記細胞がＣＨＯ細胞、大腸菌、又は酵母細胞である、実施態様６に記載の宿主細
胞。
８．　ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの製造方法において、前記ＰＲＯ５２２５４ポリペ
プチドの発現に適した条件下で実施態様６に記載の宿主細胞を培養し、細胞培養物から前
記ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドを回収することを含んでなる方法。
９．　図２（配列番号２）に示されるポリペプチドのアミノ酸配列に対して少なくとも８
０％のアミノ酸配列同一性を有する単離された核酸。
１０．　異種アミノ酸配列と融合した実施態様９に記載のポリペプチドを含んでなるキメ
ラ分子。
１１．　前記異種アミノ酸配列がエピトープタグ配列又はイムノグロブリンのＦｃ領域で
ある、実施態様１０に記載のキメラ分子。
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１２．　実施態様９に記載のポリペプチドと特異的に結合する抗体。
１３．　前記抗体がモノクローナル抗体、ヒト化抗体、又は一本鎖抗体である、実施態様
１２に記載の抗体。
１４．　担体と組み合わせた、（ａ）実施態様９に記載のポリペプチド、（ｂ）前記ポリ
ペプチドのアゴニスト、（ｃ）前記ポリペプチドのアンタゴニスト、或いは（ｄ）前記ポ
リペプチドと結合する抗体、を含んでなる組成物。
１５．　前記担体が製薬的に許容可能な担体である、実施態様１４に記載の組成物。
１６．　（ａ）、（ｂ）、（ｃ）又は（ｄ）の治療的有効量を含む、実施態様１４に記載
の組成物。
１７．　容器；
　前記容器上のラベル；並びに
（ａ）実施態様９に記載のポリペプチド、（ｂ）前記ポリペプチドのアゴニスト、（ｃ）
前記ポリペプチドのアンタゴニスト、或いは（ｄ）前記ポリペプチドと結合する抗体を含
有し、前記容器に内包される組成物を具備する製造品であって、前記容器上のラベルによ
って組成物が免疫関連疾患の治療に用いることが可能であることが示される、製造品。
１８．　治療の必要がある哺乳動物の免疫関連疾患を治療する方法において、（ａ）実施
態様９に記載のポリペプチド、（ｂ）前記ポリペプチドのアゴニスト、（ｃ）前記ポリペ
プチドのアンタゴニスト、或いは（ｄ）前記ポリペプチドと結合する抗体、の治療的有効
量を前記哺乳動物へ投与することを含んでなる方法。
１９．　免疫関連疾患が、全身性紅斑性狼瘡、リウマチ様関節炎、骨関節症、若年性慢性
関節炎、脊椎関節症、全身性硬化症、特発性炎症ミオパシー、シェーグレン症候群、全身
性血管炎、サルコイドーシス、自己免疫性溶血性貧血、自己免疫性血小板減少、甲状腺炎
、真性糖尿病、免疫仲介腎疾患、中枢又は末梢神経系の脱髄疾患、特発性脱髄性多発神経
障害、ギラン-バレー症候群、慢性炎症脱随性多発神経障害、肝胆道疾患、感染性又は自
己免疫性慢性活動性肝炎、原発性胆汁性肝硬変症、肉芽腫性肝炎、硬化性胆管炎、炎症性
腸疾患、グルテン過敏性腸疾患、ウィップル病、自己免疫又は免疫媒介皮膚疾患、水疱性
皮膚疾患、多形性紅斑、接触性皮膚炎、乾癬、アレルギー性疾患、喘息、アレルギー性鼻
炎、アトピー性皮膚炎、食物過敏症、蕁麻疹、肺の免疫疾患、好球性肺炎、特発性肺線維
症、過敏性肺炎、移植関連疾患、移植片拒絶反応、又は移植片対宿主疾患である、実施態
様１８の方法。
２０．　試料中のＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの存在を決定する方法であって、該ポリ
ペプチドを含むと思われる試料を抗ＰＲＯ５２２５４抗体に曝露し、前記試料の成分に対
する前記抗体の結合を決定することを含んでなる方法。
２１．　哺乳動物の免疫関連疾患を診断する方法において、（ａ）哺乳動物から採取した
組織細胞の試験試料中、及び（ｂ）同じ細胞型の既知の正常組織細胞のコントロール試料
中における、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドをコードする遺伝子の発現レベルを検出する
ことを含んでなり、コントロール試料と比較して試験試料中における前記遺伝子の発現レ
ベルが高いか又は低いことにより、試験組織細胞が採取された哺乳動物における免疫関連
疾患の存在が示される方法。
２２．　哺乳動物の免疫関連疾患を診断する方法において、（ａ）前記哺乳動物から採取
した組織細胞の試験試料と、抗ＰＲＯ５２２５４抗体とを接触させ、（ｂ）抗体と試験試
料中のポリペプチドの間の複合体の生成を検出することを含んでなり、前記複合体の形成
により、試験組織細胞が採取された哺乳動物における免疫関連疾患の存在が示される方法
。
２３．　ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの活性を阻害する化合物を同定する方法であって
、通常は前記ポリペプチドへ応答する細胞を（ａ）前記ポリペプチドと（ｂ）候補化合物
とに接触させ、前記細胞の（ａ）に対する応答性の欠如を測定することを含んでなる方法
。
２４．　ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドをコードする遺伝子の発現を阻害する化合物を同
定する方法であって、通常は前記ポリペプチドを発現する細胞を候補化合物と接触させ、
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２５．　前記候補化合物がアンチセンス核酸である、実施態様２４の方法。
２６．　　ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドの活性を模倣する化合物を同定する方法であっ
て、通常は前記ポリペプチドへ応答する細胞を候補化合物と接触させ、前記細胞による前
記候補化合物への応答性を測定することを含んでなる方法。
２７．　哺乳動物の免疫反応を刺激する方法であって、前記哺乳動物に対し、ＰＲＯ５２
２５４ポリペプチドアンタゴニストの有効量を投与することを含んでなり、前記免疫反応
を刺激する方法。
２８．　哺乳動物の炎症性免疫反応の診断方法において、（ａ）哺乳動物から採取した組
織細胞の試験試料中、及び（ｂ）同じ細胞型の既知の正常組織細胞のコントロール試料中
における、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドをコードする遺伝子の発現レベルを検出するこ
とを含んでなり、コントロール試料と比較して試験試料中における前記遺伝子の発現レベ
ルが高いか又は低いことにより、試験組織細胞が採取された哺乳動物における炎症性免疫
反応の存在が示される方法。
２９．　哺乳動物の乾癬の診断方法において、（ａ）哺乳動物から採取した組織細胞の試
験試料中、及び（ｂ）同じ細胞型の既知の正常組織細胞のコントロール試料中における、
ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドをコードする遺伝子の発現レベルを検出することを含んで
なり、コントロール試料と比較して試験試料中における前記遺伝子の発現レベルが高いか
又は低いことにより、試験組織細胞が採取された哺乳動物における乾癬の存在が示される
方法。
３０．　哺乳動物の炎症性腸疾患の診断方法において、（ａ）哺乳動物から採取した組織
細胞の試験試料中、及び（ｂ）同じ細胞型の既知の正常組織細胞のコントロール試料中に
おける、ＰＲＯ５２２５４ポリペプチドをコードする遺伝子の発現レベルを検出すること
を含んでなり、コントロール試料と比較して試験試料中における前記遺伝子の発現レベル
が高いか又は低いことにより、試験組織細胞が採取された哺乳動物における炎症性腸疾患
の存在が示される方法。
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