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(54)【発明の名称】 ヒトＢリンパ球活性化抗原Ｂ７ファミリーのメンバーをコードするポリヌクレオチドおよびこれ

らによりコードされるポリペプチド

(57)【要約】
本発明は、新規単離されたＢＬＡＡポリヌクレオチドお
よびＢＬＡＡポリヌクレオチドによりコードされる膜結
合ポリペプチドまたは分泌ポリペプチドを提供する。Ｂ
ＬＡＡポリペプチドまたはＢＬＡＡポリペプチド、ポリ
ヌクレオチドまたは抗体の任意の誘導体、改変体、変異
体もしくはフラグメントに免疫特異的に結合する抗体も
また、提供される。本発明はさらに、ＢＬＡＡポリペプ
チド、ポリヌクレオチドおよび抗体が広範な病理学的状
態の検出および処置において使用される方法、ならびに
他の用途に対する方法を提供する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  Ｂリンパ球活性化抗原（「ＢＬＡＡ」）をコードする単離さ

れた核酸分子または該核酸分子の相補体であって、ここで該分子は、配列番号２

、配列番号４もしくは配列番号６と少なくとも９５％同一である配列を有するポ

リペプチドをコードするヌクレオチド配列を含む、核酸分子。

    【請求項２】  請求項１に記載の核酸分子または該核酸分子の相補体であっ

て、ここで該分子は、配列番号１、配列番号３もしくは配列番号５のヌクレオチ

ドの配列を含む核酸分子と相補的な核酸配列に、ストリンジェントな条件下でハ

イブリダイズする、核酸分子。

    【請求項３】  前記ヌクレオチド配列がヒトＢＬＡＡをコードする、請求項

１の核酸分子。

    【請求項４】  請求項１に記載の核酸分子であって、ここで、該分子は、配

列番号２、配列番号４もしくは配列番号６のアミノ酸配列、または配列番号２、

配列番号４もしくは配列番号６のアミノ酸配列における１以上の保存的置換を含

むアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードする、核酸分子。

    【請求項５】  請求項１に記載の核酸分子または該核酸分子の相補体であっ

て、ここで該分子は、配列番号２、配列番号４もしくは配列番号６のアミノ酸配

列を含むポリペプチドをコードする、核酸分子。

    【請求項６】  １００ヌクレオチド長未満のオリゴヌクレオチドであり、配

列番号１、配列番号３、配列番号５、配列番号７、配列番号８、配列番号９、配

列番号１０、配列番号１１もしくは配列番号１２の少なくとも６個連続したヌク

レオチドを含む、オリゴヌクレオチド、またはそれらの相補体。

    【請求項７】  請求項１に記載の核酸分子を含む、ベクター。

    【請求項８】  前記ベクターが発現ベクターである、請求項７に記載のベク

ター。

    【請求項９】  前記核酸分子に作動可能に連結された調節エレメントをさら

に含む、請求項７に記載のベクター。

    【請求項１０】  単離されたポリペプチドであって、該ポリペプチドは、以

下：
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  （ａ）配列番号２、配列番号４または配列番号６のアミノ酸配列を含むポリペ

プチド；

  （ｂ）配列番号２、配列番号４または配列番号６のアミノ酸配列を含むポリペ

プチドのフラグメントであって、ここで該フラグメントは、配列番号２、配列番

号４または配列番号６の少なくとも６個連続したアミノ酸を含む、フラグメント

；

  （ｃ）配列番号２、配列番号４または配列番号６のアミノ酸配列を含む、ポリ

ペプチドの誘導体；

  （ｄ）配列番号２、配列番号４または配列番号６のアミノ酸配列を含むポリペ

プチドのアナログ；

  （ｅ）配列番号２、配列番号４または配列番号６のアミノ酸配列を含むポリペ

プチドのホモログ；

  （ｆ）配列番号２、配列番号４または配列番号６のアミノ酸配列を含むポリペ

プチドの、天然に存在する対立遺伝子改変体であって、ここで該ポリペプチドは

、ストリンジェントな条件下で、配列番号１、配列番号３または配列番号５の核

酸分子にハイブリダイズする核酸分子によりコードされる、改変体、

からなる群より選択されるポリペプチドと少なくとも８０％同一である、ポリペ

プチド。

    【請求項１１】  請求項１０に記載のポリペプチドであって、該ポリペプチ

ドまたはそのフラグメントは、ヒトＢリンパ球活性化抗原Ｂ７様活性を有する、

ポリペプチド。

    【請求項１２】  請求項１０のポリペプチドに選択的に結合する、抗体。

    【請求項１３】  請求項１０に記載のポリペプチドを産生する方法であって

、該方法は、前記核酸分子が発現される条件下で宿主細胞を培養する工程を包含

する、方法。

    【請求項１４】  サンプル中の請求項１０に記載のポリペプチドの存在を検

出する方法であって、該方法は、請求項１０に記載のポリペプチドに選択的に結

合する化合物と該サンプルとを接触させる工程、および請求項１０に記載のポリ

ペプチドに結合する化合物が、該サンプル中に存在するか否かを決定する工程を
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包含する、方法。

    【請求項１５】  サンプル中の請求項１に記載の核酸分子の存在を検出する

方法であって、該方法は、請求項１に記載の核酸分子に選択的に結合する核酸プ

ローブまたはプライマーと該サンプルとを接触させる工程、および請求項１に記

載の核酸分子に結合する該核酸プローブまたはプライマーが、該サンプル中に存

在するか否かを決定する工程を包含する、方法。

    【請求項１６】  請求項１０に記載のポリペプチドの活性を調節するための

方法であって、該方法は、請求項１０に記載のポリペプチドを含む細胞サンプル

を該ポリペプチドの活性を調節するに十分な量で該ポリペプチドに結合する化合

物と接触させる工程を包含する、方法。

    【請求項１７】  免疫応答関連障害を処置または予防する方法であって、該

方法は、以下：

  （ａ）請求項１に記載の核酸；

  （ｂ）請求項１０に記載のポリペプチド；および

  （ｃ）請求項１２に記載の抗体、

からなる群より選択される有効量の治療剤を、このような処置または予防が所望

される被検体へ投与する工程を包含し、ここで、該治療剤は、該被検体における

該免疫応答関連障害を処置するに十分な量で投与される、方法。

    【請求項１８】  薬学的組成物であって、該組成物は、以下：

  （ａ）請求項１に記載の核酸；

  （ｂ）請求項１０に記載のポリペプチド；および

  （ｃ）請求項１２に記載の抗体、

からなる群より選択される治療的または予防的に有効量の治療剤、ならびに薬学

的に受容可能なキャリアを含む、薬学的組成物。

    【請求項１９】  １以上に容器中に、治療的または予防的に有効量の請求項

１８に記載の薬学的組成物を含む、キット。

    【請求項２０】  ヒト疾患に関連する症状を処置するための医薬の製造にお

ける治療剤の使用であって、該疾患は、免疫応答関連障害を含み、ここで該治療

剤は、以下：
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  （ａ）請求項１に記載の核酸；

  （ｂ）請求項１０に記載のポリペプチド；および

  （ｃ）請求項１２に記載の抗体、

からなる群より選択される、使用。

    【請求項２１】  免疫応答関連障害の活性もしくは潜伏のモジュレーターま

たは該免疫応答関連障害に対する素因についてスクリーニングするための方法で

あって、該方法は、以下：

  （ａ）免疫応答関連障害について増加した危険性である試験動物に試験化合物

を投与する工程であって、ここで，該試験動物は、ＢＬＡＡポリペプチドを組換

え的に発現する、工程；

  （ｂ）該試験動物における該ポリペプチドの活性の発現を測定する工程；

  （ｃ）該ポリペプチドを組換え的に発現し、かつ免疫応答関連疾患について増

加した危険性ではないコントロール動物における該ポリペプチドの活性を測定す

る工程；ならびに

  （ｄ）該試験動物および該コントロール動物における該ポリペプチドの発現を

比較する工程であって、ここで該コントロール動物に対する該試験動物における

該ポリペプチドの活性の変化は、該試験化合物が、免疫応答関連疾患に対する活

性もしくは潜伏のモジュレーターであるか、または免疫応答関連疾患に対する素

因であることを示す、工程、

を包含する、方法。

    【請求項２２】  請求項２１に記載の方法であって、ここで前記試験動物は

、組換え試験動物であり、該組換え試験動物は、試験タンパク質導入遺伝子を発

現するか、またはプロモーターの制御下で野生型試験動物に対して増加したレベ

ルで該導入遺伝子を発現し、そしてここで該プロモーターは、該導入遺伝子のネ

イティブなプロモーターではない、方法。

    【請求項２３】  請求項１０に記載のＢＬＡＡポリペプチドの変更されたレ

ベルと関連する疾患の存在または該疾患に対する素因を決定するための方法であ

って、該方法は、以下の工程：

  （ａ）哺乳動物被検体由来のサンプルにおける該ポリペプチドの量を測定する
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工程：および

  （ｂ）工程（ａ）における該ポリペプチドの量を、コントロールサンプル中に

存在する該ポリペプチドの量と比較する工程、

を包含し、ここで、該コントロールサンプルと比較した場合の工程（ａ）におけ

る該ポリペプチドのレベルにおける変更が、疾患状態を示す、方法。

    【請求項２４】  請求項１に記載のＢＬＡＡ核酸の変更されたレベルと関連

する疾患の存在または該疾患に対する素因を決定するための方法であって、該方

法は、以下の工程：

  （ａ）哺乳動物被検体由来のサンプルにおける該核酸の量を測定する工程；お

よび

  （ｂ）工程（ａ）における該核酸の量を、コントロールサンプル中に存在する

該核酸の量と比較する工程、

を包含し、ここで、該コントロールサンプルと比較した場合の工程（ａ）におけ

る該核酸のレベルにおける変更が、疾患状態を示す、方法。

    【請求項２５】  哺乳動物における病理学的状態を処置する方法であって、

該方法は、請求項１０に記載のポリペプチドを該病理学的状態を緩和する量で被

検体に投与する工程を包含する、方法。

    【請求項２６】  哺乳動物における病理学的状態を処置する方法であって、

該方法は、請求項１２に記載の抗体を該病理学的状態を緩和するに十分な量で被

検体に投与する工程を包含する、方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （発明の分野）

  本発明は、一般的にポリヌクレオチドおよびそれによってコードされるポリペ

プチド、およびベクター、抗体ならびにこのポリペプチドおよびポリヌクレオチ

ドを作製する組換え方法に関する。

      【０００２】

  （発明の背景）

  脊椎動物の免疫系は、「自己」を「非自己」から識別する能力および病原体お

よび他の潜在的に有害な因子に対する適切な選択的応答を備える能力によって特

徴付けられる。免疫応答に関与する細胞型としては、Ｂ細胞およびＴ細胞として

公知であるリンパ球が挙げられる。Ｂ細胞とＴ細胞との間の相互作用は、完全な

免疫応答の伝達のために重要である。

      【０００３】

  Ｔ細胞は、免疫応答をもたらすために活性化されなければならない。Ｔ細胞の

活性化には、以下の２つのシグナルが必要であると考えられる：抗原特異的シグ

ナルおよび抗原特異的ではないシグナル。Ｔ細胞は、Ｂ細胞、特にＴ細胞自体を

活性化するＢ細胞に結合することによって活性化され得る。

      【０００４】

  Ｔ細胞のＢ細胞媒介活性化は、少なくとも部分的にＢ７タンパク質によって媒

介されると考えられる。このＢ７タンパク質は、Ｂ細胞の表面上に発現されるタ

ンパク質である。Ｂ７タンパク質は、免疫グロブリンスーパーファミリーのメン

バーである。これらは、活性化されたＴリンパ球に結合し、そしてＴリンパ球細

胞増殖および活性化のための調節シグナルを提供する（例えば、「Ｉｍｍｕｎｏ

ｂｉｏｌｏｇｙ－Ｔｈｅ  Ｉｍｍｕｎｅ  Ｓｙｓｔｅｍ  ｉｎ  Ｈｅａｌｔｈ  

ａｎｄ  Ｄｉｓｅａｓｅ」、１９９７、第３版、第７章、Ｊａｎｅｗａｙ，Ｃ．

Ａ．ら編、Ｇａｒｌａｎｄ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ  Ｙｏｒ

ｋを参照のこと）。Ｂ７分子に結合するＴ細胞上の細胞表面分子としては、ＣＴ

ＬＡ４およびＣＤ２８が挙げられる。
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      【０００５】

  （発明の要旨）

  本発明は、ヒトＢリンパ球活性化抗原Ｂ７ファミリー（以下「ＢＬＡＡ」とす

る）の新規なメンバーをコードするＢＬＡＡポリヌクレオチド配列の発見に一部

基づく。

      【０００６】

  １つの局面において、本発明は、ＢＬＡＡをコードする単離された核酸分子を

含む。この核酸分子は、配列番号２または配列番号６に対して少なくとも９５％

同一である配列を有するポリペプチドをコードするヌクレオチドであり得る。あ

るいは、このような核酸分子の相補鎖であり得る。

      【０００７】

  別の局面において、本発明は、１００ヌクレオチド長未満であり、かつ配列番

号１、３、５、７、８、９、１０、１１、または１２の少なくとも６個連続する

ヌクレオチドを含むオリゴヌクレオチドを含む。このオリゴヌクレオチドは、配

列番号１、３、５、７、８、９、１０、１１、または１２の相補鎖の少なくとも

６個連続するヌクレオチドを含む。

      【０００８】

  本発明の別の局面は、上記のＢＬＡＡをコードする単離された核酸分子を含む

ベクターに関する。１つの実施形態において、このベクターは、発現ベクターで

ある。別の実施形態において、このベクターは、単離された核酸分子に作動可能

に連結される調節エレメントを含む。

      【０００９】

  本発明のさらなる局面は、配列番号２、配列番号４、または配列番号６のアミ

ノ酸配列を有するポリペプチドに少なくとも８０％同一である単離されたポリペ

プチドを含む。本発明のこの局面の別の実施形態において、単離されたポリペプ

チドは、配列番号２、配列番号４、または配列番号６のアミノ酸配列を有するポ

リペプチドのフラグメントに少なくとも８０％相同である。この実施形態におい

て、このフラグメントは、配列番号２、配列番号４、または配列番号６の少なく

とも６個連続するアミノ酸を含む。本発明のこの局面の他の実施形態は、配列番
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号２、配列番号４、または配列番号６のアミノ酸配列を有するポリペプチドの誘

導体、アナログ、またはホモログに少なくとも８０％相同である本発明の単離さ

れたポリペプチドを必要とする。なお別の実施形態は、配列番号２、配列番号４

、または配列番号６のアミノ酸配列を有するポリペプチドの天然に存在する対立

遺伝子改変体に少なくとも８０％同一である単離されたポリペプチドを含む。こ

の実施形態は、ストリンジェントな条件下で配列番号１、配列番号３、または配

列番号５の核酸分子にハイブリダイズし得る核酸分子によってコードされるポリ

ペプチドを必要とする。

      【００１０】

  本発明の別の実施形態は、上記のポリペプチドに選択的に結合する抗体を含む

。本発明のさらなる実施形態は、（ａ）核酸分子が発現される条件下で宿主細胞

を培養することによってこのようなポリペプチドを産生する方法；（ｂ）サンプ

ルを、本発明のポリペプチドに選択的に結合する化合物と接触させることによっ

てサンプル中のこのポリペプチドの存在を検出する方法；ならびに（ｃ）本発明

のポリペプチドを含む細胞サンプルを、このポリペプチドに結合し、その活性を

調節する化合物と接触させることによってこのようなポリペプチドの活性を調節

する方法を提供する。

      【００１１】

  さらに、本発明の核酸分子のうちの１つの存在を検出する方法が、また提供さ

れる。この方法は、サンプルを、本発明のポリペプチドに選択的に結合する化合

物と接触させる工程およびこのポリペプチドに結合する化合物が、サンプル中に

存在するか否かを決定する工程を包含する。

      【００１２】

  本発明の他の実施形態としては、免疫応答関連障害を処置または予防する方法

および治療的薬学的組成物または予防的薬学的組成物が挙げられる。さらに、本

発明の別の局面は、本発明において提供される、治療的または予防的有効量の薬

学的組成物を含むキットを含む。

      【００１３】

  本発明の別の局面は、免疫応答障害と関連する疾患を処置する医薬の製造にお
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ける治療剤の使用を含む。本発明の別の実施形態は、免疫応答関連障害の活性、

潜伏または素因のモジュレーターをスクリーニングする方法を含む。この実施形

態において、試験化合物が、免疫応答関連障害の危険性が上昇している動物に投

与され、試験動物における本発明のポリペプチドの発現を測定し、コントロール

動物におけるポリペプチドの発現を測定し、そして両方の動物における発現を比

較する。

      【００１４】

  本発明の他の実施形態としては、ＢＬＡＡポリペプチドまたはＢＬＡＡ核酸の

レベルの変化と関連する疾患の存在または素因を、サンプル中のＢＬＡＡポリペ

プチドまたは核酸の量を測定し、そしてコントロールサンプルにおける存在量と

比較することによって決定する方法が挙げられる。本発明のなお他の実施形態は

、哺乳動物において病理学的状態を緩和するのに十分な量でＢＬＡＡポリペプチ

ドまたはＢＬＡＡ核酸を投与することによって病理学的状態を処置する方法を含

む。  他で定義しない限り、本明細書中で使用される全ての技術単語および科学

単語は、本発明に関係のある当業者によって一般的に理解されるのと同一の意味

を有する。本明細書中に記載される方法および材料と同一または等価である方法

および材料が、本発明の実施または試験において使用され得るが、適切な方法お

よび物質が、以下に記載される。本明細書中に記載される全ての刊行物、特許出

願、特許および他の参考文献は、その全体が参考として援用される。競合する場

合、定義を含む本願明細書は制御される。さらに、材料、方法、および実施例は

、例示のみであり、そして限定することは意図されない。

      【００１５】

  本発明の他の特徴および利点は、以下の詳細な説明および上記の特許請求の範

囲から明らかである。

      【００１６】

  （発明の詳細な説明）

  本発明は、Ｂリンパ球抗原（ＢＬＡＡ）のＢ７ファミリーに類似の配列を有す

るポリペプチドをコードする新規のポリヌクレオチドを提供する。本発明に従う

これらのｃＤＮＡ配列は、これらのコードされるＢＬＡＡポリペプチドと共に、
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図１、２および３に示される。

      【００１７】

  ＢＬＡＡポリペプチドは、以前に記載されたＢ７ファミリーのメンバー（すな

わち、Ｂ７－１およびＢ７－２）に２０～２５％同一であり、そして４０～４５

％類似する。以下に詳細に議論されるように、これらのＢＬＡＡポリペプチドの

いくつかのモチーフは、Ｂ７ポリペプチドで高度に保存されている。さらに、ヒ

ト、マウスおよびウシのブチロフィリン（ｂｕｔｙｒｏｐｈｉｌｉｎ）およびヒ

トミエリン稀突起神経膠細胞糖タンパク質（ＭＯＧ）に対する匹敵する相同性が

観察されている。

      【００１８】

  本発明のポリペプチドは、２つ（配列番号２）、３つ（配列番号４）または４

つ（配列番号６）のＩｇ様ドメイン、それに続く、膜貫通ドメインおよび４４ア

ミノ酸の細胞質ドメインを有する。これは、細胞表面に局在することが公知の、

以前に記載されたＢ７タンパク質ファミリーのメンバーと一致する（例えば、Ｓ

ｅｌｖａｋｕｍａｒら、Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｅｔｉｃｓ  ３６：１７５－１８１

（１９９２）およびＬｉｎｓｋｅｙら、Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｓｃｉ  ３：１３４１

－１３４３（１９９４）を参照のこと）。

      【００１９】

  本明細書中で使用される場合、用語「ヒトＢリンパ球活性化抗原Ｂ７様活性」

は、活性化されたＴリンパ球への結合ならびにＴリンパ球の細胞増殖および活性

化のための調節シグナルを提供することを包含する。

      【００２０】

  従って、本発明のポリペプチドは、Ｂ７タンパク質ファミリーの新規メンバー

である。本発明の核酸分子およびポリペプチドは、免疫応答を調節するために使

用され得る。それ自体、これらは、感染性疾患、癌、自己免疫障害、および器官

移植における対宿主性移植片病に関連する合併症、ならびに／あるいは類似の免

疫系の病理および障害の処置に関する、潜在的な治療適用において有用である。

例えば、本発明のポリペプチドをコードするｃＤＮＡは、遺伝子治療において有

用であり得る。あるいは、ＢＬＡＡポリペプチドは、免疫障害を処置するために
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直接投与され得る。本発明の核酸、ポリペプチドおよび抗体は、診断適用および

治療適用においてさらに有用であり得る。

      【００２１】

  ＢＬＡＡポリペプチドは、他の相同なＢ７タンパク質において対応する位置で

保存される、多くの領域および／または単一のアミノ酸を含む。例えば、図４は

、配列番号６のポリペプチドのＣｌａｓｔａｌＷアライメントを示す。保存され

た領域としては、例えば、アミノ酸１６、４２、４６、４８、５０、５２、５９

、６０、６３、６７－６８、７５、８２、８９、９２－９３、１０７－１０９、

１１６、１１８、１２２、１３４、１３６、１３８、１４０、１４３、１４５、

１５２、１６４－１６７、１７０、１７２－１７３、１８７、１９１、１９４、

１９８、２１０、２１７、２２３、２４２および３１０が挙げられる。さらに、

「保存的変異」の節において定義されるような保存的アミノ酸置換を有する領域

もまた存在する。「保存的アミノ酸置換」によって、類似の側鎖を有するアミノ

酸が意味される。このような置換は、例えば、アミノ酸１４、２５、３８、６５

、７１、７９、８４、１０６、１１２、１１４、１１９、１２３－１２４、１２

７－１２８、１４２、１４８－１４９、１６１、１６３、１７１、２０２、２１

２、２１７、２２１－２２３、２６４、２６６、２７８、２８３－２８４、２９

１、３０５および３３５に見い出される。

      【００２２】

  ＢＬＡＡポリペプチドは、親水性領域および疎水性領域を含む。図５に示され

るように、配列番号６のポリペプチドは、親水性領域および疎水性領域の両方を

含む。疎水性領域は、およそアミノ酸１～およそアミノ酸７５；およそアミノ酸

１１０～およそアミノ酸１５０；およそアミノ酸２００～およそアミノ酸２２５

；およそアミノ酸２５０～およそアミノ酸２９０；およそアミノ酸３１０～およ

そアミノ酸３８０；およそアミノ酸４２０～およそアミノ酸４４０；およびおよ

そアミノ酸４６０～およそアミノ酸５００が挙げられる。反対に、疎水性領域と

しては、およそアミノ酸７５～およそアミノ酸１１０；およそアミノ酸１５０～

およそアミノ酸２００；およそアミノ酸２２５～およそアミノ酸２５０；およそ

アミノ酸２９０～およそアミノ酸３１０；およそアミノ酸３８０～およそアミノ
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酸４２０；およそアミノ酸４４０～およそアミノ酸５３４が挙げられる。従って

、これらの領域は、エピトープの設計および抗原の選択に有用である。

      【００２３】

  表示を簡単にするために、本発明の新規ポリヌクレオチドおよびポリペプチド

を、ＢＬＡＡ（Ｂリンパ球活性化抗原）として総称する。本発明のＢＬＡＡ核酸

およびポリペプチド配列の要約を、表１に提供する。

      【００２４】

【表１】

  本明細書中で使用される場合、「同一性」残基は、２つの配列のアライメント

における対応するヌクレオチド塩基またはアミノ酸残基が同じ残基である、２つ
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の配列間の比較における残基に対応する。残基は、アライメントの２つの配列間

の比較が、比較される対応する位置における残基が同じかまたは保存的置換され

たアミノ酸（「保存的変異」の節で以下に定義されるような）であることを示す

場合には、「類似」である。

      【００２５】

  （核酸）

  本発明の１つの局面は、ＢＬＡＡポリペプチドまたはその生物学的に活性な部

分をコードする、単離されたＢＬＡＡ核酸分子に関する。ＢＬＡＡ核酸分子はま

た、ＢＬＡＡコード核酸（例えば、ＢＬＡＡ  ｍＲＮＡ）を同定するためのハイ

ブリダイゼーションプローブとしての使用に十分な核酸フラグメント、およびＢ

ＬＡＡ核酸分子の増幅または変異のためのＰＣＲプライマーとしての使用のため

のフラグメントを含む。本明細書中で使用される場合、用語「核酸分子」は、Ｄ

ＮＡ分子（例えば、ｃＤＮＡまたはゲノムＤＮＡ）、ＲＮＡ分子（例えば、ｍＲ

ＮＡ）、ヌクレオチドアナログを使用して生成されたＤＮＡまたはＲＮＡのアナ

ログ、ならびにこれらの誘導体、フラグメントおよびホモログを含むことが意図

される。核酸分子は、一本鎖または二本鎖であり得るが、好ましくは、二本鎖Ｄ

ＮＡである。

      【００２６】

  「プローブ」とは、可変の長さの核酸配列をいい、好ましくは、使用に依存し

て、少なくとも約１０ヌクレオチド（ｎｔ）、１００ｎｔ、または例えば、約６

，０００ｎｔの間である。プローブは、同一、類似または相補的な核酸配列の検

出において使用される。より長いプローブは、通常、天然供給源または組換え供

給源から入手され、非常に特異的であり、そしてオリゴマーよりもはるかに遅く

ハイブリダイズする。プローブは、一本鎖または二本鎖であり得、そしてＰＣＲ

、メンブレンベースのハイブリダイゼーション技術またはＥＬＩＳＡのような技

術において特異性を有するように設計される。

      【００２７】

  「単離された」核酸分子は、この核酸の天然の供給源中に存在するその他の核

酸分子から分離されているものである。好ましくは、「単離された」核酸は、こ
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の核酸が由来する生物のゲノムＤＮＡ中でこの核酸に天然に隣接する配列（すな

わち、この核酸の５’末端および３’末端に位置する配列）を含まない。例えば

、種々の実施形態で、単離されたＢＬＡＡ核酸分子は、約５ｋｂ、４ｋｂ、３ｋ

ｂ、２ｋｂ、１ｋｂ、０．５ｋｂまたは０．１ｋｂ未満の、この核酸が由来する

細胞のゲノムＤＮＡ中の核酸分子に天然で隣接する核酸配列を含み得る。さらに

、「単離された」核酸分子、例えば、ｃＤＮＡ分子は、組換え技法により産生さ

れるとき、その他の細胞物質または培養培地を実質的に含まないか、または化学

的に合成されるとき、化学物質前駆体もしくはその他の化学物質を実質的に含ま

ないものであり得る。

      【００２８】

  本発明の核酸分子、例えば、配列番号１、配列番号３、配列番号５、配列番号

７、配列番号８、配列番号９、配列番号１０、配列番号１１、および配列番号１

２からなる群より選択されるヌクレオチド配列、またはこれらのヌクレオチド配

列の任意の相補体を有する核酸分子は、標準的な分子生物学的技法および本明細

書で提供される配列情報を用いて単離され得る。ハイブリダイゼーションプロー

ブとして、配列番号１、３、５、７、８、９、１０、１１または１２の核酸配列

の全てもしくは一部分を使用して、ＢＬＡＡ分子は、標準的なハイブリダイゼー

ションおよびクローニング技法（例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（編）、ＭＯＬＥ

ＣＵＬＡＲ  ＣＬＯＮＩＮＧ：Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹＹ  ＭＡＮＵＡＬ第２

版、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓ

ｓ、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ、ＮＹ、１９８９；およびＡｕｓｕ

ｂｅｌら、（編）、ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵ

ＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ

、ＮＹ、１９９３）を用いて単離され得る。

      【００２９】

  本発明の核酸は、標準的なＰＣＲ増幅技法に従って、テンプレートとしてｃＤ

ＮＡ、ｍＲＮＡあるいはゲノムＤＮＡ、および適切なオリゴヌクレオチドプライ

マーを用いて増幅され得る。このように増幅された核酸は、適切なベクター中に

クローン化され、そしてＤＮＡ配列分析により特徴付けられ得る。さらに、ＢＬ
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ＡＡヌクレオチド配列に対応するオリゴヌクレオチドは、標準的な合成技法、例

えば、自動化ＤＮＡ合成機を用いることにより調製され得る。

      【００３０】

  本明細書で用いられる用語「オリゴヌクレオチド」は、一連の連結されたヌク

レオチド残基をいい、このオリゴヌクレオチドは、ＰＣＲ反応で用いられ得る十

分な数のヌクレオチド塩基を有する。短いオリゴヌクレオチド配列は、ゲノム配

列もしくはｃＤＮＡ配列に基づき得るか、またはそれから設計され得、そして特

定の細胞もしくは組織において、同一、類似もしくは相補的なＤＮＡまたはＲＮ

Ａを増幅し、確認し、もしくはその存在を示すために用いられる。オリゴヌクレ

オチドは、約１０ｎｔ、５０ｎｔ、または１００ヌクレオチドの長さ、好ましく

は約１５ヌクレオチド～３０ヌクレオチドの長さを有する核酸配列の部分を含む

。１つの実施形態では、１００ヌクレオチドより少ない長さの核酸分子を含むオ

リゴヌクレオチドは、さらに、配列番号１、３、５、７、８、９、１０、１１ま

たは１２の少なくとも６個連続するヌクレオチド、またはその相補物を含み得る

。オリゴヌクレオチドは、化学的に合成され得、そしてプローブとして用いられ

得る。

      【００３１】

  別の実施形態では、本発明の単離された核酸分子は、配列番号１、３、５、７

、８、９、１０、１１、もしくは１２に示されるヌクレオチド配列またはこのヌ

クレオチド配列の相補体である核酸分子を含む。配列番号１、３、５、７、８、

９、１０、１１、または１２に示されるヌクレオチド配列に相補的である核酸分

子は、配列番号１、３、５、７、８、９、１０、１１、または１２に示されるヌ

クレオチド配列に十分相補的である核酸分子であり、配列番号１、３、５、７、

８、９、１０、１１、または１２に示されるヌクレオチド配列に対しミスマッチ

がほとんどまたは全くなく水素結合し得、それによって安定な二本鎖を形成する

。

      【００３２】

  本明細書で用いる用語「相補的」は、核酸分子のヌクレオチド単位間のＷａｔ

ｓｏｎ－ＣｒｉｃｋまたはＨｏｏｇｓｔｅｅｎ塩基対形成をいい、そして用語「
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結合」は、２つのポリペプチドまたは化合物または関連ポリペプチドまたは化合

物またはその組合せ間の物理的または化学的相互作用を意味する。結合は、イオ

ン性、非イオン性、ファンデルワールス性、疎水性相互作用などを含む。物理的

相互作用は直接的であるかまたは間接的であり得る。間接的相互作用は、別のポ

リペプチドまたは化合物を介するか、またはその効果に起因し得る。直接的結合

は、別のポリペプチドもしくは化合物を介して、またはその効果に起因して生じ

ない、その他の実質的な化学的中間体がない相互作用をいう。

      【００３３】

  さらに、本発明の核酸分子は、配列番号１、３、５、７、８、９、１０、１１

、もしくは１２の核酸配列の一部のみ（例えば、プローブまたはプライマーとし

て使用され得るフラグメント、あるいはＢＬＡＡの生物学的に活性な部分をコー

ドするフラグメント）を含み得る。

      【００３４】

  本明細書中に提供されるフラグメントは、少なくとも６個の（連続する）核酸

配列または少なくとも４個の（連続する）アミノ酸配列（それぞれ、核酸の場合

には、特異的なハイブリダイゼーションを可能にし、またはアミノ酸の場合には

、エピトープの特異的な認識を可能にするに十分な長さ）として規定され、そし

て全長配列未満のせいぜいいくらかの部分である。フラグメントは、選択された

核酸配列またはアミノ酸配列の任意の連続する部分に由来し得る。誘導体は、直

接的にかまたは改変もしくは部分的置換によってかのいずれかでネイティブな化

合物から形成される核酸配列またはアミノ酸配列である。アナログは、ネイティ

ブな化合物に類似する構造を有する（しかし、同一ではない）が、特定の成分ま

たは側鎖に関してそれとは異なる核酸配列またはアミノ酸配列である。アナログ

は、合成物であり得るか、または進化的に異なる起源に由来し得、そして野生型

と比較して、類似の代謝活性または反対の代謝活性を有し得る。相同体は、異な

った種に由来する特定の遺伝子の核酸配列またはアミノ酸配列である。

      【００３５】

  誘導体およびアナログは、以下に記載のように、誘導体またはアナログが、修

飾された核酸またはアミノ酸を含む場合、全長、または全長以外のものであり得
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る。本発明の核酸またはタンパク質の誘導体またはアナログは、種々の実施形態

において、本発明の核酸もしくはタンパク質に、同一の大きさの核酸またはアミ

ノ酸配列にわたって、または整列した配列に比較した場合（この整列は、当該分

野で公知であるコンピューター相同性プログラムによって実施される）、少なく

とも約３０％、５０％、７０％、８０％、もしくは９５％の同一性（好ましい同

一性は、８０～９５％）で実質的に相同であるか、あるいはそのコードする核酸

がストリンジェントの、中程度にストリンジェントの、または低いストリンジェ

ントの条件下で上記のタンパク質をコードする配列の相補体にハイブリダイズし

得る、領域を含む分子を包含するが、これらに限定されない。例えば、Ａｕｓｕ

ｂｅｌら、ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  

ＢＩＯＬＯＧＹ、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ、Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ、Ｎ

Ｙ、１９９３、および以下を参照のこと。

      【００３６】

  「相同な核酸配列」もしくは「相同なアミノ酸配列」、またはその改変体とは

、上記で考察したように、ヌクレオチドレベルまたはアミノ酸レベルにおける相

同性によって特徴付けられる配列をいう。相同なヌクレオチド配列は、ＢＬＡＡ

ポリペプチドのアイソフォームをコードする配列をコードする。アイソフォーム

は、例えば、ＲＮＡの選択的スプライシングの結果として、同一の生物の異なる

組織において発現され得る。あるいは、アイソフォームは、異なる遺伝子によっ

てコードされ得る。本発明において、相同なヌクレオチド配列は、ヒト以外の種

（哺乳動物が挙げられるが、これに限定されず、従って、例えば、マウス、ラッ

ト、ウサギ、イヌ、ネコ、ウシ、ウマおよび他の生物が挙げられ得る）のＢＬＡ

Ａポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含む。相同なヌクレオチド配列

はまた、天然に存在する対立遺伝子改変体および本明細書に記載されるヌクレオ

チド配列の変異体が挙げられるが、これらに限定されない。しかし、相同的ヌク

レオチド配列は、ヒトＢＬＡＡタンパク質をコードするヌクレオチド配列を含ま

ない。相同核酸配列は、配列番号２、配列番号４、または配列番号６の保存的ア

ミノ酸置換（以下を参照のこと）、およびＢＬＡＡ活性を有するポリペプチドを

コードする核酸配列を含む。ＢＬＡＡタンパク質の生物学的活性は以下に記載さ
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れている。相同的アミノ酸配列は、ヒトＢＬＡＡポリペプチドのアミノ酸配列を

コードしない。

      【００３７】

  ＢＬＡＡポリペプチドは、本明細書中に記載されるように、ＢＬＡＡ核酸のオ

ープンリーディングフレーム（「ＯＲＦ」）によってコードされ得る。例えば、

本発明は、本発明のＯＲＦを含む配列番号７、配列番号９、および配列番号１１

の核酸配列のストレッチを含み、そして、配列番号２、配列番号４および配列番

号６のポリペプチドをそれぞれコードする核酸配列を含む。

      【００３８】

  「オープンリーディングフレーム」（「ＯＲＦ」）は、ポリペプチドに潜在的

に翻訳され得るヌクレオチド配列に対応する。ＯＲＦを含む核酸のストレッチは

、終止コドンによって、妨げられない。全体のタンパク質についてのコード配列

を示すＯＲＦは、ＡＴＧ「開始」コドンを用いて始まり、そして、３つの「終止

」コドン（すなわち、ＴＡＡ、ＴＡＧ、またはＴＧＡ）で終止する。本発明の目

的について、ＯＲＦは、開始コドン、終止コドン、または両方を有するかまたは

有さない、コード配列の任意の部分であり得る。本物の細胞性タンパク質をコー

ドする良好な候補として考えられるＯＲＦについては、最小のサイズの要求がし

ばしば設定され、例えば、５０アミノ酸以上のタンパク質をコードするＤＮＡの

ストレッチが、設定される。

      【００３９】

  １つの実施形態において、１０２０塩基対（ｂｐ）ＯＲＦ（配列番号７）は、

配列番号１のヌクレオチド１１１からヌクレオチド１１３０を含む。このＯＲＦ

は、配列番号２に従う３４０アミノ酸ポリペプチドへ翻訳され得る。別の実施形

態では、１３２３ｂｐ  ＯＲＦ（配列番号９）は、配列番号３のヌクレオチド２

からヌクレオチド１３２４を含む。このＯＲＦは、配列番号４に従う４４１アミ

ノ酸ポリペプチドへと翻訳され得る。別の実施形態では、１６０１ｂｐ  ＯＲＦ

（配列番号１１）は、配列番号５のヌクレオチド６０からヌクレオチド１６６１

を含む。このＯＲＦは、配列番号６に従って、５３４アミノ酸ポリペプチドへと

翻訳され得る。
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      【００４０】

  ヒトＢＬＡＡ遺伝子のクローニングから決定されたヌクレオチド配列は、他の

細胞型（例えば、他の組織由来）におけるＢＬＡＡホモログ、ならびに他の哺乳

動物由来のＢＬＡＡホモログを同定および／またはクローニングする際の使用の

ために設計されるプローブおよびプライマーの作製を可能にする。このプローブ

／プライマーは、代表的には、実質的に精製されたオリゴヌクレオチドを含む。

このオリゴヌクレオチドは、代表的には、配列番号１、３、５、７、８、９、１

０、１１、もしくは１２の少なくとも約１２個、約２５個、約５０個、約１００

個、約１５０個、約２００個、約２５０個、約３００個、約３５０個または約４

００個以上の連続するセンス鎖ヌクレオチド配列；または配列番号１、３、５、

７、８、９、１０、１１、もしくは１２のアンチセンス鎖ヌクレオチド配列；あ

るいは配列番号１、３、５、７、８、９、１０、１１、もしくは１２の天然に存

在する変異体の少なくとも約１２個、約２５個、約５０個、約１００個、約１５

０個、約２００個、約２５０個、約３００個、約３５０個または約４００個以上

の連続するセンス鎖ヌクレオチド配列に、ストリンジェントな条件下でハイブリ

ダイズするヌクレオチド配列の領域を含む。

      【００４１】

  ヒトＢＬＡＡヌクレオチド配列に基づくプローブは、同じまたは相同なタンパ

ク質をコードする転写物またはゲノム配列を検出するために使用され得る。種々

の実施形態において、このプローブはさらに、プローブに付着した標識基を含み

、例えば、この標識基は放射性同位体、蛍光化合物、酵素、または酵素補因子で

あり得る。このようなプローブは、ＢＬＡＡタンパク質を誤って発現する細胞ま

たは組織を同定するための診断試験キットの一部として、例えば、被験体由来の

細胞のサンプル中のＢＬＡＡをコードする核酸のレベルを測定すること（例えば

、ＢＬＡＡ  ｍＲＮＡレベルを検出すること、またはゲノムＢＬＡＡ遺伝子が変

異しているかまたは欠失しているか否かを決定すること）によって使用され得る

。

      【００４２】

  「ＢＬＡＡの生物学的に活性な部分を有するポリペプチド」は、本発明のポリ
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ペプチドの活性に類似するが必ずしも同一ではない活性を示すポリペプチドをい

い、用量依存性の有無に関わらず、特定の生物学的アッセイにおいて測定される

ような成熟形態を含む。「ＢＬＡＡの生物学的に活性な部分」をコードする核酸

フラグメントは、ＢＬＡＡの生物学的活性（ＢＬＡＡタンパク質の生物学的活性

は、以下に記載される）を有するポリペプチドをコードする、配列番号１、３、

５、７、９、もしくは１１の一部を単離し、ＢＬＡＡポリペプチドのコードされ

た部分を発現させ（例えば、インビトロでの組換え発現によって）、そしてＢＬ

ＡＡのコードされた部分の活性を評価することによって調製され得る。

      【００４３】

  （ＢＬＡＡの改変体）

  本発明はさらに、遺伝コードの縮重に起因して、配列番号１、３、５、７、９

、もしくは１１に示されるヌクレオチド配列とは異なる核酸分子を包含する。そ

れにより、これらの核酸は、配列番号１、３、５、７、９、もしくは１１に示さ

れるヌクレオチド配列によってコードされるタンパク質と同じＢＬＡＡタンパク

質をコードする。別の実施形態において、本発明の単離された核酸分子は、配列

番号２、配列番号４、または配列番号６に示されるアミノ酸配列を有するタンパ

ク質をコードするヌクレオチド配列を有する。

      【００４４】

  配列番号１、３、５、７、９、もしくは１１に示されるヒトＢＬＡＡヌクレオ

チド配列に加えて、ＢＬＡＡのアミノ酸配列における変化を導くＤＮＡ配列多型

は、集団（例えば、ヒト集団）内に存在し得ることが、当業者によって理解され

る。ＢＬＡＡ遺伝子中のこのような遺伝的多型は、天然の対立遺伝子のバリエー

ションに起因して、集団内の個体間に存在し得る。本明細書中で使用される場合

、用語「遺伝子」および「組換え遺伝子」は、ＢＬＡＡポリペプチド、好ましく

は哺乳動物のＢＬＡＡポリペプチドをコードするオープンリーディングフレーム

を含む核酸分子をいう。このような天然の対立遺伝子のバリエーションは、代表

的には、ＢＬＡＡ遺伝子のヌクレオチド配列において１～５％の変動性を生じ得

る。天然の対立遺伝子バリエーションの結果であり、そしてＢＬＡＡの機能的活

性を変化させない、ＢＬＡＡ内の任意および全てのこのようなヌクレオチドのバ
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リエーションならびに得られるアミノ酸多型は、本発明の範囲内であると意図さ

れる。

      【００４５】

  さらに、他の種由来のＢＬＡＡタンパク質をコードし、従って、配列番号１、

３、５、７、９、もしくは１１のヒト配列とは異なるヌクレオチド配列を有する

核酸分子は、本発明の範囲内にあることが意図される。本発明のＢＬＡＡのｃＤ

ＮＡの天然の対立遺伝子改変体およびホモログに対応する核酸分子は、本明細書

中に開示されるヒトＢＬＡＡ核酸に対するその相同性に基づいて、ストリンジェ

ントハイブリダイゼーション条件下で、標準的なハイブリダイゼーション技術に

従うハイブリダイゼーションプローブとしてヒトｃＤＮＡまたはその一部を用い

て単離され得る。例えば、可溶性ヒトＢＬＡＡ  ｃＤＮＡは、ヒトの膜結合ＢＬ

ＡＡに対するその相同性に基づいて単離され得る。同様に、膜結合ヒトＢＬＡＡ

  ｃＤＮＡは、可溶性ヒトＢＬＡＡに対するその相同性に基づいて単離され得る

。

      【００４６】

  従って、別の実施形態では、本発明の単離された核酸分子は、少なくとも６ヌ

クレオチド長であり、そしてストリンジェント条件下で配列番号１、３、５、７

、８、９、１０、１１、もしくは１２のヌクレオチド配列を含む核酸分子にハイ

ブリダイズする。別の実施形態では、この核酸は、少なくとも１０、２５、５０

、１００、２５０、５００、１０００、１５００、２０００、またはそれを超え

るヌクレオチド長である。別の実施形態では、本発明の単離された核酸分子は、

コード領域（例えば、配列番号１、３、５、７、９、または１１）にハイブリダ

イズする。本明細書中で用いられる場合、用語「ストリンジェント条件下でハイ

ブリダイズする」は、ハイブリダイゼーションおよび洗浄に関して、互いに少な

くとも６０％相同なヌクレオチド配列が代表的には互いにハイブリダイズしたま

まである条件を記載することを意図する。

      【００４７】

  ホモログ（すなわち、ヒト以外の種由来のＢＬＡＡポリペプチドをコードする

核酸）または他の関連配列（例えば、パラログ（ｐａｒａｌｏｇｓ））は、特定
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のヒト配列の全てまたは一部をプローブとし、核酸ハイブリダイゼーションおよ

びクローニングに関して当該分野で周知の方法を使用して、低い、中程度の、ま

たは高いストリンジェンシーのハイブリダイゼーションによって入手され得る。

      【００４８】

  本明細書で用いられる場合、語句「ストリンジェントハイブリダイゼーション

条件」は、その条件下で、プローブ、プライマーまたはオリゴヌクレオチドが、

その標的配列にハイブリダイズするが、その他の配列にはハイブリダイズしない

条件をいう。ストリンジェントな条件は配列依存性であり、そして異なる状況で

異なる。より長い配列は、より短い配列より高い温度で特異的にハイブリダイズ

する。一般に、ストリンジェントな条件は、規定されたイオン強度およびｐＨで

、特定の配列の熱融解点（Ｔm）より約５℃低いように選択される。このＴｍは

、標的配列に相補的なプローブの５０％が、平衡状態で標的配列にハイブリダイ

ズする（規定されたイオン強度、ｐＨおよび核酸濃度下）温度である。標的配列

は一般に過剰で存在するので、Ｔｍでは、５０％のプローブが平衡状態で占有さ

れている。代表的には、ストリンジェントな条件は、ｐＨ７．０～８．３で、塩

濃度が約１．０Ｍナトリウムイオンより少なく、代表的には約０．０１～１．０

Ｍナトリウムイオン（またはその他の塩）、そして温度が短いプローブ、プライ

マーまたはオリゴヌクレオチド（例えば、１０ｎｔ～５０ｎｔ）について少なく

とも約３０℃、そしてより長いプローブ、プライマーおよびオリゴヌクレオチド

について少なくとも約６０℃であるような条件である。ストリンジェントな条件

はまた、ホルムアミドのような、脱安定化剤の添加で達成され得る。

      【００４９】

  ストリンジェント条件は、当業者に公知であり、そしてＡｍｕｓｕｂｅｌら（

編）、ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩ

ＯＬＯＧＹ，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，Ｎ．Ｙ．（１９８９），６

．３．１－６．３．６に見出され得る。好ましくは、この条件は、互いに少なく

とも約６５％、約７０％、約７５％、約８５％、約９０％、約９５％、約９８％

または約９９％相同な配列が、代表的には互いにハイブリダイズしたままである

ような条件である。ストリンジェントハイブリダイゼーション条件の非限定的な
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例は、６×ＳＳＣ、５０ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）、１ｍＭ  ＥＤ

ＴＡ、０．０２％  ＰＶＰ、０．０２％  Ｆｉｃｏｌｌ、０．０２％  ＢＳＡ、

および５００ｍｇ／ｍｌ変性サケ精子ＤＮＡを含む高塩緩衝液中での６５℃での

ハイブリダイゼーションである。このハイブリダイゼーションに、０．２×ＳＳ

Ｃ、０．０１％  ＢＳＡ中での５０℃での１回以上の洗浄が続く。ストリンジェ

ント条件下で配列番号１、３、５、７、８、９、１０、１１、もしくは１２の配

列にハイブリダイズする、本発明の単離された核酸分子は、天然に存在する核酸

分子に対応する。本明細書中で使用される場合、「天然に存在する」核酸分子と

は、天然に存在する（例えば、天然のタンパク質をコードする）ヌクレオチド配

列を有する、ＲＮＡ分子またはＤＮＡ分子をいう。

      【００５０】

  第２の実施形態では、配列番号１、３、５、７、８、９、１０、１１、もしく

は１２またはそれらのフラグメント、アナログもしくは誘導体のヌクレオチド配

列を含む核酸分子に、中程度のストリンジェンシー条件下でハイブリダイズし得

る核酸配列が提供される。中程度のストリンジェンシーハイブリダイゼーション

条件の非限定的な例は、５５℃での６×ＳＳＣ、５×デンハルト溶液、０．５％

  ＳＤＳおよび１００ｍｇ／ｍｌ変性サケ精子ＤＮＡ中でのハイブリダイゼーシ

ョン、続いて１×ＳＳＣ、０．１％  ＳＤＳ中での３７℃での１回以上の洗浄で

ある。用いられ得る中程度のストリンジェンシーの他の条件は、当該分野で周知

である。例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら（編），１９９３，ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯ

ＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  ＢＩＯＬＯＧＹ，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌ

ｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，ＮＹおよびＫｒｉｅｇｌｅｒ，１９９０，ＧＥＮＥ  ＴＲ

ＡＮＳＦＥＲ  ＡＮＤ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ，Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ  Ｍ

ＡＮＵＡＬ，Ｓｔｏｃｋｔｏｎ  Ｐｒｅｓｓ，ＮＹを参照のこと。

      【００５１】

  第３の実施形態では、配列番号１、３、５、７、８、９、１０、１１、もしく

は１２、またはそれらのフラグメント、アナログもしくは誘導体のヌクレオチド

配列を含む核酸分子に、低ストリンジェンシー条件下でハイブリダイズし得る核

酸が提供される。低ストリンジェンシーハイブリダイゼーション条件の非限定的
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な例は、３５％ホルムアミド、５×ＳＳＣ、５０  ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐ

Ｈ７．５）、５ｍＭ  ＥＤＴＡ、０．０２％  ＰＶＰ、０．０２％  Ｆｉｃｏｌ

ｌ、０．２％  ＢＳＡ、１００ｍｇ／ｍｌの変性サケ精子ＤＮＡ、１０％（重量

／容量）デキストラン硫酸中での４０℃でのハイブリダイゼーション、続いて２

×ＳＳＣ、２５ｍＭ  Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．４）、５ｍＭ  ＥＤＴＡおよ

び０．１％  ＳＤＳ中での５０℃での１回以上の洗浄である。用いられ得る低ス

トリンジェンシーの他の条件は、当該分野で周知である（例えば、種交差ハイブ

リダイゼーションについて用いられるように）。例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら（編

），１９９３，ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡ

Ｒ  ＢＩＯＬＯＧＹ，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，ＮＹならびにＫｒ

ｉｅｇｌｅｒ，１９９０，ＧＥＮＥ  ＴＲＡＮＳＦＥＲ  ＡＮＤ  ＥＸＰＲＥＳ

ＳＩＯＮ，Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ，Ｓｔｏｃｋｔｏｎ  Ｐｒ

ｅｓｓ，ＮＹ；ＳｈｉｌｏおよびＷｅｉｎｂｅｒｇ，１９８１，Ｐｒｏｃ  Ｎａ

ｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ７８：６７８９－６７９２を参照のこと。

      【００５２】

  （保存的変異）

  集団中に存在し得る、ＢＬＡＡ配列の天然に存在する対立遺伝子改変体に加え

て、当業者は、配列番号１、３、５、７、９、もしくは１１のヌクレオチド配列

への変異によって変化が導入され得、それによって、ＢＬＡＡポリペプチドの機

能的能力を変更することなく、コードされるＢＬＡＡポリペプチドのアミノ酸配

列に変化がもたらされることをさらに理解する。例えば、「非必須」アミノ酸残

基にてアミノ酸置換をもたらすヌクレオチド置換は、配列番号１、３、５、７、

９、もしくは１１の配列において行われ得る。「非必須」アミノ酸残基は、生物

学的活性を有意に変更することなく、ＢＬＡＡの野生型配列から、変更され得る

残基であり、一方、「必須」アミノ酸残基は、生物学的活性に必要とされる。例

えば、本発明のＢＬＡＡポリペプチドの間で保存されているアミノ酸残基は、特

に変更を受け入れ難いと予測される（例えば、図４および上記考察を参照のこと

）。

      【００５３】
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  さらに、図４に示されているアライメントによって示されるように、そして、

上記のように、本発明のＢＬＡＡポリペプチドのファミリーメンバーの間で保存

されているアミノ酸残基はまた、特に変更を受け入れ難いと推定されている。し

かし、他のアミノ酸残基（例えば、ＢＬＡＡポリペプチドのメンバーの間で、保

存されていないかまたは半分のみ保存されている残基）は、活性について必須で

ないかもしれないし、従って、変更を受け入れ易い。

      【００５４】

  本発明の別の局面は、活性に必須ではないアミノ酸残基における変化を含む、

ＢＬＡＡポリペプチドをコードする核酸分子に関する。このようなＢＬＡＡポリ

ペプチドは、アミノ酸配列が、配列番号２、配列番号４、もしくは配列番号６と

は異なるが、生物学的活性をなお保持する。１つの実施形態では、単離された核

酸分子は、ポリペプチドをコードするヌクレオチド配列を含み、ここで、このポ

リペプチドは、それぞれ、配列番号２、配列番号４、もしくは配列番号６のアミ

ノ酸配列に少なくとも約４５％の相同性であるアミノ酸配列を含む。好ましくは

、この核酸分子によってコードされるポリペプチドは、配列番号２、配列番号４

、もしくは配列番号６に少なくとも約６０％相同性であり、より好ましくは配列

番号２、配列番号４、もしくは配列番号６に少なくとも約７０％相同性であり、

なおさらに好ましくは配列番号２、配列番号４、もしくは配列番号６に少なくと

も約８０％相同性であり、なおさらに好ましくは配列番号２、配列番号４、もし

くは配列番号６に少なくとも約９０％相同性であり、そして最も好ましくは配列

番号２、配列番号４、もしくは配列番号６に少なくとも約９５％相同性である。

      【００５５】

  配列番号２、配列番号４、または配列番号６のポリペプチドに相同なＢＬＡＡ

タンパク質をコードする単離された核酸分子は、配列番号１、３、５、７、９、

もしくは１１のヌクレオチド配列に１以上のヌクレオチドの置換、付加または欠

失を導入することにより作製され得、その結果、１以上のアミノ酸の置換，付加

または欠失が、コードされるタンパク質に導入される。

      【００５６】

  変異は、標準技術（例えば、部位特異的変異誘発およびＰＣＲ媒介変異誘発）



(27) 特表２００３－５１６７１９

によって配列番号１、３、５、７、９、もしくは１１のヌクレオチド配列に導入

され得る。好ましくは、保存的アミノ酸置換が、１以上の推定非必須アミノ酸残

基にて作製される。「保存的アミノ酸置換」は、アミノ酸残基が類似の側鎖を有

するアミノ酸残基で置換される、アミノ酸置換である。類似の側鎖を有するアミ

ノ酸残基のファミリーは、当該分野で定義されている。これらのファミリーとし

ては、以下が挙げられる：塩基性側鎖を有するアミノ酸（例えば、リジン、アル

ギニン、ヒスチジン）、酸性側鎖を有するアミノ酸（例えば、アルパラギン酸、

グルタミン酸）、非荷電極性側鎖を有するアミノ酸（例えば、グリシン、アスパ

ラギン、グルタミン、セリン、トレオニン、チロシン、システイン）、非極性側

鎖を有するアミノ酸（例えば、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プ

ロリン、フェニルアラニン、メチオニン、トリプトファン）、β分枝側鎖を有す

るアミノ酸（例えば、トレオニン、バリン、イソロイシン）および芳香族側鎖を

有するアミノ酸（例えば、チロシン、フェニルアラニン、トリプトファン、ヒス

チジン）。従って、ＢＬＡＡ中の推定された非必須アミノ酸残基は、同じ側鎖の

ファミリー由来の別のアミノ酸残基で置換される。あるいは、別の実施形態では

、変異は、ＢＬＡＡコード配列の全てまたは一部に沿って（例えば、飽和変異誘

発（ｓａｔｕｒａｔｉｏｎ  ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ）によって）ランダムに導

入され得、そして得られる変異体は、ＢＬＡＡの生物学的活性についてスクリー

ニングされて、活性を維持する変異体を同定し得る。配列番号１、３、５、７、

９、もしくは１１の変異誘発に続いて、コードされるポリペプチドは、当該分野

で公知の任意の組換え技術によって発現され得、そしてこのポリペプチドの活性

が決定され得る。

      【００５７】

  １つの実施形態では、変異ＢＬＡＡポリペプチドは、以下についてアッセイさ

れ得る：（１）他のＢＬＡＡポリペプチド、他の細胞表面タンパク質、または生

物学的に活性なそれらの部分と、タンパク質：タンパク質相互作用を形成する能

力、（２）変異ＢＬＡＡポリペプチドと、ＢＬＡＡリガンド（例えば、ＣＴＬＡ

４）との間の複合体形成；（３）変異ＢＬＡＡポリペプチドが細胞内標的タンパ

ク質またはその生物学的に活性な部分に結合する能力（例えば、アビジンタンパ
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ク質）。

      【００５８】

  なお別の実施形態では、ＢＬＡＡ変異体は、免疫グロブリンスーパーファミリ

ーメンバー活性を示す能力（例えば、（ｉ）ＢＬＡＡポリペプチドと活性化Ｔリ

ンパ級との間の複合体形成；（ｉｉ）ヒトＢ細胞活性化抗原Ｂ７ファミリータン

パク質に有意な相同性を有するタンパク質とのＢＬＡＡの相互作用；（ｉｉｉ）

ヒトＢリンパ球活性化抗原Ｂ７ファミリータンパク質とのＢＬＡＡポリペプチド

の相互作用；ならびに（ｉｖ）他のタンパク質とのＢＬＡＡポリペプチドの相互

作用）についてアッセイされ得る。さらに別の実施形態では、ＢＬＡＡ活性は、

少なくとも１つ以上の以下の活性を有する。（ｉ）免疫グロブリンスーパーファ

ミリー関連タンパク質活性の調節；（ｉｉ）Ｔリンパ球増殖の調節；ならびに（

ｉｉｉ）Ｔリンパ球活性化の調節。

      【００５９】

  （アンチセンス）

  本発明の別の局面は、配列番号１、３、５、７、８、９、１０、１１、もしく

は１２またはそのフラグメント、アナログもしくは誘導体のヌクレオチド配列を

含む核酸分子にハイブリダイズし得るかまたは相補的である、単離されたアンチ

センス核酸分子に関する。「アンチセンス」核酸は、タンパク質をコードする「

センス」核酸に相補的である（例えば、二本鎖ｃＤＮＡ分子のコード鎖に相補的

であるかまたはｍＲＮＡ配列に相補的である）ヌクレオチド配列を含む。特定の

局面では、少なくとも約１０、約２５、約５０、約１００、約２５０もしくは約

５００ヌクレオチドまたは全体のＢＬＡＡコード鎖、またはそれらの一部のみに

相補的な配列を含む、アンチセンス核酸分子が提供される。配列番号２、配列番

号４、もしくは配列番号６のＢＬＡＡポリペプチドのフラグメント、ホモログ、

誘導体およびアナログをコードする核酸分子、または配列番号１、３、５、７、

８、９、１０、１１、もしくは１２のＢＬＡＡの核酸配列に相補的なアンチセン

ス核酸がさらに提供される。

      【００６０】

  １つの実施形態では、アンチセンス核酸分子は、ＢＬＡＡをコードするヌクレ
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オチド配列のコード鎖の「コード領域」に対してアンチセンスである。用語「コ

ード領域」とは、アミノ酸残基に翻訳されるコドンを含む、ヌクレオチド配列の

領域をいう（例えば、配列番号１（配列番号７）のヌクレオチド１１１～１１３

０）、配列番号３（配列番号９）のヌクレオチド２～１３２４、または配列番号

５（配列番号１１）のヌクレオチド６０～１６０１に対応するヒトＢＬＡＡのコ

ード領域）。別の実施形態では、このアンチセンス核酸分子は、ＢＬＡＡをコー

ドするヌクレオチド配列のコード鎖の「非コード領域」に対してアンチセンスで

ある。用語「非コード領域」とは、コード領域に隣接する、アミノ酸に翻訳され

ない、５’配列および３’配列をいう（すなわち、５’非翻訳領域および３’非

翻訳領域ともいわれる）。例、すなわち「非コード領域」としては、配列番号８

、配列番号１０、および配列番号１２の非翻訳領域（「ＮＴＲ」）を含む。

      【００６１】

  本明細書中に開示されるＢＬＡＡをコードするコード鎖配列（例えば、配列番

号５、配列番号７もしくは配列番号９）を考慮すれば、本発明のアンチセンス核

酸は、ＷａｔｓｏｎおよびＣｒｉｃｋまたはＨｏｏｇｓｔｅｅｎの塩基対合の規

則に従って設計され得る。アンチセンス核酸分子は、ＢＬＡＡ  ｍＲＮＡのコー

ド領域全体に相補的であり得るが、より好ましくは、ＢＬＡＡ  ｍＲＮＡのコー

ド領域または非コード領域の一部にのみアンチセンスであるオリゴヌクレオチド

である。例えば、アンチセンスオリゴヌクレオチドは、ＢＬＡＡ  ｍＲＮＡの翻

訳開始部位を取り囲む領域に相補的であり得る。アンチセンスオリゴヌクレオチ

ドは、例えば、長さが約５、約１０、約１５、約２０、約２５、約３０、約３５

、約４０、約４５または約５０ヌクレオチドであり得る。本発明のアンチセンス

核酸は、当該分野で公知の手順を用いて、化学的合成または酵素連結反応を用い

て構築され得る。例えば、アンチセンス核酸（例えば、アンチセンスオリゴヌク

レオチド）は、天然に存在するヌクレオチド、またはこの分子の生物学的安定性

を増大させるように、もしくはアンチセンス核酸とセンス核酸との間で形成され

る二重鎖の物理的安定性を増大させるように設計された種々に改変されたヌクレ

オチドを用いて化学的に合成され得る（例えば、ホスホロチオエート誘導体およ

びアクリジン置換ヌクレオチドが用いられ得る）。
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      【００６２】

  アンチセンス核酸を作製するために用いられ得る改変されたヌクレオチドの例

としては以下が挙げられる：５－フルオロウラシル、５－ブロモウラシル、５－

クロロウラシル、５－ヨードウラシル、ヒポキサンチン、キサンチン、４－アセ

チルシトシン、５－（カルボキシヒドロキシメチル）ウラシル、５－カルボキシ

メチルアミノメチル２－チオウリジン、５－カルボキシメチルアミノメチルウラ

シル、ジヒドロウラシル、β－Ｄ－ガラクトシルクエオシン（ｇａｌａｃｔｏｓ

ｙｌｑｕｅｏｓｉｎｅ）、イノシン、Ｎ６－イソペンテニルアデニン、１－メチ

ルグアニン、１－メチルイノシン、２，２－ジメチルグアニン、２－メチルアデ

ニン、２－メチルグアニン、３－メチルシトシン、５－メチルシトシン、Ｎ６－

アデニン、７－メチルグアニン、５－メチルアミノメチルウラシル、５－メトキ

シアミノメチル－２－チオウラシル、β－Ｄ－マンノシルクエオシン（ｍａｎｎ

ｏｓｙｌｑｕｅｏｓｉｎｅ）、５’－メトキシカルボキシメチルウラシル、５－

メトキシウラシル、２－メチルチオ－Ｎ６－イソペンテニルアデニン、ウラシル

－５－オキシ酢酸（ｖ）、ワイブトキソシン、シュードウラシル、クエオシン（

ｑｕｅｏｓｉｎｅ）、２－チオシトシン、５－メチル－２－チオウラシル、２－

チオウラシル、４－チオウラシル、５－メチルウラシル、ウラシル－５－オキシ

酢酸メチルエステル、ウラシル－５－オキシ酢酸（ｖ）、５－メチル－２－チオ

ウラシル、３－（３－アミノ－３－Ｎ－２－カルボキシプロピル）ウラシル、（

ａｃｐ３）ｗ、および２，６－ジアミノプリン。あるいは、このアンチセンス核

酸は、核酸がアンチセンス方向でサブクローニングされた発現ベクターを用いて

生物学的に生成され得る（すなわち、挿入された核酸から転写されたＲＮＡは、

以下のサブセクションにさらに記載される、目的の標的核酸に対してアンチセン

ス方向である）。

      【００６３】

  本発明のアンチセンス核酸分子は、代表的には被験体に投与されるか、または

インサイチュで生成され、その結果それらは、ＢＬＡＡポリペプチドをコードす

る細胞性ｍＲＮＡおよび／またはゲノムＤＮＡとハイブリダイズするか、または

それに結合し、それによってこのタンパク質の発現を、例えば転写および／また
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は翻訳を阻害することによって阻害する。ハイブリダイゼーションは、安定な二

重鎖を形成する従来のヌクレオチド相補性によってか、または例えばＤＮＡ二重

鎖に結合するアンチセンス核酸分子の場合には、二重らせんのメジャーグルーブ

（ｍａｊｏｒ  ｇｒｏｏｖｅ）における特異的相互作用を介してであり得る。本

発明のアンチセンス核酸分子の投与経路の例としては、組織部位での直接的注射

が挙げられる。あるいは、アンチセンス核酸分子は、選択された細胞を標的化す

るように改変され得、次いで全身に投与される。例えば、全身投与のために、ア

ンチセンス分子は、それらが選択された細胞表面上に発現されたレセプターまた

は抗原に特異的に結合するように改変され得る。これは、例えば、そのアンチセ

ンス核酸分子を細胞表面レセプターまたは抗原に結合するペプチドまたは抗体に

連結することによる。このアンチセンス核酸分子はまた、本明細書中に記載され

るベクターを用いて細胞に送達され得る。アンチセンス分子の十分な細胞内濃度

を達成するために、アンチセンス核酸分子が強力なｐｏｌ  ＩＩプロモーターま

たはｐｏｌ  ＩＩＩプロモーターの制御下に置かれているベクター構築物が、好

ましい。

      【００６４】

  なお別の実施形態において、本発明のアンチセンス核酸分子は、ａ－アノマー

核酸分子である。ａ－アノマー核酸分子は、相補的ＲＮＡと特異的な二本鎖ハイ

ブリッドを形成する。ここで、通常のβ－ユニットとは対照的に、鎖は、互いに

平行に走行する（Ｇａｕｌｔｉｅｒら（１９８７）Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ

  Ｒｅｓ  １５：６６２５～６６４１）。このアンチセンス核酸分子はまた、２

’－ｏ－メチルリボヌクレオチド（Ｉｎｏｕｅら、（１９８７）Ｎｕｃｌｅｉｃ

  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ  １５：６１３１～６１４８）またはキメラＲＮＡ－ＤＮ

Ａアナログ（Ｉｎｏｕｅら（１９８７）ＦＥＢＳ  Ｌｅｔｔ  ２１５：３２７～

３３０）を含み得る。

      【００６５】

  （リボザイムおよびＰＮＡ部分）

  核酸改変としては、非限定的な例として、改変塩基、およびその糖ホスフェー

ト骨格が改変または誘導体化された核酸が挙げられる。これらの改変は、少なく
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ともある部分、改変核酸の化学安定性を増強するために実行され、その結果、こ

れらは、例えば、本治療適用においてアンチセンス結合核酸として使用され得る

。

      【００６６】

  １つの実施形態において、本発明のアンチセンス核酸はリボザイムである。リ

ボザイムは、一本鎖核酸（例えば、ｍＲＮＡ）を切断し得るリボヌクレアーゼ活

性を有する触媒性ＲＮＡ分子であり、これらは、その一本鎖核酸に対して相補領

域を有する。従って、リボザイム（例えば、ハンマーヘッドリボザイム（Ｈａｓ

ｅｌｈｏｆｆおよびＧｅｒｌａｃｈ（１９８８）Ｎａｔｕｒｅ  ３３４：５８５

～５９１に記載される））を使用して、ＢＬＡＡ  ｍＲＮＡ転写物を触媒的に切

断し、それによってＢＬＡＡ  ｍＲＮＡの翻訳を阻害し得る。ＢＬＡＡをコード

する核酸に特異性を有するリボザイムは、本明細書中に開示されるＢＬＡＡ  ｃ

ＤＮＡのヌクレオチド配列（すなわち、配列番号１、３、５、７、９もしくは１

１）に基づいて設計され得る。例えば、活性部位のヌクレオチド配列が、ＢＬＡ

ＡをコードするｍＲＮＡ内で切断されるヌクレオチド配列に相補的である、テト

ラヒメナＬ－１９  ＩＶＳ  ＲＮＡの誘導体が構築され得る。例えば、Ｃｅｃｈ

ら、米国特許第４，９８７，０７１号；およびＣｅｃｈら、米国特許第５，１１

６，７４２号を参照のこと。あるいは、ＢＬＡＡ  ｍＲＮＡを使用して、ＲＮＡ

分子のプールから、特異的リボヌクレアーゼ活性を有する触媒性ＲＮＡを選択し

得る。例えば、Ｂａｒｔｅｌら（１９９３）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２６１：１４１１

～１４１８を参照のこと。

      【００６７】

  あるいは、ＢＬＡＡ遺伝子発現は、ＢＬＡＡの調節領域（例えば、ＢＬＡＡの

プロモーターおよび／またはエンハンサー）に相補的なヌクレオチド配列を標的

化し、標的細胞中でＢＬＡＡ遺伝子の転写を妨害する三重らせん構造を形成する

ことによって阻害され得る。一般には、Ｈｅｌｅｎｅ．（１９９１）Ａｎｔｉｃ

ａｎｃｅｒ  Ｄｒｕｇ  Ｄｅｓ．６：５６９～８４；Ｈｅｌｅｎｅら（１９９２

）Ａｎｎ．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．６６０：２７～３６；およびＭａｈｅｒ

（１９９２）Ｂｉｏａｓｓａｙｓ  １４：８０７～１５を参照のこと。
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      【００６８】

  種々の実施形態において、ＢＬＡＡの核酸は、塩基部分、糖部分またはリン酸

骨格で改変され、例えば、その分子の安定性、ハイブリダイゼーションまたは可

溶性を改善し得る。例えば、核酸のデオキシリボースリン酸骨格を改変して、ペ

プチド核酸を生成し得る（Ｈｙｒｕｐら（１９９６）Ｂｉｏｏｒｇ  Ｍｅｄ  Ｃ

ｈｅｍ  ４：５～２３を参照のこと）。本明細書中で使用される用語「ペプチド

核酸」または「ＰＮＡ」は、デオキシリボースリン酸骨格が偽ペプチド骨格によ

って置換され、そして４つの天然の核塩基（ｎｕｃｌｅｏｂａｓｅ）のみが保持

されている核酸模倣物（例えば、ＤＮＡ模倣物）をいう。ＰＮＡの中性の骨格は

、低いイオン強度の条件下でＤＮＡおよびＲＮＡに対する特異的ハイブリダイゼ

ーションを可能にすることが示されている。ＰＮＡオリゴマーの合成は、上記の

Ｈｙｒｕｐら（１９９６）；Ｐｅｒｒｙ－Ｏ’Ｋｅｅｆｅら（１９９６）ＰＮＡ

Ｓ  ９３：１４６７０～６７５において記載されるような標準的固相ペプチド合

成プロトコルを用いて行われ得る。

      【００６９】

  ＢＬＡＡのＰＮＡは、治療的適用および診断的適用において使用され得る。例

えば、ＰＮＡは、例えば転写または翻訳の停止を誘導することまたは複製を阻害

することによる、遺伝子発現の配列特異的調節のためのアンチセンスまたは抗遺

伝子剤として使用され得る。例えば、ＢＬＡＡのＰＮＡはまた、例えばＰＮＡ指

向性ＰＣＲクランピングによる遺伝子における一塩基対変異の分析において；他

の酵素（例えば、Ｓ１ヌクレアーゼ）と組み合わせて使用される場合の人工制限

酵素として（Ｈｙｒｕｐ  Ｂ．（１９９６）上記）；またはＤＮＡ配列およびハ

イブリダイゼーションのプローブもしくはプライマーとして（Ｈｙｒｕｐら（１

９９６）上記；Ｐｅｒｒｙ－Ｏ’Ｋｅｅｆｅ（１９９６）、上記）、使用され得

る。

      【００７０】

  別の実施形態において、ＢＬＡＡのＰＮＡは、例えば、それらの安定性または

細胞性取り込みを増強するために、ＰＮＡに脂溶性基または他のヘルパー基を結

合することによって、ＰＮＡ－ＤＮＡキメラの形成によって、またはリポソーム
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もしくは当該分野において公知の薬物送達の他の技術の使用によって改変され得

る。例えば、ＰＮＡおよびＤＮＡの有利な特性を組合せ得る、ＢＬＡＡのＰＮＡ

－ＤＮＡキメラが生成され得る。ＰＮＡ部分が高い結合親和性および特異性を提

供する一方で、そのようなキメラは、ＤＮＡ認識酵素（例えば、ＲＮａｓｅ  Ｈ

およびＤＮＡポリメラーゼ）がＤＮＡ部分と相互作用するのを可能にする。ＰＮ

Ａ－ＤＮＡキメラは、塩基のスタッキング、核塩基間の結合数および方向を考慮

して選択される適切な長さのリンカーを使用して連結され得る（Ｈｙｒｕｐ（１

９９６）上記）。ＰＮＡ－ＤＮＡキメラの合成は、Ｈｙｒｕｐ（１９９６）上記

およびＦｉｎｎら（１９９６）Ｎｕｃｌ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ  ２４：３３５７

～６３において記載されるように行われ得る。例えば、ＤＮＡ鎖は、標準的なホ

スホラミダイトカップリング化学を用いて固体支持体上で合成され得、そして改

変されたヌクレオシドアナログ（例えば、５’－（４－メトキシトリチル）アミ

ノ－５’－デオキシ－チミジンホスホルアミダイト）が、ＰＮＡとＤＮＡの５’

末端との間に使用され得る（Ｍａｇら（１９８９）Ｎｕｃｌ  Ａｃｉｄ  Ｒｅｓ

  １７：５９７３～８８）。次いで、ＰＮＡモノマーが段階様式でカップリング

され、５’ＰＮＡセグメントおよび３’ＤＮＡセグメントを有するキメラ分子を

生成する（Ｆｉｎｎら（１９９６）上記）。あるいは、５’ＤＮＡセグメントお

よび３’ＰＮＡセグメントを用いてキメラ分子が合成され得る。Ｐｅｔｅｒｓｅ

ｎら（１９７５）Ｂｉｏｏｒｇ  Ｍｅｄ  Ｃｈｅｍ  Ｌｅｔｔ  ５：１１１９～

１１１２４を参照のこと。

      【００７１】

  他の実施形態において、オリゴヌクレオチドは、以下のような他の付属の基を

含み得る：ペプチド（例えば、インビボで宿主細胞レセプターを標的化するため

）、または細胞膜を横切る輸送を容易にする因子（例えば、Ｌｅｔｓｉｎｇｅｒ

ら、１９８９、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．８６：６

５５３～６５５６；Ｌｅｍａｉｔｒｅら、１９８７、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ

ａｄ．Ｓｃｉ．８４：６４８～６５２；ＰＣＴ公開番号ＷＯ８８／０９８１０を

参照のこと）、または血液脳関門（例えば、ＰＣＴ公開番号ＷＯ８９／１０１３

４を参照のこと）。さらに、オリゴヌクレオチドは、ハイブリダイゼーション誘
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発切断剤（例えば、Ｋｒｏｌら、１９８８、ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  ６：

９５８～９７６を参照のこと）、またはインターカレーター剤（例えば、Ｚｏｎ

，１９８８、Ｐｈａｒｍ．Ｒｅｓ．５：５３９～５４９を参照のこと）で改変さ

れ得る。この目的のために、オリゴヌクレオチドは、別の分子（例えば、ペプチ

ド、ハイブリダイゼーション誘発架橋剤、輸送剤、ハイブリダイゼーション誘発

切断剤など）に結合され得る。

      【００７２】

  （ＢＬＡＡポリペプチド）

  本明細書中に使用される場合、用語「タンパク質」および「ポリペプチド」は

、交換可能であることが意図される。本発明の新規ポリペプチドは、配列が配列

番号２、配列番号４、または配列番号６に提供されるＢＬＡＡポリペプチドが挙

げられる。本発明はまた、任意の残基が、配列番号２、配列番号４、または配列

番号６に示される対応する残基から変更されるがそのＢＬＡＡ活性および生理学

的機能が維持されるポリペプチドまたはその機能的フラグメントはまだコードし

得る、変異ポリペプチドまたは改変ポリペプチドを含む。変異タンパク質または

改変タンパク質において、２０％まで、または２０％より上の残基が、このよう

に変更され得る。

      【００７３】

  一般的に、ＢＬＡＡ様機能を保存するＢＬＡＡ改変体は、配列中の特定の位置

における残基が他のアミノ酸によって置換された任意の改変体を含み、そしてさ

らに、親タンパク質の２つの残基間にさらなる残基を挿入する可能性ならびに親

配列から１つ以上の残基を欠失する可能性を含む。任意のアミノ酸置換、挿入、

または欠失が、本発明によって含まれる。好ましい状況において、置換は、上記

に規定されるように保存的置換である。

      【００７４】

  本発明の１つの局面は、単離されたＢＬＡＡポリペプチドおよびその生物学的

に活性な部分、あるいはその誘導体、フラグメント、アナログまたはホモログに

関する。抗ＢＬＡＡ抗体を惹起するための免疫原としての使用に適したポリペプ

チドフラグメントがまた提供される。１つの実施形態において、ネイティブなＢ
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ＬＡＡポリペプチドは、標準的なタンパク質精製技術を用いて適切な精製スキー

ムによって、細胞または組織供給源から単離され得る。別の実施形態において、

ＢＬＡＡポリペプチドは、組換えＤＮＡ技術によって産生される。組換え発現の

代わりに、ＢＬＡＡタンパク質またはＢＬＡＡポリペプチドは、標準的なペプチ

ド合成技術を用いて化学合成され得る。

      【００７５】

  「単離された」または「精製された」ポリペプチドまたはその生物学的に活性

な部分は、ＢＬＡＡポリペプチドの由来する細胞または組織供給源由来の細胞性

物質または他の夾雑タンパク質もしくは夾雑ポリペプチドを実質的に含まないか

、あるいは化学合成される場合に化学物質前駆体または他の化学物質を実質的に

含まない。用語「細胞性物質を実質的に含まない」は、ＢＬＡＡタンパク質が単

離または組換え産生される細胞の細胞性成分から、ＢＬＡＡタンパク質が分離さ

れている、ＢＬＡＡタンパク質の調製物を含む。１つの実施形態において、用語

「細胞性物質を実質的に含まない」は、非ＢＬＡＡタンパク質（本明細書中にお

いて「夾雑タンパク質」とも呼ばれる）を約３０％未満（乾燥重量にて）、より

好ましくは非ＢＬＡＡタンパク質を約２０％未満、なおより好ましくは非ＢＬＡ

Ａタンパク質を約１０％未満、そして最も好ましくは非ＢＬＡＡタンパク質を約

５％未満有する、ＢＬＡＡポリペプチドの調製物を含む。ＢＬＡＡポリペプチド

またはその生物学的に活性な部分が組換え産生される場合、これはまた、好まし

くは、培養培地を実質的に含まない。すなわち、培養培地は、そのタンパク質調

製物の容量の約２０％未満、より好ましくは約１０％未満、そして最も好ましく

は約５％未満を示す。

      【００７６】

  用語「化学物質前駆体または他の化学物質を実質的に含まない」は、ＢＬＡＡ

ポリペプチドがそのポリペプチドの合成に関与する化学物質前駆体または他の化

学物質から分離されている、ＢＬＡＡポリペプチドの調製物を含む。１つの実施

形態において、用語「化学物質前駆体または他の化学物質を実質的に含まない」

は、化学物質前駆体または非ＢＬＡＡ化学物質を約３０％未満（乾燥重量にて）

、より好ましくは化学物質前駆体または非ＢＬＡＡ化学物質を約２０％未満、な
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おより好ましくは化学物質前駆体または非ＢＬＡＡ化学物質を約１０％未満、そ

して最も好ましくは化学物質前駆体または非ＢＬＡＡ化学物質を約５％未満有す

る、ＢＬＡＡポリペプチドの調製物を含む。

      【００７７】

  ＢＬＡＡポリペプチドの生物学的に活性な部分は、全長ＢＬＡＡポリペプチド

より少ないアミノ酸を含み、そしてＢＬＡＡポリペプチドの少なくとも１つの活

性を示す、ＢＬＡＡポリペプチドのアミノ酸配列（例えば、配列番号２、配列番

号４、または配列番号６に示されるアミノ酸配列）に十分に相同なアミノ酸配列

、またはＢＬＡＡポリペプチドのアミノ酸配列に由来するアミノ酸配列を含むペ

プチドを含む。代表的には、生物学的に活性な部分は、ＢＬＡＡポリペプチドの

少なくとも１つの活性を有するドメインまたはモチーフを含む。ＢＬＡＡタンパ

ク質の生物学的に活性な部分は、例えば、長さが１０アミノ酸以上、２５アミノ

酸以上、５０アミノ酸以上、１００アミノ酸以上であるポリペプチドであり得る

。

      【００７８】

  配列番号２に開示されるポリペプチドは、２つのＩｇ様ドメイン、続いて膜貫

通ドメインおよび４４アミノ酸の細胞質ドメインを有する。配列番号４に開示さ

れるポリペプチドは、３つのＩｇ様ドメイン、続いて膜貫通ドメインおよび４４

アミノ酸の細胞質ドメインを有する。配列番号６に開示されるポリペプチドは、

４つのＩｇ様ドメイン、続いて膜貫通ドメインおよび４４アミノ酸の細胞質ドメ

インを有する。その疎水性プロット分析が、図５に示される。

      【００７９】

  １つの実施形態において、ＢＬＡＡポリペプチドは、配列番号２、配列番号４

、または配列番号６に示されるアミノ酸配列を有する。他の実施形態において、

ＢＬＡＡポリペプチドは、配列番号２、配列番号４、または配列番号６に実質的

に相同であり、そして以下に詳細に議論されるように、天然の対立遺伝子改変体

または変異誘発に起因してアミノ酸配列が異なるが配列番号２、配列番号４、ま

たは配列番号６のポリペプチドの機能的活性を保持する。従って、別の実施形態

において、ＢＬＡＡポリペプチドは、配列番号２、配列番号４、または配列番号
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６のアミノ酸配列に少なくとも約４５％相同なアミノ酸配列を含み、そして、配

列番号２、配列番号４、または配列番号６のＢＬＡＡポリペプチドの機能的活性

を保持する、ポリペプチドである。

      【００８０】

  （２つ以上の配列間の相同性の決定）

  ２つのアミノ酸配列または２つの核酸の相同性の百分率を決定するために、配

列は、至適な比較の目的のために整列される（例えば、ギャップが、第２のアミ

ノ酸配列または核酸配列との最適な整列のために、第１のアミノ酸配列または核

酸配列の配列中に導入され得る）。次いで、対応するアミノ酸位置またはヌクレ

オチド位置のアミノ酸残基またはヌクレオチドが比較される。第１の配列中の位

置が、第２の配列中の対応する位置と同じアミノ酸残基またはヌクレオチドで占

められる場合、分子はその位置で相同である（すなわち、本明細書中で使用され

る場合、アミノ酸または核酸の「相同性」は、アミノ酸または核酸の「同一性」

と等価である）。

      【００８１】

  核酸配列の相同性は、２つの配列間の同一性の程度として決定され得る。相同

性は、当該分野において公知のコンピュータープログラム（例えば、ＧＣＧプロ

グラムパッケージにおいて提供されるＧＡＰソフトウェア）を用いて決定され得

る。ＮｅｅｄｌｅｍａｎおよびＷｕｎｓｃｈ  １９７０  Ｊ  Ｍｏｌ  Ｂｉｏｌ

  ４８：４４３～４５３を参照のこと。核酸配列比較のための以下の設定（ＧＡ

Ｐ作製ペナルティー、５．０、およびＧＡＰ伸長ペナルティー、０．３）を用い

てＧＣＧ  ＧＡＰソフトウェアを使用すると、上記で言及される類似の核酸配列

のコード領域は、配列番号１、３、５、７、９または１１に示されるＤＮＡ配列

のＣＤＳ（コード）部分と、好ましくは少なくとも７０％、少なくとも７５％、

少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、

少なくとも９８％または少なくとも９９％の同一性の程度を示す。

      【００８２】

  用語「配列同一性」は、２つのポリヌクレオチド配列またはポリペプチド配列

が、特定の比較領域にわたって、残基毎を基準として同一である程度をいう。用
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語「配列同一性のパーセンテージ」は、以下により算出される：この比較領域に

わたって最適に整列された２つの配列を比較すること、両方の配列において同一

の核酸塩基（例えば、核酸の場合にはＡ、Ｔ、Ｃ、Ｇ、Ｕ、またはＩ）が存在す

る位置の数を決定して一致した位置の数を得ること、この一致した位置の数を、

比較領域の内の位置の総数（すなわち、ウインドウサイズ）で除算すること、お

よびその結果を１００で乗算して、配列同一性のパーセンテージを得ること。用

語「実質的な同一性」は、本明細書中で使用される場合、ポリヌクレオチド配列

の特徴を示し、ここでこのポリヌクレオチドは、比較領域にわたり参照配列と比

較して、少なくとも８０％の配列同一性、好ましくは少なくとも８５％の配列同

一性、そして頻繁には９０～９５％の配列同一性、より通常には少なくとも９９

％の配列同一性を有する配列を含む。

      【００８３】

  （キメラタンパク質および融合タンパク質）

  本発明はまた、ＢＬＡＡキメラタンパク質または融合タンパク質を提供する。

本明細書中で使用される場合、ＢＬＡＡ「キメラタンパク質」またはＢＬＡＡ「

融合タンパク質」は、非ＢＬＡＡポリペプチドに作動可能に連結された、ＢＬＡ

Ａポリペプチドを含む。「ＢＬＡＡポリペプチド」は、ＢＬＡＡに対応するアミ

ノ酸配列を有するポリペプチドをいうが、「非ＢＬＡＡポリペプチド」は、ＢＬ

ＡＡタンパク質に対して実質的に相同ではないタンパク質（例えば、ＢＬＡＡポ

リペプチドとは異なり、かつ同一の生物または異なる生物に由来する、タンパク

質）に対応するアミノ酸配列を有するポリペプチドをいう。ＢＬＡＡ融合タンパ

ク質において、このＢＬＡＡポリペプチドは、ＢＬＡＡタンパク質のすべてまた

は一部分に対応し得る。１つの実施形態では、ＢＬＡＡ融合タンパク質は、ＢＬ

ＡＡタンパク質の少なくとも１つの生物学的に活性な部分を含む。別の実施形態

では、ＢＬＡＡ融合タンパク質は、ＢＬＡＡポリペプチドの少なくとも２つの生

物学的に活性な部分を含む。なお別の実施形態において、ＢＬＡＡ融合タンパク

質は、ＢＬＡＡポリペプチドの少なくとも３つの生物学的に活性な部分を含む。

融合タンパク質において、用語「作動可能に連結された」は、ＢＬＡＡポリペプ

チドおよび非ＢＬＡＡポリペプチドが、インフレームで互いに融合されているこ
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とを示すことが意図される。非ＢＬＡＡポリペプチドは、ＢＬＡＡポリペプチド

のＮ末端またはＣ末端に融合され得る。

      【００８４】

  このような融合タンパク質は、ＢＬＡＡ活性を調節する化合物についてのスク

リーニングアッセイでさらに利用され得る（このようなアッセイは、以下に詳細

に記載される）。

      【００８５】

  １つの実施形態においては、この融合タンパク質は、ＧＳＴ－ＢＬＡＡ融合タ

ンパク質であり、この融合タンパク質では、ＢＬＡＡ配列が、ＧＳＴ（すなわち

、グルタチオンＳ－トランスフェラーゼ）配列のＣ末端に融合されている。この

ような融合タンパク質は、組換えＢＬＡＡの精製を容易にし得る。

      【００８６】

  別の実施形態において、この融合タンパク質は、そのＮ末端に異種シグナル配

列を含む、ＢＬＡＡポリペプチドである。例えば、天然のＢＬＡＡシグナル配列

（例えば、配列番号２、配列番号４または配列番号６のアミノ酸およそ１～２６

）が、除去され得かつ別のタンパク質由来のシグナル配列で置換され得る。特定

の宿主細胞（例えば、哺乳動物宿主細胞）において、ＢＬＡＡの発現および／ま

たは分泌は、異種シグナル配列の使用を介して増加され得る。

      【００８７】

  なお別の実施形態においては、この融合タンパク質は、ＢＬＡＡ－免疫グロブ

リン融合タンパク質であり、ここでは、ＢＬＡＡ配列が、免疫グロブリンタンパ

ク質ファミリーのメンバーに由来する配列に融合されている。本発明のこのＢＬ

ＡＡ－免疫グロブリン融合タンパク質は、薬学的組成物中に取り込まれ、そして

被験体に投与されて、細胞の表面上でＢＬＡＡリガントとＢＬＡＡタンパク質と

の間の相互作用を阻害し、それによってインビボでＢＬＡＡ媒介シグナル伝達を

抑制し得る。１つの非限定的な例においては、意図される本発明のＢＬＡＡリガ

ンドは、ＢＬＡＡレセプターである。このＢＬＡＡ－免疫グロブリン融合タンパ

ク質を用い、ＢＬＡＡ同族リガンドのバイオアベイラビリティーに影響を与え得

る。ＢＬＡＡリガンド／ＢＬＡＡ相互作用の阻害は、免疫応答関連障害の両方の
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処置に治療的に有用であり得る。さらに、本発明のこのＢＬＡＡ－免疫グロブリ

ン融合タンパク質は、被験体中で抗ＢＬＡＡ抗体を産生するための免疫原として

、ＢＬＡＡリガンドを精製するため、そしてＢＬＡＡリガンドとのＢＬＡＡの相

互作用を阻害する分子を同定するスクリーニングアッセイで、用いられ得る。

      【００８８】

  本発明のＢＬＡＡキメラタンパク質またはＢＬＡＡ融合タンパク質は、標準的

な組換えＤＮＡ技法により産生され得る。例えば、異なるポリペプチド配列をコ

ードするＤＮＡフラグメントを、従来の技法に従って、例えば、連結のための平

滑末端または粘着（ｓｔａｇｇｅｒ）末端、適切な末端を提供するための制限酵

素消化、適切なように粘着（ｃｏｈｅｓｉｖｅ）末端の充填（ｆｉｌｌ－ｉｎ）

、所望しない連結を避けるためのアルカリホスファターゼ処理、および酵素的連

結を使用することにより、インフレームで一緒に連結する。別の実施形態では、

融合遺伝子を、自動化ＤＮＡ合成機を含む従来技法により合成し得る。あるいは

、遺伝子フラグメントのＰＣＲ増幅を、キメラ遺伝子配列を生成するために次い

でアニールおよび再増幅され得る、２つの連続遺伝子フラグメント間の相補的オ

ーバハングを生じるアンカープライマーを用いて実施し得る（例えば、Ａｕｓｂ

ｅｌら（編）ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ

  ＢＩＯＬＯＧＹ、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ、１９９２を参照のこと）

。さらに、融合成分（例えば、ＧＳＴポリペプチド）をすでにコードした多くの

発現ベクターが市販されている。ＢＬＡＡをコードする核酸は、この融合成分が

ＢＬＡＡポリペプチドにインフレーム連結されるように、このような発現ベクタ

ー中にクローン化され得る。

      【００８９】

  （ＢＬＡＡアゴニストおよびＢＬＡＡアンタゴニスト）

  本発明はまた、ＢＬＡＡアゴニスト（模倣物）またはＢＬＡＡアンタゴニスト

のいずれかとして機能するＢＬＡＡポリペプチドの改変体に関する。ＢＬＡＡポ

リペプチドの改変体は、変異誘発（例えば、ＢＬＡＡタンパク質の別個の点変異

または短縮）により生成され得る。ＢＬＡＡポリペプチドのアゴニストは、ＢＬ

ＡＡポリペプチドの天然に存在する形態と実質的に同じ生物学的活性、またはそ
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の生物学的活性のサブセットを保持し得る。ＢＬＡＡタンパク質のアンタゴニス

トは、ＢＬＡＡポリペプチドの天然に存在する形態の１つ以上の活性を、例えば

、ＢＬＡＡポリペプチドを含む細胞シグナル伝達カスケードの下流メンバーまた

は上流メンバーに競合的に結合することにより、阻害し得る。従って、特定の生

物学的効果が、限られた機能の改変体を用いた処理により惹起され得る。１つの

実施形態では、このポリペプチドの天然に存在する形態の生物学活性のサブセッ

トを有する改変体を用いた被験体の処置は、ＢＬＡＡポリペプチドの天然に存在

する形態を用いた処置に対して被験体におけるより少ない副作用を有する。

      【００９０】

  ＢＬＡＡアゴニスト（模倣物）として、またはＢＬＡＡアンタゴニストのいず

れかとして機能するＢＬＡＡポリペプチドの改変体は、ＢＬＡＡポリペプチドア

ゴニストまたはアンタゴニスト活性のための、ＢＬＡＡポリペプチドの変異体（

例えば、短縮型変異体）のコンビナトリアルライブラリーをスクリーニングする

ことにより同定され得る。１つの実施形態では、ＢＬＡＡ改変体の多彩なライブ

ラリーは、核酸レベルのコンビナトリアル変異誘発により生成され、そして多彩

な遺伝子ライブラリーによりコードされる。ＢＬＡＡ改変体の多彩なライブラリ

ーは、例えば、合成オリゴヌクレオチドの混合物を、潜在的なＢＬＡＡ配列の縮

重セットが、個々のポリペプチドとして、あるいは、その中にＢＬＡＡ配列のセ

ットを含む（例えば、ファージディスプレイのための）より大きな融合タンパク

質のセットとして発現可能であるように、遺伝子配列に酵素的に連結することに

より産生され得る。縮重オリゴヌクレオチド配列から潜在的なＢＬＡＡ改変体の

ライブラリーを産生するために用いられ得る種々の方法がある。縮重遺伝子配列

の化学的合成は、自動化ＤＮＡ合成機中で実施され得、次いでこの合成遺伝子は

、適切な発現ベクター中に連結される。遺伝子の縮重セットの使用は、１つの混

合物において、潜在的なＢＬＡＡ配列の所望のセットをコードする配列のすべて

の供給を可能にする。縮重オリゴヌクレオチドを合成する方法は当該分野で公知

である（例えば、Ｎａｒａｎｇ（１９８３）Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ  ３９：３

；Ｉｔａｋｕｒａら（１９８４）Ａｎｎｕ  Ｒｅｖ  Ｂｉｏｃｈｅｍ  ５３：３

２３；Ｉｔａｋｕｒａら（１９８４）Ｓｃｉｅｎｃｅ  １９８：１０５６；Ｉｋ
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ｅら（１９８３）Ｎｕｃｌ  Ａｃｉｄ  Ｒｅｓ  １１：４７７を参照のこと）。

      【００９１】

  （ポリペプチドライブラリー）

  さらに、ＢＬＡＡタンパク質コード配列のフラグメントのライブラリーを用い

て、ＢＬＡＡポリペプチドの改変体のスクリーニングおよび引き続く選択のため

のＢＬＡＡポリペプチドの多彩な集団を生成し得る。１つの実施形態では、コー

ド配列フラグメントのライブラリーは、ＢＬＡＡコード配列の二本鎖ＰＣＲフラ

グメントを、１分子あたり約１つのみのニックが生じる条件下、ヌクレアーゼで

処理すること、二本鎖ＤＮＡを変性させること、異なるニック産物からのセンス

／アンチセンス対を含み得る二本鎖ＤＮＡを形成するためにこのＤＮＡを再生す

ること、Ｓ１ヌクレアーゼを用いた処理により再形成された二本鎖から一本鎖部

分を除去すること、および得られるフラグメントライブラリーを発現ベクター中

に連結することにより生成し得る。この方法により、ＢＬＡＡポリペプチドの種

々のサイズのＮ末端および内部フラグメントをコードする発現ライブラリーが派

生し得る。

      【００９２】

  点変異または短縮により作成されたコンビナトリアルライブラリーの遺伝子産

物をスクリーニングするため、選択された性質を有する遺伝子産物のｃＤＮＡラ

イブラリーをスクリーニングするためのいくつかの技法が当該分野で公知である

。このような技法を、ＢＬＡＡポリペプチドのコンビナトリアル変異誘発により

生成された遺伝子ライブラリーの迅速スクリーニングに適用可能である。大きな

遺伝子ライブラリーをスクリーニングするための、高スループット分析に適した

最も広く用いられる技法は、代表的には、遺伝子ライブラリーを複製可能な発現

ベクター中にクローニングすること、得られるベクターのライブラリーで適切な

細胞を形質転換すること、およびこのコンビナトリアル遺伝子を、所望の活性の

検出が、その産物が検出された遺伝子をコードするベクターの単離を容易にする

条件下で発現することを含む。ライブラリー中の機能的変異体の頻度を増大する

新規技法であるリクルーシブエンセブル変異誘発（ＲＥＭ）を、スクリーニング

アッセイと組み合わせて用い、ＢＬＡＡ改変体を同定し得る（Ａｒｋｉｎおよび
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Ｙｏｕｒｖａｎ（１９９２）ＰＮＡＳ  ８９：７８１１－７８１５；Ｄｅｌｇｒ

ａｖｅら（１９９３）Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ  ６：３２７－

３３１）。

      【００９３】

  （抗ＢＬＡＡ抗体）

  本発明は、抗体および抗体フラグメント（例えば、Ｆabまたは（Ｆab）2）を

包含し、これは、本発明の任意のポリペプチドに免疫特異的に結合する。

      【００９４】

  単離されたＢＬＡＡポリペプチドまたはその一部もしくはフラグメントは、免

疫原として使用され、ポリクロナール抗体およびモノクロナール抗体の調製のた

めの標準的な技術を用いて、ＢＬＡＡを結合する抗体を生成し得る。全長ＢＬＡ

Ａポリペプチドが使用され得るか、あるいは本発明は、免疫原として使用するた

めのＢＬＡＡの抗原性ペプチドフラグメントを提供する。ＢＬＡＡの抗原性ペプ

チドは、配列番号２、配列番号４、または配列番号６において示されるアミノ酸

配列の少なくとも４個のアミノ酸残基を含み、かつＢＬＡＡのエピト－プを含み

、その結果、このペプチドに対して惹起された抗体が、ＢＬＡＡと特異的免疫複

合体を形成する。好ましくは、抗原性ペプチドは、少なくとも６、８、１０、１

５、２０または３０アミノ酸残基、を含む。より大きい抗原性ペプチドが、使用

に依存して、および当業者に周知の方法に従って、短い抗原性ペプチドよりとき

どき好まれる。

      【００９５】

  本発明の特定の実施形態では、抗原性ペプチドにより包含される少なくとも１

つのエピトープは、ポリペプチドの表面上に位置するＢＬＡＡ関連タンパク質の

領域（例えば、親水性領域）である。図５に示される配列番号６のヒトＢＬＡＡ

ポリペプチド配列の疎水性分析は、親水性領域が、約アミノ酸７５～約アミノ酸

１１０；約アミノ酸１５０～約アミノ酸２００；約アミノ酸２２５～約アミノ酸

２５０；約アミノ酸２９０～約アミノ酸３１０；約アミノ酸３８０～約アミノ酸

４２０；約アミノ酸４４０～約アミノ酸５３４を含むことを示す。これらの領域

は、おそらく抗体産生を標的化するために有用である表面残基をコードするよう
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である。抗体産生を標的にする手段として、親水性および疎水性の領域を示すヒ

ドロパシープロットを、例えば、フーリエ変換とともにまたはなしのいずれかで

、Ｋｙｔｅ  ＤｏｏｌｉｔｔｌｅまたはＨｏｐｐ  Ｗｏｏｄｓ法を含む、当該分

野で周知の任意の方法により生成され得る。例えば、それらの全体が本明細書に

参考として援用される、ＨｏｐｐおよびＷｏｏｄｓ、１９８１、Ｐｒｏｃ．Ｎａ

ｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ７８：３８２４－３８２８；ＫｙｔｅおよびＤ

ｏｏｌｉｔｔｌｅ  １９８２、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１５７：１０５－１４２

を参照のこと。

      【００９６】

  本願明細書において開示されるように、配列番号２、配列番号４もしくは配列

番号６のＢＬＡＡポリペプチド配列、またはそれらの誘導体、フラグメント、ア

ナログもしくはホモログは、これらのタンパク質成分に免疫特異的に結合する抗

体の生成において、免疫原として利用され得る。本願明細書において用いられる

場合、用語「抗体」は、免疫グロブリン分子および免疫グロブリン分子の免疫学

的に活性な部分（すなわち、抗原に特異的に結合する（これと免疫反応する）抗

原結合部位を含む分子）（例えばＢＬＡＡ）をいう。このような抗体としては、

ポリクローナル、モノクローナル、キメラ、単鎖、ＦabおよびＦ(ab')2フラグメ

ント、ならびにＦab発現ライブラリーが挙げられるがこれらに限定されない。特

定の実施形態において、ヒトＢＬＡＡポリペプチドに対する抗体が、開示される

。当該分野で公知の種々の手順が、配列番号２、配列番号４もしくは配列番号６

のＢＬＡＡポリペプチド配列、あるいはそれらの誘導体、フラグメント、アナロ

グまたはホモログに対するポリクローナル抗体またはモノクローナル抗体の生産

のために用いられ得る。

      【００９７】

  ポリクローナル抗体の生成のため、種々の適切な宿主動物（例えば、ウサギ、

ヤギ、マウスまたは他の哺乳動物）がネイティブなポリペプチドもしくはそれの

合成改変体、またはそれらの誘導体を用いる注射によって免疫され得る。適切な

免疫原性調製物は、例えば、組換え的に発現されたＢＬＡＡポリペプチド、また

は化学的に合成されたＢＬＡＡポリペプチドを含み得る。調製物は、アジュバン
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トをさらに含み得る。免疫学的応答を増加するために用いられる種々のアジュバ

ントとしては以下が挙げられるがこれらに限定されない：フロイント（完全およ

び不完全）アジュバント、鉱物ゲル（例えば、水酸化アルミニウム）、界面活性

物質（例えば、リゾレシチン、プルロニック（ｐｌｕｒｏｎｉｃ）ポリオール、

ポリアニオン、ペプチド、オイルエマルジョン、ジニトロフェノール、など）、

ヒトジュバント（例えば、Ｂａｃｉｌｌｅ  Ｃａｌｍｅｔｔｅ－Ｇｕｅｒｉｎお

よびＣｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ  ｐａｒｖｕｍ）または類似した免疫刺激

因子。所望の場合、ＢＬＡＡに対する抗体分子が、哺乳動物（例えば、血液から

）単離され得、そしてさらに、プロテインＡクロマトグラフィーのような周知の

技術によって精製され、ＩｇＧ画分を入手し得る。

      【００９８】

  本願明細書において用いられる場合、用語「モノクローナル抗体」または「モ

ノクローナル抗体組成物」とは、ＢＬＡＡの特定のエピトープと免疫反応し得る

抗原結合部位の１つの種のみを含む抗体分子の集団をいう。従って、モノクロー

ナル抗体組成物は、代表的には、特に、それが免疫反応する特定のＢＬＡＡポリ

ペプチドに対して、単一の結合親和性を示す。特にＢＬＡＡポリペプチド、また

はその誘導体、フラグメント、アナログ、もしくはホモログに対するモノクロー

ナル抗体の調製のために、連続的細胞株培養により抗体分子の生成を提供する任

意の技術が利用され得る。このような技術としては以下が挙げられるがこれらに

限定されない：ハイブリドーマ技術（ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ、１

９７５  Ｎａｔｕｒｅ  ２５６：４９５～４９７を参照のこと）；トリオーマ技

術；ヒトＢ細胞ハイブリドーマ技術（Ｋｏｚｂｏｒら、１９８３  Ｉｍｍｕｎｏ

ｌ  Ｔｏｄａｙ  ４：７２を参照のこと）およびヒトモノクローナル抗体を生産

するＥＢＶハイブリドーマ技術（Ｃｏｌｅら、１９８５  ＭＯＮＯＣＬＯＮＡＬ

  ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ  ＡＮＤ  ＣＡＮＣＥＲ  ＴＨＥＲＡＰＹ、Ａｌａｎ  

Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．，７７～９６頁を参照のこと）。ヒトモノクローナル抗

体は、本発明の実行において利用され得、そしてヒトハイブリドーマを用いるこ

と（Ｃｏｔｅら、１９８３．Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  

８０：２０２６～２０３０を参照のこと）、またはエプスタインバーウイルスを
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用いるインビトロでのヒトＢ細胞の形質転換（Ｃｏｌｅら、１９８５：ＭＯＮＯ

ＣＬＯＮＡＬ  ＡＮＴＩＢＯＤＩＥＳ  ＡＮＤ  ＣＡＮＣＥＲ  ＴＨＥＲＡＰＹ

、Ａｌａｎ  Ｒ．Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．，７７～９６頁を参照のこと）によって生

成され得る。上記引用の各々が、その全体において本明細書中で参考として援用

される。

      【００９９】

  本発明に従って、ＢＬＡＡポリペプチドに特異的な単鎖抗体の生成のために、

技術は適応され得る（例えば、米国特許第４，９４６，７７８号を参照のこと）

。さらに、方法は、Ｆab発現ライブラリーの構築に適応され（例えば、Ｈｕｓｅ

ら、１９８９  Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４６：１２７５～１２８１を参照のこと）、

ＢＬＡＡポリペプチド、またはその誘導体、フラグメント、アナログ、もしくは

ホモログに対して所望の特性を有するモノクローナルＦabフラグメントの迅速か

つ効果的同定を可能にする。非ヒト抗体は、当該分野で周知の技術により「ヒト

化」され得る。例えば、米国特許第５，２２５，５３９号を参照のこと。ＢＬＡ

Ａポリペプチドに対するイディオタイプを含む抗体フラグメントは、以下を含む

がこれに限定されない当該分野で公知の技術により生成され得る：（ｉ）抗体分

子のペプシン消化によって生産されるＦ(ab')2フラグメント；（ｉｉ）Ｆ(ab')2

フラグメントのジスルフィド架橋を還元することによって生じるＦabフラグメン

ト；（ｉｉｉ）パパインおよび還元剤での抗体分子の処理によって生じるＦabフ

ラグメント、ならびに（ｉｖ）Ｆvフラグメント。

      【０１００】

  さらに、ヒトおよび非ヒト部分の両方を含むキメラ抗体およびヒト化モノクロ

ーナル抗体のような、組換え抗ＢＬＡＡ（これらは、標準組換えＤＮＡ技術を用

いて作製され得る）は、本発明の範囲内である。このようなキメラ抗体およびヒ

ト化モノクローナル抗体は、当該分野で公知の組換えＤＮＡ技術により生成され

得る。この技術は例えば、以下に記載の方法を用いる：ＰＣＴ国際出願番号ＰＣ

Ｔ／ＵＳ８６／０２２６９；欧州特許出願番号１８４，１８７号；欧州特許出願

番号１７１，４９６；欧州特許出願番号１７３、４９４；ＰＣＴ国際公開番号Ｗ

Ｏ  ８６／０１５３３；米国特許第４，８１６，５６７号；米国特許第５，２２
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５，５３９号；欧州特許出願番号１２５，０２３号；Ｂｅｔｔｅｒら（１９８８

）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４０：１０４１～１０４３；Ｌｉｕら（１９８７）ＰＮＡ

Ｓ  ８４：３４３９～３４４３；Ｌｉｕら（１９８７）Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ．１

３９：３５２１～３５２６；Ｓｕｎら（１９８７）ＰＮＡＳ  ８４：２１４～２

１８；Ｎｉｓｈｉｍｕｒａら（１９８７）Ｃａｎｃｅｒ  Ｒｅｓ  ４７：９９９

～１００５；Ｗｏｏｄら（１９８５）Ｎａｔｕｒｅ  ３１４：４４６～４４９；

Ｓｈａｗら（１９８８）Ｊ  Ｎａｔｌ  Ｃａｎｃｅｒ  Ｉｎｓｔ  ８０：１５５

３～１５５９）；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ（１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２２９：１２

０２～１２０７；Ｏｉら（１９８６）ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  ４：２１４

；Ｊｏｎｅｓら（１９８６）Ｎａｔｕｒｅ  ３２１：５５２～５２５；Ｖｅｒｈ

ｏｅｙａｎら（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３９：１５３４；ならびにＢｅｉ

ｄｌｅｒら（１９８８）Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １４１：４０５３～４０６０。上

記引用の各々は、その全体が参考として本明細書中に援用される。

      【０１０１】

  １つの実施形態において、所望の特異性を保有する抗体のスクリーニングのた

めの方法論は、当該分野内で公知の酵素結合抗体免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ

）および他の免疫学的に媒介される技術を含むが、これに限定されない。特定の

実施形態において、ＢＬＡＡポリペプチドの特定のドメインに対して特異的であ

る抗体の選抜は、このようなドメインを所有しているＢＬＡＡポリペプチドのフ

ラグメントに結合するハイブリドーマの生成により容易にされる。ＢＬＡＡポリ

ペプチド、またはその誘導体、フラグメント、アナログもしくはホモログ内部の

Ｉｇ様ドメインについて特異的である抗体がまた、本願明細書において提供され

る。

      【０１０２】

  抗－ＢＬＡＡ抗体は、ＢＬＡＡポリペプチドの局在化および／または定量に関

する当該分野で公知の方法において用いられ得る（例えば、適切な生理学的なサ

ンプル内のＢＬＡＡポリペプチドのレベルを測定の際の使用のために、診断的方

法における使用のために、ポリペプチドの画像化における使用のために、など）

。所定の実施形態において、ＢＬＡＡポリペプチド、またはその誘導体、フラグ
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メント、アナログもしくはホモログの抗体（抗体由来の結合ドメインを含む）は

、薬理学的に活性な化合物［本明細書中、以降において「治療剤」］として利用

される。

      【０１０３】

  抗ＢＬＡＡ抗体（例えば、モノクローナル抗体）は、標準的な技術（例えば、

アフィニティークロマトグラフィまたは免疫沈降）によって、ＢＬＡＡを単離す

るために用いられ得る。抗ＢＬＡＡ抗体は、細胞からの天然のＢＬＡＡ、そして

宿主細胞において発現される組換え的に産生されたＢＬＡＡの精製を容易にし得

る。さらに、抗ＢＬＡＡ抗体が、（例えば、細胞の溶解産物または細胞上清にお

ける）ＢＬＡＡタンパク質を検出するために用いられ、ＢＬＡＡポリペプチドの

発現の量およびパターンを評価し得る。抗ＢＬＡＡ抗体は、例えば、所定の治療

レジメンの有効性を決定するために、臨床試験の手順の一部として組織における

タンパク質レベルをモニターするために診断的に用いられ得る。検出は、抗体を

検出可能物質に結合させる（すなわち、物理的に連結する）ことにより容易にさ

れ得る。検出可能物質の例としては、種々の酵素、補欠分子族、蛍光物質、発光

物質、生物発光物質および放射性物質が挙げられる。適切な酵素の例としては、

西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ

またはアセチルコリンエステラーゼが挙げられる；適切な補欠分子族複合体の例

としては、ストレプトアビジン／ビオチンおよびアビジン／ビオチンが挙げられ

る；適切な蛍光物質の例としては、ウンベリフェロン、フルオレセイン、フルオ

レセインイソチオシアネート、ローダミン、ジクロロトリアジニルアミン（ｄｉ

ｃｈｌｏｒｏｔｒｉａｚｉｎｙｌａｍｉｎｅ）フルオレセイン、ダンシルクロリ

ドまたはフィコエリトリンが挙げられる；発光物質例としては、ルミノールが挙

げられる；生物発光物質の例としては、ルシフェラーゼ、ルシフェリンおよびエ

クオリンが挙げられる；そして、適切な放射性物質の例としては125Ｉ、131Ｉ、

35Ｓまたは3Ｈが挙げられる。

      【０１０４】

  （ＢＬＡＡ組換え発現ベクターおよび宿主細胞）

  本発明の別の局面は、ＢＬＡＡのポリペプチド、またはそれらの誘導体、フラ
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グメント、アナログもしくはホモログをコードする核酸を含む、ベクター、好ま

しくは、発現ベクターに関する。本明細書において使用される場合、用語「ベク

ター」は、それに連結された別の核酸を輸送し得る核酸分子をいう。１つの型の

ベクターは、「プラスミド」である。これはさらなるＤＮＡセグメントが連結さ

れ得る環状の二本鎖ＤＮＡループをいう。別の型のベクターは、ウイルス性ベク

ターであり、ここでさらなるＤＮＡセグメントが、ウイルスゲノムに連結され得

る。特定のベクターは、ベクターが導入される宿主細胞中で自律複製し得る（例

えば、細菌性の複製起点を有する細菌ベクター、およびエピソーム性哺乳動物ベ

クター）。他のベクター（例えば、非エピソーム性哺乳動物ベクター）は、宿主

細胞への導入の際、宿主細胞のゲノムに組み込まれ、そして、これにより宿主ゲ

ノムとともに複製される。さらに、特定のベクターは、それらが作動可能に連結

される遺伝子の発現を指向し得る。このようなベクターは、本明細書において「

発現ベクター」といわれる。一般に、組換えＤＮＡ技術において有用な発現ベク

ターは、しばしばプラスミドの形態である。本明細書において、「プラスミド」

および「ベクター」は、プラスミドが最も一般的に用いられる形態のベクターで

あるので、交換可能に使用され得る。しかし、本発明は、等価の機能を果たす、

ウイルス性ベクター（例えば、複製欠損レトロウイルス、アデノウイルス、およ

びアデノ随伴ウイルス）のような他の形態の発現ベクターを含むことが意図され

る。

      【０１０５】

  本発明の組換え発現ベクターは、宿主細胞における核酸の発現に適切な形態の

本発明の核酸を含む。これは、組換え発現ベクターが、発現されるべき核酸配列

に作動可能に連結される、発現に用いられるべき宿主細胞に基づいて選択される

、１つ以上の調節配列を含むことを意味する。組換え発現ベクター内で、「作動

可能に連結する」とは、目的のヌクレオチド配列が、（例えば、インビトロの転

写／翻訳系において、またはベクターが宿主細胞に導入される場合は、宿主細胞

において）ヌクレオチド配列の発現を可能にする様式で調節配列に連結されると

いう意味を意図する。用語「調節配列」は、プロモーター、エンハンサーおよび

他の発現制御エレメント（例えば、ポリアデニル化シグナル）を含むことを意図
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する。このような調節配列は、例えば、Ｇｏｅｄｄｅｌ；ＧＥＮＥ  ＥＸＰＲＥ

ＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ  ＩＮ  ＥＮＺＹＭＯＬＯ

ＧＹ  １８５、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ、Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｉ

ｆ．（１９９０）に記載されている。調節配列は、多くの型の宿主細胞において

ヌクレオチド配列の構成的発現を指向する配列、および特定の宿主細胞のみにお

いてヌクレオチド配列の発現を指向する配列（例えば、組織特異的調節配列）を

含む。発現ベクターの設計が形質転換されるべき宿主細胞の選択、所望のタンパ

ク質の発現のレベルなどのような因子に依存し得ることは当業者に理解される。

本発明の発現ベクターは、宿主細胞中に導入され得、それにより、本明細書に記

載される核酸によりコードされるタンパク質またはペプチド（融合タンパク質ま

たは融合ペプチドを含む）（例えば、ＢＬＡＡポリペプチド、ＢＬＡＡの変異形

態、融合タンパク質など）を生成し得る。

      【０１０６】

  本発明の組換え発現ベクターは、原核生物細胞または真核生物細胞における、

ＢＬＡＡ発現のために設計され得る。例えば、ＢＬＡＡは、細菌細胞（例えば、

Ｅ．ｃｏｌｉ）、昆虫細胞（バキュロウイルス発現ベクターを用いる）、酵母細

胞または哺乳動物細胞において発現され得る。適切な宿主細胞は、Ｇｏｅｄｄｅ

ｌ；ＧＥＮＥ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ

  ＩＮ  ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ  １８５、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ、Ｓａ

ｎ  Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｉｆ．（１９９０）においてさらに議論される。あるい

は、組換え発現ベクターは、例えば、Ｔ７プロモーター調節配列およびＴ７ポリ

メラーゼを用いて、インビトロで転写および翻訳され得る。

      【０１０７】

  原核生物におけるタンパク質の発現は、最も頻繁には、融合タンパク質または

非融合タンパク質のいずれかの発現を指向する構成的プロモーターまたは誘導性

プロモーターを含むベクターを有するＥ．ｃｏｌｉにおいて実行される。融合ベ

クターは、そこにコードされるタンパク質に、通常、組換えタンパク質のアミノ

末端に、多数のアミノ酸を付加する。このような融合ベクターは、代表的には、

以下の３つの目的のために役立つ：（１）組換えタンパク質の発現を増大させる
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こと；（２）組換えタンパク質の溶解度を増大させること；および（３）アフィ

ニティー精製においてリガンドとして作用することによって、組換えタンパク質

の精製を補助すること。しばしば、融合発現ベクターにおいて、タンパク質分解

性切断部位が、融合部分の結合部に導入され、そしてこの組換えタンパク質によ

り、融合タンパク質の精製の後に融合部分から組換えタンパク質を分離すること

が可能になる。このような酵素、およびその同族の認識配列は、第Ｘａ因子、ト

ロンビン、およびエンテロキナーゼを含む。代表的な融合発現ベクターとしては

、グルタチオンＳ－トランスフェラーゼ（ＧＳＴ）、マルトースＥ結合タンパク

質、またはプロテインＡを、それぞれ、標的の組換えタンパク質に融合するｐＧ

ＥＸ（Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ  Ｉｎｃ．；ＳｍｉｔｈおよびＪｏ

ｈｎｓｏｎ（１９８８）Ｇｅｎｅ  ６７：３１－４０）、ｐＭＡＬ（Ｎｅｗ  Ｅ

ｎｇｌａｎｄ  Ｂｉｏｌａｂｓ，Ｂｅｖｅｒｌｙ，Ｍａｓｓ．）およびｐＲＩＴ

５（Ｐｈａｒｍａｃｉａ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，Ｎ．Ｊ．）が挙げられる。

      【０１０８】

  適切な誘導性非融合Ｅ．ｃｏｌｉ発現ベクターの例としては、ｐＴｒｃ（Ａｍ

ｒａｎｎら（１９８８）Ｇｅｎｅ  ６９：３０１－３１５）およびｐＥＴ  １１

ｄ（Ｓｔｕｄｉｅｒら、ＧＥＮＥ  ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧ

Ｙ：ＭＥＴＨＯＤＳ  ＩＮ  ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ  １８５，Ａｃａｄｅｍｉｃ

  Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．（１９９０）６０－８９）が

挙げられる。

      【０１０９】

  Ｅ．ｃｏｌｉにおける組換えタンパク質発現を最大化するための１つのストラ

テジーは、組換えタンパク質をタンパク質分解的に切断する能力が損なわれた宿

主細菌中でタンパク質を発現することである。Ｇｏｔｔｅｓｍａｎ，ＧＥＮＥ  

ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ  ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＹ：ＭＥＴＨＯＤＳ  ＩＮ  ＥＮＺ

ＹＭＯＬＯＧＹ  １８５，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ

，Ｃａｌｉｆ．（１９９０）１１９－１２８を参照のこと。別のストラテジーは

、各アミノ酸についての個々のコドンが、Ｅ．ｃｏｌｉにおいて優先的に利用さ

れるコドンであるように発現ベクター中に挿入される核酸の核酸配列を変更する
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ことである（Ｗａｄａら（１９９２）Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．２

０：２１１１－２１１８）。本発明の核酸配列のこのような変更は、標準的なＤ

ＮＡ合成技術によって実行され得る。

      【０１１０】

  別の実施形態において、ＢＬＡＡ発現ベクターは、酵母発現ベクターである。

酵母Ｓ．ｃｅｒｉｖｉｓａｅにおける発現のためのベクターの例としては、ｐＹ

ｅｐＳｅｃ１（Ｂａｌｄａｒｉら、（１９８７）ＥＭＢＯ  Ｊ  ６：２２９－２

３４）、ｐＭＦａ（ＫｕｒｊａｎおよびＨｅｒｓｋｏｗｉｔｚ、（１９８２）Ｃ

ｅｌｌ  ３０：９３３－９４３）、ｐＪＲＹ８８（Ｓｃｈｕｌｔｚら、（１９８

７）Ｇｅｎｅ  ５４：１１３－１２３）、ｐＹＥＳ２（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ  

Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．）、およびｐｉｃ

Ｚ（ＩｎＶｉｔｒｏｇｅｎ  Ｃｏｒｐ．，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，Ｃａｌｉｆ．）

が挙げられる。

      【０１１１】

  あるいは、ＢＬＡＡは、バキュロウイルス発現ベクターを使用して、昆虫細胞

中で発現され得る。培養昆虫細胞（例えば、ＳＦ９細胞）中でのタンパク質の発

現のために利用可能なバキュロウイルスベクターとしては、ｐＡｃシリーズ（Ｓ

ｍｉｔｈら（１９８３）Ｍｏｌ  Ｃｅｌｌ  Ｂｉｏｌ  ３：２１５６－２１６５

）およびｐＶＬシリーズ（ＬｕｃｋｌｏｗおよびＳｕｍｍｅｒｓ（１９８９）Ｖ

ｉｒｏｌｏｇｙ  １７０：３１－３９）が挙げられる。

      【０１１２】

  なお別の実施形態において、本発明の核酸は、哺乳動物発現ベクターを使用し

て、哺乳動物細胞中で発現される。哺乳動物発現ベクターの例としては、ｐＣＤ

Ｍ８（Ｓｅｅｄ（１９８７）Ｎａｔｕｒｅ  ３２９：８４０）およびｐＭＴ２Ｐ

Ｃ（Ｋａｕｆｍａｎら（１９８７）ＥＭＢＯ  Ｊ  ６：１８７－１９５）が挙げ

られる。哺乳動物細胞中で使用される場合、発現ベクターの制御機能は、しばし

ば、ウイルスの調節エレメントによって提供される。例えば、一般に使用される

プロモーターは、ポリオーマ、アデノウイルス２、サイトメガロウイルス、およ

びシミアンウイルス４０に由来する。原核生物細胞および真核生物細胞の両方の
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ための他の適切な発現系については、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、ＭＯＬＥＣ

ＵＬＡＲ  ＣＬＯＮＩＮＧ：Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ．第２版

、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ  

Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  

Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．，１９８９の第１６章および第１７章を

参照のこと。

      【０１１３】

  別の実施形態において、組換え哺乳動物発現ベクターは、特定の細胞型（例え

ば、組織特異的調節エレメントを使用して核酸を発現する）中で優先的に核酸の

発現を指向し得る。組織特異的調節エレメントは、当該分野で公知である。適切

な組織特異的なプロモーターの非限定的な例としては、アルブミンプロモーター

（肝臓特異的；Ｐｉｎｋｅｒｔら（１９８７）Ｇｅｎｅｓ  Ｄｅｖ  １：２６８

－２７７）、リンパ特異的プロモーター（ＣａｌａｍｅおよびＥａｔｏｎ（１９

８８）Ａｄｖ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  ４３：２３５－２７５）、特に、Ｔ細胞レセプ

ターのプロモーター（ＷｉｎｏｔｏおよびＢａｌｔｉｍｏｒｅ（１９８９）ＥＭ

ＢＯ  Ｊ  ８：７２９－７３３）および免疫グロブリンのプロモーター（Ｂａｎ

ｅｒｊｉら（１９８３）Ｃｅｌｌ  ３３：７２９－７４０；ＱｕｅｅｎおよびＢ

ａｌｔｉｍｏｒｅ（１９８３）Ｃｅｌｌ  ３３：７４１－７４８）、ニューロン

特異的プロモーター（例えば、ニューロフィラメントプロモーター；Ｂｙｒｎｅ

およびＲｕｄｄｌｅ（１９８９）ＰＮＡＳ  ８６：５４７３－５４７７）、膵臓

特異的プロモーター（Ｅｄｌｕｎｄら（１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２３０：９

１２－９１６）、ならびに乳腺特異的プロモーター（例えば、乳清プロモーター

；米国特許第４，８７３，３１６号および欧州出願公開第２６４，１６６号）が

挙げられる。発生的に調節されるプロモーターもまた含まれる（例えば、マウス

ホックス（ｍｕｒｉｎｅ  ｈｏｘ）プロモーター（ＫｅｓｓｅｌおよびＧｒｕｓ

ｓ（１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：３７４－３７９）およびα－フェトプ

ロテインプロモーター（ＣａｍｐｅｓおよびＴｉｌｇｈｍａｎ（１９８９）Ｇｅ

ｎｅｓ  Ｄｅｖ  ３：５３７－５４６）。

      【０１１４】



(55) 特表２００３－５１６７１９

  本発明はさらに、アンチセンス方向で発現ベクターにクローニングされた本発

明のＤＮＡ分子を含む組換え発現ベクターを提供する。すなわち、そのＤＮＡ分

子は、ＢＬＡＡ  ｍＲＮＡに対してアンチセンスであるＲＮＡ分子の発現を（Ｄ

ＮＡ分子の転写によって）可能にする様式で調節配列に作動可能に連結される。

種々の細胞型においてアンチセンスＲＮＡ分子の連続的な発現を指向する、アン

チセンス方向でクローニングされた核酸に作動可能に連結された調節配列（例え

ば、ウイルスプロモーターおよび／もしくはエンハンサー）が選択され得るか、

あるいは、アンチセンスＲＮＡの構成的発現、組織特異的発現、または細胞特異

的発現を指向する調節配列が、選択され得る。アンチセンス発現ベクターは、組

換えプラスミド、ファージミド、または弱毒化されたウイルスの形態であり得、

ここではアンチセンス核酸は、高効率調節領域の制御下で産生され、その活性は

、ベクターが導入される細胞型によって決定され得る。アンチセンス遺伝子を使

用する遺伝子発現の調節の議論については、Ｗｅｉｎｔｒａｕｂら、「Ａｎｔｉ

ｓｅｎｓｅ  ＲＮＡ  ａｓ  ａ  ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  ｔｏｏｌ  ｆｏｒ  ｇｅ

ｎｅｔｉｃ  ａｎａｌｙｓｉｓ」、Ｒｅｖｉｅｗｓ－－Ｔｒｅｎｄｓ  ｉｎ  Ｇ

ｅｎｅｔｉｃｓ、第１巻（１）１９８６を参照のこと。

      【０１１５】

  本発明の別の局面は、本発明の組換え発現べクターが導入された宿主細胞に関

する。用語「宿主細胞」および「組換え宿主細胞」は、本明細書中で、交換可能

に使用される。このような用語は、特定の対象の細胞をいうのみでなく、そのよ

うな細胞の子孫または潜在的な子孫をいうことが理解される。変異または環境的

影響のいずれかに起因して、特定の改変が次の世代において生じ得るので、この

ような子孫は、実際、親の細胞と同一でないかもしれないが、なお、本明細書中

で使用されるような用語の範囲内に含まれる。

      【０１１６】

  宿主細胞は、任意の原核生物細胞または真核生物細胞であり得る。例えば、Ｂ

ＬＡＡポリペプチドは、細菌細胞（例えば、Ｅ．ｃｏｌｉ）、昆虫細胞、酵母ま

たは哺乳動物細胞（例えば、チャイニーズハムスター卵巣細胞（ＣＨＯ）または

ＣＯＳ細胞）で発現され得る。他の適切な宿主細胞は、当業者に公知である。
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      【０１１７】

  ベクターＤＮＡは、従来の形質転換またはトランスフェクション技術を介して

原核生物細胞または真核生物細胞中に導入され得る。本明細書中で使用される場

合、用語「形質転換」および「トランスフェクション」とは、外来性の核酸（例

えば、ＤＮＡ）を宿主細胞に導入するための当該分野で認識される種々の技術を

いうことを意図し、これらには、リン酸カルシウムまたは塩化カルシウム共沈、

ＤＥＡＥ－デキストラン媒介トランスフェクション、リポフェクション、または

エレクトロポレーションが含まれる。宿主細胞を形質転換またはトランスフェク

ションするための適切な方法は、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ  Ｃ

ＬＯＮＩＮＧ：Ａ  ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ  ＭＡＮＵＡＬ．第２版、Ｃｏｌｄ  

Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ

  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ

  Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ．，１９８９）および他の実験室マニュアルに見出され

得る。

      【０１１８】

  哺乳動物細胞の安定なトランスフェクションのために、用いられる発現ベクタ

ーおよびトランスフェクション技法に依存して、細胞の小フラクションのみが外

来ＤＮＡをそれらのゲノム中に組込み得ることが知られている。これらの組込み

体を同定および選択するために、一般に、選択可能なマーカー（例えば、抗生物

質に対する耐性）をコードする遺伝子が、目的の遺伝子とともに宿主細胞中に導

入される。種々の選択可能なマーカーは、Ｇ４１８、ヒグロマイシンおよびメト

トレキセートのような薬物に対する耐性を付与するものを含む。選択可能なマー

カーをコードする核酸は、ＢＬＡＡをコードするのと同じベクター上で宿主細胞

中に導入され得るか、または別のベクター上で導入され得る。この導入された核

酸で安定にトランスフェクトされた細胞は、薬物選択により同定され得る（例え

ば、取り込まれた選択可能なマーカー遺伝子をもつ細胞は生存し、その一方、そ

の他の細胞は死滅する）。

      【０１１９】

  培養中の原核生物宿主細胞または真核生物宿主細胞のような、本発明の宿主細
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胞を用いて、ＢＬＡＡポリペプチドを産生（すなわち、発現）し得る。従って、

本発明はさらに、本発明の宿主細胞を用いてＢＬＡＡポリペプチドを産生する方

法を提供する。１つの実施形態では、この方法は、本発明の宿主細胞（その中に

ＢＬＡＡをコードする組換え発現ベクターが導入されている）を、適切な培地中

で、このＢＬＡＡポリペプチドが産生されるように培養する工程を包含する。別

の実施形態では、この方法は、この培地から、または宿主細胞からＢＬＡＡを単

離する工程をさらに包含する。

      【０１２０】

  （トランスジェニック動物）

  本発明の宿主細胞はまた、非ヒトトランスジェニック動物を生成するために用

いられ得る。例えば、１つの実施形態では、本発明の宿主細胞は、受精卵母細胞

または胚幹細胞であり、その中にＢＬＡＡをコードする配列が導入されている。

次いで、このような宿主細胞を用いて、外来ＢＬＡＡ配列がそれらのゲノム中に

導入された非ヒトトランスジェニック動物、または内因性ＢＬＡＡ配列が改変さ

れた相同的組換え動物を作成し得る。このような動物は、ＢＬＡＡの機能および

／または活性を研究するため、ならびにＢＬＡＡ活性のモデュレーターを同定お

よび／または評価するために有用である。本明細書で用いる用語「トランスジェ

ニック動物」は、非ヒト動物、好ましくは哺乳動物、より好ましくはラットまた

はマウスのようなげっ歯類であり、そこでは、動物の１つ以上の細胞が移入遺伝

子を含む。トランスジェニック動物のその他の例は、非ヒト霊長類、ヒツジ、イ

ヌ、ウシ、ヤギ、ニワトリ、両生類などを含む。移入遺伝子は、トランスジェニ

ック動物が発生し、しかも成熟動物のゲノム中に残り、それによってこのトラン

スジェニック動物の１つ以上の細胞型または組織中でコードされた遺伝子産物の

発現を指向する細胞のゲノム中に組み込まれる外来ＤＮＡである。本明細書で用

いる用語「相同的組換え動物」は、非ヒト動物、好ましくは哺乳動物、より好ま

しくはマウスであり、そこでは、内因性ＢＬＡＡ遺伝子が、内因性遺伝子と、動

物の細胞（例えば、動物の発生前の動物の胎児細胞）中に導入された外来ＤＮＡ

分子との間の相同的組換えにより改変されている。

      【０１２１】



(58) 特表２００３－５１６７１９

  本発明のトランスジェニック動物は、ＢＬＡＡをコードする核酸を、受精卵母

細胞の雄前核中に、例えば、マイクロインジェクション、レトロウイルス感染に

よって導入すること、およびこの卵母細胞を偽妊娠雌養動物中で発達させること

によって作成され得る。配列番号１、３、５、７、９、または１１のヒトＢＬＡ

Ａ  ｃＤＮＡ配列は、非ヒト動物のゲノム中に移入遺伝子として導入され得る。

あるいは、マウスＢＬＡＡ遺伝子のようなヒトＢＬＡＡ遺伝子の非ヒト相同体が

、ヒトＢＬＡＡ  ｃＤＮＡ（上記にさらに記載される）へのハイブリダイゼーシ

ョンを基に単離され、そして移入遺伝子として用いられ得る。イントロン配列お

よびポリアデニル化シグナルもまた、移入遺伝子中に含まれ得、移入遺伝子の発

現の効率を増大し得る。組織特異的調節配列（単数または複数）が、ＢＬＡＡ移

入遺伝子に作動可能に連結され、特定細胞にＢＬＡＡポリペプチドの発現をさせ

る。胚操作およびマイクロインジェクションによるトランスジェニック動物（特

にモウスのような動物）を生成するための方法は、当該分野では従来法となり、

そして、例えば、米国特許第４，７３６，８６６号；同４，８７０，００９号；

および第４，８７３，１９１号；ならびにＨｏｇａｎ  １９８６、ＭＡＮＩＰＵ

ＬＡＴＩＮＧ  ＴＨＥ  ＭＯＵＳＥ  ＥＭＢＲＹＯ、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  

Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  

Ｈａｒｂｏｒ、Ｎ．Ｙ．に記載されている。類似の方法が、その他のトランスジ

ェニック動物の生成のために用いられる。トランスジェニック初代動物は、この

動物の組織または細胞中の、そのゲノムにおけるＢＬＡＡ移入遺伝子の存在、お

よび／またはＢＬＡＡ  ｍＲＮＡの発現を基に識別されえる。次いで、トランス

ジェニック初代動物を用いて、この移入遺伝子を保持するさらなる動物を育種し

得る。さらに、ＢＬＡＡをコードする移入遺伝子を保持するトランスジェニック

動物を、その他の移入遺伝子を保持するトランスジェニック動物と交配し得る。

      【０１２２】

  相同的組換え動物を作成するために、少なくともＢＬＡＡ遺伝子の一部分を含

むベクターが調製される。このＢＬＡＡ遺伝子の一部には、欠失、付加または置

換が導入され、それによって、ＢＬＡＡ遺伝子を改変、例えば、機能的に破壊す

る。このＢＬＡＡ遺伝子は、ヒト遺伝子（例えば、配列番号１、３、５、７、９
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、または１１）であり得るが、より好ましくはヒトＢＬＡＡ遺伝子の非ヒト相同

体である。例えば、配列番号１、３、５、７、９、または１１のヒトＢＬＡＡ遺

伝子のマウス相同体を用いて、マウスゲノム中の内因性ＢＬＡＡ遺伝子を改変す

るために適切な相同的組換えベクターを構築し得る。１つの実施形態で、ベクタ

ーは、相同的組換えに際し、内因性ＢＬＡＡ遺伝子が機能的に破壊されるように

設計される（すなわち、機能的タンパク質をもはやコードしない；「ノックアウ

ト」ベクターとも呼ばれる）。

      【０１２３】

  あるいは、ベクターは、相同的組換えに際し、内因性ＢＬＡＡ遺伝子が変異す

るかまたはそうでなければ改変されるが、なお機能的タンパク質をコードするよ

うに設計され得る（例えば、上流調節領域が改変され、それによって内因性ＢＬ

ＡＡポリペプチドの発現を改変し得る）。相同的組換えベクターにおいて、ＢＬ

ＡＡ遺伝子の改変された部分は、ＢＬＡＡ遺伝子のさらなる核酸がその５’およ

び３’末端に隣接し、胚幹細胞中で、ベクターにより保持される外来ＢＬＡＡ遺

伝子と内因性ＢＬＡＡ遺伝子との間で相同的組換えを可能にする。このさらなる

隣接ＢＬＡＡ核酸は、内因性遺伝子との成功する相同的組換えに十分な長さであ

る。代表的には、数キロベースの隣接ＤＮＡ（５’および３’末端の両方）がベ

クター中に含まれる。相同的組換えベクターの記述については、例えば、Ｔｈｏ

ｍａｓら（１９８７）Ｃｅｌｌ  ５１：５０３を参照のこと。ベクターは、胚幹

細胞株中に導入され（例えば、エレクトロポーレーションにより）、そして導入

されたＢＬＡＡ遺伝子が内因性ＢＬＡＡ遺伝子と相同的に組換わった細胞が選択

される（例えば、Ｌｉら（１９９２）Ｃｅｌｌ  ６９：９１５を参照のこと）。

      【０１２４】

  次いで、選択された細胞を、動物（例えば、マウス）の未分化胚芽細胞中に注

入し凝集キメラを形成する。例えば、Ｂｒａｄｌｅｙ  １９８７  ＴＥＲＡＴＯ

ＣＡＲＣＩＮＯＭＡＳ  ＡＮＤ  ＥＭＢＲＹＯＮＩＣ  ＳＴＥＭ  ＣＥＬＬＳ：

Ａ  ＰＲＡＣＴＩＣＡＬ  ＡＰＰＲＯＡＣＨ、Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ編、ＩＲＬ、

Ｏｘｆｏｒｄ、１１３～１５２頁を参照のこと。次いで、キメラ胚を適切な偽妊

娠雌養動物中に移植し得、そして胚を発芽させる。それらの発芽細胞中に相同的



(60) 特表２００３－５１６７１９

に組換えたＤＮＡを保持する子孫を用いて、動物のすべての細胞が移入遺伝子の

生殖系列により相同的に組み替えたＤＮＡを含む動物を繁殖し得る。相同的組換

えベクターおよび相同的組換え動物を構築するための方法は、Ｂｒａｄｌｅｙ（

１９９１）Ｃｕｒｒ  Ｏｐｉｎ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ  ２：８２３－８２９；

ＰＣＴ国際公開番号：ＷＯ９０／１１３５４；ＷＯ９１／０１１４０；ＷＯ９２

／０９６８；およびＷＯ９３／０４１６９に記載されている。

      【０１２５】

  別の実施形態では、移入遺伝子の調節された発現を可能にする選択された系を

含むトランスジェニック非ヒト動物が生成され得る。このような系の１つの例は

、細菌ファージＰ１のｃｒｅ／ｌｏｘＰリコンビナーゼ系である。ｃｒｅ／ｌｏ

ｘＰリコンビナーゼ系の記述については、Ｌａｋｓｏら（１９９２）ＰＮＡＳ  

８９：６２３２～６２３６を参照のこと。リコンビナーゼ系の別の例は、Ｓａｃ

ｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ  ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅのＦＬＰリコンビナーゼ系である

（Ｏ’Ｇｏｒｍａｎら（１９９１）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５１：１３５１～１３５

５）。ｃｒｅ／ｌｏｘＰリコンビナーゼ系を用いて移入遺伝子の発現を調節する

場合、Ｃｒｅリコンビナーゼおよび選択されたタンパク質の両方をコードする移

入遺伝子を含む動物が必要である。このような動物は、「二重」トランスジェニ

ック動物の構築、例えば、一方が選択されたタンパク質をコードする移入遺伝子

を含み、そして他方がリコンビナーゼをコードする移入遺伝子を含む２つのトラ

ンスジェニック動物を交配することにより提供され得る。

      【０１２６】

  本明細書で記載される非ヒトトランスジェニック動物のクローンはまた、Ｗｉ

ｌｍｕｔら（１９９７）Ｎａｔｕｒｅ  ３８５：８１０～８１３に記載の方法に

従って生成され得る。簡単に述べれば、トランスジェニック動物から細胞、例え

ば体細胞が単離され、そして成長周期を出て、Ｇ0相に入るように誘導され得る

。次いで、静止細胞は、例えば、電気的パルスの使用により、この静止細胞が単

離される種と同じ種の動物から除核された卵母細胞に融合され得る。次いで、再

構築された卵母細胞は、それが、桑実胚または胚芽細胞に発生するように培養さ

れ、次いで偽妊娠雌養動物に移される。この雌の養動物に担われた子孫は、細胞
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、例えば、体細胞が単離された動物のクローンである。

      【０１２７】

  （薬学的組成物）

  本発明のＢＬＡＡ核酸分子、ＢＬＡＡポリペプチド、および抗ＢＬＡＡ抗体（

本明細書では「活性化合物」ともいう）、およびその誘導体、フラグメント、ア

ナログ、相同体は、治療に適切な薬学的組成物中に取り込まれ得る。代表的には

、このような組成物は、核酸分子、タンパク質、または抗体、および薬学的に受

容可能なキャリアを含む。本明細書で用いる「薬学的に受容可能なキャリア」は

、薬学的投与に適合する、任意およびすべての溶媒、分散媒体、コーティング、

抗細菌および抗真菌薬剤、等張剤および吸収遅延剤などを包含することを意図す

る。適切なキャリアは、当該分野における標準的な参照テキストであるＲｅｍｉ

ｎｇｔｏｎ’ｓ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅｓの最新版に

記載されており、これは、本明細書に参考として援用される。このようなキャリ

アまたは希釈剤の好適な例は、制限されないで、水、フィンガー溶液、デキスト

ロース溶液、および５％ヒト血清アルブミンを包含する。リポソームおよび動物

油（ｆｉｘｅｄ  ｏｉｌ）のような非水性ビヒクルもまた用いられ得る。薬学的

に活性な物質のためのそのような媒体および薬剤の使用は、当該分野で周知であ

る。活性化合物と適合しない任意の従来の媒体または薬剤の範囲を除いて、組成

物におけるそれらの使用が意図される。補助的な活性化合物もまたこの組成物中

に取り込まれ得る。

      【０１２８】

  本発明の薬学的組成物は、その投与の意図された経路と適合するように処方さ

れる。投与の経路の例は、非経口、例えば、静脈内、皮内、皮下、経口（例えば

、吸入）、経皮（局所）、経粘膜、および直腸投与を包含する。非経口、経皮、

または皮下適用のための溶液または懸濁液は以下の成分を含み得る：注射液のよ

うな滅菌希釈剤、生理食塩水、動物油、ポリエチレングリコール、グリセリン、

プロピレングリコールまたはその他の合成溶媒；ベンジルアルコールまたはメチ

ルパラベンのような抗細菌剤；アスコルビン酸または重亜硫酸ナトリウムのよう

な抗酸化剤；エチレンジアミン四酢酸のようなキレート剤；アセテート、シトレ
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ートまたはホスフェートのような緩衝剤、および塩化ナトリウムまたはデキスト

ロースのような浸透圧調節のための薬剤。ｐＨは、塩酸または水酸化ナトリウム

のような酸または塩基で調節され得る。非経口調製物は、ガラスまたはプラスチ

ックから作られる、アンプル、使い捨てシリンジまたは複数用量バイアルに収容

され得る。

      【０１２９】

  注射可能な使用に適切な薬学的組成物は、滅菌注射用溶液または分散液の即席

調製物のための滅菌水溶液（水溶性の場合）または分散物、および滅菌粉末を含

む。静脈内投与には、適切なキャリアは、生理食塩水、静菌水、Ｃｒｅｍｏｐｈ

ｏｒＥＬ（登録商標）（ＢＡＳＦ、Ｐａｒｓｉｐｐａｎｙ、ＮＪ．）またはリン

酸緩衝化生理食塩水（ＰＢＳ）を含む。すべての場合において、組成物は殺菌さ

れなければならず、そして容易に注射できる程度の流体であるべきである。それ

は、製造および貯蔵の条件下で安定でなければならず、そして細菌および真菌の

ような微生物の汚染作用に対して保存されなければならない。キャリアは、例え

ば、水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロール、プロピレングリコー

ル、および液体ポリエチレングリコールなど）、およびそれらの適切な混合物を

含む溶媒または分散媒体であり得る。適正な流動性が、例えば、レシチンのよう

なコーティングの使用により、分散物の場合には必要な粒子サイズの維持により

、および界面活性剤の使用により維持され得る。微生物の作用の予防は、種々の

抗細菌および抗真菌薬剤により達成され得、これには、例えば、パラベン、クロ

ロブタノール、フェノール、アスコルビン酸、チメロザールなどが含まれる。多

くの場合、組成物中に、例えば、糖、マンニトール、ソルビトールのようなポリ

アルコール、塩化ナトリウムなどの等張剤を含むことが好ましい。注射組成物の

延長された吸収は、例えば、モノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチンのよ

うな吸収を遅延する薬物を含めることによりもたらされ得る。

      【０１３０】

  滅菌注射溶液は、適切な溶媒中に、必要な量の活性化合物（例えば、ＢＬＡＡ

ポリペプチドまたは抗ＢＬＡＡ抗体）を、必要に応じて上記に列挙した成分また

はその組合せとともに取り込むこと、次いで滅菌濾過することによって調製され
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得る。一般に、分散物は、基礎分散媒体および上記に列挙された成分のうち必要

なその他の成分を含む滅菌ビヒクル中に取り込むことにより調製される。滅菌注

射溶液の調製のための滅菌粉末の場合、調製の方法は、活性成分プラス先に滅菌

濾過されたその溶液からの任意の所望の成分の粉末を生じる真空感想および凍結

乾燥である。

      【０１３１】

  経口組成物は、一般に、不活性希釈剤または食用キャリアを包含する。それら

は、ゼラチンカプセル中に封入され得るか、または錠剤に圧縮され得る。経口治

療投与の目的には、活性化合物を賦形剤とともに取り込み得、そして錠剤、トロ

ーチ、またはカプセルの形態で用いられる得る。経口組成物はまた、マウスウォ

ッシュとしての使用のために、流体キャリアを用いて調製され得、ここで、この

流体キャリア中の化合物は、経口的に適用され、そして音をたてて動き、そして

喀痰されるかまたは飲み込まれる。薬学的に適合する結合剤、および／またはア

ジュバント材料が組成物の一部分として含まれ得る。錠剤、ピル、カプセル、ト

ローチなどは、以下の成分または類似の性質の化合物をいずれかを含み得る：微

結晶セルロース、ガムトラガントまたはゼラチンのようなバインダー；スターチ

またはラクトースのような賦形剤、アルギン酸、Ｐｒｉｍｏｇｅｌ、またはコー

ンスターチのような崩壊剤；ステアリン酸マグネシウムまたはＳｔｅｒｏｔｅｓ

のような潤滑剤；コロイド二酸化珪素のような滑剤；スクロースまたはサッカリ

ンのような甘味料；またはペパーミント、サリチル酸メチル、またはオレンジ香

料のような香料。

      【０１３２】

  吸入による投与には、化合物は、例えば，二酸化炭素、またはネブライザーの

ようなガスである適切な推進剤を含む、加圧コンテナまたはディスペンサからの

エアロゾルスプレーの形態で送達され得る。

      【０１３３】

  全身投与はまた、経粘膜または経皮手段によってであり得る。経粘膜または経

皮投与には、浸透されるバリアに適切な浸透剤が処方物中に用いられる。このよ

うな浸透剤は、一般に、当該分野で公知であり、そして、例えば、経粘膜投与に
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は、界面活性剤、胆汁酸塩、およびフシジン酸誘導体を含む。経粘膜投与は、鼻

スプレーまたは坐薬の使用により達成され得る。経皮投与には、活性化合物は、

当該分野で一般に知られるように、軟膏（ｏｉｎｔｍｅｎｔ）、軟膏（ｓａｌｖ

ｅｓ）、ゲル、またはクリームに処方され得る。

      【０１３４】

  化合物はまた、（例えば、ココアバターおよびその他のグリセリドのような従

来の坐薬とともに）坐薬また直腸送達のための滞留浣腸剤の形態で調製され得る

。

      【０１３５】

  １つの実施形態では、活性成分は、インプラントおよびマイクロカプセル化送

達システムを含む制御された放出処方物のように、身体からの急速な放出に対し

て化合物を保護するキャリアとともに調製される。エチレンビニルアセテート、

ポリ無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルトエステル、およびポリ

乳酸のような、生分解性の生体適合性ポリマーが用いられ得る。このような処方

物の調製のための方法は、当業者に明らかである。このような材料はまた、Ａｌ

ｚａ  ＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎおよびＮｏｖａ  Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ

ｓ，Ｉｎｃ．から入手可能である。リポソーム懸濁液（ウイルス抗原に対するモ

ノクローナル抗体で感染細胞に標的化されたリポソームを含む）もまた、薬学的

に受容可能なキャリアとして用いられ得る。これらは、例えば、米国特許第４、

５２２、８１１号に記載のように、当業者に公知の方法に従って調製され得る。

      【０１３６】

  投与の場合および投与量の均一性のために、用量単位形態で経口または非経口

組成物を処方することが特に有利である。本明細書で用いる用量単位形態は、処

置される被験体に対する単位の用量として適した物理的に別の単位をいい；各々

の単位は、必要なキャリアとともに所望の治療効果を生じるように計算された所

定量の活性化合物を含む。本発明の用量単位形態の仕様は、活性化合物の特有の

性質および達成されるべき特定の治療効果、ならびに個体の処置にこのような化

合物を調合する当該技術分野に固有の制限によって指令され、そしてそれらに直

接依存する。
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      【０１３７】

  本発明の核酸分子はベクター中に挿入され、そして遺伝子治療ベクターとして

用いられ得る。遺伝子治療ベクターは、例えば、静脈内注入、局所投与（米国特

許第５，３２８，４７０号）により、または定位（ｓｔｅｒｅｏｔａｃｔｉｃ）

注入（例えば、Ｃｈｅｎら（１９９４）ＰＮＡＳ  ９１：３０５４～３０５７を

参照のこと）により被験体に送達され得る。遺伝子治療ベクターの薬学的調製物

は、受容可能希釈剤中の遺伝子治療ベクターを含み得るか、または遺伝子治療ベ

クターが包埋される緩慢放出マトリックスを包含し得る。あるいは、例えば、レ

トロウイルスベクターのように、完全な遺伝子送達ベクターが組換え細胞からイ

ンタクトに生成され得る場合には、この薬学的調製物は、遺伝子送達系を生成す

る１つ以上の細胞を含み得る。

      【０１３８】

  薬学的組成物は、投与の指示書とともに、容器、パック、またはディスペンサ

ー中に含まれ得る。

      【０１３９】

  （発明の使用および方法）

  免疫グロブリンスーパーファミリーメンバーは、多くの機能を調整する多機能

の分泌タンパク質および膜結合タンパク質を含む。先行技術で知られるＢ７分子

は、細胞表面上に位置する（Ｓｅｌｖａｋｕｍａｒら、１９９２、Ｉｍｍｕｎｏ

ｇｅｎｅｔｉｃｓ  ３６：１７５～１８１およびＬｉｎｓｌｅｙら、１９９４、

Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｓｃ．３：１３４１～１３４３を参照のこと）。先行技術で公

知のプログラム（例えば、ＰＳＯＲＴ）を用いる配列分析研究は、本発明のポリ

ペプチドが、小胞体の膜に局在化する可能性が最も高いことを示す。本明細書で

記載される核酸分子、タンパク質、タンパク質相同体、および抗体は、以下の方

法の１つ以上において用いられ得る：（ａ）スクリーニングアッセイ；（ｂ）検

出アッセイ（例えば、染色体マッピング、組織型決定、法医学生物学）；（ｃ）

予測医学（例えば、診断アッセイ、予後アッセイ、モニタリング臨床試験、およ

び薬物ゲノミクス）；および（ｄ）処置の方法（例えば、治療および予防）。本

明細書で記載のように、１つの実施形態では、本発明のＢＬＡＡポリペプチドは
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、活性化Ｔリンパ球に結合する能力を有し、そしてＴリンパ球細胞増殖および活

性化のための調節シグナルを提供する。ＢＬＡＡポリペプチドは、他の細胞タン

パク質と相互作用し、そしてそれ故、免疫応答に関連するタンパク質活性を調整

するために用いられ得る。このような調整は、細胞増殖の調節、細胞分化の調節

、および／または細胞生存の調節に対する影響を有し得る。

      【０１４０】

  さらに以下に記載されるように、本発明の単離された核酸分子を用いて、ＢＬ

ＡＡポリペプチドを発現し（例えば、遺伝子治療適用において宿主細胞中の組換

え発現ベクターにより）、ＢＬＡＡ  ｍＲＮＡ（例えば、生物学的試料中）また

はＢＬＡＡ遺伝子中の遺伝子損傷を検出し、ＢＬＡＡ活性を調整し得る。さらに

、ＢＬＡＡポリペプチドを用いて、ＢＬＡＡ活性または発現を調整する薬物また

は化合物をスクリーニングし、およびＢＬＡＡポリペプチドの不十分または過剰

産生、またはＢＬＡＡ野生型ポリペプチドと比較して減少または異常活性を有す

るＢＬＡＡポリペプチド形態の産生により特徴付けられる障害を処置し得る（例

えば、感染性疾患、癌、自己免疫疾患、および移植にともなう合併症）。さらに

、本発明の抗ＢＬＡＡ抗体を用いて、ＢＬＡＡポリペプチドを検出および単離し

、そしてＢＬＡＡ活性を調整し得る。

      【０１４１】

  本発明はさらに、上記のスクリーニングアッセイにより同定される新規な薬剤

、および本明細書に記載のような処置のためのそれらの使用に関する。

      【０１４２】

  （スクリーニングアッセイ）

  本発明は、モジュレーター、すなわち、ＢＬＡＡポリペプチドに結合するか、

または例えばＢＬＡＡ発現またはＢＬＡＡ活性に対して刺激もしくは阻害効果を

有する、候補もしくは試験化合物もしくは薬剤（例えば、ペプチド、ペプチド模

倣物，小分子またはその他の薬物）を同定するための方法を提供する（本明細書

では「スクリーニングアッセイ」ともいう）。

      【０１４３】

  １つの実施形態で、本発明は、ＢＬＡＡタンパク質もしくはポリペプチドもし
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くはその生物学的に活性な一部分に結合かまたはそれらを調整する候補もしくは

試験化合物をスクリーニングするためのアッセイを提供する。本発明の試験化合

物は、当該分野で公知のコンビナトリアルライブラリー法における多くのアプロ

ーチのいずれかを用いて得られ得、これには；生物学的ライブラリー；空間的に

アドレス可能な平行固相もしくは溶液相ライブラリー；脱旋回を必要とする合成

ライブラリー法；「１ビーズ１化合物」ライブラリー法；およびアフィニティー

クロマトグラフィー選択を用いる合成ライブラリー法が含まれる。生物学的ライ

ブラリーアプローチは、ペプチドライブラリーに限られるが、その他の４つのア

プローチは、ペプチド、化合物の非ペプチドオリゴマーまたは小分子ライブラリ

ーに適用可能である（Ｌａｍ（１９９７）Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ  Ｄｒｕｇ  Ｄ

ｅｓ  １２：１４５）。

      【０１４４】

  分子ライブラリーの合成方法の例は、当該分野に見出され得る。例えば、Ｄｅ

Ｗｉｔｔら（１９９３）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  Ｕ．Ｓ．Ａ．

９０：６９０９；Ｅｒｂら（１９９４）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ

  Ｕ．Ｓ．Ａ．９１：１１４２２；Ｚｕｃｋｅｒｍａｎｎら（１９９４）Ｊ  Ｍ

ｅｄ  Ｃｈｅｍ  ３７：２６７８；Ｃｈｏら（１９９３）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２６

１：１３０３；Ｃａｒｒｅｌｌら（１９９４）Ａｎｇｅｗ  Ｃｈｅｍ  Ｉｎｔ  

Ｅｄ  Ｅｎｇｌ  ３３：２０５９；Ｃａｒｅｌｌら（１９９４）Ａｎｇｅｗ  Ｃ

ｈｅｍ  Ｉｎｔ  Ｅｄ  Ｅｎｇｌ  ３３：２０６１；およびＧａｌｌｏｐら（１

９９４）Ｊ  Ｍｅｄ  Ｃｈｅｍ  ３７：１２３３。

      【０１４５】

  化合物のライブラリーは溶液中（例えば、Ｈｏｕｇｈｔｅｎ（１９９２）Ｂｉ

ｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １３：４１２～４２１）、またはビーズ上（Ｌａｍ（

１９９１）Ｎａｔｕｒｅ  ３５４：８２～８４）、チップ上（Ｆｏｄｏｒ（１９

９３）Ｎａｔｕｒｅ  ３６４：５５５～５５６）、細菌（Ｌａｄｎｅｒ米国特許

第５，２２３，４０９号）、胞子（Ｌａｄｎｅｒ米国特許’４２９）、プラスミ

ド（Ｃｕｌｌら（１９９２）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  

８９：１８６５～１８６９）またはファージ上（ＳｃｏｔｔおよびＳｍｉｔｈ（
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１９９０）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：３８６～３９０；Ｄｅｖｌｉｎ（１９９０

）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４９：４０４～４０６；Ｃｗｉｒｌａら（１９９０）Ｐｒ

ｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８７：６３７８～６３８２；Ｆｅ

ｌｉｃｉ（１９９１）Ｊ  Ｍｏｌ  Ｂｉｏｌ  ２２２：３０１～３１０；Ｌａｄ

ｎｅｒ上記）に提示され得る。

      【０１４６】

  １つの実施形態で、アッセイは細胞を基礎にしたアッセイであり、そこでは、

細胞表面上で、ＢＬＡＡポリペプチド、または生物学的に活性なその部分の形態

を発現する細胞が、試験化合物と接触し、そして試験化合物のＢＬＡＡタンパク

質に結合する能力が決定される。細胞は、例えば、哺乳動物起源であるか、また

は酵母細胞であり得る。試験化合物のＢＬＡＡポリペプチドに結合する能力を決

定することは、例えば、試験化合物をラジオアイソトープまたは酵素標識と、試

験化合物のＢＬＡＡポリペプチドまたは生物学的に活性なその部分への結合が、

複合体中の標識された化合物を検出することにより決定され得るように結合する

ことによって達成され得る。例えば、試験化合物は、125Ｉ、35Ｓ、14Ｃ、また

は5Ｈで、直接的または間接的に標識され得、そしてラジオアイソトープが、放

射線放出の直接計測によるかシンチレーション計測により検出される。あるいは

、試験化合物は、例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホスファター

ゼ、またはルシフェラーゼで酵素標識され得、この酵素標識は、適切な基質の産

物への変換の測定により検出される。１つの実施形態では、このアッセイは、Ｂ

ＬＡＡポリペプチドの膜結合形態、または生物学的に活性なその部分を細胞表面

上で発現する細胞を、ＢＬＡＡを結合し、アッセイ混合物を形成する既知化合物

と接触する工程、このアッセイ混合物を試験化合物と接触する工程、および試験

化合物がＢＬＡＡポリペプチドと相互作用する能力を決定する工程を包含し、こ

こで、この試験化合物がＢＬＡＡポリペプチドと相互作用する能力を決定する工

程が、既知化合物と比較したとき、この試験化合物のＢＬＡＡまたは生物学的に

活性なその部分に優先的に結合する能力を決定することを包含する。

      【０１４７】

  別の実施形態では、アッセイは、細胞を基礎にしたアッセイであり、これは、
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ＢＬＡＡポリペプチドの膜結合形態、または生物学的に活性なその部分を細胞表

面上で発現する細胞を、試験化合物と接触させる工程、およびこのＢＬＡＡポリ

ペプチドの膜結合形態、または生物学的に活性なその部分の活性を調整（例えば

、刺激または阻害）する試験化合物の能力を決定する工程を包含する。ＢＬＡＡ

、または生物学的に活性なその部分の活性を調整する試験化合物の能力を決定す

る工程は、例えば、ＢＬＡＡポリペプチドのＢＬＡＡ標的分子に結合またはそれ

と相互作用する能力を決定することにより達成され得る。本明細書で用いる用語

「標的分子」は、それとＢＬＡＡポリペプチドが本来結合または相互作用する分

子、例えば、ＢＬＡＡと相互作用するタンパク質を発現する細胞の表面上の分子

、第２の細胞の表面上の分子、細胞外環境中の分子、細胞膜の内表面に結合する

分子または細胞質分子である。ＢＬＡＡ標的分子は、本発明の非ＢＬＡＡ分子ま

たはＢＬＡＡタンパク質もしくはポリペプチドであり得る。１つの実施形態で、

ＢＬＡＡ標的分子は、細胞膜を通って細胞中に細胞外シグナル（例えば、膜結合

ＢＬＡＡ分子への化合物の結合により生成されるシグナル）の伝達を容易にする

シグナル伝達経路の成分である。この標的は、例えば、触媒活性を有する第２の

細胞内タンパク質であるか、または下流シグナル伝達分子のＢＬＡＡとの結合を

容易にするタンパク質であり得る。

      【０１４８】

  ＢＬＡＡポリペプチドのＢＬＡＡ標的分子と結合または相互作用する能力を決

定することは、直接結合を決定するための上記の方法の１つにより達成され得る

。１つの実施形態で、ＢＬＡＡポリペプチドのＢＬＡＡ標的分子と結合または相

互作用する能力を決定することは、標的分子の活性を決定することにより達成さ

れ得る。例えば、標的分子の活性は、標的の細胞内第２メッセンジャー（すなわ

ち、細胞内Ｃａ2+、ジアシルグリセロール、ＩＰ3など）の誘導を検出すること

、適切な基質に対する標的の触媒／酵素活性を検出すること、レポーター遺伝子

（検出可能なマーカー、例えば、ルシフェラーゼをコードする核酸に作動可能に

連結されたＢＬＡＡ応答性調節エレメントを含む）の誘導を検出すること、また

は細胞応答、例えば、細胞生存、細胞分化、または細胞増殖を検出することによ

り決定され得る。
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      【０１４９】

  なお別の実施形態では、本発明のアッセイは、細胞フリーアッセイであり、こ

れは、ＢＬＡＡポリペプチドまたは生物学的に活性なその部分を試験化合物と接

触させる工程、および試験化合物のＢＬＡＡポリペプチドまたは生物学的に活性

なその部分に結合する能力を決定する工程を包含する。試験化合物のＢＬＡＡポ

リペプチドへの結合は、上記のように、直接的または間接的いずれかで決定され

得る。１つの実施形態で、このアッセイは、ＢＬＡＡポリペプチドまたは生物学

的に活性なその部分を、ＢＬＡＡを結合し、アッセイ混合物を形成する既知化合

物と接触する工程、このアッセイ混合物を試験化合物と接触する工程、および試

験化合物がＢＬＡＡポリペプチドと相互作用する能力を決定する工程を包含し、

ここで、この試験化合物がＢＬＡＡポリペプチドと相互作用する能力を決定する

工程が、既知化合物と比較したとき、この試験化合物のＢＬＡＡまたは生物学的

に活性なその部分に優先的に結合する能力を決定することを包含する。

      【０１５０】

  別の実施形態では、アッセイは、細胞フリーアッセイであり、これは、ＢＬＡ

Ａポリペプチドまたは生物学的に活性なその部分を試験化合物と接触させる工程

、およびＢＬＡＡポリペプチドまたは生物学的に活性なその部分の活性を調整（

例えば、刺激または阻害）する試験化合物の能力を決定する工程を包含する。Ｂ

ＬＡＡの活性を調整する試験化合物の能力を決定する工程は、例えば、直接結合

を決定するための上記の方法の１つによる、ＢＬＡＡポリペプチドのＢＬＡＡ標

的分子に結合する能力を決定することに達成され得る。代替の実施形態では、Ｂ

ＬＡＡの活性を調整する試験化合物の能力を決定する工程は、ＢＬＡＡポリペプ

チドのＢＬＡＡ標的分子をさらに調整する能力を決定することにより達成され得

る。例えば、適切な基質に対する標的分子の触媒／酵素活性が先に記載のように

決定され得る。

      【０１５１】

  なお別の実施形態では、この細胞フリーアッセイは、ＢＬＡＡポリペプチドま

たは生物学的に活性なその部分を、ＢＬＡＡを結合し、アッセイ混合物を形成す

る既知化合物と接触する工程、このアッセイ混合物を試験化合物と接触する工程



(71) 特表２００３－５１６７１９

、および試験化合物がＢＬＡＡポリペプチドと相互作用する能力を決定する工程

を包含し、ここで、この試験化合物がＢＬＡＡポリペプチドと相互作用する能力

を決定する工程が、ＢＬＡＡポリペプチドの、ＢＬＡＡ標的分子に優先的に結合

またはこれを調整する能力を決定することを包含する。

      【０１５２】

  本発明の細胞フリーアッセイは、ＢＬＡＡの可溶性形態または膜結合形態の両

方の使用に適用可能である。膜結合形態のＢＬＡＡを包含する細胞フリーアッセ

イの場合、可溶化剤を、この膜結合形態のＢＬＡＡが溶液中に維持されるように

利用することが所望され得る。このような可溶化剤の例は、ｎ－オクチルグルコ

シド、ｎ－ドデシルグルコシド、ｎ－ドデシルマルトシド、オクタノイル－Ｎ－

メチルグルカミド、デカノイル－Ｎ－メチルグルカミド、Ｔｒｉｔｏｎ（登録商

標）Ｘ－１００、Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１１４、Ｔｈｅｓｉｔ（登録商

標）、イソトリデシポリ（エチレングリコールエーテル）n、Ｎ－ドデシル－Ｎ

，Ｎ－ジメチル－３－アンモニオ－１－プロパンスルホネート、３－（３－コラ

ミドプロピル）ジメチルアンミニオール－１－プロパンスルホネート（ＣＨＡＰ

Ｓ）、または３－（３－コラミドプロピル）ジメチルアンミニオール－２－ヒド

ロキシ－１－プロパンスルホネート（ＣＨＡＰＳＯ）のような非イオン性界面活

性剤を含む。

      【０１５３】

  本発明の上記のアッセイ方法の１つ以上の実施形態で、ＢＬＡＡまたはその標

的分子のいずれかを、タンパク質の１つまたは両方の非複合体化形態からの複合

体化形態の分離を容易にするため、およびアッセイの自動化に適応するために固

定化することが所望され得る。試験化合物のＢＬＡＡへの結合、または候補化合

物の存在下または不在下の標的分子とのＢＬＡＡの相互作用は、反応体を含むた

めに適切な任意のベッセル中で達成され得る。このようなベッセルの例は、マイ

クロタイタープレート、試験管、および微小遠心管を含む。１つの実施形態では

、１つまたは両方のタンパク質がマトリックスに結合することを可能にするドメ

インを付加する融合タンパク質が提供され得る。例えば、ＧＳＴ－ＢＬＡＡ融合

タンパク質またはＧＳＴ－標的融合タンパク質が、グルタチオンセファロースビ
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ーズ（Ｓｉｇｍａ  Ｃｈｍｉｃａｌ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）またはグルタチ

オン誘導体化マイクロタイタープレート上に吸着され得、次いでそれは、試験化

合物と、または試験化合物と非吸着標的タンパク質もしくはＢＬＡＡポリペプチ

ドのいずれかと組み合わせられ、そしてこの混合物は、複合体形成を行う条件下

（例えば、塩およびｐＨについて生理学的条件）でインキュベートされる。イン

キュベーションの後、このビーズまたはマイクロタイタープレートウェルを洗浄

し、任意の非結合成分を除去し、ビーズの場合固定化されたマトリックス、複合

体が、例えば、上記のように直接的または間接的いずれかで測定される。あるい

は、これら複合体は、マトリックスから解離され得、そしてＢＬＡＡ結合または

活性のレベル標準的な技法を用いて決定される。

      【０１５４】

  マトリックス上にタンパク質を固定化するその他の技法もまた、本発明のスク

リーニングアッセイで用いられ得る。例えば、ＢＬＡＡまたはその標的分子のい

ずれかをビオチンおよびストレプトアビジンの結合を利用して固定化し得る。ビ

オチン化ＢＬＡＡまたは標的分子は、当該分野で周知の技法（例えば、ビオチン

化キット、Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＩＩ）を

用いてビオチン－ＮＨＳ（Ｎ－ヒドロキシ－スクシンイミド）から調製され、そ

してストレプトアビジンでコートされた９６ウェルプレート（Ｐｉｅｒｃｅ  Ｃ

ｈｅｍｉｃａｌ）のウェルに固定化され得る。あるいは、ＢＬＡＡまたは標的分

子と反応性であるが、ＢＬＡＡタンパク質のその標的分子への結合を妨害しない

抗体をプレートのウェルに誘導体化し得、そして非結合標的またはＢＬＡＡを抗

体結合によりウェル中に捕捉する。ＧＳＴ固定化複合体に対する上記の方法に加

え、このような複合体を検出する方法は、ＢＬＡＡまたは標的分子と反応性の抗

体を用いる複合体の免疫検出、およびこのＢＬＡＡまたは標的分子にともなう酵

素活性を検出することによる酵素結合アッセイを含む。

      【０１５５】

  別の実施形態では、ＢＬＡＡ発現のモジュレーターが、細胞を候補化合物と接

触させ、そしてこの細胞中のＢＬＡＡ  ｍＲＮＡまたはポリペプチドの発現が決

定される方法で同定される。候補化合物の存在下で、ＢＬＡＡ  ｍＲＮＡまたは
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ポリペプチドの発現のレベルが、候補化合物の不在下のＢＬＡＡ  ｍＲＮＡまた

はポリペプチドの発現のレベルと比較される。次いで、この候補化合物が、この

比較に基づいてＢＬＡＡ発現のモジュレーターであると同定され得る。例えば、

候補化合物の存在下のＢＬＡＡ  ｍＲＮＡまたはポリペプチドの発現のレベルが

、その不在下より大きいとき（統計的に有意により大きい）、この候補化合物は

、ＢＬＡＡ  ｍＲＮＡまたはポリペプチド発現の刺激剤であると同定される。あ

るいは、候補化合物の存在下のＢＬＡＡ  ｍＲＮＡまたはポリペプチドの発現の

レベルが、その不在下より少ないとき（統計的に有意により少ない）、この候補

化合物は、ＢＬＡＡ  ｍＲＮＡまたはポリペプチド発現の阻害剤であると同定さ

れる。細胞中のＢＬＡＡ  ｍＲＮＡまたはポリペプチド発現のレベルは、ＢＬＡ

Ａ  ｍＲＮＡまたはタンパク質を検出するための本明細書に記載の方法により決

定され得る。

      【０１５６】

  なお別の実施形態では、ＢＬＡＡポリペプチドを、ツーハイブリッドアッセイ

またはスリーハイブリッドアッセイ（例えば、米国特許第５，２８３，３１７号

；Ｚｅｒｖｏｓら（１９９３）Ｃｅｌｌ  ７２：２２３～２３２；Ｍａｄｕｒａ

ら（１９９３）Ｊ  Ｂｉｏｌ  Ｃｈｅｍ  ２６８：１２０４６～１２０５４；Ｂ

ａｒｔｅｌら（１９９３）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ  １４：９２０～９２４

；Ｉｗａｂｕｃｈｉら（１９９３）Ｏｎｃｏｇｅｎｅ  ８：１６９３～１６９６

；およびＢｒｅｎｔ  ＷＯ９４／１０３００）における「餌タンパク質」として

用い、ＢＬＡＡと結合または相互作用し、そしてＢＬＡＡ活性を調整するその他

のタンパク質を同定し得る（「ＢＬＡＡ結合性タンパク質」または「ＢＬＡＡ－

ｂｐ」）。このようなＢＬＡＡ結合性タンパク質はまた、例えば、ＢＬＡＡ経路

の上流または下流エレメントとして、ＢＬＡＡポリペプチドによるシグナルの伝

播に関与しているようである。

      【０１５７】

  ツーハイブリッド系は、分離可能なＤＮＡ結合ドメインおよび活性化ドメイン

からなる大部分の転写因子のモジュレーター性質を基礎にする。簡単に述べれば

、このアッセイは、２つの異なる構築物を利用する。１つの構築物では、ＢＬＡ
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Ａをコードする遺伝子が、既知の転写因子（例えば、ＧＡＬ－４）のＤＮＡ結合

ドメインをコードする遺伝子に融合される。他方の構築物では、未同定タンパク

質（「餌食」または「試料」）をコードする、ＤＮＡ配列のライブラリーからの

ＤＮＡ配列が、既知転写因子の活性化ドメインをコードする遺伝子に融合される

。「餌」および「餌食」タンパク質が、インビボでＢＬＡＡ－依存複合体を形成

して相互作用し得るとき、この転写因子のＤＮＡ結合ドメインおよび活性化ドメ

インは、緊密に接近している。この接近度は、この転写因子に応答性の転写調節

部位に作動可能に連結されているレポーター遺伝子（例えば、ＬａｃＺ）の転写

を可能にする。このレポーター遺伝子の発現が検出され得、そして機能的転写因

子を含む細胞コロニーが単離され、ＢＬＡＡと相互作用するタンパク質をコード

するクローン化遺伝子を得るために用いられ得る。

      【０１５８】

  別の実施形態では、免疫応答性関連疾患の活性もしくは潜在性（すなわち、活

性の欠如）またはそれに対する素因のモジュレーターが同定され、そこでは、免

疫応答性関連疾患に対するリスクが増加している試験動物に、試験化合物が投与

される。この実施形態の試験動物は、ＢＬＡＡポリペプチドを組換えにより発現

する。次いで、このポリペプチドの活性を試験動物中で測定する。次に、このポ

リペプチドの活性を、このポリペプチドを組換えにより発現するが、免疫応答性

関連疾患に対するリスクが増加していないコントロール動物中で測定する。最後

に、試験動物中の発現を、コントロール動物中の発現と比較する。コントロール

動物に対する試験動物中の差異は、試験化合物が免疫応答性関連疾患の活性もし

くは潜在性またはそれに対する素因のモジュレーターであることを示す。例えば

、試験動物における発現の増加は、試験化合物が免疫応答性疾患の刺激剤である

ことを示す。同様に、試験動物における発現の減少は、試験化合物が免疫応答性

疾患の阻害剤であることを示す。

      【０１５９】

  試験動物は、上記のように、試験タンパク質移入遺伝子を発現するか、または

野生型試験動物に比較して増加したレベルでこの移入遺伝子をプロモーターの制

御下に発現する、組換え試験動物であり得る。この実施形態では、このプロモー
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ターは、この移入遺伝子のネイティブなプロモーターではない。

      【０１６０】

  本発明はさらに、上記のスクリーニングアッセイにより同定される新規薬剤、

および本明細書に記載の処置のためのその使用に関する。

      【０１６１】

  （検出アッセイ）

  本明細書で同定されるｃＤＮＡ配列の部分またはフラグメント（および対応す

る完全遺伝子配列）は、ポリヌクレオチド試薬として多くの様式で用いられ得る

。例えば、これらの配列は：（ｉ）それらの個々の遺伝子を染色体上にマッピン

グするため；そしてそれ故、遺伝子疾患に関連する遺伝子領域を位置決めするた

め；および（ｉｉ）微小生物学的試料から個体を識別するため（組織型決定）に

用いられ得る。これらの適用は、以下のサブセクションに記載される。

      【０１６２】

  （染色体マッピング）

  一旦遺伝子の配列（またはこの配列の部分）が単離されると、この配列を用い

て染色体上のこの遺伝子の位置をマッピングし得る。このプロセスは、染色体マ

ッピングと呼ばれる。従って、本明細書に記載のＢＬＡＡ配列の部分またはフラ

グメントは、染色体上の複数のＢＬＡＡ遺伝子の位置を個々にマッピングするた

めに用いられ得る。このＢＬＡＡ配列の染色体へのマッピングは、これらの配列

を疾患に関連する遺伝子と相関させることで重要な最初のステップである。

      【０１６３】

  簡単に述べると、ＢＬＡＡ遺伝子は、このＢＬＡＡ配列からＰＣＲプライマー

（好ましくは長さが１５～２５ｂｐ）を調製することにより染色体にマッピング

され得る。ＢＬＡＡ配列のコンピューター分析を用いて、ゲノムＤＮＡ中の１つ

以上のエキソンにまたがり、それ故、増幅プロセスを複雑にするプライマーでな

いプライマーを迅速に選択し得る。次いで、これらのプライマーを、個々のヒト

染色体を含む体細胞ハイブリッドのＰＣＲスクリーニングのために用い得る。こ

のＢＬＡＡ配列に対応するヒト遺伝子を含むようなハイブリッドのみが増幅され

たフラグメントを生じる。
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      【０１６４】

  体細胞ハイブリッドは、異なる哺乳動物（例えば、ヒトおよびマウス細胞）か

らの体細胞を融合することにより調製される。ヒトとマウス細胞のハイブリッド

が成長および分裂するにつれ、それらはランダムな順序でヒト染色体を徐々に失

うが、マウス染色体は維持する。マウス細胞が特定の酵素を欠くため、それらが

増殖できない培地（しかしヒト細胞は増殖し得る）を用いることにより、必要な

酵素をコードする遺伝子を含む１つのヒト染色体が維持される。種々の培地を用

いることにより、ハイブリッド細胞株のパネルが確立され得る。パネル中の各細

胞株は、１つのヒト染色体または小数のヒト染色体のいずれか、および完全なセ

ットのマウス染色体を含み、個々の遺伝子を特定のヒト染色体に容易にマッピン

グすることを可能にする（Ｄ’Ｅｕｓｔａｃｈｉｏら（１９８３）Ｓｃｉｅｎｃ

ｅ  ２２０：９１９－９２４）。ヒト染色体のフラグメントのみを含む体細胞ハ

イブリッドもまた、転座および欠失をもつヒト染色体を用いることにより生成さ

れ得る。

      【０１６５】

  体細胞ハイブリッドのＰＣＲマッピングは、特定の配列を特定の染色体に割り

当てる迅速な手法である。１つのサーマルサイクラーを用いて１日あたり３つ以

上の配列が割り当てられ得る。オリゴヌクレオチドプライマーを設計するために

ＢＬＡＡ配列を用い、特定染色体からのフラグメントのパネルとともにサブ局在

化が達成され得る。

      【０１６６】

  中期染色体展着へのＤＮＡ配列の蛍光インサイチュハイブリダイゼーション（

ＦＩＳＨ）をさらに用い、１ステップで正確な染色体位置を提供し得る。染色体

展着は、有糸分裂紡錘体を破壊するコルセミドのような化学薬品によりその分裂

が中期でブロックされる細胞を用いることにより作成され得る。染色体はトリプ

シンで簡単に処理され、次いでＧｉｅｍｓａで染色され得る。明暗バンドのパタ

ーンが各染色体上で現われ、その結果染色体が個々に識別され得る。このＦＩＳ

Ｈ技法は、５００または６００塩基ほどの短さのＤＮＡ配列とともに用いられ得

る。しかし、１，０００塩基より大きいクローンは、単一検出のために十分なシ
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グナル強度で特有の染色体位置に結合するより高い可能性を有する。好ましくは

、１，０００塩基、そしてより好ましくは、２，０００塩基が、合理的な長さの

時間で良好な結果を得るに十分である。この技法の総説には、Ｖｅｒｍａら、Ｈ

ＵＭＡＮ  ＣＨＲＯＭＯＳＯＭＥＳ：Ａ  ＭＡＮＵＡＬ  ＯＦ  ＢＡＳＩＣ  Ｔ

ＥＣＨＮＩＱＵＥＳ（Ｐｅｒｇａｍｏｎ  Ｐｒｅｓｓ  Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ  １９

８８を参照のこと。

      【０１６７】

  染色体マッピングのための試薬を用い、単一染色体、またはその染色体上の単

一部位を個々に特徴付け得るか、または試薬のパネルを用いて、複数部位および

／または複数染色体を特徴付け得る。遺伝子の非コード領域に対応する試薬は、

実際にマッピング目的に好適である。コード領域は、遺伝子ファミリー内で保存

される傾向がより高く、染色体マッピングの間に交差ハイブリダイゼーションの

機会を増加する。

      【０１６８】

  一旦、配列が正確な染色体位置にマップされると、この染色体上の配列の物理

的位置が、遺伝子マップデータと関連付けられ得る。このようなデータは、例え

ば、Ｊｏｈｎｓ  Ｈｏｐｋｉｎｓ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｗｅｌｃｈ  Ｍｅｄ

ｉｃａｌ  Ｌｉｂｒａｒｙによりオンラインで利用可能な、ＭｃＫｕｓｉｃｋ、

ＭＥＮＤＥＬＩＡＮ  ＩＮＨＥＲＩＴＡＮＣＥ  ＩＮ  ＭＡＮに見出される。次

いで、同じ染色体領域にマップされた遺伝子と疾患との間の関係は、例えば、Ｅ

ｇｅｌａｎｄら（１９８７）Ｎａｔｕｒｅ  ３２５：７８３～７８７に記載の連

鎖分析（物理的に隣接する遺伝子の同時遺伝）により同定され得る。

      【０１６９】

  さらに、このＢＬＡＡ遺伝子に関連する疾患に影響され、および影響されない

個体間のＤＮＡ配列における差異が決定され得る。変異が、任意の影響されない

個体では観察されず、影響された個体のいくつかまたはすべてで観察される場合

、この変異は、特定の疾患の原因因子である可能性が高い。影響され個体および

影響されない個体の比較は、一般に、染色体展着から見えるか、またはそのＤＮ

Ａ配列に基づくＰＣＲを用いて検出可能である欠失または転座のような、染色体
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における構造的改変を捜すことを最初に含む。最終的には、いくつかの個体から

の遺伝子の完全配列決定が、変異の存在を確認するため、および多形から変異を

区別するために実施され得る。

      【０１７０】

  （組織型決定）

  本発明のＢＬＡＡ配列はまた、微小な生物学的試料から個体を同定するために

用いられ得る。この技法では、個体のゲノムＤＮＡを１つ以上の制限酵素で消化

し、そしてサザンブロット上でプローブして同定のための特有のバンドを生じる

。本発明の配列は、ＲＦＬＰ（米国特許第５，２７２，０５７号に記載の「制限

フラグメント長多形」）のためのさらなるＤＮＡマーカーとして有用である。

      【０１７１】

  さらに、本発明の配列を用い、個体のゲノムの選択された部分の実際の塩基毎

のＤＮＡ配列を決定する代替の技法を提供し得る。従って、本明細書に記載のＢ

ＬＡＡ配列は、これら配列の５’配列および３’配列末端から２つのＰＣＲプラ

イマーを調製するために用いられ得る。次いで、これらのプライマーを用いて個

々のＤＮＡを増幅し、そして次いでそれを配列決定する。

      【０１７２】

  このように調製された個体からの対応するＤＮＡ配列のパネルは、特有の個体

の識別を提供し得る。なぜなら、各個体は、対立遺伝子の差異に起因してこのよ

うなＤＮＡ配列の特有のセットを有するからである。本発明の配列は、個体およ

び組織からこのような識別配列を得るために用いられ得る。本発明のＢＬＡＡ配

列は、ヒトゲノムの部分を独特に表す。これら配列のコード領域では、ある程度

の対立遺伝子の変動があり、そして非コード領域ではより大きな程度の変動があ

る。個々のヒト間の対立遺伝子の変動は、各５００塩基あたり約１つの頻度で生

じると推定される。対立遺伝子の変動の多くは、単一ヌクレオチド多形（ＳＮＰ

）に起因し、これは、制限フラグメント長多形（ＲＦＬＰ）を含む。

      【０１７３】

  本明細書に記載の配列の各々は、ある程度まで、これに対して個体からのＤＮ

Ａが識別目的のために比較され得る標準として用いられ得る。非コード領域では
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より多くの数の多形が生じるので、個体を鑑別するためにより少ない配列が必要

である。配列番号１、配列番号３、および配列番号５（それぞれ、配列番号８、

１０、よび１２）の非コード配列は、各々が１００塩基の非コード増幅配列を生

じるおそらく１０～１，０００プライマーのパネルでポジティブな個体識別を安

楽に提供し得る。配列番号１、３、５、７、９、および１１におけるような、予

測されるコード配列が用いられるとき、個体のポジティブな識別のためのプライ

マーのより適切な数は、５００～２０００であり得る。

      【０１７４】

  （予測医学）

  本発明はまた予測医学の分野に関し、ここでは、診断アッセイ、予後アッセイ

、薬物ゲノミクス、およびモニタリング臨床試験が、予後（予測）目的のために

用いられ、それによって個体を予防的に処置する。従って、本発明の１つの局面

は、生物学的試料（例えば、血液、血清、細胞組織）に関し、ＢＬＡＡポリペプ

チドおよび／または核酸発現ならびにＢＬＡＡ活性を決定するための診断アッセ

イに関し、それによって、個体が疾患または障害に罹患しているか、異常ＢＬＡ

Ａ発現または活性に関連する障害を発症するリスクにあるか否かを決定する。本

発明はまた、個体がＢＬＡＡポリペプチドまたは核酸発現または活性と関連する

障害を発症するリスクにあるか否かを決定するための予後（または予測）アッセ

イを提供する。例えば、ＢＬＡＡ遺伝子中の変異が、生物学的試料中でアッセイ

され得る。このようなアッセイは、予後または予測目的のために用いられること

ができ、それによってＢＬＡＡポリペプチドまたは核酸発現または活性によって

特徴付けられるか、またはそれらにともなう障害の発症前に個体を予防的に処置

する。

      【０１７５】

  本発明の別の局面は、個体におけるＢＬＡＡポリペプチドまたは核酸発現また

はＢＬＡＡ活性を決定するための方法を提供し、それによってその個体のための

適切な治療薬剤または予防薬剤を選択する（本明細書では「薬物ゲノミクス（ｐ

ｈａｒｍａｃｏｇｅｎｏｍｉｃｓ）」という）。薬物ゲノミクスは、個体の遺伝

子型（例えば、個体の特定の薬剤に応答する能力を決定するために調べられた遺
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伝子型）に基づき個体の治療的または予防的処置のための薬剤（例えば薬物）の

選択を可能にする。

      【０１７６】

  本発明のなお別の局面は、臨床試験において、ＢＬＡＡの発現または活性に対

する薬剤（例えば、薬物、化合物）の影響をモニタリングすることに関する。

      【０１７７】

  これらおよびその他の薬剤は、以下のセクションでより詳細に記載される。

      【０１７８】

  （診断アッセイ）

  生物学的サンプルにおいてＢＬＡＡの存在または非存在を検出するための例示

的方法は、試験被験体から生物学的サンプルを入手する工程、およびその生物学

的サンプルに、ＢＬＡＡポリペプチドまたはＢＬＡＡをコードする核酸（例えば

、ｍＲＮＡ、ゲノムＤＮＡ）を検出し得る化合物または因子を接触させて、ＢＬ

ＡＡの存在を生物学的サンプルにおいて検出する工程を包含する。ＢＬＡＡ  ｍ

ＲＮＡまたはゲノムＤＮＡを検出するための因子は、ＢＬＡＡ  ｍＲＮＡまたは

ゲノムＤＮＡにハイブリダイズし得る標識された核酸プローブである。例えば、

その核酸プローブは、全長ＢＬＡＡ核酸（例えば、配列番号１、３、５、７、８

、９、１０、１１、または１２の核酸、あるいはその一部）（例えば、少なくと

も１５、３０、５０、１００、２５０または５００ヌクレオチド長のオリゴヌク

レオチド）であり得、そしてＢＬＡＡ  ｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡに対してス

トリンジェントな条件下で特異的にハイブリダイズするに十分である。本発明の

診断アッセイにおける使用のための他の適切なプローブは、本明細書において記

載されている。

      【０１７９】

  ＢＬＡＡポリペプチドを検出するための因子は、ＢＬＡＡタンパク質に結合し

得る抗体であり、好ましくは検出可能な標識を有する抗体である。抗体は、ポリ

クローナルであり得、またはより好ましくはモノクローナル抗体であり得る。イ

ンタクトな抗体、またはそのフラグメント（例えば、ＦａｂまたはＦ（ａｂ’）

２）が使用され得る。用語「標識された」とは、プローブまたは抗体に関して、
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検出可能な物質をそのプローブまたは抗体に結合することによってそのプローブ

または抗体を直接標識する工程（すなわち、物理的結合）、ならびに直接標識さ

れている別の試薬との反応性によりそのプローブまたは抗体の間接的に標識する

工程を包含することを意図する。間接的な標識の例としては、蛍光標識された二

次抗体を用いた一次抗体の検出、およびＤＮＡプローブが蛍光標識されたストレ

プトアビジンを用いて検出され得るようにビオチンを用いたＤＮＡプローブの末

端標識する工程が挙げられる。用語「生物学的サンプル」とは、被検体から単離

された、組織、細胞および生物学的流体、ならびに被検体に存在する組織、細胞

および流体を包含することを意図する。すなわち、本発明の検出方法を用いて、

インビトロおよびインビボで生物学的サンプル中のＢＬＡＡ  ｍＲＮＡ、ポリペ

プチドまたはゲノムＤＮＡを検出し得る。例えば、ＢＬＡＡ  ｍＲＮＡの検出の

ためのインビトロ技術には、ノーザンハイブリダイゼーションおよびインサイチ

ュハイブリダイゼーションが含まれる。ＢＬＡＡポリペプチドの検出のためのイ

ンビトロ技術は、酵素結合免疫ソルベントアッセイ（ＥＬＩＳＡ）、ウェスタン

ブロット、免疫沈降および免疫蛍光が含まれる。ＢＬＡＡゲノムＤＮＡの検出の

ためのインビトロ技術には、サザンハイブリダイゼーションが含まれる。さらに

、ＢＬＡＡタンパク質の検出のためのインビボ技術には、被検体に標識された抗

ＢＬＡＡ抗体を導入することが挙げられる。例えば、その抗体は、放射性マーカ

ーで標識され得、被検体におけるその存在および位置は、標準的な造影技術によ

って検出され得る。

      【０１８０】

  １つの実施形態において、その生物学的サンプルは、試験被検体からのタンパ

ク質分子を含む。あるいは、その生物学的サンプルは、試験被検体からのｍＲＮ

Ａ分子または試験被検体からのゲノムＤＮＡ分子を含み得る。好ましい生物学的

サンプルは、被検体から従来の手段によって単離された末梢血白血球サンプルで

ある。

      【０１８１】

  別の実施形態において、その方法は、コントロール被検体からコントロール生

物学的サンプルを入手する工程、そのコントロールサンプルにＢＬＡＡポリペプ
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チド、ｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡを検出し得る化合物または因子を接触させて

、ＢＬＡＡポリペプチド、ｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡの存在がその生物学的サ

ンプルにおいて検出される工程、およびその試験サンプルにおいてＢＬＡＡポリ

ペプチド、ｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡの存在と、そのコントロールにおけるＢ

ＬＡＡポリペプチド、ｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡの存在とを比較する工程をさ

らに包含する。

      【０１８２】

  本発明はまた、生物学的サンプルにおいてＢＬＡＡの存在を検出するためのキ

ットを包含する。例えば、そのキットは以下を包含し得る：生物学的サンプルに

おいてＢＬＡＡポリペプチドもしくはｍＲＮＡを検出し得る、標識された化合物

または因子；そのサンプルにおいてＢＬＡＡの量を決定するための手段；および

標準とそのサンプルにおけるＢＬＡＡの量を比較するための手段。その化合物ま

たは因子は、適切な容器中に包装され得る。そのキットは、ＢＬＡＡポリペプチ

ドまたは核酸を検出するためのキットを用いるための指示書をさらに含み得る。

      【０１８３】

  （予後アッセイ）

  本明細書において記載される診断方法は、異常なＢＬＡＡ発現または活性に関

連する疾患または障害を有するかまたはそれを発症する危険がある被検体を同定

するためにさらに利用され得る。例えば、本明細書に記載されるアッセイ（例え

ば、その前の診断アッセイまたはその後のアッセイ）は、ＢＬＡＡポリペプチド

または核酸発現に関連する免疫応答関連障害（例えば、癌、感染疾患、、自己免

疫障害、および移植に関連する合併症）を有するかまたはそれを発症する危険の

ある被検体を同定するために利用され得る。あるいは、予後アッセイは、疾患ま

たは障害を有するかまたはそれを発症する危険のある被検体を同定するために利

用され得る。従って、本発明は、異常なＢＬＡＡ発現または活性に関連する疾患

または障害を同定するための方法を提供する。この方法において、試験サンプル

が被検体から入手され、そしてＢＬＡＡポリペプチドまたは核酸（例えば、ｍＲ

ＮＡ、ゲノムＤＮＡ）が検出され、ここで、ＢＬＡＡポリペプチドまたは核酸の

存在は、異常なＢＬＡＡ発現または活性に関連する疾患または障害を有するかま
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たはそれを発症する危険のある被検体についての診断指標である。本明細書にお

いて使用されるように「試験サンプル」は、目的の被検体から得られた生物学的

サンプルをいう。例えば、試験サンプルは、生物学的流体（例えば、血清）、細

胞サンプルまたは組織であり得る。

      【０１８４】

  さらに、本明細書において記載される予後アッセイを用いて、被検体に、因子

（例えば、アゴニスト、アンタゴニスト、ペプチド模倣物、タンパク質、ペプチ

ド、核酸、低分子または他の薬物候補物）を、異常なＢＬＡＡ発現または活性に

関連する疾患または障害を処置するために投与し得るかどうかを判定し得る。例

えば、そのような方法を使用して、障害（例えば、癌、感染疾患、自己免疫障害

および移植に関連する合併症）についての因子で被検体が有効に処置され得るか

どうかを判定し得る。従って、本発明は、異常なＢＬＡＡ発現または活性に関連

する障害について被検体が因子を用いて有効に処置され得るかどうかを決定する

ための方法を提供する。ここでは、試験サンプルが入手され、そしてＢＬＡＡポ

リペプチドまたは核酸が検出される（例えば、ＢＬＡＡポリペプチドまたは核酸

は、その因子が投与され得る被検体にとって、異常なＢＬＡＡ発現または活性に

関連する障害を処置することについての指標である）。

      【０１８５】

  本発明の方法はまた、ＢＬＡＡ遺伝子において遺伝子損傷を検出し、それによ

り、損傷を受けた遺伝子を有する被検体が、異常細胞増殖および／または分化に

よって特徴づけられる障害について危険にあるかどうかを判定するために使用さ

れ得る。種々の実施形態において、この方法は、その被検体からの細胞のサンプ

ルにおいて、ＢＬＡＡポリペプチドをコードする遺伝子の統合性に影響を与える

変更の少なくとも１つによって、またはそのＢＬＡＡ遺伝子の誤発現によって特

徴づけられる遺伝子損傷の存在または比存在を検出する工程を包含する。例えば

、そのような遺伝子損傷は、以下のうち少なくとも１つの存在を確認することに

よって検出され得る：（１）ＢＬＡＡ遺伝子からの１つ以上のヌクレオチドの欠

失；（２）ＢＬＡＡ遺伝子に対して１つ以上のヌクレオチドの付加；（３）ＢＬ

ＡＡ遺伝子の１つ以上のヌクレオチドの置換；（４）ＢＬＡＡ遺伝子の染色体再
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配置；（５）ＢＬＡＡ遺伝子のメッセンジャーＲＮＡ転写物のレベルにおける変

更；（６）ゲノムＤＮＡのメチル化パターンのような、ＢＬＡＡ遺伝子の異常な

改変；（７）ＢＬＡＡ遺伝子のメッセンジャーＲＮＡ転写物の非野生型スプライ

スパターンの存在；（８）ＢＬＡＡポリペプチドの非野生型レベル；（９）ＢＬ

ＡＡ遺伝子の対立遺伝子の欠失；ならびに（１０）ＢＬＡＡポリペプチドの不適

切な翻訳後修飾。本明細書において記載されるように、ＢＬＡＡ遺伝子において

損傷を検出するために使用され得る、当該分野において公知の多数のアッセイ技

術が存在する。好ましい生物学的サンプルは、被検体から従来の手段によって単

離された末梢血白血球サンプルである。しかし、核を除いた細胞を含む任意の生

物学的サンプル（例えば、頬粘膜細胞を含む）が使用され得る。

      【０１８６】

  特定の実施形態において、損傷の検出は、以下を包含する：ポリメラーゼ連鎖

反応（ＰＣＲ）におけるプローブ／プライマーの使用（例えば、米国特許第４，

６８３，１９５号および同第４，６８３，２０２号を参照のこと）（例えば、ア

ンカーＰＣＲまたはＲＡＣＥ  ＰＣＲ、あるいは連結連鎖反応（ＬＣＲ）（例え

ば、Ｌａｎｄｅｇｒａｎ  ｅｔ  ａｌ．（１９８８）Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４１：

１０７７－１０８０；およびＮａｋａｚａｗａ  ｅｔ  ａｌ．（１９９４）ＰＮ

ＡＳ  ９１：３６０－３６４を参照のこと）（このうちの後者は、ＢＬＡＡ遺伝

子における点変異を検出するために特に有用であり得る（Ａｂｒａｖａｙａ  ｅ

ｔ  ａｌ．（１９９５）Ｎｕｃｌ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ  ２３：６７５－６８２

を参照のこと））。この方法は、以下を包含する：患者から細胞のサンプルを収

集する工程、そのサンプルのその細胞から核酸（例えば、ゲノム、ｍＲＮＡまた

はその両方）を単離する工程、その核酸サンプルに、（存在する場合）ＢＬＡＡ

遺伝子のハイブリダイゼーションおよび増幅が生じるような条件下でＢＬＡＡ遺

伝子に特異的にハイブリダイズする１つ以上のプライマーを接触させる工程、な

らびに増幅産物の存在または非存在を検出する工程、または増幅産物のサイズを

検出する工程およびコントロールサンプルに対してその長さを比較する工程。Ｐ

ＣＲおよび／またはＬＣＲが、本明細書において記載される変異を検出するため

に使用される技術のいずれかと組み合わせて予備的な増殖工程として使用するこ
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とが所望され得ることが予期される。

      【０１８７】

  代替的な増幅方法としては以下が挙げられる：自己維持配列複製（ｓｅｌｆ  

ｓｕｓｔａｉｎｅｄ  ｓｅｑｕｅｎｃｅ  ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ）（Ｇｕａｔ

ｅｌｌｉ  ｅｔ  ａｌ．，１９９０，Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  

ＵＳＡ  ８７：１８７４－１８７８）、転写増幅系（Ｋｗｏｈ，ｅｔ  ａｌ．，

１９８９，Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８６：１１７３－

１１７７）、Ｑ－βレプリカーゼ（Ｌｉｚａｒｄｉ  ｅｔ  ａｌ，１９８８，Ｂ

ｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  ６：１１９７）、または他の任意の核酸増幅法、続

いて、当業者に周知の技術用いた増幅産物の検出。これらの検出スキームは、そ

のような分子が非常に少数で存在する場合、核酸分子の検出について特に有用で

ある。

      【０１８８】

  代替の実施形態において、サンプル細胞からＢＬＡＡ遺伝子における変異は、

制限酵素切断パターンにおける変化によって同定され得る。例えば、サンプルお

よびコントロールのＤＮＡが単離され、増幅（必要に応じて）され、１つ以上の

制限エンドヌクレアーゼを用いて消化され、そしてフラグメント長サイズがゲル

電気泳動によって決定され、そして比較される。サンプルＤＮＡとコントロール

ＤＮＡとの間のフラグメント長サイズにおける相違は、サンプルＤＮＡにおける

変異を示す。さらに、配列特異的なリボザイム（例えば、米国特許第５，４９３

，５３１号を参照のこと）は、リボザイム切断部位の発生または欠失による特定

の変異の存在についてスコア付けするために使用され得る。

      【０１８９】

  他の実施形態において、ＢＬＡＡにおける遺伝子変異は、サンプルおよびコン

トロールの核酸（例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡ）を、数百または数千のオリゴヌ

クレオチドプローブを含む高密度アレイに対してハイブリダイズさせることによ

って同定され得る（Ｃｒｏｎｉｎ  ｅｔ  ａｌ．（１９９６）Ｈｕｍａｎ  Ｍｕ

ｔａｔｉｏｎ  ７：２４４－２５５；Ｋｏｚａｌ  ｅｔ  ａｌ．（１９９６）Ｎ

ａｔｕｒｅ  Ｍｅｄｉｃｉｎｅ  ２：７５３－７５９）。例えば、ＢＬＡＡにお
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ける遺伝子変異は、Ｃｒｏｎｉｎ  ｅｔ  ａｌ．前出において記載されるような

光生成ＤＮＡプローブを含む二次元アレイにおいて同定され得る。手短には、プ

ローブの第一のハイブリダイゼーションアレイを用いて、サンプルおよびコント

ロールにおいて長いストレッチのＤＮＡにわたり走査して、連続して重複するプ

ローブの線形アレイを作製することによって配列の間の塩基変異を同定し得る。

この工程に続き、検出された全ての改変体または変異体に対して相補的な、より

小さな特異化されたプローブアレイを用いることにより特定の変異の特徴付けを

可能にする第二のハイブリダイゼーションアレイを行う。各々の変異アレイは、

並行プローブセットから構成され、そのうち一方は野生型遺伝子に対して相補的

であり、そして他方は変異体遺伝子に対して相補的である。

      【０１９０】

  なお別の実施形態において、当該分野において公知の任意の種々の配列決定反

応を使用して、ＢＬＡＡ遺伝子を直接配列決定し得、そしてサンプルＢＬＡＡの

配列と対応する野生型（コントロール）配列とを比較することによって変異を検

出し得る。配列決定反応の例としては、Ｍａｘｉｍ  ａｎｄ  Ｇｉｌｂｅｒｔ（

１９７７）ＰＮＡＳ  ７４：５６０またはＳａｎｇｅｒ（１９７７）ＰＮＡＳ  

７４：５４６３によって開発された技術に基づくものが挙げられる。種々の自己

配列決定手順のいずれかが、診断アッセイを行う際には利用することができるこ

ともまた企図される（Ｎａｅｖｅ  ｅｔ  ａｌ．，（１９９５）Ｂｉｏｔｅｃｈ

ｎｉｑｕｅｓ  １９：４４８）（これには、質量分析による配列分析が含まれる

（例えば、ＰＣＴ国際公開番号ＷＯ９４／１６１０１号；Ｃｏｈｅｎ  ｅｔ  ａ

ｌ．（１９９６）Ａｄｖ  Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ  ３６：１２７－１６２；およ

びＧｒｉｆｆｉｎ  ｅｔ  ａｌ．（１９９３）Ａｐｐｌ  Ｂｉｏｃｈｅｍ  Ｂｉ

ｏｔｅｃｈｎｏｌ  ３８：１４７－１５９を参照のこと））。

      【０１９１】

  ＢＬＡＡ遺伝子における変異を検出するための他の方法は、切断因子からの保

護がＲＮＡ／ＲＮＡまたはＲＮＡ／ＤＮＡの異種二重鎖におけるミスマッチ塩基

を検出するために用いられる方法（Ｍｙｅｒｓ  ｅｔ  ａｌ．（１９８５）Ｓｃ

ｉｅｎｃｅ  ２３０：１２４２）を包含する。一般に、当該分野における技術「
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ミスマッチ切断」は、組織サンプルから得られた可能な変異体ＲＮＡまたはＤＮ

Ａを有する野生型ＢＬＡＡ配列と（標識された）ＲＮＡまたはＤＮＡとをハイブ

リダイズさせることによって形成される異種二重鎖を提供することによって開始

する。二本鎖二重鎖を、コントロール鎖とサンプル鎖との間の塩基対ミスマッチ

に起因して存在するような二重鎖の一本鎖領域を切断する因子を用いて処理され

る。例えば、ミスマッチ領域を酵素的に消化することについて、ＲＮＡ／ＤＮＡ

二重鎖は、ＲＮアーゼで処理され得、そしてＤＮＡ／ＤＮＡハイブリッドは、Ｓ

１ヌクレアーゼで処理され得る。他の実施形態において、ＤＮＡ／ＤＮＡまたは

ＲＮＡ／ＤＮＡのいずれかのハイブリッドは、ミスマッチ領域を消化するために

、ヒドロキシルアミンまたは四酸化オスミウムで、およびピペリジンで処理され

得る。次いで、ミスマッチ領域の消化後、変性ポリアクリルゲルの上で、得られ

た物質をサイズにより分離して変異の部位を決定する。例えば以下を参照のこと

：Ｃｏｔｔｏｎ  ｅｔ  ａｌ（１９８８）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃ

ｉ  ＵＳＡ  ８５：４３９７；Ｓａｌｅｅｂａ  ｅｔ  ａｌ（１９９２）Ｍｅｔ

ｈｏｄｓ  Ｅｎｚｙｍｏｌ  ２１７：２８６－２９５。１つの実施形態において

、そのコントロールＤＮＡまたはＲＮＡは、検出のために標識され得る。

      【０１９２】

  なお別の実施形態において、ミスマッチは、そのミスマッチ切断反応は、細胞

のサンプルから入手されたＢＬＡＡ  ｃＤＮＡにおける点変異を検出およびマッ

ピングするための所定の系において二本鎖ＤＮＡにおけるミスマッチの塩基対を

認識する１つ以上のタンパク質（いわゆる「ＤＮＡミスマッチ修復」酵素）を使

用する。例えば、Ｅ．ｃｏｌｉのｍｕｔＹ酵素は、Ｇ／ＡミスマッチでＡを切断

し、ＨｅＬａ細胞からのチミジンＤＮＡグリコシラーゼは、Ｇ／Ｔミスマッチで

Ｔを切断する（Ｈｓｕ  ｅｔ  ａｌ．（１９９４）Ｃａｒｃｉｉｉｏｇｅｔｉｅ

ｓｉｓ  １５：１６５７－１６６２）。例示的な実施形態に従って、ＢＬＡＡ配

列に基づくプローブ（例えば、野生型ＢＬＡＡ配列）は、試験細胞からのｃＤＮ

Ａまたは他のＤＮＡにハイブリダイズする。この二重鎖は、ＤＮＡミスマッチ修

復酵素で処理され、そして切断産物は、存在する場合、電気泳動プロトコルなど

から検出され得る。例えば、以下を参照のこと：米国特許第５，４５９，０３９
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号。

      【０１９３】

  他の実施形態において、電気泳動移動度における変更を使用して、ＢＬＡＡ遺

伝子における変異を同定する。例えば、一本鎖コンフォメーション多型（ＳＳＣ

Ｐ）を使用して、変異体核酸と野性が高く酸との間の電気泳動移動度における相

違を検出し得る（Ｏｒｉｔａ  ｅｔ  ａｌ．（１９８９）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  

Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ：８６：２７６６，ｓｅｅ  ａｌｓｏ  Ｃｏｔｔｏｎ

（１９９３）Ｍｕｔａｔ  Ｒｅｓ  ２８５：１２５－１４４；Ｈａｙａｓｈｉ（

１９９２）Ｇｅｎｅｔ  Ａｎａｌ  Ｔｅｃｈ  Ａｐｐｌ  ９：７３－７９）。サ

ンプルおよびコントロールＢＬＡＡ核酸の一本鎖ＤＮＡフラグメントが変性され

、そして再生させられる。一本鎖核酸の二次構造は、配列に従って変動し、電気

泳動移動度における得られた変更は、一個の塩基変異でさえ検出することを可能

にする。このＤＮＡフラグメントは、標識されたプローブを用いて標識および検

出され得る。そのアッセイの感度は、ＲＮＡ（ＤＮＡではなく）を用いて増強さ

れ得る。ここで、この二次構造は、配列における変化により感受性である。１つ

の実施形態において、この方法は、電気泳動移動度における変化に基づいて、二

本鎖異種二重鎖分子を分離するために異種二重鎖分析を利用する（Ｋｅｅｎ  ｅ

ｔ  ａｌ．（１９９１）Ｔｒｅｎｄｓ  Ｇｅｎｅｔ  ７：５）。

      【０１９４】

  さらに別の実施形態において、変性剤の勾配を含むポリアクリルアミドゲルに

おける変異体または野生型フラグメントの移動は、変性勾配ゲル電気泳動（ＤＧ

ＧＥ）を用いてアッセイされる（Ｍｙｅｒｓ  ｅｔ  ａｌ（１９８５）Ｎａｔｕ

ｒｅ  ３１３：４９５）。ＤＧＧＥが分析方法として用いられる場合、ＤＮＡは

、それが完全に変性しないことを確実にするように改変される（例えば、ＰＣＲ

によって約４０ｂｐの高融点ＧＣリッチＤＮＡのＧＣクランプを付加することに

よる）。さらなる実施形態において、温度勾配を、変性勾配の代わりに用いて、

コントロールＤＮＡおよびサンプルＤＮＡの移動度における相違を同定する（Ｒ

ｏｓｅｎｂａｕｍ  ａｎｄ  Ｒｅｉｓｓｎｅｒ（１９８７）Ｂｉｏｐｈｙｓ  Ｃ

ｈｅｍ  ２６５：１２７５３）。
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      【０１９５】

  点変異を検出するための他の技術の例としては以下が挙げられるがそれらに限

定されない：選択的オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーション、選択的増幅ま

たは選択的プライマー伸長法。例えば、オリゴヌクレオチドプライマーが、調製

され得る。ここでは、公知の変異が中心に配置され、次いで、パーフェクトマッ

チが見出される場合にのみハイブリダイゼーションを可能にする条件下で標的Ｄ

ＮＡにハイブリダイズされ得る（Ｓａｉｋｉ  ｅｔ  ａｌ．（１９８６）Ｎａｔ

ｕｒｅ  ３２４：１６３；Ｓａｉｋｉ  ｅｔ  ａｌ．（１９８９）Ｐｒｏｃ  Ｎ

ａｔｌ  Ａｃａｄ．Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８６：６２３０）。そのような対立遺伝子

特異的なオリゴヌクレオチドは、そのオリゴヌクレオチドがハイブリダイズする

膜に付着し、そして標識された標的ＤＮＡとハイブリダイズしたときに、ＰＣＲ

増幅された標的ＤＮＡまたは多数の異なる変異に対してハイブリダイズする。

      【０１９６】

  あるいは、選択的ＰＣＲ増幅に依存する対立遺伝子特異的増幅技術は、本発明

と組み合わせて用いられ得る。特定の増幅のためにプライマーとして用いられる

オリゴヌクレオチドは、その分子の中心に目的の変異を有し得る（その結果、増

幅は、示差的ハイブリダイゼーションに依存する）（Ｇｉｂｂｓ  ｅｔ  ａｌ．

（１９８９）Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ  １７：２４３７－２４４８

）か、または一方のプライマーの３’末端（ここでは、適切な条件下で、ミスマ

ッチが妨害され得るかまたはポリメラーゼ伸長が妨害され得る）に目的の変異を

有し得る（Ｐｒｏｓｓｎｅｒ（１９９３）Ｔｉｂｔｅｃｈ  １１：２３８）。さ

らに、変異の領域において新規制限部位を導入して切断ベース検出を行うことが

所望され得る（Ｇａｓｐａｒｉｎｉ  ｅｔ  ａｌ（１９９２）Ｍｏｌ  Ｃｅｌｌ

  Ｐｒｏｂｅｓ  ６：１）。特定の実施形態において、増幅はまた、増幅のため

にＴａｑリガーゼを用いて実施され得ることが予定される（Ｂａｒａｎｙ（１９

９１）Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８８：１８９）。その

ような場合、連結は、パーフェクトマッチが５’配列の３’末端に存在する場合

にのみ生じ、これにより、増幅も存在または非存在を検索することにより、特定

の部位における公知の変異の存在を検出することが可能になる。
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      【０１９７】

  本明細書において記載される方法は、例えば、本明細書に記載される、少なく

とも１つのプローブ核酸または抗体試薬を備える予備包装された診断キットを利

用することによって行われ得る。これは、例えば、ＢＬＡＡ遺伝子を含む疾患ま

たは病気の症状または家族歴を示す患者を診断するための臨床状況において簡便

に使用され得る。

      【０１９８】

  さらに、ＢＬＡＡが発現する任意の細胞型または組織（好ましくは、末梢血白

血球）が、本明細書において記載される予後アッセイにおいて利用され得る。し

かし、核除去細胞を含む任意の生物学的サンプル（例えば、頬粘膜細胞）が使用

され得る。

      【０１９９】

  （薬理ゲノム学）

  本明細書に記載されるスクリーニングアッセイによって同定されるような、Ｂ

ＬＡＡ活性（例えば、ＢＬＡＡ遺伝子発現）に対して刺激または阻害の硬化を有

する因子またはモジュレーターを個体に投与して、異常ＢＬＡＡ活性に関連する

障害（例えば、癌、感染疾患、自己免疫障害および移植に関連する合併症）を（

予防的または治療的に）処置し得る。そのような処置に関連し、その個体の薬理

ゲノム学（すなわち、個体の遺伝子型と、その個体の、外来化合物または薬物に

対する応答との間の関連の研究）が考慮され得る。治療剤の代謝における相違に

よって、用量と薬理学的に活性な薬物の血液濃度との間の関係が変化することに

より、重症毒性または治療の失敗を導き得る。従って、個体の薬理ゲノム学によ

って、個体の遺伝子型の考慮に基づいて、予防的または治療的な処置について有

効な因子（例えば、薬物）を選択することが可能になる。そのような薬理ゲノム

学は、適切な投薬量および治療レジメンを決定するためにさらに用いられ得る。

従って、それによって、個体におけるＢＬＡＡポリペプチドの活性、ＢＬＡＡ核

酸の発現、またはＢＬＡＡ遺伝子の変異含量が決定されて、それによって、その

個体の医療または予防の処置のための適切な因子が選択され得る。

      【０２００】
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  薬理ゲノム学は、罹患した患者における変更した薬物素因および異常作用に起

因した薬物に対する応答において臨床的に有意な遺伝的変動を処理する。例えば

、以下を参照のこと：Ｅｉｃｈｅｌｂａｕｍ，Ｃｌｉｎ  Ｅｘｐ  Ｐｈａｒｍａ

ｃｏｌ  Ｐｈｙｓｉｏｌ，１９９６，２３：９８３－９８５およびＬｉｎｄｅｒ

，Ｃｌｉｎ  Ｃｈｅｍ，１９９７，４３：２５４－２６６。一般に、２つの型の

薬理ゲノム学の条件が区別され得る：薬物が身体に作用する方法を変更する単一

因子として遺伝する遺伝性条件（変化した薬物作用）または身体が薬物に対して

作用する方法を変更する単一因子として遺伝する遺伝性条件（変化した薬物代謝

）。これらの薬理ゲノム学条件は、希な欠陥としてまたは多型としてのいずれか

で生じ得る。例えば、グルコース－６－ホスフェートデヒドロゲナーゼ（Ｇ６Ｐ

Ｄ）欠損は、酸化剤薬物（抗マラリア薬、スルホンアミド類、鎮痛剤、ニトロフ

ラン類）およびソラマメの消費の後の、主要な臨床合併症が溶血である一般的な

遺伝酵素障害である。

      【０２０１】

  例示的な実施形態として、薬物代謝酵素の活性は、薬物作用の強度および期間

の両方の主要な決定因子である。薬物代謝酵素（例えば、Ｎアセチルトランスフ

ェラーゼ２（ＮＡＴ２）およびシトクロムＰ４５０酵素ＣＹＰ２Ｄ６およびＣＹ

Ｐ２Ｃ１９）の遺伝的多型の発見は、いくつかの患者が薬物の標準かつ安全な用

量を摂取した後、期待された薬物効果が得られないか、または異常な薬物応答お

よび重症毒性を示すことの説明となった。これらの多型は、集団において２つの

表現型（広汎な代謝個体（ＥＭ）および貧弱な代謝個体（ＰＭ））で発現される

。ＰＭのまっめんは、異なる集団において異なる。例えば、ＣＹＰ２Ｄ６ヲコー

ドする遺伝子は、高度の多型性であり、そしていくつかの変異がＰＭにおいて同

定されており、これらは、すべて機能的ＣＹＰ２Ｄ６の非存在を生じる。ＣＹＰ

２Ｄ６およびＣＹＰ２Ｃ１９の貧弱な代謝個体は、それらが標準的な用量を受け

るとき、異常な薬物応答および副作用を非常に頻繁に経験する。代謝体が活性治

療部分である場合、ＰＭは治療応答を示さない。これは、そのＣＹＰ２Ｄ６形成

される代謝モルヒネによって媒介されるコデインの鎮痛効果について実証される

とおりである。他の異常は、いわゆる超迅速代謝個体であり、これは、標準的な
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用量に応答しない。最近になって、超迅速代謝の分子ベースは、ＣＹＰ２Ｄ６遺

伝子増幅に起因すると同定された。

      【０２０２】

  従って、個体における、ＢＬＡＡポリペプチドの活性、ＢＬＡＡ核酸の発現ま

たはＢＬＡＡ遺伝子の変異体の含量を決定して、それによって、その個体の治療

または予防的な処置について適切な因子を選択し得る。さらに、薬理遺伝学研究

を使用して、個体の薬物応答表現型の正体に対して薬物代謝酵素をコードする多

型対立遺伝子を遺伝子型決定することに適用し得る。この知見は、用量決定また

は薬物選択に適用する場合、本明細書において記載される例示的なスクリーニン

グアッセイの１つによって同定されるモジュレーターのような、ＢＬＡＡモジュ

レーターを用いて被検体を処置するときに、有害反応も治療の失敗も防ぎ得、治

療または予防の効力を増強し得る。

      【０２０３】

  （臨床試験の間の効果のモニタリング）

  ＢＬＡＡの発現または活性（例えば、異常細胞増殖および／または分化を調節

する能力）に対する因子（例えば、薬物、化合物）の影響をモニターすることは

、基礎的な薬物スクリーニングに適用され得るのみならず、臨床試験にもまた適

用され得る。例えば、本明細書において記載されるスクリーニングアッセイによ

ってＢＬＡＡ遺伝子発現、タンパク質レベルを増強するかまたはＢＬＡＡ活性を

上方制御すると決定された因子の有効性は、ＢＬＡＡ遺伝子発現、タンパク質レ

ベルが減少したかまたは下方制御されたＢＬＡＡ活性を示す被検体の臨床試験に

おいてモニターされ得る。あるいは、スクリーニングアッセイによってＢＬＡＡ

遺伝子発現、タンパク質レベルを減少するかまたはＢＬＡＡ活性を下方制御する

と決定された因子の有効性は、ＢＬＡＡ遺伝子発現、タンパク質レベルが増加し

たかまたは上方制御されたＢＬＡＡ活性を示す被検体の臨床試験においてモニタ

ーされ得る。そのような臨床試験において、ＢＬＡＡ（そして好ましくは、例え

ば、免疫応答関連障害において相関づけられた他の遺伝子）の発現または活性は

、特定の細胞の免疫応答の「読み出し」またはマーカーとして使用され得る。

      【０２０４】
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  例えば、しかし限定ではないが、ＢＬＡＡ活性を調節する因子（例えば、化合

物、薬物または低分子）（例えば、本明細書において記載されるスクリーニング

アッセイにおいて同定される）で処置される細胞において調節される遺伝子（Ｂ

ＬＡＡを含む）が同定され得る。従って、例えば、臨床試験において細胞増強障

害に対する因子の効果を研究するために、細胞が単離され得、そしてＲＮＡが調

整され得、そしてＢＬＡＡおよびその障害に相関づけられた他の遺伝子の発現レ

ベルについて分析され得る。遺伝子発現のレベル（すなわち、遺伝子発現パター

ン）は、本明細書に記載されるように、ノーザンブロット分析またはＲＴ－ＰＣ

Ｒによって定量され得るか、あるいは、本明細書において記載されるような方法

の１つによって生成したタンパク質の量を測定することによって定量され得るか

、またはＢＬＡＡまたは他の遺伝子の活性レベルを測定することによって定量さ

れ得る。このようにして、遺伝子発現パターンは、その因子のその細胞の生理学

的応答の指標となるマーカーとして働き得る。従って、この応答状態は、その因

子での個体の処置の前、およびその間の種々の点で決定され得る。

      【０２０５】

  １つの実施形態において、本発明は、因子（例えば、アゴニスト、アンタゴニ

スト、タンパク質、ポリペプチド、ペプチド模倣体、核酸、低分子または本明細

書において記載されるスクリーニングアッセイにおいて同定される他の薬物候補

）での被検体の処置の有効性をモニターするための方法を提供する。この方法は

以下の工程を包含する：（ｉ）その因子の投与の前に被検体から投与前サンプル

を入手する工程；（ｉｉ）予備投与サンプルにおいてＢＬＡＡポリペプチド、ｍ

ＲＮＡまたはゲノムＤＮＡの発現レベルを検出する工程；（ｉｉｉ）その被検体

から１つ以上の投与誤算プルを入手する工程；（ｉｖ）ＢＬＡＡポリペプチドの

発現または活性のレベルを検出する工程；（ｖ）投与後サンプル（単数または複

数）におけるＢＬＡＡポリペプチド、ｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡと、投与前サ

ンプルにおけるＢＬＡＡポリペプチド、ｍＲＮＡまたはゲノムＤＮＡの発現また

は活性のレベルを比較する工程；ならびに（ｖｉ）それに従ってその被検体に対

してその因子の投与を変更する工程。例えば、その因子の投与の増加は、検出さ

れたよりも高いレベルへとＢＬＡＡの発現または活性を増加させること、すなわ
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ち、その因子の有効性を増加させるために所望され得る。あるいは、その因子の

投与の減少は、検出されるよりも低いレベルにＢＬＡＡの発現または活性を減少

させる、すなわち、その因子の有効性を減少させるために所望され得る。

      【０２０６】

  （処置の方法）

  本発明は、異常なＢＬＡＡ発現または活性に関連する障害の危険にある（また

は感受性である）あるいは障害を有する被検体を処置するための予防的方法およ

び治療的方法の両方を提供する。

      【０２０７】

  （障害）

  増加した（その疾患または障害を罹患していない被検体に対して）レベルまた

は生物学的活性によって特徴づけられる疾患および障害が、活性と拮抗（すなわ

ち、減少または阻害）する治療剤で処置され得る。活性と拮抗する治療剤は、治

療または予防の様式で投与され得る。利用され得る治療剤としては以下が挙げら

れるがそれらに限定されない：（ｉ）上記のポリペプチド、そのアナログ、誘導

体、フラグメントもしくはホモログ；（ｉｉ）上記のポリペプチドに対する抗体

；（ｉｉｉ）上記のポリペプチドをコードする核酸；（ｉｖ）相同組換えによっ

て上記ペプチドの内因性機能を「ノックアウト」するために利用される、アンチ

センス核酸および「機能不全」（すなわち、上記のポリペプチドに対するコード

配列のコード配列内の異種挿入に起因する）である核酸の投与（例えば、以下を

参照のこと：Ｃａｐｅｃｃｈｉ，１９８９，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２４４：１２８８

－１２９２）；または（ｖ）上記ポリペプチドとその結合パートナーとの間の相

互作用を変更するモジュレーター（すなわち、インヒビター、アゴニストおよび

アンタゴニスト（本発明のさらなるポリペプチド模倣物および本発明のペプチド

に特異的な抗体を含む）。

      【０２０８】

  減少した（疾患または障害に罹患しない被検体に比較して）レベルまたは生物

学的活性によって特徴づけられる疾患および障害は、活性を増加する（すなわち

、アゴニストである）治療剤で処置され得る。活性を上方制御する治療剤は、治
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療または予防の様式で投与され得る。利用され得る治療剤としては、以下が挙げ

られるがそれらに限定されない：上記ポリペプチド、またはそのアナログ、誘導

体、フラグメントもしくはホモログ；あるいはバイオアベイラビリティーを増加

させるアゴニスト。

      【０２０９】

  増加または減少したレベルは、ポリペプチドおよび／もしくはＲＮＡを定量す

ること、患者組織サンプル（例えば、生検組織）を入手すること、およびインビ

トロでＲＮＡまたはペプチドレベル、発現されたポリペプチド（または上記ポリ

ペプチドのｍＲＮＡの）構造および／もしくはについてそれをアッセイすること

によって容易に検出され得る。当該分野において周知の方法としては以下が挙げ

られるがそれらに限定されない：免疫アッセイ（例えば、ウェスタンブロット分

析、免疫沈降に続きドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）ポリアクリルアミドゲル

電気泳動、免疫細胞化学など）および／またはｍＲＮＡの発現を検出するハイブ

リダイゼーションアッセイ（例えば、ノーザンアッセイ、ドットブロット、イン

サイチュハイブリダイゼーションなど）。

      【０２１０】

  （予防方法）

  １つの局面において、本発明は、被検体において、異常なＢＬＡＡ発現または

活性に関連する疾患または障害を予防するための方法を提供する。この方法は、

その被検体に、ＢＬＡＡ発現または少なくとも１つのＢＬＡＡ活性を調節する因

子を投与することによる。異常なＢＬＡＡ発現または活性によって生じるかまた

はそれに帰される疾患の危険にある被検体は、例えば、本明細書において記載さ

れる診断または予後アッセイのいずれかまたはその組合せによって同定され得る

。予防因子の投与は、ＢＬＡＡ異常に特徴的な症状の発症の前に行われ得、その

結果、疾患または障害が予防され、あるいはその進行が遅延される。ＢＬＡＡ依

存の型に依存して、例えば、ＢＬＡＡアゴニストまたはＢＬＡＡアンタゴニスト

の因子が、その被検体を処置するために使用され得る。適切な因子は、本明細書

において記載されるスクリーニングアッセイに基づいて決定され得る。本発明の

予防方法は、以下の亜節においてさらに考察される。
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      【０２１１】

  （治療方法）

  本発明の別の局面は、治療目的のためのＢＬＡＡ発現または活性を調節する方

法に関する。本発明の調節方法は、その細胞に関連するＢＬＡＡポリペプチド活

性の１つ以上の活性を調節する因子に細胞を接触させる工程を包含する。ＢＬＡ

Ａポリペプチド活性を調節する因子は、本明細書に記載されるような因子であり

得る（例えば、核酸またはタンパク質、ＢＬＡＡポリペプチドの天然に存在する

同族リガンド、ペプチド、ＢＬＡＡペプチド模倣物あるいは他の低分子）。１つ

の実施形態において、その因子は、１つ以上のＢＬＡＡポリペプチド活性を刺激

する。そのような刺激因子の例としては、活性ＢＬＡＡポリペプチドおよびその

細胞に導入されたＢＬＡＡをコードする核酸分子が挙げられる。別の実施形態に

おいて、その因子は、１つ以上のＢＬＡＡポリペプチド活性を阻害する。そのよ

うな阻害因子の例としては、アンチセンスＢＬＡＡ核酸分子および抗ＢＬＡＡ抗

体が挙げられる。これらの調節方法は、インビトロで実施され得る（例えば、そ

の因子とともにその細胞を培養することによる）、あるいは、インビボで実施さ

れ得る（例えば、被検体にその因子を投与することによる）。それ自体、本発明

は、ＢＬＡＡポリペプチドまたは核酸分子の異常な発現または活性によって特徴

づけられる疾患または障害に罹患した個体を処置する方法を提供する。１つの実

施形態において、この方法は、因子（例えば、本明細書において記載されるスク

リーニングアッセイによって同定される因子）またはＢＬＡＡ発現または活性を

調節する（例えば、上方制御または下方制御する）因子との組合せで投与する工

程を包含する。別の実施形態において、この方法は、減少したかまたは異常なＢ

ＬＡＡ発現または活性を補正するための治療として、ＢＬＡＡポリペプチドまた

は核酸分子を投与する工程を包含する。

      【０２１２】

  ＢＬＡＡ活性の刺激は、異常に下方制御されるか、および／または増加したＢ

ＬＡＡ活性が有益な効果を有するようである状況に置いて所望される。１つのそ

のような状況の例は、被検体が異常な細胞増殖および／または分化（例えば、癌

）によって特徴づけられる障害を有する場合である。そのような状況の別の例は
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、その被検体が免疫応答関連障害（例えば、自己免疫障害、感染疾患および移植

に関連する合併症）を有する場合である。

      【０２１３】

  １つの実施形態において、本発明は、哺乳動物における病理学的状態を処置す

る方法を包含する。この方法は、配列番号２または配列番号４のアミノ酸配列を

有するポリペプチドに対して少なくとも９５％同一であるポリペプチドまたはそ

の生物学的に活性なフラグメントの治療量を投与する工程を包含する。代替の実

施形態は、ＢＬＡＡポリペプチド、ならびにそのフラグメント、ホモログ、アナ

ログおよび誘導体に選択的に結合する抗体を被検体に投与する工程を包含する。

      【０２１４】

  （治療剤の生物学的効果の決定）

  本発明の種々の実施形態において、適切なインビトロまたはインビボアッセイ

は、特定の治療剤の効果およびその投与が罹患した組織の処置について適応され

るかどうかを決定するために利用される。

      【０２１５】

  種々の特定の実施形態において、インビトロアッセイは、患者の疾患に関与す

る型の代表的な細胞を用いて行われて、その細胞型に対して所望の効果を措定の

治療剤が発揮するかどうかを判定し得る。適切な動物モデル系（ラット、マウス

、ニワトリ、ウシ、サル、ウサギなどを含むがそれらに限定されない）において

、ヒト被検体における試験の前に、治療における使用のための化合物を試験し得

る。同様に、インビボ試験のために、当該分野において公知の動物モデル系のい

ずれかがヒト被検体への投与の前に使用され得る。

      【０２１６】

  （悪性腫瘍）

  上記のＢＬＡＡポリペプチドは、細胞増殖の調節に関与し得る。従って、本発

明の治療剤は、細胞過剰増殖および／または細胞増殖の制御の欠失に関連する疾

患または障害（例えば、癌、悪性腫瘍および腫瘍）の治療または予防的な処置に

おいて有用であり得る。そのような過剰増殖障害の概説について、例えば、以下

を参照のこと：Ｆｉｓｈｍａｎ，ｅｔ  ａｌ．，１９８５．ＭＥＤＩＣＩＮＥ，
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２ｎｄ  ｅｄ．，Ｊ．Ｂ．Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ  Ｃｏ．，Ｐｈｉｌａｄｅｌｐ

ｈｉａ，ＰＡ。

      【０２１７】

  本発明の治療剤は、悪性腫瘍および関連する障害を処置または予防するにおけ

る効力を決定するための、当該分野において公知の任意の方法によりアッセイさ

れ得る。そのようなアッセイとしては以下が挙げられるがそれらに限定されない

：患者の腫瘍に由来する形質転換した細胞（単数または複数）を利用したインビ

トロアッセイ、および癌または悪性腫瘍の動物モデルを用いたインビボアッセイ

。潜在的に有効な治療剤は、例えば、コントロールに比較して、培養物中の腫瘍

由来または形質転換した細胞の増殖を阻害するかまたは動物モデルにおける腫瘍

の退行を生じるものである。

      【０２１８】

  本発明の実施において、一旦悪性腫瘍または癌が活性を調節（すなわち、阻害

、拮抗または活性化（アゴナイズ））することによる処置に受容可能であること

が示されると、続いて癌または悪性腫瘍がポリペプチド機能を調節するように働

く治療剤の投与によって処置または予防され得る。

      【０２１９】

  （臓器移植に関連する疾患）

  ＢＬＡＡは、臓器移植に関連する障害（特に、臓器拒絶であるがそれに限定さ

れない）と相関づけられている。本発明の治療剤（特に、活性を調節（または供

給）するもの）は、臓器移植に関連する疾患または障害を処置または予防するに

おいて有効であり得る。本発明の治療剤（特に、上記タンパク質のレベルまたは

活性を調節する治療剤）は、臓器移植に関連するそのような疾患および障害を処

置または予防するにおける効力についての、当該分野において公知の任意の方法

によりアッセイされ得る。そのようなアッセイとしては、以下に記載される細胞

培養モデルを用いるためのインビトロアッセイ、または臓器移植に関連した疾患

および障害の動物モデルを用いたインビボアッセイ（例えば、以下に記載される

もの）が挙げられる。例えば、潜在的に有効な治療剤は限定する目的ではなく、

コントロールに比較して動物モデルにおける免疫拒絶応答を減少させる。
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      【０２２０】

  従って、一旦臓器移植に関連する疾患および障害が、活性の調節による処置に

受容可能であることが示されると、そのような疾患または障害は、活性を調節す

る治療剤の投与によって処置または予防され得る。

      【０２２１】

  （Ｔリンパ球増殖および活性化細胞増殖／分化活性）

  本発明において開示されたＢＬＡＡポリペプチドは、新たなＢ７ファミリーメ

ンバーである。Ｂ７ファミリーメンバー（例えば、Ｂ７－１およびＢ７－２）は

、免疫グロブリンスーパーファミリーのメンバーであり、そして活性化Ｔリンパ

球に結合し、そして活性化よりもＴリンパ球細胞増殖について調節シグナルを提

供する。

      【０２２２】

  （免疫刺激または抑制活性）

  本発明のＢＬＡＡポリペプチドはまた、免疫刺激または免疫抑制の活性を示し

得る。これには、限定ではないが、そのアッセイが本明細書において記載される

活性が含まれる。タンパク質は、種々の免疫不全および障害（重症複合免疫不全

（ＳＣＩＤ）を含む）の処置において有用であり得る（例えば、Ｔリンパ球およ

び／またはＢリンパ球の増殖および増殖を（上方または下方）調節するにおいて

、ならびにＮＫ細胞および他の細胞集団の細胞溶解活性を行うことにおいて）。

これらの免疫不全は、遺伝性であり得るか、あるいはウイルス（例えば、ＨＩＶ

）および細菌または真菌の感染によって生じ得るか、あるいは自己免疫疾患から

生じ得る。より特定すると、ウイルス、細菌、真菌または他の感染によって生じ

る感染疾患は、本発明のポリペプチドを用いて処置可能であり得、これには、Ｈ

ＩＶ、肝炎ウイルス、ヘルペスウイルス、ミコバクテリア、リーシュマニア種、

マラリア種および種々の真菌感染（例えば、カンジダ症）による感染が含まれる

。当然、この点に関して、本発明のポリペプチドはまた、免疫系が概して所望さ

れ得る場合（すなわち、癌の処置において）有用であり得る。

      【０２２３】

  本発明のポリペプチドを用いて処置され得る自己免疫疾患は、例えば、結合組
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織疾患、多発性硬化症、全身エリテマトーデス、慢性関節リウマチ、自己免疫肺

炎症、ギランバール症候群、自己免疫甲状腺炎、インスリン依存性糖尿病、重症

筋無力症、宿主対移植片疾患および自己免疫炎症癌疾患を包含する。本発明のそ

のようなポリペプチドはまた、喘息（特にアレルギー性喘息）または他の呼吸器

の問題のようなアレルギー性反応および状態の処置において有用であるはずであ

り得る。免疫抑制が所望される他の状態（例えば、臓器移植を含む）もまた、本

発明のポリペプチドを用いて処置可能であり得る。

      【０２２４】

  本発明のポリペプチドを用いて多数の方法において免疫応答を調節する。下方

制御は、すでに免疫応答を阻害もしくはブロックする形態であり得、または免疫

応答の誘導を予防することを包含し得る。活性化されたＴ細胞の機能は、Ｔ細胞

応答を抑制することか、またはＴ細胞における特定の寛容を誘導することによっ

て、あるいはそれらの両方によって阻害され得る。Ｔ細胞反応の免疫抑制は、概

して、活性で、非抗原特異的なプロセスであって、抑制剤に対してＴ細胞の連続

的な暴露を必要とするプロセスである。Ｔ細胞における非応答またはエネルギー

を誘導することを包含する寛容は、それが概して抗原特異的であり、そして寛容

化因子への暴露が停止された後にも維持されるという点において免疫抑制とは識

別され得る。機能的には、寛容は、寛容化因子の非存在下で特定の抗原に対して

再暴露することに際しＴ細胞応答の欠如によって実証され得る。

      【０２２５】

  １つ以上の抗原機能（制限なしに、Ｂリンパ球抗原機能（例えば、Ｂ７など）

）を下方制御することまたは予防すること（例えば、活性化されたＴ細胞によっ

て高レベルのリンホカイン合成を妨害すること）は、組織、皮膚および臓器移植

ならびに宿主対移植片疾患（ＧＶＨＤ）の状況において有用である。例えば、Ｔ

細胞機能の遮断は、組織移植における減少した組織破壊を生じるはずである。代

表的には、組織移植において、移植片の拒絶は、それがＴ細胞によって外来と認

識されることによって始まり、続いて、その移植片を破壊する免疫反応が生じる

。Ｂ７リンパ球抗原と免疫細胞上のその天然のリガンドとの相互作用を阻害また

はブロックする分子（例えば、可溶性で単量体形態の、Ｂ７－２活性を有するペ
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プチド単独、または別のＢリンパ球抗原（例えば、Ｂ７－１、Ｂ７－３）の活性

を有する、単量体形態のペプチドまたはブロック抗体との組合せで）の、移植前

の投与は、対応する同時刺激シグナルを伝達することなしに、免疫細胞に対する

天然のリガンドの分子の結合を生じ得る。この問題においてＢリンパ球抗原機能

をブロックすることは、免疫細胞（例えば、Ｔ細胞）によるサイトカイン合成を

妨害し、そして従って、免疫抑制因子として作用する。さらに、同時刺激の欠如

はまた、Ｔ細胞の活性化に十分であり得、それにより、被検体における寛容を誘

導し得る。Ｂリンパ球抗原ブロック試薬による長期の寛容の誘導は、これらのブ

ロック試薬の反復投与の必要性を回避し得る。被検体における十分な免疫抑制ま

たは寛容を達成するために、Ｂリンパ球抗原の機能をブロックすることもまた必

要であり得る。

      【０２２６】

  臓器移植拒絶またはＧＶＤＨを予防するにおける特定のブロック試薬の効力は

、ヒトにおける効力を予測する動物モデルを用いて評価され得る。使用され得る

適切な系の例は、ラットにおける同種異系心臓移植片およびマウスにおける異種

膵臓島細胞移植片を包含する。これらの両者は、以下に記載されるようなインビ

ボでのＣＴＬＡ４Ｉｇ融合タンパク質の免疫抑制効果を試験するために使用され

てきている：Ｌｅｎｓｃｈｏｗ  ｅｔ  ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５７：７８

９－７９２（１９９２）およびＴｕｒｋａ  ｅｔ  ａｌ．，Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ

  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ，８９：１１１０２－１１１０５（１９９２）。さ

らに、ＧＶＤＨのマウスモデル（以下を参照のこと：Ｐａｕｌ  ｅｄ．ＦＵＮＤ

ＡＭＥＮＴＡＬ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ，Ｒａｖｅｎ  Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙ

ｏｒｋ，１９８９，ｐｐ．８４６－８４７）を使用して、その疾患の発症におけ

るインビボでのＢリンパ球抗原機能の効果を決定し得る。

      【０２２７】

  抗原機能をブロックすることはまた、自己免疫疾患を処置するために治療上で

有用であり得る。多くの自己免疫障害は、自己の組織に対して反応性であり、か

つ、疾患の病理に関与するサイトカインおよび自己抗体の生成を促進するＴ細胞

の不適切な活性化の結果である。自己反応性Ｔ細胞の活性化の予防は、疾患症状
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を減少または除去し得る。Ｂリンパ球抗原のレセプター：リガンドの相互作用を

破壊することによってＴ細胞の同時刺激をブロックする試薬の投与は、Ｔ細胞活

性化を阻害するために使用され得、そしてその疾患のプロセスに関与し得る自己

抗体またはＴ細胞由来サイトカインの生成を予防するために使用され得る。さら

に、ブロック試薬は、その疾患からの長期緩和を導き得る自己反応性Ｔ細胞の抗

原特異的な寛容を誘導し得る。自己免疫障害を予防または軽減するにおけるブロ

ック試薬の効力は、ヒト自己免疫疾患の多数の十分に特徴づけられた動物モデル

を用いて判定され得る。例としては、マウス実験自己免疫脳炎、ＭＲＬ／ｌｐｒ

／ｌｐｒマウスまたはＮＺＢハイブリッドマウスにおける全身エリテマトーデス

、マウス自己免疫コラーゲン関節炎、ＮＯＤマウスおよびＢＢマウスにおける糖

尿病、ならびにマウス実験重症筋無力症（以下を参照のこと：Ｐａｕｌ  ｅｄ．

，ＦＵＮＤＡＭＥＮＴＡＬ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ，Ｒａｖｅｎ  Ｐｒｅｓｓ，

Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１９８９，ｐｐ．８４０－８５６）。

      【０２２８】

  免疫応答を上方制御する手段としての、抗原機能（好ましくは、Ｂリンパ球抗

原機能）の上方制御もまた、治療において有用であり得る。免疫応答の上方制御

は、既存の免疫応答を増強するか、または初期免疫応答を惹起する形態であり得

る。例えば、Ｂリンパ球抗原機能を刺激することにより免疫応答を惹起すること

は、ウイルス感染の場合において有用であり得る。さらに、全身ウイルス疾患（

例えば、インフルエンザ、通常の風邪、および脳炎）は、Ｂリンパ球抗原の刺激

形態の全身投与によって軽減され得る。

      【０２２９】

  あるいは、抗ウイルス免疫応答は、患者からＴ細胞を取り出すこと、本発明の

ペプチドを発現するか、本発明の可溶性ペプチドの刺激形態が一緒にあるかのい

ずれかのウイルス抗原パルス刺激されたＡＲＣを用いてインビトロでＴ細胞を同

時刺激すること、およびその患者にインビトロで活性化されたＴ細胞を再導入す

ることによって、感染した患者において増強され得る。抗ウイルス免疫応答を増

強する別の方法は、患者から感染した細胞を単離すること、本明細書に記載され

るような本発明のタンパク質をコードする核酸でそれらをトランスフェクトし、
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その結果その細胞がそのタンパク質のすべてまたは一部を細胞表面上に発現する

こと、およびトランスフェクトされた細胞をその患者に再導入することである。

感染した細胞は、今度は、インビボでＴ細胞へ動じ刺激シグナルを送達し得、そ

れゆえ活性化し得る。

      【０２３０】

  別の適用において、抗原機能（好ましくは、Ｂリンパ球抗原機能）の上方制御

または増強は、腫瘍免疫の誘導において有用であり得る。本発明の少なくとも１

つのペプチドをコードする核酸でトランスフェクトした腫瘍細胞（例えば、肉腫

、黒色腫、リンパ腫、白血病、神経芽腫、癌腫）は、被検体における腫瘍特異的

な寛容を克服するためにその被検体に投与され得る。所望の場合、腫瘍細胞は、

ペプチドの組合せを発現するようにトランスフェクトされ得る。例えば、患者か

ら得られた腫瘍細胞は、Ｂ７－２様活性単独を有するペプチド、またはＢ７－１

様活性および／もしくはＢ７－３様活性を有するペプチドと組み合わせでの発現

を指向する、発現ベクターでエキソビボでトランスフェクトされ得る。トランス

フェクトされた腫瘍細胞は、患者に戻されて、トランスフェクトされた細胞の表

面上にペプチドの発現を生じる。あるいは、遺伝子治療技術を用いて、インビボ

でトランスフェクションについて腫瘍細胞を標的化し得る。

      【０２３１】

  腫瘍細胞の表面上のＢリンパ球抗原の活性を有する本発明のペプチドの存在は

、Ｔ細胞に対して必要な同時刺激を提供して、トランスフェクトされた腫瘍細胞

に対してＴ細胞媒介免疫応答を誘導する。さらに、ＭＨＣクラスＩまたはＭＨＣ

クラスＩＩの分子を欠如するか、またはＭＨＣクラスＩまたはＭＨＣクラスＩＩ

の分子の十分量を再発現しない腫瘍細胞は、ＭＨＣクラスＩα鎖タンパク質およ

びβ2ミクログロブリンタンパク質、もしくはＭＨＣクラスＩＩα鎖タンパク質

およびＭＨＣクラスＩＩβ鎖タンパク質のすべてまたは一部（例えば、細胞質ド

メイン短縮部分）をコードする核酸でトランスフェクトされ、そにより、ＭＨＣ

クラスＩまたはＭＨＣクラスＩＩのタンパク質を細胞表面上に発現する。Ｂリン

パ球抗原（例えば、Ｂ７－１、Ｂ７－２、Ｂ７－３）と組み合わせた適切なクラ

スＩまたはクラスＩＩの発現は、トランスフェクトされた腫瘍細胞に対するＴ細
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胞媒介免疫応答を誘導する。必要に応じて、ＭＨＣクラスＩＩ関連タンパク質（

不変鎖）の発現をブロックするアンチセンス構築物をコードする遺伝子はまた、

Ｂリンパ球の活性を有するペプチドをコードするＤＮＡとともに同時トランスフ

ェクトされて、腫瘍関連抗原の提示を促進し得、そして腫瘍特異的免疫を誘導し

得る。従って、ヒト被検体におけるＴ細胞媒介免疫応答の誘導は、その被検体に

おける腫瘍特異的寛容を克服するに十分であり得る。

      【０２３２】

  本発明のポリペプチドの活性は、とりわけ、以下の方法によって測定され得る

：甲状腺細胞または脾臓細胞の細胞傷害性についての適切なアッセイとしては、

以下において記載されるものが挙げられるがそれらに限定されない：ＣＵＲＲＥ

ＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭＭＵＮＯＬＯＧＹ．Ｃｏｌｉｇａｎ  ｅ

ｔ  ａｌ．，ｅｄｓ．Ｇｒｅｅｎｅ  Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ａｓｓｏｃｉａｔ

ｅｓ  ａｎｄ  Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ（Ｃｈａｐｔｅｒ  ３，

Ｃｈａｐｔｅｒ  ７）；Ｈｅｒｒｍａｎｎ  ｅｔ  ａｌ．，Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ

  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ７８：２４８８－２４９２，１９８１；Ｈｅｒｒ

ｍａｎｎ  ｅｔ  ａｌ．，Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １２８：１９６８－１９７４，

１９８２；Ｈａｎｄａ  ｅｔ  ａｌ．，Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １３５：１５６４

－１５７２，１９８５；Ｔａｋａｉ  ｅｔ  ａｌ．，Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １３

７：３４９４－３５００，１９８６；Ｔａｋａｉ  ｅｔ  ａｌ．，Ｊ  Ｉｍｍｕ

ｎｏｌ  １４０：５０８－５１２，１９８８；Ｈｅｒｒｍａｎｎ  ｅｔ  ａｌ．

，Ｐｒｏｃ  Ｎａｔｌ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ７８：２４８８－２４９２

，１９８１；Ｈｅｒｒｍａｎｎ  ｅｔ  ａｌ．，Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １２８  

：１９６８－１９７４，１９８２；Ｈａｎｄａ  ｅｔ  ａｌ．，Ｊ  Ｉｍｍｕｎ

ｏｌ  １３５：１５６４－１５７２，１９８５；Ｔａｋａｉ  ｅｔ  ａｌ．，Ｊ

  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １３７：３４９４－３５００，１９８６；Ｂｏｗｍａｎ  ｅ

ｔ  ａｌ．，Ｉ  Ｖｉｒｏｌｏｇｙ  ６１：１９９２－１９９８；Ｔａｋａｉ  

ｅｔ  ａｌ．，Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １４０：５０８－５１２，１９８８；Ｂｅ

ｒｔａｇｎｏｌｌｉ  ｅｔ  ａｌ．，Ｃｅｌｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １３３：３２

７－３４１，ｌ９９１；Ｂｒｏｗｎ  ｅｔ  ａｌ．，Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １５
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３  ：３０７９－３０９２，１９９４。

      【０２３３】

  Ｔ細胞依存性免疫グロブリン応答およびアイソタイプスイッチングについての

アッセイ（これは、とりわけＴ細胞依存性抗体応答を調節し、そしてＴｈ１／Ｔ

ｈ２プロファイルに影響を与えるタンパク質を同定する）としては、限定するこ

となく、以下に記載されるものが挙げられる：Ｍａｌｉｓｚｅｗｓｋｉ，Ｊ  Ｉ

ｍｍｕｎｅ  １４４：３０２８－３０３３，１９９０；およびＭｏｎｄ  ａｎｄ

  Ｂｒｕｎｓｗｉｃｋ，ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭＭＵ

ＮＯＬＯＧＹ．Ｃｏｌｉｇａｎ  ｅｔ  ａｌ．，（ｅｄｓ．）Ｖｏｌ  １  ｐｐ

．３．８．１－３．８．１６，Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ａｎｄ  Ｓｏｎｓ，Ｔｏ

ｒｏｎｔｏ  １９９４。

      【０２３４】

  混合リンパ球反応（ＭＬＲ）アッセイ（これは、とりわけ、Ｔｈ１およびＣＴ

Ｌ反応を主に生じるタンパク質を同定する）は、限定することなく、以下に記載

されるものが挙げられる：ＣＵＲＲＥＮＴ  ＰＲＯＴＯＣＯＬＳ  ＩＮ  ＩＭＭ

ＵＮＯＬＯＧＹ．Ｃｏｌｉｇａｎ  ｅｔ  ａｌ．，ｅｄｓ．Ｇｒｅｅｎｅ  Ｐｕ

ｂｌｉｓｈｉｎｇ  Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ  ａｎｄ  Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓ

ｃｉｅｎｃｅ（Ｃｈａｐｔｅｒ  ３，Ｃｈａｐｔｅｒ  ７）；Ｔａｋａｉ  ｅｔ

  ａｌ．，Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １３７：３４９４－３５００，１９８６；Ｔａ

ｋａｉ  ｅｔ  ａｌ．，Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １４０：５０８－５１２，１９８

８；Ｂｅｒｔａｇｎｏｌｌｉ  ｅｔ  ａｌ．，Ｊ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １４９：３

７７８－３７８３，１９９２。

      【０２３５】

  樹状細胞依存性アッセイ（これは、とりわけ、未刺激（ｎａｉｖｅ）Ｔ細胞を

活性化する樹状細胞により発現されるタンパク質を同定する）としては、限定す

ることなく、以下に記載されるものが挙げられる：Ｇｕｅｒｙ  ｅｔ  ａｌ．，

Ｊ  ｌｍｍｕｎｏｌ  １３４：５３６－５４４，１９９５；Ｉｎａｂａ  ｅｔ  

ａｌ．，Ｊ  Ｅｘｐ  Ｍｅｄ  １７３：５４９－５５９，１９９１；Ｍａｃａｔ

ｏｎｉａ  ｅｔ  ａｌ．，Ｊ  ｌｍｍｕｎｏｌ  １５４：５０７１－５０７９，
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１９９５；Ｐｏｒｇａｄｏｒ  ｅｔ  ａｌ．，Ｊ  Ｅｘｐ  Ｍｅｄ  １８２：２

５５－２６０，１９９５；Ｎａｉｒ  ｅｔ  ａｌ．，Ｊ  Ｖｉｒｏｌ  ６７：４

０６２－４０６９，１９９３；Ｈｕａｎｇ  ｅｔ  ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２

６４：９６１－９６５，１９９４；Ｍａｃａｔｏｎｉａ  ｅｔ  ａｌ．，Ｊ  Ｅ

ｘｐ  Ｍｅｄ  １６９：１２５５－１２６４，１９８９；Ｂｈａｒｄｗａｊ  ｅ

ｔ  ａｌ．，Ｊ  Ｃｌｉｎ  Ｉｎｖｅｓｔｉｇ  ９４：７９７－８０７，１９９

４；およびＩｎａｂａ  ｅｔ  ａｌ．，Ｊ  Ｅｘｐ  Ｍｅｄ  １７２：６３１－

６４０，１９９０。

      【０２３６】

  リンパ球生存／アポトーシスについてのアッセイ（これは、超抗原誘導の後の

アポトーシスを妨害するタンパク質およびリンパ球恒常性を調節するタンパク質

を同定する）としては、限定することなく、以下に記載されるものが挙げられる

：Ｄａｒｚｙｎｋｉｅｗｉｃｚ  ｅｔ  ａｌ．，Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ  １３：７

９５－８０８，１９９２；Ｇｏｒｃｚｙｃａ  ｅｔ  ａｌ．，Ｌｅｕｋｅｍｉａ

  ７：６５９－６７０，１９９３；Ｇｏｒｃｚｙｃａ  ｅｔ  ａｌ．，Ｃａｎｃ

ｅｒ  Ｒｅｓ  ５３：１９４５－１９５１，１９９３；Ｉｔｏｈ  ｅｔ  ａｌ．

，Ｃｅｌｌ  ６６：２３３－２４３，１９９１；Ｚａｃｈａｒｃｈｕｋ，Ｊ  Ｉ

ｍｍｕｎｏｌ  １４５：４０３７－４０４５，１９９０；Ｚａｍａｉ  ｅｔ  ａ

ｌ．，Ｃｙｔｏｍｅｔｎｚ  １４：８９１－８９７，１９９３；Ｇｏｒｃｚｙｃ

ａ  ｅｔ  ａｌ．，Ｉｎｔｅｒｎａｔ  Ｊ  Ｏｎｃｏｌ  １：６３９－６４８，

１９９２。

      【０２３７】

  Ｔ細胞運命付けおよび発生の初期工程に影響を与えるタンパク質についてのア

ッセイとしては、限定することなく、以下に記載されるものが挙げられる：Ａｎ

ｔｉｃａ  ｅｔ  ａｌ．，Ｂｌｏｏｄ  ８４：１１１－１１７，１９９４；Ｆｉ

ｎｅ  ｅｔ  ａｌ．，Ｃｅｌｌ  Ｉｍｍｕｎｏｌ  １５５：１１１－１２２，１

９９４；Ｇａｌｙ  ｅｔ  ａｌ．，Ｂｌｏｏｄ  Ｔｏｋｉ  ｅｔ  ａｌ．，Ｐｒ

ｏｃ  Ｎａｔ  Ａｃａｄ  Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８８：７５４８－７５５１，１９９

１。
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      【０２３８】

  （他の活性）

  本発明のポリペプチドはまた、以下のさらなる活性または効果の１つ以上を示

し得る：感染因子（これには、限定することなく、細菌、ウイルス、真菌および

他の寄生生物）の増殖、感染または機能の阻害、あるいはその殺傷；身体の特徴

（限定することなく、身長、体重、髪の色、目の色、皮膚、肥満対痩身比率また

は他の組織色素、あるいは器官または身体の部分のサイズまたは形状（例えば、

豊胸または胸の縮小、骨形態または形状における変更））をもたらす（抑制また

は増強する）こと；バイオリズムまたは循環サイクルあるいはリズムをもたらす

こと；雄性または雌性の被検体の繁殖力をもたらすこと；食餌性脂肪、脂質、タ

ンパク質、炭水化物、ビタミン、ミネラル、補因子または他の栄養因子あるいは

成分の代謝、異化、プロセシング、利用、貯蔵または除去；行動特性（限定する

ことなく、食欲、性欲、ストレス、認知（認知障害を含む）、抑鬱（抑鬱障害を

含む）および暴力行動ヲ含む）をもたらすこと；鎮痛効果または他の疼痛減少効

果を提供すること；造血系統以外の系統における胚性幹細胞の分化および増殖を

促進すること；ホルモン性または内分泌活性；酵素の場合、その酵素の欠損を補

正し、そして欠損関連疾患を処置すること；過剰増殖障害（例えば、乾癬など）

の処置；免疫グロブリン様活性（例えば、抗原または補体に結合する能力など）

；ならびに、そのようなタンパク質または別の物質に対する免疫応答を惹起する

ワクチン組成物において抗原またはそのようなタンパク質と交叉反応性である存

在物として作用する能力。

      【０２３９】

  本発明は、本明細書において記載される特定の実施形態によって範囲が限定さ

れるべきではない。実際、本明細書において記載されるものに加えて本発明の種

々の改変は、上記説明および付随する図から当業者に明白である。そのような改

変は、添付の特許請求の範囲内にはいることが意図される。

      【０２４０】

  本願を通じて引用されるすべての参考文献、特許および公開された特許出願の

内容は、本明細書において参考として援用される。
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      【０２４１】

  （等価物）

  本発明は、その詳細な説明に関連して記載しており、上記の説明は、本発明の

範囲の例示でありそして限定を意図せず、本発明の範囲は、添付の特許請求の範

囲の範囲によって規定されることが理解されるべきである。他の局面、利点およ

び改変は、添付の特許請求の範囲の範囲内にある。

  【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、２６９１ヌクレオチドヒトｃＤＮＡ配列（配列番号１）、およびその

コードされるポリペプチドのアミノ酸配列（配列番号２）を示す。

    【図２】

  図２は、２８８５ヌクレオチドヒトｃＤＮＡ配列（配列番号３）、およびその

コードされるポリペプチドのアミノ酸配列（配列番号４）を示す。

    【図３】

  図３は、２２２９ヌクレオチドヒトｃＤＮＡ配列（配列番号５）、およびその

コードされるポリペプチドのアミノ酸配列（配列番号６）を示す。

    【図４】

  図４は、いくつかの相同なＢ７タンパク質と比較される配列番号６のＢＬＡＡ

ポリペプチドのＣｌｕｓｔａｌＷアライメントを示し、そして暗く強調表示する

ことによって保存領域を、そして明るく強調表示することによって保存アミノ酸

置換を示す。

    【図５】

  図５は、配列番号６のポリペプチドについての疎水性プロットを示す。
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【図１】
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【図１－１】
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【図１－２】
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【図２】
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【図２－１】
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【図２－２】
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【図３】
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【図３－１】
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【図３－２】
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【図４】
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【図４－１】
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【図４－２】

【図５】
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【国際調査報告】
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─────────────────────────────────────────────────────
フロントページの続き
  
(51)Int.Cl.7              識別記号                        ＦＩ                              テーマコート゛(参考）
   Ａ６１Ｋ  39/395                                      Ａ６１Ｋ  48/00                     ４Ｃ０８５
             45/00                                       Ａ６１Ｐ   3/10                     ４Ｃ０８６
             48/00                                                 11/06                     ４Ｈ０４５
   Ａ６１Ｐ   3/10                                                 19/02                       
             11/06                                                 19/04                       
             19/02                                                 21/00                       
             19/04                                                 21/04                       
             21/00                                                 25/00                       
             21/04                                                 29/00                       
             25/00                                                                 １０１      
             29/00                                                 31/04                       
                           １０１                                  31/10                       
             31/04                                                 31/12                       
             31/10                                                 35/00                       
             31/12                                                 37/02                       
             35/00                                       Ｃ０７Ｋ  14/47                       
             37/02                                                 16/18                       
   Ｃ０７Ｋ  14/47                                       Ｃ１２Ｐ  21/02                 Ｃ    
             16/18                                       Ｃ１２Ｑ   1/02                       
   Ｃ１２Ｐ  21/02                                                  1/68                 Ａ    
   Ｃ１２Ｑ   1/02                                       Ｇ０１Ｎ  33/15                 Ｚ    
              1/68                                                 33/50                 Ｚ    
   Ｇ０１Ｎ  33/15                                                 33/53                 Ｄ    
             33/50                                                                       Ｍ    
             33/53                                                 33/566                      
                                                         Ｃ１２Ｎ  15/00           ＺＮＡＡ    
             33/566                                      Ａ６１Ｋ  37/02                       
(31)優先権主張番号  ６０／１８３，５７８
(32)優先日          平成12年２月18日(2000．2．18)
(33)優先権主張国    米国（ＵＳ）
(31)優先権主張番号  ０９／６５１，２００
(32)優先日          平成12年８月30日(2000．8．30)
(33)優先権主張国    米国（ＵＳ）
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(81)指定国          ＥＰ(ＡＴ，ＢＥ，ＣＨ，ＣＹ，
ＤＥ，ＤＫ，ＥＳ，ＦＩ，ＦＲ，ＧＢ，ＧＲ，ＩＥ，Ｉ
Ｔ，ＬＵ，ＭＣ，ＮＬ，ＰＴ，ＳＥ)，ＯＡ(ＢＦ，ＢＪ
，ＣＦ，ＣＧ，ＣＩ，ＣＭ，ＧＡ，ＧＮ，ＧＷ，ＭＬ，
ＭＲ，ＮＥ，ＳＮ，ＴＤ，ＴＧ)，ＡＰ(ＧＨ，ＧＭ，Ｋ
Ｅ，ＬＳ，ＭＷ，ＭＺ，ＳＤ，ＳＬ，ＳＺ，ＴＺ，ＵＧ
，ＺＷ)，ＥＡ(ＡＭ，ＡＺ，ＢＹ，ＫＧ，ＫＺ，ＭＤ，
ＲＵ，ＴＪ，ＴＭ)，ＡＥ，ＡＧ，ＡＬ，ＡＭ，ＡＴ，
ＡＵ，ＡＺ，ＢＡ，ＢＢ，ＢＧ，ＢＲ，ＢＹ，ＢＺ，Ｃ
Ａ，ＣＨ，ＣＮ，ＣＲ，ＣＵ，ＣＺ，ＤＥ，ＤＫ，ＤＭ
，ＤＺ，ＥＥ，ＥＳ，ＦＩ，ＧＢ，ＧＤ，ＧＥ，ＧＨ，
ＧＭ，ＨＲ，ＨＵ，ＩＤ，ＩＬ，ＩＮ，ＩＳ，ＪＰ，Ｋ
Ｅ，ＫＧ，ＫＰ，ＫＲ，ＫＺ，ＬＣ，ＬＫ，ＬＲ，ＬＳ
，ＬＴ，ＬＵ，ＬＶ，ＭＡ，ＭＤ，ＭＧ，ＭＫ，ＭＮ，
ＭＷ，ＭＸ，ＭＺ，ＮＯ，ＮＺ，ＰＬ，ＰＴ，ＲＯ，Ｒ
Ｕ，ＳＤ，ＳＥ，ＳＧ，ＳＩ，ＳＫ，ＳＬ，ＴＪ，ＴＭ
，ＴＲ，ＴＴ，ＴＺ，ＵＡ，ＵＧ，ＵＳ，ＵＺ，ＶＮ，
ＹＵ，ＺＡ，ＺＷ
(72)発明者  グリーン，  シンシア
            アメリカ合衆国  コネチカット  06443，
              マディソン，  ツイン  ブリッジ  ロー
            ド  29
(72)発明者  コテリアンスキ，  ビクター
            アメリカ合衆国  マサチューセッツ  
            02215，  ボストン，  アパートメント  
            405，  チャールズゲート  イースト  ４
(72)発明者  デ  フォウジロールズ，  アントニン
            アメリカ合衆国  マサチューセッツ  
            02446，  ブルックライン，  ランカスタ
            ー  テラス  11
(72)発明者  キャルリ，  ジョン
            アメリカ合衆国  マサチューセッツ  
            01772，  サウスボロウ，  ハリス  ドラ
            イブ  ９
(72)発明者  ヘション，  キャサリン
            アメリカ合衆国  マサチューセッツ  
            02043，  ヒングハム，  オティス  ヒル
              ロード  35
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Ｆターム(参考） 2G045 AA40 DA12 DA13 DA36 FB02
                      FB03 
                4B024 AA01 AA11 BA31 CA04 CA09
                      HA01 HA14 HA17 
                4B063 QA18 QA19 QQ03 QQ08 QQ43
                      QQ79 QR55 QR62 QS25 QS33
                      QS34 
                4B064 AG31 CA19 CC24 DA01 DA14
                4C084 AA02 AA06 AA07 AA13 AA17
                      BA01 BA08 BA22 BA23 MA01
                      NA14 ZA012 ZA592 ZA942
                      ZA962 ZB052 ZB072 ZB112
                      ZB152 ZB262 ZB332 ZB352
                4C085 AA13 AA14 CC32 DD62 EE01
                      GG01 
                4C086 AA01 AA02 AA03 AA04 EA16
                      MA01 MA04 NA14 ZA01 ZA59
                      ZA94 ZA96 ZB05 ZB07 ZB11
                      ZB15 ZB26 ZB33 ZB35 
                4H045 AA10 AA11 AA20 AA30 CA40
                      DA75 DA86 EA28 EA51 



专利名称(译) 编码人B淋巴细胞活化抗原B7家族的多核苷酸成员和由其编码的多肽

公开(公告)号 JP2003516719A 公开(公告)日 2003-05-20

申请号 JP2001521740 申请日 2000-08-31

[标]申请(专利权)人(译) CURAGEN CORP
拜奥根有限公司

申请(专利权)人(译) Kyurajen公司
生物遗传公司

[标]发明人 グリーンシンシア
コテリアンスキビクター
デフォウジロールズアントニン
キャルリジョン
ヘションキャサリン

发明人 グリーン, シンシア
コテリアンスキ, ビクター
デ フォウジロールズ, アントニン
キャルリ, ジョン
ヘション, キャサリン

IPC分类号 A01K67/027 A61K31/7088 A61K38/00 A61K39/395 A61K45/00 A61K48/00 A61P3/10 A61P11/06 
A61P19/02 A61P19/04 A61P21/00 A61P21/04 A61P25/00 A61P29/00 A61P31/04 A61P31/10 A61P31
/12 A61P35/00 A61P37/02 C07K14/47 C07K14/705 C07K16/18 C12N15/09 C12N15/12 C12P21/02 
C12Q1/02 C12Q1/68 G01N33/15 G01N33/50 G01N33/53 G01N33/566

CPC分类号 A61K38/00 A61P11/06 A61P19/02 A61P19/04 A61P21/00 A61P21/04 A61P25/00 A61P29/00 C07K14
/70532 Y10S435/81

FI分类号 A01K67/027 A61K31/7088 A61K39/395.D A61K39/395.N A61K45/00 A61K48/00 A61P3/10 A61P11/06 
A61P19/02 A61P19/04 A61P21/00 A61P21/04 A61P25/00 A61P29/00 A61P29/00.101 A61P31/04 
A61P31/10 A61P31/12 A61P35/00 A61P37/02 C07K14/47 C07K16/18 C12P21/02.C C12Q1/02 C12Q1
/68.A G01N33/15.Z G01N33/50.Z G01N33/53.D G01N33/53.M G01N33/566 C12N15/00.ZNA.A A61K37
/02

F-TERM分类号 2G045/AA40 2G045/DA12 2G045/DA13 2G045/DA36 2G045/FB02 2G045/FB03 4B024/AA01 4B024
/AA11 4B024/BA31 4B024/CA04 4B024/CA09 4B024/HA01 4B024/HA14 4B024/HA17 4B063/QA18 
4B063/QA19 4B063/QQ03 4B063/QQ08 4B063/QQ43 4B063/QQ79 4B063/QR55 4B063/QR62 4B063
/QS25 4B063/QS33 4B063/QS34 4B064/AG31 4B064/CA19 4B064/CC24 4B064/DA01 4B064/DA14 
4C084/AA02 4C084/AA06 4C084/AA07 4C084/AA13 4C084/AA17 4C084/BA01 4C084/BA08 4C084
/BA22 4C084/BA23 4C084/MA01 4C084/NA14 4C084/ZA012 4C084/ZA592 4C084/ZA942 4C084
/ZA962 4C084/ZB052 4C084/ZB072 4C084/ZB112 4C084/ZB152 4C084/ZB262 4C084/ZB332 4C084
/ZB352 4C085/AA13 4C085/AA14 4C085/CC32 4C085/DD62 4C085/EE01 4C085/GG01 4C086/AA01 
4C086/AA02 4C086/AA03 4C086/AA04 4C086/EA16 4C086/MA01 4C086/MA04 4C086/NA14 4C086
/ZA01 4C086/ZA59 4C086/ZA94 4C086/ZA96 4C086/ZB05 4C086/ZB07 4C086/ZB11 4C086/ZB15 
4C086/ZB26 4C086/ZB33 4C086/ZB35 4H045/AA10 4H045/AA11 4H045/AA20 4H045/AA30 4H045
/CA40 4H045/DA75 4H045/DA86 4H045/EA28 4H045/EA51
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其他公开文献 JP2003516719A5

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/d8fde581-7f3a-47b4-9c5c-e8241a75748e


外部链接 Espacenet

摘要(译)

本发明提供了新颖的分离的BLAA多核苷酸和由BLAA多核苷酸编码的膜
结合的或分泌的多肽。 还提供了与BLAA多肽或BLAA多肽，多核苷酸或
抗体的任何衍生物，变体，突变体或片段免疫特异性结合的抗体。 本发
明进一步提供了将BLAA多肽，多核苷酸和抗体用于多种病理状况的检测
和治疗的方法，以及用于其他用途的方法。

https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/027387243/publication/JP2003516719A?q=JP2003516719A

